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เต็ทโซเดียมแคลเซียมอลูมิโนซิลิเกทในการแยก. (DETERMINATION OF 
AFLATOXIN M1 IN RAW MILK BY USING HYDRATED SODIUM CALCIUM 
ALUMINOSILICATE (HSCAS) FOR ISOLATION) อาจารยที่ปรึกษา : อ.สพ.ญ.
ดร. เบญจมาศ มโหสถนันทน; 57 หนา. ISBN  974-17-1411-4.

ไฮเดรทเต็ทโซเดียมแคลเซียมอลูมิโนซิลิเกต (HSCAS) เปนสารที่มีความจํ าเพาะเจาะจงสูงในการดูดซับสารพิษเชื้อ

ราอะฟลาท็อกซิน โดยเฉพาะอยางย่ิงอะฟลาท็อกซินบี1 (AFB1) จึงนํ ามาใชผสมในอาหารสัตวเพ่ือปองกันการดูดซึม AFB1 เขาสู

รางกาย และยังมีการนํ า HSCAS มาประยุกตใชในการตรวจวิเคราะหปริมาณ AFB1 อีกดวย อะฟลาท็อกซินเอ็ม1 (AFM1) เปน

สารเมทะโบไลทที่มีพิษของ AFB1 พบมากในนํ้ านมของสัตวเลี้ยงลูกดวยนม ที่สํ าคัญคือนํ้ านมโคเพราะเปนอาหารสํ าหรับมนุษย 

จึงตองมีการเฝาระวังตรวจสอบการปนเปอนของ AFM1 ในนํ้ านมโคอยางสมํ่ าเสมอ ปจจุบันวิธีการตรวจสอบ AFM1 ยังตองใชชุด

ตรวจสอบที่นํ าเขาจากตางประเทศซึ่งมีราคาแพง การพัฒนาชุดตรวจสอบขึ้นใชเองภายในประเทศจะเปนประโยชนทั้งในการเฝา

ระวงัและลดคาใชจาย วัตถุประสงคในการศึกษาครั้งนี้คือตองการศึกษาประสิทธิภาพการดูดซับ AFM1 ของ HSCAS และศึกษา

การสกัดแยก AFM1 ออกจากการดูดซับของ HSCAS เพือ่นํ าความรูที่ไดไปใชในการพัฒนาชุดตรวจสอบสํ าหรับการสกัดแยก 

AFM1 ขึน้ใชในประเทศไทย การศึกษาครั้งนี้แบงออกเปนสองระยะ โดยผลการศึกษาระยะที่ 1 พบวาที่ระดับความเขมขน 10 พีพี

บี (ppb) ของ AFM1 ในนํ้ ากลั่นปราศจากไอออน ปริมาณของ HSCAS ที ่0.5 กรัม สามารถดูดซับ AFM1 ไดประมาณ 90%, 

ปริมาณ HSCAS ที่ 1.0 – 2.8 กรัม ดูดซับ AFM1 ไดมากกวา 96% และทีป่ริมาตร 3.0 – 3.4 กรัม สามารถดูดซับไดถึง 100%

และความสามารถของ HSCAS ในการดูดซับ AFM1 ที่ความเขมขน 0.5 ppb ในนํ้ านมดิบพบวาปริมาตรของ HSCAS ที่ 0.5 – 

0.75 กรัม สามารถดูดซับ AFM1 ไดประมาณ 95%, ปริมาณ HSCAS ที่ 1.0 – 2.0 กรัม ดูดซับได 98% และปริมาณของ 

HSCAS ที ่3.0 – 4.0 กรัม สามารถดูดซับ 100% และท่ีระดับปริมาณของ HSCAS ที่ 2.8 และ 3.0 กรัมในนํ้ ากลั่นปราศจาก

ไอออน และที่ปริมาณ 2.0 และ 3.0 กรัมในนํ้ านมดิบ พบวามีความแตกตางกันในการดูดซับ AFM1 อยางมีนัยสํ าคัญทางสถิติ (P

< 0.05) เมื่อการดูดซับ AFM1 เกิดขึ้น 100% พบวาอัตราสวนการดูดซับ AFM1 ตอนํ้ าหนักของ HSCAS ในนํ้ ากลั่นปราศจาก

ไอออนเทากับ 33.33 ng/g และในนํ้ านมดิบเทากับ 8.33 ng/g  สวนผลการศึกษาในระยะที่ 2 พบวามีเพียงตัวทํ าละลายผสมที่มี

สวนผสมของ H2O:Methanol:Acetonitrile ในอัตราสวน 57:23:20 เพียงชนิดเดียวที่มีความสามารถในการสกัดแยก AFM1 ออก

จากการดูดซับของ HSCAS โดยในการศึกษาครั้งนี้พบวาที่อุณหภูมิ 40OC ระยะเวลาที่ใชในการสกัดแยกนาน 15 นาที เปนสภาวะ

ที่ให %recovery ทีด่ทีี่สุด อัตราสวนของตัวทํ าละลายผสม : HSCAS ที่ 5:1 จะให%recovery ที่สูงที่สุดสํ าหรับการศึกษาครั้งนี้คือ 

32.00% รองลงมาคือ 21.73% และ 14.80% ซึ่งเปน %recovery ของตัวทํ าละลายผสม : HSCAS ที่ 4:1 และ 3:1 ตามลํ าดับ

การศึกษาครั้งนี้สรุปไดวา HSCAS มคีวามสามารถในการดูดซับ AFM1 ทีป่นเปอนในนํ้ านมดิบได และตัวทํ าละลายผสมซึ่ง

ประกอบดวย H2O:Methanol:Acetonitrile ในอัตราสวน 57:23:20 มีความสามารถในการสกัดแยก AFM1 ออกจากการดูดซับ

ของ HSCAS ได
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Hydrated Sodium Calcium Aluminosilicate (HSCAS) is a mycotoxin adsorbent, that has high affinity 
and specificity for aflatoxin B1 (AFB1). HSCAS has been added to animal feed for adsorption of AFB1 and 
prevention of aflatoxicosis in livestocks. Recently, HSCAS has also been modified for using in an analysis of 
AFB1 in feed. Aflatoxin M1 (AFM1) is a toxic metabolite of AFB1 and found in milk of mammals. The 
surveillance of AFM1 concentration in cow’s milk is necessary for public health. At present, we still import test 
kits used for AFM1 analysis which are costly. A domestically-developed test kit will be more economical. 
Therefore, the purposes of our experiments were to determine the adsorption of AFM1 by HSCAS and to find 
out the suitable solvent to extract AFM1 adsorbed to HSCAS. The results from this experiment are preliminary 
data to develop test kit for extraction of AFM1 in raw milk and milk products in the future. The study was 
divided into two parts. For the first part, it was found that concentration 10 ppb of AFM1 in deionized water 
were adsorbed by HSCAS. HSCAS 0.5 gram (g), 1.0-2.0 g, and 3.0-4.0 g could adsorb AFM1 about 90%, more 
than 96% and 100%, respectively. Furthermore, artificially-contaminated AFM1 at the concentration of  0.5 ppb 
in raw milk was mixed with various amounts of HSCAS. HSCAS 0.5-0.75 g, 1.0-2.0 g, and 3.0-4.0 g could 
adsorb AFM1 about 95%, 98%, and 100%, respectively. The amounts of HSCAS 2.8 and 3.0 g in deionized 
water including these of HSCAS 2.0 and 3.0 g in raw milk are significantly different in the AFM1 adsorbent 
capacity (P<0.05). Ratios of AFM1 to the amount of HSCAS in deionized water and raw milk are 33.33 ng/g 
and 8.33 ng/g, respectively. For the second part, the result showed that only the mixed solvent of 
H2O:Methanol:Acetonitrile ( 57:23:20) had the hightest efficiency to extract AFM1 from HSCAS. At 40OC and 
extraction to 15 min, this is proved to be the best condition for extraction. Ratio of the mixed solvent to HSCAS 
at 5:1 has the highest % recovery (32.00%). Additionly, 21.73% and 14.80% which are % recovery of the 
mixed solvent to HSCAS at 4:1 and 3:1,  respectively. The present study can conclude that HSCAS was 
efficient in adsorption of AFM1 in raw milk and the mixed solvent of H2O:Methanol:Acetonitrile (57:23:20) 
was able to extract AFM1 from the adsorption to HSCAS.
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บทที่ 1

บทนํ า

สารพิษกลุมอะฟลาท็อกซินเทาที่มีรายงานในปจจุบันมีอยู 18 ชนิด อะฟลาท็อกซินที่พบในธรรมชาติ
ที่สํ าคัญไดแก อะฟลาท็อกซินบี 1 (Aflatoxin B1, AFB1), อะฟลาท็อกซินบี 2 (Aflatoxin B2, AFB2),  
อะฟลาท็อกซินจี 1 (Aflatoxin G1, AFG1), และอะฟลาท็อกซินจี 2 (Aflatoxin G2, AFG2) ชนิดของอะฟลา
ท็อกซินที่พบไดมากที่สุดและมีความเปนพิษรุนแรงมากที่สุดคือ AFB1 ซึ่งสารพิษชนิดนี้จะมีความเปนพิษรุน
แรงตอตับและไตโดยเฉพาะอยางยิ่งเปนสารที่กอใหเกิดมะเร็งในมนุษยและสัตวทดลอง (International Agency 
for Research on Cancer; IARC, 1993)

อะฟลาท็อกซินเอ็ม 1 (Aflatoxin M1, AFM1) เปนเมทะโบไลทที่สํ าคัญของ AFB1 เกิดขึ้นเนื่อง
จาก AFB1 เกิดปฏิกิริยาไฮดรอกซิเลชัน (Hydroxylation) ตรงบริเวณตํ าแหนง 9a ดังแสดงในรูปที่ 1 AFM1
จะถูกขับออกทางปสสาวะและนํ้ านมของสัตวเลี้ยงลูกดวยนมที่กินอาหารซึ่งปนเปอนดวย AFB1 (Applebaum et 
al., 1982) จากการศึกษาในโคนมโดย Rodricks และ Stoloff (1977) พบวาปริมาณ AFB1 ในอาหารโคนม
เปลี่ยนไปเปน AFM1 ในนํ้ านมในอัตราสวน 300 : 1 หรือมีคาระหวาง 0.2 – 3.2 เปอรเซ็นต ตอมา Seiber 
และ Blanc (1978) ไดทํ าการสรุปผลการศึกษาจากหลายๆการทดลอง แลวรายงานวาอัตราการเปลี่ยนแปลง
ของ AFB1 ไปเปน AFM1 มีคาอยูระหวาง 0 – 4 เปอรเซ็นต  โดยมีคาเฉลี่ยเทากับ 1 เปอรเซ็นต และเม่ือไม
นานมานี้ ในป ค.ศ. 2001 Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives (JECFA) ไดสรุปผล
การศึกษาอัตราการเปลี่ยนแปลงของ AFB1 จะเปลี่ยนแปลงไปเปน AFM1 ไวที่ 0.3 – 6.2 เปอรเซ็นต
(JECFA, 2001)

    รูปที่ 1 สูตรโครงสรางทางเคมีของอะฟลาท็อกซินชนิดตางๆ
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การศึกษาทางพิษวิทยาแสดงใหเห็นวา AFM1 ทํ าใหเกิดมะเร็งตับและมะเร็งลํ าไสในหนู rat สาย
พันธุ Fisher (Wogan and Paglialunga, 1974; Hsieh et al., 1984; Cullen et al., 1987) สถาบันวิจัยมะเร็ง
นานาชาติไดจัดลํ าดับ AFM1 เปนสารกอมะเร็งในกลุม 2B คือ สารที่อาจจะทํ าใหเกิดมะเร็งไดในมนุษย 
(Group 2B : Possibly carcinogenic to human) ทั้งนี้เนื่องจากยังขาดขอมูลทางระบาดวิทยาที่ชัดเจนในมนุษย
และมีขอมูลจํ ากัดในสัตวทดลอง (IARC, 1993) นอกจากนี้ยังมีความเปนพิษตอสารพันธุกรรม (genotoxic) 
อีกดวย (Codex Alimentarius Commission, 2001)  ดวยเหตุนี้เองทํ าใหหลายประเทศมีการกํ าหนดระดับการ
ปนเปอนสูงสุดที่ยอมใหมีได (Maximum Residual Limit; MRL) ของ AFM1 ในนํ้ านมขึ้น ประเทศสหรัฐ
อเมริกากํ าหนดคา MRL ของ AFM1 ในนํ้ านมใหมีไดไมเกิน 0.5 ไมโครกรัม/กิโลกรัม (Part per billion; 
ppb) ในขณะที่ประเทศในสหภาพยุโรปกํ าหนดไวที่ระดับตํ่ ามากคือ 0.01 – 0.05 ppb  ในป ค.ศ. 2001 คณะ
กรรมการโคเด็กซสรุปใหรางคามาตรฐาน MRL ของ AFM1 ไวที่ระดับ 0.5 ppb อยางไรก็ดีคณะผูแทนจาก
ประเทศในสหภาพยุโรปคัดคานโดยอางเหตุผลวา AFM1 เปนสารกอมะเร็งท่ีมีพิษตอสารพันธุกรรมซึ่งการได
รับสารนี้ในระดับใดๆ ก็อาจจะเกิดความเสี่ยงตอสุขภาพของผูบริโภคได จึงควรควบคุมระดับของสารพิษจํ าพวก
นี้ใหอยูในระดับตํ่ าที่สุดเทาที่จะทํ าได (As Low As Reasonably Acheivable; ALARA) คณะกรรมการโคเด็กซ
จึงกํ าหนดใหมีการพิจารณารายละเอียดเกี่ยวกับสารที่มีพิษตอสารพันธุกรรมและวิธีการจัดการความเสี่ยง
ประกอบดวยในการพิจารณาครั้งตอไป ถึงแมวาระดับความเปนพิษและการกอมะเร็งของ AFM1 ในมนุษยยัง
ไมมีรายงานและยังเปนที่ถกเถียงกัน แตก็เปนสิ่งท่ีจะตองใหความสนใจและเฝาระวังไมใหมีการปนเปอนเกิดขึ้น
หรือควบคุมใหมีนอยที่สุด ทั้งนี้เนื่องจากนํ้ านมเปนอาหารสํ าคัญของมนุษยหากมี AFM1 ปนเปอนอยูใน
ปริมาณสูงและบริโภคติดตอกันเปนเวลานานก็อาจกอใหเกิดอันตรายตอผูบริโภคได โดยเฉพาะเด็กและทารก 
ดังนั้นจึงมีความจํ าเปนอยางยิ่งท่ีจะตองศึกษาเพื่อเตรียมขอมูล ทํ าการวิจัยเพ่ือควบคุมปองกัน และแกไขปญหา
การปนเปอนของ AFM1 ในนํ้ านม

จากการสํ ารวจหาปริมาณ AFM1 ที่ปนเปอนในนํ้ านมดิบและผลิตภัณฑนมในประเทศไทย มีรายงาน
ดังนี้คือ ในชวงป พ.ศ. 2533-2536 อุมาและดวงจันทร (2537) เก็บตัวอยางนํ้ านมดิบจากฟารมโคนมจํ านวน 
45 ตัวอยาง พบวามี 12 ตัวอยาง ที่ตรวจพบ AFM1 โดยปริมาณ AFM1 ที่ตรวจพบคือ 0.15 – 0.80 ppb ตอ
มา Saitanu (1997) ไดทํ าการสํ ารวจการปนเปอนของ AFM1 ในนํ้ านมดิบจํ านวน 67 ตัวอยาง ตรวจพบ
AFM1 จํ านวน 66 ตัวอยาง ปริมาณ AFM1 ที่พบอยูในระดับ มากกวา 0 – 0.5 ppb มี 49 ตัวอยาง และอีก 
17 ตัวอยางพบวามีปริมาณ AFM1 มากกวา 0.5 ppb เบญจมาศ (2540) ไดรายงานผลการตรวจวิเคราะห
ปริมาณ AFM1 ในนํ้ านมดิบที่เก็บรายตัวในป พ.ศ. 2539 จากแมโคในชวงแรกของการใหนมเขตอํ าเภอเขา 
ขลุง จังหวัดราชบุรี จํ านวน 696 ตัวอยาง โดยใชวิธีการสกัด AFM1 ดวย Immunoaffinity column (AflaM1TM, 
Vicam USA) แลวอานผลดวยเครื่อง HPLC พบวามีการปนเปอนของ AFM1 ในนํ้ านมดิบจํ านวน 681 ตัว
อยาง คิดเปน 97.84% ปริมาณ AFM1 ที่ตรวจพบอยูระหวาง 0-1.80 ppb จากรายงานดังกลาวขางตนแสดง
วาการปนเปอนของ AFM1 ในกอนป พ.ศ. 2540 จะมีคาสูงกวา 0.5 ppb (ซึ่งเปนคามาตรฐานที่ Codex จะ
กํ าหนด) รัฐบาลไดเล็งเห็นถึงปญหาและอันตรายที่อาจเกิดขึ้นตอประชาชนจากการบริโภคอาหารที่มีอะฟลา    
ท็อกซินปนเปอน จึงไดใหมีการดํ าเนินการแกไขปญหาและควบคุมการปนเปอนของอะฟลาท็อกซินในวัตถุดิบ
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อาหารสัตวและนํ้ านมอยางครบวงจรโดยเริ่มตั้งแตป พ.ศ. 2538  กรมปศุสัตวไดนํ าระบบ HACCP มาใชกับ
โรงงานผลิตอาหารสํ าเร็จรูปสํ าหรับโคนม (กรมปศุสัตว, 2544) และในขณะเดียวกันโรงงานแปรรูปนมหลาย
โรงงานก็มีการนํ าระบบ HACCP มาใชเชนกัน การตรวจการปนเปอนในนํ้ านมดิบในระยะตอมาจึงพบวามีการ
ปนเปอนของ AFM1 ในนํ้ านมดิบมีคาเฉลี่ยลดลง และตํ่ ากวา 0.5 ppb (เบญจมาศ, 2544)

ปจจัยสํ าคัญอยางหนึ่งของการควบคุมการปนเปอนสารพิษคือ การเฝาระวัง ซึ่งไดแกการตรวจ
ปริมาณการปนเปอนของอะฟลาท็อกซินในวัตถุดิบอาหารและในนํ้ านมอยางสม่ํ าเสมอ ในปจจุบันมีการพัฒนาวิธี
การตรวจอะฟลาท็อกซินอยูหลายวิธี ไดแก Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA), Thin-Layer 
Chromatography (TLC), Fluorometer และ High Performance Liquid Chromatography (HPLC) ซึ่งทุกวิธี
ยกเวน ELISA จะตองมีการแยก (Isolation) อะฟลาท็อกซินออกจากสารอื่นๆ ที่อาจสกัดไดจากวัตถุดิบอาหาร
และนํ้ านมกอนการตรวจวิเคราะหปริมาณ เพ่ือใหตัวอยางสกัดมีความบริสุทธ์ิเพียงพอที่จะวิเคราะหตอไปและ
ผลที่ไดถูกตองแมนยํ า สํ าหรับการตรวจปริมาณ AFM1 ในนํ้ านมและผลิตภัณฑนมนั้น วิธีการตรวจที่นิยมใช
เปนมาตรฐานคือ HPLC (AOAC, 1996) และวิธีการที่ใชแยก AFM1 ออกจากนํ้ านมคือ Solid phase 
extraction column หรือ Immunoaffinity column ซึ่งคอลัมนทั้งสองประเภทนี้เปนคอลัมนสํ าเร็จรูปนํ าเขาจาก
ตางประเทศและมีขอดีขอเสียตางกันคือ Immunoaffinity column มีความจํ าเพาะตอ AFM1 สูง เพราะใช 
antibody ที่จํ าเพาะตอ AFM1 เปนตัวยึดจับบรรจุไวในคอลัมน ทํ าใหสามารถแยก AFM1 ออกจากสารอื่นๆ ได
งาย (Tuinstra et al., 1993) แตมีขอเสียคือ คอลัมนประเภทนี้มีกํ าหนดอายุการใชงานหลังจากการผลิตเพียง 
1 ป ตองเก็บรักษาในตูเย็นเสมอ การใชคอลัมนนี้ซํ้ าอาจทํ าไดแตความแมนยํ าลดลง รวมทั้งคอลัมนมีราคาแพง
มาก (ประมาณ 500 บาทตอคอลัมน) ซึ่งเปนอุปสรรคของการใช Immunoaffinity column เพ่ือตรวจ AFM1
ในการเฝาระวังการปนเปอนของนํ้ านมดิบในประเทศไทย ในขณะที่ Solid phase extraction column มีราคาถูก
กวาเล็กนอย มีความจํ าเพาะตอ AFM1 ในระดับปานกลางเนื่องจากดูดซับสารอื่นๆ ในนํ้ านมไดเชนกัน อีกท้ังมี
ขั้นตอนในการสกัดแยกมากกวา Immunoaffinity column และตองใชสารละลายอินทรียที่มีอันตราย เชน
Diethyl ether และ Dichloromethane (AOAC, 1996) ปจจัยที่กลาวมานี้ทํ าใหมีขอจํ ากัดในการดํ าเนินการ
ตรวจวิเคราะหการปนเปอนของ AFM1 ในนํ้ านมดิบอยางตอเนื่องของประเทศไทย อีกท้ังการมีคาใชจายสูง
สํ าหรับคาคอลัมนที่ตองนํ าเขาจากตางประเทศ ทํ าใหเกิดแนวคิดที่จะพัฒนาวิธีการสกัดแยก AFM1 โดยใชวัสดุ
ที่มีประสิทธิภาพดี และมีความจํ าเพาะเจาะจงสูงตอ AFM1 และสามารถผลิตเปนชุดตรวจสอบสํ าเร็จรูปสํ าหรับ
ใชสกัดแยก AFM1 ขึ้นใชในประเทศไทยตอไปในอนาคต

ไฮเดรทเต็ทโซเดียมแคลเซียมอลูมิโนซิลิเกท (Hydrated Sodium Calcium Aluminosilicate;
HSCAS) จัดอยูในกลุม phyllosilicate clays ประกอบดวย cation ที่เปน divalent และ trivalent cations เชน 
Aluminum ยึดจับกับออกซิเจนและหมูไฮดรอกซิลเปน octahedral และยังมี silicate ยึดจับกับออกซิเจนและหมู
ไฮดรอกซิลเปน tetrahedral  ทั้ง octahedral และ tetrahedral ถามาประกอบเขาดวยกันในอัตราสวน 1:1 จะได
สารประกอบ dimorphic phyllosilicate clays  ซึ่งมีสูตรทั่วไปคือ M2-3Si2O5(OH)4  แตถามารวมเขาดวยกันใน
อัตราสวน 2:1 จะไดสารประกอบ trimorphic phyllosilicate clays มีสูตรทั่วไปคือ M2-3Si4O10(OH)2 (Phillips, 
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1995) มีหลักฐานทางวิทยาศาสตรแสดงใหเห็นวา HSCAS สามารถเขาจับกับ AFB1 ในอาหารสัตวไดอยางมี
ประสิทธิภาพ นอกจากนี้ยังมีรายงานการศึกษาเกี่ยวกับการใช HSCAS เพ่ือลดความเปนพิษของอะฟลาท็อกซิน
ในสัตวทดลอง อีกทั้งยังมีศึกษาถึงประสิทธิภาพและกลไกของการดูดซับอะฟลาท็อกซินของ HSCAS พบวา 
HSCAS มีประสิทธิภาพสูงในการดูดซับ AFB1 ออกจากอาหารสัตว จึงทํ าใหความเปนพิษในสัตวลดลง 
(Harvey et al., 1988; Harvey et al., 1989; Beaver et al., 1990; Kubena et al., 1990a; Kubena et al., 
1990b; Kubena et al., 1991; Harvey et al., 1991; Phillips et al., 1995; Grant and Phillips, 1998; 
Phillips, 1999)  Phillips et al. (1995) ไดนํ า HSCAS มาประยุกตใชในการแยก AFB1 ออกจากขาวโพด 
โดยนํ า HSCAS มาเคลือบไวบนผิวของเม็ดทรายเพื่อเพ่ิม Hydraulic conductivity และทํ าใหการกรองผานของ
สารละลายดีขึ้น แลวนํ าทรายที่เคลือบไวดวย HSCAS มาบรรจุลงในคอลัมนแกวขนาดเล็ก เพ่ือใชสํ าหรับสกัด
แยก AFB1  พบวาการแยก AFB1 ออกจากสารอื่นๆ โดยใชคอลัมนที่บรรจุ HSCAS ใหผลดี เมื่อเปรียบเทียบ
กับการแยกโดยใช Immunoaffinity column และในปจจุบันการนํ าเอา HSCAS มาบรรจุลงในคอลัมนเพ่ือใช
สํ าหรับการแยก AFB1 กํ าลังอยูในขั้นตอนการพัฒนาเพื่อทํ าเปนชุดตรวจสอบสํ าเร็จรูปในการวิเคราะหหา
ปริมาณ AFB1  (Phillips, 1999)

สํ าหรับการนํ า HSCAS มาประยุกตใชในการแยก AFM1 ในนํ้ านมดิบนั้น ในปจจุบันยังไมมีการ
ศึกษา และขอมูลที่แสดงถึงประสิทธิภาพการดูดซับ AFM1 ของ HSCAS ยังมีจํ ากัด เนื่องจาก AFM1เปนสาร
เมทะโบไลทของ AFB1 มีสูตรโครงสรางเคมีคลายคลึงกันมาก แตกตางกันเพียงที่ AFM1 มีหมูไฮดรอกซิลตรง
ตํ าแหนง 9a ในขณะที่ AFB1 ไมมี  จึงเปนประเด็นที่นาสนใจศึกษา วัตถุประสงคของการวิจัยในครั้งนี้ คือ เพ่ือ
ศึกษาถึงประสิทธิภาพของ HSCAS ในการดูดซับ AFM1 และเพื่อหาตัวทํ าละลายที่เหมาะสม สํ าหรับสกัด 
AFM1ออกจาก HSCAS ประโยชนที่ไดจากการวิจัยครั้งนี้คือ เพ่ือใชเปนขอมูลพ้ืนฐานในการนํ าเอา HSCAS
มาพัฒนาทํ าเปนชุดตรวจสอบสํ าหรับสกัดแยก AFM1 ที่ปนเปอนในนํ้ านมดิบและผลิตภัณฑนมตอไปใน
อนาคต



บทที่ 2

เอกสารงานวิจัยที่เกี่ยวของ

2.1  อะฟลาท็อกซินบี 1 และอะฟลาท็อกซินเอ็ม 1
   (Aflatoxin B1, AFB1 and Aflatoxin M1, AFM1)

อะฟลาท็อกซินเปนสารพิษจากเชื้อรา มีฤทธ์ิเปนสารกอมะเร็ง และมีพิษรุนแรงตอท้ังตับและไต
ในคนและสัตว สารพิษชนิดนี้ถูกสรางขึ้นโดยเชื้อราในตระกูล “แอสเปอรจิรัส” (Aspergillus spp.) เชื้อราที่ผลิต 
อะฟลาท็อกซินในปริมาณมาก ไดแก Aspergillus flavus และ Aspergillus parasiticus ซึ่งเชื้อราทั้งสองชนิดนี้
สามารถเจริญไดดีในผลิตภัณฑเกษตรหลายชนิด เชน ขาวโพด กากมะพราว และถ่ัวเปลือกแข็งตางๆ เปนตน 
เม่ืออยู ในสภาพแวดลอมที่เหมาะสมเชื้อราจะเจริญและผลิตอะฟลาท็อกซินไดภายใน 24-48 ชั่วโมง 
(Yoshizawa, 1991) สภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตและสรางสารพิษอะฟลาท็อกซินนั้นจะตองประกอบ
ดวย ความชื้นมากกวา 13% ความชื้นสัมพัทธอากาศมากกวา 70% อุณหภูมิมากกวา 13 OC ความเปนกรด-
ดางของอาหารประมาณ 4-5 มีปริมาณออกซิเจน และอาหารอยางเพียงพอ (Mahanna, 1999) ประเทศไทย
เปนประเทศที่มีอากาศรอนชื้น และมีสภาวะตางๆเหมาะแกการเจริญเติบโตของเชื้อราทั้งสองชนิด

สารพิษกลุมอะฟลาท็อกซินเทาที่มีรายงานในปจจุบัน มีอยูถึง 18 ชนิด (Bhatnagar et al., 
1994) แตที่มีความสํ าคัญและถูกกลาวถึงมากที่สุดในอุตสาหกรรมนม คือ AFB1 ที่ปนเปอนในอาหารสัตว
และ AFM1 ที่ปนเปอนในนํ้ านมดิบและผลิตภัณฑนม

การตั้งชื่อชนิดของอะฟลาท็อกซิน จะตั้งตามคุณสมบัติการเรืองแสงบนแผน Thin-Layer 
Chromatography (TLC) ภายใตแสงอุลตราไวโอเลต (Ultraviolet light) ที่ความยาวคลื่นแสง 365-366    
นาโนเมตร โดย AFB1 และ AFB2 จะเรืองแสงสีนํ้ าเงิน (Blue fluorescence) สวน AFG1 และ AFG2 จะเรือง
แสงสีเขียวปนเหลือง (Yellowish green fluorescence) (Sargeant et al., 1961; Wogan, 1966) สูตรโครง
สรางของ AFB1, AFG1 และ AFM1 มีความแตกตางจาก AFB2, AFG2 และ AFM2 ตรงที่ AFB1, AFG1 
และ AFM1 มีพันธะคู (Double bone) ตรงตํ าแหนงท่ี 1 ในวงฟวราน (Furan ring) แต AFB2, AFG2 และ 
AFM2 ไมมี (รูปที่ 1) สวนความแตกตางท่ีสํ าคัญระหวาง AFB1, AFB2, AFM1 และ AFM2 กับ AFG1 และ 
AFG2 คือวงแหวนตรงตํ าแหนงท่ี 5 ของ AFB1, AFB2, AFM1 และ AFM2 มีลักษณะเปน Cyclopentanone 
ring แตของ AFG1 และ AFG2 จะมีลักษณะเปนรูปหกเหลี่ยม และมีกลุมแลคโตน (Lactone group) เปนองค
ประกอบ สํ าหรับ AFM1 และ AFM2 เปนสารเมทะโบไลทของ AFB1 และ AFB2 ตามลํ าดับ จึงมีสูตรโครง
สรางคลายคลึงกันมาก แตกตางกันเพียง AFM1 และ AFM2 มีหมูไฮดรอกซิล (Hydroxyl group) ตรง
ตํ าแหนง 9a แต AFB1 และ AFB2 ไมมี การที่อะฟลาท็อกซินมีสูตรโครงสรางแตกตางกันเชนนี้ มีผลทํ าให
ความรุนแรงในการกอใหเกิดความเปนพิษแตกตางกันออกไป (Wogan, 1966) อะฟลาท็อกซินที่มีพันธะคูใน
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วงแหวนที่ 1 และมี Cyclopentanone ring ในตํ าแหนงท่ี 5 จะสามารถทํ าใหเกิดความเปนพิษรุนแรงที่ตับและไต 
โดยเฉพาะอยางยิ่งมีผลกอใหเกิดมะเร็งในมนุษยและสัตวทดลอง (IARC, 1993) ดังนั้นจึงสรุปไดวา AFB1 
และ AFM1 มีความเปนพิษสูงกวาสารพิษอะฟลาท็อกซินตัวอ่ืนๆ ในกลุม

AFB1 มีสูตรทางเคมีคือ C17H12O6 มีนํ้ าหนักโมเลกุล 312 เปนสารพิษที่มีความคงทนและมีจุด
หลอมเหลวท่ีอุณหภูมิ 269 OC กระบวนการแปรรูปอาหารไมสามารถทํ าลาย AFB1 ไดทั้งหมด (Applebaum et 
al., 1982) เม่ือมนุษยหรือสัตวไดรับ AFB1 เขาไปในรางกาย สวนใหญจะถูกดูดซึมที่ลํ าไสเล็ก ผานเขาสูระบบ
หมุนเวียนโลหิตไปยังท่ีตับ ซึ่งจะมีการเปลี่ยนแปลงทางเคมีไดเปนเมทะโบไลหลายชนิด (รูปที่ 2) กอใหเกิด
อันตรายตอรางกายในหลายระบบ เชน มีความเปนพิษรุนแรงตอตับ ทํ าใหเกิดการกลายพันธุของเซลล มีฤทธ์ิ
กอใหเกิดความผิดปกติทางพันธุกรรม ความผิดปกติของตัวออน กดภูมิคุมกัน และเปนสารกอมะเร็งโดยเฉพาะ
อยางยิ่งมะเร็งท่ีตับ ในป ค.ศ. 1993 สถาบันวิจัยมะเร็งนานาชาติ (International Agency for Research on 
Cancer, IARC) จัดให AFB1 เปนสารกอมะเร็งในกลุม 1 คือเปนสารกอมะเร็งในมนุษย (Group 1 : 
Carcinogenic to human)

AFM1 มีสูตรทางเคมีคือ C17H12O7 มีนํ้ าหนักโมเลกุล 328 และมีจุดหลอมเหลวสูงถึง 299 OC
AFM1 เปนเมทะโบไลทที่สํ าคัญของ AFB1 เกิดขึ้นเนื่องจาก AFB1 เกิดปฏิกิริยาไฮดรอกซิเลชัน 
(Hydroxylation) ตรงบริเวณตํ าแหนง 9a (รูปที่ 2) AFM1 จะถูกขับออกทางปสสาวะและนํ้ านมของสัตวเลี้ยง
ลูกดวยนมที่กินอาหารซึ่งปนเปอนดวย AFB1 (Applebaum et al., 1982) จากการศึกษาในโคนมโดย 
Rodricks และ Stoloff (1977) พบวาปริมาณ AFB1 ในอาหารโคนมเปลี่ยนไปเปน AFM1 ในนํ้ านม ในอัตรา
สวน 300 : 1 หรือมีคาระหวาง 0.2 – 3.2 เปอรเซ็นต  ตอมา Seiber และ Blanc (1978) ไดทํ าการสรุปผล
การศึกษาจากหลายๆการทดลอง แลวรายงานวา อัตราการเปลี่ยนแปลงของ AFB1 ไปเปน AFM1 มีคาอยู
ระหวาง 0 – 4 เปอรเซ็นต  โดยมีคาเฉลี่ยเทากับ 1 เปอรเซ็นต และเม่ือไมนานมานี้ JECFA(2001) ไดทํ าการ
ทบทวนผลงานวิจัยตางๆเก่ียวกับอะฟลาท็อกซินเพ่ือการประเมินความเสี่ยง และไดสรุปวาอัตราการเปลี่ยน
แปลงของ AFB1 ไปเปน AFM1 มีคาอยูในชวง 0.3 – 6.2 เปอรเซ็นต

การศึกษาทางพิษวิทยาแสดงใหเห็นวา AFM1 ทํ าใหเกิดมะเร็งตับและมะเร็งลํ าไสในสัตวทดลอง 
(Wogan and Paglialunga, 1974; Hsieh et al., 1984; Cullen et al., 1987) Hendrick (1994) รายงาน  
ผลการทดสอบฤทธิ์กอมะเร็งของ AFB1 ในลูกเปดที่ไดรับ AFB1 ผสมในอาหารที่ความเขมขน 3 ppm โดยให
กินเปนเวลานาน 14 เดือน พบวาลูกเปด 8 ใน 10 ตัวมีเนื้องอกที่ตับ และการทดสอบฤทธิ์กอมะเร็งของ 
AFM1 ในหนู rat สายพันธุ Fisher พบวา AFM1 มีฤทธ์ิกอมะเร็งรุนแรงนอยกวา AFB1 ประมาณ 10 เทา 
สถาบันวิจัยมะเร็งนานาชาติไดจัดลํ าดับ AFM1 เปนสารกอมะเร็งในกลุม 2B คือ สารที่อาจจะทํ าใหเกิดมะเร็ง
ไดในมนุษย (Group 2B : Possibly carcinogenic to human) ทั้งนี้เนื่องจากยังขาดขอมูลทางระบาดวิทยาที่ชัด
เจนในมนุษยและมีขอมูลจํ ากัดในสัตวทดลอง (IARC, 1993) นอกจากนี้ยังมีการรายงานความเปนพิษของ 
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AFM1 เพ่ิมเติม พบวา AFM1 มีความเปนพิษตอสารพันธุกรรม (genotoxic) อีกดวย (Codex Alimentarius 
Commission, 2001)

รูปที่ 2 เมทะโบไลทชนิดตางๆ ของ AFB1 (Hendrick, 1994)

2.2  การออกฤทธิ์และการเปลี่ยนแปลงของอะฟลาท็อกซินในรางกายสัตว

อะฟลาท็อกซินเมื่อเขาสูรางกายสัตวแลวจะถูกดูดซึมที่ลํ าไสเล็ก และบางสวนจะถูกขับออกจาก
รางกายสัตว โดยถูกกํ าจัดออกมากที่สุดทางอุจจาระ และรองลงมาคือทางปสสาวะ (Shank and Wogan, 1965) 
หลังจากที่ AFB1 ถูกดูดซึมเขาสูกระแสโลหิตแลวจะรวมตัวกับอัลบูมิน (Albumin) ในซีรั่มแพรกระจายไปตาม
อวัยวะตางๆ ของรางกาย พบวามีการสะสมมากที่สุดที่ตับและไต การเปลี่ยนแปลงทางชีวเคมีของ AFB1 เกิด
ขึ้นที่ตับเปนสวนใหญ ซึ่งสามารถแบงออกตามการตอบสนองทางชีวเคมีของเซลลตับตอสารเมทะโบไลทที่เกิด
ขึ้น ไดเปน 2 ทางคือ
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1. การเปลี่ยนแปลงเพื่อการกํ าจัดออกนอกรางกาย (Metabolic route)
เมื่อ AFB1 เขาสูรางกายแลว บางสวนจะถูกกํ าจัดออกจากรางกายไดโดยตรง โดยไมมีการ

เปลี่ยนแปลงโครงสรางใดๆ แตสวนใหญแลวจะถูกเปลี่ยนแปลงโครงสรางทางเคมีโดยกลุมเอ็มไซมใน
Endoplasmic reticulum ของเซลลตับที่เรียกวา Drug metabolizing enzyme ไดเปนสารเมทะโบไลทชนิดตางๆ 
สวนใหญจะเปนพวก AFM1, AFP1 และ AFQ1 และสวนนอยจะเปนพวก AFB2a และ RO (Aflatoxicol)

2. การเปลี่ยนแปลงเพื่อทํ าปฎิกิริยากับสวนประกอบทางชีวเคมีของเซลลตับ (Activation route)
    นอกจาก AFB1 จะถูกเปลี่ยนแปลงไดเปนสารเมทะโบไลทตางๆ ดังกลาวแลว ในเซลลตับยัง

สามารถเกิดการเปลี่ยนแปลงของ AFB1 โดยอาศัยการกระตุนของเอ็มไซมและโคเอ็มไซมที่มีอยูในไมโครโซม 
(Microsome) ของเซลล ไดเปนสารเมทะโบไลทที่สํ าคัญอีกชนิดหนึ่งคือ Aflatoxin B1-8,9-epoxide ซึ่ง
สามารถรวมตัวไดดีกับสารชีวโมเลกุลในเซลลตับ โดยเฉพาะอยางยิ่ง DNA และ RNA เปนผลทํ าให DNA เกิด
ความเสียหายหรือถูกทํ าลาย การสังเคราะหโปรตีนบางชนิดลดลง เปนการกระตุนกระบวนการการเกิดพิษอยาง
เฉียบพลันและการเกิดพิษอยางเรื้อรัง และการเกิดมะเร็งในเซลลตับ (Swenson et al., 1977, Ueno, 1983)

       รูปที่ 3 แสดงการเปลี่ยนแปลงของอะฟลาท็อกซินในเซลลตับ
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2.3  การกํ าหนดปริมาณการปนเปอนของอะฟลาท็อกซินเอ็ม 1 ในน้ํ านมดิบและผลิตภัณฑนม

เนื่องจากปญหาการปนเปอนของอะฟลาท็อกซินเปนปญหาที่พบไดทั่วโลก แตความรุนแรงของ
ปญหาจะแตกตางกันตามลักษณะสภาพภูมิอากาศของแตละประเทศ ขณะนี้มีหลายๆ ประเทศไดคํ านึงถึงความ
ปลอดภัยของผูบริโภคตอปญหาการปนเปอนของ AFM1 ในนํ้ านมดิบและผลิตภัณฑนม อีกท้ังขอมูลทางพิษ
วิทยาของสารพิษอะฟลาท็อกซินก็มีเพ่ิมมากขึ้นๆ ทํ าใหหลายๆประเทศพยายามที่จะกํ าหนดระดับปริมาณของ 
AFM1 สูงสุดที่ยอมใหมีไดในนํ้ านมดิบ และผลิตภัณฑนมขึ้นมา ดังแสดงในตารางที่ 1

ตารางที่ 1 ระดับการปนเปอนสูงสุดที่ยอมใหมีไดของ AFM1 ในนํ้ านมดิบและผลิตภัณฑนม ของประเทศตางๆ

ประเทศ ชนิดของผลิตภัณฑ ระดับสูงสุดที่ยอมใหมีได (ppb)
เยอรมัน Milk 0.01
สวิตเซอรแลนด Milk, milk powder, cream 0.05
เบลเยี่ยม Milk 0.05
อียิปต Milk, milk product 0.05
สหภาพยุโรป Milk, milk powder, infant food on milk basis 0.05
สหรัฐอเมริกา Wholemilk, skimmilk, low fat milk 0.5
รัสเซีย Milk, milk product 0.5
ไทย Milk, milk product ยังไมไดกํ าหนด
ที่มา  :  ดัดแปลงจาก FAO (1995) และ Boutrif and Canet (1998)

องคการอาหารและยาของสหรัฐอเมริกากํ าหนดระดับการปนเปอนสูงสุดที่ยอมใหมีได (Maximun 
Residual Limit; MRL) ของ AFM1 ในนํ้ านมดิบใหมีไดไมเกิน 0.5 ppb ในขณะที่ประเทศในสหภาพยุโรป
กํ าหนดไวที่ระดับตํ่ ามากคือ 0.01-0.05 ppb และเมื่อป ค.ศ.2001 JECFA ไดจัดทํ าการประเมินความเสี่ยง
เปรียบเทียบระหวางการเกิดมะเร็งในคนจากการบริโภคนํ้ านมที่มี AFM1 ปนเปอนในระดับ 0.05 ppb และ 
0.5 ppb ซึ่งพบวาความเสี่ยงของการเกิดมะเร็งจากทั้งสองระดับไมมีความแตกตางกันทางสถิติ ทํ าใหคณะ
กรรมการโคเด็กซดานวัตถุเจือปนและสารปนเปอนในอาหารในการประสานงานระหวางองคการอาหารและ
เกษตรนานาชาติและองคการอนามัยโลก (Codex Committee on Food Additive and Contaminants, Joint 
FAO/WHO Food standard Programme; Codex) มีแนวโนมที่จะกํ าหนดคามาตรฐาน MRL ของ AFM1 ใน
นํ้ านมดิบไวที่ระดับ 0.5 ppb เพราะเปนระดับที่ประเทศสมาชิกสามารถปฏิบัติได อยางไรก็ดีไดมีการคัดคาน
จากคณะผูแทนในกลุมสหภาพยุโรปโดยอางเหตุผลวา AFM1 เปนสารกอมะเร็งท่ีมีพิษตอสารพันธุกรรม 
(Genotoxic agent) ซึ่งการไดรับสารชนิดนี้ในระดับใดๆ ก็อาจกอใหเกิดความเสี่ยงตอผูบริโภคได จึงควรควบ
คุมระดับของสารพิษจํ าพวกนี้ใหอยูในระดับตํ่ าที่สุดเทาที่จะทํ าได (As Low As Reasonably Acheivable; 
ALARA) ดังนั้นคณะกรรมการ Codex จึงใหกรรมการที่เก่ียวของไปศึกษาในรายละเอียดเกี่ยวกับ AFM1 ใน
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ดานของ Genotoxic agent และวิธีจัดการความเสี่ยงของสารประเภทนี้ใหมากขึ้น เพ่ือนํ ามาประกอบในการ
พิจารณาครั้งตอไป ประเทศไทยเปนหนึ่งในประเทศสมาชิกของ Codex และ WTO ซึ่งตองนํ าขอกํ าหนดและ
มาตรฐานสากลของ Codex มาใชเปนแนวทางในการกํ าหนดมาตรฐานอาหารภายในประเทศ

2.4  รายงานการปนเปอนอะฟลาท็อกซินเอ็ม 1 ในน้ํ านมดิบและผลิตภัณฑนม ในประเทศไทย

ในชวงป พ.ศ. 2533-2536 อุมาและดวงจันทร (2537) เก็บตัวอยางนํ้ านมดิบจากฟารมโคนม 
องคการสงเสริมกิจการโคนมแหงประเทศไทย (อสค) อ.มวกเหล็ก จ.สระบุรี จํ านวน 45 ตัวอยาง พบวามี 12 
ตัวอยางท่ีตรวจพบการปนเปอน AFM1 โดยปริมาณ AFM1 ที่ตรวจพบอยูในชวง 0.15-0.80 ppb ทํ าการเก็บ
ตัวอยางนมพาสเจอรไรซ จากสหกรณโคนมหนองโพ จ.ราชบุรี จํ านวน 15 ตัวอยาง ตรวจพบมีการปนเปอน 9 
ตัวอยาง ปริมาณการปนเปอนอยูในชวง 0.22-6.56 ppb และเก็บผลิตภัณฑนมผงดัดแปลงสํ าหรับทารก 
จํ านวน 12 ตัวอยาง นมผงธรรมดาจํ านวน 11 ตัวอยาง นมผงขาดมันเนย จํ านวน 8 ตัวอยาง และอาหารเสริม
ครบถวนสํ าหรับเด็ก จํ านวน 4 ตัวอยาง รวมทั้งสิ้น 35 ตัวอยาง จากซุปเปอรมาเก็ตและรานคาทั่วไป พบวามี
การปนเปอนในนมผงธรรมดา จํ านวน 1 ตัวอยาง ปริมาณ AFM1 ที่ตรวจพบคือ 1.42 ppb

สุเทพและเบญจมาศ (2539) เก็บตัวอยางนํ้ านมดิบจากแมโครายตัวจํ านวนทั้งสิ้น 308 ตัวอยาง 
นํ ามาสกัดดวย C18 Sep-Pak Silicagel minicolumn อานผลดวยเครื่อง High Performance Liquid 
Chromatography (HPLC) พบวามีการปนเปอนของ AFM1 ในทุกๆตัวอยาง ปริมาณการปนเปอน AFM1 มี
คาตั้งแต 0.01-1.44 ppb โดยขึ้นอยูกับระยะเวลาการใหนม และปริมาณนํ้ านม

Saitanu (1997) ศึกษาการปนเปอนของ AFM1 ในนํ้ านมดิบและผลิตภัณฑนมชนิดตางๆ ใน
ช วงระหว างเดือนมิถุนายน 2538 ถึงเดือนมกราคม 2539 โดยใช การตรวจวิเคราะหด วยวิธี 
Radioimmunoassay พบวาในนํ้ านมดิบที่เก็บจากศูนยรวมนํ้ านมนั้นตรวจพบ AFM1 เปนจํ านวน 66 ตัวอยาง
จากทั้งหมด 67 ตัวอยาง โดยมีจํ านวน 45 ตัวอยางท่ีมีปริมาณ AFM1 อยูในชวง >0-0.5 ppb และอีก 17 ตัว
อยาง มีปริมาณ AFM1 มากกวา 0.5 ppb สํ าหรับผลิตภัณฑนมชนิดตางๆไดแก นมพาสเจอรไรซ จํ านวน 63 
ตัวอยาง นมยูเอชทีและนมสเตอรริไรส ชนิดละ 60 ตัวอยาง รวมทั้งสิ้น 183 ตัวอยาง ผลการศึกษาพบวามี
จํ านวน 153 ตัวอยาง ตรวจพบปริมาณ AFM1 อยูในชวง >0-0.5 ppb สวนที่เหลืออีกจํ านวน 30 ตัวอยาง พบ
วามีปริมาณ AFM1 มากกวา 0.5 ppb ขึ้นไป

เบญจมาศ (2540) ไดรายงานผลการตรวจวิเคราะหปริมาณ AFM1 ในนํ้ านมดิบที่เก็บรายตัว 
จากแมโคในชวงแรกของการใหนม เขตอํ าเภอเขาขลุง จังหวัดราชบุรี จํ านวน 696 ตัวอยาง โดยใชวิธีการสกัด 
AFM1 ดวย Immunoaffinity column (AflaM1TM, Vicam USA) แลวอานผลดวยเครื่อง HPLC พบวามีการ
ปนเปอนของ AFM1 ในนํ้ านมดิบจํ านวน 681 ตัวอยาง คิดเปน 97.84% ปริมาณ AFM1 ที่ตรวจพบอยู
ระหวาง 0-1.80 ppb  และในป พ.ศ. 2544 รายงานการตรวจวิเคราะหปริมาณ AFM1 ในนํ้ านมดิบที่เก็บราย
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ตัว จากแมโคในชวงแรกของการใหนม จากสหกรณโคนมที่ตั้งอยูในเขต 2  จังหวัดสระแกว จํ านวน 105 ตัว
อยาง พบวามีการปนเปอนของ AFM1 ในทุกๆตัวอยาง ปริมาณการปนเปอนของ AFM1 ที่ตรวจพบมีคาตั้งแต 
0.04-0.39 ppb (เฉลี่ย 0.15 + 0.07 ppb) (เบญจมาศ, 2544)

จากรายงานดังกลาวขางตน เห็นไดวาสถานการณการปนเปอนของ AFM1 ในนํ้ านมดิบของ
ประเทศไทยกอนป พ.ศ. 2540 มีระดับการปนเปอนสูง แตเมื่อรัฐบาลมีการดํ าเนินการแกไขปญหาการปน
เปอนของอะฟลาท็อกซินอยางครบวงจร โดยเริ่มปฏิบัติการในภาคสนามเมื่อป พ.ศ. 2539 (กรมปศุสัตว, 
2544) จะเห็นไดวาจากรายงานการสํ ารวจหลัง พ.ศ. 2540 ไปแลวสถานการณการปนเปอนของ AFM1 ในนํ้ า
นมดิบมีระดับลดลง ซึ่งในการดํ าเนินการแกไขการปนเปอนอะฟลาท็อกซินในนํ้ านมนั้น ตองอาศัยกลยุทธหลาย
อยาง ไดแก การควบคุมระดับการปนเปอนของ AFB1 ในอาหารสัตว การนํ าระบบ HACCP มาใชกับโรงงาน
ผลิตอาหารสํ าหรับโคนม เพ่ือควบคุมการปนเปอนในอาหาร และการตรวจสอบการปนเปอน AFM1 ในนํ้ านม
ดิบกอนนํ าเขาสูโรงงานแปรรูปผลิตภัณฑนม ในทุกขั้นตอนของการควบคุมการปนเปอนของอะฟลาท็อกซินจะ
ตองมีการตรวจหาระดับการปนเปอนในอาหารอยูเสมอ ซึ่งในปจจุบันการตรวจหา AFB1 ในอาหารสัตวและ 
AFM1 ในนํ้ านมดิบนั้น ยังตองอาศัยชุดตรวจสอบสํ าเร็จรูปจากตางประเทศซึ่งมีคาใชจายสูง ดังนั้นการพัฒนา
ชุดตรวจสอบสํ าเร็จรูปขึ้นใชเองภายในประเทศจะเปนการประหยัดคาใชจาย  และชวยใหงานเฝาระวังการปน
เปอนอะฟลาท็อกซินเปนไปไดอยางตอเนื่องและท่ัวถึง

2.5  วิธีการในการตรวจวิเคราะหหาปริมาณอะฟลาท็อกซินเอ็ม 1 ในน้ํ านมดิบและผลิตภัณฑนม

วิธีการที่เชื่อถือไดในการวิเคราะหเชิงคุณภาพและหาปริมาณของ AFM1 เปนสิ่งท่ีสํ าคัญในการควบ
คุมการปนเปอน AFM1 ในนํ้ านมดิบและผลิตภัณฑนม ไดมีการรวบรวมวิธีการตางๆ ที่ใชในการตรวจวิเคราะห
หาปริมาณ AFM1 ที่ใชในหองปฏิบัติการ (ตารางที่ 2) ซึ่งวิธีการตางๆ ที่จะนํ ามาใชนั้นจะตองเปนวิธีการที่
เหมาะสมและเชื่อได เพราะปริมาณ AFM1 ที่ปนเปอนนั้นจะอยูในระดับตํ่ ามากเปนหนึ่งสวนตอพันลานสวน 
(Part per billion, ppb) นอกจากนี้ยังควรเปนวิธีที่สะดวก และรวดเร็วตอการตรวจวิเคราะห

วิธีการตรวจวิเคราะหหาปริมาณ AFM1 ที่เปนที่นิยมและเปนที่ยอมรับของสากล สามารถแบงออก
ไดเปน 3 วิธีใหญๆ (Mary and Garnett, 1994) คือ

1.  Thin-Layer Chromatography (TLC)
Association of Official Analytical Chemists; AOAC (1990) ไดกํ าหนดวิธีนี้ใหเปนวิธี

มาตรฐานในการตรวจหาปริมาณอะฟลาท็อกซินชนิดตางๆ เชน AFB1, AFB2, AFG1 และAFG2 เปนตน แต
วิธี TLC มี Detection limit ตํ่ าจึงไมเหมาะกับการตรวจอะฟลาท็อกซินในระดับตํ่ า โดยเฉพาะอยางยิ่ง AFM1
ในนํ้ านม เพราะการปนเปอนของ AFM1 โดยทั่วไปมีคาอยูในชวง 0-1 ppb และคา MRL ที่ Codex จะกํ าหนด
ก็มีคาเพียง 0.5 ppb
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2.  High Performance Liquid Chromatography (HPLC)
การตรวจวิเคราะหหาปริมาณ AFM1 โดยนํ าเอาวิธี HPLC ที่มีเครื่องตรวจวัดชนิดฟลูออเรส

เซนต ที่ดูดกลืนคลื่นแสงในชวง 365-455 นาโนเมตร เปนวิธีที่ใชเปนมาตรฐานของการวิเคราะห  เพราะมี
ความเที่ยงตรงและแมนยํ าสูง

ทั้งวิธี TLC และ HPLC ตองมีขั้นตอนในการสกัดและแยกอะฟลาท็อกซินที่ตองการตรวจ 
ใหมีความบริสุทธ์ิเพียงพอกอนที่จะดํ าเนินการตรวจหาปริมาณ ซึ่งขั้นตอนการแยกอาจใช Solid phase 
extraction column และ Immunoaffinity column ซึ่งจะกลาวโดยละเอียดในหัวขอตอไป

3.  Immunochemical method
ในปจจุบันมีการพัฒนาวิธีทางเทคโนโลยีชีวภาพอยางไมหยุดยั้ง ไดมีการนํ าเอาหลักการทาง

วิทยาภูมิคุมกันมาประยุกตใชรวมกับทางเคมี โดยอาศัยหลักการจับของ Monoclonal หรือ Polyclonal แอนติ
บอดี้กับแอนติเจนมาใช โดยเลือกใชแอนติบอดี้ที่จํ าเพาะเจาะจงกับ AFM1 เปนตัวยึดจับบรรจุลงในคอลัมน ทํ า
ใหสามารถแยก AFM1 ออกจากสารอื่นๆไดงาย เพ่ือนํ ามาใชตรวจหาปริมาณ AFM1 ไดอยางสะดวก ภายใน
เวลาอันรวดเร็ว สํ าหรับวิธีการนี้ที่นํ ามาใชในการตรวจ AFM1  Chu (1990) ไดแบงออกเปน 3 วิธีดวยกันคือ

3.1  Radioimmunoassay (RIA)
เปนวิธีที่ใชหลักการเขาแยงจับกับแอนติบอดี้ระหวาง AFM1 ที่ label ไวดวยสาร

กัมมันตรังสี (Labelled AFM1) และ AFM1 ที่ปนเปอนตามธรรมชาติ (Unlabeled AFM1) โดยปริมาณ 
AFM1 ในสารตัวอยางจะวัดจากปริมาณของ Labelled AFM1 ที่ถูกจับไวในคอลัมน วิธีนี้มีความยุงยากในขั้น
ตอนการเตรียมตัวอยาง ตองการเครื่อง Scintillation Counter ในการตรวจวัด และผลการวิเคราะหดวยวิธีนี้
บอกไดเพียงเปนชวงของระดับการปนเปอน แตไมสามารถระบุไดแนนอนวาปริมาณการปนเปอนมีอยูเทาใด

3.2 Enzyne-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
วิธีการนี้ใช Polyclonal antibody ที่มีความจํ าเพาะเจาะจงกับ AFM1 เคลือบอยูบน

จานหลุม โดยหยดสารตัวอยางท่ีผานการสกัด AFM1 มาแลวลงในจานหลุมทดสอบ เติม Substrate ตามลงไป 
โดย Substrate นี้จะเปนตัวแยงจับ Polyclonal antibody กับ AFM1 ใสเอ็มไซมลงไปอีกครั้งเพ่ือใหทํ าปฏิกิริยา
กับ Substrate จะไดสารประกอบที่มีสี ซึ่งการอานผลนั้นจะดูที่ความเขมของสีที่เกิดขึ้น โดยเทียบกับสีมาตรฐาน 
ถาสีที่เกิดขึ้นเขมขนมาก แสดงวามี AFM1 ในปริมาณนอย แตถาสีที่เกิดขึ้นเจือจางกวาสีมาตรฐาน แสดงวามี
ปริมาณ AFM1 สูง จากนั้นนํ าเขาเครื่องสเปกโตรโฟโตเมทรี (Spectrophotometer) เพ่ือหาปริมาณการปนเปอน
ของ AFM1 ออกมาเปนตัวเลข ขอดีของวิธีนี้คือ ถาตัวอยางท่ีจะนํ ามาตรวจสอบมีจํ านวนมากคาใชจายในการ
ตรวจวิเคราะหจะตํ่ า และขั้นตอนในการเตรียมสารตัวอยางทํ าไดงาย และสะดวก แตก็มีขอเสียคือคาที่อานไดจะ
บอกเปนชวง ไมสามารถระบุระดับการปนเปอนไดชัดเจน

3.3 Immunoaffinity Column (IAC)-HPLC
หลักการคือการใชแอนติบอดี้ที่จํ าเพาะเจาะจงกับ AFM1 บรรจุลงในคอลัมน

สํ าหรับสกัด AFM1 ออกจากนํ้ านม เมื่อผานตัวอยางนํ้ านมที่ไดทํ าการสกัด AFM1 ลงในคอลัมน ก็จะเกิดการ
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จับกันระหวางแอนติบอดี้กับ AFM1 อยางจํ าเพาะเจาะจง สิ่งเจือปนอื่นๆ ที่ไมใช AFM1 ก็จะถูกลางออกจาก
คอลัมน จากนั้น AFM1 ก็จะถูกชะออกจากแอนติบอดี้ดวยสารละลายที่เหมาะสม ทํ าใหไดสารละลาย AFM1 ที่
บริสุทธ์ิ จากนั้นนํ าไปวิเคราะหหาปริมาณ AFM1 ดวย HPLC ประโยชนของวิธีนี้คือ สะดวก รวดเร็ว ปลอดภัย 
สามารถตรวจสอบการปนเปอนของปริมาณ AFM1 ตั้งแตระดับ 10 ppt ถึง 3 ppb  มี % Recovery สูงถึง 75-
90% (Vicam, 1997) แตก็มีขอเสียคือ คอลัมนชนิดนี้มีอายุการใชงานจํ ากัดเพียง 1 ปหลังจากวันผลิต การ
เก็บรักษาตองเก็บในอุณหภูมิที่เหมาะสมคือประมาณ 4-5OC คอลัมนที่ใชแลวอาจนํ ามาใชไดอีกครั้งหนึ่งแต
ประสิทธิภาพของคอลัมนจะลดลง และท่ีสํ าคัญคือคอลัมนมีราคาแพง ประมาณ 500 บาทตอหนึ่งคอลัมน

รูปที่ 4  แสดง Immunoaffinity Column สํ าหรับการตรวจปริมาณ AFM1
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ตารางที่ 2  วิธีการตรวจวิเคราะหหาปริมาณอะฟลาท็อกซินเอ็ม 1 ในนํ้ านมดิบและผลิตภัณฑนม

Product type Clean-up Detection
Method

Detection limit
(ng/g)

Reference
อางโดย

 Mary and Garnett
(1994)

Milk Liquid partition TLC, 1D 0.5 Serralheio and Quinta
(1985)

Milk, Yogurt Alkaline extraction TLC, 1D 0.2 Dominguez et al.(1987)
Cheese C18 cartridge TLC, 2D 0.1 Bijl et al. (1987)
Milk C18, silica,

Bond-Eult cartridge
TLC, BiD 0.005 Kubicek et al. (1988)

Milk C18 cartridge LC, RP
PCD-TFA

0.002 Carisano and Torre
(1986)

Powdered milk IAC LC, RP 5*10-5 Mortimer et al. (1987a)
Cheese IAC LC, RP 0.005 Sharman et al (1989)
Milk IAC LC, RP 0.05 Hansen (1990)
Milk IAC Bromination

Fluorometer
0.05 Hansen (1990)

Milk C18, Bond-Elut ELISA 0.1 Jackman (1985)
Milk IAC ELISA 0.1 Kaveri et al. (1987)
ที่มา  :  ดัดแปลงมาจาก Mary and Garnett (1994)

TLC, Thin Layer Chromatography; LC, Liquid Chromatography;
IAC, Immunoaffinity column;  1D, One dimention;  2D, Two dimention,  BiD, Bidirectional;
RP, Reversed phase;  PCD, Postcolumn derivatization;  TFA, Trifluoroacetic acid
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2.6  ไฮเดรทเต็ทโซเดียมแคลเซียมอลูมิโนซิลิเกท
  ( Hydrated Sodium Calcium Aluminosilicate ; HSCAS)

คณะกรรมการจัดทํ าพจนานุกรมธรณีวิทยา (2530) ใหความหมายของคํ าวา “ซีโอไลท” ไววาหมาย
ถึง

1.  กลุมแรไฮดรัสอลูมิโนซิลิเกท (Hydrous aluminosilicates) ซึ่งมีโซเดียม แคลเซียม หรือ
โพแทสเซียมเปนองคประกอบ มีอัตราสวน Al + Si:O (ในโครงสรางซิลิเกท) เทากับ 1:2  แรในกลุมนี้มีความ
สามารถในการรับหรือปลอยนํ้ าออกจากโครงสรางไดอยางงายดาย ลักษณะที่สํ าคัญอีกประการหนึ่งของแรชนิดนี้
คือ เปนแรที่เกิดกับที่ (Authigenic mineral) อยูในหินตะกอนที่เกิดในทะเลสาบนํ้ าเค็ม ทะเลลึก และโดย
เฉพาะในชั้นหินทัฟฟ ผลึกท่ีสมบูรณของแรชนิดนี้จะพบไดในโพรงหินบะซอลท

2. สารซิลิเกทในธรรมชาติ เชน กลอโคไนตหรือสารสังเคราะหจํ าพวกโซเดียมอลูมิโนซิลิเกท 
สามารถนํ าไปใชในการปรับนํ้ ากระดางใหเปนนํ้ าออน และใชดูดซึมกาซหรือทํ าใหสารแหงตัวเร็วขึ้น นอกจากนี้
คํ าวา ซิลิเกท ยังมีความหมายรวมไปถึงกลุมสารประกอบอินทรีย (Organic compound) ตางๆ เชน สาร
ประกอบซัลโฟเรต (Sulforate) หรือพวกยางสนดวย

Mumpton and Fishman (1977)  ไดกลาวถึงคุณสมบัติของซีโอไลทที่สํ าคัญ แบงออกเปน 2 
ประการ คือ

1. คุณสมบัติในการดูดซึม (Absorption properties) สารซีโอไลทมีชองวางขนาดเล็กอยูภาย
ในเปนจํ านวนมาก โดยจะมีโมเลกุลของนํ้ าและประจุบวกชนิดตางๆ อยูภายใน พรอมที่จะเกิดการแลกเปลี่ยนใน
การจับกับประจุหรือโมเลกุลของสารที่มีขนาดเหมาะสมกับชองวางดังกลาว จึงเรียกสารซีโอไลทวาเปนตะแกรง
โมเลกุล (Molecular sieve)

2. คุณสมบัติในการแลกเปลี่ยนประจุ (Ion-exchange properties) สารซีโอไลทจะมีโครง
สรางเปนลักษณะผลึกสามมิติ ซึ่งเปนโครงขายแบบ Tetrahedron ของอลูมินัม และซิลิกาท่ีมีประจุบวก ซึ่งจะทํ า
ใหเกิดประจุลบบนโครงสรางขึ้น จึงตองการประจุบวกเพื่อใหเกิดสภาพเปนกลางทางไฟฟา โดยประจุบวกสวน
ใหญมักจะเปนธาตุในหมูที่ 1 และหมูที่ 2 ในตารางธาตุ (Alkali and Alkali earth cation) เชน Na+, K+, Ca2+, 
Cd2+, Sr2+ และ Ba2+ เปนตน ความจุในการแลกเปลี่ยนประจุยังขึ้นกับปจจัยอ่ืนๆ อีกหลายประการเชน ชนิด
ของประจุบวก ความสามารถของประจุในการเขาจับในตํ าแหนงท่ีเหมาะสม นอกจากนี้สารซีโอไลทจะมีความ
ชอบในการจับสารตางๆ ตามลํ าดับไมเทากัน เชน Cs > Rb > NH4 > Ba > Fe > Mg เปนตน

Cronstedt (1975) ไดรายงานไววา “Zeolite” มาจากภาษากรีก 2 คํ าคือ “Zeo” = to boil และ
“Lithos” = stone เม่ือนํ ามารวมกันจะแปลวา “Boiling stone” หรือหินที่สามารถเดือดได โดยคุณสมบัติชนิดนี้
จะพบไดเม่ือนํ าไปตมใหความรอน จะเกิดฟองเดือดผุดขึ้นมาใหเห็น โดยทั่วไปแลวสารซีโอไลทในธรรมชาติจะมี
ประมาณ 48 ชนิด และมีอีกหลายชนิดที่สามารถสังเคราะหขึ้นมาไดในหองปฏิบัติการ สารซีโอไลทแตละชนิดก็
จะมีคุณสมบัติทางฟสิกส และทางเคมีแตกตางกัน การนํ ามาประยุกตใชงานจะตองคํ านึงถึงคุณสมบัติเฉพาะตัว



16

ของสารซีโอไลทแตละชนิด ตามแหลงกํ าเนิด ดังนั้นควรจะมีการทดสอบคุณสมบัติของสารซีโอไลทชนิดนั้นๆ 
กอนนํ ามาประยุกตใช

มอนทโมริลโลไนท (Montmorillonite) เปนสารซีโอไลทชนิดหนึ่ง เพ่ิมพูน (2538) อธิบายถึงแร
ชนิดนี้ไววา เปนผลึกของแรทุติยภูมิ ในกลุมของแรซิลิเกท ที่มีขนาดอนุภาคอยูในกลุมดินเหนียว (Silicate clay 
mineral) มักมีเสนผานศูนยกลางเล็กกวา 2 ไมครอน ซึ่งแรซิลิเกทในกลุมดินเหนียวนี้สามารถแบงออกเปนแร
ชนิดตางๆ มากมายตามองคประกอบทางเคมี และโครงสรางท่ีแตกตางกัน แตหนวยพื้นฐานที่สํ าคัญของแรดิน
เหนียวซิลิเกท มี 2 หนวยคือ

1. หนวย Tetrahedron ซึ่งเกิดจากการเกาะตัวของออกซิเจน 4 อะตอม เกิดเปนรูปที่มี 4 
ดาน ภายในมีชองวาง ซึ่งประจุบวกจะเขาไปเกาะอยู (รูปที่ 5A)

2. หนวย Octahedron เกิดจากการเกาะตัวของออกซิเจน 6 อะตอม เกิดเปนรูปที่มี 8 ดาน 
ภายในมีชองวาง ซึ่งประจุบวกจะเขาไปเกาะอยู ประจุบวกที่มักพบในหนวยโครงสรางของแรดินเหนียวนี้มักได
แก Al3+, Mg2+ และ Fe2+ เปนตน (รูปที่ 5C)

หนวยโครงสรางพ้ืนฐานแตละชนิดจะตอเรียงเขาดวยกันไดเปนแผน (Sheet) เกิดขึ้น หนวย 
Tetrahedron มักจะมี Si4+ เปนประจุบวกอยูในชองวางของหนวย เมื่อตอเขาดวยกันเปนแผนจึงมีชื่อเรียกวา 
Silica tetrahedrol sheet สวนหนวย Octahedron เม่ือมาตอกันเปนแผนเรียกวา Octahedrol sheet ซึ่งจะมีโครง
สรางตางกันออกไปตามประจุบวกที่อยูภายใน (รูปที่ 5 )

               รูปที่ 5  รูปรางของหนวยพื้นฐานของแรซิลิเกทที่มีขนาดอนุภาคอยูในกลุมดินเหนียว
A  :  หนวย Tetrahedron รูปเดี่ยว
B  :  หนวย Tetrahedrol sheet
C  :  หนวย Octahedron รูปเดี่ยว
D  :  หนวย Octahedrol sheet
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สํ าหรับแรมอนทโมริลโลไนท มีโครงสรางประกอบดวย Silica tetrahedrol sheet 2 แผน 
และมี Octahedrol sheet 1 แผนอยูตรงกลางระหวาง Silica tetrahedrol sheet ทั้งสอง จึงเรียกแรดินเหนียว     
ซิลิเกทที่มีโครงสรางลักษณะนี้วา แรประเภท 2:1 (รูปที่ 5) ดานนอกสุดของชั้นโครงสรางประกอบดวย
ออกซิเจนทั้งหมด เมื่อชั้นแรวางซอนกันจะมีแรงยึดนอยมาก โมเลกุลของนํ้ าและประจุตางๆ สามารถเขาไปอยู
ในระหวางชั้นของโครงสรางได ทํ าใหโครงสรางเกิดมีการขยายตัวออกทางดานตั้งเม่ืออยูในสภาพเปยก และหด
ตัวเมื่ออยูในสภาพแหง ซึ่งคุณสมบัติประการนี้เอง ทํ าใหสามารถนํ ามาใชประโยชนในทางอาหารสัตวได โดย
เสริมแรประเภทนี้ลงในอาหารสัตวในระดับที่เหมาะสม เม่ือสัตวกินเขาไปแรมอนทโมริลโลไนท ก็จะเกิดการ
ขยายตัวในทางเดินอาหารของสัตว เนื่องจากเกิดการดูดซึมนํ้ า (Osmotic swelling) เปนเหตุใหการไหลผานของ
อาหารในลํ าไสชาลง โอกาสท่ีอาหารจะถูกยอยและถูกดูดซึมจึงเพ่ิมมากขึ้น (Van Olphen, 1963)

สารประเภทอลูมิโนซิลิเกท (Aluminosilicates) เปนแรในกลุมทุติยภูมิ (Secondary mineral) เกิด
ขึ้นเนื่องจาการสลายตัวของแรปฐมภูมิ (Primary mineral) ซึ่งเกิดจากการเย็นตัวของของเหลวจากภายในใจ
กลางของโลก หรืออาจเปนแรที่ถูกสังเคราะหขึ้นมาใหม จากสวนประกอบที่ไดจากการสลายตัวของแรตางๆ โดย
เกิดขบวนการทางเคมี ทํ าใหองคประกอบเดิมของแรเปลี่ยนไปกลายเปนแรชนิดใหมที่มีความคงทนตอการ
สลายตัวมากขึ้น แรจํ าพวกซิลิเกทในธรรมชาติพบวามีโครงสรางแบบตางๆ กัน ซึ่งจะกอใหเกิดการสลายตัวได
ไมเทากัน การยึดกันของหนวย Tetrahedron นี้ จะกอใหเกิดพันธะ (Bond) ระหวาง –Si-O-Si- ขึ้น ยิ่งพันธะ
แบบนี้มากขึ้นเทาใด โครงสรางก็จะยิ่งแข็งแรงและสลายตัวไดยากมากขึ้นเทานั้น หากจะจํ าแนกชนิดของโครง
สรางของแรซิลิเกทออกตามลักษณะการจับตัวของ Tetrahedron เรียงลํ าดับความทนทานตอการสลายตัวจาก
นอยไปมาก จะจํ าแนกไดตามนี้คือ

1. Neosilicates ประกอบดวย Tetrahedron 1 หนวยตอกัน โดยรวมใชออกซิเจน 1 ตัว
2. Solosilicates ประกอบดวย Tetrahedron 2 หนวยตอกัน โดยรวมใชออกซิเจน 1 ตัว
3. Inosilicates ประกอบดวย Tetrahedron ตอกันเปนแถวเดี่ยว โดยรวมใชออกซิเจน 2 ตัว 

หรือประกอบดวย Tetrahedron ตอกันเปนแถวคู โดยรวมใชออกซิเจน 2 ตัว และ 3 ตัวสลับกันไป
4. Cyclosilicates ประกอบดวย Tetrahedron หลายหนวยตอกันเปนวง โดยรวมใชออกซิเจน 

2 ตัว
5. Phyllosilicates ประกอบดวย Tetrahedron ตอกันเปนผืน โดยรวมใชออกซิเจน 3 ตัว
6. Tectosilicates ประกอบดวย Tetrahedron หลายหนวยตอกัน โดยรวมใชออกซิเจนทั้ง 4 

ตัว
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2.7  รายงานการใชไฮเดรทเต็ทโซเดียมแคลเซียมอลูมิโนซิลิเกท (HSCAS) เพ่ือลดความเปนพิษของ
อะฟลาท็อกซิน

Phillips et al. (1988) ทํ าการทดลองศึกษาความสามารถในการดูดซับอะฟลาท็อกซินในหองปฏิบัติ
การ โดยใชสารดูดซับ (Sorbent material) ชนิดตางๆ แยกตามองคประกอบทางเคมี ซึ่งแบงออกเปนกลุมตางๆ 
ดังนี้คือ Aluminas, Zeolites, Silicas, Phyllosilicates และ Chemically modified phyllosilicates นํ ามาทดลอง
ดูดซับสารละลายอะฟลาท็อกซิน ซึ่งผลการทดลองแสดงใหเห็นถึงความสามารถในการดูดซับอะฟลาท็อกซินของ
สารดูดซับชนิดตางๆ ในแตละกลุมเปนคาสูงสุดและตํ่ าสุด (รูปที่ 6) ผลการทดลองพบวาความสามารถในการ
ดูดซับอะฟลาท็อกซินของสารดูดซับชนิดตางๆ ที่ใชทดสอบ มีคาระหวาง 1.2 ถึง 98.1 % โดยพบวา HSCAS
(Novasil) มีความสามารถในการดูดซับอะฟลาท็อกซินมากกวา 80 % และเมื่อนํ ามาทํ าการสกัดอะฟลาทอกซิน
ที่ถูกดูดซับออกจากโมเลกุลของ HSCAS พบวาสามารถสกัดออกไดนอยกวา 10% ซึ่งแสดงใหเห็นวาพันธะที่
เกิดจากการจับกันระหวางอะฟลาท็อกซินและ HSCAS มีความแข็งแรง และสารประกอบที่เกิดขึ้นนี้จะมีความคง
ตัวในนํ้ ากลั่นที่มี pH เทากับ 2, 7 และ 10 และท่ีอุณหภูมิ 25 และ 35 องศาเซลเซียส

   รูปที่ 6  แสดงเปอรเซนตความสามารถของสารดูดซับชนิดตางๆ ในการดูดซับ AFB1 ในหองปฏิบัติการ
โดย 1 = Boehmite, 2 = Versal 250, 3 = Synthetic xeolite, 4 = Natural zeolite,
5 = Sipernat 50S, 6 = Synthetic silica, 7 = Water ground muscovite mica
8 = Novasil (HSCAS), 9 = Pyran RG 140, 10 = Manganese-exchanged phyllosilicate
11 = Filtrol grade 105 (Acid-activated bleaching earth)   ที่มา : Phillips et al. (1988)
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รายงานการใช HSCAS ในสุกร : Harvey et al. (1989) ทํ าการทดลองโดยแบงสุกรเปน 4 กลุม 
กลุมที่ 1 ใหกินอาหารสุกรที่ปราศจากอะฟลาท็อกซินและเติมดวย HSCAS ที่ระดับ 0, 0.5 และ 2.0 % และ
กลุมที่ 2 ใหอาหารสุกรที่มีอะฟลาท็อกซินปนเปอนในขนาด 3 ppm และเติม HSCAS ในระดับเดียวกันกับกลุม
ที่ 1 กลุมที่ 3 ใหกินอาหารที่ไมมีการปนเปอนของอะฟลาท็อกซิน แตไมเติม HSCAS และกลุมที่ 4 ใหกิน
อาหารที่มีการปนเปอนของอะฟลาท็อกซินแตไมเติม HSCAS ผลการทดลองพบวาสุกรที่ไดรับอะฟลาท็อกซิน
เพียงอยางเดียวจะมีนํ้ าหนักตัวลดลงอยางมีนัยสํ าคัญทางสถิติ (P<0.05) ในขณะที่นํ้ าหนักตัวที่เพ่ิมขึ้นของสุกร
ในกลุมที่ 1, 2 ไมมีความแตกตางกับสุกรในกลุมที่ 3  นอกจากนี้ยังพบอีกวา การทํ างานของ Alkaline 
phosphatase และ Gramma-glutamyl transferase ในซีรั่ม รวมทั้งระยะเวลาที่ใชในการแข็งตัวของเลือดมีคา
เพ่ิมขึ้นในสุกรที่ไดรับอะฟลาท็อกซิน แตไมมีการเปลี่ยนแปลงในสุกรกลุมที่ 1 และ 2 สวนในสุกรกลุมที่ 4 ยัง
พบอีกวา คาความเขมขนของยูเรียไนโตรเจน อัลบูมิน โปรตีนทั้งหมด แคลเซียม ฟอสฟอรัส คลอเลสเตอรอล 
กลูโคส และความสามารถในการจับธาตุเหล็กในซีรั่มมีคาลดลง นํ้ าหนักของตับจะลดลง และพบรอยโรคที่ตับ
เม่ือเปรียบเทียบกับสุกรปกติซึ่งจะไมพบลักษณะดังกลาวนี้ในสุกรที่ไดรับอะฟลาท็อกซินและเสริมดวย HSCAS
ทั้งระดับ 0.5 และ 2.0 % ในสูตรอาหาร  Beaver et al. (1990) ทํ าการศึกษาโดยเติม HSCAS ระดับ 0.5 %
ลงในอาหารสุกรที่มีการปนเปอน AFB1 และ AFB2 ที่ระดับ 500-600 ppb ผลการศึกษาพบวา HSCAS
สามารถชวยลดปริมาณ AFM1 ในตับ ไต และกลามเนื้อลงไดอยางมีนัยสํ าคัญทางสถิติ สํ าหรับปริมาณ AFB1
ในตับและไต จะมีคาเทาเดิม แตจะลดลงเฉพาะในกลามเนื้อเทานั้น

รายงานการใชสาร HSCAS ในสัตวปก : Kubena et al. (1990a) ทดลองใช HSCAS และ 
Activated charcoal เพ่ือลดความเปนพิษของอะฟลาท็อกซินในไกกระทง โดยเติม HSCAS หรือ Activated 
charcoal ลงในสูตรอาหารที่ปราศจากการปนเปอนของอะฟลาท็อกซิน   และสูตรอาหารที่มีการปนเปอนอะฟลา
ท็อกซินระดับ 7.5 ppm พบวา AFB1 มีผลทํ าใหไกกระทงในชวงอายุ 0-3 สัปดาห มีนํ้ าหนักตัวลดลงประมาณ 
21-38 % และไกพันธุ Leghorn ในชวงอายุ 0-4 สัปดาห มีนํ้ าหนักตัวลดลง 20 % เมื่อเพ่ิม HSCAS ในสูตร
อาหารที่มีการปนเปอนอะฟลาท็อกซิน จะชวยใหไกเจริญเติบโตไดดีขึ้นอยางมีนัยสํ าคัญทางสถิติ สวนการเสริม 
Activated charcoal พบวาไมสามารถลดความเปนพิษของอะฟลาท็อกซินได ตอมา Kubena et al. (1990b) ได
ศึกษาเพ่ิมเติมโดยเติมสารประเภทอลูมิโนซิลิเกทหลายๆ ชนิดในระดับ 0.5 % ลงในสูตรอาหารไกกระทงที่มี
การปนเปอนของอะฟลาท็อกซินที่ระดับ 3.5 และ 5 ppm พบวาไกกระทงที่ไดรับสารพิษและไมมีการเติมสาร
ประเภทอลูมิโนซิลิเกทลงในสูตรอาหาร จะมีนํ้ าหนักตัวลดลง 15-30 % และพบวาในสูตรอาหารที่มีการเติม 
HSCAS และ Mordenite จะชวยลดความเปนพิษของอะฟลาท็อกซินที่มีผลตอการเพ่ิมนํ้ าหนักตัวลงไดประมาณ 
40-70% โดยสรุปวา HSCAS สามารถลดความเปนพิษไดดีกวา Mordenite และในปถัดมาไดทํ าการทดลองใน
ไกงวง ตั้งแตอายุ 1 วันถึง 3 สัปดาห  โดยเติม HSCAS ในสูตรอาหารไกงวงระดับ 0.5 % ลงในอาหารมีการ
ปนเปอนของอะฟลาท็อกซินที่ระดับ 0.5 หรือ 1 ppm  ผลการทดลองพบวานํ้ าหนักตัวของไกงวงจะลดลง
ประมาณ 19 % และ 51 % เม่ือไดรับสารพิษที่ระดับ 0.5 และ 1 ppm ตามลํ าดับ และไกงวงที่ไดรับสารพิษที่
ระดับ 1 ppm จะมีอัตราการตายสูงถึง 88 % การเสริม HSCAS ในระดับ 0.5 % จะชวยลดอัตราการตายลง  
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68 % และชวยลดความเปนพิษของอะฟลาท็อกซินในระดับ 0.5 ppm อยางมีนัยสํ าคัญทางสถิติ (Kubena et 
al., 1991)

รายงานการใช HSCAS ในสัตวกระเพาะรวม : Harvey et al. (1991) ไดทํ าการทดลองโดยเติม 
HSCAS 2 %  ลงในสูตรอาหารขนของแกะเพศผูตอนแลว นํ้ าหนักประมาณ 34 กิโลกรัม ที่มีอะฟลาท็อกซินปน
เปอนอยู 2.6 ppm ใหกินอาหารเปนระยะเวลา 42 วัน ผลการทดลองพบวาแกะท่ีกินสูตรอาหารขนที่ไมมีการ
เติม HSCAS จะมีนํ้ าหนักตัวลดลงอยางมีนัยสํ าคัญทางสถิติ (P< 0.05) ในขณะที่แกะกลุมที่กินสูตรอาหารที่มี
สารพิษและเติม HSCAS จะมีนํ้ าหนักตัวไมแตกตางจากกลุมเปรียบเทียบที่กินอาหารปราศจากสารพิษ แสดงให
เห็นวา HSCAS ในระดับ 2 % สามารถลดความเปนพิษของอะฟลาท็อกซอนในระดับ 2.6 ppm ในแกะได  
นอกจากนี้ยังไดทํ าการศึกษาในโคนมพบวา การเติม HSCAS ระดับ 1% ลงในสูตรอาหารขนที่มีการปนเปอ
นอะฟลาท็อกซินระดับ 100 ppb จะชวยลดปริมาณ AFM1 ที่ปนเปอนในนํ้ านมไดถึง 42% (Harvey et al., 
1988)

รายงานการใช HSCAS ในการดูดซับ AFM1 : Ellis และคณะ รายงายผลการศึกษาในป ค.ศ. 
1991 (อางโดย Phillips et al., 1995) พบวา HSCAS ที่ระดับความเขมขน 0.5 % สามารถดูดซับ AFM1 ที่
ปนเปอนอยูในนํ้ านมดิบตามธรรมชาติได โดยไมมีผลทํ าใหคุณคาทางสารอาหารในนํ้ านมดิบเปลี่ยนแปลงไป 
และนอกจากนี้ผลการศึกษาของ Phillips และคณะพบวา HSCAS มีความสามารถในการดูดซับ AFB1 ไดมาก
กวา AFM1 ประมาณ 2.5 เทา โดยสามารถดูดซับ AFB1 ได 420 nmol/mg of HSCAS และดูดซับ AFM1 
ได 156 nmol/mg of HSCAS (Phillips et al., 1995)

Phillips et al. (1995) ไดนํ า HSCAS มาประยุกตใชในการแยก AFB1 ออกจากขาวโพด โดยนํ า
HSCAS มาเคลือบไวบนผิวของเม็ดทรายเพื่อเพ่ิม Hydraulic activity และทํ าใหการกรองผานของสารละลายดี
ขึ้น แลวนํ าทรายที่เคลือบไวดวย HSCAS มาบรรจุลงในคอลัมนแกวขนาดเล็ก เพ่ือใชสํ าหรับสกัดแยก AFB1  
พบวาการแยก AFB1 ออกจากสารอื่นๆ โดยใชคอลัมนที่บรรจุ HSCAS ใหผลดี เมื่อเปรียบเทียบกับการแยก
โดยใช Immunoaffinity column (รูปที่ 7) และในปจจุบันการนํ าเอา HSCAS มาบรรจุลงในคอลัมนเพ่ือใช
สํ าหรับการแยก AFB1 กํ าลังอยูในขั้นตอนการพัฒนาเพื่อทํ าเปนชุดตรวจสอบสํ าเร็จรูปในการวิเคราะหหา
ปริมาณ AFB1 (Phillips, 1999)
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รูปที่ 7  แสดง HPLC Chromatogram จากการศึกษาของ Phillips et al. (1995)
    A  :  แสดง Chromatogram ของสารมาตรฐาน AFB1, AFB2, AFG1 และAFG2
    B  : แสดง Chromatogram ของสารสกัดจากขาวโพด
    C  : แสดง Chromatogram ของสาร AFB1 ที่ผานการสกัดโดยใช Immunoaffinity column
    D  : แสดง Chromatogram ของสาร AFB1 ที่ผานการสกัดโดยใช HSCAS column



บทที่ 3

วธีิการดํ าเนินการวิจัย

3.1  อุปกรณและเครื่องมือที่ใชในงานวิจัย

3.1.1    วัตถุดิบที่ใชในงานวิจัย
3.1.1.1  นํ้ านมดิบ
3.1.1.2  สาร Hydrated Sodium Calcium Aluminosilicate (NovaSilplusTM)
3.1.1.3 สารมาตรฐาน AFM1 (Sigma Chemical, USA)

3.1.2    สารเคมีที่ใชในงานวิจัย

ตารางที่ 3  แสดงชนิด คุณภาพ สูตรทางเคมี และบริษัทผูผลิตสารเคมีที่ใชในการวิจัย

Chemical name Grade Chemical formula บริษัทผูผลิต

Benzene HPLC C6H6 CARLO ERBA
n-Hexane HPLC CH3(CH2)4CH3 LAB SCAN
Cyclohexane HPLC C6H10 LAB SCAN
Toluene HPLC (C6H5)CH3 LAB SCAN
Diethylether HPLC (C2H5)2O LAB SCAN
Methylene chloride HPLC CH2Cl2 LAB SCAN
Isopropanol HPLC CH3CH2(OH)CH3 LAB SCAN
Chloroform HPLC CH3Cl LAB SCAN
Methanol HPLC CH3OH LAB SCAN
Acetonitrile HPLC CH3CN LAB SCAN
Water HPLC H2O LAB SCAN
Methanol Analytical reagent CH3OH MERCK
Acetonitrile Analytical reagent CH3CN MERCK
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3.1.3    อุปกรณที่ใชในงานวิจัย
3.1.3.1 กระบอกตวงขนาด 25, 50, 100, 1000 และ 2000 มิลลิลิตร
3.1.3.2 บีกเกอรขนาด 50, 100, 250, 500 และ 1000 มิลลิลิตร
3.1.3.3 หมอสแตนเลสขนาด 3 ลิตร
3.1.3.4 Micropipette ขนาด 20, 100, 1000 และ 5000 ไมโครลิตร
3.1.3.5 Test tube ขนาด 10 มิลลิลิตร
3.1.3.6 Syringe แกวขนาด 10 มิลลิลิตร
3.1.3.7 Plastic centrifuge tube ขนาด 50cc พรอมฝาเกลียวปด
3.1.3.8 AflaM1TM Immunoaffinity column (Vicam, USA)
3.1.3.9 HPLC Column Inertsil 4.6 x 150 mm. 5um (C18) (Waters, USA)
3.1.3.10 RC-membrance,Syringe filter, PP-housing 13 mm. 0.45 um

(Sartorius, Germany)
3.1.3.11 RC-Vliesverstarkt 47mm. 0.45um (Sartorius, Germany)
3.1.3.12 HPLC-vial พรอมฝาเกลียว ขนาด 2 cc สํ าหรับใสสารตัวอยาง

3.1.4    เครื่องมือท่ีใชในงานวิจัย
3.1.4.1 High Performance Liquid Chromatography with Fluorescense detector

ซึ่งประกอบดวย Shimadzu LC-10AC pump, Shimudzu Sil-10A autoinjector
และ Shimadzu RF-10A spectrofluorometric detector (Shimadzu, Japan)

3.1.4.2 Centrifuge (International Equipment Company, IECCR-6000)
3.1.4.3 Vacuum pump (Gelmansciences, Model 13156)
3.1.4.4 Vortex Mixer
3.1.4.5 Sonicator
3.1.4.6 Water bath
3.1.4.7 เครื่องชั่งทศนิยม 4 ตํ าแหนง
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3.2  วธีิดํ าเนินการวิจัย

การวิจัยประกอบดวย 2 ระยะคือ
ระยะที่ 1 ศึกษาประสิทธิภาพของ HSCAS ในการดูดซับ AFM1
ระยะที่ 2 ศึกษาหาชนิดของตัวทํ าละลายที่เหมาะสม ในการสกัด AFM1 ออกจากการดูดซับของ

HSCAS

ระยะที่ 1 ศึกษาประสิทธิภาพของ HSCAS ในการดูดซับ AFM1
ประกอบดวย 2 การทดลอง คือ
การทดลองที่ 1  ศึกษาการดูดซับ AFM1 ในนํ้ ากลั่นปราศจากไอออน
การทดลองที่ 2  ศึกษาวิเคราะหหาปริมาณ HSCAS ที่เหมาะสมตอการดูดซับ AFM1 ในนํ้ านมดิบ

การทดลองที่ 1 ศึกษาการดูดซับ AFM1 ในน้ํ ากลั่นปราศจากไอออน

วิธีดํ าเนินการทดลอง
1. เตรียมหลอดทดลองทั้งหมด 13 หลอด ในแตละหลอดบรรจุสารละลาย AFM1 ที่ระดับความ   

เขมขน 100 นาโนกรัม ในนํ้ ากลั่นปราศจากไอออน 10 มิลลิลิตร (10 ppb)
2. ชั่งสาร HSCAS ตัวอยางละ 0.5, 1.0, 1.5, 1.8, 2.0, 2.2, 2.4, 2.6, 2.8, 3.0, 3.2 และ 3.4

กรัมตามลํ าดับ เติมลงในหลอดทดลองที่มีสารละลาย AFM1 ตัวอยางละ 1 หลอด และหลอดที่เหลือไมตองเติม
สารใดๆ (0 กรัม) เพ่ือใชเปนหลอดควบคุม

3. นํ าหลอดทดลองที่ใสสารตัวอยางแลวไปเขยาผสมดวยเครื่องเขยาหลอด (Mixer) ประมาณ 5 นาที
4. นํ าไปเขาเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,000 rpm เปนเวลา 3 นาที
5. แยกเก็บสารละลายสวนใส (Supernatant) นํ าไปกรองดวย Membrane filter ขนาด 0.45 ไมครอน
6. ทํ าการตรวจหาปริมาณ AFM1 ในสารละลายที่กรองไดดวยเครื่อง HPLC (Shimadzu, Japan) ที่

อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  Mobile phase ที่ใชมีสัดสวนดังนี้คือ H2O:Methanol:Acetonitrile = 57:23:20 
อัตราการไหล 1 มิลลิลิตร/นาที

7. ทํ าการทดลองนี้ 3 ซํ้ า วิเคราะหหาปริมาณ AFM1 ที่สาร HSCAS ดูดซับไวไดจากสมการ

ปริมาณ AFM1 ที่ถูกดูดซับไวโดย HSCAS = ปริมาณ AFM1 เริ่มตน – ปริมาณ AFM1 ที่เหลืออยู
ในสารละลาย

การทดลองที่ 2  ศึกษาวิเคราะหหาปริมาณ HSCAS ที่เหมาะสมตอการดูดซับ AFM1 ในน้ํ านมดิบ

วิธีดํ าเนินการทดลอง
1. นํ านํ้ านมดิบที่จะใชทดสอบ มาตรวจวัดหาปริมาณ AFM1 ที่มีการปนเปอนอยูตามธรรมชาติ โดย

ใช AflaM1TM Immunoaffinity column (Vicam, USA) ในการสกัด แลววัดปริมาณ AFM1 ดวยเครื่อง HPLC 
(Shimadzu, Japan) ทํ าการตรวจตัวอยางซํ้ า 3 ครั้ง เพ่ือหาคาเฉลี่ย บันทึกความเขมขนตั้งตนของ AFM1 ในนํ้ า
นมดิบ
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( หมายเหตุ  จะเลือกใชนํ้ านมดิบที่มีการปนเปอนของ AFM1 อยูตามธรรมชาติ โดยเลือกตัวอยางนํ้ า
นมดิบที่มีการปนเปอนที่ระดับความเขมขนมากกวาหรือเทากับ 0.5 ppb ขึ้นไป ทั้งนี้เพ่ือความชัดเจนของผลการ
ทดลองในระดับเบื้องตน ในกรณีที่หาตัวอยางนํ้ านมดิบที่มีการปนเปอนของ AFM1 ที่ระดับความเขมขนมาก
กวาหรือเทากับ 0.5 ppb ขึ้นไปไมได จะทํ าการใสสารมาตรฐาน AFM1 ลงในนํ้ านมดิบใหมีความเขมขนที่ระดับ 
0.5 ppb )

2. ใชนํ้ านมดิบปริมาตร 50 มิลลิลิตร ซึ่งมีความเขมขนของ AFM1 เทากับ 0.5 ppb สํ าหรับการ
ทดสอบประสิทธิภาพของ HSCAS ในแตละหลอดการทดลอง โดยใสสาร HSCAS ตามสัดสวนจากการทดลอง
ที่ 1 ดังนี้คือ 0, 0.5, 0.75, 1.0, 1.5, 2.0, 3.0 และ 4.0 กรัม ตามลํ าดับ

3. นํ าหลอดทดลองที่ใสสารตัวอยางแลวไปเขยาผสมดวยเครื่องเขยาหลอด (Vortex Mixer) ประมาณ
5 นาที

4. นํ าไปเขาเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,000 rpm เปนเวลา 15 นาที จากนั้นทํ าการแยกชั้นไขมันที่
อยูดานบนออกจนหมด

5. ปเปตสารละลายสวนลาง 20 มิลลิลิตร ผานลงสู AflaM1TM Immunoaffinity column (Vicam, 
USA)

6. ปลอยใหสารละลายไหลผานลงสูคอลัมน โดยควบคุมอัตราการไหล 1 หยดตอวินาที
7. ชะลางสิ่งเจือปนออกจากคอลัมน ดวยนํ้ าปราศจากไอออนปริมาตร 10 มิลลิลิตร จํ านวน 2 ครั้ง 

โดยมีอัตราการไหล 1 – 2 หยดตอวินาที
8. ชะสาร AFM1 จากคอลัมนดวยสารละลายผสมของ Acetonitrile : Methanol (3:2) ปริมาตร 

1.25 มิลลิลิตร โดยมีอัตราการไหล 2 – 3 หยดตอวินาที
9. ชะ AFM1 ออกจากคอลัมนอีกครั้งดวยนํ้ าปราศจากไอออนปริมาตร 1.25 มิลลิลิตร

โดยมีอัตราการไหล 2 – 3 หยดตอวินาที
10. ผสมสารละลายที่ไดใหเขากัน นํ าไปกรองผาน Membrane filter ขนาด 0.45 ไมครอน
11. ทํ าการทดลองนี้ 3 ซํ้ า นํ าไปวิเคราะหหาปริมาณ AFM1 ดวยเครื่อง HPLC (Shimadzu, Japan) 

เปรียบเทียบ AFM1 ที่ตรวจพบโดยใชสมการ

ปริมาณ AFM1 ที่ถูกดูดซับไวโดย HSCAS = ปริมาณ AFM1 เริ่มตน – ปริมาณ AFM1 ที่เหลืออยู

12. ทํ าการทดสอบเพิ่มเติม เพ่ือใหผลการศึกษาชัดเจนยิ่งขึ้น โดยใชสาร HSCAS ปริมาณ 0.5 และ 
1.0 กรัม เพ่ิมเวลาในการเขยาผสมเปน 10 และ20 นาที
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ระยะที่ 2 ศึกษาหาชนิดของตัวทํ าละลายที่เหมาะสม ในการสกัด AFM1 ออกจากการดูดซับของ HSCAS

ประกอบดวย 2 การทดลองคือ
การทดลองที่ 3 วิเคราะหหาชนิดของตัวทํ าละลายที่เหมาะสม ในการสกัด AFM1 ออกจากการดูด

ซับของ HSCAS
การทดลองที่ 4 วิเคราะหหาสภาพที่เหมาะสมที่สุดสํ าหรับการสกัด AFM1 ออกจากการดูดซับของ

HSCAS

การทดลองที่ 3  วิเคราะหหาชนิดของตัวทํ าละลายที่เหมาะสม ในการสกัด AFM1 ออกจากการ
ดูดซับของ HSCAS

วิธีดํ าเนินการทดลอง
1. นํ านํ้ านมดิบปริมาตร 50 มิลลิลิตร ซึ่งมีความเขมขนของ AFM1 เทากับ 0.65 ppb ดังนั้นในนํ้ านม

ดิบจะมีนํ้ าหนักของ AFM1 ตั้งตน เทากับ 32.5 นาโนกรัม (ng) ใสสาร HSCAS ปริมาณ 3 กรัม (ไดจากผล
การทดลองที่ 2) ผสมใหเขากันนาน 5 นาที

2. นํ าไปเขาเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,000 rpm เปนเวลา 15 นาที
3. จากนั้นทํ าการแยกชั้นไขมันที่อยูดานบนออกจนหมด และดูดสารละลายออก ใหเหลือแตตะกอน

ของ HSCAS
4. ลางตะกอน HSCAS ดวยนํ้ าปราศจากไอออน ในอัตราสวนคือ
    ปริมาตรของนํ้ าปราศจากไอออน : ปริมาตรตะกอนของ HSCAS = 8:1
5. นํ าไปเขาเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,000 rpm เปนเวลา 15 นาที เขยาผสมกันใหทั่ว ทํ าซํ้ าอีก

2 ครั้ง หลังจากนั้น ดูดนํ้ าปราศจากไอออนออกใหหมด จนเหลือแตตะกอนของ HSCAS
6. ทดสอบประสิทธิภาพของตัวทํ าละลายชนิดตางๆ ดังแสดงในตารางที่ 4 โดยเติมตัวทํ าละลายใน

อัตราสวนดังนี้
    ปริมาตรของตัวทํ าละลาย : ปริมาตรตะกอนของ HSCAS = 2:1
7. ทดสอบอุณหภูมิที่ใชในการสกัดของตัวทํ าละลายแตละชนิดที่อุณหภูมิหอง (25 องศาเซลเซียส) 

และที่ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลานาน 15 นาที
8. นํ าหลอดตัวอยางไปเขาเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,000 rpm เปนเวลา 15 นาที
9. นํ าสารละลายที่ไดมาทํ าการตรวจวัดปริมาณ AFM1 โดยใชเครื่อง HPLC (Shimadzu, Japan) ทํ า

การทดลองนี้ 3 ซํ้ า
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ตารางที่ 4  แสดงตัวทํ าละลายที่จะใชทดสอบ เรียงตามลํ าดับความแรง (Polarity) จากนอยไปมาก

ตวัทํ าละลาย      Polarity Index

Benzene  0
n-Hexane 0.1
Cyclohexane 0.2
Toluene 2.4
Diethylether 2.8
Methylene chloride 3.1
Isopropanol 3.9
Chloroform 4.1
Methanol 5.1
Acetonitrile 5.8
Water 9.0
ตัวทํ าละลายผสม ที่มีสวนผสมของ H2O:Methanol:Acetonitrile = 57:23:20

เปรียบเทียบ % recovery ของ AFM1 ที่ไดจากการสกัดดวยตัวทํ าละลายชนิดตางๆ เพ่ือหาสาร
ละลายที่ให % recovery ที่ดีที่สุด การคํ านวนหา % recovery ของการสกัด AFM1 ออกจาก HSCAS จะใชสูตร

% recovery   =    ปริมาณ AFM1 ที่ตรวจพบในสารละลาย  x 100
 ปริมาณ AFM1 ที่ถูกดูดซับโดย HSCAS

การทดลองที่ 4  ศึกษาวิเคราะหหาสภาพที่เหมาะสมที่สุด สํ าหรับการสกัด AFM1 ออกจากการดูด
ซับของ HSCAS

จากผลการทดลองที่ 3 ทํ าใหทราบวาตัวทํ าละลายแตละชนิด มี % recovery มากนอยแตก
ตางกัน ดังนั้นทํ าการเลือกตัวทํ าละลายที่มี % recovery มากที่สุด เพ่ือนํ ามาทดสอบหาสภาพที่เหมาะสมที่สุด ใน
การชะลาง AFM1 ออกจาก HSCAS โดยเปลี่ยนแปลงปริมาตรของตัวทํ าละลาย และระยะเวลาการสกัดจะใชที่ 
5, 15 และ 30 นาที

วิธีดํ าเนินการทดลอง
1. นํ านํ้ านมดิบปริมาตร 50 มิลลิลิตร ซึ่งมีความเขมขนของ AFM1 เทากับ 0.15 ppb ดังนั้นในนํ้ านม

ดิบจะมีนํ้ าหนักตั้งตนของ AFM1 เทากับ 7.5 ng ใสสาร HSCAS ปริมาณ 3 กรัม (ไดจากผลการทดลองที่ 2) 
ผสมใหเขากันนาน 5 นาที
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2. นํ าไปเขาเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,000 rpm เปนเวลา 15 นาที
3. จากนั้นทํ าการแยกชั้นไขมันที่อยูดานบนออกจนหมด และดูดสารละลายออก ใหเหลือแตตะกอน

ของ HSCAS
4. ลางตะกอน HSCAS โดยใชนํ้ าปราศจากไอออน ในอัตราสวนคือ
    ปริมาตรของนํ้ าปราศจากไอออน : ปริมาตรตะกอนของ HSCAS = 8:1
5. นํ าไปเขาเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,000 rpm เปนเวลา 15 นาที เขยาผสมกันใหทั่ว ทํ าซํ้ าอีก 

2 ครั้ง จากนั้นดูดนํ้ าปราศจากไอออนออกใหหมด จนเหลือแตตะกอนของ HSCAS
6. เลือกตัวทํ าละลายที่ให % recovery มากที่สุด ที่ไดจากการทดลองที่ 3 นํ าตัวทํ าละลายมาผสมให

เขากับตะกอนของ HSCAS ในอัตราสวนตางๆ ดังแสดงในตารางที่ 5 ที่อุณหภูมิหอง (25 องศาเซลเซียส) และ
ที่ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลานาน 5, 15 และ30 นาที

7. นํ าไปเขาเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,000 rpm เปนเวลา 15 นาที
8. นํ าสารละลายที่ไดมาทํ าการตรวจวัดหาปริมาณ AFM1 โดยใชเครื่อง HPLC (Shimadzu, Japan)

ทํ าการทดลองนี้ 3 ซํ้ า  คํ านวณหานํ้ าหนักของAFM1 โดยใชสมการดังนี้
          นํ้ าหนัก AFM1 ที่ถูกชะลางไดดวยตัวทํ าละลาย (นาโนกรัม) = นํ้ าหนัก AFM1 ตั้งตน – นํ้ าหนัก 
AFM1 ที่ตรวจพบ

เปรียบเทียบ % recovery ของ AFM1 ที่ไดจากการสกัดดวยตัวทํ าละลายในปริมาตรและระยะเวลา
ตางๆ เพ่ือหาสภาพที่ให % recovery ที่ดีที่สุด การคํ านวนหา % recovery ของการสกัด AFM1 ออกจาก 
HSCAS จะใชสูตร

% recovery   =    ปริมาณ AFM1 ที่ตรวจพบในสารละลาย  x 100
 ปริมาณ AFM1 ที่ถูกดูดซับโดย HSCAS

ตารางที่ 5  แสดงปริมาตรของตัวทํ าละลาย : ปริมาตรตะกอนของ HSCAS และระยะเวลาที่ใชในการสกัด
AFM1 ที่อุณหภูมิหอง (25 OC) และท่ี 40 OC

ชนิดของตัวทํ าละลาย ปริมาตรของตัวทํ าละลาย : ระยะเวลาที่ใชในการสกัด
ปริมาตรตะกอนของ HSCAS AFM1 ออกจาก HSCAS

ตัวทํ าละลาย 3:1   5 นาที
15 นาที
30 นาที

ตัวทํ าละลาย 4:1   5 นาที
15 นาที
30 นาที

ตัวทํ าละลาย 5:1   5 นาที
15 นาที
30 นาที
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3.3  การวิเคราะหขอมูล

3.3.1 วิเคราะหหาปริมาณของ AFM1 โดยใชสมการ
ปริมาณ AFM1 ที่ถูกดูดซับไวโดย HSCAS = ปริมาณ AFM1 เริ่มตน – ปริมาณ AFM1 ที่

เหลืออยู

3.3.2 วิเคราะหหานํ้ าหนักของ AFM1 โดยใชสมการ
นํ้ าหนัก AFM1 ที่ถูกชะลางไดดวยตัวทํ าละลาย (นาโนกรัม) = นํ้ าหนัก AFM1 ตั้งตน – นํ้ า

หนัก AFM1 ที่ตรวจพบ

3.3.3 วิเคราะหหา % recovery ของ AFM1 โดยใชสูตร
% recovery   =    ปริมาณ AFM1 ที่ตรวจพบในสารละลาย (นาโนกรัม)   x 100

 ปริมาณ AFM1 ที่ถูกดูดซับโดย HSCAS (นาโนกรัม)

3.3.4 ทดสอบความแตกตางของปริมาณ HSCAS ที่ใชในการดูดซับAFM1ดวย Oneway ANOVA 
และเปรียบเทียบความแตกตางของปริมาณระหวางกลุมดวย LSD (Least significant difference) โดยกํ าหนด
ความเชื่อม่ัน P<0.05 ใชโปรแกรม SPSS (Statistical package for the social sciences) ในการทดสอบทาง
สถิติ



บทที่ 4

ผลการวิเคราะหขอมูล

4.1   การทดลองที่ 1 ศึกษาการดูดซับ AFM1 ในน้ํ ากลั่นปราศจากไอออน

พบวาที่ระดับความเขมขน 10 ppb ของ AFM1 ในนํ้ ากลั่นปราศจากไอออน ปริมาณของ HSCAS ที่ 
0.5, 1.0 – 2.8 และ 3.0 – 3.4 กรัม สามารถดูดซับ AFM1 ไดประมาณ 90%, มากกวา 96% และ 100%
ตามลํ าดับ (ตารางที่ 6) โดยใชระยะเวลาในการทดสอบ 5 นาที แสดงใหเห็นวา HSCAS มีประสิทธิภาพในการ
ดูดซับ AFM1 ได และสามารถดูดซับไดมากขึ้นตามปริมาณของ HSCAS ที่เติมลงไปแตไมไดเปนไปในสัดสวน 
1:1  ในการทดลองนี้ไดเลือกปริมาณของ AFM1 ที่ระดับความเขมขน 10 ppb ซึ่งถือวาเปนคาที่สูงมากหากมี
การปนเปอนในนํ้ านมดิบ และท่ีระดับปริมาณของสาร HSCAS ที่ 2.8 และ 3.0 กรัม พบวามีความแตกตางกัน
ในการดูดซับ AFM1 อยางมีนัยสํ าคัญทางสถิติ (P< 0.05) ดังนั้นจากผลการทดลองพบวา ปริมาณของสาร 
HSCAS ที่ 3.0 กรัม มีประสิทธิภาพเพียงพอที่จะดูดซับ AFM1 ที่ระดับความเขมขน 10 ppb ออกไดทั้งหมด

ตารางที่ 6  แสดงประสิทธิภาพของสาร HSCAS ในการดูดซับ AFM1 ที่ระดับความเขมขน 10 ppb
ในนํ้ ากลั่นปราศจากไอออน โดยใชระยะเวลาในการทดสอบ 5 นาที

ปริมาณ HSCAS [AFM1] ที่เหลือในสารละลาย เฉลี่ย [AFM1] %การดูดซับ AFM1
       (g)                (ppb)                      (ppb)              ของ HSCAS

       การทดสอบครั้งที่         ที่เหลือในสารละลาย
            I               II              III

        0          9.98   9.99       10.00      9.99                          0%
      0.5          1.03   1.04         1.02      1.03                     89.7%
      1.0          0.41   0.45         0.39      0.42                     95.8%
      1.5          0.26   0.26         0.25      0.26                     97.4%
      1.8          0.24   0.24         0.24      0.24                     97.6%
      2.0          0.23   0.21         0.23      0.22                     97.8%
      2.2          0.17   0.19         0.18      0.18                     98.2%
      2.4          0.16   0.17         0.16      0.16                     98.4%
      2.6          0.14   0.15         0.15      0.15                     98.5%
      2.8          0.14   0.15         0.14      0.14a                    98.6%
      3.0          0.00   0.00         0.00      0.00b                  100.0%
      3.2          0.00   0.00         0.00      0.00                   100.0%
      3.4          0.00   0.00         0.00      0.00                   100.0%
a และ b มีความแตกตางอยางมีนัยสํ าคัญ (P< 0.05)
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ตารางที่ 7  แสดงสัดสวนของนํ้ าหนัก AFM1 (ng) : ปริมาณของ HSCAS (g) ในนํ้ าปราศจาก
ไอออนปริมาตร 10 ml มี AFM1 ที่ระดับความเขมขน 10 ppb คิดเปนนํ้ าหนักของ AFM1 เทากับ 100 ng

ปริมาณ HSCAS น้ํ าหนักของ AFM1 ที่ถูกดูดซับ     สัดสวนของนํ้ าหนักของ AFM1 ที่ถูกดูดซับ
        (g)       (ng)                    ตอปริมาณ HSCAS (ng/g)
         0       0     0
       0.5     89.7           179.4:1
       1.0     95.8 95.8:1
       1.5     97.4 64.9:1
       1.8     97.6 54.2:1
       2.0     97.8 48.9:1
       2.2     98.2 44.6:1
       2.4     98.4 41.0:1
       2.6     98.5 37.9:1
       2.8     98.6 35.2:1
       3.0     100 33.3:1
       3.2     100 31.3:1
       3.4     100 29.4:1

จากตารางที่ 7  ปริมาณของ HSCAS 0.5 g สามารถดูดซับ AFM1 ได 89.7% คิดเปนสัดสวนของ
ของนํ้ าหนัก AFM1 (ng) : ปริมาณของ HSCAS (g) ไดประมาณ 180:1 ng/g เม่ือเพ่ิมปริมาณของ HSCAS 
มากขึ้นเรื่อยๆ จนถึงระดับ 3.0 g พบวาสามารถดูดซับ AFM1 ได 100% คิดเปนสัดสวนของนํ้ าหนัก AFM1 
(ng) : ปริมาณของ HSCAS (g) ไดเทากับ 33.33 ng/g  จากการวิเคราะหพบวาความสัมพันธระหวาง %การ
ดูดซับที่เพ่ิมขึ้นไมไดเปนสัดสวนกับปริมาณของ HSCAS ที่เพ่ิมขึ้นในสัดสวน 1:1 ดังแสดงในรูปที่ 8

รูปที่ 8  กราฟแสดงความสัมพันธระหวาง % การดูดซับ AFM1 ของ HSCAS และปริมาณของ HSCAS
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4.2   การทดลองที่ 2  ศึกษาวิเคราะหหาปริมาณ HSCAS ที่เหมาะสมตอการดูดซับ AFM1 ในน้ํ านมดิบ

เม่ือตรวจปริมาณการปนเปอนของ AFM1 ที่ปนเปอนมาตามธรรมชาติ ของนํ้ านมดิบ พบวามีคาการ
ปนเปอนอยูที่ระดับ 0.15 ppb จึงเติมสารละลายมาตรฐานของ AFM1 ลงไปในนํ้ านมดิบ จนไดระดับความเขม
ขนที่ 0.5 ppb ทั้งนี้มีวัตถุประสงคเพ่ือใหผลการทดสอบมีความชัดเจน และเชื่อม่ันไดมากขึ้น อีกท้ังท่ีระดับการ
ปนเปอนที่ 0.5 ppb เปนคาที่คณะกรรมการ Codex ไดเสนอที่จะกํ าหนดใหเปนระดับการปนเปอนสูงสุดที่ยอม
รับไดของ AFM1 (Maximum tolerated levels) ในนํ้ านมดิบ เพราะฉะนั้นปริมาณตั้งตนของ AFM1 ที่จะใช
คํ านวณในการทดลองที่ 2 นี้จะมีคาเทากับ 0.5 ppb

ผลการทดลองที่ 2 พบวาในระยะเวลาการทดสอบนาน 5 นาที HSCAS ที่ระดับ 0.5 – 0.75, 1.0 
– 2.0 และ 3.0 – 4.0 กรัม สามารถดูดซับ AFM1 ในนํ้ านมดิบที่ระดับความเขมขน 0.5 ppb ไดประมาณ 
95%, 98% และ 100% ตามลํ าดับ (ตารางที่ 8) และพบวาการดูดซับ AFM1 ในนํ้ านมดิบของ HSCAS ที่
ระดับ 2.0 และ 3.0 กรัม มีความแตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญทางสถิติ (P< 0.05) ดังนั้นในการทดลองที่ 3 จะ
ใชสาร HSCAS ปริมาณ 3 กรัม เพราะเปนปริมาณที่นอยที่สุด ที่สามารถดูดซับ AFM1 ที่มีปนเปอนอยูในนํ้ า
นมดิบในระดับ 0.5 ppb ไดทั้งหมด

ตารางที่ 8  แสดงประสิทธิภาพของสาร HSCAS ในการดูดซับ AFM1
     ที่ระดับความเขมขน 0.5 ppb ในนํ้ านมดิบ โดยใชเวลาในการทดสอบ 5 นาที

ปริมาณ HSCAS [AFM1] ที่เหลือในสารละลาย เฉลี่ย [AFM1] %การดูดซับ AFM1
       (g)                (ppb)                      (ppb)              ของ HSCAS

       การทดสอบครั้งที่         ที่เหลือในสารละลาย
            I               II              III

          0          0.500   0.500         0.500      0.500                       0%
      0.5          0.022   0.025         0.028      0.025                    95.0%
      0.75          0.023   0.024         0.021      0.022                    95.6%
      1.0          0.009   0.013         0.010      0.010                    98.0%
      1.5          0.008   0.010         0.010      0.009                    98.2%
      2.0          0.007   0.009         0.008      0.008a                   98.4%
      3.0          0.000   0.000         0.000      0.000b                 100.0%
      4.0          0.000   0.000         0.000      0.000                  100.0%

a และ b มีความแตกตางอยางมีนัยสํ าคัญ (P< 0.05)
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ตารางที่ 9  แสดงสัดสวนของนํ้ าหนัก AFM1 (ng) : ปริมาณของ HSCAS (g) ในนํ้ านมดิบปริมาตร 
50 ml มี AFM1 ที่ระดับความเขมขน 0.5 ppb คิดเปนนํ้ าหนักของ AFM1 เทากับ 25 ng

ปริมาณ HSCAS น้ํ าหนักของ AFM1 ที่ถูกดูดซับ     สัดสวนของนํ้ าหนักของ AFM1 ที่ถูกดูดซับ
        (g)       (ng)                    ตอปริมาณ HSCAS (ng/g)

        0       0     0
       0.5     24.98 49.9:1
       0.75     24.97 33.3:1
       1.0     24.99 24.9:1
       1.5     24.99 16.6:1
       2.0     24.99 12.5:1
       3.0     25.00 8.33:1
       4.0     25.00 6.25:1

จากผลการวิเคราะหความสัมพันธระหวางนํ้ าหนัก AFM1 (ng) ที่ถูกดูดซับโดย HSCAS ตอปริมาณ
ของ HSCAS (g) ในนํ้ านมดิบ (ตารางที่ 9) พบวาประสิทธิภาพการดูดซับที่เพ่ิมขึ้นจะมีมากเมื่อใช HSCAS ใน
ปริมาณที่นอย แตประสิทธิภาพการดูดซับที่เพ่ิมขึ้นจะมีคาลดลงไปเรื่อยๆ เมื่อเพ่ิมปริมาณ HSCAS มากขึ้น
ตามลํ าดับ

ผลการเปรียบเทียบประสิทธิภาพการดูดซับ AFM1  ของ HSCAS ที่ระดับ 0.5 และ 1.0 กรัม ใน
ชวงระยะเวลาตางๆ ไดสรุปไวในตารางที่ 10 และ 11  พบวาในระยะเวลา 5 นาที HSCAS สามารถดูดซับ
AFM1  ในนํ้ านมดิบ ที่ระดับความเขมขน 0.5 ppb ไดอยางมีประสิทธิภาพมากกวาที่ระยะเวลา 10 และ 20 
นาที อยางมีนัยสํ าคัญทางสถิติ (P< 0.05) แต HSCAS ที่ระดับ 0.5 และ 1.0 กรัม ไมสามารถดูดซับ AFM1 ที่
ระดับความเขมขน 0.5 ppb ไดอยาง 100%
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ตารางที่ 10  แสดงประสิทธิภาพของสาร HSCAS 0.5 กรัม ในการดูดซับ AFM1
       0.5 ppb ในนํ้ านมดิบ โดยใชเวลาในการทดสอบ 5, 10 และ 20 นาที

เวลาที่ใชทดสอบ [AFM1] ที่เหลือในสารละลาย เฉลี่ย [AFM1] %การดูดซับ AFM1
     (นาที)                (ppb)                      (ppb)              ของ HSCAS

       การทดสอบครั้งที่
            I               II              III

        5          0.022   0.025         0.028      0.025a                   95.0%
      10          0.039   0.029         0.030      0.033b                   93.4%
      20                      0.036   0.037         0.035      0.036                    92.8%

a และ b มีความแตกตางอยางมีนัยสํ าคัญ (P< 0.05)

ตารางที่ 11  แสดงประสิทธิภาพของสาร HSCAS 1.0 กรัม ในการดูดซับ AFM1
       0.5 ppb ในนํ้ านมดิบ โดยใชเวลาในการทดสอบ 5, 10 และ 20 นาที

เวลาที่ใชทดสอบ [AFM1] ที่เหลือในสารละลาย เฉลี่ย [AFM1] %การดูดซับ AFM1
     (นาที)                (ppb)                      (ppb)              ของ HSCAS

       การทดสอบครั้งที่
            I               II              III

        5          0.009   0.013         0.010      0.010a                   98.0%
      10          0.017   0.017         0.017      0.017b                   96.6%
      20                      0.020   0.018         0.019      0.019                    96.2%

a และ b มีความแตกตางอยางมีนัยสํ าคัญ (P< 0.05)
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4.3  การทดลองที่ 3  วิเคราะหหาชนิดของตัวทํ าละลายที่เหมาะสม ในการสกัด AFM1 ออกจากการดูด
ซับของ HSCAS

การตรวจปริมาณการปนเปอนของ AFM1 ที่ปนเปอนมาตามธรรมชาติ ในนํ้ านมดิบ พบวานํ้ านมดิบ
มีคาการปนเปอนของ AFM1 อยูที่ระดับ 0.15 ppb จึงทํ าการใสสารละลายมาตรฐานของ AFM1 ลงไปอีก 0.5 
ppb เพ่ือใหผลการทดสอบมีความชัดเจนและเชื่อม่ันไดมากขึ้น ดังนั้นนํ้ านมดิบที่จะใชในการทดสอบนี้จะมีคา
การปนเปอนของ AFM1 อยูที่ระดับ 0.65 ppb แตละหลอดการทดลองใชนํ้ านมดิบปริมาตร 50 มิลลิลิตร ซึ่ง
เม่ือนํ ามาคิดเปนนํ้ าหนักของ AFM1 ในแตละหลอดการทดลอง จะไดเทากับ 0.65 ppb (ng/ml) * 50 ml = 
32.5 ng นั่นคือนํ้ าหนักตั้งตนของ AFM1 ที่ใชในการทดสอบและใชในการคํ านวณ

จากการทดลองที่ 3 พบวาเมื่อผสมสาร HSCAS เขากับสารละลายชนิดตางๆ แลว จะสามารถแบง
สารละลายไดออกเปน 2 กลุมคือ กลุมที่ 1 สาร HSCAS สามารถกระจายตัวในสารละลายไดเปนอยางดี (ดัง
แสดงในรูปที่ 9) ไดแก ตัวทํ าละลายผสม (H2O:Methanol:Acetonitrile ในอัตราสวน 57:23:20), Methanol, 
Acetonitrile และ H2O  สวนในกลุมที่ 2 สาร HSCAS ไมกระจายตัวในสารละลาย จะจับตัวเปนกอนนิ่มๆ 
คลายดินนํ้ ามัน (ดังแสดงในรูปที่ 10) เม่ือผสมเขากับตัวทํ าละลายตอไปนี้ Benzene, n-Hexane, 
Cyclohexane, Toluene, Diethyl ether, Chloroform, Methylene chloride และ Isopropanol

ผลการเปรียบเทียบประสิทธิภาพของตัวทํ าละลายชนิดตางๆ ในการสกัดแยก AFM1 ออกจากการ
จับกับ HSCAS แสดงไวในตารางที่ 12 ซึ่งพบวามีเพียงตัวทํ าละลายที่ประกอบดวย H2O : Methanol :
Acetonitrile ในอัตราสวน 57:23:20 เพียงชนิดเดียวเทานั้นที่สามารถสกัด AFM1 ออกจากการดูดซับของ 
HSCAS ได โดยในการทดลองนี้ใชอัตราสวนของตัวละลาย : HSCAS ในสัดสวน 2:1 และใชเวลาในการสกัด 5 
นาที พบวาที่อุณหภูมิ 25 OC สามารถสกัด AFM1 ไดเพียง 0.31 ng คิดเปน % recovery เทากับ 0.95% สวน
ที่อุณหภูมิ 40 OC สามารถสกัด AFM1 ไดเพียง 0.42 ng คิดเปน % recovery เทากับ 1.29% (ตารางที่ 12) 
สวนสารละลายตัวอ่ืนๆ ไดแก Methanol, Acetonitril, Benzene, n-Hexane, Cyclohexane, Toluene, Diethyl 
ether, Chloroform, Methylene chloride และ Isopropanol ไมมีความสามารถในการสกัด AFM1 ออกจาก
HSCAS  โดยผลจากการนํ าเอาตัวทํ าละลายชนิดตางๆ มาสกัดแยก AFM1 ออกจากการจับของ HSCAS แลว
ฉีดเขาเครื่อง HPLC นั้นแสดงใหเห็นเปน Chromatogram ในรูปที่ 11 ถึงรูปที่ 21
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ตารางที่ 12  แสดง % recovery ของตัวทํ าละลายชนิดตางๆ ที่ใชสกัด AFM1 ออกจากHSCAS

ตวัทํ าละลาย    อุณหภูมิ   น้ํ าหนักของ AFM1 ที่ปรากฎในสารละลาย      คาเฉลี่ย %recovery
       (OC)                         (ng)                                    (ng)

    การทดสอบครั้งที่
            I            II            III

ตัวทํ าละลาย 25           0.25        0.31        0.38        0.31      0.95
ผสม 40           0.46        0.39        0.41        0.42      1.29

Methanol 25              0            0             0           0         0
40              0            0             0           0         0

Acetonitrile 25              0            0             0           0         0
40              0            0             0           0         0

Benzene 25              0            0             0           0         0
40              0            0             0           0         0

n-Hexane 25              0            0             0           0         0
40              0            0             0           0         0

Cyclohexane 25              0            0             0           0         0
40              0            0             0           0         0

Toluene 25              0            0             0           0         0
40              0            0             0           0         0

Diethyl ether 25              0            0             0           0         0
40              0            0             0           0         0

Chloroform 25              0            0             0           0         0
40              0            0             0           0         0

Methylene 25              0            0             0           0         0
chloride 40              0            0             0           0         0

Isopropanol 25              0            0             0           0         0
40              0            0             0           0         0
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รูปที่ 9  แสดงความสามารถในการกระจายตัว          รูปที่ 10  แสดงการไมกระจายตัว จับตัวเปน
ของ HSCAS ในสารละลาย          กลุมกอน คลายดินนํ้ ามัน ของ HSCAS ใน

         สารละลาย

รูปที่ 11  Chromatogram ของตัวทํ าละลายผสม จากผลการทดลองที่ 3
  peak ที่มี Retention time เทากับ 6.8 นาที คือ AFM1

รูปที่ 12  Chromatogram ของ Methanol จากผลการทดลองที่ 3
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รูปที่ 13  Chromatogram ของ Acetonitrile จากผลการทดลองที่ 3

รูปที่ 14  Chromatogram ของ Benzene จากผลการทดลองที่ 3

รูปที่ 15  Chromatogram ของ n-Hexane จากผลการทดลองที่ 3
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รูปที่ 16  Chromatogram ของ Cyclohexane จากผลการทดลองที่ 3

รูปที่ 17  Chromatogram ของ Toluene จากผลการทดลองที่ 3

รูปที่ 18  Chromatogram ของ Diethyl ether จากผลการทดลองที่ 3
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รูปที่ 19  Chromatogram ของ Chloroform จากผลการทดลองที่ 3

รูปที่ 20  Chromatogram ของ Methylene chloride จากผลการทดลองที่ 3

รูปที่ 21  Chromatogram ของ Isopropanol จากผลการทดลองที่ 3
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4.4  การทดลองที่ 4 ศึกษาวิเคราะหหาสภาพที่เหมาะสมที่สุด สํ าหรับการสกัด AFM1 ออกจากการดูดซับ
ของ HSCAS

การตรวจปริมาณการปนเปอนของ AFM1 ที่ปนเปอนมาตามธรรมชาติ ในนํ้ านมดิบ พบวานํ้ านมดิบ
มีคาการปนเปอนของ AFM1 อยูที่ระดับ 0.15 ppb ในการทดลองของแตละหลอดการทดลองจะใชนํ้ านมดิบ
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เพราะฉะนั้นเมื่อนํ ามาคิดเปนนํ้ าหนักของ AFM1 ในแตละหลอดการทดลอง จะไดเทา
กับ 0.15 ppb (ng/ml) * 50 ml = 7.5 ng นั่นคือนํ้ าหนักตั้งตนของ AFM1 ที่ใชในการทดสอบและใชในการ
คํ านวณ

ผลการทดลองที่นี้พบวาที่อุณหภูมิ 40 OC ระยะเวลาที่ใชในการสกัด AFM1 ออกจาก HSCAS เปน
เวลา 15 นาที เปนสภาวะที่ให % recovery ที่ดีที่สุด โดยอัตราสวนของตัวทํ าละลายผสม (H2O:Methanol:
Acetonitrile ในอัตราสวน 57:23:20) : HSCAS ที่ 5:1 จะให % recovery ที่สูงท่ีสุดในการทดลองนี้ คือ 
32.00% รองลงมาคือ 21.73% และ 14.80% ซึ่งเปน % recovery ของตัวทํ าละลายผสม (H2O:Methanol:
Acetonitrile ในอัตราสวน 57:23:20) : HSCAS ที4:1 และ 3:1 ตามลํ าดับ (ตารางที่ 13) สวนการทดสอบ
การสกัดที่อุณหภูมิ 40 OC และระยะเวลาที่ใชในการสกัดนาน 30 นาที ตัวทํ าละลายผสม (H2O:Methanol:
Acetonitrile ในอัตราสวน 57:23:20) : HSCAS ในอัตราสวนที่ 5:1, 4:1 และ 3:1 พบวาไมสามารถที่จะสกัด 
AFM1 ออกจากการดูดซับของ HSCAS ไดเลย มี % recovery เทากับ 0.00%

ที่อุณหภูมิ 25 OC ใชเวลาในการสกัด AFM1 ออกจาก HSCAS เปนเวลา 5 นาที โดยที่ใชตัวทํ า
ละลายผสม (H2O:Methanol: Acetonitrile ในอัตราสวน 57:23:20) : HSCAS ในอัตราสวนที่ 5:1, 4:1 และ
3:1 พบวาสามารถสกัด AFM1 ออกจาก HSCAS ไดในระดับปานกลาง โดยมี % recovery เทากับ 15.20%, 
10.08% และ 5.73% ตามลํ าดับ เมื่อเพ่ิมระยะเวลาที่ใชในการสกัด AFM1 ออกจาก HSCAS เปน 15 และ 
30 นาที % recovery กลับมีคาลดลง อยางผกผันกับเวลาที่เพ่ิมมากขึ้น

การทดลองนี้สรุปไดวา การใชอัตราสวนระหวางตัวทํ าละลายผสม (H2O:Methanol: Acetonitrile ใน
อัตราสวน 57:23:20) กับ HSCAS ในอัตราสวน 5:1 ที่อุณหภูมิ 40OC ระยะเวลาสกัดนาน 15 นาที เปน
สภาวะที่ใหประสิทธิภาพในการสกัด AFM1 ออกจากการดูดซับ HSCAS ไดดีที่สุด
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ตารางที่ 13  แสดง % recovery ของการสกัด AFM1 ออกจากการดูดซับของ HSCAS โดยใชตัวทํ า
ละลายที่มีสวนผสมของ H2O:Methanol: Acetonitrile ในอัตราสวน 57:23:20 ที่สภาวะตางๆ

ตวัทํ าละลาย    อุณหภูมิ    เวลา    น้ํ าหนักของ AFM1 ที่ปรากฎในสารละลาย    คาเฉลี่ย    %recovery
: HSCAS          (OC)      (min)                           (ng)                                (ng)

    การทดสอบครั้งที่
            I            II            III

3:1 25    5          0.42        0.48        0.39                0.43         5.73
 15          0.45        0.26        0.20                0.30         4.00
 30          0.17          0           0.12                0.14         1.87

------------------------------------------------------------------
40    5          0.65        0.40           0                  0.52         6.93

 15          0.85        1.22        1.27                1.11       14.80
 30             0            0              0                    0            0

4:1 25    5          0.74        0.76        0.77                0.75      10.08
 15          0.46        0.52        0.52                0.50       6.66
 30          0.29        0.38        0.48                0.38       5.07

------------------------------------------------------------------
40    5          0.79        1.36        1.18                1.11       14.80

 15          1.57        2.01        1.32                1.63       21.73
 30             0            0              0                    0            0

5:1 25    5          1.23        0.97        1.22                1.14      15.20
 15          1.01        0.60        1.16                0.92      12.27
 30          0.32        0.69        0.49                0.50       6.66

------------------------------------------------------------------
40    5          1.12        0.32        1.16                0.86       11.47

 15          2.22        1.95        3.24                2.47       32.00
 30             0            0              0                    0            0



บทที่ 5

อภิปรายผล สรุปผลการทดลอง และขอเสนอแนะ

5.1  อภิปรายผลการทดลอง

จากที่ไดกลาวไวในบทที่ 3 แลววาการวิจัยในครั้งนี้จะประกอบดวย 2 ระยะคือ ระยะที่ 1 ศึกษา   
ประสิทธิภาพของ HSCAS ในการดูดซับ AFM1 และระยะที่ 2 ศึกษาหาชนิดของตัวทํ าละลายที่เหมาะสมในการ
สกัด AFM1 ออกจากการดูดซับของ HSCAS ดังนั้นจะแยกการอภิปรายเปน 2 ระยะ ดังนี้

ระยะที่ 1 ศึกษาประสิทธิภาพของ HSCAS ในการดูดซับ AFM1

จากผลการทดลองที่ 1 และ 2 พบวา HSCAS สามารถดูดซับ AFM1 ในนํ้ ากลั่นปราศจากไอออน
และในนํ้ านมดิบได นํ้ าหนักตํ่ าที่สุดของ HSCAS ที่ใชในการศึกษาครั้งนี้คือ 0.5 g สามารถดูดซับ AFM1 ที่
ความเขมขน 10 ppb ในนํ้ าปราศจากไอออนไดประมาณ 90% และสามารถดูดซับ AFM1 ที่ความเขมขน 0.5 
ppb ในนํ้ านมดิบไดถึง 95% เม่ือนํ ามาคิดเปนสัดสวนของนํ้ าหนัก AFM1 (ng) ตอปริมาณของ HSCAS (g)
จะไดประมาณ 180 ng/g และ 50 ng/g ตามลํ าดับ แตการดูดซับ AFM1 ที่มีอยูในสารละลายจะเกิดขึ้นอยาง
สมบูรณ 100% เม่ือใชปริมาณ HSCAS มากถึง 3 g ทั้งในนํ้ ากลั่นปราศจากไอออนและนํ้ านมดิบ ซึ่งเม่ือนํ ามา
คิดเปนสัดสวนของนํ้ าหนัก AFM1 (ng) ตอปริมาณของ HSCAS (g) จะไดเทากับ 33.33 ng/g และ 8.33 
ng/g ตามลํ าดับ แสดงวาการดูดซับที่เพ่ิมขึ้นไมไดเปนสัดสวน 1:1 กับนํ้ าหนักของ HSCAS ที่เพ่ิมขึ้น (ตารางที่ 
7 และรูปที่ 8) เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพการดูดซับ AFM1 ของ HSCAS ในนํ้ ากลั่นปราศจากไอออนและ
ในนํ้ านมดิบ ไมวาจะท่ี 90% และ 100% จะเห็นวาการดูดซับในนํ้ านมเกิดขึ้นนอยกวาในนํ้ ากลั่นปราศจาก
ไอออน ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากสาเหตุที่วาในนํ้ านมดิบมีสารอาหารและแรธาตุตางๆ เชน casein, lipids, Ca, Mg, 
Mn และ Zn เปนตน ซึ่งจะไมพบสารตางๆ เหลานี้ในนํ้ ากลั่นปราศจากไอออน HSCAS มีความสามารถในการ
เขาจับกับสารอาหารและแรธาตุตางๆ ที่กลาวมานี้ไดเชนกัน (Chung et al., 1990, Chestnut et al., 1992) จึง
เปนผลทํ าใหเกิดการแยงจับกันของสารตางๆเหลานี้กับ AFM1 เปนเหตุให HSCAS เขาจับกับ AFM1 ในนํ้ า
นมดิบไดไมดีเทาในนํ้ ากลั่นปราศจากไอออน

Phillips et al. (1988) ทํ าการทดสอบการดูดซับสารพิษ AFB1 ที่ระดับความเขมขน 1 ppm ในนํ้ า
กลั่น โดยใชสารดูดซับชนิดตางๆ มาเปรียบเทียบกัน ผลการศึกษาพบวา Phyllosilicates (NovaSil) ปริมาณ 
100 mg ซึ่งเปนสารชนิดเดียวกับ HSCAS ที่ใชในการศึกษาครั้งนี้ มีเปอรเซ็นตการดูดซับ AFB1 ประมาณ
85% เม่ือนํ ามาคิดเปนอัตราสวนการดูดซับ AFB1 ตอนํ้ าหนักของ HSCAS จะไดเทากับ 8,500 ng/g ในขณะ
ที่การศึกษาครั้งนี้พบวา สัดสวนนํ้ าหนักของ AFM1 ตอนํ้ าหนักของ HSCAS ในนํ้ ากลั่นปราศจากไอออน เมื่อมี
การดูดซับที่ 89% มีคาเพียง 180 ng/g แสดงใหเห็นวา HSCAS มีความจํ าเพาะตอการดูดซับกับ AFB1 มาก
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กวา AFM1 หลายเทา ผลที่ไดนี้สอดคลองกับการศึกษาของ Phillips และคณะซึ่งไดทํ าการศึกษาเปรียบเทียบ
ประสิทธิภาพของ HSCAS ในการดูดซับระหวาง AFB1 และ AFM1 พบวา HSCAS สามารถดูดซับ AFB1 ได
มากกวา AFM1 ประมาณ 2.5 เทา (Phillips et al., 1995) สาเหตุที่ HSCAS สามารถดูดซับ AFB1 ไดมาก
กวา AFM1 อาจอธิบายไดจากความแตกตางระหวางโครงสรางของ AFB1 และ AFM1 ตรงที่ AFM1 มี –OH 
group อยูที่ตรงตํ าแหนง 9a ในขณะที่ AFB1 ไมมี (รูปที่ 1) การที่ AFM1 มี   -OH group อยูที่ตรงตํ าแหนง 
9a นี้เปนตัวกีดขวางการแทรกตัวของโมเลกุล AFM1 ในการเขาไปอยูในระหวางชั้นภายใน (Interlamellar 
layer) โมเลกุลของ HSCAS ทํ าให HSCAS ดูดซับ AFB1 ไดมากกวา AFM1  Grant and Phillips (1998) 
ศึกษาโครงสรางของ HSCAS พบวา HSCAS มีโมเลกุลขนาดใหญ ภายในโมเลกุลมีลักษณะเรียงเปนชั้นๆ พ้ืนที่
ผิวทั้งหมดของ HSCAS มีขนาด 848 m2/g  ตอมาในป ค.ศ. 1999 Phillips ทํ าการศึกษาถึงกลไกของการดูด
ซับระหวาง AFB1 กับ HSCAS พบวาบริเวณที่เกิดการจับกับ AFB1 บนโมเลกุลของ HSCAS มีดวยกัน 2 สวน
คือ สวนผิวนอกของโมเลกุลซึ่งมีการดูดซับ AFB1 เพียงเล็กนอย และสวนระหวางชั้นภายใน (Interlamellar 
region) โมเลกุลของ HSCAS ซึ่งการดูดซับ AFB1 จะเกิดขึ้นที่สวนนี้เปนสวนมาก Phillips สันนิฐานวา การดูด
ซับที่เกิดขึ้นระหวางชั้นภายในโมเลกุลของ HSCAS นี้นาจะเกิดจากการที่ AFB1 มีโมเลกุลอยูในลักษณะเปน
แนวระนาบ (Planar) เดียวกับพ้ืนผิวระหวางชั้นภายในโมเลกุลของ HSCAS  ดังนั้นการที่ AFM1 มี –OH 
group อยูที่ตรงตํ าแหนง 9a เพ่ิมขึ้นมาทํ าใหแนวระนาบผิดรูปไป จึงทํ าใหการแทรกตัวของ AFM1 ผานเขาไป
ในระหวางชั้นภายในโมเลกุลของ HSCAS เปนไปไดยากกวา AFB1 (Phillips et al., 1995)

ศุภรัตน (2540) ไดทํ าการทดสอบโดยใชสาร Bentonite และ Zeolite อยางละ 5 กรัม เติมลงในนํ้ า
นมพาสเจอรไรสที่มี AFM1 ปนเปอนอยู 1 ppb ปริมาตร 200 มิลลิลิตร พบวาสาร Bentonite และ Zeolite 
สามารถดูดซับ AFM1 ได 100% และ 89% ตามลํ าดับ ตอมาไดทํ าการทดลองโดยใชสาร Bentonite ปริมาณ 
0.3 กรัม เติมลงในนํ้ ากลั่น และนํ้ านมดิบที่มี AFM1 ปนเปอนอยู 10 ppb ผลที่ไดคือสาร Bentonite สามารถ
ดูดซับ AFM1 ทั้งในนํ้ ากลั่นและในนํ้ านมดิบไดถึง 666.66 ng/g (ศุภรัตน, 2542) ซึ่งแสดงวา Bentonite มี
ประสิทธิภาพในการดูดซับ AFM1 ไดดีกวา HSCAS ความแตกตางนี้อาจเนื่องมาจากกลไกการเขาจับ AFM1 
ของสาร Bentonite และ HSCAS มีความแตกตางกัน

Scheideler (1993) ทํ าการการศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพการจับกับ AFB1 ของ 
Aluminosilicates ที่ผลิตโดยบริษัทตางๆ ที่ผลิตและจํ าหนายตามทองตลาดไดแก Ethacal, NovasilTM, Perlite 
และ Zeobrite พบวามีความสามารถในการดูดซับ AFB1 แตกตางกันตั้งแต 0.06 – 0.80 ug/g แสดงใหเห็น
วาความแตกตางทางโครงสรางและคุณภาพของ Aluminosilicates ที่นํ ามาใชมีผลใหประสิทธิภาพในการดูดซับ 
AFB1 ไดไมเทากัน ในการศึกษาครั้งนี้ใช NovaSilplusTM เพียงตัวเดียวเทานั้น จึงเปนประเด็นที่นาสนใจวาใน
การศึกษาครั้งตอไปในอนาคตควรมีการนํ าเอา Aluminosilicates ชนิดอ่ืนๆ มาทดสอบประสิทธิภาพการดูดซับ
กับ AFM1 เพ่ือจะไดเห็นถึงประสิทธิภาพของ Aluminosilicates ชนิดตางๆ
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ระยะที่ 2 ศึกษาหาชนิดของตัวทํ าละลายที่เหมาะสมในการสกัด AFM1 ออกจากการดูดซับของ
HSCAS

การศึกษาในระยะนี้ เลือกใชนํ้ าหนักของ HSCAS 3 g เพราะเปนระดับที่สามารถดูดซับ AFM1 ใน
สารละลายได 100% เพ่ือใหผลการศึกษามีความชัดเจน และเชื่อม่ันไดมากขึ้น

จากผลการทดลองที่ 3 พบวาตัวทํ าละลายผสมที่ใชในการสกัด AFM1 ซึ่งมีสวนผสมของสารละลาย 
3 ชนิดไดแก H2O : Methanol : Acetonitrile ในอัตราสวน 57:23:20 เปนตัวทํ าละลายชนิดเดียวที่มีความ
สามารถในการสกัด AFM1 ออกจากการดูดซับของ HSCAS สามารถอธิบายสิ่งท่ีเกิดขึ้นไดดังนี้คือ เมื่อพิจารณา
ถึงคุณสมบัติทางเคมีของ AFM1 และ HSCAS แลวจะเห็นวา AFM1 นั้นสามารถละลายไดดีในตัวทํ าละลาย
อินทรียที่มีขั้วหลายชนิด เชน Methanol, Acetonitrile, Ethanol, Chloroform และสามารถละลายไดเล็กนอยใน 
H2O แตจะไมละลายในตัวทํ าละลายอินทรียที่ไมมีขั้วเชน Petroleum ether และ Hexane  จากผลการศึกษาของ 
Grant and Phillips (1998) พบวา HSCAS มี trace metals 5 ชนิด คือ Al, Ca, Fe, Mg และ Si อยูในโครง
สรางของมัน ดังนั้นเมื่อ HSCAS ดูดซับ AFM1 ไวแลวจะทํ าใหเกิด chemisorption ภายใน interlamellar 
region โดยมี metal edge site จาก Al, Fe, Mg และ Si ทํ าหนาท่ีดูดซับสารพิษอะฟลาท็อกซิน จากบริเวณสวน
นอก (exterior) ของพื้นผิว ทํ าให HSCAS สามารถจับกับสารพิษอะฟลาท็อกซินไดอยางแนนหนา ซึ่งเหตุผลนี้
อาจใชอธิบายความยากในการสกัด AFM1 ออกจากการดูดซับของ HSCAS สารละลายอินทรียเพียงชนิดเดียว
อาจจะไมมีความสามารถเพียงพอที่จะสกัด AFM1 ออกมาได ดังนั้นอาจตองมีการผสมสารละลายอินทรียเคมี
หลายๆชนิดเขาดวยกัน เพ่ือเพ่ิมความสามารถที่จะสกัด AFM1 ออกจากการดูดซับของ HSCAS

เม่ือพิจารณาถึงคุณสมบัติของ HSCAS คือมีความสามารถในการรับหรือปลอยนํ้ าออกจากโครงสราง
ไดเปนอยางดี และมีคุณสมบัติในการแลกเปลี่ยนประจุ (Mumpton and Fishman, 1977) แสดงใหเห็นวา 
HSCAS เปนสารที่มีขั้วมากพอสมควร ดังนั้นเมื่อนํ า HSCAS มาผสมเขากับสารละลายที่มีขั้วนอย หรือไมมีขั้ว 
ดังเชนสารละลายที่ใชในการทดลองที่ 3 นี้ไดแก Benzene, n-Hexane, Cyclohexane, Toluene, Diethyl ether, 
Chloroform, Methylene chloride และ Isopropanol สาร HSCAS จะเกิดการจับตัวเปนกอนนิ่มๆ คลายดินนํ้ า
มัน อาจเนื่องมาจากเพราะโดยธรรมชาติแลวสารที่มีขั้ว จะผสมเขาดวยกันดวยดีกับสารที่มีขั้ว และจะแยกชั้นเมื่อ
ผสมลงในสารที่ไมมีขั้ว เชน นํ้ ากับนํ้ ามัน เปนตน ดังนั้นนี้คือเหตุผลที่วาทํ าไมสารละลายชนิดตางๆ ที่ใชในการ
ทดลองที่ 3 จึงไมมีความสามารถในการสกัด AFM1 ออกจากการดูดซับของ HSCAS

จากผลการทดลองที่ 4 พบวาสภาวะท่ีดีที่สุดสํ าหรับการสกัด AFM1 ออกจากการดูดซับของ 
HSCAS คือท่ีอุณหภูมิ 40 OC และใชเวลาในการสกัดนาน 15 นาที ผลที่พบนี้แสดงถึงวาปฏิกิริยาในการสลาย
พันธะที่ใชจับกันระหวาง AFM1 และ HSCAS นั้นจะตองใชอุณหภูมิที่สูงพอสมควรและที่สํ าคัญจะตองใชระยะ
เวลาในการสกัดอยางเหมาะสม เพ่ือให AFM1 ถูกแยกออกจากการจับของ HSCAS ไดอยางมีประสิทธิภาพ ใน
กรณีที่ใชระยะเวลาในการสกัดแยกนานเกินไปคือ 30 นาที เปนผลทํ าให % recovery เทากับ 0 อาจเนื่องมาจาก
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การใหความรอนที่ 40 OC นาน 30 นาที มีผลทํ าใหตัวทํ าละลายตางๆ เชน Acetonitrile และ Methanol ที่อยูใน
สวนผสมนั้นมีการระเหยไปบางสวน ทํ าใหอัตราสวนของตัวทํ าละลายผสม (H2O : Methanol : Acetonitrile ใน
อัตราสวน 57:23:20) ที่ใชในการสกัดแยก AFM1 มีอัตราสวนเปลี่ยนแปลงไป เปนเหตุใหประสิทธิภาพในการ
สกัด AFM1 ออกจากการดูดซับของ HSCAS ลดลง  สวนในกรณีที่ใชระยะเวลาในการสกัดแยกนอยเกินไปคือ 
5 นาทีนั้น อาจกลาวไดวาปฏิกิริยาในการสกัดแยกยังเกิดขึ้นไดไมสมบูรณดี จึงเปนผลทํ าให % recovery ที่
อุณหภูมิ 40 OC ระยะเวลาในการสกัดนาน 5 นาที มีคานอยกวา % recovery ที่อุณหภูมิ 40 OC เวลาในการ
สกัด 15 นาที

ในรายงานของ Phillips et al. (1995) ไดกลาวไวอยางคราวๆ ถึงผลการศึกษาที่นํ า HSCAS มา
ประยุกตใชเพ่ือการวิเคราะห AFB1 ในสารสกัดจากขาวโพดดังนี้คือ ทํ าการศึกษาโดยนํ า HSCAS มาเคลือบไว
บนผิวของเม็ดทรายเพื่อเพ่ิม Hydraulic conductivity และทํ าใหการกรองผานของสารละลายดีขึ้น จากนั้นจะนํ า 
HSCAS ไปอบที่อุณหภูมิ 55 OC เปนเวลา 1 ชั่วโมง แลวนํ าไปกรองผานตะแกรงที่มีขนาด 125 µm และ 300
µm นํ ามาบรรจุลงในคอลัมนแกวขนาดเล็กท่ีเคลือบไวดวยเซลลูโลส โดยจะเรียกคอลัมนนี้วา HSCAS-packed 
column เพ่ือใชสํ าหรับสกัดแยก AFB1 ผลการศึกษาพบวาการแยก AFB1 ออกจากสารอื่นๆ โดยใช HSCAS-
packed column ใหผลดีเมื่อเปรียบเทียบกับการแยกโดยใช Immunoaffinity column ดังแสดงใหเห็นในรูปที่ 7 
อยางไรก็ตามรายงานฉบับนี้ไมไดกลาวถึงชนิดของตัวทํ าละลายที่ใชในการสกัด AFB1 ออกจาก HSCAS-
packed column เม่ือนํ ามาเปรียบเทียบกับผลการทดลองที่ 4 พบวาการศึกษาในขั้นตนนี้ HSCAS มีความ
สามารถในการดูดซับกับ AFM1 ที่ปนเปอนอยูในนํ้ านมดิบ และสามารถสกัดแยก AFM1 ออกจากการดูดซับ
ของ HSCAS ไดเชนกัน แตผลที่ไดในขั้นตนนี้อาจจะยังไมเปนที่นาพอใจนักเพราะการสกัดดวยตัวทํ าละลายที่ดี
ที่สุดให % recovery เพียง 32% แสดงวาควรตองมีการดัดแปลง HSCAS กอนนํ ามาใชในการสกัดแยก AFM1
ออกจากนํ้ านมดิบ ในทํ านองเดียวกับการศึกษาของ Phillips และ Sarr เพ่ือให HSCAS อยูในสภาพที่เหมาะสม
สํ าหรับการนํ ามาใชในงานวิเคราะห

5.2  สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ

จากที่ไดกลาวแลวในขางตนวาการศึกษาถึงวิธีการสกัดแยก AFM1 ออกจากการดูดซับของ HSCAS
ในปจจุบันนั้นยังไมมีรายงาน การศึกษาครั้งนี้จึงเปนการศึกษาครั้งแรกเก่ียวกับการนํ าเอา HSCAS มาประยุกต
ใชประโยชนในการสกัดแยก AFM1 ออกจากการดูดซับของ HSCAS ดังนั้นจะขอสรุปผลการทดลองและเสนอ
แนะในแงของการนํ าเอา HSCAS มาประยุกตใชประโยชน เพ่ือพัฒนาเปนชุดตรวจสอบสํ าหรับการสกัดแยกและ
วิเคราะหปริมาณ AFM1 ที่ปนเปอนในนํ้ านมดิบ และผลิตภัณฑนมตอไปในอนาคต

1. ปริมาณสาร HSCAS ที่ 3.0 กรัม มีประสิทธิภาพเพียงพอที่จะดูดซับ AFM1 ที่ระดับความเขมขน 
10 ppb ในนํ้ าปราศจากไอออนออกไดทั้งหมด โดยใชเวลาในการดูดซับที่ 5 นาที
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2. ปริมาณสาร HSCAS ที่ 3.0 กรัม สามารถดูดซับ AFM1 ในนํ้ านมดิบที่ระดับความเขมขน 0.5 
ppb ไดอยางมีประสิทธิภาพ 100% โดยใชเวลาในการดูดซับ 5 นาที

3. ตัวทํ าละลายผสมซึ่งประกอบดวย H2O : Methanol : Acetonitrile ในอัตราสวน 57:23:20 มี
ความสามารถในการสกัดแยก AFM1 ออกจากการดูดซับของ HSCAS ได

4. ในการสกัด AFM1 ออกจากการดูดซับของ HSCAS จะตองใชสภาวะท่ีอุณหภูมิ 40 OC  และใช
เวลาในการสกัดนาน 15 นาที จะเปนสภาวะที่ดีที่สุดสํ าหรับการสกัดแยก AFM1 ออกจากการดูดซับของ 
HSCAS โดยอัตราสวนของตัวทํ าละลายผสม (H2O : Methanol : Acetonitrile ในอัตราสวน 57:23:20) : 
HSCAS ที่ 5:1 จะเปนอัตราสวนที่ให % recovery ที่สูงท่ีสุดสํ าหรับในการศึกษาครั้งนี้

ประโยชนที่ไดจากการศึกษาในครั้งน้ี
เปนการสรางขอมูลพ้ืนฐานในการนํ า HSCAS มาพัฒนาเปนชุดตรวจสอบสํ าหรับสกัด

แยก AFM1 ที่ปนเปอนในนํ้ านมดิบและผลิตภัณฑนมตอไปในอนาคต

ขอเสนอแนะสํ าหรับงานตอไปในอนาคต

1. ควรทํ าการทดสอบประสิทธิภาพของตัวทํ าละลายอ่ืนๆ ที่นอกเหนือจากที่ใชในการทดลองนี้ เพ่ือ
การสกัดแยก AFM1 ออกจากการดูดซับของ HSCAS เชนทดสอบตัวทํ าละลายผสมของตัวทํ าละลายอินทรียใน
สัดสวนตางๆ การปรับคา pH ของตัวทํ าละลาย หรือหาอัตราสวนของตัวทํ าละลายผสม : HSCAS ที่ให % 
recovery ที่มากที่สุด เปนตน

2. ควรมีการนํ า Aluminosilicate ชนิดตางๆ นอกเหนือจาก NovaSilplusTM โดยเฉพาะอยางยิ่ง 
Aluminosilicate ที่สามารถพบและผลิตไดเองในประเทศไทยมาทํ าการทดสอบความสามารถในการดูดซับกับ 
AFM1 เพ่ือจะไดทราบถึงประสิทธิภาพของ Aluminosilicate ที่สามารถผลิตไดเองในประเทศไทยเปรียบเทียบ
กับ Aluminosilicate ที่นํ าเขาจากตางประเทศ

3. ควรทํ าการศึกษาเพ่ิมเติมถึงวิธีที่จะเพ่ิมประสิทธิภาพการสกัดแยก AFM1 ออกจาก HSCAS เชน 
การนํ า HSCAS มาเคลือบไวบนผิวของเม็ดทรายเพื่อเพ่ิม Hydraulic conductivity และทํ าใหการกรองผานของ
สารละลายดีขึ้น หรือการนํ า HSCAS ไปอบที่อุณหภูมิ 55 OC เปนเวลา 1 ชั่วโมง, การนํ า HSCAS ไปกรองผาน
ตะแกรงที่มีขนาด 125 µm และ 300 µm และนํ าสาร HSCAS มาบรรจุลงในคอลัมนแกวขนาดเล็กท่ีเคลือบไว
ดวยเซลลูโลส เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการสกัดแยก AFM1 เปนตน
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ภาคผนวก  ก

การวิเคราะหหาปริมาณ AFM1 โดยเทคนิค HPLC

สภาวะที่ใชในการวิเคราะหประกอบดวย
- Mobile Phase : H2O+Methanol : Acetonitrile = 80 : 20
- Analytical column : Reverse phase C18
- Injection volume : 20 µl
- Flow rate : 1.0 ml/min
- Temperature : 40 OC
- Detector : Fluorescence

 λ ex = 365 nm, λem = 440 nm

Peak ของ AFM1 ปรากฎที่ตํ าแหนง Retention time ประมาณ 6.8 + 0.1 นาที โดยที่คา Retention 
time ที่ไดในแตละครั้งจะมีไมแนนอน ขึ้นกับการเตรียมสารละลาย Mobile Phase ในแตละครั้ง ดังนั้นในการ
เตรียม Mobile Phase ควรเตรียมใหเหมาะสมกับการใชงานในแตละครั้ง แตอยางไรก็ตามกอนที่จะเริ่มการ
ทํ างานในแตละวันนั้น ไดมีการฉีดสารมาตรฐาน AFM1 ในชวงความเขมขน 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 และ 3.0 
ppb เพ่ือสรางกราฟเทียบมาตรฐาน โดยจะตองมีคา Correlation coefficient (r2) ไมนอยกวา 0.995 กอนที่จะ
ฉีดสารตัวอยาง ถาคา Correlation coefficient ยิ่งสูงจะแสดงถึงวิธีที่ใชในการวิเคราะหมี linearity ที่ดี จะทํ าให
ผลที่ไดจากการทดลองมีความความถูกตองและเพ่ิมความแมนยํ าในการวิเคราะห

    รูปแสดง Calibration Curve Graph โดยเครื่องคอมพิวเตอรจะคํ านวณ
    คา Correlation coefficient (r2) ที่ไดจากการฉีดสารมาตรฐาน AFM1
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    Chromatogram ของสารมาตรฐาน AFM1          Chromatogram ของสารมาตรฐาน AFM1
          ที่ระดับความเขมขน 0.5 ppb                ที่ระดับความเขมขน 1.0 ppb

Chromatogram ของสารมาตรฐาน AFM1          Chromatogram ของสารมาตรฐาน AFM1
          ที่ระดับความเขมขน 1.5 ppb                ที่ระดับความเขมขน 2.0 ppb

Chromatogram ของสารมาตรฐาน AFM1          Chromatogram ของสารมาตรฐาน AFM1
          ที่ระดับความเขมขน 2.5 ppb                ที่ระดับความเขมขน 3.0 ppb
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ภาคผนวก  ข

การวิเคราะหหาปริมาณ AFM1 โดยใช AflaM1TM column

ขั้นตอนการวิเคราะห
1. นํ านํ้ านมดิบปริมาตร 50 ml ใสลงในหลอดเซนติฟวจที่มีฝาปด
2. นํ าไปเซนตริฟวจที่ 3000 rpm เปนเวลา 15 นาที จากนั้นทํ าการแยกชั้นไขมันที่อยูดานบนออก

ใหหมด
3. ปเปตนํ้ านมดิบที่ไดผานลงสู AflaM1TM column ปลอยใหนํ้ านมดิบผานลงสูคอลัมน โดยควบ

คุมใหมีอัตราการไหล 1 หยดตอวินาที
4. ชะลางสิ่งเจือปนออกจากคอลัมนดวยนํ้ าปราศจากไอออน 10 ml จํ านวน 2 ครั้ง โดยมีอัตรา

การไหล 1-2 หยดตอวินาที
5. เก็บสารละลาย AFM1 จากคอลัมนดวยสารละลายผสมของ Acetonitrile : Methanol (3:2) 

ปริมาตร 1.25 ml โดยมีอัตราการไหล 2-3 หยดตอวินาที
6. เก็บสารละลาย AFM1 จากคอลัมนอีกครั้งดวยนํ้ าปราศจากไอออน ปริมาตร 1.25 ml โดยมี

อัตราการไหล 2-3 หยดตอวินาที
7. ผสมสารละลายที่ไดใหเขากัน นํ าไปวิเคราะหหาปริมาณ AFM1 ตอดวย HPLC

Chromatogram แสดง Peak ของ AFM1 โดยใช AflM1TM column ในการสกัด
        โดย Peak ของ AFM1 ปรากฎที่ตํ าแหนง Retention time ประมาณ 6.8 + 0.1 นาที
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