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5. บทคัดย่อ 
                  การพัฒนาและตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์สารพิษตกค้าง ในพืชที่มีความเป็นกรดสูง โดย
วิธี QuEChERS   (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe) โดยใช้เครื่องแกสโครมาโตกราฟ(Gas 
chromatography)ที่มีหัวตรวจวัดชนิด  Flame Photometric Detector (FPD) และ Micro-cell Electron 
Capture Detector ( µECD) เพ่ือให้ได้วิธีการตรวจวิเคราะห์ที่เหมาะสมและมีประสิทธิภาพ โดยใช้ส้มเปลือกล่อน
(Mandalins)เป็นตัวแทนของในพืชตระกูลส้ม( citrus fruits)  ใช้วิธีการตรวจวิเคราะห์โดยรวมตามวิธี QuEChERS  
สกัดตัวอย่างด้วย acetonitrile   magnesium sulfate และ sodium chorlide   จากนั้นขจัดสิ่งรบกวน( clean 
up) ด้ ว ย   primary secondary amine แ ล ะ  magnesium sulfate ต ร ว จ วิ เ ค ร า ะ ห์ ส า ร พิ ษ ก ลุ่ ม

ออร์กาโนฟอสฟอรัส  ออร์กาโนคลอรีน และ ไพรีทรอยด์ จ านวน 5 ชนิดได้แก่ diazinon ɑ-Endosulfan   β-
Endosulfan Endosulfan sulfateและ Bifenthrin  ค่าขีดจ ากัดของการวัดเชิงปริมาณ (Limit of quantitation, 
LOQ) มีค่าเท่ากับ0.05, 0.01, 0.01, 0.02และ 0.02mg/kg ตามล าดับ  ผลการทดสอบความแม่น(accuracy)  ได้
ค่า% recovery ในช่วง 70-110  มีความเที่ยง ( precision) แสดงด้วยHORRAT อยู่ในช่วง 0.2-1.2  จากผลการ
ทดสอบพบว่าวิธีดังกล่าวสามารถน าไปตรวจวิเคราะห์สารพิษตกค้างในพืชที่มีความเป็นกรดสูงได้  
 
6.ค าน า   

 วิธีการตรวจวิเคราะห์สารพิษตกค้างโดยรวม (Multiresidues method) ในอาหาร ส่วนใหญ่จะเป็น
วิธีการสิ้นเปลืองเวลาและแรงงานในการตรวจวิเคราะห์ เพราะความซับซ้อนของโครงสร้างสารของวัตถุมีพิษและ
องค์ประกอบของสารที่มีในตัวอย่างท าให้การตรวจวิเคราะห์มีความยุ่งยาก จ าเป็นต้องใช้สารเคมีหลายชนิด ทั้งใน



ขั้นตอนการสกัดตัวอย่างและการก าจัดสิ่งปนเปื้อน เพ่ือให้ได้ประสิทธิภาพของผลของการคืนกลับได้ของวิธี
วิเคราะห์ที่ให้ค่าสูงสุด   จนในปี2003 Anatassiades และคณะได้น าเสนอวิธีตรวจวิเคราะห์สารพิษตกค้างโดยรวม
แบบใหม่ชื่อ QuEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe) ซึ่งได้พัฒนาวิธีการนี้ขึ้นเพ่ือใช้
แทนวิธีการวิเคราะห์สารพิษตกค้างโดยรวมแบบที่ใช้กันอยู่เดิมซึ่งสิ้นเปลืองเวลาและใช้สารเคมีจ านวนมาก โดยใช้
วิธีการสกัด(extraction) ด้วย acetonitrile  แยกส่วนสารสกัด(liquid-liquid partition)  ด้วย magnesium 
sulfate แ ล ะ  sodium chloride ก าจั ด สิ่ งป น เปื้ อ น (clean-up)ด้ วย magnesium sulfate แ ล ะ  primary 
secondary amine  ตรวจวัดด้วยเครื่อง Gas chromatography/Mass Spectrometry (GC/MS)  ซึ่งใช้ปริมาณ
ตัวอย่างและสารสกัดที่น้อยกว่าวิธีสกัดแบบเดิม ไม่ต้องใช้อุปกรณ์และเครื่องแก้วหลายชนิด ใช้เพียงการเขย่าด้วย
มือหรือเครื่องเขย่า และการตกตะกอนด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยง(centrifuge) ซึ่งลดค่าใช้จ่ายและปริมาณของเสียที่เกิด
จากการสกัดตัวอย่าง ได้เป็นจ านวนมาก 
                     การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธี (method validation) คือการยืนยันโดยการตรวจสอบ และ 
จัดท าหลักฐานที่เป็นวิทยาศาสตร์ที่พิสูจน์ได้ว่า วิธีที่วางแผนจะทดสอบนั้นเป็นไปตามข้อก าหนดที่วางไว้  ผล
วิเคราะห์ต้องให้ข้อมูลที่แสดงว่าวิธีที่ใช้ทดสอบนั้นมีความเหมาะสม ถูกต้อง แม่นย า ที่ระดับความเข้มข้นที่
เหมาะสมกับชนิดของพืชหรือสิ่งที่ทดสอบ  ในสถานการณ์โลกปัจจุบันแต่ละประเทศทั่วโลกพยายามใช้วิธีกีดกัน
การค้าโดยทางอ้อม โดยใช้ข้อมูลด้านสุขอนามัยของประชาชนแต่ละประเทศเป็นข้อก าหนด  ท าให้ข้อมูลจากผล
การวิเคราะห์ถูกน ามาเป็นข้ออ้างในการตรวจสอบสินค้าในการค้าระหว่างประเทศ ซึ่ งจ าเป็นต้องพิสูจน์ให้เห็นว่า 
การตรวจวิเคราะห์นั้นเป็นไปตามหลักมาตรฐานสากล     
                 ตามข้อก าหนดของOECDในเอกสารหมายเลข72 ชุดของpesticide หมายเลข 39และ SANCO 
2011 ได้แบ่งกลุ่มของตัวแทนพืช ได้แก่ ผัก ผลไม้ ธัญพืชและเนื้อสัตว์ เป็นกลุ่มย่อยๆ10 กลุ่ม ได้แก่ พืชที่มี
ปริมาณน้ าสูง พืชที่มีปริมาณน้ ามันสูง พืชที่มีแป้งและหรือโปรตีนและมีปริมาณน้ าน้อย  พืชที่มีความเป็นกรดสูง
และมีปริมาณน้ ามาก เป็นต้น โดยพืชในกลุ่มมีความเป็นกรดสูงนี้มีตัวแทนคือพืชตระกูลส้ม(citrus fruit)  พืชที่ที
ผลเล็กและกลุ่มเบอรี่ จึงเลือกส้มเปลือกล่อน(Mandalins)เป็นตัวแทน และท าการทดสอบพืชที่มีความเป็นกรดสูง
โดยวิธีวิเคราะห์ดังกล่าว เพ่ือศึกษาความเป็นไปได้ในการน ามาปรับใช้ ในงานตรวจวิเคราะห์สารพิษตกค้างของ
กลุ่มวิจัยวัตถุมีพิษการเกษตร ส านักวิจัยพัฒนาปัจจัยการผลิตทางการเกษตร  กรมวิชาการเกษตร 
 
7.วิธีด าเนินการ 
-อุปกรณ์ 
     1. สารมาตรฐาน กลุ่มสารออร์กาโนฟอสฟอรัส ออร์กาโนคลอรีน และ ไพรีทรอยด์ 5 ชนิด ความ
บริสุทธิ์ 93.5-98.9%  ผลิตภัณฑ์ของ  Dr.Ehrenstorfer 
               2.  สารเคมีได้แก่ acetonitrile, ethyl acetate, hexane, magnesium sulfate, sodium 
chloride, sodium sulfate,  SPE sorbent  ชนิด primary-secondary-amine  (PSA)          

                           3.เครื่องแก้วและวัสดุวิทยาศาสตร์ ได้แก่ volumetric flask, volumetric pipette, beaker,   



   cylinder,  
                funnel, round bottom flask, centrifuge tubes  ขนาด1.5 และ 50 ml, vials for GC ขนาด 1.5 ml,   
              auto-pipette ขนาด 0.1- 1 ml และ 1-10 ml  

                4 .เครื่องมือวิทยาศาสตร์  ได้แก่  เครื่องชั่งไฟฟ้าทศนิยม 5 ต าแหน่งและ2 ต าแหน่ง, Food 
processor, Vortex mixer, เครื่องcentrifuge 
                5 . เครื่องตรวจวิเคราะห์ชนิดและปริมาณสารพิษตกค้างของวัตถุมีพิษเครื่องGas Chromatography 
รุ่ น 6890N Agilent Technologies) ที่ มี หั ว ต รวจ วั ด 2 ช นิ ด คื อ  Flame Photometric Detector (FPD)ใช้ 
analytical column: DB-1701P  ความยาว 30 m.  0.25 mm id. 0.25µm film thickness และชนิดMicro-
cell Electron Capture Detector (µECD) และใช้ analytical column:  HP-Ultra 1 ความยาว 25 m.  0.32 
mm id. 0.17µm film thickness carrier gas: He  1.2  ml/min    ก าหนดสภาวะของเครื่องมือดังนี้  
                        Inlet: Splitless at 250 º C 
                        Oven: Initial temp. 100 º C hold 1 min, ramp 15 º C / min to 180 hold 3 min , 
ramp 25 º C / min to 250 hold 35 min, ramp 30 º C / min to 260 hold 2min 
                        Detector: 1.FPD with H2 flow 150.0 ml/min, Air flow 110.0 ml/min and N2 make 
up flow 60 ml/min.  2. µECD with N2 make up flow 60 ml/min.  
วิธีการ 
1. ค้นคว้าเอกสารและวางแผนการการทดลอง  
2.  เตรียมสารมาตรฐานกลุ่มต่างๆที่ใช้ทดสอบคือ ออร์กาโนฟอสฟอรัส ออร์กาโนคลอรีน และ ไพรีทรอยด์ ที่ใช้ใน
การทดสอบให้มีความเข้มข้นระหว่าง 0.02-2.0 ug/ml ส าหรับ diazinon ที่เป็นตัวแทนกลุ่มออร์กาโนฟอสฟอรัส

ความเข้มข้นระหว่าง 0.01-1.0 ug/ml ส าหรับ ɑ-Endosulfan   β-Endosulfan Endosulfan sulfateที่เป็น
ตัวแทนกลุ่มออร์กาโนคลอรีนและความเข้มข้นระหว่าง 0.02-2.0 ug/ml ส าหรับ Bifenthrinที่เป็นตัวแทนกลุ่มไพรี
ทรอยด์ 
3. เลือกตัวอย่างพืชที่เป็นตัวแทนของพืชมีความเป็นกรดสูง เช่น ส้มเปลือกล่อนซึ่งท าการวัด pH ได้4 ท าการ

ทดสอบ fortified sample ที่ระดับความเข้มข้นต่าง 3ระดับ คือ 0.010 0.100 และ0.200 mg/kg ส าหรับ ɑ-

Endosulfan   β-Endosulfan 0.025 0.250 0.500 mg/kg ส า ห รั บ  Endosulfan sulfate  0.025 0.050 
0.500 mg/kg ส าหรับ Bifenthrin และ 0.050 0.100 0.200 ส าหรับ diazinon ลงในตัวอย่างส้ม ความเข้มข้น
ระดับละ 6ซ้ า  
    3.1  การสกัดโดยวิธQีuECHERSจาก Anastassiades, 2003 
                 ชั่งตัวอย่าง  10 g ใส่ centrifuge  tubes  ขนาด 50 ml   สกัดตัวอย่างด้วย acetonitile  จ านวน
10ml  แล้วเขย่าด้วย vortex  mixer ที่ความเร็วรอบสูงสุด 1 นาที  เติม NaCl 1.0 g  และ MgSO4 4 g เขย่าด้วย 
vortex mixer นาน 1 นาทีน าไป centrifuge ที่ความเร็วรอบ4,000 rpm. นาน   5 นาที จากนั้นน าไปขจัดสาร
รบกวนโดยใช้ autopipette  ดูดสารละลายส่วนบนตัวอย่าง 1 mlใส่ micro centrifuge tube 1.5 ml ที่ ใส่  
PSA  0.025 g  MgSO4 0.15 g   เขย่าด้วย vortex   30 วินาที  น าไป centrifuge อีกครั้ง จากนั้นใช้ auto 



pipette ดูดสารละลายส่วนบน  ปริมาตร 0.5  ml น าไปลดปริมาตรด้วยแกสไนโตรเจนจนแห้งแล้วปรับปริมาตร
เป็น0.5 ml ด้วย ethyl acetateใส่ GC-vial น าไปตรวจวิเคราะห์ด้วย GC-FPD ส่วนตัวอย่างส าหรับตรวจ
วิเคราะห์ด้วย GC- µECD ท าขั้นตอนการขจัดสารรบกวนเช่นเดียวกับตัวอย่างส าหรับ GC-FPD แต่เปลี่ยนตัวท า
ละลายในการปรับปริมาตรเป็น hexane 

4. การทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ (Method Validation) 
            4.1 การทดสอบและประเมินค่า Performance Characteristics ต่างๆ 
            ทดสอบค่าที่เกี่ยวข้องกับการวิเคราะห์ได้แก่  Range, Linearity, Accuracy, Precision, Limit of 
Quantification (LOQ) และ Limit of  Detection (LOD)  
              4.1.1 Range / Linearity 
                  ทดสอบ  sample blank และ  fortified sample blank   รวม 5 ระดับให้ครอบคลุมช่วงการ
วิเคราะห์ ความเข้มข้นละ 1 ซ้ า น าค่าความเข้มข้นของ fortified sample และค่า response ไปเขียนกราฟและ
ค านวณค่า correlation coefficient (R2)   จากความสัมพันธ์เชิงเส้น ใช้ เกณฑ์การยอมรับ ค่า R2  ≥  0.995 
(Codex, 2003) 
              4.1.2 Accuracy 
                  การตรวจสอบAccuracyใช้ เกณฑ์ ก าหนด คือ mean recovery อยู่ ระหว่าง70 – 110%                       
(FAO/IAEA/AOAC/IUPAC 1999, Ambrus 2000)   ท าการทดสอบ fortified sample ที่ระดับความเข้มข้น 3 
ระดับ คือ ต่ า กลาง สูง ลงในตัวอย่างส้มความเข้มข้นระดับละ 6 ซ้ า  
             4.1.3.Precision  
                    การทดสอบความเที่ ยงของการวิ เคราะห์ ใช้ การทวนซ้ า ( repeatability)แส ด งผ ล ใน รูป

ของ%RSDr(Relative Standard Deviation)  ท าการทดสอบ fortified sample ที่ความเข้มข้น 3 ระดับ ลงใน
ตัวอย่างส้มความเข้มข้นระดับละ6 ซ้ า น าไปวิเคราะห์ตัวอย่างแล้วน ามา ค านวณหาค่า % RSDr  ตามวิธี ISO-
5725-2ประเมินการยอมรับโดยเปรียบเทียบกับค่าที่ได้ค านวณจากสมการHorwitz (Horwitz’s equation)ซึ่ง
เกณฑ์ก าหนด คือ % RSDr ค่านี้ต้องน้อยกว่าค่า% RSDHorwitz ซึ่งได้จากการค านวณจากสมการ Horwitz  
                    สมการ Horwitz ส าหรับ repeatability    % RSDr  = 0.66 x 2 ( 1-0.5log C)    
นอกจากนี้ยังใช้เกณฑ์พิจารณาค่าความเที่ยงจากค่าท่ีได้จากการค านวณค่าHORRATหรือ Horwitz ratio น้อยกว่า 
2 (AOAC, 2002) เป็นเกณฑ์ยอมรับด้วย                                                                                   
       4.1.4  Limit of Quantitation ( LOQ )  

           เป็นความเข้มข้นต่ าสุดของสารที่สนใจในตัวอย่างที่วิธีทดสอบสามารถตรวจวัดได้ที่ความเข้มข้นระดับ
นี้สามารถรายงานเป็นปริมาณที่มีความแม่นและความเที่ยงในระดับที่ยอมรับได้ ทดสอบ fortified sample ที่
ระดับความเข้มข้น 0.01-0.02 mg/kg ส าหรับกลุ่มออร์กาโนคลอรีน ระดับความเข้มข้น0.05 mg/kg ส าหรับกลุ่ม
ออรกาโนฟอสฟอรัสและระดับความเข้มข้น0.02 mg/kg ส าหรับกลุ่มไพรีทรอยด ์ในตัวอย่างส้มจ านวน 6 ซ้ า  
      4.1.5  Limit of Detection ( LOD )   



           เป็นความเข้มข้นต่ าสุดของสารที่สนใจในตัวอย่างที่วิธีทดสอบสามารถตรวจวัดได้   การทดสอบ  LOD 
สามารถท าได้หลายวิธีโดยเลือกใช้จากความเหมาะสมและเป็นไปได้ เนื่องจากการทดสอบทางเคมีการท าซ้ ามากๆ
จ าเป็นต้องใช้ตัวอย่างปริมาณมาก เสียค่าใช้จ่ายและเสียเวลาโดยไม่จ าเป็น การแจกแจงของข้อมูลถือว่าเป็นแบบ 
t-distribution ดังนั้น LOD  จึงเท่ากับ t(one tail 0.01, n-1) x SD เพ่ือให้ค่า t มีค่าเท่ากับ 3 โดยประมาณจึงต้องมีการ
ทดสอบ 7-10 ซ้ า (ทิพวรรณ, 2549)     ค่า LOD ของแต่ละสารได้จากการค านวณค่า standard deviation (SD) 
ของตัวอย่างที่ความเข้มข้นต่ าสุดที่ใช้ทดสอบ ซึ่งต้องมีผลทดสอบผ่านเกณฑ์ที่ก าหนดคือมีผลทดสอบค่าเฉลี่ยของ  
recovery  อยู่ในช่วง 70-110 %[truness, 96/46 EC] ค่าaccuracyและ precisionและอยู่ในเกณฑ์ยอมรับคือ 
%RSD น้อยกว่า 20% [repeatability, 96/46EC]     (FAO/IAEA/AOAC/IUPAC, 1999)และ HORRATไม่เกิน2 
(AOAC, 2002) จึงค านวณค่า LOD จากสูตร LOD = 3 x SD  
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8. ผลการทดลองและวิจารณ์ 
 ผลการการตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์สารพิษชนิดต่างๆในส้มโดยวิธีQuEChERSด้วยGas 
Chromatographyการทดสอบและประเมินค่า Performance Characteristics ต่างๆ ได้แก่  Range, Linearity, 
Accuracy, Precision, LOQ และ LOD มีผลการทดสอบดังนี้ 

1.  Range และ linearity   ผลการประเมิน ค่า Correlation coefficient (R2)  จากความสัมพันธ์เชิง
เส้น  ใช้เกณฑ์ ยอมรับ ค่า R2  ≥  0.995  พบว่าการวิเคราะห์สารกลุ่มออร์กาโนฟอสฟอรัส ออร์กาโนคลอรีน และ
ไพรีทรอยด์มี ค่า R2  ≥  0.995 และมี range อยู่ในช่วงต่างๆตามแต่ชนิดของสาร ดังนี้ diazinon 0.02-2.0 

mg/kg   ɑ-Endosulfan,   β-Endosulfan, Endosulfan sulfate 0.01-1.0 mg/kg Bifenthrin 0.02-2.0 
mg/kg    

2. Accuracy  การตรวจสอบ accuracy ใช้เกณฑ์ยอมรับคือ ค่าเฉลี่ยของ recovery อยู่ระหว่าง 70 – 
110% จากการวิเคราะห์ส้มที่เติมสารมาตรฐาน พบว่ามีความแม่นจาก%recovery ในช่วง 78-107%  
         3. Precision การตรวจสอบ precision ใช้เกณฑ์ยอมรับจากค่า relative standard deviation 
%RSDHorwitz และHORRATพบว่าวัตถุมีพิษท่ีทดสอบที่มีผลทดสอบอยู่ในเกณฑ์ยอมรับดังกล่าว คือ %RSD น้อย
กว่า %RSD Horwitz และมีค่า HORRAT ≤ 2 รวม ตามตารางที่ 1  
           4. Limit of Quantitation (LOQ) จากการทดสอบพบว่า fortified sample blank ด้วย ความเข้มข้น
ระดับ 0.01-0.05 mg/kg ซึ่งเป็นระดับต่ าสุดที่ใช้ในการวิเคราะห์สารกลุ่มออร์กาโนฟอสฟอรัส ออร์กาโนคลอรีน 
และไพรีทรอยด์นี้สามารถรายงานเป็นปริมาณที่มีความแม่นและความเที่ยงในระดับที่ยอมรับได้ทดสอบมีค่า%RSDr 

≤ %RSD Horwitz และ มีค่า HORRAT ≤ 2 โดยมีค่า LOQ ดังนี้ diazinon 0.05mg/kg  ɑ-Endosulfan ,  β-
Endosulfan 0.01mg/kg Endosulfan sulfate 0.02mg/kg bifenthrin 0.02 mg/kg 



          5. Limit of Determination (LOD) ผลของการทดสอบกลุ่มสารต่างๆที่ผ่านเกณฑ์ทดสอบ accuracy 
และ precision ตามเกณฑ์ท่ีก าหนดดังกล่าว พบว่ามีค่า LOD อยู่ในช่วง0.002-0.02mg/kg (ตารางที่ 1 ) 
    
ตารางท่ี 1   ผลการทดสอบความแม่นและความเท่ียงของวิธีวิเคราะห์ตัวอย่างส้มโดยวิธีเQuECHERS 

No. Pesticide 
Spike 
level 

% Recovery 
(n=6) % RSD HORRAT LOD LOQ 

  
 

(mg/kg) mean ± SD 
   

  
          

  
  

1 ɑ-Endosulfan 0.010 78 ± 0.001 9.6 0.5 0.002 0.010 

  
 

0.100 83 ± 0.007 8.6 0.6 
 

  

  
 

0.200 85 ± 0.017 9.9 0.7 
 

  

2 β-Endosulfan 0.010 83 ± 0.008 19.4 0.9 0.005 0.010 

  
 

0.100 84 ± 0.002 9.5 0.6 
 

  

  
 

0.200 99 ± 0.013 6.6 0.5 
 

  

3 Endosulfan sulfate 0.025 83 ± 0.008 15.5 0.9 0.005 0.025 

  
 

0.250 84 ± 0.002 9.5 0.6 
 

  

  
 

0.500 99 ± 0.013 6.6 0.5 
 

  

4 bifenthrin 0.025 80± 0.024 10.1 0.6 0.006 0.025 

  
 

0.050 85 ± 0.002 5.8 0.4 
 

  

  
 

0.500 86 ± 0.059 13.7 1.2 
 

  

5 diazinon 0.050 100 ± 0.053 6.6 0.4 0.016 0.050 

  diazinon 0.100 107 ± 0.004 3.3 0.2 
 

  

  diazinon 0.200 104 ± 0.016 7.8 0.6     
 
9.สรุปผลการทดลอง 
                         วัตถุมีพิษท่ีน ามาทดสอบ 5 ชนิดผ่านเกณฑ์ทดสอบได้ทั้งหมด ตามพารามิเตอร์ต่างๆที่ก าหนด
คือ range/linearity มีค่าR2  ≥  0.995  การทดสอบค่า accuracy และ precision อยู่ในเกณฑ์ยอมรับคือ mean 
recovery  อยู่ในช่วง70-110%  ค่า HORRAT ไม่เกิน 2   ค่า% RSD ของrepeatability น้อยกว่า 20%  โดยมีค่า 
LOQ อยู่ในช่วง 0.01-0.05mg/kg   

 
10.การน าไปใช้ประโยชน์ 



      ได้ข้อมูลการตรวจสอบความใช้ได้ของวิเคราะห์สารพิษชนิดต่างๆในส้มโดยวิธีQuEChERSด้วยGas 
Chromatography ตามค่าพารามิเตอร์ต่างๆที่ก าหนดส าหรับวิธีการตรวจสอบความใช้ได้ เพ่ือน าไปขยายขอบข่าย
การตรวจวิเคราะห์สารพิษตกค้างในผลไม้เพ่ือการรับรองส าหรับการส่งออก และเผยแพร่ให้หน่วยงานที่เกี่ยวข้อง
กับการตรวจวิเคราะห์สารพิษตกค้างของกรมวิชาการเกษตร และผู้สนใจต่อไป 
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