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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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บทคดัยอ 

 งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงคเพ่ือศึกษาการตรวจสอบสารคลอไพริฟอสตกคางในถั่วฝกยาวแบบรวดเร็วดวยเทคนิค 
สเปกโทรสโกปอินฟราเรดยานใกล (Near infrared spectroscopy, NIRs) โดยศึกษาในตัวอยางถั่วฝกยาวอินทรียจํานวน 112 
ตัวอยาง โดยเติมสารคลอไพริฟอสลงในตัวอยางปนละเอียดใหมีความเขมขนตั้งแต 0.02-250 ppm วิเคราะหปริมาณคลอไพริ
ฟอสในตัวอยางดวยเทคนิคแกสโครมาโทกราฟ-แมสสเปกโตรมิทรี (GC-MS) โดยในแตละตัวอยางจะทําการวัดสเปกตรัมจาก
ตัวอยางท่ีเตรียมแตกตางกัน 5 แบบ ไดแก ตัวอยางปนละเอียด สารสกัดท่ีไดจากการสกัดถั่วฝกยาวปนละเอียดดวยอะซิโตไน
ไตรล (สารสกัดขั้นท่ี 2) สารสกัดท่ีไดจากการสกัดถั่วฝกยาวปนละเอียดดวยโทลูอีน (สารสกัดขั้นท่ี 3) และการใชเทคนิค dry 
extract system for near infrared (DESIR) กับสารสกัดขั้นท่ี 2 และ 3 โดยวัดในชวงความยาวคล่ืน 800-2500 นาโนเมตร  
ตัวอยางปนละเอียดจะวัดในรูปแบบการสะทอน สารสกัดวัดในรูปแบบสองผานแลวสะทอนกลับ และ DESIR วัดในรูปแบบสอง
ผาน จากการศึกษาพบวาการสรางสมการจากสเปกตรัมท่ีวดัจากถั่วฝกยาวปนละเอียดให R2 สูงท่ีสุดท่ี 0.8463 RMSECV 23.4 
ppm RPD 2.55 และคาความเอนเอียง 0.596 และสมการท่ีสรางจากสเปกตรัมของเทคนิค DESIR ของสารสกัดขั้นท่ี 2 จะให 
R2 0.8422 RMSECV 20.1 ppm และ RPD 2.53 เมื่อพิจารณาจากคา R2 และ RPD ท่ีสูง พบวาเทคนิค NIRs สามารถใชในการ
วิเคราะหสารคลอไพริฟอสตกคางในถั่วฝกยาวไดในระดับหยาบๆ โดยวัดสเปกตรัมจากตัวอยางปนละเอียด อยางไรก็ตามเมื่อ
คํานวณคารอยละของความผิดพลาดของคาท่ีไดจากการทํานายดวย NIRs กับคาจริง พบวามีความผิดพลาดสูงมาก 
โดยเฉพาะอยางยิ่งตวัอยางท่ีมีความเขมขนนอยกวา 100 ppm ดังน้ันจึงควรมีการศึกษาเพ่ิมเติม โดยการเพ่ิมจํานวนตัวอยางท่ี
มีความเขมขนตางๆเพ่ือใชในการสรางสมการ 
คําสําคัญ: ยาฆาแมลงตกคาง  การวิเคราะหแบบรวดเร็ว  ถั่วฝกยาว  
 

                                                           
1 ภาควิชาเทคโนโลยีอาหาร คณะวิศวกรรมศาสตรและเทคโนโลยีอตุสาหกรรม มหาวิทยาลัยศิลปากร นครปฐม 73000 
1Department of Food Technology, Faculty of Engineering and Industrial Technology, Silpakorn University, Nakhon Pathom 73000 

http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/2169/chlorpyrifos-%E0%B8%84%E0%B8%A5%E0%B8%AD%E0%B8%A3%E0%B9%8C%E0%B9%84%E0%B8%9E%E0%B8%A3%E0%B8%B4%E0%B8%9F%E0%B8%AD%E0%B8%AA
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/2169/chlorpyrifos-%E0%B8%84%E0%B8%A5%E0%B8%AD%E0%B8%A3%E0%B9%8C%E0%B9%84%E0%B8%9E%E0%B8%A3%E0%B8%B4%E0%B8%9F%E0%B8%AD%E0%B8%AA
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/2169/chlorpyrifos-%E0%B8%84%E0%B8%A5%E0%B8%AD%E0%B8%A3%E0%B9%8C%E0%B9%84%E0%B8%9E%E0%B8%A3%E0%B8%B4%E0%B8%9F%E0%B8%AD%E0%B8%AA


 การพัฒนา ปที่ 46 ฉบับที่ 3/1 (พิเศษ) กันยายน-ธันวาคม  2558   ว. วิทยาศาสตรเกษตร                              348 

คํานํา 
ปญหาหลักของการสงออกถั่วฝกยาวคือการตกคางของยาฆาแมลงเกินมาตรฐานกําหนด จากผลการสุมตรวจยาฆา

แมลงตกคางในผักของเครือขายเตือนภัยสารเคมีกําจัดศัตรูพืชพบวาตวัอยางถั่วฝกยาวท่ีสุมมาท้ังหมดมีการปนเปอนสารพิษ
ตกคางยาฆาแมลงเกินท่ีกฎหมาย กําหนดรอยละ 42.9  โดยสารคลอไพริฟอสเปนหน่ึงในสารท่ีพบวามกีารตกคางมากใน
ถั่วฝกยาว (Thai-PAN, 2558) วิธท่ีีใชในการตรวจสอบยาฆาแมลงตกคางในถั่วฝกยาว  ในปจจุบันมีขอกําจัดคอืเปนวธิีท่ีทําลาย
ตัวอยาง ใชระยะเวลานาน และตองการผูท่ีมีประสบการณทํางานมาก เทคนิค NIRs จึงมีความนาสนใจในการนํามาวเิคราะห
ยาฆาแมลงตกคางในถัว่ฝกยาวเพราะเปนวธิีการวิเคราะหท่ีรวดเร็วและไมทําลายตัวอยางหรือมีการเตรียมตัวอยางนอย ดังน้ัน
งานวจิัยน้ีจึงมวีัตถุประสงคเพ่ือศกึษาความเปนไปไดในการใช เทคนิค NIRs ในการติดตามปริมาณคลอไพริฟอสตกคางใน
ถั่วฝกยาว 

 
อุปกรณและวิธกีาร 

1 ตัวอยางและการเตรียมตวัอยาง 
ในการศึกษาน้ีเลือกซื้อถัว่ฝกยาวอินทรียจากหางสรรพสินคาจํานวน 88 ตัวอยาง และซื้อถัว่ฝกยาวท่ีคาดวามีการ

ตกคางของยาฆาแมลงท่ีตลาดปฐมมงคล จังหวดันครปฐมจํานวน 24 ตัวอยาง โดยเลือกถั่วฝกยาวท่ีไมมีตาํหนิ จากน้ันนํา
ตัวอยางมาปนละเอียด แลวชั่งตวัอยาง 15 กรัม ใสลงในหลอดสําหรับปนเหวี่ยงขนาด 50 ml จากน้ันเติมสารมาตรฐานคลอไพริ
ฟอสลงในตัวอยางใหมีความเขมขนคลอไพริฟอสตามท่ีตองการ (0.02-250 ppm) เขยาใหเขากัน 1 นาที ตัวอยางท่ีผสมกับสาร
มาตรฐานคลอไพริฟอสเรียบรอยแลว เรียกวา “paste”  จากน้ัน “paste” จะถูกนําไปสกัดโดยใชวิธี QuEChERS ซึ่งดัดแปลง
จากวิธีของ Lehotay (2007) เตมิอะซิโตไนไตรล   15 ml เติม MgSO4 anh. 6±0.3 g และ NaOAC 2.5±0.2 g แลวเขยาใหเขา
กัน 1 นาที จากน้ันนําไปหมุนเหวี่ยงเพ่ือแยกสวนสารละลายเปนเวลา 1 นาที ดวยความเร็ว 3,500 รอบตอนาที ไดสารสกดัสี
เขียวใสลอยอยูดานบน สารสกัดน้ีเรียกวา  “สารสกัดขั้นท่ี 2” ดูดสารสกัดใสมา 5 ml ใสในหลอดสําหรับหมุนเหวีย่งขนาด 15 
ml เพ่ือทําใหบริสุทธิ์โดยเติม MgSO4 anh. 0.75±0.15 g, PSA 2.5±0.05 g และ GCB 0.1±0.02 g เขยาใหเขากัน 1 นาที 
จากน้ันนําไปหมุนเหวีย่งเพ่ือแยกสวนสารละลายใสเปนเวลา 1 นาที ดวยความเร็ว 3,500 รอบตอนาที ดูดสารสกัดสวนใสมา 
3.5 ml ใสลงในหลอดปรับปริมาตร เติมโทลูอีนลงไป 0.5 ml จากน้ันเปาดวยแกสไนโตรเจนเพ่ือระเหยอะซิโตไนไตรลออก เปา
ระเหยจนเหลือปริมาตรสารสกดั 0.5 ml จากน้ันปรับปริมาตรเปน 3.5 ml ดวยโทลูอีนไดสารสกัดสุดทาย เรียกสารสกัดสวนน้ีวา 
“สารสกัด ขั้นท่ี 3” สารสกัด 1 ml จะถูกนําไปกรองผาน 0.45 µm ของไนลอนฟวเตอรเพ่ือวิเคราะหคาทางเคมีดวยวิธีแกส      
โครมาโทกราฟ-แมสสเปกโตรมิทรี สารสกัดท้ังสองขั้นตอนจะถกูแบงมาเตรียมการวัดในระบบ NIRs ดวยเทคนิค DESIR  โดย
นําสารสกัด 1 ml ของในแตละขั้นตอนมาหยดลงบนกระดาษกรองไมโครไฟเบอรชนิดใยแกวขนาดเสนผานศูนยกลาง 37 mm 
แลวระเหยตวัทําละลายออกใหหมด ไดเปน “DESIR ขั้นท่ี 2” และ “DESIR ขั้นท่ี 3” 
2 การวดัในระบบของสเปกโทรสโกปอนิฟราเรดยานใกล 

นําตัวอยาง “paste” “สารสกัดขัน้ท่ี 2” “สารสกัดขั้นท่ี 3” “DESIR ขั้นท่ี 2“ และ “DESIR ขั้นท่ี 3“ มาวดัสเปกตรัมดวย
เคร่ือง สเปกโทรสโกปอินฟราเรดยางใกล FT-NIR รุน MPA (บริษัท Bruker Hong Kong Limited) ใชความยาวคล่ืน 800-2500 
nm วัดสเปกตรัมในระบบการวดัในรูปแบบตางๆแสดงใน Figure 1 จากน้ันเสนสเปกตรัมและคาทางเคมจีะถูกนําไปสราง
สมการทํานายและทวนสอบสมการดวย cross validation โดยใชโปรแกรม OPUS เวอรชัน 7.2.139.1294 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1  Flowchart of NIRs measurement. 
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3 ระบบการวิเคราะหดวยแกสโครมาโทกราฟ-แมสสเปกโตรมิทรี 
วัดปริมาณคลอไพริฟอสตกคางในถั่วฝกยาวดวยเคร่ืองแกสโครมาโทกราฟ-แมสสเปกโตรมิทรี (Shimadzu GCMS-

QP2010Ultra, Ionization method: EI) ใชคอลัมน  Agilent DB-5ms ขนาด 0.25 mm x 30 m ปริมาตรฉีด 2 µL ในรูปแบบฉีด
เขาท้ังหมด อุณหภูมิฉีดเขา 250°C ระบบการตั้งคาอุณหภูมขิองตูคอลัมนเปน 100oC เปนเวลา 1.865 นาที จากน้ันเพ่ิมขึ้นดวย
อัตรา 30 oC ตอนาทีเมื่ออุณหภูมิสูงถึง 175 oC จึงเพ่ิมอัตราเปน 6.5 oC ตอนาที จนอุณหภูมิเพ่ิมขึ้นถึง 210 oC แลวคงท่ีไวเปน
เวลา 3 นาที จากน้ันเพ่ิมอุณหภูมิดวยอัตรา 20 oC ตอนาทีจนอุณหภูมิสูงถึง 280 oC คงท่ีไวเปนเวลา 1 นาที ตั้งอุณหภูมิของ
แมสสเปกโตรมเิตอรท่ี 230 oC เวลาในการกําจัดตวัทําละลาย 2.8 นาที  

 
ผล 

สเปกตรัมจากเทคนิค NIRs ของตัวอยางถั่วฝกยาวจะแสดงดงั Figure 2  โดยภาพท่ี 2A คือสเปกตรัมของ paste และ 
2B คือสเปกตรัมของสารสกัดขั้นท่ี 2 พบวาเสนสเปกตรัมของ paste มีลักษณะเปนพีคกวาง (broad band) และมีการเล่ือนขึ้น
ของสเปกตรัมตามแนวแกน y (baseline shift effect) จะพบพีคท่ีความยาวคล่ืน 1400-1500 nm ซึ่งแสดงถึงตาํแหนงการ
ดูดกลืนของนํ้า สวนสเปกตรัมของสารสกัดขั้นท่ี 2 จะไมพบท้ังพีคท่ีตําแหนงการดดูกลืนของนํ้าและ baseline shift effect และ
จากการสรางสมการการทํานายท่ีไดจากการเตรียมตัวอยาง 5 แบบ พบวาสมการท่ีใหคา R2 และ RPD ท่ีดีท่ีสุดในกลุมทวน
สอบคือสมการทํานายท่ีสรางจาก paste (Table 1) สําหรับแผนภาพการกระจายของสมการทวนสอบของ paste แสดงใน 
Figure 3 จะพบวาขอมูลมีแนวโนมไปทางเดียวกับเสน target line แตพบวาขอมูลสวนใหญมีการกระจายออกจากเสน target 
line โดยเฉพาะขอมูลท่ีมคีวามเขมขนต่ํากวา 100 ppm ทําใหคาความผิดพลาดในการทํานายสูง 
 
 
             
 
 

 
 
 

             
 
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 
 

วิจารณผล 
ถึงแมผลทางสถิตใิน Table 1 จะพบวาการสรางสมการทํานายจาก paste จะใหผลท่ีดี โดยจะให R2 และ RPD ท่ีสูง 

อยางไรกต็ามหากพิจารณาจากคา RMSECV ยังพบวามีคาสูง ซึ่งหมายถึงเทคนิคน้ียงัไมสามารถนําไปใชในการทํานาย
ปริมาณคลอไพริฟอสในถัว่ฝกยาวได ท้ังน้ีอาจเน่ืองมาจากตวัอยางท่ีใชสรางสมการบางสวนมีความเขมขนต่าํมาก ซึง่จากภาพ
ท่ี 4 แสดงถึงแผนภาพการกระจายของขอมูลทางเคมีท่ีใชในการสรางสมการเทียบมาตรฐาน จะพบวามีตวัอยางท่ีมคีวาม
เขมขนของคลอไพริฟอสท่ีต่ํากวา 100 ppm อยูมาก ซึง่อาจทําใหการความผิดพลาดในการใชเทคนิค NIRs ในการทํานาย  

 
สรุป 

การสรางสมการเทียบมาตรฐานและทวนสอบสมการสําหรับตรวจสอบคลอไพริฟอสในถั่วฝกยาวท่ีใหคา R2 และ RPD 
สูงท่ีสุดน้ันไดจากเสนสเปกตรัมจาก paste และรองลงมาจะเปนสมการท่ีสรางจากเสนสเปกตรัมจาก DESIR ขั้นท่ี 2 อยางไรก็
ตามเมื่อพิจารณาความผิดพลาดของคาท่ีไดจากการทํานายดวยเทคนิค NIRs กับคาจริงท่ีวเิคราะหดวยเทคนิค GC-MS ของ
ตัวอยางท่ีศึกษา (%error) พบวาสมการท่ีไดยังไมมีความเปนไปไดในการทํานายคลอไพริฟอสโดยเฉพาะในชวงท่ีความเขมขน
นอยกวา 100 ppm เน่ืองจากใหความผิดพลาดท่ีสูง ในขณะท่ีชวงความเขมขนมากกวา 100 ppm ใหคาความผิดพลาดรอยละ 
12.6 ดังน้ันควรมีการศึกษาเพ่ิมเติมโดยการเพ่ิมจาํนวนตวัอยางในการสรางสมการ 
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