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บทคดัย่อ 

 
 ในงานวิจยันีไ้ด้พฒันาวิธีการวิเคราะห์อะฟลาทอกซินบี1, บี2, จี1และจี2 ในตวัอย่างข้าว
กล้องด้วยไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี(HPLC) และการเตรียมตวัอย่างด้วยแคชเชอร์
สพบวา่เฟสเคลื่อนท่ีแบบไอโซเครตกิ เมทานอล:น า้ อตัราสว่น 45:55ให้คา่การแยกสมบรูณ์ท่ีฐาน
พีกของสารทัง้ 4 ชนิด โดยใช้ภาวะของเคร่ือง HPLC ตอ่ไปนี ้ (คอลมัน์ชนิด C-18 LiChrosper®

ขนาด 250 mm 4 mm อตัราการไหล 0.7 mL/min)ขีดจ ากดัของการตรวจวดัและขีดจ ากดัของ
ปริมาณวิเคราะห์(LOQ) ด้วยเคร่ืองมืออยู่ในช่วง 0.03-0.05 และ 0.09-0.17µg/mL ความแมน่และ
ความเท่ียงของการวิเคราะห์ด้วยHPLC อยู่ในช่วงท่ียอมรบัได้ด้วยคา่ความแมน่ 87-113 และคา่
สว่นเบ่ียงเบนมาตรฐานสมัพนัธ์ (RSD) ≤8% (ท่ิ 5 µg/mL) ≤10% (ท่ี 1 µg/mL) และ ≤ 13%(ท่ี 
LOQ)ซึ่งอยู่ในร้อยละการกลบัคืนตาม AOAC 80-110 (0.1-10 µg/mL) และRSD ≤7.3% (ท่ี5 
µg/mL)≤11% (ท่ี 1 µg/mL) และ ≤15%(ท่ี LOQ)ในการสกดัแคชเชอร์ส ได้สกดัข้าวกล้อง (2 g)ท่ี
เติมอะฟลาทอกซิน (1 µg/g)โดยใช้อะซิโตไนไตรล์(5 mL) ท่ีมNีaCl (1 g) และ MgSO4(4 g) และ
จากนัน้ก าจดัสารรบกวนด้วยการสกดัวฏัภาคของแขง็แบบดีสเพอร์ซีฟโดยตวัดดูซบั 3 ชนิด (50 
mg) เชน่PSA, C-18 และ PSA:C-18ประเมินโดยใช้ ANOVA single factor ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 
95% พบวา่ร้อยละการกลบัคืนแตกตา่งกนัอย่างมีไมน่ยัส าคญัท่ีใช้ตวัดดูซบัทัง้ 3 ชนิดนี ้
นอกจากนีค้วามแมน่และความเท่ียงของการสกดัแคชเชอร์ส (อะฟลาทอกซินท่ีเติมลงในข้าวกล้อง 
1 µg/g) อยูใ่นช่วงท่ียอมรับได้ของการกลบัคืน 82-101%และRSD ≤11%(ยกเว้นร้อยละการ
กลบัคืน76%และRSD ≤15%ส าหรับจี2 ท่ีใช้ตวัดดูซบั PSA:C-18) ซึ่งอยูใ่นช่วงท่ียอมรับได้ของ 
AOAC ส าหรับการกลบัคืน 80-110%และ RSD ≤ 11% 
 
ค าส าคัญ: เทคนิค QuEChERS, อะฟลาทอกซิน, ตวัดดูซบัชนิดของแขง็, ข้าวกล้อง 
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Abstract 

 
 In this work, a method for quantitative determination of aflatoxins, including B1, B2, 
G1 and G2, in brown rice were developed using high performance liquid chromatography 
(HPLC) and QuEChERS sample preparation. An isocratic mobile phase of 45:55 
methanol:water was found to achieve baseline resolution of these four analytes, using the 
following HPLC conditions: C-18 column (LiChrosper®, 250 mm length, 4 mm dimension), 
flow rate of 0.7 mL/min. Instrumental LOD and LOQ for four analytes were obtained to be 
and 0.03-0.05and 0.09-0.17 µg/mL, respectively. Acceptable accuracy and precision in 
HPLC quantitative analysis were obtained with accuracy of 87-113, and RSD≤8% (5 
µg/mL),≤ 10% (1 µg/mL) and ≤ 13% (LOQ), within AOAC recovery of 80-110% (0.1-10 
µg/mL) and AOAC RSD ≤ 7.3% (5 µg/mL), ≤11% (1 µg/mL) and ≤15% (LOQ). In 
QuEChERS extraction, brown rice (2 g)spiked with aflatoxins 1 µg/g was extracted using 
acetonitrile (5 mL) in a presence of NaCl (1 g) and  MgSO4 (4 g), and then cleaned up 
based on dispersive solid phase extraction (dSPE) usingthree types of sorbents (50 mg) 
such as PSA, C-18,PSA:C-18. Evaluating by anANOVA single factor at the confidence level 
of 95%, non-significant different in recovery of four analytes was found these three sorbents 
used.In addition, acceptable accuracy and precision of QuEChERS extraction (1 µg/g 
aflatoxins spiked in brown rice) were obtained with recovery of 82-101%and RSD ≤ 11%, 
except for recovery of 76% and RSD of 15% for G2 with PSA:C-18 used, within AOAC 
acceptable recovery of 80-110% and RSD ≤ 11%. 
Keyword: QuEChERS, aflatoxin, sorbent, brown rice 
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4.2 สมการเส้นตรงของกราฟสอบเทียบ, คา่เฉล่ียเวลารีเทนชนั (tr) ของสารมาตรฐาน 20 
 อะฟลาทอกซิน 
4.3 คา่ความแมน่เฉล่ียคา่เบ่ียงเบนมาตรฐาน ความเท่ียงในการวิเคราะห์และ 25 
 เกณฑ์การยอมรับได้ของ AOAC ของสารมาตรฐานอะฟลาทอกซิน จี2, จี1, บี2 
 และบี1 ภายในวนัเดียวกนั 
4.4 คา่ความแมน่เฉล่ียคา่เบ่ียงเบนมาตรฐาน ความเท่ียงในการวิเคราะห์และ 25 
  เกณฑ์การยอมรับได้ของ AOAC ของสารมาตรฐานอะฟลาทอกซิน จี2, จี1, บี2 
 และบี1 ตา่งวนักนั 
4.5 ข้อมลูคา่เฉล่ียร้อยละของการกลบัคืน, ความเท่ียงของการศกึษาและ 27   
 คา่ P-Value ท่ีค านวณด้วย Anova: Single factor 
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1.1 ความเป็นมาและมูลเหตุจูงใจในการน าเสนอโครงการ 

ข้าวเป็นอาหารหลักของคนไทย อีกทัง้ยังเป็นพืชเศรษฐกิจของประเทศไทยท่ีมีช่ือทาง
วิทยาศาสตร์วา่ Oryza sativa ถือเป็นแหลง่คาร์โบไฮเดรตท่ีส าคญั ในอดีตคนไทยนิยมรับประทาน
ข้าวสารหรือข้าวท่ีผา่นการขดัสี แตใ่นปัจจุบันนิยมคนไทยนัน้รักษาสขุภาพมากขึน้จึงเปลี่ยนจาก
การบริโภคข้าวขาวขัดสีมารับประทานข้าวกล้อง แม้ว่าข้าวขัดสีและข้าวกล้องมีปริมาณ
พลงังาน คาร์โบไฮเดรต และโปรตีนใกล้เคียงกัน แต่กระบวนการผลิตและสมบัติทางโภชนาการ
อ่ืนๆแตกต่างกัน เมื่อเปลือกของเมล็ดข้าวเปลือกถูกกะเทาะออกจะได้ข้าวกล้อง ถ้าต้องการได้
ข้าวสารผิวของเมลด็ข้าวอีกชัน้หนึ่งคือเย่ือหุ้มเมลด็และจมกูข้าวจะถกูขดัสีออกไปซึ่งท าให้วิตามิน
และสารอาหารอ่ืนๆลดลงเช่น วิตามินบี1 วิตามินบี2 วิตามินบี6 ธาตุเหล็กและแมกนีเซียม        
ข้าวกล้องมีระยะในการเก็บรักษาน้อยเพราะเกิดความชืน้ง่ายจึงท าให้เกิดเชือ้ราจ าพวกไมโคทอก
ซิน ซึ่งการวิเคราะห์ไมโคทอกซิข้าวมีหลากหลายวิธี ได้แก่ ไฮเพอร์ฟอร์มานซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี 
(HPLC) แก๊สโครมาโทกราฟี (GC) และไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์โครมาโทกราฟีต่อด้วยเคร่ืองมืออ่ืนๆ  
เป็นต้น แตย่งัไมป่รากฎวิธีวิเคราะห์ตวัอย่างข้าวกล้องท่ีเตรียมด้วยเทคนิคแคชเชอร์สแล้วท าการ
กรองด้วยตวัดดูซบัของแขง็ (dispersive solid phase extraction) 
 1.1.1  ข้อมูลเบือ้งต้นของสาร 
 อะฟลาทอกซิน[1] ได้จากเชือ้ราสายพนัธ์ Aspergillus flavus หรือ Aspergillus 
parasiticus มี 4 ชนิด ได้แก่ อะฟลาทอกซินบี1, อะฟลาทอกซินบี2, อะฟลาทอกซินจี1 และอะฟลา
ทอกซินจี2 อะฟลาทอกซินจดัเป็นสารก่อมะเร็ง เน่ืองจากสารดงักลา่วจะรบกวนการท างานของ
ระบบภมูิคุ้มกนัในร่างกาย และก่อให้เกิดความผิดปกติของทารกในครรภ์ 
 
 
 
  

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%9E%E0%B8%A5%E0%B8%B1%E0%B8%87%E0%B8%87%E0%B8%B2%E0%B8%99
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%84%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B9%8C%E0%B9%82%E0%B8%9A%E0%B9%84%E0%B8%AE%E0%B9%80%E0%B8%94%E0%B8%A3%E0%B8%95
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%82%E0%B8%9B%E0%B8%A3%E0%B8%95%E0%B8%B5%E0%B8%99
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%88%E0%B8%A1%E0%B8%B9%E0%B8%81%E0%B8%82%E0%B9%89%E0%B8%B2%E0%B8%A7&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%A7%E0%B8%B4%E0%B8%95%E0%B8%B2%E0%B8%A1%E0%B8%B4%E0%B8%99
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%A7%E0%B8%B4%E0%B8%95%E0%B8%B2%E0%B8%A1%E0%B8%B4%E0%B8%99
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%AA%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%AD%E0%B8%B2%E0%B8%AB%E0%B8%B2%E0%B8%A3
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%A7%E0%B8%B4%E0%B8%95%E0%B8%B2%E0%B8%A1%E0%B8%B4%E0%B8%99%E0%B8%9A%E0%B8%B51
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%A7%E0%B8%B4%E0%B8%95%E0%B8%B2%E0%B8%A1%E0%B8%B4%E0%B8%99%E0%B8%9A%E0%B8%B52
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%A7%E0%B8%B4%E0%B8%95%E0%B8%B2%E0%B8%A1%E0%B8%B4%E0%B8%99%E0%B8%9A%E0%B8%B56
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%98%E0%B8%B2%E0%B8%95%E0%B8%B8%E0%B9%80%E0%B8%AB%E0%B8%A5%E0%B9%87%E0%B8%81
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%81%E0%B8%A1%E0%B8%81%E0%B8%99%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%8B%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B8%A1
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รูป 1.1 แสดงโครงสร้างอะฟลาทอกซินบี1                     รูป 1.2 แสดงโครงสร้างอะฟลาทอกซินบี2 
 

O

O O

O

O

CH3

O

O                            

O

O O

O

O

CH3

O

O  
รูป 1.3 แสดงโครงสร้างอะฟลาทอกซินจี1                   รูป 1.4 แสดงโครงสร้างอะฟลาทอกซินจี2 
 
 
1.2 งานวจิัยท่ีเก่ียวข้อง 
 Bankole[2]และคณะได้ท าการศกึษาการปนเปือ้นของเชือ้ราโดยเฉพาอะฟลาทอกซินบี1 
ในเมลด็ของแตงโมโดยเลือกซือ้แบบสุม่จากชาวไร่ในไร่ตามป่าชืน้และทางเหนือของทุ่งหญ้าสะวนั
นาท่ีประเทศไนจีเรีย ในขัน้ตอนการเตรียมตวัอย่างผู้ศกึษาได้น าเมลด็มาท าการสกดัผสมกบัเมทา
นอล (methanol) และน า้ท่ีอตัราสว่น 70:30 จากนัน้ท าการกรองสญูญากาศแล้วใสโ่ซเดียมคลอ
ไรด์ (NaCl) กบั n-hexane รอสารสกดัแยกชัน้แล้วน าชัน้ methanol มากรองใสส่ารคลอโรฟอร์ม
กรองอีกครัง้จึงน าไประเหยแห้งท าการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคทินเลเยอร์โครมาโทกราฟฟีใช้เฟส
เคลื่อนท่ี (mobile phase) คือ โทลอีูน, ไอโซเอมิลและ methanol การจากวิเคราะห์พบวา่มีอะ 
ฟลาทอกซินบี1 ของตวัอย่างในป่าชืน้ 14.8 µg/kg และท่ีทางเหนือของทุ่งหญ้าสะวนันา 11.3 
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µg/kg ได้ร้อยละการกลบัคืน (%recovery) ของอะฟลาทอกซินบี1 จากการเติมสารละลาย
มาตรฐานลงไปถึง 86.5 และได้คา่เฉล่ียของสมัประสิทธ์ิของความผนัแปร (RSD) 10.3% 
 Kleigrewe[3] และคณะวิเคราะห์ฟรูาซินซี ในช่วงต้นของผลของข้าวโพดและข้าวโพดโดย
น าตวัอย่างมาบดให้ละเอียดใสใ่นหลอดเซน็ตริฟิวก์ท าการเติมน า้และอะซิโตนไนไทร(acetonitrile) 
แล้วน าไปเขย่าด้วยเคร่ืองเขย่าสาร จากนัน้เติมแมกนิเซียมซลัเฟต (MgSO4) และ NaCl ป่ันหมนุ
ด้วยเคร่ืองเซ็นตริฟิวก์น าสว่นท่ีใสท่ีได้มาเติม MgSO4 และ primary secondary amine (PSA) 
เพ่ือก าจดัสารรบกวนแล้วเขย่าจากนัน้น าไปเซน็ตริฟิวก์อีกเป็นครัง้ท่ีสองแล้วเติมตวัดดูซบัแล้ว
น าไประเหยและเติมตวัท าละลาย methanol:น า้ ท่ีอตัราส่วนเท่ากบั 50:50 แล้วท าการเซ็นตริฟิวก์
รอบสดุท้าย น าสว่นท่ีเป็นของเหลวมาวิเคราะห์ด้วยเทคนิคไฮเพอร์ฟอร์มานซ์ลคิวิดโครมาโทกราฟี
เท็นเดม็แมสสเปกโทรเมทรี (HPLC-MS/MS) ให้ mobile phase methanol:tetrahydropholate 
เป็นสารละลายชนิดเอ สารละลายชนิดบีเป็นน า้ใช้การท าให้ระบบเฟสเลื่อนท่ี (mobile phase) 
เป็นแบบ gradient elution ได้ %recovery ของวิธีนีเ้ท่ากบั 80 

Rubert[4] และคณะได้ท าการศกึษาเก่ียวกบัเทคนิคการสกดัไมโคทอกซินทัง้ 14 ชนิดด้วย
และก าจดัสารรบกวนด้วย matrix solid-phase dispersion (MSPD) โดยมาประยกุตใ์นการสกดั
ไมโคทอกซินจากตวัอย่างผงแป้งซึ่งเก็บตวัอย่างจากร้านค้าทัว่ไปจากการศกึษาพบไมโคทอกซิน
จ านวน 9 ชนิด ได้แก่ นิวาลีนอล (Nivalenol) และ บิวเวอร์เรีย (Beauvericin) ซึ่งเป็นไมโคทอกซิน
ท่ีปนเปือ้นจากขัน้ตอนนวดแป้งขนมปัง ขัน้ตอนการเตรียมตวัอย่างเร่ิมจากการบดตวัอย่างผสมกบั
คาร์บอน18 (C-18) ผสมจนเป็นเนือ้เดยีวกนั เติมสารละลายมาตรฐานลงในตวัอย่างแล้วตัง้ทิง้ไว้ท่ี
อณุหภมูิห้องเป็นระยะเวลา 3 ชัว่โมง แล้วสกดัด้วยตวัท าละลาย acetonitrile:methanol (50:50) 
จากนัน้น าไปกรองด้วยเคร่ืองกรองสญูญากาศแล้วท าให้แห้งน าสว่นท่ีแห้งละลายด้วยmethanol 
น าสารละลายท่ีได้ไปวิเคราะห์ด้วยเคร่ืองลิควิดโครมาโทกราฟีเท็นเดม็แมสสเปกโตรเมทรี        
(LC-MS/MS) ในขัน้ตอนวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง LC-MS ใช้คอลมัน์ประเภท C-18 เฟสเคลื่อนท่ี
(mobile phase) เป็นแบบ gradient elution โดย mobile phase เป็นสารละลายเอมโมเนียมฟอ
เมต (amoniumformate) ท่ีความเข้มข้น 5 mM สารละลายกรดฟอร์มิก (formic acid) ท่ีความ
เข้มข้น 0.1% โดยปริมาตร อตัราการไหลของสารเท่ากบั 0.3 mL/s จากผลการทดลองพบวา่
เทคนิค  MSDP ในผลในการสกดัสารไมโคทอกซินได้ด ี
 Antonia[5]  และคณะได้ท าการศกึษาไมโคทอกซิน 10 ชนิดซึ่งมีอยู่ในไขโ่ดยใช้อลัตร้าไฮ
เพอร์ฟอร์มานซ์ลิควิดโครมาโทกราฟีเท็นเดม็แมสสเปกโทรเมทรี (UHPLC-MS/MS) 



4 

 

 

ในการตรวจสอบสารพบวา่วิธีนีส้ามารถวิเคราะห์ไมโคทอกซินได้ 5 ชนิดจากทัง้หมด 10 ชนิดใน
ระยะเวลา 7 นาที โดยใช้วิธีการสกดัจากไขด้่วยวิธีแคชเชอร์ส (QuEChERS) และไมผ่า่นขัน้ตอน
การท าก าจดัสารรบกวนในการสกดัการตรวจวดัไมโคทอกซินในไขส่ามารถตรวจวดัได้ดีขึน้ โดยใส่
สารมาตรฐานลงไป (spiked) ท่ีความเข้มข้น 10, 25, 50 และ 100 µg/kg ได้ %recovery อยู่
ในช่วง 70-110 ยกเว้นอะฟลาทอกซิน G1 ท่ี 10 µg/kg และอะฟลาทอกซิน G2 ท่ี 50 µg/kg ท่ีได้
คา่RSD ต ่ากวา่ 25% ในทกุกรณีขีดจ ากดัการวดั (LOD) อยู่ในช่วง 1 µg/kg ถึง 5 µg/kg (ส าหรับ 
อะฟลาทอกซินบี1, บี2 และจี1) และได้คา่ขีดจ ากดัปริมาณวิเคราะห์ (LOQ) อยู่ในช่วง 1 µg/kg 
ถึง 10 µg/kg (ส าหรับอะฟลาทอกซินบี1, บี2 และจี1)  

Yeko[6] และคณะท าการวิเคราะห์ไมโคทอกซินจากเมลด็ข้าวสาลี (semolina) จ านวน 10 
ชนิด โดยใช้เทคนิค QuEChERS ในการสกดัตวัอย่าง สว่นการระบสุารใช้ GC-MS วิเคราะห์สารได้
ภายในระยะเวลา 16 นาที ได้ %recovery จากการค านวณเปรียบเทียบระหวา่งคา่ท่ีตรวจวดัได้
ตากตวัอย่างท่ีไมไ่ด้ spiked และตวัอย่างท่ีผา่นการ spiked คา่ท่ีค านวณได้อยูใ่นช่วง 74-124 
ตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีการภายในวนัเดยีวกนัและตา่งวนักนัมีคา่อยูใ่นเกณฑ์มาตรฐาน
ทัง้หมด 
 Liao[7]และคณะ ได้ศกึษาการวิเคราะห์ไมโคทอกซินทัง้หมด 26 ชนิด ในธญัพืชส าเร็จรูป
และผลิตภณัฑ์จากถัว่โดยใช้ LC-MS/MS ใช้ acetonitrile:น า้ (85:15) ในการสกดัตวัอย่างและ
วิเคราะห์โดยใช้วิธี internal standard ได้คา่เฉล่ีย %recovery ของอะฟลาทอกซินบี1 อยู่ในช่วง 
83 – 121, บี2 อยู่ในช่วง 77 – 107, จี1 อยู่ในช่วง 73 – 126 และจี2 อยู่ในช่วง 74 – 122 และได้
คา่เฉล่ีย RSD อะฟลาทอกซินบี1 อยู่ในช่วง 3 – 22, บี2 อยู่ในช่วง 3 - 18, จี1 อยู่ในช่วง 4 – 15 
และจี2 อยู่ในช่วง 4 - 14 
 Arroyo-Manzanares[8] และคณะได้ศกึษาเพ่ือพฒันาขัน้ตอนการสกดัและการวิเคราะห์ไม
โคทอกซินจาก milk thistle (Silybum marianum) โดยใช้ UPHLC-MS/MS ในขัน้ตอนการสกดัใช้
เทคนิค QuEChERS ร่วมกบัเทคนิคการสกดัระดบัจลุภาคด้วยวฏัภาคของเหลว (DLLME) ซึ่ง
พบวา่การสกดัโดยใช้ QuEChERS เพียงอย่างเดียวไมส่ามารถท าให้วิเคราะห์ได้ในอะฟลาทอก    
ซินจงึต้องก าจดัสารรบกวนโดยใช้ DLLME แตเ่มื่อท าการท าความสะอาดโดย DLLME แล้วพบวา่ 
Fumonisin B1, Fumonisin B2, Nivalenol, Deoxynivalenol และ Fusarenon-X ท่ีมีคา่ร้อยละ
การคืนกลบัต ่าจึงท าให้ต้องแบ่งการวิเคราะห์เป็น 2 สว่น คือ สว่นแรกท่ีผา่น QuEChERS แล้ว
น าไปวิเคราะห์กบัสว่นท่ีต้อง QuEChERS และ DLLME แล้วจึงน าไปวิเคราะห์ 
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1.3 วัตถุประสงค์งานวจิัย 
 พฒันาวิธีการแคชเชอร์เพ่ือท าปริมาณและคณุภาพวิเคราะห์สารอะฟลาทอกซินใน
ตวัอย่างข้าวกล้อง 
 
 

1.4 ขอบเขตงานวจิยั 
 - หาสภาวะท่ีเหมาะสมในการวิเคราะสารอะฟลาทอกซินชนิดบี1, บี2, จี1 และจี2  
 - ตรวจความใช้ได้ของวิธีการ HPLC 
 - เตรียมตวัอย่างข้าวด้วยเทคนิค QuEChERS 
 
 
1.5 ประโยชน์งานวจิยั 
 สามารถหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการวิเคราะห์ไมโคทอกซินด้วย HPLC และสามารถ
เตรียมตวัอย่างได้จากวิธีการแคชเชอร์ส าหรับท าการวิเคราะห์เชิงปริมาณและคณุภาพของสารพิษ
จากอะฟลาทอกซิน 
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 บทที่ 2  

ทฤษฏี 
 

 
2.1 ไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี (HPLC)[9-11] 
 

 
รูป 2.1 แสดงหลกัการท างานของเคร่ือง HPLC 

 
 2.1.1)  ภาชนะบรรจเุฟสเคลื่อนท่ี (solvent reservoir) 

 - ภาชนะบรรจุเฟสเคลื่อนท่ีควรต่อกับอุปกรณ์ไล่ฟองอากาศท่ีละลายอยู่  
 เน่ืองจากฟองอากาศสง่ผลตอ่คอลมัน์ ท าให้ประสิทธิภาพในการแยกของคอลมัน์
 ลดลง 
 -  เฟสเคลื่อนท่ีใช้กับเคร่ือง HPLC ได้แก่สารละลายอินทรีย์ และสารละลายของ
 เกลือต่างๆ เฟสเคลื่อนท่ีควรเป็นสารท่ีสามารถท าละลายตัวอย่างได้และ
 ปราศจากสิ่งเจือปน อีกทัง้เหมาะสมกบัเคร่ืองตรวจวดั (detector)   

 2.1.2) ระบบของป๊ัม (pump) 
 หน้าท่ีดึง mobile phase ให้เข้าสู่ระบบ HPLC และปรับอตัราการไหลของเฟส
 เคลื่อนท่ีให้สัมพันธ์กับขนาดของคอลัมน์ อีกทัง้ปรับอัตราส่วนระหว่างเฟส
 เคลื่อนท่ีตัง้แต ่2 ชนิดขึน้ไป ระบบป๊ัมแบ่งเป็น 3 ประเภทคือ 
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- ระบบไซริงค์(syringe type) นิยมใช้กับคอลมัน์ขนาดเล็กเพราะมีขีดจ ากัดใน
 การดดูของเหลวปริมาตรมากๆ 

- ระบบแทนท่ีของเหลว (reciprocating piston type) ควบคมุปริมาตรโดยการ
 ควบคมุระยะชกัของลกูสบูเคร่ืองสบูชนิดนีส้ามารถดดูของเหลวในปริมาณมากได้ 

- ระบบความดนัคงท่ี (constant pressure pump) ควบคมุการไหลของของเหลว
 เข้าสู่คอลมัน์โดยการใช้ความดนัของแก๊สเฉ่ือยท่ีคงท่ีดนัให้ของเหลวไหลไปใน
 คอลมัน์อย่างตอ่เน่ืองตลอดเวลา 

ระบบอตัราสว่นของเฟสเคลื่อนท่ีแบ่งได้เป็น 2 ประเภท คอื  

- Isocratic pump เป็นการใช้อตัราสว่นของเฟสเคลื่อนท่ีคงท่ีตลอดการทดลอง 
- Gradient pump เป็นการใช้เฟสเคลื่อนท่ีตัง้แต ่2 ชนิดขึน้ไปและมีเปลี่ยนแปลง
อตัราสว่นของเฟสเคลื่อนท่ีระหวา่งการทดลอง 

 2.1.3) ระบบฉีดสารตวัอย่าง (sample injection) 
  ท าหน้าท่ีควบคมุปริมาตรสารตวัอย่างท่ีไหลเข้าสูค่อลมัน์ แบ่งเป็น 2 ประเภทคือ 
  -  ระบบไซริงค์เป็นชนิดท่ีใช้ไซริงค์ขนาดเลก็ดดูสารตวัอย่างตามปริมาตรท่ีต้องการ
  ฉีดผา่นเย่ือกัน้ (septum) ซึ่งมกัเป็นยางซิลิโคนด้านบนคอลมัน์ 
  - ระบบโรตาร่ี (rotary type) เป็นชนิดท่ีใช้ลิน้ควบคมุการฉีดสารตวัอย่างเข้า 
  คอลมัน์โดยในขัน้ตอนแรกจะใช้ไซริงค์ฉีดสารตวัอย่างเข้าไปในท่อพกัสารตวัอยา่ง
  (sample loop)  ซึ่งมีปริมาตรคงท่ี (fixed loop injector) หลงัจากนัน้จึงหมนุลิน้
  ให้สารละลายซึ่งเป็นเฟสน่ิงไลข่องเหลวทัง้หมดลงสูค่อลมัน์นอกจากนีย้งัสามารถ
  ดดูสาร ตวัอย่างเข้าไปในปริมาตรท่ีต้องการฉีดเข้าไปในท่อพักสารตวัอย่างซึ่งมี
  สารละลายอยู่ก่อนแล้วบางสว่นเมื่อหมนุลิน้ไปท่ีต าแหน่งฉีดสารละลายจะพาสาร
  ตวัอย่างทัง้หมดเข้าไปใน คอลมัน์ (syringe loop injector) 
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รูปแสดงการท างานของระบบฉีดสารตวัอย่างเข้าสูเ่คร่ือง HPLC 

 
รูป 2.2 วาล์วอยู่ในต าแหน่ง inject                      รูป 2.3 สารตวัอย่างถกูดงึมาเพ่ือล้างท่อน า 
      สารตวัอย่าง (หมายเลข 3,4)   
  

   
รูป 2.5 วาล์วเปลี่ยนเป็นต าแหนง่ Load        รูป 2.5 สารตวัอย่างไหลเข้าสูท่่อสารไหลเข้าสู ่
      ท่อสารตวัอย่างเตรียมเข้าสูค่อลมัน์  
      (หมายเลข 5) 
 

 
รูป 2.6 วาล์วกลบัมาอยู่ในต าแหน่ง Inject  สารตวัอย่าง (หมายเลข 5) ไหลเข้าสูค่อลมัน์ 
(หมายเลข 6) และเข้าสูเ่คร่ืองตรวจวดั (detector) 
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2.1.4) คอลมัน์ (column) 
ท าจากแก้วพลาสตกิหรือเหลก็กล้าไร้สนิมมีความยาวในการใช้งานตัง้แต ่10-150 ซม.สาร
ท่ีผา่นเข้าคอลมัน์จะถกูแยกสว่นประกอบตามสภาพขัว้ของสารและคอลมัน์ 
 
 

 
รูป2.7 แสดงการไหลผ่านคอลมัน์ของสารตวัอย่างแถบสีด า (รูปบน) แสดงสารตวัอย่าง

 ก่อนเข้าสูค่อลมัน์ แถบสีแดง สีน า้เงิน สีเหลือง (รูปด้านลา่ง) แสดงสารตวัอย่างขณะอยู่ใน
 คอลมัน์ ซึ่งแถบสีแตล่ะแถบจะเคลื่อนท่ีออกคอลมัน์ในเวลาท่ีแตกต่างกัน ขึน้อยู่กับชนิด
 เฟสเคลื่อนท่ีและชนิดของคอลมัน์ 

 
 2.1.5) เคร่ืองตรวจวดั (detector) 

มีหน้าท่ีวดัปริมาณของสารเพ่ือสง่ให้เคร่ืองบนัทึกผลท าการบันทึกค่าและแสดงกราฟของ
สารชนิดตา่งๆตวัตรวจหามีหลายชนิดขึน้อยู่กบัประเภทของสารท่ีต้องตรวจหา 
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ตาราง2.1 แสดงชนิดตวัตรวจวดัเคร่ือง HPLC 

ชนิดตวัตรวจวดั 

ความเร็ว
ในการ
ตรวจวดั 
(g/min) 

ผลของ
อุณหภูมิ 

อตัราการไหลมี
ผลตอ่การ
ตรวจวดั 

หมายเหต ุ

UV absorption 5x10-5 สง่ผลน้อย ไมมี่ผล นิยมใช้ในชว่ง 254-280 nm 
IR absorption 10-6 สง่ผลน้อย ไมมี่ผล - 
Fluorometry 10-6 สง่ผลน้อย ไมมี่ผล - 

Refractive index 5x10-7 สง่ผลน้อย ไมมี่ผล 
วดัความแตกตา่งดชันีหกัเห

ของสาร 
Conductivity 10-8 ±1°C มีผล - 

Flame ionization 
 

10-8 ไมมี่ผล มีผล 
สารตวัอยา่งถกูเผาให้เป็น
ไอออน และถกูจบัโดย

แอโนดเพลท 
Mass 

Spectrometry 
10-10 ไมมี่ผล ไมมี่ผล 

วิเคราะห์สารได้ถึง 
0.2-1.0 ng 

 
 

 
รูป 2.8 แสดงการเกิดโครมาโทแกรมของเคร่ือง HPLC จากภาพจะเห็นว่าพีคสีเหลืองปรากฏบนหน้า
จอคอมพิวเตอร์แสดงถึงสารสีเหลือง (บนลกูศร) เคล่ือนท่ีผา่นเคร่ืองตรวจวดั และสง่สญัญาณมายงั
โปรแกรคอมพวิเตอร์ปรากฎเป็นพีคท่ีเวลาตา่งกนัเน่ืองจากสารเคล่ือนท่ีออกจากคอลมัน์และเข้าสู่
เคร่ืองตรวจวดัในเวลาท่ีแตกตา่งกนั 
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2.2 เทคนิคแคชเชอร์ส(QuEChERS)[13,17] 
 QuEChERS มาจากค าวา่ รวดเร็ว (Quick), ง่าย (Easy), ราคาถกู (Cheap), มี
ประสิทธิภาพ (Effective), มีความทนทาน (Rugged), ปลอดภยั (Safe) เป็นเทคนิคในการเตรียม
ตวัอย่างเพ่ือการวิเคราะห์สารก าจดัศตัรูพืช-สตัว์ท่ีตกค้างในผกัและผลไม้ หากต้องน ามาใช้กบัสาร
ตวัอย่างท่ีมีความชืน้ต ่าเช่น ข้าวกล้อง จึงต้องมีการเติมน า้ก่อนขัน้ตอนการสกดัเพ่ือท าให้เกิดการ
ชุ่มน า้และสกดัแยกได้ดีขึน้ เทคนิคนีไ้ด้ขยายขอบเขตการวิเคราะห์และมีการปรับเปลีย่นขัน้ตอน
ตา่งๆหลายครัง้เชน่ เทคนิคท่ีมีทัง้ขัน้ตอนการสกดัและการท าความสะอาดสารตวัอย่าง นอกจาก
จะใช้ในการวิเคราะห์สารตกค้าง ยงัสามารถน ามาใช้เตรียมตวัอย่างส าหรับเมทริกซ์อาหารประเภท
อ่ืนๆอีกหลายชนิดเช่น ถัว่ น า้ผึง้ อาหารสตัว์ เป็นต้น ข้อดีของ QuEChERS คือการให้ร้อยละการ
กลบัคืนสงู สกดัสารได้พร้อมกนัหลายชนิด ใช้ตวัท าละลายปริมาณน้อยและใช้ตวัอย่างน้อย ลดคา่
ใชจ่่ายจากสารเคมี ลดการใช้เคร่ืองแก้ว จึงเป็นท่ีสนใจและนิยมใช้กนัอย่างแพร่หลายจนพฒันา
เป็นวิธีมาตรฐานของ AOAC  ขัน้ตอนของเทคนิคนีเ้ร่ิมจากสกดัสารตวัอย่างด้วย acetonitrile ท่ีม ี
magnesium sulphate ผสมอยู่ สารจะแยกชัน้ออกจากกนั จากนัน้แยกสารละลายสกดัออกมาท า
ความสะอาดด้วยตวัท าความสะอาดสารสกดัอีกครัง้ด้วยการเลือกใช้ตวัดดูจบัท่ีเหมาะสมป้องกนั
ไมใ่ห้สิ่งปนเปือ้นเข้ามารบกวนการตรวจวดั สาเหตท่ีุใช้ acetonitrile เป็นตวัท าละลายเน่ืองจากมีผู้
ศกึษาพฒันาเทคนิคนี ้ และพบวา่ acetonitrile เหมาะสมกบัเทคนิคการวิเคราะห์ทัง้ GC/MS และ 
LC/MS โครมาโทแกรมท่ีได้มีส่ิงรบกวนน้อยท่ีสดุ การเลอืกใช้ตวัดดูซบัเป็นสิ่งส าคญั ชนิดของตวั
ดดูซบัท่ีใช้ในเทคนิค QuEChERS มีดงันี ้
 Primary Secondary Amine (PSA) เป็นสารมีขัว้ ใช้ก าจดัสารรบกวนท่ีมีสภาพขัว้ได้แก่ 
 สารท่ีมีพนัธะไฮโดรเจน กรดไขมนั น า้ตาล เป็นต้น  

Si CH2 CH2 CH2 NH CH2 CH2 NH2

 
รูป 2.9 โครงสร้าง PSA 
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 Octadecylsilyl (C-18) เป็นสารไฮโดรคาร์บอนสายโซ่ยาว มีจ านวนคาร์บอน 18 อะตอม
 ใช้ในการก าจดัสารท่ีไมม่ีขัว้ได้แก่ กรดไขมนั น า้มนั เป็นต้น  
 

 
รูป 2.10 โครงสร้างของ C-18 

  
 Aminopropyl (-NH2) เป็นสารท่ีมีขัว้เชน่เดียวกบั PSA มีประสิทธิภาพมากหรือน้อยขึน้อยู่
 กบั pH ของสารละลาย 

N

H

H

R

 
รูป 2.11 โครงสร้างของ –NH2 

 
 Alumina เป็นสารออกไซด์ของอะลมูเินียม ก าจดัสารจ าพวกน า้มนั 
 

O

Al

O

Al

O  
รูป 2.12 โครงสร้าง aluminium oxide 

  
 Graphitized carbon black (GCB) เป็นสารท่ีมีอะตอมจบักนัเป็นวง สามารถก าจดัสาร 
 sterols, chlorophyll และสารโครงสร้างแบบ planar 
 
 Florisil เป็นสารประกอบของ magnesium silicate ใช้ก าจดัสารประเภทไขมนัและสารท่ีมี
 สภาพขัว้ต ่า 

Si

O

-O O -

Mg2+  
รูป 2.13 โครงสร้าง magnesium silicate 
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บทที่ 3 
การทดลอง 

 
 
3.1 สารเคมีและวัสดุ 
 1) สารละลายมาตรฐานอะฟลาท็อกซินชนิด บี1, บี2, จี1 และจี2 
 2) ตวัอย่างข้าวกล้องหอมมะลิ 
 3) acetonitrile (CH3CN, Gradient grade); Merck 
 4) methanol (CH3OH, Gradient grade);  Merck 
 5) น า้ 
 6) magnesium sulphate anhydrous (MgSO4); Panreac 
 7) sodium chloride (NaCl);  UNIVAR 
 8) Primary and Secondary Amine (PSA, Bonded silica); Bulk 
 9) Carbon-18 (C-18); SUPELCO 
 10) centrifuge tube ขนาด 50 mL แบบมีฝาปิด 
 11) centrifuge tube ขนาด 1.5 mL แบบมีฝาปิด 
 12) nylon membrane filter 0.45 µm; Chrom Tech 
 13) บีกเกอร์ 
 14) ปิเปตขนาด 5 mL 
 15) ขวดสีชา (vial) ขนาด 2 mL และ 8 mL 
 
3.2 เคร่ืองมือ 
 1) high performance liquid chromatograph(HPLC); Waters 1525 
 2) vortex; Vortex-2 Genie 
 3) micro Pipet 10 µL, 100 µL, 1000 µL; eppendorf 
 4) เคร่ืองชัง่; Mettler Toledo 
 5) เคร่ือง centrifuge; Hettich Universal 320 R 
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3.3 การวิเคราะห์ด้วย HPLC 
 สภาวะท่ีใช้ในการวิเคราะห์ด้วย HPLC มีดงันี ้
 Injection volume : 20 µL 
 Flow rate  : 0.7 mL/min 
 Column  : LiChrosper® 100 RP-18e (250 mm X 4 mm) 
 Column temperature : 25 ºC 
 Detector  : UV/ visible detector 
 Wavelength  : 365 nm 
 
3.4 การหาสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะห์สารอะฟลาทอกซิน 

ใช้ mobile phase เป็น methanol:น า้ สภาวะท่ีเหมาะสมพิจารณาจากพีกสารมาตรฐาน    
อะฟลาท็อกซินท่ีแยกออกจากกนัอย่างชดัเจนและใช้เวลารีเทนชนั (Tr)ท่ีสัน้ท่ีสดุ 
 
ตาราง 3.1mobile phase[12] และอตัราสว่นของ mobile phase ท่ีใช้ 

 
 
 
 
  

ล าดบัท่ี Flow rate (mL/min) สารท่ีใช้ อตัราสว่นสารท่ีใช้ 
1 1 Acetonitrile 100 
2 1 MeOH 100 
3 0.7 MeOH : น า้ 70 : 30 
4 0.7 MeOH : น า้ 50 : 50 
5 0.7 MeOH : Acetonitrile : น า้ 25 : 20 : 55 
6 0.7 MeOH : น า้ 45 : 55 
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3.5 การเตรียมสาร[6] 
3.5.1) สารมาตรฐาน (stock standard solution) ความเข้มข้นประมาณ 40 µg/mL 

1) ชัง่อะฟลาทอกซินบี1, บี2, จี1และ จี2  อย่างละ 1 mg 
2) ละลายด้วยสารละลายผสม Benzene-Acetonitrile (98:2,v/v)และปรับปริมาตรเป็น 

25 mL 
3.5.2) เตรียมสารมาตรฐานอะลาทอกซินความเข้มข้น LOQ, 0.5 µg/mL, 1.0 µg/mL, 2.0 µg/mL
 และ 5.0 µg/mL เพ่ือหาช่วงความเข้มข้นท่ีเป็นเส้นตรง (calibration curve) ใช้ความ
 เข้มข้นจากตาราง 3.2 ในการค านวณ   
 1) ปิเปตสารมาตรฐานอะฟลาทอกซินบี1, บี2, จี1 และจี2 จากสารมาตฐานความเข้มข้น  

~40 µg/mL ใสข่วดสีชา 
2) ปรับปริมาตรด้วย acetonitrile จนมีปริมาตร 5.0 mL จากนัน้น าไปเขย่าให้เข้ากันด้วย

เคร่ือง vortex 
3) กรองสารด้วย nylon membrane filter 
4) วิเคราะห์ด้วย HPLC 
 

3.6 การสร้างกราฟมาตรฐาน 
 ในงานวิจยันีใ้ช้วิธี external standard calibration curve โดยน าสารมาตรฐาน 
อะฟลาทอกซินท่ีประกอบด้วยอะฟลาทอกซินบี1, บี2, จี1 และจี2 จ านวน 5 ความเข้มข้นคือ 
5.0µg/mL, 2.0 µg/mL, 1.0 µg/mL, 0.5 µg/mL และ 0.1 µg/mL วิเคราะห์ด้วย HPLC และสร้าง
กราฟมาตรฐานระหวา่งความเข้มข้นของสาร ให้แกน  y แสดงข้อมลูพืน้ท่ีใต้พีก (peak area) และ
แกน X แสดงความเข้มข้นของสาร (mg/L) 
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3.7 ตวัอย่าง 
 3.7.1) การเตรียมตวัอย่างข้าว 
  1) บดตวัอย่างข้าวกล้องหอมมะลิให้ละเอียดด้วยเคร่ืองป่ัน 

2) ชัง่ตวัอย่างข้าวกล้องท่ีบดแล้วใสใ่น centrifuge tube 5 หลอด หลอดละ  2 
กรัม 

3) เติมสารมาตรฐานอะฟลาทอกซินลงในตวัอย่างข้าวจ านวน 4 หลอด 
 ดงัตาราง 3.3 

 3.7.1.4) น าไปเขย่าให้เข้ากนัด้วยเคร่ือง vortex 
 3.7.2) การสกดัด้วยเทคนิค QuEChERS[8] 

 1) เติมน า้ปริมาตร 8 mL 
 2) ปิเปต acetonitrile 5.0 mL ใสใ่นหลอดสารตวัอย่างแตล่ะหลอด เขย่าให้ 

    เข้ากนัด้วยเคร่ือง vortex 
3) ชัง่ MgSO4 4.0 g และ NaCl 1.0 g แล้วใสล่งไปในหลอดทดลองแตล่ะหลอด

เขย่าให้เข้ากนัด้วยเคร่ือง vortex 
 4) ป่ันด้วยเคร่ืองหมนุเหว่ียง (centrifuge) รอบหมนุ 3500 รอบ/นาที  

เป็นเวลา 5 นาที 
 5) ปิเปตชัน้ acetonitrile (ชัน้บน) 1 mL ใสล่งใน centrifuge tube ขนาด  

1.5 mL แบบมีฝาปิดแล้วเติมสารดงัตาราง 3.4 
 6) ตัง้หลอดทดลองท่ี 3, 4, 5 ไว้ประมาณ 15นาที 
 7) ปิเปตชัน้ acetonitrile (ชัน้บน) 700 µL แล้วกรองใสข่วดสีชา 
 8) วิเคราะห์ด้วย HPLC 

ตาราง 3.2คา่การดดูกลืนแสงของสารมาตรฐานอะฟลาทอกซินและความเข้มข้นท่ีค านวณได้จาก
คา่การดดูกลืนของแสงตามสมการ Beer’s law 

อะฟลาทอกซิน 
คา่การดดูกลืนแสงUV 

(nm) 
ความเข้มข้นสารละลายมาตรฐานตัง้ต้น

(stock solution)  µg/mL 
บี 1 365 42.7 
บี 2 365 40.9 
จี 1 365 58.2 
จี 2 365 35.8 
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ตาราง 3.3 ปริมาตรอะฟลาทอกซินท่ีเติมลงในตวัอย่างข้าวกล้อง (spiked) 

หลอดท่ี ปริมาตรAFB1 (µL) 
ปริมาตรAFB2 

(µL) 
ปริมาตรAFG1 

(µL) 
ปริมาตรAFG2 

(µL) 
1 - - - - 
2 117 112 86 140 
3 117 112 86 140 
4 117 112 86 140 
5 117 112 86 140 

 
  
 
ตาราง 3.4 ปริมาณตวัดดูซบัของแขง็ (d-SPE) ท่ีเติมลงไปในแตล่ะหลอดทดลอง[15-16] 
หลอดท่ี MgSO4 (mg) PSA (mg) C-18 (mg) หมายเหต ุ
1 - - - กรองใสv่ialสีชา 
2 - - - กรองใส ่vialสีชา 
3 150 50 - - 
4 150 - 50 - 
5 150 25 25 - 
6 - - - กรองใส ่vial สีชา 

*หลอดท่ี 6 ตวัท าละลาย (Blank) ใช้ประกอบการค านวณเปรียบเทียบกบัอะฟลาทอกซินท่ีสกดัได้
ด้วยเทคนิค QuEChERS ในตวัอย่าง 



18 

 

 

 
 รูป3.1 ตวัอย่างข้าวกล้อง   รูป3.2 การบดตวัอย่างข้าวกล้อง  
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บทที่ 4 

ผลการทดลอง 
 
 
4.1 สภาวะที่เหมาะสมในการแยกสารอะฟลาทอกซินด้วย HPLC 
 จากการหาสภาวะท่ีเหมาะสม (ดงัการทดลอง 3.4) ส าหรับการแยกสารอะฟลาทอกซิน 
บี1, บี2, จี1และจี2 โดยใช้ mobile phase ระบบ isocratic elution ระหวา่ง acetonitrile:น า้, 
methanol:น า้ (ในอตัราสว่นตามตารางท่ี 3.1) ได้โครมาโทแกรมดงัรูป 4.6-4.10 เมื่อเปรียบเทียบ
การแยกของพีกอะฟลาทอกซินจี2, จี1, บี2 และบี1 โครมาโทแกรมรูป 4.10 มีพีกท่ีแยกออกจากกนั
ได้ชดัเจนท่ีสดุ จากนัน้ค านวณคา่การแยก (resolution) ของสภาวะดงักลา่ว (แสดงวิธีค านวณใน 
ผ-ก.1) พีก AFG2:พีก AFG1 มีคา่เท่ากบั 2.9 พีก AFG1 :พีก AFB2 มีคา่เท่ากบั 3.1 และพีก 
AFB2:พีก AFB1 มีคา่เท่ากบั 3.5   จึงสรุปวา่ mobile phase ท่ีเหมาะส าหรับการแยกสารอะฟลา
ทอกซินบี1, บี2, จี1 และจี2 ออกจากกนัคือ mobile phase ท่ีเป็น methanol:น า้ อตัราสว่นเท่ากบั 
45:55 ท่ีอตัราการไหลของ mobile phase (flow rate) 0.7 mL/min  

 

4.2 LOD และ LOQ[16] ส าหรับการวิเคราะห์อะฟลาทอกซินด้วย HPLC  
 LOD (Limit of detection) คือคา่ความเข้มข้นของสารท่ีต า่ท่ีสดุท่ีสามารถยอมรับวา่เคร่ือง 
HPLC สามารถตรวจสอบได้ หาได้จากความเข้มข้นท่ีให้ความสงูของพีกท่ี signal to noise ratio 
เท่ากบั 3  LOQ (Limit of quantitation) คือความเข้มข้นของสารละลายท่ีต ่าท่ีสดุท่ีสามารถท าการ
วิเคราะห์เชิงปริมาณได้ หาได้จากความเข้มข้นท่ีให้ความสงูของพีกท่ี signal to noise เท่ากบั 10   
ท าการหาคา่ LOD และ LOQ โดยใช้สารละลายมาตรฐานท่ีประกอบด้วยอะฟลาทอกซินชนิดบี1, 
บี2, จี1 และจี2 ได้คา่ดงันี ้
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ตาราง 4.1 LOD และ LOQ ของการวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง HPLC 

 
 
4.3 กราฟสอบเทยีบ 
 ได้ตรวจวดัความเข้มข้นของสารมาตรฐานอะฟลาทอกซินความเข้มข้นในช่วง 0.1- 5.0 
µg/mL จ านวน 3 ครัง้ (ดงัการทดลองท่ี 3.6) สร้างกราฟสอบเทียบจากคา่เฉล่ียความเข้มข้นโดยใช้
ข้อมลูจากตาราง ผ-ข.1, ผ-ข.2, ข-3 และผ-ข.4 จะได้สมการเส้นตรง y = ax + b เมื่อ a คือ ความ
ชนัและ b คือจดุตดัแกน y (y-intercept) 
 
ตาราง 4.2 สมการเส้นตรงของกราฟสอบเทียบ, คา่เฉล่ียเวลารีเทนชนั (tr) ของสารมาตรฐาน 
อะฟลาทอกซิน 

 
  

 
AFB1 

( µg/mL) 
AFB2 

( µg/mL ) 
AFG1 

( µg/mL ) 
AFG2 

( µg/mL ) 
LOD 0.05 0.03 0.03 0.03 
LOQ 0.17 0.11 0.09 0.09 

ชนิดสารละลายมาตรฐาน สมการเส้นตรง r2 trเฉล่ีย (min) 
อะฟลาทอกซินจี2 y = 11378x - 4126 0.999 11.79 
อะฟลาทอกซินจี1 y = 99326x - 17038 0.996 14.81 
อะฟลาทอกซินบี2 y = 13530x - 6928 0.999 18.97 
อะฟลาทอกซินบี1 y = 11323x - 4446 0.999 24.37 
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รูป 4.1 กราฟสอบเทียบสารมาตรฐานอะฟลาทอกซินจี2 

 
 

 
 

รูป 4.2 กราฟสอบเทียบสารมาตรฐานอะฟลาทอกซินจี1 
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รูป 4.3 กราฟสอบเทียบสารมาตรฐานอะฟลาทอกซินบี2 
 
 
 

 
 

รูป 4.4 กราฟสอบเทียบสารมาตรฐานอะฟลาทอกซินบี1 
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4.4 ความเที่ยง (precision) และความแม่น (accuracy) ของ HPLC 
 ความเท่ียงวิเคราะห์โดยใช้ความแปรปรวนหรือการกระจายตวัของผลจากคา่เฉล่ียในการ
วิเคราะห์ซ า้หลายๆครัง้ วิธีวิเคราะห์ท่ีดีจะต้องมีคา่ความแปรปรวนต ่าซึ่งคา่นีจ้ะเป็นคา่ท่ีใช้แสดง
ความแมน่ของวิธีวิเคราะห์ ค านวณได้จากสว่นเบ่ียงเบนมาตรฐานสมัพนัธ์ (Relative standard 
deviation) หรือ คา่สมัประสิทธ์ิความแปรปรวน (Coefficient of variation) 
 

100X
X

SD
  RSD%  

 
เมื่อ    คือ คา่เฉล่ียของผลการวิเคราะห์ 
     SD คือ คา่เบ่ียงเบนมาตรฐานจากคา่เฉล่ีย 
 

ความแมน่ หมายถึง ความสามารถของเคร่ือง HPLC ท่ีวดัความเข้มข้นของสารมาตรฐาน 
อะฟลาทอกซินได้ใกล้เคียงกบัคา่แท้จริงซึ่งค านวณได้จาก 

100x
มข้นจริงคา่ความเข้

ราะห์ได้คา่ทีว่ิเค
 ความแมน่    

 
 
 ในการทดลองนีเ้ลือกสารมาตรฐานความเข้มข้น 0.1 µg/mL, 1.0 µg/mL และ 5.0 µg/mL 
(จากการทดลองตอนท่ี 3.4) เพ่ือให้ครอบคลมุช่วงความเข้มข้นท่ีเป็นเส้นตรงและแบ่งการศกึษา
ความเท่ียงความแมน่เป็นสองช่วงเวลาคือ ภายในวนัเดียวกนั (Intraday) 3 ความเข้มข้น ท าซ า้
จ านวน 5 ครัง้ และตา่งวนักนั (interday) วนัละ 3 ความเข้มข้น ความเข้มข้นละ 1 ครัง้  
จ านวน 5 วนั 
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4.4.1 ภายในวนัเดยีวกนั (intraday) และ ตา่งวนักนั (interday)  
 
 จากการวิเคราะห์ภายในวนัจ านวน 5 ครัง้ของแต่ละความเข้มข้น (ดงัตาราง 4.3) และ
ระหว่างวนัเป็นระยะเวลาทัง้หมด 5 วนั ความเข้มข้นละ 1 ครัง้ (ดงัตาราง 4.4) ได้ค่าความแม่น
และความเท่ียงของข้อมลูอะฟลาทอกซินจี2, จี1, บี2 และบี1 เมื่อน ามาเปรียบเทียบความแม่นกับ
มาตรฐาน AOAC (80 – 110% ท่ีช่วงความเข้มข้น 0.1 – 10 µg/mL) และความเท่ียงกับมาตรฐาน 
AOAC (ท่ีช่วงความเข้มข้น 0.1 µg/mL - 1 µg/mL อยู่ใน 11-15 %, 1 – 10 µg/mL อยู่ใน 7.3 – 
11%) พบว่าค่าความแม่นและส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพันธ์ของการวิเคราะห์สารมาตรฐาน
ของอะฟลาทอกซินของภายในวันเดียวกันอยู่ในเกณฑ์ของ AOAC ทัง้หมด ส่วนการวิเคราะห์
ระหว่างวนัพบว่าความแม่นอยู่ในเกณฑ์ของ AOAC ทัง้หมดร้อยละ 66.67 และมีส่วนเบ่ียงเบน
มาตรฐานสมัพนัธ์อยู่ในเกณฑ์ของ AOAC ทัง้หมด 
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ตาราง 4.3 คา่ความแมน่, คา่เบ่ียงเบนมาตรฐาน คา่ความเท่ียงในการวิเคราะห์และเกณฑ์การ
ยอมรับได้ของ AOAC ของสารมาตรฐานอะฟลาทอกซิน จี2, จี1, บี2 และบี1 ภายในวนัเดียวกนั 
(n=5) 

หมายเหต ุความเข้มข้นท่ีวดัได้จากการทดลองแสดงในตาราง ผ-ข.5, ผ-ข.6, ผ-ข.7 และ ผ-ข.8   
 
 
ตาราง 4.4 คา่ความแมน่เฉล่ีย, คา่เบ่ียงเบนมาตรฐาน ความเท่ียงในการวิเคราะห์และเกณฑ์การ
ยอมรับได้ของ AOAC ของสารมาตรฐานอะฟลาทอกซิน จี2, จี1, บี2 และบี1 ตา่งวนักนั (n=1) 

สารมาตรฐาน
อะฟลาทอกซิน 

LOQ 1.0 µg/mL 5.0 µg/mL 

ความแมน่ RSD ความแมน่ %SD ความแมน่ RSD 

จี2 99.6 11.6 96.1 7.58 94.3 4.6 

จี1 113 3 108 9 109 4 

บี2 101 5 102 10 104 6 

บี1 93.9 4.8 113 9 113 6 

AOAC 80 – 110 ≤ 15 80 - 110 ≤ 11 80 - 110 ≤7.3 

หมายเหต ุความเข้มข้นท่ีวดัได้จากการทดลองแสดงในตาราง ผ-ข.9, ผ-ข.10, ผ-ข.11 และผ-ข.12 

สารมาตรฐาน

อะฟลาทอกซิน 

LOQ 1.0 µg/mL 5.0 µg/mL 

ความแมน่ RSD ความแมน่ RSD ความแมน่ RSD 

จี2 96.9 12.6 86.8 3.3 88.9 5.6 

จี1 110 6 95.6 7.1 103 8 

บี2 97.1 6.2 88.1 7.7 96.3 4.9 

บี1 90.0 4.6 96.6 9.5 103 8 

AOAC 80 – 110 ≤ 15 80 – 110 ≤ 11 80 - 110 ≤7.3 
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4.5 ตวัอย่างข้าวกล้องหอมมะลิที่สกัดด้วยเทคนิคแคชเชอร์ (QuEChERS) 

จากการทดลองท่ี 3.7 น าตวัอย่างข้าวกล้องท่ีไม่เติมสารมาตรฐานอะฟลาทอกซินและ
ตวัอย่างข้าวกล้องท่ีเติมสารมาตรฐานอะฟลาทอกซิน (spiked) แล้วผ่านกระบวนการสกัดด้วย
เทคนิค QuEChERS ใช้ตวัดดูซับของแข็ง PSA, C-18 และ PSA:C-18 แล้ววิเคราะห์ด้วย HPLC 
เพ่ือเปรียบเทียบความสามารถในการดดูซบัสิ่งปนเปือ้นในสารตวัอย่าง ได้ผลการทดลองแสดงใน
ตาราง ผ-ข.13 และเปรียบเทียบร้อยละของการกลบัคืนของสารอะฟลาทอกซินดงัตาราง 4.15 ซึ่ง
ร้อยละการกลบัคืนค านวณได้จาก 

 

x100
b
a

%recovery  

 
 a คือ ความเข้มข้นละลายมาตรฐานอะฟลาทอกซินท่ีวดัได้ในตวัอย่างข้าวกล้องท่ีเติม  
 สารละลายมาตรฐานอะฟลาทอกซิน (spiked) µg/g 

b คือ ความเข้มข้นสารละลายมาตรฐานอะฟลาทอกซิน ท่ีแน่นอนท่ีเติมลงไปในตวัอย่าง
 ข้าวกล้อง µg/g 

 
 เมื่อเปรียบเทียบความใสของสารสกดัจากตวัอย่างข้าวกล้องพบวา่สารสกดัจากตวัอย่างท่ี
ไมไ่ด้ใช้ตวัดดูซบัขุน่กวา่สารสกดัจากตวัอย่างท่ีใช้ตวัดดูซับท่ีมีสีใสน าความเข้มข้นท่ีตรวจวดัด้วย
เคร่ือง HPLC มาคิดคา่ร้อยละของการกลบัคืนจากนัน้น าค่าดงักล่าวมาหาค่าเฉลี่ยได้ค่าเฉลี่ยอยู่
ในช่วง 75.7 – 101.4% ค านวณคา่ทางสถิติด้วย ANOVA: Single Factor ช่วงความเช่ือมัน่ 95% 
P-value > 0.05 แสดงว่าร้อยละของการกลบัคืนท่ีได้จากการใช้ตวัดดูซับของแข็งทัง้3 ชนิดไม่มี
ความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญัและเมื่อพิจารณาเกณฑ์ AOAC ค่าร้อยละของการกลบัคืนอยู่
ในช่วงท่ียอมรับได้ (80 – 110% ท่ี 1 µg/mL) มี 1 ข้อมลูท่ีไมไ่ด้อยู่ในช่วงดงักลา่วซึ่งเป็นข้อมลูของ
สารอะฟลาทอกซินจี2 และแนวโน้มของข้อมลูในตวัดดูซบัชนิดอ่ืนเป็นไปในทิศทางเดียวกนั สาเหตุ
ท่ีท าให้ข้อมลูมีคา่ต ่ากวา่เกณฑ์มาตรฐานอาจเกิดจากสารอะฟลาทอกซินจี2 มีความเป็นขัว้สงูสาร
ออกจากคอลมัน์ในเวลาอนัสัน้ ตวัท าละลาย acetonitrile อาจจะไม่เหมาะสมกับสารดงักล่าวท า
ให้ความเข้มข้นท่ีวดัได้ในการทดลองคลาดเคลื่อนและโครมาโทแกรมของสารสกดัจากตวัอย่างข้าว
ดงัรูป 4.12-4.14 พีกท่ีได้เป็นพีกท่ีมีหาง (tail) ท าให้การค านวณพืน้ท่ีใต้กราฟด้วยการอินทิเกรต
คลาดเคลื่อนจากคา่ท่ีแท้จริง 
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ตาราง 4.5 ข้อมลูคา่เฉล่ียร้อยละของการกลบัคืน, ความเท่ียงของการศกึษาและคา่ P-Value ท่ี
ค านวณด้วย Anova: Single factor โดย n=3 

อะฟลาทอกซิน 
%recovery  (RSD) 

PSA C-18 PSA:C-18 P-Value 
จี2 85.3 (1.3) 82.0 (11) 75.7 (15) 0.562 
จี1 97.4 (1.7) 96.7 (11) 87.7 (10) 0.466 
บี2 88.1 (3.6) 89.0 (7.7) 83.4 (11) 0.705 
บี1 97.5 (2.1) 101 (6) 96.9 (11) 0.805 

 
%recovery ท่ียอมรับได้ของ AOAC[15] (ท่ี 1 ppm) = 80-110%  
RSD ท่ียอมรับได้ของ AOAC [15](ท่ี 1 ppm) ≤ 11%  
ความเข้มข้นของตวัอย่างข้าวกล้องท่ีไมเ่ติมสารมารตฐานมีคา่ต ่ากวา่ LOQ 
ค านวณ ANOVA: Single factor แสดงในตาราง ผ-ข.14, ผ-ข.15, ผ-ข.16 และผ-ข.17  
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 รูป 4.5 โครมาโทแกรมสารมาตรฐานอะฟลาทอกซินจี2, จี1, บี2 และบี1 
  ใน mobile phase เป็น acetonitrile 100% 

 

 

 รูป 4.6 โครมาโทแกรมสารมาตรฐานอะฟลาทอกซินจี2, จี1, บี2 และบี1 
 ใน mobile phase ท่ีเป็น methanol 100% 
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 รูป 4.7 โครมาโทแกรมสารมาตรฐานอะฟลาทอกซินจี2, จี1, บี2 และบี1 
 ใน mobile phase เป็น methanol:น า้ อตัราสว่นเท่ากบั 70:30 
 

 
 รูป 4.8 โครมาโทแกรมสารมาตรฐานอะฟลาทอกซินจี2, จี1, บี2 และบี1 
 ในmobile phase ท่ีเป็น methanol:น า้ อตัราสว่นเท่ากบั 50:50 
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รูป 4.9 โครมาโทแกรมสารมาตรฐานอะฟลาทอกซินจี2, จี1, บี2 และบี1 ใน 
mobile phase เป็น methanol:acetonitrile:น า้ อตัราสว่นเท่ากบั 25:20:55 

 

 

 รูป 4.10 โครมาโทแกรมสารมาตรฐานอะฟลาทอกซินจี2, จี1, บี2 และบี1 ใน 
 mobile phaseท่ีเป็น methanol:น า้ อตัราสว่นเท่ากบั 45:55 
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รูป 4.11 โครมาโทแกรมตวัอย่างข้าวกล้องท่ีสกดัด้วยเทคนิค QuEChERS 

 
 

 
 รูป 4.12 โครมาโทแกรมตวัอย่างข้าวกล้องท่ีสกดัด้วย 
 เทคนิค QuEChERS เพ่ิมตวัดดูซบั PSA 
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 รูป 4.13 โครมาโทแกรมตวัอย่างข้าวกล้องท่ีสกดัด้วย 
 เทคนิค QuEChERS เพ่ิมตวัดดูซบั C-18 

 

 
 รูป 4.14 โครมาโทแกรมตวัอย่างข้าวกล้องท่ีสกดัด้วย 
 เทคนิค QuEChERS เพ่ิมตวัดดูซบั PSAและ C-18 
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 รูป 4.15 ตวัอย่างข้าวกล้องท่ีผา่นการสกดัด้วยเทคนิค QuEChERS 

 
 

 
 รูป 4.16 ตวัอย่างข้าวกล้องท่ีผา่นการสกดัด้วยเทคนิค QuEChERS 
 หลอดทดลองซ้ายมือเติมตวัดดูซบั C-18, กลางเตมิตวัดดูซบั PSA และ 
 ขวามือเติมตวัดดูซบั PSA และ C-18  
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บทที่ 5 

สรุปผลการทดลอง 
 

 
 งานวิจยัชิน้นีเ้ป็นการศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการแยกสารละลายมาตรฐาน 
อะฟลาทอกซินและพฒันาวิธีการเตรียมตวัอย่างข้าวกล้องด้วยเทคนิค QuEChERS และกรองด้วย
ตวัดดูซบัของแขง็เฟสเคลื่อนท่ีท่ีเหมาะสมคือ methanol: น า้ในอตัราส่วน 45 : 55  อตัราไหลของ
สารอยู่ท่ี 0.7 mL/min เมื่อพิจารณากราฟสอบเทียบสารมาตรฐานอะฟลาทอกซินด้วย HPLC 
พบวา่สารละลายมาตรฐานอะฟลาทอกซินบี1, บี2, จี1 และจี2 มีการตอบสนองเป็นเส้นตรงในช่วง
ความเข้มข้น LOQ-5 µg/mL และคา่ correlation coefficient (R2 )  มากกวา่ 0.995 
 ตรวจสอบความน่าเช่ือถือของวิธีการและเคร่ืองมือโดยเปรียบเทียบผลการค านวณร้อยละ
ของการกลบัคืนและความเท่ียงของการวิเคราะห์สารมาตรฐานอะฟลาทอกซินในวนัเดียวกันและ
ตา่งวนักนักบัมาตรฐาน AOAC พบวา่ข้อมลูสว่นใหญ่ (66.67%) อยู่ในเกณฑ์  
 ในการสกัดอะฟลาทอกซินด้วยเทคนิค QuEChERS และกรองด้วยตัวดูดซับของแข็ง 
(dSPE) ชนิด PSA, C-18 และ PSA:C-18 ได้ร้อยละของผลได้แตกตา่งอย่างไมม่ีนัยส าคญัท่ีระดบั
ความเช่ือมัน่ 95% (P-value > 0.05) และร้อยละ 91.7 ของความเข้มข้นท่ีตรวจวดัได้ในตวัอย่าง
อยู่ในเกณฑ์ท่ียอมรับได้ตามมาตรฐาน AOAC ดังนัน้จึงสรุปได้ว่า ตัวดูดซับทัง้  3 ชนิด มี
ประสิทธิภาพใกล้เคียงกนั  
 แตใ่นความเป็นจริงควรใช้ตวัดดูซับชนิด PSA:C-18 เพราะในสารสกัดจากตวัอย่างข้าว
กล้องมีกรดไขมนัและสารมีขัว้อ่ืนๆปนอยู่ การท่ีใช้ตวัดดูซับทัง้สองชนิดพร้อมกันในขัน้ตอนการ
เตรียมตวัอย่างจะท าให้การตรวจวดัสารตวัอย่างด้วย HPLC มีประสิทธิภาพดีย่ิงขึน้ 
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ภาคผนวก ก การค านวณ 
ภาคผนวก ก.1 การค านวณคา่การแยกของพีก 
 

 
 รูป ก.1 แสดงการวดัพีกเพ่ือค านวณคา่การแยกโครมาโทแกรมของสารมาตรฐานอะฟลา
 ทอกซนิจี2, จี1, บี2 และบี1 ตามล าดบั 

 
ตวัอยา่งการค านวณคา่การแยกพีก AFG2:พีก AFG1 
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ดงันัน้  Rs  =  2.9 
 
ท าเชน่เดียวกนักบัพีก AFG2:พีก AFB2 และ พีก AFB2:พีก AFB1 
 

พีกบี1 Tr = 24.5 

พีกจี1 Tr = 14.95 

พีกจี2 Tr = 11.79 

พีกบี2 Tr=18.95 

1 cm 1.2 cm 1.4 cm 1.7 cm 
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ภาคผนวก ข ตารางแสดงค่าท่ีวดัได้จากการทดลอง 

ผลการทดลองตอนท่ี 3.6 ตาราง ข.1 แสดงคา่เฉล่ียพืน้ท่ีใต้พีก( Ave. Peak area),ความสงูเฉล่ีย
ของพีค (Ave. Height)และคา่เวลารีเทนชนัของอะฟลาทอกซินจี2 (Ave. Tr) โดย n=3 

 
  
ตาราง ข.2 แสดงคา่เฉล่ียพืน้ท่ีใต้พีค, ความสงูเฉล่ียของพีคและคา่เวลารีเทนชนัเฉล่ียของ 

อะฟลาทอกซินจี1 (n=3) 

 
 

  

ความเข้มข้น  (µg/mL) Ave. Peak area Ave. Height Ave. Tr (min) 
5 565338 11269 11.9 
2 222147 3460.33 11.9 
1 108271 2092.3 11.7 

0.5 55633.3 930 11.7 
0.09 5416 120 11.7 

ความเข้มข้น  (µg/mL) Ave. Peak area Ave. Height Ave. Tr (min) 
5 481241 6367 15.2 
2 187053 1949 15.2 
1 88347 1104 14.9 

0.5 45045 614 14.9 
0.09 6114 113 14.9 
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ตาราง ข.3 แสดงคา่เฉล่ียพืน้ท่ีใต้พีค, ความสงูเฉล่ียของพีคและคา่เวลารีเทนชนัเฉล่ีย ของ 

อะฟลาทอกซินบี2 (n=3) 
ความเข้มข้น (µg/mL) Ave. Peak area Ave. Height Ave. Tr (min) 

5 670381 8422 19.2 
2 263007 2630 19.2 
1 123860 1442 18.9 

0.5 64103.3 789.3 18.8 
0.11 8941 200 18.8 

 
 
ตาราง ข.4  แสดงคา่เฉล่ียพืน้ท่ีใต้พีค, ความสงูเฉล่ียของพีค และคา่เวลารีเทนชนัเฉล่ียของ 

อะฟลาทอกซินบี1 (n=3) 
ความเข้มข้น (µg/mL) Ave. Peak area Ave. Height Ave. Tr (min) 

5 559014 3807 25.2 
2 229727 1536 23.8 
1 108141 917.7 24.4 

0.5 50806.3 527.7 24.3 
0.17 11827 160.3 24.2 
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ผลการตรวจวดัความแมน่และความเท่ียงของ HPLC โดยตรวจวดัภายในวนัเดยีวกนั (Intraday) 
 
ตาราง ข.5 ความเข้มข้นท่ีตรวจวดัได้, คา่เฉล่ียความเข้มข้น, คา่เบ่ียงเบนมาตรฐาน, ความแมน่
และความเท่ียงในการวิเคราะห์ ของสารละลายมาตรฐานอะฟลาทอกซินบี1 (n=5) 

 
  

ครัง้ท่ี 

LOQ 1.0 µg/mL 5.0 µg/mL 

ความเข้มข้น
ท่ีวดัได้

(µg/mL) 

 
ความแมน่ 

ความเข้มข้น
ท่ีวดัได้

(µg/mL) 

 
ความแมน่ 

ความเข้มข้น
ท่ีวดัได้ 

(µg/mL) 

 
ความแมน่ 

1 0.159 93.5 0.968 96.8 5.164 103 

2 0.156 91.8 1.075 108 5.027 100 

3 0.147 86.5 0.943 94.3 5.596 112 

4 0.159 93.5 0.830 83 4.537 90.7 

5 0.144 84.7 1.015 102 5.441 109 

คา่เฉล่ีย 0.153 90.0 0.966 96.6 5.153 103 

SD 0.007 4.1 0.091 9.1 0.41 8.2 

RSD 4.6 9.5 8 
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ตาราง ข.6 ความเข้มข้นท่ีตรวจวดัได้, คา่เฉล่ียความเข้มข้น, คา่เบ่ียงเบนมาตรฐาน, ความแมน่
และความเท่ียงในการวิเคราะห์ ของสารละลายมาตรฐานอะฟลาทอกซินบี2 (n=5) 

ครัง้ท่ี 

LOQ 1.0 µg/mL 5.0 µg/mL 

ความเข้มข้น
ท่ีวดัได้

(µg/mL) 

 
ความแมน่ 

ความเข้มข้น
ท่ีวดัได้

(µg/mL) 

 
ความแมน่ 

ความเข้มข้น
ท่ีวดัได้

(µg/mL) 

 
ความแมน่ 

1 0.111 101 0.839 83.9 4.765 95.3 

2 0.111 101 0.986 98.6 4.93 98.6 

3 0.111 101 0.904 90.4 5.01 100 

4 0.105 95.5 0.811 81.1 4.426 88.5 

5 0.096 87.3 0.869 86.9 4.929 98.6 

คา่เฉล่ีย 0.107 97.1 0.882 88.1 4.81 96.3 

SD 0.01 5.9 0.07 6.8 0.23 4.7 

RSD 6.2 7.7 4.9 
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ตาราง ข.7 ความเข้มข้นท่ีตรวจวดัได้, คา่เฉล่ียความเข้มข้น, คา่เบ่ียงเบนมาตรฐาน, ความแมน่
และความเท่ียงในการวิเคราะห์ ของสารละลายมาตรฐานอะฟลาทอกซินจี1 (n=5) 

 
  

ครัง้ท่ี LOQ 1.0 µg/mL 5.0 µg/mL 

ความเข้มข้น
ท่ีวดัได้

(µg/mL) 

 
ความแมน่ 

ความเข้มข้น
ท่ีวดัได้

(µg/mL) 

 
ความแมน่ 

ความเข้มข้น
ท่ีวดัได้

(µg/mL) 

 
ความแมน่ 

1 0.097 108 0.961 96.1 5.25 105 

2 0.108 120 1.01 101 5.16 103 

3 0.098 109 0.991 99.1 5.38 108 

4 0.099 110 0.840 84.0 4.45 89.1 

5 0.092 102 0.978 97.8 5.38 108 

คา่เฉล่ีย 0.099 110 0.956 95.6 5.13 103 

SD 0.006 6.5 0.068 6.8 0.39 7.7 

RSD 6 7.1 8 
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ตาราง ข.8 ความเข้มข้นท่ีตรวจวดัได้, คา่เฉล่ียความเข้มข้น, คา่เบ่ียงเบนมาตรฐาน, ความแมน่
และความเท่ียงในการวิเคราะห์ ของสารละลายมาตรฐานอะฟลาทอกซินจี2 (n=5) 

ครัง้ท่ี LOQ 1.0 µg/mL 5.0 µg/mL 

ความเข้มข้น
ท่ีวดัได้

(µg/mL) 

 
ความแมน่ 

ความเข้มข้น
ท่ีวดัได้

(µg/mL) 

 
ความแมน่ 

ความเข้มข้น
ท่ีวดัได้

(µg/mL) 

 
ความแมน่ 

1 0.087 96.7 0.868 86.8 4.51 90.1 

2 0.082 91.1 0.858 85.8 4.44 88.7 

3 0.083 92.2 0.901 90.1 4.62 92.5 

4 0.078 86.7 0.827 82.7 4.02 80.5 

5 0.106 118 0.888 88.8 4.63 92.6 

คา่เฉล่ีย 0.087 96.9 0.868 86.8 4.44 88.9 

SD 0.011 12.2 0.029 2.9 0.25 4.9 

RSD 12.6 3.3 5.6 
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ผลการตรวจวดัความแมน่และความเท่ียงของ HPLC โดยตรวจวดัตา่งวนักนั (Interday) 
 
ตาราง ข.9 ความเข้มข้นท่ีตรวจวดัได้, คา่เฉล่ียความเข้มข้น, คา่เบ่ียงเบนมาตรฐาน, ความแมน่
และความเท่ียงในการวิเคราะห์ ของสารละลายมาตรฐานอะฟลาทอกซินบี1 (n=1) 

วนัท่ี 

LOQ 1.0 µg/mL 5.0 µg/mL 

ความเข้มข้น
ท่ีวดัได้

(µg/mL) 

 
ความแมน่ 

ความเข้มข้น
ท่ีวดัได้

(µg/mL) 

 
ความแมน่ 

ความเข้มข้น
ท่ีวดัได้

(µg/mL) 

 
ความแมน่ 

1 0.153 90.0 0.966 96.6 5.15 103 

2 0.166 97.6 1.20 120 5.93 118 

3 0.169 99.4 1.12 112 5.81 116 

4 0.152 89.4 1.18 118 5.97 119 

5 0.158 92.9 1.17 117 5.49 110 

คา่เฉล่ีย
ความเข้มข้น 

0.160 93.9 1.13 113 5.67 113 

SD 0.008 4.5 0.1 10 0.35 7 

RSD 4.8 9 6 
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ตาราง ข.10 ความเข้มข้นท่ีตรวจวดัได้, คา่เฉล่ียความเข้มข้น, คา่เบ่ียงเบนมาตรฐาน, ความแมน่
และความเท่ียงในการวิเคราะห์ ของสารละลายมาตรฐานอะฟลาทอกซินบี2 (n=1) 

วนัท่ี 

LOQ 1.0 µg/mL 5.0 µg/mL 

ความเข้มข้น
ท่ีวดัได้

(µg/mL) 

ความแมน่
(Accuracy) 

ความเข้มข้น
ท่ีวดัได้

(µg/mL) 

ความแมน่ 
(Accuracy) 

ความเข้มข้น
ท่ีวดัได้ 

(µg/mL) 

ความแมน่
(Accuracy) 

1 0.110 97.1 0.882 88.2 4.81 96.3 

2 0.120 107 1.04 104 5.28 106 

3 0.117 106 1.08 108 5.48 110 

4 0.107 97.3 1.14 114 5.51 110 

5 0.106 96.4 0.97 97.2 4.87 97.5 

คา่เฉล่ีย 0.111 101 1.02 102 5.19 104 

SD 0.006 6 0.1 10 0.33 7 

RSD 5 10 6 
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ตาราง ข.11 ความเข้มข้นท่ีตรวจวดัได้, คา่เฉล่ียความเข้มข้น, คา่เบ่ียงเบนมาตรฐาน, ความแมน่
และความเท่ียงในการวิเคราะห์ ของสารละลายมาตรฐานอะฟลาทอกซินจี1 (n=1) 

วนัท่ี 

LOQ 1.0 µg/mL 5.0 µg/mL 

ความเข้มข้น
ท่ีวดัได้

(µg/mL) 

 
ความแมน่ 

ความเข้มข้น
ท่ีวดัได้

(µg/mL) 

 
ความแมน่ 

ความเข้มข้น
ท่ีวดัได้

(µg/mL) 

 
ความแมน่ 

1 0.0988 110 0.956 95.6 5.13 103 

2 0.106 118 1.14 114 5.60 112 

3 0.103 114 1.15 115 5.67 113 

4 0.100 111 1.18 118 5.55 111 

5 0.099 110 0.990 99.4 5.27 106 

คา่เฉล่ีย 0.101 113 1.08 108 5.44 109 

SD 0.003 3.4 0.10 10.2 0.23 4.6 

RSD 3 9 4 
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ตาราง ข.12 ความเข้มข้นท่ีตรวจวดัได้, คา่เฉล่ียความเข้มข้น, คา่เบ่ียงเบนมาตรฐาน, ความแมน่
และความเท่ียงในการวิเคราะห์ ของสารละลายมาตรฐานอะฟลาทอกซินจี2 (n=1) 

วนัท่ี 

LOQ 1.0 µg/mL 5.0 µg/mL 

ความเข้มข้น
ท่ีวดัได้

(µg/mL) 

 
ความแมน่ 

ความเข้มข้น
ท่ีวดัได้

(µg/mL) 

 
ความแมน่ 

ความเข้มข้น
ท่ีวดัได้

(µg/mL) 

 
ความแมน่ 

1 0.087 96.9 0.868 86.8 4.44 88.7 

2 0.085 94.4 0.984 98.4 4.90 98.0 

3 0.083 92.2 1.01 101 4.81 96.2 

4 0.085 94.4 1.04 104 4.89 97.9 

5 0.108 120 0.901 90.1 4.52 90.4 

คา่เฉล่ีย 0.09 99.6 0.960 96.1 4.71 94.3 

SD 0.01 11.5 0.073 7.3 0.22 4.4 

RSD 11.6 7.6 4.6 

*วนัท่ี 1 ของระหวา่งวนัเป็นคา่เฉล่ียของภายในวนัของวนัแรก 
 

 
  



49 

 

 

ผลการทดลองตอนท่ี 3.7 
ตาราง ข.13 ความเข้มข้นท่ีวดัได้เม่ือเติมตวัดดูซบัชนิดของแข็งหลงัจากขัน้ตอนการสกดัสาร 
อะฟลาทอกซนิด้วยเทคนิค QuEChERS (n=3) 

หมายเหต ุในขัน้ตอนสกดัด้วยเทคนิค QuEChERS เติมสารมาตรฐานอะฟลาทอกซินจี2, จี1, บี2, 
บี1 (spiked) ความเข้มข้น 1.0 µg/g  
 
ตาราง ข.14  ค านวณด้วย ANOVA: Single Factor ของสารสกดัอะฟลาทอกซินจี2ด้วยเทคนิค 
QuEChERS ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% 

อะฟลาทอกซนิ 
ความเข้มข้นท่ีวดัได้ 
เม่ือเติม PSA 

(µg/g) 

ความเข้มข้นท่ีวดัได้ 
เม่ือเติม C-18 

(µg/g) 

ความเข้มข้นท่ีวดัได้ 
เม่ือเติม PSA & C-18 

(µg/g) 
จี2 0.852, 0.867, 0.84 0.692, 0.857, 0.912 0.703, 0.652, 0.918 
จี1 0.978, 0.992, 0.951 0.828, 0.99, 1.084 0.857, 0.777, 0.999 
บี2 0.838, 0.915, 0.889 0.813, 0.878, 0.979 0.809, 0.733, 0.96 
บี1 0.979, 0.949, 0.998 0.949, 0.996, 1.097 0.965, 0.839, 1.103 

SUMMARY 
    Groups Count Sum Average Variance 

PSA 3 2.559 0.853 0.000183 
C-18 3 2.461 0.820333 0.013108 
PSA & C-18 3 2.273 0.757667 0.01993 

ANOVA 
      Source of Variation SS df MS F P-value F crit 

Between Groups 0.014083 2 0.007041 0.63585 0.561754 5.143253 
Within Groups 0.066443 6 0.011074 

   

       Total 0.080526 8         
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ตาราง ข.15  ค านวณด้วย ANOVA: Single Factor ของสารสกดัอะฟลาทอกซินจี1ด้วยเทคนิค
QuEChERS ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% 
 
SUMMARY 

    Groups Count Sum Average Variance 
PSA 3 2.921 0.973667 0.000434 
C-18 3 2.902 0.967333 0.016769 
PSA + C-18 3 2.633 0.877667 0.012641 

 
ตาราง ข.16  ค านวณด้วย ANOVA: Single Factor ของสารสกดัอะฟลาทอกซินบี2ด้วยเทคนิค
QuEChERS ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% 
SUMMARY 

    Groups Count Sum Average Variance 
PSA 3 2.642 0.880667 0.001534 
C-18 3 2.67 0.89 0.006997 
PSA + C-18 3 2.502 0.834 0.013351 

 

ANOVA 
      Source of Variation SS df MS F P-value F crit 

Between Groups 0.017296 2 0.008648 0.869303 0.466086 5.143253 
Within Groups 0.05969 6 0.009948 

   

       Total 0.076986 8         

ANOVA 
      Source of Variation SS df MS F P-value F crit 

Between Groups 0.005401 2 0.0027 0.370223 0.705323 5.143253 
Within Groups 0.043765 6 0.007294 

   

       Total 0.049166 8         
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ตาราง ข.17  ค านวณด้วย ANOVA: Single Factor ของสารสกดัอะฟลาทอกซินบี1ด้วยเทคนิค
QuEChERS ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% 
SUMMARY 

    Groups Count Sum Average Variance 
PSA 3 2.926 0.975333 0.00061 
C-18 3 3.042 1.014 0.005719 
PSA + C-18 3 2.907 0.969 0.017436 

 
  

ANOVA 
      Source of Variation SS df MS F P-value F crit 

Between Groups 0.00356 2 0.00178 0.224711 0.805177 5.143253 
Within Groups 0.047531 6 0.007922 

   

       Total 0.051091 8         
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ประวัติผู้วิจัย 
 

 นาย ณฐัพงศ์   นภาพิพฒัน์ เกิดเมื่อวนัท่ี1 เดือนตลุาคม พ.ศ. 2534ท่ีจงัหวดั 
กรุงเทพมหานครส าเร็จการศกึษาชัน้มธัยมศกึษาตอนปลายสายสามญัแผนก วิทย์-คณิตจาก
โรงเรียนศรีอยธุยาในพระอปุถมัภ์ฯ กรุงเทพมหานครเมื่อปีการศกึษา 2552 เข้าศกึษาตอ่ใน
หลกัสตูรวิทยาศาสตรบณัฑิต ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั เมื่อปี
การศกึษา 2553 ท่ีอยู่ท่ีสามารถติดตอ่ได้หลงัจบการศกึษาปริญญาตรี 195 ถ.ประชาสงเคราะห์ 2 
แขวงดินแดง เขตดินแดง จงัหวดักรุงเทพมหานคร,10400 
 
 นางสาว พิมพ์ขวญั  ใจวงค์  เกิดเมื่อวนัท่ี  7 เดือนเมษายน พ.ศ. 2533 ท่ีจงัหวดัล าปาง 
ส าเร็จการศกึษาชัน้มธัยมศกีษาตอนปลายสายสามญัแผนกวิทย์-คณิตโรงเรียนเตรียมอดุมศกึษา 
กรุงเทพมหานคร เมื่อปีการศกึษา 2552 เข้าศกึษาตอ่หลกัสตูรวิทยาศาสตร์บณัฑิต ภาควิชาเคมี 
คณะวิทยาศาสตร์จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยัเมื่อปีการศกึษา 2553 ท่ีอยู่ท่ีสามารถติดตอ่ได้ 14/4 
สายลมอพาร์ตเม้น ซอยพหลโยธินซอย 8 ถ. พหลโยธิน แขวงสามเสนใน เขตพญาไท 
กรุงเทพมหานคร  
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