
 
 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



37 

 

 

 

 

           

           

      

           

           

ภาคผนวก ก 

ประกาศกระทรวงสาธารณสุข 
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เร่ือง มาตรฐานอาหารท่ีมีสารปนเป้ือน 
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ประกาศกระทรวงสาธารณสุข 
ฉบบัท่ี 98 (พ.ศ.2529) 

เร่ือง มาตรฐานอาหารท่ีมีสารปนเป้ือน 
                                                ----------------------------------------------- 

อาศยัอ านาจตามความในมาตรา 5 และมาตรา 6 (3) แห่งพระราชบญัญติัอาหาร 
พ.ศ. 2522 รัฐมนตรีวา่การกระทรวงสาธารณสุขออกประกาศไว ้ดงัต่อไปน้ี 

ขอ้ 1 ใหย้กเลิกประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบบัท่ี 80 (พ.ศ.2527) เร่ือง ก าหนด 
มาตรฐานอาหารท่ีมีสารปนเป้ือน ลงวนัท่ี 17 กุมภาพนัธ์ พ.ศ.2527 

ขอ้ 2 ใหอ้าหารท่ีมีสารปนเป้ือนท่ีผลิตเพื่อจ าหน่าย น าเขา้เพื่อจ าหน่าย หรือท่ี 
จ าหน่าย เป็นอาหารท่ีก าหนดมาตรฐาน 

ขอ้ 3 สารปนเป้ือน หมายความวา่ สารท่ีปนเป้ือนกบัอาหารซ่ึงเกิดจากกระบวนการ 
ผลิต กรรมวธีิการผลิต โรงงานหรือสถานท่ีผลิต การดูแลรักษา การบรรจุ การขนส่งหรือการเก็บ 
รักษา หรือ เกิดเน่ืองจากการปนเป้ือนจากส่ิงแวดลอ้ม 

ขอ้ 4 อาหารท่ีมีสารปนเป้ือนตอ้งมีมาตรฐาน โดยตรวจพบสารปนเป้ือนไดไ้ม่เกิน 
ขอ้ก าหนด ดงัต่อไปน้ี 

(1) โลหะ 
(ก) ดีบุก 250 มิลลิกรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม 
(ข) สังกะสี 100 มิลลิกรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม 
(ค) ทองแดง 20 มิลลิกรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม 
(ง) ตะกัว่ 1 มิลลิกรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม เวน้แต่อาหารท่ีมี 

สารตะกัว่ปนเป้ือนตามธรรมชาติในปริมาณสูง ใหมี้ไดต้ามท่ีไดรั้บความเห็นชอบจากส านกังาน 
คณะกรรมการอาหารและยา 

(จ) สารหนู 2 มิลลิกรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม 
(ฉ) ปรอท 0.5 มิลลิกรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม ส าหรับอาหาร 

ทะเล และไม่เกิน 0.02 มิลลิกรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม ส าหรับอาหารอ่ืน 
(2) อะฟลาทอกซิน 20 ไมโครกรัม ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม 
(3) สารปนเป้ือนอ่ืน ตามท่ีไดรั้บความเห็นชอบจากส านกังานคณะกรรมการ 

อาหารและยา 
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ขอ้ 5 ประกาศฉบบัน้ี มิใหใ้ชบ้งัคบัแก่อาหารท่ีผลิตเพื่อจ าหน่าย น าเขา้เพื่อจ าหน่าย 
หรือท่ีจ าหน่าย ท่ีไดมี้ประกาศกระทรวงสาธารณสุขก าหนดใหเ้ป็นอาหารควบคุมเฉพาะ                  
หรืออาหารท่ีก าหนดคุณภาพหรือมาตรฐาน และในประกาศกระทรวงสาธารณสุขไดก้  าหนด
ปริมาณของสารปนเป้ือนไวโ้ดยเฉพาะหรือก าหนดไวเ้ป็นอยา่งอ่ืนแลว้ 

 
ประกาศฉบบัน้ี ใหใ้ชบ้งัคบัตั้งแต่วนัถดัจากวนัประกาศในราชกิจจานุเบกษาเป็นตน้ไป 

 
    ประกาศ ณ วนัท่ี 21 มกราคม พ.ศ.2529 

 
มารุต บุนนาค 

      รัฐมนตรีวา่การกระทรวงสาธารณสุข 
 

(ราชกิจจานุเบกษาฉบบัพิเศษ เล่มท่ี 103 ตอนท่ี 23 ลงวนัท่ี 16 กุมภาพนัธ์ พ.ศ.2529) 
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ภาคผนวก ข 
การวิเคราะห์หาอะฟลาทอกซินดว้ย 

ชุดตรวจสอบอะฟลาทอกซินในผลิตผลเกษตร  
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ชุดตรวจสอบอะฟลาทอกซินในผลติผลเกษตร 1 ชุด ประกอบด้วย 

      

                   รูป ข. 1 ชุดตรวจสอบอะฟลาทอกซินในผลิตผลเกษตร ของกรมวชิาการเกษตร 
 

1. หลุมทดสอบ เป็นหลุมพลาสติกขนาดเล็ก (1 stripe เท่ากบั 8 หลุมทดสอบ) 
2. อะฟลาทอกซินมาตรฐาน (สารละลายมาตรฐานของอะฟลาทอกซินชนิดบีหน่ึง) ท่ีระดบั

ความเขม้ขน้ 0 4 10 20 และ40 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม 
3. อะฟลาทอกซินท่ีผูกติดกบัเอนไซม์ช้ีบอก (labeled toxin) ซ่ึงก็คือเอ็นไซม์คอนจูเกต 

(Aflatoxin B1 Horseradish Peroxidase  Conjugate (AFB1-HRP)) จ านวน 6 หลอด (100 ไมโครลิตร
ต่อหลอด) 

4. conjugate buffer 8 มิลลิลิตร 
5. ซบัสเตรท (substrate tetramethylbenzidine (TMB)) 12 มิลลิลิตร พร้อมใชง้าน 
6. washing buffer (0.1 M Phosphate Buffer Saline with Tween 20 (PBS-T)) 100 มิลลิลิตร 
7. ท่ีล็อคหลุมทดสอบ  

ส่ิงทีต้่องเตรียม 
1. เมธานอล ความเขม้ขน้ร้อยละ 70 โดยปริมาตร 
2. เคร่ืองชัง่ 
3. เคร่ืองแกว้ส าหรับกรอง และเจือจางสารสกดั 
4. กระดาษกรองเบอร์ 4 
5. automatic micropipet ขนาด 50 ไมโครลิตรพร้อมทิป 

 
 

1 2 4 5 

6 

3 
7 
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ค าแนะน าก่อนการวเิคราะห์ 
1. ก่อนท าการวเิคราะห์น าชุดตรวจสอบออกจากตูเ้ยน็มาวางใหมี้อุณหภูมิเท่ากบัอุณหภูมิห้อง  

ก่อนใชง้าน 
2. น าอะฟลาทอกซินท่ีผกูติดกบัเอนไซมช้ี์บอก (labeled toxin) จ  านวน 1 หลอด มาเจือจางดว้ย 

conjugate buffer ส่วนท่ีเจือจางแลว้ถา้ใชไ้ม่หมดปิดฝาใหส้นิทเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 2 – 8 องศาเซลเซียส 
3. น า stripe ออกจากถุงฟอยดเ์ท่าท่ีตอ้งการใชใ้นแต่ละคร้ัง ท่ีเหลือเก็บไวใ้นถุงเดิมท่ี     

2-8 องศาเซลเซียส อยา่ใหโ้ดนน ้า 
4. เปล่ียนทิปทุกคร้ังท่ีเปล่ียนการดูดสารสกดัตวัอยา่ง 
5. การดูดหรือปล่อยสารละลายอยา่ใหป้ลายทิปสัมผสักบัสารละลายในหลุมหรือดา้นขา้งของ 

หลุมทดสอบ 
6. ระวงัขั้นตอนการบ่มแต่ละคร้ัง ควรจะบ่มในท่ีมืดท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
7. ขั้นตอนการลา้งเป็นขั้นตอนท่ีส าคญั อาจท าใหผ้ลการวเิคราะห์ไม่ถูกตอ้งได ้ดงันั้น              

ตอ้งลา้งหลุมทดสอบใหส้ะอาด 
8. น าชุดตรวจสอบเก็บท่ีอุณหภูมิ 2-8 องศาเซลเซียส ทนัทีหลงัการใชง้าน 

 
ขั้นตอนการวเิคราะห์ 

1. เตรียมสารละลายทีใ่ช้ในการวเิคราะห์ 
1.1 เตรียม washing buffer ท่ีพร้อมใชง้าน 

เตรียมโดยน า washing buffer (0.1 M Phosphate Buffer Saline with 
Tween 20)  100 มิลลิลิตร มาเจือจางเป็น 0.01 M Phosphate Buffer Saline with Tween 20 (PBS-T) 
โดยเติมน ้ ากลัน่ 900 มิลลิลิตร จะได ้ washing buffer ท่ีพร้อมใช้งาน 1,000 มิลลิลิตร ส าหรับ
น าไปใช ้ในการเจือจางสารสกดัตวัอยา่ง และใชล้า้งหลุมทดสอบ 

1.2 เตรียม อะฟลาทอกซินท่ีผกูติดกบัเอนไซมช้ี์บอก (labeled toxin) ท่ีพร้อมใชง้าน 
1.3 เตรียมโดยการเติม conjugate buffer 1 มิลลิลิตร ลงไปในหลอดอะฟลาทอกซิน             

ท่ีผกูติดกบัเอนไซมช้ี์บอก (labeled toxin) ซ่ึงมีปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลอด เขยา่เล็กนอ้ยให้
เป็นเน้ือเดียวกนัหรือกลบัหลอดข้ึนลงให้เขา้กนั จะได้อะฟลาทอกซินท่ีผูกติดกบัเอนไซม์ช้ีบอก 
(labeled toxin) ท่ีพร้อมใช้งาน ปริมาตร ถ้าใช้ไม่หมด เก็บส่วนท่ีเหลือในหลอดเดิมปิดฝา                
ใหส้นิทแลว้เก็บท่ีอุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส 
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2. เตรียมตัวอย่าง 
ตัวอย่ า งพ ริก ป่น ท่ี ใช้ต้อง สุ่มมาอย่ า งน้อย  1 กิ โลก รัม  แล้วน ามาสกัด                       

อะฟลาทอกซินดว้ยวธีิการ ดงัน้ี                                     
2.1 ชัง่พริกป่น 20 กรัมลงในขวดแกว้              
2.2 เติมเมธานอลความเขม้ขน้ร้อยละ 70 โดยปริมาตรลงในขวด เขยา่นาน 5 นาที 
2.3 ตั้งทิ้งไวป้ระมาณ  5 - 10 นาที 
2.4 น าส่วนใสมากรองผา่นกระดาษกรองเบอร์ 4 
2.5 เก็บส่วนท่ีกรองไดไ้วใ้นหลอดแกว้ท่ีสะอาดปิดสนิท 
2.6      เจือจางสารสกดัโดยใช้สารละลาย washing buffer ท่ีพร้อมใช้งานก่อนน าไป

วิเคราะห์ ในอตัราส่วน 1:3 (สารสกดัตวัอย่าง 1 มิลลิลิตร รวมกบัสารละลาย washing buffer           
ท่ีพร้อมใชง้าน 3 มิลลิลิตร) ในสารละลายท่ีเตรียมไดน้ี้คืออะฟลาทอกซินท่ีสกดัไดจ้ากตวัอยา่ง 

3. วเิคราะห์หาอะฟลาทอกซิน 
3.1     เตรียมหลุมทดสอบให้เพียงพอกบัตวัอยา่งท่ีจะทดสอบ ใชห้ลุมทดสอบ 5 หลุม

ทดสอบส าหรับอะฟลาทอกซินมาตรฐาน และหลุมทดสอบอ่ืนๆท่ีเหลือส าหรับอะฟลาทอกซิน            
ท่ีไดจ้ากการสกดัตวัอยา่ง 

3.2     หยดอะฟลาทอกซินมาตรฐานทุกระดบัความเขม้ขน้ ปริมาตร 50 ไมโครลิตรต่อ
หลุมทดสอบต่อความเขม้ขน้  

3.3     หยดอะฟลาทอกซินท่ีไดจ้ากการสกดัตวัอยา่ง (free aflatoxin) ตวัอยา่งปริมาตร 
50 ไมโครลิตรต่อหลุมทดสอบ จ านวน 3 หลุมทดสอบ (1 ตวัอยา่งท า 3 ซ ้ า) 

3.4     หยดอะฟลาทอกซินท่ีผูกติดกบัเอนไซม์ช้ีบอก (labeled toxin) หลงัจากนั้น     
บ่มในท่ีมืดท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 20 – 30 นาที อะฟลาทอกซินชนิดบีหน่ึงจากอะฟลาทอกซิน           
ท่ีผูกติดกับเอนไซม์ช้ีบอก (labeled toxin)  จะแข่งขนักันจบัแอนติบอดีท่ีก้นหลุมทดสอบกับ               
อะฟลาทอกซินท่ีสกดัไดจ้ากตวัอยา่ง  

3.5     หลังจากครบเวลาการบ่มแล้ว เทสารในหลุมทดสอบท้ิงโดยการคว  ่าหลุม
ทดสอบ 

3.6     ลา้งหลุมทดสอบ โดยเติม washing buffer ลงในหลุมทดสอบให้เต็มทุกหลุม 
แลว้คว  ่าทิ้ง ควรลา้งอยา่งนอ้ย 3 คร้ัง 

3.7 คว  ่าหลุมทดสอบบนกระดาษแลว้เคาะใหแ้หง้ 
3.8   หยด ซบัสเตรท ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในหลุมทดสอบทุกหลุม แลว้บ่ม

ไวท่ี้อุณหภูมิห้องในท่ีมืดเป็นเวลา 5 – 10 นาที ซับสเตรทจะจบักับเอนไซม์ท่ีผูกติดกับ                      
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อะฟลาทอกซิน เกิดปฏิกิริยาสีฟ้า หากเกิดสีฟ้าเข้มแสดงว่าไม่มีอะฟลาทอกซินจากตัวอย่าง                 
(free toxin)หรือมีนอ้ย หากเกิดสีฟ้าอ่อนแสดงวา่มีอะฟลาทอกซินจากตวัอย่าง (free toxin) มาก 
และถ้าหากว่าในหลุมทดสอบของตัวอย่างมีสีอ่อนมากหรือเกือบใส แสดงว่าตัวอย่างนั้ นมี                  
อะฟลาทอกซินสูงกวา่ 40 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม 
        4.    การอธิบายข้ันตอนการเกดิปฏิกริิยาในหลุมทดสอบของสารละลายมาตรฐาน 

เพื่อให้เข้าใจได้ง่ายยิ่งข้ึนจึงได้ก าหนดสัญลักษณ์ของสารต่างๆ ท่ีเก่ียวข้องใน             
การเกิดปฏิกิริยา (รูป ข.2) ส าหรับการเกิดปฏิกิริยาในหลุมทดสอบสารละลายมาตรฐานนั้นเป็นไป
ตามขั้นตอนของการวิ เคราะห์หาอะฟลาทอกซินในหัวข้อ 3  ซ่ึงแสดงไว้ในรูป ข . 3                      
หลงัเกิดปฏิกิริยาแลว้ท าการเทียบสีของสารละลายในหลุมทดสอบของตวัอยา่งกบัสีของสารละลาย
มาตรฐานท่ีเกิดข้ึน หากความเขม้ของสีฟ้าในสารละลายท่ีได้จากตวัอย่างมีค่าอยู่ระหว่างความเขม้
ของสีฟ้าใดๆ สามารถอ่านค่าออกมาเป็นความเขม้ขน้ของ อะฟลาทอกซินอยู่ในช่วงนั้น ดงันั้นชุด
ตรวจสอบน้ีสามารถอ่านค่า ความเขม้ขน้ของอะฟลาทอกซินได ้5 ช่วง ดงัน้ี ช่วง 0 – 4 ไมโครกรัม
ต่อกิโลกรัม ช่วง > 4 – 10 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ช่วง > 10 – 20 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ช่วง > 20 
– 40 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม และ > 40 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ในรูป ข. 4  สีของสารละลายมีสี
เกือบใส แสดงวา่ตวัอยา่งน้ีมีการปนเป้ือนของอะฟลาทอกซินสูงกวา่ 40 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม  
 

   แทน แอนติบอดี 
 

   แทน อะฟลาทอกซินจากตวัอยา่ง (free toxin) 
 

              แทน อะฟลาทอกซินท่ีผกูติดกบัเอนไซมช้ี์บอก (labeled toxin)  
 

 
          แทน สีฟ้าท่ีเกิดข้ึน 
 

รูป ข. 2 สัญลกัษณ์แทนสารต่างๆท่ีท าปฏิกิริยาในหลุมทดสอ 
ขั้นตอนการท าปฏิกิริยาในหลุมทดสอบ 



45 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                       
1 เตรียมหลุมทดสอบซ่ึงเคลือบดว้ยแอนติบอดี 

2 หยดอะฟลาทอกซินมาตรฐานทุกระดับความเข้มข้น ปริมาตร                         
50 ไมโครลิตรต่อหลุมทดสอบต่อความเขม้ขน้  

                                                         
          

                                    

 

3. หยดอะฟลาทอกซินท่ีได้จากการสกัดตัวอย่าง (free aflatoxin)
ตวัอยา่งปริมาตร 50 ไมโครลิตรต่อหลุมทดสอบ จ านวน 3 หลุมทดสอบ                 
(1 ตวัอยา่งท า 3 ซ ้ า) 
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 4. หยดอะฟลาทอกซินท่ีผกูติดกบัเอนไซมช้ี์บอก (labeled toxin) 

    

       

                                    

 

   4.  บ่มในท่ีมืด 20 – 30 นาที

นาที 

     4.                 

 

   

 

5. เทสารในหลุมทดสอบทิ้งโดยการคว  ่าหลุมทดสอบ 
 

6. ล้างหลุมทดสอบ โดยเติม washing buffer ลงในหลุมทดสอบให้เต็ม          
ทุกหลุม แลว้คว  ่าทิ้ง ควรลา้งอยา่งนอ้ย 3 คร้ัง 
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7. คว  ่าหลุมทดสอบบนกระดาษแลว้เคาะใหแ้หง้ 
 

8. หยด ซบัสเตรท ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในหลุมทดสอบทุกหลุม 

แลว้บ่มไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งในท่ีมืดเป็นเวลา 5 – 10 นาทีซบัสเตรทจะจบักบั

เอนไซมท่ี์ผกูติดกบัอะฟลาทอกซิน เกิดปฏิกิริยาสีฟ้า 

 

ลกัษณะของสัญลกัษณ์ในหลุมทดสอบท่ีไม่มีอะฟลาทอกซิน            

จากตวัอยา่ง หรือมีอะฟลาทอกซิน 0 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม 

 

ลกัษณะของสัญลกัษณ์ในหลุมทดสอบท่ีไม่มีอะฟลาทอกซิน            

จากตวัอยา่ง หรือมีอะฟลาทอกซิน 20 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม 
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                               รูป ข. 3 สญัลกัษณ์การท าปฏิกิริยาในหลุมทดสอบ 
 
 
 

 
 
 
 

           
   

รูป ข. 4 สีของสารละลายหลงัการทดสอบกบัสารละลายมาตรฐาน             
เท่ากบั 0 4 10 20 และ 40 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม 

 
 

 
 
 
 

หลุมทดสอบอะฟลาทอกซินมาตรฐาน ท่ีความเขม้ขน้ 

0 4 10 20 และ 40 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม 

หลุมทดสอบของตวัอยา่ง

พริกป่น ซ ้ าท่ี 1 2 และ3 

 

ลกัษณะของสัญลกัษณ์ในหลุมทดสอบท่ีไม่มีอะฟลาทอกซิน            

จากตวัอยา่ง หรือมีอะฟลาทอกซิน 40 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม 
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            ประวตัิผู้เขียน 

ช่ือ – สกุล นางสาวดุจดาว  ชูนอ้ย 

วนั เดือน ปี เกดิ 13 มิถุนายน 2528 

ประวตัิการศึกษา  

2545 มธัยมศึกษาปีท่ี 6 โรงเรียนจุฬาภรณราชวทิยาลยั จงัหวดัตรัง 

2551 ปริญญาตรี วทิยาศาสตรบณัฑิต (วทิยาศาสตร์และเทคโนโลย ี           
การอาหาร) มหาวทิยาลยัธรรมศาสตร์ 

 
 
 
 

 


