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การพัฒนาและตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์โอคราทอกซิน เอ
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Mass Spectrometry 
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ABSTRACT

The objective of this study was to develop an analytical method for ochratoxin  
A in cereals, modified from AOAC official method 2000.03 using high performance liquid  
chromatography - high resolution mass spectrometry (HPLC-HRMS). The ion polarity  
(negative and positive mode) and the different ratios between 0.1% formic acid in water 
(v/v) and acetonitrile in mobile phase at 20:80, 30:70 and 40:60 were studied. We found that 
optimal conditions for ochratoxin A analysis using HPLC-HRMS were negative mode for ion 
polarity and 0.1% formic acid in water – acetonitrile ratio of 30: 70 as HPLC mobile phase. 
The method was then validated to ensure that it would deliver reliable results. The validation 
results demonstrated that the working range, limit of detection and limit of quantitation were 
0.50 – 20 µ g/kg, 0.20 µ g/kg and 0.50 µ g/kg, respectively. Moreover, the accuracy and  
precision of the method are within acceptance criteria. (%Recovery 72.54 - 116.60, %RSD 
13.10 - 13.69). All results demonstrated that the developed method could detect the presence 
of ochratoxin A in cereals at the level below permitted levels of the importing countries’ 
regulation. The method is accredited ISO/IEC 17025 by Bureau of Laboratory Standards, 
Department of Medical Sciences. and is being used as a standard method for ochratoxin  
A analysis in cereal at laboratory of Plant Standard and Certification Division, Department 

of Agriculture. 
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บทคัดย่อ

งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อพัฒนาวิธี

วเิคราะห์สารโอคราทอกซนิ เอ ในธญัพชื ดดัแปลง

จากวิธีมาตรฐาน AOAC (2016) 2000.03  

โดยใช้เทคนิค High Performance Liquid  

Chromatography - High Resolution Mass 

Spectrometry (HPLC-HRMS) ปัจจัยที่ใช้ใน 

การศึกษาภาวะที่เหมาะสมส�ำหรับวิเคราะห์สาร 

โอคราทอกซิน เอ ด้วย HPLC-HRMS คือ โหมด

ไอออน (ไอออนบวกและไอออนลบ) และอตัราส่วน

คงที่ของเฟสเคลื่อนที่ระหว่าง 0.1%formic acid 

in water (v/v) และ acetonitrile (20:80, 30:70 

และ 40:60) จากการศึกษาพบว่า การใช้โหมด

ไอออนลบ และอัตราส่วนคงที่ระหว่าง 0.1% 

formic acid in water (v/v) และ acetonitrile 

ในเฟสเคลื่อนที่อัตราส่วน 30: 70 เป็นภาวะที่

เหมาะสมส�ำหรับวิเคราะห์สารโอคราทอกซิน เอ 

จากนั้นตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์เพื่อ

ให้มั่นใจได้ว่าวิธีมีความถูกต้องและน่าเชื่อถือ 

พบว่า ช่วงการใช้งานของการวิเคราะห์ (Working 

Range) อยู่ในช่วง 0.50 – 20 ไมโครกรัม/กก.  

ขีดจ�ำกัดของการตรวจพบ (Limit of Detection) 

และขีดจ�ำกัดของการวัดเชิงปริมาณ (Limit of 

Quantitation) มีค่าเท่ากับ 0.20 และ 0.50 

ไมโครกรมั/กก. ตามล�ำดบั ความแม่นย�ำ (Accuracy)  

และความเท่ียงตรง (Precision) ของปริมาณที่

วิเคราะห์อยู่ในเกณฑ์ยอมรับได้ (%Recovery 

72.54 - 116.60, %RSD 13.10-13.69) ดังนั้น

สามารถน�ำวธิทีีพ่ฒันาขึน้มาไปใช้ในการวเิคราะห์

หาปริมาณสารโอคราทอกซิน เอ ในธัญพืชได้  

โดยมีความแม่นย�ำในระดับที่ต�่ำกว่าขีดก�ำหนด 

ของมาตรฐานของประเทศผู้น�ำเข้า ปัจจุบันวิธ ี

ดังกล่าวได้ใช้เป็นวิธีมาตรฐานของห้องปฏิบัติการ  

กองพัฒนาระบบและรับรองมาตรฐานสินค้าพืช 

กรมวชิาการเกษตร และได้รบัการรบัรองมาตรฐาน

ห้องปฏิบัติการ ISO/IEC 17025 จากส�ำนัก

มาตรฐานห้องปฏิบัติการ กรมวิทยาศาสตร์การ

แพทย์

ค�ำส�ำคญั : ธญัพชื, HPLC-HRMS, การตรวจสอบ

ความใช้ได้ของวิธี, โอคราทอกซิน เอ, ข้าวสาลี

บทน�ำ

โอคราทอกซิน เอ (Ochratoxin A)  

เป็นสารพิษที่สร้างโดยเชื้อรา เกิดจากขบวนการ 

เมตาบอลซึิมขัน้ทติุยภมิู (Secondary metabolites) 

ของเช้ือราสกุล Aspergillus และ Penicillium  

มีสายพันธุ์หลักที่สร้างสารพิษนี้ คือ Aspergillus 

ochraceus A. carbonarius A. niger   และ 

Penicillium verrucosum (WHO, 2008) 

เนือ่งจากโอคราทอกซนิ เอ เป็นสารทีท่�ำให้เกดิพษิ

ต่อไตและตับทั้งในคนและสัตว์ และเป็นพิษต่อ

ระบบอื่น ๆ ในร่างกายด้วย เช่น ระบบประสาท 

ระบบภูมิคุ้มกัน และเป็นสารก่อมะเร็งในระบบ 

ทางเดินปัสสาวะ เป็นต้น (JECFA, 2008)  

โอคราทอกซิน เอ ได้ถูกจัดให้เป็นสารก่อมะเร็ง 

ในกลุ่ม 2B (IARC, 1993) โดย International 

Agency for Research on Cancer (IARC)  

ได้แบ่งสารก่อมะเร็งเป็น 4 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่ม 1 

(Carcinogenic to humans) กลุม่ 2A (Probably 

carcinogenic to humans) กลุ่ม 2B (Possibly 

carcinogenic to humans) และ กลุ่ม 3 (Not 

classifiable as to its carcinogenicity to  

humans) (IARC, 2020)

สารโอคราทอกซินที่มักพบปนเปื้อนใน

ผลิตผลเกษตรส่วนใหญ่คือ สารโอคราทอกซิน เอ 

พบมากในข้าวสาลี ข้าวบาร์เลย์ ข้าว ถัว่ชนดิต่าง ๆ   

เมล็ดกาแฟ โกโก้ เครื่องเทศ เบียร์ น�้ำองุ ่น  
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ไวน ์ น�้ำผลไม ้ และผลไม ้อบแห้ง เป ็นต ้น  

ในประเทศไทย มรีายงานการตรวจพบการปนเป้ือน 

ของสารโอคราทอกซิน เอ ในผลไม้อบแห้งท่ีน�ำเข้า

จากต่างประเทศด้วย (สุพีและคณะ, 2557)  

การปนเปื้อนของสารพิษสามารถเกิดขึ้นได้ตั้งแต่

ก่อนและภายหลังการเก็บเกี่ยว เนื่องจากหลังเก็บ

เกี่ยวผลผลิตยังมีความชื้นสูงจึงเป็นสภาวะที่

เหมาะสมให้เชื้อราที่ปนเปื้อนเจริญและสร้างสาร

พิษขึ้น (Lund and Frisvad, 2003) เนื่องจาก 

สารโอคราทอกซนิ เอ มคีวามเป็นพษิต่อมนษุย์และ

สตัว์ ดงันัน้ หน่วยงานทีก่�ำกับดแูลในหลายประเทศ

จึงก�ำหนดปริมาณสูงสุดของโอคราทอกซิน เอ  

ท่ีอนญุาตให้ปนเป้ือนได้ในผลติผลเกษตรชนดิต่าง ๆ   

เช่น ในธัญพืช โดย Codex Alimentarius  

ได้ก�ำหนดมาตรฐานปรมิาณสารโอคราทอกซนิ เอ 

สูงสุดที่สามารถพบได้ในข้าวสาลี ข้าวไรย์ และ 

ข้าวบาร์เลย์ไม่เกิน 5 ไมโครกรัม/กก. (Codex 

Alimentarius, 2018) และสหภาพยุโรปได้มี 

การก�ำหนดมาตรฐานปริมาณสูงสุดของสาร 

โอคราทอกซิน เอ ที่สามารถพบได้ในธัญพืชที่ไม่

ผ่านกระบวนการแปรรูปไม่เกิน 5 ไมโครกรัม/กก. 

(European Commission, 2006) ประเทศไทยมี

การผลิตธัญพืชหลายชนิดเพ่ือการบริโภคภายใน

ประเทศและเพื่อการส่งออก พบว่า มกีารส่งออก

ประมาณ 11 ล้านตนั คดิเป็นมลูค่า 186 แสนล้านบาท  

ในปี 2561 (กรมศุลกากร, 2563) ดงันัน้ เมือ่มีการ

ส่งออกธัญพืชจึงต้องมีการตรวจสอบปริมาณ 

โอคราทอกซิน เอ ในสินค้านั้น ๆ  ก่อนการส่งออก 

หากพบการปนเปื้อนของโอคราทอกซิน เอ ที่เกิน

มาตรฐานที่ก�ำหนด จะท�ำให้สินค้าถูกท�ำลายหรือ

ถูกปฏิเสธจากประเทศผู้น�ำเข้าได้

การวเิคราะห์ปรมิาณโอคราทอกซนิ เอ ใน

ธญัพชืมหีลายวธิ ีเช่น Thin-Layer Chromatography  

และ High Performance Liquid Chromatography- 

Fluorescence Detector (HPLC-FLD) เป็นต้น 

(Latimer, 2016) และการใช้ High Performance 

Liquid Chromatography - High Resolution 

Mass spectrometry (HPLC-HRMS) ก็เป็น

เทคนคิหนึง่ทีท่�ำให้ผลการวเิคราะห์มีความแม่นย�ำ

และรวดเร็วมากขึ้น (Soleimany et al., 2012) 

นอกจากนี้ การน�ำวิธีวิเคราะห์มาใช้ จ�ำเป็นต้องมี

การตรวจสอบความใช้ได้ของวธินีัน้ ๆ  เพือ่ให้ม่ันใจ

ได้ว่าวิธีวิเคราะห์นี้มีความถูกต้อง แม่นย�ำ  และ

เหมาะสม (Magnusson and Örnemark, 2014.) 

โดยก�ำหนดคณุลกัษณะทีใ่ช้ในการตรวจสอบความ

ใช้ได้ของวธิปีระกอบด้วย ความจ�ำเพาะ (Specificity)  

เพ่ือพิสูจน์ว่าวิธีวิเคราะห์มีความสามารถในตรวจ

วดัปรมิาณสารทีต้่องการวดัในตวัอย่าง โดยไม่เกิด

การรบกวนจากสารเจอืปนอืน่ ๆ  ในช่วงการใช้งาน 

(Working Range) ทีค่รอบคลมุระดับความเข้มข้น 

ของสารที่ต้องการวัด รวมถึงขีดจ�ำกัดของการ

ตรวจพบ (Limit of Detection, LOD) ซึ่งเป็น

ปริมาณต�่ำสุดที่สามารถตรวจวัดได้ และขีดจ�ำกัด

ของการวัดเชิงปริมาณ (Limit of Quantitation, 

LOQ) หมายถงึปรมิาณต�ำ่สดุทีส่ามารถตรวจวดัได้

และสามารถรายงานปรมิาณได้โดยมีความแม่นย�ำ 

ความเที่ยงตรง และค่าความไม่แน่นอนอยู่ใน

เกณฑ์การยอมรับ ความแม่นย�ำ (Accuracy) ซึ่ง

เป็นค่าที่แสดงความใกล้เคียงของผลการทดสอบ

กับค่าจริง และความเที่ยงตรง (Precision) เป็น

ค่าที่แสดงความใกล้เคียงกันของผลการทดสอบท่ี

ได้จากการทดสอบหลาย ๆ ซ�้ำ โดยแสดงผลเป็น

ค่าความแปรปรวนที่ได้จากการวัด ที่ผ่านมาทาง

ห้องปฏิบัติการจะใช้วิธีการ HPLC-FLD ในการ

วเิคราะห์สารโอคราทอกซนิ เอ ในธญัพชื แต่พบว่า  

ใช้ระยะเวลาการวิเคราะห์มากกว่า และความ

จ�ำเพาะเจาะจงต�่ำกว่าการวิเคราะห์ด้วยเครื่อง 

HPLC-HRMS ดังนั้น งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์
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เพือ่พฒันาวธิวีเิคราะห์โอคราทอกซนิ เอ ในธญัพชื 

ด้วยวธิทีีด่ดัแปลงจากวธิมีาตรฐาน AOAC (2016) 

2000.03 โดยใช้เครือ่ง HPLC-HRMS แทนเครือ่ง 

HPLC-FLD และด�ำเนนิการตรวจสอบความใช้ได้

ของวิธีวิเคราะห์นี้ให้มีความเหมาะสมสอดคล้อง

กับมาตรฐานของประเทศผู้น�ำเข้า และใช้เป็น

ข้อมลูส�ำหรบัการขอการรบัรองความสามารถของ

ห้องปฏบัิตกิารตามมาตรฐาน ISO/IEC 17025 ใน

วิธีวิเคราะห์โอคราทอกซิน เอ ในธัญพืช

อุปกรณ์และวิธีการ

1.	 การหาภาวะทีเ่หมาะสมในการวเิคราะห์ปรมิาณ 

โอคราทอกซิน เอ โดยเครื่อง HPLC-HRMS 

	 1.1	 HPLC-HRMS condition

การวิเคราะห์ปริมาณโอคราทอกซิน เอ 

ด ้วยเค ร่ือง HPLC-HRMS (HPLC รุ ่น  

Ultimate-3000 จากบริษัท Thermo Fisher  

Scientific จ�ำกัด) และ Mass spectrometry  

(รุ่น maXis II จากบริษัท Bruker จ�ำกัด) ใช้ชนิด 

detector เป ็น Mass spect rometer :  

Electrospray ionization (ESI) / Time-of-Flight 

mass analyzer (TOF) โดยใช้คอลัมน์ HPLC  

รุ่น AcclaimTM RSLC 120 C18 ยาว 100 มม. 

เส้นผ่านศูนย์กลางภายใน 2.1 มม. ขนาด 2.2 

ไมครอน (บรษัิท Thermo Fisher Scientific จ�ำกดั) 

ใช้ปริมาตรสารตัวอย่าง 5 ไมโครลิตร

	 1.2	 โหมดไอออน (Ion polarity) 

ศกึษาโหมดไอออนบวก และโหมดไอออน

ลบ โดยวิเคราะห์สารละลายมาตรฐานโอคราทอก

ซิน เอ ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัม/ลิตร  

(Supelco, USA) จ�ำนวน 2 ซ�้ำ  ด้วยเครื่อง  

HPLC-HRMS แปรโหมดไอออนของเครื่อง 

HPLC-HRMS คือ ไอออนบวก และไอออนลบ 

โดยก�ำหนดชนิดของเฟสเคลื่อนที่ (0.1% formic 

acid in water (v/v) : acetonitrile อัตราส่วน  

20:80 และ water : acetonitrile อัตราส่วน  

20 : 80) และชนิดของ Reconstitution solvent 

(methanol และ methanol : water (1:1)) จาก

นั้นเปรียบเทียบอัตราส ่วนของสัญญาณต่อ

สัญญาณรบกวน (signal to noise ratio, s/n) 

และเลือกใช้โหมดไอออน ที่มีค่า s/n สูงที่สุด

	 1.3	 อัตราส่วนของเฟสเคลื่อนที่ (Mobile 

phase)

ท�ำการวิเคราะห์สารละลายมาตรฐาน 

โอคราทอกซนิ เอ ความเข้มข้น 100 ไมโครกรมั/ลติร  

ใน methanol ด้วยเครื่อง HPLC-HRMS จ�ำนวน 

2 ซ�้ำ  โดยใช้โหมดไอออนจากผลการทดลองใน 

ข้อ 1.2.1 โดยแปรอัตราส่วน acetonitrile ในเฟส

เคลื่อนที่ในอัตราส่วน 0.1% formic acid in 

water (v/v) : acetonitrile เป็น 20 : 80, 30 : 70 

และ 40 : 60 และเลือกใช้อัตราส่วนที่ของเฟส

เคลือ่นทีท่ีม่ค่ีา s/n สงูทีส่ดุ ส�ำหรบัการทดลองต่อไป

2.	การเตรียมตัวอย่างเพื่อการวิเคราะห์สาร 

โอคราทอกซิน เอ ในธัญพืช

เตรียมตัวอย่างธัญพืชอ้างอิงตาม AOAC 

(2016) 2000.03 โดยชัง่ตัวอย่างธญัพืชบดละเอยีด 

50 กรัม เติมสารละลาย acetonitrile-water  

(6 : 4, v/v) ปรมิาตร 100 มล. ลงใน erlenmeyer  

flask แล้วน�ำไปเขย่าด้วยเครื่องเขย่า flask ชนิด 

wrist action shaker เป็นเวลา 30 นาที จากนั้น 

กรองผ่านกระดาษกรอง เบอร์ 1 และปิเปต

สารละลายทีก่รองได้ 10 มล. ใส่ลงใน erlenmeyer 

flask เติมสารละลาย phosphate buffered 

saline (PBS) ปรมิาตร 40 มล. (Vicam, USA) เขย่า

ให้เข้ากันหากสารละลายที่กรองได้มีลักษณะขุ่น  

ให้กรองอีกครัง้ด้วยกระดาษกรองใยแก้ว น�ำส่วนที่

กรองได้ไปก�ำจดัสารรบกวนด้วย immunoaffinity 
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column (IAC) (Vicam, USA) โดยใช้สารละลาย

ที่สกัดปริมาตร 10 มล. ผ่าน IAC ที่อัตราการไหล 

6 มล./นาที ล้าง IAC ด้วยสารละลาย PBS 

ปริมาตร 10 มล. และน�้ำ DI ปริมาตร 10 มล. 

อัตราการไหล 6 มล./นาท ีจากนั้นท�ำให ้column 

แห้ง โดยใช้แรงดันจากปั๊ม หรืออัดอากาศผ่าน 

syringe

จากนั้น ท�ำการชะสารโอคราทอกซิน เอ 

ออกจาก IAC โดยใช้ methanol ปริมาตร 1 มล. 

จ�ำนวน 4 ครั้ง ใส่ในขวดสีชาขนาด 8 มล. น�ำสาร

ที่ได้ไประเหยจนแห้งภายใต้บรรยากาศไนโตรเจน 

ละลายส่วนที่เหลือด้วยสารละลาย acetonitrile- 

water (1:1, v/v) ปริมาตร 1 มล. เขย่าด้วย  

vortex mixer เป็นเวลา 30 วินาที กรองผ่าน 

syringe filter ชนิด nylon ขนาด 0.22 ไมครอน 

ใส่ HPLC vial และน�ำไปวิเคราะห์ด้วยเครื่อง 

HPLC-HRMS ตามภาวะของเครื่อง HPLC-

HRMS จากผลการทดลองในข้อ 1

 

3.	การตรวจสอบความใช้ได้ของวธิวีเิคราะห์สาร

โอคราทอกซิน เอ ในธัญพืช

	 3.1	 ความจ�ำเพาะ (Specificity) 

ตรวจสอบความจ�ำเพาะต่อการวิเคราะห์ 

โดยเปรยีบเทยีบสารละลายมาตรฐานโอคราทอกซนิ เอ  

ทีค่วามเข้มข้น 0.50 ไมโครกรมั/ลติร กบัสารสกดั 

ที่ไม่เติมตัวอย่าง (reagent blank) และสารสกัด

ตัวอย่างข้าว ข้าวญ่ีปุ่น ข้าวบาสมาติ ข้าวไรย์ 

ข้าวโอ๊ต และข้าวสาล ีท่ีไม่พบสารโอคราทอกซนิ เอ  

(sample blank) วเิคราะห์สารโอคราทอกซนิ เอ 

โดยใช้เครือ่ง HPLC-HRMS ตามภาวะท่ีเหมาะสม 

จากการทดลองในข้อ 1 เกณฑ์การยอมรับ คือค่า

พื้นที่ใต้พีกของ reagent blank และ sample 

blank มีค่าน้อยกว่าร้อยละ 30 ของพื้นที่ใต้ 

พีกของสารละลายมาตรฐานโอคราทอกซิน เอ  

ที่ระดับ LOQ (0.50 ไมโครกรัม/ลิตร) (European  

Commission, 2017)

	 3.2	 ช่วงการใช้งานของการวิเคราะห์

(Working range)

	 3.2.1	 ช ่วงการใช ้งานของเครื่องมือ  

(Instrument working range) โดยน�ำสารละลาย

มาตรฐานโอคราทอกซินเอ ที่ความเข้มข้น 0.5, 1, 

2, 5, 10, 15 และ 20 ไมโครกรมั/ลติร มาวเิคราะห์

โอคราทอกซิน เอ ด้วยเครื่อง HPLC-HRMS  

ตามภาวะทีเ่หมาะสม (จากข้อ 1) ความเข้มข้นละ  

3 ซ�้ำ  จากนั้น สร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่าง 

ค่าความเข้มข้น (แกน X) และค่าพ้ืนที่ใต้พีก  

(แกน Y) และพิจารณาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (r) 

มีเกณฑ์การยอมรับ คือ r ≥ ≥ 0.995
	  3.2.2	ช่วงการใช้งานของวิธีวิเคราะห์ 

(Method working range) ใช้ข้าวสาลีเป็น

ตัวอย่างในการวิเคราะห์โดยเติมสารมาตรฐาน 

โอคราทอกซนิ เอ ในข้าวสาลใีห้มคีวามเข้มข้นของ

สารในตัวอย่าง เป็น 0.5, 1, 2, 5, 10, 15 และ 20 

ไมโครกรัม/กก. จากนั้นเตรียมตัวอย่างเพื่อการ

วิเคราะห์สารโอคราทอกซิน เอ ในธัญพืช แล้ว

วิเคราะห์ด้วยเครื่อง HPLC-HRMS ตามภาวะ 

ที่เหมาะสม (จากข้อ 1) โดยท�ำการทดลองความ

เข้มข้นละ 3 ซ�้ำ  จากนั้น สร้างความสัมพันธ ์

เชงิเส้นระหว่างค่าความเข้มข้นทีเ่ตมิลงในตวัอย่าง 

(แกน X) และค่าความเข้มข้นที่ตรวจพบ (แกน Y) 

และพิจารณาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (r) มีเกณฑ์

การยอมรับ คือ r ≥ ≥ 0.995
 3.3. ขีดจ�ำกัดของการตรวจพบ (Limit of 

Detection; LOD)

	 ใช้ตัวอย่างข้าวสาลีที่เติมสารมาตรฐาน 

โอคราทอกซิน เอ มีความเข ้มข ้นของสาร 

โอคราทอกซิน เอ ในตัวอย่างที่ระดับ LOD  

คือ 0.20 ไมโครกรัม/กก. จากนั้นเตรียมตัวอย่าง
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เพือ่การวเิคราะห์สารโอคราทอกซนิ เอ ในธญัพชื  

(เช่นเดยีวกนักบัข้อ 2.) แล้ววิเคราะห์โอคราทอกซนิ เอ  

ด้วยเครื่อง HPLC-HRMS ตามภาวะที่เหมาะสม 

(จากข้อ 1.) ท�ำการทดลอง จ�ำนวน 10 ซ�ำ้ พจิารณา

ค่า s/n ของสารโอคราทอกซิน เอ โดยเกณฑ์ 

การยอมรับ คือ ค่า s/n ของโอคราทอกซิน เอ  

ต้องไม่น้อยกว่า 3 (Wenzl et al., 2016)

 	 3.4	 ขีดจ�ำกัดของการวัดเชิงปริมาณ (Limit 

of Quantification; LOQ)

 	 เตรยีมตวัอย่างเพือ่การวเิคราะห์โอคราทอกซนิ  

เอ ในธัญพืช (เช่นเดียวกับข้อ 2) จากนั้น ท�ำการ

วเิคราะห์สารโอคราทอกซนิ เอ ด้วยเครือ่ง HPLC-

HRMS ตามภาวะที่เหมาะสม (จากข้อ 1) โดยใช้

ตัวอย่างข้าวสาลทีีเ่ตมิสารมาตรฐานโอคราทอกซนิ 

เอ ให้มีความเข้มข้นของสารโอคราทอกซิน เอ  

ในตัวอย่างที่ระดับ LOQ คือ 0.50 ไมโครกรัม/กก. 

ท�ำการทดลอง จ�ำนวน 10 ซ�ำ้ พจิารณาค่า s/n ของ

สารโอคราทอกซนิ เอ โดยมเีกณฑ์การยอมรบั คือ  

ค่า s/n ของสารโอคราทอกซนิ เอ ต้องไม่น้อยกว่า 

10 (Wenzl et al., 2016) และการพิสูจน์ยืนยัน

ค่า LOQ ใช้เกณฑ์ตามความเที่ยงตรงและความ

แม่นย�ำ 

	 3.5	 ความแม่นย�ำ (Accuracy)

	 ท�ำการศึกษาร้อยละการกลับคืนของผล

วิเคราะห์สารโอคราทอกซิน เอ ในข้าวสาลี โดย

ใช ้ ตั วอย ่ า งข ้ าวสา ลีที่ เ ติ มสารมาตรฐาน 

โอคราทอกซิน เอ ให้มีความเข้มข้นของสารใน

ตวัอย่าง คือ 0.50 (LOQ), 10 และ 20 ไมโครกรมั/กก. 

จากนั้น เตรียมตัวอย่างเพื่อการวิเคราะห์สาร 

โอคราทอกซิน เอ ในข้าวสาล ี(เช่นเดียวกับข้อ 2) 

จากน้ัน วเิคราะห์สารโอคราทอกซนิ เอ ด้วยเครือ่ง 

HPLC-HRMS ตามภาวะที่เหมาะสม (จากข้อ 1) 

ท�ำการวิเคราะห ์จ�ำนวน 10 ซ�้ำ แล้วค�ำนวณหา

ร้อยละการกลับคืน (%Recovery) โดยใช้สมการ

ที่ 1 จากนั้น ประเมินค่าที่ได ้ โดยมีเกณฑ์ 

การยอมรับ คือ ค่าร้อยละการกลับคืนอยู่ในช่วง

ร้อยละ 60 – 120 (Latimer, 2016)

	           (C
1
- C

2
)x100

% Recovery =                               (1)

                      
C

0

เมื่อ	C
1	
=	ปริมาณสารโอคราทอกซิน เอ 

	 	 	 ในตัวอย่างข้าวสาลทีีเ่ติมสารมาตรฐาน

	 	 	 (ไมโครกรัม/กก.)

	 C
2
	=	ปรมิาณสารโอคราทอกซนิ เอ ในตัวอย่าง

	 	 	 ข้าว (ไมโครกรัม/กก.)

	 C
0
	=	ปรมิาณสารโอคราทอกซนิ เอ ของสาร	

	 	 	 มาตรฐานที่เติมลงไป (ไมโครกรัม/กก.)

	 3.6	 ความเที่ยงตรง (Precision) 

การหาค่าความเที่ยงตรงจะใช้ข้อมูลที่ได้

จากศึกษาความแม่นย�ำ (ข้อ 3.5) โดยพจิารณาผล

ของการท�ำซ�้ำของตัวอย่างข้าวสาลีที่เติมสาร

มาตรฐานโอคราทอกซนิ เอ ทีท่ราบค่าความเข้มข้น 

ทั้ง 3 ระดับ จากนั้นค�ำนวณค่า HORRAT โดยใช้

สมการที่ 2 เกณฑ์การยอมรับ คือ ค่า HORRAT 

≤1.3 (Latimer, 2016)

	                             % RSDHORRAT (Horwitz rotio) =                            (2)                            Predicted Horwitz RSD

เมื่อ
                                               SD
Relative standard deviation (% RSD) =      X100
                                                X             

Predicted Horwitz RSD = 0.66 x 2(1-0.5 log C)

 

โดย C	 =	Concentration ratio ของค่าเฉลี่ย 

	 	 	 ปริมาณสารโอคราทอกซิน เอ ที่พบใน 

	 	 	 ตัวอย่างข้าวสาลีที่เติม สารมาตรฐาน
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ผลการทดลองและวิจารณ์

1.	ภาวะทีเ่หมาะสมในการวเิคราะห์ปรมิาณสาร

โอคราทอกซิน เอ โดยเครื่อง HPLC-HRMS

	 1.1	 โหมดไอออน

ผลจากการทดสอบโหมดไอออนท่ีเหมาะสม 

ในการวิเคราะห์โอคราทอกซิน เอ โดยใช้เครื่อง 

HPLC-HRMS ในโหมดไอออนลบ ต้ังค ่า 

ตรวจวิเคราะห ์ไอออนลบ [M-H]- ของสาร 

โอคราทอกซิน เอ โดยใช้ค่ามวลต่อประจุ (m/z) 

เป็น 402.074±± 0.005 และในโหมดไอออนบวก
ต้ังค่าตรวจวิเคราะห์ไอออนบวก [M+H]+ ของ 

โอคราทอกซิน เอ โดยใช ้ค ่ามวลต ่อประจุ 

เป็น 404.089±± 0.005 (Table 1) พบว่า  
การวิเคราะห์สารโอคราทอกซิน เอ ในโหมด

ไอออนลบมีค ่า s/n และพ้ืนที่ใต ้พีกสูงกว่า 

การวิ เคราะห ์ ในโหมดไอออนบวก ซึ่ งผล 

การทดลองสอดคล้องกับงานวิจัยของ Vartolomi 

et al. (2014) ท่ีวิเคราะห์สารโอคราทอกซนิ เอ  

ในอาหารโดยใช้เครือ่ง LC-MS/MS

เม่ือพิจารณาค่า s/n และพื้นที่ใต้พีก 

พบว่า การใช้โหมดไอออนลบในการวิเคราะห์สาร

โอคราทอกซิน เอ มีความเหมาะสมกว่าการใช้

โหมดไอออนบวก เนื่องจากมีค่า s/n และพื้นที่ใต้

พีกทีส่งูกว่าการใช้โหมดไอออนบวก ท�ำให้สามารถ

วิเคราะห์สารโอคราทอกซิน เอ ในระดับความ 

เข้มข้นต�ำ่   ได้ดกีว่าเมือ่พจิารณาลกัษณะของพกี 

พบว่า การใช้โหมดไอออนบวกในการวิเคราะห์สาร

โอคราทอกซนิ เอ มีลกัษณะพกีของโอคราทอกซนิ เอ  

แหลมและสมมาตร ซึ่งเป็นลักษณะพีกที่ดี อีกทั้ง

มี Baseline ที่เรียบกว่าการใช้โหมดไอออนลบ 

ในการวิเคราะห์ (Figure 1) ซึ่งลักษณะพีกของ

สารโอคราทอกซิน เอ นั้น นอกจากเป็นผลจาก 

การใช้โหมดไอออนที่ต่างกันแล้ว อาจมีปัจจัย 

มาจากชนิดของเฟสเคลื่อนที่ (Mobile phase)  

ที่ใช ้แตกต่างกันด้วย หากปรับปรุงชนิดของ 

เฟสเคลื่อนที่ อาจท�ำให้ลักษณะพีกของสาร 

โอคราทอกซิน เอ ในโหมดไอออนลบมีลักษณะ 

ที่ดีขึ้น ดังนั้น จึงเลือกโหมดไอออนลบในการ

วิเคราะห์สารโอคราทอกซิน เอ โดยเครื่อง  

HPLC-HRMS ในการทดลองต่อไป

Table 1	 Signal to noise and peak area of ochratoxin A analyzed by HPLC-HRMS in  

negative and positive mode. (n = 2)

No.
Ion 

Polarity
m/z

Mobile phase 
(Ratio)

Reconstitution 
solvent

RT
(min)

Peak area s/n

1

2

3

4

Positive

Negative

404.089±± 
0.005

402.074±±
0.005

0.1% formic acid in 

water : ACN (20:80)

water : ACN 

(20:80)

MeOH

MeOH : water (1:1)

MeOH

MeOH : water (1:1)

1.807

1.785

1.710

1.686

1.977×105

2.412×105

7.347×105

8.029×105

220

285

259

813

Note: MeOH = methanol, ACN = acetonitrile, RT= retention time, s/n = signal to noise ratio
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Table 1 Signal to noise and peak area of ochratoxin A analyzed by HPLC-HRMS in negative and 
positive mode. (n = 2) 

No. Ion 
Polarity m/z Mobile phase  

(Ratio) Reconstitution solvent RT 
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Figure 1	 Chromatograms of ochratoxin A 

was analyzed by HPLC-HRMS in negative 

and positive mode: (a) ion polarity: mode 

posit ive and reconstitution solvent:  

methanol, (b) ion polarity: mode positive 

and reconstitution solvent: methanol-water 

(1:1), (c) mode negative and reconstitution 

solvent: methanol and (d) ion polarity: mode 

negative and reconstitution solvent:  

methanol-water (1:1)

	 1.2	 อัตราส่วนของเฟสเคลื่อนที่ 

อตัราส่วนของเฟสเคลือ่นทีท่ีเ่หมาะสมใน

การวิเคราะห์สารโอคราทอกซิน เอ โดยศึกษา

อัตราส่วนผสมแบบคงที่ของ 0.1% formic acid 
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ใช้วเิคราะห์สารละลายมาตรฐานโอคราทอกซนิ เอ 

ที่ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัม/ลิตร ด้วยเครื่อง 

HPLC-HRMS ด้วยโหมดไอออนลบ พบว่า  

โครมาโทแกรมของสารโอคราทอกซิน เอ ของทุก

ภาวะ มีลักษณะของพีกของสารโอคราทอกซิน เอ 

สมมาตร และม ีBaseline เรียบ (Figure 2) เมื่อ

พิจารณา Retention time ของสารโอคราทอกซิน 

เอ (Table 2) พบว่า เมื่อสัดส่วนของ acetonitrile 

ในเฟสเคลื่อนที่น้อยลง จะท�ำให้ Retention time 

ของสารโอคราทอกซิน เอ มีค่าเพ่ิมขึ้น แต่เมื่อ

พิจารณาค่า s/n และค่าพ้ืนที่ใต ้พีก พบว่า 

อตัราส่วนของ 0.1% formic acid in water (v/v): 

acetonitrile ที่ 30: 70 มีอัตราส่วนของ s/n และ

ค่าพื้นที่ใต้พีกสูงที่สุด ท�ำให้สามารถวิเคราะห์สาร

โอคราทอกซนิ เอ ในระดบัความเข้มข้นต�ำ่ ๆ ได้ดี

Table 2	 Peak areas and signal to noise of 

ochratoxin A analyzed by HPLC-HRMS in 

negative mode and ratio of 0.1% formic acid 

in water (v/v) : acetonitrile of mobile phase 

20 : 80, 30 : 70 and 40 : 60 (n = 2) 

No.
Ratio of 0.1% 
formic acid in 
water : ACN 

RT 
(min)

Peak 
areas s/n

1 20 : 80 1.761 6.341×105 938

2 30 : 70 2.255 7.264×105 1225

3 40 : 60 3.285 6.959×105 1140

Note: ACN = acetonitrile, RT= retention time,  
s/n = signal to noise ratio 
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Figure 2 Chromatograms of ochratoxin A analyzed by HPLC-HRMS in negative mode with different 
ratio of 0.1% formic acid in water (v/v): acetonitrile) in mobile phase (a)20:80, (b)30:70, (c)40:60 
 
 จากการหาภาวะท่ีเหมาะสมในการวิเคราะห์สารโอคราทอกซิน เอ โดยเครื่อง HPLC-HRMS โดยศึกษาปัจจัยที่
มีผลต่อการวิเคราะห์โอคราทอกซิน เอ ได้แก่โหมดไอออน และอัตราส่วนของเฟสเคล่ือนที่ พบว่า ภาวะที่เหมาะสมใน
การวิเคราะห์สารโอคราทอกซิน เอ คือการใช้โหมดไอออนลบ และอัตราส่วนผสมแบบคงท่ีระหว่าง 0.1% formic acid 
in water (v/v) และ acetonitrile ในเฟสเคลื่อนที่คือ 30: 70  
 
2. การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์สารโอคราทอกซิน เอ ในธัญพืช 
     2.1 ความจําเพาะ 
  จากการวิเคราะห์สารละลายมาตรฐานโอคราทอกซิน เอ 0.5 ไมโครกรัม/ลิตร โดยใช้เครื่อง HPLC-HRMS 
ตามภาวะท่ีเหมาะสม พบว่า Retention time ของสารโอคราทอกซิน เอ มีค่าเท่ากับ 2.014 นาที และพ้ืนที่ใต้พีกเป็น 
1222.20 เมื่อพิจารณาโครมาโทแกรมของ reagent blank และ sample blank ของตัวอย่างข้าว ข้าวญี่ปุ่น ข้าวบา
สมาติ ข้าวไรน์ ข้าวโอ๊ต และข้าวสาลี พบว่า ไม่พบสัญญาณของสารโอคราทอกซิน เอ ที่ Retention time 2.0±0.1 
นาที  ในทุกตัวอย่าง ซึ่งอยู่ในเกณฑ์การยอมรับ อีกทั้งมี Baseline เรียบ แสดงว่า ในตัวอย่างไม่มีสารรบกวนต่อวิธี
วิเคราะห์เลย ดังนั้นสรุปได้ว่าวิธีวิเคราะห์ที่ใช้มีความจําเพาะต่อการวิเคราะห์สารโอคราทอกซิน เอ ในธัญพืช จึงเลือกใช้
ตัวอย่างข้าวสาลีเป็นตัวแทนธัญพืชในการตรวจสอบความใช้ได้ในคุณลักษณะอื่นต่อไป ซึ่งเป็นไปตาม commodity 
groups for the validation of screening methods ที่ระบุว่าสามารถใช้ข้าวสาลีเป็นตัวแทนของกลุ่มธัญพืชและ
ผลิตภัณฑ์ในการตรวจสอบความใช้ได้ของวิธี (European Commission, 2014)  
 
         3.2  ช่วงการใช้งานของการวิเคราะห์ 
       3.2.1 Instrument working range การศึกษาช่วงการใช้งานของเคร่ืองมือในการวิเคราะห์ พบว่า 
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 (n = 2)  
No. Ratio of 0.1% formic acid in water : ACN  RT (min) Peak areas s/n 
1 20:80 1.761 6.341×105 938 
2 30:70 2.255 7.264×105 1225 
3 40:60 3.285 6.959×105 1140 

Note: ACN = acetonitrile, RT= retention time, s/n = signal to noise ratio  
 

(a)          (b)          (c) 

Figure 2 Chromatograms of ochratoxin A analyzed by HPLC-HRMS in negative mode with different 
ratio of 0.1% formic acid in water (v/v): acetonitrile) in mobile phase (a)20:80, (b)30:70, (c)40:60 
 
 จากการหาภาวะท่ีเหมาะสมในการวิเคราะห์สารโอคราทอกซิน เอ โดยเครื่อง HPLC-HRMS โดยศึกษาปัจจัยที่
มีผลต่อการวิเคราะห์โอคราทอกซิน เอ ได้แก่โหมดไอออน และอัตราส่วนของเฟสเคล่ือนที่ พบว่า ภาวะที่เหมาะสมใน
การวิเคราะห์สารโอคราทอกซิน เอ คือการใช้โหมดไอออนลบ และอัตราส่วนผสมแบบคงท่ีระหว่าง 0.1% formic acid 
in water (v/v) และ acetonitrile ในเฟสเคลื่อนที่คือ 30: 70  
 
2. การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์สารโอคราทอกซิน เอ ในธัญพืช 
     2.1 ความจําเพาะ 
  จากการวิเคราะห์สารละลายมาตรฐานโอคราทอกซิน เอ 0.5 ไมโครกรัม/ลิตร โดยใช้เครื่อง HPLC-HRMS 
ตามภาวะท่ีเหมาะสม พบว่า Retention time ของสารโอคราทอกซิน เอ มีค่าเท่ากับ 2.014 นาที และพื้นที่ใต้พีกเป็น 
1222.20 เมื่อพิจารณาโครมาโทแกรมของ reagent blank และ sample blank ของตัวอย่างข้าว ข้าวญี่ปุ่น ข้าวบา
สมาติ ข้าวไรน์ ข้าวโอ๊ต และข้าวสาลี พบว่า ไม่พบสัญญาณของสารโอคราทอกซิน เอ ที่ Retention time 2.0±0.1 
นาที  ในทุกตัวอย่าง ซึ่งอยู่ในเกณฑ์การยอมรับ อีกทั้งมี Baseline เรียบ แสดงว่า ในตัวอย่างไม่มีสารรบกวนต่อวิธี
วิเคราะห์เลย ดังนั้นสรุปได้ว่าวิธีวิเคราะห์ที่ใช้มีความจําเพาะต่อการวิเคราะห์สารโอคราทอกซิน เอ ในธัญพืช จึงเลือกใช้
ตัวอย่างข้าวสาลีเป็นตัวแทนธัญพืชในการตรวจสอบความใช้ได้ในคุณลักษณะอื่นต่อไป ซึ่งเป็นไปตาม commodity 
groups for the validation of screening methods ที่ระบุว่าสามารถใช้ข้าวสาลีเป็นตัวแทนของกลุ่มธัญพืชและ
ผลิตภัณฑ์ในการตรวจสอบความใช้ได้ของวิธี (European Commission, 2014)  
 
         3.2  ช่วงการใช้งานของการวิเคราะห์ 
       3.2.1 Instrument working range การศึกษาช่วงการใช้งานของเคร่ืองมือในการวิเคราะห์ พบว่า 
ความสัมพันธ์เชิงเส้นระหว่างปริมาณของสารมาตรฐานที่วัด (0.50 - 20 ไมโครกรัม/ลิตร) และสัญญาณที่ตรวจวัดได้ 

 (n = 2)  
No. Ratio of 0.1% formic acid in water : ACN  RT (min) Peak areas s/n 
1 20:80 1.761 6.341×105 938 
2 30:70 2.255 7.264×105 1225 
3 40:60 3.285 6.959×105 1140 

Note: ACN = acetonitrile, RT= retention time, s/n = signal to noise ratio  
 

(a)          (b)          (c) 

Figure 2 Chromatograms of ochratoxin A analyzed by HPLC-HRMS in negative mode with different 
ratio of 0.1% formic acid in water (v/v): acetonitrile) in mobile phase (a)20:80, (b)30:70, (c)40:60 
 
 จากการหาภาวะท่ีเหมาะสมในการวิเคราะห์สารโอคราทอกซิน เอ โดยเครื่อง HPLC-HRMS โดยศึกษาปัจจัยที่
มีผลต่อการวิเคราะห์โอคราทอกซิน เอ ได้แก่โหมดไอออน และอัตราส่วนของเฟสเคล่ือนที่ พบว่า ภาวะที่เหมาะสมใน
การวิเคราะห์สารโอคราทอกซิน เอ คือการใช้โหมดไอออนลบ และอัตราส่วนผสมแบบคงท่ีระหว่าง 0.1% formic acid 
in water (v/v) และ acetonitrile ในเฟสเคลื่อนที่คือ 30: 70  
 
2. การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์สารโอคราทอกซิน เอ ในธัญพืช 
     2.1 ความจําเพาะ 
  จากการวิเคราะห์สารละลายมาตรฐานโอคราทอกซิน เอ 0.5 ไมโครกรัม/ลิตร โดยใช้เครื่อง HPLC-HRMS 
ตามภาวะท่ีเหมาะสม พบว่า Retention time ของสารโอคราทอกซิน เอ มีค่าเท่ากับ 2.014 นาที และพื้นที่ใต้พีกเป็น 
1222.20 เมื่อพิจารณาโครมาโทแกรมของ reagent blank และ sample blank ของตัวอย่างข้าว ข้าวญี่ปุ่น ข้าวบา
สมาติ ข้าวไรน์ ข้าวโอ๊ต และข้าวสาลี พบว่า ไม่พบสัญญาณของสารโอคราทอกซิน เอ ที่ Retention time 2.0±0.1 
นาที  ในทุกตัวอย่าง ซึ่งอยู่ในเกณฑ์การยอมรับ อีกทั้งมี Baseline เรียบ แสดงว่า ในตัวอย่างไม่มีสารรบกวนต่อวิธี
วิเคราะห์เลย ดังนั้นสรุปได้ว่าวิธีวิเคราะห์ที่ใช้มีความจําเพาะต่อการวิเคราะห์สารโอคราทอกซิน เอ ในธัญพืช จึงเลือกใช้
ตัวอย่างข้าวสาลีเป็นตัวแทนธัญพืชในการตรวจสอบความใช้ได้ในคุณลักษณะอื่นต่อไป ซึ่งเป็นไปตาม commodity 
groups for the validation of screening methods ที่ระบุว่าสามารถใช้ข้าวสาลีเป็นตัวแทนของกลุ่มธัญพืชและ
ผลิตภัณฑ์ในการตรวจสอบความใช้ได้ของวิธี (European Commission, 2014)  
 
         3.2  ช่วงการใช้งานของการวิเคราะห์ 
       3.2.1 Instrument working range การศึกษาช่วงการใช้งานของเคร่ืองมือในการวิเคราะห์ พบว่า 
ความสัมพันธ์เชิงเส้นระหว่างปริมาณของสารมาตรฐานที่วัด (0.50 - 20 ไมโครกรัม/ลิตร) และสัญญาณที่ตรวจวัดได้ 

 (n = 2)  
No. Ratio of 0.1% formic acid in water : ACN  RT (min) Peak areas s/n 
1 20:80 1.761 6.341×105 938 
2 30:70 2.255 7.264×105 1225 
3 40:60 3.285 6.959×105 1140 

Note: ACN = acetonitrile, RT= retention time, s/n = signal to noise ratio  
 

(a)          (b)          (c) 

Figure 2 Chromatograms of ochratoxin A analyzed by HPLC-HRMS in negative mode with different 
ratio of 0.1% formic acid in water (v/v): acetonitrile) in mobile phase (a)20:80, (b)30:70, (c)40:60 
 
 จากการหาภาวะท่ีเหมาะสมในการวิเคราะห์สารโอคราทอกซิน เอ โดยเครื่อง HPLC-HRMS โดยศึกษาปัจจัยที่
มีผลต่อการวิเคราะห์โอคราทอกซิน เอ ได้แก่โหมดไอออน และอัตราส่วนของเฟสเคล่ือนที่ พบว่า ภาวะที่เหมาะสมใน
การวิเคราะห์สารโอคราทอกซิน เอ คือการใช้โหมดไอออนลบ และอัตราส่วนผสมแบบคงท่ีระหว่าง 0.1% formic acid 
in water (v/v) และ acetonitrile ในเฟสเคลื่อนที่คือ 30: 70  
 
2. การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์สารโอคราทอกซิน เอ ในธัญพืช 
     2.1 ความจําเพาะ 
  จากการวิเคราะห์สารละลายมาตรฐานโอคราทอกซิน เอ 0.5 ไมโครกรัม/ลิตร โดยใช้เครื่อง HPLC-HRMS 
ตามภาวะท่ีเหมาะสม พบว่า Retention time ของสารโอคราทอกซิน เอ มีค่าเท่ากับ 2.014 นาที และพื้นที่ใต้พีกเป็น 
1222.20 เมื่อพิจารณาโครมาโทแกรมของ reagent blank และ sample blank ของตัวอย่างข้าว ข้าวญี่ปุ่น ข้าวบา
สมาติ ข้าวไรน์ ข้าวโอ๊ต และข้าวสาลี พบว่า ไม่พบสัญญาณของสารโอคราทอกซิน เอ ที่ Retention time 2.0±0.1 
นาที  ในทุกตัวอย่าง ซึ่งอยู่ในเกณฑ์การยอมรับ อีกทั้งมี Baseline เรียบ แสดงว่า ในตัวอย่างไม่มีสารรบกวนต่อวิธี
วิเคราะห์เลย ดังนั้นสรุปได้ว่าวิธีวิเคราะห์ที่ใช้มีความจําเพาะต่อการวิเคราะห์สารโอคราทอกซิน เอ ในธัญพืช จึงเลือกใช้
ตัวอย่างข้าวสาลีเป็นตัวแทนธัญพืชในการตรวจสอบความใช้ได้ในคุณลักษณะอื่นต่อไป ซึ่งเป็นไปตาม commodity 
groups for the validation of screening methods ที่ระบุว่าสามารถใช้ข้าวสาลีเป็นตัวแทนของกลุ่มธัญพืชและ
ผลิตภัณฑ์ในการตรวจสอบความใช้ได้ของวิธี (European Commission, 2014)  
 
         3.2  ช่วงการใช้งานของการวิเคราะห์ 
       3.2.1 Instrument working range การศึกษาช่วงการใช้งานของเคร่ืองมือในการวิเคราะห์ พบว่า 
ความสัมพันธ์เชิงเส้นระหว่างปริมาณของสารมาตรฐานที่วัด (0.50 - 20 ไมโครกรัม/ลิตร) และสัญญาณที่ตรวจวัดได้ 

Figure 2	 Chromatograms of ochratoxin A 

analyzed by HPLC-HRMS in negative mode 

with different ratio of 0.1% formic acid in 

water (v/v) : acetonitrile) in mobile phase 

(a) 20 : 80, (b) 30 : 70, (c) 40 : 60

จากการหาภาวะทีเ่หมาะสมในการวเิคราะห์ 

สารโอคราทอกซิน เอ โดยเครื่อง HPLC-HRMS 

โดยศึกษาปัจจัยที่มีผลต่อการวิเคราะห์ ได้แก่ 

โหมดไอออน และอัตราส่วนของเฟสเคลื่อนที่  

พบว่า ภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะห์สาร 

โอคราทอกซิน เอ คือ การใช้โหมดไอออนลบ  

และอัตราส่วนผสมแบบคงที่ระหว่าง 0.1%  

formic acid in water (v/v) และ acetonitrile 

ในเฟสเคลื่อนที่ คือ 30 : 70 

2.	การตรวจสอบความใช้ได้ของวธิวีเิคราะห์สาร

โอคราทอกซิน เอ ในธัญพืช

	 2.1	 ความจ�ำเพาะ

จากการวิเคราะห์สารละลายมาตรฐาน 

โอคราทอกซิน เอ 0.5 ไมโครกรัม/ลิตร โดยใช้

เครือ่ง HPLC-HRMS ตามภาวะทีเ่หมาะสม พบว่า  

Retention time ของสารโอคราทอกซิน เอ มีค่า

เท่ากับ 2.014 นาที และพื้นที่ใต้พีกเป็น 1222.20 

เมื่อพิจารณาโครมาโทแกรมของ reagent blank 

และ sample blank ของตัวอย่างข้าว ข้าวญี่ปุ่น 

ข้าวบาสมาติ ข้าวไรย์ ข้าวโอ๊ต และข้าวสาล ี 

พบว่า ไม่พบสัญญาณของสารโอคราทอกซิน เอ  

ที่ Retention time 2.0± 0.1 นาที ในทุกตัวอย่าง 

ซ่ึงอยูใ่นเกณฑ์การยอมรบั อกีทัง้ม ีBaseline เรยีบ 

แสดงว่า ในตัวอย่างไม่มีสารรบกวนต่อวธิวีเิคราะห์

เลย ดังนั้น สรุปได้ว่าวิธีวิเคราะห์ที่ใช้ มีความ

จ�ำเพาะต่อการวิเคราะห์สารโอคราทอกซิน เอ  

ในธัญพืช จงึเลอืกใช้ตวัอย่างข้าวสาลเีป็นตวัแทน

ธญัพชืในการตรวจสอบความใช้ได้ในคณุลกัษณะอืน่

ต่อไป ซ่ึงเป็นไปตาม commodity groups for the 

validation of screening methods ที่ระบุว่า 

สามารถใช้ข้าวสาลีเป็นตัวแทนของกลุ่มธัญพืช

และผลิตภัณฑ์ในการตรวจสอบความใช้ได้ของวิธ ี

(European Commission, 2014) 

	 2.2	 ช่วงการใช้งานของการวิเคราะห์

2.2.1 Instrument working range  

การศึกษาช่วงการใช้งานของเครื่องมือในการ

วิเคราะห์ พบว่า ความสัมพันธ์เชิงเส้นระหว่าง

ปริมาณของสารมาตรฐานที่ วัด (0 .50-20 

ไมโครกรัม/ลิตร) และสัญญาณที่ตรวจวัดได้  

(Figure 3(a)) แสดงความสัมพันธ ์อย ่าง 

เป็นสัดส่วนโดยตรงมีนัยส�ำคัญทางสถิติที่ระดับ

ความเชื่อมั่นร ้อยละ 95 (S ign i f i cance 

F<α=0.05) สมการเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน 
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คือ Y = 3404.33 X -596.27 และค่าสัมประสิทธิ์ 

สหสัมพันธ์ (r) มีค่าเป็น 0.9978 ซึ่งอยู่ในเกณฑ์

การยอมรับ (r ≥ 0.995) 
	 2.2.2	 Method working range การศกึษา 

ช่วงการใช้งานของวธิวีเิคราะห์ พบว่า ความสมัพนัธ์ 

เชิงเส้นระหว่างค่าความเข้มข้นทีเ่ตมิลงในตวัอย่าง 

(0.50-20 ไมโครกรัม/ลิตร) และค่าความเข้มข้น 

ที่ ตรวจพบ มีความสัมพันธ ์ เป ็น เส ้นตรง  

มีนยัส�ำคญัทางสถติท่ีิระดบัความเชือ่มัน่ร้อยละ 95  

(Significance F<α=0.05) มสีมการเส้นตรง คอื 

Y = 1.0006 X – 0.1636 และค่าสัมประสิทธิ์ 

สหสมัพนัธ์เป็น 0.9960 ซึง่อยู่ในเกณฑ์การยอมรบั 

(r > 0.995) (Figure 3(b))

(Figure 3(a)) แสดงความสัมพันธ์อย่างเป็นสัดส่วนโดยตรงมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเช่ือมั่นร้อยละ 95 
(Significance F<α=0.05) สมการเส้นตรงของกราฟมาตรฐานคือ Y = 3404.33X -596.27 และค่าสัมประสิทธ์ิ
สหสัมพันธ์ (r) มีค่าเป็น 0.9978 ซึ่งอยู่ในเกณฑ์การยอมรับ (r ≥0.995)  
       3.2.2 Method working range การศึกษาช่วงการใช้งานของวิธีวิเคราะห์ พบว่า ความสัมพันธ์เชิงเส้น
ระหว่างค่าความเข้มข้นที่เติมลงในตัวอย่าง (0.50 - 20 ไมโครกรัม/ลิตร) และค่าความเข้มข้นที่ตรวจพบ (Figure 3(b)) 
มีความสัมพันธ์เป็นเส้นตรง มีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเช่ือมั่นร้อยละ 95 (Significance F<α=0.05) มีสมการ
เส้นตรงสมการเส้นตรง คือ Y = 1.0006X – 0.1636 และค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ์เป็น 0.9960 ซึ่งอยู่ในเกณฑ์การ
ยอมรับ (r> 0.995) 
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Figure 3 (a) Calibration curve of ochratoxin A at 0.50 – 20 μg/L (b) Relationship between measured 
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Figure 3 (a) Calibration curve of ochratoxin A 
at 0.50 – 20 µg/L (b) Relationship between 
measured concentration and concentration 
of ochratoxin A in wheat sample at  
0.50 – 20 µ g/kg

	 2.3	 ขีดจ�ำกัดของการตรวจพบ 

จากการศึกษาขีดจ�ำกัดของการตรวจพบ

พบว่า ค่า s/n ของสารโอคราทอกซนิ เอ ในตัวอย่าง

ข้าวสาลีที่ระดับ LOD (0.20 ไมโครกรัม/กก.)  

มีค่า 170.6± 66.3 (Range: 76-304) ซ่ึงอยู่ใน

เกณฑ์การยอมรับ (s/n ≥ 3)

	 2.4	 ขีดจ�ำกัดของการวัดเชิงปริมาณ 

จากการศึกษาพบว่า ค่า s/n ของสาร 

โอคราทอกซิน เอ ในตัวอย่างข้าวสาลี ทีมี่ความเข้มข้น 

ของสารโอคราทอกซิน เอ 0.50 ไมโครกรัม/กก.  

มีค่า 136.4± 47.6 (Range: 85-238) และอยู ่

ในเกณฑ์การยอมรับ (s/n≥ 10) จากนั้นพิจารณา 

ที่ความแม่นย�ำ และความเที่ยงตรงต่อไป

	 2.5	 ความแม่นย�ำ

จากการศึกษาความแม่นย�ำ พบว่า ร้อยละ

การกลบัคนื (%Recovery) ของการวิเคราะห์สาร

โอคราทอกซิน เอ ในข้าวสาลีที่ระดับความเข้มข้น

ของโอคราทอกซิน เอ 0.50, 10 และ 20 

ไมโครกรัม/กก. มีค่าอยู่ในช่วงร้อยละ 75.90 – 

116.60, 72.54 – 109.84 และ 76.31 – 114.20 

ตามล�ำดับ (Table 4) และทุกค่าอยู่ในเกณฑ์ 

การยอมรับ (%Recovery ที่ยอมรับได้ อยู่ในช่วง

ร้อยละ 60 – 120 )

	 2.6	 ความเที่ยงตรง 

จากผลการศึกษาความเที่ยงตรง พบว่า 

ค่า HORRAT ของการวิเคราะห์สารโอคราทอกซนิ เอ  

ในข้าวสาลีที่ระดับความเข้มข้น 0.50, 10 และ  

20 ไมโครกรัม/กก. มีความเที่ยงตรงอยู่ในเกณฑ์

การยอมรับ (HORRAT Value ≤1.3) แสดงถึง
ความเบีย่งเบนของข้อมลูอยูใ่นเกณฑ์ทีด่ ี(Table 4)
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สรุปผลการทดลอง

การพฒันาวธิวีเิคราะห์สารโอคราทอกซนิ เอ  
ในธัญพืชที่ดัดแปลงจากวิธีมาตรฐาน AOAC 
(2016) 2000.03 โดยใช้เครื่อง HPLC-HRMS 
แทนเครื่อง HPLC-FLD พบว่า ภาวะที่เหมาะสม 
ในการวิเคราะห์สารโอคราทอกซิน เอ ด้วยเครื่อง 
HPLC-HRMS ได้แก่ โหมดไอออนลบ และ
อัตราส่วนคงที่ของเฟสเคลื่อนที่ระหว่าง 0.1% 
formic acid in water (v/v) และ acetonitrile 
คือ 30 : 70 จากการตรวจสอบความใช้ได้ของวิธี
วิเคราะห์สารโอคราทอกซนิ เอ พบว่า วธินีีมี้ความ
จ�ำเพาะต่อการวิเคราะห์ โดยช่วงการใช้งานที่มี
ความเหมาะสม คือ 0.50 – 20 ไมโครกรัม/กก.  
มีความสัมพันธ์เชิงเส้นเป็นเส้นตรง ขีดจ�ำกัดของ
การตรวจพบ และขดีจ�ำกดัของการวดัเชงิปรมิาณ
มีค่าเท่ากับ 0.20 และ 0.50 ไมโครกรัม/กก.  
ตามล�ำดับ นอกจากน้ี การทดสอบความแม่นย�ำ  
มีร้อยละการกลับคืนของการวิเคราะห์อยู่ในช่วง 
72.54 - 116.60% และความเท่ียงให้ผลการ
วเิคราะห์อยูใ่นเกณฑ์ยอมรับ โดย HORRAT Value 
อยูใ่นช่วง 0.39 - 0.69 ดงันัน้ สรปุได้ว่าวธิวีเิคราะห์ 
สารโอคราทอกซิน เอ ในธัญพืชด้วยเทคนิค 
HPLC-HRMS ดัดแปลงจากวธิมีาตรฐาน AOAC 
(2016) 2000.03 มีความถูกต้องและเหมาะสม 
สอดคล้องกับมาตรฐานของประเทศผูน้�ำเข้า ได้น�ำ
ข้อมูลไปใช้ขอการรับรองในขอบข่ายวิธีวิเคราะห์
สารโอคราทอกซิน เอ ในธัญพืชตามมาตรฐาน 
ISO/IEC 17025 และปัจจุบันได้รับการรับรอง 
ISO/IEC 17025 จากส�ำนกัมาตรฐานห้องปฏบิตักิาร  
กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์

ค�ำขอบคุณ

ขอขอบคุณเจ้าหน้าที่กลุ่มพัฒนาระบบ
ตรวจสอบคุณภาพสินค้า กองพัฒนาระบบและ
รับรองมาตรฐานสินค้าพืช กรมวิชาการเกษตร  
ที่ให้ความช่วยเหลือสนับสนุนจนงานวิจัยนี้ส�ำเร็จ
ลุล่วงด้วยดี
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