
รายงานผลงานเรื่องเต็มการทดลองท่ีสิ้นสุด ปีงบประมาณ 2558 

1. ชุดโครงการวิจัย วิจัยและพัฒนาปัจจัยการผลิต 

 

2. โครงการวิจัย การพัฒนาการตรวจวิเคราะห์พืชและปัจจัยการผลิตทางการเกษตร 

กิจกรรมที่ 1   พัฒนาระบบการตรวจวิเคราะห์ปุ๋ย พืช ดิน น ้า สารอินทรีย์  สารควบคุม 
  การเจริญเติบโตพืช สารสกัด และวัตถุอันตรายทางการเกษตร 
กิจกรรมย่อยที่ 1.5  การวิจัยและพัฒนาเทคนิคการตรวจสอบรับรองผลิตภัณฑ์วัตถุมีพิษทาง 

    การเกษตร 
 

3. ชื่อการทดลองท่ี 1.5.17   การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์วัตถุมีพิษการเกษตร   

  กลุ่มสารก้าจัดแมลง Cabaryl 

  Method Validation of Carbaryl in Insecticide Formulation 

 

4. คณะผู้ด าเนินงาน 

 หัวหน้าการทดลอง นางสาวปริยานุช สายสุพรรณ์   สังกัด ส้านักวิจัยและพัฒนาการเกษตร เขตที่ 3 

ผู้ร่วมงาน นางวัชราพร ศรีสว่างวงศ์         สังกัด ส้านักวิจัยและพัฒนาการเกษตร เขตที่ 3 

ผู้ร่วมงาน นายจารุพงศ์ ประสพสุข          สังกัด ส้านักวิจัยและพัฒนาการเกษตร เขตท่ี 3    

 

5. บทคัดย่อ 

  ภารกิจด้านการวิเคราะห์คุณภาพผลิตภัณฑ์วัตถุมีพิษการเกษตร ในส่วนภูมิภาค ในเขตพื นที่รับผิดชอบ 11 
จังหวัด ภาคตะวันออกเฉียงเหนือตอนบน ถือเป็นภารกิจหลักของห้องปฏิบัติการวิเคราะห์วัตถุมีพิษการเกษตร 
ส้านักวิจัยและพัฒนาการเกษตรเขตที่ 3 การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์  เป็นหนึ่งในกระบวนการ
ตรวจสอบวิธีการวิเคราะห์ที่น้ามาใช้ในห้องปฏิบัติการ ว่าให้ผลการวิเคราะห์ที่ถูกต้อง แม่นย้า และยอมรับได้ตาม
เกณฑ์การยอมรับสากล  ห้องปฏิบัติการวิเคราะห์วัตถุมีพิษการเกษตร  ส้านักวิจัยและพัฒนาการเกษตรเขตที่ 3 ได้
ท้าการตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิ เคราะห์วัตถุมี พิษการเกษตร ชนิดสาร  carbaryl ด้วยเทคนิค High 
Performance Liquid Chromatography (HPLC) ตัวตรวจวัดชนิด DAD (Diode Array Detector) เพ่ือยืนยัน
คุณลักษณะของวิธีวิเคราะห์และประเมินผลด้วยวิธีทางสถิติว่าวิธีวิเคราะห์นี มีความถูกต้อง แม่นย้า และมีความ
น่าเชื่อถือ ผลการตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์พบว่าให้ค่า range เป็นเส้นตรงในช่วงความเข้มข้น  0.25 - 
2.50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ให้ค่า linearity ในช่วงความเข้มข้น 0.25 – 2.00 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยมีค่า  

Correlation coefficient (r) เท่ากับ 0.999 (เกณฑ์ยอมรับที่ Correlation coefficient (r)   0.995) มีความ



แม่นย้า (precision) ของวิธีวิ เคราะห์ที่ ให้ค่ า HORRAT ของการทวนซ ้ า (repeatability) และการท้ าซ ้ า 
(reproducibility) เท่ากับ 0.770 และ 0.632 ตามล้าดับ การตรวจสอบค่า robustness และ ruggedness มีค่า 
HORRAT เท่ากับ 0.811 และ 0.663 ตามล้าดับ ซึ่งค่าที่ได้ ไม่เกิน 2 ตามเกณฑ์ของ AOAC (เกณฑ์เกณฑ์ยอมรับ 
HORRAT ≤ 2 (AOAC)) และการตรวจสอบความถูกต้อง (accuracy) ของวิธีการ จากค่า % recovery เท่ากับ 
99.48 %  อยู่ในช่วงเกณฑ์ยอมรับ 98 - 102% ส้าหรับสารที่มีปริมาณมากกว่า 10 % ตามเกณฑ์ของ AOAC 
ดังนั นวิธีวิเคราะห์วัตถุมีพิษการเกษตร carbaryl ที่ได้ เป็นวิธีวิเคราะห์ที่ได้พิสูจน์แล้วว่าให้ผลการวิเคราะห์ที่มี
ความถูกต้อง แม่นย้า น่าเชื่อถือ ยอมรับได้ตามเกณฑ์การยอมรับสากล สามารถน้าไปใช้เป็นวิธีมาตรฐานส้าหรับ
วิเคราะห์ทดสอบ ปริมาณสารออกฤทธิ์ ผลิตภัณฑ์สารก้าจัดศัตรูพืช carbaryl ของห้องปฏิบัติการวัตถุมีพิษ
การเกษตร กลุ่มพัฒนาการตรวจสอบพืชและปัจจัยการผลิต ส้านักวิจัยและพัฒนาการเกษตรเขตที่ 3 ได ้ 
 

Analyze the toxic substances in toxic agricultural product at Northeast of 

Thailand area is main job of formulation laboratory of Office of Agricultural Research and 

Development Region 3 . Method Validation is Process for confirm method using in Laboratory. 

The results analysis of the method validation have to accurate and reliable. This Research study 

about Method validation of Carbaryl in Insecticide Formulation. Analysis with technical  

High Performance Liquid Chromatography(HPLC) and detected by Diode Array Detector(DAD) for 

confirm method and evaluate the result method by statistical method. The  results of 

validation analytical method showed peak and concentration levels in the Range of  0.25 – 2.50 

mg/ml. The Linearity test showed  in the concentration from 0.25-2.00 mg/ml with Correlation 

coefficient (r) 0.999 . The Correlation coefficient (r) larger than 0.995 (Correlation coefficient (r)   

0.995).  Precision of the analysis method that provides the HORRAT of Repeatability and 

Reproducibility is 0.770 and 0.632 respectively. Robustness and Ruggedness of the analysis 

method  that provides the HORRAT is 0.811 and 0.663 respectively. This result is not over than 

2 criteria  (HORRAT ≤ 2 (AOAC)). Accuracy of the analysis method  showed with % Recovery  was 

99.48 %. The results of this method validation for analysis Carbaryl in Insecticide Formulation is 

accurate , precise, reliable and acceptance criteria of international laboratory. This Method can 

be use for a standard method for analysis Carbaryl in Insecticide Formulation in formulation 

laboratory of Office of Agricultural Research and Development Region 3 .  

 
6. ค าน า 



คาร์บาริล (Carbaryl) เป็นวัตถุอันตรายทางการเกษตร ประเภทสารก้าจัดแมลง จัดอยู่ในสารเคมีกลุ่มคาร์
บาเมท (Carbamate)  ซึ่งคาร์บาเมทเป็นสารก้าจัดแมลงกลุ่มที่มีไนโตรเจนเป็นส่วนประกอบที่ส้าคัญ และมี
ประสิทธิภาพสูงในการป้องกันก้าจัดแมลงศัตรูพืชเนื่องจากสามารถใช้ก้าจัดแมลงได้เทียบเท่ากับสารก้าจัดแมลงใน
กลุ่มออร์กาโนฟอสเฟตที่มีความเป็นพิษสูง (กระทรวงสาธารณสุข, 2558) คาร์บาเมทมีความเป็นพิษต่อมนุษย์
ค่อนข้างต่้าและสลายตัวได้เร็ว จึงตกค้างในสิ่งแวดล้อมได้น้อยกว่าเมื่อเทียบกับสารก้าจัดแมลงกลุ่มออร์การ์โน
คลอรีน (Organochlorine) และกลุ่มออร์การ์โนฟอสเฟตท้าให้นิยมใช้กันอย่างแพร่หลายในปัจจุบัน 

Carbaryl มีชื่อทางเคมีว่า 1-naphthyl methylcarbamate  มีสูตรโมเลกุลเป็น C12H11NO2 มีน ้าหนัก
โมเลกุลเท่ากับ  201.23 g/mol (Wikipedia, 2015) สารบริสุทธิ์มีลักษณะเป็นผงสีขาว มีจุดหลอมเหลว  142 ºC  
ประสิทธิภาพในการละลายน ้าต่้าแต่สามารถละลายได้ดีในตัวท้าละลายอินทรีย์ มีค่าครึ่งชีวิตในดิน (Half-life) 4-
72 วัน มีค่าครึ่งชีวิตในพืช (Half-life) 3.2 วัน มีความเป็นพิษฉับพลันทางปาก LD50 (rabbit, oral) 710 มิลลิกรัม
ต่อกิโลกรัม LD50 (rat, oral) 850 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม มีความเป็นพิษต่อปลาและผึ งสูง (NPIC, 2015)เป็นที่รู้จัก
โดยทั่วไปภายใต้ชื่อทางการค้า เซฟวิน และ เอส-85 สูตรผสมที่นิยมใช้คือ 85% WP 
 

 

 

 

ภาพที่ 1 สูตรโครงสร้างของ carbaryl 

ที่มา : http://oldweb.pharm.su.ad.th/chemistry-in-life/d026.html 

การใช้ประโยชน์ ใช้ในการป้องกันก้าจัดศัตรูพืช เช่น หนอนเจาะผล หนอนคืบกะหล่้า หนอนใยผัก หนอน
กระทู้ฝักข้าวโพด หนอนหงอนมันฝรั่ง หนอนกระทู้ หนอนห่อใบงา หนอนเจาะฝักข้าวโพด หนอนแมลงวันกินดอก
มะม่วง หนอนชอนใบ หนอนม้วนใบ หนอนเจาะขั วผล หนอนม้วนใบส้ม เพลี ยจักจั่น เพลี ยไฟ เพลี ยแป้ง เพลี ยไก่
แจ้ มวนล้าไย มวนเขียว ด้วงน ้ามัน ด้วงหมัดผัก เต่าแดง เต่าแตง ใช้ในพืชหลายชนิด เช่น องุ่น ข้าวโพด แตงกว่า 
แตงโม มะเขือเทศ มันฝรั่ง ส้ม งา พริก กล้วย มะม่วง มังคุด ลิ นจี่ เงาะ ทุเรียน ถั่วลิสง ถั่วเหลือง พืชตระกูล
กะหล่้า ข้าวฟ่าง มะเขือยาว ถั่วต่างๆ ผักต่างๆ เป็นต้น (ส้านักควบคุมพืชและวัสดุการเกษตร, 2537) และใช้ใน
การป้องกันก้าจัดศัตรูพืชในเมล็ดพืชที่เป็นอาหารนอกจากนี ยังใช้กับสัตว์ปีก ปศุสัตว์ และสัตว์เลี ยง เพื่อก้าจัดแมลง
รบกวน  กลไกการเกิดพิษของ carbaryl คือ ออกฤทธิ์ยับยั งการท้างานของแอซีทิลโคลีนเอสเทอเรส ท้าให้สารสื่อ
ประสาทแอซีทิลโคลีนถูกท้าลายลดลง จึงเกิดอาการพิษเนื่องจากการท้างานของระบบสื่อประสาทโคลิเนอร์จิค 
(cholinergic neurotransmission) ท้างานมากเกินปกต ิ(พิมพ์เพ็ญ พรเฉลิมพงศ์ และคณะ, 2558) 

Carbaryl อยู่ในกลุ่มระดับความเป็นพิษปานกลาง หรือ Class II (กระทรวงสาธารณสุข, 2558) สามารถ
ดูดซึมผ่านทางผิวหนังได้ โดยเฉพาะรอยแผลหรือรอยข่วน ดังนั นควรหลีกเลี่ยงการสัมผัสโดยตรง นอกจากนี ยังท้า
ให้เกิดความระคายเคืองต่อตาอย่างมาก ซึ่งเมื่อเข้าสู่ร่างกายอาจมีผลต่ออวัยวะส่วนต่างๆของร่างกาย เช่น ระบบ 

http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/2173/carbamate-%E0%B8%84%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B9%8C%E0%B8%9A%E0%B8%B2%E0%B9%80%E0%B8%A1%E0%B8%95
http://oldweb.pharm.su.ad.th/chemistry-in-life/d026.html


ประสาท กล้ามเนื อ การหายใจและสมองเป็นต้น ซึ่งถ้ารุนแรงจะท้าให้เสียชีวิตได้ (ศูนย์ข้อมูลพิษวิทยา, 2558) ใน
ระยะยาวถ้าได้รับคาร์บาริลทางการรับประทานจัดเป็นสารก่อมะเร็งได้ 

การควบคุมคุณภาพของผลิตภัณฑ์สารก้าจัดศัตรูพืชที่วางจ้าหน่ายตามท้องตลาดตาม  พ.ร.บ.วัตถุอันตราย 
พ.ศ. 2535  จ้าเป็นต้องมีการตรวจสอบชนิดและสารออกฤทธิ์ว่าตรงตามข้อมูลที่ระบุในฉลากหรือไม่ การ
ตรวจสอบสารออกฤทธิ์ของสารก้าจัดศัตรูพืช จะใช้ วิธีวิ เคราะห์ตามมาตรฐาน CIPAC (Collaborative 
International Pesticide Analytical Council) ซึ่งการวิเคราะห์ผลิตภัณฑ์สารก้าจัดศัตรูพืช ที่ได้ค่าผลวิเคราะห์
ที่ถูกต้อง และแม่นย้าจ้าเป็นต้องมีวิธีวิเคราะห์ที่เหมาะสม ซึ่งจะต้องประยุกต์ให้เหมาะสมกับเครื่องมือและอุปกรณ์
ที่มีในห้องปฏิบัติการ ขณะที่ผลการวิเคราะห์จะต้องให้ความถูกต้อง แม่นย้า เป็นที่ยอมรับตามเกณฑ์ยอมรับสากล 
ดังนั นห้องปฏิบัติการวัตถุมีพิษการเกษตร สวพ.3 จึงจ้าเป็นต้องท้าการทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ carbaryl 
เพ่ือใช้เป็นวิธีมาตรฐานในห้องปฏิบัติการต่อไป 
 
7. วิธีด าเนินการ 
- อุปกรณ์ 

1. เครื่องตรวจวิเคราะห์วัตถุอันตรายชนิดใช้แรงดันสูง (High Performance Liquid Chromatograph :  

 HPLC) ตัวตรวจวัดชนิด DAD (Diode Array Detector)  
2. Column Zorbax Eclipse XDB-C18, ความยาว 250 มิลลิเมตร, ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 4.6 มิลลิเมตร,  
 partical size 5 ไมโครเมตร 
3. Column Zorbax Eclipse XDB-C8, ความยาว 150 มิลลิเมตร, ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 4.6 มิลลิเมตร,  
 partical size 5 ไมโครเมตร 
4.  เครื่องชั่งละเอียด (Analytical balance) ทศนิยม  4 ต้าแหน่ง (± 0.1 มิลลิกรัม) ที่ผ่านการสอบเทียบ 

แล้ว 

5. ชุดกรองสารละลายพร้อมเยื่อ membrane ขนาด 0.45 ไมโครเมตร 

6. ปั้มสูญญากาศ 

7. ขวดวัดปริมาตร (Volumetric flask) type A ขนาด 25, 50, 250, 1,000 มิลลิลิตร ที่ผ่านการสอบเทียบ
แล้ว 

8. ปิเปต (Volumetric pipette) type A ขนาด 2, 5 และ 10 มิลลิลิตร ที่ผ่านการสอบเทียบแล้ว 

9. บีกเกอร์ (Beaker) ขนาด 100 มิลลิลิตร 

10. กระบอกตวง (Cylinder) ขนาด 50 และ 1000 มิลลิลิตร 

11. Glass syring ขนาด 5 มิลลิลิตร 

12. Syring filter membrane ขนาด  0.45 ไมโครเมตร 

13. สารมาตรฐาน carbaryl 98.9 % 

14. สารความเข้มข้นสูง (Technical grade) carbaryl 
15. ตัวอย่างผลิตภัณฑ์ carbaryl  85% WP 



16. Methanol ชนิด HPLC grade 

17. Water ชนิด HPLC grade 

 
 
 
- วิธีการ 

1. ปรับตั งสภาวะการใช้งานของเครื่อง HPLC ตัวตรวจวัด (Detector) ชนิด DAD ในการหาปริมาณท่ีแน่น 
นอนของสารความเข้มข้นสูง (Technical grade) และเป็นสภาวะที่เหมาะสมส้าหรับการวิเคราะห์วัตถุมีพิษ
การเกษตร carbaryl โดยควบคุมสภาวะการท้างานของเครื่อง HPLC  ดังนี  

Column  :   Zorbax Eclipse XDB-C18, ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 4.6 มิลลิเมตร,  
 ความยาว 250 มิลลิเมตร, partical size 5 ไมโครเมตร 

Mobile phase   : Methanol  55%    :     water  45% 

อัตราการไหล (Flow rate) :  1.00 มิลลิลิตร/นาท ี

Stop time   : 10 นาท ี

อุณหภูมิคอลัมน์ (Column Temperature) : 40 องศาเซลเซียส (ºC) 

ปริมาตรที่ฉีด (Injection Volume) : 1 ไมโครลิตร 

ความยาวคลื่น (Wavelength) :  254 นาโนเมตร 

Retention time (RT) : 8.158 นาท ี     

ตัวตรวจวัด (Detector) : DAD  (Diode Array Detector) 

2. ตรวจสอบปริมาณที่แน่นอนของสารความเข้มข้นสูง (Technical grade) carbaryl 

เนื่องจากสารมาตรฐาน carbaryl มีปริมาณน้อยและราคาแพง ไม่เพียงพอที่จะน้ามาท้า Method 

Validation จึงจ้าเป็นต้องใช้สารความเข้มข้นสูง (Technical grade) แทนการใช้สารมาตรฐาน โดยใช้สาร

มาตรฐาน carbaryl เป็นตัวเปรียบเทียบเพ่ือหาปริมาณที่แน่นอนของสารความเข้มข้นสูง carbaryl มีวิธีการท้า

ดังนี  

2.1 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน 

ชั่งสารมาตรฐาน carbaryl 2 ซ ้า (C1, C2) ให้ได้น ้าหนักของสารออกฤทธิ์ประมาณ  25  มิลลิกรัม  

ใส่ใน volumetric flask ขนาด 25 มิลลิลิตร เติม Methanol (HPLC grade) ประมาณ 15 มิลลิลิตร ลงใน 

volumetric flask ปิดจุก แล้วน้าไปเขย่าให้ละลายด้วยเครื่อง Ultrasonic bath ประมาณ 10 - 15 นาที จากนั น

น้ามาตั งทิ งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง ปรับปริมาตรด้วย Methanol (HPLC grade) จนถึงขีดปริมาตร เขย่าให้เข้ากัน 

2.2 การเตรียมสารละลายของสารความเข้มข้นสูง (technical grade) 



ชั่งสาร technical grade carbaryl 10 ซ ้า (T1- T10) ให้ได้น ้าหนักของสารออกฤทธิ์ ประมาณ 25  

มิลลิกรัม ใส่ใน volumetric flask ขนาด 25 มิลลิลิตร เติม Methanol (HPLC grade) ประมาณ 15 มิลลิลิตร ลง

ใน volumetric flask ปิดจุก แล้วน้าไปเขย่าให้ละลายด้วยเครื่อง Ultrasonic bath ประมาณ 10 นาที จากนั น

น้ามาตั งทิ งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง ปรับปริมาตรด้วย Methanol (HPLC grade)  เขย่าให้เข้ากัน  

2.3 กรองสารละลายมาตรฐาน และสารละลาย technical grade carbaryl ที่เตรียมได้จากข้อ 2.1  

และ 2.2 ผ่าน Syring filter membrane ขนาด  0.45 ไมโครเมตร ลงในขวด vial ขนาด 2 มิลลิลิตร  

 

 

 

2.4 การตรวจสอบความพร้อมของเครื่อง HPLC 

เปิดเครื่อง HPLC ตามสภาวะการท้างานของเครื่องที่ก้าหนดไว้ เมื่อ baseline คงท่ี ทดสอบฉีด 

สารละลายมาตรฐาน เข้าเครื่องประมาณ 4 ซ ้า เมื่อค่าพื นที่ใต้ peak area หรือความสูงของ peak แตกต่างจาก

ค่าเฉลี่ยของการฉีดติดต่อกัน 3 ครั งไม่เกิน 1 % จึงถือว่าเครื่องพร้อมใช้งาน  

2.5 การตรวจสอบปริมาณที่แน่นอนของสาร Technical grade เมื่อเครื่อง HPLC พร้อมใช้งานแล้ว ฉีด 

สารละลายมาตรฐาน และสารละลาย technical grade เพ่ือตรวจสอบหาปริมาณที่แน่นอนตามล้าดับ ดังนี   
 

C1, C1, T1, T1, C2, C2, T2, T2, C1, C1, T3, T3 …………………………, C2, C2, T10, T10 
 

สารละลายมาตรฐาน C1, C2 ต้องมีค่า % Relative Percent Different (%RPD) ไม่เกิน 3% 

ค านวณค่า % Relative Percent Different (%RPD) ตามสูตร 
 

%RPD = [(factor max – factor min)/ factor mean] x 100  
 

2.6 การค้านวณหา Response factor 

  ค านวณค่า Response factor (f) ตามสูตร 
 

f  =  (S x P)      
         Hs  
 

f  =  ค่า response factor ของสารมาตรฐาน 

 S  =  น ้าหนักของ carbaryl ในสารละลายมาตรฐาน (มิลลิกรัม) 

 P  =  % ความบริสุทธิ์ของสารมาตรฐาน carbaryl  



                         Hs  =  พื นที่ใต้ peak ของ carbaryl ในสารละลายมาตรฐาน 

2.7 การค้านวณหา % สารออกฤทธิ์ carbaryl ในสารละลาย Technical grade  

 ค านวณค่า % สารออกฤทธิ์ carbaryl (carbaryl content) ตามสูตร 
 

carbaryl content = (Hw x f) 
         w        
             

Hw  =  พื นที่ใต้ peak ของ carbaryl ในสารละลาย Technical grade       

  f  =  ค่าเฉลี่ย Response factor 

w  =  น ้าหนักของ carbaryl  ในสารละลาย Technical grade (มิลลิกรัม) 

2.8 น้าค่า % สารออกฤทธิ์ ของสารละลาย technical grade ที่ค้านวณได้ทั ง 10 ค่า หาค่าเฉลี่ยจะได้  

% ที่แน่นอนของสาร technical grade 

 

 

 

3 การตรวจสอบความเป็นเส้นตรง (range/linearity) ของวิธีการ 

3.1 ทดสอบช่วงของ การวัด (Range) 

3.1.1 ชั่งสาร technical grade ที่ทราบเปอร์เซ็นต์แน่นอน ให้มีความเข้มข้นต่าง ๆ จ้านวน 6 

ความเข้มข้น ความเข้มข้นละ 1 ซ ้า โดยชั่งน ้าหนักให้มีปริมาณ carbaryl ครอบคลุมช่วงที่ใช้งาน  

(0.25-2.50 mg/ml) ได้แก่ 12.5, 25, 50, 75, 100 และ 125 มิลลิกรัม ลงใน volumetric flask ขนาด 

50 มิลลิลิตร เติม Methanol (HPLC grade) ประมาณ 25 มิลลิลิตร ลงใน volumetric flask ปิดจุก 

แล้วน้าไปเขย่าให้ละลายด้วยเครื่อง Ultrasonic bath ประมาณ 10 – 15 นาที จากนั นน้ามาตั งทิ งไว้ให้

เย็นที่อุณหภูมิห้อง ปรับปริมาตรด้วย Methanol (HPLC grade) จนถึงขีดปริมาตร เขย่าให้เข้ากัน กรอง

สารละลายที่เตรียมได้ผ่าน Syring filter membrane ขนาด 0.45 ไมโครเมตร ลงในขวด vial ขนาด 2 

มิลลิลิตร  

3.1.2 ฉีดสารละลายที่เตรียมไว้เข้าเครื่อง เรียงล้าดับจากความเข้มข้นน้อยไปมาก 

3.1.3 Plot กราฟ ระหว่างความเข้มข้นของสาร technical grade (แกน x) กับ response  

(แกน y)  

3.1.4 พิจารณาช่วงที่เป็นเส้นตรง 

3.2 ทดสอบความเป็นเส้นตรง (Linearity) 



3.2.1 เลือกค่าความเข้มข้นจาก range ที่เป็นเส้นตรง 3 ความเข้มข้น 

3.2.2 ชั่งสาร technical grade ที่ทราบเปอร์เซ็นต์แน่นอน ให้มีความเข้มข้น 6 ระดับความเข้มข้น  

หนัก 12.5, 25, 40, 50, 75 และ 100 มิลลิกรัม ลงใน volumetric flask ขนาด 50 มิลลิลิตร เติม 

Methanol (HPLC grade) ประมาณ 25 มิลลิลิตร ลงใน volumetric flask ปิดจุก แล้วน้าไปเขย่าให้

ละลายด้วยเครื่อง Ultrasonic bath ประมาณ 10 – 15 นาที จากนั นน้ามาตั งทิ งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง 

ปรับปริมาตรด้วย Methanol (HPLC grade)  จนถึงขีดปริมาตร เขย่าให้เข้ากัน กรองสารละลายที่เตรียม

ไดผ้่าน Syring filter membrane ขนาด 0.45 ไมโครเมตร ลงในขวด vial ขนาด 2 มิลลิลิตร  

3.2.3 ฉีดสารละลายที่เตรียมไว้เข้าเครื่อง เรียงล้าดับจากความเข้มข้นน้อยไปมาก 

3.2.4 Plot กราฟ ระหว่างความเข้มข้นของสาร technical grade (แกน x) กับ response  

(แกน y)  

3.2.5 ค้านวณหาค่า correlation coefficient (r) เกณฑ์ยอมรับที่ r >  0.995 (AOAC) 

4 การตรวจสอบความแม่นย้า (Precision) ของวิธีการ 

4.1 ตรวจสอบการทวนซ ้า (Repeatability) 

repeatability) คือ การตรวจสอบความใกล้เคียงกันระหว่าง ข้อมูลที่วิเคราะห์ซ ้า ในเครื่องมือ 

เดียวกัน ห้องปฏิบัติการเดียวกัน ผู้ทดสอบคนเดียวกัน ในระยะเวลาเดียวกัน หรือใกล้เคียงกัน 

4.1.1 ชั่งสารมาตรฐาน carbaryl 2 ซ ้า ให้ได้น ้าหนักที่แน่นอนประมาณ  25 มิลลิกรัม ใส่ใน 

 volumetric flask ขนาด 25 มิลลิลิตร เติม Methanol (HPLC grade) ประมาณ 15 มิลลิลิตร ลงใน  

 volumetric flask ปิดจุก แล้วน้าไปเขย่าให้ละลายด้วยเครื่อง Ultrasonic bath ประมาณ 10 - 15 นาที  

 จากนั นน้ามาตั งทิ งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง ปรับปริมาตรด้วย Methanol (HPLC grade) จนถึงขีด 

 ปริมาตร เขย่าให้เข้ากัน กรองสารละลายที่เตรียมได้ผ่าน Syring filter membrane ขนาด 0.45 

 ไมโครเมตร ลงในขวด vial ขนาด 2 มิลลิลิตร  

4.1.2 ชั่งตัวอย่างผลิตภัณฑ์ carbaryl 85% WP ให้ได้ระดับความเข้มข้นในช่วงการใช้งาน 3  

 ระดับ (0.25, 1.00 และ 2.00 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) ความเข้มข้นละ 10 ซ ้าโดยใช้ volumetric flask  

 ขนาด 25 มิลลิลิตร เติม Methanol (HPLC grade) ประมาณ 15 มิลลิลิตร เขย่าให้ละลายด้วยเครื่อง  

 Ultrasonic bath ประมาณ 10 - 15 นาที จากนั นน้ามาตั งทิ งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง ปรับปริมาตรด้วย  

 Methanol (HPLC grade) จนถึงขีดปริมาตร เขย่าให้เข้ากัน กรองสารละลายที่เตรียมได้ผ่าน Syring  

 filter membrane ขนาด 0.45 ไมโครเมตร ลงในขวด vial ขนาด 2 มิลลิลิตร 

4.1.3 ฉีดสารละลายมาตรฐานและสารละลายตัวอย่าง (ข้อ 4.1.1 และ 4.1.2) เพ่ือวิเคราะห์หา

ปริมาณสารออกฤทธิ์ carbaryl ในสารละลายตัวอย่าง น้าผลการวิเคราะห์ที่ได้มาค้านวณหาค่าเฉลี่ย 



(Mean ; X ) ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Standrd deviation ; SD) และร้อยละความเบี่ยงเบนมาตรฐาน

สัมพันธ์ (relative standara deviation ; % RSD)  โดยใช้สูตรดังนี  

การค านวณค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพันธ์ (% RSD)  
 

% RSD  =    SD  x 100 

              X  
 

4.2 ตรวจสอบการท้าซ ้า (Reproducibility)  
 reproducibility คือ การตรวจสอบความใกล้เคียงกันระหว่างข้อมูลที่วิเคราะห์ซ ้า ในเครื่องมือ 

เดียวกัน ห้องปฏิบัติการเดียวกัน ผู้ทดสอบคนเดียวกัน ในช่วงเวลาที่แตกต่างกัน ท้าการทดลองเช่นเดียวกับข้อ 4.1 

เพ่ือวิเคราะห์หาปริมาณสารออกฤทธิ์ carbaryl ในสารละลายตัวอย่าง น้าผลการวิเคราะห์ที่ได้มาค้านวณหา

ค่าเฉลี่ย (Mean ; X ), ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Standrd deviation ; SD) และร้อยละความเบี่ยงเบนมาตรฐาน

สัมพันธ์ (relative standara deviation ; % RSD)   

4.3 ค้านวณหาค่า HORRAT ของ repeatability และ reproducibility โดยเกณฑ์การยอมรับค่า 

Precision ของ  AOAC, EU และ Codex ยอมรับที่ < 2  ค้านวณโดยใช้สมการที่ 1 
 

HORRAT =  % RSD experimental       สมการที่ 1 
            Predicted Horwitz RSD   
 

4.3.1 การค้านวณ Predicted Horwitz RSD  

ค านวณ Predicted Horwitz RSD ตามสูตร 

Predicted Horwitz RSD = 0.66 x 2(1-0.5 log C)  

เมื่อค่า C = concentration ration 

 

 

5. การตรวจสอบค่า Robustness/Ruggedness ของวิธี 

5.1 ตรวจสอบค่า Robustness  

ทดสอบโดยการเปลี่ยนสภาวะของเครื่องมือวิเคราะห์ วิธีการโดยเปลี่ยน อุณหภูมิของ Column จาก 

40 ºC เป็น 25 ºC (อุณหภูมิห้อง) และท้าการทดลองเช่นเดียวกับข้อ 4.1 เพ่ือวิเคราะห์หาปริมาณสารออกฤทธิ์ 

carbaryl ในสารละลายตัวอย่าง น้าผลการวิเคราะห์ที่ได้มาค้านวณหาค่าเฉลี่ย (Mean ; X ), ส่วนเบี่ยงเบน



มาตรฐาน (Standrd deviation ; SD) และร้อยละความเบี่ ยงเบนมาตรฐานสัมพันธ์  (relative standara 

deviation ; % RSD)   

5.2 ตรวจสอบค่า Ruggedness  
 ทดสอบโดยการเปลี่ยน Column จาก  Column Zorbax Eclipse XDB-C18  ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง  

4.6 มิลลิเมตร, ความยาว 250 มิลลิเมตร, partical size 5 ไมโครเมตร เป็น Column Zorbax Eclipse XDB-C8, 
ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 4.6 มิลลิเมตร, ความยาว 150 มิลลิเมตร, partical size 5 ไมโครเมตร ท้าการทดลอง
เช่นเดียวกับข้อ 4.1 เพ่ือวิเคราะห์หาปริมาณสารออกฤทธิ์ carbaryl ในสารละลายตัวอย่าง น้าผลการวิเคราะห์ที่
ได้มาค้านวณหาค่าเฉลี่ย (Mean ; X ), ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Standrd deviation ; SD) และร้อยละความ
เบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพันธ์ (relative standara deviation ; % RSD)   

5.3 ค้านวณหาค่า HORRAT ของ robustness และ ruggedness โดยเกณฑ์การยอมรับค่า Precision  

ของ  AOAC, EU และ Codex ยอมรับที่ < 2   ค้านวณโดยใช้ สมการที่ 1 

6. การตรวจสอบความถูกต้อง (accuracy) ของวิธีการ 

6.1 เตรียมสารละลาย stock teach  

เตรียมสารละลายของ stock ของสาร technical grade carbaryl ให้มีความเข้มข้นที่แน่นอน  

(5 mg AI/ml) โดยชั่งสาร technical grade ที่ทราบปริมาณที่แน่นอน หนัก 1,292.52  มิลลิกรัม ใส่ใน Beaker 

ขนาด 100 มิลลิกรัม น้ามาละลายด้วย Methanol (HPLC grade) ถ่ายสารละลายสู่ volumetric flask ขนาด 

250 มิลลิลิตร เขย่าให้ละลายด้วย เครื่อง Ultrasonic bath ประมาณ 10–15 นาที จากนั นน้ามาตั งทิ งไว้ให้เย็นที่

อุณหภูมิห้อง ปรับปริมาตรด้วย Methanol (HPLC grade) จนถึงขีดปริมาตร เขย่าให้เข้ากัน จะได้สารละลาย 

stock teach 

6.2 เตรียมสารละลาย stock sample 

 เตรียมสารละลาย stock ของสารผลิตภัณฑ์ carbaryl 85% WP ให้มีความเข้มข้นที่แน่นอน  

(1 mg AI/ml) โดยชั่งตัวอย่างผลิตภัณฑ์ carbaryl หนัก 1,176.47 มิลลิกรัม ใส่ใน Beaker ขนาด 100 มิลลิกรัม 

น้ามาละลายด้วย Methanol (HPLC grade) ถ่ายสารละลายสู่ volumetric flask ขนาด 1,000 มิลลิลิตร เขย่าให้

ละลายด้วย เครื่อง Ultrasonic bath ประมาณ 10 - 15 นาที จากนั นน้ามาตั งทิ งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง ปรับ

ปริมาตรด้วย Methanol (HPLC grade) จนถึงขีดปริมาตร เขย่าให้เข้ากัน จะได้สารละลาย stock sample 

6.3 เตรียมสารละลายเพ่ือสร้างกราฟมาตรฐาน   

เตรียมสารละลายที ่3 ระดับที่ความเข้มข้น 0.25, 0.1 และ 1.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรครอบคลุม 

ช่วงการใช้งาน โดย ปิเปตสารละลาย stock tech ( ข้อ 6.1 ) 1.25, 5 และ 7.5 มิลลิลิตร ลงใน volumetric 

flask ขนาด 25 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วย Methanol (HPLC grade) เขย่าให้เข้ากัน กรองสารละลายที่เตรียม



ได้ผ่าน Syring filter membrane ขนาด 0.45 ไมโครเมตร ลงในขวด vial ขนาด 2 มิลลิลิตร แล้วน้าไปฉีดเข้า

เครื่อง HPLC โดยเรียงล้าดับความเข้มข้น   

6.4 เตรียมสารละลายเพ่ือหาค่า origin  

โดยปิเปต สารละลาย stock sample (ข้อ 6.2) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงใน volumetric flask  

ขนาด 25 มิลลิลิตร จ้านวน 10 ซ ้า ปรับปริมาตรด้วย Methanol (HPLC grade) เขย่าให้เข้ากัน กรองสารละลาย

ที่เตรียมได้ผ่าน Syring filter membrane ขนาด 0.45 ไมโครเมตร ลงในขวด vial ขนาด 2 มิลลิลิตร แล้วน้าไป

ฉีดเข้าเครื่อง HPLC หาปริมาณ carbaryl โดยเทียบกับกราฟมาตรฐาน (ข้อ 6.3) 

6.5 เตรียมสารละลายเพ่ือหาค่า recovery 

6.5.1 ปิเปตสารละลาย stock sample (ข้อ 6.2) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงใน volumetric  

flask ขนาด 25 มิลลิลิตร จ้านวน 30 ซ า้ 

6.5.2 ปิเปต สารละลาย stock tech (ข้อ 6.1)  ปริมาณ 1.5, 2.5 และ 4  มิลลิลิตร ลงใน 

 volumetric flask ขนาด 25 มิลลิลิตร ที่มีสารละลาย stock sample origin อยู่ 10 มิลลิลิตร ทีเ่ตรียม 

 ไว้แล้ว อย่างละ 10 ซ า้ (ข้อ 6.5.1)  ปรับปริมาตรด้วย Methanol (HPLC grade) เขย่าให้เข้ากัน กรอง 

 สารละลายที่เตรียมได้ผ่าน Syring filter membrane ขนาด 0.45 ไมโครเมตร ลงในขวด vial ขนาด 2  

 มิลลิลิตร แล้วน้าไปฉีดเข้าเครื่อง HPLC หาปริมาณ carbaryl โดยเทียบกับกราฟมาตรฐาน (ข้อ 6.3) 

6.6 การประเมินค่า accuracy จาก % recovery โดยน้าค่าปริมาณสารออกฤทธิ์ carbaryl ทีเป็นค่า  

origin และ spike (ข้อ 6.4 และ 6.5) มาหาค่าเฉลี่ยและค้านวณค่า % recovery โดยค่าต้องอยู่ในช่วง 98-102 % 

ตามเกณฑ์การพิจารณาของ AOAC ส้าหรับสารที่มีปริมาณมากกว่า 10 % การค้านวณตามสมการที่ 2 
 

% Recovery = [(Conc.spike sample – Conc.Original sample)/Conc. added] x100    สมการที่ 2 
 

- เวลาและสถานที ่

ระยะเวลา   ตุลาคม 2557 – กันยายน 2558 รวม 1 ปี 

สถานที่ท าการทดลอง ห้องปฏิบัติการวิเคราะห์วัตถุมีพิษการเกษตร  

กลุ่มพัฒนาการตรวจสอบพืชและปัจจัยการผลิต  

ส้านักวิจัยและพัฒนาการเกษตรเขตที่ 3  

 

 

 



 

 

 

 

 

8. ผลการทดลองและวิจารณ์ 

1.  ผลการทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะของเครื่อง HPLC ในการตรวจวิเคราะห์วัตถุมีพิษการเกษตร  
carbaryl 

 ได้สภาวะที่เหมาะสมในการใช้งานของเครื่อง HPLC ตัวตรวจวัดชนิด DAD ในการหาตรวจ 
วิเคราะห์วัตถุมีพิษ carbaryl โดยควบคุมสภาวะการท้างานของเครื่อง HPLC  ดังนี  
 

Column  :   Zorbax Eclipse XDB-C18  ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 4.6 มิลลิเมตร,  
 ความยาว 250 มิลลิเมตร, partical size 5 ไมโครเมตร 

Mobile phase   : Methanol  55%    :     water  45% 

อัตราการไหล (Flow rate) :  1.00 มิลลิลิตร/นาท ี

Stop time   : 10 นาท ี

อุณหภูมิคอลัมน์ (Column Temperature) : 40 องศาเซลเซียส 

ปริมาตรที่ฉีด (Injection Volume) : 1 ไมโครลิตร  

ความยาวคลื่น (Wavelength) : 254  นาโนเมตร 

RT (Retention Time) :  8.158  นาท ี

ตัวตรวจวัด (Detector) : DAD  (Diode Array Detector)  

 

2. ผลการทดลองพบว่าโครมาโตรแกรมของสารมาตรฐาน carbaryl  ไม่มีสัญญาณ peak รบกวน แสดง 

ว่ามี specification/selectivity ที่ดี ดังแสดงในภาพที่ 2 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

                      

ภาพที่ 2 โครมาโตรแกรมของสารมาตรฐาน carbaryl 

 

3. ผลการตรวจสอบปริมาณที่แน่นอนของสารความเข้มข้นสูง (Technical grade) Carbaryl 

3.1 ค่า % Relative Percent Different (%RPD) ของ peak area สารมาตรฐาน C1, C2 มี 
ค่าไม่เกิน 3 % ดังแสดงในตารางที่ 1 
 

ตารางท่ี 1 การประเมินค่า % Relative Percent Different (%RPD) ของสารมาตรฐาน Carbaryl 
 

std. mg.  peak area average %RPD 
C1 29.0 205.1963 204.6983 0.487 
C2 26.5 204.2000    
C1 29.0 136.7023 136.8759 0.257 
C2 26.5 137.0495   
C1 29.0 194.1761 194.2056 0.030 
C2 26.5 194.2352   
C1 29.0 170.6837 171.5384 0.996 
C2 26.5 172.3931   
C1 29.0 177.4500 179.0990 1.841 
C2 26.5 180.7479   
C1 29.0 181.0821 181.3102 0.252 
C2 26.5 181.5383     

 

3.2 ค่า % สารออกฤทธิ์ carbaryl ในสารละลาย technical grade มีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 96.71 %  
ดังแสดงในตารางที่ 2 
 

ตารางที ่2   ค่าเฉลี่ย % สารออกฤทธิ์ carbaryl ในสารละลาย Technical grade 



 

สารละลาย  Technical grade % Technical grade 
T1 94.99 

T2 97.27 
T3 95.97 
T4 97.78 
T5 98.16 
T6 93.86 
T7 97.47 
T8 95.09 
T9 99.80 
T10 96.71 

ค่าเฉลี่ย 96.71 
SD 1.762 

 

4. ผลการตรวจสอบความเป็นเส้นตรง (range/linearity)  

4.1 ผลการทดสอบช่วงของการวัด (range) มีช่วงความเป็นเส้นตรงครอบคลุมค่าความเข้มข้น  
0.25-2.50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  ดังแสดงในตารางที ่3 
 

ตารางท่ี 3 ช่วงของการวัด (range) ให้ค่าในช่วงความเข้มข้น 0.25-2.50 mg/ml 

 
ความเข้มข้น (mg/ml) Peak area level 

0.25 47.58766 1 
0.50 64.88194 2 
1.00 95.36502 3 
1.50 122.7387 4 
2.00 156.1773 5 
2.50 186.1181 6 

 



 
 

ภาพที่ 3  การตรวจสอบช่วงของการวัด (range) แสดงกราฟมาตรฐานของสารละลาย carbaryl ในช่วง

ความเข้มข้น 0.25-2.50 mg/ml 

 

 

 

 

 

 

4.2 ผลการทดสอบความเป็นเส้นตรง (linearity) ให้ค่า linearity ในช่วงความเข้มข้น 0.25 – 2.00  
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยมีค่า  Correlation coefficient (r) เท่ากับ 0.999 (เกณฑ์ยอมรับที่ correlation 
coefficient (r)   0.995 (AOAC)) ดังแสดงตารางที่ 4  
 

ตารางท่ี 4 ความเป็นเส้นตรง (linearity) ให้ค่าในช่วงความเข้มข้น 0.25-2.00 mg/ml 

 
ความเข้มข้น (mg/ml) Peak area Level 

0.25 47.58766 1 
0.50 64.88194 2 
0.80 84.99805 3 
1.00 95.36502 4 

R² = 0.9994

0

20

40

60

80

100

120

140

160

180

200

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3

Pe
ak

 A
re

a

Conc. (mg/ml)



1.50 122.7387 5 
2.00 156.1773 6 

 

 
 

ภาพที่ 4  การตรวจสอบความเป็นเส้นตรง (linearity) แสดงกราฟมาตรฐานของสารละลาย carbaryl 

ในช่วงความเข้มข้น 0.25-2.00 mg/ml โดยมีค่า Correlation coefficient (r) เท่ากับ 0.999 

 

 

 

 

5. ผลการตรวจสอบความแม่นย า (precision) 

5.1 ผลการทดสอบหาค่า precision ของวิธีวิเคราะห์หาปริมาณ carbaryl ที่ 3 ความเข้มข้น  

โดยตรวจสอบการทวนซ ้า (repeatability) ดังแสดงในตารางที่ 5 

 

ตารางท่ี 5 เปอร์เซ็นตส์ารออกฤทธิ์ carbaryl ที่ตรวจพบ ที่ 3 ความเข้มข้น จากการทวนซ ้า ( repeatability) 

 

R² = 0.9981
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 ความเข้มข้น 0.25 mg/ml ความเข้มข้น 1.0 mg/ml ความเข้มข้น 2.0 mg/ml 
n  น้ าหนัก  (mg) %ที่ตรวจพบ น้ าหนัก  (mg) %ที่ตรวจพบ น้ าหนัก (mg) %ที่ตรวจพบ 
1 7.6 85.67 29.7 87.17 59.0 85.60 
2 7.8 85.37 29.8 85.37 58.9 85.73 
3 7.9 86.05 29.8 85.41 59.5 85.67 
4 7.7 86.97 29.9 85.46 59.3 86.44 
5 7.9 86.09 29.7 86.94 59.3 87.51 
6 7.7 87.29 29.4 87.41 59.5 85.45 
7 7.4 87.21 29.9 85.54 59.3 85.58 
8 7.7 85.46 29.6 85.44 59.2 85.07 
9 7.5 85.29 29.8 85.08 59.4 87.31 
10 7.4 85.12 29.8 87.36 59.7 87.29 
  Mean 86.05 Mean 86.12 Mean 86.17 
  SD 0.826 SD 0.963 SD 0.899 

 
การตรวจสอบ precision ที่อยู่ในรูปของ repeatability คือ การตรวจสอบความใกล้เคียงกันระหว่าง 

ข้อมูลที่วิเคราะห์ซ ้าซึ่งแสดงผลในรูปของ % RSD และค้านวณค่า HORRAT จากข้อมูลทั งหมดของการทดลองได้
ค่าดังนี  

การประเมินค่า precision โดยใช้ HORRAT      
 

 HORRAT      =      % RSD experimental   
                                                Predicted Horwitz RSD 

ค านวณ %RSD (experimental) ตามสูตร 
 

    %RSD (experimental)    =    (SDx100)    
       Mean             
  =    (0.896x100)      
           86.11 
 =   1.040 
เมื่อ Mean = 86.11, SD = 0.735    
ค านวณ Predicted Horwitz RSD ตามสูตร 

Predicted Horwitz RSD     =      0.66 x 2(1-0.5 log C)  

เมื่อ C (Concentration ration)    =   0.861 

Predicted Horwitz RSD     =      0.66 x 2(1-0.5 log C)  



                             =      0.66 x 2(1-0.5 log 0.861)    

 =      1.350 

ค านวณ HORRAT ตามสูตร 
 

HORRAT       =      % RSD experimental   
                                              Predicted Horwitz RSD 
    =      1.040  
             1.350  
    =  0.770 

จากการทดสอบหาค่า precision ที่อยู่ในรูปของ repeatability ได้ค่า HORRAT = 0.770 ≤ 2 

เกณฑ์ยอมรับ HORRAT ≤ 2 (AOAC) 

5.2 ผลการทดสอบหาค่า precision ของวิธีวิเคราะห์หาปริมาณ carbaryl ที่ 3 ความเข้มข้น  

โดยตรวจสอบการท้าซ ้า (reproducibility) ดังแสดงในตารางที่ 6  

 

ตารางท่ี 6 เปอร์เซ็นตส์ารออกฤทธิ์ carbaryl ที่ตรวจพบ ที่ 3 ความเข้มข้น จากการท้าซ ้า (reproducibility) 

 

n ความเข้มข้น 0.25 mg/ml ความเข้มข้น 1.0 mg/ml ความเข้มข้น 2.0 mg/ml 
  น้ าหนัก  (mg) %ที่ตรวจพบ น้ าหนัก  (mg) %ที่ตรวจพบ น้ าหนัก  (mg) %ที่ตรวจพบ 
1 7.6 86.33 29.7 86.57 59.0 86.93 
2 7.8 85.31 29.8 85.73 58.9 86.99 
3 7.9 86.16 29.8 84.45 59.5 87.19 
4 7.7 86.49 29.9 87.21 59.3 85.17 
5 7.9 85.12 29.7 86.33 59.3 85.32 
6 7.7 85.38 29.4 85.31 59.5 86.71 
7 7.4 85.91 29.9 86.04 59.3 86.51 
8 7.7 86.07 29.6 87.17 59.2 85.90 
9 7.5 86.93 29.8 86.05 59.4 86.24 
10 7.4 87.10 29.8 86.65 59.7 86.26 
  Mean 86.08 Mean 86.10 Mean 86.32 
  SD 0.669 SD 0.846 SD 0.690 

 

การตรวจสอบ precision ที่อยู่ในรูปของ reproducibility คือ การตรวจสอบความใกล้เคียงกันระหว่าง 



ข้อมูลที่วิเคราะห์ซ ้าซึ่งแสดงผลในรูปของ % RSD และค้านวณค่า HORRAT จากข้อมูลทั งหมดของการทดลองซ ้า

ด้วยวิธีการเดิม หลังจากการทดลองครั งแรก 10 วัน ได้ค่าดังนี  

การประเมินค่า precision โดยใช้ HORRAT      
 

HORRAT   =      % RSD experimental   
                                     Predicted Horwitz RSD 

ค านวณ %RSD (experimental)  ตามสูตร 
%RSD (experimental)     =     (SDx100)      
     Mean   
 =     (0.735x100)      
      86.18 
 =    0.853                                 

เมื่อ Mean = 86.18, SD = 0.735      
ค านวณ Predicted Horwitz RSD ตามสูตร 
 

Predicted Horwitz RSD    =      0.66 x 2(1-0.5 log C)  

เมื่อ C (Concentration ration)    =   0.862 

Predicted Horwitz RSD     =      0.66 x 2(1-0.5 log C)  

                             =      0.66 x 2(1-0.5 log 0.862)    

 =      1.350 

ค านวณ HORRAT ตามสูตร 
HORRAT       =      % RSD experimental   

                                      Predicted Horwitz RSD 
    =      0.853  
             1.305  
    =   0.632 
 จากการทดสอบหาค่า precision ที่อยู่ในรูปของ reproducibility  ได้ค่า HORRAT = 0.632 ≤ 2 

เกณฑ์ยอมรับ HORRAT ≤ 2 (AOAC) 
 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.   ผลการตรวจสอบค่า robustness/ruggedness 

6.1 ผลตรวจสอบ robustness จากการปรับสภาวะโดยเปลี่ยนอุณหภูมิของ Column จาก 40 ˚C เป็น  
25 ˚C (อุณหภูมิห้อง) ดังแสดงในตารางที่ 7 
 
ตารางท่ี 7 เปอร์เซ็นตส์ารออกฤทธิ์ carbaryl ที่ตรวจพบ ที่ 3 ความเข้มข้น จากการตรวจสอบ robustness 

 

n ความเข้มข้น 0.25 mg/ml ความเข้มข้น 1.0 mg/ml ความเข้มข้น 2.0 mg/ml 
  น้ าหนัก (mg) %ที่ตรวจพบ น้ าหนัก (mg) %ที่ตรวจพบ น้ าหนัก (mg) % ที่ตรวจพบ 
1 7.6 84.20 29.7 85.33 59.0 86.46 
2 7.8 83.16 29.8 84.00 58.9 84.32 
3 7.9 84.91 29.8 86.37 59.5 84.47 
4 7.7 85.23 29.9 85.18 59.3 84.44 
5 7.9 83.87 29.7 84.99 59.3 86.48 
6 7.7 83.83 29.4 84.58 59.5 84.14 
7 7.4 84.83 29.9 83.61 59.3 84.13 
8 7.7 85.80 29.6 84.02 59.2 84.59 
9 7.5 83.11 29.8 83.41 59.4 84.24 
10 7.4 85.51 29.8 84.93 59.7 84.05 
  Mean 84.45 Mean 84.64 Mean 84.73 
  SD 0.951 SD 0.904 SD 0.932 

 

การตรวจสอบ precision ที่อยู่ในรูปของ robustness คือ การตรวจสอบความใกล้เคียงกันระหว่างข้อมูล
ที่วิเคราะห์ซ ้าซึ่งแสดงผลในรูปของ % RSD และค้านวณค่า HORRAT จากข้อมูลทั งหมดของการทดลอง โดยการ
เปลี่ยน เปลี่ยนอุณหภูมิของ Column จาก 40 ˚C เป็น 25 ˚C (อุณหภูมิห้อง)ได้ค่าดังนี  

การประเมินค่า precision โดยใช้ HORRAT     
  



HORRAT       =      % RSD experimental   
                                      Predicted Horwitz RSD 

ค านวณ %RSD (experimental)  ตามสูตร 
%RSD (experimental)     =     (SDx100)     
   Mean      
  =    (0.929x100)     
           84.61 
  =   1.098 

เมื่อ Mean = 84.61, SD = 0.929      
ค านวณ Predicted Horwitz RSD ตามสูตร 

Predicted Horwitz RSD     =      0.66 x 2(1-0.5 log C)  

เมื่อ C (Concentration ration)    =   0.846 

Predicted Horwitz RSD     =      0.66 x 2(1-0.5 log C)  

                             =      0.66 x 2(1-0.5 log 0.846)    

 =      1.354 

ค านวณ HORRAT ตามสูตร 
HORRAT       =      % RSD experimental   

                                       Predicted Horwitz RSD 
    =      1.098  
             1.354  
   =  0.811 

จากการทดสอบหาค่า precision ที่อยู่ในรูปของ robustness ได้ค่า HORRAT = 0.811 ≤ 2 

เกณฑ์ยอมรับ HORRAT ≤ 2 (AOAC) 

6.2   ผลการตรวจสอบ ruggedness จากการทดลองด้วยวิธีการเปลี่ยนเครื่องมือวิเคราะห์ จาก  
Column Zorbax Eclipse XDB-C18  4.6 X 250 mm  เป็น Zorbax Eclipse XDB-C8 4.6 X 150 mm ดัง
แสดงในตารางที่ 8 
 
ตารางท่ี 8 เปอร์เซ็นต์ที่ตรวจพบ ที่ 3 ความเข้มข้นจากการตรวจสอบ ruggedness 

 

n ความเข้มข้น 0.25 mg/ml ความเข้มข้น 1.0 mg/ml ความเข้มข้น 2.0 mg/ml 
  น้ าหนัก (mg) %ที่ตรวจพบ น้ าหนัก (mg) น้ าหนัก (mg) %ที่ตรวจพบ น้ าหนัก (mg) 
1 7.6 85.84 29.7 84.42 59.0 85.38 



2 7.8 85.89 29.8 87.44 58.9 85.38 
3 7.9 83.90 29.8 85.04 59.5 83.96 
4 7.7 84.78 29.9 83.92 59.3 84.51 
5 7.9 85.51 29.7 84.93 59.3 85.51 
6 7.7 86.00 29.4 84.12 59.5 84.93 
7 7.4 84.64 29.9 85.33 59.3 85.13 
8 7.7 84.16 29.6 84.71 59.2 85.25 
9 7.5 86.04 29.8 84.94 59.4 85.33 
10 7.4 84.31 29.8 85.06 59.7 84.75 
  Mean 85.11 Mean 84.99 Mean 85.01 
  SD 0.835 SD 0.968 SD 0.485 

 

การตรวจสอบ precision ที่อยู่ในรูปของ ruggedness คือ การตรวจสอบความใกล้เคียงกันระหว่างข้อมูล

ที่วิเคราะห์ซ ้าซึ่งแสดงผลในรูปของ % RSD และค้านวณค่า HORRAT จากข้อมูลทั งหมดของการทดลองโดยการ

เปลี่ยนเครื่องมือวิเคราะห์จาก Column Zorbax Eclipse XDB-C18  4.6 X 250 mm  เป็น  Zorbax Eclipse 

XDB-C8 4.6 X 150 mm ได้ค่าดังนี  

การประเมินค่า precision โดยใช้ HORRAT   
    

HORRAT       =      % RSD experimental   
                                      Predicted Horwitz RSD 
ค านวณ %RSD (experimental)  ตามสูตร 
 

%RSD (experimental)     =    (SDx100)      
  Mean   

 =    (0.763x100)      
    85.04 
 =   0.897 

เมื่อ Mean = 85.04, SD = 0.763    
ค านวณ Predicted Horwitz RSD ตามสูตร 
 

Predicted Horwitz RSD     =       0.66 x 2(1-0.5 log C)  

เมื่อ C (Concentration ration)    =    0.850 

Predicted Horwitz RSD             =      0.66 x 2(1-0.5 log C)  



                             =       0.66 x 2(1-0.5 log 0.850)    

 =      1.353 

ค านวณ HORRAT ตามสูตร 
HORRAT   =      % RSD experimental   

                                      Predicted Horwitz RSD 
    =      0.897  
             1.353 
    =       0.663 

จากการทดสอบหาค่า precision ที่อยู่ในรูปของ ruggedness ได้ค่า HORRAT = 0.663 ≤ 2 

เกณฑ์ยอมรับ HORRAT ≤ 2 (AOAC) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7 ผลการตรวจสอบความถูกต้อง (accuracy)   

 การประเมินค่า accuracy ของวิธีการ จาก % recovery โดยการน้าค่าปริมาณสารออกฤทธิ์  

carbaryl ที่เป็นค่า origin และ spike มาหาค่าเฉลี่ยและค้านวณค่า % recovery โดยค่าต้องอยู่ในช่วง 98-102 

% ตามเกณฑ์การพิจารณาส้าหรับสารที่มีปริมาณมากกว่า 10 % ของ AOAC ดังแสดงในตารางที่ 9 

 

ตารางท่ี 9   ร้อยละการตรวจพบ (% Recovery) ของ carbaryl 

 

  AI content (..mg/25ml) 

n 
Conc.added 

(7.5 mg/25ml) 
Conc.added 

(12.50 mg/25ml) 
Conc.added 

(20.00 mg/25ml) 



 Origin Spike Added Origin Spike Added Origin Spike Added 
1 12.79 20.17 7.50 12.58 25.15 12.50 12.25 32.80 20.00 
2 12.68 20.28 7.50 12.61 24.98 12.50 12.38 32.86 20.00 
3 12.64 20.02 7.50 12.51 24.91 12.50 12.34 32.58 20.00 
4 12.68 20.09 7.50 12.51 24.73 12.50 12.34 32.36 20.00 
5 12.66 20.06 7.50 12.52 24.76 12.50 12.39 32.36 20.00 
6 12.64 20.22 7.50 12.58 24.97 12.50 12.29 32.36 20.00 
7 12.64 20.08 7.50 12.64 25.05 12.50 12.29 32.36 20.00 
8 12.68 20.07 7.50 12.61 25.04 12.50 12.38 32.42 20.00 
9 12.73 20.08 7.50 12.64 24.45 12.50 12.37 32.29 20.00 
10 12.72 20.08 7.50 12.62 24.71 12.50 12.37 33.02 20.00 

Mean 12.69 20.12 7.50 12.58 24.88 12.50 12.34 32.54 20.00 
SD 0.049 0.081  0.049 0.212  0.049 0.261  

%RSD 0.385 0.401  0.390 0.851  0.395 0.804  
%Recovery   99.07   98.40   101.00 

 

การค้านวณค่า % Recovery ค้านวณตามสูตร ดังนี  
 

% Recovery = (Conc.spike sample – Conc.Original sample) x 100 

Conc. Added 

% Recovery ที่ความเข้มข้นต่้า = 20.12 – 12.69 X 100 = 99.07 

      7.50 

% Recovery ที่ความเข้มข้นกลาง = 24.88 – 12.58 X 100 = 98.40 

      12.50 

% Recovery ที่ความเข้มข้นสูง = 32.54 – 12.34 X 100 = 101.00 

      20.00 

% Recovery เฉลี่ย  = 99.49 

จากการทดสอบหาค่า accuracy ของวิธีการ จาก % recovery ได้ค่า % recovery เท่ากับ 99.49 โดย

ค่าที่ได้อยู่ในช่วง 98-102 % ตามเกณฑ์การพิจารณาส้าหรับสารที่มีปริมาณมากกว่า 10 % ของ AOAC (ตาราง

ภาคผนวกท่ี 1) 

 

9. สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 



 การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์วัตถุมีพิษการเกษตร carbaryl โดยใช้เทคนิควิธี HPLC ตัวตรวจวัด

ชนิด DAD มีสภาวะการท้างานของเครื่อง HPLC  ดังนี  
 

Column  :   Zorbax Eclipse XDB-C18  ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 4.6 มิลลิเมตร,  
 ความยาว 250 มิลลิเมตร, partical size 5 ไมครอน 

Mobile phase   : Methanol  55 %    :     water  45 % 

อัตราการไหล (Flow rate) :  1.00 มิลลิลิตร/นาท ี

Stop time   : 10 นาท ี

อุณหภูมิคอลัมน์ (Column Temperature) : 40 องศาเซลเซียส 

ปริมาตรที่ฉีด (Injection Volume) : 1 ไมโครลิตร 

ความยาวคลื่น (Wavelength) : 254  นาโนเมตร 

RT (Retention Time) :  8.158 นาท ี

ตัวตรวจวัด (Detector) : DAD  (Diode Array Detector) 

 มีค่า Range (ช่วงของการวัด) เป็นเส้นตรงในช่วงความเข้มข้น  0.25-2.50 mg/ml ให้ค่า linearity (ความ

เป็นเส้นตรง) ในช่วงความเข้มข้น 0.25 – 2.00 mg/ml  โดยมีค่า  Correlation coefficient (r) เท่ากับ 0.999 

(เกณฑ์ยอมรับที่ correlation coefficient (r)   0.995 (AOAC)) การตรวจสอบ precision (ความแม่นย้า) ของ

การวิเคราะห์ carbaryl ในผลิตภัณฑ์สารก้าจัดศัตรูพืช กลุ่มคาร์บาเมท สูตร WP มีค่า HORRAT ในรูปของ 

repeatability (การทวนซ ้า) และ reproducibility (การท้าซ ้า) ได้ค่า เท่ากับ  0.770 และ 0.632 ตามล้าดับ 

(เกณฑ์ยอมรับ HORRAT ≤ 2 (AOAC)) การตรวจสอบค่า robustness/rugedness ในรูปของ precision ได้ค่า 

HORRAT เท่ากับ 0.811 และ 0.663 ตามล้าดับ (เกณฑ์เกณฑ์ยอมรับ HORRAT ≤ 2 (AOAC)) การตรวจสอบ 

accuracy (ความถูกต้อง) ของวิธีการจากค่า % recovery พบว่า % Recovery เท่ากับ  99.49 %  ซึ่งเกณฑ์

ยอมรับส้าหรับสารที่มีปริมาณมากกว่า 10% อยู่ในช่วง 98-102 % (AOAC) จากผลการวิเคราะห์และตรวจสอบค่า

ต่างๆ ได้แก่ rang, linearity, precision, robustness/ruggedness และ accuracy อยู่ในเกณฑ์ก้าหนดและ

ยอมรับได้ ดังนั น วิธีวิเคราะห์ปริมาณ carbaryl ที่ได้เป็นวิธีที่พิสูจน์แล้วว่ามีความถูกต้อง แม่นย้า น่าเชื่อถือ และ

อยู่ในเกณฑ์ก้าหนดและยอมรับได้ตามเกณฑ์การยอมรับสากล สามารถน้าไปใช้เป็นวิธีมาตรฐานส้าหรับวิเคราะห์

ทดสอบ ค่า % สารออกฤทธิ์ส้าหนับผลิตภัณฑ์สารก้าจัดศัตรูพืช carbaryl ของห้องปฏิบัติการวัตถุมีพิษการเกษตร 

กลุ่มพัฒนาการตรวจสอบพืชและปัจจัยการผลิต ส้านักวิจัยและพัฒนาการเกษตรเขตที่ 3 ได้  

 

 



10. การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ 

10.1 ได้วิธีวิธีวิเคราะห์ carbaryl ที่พิสูจน์แล้วว่ามีความถูกต้อง แม่นย้า ตามมาตรฐานสากล และเป็น 

ทีย่อมรับในระดับสากล 

10.2 สามารถใช้เป็นวิธีมาตรฐาน ส้าหรับห้องปฏิบัติการวิเคราะห์วัตถุมีพิษทางการเกษตร ส้านักวิจัย 

และพัฒนาการเกษตรเขตที่ 3 ในตรวจสอบหาปริมาณสารออกฤทธิ์ carbaryl  ในผลิตภัณฑ์สารก้าจัดศัตรูพืชที่

จ้าหน่ายในท้องตลาด และเพ่ือการขอขึ นทะเบียน 

10.3 เกษตรกรได้ใช้ผลิตภัณฑ์สารก้าจัดแมลงที่มีคุณภาพและได้มาตรฐาน 

10.4 เตรียมความพร้อมของห้องปฏิบัติการวิเคราะห์วัตถุมิพิษทางการเกษตร ส้านักวิจัยและ 

พัฒนาการเกษตรเขตที่ 3 สู่การรับรองมาตรฐาน ISO/IEC 17025 
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10. ภาคผนวก 

เกณฑ์การยอมรับ Recovery  
The AOAC Manual for the Peer  Verified Methods Program (1993) ได้ก้าหนดแนวทาง 

ส้าหรับพิจารณาการยอมรับ % recovery โดยทั่วไป ตามตารางที่  1 (ทิพวรรณ  นิ่งน้อย. 2549) 

ตารางท่ี 10  Analyte recovery ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ (ตาม AOAC) 

ความเข้มข้นของ analyte % Recovery 

100 % 

> 10 % 

> 1 % 

> 0.1 % 

100 ppm 

10 ppm 

1 ppm 

100 ppb 

10 ppb 

1 ppb 

98-102 

98-102 

97-103 

95-105 

90-107 

80-110 

80-110 

80-110 

60-115 

40-120 

 


