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บทคัดยอ 

ทําการทวนสอบความใชไดของวิธกีารตรวจวิเคราะหอะฟลาทอกซนิในอาหารสัตว โดยวธิี

Fluorometry ในตัวอยางอางอิง (maize T 0463 FAPAS®) ที่มีปริมาณอะฟลาทอกซนิรวม 

7.36±0.24 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม จาํนวน 10 ซ้ํา มีความแมน ประเมินจาก % recovery ที่มคีา

เทากับ 98.10% อยูในเกณฑทีย่อมรับ (เกณฑ 60-115%) และมีคาเฉลี่ยของการวเิคราะหเมื่อเทยีบ

กับคาจริงไมแตกตางกนั (t cal<tcrit.; tcal =1.16, t crit 0.025, 9 = 2.26) ความเที่ยงประเมินจาก %RSD 

ของการทดสอบเทียบกับ Predicted Horwitz RSD ดวยสมการ Horrat มีคาเปน 0.24 (เกณฑ ≤ 2) 

ซึ่งแสดงวาทกุคาผานเกณฑการยอมรับ ทีร่ะดับความเชือ่มั่น 95% เมื่อนําวิธี Fluorometry ที่ทวน

สอบแลวไปวิเคราะหหาอะฟลาทอกซนิรวมในอาหารสัตว 39 ตัวอยาง ระหวาง ธนัวาคม 2548 ถึง 

กันยายน 2549 พบวามีการปนเปอนอะฟลาทอกซนิ 26 ตัวอยาง (66.67%) โดยมีคาเฉลี่ย 7.36 

ไมโครกรัมตอกิโลกรัม (คาต่ําสุด 2.1 คาสูงสุด 43) และตรวจไมพบ 13 ตัวอยาง (33.33%) มี 

%recovery อยูในชวง 87.67-111.85% ผลการศึกษาสรุปไดวา Fluorometry เปนวธิีตรวจหาอะฟลา

ทอกซนิในอาหารสัตวใหผลแมนยํา เทีย่งตรง เชื่อถือได และสามารถควบคุมคุณภาพของการ

วิเคราะหไดแมจะดําเนินการตรวจในชวงที่ยาวนานถงึ 10 เดือน 

 

 

 

 

คําสําคัญ : การทวนสอบความใชได  Fluorometry  อะฟลาทอกซนิ อาหารสัตว 
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บทนํา 

 

ประเทศไทยตั้งอยูในเขตภูมิภาครอนชื้น มีสภาพอากาศที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตของ

เชื้อราในผลผลิตทางการเกษตร โดยเชื้อราสามารถผลิตอะฟลาทอกซิน ซึ่งเปนสารพิษที่ทําใหอาหาร

สัตวมีคุณภาพต่ํา เมื่อนําไปเลี้ยงสัตวจะกอใหเกิดผลเสียตอสุขภาพและผลผลิตของสัตวเชน อัตรา

การเจริญเติบโตต่ํา ผลผลิตเนื้อ นม ไข ลดลง คุณภาพไขลดลง (เบญจมาศ, 2543) นอกจากนี้    

อะฟลาทอกซินสามารถแพรกระจายตามกระแสโลหิต เปนผลใหเกิดการสะสมในเนื้อเยื่อ เมื่อคน

บริโภคผลิตภัณฑดังกลาวจะสงผลกระทบตอสุขภาพจากการสะสมของอะฟลาทอกซิน (อนงค, 

2546) โดยเหตุที่ภาครัฐตระหนักถึงอันตรายของอะฟลาทอกซินที่ปนเปอนในอาหารจึงกําหนด

มาตรฐานการปนเปอนทั้งในอาหารทั่วไปและในอาหารสัตว นอกจากขอกําหนดดังกลาวแลวควรเฝา

ระวังการปนเปอนของอะฟลาทอกซิน โดยสุมตัวอยางวัตถุดิบและอาหารสัตวตรวจวิเคราะห โดย

เลือกใชวิธีตรวจที่เปนมาตรฐาน ใหผลการวิเคราะหที่เชื่อถือได มีความแมนยํา และเปนที่ยอมรับใน

ระดับสากล วิธีการที่สถาบันสุขภาพสัตวแหงชาติใชตรวจคือวิธี Thin Layer Chromatography, TLC 

(AOAC International, 1995) ซึ่งมีขอเสีย คือใชเวลาในการตรวจนาน ทําใหไมสามารถแกไขปญหา

ไดทันเหตุการณ และสารเคมีที่ใชในการตรวจเปนสารกอมะเร็ง ซึ่งเปนอันตรายตอผูปฏิบัติงาน ดังนั้น

จึงนําวิธี Fluorometry มาใช โดยสกัดตัวอยางดวยอิมมูโนแอฟฟนิตี้คอลัมน (Scott and Trucksess, 

1997) แลววัดดวยเครื่อง Fluorometer ซึ่งมีขอดี คือมีข้ันตอนไมยุงยาก ใหผลรวดเร็ว สามารถตรวจ

หลายตัวอยางในเวลาเดียวกัน ทําใหประหยัดเวลา และปลอดภัยตอผูปฏิบัติงานเนื่องจากไมมีสาร

กอมะเร็ง  

อยางไรก็ตามเพื่อใหไดผลการวิเคราะหที่เปนมาตรฐาน มีความถูกตองใหผลเช่ือถือไดและ

เปนที่ยอมรับในระดับสากล กอนนํามาใชจึงจําเปนตองทําการทวนสอบความใชไดของวิธี 

Fluorometry การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงคเพื่อทดสอบความแมนและความเที่ยงของวิธี  

Fluorometry เพื่อใชในการตรวจวิเคราะหอะฟลาทอกซินในอาหารสัตว 
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อุปกรณและวิธีการ 

ตัวอยาง  
ตัวอยางอางอิง (maize T 0463 FAPAS®) มีปริมาณอะฟลาทอกซินรวม 7.36±0.24 

ไมโครกรัมตอกิโลกรัม จํานวน 10 ถุง 

ตัวอยางอาหารสัตวสําเร็จรูปจากฟารม 19 แหง จาก 13 จังหวัดที่สงตรวจอะฟลาทอกซนิที่

สถาบนัสุขภาพสัตวแหงชาติ ระหวางเดือนธนัวาคม 2548 ถึง กันยายน 2549 จํานวน 39 ตัวอยาง 

สารเคมีและอุปกรณ  
สารมาตรฐานไมโคทอกซนิสาํเร็จรูป (Mycotoxin calibration standard), เมทานอลและน้ํา

เปนเกรดที่ใชกับเครื่อง HPLC, โซเดียมคลอไรด, อิมมูโนแอฟฟนิตี้คอลัมนชนิด Aflatest –P column 

และ Aflatest developer, เครื่องแกว เชน กระบอกตวง, บีคเกอร, กรวยกรอง เปนตน กระดาษกรอง 

no.1, กระดาษกรองใยแกวขนาดรูพรุน 1.5 ไมโครเมตร, หลอดวัดตัวอยาง (cuvette) 

เครื่องมือ  
เครื่อง Fluorometer series 4 ยี่หอ Vicam, เครื่องบดปน (Waring®, USA), เครื่องชั่ง

ทศนิยม 3 ตาํแหนง 
 
วิธีการ 
การวิเคราะหตัวอยางอางอิงและตัวอยางอาหารสัตว 

วิเคราะหตัวอยางตามวธิีของ Vicam (Aflatest Instruction manual, 1999) โดยชัง่ตัวอยาง 

50 ±0.1 กรัม เติมเกลือโซเดียมคลอไรค 5 กรัม สกัดดวย 80% เมทานอล 100 มลิลิลิตร แลวกรอง

ดวยกระดาษกรอง no.1 เจือจางสารละลายตัวอยางที่กรองไดดวยน้ํา 5 เทา โดยดดูสารตัวอยาง 10 

มิลลิลิตร เติมน้ํา 40 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน กรองผานกระดาษกรองใยแกว นาํตวัอยาง 2 มิลลิลิตร

ผานลงใน อิมมูโนแอฟฟนินีค้อลัมนจนหมด จากนัน้ลางคอลัมนดวยน้าํ 5 มิลลิลิตร 2 คร้ังเปาน้ําออก

ใหแหง แลวชะ(elute) คอลัมนดวย 100 % เมทานอล 1 มิลลิลิตร รองเก็บสารที่ไดลงใน cuvette แลว

เติม aflatest developer 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนัจากนั้นวัดดวยเครือ่ง Fluorometer ที่ปรับต้ังแลว

ทันท ี
การทวนสอบความใชไดของวธิ ี
 ทําการทวนสอบความใชไดของวิธวีิเคราะหตามหลกัเกณฑของ Eurachem Guide (1998) 

ดังนี ้
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การทดสอบความแมน (Accuracy)  
ทําการวิเคราะหผลการตรวจตัวอยางอางอิง จํานวน 10 ซ้าํ นาํมาคาํนวณหาคาเฉลี่ย ( X ) 

คาสวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Standard deviation, SD) แลวประเมนิความแมนดวยเปอรเซ็นตความ

ถูกตอง (%recovery) ผลที่ไดควรอยูในชวงมาตรฐาน (60-115%) และทดสอบความแตกตางของ

คาเฉลี่ยทีว่ิเคราะหไดกับคาจริงของตัวอยางอางอิงดวยสถิติ t-test ชนิด two-tailed test ผลที่ได

จะตองนอยกวาคา t ที่เปดจากตาราง  
การทดสอบความเทีย่ง (Precision) 
ทําการวิเคราะหผลการตรวจตัวอยางอางอิง จํานวน 10 ซ้ํา (ใชขอมูลเดียวกับการทดสอบ

ความแมน) โดยคํานวณรอยละของคาเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (Relative standard deviation, 

RSD) เปรียบเทียบกับ Predicted Horwitz RSD ดวยสมการ Horrat เพื่อประเมินผลการวิเคราะหซ้ํา

ภายในวันเดียวกัน  บุคคลเดียวกัน เครื่องมือ และสภาวะเดียวกัน  ผลที่ไดควรอยูในเกณฑ    

มาตรฐาน (≤ 2 ) 
 

ผล 

การทวนสอบความใชไดของวธิ ี

จากการวิเคราะหหาปริมาณอะฟลาทอกซนิของตัวอยางอางอิง (maize T 0463) จํานวน 10 

ซ้ํา ดวยวิธี Fluorometry พบวามีคาเฉลี่ย ( X ) เทากับ 7.22 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม สวนเบีย่งเบน

มาตรฐาน (SD) เทากับ 0.38 และ %RSD เทากับ 5.26% นําผลมาประเมินความแมนและความเที่ยง

ไดผลดังนี้  

การทดสอบความแมนของวิธีวิเคราะหพบวา % recovery ของการวิเคราะหตัวอยางอางอิง 

เทากับ 98.10% และผลการทดสอบความแมนดวยการเปรียบเทียบคาเฉลี่ยของคาจริงในตัวอยาง

อางอิง (7.36±0.24) กับคาเฉล่ียที่ไดจากการวิเคราะห (7.22±0.38) ดวย t-test พบวาคา t ที่คํานวณ

ไดเทากับ 1.16 ซึ่งนอยกวา t ที่เปดจากตาราง (t 0.025, 9=2.26)  

การทดสอบความเที่ยงของการวิเคราะหซ้าํ พบวาผลการเปรียบเทียบ % RSD ที่คาํนวณได 

(5.26) กับคา predicted Horwitz RSD (22.18) มีคาเทากบั 0.24 ซึง่อยูในเกณฑมาตรฐาน ผลการ

ทดสอบความแมนและความเที่ยงตามตารางที ่1 
การวิเคราะหอะฟลาทอกซินในอาหารสัตวสําเรจ็รปู 
 ผลการวิเคราะหอะฟลาทอกซินรวมในตัวอยางอาหารสัตวสําเร็จรูปดวยวิธ ีFluorometry  
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จํานวน 39 ตัวอยาง พบการปนเปอน จํานวน 26 ตัวอยาง (66.67%) คาต่ําสุดที่ตรวจพบคือ 2.1 

ไมโครกรัมตอกิโลกรัม คาสงูสุด 43 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม มีคาเฉลีย่ 7.36 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม 

ตรวจไมพบจํานวน 13 ตัวอยาง (33.33 %) โดยมีคา % recovery อยูในชวง 87.67-111.85%  

 

ตารางที่ 1 ผลการวิเคราะหอะฟลาทอกซินรวม การประเมินความแมนและความเที่ยงของตัวอยาง

อางอิง โดยวิธ ีFluorometry 

คาที่ตรวจพบ 
(ไมโครกรัม/กิโลกรัม) 

 

ความแมน  ความเทีย่ง 

t-test  
X  

 

SD %RSD  %recovery 
tcal tcritical

 Predicted Horwitz 

RSD  
Horrat  

7.22 0.38 5.26  98.10 1.16 2.26  22.18 0.24 

 
วิจารณ 

ผลการทวนสอบความใชไดของวิธีการวิเคราะหปริมาณอะฟลาทอกซินในอาหารสัตวโดยวิธี 

Fluorometry โดยใชตัวอยางอางอิง พบวา % recovery เทากับ 98.10% ซึ่งอยูในเกณฑการยอมรับ

ได (60-115%) ตาม AOAC Peer verified method program (1993) แสดงวาวิธี Fluorometry มี

ความถูกตองแมนยําสูง เมื่อใชสถิติ t-test เปรียบเทียบคาเฉลี่ยของผลที่วิเคราะหได ( X =7.22±0.38 

ไมโครกรัมตอกิโลกรัม) กับคาจริงของตัวอยางอางอิง เพื่อตรวจสอบความเที่ยง พบวา คา t ที่คํานวณ

ไดมีคาเทากับ 1.16 เมื่อเทียบกับคา t วิกฤตจากตาราง t distribute (2.26) ซึ่งอยูในชวงเกณฑการ

ยอมรับคือ tcal< tcrit แสดงวาคาเฉลี่ยที่ไดจากผลการวิเคราะหและคาจริงไมมีความแตกตางอยางมี

นัยสําคัญ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % (กัลยา, 2539) แสดงใหเห็นถึงความแมนของวิธี Fluorometry 

สวนผลการตรวจสอบความเที่ยงของวิธีดังกลาว โดยการเปรียบเทียบ % RSD ที่ไดจากการวิเคราะห 

(5.26) กับ predicted Horwitz RSD (22.18) พบวามีคาเทากับ 0.24 ซึ่งอยูในเกณฑที่ยอมรับได คือ 

≤ 2 (Horwitz et.al, 1980 และ AOAC International, 2002) ชี้ใหเห็นวาวิธี Fluorometry มีความ

เที่ยงตรง ใหผลการวิเคราะหซ้ํามีความใกลเคียงกันสูง จากการวิเคราะหภายในวันเดียวกัน ผู

วิเคราะหคนเดียวกัน และสภาวะแวดลอมเดียวกัน 

จากการวิเคราะหปริมาณอะฟลาทอกซินรวมจากตัวอยางอาหารสัตวจํานวน 39 ตัวอยาง

โดยวิธี Fluorometry พบวาคาเฉลี่ยของการปนเปอนเทากับ 7.39 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม ในระหวาง
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การวิเคราะหไดควบคุมคุณภาพภายใน (Internal quality control) ของผลการวิเคราะหโดยเติมสาร

มาตรฐานที่ทราบคาลงในตัวอยางควบคุม พบวามีคา %recovery อยูในชวง 87.67-111.85 % ซึง่ถอื

วาอยูในเกณฑที่ยอมรับไดตลอดระยะเวลาที่ทําการทดสอบ นอกจากนี้เพื่อเปนการควบคุมคุณภาพ

และยืนยันผลการวิเคราะหของวิธี Fluorometry ไดทําการควบคุมคุณภาพภายนอก (External 

quality control) โดยเขารวมทดสอบความชํานาญของหองปฏิบัติการ(Proficiency Testing) กับ 

FAPAS® ซึ่งเปนหองปฏิบัติการทางชีวเคมีระดับสากล โดยเปรียบเทียบผลการวิเคราะหกับหนวยงาน

ดังกลาวจากการตรวจซ้ํา 2 คร้ัง พบวาคา z-score ของผลการวิเคราะหมีคาเทากับ -0.2 และ 1.2 ซึ่ง

อยูในเกณฑการยอมรับความถูกตอง (z-score ≤ 2) ตาม FAPAS® (2004 และ 2005) แสดงวาผล

การวิเคราะหของหองปฏิบัติการชีวเคมีและพิษวิทยา สถาบันสุขภาพสัตวแหงชาติ มีผลการตรวจ

วิเคราะหปริมาณอะฟลาทอกซินในอาหารสัตวไมแตกตางจากหองปฏิบัติการมาตรฐาน มีความ

แมนยํา เที่ยงตรง และสามารถควบคุมคุณภาพของการวิเคราะหได แมจะดําเนินการตรวจในชวงที่

ยาวนานถึง 10 เดือน (ระหวางเดือนธันวาคม 2548 ถึง กันยายน 2549)  

สรุป 

จากการทวนสอบความใชไดของวิธี Fluorometry ในการตรวจวิเคราะหอะฟลาทอกซินใน

อาหารสัตว โดยศึกษาความแมน ความเที่ยง และเปรียบเทียบผลการวิเคราะหกับหองปฏิบัติการ

มาตรฐาน สรุปไดวา Fluorometry เปนวิธีที่ใหผลแมนยํา เชื่อถือได และเปนที่ยอมรับในระดับสากล 

เหมาะที่จะใชในหองปฏิบัตกิารตรวจวิเคราะหหาปริมาณสารอะฟลาทอกซินในอาหารสัตว 
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Abstract  
Verification of Fluorometry method for analysis of aflatoxin in animal feed was 

conducted by measuring a reference sample (maize T 0463 FAPAS®) containing 7.36±0.24 

microgram/kg aflatoxin for 10 times. The accuracy was evaluated by                % recovery 

of the test which gave 98.10% and within the standard (standard at 60-115%) and no 

statistical difference by t-test (t cal<tcrit.; tcal =1.16, t crit 0.025, 9 = 2.26). The precision was 

evaluated by %RSD of average recovery which compared with predicted Horwitz RSD by  

Horrat formula and the result was 0.24 (standard at ≤ 2). Hence all of the parameters were 

passed the standard at 95% confidential. When used Fluorometry method for detection of 

aflatoxin in 39 animal feed samples during December 2005 to September 2006, it was 

found that 26/39 (66.67%) were positive with average at 7.36 microgram/kg, ranging from 

2.1 to 43 microgram/kg. While 13/39 (33.33%) of the tested samples were negative. The 

%recovery was 87.67-111.85%. Result of the studies indicated that Fluorometry method for 

analysis of aflatoxin in animal feed provided accuracy and precision and can be passed 

the verification even though 10-month period performed. 
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