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รายงานผลงานเรื่องเต็มการทดลองท่ีสิ้นสุด 
 

1. แผนการวิจัย : วิจัยและพัฒนาระบบการตรวจวิเคราะห์ปัจจัยการผลิตทางการเกษตรตาม
มาตรฐานสากล 

2. โครงการวิจัย : วิจัยและพัฒนาระบบการตรวจวิเคราะห์สารพิษตกค้างของสารป้องกันก าจัด
ศัตรูพืช 

    กิจกรรม : 1.พัฒนาเทคนิคการวิ เคราะห์สารพิษตกค้าง เ พ่ือเ พ่ิมความสามารถของ
ห้องปฏิบัติการ 

3. ช่ือการทดลอง : การพัฒนาและตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์สารพิษตกค้างของสารฟโลนิ
คามิด (flonicamid) และสารอนุพันธ์ในพืชตระกูลแตง ด้วยเทคนิคลิควิดโคร
มาโทกราฟี-แมสสเปคโทรเมตรี/แมสสเปคโทรเมตรี (LC-MS/MS) 

 : Analytical method Development and validation for the determination 

of flonicamid and its metabolites in cucurbitaceae by LC-MS/MS 

technique 

4. คณะผู้ด าเนินงาน 
หัวหน้าการทดลอง นายประพันธ์ เคนท้าว สังกัด กองวิจัยพัฒนาปัจจัยการผลิตทางการเกษตร 
ผู้ร่วมการทดลอง นางสาวจินตนา ภู่มงกุฎชัย สังกัด กองวิจัยพัฒนาปัจจัยการผลิตทางการเกษตร 

 นางสาวสุพัตรี หนูสังข์ สังกัด กองวิจัยพัฒนาปัจจัยการผลิตทางการเกษตร 

 นางสาวศศิณิฎา คงแช่มดี สังกัด กองวิจัยพัฒนาปัจจัยการผลิตทางการเกษตร 

 นายบุญทวีศักดิ์ บุญทวี สังกัด กองวิจัยพัฒนาปัจจัยการผลิตทางการเกษตร 

5. บทคัดย่อ 

วิธีวิเคราะห์นี้พัฒนาขึ้นมาเพ่ือตรวจหาสารตกค้างของสารฟโลนิคามิด (flonicamid) และสารอนุพันธ์ทั้งสอง
ชนิดคือ TFNA และ TFNG ในพืชตระกูลแตง (แตงกวา แคนตาลูป และแตงโม) ซ่ึงพัฒนาขั้นตอนการสกัดสาร
จากวิธ ีQuEChERS (EN15662) ตรวจวิเคราะห์ปริมาณสารตกค้างด้วยเทคนิคลิควิดโครมาโทกราฟี-แมสสเปค
โทรเมตรี/แมสสเปคโทรเมตรี ใช้ acetonitrile ในสภาวะกรด (กรดฟอร์มิก 1% V/V) เป็นสารละลายในการ

สกัด และ partition ด้วยเกลือโซเดียมคลอไรด์ ตรวจสอบความเป็นเส้นตรงในช่วงความเข้มข้น 0.005  0.1 
µg/mL พบว่ามคี่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (R2) > 0.990 ท าการเติมสารมาตรฐานกลุ่มฟโลนิคามิดที่ 4 ระดับ 
คือ 0.01 0.02 0.05 และ 0.1 mg/kg ในตัวอย่างแตงกวา พบว่าให้ค่าร้อยละการกลับคืนมาของสารอยู่ในช่วง 

70  120 % ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (RSD) อยู่ในช่วง 5.56  9.16 %  ขีดจ ากัดการตรวจวัดเชิง
ปริมาณในตัวอย่างแตงกวา แคนตาลูป และแตงโม มีค่าเท่ากับ 0.01 mg/kg วิธีการตรวจวิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้น
มาใหม่นี้สามารถน าไปใช้ในการตรวจหาสารพิษตกค้างของสารฟโลนิคามิดและสารอนุพันธ์ 
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Abstract 
 An analytical method was developed for the determination of flonicamid and two 
metabolites (TFNA and TFNG) in cucurbitaceae (cucumber, cantaloupe and watermelon). The 
method developed herein uses a rapid extraction procedure based on Quick, Easy, Cheap, 
effective, Rugged and Safe (QuEChERS) method followed by liquid chromatography tandem mass 
spectrometry (LC-MS/MS). Acidified acetonitrile (containing 1 % V/V formic acid) was used as an 
extraction solvent and partitioning was carried out using sodium chloride. The linearity over a 
concentration range of 0.005 – 0.1 µg/mL was good with a determination coefficient (R2) > 0.990 

with relative standard deviation (RSD) of 5.56  9.16 %. At four fortification levels of 0.01 0.02 

0.05 and 0.1 mg/kg in cucumber, the recoveries (% recovery) range from 70  120%. The limit of 
quantification (LOQ) was 0.01 mg/kg for cucumber, cantaloupe and watermelon. The developed 
method was successfully applied to determination of flonicamid and its metabolites in 
cucurbitaceae. 
6. ค าน า 

 พืชตระกูลแตง นับเป็นพืชผักทางเศรษฐกิจที่เกษตรกรนิยมปลูกเป็นอย่างมากเนื่องจากเป็นพืชล้มลุกทีม่ี
ช่วงอายุสั้น ปลูกได้ตลอดทั้งปี เป็นที่ต้องการของผู้บริโภคท้ังภายในประเทศและต่างประเทศ ประกอบกับให้
ผลตอบแทนทีร่วดเร็ว โดยพืชตระกูลแตงที่เกษตรกรไทยนิยมปลูกมากท่ีสุด 3 อันดับแรก ได้แก่ แตงกวา แตงโม 
และแคนตาลูป แต่ทั้งนี้พืชผักดังกล่าวก็มีความอ่อนแอต่อแมลงที่เข้าท าลายท าให้ผลผลิตเสียหาย โดยสัตว์ศัตรูที่
ส าคัญของพืชตระกูลนี้มีอยู่หลายชนิด เช่น เพลี้ยจักจั่นฝ้าย เพลี้ยอ่อนในมะเขือเปราะ เพลี้ยไก่แจ้ และแมลงหวี่ขาว 
เป็นต้น แต่พบว่าสารก าจัดแมลงกลุ่มฟโลนิคามิด (flonicamid) สามารถป้องกันหรือก าจัดสัตว์ศัตรูพืชดังกล่าวได้ 
โดยสารกลุ่มนี้ออกฤทธิ์ที่ระบบประสาท ซึ่งเข้าไปปรับเปลี่ยนการท างานของ chordotonal organ ทีเ่ป็นอวัยวะ
รับความรู้สึกที่กระจายอยู่ทั่วร่างกายของแมลง โดย organ นี้มีหน้าที่ส าคัญในการรับความรู้สึกต่างๆ เช่น การ
สัมผัสและประสานงานเกี่ยวกับการเคลื่อนไหวส่วนต่างๆของร่างกายให้เป็นไปตามปกติ แต่เมื่อสารฆ่าแมลงกลุ่มนี้
เข้าสู่ร่างกายแมลงจะไปรบกวนการท างานของ organ ดังกล่าว จึงท าให้แมลงไม่สามารถดูดกินน้ าเลี้ยงจากพืชได้ 
(กลุ่มบริหารศัตรูพืชและกลุ่มกีฏและสัตววิทยา, 2563) โดยสารดังกล่าวจะออกฤทธิ์ดูดซึมและเริ่มเห็นผลภายใน 2 

 5 วัน หลังการสัมผัสสารของแมลงศัตรูพืช ซึ่ง flonicamid จัดเป็นสารที่มีความปลอดภัยสูง และไม่ส่งผลกระทบ
ต่อสิ่งแวดล้อมและเกษตรกรผู้ใช้  คุณสมบัติทางเคมีของสาร flonicamid แสดงดังตารางท่ี 1 (EURL-SRM, 2015)  
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ตารางที่ 1  คุณสมบัติทางเคมีของสารกลุ่ม flonicamid 

 

No. Structure IUPAC Name MW. (g/mol) 

1. 

 

 

FNX 

 

N-(cyanomethyl)-4-
(trifluoromethyl)pyridine-3-
carboxamide 

229.162  

2.  

TFNA 

 

4-trifluoromethyl nicotinic 
acid 

191.11  

3.  

TFNG 

N-(4-trifluoro 
methylnicotinoyl) glycine 

248.16  

    
 

จากการทบทวนวรรณกรรมที่เกี่ยวข้องพบว่าข้อมูลการพิจารณาสารพิษตกค้างในพืชทั้ง EU MRLs 
(CODEX, 2019) และ Japan MRLs (Japan, 2019) ก าหนดให้สาร flonicamid ประเมินได้จากผลรวมของทั้งสาร 
flonicamid (FNX) และสารอนุพันธ์อีกสองชนิด คือ 4-trifluoromethyl nicotinic acid (TFNA) และ N-(4-
trifluoro methylnicotinoyl) glycine (TFNG) ดังนั้นหากต้องการวิเคราะห์หาสารพิษตกค้างของสารข้างต้น
จ าเป็นอย่างยิ่งที่ต้องประเมินสารทั้ง 3 ชนิด คือ FNX, TFNA และ TFNG 

Hengel and Miller (2007) พัฒนาวิธีวิเคราะห์สารพิษตกค้าง flonicamid และสารอนุพันธ์ในฮ็อพแห้ง

ด้วยเทคนิค LC-MS/MS พบว่า % recovery อยู่ในช่วง 66  119  โดย fortified สารมาตรฐานในตัวอย่างฮ็อพ
ที่ 5 ระดับความเข้มข้น คือ 0.005 0.02 0.2 2.0 และ 4.0 mg/kg ขณะที่มีค่า LOD และ LOQ อยู่ที่ 0.0025 และ 
0.005 mg/kg ตามล าดับ และสามารถน าวิธีที่พัฒนาขึ้นมานี้ไปใช้ในการวิเคราะห์หาสารพิษตกค้าง flonicamid 
ในฮ็อพแห้งจาก 3 แปลงทดลองได้เป็นอย่างดี  
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Xu, et al. (2011) จ าลองวิธีตรวจวัดสารพิษตกค้าง flonicamid และสารอนุพันธ์ในพืชผักโดยสกัดด้วย

วิธี QuECHERS และตรวจวัดด้วยเทคนิค LC-MS/MS พบว่า linearity อยู่ในช่วง 0.0002  0.5 ug/mL โดยให้

ค่า R2  0.998 ไม่มีผลรบกวนจากอิทธิพลสารเจือในตัวอย่าง จากการ fortified สารมาตรฐานที่ 4 ระดับความ
เข้มข้นๆละ 6 ซ้ า คือ 0.01 0.05 0.5 และ 2.0 mg/kg ในตัวอย่างผักโขมและแตงกวา พบว่า % recovery อยู่

ในช่วง 81.3  94.8 % และค่า RSD อยู่ในช่วง 2.4  7.0 ซึ่งชี้บ่งได้ว่าวิธีดังกล่าวมีประสิทธิภาพในการตรวจวัด
สารพิษตกค้าง flonicamid และสารอนุพันธ์ในพืชผักได้ 

EURL-SRM. (2015) วิเคราะห์สารพิษตกค้าง flonicamid และสารอนุพันธ์ คือ   TFNA และ TFNG สกัด
ตัวอย่างด้วยวิธี acidified QuECHERS โดยผสม 1% V/V formic acid ในสารละลาย aceronitrile และตรวจวัด
ด้วยเทคนิค LC-MS/MS พบว่าวิธีที่พัฒนาขึ้นมานี้มีประสิทธิภาพสูงในการสกัดสารกลุ่มดังกล่าว 

ส าหรับงานวิจัยนี้เป็นการพัฒนาวิธีการตรวจวิเคราะห์สารกลุ่ม  flonicamid ทั้ง 3 ชนิด ได้แก่ FNX, 
TFNA และ TFNG ในตัวอย่างพืชตระกูลแตง ด้วยเทคนิค LC-MS/MS โดยศึกษาวิธีการสกัดที่เหมาะสม และ
ตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้นมาใหม่นี้ตามปัจจัยต่างๆ เพ่ือยืนยันถึงความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ 
ซึ่งข้อมูลที่ไดจ้ะน าไปใช้ในห้องปฏิบัติการตรวจวิเคราะห์สารพิษตกค้าง และขอการรับรองมาตรฐานห้องปฏิบัติการ
ในอนาคตต่อไป 
 
7. วิธีด าเนินการ 
7.1 อุปกรณ์ 
 1)  เครื่องแก้วและอุปกรณ์ต่างๆที่ใช้ในห้องปฏิบัติการ เช่น ขวดวัดปริมาตร (Volumetric flask)  
บีกเกอร์ (Beaker) กระบอกตวง (Cylinder) ชุดกรองสารละลายเฟสเคลื่อนที่ (LC-mobile phase filtration) 
หลอดปั่นเหวี่ยง (Screw-capped polypropylene centrifuge tubes) ขนาด 50 และ 15 mL และกระบอกฉีด
ยาที่มีตัวกรองเมมเบรน (Syringe with membrane filter) ขนาด 0.20 µm 

 2)  อุปกรณ์ดูด  จ่ายสารละลายอัตโนมัติ (Auto pipette) ขนาดต่างๆ เช่น 2  20, 10  100, 20  

200, 100  1,000, 500  5,000 µLและ 1   10 mL 

 3)  เครื่องมือที่ใช้ในห้องปฏิบัติการ เช่น เครื่องชั่งไฟฟ้า (Electronic balance) ชนิดทศนิยม 5 ต าแหน่ง และ 

2 ต าแหน่งเครื่องบดตัวอย่าง (Food processor) เครื่องผสมตัวอย่าง (Vortex mixer) และเครื่องปั่นเหวี่ยง 

(Centrifuge)  

 4)  เครื่องตรวจวิเคราะห์ปริมารสารพิษตกค้างชนิด Liquid chromatography ยี่ห้อ Agilent 

technologies รุ่น 1290 infinity ที่ต่อกับ Mass spectrometry (LC-MS/MS) R2 รุ่น 6410 Triple quad  
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7.2 สารเคมี 
 1)   สารมาตรฐานอ้าง อิง  (Reference standards) กลุ่ มฟโลนิคามิด  3 ชนิด  ได้ แก่  FNX : (N-
cyanomethyl-4-trifluoromethyl nicotinamide)) ,TFNA : (4-trifluoromethyl nicotinic acid) และ TFNG 
: (N-(4-trifluoro methylnicotinoyl) glycine)) จาก Dr. EhrenstorferTM ประเทศเยอรมนี 
 2)  สารเคมีที่ใช้ในการสกัดและวิเคราะห์ตัวอย่าง เช่น acetronitrile (ACN), sodium chloride (NaCl), 
magnesium sulfate (MgSO4), primary secondary amine (PSA) และ formic acid (HCO2H) 
7.3 วิธีการ 

7.3.1 เตรียมสารละลายมาตรฐาน 
 1)  การเตรียม Stock standard solution 

ท าการเตรียมสารละลายมาตรฐานปฐมภูมิ (Primary standard solution) ของสารกลุ่ม 
flonicamid ทั้ง 3 ชนิด โดยมีรายละเอียดดัง ตารางท่ี 2 
 
ตารางที่ 2  การเตรียมสารละลายมาตรฐานปฐมภูมิของสารกลุ่ม flonicamid ในตัวท าละลาย ACN 

 
 

No. Name Lot No. Purity (%) Weight (g) Conc. (ug/mL) Manufacturer 
1. flonicamid G141217 99.2 0.01099 1,090.21 Dr.Ehrenstorfer 
2. TFNA 975404 99.5 0.01150 1,144.25 Dr.Ehrenstorfer 
3. TFNG 976936 96.3 0.01063 1,023.67 Dr.Ehrenstorfer 

 
2)  Intermediate standard solution 

เจือจางสารละลายมาตรฐาน Stock standard solution ที่ได้ด้วยตัวท าละลาย acetonitrile (PR 

grade) ให้มีความเข้มข้นเท่ากับ 100 µg/mLจากนั้นถ่ายใส่ขวดสีชา ติดป้ายระบุชื่อและรายละเอียดที่ส าคัญ เก็บ

ในตู้เย็นอุณหภูมิ - 20  5C 

3)  Working standard solution 

เจือจางสารละลาย Intermediate standard solution ให้มีความเข้มข้นเท่ากับ 10 µg/mLจากนั้น

น ามาเตรียม calibration standard solution ในช่วง working range โดยเตรียมใหม่ทุกครั้งที่มีการใช้งาน 

7.3.2 การตรวจวิเคราะห์ด้วยเครื่อง  LC-MS/MS  
7.3.3 การพัฒนาวิธีการตรวจวิเคราะห์ 

1)  QuEChERS (EN15662) ชั่งตัวอย่าง 10  0.01 g ใน Centrifuge tubes ขนาด 50 mL 

เติม acetonitrile 10 mL เขย่าด้วยมือนาน 1 นาที เติมสารสกัด NaCl 1 g และ MgSO4 4 g เขย่าต่ออีก 1 นาท ี

น าไป Centrifuge ที่ความเร็วรอบ 3000 rpm เป็นเวลา 5 นาที สุดท้ายกรองสารละลายส่วนใสใส่ใน LC-vial ให้ได้
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ปริมาตร 1 mL โดยใช้ PTFE syringe filter ขนาด 0.2 µm พร้อมทั้งเติม 5 % HCO2H 10 µL น าไปตรวจวัดด้วย

เครื่อง LC-MS/MS 

  2)  QuEChERS (EN15662) + clean-up ท าเหมือนวิธี QuEChERS (15662) แต่หลังจาก

น าไป Centrifuge ที่ความเร็วรอบ 3000 rpm เป็นเวลา 5 นาท ีแล้วให้ปิเปตสารละลายส่วนใส 5 mL ใส่ลงใน 

Centrifuge tube ขนาด 15 mL ที่บรรจุด้วยสารท าความสะอาด (MgSO4 750 mg, PSA 125 mg และ GCB 50 

mg) จากนั้น Vertex ต่ออีก 1 นาท ีแล้วน าไป Centrifuge อีกครั้งที่ความเร็วรอบ 3000 rpm นาน 5 นาท ีกรอง

สารละลายส่วนใสใส่ใน LC-vial ให้ได้ปริมาตร 1 mL โดยใช้ PTFE syringe filter ขนาด 0.2 µm พร้อมทั้งเติม 5 

% HCO2H 10 µL น าไปตรวจวัดด้วยเครื่อง LC-MS/MS 

  3)  Developed method ท าเหมือนวิธี QuEChERS (EN15662) แตม่ีการเติม formic acid 
(Conc.) 1 % V/V ในสารละลาย acetonitrile 

 
7.3.4 การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ 
 ท าการตรวจสอบปัจจัยต่างๆที่ส่งผลต่อวิธีทดสอบ เพ่ือให้สามารถยืนยันถึงประสิทธิภาพของวิธีทดสอบที่

พัฒนาขึ้นมาใหม่ได้ โดยปัจจัยที่ศึกษามีดังต่อไปนี้ 
1)  Matrix effect 

2)  Accuracy 

3)  Range/Linearity 

4) LOD และ LOQ 

 

7.4 เวลาและสถานที่ : ตุลาคม 2561 – กันยายน 2563  

ห้องปฏิบัติการกลุ่มงานวิจัยสารพิษตกค้าง กลุ่มวิจัยวัตถุมีพิษการเกษตร  

กองวิจัยพัฒนาปัจจัยการผลิตการเกษตรกรมวิชาการเกษตร 
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8. ผลการทดลองและวิจารณ์ผล 

8.1 การตรวจวิเคราะห์ด้วยเครื่อง LC-MS/MS 
1) การปรับเปลี่ยนสภาวะต่างๆของเครื่อง LC-MS/MS เพ่ือให้สามารถตรวจวัดสัญญาณได้ดีที่สุด 

(Sensitivity) ผลที่ได้จากการทดลองแสดงดังตารางท่ี 3  4 
 

ตารางที่ 3  สภาวะที่เหมาะสมของ Mobile phase 
 

Time  
(min) 

Mobile phase (%) Flow rate  
(mL/min) A B 

0 98 2 0.4 
2 98 2 0.4 
10 10 90 0.4 
12 10 90 0.4 
14 98 2 0.4 
15 98 2 0.4 

Condition Post run : 1 min, Temperature : 40 C and Injection volume : 2 µL 
Instrument and 

Column 
LC-MS/MS R2 Agilent 1100 series and  
Agilent Eclipse Plus C18, 4.6 x 75 mm, 1.8 µm 

Mobile phase 
A : 0.1% formic acid in water (with 5% acetonitrile) 
B : 0.1% formic acid in acetonitrile 

 
 

ตารางที่ 4  MRM Precursor/Product Ion Transitions และ MS Condition 
 

Analyte Formula RT (min) 
Ion transition 

Dwell CE Fragmentor Voltage Polarity 
Precursor Product 

TFNG C9H7F3N2O3 0.96 249 
203 70 20 100 7 Positive 
148 70 30 100 7 Positive 
98 70 50 100 7 Positive 

TFNA C7H4F3NO3 1.21 230 
203 70 15 100 7 Positive 
174 70 20 100 7 Positive 
148 70 30 100 7 Positive 

FNX C9H6F3N3O 1.33 192 
148 70 25 100 7 Positive 
98 70 30 100 7 Positive 
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2)  ตรวจสอบความจ าเพาะเจาะจงของการวัดสาร จากสภาวะข้างต้น โดยเลือกศึกษาที่ความเข้มข้น
สารละลายมาตรฐานผสมของสารกลุ่ม flonicamid ที่จุดความเข้มข้น  0.1 µg/mL ผลที่ได้แสดงดังภาพที่ 1 
พบว่าพีคของสารทั้ง 3 ชนิดสามารถแยกออกจากกันได้เป็นอย่างดี โดยตรวจพบสัญญาณของสาร TFNG ที่ 
retention time (RT) 3.8 นาที ขณะที่ TFNA ปรากฏที่ 4.2 นาที และ FNX เกิดท่ี 4.7 นาที  

 

 
ภาพที่ 1 โครมาโตแกรมรวมของสารละลายมาตรฐานกลุ่ม flonicamid ทีจุ่ดความเข้มข้น 0.1 µg/mL  

 
3) วิเคราะห์หาช่วงของการวัด (range) โดยเตรียมสารละลายมาตรฐานของสารกลุ่ม flonicamid 

(TFNG TFNA และ FNX) ด้วยตัวท าละลาย Acetonitrile จ านวน 9 ระดับความเข้มข้นๆละ 1 ซ้ า ได้แก่ 0.001 
0.005 0.01 0.05 0.1 0.5 1.0 1.5 และ 2.0 µg/mL น าไปวิเคราะห์ด้วยเทคนิค LC-MS/MS ตามสภาวะที่กล่าว
มาแล้วข้างต้น พิจารณา Working range จากการประเมินด้วยสายตา (Visual evaluation) แล้วน าค่า ณ ช่วงนั้น
มาพล็อตกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างสัญญาณที่ตรวจวัดได้ (Respond) กับความเข้มข้นของสารละลาย

มาตรฐานฯ ดังแสดงใน ภาพที่ 2 (A ถึง C) จากกราฟดังกล่าวพบว่าที่ช่วงความเข้มข้น 0.05  1.5 µg/mL ให้

ค่าสัมประสิทธ์การตัดสินใจ (Coefficient of determination : R2)  0.990 ซึ่งผ่านเกณฑ์การยอมรับ ซึ่งชี้บ่งได้
ว่าช่วงดังกล่าวนี้มีความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงสูงสุด เหมาะส าหรับใช้เป็น range ของวิธีวิเคราะห์นี้ 
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A) 

 
 
B) 

 
 

C) 

 
 

ภาพที่ 2 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่าง Respond กับความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานกลุ่ม 

flonicamid ที่ ช่ ว ง  Working range ตั้ ง แ ต่  0.05  1.5 µg/mL (A) TFNG (B) TFNG และ  
(C) FNX 
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แต่เนื่องจากจุด upper limit ของ  Working range ดังกล่าวมีค่าสูงเกินไป โดยมีค่าอยู่ที่จุดความ
เข้มข้น 1.5 ug/mL ซึ่งอาจท าให้เกิดการตกค้างของสารมาตรฐานในคอลัมน์และส่งผลต่อเครื่อง LC-MS/MS  
จึงท าการทดสอบช่วง Working range ใหมอี่กครั้ง โดยเตรียมสารมาตรฐานกลุ่ม flonicamid ทั้ง 3 ชนิด ใน
ตัวท าละลาย ACN ทีช่่วงความเข้มข้นลดทอนคือตั้งแต่ 0.001- 1.0 µg/mL ความเข้มข้นละ 1 ซ้ า น าไปตรวจ
วิเคราะห์ด้วย เครื่อง LC-MS/MS  ประเมินช่วง working range ของสารทั้ง 3 ชนิด อีกครั้งและเลือกจุด 

upper limit ให้ต่ าลง พบว่ามีค่าอยู่ในช่วง 0.005  0.10  ug/mL ดังนั้นช่วงความเข้มข้นดังกล่าวจึงถูกใช้
เป็น Working range ของวิธีวิเคราะห์นี้ 

4) ตรวจสอบความเป็นเส้นตรงของวิธีวิเคราะห์ (Linearity) โดยทดสอบสารละลายมาตรฐาน
ดังกล่าวในตัวท าละลาย acetonitrile ที่ช่วง working range ที่ประเมินใหม ่คือที่ระดับความเข้มข้น 0.005 

 0.10 ug/mL ความเข้มข้นละ 3 ซ้ า พบว่า working range ดังกล่าวให้ความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงเป็น

อย่างดี โดยพิจารณาจากค่า R2  0.990 ซึ่งผ่านเกณฑ์ยอมรับ แสดงดังตารางท่ี 5  
 

ตารางที่ 5  การตรวจสอบ Linearity ของสารละลายมาตรฐานกลุ่ม flonicamid ที่ช่วงความเข้มข้น  

0.005  0.10 ug/mL ในตัวท าละลาย  acetonitrile ความเข้มข้นละ 3 ซ้ า 
 

concentration 
(ug/mL) 

response 
TFNA TFNG FNX 

0.005 1219.26 4467.34 3468.00 
0.01 4891.73 12171.70 6777.13 
0.02 11848.58 24810.66 13677.14 
0.05 29031.99 68479.52 36888.63 
0.10 68533.88 146700.54 78998.68 

R2 0.9957 0.9993 0.9989 

 
8.2 การพัฒนาวิธีการตรวจวิเคราะห์ 

เปรียบเทียบประสิทธิภาพของวิธีการสกัดสารกลุ่ม flonicamid เฉพาะในตัวอย่างแตงกวา โดยท า
การ Fortified สารละลายมาตรฐานของสารกลุ่ม flonicamid ทั้ง 3 ชนิดที่จุดความเข้มข้น 0.06 mg/kg  
ลงในตัวอย่างแตงกวา จากนั้นสกัดสารกลุ่มดังกล่าวด้วยวิธีที่แตกต่างกัน 3 วิธี คือ QuEChERS : EN15662 
ที่ไม่มีการ Clean-up, QuEChERS : EN15662 + Clean-up และวิธีที่พัฒนาขึ้นมา (QuEChERS : EN15662 
+ 1 % V/V ของ formic acid in ACN) วิธีละ 3 ซ้ า (ดังตารางที่  6) แล้วน าไปวิเคราะห์ด้วยเทคนิค  
LC-MS/MS จากผลการทดลองพบว่าวิธีที่พัฒนาขึ้นมาใหม่นี้ให้ผลการวิเคราะห์ใกล้เคียงค่าจริงมากที่สุด 
(Trueness) โดยพิจารณาจากค่า % Recovery ที่ได้มีค่าเท่ากับ 83 78 และ 91 % ตามล าดับ ซึ่งเป็นค่าที่

สามารถยอมรับได้ เมื่อพิจารณาจากเกณฑ์ท่ีก าหนดคือ % Recovery ต้องอยู่ในช่วง 70    120 % 
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ตารางที่ 6  เปรียบเทียบวิธีต่างๆในการสกัดสารละลายมาตรฐานของสารกลุ่ม flonicamid ทั้ง 3 ชนิด 
ที่จุดความเข้มข้น 0.06 mg/kg เฉพาะในตัวอย่างแตงกวา 

 

Method 
% Recovery  (0.06 ug/mL), n = 3 

TFNG TFNA FNX 
EN15662 not clean-up 58 42 93 
EN15662 + clean-up 10 21 104 
Developed method 83 78 91 

 

 
ยืนยันความเข้มข้นที่เหมาะสมของ formic acid (Conc.) ส าหรับใช้ในขั้นตอนการสกัดตัวอย่างของ

วิธีที่พัฒนาขึ้นมาใหม่ (QuEChERS : EN15662 + formic acid)  ที่ 5 ระดับความเข้มข้น ๆ ละ 3 ซ้ า คือ 0.1 0.5 
1.0 1.5 และ 2.0 % V/V ตามล าดับ พบว่าที่ความเข้มข้น 1.0 % v/v ให้ค่า % Recovery  ของสารกลุ่ม 
flonicamid ทั้งสามชนิด คือ TFNG, TFNA และ FNX ดีที่สุด โดยมีค่าเท่ากับ 79 82 และ 105 % ตามล าดับ 
(ตารางท่ี 7) ดังนั้นจึงเลือกใช้ 1.0 % V/V formic acid เติมลงในสารละลาย acetonitrile ในขั้นตอนการสกัด 

 
ตารางที่ 7  การทดสอบหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ formic acid 

Formic acid 
(%V/V) 

Recovery (%) เมื่อ n = 3 

TFNG TFNA FNX 

0.1 59 46 100 
0.5 77 72 94 

1.0 79 82 105 
1.5 77 78 93 
2.0 74 79 89 

 
8.3 การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ 

1) Matrix effect 
จากนั้นตรวจสอบ Linearity ของช่วงความเข้มข้นดังกล่าวในตัวอย่างจริงที่ต้องการวิเคราะห์ โดยเตรียม

สารละลายมาตรฐานที่ช่วงความเข้มข้น 0.005  0.10 ug/mL ในตัวท าละลายแตงกวาสกัด (Matrix)  ซึ่งเตรียมที่
ช่วงความเข้มข้นขยายอย่างน้อย 5 จุดความเข้มข้นๆ ละ 3 ซ้ า คือ 0.005 0.01 0.02 0.05 และ 0.10 ug/mL ใน
ตัวท าละลาย Matrix ที่สกัดได้จากวิธีที่พัฒนาขึ้นมา (QuEChERS : EN15662 + 1 % V/V ของ formic acid in 
ACN)  จุดความเข้มข้นละ 3 ซ้ า พบว่า working range ดังกล่าว มีความสัมพันธ์เชิงเส้นตรง โดยพิจารณาจาก R2 

 0.990 แสดงดังตารางท่ี 8 
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ตารางที่  8  การตรวจสอบ Linearity ของสารละลายมาตรฐานกลุ่ม  flonicamid ที่ ช่ ว งความเข้มข้น  

0.005  0.10 ug/mL ในตัวท าละลายตัวอย่างแตงกวา (Matrix)  ความเข้มข้นละ 3 ซ้ า 
 

concentration 
(ug/mL) 

Response (n = 3) 
TFNA TFNG FNX 

0.005 4356.51 5674.84 2438.92 
0.01 6986.98 10473.69 4800.52 
0.02 13611.10 23425.55 9472.35 
0.05 29378.03 49807.87 20456.04 
0.10 44771.40 75523.82 30561.54 

R2 0.9994 0.9991 0.9988 

 
เปรียบเทียบอิทธิพลของสารเจือในตัวอย่างแตงกวา (Matrix effect) ของสารกลุ่ม flonicamid 

ระหว่างตัวท าละลาย acetonitrile และตัวท าละลายที่สกัดได้จากตัวอย่างแตงกวา (matrix) เพ่ือใช้ในการเตรียม 
Calibration curve ของวิธีวิเคราะห์นี้ พบว่าสารกลุ่ม flonicamid ทั้ง 3 ชนิด ไม่มีผลการรบกวนจาก Matrix 
effect (ME) จากแตงกวาแต่อย่างใด โดยพิจารณาจาก % Matrix effect (%ME)  20% (Ana, 2014) ดังนั้นจึง
สามารถเตรียมสารละลายมาตรฐานได้ทั้งในตัวท าละลาย acetonitrile และใน matrix ของแตงกวาเอง แสดงดัง
ตารางท่ี 9 

 
ตารางที่ 9  เปรียบเทียบ Matrix effect ระหว่างตัวท าละลาย acetonitrile (ACN) และสารสกัดตัวอย่างแตงกวา 

(matrix) จากวิธีที่พัฒนาขึ้นมา (QuEChERS : EN15662 
 + 1 % V/V ของ formic acid in ACN) 
 

Fortified (ug/mL) 
Respond 

TFNG TFNA FNX 
ACN Mtrx ACN Mtrx ACN Mtrx 

0.01 9540.98 4435.84 171.70 5030.79 6310.04 1983.52 
0.02 20727.12 7682.90 35228.85 9753.80 12915.63 3641.33 
0.04 48017.95 44422.63 76083.61 74683.36 28787.60 25880.26 
0.06 71429.69 70213.32 118857.71 117618.00 43438.32 41697.39 
0.08 102937.02 96556.60 169975.46 162558.74 61773.52 57973.31 

Slope 1323169.93 1382065.36 2337137.21 2368725.73 788305.80 840913.43 
% Matrix effect 4.45  1.35  6.67  

ค านวณหาอิทธิพลสิ่งปนเปื้อนในตัวอย่าง จากค่าความชัน (slope) ของการเตรียมสารมาตรฐานระหว่าง

ในตัวอย่างแตงกวา แตงโม และแคนตาลูป (Mtrx) กับ slope ที่เตรียมในตัวท าละลาย acetronitrile (ACN) ตาม

สมการ % Matrix effect = (slope Mtrx/slope ACN) × 100 พบว่าแคนตาลูปมีอิทธิพลของสิ่งปนเปื้อนสูงมาก
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เนื่องจากให้ค่า % Matrix effect ในสาร TFNG และ TFNA เกิน 20 % (ตารางท่ี 10) ดังนั้นจึงไม่สามารถใช้ตัวท า

ละลาย acetronitrile ในการเตรียมสารละลายมาตรฐานเพ่ือตรวจวิเคาะห์หาสารในตัวอย่างแคนตาลูปได้ 

 

ตารางที่ 10  การตรวจสอบผลของ matrix effect ของพืชตระกูลแตงทั้ง 3 ชนิด เมื่อเปรียบเทียบกับ ACN 

%Matrix effect TFNG %Matrix effect TFNA %Matrix effect flonicamid 

Cucumber Watermelon Cantaloupe Cucumber Watermelon Cantaloupe Cucumber Watermelon Cantaloupe 

4 5 23 1 7 44 7 4 13 

 
2) Accuracy 

ขณะที่ท าการ fortified 4 ระดับความเข้มข้นๆละ 3 ซ้ า คือ 0.01 0.02 0.05 และ 0.1 mg/kg พบว่า
ให้ค่า % recovery อยู่ในช่วง 70 — 120 % แสดงดังตารางท่ี 11 

 
ตารางที่ 11  ผลการตรวจสอบ accuracy 

Respond (average) 
Theory 
Conc. 

Display Conc. (average)  % Accuracy (average) 
TFNG TFNA FNX TFNG TFNA FNX TFN

G 
TFNA FNX 

6956 11030 4654 0.01 0.0107 0.0113 0.0104 107 113 104 
13801 22118 9585 0.02 0.0197 0.0195 0.0196 99 98 98 
44823 75848 31078 0.05 0.0509 0.0595 0.0598 101 99 100 
73379 132952 52982 0.10 0.0987 0.1019 0.1007 99 102 101 

 

3) Range  
จากการตรวจสอบข้างต้นในช่วงการทดสอบที่อยู่ในช่วง 0.005  0.1 mg/kg พบว่าค่า % recovery 

ของสารทั้ง 3 ชนิด TFNA TFNG และ FNX ให้ค่าผ่านเกณฑ์ก าหนดทุกตัว 
4)  LOD และ LOQ 

ทดสอบหาค่าขีดจ ากัดการตรวจวัดได้ของสารทั้งเชิงคุณภาพและปริมาณ (LOD และ LOQ) โดยท า
การ Fortified สารละลายมาตรฐานกลุ่ม flonicamid ทั้ง 3 ชนิด ที่จุดความเข้มข้น 0.01 mg/kg ในตัวอย่าง
แตงกวา จ านวน 10 ซ้ า สกัดและตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธีที่ QuEChERS : EN15662 + 1.0 % V/V ของ formic 
acid และ LC-MS/MS ตามล าดับ จากนั้นน าผลการทดลองที่ได้มาค านวณค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Standard 
deviation: SD) ซ่ึง LOD มีค่าเท่ากับสามเท่าของค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (LOD = 3 × SD) ส่วน LOQ มีค่าเท่ากับ
สิบเท่าของค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (LOQ = 10 × SD) พบว่าค่า Predicted-LOD ของสารทั้งสามชนิดอยู่ที่ 0.0015 
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 0.0030 mg/kg ขณะที่ค่า Predicted-LOQ ของวิธีดังกล่าวมีค่าเท่ากับ 0.0049  0.00995 mg/kg จึง
ก าหนดให้ LOQ ของสารกลุ่ม flonicamid ทั้ง 3 ชนิด มีค่าเท่ากับ 0.01 mg/kg โดยมีค่า % Recovery อยู่

ในช่วง 86  113 ซึ่งผ่านเกณฑ์ยอมรับ ดังแสดงใน ตารางท่ี 12  
 
ตารางที่ 12  ผลการ Fortified สารกลุ่ม flonicamid ทั้ง 3 ชนิด ที่ระดับความเข้มข้น 0.01 mg/kg  

เมื่อ n = 10 ซ้ า 

No. 

flonicamid Group 

TFNG TFNA FNX 

Conc. 

(mg/kg) 
Rec. (%) 

Conc. 

(mg/kg) 
Rec. (%) 

Conc. 

(mg/kg) 
Rec. (%) 

1 0.011 110 0.0091 91 0.0113 113 

2 0.009 86 0.0077 77 0.0099 99 

3 0.011 105 0.0091 91 0.0092 92 

4 0.010 95 0.0083 83 0.0109 109 

5 0.011 112 0.0091 91 0.0101 101 

6 0.010 103 0.0085 85 0.0087 87 

7 0.011 113 0.0083 83 0.0108 108 

8 0.011 112 0.0090 90 0.0109 109 

9 0.009 88 0.0082 82 0.0097 97 

10 0.010 101 0.0087 87 0.0099 99 

Avg. 0.0103 103 0.0086 86 0.0101 101 

SD. 9.95  10-4 - 4.86  10-4 - 8.31  10-4 - 

10 × SD. 9.95  10-3 - 4.86  10-3 - 8.31  10-3 - 
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 ดังนั้นจึงก าหนดค่า LOD เท่ากับ 0.005 mg/kg และจากการ Confirm-LOD จ านวน 10 ซ้ า พบว่าสารกลุ่ม 

flonicamid มีค่า % Recovery ในช่วง 77  119 และ % RSD ในช่วง 5.7  9.0 ซึ่งอยู่ในเกณฑ์การยอมรับ 
(ตารางท่ี 13) ดังนั้นจึงสามารถยืนยันค่า LOD และ LOQ ของวิธีทดสอบดังกล่าวที่พัฒนาขึ้นมาได้ 
 
ตารางที่ 13  ผลการ Fortified สารกลุ่ม flonicamid ทั้ง 3 ชนิด ที่ระดับความเข้มข้น 0.005 mg/kg  

เมื่อ n = 10 ซ้ า 
 

No. 

flonicamid Group 

TFNG TFNA FNX 

Conc. 

(mg/kg) 
Rec. (%) 

Conc. 

(mg/kg) 
Rec. (%) 

Conc. 

(mg/kg) 
Rec. (%) 

1 0.0059 117 0.0037 74 0.0046 91 

2 0.0057 114 0.0044 89 0.0054 107 

3 0.0049 98 0.0050 101 0.0055 110 

4 0.0054 109 0.0046 92 0.0052 103 

5 0.0051 101 0.0047 93 0.0058 116 

6 0.0058 115 0.0044 89 0.0048 95 

7 0.0055 109 0.0048 95 0.0052 103 

8 0.0053 106 0.0047 93 0.0050 101 

9 0.0056 111 0.0047 93 0.0057 114 

10 0.0053 106 0.0038 77 0.0060 119 

Avg. 0.0054 103 0.0045 86 0.0053 101 

SD. 3.07  10-4 - 4.06  10-4 - 4.45  10-4 - 
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ทดสอบขีดจ ากัดการตรวจวัดเชิงคุณภาพ (LOD) ของสารกลุ่มฟโลนิคามิดในพืชตระกูลแตงชนิดอ่ืน

นอกจากแตงกวา โดย fortified สารละลายมาตรฐาน ทั้ง 3 ชนิด คือ FNX, TFNA และ TFNG ที่จุดความเข้มข้น 

0.01 mg/kg ในตัวอย่างแคนตาลูป จ านวน 10 ซ้ า สกัดด้วยวิธีที่ QuEChERS : EN15662 โดยใช้ acetronitrile + 

1.0 % V/V formic acid, MgSO4 และ NaCl เป็นสารสกัด และวิเคราะห์ด้วยเครื่อง LC-MS/MS ประเมินค่า จาก

การทดลองที่จุดความเข้มข้น 0.01 mg/kg พบว่าค่า LOD ที่ค านวณได้มีค่าเท่ากับ 0.002 mg/kg แต่พบว่าให้

สัญญาณการตรวจวัดด้วยเครื่องต่ ามากจึงปรับค่าเป็น 0.005 mg/kg และจากการยืนยันค่า LOD โดยท า 10 ซ้ า 

พบว่าที่ความเข้มข้นจุดดังกล่าวนี้สามารถตรวจวิเคราะห์สัญญาณของตัวอย่างสารละลายมาตรฐานผสมทั้ง 3 ชนิด

ไดเ้ป็นอย่างดี ดังนั้นจึงก าหนดให้ LOD ของวิธีวิเคราะห์นี้มีค่าเท่ากับ 0.005 mg/kg ผลการทดสอบแสดงดังตาราง

ที่ 14 

ตารางที่ 14  ผลการยืนยันค่า LOD ของสารกลุ่ม flonicamid ทั้ง 3 ชนิด ในตัวอย่างแคนตาลูป  

ทีจุ่ดความเข้มข้น 0.005 mg/kg จ านวน 10 ซ้ า 
 

No. 

Fortification of flonicamid group in Cantaloupe (0.005 mg/kg) 

TFNG TFNA flonicamid 

Conc. 

(mg/kg) 
Rec. (%) 

Conc. 

(mg/kg) 
Rec. (%) 

Conc. 

(mg/kg) 
Rec. (%) 

1 0.0055 111 0.0046 93 0.0052 105 

2 0.0048 96 0.0045 89 0.0051 101 

3 0.0054 108 0.0042 85 0.0053 106 

4 0.0054 109 0.0041 81 0.0050 100 

5 0.0052 105 0.0052 104 0.0056 111 

6 0.0055 110 0.0049 98 0.0052 104 

7 0.0058 116 0.0054 108 0.0053 106 

8 0.0058 116 0.0055 110 0.0057 114 

9 0.0055 109 0.0046 93 0.0058 116 
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10 0.0053 106 0.0044 88 0.0053 107 

Avg. 0.0054 108 0.0047 95 0.0052 107 

SD. 2.78  10-4  4.91  10-4  2.67  10-4  

RSD 5.13  10.35  4.99  

 

ทดสอบขีดจ ากัดการตรวจวัดเชิงปริมาณ (LOQ) ของสารกลุ่มฟโลนิคามิดในแคนตาลูป ซึ่งประเมินค่า 

LOQ ได้จากสิบเท่าของค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานที่ระดับความเข้มข้น 0.01 mg/kg (LOQ= 10 × SD) พบว่ามีความ

เข้มข้นอยู่ในช่วง 0.005  0.007 mg/kg แต่ในเบื้องต้นได้ก าหนดให้ความเข้มข้น 0.05 mg/kg เป็นค่า LOD แล้ว 

ดังนั้นจึงก าหนดให้ความเข้มข้นที่ 0.01 mg/kg เป็นค่า LOQ ซึ่งจากการ fortified สารละลายมาตรฐานที่ความ

เข้มข้น 0.01 mg/kg ลงในตัวอย่างแคนตาลูป จ านวน 10 ซ้ า พบว่าตัวอย่างทดสอบทุกตัวให้ค่า % recovery อยู่

ในช่วง 70  120 % ซึ่งผ่านเกณฑ์ยอมรับ และมี % RSD อยู่ในช่วง 5.56  7.23 ดังนั้นจึงยืนยันได้ว่าวิธีวิเคราะห์

ที่ระดับ LOQ มีความถูกต้องอยู่ในเกณฑ์ก าหนด ผลการทดสอบแสดงดัง ตารางท่ี 15 

ตารางที่ 15  ผลการ fortified สารกลุ่ม flonicamid ทั้ง 3 ชนิด ในแคนตาลูป  

ทีจุ่ดความเข้มข้น 0.01 mg/kg จ านวน 10 ซ้ า 
 

No. 

Fortification of flonicamid group in Cantaloupe (0.01 mg/kg) 

TFNG TFNA flonicamid 

Conc. 

(mg/kg) 
Rec. (%) 

Conc. 

(mg/kg) 
Rec. (%) 

Conc. 

(mg/kg) 
Rec. (%) 

1 0.0090 90 0.0087 87 0.0096 96 

2 0.0098 98 0.0091 91 0.0102 102 

3 0.0103 103 0.0084 84 0.0092 92 

4 0.0087 87 0.0076 76 0.0086 86 

5 0.0095 95 0.0082 82 0.0091 91 
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6 0.0084 84 0.0083 83 0.0090 90 

7 0.0083 83 0.0089 89 0.0084 84 

8 0.0091 91 0.0084 84 0.0090 90 

9 0.0098 98 0.0092 92 0.0090 90 

10 0.0095 95 0.0092 92 0.0089 89 

Avg. 0.0092 92 0.0086 86 0.0091 91 

SD. 6.67  10-4  5.31  10-4  5.07  10-4   

RSD 7.23  6.17  5.56  

3 × SD 0.002  0.002  0.002  

10 × SD 0.007  0.005  0.005  

 

ทดสอบขีดจ ากัดการตรวจวัดเชิงคุณภาพ (LOD) ของสารกลุ่ม flonicamid ในตัวอย่างแตงโมซึ่งเป็น

หนึ่งในพืชตระกูลแตง ตามวิธีการข้างต้นพบว่าค่า LOD ที่ค านวณได้มีค่าเท่ากับ 0.002 mg/kg แต่กลับให้สัญญาณ

การตรวจวัดด้วยเครื่องต่ ามากจึงปรับค่าเป็น 0.005 mg/kg และจากการยืนยันค่า LOD โดยท า 10 ซ้ า ที่ความ

เข้มข้น 0.005 mg/kg พบว่าสามารถตรวจวิเคราะห์สัญญาณของตัวอย่างสารละลายมาตรฐานผสมทั้ง 3 ชนิดได้

เป็นอย่างดี ดังนั้นจึงก าหนดให้ LOD ของวิธีวิเคราะห์นี้ ในตัวอย่างแตงโม มีค่าเท่ากับ 0.005 mg/kg ผลการ

ทดสอบแสดงดังตารางท่ี 16 
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ตารางที่ 16  ผลการยืนยันค่า LOD ของสารกลุ่ม flonicamid ทั้ง 3 ชนิด ในตัวอย่างแตงโม ที่จุดความเข้มข้น 

0.005 mg/kg จ านวน 10 ซ้ า 
 

No. 

Fortification of flonicamid group in Watermelon (0.005 mg/kg) 

TFNG TFNA flonicamid 

Conc. (mg/kg) Rec. (%) Conc. (mg/kg) Rec. (%) Conc. (mg/kg) Rec. (%) 

1 0.0059 119 0.0044 89 0.0056 113 

2 0.0036 72 0.0046 91 0.0048 96 

3 0.0046 92 0.0052 103 0.0046 92 

4 0.0050 101 0.0049 98 0.0044 88 

5 0.0048 96 0.0048 96 0.0058 116 

6 0.0038 76 0.0058 115 0.0049 98 

7 0.0035 70 0.0042 85 0.0051 101 

8 0.0041 82 0.0058 116 0.0050 101 

9 0.0053 107 0.0046 93 0.0050 101 

10 0.0058 116 0.0050 100 0.0053 106 

Avg. 0.0047 93 0.0049 99 0.0051 101 

SD. 8.78E-04 
 

5.24E-04 
 

4.36E-04 
 

RSD. 19   11   9   

 

ทดสอบขีดจ ากัดการตรวจวัดเชิงปริมาณ (LOQ) ของสารกลุ่ม flonicamid ทั้ง 3 ชนิด ในตัวอย่าง

แตงโมตามวิธีที่กล่าวมาแล้ว ซึ่งประเมินค่า LOQ ได้จากสิบเท่าของค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานที่จุดความเข้มข้น 0.01 

mg/kg (LOQ = 10 × SD) พบว่ามีค่าอยู่ในช่วง 0.006  0.008 mg/kg แต่เพ่ือให้คลอบคุมสารในกลุ่มทุกตัวจึง

ก าหนดให้ที่จุดความเข้มข้น 0.01 mg/kg เป็นค่า LOQ ซึ่งจากการ fortified สารละลายมาตรฐานที่ความเข้มข้น

ดังกล่าวในตัวอย่างแตงโม จ านวน 10 ซ้ า พบว่าตัวอย่างทดสอบทุกตัวให้ค่า % recovery อยู่ในช่วง 70  120 % 
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ซึ่งผ่านเกณฑ์ยอมรับ และมี % RSD อยู่ในช่วง 6.05 – 9.16 ดังนั้นจึงยืนยันได้ว่าวิธีวิเคราะห์ที่ระดับ LOQ มี

ความถูกต้องอยู่ในเกณฑ์ก าหนด ผลการทดสอบแสดงดังตารางท่ี 17 

 

ตารางที่ 17  ผลการ fortified สารกลุ่ม flonicamid ทั้ง 3 ชนิด ในแตงโม ที่จุดความเข้มข้น 0.01 mg/kg จ านวน 

10 ซ้ า 
 

No. 

Fortification of flonicamid group in Watermelon (0.01 mg/kg) 

TFNG TFNA flonicamid 

Conc. (mg/kg) Rec. (%) Conc. (mg/kg) Rec. (%) Conc. (mg/kg) Rec. (%) 

1 0.0083 83 0.0099 99 0.0092 92 

2 0.0078 78 0.0092 92 0.0087 87 

3 0.0087 87 0.0100 100 0.0096 96 

4 0.0101 101 0.0107 107 0.0090 90 

5 0.0087 87 0.0094 94 0.0097 97 

6 0.0079 79 0.0096 96 0.0099 99 

7 0.0075 75 0.0081 81 0.0080 80 

8 0.0086 86 0.0086 86 0.0094 94 

9 0.0095 95 0.0098 98 0.0095 95 

10 0.0084 84 0.0093 93 0.0096 96 

Avg. 0.0086 86 0.0095 95 0.0093 93 

SD. 7.85E-04 

 

7.33E-04 

 

5.61E-04 

 
RSD. 9.16 

 

7.74 

 

6.05 

 
3 × SD 0.002 

 

0.002 

 

0.002 

 
10 × SD 0.008   0.007   0.006   
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9. สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 
พัฒนาวิธีการตรวจวิเคราะห์สารกลุ่ม flonicamid ในพืชตระกูลแตงด้วยเทคนิค LC-MS/MS พบว่าใน

ขั้นตอนการสกัดตามวิธี  QuEchERS: EN15662 ที่ เติม 1% V/V formic acid (Conc.) ในสารละลายสกัด 
acetronitrile ให้ประสิทธิภาพสูงสุดในการสกัดสารดังกล่าว วิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้นมานี้มีช่วงการทดสอบอยู่

ในช่วง 0.005  0.1 mg/kg ที่ระดับความเข้มข้นการ fortified 4 ระดับความเข้มข้นๆละ 3 ซ้ า คือ 0.01 0.02 
0.05 และ 0.1 mg/kg ให้ค่า % recovery อยู่ในช่วง 70 — 120 % ค่า LOD และ LOQ ของวิธีทดสอบมีค่า
เท่ากับ 0.005 และ 0.01 mg/kg ตามล าดับ และพบว่าแคนตาลูปมีผลรบกวนจากอิทธิพลของสารเจือในตัวอย่าง 
ขณะที่แตงกวาและแตงโมไม่พบการรบกวนดังกล่าวแต่อย่างใด 

 
10. การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ 
 สามารถน าวิธีการตรวจวิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้นมาใหม่นี้ ไปตรวจวัดหาปริมาณสารพิษตกค้างของสารกลุ่ม  
flonicamid ในพืชตระกูลแตงได้อย่างมีประสิทธิภาพ โดยใช้เป็นวิธีวิเคราะห์ในห้องปฏิบัติการและน าไปขอการ
รับรองมาตรฐาน ISO 17025 ของห้องปฏิบัติการต่อไป 
 
11. ค าขอบคุณ (ถ้ามี) 
 - 
 
12. เอกสารอ้างอิง 
กลุ่มบริหารศัตรูพืชและกลุ่มกีฏและสัตววิทยา ส านักวิจัยพัฒนาอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร. 2563. ค าแนะน า

การป้องกันก าจัดแมลง-ศัตรูพืชอย่างปลอดภัยจากงานวิจัย 2563. หน้า 31 
EURL-SRM. Analysis of Flonicamid-Metabolites TFNA and TFNG  using acidified QuEChERS method. 

Version 2. European union reference laboratories for residues of pesticides. 2015, 1 – 8.  
Flonicamid pesticide database search. CODEX Alimentarius international food standards. 

http://www.fao.org/fao-who-codexalimentarius/codex-texts/dbs/pestres/pesticide 
detail/en/?p_id=282. Sited on 1 January 2019. 

Flonicamid search engine for MRLs. The Japan food chemical research foundation. 
http://db.ffcr.or.jp/front/pesticide_detail?id=65450. Sited on 1 January 2019. 

Hengel M.J. and  Miller M. Analysis of Flonicamid and Its metabolites in dried hops by liquid 
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