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ไฮเดรทเต็ทโซเดียมแคลเซียมอลูมิโนซิลิเกต (HSCAS) เปนสารที่มีความจํ าเพาะเจาะจงสูงในการดูดซับสารพิษเชื้อ

ราอะฟลาท็อกซิน โดยเฉพาะอยางย่ิงอะฟลาท็อกซินบี1 (AFB1) จึงนํ ามาใชผสมในอาหารสัตวเพ่ือปองกันการดูดซึม AFB1 เขาสู

รางกาย และยังมีการนํ า HSCAS มาประยุกตใชในการตรวจวิเคราะหปริมาณ AFB1 อีกดวย อะฟลาท็อกซินเอ็ม1 (AFM1) เปน

สารเมทะโบไลทที่มีพิษของ AFB1 พบมากในนํ้ านมของสัตวเลี้ยงลูกดวยนม ที่สํ าคัญคือนํ้ านมโคเพราะเปนอาหารสํ าหรับมนุษย 

จึงตองมีการเฝาระวังตรวจสอบการปนเปอนของ AFM1 ในนํ้ านมโคอยางสมํ่ าเสมอ ปจจุบันวิธีการตรวจสอบ AFM1 ยังตองใชชุด

ตรวจสอบที่นํ าเขาจากตางประเทศซึ่งมีราคาแพง การพัฒนาชุดตรวจสอบขึ้นใชเองภายในประเทศจะเปนประโยชนทั้งในการเฝา

ระวงัและลดคาใชจาย วัตถุประสงคในการศึกษาครั้งนี้คือตองการศึกษาประสิทธิภาพการดูดซับ AFM1 ของ HSCAS และศึกษา

การสกัดแยก AFM1 ออกจากการดูดซับของ HSCAS เพือ่นํ าความรูที่ไดไปใชในการพัฒนาชุดตรวจสอบสํ าหรับการสกัดแยก 

AFM1 ขึน้ใชในประเทศไทย การศึกษาครั้งนี้แบงออกเปนสองระยะ โดยผลการศึกษาระยะที่ 1 พบวาที่ระดับความเขมขน 10 พีพี

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

ปริมาณ HSCAS ที่ 1.0 – 2.8 กรัม ดูดซับ AFM1 ไดมากกวา 96% และทีป่ริมาตร 3.0 – 3.4 กรัม สามารถดูดซับไดถึง 100%

และความสามารถของ HSCAS ในการดูดซับ AFM1 ที่ความเขมขน 0.5 ppb ในนํ้ านมดิบพบวาปริมาตรของ HSCAS ที่ 0.5 – 

0.75 กรัม สามารถดูดซับ AFM1 ไดประมาณ 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 พบวามีความแตกตางกันในการดูดซับ AFM1 อยางมีนัยสํ าคัญทางสถิติ (P

< 0.05) เมื่อการดูดซับ AFM1 เกิดขึ้น 100% พบวาอัตราสวนการดูดซับ AFM1 ตอนํ้ าหนักของ HSCAS ในนํ้ ากลั่นปราศจาก

ไอออนเทากับ 33.33 ng/g และในนํ้ านมดิบเทากับ 8.33 ng/g  สวนผลการศึกษาในระยะที่ 2 พบวามีเพียงตัวทํ าละลายผสมที่มี

สวนผสมของ H2O:Methanol:Acetonitrile ในอัตราสวน 57:23:20 เพียงชนิดเดียวที่มีความสามารถในการสกัดแยก AFM1 ออก

จากการดูดซับของ HSCAS โดยในการศึกษาครั้งนี้พบวาที่อุณหภูมิ 40OC ระยะเวลาที่ใชในการสกัดแยกนาน 15 นาที เปนสภาวะ

ที่ให %recovery ทีด่ทีี่สุด อัตราสวนของตัวทํ าละลายผสม : HSCAS ที่ 5:1 จะให%recovery ที่สูงที่สุดสํ าหรับการศึกษาครั้งนี้คือ 

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

การศึกษาครั้งนี้สรุปไดวา HSCAS มคีวามสามารถในการดูดซับ AFM1 ทีป่นเปอนในนํ้ านมดิบได และตัวทํ าละลายผสมซึ่ง

ประกอบดวย H2O:Methanol:Acetonitrile ในอัตราสวน 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

สารพิษกลุมอะฟลาท็อกซินเทาที่มีรายงานในปจจุบันมีอยู 18 ชนิด อะฟลาท็อกซินที่พบในธรรมชาติ
ที่สํ าคัญไดแก อะฟลาท็อกซินบี 1 (Aflatoxin B1, AFB1), อะฟลาท็อกซินบี 2 (Aflatoxin B2, AFB2),  
อะฟลาท็อกซินจี 1 (Aflatoxin G1, AFG1), และอะฟลาท็อกซินจี 2 (Aflatoxin G2, AFG2) ชนิดของอะฟลา
ท็อกซินที่พบไดมากที่สุดและมีความเปนพิษรุนแรงมากที่สุดคือ AFB1 ซึ่งสารพิษชนิดนี้จะมีความเปนพิษรุน
แรงตอตับและไตโดยเฉพาะอยางยิ่งเปนสารที่กอใหเกิดมะเร็งในมนุษยและสัตวทดลอง (International Agency 
for Research on Cancer; IARC, 1993)

อะฟลาท็อกซินเอ็ม 1 (Aflatoxin M1, AFM1) เปนเมทะโบไลทที่สํ าคัญของ AFB1 เกิดขึ้นเนื่อง
จาก AFB1 เกิดปฏิกิริยาไฮดรอกซิเลชัน (Hydroxylation) ตรงบริเวณตํ าแหนง 9a ดังแสดงในรูปที่ 1 AFM1
จะถูกขับออกทางปสสาวะและนํ้ านมของสัตวเลี้ยงลูกดวยนมที่กินอาหารซึ่งปนเปอนดวย AFB1 (Applebaum et 
al., 1982) จากการศึกษาในโคนมโดย Rodricks และ Stoloff (1977) พบวาปริมาณ AFB1 ในอาหารโคนม
เปลี่ยนไปเปน AFM1 ในนํ้ านมในอัตราสวน 300 : 1 หรือมีคาระหวาง 0.2 – 3.2 เปอรเซ็นต ตอมา Seiber 
และ Blanc (1978) ไดทํ าการสรุปผลการศึกษาจากหลายๆการทดลอง แลวรายงานวาอัตราการเปลี่ยนแปลง
ของ AFB1 ไปเปน AFM1 มีคาอยูระหวาง 0 – 4 เปอรเซ็นต  โดยมีคาเฉลี่ยเทากับ 1 เปอรเซ็นต และเม่ือไม
นานมานี้ ในป ค.ศ. 2001 Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives (JECFA) ไดสรุปผล
การศึกษาอัตราการเปลี่ยนแปลงของ AFB1 จะเปลี่ยนแปลงไปเปน AFM1 ไวที่ 0.3 – 6.2 เปอรเซ็นต
(JECFA, 2001)

    รูปที่ 1 สูตรโครงสรางทางเคมีของอะฟลาท็อกซินชนิดตางๆ
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การศึกษาทางพิษวิทยาแสดงใหเห็นวา AFM1 ทํ าใหเกิดมะเร็งตับและมะเร็งลํ าไสในหนู rat สาย
พันธุ Fisher (Wogan and Paglialunga, 1974; Hsieh et al., 1984; Cullen et al., 1987) สถาบันวิจัยมะเร็ง
นานาชาติไดจัดลํ าดับ AFM1 เปนสารกอมะเร็งในกลุม 2B คือ สารที่อาจจะทํ าใหเกิดมะเร็งไดในมนุษย 
(Group 2B : Possibly carcinogenic to human) ทั้งนี้เนื่องจากยังขาดขอมูลทางระบาดวิทยาที่ชัดเจนในมนุษย
และมีขอมูลจํ ากัดในสัตวทดลอง (IARC, 1993) นอกจากนี้ยังมีความเปนพิษตอสารพันธุกรรม (genotoxic) 
อีกดวย (Codex Alimentarius Commission, 2001)  ดวยเหตุนี้เองทํ าใหหลายประเทศมีการกํ าหนดระดับการ
ปนเปอนสูงสุดที่ยอมใหมีได (Maximum Residual Limit; MRL) ของ AFM1 ในนํ้ านมขึ้น ประเทศสหรัฐ
อเมริกากํ าหนดคา MRL ของ AFM1 ในนํ้ านมใหมีไดไมเกิน 0.5 ไมโครกรัม/กิโลกรัม (Part per billion; 
ppb) ในขณะที่ประเทศในสหภาพยุโรปกํ าหนดไวที่ระดับตํ่ ามากคือ 0.01 – 0.05 ppb  ในป ค.ศ. 2001 คณะ
กรรมการโคเด็กซสรุปใหรางคามาตรฐาน MRL ของ AFM1 ไวที่ระดับ 0.5 ppb อยางไรก็ดีคณะผูแทนจาก
ประเทศในสหภาพยุโรปคัดคานโดยอางเหตุผลวา AFM1 เปนสารกอมะเร็งท่ีมีพิษตอสารพันธุกรรมซึ่งการได
รับสารนี้ในระดับใดๆ ก็อาจจะเกิดความเสี่ยงตอสุขภาพของผูบริโภคได จึงควรควบคุมระดับของสารพิษจํ าพวก
นี้ใหอยูในระดับตํ่ าที่สุดเทาที่จะทํ าได (As Low As Reasonably Acheivable; ALARA) คณะกรรมการโคเด็กซ
จึงกํ าหนดใหมีการพิจารณารายละเอียดเกี่ยวกับสารที่มีพิษตอสารพันธุกรรมและวิธีการจัดการความเสี่ยง
ประกอบดวยในการพิจารณาครั้งตอไป ถึงแมวาระดับความเปนพิษและการกอมะเร็งของ AFM1 ในมนุษยยัง
ไมมีรายงานและยังเปนที่ถกเถียงกัน แตก็เปนสิ่งท่ีจะตองใหความสนใจและเฝาระวังไมใหมีการปนเปอนเกิดขึ้น
หรือควบคุมใหมีนอยที่สุด ทั้งนี้เนื่องจากนํ้ านมเปนอาหารสํ าคัญของมนุษยหากมี AFM1 ปนเปอนอยูใน
ปริมาณสูงและบริโภคติดตอกันเปนเวลานานก็อาจกอใหเกิดอันตรายตอผูบริโภคได โดยเฉพาะเด็กและทารก 
ดังนั้นจึงมีความจํ าเปนอยางยิ่งท่ีจะตองศึกษาเพื่อเตรียมขอมูล ทํ าการวิจัยเพ่ือควบคุมปองกัน และแกไขปญหา
การปนเปอนของ AFM1 ในนํ้ านม

จากการสํ ารวจหาปริมาณ AFM1 ที่ปนเปอนในนํ้ านมดิบและผลิตภัณฑนมในประเทศไทย มีรายงาน
ดังนี้คือ ในชวงป พ.ศ. 2533-2536 อุมาและดวงจันทร (2537) เก็บตัวอยางนํ้ านมดิบจากฟารมโคนมจํ านวน 
45 ตัวอยาง พบวามี 12 ตัวอยาง ที่ตรวจพบ AFM1 โดยปริมาณ AFM1 ที่ตรวจพบคือ 0.15 – 0.80 ppb ตอ
มา Saitanu (1997) ไดทํ าการสํ ารวจการปนเปอนของ AFM1 ในนํ้ านมดิบจํ านวน 67 ตัวอยาง ตรวจพบ
AFM1 จํ านวน 66 ตัวอยาง ปริมาณ AFM1 ที่พบอยูในระดับ มากกวา 0 – 0.5 ppb มี 49 ตัวอยาง และอีก 
17 ตัวอยางพบวามีปริมาณ AFM1 มากกวา 0.5 ppb เบญจมาศ (2540) ไดรายงานผลการตรวจวิเคราะห
ปริมาณ AFM1 ในนํ้ านมดิบที่เก็บรายตัวในป พ.ศ. 2539 จากแมโคในชวงแรกของการใหนมเขตอํ าเภอเขา 
ขลุง จังหวัดราชบุรี จํ านวน 696 ตัวอยาง โดยใชวิธีการสกัด AFM1 ดวย Immunoaffinity column (AflaM1TM, 
Vicam USA) แลวอานผลดวยเครื่อง HPLC พบวามีการปนเปอนของ AFM1 ในนํ้ านมดิบจํ านวน 681 ตัว
อยาง คิดเปน 97.84% ปริมาณ AFM1 ที่ตรวจพบอยูระหวาง 0-1.80 ppb จากรายงานดังกลาวขางตนแสดง
วาการปนเปอนของ AFM1 ในกอนป พ.ศ. 2540 จะมีคาสูงกวา 0.5 ppb (ซึ่งเปนคามาตรฐานที่ Codex จะ
กํ าหนด) รัฐบาลไดเล็งเห็นถึงปญหาและอันตรายที่อาจเกิดขึ้นตอประชาชนจากการบริโภคอาหารที่มีอะฟลา    
ท็อกซินปนเปอน จึงไดใหมีการดํ าเนินการแกไขปญหาและควบคุมการปนเปอนของอะฟลาท็อกซินในวัตถุดิบ
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อาหารสัตวและนํ้ านมอยางครบวงจรโดยเริ่มตั้งแตป พ.ศ. 2538  กรมปศุสัตวไดนํ าระบบ HACCP มาใชกับ
โรงงานผลิตอาหารสํ าเร็จรูปสํ าหรับโคนม (กรมปศุสัตว, 2544) และในขณะเดียวกันโรงงานแปรรูปนมหลาย
โรงงานก็มีการนํ าระบบ HACCP มาใชเชนกัน การตรวจการปนเปอนในนํ้ านมดิบในระยะตอมาจึงพบวามีการ
ปนเปอนของ AFM1 ในนํ้ านมดิบมีคาเฉลี่ยลดลง และตํ่ ากวา 0.5 ppb (เบญจมาศ, 2544)

ปจจัยสํ าคัญอยางหนึ่งของการควบคุมการปนเปอนสารพิษคือ การเฝาระวัง ซึ่งไดแกการตรวจ
ปริมาณการปนเปอนของอะฟลาท็อกซินในวัตถุดิบอาหารและในนํ้ านมอยางสม่ํ าเสมอ ในปจจุบันมีการพัฒนาวิธี
การตรวจอะฟลาท็อกซินอยูหลายวิธี ไดแก Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA), Thin-Layer 
Chromatography (TLC), Fluorometer และ High Performance Liquid Chromatography (HPLC) ซึ่งทุกวิธี
ยกเวน ELISA จะตองมีการแยก (Isolation) อะฟลาท็อกซินออกจากสารอื่นๆ ที่อาจสกัดไดจากวัตถุดิบอาหาร
และนํ้ านมกอนการตรวจวิเคราะหปริมาณ เพ่ือใหตัวอยางสกัดมีความบริสุทธ์ิเพียงพอที่จะวิเคราะหตอไปและ
ผลที่ไดถูกตองแมนยํ า สํ าหรับการตรวจปริมาณ AFM1 ในนํ้ านมและผลิตภัณฑนมนั้น วิธีการตรวจที่นิยมใช
เปนมาตรฐานคือ HPLC (AOAC, 1996) และวิธีการที่ใชแยก AFM1 ออกจากนํ้ านมคือ Solid phase 
extraction column หรือ Immunoaffinity column ซึ่งคอลัมนทั้งสองประเภทนี้เปนคอลัมนสํ าเร็จรูปนํ าเขาจาก
ตางประเทศและมีขอดีขอเสียตางกันคือ Immunoaffinity column มีความจํ าเพาะตอ AFM1 สูง เพราะใช 
antibody ที่จํ าเพาะตอ AFM1 เปนตัวยึดจับบรรจุไวในคอลัมน ทํ าใหสามารถแยก AFM1 ออกจากสารอื่นๆ ได
งาย (Tuinstra et al., 1993) แตมีขอเสียคือ คอลัมนประเภทนี้มีกํ าหนดอายุการใชงานหลังจากการผลิตเพียง 
1 ป ตองเก็บรักษาในตูเย็นเสมอ การใชคอลัมนนี้ซํ้ าอาจทํ าไดแตความแมนยํ าลดลง รวมทั้งคอลัมนมีราคาแพง
มาก (ประมาณ 500 บาทตอคอลัมน) ซึ่งเปนอุปสรรคของการใช Immunoaffinity column เพ่ือตรวจ AFM1
ในการเฝาระวังการปนเปอนของนํ้ านมดิบในประเทศไทย ในขณะที่ Solid phase extraction column มีราคาถูก
กวาเล็กนอย มีความจํ าเพาะตอ AFM1 ในระดับปานกลางเนื่องจากดูดซับสารอื่นๆ ในนํ้ านมไดเชนกัน อีกท้ังมี
ขั้นตอนในการสกัดแยกมากกวา Immunoaffinity column และตองใชสารละลายอินทรียที่มีอันตราย เชน
Diethyl ether และ Dichloromethane (AOAC, 1996) ปจจัยที่กลาวมานี้ทํ าใหมีขอจํ ากัดในการดํ าเนินการ
ตรวจวิเคราะหการปนเปอนของ AFM1 ในนํ้ านมดิบอยางตอเนื่องของประเทศไทย อีกท้ังการมีคาใชจายสูง
สํ าหรับคาคอลัมนที่ตองนํ าเขาจากตางประเทศ ทํ าใหเกิดแนวคิดที่จะพัฒนาวิธีการสกัดแยก AFM1 โดยใชวัสดุ
ที่มีประสิทธิภาพดี และมีความจํ าเพาะเจาะจงสูงตอ AFM1 และสามารถผลิตเปนชุดตรวจสอบสํ าเร็จรูปสํ าหรับ
ใชสกัดแยก AFM1 ขึ้นใชในประเทศไทยตอไปในอนาคต

ไฮเดรทเต็ทโซเดียมแคลเซียมอลูมิโนซิลิเกท (Hydrated Sodium Calcium Aluminosilicate;
HSCAS) จัดอยูในกลุม phyllosilicate clays ประกอบดวย cation ที่เปน divalent และ trivalent cations เชน 
Aluminum ยึดจับกับออกซิเจนและหมูไฮดรอกซิลเปน octahedral และยังมี silicate ยึดจับกับออกซิเจนและหมู
ไฮดรอกซิลเปน tetrahedral  ทั้ง octahedral และ tetrahedral ถามาประกอบเขาดวยกันในอัตราสวน 1:1 จะได
สารประกอบ dimorphic phyllosilicate clays  ซึ่งมีสูตรทั่วไปคือ M2-3Si2O5(OH)4  แตถามารวมเขาดวยกันใน
อัตราสวน 2:1 จะไดสารประกอบ trimorphic phyllosilicate clays มีสูตรทั่วไปคือ M2-3Si4O10(OH)2 (Phillips, 
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1995) มีหลักฐานทางวิทยาศาสตรแสดงใหเห็นวา HSCAS สามารถเขาจับกับ AFB1 ในอาหารสัตวไดอยางมี
ประสิทธิภาพ นอกจากนี้ยังมีรายงานการศึกษาเกี่ยวกับการใช HSCAS เพ่ือลดความเปนพิษของอะฟลาท็อกซิน
ในสัตวทดลอง อีกทั้งยังมีศึกษาถึงประสิทธิภาพและกลไกของการดูดซับอะฟลาท็อกซินของ HSCAS พบวา 
HSCAS มีประสิทธิภาพสูงในการดูดซับ AFB1 ออกจากอาหารสัตว จึงทํ าใหความเปนพิษในสัตวลดลง 
(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) ไดนํ า HSCAS มาประยุกตใชในการแยก AFB1 ออกจากขาวโพด 
โดยนํ า HSCAS มาเคลือบไวบนผิวของเม็ดทรายเพื่อเพ่ิม Hydraulic conductivity และทํ าใหการกรองผานของ
สารละลายดีขึ้น แลวนํ าทรายที่เคลือบไวดวย HSCAS มาบรรจุลงในคอลัมนแกวขนาดเล็ก เพ่ือใชสํ าหรับสกัด
แยก AFB1  พบวาการแยก AFB1 ออกจากสารอื่นๆ โดยใชคอลัมนที่บรรจุ HSCAS ใหผลดี เมื่อเปรียบเทียบ
กับการแยกโดยใช Immunoaffinity column และในปจจุบันการนํ าเอา HSCAS มาบรรจุลงในคอลัมนเพ่ือใช
สํ าหรับการแยก AFB1 กํ าลังอยูในขั้นตอนการพัฒนาเพื่อทํ าเปนชุดตรวจสอบสํ าเร็จรูปในการวิเคราะหหา
ปริมาณ AFB1  (Phillips, 1999)

สํ าหรับการนํ า HSCAS มาประยุกตใชในการแยก AFM1 ในนํ้ านมดิบนั้น ในปจจุบันยังไมมีการ
ศึกษา และขอมูลที่แสดงถึงประสิทธิภาพการดูดซับ AFM1 ของ HSCAS ยังมีจํ ากัด เนื่องจาก AFM1เปนสาร
เมทะโบไลทของ AFB1 มีสูตรโครงสรางเคมีคลายคลึงกันมาก แตกตางกันเพียงที่ AFM1 มีหมูไฮดรอกซิลตรง
ตํ าแหนง 9a ในขณะที่ AFB1 ไมมี  จึงเปนประเด็นที่นาสนใจศึกษา วัตถุประสงคของการวิจัยในครั้งนี้ คือ เพ่ือ
ศึกษาถึงประสิทธิภาพของ HSCAS ในการดูดซับ AFM1 และเพื่อหาตัวทํ าละลายที่เหมาะสม สํ าหรับสกัด 
AFM1ออกจาก HSCAS ประโยชนที่ไดจากการวิจัยครั้งนี้คือ เพ่ือใชเปนขอมูลพ้ืนฐานในการนํ าเอา HSCAS
มาพัฒนาทํ าเปนชุดตรวจสอบสํ าหรับสกัดแยก AFM1 ที่ปนเปอนในนํ้ านมดิบและผลิตภัณฑนมตอไปใน
อนาคต



บทที่ 2

เอกสารงานวิจัยที่เกี่ยวของ

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

อะฟลาท็อกซินเปนสารพิษจากเชื้อรา มีฤทธ์ิเปนสารกอมะเร็ง และมีพิษรุนแรงตอท้ังตับและไต
ในคนและสัตว สารพิษชนิดนี้ถูกสรางขึ้นโดยเชื้อราในตระกูล “แอสเปอรจิรัส” (Aspergillus spp.) เชื้อราที่ผลิต 
อะฟลาท็อกซินในปริมาณมาก ไดแก Aspergillus flavus และ Aspergillus parasiticus ซึ่งเชื้อราทั้งสองชนิดนี้
สามารถเจริญไดดีในผลิตภัณฑเกษตรหลายชนิด เชน ขาวโพด กากมะพราว และถ่ัวเปลือกแข็งตางๆ เปนตน 
เม่ืออยู ในสภาพแวดลอมที่เหมาะสมเชื้อราจะเจริญและผลิตอะฟลาท็อกซินไดภายใน 24-48 ชั่วโมง 
(Yoshizawa, 1991) สภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตและสรางสารพิษอะฟลาท็อกซินนั้นจะตองประกอบ
ดวย ความชื้นมากกวา 13% ความชื้นสัมพัทธอากาศมากกวา 70% อุณหภูมิมากกวา 13 OC ความเปนกรด-
ดางของอาหารประมาณ 4-5 มีปริมาณออกซิเจน และอาหารอยางเพียงพอ (Mahanna, 1999) ประเทศไทย
เปนประเทศที่มีอากาศรอนชื้น และมีสภาวะตางๆเหมาะแกการเจริญเติบโตของเชื้อราทั้งสองชนิด

สารพิษกลุมอะฟลาท็อกซินเทาที่มีรายงานในปจจุบัน มีอยูถึง 18 ชนิด (Bhatnagar et al., 
1994) แตที่มีความสํ าคัญและถูกกลาวถึงมากที่สุดในอุตสาหกรรมนม คือ AFB1 ที่ปนเปอนในอาหารสัตว
และ AFM1 ที่ปนเปอนในนํ้ านมดิบและผลิตภัณฑนม

การตั้งชื่อชนิดของอะฟลาท็อกซิน จะตั้งตามคุณสมบัติการเรืองแสงบนแผน Thin-Layer 
Chromatography (TLC) ภายใตแสงอุลตราไวโอเลต (Ultraviolet light) ที่ความยาวคลื่นแสง 365-366    
นาโนเมตร โดย AFB1 และ AFB2 จะเรืองแสงสีนํ้ าเงิน (Blue fluorescence) สวน AFG1 และ AFG2 จะเรือง
แสงสีเขียวปนเหลือง (Yellowish green fluorescence) (Sargeant et al., 1961; Wogan, 1966) สูตรโครง
สรางของ AFB1, AFG1 และ AFM1 มีความแตกตางจาก AFB2, AFG2 และ AFM2 ตรงที่ AFB1, AFG1 
และ AFM1 มีพันธะคู (Double bone) ตรงตํ าแหนงท่ี 1 ในวงฟวราน (Furan ring) แต AFB2, AFG2 และ 
AFM2 ไมมี (รูปที่ 1) สวนความแตกตางท่ีสํ าคัญระหวาง AFB1, AFB2, AFM1 และ AFM2 กับ AFG1 และ 
AFG2 คือวงแหวนตรงตํ าแหนงท่ี 5 ของ AFB1, AFB2, AFM1 และ AFM2 มีลักษณะเปน Cyclopentanone 
ring แตของ AFG1 และ AFG2 จะมีลักษณะเปนรูปหกเหลี่ยม และมีกลุมแลคโตน (Lactone group) เปนองค
ประกอบ สํ าหรับ AFM1 และ AFM2 เปนสารเมทะโบไลทของ AFB1 และ AFB2 ตามลํ าดับ จึงมีสูตรโครง
สรางคลายคลึงกันมาก แตกตางกันเพียง AFM1 และ AFM2 มีหมูไฮดรอกซิล (Hydroxyl group) ตรง
ตํ าแหนง 9a แต AFB1 และ AFB2 ไมมี การที่อะฟลาท็อกซินมีสูตรโครงสรางแตกตางกันเชนนี้ มีผลทํ าให
ความรุนแรงในการกอใหเกิดความเปนพิษแตกตางกันออกไป (Wogan, 1966) อะฟลาท็อกซินที่มีพันธะคูใน
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วงแหวนที่ 1 และมี Cyclopentanone ring ในตํ าแหนงท่ี 5 จะสามารถทํ าใหเกิดความเปนพิษรุนแรงที่ตับและไต 
โดยเฉพาะอยางยิ่งมีผลกอใหเกิดมะเร็งในมนุษยและสัตวทดลอง (IARC, 1993) ดังนั้นจึงสรุปไดวา AFB1 
และ AFM1 มีความเปนพิษสูงกวาสารพิษอะฟลาท็อกซินตัวอ่ืนๆ ในกลุม

AFB1 มีสูตรทางเคมีคือ C17H12O6 มีนํ้ าหนักโมเลกุล 312 เปนสารพิษที่มีความคงทนและมีจุด
หลอมเหลวท่ีอุณหภูมิ 269 OC กระบวนการแปรรูปอาหารไมสามารถทํ าลาย AFB1 ไดทั้งหมด (Applebaum et 
al., 1982) เม่ือมนุษยหรือสัตวไดรับ AFB1 เขาไปในรางกาย สวนใหญจะถูกดูดซึมที่ลํ าไสเล็ก ผานเขาสูระบบ
หมุนเวียนโลหิตไปยังท่ีตับ ซึ่งจะมีการเปลี่ยนแปลงทางเคมีไดเปนเมทะโบไลหลายชนิด (รูปที่ 2) กอใหเกิด
อันตรายตอรางกายในหลายระบบ เชน มีความเปนพิษรุนแรงตอตับ ทํ าใหเกิดการกลายพันธุของเซลล มีฤทธ์ิ
กอใหเกิดความผิดปกติทางพันธุกรรม ความผิดปกติของตัวออน กดภูมิคุมกัน และเปนสารกอมะเร็งโดยเฉพาะ
อยางยิ่งมะเร็งท่ีตับ ในป ค.ศ. 1993 สถาบันวิจัยมะเร็งนานาชาติ (International Agency for Research on 
Cancer, IARC) จัดให AFB1 เปนสารกอมะเร็งในกลุม 1 คือเปนสารกอมะเร็งในมนุษย (Group 1 : 
Carcinogenic to human)

AFM1 มีสูตรทางเคมีคือ C17H12O7 มีนํ้ าหนักโมเลกุล 328 และมีจุดหลอมเหลวสูงถึง 299 OC
AFM1 เปนเมทะโบไลทที่สํ าคัญของ AFB1 เกิดขึ้นเนื่องจาก AFB1 เกิดปฏิกิริยาไฮดรอกซิเลชัน 
(Hydroxylation) ตรงบริเวณตํ าแหนง 9a (รูปที่ 2) AFM1 จะถูกขับออกทางปสสาวะและนํ้ านมของสัตวเลี้ยง
ลูกดวยนมที่กินอาหารซึ่งปนเปอนดวย AFB1 (Applebaum et al., 1982) จากการศึกษาในโคนมโดย 
Rodricks และ Stoloff (1977) พบวาปริมาณ AFB1 ในอาหารโคนมเปลี่ยนไปเปน AFM1 ในนํ้ านม ในอัตรา
สวน 300 : 1 หรือมีคาระหวาง 0.2 – 3.2 เปอรเซ็นต  ตอมา Seiber และ Blanc (1978) ไดทํ าการสรุปผล
การศึกษาจากหลายๆการทดลอง แลวรายงานวา อัตราการเปลี่ยนแปลงของ AFB1 ไปเปน AFM1 มีคาอยู
ระหวาง 0 – 4 เปอรเซ็นต  โดยมีคาเฉลี่ยเทากับ 1 เปอรเซ็นต และเม่ือไมนานมานี้ JECFA(2001) ไดทํ าการ
ทบทวนผลงานวิจัยตางๆเก่ียวกับอะฟลาท็อกซินเพ่ือการประเมินความเสี่ยง และไดสรุปวาอัตราการเปลี่ยน
แปลงของ AFB1 ไปเปน AFM1 มีคาอยูในชวง 0.3 – 6.2 เปอรเซ็นต

การศึกษาทางพิษวิทยาแสดงใหเห็นวา AFM1 ทํ าใหเกิดมะเร็งตับและมะเร็งลํ าไสในสัตวทดลอง 
(Wogan and Paglialunga, 1974; Hsieh et al., 1984; Cullen et al., 1987) Hendrick (1994) รายงาน  
ผลการทดสอบฤทธิ์กอมะเร็งของ AFB1 ในลูกเปดที่ไดรับ AFB1 ผสมในอาหารที่ความเขมขน 3 ppm โดยให
กินเปนเวลานาน 14 เดือน พบวาลูกเปด 8 ใน 10 ตัวมีเนื้องอกที่ตับ และการทดสอบฤทธิ์กอมะเร็งของ 
AFM1 ในหนู rat สายพันธุ Fisher พบวา AFM1 มีฤทธ์ิกอมะเร็งรุนแรงนอยกวา AFB1 ประมาณ 10 เทา 
สถาบันวิจัยมะเร็งนานาชาติไดจัดลํ าดับ AFM1 เปนสารกอมะเร็งในกลุม 2B คือ สารที่อาจจะทํ าใหเกิดมะเร็ง
ไดในมนุษย (Group 2B : Possibly carcinogenic to human) ทั้งนี้เนื่องจากยังขาดขอมูลทางระบาดวิทยาที่ชัด
เจนในมนุษยและมีขอมูลจํ ากัดในสัตวทดลอง (IARC, 1993) นอกจากนี้ยังมีการรายงานความเปนพิษของ 
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AFM1 เพ่ิมเติม พบวา AFM1 มีความเปนพิษตอสารพันธุกรรม (genotoxic) อีกดวย (Codex Alimentarius 
Commission, 2001)

รูปที่ 2 เมทะโบไลทชนิดตางๆ ของ AFB1 (Hendrick, 1994)

2.2  การออกฤทธิ์และการเปลี่ยนแปลงของอะฟลาท็อกซินในรางกายสัตว

อะฟลาท็อกซินเมื่อเขาสูรางกายสัตวแลวจะถูกดูดซึมที่ลํ าไสเล็ก และบางสวนจะถูกขับออกจาก
รางกายสัตว โดยถูกกํ าจัดออกมากที่สุดทางอุจจาระ และรองลงมาคือทางปสสาวะ (Shank and Wogan, 1965) 
หลังจากที่ AFB1 ถูกดูดซึมเขาสูกระแสโลหิตแลวจะรวมตัวกับอัลบูมิน (Albumin) ในซีรั่มแพรกระจายไปตาม
อวัยวะตางๆ ของรางกาย พบวามีการสะสมมากที่สุดที่ตับและไต การเปลี่ยนแปลงทางชีวเคมีของ AFB1 เกิด
ขึ้นที่ตับเปนสวนใหญ ซึ่งสามารถแบงออกตามการตอบสนองทางชีวเคมีของเซลลตับตอสารเมทะโบไลทที่เกิด
ขึ้น ไดเปน 2 ทางคือ
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1. การเปลี่ยนแปลงเพื่อการกํ าจัดออกนอกรางกาย (Metabolic route)
เมื่อ AFB1 เขาสูรางกายแลว บางสวนจะถูกกํ าจัดออกจากรางกายไดโดยตรง โดยไมมีการ

เปลี่ยนแปลงโครงสรางใดๆ แตสวนใหญแลวจะถูกเปลี่ยนแปลงโครงสรางทางเคมีโดยกลุมเอ็มไซมใน
Endoplasmic reticulum ของเซลลตับที่เรียกวา Drug metabolizing enzyme ไดเปนสารเมทะโบไลทชนิดตางๆ 
สวนใหญจะเปนพวก AFM1, AFP1 และ AFQ1 และสวนนอยจะเปนพวก AFB2a และ RO (Aflatoxicol)

2. การเปลี่ยนแปลงเพื่อทํ าปฎิกิริยากับสวนประกอบทางชีวเคมีของเซลลตับ (Activation route)
    นอกจาก AFB1 จะถูกเปลี่ยนแปลงไดเปนสารเมทะโบไลทตางๆ ดังกลาวแลว ในเซลลตับยัง

สามารถเกิดการเปลี่ยนแปลงของ AFB1 โดยอาศัยการกระตุนของเอ็มไซมและโคเอ็มไซมที่มีอยูในไมโครโซม 
(Microsome) ของเซลล ไดเปนสารเมทะโบไลทที่สํ าคัญอีกชนิดหนึ่งคือ Aflatoxin B1-8,9-epoxide ซึ่ง
สามารถรวมตัวไดดีกับสารชีวโมเลกุลในเซลลตับ โดยเฉพาะอยางยิ่ง DNA และ RNA เปนผลทํ าให DNA เกิด
ความเสียหายหรือถูกทํ าลาย การสังเคราะหโปรตีนบางชนิดลดลง เปนการกระตุนกระบวนการการเกิดพิษอยาง
เฉียบพลันและการเกิดพิษอยางเรื้อรัง และการเกิดมะเร็งในเซลลตับ (Swenson et al., 1977, Ueno, 1983)

       รูปที่ 3 แสดงการเปลี่ยนแปลงของอะฟลาท็อกซินในเซลลตับ
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2.3  การกํ าหนดปริมาณการปนเปอนของอะฟลาท็อกซินเอ็ม 1 ในน้ํ านมดิบและผลิตภัณฑนม

เนื่องจากปญหาการปนเปอนของอะฟลาท็อกซินเปนปญหาที่พบไดทั่วโลก แตความรุนแรงของ
ปญหาจะแตกตางกันตามลักษณะสภาพภูมิอากาศของแตละประเทศ ขณะนี้มีหลายๆ ประเทศไดคํ านึงถึงความ
ปลอดภัยของผูบริโภคตอปญหาการปนเปอนของ AFM1 ในนํ้ านมดิบและผลิตภัณฑนม อีกท้ังขอมูลทางพิษ
วิทยาของสารพิษอะฟลาท็อกซินก็มีเพ่ิมมากขึ้นๆ ทํ าใหหลายๆประเทศพยายามที่จะกํ าหนดระดับปริมาณของ 
AFM1 สูงสุดที่ยอมใหมีไดในนํ้ านมดิบ และผลิตภัณฑนมขึ้นมา ดังแสดงในตารางที่ 1

ตารางที่ 1 ระดับการปนเปอนสูงสุดที่ยอมใหมีไดของ AFM1 ในนํ้ านมดิบและผลิตภัณฑนม ของประเทศตางๆ

ประเทศ ชนิดของผลิตภัณฑ ระดับสูงสุดที่ยอมใหมีได (ppb)
เยอรมัน Milk 0.01
สวิตเซอรแลนด 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 ยังไมไดกํ าหนด
ที่มา  :  ดัดแปลงจาก FAO (1995) และ Boutrif and Canet (1998)

องคการอาหารและยาของสหรัฐอเมริกากํ าหนดระดับการปนเปอนสูงสุดที่ยอมใหมีได (Maximun 
Residual Limit; MRL) ของ AFM1 ในนํ้ านมดิบใหมีไดไมเกิน 0.5 ppb ในขณะที่ประเทศในสหภาพยุโรป
กํ าหนดไวที่ระดับตํ่ ามากคือ 0.01-0.05 ppb และเมื่อป ค.ศ.2001 JECFA ไดจัดทํ าการประเมินความเสี่ยง
เปรียบเทียบระหวางการเกิดมะเร็งในคนจากการบริโภคนํ้ านมที่มี AFM1 ปนเปอนในระดับ 0.05 ppb และ 
0.5 ppb ซึ่งพบวาความเสี่ยงของการเกิดมะเร็งจากทั้งสองระดับไมมีความแตกตางกันทางสถิติ ทํ าใหคณะ
กรรมการโคเด็กซดานวัตถุเจือปนและสารปนเปอนในอาหารในการประสานงานระหวางองคการอาหารและ
เกษตรนานาชาติและองคการอนามัยโลก (Codex Committee on Food Additive and Contaminants, Joint 
FAO/WHO Food standard Programme; Codex) มีแนวโนมที่จะกํ าหนดคามาตรฐาน MRL ของ AFM1 ใน
นํ้ านมดิบไวที่ระดับ 0.5 ppb เพราะเปนระดับที่ประเทศสมาชิกสามารถปฏิบัติได อยางไรก็ดีไดมีการคัดคาน
จากคณะผูแทนในกลุมสหภาพยุโรปโดยอางเหตุผลวา AFM1 เปนสารกอมะเร็งท่ีมีพิษตอสารพันธุกรรม 
(Genotoxic agent) ซึ่งการไดรับสารชนิดนี้ในระดับใดๆ ก็อาจกอใหเกิดความเสี่ยงตอผูบริโภคได จึงควรควบ
คุมระดับของสารพิษจํ าพวกนี้ใหอยูในระดับตํ่ าที่สุดเทาที่จะทํ าได (As Low As Reasonably Acheivable; 
ALARA) ดังนั้นคณะกรรมการ Codex จึงใหกรรมการที่เก่ียวของไปศึกษาในรายละเอียดเกี่ยวกับ AFM1 ใน
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ดานของ Genotoxic agent และวิธีจัดการความเสี่ยงของสารประเภทนี้ใหมากขึ้น เพ่ือนํ ามาประกอบในการ
พิจารณาครั้งตอไป ประเทศไทยเปนหนึ่งในประเทศสมาชิกของ Codex และ WTO ซึ่งตองนํ าขอกํ าหนดและ
มาตรฐานสากลของ Codex มาใชเปนแนวทางในการกํ าหนดมาตรฐานอาหารภายในประเทศ

2.4  รายงานการปนเปอนอะฟลาท็อกซินเอ็ม 1 ในน้ํ านมดิบและผลิตภัณฑนม ในประเทศไทย

ในชวงป พ.ศ. 2533-2536 อุมาและดวงจันทร (2537) เก็บตัวอยางนํ้ านมดิบจากฟารมโคนม 
องคการสงเสริมกิจการโคนมแหงประเทศไทย (อสค) อ.มวกเหล็ก จ.สระบุรี จํ านวน 45 ตัวอยาง พบวามี 12 
ตัวอยางท่ีตรวจพบการปนเปอน AFM1 โดยปริมาณ AFM1 ที่ตรวจพบอยูในชวง 0.15-0.80 ppb ทํ าการเก็บ
ตัวอยางนมพาสเจอรไรซ จากสหกรณโคนมหนองโพ จ.ราชบุรี จํ านวน 15 ตัวอยาง ตรวจพบมีการปนเปอน 9 
ตัวอยาง ปริมาณการปนเปอนอยูในชวง 0.22-6.56 ppb และเก็บผลิตภัณฑนมผงดัดแปลงสํ าหรับทารก 
จํ านวน 12 ตัวอยาง นมผงธรรมดาจํ านวน 11 ตัวอยาง นมผงขาดมันเนย จํ านวน 8 ตัวอยาง และอาหารเสริม
ครบถวนสํ าหรับเด็ก จํ านวน 4 ตัวอยาง รวมทั้งสิ้น 35 ตัวอยาง จากซุปเปอรมาเก็ตและรานคาทั่วไป พบวามี
การปนเปอนในนมผงธรรมดา จํ านวน 1 ตัวอยาง ปริมาณ AFM1 ที่ตรวจพบคือ 1.42 ppb

สุเทพและเบญจมาศ (2539) เก็บตัวอยางนํ้ านมดิบจากแมโครายตัวจํ านวนทั้งสิ้น 308 ตัวอยาง 
นํ ามาสกัดดวย C18 Sep-Pak Silicagel minicolumn อานผลดวยเครื่อง High Performance Liquid 
Chromatography (HPLC) พบวามีการปนเปอนของ AFM1 ในทุกๆตัวอยาง ปริมาณการปนเปอน AFM1 มี
คาตั้งแต 0.01-1.44 ppb โดยขึ้นอยูกับระยะเวลาการใหนม และปริมาณนํ้ านม

Saitanu (1997) ศึกษาการปนเปอนของ AFM1 ในนํ้ านมดิบและผลิตภัณฑนมชนิดตางๆ ใน
ช วงระหว างเดือนมิถุนายน 2538 ถึงเดือนมกราคม 2539 โดยใช การตรวจวิเคราะหด วยวิธี 
Radioimmunoassay พบวาในนํ้ านมดิบที่เก็บจากศูนยรวมนํ้ านมนั้นตรวจพบ AFM1 เปนจํ านวน 66 ตัวอยาง
จากทั้งหมด 67 ตัวอยาง โดยมีจํ านวน 45 ตัวอยางท่ีมีปริมาณ AFM1 อยูในชวง >0-0.5 ppb และอีก 17 ตัว
อยาง มีปริมาณ AFM1 มากกวา 0.5 ppb สํ าหรับผลิตภัณฑนมชนิดตางๆไดแก นมพาสเจอรไรซ จํ านวน 63 
ตัวอยาง นมยูเอชทีและนมสเตอรริไรส ชนิดละ 60 ตัวอยาง รวมทั้งสิ้น 183 ตัวอยาง ผลการศึกษาพบวามี
จํ านวน 153 ตัวอยาง ตรวจพบปริมาณ AFM1 อยูในชวง >0-0.5 ppb สวนที่เหลืออีกจํ านวน 30 ตัวอยาง พบ
วามีปริมาณ AFM1 มากกวา 0.5 ppb ขึ้นไป

เบญจมาศ (2540) ไดรายงานผลการตรวจวิเคราะหปริมาณ AFM1 ในนํ้ านมดิบที่เก็บรายตัว 
จากแมโคในชวงแรกของการใหนม เขตอํ าเภอเขาขลุง จังหวัดราชบุรี จํ านวน 696 ตัวอยาง โดยใชวิธีการสกัด 
AFM1 ดวย Immunoaffinity column (AflaM1TM, Vicam USA) แลวอานผลดวยเครื่อง HPLC พบวามีการ
ปนเปอนของ AFM1 ในนํ้ านมดิบจํ านวน 681 ตัวอยาง คิดเปน 97.84% ปริมาณ AFM1 ที่ตรวจพบอยู
ระหวาง 0-1.80 ppb  และในป พ.ศ. 2544 รายงานการตรวจวิเคราะหปริมาณ AFM1 ในนํ้ านมดิบที่เก็บราย



11

ตัว จากแมโคในชวงแรกของการใหนม จากสหกรณโคนมที่ตั้งอยูในเขต 2  จังหวัดสระแกว จํ านวน 105 ตัว
อยาง พบวามีการปนเปอนของ AFM1 ในทุกๆตัวอยาง ปริมาณการปนเปอนของ AFM1 ที่ตรวจพบมีคาตั้งแต 
0.04-0.39 ppb (เฉลี่ย 0.15 + 0.07 ppb) (เบญจมาศ, 2544)

จากรายงานดังกลาวขางตน เห็นไดวาสถานการณการปนเปอนของ AFM1 ในนํ้ านมดิบของ
ประเทศไทยกอนป พ.ศ. 2540 มีระดับการปนเปอนสูง แตเมื่อรัฐบาลมีการดํ าเนินการแกไขปญหาการปน
เปอนของอะฟลาท็อกซินอยางครบวงจร โดยเริ่มปฏิบัติการในภาคสนามเมื่อป พ.ศ. 2539 (กรมปศุสัตว, 
2544) จะเห็นไดวาจากรายงานการสํ ารวจหลัง พ.ศ. 2540 ไปแลวสถานการณการปนเปอนของ AFM1 ในนํ้ า
นมดิบมีระดับลดลง ซึ่งในการดํ าเนินการแกไขการปนเปอนอะฟลาท็อกซินในนํ้ านมนั้น ตองอาศัยกลยุทธหลาย
อยาง ไดแก การควบคุมระดับการปนเปอนของ AFB1 ในอาหารสัตว การนํ าระบบ HACCP มาใชกับโรงงาน
ผลิตอาหารสํ าหรับโคนม เพ่ือควบคุมการปนเปอนในอาหาร และการตรวจสอบการปนเปอน AFM1 ในนํ้ านม
ดิบกอนนํ าเขาสูโรงงานแปรรูปผลิตภัณฑนม ในทุกขั้นตอนของการควบคุมการปนเปอนของอะฟลาท็อกซินจะ
ตองมีการตรวจหาระดับการปนเปอนในอาหารอยูเสมอ ซึ่งในปจจุบันการตรวจหา AFB1 ในอาหารสัตวและ 
AFM1 ในนํ้ านมดิบนั้น ยังตองอาศัยชุดตรวจสอบสํ าเร็จรูปจากตางประเทศซึ่งมีคาใชจายสูง ดังนั้นการพัฒนา
ชุดตรวจสอบสํ าเร็จรูปขึ้นใชเองภายในประเทศจะเปนการประหยัดคาใชจาย  และชวยใหงานเฝาระวังการปน
เปอนอะฟลาท็อกซินเปนไปไดอยางตอเนื่องและท่ัวถึง

2.5  วิธีการในการตรวจวิเคราะหหาปริมาณอะฟลาท็อกซินเอ็ม 1 ในน้ํ านมดิบและผลิตภัณฑนม

วิธีการที่เชื่อถือไดในการวิเคราะหเชิงคุณภาพและหาปริมาณของ AFM1 เปนสิ่งท่ีสํ าคัญในการควบ
คุมการปนเปอน AFM1 ในนํ้ านมดิบและผลิตภัณฑนม ไดมีการรวบรวมวิธีการตางๆ ที่ใชในการตรวจวิเคราะห
หาปริมาณ AFM1 ที่ใชในหองปฏิบัติการ (ตารางที่ 2) ซึ่งวิธีการตางๆ ที่จะนํ ามาใชนั้นจะตองเปนวิธีการที่
เหมาะสมและเชื่อได เพราะปริมาณ AFM1 ที่ปนเปอนนั้นจะอยูในระดับตํ่ ามากเปนหนึ่งสวนตอพันลานสวน 
(Part per billion, ppb) นอกจากนี้ยังควรเปนวิธีที่สะดวก และรวดเร็วตอการตรวจวิเคราะห

วิธีการตรวจวิเคราะหหาปริมาณ AFM1 ที่เปนที่นิยมและเปนที่ยอมรับของสากล สามารถแบงออก
ไดเปน 3 วิธีใหญๆ (Mary and Garnett, 1994) คือ

1.  Thin-Layer Chromatography (TLC)
Association of Official Analytical Chemists; AOAC (1990) ไดกํ าหนดวิธีนี้ใหเปนวิธี

มาตรฐานในการตรวจหาปริมาณอะฟลาท็อกซินชนิดตางๆ เชน AFB1, AFB2, AFG1 และAFG2 เปนตน แต
วิธี TLC มี Detection limit ตํ่ าจึงไมเหมาะกับการตรวจอะฟลาท็อกซินในระดับตํ่ า โดยเฉพาะอยางยิ่ง AFM1
ในนํ้ านม เพราะการปนเปอนของ AFM1 โดยทั่วไปมีคาอยูในชวง 0-1 ppb และคา MRL ที่ Codex จะกํ าหนด
ก็มีคาเพียง 0.5 ppb
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2.  High Performance Liquid Chromatography (HPLC)
การตรวจวิเคราะหหาปริมาณ AFM1 โดยนํ าเอาวิธี HPLC ที่มีเครื่องตรวจวัดชนิดฟลูออเรส

เซนต ที่ดูดกลืนคลื่นแสงในชวง 365-455 นาโนเมตร เปนวิธีที่ใชเปนมาตรฐานของการวิเคราะห  เพราะมี
ความเที่ยงตรงและแมนยํ าสูง

ทั้งวิธี TLC และ HPLC ตองมีขั้นตอนในการสกัดและแยกอะฟลาท็อกซินที่ตองการตรวจ 
ใหมีความบริสุทธ์ิเพียงพอกอนที่จะดํ าเนินการตรวจหาปริมาณ ซึ่งขั้นตอนการแยกอาจใช Solid phase 
extraction column และ Immunoaffinity column ซึ่งจะกลาวโดยละเอียดในหัวขอตอไป

3.  Immunochemical method
ในปจจุบันมีการพัฒนาวิธีทางเทคโนโลยีชีวภาพอยางไมหยุดยั้ง ไดมีการนํ าเอาหลักการทาง

วิทยาภูมิคุมกันมาประยุกตใชรวมกับทางเคมี โดยอาศัยหลักการจับของ Monoclonal หรือ Polyclonal แอนติ
บอดี้กับแอนติเจนมาใช โดยเลือกใชแอนติบอดี้ที่จํ าเพาะเจาะจงกับ AFM1 เปนตัวยึดจับบรรจุลงในคอลัมน ทํ า
ใหสามารถแยก AFM1 ออกจากสารอื่นๆไดงาย เพ่ือนํ ามาใชตรวจหาปริมาณ AFM1 ไดอยางสะดวก ภายใน
เวลาอันรวดเร็ว สํ าหรับวิธีการนี้ที่นํ ามาใชในการตรวจ AFM1  Chu (1990) ไดแบงออกเปน 3 วิธีดวยกันคือ

3.1  Radioimmunoassay (RIA)
เปนวิธีที่ใชหลักการเขาแยงจับกับแอนติบอดี้ระหวาง AFM1 ที่ label ไวดวยสาร

กัมมันตรังสี (Labelled AFM1) และ AFM1 ที่ปนเปอนตามธรรมชาติ (Unlabeled AFM1) โดยปริมาณ 
AFM1 ในสารตัวอยางจะวัดจากปริมาณของ Labelled AFM1 ที่ถูกจับไวในคอลัมน วิธีนี้มีความยุงยากในขั้น
ตอนการเตรียมตัวอยาง ตองการเครื่อง Scintillation Counter ในการตรวจวัด และผลการวิเคราะหดวยวิธีนี้
บอกไดเพียงเปนชวงของระดับการปนเปอน แตไมสามารถระบุไดแนนอนวาปริมาณการปนเปอนมีอยูเทาใด

3.2 Enzyne-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
วิธีการนี้ใช Polyclonal antibody ที่มีความจํ าเพาะเจาะจงกับ AFM1 เคลือบอยูบน

จานหลุม โดยหยดสารตัวอยางท่ีผานการสกัด AFM1 มาแลวลงในจานหลุมทดสอบ เติม Substrate ตามลงไป 
โดย Substrate นี้จะเปนตัวแยงจับ Polyclonal antibody กับ AFM1 ใสเอ็มไซมลงไปอีกครั้งเพ่ือใหทํ าปฏิกิริยา
กับ Substrate จะไดสารประกอบที่มีสี ซึ่งการอานผลนั้นจะดูที่ความเขมของสีที่เกิดขึ้น โดยเทียบกับสีมาตรฐาน 
ถาสีที่เกิดขึ้นเขมขนมาก แสดงวามี AFM1 ในปริมาณนอย แตถาสีที่เกิดขึ้นเจือจางกวาสีมาตรฐาน แสดงวามี
ปริมาณ AFM1 สูง จากนั้นนํ าเขาเครื่องสเปกโตรโฟโตเมทรี (Spectrophotometer) เพ่ือหาปริมาณการปนเปอน
ของ AFM1 ออกมาเปนตัวเลข ขอดีของวิธีนี้คือ ถาตัวอยางท่ีจะนํ ามาตรวจสอบมีจํ านวนมากคาใชจายในการ
ตรวจวิเคราะหจะตํ่ า และขั้นตอนในการเตรียมสารตัวอยางทํ าไดงาย และสะดวก แตก็มีขอเสียคือคาที่อานไดจะ
บอกเปนชวง ไมสามารถระบุระดับการปนเปอนไดชัดเจน

3.3 Immunoaffinity Column (IAC)-HPLC
หลักการคือการใชแอนติบอดี้ที่จํ าเพาะเจาะจงกับ AFM1 บรรจุลงในคอลัมน

สํ าหรับสกัด AFM1 ออกจากนํ้ านม เมื่อผานตัวอยางนํ้ านมที่ไดทํ าการสกัด AFM1 ลงในคอลัมน ก็จะเกิดการ
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จับกันระหวางแอนติบอดี้กับ AFM1 อยางจํ าเพาะเจาะจง สิ่งเจือปนอื่นๆ ที่ไมใช AFM1 ก็จะถูกลางออกจาก
คอลัมน จากนั้น AFM1 ก็จะถูกชะออกจากแอนติบอดี้ดวยสารละลายที่เหมาะสม ทํ าใหไดสารละลาย AFM1 ที่
บริสุทธ์ิ จากนั้นนํ าไปวิเคราะหหาปริมาณ AFM1 ดวย HPLC ประโยชนของวิธีนี้คือ สะดวก รวดเร็ว ปลอดภัย 
สามารถตรวจสอบการปนเปอนของปริมาณ AFM1 ตั้งแตระดับ 10 ppt ถึง 3 ppb  มี % Recovery สูงถึง 75-
90% (Vicam, 1997) แตก็มีขอเสียคือ คอลัมนชนิดนี้มีอายุการใชงานจํ ากัดเพียง 1 ปหลังจากวันผลิต การ
เก็บรักษาตองเก็บในอุณหภูมิที่เหมาะสมคือประมาณ 4-5OC คอลัมนที่ใชแลวอาจนํ ามาใชไดอีกครั้งหนึ่งแต
ประสิทธิภาพของคอลัมนจะลดลง และท่ีสํ าคัญคือคอลัมนมีราคาแพง ประมาณ 500 บาทตอหนึ่งคอลัมน

รูปที่ 4  แสดง Immunoaffinity Column สํ าหรับการตรวจปริมาณ AFM1
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ตารางที่ 2  วิธีการตรวจวิเคราะหหาปริมาณอะฟลาท็อกซินเอ็ม 1 ในนํ้ านมดิบและผลิตภัณฑนม

Product type Clean-up Detection
Method

Detection limit
(ng/g)

Reference
อางโดย

 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) ใหความหมายของคํ าวา “ซีโอไลท” ไววาหมาย
ถึง

1.  กลุมแรไฮดรัสอลูมิโนซิลิเกท (Hydrous aluminosilicates) ซึ่งมีโซเดียม แคลเซียม หรือ
โพแทสเซียมเปนองคประกอบ มีอัตราสวน Al + Si:O (ในโครงสรางซิลิเกท) เทากับ 1:2  แรในกลุมนี้มีความ
สามารถในการรับหรือปลอยนํ้ าออกจากโครงสรางไดอยางงายดาย ลักษณะที่สํ าคัญอีกประการหนึ่งของแรชนิดนี้
คือ เปนแรที่เกิดกับที่ (Authigenic mineral) อยูในหินตะกอนที่เกิดในทะเลสาบนํ้ าเค็ม ทะเลลึก และโดย
เฉพาะในชั้นหินทัฟฟ ผลึกท่ีสมบูรณของแรชนิดนี้จะพบไดในโพรงหินบะซอลท

2. สารซิลิเกทในธรรมชาติ เชน กลอโคไนตหรือสารสังเคราะหจํ าพวกโซเดียมอลูมิโนซิลิเกท 
สามารถนํ าไปใชในการปรับนํ้ ากระดางใหเปนนํ้ าออน และใชดูดซึมกาซหรือทํ าใหสารแหงตัวเร็วขึ้น นอกจากนี้
คํ าวา ซิลิเกท ยังมีความหมายรวมไปถึงกลุมสารประกอบอินทรีย (Organic compound) ตางๆ เชน สาร
ประกอบซัลโฟเรต (Sulforate) หรือพวกยางสนดวย

Mumpton and Fishman (1977)  ไดกลาวถึงคุณสมบัติของซีโอไลทที่สํ าคัญ แบงออกเปน 2 
ประการ คือ

1. คุณสมบัติในการดูดซึม (Absorption properties) สารซีโอไลทมีชองวางขนาดเล็กอยูภาย
ในเปนจํ านวนมาก โดยจะมีโมเลกุลของนํ้ าและประจุบวกชนิดตางๆ อยูภายใน พรอมที่จะเกิดการแลกเปลี่ยนใน
การจับกับประจุหรือโมเลกุลของสารที่มีขนาดเหมาะสมกับชองวางดังกลาว จึงเรียกสารซีโอไลทวาเปนตะแกรง
โมเลกุล (Molecular sieve)

2. คุณสมบัติในการแลกเปลี่ยนประจุ (Ion-exchange properties) สารซีโอไลทจะมีโครง
สรางเปนลักษณะผลึกสามมิติ ซึ่งเปนโครงขายแบบ Tetrahedron ของอลูมินัม และซิลิกาท่ีมีประจุบวก ซึ่งจะทํ า
ใหเกิดประจุลบบนโครงสรางขึ้น จึงตองการประจุบวกเพื่อใหเกิดสภาพเปนกลางทางไฟฟา โดยประจุบวกสวน
ใหญมักจะเปนธาตุในหมูที่ 1 และหมูที่ 2 ในตารางธาตุ (Alkali and Alkali earth cation) เชน Na+, K+, Ca2+, 
Cd2+, Sr2+ และ Ba2+ เปนตน ความจุในการแลกเปลี่ยนประจุยังขึ้นกับปจจัยอ่ืนๆ อีกหลายประการเชน ชนิด
ของประจุบวก ความสามารถของประจุในการเขาจับในตํ าแหนงท่ีเหมาะสม นอกจากนี้สารซีโอไลทจะมีความ
ชอบในการจับสารตางๆ ตามลํ าดับไมเทากัน เชน Cs > Rb > NH4 > Ba > Fe > Mg เปนตน

Cronstedt (1975) ไดรายงานไววา “Zeolite” มาจากภาษากรีก 2 คํ าคือ “Zeo” = to boil และ
“Lithos” = stone เม่ือนํ ามารวมกันจะแปลวา “Boiling stone” หรือหินที่สามารถเดือดได โดยคุณสมบัติชนิดนี้
จะพบไดเม่ือนํ าไปตมใหความรอน จะเกิดฟองเดือดผุดขึ้นมาใหเห็น โดยทั่วไปแลวสารซีโอไลทในธรรมชาติจะมี
ประมาณ 48 ชนิด และมีอีกหลายชนิดที่สามารถสังเคราะหขึ้นมาไดในหองปฏิบัติการ สารซีโอไลทแตละชนิดก็
จะมีคุณสมบัติทางฟสิกส และทางเคมีแตกตางกัน การนํ ามาประยุกตใชงานจะตองคํ านึงถึงคุณสมบัติเฉพาะตัว
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ของสารซีโอไลทแตละชนิด ตามแหลงกํ าเนิด ดังนั้นควรจะมีการทดสอบคุณสมบัติของสารซีโอไลทชนิดนั้นๆ 
กอนนํ ามาประยุกตใช

มอนทโมริลโลไนท (Montmorillonite) เปนสารซีโอไลทชนิดหนึ่ง เพ่ิมพูน (2538) อธิบายถึงแร
ชนิดนี้ไววา เปนผลึกของแรทุติยภูมิ ในกลุมของแรซิลิเกท ที่มีขนาดอนุภาคอยูในกลุมดินเหนียว (Silicate clay 
mineral) มักมีเสนผานศูนยกลางเล็กกวา 2 ไมครอน ซึ่งแรซิลิเกทในกลุมดินเหนียวนี้สามารถแบงออกเปนแร
ชนิดตางๆ มากมายตามองคประกอบทางเคมี และโครงสรางท่ีแตกตางกัน แตหนวยพื้นฐานที่สํ าคัญของแรดิน
เหนียวซิลิเกท มี 2 หนวยคือ

1. หนวย Tetrahedron ซึ่งเกิดจากการเกาะตัวของออกซิเจน 4 อะตอม เกิดเปนรูปที่มี 4 
ดาน ภายในมีชองวาง ซึ่งประจุบวกจะเขาไปเกาะอยู (รูปที่ 5A)

2. หนวย Octahedron เกิดจากการเกาะตัวของออกซิเจน 6 อะตอม เกิดเปนรูปที่มี 8 ดาน 
ภายในมีชองวาง ซึ่งประจุบวกจะเขาไปเกาะอยู ประจุบวกที่มักพบในหนวยโครงสรางของแรดินเหนียวนี้มักได
แก Al3+, Mg2+ และ Fe2+ เปนตน (รูปที่ 5C)

หนวยโครงสรางพ้ืนฐานแตละชนิดจะตอเรียงเขาดวยกันไดเปนแผน (Sheet) เกิดขึ้น หนวย 
Tetrahedron มักจะมี Si4+ เปนประจุบวกอยูในชองวางของหนวย เมื่อตอเขาดวยกันเปนแผนจึงมีชื่อเรียกวา 
Silica tetrahedrol sheet สวนหนวย Octahedron เม่ือมาตอกันเปนแผนเรียกวา Octahedrol sheet ซึ่งจะมีโครง
สรางตางกันออกไปตามประจุบวกที่อยูภายใน (รูปที่ 5 )

               รูปที่ 5  รูปรางของหนวยพื้นฐานของแรซิลิเกทที่มีขนาดอนุภาคอยูในกลุมดินเหนียว
A  :  หนวย Tetrahedron รูปเดี่ยว
B  :  หนวย Tetrahedrol sheet
C  :  หนวย Octahedron รูปเดี่ยว
D  :  หนวย Octahedrol sheet



17

สํ าหรับแรมอนทโมริลโลไนท มีโครงสรางประกอบดวย Silica tetrahedrol sheet 2 แผน 
และมี Octahedrol sheet 1 แผนอยูตรงกลางระหวาง Silica tetrahedrol sheet ทั้งสอง จึงเรียกแรดินเหนียว     
ซิลิเกทที่มีโครงสรางลักษณะนี้วา แรประเภท 2:1 (รูปที่ 5) ดานนอกสุดของชั้นโครงสรางประกอบดวย
ออกซิเจนทั้งหมด เมื่อชั้นแรวางซอนกันจะมีแรงยึดนอยมาก โมเลกุลของนํ้ าและประจุตางๆ สามารถเขาไปอยู
ในระหวางชั้นของโครงสรางได ทํ าใหโครงสรางเกิดมีการขยายตัวออกทางดานตั้งเม่ืออยูในสภาพเปยก และหด
ตัวเมื่ออยูในสภาพแหง ซึ่งคุณสมบัติประการนี้เอง ทํ าใหสามารถนํ ามาใชประโยชนในทางอาหารสัตวได โดย
เสริมแรประเภทนี้ลงในอาหารสัตวในระดับที่เหมาะสม เม่ือสัตวกินเขาไปแรมอนทโมริลโลไนท ก็จะเกิดการ
ขยายตัวในทางเดินอาหารของสัตว เนื่องจากเกิดการดูดซึมนํ้ า (Osmotic swelling) เปนเหตุใหการไหลผานของ
อาหารในลํ าไสชาลง โอกาสท่ีอาหารจะถูกยอยและถูกดูดซึมจึงเพ่ิมมากขึ้น (Van Olphen, 1963)

สารประเภทอลูมิโนซิลิเกท (Aluminosilicates) เปนแรในกลุมทุติยภูมิ (Secondary mineral) เกิด
ขึ้นเนื่องจาการสลายตัวของแรปฐมภูมิ (Primary mineral) ซึ่งเกิดจากการเย็นตัวของของเหลวจากภายในใจ
กลางของโลก หรืออาจเปนแรที่ถูกสังเคราะหขึ้นมาใหม จากสวนประกอบที่ไดจากการสลายตัวของแรตางๆ โดย
เกิดขบวนการทางเคมี ทํ าใหองคประกอบเดิมของแรเปลี่ยนไปกลายเปนแรชนิดใหมที่มีความคงทนตอการ
สลายตัวมากขึ้น แรจํ าพวกซิลิเกทในธรรมชาติพบวามีโครงสรางแบบตางๆ กัน ซึ่งจะกอใหเกิดการสลายตัวได
ไมเทากัน การยึดกันของหนวย Tetrahedron นี้ จะกอใหเกิดพันธะ (Bond) ระหวาง –Si-O-Si- ขึ้น ยิ่งพันธะ
แบบนี้มากขึ้นเทาใด โครงสรางก็จะยิ่งแข็งแรงและสลายตัวไดยากมากขึ้นเทานั้น หากจะจํ าแนกชนิดของโครง
สรางของแรซิลิเกทออกตามลักษณะการจับตัวของ Tetrahedron เรียงลํ าดับความทนทานตอการสลายตัวจาก
นอยไปมาก จะจํ าแนกไดตามนี้คือ

1. Neosilicates ประกอบดวย Tetrahedron 1 หนวยตอกัน โดยรวมใชออกซิเจน 1 ตัว
2. Solosilicates ประกอบดวย Tetrahedron 2 หนวยตอกัน โดยรวมใชออกซิเจน 1 ตัว
3. Inosilicates ประกอบดวย Tetrahedron ตอกันเปนแถวเดี่ยว โดยรวมใชออกซิเจน 2 ตัว 

หรือประกอบดวย Tetrahedron ตอกันเปนแถวคู โดยรวมใชออกซิเจน 2 ตัว และ 3 ตัวสลับกันไป
4. Cyclosilicates ประกอบดวย Tetrahedron หลายหนวยตอกันเปนวง โดยรวมใชออกซิเจน 

2 ตัว
5. Phyllosilicates ประกอบดวย Tetrahedron ตอกันเปนผืน โดยรวมใชออกซิเจน 3 ตัว
6. Tectosilicates ประกอบดวย Tetrahedron หลายหนวยตอกัน โดยรวมใชออกซิเจนทั้ง 4 

ตัว
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2.7  รายงานการใชไฮเดรทเต็ทโซเดียมแคลเซียมอลูมิโนซิลิเกท (HSCAS) เพ่ือลดความเปนพิษของ
อะฟลาท็อกซิน

Phillips et al. (1988) ทํ าการทดลองศึกษาความสามารถในการดูดซับอะฟลาท็อกซินในหองปฏิบัติ
การ โดยใชสารดูดซับ (Sorbent material) ชนิดตางๆ แยกตามองคประกอบทางเคมี ซึ่งแบงออกเปนกลุมตางๆ 
ดังนี้คือ Aluminas, Zeolites, Silicas, Phyllosilicates และ Chemically modified phyllosilicates นํ ามาทดลอง
ดูดซับสารละลายอะฟลาท็อกซิน ซึ่งผลการทดลองแสดงใหเห็นถึงความสามารถในการดูดซับอะฟลาท็อกซินของ
สารดูดซับชนิดตางๆ ในแตละกลุมเปนคาสูงสุดและตํ่ าสุด (รูปที่ 6) ผลการทดลองพบวาความสามารถในการ
ดูดซับอะฟลาท็อกซินของสารดูดซับชนิดตางๆ ที่ใชทดสอบ มีคาระหวาง 1.2 ถึง 98.1 % โดยพบวา HSCAS
(Novasil) มีความสามารถในการดูดซับอะฟลาท็อกซินมากกวา 80 % และเมื่อนํ ามาทํ าการสกัดอะฟลาทอกซิน
ที่ถูกดูดซับออกจากโมเลกุลของ HSCAS พบวาสามารถสกัดออกไดนอยกวา 10% ซึ่งแสดงใหเห็นวาพันธะที่
เกิดจากการจับกันระหวางอะฟลาท็อกซินและ HSCAS มีความแข็งแรง และสารประกอบที่เกิดขึ้นนี้จะมีความคง
ตัวในนํ้ ากลั่นที่มี pH เทากับ 2, 7 และ 10 และท่ีอุณหภูมิ 25 และ 35 องศาเซลเซียส

   รูปที่ 6  แสดงเปอรเซนตความสามารถของสารดูดซับชนิดตางๆ ในการดูดซับ AFB1 ในหองปฏิบัติการ
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 าการทดลองโดยแบงสุกรเปน 4 กลุม 
กลุมที่ 1 ใหกินอาหารสุกรที่ปราศจากอะฟลาท็อกซินและเติมดวย HSCAS ที่ระดับ 0, 0.5 และ 2.0 % และ
กลุมที่ 2 ใหอาหารสุกรที่มีอะฟลาท็อกซินปนเปอนในขนาด 3 ppm และเติม HSCAS ในระดับเดียวกันกับกลุม
ที่ 1 กลุมที่ 3 ใหกินอาหารที่ไมมีการปนเปอนของอะฟลาท็อกซิน แตไมเติม HSCAS และกลุมที่ 4 ใหกิน
อาหารที่มีการปนเปอนของอะฟลาท็อกซินแตไมเติม HSCAS ผลการทดลองพบวาสุกรที่ไดรับอะฟลาท็อกซิน
เพียงอยางเดียวจะมีนํ้ าหนักตัวลดลงอยางมีนัยสํ าคัญทางสถิติ (P<0.05) ในขณะที่นํ้ าหนักตัวที่เพ่ิมขึ้นของสุกร
ในกลุมที่ 1, 2 ไมมีความแตกตางกับสุกรในกลุมที่ 3  นอกจากนี้ยังพบอีกวา การทํ างานของ Alkaline 
phosphatase และ Gramma-glutamyl transferase ในซีรั่ม รวมทั้งระยะเวลาที่ใชในการแข็งตัวของเลือดมีคา
เพ่ิมขึ้นในสุกรที่ไดรับอะฟลาท็อกซิน แตไมมีการเปลี่ยนแปลงในสุกรกลุมที่ 1 และ 2 สวนในสุกรกลุมที่ 4 ยัง
พบอีกวา คาความเขมขนของยูเรียไนโตรเจน อัลบูมิน โปรตีนทั้งหมด แคลเซียม ฟอสฟอรัส คลอเลสเตอรอล 
กลูโคส และความสามารถในการจับธาตุเหล็กในซีรั่มมีคาลดลง นํ้ าหนักของตับจะลดลง และพบรอยโรคที่ตับ
เม่ือเปรียบเทียบกับสุกรปกติซึ่งจะไมพบลักษณะดังกลาวนี้ในสุกรที่ไดรับอะฟลาท็อกซินและเสริมดวย HSCAS
ทั้งระดับ 0.5 และ 2.0 % ในสูตรอาหาร  Beaver et al. (1990) ทํ าการศึกษาโดยเติม HSCAS ระดับ 0.5 %
ลงในอาหารสุกรที่มีการปนเปอน AFB1 และ AFB2 ที่ระดับ 500-600 ppb ผลการศึกษาพบวา HSCAS
สามารถชวยลดปริมาณ AFM1 ในตับ ไต และกลามเนื้อลงไดอยางมีนัยสํ าคัญทางสถิติ สํ าหรับปริมาณ AFB1
ในตับและไต จะมีคาเทาเดิม แตจะลดลงเฉพาะในกลามเนื้อเทานั้น

รายงานการใชสาร HSCAS ในสัตวปก : Kubena et al. (1990a) ทดลองใช HSCAS และ 
Activated charcoal เพ่ือลดความเปนพิษของอะฟลาท็อกซินในไกกระทง โดยเติม HSCAS หรือ Activated 
charcoal ลงในสูตรอาหารที่ปราศจากการปนเปอนของอะฟลาท็อกซิน   และสูตรอาหารที่มีการปนเปอนอะฟลา
ท็อกซินระดับ 7.5 ppm พบวา AFB1 มีผลทํ าใหไกกระทงในชวงอายุ 0-3 สัปดาห มีนํ้ าหนักตัวลดลงประมาณ 
21-38 % และไกพันธุ Leghorn ในชวงอายุ 0-4 สัปดาห มีนํ้ าหนักตัวลดลง 20 % เมื่อเพ่ิม HSCAS ในสูตร
อาหารที่มีการปนเปอนอะฟลาท็อกซิน จะชวยใหไกเจริญเติบโตไดดีขึ้นอยางมีนัยสํ าคัญทางสถิติ สวนการเสริม 
Activated charcoal พบวาไมสามารถลดความเปนพิษของอะฟลาท็อกซินได ตอมา Kubena et al. (1990b) ได
ศึกษาเพ่ิมเติมโดยเติมสารประเภทอลูมิโนซิลิเกทหลายๆ ชนิดในระดับ 0.5 % ลงในสูตรอาหารไกกระทงที่มี
การปนเปอนของอะฟลาท็อกซินที่ระดับ 3.5 และ 5 ppm พบวาไกกระทงที่ไดรับสารพิษและไมมีการเติมสาร
ประเภทอลูมิโนซิลิเกทลงในสูตรอาหาร จะมีนํ้ าหนักตัวลดลง 15-30 % และพบวาในสูตรอาหารที่มีการเติม 
HSCAS และ Mordenite จะชวยลดความเปนพิษของอะฟลาท็อกซินที่มีผลตอการเพ่ิมนํ้ าหนักตัวลงไดประมาณ 
40-70% โดยสรุปวา HSCAS สามารถลดความเปนพิษไดดีกวา Mordenite และในปถัดมาไดทํ าการทดลองใน
ไกงวง ตั้งแตอายุ 1 วันถึง 3 สัปดาห  โดยเติม HSCAS ในสูตรอาหารไกงวงระดับ 0.5 % ลงในอาหารมีการ
ปนเปอนของอะฟลาท็อกซินที่ระดับ 0.5 หรือ 1 ppm  ผลการทดลองพบวานํ้ าหนักตัวของไกงวงจะลดลง
ประมาณ 19 % และ 51 % เม่ือไดรับสารพิษที่ระดับ 0.5 และ 1 ppm ตามลํ าดับ และไกงวงที่ไดรับสารพิษที่
ระดับ 1 ppm จะมีอัตราการตายสูงถึง 88 % การเสริม HSCAS ในระดับ 0.5 % จะชวยลดอัตราการตายลง  
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68 % และชวยลดความเปนพิษของอะฟลาท็อกซินในระดับ 0.5 ppm อยางมีนัยสํ าคัญทางสถิติ (Kubena et 
al., 1991)

รายงานการใช HSCAS ในสัตวกระเพาะรวม : Harvey et al. (1991) ไดทํ าการทดลองโดยเติม 
HSCAS 2 %  ลงในสูตรอาหารขนของแกะเพศผูตอนแลว นํ้ าหนักประมาณ 34 กิโลกรัม ที่มีอะฟลาท็อกซินปน
เปอนอยู 2.6 ppm ใหกินอาหารเปนระยะเวลา 42 วัน ผลการทดลองพบวาแกะท่ีกินสูตรอาหารขนที่ไมมีการ
เติม HSCAS จะมีนํ้ าหนักตัวลดลงอยางมีนัยสํ าคัญทางสถิติ (P< 0.05) ในขณะที่แกะกลุมที่กินสูตรอาหารที่มี
สารพิษและเติม HSCAS จะมีนํ้ าหนักตัวไมแตกตางจากกลุมเปรียบเทียบที่กินอาหารปราศจากสารพิษ แสดงให
เห็นวา HSCAS ในระดับ 2 % สามารถลดความเปนพิษของอะฟลาท็อกซอนในระดับ 2.6 ppm ในแกะได  
นอกจากนี้ยังไดทํ าการศึกษาในโคนมพบวา การเติม HSCAS ระดับ 1% ลงในสูตรอาหารขนที่มีการปนเปอ
นอะฟลาท็อกซินระดับ 100 ppb จะชวยลดปริมาณ AFM1 ที่ปนเปอนในนํ้ านมไดถึง 42% (Harvey et al., 
1988)

รายงานการใช HSCAS ในการดูดซับ AFM1 : Ellis และคณะ รายงายผลการศึกษาในป ค.ศ. 
1991 (อางโดย Phillips et al., 1995) พบวา HSCAS ที่ระดับความเขมขน 0.5 % สามารถดูดซับ AFM1 ที่
ปนเปอนอยูในนํ้ านมดิบตามธรรมชาติได โดยไมมีผลทํ าใหคุณคาทางสารอาหารในนํ้ านมดิบเปลี่ยนแปลงไป 
และนอกจากนี้ผลการศึกษาของ Phillips และคณะพบวา HSCAS มีความสามารถในการดูดซับ AFB1 ไดมาก
กวา AFM1 ประมาณ 2.5 เทา โดยสามารถดูดซับ AFB1 ได 420 nmol/mg of HSCAS และดูดซับ AFM1 
ได 156 nmol/mg of HSCAS (Phillips et al., 1995)

Phillips et al. (1995) ไดนํ า HSCAS มาประยุกตใชในการแยก AFB1 ออกจากขาวโพด โดยนํ า
HSCAS มาเคลือบไวบนผิวของเม็ดทรายเพื่อเพ่ิม Hydraulic activity และทํ าใหการกรองผานของสารละลายดี
ขึ้น แลวนํ าทรายที่เคลือบไวดวย HSCAS มาบรรจุลงในคอลัมนแกวขนาดเล็ก เพ่ือใชสํ าหรับสกัดแยก AFB1  
พบวาการแยก AFB1 ออกจากสารอื่นๆ โดยใชคอลัมนที่บรรจุ HSCAS ใหผลดี เมื่อเปรียบเทียบกับการแยก
โดยใช Immunoaffinity column (รูปที่ 7) และในปจจุบันการนํ าเอา HSCAS มาบรรจุลงในคอลัมนเพ่ือใช
สํ าหรับการแยก AFB1 กํ าลังอยูในขั้นตอนการพัฒนาเพื่อทํ าเปนชุดตรวจสอบสํ าเร็จรูปในการวิเคราะหหา
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 ของสารสกัดจากขาวโพด
    C  : แสดง Chromatogram ของสาร AFB1 ที่ผานการสกัดโดยใช Immunoaffinity column
    D  : แสดง Chromatogram ของสาร AFB1 ที่ผานการสกัดโดยใช HSCAS column



บทที่ 3

วธีิการดํ าเนินการวิจัย

3.1  อุปกรณและเครื่องมือที่ใชในงานวิจัย

3.1.1    วัตถุดิบที่ใชในงานวิจัย
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    สารเคมีที่ใชในงานวิจัย

ตารางที่ 3  แสดงชนิด คุณภาพ สูตรทางเคมี และบริษัทผูผลิตสารเคมีที่ใชในการวิจัย

Chemical name Grade Chemical formula บริษัทผูผลิต

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    อุปกรณที่ใชในงานวิจัย
3.1.3.1 กระบอกตวงขนาด 25, 50, 100, 1000 และ 2000 มิลลิลิตร
3.1.3.2 บีกเกอรขนาด 50, 100, 250, 500 และ 1000 มิลลิลิตร
3.1.3.3 หมอสแตนเลสขนาด 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 แกวขนาด 10 มิลลิลิตร
3.1.3.7 Plastic centrifuge tube ขนาด 50cc พรอมฝาเกลียวปด
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 พรอมฝาเกลียว ขนาด 2 cc สํ าหรับใสสารตัวอยาง

3.1.4    เครื่องมือท่ีใชในงานวิจัย
3.1.4.1 High Performance Liquid Chromatography with Fluorescense detector

ซึ่งประกอบดวย 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 าแหนง
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3.2  วธีิดํ าเนินการวิจัย

การวิจัยประกอบดวย 2 ระยะคือ
ระยะที่ 1 ศึกษาประสิทธิภาพของ HSCAS ในการดูดซับ AFM1
ระยะที่ 2 ศึกษาหาชนิดของตัวทํ าละลายที่เหมาะสม ในการสกัด AFM1 ออกจากการดูดซับของ

HSCAS

ระยะที่ 1 ศึกษาประสิทธิภาพของ HSCAS ในการดูดซับ AFM1
ประกอบดวย 2 การทดลอง คือ
การทดลองที่ 1  ศึกษาการดูดซับ AFM1 ในนํ้ ากลั่นปราศจากไอออน
การทดลองที่ 2  ศึกษาวิเคราะหหาปริมาณ HSCAS ที่เหมาะสมตอการดูดซับ AFM1 ในนํ้ านมดิบ

การทดลองที่ 1 ศึกษาการดูดซับ AFM1 ในน้ํ ากลั่นปราศจากไอออน

วิธีดํ าเนินการทดลอง
1. เตรียมหลอดทดลองทั้งหมด 13 หลอด ในแตละหลอดบรรจุสารละลาย AFM1 ที่ระดับความ   

เขมขน 100 นาโนกรัม ในนํ้ ากลั่นปราศจากไอออน 10 มิลลิลิตร (10 ppb)
2. ชั่งสาร HSCAS ตัวอยางละ 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 ตัวอยางละ 1 หลอด และหลอดที่เหลือไมตองเติม
สารใดๆ (0 กรัม) เพ่ือใชเปนหลอดควบคุม

3. นํ าหลอดทดลองที่ใสสารตัวอยางแลวไปเขยาผสมดวยเครื่องเขยาหลอด (Mixer) ประมาณ 5 นาที
4. นํ าไปเขาเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,000 rpm เปนเวลา 3 นาที
5. แยกเก็บสารละลายสวนใส (Supernatant) นํ าไปกรองดวย Membrane filter ขนาด 0.45 ไมครอน
6. ทํ าการตรวจหาปริมาณ AFM1 ในสารละลายที่กรองไดดวยเครื่อง HPLC (Shimadzu, Japan) ที่

อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  Mobile phase ที่ใชมีสัดสวนดังนี้คือ H2O:Methanol:Acetonitrile = 57:23:20 
อัตราการไหล 1 มิลลิลิตร/นาที

7. ทํ าการทดลองนี้ 3 ซํ้ า วิเคราะหหาปริมาณ AFM1 ที่สาร HSCAS ดูดซับไวไดจากสมการ

ปริมาณ AFM1 ที่ถูกดูดซับไวโดย HSCAS = ปริมาณ AFM1 เริ่มตน – ปริมาณ AFM1 ที่เหลืออยู
ในสารละลาย

การทดลองที่ 2  ศึกษาวิเคราะหหาปริมาณ HSCAS ที่เหมาะสมตอการดูดซับ AFM1 ในน้ํ านมดิบ

วิธีดํ าเนินการทดลอง
1. นํ านํ้ านมดิบที่จะใชทดสอบ มาตรวจวัดหาปริมาณ AFM1 ที่มีการปนเปอนอยูตามธรรมชาติ โดย

ใช AflaM1TM Immunoaffinity column (Vicam, USA) ในการสกัด แลววัดปริมาณ AFM1 ดวยเครื่อง HPLC 
(Shimadzu, Japan) ทํ าการตรวจตัวอยางซํ้ า 3 ครั้ง เพ่ือหาคาเฉลี่ย บันทึกความเขมขนตั้งตนของ AFM1 ในนํ้ า
นมดิบ
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( หมายเหตุ  จะเลือกใชนํ้ านมดิบที่มีการปนเปอนของ AFM1 อยูตามธรรมชาติ โดยเลือกตัวอยางนํ้ า
นมดิบที่มีการปนเปอนที่ระดับความเขมขนมากกวาหรือเทากับ 0.5 ppb ขึ้นไป ทั้งนี้เพ่ือความชัดเจนของผลการ
ทดลองในระดับเบื้องตน ในกรณีที่หาตัวอยางนํ้ านมดิบที่มีการปนเปอนของ AFM1 ที่ระดับความเขมขนมาก
กวาหรือเทากับ 0.5 ppb ขึ้นไปไมได จะทํ าการใสสารมาตรฐาน AFM1 ลงในนํ้ านมดิบใหมีความเขมขนที่ระดับ 
0.5 ppb )

2. ใชนํ้ านมดิบปริมาตร 50 มิลลิลิตร ซึ่งมีความเขมขนของ AFM1 เทากับ 0.5 ppb สํ าหรับการ
ทดสอบประสิทธิภาพของ HSCAS ในแตละหลอดการทดลอง โดยใสสาร HSCAS ตามสัดสวนจากการทดลอง
ที่ 1 ดังนี้คือ 0, 0.5, 0.75, 1.0, 1.5, 2.0, 3.0 และ 4.0 กรัม ตามลํ าดับ

3. นํ าหลอดทดลองที่ใสสารตัวอยางแลวไปเขยาผสมดวยเครื่องเขยาหลอด (Vortex Mixer) ประมาณ
5 นาที

4. นํ าไปเขาเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,000 rpm เปนเวลา 15 นาที จากนั้นทํ าการแยกชั้นไขมันที่
อยูดานบนออกจนหมด

5. ปเปตสารละลายสวนลาง 20 มิลลิลิตร ผานลงสู AflaM1TM Immunoaffinity column (Vicam, 
USA)

6. ปลอยใหสารละลายไหลผานลงสูคอลัมน โดยควบคุมอัตราการไหล 1 หยดตอวินาที
7. ชะลางสิ่งเจือปนออกจากคอลัมน ดวยนํ้ าปราศจากไอออนปริมาตร 10 มิลลิลิตร จํ านวน 2 ครั้ง 

โดยมีอัตราการไหล 1 – 2 หยดตอวินาที
8. ชะสาร AFM1 จากคอลัมนดวยสารละลายผสมของ Acetonitrile : Methanol (3:2) ปริมาตร 

1.25 มิลลิลิตร โดยมีอัตราการไหล 2 – 3 หยดตอวินาที
9. ชะ AFM1 ออกจากคอลัมนอีกครั้งดวยนํ้ าปราศจากไอออนปริมาตร 1.25 มิลลิลิตร

โดยมีอัตราการไหล 2 – 3 หยดตอวินาที
10. ผสมสารละลายที่ไดใหเขากัน นํ าไปกรองผาน Membrane filter ขนาด 0.45 ไมครอน
11. ทํ าการทดลองนี้ 3 ซํ้ า นํ าไปวิเคราะหหาปริมาณ AFM1 ดวยเครื่อง HPLC (Shimadzu, Japan) 

เปรียบเทียบ AFM1 ที่ตรวจพบโดยใชสมการ

ปริมาณ AFM1 ที่ถูกดูดซับไวโดย HSCAS = ปริมาณ AFM1 เริ่มตน – ปริมาณ AFM1 ที่เหลืออยู

12. ทํ าการทดสอบเพิ่มเติม เพ่ือใหผลการศึกษาชัดเจนยิ่งขึ้น โดยใชสาร HSCAS ปริมาณ 0.5 และ 
1.0 กรัม เพ่ิมเวลาในการเขยาผสมเปน 10 และ20 นาที
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ระยะที่ 2 ศึกษาหาชนิดของตัวทํ าละลายที่เหมาะสม ในการสกัด AFM1 ออกจากการดูดซับของ HSCAS

ประกอบดวย 2 การทดลองคือ
การทดลองที่ 3 วิเคราะหหาชนิดของตัวทํ าละลายที่เหมาะสม ในการสกัด AFM1 ออกจากการดูด

ซับของ HSCAS
การทดลองที่ 4 วิเคราะหหาสภาพที่เหมาะสมที่สุดสํ าหรับการสกัด AFM1 ออกจากการดูดซับของ

HSCAS

การทดลองที่ 3  วิเคราะหหาชนิดของตัวทํ าละลายที่เหมาะสม ในการสกัด AFM1 ออกจากการ
ดูดซับของ HSCAS

วิธีดํ าเนินการทดลอง
1. นํ านํ้ านมดิบปริมาตร 50 มิลลิลิตร ซึ่งมีความเขมขนของ AFM1 เทากับ 0.65 ppb ดังนั้นในนํ้ านม

ดิบจะมีนํ้ าหนักของ AFM1 ตั้งตน เทากับ 32.5 นาโนกรัม (ng) ใสสาร HSCAS ปริมาณ 3 กรัม (ไดจากผล
การทดลองที่ 2) ผสมใหเขากันนาน 5 นาที

2. นํ าไปเขาเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,000 rpm เปนเวลา 15 นาที
3. จากนั้นทํ าการแยกชั้นไขมันที่อยูดานบนออกจนหมด และดูดสารละลายออก ใหเหลือแตตะกอน

ของ HSCAS
4. ลางตะกอน HSCAS ดวยนํ้ าปราศจากไอออน ในอัตราสวนคือ
    ปริมาตรของนํ้ าปราศจากไอออน : ปริมาตรตะกอนของ HSCAS = 8:1
5. นํ าไปเขาเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,000 rpm เปนเวลา 15 นาที เขยาผสมกันใหทั่ว ทํ าซํ้ าอีก

2 ครั้ง หลังจากนั้น ดูดนํ้ าปราศจากไอออนออกใหหมด จนเหลือแตตะกอนของ HSCAS
6. ทดสอบประสิทธิภาพของตัวทํ าละลายชนิดตางๆ ดังแสดงในตารางที่ 4 โดยเติมตัวทํ าละลายใน

อัตราสวนดังนี้
    ปริมาตรของตัวทํ าละลาย : ปริมาตรตะกอนของ HSCAS = 2:1
7. ทดสอบอุณหภูมิที่ใชในการสกัดของตัวทํ าละลายแตละชนิดที่อุณหภูมิหอง (25 องศาเซลเซียส) 

และที่ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลานาน 15 นาที
8. นํ าหลอดตัวอยางไปเขาเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,000 rpm เปนเวลา 15 นาที
9. นํ าสารละลายที่ไดมาทํ าการตรวจวัดปริมาณ AFM1 โดยใชเครื่อง HPLC (Shimadzu, Japan) ทํ า

การทดลองนี้ 3 ซํ้ า
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ตารางที่ 4  แสดงตัวทํ าละลายที่จะใชทดสอบ เรียงตามลํ าดับความแรง (Polarity) จากนอยไปมาก

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 ที่มีสวนผสมของ H2O:Methanol:Acetonitrile = 57:23:20

เปรียบเทียบ % recovery ของ AFM1 ที่ไดจากการสกัดดวยตัวทํ าละลายชนิดตางๆ เพ่ือหาสาร
ละลายที่ให % recovery ที่ดีที่สุด การคํ านวนหา % recovery ของการสกัด AFM1 ออกจาก HSCAS จะใชสูตร

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

การทดลองที่ 4  ศึกษาวิเคราะหหาสภาพที่เหมาะสมที่สุด สํ าหรับการสกัด AFM1 ออกจากการดูด
ซับของ HSCAS

จากผลการทดลองที่ 3 ทํ าใหทราบวาตัวทํ าละลายแตละชนิด มี % recovery มากนอยแตก
ตางกัน ดังนั้นทํ าการเลือกตัวทํ าละลายที่มี % recovery มากที่สุด เพ่ือนํ ามาทดสอบหาสภาพที่เหมาะสมที่สุด ใน
การชะลาง AFM1 ออกจาก HSCAS โดยเปลี่ยนแปลงปริมาตรของตัวทํ าละลาย และระยะเวลาการสกัดจะใชที่ 
5, 15 และ 30 นาที

วิธีดํ าเนินการทดลอง
1. นํ านํ้ านมดิบปริมาตร 50 มิลลิลิตร ซึ่งมีความเขมขนของ AFM1 เทากับ 0.15 ppb ดังนั้นในนํ้ านม

ดิบจะมีนํ้ าหนักตั้งตนของ AFM1 เทากับ 7.5 ng ใสสาร HSCAS ปริมาณ 3 กรัม (ไดจากผลการทดลองที่ 2) 
ผสมใหเขากันนาน 5 นาที
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2. นํ าไปเขาเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,000 rpm เปนเวลา 15 นาที
3. จากนั้นทํ าการแยกชั้นไขมันที่อยูดานบนออกจนหมด และดูดสารละลายออก ใหเหลือแตตะกอน

ของ HSCAS
4. ลางตะกอน HSCAS โดยใชนํ้ าปราศจากไอออน ในอัตราสวนคือ
    ปริมาตรของนํ้ าปราศจากไอออน : ปริมาตรตะกอนของ HSCAS = 8:1
5. นํ าไปเขาเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,000 rpm เปนเวลา 15 นาที เขยาผสมกันใหทั่ว ทํ าซํ้ าอีก 

2 ครั้ง จากนั้นดูดนํ้ าปราศจากไอออนออกใหหมด จนเหลือแตตะกอนของ HSCAS
6. เลือกตัวทํ าละลายที่ให % recovery มากที่สุด ที่ไดจากการทดลองที่ 3 นํ าตัวทํ าละลายมาผสมให

เขากับตะกอนของ HSCAS ในอัตราสวนตางๆ ดังแสดงในตารางที่ 5 ที่อุณหภูมิหอง (25 องศาเซลเซียส) และ
ที่ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลานาน 5, 15 และ30 นาที

7. นํ าไปเขาเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,000 rpm เปนเวลา 15 นาที
8. นํ าสารละลายที่ไดมาทํ าการตรวจวัดหาปริมาณ AFM1 โดยใชเครื่อง HPLC (Shimadzu, Japan)

ทํ าการทดลองนี้ 3 ซํ้ า  คํ านวณหานํ้ าหนักของAFM1 โดยใชสมการดังนี้
          นํ้ าหนัก AFM1 ที่ถูกชะลางไดดวยตัวทํ าละลาย (นาโนกรัม) = นํ้ าหนัก AFM1 ตั้งตน – นํ้ าหนัก 
AFM1 ที่ตรวจพบ

เปรียบเทียบ % recovery ของ AFM1 ที่ไดจากการสกัดดวยตัวทํ าละลายในปริมาตรและระยะเวลา
ตางๆ เพ่ือหาสภาพที่ให % recovery ที่ดีที่สุด การคํ านวนหา % recovery ของการสกัด AFM1 ออกจาก 
HSCAS จะใชสูตร

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

ตารางที่ 5  แสดงปริมาตรของตัวทํ าละลาย : ปริมาตรตะกอนของ HSCAS และระยะเวลาที่ใชในการสกัด
AFM1 ที่อุณหภูมิหอง (25 OC) และท่ี 40 OC

ชนิดของตัวทํ าละลาย ปริมาตรของตัวทํ าละลาย : ระยะเวลาที่ใชในการสกัด
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  การวิเคราะหขอมูล

3.3.1 วิเคราะหหาปริมาณของ AFM1 โดยใชสมการ
ปริมาณ AFM1 ที่ถูกดูดซับไวโดย HSCAS = ปริมาณ AFM1 เริ่มตน – ปริมาณ AFM1 ที่

เหลืออยู

3.3.2 วิเคราะหหานํ้ าหนักของ AFM1 โดยใชสมการ
นํ้ าหนัก AFM1 ที่ถูกชะลางไดดวยตัวทํ าละลาย (นาโนกรัม) = นํ้ าหนัก AFM1 ตั้งตน – นํ้ า

หนัก AFM1 ที่ตรวจพบ

3.3.3 วิเคราะหหา % recovery ของ AFM1 โดยใชสูตร
% recovery   =    ปริมาณ AFM1 ที่ตรวจพบในสารละลาย (นาโนกรัม)   x 100

 ปริมาณ AFM1 ที่ถูกดูดซับโดย HSCAS (นาโนกรัม)

3.3.4 ทดสอบความแตกตางของปริมาณ HSCAS ที่ใชในการดูดซับAFM1ดวย Oneway ANOVA 
และเปรียบเทียบความแตกตางของปริมาณระหวางกลุมดวย LSD (Least significant difference) โดยกํ าหนด
ความเชื่อม่ัน P<0.05 ใชโปรแกรม SPSS (Statistical package for the social sciences) ในการทดสอบทาง
สถิติ



บทที่ 4

ผลการวิเคราะหขอมูล

4.1   การทดลองที่ 1 ศึกษาการดูดซับ AFM1 ในน้ํ ากลั่นปราศจากไอออน

พบวาที่ระดับความเขมขน 10 ppb ของ AFM1 ในนํ้ ากลั่นปราศจากไอออน ปริมาณของ HSCAS ที่ 
0.5, 1.0 – 2.8 และ 3.0 – 3.4 กรัม สามารถดูดซับ AFM1 ไดประมาณ 90%, มากกวา 96% และ 100%
ตามลํ าดับ (ตารางที่ 6) โดยใชระยะเวลาในการทดสอบ 5 นาที แสดงใหเห็นวา HSCAS มีประสิทธิภาพในการ
ดูดซับ AFM1 ได และสามารถดูดซับไดมากขึ้นตามปริมาณของ HSCAS ที่เติมลงไปแตไมไดเปนไปในสัดสวน 
1:1  ในการทดลองนี้ไดเลือกปริมาณของ AFM1 ที่ระดับความเขมขน 10 ppb ซึ่งถือวาเปนคาที่สูงมากหากมี
การปนเปอนในนํ้ านมดิบ และท่ีระดับปริมาณของสาร HSCAS ที่ 2.8 และ 3.0 กรัม พบวามีความแตกตางกัน
ในการดูดซับ AFM1 อยางมีนัยสํ าคัญทางสถิติ (P< 0.05) ดังนั้นจากผลการทดลองพบวา ปริมาณของสาร 
HSCAS ที่ 3.0 กรัม มีประสิทธิภาพเพียงพอที่จะดูดซับ AFM1 ที่ระดับความเขมขน 10 ppb ออกไดทั้งหมด

ตารางที่ 6  แสดงประสิทธิภาพของสาร HSCAS ในการดูดซับ AFM1 ที่ระดับความเขมขน 10 ppb
ในนํ้ ากลั่นปราศจากไอออน โดยใชระยะเวลาในการทดสอบ 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 มีความแตกตางอยางมีนัยสํ าคัญ (P< 0.05)
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ตารางที่ 7  แสดงสัดสวนของนํ้ าหนัก AFM1 (ng) : ปริมาณของ HSCAS (g) ในนํ้ าปราศจาก
ไอออนปริมาตร 10 ml มี AFM1 ที่ระดับความเขมขน 10 ppb คิดเปนนํ้ าหนักของ AFM1 เทากับ 100 ng

ปริมาณ HSCAS น้ํ าหนักของ AFM1 ที่ถูกดูดซับ     สัดสวนของนํ้ าหนักของ AFM1 ที่ถูกดูดซับ
        (g)       (ng)                    ตอปริมาณ 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% คิดเปนสัดสวนของ
ของนํ้ าหนัก AFM1 (ng) : ปริมาณของ HSCAS (g) ไดประมาณ 180:1 ng/g เม่ือเพ่ิมปริมาณของ HSCAS 
มากขึ้นเรื่อยๆ จนถึงระดับ 3.0 g พบวาสามารถดูดซับ AFM1 ได 100% คิดเปนสัดสวนของนํ้ าหนัก AFM1 
(ng) : ปริมาณของ HSCAS (g) ไดเทากับ 33.33 ng/g  จากการวิเคราะหพบวาความสัมพันธระหวาง %การ
ดูดซับที่เพ่ิมขึ้นไมไดเปนสัดสวนกับปริมาณของ HSCAS ที่เพ่ิมขึ้นในสัดสวน 1:1 ดังแสดงในรูปที่ 8

รูปที่ 8  กราฟแสดงความสัมพันธระหวาง % การดูดซับ AFM1 ของ HSCAS และปริมาณของ HSCAS
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4.2   การทดลองที่ 2  ศึกษาวิเคราะหหาปริมาณ HSCAS ที่เหมาะสมตอการดูดซับ AFM1 ในน้ํ านมดิบ

เม่ือตรวจปริมาณการปนเปอนของ AFM1 ที่ปนเปอนมาตามธรรมชาติ ของนํ้ านมดิบ พบวามีคาการ
ปนเปอนอยูที่ระดับ 0.15 ppb จึงเติมสารละลายมาตรฐานของ AFM1 ลงไปในนํ้ านมดิบ จนไดระดับความเขม
ขนที่ 0.5 ppb ทั้งนี้มีวัตถุประสงคเพ่ือใหผลการทดสอบมีความชัดเจน และเชื่อม่ันไดมากขึ้น อีกท้ังท่ีระดับการ
ปนเปอนที่ 0.5 ppb เปนคาที่คณะกรรมการ Codex ไดเสนอที่จะกํ าหนดใหเปนระดับการปนเปอนสูงสุดที่ยอม
รับไดของ AFM1 (Maximum tolerated levels) ในนํ้ านมดิบ เพราะฉะนั้นปริมาณตั้งตนของ AFM1 ที่จะใช
คํ านวณในการทดลองที่ 2 นี้จะมีคาเทากับ 0.5 ppb

ผลการทดลองที่ 2 พบวาในระยะเวลาการทดสอบนาน 5 นาที HSCAS ที่ระดับ 0.5 – 0.75, 1.0 
– 2.0 และ 3.0 – 4.0 กรัม สามารถดูดซับ AFM1 ในนํ้ านมดิบที่ระดับความเขมขน 0.5 ppb ไดประมาณ 
95%, 98% และ 100% ตามลํ าดับ (ตารางที่ 8) และพบวาการดูดซับ AFM1 ในนํ้ านมดิบของ HSCAS ที่
ระดับ 2.0 และ 3.0 กรัม มีความแตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญทางสถิติ (P< 0.05) ดังนั้นในการทดลองที่ 3 จะ
ใชสาร HSCAS ปริมาณ 3 กรัม เพราะเปนปริมาณที่นอยที่สุด ที่สามารถดูดซับ AFM1 ที่มีปนเปอนอยูในนํ้ า
นมดิบในระดับ 0.5 ppb ไดทั้งหมด

ตารางที่ 8  แสดงประสิทธิภาพของสาร HSCAS ในการดูดซับ AFM1
     ที่ระดับความเขมขน 0.5 ppb ในนํ้ านมดิบ โดยใชเวลาในการทดสอบ 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 มีความแตกตางอยางมีนัยสํ าคัญ (P< 0.05)
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ตารางที่ 9  แสดงสัดสวนของนํ้ าหนัก AFM1 (ng) : ปริมาณของ HSCAS (g) ในนํ้ านมดิบปริมาตร 
50 ml มี AFM1 ที่ระดับความเขมขน 0.5 ppb คิดเปนนํ้ าหนักของ AFM1 เทากับ 25 ng

ปริมาณ HSCAS น้ํ าหนักของ AFM1 ที่ถูกดูดซับ     สัดสวนของนํ้ าหนักของ AFM1 ที่ถูกดูดซับ
        (g)       (ng)                    ตอปริมาณ 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

จากผลการวิเคราะหความสัมพันธระหวางนํ้ าหนัก AFM1 (ng) ที่ถูกดูดซับโดย HSCAS ตอปริมาณ
ของ HSCAS (g) ในนํ้ านมดิบ (ตารางที่ 9) พบวาประสิทธิภาพการดูดซับที่เพ่ิมขึ้นจะมีมากเมื่อใช HSCAS ใน
ปริมาณที่นอย แตประสิทธิภาพการดูดซับที่เพ่ิมขึ้นจะมีคาลดลงไปเรื่อยๆ เมื่อเพ่ิมปริมาณ HSCAS มากขึ้น
ตามลํ าดับ

ผลการเปรียบเทียบประสิทธิภาพการดูดซับ AFM1  ของ HSCAS ที่ระดับ 0.5 และ 1.0 กรัม ใน
ชวงระยะเวลาตางๆ ไดสรุปไวในตารางที่ 10 และ 11  พบวาในระยะเวลา 5 นาที HSCAS สามารถดูดซับ
AFM1  ในนํ้ านมดิบ ที่ระดับความเขมขน 0.5 ppb ไดอยางมีประสิทธิภาพมากกวาที่ระยะเวลา 10 และ 20 
นาที อยางมีนัยสํ าคัญทางสถิติ (P< 0.05) แต HSCAS ที่ระดับ 0.5 และ 1.0 กรัม ไมสามารถดูดซับ AFM1 ที่
ระดับความเขมขน 0.5 ppb ไดอยาง 100%
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ตารางที่ 10  แสดงประสิทธิภาพของสาร HSCAS 0.5 กรัม ในการดูดซับ AFM1
       0.5 ppb ในนํ้ านมดิบ โดยใชเวลาในการทดสอบ 5, 10 และ 20 นาที

เวลาที่ใชทดสอบ [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 มีความแตกตางอยางมีนัยสํ าคัญ (P< 0.05)

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

เวลาที่ใชทดสอบ [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 มีความแตกตางอยางมีนัยสํ าคัญ (P< 0.05)
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4.3  การทดลองที่ 3  วิเคราะหหาชนิดของตัวทํ าละลายที่เหมาะสม ในการสกัด AFM1 ออกจากการดูด
ซับของ HSCAS

การตรวจปริมาณการปนเปอนของ AFM1 ที่ปนเปอนมาตามธรรมชาติ ในนํ้ านมดิบ พบวานํ้ านมดิบ
มีคาการปนเปอนของ AFM1 อยูที่ระดับ 0.15 ppb จึงทํ าการใสสารละลายมาตรฐานของ AFM1 ลงไปอีก 0.5 
ppb เพ่ือใหผลการทดสอบมีความชัดเจนและเชื่อม่ันไดมากขึ้น ดังนั้นนํ้ านมดิบที่จะใชในการทดสอบนี้จะมีคา
การปนเปอนของ AFM1 อยูที่ระดับ 0.65 ppb แตละหลอดการทดลองใชนํ้ านมดิบปริมาตร 50 มิลลิลิตร ซึ่ง
เม่ือนํ ามาคิดเปนนํ้ าหนักของ AFM1 ในแตละหลอดการทดลอง จะไดเทากับ 0.65 ppb (ng/ml) * 50 ml = 
32.5 ng นั่นคือนํ้ าหนักตั้งตนของ AFM1 ที่ใชในการทดสอบและใชในการคํ านวณ

จากการทดลองที่ 3 พบวาเมื่อผสมสาร HSCAS เขากับสารละลายชนิดตางๆ แลว จะสามารถแบง
สารละลายไดออกเปน 2 กลุมคือ กลุมที่ 1 สาร HSCAS สามารถกระจายตัวในสารละลายไดเปนอยางดี (ดัง
แสดงในรูปที่ 9) ไดแก ตัวทํ าละลายผสม (H2O:Methanol:Acetonitrile ในอัตราสวน 57:23:20), Methanol, 
Acetonitrile และ H2O  สวนในกลุมที่ 2 สาร HSCAS ไมกระจายตัวในสารละลาย จะจับตัวเปนกอนนิ่มๆ 
คลายดินนํ้ ามัน (ดังแสดงในรูปที่ 10) เม่ือผสมเขากับตัวทํ าละลายตอไปนี้ Benzene, n-Hexane, 
Cyclohexane, Toluene, Diethyl ether, Chloroform, Methylene chloride และ Isopropanol

ผลการเปรียบเทียบประสิทธิภาพของตัวทํ าละลายชนิดตางๆ ในการสกัดแยก AFM1 ออกจากการ
จับกับ HSCAS แสดงไวในตารางที่ 12 ซึ่งพบวามีเพียงตัวทํ าละลายที่ประกอบดวย H2O : Methanol :
Acetonitrile ในอัตราสวน 57:23:20 เพียงชนิดเดียวเทานั้นที่สามารถสกัด AFM1 ออกจากการดูดซับของ 
HSCAS ได โดยในการทดลองนี้ใชอัตราสวนของตัวละลาย : HSCAS ในสัดสวน 2:1 และใชเวลาในการสกัด 5 
นาที พบวาที่อุณหภูมิ 25 OC สามารถสกัด AFM1 ไดเพียง 0.31 ng คิดเปน % recovery เทากับ 0.95% สวน
ที่อุณหภูมิ 40 OC สามารถสกัด AFM1 ไดเพียง 0.42 ng คิดเปน % recovery เทากับ 1.29% (ตารางที่ 12) 
สวนสารละลายตัวอ่ืนๆ ไดแก Methanol, Acetonitril, Benzene, n-Hexane, Cyclohexane, Toluene, Diethyl 
ether, Chloroform, Methylene chloride และ Isopropanol ไมมีความสามารถในการสกัด AFM1 ออกจาก
HSCAS  โดยผลจากการนํ าเอาตัวทํ าละลายชนิดตางๆ มาสกัดแยก AFM1 ออกจากการจับของ HSCAS แลว
ฉีดเขาเครื่อง HPLC นั้นแสดงใหเห็นเปน Chromatogram ในรูปที่ 11 ถึงรูปที่ 21
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ตารางที่ 12  แสดง % recovery ของตัวทํ าละลายชนิดตางๆ ที่ใชสกัด AFM1 ออกจากHSCAS

ตวัทํ าละลาย    อุณหภูมิ   น้ํ าหนักของ AFM1 ที่ปรากฎในสารละลาย      คาเฉลี่ย %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  แสดงการไมกระจายตัว จับตัวเปน
ของ HSCAS ในสารละลาย          กลุมกอน คลายดินนํ้ ามัน ของ HSCAS ใน

         สารละลาย

รูปที่ 11  Chromatogram ของตัวทํ าละลายผสม จากผลการทดลองที่ 3
  peak ที่มี Retention time เทากับ 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 ศึกษาวิเคราะหหาสภาพที่เหมาะสมที่สุด สํ าหรับการสกัด AFM1 ออกจากการดูดซับ
ของ HSCAS

การตรวจปริมาณการปนเปอนของ AFM1 ที่ปนเปอนมาตามธรรมชาติ ในนํ้ านมดิบ พบวานํ้ านมดิบ
มีคาการปนเปอนของ AFM1 อยูที่ระดับ 0.15 ppb ในการทดลองของแตละหลอดการทดลองจะใชนํ้ านมดิบ
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เพราะฉะนั้นเมื่อนํ ามาคิดเปนนํ้ าหนักของ AFM1 ในแตละหลอดการทดลอง จะไดเทา
กับ 0.15 ppb (ng/ml) * 50 ml = 7.5 ng นั่นคือนํ้ าหนักตั้งตนของ AFM1 ที่ใชในการทดสอบและใชในการ
คํ านวณ

ผลการทดลองที่นี้พบวาที่อุณหภูมิ 40 OC ระยะเวลาที่ใชในการสกัด AFM1 ออกจาก HSCAS เปน
เวลา 15 นาที เปนสภาวะที่ให % recovery ที่ดีที่สุด โดยอัตราสวนของตัวทํ าละลายผสม (H2O:Methanol:
Acetonitrile ในอัตราสวน 57:23:20) : HSCAS ที่ 5:1 จะให % recovery ที่สูงท่ีสุดในการทดลองนี้ คือ 
32.00% รองลงมาคือ 21.73% และ 14.80% ซึ่งเปน % recovery ของตัวทํ าละลายผสม (H2O:Methanol:
Acetonitrile ในอัตราสวน 57:23:20) : HSCAS ที4:1 และ 3:1 ตามลํ าดับ (ตารางที่ 13) สวนการทดสอบ
การสกัดที่อุณหภูมิ 40 OC และระยะเวลาที่ใชในการสกัดนาน 30 นาที ตัวทํ าละลายผสม (H2O:Methanol:
Acetonitrile ในอัตราสวน 57:23:20) : HSCAS ในอัตราสวนที่ 5:1, 4:1 และ 3:1 พบวาไมสามารถที่จะสกัด 
AFM1 ออกจากการดูดซับของ HSCAS ไดเลย มี % recovery เทากับ 0.00%

ที่อุณหภูมิ 25 OC ใชเวลาในการสกัด AFM1 ออกจาก HSCAS เปนเวลา 5 นาที โดยที่ใชตัวทํ า
ละลายผสม (H2O:Methanol: Acetonitrile ในอัตราสวน 57:23:20) : HSCAS ในอัตราสวนที่ 5:1, 4:1 และ
3:1 พบวาสามารถสกัด AFM1 ออกจาก HSCAS ไดในระดับปานกลาง โดยมี % recovery เทากับ 15.20%, 
10.08% และ 5.73% ตามลํ าดับ เมื่อเพ่ิมระยะเวลาที่ใชในการสกัด AFM1 ออกจาก HSCAS เปน 15 และ 
30 นาที % recovery กลับมีคาลดลง อยางผกผันกับเวลาที่เพ่ิมมากขึ้น

การทดลองนี้สรุปไดวา การใชอัตราสวนระหวางตัวทํ าละลายผสม (H2O:Methanol: Acetonitrile ใน
อัตราสวน 57:23:20) กับ HSCAS ในอัตราสวน 5:1 ที่อุณหภูมิ 40OC ระยะเวลาสกัดนาน 15 นาที เปน
สภาวะที่ใหประสิทธิภาพในการสกัด AFM1 ออกจากการดูดซับ HSCAS ไดดีที่สุด
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ตารางที่ 13  แสดง % recovery ของการสกัด AFM1 ออกจากการดูดซับของ HSCAS โดยใชตัวทํ า
ละลายที่มีสวนผสมของ H2O:Methanol: Acetonitrile ในอัตราสวน 57:23:20 ที่สภาวะตางๆ

ตวัทํ าละลาย    อุณหภูมิ    เวลา    น้ํ าหนักของ AFM1 ที่ปรากฎในสารละลาย    คาเฉลี่ย    %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 และขอเสนอแนะ

5.1  อภิปรายผลการทดลอง

จากที่ไดกลาวไวในบทที่ 3 แลววาการวิจัยในครั้งนี้จะประกอบดวย 2 ระยะคือ ระยะที่ 1 ศึกษา   
ประสิทธิภาพของ HSCAS ในการดูดซับ AFM1 และระยะที่ 2 ศึกษาหาชนิดของตัวทํ าละลายที่เหมาะสมในการ
สกัด AFM1 ออกจากการดูดซับของ HSCAS ดังนั้นจะแยกการอภิปรายเปน 2 ระยะ ดังนี้

ระยะที่ 1 ศึกษาประสิทธิภาพของ HSCAS ในการดูดซับ AFM1

จากผลการทดลองที่ 1 และ 2 พบวา HSCAS สามารถดูดซับ AFM1 ในนํ้ ากลั่นปราศจากไอออน
และในนํ้ านมดิบได นํ้ าหนักตํ่ าที่สุดของ HSCAS ที่ใชในการศึกษาครั้งนี้คือ 0.5 g สามารถดูดซับ AFM1 ที่
ความเขมขน 10 ppb ในนํ้ าปราศจากไอออนไดประมาณ 90% และสามารถดูดซับ AFM1 ที่ความเขมขน 0.5 
ppb ในนํ้ านมดิบไดถึง 95% เม่ือนํ ามาคิดเปนสัดสวนของนํ้ าหนัก AFM1 (ng) ตอปริมาณของ HSCAS (g)
จะไดประมาณ 180 ng/g และ 50 ng/g ตามลํ าดับ แตการดูดซับ AFM1 ที่มีอยูในสารละลายจะเกิดขึ้นอยาง
สมบูรณ 100% เม่ือใชปริมาณ HSCAS มากถึง 3 g ทั้งในนํ้ ากลั่นปราศจากไอออนและนํ้ านมดิบ ซึ่งเม่ือนํ ามา
คิดเปนสัดสวนของนํ้ าหนัก AFM1 (ng) ตอปริมาณของ HSCAS (g) จะไดเทากับ 33.33 ng/g และ 8.33 
ng/g ตามลํ าดับ แสดงวาการดูดซับที่เพ่ิมขึ้นไมไดเปนสัดสวน 1:1 กับนํ้ าหนักของ HSCAS ที่เพ่ิมขึ้น (ตารางที่ 
7 และรูปที่ 8) เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพการดูดซับ AFM1 ของ HSCAS ในนํ้ ากลั่นปราศจากไอออนและ
ในนํ้ านมดิบ ไมวาจะท่ี 90% และ 100% จะเห็นวาการดูดซับในนํ้ านมเกิดขึ้นนอยกวาในนํ้ ากลั่นปราศจาก
ไอออน ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากสาเหตุที่วาในนํ้ านมดิบมีสารอาหารและแรธาตุตางๆ เชน casein, lipids, Ca, Mg, 
Mn และ Zn เปนตน ซึ่งจะไมพบสารตางๆ เหลานี้ในนํ้ ากลั่นปราศจากไอออน HSCAS มีความสามารถในการ
เขาจับกับสารอาหารและแรธาตุตางๆ ที่กลาวมานี้ไดเชนกัน (Chung et al., 1990, Chestnut et al., 1992) จึง
เปนผลทํ าใหเกิดการแยงจับกันของสารตางๆเหลานี้กับ AFM1 เปนเหตุให HSCAS เขาจับกับ AFM1 ในนํ้ า
นมดิบไดไมดีเทาในนํ้ ากลั่นปราศจากไอออน

Phillips et al. (1988) ทํ าการทดสอบการดูดซับสารพิษ AFB1 ที่ระดับความเขมขน 1 ppm ในนํ้ า
กลั่น โดยใชสารดูดซับชนิดตางๆ มาเปรียบเทียบกัน ผลการศึกษาพบวา Phyllosilicates (NovaSil) ปริมาณ 
100 mg ซึ่งเปนสารชนิดเดียวกับ HSCAS ที่ใชในการศึกษาครั้งนี้ มีเปอรเซ็นตการดูดซับ AFB1 ประมาณ
85% เม่ือนํ ามาคิดเปนอัตราสวนการดูดซับ AFB1 ตอนํ้ าหนักของ HSCAS จะไดเทากับ 8,500 ng/g ในขณะ
ที่การศึกษาครั้งนี้พบวา สัดสวนนํ้ าหนักของ AFM1 ตอนํ้ าหนักของ HSCAS ในนํ้ ากลั่นปราศจากไอออน เมื่อมี
การดูดซับที่ 89% มีคาเพียง 180 ng/g แสดงใหเห็นวา HSCAS มีความจํ าเพาะตอการดูดซับกับ AFB1 มาก
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กวา AFM1 หลายเทา ผลที่ไดนี้สอดคลองกับการศึกษาของ Phillips และคณะซึ่งไดทํ าการศึกษาเปรียบเทียบ
ประสิทธิภาพของ HSCAS ในการดูดซับระหวาง AFB1 และ AFM1 พบวา HSCAS สามารถดูดซับ AFB1 ได
มากกวา AFM1 ประมาณ 2.5 เทา (Phillips et al., 1995) สาเหตุที่ HSCAS สามารถดูดซับ AFB1 ไดมาก
กวา AFM1 อาจอธิบายไดจากความแตกตางระหวางโครงสรางของ AFB1 และ AFM1 ตรงที่ AFM1 มี –OH 
group อยูที่ตรงตํ าแหนง 9a ในขณะที่ AFB1 ไมมี (รูปที่ 1) การที่ AFM1 มี   -OH group อยูที่ตรงตํ าแหนง 
9a นี้เปนตัวกีดขวางการแทรกตัวของโมเลกุล AFM1 ในการเขาไปอยูในระหวางชั้นภายใน (Interlamellar 
layer) โมเลกุลของ HSCAS ทํ าให HSCAS ดูดซับ AFB1 ไดมากกวา AFM1  Grant and Phillips (1998) 
ศึกษาโครงสรางของ HSCAS พบวา HSCAS มีโมเลกุลขนาดใหญ ภายในโมเลกุลมีลักษณะเรียงเปนชั้นๆ พ้ืนที่
ผิวทั้งหมดของ HSCAS มีขนาด 848 m2/g  ตอมาในป ค.ศ. 1999 Phillips ทํ าการศึกษาถึงกลไกของการดูด
ซับระหวาง AFB1 กับ HSCAS พบวาบริเวณที่เกิดการจับกับ AFB1 บนโมเลกุลของ HSCAS มีดวยกัน 2 สวน
คือ สวนผิวนอกของโมเลกุลซึ่งมีการดูดซับ AFB1 เพียงเล็กนอย และสวนระหวางชั้นภายใน (Interlamellar 
region) โมเลกุลของ HSCAS ซึ่งการดูดซับ AFB1 จะเกิดขึ้นที่สวนนี้เปนสวนมาก Phillips สันนิฐานวา การดูด
ซับที่เกิดขึ้นระหวางชั้นภายในโมเลกุลของ HSCAS นี้นาจะเกิดจากการที่ AFB1 มีโมเลกุลอยูในลักษณะเปน
แนวระนาบ (Planar) เดียวกับพ้ืนผิวระหวางชั้นภายในโมเลกุลของ HSCAS  ดังนั้นการที่ AFM1 มี –OH 
group อยูที่ตรงตํ าแหนง 9a เพ่ิมขึ้นมาทํ าใหแนวระนาบผิดรูปไป จึงทํ าใหการแทรกตัวของ AFM1 ผานเขาไป
ในระหวางชั้นภายในโมเลกุลของ HSCAS เปนไปไดยากกวา AFB1 (Phillips et al., 1995)

ศุภรัตน (2540) ไดทํ าการทดสอบโดยใชสาร Bentonite และ Zeolite อยางละ 5 กรัม เติมลงในนํ้ า
นมพาสเจอรไรสที่มี AFM1 ปนเปอนอยู 1 ppb ปริมาตร 200 มิลลิลิตร พบวาสาร Bentonite และ Zeolite 
สามารถดูดซับ AFM1 ได 100% และ 89% ตามลํ าดับ ตอมาไดทํ าการทดลองโดยใชสาร Bentonite ปริมาณ 
0.3 กรัม เติมลงในนํ้ ากลั่น และนํ้ านมดิบที่มี AFM1 ปนเปอนอยู 10 ppb ผลที่ไดคือสาร Bentonite สามารถ
ดูดซับ AFM1 ทั้งในนํ้ ากลั่นและในนํ้ านมดิบไดถึง 666.66 ng/g (ศุภรัตน, 2542) ซึ่งแสดงวา Bentonite มี
ประสิทธิภาพในการดูดซับ AFM1 ไดดีกวา HSCAS ความแตกตางนี้อาจเนื่องมาจากกลไกการเขาจับ AFM1 
ของสาร Bentonite และ HSCAS มีความแตกตางกัน

Scheideler (1993) ทํ าการการศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพการจับกับ AFB1 ของ 
Aluminosilicates ที่ผลิตโดยบริษัทตางๆ ที่ผลิตและจํ าหนายตามทองตลาดไดแก Ethacal, NovasilTM, Perlite 
และ Zeobrite พบวามีความสามารถในการดูดซับ AFB1 แตกตางกันตั้งแต 0.06 – 0.80 ug/g แสดงใหเห็น
วาความแตกตางทางโครงสรางและคุณภาพของ Aluminosilicates ที่นํ ามาใชมีผลใหประสิทธิภาพในการดูดซับ 
AFB1 ไดไมเทากัน ในการศึกษาครั้งนี้ใช NovaSilplusTM เพียงตัวเดียวเทานั้น จึงเปนประเด็นที่นาสนใจวาใน
การศึกษาครั้งตอไปในอนาคตควรมีการนํ าเอา Aluminosilicates ชนิดอ่ืนๆ มาทดสอบประสิทธิภาพการดูดซับ
กับ AFM1 เพ่ือจะไดเห็นถึงประสิทธิภาพของ Aluminosilicates ชนิดตางๆ
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ระยะที่ 2 ศึกษาหาชนิดของตัวทํ าละลายที่เหมาะสมในการสกัด AFM1 ออกจากการดูดซับของ
HSCAS

การศึกษาในระยะนี้ เลือกใชนํ้ าหนักของ HSCAS 3 g เพราะเปนระดับที่สามารถดูดซับ AFM1 ใน
สารละลายได 100% เพ่ือใหผลการศึกษามีความชัดเจน และเชื่อม่ันไดมากขึ้น

จากผลการทดลองที่ 3 พบวาตัวทํ าละลายผสมที่ใชในการสกัด AFM1 ซึ่งมีสวนผสมของสารละลาย 
3 ชนิดไดแก H2O : Methanol : Acetonitrile ในอัตราสวน 57:23:20 เปนตัวทํ าละลายชนิดเดียวที่มีความ
สามารถในการสกัด AFM1 ออกจากการดูดซับของ HSCAS สามารถอธิบายสิ่งท่ีเกิดขึ้นไดดังนี้คือ เมื่อพิจารณา
ถึงคุณสมบัติทางเคมีของ AFM1 และ HSCAS แลวจะเห็นวา AFM1 นั้นสามารถละลายไดดีในตัวทํ าละลาย
อินทรียที่มีขั้วหลายชนิด เชน Methanol, Acetonitrile, Ethanol, Chloroform และสามารถละลายไดเล็กนอยใน 
H2O แตจะไมละลายในตัวทํ าละลายอินทรียที่ไมมีขั้วเชน Petroleum ether และ Hexane  จากผลการศึกษาของ 
Grant and Phillips (1998) พบวา HSCAS มี trace metals 5 ชนิด คือ Al, Ca, Fe, Mg และ Si อยูในโครง
สรางของมัน ดังนั้นเมื่อ HSCAS ดูดซับ AFM1 ไวแลวจะทํ าใหเกิด chemisorption ภายใน interlamellar 
region โดยมี metal edge site จาก Al, Fe, Mg และ Si ทํ าหนาท่ีดูดซับสารพิษอะฟลาท็อกซิน จากบริเวณสวน
นอก (exterior) ของพื้นผิว ทํ าให HSCAS สามารถจับกับสารพิษอะฟลาท็อกซินไดอยางแนนหนา ซึ่งเหตุผลนี้
อาจใชอธิบายความยากในการสกัด AFM1 ออกจากการดูดซับของ HSCAS สารละลายอินทรียเพียงชนิดเดียว
อาจจะไมมีความสามารถเพียงพอที่จะสกัด AFM1 ออกมาได ดังนั้นอาจตองมีการผสมสารละลายอินทรียเคมี
หลายๆชนิดเขาดวยกัน เพ่ือเพ่ิมความสามารถที่จะสกัด AFM1 ออกจากการดูดซับของ HSCAS

เม่ือพิจารณาถึงคุณสมบัติของ HSCAS คือมีความสามารถในการรับหรือปลอยนํ้ าออกจากโครงสราง
ไดเปนอยางดี และมีคุณสมบัติในการแลกเปลี่ยนประจุ (Mumpton and Fishman, 1977) แสดงใหเห็นวา 
HSCAS เปนสารที่มีขั้วมากพอสมควร ดังนั้นเมื่อนํ า HSCAS มาผสมเขากับสารละลายที่มีขั้วนอย หรือไมมีขั้ว 
ดังเชนสารละลายที่ใชในการทดลองที่ 3 นี้ไดแก Benzene, n-Hexane, Cyclohexane, Toluene, Diethyl ether, 
Chloroform, Methylene chloride และ Isopropanol สาร HSCAS จะเกิดการจับตัวเปนกอนนิ่มๆ คลายดินนํ้ า
มัน อาจเนื่องมาจากเพราะโดยธรรมชาติแลวสารที่มีขั้ว จะผสมเขาดวยกันดวยดีกับสารที่มีขั้ว และจะแยกชั้นเมื่อ
ผสมลงในสารที่ไมมีขั้ว เชน นํ้ ากับนํ้ ามัน เปนตน ดังนั้นนี้คือเหตุผลที่วาทํ าไมสารละลายชนิดตางๆ ที่ใชในการ
ทดลองที่ 3 จึงไมมีความสามารถในการสกัด AFM1 ออกจากการดูดซับของ HSCAS

จากผลการทดลองที่ 4 พบวาสภาวะท่ีดีที่สุดสํ าหรับการสกัด AFM1 ออกจากการดูดซับของ 
HSCAS คือท่ีอุณหภูมิ 40 OC และใชเวลาในการสกัดนาน 15 นาที ผลที่พบนี้แสดงถึงวาปฏิกิริยาในการสลาย
พันธะที่ใชจับกันระหวาง AFM1 และ HSCAS นั้นจะตองใชอุณหภูมิที่สูงพอสมควรและที่สํ าคัญจะตองใชระยะ
เวลาในการสกัดอยางเหมาะสม เพ่ือให AFM1 ถูกแยกออกจากการจับของ HSCAS ไดอยางมีประสิทธิภาพ ใน
กรณีที่ใชระยะเวลาในการสกัดแยกนานเกินไปคือ 30 นาที เปนผลทํ าให % recovery เทากับ 0 อาจเนื่องมาจาก
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การใหความรอนที่ 40 OC นาน 30 นาที มีผลทํ าใหตัวทํ าละลายตางๆ เชน Acetonitrile และ Methanol ที่อยูใน
สวนผสมนั้นมีการระเหยไปบางสวน ทํ าใหอัตราสวนของตัวทํ าละลายผสม (H2O : Methanol : Acetonitrile ใน
อัตราสวน 57:23:20) ที่ใชในการสกัดแยก AFM1 มีอัตราสวนเปลี่ยนแปลงไป เปนเหตุใหประสิทธิภาพในการ
สกัด AFM1 ออกจากการดูดซับของ HSCAS ลดลง  สวนในกรณีที่ใชระยะเวลาในการสกัดแยกนอยเกินไปคือ 
5 นาทีนั้น อาจกลาวไดวาปฏิกิริยาในการสกัดแยกยังเกิดขึ้นไดไมสมบูรณดี จึงเปนผลทํ าให % recovery ที่
อุณหภูมิ 40 OC ระยะเวลาในการสกัดนาน 5 นาที มีคานอยกวา % recovery ที่อุณหภูมิ 40 OC เวลาในการ
สกัด 15 นาที

ในรายงานของ Phillips et al. (1995) ไดกลาวไวอยางคราวๆ ถึงผลการศึกษาที่นํ า HSCAS มา
ประยุกตใชเพ่ือการวิเคราะห AFB1 ในสารสกัดจากขาวโพดดังนี้คือ ทํ าการศึกษาโดยนํ า HSCAS มาเคลือบไว
บนผิวของเม็ดทรายเพื่อเพ่ิม Hydraulic conductivity และทํ าใหการกรองผานของสารละลายดีขึ้น จากนั้นจะนํ า 
HSCAS ไปอบที่อุณหภูมิ 55 OC เปนเวลา 1 ชั่วโมง แลวนํ าไปกรองผานตะแกรงที่มีขนาด 125 µm และ 300
µm นํ ามาบรรจุลงในคอลัมนแกวขนาดเล็กท่ีเคลือบไวดวยเซลลูโลส โดยจะเรียกคอลัมนนี้วา HSCAS-packed 
column เพ่ือใชสํ าหรับสกัดแยก AFB1 ผลการศึกษาพบวาการแยก AFB1 ออกจากสารอื่นๆ โดยใช HSCAS-
packed column ใหผลดีเมื่อเปรียบเทียบกับการแยกโดยใช Immunoaffinity column ดังแสดงใหเห็นในรูปที่ 7 
อยางไรก็ตามรายงานฉบับนี้ไมไดกลาวถึงชนิดของตัวทํ าละลายที่ใชในการสกัด AFB1 ออกจาก HSCAS-
packed column เม่ือนํ ามาเปรียบเทียบกับผลการทดลองที่ 4 พบวาการศึกษาในขั้นตนนี้ HSCAS มีความ
สามารถในการดูดซับกับ AFM1 ที่ปนเปอนอยูในนํ้ านมดิบ และสามารถสกัดแยก AFM1 ออกจากการดูดซับ
ของ HSCAS ไดเชนกัน แตผลที่ไดในขั้นตนนี้อาจจะยังไมเปนที่นาพอใจนักเพราะการสกัดดวยตัวทํ าละลายที่ดี
ที่สุดให % recovery เพียง 32% แสดงวาควรตองมีการดัดแปลง HSCAS กอนนํ ามาใชในการสกัดแยก AFM1
ออกจากนํ้ านมดิบ ในทํ านองเดียวกับการศึกษาของ Phillips และ Sarr เพ่ือให HSCAS อยูในสภาพที่เหมาะสม
สํ าหรับการนํ ามาใชในงานวิเคราะห

5.2  สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ

จากที่ไดกลาวแลวในขางตนวาการศึกษาถึงวิธีการสกัดแยก AFM1 ออกจากการดูดซับของ HSCAS
ในปจจุบันนั้นยังไมมีรายงาน การศึกษาครั้งนี้จึงเปนการศึกษาครั้งแรกเก่ียวกับการนํ าเอา HSCAS มาประยุกต
ใชประโยชนในการสกัดแยก AFM1 ออกจากการดูดซับของ HSCAS ดังนั้นจะขอสรุปผลการทดลองและเสนอ
แนะในแงของการนํ าเอา HSCAS มาประยุกตใชประโยชน เพ่ือพัฒนาเปนชุดตรวจสอบสํ าหรับการสกัดแยกและ
วิเคราะหปริมาณ AFM1 ที่ปนเปอนในนํ้ านมดิบ และผลิตภัณฑนมตอไปในอนาคต

1. ปริมาณสาร HSCAS ที่ 3.0 กรัม มีประสิทธิภาพเพียงพอที่จะดูดซับ AFM1 ที่ระดับความเขมขน 
10 ppb ในนํ้ าปราศจากไอออนออกไดทั้งหมด โดยใชเวลาในการดูดซับที่ 5 นาที
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2. ปริมาณสาร HSCAS ที่ 3.0 กรัม สามารถดูดซับ AFM1 ในนํ้ านมดิบที่ระดับความเขมขน 0.5 
ppb ไดอยางมีประสิทธิภาพ 100% โดยใชเวลาในการดูดซับ 5 นาที

3. ตัวทํ าละลายผสมซึ่งประกอบดวย H2O : Methanol : Acetonitrile ในอัตราสวน 57:23:20 มี
ความสามารถในการสกัดแยก AFM1 ออกจากการดูดซับของ HSCAS ได

4. ในการสกัด AFM1 ออกจากการดูดซับของ HSCAS จะตองใชสภาวะท่ีอุณหภูมิ 40 OC  และใช
เวลาในการสกัดนาน 15 นาที จะเปนสภาวะที่ดีที่สุดสํ าหรับการสกัดแยก AFM1 ออกจากการดูดซับของ 
HSCAS โดยอัตราสวนของตัวทํ าละลายผสม (H2O : Methanol : Acetonitrile ในอัตราสวน 57:23:20) : 
HSCAS ที่ 5:1 จะเปนอัตราสวนที่ให % recovery ที่สูงท่ีสุดสํ าหรับในการศึกษาครั้งนี้

ประโยชนที่ไดจากการศึกษาในครั้งน้ี
เปนการสรางขอมูลพ้ืนฐานในการนํ า HSCAS มาพัฒนาเปนชุดตรวจสอบสํ าหรับสกัด

แยก AFM1 ที่ปนเปอนในนํ้ านมดิบและผลิตภัณฑนมตอไปในอนาคต

ขอเสนอแนะสํ าหรับงานตอไปในอนาคต

1. ควรทํ าการทดสอบประสิทธิภาพของตัวทํ าละลายอ่ืนๆ ที่นอกเหนือจากที่ใชในการทดลองนี้ เพ่ือ
การสกัดแยก AFM1 ออกจากการดูดซับของ HSCAS เชนทดสอบตัวทํ าละลายผสมของตัวทํ าละลายอินทรียใน
สัดสวนตางๆ การปรับคา pH ของตัวทํ าละลาย หรือหาอัตราสวนของตัวทํ าละลายผสม : HSCAS ที่ให % 
recovery ที่มากที่สุด เปนตน

2. ควรมีการนํ า Aluminosilicate ชนิดตางๆ นอกเหนือจาก NovaSilplusTM โดยเฉพาะอยางยิ่ง 
Aluminosilicate ที่สามารถพบและผลิตไดเองในประเทศไทยมาทํ าการทดสอบความสามารถในการดูดซับกับ 
AFM1 เพ่ือจะไดทราบถึงประสิทธิภาพของ Aluminosilicate ที่สามารถผลิตไดเองในประเทศไทยเปรียบเทียบ
กับ Aluminosilicate ที่นํ าเขาจากตางประเทศ

3. ควรทํ าการศึกษาเพ่ิมเติมถึงวิธีที่จะเพ่ิมประสิทธิภาพการสกัดแยก AFM1 ออกจาก HSCAS เชน 
การนํ า HSCAS มาเคลือบไวบนผิวของเม็ดทรายเพื่อเพ่ิม Hydraulic conductivity และทํ าใหการกรองผานของ
สารละลายดีขึ้น หรือการนํ า HSCAS ไปอบที่อุณหภูมิ 55 OC เปนเวลา 1 ชั่วโมง, การนํ า HSCAS ไปกรองผาน
ตะแกรงที่มีขนาด 125 µm และ 300 µm และนํ าสาร HSCAS มาบรรจุลงในคอลัมนแกวขนาดเล็กท่ีเคลือบไว
ดวยเซลลูโลส เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการสกัดแยก AFM1 เปนตน
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ภาคผนวก  ก

การวิเคราะหหาปริมาณ AFM1 โดยเทคนิค HPLC

สภาวะที่ใชในการวิเคราะหประกอบดวย
- 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 าแหนง Retention time ประมาณ 6.8 + 0.1 นาที โดยที่คา Retention 
time ที่ไดในแตละครั้งจะมีไมแนนอน ขึ้นกับการเตรียมสารละลาย Mobile Phase ในแตละครั้ง ดังนั้นในการ
เตรียม Mobile Phase ควรเตรียมใหเหมาะสมกับการใชงานในแตละครั้ง แตอยางไรก็ตามกอนที่จะเริ่มการ
ทํ างานในแตละวันนั้น ไดมีการฉีดสารมาตรฐาน AFM1 ในชวงความเขมขน 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 และ 3.0 
ppb เพ่ือสรางกราฟเทียบมาตรฐาน โดยจะตองมีคา Correlation coefficient (r2) ไมนอยกวา 0.995 กอนที่จะ
ฉีดสารตัวอยาง ถาคา Correlation coefficient ยิ่งสูงจะแสดงถึงวิธีที่ใชในการวิเคราะหมี linearity ที่ดี จะทํ าให
ผลที่ไดจากการทดลองมีความความถูกตองและเพ่ิมความแมนยํ าในการวิเคราะห

    รูปแสดง Calibration Curve Graph โดยเครื่องคอมพิวเตอรจะคํ านวณ
    คา Correlation coefficient (r2) ที่ไดจากการฉีดสารมาตรฐาน AFM1
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    Chromatogram ของสารมาตรฐาน AFM1          Chromatogram ของสารมาตรฐาน AFM1
          ที่ระดับความเขมขน 0.5 ppb                ที่ระดับความเขมขน 1.0 ppb

Chromatogram ของสารมาตรฐาน AFM1          Chromatogram ของสารมาตรฐาน AFM1
          ที่ระดับความเขมขน 1.5 ppb                ที่ระดับความเขมขน 2.0 ppb

Chromatogram ของสารมาตรฐาน AFM1          Chromatogram ของสารมาตรฐาน AFM1
          ที่ระดับความเขมขน 2.5 ppb                ที่ระดับความเขมขน 3.0 ppb
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ภาคผนวก  ข

การวิเคราะหหาปริมาณ AFM1 โดยใช AflaM1TM column

ขั้นตอนการวิเคราะห
1. นํ านํ้ านมดิบปริมาตร 50 ml ใสลงในหลอดเซนติฟวจที่มีฝาปด
2. นํ าไปเซนตริฟวจที่ 3000 rpm เปนเวลา 15 นาที จากนั้นทํ าการแยกชั้นไขมันที่อยูดานบนออก

ใหหมด
3. ปเปตนํ้ านมดิบที่ไดผานลงสู AflaM1TM column ปลอยใหนํ้ านมดิบผานลงสูคอลัมน โดยควบ

คุมใหมีอัตราการไหล 1 หยดตอวินาที
4. ชะลางสิ่งเจือปนออกจากคอลัมนดวยนํ้ าปราศจากไอออน 10 ml จํ านวน 2 ครั้ง โดยมีอัตรา

การไหล 1-2 หยดตอวินาที
5. เก็บสารละลาย AFM1 จากคอลัมนดวยสารละลายผสมของ Acetonitrile : Methanol (3:2) 

ปริมาตร 1.25 ml โดยมีอัตราการไหล 2-3 หยดตอวินาที
6. เก็บสารละลาย AFM1 จากคอลัมนอีกครั้งดวยนํ้ าปราศจากไอออน ปริมาตร 1.25 ml โดยมี

อัตราการไหล 2-3 หยดตอวินาที
7. ผสมสารละลายที่ไดใหเขากัน นํ าไปวิเคราะหหาปริมาณ AFM1 ตอดวย HPLC

Chromatogram แสดง Peak ของ AFM1 โดยใช AflM1TM column ในการสกัด
        โดย Peak ของ AFM1 ปรากฎที่ตํ าแหนง Retention time ประมาณ 6.8 + 0.1 นาที
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