
บทความวจิยั 

 

วารสารวิทยาศาสตร์บรูพา ปีที่  23  (ฉบบัที่ 3)  กนัยายน – ธันวาคม  พ.ศ. 2561 1426 
 

การพัฒนาวิธีเตรียมตัวอย่างส าหรับการวิเคราะห์สารก าจัดศัตรูพืชตกค้าง 
ในอาหารที่ยากต่อการวิเคราะห์ 

Development of Sample Preparation for Pesticide Residues Analysis in  
Difficult Food Matrices 

ธรณิศวร์  ไชยมงคล* และ วีรวฒุิ  วิทยานนัท์     
Thoranit  Chaimongkol*  and  Weerawut  Wittayanan 
ส ำนกัคณุภำพและควำมปลอดภยัอำหำร กรมวิทยำศำสตร์กำรแพทย์  

Bureau of Quality and Safety of Food, Department of Medical Sciences 
Received  :   11   June   2018 

Accepted  :     1   October   2018 
Published  online  :    2   October   2018 

 

บทคัดย่อ 
การวิเคราะห์สารก าจดัศตัรูพืชตกค้างในผกัผลไม้โดยวิธี QuEChERS ถกูน ามาใช้อยา่งแพร่หลาย เนื่องจากเป็น

วิธีที่เร็ว ง่าย ประหยดั และมีประสิทธิภาพ แต่เมื่อใช้วิธีดงักล่าวกบัผกัผลไม้บางชนิด ได้แก่ พืชสกุล Allium ซึ่งมีก ามะถนั
สงู เช่น หอมหวัใหญ่ กระเทียม พืชที่มีรงควตัถสุงู เช่น แครอท และพืชที่มีไขมนัสงู เช่น อะโวคาโด พบว่ามีปัญหาการเกิด
สญัญาณสารรบกวนในการตรวจวดั ท าให้การวิเคราะห์ชนิดและปริมาณมีข้อผิดพลาด จึงได้ท าการศึกษาและพฒันาการ
เตรียมตวัอย่าง ปรับปรุงให้ได้วิธีที่เหมาะสมเพื่อให้ได้สารสกดัที่สะอาด โดยทดลองใช้การเตรียมตวัอย่างและการท าให้
บริสทุธ์ิหลายวิธี ทดลองใช้ dispersive SPE (d-SPE) หลายชนิด เพื่อก าจดัสารสกดัร่วมและให้ได้สญัญาณรบกวนน้อย
ที่สดุ ผลพบว่าในการสกดัผกัสกลุ Allium หอมหวัใหญ่และกระเทียม ต้องท าการป่ันตวัอยา่งที่ผ่านการแช่แข็งแล้วกบักรด
ฟอสฟอริกเจือจางร้อยละ 3 โดยน า้หนกัก่อนท าการสกดั ส าหรับ แครอท และอะโวคาโด สกดัตามวิธีมาตรฐาน แล้วใช้ d-
SPE ที่มีสว่นผสมของ MgSO4, PSA, GCB และ C18 ในการท าให้บริสทุธ์ิสามารถก าจดัสิ่งรบกวนออกจากสารสกดัได้ดี
ที่สดุ น าวิธีที่ได้ไปประเมินประสทิธิภาพโดยเปรียบเทียบการคืนกลบัและความสามารถในการวดัซ า้กบัวิธี U.S. FDA PAM 
302 ตรวจวดัด้วยเคร่ืองมือ GC-ECD และ GC-FPD โดยเลือกสารก าจัดศตัรูพืช 3 ชนิดที่มีความถ่ีในการตรวจพบการ
ตกค้างสงู เป็นตวัแทนของสารในกลุม่ออร์กาโนคลอรีน ออร์กาโนฟอสฟอรัส และสารสงัเคราะห์ไพริทรอยด์ ได้แก่ trans-
heptachlor epoxide, chlorpyrifos และ cypermethrin ตามล าดบั ผลแสดงให้เห็นว่าวิธีที่พฒันาขึน้ให้การคืนกลบัและ
ค่า RSD ของสารทัง้สามชนิดที่ระดบัความเข้มข้น 0.2 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมเป็น 63.7-119.6% และ 0.8-19.8% ซึ่งอยู่ใน
เกณฑ์ยอมรับ สามารถน าวิธีนีไ้ปใช้ในงานประจ าในการวิเคราะห์สารก าจดัศตัรูพืชในผกัผลไม้ที่มีคุณสมบตัิเหล่านีไ้ด้
เป็นไปตามวตัถปุระสงค์   
 

ค าส าคัญ : การเตรียมตวัอยา่ง, ผกัผลไม้, สารก าจดัศตัรูพืช, QuEChERS 
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Abstract 
 QuEChERS method has been widely used for pesticide residues analysis in fruits and vegetables 
because it is found to be quick, easy, cheap and effective. But some fruits and vegetables such as onion, garlic, 
carrot, and avocado which are complex matrices can cause some particular difficulties for instrumental 
determination. This article describes the development of extraction and cleanup step of representative 
pesticides i.e, trans-heptachlor epoxide, chlorpyrifos and cypermethrin in complex matrices sample. For 
extraction, the main factors (sulfur-containing compounds, pigment and oil) were studied and optimized in 
experiments to maximize analyze recoveries. Various sample preparation procedures and d-SPE with different 
sorbents were also investigated to minimize co-extractives and interferences. As the result, in Allium plant, the 
use of 3% aqueous phosphoric acid blended with frozen samples prior to extraction step was required and for 
carrot and avocado were treated by standard method. For all commodities, the mixture of MgSO4, PSA, GCB 
and C18 showed to be much more efficient to remove interferences than the original method. The final selected 
method was evaluated and compared with U.S. FDA PAM 302 method using both detection techniques (GC-
ECD and GC-FPD). The results demonstrated that the method achieved acceptable recoveries of 63.7-119.6% 
with RSD of 0.8-19.8% at 0.2 mg/kg. This method can be applied for routine analysis of these pesticide residues 
in onion, garlic carrot and avocado.    
 

Keywords :  sample preparation, fruits and vegetables, pesticide residues, QuEChERS   

 
บทน า  

การวิเคราะห์สารก าจดัศตัรูพืชตกค้างในอาหารนัน้ถือเป็นความท้าทายของกระบวนการท าให้อาหารปลอดภยั
ส าหรับการบริโภค เนื่องจากต้องตรวจหาการตกค้างในปริมาณต ่า (residue) และตรวจวดัได้ยาก ประกอบกบัอาหารถือ
เป็น matrix ที่มีสารรบกวนปริมาณมากยากต่อการก าจัด การบริโภคอาหารที่ปลอดภัยจากการตกค้างของสารเคมี
อันตรายถือเป็นภารกิจหนึ่งของกระทรวงสาธารณสุข โดยกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ต้องมีวิธีวิเคราะห์ที่สามารถ
ครอบคลมุสารที่มีคุณสมบตัิจากเคมีที่หลากหลายในตัวอย่างอาหารชนิดที่คนไทยนิยมบริโภค การวิเคราะห์สารก าจดั
ศตัรูพืชโดยทัว่ไปเป็นการวิเคราะห์แบบ multiresidue วิเคราะห์สารหลายชนิดพร้อมกนั เช่น การเตรียมตวัอย่างด้วยวิธี 
QuEChERS (Quick Easy Cheap Effective Rugged and Safe) ที่  Anastasiades เ ป็ น ผู้ เ ส น อ ขึ ้น ใ น ปี  2003 
(Anastassiades et al., 2003) และได้ เ ป็นวิ ธีมาตรฐานของ AOAC (Gaithersburg, 2007) และถูกน ามาใช้อย่าง
กว้างขวาง (Wilkowska & Biziuk, 2011) ในการสกัดสารก าจดัศตัรูพืชตกค้างในผกัและผลไม้ที่มีความชืน้สงู  มีไขมนัต ่า
และสารรบกวนอื่นน้อย เป็นวิธีที่ใช้ตวัท าละลายอะซิโตไนไตรล์ (MeCN) และใช้เกลือบางชนิดเป็นตวัสกัดแล้วท าให้
บริสุทธ์ิด้วย dispersive solid phase extraction (d-SPE) ปัจจุบันวิธีดงักล่าวได้ถูกปรับปรุงให้ใช้กับตวัอย่างที่มีความ
หลากหลายมากขึน้ เช่น ตัวอย่างที่มีความชืน้ต ่า  ตัวอย่างที่มีไขมันสูง และยังสามารถใช้สกัดสารสนใจกลุ่มอื่นๆ 
นอกเหนือจากสารก าจัดศตัรูพืชได้อีกด้วย ส านกัคุณภาพและความปลอดภยัอาหาร กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ได้น า                    
วิธีนีม้าปรับปรุงและพัฒนาให้ใช้ในงานวิเคราะห์สารก าจัดศัตรูพืชในกลุ่มสารที่สามารถตรวจวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง                 
แก๊สโครมาโทกราฟี (GC amiable) ได้แก่กลุ่มออร์กาโนคลอรีน (organochlorine compounds, OCs) กลุ่มอร์กาโน
ฟอสฟอรัส (oranophophorus compounds, OPs) และกลุม่สารสงัเคราะห์ไพรีทรอยด์ (synthetic pyrethroids, SPs) ใน
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งานบริการและได้รับการรับรองคณุภาพตามมาตรฐาน ISO/IEC 17025: 2005 (Wittayanan et al., 2017) อย่างไรก็ตาม
ยงัประสบปัญหาจากการพบสารรบกวนเป็นจ านวนมากในผกัผลไม้บางชนิด เช่น พืชสกุล Allium มีสารที่มีก ามะถนัเป็น
องค์ประกอบ ได้แก่ หอมหวัใหญ่ กระเทียม และต้นหอมญ่ีปุ่ น สว่นแครอทมีรงควตัถสุงู และอะโวคาโดเป็นผลไม้ที่มีไขมนั
สงู วิธีนีไ้ม่สามารถก าจดั co-extractive ออกจากสารสกดัดงักลา่วได้ สารรบกวนในพืชเหลา่นีจ้ะท าให้ประสิทธิภาพการ
สกดัสารสนใจและความสามารถในการตรวจวดัของเคร่ืองมือลดลง และยงัท าให้การวิเคราะห์ peak ของสารก าจดัศตัรูพชื
ท าได้ยาก ส าหรับวิธี AOAC 2007.01 นัน้ ใช้เคร่ืองมือตรวจวดัที่มีความจ าเพาะเจาะจงสงูคือเคร่ือง GC-MS สารรบกวน
จากพืชสกุล Allium และแครอท จึงไม่เป็นอปุสรรค แต่ในเคร่ือง GC-ECD ซึ่งเป็น universal detector จะตรวจจบัสารได้
จ านวนมากและรบกวนระบบวิเคราะห์ได้ เพื่อแก้ไขปัญหานีจ้ึงมีความพยายามพฒันาการเตรียมตวัอยา่ง เช่น การใช้สาร
สกดัท่ีไมม่ีการท าให้บริสทุธ์ิ (clean up) ฉีดเข้าเคร่ือง GC แล้วใช้ backflush mode เพื่อก าจดัสารรบกวน (interferences) 
(Norli et al., 2016)  การเปลี่ยนไปใช้เอธิล อะซีเตต (ethyl acetate) ในการสกัดแทนอะซิโตไนไตรล์ (acetonitrile) 
(Rahman et al., 2013) แตว่ิธีเหลา่นีย้งัมีข้อจ ากดัและยงัไมส่ามารถก าจดัสารรบกวนได้ อีกหนึง่ปัญหาส าคญัคืออาหารที่
มีไขมันสูง มีรายงานการน าไขมันออกจากตัวอย่างที่ เป็นผลิตภัณฑ์จากสัตว์และผลไม้ไขมันสูง  (Wittayanan & 
Chaimongkol, 2018; Chamkasem et al., 2013) แต่อย่างไรก็ตามยงัไม่ครอบคลมุสารที่ละลายได้ดีในไขมนั เช่น สาร
กลุม่ออร์กาโนคลอรีน (OCs)   

จึงมีความจ าเป็นที่ต้องพฒันาวิธีการเตรียมตวัอย่างให้มีประสิทธิภาพเพียงพอต่อการวิเคราะห์  ต้องพบสาร
รบกวนในเคร่ือง GC-ECD และ GC-FPD น้อยที่สดุ โดยทดลองใช้การเตรียมตวัอยา่งหลายวิธีและทดลองใช้ d-SPE หลาย
ชนิด เพื่อก าจดัสารสกดัร่วมจากผกัผลไม้ ได้แก่ หอมหวัใหญ่ กระเทียม แครอท และอะโวคาโด ให้ได้สญัญาณรบกวนน้อย
ที่สดุ และต้องไมร่บกวนสญัญานของสารสนใจ เมื่อได้วิธีที่เหมาะสมแล้วท าการทดสอบความใช้ได้ของวิธี โดยการทดสอบ
ความแมน่ (accuracy) และความเที่ยง (precision) เลือกทดสอบสารก าจดัศตัรูพืช 3 ชนิดที่มีความถ่ีในการตรวจพบการ
ตกค้างสงู เป็นตวัแทนของสารในกลุม่ออร์กาโนคลอรีน ออร์กาโนฟอสฟอรัส และสารสงัเคราะห์ไพริทรอยด์ ได้แก่ trans-
heptachlor epoxide, chlorpyrifos และ cypermethrin ตามล าดบั ดงัภาพท่ี 1 ทีต้่องอยูใ่นเกณฑ์ยอมรับตามมาตรฐานที่
ก าหนด วิธีที่พฒันาขึน้จะถกูใช้ในการเตรียมตวัอย่างส าหรับงานบริการในห้องปฏิบตัิการเพื่อตรวจสอบความปลอดภยั
อาหารตามมาตรฐานของประเทศตอ่ไป 

 

 
trans-heptachlor epoxide 

 
 

 
chlorpyrifos 

 

 
cypermethrin 

                 ภาพที่ 1 โครงสร้างทางเคมีของ trans-heptachlor epoxide, chlorpyrifos และ cypermethrin 
 
วิธีด าเนินการวิจัย  

สำรเคมีและสำรมำตรฐำน 
 สารเคมี: กรดฟอสฟอริก (phosphoric acid, AR) เป็นผลิตภณัฑ์ของ Mallinckrodt ประเทศสหรัฐอเมริกา, กรด
น า้ส้ม (glacial acetic acid, AR), โซเดียมอะซิเตท ไตรไฮเดรต (sodium acetate trihydrate) และ อลมูิเนียม ออกไซด์
(aluminium oxide 90 active neutral, alumina) เป็นผลติภณัฑ์ของ Merck ประเทศเยอรมนี, อะซิโตไนไตรล์ (acetonitrile, 

https://www.google.co.th/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwiFhL_5qrHaAhXFQ48KHdTvDuMQjRx6BAgAEAU&url=https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/cerillian/sch001?lang=en&region=US&psig=AOvVaw2V7QtT9cAsq_3kf-Z_dC8V&ust=1523505198711784
https://www.google.co.th/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwitqZajqrHaAhWLpY8KHTCAB54QjRx6BAgAEAU&url=https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sial/45396?lang=en&region=US&psig=AOvVaw1bhvWuBbFu8rOPp7Cu8ON0&ust=1523505353775878
http://www.google.co.th/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwjxusu8qrHaAhWJQY8KHVdODWEQjRx6BAgAEAU&url=http://www.pesticideinfo.org/Detail_Chemical.jsp?Rec_Id=PC35735&psig=AOvVaw0UKOxn5l4ydX5SBs6Bh-Bs&ust=1523505501838065
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HPLC) เป็นผลิตภัณฑ์ของ J.T.Baker ประเทศสหรัฐอเมริกา, แมกนีเซียมซัลเฟต แอนไฮดรัส (magnesium sulfate 
anhydrous) และ florisilTM (ชัง่ 4 กรัมในบีกเกอร์ 50 มิลลลิติรปิดด้วยอลมูิเนียมฟอยลอ์บท่ีอณุหภมูิ 130°C อยา่งน้อย 16 
ชั่วโมงก่อนใช้งาน) เป็นผลิตภณัฑ์ของ Sigma-Aldrich ประเทศญ่ีปุ่ น, Dispersive SPE 2ml, Pigment Sample, AOAC 
(d-SPE, carb) และ  Dispersive SPE 2ml, Fat + Pigments, AOAC (d-SPE, C18) เ ป็นผลิตภัณฑ์ของ  Agilent 
Technologies ประเทศสหรัฐอเมริกา, เอธิล อะซีเตต (ethyl acetate, HPLC) และ ไดคลอโรมีเทน (dichloromethane, 
HPLC) เป็นผลติภณัฑ์ของ Burdick & Jackson ประเทศเกาหล,ี โซเดียมคลอไรด์ (sodium chloride, AR) (ส าหรับเตรียม
สารละลายโซเดียมคลอไรด์อิ่มตวั) และ โซเดียมซลัเฟต แอนไฮดรัส (sodium sulfate anhydrous, granular AR) (เผาที่
อณุหภมูิ 600°C อย่างน้อย 4 ชัว่โมง แล้วเก็บในภาชนะแก้วสีชาปิดสนิท) เป็นผลิตภณัฑ์ของ Fisher Chemical ประเทศ
อินเดีย, นอร์มัลเฮกเซน (n-hexane, PR) และ แอซีโทน (acetone, AR) เป็นผลิตภัณฑ์ของ RCILabscan ประเทศไทย 
และน า้กลัน่หรือน า้ reverse osmosis (RO) 

สารมาตรฐาน  (Standards): สารก าจัดศัต รูพื ช  ไ ด้ แก่  trans-heptachlor epoxide, chlorpyrifos และ 
cypermethrin เป็นผลิตภัณฑ์ของ Dr. Ehrenstorfer บริษัท Dr. Ehrenstorfer GmbH ประเทศเยอรมนี ความบริสุทธ์ิ 
(purity) ระหว่าง 98.5-99.0% การเตรียมสารละลายมาตรฐาน (stock solution) เตรียมสารละลายผสมความเข้มข้น
ประมาณ 10 ไมโครกรัมตอ่มิลลลิติรในแอซีโทน (acetone) โดยเก็บรักษาที่อณุหภมูิน้อยกวา่ -4°C 

เคร่ืองมือและอปุกรณ์  
 เคร่ืองบดป่ันอาหาร (blender, Warning Commercial Model: HGTWT) เคร่ืองชัง่ 3 ต าแหนง่ ส าหรับชัง่ตวัอยา่ง 

และ 5 ต าแหน่งส าหรับชั่งสารมาตรฐาน  เคร่ืองผสมสาร (homogenizer ultra) เคร่ืองเขย่า (shaker) เคร่ืองระเหย
สุญญากาศ(rotary evaporator) ไมโครปิเปต (micropipette) พาสเจอร์ปิเปต (Pasteur pipette) บีกเกอร์ ขนาด 600 
มิลลลิติร กรวยกรองบชุเนอร์ (Büchner funnel, diameter 13.5 cm) ขวดลดความดนั (vacuum filter flask) ขนาด 1 ลติร 
กรวยแยก (separatory funnel) ขนาด 0.5 และ 1 ลิตร คอลมัน์โครมาโตกราฟีส าหรับ florisilTM (22 mm id x 300 mm, 
teflon stopcock, coarse porosity fritted disc) และส าหรับ sodium sulfate (25 mm id x 250 mm) กระบอกตวงแก้ว
แบบมีจุกปิด (mixing cylinder) ขนาด 250 มิลลิลิตร  เออเลนเมเยอร์ ฟลาสก์ (Erlenmeyer flask) ขนาด 250 มิลลิลิตร 
ขวดปริมาตรก้นกลม (round-bottomed flask) ขนาด 250 และ 500 มิลลิลิตร กรวยแก้ว หลอดเซนติฟิวก์พลาสติก 
(centrifuge tube) ขนาด 50 มิลลลิติร และ 15 มิลลลิติร เคร่ืองหมนุเหวี่ยงความเร็วต ่า เคร่ืองระเหยแบบหลายหลอดแก้ว 
เคร่ืองผสมส าหรับหลอดทดลอง  อลมูิเนียมฟอยล์ ขวดสีชาขนาด 4 มิลลิลิตร พร้อมฝาปิด ช้อนตกัสาร กระดาษกรอง 
No.2 ส าลี ต้องล้างโดยแช่ในอะซีโทน จ านวน 2 ครัง้ ครัง้ละ 2 ชั่วโมง ตู้ แช่แข็งอุณหภูมิต ่ากว่า -15°C, GC-ECD; 
Technology 6890N โดยใ ช้  analytical column: OC-RTX (30 m, 0.25 mm id, 0.25 µm film thickness), GC-FPD; 
Agilent Technology 6890N โดยใช้ analytical column: DB-35ms (30 m, 0.25 mm id, 0.25 µm film thickness) และ
ก่อนการใช้งานเคร่ืองแก้วทกุชนิดให้ล้างด้วยอะซีโทน 2 ครัง้ และนอร์มลัเฮกเซน 2 ครัง้ แล้วผึง่ให้แห้งก่อนน ามาใช้งาน 

ตวัอย่ำงและกำรเตรียมตวัอย่ำงก่อนกำรสกดั 
ตัวอย่างพืชที่ใช้ส าหรับการทดสอบวิธี ได้แก่ หอมหัวใหญ่และกระเทียมเป็นตัวแทนของพืชที่มีก ามะถันสงู 

(Allium) แครอทเป็นตวัแทนของพืชที่มีรงควตัถสุงู และอะโวคาโดเป็นตวัแทนของพืชที่มีไขมนัสงู  ผกัและผลไม้ทัง้ 4 ชนิด
จะต้องตรวจไม่พบสารก าจัดศตัรูพืชที่ใช้ทดสอบและเป็น sample blank น าตวัอย่างส าหรับการวิเคราะห์ประมาณ 500 
กรัม มาล้างท าความสะอาดผึ่งให้แห้งใช้เฉพาะสว่นที่รับประทานได้ ยกเว้นอะโวคาโดให้ใช้ทัง้ผลยกเว้นเมล็ด จากนัน้ใช้
มีดตดัหัน่ตวัอย่างให้เป็นชิน้เล็กๆ ขนาดประมาณ 1 ลกูบาศก์เซนติเมตร (cm3) แล้วท าให้เป็นเนือ้เดียวกนัด้วยเคร่ืองบด
ป่ันอาหาร ชัง่แบง่ตวัอยา่งๆ ละ 10 กรัม (±0.1 กรัม) หรือ 5 กรัม (± 0.05 กรัม) ลงใน centrifuge tube ขนาด 50 มิลลลิติร 
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เพื่อใช้เป็นตวัอย่างวิเคราะห์ (analytical portion) ตวัอย่างที่ยงัไม่ได้น ามาวิเคราะห์จะถกูเก็บรักษาในตู้แช่แข็งที่อณุหภมูิ
ต ่ากวา่ -15°C (reserved portion) 

ส าหรับการเตรียมตวัอยา่งหอมหวัใหญ่และกระเทียมก่อนการสกดั ให้เตรียมโดยวิธีการดงัตอ่ไปนี ้
 วิธีที่ 1. ป่ันตวัอยา่งที่อณุหภมูิห้อง ชัง่ตวัอยา่งปริมาณ 10 กรัม   
 วิธีที่ 2. ป่ันตวัอยา่งที่ผา่นการแช่แข็ง (อณุหภมูิต ่ากวา่ 0°C) มาไมน้่อยกวา่ 24 ชัว่โมง ชัง่ปริมาณ 5 กรัม ผสมกบั
กรดฟอสฟอริกเจือจางร้อยละ 3 โดยน า้หนกั ปริมาตร 5 มิลลิลิตรผสมให้เข้ากันด้วยเคร่ืองผสมส าหรับหลอดทดลอง 
(Vortex)  
 วิธีที่ 3. ป่ันตวัอย่างที่ผ่านการแช่แข็ง (อุณหภูมิต ่ากว่า 0°C) ไม่น้อยกว่า 24 ชั่วโมง กับกรดฟอสฟอริกเจือจาง
ร้อยละ 3 โดยน า้หนกั อตัราสว่น 1 ตอ่ 1 ชัง่แบง่สว่นผสมนี ้10 กรัม คิดเป็นน า้หนกัตวัอยา่ง 5 กรัม 

กำรสกดั (extraction) 
น าตวัอย่างที่ผ่านการเตรียมตวัอย่างมาแล้ว มาท าการทดลองซึ่งประกอบด้วยตวัอย่างที่ไม่เติมสารมาตรฐาน 

(matrix blank) และตวัอยา่งที่เติมสารมาตรฐาน (spiked sample) ความเข้มข้น 0.2 มิลลกิรัมตอ่กิโลกรัม ผา่นขัน้ตอนการ
สกดัดงันี ้
 1.  วิ ธี  PAM: 302 (Pesticide Analytical Manual) (U.S. Food and Drug Administration, 1994) ใ ช้ตัวอย่าง
ปริมาณ 50 กรัม มาสกัดโดยการเติม acetone เจือจางด้วยน า้ร้อยละ 65 โดยปริมาตร ปริมาณ 100 มิลลิลิตร ป่ันด้วย
เคร่ือง Homogenizer ultra 2 นาที จากนัน้กรองด้วย Büchner funnel ลงใน Vacuum filter flask ขนาด 1 ลติร จากนัน้ท า
การสกัดตวัอย่างซ า้ด้วย acetone เจือจางด้วยน า้ร้อยละ 65 โดยปริมาตร ปริมาตร 50 มิลลิลิตร จ านวน 2 ครัง้ น าสาร
สกดัที่ได้ทัง้หมดใสใ่น  Mixing cylinder ขนาด 250 มิลลิลิตรแล้วแบ่งเป็น 2 สว่นเท่าๆกนั สว่นที่หนึ่งสกดัด้วยวิธี liquid-
liquid partition แล้วท าให้บริสทุธ์ิด้วย florisilTM column หรือ alumina column เพื่อวิเคราะห์สารกลุม่ OCs และ SPs ด้วย 
GC-ECD และอีกสว่นหนึ่งท าการสกดัสารกลุม่ OPs ด้วยสารผสมของ n-hexane 100 มิลลิลิตร และ dichloromethane 
100 มิลลลิติร เขยา่ด้วยเคร่ือง shaker เวลา 2 นาที ตัง้ทิง้ไว้ 10 นาที จากนัน้ไขสารละลายชัน้ลา่งทิง้และน าสารละลายชัน้
บน หยดผ่าน sodium sulfate anhydrous ใน chromatographic column ที่บรรจุ sodium sulfate แบบ drop by drop 
ลงใน round-bottomed flask ขนาด 500 มิลลิลิตร ระเหยด้วยเคร่ือง rotary evaporator เมื่อแห้งปรับปริมาตรด้วย 
acetone 5 มิลลลิติร (ความเข้มข้น 5 กรัมตอ่มิลลลิติร) ใน graduated tube น ามาวิเคราะห์ด้วย GC-FPD 

2. วิธี QuEChERS (Quick Easy Cheap Effective Rugged and Safe) ใช้ตวัอย่างหอมและกระเทียมที่เตรียม
ทัง้ 3 วิธี (วิธีที่ 1, 2 และ 3)  แครอท และอะโวคาโด ชัง่ 10 กรัม ใน centrifuge tube ขนาด 50 มิลลลิติร เติมสารมาตรฐาน
ความเข้มข้น 0.2 มิลลกิรัมตอ่กิโลกรัม เพื่อท า spiked sample เขยา่ให้เข้ากนั ทิง้ไว้อยา่งน้อย 30 นาที เติม glacial acetic 
acid เจือจางใน acetonitrile ความเข้มข้นร้อยละ 1 โดยปริมาตร 10 มิลลิลิตร เขย่าด้วยมือแรงๆ 30 วินาที จากนัน้เติม 
sodium acetate trihydrate 1 กรัม และ magnesium sulfate anhydrous 4 กรัม เขยา่ด้วยมือ 30 วินาที น าไปหมนุเหวี่ยง
ด้วยเคร่ืองหมุนเหวี่ยงความเร็วต ่า (centrifuge) ความเร็วรอบ 4,000 rpm 5 นาที เก็บสารละลายชัน้บนใน centrifuge 
tube ขนาด 15 มิลลลิติร ปริมาตร 5 มิลลลิติร  

กำรท ำใหบ้ริสทุธ์ิ (clean-up) 
1. ท าให้บริสทุธ์ิด้วย florisilTM column หรือ alumina column น าสารละลายที่ได้จากการสกดัด้วยวิธี PAM: 302 

และสารละลายจากวิธี QuEChERS ผ่าน column ผ่าน column ทัง้ 2 ชนิด ชะด้วยตัวท าละลายที่เหมาะสม เก็บ
สารละลายที่ได้ระเหยแห้งปรับปริมาตรด้วย  n-hexane 3 ส่วนกับ ethyl acetate 1 ส่วน ปริมาตร 2 มิลลิลิตร น ามา
วิเคราะห์ด้วย GC-ECD และ GC-FPD 
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2. ท าให้บริสทุธ์ิด้วย d-SPE ชนิด carb หรือ d-SPE ชนิด C18 โดยการเติม d-SPE ในสารละลายที่ได้จากการ
สกัดด้วย QuEChERS เขย่าด้วยมือ 30 วินาที แล้ว centrifuge ความเร็วรอบ 4,000 rpm 5 นาที อีกครัง้ เก็บสารสกัด
ปริมาตร 2 มิลลลิติร ในขวดสชีาขนาด 4 มิลลลิติร ระเหยจนเกือบแห้งด้วยเคร่ืองระเหยแบบหลายหลอดแก้ว (evaporator, 
multiple tube) ปรับปริมาตรด้วยสารผสมระหวา่ง n-hexane 3 สว่นกบั ethyl acetate 1 สว่น ปริมาตร 2 มิลลิลิตร น ามา
วิเคราะห์ด้วย GC-ECD และ GC-FPD การเตรียมตวัอยา่งและการท าให้บริสทุธ์ิแสดงในตารางที่ 1 และภาพท่ี 2 

 
ตารางที่ 1 การเตรียมตวัอยา่งและการท าให้บริสทุธ์ิแบบตา่งๆ 

 การเตรียมตวัอยา่ง การท าให้บริสทุธ์ิ 
US-FDA PAM:302 

 
หอมหวัใหญ่ กระเทียม: 25 กรัม + กรดฟอสฟอริกเจือ
จางร้อยละ 3 โดยน า้หนกั ปริมาณ 25 มิลลลิติร 
แครอท อะโวคาโด: 50 กรัม  
      - liquid-liquid partition 

column chromatography 
- Alumina column  
- FlorisilTM column  

QuEChERS 
 

หวัหอมใหญ่ กระเทียม แครอท อะโวคาโด: 10 กรัม  
หวัหอมใหญ่ กระเทียม 5 g ผสมกบัหรือป่ันกบั กรด
ฟอสฟอริกเจือจางร้อยละ 3 โดยน า้หนกั ปริมาณ 5 
มิลลลิติร  
      - เติม กรดน า้ส้มเจือจาง ร้อยละ 1 ในอะซิโตไน
ไตรล์10 มิลลลิติร ท า partitioning (sodium acetate 
1 g + magnesium sulfate 4 g)  

column chromatography 
- Alumina column  
- Florisil column  
dispersive-SPE 
- Carb : MgSO4, PSA, GCB  
- C18 : MgSO4, PSA, GCB, C18 
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ภาพที่ 2 ขัน้ตอนการวเิคราะห์สารก าจดัศตัรูพืชในหอมหวัใหญ่ กระเทียม แครอท และอะโวคาโด ด้วยวธีิ QuEChERS 
 
 

หอมหวัใหญ่, กระเทียม  

ป่ันกบั 3%v/v 
phosphoric acid 1:1 

 

ป่ันแล้วผสมกบั 3%v/v 
phosphoric acid 1:1 

ป่ัน 

ชัง่ตวัอยา่ง 10 g 

Freeze (-15°C) 24 ชัว่โมง ไม ่Freeze (Room temp.) 

เติม 1% acetic acid in acetonitrile ปริมาตร 10 ml เขยา่แรงๆ 30 วินาท ี

 

เติมสารผสม Na2SO4 4 g + NaOAc 1 g เขยา่แรงๆ 30 วินาท ี

 

Centrifuge ความเร็ว 4,000 รอบ/นาที เวลา 5 นาท ี

ดดูสารละลาย 5 ml ใส ่Centrifuge tube ขนาด 15 ml 

 เติม Dispersive SPE 
Pigment Sample, (carb) 

เติม Dispersive SPE  
Fat & Pigments (C18) 

เขยา่แรงๆ 30 วินาที  
Centrifuge ความเร็ว 4,000 รอบ/นาที เวลา 5 นาท ี

เก็บสารละลาย 2 ml ใส ่amber vial ขนาด 4 ml  
ระเหยจนเกือบแห้งด้วย N2 

 

วิเคราะห์ผลด้วย GC-ECD / GC-FCD 
 

แครอท, อะโวคาโด 

ป่ัน 

ผา่น Alimina colimn  ผา่น Florisil column 

ระเหยด้วย Rotary evaporater 

ปรับปริมาตรเป็น 2 ml ด้วยสารผสม n-hexane 3 : ethyl acetate 1 
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ผลการวิจัยและวิจารณ์ผล  
หลงัจากการสกดัและการท าให้บริสทุธ์ิน าสารสกดัท่ีได้ฉีดเข้าเคร่ือง GC-ECD และ GC-FPD แล้ว จะได้โครมา        

โทแกรมดงัตวัอย่างในภาพที่ 3 ส าหรับ GC-FPD เป็นตวัตรวจวดัที่จ าเพาะเจาะจง (specific detector) ตรวจจับเฉพาะ
สารกลุม่ OPs ที่สนใจเท่านัน้ จึงไม่เกิดพีครบกวน (interference peak) จึงท าการศกึษาประสิทธิภาพการสกดัและการท า
ให้บริสุทธ์ิในพืชตัวแทนทัง้ 4 ชนิด ได้แก่ หอมหัวใหญ่ กระเทียม แครอท และอะโวคา โดยใช้ Total area sum ซึ่งเป็น 
function ที่แสดงผมรวมของพืน้ที่ใต้กราฟทัง้หมดมีหน่วยเป็นเฮิรตซ์ (Hz) ส าหรับ GC-ECD เมื่อพืน้ที่ใต้กราฟทัง้หมดมี
ปริมาณมากแสดงวา่มีพีครบกวนเป็นจ านวนมาก หรือหมายถึงการสกดัและการท าให้บริสทุธ์ิมีประสทิธิภาพต ่าดงัภาพท่ี 3 

 
 
ภาพที่ 3  โครมาโทแกรมของสารสกดัจากกระเทยีมจากเคร่ือง GC-ECD แสดงประสทิธิภาพการท าให้บริสทุธ์ิ  

               3a. คือวิธี US-FDA PAM:302 3b., 3c., และ 3d คือ วิธี QuEChERS ท าให้บริสทุธ์ิด้วย MgSO4, PSA, GCB,  

               C18 3b. ตวัอยา่งปกติ 3c. ตวัอยา่งที่ผสมกบักรดฟอสฟอริก และ 3d. ตวัอยา่งแช่แขง็ป่ันกบักรดฟอสฟอริก  

 

ส าหรับหอมหวัใหญ่และกระเทียม ท าการเปรียบเทียบวิธี US-FDA PAM:302 กบัวิธี QuEChERS ท่ีท าให้บริสทุธ์ิ 
ด้วย d-SPE ชนิด Carb และ ชนิด C18 และ ด้วย chromatography column ชนิด FlorisilTM และชนิด alumina ผลพบวา่
วิธี PAM:302 สามารถก าจดัสารรบกวนได้ดีที่สดุ การสกดัด้วยวิธี QuEChERS สามารถก าจดัสารรบกวนได้น้อย แม้จะท า
ให้บริสทุธ์ิด้วยวิธีใดก็ตาม  ในขณะที่แครอทและอะโวคาโด เมื่อใช้วิธี QuEChERS ทีท่ าให้บริสทุธ์ิ ด้วย d-SPE ทัง้สองชนดิ
ให้ผลเป็นที่น่าพอใจซึ่งใกล้เคียงกบั alumina แต่เมื่อท าให้บริสทุธ์ิ ด้วย FlorisilTM ไม่สามารถก าจดัสารรบกวนได้ดงัภาพ            
ที่ 4 
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ภาพที่ 4  กราฟแสดง Total area sum ที่ได้จากโครมาโทแกรมสารสกดัและการท าให้บริสทุธ์ิของหอมหวัใหญ่ กระเทียม   
               แครอท และอะโวคาโด 
 
 ถึงแม้วิธี US-FDA PAM:302 จะเหมาะกบัตวัอยา่งหวัหอมใหญ่และกระเทียมมากที่สดุ แตอ่ยา่งไรก็ตามวิธีนีเ้ป็น
วิธีที่ยุ่งยาก ใช้เวลานาน สิน้เปลืองทรัพยากร จึงไม่เหมาะที่จะใช้ในห้องปฏิบตัิการที่มีตวัอย่างจ านวนมาก จึงท าการ
พฒันาการสกดัด้วยวิธี QuEChERS เปรียบเทียบการสกดัที่ใช้ตวัอยา่งปกติ ตวัอยา่งที่ผสมกบักรดฟอสฟอริก และตวัอยา่ง
แช่แข็งป่ันกับกรดฟอสฟอริก แล้วท าให้บริสุทธ์ิด้วยสารชนิดต่างๆ ทัง้ 4 ชนิด ผลแสดงในภาพที่ 5 พบว่าในตัวอย่าง
หอมหวัใหญ่ ตวัอย่างปกติมีสารรบกวนน้อยกว่าตวัอย่างที่ผสมกบักรด ในทางตรงกนัข้ามตวัอย่างกระเทียมเมื่อผสมกบั
กรดแล้วสามารถลดสารรบกวนได้ และในทกุสารที่ใช้ในการท าให้บริสทุธ์ิตวัอยา่งหอมหวัใหญ่และกระเทียมแช่แข็งแล้วป่ัน
กับกรดฟอสฟอริกให้สารรบกวนน้อยกว่าตวัอย่างแบบอื่นมาก โดยรวมสามารถกล่าวได้ว่าการใช้ alumina เพื่อท าให้
บริสทุธ์ิให้ผลดีที่สดุ สว่น d-SPE ทัง้ 2 ชนิดให้ผลใกล้เคียงกนัและใกล้เคียงกบั alumina ทัง้นีก้ารใช้ d-SPE เป็นวิธีที่ง่าย 
ใช้สารเคมีน้อย และประหยดักวา่ alumina จึงสามารถใช้ทดแทนกนัได้ 

เลือกวิธีที่เหมาะสมส าหรับการวิเคราะห์ตัวอย่างอาหารทัง้ 4 ชนิด ได้แก่ พืชสกุล Allium หอมหัวใหญ่และ
กระเทียม ต้องท าการป่ันตวัอยา่งที่ผา่นการแช่แข็งกบักรดฟอสฟอริกเจือจางร้อยละ 3 โดยน า้หนกัก่อนท าการสกดั ส าหรับ
แครอทและอะโวคาโดใช้ตวัอย่างที่ป่ันปกติ ใช้วิธี QuEChERS สกัดพืชผักทัง้ 4 ชนิด แล้วใช้ d-SPE ที่มีส่วนผสมของ 
MgSO4, PSA, GCB และ C18 ในการท าให้บริสทุธ์ิเพื่อก าจดัสิ่งรบกวนออกจากสารสกดั ทัง้นีว้ิธีที่เลือกเป็นวิธีที่มีความ
สมดลุระหวา่งประสิทธิภาพของการวิเคราะห์ และความคุ้มคา่ทางทรัพยากร รวมทัง้ต้องเป็นการง่ายในการจดัการส าหรับ
การวิเคราะห์ในงานประจ า (routine) ด้วย วิธีที่เลือกแล้วนีจ้ะถูกน ามาทดสอบความใช้ได้เบือ้งต้นของการวิเคราะห์สาร
ก าจัดศัตรูพืช 3 ชนิดที่มีความถ่ีในการตรวจพบการตกค้างสูง และใช้เป็นตัวแทนของสารในกลุ่ม ออร์กาโนคลอรีน 
ออร์กาโนฟอสฟอรัส และสารสงัเคราะห์ไพริทรอยด์ ได้แก่ trans-heptachlor epoxide, chlorpyrifos และ cypermethrin 
ตามล าดบั วิเคราะห์ตวัอยา่งที่เติมสารมาตรฐาน (spiked samples) ที่ระดบัความเข้มข้น 0.2 มิลลกิรัมตอ่กิโลกรัม ซึง่เป็น
ระดบัที่สามารถตรวจวดัได้ดีจากเคร่ือง GC วิเคราะห์ ตวัอย่างละ 6 ซ า้ แล้วค านวณการคืนกลบัเฉลี่ย (mean recovery) 
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เพื่อประเมินความแม่น (accuracy) และสว่นเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ (RSD) เพื่อประเมินความเที่ยง (precision) โดย
ก าหนดเกณฑ์ยอมรับ ตาม AOAC คือ %recovery อยูร่ะหวา่ง 60-120% และ RSD น้อยกวา่ 20% 

 

 

 
     ภาพที ่5  กราฟแสดงการเปรียบเทียบ Total area sum ของหอมหวัใหญ่และกระเทียมที่ผา่นการเตรียมแบบตา่งๆ 
  
 ผลการทดสอบความใช้ได้ของวิธีที่พฒันาขึน้พบว่าสารทัง้ 3 ชนิดเมื่อผ่านการสกัดและการท าให้บริสทุธ์ิท่ีได้
คดัเลือกแล้วให้การคืนกลบัและความสามารถในการวดัซ า้ (%recovery, RSD) อยู่ในเกณฑ์ยอมรับ  (63.7-119.6%, 0.8-
19.8%) ในตวัอยา่งทัง้ 4 ชนิด สามารถน าวิธีนีไ้ปประยกุต์ใช้ในงานประจ าเพื่อการวิเคราะห์สารก าจดัศตัรูพืชในผกัผลไม้ที่
มีคณุสมบตัิเหลา่นีไ้ด้  
 
ตารางที่ 2  Accuracy (%recovery) และ precision (RSD) ของการวเิคราะห์ trans-heptachlor epoxide,  
                 cypermethrin และ chlorpyrifos ความเข้มข้น 0.2 มิลลกิรัมตอ่กิโลกรัม ในหอมหวัใหญ่ กระเทียม  
                 แครอท และอะโวคาโด (n=6) 

 หอมหวัใหญ่ กระเทียม แครอท อะโวคาโด 
%recovery RSD %recovery RSD %recovery RSD %recovery RSD 

t-heptachlor 
epoxide 

84.1 10.0 113.2 4.1 98.9 14.5 81.3 2.0 

cypermethrin 110.2 2.2 106.7 4.2 104.9 17.7 63.7 2.2 

chlorpyrifos 89.2 0.8 116.9 3.2 119.6 1.5 96.8 19.8 

 
 การน าวิธีที่พัฒนาขึน้นีไ้ปใช้งานประจ าต้องท าการทดสอบความใช้ได้ของวิธีโดยท าการทดสอบตัวแปร 
(parameters) อื่นๆ ที่จ าเป็นให้ครบถ้วน (full validation) เช่น การท า specificity/selectivity การหา accuracy และ 
precision อย่างน้อย 2 ระดับความเข้มข้น การท า linearity of calibration/working range หาค่า LOD/LOQ การท า 
matrix effect เป็นต้น parameters เหลา่นีน้กัวิเคราะห์ต้องพิจารณาวา่ต้องท าอยา่งไร จ านวนเทา่ไหร่ ให้เหมาะสมกบังาน
ของตน ในที่นีค้ณะผู้ วิจยัได้วิเคราะห์เบือ้งต้นพบว่าวิธีสามารถใช้งานได้ นอกจากนีย้งัสามารถขยายขอบข่าย (scope) 
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ของสารสนใจไปยังสารก าจัดศัตรูพืชที่มีคุณสมบัติทางเคมีอื่นๆ  ได้ แต่ต้องท าการทดสอบความใช้ได้ของวิธีก่อน                  
ใช้งานเสมอ 
 
สรุปผลการวิจัย  

ได้วิธีเตรียมตวัอย่างที่เหมาะสมกบัผกัผลไม้ทัง้ 4 ชนิด โดยใช้การสกดัด้วยวิธี QuEChERS ที่ไม่มีการดดัแปลง
ส าหรับแครอทและอะโวคาโด  และต้องป่ันตัวอย่างที่หอมหัวใหญ่และกระเทียมที่ผ่านการแช่แข็งกับกรดฟอสฟอริก             
เจือจางร้อยละ 3 ก่อนการสกดั ส าหรับผกัผลไม้ทัง้หมดหลงัจากการสกดัและการ partition แล้ว น าสารสกดัที่ได้มาท าให้
บริสทุธ์ิด้วย d-SPE ชนิด C18 ซึง่เป็นสว่นผสมของ MgSO4, PSA, GCB และ C18 การทดสอบ accuracy และ precision 
ของสาร 3 ชนิด  ได้แก่ trans-heptachlor epoxide, chlorpyrifos และ cypermethrin ด้วยวิธีที่พัฒนาขึน้จ านวน 6 ซ า้ 
(n=6) ให้ผลอยู่ในเกณฑ์ยอมรับตามมาตรฐานของ AOAC ในการวิเคราะห์สารก าจดัศตัรูพืชคือ %recovery ระหว่าง 60-
120% และ precision RSD น้อยกว่า 20% คุณลกัษณะเฉพาะของวิธีสอดคล้องกับการใช้งานตามค่ามาตรฐานของ
ประเทศ วิธีที่ได้เป็นวิธีที่สามารถน าไปใช้ในงานประจ าในการวิเคราะห์สารก าจดัศตัรูพืชในผกัผลไม้ที่ยากตอ่การวิเคราะห์
เหลา่นีไ้ด้เป็นไปตามวตัถปุระสงค์ 
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