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อปุกรณ์ และวธีิการทดลอง 
 
การเตรียมคะน้าเพือ่ใช้ในการทดสอบสารก าจัดแมลงตกค้าง 

ท ำกำรปลูกคะน้ำสำยพนัธ์ุ Brassica oleracea var. alboglabra ลงในถุงท่ีบรรจุดินขุย
มะพร้ำวส ำเร็จรูปส ำหรับปลูกตน้ไมข้นำด 7x11 น้ิว โดยไม่ใชส้ำรก ำจดัแมลงตลอดระยะเวลำใน
กำรปลูก เม่ือตน้คะนำ้มีอำยไุด ้35-40 วนั จึงเก็บไปใชใ้นกำรทดลอง 

 
การเตรียมสารเคมีเพือ่ใช้ในการทดลอง 

ในกำรทดลองไดมี้กำรใชส้ำรก ำจดัแมลง 2 ชนิด คือ คลอร์ไพริฟอส และมำลำไทออนโดย
ใชท้ั้งชนิดท่ีเป็นสำรมำตรฐำน และสำรท่ีใชใ้นกำรเกษตร 

- สำรก ำจดัแมลงมำตรฐำนเตรียมจำก stock solution คลอร์ไพริฟอสเขม้ขน้ 1067.7 ppm 
และมำลำไทออนเขม้ขน้ 1122.36 ppm ให้ไดส้ำรมำตรฐำนทั้ง 2 ชนิดท่ีควำมเขม้ขน้ 0.5, 1.0 และ 
5.0 mg/L 

- สำรก ำจดัแมลงท่ีใชใ้นกำรเกษตรเตรียมจำกคลอร์ไพริฟอส 20% และมำลำไทออน 57% 
ใหไ้ดส้ำรทั้ง 2 ชนิดท่ีควำมเขม้ขน้ 0.5, 1.0 และ 5.0 mg/L 

- 4-(4-nitrobenzyl)pyridine (NBP) ท่ีควำมเขม้ขน้ 2, 5 และ 10%  ใน acetone 
- tetraethylenepentamine (TEP) ท่ีควำมเขม้ขน้ 5, 10 และ 15% ใน acetone 
 

เคร่ืองแก๊สโครมาโทกราฟี (Gas  Chromatography) 
เคร่ือง GC รุ่น 6890N injection port ชนิด split/splitless capillary inlet สำมำรถใชง้ำนแบบ 

split และ splitless สำมำรถใชก้บั capillary column ท่ีมีขนำดเส้นผำ่ศูนยก์ลำงภำยใน 0.1-0.53 nm 
ได ้ โดยใชชุ้ดตรวจสัญญำณชนิด flame photometric detector (FPD) : สำมำรถวิเครำะห์สำรท่ีมี
ฟอสฟอรัส (phosphorous, P) หรือ ซลัเฟอร์ (sulphur, S) เป็นองคป์ระกอบ เช่น H2S, SO2 และสำร
ก ำจดัศตัรูพืชกลุ่ม organophosphorous pesticides  
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ภำพ 3.1 Gas  Chromatography 6890N 
 
วธีิการทดลอง 
 
การทดลองที่ 1 ทดสอบหาสภาวะที่ดีที่สุดในการตรวจหาสารก าจัดแมลง โดยทดสอบกับสารก าจัด
แมลงโดยตรง 

1.1 หาความเข้มข้นของ NBP ทีด่ีทีสุ่ดในการตรวจหาสารก าจัดแมลงมาตรฐาน 
น ำสำรก ำจดัแมลงคลอร์ไพริฟอสมำตรฐำนเขม้ขน้ 0.5 mg/L ท่ีเตรียมไวใ้ส่หลอดทดลอง 1 

ml จำกนั้นเติม NBP เขม้ขน้ 2% ลงในหลอด 0.1 ml เขยำ่เล็กนอ้ยและน ำไปให้ควำมร้อนท่ีอุณหภูมิ 
100 ํ C ให้สำรละลำยในหลอดทดลองแห้งสนิท ทิ้งไวใ้ห้เย็นท่ีอุณหภูมิห้อง จำกนั้นเติม TEP
เขม้ขน้ 10% ลงในหลอดทดลอง 1 ml และอ่ำนผลกำรทดลองทนัที โดยกำรสังเกตสีท่ีเกิดข้ึนดว้ย
สำยตำ ซ่ึงกำรทดลองท่ีเป็นผลบวกสีของสำรละลำยจะมีสีม่วงอ่อนไปจนถึงม่วงเข้ม และกำร
ทดลองท่ีเป็นผลลบสำรละลำยจะใสไม่มีสี ท ำกำรทดลองทั้งหมด 20 ซ ้ ำ จำกนั้นน ำไปวดักำร
ดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ือง spectrophotometer ท่ีควำมยำวคล่ืน 520 nm  

ท ำกำรทดลอง 1.1 ซ ้ ำโดยเปล่ียนสำรก ำจดัแมลงคลอร์ไพริฟอสมำตรฐำนเขม้ขน้ 0.5 mg/L 
เป็น, 1.0 และ 5.0 mg/L และมำลำไทออนมำตรฐำนเขม้ขน้ 0.5, 1.0 และ 5.0 mg/L จำกนั้นเปล่ียน
ควำมเขม้ขน้ของ NBP จำก 2% เป็น 5 และ10% ทดสอบกบัสำรก ำจดัแมลงทั้ง 2 สองชนิด ให้ครบ
ทุกควำมเขม้ขน้ เพื่อน ำผลกำรทดลองไปวิเครำะห์ควำมแปรปรวน (analysis of variance) และ



26 

 

เปรียบเทียบควำมแตกต่ำงเปอร์เซ็นต์กำรอ่ำนผลพบสำรก ำจดัแมลงของสำร NBP ในแต่ละควำม
เขม้ขน้ ดว้ยวธีิ least significant difference, LSD 
 

1.2 หาความเข้มข้นของ TEP ทีด่ีทีสุ่ดในการตรวจหาสารก าจัดแมลงมาตรฐาน 
น ำสำรก ำจดัแมลงมำตรฐำนท่ีเตรียมไวใ้ส่หลอดทดลอง 1 ml จำกนั้นเติม NBP เขม้ขน้ 5% 

(ควำมเขม้ขน้ท่ีดีท่ีสุดจำกกำรทดลองท่ี 1.1) ลงในหลอด 0.1 ml เขยำ่เล็กนอ้ยและน ำไปให้ควำม
ร้อนท่ีอุณหภูมิ 100 ํ C ให้สำรละลำยในหลอดแห้งสนิท ท้ิงไวใ้ห้เยน็ท่ีอุณหภูมิห้อง จำกนั้นเติม 
TEP เขม้ขน้ 5% ลงในหลอดทดลอง 1 ml และอ่ำนผลกำรทดลองทนัที โดยกำรสังเกตสีท่ีเกิดข้ึน
ดว้ยสำยตำ ซ่ึงกำรทดลองท่ีเป็นผลบวกสีของสำรละลำยจะมีสีม่วงอ่อนไปจนถึงม่วงเขม้ และกำร
ทดลองท่ีเป็นผลลบสำรละลำยจะใสไม่มีสี ท ำกำรทดลองทั้งหมด 20 ซ ้ ำ จำกนั้นน ำไปวดักำร
ดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ือง spectrophotometer ท่ีควำมยำวคล่ืน 520 nm  

ท ำกำรทดลอง 1.1 ซ ้ ำโดยเปล่ียนสำรก ำจดัแมลงคลอร์ไพริฟอสมำตรฐำนเขม้ขน้ 0.5 mg/L 
เป็น, 1.0 และ 5.0 mg/L และมำลำไทออนมำตรฐำนเขม้ขน้ 0.5, 1.0 และ 5.0 mg/L จำกนั้นเปล่ียน
ควำมเขม้ขน้ของ TEP จำก 5% เป็น 10 และ15% ทดสอบกบัสำรก ำจดัแมลงทั้ง 2 สองชนิด ให้ครบ
ทุกควำมเขม้ขน้ เพื่อน ำผลกำรทดลองไปวิเครำะห์ควำมแปรปรวน (analysis of variance) และ
เปรียบเทียบควำมแตกต่ำงเปอร์เซ็นตก์ำรอ่ำนผลพบสำรก ำจดัแมลงของสำร TEP ในแต่ละควำม
เขม้ขน้ ดว้ยวธีิ least significant difference, LSD 

 
1.3 ทดสอบสภาวะทีไ่ด้จากการทดลอง 1.1 และ 1.2 ในการตรวจหาสารก าจัดแมลงที่ใช้  ใน

การเกษตร 
น ำสำรก ำจดัแมลงท่ีใชใ้นกำรเกษตรท่ีเตรียมไวใ้ส่หลอดทดลอง 1 ml จำกนั้นเติม NBP 

เขม้ขน้ 5% (ควำมเขม้ขน้ท่ีดีท่ีสุดจำกกำรทดลองท่ี 1.1) ลงในหลอด 0.1 ml เขยำ่เล็กนอ้ยและน ำไป
ให้ควำมร้อนท่ีอุณหภูมิ 100 ํ C ให้สำรละลำยในหลอดแห้งสนิท ท้ิงไวใ้ห้เย็นท่ีอุณหภูมิห้อง 
จำกนั้นเติม TEP เขม้ขน้ 5% (ควำมเขม้ขน้ท่ีดีท่ีสุดจำกกำรทดลองท่ี 1.2) ลงในหลอดทดลอง 1 ml 
และอ่ำนผลกำรทดลองทนัที โดยกำรสังเกตสีท่ีเกิดข้ึนดว้ยสำยตำ ซ่ึงกำรทดลองท่ีเป็นผลบวกสีของ
สำรละลำยจะมีสีม่วงอ่อนไปจนถึงม่วงเขม้ และกำรทดลองท่ีเป็นผลลบสำรละลำยจะใสไม่มีสี ท ำ
กำรทดลองทั้งหมด 20 ซ ้ ำ  จำกนั้นน ำไปวดักำรดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ือง spectrophotometer ท่ีควำม
ยำวคล่ืน 520 nm  

สำรก ำจดัแมลงท่ีใช้ในกำรทดลองคลอร์ไพริฟอส และมำลำไทออนท่ีใช้ในกำรเกษตร 
เขม้ขน้ 0.5, 1.0 และ 5.0 mg/L ในแต่ละควำมเขม้ขน้ท ำกำรทดลอง 20 ซ ้ ำ เพื่อเป็นกำรยืนยนัควำม 
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สำมำรถในกำรตรวจพบสำรก ำจดัแมลงของสำร NBP และ TEP และเปรียบเทียบควำมแตกต่ำง
เปอร์เซ็นตก์ำรอ่ำนผลพบสำรก ำจดัแมลงในแต่ละควำมเขม้ขน้ ดว้ยวิธี least significant difference, 
LSD 
 
การทดลองที ่ 2 ทดสอบประสิทธิภาพการตรวจหาสารก าจัดแมลงตกค้างในผกั โดยใช้สารก าจัด
แมลงมาตรฐานในการทดสอบ 

การเตรียมตัวอย่างผกั 
ใช้ผกัคะน้ำอำยุ 35-40 วนัท่ีปลูกไว ้จุ่มลงในสำรก ำจดัแมลงคลอร์ไพริฟอสและมำลำไท

ออนมำตรฐำนท่ีควำมเขม้ขน้ 0.5, 1.0 และ 5.0 mg/L ใช้ตวัอย่ำงผกัคะน้ำจุ่มในน ้ ำกลัน่เป็นชุด
ควบคุม แต่ละควำมเขม้ขน้ของสำรใชผ้กัคะนำ้ 300 g ผึ่งไวใ้ห้แห้งและบรรจุในถุงพลำสติกเก็บไว้
ท่ีอุณหภูมิ 13-15 ◦C เพื่อใชใ้นกำรทดลองต่อไป 

วธีิการสกดัตัวอย่างผกั 
กำรสกดัจะใชว้ธีิสกดัดว้ยตวัท ำละลำย dichloromethane ท ำกำรชัง่ตวัอยำ่งผกั 10 g จำกนั้น

หัน่ให้ละเอียด ใส่ลงในหลอด centrifuge ขนำด 50 ml. เติม dichloromethane ปริมำณ 20 ml เขยำ่
ดว้ยเคร่ือง vortex เป็นเวลำนำนประมำณ 5 นำที ตั้งทิ้งไวใ้หน้อนกน้ และใชส่้วนใสในกำรทดสอบ 

การตรวจหาการตกค้างสารก าจัดแมลงคลอร์ไพริฟอสและมาลาไทออนมาตรฐานใน
ตัวอย่างผกัคะน้า 

น ำสำรสกดัท่ีไดไ้ปท ำกำรทดสอบกำรตกคำ้งดว้ยสำร NBP และ TEP ควำมเขม้ขน้ท่ีดีท่ีสุด
จำกกำรทดลองท่ี 1 โดยน ำสำรสกดัท่ีไดใ้ส่หลอดทดลอง 1 ml จำกนั้นเติม NBP เขม้ขน้ 5% ลงใน
หลอด 0.1 ml เขยำ่เล็กนอ้ยและน ำไปให้ควำมร้อนท่ีอุณหภูมิ 100 ํ C ให้สำรละลำยในหลอดแห้ง
สนิท ทิ้งไวใ้หเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิหอ้ง จำกนั้นเติม TEP เขม้ขน้ 5% ลงในหลอดทดลอง 1 ml และอ่ำนผล
กำรทดลองทนัที โดยกำรสังเกตสีท่ีเกิดข้ึนดว้ยสำยตำ ซ่ึงกำรทดลองท่ีเป็นผลบวกสีของสำรละลำย
จะมีสีม่วงอ่อนไปจนถึงม่วงเขม้ และกำรทดลองท่ีเป็นผลลบสำรละลำยจะใสไม่มีสี ท ำกำรทดลอง
ทั้งหมด 20 ซ ้ ำ จำกนั้นน ำไปวดักำรดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ือง spectrophotometer ท่ีควำมยำวคล่ืน 520 
nm  

จำกกำรทดลองเบ้ืองตน้สีเขียวจำกกำรสกดัตวัอยำ่งไม่มีผลต่อกำรเกิดสีม่วง และกำรวดัผล
กำรทดลองจะน ำไปเปรียบเทียบกบัวธีิกำรวเิครำะห์สำรตกคำ้งมำตรฐำน โดยใชเ้ทคนิค GC 
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วธีิการสกดัตัวอย่างผกัเพือ่การวเิคราะห์สารตกค้างด้วยเทคนิค GC (Steinwandter, 1985) 

- น ำตวัอยำ่งผกัคะนำ้ท่ีตอ้งกำรวเิครำะห์มำบดใหล้ะเอียด 
- ตกัตวัอยำ่งท่ีได ้25 g ใส่ลงในขวดตวัอยำ่ง 
- น ำมำป่ันกบั acetone 50 ml ดว้ยควำมเร็ว 11,000 รอบต่อนำที นำน 1 นำที 
- เติม Sodium chloride 10 g และ dichloromethane 40 ml  
- น ำไปป่ัน แลว้ตั้งทิ้งไวใ้ห้นอนกน้ 
- เทส่วนใสใส่ลงใน flask ปิดดว้ยกระดำษฟรอย 
- เติม Sodium sulphate 1 ชอ้นโตะ๊ ตั้งทิ้งไว ้20 นำที เขยำ่เป็นคร้ังครำว 
- กรองผำ่น Sodium sulphate ลงใน Cylinder ใหไ้ดป้ริมำณ 50 ml 
- เทสำรจำก cylinder ลงใน round bottom flask 
- น ำไปลดปริมำตรดว้ยเคร่ือง evaporator ท่ีอุณหภูมิ 40 ํ C ควำมดนั 500 bar 

จนเกือบแหง้ 
- ใช ้acetone ลำ้งสำรใน round bottom flask ใส่ลงใน volumetric flask ใหไ้ด ้5 

ml 
- น ำไปวเิครำะห์สำรตกคำ้งดว้ยเทคนิค GC 

 
การทดลองที ่3 การพฒันาชุดทดสอบสารพษิตกค้าง และทดสอบอายุการใช้งานของชุดทดสอบ 

3.1 ท าการพฒันาชุดทดสอบสารพษิตกค้าง 
เม่ือไดค้วำมเขม้ขน้ของสำร NBP และ TEP ท่ีดีท่ีสุดจำกกำรทดลองท่ี 1 แลว้จึงน ำมำพฒันำ

เป็นชุดทดสอบ โดยพฒันำวิธีกำรทดสอบเป็นแบบ spot test โดยหยดตวัอยำ่งสำรก ำจดัแมลงและ
สำรต่ำงๆท่ีใช้ในกำรทดสอบลงบนกระจกนำฬิกำขนำด 60 mm แทนกำรใช้หลอดทดลอง เพื่อ
สำมำรถน ำไปใช้ในภำคสนำมได้ง่ำยข้ึน โดยกำรลดอตัรำส่วนในกำรใช้สำรทดสอบและสำร
ตวัอยำ่งจำกวธีิกำรทดลองท่ี 1 ลงซ่ึงอำจจะลดได ้20, 50, 70 และ 90% เพื่อปรับให้มีวิธีกำรทดสอบ
ท่ีง่ำยข้ึนและตอ้งสำมำรถอ่ำนผลกำรทดลองไดอ้ยำ่งชดัเจน 
 

3.2 ทดสอบหาอายุการใช้งานของชุดทดสอบ 
เน่ืองจำกสำรท่ีใช้ในกำรทดสอบควรมีวนัหมดอำยุ หรือมีกำรเส่ือมสภำพลงดงันั้นควรมี

กำรทดสอบอำยกุำรใชง้ำน โดยกำรเตรียมสำรท่ีใชใ้นกำรทดสอบ ไดแ้ก่ เติม NBP และTEP เขม้ขน้ 
5% เก็บรักษำไวท่ี้อุณหภูมิห้อง จำกนั้นน ำมำทดสอบกบัสำรก ำจดัแมลงคลอร์ไพริฟอส และมำลำ
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ไทออนมำตรฐำนท่ีควำมเขม้ขน้ 5.0 mg/L โดยท ำกำรทดลอง 5 ซ ้ ำ ทุก ๆ 7 วนัจนครบ 3 เดือนหรือ
จนกวำ่จะไม่สำมำรถตรวจสอบได ้(หมดประสิทธิภำพ)  

 
การทดลองที่ 4 การหาการสลายตัวของสารก าจัดแมลงมาตรฐานในตัวอย่างผักคะน้าหลังจากการ
เกบ็รักษาด้วยชุดทดสอบทีพ่ฒันาขึน้ 

การเตรียมตัวอย่างผกั 
ใชผ้กัคะนำ้อำย ุ 35-40 วนัท่ีปลูกไว ้ จุ่มลงในสำรก ำจดัแมลงมำตรฐำนคลอร์ไพริฟอส 2.0 

mg/L (MRL: กลว้ย) และมำลำไทออน 3.0 mg/L (MRL: ผกัคะนำ้) แต่ละควำมเขม้ขน้ของสำรใช้
ผกัคะนำ้ 1 kg โดยใชน้ ้ำกลัน่เป็นชุดควบคุม ผึ่งไวใ้หแ้หง้และบรรจุในถุงพลำสติกเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 
13-15 ◦C ซ่ึงวธีิกำรสกดั และกำรทดสอบท ำตำมผลกำรทดลองท่ี 3 

ในกำรทดสอบจะใชต้วัอยำ่งผกัท่ีเก็บรักษำเป็นเวลำ 0, 2 และ 4 วนั โดยท ำกำรทดสอบดงัน้ี 
ชุดกำรทดลอง 1 ตวัอยำ่งผกัท่ีไม่ไดผ้ำ่นกำรลำ้ง 
ชุดกำรทดลอง 2 ตวัอยำ่งผกัท่ีผำ่นกำรลำ้ง 
ชุดกำรทดลอง 3 น ้ำลำ้งผกัจำกชุดกำรทดลอง 2 

แต่ละชุดกำรทดลองจะมีควำมเขม้ขน้สำรก ำจดัแมลง 3 ระดบั คือ 0 mg/L (ชุดควบคุม: น ้ ำ
กลัน่), 2.0 mg/L (คลอร์ไพริฟอสมำตรฐำน) และ 3.0 mg/L (มำลำไทออนมำตรฐำน) จะเห็นวำ่ใน
กำรทดลองน้ีใชค้วำมเขม้ขน้ของสำรก ำจดัแมลงค่อนขำ้งสูง ทั้งน้ีเพื่อใหเ้ห็นแนวโนม้กำรลดลงของ
สำรก ำจดัแมลงหลงัจำกกำรเก็บรักษำไดอ้ยำ่งชดัเจน โดยท ำกำรทดลองระดบัควำมเขม้ขน้ละ 20 ซ ้ ำ 
และจะท ำกำรเปรียบเทียบผลกำรทดลองกบัวธีิกำรวเิครำะห์สำรตกคำ้งมำตรฐำนดว้ยเทคนิค GC 
 
 
 
  
 


