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บทคัดยอ 

จากการศึกษาวิธีการตรวจวิเคราะห Chlorpyrifos โดยวิธ ีGas Liquid Chromatography (GLC) ได

สภาวะที่เหมาะสม ดังนี้ 

Column : Capillary, HP-5(5% Phenyl methyl siloxane) 

30 m. x 0.32 mm. (id.),0.25 µm, film thickness 

Split injection : Split ratio : 50:1 

Injection volume : 1 µl. 

Detector : Flame ionization 

Temperature 

Colum oven : 220  ํC Injection port : 250  ํC Detector : 250  ํC 

ไดทําการตรวจสอบความใชไดของวิธีการวิเคราะหนี้ ผลอยูในเกณฑที่ยอมรับได ดังนี้ 

- Range หรือปริมาณของสารที่ใชทดสอบสามารถวิเคราะหไดอยางถูกตองและแมนยํา อยูในชวง  

0.25 – 2.50 มิลลิกรัมตอมิลลิลติร 

- Linearity หรือความสัมพันธระหวาง response กับปริมาณของสารที่วิธีวิเคราะหทดสอบสามารถทํา

ได อยูในชวง 0.25 – 2.50 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และ Chlorpyrifos มี Correlation coefficient (r) 

= 1.0000 

- Precision Repeatability ไดคา HORRAT = 1.74 

Reproducibility ไดคา HORRAT = 0.87 

Robustness ไดคา HORRAT = 1.36 

Ruggedness ไดคา HORRAT = 1.27 

ซึ่งไมเกิน 2 ตามเกณฑพิจารณาของ AOAC และ EU, Codex 

- Accuracy (ตรวจสอบความถูกตอง) ของวิธีการ ได % Recovery = 99.2 % 

ซึ่งอยูในชวง 98 - 102 % ตามเกณฑพิจารณาสําหรับสารที่มีปริมาณมากกวา 10 % ของ AOAC 
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คํานํา 

 

 
Chlorpyrifos มีชื่อทางเคมีตาม IUPAC วา O,O-diethyl O-3,5,6–trichloro–2-pyridyl 

phosphorothiate มีสูตรโมเลกุลเปน C19H11Cl3NO3PS มีน้ําหนักโมเลกุล 350.62 จุดหลอมเหลว 42-43.5 

องศาเซลเซียส เปนผลึกสีขาว มีกลิ่นกํามะถัน มีคาครึ่งชีวิต (Half-life) 60-120 วัน เปนสารกําจัดศัตรูพืช 

ประเภทไมดูดซึม ใชควบคุมแมลงในดิน และแมลงศัตรูพืชในใบพืช ผัก ผลไมหลายชนิด ตลอดจนธัญพืชเชน 

กําจัดหนอนใยผัก, เพลี้ยกระโดด, ไรสนิมสม, ดวงงวงขาว เปนตน ชนิดของสูตรผสมเชน TC (Technical grade), 

EC (Emulsifiable concentrate) มีความเปนพิษเฉียบพลันทางปาก (LD50 rat, ,oral ,acute)135-163 มิลลิกรัมตอ

กิโลกรัม มีความเปนพิษตอปลา LD50 (96hours)rainbow trout 0.003 มิลลิกรัมตอลิตร มีความเปนพิษตอผึ้งคอนขาง

ต่ํา (Agrochemicals Handbook,1993)  

การควบคุมคุณภาพของสารกําจัดศัตรูพืช ตามพระราชบัญญัติวัตถุอันตราย พ.ศ.2535 นั้น จะตองตรวจ

วิเคราะหชนิดและสารออกฤทธิ์ วาตรงตามขอมูลที่ระบุไวบนฉลากหรือขอมูลที่แสดงไวกอนการขึ้นทะเบียนหรือไม 

และปองกันไมใหศัตรูพืชสรางความตานทานตอสารกําจัดศัตรูพืช วิธีการตรวจวิเคราะห Chlorpyrifos นั้น มีวิธี

มาตรฐาน CIPAC (Collaborative International Pesticide Analytical Council) แตวิธีมาตรฐานนั้นบางครั้ง

ไมสามารถทําตามไดทั้งหมด และเพ่ือเปนการประหยัดงบประมาณ จึงจําเปนตองประยุกตใหเหมาะสมกับ

เครื่องมือและอุปกรณที่มีใชอยูจริงในหองปฏิบัติการ ทั้งนี้เพื่อทดสอบความใชไดของวิธีตามขอกําหนด ISO 17025 

เพื่อยืนยันวาวิธีทดสอบที่นํามาใชมีความถูกตอง แมนยํา และเหมาะสมตามวัตถุประสงค 

 

วิธีดําเนินการ 

   อุปกรณ 

      1. เครื่อง Gas Liquid Chromatography (GLC) 

      2. คอลัมน ชนดิ Capillary ภายในเคลือบดวย 5% phenyl methyl siloxane (HP-5) หนา 0.25 

ไมโครเมตร 

          ขนาดเสนผาศูนยกลางภายใน 0.32 มิลลิลิตร ยาว 30 เมตร หรือเทียบเทา 
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      3. เครื่องชั่งละเอียด 4 หรือ 5 ตําแหนง (± 0.1 มิลลิกรัม) ที่ผานการสอบเทียบแลว 

      4. Ultrasonic bath  

      5. ขวดปริมาตร ขนาด 10,25,50,100,250,1000 มิลลิลิตร ที่ผานการสอบเทียบแลว 

      6. ปเปต ขนาด 2,3,4,5,8,10 มิลลิลิตร ที่ผานการสอบเทียบแลว 

      7. vial ขนาด 2 มิลลิลิตร 

สารเคม ี

      1. สารมาตรฐาน Chlorpyrifos 99.5 % 

      2. สาร Chlorpyrifos ที่มีความเขมขนสูง (Technical grade) 

      3. ตัวอยางผลิตภัณฑ Chlorpyrifos 40 % 

      4. Acetone AR grade 

   วิธีการ 

      1. พัฒนาวิธีการวิเคราะห Chlorpyrifos 

1.1 โดยปรับตั้งสภาวะการใชงานเครื่อง GLC ในการหาปริมาณท่ีแนนอนของสารเขมขนดวย HP-5 

Capillary column ดังนี้ 

 Column  : Capillary, HP-5 (5% Phenyl methyl siloxane) 30 m. x 0.32 mm. (id.),0.25 

µm, film thickness 

 Injector system : Split injection, Split ratio : 50:1, Split flow.: 100 ml/min, Injection 

volume : 1 µl.,  Detector : Flame ionization 

 Temperature : Colum oven : 220  ํC, Injection port : 250  ํC, Detector : 250  ํC 

 Gas flow rate  Helium (carrier) : 2.0 ml/min, Hydrogen : about 30 ml/min, Air : about 300 

ml/min, Nitrogen : about 30 ml/min 

 

      2. การหาปริมาณสารออกฤทธิ์ Chlorpyrifos 

2.1 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน 

ชั่งสารมาตรฐาน Chlorpyrifos 2 ซ้ํา ( C1 , C2 ) ใหไดน้ําหนักที่แนนอนประมาณ 25 มิลลิกรัม ใสใน 

Volumetric flask ขนาด 25 มิลลิลิตร เติม Acetone ประมาณ 15 มิลลิลิตร เขยาใหละลายดวย Ultrasonic 

bath ประมาณ 15 นาที จากนั้นนําออกมาตั้งทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภูมิหอง ปรับปริมาตรดวย Acetone เขยาใหเขา

กัน แบงใส Vial ขนาด 2 มิลลิลิตร 

 

2.2 การตรียมสารละลายของสารความเขมขนสูง (Technical grade) 

ชั่งสาร Technical grade 10 ซ้ํา  ( T1-T10 ) ใหไดน้ําหนักที่แนนอนประมาณ 50 มิลลิกรัม ใสใน 

Volumetric flask ขนาด 25 มิลลิลิตร เติม Acetone ประมาณ 15 มิลลิลิตร เขยาใหละลายดวย Ultrasonic 
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bath ประมาณ 15 นาที จากนั้นนําออกมาตั้งทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภูมิหอง ปรับปริมาตรดวย Acetone เขยาใหเขา

กัน แบงใส Vial ขนาด 2 มิลลิลิตร 

 

2.3 ตรวจสอบปริมาณที่แนนอนของสาร Technical grade 

ตรวจสอบความพรอมของเครื่อง GLC ที่ปรับตั้งสภาวะการใชงาน และรอจนกระท่ัง baseline เรียบ จึง

ทดลองฉีดสารละลายมาตรฐาน 1ไมโครลิตร เขาเครื่องซ้ําหลายๆครั้ง จนไดคาพื้นท่ีใต peak หรือความสูง peak 

แตกตางจากคาเฉลี่ยของการฉีดติดตอกัน 3 ครั้งไมเกิน 1 % เครื่อง GLC จึงพรอมใชงาน แลวฉีดสารละลาย

มาตรฐานและสารละลายของสารความเขมขนสูง เพื่อตรวจสอบหาปริมาณที่แนนอน ตามลําดับ ดังนี้ 

 C1,C1,T1,T1,C2,C2,T2,T2,C1,C1,T3,T3......................................... 

 

 

 สารละลายมาตรฐาน ทั้ง 2 ตองมีคา % Relative Percent Different (RPD) ไมเกิน 3 % 

 

%   = (factor max – factor min) x 100 

         factor mean 

 

2.4 การคํานวณ Response factor 

 

 response factor   =   น้ําหนัก x Purity หรือ f   =   S x P 

    Peak area   Hs 

   S  =  น้ําหนักของ Chlorpyrifos ในสารละลายมาตรฐาน (มิลลิกรัม) 

   P  =  เปอรเซ็นตความบริสุทธิ์ของสารมาตรฐาน Chlorpyrifos (%) 

   Hs =  พื้นที่ใตพีคของ Chlorpyrifos ในสารละลายมาตรฐาน 

2.5 การคํานวณหา % สารออกฤทธิ์ Chlorpyrifos ในสารละลาย Technical grade ดังสมการตอไปนี้ 

Chlorpyrifos  content   =   HW x f 

           W 

   HW =  พื้นที่ใตพีคของ Chlorpyrifos ในสารละลาย Technical grade 

   F    =  คาเฉลี่ย response factor 

   W   =  น้ําหนักของ Chlorpyrifos ในสารละลาย Technical grade  

2.6 นําคา % ของ Technical grade ที่ไดทั้ง 10 คา หาคาเฉลี่ยจะได % ที่แนนอนของ Technical 

grade 

 

      3.ตรวจสอบชวงความเปนเสนตรง (Range/Linear) ของวิธีการ 
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3.1 หาคา Range 

      3.1.1 ชั่งสาร Technical grade ที่ทราบเปอรเซ็นตแนนอน ใหมีความเขมขนตางๆ 6 ความเขมขนๆละ 1 ซ้ํา 

โดยชั่งน้ําหนักใหมีปริมาณ Chlorpyrifos ครอบคลุมชวงที่ใชงาน ไดแก 25,50,100,150,200 และ 250 มิลลิกรัม 

ใสใน Volumetric flask ขนาด 100 มิลลิลิตร เติม Acetone ประมาณ 50 ml เขยาใหละลายดวย Ultrasonic 

bath ประมาณ 15 นาที จากนั้นนําออกมาตั้งทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภูมิหอง ปรับปริมาตรดวย Acetone เขยาใหเขา

กัน แบงใส Vial ขนาด 2 มิลลิลิตร 

      3.1.2 ฉีดสารละลายเรียงลําดับจากความเขมขนนอยไปมาก 

      3.1.3 Plot กราฟ ระหวางความเขมขนของสาร Technical grade ( แกน x ) กับ response ( แกน y) 

      3.1.4 พิจารณาชวงที่เปนเสนตรง 

3.2 หาคา Linearity 

      3.2.1 เลือกคาจาก Range ที่เปนเสนตรง 3 ความเขมขน 

      3.2.2 ชั่งสาร Technical grade ที่ทราบเปอรเซ็นตแนนอน ใหมี 6 ความเขมขน ตามที่เลือกดังนี้ 

25,50,75,100,125 และ 150 มิลลิกรัม ใสใน Volumetric flask ขนาด 100 มิลลิลิตร เติม Acetone ประมาณ 

50 มิลลิลิตร เขยาใหละลายดวย Ultrasonic bath ประมาณ 15 นาที จากนั้นนําออกมาตั้งทิ้งไวใหเย็นที่

อุณหภูมิหอง ปรับปริมาตรดวย Acetone เขยาใหเขากัน แบงใส Vial ขนาด 2 มิลลิลิตร 

      3.2.3 ฉีดสารละลายเรียงลําดับจากความเขมขนนอยไปมาก 

      3.2.4 Plot กราฟ ระหวางความเขมขนของสาร Technical grade ( แกน x ) กับ response ( แกน y) 

      3.2.5 คํานวณหาคา Correlation coefficient ( r ) เกณฑยอมรับที่ r ≥ 0.995 

4. ตรวจสอบความแมนยํา (Precision) ของวิธีการ 

4.1 Repeatability (เปนการทําการทดลองหา Precision ในรูปของ Repeatability ซึ่งปนผลการ

ทดสอบจากหองปฏิบัติการเดียวกัน ผูทดสอบคนเดียวกัน เครื่องมือเดียวกัน) 

      4.1.1 ชั่งสาร Technical grade ที่ทราบเปอรเซ็นตแนนอนที่ระดับความเขมขนภายในชวงการใชงาน 

(ภายใน range ที่หาได จากขอ 3.1) จํานวน 3 ความเขมขนๆละ 10 ซ้ํา ไดแก 50,100 และ 150 มิลลิกรัม. ใสใน 

Volumetric flask ขนาด 25 มิลลิลิตร เติม Acetone ประมาณ 15 มิลลิลิตร เขยาใหละลายดวย Ultrasonic 

bath ประมาณ 15 นาที จากนั้นนําออกมาตั้งทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภูมิหอง ปรับปริมาตรดวย Acetone เขยาใหเขา

กัน แบงใส Vial ขนาด 2 มิลลิลิตร 

      4.1.2 ชั่งสาร Chlorpyrifos ที่ทราบเปอรเซ็นตแนนอนที่ระดับความเขมขนภายในชวงการใชงาน (ภายใน 

range ที่หาได จากขอ 3.1) จํานวน 3 ความเขมขนๆละ 10 ซ้ํา ไดแก 50,100 และ 150 มิลลิกรัม. ใสใน 

Volumetric flask ขนาด 25 มิลลิลิตร เติม Acetone ประมาณ 15 มิลลิลิตร เขยาใหละลายดวย Ultrasonic 

bath ประมาณ 15 นาที จากนั้นนําออกมาตั้งทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภูมิหอง ปรับปริมาตรดวย Acetone เขยาใหเขา

กัน แบงใส Vial ขนาด 2 มิลลิลิตร  จากนั้นฉีด ขอ 4.1.1,4.1.2 เพื่อวิเคราะหหาปริมาณสารออกฤทธิ์ 

Chlorpyrifos ในสารละลาย 
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4.2 Reproducibility  (เปนการทําการทดลองหา Precision ในรูปของ Reproducibility ซึ่งเปนผลการ

ทดสอบจากหองปฏิบัติการในระยะเวลาที่แตกตางกัน) ทําการทดลองเหมือนขอ 4.1 

 

      5.ตรวจสอบ Robustness/Ruggedness ของวิธีการ 

5.1 Robustness  (เปนการทําการทดลองหา Precision ในรูปของ Robustness ซึ่งเปนผลการทดสอบ

จากหองปฏิบัติการแตเปลี่ยน Oven temperature จาก 220 – 230  ํC) ทําการทดลองเหมือนขอ 4.1 

5.2 Ruggedness (เปนการทําการทดลองหา Precision ในรูปของ Ruggedness ซึ่งเปนผลการทดสอบ

จากหองปฏิบัติการแตเปลี่ยนเครื่อง) ทําการทดลองเหมือนขอ 4.1 

 

      6.ตรวจสอบความถูกตอง (Accuracy) ของวิธีการ 

6.1 เตรียมสารละลาย Stock Tech ใหมีความเขมขนที่แนนอนประมาณ (5 mg AI /ml)  

      ชั่งสาร Technical grade ใหทราบน้ําหนักแนนอนประมาณ 1,275.5 มิลลิกรัม. ใสใน Volumetric flask 

ขนาด 250 มิลลิลิตร เติม Acetone ประมาณ 150 มิลลิลติร เขยาใหละลายดวย Ultrasonic bath ประมาณ 15 

นาที จากนั้นนําออกมาตั้งทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภูมิหอง ปรับปริมาตรดวย Acetone เขยาใหเขากัน 

6.2 เตรียมสารละลาย Stock Sample ใหมีความเขมขนที่แนนอนประมาณ (1 mg AI /ml) 

 เตรียมสารละลายเหมือนขอ 6.1 โดยชั่งตัวอยางผลิตภัณฑ Chlorpyrifos ใหทราบน้ําหนักแนนอนประมาณ 

2,500 มิลลิกรัม ใสใน Volumetric flask ขนาด 1000 มิลลิลิตร 

6.3 เตรียมสารละลายเพ่ือ Plot กราฟ 

      ปเปตสารละลาย Stock Tech (ขอ 6.1) ปริมาตร  2, 5 และ 8 มิลลิลิตร ใสใน Volumetric flask ขนาด 25 

มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดวย Acetone เขยาใหเขากัน ไดสารละลายของ Technical grade ที่มีความเขมขนของ 

Chlorpyrifos เปน 0.4, 1.0 และ 1.6 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ นําไปฉีดเขาเครื่อง GLC โดยเรียงลําดับ

ตามความเขมขน 

6.4 เตรียมสารละลายเพ่ือหาคา Origin 

      ปเปตสารละลาย Stock Sample (ขอ 6.2) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ใสใน Volumetric flask ขนาด 25 

มิลลิลิตร จํานวน 10 ซ้ํา ปรับปริมาตรดวย Acetone เขยาใหเขากัน นําไปฉีดเขาเครื่อง GLC หาปริมาณ 

Chlorpyrifos เทียบกับกราฟ (ขอ 6.3) 

6.5 เตรียมสารละลายเพ่ือหาคา Spike 

      6.5.1 ปเปตสารละลาย Stock Sample (ขอ 6.2) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ใสใน Volumetric flask ขนาด 25 

มิลลิลิตร จํานวน 30 ซ้ํา  

      6.5.2 ปเปตสารละลาย Stock Tech (ขอ 6.1) ปริมาตร 2, 3 และ 4 มิลลิลิตร ใสใน Volumetric flask ที่ม ี

Stock Sample (ขอ 6.5.1) ความเขมขนละ 10 ซ้ํา ปรับปริมาตรดวย Acetone เขยาใหเขากันนําไปฉีดเขาเครื่อง 

GLC หาปริมาณ Chlorpyrifos เทียบกับกราฟ (ขอ 6.3) 

6.6 การประเมินคา Accuracy จาก % Recovery 
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      นําคาปริมาณสารออกฤทธิ์ Chlorpyrifos ที่เปนคา Origin และ Spike (ขอ 6.4-6.5) มาหาคาเฉลี่ยและ

คํานวณคา% Recovery โดยตองอยูในชวง 98 - 102 % ตามเกณฑพิจารณาสําหรับสารที่มีปริมาณมากกวา 10 

% ของ AOAC จากสูตร     % Recovery = (Concspiked sample – Concoriginal sample) x 100 

                                                                        Conc  added 

   ระยะเวลา เริ่มเดือนตุลาคม 2554 และสิ้นสุดเดือนกันยายน 2555 

 

   สถานที่ทําการทดลอง  

      หองปฏิบัติการกลุมงานพัฒนาระบบตรวจสอบคุณภาพวัตถุมีพิษการเกษตร สํานักวิจัยพัฒนาปจจัยการผลิต

ทางการเกษตร กรมวิชาการเกษตร 

 

8. ผลการทดลองและวิจารณ 

ตารางที่ 1 การประเมินคา % Relative Percent Different (RPD) ของสารมาตรฐาน 

std. mg. Area %RPD 

C1 25.1 124.66092 1.38 

  C2 25.3 126.39229 

C1 25.1 126.11436 1.33 

C2 25.3 127.80464   

C1 25.1 126.20525 1.38 

C2 25.3 127.95921   

C1 25.1 126.22549 1.03 

C2 25.3 124.92964   

C1 25.1 125.84093 1.07 

C2 25.3 124.49397   

C1 25.1 125.98462 1.11 

C2 25.3 124.59667   

 

      จากตารางที่ 1 เมื่อหาคา % Relative Percent Different (RPD) แลว พบวาสารละลายมาตรฐานทั้ง 2 มี

คาไมเกิน 3 % 

   

 

 

 

  ตารางที่ 2 เปอรเซ็นตเฉลี่ยของสาร Technical grade 

สารละลาย Technical grade เปอรเซ็นตของสาร Technical grade 
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T 1 97.71 

T 2 97.89 

T 3 97.80 

T 4 98.13 

T 5 98.34 

T 6 98.34 

T 7 98.14 

T 8 98.06 

T 9 97.88 

  T 10 98.04 

เฉลี่ย 98.03 

SD 0.214 

จากตารางที่ 2 เมื่อหาคาเฉลี่ยของ % สาร Technical grade ที่ตรวจไดท้ัง 10 คา จะได % ที่แนนอนของสาร

Technical grade เทากับ 98.0 % 

 

ตารางที่ 3 การตรวจสอบชวงของการวัด (Range) 

การหา Range ที่ความเขมขน  0.25 – 2.50 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ของ  Chlorpyrifos 

mg/ml Area 

0.25 30.62696 

0.50 62.55021 

1.00 122.87712 

1.50 183.61192 

2.00 245.31111 

2.50 308.12750 
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      จากการทดลองหาปริมาณ Chlorpyrifos ได Range มีคา 0.25 – 2.50 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

 

ตารางที่ 4 การตรวจสอบความเปนเสนตรง (Linearity) 

การหา Linearity ที่ความเขมขน  0.25 – 2.50 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ของ  Chlorpyrifos 

mg/ml Area 

0.25 30.43195 

0.50 61.37973 

0.75 90.10273 

1.00 121.48102 

1.25 150.88585 

1.50 181.70294 
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      จากการทดลองหา Linearity ไดคา Correlation coefficient (r) = 1.00000 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ตารางที่ 5 การหา Precision ที่ 3 ความเขมขน ตรวจสอบการทวนซ้ํา (Repeatability) 

 

ครั้งที ่ ความเขมขน 0.5 mg/ml ความเขมขน 1.0 mg/ml ความเขมขน 1.5 mg/ml 

  นน.ตัวอยาง mg/ml % ที่ตรวจพบ นน.ตัวอยาง mg/ml % ทีต่รวจพบ นน.ตัวอยาง mg/ml % ที่ตรวจพบ 

1 30.7 38.50 61.6 37.93 91.9 38.32 

2 31.5 37.99 61.7 40.10 92.1 38.10 

3 32.0 38.62 61.8 37.65 92.3 37.91 

4 32.1 37.98 62.0 37.66 92.6 37.66 

5 32.4 37.64 62.5 37.97 93.0 37.86 

6 32.7 38.03 62.8 38.28 93.2 37.99 

7 32.8 37.47 63.7 38.31 94.5 37.57 

8 33.4 37.43 64.7 40.84 95.2 37.95 

9 33.4 39.96 64.8 40.49 95.7 37.54 

10 33.8 38.37 65.8 40.83 96.8 37.42 

mean   38.20   39.01   37.83 

SD   0.742   1.374   0.281 

 

      การตรวจสอบ Precision ที่อยูในรูปของ Repeatability คือ การตรวจสอบความใกลเคียงกันระหวางขอมูล

ที่ไดจากการวิเคราะหซ้ํา ซึ่งแสดงผลในรูปของ % RSD จากขอมูลทั้งหมดของการทดลองไดคา ดังนี้ 

     X   = 38.35 และไดคา SD  =1.015 
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คํานวณ % RSD ตามสูตร  % RSD   = SD    x 100 

     X 

% RSD (experimental)  = 1.015 x 100 = 2.646 

    38.35 

การประเมิน Precision โดยใช (HORRAT)  HORRAT = % RSD experimental 

                                                      Predicted Horwitz RSD 

คํานวณ Predicted Horwitz RSD ตามสูตร      RSD   =  0.66 x 2 ( 1-0.5 logc ) 

เมื่อคา C       = Concentration ration ไดคา = 0.383 

 RSD    = 0.66 x 2 ( 1-0.5 logc )      ไดคา = 1.525 

 HORRAT      =        2.646      ไดคา = 1.74 

                             1.525 

จากการทดลองหา Precision ที่อยูในรูปของ Repeatability ไดคา HORRAT = 1.74 

เกณฑยอมรับคา Precision ของ AOAC ยอมรับ < 2 และ EU, Codex ยอมรับ < 2 

ดังนั้นวิธีวิเคราะห Chlorpyrifos ใหผลการทดสอบ Precision ที่อยูในรูปของ Repeatability มีคา HORRAT อยู

ในเกณฑที่ยอมรับได 

 

 

ตารางท่ี 6 การหา Precision ที่ 3 ความเขมขน ตรวจสอบการทวนซ้ํา (Reproducibility) 

ครั้งที ่ ความเขมขน 0.5 mg/ml ความเขมขน 1.0 mg/ml ความเขมขน 1.5 mg/ml 

  นน.ตัวอยาง mg/ml % ที่ตรวจพบ นน.ตัวอยาง mg/ml % ที่ตรวจพบ นน.ตัวอยาง mg/ml % ที่ตรวจพบ 

1 31.4 38.42 60.5 38.48 93.0 38.57 

2 31.9 38.15 61.4 37.52 93.0 38.48 

3 32.0 38.03 62.0 37.56 93.3 39.0 

4 32.1 38.0 62.6 38.43 94.1 38.96 

5 32.3 38.17 62.7 38.11 94.2 39.23 

6 32.4 37.5 63.2 37.82 94.6 38.72 

7 32.5 37.94 63.3 38.18 94.8 38.7 

8 33.3 37.84 63.8 37.76 95.4 38.37 

9 34.1 38.04 64.3 38.17 96.0 38.79 

10 34.4 37.95 65.1 37.54 97.0 39.46 

mean   38.00   37.96   38.83 

SD   0.238   0.365   0.339 
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        การตรวจสอบ Precision ที่อยูในรูปของ Reproducibility คือ การตรวจสอบความใกลเคียงกันระหวาง

ขอมูลที่ไดจากการวิเคราะหซ้ํา ซึ่งแสดงผลในรูปของ % RSD จากขอมูลทั้งหมดของการทดลองไดคา ดังนี้ 

     X   = 38.26 และไดคา SD  =0.510 

คํานวณ % RSD ตามสูตร % RSD = SD    x 100 

     X 

% RSD (experimental)  = 0.510 x 100 = 1.333 

    38.26 

การประเมิน Precision โดยใช (HORRAT)     HORRAT   = % RSD experimental 

                                           Predicted Horwitz RSD 

คํานวณ Predicted Horwitz RSD ตามสูตร      RSD   =  0.66 x 2 ( 1-0.5 logc ) 

เมื่อคา C       = Concentration ration ไดคา = 0.383 

 RSD    = 0.66 x 2 ( 1-0.5 logc )      ไดคา = 1.525 

 HORRAT      =       1.333         ไดคา = 0.87 

                            1.525 

 

จากการทดลองหา Precision ที่อยูในรูปของ Reproducibility ไดคา HORRAT = 0.87 

เกณฑยอมรับคา Precision ของ AOAC ยอมรับ < 2 และ EU, Codex ยอมรับ < 2 

ดังนั้นวิธีวิเคราะห Chlorpyrifos ใหผลการทดสอบ Precision ที่อยูในรูปของ Reproducibility มีคา HORRAT 

อยูในเกณฑที่ยอมรับได 

 

 

 
ตารางท่ี 7 การหา Precision ที่ 3 ความเขมขน ตรวจสอบการทวนซ้ํา (Robustness) 

ครั้งที ่ ความเขมขน 0.5 mg/ml ความเขมขน 1.0 mg/ml ความเขมขน 1.5 mg/ml 

  นน.ตัวอยาง mg/ml % ที่ตรวจพบ นน.ตัวอยาง mg/ml % ที่ตรวจพบ นน.ตัวอยาง mg/ml % ที่ตรวจพบ 

1 30.7 36.93 61.6 37.15 91.9 37.63 

2 31.5 36.66 61.7 37.45 92.1 37.55 

3 32.0 37.72 61.8 37.17 92.3 37.53 

4 32.1 36.9 62.0 37.36 92.6 37.32 

5 32.4 36.66 62.5 37.63 93.0 37.57 

6 32.7 37.11 62.8 37.32 93.2 37.38 

7 32.8 36.51 63.7 37.67 94.5 39.45 

8 33.4 36.5 64.7 37.62 95.2 37.2 
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9 33.4 37.31 64.8 37.22 95.7 37.18 

10 33.8 37.24 65.8 39.55 96.8 39.62 

mean   36.95   37.61   37.84 

SD   0.395   0.707   0.906 

       การตรวจสอบ Precision ที่อยูในรูปของ Robustness คือ การตรวจสอบความใกลเคียงกันระหวางขอมูลที่

ไดจากการวิเคราะหซ้ํา ซึ่งแสดงผลในรูปของ % RSD จากขอมูลทั้งหมดของการทดลองไดคา ดังนี้ 

     X   = 37.47 และไดคา SD  =0.778 

คํานวณ % RSD ตามสูตร % RSD = SD    x 100 

     X 

% RSD (experimental)  = 0.778 x 100 = 2.077 

    37.47 

การประเมิน Precision โดยใช HORRAT  HORRAT = % RSD experimental 

                                  Predicted Horwitz RSD 

คํานวณ Predicted Horwitz RSD ตามสูตร    RSD   =  0.66 x 2 ( 1-0.5 logc ) 

เมื่อคา C       = Concentration ration ไดคา = 0.375 

 RSD    = 0.66 x 2 ( 1-0.5 logc )      ไดคา = 1.530 

 HORRAT      =        2.077       ไดคา = 1.36 

                             1.530 

จากการทดลองหา Precision ที่อยูในรูปของ Robustness ไดคา HORRAT = 0.87 

เกณฑยอมรับคา Precision ของ AOAC ยอมรับ < 2 และ EU, Codex ยอมรับ < 2 

ดังนั้นวิธีวิเคราะห Chlorpyrifos ใหผลการทดสอบ Precision ที่อยูในรูปของ Robustness มีคา HORRAT อยูใน

เกณฑที่ยอมรับได 

 

 

 

 
ตารางท่ี 8 การหา Precision ที่ 3 ความเขมขน ตรวจสอบการทวนซ้ํา (Ruggedness) 

ครั้งที ่ ความเขมขน 0.5 mg/ml ความเขมขน 1.0 mg/ml ความเขมขน 1.5 mg/ml 

  นน.ตัวอยาง mg/ml % ที่ตรวจพบ นน.ตัวอยาง mg/ml % ที่ตรวจพบ นน.ตัวอยาง mg/ml % ที่ตรวจพบ 

1 30.7 36.98 61.6 37.58 91.9 37.97 

2 31.5 36.55 61.7 37.76 92.1 40.23 

3 32.0 37.76 61.8 37.37 92.3 37.65 

4 32.1 36.6 62.0 37.76 92.6 37.87 
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5 32.4 36.65 62.5 37.9 93.0 38.09 

6 32.7 37.34 62.8 37.53 93.2 38.24 

7 32.8 36.54 63.7 37.69 94.5 37.74 

8 33.4 36.38 64.7 38.04 95.2 38.0 

9 33.4 36.8 64.8 37.56 95.7 37.8 

10 33.8 37.08 65.8 37.82 96.8 37.59 

mean   36.87   37.70   38.12 

SD   0.426   0.197   0.769 

 

      การตรวจสอบ Precision ที่อยูในรูปของ Ruggedness คือ การตรวจสอบความใกลเคียงกันระหวางขอมูลที่

ไดจากการวิเคราะหซ้ํา ซึ่งแสดงผลในรูปของ % RSD จากขอมูลทั้งหมดของการทดลองไดคา ดังนี้ 

     X   = 37.56 และไดคา SD  =0.728 

คํานวณ % RSD ตามสูตร 

   % RSD = SD x 100 

     X 

% RSD (experimental)  = 0.728 x 100 = 1.938 

    37.56 

การประเมิน Precision โดยใช HORRAT 

HORRAT = % RSD experimental 

   Predicted Horwitz RSD 

คํานวณ Predicted Horwitz RSD ตามสูตร 

 RSD   =  0.66 x 2 ( 1-0.5 logc ) 

เมื่อคา C       = Concentration ration ไดคา = 0.376 

 RSD    = 0.66 x 2 ( 1-0.5 logc )      ไดคา = 1.530 

 HORRAT      =       1.938        ไดคา = 1.27 

                            1.530 

จากการทดลองหา Precision ที่อยูในรูปของ Ruggedness ไดคา HORRAT = 1.27 

เกณฑยอมรับคา Precision ของ AOAC ยอมรับ < 2 และ EU, Codex ยอมรับ < 2 

ดังนั้นวิธีวิเคราะห Chlorpyrifos ใหผลการทดสอบ Precision ที่อยูในรูปของ Ruggedness มีคา HORRAT อยูใน

เกณฑที่ยอมรับได 

ตารางที่ 9 ตรวจสอบ % Recovery ของ Chlorpyrifos 

  AI content (mg / 25 ml) 

N Conc.added(10.2128 mg/ml) Conc.added(15.3192 mg/ml) Conc.added(20.4256 mg/ml) 
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  Origin Spike Added Origin Spike Added Origin Spike Added 

1 9.73 19.97 10.21 9.70 24.86 15.32 9.68 29.97 20.42 

2 9.81 19.90 10.21 9.73 24.73 15.32 9.72 29.95 20.42 

3 9.74 19.80 10.21 9.65 24.83 15.32 9.69 29.91 20.42 

4 9.77 19.86 10.21 9.79 24.85 15.32 9.75 29.95 20.42 

5 9.72 19.87 10.21 9.75 24.83 15.32 9.73 29.95 20.42 

6 9.74 19.96 10.21 9.76 24.88 15.32 9.70 29.97 20.42 

ตารางท่ี 9 ตรวจสอบ % Recovery ของ Chlorpyrifos 

  AI content (mg / 25 ml) 

N Conc.added(10.2128 mg/ml) Conc.added(15.3192 mg/ml) Conc.added(20.4256 mg/ml) 

7 9.76 19.92 10.21 9.73 24.95 15.32 9.71 29.91 20.42 

8 9.79 19.95 10.21 9.77 24.92 15.32 9.70 29.92 20.42 

9 9.71 19.98 10.21 9.72 24.96 15.32 9.72 29.97 20.42 

10 9.71 19.96 10.21 9.69 25.04 15.32 9.64 29.99 20.42 

mean 9.75 19.92 10.21 9.73 24.89 15.32 9.70 29.95 20.42 

SD 0.034 0.059   0.041 0.086   0.030 0.028   

% RSD 0.349 0.296   0.421 0.345   0.309 0.093   

%Recovery     99.6     98.9     99.1 

 

% Recovery = ( Conc Spiked sample – Conc original sample ) x 100 

    Conc added 
 

% Recovery ที่มีความเขมขนต่ํา (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร)    =  19.92 – 9.75 x 100 = 99.6 

           10.21 
 

% Recovery ที่มีความเขมขนกลาง (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร)  =  24.88 – 9.73 x 100 = 98.9 

           15.32 
 

% Recovery ที่มีความเขมขนสูง (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร)  =  29.95 – 9.70 x 100 = 99.1 

           20.42 
 

% Recovery เฉลี่ย = 99.2 

ผลการศึกษา Specification/Selectivity 
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ภาพที่ 1 แสดง Chromatogram ของสารมาตรฐาน Chlorpyrifos 

 
 

ภาพที่ 2 แสดง Chromatogram ของสารตัวอยาง Chlorpyrifos 

 
      จาก Chromatogram ไมมี Peak อื่นใดรบกวน Peak ของ Chlorpyrifos แสดงวา Specification / 

Selectivity ดี 

 

สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 

 

      จากการศึกษาวิธีการตรวจวิเคราะห Chlorpyrifos โดยวิธี Gas Liquid Chomatography (GLC) ไดสภาวะ

ที่เหมาะสม ดังนี้ 

 Column : Capillary,HP-5(5% Phenyl methyl siloxane) 

    30 m. x 0.32 mm. (id.), 0.25 µm, film thickness 
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 Split injection : Split ratio : 50:1, Injection volume : 1 µl. 

 Detector : Flame ionization 

 Temperature  Colum oven : 220  ํC, Injection port : 250  ํC, Detector : 250  ํC 

ไดทําการตรวจสอบความใชไดของวิธีการวิเคราะหนี้ ผลอยูในเกณฑที่ยอมรับได ดังนี้ 

Range หรือปริมาณของสารที่ใชทดสอบสามารถวิเคราะหไดอยางถูกตองและแมนยํา อยูในชวง 0.25 – 2.50 

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

Linearity หรือความสัมพันธระหวาง response กับปริมาณของสารที่วิธีวิเคราะหทดสอบสามารถทําได 

Chlorpyrifos  

มี Correlation coefficient (r) = 1.0000 

Precision Repeatability ไดคา HORRAT = 1.74 

  Reproducibility ไดคา HORRAT = 0.87 

  Robustness ไดคา HORRAT  = 1.36 

  Ruggedness ไดคา HORRAT = 1.27 

Accuracy (ตรวจสอบความถูกตอง) ของวิธีการ ได % Recovery =   99.2 % 

 

การนําไปใชประโยชน 

      ผลการทดลองที่ไดนําไปใชประโยชนในการวิเคราะห Chlorpyrifos ในผลิตภัณฑวัตถุมีพิษการเกษตร เพื่อ

การควบคุมคุณภาพตามพระราชบัญญัติวัตถุอันตราย พ.ศ.2535 

      วิธีวิเคราะหที่ไดศึกษานี้ สามารถถายทอดใหแกหนวยงานราชการอ่ืนๆ และหนวยงานเอกชนที่จะนําไปใชใน

การตรวจ Chlorpyrifos เพื่อการควบคุมคุณภาพในการผลิตและจําหนายตอไป 
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