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บทคัดย่อ 

 ท าการพัฒนาและทดสอบความใช้ได้ของวิ ธีวิ เคราะห์เ พ่ือหาปริมาณสารส าคัญ 
cyphenothrin ด้วยเทคนิค Gas Chromatography-Flame Ionization Detector (GC-FID) และ 
pyrethrins ด้วยเทคนิค Ultra High-Performance Liquid Chromatography-Diode Array 
Detector (UHPLC-DAD) และทวนสอบวิธีวิเคราะห์ fipronil ด้วยเทคนิค High Performance 
Liquid Chromatography-Diode Array Detector (HPLC-DAD) ซึ่งวิธีท่ี 1 การพฒันาและ
ทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์เพ่ือหาปริมาณสารส าคญั cyphenothrin ศึกษา linearity ท่ี
ระดบัความเข้มข้น 0.30 - 0.90 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร ได้คา่ correlation coefficient  (r) เท่ากบั 
0.9995 การทดสอบความแม่น (accuracy) ประเมินจาก %recovery อยู่ในช่วง 96.0 - 103.6 % 
และมี intermediate precision เท่ากบั 2.72 %RSD วิธีท่ี 2 การพฒันาวิธีวิเคราะห์หาปริมาณ
สารส าคญั pyrethrins ซึ่งประกอบด้วย pyrethrin I และ pyrethrin II ศกึษา linearity ท่ีระดบั
ความเข้มข้น 60 -120 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตรได้คา่ r เท่ากบั 0.9983 และ 0.9980 ตามล าดบั มีคา่ 
% recovery อยู่ในช่วง 97.9 -102.4 และ 96.9 - 103.3 % ตามล าดบั และมี intermediate 
precision เท่ากบั 0.37 และ 1.03 ตามล าดบั และวิธีท่ี 3 การทวนสอบวิธีวิเคราะห์หาปริมาณ
สารส าคญั fipronil ศกึษา linearity ท่ีระดบัความเข้มข้น 0.10 - 0.40 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร ได้คา่ r  
เท่ากบั 0.9999 มีคา่ %recovery อยู่ในช่วง 98.0 - 101.8 % และมี intermediate precision 
เท่ากบั 0.31 %RSD ดงันัน้วิธีทัง้สามวิธีมีความเหมาะสมในการน าไปตรวจหาปริมาณสารส าคญั
ทัง้ 3 ชนิด ในผลิตภณัฑ์วตัถอุนัตรายด้านการปศสุตัว์ได้ตอ่ไป 
 
 
ค าส าคญั : Cyphenothrin, Fipronil, Pyrethrins , GC-FID, HPLC-DAD, UHPLC-DAD 

กลุ่มตรวจสอบคณุภาพยาสตัว์และวตัถอุนัตรายด้านการปศสุตัว์ ส านกัตรวจสอบคณุภาพสินค้า
ปศสุตัว์ กรมปศสุตัว์ 
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Abstract 

 Method developments and validation for cyphenothrin using gas 
chromatography -flame ionization detector (GC-FID), pyrethrins using ultra high 
performance liquid chromatography - diode array detector (UHPLC-DAD) techniques, 
and method verification for fipronil using high performance liquid chromatography - 
diode array detector (HPLC -DAD) technique were conducted separately. The linearity 
of the first method - cyphenothrin was evaluated at the concentration range of 0.30 – 
0.90 mg/mL. The correlation coefficients (r) was 0.9995. The accuracy (%recovery) 
ranged from 96.0 - 103.6 % and intermediate precision was 2.72 %RSD. The linearity of 
the second method - pyrethrins (pyrethrin I and pyrethrin II) were studied at the 
concentration range of 60 – 120 µg/mL. The correlation coefficients (r) of two 
compounds were 0.9983 and 0.9980, respectively. The accuracy (%recovery) and 
intermediate precision of both compounds ranged from 96.9 - 103.3 % and 0.37 - 1.03 
%RSD, respectively.The third method for fipronil determination was verified. The linearity 
was evaluated at the concentration range of 0.10 - 0.40 mg/mL. The correlation 
coefficients (r) was 0.9999. The accuracy (%recovery) ranged from 98.01 - 101.84 % 
and intermediate precision was 0.31 %RSD. The result of the method validation and 
verification showed that these methods are suitable for the determination of three active 
ingredients in livestock hazardous products. 
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บทน า 
 ในปัจจบุนัวงการปศสุตัว์พบปัญหาแมลงและสตัว์รบกวนการเลีย้งสตัว์และการผลิตสินค้า
ท่ีแปรรูปจากสตัว์เป็นอย่างยิ่ง โดยเฉพาะในภาวะวิกฤตทางธรรมชาติ เช่น ภาวะน า้ท่วม น า้แล้ง 
ยิ่งส่งผลให้เกิดปัญหาการรบกวนจากแมลงต่างๆ ดงันัน้การเลือกใช้ผลิตภณัฑ์ก าจดัปรสิต แมลง
และสัตว์รบกวน จึงเป็นทางเลือกส าคัญในการแก้ปัญหาดังกล่าว  มูลค่าทางการตลาดของ
ผลิตภณัฑ์วตัถอุนัตรายด้านการปศสุตัว์จงึมีการเติบโตท่ีสงูขึน้ เกิดการแข่งขนัระหว่างผลิตภณัฑ์ท่ี
มีอยู่เป็นจ านวนมาก ดงันัน้จึงจ าเป็นท่ีจะต้องมีการตรวจสอบปริมาณสารส าคญัตามท่ีระบุไว้ใน
ฉลากผลิตภณัฑ์ เพ่ือให้ผลิตภณัฑ์มีคณุภาพและป้องกนัผลกระทบตอ่การเลีย้งสตัว์ท่ีอาจมีความ
เส่ียงในการได้รับอนัตรายจากการใช้ หรือหากผลิตภัณฑ์นัน้มีปริมาณมากเกินกว่าระบุไว้ อาจท า
ให้เกิดการตกค้าง ซึง่จะก่อให้เกิดอนัตรายตอ่สิ่งแวดล้อม 
 กรมปศสุตัว์ได้รับมอบหมายให้เป็นหนว่ยงานรับผิดชอบวตัถอุนัตรายด้านการปศสุัตว์ตาม
พระราชบญัญัติวัตถุอนัตราย พ.ศ. 2535 ตามมติของคณะกรรมการวตัถุอนัตรายในการประชุม
ครัง้ท่ี 19-5/2546 เม่ือวนัท่ี 26 ธนัวาคม พ.ศ. 2546 และตามประกาศกระทรวงเกษตรและสหกรณ์ 
เร่ืองการขึน้ทะเบียนวตัถุอนัตราย ท่ีกรมปศสุตัว์เป็นผู้ รับผิดชอบ พ.ศ. 2549 ลงวนัท่ี 31 มีนาคม 
2549 โดยส านักตรวจสอบคุณภาพสินค้าปศุสัตว์ไ ด้ รับมอบหมายให้ด าเนินการพัฒนา
ห้องปฏิบตักิารเพ่ือรองรับการตรวจสอบประสิทธิภาพและคณุภาพผลิตภณัฑ์วตัถอุนัตราย 

        Fipronil เป็นสารฆา่แมลงในกลุม่ฟีนิลไพราโซล (phenylpyrazole) โดยออกจ าหน่ายเป็นครัง้
แรกในสหรัฐอเมริกาเม่ือปีพ.ศ. 2539 เพ่ือใช้เป็นผลิตภณัฑ์ควบคมุแมลงในบ้านและในสตัว์เลีย้ง 



                  

โดยปรากฏในผลิตภณัฑ์รูปแบบตา่ง ๆ ได้แก่ กบัดกัแมลงสาบและมด สเปรย์และยาหยดภายนอก
ส าหรับสนุขัเพ่ือก าจดัเห็บและหมดั 

 
รูปท่ี 1 โครงสร้างทางเคมีของ fipronil 

        Fipronil ออกฤทธ์ิในการก าจดัเห็บและหมดัโดยรบกวนการท างานของระบบประสาท โดย
ผ่านทาง GABA-gated chloride channel ขัดขวางการไหลผ่านของคลอไรด์ไอออนในเซลล์
ประสาท ท าให้การท างานของระบบประสาทผิดปกติ มีผลให้แมลงตายในท่ีสดุ ข้อดีของ  fipronil 
คือเป็นพิษต่อระบบประสาทเฉพาะของแมลง เน่ืองจาก fipronil จบัได้ไม่ดีกบั GABA receptor 
ของสตัว์มีกระดกูสนัหลงั เม่ือหยดยา fipronil บนผิวหนงัของสนุขั ยาจะกระจายตวัไปตามผิวหนงั 
และมกัพบอยูก่บัสารคดัหลัง่จากตอ่มไขมนั ยาออกฤทธ์ิอยูน่านประมาณหนึง่เดือน 
 

 
รูปท่ี 2 โครงสร้างทางเคมีของ cyphenothrin 

 Cyphenothrin  เป็นยาฆา่แมลงในกลุ่ม synthetic pyrethroid ท่ีนิยมใช้ก าจดัแมลง ได้แก่
แมลงสาบ (Tilak et al., 2005) สารกลุ่มนีอ้อกฤทธ์ิในการก าจดัแมลงโดยเกิดพิษท่ีระบบประสาท
ของแมลง ออกฤทธ์ิเร็ว มีความเป็นพิษในสตัว์เลือดอุ่นคอ่นข้างต ่า สลายตวัได้เร็ว นิยมใช้กนัอย่าง
แพร่หลาย  
 
 
 



                  

 
รูปท่ี 3 โครงสร้างทางเคมีของ pyrethrins 

Pyrethrin เป็นสารประกอบอินทรีย์ท่ีมีฤทธ์ิฆ่าแมลง โดยการส่งผลต่อระบบประสาท  
สามารถสงัเคราะห์ได้จากดอกไม้ประเภทเบญจมาศ หรือช่ือทางวิทยาศาสตร์ Chrysanthemum 

cinerariifolium  ซึ่ง pyrethrin จะมีกลุ่มย่อยตามโครงสร้าง 6 ชนิดด้วยกันได้แก่ pyrethrin  I, 
cinerin I , jasmolin I , pyrethrin II , cinerin II, และ jasmolin II สาร pyrethrin ได้รับความนิยม
มาอย่างยาวนาน เน่ืองด้วยความง่ายในการสกดัและมีความเป็นพิษตอ่มนุษย์ท่ีต ่า ท าให้นิยมใช้
ผลิตเป็นผลิตภัณฑ์ฆ่าแมลงและแชมพูส าหรับคนและสัตว์ แต่ pyrethrin ก็สามารถท าให้เกิด
ภูมิแพ้ได้ในกรณีคนท่ีมีร่างกายอ่อนแอ จึงต้องใช้ความระมดัระวงัเป็นอย่างมาก ดงันัน้จึงมีความ
จ าเป็นต้องมีเทคนิคการวิเคราะห์ท่ีดีขึน้ เพ่ือให้มัน่ใจว่าสามารถตรวจสอบถึงปริมาณ pyrethrins 
ท่ีบรรจผุลิตภณัฑ์นัน้ได้อยา่งแมน่ย า  
1. วัตถุประสงค์  

1.1. เพ่ือทวนสอบของวิธีวิเคราะห์ fipronil ในผลิตภณัฑ์วตัถอุนัตรายด้านการปศสุตัว์ 
ตามวิธี CIPAC 

1.2. เพ่ือพฒันาและทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ cyphenothrin และ pyrethrins ใน
ผลิตภณัฑ์วตัถอุนัตรายด้านการปศสุตัว์  

2. ขอบข่าย 
ใช้ส าหรับวิเคราะห์ cyphenothrin, fipronil และ pyrethrins ในผลิตภณัฑ์วตัถอุนัตราย

ด้านการปศสุตัว์  
3. ประโยชน์ที่ได้รับ 

ได้วิธีท่ีผ่านการทวนสอบและทดสอบความใช้ได้ของวิธี สามารถน าไปตรวจวิเคราะห์ 
cyphenothrin, fipronil และ pyrethrins ในผลิตภณัฑ์วตัถอุนัตรายด้านการปศสุตัว์  
 
 
 
 



                  

4. วิธีด าเนินการ 
4.1. เคร่ืองมือและอปุกรณ์ 

4.1.1. เคร่ือง GC-FID ย่ีห้อ Shimadzu รุ่น 2010 Plus  
4.1.2. เคร่ือง HPLC ย่ีห้อ Shimadzu รุ่น LC-20 พร้อมเคร่ืองตรวจวดัชนิด DAD 

4.1.3. เคร่ือง UHPLC ย่ีห้อ Shimadzu รุ่น LC-30 พร้อมเคร่ืองตรวจวดัชนิด DAD 

4.2. วสัดวุิทยาศาสตร์ 
4.2.1. Propan-2-ol, AR grade 
4.2.2. Acetone, HPLC grade และ Pesticide grade 
4.2.3. Acetonitrile, AR grade และ HPLC grade 
4.2.4. GC column DB-17, 30 m x 0.25 mm i.d., film thickness 0.25 µm ย่ีห้อ 

Agilent 
4.2.5. HPLC column C18, 250 x 4.0 mm ID, 5 µm ย่ีห้อ Vertical 
4.2.6. UHPLC column Kinetex C18, 1.7 µm 2.1 x 100 mm ย่ีห้อ Phenomenex 
4.2.7. สารมาตรฐาน fipronil ย่ีห้อ Dr.Ehrenstorfer lot. G126125 ความบริสุทธ์ิ 

98.7 % 
4.2.8. สารมาตรฐาน fipronil ย่ีห้อ Chem servicelot lot. 4792400 ความบริสุทธ์ิ 

99.5% 
4.2.9. สารมาตรฐาน cyphenothrin ย่ี ห้อ Dr.Ehrenstorfer lot.  G155446  

ความบริสทุธ์ิ 98.1% 
4.2.10. สารมาตรฐาน cyphenothrin ย่ีห้อ Dr.Ehrenstorfer lot. 31015 ความบริสทุธ์ิ 

93.5% 
4.2.11. สารมาตรฐาน triphenyl phosphate ย่ีห้อ Dr.Ehrenstorfer lot. 20717  

ความบริสทุธ์ิ 27.0% 
4.2.12. สารมาตรฐาน pyrethrin ย่ีห้อ Dr.Ehrenstorfer lot. C1789300 ความบริสทุธ์ิ 

99.4% 
4.2.13. ตวัอยา่งผลิตภณัฑ์วตัถอุนัตราย ย่ีห้อ แอสการ์ด (fipronil 5% W/V EC) 
4.2.14. ตัวอย่างผลิตภัณฑ์วัตถุอันตราย ย่ี ห้อ เพสกาด สเปซ (cyphenothrin  

12% W/V) 
4.2.15. ตวัอยา่งผลิตภณัฑ์วตัถอุนัตราย ย่ีห้อ BAS 39311I (pyrethrin 3.0 % W/V) 



                  

 
4.3. ขัน้ตอนการวิเคราะห์ 

4.3.1. การทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ cyphenothrin ในผลิตภัณฑ์วัตถุ
อนัตรายด้านการปศสุตัว์ ด้วยเทคนิค GC-FID ตามวิธีของ (CIPAC, 2006) ซึ่ง
มี condition ตามตารางท่ี 1 

ตารางท่ี 1 condition ส าหรับทดสอบ cyphenothrin แบบ temperature program 
Parameter วิธีตาม paper 

Column 
Injector mode 
Split flow 
Injector volume 
Injector temp. 
Column temp. 
 
 
 
 
Detector temp. 
Detector 

DB- 17, 30 m x 0.25 mm i.d., film thickness 0.25 µm  
Split 

100 mL /min 
2 µL 

280C 
temperature program 

          rate (C)          temp. (C)          hole (min) 
-                      220                      0 

      2                     245                      0 
     10                    260                      4 

280C 
FID 

 
4.3.2. เตรียม stock standard solution (stock std.) ความเข้มข้น 10.0 mg/mL : 

เน่ืองจากสารมาตรฐาน cyphenothrin นัน้มีลกัษณะเป็นเจล แตไ่มส่ามารถชัง่
ได้ ดงันัน้จงึเตมิ acetone ลงไปในขวดสารมาตรฐานประมาณ 2 mL เพ่ือให้
ละลาย vortex 1 นาที จากนัน้ใช้ micropipette ดดูสารละลายลงใน 
volumetric flask ขนาด 10 mL ท า 3 ซ า้ หรือจนแนใ่จว่าไมเ่หลือสาร
มาตรฐานในขวดแล้ว และปรับปริมาตรด้วย acetone  

 
 
 



                  

4.3.3. เตรียม internal standard solution (IS) ความเข้มข้น 10.0 mg/mL: ชัง่สาร
มาตรฐาน triphenyl phosphate ประมาณ 500 mg (บนัทกึน า้หนกัจริง) ลง
ใน volumetric flask ขนาด 50 mL ปรับปริมาตรด้วย acetone  

4.3.4. เตรียม sample solution  ความเข้มข้น 5.0 mg/mL: ชั่งตวัอย่าง ย่ีห้อ เพส
กาด สเปซ ประมาณ 4166±250 mg (บนัทึกน า้หนกัจริง) ลงใน volumetric 
flask ขนาด 100 mL ปรับปริมาตรด้วย acetone  

4.3.5. การทดสอบช่วงของการวิเคราะห์ (range) โดยเตรียม calibration curve ให้มี
ความเข้มข้นอยู่ในช่วง 0.05 – 1.0 mg/mL (0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 
0.6, 0.7, 0.8 และ 1.0 mg/mL) โดยเตรียมตามตารางท่ี 2 ซึ่งเตรียมความ
เข้มข้นละ 1 ซ า้ๆละ 2 injection 

ตารางท่ี 2 การเตรียม solution ส าหรับทดสอบ range ของ cyphenothrin 
No. Stock sample 

(5 mg/mL) 
IS 

(10 mg/mL) 
Final volume  
(acetone) 

Final Conc. std 
 

Final Conc. IS 
 

1 50 µL 250 µL 5 mL 0.05 mg/mL 0.50 mg/mL 
2 100 µL 250 µL 5 mL 0.10 mg/mL 0.50 mg/mL 
3 200 µL 250 µL 5 mL 0.20 mg/mL 0.50 mg/mL 
4 300 µL 250 µL 5 mL 0.30 mg/mL 0.50 mg/mL 
5 400 µL 250 µL 5 mL 0.40 mg/mL 0.50 mg/mL 
6 500 µL 250 µL 5 mL 0.50 mg/mL 0.50 mg/mL 
7 600 µL 250 µL 5 mL 0.60 mg/mL 0.50 mg/mL 
8 700 µL 250 µL 5 mL 0.70 mg/mL 0.50 mg/mL 
9 800 µL 250 µL 5 mL  0.80 mg/mL 0.50 mg/mL 
10 1000 µL 250 µL 5 mL 1.00 mg/mL 0.50 mg/mL 

 
 
 
 
 
 



                  

4.3.6. ทดสอบความเป็นเส้นตรง (linearity) โดยเตรียม calibration curve ให้มีความ
เข้มข้นอยู่ในช่วง 0.3 – 0.9 mg/mL (0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8 และ 0.9 
mg/mL)  และ internal standard solution ความเข้มข้น 0.5 mg/mL ซึ่ง
เตรียมตามตารางท่ี 3 และเตรียมความเข้มข้นละ 1 ซ า้ๆละ 2 injection 
ทดสอบ 3 วนั น าค่าพืน้ท่ีใต้พีคของสารมาตรฐานและความเข้มข้นไปสร้าง
กราฟหาคา่ correlation coefficient (r) เกณฑ์การยอมรับ r > 0.99 (CIPAC, 
2003) ทดสอบความเป็นเส้นตรงโดยใช้ ANOVA Deviation from Linearity 
โดยคา่ p-value > 0.05 และใช้ Visual inspection ของ residual (y-y’) การ
กระจายแบบ random 

ตารางท่ี 3 การเตรียม solution ส าหรับทดสอบ linearity ของ cyphenothrin 
No. Stock std. 

(10 mg/mL) 
IS 

(10 mg/mL) 
Final volume  
(acetone) 

Final Conc. std 
 

Final Conc. IS 
 

1 300 µL 500 µL 10 mL 0.3 mg/mL 0.5 mg/mL 
2 400 µL 500 µL 10 mL 0.4 mg/mL 0.5 mg/mL 
3 500 µL 500 µL 10 mL 0.5 mg/mL 0.5 mg/mL 
4 600 µL 500 µL 10 mL 0.6 mg/mL 0.5 mg/mL 
5 700 µL 500 µL 10 mL 0.7 mg/mL 0.5 mg/mL 
6 
7 

800 µL 
900 µL 

500 µL 
500 µL 

10 mL 
10 mL 

0.8 mg/mL 
0.9 mg/mL 

0.5 mg/mL 
0.5 mg/mL 

 
4.3.7. การทดสอบ  accuracy การท าทดสอบ standard addition ท่ี ความเข้มข้น  

3 ระดบั คือ 0.5, 0.6 และ 0.7 mg/mL ซึ่งมีขัน้ตอนการเตรียมตามตารางท่ี 4 
ความความเข้มข้นละ 7 ซ า้ๆละ 2 injection ทดสอบ 3 วนั เกณฑ์การยอมรับ 
% recovery อยูใ่นชว่ง 95 –105 และ %RSD ≤ 3.7 (AOAC, 2016) 
 
 
 
 
 
 



                  

ตารางท่ี 4 การเตรียม standard addition ของ cyphenothrin 
No. Stock std. 

(10 mg/mL) 
Stock sample 
(5 mg/mL) 

IS 
(10 mg/mL) 

Final Vol. 
(acetone) 

Total Conc. 
 

Final Conc. 
(Std+Stock sample) 

1 100 µL 300 µL 250 µL 5 mL Stock std. 0.2 mg/mL 
Stock sample 0.3 mg/mL 
IS 0.5 mg/mL 

0.5 mg/mL 

2 150 µL 300 µL 250 µL 5 mL Stock std. 0.3 mg/mL 
Stock sample 0.3 mg/mL 
IS 0.5 mg/mL 

0.6 mg/mL 

3 200 µL 
 

300 µL 250 µL 5 mL 
 

Stock std. 0.4 mg/mL 
Stock sample 0.3 mg/mL  
IS 0.5 mg/mL 

0.7 mg/mL 
 

 
4.3.8. การทดสอบ precision โดยเตรียมตัวอย่าง ความเข้มข้น 0.6 mg/mL  

: ชัง่ตวัอย่าง ประมาณ 50±5 mg (บนัทึกน า้หนกัจริง) ลงใน volumetric flask 
ขนาด 10 mL และเติม internal standard solution ลงไปประมาณ 0.5 mL 
และปรับปริมาตรด้วย acetone ทดสอบ 10 ซ า้ๆละ 2 injection เป็นเวลา  
3 วนั เกณฑ์การยอมรับ %RSD ≤ 3.7 (AOAC, 2016) 

4.3.9. ทดสอบความจ าเพาะเจาะจงต่อสารท่ีทดสอบ (selectivity) โดยแสดง
ความสามารถของการแยกของสาร ( resolution) ของสารท่ีคาดว่าจะมี
ผลกระทบต่อสารตวัอย่าง ซึ่งใช้สารมาตรฐานในกลุ่ม pyrethroids ท่ีความ
เข้มข้น 0.6 mg/mL 

4.3.10. ทดสอบ robustness เป็นการทดสอบความคงทนของวิธีว่าเม่ือมีการ
เปล่ียนแปลงปัจจยัท่ีใช้ในการทดสอบแล้วจะยงัให้ผลการทดสอบเหมือนเดิม
หรือไม่ โดยมีปัจจยัตา่งๆตามตารางท่ี 5 และวางแผนการทดสอบตามวิธีของ 

Youden’s ตามตารางท่ี 6  โดยเตรียม standard solution (stock B) ท่ีความ
เข้มข้น 0.6 mg/mL และ internal standard solution ท่ีความเข้มข้น  
0.5 mg/mL ซึง่เตรียมจ านวน 2 ซ า้ๆละ 2 injection 
 
 
 



                  

ตารางท่ี 5 parameter ท่ีใช้ในการทดสอบ robustness 
Factor Units Limits Level (-1) Level (+1) Nominal 

value 
สขีอง vial (A/a) - - สชีา  =  A สใีส    =  a - 
Injector temp. (B/b) °C ±4 276  =  B 284    =  b 280 
Detector temp. (C/c) °C ±4 276  =  C 284    =  c 280 
Initial temp. for temperature 
program (D/d) 

°C ±4 216  =  D 224    =  d 220 

Final temp. for temperature 
program (E/e) 

°C ±4 256  =  E 264    =  e 260 

Split ratio (F/f) - ±1 49    =  F 51      =  f 50 
Grade of acetone (G/g) - - HPLC =  G pesticide =g - 

 

ตารางท่ี 6 แผนการทดสอบ robustness ด้วยวิธี Youden’s 
Parameter 

 
จ านวนการทดสอบ 

1 2 3 4 5 6 7 8 

สขีอง vial A A  A A a a a a 

Injector temp. B B b b B B b b 

Detector temp. C c C c C c C c 

Initial temp. for temp. program D D d d d d D D 

Final temp. for temp. program E e E e e E e E 

Split ratio F f f F F f f F 

Grade of acetone G g g G g G G g 
ผล S T U V W X Y Z 

 
 
 
 
 
 



                  

4.4. การทวนสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ fipronil ในผลิตภัณฑ์วัตถุอนัตรายด้านการ  
ปศสุตัว์ ด้วยเทคนิค HPLC-DAD (CIPAC, 2000) ซึง่มี condition ตามตารางท่ี 7 

ตารางท่ี 7 condition ส าหรับทดสอบ fipronil 
Parameter วิธีตาม paper 

Column 
Mobile phase 
Flow rate 
Injector volume 
Column temp. 
Detector 
Run time 

C18, 250 x 4.0 mm ID, 5 µm  
acetonitrile : water (65 : 35, V/V) 

1.0 mL/min 
5 µL 

40C 
UV detector, wavelength 280 nm 

12 นาที 
 

4.4.1. การเตรียม stock standard solution (stock std.) ความเข้มข้น 2.50 mg/mL 
: ชัง่สารมาตรฐาน fipronil ประมาณ 63.32 mg (บนัทึกน า้หนกัจริง) ลงใน
volumetric flask ขนาด 25 mL เติม propan-2-ol, AR grade ลงไปประมาณ 
15 mL sonicate เ ป็นเวลา 10 นาที และปรับปริมาตรด้วย  
propan-2-ol, AR grade  

4.4.2. การเตรียมตวัอย่าง fipronil ความเข้มข้น 2.50 mg/mL : ชั่งตวัอย่างย่ีห้อ  
แอสการ์ด ประมาณ 2500 ± 250 mg (บนัทึกน า้หนกัจริง) ลงใน volumetric 
flask ขนาด 50 mL เติม propan-2-ol, AR grade ลงไปประมาณ 35 mL 
sonicate เ ป็นเวลา 10 นาที  และปรับปริมาตรด้วย  
propan-2-ol, AR grade  

4.4.3. การทดสอบช่วงของการวิเคราะห์ (range) โดยเตรียม calibration curve ให้มี
ความเข้มข้นอยู่ในช่วง 0.01 – 1.00 mg/mL (0.01, 0.05, 0.10, 0.15, 0.20, 
0.25, 0.30, 0.40, 0.50 และ 1.00 mg/mL) โดยเตรียมตามตารางท่ี 8 ซึ่ง
เตรียมความเข้มข้นละ 2 ซ า้ๆละ 2 injection 

 
 
 



                  

ตารางท่ี 8 การเตรียม solution ส าหรับทดสอบ range ของ fipronil 
No. Stock std. 

(2.5 mg/mL) 
Final Volume 

(mL)  
Final Conc. 
(mg/mL) 

1 20 µL 5 0.01 
2 100 µL 5 0.05 
3 200 µL 5 0.10 
4 300 µL 5 0.15 
5 400 µL 5 0.20 
6 500 µL 5 0.25 
7 600 µL 5 0.30 
8 800 µL 5 0.40 
9 1000 µL 5 0.50 
10 2000 µL 5 1.00 

 
4.4.4. ทดสอบความเป็นเส้นตรง (linearity) โดยการเตรียม calibration curve ให้มี

ความเข้มข้นอยู่ในช่วง 0.10 – 0.40 mg/mL (0.10, 0.15, 0.20, 0.25, 0.30, 
0.35 และ 0.40 mg/mL) โดยเตรียมตามตารางท่ี 9 ซึ่งเตรียมความเข้มข้นละ 
1 ซ า้ๆละ 3 injection และท าการทดสอบ 3 วัน น าค่าพืน้ท่ีใต้พีคของสาร
มาตรฐานและความเข้มข้นไปสร้างกราฟหาคา่ correlation coefficient (r)ซึ่ง
เกณฑ์การยอมรับ r >0.99 (CIPAC, 2003) และทดสอบความเป็นเส้นตรงโดย
ใช้ ANOVA Deviation from Linearity โดยคา่ p-value > 0.05 และใช้ visual 
inspection ของ residual (y-y’) การกระจายแบบ random 

 
 
 
 
 
 
 



                  

ตารางท่ี 9 การเตรียม solution ส าหรับทดสอบ linearity ของ fipronil 
No. Stock std. 

(2.5 mg/mL) 
Final Volume  Final Conc. 

 
1 200 µL 5 mL 0.10 mg/mL 
2 300 µL 5 mL 0.15 mg/mL 
3 400 µL 5 mL 0.20 mg/mL 
4 500 µL 5 mL 0.25 mg/mL 
5 600 µL 5 mL 0.30 mg/mL 
6 700 µL 5 mL 0.35 mg/mL 
7 800 µL 5 mL 0.40 mg/mL 

 
4.4.5. การทดสอบ accuracy ท า standard addition ท่ี ความเข้มข้น 3 ระดบั คือ 

0.20, 0.25 และ 0.30 mg/mL ซึ่งมีขัน้ตอนการเตรียมตามตารางท่ี 10 โดยท า
ความความเข้มข้นละ 7 ซ า้ ๆละ 2 injection ท าการทดสอบ 3 วนั เกณฑ์การ
ยอมรับ % recovery อยูใ่นชว่ง 95 – 105 และ %RSD ≤ 3.7 (AOAC, 2012) 

ตารางท่ี 10 การเตรียม standard addition ของ fipronil 
No. Stock std. 

(2.5 mg/mL) 
Stock sample 
(2.5 mg/mL) 

Final 
volume 
(IPA) 

Total Conc. 
 

Final Conc. 
 

1 100 µL 300 µL 5 mL   Stock std. 0.05 mg/mL 
  Stock sample 0.15 mg/mL 

0.20 mg/mL 

2 200 µL 300 µL 5 mL   Stock std. 0.10 mg/mL 
  Stock sample 0.15 mg/mL 

0.25 mg/mL 

3 300 µL 
 

300 µL 
 

     5 mL 
 

   Stock std. 0.15 mg/mL 
   Stock sample 0.15 mg/mL 

0.30 mg/mL 
 

 
 
 
 
 



                  

4.4.6. การทดสอบ precision โดยเตรียมตวัอย่าง ความเข้มข้น 0.25 mg/mL : ชัง่
ตวัอย่าง ประมาณ 250±25 mg (บนัทึกน า้หนกัจริง) ลงใน volumetric flask 
ขนาด 50 mL เติม propan-2-ol, AR grade ลงไปประมาณ 35 mL sonicate 
10 นาที และปรับปริมาตรด้วย propan-2-ol, AR grade ทดสอบ 10 ซ า้ๆละ  
2 injection เป็นเวลา 3 วนั เกณฑ์การยอมรับ %RSD ≤ 3.7 (AOAC, 2016) 
 

4.5. การทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ pyrethrins ในผลิตภณัฑ์วตัถอุนัตรายด้านการ
ปศสุตัว์ ด้วยเทคนิค UHPLC-DAD โดยดดัแปลงจากวิธี (Thomas et al., 2015) ซึ่งมี 
condition ตามตารางท่ี 11 

ตารางท่ี 11 condition ส าหรับทดสอบ pyrethrins 
Parameter วิธีตาม paper 

Column UHPLC ชนิด C18 ขนาด 100 mm  2.1 mm ID, 1.7µm particle size 
Mobile phase 
 
 
 
 
 
Column oven 

Gradient program (Acetonitrile : Water) 
Time(min) % Acetonitrile % Water 

0 45 55 
7 80 20 
12 45 55 
15 45 55 

50 C 
Flow rate 0.8 mL/min 
Injection volume 0.2 – 0.5 µL 
Detector DAD 230 nm 
Run time 15 min 
 

4.5.1. เตรียม stock standard solution ความเข้มข้น 0.50 mg/mL : ชั่งสาร
มาตรฐาน pyrethrin ประมาณ 185±18.5 mg (บนัทึกน า้หนักจริง) ลงใน 
volumetric flask ขนาด 100 mL ปรับปริมาตรด้วย acetonitrile, AR grade 

 
 



                  

4.5.2. ช่วงของการวิเคราะห์ (range) โดยการเตรียม calibration curve ให้มีความ
เข้มข้นอยู่ในช่วง 10 – 100 µg/mL (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 และ 
100 µg/mL) โดยเตรียมตามตารางท่ี 12 ซึ่งเตรียมความเข้มข้นละ 1 ซ า้ๆละ  
3 injection 

ตารางท่ี 12 การเตรียม calibration curve เพ่ือทดสอบ range ของ pyrethrins 
No. Stock std. 

(0.5 mg/mL) 
Final Volume  Final Conc. 

 
1 0.2 mL 10 mL 10 µg/mL 
2 0.4 mL 10 mL 20 µg/mL 
3 0.6 mL 10 mL 30 µg/mL 
4 0.8 mL 10 mL 40 µg/mL 
5 1.0 mL 10 mL 50 µg/mL 
6 1.2 mL  10 mL 60 µg/mL 
7 1.4 mL        10 mL 70 µg/mL 
8 1.5 mL          10 mL 80 µg/mL 
9 1.8 mL         10 mL 90 µg/mL 
10         2.0  mL               10 mL 100 µg/mL 

 
4.5.3. การทดสอบความเป็นเส้นตรง (linearity) โดยเตรียม calibration curve ให้มี

ความเข้มข้นอยู่ 10 – 70 µg/mL (10, 20, 30, 40, 50, 60 และ 70 µg/mL) ซึ่ง
เตรียมตามตารางท่ี 13 และเตรียมความเข้มข้นละ 1 ซ า้ๆ ละ 2 injection ท า
การทดสอบ 3 วนั น าคา่พืน้ท่ีใต้พีคของสารมาตรฐานและความเข้มข้นไปสร้าง
กราฟหาคา่ correlation coefficient (r) เกณฑ์การยอมรับ r > 0.99 (CIPAC, 
2003) ทดสอบความเป็นเส้นตรงโดยใช้ ANOVA Deviation from Linearity 
โดยคา่ p-value > 0.05 และใช้ Visual inspection ของ residual (y-y’) การ
กระจายแบบ random 
 
 

 



                  

ตารางท่ี 13 การเตรียม calibration solution ของ pyrethrins 
No. Stock std. 

(0.5 mg/mL) 
Final Volume  Final Conc. 

 
1 0.2 mL 10 mL 10 µg/mL 
2 0.4 mL 10 mL 20 µg/mL 
3 0.6 mL 10 mL 30 µg/mL 
4 0.8 mL 10 mL 40 µg/mL 
5 1.0 mL 10 mL 50 µg/mL 
6 1.2 mL  10 mL 60 µg/mL 
7                1.4 mL        10 mL 70 g/mL 

 
4.5.4. การทดสอบ accuracy การท า standard addition ท่ี ความเข้มข้น 3 ระดบั 

คือ 40, 50 และ 60 µg/mL ซึ่งมีขัน้ตอนการเตรียมตามตารางท่ี 14 ความ
ความเข้มข้นละ 7 ซ า้ๆละ 2 injection ทดสอบ 3 วัน เกณฑ์การยอมรับ  
% recovery อยูใ่นชว่ง 95 – 105 และ %RSD ≤ 2 (AOAC, 2016) 

ตารางท่ี 14 การเตรียม standard addition ของ pyrethrins 
No. Stock std. 

(0.5 mg/mL) 
Stock sample 
(0.5 mg/mL) 

Final 
volume 
(ACN) 

Total Conc. 
 

Final Conc. 
 

1 0.2 mL 0.4 mL 10 mL Stock std. 10 µg/mL      
Stock sample 20 µg/mL 

30 µg/mL 

2 
 

0.4 mL 0.4 mL  10 mL   Stock std. 20 µg/mL 
  Stock sample 20 µg/mL 

 40 µg/mL 

3 0.6 mL 
 

0.4 mL 
 

    10 mL 
 

   Stock std. 30 µg/mL 
   Stock sample 20 µg/mL 

       50 µg/mL 
 

 
 
 
 
 



                  

4.5.5. การทดสอบ precision โดยการเตรียมตวัอย่าง ความเข้มข้น 30 µg/mL  
: ปิเปตตวัอย่างจ านวน 1 mL ลงใน volumetric flask ขนาด 100 mL ปรับ
ปริมาตรด้วย acetonitrile, AR grade จากนัน้ปิเปตมา 1 mL ลงใน 
volumetric flask ขนาด 10 mL ปรับปริมาตรด้วย acetonitrile AR grade 
ทดสอบ 10 ซ า้ๆละ 2 injection ท าการทดสอบ 3 วัน เกณฑ์การยอมรับ 
%RSD ≤ 2 (AOAC, 2016) 

4.5.6. ทดสอบความจ าเพาะเจาะจงตอ่สารท่ีทดสอบ (selectivity) โดยการตรวจสอบ 
spectrum และ peak purity pyrethrin ของสารมาตรฐานและตวัอย่าง และ
ทดสอบความสามารถของการแยก (resolution) ของสาร 2 ชนิด ท่ีปรากฏ 
peak ใกล้กนัมากท่ีสดุ 

4.5.7. ทดสอบ robustness เป็นการทดสอบความคงทนของวิธีว่าเม่ือมีการ
เปล่ียนแปลงปัจจยัท่ีใช้ในการทดสอบแล้วจะยงัให้ผลการทดสอบเหมือนเดิม
หรือไม ่โดยมีปัจจยัตา่งๆตามตารางท่ี 15 และวางแผนการทดสอบตามวิธีของ 

Youden’s ตามตารางท่ี 16  โดยเตรียม standard solution ท่ีความเข้มข้น   
40 µg/mL ซึง่เตรียมจ านวน 2 ซ า้ๆละ 2 injection 

ตารางท่ี 15 parameter ท่ีใช้ในการทดสอบ robustness 
Factor Units Limits Level (-1) Level (+1) Nominal 

value 
สีของ vial (A/a) - - สีชา   =  A สีใส     =  a - 
Column temperature (B/b) oC ±5 45     =  B 55      =  b 50 
Sample temperature (C/c) oC ±5 20     =  C 30      =  c 25 
เกรดของ acetonitrile (D/d) - - HPLC =  D AR      =  d - 
Mobile phase flow rate (E/e) mL/min ±1 0.7    =  E 0.9      =  e 0.8 
Wavelength (F/f) nm ±5 225   =  F 235     =  f 230 
Injection volume (G/g) µL ±1 0.3    =  G 0.4      =  g 0.2 

 

 

 

 



                  

ตารางท่ี 16 แผนการทดสอบ robustness ด้วยวิธี Youden’s 

Parameter จ านวนการทดสอบ 

1 2 3 4 5 6 7 8 

สีของ vial A A  A A a a a a 

Column temperature B B b b B B b b 

Sample temperature C c C c C c C c 

ย่ีห้อ mobile phase D D d d d d D D 

Mobile phase flow rate E e E e e E e E 

Wavelength F f f F F f f F 

Injection volume G g g G g G G g 

ผล S T U V W X Y Z 

 
5. ผลการทดลอง 

5.1 ผลการทดสอบ cyphenothrin 
5.1.1 ผลการทดสอบชว่งของการวิเคราะห์ (range) โดยเตรียม calibration curve 

ความเข้มข้น 0.05 – 1.0 mg/mL (0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8 
และ 1.0 mg/mL) ได้ผลตามตารางท่ี 17 และ รูปท่ี 4 

ตารางท่ี 17 ผลการทดสอบ range ในการวิเคราะห์หาปริมาณสารส าคญั cyphenothrin 
Concentration (mg/mL)  Mean ratio 

0.05 0.105 
0.10 0.201 
0.20 0.452 
0.30 0.642 
0.40 0.912 
0.50 1.192 
0.60 1.465 
0.70 1.765 
0.80 2.063 
1.00 2.630 

Slope 2.6622 
Intercept -0.0957 
r2 
r 

0.9966 
0.9983 

 



                  

 
 

รูปท่ี 4 ผลการทดสอบ range ในการวิเคราะห์หาปริมาณสารส าคญั cyphenothrin 
 

5.1.2 ผลการทดสอบความเป็นเส้นตรง (linearity) โดยการเตรียม calibration 
curve ความเข้มข้น 0.3 – 0.9 mg/mL (0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8 และ 0.9 
mg/mL) ได้ผลตามตารางท่ี 18, 19 และ รูปท่ี 5, 6  

ตารางท่ี 18 ผลการทดสอบ linearity ในการวิเคราะห์หาปริมาณสารส าคญั cyphenothrin 
Concentration (mg/mL)   Mean ratio  

Day 1 Day 2 Day 3 
0.2943 0.484 0.501 0.515 
0.3924 0.690 0.687 0.756 
0.4905 0.905 0.854 0.965 
0.5886 1.131 1.111 1.193 
0.6867 1.375 1.377 1.434 
0.7848 1.648 1.588 1.630 
0.8829 1.881 1.780 1.843 
Slope 

Intercept 
r2 

r 

 2.2984 
-0.1935 
0.9990 
0.9995 

 
 
 

 

y = 2.6622x - 0.0957 
R² = 0.9966 
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รูปท่ี 5 ผลการทดสอบ linearity ในการวิเคราะห์หาปริมาณสารส าคญั cyphenothrin 

 

 
รูปท่ี 6 residual plot ของ cyphenothrin 

 
 
 
 

y = 2.2984x - 0.1935 
R² = 0.9990 
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ตารางท่ี 19 ผล ANOVA tableของ cyphenothrin 
 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Ratio 
* 
Conc 

Between 
Groups 

(Combined) 8.552 6 1.425 1127.659 .000 

 Linearity 8.542 1 8.542 6757.885 .000 

 Deviation from 
Linearity 

.010 5 .002 1.614 .183 

Within Groups  .043 34 .001   
Total  8.595 40    

 
จากตารางท่ี 19 พิจารณาคา่ Sig ของ Deviation from Linearity พบวา่มีคา่ > 0.05 ดงันัน้จงึสรุป
ได้วา่การทดสอบท่ีความเข้มข้น 0.3 – 0.9 mg/mL มีความเป็นเส้นตรง 
 

5.1.3 ผลการทดสอบ accuracy ท่ีความเข้มข้น 3 ระดบั คือ 0.5, 0.6 และ 0.7 
mg/mL ได้ผลตามตารางท่ี 20 

ตารางท่ี 20 ผลการทดสอบ accuracy ในการวิเคราะห์หาปริมาณสารส าคญั cyphenothrin 
No. Cyphenothrin 

Day 1 Day 2 Day 3 
0.50 

mg/mL 
0.60 

mg/mL 
0.70 

mg/mL 
0.50 

mg/mL 
0.60 

mg/mL 
0.70 

mg/mL 
0.50 

mg/mL 
0.60 

mg/mL 
0.70 

mg/mL 
1 0.561 0.672 0.784 0.563 0.596 0.708 0.552 0.655 0.758 
2 0.560 0.672 0.784 0.562 0.598 0.706 0.552 0.665 0.755 
3 0.558 0.670 0.774 0.561 0.601 0.700 0.556 0.660 0.752 
4 0.559 0.673 0.783 0.564 0.604 0.711 0.553 0.651 0.754 
5 0.560 0.670 0.783 0.561 0.596 0.699 0.552 0.657 0.770 
6 
7 

0.560 
0.562 

0.668 
0.669 

0.777 
0.774 

0.564 
0.561 

0.599 
0.598 

0.711 
0.708 

0.557 
0.553 

0.654 
0.652 

0.764 
0.768 

Mean 0.560 0.671 0.780 0.562 0.599 0.706 0.554 0.656 0.760 
SD 0.0014 0.0019 0.0049 0.0014 0.0029 0.0049 0.0021 0.0048 0.0072 
%RSD 0.245 0.279 0.594 0.244 0.489 0.697 0.371 0.738 0.948 
%Recovery 97.964 101.968 103.612 96.249 96.779 102.920 95.986 96.935 97.646 

 
 
 



                  

5.1.4 ผลการทดสอบ precision ของตวัอยา่งท่ีความเข้มข้น 0.60 mg/mL ได้ผล
ตามตารางท่ี 21, 22 

ตารางท่ี 21 ผลการทดสอบ precision ในการวิเคราะห์หาปริมาณสารส าคญั cyphenothrin 
No. sample 12 %W/V 

Day 1 Day 2 Day 3 

1 12.21 11.37 11.93 
2 12.26 11.69 11.91 
3 12.29 11.86 12.00 
4 12.20 11.33 12.22 
5 12.23 11.42 11.91 
6 12.23 11.61 12.13 
7 12.24 11.36 12.04 
8 12.17 11.42 11.96 
9 12.19 11.42 12.08 
10 12.31 11.46 12.02 

Mean 12.23 11.49 12.02 
SD 0.044 0.170 0.101 
%RSD 0.36 1.48 0.84 

 
 
 
ตารางท่ี 22 intermediate precision ในการวิเคราะห์หาปริมาณสารส าคญั cyphenothrin 
Sample Conc. (%W/V) Mean conc. (%W/V) %RSD 

12  11.93 (n=30) 2.72 
 

5.1.5 ผลการทดสอบความจ าเพาะเจาะจงตอ่สารท่ีทดสอบ (selectivity) โดยเตมิ
สารท่ีคาดว่าจะมีผลกระทบตอ่สารตวัอย่าง ได้แก่ bifenthrin,  chlorfenapyr 
,lambda-cyhalothrin, permethrin, tetramethrin และ S-bioallethrin ท่ี
ความเข้มข้น 0.60 mg/mL ได้ผลดงัรูปท่ี 7-13 
 



                  

 
รูปท่ี 7 โครมาโตแกรมของสารมาตรฐาน bifenthrin 

 
รูปท่ี 8 โครมาโตแกรมของสารมาตรฐาน lambda-cyhalothrin 
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รูปท่ี 9 โครมาโตแกรมของสารมาตรฐาน permethrin 

 
รูปท่ี 10 โครมาโตแกรมของสารมาตรฐาน chlorfenapyr 
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รูปท่ี 11 โครมาโตแกรมของสารมาตรฐาน tetramethrin 

 
รูปท่ี 12 โครมาโตแกรมของสารมาตรฐาน S-bioallethrin 
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รูปท่ี 13 โครมาโตแกรมของตวัอยา่ง ย่ีห้อ เพสกาด สเปซ 

 
5.1.6 ผลการทดสอบความคงทนของวิธี (robustness) วา่เม่ือมีการเปล่ียนแปลง

ปัจจยัท่ีใช้ในการทดสอบได้ผลตามรูปท่ี 14 พบวา่ initial temp. for temp. 
program มีผลตอ่การทดสอบมากท่ีสดุ รองลงมาคือ final temp. for temp. 
program  

 
รูปท่ี 14 ผลการทดสอบ robustness ของสารส าคญั cyphenothrin 
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5.2 ผลการทดสอบ fipronil 
5.2.1 ผลการทดสอบชว่งของการวิเคราะห์ (range) โดยเตรียม calibration curve 

ความเข้มข้น 0.01 – 1.0 mg/mL (0.01, 0.05, 0.10, 0.15, 0.20, 0.25, 0.30, 
0.4, 0.5 และ 1.0 mg/mL) ได้ผลตามตารางท่ี 23 และ รูปท่ี 15 

ตารางท่ี 23 ผลการทดสอบ range ในการวิเคราะห์หาปริมาณสารส าคญั fipronil 
Concentration (mg/mL) Area 

0.01 55916 
0.05 266506 
0.10 522712 
0.15 785846 
0.20 1039399 
0.25 1302934 
0.30 1567188 
0.45 2101945 
0.50 2604916 
1.00 5195978 

Slope 5242596.60 
Intercept 6572.13 
r2 
r 

1.00 
1.00 

 

 
 

รูปท่ี 15 ผลการทดสอบ range ในการวิเคราะห์หาปริมาณสารส าคญั fipronil 
 

 

y = 5,242,596.5996x + 6,572.1279 
R² = 1.0000 
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5.2.2 ผลการทดสอบความเป็นเส้นตรง (linearity) โดยการเตรียม calibration 
curve ให้มีความเข้มข้น อยู่ในชว่ง 0.10 – 0.40 mg/mL (0.10, 0.15, 0.20, 
0.25, 0.30, 0.35 และ 0.40 mg/mL) ได้ผลตามตารางท่ี 24, 25 และ รูปท่ี 16, 
17 

ตารางท่ี 24 ผลการทดสอบ linearity ในการวิเคราะห์หาปริมาณสารส าคญั fipronil 
Concentration (mg/mL)  Mean area  

Day 1 Day 2 Day 3 
0.100 519579 521317 529280 
0.149 771282 798985 793223 
0.199 1054162 1059529 1046949 
0.249 1304426 1327708 1321756 
0.299 1556378 1592047 1598239 
0.349 1839113 1872213 1853787 
0.398 2076480 2128245 2103945 
Slope 

Intercept 
r2 

r 

 5,307,229.91 
-4157.19 
0.99993 
0.99996 

 
 
 

 

 
รูปท่ี 16 ผลการทดสอบ linearity ในการวิเคราะห์หาปริมาณสารส าคญั fipronil 

y = 5,307,229.90550x - 4,157.19444 
R² = 0.99993 
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รูปท่ี 17 residual plot ของ fipronil 
ตารางท่ี 25 ผล ANOVA tableของ fipronil 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Area * 
Conc 

Between Groups (Combined) 17608640706372.1 6 2934773451062.0 14057.6 .000 

 Linearity 17607820422203.5 1 17607820422203.5 84341.4 .000 

 Deviation from 
Linearity 

820284168.6 5 164056833.7 .786 .564 

Within Groups  11691033745.3 56 208768459.7   

Total  17620331740117.4 62    

 
จากตารางท่ี 25 พิจารณาคา่ Sig ของ Deviation from Linearity พบวา่มีคา่ > 0.05 ดงันัน้จงึสรุป
ได้วา่การทดสอบท่ีความเข้มข้น 0.1 – 0.4 mg/mL มีความเป็นเส้นตรง 
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5.2.3 ผลการทดสอบ accuracy ท่ีความเข้มข้น 3 ระดบั คือ 0.20, 0.25 และ 0.30 
mg/mL ได้ผลตามตารางท่ี 26 

ตารางท่ี 26 ผลการทดสอบ accuracy ในการวิเคราะห์หาปริมาณสารส าคญั fipronil 
No. Fipronil 

Day 1 Day 2 Day 3 
0.20 

mg/mL 
0.25 

mg/mL 
0.30 

mg/mL 
0.20 

mg/mL 
0.25 

mg/mL 
0.30 

mg/mL 
0.20 

mg/mL 
0.25 

mg/mL 
0.30 

mg/mL 
1 0.20 0.24 0.30 0.19 0.24 0.29 0.19 0.24 0.29 
2 0.20 0.25 0.29 0.19 0.24 0.29 0.19 0.24 0.29 
3 0.20 0.24 0.29 0.19 0.24 0.29 0.19 0.24 0.29 
4 0.20 0.24 0.29 0.19 0.24 0.29 0.19 0.24 0.29 
5 0.20 0.24 0.29 0.19 0.24 0.29 0.19 0.24 0.29 
6 
7 

0.20 
0.20 

0.24 
0.24 

0.29 
0.29 

0.19 
0.19 

0.24 
0.24 

0.29 
0.29 

0.19 
0.19 

0.24 
0.24 

0.29 
0.29 

Mean 0.20 0.24 0.29 0.19 0.24 0.29 0.19 0.24 0.29 
SD 0.0003 0.001 0.002 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001    0.001 
%RSD 0.14 0.31 0.67 0.43 0.49 0.52 0.38 0.50 0.30 
%Recovery 101.84 98.90 99.23 98.01 100.55 98.90 99.88 101.21 101.72 

 
5.2.4 ผลการทดสอบ precision ของตวัอยา่งท่ีความเข้มข้น 0.25 mg/mL ได้ผล

ตามตารางท่ี 27, 28 
ตารางท่ี 27 ผลการทดสอบ precision ในการวิเคราะห์หาปริมาณสารส าคญั fipronil 

No. sample 5 %W/V 
Day 1 Day 2 Day 3 

1 4.72 4.73 4.69 
2 4.71 4.71 4.71 
3 4.70 4.73 4.72 
4 4.70 4.72 4.75 
5 4.72 4.73 4.75 
6 4.71 4.73 4.74 
7 4.73 4.73 4.73 
8 4.73 4.75 4.74 
9 4.73 4.74 4.74 
10 4.74 4.73 4.71 

Mean 4.72 4.73 4.73 
SD 0.014 0.009 0.019 
%RSD 0.30 0.19 0.39 
 



                  

ตารางท่ี 28 intermediate precision ในการวิเคราะห์หาปริมาณสารส าคญั fipronil 
Sample Conc. (%W/V) Mean conc. (%W/V) %RSD 

5 4.73 (n=30) 0.31 
 

 
รูปท่ี 18 chromatogram ของ fipronil 

 
รูปท่ี 19 spectum ของ fipronil 
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5.3 ผลการทดสอบ pyrethrins 
5.3.1 การการวิเคราะห์ range โดยเตรียม calibration curve ความเข้มข้น 

10 – 100 µg/mL (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 และ 100 µg/mL) 
ได้ผลตามตารางท่ี 29, 30 รูปท่ี 20, 21 

ตารางท่ี 29 ผลการทดสอบ range ในการวิเคราะห์หาปริมาณสารส าคญั pyrethrin I  
Concentration (µg/mL) Mean area 

10 74860 
20 157523 
30 236046 
40 316874 
50 403026 
60 448326 
70 533588 
80 618203 
90 728483 

100 786909 
Slope 7190.2X 
Intercept -3329.3 
r2 
r 

0.9972 
0.9986 

 
 

 
 

รูปท่ี 20 แสดง calibration curve ของ pyrethrin I ท่ีความเข้มข้น 10 – 100 µg/mL 

 

y = 7190.2x - 3329.3 
R² = 0.9972 
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ตารางท่ี 30 ผลการทดสอบ range ในการวิเคราะห์หาปริมาณสารส าคญั pyrethrin II  
Concentration (µg/mL) Mean area 

10 47633 
20 99949 
30 150357 
40 202958 
50 258216 
60 287273 
70 341592 
80 396983 
90 452795 

100 505656 
Slope 4570.2x 
Intercept -1332.7 
r2 
r 

0.9983 
0.9991 
 

 

 
รูปท่ี 21 แสดง calibration curve ของ pyrethrin II ท่ีความเข้มข้น 10 – 100 µg/mL 

 

 

 

y = 4570.2x - 1332.7 
R² = 0.9983 
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5.3.2 ผลการทดสอบความเป็นเส้นตรง (linearity) โดยการเตรียม calibration 
curve ความเข้มข้น 60 – 120 µg/mL (60, 70, 80, 90, 100, 110 และ 120 
µg/mL) ได้ผลดงัตารางท่ี 31 - 34 รูปท่ี 22 - 26 

ตารางท่ี 31 ผลการทดสอบ linearity ในการวิเคราะห์หาปริมาณสารส าคญั pyrethrin I 
Concentration   Mean area   

(µg/mL) Day 1 Day 2 Day 3 

10 73064 74888 75067 
20 154208 157510 158802 
30 229811 236043 237735 
40 308734 316800 320838 
50 391631 403200 405050 
60 437577 448199 453211 
70 526090 533866 537427 

Slope 6899.7 
Intercept 5877.4 
r2 0.9966 
r 0.9983 
 

 
รูปท่ี 22 ผลการทดสอบ linearity ในการวิเคราะห์หาปริมาณสารส าคญั pyrethrin I 

y = 6899.7x + 5877.4 
R² = 0.9966 
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รูปท่ี 23 residual plot ของสารส าคญั pyrethrin I 

ตารางท่ี 32 ผล ANOVA tableของ pyrethrin I 
 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Area * 
Conc 

Between Groups (Combined) 995647945732.5 6 165941324288.7 485.54 .000 

 Linearity 991544016097.5 1 991544016097.5 2901.248 .000 

 Deviation from 
Linearity 

4103929634.975 5 820785926.9951 2.402 .057 

Within Groups  11961763461.17 35 341764670.319   

Total  1007609709194 41    

 
จากตารางท่ี 32 พิจารณาคา่ Sig ของ Deviation from Linearity พบวา่มีคา่ > 0.05 ดงันัน้จงึสรุป
ได้วา่การทดสอบท่ีความเข้มข้น 60 – 120 µg/mL มีความเป็นเส้นตรง 
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ตารางท่ี 33 ผลการทดสอบ linearity ในการวิเคราะห์หาปริมาณสารส าคญั pyrethrin II 
Concentration   Mean area   

(µg/mL) Day 1 Day 2 Day 3 
10 46872 47713 47659 
20 100003 100016 100675 
30 149662 150384 151970 
40 200447 202877 205662 
50 254983 258047 258314 
60 280994 287318 289763 
70 334484 342065 342857 

Slope 4413.1 
Intercept 4151.4 
r2 0.9961 
r 0.9980 

 

 
รูปท่ี 24 ผลการทดสอบ linearity ในการวิเคราะห์หาปริมาณสารส าคญั pyrethrin II 

 

y = 4413.1x + 4151.4 
R² = 0.9961 
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รูปท่ี 25 residual plot ของสารส าคญั pyrethrin II 
ตารางท่ี 34 ผล ANOVA tableของ pyrethrin II 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Ratio * 
Conc 

Between Groups (Combined) 407967622942.2 6 67994603823.71 296.23 .000 

 Linearity 405323464077.6 1 405323464077.6 1765.87 .000 

 Deviation from 
Linearity 

2644158864.644 5 528831772.9288 2.304 .065 

Within Groups  8033611642.833 35 229531761.2238   

Total  416001234585.1 41    

 
จากตารางท่ี 34 พิจารณาคา่ Sig ของ Deviation from Linearity พบวา่มีคา่ > 0.05 ดงันัน้จงึสรุป
ได้วา่การทดสอบท่ีความเข้มข้น 60 – 120 µg/mL มีความเป็นเส้นตรง 
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5.3.3 ผลการทดสอบ accuracy ของ pyrethrin I และ pyrethrin II ตามตารางท่ี 
35,36 

ตารางท่ี 35 ผลการทดสอบ accuracy ของ pyrethrin I 
No. Pyrethrin I 

Day 1 Day 2 Day 3 
30 40 50 30 40 50 30 40 50 

(µg/mL) (µg/mL) (µg/mL) (µg/mL) (µg/mL) (µg/mL) (µg/mL) (µg/mL) (µg/mL) 
1 28.21 40.53 50.56 28.63 40.17 52.26 27.95 38.97 50.70 
2 28.23 40.57 50.59 28.31 40.21 52.45 27.76 39.23 50.90 
3 28.45 40.73 51.70 28.47 40.21 52.41 27.85 39.10 50.75 
4 27.84 40.42 52.02 28.28 41.03 52.52 27.78 39.19 50.50 
5 28.24 40.33 51.28 28.39 40.66 53.09 27.80 39.80 51.44 
6 28.34 40.61 52.06 28.38 40.69 53.13 27.70 39.84 51.40 
7 28.18 40.30 51.33 28.39 40.92 53.08 28.10 39.78 51.19 

Mean 28.2 40.5 51.4 28.4 40.6 52.7 27.8 39.4 51.0 
SD 0.2 0.2 0.6 0.1 0.4 0.4 0.1 0.4 0.4 
%RSD 0.67 0.38 1.20 0.41 0.89 0.72 0.49 0.95 0.71 
%Recovery 100.5 101.8 100.4 102.0 100.9 102.4 99.8 97.9 99.4 

ตารางท่ี 36 ผลการทดสอบ accuracy ของ pyrethrin II 
No. Pyrethrin II 

Day 1 Day 2 Day 3 
30 40 50 30 40 50 30 40 50 

(µg/mL) (µg/mL) (µg/mL) (µg/mL) (µg/mL) (µg/mL) (µg/mL) (µg/mL) (µg/mL) 
1 27.63 39.72 52.33 27.58 39.00 51.57 27.47 38.66 50.18 
2 27.80 40.15 51.77 27.64 38.81 51.51 27.57 38.99 50.30 
3 27.37 40.56 52.29 27.61 39.49 51.84 27.56 38.76 50.40 
4 27.83 39.74 52.77 27.66 39.41 51.59 27.45 38.74 50.11 
5 27.79 40.31 52.58 27.90 39.17 52.16 27.52 39.55 50.83 
6 27.64 40.58 52.58 27.60 39.43 52.30 27.36 39.61 50.93 
7 27.52 39.68 51.89 28.07 39.25 52.23 27.70 39.41 50.46 

Average 27.7 40.1 52.3 27.7 39.2 51.9 27.5 39.1 50.5 
SD 0.2 0.4 0.4 0.2 0.2 0.3 0.1 0.4 0.3 
%RSD 0.61 0.99 0.71 0.67 0.63 0.66 0.39 1.05 0.62 
%Recovery 101.7 101.6 103.3 98.9 96.9 101.1 97.2 97.4 97.9 



                  

5.3.4 ผลการทดสอบ precision ของตวัอยา่งท่ีความเข้มข้น 30 µg/mL ได้ผลตาม
ตารางท่ี 37 - 40 

ตารางท่ี 37 ผลการทดสอบ precision ในการวิเคราะห์หาปริมาณสารส าคญั pyrethrins I 
No. sample 3 %W/V 

Day 1 Day 2 Day 3 

1 3.06 3.07 2.96 
2 3.07 3.08 2.97 
3 3.07 3.06 2.97 
4 3.08 3.07 2.97 
5 3.08 3.06 2.96 
6 3.06 3.07 2.97 
7 3.07 3.07 2.97 
8 3.09 3.09 2.98 
9 3.09 3.09 2.98 
10 3.06 3.05 2.95 

Mean 3.07 3.07 2.97 
SD 0.012 0.012 0.009 
%RSD 0.38 0.39 0.31 

 
ตารางท่ี 38 intermediate precision ในการวิเคราะห์หาปริมาณสารส าคญั Pyrethrins I 
Sample Conc. (%W/V) Mean conc. (%W/V) %RSD 

3 3.07 (n=30) 0.37 
 
 
ตารางท่ี 39 ผลการทดสอบ precision ในการวิเคราะห์หาปริมาณสารส าคญั pyrethrins II 

No. sample 3 %W/V 
Day 1 Day 2 Day 3 

1 2.93 2.94 2.89 
2 2.96 2.94 2.90 
3 2.93 2.96 2.89 
4 2.93 2.96 2.89 
5 2.94 2.95 2.89 
6 2.94 2.93 2.88 
7 2.92 2.94 2.88 
8 2.95 2.95 2.91 
9 2.97 2.96 2.90 
10 2.94 2.91 2.86 

Mean 2.94 2.94 2.89 
SD 0.014 0.016 0.015 
%RSD 0.47 0.54 0.52 

 
 
 
 
 
 



                  

ตารางท่ี 40 intermediate precision ในการวิเคราะห์หาปริมาณสารส าคญั pyrethrins II 
Sample Conc. (%W/V) Mean conc. (%W/V) %RSD 

3 2.92 (n=30) 1.03 
 

5.3.5 ผลการทดสอบความจ าเพาะเจาะจงตอ่สารท่ีทดสอบ (selectivity) 

 
รูปท่ี 26 แสดง chromatogram ของสารมาตรฐาน pyrethrin 

 

 
รูปท่ี 27 แสดง spectrumของสารมาตรฐาน pyrethrin I 
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รูปท่ี 28 แสดง spectrumของสารมาตรฐาน pyrethrin II 

 

 
รูปท่ี 29 แสดง peak purity ของ pyrethrin I  
โดยมีคา่ 3 point purity เทา่กบั 0.985190 

 

 
รูปท่ี 30 แสดง peak purity ของ pyrethrin II  
โดยมีคา่ 3 point purity เทา่กบั 0.923114 
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5.3.6 ผลการทดสอบความคงทนของวิธี (robustness) วา่เม่ือมีการเปล่ียนแปลงปัจจยัท่ีใช้
ในการทดสอบได้ผลตามรูปท่ี 31 และ 32 พบวา่ injection volume และ column 
temp. มีผลตอ่การทดสอบมากท่ีสดุ รองลงมาคือ flow mobile phase  

 

 
รูปท่ี 31 แสดงผล robustness ของสารส าคญั pyrethrin I 

 

 
รูปท่ี 32 แสดงผล robustness ของสารส าคญั pyrethrin II 
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6. สรุปผลการทดลอง 
วิธีการทดสอบหาปริมาณสารส าคญั cyphenothrin, fipronil  และ pyrethrins ตามท่ีได้

ดดัแปลงจากวิธีของ paper แล้วได้ด าเนินการทดสอบความใช้ได้ของวิธีในหัวข้อ ความเป็น
เส้นตรงช่วงของการวิเคราะห์ ความแม่น ความเท่ียง selectivity และ robustness ทัง้ 3 วิธีได้ผล
การทดสอบเป็นไปตามเกณฑ์การยอมรับ ซึ่งสามารถน าวิธีดงักล่าวไปใช้ตรวจวิเคราะห์ตวัอย่าง
วตัถอุนัตรายด้านการปศสุตัว์ตอ่ไปได้ 
7. ข้อเสนอแนะ 

- 
8. กิตตกิรรมประกาศ 
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