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การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ  
 
1. การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อเอ็มเอสเอ็ม (Minimal Salt Medium, MSM)  

การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อเอ็มเอสเอ็มชนิดเหลวมีรายการสารเคมีและวิธีการเตรียม ดังนี้  
สารเคมี 
 1) NaHPO412H2O 14.678  กรัม 
 2) KH2PO4  3 กรัม 
 3) NaCl  0.5 กรัม 
 4) NH4Cl  2 กรัม 
 5) MgSO47H2O 0.513 กรัม 
วิธีการ 
 ละลายสารเคมีข้างต้นด้วยฟอสเฟตบัฟเฟอร์เข้มข้น (Phosphate buffer) 10 mM และ
ปรับปริมาตรสุดท้ายให้เป็น  1 ลิตร น าไปก าจัดเชื้อด้วยหม้อนึ่งฆ่าเชื้อความดันไอ ที่อุณหภูมิ 121 0C 
เป็นระยะเวลา 15 นาที รอให้เย็นจึงเติมสารโพรฟีโนฟอสที่ผ่านการฆ่าเชื้อโดยวิธีการกรองผ่าน
กระดาษกรองที่มีขนาดรูพรุน 0.20 m 
หมายเหตุ : การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อเอ็มเอสเอ็มชนิดแข็งมีวุ้นเป็นส่วนผสม ร้อยละ 1.5 และยีสต์
สกัดร้อยละ 0.1 ใช้สารโพรฟีโนฟอสเกรดการคา้ผสมในอาหาร 60 มิลลิกรัมต่อลิตร 
 
2. การเตรียมอาหารเอ็นเอ (Nutrient Agar, NA) 

การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อเอ็นเอมีอุปกรณ์และวิธีการเตรียม ดังนี้  
สารเคมี 
 อาหารเลี้ยงเชื้อชนิด NA 28  กรัม 
วิธีการ 
 ละลายอาหารเลี้ยงเชื้อเอ็นเอด้วยน้ ากลั่นและปรับปริมาตรสุดท้ายให้ เป็น  1 ลิตร น าไป
ก าจัดเชื้อด้วยหม้อนึ่งฆ่าเชื้อความดันไอ ที่อุณหภูมิ 121 0C เป็นเวลา 15 นาที  
  



83 

ภาคผนวก ก2 
การเพาะเชื้อด้วยเทคนิคการเกลี่ยเชื้อ (Spread plate technique) 
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การเพาะเชื้อด้วยเทคนิคการเกลี่ยเชื้อ (Spread plate technique) 
 
1. การเพาะเชื้อด้วยเทคนิคการเกลี่ยเชื้อ (Spread plate technique) 
 การเพาะเชื้อด้วยเทคนิคการเกลี่ยเชื้อ (spread plate) เป็นวิธีการเพาะเชื้อเพ่ือนับจ านวน
โคโลนีของจุลินทรีย์ที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ    วิธีนี้ผู้วิเคราะห์จะสามารถสังเกตลักษณะโคโลนีของ
จุลินทรีย์ได้ง่าย  ซึ่งมีรายละเอียด ดังนี้ 
 1.1 การเจือจางแบบ 10 serial dilutions  
           1.1 ปิเปต 1 มล. ซัสเพนชันของเชื้อตั้งต้นด้วยเทคนิคปลอดเชื้อ มาใส่หลอดที่มีน้ า
เจือจางปลอดเชื้อ ปริมาตร 9 มล. เขย่าให้เข้ากัน จะได้เป็นซัสเพนชันของเชื้อที่ระดับความเจือจาง 
10-1  
      1.2 ปิเปตซัสเพนชันของเชื้อที่ได้ (10-1) 1 มล. ใส่หลอดที่มีน้ าเจือจางปลอดเชื้อ 
ปริมาตร 9 มล. เขย่าให้เข้ากันจะได้เป็นซัสเพนชันของเชื้อที่ระดับความเจือจาง 10-2  
                        1.3 ปิเปตซัสเพนชันของเชื้อที่ได้ (10-2) 1 มล. ใส่หลอดที่มีน้ าเจือจางปลอดเชื้อ 
ปริมาตร 9 มล. เขย่าให้เข้ากัน จะได้เป็นซัสเพนชันของเชื้อที่ระดับความเจือจาง 10-3  
โดยขั้นตอนการเจือจางตัวอย่างแสดงไว้ในภาพที่ ก2-1 
                        1.4 น าไปใช้ต่อในขั้นตอนที่ 2 เรื่องการเพาะเลี้ยงแบบเกลี่ยเชื้อ  
 

 
  

ภาพที่ ก2-1  ขั้นตอนการท า Serial dilution 
 
 1.2  การเพาะเชื้อแบบ Spread Plate  มีข้ันตอนดังนี้ 
                         2.1 ระบุชื่อชุดตัวอย่าง วันที่ท าการทดลองท่ีด้านล่างของจานเพาะเชื้อ 
                         2.2 ปิเปตตัวอย่างปริมาตร 0.1 มล. ลงที่ต าแหน่งตรงกลางจานเพาะเชื้อ  
แสดงไว้ในภาพที่ ก2-2 (a) 
                         2.3 จุ่มแท่งแก้วรูปตัวแอล (spreader) ในแอลกอฮอล์เข้มข้นร้อยละ 95แล้วเอียง
แท่งแก้วรูปตัวแอลแตะขอบบีกเกอร์เพ่ือแยกแอลกอฮอล์ส่วนเกินออก แสดงไว้ในภาพที่ ก2-2 (b) 
                         2.4 น าแท่งแก้วเกลี่ยรูปตัวแอลไปเผาไฟจนแอลกอฮอล์ไหม้หมด และปล่อยให้

เย็น 
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แสดงไว้ในภาพที่ ก2-2 (c) 
                       2.5 น าแท่งแก้วเกลี่ยรูปตัวแอลเกลี่ยเชื้อให้ทั่วจานจานเพาะเชื้อและระมัดระวัง 
ไม่ให้มือสัมผัสกับขอบด้านในของจานเพาะเชื้อ แสดงไว้ในภาพที่ ก2-2 (d)          

    2.6 จุ่มแท่งแกว้เกลี่ยรูปตัวแอลในแอลกอฮอล์เข้มข้นร้อยละ 95 และก าจัด
แอลกอฮอล์ 

ส่วนเกินโดยให้แท่งแก้วแตะขอบบีกเกอร์ น าเผาไฟจนแอลกอฮอล์ไหม้หมด ปล่อยให้เย็นและน าไป
เกลี่ยเชื้อแบคทีเรียจานในจานเพาะเชื้อที่เหลือ ขั้นตอนการเกลี่ยเชื้อแสดงดังภาพที่ ก2-2                       
                         2.7 กลับจานเพาะเชื้อให้ด้านที่มีอาหารเพาะเชื้ออยู่ด้านบน แล้วน าไปบ่มใน 
ตู้บ่มเชื้อควบคุมอุณหภูมิ                              
                       2.8. สังเกตลักษณะของโคโลนีที่ปรากฏและนับจ านวนโคโลนี 
 

           
                      (a)                                                                 

(b) 
 

          
                                      (c)                                                                 (d) 
 

ภาพที่ ก2-2  ขั้นตอนเพาะเชื้อด้วยเทคนิคการเกลี่ยเชื้อ 
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ภาคผนวก ก3 
การท าเชื้อให้บริสุทธิ์ด้วยเทคนิคการเขี่ยเชื้อ (Steak plate technique) 
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การท าให้เชื้อบริสุทธิ์ด้วยเทคนิค Streak plate 
 
1. การท าให้เชื้อบริสุทธิ์ด้วยเทคนิค Streak plate 

หลักการของการแยกเชื้อให้บริสุทธิ์บนอาหารเลี้ยงเชื้อ (culture medium) คือ จะต้อง
แยกเชื้อให้ได้โคโลนีเดี่ยวๆ (single colony) จากนั้นจึงน าเชื้อที่เป็นโคโลนีเดี่ยวที่แยกได้ไปศึกษา
รูปร่างลักษณะ และคุณสมบัติต่างๆ เพื่อให้ทราบว่าเป็นเชื้อชนิดใด โดยมีรายละเอียดดังนี้ 

1.1 ใช้ลูบเขี่ยเชื้อ (Loop) เขี่ยเอาเชื้อออกจากหลอดที่มีเชื้อด้วยเทคนิคปลอดเชื้อ 
(Aseptic technique) ดังแสดงในภาพที่ ก3-1 

              
 
  (ก) (ข) 
 

   
 

 (ค) (ง) 
 

ภาพที่ ก3-1 การถ่ายเชื้อด้วยเทคนิคปลอดเชื้อ 
 
 1.2 ท าการ Streak เชื้อที่อยู่ปลาย loop ลงบนจานเพาะเชื้อที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อที่ได้เตรียมไว้
แล้ว ด้วยความระมัดระวัง ซึ่งมีขั้นตอนดังนี้ 
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  1.2.1 เปิดฝาจานเพาะเชื้อให้มีช่องว่างเพียงพอที่จะสอด loop เข้าไปได้ง่าย ดัง
แสดงในภาพที่ ก3-2 (ก) แล้วสอด Loop ที่มีเชื้อแบคทีเรียอยู่ท าการ streak ที่พ้ืนที่หมายเลข 1 โดย
ในระหว่างการ streak จะต้องไม่ท าให้ผิวของอาหารแตก 
  1.2.2 เมื่อ streak ที่บริเวณพ้ืนที่หมายเลข 1 แล้วให้น า Loop ออกมาฆ่าเชื้อโดย
การเผาไฟ จากนั้นท าให้ loop เย็นลงโดยการแตะที่ขอบของอาหารเลี้ยงเชื้อใกล้ๆ กับบริเวณ
หมายเลข 1 
  1.2.3 หมุนจานเพาะเชื้อให้อยู่ในต าแหน่งที่เหมาะสมส าหรับการ streak บริเวณ
พ้ืนที่หมายเลข 2 แล้วท าการ cross streak โดยจุดเริ่มต้นจะอยู่ที่บริเวณพ้ืนที่หมายเลข 1 แล้วท าการ 
Streak ที่บริเวณพ้ืนที่หมายเลข 2 ดังภาพที่ ก3-2 (ข) 
  1.2.4 เมื่อ streak ที่บริเวณพ้ืนที่หมายเลข 2 แล้วให้น า Loop ออกมาฆ่าเชื้อโดย
การเผาไฟ หลังจากนั้นท าให้ loop เย็นลงโดยการแตะที่ขอบของอาหารเลี้ยงเชื้อใกล้ๆ กับบริเวณ
หมายเลข 2 
  1.2.5 หมุนจานเพาะเชื้อให้อยู่ในต าแหน่งที่เหมาะสมส าหรับการ streak บริเวณ
พ้ืนที่หมายเลข 3 แล้วท าการ cross streak โดยจุดเริ่มต้นจะอยู่ที่บริเวณพ้ืนที่หมายเลข 2 แล้วท าการ 
Streak ที่บริเวณพ้ืนที่หมายเลข 3 ดังภาพที่ ก3-2 (ข) ถ้าหากจ าเป็นสามารถท าการ streak ที่บริเวณ
พ้ืนที่หมายเลข 4 ได ้
  1.2.6 กลับจานเพาะเชื้อแล้วน าไปบ่มในตู้บ่มเชื้อควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง แล้วสังเกตการณเ์จริญของเชื้อ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   



89 

 

(ก) 

 
(ข) 

 
(ค) 

 

(ง) 

 
ภาพที่ ก3-2  ขั้นตอนการท าเชื้อบริสุทธิ์ด้วยเทคนิค Streak plate 
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ภาคผนวก ก4  
การระบุสายพันธุ์แบคทีเรีย 
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การระบุสายพันธุ์แบคทีเรีย 
 

The isolates were identified by 16S ribosomal Ribonucleic acid (16S rRNA) 
sequence analysis. In brief, each bacterial culture was grown overnight. The genomic 
DNA from each culture was extracted using a standard boiling method. The 16S rRNA 
gene fragment was amplified from the genomic DNA by the polymerase chain 
reaction (PCR) using the bacterium-specific primers: a 63f-forward primer 
(5’CAGGCCTAACACATGCAAGTC3’) and a 1387r-reverse primer 
(5’GGGCGGWGTGTACAAGGC3’).  A 25-µl PCR reaction mixture was prepared according 
to the manufacturer’s protocol (Fermentas, USA). The 16S rRNA amplification was 
performed in a thermal cycler (Perkin Elmer model-2400, USA) with the following 
conditions: 94ºC (3 min), followed by 30 cycles of 95ºC (1 min), 55ºC (1 min) and 72ºC 
(1.5 min), with a final extension of 72ºC (5 min). The PRC product (ca. 1,300 bps) was 
then cloned into pGEM-T Easy vector (Promega, USA) and transformed into 
competent Escherichia coli DH5a cells.  The plasmid DNA was then isolated using the 
QIAprep Spin Miniprep kit (Qiagen, Netherlands) and sequenced.  The partial 16S rRNA 
gene sequence of the isolates was analyzed using the nucleotide BLAST (BLASTN) 
algorithm of the National Center for Biotechnology Information (NCBI). 
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ภาคผนวก ก5 
การย้อมสีแกรม 
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การย้อมสีแกรม 
 

การย้อมสีแกรมจะต้องประกอบด้วยขั้นตอนการเตรียมสไลด์ตัวอย่างและขั้นตอนการย้อม
สีแกรม  ซึ่งมีรายละเอียดดังต่อไปนี้ 

1.  การเตรียมสไลด์ก่อนการย้อมสี         มีขั้นตอนดังนี้            
 1)  เตรียมอุปกรณ์ต่างๆ ดังนี้  หลอดเก็บเชื้อท่ีจะท าการศึกษา แผ่นสไลด์ ห่วงเขี่ยเชื้อ  

ตะเกียงแอลกอฮอล์  และปากกาเขียนแผ่นใส 
2)  ใช้ปากกาเขียนแผ่นใสเขียนวงกลมบนสไลด์ เพ่ือก าหนดขอบเขตที่จะน าเชื้อมาป้าย

ลงบนสไลด์  จากนั้นกลับแผ่นสไลด์ที่ขีดไว้ด้วยปากกาให้อยู่ด้านล่าง 
          3)  เผาห่วงเขี่ยเชื้อด้วยตะเกียงจนร้อนแดง เพ่ือฆ่าเชื้อจากนั้นรอให้เย็น ประมาณ  

10 วินาที ระวังอย่าให้ปลายห่วงเขี่ยเชื้อกระทบกับสิ่งอ่ืนรอบๆ 
                    4)  ใช้มือซ้ายถือหลอดเชื้อตัวอย่าง ใช้มือขวาดึงส าลีออกจากหลอดเก็บเชื้อโดยระวัง
ไม่ให้มือสัมผัสกับปากหลอดด้านใน  เผาบริเวณรอบปากหลอดและรีบปิดส าลีลงในหลอดตามเดิม 

5)  น าห่วงเขี่ยท่ีผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว  เขี่ยเชื้อออกจากหลอดเก็บเชื้อ  แล้วเผาปากหลอด
และรีบปิดส าลีลงในหลอดตามเดิม 

6)  เกลี่ยเชื้อ (Smear) ** ลงบนสไลด์ในวงกลมที่เขียนไว้  ถ้าเชื้อมีความหนาแน่นสูงให้
เติมน้ ากลั่นปลอดเชื้อเพ่ิมอีก 1 หยด และเกลี่ยเชื้อให้กระจายมากท่ีสุด 

7)  เผาห่วงเขี่ยเชื้อจนร้อนแดง  เพ่ือเก็บไว้ใช้ในครั้งต่อไป  
 น าสไลด์ไปผ่านเปลวไฟ 2-3 ครั้ง เพ่ือเป็นการท าให้เชื้อติดแน่นกับแผ่นสไลด์ ป้องกันไม่ให้เชื้อหลุด
จากแผ่นสไลด์ในระหว่างข้ันตอนการย้อม วิธีนี้เรียกว่า Heat fixed การท าเช่นนี้ท าให้เกิดการ
ตกตะกอน (Coagulation) ของโปรตีนท าให้เซลล์ติดแผ่นสไลด์  การเตรียมสไลด์ก่อนย้อมสีมีลักษณะ
ดังภาพที่ ก5-1 
 
**  การท า Smear มี 2 วิธี คือ 

1. ถ้าแบคทีเรียเลี้ยงอยู่ในอาหารเหลว ให้ใช้ห่วงเขี่ยเชื้อ (loop) ที่ฆ่าเชื้อแล้ว (โดยการ
น าไปเผาไฟจนร้อนแดงแล้วปล่อยให้เย็น) จุ่มลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ แล้วยกห่วงเขี่ยเชื้อขึ้นตรงๆ จะเห็น
ว่ามีแผ่นฟิล์มบางๆ น าไปป้ายลงบนแผ่นสไลด์ที่เตรียมไว้ เกลี่ยเชื้อให้เป็นวงกลมกระจายบนสไลด์ 

 
2. ถ้าแบคทีเรียเลี้ยงอยู่ในอาหารแข็ง (agar) ให้หยดน้ ากลั่นปราศจากเชื้อลงบนสไลด์  

1 หยดเล็กๆ (อาจใช้ห่วงเขี่ยเชื้อแตะมา 1 ครั้ง) แล้วจึงน าห่วงเขี่ยเชื้อที่ฆ่าเชื้อไปแตะแบคทีเรียบน
อาหารเลี้ยงเชื้อเพียงเล็กน้อย น ามาป้ายบนหยดน้ าแล้วเกลี่ยเชื้อให้เป็นแผ่นกระจายเป็นวงกลมบน
สไลด์ ทิ้งให้แห้ง รอยเกลี่ยที่ดีจะต้องบางมีเชื้อแผ่กระจายสม่ าเสมอ 
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1. เผาห่วงเขี่ยเชื้อเพ่ือฆ่าเชื้อ 

 

 
 

2. เผาปากหลอดทดลองเพ่ือฆ่าเชื้อ 
แล้วจุ่มห่วงเขี่ยเชื้อลงในหลอด  
จากนั้นเผาปากหลอดอีกครั้ง 

 

 
 

3. เกลีย่เชื้อลงภายในวงกลมที่วาดไว้ 

 

 
 

4. เผาห่วยเขี่ยเชื้อเพ่ือฆ่าเชื้ออีกครั้ง 
 

ภาพที่ ก5-1  การเตรียมสไลด์ตัวอย่างก่อนการย้อมสีแกรม 
 

2.  การย้อมสีแกรม   (Gram , s differential  staining) มีขั้นตอนดังนี้ 
      1) น าสไลด์ตัวอย่างวางลงบนตะแกรงส าหรับย้อมสี  โดยด้านที่ Smear อยู่ด้านบนหยดส ี
Crystal  Violet ลงบนสไลด์ให้ท่วม  จับเวลา 1 นาที 
 2) ล้างสีออกจากสไลด์ด้วยน้ ากลั่นหรือเปิดให้น้ าไหลผ่านสไลด์เบาๆ หรือใช้น้ าจากขวดฉีด
ล้างก็ได้  ห้ามเทสีออกก่อนใช้น้ าล้างเพราะ Crystal  Violet จะตกตะกอนและแห้งบนสไลด์อย่าง
รวดเร็ว 
 3) ซับน้ าที่ล้างออกจากสไลด์เบาๆ จากนั้นหยด Gram,s iodine ลงบนสไลด์จนท่วมทิ้งไว้
บนสไลด์เป็นเวลา  1 นาที Gram , s iodine จะท าให้ติดกับเซลล์ได้ดีขึ้นโดยจะไปลดการละลายของสี
ออกจากผนังเซลล์ 
 4) ล้างออกด้วยน้ าเช่นเดียวกับข้อ 2) 
 5) ล้างสีออกจากแผ่นสไลด์โดยหยด 95%  เอทธิลแอลกอฮอล์ผ่านสไลด์ โดยถือสไลด์ด้วย
ปากคีบให้สไลด์เอียงเป็นมุมล้างจนสีไม่ถูกล้างออกมาอีก  ในขั้นนี้สีที่ย้อมแกรมลบจะถูกชะล้างออก
จากเซลล์ส่วนในกรณีของแกรมบวกสีจะยังติดกับผนังเซลล์อยู่  และไม่ถูกล้างออกด้วย แอลกอฮอล์ 
(ขั้นตอนนี้ใช้เวลาไม่เกิน 10 วนิาที)  
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 6) ล้างออกด้วยน้ าอย่างรวดเร็ว 
 7) ย้อมสีอีกครั้งด้วยสีที่สอง   Safranin  (Counter stain) ใช้เวลาในการย้อม 1 นาที 
 8) ล้างสีออกด้วยน้ าตามวิธีในข้อ 2) 
 9) ทิ้งสไลด์ให้แห้งโดยผึ่งไว้ให้แห้งเอง  หรือใช้กระดาษซับเบาๆ        สไลด์ควรจะ 
แห้งสนิทก่อนการน าไปดูด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบแสง แสดงขั้นตอนการย้อมสีแกรมดังภาพที่ ก5-2  
 
 
 

 
 

ภาพที่ ก5-2  ขั้นตอนการย้อมสีแกรม 
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ภาคผนวก ก6 
วิธีการวิเคราะห์สารออร์แกนโนฟอสฟอรัส 

 



97 

วิธีการวิเคราะห์สารออร์แกนโนฟอสฟอรัส 
 

1.  วิธีการวิเคราะห์สารก าจัดแมลงออร์แกนโนฟอสฟอรัส  
วิธีการวิ เคราะห์สารก าจัดแมลงออร์แกนโนฟอสฟอรัส อ้างอิงจาก QuEChERS 

(รายละเอียดดังในข้อ 2.) แต่มีการพัฒนาให้เหมาะสมกับตัวอย่างและเครื่องมือโดยมีรายละเอียด ดังนี้  
1.1  วิธีวิเคราะห์ 

  1.1.1  การเก็บและรักษาตัวอย่าง 
      เก็บตัวอย่างด้วยอุปกรณ์ที่กันแสง ควรเก็บรักษาตัวอย่างโดยการแช่เย็นที่อุณหภูมิ 4 

0C  เก็บในที่มืด  
1.1.2  การเตรียมตัวอย่าง     

       ตวงน้ าตัวอย่างปริมาตร 10 ml เติมสารละลายอะซิโตไนไตรล์(acetonitrile) ผสม
กรดอะซิติก (acetic acid) ร้อยละ 0.1   10 ml ลงในตัวอย่างข้างต้นแล้วท าการเขย่าให้เข้ากัน 
จากนั้นเติมสารโซเดียมคลอไรด์ 1 g แมกนีเซียมซัลเฟต-7-ไฮเดรต 4 g เขย่าให้เข้ากัน น าไปปั่นเหวี่ยง
ที่ความเร็ว 5,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที เก็บตัวอย่างที่ผ่านการสกัด 1 ml เติมสารดูดซับของแข็ง 
SPE เขย่าให้เข้ากันจากนั้นปั้นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 rpm เก็บตัวอย่าง 0.5 ml น าไปวิเคราะห์
ด้วยเครื่องแก๊สโครมาโตกราฟ (Gas Chromatography-Mass spectrometry, GCMS) วีธีการสกัด
เป็นไปตามวิธี QuEChERS ประสิทธิภาพการสกัดร้อยละ 80 
  1.1.3  การวิเคราะห์ตัวอย่าง 

  วิเคราะห์ด้วยเครื่องจีซีซึ่งมีอุปกรณ์ตรวจจับแบบแมสซีเล็กทีฟ (mass selective 
detector) (รุ่น 6890N, Agilent Technologies, สหรัฐอเมริกา) โดยเครื่องจีซีที่ใช้มีคอลัมน์โครมา
โตรกราฟชนิด DB-5 ขนาด 30 m  0.25 mm และความหนาแผ่นฟิล์ม (film thickness) 0.25 µm  

  ระบบฉีดตัวอย่างแบบสปลิทเลส (splitless mode) ตั้งค่าอุณหภูมิระบบฉีดตัวอย่าง 
(injection temperature) ที่ 250  องศาเซลเซียส ปริมาตรตัวอย่างที่ฉีดแต่ละครั้ง (injection 
volume) เท่ากับ 1.0  ไมโครลิตร ตั้งค่าอุณหภูมิที่เตาอบ (oven temperature) เริ่มต้นที่ 90 องศา
เซลเซียส           อัตราการเพ่ิมขึ้นของอุณหภูมิเป็นดังโปรแกรมอุณหภูมิที่เพ่ิมขึ้น (temperature 
gradient program) ที่แสดงในตารางที่ ก6-1  การวิเคราะห์ใช้แก๊สฮีเลียมเป็นแก๊สน าพา (carrier 
gas) ปรับอัตราการไหลที่ 2.0 ไมโครลิตรต่อนาที สารออกท่ี 9.07 นาที 
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ตารางที ่ก6-1 โปรแกรมอุณหภูมิที่ใช้วิเคราะห์สารออร์แกนโนฟอสฟอรัส 
 

ล าดับที่ ขั้นตอน อัตราการเพิ่มข้ึนของ
อุณหภูมิ   
(0C/min) 

อุณหภูมิสุดท้าย   
( 0C ) 

ระยะเวลา 
(Hold)  (min) 

1 เริ่มต้น - 90 0.00 
2 การเพ่ิมครั้งที่ 1 20 220 1.00 

3 การเพ่ิมครั้งที่ 2 10 280 3.00 
4 หลังการเพิ่ม - 300 3.50 

รวม 20 

   
  1.1.4  โครมาโตแกรมสารมาตรฐานกลุ่มออร์แกนโนฟอสฟอรัส 
  ผลจากการวิเคราะห์สารมาตรฐานสามารถแสดงในรูปแบบโครมาโตแกรมของสาร
โพรฟีโนฟอสดังภาพ ก6-1 และ ก6-2 จะพบว่าสารโพรฟีโนฟอสปรากฏ ณ เวลา 9.05 นาที   

 

 
 

ภาพที่ ก6-1  ลักษณะโครมาโตแกรมของสารโพรฟีโนฟอส 
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ภาพที่ ก6-2  ไอออนแมสของสารโพรฟีโนฟอส 
 
 1.2  การท ากราฟมาตรฐาน 
         เตรียมสารละลายมาตรฐานที่มีส่วนผสมของสารก าจัดแมลงที่เราต้องการวิเคราะห์  
ดังเช่นในงานวิจัยนี้ใช้สารโพรฟีโนฟอสมาตรฐาน (ของบริษัท Restek Catalog 560935 ความเข้มข้น 
100 µg/mL ละลายใน Ethyl Acetate) การเตรียมชุดความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานกระท า
โดยการน าสารโพรฟีโนฟอสมาตรฐานละลายในอะซิโตไนไตรล์จ านวน 4 ความเข้มข้น น าไปวิเคราะห์
ปริมาณความเข้มข้นสารด้วยเครื่อง GC-MS และน าผลการวิเคราะห์มาสร้างกราฟมาตรฐาน
ความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารโพรฟีโนฟอสและพ้ืนที่ใต้กราฟ  จะได้กราฟมาตรฐานของ
สารโพรฟีโนฟอสลักษณะดังภาพที่ ก6-3  
 

Profenofos
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R2 = 0.9528

0

500000

1000000

1500000

2000000

2500000

3000000

3500000

4000000

0 20 40 60 80 100 120

Amount

R
e
s
p

o
n

s
e

 
 

ภาพที่ ก6-3  ลักษณะกราฟมาตรฐานสารโพรฟีโนฟอส 
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 1.3 การควบคุมคุณภาพในขั้นตอนการตรวจวิเคราะห์  
 การควบคุมคุณภาพในขั้นตอนการวิเคราะห์สามารถท าได้โดยการวิเคราะห์

ตัวอย่างในช่วงความเข้มข้นที่อยู่ในช่วงจ ากัดการวิเคราะห์ปริมาณ (Limit of Quantitation; 
LOQ) โดยมีค่าเท่ากับ 2 mg/l ส าหรับสารโพรฟีโนฟอส โดยในการท ากราฟมาตรฐานต้องมี
ค่า R2 มากกว่า 0.95 นอกจากนี้ยังได้มีการตรวจสอบประสิทธิภาพขั้นตอนการสกัด โดยการ
เตรียมน้ าตัวอย่างที่มีความเข้มข้นของสารโพรฟีโนฟอส 20 ส่วนในล้านส่วน ท าการสกัดตาม
วิธี QuEchERS จากนั้นน าไปวิเคราะห์ด้วยเครื่องแก๊สโครมาโตกราฟ (Gas 
Chromatography-Mass spectrometry, GCMS) วัดความเข้มข้นของสารโพรฟีโนฟอสได้ 
17 - 22 ส่วนในล้านส่วน จากผลดังกล่าวแสดงให้เห็นว่าขั้นตอนการสกัดมีประสิทธิภาพกว่า
ร้อยละ 80 

 
2. วิธีวิเคราะห์สารก าจัดแมลงออร์แกนโนฟอสฟอรัสตามวิธี QuEChERS 

วิธีวิเคราะห์สารก าจัดแมลงออร์แกนโนฟอสฟอรัสตามวิธี QuEChERS มีวิธีการดังนี้ 
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