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5. บทคัดย่อ 

การทดลองฉบับนี้ได้ท าการตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีการวิเคราะห์สารพิษตกค้างกลุ่มคาร์บาเมทในพริก 9 ชนิด 

ได้แก่ แอลดิคาร์บ, คาร์บาริล, คาร์โบฟูแรน, คาร์โบฟูแรน-3-ไฮดรอกซิล, ฟิโนบูคาร์บ, ไอโซโฟรคาร์บ, เมโทมิล, เมทิ

โอคาร์บ, โปรมีคาร์บ เพ่ือขอการรับรองห้องปฏิบัติการของสวพ.2 ซึ่งเป็นกระบวนการที่พิสูจน์ว่าวิธีการวิเคราะห์มี

ความเหมาะสมที่จะน าไปใช้ตามวัตถุประสงค์ที่ต้องการใช้งานหรือไม่ ซึ่งคุณลักษณะเฉพาะของวิธีที่ท าการตรวจสอบ

ได้แก่ ช่วงการใช้งาน (Working Range), ความสัมพันธ์เชิงเส้นตรง (Linearity), ความแม่น (Accuracy), ความเที่ยง 

(Precision), ขีดจ ากัดในการตรวจพบ  (Limit of Detection), และขีดจ ากัดในการวัดเชิงปริมาณ  (Limit of 

Quantitation) เทคนิคการเตรียมตัวอย่างส าหรับใช้ตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีการวิเคราะห์สารพิษตกค้างกลุ่มคาร์

บาเมทในพริก คือ liquid liquid extraction (LLE) และ dispersive solid phase extraction (d-SPE) ซึ่งดัดแปลง



มาจากวิธี Steinwandter H. กับวิธี QuEChERS ก่อนการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 

(High Performance Liquid Chromatograph) ผลการศึกษาคุณลักษณะเฉพาะของวิธีโดยการหาค่าความแม่นให้ค่า

การน ากลับคืนมาทุกสารพิษตกค้างกลุ่มคาร์บาเมทที่ความเข้มข้นระดับต่ ามีค่าอยู่ในช่วง 60-120%, ที่ความเข้มข้น

ระดับกลางให้ค่าการน ากลับคืนมาอยู่ในช่วง 70-94%, และที่ความเข้มข้นระดับสูงให้ค่าการน ากลับคืนมาอยู่ในช่วง 

70-93% ขีดจ ากัดของการตรวจพบมีค่า 0.005µg/g ยกเว้นเมโทมิลมีค่า 0.007µg/g, ขีดจ ากัดของการหาเชิงปริมาณมี

ค่า 0.01 µg/g ยกเว้นเมโทมิลมีค่า 0.02µg/g, ความเที่ยงโดยใช้ HORRAT ประเมินค่าได้น้อยกว่า 2 ทุกตัว และมีช่วง

การใช้วิเคราะห์สารพิษตกค้างกลุ่มคาร์บาเมทในพริกที่ 0.01-1.50µg/g สรุปได้ว่าแนวทางการตรวจสอบความใช้ได้

ของวิธีที่ใช้วิเคราะห์สารพิษตกค้างกลุ่มคาร์บาเมทในพริกสามารถประยุกต์ใช้กับการปฏิบัติงานจริงได้  

 

6. ค าน า 

ปัจจุบันการด าเนินกิจกรรมหลายๆ อย่างต้องอาศัยผลการวิเคราะห์ทางวิทยาศาสตร์จากห้องปฎิบัติการ  ซึ่งผล

การวิเคราะห์ทดสอบต่างๆ เหล่านี้จะมีผลกระทบโดยตรงต่อการน าผลการวิเคราะห์ไปใช้ประโยชน์ ผู้ท าการวิเคราะห์

จึงต้องวิเคราะห์ให้ได้ผลที่มีความถูกต้องแม่นย า น่าเชื่อถือ ดังนั้นเพ่ือเป็นการตอบสนองต่อความต้องการของลูกค้า 

ห้องปฏิบัติการวิเคราะห์จึงต้องแสดงความเป็นมืออาชีพในงาน โดยการรายงานผลที่ชัดเจน และสรุปผลอย่างเหมาะสม 

ที่ส าคัญห้องปฏิบัติการต้องมีหลักฐานที่แสดงว่าวิธีที่วิเคราะห์มีความเหมาะสมตรงตามวัตถุประสงค์ที่ต้องการ นั้นก็คือ

การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีก่อนน าไปใช้งาน เพ่ือให้ผู้ใช้ผลการทดสอบมีความมั่นใจ และช่วยลดข้อผิดพลาดในการ

ตัดสินใจ  

ห้องปฏิบัติการกลุ่มพัฒนาการตรวจสอบพืชและปัจจัยการผลิต ส านักวิจัยและพัฒนาการเกษตรเขตที่ 2 

พิษณุโลก กรมวิชาการเกษตร ได้ตระหนักความส าคัญดังกล่าว จึงได้ท าการตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีการวิเคราะห์

สารพิษตกค้างกลุ่มคาร์บาเมทในพริก เพ่ือเป็นการสร้างหลักประกันคุณภาพผลการวิเคราะห์ว่ามีความถูกต้อง 

น่าเชื่อถือตามหลักวิชาการ นอกจากนี้เพ่ือเตรียมความพร้อมของห้องปฏิบัติในการยื่นขอรับรองความสามารถของ

ห้องปฏิบัติการทดสอบตามมาตรฐาน ISO/IEC17025 ต่อไป หวังเป็นอย่างยิ่ งว่าการทดลองฉบับนี้ จะท าให้

ห้องปฎิบัติการของกรมวิชาการเกษตรและลูกค้าได้รับประโยชน์และความสะดวกในการให้บริการตรวจวิเคราะห์ ได้

อย่างมีประสิทธิภาพ 

 

 

 



7. วิธีการด าเนินการ 

7.1 อุปกรณ์และเครื่องมือ 

7.1.1 เครื่อง High Performance Liquid Chromatograph (HPLC) ยี่ห้อ Agilent technologies รุ่น 

1100  แบบ Quaternary pump ประกอบด้วย FLD detector ที่ต่อเข้ากับเครื่อง Post column derivatizer ยี่ห้อ 

Pickering Laboratories-PCX 5200 ใช้ส าหรับวิเคราะห์สารก าจัดศัตรูพืชกลุ่มคาร์บาเมท 

7.1.2 เครื่องชั่งทศนิยม  2 ต าแหน่ง ยี่ห้อ Mettler Toledo  ช่วงการใช้งาน 0.5- 1500 กรัม  

7.1.3 เครื่องชั่งทศนิยม 4 ต าแหน่ง ยี่ห้อ  Mettler Toledo ช่วงการใช้งาน 10 มิลลิกรัม- 220 กรัม  

7.1.4 เครื่องลดปริมาตรตัวท าละลายแบบลดความดัน (Rotavapor Evaporator) ยี่ห้อ Buchi mode R-

200 model B-490 rang 20-180 oC พร้อม cooling system   รุ่น CTL 911 

7.1.5 เครื่องลดปริมาตรตัวท าละลายแบบ Nitrogen-Evaporator (N2-Evaporator) ยี่ห้อ 

Organomation Associates Inc. 

7.1.6 เตาอบ (Oven) ยี่ห้อ  Memmert ชนิด/แบบ UE600 5 oC – 350 oC 

7.1.7 เครื่องปั่นตัวอย่าง (Food chopper) ยี่ห้อ Robot  coupe รุ่น R201 Ultra 

7.1.8 เครื่องผสมตัวอย่าง (Homogenizer) ยี่ห้อ IKA  Model T25 basic ความเร็วรอบ 8,000 - 24,000 

รอบ/วินาที  

7.1.9 เครื่องหมุนเหวี่ยงความเร็วรอบสูงชนิดควบคุมอุณหภูมิ (Centrifuge) ยี่ห้อ Napco millenium-

2028R รุ่น 2028R 

7.1.10 เครื่องผสมสารละลาย (Vortex Mixer) ยี่ห้อ Labnet รุ่น VX 100 

7.1.11 อุปกรณ์ดูด-จ่ายสารละลายอัตโนมัติ (Solvent dispenser) ขนาด 10 mL, 50 mL, 100 mL  

7.1.12 ปิเปตดูด-จ่ายสารละลายอัตโนมัติชนิดปรับปริมาตรได้ (Automatic pipette) ช่วงการใช้งาน 10-

100µL, 200-1000 µL, 1-10 mL  

7.1.13 ขวดปรับปริมาตร (Volumetric flask) ขนาด 5,  25 mL 

7.1.14 ขวดแก้วรูปชมพู่ ฝาเกลียว (Erlenmeyer flask  with screw cap) ขนาด 250 mL 

7.1.15 บีกเกอร์ (Beaker) ขนาด 50, 100, 500 mL 

7.1.16 ขวดกลั่นสารก้นแบน (Flat bottom flask) ขนาด 250 mL 

7.1.17 กรวยแก้ว (Glass funnel) ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 12 mm 

7.1.18 ขวดแลป (Laboratory bottle) ขนาด 250 mL 



7.1.19 หลอดเซนติฟิวพลาสติกแบบมีฝาปิด (Centrifuge Tube) ขนาด 15 mL 

7.1.20 Autosampler vial ขนาด  2 mL 

7.1.21 Syringe filter; Membrane Nylon, Pore size 0.2 µm, Diameter 13 mm 

7.2 สารเคมี 

 สารมาตรฐานและสารเคมีที่ใช้ในการทดลองนี้ แสดงในตาราง 7.1 และ 7.2 

ตาราง 7.1  รายการสารมาตรฐานa  

Chemicals %Purity 

1)  Aldicarb  

2)  Carbaryl  

3) Carbofuran  

4) Carbofuran-3 OH  

5) Fenobucarb  

6) Isoprocarb  

7) Methomyl  

8) Methiocarb  

9) Promecarb  

98.7 

99.5 

98.7 

97.5 

91.8 

95.5 

94.5 

99.5 

98.8 

  a all pesticides were supplied from Dr. Ehrenstorfer (Germany)  

 

 

 

 

 

 

 



ตาราง 7.2   รายการสารเคมี  

Chemicals Suppliers 

1) Acetone  (analytical grade)   

2) Dichloromethane  (analytical grade) 

3) Acentonitrile (analytical grade) 

4) Ethylacetate  (pesticide grade) 

5) Methanol  (HPLC grade) 

6) Sodium chloride  

7) Sodium sulfate anhydrous ขนาด 12-60 mesh (pesticide grade)  

8) Primary secondary amine (PSA) sorbent; 40µm particle size  

9) Graphitized carbon black (GCB) sorbent; 120/400 mesh size 

10) O-Phthalaldehyde diluents (chromatographic grade); CB910 

11) Hydrolysis Reagent (chromatographic grade); CB130 

12) Thiofluor (chromatographic grade) 

13) O-Phthalaldehyde (chromatographic grade) 

J.T.Baker (USA) 

J.T.Baker (USA) 

J.T.Baker (USA) 

J.T.Baker (USA) 

J.T.Baker (USA) 

Merck (Germany) 

J.T.Baker (Mexico) 

Vertical 

Agilent Technologies 

Pickerring Laboratories 

Pickerring Laboratories 

Pickering Laboratories 

Pickering Laboratories  

 

7.3  วิธีการ 
 7.3.1 วิธีวิเคราะห์ 
  7.3.1.1  การเตรียมตัวอย่าง 
   น าตัวอย่างประมาณ 1 กก. หั่นเป็นชิ้นเล็กๆ ใส่ในเครื่องปั่นย่อยปั่นนาน 1-2 นาที จน

ตัวอย่างละเอียด   
7.3.1.2   วิธีสกัดสาร 

7.3.1.2.1 ชั่งตัวอย่าง 25± 0.1 กรัม ใส่ในขวดแลปขนาด 250 มิลลิลิตรโดยเครื่องชั่ง
ทศนิยม 2 ต าแหน่ง   

7.3.1.2.2 เติมอะซิโตน 50 มิลลิลิตร ปั่นด้วยเครื่องผสมตัวอย่าง นาน 1 นาที เติมโซเดียม
คลอไรด์ประมาณ 8 กรัมและไดคลอโรมีเทน 40 มิลลิลิตร ปั่นด้วยเครื่องผสมตัวอย่างนาน 1 นาที ปิดฝาทิ้งไว้ให้
ตกตะกอน 



7.3.1.2.3 เทสารละลายใสจนหมดลงในขวดแก้วรูปชมพู่ฝาเกลียวขนาด 250 มิลลิลิตร เติม 
โซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัสประมาณ 30 กรัม ปิดฝาเขย่าเป็นครั้งคราวตั้งทิ้งไว้ 10 นาที กรองผ่านโซเดียมซัลเฟตแอน
ไฮดรัสซึ่งอยู่บนกรวยกรองแก้วที่อุดส าลีรองรับด้วยกระบอกวัดปริมาตรจนได้ปริมาณสารละลาย 50 มิลลิลิตร จากนั้น
ถ่ายใส่ขวดกลั่นสารก้นแบนขนาด 250 มิลลิลิตร ล้างกระบอกวัดปริมาตรด้วยอะซิโตนแล้วเทรวมในขวดกลั่นสารก้น
แบน 

7.3.1.2.4 น าสารละลายไปลดปริมาตรด้วยเครื่องลดปริมาตรตัวท าละลายแบบลดความดัน
ที่อุณหภูมิไม่เกิน 40 องศาเซลเซียส จนเกือบแห้งจากนั้นน าขวดกลั่นสารก้นแบนมาล้างด้วยเอทิลอาซีเทต 5  มิลลิลิตร 

7.3.1.2.5 ใช้ปิเปตดูด-จ่ายสารละลายอัตโนมัตดิูดสารละลาย 2 มิลลิลิตร ใส่หลอดเซนติฟิว
พลาสติกแบบมีฝาปิดขนาด 15 มิลลิลิตร  

7.3.1.2.6 เป่าให้แห้งด้วย N2- Evaporator  เติมอะซิโตไนไตรล์ 2 มิลลิลิตร โดยใช้ปิเปต
ดูด-จ่ายสารละลายอัตโนมัติผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องผสมสารละลาย 

7.3.1.2.7 เติม PSA 200 มิลลิกรัม, GCB 50 มิลลิกรัม, MgSO4 300 มิลลิกรัม ผสมให้เข้า
กันด้วยการเขย่าด้วยมือและเครื่องผสมสารละลาย 

7.3.1.2.8 น าไปเหวี่ยงให้สารแยกชั้นด้วยเครื่องหมุนเหวี่ยงความเร็วรอบสูงชนิดควบคุม
อุณหภูมิที่ความเร็ว 4,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 5 นาที จนได้สารละลายใสและกรองผ่าน nylon syringe filter ใส่ 
vial ปิดฝาน าไปตรวจปริมาณสารก าจัดศัตรูพืชกลุ่มคาร์บาเมท 

7.3.1.3 การวิเคราะห์สารกลุ่มคาร์บาเมทด้วยเครื่องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง  (HPLC-

FLD) ที่ต่อเข้ากับเครื่อง post column derivatizer  

  หลักการพ้ืนฐานของลิควิดโครมาโทกราฟีแยกตามคุณสมบัติทางเคมีของสารแต่ละชนิด 

เช่น  มีข้ัว (polar)  ไม่มีขั้ว (non polar) ความเป็นกรดเบส และอาศัยเฟส 2 เฟส คือวัฏภาคนิ่ง (stationary phase)

คือของแข็งที่มีขนาดเล็กมากๆ บรรจุอยู่ในคอลัมน์กับวัฏภาคเคลื่อนที่ (mobile phase) คือตัวท าละลายเคลื่อนที่หรือ

ตัวที่น าพาสารเข้าและออกจากคอลัมน์นั้นเอง หัวใจส าคัญของการแยกสารจะอาศัยหลักการ like dissolves like คือ

ถ้าสารที่ต้องการวิเคราะห์ชอบจับกับ stationary phase มากกว่า mobile phase ก็จะออกมาจากคอลัมน์ช้ากว่าสาร

ที่ชอบที่จะอยู่กับ mobile phase มีผลท าให้เกิดการแยกสารประกอบนั้น สามารถวัดส่วนที่ผ่านออกมาจากคอล์มน์ได้

โดยใช้ดีเทคเตอร์ซึ่งเป็นการวัดสมบัติทางกายภาพหรือทางเคมีของตัวถูกละลายหรือของ mobile phase 

  Fluorescence Detector  เป็นดีเทคเตอร์ที่มีความไวสูงและเฉพาะเนื่องจากความสามารถ

ในการวัดฟลูออเรสเซนซ์ที่ได้ออกมาจากตัวอย่างที่ถูกกระตุ้น (excited) ด้วยแสงยูวี โดยที่แสงยูวีจากแหล่งก าเนิดแสง 

(light source) ผ่านเครื่องแยกแสง (monochromator) เพ่ือให้แสงที่มีความยาวคลื่นตามต้องการผ่านเข้าไปยัง flow 

cell ที่มีสารตัวอย่างที่ออกมาจากคอลัมน์ เมื่อตัวอย่างถูกกระตุ้นจะปล่อย emission ออกมาทุกทิศทางแต่จะมี 



emission ที่ตั้งฉากกับทิศทางกับทิศทางที่แสงผ่านมาที่สาร ซึ่งเป็นความยาวคลื่นเฉพาะผ่านไปยัง  filter ตัดแสงที่ไม่

ต้องการออกจากนั้นจึงผ่านเข้าไปยัง photo cell ตรวจวัดสัญญาณออกมาเป็นโครมาโทแกรม ค่าที่วัดได้เป็นค่าความ

เข้มของการฟลูออเรสเซนซ์ที่ไปถึงเครื่องวัดแสง  ซึ่งเป็นส่วนหนึ่งของการฟลูออเรสเซนซ์ทั้งหมด ดังนั้นทั้งความยาว

คลื่น excitation และ emission จึงเป็นความยาวคลื่นที่เป็นลักษณะจ าเพาะกับตัวอย่างนั้นๆ เท่านั้น  

 

ตาราง 7.3  แสดงสภาวะเครื่องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC-FLD) 

Parameter Condition 

Injection 
Quaternary pump 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Column  
Fluorescence Detector 

Injection volume : 10.00 µl 
Column flow : 1.00 mL/min 
Stoptime: 35.00 min 
Posttime: 3.00 min        
Solvent A: 82% (Water) 
Solvent B: 18% (Methanol) 
Time      Solvent B 
0.00         18.00 
0.50         18.00 
29.00       70.00 
29.01      100.00 
31.00      100.00 
31.02        18.00 
35.00        18.00 
C18 (5 µm, 4.6×150 mm) 
Excitation : 330 nm 
Emission : 465 nm 

 
 
 

 
 



7.3.2 ทดสอบสภาวะท่ีเหมาะสมเครื่องมือโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC-FLD) 
 โดยการฉีดสารมาตรฐานผสมคาร์บาเมท ที่ระดับ ต่ า กลาง สูง ความเข้มข้นละ 10 ซ้ า 

 7.3.3 การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีการวิเคราะห์สารพิษตกค้าง   
  7.3.3.1 ช่วงของการวัด (Working Range) และความเป็นเส้นตรง (Linearity) 

ช่วงของการวัดเป็นช่วงของความเข้มข้นของสารที่วิเคราะห์ระหว่างค่าต่ าสุดและค่าสูงสุดที่
เป็นเส้นตรงและให้ผลการทดสอบที่มีความเที่ยง ความแม่นตามเกณฑ์ที่ยอมรับ ความเป็นเส้นตรงเป็นความสามารถ
ของวิธีที่ให้ผลการทดสอบเป็นสัดส่วนโดยตรงกับความเข้มข้นของสารที่วิเคราะห์ 

โดย fortified sample blank ทดสอบสารมาตรฐานคาร์บาเมทระดับความเข้มข้น คือ 
0.01, 0.03, 0.05, 0.10, 0.50, 1.00, และ 1.50  µg/g ความเข้มข้นละ 3  ซ้ า  น าผลการวัดมาหาค่าเฉลี่ยและสร้าง
กราฟมาตรฐานระหว่างความเข้มข้นของสารมาตรฐานคาร์บาเมท (ppm) กับ  peak area และพิจารณาความเป็น
เส้นตรงโดยการค านวณหาค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (r) โดยค่า r ที่อยู่ในเกณฑ์ยอมรับจะต้องมากกว่า 0.995 
  7.3.3.2 การหาค่า Limit of Detection (LOD) และ Limit of Quantitation (LOQ) 
    Limit of Detection (LOD) หมายถึง ค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่วิธีทดสอบสามารถวิเคราะห์
ได ้
     Limit of Quantitation (LOQ) หมายถึง ค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่ วิธีทดสอบสามารถ
วิเคราะห์ได้ในตัวอย่าง โดยมีความถูกต้องและความแม่นที่ยอมรับได้  
    LOD และ LOQ หาได้โดย fortified sample blank ทดสอบสารมาตรฐานคาร์บาเมทที่
ระดับความเข้มข้นต่ า ๆ มาวิเคราะห์อย่างน้อย 6 ซ้ า หาค่าส่วนเบนเบียงมาตรฐาน (SD) ของความเข้นข้นที่อ่านได้ 
แล้วหาค่า LOD และ LOQ ดังสมการที่ 1-2 ตามล าดับ 
      LOD = 3SD                                          (1) 
      LOQ = 10SD                     (2) 

 7.3.3.3 การตรวจสอบความแม่น (Accuracy) 
  ความแม่นหรือความถูกต้อง คือ ความสามารถของวิธีการวิเคราะห์ที่วัดค่าในสารตัวอย่างได้

ออกมาตรงกันหรือใกล้เคียงกับค่าที่แท้จริงมากที่สุด 
 โดย fortified sample blank ทดสอบสารมาตรฐานคาร์บาเมทที่ระดับความเข้มข้นภายใน

ช่วงใช้งาน คือ 0.01, 0.30, และ 1.00 µg/g ความเข้มข้นอย่างน้อย 6 ซ้ าที่สภาวะการทดสอบเดียวกัน ประเมิน 

accuracy จากค่า mean % recovery (สมการที่ 3)และน าไปเปรียบเทียบกับเกณฑ์ของ codex การยอมรับทั่วไป

ของสารตกค้างจากยาฆ่าแมลงและยาสัตว์ในอาหาร (ตาราง 7.3 ) 

   
3

12 100)(
covRe%

C
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
            (3) 



   โดยที่  C1 = ความเข้มข้นที่วัดได้ของสัญญาณของตัวอย่างที่ ไม่ได้มีการ spike ที่หาได้จาก 
calibration curve 

C2 = ความเข้มข้นที่วัดได้ของสัญญาณของตัวอย่างที่หาได้จาก calibration curve 
C3 = ความเข้มข้นจริงที่รู้แน่นอน (ความเข้มข้นที่ spike ในตัวอย่าง) 
 

ตาราง 7.3  การยอมรับทั่วไปของสารตกค้างจากยาฆ่าแมลงและยาสัตว์ในอาหาร ของ Codex 

Concentrations of analyte Range of mean % recovery 

< 1 µg/kg 50-120 
> 1 µg/kg  <   0.01 mg/kg 60-120 

> 0.01 mg/kg   <   0.1 mg/kg 70 -120 
>  0.1 mg/kg  <  1 mg/kg 70 – 110 

> 1 mg/kg 70 – 110 

 
  7.3.3.4 การตรวจสอบความเที่ยง (Intermediate precision) 
    เป็นการหาความเที่ยงโดยท าการวิเคราะห์ตัวอย่างเดียวกันหลายๆ ครั้ง โดยวิเคราะห์คนละ
วัน ใช้วิธีเดียวกัน ในห้องปฏิบัติการเดียวกัน เครื่องมือวิเคราะห์เดียวกันและผู้วิเคราะห์คนเดียวกัน 
    โดย fortified sample blank ทดสอบสารมาตรฐานคาร์บาเมทที่ระดับความเข้มข้นภายใน
ช่วงใช้งาน คือ 0.01, 0.30, และ 1.00 µg/g ความเข้มข้นอย่างน้อย 6 ซ้ า  

 ประเมิน precision โดยการเปรียบเทียบค่าร้อยละของค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพันธ์ที่ได้

จากการทดลอง (% RSD obs) กับค่าที่ถูกค านวณจาก Horwitz Equation (% RSD r) ดังสมการที่ 4-6 ตามล าดับ        

เกณท์การยอมรับคือ ค่า HORRAT (Horwitz’s ratio)  < 2 

100  RSD% obs 
X

SD                                                    (4) 

 
150)log5.01(

r 266.0266.0  RSD% 

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ตาราง 7.4 แผนการด าเนินงาน 
 

 แผนการด าเนินงาน 
ประมาณเวลาที่ใช้ 

(%) 

ระยะเวลาการปฏิบัติงาน 

ตค 
55 

พย
55 

ธค
55 

มค
56 

กพ
56 

มีค
56 

เมย
56 

พค
56 

มิย
56 

กค
56 

สค
56 

กย
56 

ไตรมาสที่ 1  

(ต.ค.55-ธ.ค.55) 

1. ค้นคว้าเอกสารและข้อมูลที่เกี่ยวข้อง  5%             

2. ด าเนินการสอบเทียบเครื่องมือ 5%             

3. จัดซื้อและเตรียมวสัดุอ้างอิงกลุ่มคาร์บาเมท 5%             

ไตรมาสที่ 2  

(ม.ค.56-มี.ค.56) 

1. ทดสอบสภาวะที่เหมาะสมในการวเิคราะสารพิษตกค้างกลุ่มคาร์บาเมท
ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 

5%             

2. วางแผนและจดัท าข้อก าหนดคณุลกัษณะของวิธีทดสอบได้แก่ linearity, 
working range, LOD, LOQ, accuracy, precision 

5%             

3. ด าเนินการวเิคราะห์ข้อมูลตามข้อก าหนด linearity, working range 5%             

ไตรมาสที่ 3  

(เม.ย.56-มิ.ย.56) 

1. ด าเนินการวเิคราะห์ข้อมูลตามข้อก าหนด LOD, LOQ, accuracy (ต่อ)  35%             

ไตรมาสที่ 4  

(ก.ค.56-ก.ย.56) 

1. ด าเนินการวเิคราะห์ข้อมูลตามข้อก าหนด precision (ต่อ)  10%             

2. สรุปผลการทดลอง 10%             

3. จัดท ารายงานโครงการ 15%             

  รวม 100%             



7.4 เวลาและสถานที่ 
 ระยะเวลา ( เริ่มต้น-สิ้นสุด ) : 1 ตุลาคม 2555-30 กันยายน 2556 
 สถานที่ท าการทดลอง :  กลุ่มพัฒนาการตรวจสอบพืชและปัจจัยการผลิต 

          ส านักวิจัยและพัฒนาการเกษตรเขตท่ี 2 พิษณโุลก 
 

8.   ผลการทดลองและวิจารณ์ 
ในการทดลองนี้ได้ท าการศึกษาความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์สารพิษตกค้างกลุ่มคาร์บาเมท ได้แก่ แอลดิคาร์บ, คาร์

บาริล, คาร์โบฟูแรน, คาร์โบฟูแรน-3-ไฮดรอกซิล, ฟิโนบูคาร์บ, ไอโซโฟรคาร์บ, เมโทมิล, เมทิโอคาร์บ, โปรมีคาร์บ ใน
พริกสดโดยใช้เทคนิคการสกัดแบบ liquid liquid extraction (LLE) และ dispersive solid phase extraction (d-
SPE) ก่ อนการวิ เคราะห์ ด้ วย เทคนิ ค โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะ สู ง (High Performance Liquid 
Chromatograph) สารพิษตกค้างกลุ่มคาร์บาเมททั้ง 9 ตัวที่เลือกมานี้ เพราะเป็นกลุ่มสารพิษตกค้างที่ทางกลุ่ม
พัฒนาการตรวจสอบพืชและปัจจัยการผลิต สวพ.2 ได้ตรวจวิเคราะห์ให้กับตัวอย่างพืชผักที่ส่งออกต่างประเทศ 
ตัวอย่างที่ตรวจรับรองแหล่งผลิต (GAP) บางชนิดและตัวอย่างในการวิจัย  

8.1 ทดสอบสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะสารพิษตกค้างกลุ่มคาร์บาเมทด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลว
สมรรถนะสูง  

  โดยฉีดสารมาตรฐานผสมคาร์บาเมท ที่ระดับ ต่ า กลาง สูง ความเข้มข้นละ 10 ซ้ า โดยดูค่าส่วนเบี่ยงเบน
มาตรฐานสัมพันธ์  (% RSD) ของ retention time (Rt) และ peak area จากตาราง 8.1 พบว่า % RSD ของ 
retention time มีค่าอยู่ในช่วง 0.01-0.56 และ % RSD ของ peak area มีค่าอยู่ในช่วง 0.20-15.91 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

รูป 8.1 โครมาโทแกรมของสารมาตรฐานกลุ่มคาร์บาเมทในตัวท าละลายเมทานอลที่ความเข้มข้น 0.3 µg/ml 
 



ตาราง 8.1  แสดงค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพันธ์ (% RSD) ของ retention time (Rt) และ peak area ในการ
วิเคราะหส์ารพิษตกค้างกลุ่มคาร์บาเมทด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 

Compounds 
% RSD  (n=10) 

0.05 µg/ml 0.3 µg/ml 3.0 µg/ml 
Rt Area Rt Area Rt Area 

Methomyl 0.56 9.32 0.15 1.59 0.07 0.29 
Carbofuran-3-OH 0.39 15.91 0.11 2.24 0.06 0.20 
Aldicarb 0.27 4.63 0.11 1.79 0.03 0.22 
Carbofuran 0.16 3.20 0.07 2.01 0.02 0.38 
Carbaryl 0.19 2.49 0.09 2.18 0.02 0.53 
Isoprocarb 0.16 3.43 0.06 2.28 0.01 2.44 
Fenobucarb 0.17 4.93 0.06 1.72 0.01 1.54 
Methiocarb 0.19 4.44 0.07 3.08 0.62 3.55 
Promecarb 0.18 15.66 0.06 4.10 0.02 2.83 

 
 

8.2 วิเคราะห์หาค่าช่วงของการวัด (Working Range) และความเป็นเส้นตรง (Linearity)   
โดย fortified sample blank ทดสอบสารมาตรฐานคาร์บาเมทระดับความเข้มข้น คือ 0.01, 0.03, 0.05, 

0.10, 0.50, 1.00, 1.50 และ 2.0 µg/g ความเข้มข้นละ 3 ซ้ า น าผลการวัดมาหาค่าเฉลี่ยและสร้างกราฟมาตรฐาน 
ระหว่างความเข้มข้นของสารมาตรฐานคาร์บาเมท (ppm) กับ peak area และพิจารณาความเป็นเส้นตรงโดยการ
ค านวณหาค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (r) โดยค่า r ที่อยู่ในเกณฑ์ยอมรับจะต้องมากกว่า 0.995  จากการทดสอบพบว่า 
ค่า r อยู่ในช่วง 0.9995-0.9999 แสดงว่าความเข้มข้นของการวิเคราะห์ปริมาณคาร์บาเมททั้งหมดที่ใช้งานมีค่าอยู่
ในช่วง 0.01-1.50 µg/g ซึ่งผลการทดสอบแสดงดังรูป 8.2 และ ตาราง 8.2 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 

 
รูป 8.2 กราฟแสดงค่า Linearity ของการวิเคราะห์สารพิษตกค้างกลุ่มคาร์บาเมทในพริก 



ตาราง 8.2 แสดงค่า Range / Linearity ของการวิเคราะห์สารพิษตกค้างกลุ่มคาร์บาเมทในพริก 

Compounds Range (µg/g) R2 R 

Methomyl 0.01-1.50 0.9992 0.9996 
Carbofuran-3-OH 0.01-1.50 0.9991 0.9995 
Aldicarb 0.01-1.50 0.9994 0.9997 
Carbofuran 0.01-1.50 0.9993 0.9996 
carbaryl 0.01-1.50 0.9996 0.9998 
Isoprocarb 0.01-1.50 0.9999 0.9999 
Fenobucarb 0.01-1.50 0.9994 0.9997 
Methiocarb 0.01-1.50 0.9996 0.9998 
Promecarb 0.01-1.50 0.9999 0.9999 

 
8.3 วิเคราะห์หาค่า Limit of Detection (LOD) และ Limit of Quantitation (LOQ)  

โดย fortified sample blank ทดสอบสารมาตรฐานคาร์บาเมทระดับความเข้มข้นต่ า จ านวน 10 ซ้ า หาค่า
ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) ของความเข้มข้นที่อ่านค่าได้ ค านวณหาค่า LOD และ LOQ ได้ผลตามตาราง 8.3 พบว่า
ทุกสารของคาร์บาเมทได้ค่า LOD 0.005 µg/g และ LOQ 0.01 µg/g ยกเว้น methomyl ได้ค่า LOD 0.007 µg/g 
และ LOQ 0.02 µg/g ตามล าดับ  
ตาราง 8.3 แสดงค่า Limit of Detection (LOD) และ Limit of Quantitation (LOQ) ของการวิเคราะห์สารพิษ
ตกค้างกลุ่มคาร์บาเมทในพริก 

Compounds 
Concentration (µg/g) 

LOD LOQ 

Methomyl 0.007 0.02 
Carbofuran-3-OH 0.005 0.01 
Aldicarb 0.005 0.01 
Carbofuran 0.005 0.01 
carbaryl 0.005 0.01 
Isoprocarb 0.005 0.01 
Fenobucarb 0.005 0.01 
Methiocarb 0.005 0.01 
Promecarb 0.005 0.01 



8.4. วิเคราะห์หาค่าความแม่น ( accuracy )  
โดย fortified sample blank ทดสอบสารมาตรฐานคาร์บาเมทที่ระดับความเข้มข้นภายในช่วงใช้งาน คือ 

0.01, 0.30, และ 1.00 µg/g ความเข้มข้นอย่างน้อย 6 ซ้ าที่สภาวะการทดสอบเดียวกัน ประเมิน accuracy จากค่า  
% recovery และน าไปเปรียบเทียบกับเกณฑ์ของ codex การยอมรับทั่วไปของสารตกค้างจากยาฆ่าแมลงและยาสัตว์
ในอาหาร ได้ผลการประเมิน accuracy จากค่า % recovery ตามตาราง 8.4 พบว่า ที่ความเข้มข้นระดับต่ า 0.01 
µg/g ยกเว้น methomyl ที่ความเข้มข้น 0.02 µg/g ได้ค่า % recoveries อยู่ในช่วง 60-120  ที่ระดับความเข้นข้น
ระดับกลาง 0.30 µg/g ได้ค่า % recoveries อยู่ ในช่วง 70-94 และที่ความเข้นข้นระดับสูง 1.00 µg/g ได้ค่า           
% recoveries อยู่ในช่วง 70-93 ตามล าดับ 

 
ตาราง 8.4 แสดงค่า % recovery ของการวิเคราะห์สารพิษตกค้างกลุ่มคาร์บาเมทในพริก 

Compounds 
% recoveries (n=6) 

0.01* µg/g 0.30 µg/g 1.00 µg/g 

Methomyl 103-114 73-86 76-93 
Carbofuran-3-OH 82-120 83-94 77-90 
Aldicarb 74-98 84-94 76-90 
Carbofuran 85-120 79-88 72-85 
carbaryl 64-85 72-79 70-78 
Isoprocarb 71-108 70-77 70-77 
Fenobucarb 60-95 70-75 70-75 
Methiocarb 64-94 70-84 70-76 
Promecarb 60-88 70-77 71-78 

* ความเข้มข้นส าหรับ fortified sample blank ทดสอบสารมาตรฐานคาร์บาเมททีร่ะดบัต่ า คือ 0.01 µg/g ยกเว้น methomyl 
ทดสอบสารมาตรฐานทีร่ะดับ 0.02 µg/g 
 

8.5. วิเคราะห์หาค่าความเที่ยง ( precision ) 
โดย fortified sample blank ทดสอบสารมาตรฐานคาร์บาเมทที่ระดับความเข้มข้นภายในช่วงใช้งาน คือ 

0.01, 0.30, และ 1.00 µg/g ความเข้มข้นอย่างน้อย 6 ซ้ า ประเมิน precision โดยใช้ HORRAT (Horwitz’s ratio) 
จากตาราง 8.5 พบว่า ทุกสารของคาร์บาเมท ให้ค่า HORRAT < 2 ซึ่งผ่านเกณท์การยอมรับทุกตัว ที่ความเข้มข้น
ระดับต่ า 0.01 µg/g ยกเว้น methomyl ที่ความเข้มข้น 0.02 µg/g ได้ค่า HORRAT อยู่ในช่วง 0.57-1.68  ที่ระดับ
ความเข้นข้นระดับกลาง 0.30 µg/g ได้ค่า HORRAT อยู่ในช่วง 0.23-0.35 และที่ความเข้นข้นระดับสูง 1.00 µg/g ได้
ค่า HORRAT อยู่ในช่วง 0.18-0.29 ตามล าดับ 



ตาราง 8.5 แสดงค่า Precision ของการวิเคราะห์สารพิษตกค้างกลุ่มคาร์บาเมทในพริก 

Compounds 

Concentration (n=6-7) 
0.01* µg/g 0.30 µg/g 1.00 µg/g 

% 
recoveries 

HORRAT 
% 

recoveries 
HORRAT 

% 
recoveries 

HORRAT 

Methomyl 99-120 0.54 73-82 0.35 84-92 0.20 
Carbofuran-3-OH 71-111 0.61 83-92 0.23 85-93 0.21 
Aldicarb 60-98 0.57 82-95 0.27 88-92 0.19 
Carbofuran 70-98 0.97 75-88 0.27 81-88 0.18 
Carbaryl 60-73 1.21 74-82 0.31 72-81 0.29 
Isoprocarb 63-86 1.17 70-80 0.24 75-81 0.23 
Fenobucarb 60-90 1.33 70-79 0.23 70-78 0.26 
Methiocarb 62-120 1.58 70-77 0.26 70-75 0.21 
Promecarb 63-120 1.68 70-79 0.24 70-77 0.25 

* ความเข้มข้นส าหรับ fortified sample blank ทดสอบสารมาตรฐานคาร์บาเมททีร่ะดบัต่ า คือ 0.01 µg/g ยกเว้น methomyl 
ทดสอบสารมาตรฐานทีร่ะดับ 0.02 µg/g 

 
9. สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธี ทดสอบ ถือเป็นกระบวนการหนึ่งของการประกันคุณภาพห้องปฏิบัติการทดสอบ ที่
ห้องปฏิบัติการจ าเป็นต้องด าเนินการ หนึ่งในข้อก าหนดทั่วไปว่าด้วยความสามารถห้องปฏิบัติการทดสอบและ
ห้องปฏิบัติการสอบเทียบ ISO/IEC 17025-2005 ข้อที่ 5.4.5 เมื่อห้องปฏิบัติการใช้วิธีทดสอบที่ไม่เป็นมาตรฐาน วิธีที่
ห้องปฏิบัติการพัฒนาหรือออกแบบขึ้นเอง วิธีมาตรฐานที่ใช้นอกขอบข่ายที่ก าหนดไว้ หรือการขยายและดัดแปลงวิธี
มาตรฐาน ต้องท าตรวจสอบความใช้ได้เพ่ือยืนยันหาวิธีนั้นเหมาะสมกับการใช้งาน 

การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์สารพิษตกค้างกลุ่มคาร์บาเมท 9 ชนิด ได้แก่ แอลดิคาร์บ, คาร์บาริล, คาร์
โบฟูแรน, คาร์โบฟูแรน-3-ไฮดรอกซิล, ฟิโนบูคาร์บ, ไอโซโฟรคาร์บ, เมโทมิล, เมทิโอคาร์บ, โปรมีคาร์บ ในพริกสดโดย
ใช้ เทคนิคการสกัดแบบ liquid liquid extraction และ dispersive solid phase extraction (LLE/d-SPE) ซึ่ ง
ดัดแปลงมาจากวิธี Steinwandter H. กับวิธี QuEChERS ก่อนการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลว
สมรรถนะสูง (High Performance Liquid Chromatograph) (ตามรูป 9.1) ซึ่ งต้องตรวจสอบช่วงการใช้งาน 
ความสัมพันธ์เชิงเส้นตรง ความแม่น ความเที่ยง ขีดจ ากัดในการตรวจพบ และขีดจ ากัดในการวัดเชิงปริมาณ  

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูป 9.1 แสดงขั้นตอนการวิเคราะห์สารพิษตกค้างกลุ่มคาร์บาเมท 

ชั่งตัวอย่าง  25g+acetone 50 mL+dichloromethane 40 mL+sodium chloride 7.5 g 

ปั่นนาน 2 นาที แล้วตั้งทิ้งไว้ให้ตกตะกอน 

 

เท solution ลงใน erlenmeyer flask ที่บรรจุ sodium sulphate 2 ช้อนโต๊ะ ปิดฝา เขย่า 

 
กรองผ่าน sodium sulphate 2 ช้อนโต๊ะ(โดยใช้กรวยกรอง)  ใส่ cylinder ให้ได้ 50 mL 

 
เท solution จาก cylinder ใส ่flat bottle flask 

 

ล้าง cylinder ด้วย 5 mL acetone ลดปริมาตรจนเกือบแห้งด้วย evap. 
 (water bath 40 ºC,P 500 bar) 

 
ลา้ง flat bottle flask ดว้ย 5 mL EtoAc 

 

pipette 2 mL ใส ่centrifuged tube 

เป่าใหแ้หง้ดว้ย N2-Evap. 

เติม ACN 2 mL และ clean up ด้วย PSA 200 mg+GCB 50 mg+MgSO4 300 mg 

 

 

 
 

เขย่าด้วยมือและ vortex mixer 
น าไปเหวี่ยงให้สารแยกด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 4,000 rpm ,5 นาที 

 

 
 

กรองผ่าน syringe filter (nylon, 13mm, pore size 0.2 µm) ใส่ vial 
เพ่ือวิเคราะห์ CBM (HPLC-FLD) 

 

 
 



ผลการตรวจสอบพบว่า การหาค่าความแม่นให้ค่าการน ากลับคืนมาทุกสารพิษตกค้างกลุ่มคาร์บาเมทที่ความเข้มข้น
ระดับต่ ามีค่าอยู่ในช่วง 60-120%, ที่ความเข้มข้นระดับกลางให้ค่าการน ากลับคืนมาอยู่ในช่วง 70-94%, และที่ความ
เข้มข้นระดับสูงให้ค่าการน ากลับคืนมาอยู่ในช่วง 70-93% ขีดจ ากัดของการตรวจพบมีค่าอยู่ในช่วง 0.005-0.007 
µg/g, ขีดจ ากัดของการหาเชิงปริมาณมีค่าอยู่ในช่วง 0.01-0.02 µg/g, ความเที่ยงโดยใช้ HORRAT ประเมินค่าอยู่
ในช่วง 0.18-1.68 ซึ่งผ่านเกณฑ์การยอมรับทุกตัว และมีช่วงการใช้วิเคราะห์สารพิษตกค้างกลุ่มคาร์บาเมทในพริกที่
0.01-1.50 µg/g สรุปได้ว่าแนวทางการตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีที่ใช้วิเคราะห์สารพิษตกค้างกลุ่มคาร์บาเมทในพริก 
ของห้องปฏิบัติการกลุ่มพัฒนาการตรวจสอบพืชและปัจจัยการผลิต ส านักวิจัยและพัฒนาการเกษตรเขตที่ 2 พิษณุโลก 
สามารถประยุกต์ใช้กับการปฏิบัติงานจริงได้  

การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบ ถือเป็นสิ่งส าคัญที่ห้องปฏิบัติการทดสอบทุกแห่งต้องท าถึงแม้ว่าจะต้องใช้

เวลาและงบประมาณในการด าเนินการ แต่ผลลัพธ์ที่ได้มีความคุ้มค่าเพราะไม่เพียงแต่สร้างความน่าเชื่อถือให้แก่ผลการ

ทดสอบ และความพึงพอใจของลูกค้าแล้ว ห้องปฏิบัติการเองก็มีความเชื่อมั่นในผลการทดสอบของตนเองและสามารถ

แสดงหลักฐานที่เป็นรูปธรรมได้อย่างชัดเจน 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูป 9.2 โครมาโทแกรมของสารพิษตกค้างกลุ่มคาร์บาเมทในตัวอย่างพริกที่ความเข้มข้น 0.1 µg/g 
 

 

 



10. การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ 
10.1 ท าให้เกิดความมั่นใจว่าว่าผลการวิเคราะห์ของห้องปฎิบัติการกลุ่มพัฒนาการตรวจสอบพืชและปัจจัยการ

ผลิต ส านักวิจัยและพัฒนาการเกษตรเขตที่ 2 พิษณุโลกมีความถูกต้อง และน่าเชื่อถือตามหลักวิชาการ 
10.2 ห้องปฎิบัติการกลุ่มพัฒนาการตรวจสอบพืชและปัจจัยการผลิต ส านักวิจัยและพัฒนาการเกษตรเขตที่ 2 

พิษณุโลก มีความพร้อมส าหรับการขอการรับรองความสามารถของห้องปฏิบัติการทดสอบตามมาตรฐาน ISO/IEC 
17025 

 
11. ค าขอบคุณ (ถ้ามี) 
 คณะผู้ท างานวิจัยขอขอบคุณ คุณกัลยา  เนตรกัลยามิตร ผูอ้ านวยการส านักวิจัยและพัฒนาการเกษตรเขตที่ 2 
พิษณุโลก และคุณยสิศร์  อินทรสถิตย์ ผู้อ านวยการกลุ่มพัฒนาการตรวจสอบพืชและปัจจัยการผลิต ที่ให้การสนับสนุน
ในการท างานวิจัยครั้งนี้ และขอขอบคุณข้าราชการและพนักงานราชการในกลุ่มท่ีให้ความช่วยเหลือด้วยดีมาโดยตลอด 
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