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5. บทคัดย่อ 

การสกัดสารพิษตกค้างกลุ่มออร์แกโนฟอสฟอรัสในหอมแดงโดยใช้เทคนิคการเตรียมตัวอย่างที่พัฒนามาจาก 
QuEChERS ร่วมด้วยเทคนิคแก๊สโครมาโทกราฟีแมสสเปกโทรมิเตอร์ มีการศึกษาพารามิเตอร์ต่างๆ ที่ผลต่อ
ประสิทธิภาพการสกัดด้วยเทคนิคการเตรียมตัวอย่างแบบ QuEChERS เช่น ชนิดและปริมาณตัวท าละลายอินทรีย์ที่
เป็นตัวสกัด, ชนิดและปริมาณสารการท าความสะอาดตัวอย่าง, และปริมาณการเติมเกลือโซเดียมคลอไรด์ สภาวะที่
เหมาะสมส าหรับการเตรียมตัวอย่างหอมแดง คือ ใช้แอซีโตนและไดคลอโรมีเทน เป็นตัวท าละลายอินทรีย์ผสมที่ใช้สกัด
สารพิษตกค้างที่ต้องการวิเคราะห์, ท าความสะอาดตัวอย่างโดยใช้ปริมาณ Primary Secondary Amine ( PSA ) 150 
มิลลิกรัม และเติม 10% โซเดียมคลอไรด์ ศึกษาคุณลักษณะเฉพาะของวิธีพบว่าช่วงการใช้งาน ความสัมพันธ์เชิง
เส้นตรงดี คือ ช่วง 0.02-2.0 ไมโครกรัมต่อกรัม ให้ค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ ( r ) มากกว่า 0.995 ยกเว้น เมทามิโด
ฟอส, ไดคลอร์วอส, โอเมโทเอต, โมโนโครโทฟอส, และอะซินฟอส มีช่วงการใช้งาน 0.05-2.0 ไมโครกรัมต่อกรัม 
ขีดจ ากัดของการตรวจพบมีค่าอยู่ในช่วง 0.006-0.02 ไมโครกรัมต่อกรัม ขีดจ ากัดของการหาเชิงปริมาณมีค่าอยู่ในช่วง 
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0.02-0.05 ไมโครกรัมต่อกรัม การหาค่าความแม่นให้ค่าการน ากลับคืนมาทุกสารพิษตกค้างกลุ่มออร์แกโนฟอสฟอรัสที่
ความเข้มข้นระดับต่ ามีค่าอยู่ในช่วง 60-120%, ที่ความเข้มข้นระดับกลางให้ค่าการน ากลับคืนมาอยู่ในช่วง 63-120%, 
และที่ความเข้มข้นระดับสูงให้ค่าการน ากลับคืนมาอยู่ในช่วง 64-118% ความเที่ยงโดยใช้ HORRAT ประเมินค่าอยู่
ในช่วง 0.2-1.8 ซึ่งผ่านเกณฑ์การยอมรับทุกตัว ถ้าเปรียบเทียบวิธีนี้กับวิธีการเตรียมตัวอย่างทั่วไปพบว่า วิธีที่เสนอนี้มี
ความได้เปรียบของการเป็นวิธีการสกัดที่รวดเร็ว และง่ายต่อการท างานและมีการใช้ตัวท าละลายอินทรีย์ปริมาณน้อย
กว่าทั่วไป 

6. ค าน า 

ประเทศไทยเราเป็นประเทศเกษตรกรรมในเขตร้อนที่มีศัตรูพืชชุกชุม  จึงยังคงมีความจ าเป็นในการใช้สารเคมี

ก าจัดศัตรูพืชในผลิตผลการเกษตรโดยเฉพาะพืชผัก  สารเคมีก าจัดศัตรูพืชในทางการเกษตรที่มีการจ าหน่ายทางการค้า

มีมากมายหลายชนิดซึ่งแบ่งออกเป็นกลุ่มใหญ่ๆ ตามชนิดของสิ่งมีชีวิตที่ใช้ในการควบคุมและก าจัด คือ สารก าจัดแมลง 

สารป้องกันก าจัดวัชพืช สารป้องกันก าจัดเชื้อรา สารก าจัดหนูและสัตว์ เป็นต้น แต่ในการจ าแนกตามสูตรเคมี แบ่ง

ประเภทใหญ่ๆ ดังนี้ กลุ่มสารประกอบคลอรีน เป็นกลุ่มสารที่มีการใช้มากในการเกษตรยุคแรกๆ แต่ต่อมาพบว่าสาร

กลุ่มนี้เป็นสารที่สลายตัวช้า มีพิษตกค้างปนเปื้อนอยู่ในสภาวะแวดล้อมยาวนานจึงมีประกาศห้ามใช้ทางการเกษตร  

กลุ่มสารประกอบฟอสเฟต กลุ่มสารคาร์บาเมท มีการใช้มาก มีพิษค่อนข้างสูงแต่สลายตัวได้เร็วมากกว่ากลุ่มอ่ืน  และ

กลุ่มสารสังเคราะห์ไพรีทรอยด์ สารในกลุ่มนี้ออกฤทธิ์เร็ว มีความเป็นพิษในสัตว์เลือดอุ่นค่อนข้างต่ าสลายตัวได้เร็ว ผู้ที่

สัมผัสกับสารเคมีก าจัดศัตรูพืชโดยตรง เช่น เกษตรกร หรือผู้บริโภคจะได้รับพิษทางอ้อม ซึ่งเกิดจากการบริโภคผลผลิต

ทางการเกษตรที่มีสารเคมีปนเปื้อนหรือตกค้างอยู่ ซึ่งการได้รับสารพิษตกค้างในอาหารแม้อาจจะได้รับในปริมาณต่ า 

แต่การที่ได้รับเป็นประจ า สารพิษอาจสะสมเป็นปัญหาเรื้อรัง และส่งผลกระทบต่อระบบการท างานต่างๆ ในร่างกาย  

ดังนั้นเพ่ือให้ผู้บริโภคได้บริโภคอาหารอย่างปลอดภัย จึงต้องมีระบบการดูแลควบคุมและตรวจสอบคุณภาพความ

ปลอดภัยในอาหารที่ผลิตทุกขั้นตอน ทั้งนี้มาตรฐานที่ใช้ในการควบคุมต้องมีความเท่าเทียมกับมาตรฐานสากล ท าให้

ต้องมีการพัฒนาเทคโนโลยีและสร้างองค์ความรู้ที่หลากหลายเพ่ือเพ่ิมสมรรถนะกับการแข่งขันกับต่างประเทศ   

ตลอดจนกลุ่มประเทศ EU และประเทศญี่ปุ่น ได้ปรับเปลี่ยนระบบและมาตรฐานการควบคุมสารเคมีตกค้างในสินค้า

เกษตรและอาหารน าเข้า โดยก าหนดค่าสูงสุดที่จ ากัดให้มีในอาหาร (Maximum Residue Limits : MRLs) เป็น 

“Positive List System” ซึ่งครอบคลุมสารเคมีทุกชนิดทั้งที่มีการก าหนดค่า MRLs เป็นที่เรียบร้อยแล้วและที่ยังไม่ได้

ก าหนดค่า MRLs ให้มีค่า 0.01 ส่วนต่อล้านส่วน ส่งผลกระทบต่อการส่งออกสินค้าเกษตรและอาหารของไทยหลังจาก
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กลุ่มประเทศ EU และญี่ปุ่น น าระบบนี้มาใช้ คือ สินค้าอาหารของไทยจะถูกตรวจสอบสารเคมีตกค้างอย่างเข้มงวดขึ้น

และใช้ระยะเวลาในการตรวจวิเคราะห์นานขึ้น เนื่องจากมีจ านวนสารเคมีท่ีต้องตรวจสอบมากขึ้น 

 หอมแดง ( Allium ascalonicum Linn. ) เป็นพืชในวงศ์ Amaryllidaceae ชื่อ Shallot เป็นพืชล้มลุกที่

ได้รับความนิยมในการบริโภคมาก มีล าต้นใต้ดินเรียกว่าหัวสะสมอาหาร หอมแดงสามารถขึ้นได้ในดินแทบทุกชนิด แต่

ชอบดินร่วน และความชื้นในดินควรสูงในขณะทีเ่จริญเติบโต แต่เมื่อหัวเริ่มแก่ดินและอากาศต้องแห้ง ช่วงที่ปลูกได้ผลดี 

คือ ตั้งแต่เดือน พฤศจิกายน – มีนาคม แหล่งเพาะปลูกหอมแดงมากที่สุดคือ ภาคอีสาน ได้แก่ ศรีสะเกษ บุรีรัมย์ 

นครราชสีมา รองลงมาคือภาคเหนือ ได้แก่  ล าพูน เชียงใหม่ เชียงรายและอุตรดิตถ์ พันธุ์ของหอมแดงที่นิยมปลูกใน

ประเทศมีสองแบบ แบบแรก คือ พันธุ์พ้ืนเมืองภาคเหนือ เรียกว่า หอมบั่ว เป็นหอมแดงที่มีเปลือกนอกสีเหลืองปนส้ม

ขนาดหัวปานกลาง ลักษณะกลมรี ใน 1 หัวแยกได้ 2-3 กลีบ กลิ่นไม่ฉุนจัด รสหวาน แบบที่สองเป็นพันธุ์บางช้าง หรือ

หอมแดงศรีสะเกษ เป็นหอมแดงที่มีเปลือกนอกสีม่วงปนแดง เปลือกหนาและเหนียว ขนาดหัวใหญ่ สม่ าเสมอ หัวมี

ลักษณะกลม ใน 1 หัว มี 1-2 กลีบ กลิ่นฉุนจัด มีรสหวาน หอมแดงให้ผลผลิตแตกต่างกันไปตามฤดูปลูก โดยปกติ

หอมแดงที่ปลูกในฤดูหนาวจะแก่จัดเมื่ออายุ  70-110 วัน  ถ้าปลูกในฤดูฝนจะสามารถเก็บได้เมื่ออายุประมาณ 45 วัน 

แต่ผลผลิตของหอมแดงทั้ง 2 ฤดูแตกต่างกัน คือในฤดูหนาวจะให้ผลผลิตมากเป็น 2-3 เท่าของในฤดูฝน จึงเป็นเหตุให้

หอมแดงในฤดูฝนมีราคาสูงกว่า หลังปลูก 15 วันและ 30 วัน เกษตรกรมีการใส่ปุ๋ยเคมีมากโดยไม่ค านึงถึงปริมาณธาตุ

อาหารที่อยู่ในดิน ท าให้ธาตุอาหารตกค้างสะสมอยู่ในดินขาดความสมดุลและดินมีสภาพเป็นกรดจึงท าให้พบการ

ระบาดของโรคหอมเลื้อย หนอนกระทู้หอม เพลี้ยไฟ สารเคมีป้องกันก าจัดแมลง ได้แก่ เมโทมิล คลอไพริฟอส โปรฟิโน

ฟอส อบาเม็คติน ไซเปอร์เมทริน สารเคมีป้องกันก าจัดโรค ได้แก่ โปรคลอราช คาร์เบนดาซิม แมนโคเซบ และใช้สาร

ป้องกันก าจัดวัชพืชในกลุ่มออกซีฟูออเซ็น หลังจากเก็บเกี่ยวมีการปฏิบัติคล้ายกระเทียม  คือ หอมแดงที่ถอนแล้วต้อง

น ามาผึ่งลมในที่ร่มให้ใบเหี่ยวแห้งจากนั้นก็มัดเป็นจุก คัดขนาดและท าความสะอาด คัดพันธุ์แล้วน าไปแขวนไว้ในที่ร่ม 

เช่น ใต้ถุนบ้าน ให้มีลมโกรก เพ่ือระบายความชื้นจากหัวและใบหอม ไม่ให้ถูกแดด ฝนหรือน้ าค้าง หอมแดงหากเก็บไว้

ในอากาศอบอ้าวจะเกิดโรคราสีด าและเน่าเสียหายเช่นเดียวกับกระเทียม  

 การเตรียมตัวอย่างส าหรับการวิเคราะห์สารพิษตกค้างทางการเกษตรเป็นขั้นตอนหนึ่งที่จะต้องรวดเร็ว ให้ผล

การวิเคราะห์ที่ถูกต้องแม่นย า และเพ่ิมความเข้มข้นของสารที่สนใจวิเคราะห์ให้อยู่ในระดับที่เครื่องมือสามารถตรวจวัด

ได้ วิธีทั่วไปส าหรับการเตรียมตัวอย่าง เช่น Liquid Liquid Extraction, Soxhlet Extraction, Chromatography  

ซึ่งมีข้อเสียในเรื่องของเวลาการเตรียม ใช้ปริมาณตัวท าละลายอินทรีย์มากและท าแบบอัตโมมัติได้ยาก ปัจจุบันมี

งานวิจัยเกี่ยวข้องกับการพัฒนาเทคนิคการเตรียมตัวอย่างแบบใหม่  ซึ่งใช้เวลาการเตรียมตัวอย่างน้อย มีประสิทธิภาพ
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สูงและใช้ปริมาณตัวอย่างและปริมาณตัวท าละลายอินทรีย์น้อยลง มีขั้นตอนที่ไม่ยุ่งยากมาก การเตรียมตัวอย่างการ

วิเคราะห์สารพิษตกค้างทางการเกษตรที่ได้รับความนิยม เช่น Solid Phase Extraction ( SPE ), Solid Phase Micro 

Extraction ( SPME ), Single Drop Micro  Extraction ( SDME ), และ Hollow Fiber Based Liquid Phase 

Micro Extraction ( HF-LPME )  เป็นต้นซึ่งแต่ละวิธีก็มีข้อดี ข้อด้อยแตกต่างกันไป เช่น SPE เป็นเทคนิคท่ีได้รับความ

นิยม สามารถใช้กับระบบการเตรียมตัวอย่างแบบอัตโนมัติได้ แต่ยังมีการใช้ตัวท าละลายอินทรีย์ ปริมาณมาก มีหลาย

ขั้นตอนในการท า และผู้วิเคราะห์ต้องมีความช านาญ เพราะต้องเลือกใช้ตัวท าละลายและกระบวนการให้เหมาะสม 

เทคนิค SPME มีข้อเสียในเรื่องของไฟเบอร์ที่มีราคาแพง บอบบางแตกหักง่าย และมีข้อจ ากัดของอายุการใช้งาน  ส่วน

เทคนิค SDME มีข้อเสียในแง่ของการท างานที่ต้องระมัดระวังหยดของตัวท าละลายให้คงที่ในแต่ละครั้ง เป็นต้น

 เนื่องจากงานวิจัยที่เกี่ยวกับเทคนิค QuEChERs ส่วนใหญ่จะวิเคราะห์สารพิษตกค้างทางการเกษตรในตัวอย่าง

ที่มีเนื้อสารที่ไม่ซับซ้อน กลิ่นไม่ฉุน  และในเขตพ้ืนที่ภาคเหนือตอนล่างตัวอย่างที่มาวิเคราะห์เพ่ือการรับรองระบบ

ส่วนมากเป็นหอมแดง ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงได้พัฒนาเทคนิค QuEChERs มาใช้ในการเตรียมตัวอย่างส าหรับการ

วิเคราะห์สารพิษตกค้างทางการเกษตรในตัวอย่างที่มีส่วนประกอบของน้ าน้อยและกลิ่นฉุนในหอมแดงเพ่ือเพ่ิมความ

เข้มข้นหลังการสกัดสูง ลดขั้นตอนการสกัดตัวอย่างให้ง่ายรวดเร็ว และใช้ตัวท าละลายอินทรีย์น้อย 

 

7. วิธีการด าเนินการ 

7.1 อุปกรณ์และเครื่องมือหลัก 

7.1.1 เครื่อง Gas Chromatograph-Mass Spectrometer (GC-MS) ยี่ห้อ Agilent technologies รุ่น 

6890 / 5890N   

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 าละลายแบบ Nitrogen-Evaporator (N2-Evaporator) ยี่ห้อ 

Organomation Associates Inc. 

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

7.1.6 เครื่องหมุนเหวี่ยงความเร็วรอบสูงชนิดควบคุมอุณหภูมิ ( Centrifuge ) ยี่ห้อ Napco millenium-

2028R รุ่น 2028R 

7.1.7 เครื่องผสมสารละลาย ( Vortex Mixer ) ยี่ห้อ Labnet รุ่น VX 100 
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7.1.8 อุปกรณ์ดูด-จ่ายสารละลายอัตโนมัติ ( Solvent dispenser ) ขนาด 10, 50, 100 มิลลิลิตร 

7.1.9 ปิเปตดูด-จ่ายสารละลายอัตโนมัติชนิดปรับปริมาตรได้ ( Automatic pipette ) ช่วงการใช้งาน 10-

100 ไมโครลิตร, 200-1000 ไมโครลิตร, 1-10 มิลลิลิตร  

7.1.10 ขวดปรับปริมาตร ( Volumetric flask ) ขนาด 5, 25 มิลลิลิตร 

7.1.11 บีกเกอร์ ( Beaker ) ขนาด 50, 100, 500 มิลลิลิตร 

7.1.12 หลอดเซนติฟิวพลาสติกแบบมีฝาปิด ( Centrifuge tube ) ขนาด 15, 50 มิลลิลิตร 

7.1.13 ขวดตัวอย่าง ( Autosampler vial ) ขนาด  2 มิลลิลิตร 

7.2 สารเคมีและการเตรียมสารมาตรฐาน 

 7.2.1   สารมาตรฐานและสารเคมีท่ีใช้ในการทดลองนี้ แสดงในตาราง 7.1 และ 7.2 

ตาราง 7.1  รายการสารมาตรฐานa  

Chemicals %Purity 

1) Azinphos 
2) Chlorpyrifos 
3) Diazinon 
4) Dichlorvos 
5) Dicrotophos 
6) Dimethoate 
7) EPN 
8) Ethion 
9) Fenitrothion 
10) Malathion 
11) Methamidophos 
12) Methidathion 
13) Mevinphos 
14) Monocrotophos 
15) Omethoate 
16) Parathion 

99.6 
98.5 
99.9 
98.0 
99.0 
98.5 
99.0 
98.8 
98.0 
99.0 
98.5 
98.5 
90.5 
98.5 
98.0 
99.5 
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Chemicals %Purity 

17) Parathion-methyl 
18) Phosalone 
19) Pirimiphos 
20) Pirimiphos- methyl 
21) Profenofos 
22) Prothiophos 
23) Triazophos 

 

98.5 
98.5 
98.0 
99.0 
98.5 
94.0 
76.0 

 

  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) Acetic acide 

6) Sodium chloride  

7) Magnesium sulfate anhydrous ขนาด 12-60 mesh   

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

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 

 
7.2.2 การเตรียม Stock Standard Solution ความเข้มข้น 1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  

   ชั่งน้ าหนักสารมาตรฐานด้วยเครื่องชั่งละเอียด 4 ต าแหน่ง แล้วน าค่าร้อยละความบริสุทธิ์ของสาร
มาตรฐาน ( % purity ) มาค านวณหาน้ าหนักที่แท้จริง โดยชั่งสารมาตรฐานประมาณ 25 มิลลิกรัม ใส่ในขวดวัด
ปริมาตร ( volumetric flask ) ขนาด 25 มิลลิลิตร เติมเอททิลอะซิเตท (PR Grade) ลงในขวดวัดปริมาตรทีละน้อย
แล้วเขย่า จนสารมาตรฐานละลายหมดจากนั้นเติมเอทิล อะซิเตทจนถึงขีดปริมาตร 
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 ความเข้มข้นของสารมาตรฐานค านวณดังนี้ 
 ความเข้มข้นของสารมาตรฐาน (µg/ml) = น้ าหนักท่ีชั่ง (mg) × ความบริสุทธิ์ของสาร (%) ×103 

                ปริมาตรที่เตรียม (ml) ×100 
7.2.3 การเตรียม Intermediate Mixed Standard Solution 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรเพ่ือใช้ส าหรับ ด

fortified ลงในตัวอย่างและใช้ในการเตรียม Working Mixed Standard Solution 
   เตรียมสารมาตรฐานผสมความเข้มข้นประมาณ 10  ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยใช้ปิเปตดูด stock 

standard solution 1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ของสารแต่ละชนิดในปริมาณที่ค านวณโดยการใช้สูตร        
C1V1= C2V2 ใส่ในขวดวัดปริมาตรขนาด 25 มิลลิลิตร จากนั้นเติมเอททิลอะซิเตท ( PR Grade ) ลงในขวดวัดปริมาตร
ทีละน้อยจนถึงขีดปริมาตร แล้วเขย่าให้เข้ากัน ถ่ายสารละลายมาตรฐานผสมกลุ่มออร์แกโนฟอฟอรัสลงในขวดแก้วเก็บ
สารละลาย ( stock bottle ) 

7.2.4  การเตรียม Working Mixed Standard Solution ความเข้มข้นอยู่ในช่วง 0.01 - 3 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร  

   เตรียมสารมาตรฐานผสมความเข้มข้นมากกว่า 3 ระดับ ( level )  โดยก าหนดความเข้มข้นอยู่ในช่วง 
0.01 - 3 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งใช้เป็น calibration curve โดยใช้ปิเปตดูด intermediate mixed standard 
solution 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ในปริมาณท่ีค านวณโดยการใช้สูตร C1V1= C2V2 ใส่ลงในขวดวัดปริมาตรขนาด  5 
มิลลิลิตร เติม matrix ของหอมแดงลงในขวดวัดปริมาตรทีละน้อยจนถึงขีดปริมาตร แล้วเขย่าให้เข้ากัน ถ่ายสารละลาย
มาตรฐานผสมกลุ่มออร์แกโนฟอฟอรัสลงในขวดแก้วเก็บสารละลาย ( stock bottle ) 

7.3  วิธีการ 
7.3.1 หาภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะห์สารพิษตกค้างกลุ่มออร์แกโนฟอสฟอรัส ได้แก่ ไดคลอร์วอส 

(dichlorvos,DDVP), เมทามิโดฟอส (methamidophos), เมวินฟอส (mevinphos),  ไดอะซินนอน (diazinon), โอ
เมโท เอต (omethoate), ไดโครโทฟอส (dicrotophos), โมโน โครโทฟอส (monocrotophos), ได เมโท เอต
(dimethoate), พิ ริมิฟอส เมทิ ล  (pirimiphos-methyl), คอร์ ไพริฟอส (chlorpyrifos), พาราไทออน เมทิ ล
(parathion-methyl), พิริมิฟอส (pirimiphos), มาลาไทออน (malathion), เฟนิโทรไทออน (fenitrothion), พาราไท
ออน (parathion), โพรไทโอฟอส (prothiophos), เมทิดาไทออน (methidathion), โพรฟิโนฟอส (profenofos), 
ไตรอะโซฟอส (triazophos), อี ไทออน (ethion), อี พี เอ็น (EPN), โฟซาโลน (phosalone) และ อะซินฟอส  
(azinphos) ด้วยเทคนิคแก๊สโครมาโทกราฟีแมสสเปกโทรเมตรี ได้แก่ อุณหภูมิของการฉีดสารตัวอย่างและตู้อบให้
ความร้อน, อัตราการไหลของแก๊สตัวพา และเลือกแมสที่เหมาะสมกับการวิเคราะห์สารตัวอย่างหอม 

7.3.2 ศึกษาปัจจัยที่มีผลต่อการเตรียมตัวอย่างหอมแดงและประสิทธิภาพการสกัด ได้แก่ 
a ชนิดและปริมาณของ extraction solvent เช่น อะชีโตไนไตรล์, แอซีโตน, เมทิลไดคลอโร-

มีเทน เป็นต้น 
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b ชนิดและปริมาณสารการท าให้ตัวอย่างบริสุทธ์ ( Clean- up )  
c การเติมเกลือในช่วง 0-25% (W/V) 

โดยการประเมินค่าร้อยละการคืนกลับของสารที่ต้องการวิเคราะห์และปริมาณสารรบกวนที่สกัดได้ 
7.3.3 ศึกษาคุณลักษณะของวิธีและระดับความเข้มข้น 

  7.3.3.1 ช่วงของการวัด ( Working Range ) และความเป็นเส้นตรง ( Linearity ) 
ช่วงของการวัดเป็นช่วงของความเข้มข้นของสารที่วิเคราะห์ระหว่างค่าต่ าสุดและค่าสูงสุดที่

เป็นเส้นตรงและให้ผลการทดสอบที่มีความเที่ยง ความแม่นตามเกณฑ์ที่ยอมรับ ความเป็นเส้นตรงเป็นความสามารถ
ของวิธีที่ให้ผลการทดสอบเป็นสัดส่วนโดยตรงกับความเข้มข้นของสารที่วิเคราะห์ 

โดย fortified sample blank ทดสอบสารมาตรฐานออร์แกโนฟอสฟอรัสระดับความ
เข้มข้น คือ 0.01, 0.02, 0.05, 0.10, 0.50, 1.00, และ 2.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ความเข้มข้นละ 3  ซ้ า  น าผลการวัดมา
หาค่าเฉลี่ยและสร้างกราฟมาตรฐานระหว่างความเข้มข้นของสารมาตรฐานออร์แกโนฟอสฟอรัส ( ppm ) กับพ้ืนที่ใต้
พีค ( peak area ) และพิจารณาความเป็นเส้นตรงโดยการค านวณหาค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (r) โดยค่า r ที่อยู่ใน
เกณฑ์ยอมรับจะต้องมากกว่า 0.995 
  7.3.3.2 การหาค่าขีดจ ากัดของการตรวจพบ ( Limit of Detection, LOD ) และ ขีดจ ากัดของการ
หาเชิงปริมาณ ( Limit of Quantitation, LOQ ) 
    Limit of Detection ( LOD ) หมายถึง ค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่วิธีทดสอบสามารถวิเคราะห์
ได ้
     Limit of Quantitation ( LOQ ) หมายถึง ค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่วิธีทดสอบสามารถ
วิเคราะห์ได้ในตัวอย่าง โดยมีความถูกต้องและความแม่นที่ยอมรับได้  
    LOD และ LOQ หาได้โดย fortified sample blank ทดสอบสารมาตรฐานออร์แกโน
ฟอสฟอรัสทีร่ะดับความเข้มข้นต่ า ๆ มาวิเคราะห์อย่างน้อย 6 ซ้ า หาค่าส่วนเบนเบียงมาตรฐาน (SD) ของความเข้นข้น
ที่อ่านได้ 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 ทดสอบสารมาตรฐานออร์แกโนฟอสฟอรัสที่ระดับความ

เข้มข้นภายในช่วงใช้งาน ต่ า กลาง สูง ความเข้มข้นอย่างน้อย 6 ซ้ าที่สภาวะการทดสอบเดียวกัน ประเมินความแม่น 
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จากค่า mean % recovery ( สมการที่ 3 ) และน าไปเปรียบเทียบกับเกณฑ์ของ codex การยอมรับทั่วไปของสาร

ตกค้างจากยาฆ่าแมลงและยาสัตว์ในอาหาร ( ตาราง 7.3 ) 

   
3

12 100)(
covRe%

C

CC
ery


            (3) 

   โดยที่ C1 = ความเข้มข้นที่วัดได้ของสัญญาณของตัวอย่างที่ไม่ได้มีการ fortified ที่หาได้จาก 
calibration curve 

C2 = ความเข้มข้นที่วัดได้ของสัญญาณของตัวอย่างที่หาได้จาก calibration curve 
C3 = ความเข้มข้นจริงที่รู้แน่นอน ( ความเข้มข้นที่ fortified 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 ทดสอบสารมาตรฐานออร์แกโนฟอสฟอรัสที่ระดับความ
เข้มข้นภายในช่วงใช้งาน ต่ า กลาง สูง ความเข้มข้นอย่างน้อย 6 ซ้ า  

 ประเมินความเที่ยงโดยการเปรียบเทียบค่าร้อยละของค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพันธ์ที่ได้จาก

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

เกณท์การยอมรับคือ ค่า HORRAT ( Horwitz’s ratio )  < 2 
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ตาราง 7.4 แผนการด าเนินงาน 
 

 แผนการด าเนินงาน 
ประมาณเวลาที่ใช ้

(%) 

ระยะเวลาการปฏิบตัิงาน 

ตค 
56 

พย
56 

ธค
56 

มค
57 

กพ
57 

มีค
57 

เมย
57 

พค
57 

มิย
57 

กค
57 

สค
57 

กย
57 

ไตรมาสที ่1  

(ต.ค.56-ธ.ค.56) 

1. ค้นคว้าเอกสารและขอ้มูลที่เกี่ยวข้อง 5%             

2. วางแผนและจัดท าข้อก าหนดคุณลักษณะของวิธีทดสอบได้แก่ linearity, working 
range, LOD, LOQ, accuracy, precision 

5%             

3. จัดซื้อและเตรียมวัสดุอ้างอิงกลุ่มออร์แกโนฟอสฟอรัส 5%             

ไตรมาสที ่2  

(ม.ค.57-มี.ค.57) 

1 ด าเนินการสอบเทียบเครื่องมือ 5%             

2. หาภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะสารพษิตกค้างกลุ่มออร์แกโนฟอสฟอรัสด้วยเทคนิค
โครมาโทกราฟแีมสสเปกโทรมิเตอร ์

10%             

3 ศึกษาปัจจยัที่มีผลต่อการเตรียมตัวอย่างหอมและประสิทธภิาพการสกัด 15%             

ไตรมาสที ่3  

(เม.ย.57-มิ.ย.57) 

2. จัดหาและเตรียมตวัอยา่งหอมจากแปลง GAP 5%             

3. ด าเนินการวิเคราะห์ขอ้มูลตามข้อก าหนด linearity, working range 10%             

1. ด าเนินการวิเคราะห์ขอ้มูลตามข้อก าหนด LOD, LOQ, accuracy (ต่อ) 10%             

ไตรมาสที ่4  

(ก.ค.57-ก.ย.57) 

1. ด าเนินการวิเคราะห์ขอ้มูลตามข้อก าหนด precision (ต่อ) 10%             

2. สรุปผลการทดลอง 10%             

3. จัดท ารายงานโครงการ 10%             

  รวม 100%             
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7.4 เวลาและสถานที่ 
 ระยะเวลา ( เริ่มต้น-สิ้นสุด ) : 1 ตุลาคม 2556-30 กันยายน 2557 
 สถานที่ท าการทดลอง :  กลุ่มพัฒนาการตรวจสอบพืชและปัจจัยการผลิต 

          ส านักวิจัยและพัฒนาการเกษตรเขตท่ี 2 พิษณุโลก 
 

8.   ผลการทดลองและวิจารณ์ 

8.1 ภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะห์สารพิษตกค้างกลุ่มออร์แกโนฟอสฟอรัสด้วยเทคนิคแก๊สโครมาโทกราฟี
แมสสเปกโทรเมตรี 

 การวิแคราะห์สารพิษตกค้างกลุ่มออร์แกโนฟอสฟอรัสด้วยเทคนิคแก๊สโครมาโทกราฟีแมสสเปกโทรเมตรี
แบบ electron impact ionization (EI) ที่  70 eV และตรวจวัดในรูปแบบ SIM โดยใช้ เครื่องยี่ห้อเอจิแลนท์
เทคโนโลยี (Hewlett-Packard, USA) รุ่น 6890/5973N คอลัมน์ที่ใช้แยกสารเป็นแบบบรรจุด้วยซิลิกา HP-5MS 
(30m× 0.25mm I.D ×0.25µm film thickness) โปรแกรมอุณหภูมิที่ใช้แยกสารพิษตกค้างกลุ่มออร์แกโนฟอสฟอรัส 
เริ่มที่อุณหภูมิ 70 oC เป็นเวลา 0.50 นาที แล้วเพ่ิมอุณหภูมิจาก 70 oC ถึง 150 oC  อัตราความเร็ว 15 oC / นาที, 
เพ่ิมอุณหภูมิจาก 150 oC ถึง 195 oC  อัตราความเร็ว 5 oC / นาที, เพ่ิมอุณหภูมิจาก 195 oC  ถึง 200 oC  อัตรา
ความเร็ว 0.5 oC / นาที, และเพ่ิมอุณหภูมิจาก 200 oC  ถึง 250 oC  อัตราความเร็ว 5 oC / นาที เป็นเวลา 17 นาที 
โดยใช้แก๊สฮีเลียมความบริสุทธิ์ 99.9995% เป็นแก๊สพาด้วยอัตราความเร็ว 1.4 มิลลิลิตรต่อนาที การฉีดสารพิษตกค้าง
กลุ่มออร์แกโนฟอสฟอรัสเข้าเครื่องแก๊สโครมาโทกราฟีเป็นแบบ pulse splitless ที่อุณหภูมิ 220 oC 

ตาราง 8.1 แสดงการเลือกไอออนส าหรับท า SIM mode ในการวิเคราะห์สารพิษตกค้าง 23 ชนิด 

Substances to be analyzed MW. Rt SIM Ion (m/z) 
Methamidophos 141 5.442 94.10 141.10 95.10 
Dichlorvos  220 5.682 109.10 185.00  
Mevinphos 224 7.659 127.10 192.10  
Omethoate 213 9.865 156.05 110.10  
Dicrotophos 237 11.094 127.10 67.10 237.15 
Monocrotophos 223 11.271 127.05 97.10 164.00 
Dimethoate 229 12.014 87.10 93.10  
Diazinon 304 13.300 179.20 137.10  
Parathion-methyl 263 14.798 109.10 263.00  



13 

 

Substances to be analyzed MW. Rt SIM Ion (m/z) 
Fenitrothion 277 15.827 277.10 109.10  
Pirimiphos- methyl 305 15.969 290.10 276.10  
Malathion 330 16.347 173.10 125.05  
Chlorpyrifos 349 16.741 197.00 199.00 314.00 
Parathion 291 16.741 291.10 109.10  
Pirimiphos 333 17.890 333.20 318.15  
Methidathion 302 19.564 145.10 85.10  
Prothiophos 344 21.462 309.00 267.00  
Profenofos 372 21.690 207.95 139.05  
Ethion 384 25.908 231.00 153.10  
Triazophos 313 26.886 161.10 162.10  
EPN 323 31.018 157.00 169.10  
Phosalone 367 32.801 182.05 121.10  
Azinphos 345 34.424 132.10 160.10  

 
8.2 ปัจจัยที่มีผลต่อการเตรียมตัวอย่างหอมแดงและประสิทธิภาพการสกัด 

QuEChERS method ( Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe method ) เป็ น วิ ธี ที่
ห้องปฏิบัติการวิเคราะห์สารพิษตกค้างทั่วโลกสนใจ และได้รับยอมรับอย่างเป็นทางการจาก AOAC และ CEN          
( Committee of European Normalization ) โดยวิธีนี้ใช้ตัวอย่าง สารละลายอินทรีย์ปริมาณน้อย สามารถเตรียม
ตัวอย่างได้อย่างง่าย รวดเร็ว และใช้ dispersive solid-phase extraction ( d-SPE ) ส าหรับกระบวนการท าความ
สะอาดตัวอย่างหรือการท าให้ตัวอย่างบริสุทธ์ ( Clean up ) อีกท้ังยังให้ค่าร้อยละการคืนกลับของสารพิษตกค้างดีอีก
ด้วย  

การพัฒนาวิธีวิเคราะห์สารพิษตกค้างกลุ่มออร์แกโนฟอสฟอรัสในหอมแดงจะพัฒนาจากเทคนิค QuEChERS 
โดยศึกษาปัจจัยที่มีผลต่อการเตรียมตัวอย่างหอมแดงในด้านของตัวท าละลายอินทรีย์ที่ใช้การสกัด ชนิดและปริมาณ
สารการท าความสะอาดตัวอย่างหรือการท าใหต้ัวอย่างบริสุทธ์ และการเติมเกลือ เป็นต้น 

8.2.1  การเลือกชนิดของตัวท าละลายในการสกัดสารพิษตกค้าง ( Extraction solvent ) 
 การเลือกตัวท าละลายในการสกัดสารพิษตกค้างให้เหมาะสมมีความส าคัญมาก ซึ่งการเลือกใช้ตัวท า
ละลายขึ้นกับปัจจัยหลายอย่าง เช่น ความสามารถในการละลายสารพิษตกค้างในแมทริกซ์ต่างๆ ความยากง่ายในการ
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ระเหย ความเป็นพิษ และราคาเป็นต้น ตัวท าละลายที่นิยมน ามาใช้ในการสกัด ได้แก่ อะชีโตไนไตรล์, แอซีโตน, และได
คลอโรมีเทน ดังนั้นตัวท าละลายทั้งสามชนิดถึงถูกเลือกน ามาใช้ศึกษาชนิดของตัวท าละลายในการสกั ดสารพิษตกค้าง 
โดยการชั่งตัวอย่างหอมแดง 10 กรัม ใส่ในหลอดเซนติฟิวพลาสติกแบบมีฝาปิด ขนาด 50 มิลลิลิตร เติมสารมาตรฐาน
ผสมกลุ่มออร์แกโนฟอสฟอรัสความเข้มข้น 0.1 ไมโครกรัมต่อกรัม ( fortified sample ) เติม 1 กรัมของโซเดียมคลอ
ไรด์ ( NaCl )  และ 4 กรัมของแมกนีเซียมซัลเฟต ( MgSO4 ) และเติมตัวท าละลายที่ศึกษา 10 มิลลิลิตร เขย่าด้วยมือ 
1 นาที เขย่าด้วยเครื่องผสมสาร ( vortex mixer ) 1 นาที และน ามาใส่เครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง 4,000 rpm นาน 
1 นาที ดูดสารละลายชั้นบน 5 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดเซนติฟิวพลาสติกแบบมีฝาปิด ขนาด 15 มิลลิลิตร เติม 100 
มิลลิกรัมของ primary secondary amine ( PSA ) และ 300 มิลลิกรัมของแมกนีเซียมซัลเฟต เขย่าด้วยมือ 1 นาที 
เขย่าด้วยเครื่องผสมสาร ( vortex mixer ) 1 นาที และน ามาใส่เครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง 4,000 rpm นาน 5 นาที 
ดูดส่วนใสชั้นบนใส่ในขวดตัวอย่างขนาด  2 มิลลิลิตร เพ่ือน าไปวิเคราะห์ด้วยเครื่อง GC-MS  ผลการศึกษาชนิดของตัว
ท าละลายในการสกัดหอมแดง โดยการประเมินค่าร้อยละการคืนกลับของสารพิษตกค้าง ( % recovery ) ตามตาราง 
8.2 คือตัวท าละลายผสมระหว่างแอซีโตนกับไดคลอโรมีเทน อัตราส่วน 1:1 ให้ค่าร้อยละการคืนกลับของสารพิษตกค้าง
ดีที่สุด คืออยู่ในช่วง 63-113  อะชีโตไนไตรล์ ให้ค่าร้อยละการคืนกลับของสารพิษตกค้างอยู่ในช่วง 50-120 และ 1% 
กรดแอซีติกในอะชีโตไนไตรล์ ให้ค่าร้อยละการคืนกลับของสารพิษตกค้างอยู่ในช่วง 50-120  
 
ตาราง 8.2 แสดงค่าเฉลี่ย % recoveries ของตัวท าละลายที่ใช้ในการสกัดหอมแดง โดยการเติมสารมาตรฐานผสม
กลุ่มออร์แกโนฟอสฟอรัสที่ความเข้มข้น 0.1 ไมโครกรัมต่อกรัม 

Compounds 
% Recoveries 

Acetone+Dichloromethane 
(1:1)             

Acetonitrile 1% Acetic acid 
in Acetonitrile 

Methamidophos 113 120 120 
Dichlorvos  63 50 50 
Mevinphos 90 77 73 
Omethoate 90 80 80 
Dicrotophos 110 100 100 
Monocrotophos 80 78 76 
Dimethoate 100 90 90 
Diazinon 83 83 83 
Parathion-methyl 94 90 90 
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Compounds 
% Recoveries 

Acetone+Dichloromethane 
(1:1)             

Acetonitrile 1% Acetic acid 
in Acetonitrile 

Fenitrothion 90 90 90 
Pirimiphos- methyl 70 70 70 
Malathion 100 107 107 
Chlorpyrifos 73 70 70 
Parathion 73 80 80 
Pirimiphos 80 80 80 
Methidathion 90 90 90 
Prothiophos 90 90 90 
Profenofos 90 100 97 
Ethion 100 103 106 
Triazophos 83 90 97 
EPN 85 90 90 
Phosalone 80 85 85 
Azinphos 62 65 67 

 
              ตาราง 8.3   แสดงค่า pH ของตัวท าละลายแต่ละชนิด 

Type of solvent pH 
Acetone+Dichloromethane (6:4)             5-6 
Acetonitrile 5-6 
1% Acetic acid in Acetonitrile 4 

 
8.2.2  ชนิดและปริมาณสารการท าความสะอาดตัวอย่างหรือการท าให้ตัวอย่างบริสุทธ์ ( clean up ) 
 การตรวจวิเคราะห์สารพิษตกค้างโดยใช้ เครื่องมือที่มีความไวสูง มีความจ าเป็นต้องท าความสะอาด

ตัวอย่างเพ่ือให้สามารถตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างที่มีสารตกค้างในปริมาณต่ าๆ ได้อย่างถูกต้องและแม่นย า เป็นการก าจัด
สิ่งปนเปื้อนท่ีได้จากการสกัดไปรบกวนการวิเคราะห์ด้วยเครื่อง GC-MS  
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  ส่วนใหญ่สารดูดซับ ( adsorbent ) ในเทคนิค QuEChERS จะใช้ primary secondary amine 
(PSA), C18, และ graphitized carbon black ( GCB ) เป็นต้น เนื่องจากตัวอย่างหอมแดงเป็นพืชที่มีกลิ่นฉุน แต่ไม่มี
ไขมันและเม็ดสีเยอะ เพราะฉะนั้นจะท าการศึกษาปริมาณสารของ PSA ในการ clean- up ตัวอย่างเท่านั้น โดยการชั่ง
ตัวอย่างหอมแดง 10 กรัม ใส่ในหลอดเซนติฟิวพลาสติกแบบมีฝาปิด ขนาด 50 มิลลิลิตร เติมสารมาตรฐานผสมกลุ่ม
ออร์แกโนฟอสฟอรัสความเข้มข้น 0.1 ไมโครกรัมต่อกรัม ( fortified sample ) เติม 1 กรัมของโซเดียมคลอไรด์        
( NaCl )  และ 4 กรัมของแมกนีเซียมซัลเฟต ( MgSO4 ) และเติมตัวท าละลาย 10 มิลลิลิตร เขย่าด้วยมือ 1 นาที เขย่า
ด้วยเครื่องผสมสาร ( vortex mixer ) 1 นาที และน ามาใส่เครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง 4,000 rpm นาน 1 นาที ดูด
สารละลายชั้นบน 5 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดเซนติฟิวพลาสติกแบบมีฝาปิด ขนาด 15 มิลลิลิตร เติม 25, 50, 100, 150 
และ 200 มิลลิกรัมของ primary secondary amine ( PSA ) และ 300 มิลลิกรัมของแมกนีเซียมซัลเฟต เขย่าด้วยมือ 
1 นาที เขย่าด้วยเครื่องผสมสาร ( vortex mixer ) 1 นาที และน ามาใส่เครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง 4,000 rpm นาน 
5 นาที ดูดส่วนใสชั้นบนใส่ในขวดตัวอย่างขนาด  2 มิลลิลิตร เพ่ือน าไปวิเคราะห์ด้วยเครื่อง GC-MS  จากตาราง 4 
พบว่าค่าเฉลี่ยร้อยละการคืนกลับของสารพิษตกค้างดีที่สุดของปริมาณ primary secondary amine ( PSA ) ต่อ
ปริมาณของสารละลายหอมแดงที่ได้จากการสกัด 5 มิลลิลิตร  โดยการเติมสารมาตรฐานผสมกลุ่มออร์แกโนฟอสฟอรัส
ที่ความเข้มข้น 0.1 ไมโครกรัมต่อกรัม ที่ ให้ค่า % recoveries อยู่ในเกณฑ์ 60-120% คือ 100, 150, และ 200 
มิลลิกรัมของ PSA แสดงว่าปริมาณท่ีเหมาะสมส าหรับการ clean- up ตัวอย่างโดยใช้ PSA 150 mg 
 
ตาราง 8.4 แสดงค่าเฉลี่ย % recoveries ของปริมาณ  primary secondary amine ( PSA ) ต่อปริมาณของ
สารละลายหอมแดงที่ได้จากการสกัด 5 มิลลิลิตร  โดยการเติมสารมาตรฐานผสมกลุ่มออร์แกโนฟอสฟอรัสที่ความ
เข้มข้น 0.1 ไมโครกรัมต่อกรัม 

Compounds 
% Recoveries 

25 mg 
PSA 

50 mg 
PSA 

100  mg 
PSA 

150 mg 
PSA 

200 mg 
PSA 

Methamidophos 130 120 120 118 119 
Dichlorvos  49 45 62 64 64 
Mevinphos 62 73 77 90 90 
Omethoate 58 63 80 80 76 
Dicrotophos 98 99 102 102 102 
Monocrotophos 75 73 78 78 78 
Dimethoate 87 87 90 106 101 
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Compounds 
% Recoveries 

25 mg 
PSA 

50 mg 
PSA 

100  mg 
PSA 

150 mg 
PSA 

200 mg 
PSA 

Diazinon 63 67 73 73 71 
Parathion-methyl 74 90 90 91 90 
Fenitrothion 118 91 109 90 92 
Pirimiphos- methyl 70 70 87 83 88 
Malathion 56 68 107 106 100 
Chlorpyrifos 124 120 107 106 106 
Parathion 62 80 89 89 87 
Pirimiphos 80 80 89 91 102 
Methidathion 55 56 62 74 73 
Prothiophos 90 90 101 101 100 
Profenofos 88 87 98 100 103 
Ethion 125 113 116 105 105 
Triazophos 73 77 97 94 96 
EPN 55 52 72 95 70 
Phosalone 56 59 66 65 66 
Azinphos 48 54 67 65 64 

 
8.2.3  การเติมเกลือในช่วง 0-25% ( W/V )  

การเติมเกลือเพ่ือเพ่ิมความแรงอิออน ( ionic strength) ของสารละลายใหสูงขึ้นจนกระทั่งอิออน 
ของเกลือไปแยงโมเลกุลของน ้าที่ลอมรอบโมเลกุลของสารที่ต้องการวิเคราะห์ ออกมาลอมรอบโมเลกุลของเกลือเอง ท า
ให้สารที่ต้องการวิเคราะห์ละลายน้ าได้น้อยลงและแยกตัวไปอยู่ในชั้นสารอินทรีย์ วิธีนี้เรียกว่า  salting out  เกลือที่
นิยมใชกันมากที่สุด คือ แอมโมเนียมซัลเฟต, โซเดียมคลอไรด, แมกนีเซียมซัลเฟต, โปตัสเซียมซัลเฟต, โซเดียมซัลเฟต 
เปนตน  

เนื่องจากห้องปฏิบัติการกลุ่มพัฒนาการตรวจสอบพืชและปัจจัยการผลิต สวพ. 2 นิยมใช้โซเดียมคลอ
ไรด์ในการวิเคราะห์สารพิษตกค้าง เพราะฉะนั้นจะท าการศึกษาการเติมเกลือโซเดียมคลอไรด์ในตัวอย่างเท่านั้น โดย
การชั่งตัวอย่างหอมแดง 10 กรัม ใส่ในหลอดเซนติฟิวพลาสติกแบบมีฝาปิด ขนาด 50 มิลลิลิตร เติมสารมาตรฐานผสม
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กลุ่มออร์แกโนฟอสฟอรัสความเข้มข้น 0.1 ไมโครกรัมต่อกรัม ( fortified sample ) เติม 0, 4, 8, 10, 20% W/ V 
ของโซเดียมคลอไรด์ ( NaCl )  และ 4 กรัมของแมกนีเซียมซัลเฟต ( MgSO4 ) และเติมตัวท าละลาย 10 มิลลิลิตร เขย่า
ด้วยมือ 1 นาที เขย่าด้วยเครื่องผสมสาร ( vortex mixer ) 1 นาที และน ามาใส่เครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง 4,000 
rpm นาน 1 นาที ดูดสารละลายชั้นบน 5 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดเซนติฟิวพลาสติกแบบมีฝาปิด ขนาด 15 มิลลิลิตร เติม 
100 มิลลิกรัมของ primary secondary amine ( PSA ) และ 300 มิลลิกรัมของแมกนีเซียมซัลเฟต เขย่าด้วยมือ 1 
นาที เขย่าด้วยเครื่องผสมสาร ( vortex mixer ) 1 นาที และน ามาใส่เครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง 4,000 rpm นาน 5 
นาที ดูดส่วนใสชั้นบนใส่ในขวดตัวอย่างขนาด  2 มิลลิลิตร เพ่ือน าไปวิเคราะห์ด้วยเครื่อง GC-MS ผลการเติมเกลือ
โซเดียมคลอไรด์ประเมินค่าจากประสิทธิภาพการสกัดจากร้อยละการคืนกลับของสารพิษตกค้าง ผลตามตาราง 8.5 
พบว่าการเติมเกลือที่ 10% NaCl และ 20% NaCl ให้ % recoveries ดีที่สุดคือช่วง 67-113%  และ 68-119% 
ตามล าดับ 

 
ตาราง 8.5 แสดงค่าเฉลี่ย % recoveries ของการเติมเกลือโซเดียมคลอไรด์ ( NaCl )  โดยการเติมสารมาตรฐานผสม
กลุ่มออร์แกโนฟอสฟอรัสที่ความเข้มข้น 0.1 ไมโครกรัมต่อกรัม 

Compounds 
% Recoveries 

0%    
NaCl 

4%    
NaCl 

8%    
NaCl 

10%    
NaCl 

20% 
NaCl 

Methamidophos 140 132 120 113 119 
Dichlorvos  50 45 66 68 71 
Mevinphos 49 71 77 87 90 
Omethoate 58 63 80 80 76 
Dicrotophos 121 58 112 115 87 
Monocrotophos 63 65 71 78 81 
Dimethoate 78 87 92 98 101 
Diazinon 43 67 73 83 114 
Parathion-methyl 74 68 75 92 90 
Fenitrothion 65 64 90 109 98 
Pirimiphos- methyl 78 79 81 87 87 
Malathion 66 68 104 107 102 
Chlorpyrifos 78 80 88 107 106 
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Compounds 
% Recoveries 

0%    
NaCl 

4%    
NaCl 

8%    
NaCl 

10%    
NaCl 

20% 
NaCl 

Parathion 62 80 80 89 87 
Pirimiphos 77 80 80 89 89 
Methidathion 55 56 62 78 81 
Prothiophos 74 74 82 101 100 
Profenofos 81 85 67 98 103 
Ethion 51 113 58 91 104 
Triazophos 73 76 64 97 98 
EPN 69 85 90 72 70 
Phosalone 56 59 85 105 114 
Azinphos 50 54 67 67 68 

8.3 ศึกษาคุณลักษณะของวิธีวิเคราะห์  

น าวิธีการตรวจวิเคราะห์ QuEChERS ( EN 15662 method ) มาปรับใข้ตามแผนภาพที่ 1 

 

 

 

 

 

 

 

Sample weight 10 g into the 50 ml of centrifuge tube 

10 ml Acetone+Dichloromethane (1:1)             

 Shaker by hand 1 min 

Shaker by vortex 1 min 

1.0 g NaCl+4.0g MgSO4  

 

Centrifuge 4000 rpm, 5 min 
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แผนภาพที่ 1 แสดงวิธีการสกัดหอมแดงที่ดัดแปลงมาจากวิธีของ QuEChERS ( EN 15662 method ) 
 
8.3.1  วิเคราะห์หาช่วงการวิเคราะห์และความเป็นเส้นตรง ( Range / Linearity )  โดย fortified sample 

blank ทดสอบสารมาตรฐานผสมกลุ่มออร์แกโนฟอสฟอรัสระดับความเข้มข้น คือ 0.01, 0.02, 0.05, 0.1, 0.5, 1.0, 
และ 2.0 ไมโครกรัมต่อกรัม ความเข้มข้นละ 3 ซ้ า น าผลการวัดมาหาค่าเฉลี่ยและสร้างกราฟมาตรฐาน ระหว่างความ
เข้มข้นของสารมาตรฐานออร์แกโนฟอสฟอรัส ( ppm ) กับการตอบสนองของเครื่อง ( response ) และพิจารณา
ความเป็นเส้นตรงโดยการค านวณหาค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (r) โดยค่า r ที่อยู่ในเกณฑ์ยอมรับจะต้องมากกว่า 
0.995  จากการทดสอบพบว่า ค่า r ≥ 0.995  แสดงว่าช่วงความเข้มข้น 0.02 – 2.0 ไมโครกรัมต่อกรัมของการ
วิเคราะห์ปริมาณออร์แกโนฟอสฟอรัสที่ใช้งานในช่วงดังกล่าวมีความเป็นเส้นตรงอยู่ในเกณฑ์ยอมรับได้ ยกเว้น เมทามิ
โดฟอส, ไดคลอร์วอส, โอเมโทเอต, โมโนโครโทฟอส, และอะซินฟอส มีช่วงความเข้มข้น 0.05-2.0 ไมโครกรัมต่อกรัม 

8.3.2   วิเคราะห์หาค่าขีดจ ากัดของการตรวจพบ ( LOD ) และขีดจ ากัดของการหาเชิงปริมาณ ( LOQ )   
โดย fortified sample blank ทดสอบสารมาตรฐานผสมกลุ่มออร์แกโนฟอสฟอรัสระดับความเข้มข้นต่ า 0.02 
ไมโครกรัมต่อกรัม จ านวน 10 ซ้ า ค านวณหาค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) ของความเข้มข้นที่อ่านค่าได้ ค านวณค่า 
LOD =  3SD และ LOQ = 10SD จากผลการศึกษาพบว่า ขีดจ ากัดของการตรวจพบมีค่าอยู่ในช่วง 0.006-0.02 
ไมโครกรัมต่อกรัม ขีดจ ากัดของการหาเชิงปริมาณมีค่าอยู่ในช่วง 0.02-0.05 ไมโครกรัมต่อกรัม ตามตาราง 8.6 

Decant all the extraction solvent into the 50 ml of centrifuge tube 

 

Shaker by hand 1 min, Shaker by vortex 1 min and Centrifuge 4000 rpm, 5 min 

 

 

 

Take the extraction solvent 5ml into the 15 ml of centrifuge tube 

 

 
Nitrogen evaporators until dryness 

 
Redisolve with Ethyl acetate 2 ml 

 
Transfer into vial for analyte by GCMS 

 

150 mg PSA+ 300 mg MgSO4 
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ตาราง 8.6 แสดงค่า LOD และ LOQ  

Compounds 
Concentration (µg/g) 

LOD             LOQ 
Methamidophos 0.02 0.05 
Dichlorvos  0.02 0.05 
Mevinphos 0.006 0.02 
Omethoate 0.02 0.05 
Dicrotophos 0.006 0.02 
Monocrotophos 0.02 0.05 
Dimethoate 0.006 0.02 
Diazinon 0.006 0.02 
Parathion-methyl 0.006 0.02 
Fenitrothion 0.006 0.02 
Pirimiphos- methyl 0.006 0.02 
Malathion 0.006 0.02 
Chlorpyrifos 0.006 0.02 
Parathion 0.006 0.02 
Pirimiphos 0.006 0.02 
Methidathion 0.006 0.02 

Prothiophos 0.006 0.02 
Profenofos 0.006 0.02 
Ethion 0.006 0.02 
Triazophos 0.006 0.02 
EPN 0.006 0.02 
Phosalone 0.006 0.02 
Azinphos 0.02 0.05 
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8.3.3  วิเคราะห์หาความแม่น ( accuracy ) โดย fortified sample blank ทดสอบสารมาตรฐานผสมกลุ่ม
ออร์แกโนฟอสฟอรัสที่ระดับความเข้มข้นภายในช่วงใช้งานต่ า กลาง สูง คือ 0.02, 0.10, และ 2.00 ไมโครกรัมต่อกรัม 
ความเข้มข้นอย่างน้อย 6 ซ้ าที่สภาวะการทดสอบเดียวกัน ประเมินค่าความแม่น จากค่าร้อยละการน ากลับคืนมา ( % 
recovery ) และน าไปเปรียบเทียบกับเกณฑ์ของ codex การยอมรับทั่วไปของสารตกค้างจากยาฆ่าแมลงและยาสัตว์
ในอาหาร ผลจากตาราง 8.7 พบว่าค่าความแม่นให้ค่าการน ากลับคืนมาทุกสารพิษตกค้างกลุ่มออร์แกโนฟอสฟอรัสที่
ความเข้มข้นระดับต่ ามีค่าอยู่ในช่วง 60-120%, ที่ความเข้มข้นระดับกลางให้ค่าการน ากลับคืนมาอยู่ในช่วง 63-120%, 
และท่ีความเข้มข้นระดับสูงให้ค่าการน ากลับคืนมาอยู่ในช่วง 64-118% 

 
ตาราง 8.7 แสดงค่า % recoveries ที่ระดับความเข้มข้นต่ า กลาง และสูง เพ่ือตรวจสอบความแม่น (accuracy )  

Compounds 
% recoveries (n=7-10) 

0.02* µg/g 0.10 µg/g 2.00 µg/g 
Methamidophos 114-120 110-120 98-118 
Dichlorvos  60-84 63-87 64-91 
Mevinphos 62-90 70-92 80-92 
Omethoate 60-86 70-90 73-95 
Dicrotophos 70-95 97-110 100-110 
Monocrotophos 61-80 73-80 78-110 
Dimethoate 82-120 90-111 91-110 
Diazinon 83-115 80-90 82-108 
Parathion-methyl 70-85 90-94 89-98 
Fenitrothion 65-84 79-90 97-102 
Pirimiphos- methyl 78-120 70-101 74-110 
Malathion 95-102 100-107 96-100 
Chlorpyrifos 60-75 72-118 87-110 
Parathion 65-85 70-82 93-109 
Pirimiphos 72-95 85-104 97-104 
Methidathion 89-105 96-102 90-99 
Prothiophos 84-96 91-105 93-101 
Profenofos 66-108 95-106 102-110 
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Compounds 
% recoveries (n=7-10) 

0.02* µg/g 0.10 µg/g 2.00 µg/g 
Ethion 80-95 94-117 100-110 
Triazophos 92-113 90-100 97-107 
EPN 81-92 85-90 86-106 
Phosalone 78-85 80-85 82-89 
Azinphos 60-79 62-75 68-88 

* ความเข้มข้นส าหรับ fortified sample blank ทดสอบสารมาตรฐานผสมกลุ่มออร์แกโนฟอสฟอรสัที่ระดับต่ า คือ 0.02 µg/g ยกเว้น 
methamidophos, dichlorvos, omethoate, monocrotophos, และ azinphos ทดสอบสารมาตรฐานทีร่ะดับ 0.05 µg/g 
 

8.4.4  วิเคราะห์หาความเที่ยง ( precision ) โดย fortified sample blank ทดสอบสารมาตรฐานผสมกลุ่ม
ออร์แกโนฟอสฟอรัสที่ระดับความเข้มข้นภายในช่วงใช้งานต่ า กลาง สูง คือ 0.02, 0.10, และ 2.00 ไมโครกรัมต่อกรัม 
ความเข้มข้นอย่างน้อย 6 ซ้ า ประเมินความเที่ยงโดยใช้ HORRAT ( Horwitz’s ratio ) เกณท์การยอมรับคือค่า 
HORRAT < 2 ผลการศึกษาความเที่ยง ตามตาราง 8.8 พบว่าค่า HORRAT อยู่ในช่วง 0.2-1.8 ซึ่งผ่านเกณฑ์การ
ยอมรับทุกตัว 

 
ตาราง 8.8 แสดงค่า % recoveries และค่า HORRAT  ที่ระดับความเข้มข้นต่ า กลาง และสูง เพ่ือตรวจสอบความ
เที่ยง ( precision )        

Compounds 

Concentration (n=6-10) 
0.02* µg/g 0.1 µg/g 2.00 µg/g 

% 
recoveries 

HORRAT 
% 

recoveries 
HORRAT 

% 
recoveries 

HORRAT 

Methamidophos 109-120 1.6 113-120 1.3 95-120 1.5 
Dichlorvos  65-115 1.8 71-110 0.7 66-97 0.7 
Mevinphos 60-90 0.4 72-98 0.3 74-102 0.3 
Omethoate 60-89 1.7 70-101 1.2 73-100 1.1 
Dicrotophos 65-95 0.9 97-112 0.5 98-110 0.3 
Monocrotophos 63-85 1.2 75-103 1.2 72-110 1.0 
Dimethoate 76-118 0.5 95-118 0.2 96-105 0.3 
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Compounds 

Concentration (n=6-10) 
0.02* µg/g 0.1 µg/g 2.00 µg/g 

% 
recoveries 

HORRAT 
% 

recoveries 
HORRAT 

% 
recoveries 

HORRAT 

Diazinon 81-120 0.6 87-102 0.4 82-110 0.5 
Parathion-methyl 65-90 0.8 89-94 0.3 82-91 0.5 
Fenitrothion 61-84 0.5 76-90 0.3 97-108 0.3 
Pirimiphos- methyl 75-120 1.3 70-101 1.1 71-97 0.4 
Malathion 95-102 0.5 92-101 0.4 90-110 0.4 
Chlorpyrifos 60-78 0.3 71-119 0.2 85-110 0.1 
Parathion 65-85 0.5 70-87 0.5 93-109 0.4 
Pirimiphos 72-95 0.6 81-105 0.1 98-108 0.2 
Methidathion 85-108 0.9 96-109 0.4 89-105 0.5 
Prothiophos 80-96 0.8 90-104 0.5 83-98 0.4 
Profenofos 68-118 1.3 78-99 0.5 79-110 0.5 
Ethion 77-96 0.2 82-115 0.2 76-105 0.3 
Triazophos 91-110 1.1 91-104 1.0 97-107 0.8 
EPN 80-97 0.7 86-117 1.0 83-106 0.8 
Phosalone 78-85 0.2 80-85 0.1 82-89 0.1 
Azinphos 62-79 1.4 62-80 0.9 68-98 1.0 

* ความเข้มข้นส าหรับ fortified sample blank ทดสอบสารมาตรฐานผสมกลุ่มออร์แกโนฟอสฟอรสัที่ระดับต่ า คือ 0.02 µg/gยกเว้น 
methamidophos, dichlorvos, omethoate, monocrotophos, และ azinphos ทดสอบสารมาตรฐานทีร่ะดับ 0.05 µg/g 

 
9.   สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

      การวิจัยนี้ได้พัฒนาวิธีการเตรียมตัวอย่างส าหรับการตรวจวัดสารพิษตกค้างในหอมแดง และศึกษาคุณลักษณะของ

วิธีทดสอบส าหรับการวิเคราะห์สารพิษตกค้างกลุ่มออร์แกโนฟอสเฟต 23 ชนิด ได้แก่ ไดคลอร์วอส, เมทามิโดฟอส, เม

วินฟอส, ไดอะซินนอน, โอเมโทเอต, ไดโครโทฟอส, โมโนโครโทฟอส, ไดเมโทเอต, พิริมิฟอส เมทิล, คอร์ไพริฟอส, 

พาราไทออน เมทิล, พิริมิฟอส, มาลาไทออน, เฟนิโทรไทออน, พาราไทออน, โพรไทโอฟอส, เมทิดาไทออน, โพรฟิโน

ฟอส, ไตรอะโซฟอส, อีไทออน, อีพีเอ็น, โฟซาโลน, และ อะซินฟอส  โดยใช้แก๊สโครมาโทกราฟีแมสสเปกโทรมิเตอร์  
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วิธีการสกัดหอมแดงจะดัดแปลงมาจากวิธีของ QuEChERS คือ โดยการชั่งตัวอย่างหอมแดง 10 กรัม ใส่ในหลอดเซนติ

ฟิวพลาสติกแบบมีฝาปิด ขนาด 50 มิลลิลิตร เติม 1 กรัมของโซเดียมคลอไรด์ ( NaCl )  และ 4 กรัมของแมกนีเซียม

ซัลเฟต ( MgSO4 ) และเติมตัวท าละลายผสมแอซีโตนกับไดคลอโรมีเทน ( 1:1 ) 10 มิลลิลิตร เขย่าด้วยมือ 1 นาที 

เขย่าด้วยเครื่องผสมสาร ( vortex mixer ) 1 นาที และน ามาใส่เครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง 4,000 rpm นาน 1 นาที 

เทสารละลายส่วนใสชั้นบน ใส่ในหลอดเซนติฟิวพลาสติกแบบมีฝาปิด ขนาด 50 มิลลิลิตร เพ่ือท าให้ตัวอย่างบริสุทธิ์

โดยการเติม 150 มิลลิกรัมของ primary secondary amine ( PSA ) และ 300 มิลลิกรัมของแมกนีเซียมซัลเฟต 

เขย่าด้วยมือ 1 นาที เขย่าด้วยเครื่องผสมสาร ( vortex mixer ) 1 นาที และน ามาใส่เครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง 

4,000 rpm นาน 5 นาที ดูดส่วนใสชั้นบน 5 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดเซนติฟิวพลาสติกแบบมีฝาปิดขนาด 15 มิลลิลิตร 

แล้วน าไปเพ่ิมความเข้มข้นโดยการเป่าด้วยไนโตรเจนให้สารละลายระเหยจนเกือบแห้งและน ามาปรับปริมาตรด้วย เอ

ทธิลอะซีเทต 2 มิลลิลิตรเพ่ือน าไปวิเคราะห์ด้วยเครื่อง GC-MS 

 มีการศึกษาคุณลักษณะของวิธีวิเคราะห์สารพิษตกค้างกลุ่มออร์แกโนฟอสฟอรัสในหอมแดง คือ ตรวจสอบช่วง

การใช้งาน ความสัมพันธ์เชิงเส้นตรง ขีดจ ากัดในการตรวจพบ ขีดจ ากัดในการวัดเชิงปริมาณ ความแม่น และความ

เที่ยง ภายใต้เงื่อนไขของวิธีที่พัฒนาพบว่าช่วงการใช้งาน ความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงดี คือ ช่วง 0.02-2.0 ไมโครกรัมต่อ

กรัม ให้ ค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ ( r ) มากกว่า 0.995 ยกเว้น เมทามิโดฟอส, ไดคลอร์วอส, โอเมโทเอต, โมโนโครโท

ฟอส, และอะซินฟอส มีช่วงการใช้งาน 0.05-2.0 ไมโครกรัมต่อกรัม ขีดจ ากัดของการตรวจพบมีค่าอยู่ในช่วง 0.006-

0.02 ไมโครกรัมต่อกรัม ขีดจ ากัดของการหาเชิงปริมาณมีค่าอยู่ในช่วง 0.02-0.05 ไมโครกรัมต่อกรัม การหาค่าความ

แม่นให้ค่าการน ากลับคืนมาทุกสารพิษตกค้างกลุ่มออร์แกโนฟอสฟอรัสที่ความเข้มข้นระดับต่ ามีค่าอยู่ในช่วง 60-

120%, ที่ความเข้มข้นระดับกลางให้ค่าการน ากลับคืนมาอยู่ในช่วง 63-120%, และที่ความเข้มข้นระดับสูงให้ค่าการน า

กลับคืนมาอยู่ในช่วง 64-118% ความเที่ยงโดยใช้ HORRAT ประเมินค่าอยู่ในช่วง 0.2-1.8 ซึ่งผ่านเกณฑ์การยอมรับ

ทุกตัว 
  
10. การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ 

 ได้วิธีการเตรียมตัวอย่างส าหรับการตรวจวัดสารพิษตกค้างกลุ่มออร์แกโนฟอสฟอรัสในหอมแดงโดยใช้เครื่องแก๊ส
โครมาโทกราฟีแมสสเปคโทรมิเตอร์ ข้อดีคือใช้สารเคมีน้อย มีการใช้เครื่องมือที่ไม่ยุ่งยาก มีการศึกษาคุณลักษณะของ
วิธีท าให้เกิดความมั่นใจว่าว่าผลการวิเคราะห์ของห้องปฎิบัติการกลุ่มพัฒนาการตรวจสอบพืชและปัจจัยการผลิต 
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ส านักวิจัยและพัฒนาการเกษตรเขตที่ 2 พิษณุโลกมีความถูกต้อง น่าเชื่อถือตามหลักวิชาการและสามารถน าไปใช้
วิเคราะห์ได้จริงในห้องปฏิบัติการ 

 
11. ค าขอบคุณ (ถ้ามี) 
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ในการท างานวิจัยครั้งนี้ และขอขอบคุณข้าราชการและพนักงานราชการในกลุ่มท่ีให้ความช่วยเหลือด้วยดีมาโดยตลอด 
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