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การพัฒนาวิธีการตรวจสอบสารแอฟลาทอกซิน บี1 โดยเทคนิค 

Competitive Lateral Flow Immunoassay

Development of Aflatoxin B1 Determination Method

by Competitive Lateral Flow Immunoassay
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ABSTRACT

	 The objective of this study was to develop a prototype test kit using competitive  

lateral flow immunoassay technique for the visual qualitative assessment of aflatoxin B1 (AFB1) 

contamination in agricultural produces. We found that the prototype test kit had the limit of 

detection (LOD) and cut off values for buffer solution of 0.5 and 5.0 ng/ml, respectively. Whilst 

for peanut extract, the kit had the LOD and cut off values at 1.0 and 8.0 ng/ml, respectively. 

The accuracy and precision of the test results of prototype assays in peanut extract were 

within the acceptable range. Result of AFB1 contamination assessment using the prototype 

test kit was consistent with the HPLC analysis. The percentage accuracy of the test kit was 

93.33%. Overall, the test results showed that the prototype test kit was rapid, accurate and 

reliable. The kit could be used in the initial assessment or monitoring of AFB1 contamination. 

After demonstrating the prototype test kit to the Plant Quarantine officials, we received the 

feedback opinion that the kit was convenient to use, the extraction method was simple, gave 

quick results which were easy to assess and the cost was economical.
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บทคัดย่อ

	 การวิจัยนี้มีจุดประสงค์เพื่อพัฒนาชุด

ตรวจสอบสารแอฟลาทอกซิน บี1 ด้วยเทคนิค 

competitive lateral flow immunoassay  

(CLFIA) ส�ำหรับตรวจประเมินการปนเปื้อนสาร 

แอฟลาทอกซิน บี1 (Aflatoxin B1;AFB1)  

ด ้ วยการแปลผล เ ชิงคุณภาพด ้ วยสายตา  

จากการทดสอบประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบนี้ 

พบว่า ชุดตรวจสอบต้นแบบมีประสิทธิภาพในการ

ตรวจจบัสาร AFB1 ในตวัอย่างสารละลายบฟัเฟอร์

และสารสกัดถั่วลิสง (limit of detection: LOD)  

0.5 และ 1.0 นาโนกรัม/มล. และค่า cut off 5.0  

และ 8.0 นาโนกรัม/มล. ตามล�ำดบั ผลการทดสอบค่า

ความถูกต้องและแม่นย�ำของชุดตรวจสอบต้นแบบ 

ในการตรวจจบัสารแอฟลาทอกซิน บ ี1 ในสารสกัด 

ถ่ัวลสิงมค่ีาอยู่ในเกณฑ์ทีย่อมรับได้ ผลการประเมนิ 

การปนเป้ือน AFB1 โดยใช้ชุดตรวจสอบต้นแบบที ่

ผลติมคีวามสอดคล้องกับผลวิเคราะห์ด้วยวิธ ีHPLC  

ได ้ค ่าร ้อยละความถูกต้องของชุดตรวจสอบ 

93.33 ดังนั้น จากผลการทดสอบแสดงให้เห็นว่า  

ชุดตรวจสอบสาร AFB1 ด้วยวิธี CLFIA ที่พัฒนา 

มีความรวดเร็ว ถูกต้องแม่นย�ำ  และน่าเช่ือถือ 

สามารถน�ำไปประยุกต์ใช้เป็นวิธีการตรวจประเมิน 

เบื้องต ้นหรือเฝ ้าระวังการปนเปื ้อนของสาร  

AFB1 ได้ และเมื่อน�ำชุดตรวจสอบต้นแบบไป

สาธติให้แก่เจ้าหน้าทีด่่านตรวจพชืทดสอบใช้ ได้รับ 

ข้อคิดเห็นว่าเป็นชุดตรวจสอบที่ใช้สะดวก ให้ผล

รวดเร็ว ข้ันตอนการสกัดสารและวิธีการตรวจ 

ไม่ซับซ้อน และค่าใช้จ่ายไม่สูง

ค�ำส�ำคัญ: การปนเปื้อน, การประเมิน, ชุดตรวจ

สอบแบบตลับ, สารแอฟลาทอกซิน บี1

บทน�ำ

	 แอฟลาทอกซิน (aflatoxins) เป็นสาร

ทุติยภูมิ (toxic secondary metabolites) สร้าง

ขึ้นโดยเชื้อราในสกุล Aspergillus ที่สร้างสารพิษ

ได้ เช่น Aspergillus flavus, A. parasiticus และ 

A. nomius เป็นต้น เชื้อราเหล่านี้มักพบปนเปื้อน

ผลผลิตการเกษตรตั้งแต่ในแปลงปลูก ระหว่าง

การเก็บเกี่ยวจนถึงการเก็บรักษาผลผลิต และเมื่อ

มีสภาพแวดล้อมที่เหมาะสมเช้ือราจะสร้างสาร

แอฟลาทอกซิน ซ่ึงตามธรรมชาติมี 4 ชนิด คือ  

แอฟลาทอกซิน บี1 (AFB1) แอฟลาทอกซิน 

บี2 (AFB2) แอฟลาทอกซิน จี1 (AFG1) และ  

แอฟลาทอกซิน จ2ี (AFG2) โดย A. flavus เป็นเช้ือรา 

ที่สร้างสาร AFB1 เป็นหลกั มสัีดส่วนทีพ่บมากกว่า

สารแอฟลาทอกซินชนิดอื่น ๆ (Ingenbleek et 

al., 2019) และมีความเป็นพิษรุนแรงมากกว่า 

แอฟลาทอกซินชนิดอื่น ๆ ซ่ึง International  

Agency for Research on Cancer (IARC) ได้จดั

ให้สารแอฟลาทอกซินเป็นสารก่อมะเร็งในมนุษย์ 

Group I เนื่องจาก ท�ำให้เซลล์เกิดการกลายพันธุ์ 

การพัฒนาอวัยวะของทารกเกิดความผิดปกต ิ

ระบบภูมิคุ้มกันผิดปกติ และก่อให้เกิดมะเร็งตับ 

เป็นต้น (IARC, 2012) ท�ำให้หลายประเทศก�ำหนด

ปริมาณสารแอฟลาทอกซินสูงสุดที่อนุญาตให้พบ

ได้ในอาหาร (maximum levels: ML) ซ่ึงอาจ 

มีค่าที่แตกต่างกัน เช่น คณะกรรมาธิการยุโรป  

ได้ระบุค่า ML ของ AFB1 ส�ำหรับถั่วลิสง ไม่เกิน 

8 ไมโครกรัม/กก. และแอฟลาทอกซินรวม ไม่เกิน 

15 ไมโครกรัม/กก. (European Commission, 

2010) ส่วนประเทศที่มีสภาพอากาศร้อนช้ืน ซ่ึง 

เหมาะแก่การเจริญของเช้ือราและการสร้างสารพิษ  

พบปัญหาการปนเปื ้อนสารแอฟลาทอกซินสูง  

จึงมีการก�ำหนดค่า ML ของสารแอฟลาทอกซิน

สูงกว่า Joint FAO/WHO Codex Alimentarius  

Commission (1995) ได้ก�ำหนดให้มแีอฟลาทอกซิน 
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ปนเป้ือนในธญัพืชรวมถึงถ่ัวลสิงไม่เกิน 15 ไมโครกรัม/กก.  

ส�ำหรับประเทศไทย ในปี พ.ศ. 2563 กระทรวง

สาธารณสุขได้ออกประกาศกระทรวงสาธารณสุข 

ฉบับที่ 414 พ.ศ. 2563 เร่ือง มาตรฐานอาหาร

ที่มีสารปนเปื้อน อนุญาตให้มีสารแอฟลาทอกซิน 

ปนเปื ้อนในอาหารรวมถึงถ่ัวลิสงได้ไม่เกิน 20 

ไมโครกรัม/กก. (กระทรวงสาธารณสุข, 2563)

	 การตรวจวิเคราะห์การปนเปื้อนของสาร

พิษในสินค้าเกษตรมีทั้งวิธีการอ้างอิงหรือการ

วิเคราะห์เพ่ือยืนยันผล (reference or confirmatory  

methods) เช่น วิธี thin layer chromatography 

(TLC), high performance liquid chromatography  

(HPLC) และ liquid chromatography-mass 

spectrometer (LC-MS) เป็นต้น (Wolf and 

Schweigert, 2018) ซึ่งเป็นวิธีการที่สามารถระบุ

และค�ำนวณปริมาณสารพิษที่พบในเชิงปริมาณได ้

เป็นวิธีมาตรฐานที่ได้รับการยอมรับส�ำหรับออก

ใบรับรองในการน�ำเข้าหรือส่งออก แต่มีข้อจ�ำกัด 

ในเร่ืองระยะเวลาในการตรวจวิเคราะห์ ใช้เคร่ืองมอื 

เฉพาะ และมีค่าใช้จ่ายในการตรวจวิเคราะห์สูง  

เพ่ือลดปัญหาดงักล่าว จงึได้มกีารพัฒนาการตรวจ 

วิเคราะห์โดยวิธทีางภมูคิุม้กันวิทยา (immunology)  

เพ่ือใช้ส�ำหรับการตรวจคัดกรองอย่างรวดเร็ว 

สามารถอ่านผลได้ทั้งเชิงปริมาณและคุณภาพ 

เช่น วิธี enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA) เป็นต้น ซ่ึงเป็นวิธีการตรวจวิเคราะห ์

ทีไ่ม่ซับซ้อน สามารถตรวจวิเคราะห์หลายตวัอย่าง

พร้อมกันได้ ไม่ต้องใช้เคร่ืองมือเฉพาะ ใช้เวลา 

ในการวิเคราะห์และค่าใช้จ่ายน้อยกว่า (Moon  

et al., 2012) ซ่ึงวิธีการตรวจคัดกรองเหล่านี ้

เหมาะสมอย่างมากส�ำหรับการคัดเลือกวัตถุดิบ

ก่อนที่จะน�ำไปแปรรูปเป็นอาหารและอาหารสัตว์ 

	 ปัจจุบันมีการพัฒนาชุดตรวจสอบสาร  

AFB1 แบบ compet i t ive lateral f low  

immunoassay (CLFIA) ซ่ึงเป็นรูปแบบการท�ำ

ปฏกิิริยาระหว่างแอนตเิจนและแอนตบิอด ีโดยใช้

แผ่นกระดาษ nitrocellulose membrane (NCM) 

เป็นตัวรองรับปฏิกิริยา วิธีการนี้สามารถอ่านผล

เชิงคุณภาพได้อย่างรวดเร็วกว่าวิธี ELISA โดย

ใช้เวลาประมาณ 10-15 นาที เท่านั้น ส�ำหรับ 

ในประเทศไทย มีการน�ำเข้าชุดตรวจสอบจาก 

ต่างประเทศ ซ่ึงมีราคาสูง จึงมีการพัฒนาชุด

ตรวจสอบสารแอฟลาทอกซินชนิด CLFIA  

ข้ึนเองภายในประเทศ ในช่วงต้นทศวรรษ 2540 

โดยศูนย์พันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพ 

แห่งชาติ ได้พัฒนาชุดตรวจสอบชนิด CLFIA 

ซ่ึงมีความไวในการตรวจหาสารแอฟลาทอกซิน 

ทีร่ะดบั 40 ไมโครกรัม/กก. อ่านผลได้ด้วยตาเปล่า

ภายใน 20 นาที (ส�ำนักงานพัฒนาวิทยาศาสตร์

และเทคโนโลยีแห่งชาติ, ม.ป.ป.) และต่อมา 

Khapanya et al. (2017) รายงานผลการพัฒนา

ชุดตรวจสอบสารแอฟลาทอกซินชนิด B1 B2 

G1 และ G2 แบบ CLFIA โดยใช้ monoclonal  

antibody clone 4G6 พบว่า ชุดตรวจสอบให้ผล

ตรงกับการตรวจด้วยวิธี ELISA โดยมีค่า cut off  

ที่ 20 ไมโครกรัม/กก. อย่างไรก็ตาม ในปัจจุบัน

ไม่พบการให้บริการหรือวางจ�ำหน่ายชุดตรวจ

สอบที่ผลิตในประเทศ ดังนั้น คณะผู ้ วิจัยจึง

มี วัตถุประสงค์เพ่ือพัฒนาชุดตรวจสอบชนิด  

CLFIA โดยใช้ polyclonal antibody ที่ผลิตโดย

กรมวิชาการเกษตร เพ่ือทดแทนการน�ำเข้าชุดตรวจ

สอบจากต่างประเทศและหน่วยงานต่าง ๆ  สามารถ

น�ำไปใช้ประโยชน์ในการคดักรองผลติผลเกษตรใน

เบื้องต้น เพื่อลดการปนเปื้อนสาร AFB1 ก่อนน�ำ 

เข้ามายังประเทศไทยหรือก่อนน�ำไปใช้ในภาค

อุตสาหกรรมแปรรูปอาหารและอาหารสัตว์ 
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อุปกรณ์และวิธีการ

1.	การเตรียมชุดตรวจสอบต้นแบบ

	 การเตรียมสารละลายส�ำหรับประกอบชุด

ตรวจสอบ เร่ิมจากตดิฉลากสารละลายอนภุาคทอง 

(colloidal gold) ขนาด 40 นาโนเมตรกับแอนตบิอดี

ต่อสารแอฟลาทอกซิน บี1 (IgG-AFB1) โดยน�ำ 

IgG-AFB1 ความเข้มข้น 1 มก./มล. ปริมาตร 80-

100 ไมโครลิตร เติมลงในสารละลายอนุภาคทอง

ทีป่รับค่าความเป็นกรด-ด่างช่วง 8.2-8.5 ปริมาตร 

10 มล. ผสมสารละลายด้วยแท่งแม่เหล็กกวน

สาร ที่อณุหภูมิห้อง ก่อนทีจ่ะเตมิสารละลาย 10% 

bovine serum albumin (BSA) จากนั้น น�ำไปปั่น

เหวี่ยงเพื่อตกตะกอนที่ความเร็ว 8,000 รอบ/นาที 

ที่อุณหภูมิ 25º ซ. เป็นเวลา 20 นาที น�ำตะกอน

ที่ได้ไปละลายด้วย gold diluted buffer (20mM 

borate buffer + 0.25% Tween20 + 1%BSA  

+ 0.05%sodium azide +10%Sucrose) ปริมาตร 

1.0-1.5 มล. ด�ำเนินการตามข้ันตอนของ อมรา 

และคณะ (2557) โดยปรับวิธกีารบางส่วนให้เหมาะสม

	 น�ำสารละลาย IgG-AFB1-colloidal gold 

conjugate ทีเ่ข้มข้นเหมาะสมระบายบน conjugate  

released pad (CRP) ที่มีขนาดกว้าง 0.7 ซม. 

เพ่ือทดสอบหาปริมาตร IgG-AFB1-colloidal 

gold conjugate ต่อระยะการระบาย ระหว่าง 6-10 

ไมโครลิตร/ซม. และน�ำไปลดความช้ืนที่อุณหภูม ิ

37º ซ. เป็นเวลา 2 ชม. ทดสอบขีดเส้น control 

line (C) ด้วยการตรึง goat anti rabbit IgG (GAR, 

Sigma-Aldrich, Israel) และเส้น test line (T) 

ด้วยการตรึง AFB1-BSA บนแผ่น NCM 3 ชนิด 

ได้แก่ AE99 Immunopore RP และ FF120HP  

ขนาดกว้าง 2.5 ซม. ทีต่ดิลงบนแผ่นรอง (backing 

card) โดยใช้ดินสอท�ำเคร่ืองหมายเส้น C และ 

เส้น T ห่างกัน 0.5 ซม. น�ำปากกาหมึกซึมขนาด

หวัปากกา 0.7 มม. จุม่ GAR ความเข้มข้น 0.25-1.25  

มก./มล. ขีดตรงต�ำแหน่งเส้น C และใช้ปากกา

อีกด้ามจุ่ม AFB1-BSA ความเข้มข้น 0.25-1.25 

มก./มล. ขีดตรงต�ำแหน่งเส้น T แต่ละเส้นใช้อตัรา

สารละลาย 1 ไมโครลติร/ซม. จากนัน้ น�ำแต่ละแผ่น 

ทีเ่ตรียมไว้ประกอบกัน และตดัให้เป็นแถบทดสอบ

กว้าง 4 มม. น�ำแต่ละแถบทดสอบประกอบเข้ากับ

ตลบัพลาสตกิ เก็บในถุงอะลมูเินยีมฟอยล์พร้อมถุง

สารกันความชื้น และเก็บที่อุณหภูมิ 4ºซ. จนกว่า

จะน�ำมาทดสอบขั้นต่อไป

2.	การเตรียมสารสกัดตัวอย่างและวิธีการ

ทดสอบสารสกัด

	 น�ำตัวอย่างเมล็ดถ่ัวลิสงดิบ จ�ำนวน 10 

ตัวอย่าง ที่ผ่านการตรวจแล้วว่าไม่มีสาร AFB1 

และ 30 ตัวอย่างที่ทราบปริมาณการปนเปื้อนของ

สาร AFB1 มาบดให้ละเอยีด ช่ังน�ำ้หนกัตวัอย่างละ 

10 ก. เติมเมทานอลหรือเอทานอล ที่ความเข้มข้น 

50-70% โดยปริมาตร ปริมาณ 20 มล. ปั่นด้วย

เครื่อง vortex นาน 3 นาที หรือเขย่าด้วยมือนาน 

3 นาที เทส่วนใสกรองผ่านกระดาษกรองเบอร์ 4  

ชนิดเซลลูโลส ขนาดรูพรุน 20-25 ไมโครเมตร 

ความหนา 205 ไมโครเมตร และน�ำสารสกัดแต่ละ

ตัวอย่างปริมาตร 80 ไมโครลิตร หยดลงในช่อง

หยดตัวอย่าง หลังจาก 10-15 นาที จึงอ่านผล

ทดสอบโดยประเมินผลด้วยสายตา หากชุดตรวจ

สอบปรากฏแถบสีบริเวณเส้น C แต่ไม่ปรากฏสี

ที่เส้น T แสดงว่า ตัวอย่างนั้นมีสาร AFB1 ใน

ปริมาณมากกว่าหรือเท่ากับค่า cut off ของชุด

ตรวจสอบ รายงานเป็นผลบวก (positive result) 

แต่ถ้าชุดตรวจสอบปรากฏสีทั้งเส้น C และ T 

แสดงว่า ตัวอย่างทดสอบไม่มีสาร AFB1 หรือมี

ในปริมาณน้อยกว่าค่า cut off ของชุดตรวจสอบ 

รายงานเป็นผลลบ (negative result) แสดงใน 

Figure 1 และทดสอบเพื่อหาชนิดและปริมาตร

ของสารละลายบัฟเฟอร์ (diluent buffer) เพื่อใช้

เจอืจางสารพิษมาตรฐานหรือตวัอย่างสารสกัดก่อน

หยดลงชุดตรวจสอบ 4 ชนิด ได้แก่ phosphate  

buffer saline (PBS), PBS + Tween20, 

polyethylene glycol (PEG) และ PBS + 2% 

Triton
®
 X-100 Surfactant (TX)
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3.	การทดสอบประสิทธิภาพชุดตรวจสอบ

	 3.1	การทดสอบค่าต�่ำสุดท่ีชุดตรวจสอบ

สามารถตรวจได้ (limit of detection, LOD)

	 ค่า LOD ของสาร AFB1 ในสารละลาย

บฟัเฟอร์ (diluent buffer) ทดสอบโดยเตมิสารพิษ

มาตรฐาน AFB1 ในสารละลายบฟัเฟอร์ PBS + 1%  

TX + 25% Methanol สารพิษมาตรฐานมคีวามเข้ม

ข้นสุดท้ายอยู่ระหว่าง 0.0-100.0 นาโนกรัม/มล.  

หยดสารแต่ละความเข้มข้นลงในชุดตรวจสอบ 

และแปลผลด้วยสายตา ประเมินค่าต�่ำสุดที่ชุด

ตรวจสอบสามารถแสดงผลได้ โดยอ่านผลจาก

ระดับความเข้มข้นของสาร AFB1 ที่ท�ำให้เส้น T  

มีสีจางลงเมื่อเปรียบเทียบกับเส้น T ที่ AFB1 

เข้มข้น 0.0 นาโนกรัม/มล. จากนั้น น�ำชุดตรวจ

สอบต้นแบบมาวัดความเข้มสีเส้น T ด้วยเคร่ือง 

RapidScan development starter kit (Pacific 

Image Electronics, Taiwan) และแปลผลจากค่า

สีระบบ RGB เป็นค่าความเข้มสี (color intensity) 

ด้วยโปรแกรม Rapid test view pro

	 ค่า LOD ของสาร AFB1 ในสารสกัดถ่ัวลสิง  

ทดสอบโดยใช้สารสกัดถ่ัวลิสงที่ไม่มีการปนเปื้อน

Figure 1 (A) Positive and (B) Negative results of qualitative competitive lateral flow immunoassay

ของสาร AFB1 เป็นสารละลายแทนสารละลาย

บัฟเฟอร์และเติมสารพิษมาตรฐาน AFB1 ให้มี

ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 0.0-20.0 นาโนกรัม/มล.  

หยดสารแต่ละความเข้มข้นลงในชุดตรวจสอบ 

และแปลผลด้วยสายตา ประเมินค่าต�่ำสุดที่ชุด

ตรวจสอบสามารถแสดงผลได้ โดยอ่านผลจาก

ระดับความเข้มข้นของสาร AFB1 ที่ท�ำให้เส้น T  

มีสีจางลงเมื่อเปรียบเทียบกับเส้น T ที่ AFB1  

เข้มข้น 0.0 นาโนกรัม/มล.

	 3.2	 การทดสอบความใช้ได้ของวิธีการตรวจสอบ 

(method validation)

	 เปรียบเทียบประสิทธิภาพของชุดตรวจ

สอบสาร AFB1 กับวิธี HPLC น�ำตัวอย่าง

ถ่ัวลิสงดิบจ�ำนวน 15 ตัวอย่าง จากตลาดสด 

ซุปเปอร์มาร์เก็ต เกษตรกร และร้านค้าออนไลน์มา

ตรวจวิเคราะห์ด้วยชุดตรวจสอบต้นแบบที่พัฒนา

ขึ้น ตัวอย่างละ 4 ซ�้ำ  รวม 60 ซ�้ำ  โดยเปรียบ

เทยีบผลกับการตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธ ีHPLC และ

ค�ำนวณหาร้อยละความถูกต้องของชุดตรวจสอบ

ตามสมการด้านล่าง (มาศวลัย และคณะ, 2556)

ร้อยละความถูกต้องของชุดตรวจสอบ = จ�ำนวนตัวอย่างที่ชุดตรวจสอบให้ผลตรงกับวิธีมาตรฐาน x 100

 	 จ�ำนวนตัวอย่างที่ทดสอบทั้งหมด
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Figure 1  (A) Positive and (B) Negative results of qualitative competitive lateral flow immunoassay 
 

3. การทดสอบประสิทธิภาพชุดตรวจสอบ 
3.1 การทดสอบค่าต่ำสุดที่ชุดตรวจสอบสามารถตรวจได้ (limit of detection; LOD) 

ค่า LOD ของสารละลายบัฟเฟอร์ (diluent buffer) ทดสอบโดยเติมสารพิษมาตรฐาน AFB1 ในสารละลาย
บัฟเฟอร์ เช่น PBS  PBS+Tween20  PBS+PEG  PBS+TX จนทำให้สารพิษมาตรฐานมีความเข้มข้นสุดท้ายอยู่
ระหว่าง 0.0-100.0 นาโนกรัม/มล. หยดสารแต่ละความเข้มข้นลงในชุดตรวจสอบ และแปลผลด้วยสายตา ประเมิน
ค่าต่ำสุดที่ชุดตรวจสอบสามารถแสดงผลได้ โดยอ่านผลจากระดับความเข้มข้นของสาร AFB1 ที่ทำให้เส้น T มีสี
จางลงเมื่อเปรียบเทียบกับเส้น T ที่ AFB1 เข้มข้น 0.0 นาโนกรัม/มล. จากนั้น นำชุดตรวจสอบต้นแบบมาวัดความ
เข้มสีเส้น T ด้วยเครื่อง RapidScan development starter kit (Pacific Image Electronics, Taiwan) และ
แปลผลจากค่าสีระบบ RGB เป็นค่าความเข้มสี (color intensity) ด้วยโปรแกรม Rapid test view pro 

ค่า LOD ของสารสกัดถั ่วลิสง ทดสอบโดยใช้สารสกัดถั ่วลิสงที ่ไม่มีการปนเปื ้อนของสาร  AFB1 เป็น
สารละลายแทนสารละลายบัฟเฟอร์และเติมสารพิษมาตรฐาน AFB1 ให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 0.0-20.0 นาโน
กรัม/มล. หยดสารแต่ละความเข้มข้นลงในชุดตรวจสอบ และแปลผลด้วยสายตา ประเมินค่าต่ำสุดที่ชุดตรวจสอบ
สามารถแสดงผลได้ โดยอ่านผลจากระดับความเข้มข้นของสาร AFB1 ที่ทำให้เส้น T มีสีจางลงเมื่อเปรียบเทียบกับ
เส้น T ที่ AFB1 เข้มข้น 0.0 นาโนกรัม/มล. 

 

3.2 การทดสอบความใช้ได้ของวิธีการทดสอบ (method validation) 
เปรียบเทียบประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบสาร AFB1 กับวิธี HPLC นำตัวอย่างถั่วลิสงดิบจำนวน 15 

ตัวอย่างจากตลาดสด ซุปเปอร์มาร์เก็ต เกษตรกร และร้านค้าออนไลน์มาตรวจวิเคราะห์ด้วยชุดตรวจสอบต้นแบบ
ที่พัฒนาขึ้น ตัวอย่างละ 4 ซ้ำ รวม 60 ซ้ำ โดยเปรียบเทียบผลกับการตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธี HPLC และคำนวณหา
ร้อยละความถูกต้องของชุดตรวจสอบได้ตามสมการด้านล่าง (มาศวลัย และคณะ, 2556) 

 

       ร้อยละความถูกต้องของชุดตรวจสอบ  =  จำนวนตัวอย่างที่ชุดตรวจสอบให้ผลตรงกับวิธีมาตรฐาน   x  100 
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(A) Positive result: AFB1 Detected (B) Negative result: AFB1 not detected 
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	 3.3	การน�ำชดุตรวจสอบไปทดลองใช้ในภาคสนาม

	 น�ำชุดตรวจสอบต้นแบบประเมินการปน

เปื้อนสาร AFB1 ในตัวอย่างถ่ัวลิสงที่สุ่มตรวจ

จากด่านตรวจพืช จ�ำนวน 5 ตัวอย่าง ที่น�ำเข้า

จากต่างประเทศผ่านด่านตรวจพืช กรมวิชาการ

เกษตร โดยทดสอบตัวอย่างละ 3 ซ�้ำเปรียบเทียบ

กับผลการวิเคราะห์ด้วยวิธ ีHPLC และสาธิตวิธีการ

สกัดตวัอย่างและการใช้ชุดตรวจสอบต้นแบบให้แก่ 

เจ้าหน้าที่ด่านตรวจพืช กรมวิชาการเกษตร ได้

ทดลองใช้งาน เพ่ือรับฟังข้อคิดเห็นและข้อเสนอ

แนะจากผู้ทดลองใช้งานจริง 

4.	การค�ำนวณต้นทุนการผลิตชุดตรวจสอบ

	 ค�ำนวณต้นทุนการผลิตชุดตรวจสอบ

ต้นแบบทีพั่ฒนาข้ึน โดยค�ำนวณเฉพาะจากค่าวัสดุ

ทีใ่ช้ในการผลติชุดตรวจสอบ ไม่รวมค่าใช้จ่ายอืน่ ๆ  

ค�ำนวณจากการผลติชุดตรวจสอบจ�ำนวน 700 ช้ิน

ผลการทดลองและวิจารณ์

1.	การเตรียมชุดตรวจสอบต้นแบบ

	 ความเข้มข้นของสารละลาย IgG-AFB1- 

colloidal gold conjugate ที่เหมาะสมส�ำหรับ

ระบายบนแผ่น CRP พบว่า การละลายตะกอน

ทองด้วย gold diluted buffer ปริมาตร 1.5 มล.  

จะได้สารละลาย IgG-AFB1-colloidal gold  

conjugate ที่มีความเข้มข้นเหมาะสม ไม่ท�ำให้ 

มีสารส่วนเกินไปกระทบต่อการปรากฏของเส้น C 

และเส้น T ขณะที่อัตราที่เหมาะสมส�ำหรับการ

ระบาย IgG-AFB1-colloidal gold conjugate 

บนแผ่น CRP คือ 6 ไมโครลิตร/1 ซม. ซึ่งเป็น

อัตราต�่ำที่สุดที่ท�ำให้เกิดปฏิกิริยาที่เหมาะสมกับ 

AFB1-BSA
 
และ GAR

	 การทดสอบชนิดของ NCM ที่เหมาะสม 

ในการผลิตชุดตรวจสอบ โดยพิจารณาจากอัตรา

การไหลของสารละลายบน NCM ที่ท�ำให้เกิด 

เส้น C พบว่า เวลาที่ท�ำให้เกิดเส้น C บน NCM 

ชนิด AE99 FF120HP และ Immunopore RP 

เท่ากับ 3.38 3.30 และ 3.36 นาที ตามล�ำดับ  

ซ่ึงไม่มคีวามแตกต่างกัน และยังให้สีเส้น C และ T 

ใกล้เคียงกัน เมื่อพิจารณาราคาและปริมาณสินค้า

ในท้องตลาด พบว่า NCM ชนิด AE99 มีปริมาณ

การจ�ำหน่ายมากในท้องตลาด และมีราคาต�่ำกว่า  

จึงเลือก AE99 ส�ำหรับพัฒนาชุดตรวจสอบต่อไป 

	 การทดสอบความเข้มข้นของสารละลาย 

GAR และ AFB1-BSA ที่ใช้ตรึงที่เส้น C และ

เส้น T โดยให้ผลชัดเจน และท�ำให้ได้ค่า LOD 

และค่า cut off ที่ชัดสมบูรณ์ พบว่า ควรใช้

สารละลาย GAR และ AFB1-BSA ความเข้มข้น 

เท่ากับ 0.25 และ 0.40 มก./มล. ตามล�ำดับ  

ในอัตรา 1 ไมโครลิตร/ซม. และเมื่อทดสอบ 

ชุดตรวจสอบด ้วยสารพิษมาตรฐาน AFB1  

เข้มข้น 0.0 0.5 1.0 2.0 และ 5.0 นาโนกรัม/มล.  

ที่เจือจางด้วย PBS + 1%TX + 25% Methanol 

พบว่า ความเข้มข้น 0.0 นาโนกรัม/มล. ท�ำให้ 

เส้น T มีสีชัดเจนระดับเดียวกับเส้น C สีของเส้น 

T จางลงเมือ่ความเข้มข้นของสารพษิเพิม่ข้ึน และ 

ไม่ปรากฏสีเมื่อสารพิษมาตรฐาน AFB1 เข้มข้น 

5.0 นาโนกรัม/มล. (Figure 2)

2.	การสกัดตัวอย่างจากผลิตผลเกษตร

	 การสกัดตัวอย่างถ่ัวลิสงดิบบดละเอียด

ปริมาณ 10 ก. ด้วยสารละลายเอทานอลเข้มข้น 

50-65% เปรียบเทียบกับสารละลายเมทานอล 

เข้มข้น 50-70% โดยปริมาตร พบว่า สารสกัดจาก 

เอทานอลเคลื่อนที่บนแถบทดสอบเร็วกว่าสาร

สกัดจากเมทานอลเลก็น้อย แต่ตวัอย่างสารสกัดที่ 

ปนเปื้อนสาร AFB1 ที่สกัดจากเมทานอลท�ำให ้

เส้น T มีสีจางกว่า แสดงถึงปริมาณของ AFB1  

ทีถู่กสกัดออกมาสูงกว่า เมทานอลจงึมปีระสิทธภิาพ

ในการสกัดสาร AFB1 ได้มากกว่าเอทานอล รวมทัง้ 
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ยังมีราคาถูกกว่าเอทานอล ดังนั้น จึงเลือกใช้

สารละลายเมทานอลในการสกัดสาร AFB1 และ

เมื่อเปรียบเทียบความเข้มข้นของเมทานอล

ระหว่าง 50-70% โดยปริมาตร ไม่พบความแตก

ต่างของประสิทธิภาพในการสกัดสาร AFB1 ซ่ึง

สอดคล้องกับรายงานของ อมรา และคณะ (2557) 

จึงเลือกใช้ความเข้มข้น 50% โดยปริมาตร ซึ่งต�่ำ

ทีสุ่ดในการสกัดสาร AFB1 อย่างไรก็ตามเนือ่งจาก 

สารสกัดที่ได้ยังมีความเข้มข้นของเมทานอลสูง  

จึงต้องเจือจางด้วย diluent buffer เพ่ือลดผล 

กระทบของเมทานอลที่จะไปรบกวนปฏิกิริยาบน

แถบทดสอบ และพบว่า PBS + 2%TX เหมาะสม 

กับการเจือจางสารสกัดถ่ัวลิสงก่อนหยดลงชุด

ตรวจสอบ โดยมอีตัราส่วนระหว่างสารสกัดถ่ัวลสิง 

: PBS + 2%TX เท่ากับ 1:1 จากนั้น จึงน�ำสาร

สกัดถั่วลิสงที่เจือจางแล้วปริมาตร 80 ไมโครลิตร 

หยดลงในชุดตรวจสอบ และแปลผลทดสอบ 

เชิงคุณภาพด้วยสายตาต่อไป

3.	ประสิทธิภาพชุดตรวจสอบต้นแบบ

	 3.1	ค่าต�่ำสุดที่ตรวจสอบได้ 

	 การเจือจางสารพิษมาตรฐาน AFB1 

ด้วย PBS + 1%TX + 25%Methanol ท�ำให้

เกิดค่า cut off ของ AFB1 ที่ความเข้มข้น 5.0  

นาโนกรัม/มล. และค่าต�ำ่สดุทีชุ่ดตรวจสอบต้นแบบ 

Figure 2 The prototype test kits with control (C) and test (T) lines fixed with GAR 0.25 mg/ml 

and AFB1-BSA 0.40 mg/ml after testing with AFB1 standard solutions at the concentrations of 

0.0, 0.5, 1.0, 2.0 and 5.0 ng/ml diluted with PBS + 1%Triton
®
 X-100 Surfactant + 25%Methanol 

จะตรวจพบได้ (LOD) อยู่ที่ 0.5 นาโนกรัม/มล.  

เนื่องจาก ให้ค่าความเข้มสีของเส้น T จางลง 

แตกต่างกับเส ้น T ที่ AFB1 เข ้มข ้น 0.0 

นาโนกรัม/มล. อย ่างชัดเจน (Figure 3)  

เมื่อน�ำชุดตรวจสอบต้นแบบมาวัดความเข้มสีเส้น 

และแปลผลจากค่าสีระบบ RGB พบว่า เส้น T  

ที่ AFB1 เข้มข้น 0.0 0.5 1.0 2.0 5.0 และ  

10.0 นาโนกรัม/มล. มีค่าความเข้มสีที่ระดับ  

1,950 1,083 603 338 254 และ 103 ตามล�ำดับ 

เมื่อหาความสัมพันธ์ของค่าความเข้มสีของเส้น T 

และความเข้มข้นของสาร AFB1 มาตรฐาน ได้ค่า 

R
2
 = 0.9905 (Figure 4) การแปลผลด้วยเครื่อง 

RapidScan ร่วมกับโปรแกรม Rapid test view pro  

สอดคล้องกับการแปลผลด้วยสายตา โดยพบว่า 

เส้น T ของชุดตรวจสอบที่ 0.5 นาโนกรัม/มล.  

มีค่าน้อยกว่าที่ 0.0 นาโนกรัม/มล. ประมาณ 

44.5% จึงสามารถระบุได้ว่าที่ 0.5 นาโนกรัม/มล. 

เป็นค่าต�่ำสุด (LOD) ที่ชุดตรวจสอบต้นแบบจะ 

ตรวจได้ ส�ำหรับค่า LOD ในการตรวจประเมิน

สารสกัดถ่ัวลิสงอาจให้ค่าแตกต่างจากค่า LOD 

ที่ทดสอบด้วยสารพิษมาตรฐาน AFB1 เนื่องจาก

ปัจจัยต่าง ๆ อาจรบกวนปฏิกิริยาบนแถบทดสอบ 

(ศุภรดา และคณะ, 2564) เช่น ปริมาณเมทานอล 

ที่ใช้สกัด ความเป็นกรด-ด่าง สารส�ำคัญอื่น ๆ  

ในเมล็ดถั่วลิสง เป็นต้น การหาค่า LOD ส�ำหรับ 
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Figure 2 The prototype test kits with control (C) and test (T) lines fixed with GAR 0.25 mg/ml 
and AFB1-BSA 0.40 mg/ml after testing with AFB1 standard solutions at the concentrations of 0.0, 
0.5, 1.0, 2.0 and 5.0 ng/ml diluted with PBS + 1%Triton® X-100 Surfactant + 25%Methanol  
 
2. การสกัดตัวอย่างจากผลิตผลเกษตร 

 

การสกัดตัวอย่างถั ่วลิสงดิบบดละเอียดปริมาณ 10 กรัม ด้วยสารละลายเอทานอลเข้มข้น 50 -65% 
เปรียบเทียบกับสารละลายเมทานอลเข้มข้น 50-70% โดยปริมาตร พบว่า สารสกัดจากเอทานอลเคลื่อนที่บนแถบ
ทดสอบเร็วกว่าสารสกัดจากเมทานอลเล็กน้อย แต่ตัวอย่างสารสกัดที่ปนเปื้อนสาร AFB1 ที่สกัดจากเมทานอลทำ
ให้เส้น T มีสีจางกว่า แสดงถึงปริมาณของ AFB1 ที่ถูกสกัดออกมาสูงกว่า เมทานอลจึงมีประสิทธิภาพในการสกัด
สาร AFB1  

ได้มากกว่าเอทานอล รวมทั้งยังมีราคาถูกกว่าเอทานอล ดังนั้น จึงเลือกใช้สารละลายเมทานอลในการสกัด
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80 ไมโครลิตร หยดลงในชุดตรวจสอบ และแปลผลทดสอบเชิงคุณภาพด้วยสายตาต่อไป 

 

3. การทดสอบประสิทธิภาพชุดตรวจสอบ 
3.1 ค่าต่ำสุดที่ตรวจสอบได้  

การเจือจางสารพิษมาตรฐาน AFB1 ด้วย PBS + 1%TX + 25%Methanol ทำให้เกิดค่า cut off ที ่AFB1 
เข้มข้น 5.0 นาโนกรัม/มล. และค่าต่ำสุดที่ชุดตรวจสอบต้นแบบจะตรวจพบได้ (LOD) อยู่ที่ 0.5 นาโนกรัม/มล.
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ทดสอบกับสารสกัดถ่ัวลิสง ด้วยการเติมสารพิษ 

มาตรฐาน AFB1 เข้มข้น 0.0 1.0 5.0 8.0 

10.0 และ 20.0 นาโนกรัม/มล. ลงในสารสกัด 

ถ่ัวลิสงที่ปลอดจากสาร AFB1 พบว่า ชุดตรวจ

สอบต้นแบบมีค่า LOD เท่ากับ 1.0 นาโนกรัม/มล.  

และมจีดุ cut off ที ่8.0 นาโนกรัม/มล. (Figure 5) 

Figure 3 Levels of limit of detection (LOD) at 0.5 ng/ml and cut off at 5.0 ng/ml of the  

prototype test kits after testing with AFB1 standard solution at the concentrations of 0.0, 0.5, 

1.0, 2.0, 5.0, 8.0 and 10.0 ng/ml 

Figure 4 Color intensity of the test line (T) after testing with AFB1 standard solution at the 

concentrations of 0.5, 1.0, 2.0, 5.0 and 10.0 ng/ml analyzed by RapidScan development starter 

kit and interpreted by Rapid test view pro program

Figure 5 The limit of detection (LOD) at 1.0 ng/ml and cut off at 8.0 ng/ml of the prototype 

test kits after testing with the peanut extract spiked with AFB1 standard solution at the  

concentrations of 0.0, 1.0, 5.0, 8.0, 10.0 and 20.0 ng/ml
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Figure   The limit of detection (LOD) at 1.0 ng/ml and cut off at 8.0 ng/ml of the prototype test 
kits after testing with the peanut extract spiked with AFB1 standard solution at the concentrations 
of 0.0  1.0  5.0  8.0 10.0 and 20.0 ng/ml 

 

3.2 ความใช้ได้ของวิธีการทดสอบ  
 

ผลการเปรียบเทียบปริมาณสารแอฟลาทอกซิน บี1 ในตัวอย่างถั่วลิสงที่วิเครระห์ ด้วยทดสอบด้วยชุด
ตรวจสอบต้นแบบและการวิเคราะห์ด้วยวิธี HPLC พบว่า ชุดตรวจสอบต้นแบบประเมินผลได้ตรงกับผลการ
วิเคราะห์ด้วยวิธี HPLC จำนวน 56 จาก 60 ซ้ำ (Table 1)  ความถูกต้องของชุดตรวจสอบมีค่า  93.33 %  โดยมี
ความแม่นยำในการตรวจสอบสารที่ถูกต้องมีค่าอยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้ (มาศวลัย และคณะ, 2556) 
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สารสกัดถั่วลิสง +  
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8 
 

เนื่องจาก ให้ค่าความเข้มสีของเส้น T จางลงแตกต่างกับเส้น T ที่ AFB1 เข้มข้น 0.0 นาโนกรัม/มล. อย่างชัดเจน 
(Figure 3) เมื่อนำชุดตรวจสอบต้นแบบมาวัดความเข้มสีเส้น และแปลผลจากค่าสีระบบ RGB พบว่า เส้น T ที่ 
AFB1 เข้มข้น 0.0  0.5  1.0  2.0  5.0 และ 10.0 นาโนกรัม/มล. มีค่าความเข้มสีที่ระดับ 1,950  1,083  603  
338  254 และ 103 ตามลำดับ เมื่อหาความสัมพันธ์ของค่าความเข้มสีของเส้น T และความเข้มข้นของสาร AFB1 
มาตรฐาน ได้ค่า R2 = 0.9905 (Figure 4) การแปลผลด้วยเครื่อง RapidScan ร่วมกับโปรแกรม Rapid test view 
pro สอดคล้องกับการแปลผลด้วยสายตา โดยพบว่า เส้น T ของชุดตรวจสอบที่ 0.5 นาโนกรัม/มล. มีค่าน้อยกว่าที่ 
0.0 นาโนกรัม/มล. ประมาณ 44.5% จึงสามารถระบุได้ว่าที่ 0.5 นาโนกรัม/มล. เป็นค่าต่ำสุด (LOD) ที่ชุด
ตรวจสอบต้นแบบจะตรวจได้  

สำหรับค่า LOD ในการตรวจประเมินสารสกัดถั่วลิสงอาจให้ค่าแตกต่างจากค่า LOD ที่ทดสอบด้วยสารพิษ
มาตรฐาน AFB1 เนื่องจากปัจจัยต่าง ๆ อาจรบกวนปฏิกิริยาบนแถบทดสอบ (ศุภรดา  และคณะ, 2564) เช่น 
ปริมาณเมทานอลที่ใช้สกัด ความเป็นกรด-ด่าง สารสำคัญอื่น ๆ ในเมล็ดถั่วลิสง เป็นต้น จึงมีการหาค่า  LOD 
สำหรับทดสอบกับสารสกัดถั่วลิสง ด้วยการเติมสารพิษมาตรฐาน AFB1 เข้มข้น 0.0  1.0  5.0  8.0  10.0 และ 
20.0 นาโนกรัม/มล. ลงในสารสกัดถั่วลิสงที่ปลอดจากสาร AFB1 พบว่า ชุดตรวจสอบต้นแบบมีค่า LOD เท่ากับ 
1.0 นาโนกรัม/มล. และมีจุด cut off ที่ 8.0 นาโนกรัม/มล. (Figure 5)  
 

 
Figure 3  Levels of limit of detection (LOD) at 0.5 ng/ml and cut off at 5.0 ng/ml of the 
prototype test kits after testing with AFB1 standard solution at the concentrations of 0.0  0.5  
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	 3.2	ความใช้ได้ของวิธีการทดสอบ 

	 ผลก า ร เ ป รี ย บ เ ที ย บ ป ริ ม าณส า ร 

แอฟลาทอกซิน บี1 ในตัวอย ่ าง ถ่ัวลิสงที่ 

วิเคราะห์ ด ้วยชุดตรวจสอบต้นแบบกับการ

วิเคราะห์ด้วยวิธี HPLC พบว่า ชุดตรวจสอบ 

ต้นแบบให้ผลตรงกับผลการตรวจการวิเคราะห์ 

ด้วยวิธี HPLC จ�ำนวน 56 จาก 60 ซ�้ำ (Table 1)  

มีความถูกต้องของชุดตรวจสอบ 93.33 % โดย 

มีความแม่นย�ำในการตรวจสอบสารที่ถูกต้อง 

มีค่าอยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้ (มาศวลัย และคณะ, 

2556)

Table 1 The amount of aflatoxin B1 (AFB1) 

detection by HPLC compared to competitive  

lateral flow immunoassay (CLFIA) in raw 

peanut samples

Peanut 

sample

AFB1: HPLC 

analysis*

AFB1: CLFIA 

analysis

sample 1 Not detected

sample 2 465.17 µg/kg

sample 3 Not detected

sample 4 Not detected

sample 5 4.98 µg/kg

Peanut 

sample

AFB1: HPLC 

analysis*

AFB1: CLFIA 

analysis

sample 6 0.75 µg/kg

sample 7 33.46 µg/kg

sample 8 2.10 µg/kg

sample 9 Not detected

sample 10 247.46 µg/kg

sample 11 Not detected

sample 12 Not detected

sample 13 Not detected

sample 14 Not detected

sample 15 Not detected

* In-house method TE-CH-025 based on AOAC (2019) 991.31, 994.08 , LOD 0.25 µg/kg
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	 3.3	 การน�ำชุดตรวจสอบต้นแบบไปใช้ใน

ภาคสนาม

	 ผลจากการน�ำชุดตรวจสอบต้นแบบ

ตรวจการปนเปื้อนสาร AFB1 ในถ่ัวลิสงน�ำเข้า  

พบว่า ชุดตรวจสอบทั้งหมดให้ผลตรงกับการ

วิเคราะห์ด้วย HPLC ที่วิเคราะห์โดยกองพัฒนา

ระบบและรับรองมาตรฐานสินค้าพืช กรมวิชาการ

เกษตร ซ่ึงมหีน้าทีต่รวจสอบคณุภาพตวัอย่างสนิค้า

น�ำเข้า ณ ด่านตรวจพืช นอกจากนี ้ได้สาธติวิธกีาร

ใช้ชุดตรวจสอบต้นแบบให้แก่เจ้าหน้าที่ด่านตรวจ

พืช พร้อมให้ทดลองใช้ชุดตรวจสอบต้นแบบ พบว่า 

เจ้าหน้าทีด่่านตรวจพชืมคีวามพึงพอใจกับชุดตรวจ

สอบ เนื่องจาก วิธีการสกัดตัวอย่างและวิธีการ

ตรวจสอบไม่ซับซ้อน ประหยัดเวลา และประหยัด

ค่าใช้จ่ายเมื่อเปรียบเทียบกับการวิเคราะห์ด้วย 

วิธี HPLC 

4.	ต้นทุนการผลิตชุดตรวจสอบ

	 ตน้ทนุการผลติชดุตรวจสอบส�ำหรบัตรวจ

ประเมินสารอะฟลาทอกซิน บี1 ชนิด CLFIA 

จ�ำนวน 700 ชุด มค่ีาใช้จ่ายรวม 45,630 บาท หรือ

เท่ากับ 65.19 บาท/ 1 ชุดตรวจสอบ โดยค�ำนวณ

ต้นทุนเฉพาะค่าวัสดุ ไม่รวมค่าใช้จ่ายอื่น ๆ มีราย

ละเอียดดังแสดงใน Table 2 ขณะที่ชุดตรวจสอบ

น�ำเข้าจากต่างประเทศ ราคาเฉลีย่ 400-450 บาท/

ชุดตรวจสอบ (ราคา ณ ปี พ.ศ. 2565)

Table 2 Cost of CLFIA production for Aflatoxin B1 detection	

Descriptions Cost of 700 pieces* Cost/piece*

Buffers  1,680.00  2.40 

Gold  4,720.00  6.74 

Antibody  330.00  0.47 

AFB1-BSA  9,950.00 14.21 

Goat Anti-Rabbit IgG (GAR)  858.00  1.23 

AFB1 Standard  860.00  1.23 

Methanol  260.00  0.37 

Microtube 600.00 0.86

Nitrocellulose Membrane 1,980.00 2.83

Backing Card 1,170.00 1.67

Absorbent Pad 396.00 0.57

Conjugate Released Pad 363.00 0.52

Sample Pad 363.00 0.52

Plastic Cassette 8,960.00 12.80

Tips 1,300.00 1.86

Pens for GAR and AFB1-BSA 8,500.00 12.14

Silica Gel 700.00 1.00

Air-tight Box 2,640.00 3.77

Total 45,630.00 65.19

*Unit = Baht
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สรุปผลการทดลอง

	 การพฒันาชุดตรวจสอบชนดิ competitive  

lateral flow immunoassay เพื่อใช้ในการตรวจ

ประเมินการปนเปื ้อนสารแอฟลาทอกซิน บี1  

ในผลติผลเกษตรด้วยการแปลผลเชิงคณุภาพด้วย

สายตา สามารถประเมนิสารแอฟลาทอกซิน บี1 ใน

สารละลายบฟัเฟอร์ ทีค่่าต�ำ่สุด 0.5 นาโนกรัม/มล. 

และมีค่า cut off ที่ 5.0 นาโนกรัม/มล. ส�ำหรับ

ค่า LOD ในการตรวจประเมินสารแอฟลาทอกซิน 

บี1 ในสารสกัดถ่ัวลิสง มีค่า 1.0 นาโนกรัม/มล. 

และมีค่า cut off ที่ 8.0 นาโนกรัม/มล. ผลการน�ำ

ไปทดสอบตรวจประเมินการปนเปื้อนสารแอฟลา

ทอกซิน บี1 ในถ่ัวลิสงดิบ พบว่า ต้องมีการเจือ

จางสารสกัดถ่ัวลสิงก่อนทีจ่ะน�ำไปหยดลงชุดตรวจ

สอบด้วยสารละลาย PBS+2%Triton® X-100 

surfactant ในอัตราตัวอย่างสารสกัด:สารเจือจาง 

เท่ากับ 1:1 ผลการประเมินการปนเปื ้อนสาร 

แอฟลาทอกซิน บ1ี ด้วยชุดตรวจสอบต้นแบบทีผ่ลติ 

ได้ด้วยการแปลผลเชิงคณุภาพด้วยสายตา มคีวาม

สอดคล้องกับผลวิเคราะห์ด้วยวิธ ีHPLC มค่ีาร้อย

ละความถูกต้อง 93.33 และมีความแม่นย�ำในการ

ตรวจสอบสารสกัดจากตัวอย่างถ่ัวลิสงมีค่าอยู่ใน

เกณฑ์ที่ยอมรับได้ โดยมีต้นทุนการผลิต 65.19 

บาทต่อ 1 ชุด

ค�ำขอบคุณ

	 งานวิจยันีไ้ด้รับงบประมาณจากเงนิรายได้ 

การด�ำเนนิงานวิจยัด้านการเกษตร กรมวิชาการเกษตร  

และขอขอบคุณกองพัฒนาระบบและรับรอง

มาตรฐานสินค้าพืช เจ ้าหน้าที่ด ่านตรวจพืช

เชียงของ ผศ.ดร.นันทิกา คงเจริญพร สถาบันวิจัย
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SCIENCE จ�ำกัด ที่ให้ความอนุเคราะห์ในการ

ด�ำเนินงานวิจัย
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