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บทคัดยอ
สารกําจัดแมลงกลุมออแกโนคลอรีนเปนสารที่มีการใชในการควบคุมแมลงศัตรูพืช แตสาร

เหลานี้มีความคงทนในสิ่งแวดลอมสูง โดยทั่วไปแลวการวิเคราะหสารกําจัดแมลงกลุมออแกโน
คลอรีนมักใชเทคนิคแก็สโครมาโทกราฟ แตเทคนิคดังกลาวมีการเตรียมตัวอยางยุงยาก ดังนั้นจึงมีการ
พัฒนาการวิเคราะหหาปริมาณออแกโนคลอรีนโดยเทคนิคโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง ซึ่ง
เทคนิคโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูงก็เปนเทคนิคหนึ่งที่สามารถนํามาใชในการวิเคราะหหา
ปริมาณสารเหลานี้ การพัฒนาการวิเคราะหหาปริมาณ 4,4´ DDT และ 4,4´ DDE ดวยเทคนิคโครมา
โทกราฟของเหลวสมรรถนะสูงดวยคอลัมน µBondapak C18  (3.9x300 ม.ม.) โดยทําการตรวจวัดที่
ความยาวคลื่น 226 นาโนเมตรนั้น แบงออกเปน 2 ระบบ ระบบแรกเปนระบบไอโสเครติก ซึ่งมี 65.0% 
เปนเฟสเคลื่อนที่ สวนในระบบที่สองซึ่งเปนระบบเกรเดียนที่มีการเปลี่ยนสัดสวนความเขมขนของอะ
ซีโตไนไตรลจาก 75.0% เปน 60.0% ภายในเวลา 15 นาที จากการทดลองพบวา ระบบเกรเดียนเปน
ระบบที่เหมาะสมสําหรับการแยกสารประกอบ 4,4´ DDT และ 4,4´ DDE  โดยมีขีดจํากัดการตรวจวัด
ของ 4,4´ DDT เทากับ 0.12 สวนในลานสวน และมีขีดจํากัดการตรวจวัดสําหรับ 4,4´ DDE เทากับ 
0.05 สวนในลานสวน

คําสําคัญ : 4,4´ DDT/ 4,4´ DDE/ HPLC/ โครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง/ สารกําจัดแมลงกลุม
ออแกโนคลอรีน



ABSTRACT
Organochlorine pesticides were used for agricultural pest control but their persistence in 

the environment was very long. The most common method for identifying organochlorine pesticides 
was gas chromatography that used the complicated sample preparation technique. High performance 
liquid chromatography was the another interesting technique that could be used for analysing them. 
Determination of 4,4´ DDT and 4,4´ DDE by high performance liquid chromatography were 
employed on µ-Bondapak C18 column (3.9x300 mm.) at 226 nm. The organochlorine pesticide 
speciations were carried out by using two systems. The first one was the isocratic system that used 
65.0% acetonitrile as mobile phase, whereas the last system was the gradient system that varied 
acetonitrile concentration from 75.0% to 60.0% within 15 minutes. From the experiment, the 
gradient system was found to be more appropriate for separating 4,4´ DDT and 4,4´ DDE. Limits of 
detections were 0.12 ppm for 4,4´ DDT and 0.05 ppm for 4,4´ DDE, respectively.

Keywords: 4,4´ DDT/ 4,4´ DDE/ HPLC/ high performance liquid chromatography/ organochlorine
pesticides

บทนํา
ดีดีที(1,5)  (Dichlorodiphenyl trichloroethane, DDT) เปนสารกําจัดแมลงที่มีการใชอยาง

แพรหลายทั่วโลกในชวงเวลาที่ผานมา เนื่องจากกําจัดแมลงไดมากชนิด สังเคราะหไดงาย ราคาถูก และ
มีฤทธิ์อยูนาน โดยนํามาใชเปนสารกําจัดพาหะนําโรคมาลาเรีย ไขเหลืองและไขรากสาด โดยเฉพาะ
อยางยิ่งใชกําจัดแมลงวันและยุง แตสารกําจัดแมลงชนิดนี้มีความคงทนและสะสมในสิ่งแวดลอมได
นาน ปจจุบันจึงยังพบวามีการปนเปอนสารกําจัดแมลงกลุมออแกโนคลอรีน โดยเฉพาะดีลดรินและ
ดีดีทีในผลผลิตทางการเกษตรและอาหารที่ใชในการบริโภค และเมื่อสารกําจัดแมลงกลุมนี้เขาสูราง
กายจะเก็บสะสมในไขมันและเนื้อเยื่อไขมัน จึงมีการพัฒนาวิธีการวิเคราะหหาปริมาณสารดังกลาว
และอนุพันธของมันดวยเทคนิคตางๆ โดยเฉพาะเทคนิคแกสโครมาโทกราฟเพื่อวิเคราะหสารกลุมนี้ใน
ตัวอยางตางๆ เชน อวัยวะภายในสุนัขปา(3) น้ํานม(2,7,8) เนื้อเยื่อตับ(7) พืชสมุนไพร(6) และดิน(4) 
เปนตน ในการศึกษานี้จึงสนใจพัฒนาการแยกสารประกอบดีดีทีและดีดีอี (Dichlorodiphenyl 
dichloroethane, DDE) ซึ่งเปนอนุพันธของดีดีทีดวยเทคนิคโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง 
(HPLC) เนื่องจากเปนเทคนิคที่ไมเพิ่มมลพิษใหกับอากาศและมีคาใชจายในการวิเคราะหตํ่ากวาการ
วิเคราะหโดยเทคนิคแกสโครมาโทกราฟ
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สารเคมี อุปกรณ และวิธีการ
เครื่อง HPLC ประกอบดวยปมพของ Waters รุน 510 ซึ่งตอกับเครื่องฉีดสารตัวอยางของ

Rheodyne รุน 7125 โดยควบคุมปริมาตรเขาสูคอลัมนเทากับ 20 µl และตรวจวัดดวยเครื่องตรวจวัด
สัญญาณชนิดวัดการดูดกลืนแสงของ Waters รุน 486 คอลัมนที่นํามาใชแยกสารดังกลาวไดแก คอลัมน
µBondapak C18 ขนาด 3.9x300 ม.ม. ของ Waters สารเคมีที่นํามาใช แบงออกเปนสารมาตรฐาน
4,4´ DDT และ 4,4´ DDE เปนผลิตภัณฑจากบริษัท Supelco (USA) และอะซีโตไนไตรล (HPLC
grade) เปนผลิตภัณฑจากบริษัท Ajax chemical (Australia) ในการเตรียมสารมาตรฐาน 4,4´ DDT และ
4,4´ DDE จะเตรียมใหมีความเขมขน 100 ppm โดยใชอะซีโตไนไตรลเปนตัวทําละลาย

การแยกสารประกอบ 4,4´ DDT และ 4,4´ DDE ดวยเทคนิคโครมาโทกราฟของเหลว
สมรรถนะสูง แบงออกเปน 2 ระบบ คือ ระบบไอโสเครติกและระบบเกรเดียน โดยระบบไอโสเครติก
ใชอะซีโตไนไตรลและน้ําในอัตราสวน 65:35 โดยปริมาตรเปนเฟสเคลื่อนที่ สวนระบบเกรเดียน ซึ่ง
แบงออกเปน ระบบที่มีการเปลี่ยนแปลงสัดสวนความเขมขนของอะซีโตไนไตรลจาก 75.0% เปน
60.0% ในเวลา 15 นาที และระบบที่มีการเปลี่ยนแปลงสัดสวนความเขมขนของอะซีโตไนไตรลจาก
75.0% เปน 65.0% ในเวลา 15 นาที โดยควบคุมอัตราการเคลื่อนที่ของเฟสเคลื่อนที่เปน 1.0 มิลลิลิตร
ตอนาที แลวทําการตรวจวัดที่ความยาวคลื่น 226 นาโนเมตร และฉีดสารละลายมาตรฐานผสมระหวาง
สารประกอบ 4,4´ DDT และ 4,4´ DDE เขมขน 6.00 ppm และ 3.00 ppm ตามลําดับเขาสูระบบ HPLC
หลังจากนั้นคํานวณหาคา capacity factor (k’) แลวเลือกระบบที่เหมาะสม เพื่อสรางกราฟมาตรฐาน
และหาคาขีดจํากัดการตรวจวัดของสารทั้ง 2 ชนิด โดยฉีดสารละลายมาตรฐานแตละขวดจํานวน 3 ครั้ง

ผลการทดลองและการวิจารณ
1. การเปรียบเทียบการแยกสารประกอบ 4,4´ DDT และ 4,4´ DDE ดวยระบบไอโสเครติกและระบบ
เกรเดียน

เมื่อฉีดสารละลายมาตรฐานผสมระหวางสารประกอบ 4,4´ DDT และ 4,4´ DDE เขมขน 6.00
ppm และ 3.00 ppm ตามลําดับ ในระบบไอโสเครติกและในระบบเกรเดียนทั้ง 2 ระบบ และตรวจวัดที่
ความยาวคลื่น 226 นาโนเมตร ไดผลการทดลอง ดังตารางที่ 1 และรูปที่ 1-2
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ตารางที่ 1 คา capacity factor ของสารประกอบ 4,4´ DDT และ 4,4´ DDE ในระบบไอโสเครติกและ
ระบบ เกรเดียน เมื่อ เฟสเคลื่อนที่ของระบบไอโสเครติก คือ อะซีโตไนไตรลและน้ําในสัดสวน 65:35
(v/v) ระบบ เกรเดียน 1 คือ การเปลี่ยนความเขมขนของอะซีโตไนไตรลจาก 75.0% เปน 60.0% ภายใน
15 นาที และระบบเกรเดียน 2 คือ การเปลี่ยนความเขมขนของอะซีโตไนไตรลจาก 75.0% เปน 65.0%
ภายใน 15 นาที โดยตรวจวัดที่ความยาวคลื่น 226 นาโนเมตร

capacity factor (k’)สารประกอบ
ไอโสเครติก เกรเดียน 1 เกรเดียน 2

4,4´ DDT 5.30 3.58 4.13
4,4´ DDE 6.39 4.22 5.08

รูปท่ี 1   โครมาโทแกรมแสดงการแยกสารประกอบ 4,4´ DDT และ 4,4´ DDE เขมขน 6.00 ppm และ
3.00 ppm ตามลําดับ โดยเฟสเคลื่อนที่ คือ อะซีโตไนไตรล:น้ํา ในอัตราสวน 65:35 (v/v)

จากตารางที่ 1 รูปที่ 1 และรูปที่ 2 จะเห็นไดวาทั้ง 3 ระบบสามารถทําการแยกสารละลายผสม
ระหวางสารประกอบ 4,4´ DDT และ 4,4´ DDE ได แตเนื่องจากสารประกอบ  4,4´ DDE  เปนอนุพันธ
ของสารประกอบ 4,4´ DDT ดังนั้นการแยกของสารประกอบทั้งสองจึงไมสามารถแยกจากกันไดอยาง
ชัดเจน ถึงแมจะทําการแยกโดยระบบไอโสเครติกหรือทําการเปลี่ยนสัดสวนความเขมขนของเฟส
เคลื่อนที่ก็ไมสามารถทําการแยกสารประกอบทั้งสองได โดยระบบไอโสเครติกที่สามารถแยกสาร
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ประกอบทั้งสองไดดีที่สุด คือ อะซีโตไนไตรล:น้ํา ในอัตราสวน 65:35 (v/v)  ดังรูปที่ 1 นอกจากนี้การ
แยกในระบบไอโสเครติกจะใชเวลาในการแยกสารประกอบทั้งสองมากกวาระบบเกรเดียน ถา
พิจารณาความสูงของสัญญาณทั้งสองดวยระบบไอโสเครติกจะพบวา สัญญาณของสารประกอบทั้ง
สองจะต่ํากวาการแยกดวยระบบเกรเดียน ดังนั้นจึงควรพัฒนาการวิเคราะหสารประกอบ 4,4´ DDT 
และ 4,4´ DDE  ดวยระบบเกรเดียน เมื่อทําการวิเคราะหดวยระบบเกรเดียน 1 ซึ่งเปนการเปลี่ยนความ
เขมขนของอะซีโตไนไตรลจาก 75.0% เปน 60.0% สามารถทําการแยกสารเหลานี้ไดในเวลาไมนาน
นัก มีคา capacity factor ไมสูงมาก ถึงแมการแยกของสารประกอบ 4,4´ DDT และ 4,4´ DDE จะไม
สามารถแยกไดถึงฐานพีค แตความแตกตางของคา retention time ก็มีคามากพอ  ดังนั้นระบบนี้ควร
เปนระบบที่เหมาะสมที่สุดสําหรับทําการแยกสารประกอบ 4,4´ DDT และ 4,4´ DDE คือใชเวลาในการ
แยกสารประกอบ 4,4´ DDT และ 4,4´ DDE เปน 10.07 นาทีและ 11.49 นาทีตามลําดับ

รูปท่ี 2 โครมาโทแกรมแสดงการแยกสารประกอบ 4,4´ DDT และ 4,4´ DDE เขมขน 6.00 ppm และ
3.00 ppm ตามลําดับในระบบเกรเดียน ภายในเวลา 15 นาที เมื่อ

คือ การเปลี่ยนความเขมขนของอะซีโตไนไตรลจาก 75.0% เปน 60.0%
คือ การเปลี่ยนความเขมขนของอะซีโตไนไตรลจาก 75.0% เปน 65.0%
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2.  กราฟมาตรฐานและขีดจํากัดของการตรวจวัด
เมื่อนําระบบเกรเดียน 1 ที่มีการเปลี่ยนแปลงความเขมขนของอะซีโตไนไตรลจาก 75.00%

เปน 60.00% ภายในเวลา 15 นาที เปนเฟสเคลื่อนที่ สําหรับการแยกสารประกอบ 4,4´ DDT และ 4,4´
DDE ตรวจวัดที่ความยาวคลื่น 226 นาโนเมตร มาสรางกราฟมาตรฐานของสารละลายผสมระหวาง
สารประกอบ 4,4´ DDT และ 4,4´ DDE ในชวงความเขมขน 0.25-6.00 ppm ไดกราฟดังรูปที่ 3 โดยมี
ขีดจํากัดการตรวจวัดดังตารางที่ 2

รูปท่ี 3   กราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐานผสมระหวางสารประกอบ   4,4´ DDT และ 4,4´ DDE

ตารางที่ 2   ขีดจํากัดการตรวจวัดของสารละลายมาตรฐานผสมระหวางสารประกอบ 4,4´ DDT และ
4,4´ DDE ที่ความยาวคลื่น 226 นาโนเมตร

สารประกอบ ขีดจํากัดการตรวจวัด
(ppm)

4,4´ DDT 0.12
4,4´ DDE 0.05

            S/N=2 (n=3)

y = 0.0053x + 0.0024
R2 = 0.9948

y = 0.0047x + 0.002
R2 = 0.9991
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สรุปผลการทดลอง
จากการทดลองพบวา เทคนิคโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูงสามารถนํา มาใชในการ

วิเคราะหหาปริมาณสารประกอบ 4,4´ DDT และ 4,4´ DDE ไดดวยคอลัมน µBondapak c18 ขนาด 
3.9x300 ม.ม. ที่ความยาวคลื่น 226 นาโนเมตร เมื่อเปรียบเทียบการแยกสารดังกลาวดวยระบบไอโส
เครติกและระบบเกรเดียน พบวา ระบบที่เหมาะสมสําหรับการแยกสารประกอบทั้ง 2 ชนิด ไดแก 
ระบบเกรเดียนที่มีการเปลี่ยนความเขมขนของอะซีโตไนไตรลจาก 75.0% เปน 60.0% ภายในเวลา 15 
นาที ซึ่งใชเวลาในการแยกสารประกอบ 4,4´ DDT และ 4,4´ DDE เปน 10.07 นาทีและ 11.49 นาทีตาม
ลําดับ โดยมีขีดจํากัดของการตรวจวัดของการวิเคราะหสารประกอบ 4,4´ DDT และ 4,4´ DDE เทากับ 
0.12 ppm และ 0.05 ppm ตามลําดับ

กิตติกรรมประกาศ
ขอขอบคุณภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยนเรศวร ที่ใหความอนุเคราะหทาง

ดานเครื่องมือและอุปกรณ และคณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยนเรศวร ที่ใหเงินทุนสนับสนุนงานวิจัย
นี้
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