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นำตัวอย่างเมล็ดงาดำ 375 ตัวอย่าง และเมล็ดงาขาว 285 ตัวอย่าง ที่วางจำหน่ายทั่วไปพร้อมบริโภคจากแหล่งจำหน่าย 10 แห่งในเขตกรุงเทพมหานครมาตรวจวิเคราะห์การปนเปื้อนของสารแอฟลาทอกซินและเชื้อรา โดยสุ่มเก็บตัวอย่างจำนวน 5-10 ซ้ำต่อแหล่งจำหน่าย และเก็บตัวอย่าง จำนวน  4 ครั้งระยะเวลาห่างกันประมาณ 1-2 เดือน วิเคราะห์สารแอฟลาทอกซินในตัวอย่างด้วยวิธี ELISA และตรวจนับจำนวนเชื้อราโดยวิธี Plate count method  ผลการตรวจวิเคราะห์พบว่าเมล็ดงาดำมีการปนเปื้อนของสารแอฟลาทอกซินสูงถึง 91.7 % โดยพบปริมาณการปนเปื้อนตั้งแต่ 0.4-179.4 ไมโครกรัม/กิโลกรัม (พีพีบี) และพบตัวอย่างที่มีการปนเปื้อนเกินมาตรฐานที่กำหนด (20 พีพีบี) จำนวน 4 จาก 10 แหล่งจำหน่าย โดยมีเปอร์เซ็นต์เกินมาตรฐานตั้งแต่ 7.5-25 % และพบการปนเปื้อนของเชื้อรา Aspergillus flavus ในตัวอย่างจาก 7 ใน 10 แหล่งจำหน่าย ปริมาณ 7.2-35.8 % ตัวอย่างจากตลาดที่พบว่ามีการปนเปื้อนของสารพิษเกินมาตรฐานส่วนใหญ่จะพบว่ามีการปนเปื้อนของเชื้อรา A. flavus อยู่ด้วย แต่เปอร์เซ็นต์จำนวนการปนเปื้อนจะไม่สัมพันธ์กัน ขณะที่ผลการตรวจวิเคราะห์สารแอฟลาทอกซินในงาขาวมีเปอร์เซ็นต์การปนเปื้อนเพียง 12.3 % และมีปริมาณการปนเปื้อนอยู่ระหว่าง 0.4-7.7 ไมโครกรัม/กิโลกรัม เท่านั้น

ABSTRACT


 Three hundreds and seventy five samples of black sesame seeds and 285 samples of white sesame seeds were collected from 4 local markets and 6 supermarkets in Bangkok in order to investigate aflatoxin and fungi contamination. Five to ten samples were collected from each market   4 times with 1-2 months interval. The samples were examined for aflatoxin contamination by ELISA whereas plate count method was used for fungus examination. The result revealed that black sesame seeds had high percentage of aflatoxin contamination with the average of 91.7 % and amount of aflatoxin was 0.4-179.4 microgram/kilogram (ppb). Among those contaminated samples, there were 7.5-25 % of them samples contained amount of aflatoxin over maximum level limited (20 ppb), from 4 markets. Percentage of Aspergillus  flavus contamination was found at 7.2 –35.8 % of samples from 7 markets at the forth collection. Aspergillus  flavus always found in the aflatoxin over standard samples although the percentage of contaminated samples were no correlation. Low amount of aflatoxin and low percentage of contaminated samples were investigated in white sesame seeds.
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แอฟลาทอกซิน (Aflatoxins) เป็นกลุ่มของสารพิษพวก secondary metabolites ที่สร้างโดยเชื้อรา  Aspergillus   flavus, A. parasiticus, A. nomius, A. niger และ A. tamarii  พบมากในเมล็ดธัญพืช  และพืชน้ำมันชนิดต่างๆ เช่น ข้าวโพด ข้าวฟ่าง ข้าว ข้าวสาลี ถั่วลิสง มะพร้าว ลูกเดือย และในผลิตภัณฑ์แปรรูปแทบทุกชนิดที่ใช้วัตถุดิบจากผลิตผลเกษตรที่มีเชื้อราชนิดนี้ปนเปื้อนอยู่ก่อน สารแอฟลาทอกซินที่พบตามธรรมชาติจะมีอยู่ 4 ชนิด คือ Aflatoxin B1, B2, G1 และ G2 โดย Aflatoxin B1  จะมีความเป็นพิษสูงที่สุด รองลงมาได้แก่ G1, B2 และ G2 ตามลำดับ นอกจากนี้ยังมี Aflatoxin M1 และ M2 ซึ่งเป็นอนุพันธ์ของ B1 และ B2 ปนเปื้อนอยู่ในน้ำนมด้วย (Moss, 1998) ปัจจุบันองค์การ IARC (International Association Research Cancer ) ได้จัดสารแอฟลาทอกซินเป็นสารก่อมะเร็ง class 1 (Busby and Wogan, 1986) ซึ่งเป็นอันตรายร้ายแรงต่อมนุษย์และสัตว์ที่รับสารพิษนี้เข้าสู่ร่างกาย เชื้อรากลุ่ม Aspergillus เหล่านี้จะพบแพร่กระจายอยู่ทั่วไปโดยเฉพาะสภาพแวดล้อมของประเทศไทย ซึ่งเหมาะกับการเจริญเติบโตของเชื้อราและการสร้างสารแอฟลาทอกซินเป็นอย่างมาก อุณหภูมิที่เหมาะสมกับการเจริญของเชื้อราคือ 36-38 OC และที่อุณหภูมิ 25-35 OC เชื้อราจะสามารถสร้างสารพิษได้ภายใน 48 ชม. ความชื้นสัมพัทธ์ 85 % (ปริศนา, 2524)


การปนเปื้อนของเชื้อราที่สร้างสารแอฟลาทอกซิน สามารถเกิดขึ้นได้ทุกขั้นตอนการผลิต ตั้งแต่การเก็บเกี่ยวผลิตผลเกษตร ระหว่างการเก็บรักษา และการขนส่ง ผลิตผลเกษตรของประเทศไทยจึงมีความเสี่ยงสูงมากต่อการปนเปื้อนของสารก่อมะเร็งชนิดนี้ แอฟลาทอกซิน นอกจากจะเป็นปัญหาเกี่ยวกับสุขภาพและอนามัยของประชาชนผู้บริโภคโดยตรงแล้ว ยังเป็นปัญหาทั้งในและต่างประเทศในการนำมาใช้เป็นข้อกีดกันทางการค้าอีกด้วย 

งาเป็นพืชน้ำมันชนิดหนึ่งมีขนาดเมล็ดที่เล็ก แต่อุดมไปด้วยสารอาหารที่มีประโยชน์ทั้งสิ้น เช่น มีกรดอะมิโนเมไธโอนีน  มีวิตามินและแร่ธาตุที่สำคัญ เช่น ธาตุเหล็ก แมกนีเซียม สังกะสี และฟอสฟอรัส เป็นต้น และที่สำคัญในเมล็ดงาจะมีน้ำมันมาก มีกรดไขมันชนิดไม่อิ่มตัวสูงทั้งกรดไขมันโอเมก้า 3 และกรดไขมันโอเมก้า 6 จากคุณสมบัติดังกล่าวของงา ทำให้มีผู้นิยมบริโภคกันอย่างกว้างขวาง (http://www.skr.ac.th)  เนื่องจากงาเป็นพืชน้ำมันและมีธาตุสังกะสี และแมกนีเซียม ที่เชื้อรา Aspergillus flavus สามารถนำมาสร้างสารแอฟลาทอกซินได้ โอกาสที่เมล็ดงาจะเกิดการปนเปื้อนเชื้อราและสารแอฟลาทอกซินจึงมีความเป็นไปได้สูงมาก ดังนั้น จึงได้ศึกษาว่าเมล็ดงาที่วางจำหน่ายอยู่ทั่วไปตามแหล่งจำหน่ายต่างๆ ที่ประชาชนซื้อไปบริโภคนั้น มีเชื้อรา Aspergillus flavus และสารแอฟลาทอกซินปนเปื้อนอยู่หรือไม่ เพื่อจะได้หาวิธีการจัดการเพื่อให้ผู้บริโภคงาได้ประโยชน์จากเมล็ดงาอย่างสมบูรณ์
อุปกรณ์และวิธีการ
การสุ่มเก็บตัวอย่างเมล็ดงา

เก็บตัวอย่างเมล็ดงาดำ และงาขาว ที่วางจำหน่ายในตลาดสดจำนวน 4 แห่ง และซุปเปอร์มาร์เก็ต 6 แห่ง ในเขตกรุงเทพมหานคร โดยสุ่มเก็บตัวอย่างแห่งละ 10 ตัวอย่าง สุ่มเก็บตัวอย่าง 4 ครั้ง ระยะเวลาห่างกันประมาณ 1-2 เดือน ตัวอย่างจากบางตลาดจะจำหน่ายแบบตักชั่งน้ำหนัก บางแห่งจำหน่ายเป็นถุงขนาดบรรจุประมาณ 500-1000 กรัม ขึ้นอยู่กับบริษัทที่ผลิต จำหน่าย รวมตัวอย่างงาดำที่นำมาศึกษาทั้งหมด จำนวน 375  ตัวอย่าง และงาขาวจำนวน 285 ตัวอย่าง ตัวอย่างจะแบ่งเป็นสองส่วน โดยส่วนหนึ่งจะนำไปศึกษาเชื้อรา และอีกส่วนจะศึกษาปริมาณการปนเปื้อนของสารแอฟลาทอกซิน
การศึกษาการปนเปื้อนของสารแอฟลาทอกซินในเมล็ดงา

การเตรียมตัวอย่างสำหรับวิเคราะห์

นำตัวอย่างเมล็ดงาที่จะวิเคราะห์มาบดให้ละเอียดด้วยเครื่องบดอาหาร ชั่งตัวอย่างที่บดแล้ว 20 กรัม ใส่ใน flask ขนาด 250 มล. เติม เมทธานอล 70 % ปริมาณ 100 มล. ลงใน flask แล้วนำไปเขย่าด้วยเครื่องเขย่าที่ความเร็ว 300 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที หลังจากนั้นตั้งทิ้งไว้ประมาณ 5 นาที แล้วนำเฉพาะส่วนใสมากรองผ่านกระดาษกรองเบอร์ 4 นำส่วนที่กรองได้มาทำให้เจือจางเป็น 1:20 เท่าด้วย 0.01 M phosphate buffer ก่อนนำไปวิเคราะห์ด้วยวิธี  ELISA


การวิเคราะห์ด้วยวิธี  ELISA


หยดสารพิษมาตรฐานที่ระดับความเข้มข้น 0 4 10 20 40 และ 100 พีพีบี ปริมาณ 50 ไมโครลิตร ลงในหลุมทดสอบ (Microtitration plate) ตาม lay out ที่วางไว้ แล้วนำสารสกัดตัวอย่างที่เจือจางเป็น 1:20 มาวิเคราะห์โดยหยดสารสกัดปริมาณ 50 ไมโครลิตรลงในหลุมทดสอบที่เหลือ จำนวน 2 หลุมทดสอบต่อตัวอย่าง  หลังจากนั้นหยด 50 ไมโครลิตร ของ Aflatoxin–enzymed conjugate ตามลงไปทุกหลุม บ่มหลุมทดสอบไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที ล้างหลุมทดสอบด้วย washing buffer ประมาณ 3-4 ครั้ง แล้วหยด substrate (Tetramethylbenzidine) ปริมาณ 100 ไมโครลิตร ลงไปทุกหลุม หลังจากบ่มหลุมทดสอบไว้ในที่มืด 10 นาที ปฏิกิริยาจะเกิดเป็นสีฟ้าในหลุมทดสอบตัวอย่างที่ไม่มีสารพิษ และหลุมทดสอบที่มีสีฟ้าจาง–ขาว แสดงว่าตัวอย่างมีการปนเปื้อนของสารพิษ หยุดปฏิกิริยาโดยเติม 100 ไมโครลิตร stopping solution ลงในหลุมทดสอบปฏิกิริยาจะเปลี่ยนเป็นสีเหลือง นำหลุมทดสอบไปอ่านความเข้มของสีที่เกิดขึ้น ด้วยเครื่อง  MicroELISA Reader ที่ช่วงคลื่น 450 นาโนเมตร และคำนวณปริมาณสารแอฟลาทอกซินด้วยโปรแกรม Kinetic Calculation แบบ log-logit/log (Chinaphuti et al., 2002)


การศึกษาการปนเปื้อนของเชื้อราในเมล็ดงาดำ

การศึกษาการปนเปื้อนของเชื้อราในงาดำ ได้ศึกษาเฉพาะตัวอย่างที่เก็บครั้งที่ 4 โดยวิธี plate count method นำตัวอย่างเมล็ดงาดำที่เก็บจากแหล่งจำหน่ายทั้ง 10 แห่ง มาวางในอาหารเลี้ยงเชื้อราชนิด DG 18 ซึ่งเป็นอาหารเฉพาะสำหรับเชื้อราหลังการเก็บเกี่ยว โดยวางเมล็ดงาจำนวน 25 เมล็ดต่อเพลท และจำนวน 2 เพลทต่อ 1 ซ้ำตัวอย่าง โดยก่อนนำแมล็ดงามาวางบนอาหารเลี้ยงเชื้อจะแช่ด้วย 1 % Clorox เป็นเวลา 5 นาที หลังจากนั้นบ่มเพลทไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 7 วัน จึงตรวจนับจำนวนเชื้อราที่ปนเปื้อนในตัวอย่างงา
ผลการทดลองและวิจารณ์
การศึกษาการปนเปื้อนของสารแอฟลาทอกซินในเมล็ดงา

ผลจากการวิเคราะห์สารแอฟลาทอกซินในงาดำและงาขาวที่วางจำหน่ายทั่วไปจากตลาดและซุปเปอร์มาเก็ต 10 แห่งในเขตกรุงเทพมหานคร พบว่างาดำมีการปนเปื้อนของสารแอฟลาทอกซินสูงถึง 91.7 % โดยพบปริมาณการปนเปื้อนต่ำสุด 0.4 ไมโครกรัม/กิโลกรัม (พีพีบี) และปริมาณสูงสุด 179.4 ไมโครกรัม/กิโลกรัม และมีเปอร์เซ็นต์ตัวอย่างที่มีค่าสารพิษเกินมาตรฐานเฉลี่ย  6.85 % (Table 1) ซึ่งตามประกาศของกระทรวงสาธารณสุขได้กำหนดเป็นพระราชบัญญัติอนุญาตให้มีการปนเปื้อนของสารแอฟลาทอกซินในอาหารได้ไม่เกิน 20 ไมโครกรัม/กิโลกรัม ซึ่งค่าที่กำหนดนี้จะแตกต่างกันในแต่ละประเทศ เช่น ประเทศญี่ปุ่นกำหนดให้มีได้ไม่เกิน 10 ไมโครกรัม/กิโลกรัม ทำให้ผลิตผลเกษตรของไทยหลายชนิดที่ส่งออกไปญี่ปุ่นต้องถูกส่งกลับ หรือถูกทำลาย เพราะตรวจพบสารแอฟลาทอกซินเกินมาตรฐานของญี่ปุ่น 
Table 1 The situation of aflatoxin B1 contamination in black sesame seeds collected from local 
   
 markets and supermarkets

	Distributors
	No.of tested samples
	No. of contaminated samples
	% Aflatoxin contamination
	Amount of Aflatoxin

(ppb)
	No. of over standard samples*
	% over standard contaminated samples*

	BC
	40
	40
	100
	1.0- 8.4
	0
	0

	CF
	35
	25
	72.5
	0.4-4.7
	0
	0

	GP
	35
	19
	54.3
	0.4-1.0
	0
	0

	MK
	40
	40
	100
	1.3-17.8
	0
	0

	TL
	40
	39
	97.5
	0.4-84.8
	3
	7.5

	TS
	40
	40
	100
	0.8-83.1
	10
	25

	TT
	32
	31
	96.9
	1.0-85.0
	5
	15.6

	PKT
	40
	39
	97.5
	0.6-9.8
	0
	0

	TSM
	40
	40
	100
	0.7-179.4
	7
	17.5

	TSK
	33
	31
	93.9
	0.8-3.5
	0
	0

	Total
	375
	346
	91.7
	0.4-179.4
	26
	6.85


* Maximum level limited of aflatoxin contamination not more than 20 microgram/kilogram (ppb)

Table 2 The situation of aflatoxin B1 contamination in white sesame seeds collected from local          

 markets and supermarkets

	Distributors
	No.of tested samples
	No. of contaminated samples
	% Aflatoxin contamination
	Amount of Aflatoxin

(ppb)
	No. of over standard samples*
	% over standard contaminated samples*

	BC
	30
	6
	20
	0.4-0.7
	0
	0

	CF
	30
	4
	13.1
	0.4-7.7
	0
	0

	GP
	30
	6
	20
	0.4-1.6
	0
	0

	MK
	30
	6
	20
	0.5-0.7
	0
	0

	TL
	30
	0
	0
	0
	0
	0

	TS
	30
	1
	3.3
	0.5
	0
	0

	TT
	22
	3
	13.6
	0.5-1.3
	0
	0

	PKT
	30
	1
	3.3
	3.5
	0
	0

	TSM
	30
	9
	30
	1.1-2.8
	0
	0

	TSK
	23
	0
	0
	0
	0
	0

	Total
	285
	36
	12.34
	0.4- 7.7
	0
	0


* Maximum level limited of aflatoxin contamination not more than 20 microgram/kilogram (ppb)

ปริมาณการปนเปื้อนของสารแอฟลาทอกซินที่พบในงาแตกต่างกันในแต่ละแหล่งจำหน่าย เช่น แหล่งจำหน่าย GP พบการปนเปื้อนของสารพิษในปริมาณที่ต่ำมาก ขณะที่แหล่งจำหน่าย BC และ MK ถึงแม้มีการปนเปื้อนของสารแอฟลาทอกซินสูงถึง 100 % แต่ปริมาณสารพิษที่ตรวจพบต่ำกว่ามาตรฐานทุกตัวอย่าง ขณะที่ตัวอย่างจากแหล่งจำหน่าย TS และ TSM มีการปนเปื้อน 100 % และเกินมาตรฐานสูงถึง 25 และ 17.5 % ตามลำดับ (Table 1) ตัวอย่างงาขาวมีเปอร์เซ็นต์การปนเปื้อนของสารแอฟลาทอกซินต่ำมาก 12.34 % เท่านั้น และตัวอย่างงาขาวจากหลายแหล่งจำหน่ายไม่พบการปนเปื้อนของสารแอฟลาทอกซินเลย (Table 2)  ซึ่งการปนเปื้อนของสารแอฟลาทอกซินในงาดำและงาขาวมีความแตกต่างกันมาก
การศึกษาการปนเปื้อนของเชื้อราในเมล็ดงาดำ

ผลจากการตรวจนับจำนวนเชื้อราที่ปนเปื้อนในเมล็ดงาดำจากแหล่งจำหน่ายต่างๆ พบว่าตัวอย่างมีเปอร์เซ็นต์การปนเปื้อนของเชื้อราหลายชนิดแตกต่างกัน (Table 3) โดยพบเชื้อรา  Aspergillus flavus และ A. niger สูงสุด 33.8 % และ 53.4 % ตามลำดับ และพบใน ตัวอย่างจากตลาดถึง 7 ใน 10 แห่งที่นำมาตรวจ      (Fig. 1) เมื่อนำเปอร์เซ็นต์เชื้อรา  Aspergillus flavus ที่ตรวจพบมาเปรียบเทียบกับปริมาณสารแอฟลาทอกซินในตัวอย่างจากแหล่งเดียวกัน พบว่าแหล่งที่ตัวอย่างเมล็ดงาดำมีการปนเปื้อนของสารแอฟลาทอกซินเกินมาตรฐานที่กำหนด (20 ไมโครกรัม/กิโลกรัม) จะพบเชื้อรา Aspergillus flavus ปนเปื้อนอยู่ด้วย (Fig. 2) โดยทั่วไปแล้วจำนวนเชื้อราที่พบจะไม่มีความสัมพันธ์กับปริมาณสารแอฟลาทอกซิน เนื่องจากเชื้อราอาจถูกทำลายให้หมดไปได้ แต่ปริมาณสารพิษยังคงอยู่ ดังนั้นการที่เราไม่พบเชื้อราไม่ได้หมายความว่าไม่มีสารพิษ เช่นตัวอย่างจากแหล่งจำหน่าย CF เป็นตัวอย่างที่ระบุว่ามีการอบ ดังนั้นจึงตรวจไม่พบเชื้อราเลย แต่พบปริมาณการปนเปื้อนของสารพิษอยู่
Table 3 Percent contamination  of fungus in black sesame seeds  at forth collection from local 

markets and supermarkets 

	Distributors
	No. of tested seeds
	% fungus contamination

	Remarks

	
	
	A. flavus
	A. niger
	A. tamarii
	Pennicillium
	Fusarium
	

	BC
	500
	0
	0
	0.8
	0
	0
	

	CF
	250
	0
	0
	0
	0
	0
	Roasted

	GP
	250
	0
	0
	0
	0
	0
	

	MK
	500
	18.8
	48.4
	0
	0
	0.2
	

	TL
	500
	20.6
	25.2
	0
	0
	0.4
	

	TS
	500
	7.2
	7
	0
	0
	0
	

	TT
	500
	17
	22.6
	0
	0.2
	0
	

	PKT
	500
	14.2
	35.2
	0
	0
	0
	

	TSM
	500
	35.8
	53.4
	0
	0
	0
	

	TSK
	500
	12.4
	29.2
	0
	0
	0
	

	Total
	4500
	12.4
	22.1
	0.08
	0.02
	0.06
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Fig 1.  Aspergillus flavus (light color) and A. niger (dark color) contamination in 

         
         black sesame seeds
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Fig 2. Comparison percentage of aflatoxin contamination and percentage of over standard to 
         percentage of Aspergillus flavus contamination 
สรุปผลการทดลอง

เมล็ดงาที่วางจำหน่ายตามแหล่งต่างๆ ซึ่งเป็นเมล็ดงาที่พร้อมจะบริโภคมีโอกาสเกิดการปนเปื้อนของเชื้อรา Aspergillus flavus  และสารแอฟลาทอกซินค่อนข้างสูง โดยเฉพาะในงาดำ พบว่ามีการปนเปื้อนของสารแอฟลาทอกซินสูงถึง 91.7 % แต่ปริมาณการปนเปื้อนของสารพิษจะแตกต่างกันไป โดยพบเปอร์เซ็นต์การปนเปื้อนที่เกินมาตรฐานที่กำหนด 6.84 % พบปริมาณการปนเปื้อนสูงสุดถึง 179.4 ไมโครกรัม/กิโลกรัม และพบการปนเปื้อนของ Aspergillus flavus  เฉลี่ย 12.4 % และ A. niger 22.1 % ดังนั้นในแต่ละขั้นตอนการผลิตงาดำตั้งแต่การเก็บเกี่ยวจนถึงการจำหน่าย ควรจะให้ความสนใจเกี่ยวกับการปนเปื้อนของสารแอฟลาทอกซิน ด้วย โดยเก็บรักษาเมล็ดงาในภาชนะบรรจุที่สะอาด และแห้ง เพื่อให้งาดำเกิดประโยชน์สูงสุดกับผู้บริโภค
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