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Abstract 
Analytical method validation for organophosphorus pesticide residues analysis in exporting fresh longans 

using an extraction of modified method based on the Steinwandter (1985) by GC-FPD (Gas Chromatography with 
Flame Photometric Detection) was investigated. Five organophosphorus pesticide residues, i.e. diazinon, 
malathion, pirimiphos-methyl, chlorpyrifos and ethion in fortified longan samples were analyzed by GC-FPD and 
separated on a (5%-phenyl)-methylpolysiloxane capillary column. It was found that the range and linearity of the 
method were 0.005 - 5 mg/kg (R2 > 0.995). The specificity indicated by relative standard deviation percentage 
(%RSD) of the retention time was from 0.053 to 1.178 % when the resolution values had more than 1.0. The 
accuracy indicated by the percentage of recovery test at low, medium and high concentration levels of pesticide 
residues at 0.01, 0.20 and 2.00 mg/kg were 91-105, 90-98 and 94-97%, respectively. The precision of the method 
were investigated at 0.01-2.0 mg/kg (n=10). The result indicated that %RSD was 3.32-15.67% and HORRAT was 
less than 2.0. Limit of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ) were 0.006 and 0.01 mg/kg, respectively. 
In conclusion, the performance characteristic of this method was suitable to be used in the determination of five 
organophosphorus pesticide residues in exporting fresh longans in compliance with ISO/IEC 17025: 2005. The 
accredited laboratory of Office of Agricultural Research and Development Region 1 has approved this method for 
pesticide residue analyses in fresh longan for export, there were 139 longan samples in total analyzed during 
November 2009 to February 2011. 
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บทคัดยอ 

การตรวจสอบความใชไดของวิธีการวิเคราะหหาปริมาณออรกาโนฟอสฟอรัสในเนื้อลําไยสดสงออก โดยใชวิธีสกัด
ดัดแปลงจากวิธีของ Steinwandter (1985) เพื่อใชในหองปฏิบัติการ รวมกับการใชเคร่ืองแกสโครมาโทกราฟ (GC-FPD) เพื่อ
วิเคราะหสารกลุมออรกาโนฟอสฟอรัส 5 ชนิดตกคางในตัวอยางลําไยสดดวยเทคนิค fortified sample ไดแก diazinon, 
pirimiphos – methyl, malathion, chlorpyrifos และ ethion โดยใช capillary column ชนิด (5%-phenyl)-
methylpolysiloxane พบวา ชวงของการวัด (range) และความเปนเสนตรง (linearity) อยูระหวาง 0.005 – 5 มก./กก. (R2 > 
0.995) เม่ือทดสอบความจําเพาะเจาะจง (specificity) ไดคาสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (%RSD) ของเวลาในการหนวงอยู
ในชวง 0.053 – 1.178% และคาการแยกพีคสารแตละชนิด (resolution) > 1.0 คาความแมน (accuracy) ของวิธีทดสอบโดย
การหาเปอรเซ็นตการคืนกลับ (%recovery test) ที่ระดับความเขมขนตํ่า, กลาง และสูงของสารตกคาง ไดแก 0.01, 0.20 และ 
2.00 มก./กก. พบคาอยูในชวง 91-105, 90-98 และ 94-97% ตามลําดับ การหาคาความเท่ียง (precision) ของวิธีทดสอบ
ในชวง 0.01 ถึง 2.0 มก./กก. (n=10) พบวา %RSD มีคาระหวาง 3.32-15.67% และคา HORRAT < 2 สวนขีดจํากัดของการ
ตรวจพบ (LOD) และขีดจํากัดของการวัดเชิงปริมาณ (LOQ) มีคา 0.006 และ 0.01 มก./กก. ตามลําดับ โดยสรุปแลววิธี
ทดสอบน้ีมีความเหมาะสมในการทดสอบหาสารปราบศัตรูพืชออรกาโนฟอสฟอรัส 5 ชนิดตกคางในลําไยสดสงออก ตาม
มาตรฐาน ISO/IEC 17025: 2005 โดยหองปฏิบัติการสํานักวิจัยและพัฒนาการเกษตรเขตท่ี 1 ที่ผานการรับรองไดนําวิธีการนี้
ไปวิเคราะหตัวอยางลําไยสดสงออกที่ผานระบบนี้ต้ังแต พฤศจิกายน 2552 ถึงกุมภาพันธ พ.ศ. 2554 รวมจํานวน 139 ตัวอยาง 

                                                           
1 สํานักวจิัยและพัฒนาการเกษตรเขตที่ 1 จังหวัดเชยีงใหม อ. เมือง จ. เชียงใหม 50000  
1  Office of Agricultural Research and Development Region 1, Mueang, Chiang Mai, 50290   
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คํานํา 
ลําไยเปนไมผลเศรษฐกิจสําคัญชนิดหนึ่งซึ่งจัดอยูในกลุมสินคาเพื่อการสงออก โดยสวนใหญสงออกไปยังประเทศจีน

และอินโดนีเซีย พื้นที่ปลูกลําไยสวนมากอยูทางภาคเหนือของประเทศไทย ไดแก เชียงใหม ลําพูน เชียงราย ลําปาง แพร และ
นาน ซึ่งอยูในเขตความรับผิดชอบของสํานักวิจัยและพัฒนาการเกษตรเขตท่ี 1 ปญหาหน่ึงที่มักพบไดในลําไย คือ การตกคาง
ของวัตถุอันตรายทางการเกษตร โดยเฉพาะสารในกลุมออรกาโนฟอสฟอรัสที่พบการตกคางในกลุมนี้ ไดแก คลอไพริฟอส และ
อีไธออน เปนตน เนื่องจากสารพิษในกลุมนี้เปนที่นิยมใชกันมาก ละลายไดดีในน้ํา สลายตัวไดดีในธรรมชาติ มีพิษคอนขางสูง 
สลายตัวเร็ว มีประสิทธิภาพสูงในการปองกันกําจัดศัตรูพืช และมีฤทธิ์ยับย้ังการทํางานของเอนโซมโคลีนเอสเตอเรสแบบถาวร 
นอกจากนี้บางชนิดยังดูดซึมเขาไปในพืชและออกฤทธิ์ไดนานเปนเหตุใหประเทศผูนําเขาออกกฎระเบียบ และมาตรการ
สุขอนามัยที่เขมงวดตอสารเคมีตกคาง ตามมา 

การวิเคราะหสารปราบศัตรูพืชตกคางจึงมีความสําคัญอยางมากสําหรับสินคาเกษตรเพื่อการสงออก เนื่องจากเปน
การควบคุมคุณภาพใหเปนไปตามขอกําหนดของประเทศคูคา ผลการตรวจสอบจากหองปฏิบัติการเปนส่ิงที่ยืนยันถึงความ
ปลอดภัยของอาหาร ดังนั้นในการตรวจสอบ และรายงานผลการวิเคราะหเพื่อใหผลการวิเคราะหที่ออกมามีความถูกตอง 
แมนยํา และนาเช่ือถือ อีกทั้งเปนตามขอกําหนดในมาตรฐาน ISO/IEC 17025:2005 (นิรนาม, 2548) จึงจําเปนอยางย่ิงที่ตอง
ทําการตรวจสอบความใชไดของวิธีวิเคราะห (ทิพวรรณ นิ่งนอย, 2549) ที่ใช โดยมีวิธีการพิสูจนความถูกตองแมนยําของวิธี
วิเคราะหทั้งในเชิงคุณภาพและเชิงปริมาณ เพื่อใหเกิดความม่ันใจในการรายงานผลการวิเคราะหนั้นๆ  

 
อุปกรณและวิธีการ 

ทําการวิเคราะห reagent blank และ fortified sample เพื่อทดสอบพารามิเตอร 7 ตัว คือ ชวงของการวัด (range), 
ความเปนเสนตรง (linearity), accuracy, precision, limit of detection (LOD), limit of quantitation (LOQ) และ specificity 
ใชวิธีทดสอบเพื่อหาปริมาณออรกาโนฟอสฟอรัส 5 ชนิดในผลลําไยสด (Steinwandter H,1985.) โดยมีกรรมวิธีในการวิเคราะห
ดังนี้ คือ นําตัวอยางลําไยสดประมาณ 2 กก. แยกก่ิงและใบออก จากนั้นผากลางผลและแกะเมล็ดออก เอาเน้ือคร่ึงซีกของผล
ทุกผลมาปนใหเปนชิ้นเล็กๆ ดวยเคร่ืองปนยอย (food processer) แลวช่ังตัวอยางที่ปนยอยแลว 25 ± 0.1 กรัม ใสขวด 
(laboratory bottle) ขนาด 250 มล. เติมอะซิโตน 50 มล. ปนใหเปนเนื้อเดียวกันดวย homogenizer ที่ความเร็วประมาณ
13,000 รอบ/นาที นาน 1 นาที เติมโซเดียมคลอไรด ประมาณ 8 กรัม และ ไดคลอโรมีเธน 40 มล. แลวปนอีกคร้ังนาน 1 นาที 
นําสวนใสใสขวดรูปชมพู (erlenmeyer flask) ที่มีโซเดียมซัลเฟต แอนไฮดรัสประมาณ 30 กรัม ปดฝาแลวทิ้งไวนานประมาณ 
10 นาที กรองผานกรวยกรองท่ีมีโซเดียมซัลเฟต แอนไฮดรัสบรรจุอยูลงสูกระบอกตวง นําสารละลายที่ผานการกรอง 50 มล.
ถายลงขวดกนแบน (flat-bottom flask) กล้ัวลางกระบอกตวงดวยอะซิโตนประมาณ 10 มล. จํานวน 2 คร้ัง นําไปลดปริมาตร
ดวยเคร่ือง rotary evaporator (ระวังอยาใหแหง) ปรับปริมาตรดวยอะซิโตนใหได 5 มล. เขยาใหเขากัน นําสารละลายใสขวด
ฉีดสารตัวอยางอัตโนมัติ (autosampler vial) เพื่อวิเคราะหดวยเคร่ืองแกสโครมาโทกราฟ (GC-FPD) โดยใช capillary column 
ชนิด (5%-phenyl)-methylpolysiloxane 

หองปฏิบัติการสํานักวิจัยและพัฒนาการเกษตรเขตท่ี 1 ที่ผานการรับรองมาตรฐานหองปฏิบัติการทดสอบ (ISO/IEC 
17025:2005) ไดนําวิธีการนี้ไปวิเคราะหตัวอยางลําไยสดสงออกต้ังแต พฤศจิกายน 2552 ถึงกุมภาพันธ พ.ศ. 2554 รวม
จํานวน 139 ตัวอยาง 

 
ผล 

ในการทดสอบ reagent blank และ fortified sample ที่มีความเขมขน 10 ระดับต้ังแต 0.005 - 5.0 มก./กก. ของสาร
ปราบศัตรูพืชตกคาง 5 ชนิด ไดแก diazinon, pirimiphos methyl, malathion, chlorpyrifos และ ethion ทําความเขมขนละ 1 
ซ้ํา เม่ือตรวจสอบชวงของการวัดโดยนําคาความเขมขนของ fortified sample และคาของพื้นที่ใตพีกมาเขียนกราฟแสดง
ความสัมพันธเชิงเสนและคํานวณคา correlation coefficient (R2) ของสารทั้ง 5 ชนิด พบวา R2 เทากับ 0.9987, 0.9987, 
0.9986, 0.9987 และ 0.9989 ตามลําดับ 

เม่ือทดสอบ fortified sample ของสารพิษกลุมออรกาโนฟอสฟอรัส 5 ชนิด ตามความเขมขน 10 ระดับ ต้ังแต 0.005 - 
5 มก./กก. ทําความเขมขนละ 3 ซ้ํา เม่ือตรวจสอบความเปนเสนตรงโดยนําคาความเขมขนของ fortified sample และคาของ
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พื้นที่ใตพีกมาเขียนกราฟแสดงความสัมพันธเชิงเสนและคํานวณคา correlation coefficient (R2) ของ diazinon, pirimiphos 
methyl, malathion, chlorpyrifos และ ethion พบวา R2 เทากับ 0.9997, 0.9997, 0.9997, 0.9998 และ 0.9998 ตามลําดับ 

การทํา fortified sample ที่ 3 ระดับ คือ ตํ่า กลาง และสูงในชวง 0.01-2.00 มก./กก. โดยทําความเขมขนละ 10 ซ้ํา 
พบวา %recovery ของสารปราบศัตรูพืชกลุมออรกาโนฟอสฟอรัสในลําไยที่ระดับตํ่าอยูในชวง 91-105 % ระดับกลางอยูในชวง 
90-98 % และ ระดับสูงอยูในชวง 94-97 % สวนคา %การเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (%relative standard deviation; 
%RSD) อยูระหวาง 3.32-15.67  และคา HORRAT (Horwitz’s ratio) < 2 

 
Table 1  Average %recovery of diazinon, pirimiphos methyl, malathion, chlorpyrifos and ethion in fresh longan 

flesh at 0.01, 0.20 and 2.00 mg/kg (n=10). 
 

Average %recovery diazinon pirimiphos methyl malathion chlorpyrifos ethion 
0.01 98.02 91.82 93.13 104.3 94.33 
0.20 90.77 91.93 97.76 93.89 94.02 
2.00 96.24 95.86 96.83 94.17 95.04 

 
Table 2  %RSD and HORRAT values of diazinon, pirimiphos methyl, malathion, chlorpyrifos and ethion in fresh 

longan flesh at 0.01, 0.20 and 2.00 mg/kg (n=10). 
 

Pesticide name 0.01mg/kg 0,20 mg/kg 2.00mg/kg 
%RSD HORRAT %RSD HORRAT %RSD HORRAT 

diazinon 9.23 0.44 3.44 0.26 7.47 0.79 
pirimiphos-methyl 7.03 0.34 3.32 0.25 7.82 0.83 
malathion 15.67 0.74 3.84 0.29 9.04 0.95 
chlorpyrifos 6.04 0.30 4.31 0.33 8.31 0.89 
ethion 8.30 0.39 4.05 0.30 8.11 0.84 

 
การทํา fortified samples ที่ระดับความเขมขน 0.006 มก./กก. (10 ซ้ํา) ตามวิธีทดสอบการหาปริมาณสารพิษตกคาง

กลุมออรกาโนฟอสฟอรัสในเนื้อลําไยสด พบวาอัตราสวน signal/noise ของ diazinon, pirimiphos methyl, malathion, 
chlorpyrifos และ ethion เทากับ 5.9, 4.4, 3.1, 4.6 และ 3.1 ตามลําดับ 

จากการตรวจสอบสารละลายมาตรฐาน diazinon, pirimiphos-methyl, malathion, chlorpyrifos และethion ซึ่งมี
ความเขมขนชวง 0.005-5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร จํานวน 7 ซ้ํา พบวา retention time (tR) เฉล่ียเทากับ 7.096 , 8.949 , 9.231 , 
9.575 และ 16.183 นาที ตามลําดับ สวน %RSD ของ retention time (tR) อยูในชวง 0.010, 0.025, 0.024, 0.148 และ 0.020 
พบคา Resolution นอยที่สุด ไดแก Resolution ของการแยกสาร pirimiphos-methyl และ malathion ที่ความเขมขน 0.005 
มก./กก. มีคาเทากับ 2.43 

 
Table 3  Average resolution of diazinon, pirimiphos methyl, malathion, chlorpyrifos and ethion at 0.005 – 5 μg/ml 

(n=7). 
 

Pesticide name Concentration (μg/ml)
[0.005] [0.01] [0.02] [0.1] [0.5] [1] [2] [5] 

diazinon - - - - - - - - 
pirimiphos methyl 27.37 31.19 31.33 31.12 30.95 31.06 30.94 31.47 
malathion 2.43 3.91 4.08 4.04 4.05 4.05 4.03 4.09 
chlorpyrifos 2.97 4.44 4.73 4.64 4.67 4.69 4.62 4.76 
ethion 44.80 63.48 63.85 62.16 62.17 62.93 62.99 63.73 
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วิจารณผล 
จากการตรวจสอบความใชไดของวิธีทดสอบในความเขมขนชวง 0.005 - 5 มก./กก. คา correlation coefficient (R2) 

> 0.995 แสดงวาในชวงของการวัด (range) นี้มีการตอบสนองเปนเสนตรง นอกจากนี้พีคสารแตละชนิดมีการแยกไมนอยกวา 
1.0 ดังนั้นวิธีนี้จึงมีความจําเพาะ เม่ือ fortified sample ที่ 3 ระดับ คือ ในชวง 0.01-2.00 มก./กก. แลวพิจารณา % recovery ที่
ความเขมขน 0.01 และ 2.00 มก./กก. มีคาไมเกินชวง 60-115 % และ 80-110 % ตามลําดับ สวน %RSD อยูในชวง 3.32-
15.67 ซึ่งนอยกวา 21 และพิจารณา HORRAT (Horwitz ‘ s ratio)   2 พบวามีคานอยกวา 2 ดังนั้นจึงเปนไปตามเกณฑ
กําหนดของ AOAC Peer-verified method และสามารถวิเคราะหไดอยางถูกตอง (accuracy) และแมนยํา (precision) เม่ือหา
คา LOQ และ LOD โดยการทํา fortified samples ที่ความเขมขนตํ่า แลวพิจารณา LOQ จาก accuracy และ precision ที่
ความเขมขน 0.01 มก./กก มีผลการทดสอบ accuracy และ precision ผานเกณฑมาตรฐาน ดังนั้น LOQ จึงเทากับ 0.01 มก./
กก. สวนคา LOD พิจารณาจากอัตราสวน signal/noise  3 ซึ่งที่ความเขมขน 0.006 มก./กก. สารทุกตัวมีอัตราสวน 
signal/noise เปนไปตามเกณฑ 

ปจจุบันหองปฏิบัติการสํานักวิจัยและพัฒนาการเกษตรเขตท่ี 1 ไดรับการรับรองตามมาตรฐาน ISO/IEC 17025: 
2005 ในขอบขายการทดสอบหาสารปราบศัตรูพืชตกคางกลุมออรกาโนฟอสฟอรัสในลําไยสดสงออก 5 ชนิดและไดวิเคราะห
ตัวอยางลําไยสดสงออกดวยวิธีนี้ทั้งส้ิน 139 ตัวอยาง (ต้ังแต พฤศจิกายน 2552 ถึงกุมภาพันธ พ.ศ. 2554) 

 
สรุป 

วิธีทดสอบน้ีมีความเหมาะสมในการทดสอบหาสารปราบศัตรูพืชตกคางกลุมออรกาโนฟอสฟอรัสในลําไยสด 5 ชนิด 
ไดแก diazinon, pirimiphos-methyl, malathion, chlorpyrifos และ ethion โดยมีชวงของการวัด (range) ที่มีความจําเพาะ
เจาะจง และความเปนเสนตรงอยูในชวง 0.005 - 5 มก./กก. สามารถวิเคราะหตัวอยางไดอยางถูกตอง (accuracy) และแมนยํา 
(precision) ในชวงความเขมขนระหวาง 0.01-2 มิลลิกรัม/กิโลกรัม โดยคา LOD และ LOQ ของสารทั้ง 5 ชนิด เทากัน คือ 
0.006 และ 0.01 มก./กก. ตามลําดับ 
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