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บทคดัย่อ 
การสกดัดว้ยวธิเีอทลิอะซเิตท เป็นเทคนิคทีง่่าย รวดเรว็ ประหยดั และมคีวามไวสูง เหมาะส าหรบัพฒันาใช้ 

ในการวิเคราะห์ยาฆ่าแมลงตกค้างในส้มเปลือกล่อน สภาวะที่เหมาะสมในการสกดั  คือ น ้าหนักส้มตัวอย่าง (กรมั)  
ต่อโซเดยีมไฮโดรเจนคาร์บอเนต (กรมั) ต่อโซเดยีมซลัเฟต (กรมั) ต่อเอทลิอะซิเตท (มลิลลิติร) เท่ากบั 10:3:10:20  
การวิเคราะห์ยาฆ่าแมลงตกค้าง 11 ชนิด ในส้มเปลือกล่อนด้วยเทคนิคเแก๊สโครมาโทกราฟี-แมสสเปกโทรเมตรี  
(GC-MS/MS) กราฟมาตรฐานมคี่าอยู่ในช่วง 0.005 ถึง 1.000 มิลลิกรมัต่อกิโลกรมั ค่าสมัประสิทธิส์หสมัพนัธ์ (R2) 
มากกว่า 0.9950 ค่าร้อยละการกลบัคนืและค่าร้อยละเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ (%RSD) อยู่ในช่วง 68.38-108.16 
และ 2.51-19.19 ตามล าดับ ค่าขีดจ ากัดต ่ าสุดของการตรวจวัด (LOD) เท่ากับ 0.50 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม  
และค่าขดีจ ากัดต ่าสุดของการวิเคราะห์เชิงปริมาณ (LOQ) เท่ากับ 1.70 ไมโครกรมัต่อกิโลกรมั จากการวิเคราะห์
ตวัอย่างสม้ 50 ตวัอย่าง พบว่ามยีาฆา่แมลงตกคา้ง จ านวน 43 ตวัอย่าง และมปีรมิาณเกนิเกณฑม์าตรฐานรบัรองสนิคา้
เกษตร จ านวน 5 ตวัอย่าง เทคนิคการสกดัยาฆ่าแมลงด้วยเอทลิอะซิเตทและวเิคราะห์ด้วย GC-MS/MS ให้ผลการ
วเิคราะหท์ีด่ ีเหมาะส าหรบัการวเิคราะหห์าปรมิาณยาฆา่แมลงตกคา้งในตวัอย่างสม้เปลอืกล่อน 

 
ค าส าคญั: สม้เปลอืกล่อน; สารเคมตีกคา้ง; เอทลิอะซเิตท; แก๊สโครมาโทกราฟี-แมสสเปกโทรเมตร ี
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Abstract  
A simple, fast, inexpensive, and sensitive method, namely ethyl acetate extraction was developed for 

analysis of pesticide residues in Citrus Reticulata. The optimum conditions for extraction of pesticide residues 
were orange sample (g): sodium hydrogen carbonate (g): sodium sulphate (g): ethyl acetate (ml) in the ratio of 
10:3: 10:20. Eleven types of pesticide residues in Citrus Reticulata were analyzed by using gas chromatography 
tandem mass spectrometry (GC-MS/MS). The linear calibration curve was in the range of 0.005 - 1.000 mg/  
kg-1 with a correlation coefficient (R2 ) higher than 0.9950. The percentage recovery and relative standard 
deviations (%RSD) were in the range of 68.38 – 108.16 and 2.51 – 19.19, respectively. The limit of detection 
of the method was 0.50  µg/kg-1 and limit of quantification was 1. 70  µg/kg-1. From the analysis of 50 citrus 
samples, it was found that there were pesticide residues in 43 samples, and the amount exceeded the 
Agricultural Product Certification Standards in 5 samples. The ethyl acetate extraction followed by GC-MS/MS 
determination were suitable method for the analysis of pesticide residues in Citrus Reticulata samples. 
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บทน า 
สม้ จดัเป็นตน้ไมช้นิดไมผ้ลและไมย้นืตน้ อยู่ในวงศ ์Rutaceae สกุล Citrus เตบิโตกระจายอยู่ทัว่โลก โดยจะมี

น ้ามนัหอมระเหยในใบ ดอก และผล มกีลิน่ฉุน เป็นผลไมท้ีใ่ชร้บัประทานสดหรอืคัน้น ้า และน ามาปรุงอาหาร มรีสเปรีย้ว
หรือหวาน และหวานอมเปรี้ยว มกัจะมีแคลเซียม โพแทสเซียม วิตามินเอ และวิตามนิซี การปลูกมกัจะพบปัญหา 
เรื่องโรครากเน่า โคนเน่า และศตัรูพชืท าใหผ้ลผลติลดลงเป็นสาเหตุใหเ้กดิการขาดทุน รายไดล้ดลง จงึท าใหเ้กษตรกร
บางรายหนัมาใช้สารเคมีในการป้องกัน ก าจดัโรค และแมลงศตัรูพืช ซึ่งการใช้สารเคมีดงักล่าวอาจเป็นอันตราย  
ทัง้ต่อเกษตรกรที่ใช้และตกค้างในส้ม  ส่งผลกระทบต่อผู้บริโภคได้ สารเคมีก าจัดศัตรูพืช หมายถึง สาร  
หรือส่วนประกอบของสารที่ได้จากการสังเคราะห์ขึ้น หรือออกมาในรูปของสารเคมี หรืออาจสกัดจากธรรมชาติ  
มปีระสทิธภิาพในการป้องกนั ควบคุม และท าลายศตัรูพชื (แมลงและวชัพชื) ศตัรูสตัว์ (เชื้อโรค แมลง และสตัว์ทีเ่ป็น
พาหะน าโรค เช่น หนู แมลงสาบ เป็นต้น) ซึ่งสารฆ่าแมลงสามารถแบ่งออกได้เป็น 4 กลุ่ม [1] คือ สารเคม ี
กลุ่มออรก์าโนคลอรนี (Organochlorine) สารเคมกีลุ่มออรก์าโนฟอสเฟต (Organophosphate) สารเคมกีลุ่มคารบ์าเมต 
(Carbamate) และสารเคมีกลุ่มไพรีทรมัและสารสงัเคราะห์ไพรีทรอยด์ (Pyrethrum and Pyrethroids) เกษตรกร
ส่วนมากนิยมใช้สารเคมใีนกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟตในการก าจดัศตัรูพชื เช่น ส้ม พรกิ ผกัคะน้า ถัว่ฟักยาว แตงกวา 
และมะเขอื เป็นตน้ 

สารเคมกีลุ่มออร์กาโนฟอสเฟต เป็นสารอินทรยี์สงัเคราะห์ที่มธีาตุฟอสฟอรสัเป็นองค์ประกอบ สารกลุ่มนี้ 
ออกฤทธิต์่อระบบประสาท โดยเป็นตวัยบัยัง้การท างาน (Inhibitor) ของเอนไซมอ์ะเซทลิโคลนิเอสเทอเรส ซึ่งท าหน้าที่
ย่อยสารสื่อประสาทชนิด Acetyl Choline ที่ท าหน้าที่ถ่ายทอดกระแสประสาทที่บรเิวณปลายประสาท (Synapse)  
จากเซลล์ประสาทหนึ่งไปสู่อีกเซลล์ประสาทหนึ่งในระบบประสาทส่วนกลางของแมลง (Central Nervous System, 
CNS) การยบัยัง้การท างานของเอนไซม์อะเซทลิโคลนิเอสเทอเรสท าใหม้กีารคัง่ของสารสื่อประสาท Acetyl Choline  
ที่บริเวณปลายประสาทในปริมาณมาก ส่งผลให้เกิดการถ่ายทอดกระแสประสาทไม่หยุดและเกิดมากเกินไป 
(Hyperexcitation) จนท าให้แมลงตาย สารกลุ่มนี้ ได้แก่ ไดคลอร์วอส  (Dichlorvos) ไดอะซินอน (Diazinon)  
มาลาไธออน (Malathion) คลอรไ์พรฟิอส (Chlorpyrifos) และพาราไธออน-เมทธลิ (Parathion-Methyl) เป็นตน้  
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ในประเทศไทยไดม้กีารศกึษาปรมิาณสารตกคา้งยาฆา่แมลงกลุ่มออรก์าโนฟอสเฟตในผกั ผลไม ้เช่น ผกัคะน้า 
พรกิ แตงกวา มะเขอื ธญัพชื ถัว่เมลด็แหง้ มงัคุด และสม้ วธิทีีใ่ชใ้นการตรวจวเิคราะห์ปรมิาณสารตกคา้ง เช่น GC-MS 
[2-3], GC-MS/MS [4-5] และ LC-MS/MS [6-7] โดยการวิเคราะห์สารตกค้างนิยมเตรียมตัวอย่างด้วยวธิกีารสกดั 
เทคนิคการสกัดมีหลายแบบ เช่น การสกัดด้วยของเหลว (Liquid Liquid Extraction: LLE) ซึ่งท าได้ง่าย สะดวก  
ราคาถูก ขอ้เสยี คอื ใช้ปรมิาตรสารอินทรยี์ในการสกดัมาก ซึ่งตวัท าละลายอินทรยี์จะมคีวามเป็นพษิต่อผู้วเิคราะห์ 
และสิง่แวดล้อม ใชเ้วลานานในการสกดั ในขณะทีก่ารสกดัแบบ QuEChERS [8-9] ประกอบดว้ย 2 ขัน้ตอน คอื การ
สกดัดว้ยตวัท าละลายอนิทรยี์ และการก าจดัเมทรกิซ์ในสารสกดั โดยใชเ้ทคนิคการสกดัดว้ยเฟสของแขง็แบบกระจาย 
(Dispersive Solid Phase Extraction) ใชต้วัดดูซบัทีม่คีุณสมบตัเิฉพาะ เช่น PSA, C18 และ MgSO4 ซึง่อาจตอ้งน ามา
ผ่านการสกัดด้วยเฟสของแขง็ (Solid Phase Extraction; SPE) อีกครัง้ โดย SPE เป็นการสกัดผ่านเฟสของแขง็
โดยสารทีต่้องการจะถูกดูดซบัไวใ้น Solid–Phase Cartridge จากนัน้ชะสารทีต่้องการออกดว้ยสารละลายทีเ่หมาะสม 
ทีอ่ตัราการไหลทีเ่หมาะสม ขอ้เสยีของการสกดัแบบ QuEChERS คอื ขัน้การก าจดัสารรบกวนยุ่งยาก หลายขัน้ตอน 
ในขัน้ตอนน้ีตวัดดูซบั PSA เป็นสารทีม่รีาคาแพง ในการสกดัตอ้งมคีวามช านาญสงู 
 ปัจจุบนันิยมใชก้ารสกดัแบบเอทลิอะซเิตท ไดร้บัการยอมรบัจากสหภาพยุโรป (European Union Reference 
Laboratories: EURLs) จากการเตรยีมตวัอย่างตามมาตรฐาน EU 2013 [10] ในการวเิคราะห์สารตกค้างในผลไม้ 
และผกัแบบ MRM การสกัดด้วยวิธีนี้ของส้มที่ความเข้มข้น 0.005 และ 0.050 มิลลิกรมัต่อกิโลกรมั ให้ค่าร้อยละ 
การกลบัคนืมากกว่า 80 ซึง่สงูกว่าการสกดัแบบ QuEChERS (รอ้ยละ 60-70) การสกดัแบบเอทลิอะซเิตท เป็นเทคนิค
ที่ง่าย รวดเร็ว ประหยดั และมีความไวสูงในการตรวจวดัสารเคมีปราบศตัรูพืชตกค้างจากผลิตผลทางการเกษตร 
สามารถวเิคราะห์สารที่สนใจได้ในระดบัไมโครกรมัต่อกิโลกรมั (µg/kg; ppb) หรอืน้อยกว่าและมรีูปแบบการท างาน 
แบบจ าเพาะเจาะจงต่อสารที่ต้องการวิเคราะห์ (Selected Reaction Monitoring; SRM หรือ Multiple Reaction 
Monitoring; MRM)  

ดงันัน้ในงานวจิยันี้จงึมคีวามสนใจที่จะวเิคราะห์ปรมิาณยาฆ่าแมลงตกค้างในส้ม เปลอืกล่อนของเกษตรกร 
ในจังหวัดเชียงใหม่ โดยวิธีการสกัดด้วยเอทิลอะซิเตทและท าการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคแก๊สโครมาโทกราฟี -
แมสสเปกโทรเมตร/ีแมสสเปกโทรเมตร ี(GC-MS/MS) และการสกดัดว้ยเอทลิอะซเิตทเป็นวธิกีารเตรยีมตวัอย่างไดง้่าย 
รวดเรว็ มคี่าใชจ้่ายน้อย มปีระสทิธภิาพ และมคีวามแม่นย า  

 

วตัถปุระสงคข์องการวิจยั 
 1. เพื่อเป็นการประยุกต์ใช้เทคนิคการสกัดโดยวิธีการสกัดด้วยเอทิลอะซิเตทในตัวอย่างส้มเปลือกล่อน 
ของจงัหวดัเชยีงใหม่ 
 2. เพื่อหาปรมิาณยาฆา่แมลงในกลุ่มของออร์กาโนฟอสเฟต 11 ชนิดทีต่กคา้งในตวัอย่างสม้โดยการวเิคราะห์
ดว้ย เทคนิคแก๊สโครมาโทกราฟี-แมสสเปกโทรเมตร/ีแมสสเปกโทรเมตร ี
 
วิธีด าเนินการวิจยั 

1. สารเคมแีละเครื่องมอื 
   (1) สารละลายมาตรฐานยาฆ่าแมลง เกรดวเิคราะห์ (Analytical reagent grade; A.R. grade) ผลติโดย

บรษิทั Dr.Ehrenstorfer GmbH ประเทศสหพนัธส์าธารณรฐัเยอรมนี  
   (2) สารละลายเอทลิอะซเิตท เกรดวเิคราะห ์(Analytical reagent grade; A.R. grade) ผลติโดยบรษิทั J.T. 

Baker ประเทศสหรฐัอเมรกิา  
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   (3) สารละลายโซเดยีมไฮโดรเจนคาร์บอเนต เกรดวเิคราะห์ (Analytical Reagent Grade; A.R. Grade)  
ผลติโดยบรษิทั EMSURE ประเทศสหพนัธส์าธารณรฐัเยอรมนี  

   (4) สารละลายโซเดยีมซลัเฟต เกรดวเิคราะห์ (Analytical Reagent Grade; A.R. Grade) ผลติโดยบรษิทั 
EMSURE ประเทศสหพนัธส์าธารณรฐัเยอรมนี 

   (5) เครื่อง GC-MS/MS รุ่น 8890/7000D, Triple Quad. ผลติโดยบรษิทั Agilent Technologies ประเทศ
สหรฐัอเมริกา เป็นการวิเคราะห์โดยเครื่องแก๊สโครมาโทกราฟีต่อกับเครื่องแมสสเปกโทรเมตรี จ านวน 2 เครื่อง  
(GC-MS/MS) ซึ่งจะให้ค่าสเปกตรมัที่ต่างกบัแก๊สโครมาโทกราฟี-แมสสเปกโทรเมตรี (GC-MS) คอืเครื่อง GC-MS  
จะให้สเปกตรมัหลายเส้นของสารแต่ละตวัทีว่เิคราะห์ ขึ้นอยู่กบัการแตกพนัธะของสารนัน้ ๆ แต่เครื่อง GC-MS/MS  
ผลของสเปกตรมัจะมแีค่เส้นเดยีวเพื่อเป็นการยนืยนัว่าสารที่ต้องวเิคราะห์ถูกต้อง และแม่นย ากว่าเครื่อง GC-MS  
ซึ่งไม่สามารถวเิคราะห์เชงิปรมิาณได้ การวเิคราะห์เชงิปรมิาณต้องมาจากพืน้ที่ใต้พกีของโครมาโทแกรมจากเครื่อง  
GC เท่านัน้ เครื่อง GC-MS/MS อาจเขยีนไดห้ลายแบบคอื Triple Quadrupole GC-MS/MS หรอื Triple Quadrupole 
GC-MS หรอื Triple Quadrupole GC/MS หรอื GC-MS/MS  

2. การเตรยีมสารตวัอย่าง [10] 
               (1) ตวัอย่างส้ม (ไม่ปอกเปลอืก) ประมาณ 1 กิโลกรมั ผ่าเป็น 4 ซีก แล้วน า 2 ซีกที่อยู่ตรงขา้มกนัของ 
ทุกลูกมาปัน่ละเอยีดดว้ยเครื่องปัน่ย่อย (Food Processer)  
               (2) ชัง่ตวัอย่างสม้ 10 ± 0.1 กรมั ลงใน Falcon Tube ขนาด 50 มลิลลิติร 
               (3) เติมเอทลิอะซิเตท 20 มลิลลิติร โซเดยีมไฮโดรเจนคาร์บอเนต 3 กรมั และโซเดยีมซลัเฟต 10 กรมั  
ลงในตวัอย่าง จากนัน้เขย่าแรง ๆ ด้วยมอืใหเ้ขา้กนั และน าไปเขย่าด้วยเครื่องเขย่าสาร (Vortex Mixer) เป็นเวลา 1 
นาท ี
               (4) น าไปเขา้เครื่องล้างความถีสู่ง (Ultrasonic Bath) เป็นเวลา 3 นาท ีอุณหภูมไิม่เกนิ 35 องศาเซลเซยีส 
แลว้น าไปเขา้เครื่องปัน่เหวีย่ง (Centrifuge) ทีค่วามเรว็ 3200 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 5 นาท ี
               (5) ดดูสารละลายปรมิาตร 650 ไมโครลติร กรองผ่าน Syringe Filter ขนาด 0.22 ไมโครเมตร ลงใน Auto- 
Sampler Vial ขนาด 1.5 มลิลลิติร 
               (6) น าไปวเิคราะห์ดว้ยเครื่องแก๊สโครมาโทกราฟีแมสสเปกโตรมเิตอร์ ในสภาวะทีเ่หมาะสม  ปรมิาณของ
สารตกคา้งแปลหน่วยความเขม้ขน้มลิลกิรมัต่อลติรใหเ้ป็นมลิลกิรมัต่อกโิลกรมั เพื่อน าไปเปรยีบเทยีบกบัค่ามาตรฐาน
ตามประกาศกระทราวงสาธารณสุข เรื่องสารพษิตกคา้ง พ.ศ. 2560 และปรมิาณสารตกคา้งสงูสุด   

3. การศกึษาความถูกตอ้งของวธิทีดสอบ (Validation Method) 
  3.1 การศกึษาช่วงความเป็นเส้นตรงของการวเิคราะห์ (Linear Range) และการสร้างกราฟมาตรฐาน 

(Calibration Curve) 
 ในการหาช่วงความเป็นเส้นตรงของสารละลายมาตรฐาน 11 ชนิด ที่ความเขม้ขน้ 0.005, 0.010, 0.020, 
0.050, 0.100, 0.200, 0.500 และ 1.000 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม เตรียมสารละลายมาตรฐาน 8 ความเข้มข้น  
โดยใช ้Micropipette ดูดสารละลายมาตรฐานผสมความเขม้ขน้ 10 มลิลกิรมัต่อกโิลกรมั ปรมิาตร 5, 10, 20, 50, 100, 
200, 500 และ 1,000 ไมโครลิตร ลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร ตามล าดับ จากนัน้ปรับปริมาตร 
ดว้ยเอทลิอะซเิตท ดูดใส่ขวดแก้วเลก็ และน าไปฉีดดว้ยเครื่อง GC-MS/MS ท าการทดลอง 1 ซ ้า เมื่อศกึษาช่วงความ
เป็นเส้นตรงแล้วท าการวเิคราะห์สารละลายมาตรฐานซ ้าในช่วงความเขม้ขน้ที่เป็นเส้นตรง และน าไปฉีดด้วยเครื่อง  
GC-MS/MS ท าการทดลอง 3 ซ ้า แล้วน าค่าที่ได้มาสร้างกราฟมาตรฐาน โดยพล็อตกราฟระหว่างค่าความเขม้ขน้ 
ของสารละลายมาตรฐานทัง้ 11 ชนิด กบัค่าความสงูของพคี  
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     3.2 การวเิคราะหห์าความแม่นย า (Accuracy) และความเทีย่ง (Precision) 
          เติมสารละลายมาตรฐานผสมความเขม้ขน้ในช่วง 0.010-0.500 มลิลกิรมัต่อกิโลกรมั ลงในตวัอย่าง  
10 กรมั ตามล าดบั ท าการสกดัตามขอ้ 1 จากนัน้น าผลการทดลองมาหาค่าความถูกต้องในรูปแบบรอ้ยละการกลบัคนื  
(%recovery) ท าการทดลองซ ้า 10 ซ ้า พจิารณาตามเกณฑ์ %Recovery ของ AOAC-1993 [11] จะพจิารณาทีค่วาม
เขม้ขน้ 3 ระดบั คอื ต ่า กลาง สงู จากกราฟมาตรฐาน  
          เตรยีมสารละลายมาตรฐานผสมความเขม้ขน้ในช่วง 0.010-0.500 มลิลกิรมัต่อกโิลกรมั ความเขม้ขน้ละ 
10 ซ ้า จากนัน้น ามาหาค่าความเทีย่งในรปูของค่า %RSD และค่า HORRAT น้อยกว่าหรอืเท่ากบั 2 พจิารณาตามเกณฑ ์
AOAC-1993 และ Codex Alimentarius Commission (CAC-2019) [12] โดยจะพิจารณาที่ความเข้มข้นน้อยสุด  
ตรงกลาง และมากสุด (ระดบัต ่า กลาง สงู) จากกราฟมาตรฐาน 

**หมายเหตุ: HORRAT เป็นค่าแนะน าส าหรบัการยอมรับได้ของวิธีวิเคราะห์ว่ามีความแม่นย าเพียงใด  
โดยค านวณจากอัตราส่วนระหว่างความเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ที่ค านวณจากข้อมูลที่เก็บจากระหว่าง
หอ้งปฏบิตักิาร (RSD(R)) กบั RSD(R) ทีค่ านวณจากสูตรของ Horwitz (PRSD(R)) คอื 2C-0.1505 โดย C เท่ากบัส่วน
ของทศนิยมของเปอร์เซ็นต์ความเข้มข้น เช่น 100% = 1, 1% = 0.01, 0.01% = 0.0001 ทัง้นี้ค่า HORRAT  
ทีอ่ยู่ระหว่าง 0.5 ถงึ 1.5 ถอืเป็นค่าทีย่อมรบัได ้
     3.3 การศกึษาขดีจ ากดัต ่าสุดของการวเิคราะหเ์ชงิคุณภาพและปรมิาณ  
          น าสารละลายมาตรฐานที่ความเข้มข้น 0.005 และ 0.010 มิลลิกรมัต่อกิโลกรมั ท าการทดลองซ ้า  
10 ครัง้ โปรแกรมจากเครื่อง GC-MS/MS จะค านวณ S/N ที่ความเข้มข้นทัง้สองของสารมาตรฐานแต่ละชนิด  
น าผลทีไ่ดม้าค านวณเทยีบบญัญตัไิตรยางค์ เพื่อหาค่าขดีจ ากดัต ่าสุดของการวเิคราะห์เชงิคุณภาพ (LOD) หรอื 3S/N 
หมายความว่า 3 เท่าของความสูงของพคีของสารที่ความเข้มข้นนัน้ต่อความสูงของสัญญาณรบกวน และค านวณ 
ค่าขดีจ ากดัต ่าสุดของการวเิคราะหเ์ชงิปรมิาณ (LOQ) เท่ากบั 10S/N  

4. การวเิคราะหต์วัอย่างสม้ดว้ยเทคนิคการสกดัแบบวธิเีอทลิอะซเิตท  
    ท าการสุ่มตัวอย่างส้มสด จ านวน 50 ตัวอย่าง จากนัน้น าตัวอย่างมาท าการสกัดด้วยเอทิลอะซิเตท  
แลว้น ามาวเิคราะหโ์ดยเทคนิคแก๊สโครมาโทกราฟี-แมสสเปกโทรเมตร ีในสภาวะทีเ่ครื่องก าหนดไว ้ค านวณหาปรมิาณ
ยาฆา่แมลงตกคา้งโดยเปรยีบเทยีบกบักราฟมาตรฐาน  
 

ผลการวิจยั 
1. การก าหนดสภาวะเครื่องแก๊สโครมาโทกราฟี-แมสสเปกโทรมเิตอร์ (GC-MS/MS) ส าหรบัการวเิคราะห์ 

ยาฆ่าแมลงตกค้างในส้มเปลือกล่อน การก าหนดสภาวะด าเนินการของเครื่อง GC-MS/MS แสดงในตารางที่ 1  
ผลการวิเคราะห์ยาฆ่าแมลงมาตรฐานที่ความเข้มข้น 10.00 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ท าการทดสอบสกัดแบบวิธ ี
เอทลิอะซเิตทวเิคราะหด์ว้ย GC-MS/MS ไดผ้ลพารามเิตอรต์่าง ๆ ในตารางที ่2 ตามล าดบั 
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ตารางท่ี 1 สภาวะทีเ่หมาะสมเครื่องแก๊สโครมาโทกราฟี-แมสสเปกโทรมเิตอร ์
พารามิเตอร ์ สภาวะท่ีเหมาะสม 
Capillary Column HP-5MS UI: 15 m × 250 µm × 0.25 µm 2 Column ต่อกนั 
Temperature Condition Inlet 280 °C 
Oven Temperature Initial Temp: 60 °C hold 1 min, Rate: 40 °C/min to 170 °C hold 0 min, 

Rate: 10 °C/min to 310 °C hold 3 min 
Gas Flow Rate Helium 0.908 ml/min 
Injection Mode Spitless 
Inject Volume  1 µl 
Source Temperature  300 °C 
Ionization Mode EI 
Electron Energy 70 eV 

 
ผลโครมาโทรแกรมของสารละลายมาตรฐานผสมในภาพที่ 1 จากโครมาโทแกรมพบว่าสารมาตรฐาน 

Cypermethrin มคี่า Retention time 4 ค่า เน่ืองจากสารน้ีมโีครงสรา้งไอโซเมอรไ์ด ้4 แบบ คอื : 1S-3S-RS + 1R-3R-
RR (cis), 1R-3S-RR + 1S-3R-RS (trans), 1R-3R-RS + 1S-3S-RR (cis), และ 1S-3R-RR + 1R-3S-RS (trans) 
[13-14] จงึท าใหเ้กดิ 4 พกี และค่า Retention Time 4 ค่า 
 
ตารางท่ี 2 ค่า Retention time, Precursor ion และ Product ion ของสารมาตรฐาน 

สารมาตรฐานยาฆ่าแมลง Retention time (min) Precursor ion Product ion 

1. Methamidophos 4.61 141 
141 

64 
95 

2. Parathion-methyl 9.09 125 
262.9 

79 
109 

3. Metalaxyl 9.28 234 
220 

174.1 
192.1 

4. Malathion 9.67 172.9 
157.8 

99 
125 

5. Chlorpyrifos 9.89 196.9 
198.9 

169 
171 

6. Prothiofos 11.42 308.9 
266.9 

238.9 
239 

7. Profenofos 11.47 207.9 
296.8 

83 
268.7 

8. Ethion 12.35 152.9 
230.9 

96.9 
175 
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9. Bifenthrin             13.43          166.2 
181.2 

      165.2 
166.2 

10. Pyridaben 15.68 147.2 
147.2 

105.1 
117.1 

11. Cypermethrin 16.40,16.49, 
16.57,16.59 

165.1 
163.1 

91.1 
127.1 

 

 
 
 
 
 

 
 
 
 

ภาพท่ี 1 โครมาโทแกรมของยาฆา่แมลงมาตรฐาน 11 ชนิดทีค่วามเขม้ขน้ 10.00 มลิลกิรมัต่อกโิลกรมั 
 

2. ผลการศกึษาความถูกตอ้งของวธิทีดสอบ (Validation Method) 
2.1 การศกึษาช่วงความเป็นเสน้ตรงของการวเิคราะห ์(Linear Range) และสรา้งกราฟมาตรฐาน (Calibration 

Curve) 
การศกึษาช่วงความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐานทัง้ 11 ชนิด ทีค่วามเขม้ขน้ 0.005, 0.010, 0.020, 0.050, 

0.100, 0.200,0.500 และ 1.000 มิลลิกรมัต่อกิโลกรมั ผลการศึกษาพบว่า ช่วงความเป็นเส้นตรงของสารละลาย
มาตรฐานทัง้ 11 ชนิด อยู่ระหว่าง 0.005 ถงึ 1.000 มลิลกิรมัต่อกโิลกรมั จงึน าความเขม้ขน้ทีอ่ยู่ในช่วงดงักล่าวมาสรา้ง
กราฟมาตรฐาน โดยท าการวเิคราะห์ซ ้า 3 ซ ้า ผลการศกึษาพบว่า ความสมัพนัธเ์ชงิเสน้และค่าสมัประสทิธิส์หสมัพนัธ ์
(R2) ของสารละลายมาตรฐาน มคี่ามากกว่า 0.9950 เชื่อถอืได ้เพราะมค่ีาเขา้ใกล ้1.000 แสดงดงัตารางที ่3  
 
ตารางท่ี 3 ชนิดของสารมาตรฐานยาฆา่แมลง สมการเสน้ตรง และค่าสมัประสทิธิส์หสมัพนัธ ์(R2) 

สารมาตรฐานยาฆ่าแมลง สมการเส้นตรง ค่าสมัประสิทธ์ิสหสมัพนัธ ์(R2) 
1. Bifenthrin  y=89347.040x + 96950.5650 0.9990 
2. Chlorpyrifos  y=19096.776x - 53531.1596 0.9994 
3. Cypermethrin  y=33005.159x + 611710.3739 0.9956 
4. Ethion  y=30057.046x - 363384.3784 0.9981 
5. Malathion  y=19966.595x - 101262.7252 0.9965 
6. Metalaxyl  y=7799.106x - 52845.8006 0.9995 
7. Methamidophos  y=6536.958x - 88835.2459 0.9961 
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8. Parathion-methyl  y=21568.295x - 256505.8782 0.9986 
9. Profenofos  y=6289.560x - 75161.5504 0.9988 
10. Prothiofos  y=10789.208x + 83819.3219 0.9958 
11.  Pyridaben  y=35162.789x - 393347.7046 0.9981 

         
2.2 ผลการวเิคราะหห์าความแม่นย า (Accuracy) และค่าความเทีย่ง (Precision) ของการวเิคราะห ์

 จากการศกึษาหาค่าความแม่นย า โดยใชส้ารละลายมาตรฐานในช่วง 0.010 ถงึ 0.500 มลิลกิรมัต่อกโิลกรมั 
ความเข้มข้นละ 10 ซ ้า โดยพิจารณาจากค่าความเข้มข้น 3 ระดับ  คือ ค่าความเข้มข้นต ่ า กลาง และสูง  
พบว่า สารละลายมาตรฐาน 4 ชนิด มคีวามเข้มข้น 3 ระดบั คือ 0.010, 0.100 และ 0.500 มิลลิกรมัต่อกิโลกรัม  
และสารละลายมาตรฐาน 7 ชนิด มคีวามเขม้ขน้ 0.020, 0.100 และ 0.500 มลิลกิรมัต่อกโิลกรมั ผลของค่ารอ้ยละการ
กลบัคนืทีค่วามเขม้ขน้ 0.010, 0.020, 0.100 และ 0.500 มลิลกิรมัต่อกโิลกรมั มคี่ารอ้ยละการกลบัคนืเท่ากบั 68-108, 
68-94, 80-96 และ 81-90% ตามล าดับ ค่าร้อยละการกลับคืนจะใช้เกณฑ์ก าหนดของ Association of Official 
Analytical Chemists (AOAC-1993) และ Codex Alimentarius Commission (CAC-2019) ทีค่วามเขม้ขน้น้อยกว่า 10 
ไมโครกรมัต่อกโิลกรมั มคี่ารอ้ยละการกลบัคนืเท่ากบั 60-115% หรอืทีค่วามเขม้ขน้ 1 มลิลกิรมัต่อกโิลกรมัมคี่ารอ้ยละ
การกลบัคนืเท่ากบั 80-110% จากผลการทดลองอยู่ในเกณฑม์าตรฐานและสามารถยอมรบัได ้ 
 การตรวจสอบความเที่ยงของวิธีทดสอบ ที่ความเข้มข้นในช่วง 0.010 ถึง 0.500 มิลลิกรัมต่อกิโลกรมั  
ความเขม้ขน้ละ 10 ซ ้า น ามาประเมนิโดยใช้ค่า %RSD และค่า HORRAT (Horwitz’s Ratio) พจิารณาตามเกณฑ์ 
%RSD ของ AOAC-1993 และ CAC-2019 โดยใชเ้กณฑป์ระเมนิค่าความเทีย่ง: 1. HORRAT ≤ 2 และ 2. %RSD ≤ 
20; ในช่วงความเขม้ขน้ 0.01-2.00 มลิลกิรมัต่อกโิลกรมั 
 ผลการทดสอบความเที่ยง 4 ความเข้มข้น คือ 0.010, 0.020, 0.100 และ 0.500 มิลลิกรัมต่อกิโลกรมั  
โดยพจิารณาจากกราฟมาตรฐานของสารมาตรฐาน มคี่า %RSD อยู่ในช่วง 2.86-19.19 และค่า HORRAT อยู่ในช่วง 
0.14-1.64 แสดงดงัตารางที ่4 พบว่าค่ารอ้ยละการกลบัคนือยู่ในเกณฑ์มาตรฐานคอืช่วง 60-115 ค่ารอ้ยละเบี่ยงเบน
มาตรฐานสมัพทัธ ์(%RSD) มคี่าน้อยกว่า 20 และไดค้่า HORRAT ไม่เกนิ 2.0 สรุปไดว้่าวธิกีารสกดัดว้ยเอทลิอะซิเตท
มคีวามแม่นและความเทีย่งอยู่ในเกณฑม์าตรฐานและยอมรบัได ้

 
ตารางท่ี 4 ค่ารอ้ยละการกลบัคนื ค่ารอ้ยละเบีย่งเบนมาตรฐานสมัพทัธ ์(%RSD) และค่า HORRAT ทีค่วามเขม้ขน้ 
ต่าง ๆ 

ความเขม้ข้น (mg/kg) 
ความแม่น 

(%Recovery) 
ความเท่ียง 

(%RSD) 
HORRAT 

0.010 68.61-108.16 2.86-12.35 0.14-0.58 
0.020 68.38-93.98 3.92-14.87 0.21-0.78 
0.100 80.06-96.14 5.25-11.38 0.35-0.76 
0.500 81.91-90.00 5.74-19.19 0.49-1.64 
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2.3 ผลการศึกษาขีดจ ากัดต ่าสุดของการวิเคราะห์เชิงคุณภาพและปริมาณ (Limit of Detection, LOD  
และ Limit of Quantitation, LOQ) 

วิเคราะห์ Fortified Samples ที่ระดับความเข้มข้น 0.005 และ 0.010 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (10 ซ ้า)  
ค านวณอตัราส่วน Signal/Noise ของแต่ละสาร จากผลการทดลองตารางที ่5 พบว่าค่าเฉลี่ยของ S/N มคี่ามากว่า 3.0 
จงึน าค่า Signal/Noise มาค านวณโดยการเทยีบบญัญตัไิตรยางค ์เช่น สาร Bifenthrin ทีค่วามเขม้ขน้ 0.005 มลิลกิรมั
ต่อกโิลกรมั มคี่า S/N เท่ากบั 29.54 ถา้ S/N เท่ากบั 3 (LOD) จะมคี่าความเขม้ขน้เท่ากบั 0.0005 มลิลกิรมัต่อกโิลกรมั 
และ S/N เท่ากับ 10 (LOQ) จะมีค่าความเข้มข้นเท่ากับ 0.0017 มิลลิกรมัต่อกิโลกรมั ค่าขดีจ ากัดต ่าสุดของการ
วเิคราะห์เชงิคุณภาพ (LOD) จะอยู่ในช่วง 0.50-9.40 ไมโครกรมัต่อกโิลกรมั และค่าขดีจ ากดัต ่าสุดของการวเิคราะห์ 
เชงิปรมิาณ (LOQ) อยู่ในช่วง 1.70-25.20 ไมโครกรมัต่อกโิลกรมั 
 3. ผลการวเิคราะหต์วัอย่างสม้ดว้ยเทคนิคการสกดัแบบวธิเีอทลิอะซเิตท 
 จากการศกึษายาฆ่าแมลงตกคา้ง 11 ชนิด ในสม้ตวัอย่างท าการสกดัแบบวธิเีอทลิอะซเิตทและตรวจวดัด้วย
เครื่องแก๊สโครมาโทกราฟี-แมสสเปกโทรมเิตอร ์จ านวน 50 ตวัอย่าง พบว่าสม้จ านวน 43 ตวัอย่าง มยีาฆา่แมลงตกคา้ง 
7 ชนิด คอื ไบเฟนทรนิ ไซเปอร์เมทรนิ อไีธออน  เมทาแลกซลิ โปรฟีโนฟอส โปรธโิอฟอส และไพรดิาเบน ปรมิาณที่
ตรวจพบแสดงดงัตารางที่ 6 ยาฆ่าแมลงที่พบในตวัอย่างมากทีสุ่ด คอื ไซเปอร์เมทรนิ คดิเป็นร้อยละ 34 ต่อจ านวน
ตวัอย่างทัง้หมด รองลงมาคอื อไีธออน รอ้ยละ 28 และโปรฟีโนฟอส รอ้ยละ 10  
 ส้ม จ านวน 5 ตวัอย่าง ที่มปีรมิาณยาฆ่าแมลงตกค้างเกินเกณฑ์มาตรฐานรบัรองสนิค้าเกษตร คอืโปรฟีโน
ฟอส โปรธโิอฟอส และไพรดิาเบน โครมาโทแกรมและแมสสเปกตรมัของตวัอย่างแสดงในภาพที ่2  
 
ตารางท่ี 5 ค่า Signal/Noise ของการตรวจวเิคราะหเ์พื่อยนืยนัค่า Limit of Detection (LOD) และค่า Limit of 
Quantitation (LOQ) ของยาฆา่แมลง จ านวน 11 ชนิด ในตวัอยา่งทีเ่ตมิสารมาตรฐาน ระดบัความเขม้ขน้ 0.005  
และ 0.010 มลิลกิรมัต่อกโิลกรมั 

สารมาตรฐานยาฆ่าแมลง 
ความเขม้ข้น 

(mg/kg) 

ค่าเฉล่ีย 

S/N 

LOD 

(mg/kg) 

LOQ 

(mg/kg) 

1. Bifenthrin 0.005 29.54 0.0005 0.0017 
2. Chlorpyrifos 0.005 4.56 0.0033 0.0109 
3. Cypermethrin 0.010 3.97 0.0076 0.0252 
4. Ethion 0.005 4.40 0.0034 0.0114 
5. Malathion 0.005 5.74 0.0026 0.0087 
6. Methalaxyl 0.005 5.40 0.0027 0.0093 
7. Metamidophos 0.010 3.19 0.0094 0.0313 
8. Parathion-methyl 0.005 9.56 0.0016 0.0052 
9. Profenofos 0.005 5.19 0.0029 0.0096 

10. Prothiofos 0.005 9.75 0.0015 0.0051 
11. Pyridaben 0.005 4.35 0.0034 0.0115 
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ภาพท่ี 2 โครมาโทแกรมและแมสสเปกตรมัของตวัอย่างสม้ 

 

ตารางท่ี 6 ปรมิาณสารยาฆา่แมลงตกคา้ง 7 ชนิดในตวัอย่างสม้ 

ชนิดยาฆ่าแมลง 
ปริมาณท่ีตรวจพบ  เกณฑม์าตรฐานรบัรอง    

เกณฑ ์
(±SD mg/kg) Thai   Codex 

1. Bifenthrin 0.040±0.001 - 0.05 ไม่เกนิ 
2. Cypermethrin 0.010±0.004 - 0.290±0.010 0.3 - ไม่เกนิ 
3. Ethion 0.010±0.002 - 1.750±0.010 2.0 - ไม่เกนิ 
4. Malathion 0.150±0.004 - 0.270±0.020 7.0 - ไม่เกนิ 
5. Profenofos 0.020±0.002 - 0.25±0.012 0.1 - เกนิ 
6. Prothiofos 0.030±0.004 0.01 - เกนิ 
7. Pyridaben 0.030±0.002 0.01 - เกนิ 

 

สรปุและอภิปรายผล 
 การประยุกต์เทคนิค GC-MS/MS ในการวเิคราะห์ยาฆ่าแมลงตกค้างของกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟต 11 ชนิด 
ได้แก่ ไบเฟนทรนิ คลอร์ไพรฟิอส ไซเปอร์เมทรนิ อีไธออน มาลาไธออน เมทาแลกซิล เมธามโิดฟอส พาราไธออน  
เมทธลิ โปรฟีโนฟอส โปรไทโอฟอส และไพรดิาเบน จากการตรวจสอบความถูกต้องของการวเิคราะห์ พบว่ากราฟ
มาตรฐานของสารละลายมาตรฐานผสมอยู่ในช่วงความเขม้ขน้ 0.005-1.000 มลิลกิรมัต่อกิโลกรมั มคี่าสมัประสทิธิ ์
สหสัมพันธ์ (R2) มากกว่า 0.9950 ค่าความแม่นจากค่าร้อยละการกลับคืน (%Recovery) มากกว่าร้อยละ 60  
ความเทีย่งจากค่ารอ้ยละเบีย่งเบนมาตรฐานสมัพทัธ ์(%RSD) น้อยกว่า 20 และค่า HORRAT น้อยกว่า 2 อยู่ในเกณฑ์
มาตรฐานการตรวจสอบทีย่อมรบัได ้
 การสกัดยาฆ่าแมลงตกค้างในส้มเปลือกล่อนดัวยการสกัดแบบเอทิลอะซิเตท และตรวจวัดด้วยเทคนิค  
GC-MS/MS พบว่ามยีาฆ่าแมลงตกคา้ง 7 ชนิด คอื ไบเฟนทรนิ ไซเปอร์เมทรนิ อไีธออน มาลาไธออน โปรฟีโนฟอส 
โปรไทโอฟอส และไพริดาเบน มีความเข้มข้นอยู่ในช่วง 0.010±0.002 ถึง 1.750±0.010 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม  
ยาฆ่าแมลงที่มคี่าเกินค่ามาตรฐาน คอื โปรฟีโนฟอส (0.1 มลิลกิรมัต่อกิโลกรมั) โปรไทโอฟอส (0.01 มลิลกิรมัต่อ
กโิลกรมั) และไพรดิาเบน (0.01 มลิลกิรมัต่อกโิลกรมั)    
 การสกัดแบบเอทิลอะซิเตทดีกว่าการสกัดแบบ QuEChERS เพราะเป็นการสกัดขัน้ตอนเดียว ขัน้ตอน 
ไม่ซบัซ้อนยุ่งยาก ไม่มขี ัน้ตอนการขจดัสารรบกวนที่ต้องใชส้ารดูดซบัที่มคีวามจ าเพาะและราคาแพง การสกดัแบบ
เอทลิอะซเิตทเป็นวธิทีีง่่าย รวดเรว็ มคี่าใชจ้่ายน้อย มปีระสทิธภิาพ และมคีวามแม่นย า ดงันัน้การประยุกต์ใชเ้ทคนิค
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การสกดัแบบวธิเีอทลิ-อะซเิตทและตรวจวดัดว้ยเทคนิค GC-MS/MS ใหผ้ลการวเิคราะห์ไดอ้ย่างถูกต้องและเชื่อถอืได ้
เหมาะส าหรับการวิเคราะห์หาปริมาณยาฆ่าแมลงในกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟตที่ตกค้างในตัวอย่างส้มเปลือกล่อน 
ของจงัหวดัเชยีงใหม่ 
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