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การพัฒนาวิธีตรวจวิเคราะห์สารเคมีก�ำจัดศัตรูพืชกลุ่มออร์กาโนคลอรีน      

18 ชนิดในเนื้อเยื่อสัตว์โดยเทคนิคแก๊สโครมาโทกราฟี

บทคัดย่อ  ได้พัฒนาและทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์สารป้องกันก�ำจัดศัตรูพืชกลุ่มออร์กาโนคลอรีน จ�ำนวน	

18 ชนิดในเนื้อเยื่อสัตว์ โดยใช้เนื้อหมูเป็นตัวแทน เริ่มจากการสกัดไขมันออกจากเนื้อหมูด้วย n-hexane  แล้วน�ำมาสกัด	

ต่อด้วย acetonitrile ที่อิ่มตัวด้วย n-hexane เพื่อแยกสารป้องกันก�ำจัดศัตรูพืชที่ตกค้างในไขมันและท�ำให้บริสุทธิ์	

โดย liquid-liquid partition และ alumina column จากนั้นตรวจวิเคราะห์ชนิดและปริมาณการตกค้างของสารเคมีก�ำจัดศัตรู

พืชกลุ่มออร์กาโนคลอรีนทั้ง 18 ชนิดได้ในคราวเดียวกัน โดยใช้เครื่องแก๊สโครมาโทกราฟชนิดไมโครอีซีดี (GC-µECD)	

จากผลการทดสอบความถกูต้องของวธิทีีพ่ฒันาขึน้พบว่า ค่าขดีจ�ำกดัของการตรวจพบ  (Limit  of  detection, LOD) เท่ากบั 

0.002 มลิลกิรมัต่อกโิลกรมั และค่าขดีจ�ำกดัของการวดัเชงิปรมิาณ (Limit  of  quantitation, LOQ) เท่ากบั 0.005 มลิลกิรมั

ต่อกิโลกรัม  โดยมีความแม่น (accuracy) แสดงด้วย % recovery  ในช่วง 82-117% และความเที่ยง (precision) แสดง

ด้วย  HORRAT  มีค่า 0.2-1.2  ซึ่งอยู่ในช่วงยอมรับ และเมื่อทดสอบ trueness ของวิธีโดยการวิเคราะห์วัสดุอ้างอิงรับรอง 

BCR-430 ซึง่เป็นไขมนัหมทูีม่ค่ีาอ้างองิรบัรองของสารเคมกี�ำจดัศตัรพูชืกลุม่ออร์กาโนคลอรนี พบว่าไม่มคีวามแตกต่างอย่าง

มีนัยส�ำคัญทางสถิติระหว่างค่าอ้างอิงกับค่าที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วยวิธีที่พัฒนาขึ้น การจ�ำแนกชนิดสารสามารถถูกยืนยัน	

โดยการวิเคราะห์ด้วยเครื่องแก๊สโครมาโทกราฟ–แมสสเปกโตรมิเตอร์ (GC-MS) เพื่อให้ได้ผลการวิเคราะห์มีคุณภาพดี	

น่าเชือ่ถอื ดงันัน้ วธินีีจ้งึมปีระสทิธภิาพเหมาะสมทีจ่ะน�ำไปใช้ในการตรวจวเิคราะห์การตกค้างของสารดงักล่าวในเนือ้เยือ่สตัว์

ทั้งในด้านการควบคุมคุณภาพอาหารและการประเมินความเสี่ยงการได้รับสัมผัสสารเคมีก�ำจัดศัตรูพืชกลุ่มออร์กาโนคลอรีน

และสารพิษตกค้างยาวนานบางชนิดได้

รัติยากร  ศรีโคตร  และ วิชาดา  จงมีวาสนา
ส�ำนักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร, กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ถนนติวานนท์ นนทบุรี 11000

บทน�ำ
	 สารเคมีป้องกันก�ำจัดศัตรูพืชกลุ่มออร์กา-

โนคลอรีน ตัวอย่างเช่น ดีดีที (DDT) เป็นที่รู้จัก

กันเป็นอย่างดีและใช้อย่างกว้างขวางในการก�ำจัด

แมลงทั้งในด้านการเกษตรและสาธารณสุขมาอย่าง

ยาวนาน ถึงแม้ในปัจจุบันทั่วโลกจะยกเลิกการใช้

สารส่วนใหญ่ในกลุ่มนี้   เนื่องจากประชาคมโลก

ต่างตระหนักถึงปัญหาการตกค้างสารดังกล่าวที่มี

ความคงตัวสูง สามารถตกค้างในสิ่งแวดล้อมเป็น

เวลายาวนาน และสามารถสะสมอยูใ่นห่วงโซ่อาหาร

ได้ จึงเกิดเป็นข้อตกลงระหว่างประเทศที่เรียก

ว่า อนุสัญญาสตอกโฮล์มว่าด้วยสารมลพิษตกค้าง

ยาวนาน เพื่อตอบสนองความต้องการปฏิบัติการ

ร่วมระดับโลกอย่างเร่งด่วน ในการปกป้องสุขภาพ

อนามัยของคนและสิ่งแวดล้อมจากสารพิษตกค้าง

ยาวนาน (Stockholm Convention on Persistent 

Organic Pollutants: POPs) โดยประเทศไทยได้	

ลงนามและเป็นสมาชิกโดยสมบูรณ์แล้วตั้งแต่

ปี 2548(1) ซึ่งจะต้องมีพันธกิจในการจัดการสาร

มลพิษตกค้างยาวนานตลอดทั้งวงจร ตั้งแต่ผลิตไป

จนถึงเป็นของเสียรวมทั้งหาทางเลือกอื่นทดแทน 
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ดังนั้น การติดตามตรวจสอบการตกค้างหรือสะสม

ของสารดังกล่าวในเนื้อสัตว์ที่คนเรานิยมน�ำมา	

บริโภคเป็นอาหารนั้นจะเป็นข้อมูลส�ำคัญอย่างหนึ่ง

ที่จะใช้ในการประเมินผลกระทบต่อสุขภาพของ	

คนเราได้  จากข้อมูลของสมาคมผู้ผลิตและแปรรูป

สุกรเพื่อการส่งออกของประเทศไทย รายงานว่า 

ตั้งแต่ปี พ.ศ. 2542-2550 คนไทยบริโภคหมู

เฉลี่ย 12 กิโลกรัมต่อคนต่อปี(2) และจากรายงาน

การศึกษาสารเคมีก�ำจัดศัตรูพืชที่คนไทยได้รับจาก

การบริโภคอาหาร พ.ศ. 2542-2546   ซึ่งในปี	

พ.ศ. 2542 และ 2543 ตรวจพบการตกค้าง

ของ ดีดีที และ ลินเดน ในเนื้อหมูน้อยกว่า 0.01 

มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ตามล�ำดับ(3) แต่หลังจากนั้น	

ยังไม่มีข้อมูลการตกค้างสารเคมีป้องกันก�ำจัดศัตรู

พืชในเนื้อหมูและเนื้อสัตว์อื่นที่จ�ำหน่ายในตลาด	

จึงมีความสนใจที่จะพัฒนาวิธีวิ เคราะห์ที่ เป ็น	

multiresidues method และท�ำการตรวจสอบความ

ใช้ได้ของวิธี (method validation)(4) เพื่อน�ำไปใช้

ตรวจสอบปริมาณการตกค้างของสารก�ำจัดศัตรูพืช

กลุ่มออร์กาโนคลอรีนทั้งที่เป็นสารมลพิษตกค้าง

ยาวนานและสารอื่นจ�ำนวน 18 ชนิดในเนื้อสัตว์

โดยใช้เนื้อหมูเป็นตัวแทน (representative matrix)  

และตรวจวิเคราะห์ชนิดและปริมาณด้วยใช้เครื่อง 

GC-µECD ซึ่งสามารถวิเคราะห์ได้อย่างรวดเร็ว

และมีความไวสูงในการตรวจวัดสารกลุ่มออร์กาโน

คลอรีน และตรวจยืนยันชนิดสารโดยใช้ GC-MS 

เพื่อให้ผลวิเคราะห์มีคุณภาพดีน่าเชื่อถือ สามารถ

น�ำไปใช้ในการตรวจวิเคราะห์เพื่อควบคุมคุณภาพ

เนื้อสัตว์ให้เป็นไปตามกฎหมาย รวมทั้งสามารถใช้

ตรวจหาปริมาณเพื่อทราบสถานการณ์การตกค้าง

และประเมนิความเสีย่งการได้รบัสมัผสัสารได้ต่อไป 

วัสดุและวิธีการ
สารเคมีและสารมาตรฐาน

	 สารเคม ี: n- hexane PG grade,  acetonitrile 

PG grade, aluminium  oxide 90 active (AR),	

sodium chloride และ sodium sulfate anhydrous  

(AR) granular ขนาด 12-60 mesh (เผาทีอ่ณุหภมูิ 

600 องศาเซลเซียส 4 ชั่วโมง)

	 สารมาตรฐาน : CRM;  BCR-430 organochlo-

rine pesticides in pork fat, organochlorine standards	

18 ชนดิ ได้แก่ aldrin, α-HCH,  α-HCH (lindane),	
α-chlordane, γ-chlordane, oxy-chlordane,	
p,p'-DDE, p,p'-TDE, p,p'-DDT, dieldrin,	

endrin, α-endosulfan, β-endosulfan, endosulfan-	
sulfate, heptachlor, trans-hept-epoxide,	

methoxychlor และ tetradifon สารทั้งหมดเป็น

ผลิตภัณฑ์ของ Dr. Ehrenstorfer 

เครื่องมือและอุปกรณ์

	 เครื่องบดปั่นอาหาร, ultra turrax T 25, 

เครื่องชั่ง 3 ต�ำแหน่ง ส�ำหรับชั่งตัวอย่าง และ 5 

ต�ำแหน่งส�ำหรับชั่งสารมาตรฐาน, micropipette 

ชนิด positive displacement, rotary evaporator,	

ตูแ้ช่แขง็ -15 องศาเซลเซยีส, เครือ่งเขย่า, ชดุกรอง 

BÜüchner funnel, suction flask, certified volumetric	

flask, certified measuring pipette, separatory	

funnel, Erlenmeyer flask, round-bottomed flask, 

glass funnel, glass column (10 mm id × 500 

mm), GC-µECD; Agilent Technology 6890 N	
โดยใช้ analytical column: DB-5, 30 m × 0.32 

mm i.d., 0.25 µm และ DB-1701, 30 m × 0.32 
mm i.d., 0.50 µm ตามล�ำดับ  และ GC-MS;	

Agilent Technology 6890 N-5973 inert โดยใช้ 

analytical column: DB-35 ms, 30 m × 0.32 

mm i.d. × 0.25 µm 
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ตัวอย่าง

	 ตวัอย่างเนือ้หมนู�ำ้หนกัประมาณ  1 กโิลกรมั 

บดผสมให้เป็นเนือ้เดยีวกนัด้วยเครือ่งบดป่ันอาหาร 

ชั่งแบ่งตัวอย่าง ตัวอย่างละ 10 กรัม เพื่อเป็น	

analytical portions ซึ่งตัวอย่างที่ยังไม่ได้น�ำมา

วเิคราะห์จะเกบ็รกัษาในตูแ้ช่แขง็ -15 องศาเซลเซยีส

วิธีวิเคราะห์

การสกัด (Extraction)

	 ตวัอย่างเนือ้หม ู10 กรมั เตมิ sodium sulfate	

anhydrous ประมาณ 10 กรัม คลุกให้เป็นผง

แห้ง เติม n-hexane 150 มิลลิลิตร น�ำไปปั่นด้วย	

homogenizer, ultra turrax T 25 ความเร็วสูง นาน 

2 นาที น�ำสารสกัดกรองผ่านกระดาษกรองและ 

BÜ üchner funnel สกัดเนื้อตัวอย่างซ�้ำอีก 2 ครั้ง 

โดยเติม n-hexane ครั้งละ 100 มิลลิลิตรน�ำไปปั่น

ด้วย homogenizer, ultra turrax T 25 ความเร็วสูง	

นาน 2 นาที กรองสารสกัดทั้งหมดรวม filtrate เก็บ

ใน suction flask เตรียม round-bottomed flask 

ขนาด 500 มิลลิลิตร น�ำไปชั่งน�้ำหนักแล้วบันทึก	

น�ำ้หนกั  ถ่ายสารสกดัทัง้หมดจาก suction flask ลงใน  

round-bottomed flask ผ่านกรวยกรองทีอ่ดุด้วยส�ำลี 

และมี sodium sulfate หนาประมาณ 2 เซนติเมตร	

น�ำ round-bottomed flask ไประเหย n-hexane ออก

ให้หมดด้วยเครือ่ง rotary evaporator เพือ่หาน�ำ้หนกั

ไขมันในตัวอย่าง   น�ำไขมันดังกล่าวมาละลายด้วย 

n-hexane 13 มิลลิลิตร สกัดแบบ liquid-liquid	

partition ใน separatory funnel ขนาด 125 มลิลลิติร	

ด้วย acetonitrile ที่อิ่มตัวด้วย n-hexane ปริมาตร	

30 มิลลิลิตร จ�ำนวน 3 ครั้ง ตั้งทิ้งไว้ให้แยกชัน้	

จากนั้นแยกส่วนที่ละลายในชั้น acetonitrile มาท�ำ	

liquid-liquid partition ต่อใน separatory funnel	

ขนาด 1 ลติร ด้วยการเตมิ n-hexane 100 มลิลลิติร	

ตามด้วยน�้ำกลั่น 500 มิลลิลิตร และเติมสารละลาย	

เกลืออิ่มตัว 40 มิลลิลิตร เพื่อลดการเกิด emulsion	

หลังจากเขย่าอย่างแรง 2 นาที ตั้งทิ้งไว้ให้แยกชั้น	

เกบ็ชัน้ n-hexane ใน Erlenmeyer flask น�ำชัน้น�ำ้ไป	

partition ซ�้ำอีกครั้ง โดยการเติม n-hexane	

50 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไว้ให้แยกชั้น เก็บชั้น n-hexane	

รวมกันล้างด้วยน�้ำกลั่น 100 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไว้	

ให้แยกชั้น ทิ้งชั้นน�้ำ (ล้าง 2 ครั้ง) ไขชั้น n-hexane 

รวมกนั แล้วเตมิ sodium sulfate anhydrous จนเหน็

ว่าเป็นผงร่วน ถ่ายสารสกัดลงใน round-bottomed 

flask ผ่านกรวยกรองที่อุดด้วยส�ำลี และมี sodium 

sulfate หนาประมาณ 2 เซนตเิมตร น�ำไประเหยด้วย 

เครือ่ง rotary evaporator จนเหลอืปรมิาตรประมาณ 

3 - 5 มิลลิลิตร ถ่ายลงในหลอด graduated โดยใช้ 

Pasteur pipette  และปรับปริมาตรด้วย  n-hexane 

เป็น 10 มิลลิลิตร แล้วน�ำไปท�ำให้บริสุทธิ์

การท�ำให้บริสุทธิ์ (Clean-up)

	 alumina column บรรจ ุdeactivated aluminium	

oxide ซึ่งเตรียมโดยการเติมน�้ำกลั่น 2 มิลลิลิตร

เขย่ารวมกับ aluminium oxide 10 กรัม แล้ว	

เทใน glass column ที่อุดปลายด้วยส�ำลี แล้วเททับ

ผวิหน้าด้วย sodium sulfate anhydrous สงูประมาณ 

1 เซนตเิมตร  เริม่ขัน้ตอนการท�ำให้บรสิทุธิโ์ดยเตมิ 

n-hexane 1 มิลลิลิตร  ลงใน column  ตามด้วย	

การเตมิสารสกดั 5 มลิลลิติร แล้วชะด้วย n-hexane 

100 มิลลิลิตร เก็บใน round-bottomed flask  

ระเหยลดปริมาตรและปรับปริมาตรสุดท้ายด้วย 

n-hexane เป็น 5 มิลลิลิตร  จะได้สารสกัดตัวอย่าง

ความเข้มข้น 1 กรัมต่อมิลลิลิตรเพื่อน�ำไปวิเคราะห์

ชนิดและปริมาณด้วยเครื่องมือต่อไป
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การตรวจวัดชนิดและปริมาณสารด้วยเครื่อง 

GC-µECD

การตรวจชนิดและปริมาณสารป้องกันก�ำจัดศัตรู

พืชกลุ่มออร์กาโนคลอรีน 18 ชนิด ด้วยเครื่องมือ

ที่ก�ำหนดสภาวะ ดังนี้  

	 Inlet :  Spitless at 250 ํC 

Oven: Initial temp. 70 ํ C hold 1 min, ramp	

30 ํC/min to 210 ํC, ramp 2 ํC/min to 250 ํC 	

and post-run 2 min at 260 ํC Analytical colulmn: 

DB-5, 30 m × 0.32 mm i.d. × 0.25 µm และ 
RTX-CL pesticides, 30 m × 0.32 mm i.d. × 0.5 

µm with constant flow at 1.5 mL/min
	 Detector : µECD with nitrogen make up 
60 mL/min

การตรวจยืนยันชนิดสารด้วยเครื่อง GC-MS

	 การตรวจยืนยันชนิดสารป้องกันก�ำจัดศัตรู

พืชกลุ่มออร์กาโนคลอรีน 18 ชนิด ด้วยเครื่องมือ	

ที่ก�ำหนดสภาวะ ดังนี้  

	 Inlet: Spitless at 250 ํC 

Oven: Initial temp. 70 ํ C hold 1 min, ramp	

50 ํC/min to 250 ํC, hold 14 min and post-run 

2 min at 260 ํC

	 Analytical colulmn: DB-35ms, 30 m × 0.32	

mm i.d. × 0.25 µm plus gap 5 m 
Column flow: constant pressure at 11.0 psi

Detector: MS (single quadrupole) with Selected 

Monitoring Ions (SIM)

	 Transfer line : 280 ํ C, MS quadrupole: 

150 ํC, MS source: 230 ํC

การทดสอบความถูกต้องวิธีวิเคราะห์ (Method 

validation) 

การสร้างกราฟมาตรฐาน (Calibration curve)

	 เตรียมสารมาตรฐานกลุ่มออร์กาโนคลอรีน

ความเข้มข้น 0.002, 0.005, 0.01, 0.015, 

0.025, 0.05 และ 0.10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร	

ใน n-hexane น�ำสารละลายมาตรฐานไปฉีดด้วย

เครื่อง GC-µECD สร้างกราฟมาตรฐานระหว่าง	

ความเข ้มข ้นกับพื้นที่ ใต ้พีค ค� ำนวณหาค ่ า

สัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ของเปียร์สัน (Pearson 

correlation coefficient: r)

วิเคราะห์ Method blank และ Matrix blank

	 Method blank : สกัดตามวิธีวิเคราะห์	

ที่พัฒนา โดยใช้สารเคมีทั้งหมด แต่ไม่มีตัวอย่าง

	 Matrix blank : สกดัตวัอย่างตามวธิทีีพ่ฒันา 

(6 ซ�ำ้) โดยใช้เนือ้หมทูีไ่ม่มกีารตกค้างของสารสนใจ 

ตรวจวิเคราะห์ method blank และ matrix blank 

เพื่อตรวจสอบสารรบกวนที่อาจมาจากสารเคมีหรือ

อุปกรณ์ที่ใช้หรือจากเนื้อตัวอย่างที่อาจมีผลกระทบ

ต่อการวิเคราะห์ ทั้งนี้เพื่อป้องกันความผิดพลาดใน

การจ�ำแนกชนิดหรือค�ำนวณปริมาณสาร 

การหาขีดจ�ำกัดของการตรวจพบ (Limit of 

detection, LOD)

	 ทดสอบโดยการฉีดสารมาตรฐานความเข้ม

ข้นต�่ำๆ ค่า LOD เท่ากับ ความเข้มข้นของสาร

มาตรฐานทีใ่ห้พคีทีม่คีวามสงูเท่ากบั 3 เท่า signal-

to-noise ratio แล้วค�ำนวณเป็นความเข้มข้นต่อ	

น�้ำหนักของตัวอย่าง
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การหาขีดจ�ำกัดของการวัดเชิงปริมาณ (Limit of 

quantitation, LOQ)

	 ทดสอบโดยการเตมิสารมาตรฐานทีป่ระมาณ 

2 เท่า ของค่า LOD ลงในตัวอย่าง (blank sample)	

วิเคราะห์ 6 ซ�้ำ  ค�ำนวณปริมาณเทียบกับสาร

มาตรฐาน แล้วค�ำนวณ % Recovery, % RSD และ 

HORRAT

การทดสอบความเป็นเส ้นตรงและช่วงการ

วิเคราะห์ (Linearity and working  range)

	 เตมิสารมาตรฐานในตวัอย่างทีร่ะดบั 0.005, 

0.01, 0.015, 0.025, 0.050 และ 0.100 

มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม วิเคราะห์ระดับละ 3 ซ�้ำ สร้าง

กราฟระหว่างความเข้มข้นสารมาตรฐานที่ตรวจพบ

กับพื้นที่ใต้พีค ค�ำนวณหาค่า r

การทดสอบความแม่นและความเทีย่ง (Accuracy 

and  precision)

การทดสอบการกลับคืน (Recovery) 

	 ทดสอบความแม่นและความเที่ยงของวิธี

โดยการวิเคราะห์ในตัวอย่างที่เติมสารมาตรฐาน 

(spiked sample)(5)  ที่ระดับ LOQ, 3 × LOQ และ	

5 × LOQ ได้แก่ ที่ความเข้มข้น 0.005, 0.015, 

และ 0.025 มลิลกิรมัต่อกโิลกรมั ตามล�ำดบั  ท�ำการ

วิเคราะห์ระดับละ 6 ซ�้ำ  ค�ำนวณปริมาณเทียบกับ	

สารมาตรฐาน แล้วค�ำนวณ % Recovery, % RSD  

และ HORRAT โดยประเมินผลการทดสอบความ

ถูกต้องของวิธีตามเกณฑ์ก�ำหนดดังนี้

	 ความแม่น (accuracy) ก�ำหนดเกณฑ์ยอมรบั

โดยค่าเฉลี่ย %  recovery ในช่วงร้อยละ 70-120

ความเที่ยง (precision) ก�ำหนดเกณฑ์ยอมรับโดย

ใช้ HORRAT (Horwitz ratio) มีค่าน้อยกว่า  1.5

  	 โดย HORRAT (Horwitz ratio) ค�ำนวณ

จาก 	 	

 HORRAT =
Experimental RSD

Predicted RSD ......สมการที่ 1

Predicted RSDr หรือ predicts a standard devia-

tion (σp) 

ส�ำหรบัสารทีม่คีวามเข้มข้น < 120 นาโนกรมัต่อกรมั 

ค�ำนวณจาก Horwitz’s equation ดังนี้ 

 σp     =
0.22c

mr ......สมการที่ 2

c	 =	concentration

mr	 =	dimentionless mass ratio, 1 ppm =  10-6

การทดสอบ Trueness

	 ทดสอบ Trueness และความเทีย่งของวธิโีดย

การวเิคราะห์วสัดอุ้างองิรบัรอง (Certified Reference	

Material, CRM) ท�ำการวิเคราะห์วัสดุอ้างอิง	

BCR-430 จ�ำนวน 3 ซ�ำ้ ด้วยวธิทีีพ่ฒันาขึน้ เปรยีบ

เทียบค่าที่วิเคราะห์ได้กับค่าอ้างอิง  โดยผลต่างของ

ค่าทีว่เิคราะห์ได้กบัค่าอ้างองิ (∆
Δm
) จะต้องมค่ีาน้อย

กว่าหรือเท่ากับค่าความไม่แน่นอนขยายของผลต่าง

ระหว่างค่าดังกล่าว (UΔ∆) โดยค่าต่าง ๆ สามารถ

ค�ำนวณได้ดังสมการต่อไปนี้(6)

ความแตกต่างระหว่างของค่าที่วิเคราะห์ได้กับค่า

อ้างอิง  

∆
Δm     = CΔm  - C

CRM
 

......สมการที่ 3

∆
Δm
 	 =	 absolute difference between mean	

	 	 measured value and certified value

C
Δm
	 = 	mean measured value 

C
CRM
  	 = 	 certified value
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ค่าความไม่แน่นอนของค่าความแตกต่างระหว่างของ

ค่าที่วิเคราะห์ได้กับค่าอ้างอิง  

Cx	 =	ปริมาณ organochlorine ที่พบ (มิลลิกรัมต่อ

กิโลกรัม)  

Cy	 =	ความเข้มข้นของตวัอย่าง (กรมัต่อมลิลลิติร)

Cz	 =	ความเข้มข้นของของสารมาตรฐาน (ไมโคร	

กรัมต่อมิลลิลิตร)

Ay	 =	พื้นที่ใต้พีคของตัวอย่าง

Az	 =	พื้นที่ใต้พีคของสารมาตรฐาน

R	 =	% recovery ของการวิเคราะห์วัสดุอ้างอิง	

เพื่อการควบคุมคุณภาพการวิเคราะห์

ผล
	 จากการศกึษาการตรวจวเิคราะห์สารป้องกนั

ก�ำจัดศัตรูพืชกลุ่มออร์กาโนคลอรีน 18 ชนิด ได้แก่ 

aldrin, α-HCH, γ-HCH (lindane), α-chlordane, 
γ-chlordane, oxy-chlordane, p, p´-DDE, p, p´-

TDE,  p,  p´-DDT, dieldrin, endrin, α-endosulfan,	
β-endosulfan, endosulfan-sulfate, heptachlor, 

trans-hept-epoxide, methoxychlor และ tetradifon	

ด้วย GC-µECD ภายใต้สภาวะที่ก�ำหนด พบว่า

สามารถสร้างกราฟมาตรฐานของสารดังกล่าวได้	

ในช่วง 0.005, 0.01, 0.015, 0.025, 0.05 และ 

0.10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยมีค่า r ในช่วง 

0.995 - 0.999 และเมื่อท�ำการวิเคราะห์  method 

blank และ reagent blank ตรวจไม่พบสารรบกวน

ที่ให้พีคตรงหรือใกล้เคียงกับสารมาตรฐานที่อาจจะ

ท�ำให้เกดิความผดิพลาดในการรายงานผลวเิคราะห์ 

	 ผลการทดสอบขีดจ�ำกัดของการตรวจพบ 

(LOD) มีค่าเท่ากับ 0.002  มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม  

และขีดจ�ำกัดของการวัดเชิงปริมาณ (LOQ) มี

ค่าเท่ากับ 0.005   มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม จากการ

วิเคราะห์เนื้อหมูที่เติมสารมาตรฐาน จ�ำนวน 6 ซ�้ำ	

มีค่าเฉลี่ยของสารทั้ง 18 ชนิด โดยมีค่าความแม่น	

จาก  %  recovery  เฉลีย่ทีร่ะดบั  LOQ  ในช่วง  82 – 117%	

และความเที่ยงจาก HORRAT ในช่วง 0.2–1.2 

......สมการที่ 4

......สมการที่ 5

 
22
CRMm uuu +=∆

u∆Δ  	 =	 combined uncertainty of mean measured	

	 	 value and certified value

um  	 = 	uncertainty of mean measured value 

uCRM 	 = 	uncertainty of certified value

ค�ำนวณค่าความไม่แน่นอนขยาย (U Δ∆) ที่ระดับ

ความเชื่อมั่น 95% โดยใช้ coverage factor, k=2 

 
∆∆ ⋅= uU 2

การประเมินผล 

ถ้า  Δ∆m ≤ UΔ∆	 แสดงว่าไม่มคีวามแตกต่างระหว่าง

ค่าที่วเิคราะห์ไดก้ับคา่อ้างองิอยา่ง

มีนัยส�ำคัญทางสถิติ

ถ้า ∆m > UΔ∆Δ 	 แสดงว่ามีความแตกต่างระหว่าง

ค่าที่วเิคราะห์ไดก้ับคา่อ้างองิอยา่ง

มีนัยส�ำคัญทางสถิติ

การประเมนิค่าความไม่แน่นอนของการวเิคราะห์ 

(Uncertainty)

	 การประเมินค่าความไม่แน่นอนของการ

วัดค�ำนึงถึงแหล่งของความไม่แน่นอนทุกแหล่ง(7) 

เมื่อรวมค่าความไม่แน่นอนทั้งหมดแล้ว ค�ำนวณ	

ค่าความไม่แน่นอนขยายที่ระดับความเชื่อมั่น 

95% ซึ่งปริมาณสารที่พบค�ำนวณจากการวิเคราะห์	

โดย GC-µECD และค�ำนวณผลโดยเทคนิค	

One point-External Standard Calibration จาก

สมการดังนี้

......สมการที่ 6C
x = Cz. Ay. 100

RC
y   
A

z
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(ภาพที่ 1) จาก Chromatogram การแยกสาร
สารป้องกันก�ำจัดศัตรูพืชกลุ ่มออร์กาโนคลอรีน	
ในตัวอย่างเนื้อหมูที่เติมสารมาตรฐาน 18 ชนิด
เปรยีบเทยีบกบัตวัอย่าง (blank sample) ทีว่เิคราะห์

ด้วยเครื่องมือตามสภาวะที่ก�ำหนดพบว่าสามารถ
แยกพีคและวินิจฉัยสารทั้ง 18 ชนิดตาม retention 
time (RT) โดยใช้เวลาทั้งหมดประมาณ  25 นาที
ต่อตัวอย่าง

	 ผลการทดสอบความเป็นเส้นตรงและช่วง	

การวิเคราะห์ (Linearity and working   range)	

พบว่าการวิเคราะห์สารป้องกันก�ำจัดศัตรูพืชกลุ่ม

ออร์กาโนคลอรีน 18 ชนิดในเนื้อหมูมีความเป็น	

เส้นตรงในช่วง 0.005-0.10 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม  

มีค่า r ในช่วง 0.958–0.995

	 เมื่อทดสอบความแม่นและความเที่ยงของ

วิธีโดยการวิเคราะห์ในตัวอย่างที่เติมสารมาตรฐาน 

(spiked sample) เติมสารมาตรฐานในตัวอย่าง	

ที่ระดับ LOQ, 3 × LOQ และ 5 × LOQ ได้แก่ 	

ทีค่วามเข้มข้น 0.005, 0.015, และ 0.025  มลิลกิรมั	

ต่อกิโลกรัม ตามล�ำดับ พบว่าความแม่นที่ประเมิน

จาก % recovery เฉลีย่ทัง้ 3 ระดบัอยูใ่นช่วง 71-117 

% และความเทีย่ง (precision) ทีป่ระเมนิด้วย % RSD 

และ HORRAT ดงัในสมการที ่1 และ 2  จะอยูใ่นช่วง 

ภาพที่ 1   ผลการตรวจวิเคราะห์สารเคมีก�ำจัดศัตรูพืชกลุ่มออร์กาโนคลอรีนด้วยเครื่องมือ GC-µECD	

และ capillary column: DB-5 (A) chromatogram ของเนื้อหมูเติมสารมาตรฐานที่ระดับ 0.01 มิลลิกรัม

ต่อกิโลกรัม (B) chromatogram ของเนื้อหมู 

2.4–19.1 และ 0.1–1.2 ตามล�ำดับ (ตารางที่ 1) 

ผลการทดสอบความแม่นของวิธีจากการวิเคราะห์

วัสดุอ้างอิง BCR-430 พบว่าความแม่นที่ประเมิน

จาก % recovery อยูใ่นช่วง 88–110% (ตารางที ่2)	

เมื่อเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าที่วิเคราะห์

ได้กับค่าอ้างอิง ตามสมการที่ 3-5 พบว่า ปริมาณ

สาร α-HCH, γ-HCH, dieldrin, endrin, p, 
p´-DDT และ p, p´-DDE ที่วิเคราะห์ได้จากวิธีที่	

พัฒนาขึ้น ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญทาง

สถิติเมื่อเปรียบเทียบกับค่าอ้างอิง นอกจากนั้น

ได้เตรียมสภาวะเครื่องมือเพื่อตรวจยืนยันชนิด

สารโดยใช้ GC-MS, Selected Ion Monitoring	

(SIM) ตรวจวเิคราะห์ quantified and confirm ions 

ของสารแต่ละชนิด (ตารางที่ 3) 
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ตารางที่ 1 แสดงความแม่น (Accuracy) และความเที่ยง (Precision) ของวิธีวิเคราะห์เนื้อหมูเมื่อเติมสาร

มาตรฐาน 18 ชนดิ ทีร่ะดบั 0.005 mg/kg (LOQ), 0.015 mg/kg (3 LOQ) และ 0.025 mg/kg (5 LOQ) 

Aldrin 9.81 0.005 84.0 ± 5.8 6.6 0.6
  0.015 86.0 ± 10.4 12.1 0.4
  0.025 99.8  ± 5.9 6.0 0.1
α-HCH 7.54 0.005 107.3  ± 3.7 3.5 0.3
  0.015 97.0  ± 11.8 12.1 0.4
  0.025 82.5  ± 13.2 16.0 0.3
γ-HCH (Lindane)  7.98 0.005 116.0  ± 4.9 4.2 0.4
  0.015 92.8  ± 11.8 12.7 0.4
  0.025 81.6  ± 15.6 19.1 0.4
α-chlordane  11.86 0.005 86.0  ± 4.2 6.6 0.6
  0.015 90.2  ± 12.6 13.9 0.4
  0.025 83.2  ± 5.4 6.5 0.1
γ-chlordane  11.44 0.005 85.7  ± 5.1 4.9 0.4
  0.015 95.5  ± 12.0 12.6 0.4
  0.025 84.7  ± 4.8 5.7 0.1
oxy- chlordane  10.80 0.005 97.3  ± 7.7 7.9 0.7
  0.015 99.6  ± 16.1 16.1 0.5
  0.025 95.5  ± 5.6 5.8 0.1
p, p'-DDE  12.51 0.005 81.7  ± 3.7 4.5 0.4
  0.015 80.2  ± 8.4 10.5 0.3
  0.025 100.8  ± 6.8 6.8 0.1
p, p'-TDE  14.12 0.005 96.0  ± 5.7 5.9 0.5
  0.015 92.5  ± 12.4 13.4 0.4
  0.025 79.8  ± 13.8 17.2 0.3
p, p'-DDT  15.63 0.005 95.7  ± 2.3 2.4 0.2
  0.015 91.2  ± 10.1 11.1 0.3
  0.025 79.8  ± 7.8 9.7 0.2
Dieldrin 12.60 0.005 97.3  ± 3.3 3.3 0.3
  0.015 92.5  ± 13.0 14.0 0.4
  0.025 91.3 ± 6.7 7.4 0.1
Endrin 13.36 0.005 111.3 ± 6.3 5.6 0.5
  0.015 92.8 ± 13.0 14.0 0.4
  0.025 104.8 ± 11.7 11.1 0.2
α-Endosulfan  11.79 0.005 95.7 ± 5.4 5.7 0.5
  0.015 93.0 ± 10.5 11.3 0.3
  0.025 100.5 ± 5.8 5.8 0.1
β-Endosulfan  13.77 0.005 98.7 ± 5.9 6.0 0.5
  0.015 99.5 ± 8.6 8.7 0.3
  0.025 71.2 ± 12.0 16.9 0.3
Endosulfan-sulfate  15.50 0.005 102.0 ± 13.0 12.8 1.2
  0.015 84.3 ± 13.4 15.8 0.5
  0.025 80.0 ± 13.5 16.9 0.3
Heptachlor   9.11 0.005 91.3 ± 4.3 4.7 0.4
  0.015 96.0 ± 14.2 14.8 0.4
  0.025 108.8 ± 3.9 3.5 0.1
trans-Hept-epoxide   10.89 0.005 99.7 ± 4.5 4.5 0.4
  0.015 100.8 ± 13.3 13.2 0.4
  0.025 88.2 ± 7.9 9.0 0.2
Methoxychlor   18.49 0.005 117.3 ± 8.2 6.9 0.6
  0.015 105.2 ± 13.3 12.6 0.4
  0.025 71.0 ± 12.1 17.1 0.3
Tetradifon   19.55 0.005 107.3 ± 5.7 5.3 0.5
  0.015 108.8 ± 14.3 13.1 0.4
  0.025 73.3 ± 12.3 16.8 0.3

 RT Spiked level % Recovery (n=6)  
Compounds    % RSD    
     HORRAT
 (min) (mg/kg) mean ± SD   
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ตารางที่ 2 ผลการวิเคราะห์สารวัสดุอ้างอิง BCR-430 เปรียบเทียบระหว่างค่าอ้างอิงกับค่าที่ตรวจวัด	

จากวิธีที่พัฒนาขึ้น โดยใช้เทคนิคการค�ำนวณผลแบบ One Point-External Standard Calibration 

α-HCH	 0.140	±	0.012	 0.139	±	0.020	 99.3
γ-HCH	 0.50	±	0.03	 0.50	±	0.08	 100.0
Dieldrin	 0.124	±	0.011	 0.121	±	0.015	 97.6
Endrin	 0.020	±	0.004	 0.022	±	0.005	 110.0
p, p´-DDT	 3.40	±	0.18	 3.27	±	0.74	 96.2
p, p´-DDE	 0.82	±	0.06	 0.72	±	0.09	 87.8

Compounds	 Certified value ± U*	 Measured value ± U*	 Recovery (%)
	 	 (µg/g)	  (µg/g)	

* The reported uncertainty is expanded uncertainty (U) with a level of confidence of 95%.

	 	 	 Time 	 Quantified ion	 Confirmed ion (m/z)
Ion Groups	 Compounds
	 	 	 (min)	 (m/z) Target	 Q1	 Q2

Group 1    	 α, β-HCH	 5.00	 181	 219	 183
	 Heptachlor	 	 272	 274	 100
	 Aldrin	 	 263	 265	 66
Group 2	 Oxy-chlordane	 6.50	 115	 187	 387
	 trans-Hept epoxide	 	 353	 355	 351
Group 3	 α, β-Chlordane	 7.15	 303	 230	 338
	 α-Endosulfan	 	 241	 339	 195
	 p, p´-DDE	 	 246	 318	 248
Group 4	 Dieldrin	 7.85	 263	 79	      277
	 Endrin	 	 263	 317	 265
	 p, p´-TDE	 	 235	 237	 165
Group 5	 β-Endosulfan	 9.50	 241	 339	 195
	 p, p´-DDT	 	 235	 237	 165
	 Endosulfan sulfate	 	 272	 274	 229
Group 6	 Methoxychlor	 11.50	 227	 228	      308
	 Tetradifon	 	 159	 227	 356

GC- MS; Agilent Technology 6890 N-5973 inert & DB-35 ms, 30 m × 0.32 mm i.d. × 0.25 µm

ตารางที่ 3 Selected ion groups of organochlorine  pesticides in GC-MS confirmation analysis
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	 การประมาณค่าความไม่แน่นอนของวิธี

วิเคราะห์ที่พัฒนาเพื่อให้เห็นถึงสายโซ่ของการสอบ

กลับได้ของการวัดนั้น ได้พิจารณาแหล่งความไม่

แน่นอนที่มีผลกระทบต่อปริมาณสาร ดังแสดงใน

สมการที่ 6 ได้แก่ ความไม่แน่นอนจากความเข้ม

ข้นของตัวอย่าง (Cy) และสารมาตรฐาน (Cz) 

ความเที่ยงของวิธีเมื่อท�ำซ�้ำ  (Repeatability) ซึ่ง

จะครอบคลุมความไม่แน่นอนของพื้นที่ใต้พีค

เมื่อตรวจวัดปริมาณด้วย GC ของทั้งตัวอย่าง 

(Ay) และสารมาตรฐาน (Az) อยู่แล้ว นอกจาก

นั้นยังพิจารณาแหล่งความไม่แน่นอนที่เกิดจาก

ประสิทธิภาพการวิเคราะห์ที่ท�ำให้เกิด bias ของ

ผลของการวิเคราะห์ได้ ดังนั้นจึงน�ำค่าความไม่

แน่นอนของ % recovery (R) จากการวิเคราะห์

วสัดอุ้างองิรวมด้วย จากตวัอย่างการรายงานและการ	

ประมาณค่าความไม่แน่นอนของการวิเคราะห์สาร 

p, p´-DDE ในเนื้อหมูที่เติมสารมาตรฐานที่ระดับ

ประมาณ  0.015  มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม  ท�ำการ

วิเคราะห์ 3 ซ�้ำ  พบว่าตรวจพบการตกค้างสาร	

p, p´-DDE  0.012  มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม โดยมี

ค่าความไม่แน่นอนของการวัดที่ระดับความเชื่อมั่น	

95% เท่ากับ 0.002 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (ตาราง

ที่ 4) และเมื่อเปรียบเทียบสัดส่วนค่าความไม่

แน่นอนจากแหล่งต่างๆ จะเห็นได้ว่าแหล่งความ

ไม่แน่นอนที่ส ่งผลต่อปริมาณสารมากที่สุดจาก

มากไปหาน้อยได้แก่ ความเที่ยงของวิธีวิเคราะห์ 

(method precision, 51%) ความเบี่ยงเบนจาก	

ค่าจรงิ (bias, 44%), ความเข้มข้นของสารมาตรฐาน 

(Cz, 3%) และความเข้มข้นของตวัอย่าง (Cy,, 2%) 

(ภาพที่ 2)  

1.	Concentration of sample (Cy)
	 •	 Sample weight	 10	g	 0.00014	g	 0.000014
 	 -	 calibration (balance) 	 10	g	 0.00015	g	 0.000015
 	 -	 precision (balance)	
	 •	 Taken volume
 	 - calibration (vol. flask)	 5	mL	 0.02041	mL	 0.004082
 	 - temperature (vol. flask)	 5	mL	 0.00242	mL	 0.000485
	 •	 Final volume
 	 -	 calibration (vol. flask)	 5	mL	 0.02041	mL	 0.004082
 	 -	 temperature (vol. flask)	 5	mL	 0.00242	mL	 0.000485
2.	Concentration of standard (Cz)
	 •	 Purity	 98.5	%	 0.25	%	 0.00290
	 •	 Stock standard
 	 - 	calibration (balance)	 0.0370	g	 0.00014	g	 0.003732
 	 - 	precision (balance)	 0.0370	g	 0.00015	g	 0.004049
	 - 	calibration (vol. flask)	 50	mL	 0.02449	mL	 0.000490
	 - 	temperature (vol. flask)	 50	mL	 0.02425	mL	 0.000485
	 •	 Intermediate standard
	 -	 calibration (vol. flask)	 0.10	mL	 0.00041	mL	 0.004082
	 -	 temperature (vol. flask)	 0.10	mL	 0.0005	mL	 0.000485

	 	 Standard uncertainty, 	 Relative standard
Component	 Value, x
	 	 u (x)	 uncertainty, u(x)/x

ตารางที่ 4  การประมาณค่าความไม่แน่นอนของการวิเคราะห์ เนื้อหมูที่เติม p, p´-DDE 
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ตารางที่ 4  การประมาณค่าความไม่แน่นอนของการวิเคราะห์เนื้อหมูที่เติม p, p´-DDE (ต่อ) 

	 -	 calibration (vol. pipette)	 50	mL	 0.02449	mL	 0.000490
	 -	 temperature (vol. pipette)	 50	mL	 0.02425	mL	 0.000485
	 •	Working standard
	 - 	calibration (vol. flask)	 0.25	mL	 0.00082	mL	 0.003266
	 - 	temperature (vol. flask)	 0.25	mL	 0.00012	mL	 0.000485
	 - 	calibration (vol. pipette)	 25	mL	 0.01633	mL	 0.000653
	 - 	temperature (vol. pipette)	 25	mL	 0.01212	mL	 0.000485
3.	Method precision 	 0.012	mg/kg    	 0.00040	mg/kg    	 0.000346
	 (Repeatability of A

y
 & A

z
)	

4.	Bias (% recovery, R)	 88.8	%	 2.8	%	 0.031179 
	 Combined standard uncertainty	 		 		 0.046814

Standard uncertainty (U
c
), 0.046814 × 0.012 mg/kg   	 		 0.0016	 mg/kg 

Expanded uncertainty (U), k = 2.78*,  2.78 × 0.0006 mg/kg    	 		 0.0006	 mg/kg    

Reported value  of p, p´-DDE = 0.012 ± 0.002 mg/kg

		  Standard uncertainty, 	 Relative standard
Component	 Value, x
	 	 u (x)	 uncertainty, u(x)/x

* Coverage factor, k based on νeff at a level of confidence of 95%.

ภาพที่ 2  แหล่งความไม่แน่นอนที่ส�ำคัญที่มีผลต่อการตรวจวิเคราะห์  p, p´-DDE  ในเนื้อหมู ปริมาณตรวจพบ  

0.012 ± 0.002 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (Cy: ความเข้มข้นของตัวอย่าง และ Cz: ความเข้มข้นของสารมาตรฐาน)  

Bias
44%

 C
y

2% C
z

3%

Method precision
51%
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วิจารณ์
	 ได้พัฒนาวิธีวิเคราะห์สารเคมีป้องกันก�ำจัด

ศัตรูพืชกลุ ่มออร์กาโนคลอรีนในเนื้อเยื่อสัตว ์	

โดยใช้เนือ้หมเูป็นตวัแทนเนือ้สตัว์ทีค่นนยิมบรโิภค 

และเป็นวิธีวิเคราะห์แบบ multiresidues method 

สามารถท�ำการวิเคราะห์สารเคมีป้องกันก�ำจัดศัตรู

พืชกลุ่มออร์กาโนคลอรีนจ�ำนวน 18 ชนิด ได้ใน

ครั้งเดียวกัน โดยดัดแปลงวิธีสกัดจาก Pesticide 

Analytical Manual Section 304-E2(8) ที่สกัด	

ไขมันออกจากเนื้อเยื่อสัตว์ด้วยการใช้โซเดียม 

ซัลเฟต (sodium sulfate) และปิโตรเลียม อีเทอร์ 

(petroleum ether) แต่เนื่องจากปิโตรเลียม อีเทอร์

มีความเป็นพิษอาจก่อให้เกิดมะเร็งในคนได้(9)	

จึงปรับมาใช้ n-hexane เป็นตัวท�ำละลายแทน	

แต่อย่างไรก็ตาม ในขั้นตอนการสกัดและใช้ตัวท�ำ

ละลายเหล่านีค้วรท�ำในตูด้ดูควนั (fume cupboard) 

เพื่อความปลอดภัยของผู้วิเคราะห์ในการรับสัมผัส

สารดงักล่าว นอกจากนัน้ในขัน้ตอนการท�ำให้บรสิทุธิ์

จะใช้ aluminium oxide(10) แทนการใช้ florisil  

ทั้งนี้เนื่องจากมีราคาถูกกว่าและสามารถดูดซับสาร

รบกวนต่าง ๆ  ได้ดเีมือ่ชะด้วยตวัท�ำละลาย n-hexane	

เพียงชนิดเดียว ท�ำให้ประหยัดค่าใช้จ่ายและเวลา	

ซึ่งวิธีนี้สามารถตรวจวัดปริมาณสารเคมีป้องกัน

ก�ำจัดศัตรูพืชกลุ่มออร์กาโนคลอรีนครอบคลุมสาร	

18 ชนิดได้ดี โดยมีขีดจ�ำกัดของการตรวจพบ 

(LOD) มีค่าเท่ากับ 0.002  มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม  

ขดีจ�ำกดัของการวดัเชงิปรมิาณ (LOQ) มค่ีาเท่ากบั 

0.005 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม   โดยมีช่วงความเป็น

เส้นตรงของการวเิคราะห์  0.005 – 0.10  มลิลกิรมั

ต่อกิโลกรัม และเมื่อใช้วิธีนี้วิเคราะห์วัสดุอ้างอิง

รับรอง BCR-430 ในการวิเคราะห์ α-HCH, 

γ-HCH, dieldrin, endrin, p, p´-DDT และ p, p´ -	

DDE ที่ระดับการตกค้างในช่วง 0.020 – 3.40 

มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม แล้วพบว่าค่าที่วิเคราะห์ได้

ไม่มีความแตกต่างจากค่าอ้างอิงอย่างมีนัยส�ำคัญ

ทางสถิติ จึงถือได้ว่าวิธีดังกล่าวสามารถให้ผลการ

วิเคราะห์ที่ถูกต้องและสอบกลับได้ถึง SI  unit ผ่าน

ค่าอ้างอิง นอกจากนั้น ถ้าพิจารณาจัดสาร 18 ชนิด 

รวมเป็นกลุ ่มสารตามชนิดและสารเมตาบอไลท์

หรือสารไอโซเมอร์ของสารแต่ละชนิดนั้น สามารถ

จัดแบ่งได้เป็น 10 กลุ่ม ดังนี้  อัลดริน (aldrin), 	

ดลีดรนิ (dieldrin), เอชซเีอช (α-HCH, γ-HCH),	
เฮปทาคลอร์ (heptachlor & heptachlor epoxide),	

คลอร์เดน (α-chlordane, γ-chlordane &	
oxy-chlordane), ดดีที ี(p, p´-DDE, p, p´-TDE &	

p, p´-DDT), เอนดริน (endrin), เอนโดซัลแฟน 

(α-endosulfan, β-endosulfan & endosulfan 
sulfate), เมทอกซีคลอร์ (metoxychlor) และ	

เตทราไดฟอน (tetradifon) จะพบว่ามีสารบาง

กลุ่มจัดเป็นสารพิษตกค้างยาวนาน (POPs) และ

มีค่าก�ำหนดปริมาณการตกค้างสูงสุดที่ยอมให้มีได้ 	

(Extraneous Maximum Residue Limits, EMRLs)

ในเนื้อและเครื่องในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม ตามพระ

ราชบัญญัติอาหาร ประกาศกระทรวงสาธารณสุข 

ฉบับที่ 288 (พ.ศ. 2548) จ�ำนวน 6 กลุ่ม ได้แก่ 

อัลดริน ดีลดริน  คลอร์เดน ดีดีที  เอนดริน  และ	

เฮปทาคลอร์ มีค่าไม่เกิน 0.2, 0.05, 5, 0.05 

และ 0.2 มลิลกิรมัต่อกโิลกรมัตามล�ำดบั ซึง่ก�ำหนด

ปรมิาณการตกค้างในหน่วยมลิลกิรมัต่อ 1 กโิลกรมั

ของส่วนที่เป็นไขมัน(on fat basis)(11) ดังนั้น	

ในการค�ำนวณปรมิาณการตกค้างจะต้องทราบปรมิาณ

ไขมันที่มีในตัวอย่าง เช่น ถ้าตรวจพบว่าเนื้อหมูมี

การตกค้าง 0.005 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (on as	

is basis) และเนื้อหมูที่น�ำมาทดสอบมีปริมาณ	

ไขมัน 1 กรัมต่อเนื้อ 10 กรัม จะพบว่ามีการตกค้าง

ของสาร 0.05 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมของส่วนที่เป็น

ไขมัน (on fat basis) ซึ่งถ้าพิจารณาเปรียบเทียบ

กับค่า EMRLs ตามชนิดสาร ค่าดังกล่าวจะมีค่า
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เท่ากับ EMRLs ของคลอร์เดนและเอนดริน แต่จะ

น้อยกว่าค่า EMRLs ของผลรวมอลัดรนิและดลีดรนิ	

และของเฮปตาคลอร์ถึง 4 เท่า และน้อยกว่า EM-

RLs ของดีดีที ถึง 100 เท่า ดังนั้น วิธีที่พัฒนาขึ้น

สามารถน�ำไปใช้ตรวจวัดเพื่อควบคุมคุณภาพเนื้อ

หมูตามค่าก�ำหนดดังกล่าวได้ โดยต้องควบคุมให้

ปริมาณไขมันที่ฉีดเข้าระบบการตรวจวิเคราะห์ด้วย 

GC มค่ีาไม่น้อยกว่า 0.1 กรมั (ไขมนั) ต่อมลิลลิติร  

และในกรณีที่ตรวจพบการตกค้างและค�ำนวณผล

เมื่อตรวจวิเคราะห์ด้วย GC-µECD แล้วนั้นต้อง

ท�ำการตรวจยนืยนัชนดิสารอกีครัง้โดยการวเิคราะห์

ด้วย GC-MS เนื่องจากในการวิเคราะห์ด้วย GC-

µECD อาศัยการเปรียบเทียบ retention time ของ

เวลาตรงกันระหว่างพีคของสารในตัวอย่างกับพีค

ของสารมาตรฐานในการวินิจฉัยชนิดสารเพียงอย่าง

เดียว ซึ่งอาจท�ำให้มีโอกาสรายงานผลผิดพลาดได้ 

แต่ถ้าท�ำการตรวจยืนยันโดยอาศัยสัดส่วนที่จ�ำเพาะ

ของ fragment ions ที่เกิดจากการแตกตัวของสาร

แต่ละชนดิเมือ่ชนกบัอเิลก็ตรอน (electron impact) 

แล้วตรวจวัด quantified และ confirmed ions ตาม	

แต่ละชนิดของสารด้วยแมสสเปกโตรมิเตอร์(12)  

ท�ำให้ผลการวิเคราะห์ดังกล่าวมีคุณภาพน่าเชื่อถือ	

เพิ่มขึ้น นอกจากนั้น ถ้ามีวัตถุประสงค์ที่จะใช้วิธีนี้	

ในการตรวจวัดปริมาณสารให้ถูกต้องแม่นย�ำสูงขึ้น	

ผู ้วิเคราะห์จะต้องพิจารณาและหาวิธีการลดค่า

ความไม่แน่นอนจากแหล่งที่ส่งผลต่อการตรวจวัด

ปริมาณสารมากที่สุดซึ่งได้แก่ ความเที่ยงของวิธี

วิเคราะห์ (method precision)  ที่มาจากค่าความ

เบี่ยงเบนของการท�ำซ�้ำ (repeatability) และรองลง

มาได้แก่ ความเบี่ยงเบนจากค่าจริง (bias) ที่เป็น	

ผลมาจากประสทิธภิาพวธิี (% recovery) ทีเ่กดิการ

สูญเสียสารไปในขั้นตอนต่างๆ เช่นการสกัด การ

ท�ำให้บริสุทธิ์ จากการตรวจวิเคราะห์ปริมาณแบบ 

External Standard Calibration  ซึง่สามารถปรบัปรงุ

วิธีวิเคราะห์ได้ เช่น การเพิ่มจ�ำนวนซ�้ำของการ

วิเคราะห์ เพื่อลดค่าความไม่แน่นอนจากการท�ำซ�้ำ

หรือเปลี่ยนไปใช้เทคนิคการวิเคราะห์แบบ Internal	

Standard Calibration โดยเลือกใช้สาร internal	

standard ที่เหมาะสมได้แก่ isodrin(13) หรือ	

decachlorobiphenyl(14)  เพือ่ลดค่าความไม่แน่นอน

จาก bias ของวิธีท�ำให้สามารถรายงานผลได้อย่าง

แม่นย�ำและถูกต้องมากยิ่งขึ้น

สรุป
	 วธิทีีพ่ฒันาขึน้สามารถตรวจวเิคราะห์สารเคมี

ป้องกันก�ำจัดศัตรูพืชกลุ่มออร์กาโนคลอรีนตกค้าง

ในเนื้อหมูได้อย่างมีประสิทธิภาพ ดีเหมาะสมที่จะ

น�ำไปใช้ในการตรวจวิเคราะห์การตกค้างของสาร	

ดังกล่าวในเนื้อสัตว ์ที่น�ำมาบริโภคเป็นอาหาร	

ทั้งในด้านการควบคุมคุณภาพอาหารเพื่อคุ้มครอง	

ผู ้บริโภคและการตรวจหาปริมาณเพื่อการศึกษา	

ผลกระทบต่อสุขภาพของคนไทยได้ต่อไป

เอกสารอ้างอิง
	 1.	http://dtn.go.th/vtl_upload_file//1179740340	

312/POPs.pdf (2 มีนาคม 2553)

	 2.	http://hypnos.cpportal.net/สถิติ/สถิติสุกรของ

โลก/การบริโภคเนื้อสุกรต่อคนต่อปี/tabid/299/

articleType/ArticleView/articleId/.aspx	

(5 มีนาคม 2553)

	 3.	กนกพร อธิสุข ยุวดี เลิศเรืองเดช จิตผกา สันทัดรบ 

วิชาดา จงมีวาสนา ทองสุข ปายะนันทน์ เฉลิมพร	

ควรหา และรัติยากร ศรีโคตร. สารเคมีป้องกันก�ำจัด

ศัตรูพืชที่คนไทยได้รับจากการบริโภคอาหาร พ.ศ. 

2542-2546. ว กรม วิทย พ 2551; 50(3): 151-

162.

	 4.	Eurachem Guide. The fitness for purpose of 

analytical methods. A laboratory guide to 



Method Development of 18 Organochlorine Pesticides in Animal Tissue 	 Rattiyakorn  Srikote et al.

28

method validation and related topics. United 

Kingdom 1998. 61: 5-24.

	 5.	กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ กระทรวงสาธารณสุข.	

แนวปฏิบัติการทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์

ทางเคมีโดยห้องปฏิบัติการเดียว นนทบุรี : กรม

วิทยาศาสตร์การแพทย์ กระทรวงสาธารณสุข; 2549.

	 6.	Application note 1: European Reference	

Materials, July 20 

	 7.	EURACHEM/CITAC Guide. Quantifying	

Uncertainty in Analytical Measurement. 2nd ed. 

United Kingdom; 2000.

	 8.	McMahon BM, Wagner RF, editors. Pesticide 

Analytical Manual Volume I. 3rd ed. U.S. Food 

and Drug Aministration. 1999; Section Section 

304.

	 9.	http://msds.chem.ox.ac.uk/PE/petroleum_

ether.html (10 มีนาคม 2553)

	10.	Sission DJ, Telling GM, Usher CD. A rapid and 

sensitive procedure for the routine determination	

of organochlorine residues in vegetables. J. 

Chromatog. 1968, 33: 435-49

	11.	พระราชบญัญตัอิาหาร พ.ศ. 2522 ประกาศกระทรวง

สาธารณสุข ฉบับที่ 288 (พ.ศ. 2548) เรื่อง อาหารที่

มสีารพษิตกค้าง ราชกจิจานเุบกษาฉบบัประกาศทัว่ไป 

เล่มที่ 122 ตอนพิเศษ 021 ง (ลงวันที่ 11 มีนาคม 

พ.ศ. 2548).

	12.	Hong J, Kim H, Kim D, Seo J and Kim K. 

Rapid determination of Chlorinated pesticides	

in fish by freezing-lipid filtration, solid phase	

extraction and gas chromatography-mass	

spectrometry. J. Chromatogr. A 2004, 1038: 

27-35

	13.	Alawi MA. and Al-Hawadi JS. Organochlorine 

pesticides in sheep liver, kidney and adipose 

tissues in Jodan. Jordan Journal of Chemistry 

2008, 3(2): 179-187

	14.	Jager LS. and Andrews ARJ. Development of 

a rapid screening technique for organochlorine 

pesticides using solvent microextraction (SME) 

and fast gas chromatography (GC). Analyst 

2000, 125: 1943-1948



การพัฒนาวิธีตรวจวิเคราะห์สารเคมีก�ำจัดศัตรูพืชกลุ่มออร์กาโนคลอรีน	  รัติยากร  ศรีโคตร และวิชาดา  จงมีวาสนา

29

Method Development of 18 Organochlorine Pesticides in Animal Tissue by 

Gas Chromatographic Technique

Rattiyakorn  Srikote   and  Wischada  Jongmevasna
Bureau of Quality and Safety of Food, Department of Medical Sciences, Tiwanond Road, Nonthaburi 11000 Thailand

Abstract  The determination of 18 organochlorine pesticides in animal tissue was developed and 
validated by using pork as a representative matrix. Initially, fat was extracted from pork with n-hexane 
and then pesticides were isolated from fat by acetonitrile saturated with n-hexane extraction. After that, 
organochlorine pesticides in sample were purified by liquid-liquid partition and alumina column. Finally, 
types and amounts of 18 compounds were identified and quantified by using gas chromatograph (GC) with 
µECD, simultaneously. As a result of method validation, limit of detection (LOD) was defined as 0.002 
mg/kg and limit of quantitation (LOQ) was 0.005 mg/kg. The accuracy and the precision expressed as 
a percentage of recovery and HORRAT at LOQ level were found to be in acceptable ranges of 82-117%	
and 0.2-1.2, respectively. Moreover, the trueness of the method was evaluated by using the analytical 
result of certified reference material (BCR-430), pork fat with certified reference value of organochlorine 
pesticide residues. It was found that there was a non-statistically significant difference between reference 
and measured value obtained from the developed method. In order to improve the quality of analytical	
result, confirmation of residue identity could be certainly performed by gas chromatograph-mass spectrometer	
(GC-MS). Consequently, the method performance for the determination of 18 organochlorine pesticide 
residues in animal tissue was found to be satisfactory to achieve the regulation of food quality and risk	
assessment of organochlorine pesticides or some persistent organic pollutants exposure.

Key words :	Organochlorine pesticides, animal tissue, method validation, gas chromatograph (GC), 
mass spectrometer (MS)

 


