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2. โครงการวิจัย:การพัฒนาการตรวจวิเคราะห์สารพิษตกค้างของวัตถุอันตรายทางการเกษตรให้ถูกต้อง

แม่นย าตามมาตรฐานสากล 
กิจกรรม:การพัฒนาและตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์สารพิษตกค้าง 
กิจกรรมย่อย:การพัฒนาเทคนิควิเคราะห์สารพิษตกค้างในดินและน  า 

3. ชื่อการทดลอง(ภาษาไทย):การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีการวิเคราะห์สารพิษตกค้างสารกลุ่ม  
Organophosphorus, Organochlorine และ Pyrethriods ในน  า เพ่ือการขอการรับรอง
ห้องปฏิบัติการของ สวพ.5 
ชื่อการทดลอง(ภาษาอังกฤษ): Method Validation of Organophosphorus, 
Organochlorine and Pyrethriods in Water for accreditation of OARD 5 

4. คณะผู้ด าเนินงาน 
หัวหน้าการทดลอง: มณฑาทิพย์    อรุณวรากรณ์    ส านักวิจัยและพัฒนาการเกษตรเขตท่ี 5 
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       จิราภา     เมืองคล้าย    
   ส านักวิจัยและพัฒนาการเกษตรเขตที่ 5 

5. บทคัดย่อ: 
การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีการวิ เคราะห์สารพิษตกค้างสารกลุ่ม organophosphorus 

organochlorine และ pyrethriods ในน  า ที่ใช้ว่ามีความถูกต้องเหมาะสมที่จะน ามาใช้เป็นวิธีมาตรฐาน
ส าหรับห้องปฏิบัติการ สวพ.5 โดยใช้วิธีทดสอบที่ดัดแปลงจาก AOAC, 1993 ท าการทดสอบและประเมินผลจาก
การวิเคราะห์ค่าต่าง ๆ ตามข้อก าหนดมาตรฐาน ISO/IEC 17025: 2005 ได้แก่ range / linearity, accuracy, 
precision, LOD และ LOQ สารพิษที่ท าการทดสอบเป็นกลุ่ม organophosphorus จ านวน 4 ชนิด ได้แก่ 
azinphos-ethyl  EPN  phosalone และ triazophos สารพิษกลุ่ม organochlorine จ านวน 1 ชนิด ได้แก่ 
sulfate-endosulfan และ  pyrethriods จ าน วน  5 ชนิ ด  ได้ แก่  bifenthrin  cyhalothrin  cyfluthrin 
cypermethrin  แ ล ะ  fenvalerate  ซึ่ งจ ากก ารท ด ส อบ ค่ าต่ า ง  ๆ  ต าม ข้ อ ก าห น ด พ บ ว่ า ส า รก ลุ่ ม 
organophosphorus ได้  range ของวิธีทดสอบ อยู่ระหว่าง  0.05 - 2.0 ไมโครกรัมต่อลิตร และผลการ
ทดสอบ linearity จากค่า correlation coefficient; r มีค่ าระหว่าง 0.995 - 0.999 ผลการตรวจสอบ 
accuracy ประเมินผลจากเปอร์เซนต์ recovery พบว่าที่ความเข้มข้นระดับต่ า 0.05 ไมโครกรัมต่อลิตร มีค่า
ระหว่าง 72 - 79 เปอร์เซ็นต์ ที่ความเข้มข้นระดับกลาง 0.5 ไมโครกรัมต่อลิตร มีค่าระหว่าง 67 - 76 
เปอร์เซ็นต์ และที่ความเข้มข้นระดับสูง 2.0 ไมโครกรัมต่อลิตร มีค่าระหว่าง 70 - 87 เปอร์เซ็นต์ การตรวจสอบ 
precision ประเมินจากเปอร์เซนต์ RSD ที่ความเข้มข้นระดับต่ า กลาง และสูง มีค่าระหว่าง 7.3 - 16.9 , 7.7 - 
9.0 และ 2.5 - 4.4 ตามล าดับ และเมื่อน าไปประเมิน HORRAT (Horwitz's ratio) พบว่าทั ง 3 ระดับความ
เข้มข้นมีค่า HORRAT อยู่ในเกณฑ์ก าหนด (Horwitz's ratio < 2) และยอมรับได้ คือระหว่าง 0.25 - 0.95 ค่า 
LOD และ LOQ ของวิธีทดสอบมีค่า 0.03 และ 0.05 ไมโครกรัมต่อลิตร ตามล าดับ ส่วนสารพิษกลุ่ม 
organochlorine และ pyrethriods ได้  range ของวิธีทดสอบ อยู่ระหว่าง  0.02 - 2.0 ไมโครกรัมต่อลิตร 
และผลการทดสอบ linearity จากค่า correlation coefficient; r  มีค่าระหว่าง 0.997 - 0.999 ผลการ



ตรวจสอบ accuracy ประเมินผลจากเปอร์เซนต์ recovery พบว่าที่ความเข้มข้นระดับต่ า 0.02 ไมโครกรัมต่อ
ลิตร มีค่าระหว่าง 66 - 115 เปอร์เซ็นต์ ที่ความเข้มข้นระดับกลาง 0.5 ไมโครกรัมต่อลิตร มีค่าระหว่าง 61 - 
78 เปอร์เซ็นต์ และที่ความเข้มข้นระดับสูง 2.0 ไมโครกรัมต่อลิตร มีค่าระหว่าง 66 - 73 เปอร์เซ็นต์ การ
ตรวจสอบ precision ประเมินจากเปอร์เซนต์ RSD ที่ความเข้มข้นระดับต่ า กลาง และสูง มีค่าระหว่าง 4.1 - 
12.9 , 12.6 - 17.7 และ 1.6 - 13.7 ตามล าดับ และเม่ือน าไปประเมิน HORRAT (Horwitz's ratio) พบว่าทั ง 
3 ระดับความเข้มข้นมีค่า HORRAT อยู่ในเกณฑ์ก าหนด (Horwitz's ratio < 2) และยอมรับได้ คือระหว่าง 0.22 
- 1.40 ค่า LOD และ LOQ ของวิธีทดสอบมีค่า 0.008 และ 0.02 ไมโครกรัมต่อลิตร ตามล าดับ ซึ่งจากการ
ประเมินผลการทดสอบโดยวิเคราะห์ค่าต่าง ๆ เหล่านี  พบว่าวิธีทดสอบนี  ให้ผลการทดสอบอยู่ในเกณฑ์ยอมรับและ
น าไปใช้เป็นวิธีมาตรฐานส าหรับห้องปฏิบัติการได้ 

Abstract 
The inhouse method based on AOAC (1993) for the determination of 

organophosphorus pesticides (azinphos-ethyl,  EPN,  phosalone and triazophos) organochlorine ( 
sulfate-endosulfan) and pyrethriods ( bifenthrin,  cyhalothrinม   cyfluthrin, cypermethrin  and 
fenvalerate) in water samples was developed and validated . The samples were extracted by 
organic solvent  and analysed by gas chromatography (GC) using a flame photometric detector 
in phosphorous mode for organophosphorus and micro-ECD for organochlorine and pyrethriods. 
The method was validated  by evaluating the analytical curves, linearity, limits of detection, and 
quantification, precision (% RSD and HORRAT ratio), and accuracy (%recovery). For 
organophosphorus pesticides, range of the method were 0. 05 - 2.0 µg/L . Correlation 
coefficient (r)  were  0.995 - 0.999 . Recovery and precision tests were performed on 3 level 
of concentrations. At  low ,  medium  and  high concentrations (0.05, 0.5  and 2.0  μg/L), 
recovery were between  72 – 79 %, 67 - 76  % and 70 - 87 % , precision(%RSD)  were 
between 7.3 - 16.9% , 7.7 - 9.0% and 2.5 - 4.4% and HORRAT ratio were accepted. Limits of 
detection were 0.03 μg/L  and limits of quantification were 0.05 μg/L . Organochlorine and 
pyrethriods pesticides, Range were 0.02 - 2.0 µg/L . Correlation coefficient (r)  were  0.997 - 
0.999. Recovery and Precision tests were performed on 3 level of concentrations. At  low ,  
medium  and  high concentration (0.02, 0.5  and 2.0  μg/L), recovery were between  66 - 115 
%, 61 - 78 % and 66 - 73 % , precssion(%RSD) were between 4.1 - 12.9% , 12.6 - 17.7% 
and 1.6 - 13.7% and HORRAT ratio were accepted. Limits of detection were 0.008 μg/L  and 
limits of quantification were 0.02 μg/L. Therefore, the proposed method is applicable in the 
analysis of pesticides in water and the use of the method in routine analysis of pesticide 
residues is discussed. 

   
6. ค าน า: 

การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบเป็นข้อก าหนดตามมาตรฐาน ISO/IEC 17025 : 2005 
ส าหรับห้องปฏิบัติการทดสอบที่ต้องการขอการรับรองความสามารถส าหรับวิธีทดสอบนั น ๆ โดยจะต้องมีการ 
ตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบตามข้อก าหนดต่าง ๆ ก่อนน าไปใช้เป็นวิธีทดสอบมาตรฐานของห้องปฏิบัติการ
ต่อไป ส าหรับห้องปฏิบัติการกลุ่มพัฒนาการตรวจสอบพืชและปัจจัยการผลิต สวพ.5 ได้รับการรับรอง



ความสามารถในรายการทดสอบสาร ออร์กาโนฟอสฟอรัสในมะม่วง โดยวิธี  Inhouse method base on 
stienvandter 1985 เมื่อปี 2554 และมีนโยบายในการขยายขอบข่ายของวิธีทดสอบส าหรับขอการรับรอง
ความสามารถของห้องปฏิบัติการ เพ่ิมทุก ๆ ปี ทั งนี เพ่ือให้ครอบคลุมรายการทดสอบให้มากท่ีสุด 

การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบสารพิษกลุ่ม organophosphorus organochlorineและ 
pyrethriods ในน  า โดยใช้ Gas Chromatography จึงเป็นการพิสูจน์วิธีการทดสอบที่ใช้ว่ามีความถูกต้อง 
แม่นย า น่าเชื่อถือ สามารถสอบกลับได้และเหมาะสมส าหรับน ามาใช้ในการทดสอบ โดยจัดท าเป็นรายงานการ
ตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบตามข้อก าหนดมาตรฐาน ISO/IEC 17025 ส าหรับขยายขอบข่ายยื่นขอการ
รับรองความสามารถของห้องปฏิบัติการต่อไป 

 
7. วิธีด าเนินการ 

-อุปกรณ์ 
1. เครื่องแก้ว 
 1.1 เครื่องแก้วที่ใช้ในการสกัดได้แก่ separatory funnel พร้อมฝาจุกแก้ว/Teflon, beaker, cylinder, 
erlenmeyer flask, round bottom flask, graduated tube, glass vial for Auto sampler, diposable 
pasture pipette และ glass funnel 
 1.2 เครื่องแก้วที่ใช้เตรียมสารละลายของสารมาตรฐาน และ calibration curve ได้แก่ autopipette, 
volumetric flask class A 
2.สารเคมี 
 2.1 สารเคมีชนิด  analytical grade (AR) ส าหรับใช้ในการสกัดตัวอย่าง ได้แก่ 
  2.1.1 ethyl acetate , hexane 
  2.1.2 anhydrous sodium sulfate (anh, Na2 SO4) ก่อนใช้น าไปเผาที่อุณหภูมิ 450 องศาเซลเซียส 
นาน 4 ชั่วโมง น ามาใส่ใน dessicator ทิ งไว้ไม่น้อยกว่า 6 ชั่วโมง ให้เย็นจนถึงอุณหภูมิห้อง 
 2.2 สารเคมีชนิด pesticide grade (PR) ส าหรับใช้เตรียมสารละลายของสารมาตรฐานและปรับปริมาตรของ
ตัวอย่างเพ่ือวิเคราะห์ด้วยเครื่อง Gas Chromatograph ได้แก่ ethyl acetate และ hexane 
 2.3 สารพิษมาตรฐานกลุ่ม organophosphorus จ านวน 4 ชนิด ได้แก่ azinphos-ethyl  EPN  
phosalone และ triazophos สารพิษกลุ่ม organochlorine จ านวน 1 ชนิด ได้แก่ sulfate-endosulfan 
และ pyrethriods จ านวน 5 ชนิด ได้แก่ bifenthrin  cyhalothrin  cyfluthrin cypermethrin  และ 
fenvalerate pesticide grade ของ Dr. Ehrenstofer  
3. วัสดุและเครื่องมือวิทยาศาสตร์ได้แก่  aluminum foil, filter paper No.1 จุกยาง น  าจากเขื่อนศรีนครินทร์
ส าหรับใช้ sample blank เครื่องชั่งละเอียด 5 ต าแหน่ง เครื่องสกัดวัตถุมีพิษชนิด separatory funnel shaker 
เครื่องลดปริมาตรชนิด rotary evaporator เครื่องลดปริมาตรชนิด nitrogen evaporator ตู้อบสารเคมี (digital 
oven) เตาเผาอุณหภูมิสูง (furnace) เครื่องท าสุญญากาศ (vacuum pump) ตู้ดูดความชื น (desiccator) เครื่อง
ผสมสารละลาย (vortex mixer) เครื่อง Gas Chromatograph (GC) ของบริษัท Agilent Technology รุ่น HP 
6890 พร้อมหัวตรวจวัดชนิด GC หัวตรวจวัดชนิด FPD และ GC หัวตรวจวัดชนิด µECD 
-วิธีการ 
1. การเตรียมสารละลายมาตรฐาน เพื่อท า calibration curve 
  1.1 เตรียม stock standard solution ของสารพิษกลุ่ม organophosphorus organochlorine และ 
pyrethriods โดยชั่งสารพิษแต่ละชนิดให้ได้น  าหนักที่แน่นอน อยู่ในช่วงประมาณ 10 มิลลิกรัม ใส่ใน volumetric 



flask ขนาด 10 มิลลิลิตร เติม ethyl acetate (PR) เพ่ือละลายสารพิษกลุ่ม organophosphorus เติมให้เป็น
เนื อเดียวกัน เติม hexane (PR) เพ่ือละลายสารพิษกลุ่ม  organochlorine และ pyrethriods จะได้ stock 
standard solution ที่มีความเข้มข้นประมาณ 1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
  1 .2  เต รียม  intermediate standard solution ดู ด  stock standard solution แต่ ล ะชนิ ด  ใส่ ใน 
volumetric flask ขนาด 25 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วย ethyl acetate (PR) เพ่ือละลายสารพิษกลุ่ม 
organophosphorus ให้เป็นเนื อเดียวกัน เติม hexane (PR) เพ่ือละลายสารพิษกลุ่ม organochlorine และ 
pyrethriods เขย่าผสมให้เป็นเนื อเดียวกันเพ่ือให้ได้ intermediate standard solution ของสารมาตรฐานแต่ละ
ชนิดมีความเข้มข้นประมาณ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
  1 .3  เต รี ย ม  working standard solution ใช้  pipette ดู ด ส ารล ะล าย  intermediate standard 
solution ของสารมาตรฐานแต่ละกลุ่มใส่รวมใน volumetric flask ขนาด 25 มิลลิลิตร ใบเดียวกัน ปรับปริมาตร
ด้วย ethyl acetate (PR)เพ่ือละลายสารพิษกลุ่ม organophosphorus ให้เป็นเนื อเดียวกัน เติม hexane (PR) 
เพ่ือละลายสารพิษกลุ่ม organochlorine และ pyrethriods เขย่าผสมให้เป็นเนื อเดียวกัน เพ่ือให้ได้ได้ mixed 
working standard solution ที่มีความเข้มข้นอยู่ในช่วงประมาณ 0.02 - 2.0 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
2. เตรียม fortified sample, sample blank และ reagent blank โดยตวงน  าปริมาณ 900 มิลลิลิตร ใส่ใน 
separatory funnel ขนาด 1,000 มิลลิลิตร ใช้ pipette ดูดสารละลายของสารมาตรฐานผสมในช่วง working 
standard solution ความเข้มข้นขึ นอยู่กับช่วงที่จะประเมินผลการทดสอบ ใส่ลงไปแล้วหมุนวนให้ สารละลาย
ของสารมาตรฐานผสมกับน  าเป็นเนื อเดียวกันตั งทิ งไว้ประมาณ 30 นาที เตรียม sample blank เหมือนกับการ
เตรียม fortified sample แต่จะไม่เติมสารละลายของสารมาตรฐานลงในตัวอย่างน  าที่ทดสอบ และเตรียม 
reagent blank จะใช้สารเคมีที่ใช้สกัดในปริมาณเท่ากับที่ใช้ในการทดสอบเท่านั น แล้วท าตามขั นตอนของวิธีการ
สกัดตัวอย่าง 
3. เตรียมเครื่อง Gas Chromatograph ควบคุมสภาวะการท างานของเครื่องดังนี  

3.1 สารกลุ่ม organophosphorus วิเคราะห์ด้วย GC FPD มีสภาวะเครื่องดังนี  

Inlet:  250๐C, splitless 
Column: DB1701P 
Oven: 60๐C hold 1min, 30๐C/min to 180๐C, 4๐C/min to 250๐C hold 9min 
Detector: FPD 250๐C 
3.2 สารกลุ่ม organochlorine และ pyrethriods วิเคราะห์ด้วย GC µECD มีสภาวะเครื่องดังนี  
Inlet:  300๐C, splitless 
Column: DB5 
Oven: 190 ๐C, 16 ๐C/min to 290๐C, hold 8 min 
Detector: µECD 300๐C 

4. วิธีการสกัดตัวอย่าง 
4.1  วิธีการสกัดตัวอย่างน  าเพ่ือสารพิษตกค้างสารกลุ่ม  organophosphorus  
ตวงน  า 900 มิลลิลิตร ใส่ใน separatory funnel เติม ethyl acetate (AR) 100 มิลลิลิตร น าไปเขย่า

โดยใช้  separatory funnel shaker นาน 3  นาที  ตั งทิ งไว้ ให้ แยกชั น  ไขชั นล่ างซึ่ งเป็นชั นน  าเก็บ ไว้ ใน 
Erlenmeyer flask ชั นบนเป็นชั นของ ethyl acetate กรองผ่าน anh. Na2 SO4 ที่บรรจุใน funnel รองด้วยใย
แก้ว ลงใน round bottom flask ขนาด 250 มิลลิลิตร เทน  าจาก Erlenmeyer flask ใส่ ใน separatory 



funnel ใบเดิมเติม ethyl acetate (AR) 50 มิลลิลิตร น าไปเขย่าโดยใช้ separatory funnel shaker นาน 3 
นาที ตั งไว้ให้แยกชั นไขชั นน  าเก็บไว้ใน Erlenmeyer flask ใบเดิม ชั นบนกรองผ่าน anh. Na2 SO4 เก็บรวมกับ
ครั งแรกท าการสกัดซ  าอีกครั งด้วย ethyl acetate (AR) 50 มิลลิลิตร และเก็บสารละลายชั นบนรวมกัน เมื่อกรอง
เสร็จแล้วกลั ว (rinse) separatory funnel ด้วย ethyl acetate (AR) ประมาณ 10 มิลลิลิตร 2 ครั ง น าไปลด
ปริมาตรโดยใช้ rotary evaporator จนเกือบแห้ง ล้าง (rinse) round bottom flask ด้วย ethyl acetate (PR) 
ครั งละประมาณ 2-3 มิลลิลิตร เขย่าด้วย vortex mixer ให้ทั่ว ใช้ Pasteur pipette ดูด ethyl acetate จาก
การ rinse แต่ละครั ง เก็บใน graduated tube ขนาด 12 หรือ 15 มิลลิลิตร ลดปริมาตรด้วย nitrogen 
evaporator และปรับปริมาตรให้ได้ 1 มิลลิลิตร น าไป inject ด้วยเครื่อง GC หัวตรวจวัดชนิด FPD 

4.2 วิธีการสกัดตัวอย่างน  าเพ่ือสารพิษตกค้างสารกลุ่ม  organochlorine และ pyrethriods 
ท าเหมือนข้อ 4.1 แต่เปลี่ยนมาใช้ hexane  แทน ethyl acetate น าไป inject ด้วยเครื่อง GC หัวตรวจวัดชนิด 
micro-ECD 
5.การทดสอบและประเมินจากการวิเคราะห์ค่าต่าง ๆ 
  5.1 ตรวจสอบช่วงความเข้มข้น/ ปริมาณของสารที่ใช้ทดสอบที่สามารถวิเคราะห์ได้อย่างถูกต้องและ
แม่นย า (range) และตรวจสอบความสัมพันธ์ระหว่าง response กับความเข้มข้น/ปริมาณของสารที่ วิธีทดสอบ
สามารถจะตรวจวิเคราะห์ที่ให้ค่าเป็นสมการเส้นตรงได้ (linearity) 

5.1.1 การหา range 
ทดสอบ reagent blank และ fortified sample 5 ความเข้มข้น ๆ ละ 1 ซ  า ท าการสกัดตัวอย่าง 

ตามวิธีการสกัดในข้อ 4 น าค่าที่ได้ไป plot graph ระหว่างความเข้มข้นของ fortified sample (แกน X ) กับ 
response (แกน Y) พิจารณายอมรับค่าความเข้มข้นที่อยู่ในช่วงที่เป็นเส้นตรง 

5.1.2 การหา linearity 
ทดสอบ reagent blank และ fortified sample ที่ระดับความเข้มข้นภายใน range ของการ

ทดสอบ 5 ความเข้มข้น ๆ ละ 3 ซ  า ท าการสกัดตัวอย่างตามวิธีการสกัดในข้อ 4 น าค่าที่ได้ไป plot graph 
ระหว่างความเข้มข้นของ fortified sample (แกน X) กับ  response (แกน Y) ค านวณหา correlation 
coefficient (r), เกณฑ์การยอมรับ correlation coefficient; r≥ 0.995 

5.2 ประเมินค่าความใกล้เคียงกันระหว่างผลการวิเคราะห์ผลการวิเคราะห์ที่ได้จากวิธีที่ศึกษากับค่า
อ้างอิงจากตัวอย่าง (accuracy) ทดสอบ reagent blank, sample blank และ fortified sample ที่ระดับความ
เข้มข้น ภายในช่วงการทดสอบ 3 ระดับความเข้มข้น (low, medium, high) ความเข้มข้นละ 10 ซ  า ท าการสกัด
ตามวิธีการในข้อ 4 หาค่าเฉลี่ยของผลการทดสอบที่ลบค่า reagent blank ของ sample blank (X1) และ 
fortified sample (X2) น าไปประเมิน accuracy จากค านวณค่าเปอร์เซ็นต์ recovery โดยใช้สูตรดังนี  

% recovery = 
X2 - X1 X 100 
C 

โดยที่ C = ปริมาณสารมาตรฐานที่เติมลงในตัวอย่างมีหน่วยเป็นไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (µg/ml) 
ก าหนดเกณฑ์การยอมรับเปอร์เซ็นต์ recovery โดยใช้เกณฑ์ก าหนดของ AOAC peer - verified Method 
Nov.1993 ที่ความเข้มข้นของ analyst ในตัวอย่าง 1 ไมโครกรัมต่อลิตร มีค่าอยู่ ในช่วง 40 - 120 
เปอร์เซ็นต ์
 
 
 



5.3  ประเมินค่าความใกล้เคียงกันระหว่างข้อมูลที่ได้จากการวิเคราะห์ซ  า (precision) 
ทดสอบ fortified sample ที่ระดับความเข้มข้นภายในช่วงการทดสอบ 3 ระดับความเข้มข้น (low, medium, 
high) ความเข้มข้นละ 10 ซ  า หาค่าเฉลี่ยของผลการทดสอบ (X ̅) และ SD ของผลการทดสอบ ค านวณ % RSD 
จากสูตร 

% RSD = 
SD 

X 100 
X ̅ 

ก าหนดเกณฑ์การยอมรับเปอร์เซ็นต์ RSD โดยใช้เกณฑ์ก าหนดของ AOAC peer- Verified Method 
Nov.1993 มีค่าไม่เกิน 20 เปอร์เซ็นต์ ถ้าเปอร์เซ็นต์ RSD ไม่อยู่ในเกณฑ์ที่ก าหนดสามารถประเมิน precision 
โดยใช้ HORRAT (Horwitz' s ratio) จากสูตร 

HORRAT (Horwitz' s ratio)= 
% RSD จากการทดลอง 
Predicted Horwitz RSD 

Predicted Horwitz RSD ค านวณได้จาก Horwitz equation แบบ Repeatability (RSDr) 
RSDr = 0.66 x 2 (1 - 0.5 log C) 

โดยที่ C = Concentration ratio 
ก าหนดเกณฑ์การยอมรับตาม AOAC ค่า HORRAT (Horwitz' s ratio) < 2 

5.4 หาค่าความเข้มข้น/ปริมาณต่ าสุดที่สามารถตรวจพบได้ (Limit of Detection, LOD)   ทดสอบ 
fortified sample ที่ระดับความเข้มข้นต่ า ๆ  จ านวน 10 ซ  า พิจารณาโครมาโตแกรมที่พบว่ามีพีคของสารความ
สูงแตกต่างจาก Noise (Signal to noise ratio)อย่างน้อย 3 เท่า  

5.5 หาค่าความเข้มข้น/ปริมาณต่ าสุดที่สามารถวิเคราะห์และรายงานผลได้อย่างถูกต้อง โดยมี 
accuracyและ precision ตามท่ีก าหนด (Limit of Quantitation, LOQ) ทดสอบ fortified sample ที่ระดับ
ความเข้มข้นต่ า ๆ  จ านวน 10 ซ  า ซึ่งผลการทดสอบค่า accuracy และ precision ต้องผ่านการประเมิน
accuracy และ precision ถ้าไม่ผ่านเกณฑ์จะต้อง fortified ความเข้มข้นในระดับที่สูงขึ น และท าซ  า ตามขั นตอน
จนผ่านเกณฑ์การประเมินจึงจะยอมรับค่า LOQ 
-ระยะเวลาและสถานที่ท าการทดลอง  เดือน ตุลาคม 2556 ถึง เดือนกันยายน 2558 
กลุ่มพัฒนาการตรวจสอบพืชและปัจจัยการผลิต ส านักวิจัยและพัฒนาการเกษตรเขตที่ 5 
 

8. ผลการทดลองและวิจารณ์ 
ผลการตรวจสอบและประเมินผลจากการวิเคราะห์ค่าต่าง ๆ ของการตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบ

สารพิษกลุ่ม 3 กลุ่ม ได้แก่ organophosphorus  organochlorine และ pyrethriods ในน  าโดยใช้ Gas 
Chromatograph เมื่ อ พิจารณ าตามเกณ ฑ์ ที่ ก าหนดจากช่วงที่ เป็ น เส้นตรงจะได้  range สารพิษกลุ่ ม 
organophosphorus จ านวน 4 ชนิด ได้แก่  azinphos-ethyl  EPN  phosalone และ triazophos อยู่
ในช่วง 0.05- 2.0 ไมโครกรัมต่อลิตร  เมื่อน าไปตรวจสอบ linearity จะได้ค่า correlation coefficient, r 
เท่ากับ 0.999, 0.996, 0.998 และ 0.995 ตามล าดับ  ส่วนสารพิษกลุ่ม organochlorine จ านวน 1 ชนิด 
ได้แก่ sulfate-endosulfan และ pyrethriods จ านวน 5 ชนิด ได้แก่ bifenthrin  cyhalothrin  cyfluthrin 
cypermethrin  และ fenvalerate ได้ range อยู่ ในช่วง 0.02 - 2.0 ไมโครกรัมต่อลิตร มีค่า correlation 
coefficient, r เท่ากับ 0.997, 0.997, 0.999, 0.998, 0.997 และ 0.998 ตามล าดับ (ตารางที่ 1)   



ผลการประเมินค่าความใกล้เคียงกันระหว่างผลการวิเคราะห์ที่ได้จากวิธีที่ศึกษากับค่าอ้างอิงจากตัวอย่าง 
(accuracy) จากค่าเปอร์เซ็นต์ recovery พบว่าสารพิษกลุ่ม organophosphorus ที่ที่ความเข้มข้นระดับต่ า 
0.05 ไมโครกรัมต่อลิตร มีค่าระหว่าง 72 - 79 เปอร์เซ็นต์ ที่ความเข้มข้นระดับกลาง 0.5 ไมโครกรัมต่อลิตร มี
ค่าระหว่าง 67 - 76 เปอร์เซ็นต์ และที่ความเข้มข้นระดับสูง 2.0 ไมโครกรัมต่อลิตร มีค่าระหว่าง 70 - 87 
เปอร์เซ็นต์(ตารางที่  2) ซึ่ งอยู่ ในเกณฑ์ที่ก าหนด (ตารางที่  6)และสามารถยอมรับได้  ส่วนสารพิษกลุ่ม 
organochlorine และ pyrethriods  ที่ความเข้มข้นระดับต่ า 0.02 ไมโครกรัมต่อลิตร มีค่าระหว่าง 66 -
115 เปอร์เซ็นต์ ที่ความเข้มข้นระดับกลาง 0.5 ไมโครกรัมต่อลิตร มีค่าระหว่าง 61 - 78 เปอร์เซ็นต์ และที่
ความเข้มข้นระดับสูง 2.0 ไมโครกรัมต่อลิตร มีค่าระหว่าง 66 - 73 เปอร์เซ็นต์ (ตารางที่ 3) ซึ่งอยู่ในเกณฑ์ที่
ก าหนด (ตารางที ่6) และสามารถยอมรับได้ 

ผลการประเมินค่าความใกล้เคียงกันระหว่างข้อมูลที่ได้จากการวิเคราะห์ซ  า (precision) โดยการ
ตรวจสอบ precision ประเมินจากค่าเปอร์เซ็นต์ RSD ที่ความเข้มข้นระดับต่ า กลาง และสูง พบว่าสารพิษกลุ่ม 
organophosphorus    มีค่า 7.3 - 16.9 , 7.7 - 9.0 และ  2.5 - 4.4  ตามล าดับ   ส่วนสารพิษกลุ่ม 
organochlorine และ pyrethriods มีค่า 4.1 - 12.9 , 12.6 - 17.7 และ 1.6 - 13.7 ตามล าดับ(ตาราง
ที่ 7) และเมื่อน าไปประเมิน HORRAT (Horwitz' s ratio) พบว่าทั ง 3 ระดับความเข้มข้นของสารพิษกลุ่ม 
organophosphorus มีค่ า HORRAT อยู่ ในช่ วง 0.25 - 0.95  สารพิษกลุ่ ม  organochlorine และ 
pyrethriods มีค่า HORRAT อยู่ในช่วง 0.22 - 1.40 ซึ่งอยู่ในเกณฑ์ก าหนด (Horwitz' s ratio < 2) และ
ยอมรับได้ (ตารางท่ี 2 และ 3)  

ค่าความเข้มข้น/ปริมาณต่ าสุดที่สามารถตรวจพบได้ (Limit of Detection, LOD) ของสารพิษแต่ละ
ชนิดเมื่อพิจารณาจากค่า Signal to noise ratio มากกว่าหรือเท่ากับ 3 พบว่า  สารพิษ organophosphorus ทั ง  
4 ชนิด มีค่า LOD เท่ากับ 0.03 ไมโครกรัมต่อลิตร (ตารางที่ 4) สารพิษกลุ่ม organochlorine 1 ชนิด และ 
pyrethriods ทั ง  5 ชนิด มีค่า LOD เท่ากับ 0.008 ไมโครกรัมต่อลิตร (ตารางที่ 5)  ส่วนค่าความเข้มข้น/
ปริมาณต่ าสุดที่สามารถวิเคราะห์และรายงานผลได้อย่างถูกต้อง (Limit of Quantitation, LOQ) สารพิษ 
organophosphorus ทั ง  4 ชนิด มีค่า LOQ เท่ากับ 0.05 ไมโครกรัมต่อลิตร สารพิษกลุ่ม organochlorine 1 
ชนิด และ pyrethriods ทั ง  5 ชนิด มีค่า LOQ เท่ากับ 0.02 ไมโครกรัมต่อลิตร โดยผ่านการประเมิน accuracy 
และ precision  

 
9. สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบสารพิษกลุ่ม organophosphorus จ านวน 4 ชนิด ได้แก่ 
azinphos-ethyl  EPN  phosalone และ triazophos สารพิษกลุ่ม organochlorine จ านวน 1 ชนิด ได้แก่ 
sulfate-endosulfan และ  pyrethriods จ าน วน  5 ชนิ ด  ได้ แก่  bifenthrin  cyhalothrin  cyfluthrin 
cypermethrin  และ fenvalerate ในน  าโดยใช้เครื่อง Gas Chromatograph ผลการประเมินและตรวจสอบค่า
ต่าง ๆ ได้แก่ range/linearity, accuracy, precision, LOD และ LOQ อยู่ในเกณฑ์ก าหนดและยอมรับได้ ซึ่งการ
ประเมินผลการทดสอบจากการวิเคราะห์ค่าต่าง ๆ เหล่านี  พบว่าวิธีทดสอบสารพิษวิธีนี ให้ผลการทดสอบอยู่ ใน
เกณฑ์ที่ก าหนด และน าไปใช้เป็นวิธีมาตรฐานส าหรับตรวจวิเคราะห์สารพิษกลุ่ม  organophosphorus 
organochlorine และ pyrethriods ในน  าส าหรับห้องปฏิบัติการได้ 

 
 



10.  การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ 
  1. ใช้เป็นวิธีมาตรฐานในการตรวจวิเคราะห์สารพิษตกค้างกลุ่ม organophosphorus 
organochlorine และ pyrethriods ในน  าส าหรับห้องปฏิบัติการ กลุ่มพัฒนาการตรวจสอบพืชและปัจจัยการ
ผลิต สวพ. 5 
  2. เป็นข้อมูลสนับสนุนการขอการรับรองความสามารถของห้องปฏิบัติการในรายการทดสอบสารพิษกลุ่ม 
organophosphorus organochlorine และ pyrethriods ในน  าโดยวิธี Gas Chromatography 
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 12. ภาคผนวก 
ตารางท่ี 1. ผลการตรวจสอบ range และ linearity ของสารที่ได้จากวิธีทดสอบ 

pesticide Range (µg/L) Linearity (correlation coefficient, 
r) 

organophosphorus azinphos-ethyl 0.05-2.0 0.999 

EPN 0.05-2.0 0.996 

phosalone 0.05-2.0 0.998 
triazophos 0.05-2.0 0.995 

organochlorine   sulfate-endosulfan 0.02-2.0 0.997 
pyrethriods bifenthrin 0.02-2.0 0.997 

cyhalothrin 0.02-2.0 0.999 
cyfluthrin 0.02-2.0 0.998 
cypermethrin 0.02-2.0 0.997 

fenvalerate 0.02-2.0 0.998 
 
 
 
 
 



ตารางท่ี 2  แสดงค่า LOD, LOQ, % Recovery, HORRAT ของสาร organophosphorus ที่ได้จากวิธีทดสอบ 

Pesticides 
LOD 
(ug/l) 

LOQ 
(ug/l) 

% Recovery % RSD HORRAT 
0.05 0.5 2.0 0.05 0.5 2.0 0.05 0.5 2.0 

azinphos-ethyl 0.03 0.05 63.68 68 86.65 16.86 9.03 4.40 0.95 0.73 0.45 
EPN 0.03 0.05 79.33 71 70.00 7.36 7.73 2.52 0.43 0.63 0.25 
phosalone  0.03 0.05 71.74 67 80.95 13.35 8.30 3.22 0.77 0.67 0.33 
triazophos  0.03 0.05 95.09 76 81.87 8.92 8.02 3.20 0.53 0.66 0.33 

 
ตารางท่ี 3 แสดงค่า LOD, LOQ, % Recovery, HORRAT ของสาร organochlorine และ pyrethriods ที่ได้
จากวิธีทดสอบ 

Pesticides 
LOD 
(ug/l) 

LOQ 
(ug/l) 

% Recovery % RSD HORRAT 
0.02 0.5 2.0 0.02 0.5 2.0 0.02 0.5 2.0 

Sulfate-endosulfan 0.008 0.02 68.4 73.6 66.1 12.9 16.6 11.5 0.64 1.36 1.14 

bifenthrin 0.008 0.02 66.5 78.5 69.1 7.9 13.8 1.6 0.39 1.14 0.96 

cyhalothrin 0.008 0.02 114.8 68.6 70.6 4.1 12.6 11.5 0.22 1.01 1.15 

cyfluthrin 0.008 0.02 111.3 71.4 69.8 5.8 15.0 11.2 0.31 1.22 1.12 

cypermethrin 0.008 0.02 94.1 70.7 70.8 11.4 15.6 11.6 0.59 1.26 1.16 

fenvalerate 0.008 0.02 99.5 60.9 73.2 5.9 17.7 13.7 0.31 1.40 1.37 

 
ตารางท่ี 4 แสดงค่า  Signal to noise ratio ของสาร organophosphorus ที่ความเข้มข้น 0.03 ไมโครกรัมต่อ
ลิตร   
pesticides Signal to noise ratio 

ซ  าที่1 ซ  าที่2 ซ  าที่3 ซ  าที่4 ซ  าที่5 ซ  าที่6 ซ  าที่7 ซ  าที่8 ซ  าที่9 ซ  าที่10 เฉลี่ย 
azinphos-ethyl 3.0 3.4 3.2 3.3 3.3 3.2 3.1 3.4 3.4 3.5 3.3 
EPN 

3.4 3.3 3.3 3.1 3.4 3.3 3.4 3.2 3.1 3.2 3.3 
phosalone 3.2 3.2 3.4 3.1 3.4 3.3 3.5 3.2 3.2 3.3 3.3 
triazophos 3.0 3.0 3.2 3.1 3.1 3.2 3.3 3.2 3.2 3.3 3.2 

 
ตารางท่ี 5 แสดงค่า  Signal to noise ratio ของสาร organochlorine และ pyrethriods ที่ความเข้มข้น 
0.008 ไมโครกรัมต่อลิตร   

pesticides Signal to noise ratio 
ซ  าที่1 ซ  าที่2 ซ  าที่3 ซ  าที่4 ซ  าที่5 ซ  าที่6 ซ  าที่7 ซ  าที่8 ซ  าที่9 ซ  าที่10 เฉลี่ย 

sulfate-endosulfan 3.2 3.2 3.4 3.5 3.4 3.6 3.2 3.4 3.2 3.3 3.3 
bifenthrin 3.6 3.8 3.6 3.0 3.7 3.6 3.6 3.4 3.8 3.5 3.6 
cyhalothrin 3.7 3.9 4.0 3.6 3.7 3.7 3.9 3.5 3.4 3.7 3.7 
cyfluthrin 3.3 3.4 3.2 3.2 3.4 3.6 3.4 3.4 3.2 3.4 3.4 
cypermethrin 3.4 3.5 3.2 3.2 3.5 3.6 3.5 3.5 3.3 3.4 3.4 
fenvalerate 3.2 3.2 3.3 3.2 3.1 3.1 3.3 3.2 3.2 3.2 3.2 
 



ตารางท่ี 6 เกณฑ์การยอมรับ  recovery ใช้เกณฑ์ก าหนดโดยทั่วไปของ AOAC Peer - Verified Method, 
Nov.1993 

ความเข้มข้นของ analyte ในตัวอย่าง Recovery, % 
100 % 98 -102 

10 % 98 -102 
1 % 97-103 

0.10 % 95-105 
100 ppm 90-107 

10 ppm 80-110 
1 ppm 80-110 

100 ppb 80-110 
10 ppb 60-115 

1 ppb 40-120 
 
ตารางท่ี 7 เกณฑ์การยอมรับ % RSD ใช้เกณฑ์ก าหนดโดยทั่วไปของ AOAC Peer - Verified Method, 
Nov.1993 
 

ความเข้มข้นของ analyte ในตัวอย่าง RSD, % 
100 % 1.3 

10 % 2.8 
1 % 2.7 

0.10 % 3.7 
100 ppm 5.3 

10 ppm 7.3 
1 ppm 11 

100 ppb 15 
10 ppb 21 

1 ppb 30 
 
 
 
 
 
 


