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Abstract 
This research was aimed to study the feasibility of near infrared spectroscopy (NIRs) technique for 

determination of insecticide residue in yard long bean. A total of 112 organic yard long bean samples were 
prepared by homogenizing and then adding standard chlorpyrifos at the concentration range of 0.02-250 ppm. 
Determination of retained chlorpyrifos in samples by gas chromatography–mass spectrometry (GC-MS). Spectra 
were acquired from each sample in five different modes of preparation including, paste, acetonitrile extracted 
solution (2nd extracted solution), toluene extracted solution (3rd extracted solution) and dry extract system for near 
infrared (DESIR) for 2nd and 3rd extracted solution, in wavelength 800-2500 nm. Reflectance mode was applied to 
paste while transflectance mode was applied to extracted solution. In addition, transmittance mode was used for 
DESIR samples. It was found that calibration model built from paste’s spectrum gave the best model for prediction with 
R2 0.8463, RMSECV 23.4 ppm, RPD 2.55 and bias 0.596 and the model from DESIR of acetonitrile extracted solution 
gave R2 0.8422, RMSECV 20.1 ppm, RPD 2.53. When consider R2 and RPD, NIRs was able to roughly determine 
chlorpyrifos residue in yard long bean by measuring spectra from paste. However, it was found that the percentage 
error of the predicted values compared to the true values was very high especially for the samples with chlorpyrifos 
concentration less than 100 ppm. Therefore, more samples should be taken to build the new model. 
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บทคดัยอ 

 งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงคเพ่ือศึกษาการตรวจสอบสารคลอไพริฟอสตกคางในถั่วฝกยาวแบบรวดเร็วดวยเทคนิค 
สเปกโทรสโกปอินฟราเรดยานใกล (Near infrared spectroscopy, NIRs) โดยศึกษาในตัวอยางถั่วฝกยาวอินทรียจํานวน 112 
ตัวอยาง โดยเติมสารคลอไพริฟอสลงในตัวอยางปนละเอียดใหมีความเขมขนตั้งแต 0.02-250 ppm วิเคราะหปริมาณคลอไพริ
ฟอสในตัวอยางดวยเทคนิคแกสโครมาโทกราฟ-แมสสเปกโตรมิทรี (GC-MS) โดยในแตละตัวอยางจะทําการวัดสเปกตรัมจาก
ตัวอยางท่ีเตรียมแตกตางกัน 5 แบบ ไดแก ตัวอยางปนละเอียด สารสกัดท่ีไดจากการสกัดถั่วฝกยาวปนละเอียดดวยอะซิโตไน
ไตรล (สารสกัดขั้นท่ี 2) สารสกัดท่ีไดจากการสกัดถั่วฝกยาวปนละเอียดดวยโทลูอีน (สารสกัดขั้นท่ี 3) และการใชเทคนิค dry 
extract system for near infrared (DESIR) กับสารสกัดขั้นท่ี 2 และ 3 โดยวัดในชวงความยาวคล่ืน 800-2500 นาโนเมตร  
ตัวอยางปนละเอียดจะวัดในรูปแบบการสะทอน สารสกัดวัดในรูปแบบสองผานแลวสะทอนกลับ และ DESIR วัดในรูปแบบสอง
ผาน จากการศึกษาพบวาการสรางสมการจากสเปกตรัมท่ีวดัจากถั่วฝกยาวปนละเอียดให R2 สูงท่ีสุดท่ี 0.8463 RMSECV 23.4 
ppm RPD 2.55 และคาความเอนเอียง 0.596 และสมการท่ีสรางจากสเปกตรัมของเทคนิค DESIR ของสารสกัดขั้นท่ี 2 จะให 
R2 0.8422 RMSECV 20.1 ppm และ RPD 2.53 เมื่อพิจารณาจากคา R2 และ RPD ท่ีสูง พบวาเทคนิค NIRs สามารถใชในการ
วิเคราะหสารคลอไพริฟอสตกคางในถั่วฝกยาวไดในระดับหยาบๆ โดยวัดสเปกตรัมจากตัวอยางปนละเอียด อยางไรก็ตามเมื่อ
คํานวณคารอยละของความผิดพลาดของคาท่ีไดจากการทํานายดวย NIRs กับคาจริง พบวามีความผิดพลาดสูงมาก 
โดยเฉพาะอยางยิ่งตวัอยางท่ีมีความเขมขนนอยกวา 100 ppm ดังน้ันจึงควรมีการศึกษาเพ่ิมเติม โดยการเพ่ิมจํานวนตัวอยางท่ี
มีความเขมขนตางๆเพ่ือใชในการสรางสมการ 
คําสําคัญ: ยาฆาแมลงตกคาง  การวิเคราะหแบบรวดเร็ว  ถั่วฝกยาว  
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คํานํา 
ปญหาหลักของการสงออกถั่วฝกยาวคือการตกคางของยาฆาแมลงเกินมาตรฐานกําหนด จากผลการสุมตรวจยาฆา

แมลงตกคางในผักของเครือขายเตือนภัยสารเคมีกําจัดศัตรูพืชพบวาตวัอยางถั่วฝกยาวท่ีสุมมาท้ังหมดมีการปนเปอนสารพิษ
ตกคางยาฆาแมลงเกินท่ีกฎหมาย กําหนดรอยละ 42.9  โดยสารคลอไพริฟอสเปนหน่ึงในสารท่ีพบวามกีารตกคางมากใน
ถั่วฝกยาว (Thai-PAN, 2558) วิธท่ีีใชในการตรวจสอบยาฆาแมลงตกคางในถั่วฝกยาว  ในปจจุบันมีขอกําจัดคอืเปนวธิีท่ีทําลาย
ตัวอยาง ใชระยะเวลานาน และตองการผูท่ีมีประสบการณทํางานมาก เทคนิค NIRs จึงมีความนาสนใจในการนํามาวเิคราะห
ยาฆาแมลงตกคางในถัว่ฝกยาวเพราะเปนวธิีการวิเคราะหท่ีรวดเร็วและไมทําลายตัวอยางหรือมีการเตรียมตัวอยางนอย ดังน้ัน
งานวจิัยน้ีจึงมวีัตถุประสงคเพ่ือศกึษาความเปนไปไดในการใช เทคนิค NIRs ในการติดตามปริมาณคลอไพริฟอสตกคางใน
ถั่วฝกยาว 

 
อุปกรณและวิธกีาร 

1 ตัวอยางและการเตรียมตวัอยาง 
ในการศึกษาน้ีเลือกซื้อถัว่ฝกยาวอินทรียจากหางสรรพสินคาจํานวน 88 ตัวอยาง และซื้อถัว่ฝกยาวท่ีคาดวามีการ

ตกคางของยาฆาแมลงท่ีตลาดปฐมมงคล จังหวดันครปฐมจํานวน 24 ตัวอยาง โดยเลือกถั่วฝกยาวท่ีไมมีตาํหนิ จากน้ันนํา
ตัวอยางมาปนละเอียด แลวชั่งตวัอยาง 15 กรัม ใสลงในหลอดสําหรับปนเหวี่ยงขนาด 50 ml จากน้ันเติมสารมาตรฐานคลอไพริ
ฟอสลงในตัวอยางใหมีความเขมขนคลอไพริฟอสตามท่ีตองการ (0.02-250 ppm) เขยาใหเขากัน 1 นาที ตัวอยางท่ีผสมกับสาร
มาตรฐานคลอไพริฟอสเรียบรอยแลว เรียกวา “paste”  จากน้ัน “paste” จะถูกนําไปสกัดโดยใชวิธี QuEChERS ซึ่งดัดแปลง
จากวิธีของ Lehotay (2007) เตมิอะซิโตไนไตรล   15 ml เติม MgSO4 anh. 6±0.3 g และ NaOAC 2.5±0.2 g แลวเขยาใหเขา
กัน 1 นาที จากน้ันนําไปหมุนเหวี่ยงเพ่ือแยกสวนสารละลายเปนเวลา 1 นาที ดวยความเร็ว 3,500 รอบตอนาที ไดสารสกดัสี
เขียวใสลอยอยูดานบน สารสกัดน้ีเรียกวา  “สารสกัดขั้นท่ี 2” ดูดสารสกัดใสมา 5 ml ใสในหลอดสําหรับหมุนเหวีย่งขนาด 15 
ml เพ่ือทําใหบริสุทธิ์โดยเติม MgSO4 anh. 0.75±0.15 g, PSA 2.5±0.05 g และ GCB 0.1±0.02 g เขยาใหเขากัน 1 นาที 
จากน้ันนําไปหมุนเหวีย่งเพ่ือแยกสวนสารละลายใสเปนเวลา 1 นาที ดวยความเร็ว 3,500 รอบตอนาที ดูดสารสกัดสวนใสมา 
3.5 ml ใสลงในหลอดปรับปริมาตร เติมโทลูอีนลงไป 0.5 ml จากน้ันเปาดวยแกสไนโตรเจนเพ่ือระเหยอะซิโตไนไตรลออก เปา
ระเหยจนเหลือปริมาตรสารสกดั 0.5 ml จากน้ันปรับปริมาตรเปน 3.5 ml ดวยโทลูอีนไดสารสกัดสุดทาย เรียกสารสกัดสวนน้ีวา 
“สารสกัด ขั้นท่ี 3” สารสกัด 1 ml จะถูกนําไปกรองผาน 0.45 µm ของไนลอนฟวเตอรเพ่ือวิเคราะหคาทางเคมีดวยวิธีแกส      
โครมาโทกราฟ-แมสสเปกโตรมิทรี สารสกัดท้ังสองขั้นตอนจะถกูแบงมาเตรียมการวัดในระบบ NIRs ดวยเทคนิค DESIR  โดย
นําสารสกัด 1 ml ของในแตละขั้นตอนมาหยดลงบนกระดาษกรองไมโครไฟเบอรชนิดใยแกวขนาดเสนผานศูนยกลาง 37 mm 
แลวระเหยตวัทําละลายออกใหหมด ไดเปน “DESIR ขั้นท่ี 2” และ “DESIR ขั้นท่ี 3” 
2 การวดัในระบบของสเปกโทรสโกปอนิฟราเรดยานใกล 

นําตัวอยาง “paste” “สารสกัดขัน้ท่ี 2” “สารสกัดขั้นท่ี 3” “DESIR ขั้นท่ี 2“ และ “DESIR ขั้นท่ี 3“ มาวดัสเปกตรัมดวย
เคร่ือง สเปกโทรสโกปอินฟราเรดยางใกล FT-NIR รุน MPA (บริษัท Bruker Hong Kong Limited) ใชความยาวคล่ืน 800-2500 
nm วัดสเปกตรัมในระบบการวดัในรูปแบบตางๆแสดงใน Figure 1 จากน้ันเสนสเปกตรัมและคาทางเคมจีะถูกนําไปสราง
สมการทํานายและทวนสอบสมการดวย cross validation โดยใชโปรแกรม OPUS เวอรชัน 7.2.139.1294 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1  Flowchart of NIRs measurement. 
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3 ระบบการวิเคราะหดวยแกสโครมาโทกราฟ-แมสสเปกโตรมิทรี 
วัดปริมาณคลอไพริฟอสตกคางในถั่วฝกยาวดวยเคร่ืองแกสโครมาโทกราฟ-แมสสเปกโตรมิทรี (Shimadzu GCMS-

QP2010Ultra, Ionization method: EI) ใชคอลัมน  Agilent DB-5ms ขนาด 0.25 mm x 30 m ปริมาตรฉีด 2 µL ในรูปแบบฉีด
เขาท้ังหมด อุณหภูมิฉีดเขา 250°C ระบบการตั้งคาอุณหภูมขิองตูคอลัมนเปน 100oC เปนเวลา 1.865 นาที จากน้ันเพ่ิมขึ้นดวย
อัตรา 30 oC ตอนาทีเมื่ออุณหภูมิสูงถึง 175 oC จึงเพ่ิมอัตราเปน 6.5 oC ตอนาที จนอุณหภูมิเพ่ิมขึ้นถึง 210 oC แลวคงท่ีไวเปน
เวลา 3 นาที จากน้ันเพ่ิมอุณหภูมิดวยอัตรา 20 oC ตอนาทีจนอุณหภูมิสูงถึง 280 oC คงท่ีไวเปนเวลา 1 นาที ตั้งอุณหภูมิของ
แมสสเปกโตรมเิตอรท่ี 230 oC เวลาในการกําจัดตวัทําละลาย 2.8 นาที  

 
ผล 

สเปกตรัมจากเทคนิค NIRs ของตัวอยางถั่วฝกยาวจะแสดงดงั Figure 2  โดยภาพท่ี 2A คือสเปกตรัมของ paste และ 
2B คือสเปกตรัมของสารสกัดขั้นท่ี 2 พบวาเสนสเปกตรัมของ paste มีลักษณะเปนพีคกวาง (broad band) และมีการเล่ือนขึ้น
ของสเปกตรัมตามแนวแกน y (baseline shift effect) จะพบพีคท่ีความยาวคล่ืน 1400-1500 nm ซึ่งแสดงถึงตาํแหนงการ
ดูดกลืนของนํ้า สวนสเปกตรัมของสารสกัดขั้นท่ี 2 จะไมพบท้ังพีคท่ีตําแหนงการดดูกลืนของนํ้าและ baseline shift effect และ
จากการสรางสมการการทํานายท่ีไดจากการเตรียมตัวอยาง 5 แบบ พบวาสมการท่ีใหคา R2 และ RPD ท่ีดีท่ีสุดในกลุมทวน
สอบคือสมการทํานายท่ีสรางจาก paste (Table 1) สําหรับแผนภาพการกระจายของสมการทวนสอบของ paste แสดงใน 
Figure 3 จะพบวาขอมูลมีแนวโนมไปทางเดียวกับเสน target line แตพบวาขอมูลสวนใหญมีการกระจายออกจากเสน target 
line โดยเฉพาะขอมูลท่ีมคีวามเขมขนต่ํากวา 100 ppm ทําใหคาความผิดพลาดในการทํานายสูง 
 
 
             
 
 

 
 
 

             
 
Figure 2  NIR spectra of yard long bean paste (A) and acetonitrile extracted solution (B)  
Table 1 Statistic values of calibration and validation models that were built from different modes of spectral 

acquisition 
 

 

 
 
 

Samples N Pretreatment 
Calibration Validation 

R2 RMSEE 
(ppm) 

R2 RMSECV 
(ppm) 

RPD Bias 

paste  107 1stderivative 0.9096 18.5 0.8463 23.4 2.55 0.596 

2nd extracted soln 100 SNV 0.9445 12.8 0.7916 23.9 2.19 0.462 

2nd DESIR  102 1st + SNV 0.8825 17.7 0.8422 20.1 2.53 0.276 

3rd extracted soln 109 COE 0.8578 22.2 0.3807 44.4 1.27 -0.0757 

3rd DESIR  101 1st + SNV 0.7950 16.5 0.6588 20.9 1.71 0.267 

A B 
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Figure 3  Scattering plot of validation model of paste       Figure 4   Histogram of chlopyrifos concentrations  
                                                                                   that were used in this study 
 

วิจารณผล 
ถึงแมผลทางสถิตใิน Table 1 จะพบวาการสรางสมการทํานายจาก paste จะใหผลท่ีดี โดยจะให R2 และ RPD ท่ีสูง 

อยางไรกต็ามหากพิจารณาจากคา RMSECV ยังพบวามีคาสูง ซึ่งหมายถึงเทคนิคน้ียงัไมสามารถนําไปใชในการทํานาย
ปริมาณคลอไพริฟอสในถัว่ฝกยาวได ท้ังน้ีอาจเน่ืองมาจากตวัอยางท่ีใชสรางสมการบางสวนมีความเขมขนต่าํมาก ซึง่จากภาพ
ท่ี 4 แสดงถึงแผนภาพการกระจายของขอมูลทางเคมีท่ีใชในการสรางสมการเทียบมาตรฐาน จะพบวามีตวัอยางท่ีมคีวาม
เขมขนของคลอไพริฟอสท่ีต่ํากวา 100 ppm อยูมาก ซึง่อาจทําใหการความผิดพลาดในการใชเทคนิค NIRs ในการทํานาย  

 
สรุป 

การสรางสมการเทียบมาตรฐานและทวนสอบสมการสําหรับตรวจสอบคลอไพริฟอสในถั่วฝกยาวท่ีใหคา R2 และ RPD 
สูงท่ีสุดน้ันไดจากเสนสเปกตรัมจาก paste และรองลงมาจะเปนสมการท่ีสรางจากเสนสเปกตรัมจาก DESIR ขั้นท่ี 2 อยางไรก็
ตามเมื่อพิจารณาความผิดพลาดของคาท่ีไดจากการทํานายดวยเทคนิค NIRs กับคาจริงท่ีวเิคราะหดวยเทคนิค GC-MS ของ
ตัวอยางท่ีศึกษา (%error) พบวาสมการท่ีไดยังไมมีความเปนไปไดในการทํานายคลอไพริฟอสโดยเฉพาะในชวงท่ีความเขมขน
นอยกวา 100 ppm เน่ืองจากใหความผิดพลาดท่ีสูง ในขณะท่ีชวงความเขมขนมากกวา 100 ppm ใหคาความผิดพลาดรอยละ 
12.6 ดังน้ันควรมีการศึกษาเพ่ิมเติมโดยการเพ่ิมจาํนวนตวัอยางในการสรางสมการ 
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