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บทคัดย่อ	 	 งานวิจัยนี้ใช้เทคนิคการสกัดด้วยคลื่นเสียงอัลตร้าโซนิคเพ่ือวิเคราะห์ปริมาณอะฟลาทอกซินในตัวอย่างบุหร่ี ทั้งที่ผลิตในประเทศไทย 

และน�ำเข้าจากต่างประเทศ การศึกษาได้พิจารณาพารามิเตอร์ที่เกี่ยวข้องกับสภาวะที่เหมาะสมต่อการสกัด ได้แก่ ปริมาณของสารละลาย  

เวลาการสกัด ชนิดของสารละลาย และอัตราส่วนของตัวท�ำละลายที่เหมาะสม ผลการวิจัยพบว่าสภาวะที่มีประสิทธิภาพสูงสุดส�ำหรับการสกัด 

อะฟลาทอกซินจากตัวอย่างบุหรี่คือการใช้สารละลายผสมระหว่างอะซีโตไนไตรล์และเมทานอล ในอัตราส่วน 1:1 v/v ด้วยปริมาตร 60 มิลลิลิตร 

และใช้เทคนิคอัลตร้าโซนิคสกัดเป็นเวลา 40 นาที ผลการศึกษาไม่พบการปนเปื้อนอะฟลาทอกซินในตัวอย่างบุหร่ี ทั้งจากประเทศไทยและ 

ต่างประเทศ แม้จะเก็บรักษาไว้นานถึง 12 เดือน ซึ่งแสดงให้เห็นว่าบุหรี่ที่จ�ำหน่ายทั่วไปมีความปลอดภัยในด้านการปนเปื้อนอะฟลาทอกซินส�ำหรับ

ผู้บริโภค

ค�ำส�ำคัญ:	 อะฟลาทอกซิน; การสกัดด้วยคลื่นอัลตร้าโซนิค; เอชพีแอลซี; บุหรี่

Abstract	 	 This research employed an ultrasonic extraction technique to quantify Aflatoxin levels in cigarette samples. 

Parameters evaluated for optimal extraction conditions included solvent volume, extraction time, solvent type, and  

suitable solvent ratios. The results indicated that the most effective conditions for Aflatoxin extraction from  

cigarette samples were achieved using a solvent mixture of acetonitrile and methanol in a 1:1 v/v ratio, with a volume of  

60 milliliters, and extraction conducted via ultrasonic equipment for 40 minutes. Analysis of both Thai and international  
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ภาพที่ 1	 สูตรเคมีของ Aflatoxin [1]

ภาพที่ 2	 ส่วนประกอบของบุหรี่ [3]

cigarette samples revealed no detectable levels of Aflatoxin in any sample, even after storage for up to 12 months.  

These findings suggested consumer safety concerning Aflatoxin contamination in cigarettes.

Keywords:	 Aflatoxin; Ultrasonic extraction; HPLC; Cigarette

บทน�ำ
	 Aflatoxin เป็นสารพิษก่อมะเร็งในร่างกายท่ีเกิดผลกับอวัยวะ เช่น ตับ ไต 

ระบบทางเดินหายใจ ระบบทางเดินอาหาร ระบบประสาท ระบบสืบพันธุ์ และ

ภูมิคุ้มกัน เป็นสารพิษที่ผลิตโดยเชื้อรา Aspergillus flavus และ Aspergillus 

parasiticus ในสภาวะที่มีความชื้นและอุณหภูมิที่เหมาะสมกับการเจริญเติบโตของ

เชื้อรา Aflatoxin สามารถปนเปื้อนในอาหารหลายชนิด เช่น เมล็ดถั่วแห้ง ข้าวโพด 

ข้าวฟ่าง มะพร้าว เครื่องเทศ รวมถึงผลิตภัณฑ์แปรรูปอาหาร ไม่ว่าจะเป็นอาหาร

ของคนหรือสัตว์(1) นอกจากนี้ยังยากที่จะก�ำจัดด้วยความร้อนในการปรุงอาหาร 

เน่ืองจากสามารถทนความร้อนได้ถึง 260 องศาเซลเซียส โดยทั่วไป Aflatoxin 

จะถูกท�ำลายด้วยวิธีทางเคมี เช่น ด่างและกรดเข้มข้น หรือการใช้รังสี แต่ยังคง 

ไม่สามารถท�ำลายสารพษินีไ้ด้ทัง้หมด และมกัตกค้างอยูใ่นอาหารทีเ่กบ็รกัษาไม่ถกูวธิี 

Aflatoxin ที่พบในธรรมชาติมีอยู่ 4 ชนิด คือ B1, B2, G1 และ G2 รวมถึง M1(2)

	 Aflatoxin B1 เป็นสารที่ก่อให้เกิดมะเร็งในตับของสัตว์ทดลอง จึงอาจก่อ

อันตรายต่อมนุษย์ได้ ประเทศไทยก�ำหนดให้การปนเปื้อนไม่เกิน 20 ไมโครกรัม 

ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม หรือ 20 พีพีบี ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุขฉบับที่ 98 

พ.ศ. 2529 และก�ำหนดให้การปนเปื้อนของ Aflatoxin ในถั่วลิสงไม่เกิน 15 พีพีบี 

โดยคณะกรรมการอาหารระหว่างประเทศ จากภาพท่ี 1 สูตรท่ีเรียกตามอักษรนี้

หมายถึงเมื่ออยู่ใต้แสง UV B (ประกอบด้วย B1 และ B2) จะเรืองแสงสีฟ้า ส่วน G  

จะเรืองแสงสีเขียว และ M หมายถึง Aflatoxin ที่พบในนมวัว โดยเป็นผลจาก 

การเปลี่ยนแปลงของ Aflatoxin B ในอาหารผ่านกลไกของร่างกาย

	 บหุรีเ่ป็นผลติภณัฑ์ทางการเกษตรทีผ่ลติมาจากใบยาสบูซอยเป็นเส้นละเอยีด 

แล้วขึ้นรูปเป็นมวน (ภาพที่ 2)(3) และบรรจุเก็บในซองเพื่อส่งไปยังท้องตลาด และ

วางจ�ำหน่ายในห้างสรรพสินค้า ร้านสะดวกซื้อ และร้านโชห่วย ซึ่งมีสภาพแวดล้อม

ท่ีแตกต่างกัน เช่น ความชื้นและอุณหภูมิ ซ่ึงอาจเป็นปัจจัยท่ีส่งเสริมการเจริญ

เติบโตของเชื้อรา โดยเฉพาะ Aspergillus flavus และ Aspergillus parasiticus 

เชื้อราเหล่านี้จะสร้าง Aflatoxin ส�ำหรับบุหร่ีที่ขายในท้องตลาดมีหลายยี่ห้อและ

มีระยะเวลาวันหมดอายุแตกต่างกัน โดยบุหร่ีไทยมีวันหมดอายุ 6 เดือน ในขณะที่

บุหรี่ต่างประเทศ มีวันหมดอายุ 1 ปี
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	 HPLC (High Performance Liquid Chromatography) เป็นเคร่ืองมือ

ส�ำหรับแยกและวิเคราะห์สารประกอบท่ีผสมอยู่ในตัวอย่าง โดยอาศัยหลักการ

ความแตกต่างของอัตราการเคล่ือนที่ของสารประกอบบนเฟสคงที่ (stationary 

phase) โดยมีเฟสเคลื่อนที่ (mobile phase) เป็นตัวพาไป สารแต่ละชนิดจะ

ถูกแยกออกมาเป็นส่วน ๆ ในเวลาท่ีต่างกัน โดยสารท่ีแยกออกมาแต่ละชนิด 

จากคอลัมน์จะผ่านเข้าสู่อุปกรณ์ตรวจวัดสัญญาณด้วยตัวตรวจวัด (detector)  

ซึ่งสัญญาณท่ีบันทึกได้จะแปลผลออกมาเป็นโครมาโตแกรม (chromatogram) 

ที่มีลักษณะเป็นพีค (peak) ในการวิเคราะห์ผลจะน�ำพื้นที่ใต้พีคของแต่ละสาร

มาค�ำนวณ ผลเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน (calibration curve) ก็จะทราบ

ปริมาณของสารในตัวอย่าง ปัจจุบันนิยมใช้เทคนิค HPLC ในการแยกและตรวจวัด

ปริมาณ Aflatoxin เนื่องจากสามารถตรวจวัดสารในปริมาณต�่ำ (< 1 ng) โดยต้อง

ท�ำการเปลีย่น Aflatoxin ให้เป็นอนพุนัธ์อืน่ก่อน (derivatization) แล้วจงึตรวจวดั 

การเรอืงแสงด้วย fluorescence detector ซึง่เป็นวิธีการตรวจสอบท่ีมคีวามถูกต้อง

แม่นย�ำ(4-7)

	 การสกัดอะฟลาทอกซิน (Aflatoxin) จากเส้นใยบุหรี่ไทยและต่างประเทศ

โดยใช้เทคนิคอัลตร้าโซนิค (ultrasonic-assisted extraction, UAE) เป็นวิธีที่

มีประสทิธภิาพและเป็นมติรต่อส่ิงแวดล้อม โดย UAE ใช้คล่ืนอลัตร้าโซนคิสร้างแรง

เฉอืนและโพรงอากาศ (cavitation) เพื่อเพิ่มอัตราการถ่ายโอนมวล ลดเวลาและ

ปริมาณตัวท�ำละลายที่ใช้(8) ในการสกัดอะฟลาทอกซินจากเส้นใยบุหรี่ทั่วไปจะใช้ตัว

ท�ำละลายอนิทรย์ี ร่วมกับการตัง้ค่าความถีค่ล่ืนอลัตร้าโซนคิที ่20-40 kHz หลงัการ 

สกดัอะฟลาทอกซินจะถูกวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC ช่วยให้สามารถเปรียบเทียบ

ระดับการปนเปื้อนอะฟลาทอกซินในเส้นใยบุหรี่จากแหล่งต่าง ๆ ได้อย่างแม่นย�ำ 

โดยปัจจยัทีส่่งผลต่อระดบัการปนเป้ือน ได้แก่ สภาพอากาศ การจดัการหลงัการเกบ็เกีย่ว 

และกระบวนการผลิตในแต่ละพื้นที่ ดังนั้นคณะผู้วิจัยจึงสนใจที่จะศึกษาปริมาณ 

Aflatoxin โดยใช้เทคนิค HPLC ในเส้นใยบุหรี่ไทยและบุหรี่ต่างประเทศ การศึกษา 

Aflatoxin ในเส้นใยบุหรีมี่ความส�ำคญั เนือ่งจาก Aflatoxin เป็นสารพษิทีอ่าจปนเป้ือน

ในวัตถุดิบทางการเกษตร เช่น ใบยาสูบ ซึ่งมีผลต่อสุขภาพผู้บริโภค หากได้รับ 

ในปริมาณที่สูงเกินไป

วิธีการด�ำเนินการวิจัย
	 ในการสกัด Aflatoxin จากตัวอย่างบุหรี่ น�ำตัวอย่างใบยาสูบที่แกะออก

มาจากบุหรี่ น�้ำหนัก 1 กรัม สกัดด้วยสารละลายผสมระหว่างแอซีโทไนไทรล์กับ 

เมทานอลในอัตราส่วน 1:1 v/v ปริมาตร 60 มิลลิลิตร โดยท�ำการสกัดด้วย

เครื่องอัลตราโซนิคนาน 40 นาที จากนั้นปั ่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 3000 รอบ

ต่อนาที นาน 5 นาที แล ้วน�ำสารละลายส ่วนใสไปวิ เคราะห ์หาปริมาณ 

Aflatoxin ด ้วยเทคนิค HPLC โดยใช ้เฟสคงที่ชนิด Symmetry® C18  

ขนาด 3.9x150 มม. 5 µm ภายใต้การควบคุมอุณหภูมิที่ 40 องศาเซลเซียส  

เฟสเคลื่อนที่ เป็นสารละลายผสมระหว่างอะซีโตไนไตรล์ เมทานอล และน�้ำ  

(15:15:70 v/v/v) ที่อัตราการไหล 1 มิลลิลิตรต ่อนาที โดยมีปริมาตร

ฉีด 10 ไมโครลิตร Aflatoxin ถูกตรวจวัดด้วยตัวตรวจวัดชนิดฟลูออเรสเซนต ์

ที่ความยาวคลื่นกระตุ ้น 360 นาโนเมตร และความยาวคล่ืนการคายแสงที่  

440 นาโนเมตร การทดลองด�ำเนินการซ�้ำ 3 ครั้งส�ำหรับตัวอย่างแต่ละชนิด

ผลการวิจัยและอภิปลายผล
การหาสภาวะที่เหมาสมในการสกัด Aflatoxin จากบุหรี่

	 ท�ำการเตรียมสารมาตรฐาน Aflatoxin B1 ที่ความเข้มข้น 0.05 – 2 mg/L 

แล้วน�ำไปวิเคราะห์ด้วย HPLC จากภาพที่ 3 แสดงกราฟมาตรฐาน Aflatoxin B1 

ซึ่งเป็นโมเดลในการวิเคราะห์น้ี ได้สมการเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน y = 6832x 

+ 36.216 โดยที่ R² = 0.9985 ซึ่งอยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้ (R² ≥ 0.995) และจะ

น�ำสมการเส้นตรงของการหาปริมาณ Aflatoxin B1 มาใช้เป็นตัวอ้างอิงในการหา 

สภาวะทีเ่หมาะสมในการสกดัใบยาสบูจากบหุร่ีโดยเทคนคิการสกดัแบบอลัตราโซนคิ

ภาพที่ 3	 กราฟมาตรฐาน Aflatoxin B1

ภาพที่ 4	 ผลของปริมาตรตัวท�ำละลายที่ใช้ในการสกัด

ผลของปริมาตรตัวท�ำละลาย

	 ในการสกัด Aflatoxin B1 จากตัวอย่างบุหร่ี เพ่ือก�ำหนดปริมาตรขั้นต�่ำ 

ที่จ�ำเป็นในการสกัด Aflatoxin B1 อย่างสมบูรณ์ การทดลองนี้จะใช้ปริมาตร 

การสกัดด้วยตัวท�ำละลายแอซีโทไนไทรล์กับเมทานอลในอัตราส่วน 1:1 ปริมาตร 

20, 40, 60 และ 80 มิลลิลิตร ใช้เวลาในการสกัดนาน 30 นาที ภาพที่ 4 แสดง 

ให้เห็นว่าพื้นที่พีคของสารวิเคราะห์เพิ่มขึ้นตามปริมาตรการสกัดที่เพิ่มขึ้นจาก  

40 ไปถึง 60 มิลลิลิตร และมีค่าคงที่ท่ี 80 มิลลิลิตร ดังน้ันปริมาตรการสกัด 

ของตวัท�ำละลายแอซโีทไนไทรล์กบัเมทานอลในอตัราส่วน 40:60 v/v จงึถกูก�ำหนด

ไว้ที่ 60 มิลลิลิตร
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ผลของเวลาในการสกัด

	 ในการศึกษาเวลาที่ใช้ในการสกัด Aflatoxin B1 จากตัวอย่างใบยาสูบ 

ในบหุรีโ่ดยใช้เทคนคิอลัตราโซนคิสกัดท่ีเวลา 1-50 นาที ผลการทดลองจากภาพที ่5 

พบว่าการสกัดเพิ่มข้ึนเม่ือเพิ่มเวลา จาก 1 นาที ถึง 40 นาที หลังจากนั้นปริมาณ 

Aflatoxin B1 เปลี่ยนแปลงน้อยมาก ดังนั้นเวลาในการสกัด 30 นาทีจึงเป็นเวลา 

ที่เหมาะสมที่สุดเพราะให้ประสิทธิภาพการสกัดที่ดีที่สุด

ภาพที่ 5	 ผลของเวลาในการสกัด

ภาพที่ 6	 ผลของชนิดตัวท�ำละลายในการสกัด

ตารางที่ 1	 ปริมาณ Aflatoxin B1 ในใบยาสูบที่ผลิตในประเทศไทย (T) และน�ำเข้าจากต่างประเทศ (F)

ตัวอย่างบุหรี่ Aflatoxin B1 (mg/g)

Day 1 1 Month 6 Months 12 Months

T1 N.D. N.D. N.D. N.D.

T2 N.D. N.D. N.D. N.D.

T3 N.D. N.D. N.D. N.D.

T4 N.D. N.D. N.D. N.D.

T5 N.D. N.D. N.D. N.D.

F1 N.D. N.D. N.D. N.D.

F2 N.D. N.D. N.D. N.D.

F3 N.D. N.D. N.D. N.D.

F4 N.D. N.D. N.D. N.D.

F5 N.D. N.D. N.D. N.D.

N.D. = not detected

ผลของชนิดตัวท�ำละลายในการสกัด

	 ตวัท�ำละลายอนิทรย์ีทีใ่ช้โดยทัว่ไปส�ำหรบั Aflatoxin B1 ได้แก่ อะซีโตไนไตรล์  

และ เมทานอล จากภาพที่ 6 ชนิดตัวท�ำละลายในการสกัดให้ปริมาณ Aflatoxin 

B1 ของทั้ง อะซีโตไนไตรล์ และ เมทานอล ไม่แตกต่างกันมากนัก นอกจากน้ี

ยังตรวจสอบอัตราส่วนผสมอย่างง่ายของ 1:1 อะซีโตไนไตรล์ และ เมทานอล  

ผลลัพธ์นี้สามารถสังเกตได้ว่าพื้นที่พีคสูงสุดได้มาจากการใช้ 1:1 อะซีโตไนไตรล์  

และ เมทานอล เป็นตัวท�ำละลายในการสกัดภายใต้เงื่อนไขการทดลองเดียวกัน  

และถูกใช้เป็นตัวท�ำละลายในการสกัดในการทดลองต่อไป

ปริมาณ Aflatoxin B1 ในบุหรี่ที่ผลิตในประเทศไทยและน�ำเข้าจาก 

ต่างประเทศ

	 จากการสุ่มตัวอย่างบุหรี่ทั้งที่ผลิตในประเทศไทย จ�ำนวน 5 ยี่ห้อ และผลิต

ในต่างประเทศ จ�ำนวน 5 ยีห้่อ จากร้านค้าทัว่ไป โดยไม่ได้ค�ำนงึถงึสภาวะการเกบ็รกัษา

บุหรี่ของแต่ละร้านค้า เพื่อที่จะทราบผลการวิจัยในสภาวะจริงของผู้บริโภค ท�ำการ

ตรวจวัดในวันที่ซื้อบุหรี่มา ในวันที่ตั้งบุหรี่ทิ้งไว้ในอุณหภูมิห้อง (28 องศาเซลเซียส) 

เป็นเวลา 1 เดือน 6 เดือน และ 1 ปี จากตารางที่ 1 พบว่า ทุกตัวอย่างไม่ว่าจะเก็บ

ไว้เป็นเวลานานสูงสุด 12 เดือน ก็ไม่พบ Aflatoxin B1 เลย ทั้งนี้อาจเกิดจากผู้ผลิต

บุหร่ีมีมาตรฐานในการผลิตท่ีดีและปลอดภัยต่อผู้บริโภค การออกแบบผลิตภัณฑ์ 

ตลอดจนการขนส่งและการเก็บสินค้าของร้านค้า ย่อมมีผลต่อการเจริญเติบโต 

ของเชือ้ Aflatoxin B1 ทัง้สิน้ จากผลการทดลองท�ำให้เชือ่ได้ว่า บหุร่ีทีข่ายในท้องถิน่

ไม่พบเชื้อ Aflatoxin B1 เลยในทุกตัวอย่างบุหรี่
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สรุปผลการวิจัย
	 งานวิจัยชิ้นนี้ได้ใช้เทคนิคอัลตราโซนิคในการสกัดหาปริมาณ	Aflatoxin

จากตัวอย่างบุหรี่	 โดยมีการหาสภาวะที่เหมาะสมในการสกัด	 ได้แก่	 ปริมาตร

ตัวท�าละลาย	เวลาที่ใช้ในการสกัด	ชนิดของตัวท�าละลาย	และอัตราส่วนที่เหมาะสม

ของตัวท�าละลายต่างๆ	พบว่าสภาวะที่เหมาะสมต่อการสกัด	 Aflatoxin	 จาก

ตัวอย่างบุหรี่คือการสกัดด้วยสารละลายผสมระหว่างอะซีโตไนไตรล์	 กับเมทานอล

ในอัตราส่วน	1:1	v/v	ปริมาตร	60	 มิลลิลิตร	ท�าการสกัดด้วยเครื่องอัลตราโซนิค

นาน	40	นาท	ีจากการสุ่มตัวอย่างบุหรี่ไทยและต่างประเทศมาวิเคราะห์หาปริมาณ

Aflatoxin	พบว่าไม่มีตัวอย่างไหนที่ตรวจพบ	Aflatoxin	เลย	ถึงแม้จะเก็บตัวอย่าง

ไว้นานถึง	12	เดือนก็ตาม	ท�าให้เชื่อได้ว่าผู้บริโภคมีความปลอดภัยต่อเชื้อ	Aflatoxin

ในบุหรี่
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