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การพฒันาและพสูิจน์ความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์สารพษิจากเช้ือรา 17 ชนิดในคราวเดียวในข้าวโพดส าหรับ

สัตว์โดยเทคนิค Liquid Chromatography Tandem Mass Spectrometry (LC-MS/MS) 

ไกรวุฒิ นวลขาว    สุรัตนา บุญใส 

บทคัดย่อ 

สารพิษจากเช้ือราเป็นสารเมทาบอไลทท์ุติยภูมิท่ีมีความเป็นพิษสร้างจากเช้ือราท่ีสร้างเส้นใยหลาย

ชนิดซ่ึงมกัพบปนเป้ือนในผลผลิตทางการเกษตร การศึกษาน้ีจึงมีวตัถุประสงค์ในการพฒันาวิธีวิเคราะห์

สารพิษจากเช้ือราแบบหลายชนิดท่ีมีความถูกตอ้ง ความไว และความน่าเช่ือถือส าหรับวิเคราะห์สารพิษจาก

เช้ือรา 17 ชนิดในคราวเดียวในขา้วโพดส าหรับสัตว์ โดยใช้เทคนิคเจือจางไอโซโทปท่ีเสถียร และเทคนิค

ลิควิดโครมาโตกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงร่วมกบัการตรวจวดัแมสสเปกโทรเมทรี โดยอาศยัการเตรียม

ตวัอย่างดว้ยเทคนิค QuEChERS ท่ีพฒันาขึ้น ซ่ึงประกอบดว้ยการแช่ตวัอย่างดว้ย 1% กรดฟอร์มิก ตามดว้ย

การสกดัตวัอย่างดว้ยอะซิโตไนไตรล ์และ salting out ดว้ยแมกนีเซียมซัลเฟตและโซเดียมคลอไรด์ จากนั้น

ท าให้บริสุทธ์ิดว้ยตวัดูดซับชนิดคาร์บอน-18 และเติมสารมาตรฐานภายในแบบไอโซโทปชนิดคาร์บอน-13 

ก่อนการตรวจวิเคราะห์ดว้ยเทคนิค LC-MS/MS ซ่ึงใชส้ภาวะการชะตวัอยา่งแบบเกรเดียน ซ่ึงวิธีท่ีพฒันาขึ้น

น้ีผ่านการพิสูจน์ความใชไ้ดต้ามแนวทางของสหภาพยุโรป SANTE/12682/2019 ท่ีค่าความแม่นโดยค่าร้อย

ละการคืนกลบัอยู่ระหว่าง 70-120% ค่าความเท่ียงโดยค่าร้อยละส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพทัธ์น้อยกว่า 

20% ค่าขีดความสามารถของการตรวจพบอยูร่ะหวา่ง 0.125-12.5 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัมค่าขีดความสามารถ

ในการตรวจวิเคราะห์อยู่ระหว่าง  0.625-50 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัมและค่าผลกระทบจากเมทริกซ์ มีค่า 

%signal suppression and enhancement อยู่ระหว่าง 80-120% ตามล าดบั ซ่ึงแสดงให้เห็นว่าวิธีวิเคราะห์ท่ีได้

พฒันาขึ้นมีความเหมาะสมในการตรวจยืนยนัชนิดและปริมาณสารพิษจากเช้ือราทั้ง 17 ชนิด ในขา้วโพด

ส าหรับสัตว ์
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Method development and validation for simultaneous determination of 17 mycotoxins in maize for 

animals by Liquid Chromatography Tandem Mass Spectrometry (LC-MS/MS) 

Kraiwut Nualkaw     Surattana Boonsai 

Abstract 

Mycotoxins, toxic secondary metabolites, are mainly produced by microscopic filamentous fungi 

that often found in agricultural commodities. The objective of this study was to develop and validate a 

reliable, sensitive, and accurate multiple mycotoxins method for the simultaneous determination of 17 

mycotoxins in maize using stable isotope dilution internal standard (13C-ISTD) and liquid chromatography-

tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). A simple QuEChERS-based method was developed consisting of 

soaking with a solution of 1% formic acid followed by extraction with acetonitrile, salting-out with MgSO4 

and NaCl, clean-up with C18 sorbent and finally adding 13C-ISTD before the LC-MS/MS analysis. The 

chromatographic condition was optimized for separation and detection of the 17 mycotoxins using gradient 

elution. The method’s performance complied with the SANTE/12682/2019 guideline and had mean 

recovery accuracies in the range of 70–120% and precision testing of percent relative standard deviation 

(RSD) <20%. The limit of detection and limit of quantification values ranged from 0.125 to 12.5 µg/kg and 

0.625 to 50 µg/kg, respectively. The matrix effect testing of %signal suppression and enhancement (SSE) 

in the range of 80-120%. This indicated that the method may be used for identification and quantification 

of 17 mycotoxins in maize for animals. 
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บทน า 

สารพิษจากเช้ือรา (mycotoxins) เป็นสารพิษท่ีสร้างขึ้นจากเช้ือราและพบการปนเป้ือนไดใ้นผลผลิต

ทางการเกษตร เช่น ขา้วโพด ซ่ึงใชเ้ป็นวตัถุดิบหลกัในการผลิตอาหารสัตว ์ปัจจุบนัมีการคน้พบสารพิษจาก

เช้ือรามากกว่า 200 ชนิด โดยเช้ือราท่ีสามารถสร้างสารพิษท่ีส าคัญคือ เช้ือรากลุ่ม Aspergillus spp. เช่น 

Aspergillus flavus และ  Aspergillus parasiticus สร้างสารพิษอะฟลาทอกซิน  (aflatoxins; AFs) ส่วน 

Aspergillus ochraceus สร้างสารพิษโอคราทอกซิน เอ (ochratoxin A; OTA) นอกจากน้ียงัมีเช้ือรากลุ่ม 

Fusarium spp. เช่น Fusarium graminearum สร้างสารพิษดีออกซีนิวาลินอล (deoxynivalenol; DON) ซีราลี

โนน (zearalenone; ZEN) ที-2 (T-2) และฟูโมนิซิน (fumonisins; FBs) เป็นตน้ (Rice et al., 1994) เม่ือสัตว์

ไดรั้บอาหารท่ีปนเป้ือนสารพิษจากเช้ือรา จะเกิดความเป็นพิษและเหน่ียวน าให้เกิดโรคจากสารพิษจากเช้ือรา

เรียกว่า mycotoxicosis ซ่ึงความเป็นพิษต่อสัตวส์ามารถเกิดขึ้นไดห้ลายลกัษณะ ขึ้นกบัชนิดและปริมาณของ

สารพิษจากเช้ือราท่ีไดรั้บ รวมถึงชนิดของสัตวท่ี์สัมผสักบัสารพิษจากเช้ือราชนิดนั้น ๆ เช่น อะฟลาทอกซิน 

บี1 (AFB1) ท าให้เกิดความเป็นพิษต่อตบัโอคราทอกซิน เอ (OTA) ท าให้เกิดความเป็นพิษต่อไต ซีราลีโนน 

(ZEN) ท าให้เกิดความเป็นพิษต่อระบบสืบพันธุ์ของสัตว์ ที -2 (T-2) ท าให้เกิดความเป็นพิษต่อระบบ

ภูมิคุม้กนั ดีออกซีนิวาลินอล (DON) ท าให้เกิดความเป็นพิษต่อระบบประสาท และฟูโมนิซิน (FBs) ท าให้

เกิดความเป็นพิษต่อระบบทางเดินหายใจ เป็นตน้ (Kongkapan et al., 2016) 

ส าหรับประเทศไทยพบปัญหาการปนเป้ือนสารพิษจากเช้ือราในวตัถุดิบอาหารสัตว ์โดยเฉพาะอยา่ง
ยิ่งในขา้วโพดซ่ึงเป็นวตัถุดิบหลกัในการผลิตอาหารสัตว ์(รักไทย และคณะ, 2563) ปัญหาการปนเป้ือนของ
สารพิษจากเช้ือราในขา้วโพดซ่ึงเป็นวตัถุดิบอาหารสัตวเ์ป็นปัญหาท่ีส่งผลกระทบต่อคุณภาพของอาหารสัตว ์
ส่งผลใหเ้กิดการผลิตอาหารสัตวท่ี์ไม่ไดม้าตรฐาน ในปัจจุบนัการก าหนดมาตรฐานการปนเป้ือนของสารพิษ
จากเช้ือราในวตัถุดิบอาหารสัตว์ มีความเข้มงวด โดยประเทศไทยมีการก าหนดมาตรฐานส าหรับ total 
aflatoxin ตามประกาศกระทรวงเกษตรและสหกรณ์ เร่ือง ก าหนดลกัษณะของอาหารสัตวเ์ส่ือมคุณภาพ พ.ศ. 
2559 (กระทรวงเกษตรและสหกรณ์, 2559) ส าหรับมาตรฐานของสหภาพยุโรปก าหนดมาตรฐานส าหรับ 
AFB1, ZEN, OTA, FB1+FB2 และ T-2+HT-2 (Commission Regulation 2002/32/EC, 2002; Commission 
Recommendation 2006/576/EC, 2006) ในขา้วโพดและอาหารสัตวส์ าเร็จรูปรายละเอียดตามตารางท่ี 1 
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ตารางท่ี 1 ค่ามาตรฐานการปนเป้ือนสารพิษจากเช้ือราตามประกาศกระทรวงเกษตรฯ และสหภาพยโุรป ใน
ขา้วโพดและอาหารสัตว ์

 
เน่ืองด้วยในปัจจุบนัการก าหนดมาตรฐานการปนเป้ือนของสารพิษจากเช้ือราในอาหารสัตว์ใน

หลายประเทศทัว่โลก มีความเขม้งวด และก าหนดชนิดของสารพิษจากเช้ือรามากกวา่หน่ึงชนิด ท าใหมี้ความ
จ าเป็นท่ีตอ้งมีวิธีวิเคราะห์ท่ีมีความน่าเช่ือถือ มีความถูกตอ้ง เพื่อให้มัน่ใจว่าสามารถบงัคบัใชม้าตรฐานได้
อย่างมีประสิทธิภาพ (Varga et al., 2012) อย่างไรก็ตามขอ้จ ากดัของการตรวจวิเคราะห์ สารพิษจากเช้ือรา
ดว้ยเทคนิค high performance liquid chromatography (HPLC) ซ่ึงเป็นวิธีมาตรฐานของ AOAC ให้ไดห้ลาย
ชนิดภายใตก้ารเตรียมตวัอย่างคร้ังเดียวนั้นมีขอ้จ ากดัในการเตรียมตวัอย่าง เช่น ตอ้งใช้วิธีเตรียมอนุพนัธ์ 
(derivatization) ด้วย post-column photochemical reaction ส าหรับสารกลุ่ม AFs (AOAC 2003.02, 2016) 
และใช ้pre-column chemical derivatization โดย o-phthaldialdehyde (OPA) ส าหรับ FB1 และ FB2 (AOAC 
2001.04, 2016) และ 1-anthroylnitrile(1-AN) ส าหรับT-2 + HT-2 (Visconti et al., 2005) เพื่อให้สามารถ
ตรวจวดัได้ด้วย fluorescence detection นอกจากน้ียงัพบว่าสารพิษจากเช้ือรากลุ่ม trichothecenes type B 
ได้แก่ DON และ NIV ไม่มีคุณสมบัติในการเรืองแสง fluorescence จึงต้องใช้เทคนิคการตรวจวดัด้วย 
ultraviolet detection (Neumann et al., 2009) ท าให้เกิดความยุ่งยากในการเตรียมตวัอย่างให้สามารถตรวจ
วิเคราะห์ไดด้ว้ยเทคนิคท่ีแตกต่างกนั น ามาซ่ึงการแกไ้ขปัญหาดงักล่าวโดยใชเ้ทคนิคการตรวจวดัท่ีสามารถ
ตรวจวิเคราะห์สารพิษจากเช้ือราให้ไดใ้นการเตรียมตวัอย่างในคราวเดียว ซ่ึงปัจจุบนัเทคนิคท่ีใช้กนัอย่าง
แพร่หลายและเป็นทางเลือกส าหรับการได้มาซ่ึงความไว (sensitivity) และความจ าเพาะ (selectivity) และ
การวิเคราะห์เชิงปริมาณ (quantification) ส าหรับการวิเคราะห์สารพิษจากเช้ือราแบบหลายชนิด (multiple 
mycotoxins) ในอาหารสัตว์และวัตถุ ดิบอาหารสัตว์ คือ เทคนิค liquid chromatography tandem mass 
spectrometry (LC-MS/MS) โดยเทคนิคดงักล่าวเป็นการวิเคราะห์สารซ่ึงอาศยัหลกัการตรวจวดัมวลของสาร
ในรูปแบบของไอออน ทั้งน้ีหลักการพื้นฐานประกอบด้วยการเปล่ียนรูปโมเลกุลของสารให้กลายเป็น

สารพิษจากเช้ือรา 
ประกาศกระทรวงเกษตรฯ (ไมโครกรัม/กิโลกรัม) สหภาพยุโรป (มิลลิกรัม/กิโลกรัม) 

ขา้วโพด อาหารสุกร อาหารไก่ อาหารโคนม ขา้วโพด อาหารสุกร อาหารไก่ อาหารโคนม 

Total aflatoxin 100 50 100 100 - - - - 

AFB1 - - - - 0.02 0.02 0.02 0.005 

ZEN - - - - 3 0.1 - 0.25 

OTA - - - - 0.25 0.05 0.1 - 

DON - - - - 12 0.9 - 2 

FB1+FB2 - - - - 60 5 20 - 

T-2+HT-2 - - - - 0.5 0.25 0.25 0.25 
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ไอออน และท าให้ไอออนท่ีเกิดขึ้นน้ีแตกตัวกลายเป็นไอออนย่อย ๆ ต่อไป จากนั้นจึงท าการแยกและ
ตรวจวดัไอออนต่าง ๆ ท่ีเกิดขึ้นตามค่ามวลต่อประจุ (mass-to-charge ratio หรือ m/z) อยา่งจ าเพาะเจาะจง ท า
ให้สามารถใชย้ืนยนัชนิดของสาร (identification) และวิเคราะห์เชิงปริมาณ (quantification)ไดอ้ย่างแม่นย  า 
อย่างไรก็ดีความทา้ทายท่ีส าคญัของการพฒันาวิธีวิเคราะห์ดว้ยการใช้เทคนิคดงักล่าวในการวิเคราะห์หา
ปริมาณสารพิษจากเช้ือรา ได้แก่ การพัฒนาขั้นตอนท่ีเหมาะสมของวิธีการเตรียมตัวอย่าง (sample 
preparation) วิธีการสกดั (extraction method) ซ่ึงวิธีดงักล่าวน้ี ตอ้งสามารถสกดัแยกสารพิษจากเช้ือราหลาย
ชนิดจากในตวัอย่างอาหารสัตว์และวตัถุดิบอาหารสัตว์ได้ โดยมีค่าร้อยละการคืนกลับ (%recovery) ค่า
ความสามารถในการท าซ ้า (repeatability) ค่าระดบัต ่าสุดในการตรวจวดัเชิงปริมาณ (limit of quantification) 
ในเกณฑม์าตรฐาน (Dzuman et al., 2014) 

การเตรียมตวัอย่างดว้ยเทคนิค QuEChERS หรือ Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, และ Safe 
เป็นเทคนิคการเตรียมตวัอยา่งท่ีใชก้นัอยา่งแพร่หลายในปัจจุบนัส าหรับการวิเคราะห์ยาฆ่าแมลง (pesticides) 
ในตวัอย่างผกัและผลไมซ่ึ้งประกอบดว้ยขั้นตอนการสกดัตวัอย่างดว้ยสารละลาย acetonitrile: water ตาม
ดว้ย salting-out ส่ิงท่ีจะวิเคราะห์ (analytes) ให้อยู่ในส่วนของ acetonitrile phase เพื่อแยกส่ิงสกดัท่ีมีขั้วออก
จากตัวอย่าง (polar matrix co-extract) (Anastassiades et al.,2003) นอกจากน้ียงัมีรายงานการใช้เทคนิค
ดงักล่าวมาใชใ้นการวิเคราะห์สารพิษจากเช้ือรา (Dzuman et al., 2014; Lacina et al., 2012; Mol et al., 2008; 
Zachariasova et al., 2010) 

การตรวจวิเคราะห์ทางโครมาโตกราฟีจ าเป็นตอ้งค านึงถึงผลกระทบจากเมทริกซ์ (matrix effect) ซ่ึง
ปัญหาท่ีเกิดขึ้นสามารถพบไดก้บัการวิเคราะห์ในตวัอยา่งท่ีมีความซบัซอ้น ไดแ้ก่ อาหารสัตว ์เน่ืองจากมีการ
ผสมของวตัถุดิบทางการเกษตรท่ีหลากหลาย (Li et al., 2011) ส่วนการตรวจวดัดว้ยเทคนิค LC-MS/MS ก็มี
โอกาสเกิด matrix effect เน่ืองจากกระบวนการแยกตวัเป็นไอออน (ionization) ของสารท่ีจะตรวจวดั อาจ
เกิดการชะร่วมกัน (coeluted) กับส่วนประกอบของเมทริกซ์ ส่งผลให้สัญญาณท่ีตรวจวดัได้ในกราฟ
มาตรฐานท่ีเตรียมในสารละลาย กับท่ีอยู่ในเมทริกซ์มีความแตกต่างกัน (Souverain et al., 2004) การเกิด 
matrix effect นั้นขึ้นอยูก่บัหลายปัจจยั ไดแ้ก่ สารท่ีจะวิเคราะห์ ชนิดของตวัอยา่ง สภาวะของเคร่ือง หรืออาจ
รวมถึงวิธีการเตรียมตวัอย่าง แต่ถึงขณะน้ีก็ยงัไม่สามารถหาวิธีการท่ีจะท านายธรรมชาติการเกิดของ matrix 
effect (Trufelli et al., 2011) แต่วิธีการชดเชยผลของเมทริกซ์ สามารถท าได้โดย การเติมสารมาตรฐาน 
(standard addition) (Stuber et al., 2004) การดัดแปลงวิธีการเตรียมตวัอย่าง (Mallet et al., 2004) การสร้าง
กราฟมาตรฐานจากเมทริกซ์ (matrix-matched calibration) (Zhang et al.,  2011) หรือใชส้ารมาตรฐานภายใน 
(internal standard, ISTD) (Wang et al., 2007) 

งานพิษวิทยาและชีวเคมี กลุ่มตรวจสอบคุณภาพอาหารสัตว ์ส านกัตรวจสอบคุณภาพสินคา้ปศุสัตว ์
ซ่ึงรับผิดชอบในการตรวจวิเคราะห์สารพิษจากเช้ือรา เห็นถึงประสิทธิภาพและความส าคญัในการพฒันาวิธี
วิเคราะห์สารพิษจากเช้ือราทั้ง 17 ชนิด  ในคราวเดียวกนั ซ่ึงครอบคลุมตามประกาศกระทรวงเกษตรและ
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สหกรณ์ ไดแ้ก่ ผลรวมของอะฟลาทอกซิน (total aflatoxin) ประกอบดว้ย AFB1, AFB2, AFG1 และ AFG2 
มาตรฐานของสหภาพยุโรป ไดแ้ก่ AFB1, OTA, ZEN, DON, T-2, HT-2, FB1 และ FB2 รวมถึงสารพิษจาก
เช้ือราอีก 6 ชนิด ไดแ้ก่ 15-AcDON, 3-AcDON, FusX, NEO, NIV และ DAS ซ่ึงเป็นสารท่ีสหภาพยุโรปมี
รายงานการตรวจพบการปนเป้ือนในตวัอย่างอาหารสัตวแ์ละวตัถุดิบอาหารสัตวจ์ากฟาร์ม (Zachariasova et 
al., 2014) ส าหรับการพฒันาวิธีวิเคราะห์ในคร้ังน้ี ห้องปฏิบัติการพิษวิทยาและชีวเคมีได้ใช้การเตรียม
ตวัอย่างดว้ยเทคนิค QuEChERS ร่วมกบัการใช้เทคนิค Stable Isotope Dilution Assay, SIDAโดยใช้ 13C17-
AFB1,13C17-AFB2, 13C17-AFG1, 13C17-AFG2, 13C34-FB1, 13C34-FB2, 13C18-ZEN, 13C20-OTA, 13C24-T-2, 13C22-
HT-2, 13C19-DAS, 13C15-DON, 13C15-NIV, 13C17-3-AcDON และ13C17-15-AcDON เป็น ISTD เพื่อลด matrix 
effect และเพิ่มความถูกตอ้งส าหรับการวิเคราะห์สารพิษจากเช้ือรา 17 ชนิดในขา้วโพดส าหรับสัตว์ แลว้
ตรวจยืนยนัชนิดและปริมาณดว้ยเทคนิค LC-MS/MS ไดใ้นคราวเดียวกนัโดยเร่ิมศึกษาหาความเขม้ขน้ของ
กรดฟอร์มิก (formic acid, FA) ท่ีเหมาะสมในการแช่ตัวอย่าง (soaking) ชนิดของ dispersive solid phase 
extraction (dSPE) ในขั้นตอนการ clean-up ตวัอยา่ง รวมถึงสภาวะท่ีเหมาะสมของเคร่ือง LC-MS/MS 

เม่ือพฒันาวิธีวิเคราะห์ได้ประสิทธิภาพตามเกณฑ์ท่ีเหมาะสมแลว้ ผูว้ิจยัจึงวางแผนพิสูจน์ความ
ใชไ้ดข้องวิธีวิเคราะห์สารพิษจากเช้ือรา 17 ชนิดในขา้วโพดส าหรับสัตว ์โดยเทคนิค LC-MS/MS ใหมี้ความ
ไวเพียงพอท่ีจะตรวจสารพิษจากเช้ือรากลุ่มดงักล่าวท่ีระดบัความเขม้ขน้ตามมาตรฐานของสหภาพยุโรป 
และประกาศกระทรวงเกษตรและสหกรณ์ ของปริมาณสารพิษจากเช้ือราสูงสุดท่ียอมให้พบได ้(maximum 
level, ML) ในขา้วโพดส าหรับสัตว ์และสามารถยืนยนัชนิดและปริมาณของสารพิษจากเช้ือรา 17 ชนิดได ้
โดยมีค่าความแม่น (accuracy) และ ค่าความเท่ียง (precision) ผ่านตามเกณฑ์การประเมินสมรรถนะของ
สหภาพยุโรป (SANTE/12682/2019, 2019) เพื่อเป็นการยืนยนัถึงประสิทธิภาพของวิธีวิเคราะห์ให้มีความ
ถูกตอ้ง น่าเช่ือถือ สอดคลอ้งกบัแนวทางท่ีเป็นท่ียอมรับในระดบันานาชาติ และสามารถน าไปใชใ้นการเฝ้า
ระวงัการปนเป้ือนสารพิษจากเช้ือราในขา้วโพดส าหรับสัตว ์
 

อุปกรณ์และวิธีการทดลอง 
1. สารเคมีและสารมาตรฐาน 

1.1 สารเคมี 
            1.1.1 สารเคมี เกรด LC-MS ได้แก่  methanol (MeOH) , ammonium acetate (AmAc) , ammonium 
formate (AmF), acetic acid (AA), formic acid (FA), acetonitrile (ACN) 
            1.1.2 สารเคมีเกรด AR ไดแ้ก่ sodium chloride (NaCl), magnesium sulfate (MgSO4) 
            1.1.3 dispersive solid phase extraction (dSPE sorbent) ไดแ้ก่ graphite carbon black (GCB), primary 
secondary amine (PSA), Bondesil C18  
            1.1.4 น ้าปราศจากไอออน (deionized water, DI) 
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     1.2 สารมาตรฐานสารพิษจากเช้ือรา (reference standards of mycotoxins) 17 ชนิด ไดแ้ก่ อะฟลาทอกซิน 
บี1 (aflatoxin B1, AFB1) อะฟลาทอกซิน บี2 (aflatoxin B2, AFB2) อะฟลาทอกซิน จี1 (aflatoxin G1, 
AFG1) อะฟลาทอกซิน จี2 (aflatoxin G2) ฟูโมนิซิน บี1 (fumonisin B1, FB1) ฟูโมนิซิน บี2 (fumonisin B2) 
โอคราทอกซิน เอ  (ochratoxin A, OTA)  ที -2 (T-2)  เอสที -2 (HT-2)  ไดอะเซทอกซีสเคอร์ปินอล 
(diacetoxyscirpenol, DAS) นีโอโซลานิออล (neosolaniol, NEO) นิวาลินอล (nivalenol, NIV) ดีออกซีนิวาลิ
นอล (deoxynivalenol, DON) 3-อะซีติลดีออกซีนิวาลินอล (3-acetyldeoxynivalenol, 3-AcDON) 15-อะซีติล
ดีออกซีนีวาลินอล (15-acetyldeoxynivalenol, 15-AcDON)ฟูซารีนอน เอก็ซ์ (fusarenon X, FusX) และซีลารี
โนน (zearalenone, ZEN) 
     1.3 สารมาตรฐานภายใน (internal standard, ISTD) 15 ชนิดไดแ้ก่ 13C17-AFB1,13C17-AFB2, 13C17-AFG1, 
13C17-AFG2, 13C34-FB1, 13C34-FB2, 13C18-ZEN, 13C20-OTA, 13C24-T-2, 13C22-HT-2, 13C19-DAS, 13C15-DON, 
13C15-NIV, 13C17-3-AcDON และ13C17-15-AcDON 
 
2. เคร่ืองมือและอุปกรณ์ 
     2.1 LC-MS/MS (AB Sciex, USA) 
     2.2 HPLC column Accucore C18, 2.6 µm 2.1 x 100 mm (Thermo Scientific, USA) 
     2.3 Laboratory Shaker (Gerhardt, Germany) 
     2.4 Centrifuge (Hanil, Korea) 
     2.5 Vortex Mixer (Genie, USA) 
     2.6 Nitrogen Evaporator (Organomation, USA) 
 
3. ตัวอย่างที่ศึกษา 

ตวัอย่างขา้วโพดส าหรับสัตว์ท่ีส่งมาตรวจท่ีส านักตรวจสอบคุณภาพสินคา้ปศุสัตว์ โดยตวัอย่าง
ดงักล่าวไดผ้า่นการตรวจสอบดว้ยเทคนิค LC-MS/MS แลว้ว่าไม่พบการปนเป้ือนสารพิษจากเช้ือรา 17 ชนิด 
จ านวน 120 ตวัอยา่ง 
4. วิธีการทดลอง 

4.1 การเตรียมตวัอยา่ง (sample preparation) ใชเ้ทคนิคการเตรียมตวัอยา่งดว้ยเทคนิค QuEChERS โดยมี
การดดัแปลงขั้นตอนจาก Dzuman และคณะ (2014) ซ่ึงมีขั้นตอนดงัน้ี 

4.1.1 ชัง่ตวัอยา่งขา้วโพดส าหรับสัตวท่ี์บดแลว้ 2 กรัม ลงในหลอดพอลีโพรพิลีนขนาด 50 มิลลิลิตร 
4.1.2 เติมกรดฟอร์มิกเจือจาง ปริมาตร 10 มิลลิลิตร แช่ทิ้งไว ้30 นาที 
4.1.3 เติม 100% ACN ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เขยา่ตวัอยา่งเป็นเวลา 30 นาทีความเร็ว 200 รอบต่อ

นาที ดว้ยเคร่ืองเขยา่ตวัอยา่ง (shaker)  
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4.1.4 เติมเกลือส าหรับ salting outดว้ย 4g MgSO4 + 1g NaCl เขยา่อยา่งรวดเร็วเป็นเวลา 30 วินาที 
ดว้ยเคร่ืองผสมสารละลาย (vortex mixer) 

4.1.5 ป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที 
4.1.6 ปิเปตส่วนใสปริมาตร 2 มิลลิลิตร ลงในหลอดพอลีโพรพิลีนขนาด 15 มิลลิลิตร ท่ีมี MgSO4 

และ dSPE 
4.1.7 เขยา่ใหเ้ขา้กนัเป็นเวลา 2 นาทีดว้ยเคร่ืองผสมสารละลาย 
4.1.8 ป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที 
4.1.9 น าส่วนใสไประเหยแห้งดว้ยเคร่ือง nitrogen evaporator ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
4.1.10 เติม 13C-ISTD ปริมาตร 80 ไมโครลิตร และ 20% MeOH ปริมาตร920 ไมโครลิตร 
4.1.11 กรองตวัอยา่งดว้ย syringe membrane filter ชนิดไนลอน ขนาด 0.2 ไมโครเมตร 
4.1.12 ฉีดตวัอยา่งปริมาตร 3 ไมโครลิตร เขา้เคร่ือง LC-MS/MS 

5. การพฒันาวิธีวิเคราะห์ 
5.1 การทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมของเคร่ือง LC-MS/MS 

5.1.1 ทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะของเคร่ือง mass spectrometer  
เตรียมสารมาตรฐานสารพิษจากเช้ือรา 17 ชนิดแต่ละชนิดท่ีความเขม้ขน้ 500 ng/mL และ 13C-ISTD 

15 ชนิด แต่ละชนิดท่ีความเขม้ขน้ 100 ng/mL ใน 20% MeOH ฉีดเขา้ส่วน mass spectrometer โดยตรง และ
เลือกแหล่งก าเนิดไอออน (ion source) แบบ electrospray ionization (ESI) ท่ีตรวจวดัไอออนบวก (positive 
ionization) และไอออนลบ (negative ionization) เพื่อหาค่าพลงังาน declustering potential (DP), entrance 
potential (EP), collision energy (CE), collision cell exit potential (CXP) และ ค่ามวลต่อประจุ (m/z) ของ 
parent ion และ daughter ion ท่ีใหส้ัญญาณสูงสุดในการวิเคราะห์แบบ multiple reaction monitoring (MRM) 
              5.1.2 ทดสอบชนิดของ mobile phase 

ท าการทดสอบชนิดของ mobile phase 2 แบบในการวิเคราะห์สารพิษจากเช้ือราแบบ multiple toxins
ดว้ยเทคนิค LC-MS/MS โดยดดัแปลงจาก Dzuman และคณะ (2015) โดยใช ้5 mM ammonium formate with 
0.1% formic acid in MeOH and DI water และ  5 mM ammonium acetate with 0.1% acetic acid in MeOH 
and DI water ในการแยกด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวแบบ reverse phase chromatography โดย
เตรียมสารมาตรฐานผสมของสารพิษจากเช้ือรา 17 ชนิด และ 13C-ISTD 15 ชนิดท่ีความเขม้ขน้ดงัน้ี 

สารมาตรฐานสารพิษจากเช้ือรา 17 ชนิด 
• 1 ng/mL ส าหรับ AFB1, AFB2, AFG1 และ AFG2  
• 80 ng/mL ส าหรับ DON, 15-AcDON, FusX และ NIV 
• 16 ng/mL ส าหรับ T-2, HT-2, DAS, NEO และ OTA 
• 60 ng/mL ส าหรับ FB1 และ FB2 
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• 2 ng/mL ส าหรับ ZEN  
• 40 ng/mL ส าหรับ 3-AcDON 

สารมาตรฐานภายใน 13C-ISTD 15 ชนิด 
• 0.8 ng/mL ส าหรับ 13C17-AFB1,13C17-AFB2,13C17-AFG1 และ13C17-AFG2 
• 10 ng/mL ส าหรับ 13C24-T-2 และ13C19-DAS 
• 16 ng/mL ส าหรับ 13C20-OTA และ 13C17-15-AcDON 
• 40 ng/mL ส าหรับ 13C15-DON, 13C15-NIV, 13C17-3-AcDON และ 13C34-FB1 
• 8 ng/mL ส าหรับ 13C34-FB2 
• 4 ng/mL ส าหรับ 13C18-ZEN 
• 20 ng/mL ส าหรับ 13C22-HT-2 

โดยการศึกษาชนิดของ mobile phase ท่ีเหมาะสมในการแยกแบบ reverse phase chromatography 
ของเคร่ือง LC-MS/MS ศึกษาภายใตส้ภาวะของเคร่ืองมือจาก Dzuman และคณะ (2015) ตามตารางท่ี 2 
ตารางท่ี 2 สภาวะของเคร่ือง LC-MS/MS 

Parameters Conditions 
HPLC Column Thermo Scientific Accucore C18 2.1 x 100 mm. i.d., 2.6 µm 
Flow rate 0.4 mL/min 

Injection volume 3.0 µL 

Column Oven 25 °C 
Elution mode Gradient elution 

Flow program Initial 0.0% B; 4.0 min 20% B; 9.5 min 40% B; 10.5-13.0 min 

 100% B; 13.10-16.0 min 0.0% B 
Run time 16 min 
Interface ESI (+) and ESI (-) 
Needle voltage ESI (+) = 4500 V, ESI (-) = -4500 
Gas temperature 500 °C 
Curtain gas 30 psi 
Turbo gas 55 psi 
Nebulizer gas 55 psi 
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5.2 การทดสอบสภาวะท่ีเหมาะสมในการเตรียมตวัอยา่ง 
5.2.1 ความเขม้ขน้ของกรดฟอร์มิก (formic acid, FA) ท่ีเหมาะสมในการแช่ตวัอยา่ง (soaking) 

                      ในการศึกษาคร้ังน้ีอาศยัการเตรียมตวัอยา่งดว้ยเทคนิค QuEChERSโดยทดสอบ formic acid ท่ี
ความเขม้ขน้ 0.1, 0.2, 0.5, 1 และ 2% ในขั้นตอนการแช่ตวัอยา่ง เน่ืองจากมีรายงานการใช ้formic acid หลาย
ความเขม้ขน้เพื่อควบคุม pH ให้เหมาะสมกบัชนิดตวัอย่าง รวมถึงสารพิษจากเช้ือราท่ีมีความไวต่อค่า pH 
ส่งผลให้ประสิทธิภาพในการสกดัตวัอย่างดีขึ้น (Lacina et al., 2012) จากนั้นเตรียมตวัอย่างตามขอ้ 4.1โดย
ใช้เกลือผสมของ 4g MgSO4 + 1g NaCl ส าหรับ salting out และ dSPE C18 ส าหรับ clean-up เม่ือได้ความ
เขม้ขน้ของ formic acid ท่ีเหมาะสมแลว้จึงด าเนินการศึกษาชนิด dSPE ท่ีเหมาะสมตามขอ้ 5.2.2 

5.2.2 ชนิดของ dispersive solid phase extraction (dSPE) ในการ clean-up  
                     โดยท าการทดสอบตามข้อ 4.1 จากนั้นท าการทดสอบโดยเปล่ียนชนิดของ dSPE 3 ชนิด
เน่ืองจากมีคุณสมบติัในการก าจดัส่ิงรบกวนท่ีแตกต่างกนัไดแ้ก่ C18, PSA และ GCB (ขอ้ 4.1.6) 

        การทดสอบสภาวะท่ีเหมาะสมขั้นตอนตามขอ้ 5.2.1 และ ขอ้ 5.2.2โดยเติมสารมาตรฐานผสม
ของสารพิษจากเช้ือรา 17 ชนิด ในตวัอย่างขา้วโพดส าหรับสัตวจ์ านวน 3 ซ ้ า ของแต่ละการทดสอบ ท่ีความ
เขม้ขน้ดงัน้ี 

• 5 µg/kg ส าหรับ AFB1, AFB2, AFG1 และ AFG2 
• 400 µg/kg ส าหรับ DON, 15-AcDON, FusX และ NIV 
• 80 µg/kg ส าหรับT-2, HT-2, DAS, NEO และ OTA 
• 300 µg/kg ส าหรับ FB1 และ FB2 
• 10 µg/kg ส าหรับ ZEN  
• 200 µg/kg ส าหรับ 3-AcDON 

เทียบกบักราฟมาตรฐานในตวัท าละลาย (solution calibration curve, SCC) ท่ี 6 ความเขม้ขน้ดงัน้ี 
• 0.125, 0.25, 0.5, 1, 2.5 และ 5 ng/mL ส าหรับ AFB1, AFB2, AFG1 และ AFG2 
• 2, 4, 8, 16, 40 และ 80 ng/mL ส าหรับ T-2, HT-2, DAS, NEO และ OTA 
• 10, 20, 40, 80, 200 และ 400 ng/mL ส าหรับ DON, NIV, FusX และ 15-AcDON 
• 7.5, 15, 30, 60, 150 และ 300 ng/mL ส าหรับ FB1 และ FB2 
• 5, 10, 20, 40, 100 และ 200 ng/mL ส าหรับ 3-AcDON 
• 0.25, 0.5, 1, 2, 5 และ 10 ng/mL ส าหรับ ZEN 

จากนั้นน ามาค านวณค่าความแม่น (accuracy) จากค่าร้อยละการกลบัคืน (%recovery) และค่าความเท่ียง 
(precision) จากค่าสัมประสิทธ์ิความแปรปรวนค่าร้อยละส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (%relative 
standard deviation, %RSD) โดยพิจารณาเกณฑก์ารประเมิน %recovery อยูร่ะหวา่ง 70-120% และ %RSD  
20% ของเกณฑก์ารประเมินสมรรถนะของสหภาพยโุรป (SANTE/12682/2019, 2019) 
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            โดยการศึกษาการทดสอบสภาวะท่ีเหมาะสมในการเตรียมตวัอยา่ง และการพิสูจน์ความใชไ้ดว้ิธี
วิเคราะห์ท าการศึกษาภายใตส้ภาวะของเคร่ืองมือท่ีเหมาะสมตามขอ้ 5.1 
6. การพสูิจน์ความใช้ได้วิธีวิเคราะห์ 

เม่ือพฒันาวิธีวิเคราะห์ไดต้ามเกณฑ์ท่ีเหมาะสมแลว้ จึงท าการยืนยนัประสิทธิภาพของวิธีโดยการ
พิสูจน์ความใชไ้ดข้องวิธีวิเคราะห์โดยด าเนินการตามขั้นตอนของเกณฑก์ารประเมินสมรรถนะของสหภาพ
ยโุรป SANTE/12682/2019 ดงัน้ี 
     6.1 ผลกระทบจากเมทริกซ์ (matrix effect) 

โดยการเตรียมสารมาตรฐานสารพิษจากเช้ือราในตัวท าละลาย 20% MeOH ตามข้อ 5.2.2 
เปรียบเทียบกับในส่ิงสกัดข้าวโพดส าหรับสัตว์เตรียมโดยเติมสารมาตรฐานสารพิษจากเช้ือราหลังจาก
ขั้นตอนการเตรียมตวัอย่างขอ้ 4.1.9 จ านวน 6 ระดบัความเขม้ขน้ (matrix-match calibration curve, MMC) ท่ี
ระดับความเข้มข้น 0.125-5 ng/mL ส าหรับ AFB1, AFB2, AFG1 และ AFG2 ท่ีความเข้มข้น 2-80 ng/mL 
ส าหรับ T-2, HT-2, DAS, NEO และ OTA ท่ีความเขม้ขน้ 10-400 ng/mL ส าหรับ DON, NIV, FusX และ 15-
AcDON ท่ีความเข้มข้น 7.5-300 ng/mL ส าหรับ FB1 และ FB2 ท่ีความเข้มข้น 5-200 ng/mL ส าหรับ 3-
AcDON และ ท่ีความเข้มข้น 0.25-10 ng/mL ส าหรับ ZEN และประเมินจาก %signal suppression and 
enhancement (%SSE) ซ่ึงค านวณจากสัดส่วนความชนัจากกราฟมาตรฐานในเมทริกซ์ กบัความชนัจากกราฟ
มาตรฐานในตวัท าละลาย ซ่ึงค่าการยอมรับอยูร่ะหวา่ง 80-120% (SANTE/12682/2019, 2019) 

%SSE =
ความชนัจากกราฟมาตรฐานในเมทริกซ์

ความชนัจากกราฟมาตรฐานในตวัท าละลาย
x 100 

6.2 ความเป็นเส้นตรงและช่วงการทดสอบ (linearity and range) 
สร้างกราฟมาตรฐานในตัวละลาย ประกอบด้วย  6 ระดับความเข้มข้น ตามข้อ 6.1โดยกราฟ

มาตรฐานจะสร้างระหว่างแกน y คือ area ratio ระหว่างสารมาตรฐานสารพิษจากเช้ือราแต่ละชนิด กบั 13C-
ISTD ยกเวน้ FuSX และ NEO และ แกน X คือความเขม้ขน้ของสารมาตรฐานสารพิษจากเช้ือราแต่ละชนิด 
ไดเ้ป็นความสัมพนัธ์เชิงเส้นตรง (y = mx + c) และ ประเมินความเป็นเส้นตรงจากค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพนัธ์ 
(correlation coefficient) ตอ้งมีค่ามากกว่าหรือเท่ากบั 0.995 (r   0.995) (สุจิตรา, 2555) เพื่อก าหนดเป็นค่า
ความเขม้ขน้ท่ีใชง้านส าหรับการตรวจวิเคราะห์ 

6.3 ค่าการทวนซ ้าของการวดั (repeatability) 
ทดสอบโดยเตรียมสารมาตรฐานสารพิษจากเช้ือรา 17 ชนิดในตวัอย่างขา้วโพดส าหรับสัตวจ์ านวน 

5 ซ ้ า ท่ี 3 ระดบัความเขม้ขน้ จากนั้นเตรียมตวัอย่างโดยวิธีท่ีไดพ้ฒันาขึ้น ความแม่นของการทวนซ ้ าไดข้อง
การวดั (repeatability) พิจารณาจาก %RSDr ของแต่ละระดบัความเขม้ขน้ ดงัน้ี  

• 1.25, 5 และ 25 µg/kg ส าหรับ AFB1, AFB2, AFG1 และ AFG2 
• 20, 80 และ 400 µg/kg ส าหรับ T-2, HT-2, DAS, NEO และ OTA 
• 100, 400 และ 2000 µg/kg ส าหรับ DON, NIV, FusX และ 15-AcDON 
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• 75, 300 และ 1500 µg/kg ส าหรับ FB1 และ FB2 
• 50, 200 และ 1000 µg/kg ส าหรับ 3-AcDON 
• 2.5, 10 และ 50 µg/kg ส าหรับ ZEN 

                                         %RSDr =
ค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน

ค่าเฉล่ียของการท าซ ้ า
 x 100 

โดยผา่นเกณฑก์ารประเมินท่ี %RSD  20 (SANTE/12682/2019, 2019) 
6.4 ค่าการท าซ ้าไดข้องการวดั (within-laboratory reproducibility) 

ทดสอบโดยเติมสารมาตรฐานสารพิษจากเช้ือรา 17 ชนิดในตวัอย่างขา้วโพดส าหรับสัตวจ์ านวน 15 
ซ ้ า 3 ระดบัความเขม้ขน้ตามขอ้ 6.3 โดยท าการวิเคราะห์ต่างวนั และต่างผูว้ิเคราะห์ พิจารณาจาก %RSDwr

โดยผา่นเกณฑก์ารประเมินท่ี %RSDwr  20 (SANTE/12682/2019, 2019) 

                                         %RSDwr =
ค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน

ค่าเฉล่ียของการท าซ ้ า
 x 100 

 
6.5 ความแม่น (accuracy) พิจารณาจาก %recovery 
             ทดสอบโดยน าขอ้มูลมาจากการทดสอบในขอ้ 6.3 

   %recovery =
ความเขม้ขน้ที่วิเคราะห์ได ้(µg/kg)

ความเขม้ขน้ที่เติมลงในตวัอยา่ง (µg/kg)
 x 100 

 
โดยผา่นเกณฑก์ารประเมินท่ี %recovery อยูร่ะหวา่ง 70-120% (SANTE/12682/2019, 2019) 
 
6.6 ขีดจ ากัดของการตรวจพบ ( limit of detection, LOD)  และขีดจ ากัดของการตรวจวัด  ( limit of 
quantification, LOQ) 

6.6.1 การทดสอบหาค่า LOD  
ค่า LOD สามารถประมาณได้จากค่าความเข้มข้นต ่าสุดของ spike sample ท่ีให้ค่าสัญญาณต่อ

สัญญาณรบกวนมากกวา่หรือเท่ากบั 3:1 (signal-to-noise, S/N ≥ 3:1) (Sulyok et al., 2007) ซ่ึงท าการทดสอบ
โดยเติมสารมาตรฐานสารพิษจากเช้ือราจ านวน 10 ซ ้าลงในตวัอยา่งขา้วโพดส าหรับสัตว ์เตรียมตวัอยา่งโดย 
วิธีท่ีพฒันาขึ้นท่ีระดบัความเขม้ขน้ดงัน้ี 

• 0.125 µg/kg ส าหรับ AFB1, AFB2, AFG1 และ AFG2 
• 0.25 µg/kg ส าหรับ ZEN 
• 2 µg/kg ส าหรับ DAS, T-2 และ NEO 
• 2.5 µg/kg ส าหรับ OTA 
• 5 µg/kg ส าหรับ HT-2 และ 3-AcDON 
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• 9.375 µg/kg ส าหรับ FB1 และ FB2 
• 10 µg/kg ส าหรับ 15-AcDON, DON และ NIV 
• 12.5 µg/kg ส าหรับ FusX 
      โดย LOD ไดจ้ากความเขม้ขน้ท่ีให้ค่า S/N  3:1 และ ค่า ion ratio อยู่ระหว่าง ±30% เม่ือเทียบกับ

กราฟมาตรฐาน (SANTE/12682/2019, 2019) 
6.6.2 การทดสอบหาค่า LOQ  

การทดสอบหาค่า LOQ โดยเติมสารมาตรฐานสารพิษจากเช้ือราจ านวน 10 ซ ้าลงในตวัอยา่งขา้วโพด
ส าหรับสัตว์ เตรียมตวัอย่างโดยวิธีท่ีพฒันาขึ้นท่ีความความเขม้ขน้เทียบเท่าระดบัความเขม้ขน้ต ่าสุดของ
กราฟมาตรฐาน (Dzuman et al., 2014) ดงัน้ี 

• 0.625 µg/kg ส าหรับ AFB1, AFB2, AFG1 และ AFG2 
• 1.25 µg/kg ส าหรับ ZEN 
• 10 µg/kg ส าหรับ DAS, T-2, NEO, HT-2 และ OTA 
• 25 µg/kg ส าหรับ 3-AcDON 
• 37.5 µg/kg ส าหรับ FB1 และ FB2 
• 50 µg/kg ส าหรับ 15-AcDON, DON, NIVและ FusX 
โดย LOQ ไดจ้ากความเขม้ขน้ท่ีใหค้่า S/N  10:1, ion ratio อยูร่ะหวา่ง ±30%, %recovery อยูร่ะหวา่ง 70-

120% และ %RSD  20% (SANTE/12682/2019, 2019) 
 

ผลการทดลองและวิจารณ์ผล 
การพฒันาวิธีวิเคราะห์ 
1. การทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมของ LC-MS/MS 

การวิเคราะห์ใน positive ionization mode พบว่า เม่ือใช้ ammonium formate buffer เป็น mobile 
phase สารพิษจากเช้ือรากลุ่ม AFs ทั้ง 4 ชนิด ให้สัญญาณสูงกว่า 10 เท่า เม่ือเทียบกบัสารละลายของ acetate 
buffer นอกจากน้ียงัพบว่าสารพิษจากเช้ือรากลุ่ม FBs, type A trichothecenes, OTA ให้โครมาโทแกรมท่ีดี
และสัญญาณท่ีสูงกว่า 3-4 เท่า เม่ือใช้ ammonium formate buffer เป็น mobile phase เกิดเป็น protonate 
adduct [M+H]+ ส าหรับ AFs, FBs, OTA, และ 15-AcDON และเ กิด เ ป็น ammonium adduct [M+NH4]+ 
ส าหรับ type A trichothecenes ทั้ง 4 ชนิด ซ่ึงสอดคลอ้งกบัรายงานของ Dzuman และคณะ (2014); Lacina 
และคณะ (2012) ท่ีใช้ ammonium formate buffer ใน MeOH และ DI water เป็น  mobile phase ส าหรับ
วิเคราะห์สารพิษจากเช้ือรากลุ่ม AFs, type A trichothecenes, FBs, OTA ในอาหารสัตว์ และธัญพืช ด้วย
เทคนิค LC-MS/MS ซ่ึงพบวา่ใหส้ัญญาณสูงเช่นเดียวกนั 
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การวิเคราะห์ใน negative ionization mode พบว่า เม่ือใช้ ammonium acetate buffer เป็น mobile 
phase สารกลุ่ม type B trichothecenes ได้แก่ DON, NIV, FusX และ 3-AcDON จะสามารถเกิด acetate 
adduct [M+CH3COO]- และให้สัญญาณท่ีสูง เช่นเดียวกบัสารพิษจากเช้ือรากลุ่ม ZEN ก็ให้สัญญาณท่ีสูงซ่ึง
ถูกตรวจวัดในแบบ deprotonate form [M-H]- เม่ือเทียบกับการตรวจวดัโดยใช้  positive ionization ด้วย 
ammonium formate buffer ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Malachova และคณะ (2014); Sulyok และคณะ 
(2007) ท่ีใช ้ammonium acetate buffer ใน MeOH และ DI water เป็น mobile phase ส าหรับวิเคราะห์สารพิษ
จากเช้ือรากลุ่ม type B trichothecenes และ ZEN ในข้าวโพด เฮเซนนัท แอปเป้ิลบด และพริกหยวกด้วย
เทคนิค LC-MS/MS ซ่ึงพบวา่ใหส้ัญญาณสูงเช่นเดียวกนั 
 โดยในการศึกษาคร้ังน้ี ไดข้อ้สรุปในการเลือกใช ้mobile phase คือ ใช ้5 mM ammonium formate ท่ี
มี 0.1% formic acid ใน DI water และ MeOH ส าหรับการท า positive ionization ส าหรับวิเคราะห์สารพิษ
จากเช้ือรา 12 ชนิด ไดแ้ก่ AFB1, AFB2, AFG1, AFG2, 15-AcDON, FB1, FB2, T-2, HT-2, NEO, DAS และ
OTA และใช้ 5 mM ammonium acetate ท่ี มี  0.1% acetic acidใน DI water และ MeOH ส าหรับการท า  
negative ionization ส าหรับสารพิษจากเช้ือรา 5 ชนิด ได้แก่  DON, NIV, 3-AcDON, FusX และ ZEN 
นอกจากน้ีเพื่อเป็นการรักษา ionic strength ของการแยก และรักษา retention time ให้มีความคงท่ี จะใชก้าร
ชะสารในแบบ gradient elution โดย รูปท่ี 1 แสดงโครมาโทแกรมของสารมาตรฐานสารพิษจากเช้ือรา 17 
ชนิด ในตวัท าละลาย ท่ีระดับความเขม้ขน้ 1 ng/mL ส าหรับ AFB1, AFB2, AFG1 และ AFG2 ; 16 ng/mL 
ส าหรับ T-2, HT-2, DAS, NEO และ OTA ; 80 ng/mL ส าหรับ DON, 15-AcDON, NIV และ FusX ; 60 
ng/mL ส าหรับ FB1 และ FB2 ; 2 ng/mL ส าหรับ ZEN และ 40 ng/mL ส าหรับ 3-AcDON ตามล าดับ ตาม
ตารางท่ี 3 แสดงสภาวะท่ีเหมาะสมของ  MS/MS  ในการตรวจวิเคราะห์สารพิษจากเช้ือรา และ 13C-ISTD 
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รูปท่ี 1โครมาโทแกรม (chromatogram) ของสารมาตรฐานสารพิษจากเช้ือรา 17 ชนิด และ 13C-ISTD 15 ชนิด 
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รูปท่ี 1โครมาโทแกรม (chromatogram) ของสารมาตรฐานสารพิษจากเช้ือรา 17 ชนิด และ 13C-ISTD 15 ชนิด 
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ตารางท่ี 3 สภาวะท่ีเหมาะสมของ MS/MS ในการตรวจวิเคราะห์สารพิษจากเช้ือรา 17 ชนิด 
Compounds Q1 (m/z) Q3 (m/z) RT (min) DP (V) EP (V) CE (V) CXP (V) 

AFB1 313.0 [M+H]+ 285.0* 10.71 136.00 6.20 33.00 20.00 

 313.0 241.0  136.00 6.20 51.00 20.00 
13C17-AFB1 330.1 255.1 10.71 94.50 7.65 50.25 13.48 

AFB2 315.0 [M+H]+ 287.1* 10.39 141.00 5.07 37.00 20.00 

 315.0 259.0  141.00 5.07 41.00 24.00 
13C17-AFB2 332.1 303.2 10.39 97.10 7.59 36.83 25.01 

AFG1 329.0 [M+H]+ 243.0* 9.73 138.00 7.77 34.00 20.00 

 329.0 200.0  138.00 7.77 51.00 18.00 
13C17-AFG1 346.2 212.1 9.73 99.9 4.9 54.23 18.07 

AFG2 331.1 [M+H]+ 313.0* 9.07 136.00 3.87 35.00 18.00 

 331.1 189.0  136.00 3.87 57.00 12.00 
13C17-AFG2 348.1 259.2 9.07 95.89 5.49 43.56 16.08 
T-2 484.2[M+NH4]

+ 215.1* 10.98 69.93 6.05 25.04 14.81 

 484.2 185.1  69.93 6.05 28.91 16.14 
13C24-T-2 508.3 229.2 10.98 77.55 7.77 26.66 16.82 

HT-2 442.1[M+NH4]
+ 263.1* 11.07 66.45 4.86 18.03 23.98 

 442.1 215.0  66.45 4.86 18.61 24.47 
13C22-HT-2 464.3 229.1 11.07 69.99 6.10 18.14 17.49 
OTA 404.0[M+H]+ 239.0 11.11 80.00 5.78 30.93 20.96 

 404.0 221.0  80.00 5.78 47.37 16.96 
13C20-OTA 424.2 250.1 11.11 85.09 7.95 32.30 21.42 

FB1 722.4[M+H]+ 352.3* 10.97 100.00 10.00 61.00 17.00 

 722.4 334.3  100.00 10.00 65.00 17.00 
13C34-FB1 756.5 356.4 10.97 100.00 10.00 58.00 9.00 

FB2 706.4[M+H]+ 336.2* 11.10 100.00 10.00 61.00 17.00 

 706.4 318.3  100.00 10.00 61.00 15.00 
13C34-FB2 740.6 358.4 11.10 100.00 10.00 51.00 28.00 

DAS 384.1[M+NH4]
+ 307.1* 10.75 68.81 7.67 15.64 22.66 

 384.1 247.2  68.81 7.67 18.64 17.91 
13C19-DAS 403.2 324.1 10.75 70.21 5.67 15.59 10.14 

15-AcDON 339.1[M+H]+ 261.1* 7.33 68.75 6.16 14.20 12.87 

 339.1 137.0  68.75 6.16 15.79 19.91 
13C17-15-AcDON 373.2 338.1 7.33 60.86 8.27 17.58 23.25 

Neosolaniol 400.2[M+NH4]
+ 305.1* 6.11 64.17 5.94 16.38 9.38 

 400.2 215.1  64.17 5.94 23.82 14.87 
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หมายเหตุ   * = quantifier 
      2. การเตรียมตวัอยา่ง 

2.1 ความเขม้ขน้ของกรดฟอร์มิก (formic acid, FA) ท่ีเหมาะสมในการแช่ตวัอยา่ง 
การทดสอบสภาวะท่ีเหมาะสมในการสกดัตวัอย่าง โดยทดสอบความเขม้ขน้ของ formic acid ใน

ขั้นตอนการแช่ตวัอย่าง (soaking) ก่อนท าการสกดัดว้ย ACNโดยการศึกษาคร้ังน้ีท าการทดสอบท่ี 5 ระดบั
ความเขม้ขน้ของ formic acid ไดแ้ก่ 0.1, 0.2, 0.5, 1 และ 2% พบวา่ FB1 และ FB2 ท่ี 0.1 % และ 0.2% formic 
acid ให้ %recovery มีค่า <45% และ ท่ี 2.0% formic acid ให้ %recovery < 60% ส าหรับ FB2 นอกจากน้ี 
พบว่า AFB1 มีค่า %recovery < 65% ท่ี 0.5 % และ 2 % formic acid ส่วนท่ีความเขม้ขน้ 1% formic acid ให้ 
%recovery ของสารพิษจากเช้ือรา 17 ชนิดอยู่ในเกณฑ์การยอมรับในช่วง 70-120% โดยค่าท่ีไดอ้ยู่ระหว่าง 
92.4 (DON )- 108.2% (DAS) ซ่ึงขั้นตอน soaking ช่วยลดการสูญเสียไปของสารท่ีจะวิเคราะห์บางชนิด ท่ีมี
ความไวต่อ pH และช่วยเพิ่ม %recovery อย่างมีนยัส าคญัส าหรับสารพิษจากเช้ือราท่ีมีขั้วสูงไดแ้ก่ NIV และ
มีคุณสมบติัเป็นกรด ไดแ้ก่ FB1, FB2, OTA และ AFB1 รวมถึงการสกดัสารพิษจากเช้ือราจากตวัอย่างท่ีมี 
pH สูง (Lacina et al., 2012; Mol et al., 2008; Romero-González et al., 2011)  

ทั้งน้ีไดเ้ลือกใช ้1% formic acid ซ่ึงให ้%recovery อยูใ่นเกณฑก์ารยอมรับในช่วง 70-120%โดยค่าท่ี
ไดอ้ยูร่ะหวา่ง 92.4 (DON)-108.2% (DAS) ตามรูปท่ี 2 ส าหรับแช่ตวัอยา่งในการเตรียมตวัอยา่งในการพิสูจน์
ความใชไ้ดต้่อไป 
 
 
 

ตารางท่ี 3 สภาวะท่ีเหมาะสมของ MS/MS ในการตรวจวิเคราะห์สารพิษจากเช้ือรา 17 ชนิด (ต่อ) 
Compounds Q1 (m/z) Q3 (m/z) RT (min) DP (V) EP (V) CE (V) CXP (V) 
DON 355.3[M+CH3COO]- 59.0* 3.95 -58.68 -4.79 -20.37 -17.09 

 355.3 295.0  -58.68 -4.79 -13.84 -8.34 
13C15-DON 370.4 310.1 3.95 -57.72 -2.72 -14.37 -9.14 
NIV 371.3[M+CH3COO]- 281.0* 2.95 -61.69 -2.97 -20.26 -24.79 

 371.3 311.0  -61.69 -2.97 -14.29 -20.01 
13C15-NIV 386.0 295.2 2.95 -50.15 -3.76 -20.60 -8.37 
3-AcDON 397.1[M+CH3COO]- 337.1* 7.13 -60.07 -5.91 -20.22 -9.04 

 397.1 307.0  -60.07 -5.91 -12.47 -9.94 
13C17-3-AcDON 414.0 323.2 7.13 -59.25 -5.60 -20.04 -9.25 

ZEN 317.0[M-H]- 175.0* 11.13 -172.91 -3.57 -32.59 -9.20 
 317.0 131.0  -172.91 -3.57 -38.00 -13.00 

13C18-ZEN 335.0 140.0 11.13 -161.92 -8.80 -39.16 -7.28 
FusX 413.1[M+CH3COO]- 353.1* 5.48 -50.00 -10.00 -14.00 -17.00 

 413.1 263.0  -50.00 -10.00 -20.00 -17.00 



19 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 2 ผลของความเขม้ขน้ของกรดฟอร์มิกในการสกดัตวัอยา่งท่ี5 ระดบัความเขม้ขน้0.1, 0.2,0.5, 1 และ 2% 
              2.2 ชนิดของ dSPE ในการ clean-up ตวัอยา่ง 

ในการทดสอบชนิดของ dSPE ท่ีเหมาะสมในขั้นตอน clean-upไดแ้ก่ PSA, GCB และ C18 ร่วมกบั
การดึง aqueous phase ใน organic phase ออกจากส่ิงสกัดด้วย MgSO4 พบว่า เม่ือใช้ GCB% recovery ของ
สารพิษจากเช้ือราบางชนิดมีค่าต ่า ไดแ้ก่ AFB1 (4.6%), AFB2 (3.8%), AFG1 (14.9%), AFG2 (16.4%), OTA 
(5.9%), FB1(33.9%) และ FB2 (65.9%) ซ่ึงเป็นไปตามคุณสมบติัของ GCB ในการเกิด strong affinity กับ
สารจ าพวก  polar aromatic และ  planar molecules (Anastassiades et al.,2003) อย่างไรก็ ดี  GCB ให้ผล 
%recovery อยู่ในช่วงเกณฑ์การยอมรับ 70-120% ของสารพิษจากเช้ือรากลุ่ม trichothecenes ท่ี %recovery 
อยู่ระหว่าง 71.3(NIV)-113.1%(T-2) ตามล าดบั ซ่ึงสอดคลอ้งกบัรายงานของ Dzuman และคณะ (2014) ท่ี
พบว่าการใช ้GCB จะดูดซับสารพิษจากเช้ือราบางชนิด ไดแ้ก่ OTA, AFs และ ZEN มากถึง 80-110% ส่งผล
ให ้%recovery ต ่าส าหรับการใช ้primary secondary amine (PSA) พบวา่ สารพิษจากเช้ือราท่ีมีคุณสมบติัเป็น
กรดและมีขั้วให้ %recovery ในระดับต ่า ได้แก่ OTA (35.3%), NIV (42%), FB1(0%) และ FB2 (6.5%) ซ่ึง
เป็นไปตามคุณสมบติัของ PSA ในการเกิด strong affinity กบัสารจ าพวก organic acid, polar pigment และ 
sugar (Anastassiades et al.,2003; Zachariasova et al.,2010) อย่างไรก็ดี PSA ให้ผล %recovery อยู่ในช่วง
เกณฑก์ารยอมรับ70-120% ของสารพิษจากเช้ือรากลุ่มอ่ืนๆ ท่ี %recovery อยู่ระหว่าง 88.9 (AFG1)-104.6% 
(ZEN) ตามล าดบั  

ส่วนการใช้ C18 ในการ clean-up พบว่า %recovery อยู่ในเกณฑ์การยอมรับท่ี 70-120%ส าหรับ
สารพิษจากเช้ือราทั้ง 17 ชนิด อยูร่ะหวา่ง 92.4 (DON)-108.2% (DAS) ซ่ึงสอดคลอ้งกบัรายงานของ Dzuman 
และคณะ (2014) ซ่ึงพบว่าในการ clean-up ด้วย C18 มีการดูดซับสารพิษจากเช้ือราบางชนิดในระดับต ่า 
ได้แก่ enniatins (30-40%) และ ergot alkaloids (10%) นอกจากน้ียงัสามารถขจัดส่ิงรบกวนจาก เมทริกซ์
ประเภท non-polar di- และ triglycerides ในตวัอย่างประเภท DDGS และ อาหารสัตว ์สามารถยดือายุการใช้
งาน HPLC column ให้ยาวนานขึ้น ดงันั้นจึงเลือกใช ้dSPE ชนิด C18 ร่วมกบั MgSO4 ในขั้นตอน clean-up 
ของการเตรียมตวัอยา่งเพื่อพิสูจน์ความใชไ้ดต้่อไปรายละเอียดตาม รูปท่ี 3 
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รูปท่ี 3 ผลการทดสอบ dSPE ทั้ง 3 ชนิดในขั้นตอนการ clean-up ตวัอยา่ง 
 
การพสูิจน์ความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ 
1. ผลกระทบจากเมทริกซ์ (matrix effect) 

ท าการศึกษาผลกระทบจากเมทริกซ์ (matrix effect) ซ่ึงเป็นปัญหาส าคญัท่ีมกัเกิดขึ้นและควรหาวิธี
หลีกเล่ียงเน่ืองจากส่งผลกระทบต่อความสามารถในการท า ionization ด้วยเทคนิค ESI ของเคร่ือง
แมสสเปกโทรเมทรี ซ่ึงการศึกษาน้ีใชส้ารมาตรฐานภายใน (internal standard, ISTD) ซ่ึงไดเ้ลือกใช ้internal 
standards ของสารพิษจากเช้ือรา จ านวน 15 ชนิด ดว้ยเทคนิคการเจือจางไอโซโทปท่ีเสถียร (stable isotope 
dilution assay, SIDA) พบว่าสามารถช่วยลด matrix effect ไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพยกเวน้ FusX และ NEO 
เน่ืองจากไม่มีจ าหน่ายตามทอ้งตลาด แต่อยา่งไรก็ดีก็ไม่พบวา่มี matrix effect ของสารดงักล่าวอยู่นอกเกณฑ์
การยอมรับ โดยพบว่า %SSE อยู่ในช่วง 95.3 (AFG2, AFB1)-97.2% (AFB2) ส าหรับ AFs, 97.0 (HT-2)-
111.7% (NEO) ส าหรับ type A trichothecenes, 94.2 (DON)-99.5% (FusX) ส าหรับ type B trichothecenes, 
93.5(FB1)-93.3%(FB2) ส าหรับ FBs, 101.4% ส าหรับ OTA และ 101.9% ส าหรับ ZEN ซ่ึงอยู่ในช่วงเกณฑ์
การยอมรับท่ี 80-120% (SANTE/12682/2019, 2019) ดงันั้น จึงเลือกใช ้solvent solution calibration ร่วมกบั 
ISTD เป็นกราฟมาตรฐาน ยกเวน้ FusX และ NEO จะใช้กราฟมาตรฐานท่ีไม่มี ISTD ในการพิสูจน์ความ
ใชไ้ดต้่อไปรายละเอียดตาม ตารางท่ี 4 
2. ความเป็นเส้นตรงและช่วงการทดสอบ (linearity and range) 

ความเป็นเส้นตรงและช่วงการทดสอบประเมินโดยการสร้างกราฟมาตรฐานในตัวท าละลาย 
(solvent calibration curve) 6 ระดบัความเขม้ขน้ ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 0.125-5 ng/mL  ส าหรับ AFB1, AFB2, 
AFG1 และ AFG2 ท่ีความเขม้ขน้ 2-80 ng/mL  ส าหรับ T-2, HT-2, DAS, NEO และ OTA ท่ีความเขม้ขน้ 10-
400 ng/mL ส าหรับ DON, NIV, FusX และ 15-AcDON ท่ีความเขม้ขน้ 7.5-300 ng/mL  ส าหรับ FB1 และ 
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FB2 ท่ีความเขม้ขน้ 5-200 ng/mL ส าหรับ 3-AcDON และ ท่ีความเขม้ขน้ 0.25-10 ng/mL ส าหรับ ZEN โดย
ผลของทุกสารมีค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพนัธ์ (correlation coefficient, r) อยู่ระหว่าง 0.9962 (HT-2)-0.9996 
(AFG1) ซ่ึงผา่นตามเกณฑท่ี์ก าหนด  (r  0.995) (สุจิตรา, 2555) รายละเอียดตาม ตารางท่ี 4 
ตารางท่ี 4 ผลการทดสอบผลกระทบจากเมทริกซ์ (matrix effect) และความเป็นเส้นตรงและช่วงการทดสอบ 
(linearity and range) 

Mycotoxin 
Calibration slope 

%SSE 
Calibration 

range, ng/mL 
r 

Matrix-match Standard solution 

AFB1 2.7979 2.9345 95.3 0.125-5 0.9981 
AFB2 1.3862 1.4255 97.2 0.125-5 0.9994 
AFG1 1.6145 1.6812 96.0 0.125-5 0.9996 
AFG2 2.1898 2.2977 95.3 0.125-5 0.9990 

T-2 0.0819 0.0800 102.3 2-80 0.9970 
HT-2  0.0436 0.0450 97.0 2-80 0.9962 
OTA 0.0255 0.0252 101.3 2-80 0.9983 
FB1 0.0504 0.0539 93.5 7.5-300 0.9976 
FB2 0.1725 0.1849 93.3 7.5-300 0.9979 
DAS 0.1042 0.1039 100.3 2-80 0.9993 

15-AcDON 0.0161 0.0173 93.1 10-400 0.9993 
NEO 13926.6 12464.9 111.7 2-80 0.9994 
FusX 1983.0 1992.9 99.5 10-400 0.9972 
ZEN 0.3145 0.3086 101.9 0.25-10 0.9995 
DON 0.0288 0.0306 94.2 10-400 0.9992 
NIV 0.0044 0.0046 96.3 10-400 0.9993 

3-AcDON 0.0197 0.0199 98.7 5-200 0.999 

 
3. ความเท่ียง (precision) 

ความเท่ียงแสดงโดยค่า %RSD โดยพบวา่มีค่าอยู่ในช่วงการยอมรับคือ 20% โดยค่าการทวนซ ้ าได้
ของการวดั (repeatability) โดยค่า %RSDr อยูร่ะหวา่ง 0.40 (FusX)-18.47% (15-AcDON) และค่าการทวนซ ้า
ได้ของการวดั (within-laboratory reproducibility) โดยค่า %RSDwr อยู่ระหว่าง 0.96 (NIV)-13.66% (15-
AcDON) รายละเอียดตามตารางท่ี 5 
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4. ความแม่น (accuracy) 
ความแม่นของวิธีทดสอบแสดงโดยค่า %recovery พบว่าสารพิษจากเช้ือราทุกชนิดมีค่าอยูใ่นเกณฑ์

การยอมรับอยูร่ะหวา่ง 70-120% โดยค่า %recovery อยูใ่นช่วง 83.7 (OTA)-108.8% (AFB1) รายละเอียดตาม
ตารางท่ี 5 
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ตารางท่ี 5 ผลการทดสอบความเท่ียง (precision) และ ความแม่น (accuracy)  

Mycotoxin 
Spike level 

(µg/kg) 

Repeatability (%RSDr), (%recovery) Within-lab reproducibility 
(%RSDwr), (%recovery) (n=15) day 1(n=5) day 2(n=5) day 3(n=5) 

AFB1 
1.25 2.93 (99.6) 6.79 (98.1) 4.46 (98.2) 4.66 (98.6) 

5 4.17 (106.8) 3.21 (110.5) 4.11 (109.2) 3.85 (108.8) 
25 4.35 (101.7) 3.05 (102.1) 1.50 (106.7) 3.68 (103.5) 

AFB2 
1.25 4.05 (96.0) 4.20 (97.0) 3.79 (93.2) 4.12(95.4) 

5 2.25 (110.5) 3.20 (102.9) 2.06 (108.0) 3.84 (107.1) 
25 3.46 (102.2) 2.60 (97.2) 1.36 (101.0) 3.31 (100.1) 

AFG1 
1.25 2.86 (95.7) 2.44 (98.0) 5.09 (98.4) 3.61(97.4) 

5 2.16 (105.7) 1.33 (106.5) 1.31 (108.0) 1.79 (106.7) 
25 1.73 (101.2) 1.19 (103.2) 2.40 (103.6) 2.02 (102.7) 

AFG2 
1.25 1.52 (96.9) 1.94 (98.5) 2.72 (95.9) 2.27 (97.1) 

5 2.27 (105.5) 0.99 (106.4) 1.96 (106.8) 1.77(106.2) 
25 0.78 (102.2) 1.42 (102.5) 1.21 (101.6) 1.14(102.1) 

15-AcDON 
100 3.00 (98.3) 16.56 (92.2) 18.47 (89.1) 13.66 (93.2) 
400 3.15 (106.8) 3.36 (101.4) 1.50 (99.2) 4.14 (102.5) 
2000 1.04 (102.6) 0.80 (98.6) 1.76 (98.1) 2.38(99.8) 

T-2 
20 3.52 (94.2) 5.73 (99.6) 4.03 (97.6) 4.87 (97.1) 
80 1.50 (103.4) 2.40 (104.6) 5.93 (103.6) 3.55 (103.9) 

400 3.46 (97.2) 0.86 (102.8) 1.77 (101.0) 3.16 (100.3) 

HT-2 
20 2.23 (101.5) 6.09 (102.5) 4.38 (93.5) 5.95 (99.2) 
80 3.40 (107.1) 4.62 (101.3) 4.19 (110.0) 5.15 (106.1) 

400 0.83 (100.3) 3.33 (99.2) 3.03 (101.4) 2.61 (100.3) 

DAS 
20 4.20 (95.8) 3.33 (100.4) 2.55 (102.6) 4.33 (99.6) 
80 1.91 (102.8) 4.97 (106.7) 1.01 (104.2) 3.34 (104.6) 

400 2.02 (102.8) 3.04 (102.6) 2.67 (105.0) 2.66 (103.5) 

NEO 
20 2.83 (102.8) 2.00 (98.9) 1.81 (98.4) 2.95 (100.0) 
80 1.00 (104.8) 0.93 (103.2) 2.37 (103.1) 1.66 (103.7) 

400 0.99 (105.9) 0.96 (102.9) 1.15 (102.0) 1.91 (103.6) 

OTA 
20 2.13 (75.7) 0.92 (89.6) 3.43 (85.8) 7.56 (83.7) 
80 2.42 (102.2) 2.56 (106.6) 5.83 (104.2) 4.07(104.4) 

400 1.70 (104.5) 1.70 (104.2) 1.95 (106.2) 1.86 (104.9) 

FB1 
75 6.34 (94.2) 3.23 (97.7) 3.34 (92.8) 4.75(94.9) 

300 3.19 (98.9) 3.40 (103.1) 3.57 (100.5) 3.61 (100.8) 
1500 2.94 (97.7) 2.40 (98.4) 2.45 (102.6) 3.30(99.6) 

FB2 
75 2.69 (103.7) 4.12 (99.5) 7.61 (103.6) 5.25 (102.3) 

300 3.34 (105.2) 4.29 (99.4) 3.29 (104.0) 4.20 (102.8) 
1500 4.71 (105.7) 4.80 (102.3) 4.99 (102.2) 4.76(103.4) 
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ตารางท่ี 5 ผลการทดสอบความเท่ียง (precision) และ ความแม่น (accuracy) (ต่อ) 

Mycotoxin 
Spike level 

(µg/kg) 

Repeatability (%RSDr), (%recovery) Within-lab reproducibility 
(%RSDwr), %recovery (n=15) day 1(n=5) day 2(n=5) day 3(n=5) 

FusX 
100 1.28 (100.4) 3.43 (106.3) 1.32 (92.9) 6.07 (99.9) 
400 1.36 (98.3) 0.40 (100.4) 1.14 (89.9) 4.97 (96.2) 
2000 0.48 (98.8)   0.83 (99.4) 0.74 (87.4) 6.04 (95.2) 

ZEN 
2.5 1.06 (95.7) 6.98 (96.7) 12.02 (93.3) 7.53 (95.2) 
10 1.22 (107.2) 2.52 (104.9) 1.05 (105.3) 7.53 (105.8) 
50 1.39 (101.9) 2.10 (101.0) 1.46 (101.5) 1.60 (101.5) 

DON 
100 3.84 (109.8) 7.81 (107.2) 7.46 (106.4) 6.25 (107.8) 
400 2.25 (107.6) 3.22 (106.4) 4.14 (105.2) 3.18 (106.4) 
2000 1.12 (100.4) 2.23 (98.5) 1.66 (98.7) 1.82 (99.2) 

NIV 
100 3.36 (100.9) 4.18 (102.6) 3.63 (102.0) 3.54 (101.8) 
400 1.43 (107.0) 1.29 (110.1) 1.94 (107.7) 1.92 (108.3) 
2000 0.51 (103.2) 0.48 (103.8) 1.55 (103.4) 0.96 (103.4) 

3-AcDON 
50 2.26 (101.1) 3.87 (105.1) 6.62 (94.2) 6.25 (100.1) 

200 1.39 (103.9) 1.15 (108.7) 1.90 (105.8) 2.38 (106.1) 
1000 0.79 (100.8) 2.51 (107.3) 1.32 (105.4) 3.15 (104.5) 

 
5. ขีดจ ากดัของการตรวจพบ (limit of detection, LOD) และขีดจ ากดัของการตรวจวดั (limit of quantification, 
LOQ) 

โดยค่า LOD ของสารพิษจากเช้ือรามีค่าอยู่ระหว่าง 0.125 (AFB1, AFB2, AFG1, AFG2)-12.5 
(FusX) µg/kg และค่า  LOQ มีค่ าอยู่ระหว่าง  0.625 (AFB1, AFB2, AFG1, AFG2) – 50 (DON, NIV, 15-
AcDON, FusX) µg/kg ตามล าดบั โดยรายละเอียดค่า LOD และ LOQ ของสารพิษจากเช้ือรา 17 ชนิด ตาม
ตารางท่ี 6 
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ตารางท่ี 6 ผลการทดสอบขีดจ ากดัของการตรวจพบ (limit of detections, LOD) และผลการทดสอบขีดจ ากดั
ของการตรวจวดั (limit of quantification, LOQ) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
วิธีวิเคราะห์ท่ีได้พัฒนาขึ้นน้ีได้ด าเนินการพิสูจน์ความใช้ได้ตามแนวทางของสหภาพยุโรป

(SANTE/12682/2019, 2019)โดยท าการวิเคราะห์ตวัอยา่งขา้วโพดส าหรับสัตวท์ั้งหมด 3 ชุดการทดสอบ โดย 
1 ชุดประกอบดว้ย 5 ตวัอย่าง ซ่ึงเติมสารพิษจากเช้ือราทั้ง 17 ชนิด ตวัอย่างละ 3 ระดบัความเขม้ขน้ ตามขอ้ 
6.3 รวมทั้งส้ิน 15 ซ ้ า โดยท าการวิเคราะห์ต่างวนั ต่างผูว้ิเคราะห์ โดยค่าของแต่ละตวัแปรตามแนวทางของ
สหภาพยุโรป ผลการพิสูจน์ความใช้ไดข้องวิธีวิเคราะห์ในขา้วโพดส าหรับสัตว ์ซ่ึงพบว่า ค่าความแม่นหรือ
ค่าร้อยละการกลบัคืน ค่าความเท่ียงหรือค่าการทวนซ ้ าของการวดัในแต่ละชุดการทดสอบ ค่าการท าซ ้ าได้
ของแต่ละระดบัความเขม้ขน้ทั้งหมด 3 ชุดการทดสอบ ผา่นเกณฑก์ารประเมินทุกพารามิเตอร์ 
 
 
 
 

Mycotoxin 
 LOD    LOQ 

 Concentration (µg/kg) S/N    Concentration (µg/kg) %Recovery %RSD 

AFB1  0.125 96    0.625 95.2 11.9 
AFB2  0.125 108    0.625 111.2 3.7 
AFG1  0.125 220    0.625 107.7 6.2 
AFG2  0.125 104    0.625 96.7 9.2 

15-AcDON  10 81    50 106.6 5.1 
T-2  2 46    10 106.1 10.1 

HT-2  5 96    10 90.4 18.9 
DAS  2 46    10 107.8 7.7 
NEO  2 273    10 103.0 6.0 
OTA  2.5 171    10 86.8 9.3 
FB1  9.375 178    37.5 87.3 12.6 
FB2  9.375 294    37.5 87.2 8.5 
FusX  12.5 42    50 97.7 3.5 
ZEN  0.25 44    1.25 84.5 13.0 
DON  10 33    50 105.7 5.8 
NIV  10 26    50 104.5 4.7 

3-AcDON  5 22    25 100.7 10.9 
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สรุปผลการทดลอง 
วิธีวิเคราะห์สารพิษจากเช้ือรา 17 ชนิด ได้แก่ AFB1, AFB2, AFG1, AFG2,FB1, FB2, OTA, T-

2,DAS, HT-2, NEO, NIV, DON, 3-AcDON, 15-AcDON, FusX และ ZEN ในขา้วโพดส าหรับสัตว ์โดยใช้
การเตรียมตัวอย่างด้วยเทคนิค QuEChERS โดยเร่ิมจากการแช่ตัวอย่าง (soaking) ด้วย 1% FA และสกัด
ตวัอย่าง (extraction) ด้วย ACN โดยใช้เกลือ MgSO4 และ NaCl ในการ salting out แลว้ clean-up ตวัอย่าง
ดว้ย dSPE ชนิด C18 จากนั้นเติม 13C-ISTD ของสารพิษจากเช้ือรา 15 ชนิด ก่อนน าไปวิเคราะห์ดว้ยเทคนิค 
LC-MS/MS ซ่ึงวิธีท่ีพฒันาขึ้นไดผ้่านการพิสูจน์ความใช้ไดข้องวิธีทดสอบตามแนวทางของสหภาพยุโรป 
(SANTE/12682/2019, 2019) โดยมีช่วงความเขม้ขน้ของกราฟมาตรฐานท่ีมีความเป็นเส้นตรงส าหรับ AFB1, 
AFB2, AFG1 และ AFG2 ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 0.125-5 ng/mL ส าหรับ T-2, HT-2, DAS, NEO และ OTA ท่ี
ความเขม้ขน้ 2-80 ng/mL ส าหรับ DON, NIV, FusX และ 15-AcDON ท่ีความเขม้ขน้ 10-400 ng/mL ส าหรับ 
FB1 และ FB2 ท่ีความเขม้ขน้ 7.5-300 ng/mL ส าหรับ 3-AcDON ท่ีความเขม้ขน้ 5-200 ng/mL  และส าหรับ 
ZEN ท่ีความเขม้ขน้ 0.25-10 ng/mL โดยมีค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพนัธ์ (correlation coefficient, r) อยูร่ะหว่าง 
0.9962 (HT-2)-0.9996 (AFG1) ค่าความแม่น โดย %recovery อยูร่ะหวา่ง 70-120% ค่าความเท่ียง โดย %RSD
<20% ค่า LOD อยู่ระหว่าง 0.125-12.5 µg/kg ค่า LOQ อยู่ระหว่าง 0.625-50 µg/kg และ matrix effectโดย 
%SSE อยูร่ะหวา่ง 80-120% ตามล าดบั ผา่นเกณฑด์งักล่าว จึงท าใหวิ้ธีน้ีมีความเหมาะสมในการตรวจยืนยนั
ชนิดและปริมาณสารพิษจากเช้ือราทั้ง 17 ชนิดในขา้วโพดส าหรับสัตว ์
 

ข้อเสนอแนะ 
ในอนาคตควรน าวิธีวิเคราะห์สารพิษจากเช้ือรา 17 ชนิดในขา้วโพดส าหรับสัตว์ท่ีไดพ้ฒันาและ

พิสูจน์ความใชไ้ดข้องวิธีแลว้ไปใชเ้ป็นแนวทางในการพฒันาวิธีวิเคราะห์สารพิษจากเช้ือราในวตัถุดิบอาหาร
สัตวช์นิดอ่ืนๆ และอาหารสัตวส์ าเร็จรูป นอกจากน้ียงัควรพฒันาวิธีวิเคราะห์สารพิษจากเช้ือรากลุ่มอ่ืน ไดแ้ก่ 
เออร์กอด อลัคาลอยด์ (ergot alkaloids) สารพิษจากเช้ือราอุบติัใหม่ (emerging mycotoxins) รวมถึงสารพิษ
จากพืช (plant toxins) ในตวัอยา่งวตัถุดิบอาหารสัตว ์และอาหารสัตวส์ าเร็จรูป เพื่อเพิ่มขีดความสามารถของ
หอ้งปฏิบติัการใหส้ามารถตรวจวิเคราะห์สารพิษปนเป้ือนไดค้รอบคลุมตามมาตรฐานสากลและสถานการณ์
ปัจจุบนั 

กติติกรรมประกาศ 
 ขอขอบคุณนายสัตวแพทยเ์ลิศชยั จินตพิทกัษส์กุล ผูอ้  านวยการส านกัตรวจสอบคุณภาพสินคา้ปศุ

สัตว์ ท่ีให้การสนับสนุนในการด าเนินงาน และบุคลากรงานพิษวิทยาและชีวเคมี (สารพิษจากเช้ือรา)  
กลุ่มตรวจสอบคุณภาพอาหารสัตวใ์นความร่วมมือปฏิบติังานใหส้ าเร็จลุล่วงไปดว้ยดี 
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