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รายงานผลงานเรื่องเต็มการทดลองท่ีสิ้นสุด  
 

1. แผนงานวิจัย : วิจัยและพัฒนาวิธีการตรวจสอบเพ่ือการรับรองมาตรฐานปัจจัยการผลิตและสินค้า
พืช 

2. โครงการวิจัย : การศึกษาการสลายตัวของสารพิษตกค้างของสารป้องกันก าจัดศัตรูพืชในผลไม้และ
ผัก 

กิจกรรม : 2. ศึกษาการสลายตัวของสารพิษตกค้างในผักบริโภคผล (fruiting vegetable) 
เพ่ือก าหนดค่าปริมาณสูงสุดของสารพิษตกค้าง 

3. ช่ือการทดลอง : 2.1 วิจัยปริมาณสารพิษตกค้างของอะซอกซีสโตรบิน (azoxystrobin) ในพริกเพ่ือ
ก าหนดค่าปริมาณสูงสุดของสารพิษตกค้าง 

 : Residue Trials of Azoxystrobin in Chilli to Establish Maximum Residue 

Limit (Trial 1 - 6) 

 
4. คณะผู้ด าเนินงาน 
หัวหน้าการทดลอง นายประพันธ์ เคนท้าว สังกัด กองวิจัยพัฒนาปัจจัยการผลิตทางการเกษตร 
ผู้ร่วมการทดลอง นางสาวจินตนา ภู่มงกุฎชัย สังกัด กองวิจัยพัฒนาปัจจัยการผลิตทางการเกษตร 

 นางสาวสุพัตรี หนูสังข์ สังกัด กองวิจัยพัฒนาปัจจัยการผลิตทางการเกษตร 

 นางสาวศศิณิฎา คงแช่มดี สังกัด กองวิจัยพัฒนาปัจจัยการผลิตทางการเกษตร 

 นายบุญทวีศักดิ์ บุญทวี สังกัด กองวิจัยพัฒนาปัจจัยการผลิตทางการเกษตร 

5. บทคัดย่อ 
ภาษาอังกฤษ 
 This research aimed to determine the amount of azoxystrobin residues in Chilli for 
establish the maximum residue limits (MRLs). It was carried out in 6 trial plots, each trial plot was 
split into 2 sub-experimental plots, control and treated plot (spraying with 10 mL of  
25 % W/V SC azoxystrobin per 20 L of water, at 3 sprays every 7 days. The samples were collected 
after the last application at 0 (2 hrs), 1, 2, 3, 5, 7, 10, 14 and 17 days, the residues using the 
QuEChERS method (EN 15662) for extraction, the pesticide using liquid chromatography-mass 
spectrometry (LC-MS/MS) technique and which of this test method was validated. The results 
showed that linearity of test method was in the range of 0.01-0.05 mg/kg, limit of detection and 
limit of quantitation (LOD and LOQ) were 0.005 and 0.01 mg/kg, respectively. The pesticide 
residues from first to sixth trail plots were in the range of 0.88 – 0.01 mg/kg. The experiment 
results will be submitted to the National Bureau of Agricultural Commodity and Food Standards 
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to determine the maximum limit of residue in Thailand. And submit the information to Codex as 
part of determining the maximum residue limits of azoxystrobin in chilies. 
บทคัดย่อ 
 งานวิจัยนี้เป็นการหาปริมาณที่ตกค้างในพริกเพ่ือก าหนดค่าปริมาณสูงสุดสารพิษตกค้าง  (MRLs) ท าการ
ทดลองทั้งหมด 6 แปลง แต่ละแปลงทดลองแบ่งเป็น 2 แปลงทดลองย่อย คือแปลงควบคุม และแปลงที่พ่นสาร 
อะซอกซีสโตรบิน 25 % W/V SC ที่อัตราแนะน า 10 มิลลิลิตรต่อน้ า 20 ลิตร พ่นซ้ า 3 ครั้ง แต่ละครั้งห่างกัน 7 
วัน ภายหลังการพ่นสารครั้งสุดท้ายสุ่มเก็บตัวอย่างพริกที่ระยะเวลา 0 (2 ชั่วโมง), 1, 2, 3, 5, 7, 10, 14 และ 17 
วัน ตรวจวิเคราะห์หาปริมาณสารพิษตกค้างโดยใช้ เทคนิคลิควิดโครมาโทรกราฟ -แมสสเปคโทรเมตรี   
(LC-MS/MS) พร้อมทั้งตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบ พบว่าความเป็นเส้นตรงของวิธีทดสอบอยู่ในช่วง  
0.01-0.05 mg/kg ขีดจ ากัดในการตรวจวัดเชิงคุณภาพและเชิงปริมาณคือ 0.005 และ 0.01 mg/kg และปริมาณ
สารพิษตกค้างที่ระยะเวลาต่างๆในแปลงทดลองที่ 1 - 6 มีค่าอยู่ในช่วง 0.88 – 0.01 mg/kg ซึ่งจะน าผลการทดลอง
ที่ไดเ้สนอต่อส านักงานมาตรฐานสินค้าเกษตรและมาตรฐานแห่งชาติ (มกอช.) เพ่ือก าหนดเป็นค่าปริมาณสูงสุดของ
สารพิษตกค้างของประเทศไทย และเสนอข้อมูลดังกล่าวต่อ Codex เพ่ือเป็นส่วนหนึ่งในการพิจารณาก าหนดค่า
ปริมาณสารพิษตกค้างสูงสุดของอะซอกซีสโตรบินในพริกต่อไป 
6. ค าน า 
 พริก เป็นเครื่องเทศปรุงรสที่ส าคัญในการประกอบอาหารของชาวโลกและชาวไทยมาอย่างช้านาน โดย
ส าหรับคนไทยแล้วพริกมีความส าคัญทั้งด้านเศรษฐกิจ สังคม และการสืบทอดภูมิปัญญาท้องถิ่น ซึ่งในปี พ.ศ. 
2559 ประเทศไทยมีพ้ืนที่ปลูกพริกรวมทุกชนิดราวๆ 2.5 แสนไร่ จากพ้ืนที่ปลูกพืชผักทั้ งหมด 1.3 ล้านไร่ คิดเป็น
ผลผลิตพริกรวมทุกชนิดมากกว่า 280 ล้านกิโลกรัม โดยพริกที่นิยมปลูกมากที่สุดคือพริกขี้หนูผลใหญ่ (พริกจินดา 
และซูเปอร์ฮอต) พริกขี้หนูผลเล็ก (พริกขี้หนูสวน) และพริกใหญ่ตามล าดับ (วรรณภา และคณะ, 2561) ปัจจุบัน
ประเทศไทยมีแนวโน้มในการส่งออกพริกเพ่ิมสูงขึ้นโดยพบว่าปี พ.ศ. 2559 มีการส่งออกเฉพาะพริกแห้งในยัง
ประเทศต่างๆทั่วโลกประมาณ 9.1 ล้านกิโลกรัม คิดเป็นมูลค่า 469 ล้านบาท ขณะที่ปี พ.ศ. 2560 ปริมาณการ
ส่งออกขยับเพ่ิมขึ้นเป็น 12 ล้านกิโลกรัม คิดเป็นมูลค่าสูงถึง 525 ล้านบาท (ส่วนปฏิบัติการข้อมูลการเกษตร, 
2561) ถึงแม้ว่าประเทศไทยจะมีพ้ืนที่ปลูกพริกค่อนข้างมากเม่ือเปรียบเทียบกับพ้ืนที่ปลูกพืชผักท้ังหมด แต่ผลผลิต
ที่ได้กลับไม่สอดคล้องกับปริมาณพ้ืนที่การเพาะปลูก เนื่องจากพริกเองก็มีโรคที่ก่อให้เกิดความเสียหายทั้งในด้าน
คุณภาพและปริมาณ โดยโรคที่ส าคัญของพริกคือโรคแอนแทรคโนส (Anthracnose) ที่ เกิดจากเชื้อรา 
Colletotricum gloeo sporiodes Penz. (Ahiladevi and Prakasam (2013)) จากคู่มือการเลือกใช้สารป้องกัน
ก าจัดโรคพืชของกลุ่มวิจัยโรคพืช กรมวิชาการเกษตรแนะน าให้ใช้วัตถุ อันตรายที่มีสารออกฤทธิ์ของ 
(azoxystrobin 25% W/V SC) อัตรา 10 มิลลิลิตรต่อน้ า 20 ลิตรและใช้น้ าปริมาตร 80 ลิตรต่อไร่ พ่นแปลงพริก
เพ่ือก าจัดโรคดังกล่าว (อรพรรณ, 2552) ซึ่งจัดเป็นสารก าจัดโรคพืชประเภทดูดซึม สามารถก าจัดโรคแอนแทรค
โนสและโรคราน้ าค้างได้  มีชื่อตามระบบ IUPAC ว่า Methyl (E)-2-{2[6-(2-cyanophenoxy)pyrimidin-4-
yloxy]phenyl}-3-methoxyacrylate (รายละเอียดดังตารางที่ 1) องค์การอนามัยโลก (WHO) ได้จัดให้สารนี้อยู่
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ใน Class III เนื่องจากมีความเป็นอันตรายน้อย โดยมีค่า LD50 ที่ประเมินจากการกินของหนูมากกว่า 5 ,000 
mg/kg (FAO (2008)) 
ตารางท่ี 1  รายละเอียดเกี่ยวกับสาร 

สูตรโครงสร้าง สูตรโมเลกุล น้ าหนักโมเลกุล เลข CAS 

 

C22H17N3O5 403.4 g/mol 131860-33-8 

 

แต่อย่างไรก็ตามวัตถุอันตรายทางการเกษตรที่ใช้เพ่ือป้องกัน ก าจัด หรือควบคุมโรคและแมลงของพืชผัก

นั้นอาจก่อให้เกิดโทษและส่งผลเสียร้ายแรงต่อสุขภาพของผู้บริโภคได้หากมีการใช้งานอย่างไม่ถูกต้องเหมาะสม 

ดังนั้นประเทศต่างๆทั่วโลกที่น าเข้าผลิตผลทางการเกษตรจึงตระหนักในปัญหานี้ และได้ก าหนดมาตรการที่เข้มงวด

ในการอนุญาตให้น าเข้าเฉพาะสินค้าทางการเกษตรที่มีปริมาณสารพิษตกค้างสูงสุด (Maximum Residue Limits; 

MRLs) อยู่ในเกณฑ์ที่ก าหนดเท่านั้น ซึ่งค่าดังกล่าวนี้ประเมินได้จากการศึกษาการสลายตัวของสารพิษตกค้างชนิด

นั้นๆ (Residue trial) ในพืชผักแต่ละประเภท โดยหากปราศจากข้อมูลชุดดังกล่าว ประเทศคู่ค้าจะก าหนดค่า 

Export default limit ส าหรับสารพิษตกค้างทุกชนิดในสินค้าทางการเกษตรทุกประเภทให้มีค่าอยู่ที่ 0.01 mg/kg 

ซึ่งถือเป็นมาตรการกีดกันทางการค้าว่าด้วยการจ ากัดปริมาณสารพิษตกค้าง และนับเป็นอุปสรรคส าคัญในการ

ส่งออกสินค้าทางการเกษตรของไทย 

 ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงท าการทดลองหาค่าปริมาณสารพิษตกค้างสูงสุดของในพริก โดยสกัดตัวอย่างพริกด้วย
วิธี QuEChERS: EN 15662 (Anastassiades et al. (2003)) และวิเคราะห์หาปริมาณสารพิษตกค้างด้วยเทคนิค 
LC-MS/MS (Mukherjee et al. (2015)) เพ่ือน าข้อมูลที่ได้ไปแนะน าเกษตรกรผู้ปลูกพริกในการใช้สารให้ถูกต้อง
และเหมาะสม และน าไปประกอบการพิจารณาก าหนดค่า MRLs ส าหรับใช้ต่อรองกับประเทศคู่ค้าในการส่งออก
พริกเพ่ือประโยชน์สูงสุดทางการค้าของประเทศไทยในอนาคตต่อไป 
7. วิธีด าเนินการ 
7.1 อุปกรณ์ 
 1) เครื่องพ่นสารแบบสะพายหลัง (knapsack sprayer) และชุดป้องกันอันตรายจากละอองสาร 

2) อุปกรณ์ในการเตรียมตัวอย่าง เช่น มีดสแตนเลส เขียงพลาสติก และโถปั่นตัวอย่าง (Micronizer) 

3) อุปกรณ์และเครื่องมือทางวิทยาศาสตร์ เช่น เครื่องแก้วต่างๆ เครื่องชั่งดิจิติลทศนิยม 5 ต าแหน่ง 

(Mettler Toledo AT261, SN; 115323175) และเครื่องมือตรวจวิเคราะห์สารชนิด Liquid chromatography-

mass spectrometer (Agilent technologies 6410 Series triple quadrupole, LC-MS/MS) 
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7.2 สารเคมี 
1) ผลิตภัณฑ์วัตถุอันตรายทางการเกษตร ชื่อการค้า อมิสตา (25% W/V SC azoxystrobin, batch No.  

BPO6F134B, Syngenta Co., Ltd.)  

2) สารมาตรฐานปฐมภูมิ (Primary standard of azoxystrobin, Dr. Ehrenstorfer 99.23 %  

Lot No. G128076, Exp. date 23 September 2021) 

3) สารเคมีท่ีใช้ในการวิเคราะห์ตัวอย่างเช่น acetronitrile (ACN), sodium chloride (NaCl), primary  

secondary amine (PSA), magnesium sulfate (MgSO4), disodium hydrogencitrate sesquihydrate 

(Na2C3H5O(CO2)3·1.5H2O), trisodium citrate dihydrate (Na3C3H5O(CO2)3·2H2O), graphite carbon black 

(GCB), ammonium formate (NH4HCO2) และ formic acid (HCO2H)  

7.3 วิธีการ 
 1) การท าแปลงทดลอง 

1.1) ส ารวจพ้ืนที่ปลูกพริกในจังหวัดสุพรรณบุรี อ่างทอง นครปฐม ราชบุรี และกาญจนบุรีเพ่ือเลือก

แปลงทดลองจ านวน 2 แปลง (ต้องมีระยะทางห่างกันมากกว่า 30 กิโลเมตร หรือมีฤดูกาลเพาะปลูกแตกต่างกัน) 

โดยพันธุ์พริกท่ีใช้ในการทดลองคือ ซุปเปอร์ฮอต พริกเกษตร พริกอัมพวา และพริกหอมสุพรรณ 

1.2) วางแผนการทดลองแบบ supervised trial ตาม Codex Guideline ประกอบด้วย 2 แปลง

ทดลองย่อย ได้แก่ แปลงที่พ่นวัตถุอันตราย (treated) โดยพ่นสาร 25 % W/V SC ตามค าแนะน าบนฉลาก

ผลิตภัณฑ์ (recommended dose) คือ 10 mL/น้ า 20 L อัตราใช้น้ า 80 L/ไร่ พ่นทุก 7 วัน รวม 3 ครั้ง และ

แปลงควบคุม (control) เป็นแปลงพริกที่ไม่มีการพ่นสารดังกล่าว 

1.3) สุ่มเก็บตัวอย่างผลผลิตจากแปลง treated และ control ภายหลังการพ่นสารฯครั้งสุดท้ายที่

ระยะเวลาต่างๆคือ 0 (2 ชั่วโมง), 1, 2, 3, 5, 7, 10, 14 และ 17 วัน เพ่ือตรวจวิเคราะห์สารพิษตกค้าง ด้วยวิธี 

QuEChERS: EN 15662 และวิเคราะห์ปริมาณสารพิษตกค้างในพริกด้วยเครื่อง LC-MS/MS  

 

 2) การตรวจวิเคราะห์สารพิษตกค้าง 

2.1) การเตรียมสารละลายมาตรฐาน 

2.1.1) Stock standard solution 

ชั่งสารมาตรฐานปฐมภูมิ (AZX) ด้วยเครื่องชั่งดิจิตอลทศนิยม 5 ต าแหน่ง ให้ได้น้ าหนัก

ประมาณ 10  0.01 mg ใส่ในขวดวัดปริมาตร (class A) ขนาด 10 mL เติมตัวท าละลาย acetonitrile (PR 

grade) ประมาณสามส่วนสี่ของปริมาตรขวดเขย่าให้เข้ากันด้วยเครื่อง ultrasonic bath นาน 15 นาท ีตั้งทิ้งไว้ให้
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เย็นที่อุณหภูมิห้องแล้วปรับปริมาตรอีกครั้งด้วยตัวท าละลายข้างต้น โดยความเข้มข้นของสารฯค านวณได้จาก

สมการที่ (1) 

 

g/g)(610
100  (mL) ทีเ่ตรียมปริมาตรสาร

 (%) ธ์ิของสารความบริสุท (g) ทีช่ั่งน้ าหนักสาร
g/mL)(  AZXนของความเข้มข้ μμ 




  

……….…….…. 

(1) 

 

2.1.2) Intermediate standard solution 

เตรียมสารละลายมาตรฐานความเข้มข้นเท่ากับ 100 µg/mL จาก stock standard 

solution โดยใช้ตัวท าละลาย acetonitrile (PR grade) ค านวณหาปริมาตรสารตั้งต้นที่ต้องใช้ได้จากสมการที่ (2) 

 

2V2C1V1C   …………………….…. (2) 

 

เมื่อ C1 = ความเข้มข้นของสารตั้งต้น (µg/mL) V1 = ปริมาตรของสารตั้งต้นที่ต้องปิเปตมา (mL)  

C2 = ความเข้มข้นของสารที่ต้องการเตรยีม (µg/mL) V2 = ปริมาตรของสารทีต่้องการเตรียม (mL)   
 

2.1.3) Working standard solution 

เตรียมสารละลายมาตรฐานให้มีความเข้มข้นเท่ากับ 10 µg/mL จาก intermediate 

standard solution ส่วน calibration standard solution ในช่วงความเข้มข้น 0.001 – 0.10 µg/mL ท าการ

เตรียมใหม่ทุกครั้งที่มีการใช้งาน โดยเตรียมจากสารละลายมาตรฐานความเข้มข้น 10 µg/mL โดยใช้ตัวท าละลาย 

acetonitrile (PR grade)  

2.2) สภาวะเครื่อง LC-MS/MS 

ฉีดสารละลายมาตรฐานที่ความเข้มข้นต่ าแล้วปรับอัตราส่วนเฟสเคลื่อนที่ (mobile phase) A : B 

และ Mass spectrometer ตามความเหมาะสม เพ่ือให้สามารถตรวจวัดสัญญาณสารได้ โดยมีรายละเอียดดังนี้ 

  2.2.1) LC-MS/MS 

 

Column 

 

: รายละเอียดของ Column 

Brand Phase Particle size Pore size Length Internal diameter 

Kinetex XB-C18 2.6 µm 100 Å 100 mm 2.1 mm 
 

Flow rate : 0.3 mL/min และ Injection volume : 1.0 µL 
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Mobile phase : 5 mM (NH4)HCO2 : 0.01% HCO2H ในน้ า (สารละลาย A) และ ACN (สารละลาย B) 

อัตราส่วนของ A : B ดังนี้ 
 

  เวลา (min) สารละลาย A (%) สารละลาย B (%) 

0 40 60 

2 40 60 

4 2 98 

6 2 98 

7 40 60 

8 40 60 
 

   

2.2.2) Mass spectrometer (MS) มีการตั้งสภาวะของ MS รายละเอียดดังนี้ 
 

  
Analyte Precursor Product ion 

Dwell 

time 

Fragmentor 

(v) 

Collision 

energy (v) 

azoxystrobin 404 

404 

404 

372 

344 

329 

50 

50 

50 

100 

100 

100 

15 

25 

35 
 

Mode: Positive, Gas temperature: 350 C, Nebulizer: 45 psi, Capillary: 3500 V and Gas flow: 10 L/min 
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2.3) การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ 

ตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ด้วยวิธี QuEChERS EN 15662 โดยการตรวจวัดในตัวอย่างพริก

ด้วยเทคนิค LC-MS/MS 

2.3.1) การตรวจสอบช่วงและความเป็นเส้นตรงของการวัด (Range/Linearity) 

1) การตรวจสอบช่วงของการวัด (Range) 

ฉีดสารละลายมาตรฐานในตัวท าละลาย acetonitrile จ านวน 6 ระดับความเข้มข้นๆละ 
1 ซ้ า ได้แก่ 0.001, 0.005, 0.01, 0.02, 0.05 และ 0.10 µg/mL ตรวจวิเคราะห์ด้วยเครื่อง LC-MS/MS สร้าง
กราฟความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐาน (แกน X) กับสัญญาที่ตรวจวัดได้ (แกน y) 
พิจารณาเลือกช่วงที่ให้ความสัมพันธ์เชิงเส้นตรง โดยประเมินจากค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (Correlation of 
coefficient: r  0.995) เพ่ือประเมินช่วงของการวัดสารด้วยเครื่อง LC-MS/MS 

2) การตรวจสอบความเป็นเส้นตรงของวิธีวิเคราะห์ (Linearity) 

ทดสอบ fortified samples โดยเติมสารละลายมาตรฐานในตัวอย่างพริก (sample 
blank) ที่ 6 ระดับความเข้มข้นๆละ 3 ซ้ า โดยขยายความเข้มข้นที่ได้จากการท า working range ในข้อ 1) 
ออกเป็น 0.005, 0.01, 0.015, 0.02, 0.025 และ 0.05 mg/kg สกัดด้วยวิธี QuEChERS: EN 15662 และตรวจ
วิเคราะห์ด้วยเครื่อง LC-MS/MS สร้างกราฟมาตรฐานระหว่างความเข้มข้นของสารที่ตรวจวัดได้กับพ้ืนที่ใต้พีค 
ค านวณหาค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (Coefficient of Determination: R2) โดยเกณฑ์ยอมรับต้องมีค่า  
R2  0.990 เพ่ือประเมินความเป็นเส้นตรงของวิธีวิเคราะห์สารอะซอกซ่ีในพริก 

2.3.2) ขีดจ ากัดในการตรวจวัดเชิงคุณภาพ (Limit of detection: LOD) 

เป็นการหาค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถตรวจวัดได้ โดยท าการ fortified สารละลาย

มาตรฐานลงในตัวอย่างพริก จ านวน 10 ซ้ า สกัดด้วยวิธี QuEChERS: EN 15662 และวิเคราะห์ด้วยเครื่อง และ 

LC-MS/MS ประเมินค่า LOD จากค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Standard deviation: SD) ของความเข้มข้นต่ าสุดที่ท า

การทดสอบ accuracy ซ่ึง LOD มีค่าเท่ากับสามเท่าของค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (LOD = 3 × SD) 

2.3.3) ขีดจ ากัดในการตรวจวัดเชิงปริมาณ (Limit of quatitation: LOQ) 

ทดสอบ fortified sample จ านวน 10 ซ้ า สกัดและวิเคราะห์ด้วยวิธีข้างต้น ประเมินค่า 

LOQ จากค่า SD ของความเข้มข้นต่ าสุดที่ท าการทดสอบ accuracy ซึ่ง LOQ มีค่าเท่ากับสิบเท่าของค่าเบี่ยงเบน

มาตรฐาน (LOQ = 10 × SD) และประเมินค่า accuracy และ precision ต้องอยู่ในเกณฑ์ยอมรับ 

2.3.4) ความแม่น (Accuracy)  

เติมสารละลายมาตรฐานลงในตัวอย่างพริกที่ 3 ระดับความเข้มข้น (ต่ า กลาง สูง) คือ 0.01, 

0.02 และ 0.05 mg/kg จ านวน 10 ซ้ า สกัดและวิเคราะห์ด้วยวิธีดังที่กล่าวมาแล้ว 

1) ค่าที่แท้จริง (Trueness) 
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ประเมินค่าความถูกต้องและแม่นย าจากค่าเปอร์ เซ็นต์การได้กลับคืนของสาร  

(% recovery) ดังสมการที่ (3) โดยเกณฑ์การยอมรับคือตัวอย่างทุกตัวต้องมี % recovery เท่ากับ 70  120% 
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100
C

C
  recovery) (% บคืนของสาร ์การได้กลัเปอร์เซ็นต

Addition

Fortified   …………………….… (3) 

                                      เมื่อ CFortified= ความเข้มข้นของสารที่วิเคราะห์ได ้(µg/g)  

              CAddition= ความเข้มขน้ท่ีแท้จริงของสารที่เติมลงในตัวอย่าง (µg/g) 

 

 

2) ความเที่ยง (Precision) 

ประเมินค่าความเที่ยงจากค่า HORRAT ดังสมการที่ (4.1-4.3) โดยตัวอย่างทุกความเข้มข้นที่

ทดสอบต้องให้ค่า HORRAT  2 

 

RSD Predicted

%RSD
HORRAT   ………………….… (4.1) 

  

100
X

SD
RSD%   ………………….… (4.2) 

  

C loc 0.5120.66RSD Predicted 
  …………….……… (4.3) 

 

2.4)  การศึกษาปริมาณสารพิษตกค้างในผลผลิตพริก  

สุ่มเก็บตัวอย่างผลผลิตจากแปลง treated และ control ภายหลังการพ่นสารฯครั้งสุดท้ายที่
ระยะเวลาต่างๆ คือ 0 (2 ชั่วโมง), 1, 2, 3, 5, 7, 10, 14 และ 17 วัน จากนั้นน าส่งตัวอย่างเข้าสู่ห้องปฏิบัติการท า
การปั่นละเอียดในสภาวะไนโตรเจนเหลว และสกัดด้วยวิธี QuEChERS: EN 15662 โดยชั่งตัวอย่าง 10  0.01 g 
ใน centrifuge tubes ขนาด 50 mL เติม acetonitrile 10 mL เขย่าด้วยมือนาน 1 นาที  เติมสารสกัด 
Na2C3H5O(CO2)3)·1.5H2O 0.5 g, Na3C3H5O(CO2)3.2H2O 1 g, NaCl 1 g และ MgSO4 4 g เขย่าต่ออีก 1 นาที 
น าไป centrifuge ที่ความเร็วรอบ 3000 rpm เป็นเวลา 5 นาที ปิเปตสารละลายส่วนใส 5 mL ใส่ลงใน 
centrifuge tube ขนาด 15 mL ที่บรรจุด้วยสารท าความสะอาด MgSO4 750 mg, PSA 125 mg และ GCB 50 
mg จากนั้น vertex ต่ออีก 1 นาที แล้วน าไป centrifuge อีกครั้งที่ความเร็วรอบ 3000 rpm นาน 5 นาที กรอง
สารละลายส่วนใสใส่ใน LC-vial ให้ได้ปริมาตร 1 mL โดยใช้ PTFE syringe filter ขนาด 0.2 µm พร้อมทั้งเติม  
5 % HCO2H 10 µL น าไปตรวจวัดด้วยเครื่อง LC-MS/MS 
 



10 
 

เวลาและสถานที่สถานที่ 
ระยะเวลา 

ตุลาคม 2559 – กันยายน 2562 รวมระยะเวลา 3 ปี 
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สถานที่ท าแปลงทดลอง 
1. อ. เมืองนครปฐม จ. นครปฐม  มีนาคม – เมษายน 2560 
2. อ. ท่าม่วง จ. กาญจนบุรี  กรกฎาคม – กันยายน 2560 
3. อ. เมืองนครปฐม จ. นครปฐม  เมษายน – มิถุนายน 2561 
4. อ. ท่าม่วง จ. กาญจนบุรี  กรกฎาคม – สิงหาคม 2561 
5. อ. เมืองสุพรรณบุรี จ. สุพรรณบุรี มีนาคม – เมษายน 2562 
6. อ. เมืองนครปฐม จ. นครปฐม  มีนาคม – เมษายน 2562 

 
สถานที่ตรวจวิเคราะห์สารพิษตกค้าง 
 ห้องปฏิบัติการกลุ่มงานวิจัยสารพิษตกค้าง กลุ่มวิจัยวัตถุมีพิษการเกษตร กองวิจัยพัฒนาปัจจัยการผลิต

ทางการเกษตร กรมวิชาการเกษตร 

8. ผลการทดลองและวิจารณ์ผล 

8.1 การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีการตรวจวิเคราะห์ 

การตรวจวิเคราะห์สารพิษตกค้างโดยวิธี QuEChERS: EN 15662 ในตัวอย่างพริก ด้วยเทคนิค LC-MS/MS มี

ผลการทดลองดังนี้ 

8.1.1) การตรวจสอบช่วงการวัด /ความเป็นเส้นตรงของวิธีวิเคราะห์ (Range/Linearity) 

พิจารณาช่วงของการใช้งานของสารละลายมาตรฐานอะซอกซีสโตรบิน โดยประเมินด้วยสายตา 

(Visual evaluation) จากความสัมพันธ์ระหว่างสัญญาณที่ตรวจวัดได้กับความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐาน

ในช่วงไดนามิก (Dynamic range) ที่ความเข้มข้น 0.001 - 0.10 µg/mL แล้วเลือกเฉพาะช่วงที่ตอบสนองเชิง

เส้นตรง พบว่ามี 4 ระดับความเข้มข้นที่อยู่ในช่วง 0.005 - 0.05 µg/mL ทีใ่ห้ความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงมากที่สุด โดย

มีค่า r = 0.999983 (ภาพที่ 1) ซึ่งอยู่ในเกณฑ์การยอมรับ (r  0.995) แสดงให้เห็นว่าเครื่อง LC-MS/MS มีช่วงของ

การวัดสารอยู่ในช่วง 0.005 – 0.05 µg/mL 

ทดสอบความเป็นเส้นตรงของวิธีวิเคราะห์ (Linearity) โดยตรวจวิเคราะห์ fortified samples       ที่

ช่วงความเข้มข้นขยายจ านวน 6 ระดับๆละ 3 ซ้ า คือ 0.005, 0.01, 0.015, 0.02, 0.025 และ 0.05 mg/kg หาค่า 

R2 จากกราฟความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารในตัวอย่างกับสัญณาณที่ตรวจวัดได้ พบว่าช่วงการวิเคราะห์

ที่ให้ความเป็นเส้นตรงสูงสุดอยู่ที่ 0.01 - 0.05 mg/kg (ภาพที่ 2) โดยมีค่า R2 = 0.999702 และมีค่าเข้าใกล้ 1 เป็น

อย่างมาก แสดงว่าวิธี QuEChERS: EN 15662 มีช่วงของการวัดสารอยู่ในช่วง 0.01 – 0.05 mg/kg  

8.1.2) Matrix effect 



12 
 

จากการเปรียบเทียบ slope ของสารมาตรฐานที่เตรียมจากตัวท าละลาย acetonitrile (ACN) ดัง

ภาพที่ 1 กับกราฟของการ fortified sample (Mtrx) ในตัวอย่างพริก ดังภาพที่ 2 พบว่า % ME เท่ากับ 108.5  

(% ME = (slope Mtrx/slope ACN)  100) ซึ่ง slope ของสารมาตรฐานใน matrix กับ slope ของสาร

มาตรฐานใน acetonitrile ต่างกันไม่เกิน 20 % ถือว่าไม่มี matrix effect จึงเตรียมสารละลายมาตรฐานด้วย 

acetonitrile เพ่ือหาปริมาณในพริกได้ 

  
ภาพที่ 1 สัญญาณที่ตรวจวัดได้ที่ระดับความเข้มข้น

ของสารละลายมาตรฐานในตัวท าละลาย ACN ที่ช่วง

ความเข้มข้นตั้งแต่ 0.005 - 0.05 µg /mL 

ภาพที่ 2 สัญญาณที่ตรวจวัดได้จากการ fortified 

สารละลายมาตรฐานลงในตัวอย่างพริก ที่ช่วงความ

เข้มข้นตั้งแต่ 0.01 - 0.05 mg/kg 

 

8.1.3) ขีดจ ากัดในการตรวจวัด (Limit of detection: LOD) 

จากการศึกษาความเข้มข้นต่ าสุดของสารละลายที่สามารถตรวจวัดได้ ทีค่วามเข้มข้น 0.01 mg/kg 

จ านวน 10 ซ้ า ค านวณหาค่า SD เพ่ือประเมินค่า LOD จาก 3 × SD (แสดงในตารางที่ 6) พบว่าขีดจ ากัดการ

ตรวจวัดของวิธีทดสอบนี้มีค่าประมาณ 0.002 mg/kg จากการตรวจสอบค่า LOD ที่จุดนี้ไม่สามารถตรวจวัด

สัญญาณของสารได้ดังนั้นจึงก าหนดความเข้มข้นของ LOD ที่ 0.005 mg/kg ท าการทดสอบตัวอย่างพริก จ านวน 

10 ซ้ า พบว่ามีสัญญาณการตรวจวิเคราะห์ของทุกตัวอย่าง จึงก าหนดให้ค่า LOD ของวิธีทดสอบนี้มีค่าเท่ากับ 

0.005 mg/kg ผลดังตารางที่ 5 

8.1.4) ขีดจ ากัดในการตรวจวัดเชิงปริมาณ (Limit of quantitation: LOQ) 

ประเมินค่า LOQ จากสิบเท่าของค่า SD ที่ความเข้มข้น 0.01 mg/kg (ตารางท่ี 6) พบว่าขีดจ ากัดการ

ตรวจวัดเชิงปริมาณมีค่าเท่ากับ 0.01 mg/kg โดยตัวอย่างทุกตัวให้ค่า % recovery ผ่านเกณฑ์ยอมรับ 

8.1.5) ความแม่น (Accuracy) 

ทดสอบ fortified samples ที่ 3 ระดับความเข้มข้นๆละ 10 ซ้ า คือ 0.01 0.02 และ 0.05 mg/kg 
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1) ค่าที่แท้จริง (Trueness) 

ค านวณหาค่า % recovery พบว่าวิธีทดสอบนี้ให้ค่าร้อยละการได้กลับคืนมาของตัวอย่างทุกตัว

อยู่ในเกณฑ์ที่ก าหนด (ตารางที่ 6) แสดงให้เห็นว่าการท าซ้ าทุกครั้งของวิธีทดสอบนี้ให้ค่าผลการทดลองใกล้เคียง

กันและเข้าใกล้ค่าท่ีแท้จริง 

2) ความเที่ยง (Precision) 

ค านวณหาค่าความเข้มข้นที่ตรวจพบเฉลี่ย ( X ), SD, % RSD เพ่ือหาค่า HORRAT ดังตารางที่ 5 

พบว่าวิธีทดสอบนี้มีความเที่ยง ซึ่งยืนยันได้จากค่า HORRAT  2 แสดงให้เห็นว่าการท าซ้ าทุกครั้งของวิธีทดสอบนี้

ให้ค่าผลการทดลองใกล้เคียงกัน 
 

ตารางท่ี 5 สัญญาณการตรวจวัด ที่ระดับความเข้มข้น LOD และ LOQ ของในพริก 

Conc.  
(mg/kg) 

Respond of fortified samples   
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Avg. % 

RSD 
0.05  1,531 1,595 1,561 1,557 1,525 1,534 1,406 1,482 1,474 1,508 1,517 3.78 
0.01  2,869 2,964 3,003 3,032 3,065 2,763 2,807 2,675 2,707 2,697 2,858 5.41 

 
ตารางท่ี 6 การศึกษาความเที่ยงและความแม่นที่ fortified samples ของในพริก (n = 10) 

No. 
Conc. 

(mg/kg) 
X   
(mg/kg) 

Recovery 

(%) 
SD 

RSD 

(%) 
C 1 – 0.5 log C 

Pre- 

dicted 

RSD 

HORRAT 

1 0.01 1.06 10-2 99114 6.00 10-4 5.41 1.06 10-8 4.99 20.95 0.26 

2 0.02 2.19 10-2 106115 5.00 10-4 2.45 2.19 10-8 4.83 18.77 0.13 

3 0.05 5.61 10-2 109115 1.10 10-3 1.87 5.61 10-8 4.63 16.29 0.12 

เมื่อ C = สัดส่วนความเข้มข้น (fraction concentration) 
 

8.2 การท าแปลงทดลอง 

ท าแปลงทดลองพริกรวม 6 แปลงทดลอง ในช่วง มีนาคม 2560 – เมษายน 2562 ในพ้ืนที่จังหวัดนครปฐม 

กาญจนบุรี และสุพรรณบุรี โดยแต่ละแปลงทดลองแบ่งเป็น 2 แปลงทดลองย่อย คือ แปลงที่พ่นสาร 25 % W/V 

SC ในอัตราแนะน า 10 mL/น้ า 20 L โดยใช้น้ า 80 L/ไร่ พ่นสารทุก 7 วัน รวม 3 ครั้ง และแปลงควบคุมที่ไม่ใช้
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สาร หลังการพ่นสารครั้งสุดท้ายสุ่มเก็บตัวอย่างพริกที่ระยะเวลา 0 , 1, 2, 3, 5, 7, 10, 14 และ 17 มาตรวจ

วิเคราะห์หาปริมาณสารพิษตกค้าง พบปริมาณสารพิษตกค้างในแปลงทดลองท่ี 1 – 6 แสดงดังตารางที่ 7  
 

ตารางท่ี 7 ปริมารสารพิษตกค้างอะซอกซีสโตรบินในตัวอย่างพริกแต่ละแปลงทดลอง 

แปลง

ทดลองที ่
สถานที่ปลูกพริก treated plot (mg/kg) ที่ระยะเวลาต่างๆ (วัน) control 

plot 0 1 2 3 5 7 10 14 17 

1. อ. เมืองนครปฐม จ. นครปฐม 0.23 0.09 0.04 0.02 0.02 0.01 0.01 0.02 0.01 ND 

2. อ. ท่าม่วง จ. กาญจนบุร ี 0.35 0.34 0.32 0.26 0.14 0.10 0.08 0.07 0.06 ND 

3. อ. เมืองนครปฐม จ. นครปฐม 0.31 0.25 0.19 0.05 0.04 0.04 0.04 0.02 0.01 ND 

4. อ. ท่าม่วง จ. กาญจนบุร ี 0.27 0.21 0.09 0.09 0.07 0.07 0.05 0.05 0.04 ND 

5. อ. เมืองสุพรรณบุรี จ. 

สุพรรณบุรี 

0.88 0.57 0.45 0.47 0.38 0.27 0.19 0.16 0.16 ND 

6. อ. เมืองนครปฐม จ. นครปฐม 0.31 0.10 0.05 0.06 0.05 0.04 0.03 0.03 0.02 ND 

 

หมายเหต:ุ  ค่า LOQ (Limit of detection)   =   0.01 mg/kg 

  ND < LOD (Limit of quantitation)  =   0.005 mg/kg 
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จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าปริมาณสารพิษตกค้างในพริกมีแนวโน้มลดต่ าลงตามระยะเวลาที่ผ่านไป 

ดังภาพที่ 3 ทั้งนี้เนื่องจากการการสลายตัวของสารตกค้าง หรืออาจเกิดจากกระบวนการสลายตัวเนื่องจากอิทธิพล

ของแสงอาทิตย์ อากาศ สิ่งแวดล้อมหรือกิจกรรมภายในผลพริกเอง (FAO (2008)) และถึงแม้ว่าจะเก็บตัวอย่าง

พริก 2 ชั่วโมง หลังการพ่นสารครั้งสุดท้าย (0 วัน) ก็พบว่าค่าปริมาณการตกค้างของสารอะซอกซีสโตรบินในพริก

ยังต่ ากว่าค่า MRLs ที่หลายประเทศทั่วโลกได้ก าหนดไว้ (ตารางที่ 8) จึงชี้บ่งได้ว่าวัตถุอันตรายทางการเกษตร

ดังกล่าวที่ใช้เพ่ือป้องกันก าจัดโรคในแปลงพริกไม่ก่อให้เกิดการตกค้างในระดับที่เป็นอันตรายต่อผู้บริโภค หากมี

การใช้งานอย่างถูกวิธี ส่วนแปลงควบคุมไม่พบการตกค้างของสารอะซอกซีสโตรบินในพริกทุกระยะเวลาการเก็บ

ตัวอย่าง 
 

ตารางท่ี 8 ค่า MRLs ของสารอะซอกซีสโตรบินในพริกสด (Chillies MRL datasheet (2550)) 

Active 

ingredient 

MRLs (mg/kg) 

Export  

default  
UK Austria Belgium Denmark Italy Portugal Sweden Norway 

azoxystrobin 0.01 2.00 2.00 2.00 2.00 0.05 2.00 2.00 2.00 

 

 
 

ภาพที่ 3 ปริมาณสารพิษตกค้างอะซอกซีสโตรบิน ที่ตรวจพบจากแปลงทดลองที่ 1 - 6 
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9. สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 
วิเคราะห์ปริมาณสารพิษตกค้างอะซอกซีสโตรบินในพริก 6 แปลงทดลอง โดยสกัดตัวอย่างด้วยวิธี  

QuEChERS: EN 15662 และตรวจวัดปริมาณสารพิษตกค้างด้วยเครื่อง LC-MS/MS พบว่าปริมาณสารพิษตกค้าง

ที่ระยะเวลา 0 (2 ชั่วโมง), 1, 2, 3, 5, 7, 10, 14 และ 17 วัน หลังพ่นสารครั้งสุดท้ายส าหรับแปลงทดลองที่ 1 – 6 

มีค่าอยู่ในช่วง 0.23 – 0.01, 0.35 – 0.06, 0.31 – 0.01, 0.27 – 0.04, 0.88 – 0.16 และ 0.31 – 0.02 mg/kg 

ตามล าดับ ส่วนแปลงควบคุมไม่พบการตกค้างของสารดังกล่าวแต่อย่างใด 

10. การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ 
1) น าข้อมูลที่ได้ไปแนะน าเกษตรกรในการใช้สารอะซอกซีสโตรบินพ่นแปลงพริกได้อย่างถูกต้องและ

เหมาะสม เพ่ือป้องกันการเกิดปัญหาสารพิษตกค้างที่ส่งผลกระทบร้ายแรงต่อทั้งสิ่งแวดล้อมและสุขภาพของ

ผู้บริโภค 

2) น าผลการทดลองท่ีได้ไปประกอบการพิจารณาก าหนดค่ามาตรฐานสารพิษตกค้างสูงสุดทั้ง Thailand  

Asean และ CODEX MRLs 
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