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รายงานผลงานเร่ืองเต็มการทดลองที่สิ้นสุด 

-------------------------------------- 

1. แผนงานวิจัย   วิจัยและพัฒนาระบบการตรวจวิเคราะห์ปัจจัยการผลิตทางการเกษตรตามมาตรฐานสากล  
(Research and Development on Analytical System of Agricultural Inputs  
Following the International Standards) 
 

2. โครงการวิจัย วิจัยและพัฒนาระบบการตรวจวิเคราะห์ผลิตภัณฑ์วัตถุอันตรายทางการเกษตร 
(Research and Development on Analytical System of Agricultural 
Hazardous Substance Products) 

กิจกรรมที่ 1  การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ในผลิตภัณฑ์วัตถุอันตรายทางการเกษตร 
 

3. ชื่อการทดลอง (ภาษาไทย) 1.6 การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์สารออกฤทธิ์กลุ่มสารก าจัดแมลง : 
ไตรอะโซฟอส (triazophos), คาร์โบซัลแฟน (carbosulfan), ไดเมโทเอต (dimethoate), 
โพรฟีโนฟอส (profenofos) กลุ่มสารก าจัดวัชพืช : ไกลโฟเซต (glyphosate) และกลุ่ม
สารป้องกันก าจัดโรคพืช : คาร์เบนดาซิม (carbendazim) ในผลิตภัณฑ์สารป้องกันก าจัด
ศัตรูพืชของห้องปฏิบัติการพ้ืนที่ภาคตะวันออกเฉียงเหนือตอนบน (พ.ศ. 2559-2561)             

ชื่อการทดลอง (ภาษาอังกฤษ) Method Validation of triazophos carbosulfan dimethoate profenofos 
glyphosate and carbendazim in Pesticide Formulation 

 

4. คณะผู้ด าเนินงาน 

หัวหน้าการทดลอง นางสาวปริยานุช สายสุพรรณ์   สังกัด ส านักวิจัยและพัฒนาการเกษตร เขตที่ 3

ผู้ร่วมงาน นางวัชราพร ศรีสว่างวงศ์       สังกัด ส านักวิจัยและพัฒนาการเกษตร เขตท่ี 3 

ผู้ร่วมงาน นายจารุพงศ์ ประสพสุข        สังกัด ส านักวิจัยและพัฒนาการเกษตร เขตท่ี 3 
 

5. บทคัดย่อ 

ภารกิจด้านการวิเคราะห์คุณภาพผลิตภัณฑ์วัตถุอันตรายทางการเกษตรในส่วนภูมิภาค ในเขตพ้ืนที่
รับผิดชอบ 11 จังหวัด ภาคตะวันออกเฉียงเหนือตอนบน ถือเป็นภารกิจหลักของห้องปฏิบัติการวิเคราะห์วัตถุ
อันตรายทางการเกษตร ส านักวิจัยและพัฒนาการเกษตรเขตที่ 3 การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ เป็น
หนึ่งในกระบวนการตรวจสอบวิธีวิเคราะห์ที่น ามาใช้ในห้องปฏิบัติการ ว่าให้ผลการวิเคราะห์ที่ถูกต้อง แม่นย า 
และยอมรับได้ตามเกณฑ์การยอมรับสากลหรือไม่ ห้องปฏิบัติการวิเคราะห์วัตถุ อันตรายทางการเกษตร 
ส านักวิจัยและพัฒนาการเกษตรเขตที่ 3 ได้ท าการตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์สารออกฤทธิ์กลุ่มสาร
ก าจัดแมลง : ไตรอะโซฟอส (triazophos), คาร์โบซัลแฟน (carbosulfan), ไดเมโทเอต (dimethoate), โพรฟีโนฟอส 
(profenofos) กลุ่มสารก าจัดวัชพืช : ไกลโฟเซต (glyphosate) และกลุ่มสารป้องกันก าจัดโรคพืช : คาร์เบนดาซิม 
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(carbendazim) ในผลิตภัณฑ์สารป้องกันก าจัดศัตรูพืช เพ่ือยืนยันคุณลักษณะของวิธีวิเคราะห์และประเมินผล
ด้วยวิธีทางสถิติว่าวิธีวิเคราะห์นี้มีความถูกต้อง แม่นย า และน่าเชื่อถือ ผลการตรวจสอบความใช้ได้ของวิธี
วิเคราะห์สารออกฤทธิ์ triazopho, carbosulfan, dimethoate, profenofos, glyphosate และ carbendazim 
พบว่าให้ค่า Working range เป็นเส้นตรงในช่วงความเข้มข้น 0.025-4.00 mg/ml ให้ค่า Linearity ในช่วงความ
เข้มข้น 0.050–2.50 mg/ml โดยค่า Correlation of determination (R2) มีค่าระหว่าง 0.99936-0.99991 (เกณฑ์
ยอมรับที่ R2  0.995) มีความเที่ยง (Precision) ของวิธีวิเคราะห์ที่ประเมินด้วยค่า HORRAT ของการทวนซ้ า 
(Repeatability) อยู่ระหว่าง 0.17-0.66 และการท าซ้ า (Reproducibility) อยู่ระหว่าง 0.15-0.64 การ
ตรวจสอบค่า Robustness มีค่า HORRAT อยู่ระหว่าง 0.14-0.63 และการตรวจสอบค่า Ruggedness มีค่า 
HORRAT อยู่ระหว่าง 0.07-0.85 ซึ่งค่าที่ได้ไม่เกิน 2 (เกณฑ์ยอมรับ HORRAT ≤ 2 (AOAC)) การตรวจสอบ
ความถูกต้อง (Accuracy) ของวิธีการจาก % Recovery ที่ความเข้มข้นระดับต่ า กลาง สูง มีค่าระหว่าง 98.01-
101.53 % อยู่ในช่วงเกณฑ์ยอมรับ 98-102 % ส าหรับสารที่มีปริมาณมากกว่า 10 % ตามเกณฑ์ของ AOAC 
และมีค่าความไม่แน่นอนของการวัดของวิธีวิเคราะห์ เท่ากับ ±0.60, ± 0.36, ± 0.48, ±0.54, ± 0.71 และ ± 
0.72 ตามล าดับ ดังนั้นวิธีวิเคราะห์สารออกฤทธิ์ triazophos, carbosulfan, dimethoate, profenofos, 
glyphosate และ carbendazim ในผลิตภัณฑ์วัตถุอันตรายทางการเกษตรที่ได้ เป็นวิธีวิเคราะห์ที่ได้พิสูจน์
แล้วว่าให้ผลการวิเคราะห์ที่มีความถูกต้อง น่าเชื่อถือ อยู่ในเกณฑ์ก าหนดและยอมรับได้ตามมาตรฐานสากล 
สามารถน าไปใช้เป็นวิธีมาตรฐานส าหรับวิเคราะห์ทดสอบของห้องปฏิบัติการวิเคราะห์วัตถุอันตรายทาง
การเกษตร ส านักวิจัยและพัฒนาการเกษตรเขตที่ 3 ได้  
6. ค าน า 

ไตรอะโซฟอส (Triazophos) เป็นวัตถุอันตรายทางการเกษตร ประเภทสารก าจัดแมลงและไร กลุ่ม
ออร์กาโนฟอสฟอรัส (Organophosphorus) ออกฤทธิ์ในทางสัมผัสและกินตาย (cholinesterase inhibitor) 
สารก าจัดแมลงในกลุ่มนี้เป็นกลุ่มที่นิยมใช้มากที่สุดในปัจจุบัน เนื่องจากเป็นสารที่ออกฤทธิ์ในการป้องกันก าจัด
แมลงได้อย่างมีประสิทธิภาพสูงต่อแมลงประเภทกัดกินใบ ดอก ผล แมลงปากดูด เช่นเพลี้ย และหนอนเจาะกิ่ง 
ล าต้น ผล เป็นต้น อีกท้ังสารในกลุ่มนี้มีราคาไม่สูงมาก นิยมใช้เพื่อก าจัดศัตรูพืช ได้แก่ หนอนกินใบ หนอนม้วน
ใบ เพลี้ยหอย เพลี้ยจักจั่น เพลี้ยไฟ แมลงหวี่ขาว และไส้เดือนฝอย ในพืชผักต่างๆ พืชไร่ ข้าว ธัญพืชและผลไม้ 
เช่น มะเขือเทศ ข้าว ถั่วเหลือง ส้ม สตรอเบอร์รี่ เป็นต้น (กองควบคุมพืชและวัสดุการเกษตร, 2537) สารก าจัด
แมลงกลุ่มออร์กาโนฟอสฟอรัสทั้งหมดเป็นเอสเทอร์ของกรดฟอสฟอริค (H3PO4) เป็นสารก าจัดแมลงที่มี
คุณสมบัติส าคัญ 2 ประการคือ มีพิษเฉียบพลันต่อมนุษย์และสัตว์ที่มีกระดูกสันหลัง สารนี้สามารถสลายตัวได้
เร็วหรือตกค้างสั้น จึงถูกน ามาใช้ทดแทนสารก าจัดแมลงในกลุ่มออร์กาโนคลอรีน (Organochlorine) สาร 
triazophos มีชื่อทางเคมี (IUPAC) ว่า O,O-Diethyl O-(1-phenyl-1H-1,2,4-triazol-3-yl) phosphorothioate   มี
สูตรโมเลกุล (Molecular formular) เป็น C12H16N3O3PS มีน้ าหนักโมเลกุล (Molecular weight) เท่ากับ 
313,31 g·mol−1 สามารถสลายตัว ได้ เร็วหลั งจากใช้ประมาณ 7-14 วัน ลักษณะสูตร เป็นสูตร EC 
(Emulsifiable Concentrat : สูตรชนิดน้ ามันเข้มข้น) มีลักษณะเป็นของเหลวที่ผสมเป็นเนื้อเดียวกัน ก่อน
น าไปใช้ต้องท าการเจือจางด้วยน้ า สารที่ได้จากการเจือจางด้วยน้ าจะได้สารอิมัลชั่นมีลักษณะขุ่นขาว  (กิจชัย, 

https://de.wikipedia.org/wiki/Mol


3 
 

2561) สาร triazophos เป็นอันตรายเมื่อถูกผิวหนังท าให้ผิวหนังระคายเคือง มีผลท าให้เกิดการระคายเคืองตา 
เกิดผลกระทบกับระบบทางเดินหายใจ เกิดการระคายเคืองจมูกและคอ อาการของพิษ หากได้รับสารในระดับ
ต่ าจะแสดงอาการเซื่องซึม สับสน เป็นตะคริว อุจจาระร่วง ปวด และหายใจล าบาก หากได้รับในปริมาณสูงจะ
แสดงอาการชักกระตุกอย่างรุนแรง สั่น กล้ามเนื้ออ่อนแรง หมดสติและตายในที่สุด โดยกลไกการออกฤทธิ์ของ
สาร triazophos จะออกฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนไซม์อะเซทธิลโคลีนเอสเทอเรส (Acetylcholinesterase 
inhibitors Nerve action) โดนเอ็นไซน์จะถูกจับด้วยโมเลกุลของสารก าจัดแมลง ผลจากการยับยั้งการท างาน
ของเอ็นไซม์ชนิดนี้ท าให้เกิดการสะสมหรือครั่งของสารอะเซทธิลโคลีน บริเวณรอยต่อระหว่างเซลล์ประสาท 
(Neuro/Neuron junction) ส่งผลให้กล้ามเนื้อสั่น และชักกระตุกอย่างรุนแรง ท าให้แมลงเป็นอัมพาตและตาย
ในที่สุด ส าหรับในมนุษย์การยับยั้งการท างานของเอ็นไซม์อะเซทธิลโคลีนเอสเทอเรส ซึ่งเป็นเอ็นไซม์ในพลาสมา
ท าหน้าที่ท าลายเอนไซม์อะเซทธิลโคลีนในเนื้อเยื่อประสาท ผลจากการยับยั้งการท างานดังกล่าว ท าให้ระบบ
ประสาทท างานผิดปกติ  

 
 

 

 
 

ภาพที่ 1 สูตรโครงสร้างของ triazophos 
ที่มา : https://en.wikipedia.org/wiki/Triazofos 

 

คาร์โบซัลแฟน (Carbosulfan) เป็นวัตถุอันตรายทางการเกษตร ประเภทสารก าจัดแมลง 
(Insecticides) ในกลุ่มคาร์บาเมท (Carbamate) เป็นสารก าจัดแมลงประเภทดูดซึม มีฤทธิ์ทางการสัมผัส
ถูกตัวตายและทางการกิน (ฝ่ายข้อมูลเกษตร, 2561) สาร carbosulfan สามารถก าจัดแมลงได้หลายชนิด 
ทั้งปากดูดและปากกัด โดยเฉพาะด้วงและแมลงปีกแข็ง ศัตรูพืชที่สามารถก าจัดได้ เช่น เพลี้ยอ่อน เพลี้ย
จักจั่น เพลี้ยไฟ เพลี้ยหอย แมลงหวี่ขาว หนอนกอแถบลาย หนอนเจาะยอดและเจาะผล หนอนกัดราก
ข้าวโพด มวนและไส้เดือน เป็นต้น สามารถใช้กับแมลงศัตรูในโรงเก็บพืช และมักใช้ในผลิตผลทางการเกษตร 
เช่น ผัก ผลไม้ พืชไร่ และเมล็ดพืชที่เป็นพืชอาหาร นอกจากนี้ยังใช้กับสัตว์ปีก ปศุสัตว์ และสัตว์เลี้ยง เพ่ือ
ก าจัดแมลงรบกวน ยังสามารถใช้ก าจัดหอยทากและหนอนตัวกลม (Nematodes) บางชนิดได้ (พิมพ์เพ็ญ 
และคณะ , 2561) ส า ร  carbosulfan มี ชื่ อ ท า ง เ ค มี  ( IUPAC) ว่ า  2,2-Dimethyl-2,3-dihydro-1-
benzofuran-7-yl [(dibutylamino)sulfanyl]methylcarbamate   มีสูตรโมเลกุล เป็น C20H32N2O3S มี
น้ าหนักโมเลกุล เท่ากับ  380.55 g·mol−1 (INCHEM, 2018) มีคุณสมบัติในการละลายน้ าได้น้อยคือ
ประมาณ 0.3 มิลลิกรัม/ลิตร ละลายได้ดีในตัวท าละลายอินทรีย์ สารบริสุทธิ์เป็นของเหลวหนืดสีน้ าตาล 
(พนิดา และคณะ, 2553) ค่าความเป็นพิษของ carbosulfan มีดังนี้ ในหนู มีปริมาณที่ท าให้ประชากร 50% 
ตาย หรือที่เรียกว่า แอลดี 50 (LD50) เท่ากับ 4.5 มิลลิกรัม/น้ าหนักตัว 1 กิโลกรัม โดยการกิน และ 0.64 

https://en.wikipedia.org/wiki/Triazofos
https://dict.longdo.com/search/Insecticides
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มิลลิกรัม/น้ าหนักตัว 1 กิโลกรัมโดยการฉีดเข้าทางช่องท้อง มีพิษสูงต่อปลา ผึ้งและนก โดยความเป็นพิษต่อ
นกมีค่า LD50 จากการกิน เท่ากับ 10 มิลลิกรัม/น้ าหนักตัว 1 กิโลกรัม พิษต่อผึ้งจากการกินมี่ค่า LD50 (24 
Hours) เท่ากับ 1.0460 ไมโครกรัม/ผึ้ง เป็นต้น สาร carbosulfan มีลักษณะสูตร ที่เป็นทั้งสูตร GR 
(Granules – สูตรชนิดเม็ด) ซึ่งเป็นสูตรชนิดใช้ได้ทันที เป็นเม็ดขนาดเล็ก พร้อมใช้ได้ทันที สารออกฤทธิ์จะ
เคลือบบนวัสดุดูดซับ เช่นเม็ดทราย และสูตร EC (Emulsifiable Concentrat :  สูตรชนิดน้ ามันเข้มข้น) 
มีลัษณะเป็นของเหลวที่ผสมเป็นเนื้อเดียวกัน ก่อนน าไปใช้ต้องท าการเจือจางด้วยน้ า สารที่ได้จากการเจือ
จางด้วยน้ าจะได้สารอิมัลชั่นมีลักษณะขุ่นขาว กลไกการออกฤทธิ์ของสารก าจัดแมลงในกลุ่มคาร์บาเมทมีผล
ต่ อ ร ะบบประส าท โดยออกฤทธิ์ ยั บยั้ ง ก า รท า ง านขอ ง เอน ไซม์ อ ะซิ ติ ล โ คลี น เ อส เทอ เ รส 
(Acetylcholinesterase หรือ AChE) ท าให้สารสื่อประสาทอะเซทิลโคลีนถูกท าลายและลดลง ท าให้เกิด
การสะสมของอะซิติลโคลีนที่ซินแนปส์ของเส้นประสาท เนื่องจากเอนไซม์ไม่สามารถไปไฮโดรไลส์อะซิติล
โคลีนให้เป็นโคลีนและกรดอะซิติกได้ จึงท าให้เกิดการกระตุ้นปลายประสาทเพ่ิมขึ้นอย่างมาก เกิดอาการพิษ
เนื่องจากการท างานของระบบสื่อประสาทโคลิเนอร์จิค (Cholinergic neurotransmission) ท างานมาก
เกินปกติ ส่งผลให้กล้ามเนื้อสั่น และชักกระตุกอย่างรุนแรง ท าให้แมลงเป็นอัมพาตและตายในที่สุด ส าหรับ
ในมนุษย์ลักษณะอาการจะขึ้นกับปริมาณความเข้มข้นของสารที่ได้รับ หากได้รับในปริมาณสูง จะแสดง
อาการชักกระตุกอย่างรุนแรง สั่น กล้ามเนื้ออ่อนแรง หมดสติและตายในที่สุด สารก าจัดแมลงกลุ่มนี้สามารถ
ดูดซึมผ่านทางผิวหนังได้ โดยเฉพาะรอยแผลหรือรอยข่วน ดังนั้นควรหลีกเลี่ยงการสัมผัสโดยตรง และสาร
ก าจัดแมลงในกลุ่มนี้ยังท าให้เกิดความระคายเคืองต่อตาอย่างมากได้ ซึ่งเมื่อเข้าสู่ร่างกายอาจมีผลต่ออวัยวะ
ส่วนต่างๆของร่างกาย เช่น ระบบ ประสาท กล้ามเนื้อ การหายใจและสมองเป็นต้น ซึ่งถ้ารุนแรงอาจท าให้
เสียชีวิตได้ (ศูนย์ข้อมูลพิษวิทยา. 2561)  

 
 
 

 
 

ภาพที่ 2 สูตรโครงสร้างของ carbosulfan 
ที่มา : https://en.wikipedia.org/wiki/Carbosulfan 

 

ไดเมโทเอต (Dimethoate) เป็นวัตถุอันตรายทางการเกษตร ประเภทสารก าจัดแมลง ในกลุ่ม
ออร์กาโนฟอสฟอรัส เป็นสารก าจัดแมลงชนิดถูกตัวตายและดูดซึมโดยมีผลในการยับยั้งการท างานของ
เอนไซม์ Acetylcholinesterase ใช้ในการป้องกันก าจัด เพลี้ยอ่อน เพลี้ยไฟ ไรแดง หนอนกระทู้ฝัก
ข้าวโพด หนอนใยผัก หนอนคืบกะหล่ า แมลงหวี่ขาว ในพืชต่างๆ เช่น ฝ้าย ข้างฟ่าง กล้วย มะม่วง พืชผัก
ผลไม้ ไม้ดอกไม้ประดับ เป็นต้น (ลักษมี และคณะ, 2553) สาร dimethoate มีชื่อทางเคมี (IUPAC) ว่า 
O,O-dimethyl S-methylcarbamoylmethyl phosphorodithioate มีสูตรโมเลกุล เป็น C5H12NO3PS2 

https://en.wikipedia.org/wiki/Carbosulfan
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มีน้ าหนักโมเลกุล เท่ากับ 229.26  g·mol−1  มีลักษณะเป็นผลึกสีขาวหรือสีเหลือง ไม่มีกลิ่น มีคุณสมบัติใน
การละลายน้ าได้ดีมาก และละลายได้ดีในตัวท าละลายอินทรีย์ เช่น chloroform, benzene, toluene, 
methylene chloride มีค่าครึ่งชีวิตในอากาศที่ 0.469-4.690 ชั่วโมง ค่าครึ่งชีวิตในน้ าผิวดินที่ 11-56 วัน 
ค่าครึ่งชีวิตในน้ าใต้ดินที่ 22-112 วัน และค่าครึ่งชีวิตในดินที่ 11-37 วัน (ตารางภาคผนวกที่ 2) ค่าความ
เป็นพิษของ dimethoate มีพิษเฉียบพลันโดยการให้ทางปากและการป้ายบนผิวหนัง โดยมีค่า LD50 โดย
การให้ทางปากในหนู เท่ากับ 215-700 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ าหนักตัว และ 610 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ าหนัก
ตัวโดยการป้ายบนผิวหนัง สาร dimethoate มีพิษเฉียบพลันร้ายแรงในสัตว์ปีกทุกสปีซีส์ โดยมีค่า LD50 ใน
นก European starling โดยการกิน เท่ากับ 32 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ าหนักตัว และ มีค่า LD50 ในเป็ด 
mallard โดยการกิน อยู่ระหว่าง 41.7-63.5  มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ าหนักตัว (นงลักษณ์ และคณะ, 2551) 
สาร dimethoate มีลักษณะสูตร เป็นสูตร EC (Emulsifiable Concentrat : สูตรชนิดน้ ามันเข้มข้น) มี
ลักษณะเป็นของเหลวที่ผสมเป็นเนื้อเดียวกัน ก่อนน าไปใช้ต้องท าการเจือจางด้วยน้ า สารที่ได้จากการเจือ
จางด้วยน้ าจะได้สารอิมัลชั่นมีลักษณะขุ่นขาว อาการเกิดพิษของ dimethoate ผู้ที่ได้รับพิษ จะมีอาการ
เซื่องซึม ตาพร่า ปวดเกร่งในช่องท้อง แน่นหน้าอก ปวดศรีษะ หายใจขัด ชักกระตุกอย่างรุนแรง สั่น 
กล้ามเนื้ออ่อนแรง หมดสติ ถ้ารุนแรงจะท าให้เสียชีวิตได้  

 

 
 

 
ภาพที่ 3 สูตรโครงสร้างของ dimethoate 

ที่มา : เอกสารเผยแพร่ทางวิชาการของเคมีเฉพาะเรื่อง ไดเมทโธเอท Dimethoate 
 

โปรฟีโนฟอส (Profenofos) เป็นวัตถุอันตรายทางการเกษตร กลุ่มออร์กาโนฟอสฟอรัส เป็นสาร
ก าจัดแมลงประเภทไม่ดูดซึม ออกฤทธิ์ในทางสัมผัสและกินตาย เป็นสารที่สามารถก าจัดศัตรูพืชได้หลาย
ชนิด เช่น หนอนใยผัก หนอนกระทู้ยาสูบ หนอนกระทู้ควายพระอินทร์ ด้วงงวงเจาะสมอ เพลี้ยอ่อน เพลี้ยไฟ 
ไรฝ้ายใช้ได้กับฝ้าย มันฝรั่ง ยาสูบ หอม พริก ผักตระกูลกะหล่ า ข้าวโพด เป็นต้น สาร profenofos มีความ
เป็นพิษเฉียบพลันทางปาก โดยมีค่า LD50 โดยการให้ทางปากในหนู เท่ากับ 358 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม และ
ค่า LD50 โดยการให้ทางผิวหนังในกระต่าย เท่ากับ 472 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม โดยอาการเกิดพิษ จะมีอาการ
มึนงง ปวดศีรษะ อ่อนเพลีย ม่านตาหรี่ ตาพร่า คลื่นไส้ อาเจียน เหงื่อและน้ าลายไหลมาก ปวดท้องเกร็ง 
ท้องเสีย กล้ามเนื้อกระตุก พูดไม่ชัด หายใจขัด หัวใจเต้นช้า ชักเกร็งและอาจหมดสติ  (พิมพ์เพ็ญ และคณะ, 
2560) สาร profenofos นอกจากมีฤทธิ์ก าจัดแมลง ยังเป็นพิษทั้งต่อมนุษย์และสัตว์ งานวิจัยในอดีตพบว่า 
profenofos มีผลกระทบต่อการเปลี่ยนแปลงกระบวนการเมทาบอลซิมในสิ่งมีชีวิต โดยมีฤทธิ์ยับยั้งการ
ท างานของเอนไซม์อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสซึ่งเป็นเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับระบบประสาทส่งผลให้เกิดปัญหา
ต่อระบบประสาทได้ทั้งในมนุษย์และสัตว์ หากได้รับสาร profenofos ในปริมาณมากอาจส่งผลต่อสุขภาพ
ได้ในที่สุด (สุมนา และคณะ, 2558) สาร profenofos มีชื่อทางเคมี (IUPAC) ว่า O-(4-bromo-2-chlorophenyl) O-
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ethyl S-propyl phosphorothioate ลักษณะสูตร เป็นสูตร EC (Emulsifiable Concentrat : สูตรชนิด
น้ ามันเข้มข้น) ที่มีลักษณะเป็นของเหลวที่ผสมเป็นเนื้อเดียวกัน ก่อนน าไปใช้ต้องท าการเจือจางด้วยน้ า สาร
ที่ได้จากการเจือจางด้วยน้ าจะได้สารอิมัลชั่นมีลักษณะขุ่นขาว   

 

 
 
 

 
ภาพที่ 4 สูตรโครงสร้างของ profenofos 

ที่มา : วารสารวิชาการวิศวกรรมศาสตร์ ม.อบ. ปีที ่8 ฉบับที่ 1  
 

ไกลโฟเซต (Glyphosate) เป็นวัตถุอันตรายทางการเกษตร ประเภทสารก าจัดวัชพืช (herbicide) 
ซึ่งเป็นสารก าจัดวัชพืชที่ใช้โดยวิธีฉีดพ่นและพืชสามารถดูดซึมได้ทางใบ วิธีฉีดเข้าล าต้นหรือหยอดที่ยอด 
เป็นสารก าจัดวัชพืช ที่มีปริมาณการใช้งานมากที่สุดในสหรัฐอเมริกา ทั้งในภาคการเกษตร และการตกแต่ง
สวนหย่อม บริษัทมอนซานโต้เป็นผู้ถือสิทธิบัตรและผลิตจ าหน่ายในสหรัฐอเมริกามาตั้งแต่ทศวรรษที่ 1970 
ใ น ชื่ อ ก า ร ค้ า  ร า ว ด์ อั พ  ( Roundup) ส า ร  glyphosate มี ชื่ อ ท า ง เ ค มี  ( IUPAC) ว่ า  N-
(phosphonomethy)glycine เป็นสารในกลุ่ม phosphinic acid มีสูตรโมเลกุลเป็น C3H8NO5P  มีน้ าหนัก
โมเลกุลเท่ากับ  169.1 g/mol-1 มีความหนาแน่นเท่ากับ 1.704 g/cm3 (20 ºC) ลักษณะทางกายภาพเป็น
ผงผลึกสีขาว (Wikipedia, 2018) 

 
 
 
 

ภาพที่ 5 สูตรโครงสร้างของ Glyphosate 
ที่มา : https://th.wikipedia.org/wiki/Glyphosate 

 

คาร์เบนดาซิม (Carnbendazim) เป็นสารก าจัดศัตรูพืชที่อยู่ในกลุ่มสารป้องกันและก าจัดเชื้อรา
ที่ก่อให้เกิดโรคพืช (Fungicide) เป็นสารก าจัดเชื้อราประเภทดูดซึม (systemic fungicide) โดยพืชสามารถ
ดูดซึมผ่านทั้งทางราก ทางใบ และเนื้อเยื่อ ไปส่วนต่างๆ ได้ (สุนีย์, 2533) สาร carbendazim ออกฤทธิ์
กว้าง ซึ่งออกฤทธิ์ทั้งแบบป้องกันและก าจัดโรคพืช นิยมใช้กันอย่างแพร่หลายเพ่ือควบคุมการแพร่กระจาย
ของเชื้อราที่ก่อให้เกิดความเสียหายต่อผลผลิตทางการเกษตร ได้แก่ โรคใบไหม้ โรคราแป้ง โรคใบจุด โรค
แอนแทรคโนส โรคใบจุดด า โรคสแค็ป โรคราสีเทา โรคหน่อเน่า ในพืชผักต่างๆ พืชไร่ ข้าวและธัญพืช ผลไม้ 
และไม้ดอกไม้ประดับทั่วไป เช่น องุ่น ต้นหอม ถั่วเหลือง มะม่วง ข้าว กยุช่าย หอมแดง หน่อไม้ฝรั่ง เป็นต้น 
(ชนิตสรา และคณะ, 2559) โดยกลไกการออกฤทธิ์ของสาร carbendazim จะไปยับยังการเจริญเติบโตของ

https://th.wikipedia.org/wiki/Glyphosate
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เชื้อรา โดยขัดขวางหรือท าลายการแบ่งตัวของเซลล์ระหว่างการสืบพันธุ์  มีชื่อทางการค้ามากมาย ได้แก่ 
คอลโตแซน คาร์เบนดาซิม50 เดลซีน50 และเบนด้า50 เป็นต้น  

 
 
 

 
 

ภาพที่ 6 สูตรโครงสร้างของ Carbendazim 
ที่มา : https://en.wikipedia.org/wiki/Carbendazim 

 

การควบคุมคุณภาพของผลิตภัณฑ์สารก าจัดศัตรูพืชที่วางจ าหน่ายตามท้องตลาดตาม พ.ร.บ.วัตถุ
อันตราย พ.ศ. 2535  จ าเป็นต้องมีการตรวจสอบชนิดและปริมาณสารออกฤทธิ์ว่าตรงตามข้อมูลที่ระบุใน
ฉลากหรือไม่ การตรวจสอบปริมาณสารออกฤทธิ์ของสารก าจัดศัตรูพืช จะใช้วิธีวิเคราะห์ตามมาตรฐาน 
CIPAC (Collaborative International Pesticide Analytical Council) ซึ่งการวิเคราะห์ผลิตภัณฑ์สาร
ก าจัดศัตรูพืชที่ได้ค่าผลวิเคราะห์ที่ถูกต้อง แม่นย าจ าเป็นต้องมีวิธีวิเคราะห์ที่เหมาะสม ซึ่งจะต้องประยุกต์ให้
เหมาะสมกับเครื่องมือและอุปกรณ์ที่มีในห้องปฏิบัติการ ขณะที่ผลการวิเคราะห์ที่ได้จะต้องความถูกต้อง 
แม่นย า เป็นที่ยอมรับตามเกณฑ์การยอมรับสากล ดังนั้นห้องปฏิบัติการวัตถุมีพิษการเกษตร สวพ.3 จึง
จ าเป็นต้องท าการทดสอบความใช้ ได้ของวิธีวิ เคราะห์ วัตถุ อันตรายทางการเกษตร triazopho, 
carbosulfan, dimethoate, profenofos, glyphosate และ carbendazim เพ่ือใช้เป็นวิธีมาตรฐานใน
ห้องปฏิบัติการต่อไป 

7. วิธีด าเนินการ 
- อุปกรณ ์

1. เครื่องตรวจวิเคราะห์วัตถุอันตรายชนิดใช้แรงดันสูง (High Performance Liquid Chromatograph 
: HPLC) ตัวตรวจวัดชนิด DAD (Diode Array Detector) 

2. Agilent Column Zorbax Eclipse XDB-C18 (USNH037758) Analytical, ค ว า ม ย า ว  250 
มิลลิเมตร, ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 4.6 มิลลิเมตร, partical size 5 ไมโครเมตร 

3. Agilent Column Zorbax Eclipse XDB-C18 (USNH037800) Analytical, ค ว า ม ย า ว  250 
มิลลิเมตร, ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 4.6 มิลลิเมตร, partical size 5 ไมโครเมตร 

4. Waters Column WATWAT02770 IC-Pak Anion HC Column ความยาว 150 มิลลิเมตร, ขนาด
เส้นผ่าศูนย์กลาง 4.6 มิลลิเมตร 

5. SUPELCO LC-SAX 58996 Column Number 181675AA, ความยาว 250 มิลลิ เมตร,  ขนาด
เส้นผ่าศูนย์กลาง 4.4 มิลลิเมตร, partical size 5 ไมโครเมตร 

https://en.wikipedia.org/wiki/Carbendazim
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6. เครื่อง Gas Chromatograph (GC) ยี่ห้อ Agilent รุ่น 7890A ตัวตรวจวัดชนิด Flame Ionization 
Detector (FID)  

7. Capillary Column ชนิด 5% Phenyl Methyl Siloxane (HP-5) ยาว 30 เมตร เส้นผ่าศูนย์กลาง 
0.32 มิลลิเมตร,  หนา (film thickness) 0.25 ไมโครเมตร (µm)  

8. เครื่องชั่งละเอียด (Analytical balance) ทศนิยม  4 ต าแหน่ง (± 0.1 มิลลิกรัม) ที่ผ่านการสอบ
เทียบแล้ว 

9. เครื่องวัด pH (pH Meter) 
10. เครื่องกวนสารพร้อมให้ความร้อน (Hot plate Magnetic stirrer) 
11. เครื่องล้างความถี่สูง (Ultrasonic bath) 
12. เครื่องวัดความหนาแน่น (Density meter) 
13. ชุดกรองสารละลายพร้อมเยื่อ membrane ขนาด 0.2 ไมโครเมตร 
14. ปั้มสุญญากาศ 
15. ขวดวัดปริมาตร (Volumetric flask) type A ขนาด 10, 25, 250, 100 และ 1,000 มิลลิลิตร ที่

ผ่านการสอบเทียบแล้ว 
16. ปิเปตแบบปริมาตร (Volumetric pipette) type A ขนาด 2, 5 และ 10 มิลลิลิตร ที่ผ่านการสอบ

เทียบแล้ว 
17. เครื่องดูดจ่ายสารละลายอัตโนมิติ (Auto pipettes) ขนาด 1,000  ไมโครลิตร ที่ผ่านการสอบเทียบ

แล้ว 
18. บีกเกอร์ (Beaker) ขนาด 50, 100, 500 และ 2,000  มิลลิลิตร 
19. กระบอกตวง (Cylinder) ขนาด 50, 100 และ 1,000 มิลลิลิตร ที่ผ่านการสอบเทียบแล้ว 
20. กระบอกฉีดยาแก้ว (Glass syring) ขนาด 5 มิลลิลิตร 
21. Syring filter membrane ขนาด  0.45 ไมโครเมตร 
22. ขวด Duran ขนาด 1,000 มิลลิลิตร 
23. ขวด Vial ขนาด 2 มิลลิลิตร 
24. สารมาตรฐาน triazophos (purity 98.00%), สารมาตรฐาน carbosulfan (purity 98.00%),  
  สารมาตรฐาน dimethoate (purity 99.37%), สารมาตรฐาน profenofos (purity 99.00%), 

  สารมาตรฐาน glyphosate  (purity 99.00%), สารมาตรฐาน carbendazim  purity 99.00% 
25. ตัวอย่างผลิตภัณฑ์ triazophos 40% W/V EC, ตัวอย่างผลิตภัณฑ์ carbosulfan 20% W/V EC,

ตัวอย่างผลิตภัณฑ์ dimethoate 40% w/v EC, ตัวอย่างผลิตภัณฑ์ profenofos 50% w/v EC, 
ตัวอย่างผลิตภัณฑ์ glyphosate 48% W/V SL, ตัวอย่างผลิตภัณฑ์ carbendazim 50% W/V SC 

26. Methanol (CH3OH) ชนิด HPLC grade 
27. Ethanol (C2H6O) ชนิด HPLC grade 
28. Acetone (C3H6O) ชนิด AR grade 
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29. น้ ากลั่นปราศจากไอออน (Deionized Water : DI Water) 
30. Potassium dihydregen phosphate (KH2PO4) 
31. Phosphoric Acid (H3PO4) 85% 

- วิธีการ 
1. การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์สารออกฤทธิ์ triazophos 

1.1 สอบเทียบเครื่องมือและอุปกรณ์ที่ใช้ในการทดลอง 
1.2 เตรียมสารเคมี  สารมาตรฐาน และสารตัวอย่างผลิตภัณฑ์ให้พร้อมส าหรับการทดลอง 
1.3 ปรับตั้งสภาวะการใช้งานของเครื่อง GC ตัวตรวจวัด (Detector) ชนิด FID ในการตรวจสอบ

ความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์สารออกฤทธิ์ triazophos  
1.4 การหารปริมาณสารออกฤทธิ์ triazophos ในตัวอย่างผลิตภัณฑ์ triazophos 40% W/V EC 

1.4.1 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน triazophos ชั่งสารมาตรฐาน triazophos (purity 
98.00%) 2 ซ้ า (C1, C2) ให้มีสารออกฤทธิ์ 1 มิลลิกรัม ในขวดวัดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร ชั่งสารมาตรฐาน 
triazophos ปริมาตร 10.20 มิลลิกรัม ใส่ลงในขวดวัดปริมาตร ละลายด้วย Acetone (C3H6O) ชนิด AR 
grade ประมาณ 5 มิลลิลิตร น าไปเขย่าให้ละลายด้วยเครื่อง Ultrasonic bath ประมาณ 15 นาที จากนั้น
น ามาตั้งทิ้งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง ปรับปริมาตรด้วย Acetone เขย่าให้เข้ากัน น าใส่ขวด vial ขนาด 2 
มิลลิลิตร น าไปฉีดเข้าเครื่อง GC 

1.4.2 การเตรียมสารละลายตัวอย่างผลิตภัณฑ์  triazophos 40% W/V EC ชั่งตัวอย่าง
ผลิตภัณฑ์ triazophos ให้มีสารออกฤทธิ์ 1 มิลลิกรัม ในขวดวัดปริมาตรขนาด 25 มิลลิลิตร ชั่งตัวอย่าง
ผลิตภัณฑ์ triazophos ปริมาตร 62.50 มิลลิกรัม ใส่ลงในขวดวัดปริมาตร ละลายด้วย Acetone ประมาณ 10 
มิลลิลิตร น าไปเขย่าให้ละลายด้วยเครื่อง Ultrasonic bath ประมาณ 15 นาที จากนั้นน ามาตั้งทิ้งไว้ให้เย็นที่
อุณหภูมิห้อง ปรับปริมาตรด้วย Acetone เขย่าให้เข้ากัน น าใส่ขวด vial ขนาด 2 มิลลิลิตร น าไปฉีดเข้าเครื่อง GC 

1.4.3 การวัดความถ่วงจ าเพาะ เทตัวอย่างผลิตภัณฑ์ triazophos 40% W/V EC ประมาณ 
60-70 มิลลิลิตร ลงในบีกเกอร์ขนาด 100 มิลลิลิตร จากนั้นใช้ syring ขนาด 5 มิลลิลิตร ดูดตัวอย่างและฉีดเข้า
เครื่อง Density meter อ่านค่าความถ่วงจ าเพาะของสารที่ได้จากเครื่อง 

1.4.4 การตรวจสอบความพร้อมของเครื่อง GC เปิดเครื่อง GC ตามสภาวะการท างานของ
เครื่องที่ก าหนดไว้ เมื่อ baseline คงท่ีทดสอบฉีดสารละลายมาตรฐาน เข้าเครื่องประมาณ 4 ซ้ า เมื่อค่าพ้ืนที่ใต้
พีค (peak area) หรือความสูงของพีค (peak high) แตกต่างจากค่าเฉลี่ยของการฉีดติดต่อกัน 3 ครั้งไม่เกิน 
1% จึงถือว่าเครื่องพร้อมใช้งาน 

1.4.5 ค านวณค่า % Relative Percent Different (%RPD) สารละลายมาตรฐาน C1, C2 
ต้องมีค่า %RPD ไม่เกิน 3% ค านวณค่า %RPD ตามสมการภาคผนวกท่ี 1 

1.4.6 ค านวณหา Response factor (f) ตามสมการภาคผนวกที่ 2 
1.4.7 ค านวณหา % สารออกฤทธิ์ triazophos ในตัวอย่างผลิตภัณฑ์ triazophos ตาม

สมการภาคผนวกที่ 3 



10 
 

1.4.8 การค านวณหาเปอร์เซ็นต์สารออกฤทธิ์ ของ triazophos 
        เปอร์เซ็นต์สารออกฤทธิ์ triazophos = %w/w ของ triazophos x ความถ่วงจ าเพาะ 
1.5 การตรวจสอบความเป็นเส้นตรง (Working range/Linearity) ของวิธีการ 

1.5.1 ทดสอบช่วงการใช้งาน (Working range) 
ช่วงการใช้งาน (Working range) เป็นช่วงของความเข้มข้น/ปริมาณของสารที่ใช้

ทดสอบท่ีสามารถวิเคราะห์ได้อย่างถูกต้องแม่นย า (มลิสา และคณะ, 2554) 
1.5.1.1 ชั่งสารมาตรฐาน  triazophos  ให้มีความเข้มข้นต่าง ๆ จ านวน 6 ระดับความ

เข้มข้น ความเข้มข้นละ 1 ซ้ า โดยชั่งน้ าหนักให้มีปริมาณ triazophos ครอบคลุมช่วงที่ใช้งาน ความเข้มข้น 
0.25–2.50 mg/ml โดยชั่งสารมาตรฐาน triazophos ให้มีปริมาตรดังนี้ 2.55, 5.10, 10.20, 15.30, 20.45 
และ 25.55 มิลลิกรัม ลงในขวดวัดปริมาตร ขนาด 10 มิลลิลิตร ละลายด้วย Acetone ประมาณ 5 มิลลิลิตร 
น าไปเขย่าให้ละลายด้วยเครื่อง Ultrasonic bath ประมาณ 15 นาท ีจากนั้นน ามาตั้งทิ้งไว้ให้เย็นทีอุ่ณหภูมิห้อง 
ปรับปริมาตรด้วย Acetone เขย่าให้เข้ากัน น าใส่ขวด vial ขนาด 2 มิลลิลิตร น าไปฉีดเข้าเครื่อง GC 

1.5.1.2 ฉีดสารละลายที่เตรียมไว้เข้าเครื่อง GC เรียงล าดับจากความเข้มข้นน้อยไปมาก 
1.5.1.3 Plot กราฟระหว่างความเข้มข้นของสารมาตรฐาน (แกน x) กับ Response   

(แกน y) 
1.5.1.4 พิจารณาช่วงที่เป็นเส้นตรง  

1.5.2 ทดสอบความเป็นเส้นตรง (Linearity) 
 ความเป็นเส้นตรง (Linearity) เป็นคุณลักษณะของวิธีวิเคราะห์ที่แสดงความสัมพันธ์

อย่างเป็นสัดส่วนระหว่างสัญญาณจากเครื่องมือตรวจวัด (Response) และความเข้มข้นของสารในช่วงของการ
ใช้งาน (ทิพวรรณ, 2549) 

1.5.2.1 เลือกค่าความเข้มข้นจาก Working range ที่เป็นเส้นตรง 3 ความเข้มข้น ชั่ง
สารมาตรฐาน triazophos ให้ให้มีความเข้มข้น 6 ระดับ ความเข้มข้น (0.25–2.00 mg/ml) หนัก 2.55, 5.10, 
8.20, 10.20, 15.35 และ 20.45 มิลลิกรัม ลงในขวดวัดปริมาตร ขนาด 10 มิลลิลิตร ละลายด้วย Acetone 
ประมาณ 5 มิลลิลิตร น าไปเขย่าให้ละลายด้วยเครื่อง Ultrasonic bath ประมาณ 15 นาท ีจากนั้นน ามาตั้งทิ้ง
ไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง ปรับปริมาตรด้วย Acetone เขย่าให้เข้ากัน น าใส่ขวด vial ขนาด 2 มิลลิลิตร น าไปฉีด
เข้าเครื่อง GC 

1.5.2.2 ฉีดสารละลายที่เตรียมไว้เข้าเครื่อง GC เรียงล าดับจากความเข้มข้นน้อยไปมาก 
1.5.2.3 Plot กราฟ ระหว่างความเข้มข้นของสารมาตรฐาน (แกน x) กับ response    

(แกน y)  
1.5.2.4 ค านวณหาค่า Correlation of determination (R2) เกณฑ์ยอมรับที่ R2 >  

0.995 (AOAC) 
1.6 การตรวจสอบความเที่ยง (Precision) ของวิธีการ 
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  ความเที่ยง (Precision) เป็นคุณลักษณะเฉพาะของวิธีวิเคราะห์ที่แสดงถึงความใกล้เคียงกัน
ของชุดข้อมูลที่ทดสอบตัวอย่างเดียวกันหลายครั้งภายใต้สภาวะที่ก าหนด (อุมาพร และคณะ, 2550) 

1.6.1 ตรวจสอบการทวนซ้ า (Repeatability) 
Repeatability คือ การตรวจสอบความใกล้เคียงกันระหว่าง ข้อมูลที่วิเคราะห์ซ้ า ใน

เครื่องมือเดียวกัน ห้องปฏิบัติการเดียวกัน ผู้ทดสอบคนเดียวกัน ในระยะเวลาเดียวกัน หรือใกล้เคียงกัน 
1.6.1.1 ชั่งสารมาตรฐาน triazophos 2 ซ้ า (C1, C2)  ให้มีสารออกฤทธิ์ 1 มิลลิกรัม 

ในขวดวัดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร ชั่งสารมาตรฐาน triazophos ปริมาตร 10.20 มิลลิกรัม ใส่ลงในขวดวัด
ปริมาตร ละลายด้วย Acetone ประมาณ 5 มิลลิลิตร น าไปเขย่าให้ละลายด้วยเครื่อง Ultrasonic bath 
ประมาณ 15 นาที จากนั้นน ามาตั้งทิ้งไว้ให้เย็น ปรับปริมาตรด้วย Acetone เขย่าให้เข้ากัน น าใส่ขวด vial 
ขนาด 2 มิลลิลิตร น าไปฉีดเข้าเครื่อง GC 

1.6.1.2 ชั่งตัวอย่างผลิตภัณฑ์ triazophos 40% W/V EC ให้ได้ระดับความเข้มข้น
ในช่วงการใช้งาน 3 ระดับ ได้แก่ 0.25, 1.00 และ 2.00 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ความเข้มข้นละ 10 ซ้ า โดยใช้
ขวดวัดปริมาตร ขนาด 10 มิลลิลิตร ละลายด้วย Acetone ประมาณ 5 มิลลิลิตร น าไปเขย่าให้ละลายด้วย
เครื่อง Ultrasonic bath ประมาณ 15 นาที จากนั้น น ามาตั้งทิ้งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง ปรับปริมาตรด้วย 
Acetone เขย่าให้เข้ากัน น าใส่ขวด vial ขนาด 2 มิลลิลิตร น าไปฉีดเข้าเครื่อง GC 

1.6.1.3 ฉีดสารละลายมาตรฐานและสารละลายตัวอย่าง (ข้อ 1.6.1.1 และ 1.6.1.2) 
เพ่ือวิเคราะห์หาปริมาณสารออกฤทธิ์ triazophos ในสารละลายตัวอย่าง น าผลการวิเคราะห์ที่ได้มาค านวณหา 
ค่าเฉลี่ย (Mean ; X ) ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Standard deviation ; SD) และร้อยละความเบี่ยงเบน
มาตรฐานสัมพันธ์ (Relative standard deviation ; %RSD) โดยใช้สูตรการค านวณค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน
สัมพันธ์ (%RSD) ตามสมการภาคผนวกท่ี 4  

1.6.1.4 ค านวณหาค่า HORRAT ของ Repeatability โดยเกณฑ์การประเมินค่า 
Precision ยอมรับค่า HORRAT ของ AOAC ยอมรับที่ ≤2, EU และ Codex ยอมรับที่ < 2 ค านวณโดยใช้
สมการภาคผนวกท่ี 5 

1.6.1.5 ค านวณ Predicted Horwitz RSD ตามสมการภาคผนวกท่ี 6 
1.6.2 ตรวจสอบการท าซ้ า (Reproducibility)  
 Reproducibility คือ การตรวจสอบความใกล้เคียงกันระหว่างข้อมูลที่วิเคราะห์ซ้ าใน

เครื่องมือเดียวกัน ห้องปฏิบัติการเดียวกัน ผู้ทดสอบคนเดียวกัน ในช่วงเวลาที่แตกต่างกัน  
ท าการทดลองเช่นเดียวกับข้อ 1.6.1 เพ่ือวิเคราะห์หาปริมาณสารออกฤทธิ์ triazophos 

ในสารละลายตัวอย่างและน าผลการวิเคราะห์ที่ได้มาค านวณหาค่า HORRAT 
1.7 การตรวจสอบความทนของวิธี (Robustness/Ruggedness)  

    ความทน (Robustness/Ruggedness) ของวิธีวิเคราะห์ เป็นคุณลักษณะที่บ่งว่าวิธีวิเคราะห์
นั้น จะยังให้ผลการวิเคราะห์ที่ยอมรับได้เมื่อตัวแปรหรือเงื่อนไขบางอย่างที่ก าหนดไว้ในวิธีวิเคราะห์มีการ
เปลี่ยนแปลงไปเล็กน้อย (ทิพวรรณ, 2549) 
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1.7.1 ตรวจสอบค่า Robustness  
ทดสอบโดยการเปลี่ยนสภาวะของเครื่องมือวิเคราะห์ โดยเปลี่ยนอุณหภูมิของ Oven 

(Oven Temperature) จาก 240 ˚C เป็น 250 ˚C และท าการทดลองเช่นเดียวกับข้อ 1.6.1 เพ่ือวิเคราะห์หา
ปริมาณสารออกฤทธิ์ triazophos ในสารละลายตัวอย่างและน าผลการวิเคราะห์ที่ได้มาค านวณหาค่า HORRAT 

1.7.2 ตรวจสอบค่า Ruggedness  
ทดสอบโดยการเปลี่ยนเครื่องมือที่ใช้ในการวิเคราะห์ จากเครื่อง GC ยี่ห้อ Agilent รุ่น 

7890A เป็น เครื่อง GC ยี่ห้อ Agilent รุ่น 7890B ท าการทดลองเช่นเดียวกับข้อ 1.6.1 เพ่ือวิเคราะห์หาปริมาณ
สารออกฤทธิ์ triazophos ในสารละลายตัวอย่างและน าผลการวิเคราะห์ที่ได้มาค านวณหาค่า HORRAT 

1.8 การตรวจสอบความถูกต้อง (Accuracy) ของวิธีการ 
ความถูกต้อง (Accuracy) เป็นคุณลักษณะของวิธีวิเคราะห์ที่แสดงความใกล้เคียงของผลการ

ทดสอบต่อค่าจริงหรือค่าอ้างอิง (ทิพวรรณ, 2549) 
1.8.1 เตรียมสารละลาย stock standard ของสารมาตรฐาน triazophos ให้มีความเข้มข้น

ที่แน่นอน (4 mg AI/ml) โดยชั่งสารมาตรฐาน triazophos หนัก 1,022 มิลลิกรัม ใส่ในบีกเกอร์ ขนาด 250 
มิลลิกรัม น ามาละลายด้วย Acetone ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ถ่ายสารละลายสู่ ขวดวัดปริมาตร ขนาด 250 
มิลลิลิตร แล้วเติม Acetone ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เขย่าให้ละลายด้วย เครื่อง Ultrasonic bath ประมาณ 15 
นาที น ามาตั้งทิ้งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง ปรับปริมาตรด้วย Acetone เขย่าให้เข้ากัน จะได้สารละลาย stock 
standard เข้มข้น 4 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร    

1.8.2 เตรียมสารละลาย stock sample ของสารผลิตภัณฑ์ผลิตภัณฑ์ triazophos 40% 
W/V EC ให้มีความเข้มข้นที่แน่นอน (1 mg AI/ml) โดยชั่งตัวอย่างผลิตภัณฑ์ triazophos หนัก 2,603.50 
มิลลิกรัม ใส่ในบีกเกอร์ ขนาด 250 มิลลิลิตร น ามาละลายด้วย Acetone ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ถ่าย
สารละลายสู่ ขวดวัดปริมาตร ขนาด 1,000 มิลลิลิตร แล้วเติม Acetone ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เขย่าให้
ละลายด้วยเครื่อง Ultrasonic bath  ประมาณ 15 นาที จากนั้นน ามาตั้งทิ้งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง ปรับ
ปริมาตรด้วย เติม Acetone เขย่าให้เข้ากัน จะได้สารละลาย stock sample ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร 

1.8.3 เตรียมสารละลายเพ่ือสร้างกราฟมาตรฐาน เตรียมสารละลายที่ 3 ระดับท่ีความเข้มข้น 
0.5, 1.0 และ 1.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรครอบคลุมช่วงการใช้งาน โดยปิเปตสารละลาย stock standard (ข้อ 
1.8.1 ) ปริมาตร 1.25, 2.50 และ 3.75 มิลลิลิตร ลงใน ขวดวัดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วย 
Acetone เขย่าให้เข้ากัน น าใส่ขวด vial ขนาด 2 มิลลิลิตร น าไปฉีดเข้าเครื่อง GC โดยเรียงล าดับความเข้มข้น
น้อยไปมาก  

1.8.4 เตรียมสารละลายเพ่ือหาค่า sample origin โดยปิเปตสารละลาย stock sample (ข้อ 
1.8.2) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 25 มิลลิลิตร จะได้สารที่มีความเข้มข้น 0.4 มิลลิกรัม
ต่อมิลลิลิตร เตรียมจ านวน 10 ซ้ า ปรับปริมาตรด้วย Acetone เขย่าให้เข้ากัน น าใส่ขวด vial ขนาด 2 
มิลลิลิตร น าไปฉีดเข้าเครื่อง GC หาปริมาณ triazophos โดยเทียบกับกราฟมาตรฐาน (ข้อ 1.8.3) 
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1.8.5 เตรียมสารละลายเพ่ือหาค่า recovery 
1.8.5.1 ปิเปตสารละลาย stock sample (ข้อ 1.8.2) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงใน

volumetric flask ขนาด 25 มิลลิลิตร จ านวน 30 ซ้ า 
1.8.5.2 ปิเปตสารละลาย stock standard (ข้อ 1.8.1)  ปริมาณ 625 ไมโครลิตร 3.75 

และ 6.87 มิลลิลิตร ลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 25 มิลลิลิตร ที่มีสารละลาย stock sample origin อยู่ 10 
มิลลิลิตร ที่เตรียมไว้แล้ว อย่างละ 10 ซ้ า (ข้อ 1.8.5.1) ปรับปริมาตรด้วย Acetone (AR grade) เขย่าให้เข้า
กัน น าใส่ขวด vial ขนาด 2 มิลลิลิตร น าไปฉีดเข้าเครื่อง GC หาปริมาณ triazophos โดยเทียบกับกราฟ
มาตรฐาน (ข้อ 1.8.3) 

1.8.6 การประเมินค่า accuracy จาก % recovery โดยน าค่าปริมาณสารออกฤทธิ์  
triazophos ที่เป็นค่า origin และ spike (ข้อ 1.8.4 และ 1.8.5) มาหาค่าเฉลี่ยและค านวณค่า %recovery 
โดยค่าต้องอยู่ในช่วง 98-102% ตามเกณฑ์การพิจารณาของ AOAC ส าหรับสารที่มีปริมาณมากกว่า 10% การ
ค านวณตามสมการภาคผนวกท่ี 7 

2. การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์สารออกฤทธิ์ carbosulfan 
2.1 สอบเทียบเครื่องมือและอุปกรณ์ที่ใช้ในการทดลอง  
2.2 เตรียมสารเคมี  สารมาตรฐาน และสารตัวอย่างผลิตภัณฑ์ให้พร้อมส าหรับการทดลอง 
2.3 ปรับตั้งสภาวะการใช้งานของเครื่อง HPLC ตัวตรวจวัด (Detector) ชนิด DAD ในการ

ตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์สารออกฤทธิ์ carbosulfan  
2.4 การหาปริมาณสารออกฤทธิ์ carbosulfan ในตัวอย่างผลิตภัณฑ์ carbosulfan 20% W/V EC 

2.4.1 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน carbosulfan ชั่งสารมาตรฐาน carbosulfan (purity 
98.0%) 2 ซ้ า (C1, C2)  ให้มีสารออกฤทธิ์  0.1 มิลลิกรัม ในขวดวัดปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร ชั่งสาร
มาตรฐาน carbosulfan ประมาณ 10.20 มิลลิกรัม ลงในขวดวัดปริมาตร เติม Methanol (CH3OH) ชนิด 
HPLC grade ประมาณ 50 มิลลิลิตร น าไปเขย่าให้ละลายด้วยเครื่อง Ultrasonic bath ประมาณ 30 นาที 
จากนั้นน ามาตั้งทิ้งไว้ให้เย็นที่ อุณหภูมิห้อง ปรับปริมาตรด้วย Methanol เขย่าให้เข้ากัน กรองสารละลาย
มาตรฐานที่เตรียมไดผ้่าน Syring filter membrane ขนาด 0.45 ไมโครเมตร ลงในขวด vial ขนาด 2 มิลลิลิตร 
น าไปฉีดเข้าเครื่อง HPLC 

2.4.2 เตรียมสารละลายตัวอย่างผลิตภัณฑ์  carbosulfan 20% W/V EC ชั่ งตัวอย่าง
ผลิตภัณฑ์ carbosulfan 20% W/V EC ให้มีสารออกฤทธิ์ 0.1 มิลลิกรัม ใส่ในขวดวัดปริมาตรขนาด 100 
มิลลิลิตร ชั่งตัวอย่างผลิตภัณฑ์ carbosulfan ประมาณ 50.00 มิลลิกรัม ลงในขวดวัดปริมาตร เติม Methanol 
ประมาณ 50 มิลลิลิตร น าไปเขย่าให้ละลายด้วยเครื่อง Ultrasonic bath ประมาณ 30 นาที จากนั้นน ามาตั้ง
ทิ้งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง ปรับปริมาตรด้วย Methanol เขย่าให้เข้ากัน กรองสารละลายตัวอย่างผลิตภัณฑ์ที่
เตรียมได้ผ่าน Syring filter membrane ขนาด 0.45 ไมโครเมตร ลงในขวด vial ขนาด 2 มิลลิลิตร น าไปฉีด
เข้าเครื่อง HPLC 
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2.4.3 การวัดความถ่วงจ าเพาะ เทตัวอย่างผลิตภัณฑ์ carbosulfan 20% W/V EC ประมาณ 
60-70 มิลลิลิตร ลงในบีกเกอร์ขนาด 100 มิลลิลิตร จากนั้นใช้ syring ขนาด 5 มิลลิลิตร ดูดตัวอย่างและฉีดเข้า
เครื่อง Density meter อ่านค่าความถ่วงจ าเพาะของสารที่ได้จากเครื่อง 

2.4.4 การตรวจสอบความพร้อมของเครื่อง HPLC  เปิดเครื่อง HPLC ตามสภาวะการท างาน
ของเครื่องที่ก าหนดไว้ เมื่อ baseline คงที่ทดสอบฉีดสารละลายมาตรฐาน เข้าเครื่องประมาณ 4 ซ้ า เมื่อค่า
พ้ืนที่ใตพี้ค (peak area) หรือความสูงของพีค (peak high) แตกต่างจากค่าเฉลี่ยของการฉีดติดต่อกัน 3 ครั้งไม่
เกิน 1 % จึงถือว่าเครื่องพร้อมใช้งาน  

2.4.5 ค านวณค่า %Relative Percent Different (%RPD) สารละลายมาตรฐาน C1, C2 
ต้องมีค่า %RPD ไม่เกิน 3% ค านวณค่า %RPD ตามสมการภาคผนวกท่ี 1 

2.4.6 ค านวณหา Response factor (f) ตามสมการภาคผนวกที่ 2 
2.4.7 ค านวณหา % สารออกฤทธิ์ในตัวอย่างผลิตภัณฑ์ carbosulfan ตามสมการภาคผนวกที่ 3 
2.4.8 ค านวณหาเปอร์เซ็นต์สารออกฤทธิ์ ของ carbosulfan 

 เปอร์เซ็นต์สารออกฤทธิ์ของ carbosulfan = %w/w ของ carbosulfan  x ความถ่วงจ าเพาะ 
2.5 การตรวจสอบความเป็นเส้นตรง (Working range/Linearity) ของวิธีการ 

2.5.1 ทดสอบช่วงการใช้งาน (Working range) 
2.5.1.1 ชั่งสารมาตรฐาน carbosulfan ให้มีความเข้มข้นต่าง ๆ จ านวน 6 ระดับความ

เข้มข้น ความเข้มข้นละ 1 ซ้ า โดยชั่งน้ าหนักให้มีปริมาณสารมาตรฐาน carbosulfan ครอบคลุมช่วงที่ใช้งาน 
0.025–0.250 mg/ml โดยชั่งสารมาตรฐาน carbosulfan ให้มีปริมาตรดังนี้  2.55, 5.10, 10.20, 15.35, 
20.45 และ 25.55 มิลลิกรัม ลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร เติม Methanol ประมาณ 50 มิลลิลิตร 
น าไปเขย่าให้ละลายด้วยเครื่อง Ultrasonic bath ประมาณ 30 นาที จากนั้นน ามาตั้งทิ้ งไว้ให้เย็นที่
อุณหภูมิห้อง ปรับปริมาตรด้วย Methanol เขย่าให้เข้ากัน กรองสารละลายมาตรฐานที่เตรียมได้ผ่าน Syring 
filter Membrane ขนาด 0.45 ไมโครเมตร ลงในขวด vial ขนาด 2 มิลลิลิตร 

2.5.1.2 ฉีดสารละลายที่เตรียมไว้เข้าเครื่อง HPLC เรียงล าดับจากความเข้มข้นน้อยไปมาก 
2.5.1.3 Plot กราฟ ระหว่างความเข้มข้นของสารมาตรฐาน (แกน x) กับ Response   

(แกน y) 
2.5.1.4 พิจารณาช่วงที่เป็นเส้นตรง 

2.5.2 ทดสอบความเป็นเส้นตรง (Linearity) 
2.5.2.1 เลือกค่าความเข้มข้นจาก Working range ที่เป็นเส้นตรง 3 ความเข้มข้น ชั่ง

สารมาตรฐาน carbosulfan ให้ให้มีความเข้มข้น 6 ระดับความเข้มข้น (0.050–0.200 mg/ml) หนัก 5.10, 
7.65, 10.20, 12.75, 15.30 และ 20.45 มิลลิกรัม ลงในขวดวัดปริมาตร ขนาด 100 มิลลิลิตร เติม Methanol 
ประมาณ 50 มิลลิลิตร น าไปเขย่าให้ละลายด้วยเครื่อง Ultrasonic bath ประมาณ 30 นาที จากนั้นน ามาตั้ง
ทิ้งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง ปรับปริมาตรด้วย Methanol เขย่าให้เข้ากัน กรองสารละลายมาตรฐานที่เตรียมได้
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ผ่าน Syring filter membrane ขนาด 0.45 ไมโครเมตร ลงในขวด vial ขนาด 2 มิลลิลิตร ฉีดสารละลายที่
เตรียมไว้เข้าเครื่อง เรียงล าดับจากความเข้มข้นน้อยไปมาก 

2.5.2.2 Plot กราฟ ระหว่างความเข้มข้นของสารมาตรฐาน (แกน x) กับ Response    
(แกน y)  

2.5.2.3 ค านวณหาค่า Correlation of determination (R2) เกณฑ์ยอมรับที่ R2 >  
0.995 (AOAC) 

2.6 การตรวจสอบความเที่ยง (Precision) ของวิธีการ 
2.6.1 ตรวจสอบการทวนซ้ า (Repeatability) คือ การตรวจสอบความใกล้เคียงกันระหว่าง 

ข้อมูลที่วิเคราะห์ซ้ า ในเครื่องมือเดียวกัน ห้องปฏิบัติการเดียวกัน ผู้ทดสอบคนเดียวกัน ในระยะเวลาเดียวกัน 
หรือใกล้เคียงกัน 

2.6.1.1 ชั่งสารมาตรฐาน carbosulfan 2 ซ้ า (C1, C2) ให้มีสารออกฤทธิ์ 0.1 มิลลิกรัม 
ในขวดวัดปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร เติม Methanol ประมาณ 50 มิลลิลิตร น าไปเขย่าให้ละลายด้วยเครื่อง 
Ultrasonic bath ประมาณ 30 นาที จากนั้นน ามาตั้งทิ้งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง ปรับปริมาตรด้วย Methanol 
เขย่าให้เข้ากัน กรองสารละลายมาตรฐานที่เตรียมได้ผ่าน Syring filter membrane ขนาด 0.45 ไมโครเมตร 
ลงในขวด vial ขนาด 2  มิลลิลิตร 

2.6.1.2 ชั่งตัวอย่างผลิตภัณฑ์ carbosulfan  20% W/V EC ให้ได้ระดับความเข้มข้น
ในช่วงการใช้งาน 3 ระดับ ได้แก่ 0.075, 0.100 และ 0.125 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ความเข้มข้นละ 10 ซ้ า โดย
ใช้ขวดวัดปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร เติม Methanol ประมาณ 50 มิลลิลิตร น าไปเขย่าให้ละลายด้วยเครื่อง 
Ultrasonic bath ประมาณ 30 นาที จากนั้นน ามาตั้งทิ้งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง ปรับปริมาตรด้วย Methanol 
เขย่าให้เข้ากัน กรองสารละลายตัวอย่างผลิตภัณฑ์ที่เตรียมได้ผ่าน Syring filter membrane ขนาด 0.45 
ไมโครเมตร ลงในขวด vial ขนาด 2 มิลลิลิตร 

2.6.1.3 ฉีดสารละลายมาตรฐานและสารละลายตัวอย่าง (ข้อ 2.6.1.1 และ 2.6.1.2) 
เพ่ือวิเคราะห์หาปริมาณสารออกฤทธิ์ carbosulfan ในสารละลายตัวอย่างและน าผลการวิเคราะห์ที่ได้มา
ค านวณหาค่า HORRAT  

2.6.2 ตรวจสอบการท าซ้ า (Reproducibility) คือ การตรวจสอบความใกล้เคียงกันระหว่าง
ข้อมูลที่วิเคราะห์ซ้ า ในเครื่องมือเดียวกัน ห้องปฏิบัติการเดียวกัน ผู้ทดสอบคนเดียวกัน ในช่วงเวลาที่แตกต่าง
กัน ท าการทดลองเช่นเดียวกับข้อ 2.6.1 เพ่ือวิเคราะห์หาปริมาณสารออกฤทธิ์ carbosulfan ในสารละลาย
ตัวอย่างและน าผลการวิเคราะห์ที่ได้มาค านวณหา HORRAT 

2.7 การตรวจสอบความทนของวิธี (Robustness/Ruggedness)  
2.7.1 ตรวจสอบค่า Robustness  

ทดสอบโดยการเปลี่ยนสภาวะของเครื่องมือวิเคราะห์ โดยเปลี่ยน อุณหภูมิของคอลัมน์
จาก 40 องศาเซลเซียส เป็น 25 องศาเซลเซียส (อุณหภูมิห้อง) และท าการทดลองเช่นเดียวกับข้อ 2.6.1 เพ่ือ
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วิเคราะห์หาปริมาณสารออกฤทธิ์ carbosulfan ในสารละลายตัวอย่างและน าผลการวิเคราะห์ที่ได้มา
ค านวณหา HORRAT  

2.7.2 ตรวจสอบค่า Ruggedness  
ทดสอบโดยการ เปลี่ ยน  Column Agilent Column Zorbax Eclipse XDB-C18 

USNH037758 Analytical, ความยาว 250 มิลลิเมตร, ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 4.6 มิลลิเมตร partical size 5 
ไมโครเมตร เป็น Column Agilent Column Zorbax Eclipse XDB-C18 USNH037800 Analytical, ความ
ยาว 250 มิลลิเมตร ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 4.6 มิลลิเมตร partical size 5 ไมโครเมตร ท าการทดลอง
เช่นเดียวกับข้อ 2.6.1 เพ่ือวิเคราะห์หาปริมาณสารออกฤทธิ์ carbosulfan ในสารละลายตัวอย่าง และน าผล
การวิเคราะห์ที่ได้มาค านวณหา HORRAT 

2.8 การตรวจสอบความถูกต้อง (Accuracy) ของวิธีการ 
2.8.1 เตรียมสารละลาย stock standard ของสารมาตรฐาน carbosulfan ให้มีความเข้มข้น

ที่แน่นอน  (1 mg AI/ml) โดยชั่งสารมาตรฐาน carbosulfan หนัก 102.04 มิลลิกรัม ใส่ในบีกเกอร์ ขนาด 50 
มิลลิกรัม น ามาละลายด้วย Methanol ถ่ายสารละลายสู่ขวดวัดปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร  เขย่าให้ละลาย
ด้วย เครื่อง Ultrasonic bath ประมาณ 30 นาที จากนั้นน ามาตั้งทิ้งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง ปรับปริมาตรด้วย 
Methanol เขย่าให้เข้ากัน จะได้สารละลาย stock standard เข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

2.8.2 เตรียมสารละลาย stock sample ของสารผลิตภัณฑ์ carbosulfan  20% W/V EC 
ให้มีความเข้มข้นที่แน่นอน (0.1 mg AI/ml) โดยชั่งตัวอย่างผลิตภัณฑ์ carbosulfan หนัก 475.89 มิลลิกรัม 
ใส่ในบีกเกอร์ ขนาด 50 มิลลิกรัม น ามาละลายด้วย Methanol ถ่ายสารละลายสู่ ขวดวัดปริมาตรขนาด 1,000 
มิลลิลิตร เขย่าให้ละลายด้วยเครื่อง Ultrasonic bath ประมาณ 30 นาที จากนั้นน ามาตั้งทิ้งไว้ให้เย็นที่
อุณหภูมิห้อง ปรับปริมาตรด้วย Methanol เขย่าให้เข้ากัน จะได้สารละลาย stock sample ความเข้มข้น 0.1 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

2.8.3 เตรียมสารละลายเพ่ือสร้างกราฟมาตรฐาน เตรียมสารละลายที ่3 ระดับท่ีความเข้มข้น 
0.075, 0.100 และ 0.125 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ครอบคลุมช่วงการใช้งาน โดยปิเปตสารละลาย stock 
standard (ข้อ 2.8.1) ปริมาตร 750, 1,000 และ 1,250 ไมโครลิตร ลงใน ขวดวัดปริมาตร ขนาด 10 มิลลิลิตร 
ปรับปริมาตรด้วย Methanol เขย่าให้เข้ากัน กรองสารละลายที่เตรียมได้ผ่าน Syring filter membrane 
ขนาด 0.45 ไมโครเมตร ลงในขวด vial ขนาด 2 มิลลิลิตร แล้วน าไปฉีดเข้าเครื่อง HPLC โดยเรียงล าดับความ
เข้มข้น  

2.8.4 เตรียมสารละลายเพ่ือหาค่า sample origin โดยปิเปตสารละลาย stock sample (ข้อ 
2.8.2) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงในขวดวัดปริมาตร ขนาด 25 มิลลิลิตร จะได้สารที่มีความเข้มข้น 0.04 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เตรียมจ านวน 10 ซ้ า ปรับปริมาตรด้วย Methanol เขย่าให้เข้ากัน กรองสารละลายที่
เตรียมได้ผ่าน Syring filter membrane ขนาด 0.45 ไมโครเมตร ลงในขวด vial ขนาด 2 มิลลิลิตร แล้วน าไป
ฉีดเข้าเครื่อง HPLC หาปริมาณ carbosulfan โดยเทียบกับกราฟมาตรฐาน (ข้อ 2.8.3) 

2.8.5 เตรียมสารละลายเพ่ือหาค่า recovery 



17 
 

2.8.5.1 ปิเปตสารละลาย stock sample (ข้อ 2.8.2) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงในขวด
วัดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร จ านวน 30 ซ้ า 

2.8.5.2 ปิเปต สารละลาย stock standard (ข้อ 2.8.1) ปริมาณ 0.875, 1.5 และ 
2.125 มิลลิลิตร ลงใน ขวดวัดปริมาตร ขนาด 10 มิลลิลิตร ที่มีสารละลาย stock sample origin อยู่ 10 
มิลลิลิตร ที่เตรียมไว้แล้ว อย่างละ 10 ซ้ า (ข้อ 2.8.5.1)  ปรับปริมาตรด้วย Methanol เขย่าให้เข้ากัน กรอง
สารละลายที่เตรียมได้ผ่าน Syring filter membrane ขนาด 0.45 ไมโครเมตร ลงในขวด vial ขนาด 2 
มิลลิลิตร แล้วน าไปฉีดเข้าเครื่อง HPLC หาปริมาณ glyphosate โดยเทียบกับกราฟมาตรฐาน (ข้อ 2.8.3) 

2.8.6 การประเมินค่า  accuracy จาก %recovery โดยน าค่ าปริมาณสารออกฤทธิ์  
carbosulfan ทีเป็นค่า origin และ spike (ข้อ 2.8.4 และ 2.8.5) มาหาค่าเฉลี่ยและค านวณค่า %recovery 
โดยค่าต้องอยู่ในช่วง 98-102% ตามเกณฑ์การพิจารณาของ AOAC ส าหรับสารที่มีปริมาณมากกว่า 10% การ
ค านวณตามสมการภาคผนวกท่ี 7 

3. การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์สารออกฤทธิ์ dimethoate 
3.1 สอบเทียบเครื่องมือและอุปกรณ์ที่ใช้ในการทดลอง  
3.2 เตรียมสารเคมี  สารมาตรฐาน และสารตัวอย่างผลิตภัณฑ์ให้พร้อมส าหรับการทดลอง 
3.3 ปรับตั้งสภาวะการใช้งานของเครื่อง GC ตัวตรวจวัด (Detector) ชนิด FID ในการตรวจสอบ

ความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์สารออกฤทธิ์ dimethoate  
3.4 การหารปริมาณสารออกฤทธิ์ dimethoate ในตัวอย่างผลิตภัณฑ ์dimethoate 40% W/V EC 

3.4.1 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน dimethoate ชั่งสารมาตรฐาน dimethoate (purity 
99.37 %) 2 ซ้ า (C1, C2) ให้มีสารออกฤทธิ์ 1 มิลลิกรัม ในขวดวัดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร ชั่งสารมาตรฐาน 
dimethoate ปริมาตร 10.06มิลลิกรัม ใส่ลงในขวดวัดปริมาตร ละลายด้วย Acetone ประมาณ 5 มิลลิลิตร 
น าไปเขย่าให้ละลายด้วยเครื่อง Ultrasonic bath ประมาณ 15 นาที จากนั้นน ามาตั้งทิ้งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง 
ปรับปริมาตรด้วย Acetone เขย่าให้เข้ากัน น าใส่ขวด vial ขนาด 2 มิลลิลิตร น าไปฉีดเข้าเครื่อง GC 

3.4.2 การเตรียมสารละลายตัวอย่างผลิตภัณฑ์ dimethoate 40% W/V EC ชั่งตัวอย่าง
ผลิตภัณฑ์ dimethoate ให้มีสารออกฤทธิ์ 1 มิลลิกรัม ในขวดวัดปริมาตรขนาด 25 มิลลิลิตร ชั่งตัวอย่าง
ผลิตภัณฑ์ dimethoate ปริมาตร 62.50 มิลลิกรัม ใส่ลงในขวดวัดปริมาตร ละลายด้วย Acetone ประมาณ 
10 มิลลิลิตร น าไปเขย่าให้ละลายด้วยเครื่อง Ultrasonic bath ประมาณ 15 นาที จากนั้นน ามาตั้งทิ้งไว้ให้เย็น
ที่อุณหภูมิห้อง ปรับปริมาตรด้วย Acetone เขย่าให้เข้ากัน น าใส่ขวด vial ขนาด 2 มิลลิลิตร น าไปฉีดเข้า
เครื่อง GC 

3.4.3 การวัดความถ่วงจ าเพาะ เทตัวอย่างผลิตภัณฑ์ dimethoate 40% W/V EC ประมาณ 
60-70 มิลลิลิตร ลงในบีกเกอร์ขนาด 100 มิลลิลิตร จากนั้นใช้ syring ขนาด 5 มิลลิลิตร ดูดตัวอย่างและฉีดเข้า
เครื่อง Density meter อ่านค่าความถ่วงจ าเพาะของสารที่ได้จากเครื่อง 

3.4.4 การตรวจสอบความพร้อมของเครื่อง GC เปิดเครื่อง GC  ตามสภาวะการท างานของ
เครื่องที่ก าหนดไว้ เมื่อ baseline คงท่ีทดสอบฉีดสารละลายมาตรฐาน เข้าเครื่องประมาณ 4 ซ้ า เมื่อค่าพ้ืนที่ใต้
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พีค (peak area) หรือความสูงของพีค (peak high) แตกต่างจากค่าเฉลี่ยของการฉีดติดต่อกัน 3 ครั้งไม่เกิน 
1% จึงถือว่าเครื่องพร้อมใช้งาน 

3.4.5 ค านวณค่า %Relative Percent Different (%RPD) สารละลายมาตรฐาน C1, C2 
ต้องมีค่า % RPD ไม่เกิน 3% ค านวณค่า %RPD ตามสมการภาคผนวกท่ี 1 

3.4.6 ค านวณหา Response factor (f) ตามสมการภาคผนวกที ่2 
3.4.7 ค านวณหา % สารออกฤทธิ์ dimethoate ในตัวอย่างผลิตภัณฑ์ dimethoate ตาม

สมการภาคผนวกที่ 3 
3.4.8 การค านวณหาเปอร์เซ็นต์สารออกฤทธิ์ ของ dimethoate 

  เปอร์เซ็นต์สารออกฤทธิ์ dimethoate = %w/w ของ dimethoate x ความถ่วงจ าเพาะ 
3.5 การตรวจสอบความเป็นเส้นตรง (Working range/Linearity) ของวิธีการ 

3.5.1 ทดสอบช่วงการใช้งาน (Working range) 
3.5.1.1 ชั่งสารมาตรฐาน dimethoate ให้มีความเข้มข้นต่าง ๆ จ านวน 6 ระดับความ

เข้มข้น ความเข้มข้นละ 1 ซ้ า โดยชั่งน้ าหนักให้มีปริมาณ dimethoate ครอบคลุมช่วงที่ใช้งาน ความเข้มข้น 
0.25–2.50 mg/ml โดยชั่งสารมาตรฐาน dimethoate ให้มีปริมาตรดังนี้ 2.55, 5.05, 10.10, 15.10, 20.15 
และ 25.20 มิลลิกรัม ลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร ละลายด้วย Acetone ประมาณ 5 มิลลิลิตร 
น าไปเขย่าให้ละลายด้วยเครื่อง Ultrasonic bath ประมาณ 15 นาที จากนั้นน ามาตั้งทิ้งไว้ให้เย็น ที่
อุณหภูมิห้องปรับปริมาตรด้วย Acetone เขย่าให้เข้ากัน น าใส่ขวด vial ขนาด 2 มิลลิลิตร น าไปฉีดเข้าเครื่อง GC 

3.5.1.2 ฉีดสารละลายที่เตรียมไว้เข้าเครื่อง GC เรียงล าดับจากความเข้มข้นน้อยไปมาก 
3.5.1.3 Plot กราฟ ระหว่างความเข้มข้นของสารมาตรฐาน (แกน x) กับ Response   

(แกน y) 
3.5.1.4 พิจารณาช่วงที่เป็นเส้นตรง  

3.5.2 ทดสอบความเป็นเส้นตรง (Linearity) 
3.5.2.1 เลือกค่าความเข้มข้นจาก Working range ที่เป็นเส้นตรง 3 ความเข้มข้น ชั่ง

สารมาตรฐาน dimethoate ให้ให้มีความเข้มข้น 7 ระดับ ความเข้มข้น (0.50–2.50 mg/ml) หนัก 5.05, 
7.55, 10.10, 12.60, 15.10, 17.65 และ 25.20 มิลลิกรัม ลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร ละลายด้วย 
Acetone ประมาณ 5 มิลลิลิตร น าไปเขย่าให้ละลายด้วยเครื่อง Ultrasonic bath ประมาณ 15 นาที จากนั้น
น ามาตั้งทิ้งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง ปรับปริมาตรด้วย Acetone เขย่าให้เข้ากัน น าใส่ขวด vial ขนาด 2 
มิลลิลิตร น าไปฉีดเข้าเครื่อง GC 

3.5.2.2 ฉีดสารละลายที่เตรียมไว้เข้าเครื่อง GC เรียงล าดับจากความเข้มข้นน้อยไปมาก 
3.5.2.3 Plot กราฟ ระหว่างความเข้มข้นของสารมาตรฐาน (แกน x) กับ Response    

(แกน y)  
3.5.2.4 ค านวณหาค่า Correlation of determination (R2) เกณฑ์ยอมรับที่ R2 >  

0.995 (AOAC) 
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3.6 การตรวจสอบความเที่ยง (Precision) ของวิธีการ 
3.6.1 ตรวจสอบการทวนซ้ า (Repeatability) คือ การตรวจสอบความใกล้เคียงกันระหว่าง 

ข้อมูลที่วิเคราะห์ซ้ า ในเครื่องมือเดียวกัน ห้องปฏิบัติการเดียวกัน ผู้ทดสอบคนเดียวกัน ในระยะเวลาเดียวกัน 
หรือใกล้เคียงกัน 

3.6.1.1 ชั่งสารมาตรฐาน dimethoate 2 ซ้ า (C1, C2)  ให้มีสารออกฤทธิ์ 1 มิลลิกรัม 
ในขวดวัดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร ชั่งสารมาตรฐาน dimethoate ปริมาตร 10.06 มิลลิกรัม ใส่ลงในขวด
วัดปริมาตร ละลายด้วย Acetone ประมาณ 5 มิลลิลิตร น าไปเขย่าให้ละลายด้วยเครื่อง Ultrasonic bath 
ประมาณ 30 นาที จากนั้นน ามาตั้งทิ้งไว้ให้เย็น ปรับปริมาตรด้วย Acetone เขย่าให้เข้ากัน น าใส่ขวด vial 
ขนาด 2 มิลลิลิตร น าไปฉีดเข้าเครื่อง GC 

3.6.1.2 ชั่งตัวอย่างผลิตภัณฑ์ dimethoate 40% W/V EC ให้ได้ระดับความเข้มข้น
ในช่วงการใช้งาน 3 ระดับ ได้แก่ 0.25, 1.00 และ 2.00 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ความเข้มข้นละ 10 ซ้ า โดยใช้
ขวดวัดปริมาตร ขนาด 25 มิลลิลิตร ละลายด้วย Acetone ประมาณ 5 มิลลิลิตร น าไปเขย่าให้ละลายด้วย
เครื่อง Ultrasonic bath ประมาณ 15 นาที จากนั้นน ามาตั้งทิ้งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง ปรับปริมาตรด้วย 
Acetone เขย่าให้เข้ากัน น าใส่ขวด vial ขนาด 2 มิลลิลิตร น าไปฉีดเข้าเครื่อง GC 

3.6.1.3 ฉีดสารละลายมาตรฐานและสารละลายตัวอย่าง (ข้อ 3.6.1.1 และ 3.6.1.2) 
เพ่ือวิเคราะห์หาปริมาณสารออกฤทธิ์ dimethoate ในสารละลายตัวอย่าง น าผลการวิเคราะห์ที่ ได้มา
ค านวณหาค่า HORRAT  

3.6.2 ตรวจสอบการท าซ้ า (Reproducibility) คือ การตรวจสอบความใกล้เคียงกันระหว่าง
ข้อมูลที่วิเคราะห์ซ้ าในเครื่องมือเดียวกัน ห้องปฏิบัติการเดียวกัน ผู้ทดสอบคนเดียวกัน ในช่วงเวลาที่แตกต่าง
กัน ท าการทดลองเช่นเดียวกับข้อ 3.6.1 เพ่ือวิเคราะห์หาปริมาณสารออกฤทธิ์ dimethoate ในสารละลาย
ตัวอย่างและน าผลการวิเคราะห์ที่ได้มาค านวณหา HORRAT 

3.7 การตรวจความทนของวิธี (Robustness/Ruggedness) 
3.7.1 ตรวจสอบค่า Robustness  

ทดสอบโดยการเปลี่ยนสภาวะของเครื่องมือวิเคราะห์  โดยเปลี่ยนอุณหภูมิของ Oven 
(Oven Temperature) จาก 260 ˚C เป็น 250 ˚C และท าการทดลองเช่นเดียวกับข้อ 3.6.1 เพ่ือวิเคราะห์หา
ปริมาณสารออกฤทธิ์ dimethoate ในสารละลายตัวอย่างและน าผลการวิเคราะห์ที่ได้มาค านวณหา HORRAT  

3.7.2 ตรวจสอบค่า Ruggedness  
 ทดสอบโดยการเปลี่ยนเครื่องมือที่ใช้ในการวิเคราะห์ จากเครื่อง GC ยี่ห้อ Agilent รุ่น 
7890A เป็น เครื่อง GC ยี่ห้อ Agilent รุ่น 7890B ท าการทดลองเช่นเดียวกับข้อ 3.6.1 เพ่ือวิเคราะห์หาปริมาณ
สารออกฤทธิ์ dimethoate ในสารละลายตัวอย่างและน าผลการวิเคราะห์ที่ได้มาค านวณหาค่า HORRAT  

3.8 การตรวจสอบความถูกต้อง (Accuracy) ของวิธีการ 
3.8.1 เตรียมสารละลาย stock standard ของสารมาตรฐาน dimethoate ให้มีความเข้มข้น

ที่แน่นอน (5 mg AI/ml) โดยชั่งสารมาตรฐาน dimethoate หนัก 504.40 มิลลิกรัม ใส่ในบีกเกอร์ขนาด 100 
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มิลลิกรัม น ามาละลายด้วย Acetone ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ถ่ายสารละลายสู่ ขวดวัดปริมาตร ขนาด 100 
มิลลิลิตร แล้วเติม Acetone ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เขย่าให้ละลายด้วย เครื่อง Ultrasonic bath ประมาณ 15 
นาที น ามาตั้งทิ้งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง ปรับปริมาตรด้วย Acetone เขย่าให้เข้ากัน จะได้สารละลาย stock 
standard เข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  

3.8.2 เตรียมสารละลาย stock sampleของสารผลิตภัณฑ์ ผลิตภัณฑ์ dimethoate 40% 
W/V EC ให้มีความเข้มข้นที่แน่นอน (1 mg AI/ml) โดยชั่งตัวอย่างผลิตภัณฑ์ dimethoate หนัก 2,452 
มิลลิกรัม ใส่ในบีกเกอร์ขนาด 250 มิลลิลิตร น ามาละลายด้วย Acetone ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ถ่ายสารละลาย
สู่ ขวดวัดปริมาตรขนาด 1,000 มิลลิลิตร แล้วเติม Acetone ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เขย่าให้ละลายด้วย 
เครื่อง Ultrasonic bath  ประมาณ 15 นาที จากนั้นน ามาตั้งท้ิงไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง ปรับปริมาตรด้วย เติม 
Acetone เขย่าให้เข้ากัน จะได้สารละลาย stock sample ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

3.8.3 เตรียมสารละลายเพ่ือสร้างกราฟมาตรฐาน เตรียมสารละลายที่ 4 ระดับท่ีความเข้มข้น 
0.25, 0.50, 1.00 และ 1.50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ครอบคลุมช่วงการใช้งาน โดยปิเปตสารละลาย stock 
standard (ข้อ 3.8.1) ปริมาตร 0.50, 1.00, 2.00 และ 4.00 มิลลิลิตร ลงใน ขวดวัดปริมาตร ขนาด 10 
มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วย Acetone เขย่าให้เข้ากัน น าใส่ขวด vial ขนาด 2 มิลลิลิตร น าไปฉีดเข้าเครื่อง GC 
โดยเรียงล าดับความเข้มข้น   

3.8.4 เตรียมสารละลายเพ่ือหาค่า sample origin โดยปิเปตสารละลาย stock sample (ข้อ 
3.8.2) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงใน ขวดวัดปริมาตร ขนาด 25 มิลลิลิตร จะได้สารที่มีความเข้มข้น 0.4 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เตรียมจ านวน 10 ซ้ า ปรับปริมาตรด้วย Acetone เขย่าให้เข้ากัน น าใส่ขวด vial ขนาด 
2 มิลลิลิตร น าไปฉีดเข้าเครื่อง GC หาปริมาณ dimethoate  โดยเทียบกับกราฟมาตรฐาน (ข้อ 3.8.3) 

3.8.5 เตรียมสารละลายเพ่ือหาค่า recovery 
3.8.5.1 ปิเปตสารละลาย stock sample (ข้อ 3.8.2) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงในขวด

วัดปริมาตร ขนาด 25 มิลลิลิตร จ านวน 30 ซ้ า 
3.8.5.2 ปิเปตสารละลาย stock standard (ข้อ 3.8.1)  ปริมาณ 0.50, 3.00 และ 5.50 

มิลลิลิตร ลงใน ขวดวัดปริมาตร ขนาด 25 มิลลิลิตร ที่มีสารละลาย stock sample origin อยู่ 10 มิลลิลิตร ที่
เตรียมไว้แล้ว อย่างละ 10 ซ้ า (ข้อ 3.8.5.1)  ปรับปริมาตรด้วย Acetone เขย่าให้เข้ากัน น าใส่ขวด vial ขนาด 2 
มิลลิลิตร น าไปฉีดเข้าเครื่อง GC หาปริมาณ dimethoate โดยเทียบกับกราฟมาตรฐาน (ข้อ 3.8.3) 

3.8.6 การประเมินค่า accuracy จาก %recovery  
 โดยน าค่าปริมาณสารออกฤทธิ์ dimethoate ทีเป็นค่า origin และ spike (ข้อ 3.8.4 

และ 3.8.5) มาหาค่าเฉลี่ยและค านวณค่า %recovery โดยค่าต้องอยู่ในช่วง 98-102% ตามเกณฑ์การพิจารณา
ของ AOAC ส าหรับสารที่มีปริมาณมากกว่า 10% การค านวณตามสมการภาคผนวกท่ี 7 

4 การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์สารออกฤทธิ์ profenofos 
4.1 สอบเทียบเครื่องมือและอุปกรณ์ที่ใช้ในการทดลอง 
4.2 เตรียมสารเคมี สารมาตรฐาน และสารตัวอย่างผลิตภัณฑ์ให้พร้อมส าหรับการทดลอง 
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4.3 ปรับตั้งสภาวะการใช้งานของเครื่อง GC ตัวตรวจวัด (Detector) ชนิด FID ในการตรวจสอบ
ความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์สารออกฤทธิ์profenofos 

4.4 การหารปริมาณสารออกฤทธิ์ profenofos ในตัวอย่างผลิตภัณฑ์ profenofos 50% W/V EC 
4.4.1 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน profenofos ชั่งสารมาตรฐาน profenofos (purity 

99.00%) 2 ซ้ า (C1, C2)  ให้มีสารออกฤทธิ์ 1 มิลลิกรัม ในขวดวัดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร ชั่งสารมาตรฐาน 
profenofos ปริมาตร 10.10 มิลลิกรัม ใส่ลงในขวดวัดปริมาตร ละลายด้วย Acetone ประมาณ 5 มิลลิลิตร 
น าไปเขย่าให้ละลายด้วยเครื่อง Ultrasonic bath ประมาณ 15 นาที จากนั้นน ามาตั้งทิ้งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง 
ปรับปริมาตร ด้วย Acetone เขย่าให้เข้ากัน น าใส่ขวด vial ขนาด 2 มิลลิลิตร น าไปฉีดเข้าเครื่อง GC 

4.4.2 การเตรียมสารละลายตัวอย่างผลิตภัณฑ์ profenofos 50% W/V EC ชั่งตัวอย่าง
ผลิตภัณฑ์ profenofos ให้มีสารออกฤทธิ์ 1 มิลลิกรัมในขวดวัดปริมาตรขนาด 25 มิลลิลิตร ชั่งตัวอย่าง
ผลิตภัณฑ์ profenofos ปริมาตร 50.00 มิลลิกรัม ใส่ลงในขวดวัดปริมาตร ละลายด้วย Acetone ประมาณ 10 
มิลลิลิตร น าไปเขย่าให้ละลายด้วยเครื่อง Ultrasonic bath ประมาณ 15 นาที จากนั้นน ามาตั้งทิ้งไว้ให้เย็น ที่
อุณหภูมิห้อง ปรับปริมาตรด้วย Acetone เขย่าให้เข้ากัน น าใส่ขวด vial ขนาด 2 มิลลิลิตร น าไปฉีดเข้าเครื่อง GC 

4.4.3 การวัดความถ่วงจ าเพาะ เทตัวอย่างผลิตภัณฑ์ profenofos 50% W/V EC  ประมาณ 
60-70 มิลลิลิตร ลงในบีกเกอร์ขนาด 100 มิลลิลิตร จาดนั้นใช้ syring ขนาด 5 มิลลิลิตร ดูดตัวอย่างและฉีดเข้า
เครื่อง Density meter อ่านค่าความถ่วงจ าเพาะของสารที่ได้จากเครื่อง  

4.4.4 การตรวจสอบความพร้อมของเครื่อง GC เปิดเครื่อง GC  ตามสภาวะการท างานของ
เครื่องที่ก าหนดไว้ เมื่อ baseline คงท่ีทดสอบฉีดสารละลายมาตรฐาน เข้าเครื่องประมาณ 4 ซ้ า เมื่อค่าพ้ืนที่ใต้
พีค (peak area) หรือความสูงของพึค (peak high) แตกต่างจากค่าเฉลี่ยของการฉีดติดต่อกัน 3 ครั้งไม่เกิน 
1% จึงถือว่าเครื่องพร้อมใช้งาน  

4.4.5 ค านวณค่า %Relative Percent Different (%RPD) สารละลายมาตรฐาน C1, C2 
ต้องมีค่า %RPD ไม่เกิน 3% ค านวณค่า %RPD ตามสมการภาคผนวกที่ 1 

4.4.6 ค านวณหา Response factor (f) ตามสมการภาคผนวกที่ 2 
4.4.7 ค านวณหา % สารออกฤทธิ์ profenofos ในตัวอย่างผลิตภัณฑ์ profenofos ตาม

สมการภาคผนวกที่ 3 
4.4.8 การค านวณหาเปอร์เซ็นต์สารออกฤทธิ์ ของ profenofos  
เปอร์เซ็นต์สารออกฤทธิ์ profenofos = %w/w ของ profenofos  x ความถ่วงจ าเพาะ 

4.5 การตรวจสอบความเป็นเส้นตรง (Working range/Linearity) ของวิธีการ 
4.5.1 ทดสอบช่วงการใช้งาน (Working range) 

4.5.1.1 ชั่งสารมาตรฐาน profenofos (purity 99.00%) ให้มีความเข้มข้นต่าง ๆ 
จ านวน 6 ระดับความเข้มข้น ความเข้มข้นละ 1 ซ้ า โดยชั่งน้ าหนักให้มีปริมาณ profenofos ครอบคลุมช่วงที่
ใช้งาน ความเข้มข้น 0.25–2.50 mg/ml โดยชั่งสารมาตรฐาน profenofos ให้มีปริมาตรดังนี้ 2.53, 5.05, 
10.10, 15.15, 20.20 และ 25.25 มิลลิกรัม ลงใน ขวดวัดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร ละลายด้วย Acetone 
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ประมาณ 5 มิลลิลิตร น าไปเขย่าให้ละลายด้วยเครื่อง Ultrasonic bath ประมาณ 15 นาท ีจากนั้นน ามาตั้งทิ้ง
ไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้องปรับปริมาตรด้วย Acetone เขย่าให้เข้ากัน น าใส่ขวด vial ขนาด 2 มิลลิลิตร น าไปฉีด
เข้าเครื่อง GC 

4.5.1.2 ฉีดสารละลายที่เตรียมไว้เข้าเครื่อง GC เรียงล าดับจากความเข้มข้นน้อยไปมาก 
4.5.1.3 Plot กราฟ ระหว่างความเข้มข้นของสารมาตรฐาน (แกน x) กับ Response   

(แกน y) 
4.5.1.4 พิจารณาช่วงที่เป็นเส้นตรง  

4.5.2 ทดสอบความเป็นเส้นตรง (Linearity) 
4.5.2.1 เลือกค่าความเข้มข้นจาก Working range ที่เป็นเส้นตรง 3 ความเข้มข้น ชั่ง

สารมาตรฐาน profenofos ให้ให้มีความเข้มข้น 7 ระดับ ความเข้มข้น (0.25–2.50 mg/ml) หนัก 2.53, 5.05, 
10.10, 12.63, 17.68, 20.20 และ 25.25 มิลลิกรัม ลงใน ขวดวัดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร ละลายด้วย 
Acetone ประมาณ 5 มิลลิลิตร น าไปเขย่าให้ละลายด้วยเครื่อง Ultrasonic bath ประมาณ 15 นาที จากนั้น
น ามาตั้งทิ้งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง ปรับปริมาตรด้วย Acetone เขย่าให้เข้ากัน น าใส่ขวด vial ขนาด 2 
มิลลิลิตร น าไปฉีดเข้าเครื่อง GC 

4.5.2.2 ฉีดสารละลายที่เตรียมไว้เข้าเครื่อง GC เรียงล าดับจากความเข้มข้นน้อยไปมาก 
4.5.2.3 Plot กราฟ ระหว่างความเข้มข้นของสารมาตรฐาน (แกน x) กับ Response    

(แกน y)  
4.5.2.4 ค านวณหาค่า Correlation of determination (R2) เกณฑ์ยอมรับที่ R2 >  

0.995 (AOAC) 
4.6 การตรวจสอบความเที่ยง (Precision) ของวิธีการ 

4.6.1 ตรวจสอบการทวนซ้ า (Repeatability) คือ การตรวจสอบความใกล้เคียงกันระหว่าง 
ข้อมูลที่วิเคราะห์ซ้ า ในเครื่องมือเดียวกัน ห้องปฏิบัติการเดียวกัน ผู้ทดสอบคนเดียวกัน ในระยะเวลาเดียวกัน 
หรือใกล้เคียงกัน 

4.6.1.1 ชั่งสารมาตรฐาน profenofos 2 ซ้ า (C1, C2)  ให้มีสารออกฤทธิ์ 1 มิลลิกรัม 
ในขวดวัดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร ชั่งสารมาตรฐาน profenofos ปริมาตร 10.10 มิลลิกรัม ใส่ลงในขวดวัด
ปริมาตรละลายด้วย Acetone ประมาณ 5 น าไปเขย่าให้ละลายด้วยเครื่อง Ultrasonic bath ประมาณ 15 
นาที จากนั้นน ามาตั้งทิ้งไว้ให้เย็น ปรับปริมาตรด้วย Acetone  เขย่าให้เข้ากัน น าใส่ขวด vial ขนาด 2 
มิลลิลิตร น าไปฉีดเข้าเครื่อง GC 

4.6.1.2 ชั่งตัวอย่างผลิตภัณฑ์ profenofos 50% W/V EC ให้ได้ระดับความเข้มข้น
ในช่วงการใช้งาน 3 ระดับ ได้แก่ 0.25, 1.00 และ 2.00 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ความเข้มข้นละ 10 ซ้ า โดยใช้
ขวดวัดปริมาตร ขนาด 25 มิลลิลิตร ละลายด้วย Acetone ประมาณ 15 มิลลิลิตร น าไปเขย่าให้ละลายด้วย
เครื่อง Ultrasonic bath ประมาณ 15 นาที จากนั้น น ามาตั้งทิ้งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง ปรับปริมาตรด้วย 
Acetone เขย่าให้เข้ากัน น าใส่ขวด vial ขนาด 2 มิลลิลิตร น าไปฉีดเข้าเครื่อง GC 
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4.6.1.3 ฉีดสารละลายมาตรฐานและสารละลายตัวอย่าง (ข้อ 4.6.1.1 และ 4.6.1.2) 
เพ่ือวิเคราะห์หาปริมาณสารออกฤทธิ์ profenofos ในสารละลายตัวอย่างและน าผลการวิเคราะห์ที่ได้มา
ค านวณหาค่า HORRAT  

4.6.2 ตรวจสอบการท าซ้ า (Reproducibility) คือ การตรวจสอบความใกล้เคียงกันระหว่าง
ข้อมูลที่วิเคราะห์ซ้ าในเครื่องมือเดียวกัน ห้องปฏิบัติการเดียวกัน ผู้ทดสอบคนเดียวกัน ในช่วงเวลาที่แตกต่าง
กัน ท าการทดลองเช่นเดียวกับข้อ 4.6.1 เพ่ือวิเคราะห์หาปริมาณสารออกฤทธิ์ profenofos ในสารละลาย
ตัวอย่างและน าผลการวิเคราะห์ที่ได้มาค านวณหา HORRAT 

4.7 การตรวจสอบความทนของวิธี (Robustness/Ruggedness) 
4.7.1 ตรวจสอบค่า Robustness  

ทดสอบโดยการเปลี่ยนสภาวะของเครื่องมือวิเคราะห์  โดยเปลี่ยนอุณหภูมิของ  Oven 
(Oven Temperature) จาก 260 ˚C เป็น 250 ˚C และท าการทดลองเช่นเดียวกับข้อ 4.6.1 เพ่ือวิเคราะห์หา
ปริมาณสารออกฤทธิ์ profenofos  ในสารละลายตัวอย่าง น าผลการวิเคราะห์ที่ได้มาค านวณหา HORRAT  

4.7.2 ตรวจสอบค่า Ruggedness  
  ทดสอบโดยการเปลี่ยนเครื่องมือที่ใช้ในการวิเคราะห์ จากเครื่อง GC ยี่ห้อ Agilent รุ่น 
7890A เป็นเครื่อง GC ยี่ห้อ Agilent รุ่น 7890B ท าการทดลองเช่นเดียวกับข้อ 4.6.1 เพ่ือวิเคราะห์หาปริมาณ
สารออกฤทธิ์ profenofos ในสารละลายตัวอย่างและน าผลการวิเคราะห์ที่ได้มาค านวณหา HORRAT  

4.8 การตรวจสอบความถูกต้อง (Accuracy) ของวิธีการ 
4.8.1 เตรียมสารละลาย stock standard ของสารมาตรฐาน profenofos ให้มีความเข้มข้น

ที่แน่นอน (4 mg AI/ml) โดยชั่งสารมาตรฐาน profenofos หนัก 1,010.10 มิลลิกรัม ใส่ในบีกเกอร์ ขนาด 
250 มิลลิกรัม น ามาละลายด้วย Acetone ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ถ่ายสารละลายสู่ ขวดวัดปริมาตรขนาด 250 
มิลลิลิตร แล้วเติม Acetone ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เขย่าให้ละลายด้วย เครื่อง Ultrasonic bath ประมาณ 15 
นาที น ามาตั้งทิ้งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง ปรับปริมาตรด้วย Acetone เขย่าให้เข้ากัน จะได้สารละลาย stock 
standard เข้มข้น 4 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

4.8.2 เตรียมสารละลาย stock sample ของสารผลิตภัณฑ์ ผลิตภัณฑ์ profenofos 50% 
W/V EC ให้มีความเข้มข้นที่แน่นอน (1 mg AI/ml) โดยชั่งตัวอย่างผลิตภัณฑ์ profenofos หนัก 2,062.84 
มิลลิกรัม ใส่ในบีกเกอร์ขนาด 250 มิลลิลิตร น ามาละลายด้วย Acetone ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ถ่ายสารละลาย
สู่ ขวดวัดปริมาตร ขนาด 1,000 มิลลิลิตร แล้วเติม Acetone ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เขย่าให้ละลายด้วย 
เครื่อง Ultrasonic bath ประมาณ 15 นาที จากนั้นน ามาตั้งทิ้งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง ปรับปริมาตรด้วย เติม 
Acetone เขย่าให้เข้ากัน จะได้สารละลาย stock sample ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

4.8.3 เตรียมสารละลายเพ่ือสร้างกราฟมาตรฐาน เตรียมสารละลายที่ 3 ระดับท่ีความเข้มข้น 
0.50, 1.00 และ 2.00 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ครอบคลุมช่วงการใช้งาน โดยปิเปตสารละลาย stock standard 
(ข้อ 4.8.1) ปริมาตร 1.25, 2.50 และ 5.00 มิลลิลิตร ลงใน ขวดวัดปริมาตร ขนาด 10 มิลลิลิตร ปรับปริมาตร
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ด้วย Acetone เขย่าให้เข้ากัน น าใส่ขวด vial ขนาด 2 มิลลิลิตร น าไปฉีดเข้าเครื่อง GC โดยเรียงล าดับความ
เข้มข้น  

4.8.4 เตรียมสารละลายเพ่ือหาค่า sample origin โดยปิเปตสารละลาย stock sample (ข้อ 
4.8.2) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงใน ขวดวัดปริมาตร ขนาด 25 มิลลิลิตร จะได้สารที่มีความเข้มข้น 0.4 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เตรียมจ านวน 10 ซ้ า ปรับปริมาตรด้วย Acetone เขย่าให้เข้ากัน น าใส่ขวด vial ขนาด 
2 มิลลิลิตร น าไปฉีดเข้าเครื่อง GC หาปริมาณ profenofos  โดยเทียบกับกราฟมาตรฐาน (ข้อ 4.8.3) 

4.8.5 เตรียมสารละลายเพ่ือหาค่า recovery 
4.8.5.1 ปิเปตสารละลาย stock sample (ข้อ 4.8.2) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงในขวด

วัดปริมาตร ขนาด 25 มิลลิลิตร จ านวน 30 ซ้ า 
4.8.5.2 ปิเปตสารละลาย stock standard (ข้อ 4.8.1) ปริมาณ 2.188 , 3.750 และ 

6.875 มิลลิลิตร ลงใน ขวดวัดปริมาตร ขนาด 25 มิลลิลิตร ที่มีสารละลาย stock sample origin อยู่ 10 มิลลิลิตร 
ที่เตรียมไว้แล้ว อย่างละ 10 ซ้ า (ข้อ 4.8.5.1)  ปรับปริมาตรด้วย Acetone เขย่าให้เข้ากัน น าใส่ขวด vial ขนาด 2 
มิลลิลิตร น าไปฉีดเข้าเครื่อง GC หาปริมาณ profenofos โดยเทียบกับกราฟมาตรฐาน (ข้อ 4.8.3) 

4.8.6 การประเมินค่า accuracy จาก % recovery  
 โดยน าค่าปริมาณสารออกฤทธิ์ triazophos ทีเป็นค่า origin และ spike (ข้อ 4.8.4 

และ 4.8.5) มาหาค่าเฉลี่ยและค านวณค่า %recovery โดยค่าต้องอยู่ในช่วง 98-102% ตามเกณฑ์การพิจารณา
ของ AOAC ส าหรับสารที่มีปริมาณมากกว่า 10% การค านวณตามสมการภาคผนวกที่ 7 
 

5. การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์สารออกฤทธิ์ glyphosate 
5.1 สอบเทียบเครื่องมือและอุปกรณ์ที่ใช้ในการทดลอง 
5.2 เตรียมสารเคมี สารมาตรฐาน และสารตัวอย่างผลิตภัณฑ์ให้พร้อมส าหรับการทดลอง 
5.3 การเตรียม Mobile phase 

5.3.1 ชั่ง Potassium dihydregen phosphate (KH2PO4) น้ าหนัก 0.8437 กรัม ลงในบีกเกอร์ 
ขนาด 100 มิลลิลิตร ละลายให้เข้ากันด้วยน้ ากลั่นปราศจากไอออน (DI Water) ประมาณ 20–30 มิลลิลิตร 
จากนั้นเทลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 1,000 มิลลิลิตร เติมน้ ากลั้นปราศจากไอออนให้ได้ปริมาตร 960 มิลลิลิตร 
เติม Acetronitrile (CH3CN) ปริมาตร 40 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน 

5.3.2 จากนั้นเทจากขวดวัดปริมาตรขนาด 1,000 มิลลิลิตรลงในบีกเกอร์ ขนาด 2,000 
มิลลิลิตร ปรับ pH ด้วยกรด Phosphoric Acid (H3PO4) 85% ให้ได้ค่า pH ประมาณ 1.9 (ในขณะที่ปรับ pH 
ให้ท าการกวนสารอยู่ตลอดเวลา) 

5.3.3 เทสารละลายที่ได้ลงในขวด Duran ที่มีฝาปิด เขย่าให้เท่ากัน เก็บไว้ส าหรับท า Mobile 
phase ต่อไป ก่อนน้ าไปใช้งานต้องกรองด้วยชุดกรอง HPLC ผ่าน Filter membrane ขนาด 0.2 ไมโครเมตร 

5.4 ปรับตั้งสภาวะการใช้งานของเครื่อง HPLC ตัวตรวจวัด (Detector) ชนิด DAD ในการ
ตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์สารออกฤทธิ์ glyphosate 
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5.5 การหาปริมาณสารออกฤทธิ์ glyphosate ในตัวอย่างผลิตภัณฑ์ glyphosate 48% W/V SL 

5.5.1 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน glyphosate ชั่งสารมาตรฐาน glyphosate (purity 
99.00%) 2 ซ้ า (C1, C2) ให้มีสารออกฤทธิ์ 1มิลลิกรัม ในขวดวัดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร ชั่งสารมาตรฐาน 
glyphosate ประมาณ 10.10 มิลลิกรัม ลงในขวดวัดปริมาตร เติม Mobile phase (KH2PO4) ประมาณ 5 
มิลลิลิตร น าไปเขย่าให้ละลายด้วยเครื่อง Ultrasonic bath ประมาณ 15 นาที จากนั้นน ามาตั้งทิ้งไว้ให้เย็นที่
อุณหภูมิห้อง ปรับปริมาตรด้วย Mobile phase เขย่าให้เข้ากัน กรองสารละลายมาตรฐานที่เตรียมได้ผ่าน Syring 
filter membrane ขนาด 0.45 ไมโครเมตร ลงในขวด vial ขนาด 2 มิลลิลิตร น าไปฉีดเข้าเครื่อง HPLC 

5.5.2 เตรียมสารละลายตัวอย่างผลิตภัณฑ์ glyphosate 48% W/V SL ชั่งตัวอย่างผลิตภัณฑ์ 
glyphosate ให้มีสารออกฤทธิ์ 1 มิลลิกรัม ในขวดวัดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร ชั่งตัวอย่างผลิตภัณฑ์ 
glyphosate ประมาณ 31.25 มิลลิกรัม ลงในขวดวัดปริมาตร เติม Mobile phase ประมาณ 5 มิลลิลิตร น าไป
เขย่าให้ละลายด้วยเครื่อง Ultrasonic bath ประมาณ 15 นาที จากนั้นน ามาตั้งทิ้งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง ปรับ
ปริมาตรด้วย Mobile phase เขย่าให้เข้ากัน กรองสารละลายตัวอย่างผลิตภัณฑ์ที่เตรียมได้ผ่าน Syring filter 
membrane ขนาด 0.45 ไมโครเมตร ลงในขวด vial ขนาด 2 มิลลิลิตร น าไปฉีดเข้าเครื่อง HPLC 

5.5.3 การวัดความถ่วงจ าเพาะ เทตัวอย่างผลิตภัณฑ์ glyphosate 48% W/V SL W/V EC 
ประมาณ 60-70 มิลลิลิตร ลงในบีกเกอร์ ขนาด 100 มิลลิลิตร จากนั้นใช้ syring ขนาด 5 มิลลิลิตร ดูดตัวอย่าง
และฉีดเข้าเครื่อง Density meter อ่านค่าความถ่วงจ าเพาะของสารที่ได้จากเครื่อง 

5.5.4 การตรวจสอบความพร้อมของเครื่อง HPLC เปิดเครื่อง HPLC ตามสภาวะการท างาน
ของเครื่องที่ก าหนดไว้ เมื่อ baseline คงที่ทดสอบฉีดสารละลายมาตรฐาน เข้าเครื่องประมาณ 4 ซ้ า เมื่อค่า
พ้ืนที่ใต้พีค (peak area) หรือความสูงของพีค (peak high) แตกต่างจากค่าเฉลี่ยของการฉีดติดต่อกัน 3 ครั้ง 
ไม่เกิน 1% จึงถือว่าเครื่องพร้อมใช้งาน  

5.5.5 ค านวณค่า %Relative Percent Different (%RPD) สารละลายมาตรฐาน C1, C2 
ต้องมีค่า %RPD ไม่เกิน 3% ค านวณค่า %RPD ตาม สมการภาคผนวกท่ี 1  

5.5.6 การค านวณหา Response factor (f) ตามสมการภาคผนวกที่ 2 
5.5.7 การค านวณหา % สารออกฤทธิ์ glyphosate ตัวอย่างผลิตภัณฑ์ glyphosate 48% 

W/V SL ตามสมการภาคผนวกที่ 3 
5.5.8 การเปลี่ยน glyphosate acidเป็น glyphosate IPA 

(isopropylammonium/isopropylamine salt)  
glyphosate IPA (isopropylammonium) มี Molar mass : 228.2 g mol-1 

ค่า factor เท่ากับ 228.2 (glyphosate IPA) =  1.349 
       169.1(glyphosate acid) 
5.5.9 ค านวณหาเปอร์เซ็นต์สารออกฤทธิ์ ของ glyphosate  

 ปริมาณสารออกฤทธิ์ glyphosate IPA = AI ของ glyphosate acid x 1.349 (% w/w)  
 เปอร์เซ็นต์สารออกฤทธิ์ ของ glyphosate = %w/w ของ glyphosate IPA x ความถ่วงจ าเพาะ 
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5.6 การตรวจสอบความเป็นเส้นตรง (Working range/linearity) ของวิธีการ 
5.6.1 ทดสอบช่วงการใช้งาน (Working range) 

5.6.1.1 ชั่งสารมาตรฐาน  glyphosate ให้มีความเข้มข้นต่าง ๆ จ านวน 6 ระดับความ
เข้มข้น ความเข้มข้นละ 1 ซ้ า โดยชั่งน้ าหนักให้มีปริมาณ glyphosate ครอบคลุมช่วงที่ใช้งาน 0.75-4.00 
mg/ml โดยชั่งสารมาตรฐาน glyphosate ให้มีปริมาตรดังนี้ 7.60, 10.10, 15.15, 20.20, 30.30 และ 40.40 
มิลลิกรัม ลงในขวดวัดปริมาตร ขนาด 10 มิลลิลิตร เติม Mobile phase ประมาณ 5 มิลลิลิตร น าไปเขย่าให้
ละลายด้วยเครื่อง Ultrasonic bath ประมาณ 15 นาที จากนั้นน ามาตั้งทิ้งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง ปรับ
ปริมาตรด้วย Mobile phase เขย่าให้เข้ากัน กรองสารละลายมาตรฐานที่ เตรียมได้ผ่าน Syring filter 
Membrane ขนาด 0.45 ไมโครเมตร ลงในขวด vial ขนาด 2 มิลลิลิตร 

5.6.1.2 ฉีดสารละลายที่เตรียมไว้เข้าเครื่อง HPLC เรียงล าดับจากความเข้มข้นน้อยไปมาก 
5.6.1.3 Plot กราฟ ระหว่างความเข้มข้นของสารมาตรฐาน (แกน x) กับ Response   

(แกน y) 
5.6.1.4 พิจารณาช่วงที่เป็นเส้นตรง 

5.6.2 ทดสอบความเป็นเส้นตรง (Linearity) 
5.6.2.1 เลือกค่าความเข้มข้นจาก Working range ที่เป็นเส้นตรง 3 ความเข้มข้น 
5.6.2.2  ชั่งสารมาตรฐาน glyphosate ให้ให้มีความเข้มข้น 6 ระดับความเข้มข้น 

(0.75–2.00 mg/ml) หนัก 7.60, 10.80, 12.70, 15.15, 17.70 และ 20.20 มิลลิกรัม ลงใน ขวดวัดปริมาตร
ขนาด 10 มิลลิลิตร เติม Mobile phase (KH2PO4) ประมาณ 5 มิลลิลิตร น าไปเขย่าให้ละลายด้วยเครื่อง 
Ultrasonic bath ประมาณ 15 นาที จากนั้นน ามาตั้งทิ้งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง ปรับปริมาตรด้วย Mobile 
phase เขย่าให้เข้ากัน กรองสารละลายมาตรฐานที่เตรียมได้ผ่าน Syring filter membrane ขนาด 0.45 
ไมโครเมตร ลงในขวด vial ขนาด 2 มิลลิลิตร 

5.6.2.3 ฉีดสารละลายที่เตรียมไว้เข้าเครื่อง HPLC เรียงล าดับจากความเข้มข้นน้อยไปมาก 
5.6.2.4 Plot กราฟ ระหว่างความเข้มข้นของสารมาตรฐาน (แกน x) กับ Response 

(แกน y)  
5.6.2.5 ค านวณหาค่า Correlation of determination (R2) เกณฑ์ยอมรับที่ R2 >  

0.995 (AOAC) 
5.7 การตรวจสอบความเที่ยง (Precision) ของวิธีการ 

5.7.1 ตรวจสอบการทวนซ้ า (Repeatability) คือ การตรวจสอบความใกล้เคียงกันระหว่าง 
ข้อมูลที่วิเคราะห์ซ้ า ในเครื่องมือเดียวกัน ห้องปฏิบัติการเดียวกัน ผู้ทดสอบคนเดียวกัน ในระยะเวลาเดียวกัน 
หรือใกล้เคียงกัน 

5.7.1.1 ชั่งสารมาตรฐาน glyphosate 2 ซ้ า (C1, C2) ให้มีสารออกฤทธิ์ 1 มิลลิกรัม ใน
ขวดวัดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร เติม Mobile phase ประมาณ 5 มิลลิลิตร น าไปเขย่าให้ละลายด้วยเครื่อง 
Ultrasonic bath ประมาณ 15 นาที จากนั้นน ามาตั้งทิ้งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง ปรับปริมาตรด้วย Mobile 
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phase เขย่าให้เข้ากัน กรองสารละลายมาตรฐานที่เตรียมได้ผ่าน Syring filter membrane ขนาด 0.45 
ไมโครเมตร ลงในขวด vial ขนาด 2 มิลลิลิตร  

5.7.1.2 ชั่งตัวอย่างผลิตภัณฑ์ glyphosate  48% W/V SL ให้ได้ระดับความเข้มข้น
ในช่วงการใช้งาน 3 ระดับ ได้แก่ 0.75, 1.00 และ 1.50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ความเข้มข้นละ 10 ซ้ า โดยใช้
ขวดวัดปริมาตร ขนาด 10 มิลลิลิตร เติม Mobile phase ประมาณ 5 มิลลิลิตร น าไปเขย่าให้ละลายด้วยเครื่อง 
Ultrasonic bath ประมาณ 15 นาที จากนั้นน ามาตั้งทิ้งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง ปรับปริมาตรด้วย Mobile 
phase เขย่าให้เข้ากัน กรองสารละลายตัวอย่างผลิตภัณฑ์ที่เตรียมได้ผ่าน Syring filter membrane ขนาด 
0.45 ไมโครเมตร ลงในขวด vial ขนาด 2 มิลลิลิตร  

5.7.1.3 ฉีดสารละลายมาตรฐานและสารละลายตัวอย่าง (ข้อ 5.7.1.1 และ 5.7.1.2) 
เพ่ือวิเคราะห์หาปริมาณสารออกฤทธิ์ glyphosate ในสารละลายตัวอย่างและน าผลการวิเคราะห์ที่ได้มา
ค านวณหาค่า HORRAT  

5.7.2 ตรวจสอบการท าซ้ า (Reproducibility) คือ การตรวจสอบความใกล้เคียงกันระหว่าง
ข้อมูลที่วิเคราะห์ซ้ า ในเครื่องมือเดียวกัน ห้องปฏิบัติการเดียวกัน ผู้ทดสอบคนเดียวกัน ในช่วงเวลาที่แตกต่าง
กัน ท าการทดลองเช่นเดียวกับข้อ 5.7.1 เพ่ือวิเคราะห์หาปริมาณสารออกฤทธิ์  glyphosate ในสารละลาย
ตัวอย่างและน าผลการวิเคราะห์ที่ได้มาค านวณหาค่า HORRAT  

5.8 การตรวจสอบความทนของวิธี (Robustness/Ruggedness)  
5.8.1 ตรวจสอบค่า Robustness  

ทดสอบโดยการเปลี่ยนสภาวะของเครื่องมือวิเคราะห์ โดยเปลี่ยน ความยาวคลื่นจาก 
195 นาโนเมตร เป็น 198 นาโนเมตร และท าการทดลองเช่นเดียวกับข้อ 5.7.1 เพ่ือวิเคราะห์หาปริมาณสาร
ออกฤทธิ์ glyphosate ในสารละลายตัวอย่างและน าผลการวิเคราะห์ที่ได้มาค านวณหาค่า HORRAT 

5.8.2 ตรวจสอบค่า Ruggedness  
ทดสอบโดยการเปลี่ยน Column จาก Column Waters Column WATWAT02770   IC-

Pak Anion HC Column ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 4.6 มิลลิเมตร ความยาว 150 มิลลิเมตร เป็น Column 
SUPELCO LC-SAX 58996 Column Number 181675 ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 4.4 มิลลิเมตร ความยาว 
250 มิลลิเมตร partical size 5 ไมโครเมตร ท าการทดลองเช่นเดียวกับข้อ 5.7.1 เพ่ือวิเคราะห์หาปริมาณสาร
ออกฤทธิ์ glyphosate ในสารละลายตัวอย่างและน าผลการวิเคราะห์ที่ได้มาค านวณหาค่า HORRAT  

5.9 การตรวจสอบความถูกต้อง (Accuracy) ของวิธีการ 
5.9.1 เตรียมสารละลาย stock standard ของสารมาตรฐาน glyphosate ให้มีความเข้มข้น

ทีแ่น่นอน (4 mg AI/ml) โดยชั่งสารมาตรฐาน glyphosate หนัก 1,010.10 มิลลิกรัม ใส่ในบีกเกอร์ ขนาด 50 
มิลลิกรัม น ามาละลายด้วย Mobile phase ถ่ายสารละลายสู่ ขวดวัดปริมาตร ขนาด 250 มิลลิลิตร เขย่าให้
ละลายด้วย เครื่อง Ultrasonic bath ประมาณ 15 นาที จากนั้นน ามาตั้งทิ้งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง ปรับ
ปริมาตรด้วย Mobile phase เขย่าให้เข้ากัน จะได้สารละลาย stock standard เข้มข้น 4 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร 
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5.9.2 เตรียมสารละลาย stock sample ของสารผลิตภัณฑ์ glyphosate 48% W/V SL ของ 
30.73 W/W glyphosate acid ให้มีความเข้มข้นที่ แน่นอน (1  mg AI/ml) โดยชั่ งตัวอย่างผลิตภัณฑ์  
glyphosate หนัก 2,085.33 มิลลิกรัม ใส่ในบีกเกอร์ ขนาด 100 มิลลิกรัม น ามาละลายด้วย Mobile phas 
ถ่ายสารละลายสู่ ขวดวัดปริมาตร ขนาด 1,000 มิลลิลิตร เขย่าให้ละลายด้วยเครื่อง Ultrasonic bath 
ประมาณ 15 นาที จากนั้นน ามาตั้งทิ้งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง ปรับปริมาตรด้วย Mobile phase เขย่าให้เข้า
กัน จะได้สารละลาย stock sample ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

5.9.3 เตรียมสารละลายเพ่ือสร้างกราฟมาตรฐาน เตรียมสารละลายที่ 3 ระดับท่ีความเข้มข้น 
0.75, 1.0 และ 1.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ครอบคลุมช่วงการใช้งาน โดยปิเปตสารละลาย stock standard (ข้อ 
5.9.1) ปริมาตร 1.875, 2.50 และ 3.75 มิลลิลิตร ลงใน ขวดวัดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วย 
Mobile phase เขย่าให้เข้ากัน กรองสารละลายที่เตรียมได้ผ่าน Syring filter membrane ขนาด 0.45 
ไมโครเมตร ลงในขวด vial ขนาด 2 มิลลิลิตร แล้วน าไปฉีดเข้าเครื่อง HPLC โดยเรียงล าดับความเข้มข้น 

5.9.4 เตรียมสารละลายเพ่ือหาค่า sample origin โดยปิเปตสารละลาย stock sample (ข้อ 
5.9.2) ปริมาตร 4 มิลลิลิตร ลงใน ขวดวัดปริมาตร ขนาด 10 มิลลิลิตร จะได้สารที่มีความเข้มข้น 0.4 มิลลิกรัม
ต่อมิลลิลิตร เตรียมจ านวน 10 ซ้ า ปรับปริมาตรด้วย Mobile phase เขย่าให้เข้ากัน กรองสารละลายที่เตรียม
ได้ผ่าน Syring filter membrane ขนาด 0.45 ไมโครเมตร ลงในขวด vial ขนาด 2 มิลลิลิตร แล้วน าไปฉีดเข้า
เครื่อง HPLC หาปริมาณ glyphosate โดยเทียบกับกราฟมาตรฐาน (ข้อ 5.9.3) 

5.9.5 เตรียมสารละลายเพ่ือหาค่า recovery 
5.9.5.1 ปิเปตสารละลาย stock sample (ข้อ 5.9.2) ปริมาตร 4 มิลลิลิตร ลงในขวด

วัดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร จ านวน 30 ซ้ า 
5.9.5.2 ปิเปต สารละลาย stock standard (ข้อ 5.9.1)  ปริมาณ 0.875, 1.5 และ 

2.75 มิลลิลิตร ลงใน ขวดวัดปริมาตร ขนาด 10 มิลลิลิตร ที่มีสารละลาย stock sample origin อยู่ 4 มิลลิลิตร 
ที่เตรียมไว้แล้ว อย่างละ 10 ซ้ า (ข้อ 5.16.4)  ปรับปริมาตรด้วย Mobile phase เขย่าให้เข้ากัน กรอง
สารละลายที่เตรียมได้ผ่าน Syring filter membrane ขนาด 0.45 ไมโครเมตร ลงในขวด vial ขนาด 2 
มิลลิลิตร แล้วน าไปฉีดเข้าเครื่อง HPLC หาปริมาณ glyphosate โดยเทียบกับกราฟมาตรฐาน (ข้อ 15.9.3) 

5.9.6 การประเมินค่า  accuracy จาก %recovery โดยน าค่ าปริมาณสารออกฤทธิ์  
glyphosate ทีเป็นค่า origin และ spike (ข้อ 5.9.4 และ 5.9.5) มาหาค่าเฉลี่ยและค านวณค่า % recovery 
โดยค่าต้องอยู่ในช่วง 98-102% ตามเกณฑ์การพิจารณาของ AOAC ส าหรับสารที่มีปริมาณมากกว่า 10% การ
ค านวณตามสมการภาคผนวกที่ 5 
 

6 การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์สารออกฤทธิ์ carbendazim 
6.1 สอบเทียบเครื่องมือและอุปกรณ์ที่ใช้ในการทดลอง 
6.2 เตรียมสารเคมี สารมาตรฐาน และสารตัวอย่างผลิตภัณฑ์ให้พร้อมส าหรับการทดลอง 
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6.3 ปรับตั้งสภาวะการใช้งานของเครื่อง HPLC ตัวตรวจวัด (Detector) ชนิด DAD ในการ
ตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์สารออกฤทธิ์ carbendazim  

6.4 การหาปริมาณสารออกฤทธิ์ carbendazim ในตัวอย่างผลิตภัณฑ์ carbendazim 50% W/V 
SC 

6.4.1 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน carbendazim ชั่งสารมาตรฐาน carbendazim 
(purity 99.00%) 2 ซ้ า (C1, C2)  ให้มีสารออกฤทธิ์ 0.1 มิลลิกรัม ในขวดวัดปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร ชั่ง
สารมาตรฐาน carbendazim ปริมาตร 10.00 มิลลิกรัม ใส่ลงในขวดวัดปริมาตร ละลายด้วย Ethanol 
(C2H6O) ชนิด HPLC grad ประมาณ 40 มิลลิลิตร น าไปเขย่าให้ละลายด้วยเครื่องUltrasonic bath ประมาณ 
30 นาที จากนั้นน ามาเติม Methanol ปริมาตร 20 มิลลิลิตร เขย่าให้ละลายด้วย เครื่อง Ultrasonic bath 
ประมาณ 10 นาที น ามาตั้งทิ้งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง ปรับปริมาตรด้วย Methanol เขย่าให้เข้ากัน กรอง
สารละลายมาตรฐานที่เตรียมได้ผ่าน Syring filter membrane ขนาด 0.45 ไมโครเมตร ลงในขวด vial ขนาด 
2 มิลลิลิตร น าไปฉีดเข้าเครื่อง HPLC 

6.4.2 การเตรียมสารละลายตัวอย่างผลิตภัณฑ์ carbendazim 50% W/V SC ชั่งตัวอย่าง
ผลิตภัณฑ์ carbendazim 50% W/V SC ให้มีสารออกฤทธิ์ 0.1 มิลลิกรัมในขวดวัดปริมาตรขนาด 100 
มิลลิลิตร ชั่งตัวอย่างผลิตภัณฑ์ carbendazim ปริมาตร 20.00 มิลลิกรัม ใส่ลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 100 
มิลลิลิตร ละลายด้วย Ethanol ประมาณ 40 มิลลิลิตร น าไปเขย่าให้ละลายด้วยเครื่อง Ultrasonic bath 
ประมาณ 30 นาที จากนั้นน ามาเติม Methanol ปริมาตร 20 มิลลิลิตร เขย่าให้ละลายด้วย เครื่อง Ultrasonic 
bath ประมาณ 10 นาที น ามาตั้งทิ้งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง ปรับปริมาตรด้วย Methanol เขย่าให้เข้ากัน 
กรองสารละลายตัวอย่างผลิตภัณฑ์ที่เตรียมได้ผ่าน Syring filter membrane ขนาด 0.45 ไมโครเมตร ลงใน
ขวด vial ขนาด 2 มิลลิลิตร น าไปฉีดเข้าเครื่อง HPLC 

6.4.3 การวัดความถ่วงจ าเพาะ  เทตัวอย่างผลิตภัณฑ์  carbendazim 50% W/V SC 
ประมาณ 60-70 มิลลิลิตร ลงในบีกเกอร์ ขนาด 100 มิลลิลิตร จากนั้นใช้ syring ขนาด 5 มิลลิลิตร ดูดตัวอย่าง
และฉีดเข้าเครื่อง Density meter อ่านค่าความถ่วงจ าเพาะของสารที่ได้จากเครื่อง 

6.4.4 การตรวจสอบความพร้อมของเครื่อง HPLC เปิดเครื่อง HPLC ตามสภาวะการท างาน
ของเครื่องที่ก าหนดไว้ เมื่อ baseline คงที่ทดสอบฉีดสารละลายมาตรฐาน เข้าเครื่องประมาณ 4 ซ้ า เมื่อค่า
พ้ืนที่ใต้ peak area หรือความสูงของ peak แตกต่างจากค่าเฉลี่ยของการฉีดติดต่อกัน 3 ครั้งไม่เกิน 1% จึงถือ
ว่าเครื่องพร้อมใช้งาน  

6.4.5 ค านวณค่า %Relative Percent Different (%RPD) สารละลายมาตรฐาน C1, C2 
ต้องมีค่า %RPD ไม่เกิน 3% ค านวณค่า %RPD ตามสมการภาคผนวกที่ 1 

6.4.6 ค านวณหา Response factor (f) ตามสมการภาคผนวกที่ 2 
6.4.7 ค านวณหา % สารออกฤทธิ์ carbendazim ในตัวอย่างผลิตภัณฑ์ carbendazim ตาม

สมการภาคผนวกที่ 3 
6.4.8 การค านวณหาเปอร์เซ็นต์สารออกฤทธิ์ ของ carbendazim  
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        เปอร์ เซ็นต์สารออกฤทธิ์  carbendazim = %w/w ของ  carbendazim x ความ
ถ่วงจ าเพาะ 
6.5 การตรวจสอบความเป็นเส้นตรง (Working range/linearity) ของวิธีการ 

6.5.1 ทดสอบช่วงการใช้งาน (Working range) 
6.5.1.1 ชั่งสารมาตรฐาน  carbendazim ให้มีความเข้มข้นต่าง ๆ จ านวน 6 ระดับ

ความเข้มข้น ความเข้มข้นละ 1 ซ้ า โดยชั่งน้ าหนักให้มีปริมาณ carbendazim ครอบคลุมช่วงที่ใช้งาน ความ
เข้มข้น 0.025–0.250 mg/ml โดยชั่งสารมาตรฐาน carbendazim ให้มีปริมาตรดังนี้ 2.60, 5.05, 10.10, 
15.15, 20.20 และ 25.30 มิลลิกรัม ลงใน ขวดวัดปริมาตร ขนาด 100 มิลลิลิตร ละลายด้วย Ethanol 
ประมาณ 40 มิลลิลิตร น าไปเขย่าให้ละลายด้วยเครื่อง Ultrasonic bath ประมาณ 30 นาที จากนั้นน ามาเติม 
Methanol ปริมาตร 20 มิลลิลิตร เขย่าให้ละลายด้วยเครื่อง Ultrasonic bath ประมาณ 10 นาที น ามาตั้งทิ้ง
ไว้ให้เย็น ที่อุณหภูมิห้องปรับปริมาตรด้วย Methanol เขย่าให้เข้ากัน กรองสารละลายมาตรฐานที่เตรียมได้ผ่าน 
Syring filter membrane ขนาด 0.45 ไมโครเมตร ลงในขวด vial ขนาด 2 มิลลิลิตร น าไปฉีดเข้าเครื่อง HPLC 

6.5.1.2 ฉีดสารละลายที่เตรียมไว้เข้าเครื่อง HPLC เรียงล าดับจากความเข้มข้นน้อยไปมาก 
6.5.1.3 Plot กราฟ ระหว่างความเข้มข้นของสารมาตรฐาน (แกน x) กับ Response    

(แกน y) 
6.5.1.4 พิจารณาช่วงที่เป็นเส้นตรง 

6.5.2 ทดสอบความเป็นเส้นตรง (Linearity) 
6.5.2.1 เลือกค่าความเข้มข้นจาก Working range ที่เป็นเส้นตรง 3 ความเข้มข้น ชั่ง

สารมาตรฐาน carbendazim ให้ให้มีความเข้มข้น 6 ระดับ ความเข้มข้น (0.050–0.20 mg/ml) หนัก 5.40, 
7.60, 10.60, 12.70, 15.30 และ 20.20 มิลลิกรัม ลงใน ขวดวัดปริมาตร ขนาด 100 มิลลิลิตร ละลายด้วย 
Ethanol ประมาณ 40 มิลลิลิตร น าไปเขย่าให้ละลายด้วยเครื่อง Ultrasonic bath ประมาณ 30 นาที จากนั้น
น ามาเติม Methanol ปริมาตร 20 มิลลิลิตร เขย่าให้ละลายด้วย เครื่อง Ultrasonic bath ประมาณ 10 นาที 
จากนั้นน ามาตั้งทิ้งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง ปรับปริมาตรด้วย Methanol เขย่าให้เข้ากัน กรองสารละลาย
มาตรฐานที่เตรียมได้ผ่าน Syring filter membrane ขนาด 0.45 ไมโครเมตร ลงในขวด vial ขนาด 2 มิลลิลิตร 
น าไปฉีดเข้าเครื่อง HPLC 

6.5.2.2 ฉีดสารละลายที่เตรียมไว้เข้าเครื่อง เรียงล าดับจากความเข้มข้นน้อยไปมาก 
6.5.2.3 Plot กราฟ ระหว่างความเข้มข้นของสารมาตรฐาน (แกน x) กับ Response    

(แกน y)  
6.5.2.4 ค านวณหาค่า Correlation of determination (R2) เกณฑ์ยอมรับที่ R2 >  

0.995 (AOAC) 
6.6 การตรวจสอบความเที่ยง (Precision) ของวิธีการ 
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6.6.1 ตรวจสอบการทวนซ้ า (Repeatability) คือ การตรวจสอบความใกล้เคียงกันระหว่าง 
ข้อมูลที่วิเคราะห์ซ้ า ในเครื่องมือเดียวกัน ห้องปฏิบัติการเดียวกัน ผู้ทดสอบคนเดียวกัน ในระยะเวลาเดียวกัน 
หรือใกล้เคียงกัน 

6.6.1.1 ชั่ งสารมาตรฐาน  carbendazim 2 ซ้ า  (C1, C2) ให้มีสารออกฤทธิ์  0.1 
มิลลิกรัม ในขวดวัดปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร ชั่งสารมาตรฐาน carbendazim ปริมาตร 10.08 มิลลิกรัม 
ใส่ลงในขวดวัดปริมาตร ละลายด้วย Ethanol ประมาณ 40 มิลลิลิตร น าไปเขย่าให้ละลายด้วยเครื่อง 
Ultrasonic bath ประมาณ 30 นาที จากนั้นน ามาเติม Methanol ปริมาตร 20 มิลลิลิตร เขย่าให้ละลายด้วย 
เครื่อง Ultrasonic bath ประมาณ 10 นาที น ามาตั้งท้ิงไว้ให้เย็น ปรับปริมาตรด้วย Methanol เขย่าให้เข้ากัน 
กรองสารละลายมาตรฐานที่เตรียมได้ผ่าน Syring filter membrane ขนาด 0.45 ไมโครเมตร ลงในขวด vial 
ขนาด 2 มิลลิลิตร น าไปฉีดเข้าเครื่อง HPLC 

6.6.1.2 ชั่งตัวอย่างผลิตภัณฑ์ carbendazim 50% W/V SC ให้ได้ระดับความเข้มข้น
ในช่วงการใช้งาน 3 ระดับ ได้แก่ 0.075, 0.100 และ 0.125 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ความเข้มข้นละ 10 ซ้ า โดย
ใช้ขวดวัดปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร ละลายด้วย Ethanol ประมาณ 40 มิลลิลิตร น าไปเขย่าให้ละลายด้วย
เครื่อง Ultrasonic bath ประมาณ 30 นาที จากนั้นน ามาเติม Methanol ปริมาตร 20 มิลลิลิตร เขย่าให้
ละลายด้วย เครื่อง Ultrasonic bath ประมาณ 10 นาที น ามาตั้งท้ิงไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง ปรับปริมาตรด้วย 
Methanol เขย่าให้เข้ากัน กรองสารละลายมาตรฐานที่เตรียมได้ผ่าน Syring filter membrane ขนาด 0.45 
ไมโครเมตร ลงในขวด vial ขนาด 2 มิลลิลิตร น าไปฉีดเข้าเครื่อง HPLC  

6.6.1.3 ฉีดสารละลายมาตรฐานและสารละลายตัวอย่าง (ข้อ 6.7.1.1 และ 6.7.1.2) 
เพ่ือวิเคราะห์หาปริมาณสารออกฤทธิ์ carbendazim  ในสารละลายตัวอย่างและน าผลการวิเคราะห์ที่ได้มา
ค านวณหา ค่า HORRAT  

6.6.2 ตรวจสอบการท าซ้ า (Reproducibility) คือ การตรวจสอบความใกล้เคียงกันระหว่าง
ข้อมูลที่วิเคราะห์ซ้ าในเครื่องมือเดียวกัน ห้องปฏิบัติการเดียวกัน ผู้ทดสอบคนเดียวกัน ในช่วงเวลาที่แตกต่าง
กัน ท าการทดลองเช่นเดียวกับข้อ 6.7.1 เพ่ือวิเคราะห์หาปริมาณสารออกฤทธิ์ carbendazim  ในสารละลาย
ตัวอย่างและน าผลการวิเคราะห์ที่ได้มาค านวณหา HORRAT  

6.7 การตรวจสอบความทนของวิธี (Robustness/Ruggedness)  
6.7.1 ตรวจสอบค่า Robustness  

ทดสอบโดยการเปลี่ยนสภาวะของเครื่องมือวิเคราะห์ วิธีการโดยเปลี่ยน ความยาวคลื่น
จาก 254 นาโนเมตร เป็น 257 นาโนเมตร และท าการทดลองเช่นเดียวกับข้อ 6.7.1 เพ่ือวิเคราะห์หาปริมาณ
สารออกฤทธิ์ carbendazim ในสารละลายตัวอย่างและน าผลการวิเคราะห์ที่ได้มาค านวณหา HORRAT  

6.7.2 ตรวจสอบค่า Ruggedness  
ทดสอบโดยการเปลี่ยน Column จาก  Agilent Column ZORBAX Eclipse XDB-

C18 Analytical ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 4.6 มิลลิเมตร ความยาว 250 มิลลิเมตร, partical size 5 ไมโครเมตร เป็น 
Agilent Column ZORBAX Eclipse plus C18 Rapid Resolution HT ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 4.6 มิลลิเมตร 
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ความยาว 75 มิลลิเมตร partical size 1.8 ไมโครเมตร ท าการทดลองเช่นเดียวกับข้อ 6.7.1 เพ่ือวิเคราะห์หา
ปริมาณสารออกฤทธิ์ carbendazim ในสารละลายตัวอย่างและน าผลการวิเคราะห์ที่ได้มาค านวณหาค่า 
HORRAT  

6.8 การตรวจสอบความถูกต้อง (Accuracy) ของวิธีการ 
6.8.1 เตรียมสารละลาย stock standard ของสารมาตรฐาน carbendazim ให้มีความ

เข้มข้นที่แน่นอน (0.25 mg AI/ml) โดยชั่งสารมาตรฐาน carbendazim หนัก 63.10 มิลลิกรัม ใส่ในบีกเกอร์ 
ขนาด 100 มิลลิกรัม น ามาละลายด้วย Ethanol ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ถ่ายสารละลายสู่ ขวดวัดปริมาตรขนาด 
250 มิลลิลิตร แล้วเติม Ethanol ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เขย่าให้ละลายด้วย เครื่อง Ultrasonic bath ประมาณ 
30 นาที จากนั้นเติม Methanol ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เขย่าให้ละลายด้วย เครื่อง Ultrasonic bath ประมาณ 
10 นาที น ามาตั้งท้ิงไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง ปรับปริมาตรด้วย Methanol จนถึงขีดปริมาตร เขย่าให้เข้ากัน จะ
ได้สารละลาย stock standard เข้มข้น 0.25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร    

6.8.2 เตรียมสารละลาย stock sample ของสารผลิตภัณฑ์ ผลิตภัณฑ์ carbendazim 50% 
W/V SC ให้มีความเข้มข้นที่แน่นอน (0.1 mg AI/ml) โดยชั่งตัวอย่างผลิตภัณฑ์ carbendazim หนัก 197 
มิลลิกรัม ใส่ในบีกเกอร์ ขนาด 100 มิลลิลิตร น ามาละลายด้วย Ethanol ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ถ่ายสารละลาย
สู่ ขวดวัดปริมาตรขนาด 1,000 มิลลิลิตร แล้วเติม Ethanol ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เขย่าให้ละลายด้วยเครื่อง 
Ultrasonic bath ประมาณ 30 นาที จากนั้นเติม Methanol ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เขย่าให้ละลายด้วย เครื่อง 
Ultrasonic bath ประมาณ 10 นาที น ามาตั้งทิ้งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง ปรับปริมาตรด้วย Methanol จนถึง
ขีดปริมาตร เขย่าให้เข้ากัน จะได้สารละลาย stock sample ความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

6.8.3 เตรียมสารละลายเพ่ือสร้างกราฟมาตรฐาน เตรียมสารละลายที่ 3 ระดับท่ีความเข้มข้น 
0.075, 0.10 และ 0.125 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ครอบคลุมช่วงการใช้งาน โดยปิเปตสารละลาย  stock 
standard (ข้อ 6.9.1) ปริมาตร 7.5, 10 และ 12.5 มิลลิลิตร ลงใน ขวดวัดปริมาตร ขนาด 25 มิลลิลิตร ปรับ
ปริมาตรด้วย Methanol เขย่าให้เข้ากัน กรองสารละลายที่เตรียมได้ผ่าน Syring filter membrane ขนาด 
0.45 ไมโครเมตร ลงในขวด vial ขนาด 2 มิลลิลิตร แล้วน าไปฉีดเข้าเครื่อง HPLC โดยเรียงล าดับความเข้มข้น   

6.8.4 เตรียมสารละลายเพ่ือหาค่า Sample origin โดยปิเปตสารละลาย stock sample (ข้อ 
6.9.2) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงใน ขวดวัดปริมาตรขนาด 25 มิลลิลิตร จะได้สารที่มีความเข้มข้น 0.04 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เตรียมจ านวน 10 ซ้ า ปรับปริมาตรด้วย Methanol เขย่าให้เข้ากัน กรองสารละลายที่
เตรียมได้ผ่าน Syring filter membrane ขนาด 0.45 ไมโครเมตร ลงในขวด vial ขนาด 2 มิลลิลิตร แล้วน าไป
ฉีดเข้าเครื่อง HPLC หาปริมาณ carbendazim โดยเทียบกับกราฟมาตรฐาน (ข้อ 6.9.3) 

6.8.5 เตรียมสารละลายเพ่ือหาค่า recovery 
6.8.5.1 ปิเปตสารละลาย stock sample (ข้อ 6.9.2) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงใน-

ขวดวัดปริมาตร ขนาด 25 มิลลิลิตร จ านวน 30 ซ้ า 
6.8.5.2 ปิเปต สารละลาย stock standard (ข้อ 6.9.1) ปริมาณ 3.5, 6 และ 8.5 

มิลลิลิตร ลงในขวดวัดปริมาตร ขนาด 25 มิลลิลิตร ที่มีสารละลาย stock sample origin อยู่ 10 มิลลิลิตร ที่
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เตรียมไว้แล้ว อย่างละ 10 ซ้ า (ข้อ 6.8.5.1) ปรับปริมาตรด้วย Methanol เขย่าให้เข้ากัน กรองสารละลายที่
เตรียมได้ผ่าน Syring filter membrane ขนาด 0.45 ไมโครเมตร ลงในขวด vial ขนาด 2 มิลลิลิตร แล้วน าไป
ฉีดเข้าเครื่อง HPLC หาปริมาณ carbendazim โดยเทียบกับกราฟมาตรฐาน (ข้อ 6.9.3) 

6.8.6 การประเมินค่า  accuracy จาก %recovery โดยน าค่ าปริมาณสารออกฤทธิ์  
carbendazim ที่เป็นค่า origin และ spike (ข้อ 6.9.4 และ6.9.5) มาหาค่าเฉลี่ยและค านวณค่า %recovery 
โดยค่าต้องอยู่ในช่วง 98-102% ตามเกณฑ์การพิจารณาของ AOAC ส าหรับสารที่มีปริมาณมากกว่า 10 % การ
ค านวณตามสมการภาคผนวกที่ 7 

7  การประเมินค่าความไม่แน่นอนของการวัด 
 ความไม่แน่นอนในการวัด (Uncertainty) เป็นการประมาณค่าจากปัจจัยที่คาดว่าจะท าให้ผลการ

วัดคลาดเคลื่อน โดยใช้วิธีทางสถิติ ได้แก่ ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานของผลการวัดตัวอย่างซ้ า ความคลาดเคลื่อน
จากวิธีทดสอบ เครื่องมืออุปกรณ์ สารเคมี สภาวะแวดล้อมในการวัด เป็นต้น  (อนุสิทธิ์ สุขม่วงและคณะ. 
2550) 

 
7.1 นิยาม 

7.1.1 ค่าจริง ( True value, μ) เป็นค่าที่ถูกตรวจสอบและรับรองว่าถูกต้อง 
7.1.2 ค่าเฉลี่ย (Mean value,         ) เป็นค่าที่ได้จากการปฏิบัติงานซ้ าหลายครั้ง (n) 

สมการที่ 1 
 

7.1.3 ความคลาดเคลื่อน (Error) เป็นค่าความแตกต่างระหว่างค่าเฉลี่ยและค่าจริง  
Error =          -  μ     สมการที่ 2 

 

7.1.4 ความเบี่ยงเบนมาตรฐาน ( Standard deviation, SD) เป็นขอบเขตการเบี่ยงเบนของค่าเฉลี่ย  
          สมการที่ 5 

7.1.5 ความไม่แน่นอนของการทดสอบ (Uncertainty, Ux) เป็นความเบี่ยงเบนของผลการ
ทดสอบอันเนื่องจากสภาพแวดล้อมของการปฏิบัติงาน  

7.1.6 ชนิดของความไม่แน่นอน 
7.1.6.1 แบ่งตามวิธีที่ใช้ประเมินความไม่แน่นอน  

1) ค่าความไม่แน่นอนแบบ Type A เป็นความไม่แน่นอนที่เกิดจากการทาซ้ า 
ประเมินผลด้วยวิธีทางสถิติ คือ หาค่าเฉลี่ย และค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

2) ค่าความไม่แน่นอนแบบ Type B เป็นความไม่แน่นอนที่เกิดนอกเหนือจาก 
Type A เป็นค่าความไม่แน่นอนของระบบที่ไม่อาจประเมินได้ด้วยวิธีทางสถิติ เช่น Specification ของ
เครื่องมือ การสอบเทียบเครื่องมือ ความบริสุทธิ์ของสารเคมี วัสดุอ้างอิงมาตรฐาน เป็นต้น 

7.1.6.2 แบ่งตามผลของความไม่แน่นอน  
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1) ความไม่แน่นอนแบบสุ่ม (Random) เป็นความไม่แน่นอนที่เกิดขึ้นแบบไม่
สม่ าเสมอในแต่ละครั้ง เช่น การเติมน้ าถึงขีดบอกปริมาตร 

2) ความไม่แน่นอนระบบ (Systemic) เป็นความไม่แน่นอนที่เกิดขึ้นอย่าง
สม่ าเสมอในทุกครั้งของการวัด เช่น ความไม่แน่นอนจากใบรับรองสอบเทียบ  

7.1.7 ความไม่แน่นอนรวม (Combined Uncertainty, UC) เป็นผลรวมของความไม่แน่นอน
ทั้งหมด (ได้จากการค านวณ) 

7.1.8 ความไม่แน่นอนขยาย (Expended Uncertainty, UE) เป็นความไม่แน่นอนรวม (UC)  
ที่ถูกขยายออกไป (ได้จากการค านวณ)  

7.2 ขั้นตอนการหาค่าความไม่แน่นอน  
7.2.1 เขียนขั้นตอนการวิเคราะห์ 
7.2.2 เขียนสูตร / สมการที่ให้ผลลัพธ์ 
7.2.3 หาแหล่งของความไม่แน่นอน ผังก้างปลา (Identify Sources of Uncertainty) 
7.2.4 หาความไม่แน่นอนมาตรฐาน (Ux) 
7.2.5 รวมความไม่แน่นอนมาตรฐานที่มาจากแหล่งเดียวกัน (หน่วยเดียวกัน) 
7.2.6 เปลี่ยนความไม่แน่นอนของแต่ละแหล่งให้อยู่ในรูป Relative Standard Uncertainty  
7.2.7 หาความไม่แน่นอนรวม (Uc) (Calculating the Combined Uncertainty) 
7.2.8 หาความไม่แน่นอนขยาย (UE) (Calculating the Expanded Uncertainty) 
7.2.9 จัดท าฮีสโตรแกรม (Histogram) 
7.2.10 รายงานผลการทดสอบ  

7.3 แหล่งที่มาของความไม่แน่นอน  
7.3.1 ความไม่แน่นอนจากการชั่งสารมาตรฐาน (Umass.std) 
7.3.2 ความไม่แน่นอนจากการชั่งสารตัวอย่าง (Umass.samp) 
7.3.3 ความไม่แน่นอนจากขวดวัดปริมาตรส าหรับสารมาตรฐาน (Uvol.std) 
7.3.4 ขวดวัดปริมาตรส าหรับสารตัวอย่าง (Uvol.samp) 
7.3.5 ความไม่แน่นอนจากสารมาตรฐาน (Ustd) 
7.3.6 ความไม่แน่นอนจากการท า Method  validation (Uprec.) 
7.3.7 ความไม่แน่นอนจากการท าซ้ า (Urepeat.) 

7.4 หลักการคิดความไม่แน่นอน 
7.4.1 หาแหล่งความไม่แน่นอนในการวัด 
7.4.2 ความไม่แน่นอนมาตรฐาน (Ux)  

สมการที ่4 
เมื่อ U = ความเบี่ยงเบนมาตรฐาน / ความไม่แน่นอนจากใบรับรองการสอบเทียบ  

   d = divisor (ค่าความเชื่อม่ันของการวัด) ขึ้นอยู่กับลักษณะการกระจาย  
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1) ค่าความไม่แน่นอนที่มีการกระจายแบบสี่เหลี่ยม (Rectangular) 
    ค่า d =            (ทั่วไป) 

2) ค่าความไม่แน่นอนที่มีการกระจาย แบบสามเหลี่ยม (Triangle)  
ค่า d =            (เครื่องแก้ว) 

3) ค่าความไม่แน่นอนที่มีการกระจาย แบบปกติ (Normal)  
ค่า d = 2 (ระบุระดับความเชื่อมั่นที่ 95%)  

7.4.2.1 การชั่งน้ าหนัก ความไม่แน่นอนประกอบด้วย 
1) Repeatability จากผู้ผลิต หรือการท า Daily Check 

               SDU x       สมการที ่5 
- ถ้าระบุความเชื่อถือที่ 95%  

2

a
U x       สมการที่ 6 

- ถ้าไม่ระบุความเชื่อมั่น  

3

a
U x       สมการที่ 7 

2) การชั่งที่ใช้ Tare จะคิด Ux 2 ครั้ง  
7.4.2.2 เครื่องแก้วที่เก่ียวกับการตวงปริมาตร ประกอบด้วยค่าความไม่แน่นอนจาก  

1) การสอบเทียบเครื่องแก้ว  
- ถ้าระบุความเชื่อมั่นที่ 95%   

2

a
Ux       สมการที่ 8 

- ถ้าไม่ระบุความเชื่อมั่นที่ 95%  

6

a
Ux         สมการที่ 9 

- การท า Repeatability จากการปรับปริมาตร  

n

SD
U x 

             สมการที่ 10 

 เมื่อ n = จ านวนครั้งของการทดสอบ  
2) การเปลี่ยนปริมาตรตามอุณหภูมิ  

- การขยายตัวตามปริมาตรของน้ า = 2X10-4 ml/ °C 
- การขยายตัวตามปริมาตรของ Organic Solvent = 1X10-3 ml/°C 
- การทดสอบซ้ า  (Reproducibility / Repeatability) เช่น  การท า  

Method Precision  

n

SD
U x 

      

SD = ความเบี่ยงเบนมาตรฐานของการท า Recovery อย่างน้อย 10 ซ้ า 
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- เ ค รื่ อ งมื อ วิ เ ค ร าะห์ ถ้ า ไม่ ไ ด้ ท า ก า รสอบ เที ยบ ให้ ใ ช้ ค่ า  SD จ ากการท า  
Reproducibility  

7.4.2.3 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน ความไม่แน่นอนประกอบด้วย   
1) ความไม่แน่นอนจากการชั่ง  
2) ความไม่แน่นอนจากความบริสุทธิ์ของสาร  
3) ความไม่แน่นอนจากการตวงปริมาตรสารละลาย  

7.4.3 การหาค่าความไม่แน่นอนรวม (Uc)  
7.4.3.1 กรณีหน่วยเดียวกัน  

  22

2

2

1 ..... nC UxUxUxU     สมการที่ 11 
7.4.3.2 กรณีหน่วยวัดต่างกัน จะต้องเปลี่ยนค่า Ux จากแต่ละแหล่งให้เป็นความ

เบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (Relative Standard Deviation, RSD) โดย   
   

X

U
RSD x       สมการที ่12 

เมื่อ   x  เป็นค่าเฉลี่ย หรือค่าของ Parameter นั้น 
22

2

2

1 .... nC RSDRSDRSDCU     สมการที่ 13 
  เมื่อ  C  =  ผลที่ได้จากการวิเคราะห์  

7.4.4 การหาค่าความไม่แน่นอนขยาย UE  
UE = 2 Uc       สมการที ่14 

 
 

7.5 รายงานผลการทดสอบ (รายงานค่าความไม่แน่นอนเป็นเลขนัยส าคัญ 2 ต าแหน่ง) 
ตัวอย่างผลิตภัณฑ์วัตถุอันตรายมีปริมาณสารออกฤทธิ์ %EUC   ที่ระดับความเชื่อมั่นที่ 

95% (ค่า k=2) เมื่อ C = ผลที่ได้จากการวิเคราะห์ ค่าความไม่แน่นอนในการวัดที่รายงานเป็นค่าความไม่
แน่นอนมาตรฐาน คูณกับ แฟคเตอร์ k=2 ซึ่งมีระดับดับความเชื่อมั่นประมาณ 95%  

- เวลาและสถานที ่
ระยะเวลา    ตุลาคม 2559 – กันยายน 2561 รวม 3 ปี 
สถานที่ท าการทดลอง     ห้องปฏิบัติการวิเคราะห์วัตถอัุนตรายทางการเกษตร กลุ่มพัฒนาการตรวจสอบ

พืชและปัจจัยการผลิต ส านักวิจัยและพัฒนาการเกษตรเขตที่ 3  
8. ผลการทดลองและวิจารณ์ 

1. ผลการตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์สารออกฤทธิ์ triazophos 
1.1 ไดเ้ครื่องมือและอุปกรณท์ี่ผ่านการสอบเทียบและผลการสอบเทียบผ่านตามเกณฑ์มาตรฐาน 
1.2 ไดส้ารเคมี  สารมาตรฐาน และสารตัวอย่างผลิตภัณฑ์ที่พร้อมส าหรับการทดลอง 
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1.3 ผลการทดสอบหาสภาวะที่เหมาะของเครื่อง GC ในการตรวจวิเคราะห์สารออกฤทธิ์  
triazophosปรับตั้งสภาวะการใช้งานของเครื่อง GC ตัวตรวจวัด (Detector) ชนิด FID ในการตรวจสอบความ
ใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์สารออกฤทธิ์ triazophos โดยควบคุมสภาวะการท างานของเครื่อง GC-FID ดังนี้ 

 Column : Capillary Column HP-5 ภายในเคลือบด้วย 5% phenyl-Methyl  
    siloxane , 30 m. X 0.32 mm. (ยาว 30 เมตร, ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 
    ภายใน 0.32 มิลลิเมตร), หนา (film thickness) 0.25 ไมโครเมตร (µm)  
 Injection Volume  :  1 µl 
 Run time   : 8 min 
 
 Oven Temperature  :   220 ˚C (1 min)           240 ˚C (5 min) 
 Injector Temperature  :   270 ˚C 
 Detector Temperature   :   270 ˚C 
 แก๊สตัวพา    :   Helium อัตราการไหล (Flow rate)  2.0  มิลลิลิตรต่อนาท ี  
 ตัวตรวจวัด (Detector)        : FID (Flame Ionization  Detector) 

1.4 ผลการทดสอบความจ าเพาะเจาะจง (Specification/Selectivity) พบว่าโครมาโตรแกรมของ
สารมาตรฐาน triazophos  ไม่มีสัญญาณ peak รบกวน แสดงว่ามี Specification/Selectivity ที่ดี ดังแสดง
ในภาพที่ 7 
 

 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 7 แสดงโครมาโตรแกรมของสารมาตรฐาน triazophos 
1.5 ผลการหาค่า %Relative Percent Different (%RPD) ในสารมาตรฐาน triazophos ดัง

แสดงในตารางที่ 1  
 
 
 
 
 

2 min (20 ˚C/min) 
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ตารางท่ี 1 ประเมินค่า Relative Percent Different (%RPD) ของสารมาตรฐาน triazophos 
 

 
1.6 ผลการหาปริมาณสารออกฤทธิ์ triazophos ในตัวอย่างผลิตภัณฑ์  

ปริมาณสารออกฤทธิ์ triazophos  = % W/W ของ triazophos x ความถ่วงจ าเพาะ 
   เมื่อ % W/W ของ triazophos   =  38.3677 
   ความถ่วงจ าเพาะ =  1.0529 

      แทนค่าเพ่ือหาเปอร์เซ็นต์สารออกฤทธิ์ของ triazophos =  38.3677 x 1.0529 
 =  40.3974 % 

ล าดับที ่ สารมาตรฐาน
(std.) 

น้ าหนัก
(mg.) 

พ้ืนที่ใต้กราฟ 
(Peak Area) 

ค่าเฉลี่ย 
(Average) 

%RPD 

1 C1 10.4 180.5243 180.1007 
  

0.4704 
  C2 10.4 179.6771 

2 C1 10.4 180.6348 181.4652 
  

0.9152 
  C2 10.4 182.2956 

3 C1 10.7 184.9434 185.2544 
  

0.3358 
  C2 10.7 185.5654 

4 C1 10.3 181.5027 181.7608 
  

0.2840 
  C2 10.3 182.0189 

5 C1 10.4 180.4338 179.9046 
  

0.5883 
  C2 10.4 179.3754 

6 C1 10.7 185.0797 185.7417 
  

0.7128 
  C2 10.3 186.4037 

7 C1 10.4 194.9641 195.2043 
  

0.2460 
  C2 10.3 195.4444 

8 C1 10.4 188.4572 187.5785 
  

0.9369 
  C2 10.4 186.6998 

9 C1 10.4 194.5814 194.7728 
  

0.1965 
  C2 10.4 194.9641 

10 C1 10.4 194.5814 
194.7728 0.1965 

C2 10.4 194.9641 
ค่าเฉลี่ย 186.6556 

SD 6.2178 
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เปอร์เซ็นต์สารออกฤทธิ์ของ triazophos ในสารละลายตัวอย่างผลิตภัณฑ์ triazophos 40% 
W/V EC เท่ากับ 40.3974% เกณฑ์ก าหนดของ triazophos IPA 40% W/V EC คือ ±5% (FAO, 1995) เกณฑ์
ยอมรับอยู่ในช่วง 38.0-42.0% 

1.7 ผลการตรวจสอบความเป็นเส้นตรง (Working range/Linearity)  
1.7.1 ผลการตรวจสอบช่วงการใช้งาน (Working range) มีช่วงความเป็นเส้นตรงครอบคลุม

ค่าความเข้มข้น 0.25–2.50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  ดังแสดงในตารางที ่2 
 

 

ตารางท่ี 2 Working range ของ triazophos ให้ค่าในช่วงความเข้มข้น 0.25-2.50 mg/ml 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพที่ 8  แสดงกราฟ Working range ของ triazophos ในช่วงความเข้มข้น 0.25-2.50  mg/ml 
 

1.7.2 ผลการตรวจสอบความเป็นเส้นตรง (Linearity) ให้ค่า Linearity ของ triazophos 
ในช่วงความเข้มข้น 0.25–2.00  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยมีค่า Correlation of determination (R2) เท่ากับ 
0.99986 (เกณฑ์ยอมรับที่ Correlation of determination (R2)  0.995 (AOAC)) ดังแสดงในภาพที่  9 

 

ความเข้มข้น (mg/ml) Peak area level 
0.25 49.58500 1 
0.50 91.29930 2 
1.00 180.16036 3 
1.50 272.34539 4 
2.00 358.87330 5 
2.50 449.27864 6 
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ตารางท่ี 3 Linearity ของ triazophos ให้ค่าในช่วงความเข้มข้น 0.25-2.00 mg/ml 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 9  แสดงค่า Linearity ของ triazophos ในช่วงความเข้มข้น 0.25–2.00 mg/ml                           

โดยมีค่า Correlation of determination (R2) เท่ากับ 0.99986 
 

ผลการตรวจสอบความเป็นเส้นตรง (Working range/Linearity) ของสาร triazophos ได้ค่า 
Working range เป็นเส้นตรงในช่วงความเข้มข้น 0.25-2.50 mg/ml ให้ค่า Linearity ในช่วงความเข้มข้น 
0 .25-2.00 mg/ml โดยมีค่ า  Correlation of determination (R2) เท่ ากับ 0 .99986 (เกณฑ์ยอมรับที่  

Correlation of determination (R2)   0.995 (AOAC)) ผลการทดสอบอยู่ในเกณฑ์ก าหนดและยอมรับได้
ตามมาตรฐานสากล 

1.8 ผลการตรวจสอบความเที่ยง (Precision) 

ความเข้มข้น (mg/ml) Peak area Level 
0.25 49.58500 1 
0.50 91.29930 2 
0.80 145.97927 3 
1.00 180.16036 4 
1.50 272.34539 5 
2.00 358.87330 6 
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1.8.1 ผลการทดสอบหาค่า Precision โดยตรวจสอบการทวนซ้ า (Repeatability) ของวิธี
วิเคราะห์หาปริมาณสารออกฤทธิ์ triazophos ท าการทดสอบที่ 3 ระดับความเข้มข้น ให้ผลการวิเคราะห์ดัง
แสดงในตารางที ่4 

 
ตารางท่ี 4 เปอร์เซ็นต์สารออกฤทธิ์ triazophos จากการตรวจสอบ Repeatability ทดสอบที่ 3 ความเข้มข้น  

 

การตรวจสอบ Precision ที่อยู่ในรูปของ Repeatability คือ การตรวจสอบความใกล้เคียงกัน
ระหว่างข้อมูลที่วิเคราะห์ซ้ าซึ่งแสดงผลในรูปของ %RSD และค านวณค่า HORRAT จากข้อมูลทั้งหมดของการ
ทดลองได้ค่าดังนี้ 

การประเมินค่า precision โดยใช้ HORRAT      
 HORRAT      =      % RSD experimental   

                                                Predicted Horwitz RSD 
ค านวณ %RSD (experimental) ตามสูตร 
เมื่อ SD = 0.0966 

 Mean =         38.1892 
    %RSD (experimental)    =    (SD x 100)    
         Mean   
         =    (0.0966 x 100)      
              38.1892 
 =    0.253 
ค านวณ Predicted Horwitz RSD ตามสูตร 

n ความเข้มขน้ 0.25 mg/ml ความเข้มขน้ 1.0 mg/ml ความเข้มขน้ 2.0 mg/ml 
  น้ าหนัก ตย.(mg) %ที่ตรวจพบ น้ าหนัก ตย. (mg) %ที่ตรวจพบ น้ าหนัก ตย. (mg) %ที่ตรวจพบ 
1 16.9 38.0766 65.6 38.0671 128.2 38.4080 
2 17.3 38.0888 66.3 38.0650 128.3 38.3274 
3 17.2 38.0237 65.9 38.1184 128.6 38.2611 
4 17.9 38.1847 65.7 38.1369 128.9 38.3324 
5 18.0 38.1353 65.4 38.0383 128.5 38.2940 
6 18.1 38.0220 65.5 38.2414 128.7 38.3131 
7 16.6 38.1781 66.1 38.2664 128.7 38.2005 
8 16.2 38.0070 64.6 38.2538 128.3 38.2612 
9 17.2 37.9154 64.7 38.5033 128.1 38.2598 
10 17.3 38.1827 65.8 38.1444 128.1 38.3705 
  Mean 38.0814 Mean 38.1835 Mean 38.3028 
  SD 0.0902 SD 0.1391 SD 0.0606 
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Predicted Horwitz RSD     =      0.66 x 2(1-0.5 log C)  

เมื่อ C (Concentration ration)    =   0.3819 

                             =      0.66 x 2(1-0.5 log 0.3819)    

 =      1.526 
 
ค านวณ HORRAT ตามสูตร 

HORRAT       =      % RSD experimental   
                                              Predicted Horwitz RSD 
    =  0.253 
            1.526 
  HORRAT     =  0.17 

 
จากการทดลองหาค่า Precision ที่อยู่ในรูปของ Repeatability ได้ค่า HORRAT = 0.17 เกณฑ์การ

ยอมรับค่า HOAART ของ AOAC ยอมรับที ่ ≤  2 และ EU, Codex ยอมรับที่ < 2 
 

1.8.2 ผลการทดสอบหาค่า Precision โดยตรวจสอบการท าซ้ า (Reproducibility) ของวิธี
วิเคราะห์หาปริมาณสารออกฤทธิ์ triazophos ท าการทดสอบที่ 3 ระดับความเข้มข้น ให้ผลการวิเคราะห์ดัง
แสดงในตารางที่ 5 
 
 
 
 
ตารางที่ 5 เปอร์เซ็นต์สารออกฤทธิ์ triazophos จากการตรวจสอบ Reproducibility ทดสอบที่ 3 ความ

เข้มข้น   
 

n ความเข้มขน้ 0.25 mg/ml ความเข้มขน้ 1.0 mg/ml ความเข้มขน้ 2.0 mg/ml 
  น้ าหนัก ตย. (mg) %ที่ตรวจพบ น้ าหนัก ตย. (mg) %ที่ตรวจพบ น้ าหนัก ตย. (mg) %ที่ตรวจพบ 
1 16.9 38.0766 65.6 38.5843 128.2 38.1547 
2 17.3 38.0888 66.3 38.2762 128.3 38.2702 
3 17.2 38.0237 65.9 38.1722 128.6 38.3591 
4 17.9 38.1847 65.7 38.4630 128.9 38.4661 
5 18.0 38.1353 65.4 38.0098 128.5 38.6912 
6 18.1 38.0220 65.5 38.1383 128.7 38.5416 
7 16.6 38.1662 66.1 38.1930 128.7 38.5671 
8 16.2 38.0070 64.6 38.4476 128.3 38.8981 
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9 17.2 38.3177 64.7 38.2176 128.1 38.6823 
10 17.3 38.1781 65.8 38.1170 128.1 38.8093 
  Mean 38.1200 Mean 38.2619 Mean 38.5440 
  SD 0.0963 SD 0.1806 SD 0.2366 

 
การตรวจสอบ Precision ที่อยู่ในรูปของ Reproducibility คือ การตรวจสอบความใกล้เคียงกัน

ระหว่างข้อมูลที่วิเคราะห์ซ้ าซึ่งแสดงผลในรูปของ %RSD และค านวณค่า HORRAT จากข้อมูลทั้งหมดของการ
ทดลองซ้ าด้วยวิธีการเดิม หลังจากการทดลองครั้งแรก 10 วัน ได้ค่า HORRAT เท่ากับ 0.29 (เกณฑ์การยอมรับ

ค่า HORRAT ของ AOAC ยอมรับที ่≤ 2 และ EU, Codex ยอมรับที่ < 2) 
ผลการตรวจสอบความเที่ยง (Precision) ของวิธีวิเคราะห์หาปริมาณสารออกฤทธิ์ triazophos ใน

ตัวอย่างผลิตภัณฑ์ triazophos 40% W/V EC มีค่า HORRAT ในรูปของ Repeatability (การทวนซ้ า) เท่ากับ  
0.17 และ มีค่า HORRAT ในรูปของ Reproducibility (การท าซ้ า) ได้ค่า เท่า 0.29 ตามล าดับ (เกณฑ์ยอมรับ

ค่า HORRAT ของ AOAC ยอมรับที่ ≤ 2 และ EU, Codex ยอมรับที่ < 2) ดังนั้น วิธีวิเคราะห์หารปริมาณสาร
ออกฤทธิ์ triazophos ให้ผลการทดสอบ Precision ในรูปของ Repeatability และ Reproducibility อยู่ใน
เกณฑก์ าหนดและยอมรับได้ตามมาตรฐานสากล 

1.9 ผลการตรวจความทนของวิธี (Robustness/Ruggedness) 
1.9.1 ผลการตรวจสอบ Robustness ทดสอบโดยการปรับสภาวะของเครื่อง GC โดยเปลี่ยน

อุณหภูมิของ Oven (Oven Temperature) จาก 240 ˚C เป็น 250 ˚C ท าการทดสอบที่ 3 ระดับความเข้มข้น 
ให้ผลการวิเคราะหด์ังแสดงในตารางที่ 6 
 
 
 
 
 
 
 
 
ตารางท่ี 6 เปอร์เซ็นต์สารออกฤทธิ์ triazophos จากการตรวจสอบ Robustness ทดสอบที่ 3 ความเข้มข้น  
  

n 
ความเข้มขน้ 0.25 mg/ml ความเข้มขน้ 1.0 mg/ml ความเข้มขน้ 2.0 mg/ml 

น้ าหนัก ตย. (mg) %ที่ตรวจพบ น้ าหนัก ตย. (mg) %ที่ตรวจพบ น้ าหนัก ตย. (mg) %ที่ตรวจพบ 
1 16.9 38.3518 65.6 39.8143 128.2 39.2669 
2 17.3 39.0093 66.3 39.3793 128.3 39.2952 
3 17.2 38.7708 65.9 39.5065 128.6 39.6283 
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4 17.9 39.2571 65.7 39.5828 128.9 39.5059 
5 18.0 39.7971 65.4 39.3989 128.5 39.9994 
6 18.1 38.0325 65.5 39.5649 128.7 38.8120 
7 16.6 39.5333 66.1 39.1971 128.7 38.7842 
8 16.2 38.8069 64.6 39.7565 128.3 38.7938 
9 17.2 38.7872 64.7 39.7069 128.1 38.9352 
10 17.3 38.6879 65.8 39.5585 128.1 38.8495 
  Mean 38.9034 Mean 39.5466 Mean 39.1870 
  SD 0.5251 SD 0.1876 SD 0.4229 

 

 การตรวจสอบ Precision ที่อยู่ในรูปของ Robustness คือ การตรวจสอบความใกล้เคียงกัน
ระหว่างข้อมูลที่วิเคราะห์ซ้ าซึ่งแสดงผลในรูปของ % RSD และค านวณค่า HORRAT จากข้อมูลทั้งหมดของการ
ทดลอง ท าการทดสอบโดยการปรับสภาวะของเครื่อง ได้ค่า HORRAT เท่ากับ 0.63 (เกณฑ์การยอมรับค่า
Precision ของ AOAC ยอมรับที่ ≤ 2 และ EU, Codex ยอมรับที่ < 2) 

1.9.2 ผลการตรวจสอบ Ruggedness ทดสอบโดยการเปลี่ยนเครื่องมือที่ใช้ในการวิเคราะห์ 
จากเครื่อง GC ยี่ห้อ Agilent รุ่น 7890A เป็น เครื่อง GC ยี่ห้อ Agilent รุ่น 7890B ท าการทดสอบที่ 3 ระดับ
ความเข้มข้น ให้ผลการวิเคราะห์ ดังแสดงในตารางที่ 7 
 
ตารางท่ี 7 เปอร์เซ็นต์สารออกฤทธิ์ triazophos จากการตรวจสอบ Ruggedness ทดสอบที่ 3 ความเข้มข้น   

n 
ความเข้มขน้ 0.25 mg/ml ความเข้มขน้ 1.0 mg/ml ความเข้มขน้ 2.0 mg/ml 

น้ าหนัก ตย. (mg) %ที่ตรวจพบ น้ าหนัก ตย. (mg) %ที่ตรวจพบ น้ าหนัก ตย. (mg) %ที่ตรวจพบ 
1 16.9 38.3932 65.6 38.2987 128.2 38.0311 
2 17.3 38.1573 66.3 38.2331 128.3 38.0313 
3 17.2 38.7130 65.9 38.2230 128.6 38.3695 
4 17.9 38.2012 65.7 38.2982 128.9 38.1382 
5 18.0 38.0382 65.4 38.0219 128.5 38.0643 
6 18.1 38.5766 65.5 38.1837 128.7 38.1428 
7 16.6 38.0301 66.1 38.0274 128.7 38.2471 
8 16.2 38.0907 64.6 38.1526 128.3 38.2134 
9 17.2 38.5485 64.7 38.1350 128.1 38.2129 
10 17.3 38.5767 65.8 38.3252 128.1 38.0812 
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การตรวจสอบ Precision ที่อยู่ในรูปของ Ruggedness คือ การตรวจสอบความใกล้เคียงกันระหว่าง
ข้อมูลที่วิเคราะห์ซ้ าซึ่งแสดงผลในรูปของ % RSD และค านวณค่า HORRAT จากข้อมูลทั้งหมดของการทดลอง 
ท าการทดสอบโดยเปลี่ยนเครื่องมือที่ใช้ในการวิเคราะห์ ได้ค่า HORRAT เท่ากับ 0.27 (เกณฑ์การยอมรับค่า 

HORRATของ AOAC ยอมรับที ่≤ 2 และ EU, Codex ยอมรับที่ < 2) 
ผลการตรวจสอบความทน (Robustness/Ruggedness) ของวิธีวิเคราะห์หาปริมาณสารออกฤทธิ์ 

triazophos ในรูปของ Precision ได้ค่า HORRAT เท่ากับ 0.63 และ 0.27 ตามล าดับ (เกณฑ์การยอมรับค่า 
HORRAT ของ AOAC ยอมรับที่  ≤  2 และ EU, Codex ยอมรับที่ < 2) ดังนั้น วิธีวิเคราะห์หารปริมาณสาร
ออกฤทธิ์ triazophos ให้ผลการทดสอบ Precision ในรูปของ Robustness/Ruggedness มีค่า HORRAT อยู่
ในเกณฑก์ าหนดและยอมรับได้ตามมาตรฐานสากล 

1.10 ผลการตรวจสอบความถูกต้อง (Accuracy)   
   การประเมินค่า Accuracy ของวิธีการ จาก %Recovery โดยการน าค่าปริมาณสารออกฤทธิ์ 
triazophos ที่เป็นค่า origin และ spike มาหาค่าเฉลี่ยและค านวณค่า %recovery โดยค่าต้องอยู่ในช่วง      
98-102% ตามเกณฑ์การพิจารณาส าหรับสารที่มีปริมาณมากกว่า 10% ของ AOAC ให้ผลการทดสอบ ดัง
แสดงในตารางที ่8 
 

ตารางท่ี 8 ร้อยละการตรวจพบ (% Recovery) ของ triazophos 
 

  AI  content  
N Conc.add 0.1 mg/ml Conc.added 0.6 mg/ml Conc.added 1.1 mg/ml) 
  Origin Spike Added Origin Spike Added Origin Spike Added 
1 0.3776 0.4760 0.1000 0.3666 0.9595 0.6000 0.356990 1.4345 1.1000 
2 0.3775 0.4733 0.1000 0.3666 0.9904 0.6000 0.357391 1.4349 1.1000 
3 0.3878 0.4860 0.1000 0.3663 0.9557 0.6000 0.357380 1.4375 1.1000 
4 0.3882 0.4864 0.1000 0.3644 0.9814 0.6000 0.356763 1.4326 1.1000 
5 0.3891 0.4739 0.1000 0.3654 0.9772 0.6000 0.356871 1.4334 1.1000 
6 0.3778 0.4759 0.1000 0.3685 0.9799 0.6000 0.356400 1.4356 1.1000 
7 0.3876 0.4833 0.1000 0.3659 0.9614 0.6000 0.356640 1.4356 1.1000 
8 0.3762 0.4839 0.1000 0.3685 0.9566 0.6000 0.356597 1.4345 1.1000 
9 0.3782 0.4760 0.1000 0.3675 0.9582 0.3685 0.356694 1.4375 1.1000 
10 0.3791 0.4859 0.1000 0.3653 0.9577 0.6000 0.357024 1.4349 1.1000 

Mean 0.3786 0.4797 0.1000 0.3664 0.9604 0.6000 0.3568 1.4349 1.1000 
SD 0.0055 0.0055   0.0014 0.0129   0.0003 0.0016   

% RSD 1.4397 1.1390   0.3711 1.3462   0.0915 0.1084   
% Recovery     101.10     99.00     98.01 

 

  Mean 38.3326 Mean 38.1899 Mean 38.1532 
  SD 0.2579 SD 0.1074 SD 0.1085 
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การค านวณค่า % Recovery ค านวณตามสูตร ดังนี้ 
% Recovery  =    (Conc.spike sample – Conc.Original sample) x 100 

        Conc. Added 
% Recovery ที่ความเข้มข้นต่ า = (0.4797 – 0.3786) X 100 =        101.10 
              0.1000 
% Recovery ที่ความเข้มข้นกลาง = (0.9604 – 0.3664) X 100 =   99.00  
               0.0600 
 
% Recovery ที่ความเข้มข้นสูง = (1.4349 – 0.3568) X 100 = 98.01 

              1.100 
% Recovery เฉลี่ย เท่ากับ 99.37 

 

จากการทดสอบหาค่า Accuracy ของวิธีการ จาก % Recovery ได้ค่า % Recovery ที่ความเข้มข้นต่ า 
เท่ากับ 101.10 %Recovery ที่ความเข้มข้นกลาง เท่ากับ 99.00 %Recovery ที่ความเข้มข้นสูงเท่ากับ 98.01 
โดยค่าที่ได้อยู่ในช่วง 98-102% ตามเกณฑ์การพิจารณาส าหรับสารที่มีปริมาณมากกว่า 10% ของ AOAC 
(ตารางภาคผนวกท่ี 1) ผลการทดสอบอยู่ในเกณฑ์ก าหนดและยอมรับได้ตามมาตรฐานสากล 

2. ผลการตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์สารออกฤทธิ์ carbosulfan 

2.1 ไดเ้ครื่องมือและอุปกรณท์ี่ผ่านการสอบเทียบ ผลการสอบเทียบผ่านตามเกณฑ์มาตรฐาน 
2.2 ไดส้ารเคมี  สารมาตรฐาน และสารตัวอย่างผลิตภัณฑ์ที่พร้อมส าหรับการทดลอง 
2.3 ผลการทดสอบหาสภาวะที่เหมาะของเครื่อง HPLC ในการตรวจวิเคราะห์สารออกฤทธิ์  

carbosulfan ปรับตั้งสภาวะการใช้งานของเครื่อง HPLC ตัวตรวจวัด (Detector) ชนิด DAD ในการตรวจสอบ
ความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์สารออกฤทธิ์ carbosulfan โดยควบคุมสภาวะการท างานของเครื่อง HPLC-DAD  ดังนี้ 

 Column  :  Zorbax@ C8, ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 4.6 มิลลิเมตร ความยาว 150  
   มิลลิเมตร particle size 5 ไมครอน 

Mobile phase   : Methanol 88%     :   Water 12%  
อัตราการไหล (Flow rate) :  2.00 มิลลิลิตร/นาท ี
Stop time   : 10 นาท ี
อุณหภูมิคอลัมน์ (Column Temperature) : 45 องศาเซลเซียส (ºC) 
ปริมาตรที่ฉีด (Injection Volume) : 2 ไมโครลิตร (µl) 
ความยาวคลื่น (Wavelength) :  280 นาโนเมตร (nm) 
ตัวตรวจวัด (Detector) : DAD  (Diode Array Detector) 
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2.4 ผลการทดสอบความจ าเพาะเจาะจง (Specification/Selectivity) พบว่าโครมาโตรแกรมของ
สารมาตรฐาน carbosulfan ไม่มีสัญญาณ peak รบกวน แสดงว่ามี Specification/Selectivity ที่ดี ดังแสดง
ในภาพที่ 10 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 10 แสดงโครมาโตแกรมของสารมาตรฐาน carbosulfan 

2.5 ผลการหาค่า %Relative Percent Different (%RPD) ในสารมาตรฐาน carbosulfan ดัง
แสดงในตารางที่ 9 

 
ตารางท่ี 9 การประเมินค่า Relative Percent Different (%RPD) ของสารมาตรฐาน carbosulfan 

ล าดับที ่
สารมาตรฐาน

(std.) 
น้ าหนัก
(mg.) 

พ้ืนที่ใต้กราฟ 
(Peak Area) 

ค่าเฉลี่ย 
(Average) 

%RPD 

  1 C1 10.7 528.9796 528.9466 
  

0.0125 
  C2 10.7 528.9136 

2 C1 10.7 530.8687 530.9534 
  

0.0319 
  C2 10.7 531.0382 

3 C1 10.7 531.1519 531.3857 
  

0.0880 
  C2 10.7 531.6196 

4 C1 10.7 529.0018 529.3669 
  

0.1379 
  C2 10.7 529.7319 

5 C1 10.6 539.3373 539.2390 
  

0.0365 
  C2 10.6 539.1406 

6 C1 10.6 538.6918 539.1417 
  

0.1669 
  C2 10.6 539.5916 
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2.6 ผลการค านวณหาเปอร์เซ็นต์ออกฤทธิ์ carbosulfan ในตัวอย่างผลิตภัณฑ์  

   ปริมาณสารออกฤทธิ์ carbosulfan  = % W/W ของ carbosulfan  x ความถ่วงจ าเพาะ 

       เมื่อ % W/W ของ  carbosulfan    =  22.7834 

   ความถ่วงจ าเพาะ =  0.9223 

      แทนค่าเพ่ือหาเปอร์เซ็นต์สารออกฤทธิ์ ของ carbosulfan  =  22.7834 x 0.9223 

  =  21.0131% 

เปอร์เซ็นต์สารออกฤทธิ์ ของ carbosulfan ในสารละลายตัวอย่างผลิตภัณฑ์ carbosulfan 
20% W/V EC เท่ากับ 21.1013% เกณฑ์ก าหนดของ carbosulfan IPA 20% W/V EC คือ ±5% (FAO, 
1995) เกณฑ์ยอมรับอยู่ในช่วง 19.0-21.0% 

2.7 ผลการตรวจสอบความเป็นเส้นตรง (Working range/Linearity)  
2.7.1 ผลการตรวจสอบช่วงการใช้งาน (Working range) มีช่วงความเป็นเส้นตรงครอบคลุม

ค่าความเข้มข้น 0.025–0.250 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  ดังแสดงในภาพที่ 11 
 

ตารางท่ี 10 Working range ของ carbosulfan ให้ค่าในช่วงความเข้มข้น 0.025–0.250 mg/ml 
 

 

 

 

 

 

7 C1 11.0 548.3707 548.6257 
  

0.0929 
  C2 11.0 548.8806 

8 C1 11.0 550.8765 550.1713 
  

0.2564 
  C2 11.0 549.4661 

9 C1 10.4 519.6777 519.7379 
  

0.0232 
  C2 10.4 519.7982 

10 C1 10.4 518.3901 
519.0339 0.2481 

C2 10.4 519.6777 

ค่าเฉลี่ย 533.6602 
SD 10.6388 

ความเข้มข้น (mg/ml) พื้นที่ใต้กราฟ (Peak Area) Level 
0.025 117.66327 1 
0.050 246.72609 2 
0.100 488.65503 3 
0.150 718.52618 4 
0.200 974.85657 5 
0.250 1219.59973 6 
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ภาพที ่11  แสดงกราฟ Working range ของ carbosulfan ในช่วงความเข้มข้น 0.025–0.250  mg/ml  

2.7.2 ผลการตรวจสอบความเป็นเส้นตรง (Linearity) ให้ค่า Linearity ในช่วงความเข้มข้น      
0.05–0.20  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยมีค่า Correlation of determination (R2)เท่ากับ 0.99985 (เกณฑ์
ยอมรับที่ Correlation of determination (R2)  0.995 (AOAC)) ดังแสดงในภาพที่ 12 

 

 

 

 

 

ตารางท่ี 11 Linearity ของ carbosulfan ให้คา่ในช่วงความเข้มข้น 0.05–0.20 mg/ml 

 

 

 

 

 
 

 

 

ความเข้มข้น (mg/ml) พื้นที่ใต้กราฟ (Peak Area) Level 
0.050 246.72609 1 
0.075 371.81876 2 
0.100 488.65503 3 
0.125 604.72821 4 
0.150 718.52618 5 
0.200 974.85657 6 
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ภาพที่ 12  แสดงค่า Linearity  ของ carbosulfan ในช่วงความเข้มข้น 0.050–0.200 mg/ml                     
โดยมีค่า Correlation of determination (R2) เท่ากับ 0.99985 

 
ผลการตรวจสอบความเป็นเส้นตรง (Working range/Linearity) ของสาร carbosulfan ได้ค่า 

Working range เป็นเส้นตรงในช่วงความเข้มข้น  0.025–0.250 mg/ml ให้ค่า Linearity ในช่วงความเข้มข้น               
0.05–0.20 mg/ml โดยมีค่า Correlation of determination (R2) เท่ากับ 0.99985 (เกณฑ์ยอมรับที่  
Correlation of determination (R2)   0.995 (AOAC)) ผลการทดสอบอยู่ในเกณฑ์ก าหนดและยอมรับได้
ตามมาตรฐานสากล 

2.8 ผลการตรวจสอบความเที่ยง (Precision) 
2.8.1 ผลการทดสอบค่า Precision โดยการตรวจสอบการทวนซ้ า (Repeatability) ของวิธี

วิเคราะห์หาปริมาณสารออกฤทธิ์ carbosulfan ท าการทดสอบที่ 3 ความเข้มข้น ให้ผลการวิเคราะห์ดังแสดง
ในตารางที่ 12 
 
 
 
 
 
 
ตารางที่ 12 เปอร์เซ็นต์สารออกฤทธิ์ carbosulfan จากการตรวจสอบ Repeatability ทดสอบที่ 3 ความ

เข้มข้น  

n ความเข้มขน้ 0.075 mg/ml ความเข้มขน้ 0.100 mg/ml ความเข้มขน้ 0.125 mg/ml 

 น้ าหนัก ตย.(mg) %ที่ตรวจพบ น้ าหนัก ตย. (mg) %ที่ตรวจพบ น้ าหนัก ตย. (mg) %ที่ตรวจพบ 
1 37.1 20.7542 47.5 20.5701 59.9 20.0018 
2 37.1 20.7202 47.5 20.5519 59.9 20.0040 
3 36.5 20.4181 47.7 20.8792 60.0 20.1709 
4 36.5 20.4289 47.7 20.9481 60.0 20.2227 
5 38.6 20.5731 48.0 20.8540 59.2 20.2116 
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 การตรวจสอบ Precision ที่อยู่ ในรูปของ Repeatability ได้ค่า HORRAT เท่ากับ 0.66 

(เกณฑ์การยอมรับค่า HORRAT ของ AOAC ยอมรับที ่≤ 2 และ EU, Codex ยอมรับที่ < 2) 
2.8.2 ผลการทดสอบหาค่า Precision โดยตรวจสอบการท าซ้ า (Reproducibility) ของวิธี

วิเคราะห์หาปริมาณสารออกฤทธิ์ carbosulfan ท าการทดสอบที่ 3 ระดับความเข้มข้น ให้ผลการวิเคราะห์ดัง
แสดงในตารางที่ 13 

 

ตารางที่ 13 เปอร์เซ็นต์สารออกฤทธิ์ carbosulfan จากการตรวจสอบ Reproducibility ทดสอบที่ 3 ความ

เข้มข้น 
 

n ความเข้มข้น 0.075 mg/ml ความเข้มข้น 0.100 mg/ml ความเข้มข้น 0.125 mg/ml 
  น้ าหนัก ตย. (mg) % ที่ตรวจพบ น้ าหนัก ตย. (mg) % ที่ตรวจพบ น้ าหนัก ตย. (mg) % ที่ตรวจพบ 
1 37.1 20.8056 47.5 20.6877 59.9 20.0465 
2 37.1 20.8437 47.5 20.6747 59.9 20.1079 
3 36.5 20.5380 47.7 20.9991 60.0 20.1189 
4 36.5 20.5215 47.7 21.2115 60.0 20.3000 
5 38.6 20.5866 48.0 21.0231 59.2 20.2904 
6 38.6 20.6510 48.0 21.0286 59.2 20.2804 
7 37.4 20.5338 48.2 20.8688 62.4 20.2894 
8 37.4 20.5634 48.2 20.8867 62.4 20.4241 
9 39.0 20.7728 49.6 20.9058 61.7 20.5417 
10 39.0 20.9547 49.6 20.9069 61.7 20.5890 
  Mean 20.6771 Mean 20.9193 Mean 20.2988 
  SD 0.1551 SD 0.1605 SD 0.1801 

 
การตรวจสอบ Precision ที่อยู่ในรูปของ Reproducibility ได้ค่า HORRAT เท่ากับ 0.48 (เกณฑ์

การยอมรับค่า HORRAT ของ AOAC ยอมรับที ่ ≤  2 และ EU, Codex ยอมรับที่ < 2) 
ผลการตรวจสอบความเที่ยง (Precision) ของวิธีวิเคราะห์หาปริมาณสารออกฤทธิ์ carbosulfan 

ในตัวอย่างผลิตภัณฑ์ carbosulfan 20% W/V EC มีค่า HORRAT ในรูปของ Repeatability (การทวนซ้ า) 

6 38.6 20.5520 48.0 20.8995 59.2 21.3150 
7 37.4 20.5978 48.2 20.7543 62.4 20.3290 
8 37.4 20.6244 48.2 20.9734 62.4 20.2370 
9 39.0 20.8630 49.6 20.8651 61.7 20.5282 
10 39.0 20.8530 49.6 20.9036 61.7 20.4958 
  Mean 20.6385 Mean 20.8199 Mean 20.3516 
  SD 0.1573 SD 0.1485 SD 0.3809 
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เท่ากับ  0.66 และ มีค่า HORRAT ในรูปของ Reproducibility (การท าซ้ า) ได้ค่า เท่า 0.48 ตามล าดับ (เกณฑ์
การยอมรับค่า HORRAT ของ AOAC ยอมรับที่ ≤  2 และ EU, Codex ยอมรับที่ < 2) ดังนั้น วิธีวิเคราะห์หาร
ปริ ม าณสารออกฤทธิ์  carbosulfan ให้ ผ ลการทดสอบ  Precision ในรู ปของ  Repeatability และ 
Reproducibility อยู่ในเกณฑ์ก าหนดและยอมรับได้ตามมาตรฐานสากล 

2.9 ผลการตรวจความทนของวิธี (Robustness/Ruggedness) 
2.9.1 ผลตรวจสอบ Robustness ทดสอบโดยการปรับสภาวะของเครื่องมือ โดยเปลี่ยน

อุณหภูมิของคอลัมน์ (Column Temperature) จาก 40 ˚C เป็น 25 ˚C (อุณหภูมิห้อง) ท าการทดสอบที่ 3 
ระดับความเข้มข้น ให้ผลการวิเคราะห์ดังแสดงในตารางที่ 14 
 
ตารางท่ี 14 เปอร์เซ็นต์สารออกฤทธิ์ carbosulfan จากการตรวจสอบ Robustness ทดสอบที่ 3 ความเข้มข้น   
 

n ความเข้มขน้ 0.075 mg/ml ความเข้มขน้ 0.100 mg/ml ความเข้มขน้ 0.125 mg/ml 

  น้ าหนัก ตย. (mg) %ที่ตรวจพบ น้ าหนัก ตย. (mg) %ที่ตรวจพบ น้ าหนัก ตย. (mg) %ที่ตรวจพบ 
1 37.1 20.7065 47.5 20.5621 59.9 20.1345 
2 37.1 20.7306 47.5 20.6550 59.9 20.0173 
3 36.5 20.3090 47.7 20.8077 60.0 20.1054 
4 36.5 20.3067 47.7 20.9089 60.0 20.2724 
5 38.6 20.5094 48.0 20.8522 59.2 20.1944 
6 38.6 20.5713 48.0 20.9459 59.2 20.2493 
7 37.4 20.5139 48.2 20.6913 62.4 20.2682 
8 37.4 20.5612 48.2 20.7541 62.4 20.2046 
9 39.0 20.7847 49.6 20.7500 61.7 20.4263 
10 39.0 20.8154 49.6 20.8414 61.7 20.4951 
  Mean 20.5809 Mean 20.7769 Mean 20.2368 
  SD 0.1807 SD 0.1185 SD 0.1429 

 
การตรวจสอบ Precision ที่อยู่ในรูปของ Robustness ได้ค่า HORRAT เท่ากับ 0.43 (เกณฑ์การ

ยอมรับค่า HORRAT ของ AOAC ยอมรับที ่≤  2 และ EU, Codex ยอมรับที่ < 2) 
2.9.2 ผลการตรวจสอบ Ruggedness ทดสอบโดยการเปลี่ยนเครื่องมือที่ใช้ในการวิเคราะห์ 

จาก column Agilent Zorbax Eclipse XDB-C18 USNH037758 ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 4.6 mm ความ
ยาว  250 mm parical size 5 micron เป็น  Column Zorbax Eclipse XDB-C18 USNH037800  ขนาด
เส้นผ่าศูนย์กลาง 4.6 mm ความยาว 250 mm parical size 5 micron ทดสอบที ่3 ระดับความเข้มข้น ให้ผล
การวิเคราะห์ ดังแสดงในตารางที่ 15 
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ตารางท่ี 15 เปอร์เซ็นต์สารออกฤทธิ์ carbosulfan จากการตรวจสอบ Ruggedness ทดสอบที่ 3 ความเข้มข้น  
 

การตรวจสอบ Precision ที่อยู่ในรูปของ Ruggedness ได้ค่า HORRAT เท่ากับ 0.85 (เกณฑ์การ

ยอมรับค่า HORRAT ของ AOAC ยอมรับที่ ≤ 2 และ EU, Codex ยอมรับที่ < 2) 
ผลการตรวจสอบความทนของวิธี (Robustness/Ruggedness) วิเคราะห์หาปริมาณสารออกฤทธิ์ 

carbosulfan ในรูปของ Precision ได้ค่า HORRAT เท่ากับ 0.43 และ 0.85 ตามล าดับ (เกณฑ์การยอมรับค่า 

HORRAT ของ AOAC ยอมรับที่ ≤ 2 และ EU, Codex ยอมรับที่ < 2) ดังนั้น วิธีวิเคราะห์หาปริมาณสารออก
ฤทธิ์ carbosulfan ให้ผลการทดสอบ Precision ในรูปของ Robustness/Ruggedness มีค่า HORRAT อยู่ใน
เกณฑก์ าหนดและยอมรับได้ตามมาตรฐานสากล 

2.10 ผลการตรวจสอบความถูกต้อง (Accuracy)   
   การประเมินค่า Accuracy ของวิธีการ จาก %recovery โดยการน าค่าปริมาณสารออก
ฤทธิ์ carbosulfan  ที่เป็นค่า origin และ spike มาหาค่าเฉลี่ยและค านวณค่า %recovery โดยค่าต้องอยู่
ในช่วง 98-102% ตามเกณฑ์การพิจารณาส าหรับสารที่มีปริมาณมากกว่า 10% ของ AOAC ให้ผลการทดสอบ 
ดังแสดงในตารางที ่16 
 
 
 
 
 

n ความเข้มข้น 0.075 mg/ml ความเข้มข้น 0.100 mg/ml ความเข้มข้น 0.125 mg/ml 
  น้ าหนัก ตย. (mg) % ที่ตรวจพบ น้ าหนัก ตย. (mg) % ที่ตรวจพบ น้ าหนัก ตย. (mg) % ที่ตรวจพบ 
1 37.1 20.9491 47.5 20.6850 59.9 20.0826 
2 37.1 20.9239 47.5 20.6270 59.9 20.1522 
3 36.5 20.4823 47.7 20.9852 60.0 20.2192 
4 36.5 20.5508 47.7 21.0205 60.0 20.1415 
5 38.6 20.6136 48.0 21.0086 59.2 20.1047 
6 38.6 20.6970 48.0 20.9259 59.2 20.3855 
7 37.4 20.6457 48.2 20.7941 62.4 20.3796 
8 37.4 20.6801 48.2 20.8546 62.4 20.2518 
9 39.0 20.7981 49.6 20.8506 61.7 22.0000 
10 39.0 20.9421 49.6 20.9641 61.7 20.6581 
  Mean 20.7283 Mean 20.8715 Mean 20.4375 
  SD 0.1676 SD 0.1361 SD 0.5758 
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ตารางท่ี 16 ร้อยละการตรวจพบ (% Recovery) ของ carbosulfan 
 

 

  AI  content  
n Conc.add 0.035 mg/ml Conc.added 0.060 mg/ml Conc.added 0.085 mg/ml 
  Origin Spike Added Origin Spike Added Origin Spike Added 
1 0.0449 0.0789 0.0350 0.0449 0.1062 0.0600 0.0440 0.1322 0.0850 
2 0.0449 0.0789 0.0350 0.0451 0.1062 0.0600 0.0440 0.1294 0.0850 
3 0.0450 0.0785 0.0350 0.0451 0.1041 0.0600 0.0442 0.1318 0.0850 
4 0.0439 0.0787 0.0350 0.0451 0.1045 0.0600 0.0440 0.1313 0.0850 
5 0.0439 0.0786 0.0350 0.0450 0.1046 0.0600 0.0441 0.1292 0.0850 
6 0.0449 0.0785 0.0350 0.0451 0.1044 0.0600 0.0440 0.1284 0.0850 
7 0.0439 0.0783 0.0350 0.0450 0.1044 0.0600 0.0440 0.1283 0.0850 
8 0.0440 0.0785 0.0350 0.0450 0.1049 0.0600 0.0440 0.1292 0.0850 
9 0.0439 0.0788 0.0350 0.0449 0.1048 0.0600 0.0441 0.1313 0.0850 
10 0.0439 0.0789 0.0350 0.0448 0.1053 0.0600 0.0440 0.1324 0.0850 

Mean 0.0440 0.0787 0.0350 0.0450 0.1047 0.0600 0.0440 0.1303 0.0850 
SD 0.0005 0.0002   0.0001 0.0008   0.0001 0.0016   

% RSD 1.1954 0.2763   0.2237 0.7173   0.1637 1.2253   
% 

Recovery     99.14     99.50     101.53 

 
การค านวณค่า % Recovery ค านวณตามสูตร ดังนี้ 

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

% Recovery ที่ความเข้มข้นต่ า = (0.0787 – 0.0440) X 100 =   99.14  
              0.0350 
% Recovery ที่ความเข้มข้นกลาง = (0.1047 – 0.0450) X 100 =   99.50  
               0.0600 
% Recovery ที่ความเข้มข้นสูง = (0.1303 – 0.0440) X 100 = 101.53 
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              0.0850 
% Recovery เฉลี่ย เท่ากับ 100.06 

  

 ผลการทดสอบหาค่า Accuracy ของวิธีการจาก %Recovery ได้ค่า %Recovery ที่ความเข้มข้นต่ า 
เท่ากับ 99.14 %Recovery ที่ความเข้มข้นกลาง เท่ากับ 99.05 %Recovery ที่ความเข้มข้นสูง เท่ากับ 101.53 
โดยค่าที่ได้อยู่ในช่วง 98-102% ตามเกณฑ์การพิจารณาส าหรับสารที่มีปริมาณมากกว่า 10% ของ AOAC 
(ตารางภาคผนวกท่ี 1) ผลการทดสอบอยู่ในเกณฑ์ก าหนดและยอมรับได้ตามมาตรฐานสากล 

3. การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์สารออกฤทธิ์ dimethoate 
3.1 ไดเ้ครื่องมือและอุปกรณท์ี่ผ่านการสอบเทียบ ผลการสอบเทียบผ่านตามเกณฑ์มาตรฐาน 
3.2 ไดส้ารเคมี  สารมาตรฐาน และสารตัวอย่างผลิตภัณฑ์ที่พร้อมส าหรับการทดลอง 
3.3   ผลการทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมของเครื่อง GC ในการตรวจเคราะห์สารออกฤทธิ์  

dimethoate ปรับตั้งสภาวะการใช้งานของเครื่อง GC ตัวตรวจวัด (Detector) ชนิด FID ในการตรวจสอบ
ความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์สารออกฤทธิ์ dimethoate  โดยควบคุมสภาวะการท างานของเครื่อง GC-FID ดังนี้ 

 
Column : Capillary Column HP-5 ภายในเคลือบด้วย 5% phenyl-Methyl  

    siloxane, 30 m. X 0.32 mm. (ยาว 30 เมตร ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 

    ภายใน 0.32 มิลลิเมตร) หนา (film thickness) 0.25 ไมโครเมตร (µm)  

 Injection Volume  :  1 µl 

 Oven Temperature  : 210 ˚C 

 Injector Temperature  :   280 ˚C 

 Detector Temperature   :   280 ˚C 

แก๊สตัวพา    :  Helium อัตราการไหล (Flow rate)  2.0  มิลลลิิตรต่อนาท ี
ตัวตรวจวัด (Detector)        : FID (Flame Ionization Detector) 
 

3.4 ผลการตรวจสอบความจ าเพาะเจาะจง (Specification/Selectivity) พบว่าโครมาโตรแกรม
ของสารมาตรฐาน dimethoate ไม่มีสัญญาณ peak รบกวน แสดงว่ามี Specification/Selectivity ที่ดี ดัง
แสดงในภาพที่ 13  
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ภาพที่ 13 แสดงโครมาโตแกรมของสารละลายมาตรฐาน dimethoate  

3.5 ผลการค านวณค่า %Relative Percent Different (%RPD) ในสารมาตรฐาน dimethoate ดัง
แสดงในตารางที่ 17 

 

 

 

 

 

 

 

 

ตารางท่ี 17 การประเมินค่า Relative Percent Different (%RPD) ของสารมาตรฐาน dimethoate 

ล าดับที ่
สารมาตรฐาน

(std.) 
น้ าหนัก
(mg.) 

พ้ืนที่ใต้กราฟ 
(Peak Area) 

ค่าเฉลี่ย 
(Average) 

%RPD 

1 C1 10.4 50.014680 49.9637 0.2041 

 C2 10.4 49.91270     
2 C1 10.4 49.976250 49.8158 0.6441 

 C2 10.4 49.65539     
3 C1 10.7 47.245750 47.2298 0.0675 

 C2 10.7 47.213860     
4 C1 10.3 47.270900 47.2316 0.1666 

 C2 10.3 47.192210     
5 C1 10.4 48.35507 48.2783 0.3180 

 C2 10.4 48.201530     
6 C1 10.7 47.53624 47.3029 0.9864 

 C2 10.3 47.06965     
7 C1 10.4 47.707490 47.6955 0.0502 

 C2 10.3 47.68354     
8 C1 10.4 46.976270 46.9620 0.0608 

 C2 10.4 46.94770     
9 C1 10.4 52.73164 52.6270 0.3977 

 C2 10.4 52.522360     
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10 C1 10.4 50.146120 50.1461 1.1702 

 C2 10.4 49.559320     
ค่าเฉลี่ย  48.7253  

SD 1.8507 

  

3.6 ผลการค านวณหาเปอร์เซ็นต์สารออกฤทธิ์ dimethoate ในตัวอย่างผลิตภัณฑ์  

 ปริมาณสารออกฤทธิ์ dimethoate  = % W/W ของ dimethoate x ความถ่วงจ าเพาะ 
   เมื่อ % W/W ของ dimethoate    =  39.5480 

   ความถ่วงจ าเพาะ    =  1.0320 

    แทนค่าเพ่ือหาเปอร์เซ็นต์สารออกฤทธิ์ของ dimethoate  =  39.5480x 1.0320 

 =  40.8135% 

 

เปอร์เซ็นต์สารออกฤทธิ์ ของ dimethoate ในสารละลายตัวอย่างผลิตภัณฑ์ dimethoate  40% 
W/V EC เท่ากับ 40.8135 % เกณฑ์ก าหนดของ dimethoate IPA 40% W/V EC คือ ±5% (FAO, 1995) 
เกณฑ์ยอมรับอยู่ในช่วง 38.0-42.0% 

3.7 ผลการตรวจสอบความเป็นเส้นตรง (Working range/Linearity)  
3.7.1 ผลการตรวจสอบช่วงการใช้งาน (Working range) มีช่วงความเป็นเส้นตรงครอบคลุมค่า

ความเข้มข้น 0.25–2.50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ดังแสดงในภาพที่  14 
 

ตารางท่ี 18 Working range ของ dimethoate ให้ค่าในช่วงความเข้มข้น 0.25–2.50 mg/ml 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

ความเข้มข้น (mg/ml) พื้นที่ใต้กราฟ (Peak Area) Level 
0.25 16.09696 1 
0.50 23.86631 2 
1.00 49.17029 3 
1.50 73.99178 4 
2.00 96.53149 5 
2.50 118.83488 6 
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ภาพที่ 14  แสดงกราฟ Working range ของ dimethoate ในช่วงความเข้มข้น 0.25–2.50 mg/ml 
 

3.7.2 ผลการตรวจสอบความเป็นเส้นตรง (Linearity) ให้ค่า Linearity ในช่วงความเข้มข้น      
0.50–2.50  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยมีค่า Correlation of determination (R2)  เท่ากับ 0.99939 (เกณฑ์
ยอมรับที่ Correlation of determination (R2)   0.995 (AOAC)) ดังแสดงในภาพที่ 15 
 

ตารางท่ี 19 Linearity ของ dimethoate ในช่วงความเข้มข้น 0.50–2.50  mg/ml 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ความเข้มข้น (mg/ml) พื้นที่ใต้กราฟ (Peak Area) Level 
0.50 23.86631 1 
0.75 38.03380 2 
1.00 49.17029 3 
1.25 60.38599 4 
1.50 73.99178 5 
1.75 86.62002 6 
2.50 118.83488 7 
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ภาพที่ 15  แสดงค่า Linearity  ของ dimethoate ในช่วงความเข้มข้น 0.50–2.50 mg/m                        
โดยมีค่า Correlation of determination (R2) เท่ากับ 0.99939 

 

ผลการตรวจสอบความเป็นเส้นตรง (Working range/Linearity) ของสาร dimethoate ได้ค่า  
Working range เป็นเส้นตรงในช่วงความเข้มข้น 0.25–2.50 mg/ml ให้ค่า Linearity ในช่วงความเข้มข้น    
0.50–2.50 mg/ml โดยมีค่า Correlation of determination (R2) เท่ากับ 0.99939 (เกณฑ์ยอมรับที่  
Correlation of determination (R2)  0.995 (AOAC)) ผลการทดสอบอยู่ในเกณฑ์ก าหนดและยอมรับได้
ตามมาตรฐานสากล 

3.8 ผลการตรวจสอบความเที่ยง (Precision) 
3.8.1 ผลการทดสอบหาค่า Precision โดยตรวจสอบการทวนซ้ า (Repeatability) ของวิธี

วิเคราะห์หาปริมาณสารออกฤทธิ์ dimethoate ท าการทดสอบที่ 3 ระดับความเข้มข้น ให้ผลการวิเคราะห์ ดัง
แสดงในตารางที่ 20 

 

ตารางที่ 20 เปอร์เซ็นต์สารออกฤทธิ์ dimethoate จากการตรวจสอบ Repeatability ทดสอบที่ 3 ความ
เข้มข้น  

  

การตรวจสอบ Precision ที่อยู่ในรูปของ Repeatability ได้ค่า HORRAT เท่ากับ 0.42 (เกณฑ์การ
ยอมรับค่า HORRA ของ AOAC ยอมรับที ่≤ 2 และ EU, Codex ยอมรับที่ < 2) 

3.8.2 ผลการทดสอบหาค่า Precision โดยตรวจสอบการท าซ้ า (Reproducibility) ของวิธี
วิเคราะห์หาปริมาณสารออกฤทธิ์ dimethoate ท าการทดสอบที่ 3 ระดับความเข้มข้น ให้ผลการวิเคราะห์ ดัง
แสดงในตารางที่ 21 

 

n ความเข้มขน้ 0.25 mg/ml ความเข้มขน้ 1.00 mg/ml ความเข้มขน้ 2.00 mg/ml 
  น้ าหนัก ตย.(mg) %ที่ตรวจพบ น้ าหนัก ตย. (mg) % ที่ตรวจพบ น้ าหนัก ตย. (mg) %ที่ตรวจพบ 
1 14.7 40.9247 67.9 40.7622 126.6 40.5007 
2 16.8 39.7592 67.5 40.6445 127.1 40.6049 
3 17.0 40.7123 66.4 40.7045 127.2 40.4395 
4 14.8 39.8838 63.8 40.7126 126.2 40.3886 
5 16.9 40.9596 62.8 40.5957 127.5 40.1898 
6 15.5 40.9949 66.5 40.5438 127.6 40.2208 
7 15.1 40.9831 63.5 40.7308 124.2 40.3595 
8 15.6 40.0187 69.4 40.2546 125.8 40.2962 
9 16.2 40.7485 64.7 40.6615 126.5 40.2255 
10 16.3 40.7495 66.8 40.7520 128 40.2844 
  Mean 40.5734 Mean 40.6362 Mean 40.3510 
  SD 0.4882 SD 0.1510 SD 0.1343 

R² = 0.9988
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ตารางท่ี 21 เปอร์เซ็นต์สารออกฤทธิ์ dimethoate จากการตรวจสอบ Reproducibility ทดสอบที่ 3 ความเข้มข้น   

 

การตรวจสอบ Precision ที่อยู่ในรูปของ Reproducibility ได้ค่า HORRAT เท่ากับ 0.64 (เกณฑ์การ
ยอมรับค่า HORRA ของ AOAC ยอมรับที ่ ≤  2 และ EU, Codex ยอมรับที่ < 2) 

ผลการตรวจสอบความเที่ยง (Precision) ของวิธีวิเคราะห์หาปริมาณสารออกฤทธิ์ dimethoate ใน
ตัวอย่างผลิตภัณฑ์ dimethoate 40% W/V EC มีค่า HORRAT ในรูปของ Repeatability (การทวนซ้ า) 
เท่ากับ 0.42  และมีค่า HORRAT ในรูปของ Reproducibility (การท าซ้ า) เท่ากับ  0.64 (เกณฑ์การยอมรับค่า 
HORRAT ของ AOAC ยอมรับที ่ ≤  2 และ EU, Codex ยอมรับที่ < 2) ดังนั้น วิธีวิเคราะห์หาปริมาณสารออก
ฤทธิ์  dimethoate ให้ผลการทดสอบ Precision ในรูปของ Repeatability และ Reproducibility อยู่ใน
เกณฑก์ าหนดและยอมรับได้ตามมาตรฐานสากล 

3.9 ผลการตรวจสอบความทนของวิธี (Robustness/Ruggedness) 
3.9.1 ผลตรวจสอบ Robustness ทดสอบโดยการปรับสภาวะของเครื่อง GC โดยเปลี่ยน

อุณหภูมิของ Oven (Oven Temperature) จาก 240 ˚C เป็น 250 ˚C  ท าการทดสอบที่ 3 ระดับความเข้มข้น 
ให้ผลการวิเคราะห์ ดังแสดงในตารางที่ 22 
 
 
 
 
 
 
ตารางท่ี 22 เปอร์เซ็นต์สารออกฤทธิ์ dimethoate จากการตรวจสอบ Robustness ทดสอบที่ 3 ความเข้มข้น   

n ความเข้มขน้ 0.25 mg/ml ความเข้มขน้ 1.00 mg/ml ความเข้มขน้ 2.00 mg/ml 
  น้ าหนัก ตย.(mg) % ที่ตรวจพบ น้ าหนัก ตย. (mg) % ที่ตรวจพบ น้ าหนัก ตย. (mg) % ที่ตรวจพบ 
1 14.7 40.3770 67.9 40.8519 126.6 40.4726 
2 16.8 40.4545 67.5 40.4511 127.1 40.3511 
3 17.0 39.0372 66.4 40.6636 127.2 40.1569 
4 14.8 40.4649 63.8 40.6885 126.2 40.5001 
5 16.9 41.6375 62.8 40.4459 127.5 40.2726 
6 15.5 40.9727 66.5 40.8112 127.6 40.6278 
7 15.1 41.0648 63.5 41.1920 124.2 40.6997 
8 15.6 40.0678 69.4 40.6314 125.8 40.5431 
9 16.2 40.8994 64.7 41.2984 126.5 40.2056 
10 16.3 40.9132 66.8 40.7965 128 40.2328 
  Mean 40.5889 Mean 40.7830 Mean 40.4062 
  SD 0.7018 SD 0.2806 SD 0.1887 
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การตรวจสอบ Precision ที่อยู่ในรูปของ Robustness ได้ค่า HORRAT เท่ากับ 0.49 (เกณฑ์การ

ยอมรับค่า HORRAT ของ AOAC ยอมรับที ่ ≤  2 และ EU, Codex ยอมรับที่ < 2)  
3.9.2 ผลการตรวจสอบ Ruggedness ทดสอบโดยการเปลี่ยนเครื่องมือที่ใช้ในการวิเคราะห์ จาก 

เครื่อง GC ยี่ห้อ Agilent รุ่น 7890A เป็น เครื่อง GC ยี่ห้อ Agilent รุ่น 7890B  ท าการทดสอบที่  3 ระดับ
ความเข้มข้น ให้ผลการวิเคราะห์ ดังแสดงในตารางที่ 23 

 
ตารางท่ี 23 เปอร์เซ็นต์สารออกฤทธิ์ dimethoate จากการตรวจสอบ Ruggedness ทดสอบที่ 3 ความเข้มข้น   

n ความเข้มขน้ 0.25 mg/ml ความเข้มขน้ 1.00 mg/ml ความเข้มขน้ 2.00 mg/ml 
  น้ าหนัก ตย.(mg) % ที่ตรวจพบ น้ าหนัก ตย. (mg) % ที่ตรวจพบ น้ าหนัก ตย. (mg) % ที่ตรวจพบ 
1 14.7 40.8303 67.9 40.2830 126.6 40.0073 
2 16.8 40.5522 67.5 39.8555 127.1 40.3476 
3 17.0 40.1951 66.4 40.2194 127.2 40.3063 
4 14.8 40.7716 63.8 40.3187 126.2 40.1980 
5 16.9 40.7943 62.8 40.5791 127.5 39.9123 
6 15.5 39.8820 66.5 40.3263 127.6 39.8933 
7 15.1 41.0157 63.5 40.3492 124.2 40.2395 
8 15.6 41.1977 69.4 39.6466 125.8 40.0448 
9 16.2 40.8273 64.7 40.4181 126.5 39.7771 
10 16.3 40.0530 66.8 40.3136 128 40.1568 
  Mean 40.6119 Mean 40.2310 Mean 40.0883 
  SD 0.4323 SD 0.2747 SD 0.1911 

n ความเข้มขน้ 0.25 mg/ml ความเข้มขน้ 1.00 mg/ml ความเข้มขน้ 2.00 mg/ml 
  น้ าหนัก ตย.(mg) % ที่ตรวจพบ น้ าหนัก ตย. (mg) % ที่ตรวจพบ น้ าหนัก ตย. (mg) % ที่ตรวจพบ 
1 14.7 40.8303 67.9 40.3104 126.6 39.7412 
2 16.8 40.5522 67.5 39.9747 127.1 39.8067 
3 17.0 40.1951 66.4 40.4469 127.2 40.2134 
4 14.8 40.7716 63.8 40.3279 126.2 39.6094 
5 16.9 40.7943 62.8 39.9523 127.5 39.5750 
6 15.5 39.8820 66.5 39.9476 127.6 39.7349 
7 15.1 41.0157 63.5 40.3179 124.2 40.0798 
8 15.6 41.1977 69.4 39.7779 125.8 39.5569 
9 16.2 40.8273 64.7 40.7399 126.5 39.6705 
10 16.3 40.0530 66.8 40.2684 128 40.0943 
  Mean 40.6119 Mean 40.2064 Mean 39.8082 



62 
 

  

การตรวจสอบ Precision ที่อยู่ ในรูปของ ได้ ค่า HORRAT เท่ากับ 0.47 (เกณฑ์การยอมรับค่า 
HORRAT ของ AOAC ยอมรับที ่≤ 2 และ EU, Codex ยอมรับที่ < 2 ) 

ผลการตรวจสอบความทน (Robustness/Ruggedness) ของวิธีวิเคราะห์หาปริมาณสารออกฤทธิ์ 
dimethoate ในรูปของ Precision ได้ค่า HORRAT เท่ากับ 0.49 และ 0.47 ตามล าดับ (เกณฑ์การยอมรับค่า 

HORRAT ของ AOAC ยอมรับที ่≤ 2 และ EU, Codex ยอมรับที่ < 2) ดังนั้น วิธีวิเคราะห์หารปริมาณสารออก
ฤทธิ์ dimethoate ให้ผลการทดสอบ Precision ในรูปของ Robustness/Ruggedness มีค่า HORRAT อยู่ใน
เกณฑก์ าหนดและยอมรับได้ตามมาตรฐานสากล 

3.10 ผลการตรวจสอบความถูกต้อง (Accuracy)   
  การประเมินค่า Accuracy ของวิธีการ จาก %Recovery โดยการน าค่าปริมาณสารออกฤทธิ์ 
dimethoate  ที่เป็นค่า origin และ spike มาหาค่าเฉลี่ยและค านวณค่า %Recovery โดยค่าต้องอยู่ในช่วง     
98-102% ตามเกณฑ์การพิจารณาส าหรับสารที่มีปริมาณมากกว่า 10% ของ AOAC ให้ผลการทดสอบ ดัง
แสดงในตารางที ่24 
 

ตารางท่ี 24 ร้อยละการตรวจพบ (% Recovery) ของ dimethoate 
 

  
n 

AI  content  
Conc.add 0.1 mg/ml Conc.added 0.6 mg/ml Conc.added 1.1 mg/ml 

  Origin Spike Added Origin Spike Added Origin Spike Added 
1 0.3995 0.4952 0.1000 0.3998 1.0127 0.6000 0.3999 1.5211 1.1000 
2 0.3997 0.5162 0.1000 0.4000 1.0110 0.6000 0.4266 1.5152 1.1000 
3 0.4016 0.4961 0.1000 0.4015 1.0027 0.6000 0.4094 1.5127 1.1000 
4 0.4030 0.5116 0.1000 0.4037 1.0103 0.6000 0.4111 1.5107 1.1000 
5 0.4063 0.5186 0.1000 0.4064 1.0031 0.6000 0.3995 1.5091 1.1000 
6 0.4099 0.4961 0.1000 0.4028 1.0002 0.6000 0.4029 1.5055 1.1000 
7 0.4072 0.5116 0.1000 0.4078 0.9950 0.6000 0.4068 1.5012 1.1000 
8 0.4025 0.5000 0.1000 0.4086 0.9931 0.6000 0.4269 1.5006 1.1000 
9 0.4004 0.4997 0.1000 0.4075 0.9974 0.6000 0.4151 1.5098 1.1000 
10 0.4007 0.5072 0.1000 0.4063 0.9921 0.6000 0.4183 1.4921 1.1000 

Mean 0.4021 0.5036 0.1000 0.4050 1.0014 0.6000 0.4103 1.5095 1.1000 
SD 0.0036 0.0089   0.0033 0.0076   0.0100 0.0083   

% RSD 0.8840 1.7633   0.8152 0.7571   2.4439 0.5477   
% Recovery     101.50     99.40     99.93 

 

การค านวณค่า % Recovery ค านวณตามสูตร ดังนี้ 
% Recovery  =    (Conc.spike sample – Conc.Original sample) x 100 

  SD 0.4323 SD 0.2893 SD 0.2370 
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        Conc. Added 
% Recovery ที่ความเข้มข้นต่ า = (0.5036 – 0.4021) X 100 =   101.50  
              0.1000 
% Recovery ที่ความเข้มข้นกลาง = (1.0014 – 0.4050) X 100 =   99.40  
               0.6000 
% Recovery ที่ความเข้มข้นสูง = (1.5095 – 0.4103) X 100 = 99.93 

              1.1000 
% Recovery เฉลี่ย เท่ากับ 100.28 

 
จากการทดสอบหาค่า accuracy ของวิธีการจาก %recovery ได้ค่า %Recovery ที่ความเข้มข้นต่ า 

เท่ากับ101.50 %Recovery ที่ความเข้มข้นกลาง เท่ากับ 99.40 และ %Recovery ที่ความเข้มข้นสูง เท่ากับ 
99.93 โดยค่าที่ได้อยู่ในช่วง 98-102% ตามเกณฑ์การพิจารณาส าหรับสารที่มีปริมาณมากกว่า 10% ของ 
AOAC (ตารางภาคผนวกท่ี 1) ผลการทดสอบอยู่ในเกณฑ์ก าหนดและยอมรับได้ตามมาตรฐานสากล 

4. การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์สารออกฤทธิ์ profenofos 
4.1 ไดเ้ครื่องมือและอุปกรณท์ี่ผ่านการสอบเทียบ ผลการสอบเทียบผ่านตามเกณฑ์มาตรฐาน 
4.2 ไดส้ารเคมี  สารมาตรฐาน และสารตัวอย่างผลิตภัณฑ์ที่พร้อมส าหรับการทดลอง 
4.3 ผลการทดสอบหาสภาวะที่ เหมาะของเครื่อง GC  ในการตรวจวิเคราะห์สารออกฤทธิ์  

profenofos ปรับตั้งสภาวะการใช้งานของเครื่อง GC ตัวตรวจวัด (Detector) ชนิด FID ในการตรวจสอบความ
ใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์สารออกฤทธิ์ profenofos โดยควบคุมสภาวะการท างานของเครื่อง GC-FID ดังนี้ 

 

Column : Capillary Column HP-5 ภายในเคลือบด้วย 5% phenyl-Methyl  
    siloxane, 30 m. X 0.32 mm. (ยาว 30 เมตร ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 
    ภายใน 0.32 มิลลิเมตร), หนา (film thickness) 0.25 ไมโครเมตร (µm)  
 Injection Volume  : 1 µl 
 Oven Temperature  :  250 ˚C 
 Injector Temperature  :  250 ˚C 
 Detector Temperature   :  280 ˚C 
 แก๊สตัวพา    :  Helium อัตราการไหล (Flow rate)  2.0  มิลลลิิตรต่อนา  
ตัวตรวจวัด (Detector)           :  FID (Flame Ionization Detector) 

 

4.4 ผลการทดสอบความจ าเพาะเจาะจง (Specification/Selectivity) พบว่าโครมาโตรแกรมของ
สารมาตรฐาน profenofos ไม่มีสัญญาณ peak รบกวน แสดงว่ามี Specification/Selectivity ที่ดี ดังแสดง
ในภาพที1่6 
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ภาพที่ 16 แสดงโครมาโตแกรมของสารละลายมาตรฐาน profenofos 
 

4.5 ผลการหาค่า %Relative Percent Different (%RPD) ในสารมาตรฐาน profenofos ดังแสดง
ในตารางที่ 25 

 
ตารางท่ี 25 การประเมินค่า Relative Percent Different (%RPD) ของสารมาตรฐาน profenofos 
 

ล าดับที ่
สารมาตรฐาน

(std.) 
น้ าหนัก
(mg.) 

พ้ืนที่ใต้กราฟ 
(Peak Area) 

ค่าเฉลี่ย 
(Average) 

%RPD 

1 C1 11.1 76.69939 76.5243 0.4575 

 C2 11.1 76.349300     
2 C1 11.4 77.29814 77.2081 0.2331 

 C2 11.4 77.118130     
3 C1 11.4 77.040620 77.0054 0.0916 

 C2 11.4 76.970120     
4 C1 11.1 76.349300 76.2580 0.2395 

 C2 11.1   76.16663     
5 C1 11.7 81.551280 81.5451 0.0152 

 C2 11.7 81.538870     
6 C1 11.1  81.60729 81.3354 0.6685 

 C2 11.1 81.06355     
7 C1 11.3 76.69939 76.4330 0.6970 

 C2 11.3 76.16663     
8 C1 11.1 76.970120 76.5093 1.2046 
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 C2 11.1 76.048510     
9 C1 11.4 81.11749 81.0558 0.1523 

 C2 11.4 80.99401     
10 C1 11.4 77.29814 77.2981 0.3332 

 C2 11.4 77.040620     
ค่าเฉลี่ย  78.1173 

SD 2.2334 
 

4.6 ผลการค านวณหาเปอร์เซ็นต์สารออกฤทธิ์ profenofos ในตัวอย่างผลิตภัณฑ์  

ปริมาณสารออกฤทธิ์ profenofos = % W/W ของ profenofos x ความถ่วงจ าเพาะ 

   เมื่อ % W/W ของ profenofos    =  42.5646 

   ความถ่วงจ าเพาะ =  1.1389 

      แทนค่าเพ่ือหาเปอร์เซ็นต์สารออกฤทธิ์ของ profenofos  =  42.5646 x 1.1389 

 =  48.4768% 
 

เปอร์เซ็นต์สารออกฤทธิ์ ของ profenofos ในสารละลายตัวอย่างผลิตภัณฑ์ profenofos 50% 
W/V EC เท่ากับ 48.4768% เกณฑ์ก าหนดของ profenofos IPA 50% W/V EC คือ ±5 % (FAO, 1995) 
เกณฑ์ยอมรับอยู่ในช่วง 47.5-52.5% 
 
 

4.7 ผลการตรวจสอบความเป็นเส้นตรง (Working range/Linearity)  
4.7.1 ผลการตรวจสอบช่วงการใช้งาน (Working range) มีช่วงความเป็นเส้นตรงครอบคลุมค่า

ความเข้มข้น 0.25–2.50  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  ดังแสดงในตารางที ่26 
 

ตารางท่ี 26 Working range ของ profenofos ให้ค่าในช่วงความเข้มข้น 0.25–2.50 mg/ml 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ความเข้มข้น (mg/ml) พื้นที่ใต้กราฟ (Peak Area) Level 
0.25 19.25180 1 
0.50 38.38095 2 
1.00 79.09565 3 
1.50 122.41860 4 
2.00 150.48556 5 
2.50 182.61834 6 
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ภาพที่ 17  แสดงกราฟ Working range ของ profenofos ในช่วงความเข้มข้น 0.25–2.50  mg/ml 
 

4.7.2 ผลการตรวจสอบความเป็นเส้นตรง (Linearity) ให้ค่า Linearity ในช่วงความเข้มข้น    
0.25–2.50  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยมีค่า Correlation of determination (R2) เท่ากับ 0.99991 (เกณฑ์
ยอมรับที่ Correlation of determination (R2)   0.995 (AOAC)) ดังแสดงในภาพที่ 18 
 

ตารางท่ี 27 Linearity ของ profenofos ในช่วงความเข้มข้น 0.25–2.50  mg/ml 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ความเข้มขน้ (mg/ml) พ้ืนที่ใต้กราฟ (Peak Area) Level 
0.25 19.2518 1 
0.50 38.38095 2 
1.00 79.09565 3 
1.25 93.92436 4 
1.75 129.84784 5 
2.00 150.48556 6 
2.50 182.61834 7 
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ภาพที่ 18  แสดงค่า Linearity  ของ profenofos ในช่วงความเข้มข้น 0.25–2.50 mg/ml 

 โดยมีค่า Correlation of determination (R2) เท่ากับ 0.99991 
 

ผลการตรวจสอบความเป็นเส้นตรง (Working range/Linearity) ของสาร profenofos ได้ค่า  
Working range เป็นเส้นตรงในช่วงความเข้มข้น 0.25–2.50 mg/ml ให้ค่า Linearity ในช่วงความเข้มข้น         
0.25–2.50 mg/ml โดยมีค่า Correlation of determination (R2) เท่ากับ 0.99991 (เกณฑ์ยอมรับที่  
Correlation of determination (R2)   0.995 (AOAC)) ผลการทดสอบอยู่ในเกณฑ์ก าหนดและยอมรับได้
ตามมาตรฐานสากล 

 

4.8 ผลการตรวจสอบความเที่ยง (Precision) 
4.8.1 ผลการทดสอบหาค่า Precision โดยตรวจสอบการทวนซ้ า (Repeatability) ของวิธี

วิเคราะห์หาปริมาณสารออกฤทธิ์ profenofos ท าการทดสอบที่ 3 ระดับความเข้มข้น ได้ผลการวิเคราะห์ ดัง
แสดงในตารางที่ 28 
 

ตารางที่ 28 เปอร์เซ็นต์สารออกฤทธิ์ profenofos จากการตรวจสอบ Repeatability ทดสอบที่ 3 ความ
เข้มข้น  

การตรวจสอบ Precision ที่อยู่ในรูปของ Repeatability ได้ค่า HORRAT เท่ากับ 0.35 เกณฑ์การ

ยอมรับค่า HORRA ของ AOAC ยอมรับที ่ ≤  2 และ EU, Codex ยอมรับที่ < 2 
4.8.2 ผลการทดสอบหาค่า Precision โดยตรวจสอบการท าซ้ า (Reproducibility) ของวิธี

วิเคราะห์หาปริมาณสารออกฤทิ์ profenofos ท าการทดสอบที่ 3 ระดับความเข้มข้น ให้ผลการวิเคราะห์ ดัง
แสดงในตารางที่ 29 

n ความเข้มขน้ 0.25 mg/ml ความเข้มขน้ 1.0 mg/ml ความเข้มขน้ 2.0 mg/ml 
  น้ าหนัก ตย. (mg) % ที่ตรวจพบ น้ าหนัก ตย. (mg) % ที่ตรวจพบ น้ าหนัก ตย. (mg) % ที่ตรวจพบ 
1 13.1 47.9942 55.1 49.3697 108.7 49.8861 
2 13.3 48.1094 55.0 49.4179 108.6 49.7087 
3 12.7 48.1603 55.0 49.0921 103.5 49.7846 
4 12.8 48.1603 54.8 49.4083 103.2 49.7452 
5 12.0 48.3621 54.9 49.2836 107.9 49.8025 
6 13.1 48.2931 55.7 49.1736 106.3 49.4408 
7 12.6 48.7395 54.4 49.3625 107.8 49.0991 
8 12.9 48.8813 56.6 49.3493 108.5 49.2000 
9 13.1 48.6939 54.0 49.3995 105.5 49.2602 
10 12.8 48.0501 54.7 49.6750 103.0 49.8111 
  Mean 48.3444 Mean 49.3531 Mean 49.5738 
  SD 0.3165 SD 0.1558 SD 0.2943 

R² = 0.9988
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ตารางที่ 29 เปอร์เซ็นต์สารออกฤทธิ์ profenofos จากการตรวจสอบ Reproducibility ทดสอบที่ 3 ความ

เข้มข้น   
 

n ความเข้มขน้ 0.25 mg/ml ความเข้มขน้ 1.0 mg/ml ความเข้มขน้ 2.0 mg/ml 
 น้ าหนัก ตย. (mg) %ที่ตรวจพบ น้ าหนัก ตย. (mg) %ที่ตรวจพบ น้ าหนัก ตย. (mg) %ที่ตรวจพบ 
1 13.1 49.8260 55.1 49.0601 108.7 49.4508 
2 13.3 48.5557 55.0 49.0414 108.6 49.9108 
3 12.7 49.0020 55.0 48.9380 103.5 49.7718 
4 12.8 49.3182 54.8 49.3576 103.2 49.6763 
5 12.0 49.8079 54.9 48.8466 107.9 49.6282 
6 13.1 49.9285 55.7 49.1806 106.3 49.8297 
7 12.6 49.6419 54.4 48.7070 107.8 49.6664 
8 12.9 49.0624 56.6 49.2981 108.5 49.1906 
9 13.1 50.0809 54.0 48.5727 105.5 49.9559 
10 12.8 50.0957 54.7 48.6490 103.0 49.8539 
  Mean 49.5319 Mean 48.9651 Mean 49.6934 
  SD 0.5219 SD 0.2711 SD 0.2318 

 

การตรวจสอบ Precision ที่อยู่ในรูปของ Reproducibility ได้ค่า HORRAT เท่ากับ 0.47 (เกณฑ์
การยอมรับค่า HORRA ของ AOAC ยอมรับที ่ ≤  2 และ EU, Codex ยอมรับที่ < 2) 

 
ผลการตรวจสอบความเที่ยง (Precision) ของวิธีวิเคราะห์หาปริมาณสารออกฤทธิ์ profenofos ใน

ตัวอย่างผลิตภัณฑ์ profenofos 50% W/V EC มีค่า HORRAT ในรูปของ Repeatability (การทวนซ้ า) เท่ากับ 
0.35 และมีค่า HORRAT ในรูปของ Reproducibility (การท าซ้ า) เท่ากับ  0.47 (เกณฑ์การยอมรับค่า 

HORRAT ของ AOAC ยอมรับที่ ≤ 2 และ EU, Codex ยอมรับที่ < 2) ดังนั้น วิธีวิเคราะห์หาปริมาณสารออก
ฤทธิ์ profenofos ให้ผลการทดสอบ Precision ในรูปของ Repeatability และ Reproducibility อยู่ในเกณฑ์
ก าหนดและยอมรับไดต้ามมาตรฐานสากล 

4.9 ผลการตรวจสอบความทนของวิธี (Robustness/Ruggedness)  

4.9.1 ผลตรวจสอบ Robustness ทดสอบโดยการปรับสภาวะของเครื่อง GC โดยเปลี่ยน
อุณหภูมิของ Oven (Oven Temperature) จาก 260 ˚C เป็น 250 ˚C ท าการทดสอบที่ 3 ระดับความเข้มข้น 
ไดผ้ลการวิเคราะห์ ดังแสดงในตารางที่ 30 
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ตารางท่ี 30 เปอร์เซ็นต์สารออกฤทธิ์ profenofos จากกาตรวจสอบ Robustness ทดสอบที่ 3 ความเข้มข้น   
 

n ความเข้มขน้ 0.25 mg/ml ความเข้มขน้ 1.0 mg/ml ความเข้มขน้ 2.0 mg/ml 
  น้ าหนัก ตย.(mg) % ที่ตรวจพบ น้ าหนัก ตย.(mg) % ที่ตรวจพบ น้ าหนัก ตย.(mg) % ที่ตรวจพบ 
1 13.1 47.7990 55.1 48.2170 108.7 48.4177 
2 13.3 47.5303 55.0 49.1814 108.6 48.5188 
3 12.7 47.5587 55.0 49.2003 103.5 48.5604 
4 12.8 47.7144 54.8 49.1028 103.2 48.6821 
5 12.0 48.2170 54.9 49.1688 107.9 48.7242 
6 13.1 48.7304 55.7 49.2202 106.3 48.9250 
7 12.6 48.5781 54.4 49.0316 107.8 49.2450 
8 12.9 48.1304 56.6 49.0512 108.5 48.4388 
9 13.1 48.2667 54.0 49.1124 105.5 49.0142 
10 12.8 48.7115 54.7 49.1066 103.0 48.4298 
  Mean 48.1236 Mean 49.0392 Mean 48.6956 
  SD 0.4587 SD 0.2955 SD 0.2829 

 

การตรวจสอบ Precision ที่อยู่ในรูปของ Robustness ได้ค่า HORRAT เท่ากับ 0.48 (เกณฑ์การ
ยอมรับค่า HORRAT ของ AOAC ยอมรับที่ ≤ 2 และ EU, Codex ยอมรับที่ < 2) 

 

4.9.2 ผลการตรวจสอบ Ruggedness ทดสอบโดยการเปลี่ยนเครื่องมือที่ใช้ในการวิเคราะห์ 
จากเครื่อง GC ยี่ห้อ Agilent รุ่น 7890A เป็น เครื่อง GC ยี่ห้อ Agilent รุ่น 7890B ท าการทดสอบที่  3 ระดับ
ความเข้มข้น ได้ผลการวิเคราะห์ ดังแสดงในตารางที่ 31 

 

ตารางท่ี 31 เปอร์เซ็นต์สารออกฤทธิ์ profenofos จากการตรวจสอบ Ruggedness ทดสอบที่ 3 ความเข้มข้น   
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การตรวจสอบ Precision ที่อยู่ในรูปของ Ruggedness ไดค้่า HORRAT เ ท่ า กั บ  0.57 ( เ กณ ฑ์ ก า ร

ยอมรับค่า HORRAT ของ AOAC ยอมรับที่ ≤ 2 และ EU, Codex ยอมรับที่ < 2 ) 
ผลการตรวจสอบความทน (Robustness/Ruggedness) ของวิธีวิเคราะห์หาปริมาณสารออกฤทธิ์ 

profenofos ในรูปของ precision ได้ค่า HORRAT เท่ากับ 0.49 และ 0.57 ตามล าดับ (เกณฑ์การยอมรับค่า 

HORRAT ของ AOAC ยอมรับที่ ≤ 2 และ EU, Codex ยอมรับที่ < 2) ดังนั้น วิธีวิเคราะห์หาปริมาณสารออก
ฤทธิ์ profenofos ให้ผลการทดสอบ Precision ในรูปของ Robustness/Ruggedness มีค่า HORRAT อยู่ใน
เกณฑก์ าหนดและยอมรับได้ตามมาตรฐานสากล 

4.10 ผลการตรวจสอบความถูกต้อง (Accuracy)   
  การประเมินค่า Accuracy ของวิธีการ จาก % Recovery โดยการน าค่าปริมาณสารออกฤทธิ์ 
profenofos ที่เป็นค่า origin และ spike มาหาค่าเฉลี่ยและค านวณค่า %recovery โดยค่าต้องอยู่ในช่วง        
98-102% ตามเกณฑ์การพิจารณาส าหรับสารที่มีปริมาณมากกว่า 10% ของ AOAC ให้ผลการทดสอบ ดัง
แสดงในตารางที ่32 
 

ตารางท่ี 32 ร้อยละการตรวจพบ (%Recovery) ของ profenofos 
 

  AI  content  

n ความเข้มขน้ 0.25 mg/ml ความเข้มขน้ 1.0 mg/ml ความเข้มขน้ 2.0 mg/ml 

  น้ าหนัก ตย. (mg) %ที่ตรวจพบ น้ าหนัก ตย. (mg) %ที่ตรวจพบ น้ าหนัก ตย. (mg) %ที่ตรวจพบ 

1 13.1 48.1811 55.1 48.5855 108.7 49.4209 
2 13.3 48.3466 55.0 48.8492 108.6 49.3995 
3 12.7 47.8631 55.0 48.5050 103.5 49.5673 
4 12.8 48.2974 54.8 48.5153 103.2 49.4432 
5 12.0 48.7205 54.9 48.2082 107.9 49.4702 
6 13.1 50.1879 55.7 48.1354 106.3 49.3946 
7 12.6 48.6255 54.4 48.7053 107.8 49.4624 
8 12.9 48.1969 56.6 48.8037 108.5 48.9633 
9 13.1 48.6983 54.0 48.7774 105.5 49.0421 
10 12.8 48.1730 54.7 49.5445 103.0 49.2662 
  Mean 48.5290 Mean 48.6630 Mean 49.3430 
  SD 0.6425 SD 0.3922 SD 0.1953 
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n 
  

Conc.add 0.35 mg/ml Conc.added 0.60 mg/ml Conc.added 1.10mg/ml 
Origin Spike Added Origin Spike Added Origin Spike Added 

1 0.3516 0.6939 0.3500 0.3455 0.9499 0.6000 0.3588 1.4318 1.1000 
2 0.3496 0.7035 0.3500 0.3462 0.8884 0.6000 0.3415 1.4421 1.1000 
3 0.3510 0.7041 0.3500 0.3472 0.8916 0.6000 0.3405 1.4053 1.1000 
4 0.3520 0.6994 0.3500 0.3467 0.9494 0.6000 0.3441 1.4506 1.1000 
5 0.3516 0.6856 0.3500 0.3468 0.9422 0.6000 0.3447 1.4454 1.1000 
6 0.3590 0.7093 0.3500 0.3473 0.9446 0.6000 0.3467 1.4534 1.1000 
7 0.3518 0.7025 0.3500 0.3468 0.9461 0.6000 0.3438 1.4578 1.1000 
8 0.3496 0.7084 0.3500 0.3457 0.9461 0.6000 0.3492 1.4354 1.1000 
9 0.3511 0.7088 0.3500 0.3469 0.9487 0.6000 0.3441 1.3923 1.1000 
10 0.3543 0.7033 0.3500 0.3555 0.9491 0.6000 0.3457 1.4231 1.1000 

Mean 0.3516 0.7034 0.3500 0.3468 0.9461 0.6000 0.3444 1.4388 1.1000 
SD 0.0027 0.0074   0.0029 0.0242   0.0051 0.0213   

% RSD 0.7797 1.0475   0.8285 2.5559   1.4940 1.4824   
%Recovery     100.51     99.88     99.49 

 
การค านวณค่า % Recovery ค านวณตามสูตร ดังนี้ 

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

% Recovery ที่ความเข้มข้นต่ า = (0.7034 – 0.3516) X 100 =   100.51  
              0.3500 
% Recovery ที่ความเข้มข้นกลาง = (0.9461 – 0.3468) X 100 =   99.88  
               0.6000 
% Recovery ที่ความเข้มข้นสูง = (1.4388 – 0.3444) X 100 = 99.49 

              1.1000 
% Recovery เฉลี่ย เท่ากับ 99.96 
 
ผลการทดสอบหาค่า Accuracy ของวิธีการ จาก %Recovery ได้ค่า %Recovery ที่ความเข้มข้นต่ า 

เท่ากับ 100.51 %Recovery ที่ความเข้มข้นกลาง เท่ากับ 99.88 และ %Recovery ที่ความเข้มข้นสูง เท่ากับ 
99.49 โดยค่าที่ได้อยู่ในช่วง 98-102 % ตามเกณฑ์การพิจารณาส าหรับสารที่มีปริมาณมากกว่า 10% ของ 
AOAC (ตารางภาคผนวกท่ี 1) ผลการทดสอบอยู่ในเกณฑ์ก าหนดและยอมรับได้ตามมาตรฐานสากล 

5. การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์สารออกฤทธิ์ glyphosate 

5.1 ได้เครื่องมือและอุปกรณท์ี่ผ่านการสอบเทียบ ผลการสอบเทียบผ่านตามเกณฑ์มาตรฐาน 
5.2 ไดส้ารเคมี  สารมาตรฐาน และสารตัวอย่างผลิตภัณฑ์ที่พร้อมส าหรับการทดลอง 
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5.3 ผลการทดสอบหาสภาวะที่เหมาะของเครื่อง HPLC ในการตรวจวิเคราะห์สารออกฤทธิ์ 
glyphosate ปรับตั้งสภาวะการใช้งานของเครื่อง HPLC ตัวตรวจวัด (Detector) ชนิด DAD ในการตรวจสอบ  
ความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์สารออกฤทธิ์ glyphosate โดยควบคุมสภาวะการท างานของเครื่อง HPLC-DAD  ดังนี้ 

 
   Column  :   Waters Column WATWAT02770 IC-Pak Anion HC Column  

                    ความยาว 150 มิลลิเมตร ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 4.6 มิลลิเมตร 
              Mobile phase (ตามข้อ 1) : Potassium dihydregen phosphate (KH2PO4) 100%  

 อัตราการไหล (Flow rate) :  1.00 มิลลิลิตร/นาที 
 อุณหภูมิคอลัมน์ (Column Temperature) : 40 องศาเซลเซียส (ºC) 
 ปริมาตรที่ฉีด (Injection Volume) : 5 ไมโครลิตร 

 ความยาวคลื่น (Wavelength) :   195 นาโนเมตร 

 ตัวตรวจวัด (Detector) : DAD  (Diode Array Detector) 
 

5.4 ผลการทดสอบความจ าเพาะเจาะจง (Specification/Selectivity) พบว่าโครมาโตรแกรมของ
สารมาตรฐาน glyphosate ไม่มีสัญญาณ peak รบกวน แสดงว่ามี Specification/Selectivity ที่ดี ดังแสดง
ในภาพที่ 19 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 19 โครมาโตรแกรมของสารมาตรฐาน glyphosate   

 

                    

5.5 ผลการหาค่า %Relative Percent Different (%RPD) ในสารมาตรฐาน glyphosate ดัง
แสดงในตารางที่ 33 
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ตารางท่ี 33 ประเมินค่า Relative Percent Different (%RPD) ของสารมาตรฐาน glyphosate 

 

5.6 ผลการค านวณหาเปอร์เซ็นต์สารออกฤทธิ์ glyphosate ในตัวอย่างผลิตภัณฑ์  

  ปริมาณสารออกฤทธิ์ glyphosate IPA  = AI ของ glyphosate acid x 1.349 (% w/w)  

 = % W/W ของ glyphosate IPA x ความถ่วงจ าเพาะ 

       เมื่อ AI ของ glyphosate acid   =  30.7299 

  ความถ่วงจ าเพาะ  =   1.1954 

แทนค่าเพ่ือหาเปอร์เซ็นต์สารออกฤทธิ์ ของ glyphosate  =  30.7299 x 1.349 

     =  41.4488 x 1.1954 

ล าดับที ่
สารมาตรฐาน

(std.) 
น้ าหนัก
(mg.) 

พ้ืนที่ใต้กราฟ 
(Peak Area) 

ค่าเฉลี่ย 
(Average) 

%RPD 

1 C1 10.3 215.6566 217.7576  1.9297 
  C2 10.4 219.8587 

2 C1 10.3 215.1738 216.8270  1.5250 
  C2 10.4 218.4803 

3 C1 10.3 215.6441 218.1909 
  

2.3345 
  C2 10.4 220.7377 

4 C1 10.3 218.0394 218.5801 
  

0.4948 
  C2 10.4 219.1209 

5 C1 10.3 215.2558 216.8189 
  

1.4418 
  C2 10.4 218.3820 

6 C1 10.3 215.6223 217.2059 
  

1.4581 
  C2 10.4 218.7895 

7 C1 10.3 214.8480 216.9772 
  

1.9626 
  C2 10.4 219.1065 

8 C1 10.3 215.0167 216.9002 
  

1.7368 
  C2 10.4 218.7838 

9 C1 10.3 215.8980 217.5883 
  

1.5537 
  C2 10.4 219.2787 

10 C1 10.3 214.6395 216.8835 
  

2.0693 
  C2 10.4 219.1274 

ค่าเฉลี่ย 217.3730 
SD 0.6301 
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       =  49.5479% 

  เปอร์เซ็นต์สารออกฤทธิ์ ของ glyphosate ในสารละลายตัวอย่างผลิตภัณฑ์ glyphosate 
48% W/V SL เท่ากับ 49.5479% (เกณฑ์ก าหนดของ glyphosate IPA 48% W/V SL คือ ±5% (FAO 
2001) เกณฑ์ยอมรับอยู่ในช่วง 45.6-50.4%) 

5.7 ผลการตรวจสอบความเป็นเส้นตรง (Working range/Linearity) 
5.7.1 ผลการตรวจสอบช่วงการใช้งาน (Working range) มีช่วงความเป็นเส้นตรงครอบคลุม

ค่าความเข้มข้น 0.75–4.00 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ดังแสดงในตารางที ่34 
 

ตารางท่ี 34 Working range ของ glyphosate ความเข้มข้น 0.75–4.00 mg/ml 
 
 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 
ภาพที่ 20  แสดงกราฟ Working range ของ glyphosate ในช่วงความเข้มข้น 0.75–4.00  mg/ml 

 

5.7.2 ผลการตรวจสอบความเป็นเส้นตรง (Linearity) ให้ค่า Linearity ในช่วงความเข้มข้น 
0.75–2.00 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยมีค่า Correlation of determination (R2) เท่ากับ 0.99936 (เกณฑ์
ยอมรับที่ Correlation of determination (R2)   0.995 (AOAC)) ดังแสดงในภาพที่ 21  
 

ความเข้มข้น (mg/ml) Peak area level 
0.75 164.93533 1 
1.00 222.67474 2 
1.50 330.63452 3 
2.00 448.66638 4 
3.00 656.73126 5 
4.00 863.89392 6 
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ตารางท่ี 35 Linearity ของ glyphosate ในช่วงความเข้มข้น 0.75–2.00 mg/ml 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 21  แสดงค่า Linearity  ของ glyphosate ในช่วงความเข้มข้น 0.75–2.00 mg/ml                        
โดยมีค่า Correlation coefficient (R2) เท่ากับ 0.99936 

 

ผลการตรวจสอบความเป็นเส้นตรง (Working range/Linearity) ของสาร glyphosate ได้ค่า 
Working range เป็นเส้นตรงในช่วงความเข้มข้น 0.75–4.00 mg/ml ให้ค่า Linearity ในช่วงความเข้มข้น     
0.75–2.00 mg/ml โดยมีค่ า  Correlation of determination (R2) เท่ ากับ 0 .99936 (เกณฑ์ยอมรับที่  

ความเข้มข้น (mg/ml) Peak area level 
0.75 164.93533 1 
1.00 222.67474 2 
1.25 274.12491 3 
1.50 330.63452 4 
1.75 388.94550 5 
2.00 448.66638 6 
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Correlation of determination (R2)   0.995 (AOAC)) ผลการทดสอบอยู่ในเกณฑ์ก าหนดและยอมรับได้
ตามมาตรฐานสากล 

5.8 ผลการตรวจสอบความเที่ยง (Precision) 
5.8.1 ผลการทดสอบหาค่า Precision โดยตรวจสอบการทวนซ้ า (Repeatability) ของวิธี

วิเคราะห์หาปริมาณสารออกฤทธิ์ glyphosate ท าการทดสอบที่ 3 ความเข้มข้น ให้ผลการวิเคราะห์ ดังแสดง
ในตารางที่ 36 
 
 
 
 
 
 
 

ตารางท่ี 36 เปอร์เซ็นต์สารออกฤทธิ์ glyphosate จากการตรวจสอบ Repeatability ที่ 3 ระดับความเข้มข้น  
 

n  
ความเข้มขน้ 0.75 mg/ml ความเข้มขน้ 1.0 mg/ml ความเข้มขน้ 1.5 mg/ml 

น้ าหนัก ต.ย
(mg) 

%สารออกฤทธิ ์
ที่ตรวจพบ 

น้ าหนัก ต.ย.
(mg) 

%สารออกฤทธิ ์
ที่ตรวจพบ 

น้ าหนัก ต.ย. 
(mg) 

%สารออกฤทธิ ์
ที่ตรวจพบ 

1 27.2 49.06 35.5 49.53 51.3 49.22 

2 26.8 48.79 35.5 49.17 51.3 49.34 

3 25.3 48.99 35.6 49.64 51.3 49.12 

4 25.3 48.64 35.5 49.67 51.8 48.96 

5 25.0 48.58 35.5 49.43 49.9 49.73 

6 25.3 48.57 36.4 49.60 50.8 49.39 

7 25.3 49.07 37.3 49.83 51.7 48.85 

8 25.5 49.58 37.3 49.52 50.9 48.65 

9 25.6 48.71 34.9 49.89 51.6 48.89 

10 25.5 49.22 34.9 50.01 50.1 49.07 

 Mean 48.92 Mean 49.63 Mean 49.12 
 SD 0.325 SD 0.242 SD 0.314 

 

 การตรวจสอบ precision ที่อยู่ ในรูปของ repeatability ได้ค่า HORRAT เท่ากับ 0.41 
(เกณฑ์การยอมรับค่า HORRA ของ AOAC ยอมรับที ่ ≤  2 และ EU, Codex ยอมรับที่ < 2) 

5.8.2 ผลการทดสอบหาค่า Precision โดยตรวจสอบการท าซ้ า (Reproducibility) ของวิธี
วิเคราะห์หาปริมาณสารออกฤทธิ์ glyphosate ท าการทดสอบที่ 3 ระดับความเข้มข้น ให้ผลการวิเคราะห์ ดัง
แสดงในตารางที่ 37 
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ตารางที่ 37 เปอร์เซ็นต์สารออกฤทธิ์ glyphosate จากการตรวจสอบ Reproducibility ที่ 3 ระดับความ
เข้มข้น 

n 
ความเข้มขน้ 0.75 (mg/ml) ความเข้มขน้ 1.0 (mg/ml) ความเข้มขน้ 1.5 (mg/ml) 

น้ าหนัก ต.ย. 
(mg) 

% สารออกฤทธิ์ 
ที่ตรวจพบ 

น้ าหนัก ต.ย. 
(mg) 

% สารออกฤทธิ์ 
ที่ตรวจพบ 

น้ าหนัก ต.ย. 
(mg) 

% สารออกฤทธิ์ 
ที่ตรวจพบ 

1 27.2 49.58 35.5 48.89 49.7 49.71 
2 25.3 50.37 35.5 49.99 50.0 50.00 
3 25.7 50.39 35.6 49.89 51.3 49.24 
4 25.5 49.22 37.2 49.77 51.8 49.29 
5 25.6 49.39 35.5 49.57 49.9 50.05 
6 25.6 49.66 36.4 49.70 50.8 50.08 
7 25.6 49.81 35.2 49.55 51.7 50.13 
8 25.5 49.80 37.3 50.23 50.9 49.01 
9 25.5 49.90 34.9 50.02 51.6 48.89 
10 25.5 50.08 35.0 49.51 50.1 49.07 
  Mean 49.82 Mean 49.71 Mean 49.55 
  SD 0.385 SD 0.372 SD 0.496 

 

การตรวจสอบ Precision ที่อยู่ในรูปของ Reproducibility ได้ค่า HORRAT เท่ากับ 0.57 (เกณฑ์
การยอมรับค่า HORRA ของ AOAC ยอมรับที ่ ≤  2 และ EU, Codex ยอมรับที่ < 2) 

ผลการตรวจสอบความเที่ยง (Precision) ของวิธีวิเคราะห์หาปริมาณสารออกฤทธิ์ glyphosate ใน
ตัวอย่างผลิตภัณฑ์ glyphosate 48% W/V SL มีค่า HORRAT ในรูปของ Repeatability (การทวนซ้ า) เท่ากับ  
0.41 และ มีค่า HORRAT ในรูปของ Reproducibility (การท าซ้ า) ได้ค่า เท่า 0.57 ตามล าดับ (เกณฑ์การ
ยอมรับค่า HORRAT ของ AOAC ยอมรับที่  ≤  2 และ EU, Codex ยอมรับที่ < 2) ดังนั้นวิธีวิเคราะห์หาร
ป ริ ม าณสา รออกฤทธิ์  glyphosate ใ ห้ ผ ลก า รทดสอบ  Precision ใ น รู ป ขอ ง  Repeatability แล ะ 
Reproducibility อยู่ในเกณฑ์ก าหนดและยอมรับได้ตามมาตรฐานสากล 

5.9 ผลการตรวจสอบความทนของวิธี (Robustness/Ruggedness)  
5.9.1 ผลการตรวจสอบค่า Robustness ทดสอบโดยการปรับสภาวะของเครื่องมือที่ใช้

ทดสอบ โดยการเปลี่ยนความยาวคลื่นจาก 195 นาโนเมตร เป็น 198 นาโนเมตร ให้ผลการวิเคราะห์ ดังแสดง
ในตารางที่ 38 
 
ตารางท่ี 38 เปอร์เซ็นต์สารออกฤทธิ์ glyphosate  จากการตรวจสอบ Robustness ที่ 3 ความเข้มข้น  
 

n ความเข้มขน้ 0.75 (mg/ml) ความเข้มขน้ 1.0 (mg/ml) ความเข้มขน้ 1.5 (mg/ml) 

 
น้ าหนัก ต.ย. 

(mg) 
%สารออกฤทธิ ์

ที่ตรวจพบ 
น้ าหนัก ต.ย. 

(mg) 
%สารออกฤทธิ ์

ที่ตรวจพบ 
น้ าหนัก ต.ย. 

(mg) 
%สารออกฤทธิ ์

ที่ตรวจพบ 



78 
 

1 27.2 49.78 35.5 49.66 49.7 49.99 

2 27.2 49.52 35.5 49.78 50.0 49.81 

3 26.8 49.98 35.5 49.86 51.3 48.98 

4 25.3 49.42 35.5 49.25 51.8 49.37 

5 25.0 49.58 36.4 49.77 49.9 49.96 

6 25.3 48.87 36.4 49.89 50.8 49.93 

7 25.7 49.70 35.2 49.84 51.7 48.94 

8 25.5 49.88 37.3 49.29 50.9 48.83 

9 25.6 49.22 34.9 49.73 51.6 48.81 

10 25.5 49.11 34.9 49.99 50.1 49.16 

  Mean 49.51 Mean 49.70 Mean 49.38 
  SD 0.354 SD 0.248 SD 0.498 

 
การตรวจสอบ Precision ที่อยู่ในรูปของ Robustness ได้ค่า HORRAT เท่ากับ 0.50 (เกณฑ์การ

ยอมรับค่า HORRAT ของ AOAC ยอมรับที ่ ≤  2 และ EU, Codex ยอมรับที่ < 2) 
5.9.2 ผลการตรวจสอบ Ruggedness ทดสอบโดยการเปลี่ยน Column จาก  Column 

Waters Column WATWAT02770 IC-Pak Anion HC Column ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 4.6 มิลลิเมตร ความ
ย า ว  150 มิ ล ลิ เ ม ต ร  เ ป็ น  Column SUPELCO LC-SAX 58996 Column Number 181675 ขน า ด
เส้นผ่าศูนย์กลาง 4.4 มิลลิเมตร ความยาว 250 มิลลิเมตร partical size 5 ไมโครเมตร ให้ผลการวิเคราะห์ ดัง
แสดงในตารางที่ 39 
 
 
 
 
ตารางท่ี 39 เปอร์เซ็นต์สารออกฤทธิ์ glyphosate จากการตรวจสอบ Ruggedness ที่ 3 ความเข้มข้น  
 

n 
ความเข้มขน้ 0.75 (mg/ml) ความเข้มขน้ 1.0 (mg/ml) ความเข้มขน้ 1.5 (mg/ml) 

น้ าหนัก ต.ย. 
(mg) 

%สารออกฤทธิ ์
ที่ตรวจพบ 

น้ าหนัก ต.ย. 
(mg) 

%สารออกฤทธิ ์
ที่ตรวจพบ 

น้ าหนัก ต.ย. 
(mg) 

%สารออกฤทธิ ์
ที่ตรวจพบ 

1 27.2 48.67 35.5 49.86 49.7 49.02 

2 27.5 48.84 35.6 49.39 50 49.12 

3 26.8 49.16 37.2 48.59 51.3 49.18 

4 25.3 49.69 35.5 48.82 51.8 49.40 

5 25.3 50.27 36.4 49.14 49.9 51.22 

6 25.7 49.67 35.2 49.48 50.8 49.12 

7 25.7 49.52 37.3 48.67 51.7 48.69 
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8 25.5 49.50 34.9 49.81 50.9 48.51 

9 25.6 50.40 33.6 49.90 51.6 49.59 

10 25.5 48.71 35.0 48.87 50.1 49.13 

  Mean 49.44 Mean 49.19 Mean 49.30 
  SD 0.604 SD 0.466 SD 0.743 

  

 การตรวจสอบ Precision ที่อยู่ในรูปของ ruggedness ได้ค่า HORRAT เท่ากับ 0.83 (เกณฑ์การ
ยอมรับค่า HORRAT ของ AOAC ยอมรับที ่ ≤  2 และ EU, Codex ยอมรับที่ < 2) 

ผลการตรวจสอบความทน (Robustness/Ruggedness) ของวิธีวิเคราะห์หาปริมาณสารออกฤทธิ์ 
glyphosate ในรูปของ Precision ได้ค่า HORRAT เท่ากับ 0.50 และ 0.83 ตามล าดับ (เกณฑ์การยอมรับค่า 
HORRAT ของ AOAC ยอมรับที ่≤ 2 และ EU, Codex ยอมรับที่ < 2) ดังนั้น วิธีวิเคราะห์หารปริมาณสารออก
ฤทธิ์ glyphosate ให้ผลการทดสอบ Precision ในรูปของ Robustness/Ruggedness มีค่า HORRAT อยู่ใน
เกณฑก์ าหนดและยอมรับได้ตามมาตรฐานสากล 

5.10 ผลการตรวจสอบความถูกต้อง (Accuracy)   
   การประเมินค่า Accuracy ของวิธีการ จาก %Recovery โดยการน าค่าปริมาณสารออก

ฤทธิ์ glyphosate  ที่เป็นค่า origin และ spike มาหาค่าเฉลี่ยและค านวณค่า %Recovery โดยค่าต้องอยู่
ในช่วง 98-102% ตามเกณฑ์การพิจารณาส าหรับสารที่มีปริมาณมากกว่า 10% ของ AOAC ให้ผลการทดสอบ 
ดังแสดงในตารางที ่40 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ตารางท่ี 40 ร้อยละการตรวจพบ (% Recovery) ของ glyphosate  
 

  AI  content  
n Conc.add 0.35 mg/ml) Conc.added 0.6 mg/ml) Conc.added 1.1 mg/ml) 
  Origin Spike Added Origin Spike Added Origin Spike Added 
1 0.2790 0.6193 0.3500 0.2673 0.8708 0.6000 0.2692 1.3944 1.1000 
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2 0.2778 0.6409 0.3500 0.2786 0.8682 0.6000 0.2711 1.3931 1.1000 
3 0.2747 0.6218 0.3500 0.2599 0.8799 0.6000 0.2672 1.3741 1.1000 
4 0.2641 0.6328 0.3500 0.2629 0.8500 0.6000 0.2650 1.3954 1.1000 
5 0.2822 0.6326 0.3500 0.2720 0.8550 0.6000 0.2953 1.3915 1.1000 
6 0.2739 0.6233 0.3500 0.2760 0.9062 0.6000 0.2831 1.3841 1.1000 
7 0.2761 0.6277 0.3500 0.2712 0.8561 0.6000 0.2738 1.3843 1.1000 
8 0.2898 0.6248 0.3500 0.2737 0.8883 0.6000 0.2701 1.3007 1.1000 
9 0.2772 0.6233 0.3500 0.2815 0.8510 0.6000 0.2697 1.3889 1.1000 
10 0.2750 0.6270 0.3500 0.2619 0.8623 0.6000 0.2773 1.3729 1.1000 

Mean 0.2767 0.6259 0.3500 0.2716 0.8652 0.6000 0.2706 1.3866 1.1000 
SD 0.0065 0.0065   0.0073 0.0182   0.0091 0.0283   
%RSD 2.3557 1.0334   2.6971 2.0997   3.3485 2.0395   
%Recovery     99.77     98.93     101.45 

 
การค านวณค่า % Recovery ค านวณตามสูตร ดังนี้ 

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

% Recovery ที่ความเข้มข้นต่ า = (0.6259 – 0.2767) X 100 =   99.77  
              0.3500 
% Recovery ที่ความเข้มข้นกลาง = (0.8652 – 0.2716) X 100 =   98.93  
       0.600 
% Recovery ที่ความเข้มข้นสูง = (1.3866 – 0.2706 X 100 = 101.45 

         1.100 
% Recovery เฉลี่ย เท่ากับ 100.05 
 

จากการทดสอบหาค่า Accuracy ของวิธีการจาก % Recovery ได้ค่า % Recovery ที่ความ
เข้มข้นต่ า เท่ากับ 99.77,  % Recovery ที่ความเข้มข้นกลาง เท่ากับ 98.93  และ % Recovery ที่ความ
เข้มข้นสูง เท่ากับ 101.45  โดยค่าที่ได้อยู่ในช่วง 98-102 % ตามเกณฑ์การพิจารณาส าหรับสารที่มีปริมาณ
มากกว่า 10 % ของ AOAC (ตารางภาคผนวกที่ 1) ผลการทดสอบอยู่ในเกณฑ์ก าหนดและยอมรับได้ตาม
มาตรฐานสากล 

6. ผลการตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์สารออกฤทธิ์ carbendazim 
6.1 ไดเ้ครื่องมือและอุปกรณท์ี่ผ่านการสอบเทียบ ผลการสอบเทียบผ่านตามเกณฑ์มาตรฐาน 
6.2 ไดส้ารเคมี  สารมาตรฐาน และสารตัวอย่างผลิตภัณฑ์ที่พร้อมส าหรับการทดลอง 



81 
 

6.3 ผลการทดสอบหาสภาวะที่เหมาะของเครื่อง HPLC ในการตรวจวิเคราะห์สารออกฤทธิ์ 
carbendazim ปรับตั้งสภาวะการใช้งานของเครื่อง HPLC ตัวตรวจวัด (Detector) ชนิด DAD ในการ
ตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์สารออกฤทธิ์ carbendazim โดยควบคุมสภาวะการท างานของเครื่อง 
HPLC-DAD ดังนี้ 
  Column   :   Agilent Column ZORBAX Eclipse XDB-C18 Analytical  

 ความยาว 250 มิลลิเมตร ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 4.6 มิลลิเมตร  
 partical size 5 ไมโครเมตร 

  Mobile phase  :  Methanol 55% : water 45% 
อัตราการไหล (Flow rate)          :   1.00 มิลลิลิตร/นาที 

 อุณหภูมิคอลัมน์ (Column Temperature) :  40 องศาเซลเซียส (ºC) 
 ปริมาตรที่ฉีด (Injection Volume) :  1 ไมโครลิตร 
 ความยาวคลื่น (Wavelength) :    254 นาโนเมตร 
 ตัวตรวจวัด (Detector) : DAD  (Diode Array Detector) 
 

6.4 ผลการทดสอบความจ าเพาะเจาะจง (Specification/Selectivity) พบว่าโครมาโตรแกรมของ
สารมาตรฐาน carbendazim  ไม่มีสัญญาณ peak รบกวน แสดงว่ามี specification/selectivity ที่ดี ดังแสดง
ในภาพที่ 22 

6.5  
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

                    
ภาพที่ 22 โครมาโตรแกรมของสารมาตรฐาน carbendazim 

 
6.6 ผลการหาค่า %Relative Percent Different (%RPD) ในสารมาตรฐาน carbendazim ดัง

แสดงในตารางที่ 41 
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ตารางท่ี 41 ประเมินค่า Relative Percent Different (%RPD) ของสารมาตรฐาน carbendazim 

 

 
6.7 ค านวณหาเปอร์เซ็นต์สารออกฤทธิ์ ของ carbendazim  

ปริมาณสารออกฤทธิ์ carbendazim  = % W/W ของ carbendazim  x ความถ่วงจ าเพาะ 

ล าดับที ่ สารมาตรฐาน
(std.) 

น้ าหนัก
(mg.) 

พ้ืนที่ใต้กราฟ 
(Peak Area) 

ค่าเฉลี่ย 
(Average) 

%RPD 

1 C1 14.0 225.0885 222.7483 
  

2.1012 
  C2 13.9 220.4081 

2 C1 14.0 225.1368 222.8291 
  

2.0713 
  C2 13.9 220.5214 

3 C1 14.0 225.6461 223.2251 
  

2.1691 
  C2 13.9 220.8041 

4 C1 14.0 224.9100 222.7898 
  

1.9033 
  C2 13.9 220.6696 

5 C1 14.0 225.5785 223.2534 
  

2.0829 
  C2 13.9 220.9284 

6 C1 14.0 225.6686 
223.3770 2.0518 C2 13.9 221.0854 

7 C1 14.0 225.9317 223.4873 
  

2.1875 
  C2 13.9 221.0429 

8 C1 14.0 225.4520 223.1515 
  

2.0618 
  C2 13.9 220.8511 

9 C1 14.0 225.7855 223.6641 
  

1.8970 
  C2 13.9 221.5427 

10 C1 14.0 225.7458 
223.6505 1.8738 C2 13.9 221.5551 

ค่าเฉลี่ย 223.4661 
SD 0.2125 
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เมื่อ % W/W ของ carbendazim    =  43.73 
ความถ่วงจ าเพาะ =  1.1608 
 แทนค่าเปอร์เซ็นต์สารออกฤทธิ์ ของ carbendazim  =  43.73 x 1.1608 
       =  50.7618% 
 เปอร์เซ็นต์สารออกฤทธิ์ ของ carbendazim ตัวอย่างผลิตภัณฑ์ carbendazim 50% W/V 

SC เท่ากับ 50.7618% เกณฑ์ก าหนดของ carbendazim 50% W/V SC คือ ± 2.5 % เกณฑ์ยอมรับอยู่
ในช่วง 47.5 - 52.5% 

6.8 ผลการตรวจสอบความเป็นเส้นตรง (Working range/Linearity)  
6.8.1 ผลการตรวจสอบช่วงการใช้งาน (Working range) มีช่วงความเป็นเส้นตรงครอบคลุม

ค่าความเข้มข้น 0.025–0.250 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  ดังแสดงในตารางที ่42 
 

 

ตารางท่ี 42 Working range ของ carbendazim ให้ค่าในช่วงความเข้มข้น 0.025–0.250 mg/ml 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 

 

 
 

 
 
 

ความเข้มข้น (mg/ml) Peak area level 
0.025 42.21716 1 
0.050 106.78599 2 
0.100 214.36127 3 
0.150 311.57951 4 
0.200 401.26384 5 
0.250 509.19182 6 
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ภาพที่ 23  แสดงกราฟ Working range ของ carbendazim ในช่วงความเข้มข้น 0.025–0.250  mg/ml 
 
 
 

6.8.2 ผลการตรวจสอบความเป็นเส้นตรง (Linearity) ให้ค่า Linearity ในช่วงความเข้มข้น   
0.05–2.00 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยมีค่า Correlation of determination (R2) เท่ากับ 0.99963 (เกณฑ์
ยอมรับที่ Correlation of determination (R2)   0.995 (AOAC)) ดังแสดงในภาพที่ 24 

 

ตารางท่ี 43 Linearity ของ carbendazim ให้ค่าในช่วงความเข้มข้น 0.05–2.00mg/ml 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 24  แสดงค่า Linearity ของ carbendazim ในช่วงความเข้มข้น 00.05–2.00mg/ml 
โดยมีค่า Correlation of determination (R2) เท่ากับ 0.99963 

 

ผลการตรวจสอบความเป็นเส้นตรง (Working range/Linearity) ของสาร carbendazim ได้ค่า      
Working range เป็นเส้นตรงในช่วงความเข้มข้น 0.025–0.250 mg/ml ให้ค่า Linearity ในช่วงความเข้มข้น  
0.05–0.20 mg/ml โดยมีค่า Correlation of determination (R2) เท่ากับ 0.99963 (เกณฑ์ยอมรับที่  

ความเข้มข้น (mg/ml) Peak area level 
0.050 108.92508 1 
0.075 160.83682 2 
0.100 213.53798 3 
0.125 253.81264 4 
0.150 311.04944 5 
0.200 402.40475 6 
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Correlation of determination (R2)  0.995 (AOAC)) ผลการทดสอบอยู่ในเกณฑ์ก าหนดและยอมรับได้
ตามมาตรฐานสากล 

6.9 ผลการตรวจสอบความเที่ยง (Precision) 
6.9.1 ผลการทดสอบหาค่า Precision โดยตรวจสอบการทวนซ้ า (Repeatability) ของวิธี

วิเคราะห์หาปริมาณสารออกฤทธิ์ carbendazim ท าการทดสอบที่ 3 ระดับความเข้มข้น ให้ผลการวิเคราะห์ ดัง
แสดงในตารางที่ 44 

 
ตารางท่ี 44 เปอร์เซ็นต์สารออกฤทธิ์ carbendazim จากการตรวจสอบ Repeatability ที่ 3 ความเข้มข้น  
 

n 
ความเข้มขน้ 0.075 mg/ml ความเข้มขน้ 0.100 mg/ml ความเข้มขน้ 0.125 mg/ml 

น้ าหนัก ต.ย. 
(mg) 

%สารออกฤทธิ ์
ที่ตรวจพบ 

น้ าหนัก ต.ย.  
(mg) 

%สารออกฤทธิ ์
ที่ตรวจพบ 

น้ าหนัก ต.ย. 
(mg) 

%สารออกฤทธิ ์
ที่ตรวจพบ 

1 15.0 50.01 20.2 49.61 25.1 50.69 

2 15.0 50.01 20.2 49.30 25.1 50.91 

3 15.0 50.07 19.8 50.20 25.1 50.89 

4 15.0 50.19 19.8 50.36 25.1 50.83 

5 15.0 50.22 19.8 50.55 25.1 50.81 

6 15.0 50.42 19.8 50.44 25.1 50.88 

7 15.0 50.51 19.8 50.53 25.1 50.75 

8 15.0 50.53 20.1 51.82 25.1 50.88 

9 15.0 50.64 20.1 51.99 25.1 50.83 

10 15.0 50.70 19.8 49.05 25.1 50.86 

 Mean 50.33 Mean 50.39 Mean 50.83 
 SD 0.262 SD 0.960 SD 0.068 

 

 การตรวจสอบ precision ที่อยู่ในรูปของ repeatability ได้ค่า HORRAT เท่ากับ 0.58 (เกณฑ์การ
ยอมรับค่า HORRA ของ AOAC ยอมรับที ่ ≤  2 และ EU, Codex ยอมรับที่ < 2) 

6.9.2 ผลการทดสอบค่า Precision โดยตรวจสอบการท าซ้ า (Reproducibility) ของวิธี
วิเคราะห์หาปริมาณสารออกฤทธิ์ carbendazim ท าการทดสอบที่ 3 ระดับความเข้มข้น ให้ผลการวิเคราะห์ ดัง
แสดงในตารางที่ 45 

 

ตารางที่ 45 เปอร์เซ็นต์สารออกฤทธิ์ carbendazim จากการตรวจสอบ Reproducibility ที่ 3 ความเข้มข้น  
 

n 
ความเข้มขน้ 0.075 mg/ml ความเข้มขน้ 0.1 mg/ml ความเข้มขน้ 0.125 mg/ml 

น้ าหนัก ต.ย. 
(mg) 

% สารออกฤทธิ์ 
ที่ตรวจพบ 

น้ าหนัก ต.ย. 
(mg) 

% สารออกฤทธิ์ 
ที่ตรวจพบ 

น้ าหนัก ต.ย. 
(mg) 

% สารออกฤทธิ์ 
ที่ตรวจพบ 

1 14.9 50.00 20.3 49.88 25.1 50.75 
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2 14.9 49.98 20.3 49.94 25.1 50.75 

3 14.9 50.32 20.3 49.79 25.1 50.04 

4 14.9 50.21 20.3 49.86 25.1 50.04 

5 14.9 50.22 20.3 49.92 25.1 50.81 

6 14.9 50.26 20.3 49.91 25.1 50.82 

7 14.9 50.24 20.3 49.92 25.1 50.72 

8 14.9 50.28 20.3 50.00 25.1 50.86 

9 14.9 50.34 20.3 49.93 25.1 50.60 

10 14.9 50.19 20.3 50.04 25.1 50.66 

  Mean 50.19 Mean 43.00 Mean 50.80 
  SD 0.118 SD 0.072 SD 0.147 

 
การตรวจสอบ precision ที่อยู่ในรูปของ Reproducibility ได้ค่า HORRAT เท่ากับ 0.15 (เกณฑ์

การยอมรับค่า HORRA ของ AOAC ยอมรับที ่ ≤  2 และ EU, Codex ยอมรับที่ < 2) 
ผลการตรวจสอบความเที่ยง (Precision) ของวิธีวิเคราะห์หาปริมาณสารออกฤทธิ์ carbendazim 

ในตัวอย่างผลิตภัณฑ์ carbendazim 50% W/V SC มีค่า HORRAT ในรูปของ Repeatability (การทวนซ้ า) 
เท่ากับ  0.58 และ มีค่า HORRAT ในรูปของ Reproducibility (การท าซ้ า) ได้ค่า เท่า 0.15 ตามล าดับ (เกณฑ์
ยอมรับค่า HORRA ของ AOAC ยอมรับที่  ≤  2 และ EU, Codex ยอมรับที่ < 2) ดังนั้น วิธีวิเคราะห์หา
ปริมาณสารออกฤทธิ์  carbendazim ให้ผลการทดสอบ Precision ในรูปของ Repeatability และ 
Reproducibility อยู่ในเกณฑ์ก าหนดและยอมรับได้ตามมาตรฐานสากล 

6.10 ผลการตรวจสอบความทนของวิธี (Robustness/Ruggedness)  
6.10.1 ผลการตรวจสอบ Robustness ทดสอบโดยการปรับสภาวะของเครื่องมือวิเคราะห์ 

โดยการเปลี่ยนความยาวคลื่นจาก 254 นาโนเมตร เป็น 257 นาโนเมตร ให้ผลการวิเคราะห์ ดังแสดงในตาราง
ที่ 46 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ตารางที่ 46 เปอร์เซ็นต์สารออกฤทธิ์ carbendazim  จากการตรวจสอบ Robustness ที่ 3 ความเข้มข้น  
 

n 
ความเข้มขน้ 0.075 mg/ml ความเข้มขน้ 0.1 mg/ml ความเข้มขน้ 0.125 mg/ml 

น้ าหนัก ต.ย. 
(mg) 

% สารออกฤทธิ์ 
ที่ตรวจพบ 

น้ าหนัก ต.ย. 
(mg) 

% สารออกฤทธิ์ 
ที่ตรวจพบ 

น้ าหนัก ต.ย. 
(mg) 

% สารออกฤทธิ์ 
ที่ตรวจพบ 

1 14.8 50.39 19.9 50.79 25.1 50.75 
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2 14.8 50.41 19.9 50.78 25.1 50.72 

3 14.8 50.47 19.9 50.77 25.1 50.83 

4 14.8 50.39 19.9 50.84 25.1 50.68 

5 14.8 50.44 19.9 50.85 25.1 50.69 

6 14.8 50.39 19.9 50.80 25.1 50.58 

7 14.8 50.48 20.1 50.98 25.2 50.89 

8 14.8 50.35 20.1 51.13 25.2 50.54 

9 14.8 50.49 20.1 50.99 25.2 50.45 

10 14.8 50.47 20.1 50.89 25.2 50.52 

 Mean 50.43 Mean 50.88 Mean 50.66 
 SD 0.040 SD 0.100 SD 0.121 

 

การตรวจสอบ precision ที่อยู่ในรูปของ robustness ได้ค่า HORRAT เท่ากับ 0.14 (เกณฑ์การ
ยอมรับค่า HORRAT ของ AOAC ยอมรับที ่≤ 2 และ EU, Codex ยอมรับที่ < 2) 

6.10.2 ผลการตรวจสอบ ruggedness ทดสอบโดยการเปลี่ยน Column จาก  Agilent 
Column ZORBAX Eclipse XDB-C18 Analytical ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 4.6 มิลลิเมตร ความยาว 150 
มิ ล ลิ เ ม ต ร  partical size 5 ไ ม โ ค ร เ มต ร  เ ป็ น  Agilent Column ZORBAX Eclipse plus C18 Rapid 
Resolution HT ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 4.4 มิลลิเมตร ความยาว 77 มิลลิเมตร partical size 1.8 ไมโครเมตร 
ให้ผลการวิเคราะห์ ดังแสดงในตารางที่ 47 
 

ตารางท่ี 47 เปอร์เซ็นต์สารออกฤทธิ์ carbendazim จากการตรวจสอบ Ruggedness ที่ 3 ความเข้มข้น  
n ความเข้มขน้ 0.075 mg/ml ความเข้มขน้ 0.10 mg/ml ความเข้มขน้ 0.125 mg/ml 

 
น้ าหนัก ต.ย. 

(mg) 
% สารออกฤทธิ์ 

ที่ตรวจพบ 
น้ าหนัก ต.ย. 

(mg) 
% สารออกฤทธิ์ 

ที่ตรวจพบ 
น้ าหนัก ต.ย. 

(mg) 
% สารออกฤทธิ์ 

ที่ตรวจพบ 
1 14.8 50.05 19.9 50.62 25.1 50.43 
2 14.8 49.99 19.9 50.73 25.1 50.49 
3 14.8 50.07 19.9 50.81 25.1 50.59 
4 14.8 49.95 19.9 50.81 25.1 50.51 
5 14.8 49.91 19.9 50.82 25.1 50.61 
6 14.8 49.93 20.1 50.78 25.2 50.35 
7 14.8 49.97 20.1 50.94 25.2 50.40 
8 14.8 50.01 20.1 50.89 25.2 50.38 
9 14.8 49.98 20.1 50.89 25.2 50.42 
10 14.8 49.96 20.1 50.04 25.2 50.39 
 Mean 49.98 Mean 50.83 Mean 50.46 
 SD 0.049 SD 0.115 SD 0.089 
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 การตรวจสอบ precision ที่อยู่ในรูปของ Ruggedness ได้ค่า HORRAT เท่ากับ 0.07 (เกณฑ์การ
ยอมรับค่า HORRAT ของ AOAC ยอมรับที ่≤ 2 และ EU, Codex ยอมรับที่ < 2) 

ผลการตรวจสอบความทน (Robustness/Ruggedness) ของวิธีวิเคราะห์หาปริมาณสารออกฤทธิ์ 
carbendazim ในรูปของ precision ได้ค่า HORRAT เท่ากับ 0.14 และ 0.07 ตามล าดับ (เกณฑ์การยอมรับค่า 

HORRAT ของ AOAC ยอมรับที ่≤ 2 และ EU, Codex ยอมรับที่ < 2) ดังนั้น วิธีวิเคราะห์หารปริมาณสารออก
ฤทธิ์ carbendazim ให้ผลการทดสอบ Precision ในรูปของ Robustness/Ruggedness มีค่า HORRAT อยู่
ในเกณฑก์ าหนดและยอมรับได้ตามมาตรฐานสากล 

6.11 ผลการตรวจสอบความถูกต้อง (accuracy)   
   การประเมินค่า accuracy ของวิธีการ จาก %recovery โดยการน าค่าปริมาณสารออกฤทธิ์  
carbendazim  ที่เป็นค่า origin และ spike มาหาค่าเฉลี่ยและค านวณค่า %recovery โดยค่าต้องอยู่ในช่วง 98-102% 
ตามเกณฑ์การพิจารณาส าหรับสารที่มีปริมาณมากกว่า 10% ของ AOAC ให้ผลการทดสอบ ดังแสดงในตารางที ่48 
 

ตารางท่ี 48 ร้อยละการตรวจพบ (% Recovery) ของ carbendazim 
 

  AI  content  
n Conc.add 0.035 mg/ml) Conc.added 0.06 mg/ml) Conc.added 0.085 mg/ml) 
  Origin Spike Added Origin Spike Added Origin Spike Added 
1 0.0359 0.0710 0.0350 0.0359 0.0965 0.0600 0.0353 0.1197 0.0850 
2 0.0358 0.0709 0.0350 0.0358 0.0950 0.0600 0.0352 0.1193 0.0850 
3 0.0356 0.0709 0.0350 0.0356 0.0941 0.0600 0.0351 0.1195 0.0850 
4 0.0359 0.0669 0.0350 0.0359 0.0944 0.0600 0.0355 0.1197 0.0850 
5 0.0358 0.0703 0.0350 0.0359 0.0953 0.0600 0.0353 0.1158 0.0850 
6 0.0357 0.0723 0.0350 0.0357 0.0946 0.0600 0.0353 0.1185 0.0850 
7 0.0362 0.0721 0.0350 0.0362 0.0954 0.0600 0.0350 0.1193 0.0850 
8 0.0355 0.0721 0.0350 0.0356 0.0954 0.0600 0.0357 0.1197 0.0850 
9 0.0352 0.0729 0.0350 0.0362 0.0946 0.0600 0.0354 0.1203 0.0850 
10 0.0357 0.0712 0.0350 0.0357 0.0964 0.0600 0.0355 0.1193 0.0850 

Mean 0.0358 0.0711 0.0350 0.0359 0.0951 0.0600 0.0353 0.1194 0.0850 
SD 0.0003 0.0017  0.0002 0.0008  0.0002 0.0012  

%RSD 0.7465 2.3462  0.6332 0.8611  0.5877 1.0464  

%Recovery   100.86   98.67   98.94 
 

การค านวณค่า % Recovery ค านวณตามสูตร ดังนี้ 
% Recovery  =    (Conc.spike sample – Conc.Original sample) x 100 

        Conc. Added 
% Recovery ที่ความเข้มข้นต่ า = (0.0711 – 0.0358) X 100 =   100.86 
              0.0350 
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% Recovery ที่ความเข้มข้นกลาง = (0.0951 – 0.0359) X 100 =   98.67  
              0.0600 
% Recovery ที่ความเข้มข้นสูง = (0.1194 – 0.0353) X 100 = 98.94 

              0.0850 
% Recovery เฉลี่ย เท่ากับ 99.49 

จากการทดสอบหาค่า accuracy ของวิธีการจาก %Recovery ได้ค่า %Recovery ที่ความเข้มข้น
ต่ า เท่ากับ100.86 %Recovery ที่ความเข้มข้นกลาง เท่ากับ 98.67 และ %Recovery ที่ความเข้มข้นสูง 
เท่ากับ 98.94  โดยค่าที่ได้อยู่ในช่วง 98-102% ตามเกณฑ์การพิจารณาส าหรับสารที่มีปริมาณมากกว่า 10 % 
ของ AOAC (ตารางภาคผนวกท่ี 1) ผลการทดสอบอยู่ในเกณฑ์ก าหนดและยอมรับได้ตามมาตรฐานสากล 

7. ผลการประเมินค่าความไม่แน่นอนของการวัดของวิธีวิเคราะห์หาปริมาณสารออกฤทธิ์  
6.9 ผลการประเมินค่าความไม่แน่นอนของการวัดของวิธีวิเคราะห์หาปริมาณสารออกฤทธิ์  triazophos 

7.1.1. ขั้นตอนการวิเคราะห์หาปริมาณสารออกฤทธิ์ triazophos ในตัวอย่างผลิตภัณฑ์ 
      Flow diagram 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ชั่งตัวอย่างผลิตภัณฑ ์triazophos 40% W/V EC ให้มีสารออกฤทธิ์ประมาณ 

1 มิลลิกรัม โดยชั่งตัวอยา่งผลิตภัณฑ์ triazophos หนักประมาณ  62.5 

มิลลิกรัม ใส่ในขวดวัดปริมาตรขนาด 25 มิลลิลิตร 

เติม Aetone (C3H6O)  ประมาณ 10 มิลลิลิตร ลงขวดวัด

ปริมาตร ปิดจุก แล้วน าไปเขย่าให้ละลายด้วยเครื่อง Ultrasonic 

bath ประมาณ 15 นาท ี

จากนั้นน ามาตั้งทิง้ไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง  

ปรับปริมาตรด้วย Aetone (C3H6O)   

จนถึงขีดปริมาตร เขย่าให้เข้ากัน 

ดูดสารละลายตัวอย่างผลิตภัณฑ์ที่เตรียมได้ ลงในขวด vial ขนาด 2 มิลลิลติร น าไปฉีดเข้าเคร่ือง GC 

Result 

 ก า ร เ ต รี ย ม ส า ร

มาตรฐาน 

Calibration curve 

(one point calibration) 
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7.1.2 ขั้นตอนการเตรียมสารมาตรฐาน triazophos  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

ชั่งสารมาตรฐาน triazophos (Purity 98.0%)  จ านวน 2 ซ้ า (C1, C2)  ให้มีสาร

ออกฤทธิ์ประมาณ 1 มิลลิกรัม โดยชั่งสารมาตรฐาน triazophos (purity 98.0%)  

หนักประมาณ 10.2 มิลลิกรัม ใส่ในขวดวัดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร 

เติม Aetone (C3H6O)  ประมาณ 50 มิลลิลิตร ลงขวดวัดปริมาตร ปิดจุก 

แล้วน าไปเขย่าให้ละลายด้วยเคร่ือง Ultrasonic bath ประมาณ 15 นาท ี

จากนั้นน ามาตั้งทิง้ไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง  

ปรับปริมาตรด้วย Aetone (C3H6O)   

  จนถึงขีดปริมาตร เขย่าให้เข้ากัน 

ดูดสารละลายสารมาตรฐานที่เตรียมได้ ลงในขวด vial ขนาด 2 มิลลิลิตร น าไปฉีดเข้าเคร่ือง GC 
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7.1.3 สูตรการค านวณ 
1) การค านวณหา Response factor (f) 

f  =  (S x P)        
 Hs  

f  =  ค่า response factor ของสารมาตรฐาน  

  S  =  น้ าหนักของ triazophos ในสารละลายมาตรฐาน (มิลลิกรัม)  

  P  =  % ความบริสุทธิ์ของสารมาตรฐาน triazophos 

        Hs  =  พ้ืนที่ใต้พีค ของ triazophos ในสารละลายมาตรฐาน 

2) การค านวณหา % สารออกฤทธิ์ triazophos ตัวอย่างผลิตภัณฑ์ triazophos  
  Triazophos content = (Hw x f)    

      w        
Hw    =  พ้ืนที่ใต้พีคของ triazophos ในสารละลายตัวอย่างผลิตภัณฑ์ triazophos  

  f     =  ค่าเฉลี่ย Response factor 

  w    = น้ าหนัก (มิลลิกรัม) ของ triazophos ในสารละลายตัวอย่างผลิตภัณฑ์  

7.1.4 แผนผังก้างปลาแสดงแหล่งของความไม่แน่นอน 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7.1.5 การหาแหล่งของความไม่แน่นอน 

1) ความไม่แน่นอนจากการชั่งสารมาตรฐาน (Umass.std) 
1.1) การท า Daily check (Uprec) 
1.2) การสอบเทียบเครื่องชั่ง ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (Ucal) 

Utemp 

Uvol.St

d Ucal 

Utemp 

Uvol.Sam

p Ucal 

Uprec 

Umass.Sa

mp Ucal 

Uprec 

Umass.Std 

Ucal 

Uprec. 

C 

Urepeat. Ustd. 
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2) ความไม่แน่นอนจากการชั่งสารมาตรฐาน (Umass.samp) 
2.1) การท า Daily check (Uprec) 
2.2) การสอบเทียบเครื่องชั่ง ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (Ucal) 

3) ความไม่แน่นอนจากขวดวัดปริมาตรส าหรับสารมาตรฐาน (Uvol.std) 
3.1) การเปลี่ยนแปลงปริมาตรตามอุณหภูมิ (Utemp) 
3.2) การสอบเทียบเครื่องแก้ว ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (Ucal) 

4) ขวดวัดปริมาตรส าหรับสารตัวอย่าง (Uvol.samp) 
4.1) การเปลี่ยนแปลงปริมาตรตามอุณหภูมิ (Utemp) 
4.2) การสอบเทียบเครื่องแก้ว ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (Ucal) 

5) ความไม่แน่นอนจากสารมาตรฐาน (Ustd)  
5.1) ความบริสุทธิ์ของสารมาตรฐาน 

6) ความไม่แน่นอนจากการท า Method  validation (Uprec.) 
7) ความไม่แน่นอนจากการท าซ้ า (Urepeat.) 

7.1) ค่า SD จากทดสอบเปอร์เซ็นต์สารออกฤทธิ์ของสาร จ านวนอย่าน้อย 10 ซ้ า  
7.1.6 การหาค่าความไม่แน่นอนมาตรฐาน (Ux) 

7.1.6.1 ความไม่แน่นอนจากการชั่งสารมาตรฐาน (Umass. std) 
1) การหาค่า Uprec จากการท า Daily Check ของการชั่งสารมาตรฐาน 

 
 
 
ตารางท่ี 49 ค่า Uprec จากการท า Daily Check ของการชั่งสารมาตรฐาน triazophos 
 

จ านวนซ้ า น้ าหนัก (กรัม) 
1 0.1000 
2 0.0998 
3 0.1000 
4 0.0999 
5 0.0999 
6 0.0998 
7 0.0999 
8 0.0998 
9 0.1000 
10 0.0999 

Mean 0.0999 
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ดังนั้น  Uprec  = 8.16  X 10-5 

2) ความไม่แน่นอนจากการสอบเทียบเครื่องชั่ง ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % (Ucal)  
ค่า uncertainty จากการสอบเทียบเครื่องชั่ง 4 ต าแหน่ง ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % 

เท่ากับ ±0.0001901 
ดังนั้น Ucal  = 0.0001901 

         2  
Ucal = 9.51 X 10-5 

การค านวณค่า Umass std   
 

 Umass std   =    √U2Cal. 𝑔𝑟𝑜𝑜𝑠 +  U2Prec. 𝑔𝑟𝑜𝑜𝑠 +  U2Cal. 𝑡𝑎𝑟𝑒 +  U2Prec. 𝑡𝑎𝑟𝑒    
 

   =   √(𝟗. 𝟓𝟏 𝐗 𝟏𝟎−𝟓)𝟐 + (𝟖. 𝟏𝟔 𝐗 𝟏𝟎−𝟓)𝟐 + (𝟗. 𝟓𝟏 𝐗 𝟏𝟎−𝟓)𝟐 + (𝟖. 𝟏𝟔 𝐗 𝟏𝟎−𝟓)𝟐 
  

   = 0.000177 หรือ  1.77 X 10-4  g 
 

Umass std   = 1.77 X 10-4  g 
 

7.1.6.2 ความไม่แน่นอนจากการชั่งสารตัวอย่าง (Umass. samp) 
1) การหาค่า Uprec จากการท า Daily Check ของการชั่งสารตัวอย่าง 

 

 
 

SD 8.16  X 10-5 
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ตารางท่ี 50 ค่า Uprec จากการท า Daily Check ของการชั่งสารตัวอย่างผลิตภัณฑ์ triazophos 

 

จ านวนซ้ า น้ าหนัก (กรัม) 
1 0.1001 
2 0.0999 
3 0.1001 
4 0.1000 
5 0.1000 
6 0.0999 
7 0.1002 
8 0.0999 
9 0.1005 
10 0.1001 

Mean 0.1001 
SD 1.83 X 10-4 

ดังนั้น  Uprec  = 1.83 X 10-4 
 

2) ความไม่แน่นอนจากการสอบเทียบเครื่องชั่ง ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % (Ucal) 
ค่า uncertainty จากการสอบเทียบเครื่องชั่ง 4 ต าแหน่ง ที่ระดับความเชื่อม่ัน 95 

เท่ากับ ±0.0001908 
ดังนั้น Ucal  = 0.0001908 

         2  
   Ucal = 9.50 X 10-5 

การค านวณค่า Umass samp   
 

 Umass samp   =    √U2Cal. 𝑔𝑟𝑜𝑜𝑠 +  U2Prec. 𝑔𝑟𝑜𝑜𝑠 +  U2Cal. 𝑡𝑎𝑟𝑒 +  U2Prec. 𝑡𝑎𝑟𝑒    
 

     =    
 

      =  0.000291 หรือ 2.91 X 10-4  g 
 

Umass std      =   2.91 X 10-4  g 
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7.1.6.3 ความไม่แน่นอนจากขวดวัดปริมาตร ส าหรับสารมาตรฐาน (Uvol. Std) 
Uvol.Std.  =    √U2𝑡𝑒𝑚𝑝 + U2𝑐𝑎𝑙  

1) การเปลี่ยนแปลงปริมาตรตามอุณหภูมิ (มีการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิ 2  ◦C) 
  การขยายตัวตามปริมาตรของ Organic Solvent = 1X10-3 ml/ ºC 

Utemp   =  F X V X T 
                                 √3 

    เมื่อ   F    =  1X10-3 ml/ ºC 

  V   = 10 ml (ปริมาตรของขวดวัดปริมาตรที่ ใ ช้ในการเตรียมสา
มาตรฐาน) 

   T  =  23±2 ºC 
Utemp   =  (1 X 10-3) X 10 X 2 

                         √3 

     = 0.0115   หรือ 1.15 X 10-2 
Utemp   = 1.15 X 10-2 

2) ความไม่แน่นอนจากการสอบเทียบขวดวัดปริมาตร ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % (Ucal) 
ค่า uncertainty จากการสอบเทียบเครื่องชั่ง 4 ต าแหน่ง ที่ระดับความเชื่อม่ัน 95   

เท่ากับ ±0.0069 
    Ucal  = 0.0069 
            2 
     = 0.00345  หรือ 3.45 X 10-3 
  Ucal  = 3.45 X 10-3 
 แทนค่าเพ่ือหาค่า Uvol.Std 

Uvol.Std.  =    √U2𝑡𝑒𝑚𝑝 + U2𝑐𝑎𝑙  
    =   √(𝟏. 𝟏𝟓 𝐗 𝟏𝟎−2)2 + (𝟑. 𝟒𝟓 𝐗 𝟏𝟎−3)2  

     = 0.0121  หรือ  1.21 X 10-2 ml 
Uvol.Std.  = 1.21 X 10-2 ml 

7.1.6.4 ความไม่แน่นอนจากขวดวัดปริมาตร ส าหรับสารตัวอย่าง (Uvol. samp) 
Uvol.Std.  =    √U2𝑡𝑒𝑚𝑝 + U2𝑐𝑎𝑙  

1) การเปลี่ยนแปลงปริมาตรตามอุณหภูมิ (มีการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิ 2  ◦C) 

การขยายตัวตามปริมาตรของ Organic Solvent = 1X10-3 ml/  ◦ C 
Utemp   =  F X V X T 

                                         √3 
 เมื่อ   F    =  1X10-3 ml/ ºC 
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  V   = 25 ml (ปริมาตรของขวดวัดปริมาตรที่ ใ ช้ในการเตรียมสา

มาตรฐาน) 

  T  =  23±2 ºC 
Utemp   =  (1 X 10-3) X 25 X 2 

       √3 

     = 0.0289   หรือ 2.89 X 10-2 

Utemp   = 2.89 X 10-2 

 

2) ความไม่แน่นอนจากการสอบเทียบขวดวัดปริมาตร  ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % (Ucal) 
ค่า uncertainty จากการสอบเทียบขวดวัดปริมาตร (volumetric flask) ขนาด 100 

ml ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % เท่ากับ ±0.074 
   Ucal  = 0.074 
             2 
     = 0.00370 หรือ 3.70 X 10-3 
   Ucal  = 3.70 X 10-3 
   แทนค่าเพ่ือหาค่า Uvol.Std 

Uvol.Std.  =   √U2𝑡𝑒𝑚𝑝 + U2𝑐𝑎𝑙  
  = √(𝟐. 𝟖𝟗 𝐗 𝟏𝟎−2)2 + (𝟑. 𝟕𝟎 𝐗 𝟏𝟎−3)2 

     = 0.0291  หรือ  2.91 X 10-2 ml 
Uvol.Std. = 2.91 X 10-2 ml 

 

7.1.6.5 ความไม่แน่นอนจากสารมาตรฐาน (UStd.) 
               ความบริสุทธิ์ของสารมาตรฐาน triazophos  คือ 98 % ± 1.0 % หรือ 0.98 ± 0.01 

  Ucal = 0.01                                                      
                                                               √𝟑 
     = 0.00577 หรือ 5.77 X 10-3 
         Ucal = 5.77 X 10-3           
 

7.1.6.6 ความไม่แน่นอนจากค่าความเที่ยง (precision) ในการท า method validation (Uprec) 
 

ตารางท่ี 51 การหาค่า Uprec จากค่าความเที่ยง (Precision) ของการท า method validation  

จ านวนซ้ า Conc. ต่ า Conc. กลาง Conc. สูง 
1 38.08 38.07 38.41 
2 38.09 38.06 38.33 
3 38.02 38.12 38.26 
4 38.18 38.14 38.33 
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                                           Mean = 38.18 
 

                                                 xU = 
n

SD   
   

  Uprec. =   √(UConc. ต่ า)2 + (UConc. กลาง)2 + (UConc. สูง)2   
   

  Uprec. =   √(0.029)2 + (0.031)2 + (0.019)2    
 

Uprec. =  0.03032 
 

7.1.6.7 ความไม่แน่นอนจากการท าซ้ า Urepeat ที่ความเข้มข้น  2.0 mg/ml  
 

ตารางท่ี 52 การหาค่า Urepeat  จากการท าซ้ าที่ความเข้มข้น 2.0 mg/ml 

5 38.14 38.04 38.29 
6 38.02 38.14 38.31 
7 38.18 38.16 38.20 
8 38.01 38.15 38.26 
9 37.92 38.40 38.26 
10 38.18 38.14 38.37 

mean 38.08 38.14 38.30 
SD 0.090 0.099 0.061 
RSD 0.002 0.003 0.002 
Uprec. 0.029 0.031 0.019 

ความเข้มข้น 2.0 mg/ml 
 

น้ าหนัก ต.ย. (mg) % สารออกฤทธิ์ที่ตรวจพบ 
 

128.2 40.32 

128.3 39.30 

128.6 39.63 

128.9 39.51 
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  Urepeat = SD 
               √𝐧 
 

    = 0.547 
                   √𝟏𝟎 
 

    = 0.173 หรือ 1.73 X 10-1 

 

   Uprec. = 1.73 X 10-1 
 

7.1.7 การประเมินค่าความไม่แน่นอนของการวัด 
 
 
 
 
 
 

128.5 40.00 

128.7 39.86 

128.7 40.88 

128.3 39.84 

128.1 39.98 

128.1 40.95 

Mean 40.03 

SD 0.547 



99 
 

RUS total

Umass.std

Umass.samp

Uvol.std

Uvol.samp

Ustd

Uprec

Urepeat

 
 

 

ตารางท่ี 53 การประเมินค่าความไม่แน่นอนของการวัด 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

7.1.8 การหาค่าความไม่แน่นอนรวม (UC) 
UC=40.02√(RSUUmass. std)2+(RSUUmass. samp)2 +  (RSUUvol. std)2 + (RSUUvol. std)2 +  (RSUUstd)2  +  (RSUUprec)2 +  (RSUUrepeat)2  

 

UC=40.02 

√(1.74 X 10−5)2 + (4.66 X 10−6)2 + (1.21 X 10−3)2 + (1.61 X  10−3)2 + (5.89 X  10−3)2 + (7.94 X 10−4)2 + (4.33 X 10−3)2  
 

UC=0.3018 
 

7.1.9 การหาค่าความไม่แน่นอนขยาย (UE) 
UE =  2 X UC 

  = 2 X 0.3018 
  = 0.60 
 

7.1.10 การรายงานค่าความไม่แน่นอนในการวัด 
การรายงานผลการวิเคราะห์หาปริมาณสารออกฤทธิ์ triazophos = 40.02 ± 0.60% W/V EC ที ่

ระดับความเชื่อม่ัน 95% 
 

7.1.11 จัดท าฮีสโตรแกรม (Histogram) 

 
 
 
 

แหล่งข้อมูล value (X) (Ux) RSU (Ux/x) RSU2 
Umass.std 10.20 mg 0.000177 1.74 X 10-5 3.02 X 10-10 
Umass.samp 62.50 mg 0.000291 4.66 X 10-6 2.71 X 10-11 
Uvol.Std 10 ml 0.0121 1.21 X 10-3 1.45 X 10-6 
Uvol.Samp 25  ml 0.0291 1.16 X 10-3 1.36 X 10-6 
Ustd 0.98 0.00577 5.89 X 10-3 3.47 X 10-5 
Uprec 38.18 0.03032 7.94 X 10-4 6.30 X 10-7 
Urepeat 40.02 0.173 4.33 X 10-3 1.87 X 10-5 
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7.2 ผลการประเมินค่าความไม่แน่นอนของการวัดของวิธีวิเคราะห์หาปริมาณสารออกฤทธิ์ carbosulfan ได้ 
Uncertainty ของวิธีวิเคราะห์ปริมาณสารออกฤทธิ์ carbosulfan เท่ากับ ± 0.36   

7.3 ผลการประเมินค่าความไม่แน่นอนของการวัดของวิธีวิเคราะห์หาปริมาณสารออกฤทธิ์ dimethoate ได้ 
Uncertainty ของวิธีวิเคราะห์หาปริมาณสารออกฤทธิ์ dimethoate เท่ากับ ± 0.48 

7.4 ผลการประเมินค่าความไม่แน่นอนของการวิธีวิเคราะห์หาปริมาณสารออกฤทธิ์ profenofos  ได้ 
Uncertainty ของวิธีวิเคราะห์หาปริมาณสารออกฤทธิ์ profenofos เท่ากับ  ± 0.54  

7.5 ผลการประเมินค่าความไม่แน่นอนของการวิธีวิเคราะห์หาปริมาณสารออกฤทธิ์ glyphosate  ไ ด้  
Uncertainty ของวิธีวิเคราะห์หาปริมาณสารออกฤทธิ์ glyphosate เท่ากับ  ± 0.71 

7.6 ผลการประเมินค่าความไม่แน่นอนของการวิธีวิเคราะห์หาปริมาณสารออกฤทธิ์ carbendazim ได้ 
Uncertainty ของวิธีวิเคราะห์หาปริมาณสารออกฤทธิ์ carbendazim เท่ากับ ± 0.72 
8. สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์หาปริมาณสารออกฤทธิ์ การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธี
วิเคราะห์สารออกฤทธิ์กลุ่มสารก าจัดแมลง : ไตรอะโซฟอส (triazophos), คาร์โบซัลแฟน (carbosulfan), ได
เมโทเอต (dimethoate), โพรฟีโนฟอส (profenofos) กลุ่มสารก าจัดวัชพืช : ไกลโฟเซต (glyphosate) และ
กลุ่มสารป้องกันก าจัดโรคพืช : คาร์เบนดาซิม (carbendazim) ในผลิตภัณฑ์สารป้องกันก าจัดศัตรูพืชของ
ห้องปฏิบัติการ สวพ.3 ตาม Parameter ต่างๆ ประกอบด้วย Specification/Selectivity, Working rang, 
Linearity, Accuracy, Precision, Rugedness, Robustness และได้ท าการทดสอบค่า Uncertainty ได้ผล
การวิเคราะห์ดังแสดงในตารางที่ 54 

 
ตารางที่ 54 แสดงผลการทดสอบค่าทางสถิติต่างๆ ของวิธีวิเคราะห์สารออกฤทธิ์ triazophos, carbosulfan, 

dimethoate, profenofos glyphosate และ carbendazim 
 

Pesticide 
Working Rang 

(mg/ml) 
Linearity 
(mg/ml) 

R2 Precision (HORRAT) 
Robust 
ness 

(HORRAT) 

Rugged 
ness 

(HORRAT) 
% 

Recovery 
 

Ucertainty 
 

      

ในรูป 
Repea 
tability 

ในรูป 
Repro 

ducibility   
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triazophos 0.25–.2.50 0.25–2.00 0.99986 0.17 0.29 0.63 0.27 99.37 ± 0.60 

carbosulfan 0.025–0.25 0.05–0.20 0.99985 0.66 0.48 0.43 0.85 100.06 ± 0.36 

dimethoate 0.25-2.50 0.50-2.50 0.99939 0.42 0.64 0.49 0.47 100.28 ± 0.48 

profenofos 0.25-2.50 0.25-2.50 0.99991 0.35 0.47 0.48 0.57 99.96 ± 0.54 

glyphosate 0.75– 4.00 0.75–2.00 0.99936 0.41 0.57 0.50 0.83 100.05 ± 0.71 

carbendazim 0.025–0.25 0.05–0.20 0.99963 0.58 0.15 0.14 0.07 99.49 ± 0.72 
 

 จากการวิเคราะห์หาปริมาณสารออกฤทธิ์ triazophos, carbosulfan, dimethoate, profenofos 
glyphosate และ carbendazim ผลการวิเคราะห์จากตรวจสอบค่าตาม Parameter ต่างๆ พบว่าให้ค่า 
Working range เป็นเส้นตรงในช่วงความเข้มข้น 0.025-4.000 mg/ml ให้ค่า Linearity ในช่วงความเข้มข้น 
0.050–2.500 mg/ml โดยค่า Correlation of determination (R2) มีค่าระหว่าง 0.99936-0.99991 (เกณฑ์
ยอมรับCorrelation of determination (R2)  0.995) มี Precision ของวิธีวิ เคราะห์ที่ ประเมินด้วยค่า 
HORRAT ของการทวนซ้ า (Repeatability) อยู่ระหว่าง 0.17-0.66 และการท าซ้ า (Reproducibility) อยู่
ระหว่าง 0.15-0.64 การตรวจสอบค่า Robustness มีค่า HORRAT อยู่ระหว่าง 0.14-0.63 และการตรวจสอบ

ค่า Ruggedness มีค่า HORRAT อยู่ระหว่าง 0.07-0.85 (เกณฑ์ยอมรับ HORRAT ≤ 2 (AOAC)) การตรวจสอบ
ความถูกต้อง (Accuracy) จาก %Recovery ที่ความเข้มข้นระดับต่ า กลาง สูง มีค่าระหว่าง 98.01-101.53% 
(เกณฑ์ยอมรับ 98-102% ส าหรับสารที่มีปริมาณมากกว่า 10% (AOAC)) และมีค่าความไม่แน่นอนของการวัด 
(Uncertainty) ของวิธีวิเคราะห์ เท่ากับ ±0.60, ± 0.36, ± 0.48, ±0.54, ± 0.71 และ ± 0.72 ตามล าดับ ผล
การวิเคราะห์ที่ได้อยู่ในเกณฑ์ก าหนดและยอมรับได้ยอมรับได้ตามมาตรฐานสากล ดังนั้น วิธีวิเคราะห์ปริมาณ
สารออกฤทธิ์ triazophos, carbosulfan, dimethoate, profenofos glyphosate และ carbendazim ใน
ผลิตภัณฑ์สารป้องกันก าจัดศัตรูพืชที่ได้เป็นวิธีที่พิสูจน์แล้วว่ามีความถูกต้อง แม่นย า น่าเชื่อถือ อยู่ในเกณฑ์
ก าหนดและยอมรับได้ตามเกณฑ์การยอมรับสากล สามารถน าไปใช้เป็นวิธีมาตรฐานส าหรับวิเคราะห์ทดสอบ 
ของห้องปฏิบัติการวิเคราะห์วัตถุมีพิษการเกษตร กลุ่มพัฒนาการตรวจสอบพืชและปัจจัยการผลิต ส านักวิจัย
และพัฒนาการเกษตรเขตที่ 3 ได้  
9. การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ 

9.1) ได้วิธีวิธีวิเคราะหห์าปริมาณสารออกฤทธิ์ triazophos, carbosulfan, dimethoate, profenofos 
glyphosate และ carbendazim ในผลิตภัณฑ์สารป้องกันก าจัดศัตรูพืช ที่พิสูจน์แล้วว่ามีความถูกต้อง แม่นย า
ตามมาตรฐาน และเป็นที่ยอมรับในระดับสากล 

9.2) สามารถใช้เป็นวิธีมาตรฐาน ส าหรับห้องปฏิบัติการวิเคราะห์วัตถุมีพิษทางการเกษตร ส านักวิจัย
และพัฒนาการเกษตรเขตที่ 3 ในตรวจสอบหาปริมาณสารออกฤทธิ์ triazophos, carbosulfan, dimethoate, 
profenofos glyphosate และ carbendazim ในผลิตภัณฑ์สารก าจัดศัตรูพืชที่จ าหน่ายในท้องตลาด และเพ่ือ
การขอขึ้นทะเบียน 

9.3) เกษตรกรได้ใช้ผลิตภัณฑ์สารก าจัดแมลงที่มีคุณภาพและได้มาตรฐาน 
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9.4) เตรียมความพร้อมของห้องปฏิบัติการวิเคราะห์วัตถุมิพิษทางการเกษตร ส านักวิจัยและพัฒนาการ
เกษตรเขตที่ 3 สู่การรับรองมาตรฐาน ISO/IEC 17025 
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11. ภาคผนวก 

11.1  การค านวณค่า %Relative Percent Different (%RPD) ตามสมการภาคผนวกท่ี 1 

%RPD = [(factor max – factor min)/ factor mean] x 100  สมการภาคผนวกที่ 1 

11.2 การค านวณหา Response factor (f) ตามสมการภาคผนวกท่ี 2 
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f  =  (S x P)     สมการภาคผนวกที่ 2
           Hs  

f  =  ค่า response factor ของสารมาตรฐาน  
S  =  น้ าหนักของสารมาตรฐาน (มิลลิกรัม)  

 P  =  % ความบริสุทธิ์ของสารมาตรฐาน 
        Hs  =  พ้ืนที่ใตพี้ค หรือ ความสูงของพีคของสารละลายมาตรฐาน 

11.3 การค านวณหา % สารออกฤทธิ์ของวัตถุอันตรายทางการเกษตรในตัวอย่างผลิตภัณฑ์วัตถุอันตราย
ทางการเกษตร ตามสมการภาคผนวกที่ 3 

% W/W สารออกฤทธิ์  = (Hw x f)  สมการภาคผนวกที่ 3 
             w     

Hw  =  พ้ืนที่ใตพี้ค หรือ ความสูงของพีค ของสารละลายตัวอย่างผลิตภัณฑ์ 
f     =  ค่าเฉลี่ย Response factor 
w    =  น้ าหนักของตัวอย่างผลิตภัณฑ์ (มิลลิกรัม) 

11.4 การค านวณค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพันธ์ (% RSD) ตามสมการภาคผนวกท่ี 4 
% RSD  =    SD   x 100    สมการภาคผนวกที่ 4 

            X  
11.5 การค านวณหาค่า HORRAT ค านวณโดยใช้สมการภาคผนวกท่ี 5 

HORRAT =  % RSD experimental       สมการภาคผนวกที่ 5 
            Predicted Horwitz RSD   

11.6 การค านวณ Predicted Horwitz RSD ตามสมการภาคผนวกที่ 6 
Predicted Horwitz RSD = 0.66 x 2(1-0.5 log C)  สมการภาคผนวกที่ 6 

เมื่อค่า C = concentration ration 

11.7 การค านวณ % recovery ตามสมการภาคผนวกท่ี 7 

%Recovery = [(Conc. spike sample – Conc. original sample)/Conc. added] x100 สมการภาคผนวกที่ 7 

 
 

11.8  เกณฑ์การยอมรับ Recovery  
The AOAC Manual for the Peer Verified Methods Program (1993) ได้ก าหนดแนวทาง 

ส าหรับพิจารณาการยอมรับ %recovery โดยทั่วไป ตามตารางที่ภาคผนวก 1 (ทิพวรรณ, 2549) 
 
ตารางภาคผนวก 1 Analyte recovery ที่ความเข้มข้นต่างๆ (ตาม AOAC) 
 

ความเข้มขน้ของ analyte % Recovery 
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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 

11.9 ค่าครึ่งชีวิตของ dimethoate ในสิ่งแวดล้อม 
 

ตารางภาคผนวก 2 ค่าครึ่งชีวิตของ dimethoate ในสิ่งแวดล้อม 
 

สิ่งแวดล้อม ค่าคร่ึงชีวิต ค าอธิบาย 

อากาศ 0.269-4.69 ช่ัวโมง ค่าครึ่งชีวิตของ dimethoate  ในอากาศค านวณจากปฏิกิริยาออกซิเดชันโดย

แสง (photooxidation) 

น้ าผิวดิน 11-56 วัน ค่าครึ่งชีวิตของ dimethoate  ในน้ าผิวดินค านวณจากปฏิกิริยาย่อยสลายโดย

ชีวภาพแบบใช้ออกซิเจน (aerobic biodegradation) 

น้ าใต้ดิน 22-112 วัน ค่าครึ่งชีวิตของ dimethoate  ในน้ าใต้ดินค านวณจากปฏิกริิยาย่อยสลายโดย

ชีวภาพแบบใช้ออกซิเจน (aerobic biodegradation) 

ดิน 11-37 วัน ค่าครึ่งชีวิตของ dimethoate ในดินค านวณจากการศึกษาในตัวอยา่งดิน 

 


