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 สารพิษซิตรินิน (Citrinin) เป็นสารทุติยภูมิที่สร้างโดยเชื้อราหลากหลายสกุล ได้แก่ เชื้อราสกุล 
Penicillium (P. expansum, P. verrucosum), Aspergillus (A. terreus) และ  Monascus (M. ruber) 
(Bragulat et al., 2008) สารพิษชนิดนี้มีความเป็นพิษต่อสิ่งมีชีวิตทั้งคนและสัตว์โดยมีผลต่อตับ ไต ไขกระดูก
และกระบวนการ เมตาบอลิซึมภายในเซลล์โดยจะแทรกเข้าไปในไมโทคอนเดรียแล้วเปลี่ยนแปลงสมดุล
แคลเซียมท าให้เซลล์เกิดความผิดปกติ (Chagas et al., 1995) มักพบสารพิษชนิดนี้ปนเปื้อนในธัญพืช เช่น 
ข้าว ข้าวโพด ข้าวสาลี และกาแฟ ปัจจุบันคนนิยมบริโภคข้าวแดงซึ่งเป็นผลิตภัณฑ์ที่เกิดจากการหมักข้าวโดย
เชื้อรา Monascus เนื่องจากผลิตภัณฑ์ข้าวแดงมีสารเมแทบอไลต์หลายชนิด เช่นสารสีในกลุ่มสีแดง สีเหลือง 
สีส้ม และกลุ่มสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ซึ่งช่วยลดระดับคลอเรสเตอรอลในกระแสเลือด อย่างไรก็ตามใน
ระหว่างการเจริญของเชื้อรา Monascus ในระหว่างการหมักข้าวแดงเชื้อราจะสร้างสารพิษซิตรินินควบคู่ไป
ด้วย ดังนั้นจึงควรมีการควบคุมปริมาณซิตรินินให้มีอยู่ในเกณฑ์ท่ีไม่เป็นอันตรายต่อผู้บริโภค ซึ่งข้อก าหนดของ 
European Union Commission (EU) ได้อนุญาตให้มีสารซิตรินินในผลิตภัณฑ์อาหารที่เสริมข้าวแดงไม่เกิน 
2,000 ไมโครกรัม/กิโลกรัม  ดังนั้นการศึกษาหาวิธีในการตรวจสอบสารพิษชนิดนี้จึงมีความจ าเป็นอย่างยิ่ง เพ่ือ
ใช้ควบคุมและเฝ้าระวังการปนเปื้อนของสารพิษซิตรินินเพ่ือให้ผู้บริโภคมีความมั่นใจในการบริโภคผลิตภัณฑ์
อาหารที่เสริมข้าวแดง 
 
 ปัจจุบันนิยมใช้เทคนิค High Performance Liquid Chromatography (HPLC) ในการแยกและ
ตรวจวัดปริมาณสารพิษ เนื่องจากสามารถตรวจวัดสารในปริมาณต่ าได และเป็นวิธีการตรวจสอบที่มีความ 
ถูกต้องและแม่นย า ส าหรับขั้นตอนการตรวจสอบการสร้างสารพิษซิตรินินในข้าวแดงด้วยเทคนิค HPLC 
สามารถท าได้ดังนี ้
 
1.การสกัดแยกสารซิตรินิน 
 
 ชั่งตัวอย่างข้าวแดงบดละเอียดน้ าหนัก 1 กรัม ลงในฟลาสก์ เติมสารละลายเอทานอล 70% (v/v) 
ปริมาตร 30 มิลลิลิตร น าไปเขย่าด้วยเครื่อง rotary shaker ความเร็วรอบ 200 rpm ที่อุณหภูมิ 40 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที และน าตัวอย่างมา sonicate เป็นเวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
น าไปเขย่าด้วยเครื่อง rotary shaker อีกครั้ง ทีค่วามเร็วรอบ 200 rpm เป็นเวลา 90 นาท ีจากนั้นน าตัวอย่าง
ไปหมุนเหวี่ยง (Centrifuge) โดยใช้ความเร็วรอบ 7000 rpm ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที 
กรองสารสกัดที่ได้ด้วยตัวกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร ลงในขวดสีชา เพ่ือน าไปวิเคราะห์วิเคราะห์ปริมาณสาร
ซิตรินินด้วย HPLC  
 
 



2. การเตรียมสารมาตรฐานซิตรินิน 
  
 เตรียมสารมาตรฐานซิตรินินความเข้มข้น 1,000 นาโนกรัม/มิลลิลิตร เพ่ือใช้เป็น Working standard 
ส าหรับการสร้างกราฟมาตรฐาน  ฉีดสารมาตรฐานซิตรินินความเข้มข้นคือ 5, 10, 20, 60, 100 และ 200     
นาโนกรัม/มิลลิลิตร ส่วนวิธีการเตรียมสารละลายส าหรับสร้างกราฟมาตรฐาน แสดงดังตารางที่1 โดยค่า
ความสัมพันธ์เชิงเส้น (Correlative coefficient, R2) ของกราฟมาตรฐานที่สร้างขึ้นจะต้องมีค่าไม่ต่ ากว่า 
0.995 
 
ตารางท่ี 1  วิธีเตรียมสารละลายส าหรับสร้างกราฟมาตรฐานซิตรินิน  
 

ความเข้มข้นของสารมาตรฐาน 
ซิตรินิน (ng/ml) 

สารมาตรฐานซิตรินิน (µl) เมทานอล (µl) 

5 5 995 
10 10 990 
20 20 980 
60 60 940 
100 100 900 
200 200 800 

 
3. การวิเคราะห์ปริมาณสารซิตรินินโดยวิธี HPLC-FLD 
 

วิเคราะห์สารพิษซิตรินิน โดยฉีดสารสกัดปริมาตร 10 ไมโครลิตร (Injection) เข้า HPLC ใช้คอลัมน์
ชนิด C18 (250 mm × 4.6 mm × 5.0 µm) เฟสเคลื่อนที่ประกอบด้วย น้ าปราศจากไออน pH 2.5         
(ปรับ pH ด้วยกรดฟอสฟอริก) : อะซีโตไนไตรล์ (50:50) (v/v) อัตราการไหล 1 มิลลิลิตรต่อนาที อุณหภูมิ 40 
องศาเซลเซียส ระยะเวลาวิเคราะห์ 12 นาที โดยใช้เครื่องตรวจวัดชนิดสารแบบฟลูออเรสเซนต์ ใช้ความยาว
คลื่น Excitation wavelength 331 นาโนเมตร และ Emission wavelength 500 นาโนเมตร ส าหรับ HPLC 
chromatogram ของสารซิตรินินแสดงดังภาพท่ี 1  
 
 
 

 

 

 

 

 
ภาพที่ 1  HPLC chromatogram ของสารมาตรฐานซิตรินิน (ก)  และสารซิตรินินที่ปนเปื้อนในข้าวแดง (ข)  
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