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วิธ ีดำเน ินการวิจ ัย

3.1 ประชากร

3.1.1. โรงงาน ผล ิตอาห ารข ้น สำห ร ับ โคน ม  ค ัด เล ือกโรงงานผล ิตอาหารข ้นท ี่สามารถให ้

ความร ่วมม ือได ้จำนวน  3 โรงงาน

3.1.2 อาหารโคน ม  เก ็บต ัวอย ่างว ัตถ ุด ิบอาหารส ัตว ์ท ุกชน ิดในแต ่ละโรงงานท ี่ใช ้เป ็นส ่วน  

ป ระกอบในการผล ิต เป ็นอาหารข ้นสำหร ับ โคนม  โดยว ัตถ ุด ิบ เหล ่าน ั้นต ้องเป ็นว ัตถ ุด ิบท ี่เก ็บร ักษาไว ้ 

ใน โรงงาน เท ่าน ั้น  ต ัวอย ่างอาหารข ้น ต ้องเป ็นอาหารช ุดท ี่ใช ้ว ัตถ ุด ิบท ี่เก ็บต ัวอย ่างไว ้แล ้วเป ็นส ่วน  

ผสมและเก ็บต ัวอย ่างข ้นท ันท ีท ี่ผล ิต เสร ็จ  ระยะเวลาในการเก ็บต ัวอย ่างนาน 4 เด ือนและเก ็บเป ็น  

จำนวน 8 คร ั้ง /โรงงาน  ได ้จำนวนต ัวอย ่างอาหารท ั้งหมด 185 ต ัวอย่าง แบ ่งเป ็นต ัวอย ่างว ัตถ ุด ิบ  161 

ตัวอย ่าง และต ัวอย ่างอาหารข ้นจำนวน 24 ตัวอย่าง

3.2 อุปกรณ์และเครื่องมือที่ใช้!นการวิจัย

3.2.1 เคร ื่องม ือท ี่ใช ้ในการเก ็บต ัวอย ่าง ประกอบด ้วย

3.2.1.1 ถ ุงพลาสต ิกแบบม ี'ซ ิปล ็อค ขนาดบรรจ ุ 2 ก ิโลกร ัม

3.2.1.2 อ ุปกรณ ์สำหร ับแทงเก ็บว ัตถ ุด ิบ  (probe)

3.2.1.3 ต ู้เย ็นและต ู้แช ่แข ็งอ ุณหภ ูม ิ -1 0  ° c  สำหร ับเก ็บต ัวอย ่าง  

3 .2 .1 .4 น ํ้าแข ็งชน ิด เป ็น เจลและกล ่องโฟม

3.2.2 เคร ื่องม ือท ี่ใช ้ในการว ิเคราะห ์ปร ิมาณ อะฟลาท ็อกซ ิน

3.2.2.1 Im m unoa ffm ity  co lum n (A fla tes t p  co lum n , V icam , U S A )

3.2.2.2 F luorom ete r (Series 4, V icam , U S A )

3.2.2.3 A fla te s t Deve loper (0 .001%  B rom ine  so lu tion ) (V icam , U S A )

3.2.2.4 F luorom ete r ca lib ra tion  standard สำหร ับอะพ ่ลาทอกซ ิน  (V icam , U S A )

3.2.2.5 กระดาษกรองขนาดเส ันผ ่าศ ูนย ์กลาง 24 cm. (W hatm an, England)

3.2.2.6 Glass m ic ro fib e r f i l te r  paper ขนาดเส ันผ ่าศ ูนยกลาง 102 mm . (Type A E , 

GelmanSciences, U S A )
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3.22.1 กรวยแก ้วสำหร ับกรอง

3.2.2.8 E rlenm ye r flash ขนาด 125 CC.

3.22.9 ไซ ร ิงจ ์แ ก ้ว 1ขนาด 10 CC.

3.2.2.10 ป ิเปต ขนาด 10 CC.

3.2.2.11 ป ีกเกอร ์ ขนาด 250 CC.

3.2.2.12 F luorom ete r cuvette ขนาด 12x75 mm .

3.2.2.13 Cen trifuge tube แบบพลาสต ิกพร ้อมฝาป ิดขนาด 50 CC.

3.2 .2 .14 Vacuum  pump (M ode l 13156, GelmanSciences, U S A )

3.2.2.15 M e thano l A R  grade และ H P LC  grade

3.2.2.16 N aC l

3 .2.2.17 นากล ั่น

3.2.2.18 ช ุดเคร ื่องป ีนผสมอาหาร

3.2.2.19 เคร ื่องบดอาหาร

3.2.2.20 เคร ื่องช ั่งน ํ้าหน ัก

3.2.3 เคร ื่องม ือท ี่ใช ้ในการว ัดความช ื้นส ัมพ ัทธ ์และว ัดอ ุณ หภ ูม ิ

3.2.3.1 เทอรโมม ิเตอร (M in -M a x  Therm om eter#210-4411, N o va lyn x , U S A )

3.2.3.2 เคร ื่องว ัดความช ื้นส ัมพ ัทธ ์อากาศ (W e t/D ry  B u lb  hygrom eter#225- 

441732, N ova lyn x , U S A )

3.2.3.3 แบบบ ันท ึกข ้อม ูล

3.2.4 เคร ื่องม ือท ี่ใช ้ว ัดความช ื้น

3.2.4.1 เคร ื่องช ั่งน ํ้าหน ักแบบละเอ ียด (M e ttle r PJ3000, M e ttle r To ledo , 

Sw itzerland)

3.2.4.2 ถ ้วยอล ูม ิเน ียมขนาดเส ้นผ ่าศ ูนย ์กลาง 100 ทนท.และสูง 7 mm .

3.2.4.3 เคร ื่องต ัดหร ือบดอาหาร

3.2.4.4 ต ู้อบ (V en tice ll # M M M  M edcenter, GS Scherhelt, Germany)

3.2.4.5 เคร ื่องค ิดเลขและแบบบ ันท ึกผล
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3.3 วิธีเก็บรวบรวมข้อมูล

3.3.1 การเก็บตัวอย่างวัตถุดิบและอาหาร

3 .3 .1 .1  การเก ็บ ต ัวอย ่างว ัตถ ุด ิบ  ป ระย ุกต ์ว ิธ ีก ารเก ็บต ัวอย ่างตามระเบ ียบ กรม

ปศ ุส ัตว ์ว ่าด ้วยว ิธ ีการเก ็บต ัวอย ่างอาหารส ัตว ์เป ็นต ัวอย ่างเพ ื่อทดสอบ  ตรวจหร ือว ิเคราะห ์ค ุณ ภาพ  

(ฉบ ับท ี่ 1) พ .ศ. 2528 และ D irec tive  98/53/EC  (EC , 1998) เพ ื่อความถ ูกต ้องและเป ็นไปได ้โดย  

สะด วกใน การป ฏ ิบ ัต ิซ ึ่งม ีว ิธ ีด ำ เน ิน การด ังน ี้ เม ื่อว ัตถ ุด ิบชน ิดน ั้นม ีปร ิมาณ น ้อยกว ่าหร ือเท ่าก ับ  15 

ตัน การส ุ่ม เก ็บต ัวอย ่างควรเก ็บอย ่างน ้อย  10 ตำแหน ่งจากกองว ัตถ ุด ิบ เด ียวก ันหร ือ ไม ,น ้อยกว่า 

ร้อยละ 5 ของจำนวนกระสอบท ั้งหมด  โดยใช ้ Probe แทงลงไปในกองว ัตถ ุด ิบล ึกอย ่างน ้อย  50 น ิ้ว  

ในแต ่ละตำแหน ่ง การแทง Probe แต ่ละคร ั้งจะได ้ต ัวอย ่างว ัตถ ุด ิบหน ักเฉล ี่ย  300 กรัม ปริมาณตัว 

อย ่างว ัตถ ุด ิบท ี่เก ็บ เพ ื่อนำมาว ิเคราะห ์ม ีปร ิมาณ ระหว ่าง 2-4 ก ิโลกร ัม  ว ัตถ ุด ิบแต ่ละชน ิดจะถ ูกเก ็บ  

เป ็นจำนวน 2 ค ร ัง /! ชุด น ั่นค ือ คร ังท ี่ 1 เก ็บต ัวอย ่างในว ันท ี่ว ัตถ ุด ิบ เข ้าส ู่โรงงาน  และคร ั้งท ี่ 2 ใน  

ว ัน ท ี่น ำว ัตถ ุด ิบชน ิดน ั้น ไป ใช ้ผสม เป ็นอาหารข ้น  บรรจ ุต ัวอย ่างท ี่ได ้ในถ ุงพลาสต ิกแบบม ีซ ิปล ็อค

ต ัวอย ่างละ 2 ถุง แล ้วนำไป เก ็บร ักษาไว ้ในต ู้เย ็นท ี่อ ุณ หภ ูม ิ 4 ° c  เพ ื่อรอการขนส ่ง ในระหว ่างการ  

ข น ส ่งจ าก โรงงาน ม าย ังห ้อ งป ฏ ิบ ัต ิก ารต ัวอ ย ่า งจ ะถ ูก เก ็บ ไว ้ใน ก ล ่อ ง โฟ ม ท ี่บ รรจ ุน ี้าแ ข ็งช น ิด เจ ล  

แ ล ะเม ื่อ ถ ึงห ้อ งป ฏ ิบ ัต ิก ารต ัวอ ย ่า งจ ะถ ูก เก ็บ ร ัก ษ าไว ้ใน ต ู้แ ช ่แ ข ็งอ ุณ ห ภ ูม ิ - 1 0  ° c  เพ ื่อรอการ  

ว ิเคราะห ์ต ่อ ไป

3.3.1.2 การเก ็บต ัวอย ่างอาหารข ้น ต ัวอย ่างอาหารข ้นท ี่เก ็บ เป ็นอาหารช ุดเด ียวก ับท ี ่

ได ้จ ากการใช ้ว ัต ถ ุด ิบ ท ี่เก ็บ ต ัวอย ่างไว ้แล ้วใน ข ้อ  3.3.1.1 เป ็น ส ่วน ป ระกอบ  ว ิธ ีการเก ็บต ัวอย ่าง  

ปฏ ิบ ัต ิเช ่นเด ียวก ันก ับการเก ็บต ัวอย ่างว ัตถ ุด ิบ

3.3.2 การวิเคราะห์ปริมาณอะฟลาฑ็อกชิน

ต ัวอย ่างว ัตถ ุด ิบและอาหารข ้นถ ูกจ ัดออกเป ็น  2 กลุ่ม ได ้แก ่ กล ุ่มท ี่ 1 ประกอบด ้วย  

อาหารข ้น ข ้าวโพด รำ และม ันเส ัน  กล ุ่มท ี่ 2 ประกอบด ้วย กากถั่วเหลือง กากถ ั่วเข ียว กากมะพร้าว  

กากปาล ์ม กากเบ ียร ์ กากเมล ็ดน ุ่น  และกากทานตะว ัน  ว ัตถ ุด ิบและอาหารข ้นท ุกชน ิดจะทำการว ัดผล  

2 ครังเพ ื่อความแม่นยำ ต ัวอย ่างว ัตถ ุด ิบและอาหารจะถ ูกบดให ้ม ีขนาดเล ็กลงก ่อนท ี่จะดำเน ินการข ั้น  

ต่อไป  ซ ึ่งม ีว ิธ ีก ารต ังน ี้



3.3.2.1 ต ัวอย ่างว ัตถ ุด ิบกล ุ่มท ี่ 1 (อาหารข ้น  ข ้าวโพด รำ และม ัน เส ัน )
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ข ั้นตอนการสก ัดต ัวอย ่าง

3.3.2.1.1 ช ั่งนำหน ักว ัตถ ุด ิบและอาหารข ้นท ี่บดแล ้ว 50 g. เติม N aC l 5 g. ใส ่ลงในเคร ื่อ ง  

ป ่นผสมอาหาร

3.3.2.1.2 เติม M e thano l A R  grade ความเข ้มข ้น 80% ปริมาณ 100 m l.

3.3.2.1.3 นำต ัวอย ่างไปป ่นท ี่ความเร ็วส ูงเป ็น เวลา 1 นาที

3 .3.2.1.4 กรองต ัวอย ่างท ีได ้ผ ่านกระดาษกรองขนาดเส ้นผ ่าศ ูนย ์กลาง 24 cm . เก ็บ ส ่วน ท ี่ได  ้

ไว ้ใน ขวดท ี่ส ะอาด

ข ันตอนการเจ ือจางต ัวอย ่างท ี่สก ัด

3.3.2.1.5 ใช ้ป ิเปตด ูดต ัวอย ่างท ี่สก ัดได ้ปร ิมาณ  10 m l. ลงใน  Cen trifuge  tube แบบพลาสต ิก

3.3.2.1.6 เต ิมนำกล ั่น  ปริมาณ 40 m l. ลงในหลอดผสมให ้เข ้าก ัน

3.2.2.1.7 กรองต ัวอย ่างผ ่าน  Glass m ic ro fib e r f i l te r  paper เกบ ส ่วน ท ได ้ไว ้ใน ห ลอด  

พลาสต ิกท ี่สะอาด
V

ข ันตอน A fla te s t a ff in ity  chromatography

3.2.2.1.8 ใช ้ป ิเปตล ูดต ัวอย ่างท ี่กรองได ้ปร ิมาณ  10 m l. ลงใน A fla te s t® p  co lum n ปล ่อยให ้ 

ไหลผ ่านท ี่อ ัตราเร ็ว  1-2 หยด/ว ินาท ี จนหมด

3.2.2.1.9 เต ิมน ํ้ากล ั่นปร ิมาณ  10 m l. ลงใน co lum n ปล ่อยให ้ไหลผ ่านท ี่อ ัตราเร ็ว  1-2 หยด/ 

ว ินาท ี จนหมด

3.2.2.1.10 เต ิมน ํ้ากล ั่นปร ิมาณ  10 m l. ลงใน co lum n ซา อ ีกคร ั้ง ปล ่อยให ้ไหลผ ่านท ี่อ ัตรา  

เร็ว 1-2 หยด/ว ินาท ี จนหมด

3.2.2.1.11 เติม M ethano l H P LC  grade ปริมาณ 1 m l. เพ ื่อชะอะฟลาท ็อก'ช ินออกจาก  

co lum n  เก บ ส ่วน ท ได ้ไว ้ใน  F luorom eter cuvette

3 .2.2.1.12 เติม A fla te s t0  Deve loper ปริมาณ 1 m l. ลงใน cuvette เขย ่าให ้เข ้าก ัน นำไปอ ่าน  

ค ่าดวยเครอง F luorom eter

3.2.2.1.13 ก ่อนทำการว ัดหาปร ิมาณ อะฟลาท ็อกซ ินด ้อง Ca lib ra te  เครื่อง F luorom ete r ด้วย 

A fla to x in  standard ตามว ิธ ีการท ี่ระบ ุไว ้ในค ู่ม ือของบร ิษ ัท  V icam
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3.2.2.2 ต ัวอย ่างว ัตถ ุด ิบกล ุ่มท ี่ 2 (กากถ ั่วเหล ือง กากถ ั่วเข ียว กากถ ั่วล ิสง กากทานตะว ัน  กากปาล์ม  

กากมะพร้าว กากเบ ียร ์ กากเมล ็ดน ุ่น และกากทานตะว ัน )

ข ันตอนการสก ัดต ัวอย ่าง

3.2.2.2.1 ช ั่งนำหน ักว ัตถ ุด ิบและอาหารข ้นท ี่บดแล ้ว 25 g. เติม N aC l 5 g. ใส ่ลงในเคร ื่อง  

ป ีนผสมอาหาร

3.2.2.1.2 เติม M e thano l A R  grade ความเข ้มข ้น 60%  ปริมาณ 125 m l.

3.2.2.1.3 นำต ัวอย ่างไปป ีนท ี่ความเร ็วส ูงเป ็น เวลา 1 นาที

3 .2.2.1.4 กรองต ัวอย ่างท ี่ได ้ผ ่านกระดาษกรองขนาดเส ันผ ่าศ ูนย ์กลาง 24 cm. เก ็บ ส ่วน ท ี่ได ้ 

ไว ้ในขวดท ี่ส ะอาด

ข ันตอนการเจ ือจางต ัวอย ่างท ี่สก ัด

3.2.2.1.5 ใช ้ป ิเปตด ูดต ัวอย ่างท ี่สก ัดได ้ปร ิมาณ  5 m l. ลงใน  Cen trifuge  tube แบบพลาสต ิก

3.2.2.1.6 เต ิมนำกล ั่น ปริมาณ 20 m l. ลงในหลอดผสมให ้เข ้าก ัน

3.2.2.1.7 กรองต ัวอย ่างผ ่าน  Glass m ic ro fib e r f i l te r  paper เกบ ส ่วน ท ได ้ไว ้ใน ห ลอด  

พลาสต ิกท ี่สะอาด
y

ข ันตอน A fla te s t a f f in ity  chromatography

3.2.2.1.8 ใช ้ป ิเปตล ูดต ัวอย ่างท ี่กรองได ้ปร ิมาณ  5 m l. ลงใน A fla te s t® p  co lum n ปล ่อยให  ้

ไห ล ผ ่าท ี่อ ัต ร า เร ็ว 1 -2 ห ยด /ว ิน าท ีจนหมด

3.2.2.1.9 เต ิมนำกล ั่นปร ิมาณ 10 m l. ลงใน co lum n ปล ่อยให ้ไหลผ ่านท ี่อ ัตราเร ็ว  1-2 

หยด/ ว ินาท ี จนหมด

3.2.2.1.10 เต ิมนำกล ั่นปร ิมาณ 10 m l. ลงใน co lum n ซ ํ้าอ ีกคร ั้ง ปล ่อยให ้ไหลผ ่านท ี่อ ัตรา  

เร็ว 1 -2 ห ยด /ว ิน าท ีจนหมด

3.2.2.1.11 เติม M e thano l H PLC  grade ปริมาณ 1 m l. เพ ื่อชะอะฟลาท ็อกซ ินออกจาก  

co lum n เก บ ส ่วน ท ได ้ไว ้ใน  F luorom eter cuvette

3 .2.2.1.12 เติม A fla test® Deve loper ปริมาณ 1 m l. ลงใน cuvette เขย ่าให ้เข ้าก ัน นำไปอ ่าน  

ค่าดวยเครอง F luorom eter

3.2.2.1.13 ก ่อนทำการว ัดหาปร ิมาณ อะฟลาท ็อกช ินต ้อง Ca lib ra te  เครื่อง F luorom eter ด้วย 

A fla to x in  standard ตามว ิธ ีการท ี่ระบ ุไว ้ในค ู่ม ือของบร ิษ ัท  V icam
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ใช ้ว ิธ ี T ra d it io n  oven method (Anderson, 1993) ซ ึ่งมว ิธการ ด ังน

3.3.3.1 บดว ัตถ ุด ิบ ให ้ม ีขนาด เล ็กกว ่า '/2 น ิ้ว

3.3.3.2 ช ั่งน ิ้าหน ักถ ้วยอล ูม ิเน ียม และบ ัน ท ึกน ิ้าห น ักท ี่ได ้

3.3.3.3 ช ั่งน ิ้าหน ักว ัตถ ุด ิบ  50 g. ใส ่ในถ ้วยอล ูม ิเน ียม กระจายว ัตถ ุด ิบให ้ท ั่ว โดย  

แต ่ละจ ุดต ้องไม ่หนามากกว ่า 1 !/2 น ิ้ว

3.3.3.4 นำเช ้าต ู้อบท ี่อ ุณหภ ูม ิ 105 ° c  เป ็นเวลา 48-72 ช ั่ว โม ง และเกล ี่ยว ัตถ ุด ิบใน  

ถ ้วยท ุก 12-24 ช ั่ว โมง

3.3.3.5 นำออกจากต ู้อบ ไปช ั่งน ิ้าหน ักท ี่เหล ือรวมก ับน ิ้าหน ักถ ้วย  บ ันท ึกข ้อม ูลท ี่ 

ได ้ใน ค ร ั้งแ รก ไว ้ แล ้วนำต ัวอย ่างไปอบต ่อทำซ ํ้าจำนวน 2 คร ั้งจนน ิ้าหน ัก  

ส ุดท ้ายไม ่ม ีการเปล ี่ยนแปลง บ ันท ึกผล

3.3.3.6 ลบน ิ้าหน ักส ุดท ้ายท ี่ได ้ด ้วยน ิ้าหน ักถ ้วยอล ูม ิเน ียม  บ ันท ึกผล

3.3.3.7 คำนวณ ความช ื้นว ัตถ ุด ิบ  ได ้ด ังน ิ้

ความช ื้น ว ัตถ ุด ิบ ( % )  =  น ิ้าหน ักส ุดท ้ายท ี่ได ้(g .) X  100

น ิ้าหน ักเร ิ่มต ้น  (g.)

3.3.3.8 ว ัตถ ุด ิบแต ่ละชน ิดถ ูกว ัดความช ื้น  2 คร ั้งพร ้อมก ัน  โดยความช ื้นท ี่คำนวณ  

ได ้ในแต ่ละคร ั้งต ้องม ีค ่าไม ่แตกต ่างก ัน เก ิน  0.15 g./100 g. ตัวอย่าง

3.3.4 อุณหภูมิและความชื้นสัมพัทธ์ระหว่างเกีบรักษาวัตถุดิบ

ว ิธ ีก ารเก ็บข ้อม ูลอ ุณ หภ ูม ิและความช ื้นส ัมพ ัทธ ์ท ำโดยการต ิดต ั้ง เทอร ์โมม ิเตอร ์และเคร ื่อ ง  

ว ัดความช ืนส ัมพ ัทธ ์ไว ้บ ร ิเวณ กลางโรงเก ็บว ัตถ ุด ิบของ แต ่ล ะโรงงานม ีเจ ้าหน ้าท ี่ของโรงงาน  1 คน 

เป ็น ผ ู้ร ับ ผ ิด ช อ บ บ ัน ท ึก ข ้อ ม ูล ใน แ ต ่ล ะว ัน ท ำงาน ต ล อ ด ช ่ว งก ารศ ึก ษ า  น ำข ้อม ูลท ี่ได ้ม าห าเฉล ี่ย  

อ ุณ หภ ูม ิและความช ืนส ัมพ ัทธ ์ของว ัตถ ุด ิบชน ิดน ันๆ  ตามระยะเวลาท ี่ใช ้เก ็บร ักษาในแต ่ละงวด

3.4 การวิเคราะห์ข้อมูล

ในการวิเคราะห์ข้อมูล ตัดข้อมูลท่ีมีค่าผิดปกติ (Out lier) ออก 3 ข้อมูล และแปลงข้อมูลด้วย
เทคนิคทาง Regression เพื่อให้ข้อมูลมีการกระจายเป็นแบบปกติ แล้ววิเคราะห์ข้อมูลเพ่ือหาความ
สัมพันธ์ระหว่างปริมาณอะฟลาท็อกซินและป็จจัยต่างๆด้วย Pearson’s correlation coefficients และ
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ว ิเคราะห ์ป ีจจ ัยท ี่อ ิทธ ิพลท ี่ม ีผลต ่อปร ิมาณ อะฟลาท ็อกซ ินด ้วยว ิธ ี PROC G L M  (General linear 

m odel procedure) fo r  Unbalance data โดยใช ้โป รแกรมสำเรจร ูป  SAS V e rs ion  6.12 (SAS Institu te  

Inc., C arry , N o rth  Caro lina . U S A )
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