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บทที่ 3 

วิธีด ำเนินกำรทดลอง 

 

3.1 วัสดุอุปกรณ์ 

3.1.1 ตัวอย่ำง 

ท ำกำรสุ่มเก็บตัวอย่ำงจำกร้ำนค้ำในตลำดสด 3 แห่ง และห้ำงสรรพสินค้ำ 2 แห่งใน 

พ้ืนที่อ ำเภอเมือง และอ ำเภอโกสุมพิสัย จังหวัดมหำสำรคำม รวมจ ำนวน 5 แห่ง โดยแบ่งเป็นกำรสุ่ม

ตัวอย่ำงผักสดที่มีควำมนิยมในกำรบริโภค 8 ชนิด ได้แก่ กะหล ำปลี ผักคะน้ำ ผักกำดขำว ใบโหระพำ 

มะเขือเทศ พริกสด แตงกวำ และถ่ัวฝักยำว ชนิดละ 3 ตัวอย่ำงรวมเป็น 120 ตัวอย่ำง สุ่มตัวอย่ำงผลไม้

สด 4 ชนิด ชนิดละ 3 ตัวอย่ำง ได้แก่ แตงโม ส้ม ฝรั่ง และแอปเปิ้ล รวมเป็น 60 ตัวอย่ำง และสุ่ม

ตัวอย่ำงผักแปรรูปอีก 2 ชนิด ชนิดละ 3 ตัวอย่ำง คือพริกแห้ง และหอมแดง รวมเป็น 30 ตัวอย่ำง 

         3.1.2 สำรเคมี และอุปกรณ์ 

   สำรเคมีและเครื่องแก้วที่ใช้ในงำนวิจัยนี้เป็นชนิดเออำร์เกรดยกเว้นสำรละลำย

มำตรฐำน ที่เป็นชนิด HPLC เกรด ประกอบด้วย สำรละลำยเฮกเซน (hexane) สำรละลำยอะซิโตน 

(acetone) สำรละลำยไดคลอโร มีเทน (dichloromethane) โซเดียม คลอไรด์ (Sodium Chloride) 

สำรละลำยเอททิลอะซิเตท (ethyl acetate) สำรโซเดียมซัลเฟตท่ีปรำศจำกน ้ำ  กรดฟอร์มิก (formic 

acid) สำรละลำยเมทำนอล (methanol) สำรอะซิโตไนไตรต์ (acetronitrile)  ชุดทดสอบยำฆ่ำแมลง-

สำรพิษตกค้ำง (Pesticide Test Kit, GT)  

สำรละลำยมำตรฐำนของ สำรป้องกันและก ำจัดศัตรูพืช (ชนิด HPLC grade)  

ประกอบด้วย  

- ออกซำมิล (Oxamyl)  

- เมโทมิล (Methomyl) 

- อัลดิคำป (Aldicarb)  

- คำร์โบฟูแรน (Carbofuran)  

- คำร์บำริล (Carbaryl)  

- ไอโซโปคำร์ป (Isoprocarb)  

- เฟโนบูคำร์ป (Fenobucarb)  
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- เมธิโอคำร์ป (Methyiocarb)  

- อะดิคำร์ป ซัลฟอกไซด์ (Adicarb Sulfoxide)  

- อะดิคำร์ป ซัลโฟน (Adicarb Sulfone)  

- คำร์โบฟูแรน (Carbofuran-3-OH)   

- ไบเฟนทริน (Bifenthrin)  

- เพอร์มิทริน (Permethrin)  

- ไซฮำโลทริน (Cyhalothrin)  

- เดลตำมิทริน (Deltamethrin)  

- ไซเพอร์มิทริน (Cypermetrin)  

- เฟนวำเลอเอท (Fenvalerate) และ 

- ไซฟลูทริน (Cyfluthrin) 

 

  3.1.3 กำรเตรียมสำรละลำยมำตรฐำน 

    เตรียมสำรละลำยมำตรฐำน (Stock solution) แต่ละชนิดควำมเข้มข้น 250-500  

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรในอะซีโตน โดยเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -40C  ส ำหรับ Working standard solution  

เตรียมโดยปิเปต stock solution 1 mL ลงในขวดปรับปริมำตรขนำด 50 mL ปรับปริมำตรด้วย 

อะซีโตน และเตรียมสำรละลำยมำตรฐำนแต่ละชนิดในช่วงควำมเข้มข้นท่ต้องกำร โดยะต้องเตรียม 

ใหม่ทุกครั้งก่อนกำรวิเครำะห์ 

 

3.2 กำรเตรียมตัวอย่ำง 

  กำรเตรียมตัวอย่ำงเพ่ือวิเครำะห์ด้วยเครื่อง HPLC และGC-ECD น ำตัวอย่ำงผักและผลไม้แต่ 

ละชนิดมำหั่นให้เป็นชิ้นเล็กลงด้วยมีด ท ำให้เป็นเนื้อเดียวกันด้วยเครื่อง homogenizer  ก่อนท ำกำร

สกัดตำมวิธีต่อไปนี้ 

3.2.1 ขั้นตอนกำรสกัดสำรกลุ่ม  Carbamate 

ชั่งตัวอย่ำง 25 ± 0.05  กรัม    แล้วเติม acetone 50 mL  dichloromethane  

40 mL  และ  sodium chloride ประมำณ  10 กรัม  แล้วสกัดตัวอย่ำงโดยใช้   homogenizer  ที่ 

ควำมเร็ว 11,000 รอบ/นำที  นำน  2 นำที แลว้ตั้งทิ้งไว้สักครู่จนสำรละลำยใส  รินสำรละลำยส่วนใส

ใส่ ลงในขวดเตรียมตัวอย่ำง ที่เติม sodium sulfate ไว้ประมำณ  15 กรัม ปิดฝำขวดตัวอย่ำง ตั้งทิ้ง

ไว้ประมำณ  1 นำที โดยเขย่ำแบบแกว่งเบำๆ เป็นครั้งครำว  กรองสำรละลำยผ่ำน sodium sulfate 
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ประมำณ 20 กรัม โดยใช้ cylinder ขนำด 50 mL หรือ 100 mL รองรับ ให้ได้ปริมำตร 50 mL เท

สำรละลำยที่ได้ลงใน round bottom  flask  ขนำด  100 mL แล้วน ำไปลดปริมำตรด้วยเครื่อง  

rotary evaporator ที่ตั้งอุณหภูมิของ water bathไว้ไม่เกิน 42 ºC  จนเกือบแห้ง  จำกนั้นดูดส่วนที่

ระเหยจนเกือบแห้งลงใน  Volumetric flask  ขนำด 5 ml ก่อน จำกนั้นละลำย residues  โดยใช้ 

dropper อันใหม่ดูด ethyl acetate ครั้งละน้อยๆ ใส่ลงใน round bottom flask  แลว้ใช้ dropper 

อันแรกฉีดล้ำงด้ำนข้ำงของ round bottom flask ด้ำนใน จนสะอำด  จำกนั้นถ่ำยสำรละลำยที่ได้ลง

ใส่  Volumetric flask ขนำด 5 mL เดิม แล้วปรับปริมำตรให้ได้ 5 mL ด้วย ethyl acetate ( ปิดฝำ  

Volumetric flask ) น ำไป mix ให้เข้ำกัน  แบ่งสำรละลำยมำ 2 mL  น ำไปเป่ำแห้งด้วย N-

evaporator จนแห้ง  แล้วเติมสำรละลำย  0.01% Formic acid  in  1% Methanol in 

Dichloromethane  3 mL แล้วน ำไป mix ให้เข้ำกัน จำกนั้นน ำไป Clean up 

   ขั้นตอนกำร Clean up ตัวอย่ำงด้วย SPE-NH2  

 1. Pre - wash  SPE-NH2 ดว้ย Dichloromethane  5  mL  ปล่อยสำรละลำยทิ้ง 

 2. เติม 0.01 % Formic acid in  1%  Methanol : Dichloromethane  5 mL  ปลอ่ย

สำรละลำยทิ้ง  

 3. ดูดสำรละลำยจำกตอนแรก ใส่ลงใน SPE-NH2 เก็บสำรละลำยใส่ลงใน Tube ขนำด 50  

mL  

 4. เติม   0.01 %  Formic acid in 1%  Methanol  : Dichloromethane  4 mL ใสล่ง

ใน Tube แล้วน ำไป  mix จำกนั้นดูดสำรละลำยที่ได้ใส่ลงใน SPE – NH2   

 5. ด ำเนินกำรซ้ ำตำมข้อ 4  อีก 1 ครั้ง  และเติม  Dichloromethane  4 mL  อีกครั้ง  แล้ว

เก็บสำรละลำยได้ทั้งหมด น ำสำรละลำยที่ได้ไปลดปริมำตรด้วย evaporator  จนแห้ง แล้วเติม

สำรละลำย  0.01% Formic acid in Methanol : DI (1:1)  2 mL  จำกนั้นน ำไป  Sonicate 1 นำท ี 

แล้วถ่ำยสำรละลำยที่ได้ลงใน vial ขนำด 2 mL แล้วน ำไปทดสอบด้วย เครื่อง HPLC ต่อไป 

      

3.2.2 ขั้นตอนกำรสกัดสำรกลุ่ม  Organochlorine  และ Pyrethroid  

ชั่งตัวอย่ำง 25 ± 0.05  กรัม ลงในขวดเตรียมตัวอย่ำงขนำด 250 mL เติม acetone   

50 mL  dichloromethane 40 mL  และ  sodium chloride ประมำณ  10 กรัม  แล้วสกัดตัวอย่ำง

โดยใช้   homogenizer  ที่ ควำมเร็ว 11,000 รอบ/นำที  นำน  2 นำที แล้วตั้งทิ้งไว้สักครู่จนสำรละลำย

ใส รินสำรละลำยส่วนใสใส่ ลงในขวดเตรียมตัวอย่ำงขนำด  250 mL  ที่เติม sodium sulfate ไว้
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ประมำณ  15 กรัม ปิดฝำขวดตัวอย่ำง ตั้งทิ้งไว้ประมำณ  1 นำที โดยเขย่ำแบบแกว่งเบำๆ เป็นครั้ง

ครำว  จำกนั้นกรองสำรละลำยผ่ำน sodium sulfate ประมำณ 20 กรัม ซึ่งบรรจุอยู่ในกรวยแก้วที่มี

ส ำลีรองก้นอยู่  โดยใช้ cylinder ขนำด 50 mL หรือ 100 mL รองรับ ให้ได้ปริมำตร 50 mL เท

สำรละลำยที่ได้ลงใน round bottom  flask  ขนำด  100 mL แล้ว rinse cylinder ดว้ย acetone 

ประมำณ 10 mL แล้วเทรวมลงใส่ round bottom  flask  ขนำด  100 mL ใบเดิม  น ำสำรที่ได้ไป

ลดปริมำตรด้วยเครื่อง  rotary evaporator ที่ตั้งอุณหภูมิของ water bathไว้ไม่เกิน 42 ºC  จนเกือบ

แห้ง แล้วดูดส่วนที่ระเหยจนเกือบแห้งลงใน  Volumetric flask  ขนำด 5 ml ก่อน จำกนั้นละลำย 

residues  โดยใช้ dropper อันใหม่ดูด ethyl acetate ครั้งละน้อยๆ ใส่ลงใน round bottom flask  

แล้วใช้ dropper อันแรกฉีดล้ำงด้ำนข้ำงของ round bottom flask ด้ำนใน จนสะอำด  จำกนั้นถ่ำย

สำรละลำยที่ได้ลงใส่  Volumetric flask ขนำด 5 mL เดิม  แล้วปรับปริมำตรให้ได้ 5 mL ด้วย ethyl 

acetate ( ปิดฝำ  Volumetric flask ) น ำไป mix ให้เข้ำกัน จำกนั้นแบ่งสำรละลำยมำ 2 mL  น ำไป

เป่ำแห้งด้วย evaporator จนแห้ง แล้วเติมสำรละลำย  Hexane : Dichloromethane (4:1)  8 mL 

แล้วน ำไป mix ให้เข้ำกัน  จำกนั้นน ำไป Clean up 

 

ขั้นตอนกำร Clean up ตัวอย่ำงด้วย SPE- Silica 

 1. Pre - wash  SPE-Silica ด้วย Hexane  5  mL  ปล่อยสำรละลำยทิ้ง  

 2. ดูดสำรละลำยจำกข้อ 9 ใส่ลงใน SPE- Silica เก็บสำรละลำยใส่ลงใน Round Bottom 

flask ขนำด 50  ML 

 3. เติม   Hexane  : Dichloromethane (1:1)  5 mL ใส่ลงใน Tube แล้วน ำไป  mix จำกนั้น

ดูดสำรละลำยที่ได้ใส่ลงใน SPE –Silica แล้วเก็บสำรละลำยทั้งหมด น ำสำรละลำยที่ได้ไปลดปริมำตร

ด้วย Rotary evaporator  จนแห้ง แล้วเติม Hexane  1 mL  ถ่ำยสำรละลำยที่ได้ลงใน vial ขนำด 2 

mL แล้วน ำไปทดสอบด้วย เครื่อง GC –ECD 

 

3.3 เครื่องมือวิเครำะห์   

3.3.1 เครื่องมือวิเครำะห์  Carbamate   

              สภำวะเครื่อง LC-MS   

Column: Reverse phase C18    

Flow rate: 0.23 mL/minute 
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Injection volume: 5  L 

Column temperature: 40 °C 

Mobile phase: A = 0.01 % Formic acid in water,  

                     B = 0.01 % Formic acid in methanol 

Run time: 20 min  

Post time: 5 min 

Ms condition 

Ionization mode : APS-ES (Atomospheric Pressure Ionization-

Electrospay)  

Polarity  : Positive 

Spay  Chamber 

Drying gas temperature  :  315 °C 

Drying gas  :  12.5 L/min 

Capillary  voltage  :  4000V 

           Mass  Analyzer 

  Sim  Parameters : Signal 1 ( Target Ion for Quantitative Analysis) 

 

3.3.2 เครื่องมือวิเครำะห์ Organochlorine และ Pyrethroind   

            เครื่อง Gas Chromatograph ชนิด  ECD Detector   

Column:  HP - 5 ยี่ห้อ Agilent 0.32 mm x 250µm x 30 m  

Carrier gas:  Helium ชนิด High purity (HP)    Flow rate 1.4 mL/min 

               Carrier gas mode:  ( constant  pressure ) 

Make- up gas:  Nitrogen ชนิด High purity (HP)    Flow rate 60 mL/min 

Injection mode:  Splitless     

      Injection temperature: 210 °C 

  Purge flow : 60 mL/min       Purge time :  0.75 min     

Detector type: electron capture Detector (ECD)             

Detector temperature: 300 oC 
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Injection Volume: 2 µL 

Oven temperature:  Initial column temperature: 85 oC 

Rate at 15 oC / min to 230 oC hold for 1 min 

Rate at  5  oC / min to 250 oC hold for 30 min 

 

3.3.3 กำรค ำนวณหำปริมำณ 

 ควำมเข้มข้นของสำรที่ตรวจพบค ำนวณผลโดยเปรียบเทียบกับกรำฟมำตรฐำน โดย

ค ำนวณจำกสมกำรเส้นตรง Y = aX + b (ภำคผนวก ข) 

 เมื่อ X   คือ ควำมเข้มข้นของสำรมำตรฐำน 

 Y   คือ พื้นที่ใต้กรำฟของสำรมำตรฐำน 

 a   คือ ควำมชัน 

 b   คือ จุดตัดแกน 

 

3.4 กำรตรวจสอบด้วยวิธีกำรอย่ำงง่ำย 

 ตรวจสอบยำฆ่ำแมลงตกค้ำงในผัก ผลไม้สด และผลิตภัณฑ์แปรรูปจำกผักและผลไม้ ด้วยชุด

ทดสอบยำฆ่ำแมลง-สำรพิษตกค้ำง GT (Pesticide Test Kit) โดยสำมำรถตรวจสอบยำฆ่ำแมลงในกลุ่ม

สำรประกอบฟอสเฟต คำร์บำเมต และสำรพิษอ่ืนๆ ที่เป็นกลุ่มคลอลิเน มีค่ำขีดต่ ำสุดของกำรตรวจวัด

เท่ำกับ 0.05 mg/kg ส ำหรับวิธีกำรตรวจวิเครำะห์อย่ำงง่ำยและกึ่งรวดเร็วนี้ ใช้หลักกำรตรวจหำ

สำรพิษด้วยวิธี Acetyl cholinesterase Inhibition Technique โดยทฤษฎีที่ว่ำสำรพิษในกลุ่ม

สำรประกอบฟอสเฟต และ/หรือคำร์บำเมทมีคุณสมบัติเด่นในด้ำนกำรยับยั้งกำรท ำงำนของเอ็นไซม์ใน

ร่ำงกำยได้ เมื่อร่ำงกำยได้รับสำรพิษในกลุ่มเหล่ำนี้ จะท ำให้ไม่สำมำรถท ำงำนได้ตำมปกติ จึงน ำ

หลักกำรนี้มำใช้เป็นวิธีกำรตรวจสอบเบื้องตันเพ่ือคัดกรองสำรพิษใน 2 กลุ่มสำรนี้ที่มีกำรใช้มำก แต่

จำกกำรประเมินวิธีกำรตรวจสอบพบว่ำ วิธีนี้ไม่มีควำมเฉพำะเจำะจง (specificity) กับเฉพำะสำรใน 2 

กลุ่มนี้เท่ำนั้น ยังสำมำรถเกิดผลในทำงบวกกับสำรพิษอ่ืน เช่น ควำมเป็นพิษในตัวของพืชสมุนไพรบำง

ชนิด ได้แก่ เมล็ดแก่สีแดงของผลมะระขี้นก หรือสำรพิษที่เกิดจำกกำรย่อยสลำยโดยวิธีกำรทำง

ธรรมชำติ (Bio degradation products) หรือเกิดควำมเป็นพิษจำกกำรเสริมฤทธิ์ของสำรพิษปริมำณ

ต่ ำกับเนื้อเยื่อของพืช ท ำให้เกิดผลดีต่อกำรคุ้มครองผู้บริโภคท่ีสำมำรถตรวจเพ่ือคัดกรองสำรพิษอ่ืนได้

อีกด้วย ดังนั้นวิธีกำรนี้จึงมีควำมแตกต่ำงจำกวิธีกำรทำงห้องปฏิบัติกำรที่ตรวจเป็นชนิดสำร กำร

ประเมินว่ำปลอดภัยหรือไม่ปลอดภัยจะดูจำกกำรเปรียบเทียบค่ำก ำหนดของชนิดสำรเคมีกับชนิด
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อำหำร ซึ่งหำกมีกำรตกค้ำงของสำรพิษมำกชนิดในตัวอย่ำงเดียว แต่ปริมำณกำรตกค้ำงไม่เกินค่ำ

ก ำหนดในทุกชนิดสำรเคมี ให้ถือว่ำปลอดภัย มีขั้นตอนกำรทดสอบดังนี้  

(1). ตัวอย่ำงผัก-ผลไม้บด/หั่นละเอียด 5 กรัม  
(2). เติมน้ ำยำ Solvent-1 จ ำนวน 5 ซีซี 
(3). เขย่ำประมำณ 1 นำที แล้วตั้งทิ้งไว้ 10 – 15 นำที 
(4). ดูดน้ ำยำสกัดตัวอย่ำง จำกข้ันตอนที่ 3 ลงในหลอดแก้ว จ ำนวน 1 ซีซี / 4 ส่วน 
(5). เติมน้ ำยำ Solvent-2 จ ำนวน 1 ซีซี/ 4 ส่วน ลงไปในหลอดแก้วเดียวกัน 
(6). จะพบว่ำน้ ำยำแยกเป็น 2 ชั้น จำกนั้นน ำไประเหยในน้ ำยำ Solvent-1 ที่อยู่ชั้นล่ำงหมด 

ไป โดยน้ ำยำที่เหลือจำกข้ันตอนกำรระเหย จะใช้เป็น “Sample extract” ที่จะใช้ในกำรตรวจต่อไป 
 
    ขั้นตอนกำรตรวจสอบ : ขั้นตอนนี้จะต้องท ำในอ่ำงน้ ำอุ่นควบคุมอุณหภูมิที่ 32-36 °c 

หมำยเหตุ : 1 ส่วน = 0.25 ซีซ,ี 1.5 ส่วน = 0.375 ซีซี 

     ขั้นตอนกำรอ่ำนผล 

        ควำมเข้มข้นของสีในหลอดทดลอง                               ผลกำรตรวจสอบ 

หลอดตัวอย่ำง ≤ หลอดควบคุม                                   ตรวจไม่พบสำรพิษตกค้ำง 

หลอดควบคุม < หลอดตัวอย่ำง < หลอดตัดสิน                 พบสำรพิษตกค้ำงในระดับปลอดภัย 

หลอดตัวอย่ำง ≥ หลอดตัดสิน                                     พบสำรพิษตกค้ำงในระดับไม่ปลอดภัย 
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รูปที่ 3.1 แผนภำพแสดงขั้นตอนกำรทดสอบยำฆ่ำแมลง-สำรพิษตกค้ำง GT 

แผนภูมิกำรตรวจสอบสำรพิษตกค้ำง 
ขั้นตอนกำรสกัดสำรพิษ 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ขั้นตอนกำรตรวจสอบ : ขั้นตอนนี้จะต้องท ำในอ่ำงน้ ำอุ่นควบคุมอุณหภูมิที่ 32-36 °c 

 หลอดตัดสิน หลอดควบคุม หลอดตัวอย่ำง 
Solvent-2 Solvent-2 Sample extract 

1 ส่วน 1 ส่วน 1 ส่วน 
GT-1 2 ส่วน 2 ส่วน 2 ส่วน  วำงไว้ 5 – 10 นำที 
GT-2 + GT-2.1 1.5 ส่วน 1 ส่วน 1 ส่วน วำงไว้ 8/30/60 นำที 

(หรือตำมเวลำที่ระบุไว้บนฉลำก) 
GT-3 + GT-3.1 4 ส่วน 4 ส่วน 4 ส่วน เขย่ำ 
GT-4 2 ส่วน 2 ส่วน 2 ส่วน เขย่ำ 
GT-5 2 ส่วน 2 ส่วน 2 ส่วน 

หมำยเหตุ : 1 ส่วน = 0.25 ซีซ,ี 1.5 ส่วน = 0.375 ซีซี 
 

2. เติมน้ ำยำ Solvent-1 จ ำนวน 5 ซีซี 

5. เติมน้ ำยำ Solvent-2 จ ำนวน 1 ซีซี/ 4 ส่วน 
ลงไปในหลอดแก้วเดียวกัน 

6. จะพบว่ำน้ ำยำแยกเป็น 2 ชั้น จำกนั้นน ำไประเหยในน้ ำยำ Solvent-1 ที่อยู่ชั้นล่ำงหมดไป โดยน้ ำยำที่เหลือ
จำกข้ันตอนกำรระเหย จะใช้เป็น “Sample extract” ที่จะใช้ในกำรตรวจต่อไป 

1. ตัวอย่ำงผัก-ผลไม้บด/หั่นละเอียด 5 กรัม 

 
 
 
 
 
 
 

3. เขย่ำประมำณ 1 นำที แล้วตั้งทิ้งไว้ 10 – 15 นำที 

4. ดูดน้ ำยำสกัดตัวอย่ำง จำกข้ันตอนที่ 3 
ลงในหลอดแก้ว จ ำนวน 1 ซีซี / 4 ส่วน 

การอา่นผล 


