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บทคัดยอ
สารกําจัดแมลงกลุมออแกโนคลอรีนเปนสารที่มีการใชในการควบคุมแมลงศัตรูพืช แตสาร

เหลานี้มีความคงทนในสิ่งแวดลอมสูง โดยทั่วไปแลวการวิเคราะหสารกําจัดแมลงกลุมออแกโน
คลอรีนมักใชเทคนิคแก็สโครมาโทกราฟ แตเทคนิคดังกลาวมีการเตรียมตัวอยางยุงยาก ดังนั้นจึงมีการ
พัฒนาการวิเคราะหหาปริมาณออแกโนคลอรีนโดยเทคนิคโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง ซึ่ง
เทคนิคโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูงก็เปนเทคนิคหนึ่งที่สามารถนํามาใชในการวิเคราะหหา
ปริมาณสารเหลานี้ การพัฒนาการวิเคราะหหาปริมาณ 4,4´ DDT และ 4,4´ DDE ดวยเทคนิคโครมา
โทกราฟของเหลวสมรรถนะสูงดวยคอลัมน µBondapak C18  (3.9x300 ม.ม.) โดยทําการตรวจวัดที่
ความยาวคลื่น 226 นาโนเมตรนั้น แบงออกเปน 2 ระบบ ระบบแรกเปนระบบไอโสเครติก ซึ่งมี 65.0% 
เปนเฟสเคลื่อนที่ สวนในระบบที่สองซึ่งเปนระบบเกรเดียนที่มีการเปลี่ยนสัดสวนความเขมขนของอะ
ซีโตไนไตรลจาก 75.0% เปน 60.0% ภายในเวลา 15 นาที จากการทดลองพบวา ระบบเกรเดียนเปน
ระบบที่เหมาะสมสําหรับการแยกสารประกอบ 4,4´ DDT และ 4,4´ DDE  โดยมีขีดจํากัดการตรวจวัด
ของ 4,4´ DDT เทากับ 0.12 สวนในลานสวน และมีขีดจํากัดการตรวจวัดสําหรับ 4,4´ DDE เทากับ 
0.05 สวนในลานสวน

คําสําคัญ : 4,4´ DDT/ 4,4´ DDE/ HPLC/ โครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง/ สารกําจัดแมลงกลุม
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) เปนสารกําจัดแมลงที่มีการใชอยาง

แพรหลายทั่วโลกในชวงเวลาที่ผานมา เนื่องจากกําจัดแมลงไดมากชนิด สังเคราะหไดงาย ราคาถูก และ
มีฤทธิ์อยูนาน โดยนํามาใชเปนสารกําจัดพาหะนําโรคมาลาเรีย ไขเหลืองและไขรากสาด โดยเฉพาะ
อยางยิ่งใชกําจัดแมลงวันและยุง แตสารกําจัดแมลงชนิดนี้มีความคงทนและสะสมในสิ่งแวดลอมได
นาน ปจจุบันจึงยังพบวามีการปนเปอนสารกําจัดแมลงกลุมออแกโนคลอรีน โดยเฉพาะดีลดรินและ
ดีดีทีในผลผลิตทางการเกษตรและอาหารที่ใชในการบริโภค และเมื่อสารกําจัดแมลงกลุมนี้เขาสูราง
กายจะเก็บสะสมในไขมันและเนื้อเยื่อไขมัน จึงมีการพัฒนาวิธีการวิเคราะหหาปริมาณสารดังกลาว
และอนุพันธของมันดวยเทคนิคตางๆ โดยเฉพาะเทคนิคแกสโครมาโทกราฟเพื่อวิเคราะหสารกลุมนี้ใน
ตัวอยางตางๆ เชน อวัยวะภายในสุนัขปา(3) น้ํานม(2,7,8) เนื้อเยื่อตับ(7) พืชสมุนไพร(6) และดิน(4) 
เปนตน ในการศึกษานี้จึงสนใจพัฒนาการแยกสารประกอบดีดีทีและดีดีอี (Dichlorodiphenyl 
dichloroethane, DDE) ซึ่งเปนอนุพันธของดีดีทีดวยเทคนิคโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง 
(HPLC) เนื่องจากเปนเทคนิคที่ไมเพิ่มมลพิษใหกับอากาศและมีคาใชจายในการวิเคราะหตํ่ากวาการ
วิเคราะหโดยเทคนิคแกสโครมาโทกราฟ
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สารเคมี อุปกรณ และวิธีการ
เครื่อง HPLC ประกอบดวยปมพของ Waters รุน 510 ซึ่งตอกับเครื่องฉีดสารตัวอยางของ

Rheodyne รุน 7125 โดยควบคุมปริมาตรเขาสูคอลัมนเทากับ 20 µl และตรวจวัดดวยเครื่องตรวจวัด
สัญญาณชนิดวัดการดูดกลืนแสงของ Waters รุน 486 คอลัมนที่นํามาใชแยกสารดังกลาวไดแก คอลัมน
µBondapak C18 ขนาด 3.9x300 ม.ม. ของ Waters สารเคมีที่นํามาใช แบงออกเปนสารมาตรฐาน
4,4´ DDT และ 4,4´ DDE เปนผลิตภัณฑจากบริษัท Supelco (USA) และอะซีโตไนไตรล (HPLC
grade) เปนผลิตภัณฑจากบริษัท Ajax chemical (Australia) ในการเตรียมสารมาตรฐาน 4,4´ DDT และ
4,4´ DDE จะเตรียมใหมีความเขมขน 100 ppm โดยใชอะซีโตไนไตรลเปนตัวทําละลาย

การแยกสารประกอบ 4,4´ DDT และ 4,4´ DDE ดวยเทคนิคโครมาโทกราฟของเหลว
สมรรถนะสูง แบงออกเปน 2 ระบบ คือ ระบบไอโสเครติกและระบบเกรเดียน โดยระบบไอโสเครติก
ใชอะซีโตไนไตรลและน้ําในอัตราสวน 65:35 โดยปริมาตรเปนเฟสเคลื่อนที่ สวนระบบเกรเดียน ซึ่ง
แบงออกเปน ระบบที่มีการเปลี่ยนแปลงสัดสวนความเขมขนของอะซีโตไนไตรลจาก 75.0% เปน
60.0% ในเวลา 15 นาที และระบบที่มีการเปลี่ยนแปลงสัดสวนความเขมขนของอะซีโตไนไตรลจาก
75.0% เปน 65.0% ในเวลา 15 นาที โดยควบคุมอัตราการเคลื่อนที่ของเฟสเคลื่อนที่เปน 1.0 มิลลิลิตร
ตอนาที แลวทําการตรวจวัดที่ความยาวคลื่น 226 นาโนเมตร และฉีดสารละลายมาตรฐานผสมระหวาง
สารประกอบ 4,4´ DDT และ 4,4´ DDE เขมขน 6.00 ppm และ 3.00 ppm ตามลําดับเขาสูระบบ HPLC
หลังจากนั้นคํานวณหาคา capacity factor (k’) แลวเลือกระบบที่เหมาะสม เพื่อสรางกราฟมาตรฐาน
และหาคาขีดจํากัดการตรวจวัดของสารทั้ง 2 ชนิด โดยฉีดสารละลายมาตรฐานแตละขวดจํานวน 3 ครั้ง

ผลการทดลองและการวิจารณ
1. การเปรียบเทียบการแยกสารประกอบ 4,4´ DDT และ 4,4´ DDE ดวยระบบไอโสเครติกและระบบ
เกรเดียน

เมื่อฉีดสารละลายมาตรฐานผสมระหวางสารประกอบ 4,4´ DDT และ 4,4´ DDE เขมขน 6.00
ppm และ 3.00 ppm ตามลําดับ ในระบบไอโสเครติกและในระบบเกรเดียนทั้ง 2 ระบบ และตรวจวัดที่
ความยาวคลื่น 226 นาโนเมตร ไดผลการทดลอง ดังตารางที่ 1 และรูปที่ 1-2

  NU Science Journal 2004; 1(2)   33



ตารางที่ 1 คา capacity factor ของสารประกอบ 4,4´ DDT และ 4,4´ DDE ในระบบไอโสเครติกและ
ระบบ เกรเดียน เมื่อ เฟสเคลื่อนที่ของระบบไอโสเครติก คือ อะซีโตไนไตรลและน้ําในสัดสวน 65:35
(v/v) ระบบ เกรเดียน 1 คือ การเปลี่ยนความเขมขนของอะซีโตไนไตรลจาก 75.0% เปน 60.0% ภายใน
15 นาที และระบบเกรเดียน 2 คือ การเปลี่ยนความเขมขนของอะซีโตไนไตรลจาก 75.0% เปน 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 เขมขน 6.00 ppm และ
3.00 ppm ตามลําดับ โดยเฟสเคลื่อนที่ คือ อะซีโตไนไตรล:น้ํา ในอัตราสวน 65:35 (v/v)

จากตารางที่ 1 รูปที่ 1 และรูปที่ 2 จะเห็นไดวาทั้ง 3 ระบบสามารถทําการแยกสารละลายผสม
ระหวางสารประกอบ 4,4´ DDT และ 4,4´ DDE ได แตเนื่องจากสารประกอบ  4,4´ DDE  เปนอนุพันธ
ของสารประกอบ 4,4´ DDT ดังนั้นการแยกของสารประกอบทั้งสองจึงไมสามารถแยกจากกันไดอยาง
ชัดเจน ถึงแมจะทําการแยกโดยระบบไอโสเครติกหรือทําการเปลี่ยนสัดสวนความเขมขนของเฟส
เคลื่อนที่ก็ไมสามารถทําการแยกสารประกอบทั้งสองได โดยระบบไอโสเครติกที่สามารถแยกสาร
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ประกอบทั้งสองไดดีที่สุด คือ อะซีโตไนไตรล:น้ํา ในอัตราสวน 65:35 (v/v)  ดังรูปที่ 1 นอกจากนี้การ
แยกในระบบไอโสเครติกจะใชเวลาในการแยกสารประกอบทั้งสองมากกวาระบบเกรเดียน ถา
พิจารณาความสูงของสัญญาณทั้งสองดวยระบบไอโสเครติกจะพบวา สัญญาณของสารประกอบทั้ง
สองจะต่ํากวาการแยกดวยระบบเกรเดียน ดังนั้นจึงควรพัฒนาการวิเคราะหสารประกอบ 4,4´ DDT 
และ 4,4´ DDE  ดวยระบบเกรเดียน เมื่อทําการวิเคราะหดวยระบบเกรเดียน 1 ซึ่งเปนการเปลี่ยนความ
เขมขนของอะซีโตไนไตรลจาก 75.0% เปน 60.0% สามารถทําการแยกสารเหลานี้ไดในเวลาไมนาน
นัก มีคา capacity factor ไมสูงมาก ถึงแมการแยกของสารประกอบ 4,4´ DDT และ 4,4´ DDE จะไม
สามารถแยกไดถึงฐานพีค แตความแตกตางของคา retention time ก็มีคามากพอ  ดังนั้นระบบนี้ควร
เปนระบบที่เหมาะสมที่สุดสําหรับทําการแยกสารประกอบ 4,4´ DDT และ 4,4´ DDE คือใชเวลาในการ
แยกสารประกอบ 4,4´ DDT และ 4,4´ DDE เปน 10.07 นาทีและ 11.49 นาทีตามลําดับ

รูปท่ี 2 โครมาโทแกรมแสดงการแยกสารประกอบ 4,4´ DDT และ 4,4´ DDE เขมขน 6.00 ppm และ
3.00 ppm ตามลําดับในระบบเกรเดียน ภายในเวลา 15 นาที เมื่อ

คือ การเปลี่ยนความเขมขนของอะซีโตไนไตรลจาก 75.0% เปน 60.0%
คือ การเปลี่ยนความเขมขนของอะซีโตไนไตรลจาก 75.0% เปน 65.0%
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2.  กราฟมาตรฐานและขีดจํากัดของการตรวจวัด
เมื่อนําระบบเกรเดียน 1 ที่มีการเปลี่ยนแปลงความเขมขนของอะซีโตไนไตรลจาก 75.00%

เปน 60.00% ภายในเวลา 15 นาที เปนเฟสเคลื่อนที่ สําหรับการแยกสารประกอบ 4,4´ DDT และ 4,4´
DDE ตรวจวัดที่ความยาวคลื่น 226 นาโนเมตร มาสรางกราฟมาตรฐานของสารละลายผสมระหวาง
สารประกอบ 4,4´ DDT และ 4,4´ DDE ในชวงความเขมขน 0.25-6.00 ppm ไดกราฟดังรูปที่ 3 โดยมี
ขีดจํากัดการตรวจวัดดังตารางที่ 2

รูปท่ี 3   กราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐานผสมระหวางสารประกอบ   4,4´ DDT และ 4,4´ DDE

ตารางที่ 2   ขีดจํากัดการตรวจวัดของสารละลายมาตรฐานผสมระหวางสารประกอบ 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
จากการทดลองพบวา เทคนิคโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูงสามารถนํา มาใชในการ

วิเคราะหหาปริมาณสารประกอบ 4,4´ DDT และ 4,4´ DDE ไดดวยคอลัมน µBondapak c18 ขนาด 
3.9x300 ม.ม. ที่ความยาวคลื่น 226 นาโนเมตร เมื่อเปรียบเทียบการแยกสารดังกลาวดวยระบบไอโส
เครติกและระบบเกรเดียน พบวา ระบบที่เหมาะสมสําหรับการแยกสารประกอบทั้ง 2 ชนิด ไดแก 
ระบบเกรเดียนที่มีการเปลี่ยนความเขมขนของอะซีโตไนไตรลจาก 75.0% เปน 60.0% ภายในเวลา 15 
นาที ซึ่งใชเวลาในการแยกสารประกอบ 4,4´ DDT และ 4,4´ DDE เปน 10.07 นาทีและ 11.49 นาทีตาม
ลําดับ โดยมีขีดจํากัดของการตรวจวัดของการวิเคราะหสารประกอบ 4,4´ DDT และ 4,4´ DDE เทากับ 
0.12 ppm และ 0.05 ppm ตามลําดับ

กิตติกรรมประกาศ
ขอขอบคุณภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยนเรศวร ที่ใหความอนุเคราะหทาง

ดานเครื่องมือและอุปกรณ และคณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยนเรศวร ที่ใหเงินทุนสนับสนุนงานวิจัย
นี้
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