
บทท่ี  3 
วธีิการดาํเนินการวิจัย 

 
3.1  เคร่ืองมือ 
       1)  Gas chromatography spectrophotometer (GC-FPD), Agilent Technologies, model 6890N  
             (G1540N)  

2) High Performance Liquid Chromatography (HPLC-Post column derivertizer), Agilent  
       Technologies, model 1100, Pickering PCX 5200  

       3)  rotary evaporator 
       4)  shaker 
       5)  pH meter 
       6) centrifuge 
3.2 อุปกรณ์และสารเคมี 

1)  nylon filter membrane 
        2)  microsyring 
        3)  column: LC-18 
        4)  column (WCOT fused silica) 
        5)  สารมาตรฐานในกลุ่ม organophosphate 
        6)  สารมาตรฐานในกลุ่ม carbamate 
        7)  สารมาตรฐานสาํหรับวิเคราะห์องคป์ระกอบของนํ้าส้มควนัไม ้
        8)  carrier gas (แก๊ส He, N2 99.99%) 
        9)  ethhyl acetate 
        10) acetronitrile (CH3CN: HPLC grade)  
        11) methanol (HPLC grade) 
        12) sodium sulfate anhydrous  
        13) acetone 
        14) hexane (HPLC grade) 
        15) potassiumpermanganate 
        16) isopropanol 
        17) acetaldehyde 
        18) isoamyl alcohol 
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        19) furfural 
        20) isobutanol 
        21) phenol 
        22) propanol 
        23) sodium hydroxide 
        24) potassium hydrogen phatalate 
        25) sodium carbonate 
        26) นํ้าส้มควนัไม ้
        27) Folin-Ciocalteu’s reagent 
        28) sodium chloride 
        29) dichloromethane  
        30) syring filter nylon   
        31) Sep-Pak NH2  
        32) Na2SO4      
        33) MgSO4 anhydrous 
        34) พริก 
        35) ดิน 
3.3  ขั้นตอนการทดลอง 
       1)  การศึกษาสมบติัทางกายภาพของนํ้าส้มควนัไม ้ 
            สมบติัทางกายภาพ ไดแ้ก่ จุดเดือด ค่า pH สีและกล่ิน โดยนํ้าส้มควนัไมไ้ดจ้าก  
บริษทัผูผ้ลิตนํ้าส้มควนัไมท่ี้มีขายในทอ้งตลาด อาํเภอเมือง จงัหวดัอุบลราชธานี 
       2)  การศึกษาองคป์ระกอบทางเคมีในนํ้าส้มควนัไม ้ 
            2.1)  เตรียมตวัอยา่งนํ้าส้มควนัไมโ้ดย ปิเปตตน์ํ้ าส้มควนัไมม้า 5 cm3 ใส่ลงในขวดวดั
ปริมาตรขนาด 25 cm3 เติมสารละลาย pentanol  2.5 cm3 แลว้ปรับปริมาตรจนถึงขีดดว้ยนํ้ากลัน่ 
            2.2)  เตรียมสารละลายมาตรฐานผสมของ methanol, isopropanol, acetaldehyde, ethyl 
acetate, isoamyl alcohol, furfural, isobutanol, phenol และ propanol ท่ีความเขม้ขน้ 3, 5, 1, 5, 5, 1, 
3, 3, และ 5 mg/l ตามลาํดบั 
            2.3)  นาํสารละลายมาตรฐานและตวัอยา่งนํ้าสมควนัไมไ้ปวิเคราะห์ดว้ยเคร่ือง Gas 
chromatography spectrophotometer (GC-FPD), Agilent Technologies, model 6890N (G1540N)  
 ดว้ยสภาวะเคร่ือง ดงัน้ี 
                                         Injection temperature   :   210 ๐C 
                                         Column flow rate         :   1.1  ml/min 
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                                         Column temperature    :   80 ๐C, hold 5 min  
                                                                              :   150 ๐C at  5 ๐C, hold 10 min 
                                                                              :   200 ๐C at  5 ๐C, hold 10 min 
                                         Carrier gas                    :   N2 
                                         Detector                        :   FID/ 210 ๐C            
 
             2.4)  การวิเคราะห์หาปริมาณสารประกอบฟีนอลิก 
                      (1)  เตรียมสารละลายมาตรฐานฟีนอลิกเขม้ขน้ 1,000 mg/l โดยชัง่กรดแทนนิคมา 0.1 
กรัม ละลายดว้ยนํ้ากลัน่ ปรับปริมาตรดว้ยนํ้ากลัน่ในขวดวดัปริมาตรขนาด 100 cm3 
                      (2)  เตรียมสารละลายมาตรฐานฟีนอลิกท่ีความเขม้ขน้ 50, 100, 150, 250 และ 500 
ppm  โดยปิเปตตส์ารละลายมาตรฐานฟีนอลิกมา 0.5, 1.0, 1.5, 2.5 และ 5.0 cm3 ตามลาํดบั ลงใน
ขวดวดัปริมาตรขนาด 10 cm3 แลว้ปรับปริมาตรดว้ยนํ้ากลัน่ 
                     (3)  ปิเปตตน์ํ้ ากลัน่มา 60 cm3 ใส่ในขวดวดัปริมาตรขนาด 100 cm3 เติมสารละลาย
มาตรฐานฟีนอลิก 1 cm3 ลงไป   
                     (4)  เติมสารละลาย  Folin-Ciocalteu’s reagent ลงไป 5 cm3  เขยา่ใหเ้ขา้กนั ท้ิงไว้
ประมาณ 30 วนิาที  แลว้เติมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนตลงไป 15 cm3 ปรับปริมาตรใหค้รบ 100 
cm3 ดว้ยนํ้ากลัน่ ตั้งท้ิงไว ้30 นาที  
                    (5)  นาํไปวดัค่าการดูดกลืนคล่ืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 765 nm  โดยใชน้ํ้ ากลัน่เป็น 
blank  
                    (6)  นาํตวัอยา่งนํ้าส้มควนัไมม้าวิเคราะห์หาปริมาณฟีนอลิก ตามขอ้ (3)–(5) โดยใช้
ตวัอยา่งนํ้าส้มควนัไมแ้ทนสารละลายมาตรฐานฟีนอลิก 
                    (7)  นาํค่าการดูดกลืนคล่ืนแสงของตวัอยา่งนํ้าส้มควนัไมไ้ปเทียบกบักราฟมาตรฐาน
ของสารละลายมาตรฐานฟีนอลิก      
           3)  สาํรวจการใชย้าฆ่าแมลงในการปลูกพริกของเกษตรกรในพื้นท่ีบา้นหวัเรือ ตาํบลหวัเรือ 
อาํเภอเมือง  จงัหวดัอุบลราชธานี โดยสาํรวจชนิดของยาฆ่าแมลง ความถ่ีและปริมาณการใช ้โดยใช้
แบบสอบถาม (ภาคผนวก ก) 
       4)  การเกบ็ตวัอยา่งดิน 

              4.1)  เกบ็ตวัอยา่งดินจากแปลงปลูกพริกทั้งแปลงทดลองและแปลงควบคุมทั้งดินก่อน
ปลูก ระหวา่งปลูกและหลงัปลูกพริก โดยเกบ็ตวัอยา่งดินท่ี 2 ระดบั คือ ดินบน (0-5 cm) กบัดินล่าง 
(15-30 cm) ณ สวนพริกบา้นหวัเรือ หมู่ 3 ตาํบลหวัเรือ อาํเภอเมือง จงัหวดัอุบลราชธานี 
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               4.2)  ใชเ้คร่ืองเกบ็ตวัอยา่งดิน (core sampling) สุ่มเกบ็ตวัอยา่งดินใหท้ัว่ในแต่ละแปลงโดย
สุ่มแบบซิกแซก (zigzag) เกบ็ดินในพ้ืนท่ี 1 ไร่ จาํนวน 10 จุด คือดินบน (0-5 cm) 5 จุดกบัดินล่าง 

(15-30 cm) 5 จุด 
                4.3)  นาํดินท่ีไดใ้นแต่ละจุดท่ีระดบัความลึกเดียวกนัในแปลงเดียวกนัมารวมกนัเพ่ือใช้
เป็นตวัแทนของดินในแปลงนั้น 
                4.4)  นาํตวัอยา่งดินมาผ่ึงใหแ้หง้ในท่ีร่มประมาณ 1 สปัดาห์ โดยเกล่ียตวัอยา่งดินลงใน
ภาชนะท่ีสะอาด 
                4.5)  นาํตวัอยา่งดินท่ีแหง้มาผา่นตะแกรงท่ีมีขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 2 มิลลิเมตร 
                4.6)   การคลุกเคลา้ดินใหเ้ขา้กนัการแบ่งดินออกเป็น 4 ส่วน เท่าๆ กนั (ภาพท่ี 3.1 ก) นาํ
ตวัอยา่งดิน 2 ส่วนรวมกนั (ภาพท่ี 3.1 ข) เกบ็ตวัอยา่งในภาชนะท่ีสะอาด เพ่ือนาํไปวิเคราะห์ต่อไป  
 

 
                               (ก) 
 

 
                         (ข) 
ภาพที่ 3.1 การสุ่มตวัอยา่งดินสาํหรับวิเคราะห์   (ก) การแบ่งดิน  (ข) การรวมดิน 
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          5)  การหาปริมาณสารฆ่าแมลงกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟส และคาร์บาเมตตกคา้งใน 
ดินและพริกข้ีหนูหวัเรือ 

       การวิเคราะห์หาปริมาณสารฆ่าแมลงกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟส และคาร์บาเมตท่ี 
ตกคา้งใน ดินและพริกข้ีหนูหวัเรือทาํโดยวิเคราะห์ตวัอยา่งดินก่อนปลูกพริก และตวัอยา่งพริกข้ีหนู
หวัเรือ ซ่ึงเป็นสภาวะท่ีเกษตรกรทาํการปลูกและฉีดยาฆ่าแมลงดว้ยความถ่ีตามปกติ การวเิคราะห์
หาสารฆ่าแมลงตกคา้งในดินและพริก สารกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟสวิเคราะห์ดว้ยเคร่ือง Gas 
chromatography spectrophotometer (GC-FPD), Agilent Technologies, model 6890N (G1540N)  
และคาร์บาเมตวิเคราะห์ดว้ยเคร่ือง HPLC High Performance Liquid Chromatography (HPLC-Post 
column derivertizer), Agilent Technologies, model 1100, Pickering PCX 5200 
           5.1)  ขั้นตอนการสกดัสารฆ่าแมลงจากพริก 
                    (1) สุ่มตวัอยา่งพริกจากแปลงทดลองและแปลงควบคุม ณ สวนพริกบา้นหวัเรือ หมู่ 3 
ตาํบลหวัเรือ อาํเภอเมือง จงัหวดัอุบลราชธานี สุ่มแบบ zigzag แปลงละ 5 จุด นาํพริกท่ีไดใ้นแปลง
เดียวกนัมารวมกนัเพ่ือใชเ้ป็นตวัแทนของพริกในแปลงนั้น สุ่มอีกคร้ังโดยแบ่งพริกออกเป็น 4 ส่วน 
เท่าๆ กนั นาํตวัอยา่งพริก 2 ส่วนรวมกนัเกบ็เพ่ือวิเคราะห์ต่อไป (ภาพท่ี 3.2) 
 

 
 
ภาพที่  3.2  ตวัอยา่งพริกท่ีสุ่มเกบ็ 
 

          (2) ชัง่ตวัอยา่งพริกมา 25 ± 0.05 g เติม แอซิโตน 200 ml คนใหเ้ขา้กนัดว้ยความเร็วสูง 
เป็นเวลา  3 นาที เติมโซเดียมคลอไรด ์ 30 g และไดคลอโรมีเทน 150 ml ผสมใหเ้ขา้กนัอีกคร้ัง
ประมาณ   1-2  นาที โดยนาํไป homogenizer ท่ีความเร็วรอบ 11,000 รอบ/นาที กรองสารละลายท่ี
ไดผ้า่น Na2SO4  
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            (3) นาํสารละลายท่ีไดไ้ประเหยใหแ้ห้งดว้ยเคร่ือง rotary evaporator  ปรับปริมาตรดว้ย 
เอทิลแอซิเตต (กลุ่มออร์กาโนฟอสเฟส) นาํไปใส่ในขวด vial เพ่ือนาํไปวดัดว้ยเคร่ือง GC-FPD 

            (4) แบ่งสารจากกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟสใส่ใน tube แกว้นาํไประเหยจนแหง้ ปรับ 
ปริมาตรดว้ย 1% เมทานอลในไดคลอโรมีเทนโดยผา่น Sep-Pak NH2 นาํไประเหยจนแหง้อีกรอบ  

            (5) ปรับปริมาตรดว้ยเมทานอล:นํ้าปราศจากไอออน (DI) (1:1) นาํสารละลายตวัอยา่งท่ี 
ไดก้รองผา่น syring filter Nylon 0.2    m หรือ 0.45    m PTFE  ใส่ในขวด  vial สีชานาํไปฉีดดว้ย
เคร่ือง HPLC-pickering  
          5.2) ขั้นตอนการสกดัสารฆ่าแมลงจากดิน 
                (1)  ชัง่ตวัอยา่งดินมา 10 g เติมนํ้ าปราศจากไอออน เติม acetonitrile 10 ml เขยา่ใหเ้ขา้กนั 
ดว้ยเคร่ือง shaker เป็นเวลา 1 นาที 

(2)  เติม MgSO4 anhydrous 4 g เขยา่ใหเ้ขา้กนัดว้ยเคร่ือง shaker  นาํไป centrifuge ท่ี 
ความเร็ว 3,500 รอบ/นาที ท่ีอุณหภูมิ 5 ๐C 
                (3)  เกบ็สารละลายส่วนท่ีใสนาํไประเหยจนเกือบแหง้ปรับปริมาตรดว้ย acetonitrile เติม  

MgSO4 anhydrous 150 mg และ PSA (amino-sorbents) 25 mg เขยา่ใหเ้ขา้กนั และท้ิงไวร้อให้
ตกตะกอน 
                  (4)  นาํสารส่วนท่ีไดไ้ปกรองผา่น syring filter nylon 0.2    m นาํสารท่ีไดใ้ส่ในขวด  vial 
สีชานาํไปฉีดดว้ยเคร่ือง Gas chromatography spectrophotometer (GC-FPD), Agilent 
Technologies, model 6890N (G1540N) สาํหรับสารกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟส ส่วนสารกลุ่มคาร์
บาเมตวิเคราะห์ดว้ยเคร่ือง High Performance Liquid Chromatography (HPLC-Post column 
derivertizer), Agilent Technologies, model 1100, Pickering PCX 5200  
         6)  ผลของนํ้าส้มควนัไมต่้อการสลายตวัของสารฆ่าแมลงกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟส และ      คาร์
บาเมตในดินและพริกข้ีหนูหวัเรือ ทาํการศึกษาเหมือนขอ้ 3) แต่หลงัจากเกษตรกรทาํการฉีดยาฆ่า
แมลงแลว้ รดดว้ยนํ้าส้มควนัไม ้วิเคราะห์หาปริมาณสารฆ่าแมลงตกคา้งทั้งสองกลุ่ม   
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