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วีรวุฒิ วิทยานันท
สำนักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร กรมวิทยาศาสตรการแพทย นนทบุรี 11000

วิธีทางเลือกในการประมาณคาความไมแนนอนของ
การวิเคราะหสารเคมีปองกันกําจัดศัตรูพืชตกคาง

ในผักและผลไม

บทคัดยอ ขอกําหนดตามมาตรฐาน ISO/IEC 17025:2017 หองปฏิบัติการตองมีความสามารถในการประมาณคาความ
ไมแนนอนของการวัดสําหรับการรายงานผลการวิเคราะห การรายงานคาความไมแนนอนเปนสิ่งจําเปนสําหรับการวิเคราะห
สารเคมีปองกันกําจัดศัตรูพืชเพื่อใชประเมินความสอดคลองกับมาตรฐาน การศึกษานี้ทําการเปรียบเทียบการประมาณคา
ความไมแนนอนสามวิธี ไดแก วิธี Bottom-up ตามแนวทางของ ISO GUM ซึ่งเปนวิธีที่ใชโดยทั่วไป และวิธีทางเลือกสองวิธี
ตามแนวทาง Top-down คือ วิธีที่ใชขอมูลการควบคุมคุณภาพภายใน และขอมูลจากผลการเขารวมทดสอบความชํานาญ 
(PT) โดยมีวัตถุประสงคเพื่อคัดเลือกวิธีที่เหมาะสมที่สุดสําหรับการรายงานประกอบผลการวิเคราะห วิธีแรกคํานวณผลตาม
แนวทางของ ISO GUM สําหรับวิธีใหมตามแนวทาง Top-down โดยใชขอมูล QC ผลความแมนและความเที่ยงจาก Spiked 
sample จํานวน 28 ตัวอยาง จากการเก็บขอมูลในงานประจําเปนเวลา 2 ป และวิธีที่ใชขอมูลผลการประเมินการทดสอบความ
ชาํนาญ จาํนวน 33 ขอมลู ไดจากการเขารวม PT 3 รอบ ผลพบคาความไมแนนอนสมัพทัธขยายทีไ่ดจากการคาํนวณ 3 วธิ ีไดแก
วิธี ISO GUM วิธีที่ใชขอมูล QC และวิธีที่ใชขอมูล PT มีคาเปนรอยละ 8.0, 31.7 และ 32.4 ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบกับ
คามาตรฐานตามที่หนวยงานระหวางประเทศกําหนดที่รอยละ 50 พบวาการคํานวณทั้งสามวิธีใหคานอยกวาและสอดคลองกับ
คากําหนด อยางไรก็ตามวิธี ISO GUM ใหคาที่นอยที่สุด และแตกตางจากวิธีตามแนวทาง Top-down ทั้งสองวิธี ซึ่งมีคาที่
ใกลเคียงกันมาก ดังนั้นวิธีที่เหมาะสมสําหรับการรายงานคาความไมแนนอนของการวิเคราะหสารเคมีปองกันกําจัดศัตรูพืช
คือ วิธีตามแนวทาง Top-down ที่เปนวิธีทางเลือกใหมทั้งสองวิธี

คําสําคัญ: สารเคมีปองกันกําจัดศัตรูพืช, ผักและผลไม, ความไมนอนของการวัด, แนวทางบนลงลาง, แนวทางลางขึ้นบน
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Estimation of Measurement Uncertainty in Pesticide Residues in Vegetables and Fruits Weerawut Wittayanan

บทนํา

ความไมแนนอนของการวัด (Measurement 

Uncertainty) เปนพารามิเตอรท่ีเกีย่วของกบัผลการวดั

ซ่ึงบงบอกลักษณะการกระจายของคาปริมาณของสิ่งที่

ถูกวดั โดยเปนการแสดงถงึชวงของคาปรมิาณซึง่มีคาจรงิ

อยู ณ ระดับความเชื่อมั่นที่ระบุไว(1) และการประมาณคา

ความไมแนนอนของการวัดเปนหน่ึงในขอกำหนดตาม

มาตรฐาน ISO/IEC 17025:2017(2) ซึ่งกำหนดให

หองปฏิบัติการตองมีความสามารถในการรายงานคา

ความไมแนนอนประกอบผลการทดสอบในกรณีตางๆ 

เชน เมื่อเปนความตองการของลูกคา หรือในกรณีที่

ความไมแนนอนมผีลตอการพจิารณาความสอดคลองกบั

เกณฑกำหนดหรือเกณฑมาตรฐาน เปนตน และในใบ

รายงานผลการสอบเทียบตองมีคาความไมแนนอนที่อยู

ในหนวยเดียวกันกับสิ่งที่วัดระบุในรายงานดวยเสมอ

ปจจุบันมีแนวทางการประมาณคาความไมแนนอนและ

การประมาณคาตัวแปรในวิธีทดสอบหลายวิธี  ซึ่ ง

ขอกำหนด ISO/IEC 17025:2017 ไมไดระบุวาตองใช

แนวทางใด แตหองปฏิบัติการตองเลือกใชแนวทาง

ทางสถิติที่ถูกตอง (valid approaches) แนวทาง

ที่มีการประมาณคาความไมแนนอนอยางสมเหตุ

สมผลและถูกตองตามหลักวิชาการ(3) ตัวอยางแนวทาง

ตางๆ เชน แนวทางการประมาณคาความไมแนนอน

ตาม ISO GUM(4) หรือ Bottom-up Approach 

หรือ Uncertainty Budget หรือ Deconstructive

Approach และแนวทางการประมาณคาความไมแนนอน

จากขอมูลที่ไดจากวิธีทดสอบ (Analytical Method 

Approach) หรอื Top-down Approach เชน แนวทาง

การประมาณคาความไมแนนอนจากขอมูลในกระบวนการ

ตรวจสอบความใช ได ในวิ ธีวิ เคราะห  (Method

Validation Data Approach)(5,6) แนวทางการประมาณ

คาความไมแนนอนจากวิธีการทดสอบที่เปนท่ีรูจักกันดี 

(well recognized test method)(7) เปนตน

การวิเคราะหทางเคมีมีลักษณะเฉพาะอยางหนึ่ง 

คือ เมื่อทำการวิเคราะหตัวอยางเดียวกันซ้ำหลายครั้ง 

โดยเฉพาะการวิเคราะหที่ระดับต่ำมาก (0.001–10 

มิลลิกรัมตอกิโลกรัม) คาที่วิเคราะหไดในแตละครั้ง

อาจไมเทากัน แมการวิเคราะหนั้นจะเปนแบบ Within- 

หรอื Between-laboratories กต็าม และในบางประเภท

ของการทดสอบทีม่คีวามจำเพาะแตกตางจากการทดสอบ

ทางเคมีอ่ืน คาท่ีไดจากการวิเคราะหซ้ำอาจแตกตางกัน

สูงถึงมากกวารอยละ 50(8) นอกจากจะเปนการวิเคราะห

ที่ระดับต่ำมากแลวยังมีปจจัยที่สงผลกระทบตอคา

ความไมแนนอนหลายปจจัย ซึ่งการประมาณคาความ

ไมแนนอนตามแนวทางมาตรวิทยาทางฟสิกส อาจ

ไมสามารถนำมาประยกุตใชในกรณนีีไ้ด ปจจยัทีส่งผลตอ

คาความไมแนนอนเหลานี้ ไดแก ความเปนเนื้อเดียวกัน

ของตัวอยาง(9) การใชเครื่องมือวิเคราะหและวิธีวิเคราะห

ทีแ่ตกตางกัน(10) ความคงตวัของสารทีว่เิคราะห (analyte)

แตละชนดิระหวางการเตรยีมตวัอยาง การใชตวัทำละลาย

ในการสกัดที่มีคุณสมบัติแตกตางกัน ความบริสุทธิ์ของ

สารเคมีที่ใชความสะอาดของอุปกรณและเครื่องแกว 

ความเปนกรด-เบสของ analyte ทีส่งผลตอประสทิธภิาพ

การวิเคราะห ปจจัยเกี่ยวกับคาการคืนกลับ (Recovery) 

ต่ำเมื่อผานขั้นตอนตางๆ เชน ขั้นตอนทำใหบริสุทธิ์

การระเหยตวัทำละลาย ขัน้ตอนการวเิคราะหดวยเคร่ืองมอื

ที่บริเวณ injection port หรือบริเวณ analytical

column ผลกระทบจาก Matrix Effect ที่เกิดจากการ

สกัดผักและผลไม ยังสงผลกระทบตอปริมาณที่วิเคราะห 

และยงัมปีจจยัทีส่ำคญัอยางยิง่ คอื ศกัยภาพและทกัษะของ

นักวิเคราะหที่จะทำใหไดผลการวิเคราะหที่แตกตางกัน 

วิธีการทางมาตรวิทยาทางฟสิกสอาจไมสามารถรวบรวม

ปจจยัทัง้หมดนี ้เพือ่นำมาประมาณคาความไมแนนอนได

ครบถวน จึงมีความจำเปนที่ตองพิจารณาลดทอนปจจัย

ที่ไดจากการทดลองใหเหลือเพียง 2 ปจจัยหลัก ไดแก 

ความแมน (Bias) และความเที่ยง (Precision) ทั้งนี้

แมหองปฏบิตักิารจะสามารถลดอทิธพิลของบางปจจยัได

เชน การใชวิธีมาตรฐานในการวิเคราะห การใชสาร

มาตรฐานชนิดวัสดุอางอิงรับรอง อยางไรก็ตามเมื่อมีการ

วิเคราะหแบบ Multi-residue Method ซึ่งเปนการ

วิเคราะหสารหลายชนิด ทำใหคาความไมแนนอนยังคง

มีการกระจายตัวสูง(3) ในทางปฏิบัติแลวการคำนวณคา

ความไมแนนอนของสารเคมีแตละชนิด เพื่อประกอบ

รายงานแตละครัง้จะใชเวลาในการรวบรวมขอมลูพืน้ฐาน

มาก เพราะมีสารหลายชนิดที่ตองคำนึงถึง และแตละ

สารมีความจำเพาะและคุณสมบัติทางเคมีที่แตกตางกัน
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การประมาณคาความไมแนนอนของการวิเคราะหสารตกคางในผักและผลไม  วีรวุฒิ วิทยานันท

รวมทัง้ชวงเวลาท่ีวิเคราะหท่ีแตกตางกนักส็งผลถึงปรมิาณ

ที่วิเคราะหไดเชนเดียวกัน

ในขณะท่ีประเทศไทยไมมีขอกำหนดทางกฎหมาย

ในการรายงานคาความไมแนนอนของการวิเคราะห

สารเคมปีองกนักำจดัศตัรพูชืในอาหาร แตในระดบัสากล

หองปฏบิตักิารอางองิของสหภาพยโุรป (The European

Union Reference Laboratory for Pesticide 

Residues, EURL) แนะนำใหใชการรายงานคาความ

ไมแนนอนของการวิเคราะหสารเคมีปองกนักำจดัศตัรพูชื

โดยใช Default Value ที่รอยละ 50 ของคาที่วิเคราะห

ได(11) โดยมีเง่ือนไขวา Recovery จะตองมีคาไมเกิน

รอยละ 20 สำหรับกรณีท่ี Recovery มีคาเกินกวาคา

ดังกลาวใหคำนวณโดย Recovery Correct (100%/

%Recovery) โดยคา Recovery ที่นำมาคำนวณนี้

สามารถเลือกใชจากการทดสอบความใชไดของวธิเีริม่ตน

กอนนำวิธีไปใชงาน (initital validation) ขอมูล

จากการทำ on-going validation หรืออาจมาจาก

Recovery เมือ่เตมิสารมาตรฐานลงในตวัอยาง (spiked/

fortified sample) ในชุดนั้นๆ ก็ได การใชคา Default

Value นีค้ำนวณจาก 2 เทาของคา Relative Standard

Deviation (RSD) ที่ไดจาก Horwitz’s equation ที่

ใหคาระหวาง 20−30% ภายใตชวงการวิเคราะหปกติ(12) 

และคา RSD ไดจากการรวบรวมผลการวิเคราะหจาก

หองปฏิบัติการเครือขายของสหภาพยุโรป(13) สาเหตุ

ที่สามารถเลือกใชคานี้ไดเพราะมีขอมูลเชิงวิชาการ

สนับสนุนและเปนขอตกลงรวมกันระหวางหนวยงาน

ควบคมุทางกฎหมายใชสำหรบัการตดัสินความสอดคลอง

กับคากำหนดทางกฎหมายซึ่งสวนใหญตัดสินจากคา

Maximum Residue Limit (MRL) หรือคา

Default Limit ที่ 0.01 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ในกรณี

ไมมีคา MRL ระบุไว แตกรณีที่ตรวจพบปริมาณ

ที่สูงกวานี้ คาความไมแนนอนที่จะรายงานอาจมีคามาก

เกนิไปและไมเหมาะสมท่ีจะนำไปใชงาน อาจตองใชวธิกีาร

ประมาณคาวธิอีืน่ท่ีสมเหตสุมผลกวาและจะตองพจิารณา

เปนกรณีๆ ไป 

วัตถุประสงคของของงานวิจัยนี้เพื่อประเมินวิธี

ประมาณคาความไมแนนอนที่เหมาะสมที่สุด สำหรับ

การรายงานผลการวิเคราะหสารเคมีปองกนักำจดัศตัรพูชื

ในผักและผลไม โดยเปนวิธีที่หองปฏิบัติการสามารถ

นำไปประยุกตใชในงานประจำได การคำนวณและการ

ประมาณคาความไมแนนอนตองงาย สะดวกรวดเร็ว

ใชเวลานอยแตยังคงไวซึ่งความถูกตองเชิงวิชาการ เปน

วิธีที่ไดรับการยอมรับในระดับสากลและใหคาที่สมเหตุ

สมผลอยูในเกณฑยอมรับ โดยทำการเปรียบเทียบ

การประมาณคาความไมแนนอน 3 วธิ ีไดแก การคำนวณผล

ตามแนวทางของ ISO GUM ซึง่เปนแนวทาง Bottom-up 

Approach และวธิตีามแนวทาง Top-down Approach 

2 วิธี ไดแก การใชขอมูล Quality Control โดยใชความ

แมนและความเทีย่งจาก Spiked Sample ในงานประจำ

จากการเกบ็ขอมลูชวงเวลาหนึง่ และวธิสีดุทาย คอื การใช

ขอมูลผลการประเมินจากการเขารวมการทดสอบความ

ชำนาญ (Proficiency Testing, PT) ทีไ่ดจากการเขารวม

จำนวน 3 รอบ

วัสดุและวิธีการ

สารเคมีและสารมาตรฐาน  

สารเคม:ี acetonitrile, HPLC grade (Merck, 

USA), acetone, AR grade (RCl Labscan, USA) 

n-hexane, Pesticide grade (Burdick & Jackson, 

USA), ethyl acetate, HPLC grade (Burdick & 

Jackson, Korea), QuEChERS Extraction Packet,

EN Method Part No: 5982-7650 (ประกอบดวย

MgSO4 4 กรัม, NaCl 1 กรัม, sodium citrate

dehydrate 1 กรัม และ disodium hydrogen citrate 

sesquihydrate 0.5 กรัม) และ Dispersive SPE EN 

method (ประกอบดวย MgSO4 900 มิลลิกรัม, PSA 

50 มลิลกิรมั, และ graphite carbon black (GCB) 50 

มลิลกิรมั) (Agilent Technologies, USA), DI water 

(Type I, resistivity > 18 mΩ.cm, D-sorbitol AR, 

purity ≥ 98%

สารมาตรฐาน: วัสดุอางอิงรับรอง (Certified 

Reference Material: CRM) (CPAChem, France) 

ความเขมขน 100 ไมโครกรมัตอมลิลลิติร (with trace-

ability) ทั้งสิ้น 132 ชนิด ประกอบดวย

สารมาตรฐานทีว่เิคราะหโดยเครือ่ง GC-MS/MS 

106 ชนิด ไดแก 4,4'-DDD (p,p'-TDE), 4,4'-DDE 
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(p,p'-DDE), 4,4'-DDT (p,p'-DDT), acephate, 

alachlor, aldrin, ametryn, azinphos-ethyl, 

azinphos-methyl, BHC-alpha (alpha-HCH),

BHC-beta (beta-HCH), BHC-delta (delta-

HCH), BHC-gamma (gamma-HCH), bifenazate,

bifenthrin, bromophos-ethyl, bromopropylate, 

buprofezin, butachlor, cadusafos, chlordane-

alpha, chlordane-oxy, chlordane-gamma, 

chlorfenapyr, chlorfenvinphos, chlorobenzilate, 

chloroneb, chlorothalonil, chlorpropham, 

chlorpyrifos, chlorpyrifosmethyl, cyanophos, 

cyfluthrin, cypermethrin, DCPA (Dacthal), 

DEET, deltamethrin, demeton-s-methyl,

diazinon, dichlorvos, dicofol, dicrotophos, dieldrin,

dimethoate, dioxathion, disulfoton, ditalimfos,

endosulfan sulfate, endosulfan-alpha,

endosulfan-beta, endrin, EPN, ethion, ethoprofos,

etrimfos, fenchlorphos, fenitrothion, fenpropathrin,

fenthion, fenvalerate, fipronil, folpet, fosthiazate,

heptachlor, heptachlor epoxide-cis, heptachlor 

epoxide-trans, heptenophos, hexachloroben-

zene, isofenphos, isoxathion, lambda-cyhalo-

thrin, malathion, methacrifos, methamidophos, 

methidathion, methoxychlor, metribuzin, 

mevinphos, naled, parathion, parathion-methyl,

permethrin, phorate, phosalone, phosmet, 

phosphamidon, picoxystrobin, pirimiphos-ethyl,

pirimiphos-methyl, profenofos, propachlor, 

propargite, propetamphos, prothiofos, quinal-

phos, quintozene, tecnazene, terbacil, terbufos, 

tetrachlorvinphos, tetradifon, thiometon, tolyl-

fluanid, triadimefon, triazophos และ trifluralin

สารมาตรฐานท่ีวิเคราะหโดยเคร่ือง LC-MS/

MS 26 ชนิด ไดแก aldicarb, atrazine, bendiocarb, 

bromacil, carbary, carbendazim, carbofuran-

3-hydroxy, carbofuran, carboxin, fenobucarb, 

hexazinone, isoprocarb, metalaxyl, methiocarb,

methomyl, metolachlor, monocrotophos, 

omethoate, oxamyl, phenthoate, pyrimethanil,

simazine, tebufenpyrad, thiabendazole,

thiophanate-methyl และ tolclofos-methyl

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน: ผสมสารละลาย

มาตรฐาน stock standard solution ความเขมขน 100 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ใน acetone เพื่อใหได inter-

mediate standard solution ความเขมขน 10 ไมโครกรัม

ตอมิลลิลิตร ใน volumetric flask ขนาด 10 มิลลิลิตร 

เก็บรักษาที่อุณหภูมิต่ำกวา -18°C กอนการใชงาน

เจือจาง intermediate standard solution ดวย 

acetone หรือสารสกัดจากตัวอยาง เพื่อทำ working 

standard solution ชวงความเขมขน 0.005, 0.01, 

0.02, 0.05, 0.1, 0.25 และ 0.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

เติมสารละลาย D-sorbitol 3% ปริมาณ 3 ไมโครลิตร 

ในสารละลาย 1 มลิลลิติร นำไปวเิคราะหทนัทหีรอืสามารถ

เก็บรักษาที่อุณหภูมิต่ำกวา -18°C ไมเกิน 1 สัปดาห

เครื่องมือและอุปกรณ   

เครื่อง ช่ังไฟฟาความละเอียด 0.001 กรัม

(LC 620S, Sartorius, Germany) และ 0.01 มลิลกิรมั 

(MC 210S, Sartorius, Germany) เครื่องระเหย

สารละลายแบบ Heating Box และใชแกสไนโตรเจน

ในการระเหยสารสกัด (REACTI-THERM III

#TS-18824, Thermo scientific, USA) เครือ่งบดปน

อาหาร (RONIC, Poland) เครื่องหมุนปนผสม

สารละลาย (Vortex-2 Genie, Scientific Industries, 

USA) micropipette ขนาด 2–20 ไมโครลิตร ขนาด 

20–200 ไมโครลิตร และขนาด 100–1,000 ไมโครลิตร 

(Eppendorf, Germany) amber vial ขนาด 4 มลิลลิติร 

centrifuge tube ขนาด 50 มิลลิลิตร และ 15 มิลลิลิตร 

ตูแชแข็งอุณหภูมิต่ำกวา -18°C certified volumetric

flask เครื่องแกวทุกชนิดลางดวย acetone 2 ครั้ง และ 

n-hexane 2 ครั้ง แลวผ่ึงใหแหงกอนนำมาใชงาน

เครื่อง GC-MS/MS: (7890B, TQ7000C Triple 

Quadrupole MS/MS, Agilent Technology, USA) 

เครื่อง LC-MS/MS (1260 Series, AB Sciex API 

5500 QTRAP Sciex, Agilent Technology, USA)   
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การประมาณคาความไมแนนอนของการวิเคราะหสารตกคางในผักและผลไม  วีรวุฒิ วิทยานันท

ตัวอยางผักและผลไม

ตวัอยางผกัและผลไม ใชสวนท่ีนำมาวิเคราะหตาม 

SANTE/11312/2021(11) แบงเปน 2 ประเภท ไดแก 

1) High water content และ 2) High acid and 

high-water content และใชตัวอยางจากงานประจำ

ที่มีชนิดตัวอยางที่หลากหลายครอบคลุมทุกกลุมยอย

รายละเอียดดังนี้

High water content; กลุมผลไมจากฐานรอง

ดอก (pome fruit) ใช apple, กลุมผลเดี่ยว (stone 

fruit) ใช cherry, กลุมผลไมอื่นๆ ใช mango, กลุมพืช

ใบเลี้ยงเดี่ยว (allium) ใช garlic, กลุมผักประเภทผล

และพืชวงศแตง (fruiting vegetables/cucurbit) ใช 

tomato, กลุมพชืวงศกะหลำ่ปล ี(brassica) ใช cabbage,

กลุมผักใบและสมุนไพรใบสด (leafy vegetable and 

fresh herb) ใช lettuce, กลุมผักลำตน (stem and 

stalk vegetable) ใช celery, กลุมพืชตระกูลถั่วกินสด

(fresh legume) ใช bean, กลุมเหด็สด (fresh fungi) 

ใชเหด็ champignon และกลุมผกัหวั (root and tuber) 

ใช carrot เปนตัวแทน

High acid and high-water content; กลุม 

citrus ใช lemon กลุมผลไมผลเล็กและเบอรรี (small 

fruit and berry) ใช strawberry และ grape เปน

ตัวแทน

การวิเคราะหสารเคมีปองกันกำจัดศัตรูพืช

ใชวิธี Modified QuEChERS In-house 

Method Based on BS EN 15662:2018(14) เปนการ

วเิคราะหแบบ Multi-residue Method โดยชัง่ตวัอยาง

ผักและผลไมที่บดละเอียด 10.0 กรัม ลงใน centrifuge 

tube ขนาด 50 มลิลลิติร เตมิ acetonitrile 10 มลิลลิติร 

เขยาดวยมือ 1 นาที เติมสารผสม extraction Packet, 

EN Method (EN 15662) แลวเขยาใหเขากันดวยมือ

อกี 1 นาท ีนาํไปหมนุเหว่ียงทีค่วามเรว็รอบ 4,000 RPM 

เปนเวลา 5 นาที ตัวอยางจะเกิดการแยกชั้น แบงสารสกัด

สวนใสดานบนที่ไดเปน 2 สวน สำหรับตรวจวิเคราะห

ชนดิและปริมาณสารเคมีปองกนักำจัดศตัรพูชืตกคางดวย

เทคนิค GC-MS/MS และ LC-MS/MS 

การวิเคราะหสารเคมีปองกันกำจัดศัตรูพืชดวยเครื่อง 

GC-MS/MS 

สารสกัดสวนที่ 1 ปเปตสารละลาย 3 มิลลิลิตร 

มาทําใหบริสุทธิ์ดวย Dispersive SPE ที่เหมาะสม 

จากนั้นหมุนเหวี่ยงอีกครั้งที่ความเร็วรอบ 4,000 RPM 

เปนเวลา 5 นาที ปเปตสารละลายดานบน 2 มิลลิลิตร 

ระเหยแหงดวยแกสไนโตรเจน แลวปรับปริมาตรเปน 

1 มิลลิลิตร ดวยสารละลายผสมระหวาง n-hexane: 

ethyl acetate 3:1 เติมสารละลาย 3% D-sorbitol 

ปริมาตร 3 ไมโครลิตร นําไปตรวจวิเคราะหหาชนิด

และปริมาณดวยเครื่องมือ GC-MS/MS ดวยเทคนิค 

Matrix-Matched Calibration Curve โดยใช column:

DB-5MS 30 m, 0.25 mm id, 0.25 µm film thickness

(Agilent Technology, USA) มสีภาวะเครือ่งดงันี ้สวน 

injector เปน ALS, pulsed splitless mode, initial 

temperature 80°C hold 0.1 min, 300°C to 300°C 

cryogenic temperature 50°C มี injection volume 

เปน 4 ไมโครลิตร oven temperature program เปน 

initial 70°C hold 1 min, rate 50°C/min to 150°C, 

rate 6°C/min to 200°C, rate 16°C/min to 280°C 

hold 8.5 min, rate 50°C/min to final 300°C 

hold 0.5 min และ post-run at 70 °C ใชเวลาในการ

วเิคราะหประมาณ 30 นาท ีใช ion source temperature 

280°C, quadrupole temperature MS1 และ MS2 

เปน 180°C, mode constant pressure ที่ 15.8 psi 

และใชโปรแกรมควบคุมเครื่องมือใหสาร chlorpyrifos 

มี RT คงที่ 12.0±0.1 นาที สารสนใจเมื่อเขาสูเครื่อง 

GC-MS/MS จะถูกทำใหแตกตัวเปนประจุโดยใชแก็ส 

He เปน quench gas และ N2 เปน collision gas ที่ 1

มลิลลิติรตอนาท ีและถูกตรวจวดัดวย multiple reaction

monitoring, MRM mode โดยการวิเคราะหดวย

เครื่องมือ มี LOD = 0.005 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม และ 

LOQ = 0.01 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม 

การวิเคราะหสารเคมีปองกันกำจัดศัตรูพืชดวยเครื่อง 

LC-MS/MS 

สารสกัดสวนที่ 2 ปเปตสารละลายสวนใส 1 

มิลลิลิตร ใสใน Dispersive SPE เขยา 1 นาที จากนั้น
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หมนุเหวีย่งทีค่วามเรว็รอบ 4,000 RPM เปนเวลา 5 นาที 

แลวปเปตสารละลายสวนใสลงใน micro-spin filters 

0.2 µm ชนิด nylon จากนั้นหมุนเหวี่ยงอีกครั้ง เก็บ

สารละลายสวนใส นำไปวิเคราะหชนิดและปรมิาณสารเคมี

ปองกันกำจัดศัตรูพืชตกคางดวยเทคนิค LC-MS/MS

วิเคราะหดวยเทคนิค Procedural Calibration 

Curve เครื่อง LC-MS/MS ใช column: Synergi

TM 2.5 µm Fusion-PR 100 ºA, 50 × 2.0 mm 

(Phenomesex, USA), mobile phase: 1M 

NH4HCO2:MeOH:H2O, A สัดสวน 5:95:900 

และ B สัดสวน 5:900:5 มีสภาวะเครื่องดังนี้ flow rate:

0.4 ml/min, injection volume: 2 µl, column

temperature: 40ºC การแยกสารเปนแบบ gradient

ดังแสดงในตารางที่ 1 และมีสภาวะของเครื่อง mass 

spectrometer เปน ionization mode: ESI (turbo

spray), polarity: negative & positive, ion 

spray voltage 5,000 และ -4,200 eV, scan type

MRM, temperature TEM 400°C, collision

gas, CAD: nitrogen; medium, curtain gas 

(CUR): 30 psi, ion source gas (GS1): 60 psi,

ion source gas (GS2): 60 psi โดยการวิเคราะห

ดวยเครื่องมือ มี LOD = 0.005 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม 

และ LOQ = 0.01 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม 

ตารางที่ 1 Gradient profile: Agilent 1260 Series
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1.0

12.0

16.0

16.1

25.0

0.4

0.4

0.4

0.4

0.4

0.4

100

100

0

0

100

100

0

0

100

100

0

0

การประมาณคาความไมแนนอนของการวัด

วิธีการประมาณคาความไมแนนอนของการวัด

สำหรับการวิเคราะหสารเคมีปองกันกำจัดศัตรูพืชในผัก

และผลไมใช 2 แนวทางหลัก แบงออกเปน 3 วิธียอย 

แนวทาง Bottom-up โดยวิธี ISO GUM(15)  

วิธี ISO GUM นี้เปนวิธีที่ไดรับความนิยมอยาง

กวางขวาง มีรูปแบบการคํานวณคาความไมแนนอนที่

ชดัเจนเปนลำดบัขัน้ตอน ดงัแสดงในภาพท่ี 1 จึงเหมาะสม

กบัวธิวีเิคราะหใหมท่ียงัไมมีขอมลูจากการประกนัคณุภาพ

และการควบคุมคุณภาพอยางเพียงพอและเหมาะสม 

แนวทางนี้ถูกพัฒนามาจากการวัดทางฟสิกส แลวนํามา

ประยกุตใชในเอกสาร EURACHEM ซึง่หองปฏบิตักิาร

ที่ตองการพัฒนาวิธีทดสอบข้ึนใหม หองปฏิบัติการ

สามารถใชแนวทางน้ีในการพิจารณาและตรวจสอบ

แนวทางการพัฒนาจากปริมาณคาความไมแนนอนของ

แตละแหลงได  โดยในปจจุบันหองปฎิบัติการวิเคราะห

สารเคมีปองกันกำจัดศัตรูพืชสวนใหญใชวิธีการนี้ 

สำหรับขั้นตอนการประมาณคาความไมแนนอน

ของการวัดโดยวิธี ISO GUM เริ่มจากข้ันตอนที่ 1 

การระบุสิ่งที่ตองการทดสอบพรอมหนวย พิจารณา

พารามิเตอรตางๆ ที่เก่ียวของกับปริมาณที่ตองการวัด 

เชน ความเขมขน อุณหภูมิ ปริมาตร คาคงที่ เขียนสูตร

หรือสมการการคำนวณผลการวิเคราะห เขียนภาพแสดง

ขั้นตอนการวิ เคราะห  รวมถึงระบุ เครื่ องมือและ

สารมาตรฐาน ขั้นตอนที่  2  ระบุแหลงที่มาของ

ความไมแนนอน รวบรวมแหลงที่มาที่มีผลตอการวัด

พิจารณาเทอมตางๆ ในสมการการคำนวณ เครื่องมือ

ที่ใชวัด ปจจัยจากบุคลากร ความแตกตางระหวาง

ผูทดสอบ ความเอนเอียงในการอานคา สภาพแวดลอม

ที่ทำการทดสอบ การสุมตัวอยาง การชั่งและการสกัด

ตัวอยาง ความเปนเนื้อเดียวกัน ความคงตัวของตัวอยาง

สภาวะการเกบ็รกัษาตวัอยาง สารรบกวนจากเนือ้ตวัอยาง

การเตรียมกราฟมาตรฐาน ความเปนเสนตรงของกราฟ

มาตรฐาน การเลือกใชโมเดลในการสรางกราฟมาตรฐาน 



351วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 67 ฉบับที่ 2 เมษายน  - มิถุนายน 2568
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การปดเศษทศนิยม ความแปรปรวนจากการทำซ้ำ

ความเบี่ยงเบน จัดกลุมและพิจารณาองคประกอบของ

ความไมแนนอน ทำแผนภูมิกางปลาประกอบ (Cause

and Effect Analysis by Fishbone Diagram) 

ขั้นตอนที่ 3 ระบุคาของแตละองคประกอบ โดยอาจมา

จากแหลงตางๆ เชน จากขอมูลที่มีอยู Specification/

Certification จากการทดลอง เชน Method validation

กราฟมาตรฐาน ขอมูลการประกันคุณภาพและจาก

ประสบการณ เม่ือระบุคาตางๆ ไดแลว จึงเปลี่ยนคา

ของแตละองคประกอบใหเปนคาความไมแนนอน

มาตรฐาน (Standard Uncertainty) เปลี่ยนคาความ

ไมแนนอนมาตรฐานเปนคาความไมแนนอนมาตรฐาน

สัมพัทธ (Relative Standard Uncertainty)

ข้ันตอนที่ 4 นำคาความไมแนนอนที่ไดมาจากแตละ

องคประกอบมาคำนวณคาความไมแนนอนมาตรฐานรวม 

(Combined Standard Uncertainty) แลวคำนวณ

คาความไมแนนอนมาตรฐาน (Expanded Standard 

Uncertainty)(16) เพื่อรายงานผล ดังแสดงในภาพที่ 1

ภาพที่ 1 กระบวนการประมาณคาความไมแนนอนตามแนวทางของวิธี ISO GUM

แนวทาง Top-down โดยวิธี  Intra-

laboratory QC Data 

การประมาณคาความไมแนนอนของการวัดตาม

แนวทางนี้เปนการใชขอมูลจากกระบวนการตรวจสอบ

ความแมนและความเ ท่ียงของ วิธี วิ เคราะห ของ

หองปฏิบัติการ(17) ความแมนของวิธีวิเคราะหอาจได

จากผลการทดสอบจากหองปฏิบัติการที่ตางกันหรือ

จากภายในหองปฏิบัติการเดียว การคำนวณผลรวมของ

องคประกอบของคาความไมแนนอนมาจากขอมูลการ

ประกันคุณภาพของหองปฏิบัติการหรือการควบคุม

คุณภาพภายใน คือ คาสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานจากการ

ทดสอบ Intermediate Precision คา Bias ของ

กระบวนการวดั และขอมลูอ่ืนๆ ทีเ่ก่ียวของ เชน การศกึษา

Ruggedness/Robustness แนวทางนี้เปนแนวทางท่ี
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ปฏิบัติไดงาย คาใชจายไมสูง และประยุกตไดสะดวก เมื่อ

เปรียบเทียบกับวิธี ISO GUM ในการศึกษานี้ใชขอมูล

การควบคุมคุณภาพภายในของหองปฏิบัติการวิเคราะห

สารเคมีปองกันกำจัดศัตรูพืช ในการทดสอบความแมน

และความเที่ยงของวิธีโดยการเติมสารมาตรฐานที่ระดับ 

0.05 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ในผักและผลไมตางชนิดกัน

ในแตละชดุการวเิคราะห ใช data point 28 จุด เกบ็ขอมูล

ในชวงเวลาตัง้แต วนัท่ี 3 สงิหาคม พ.ศ. 2565 ถงึ วันที ่11

ธนัวาคม พ.ศ. 2567 แลวนำขอมลูมาประมวลผล  โดยอาศยั

หลักการ SANTE/11312/2021 (V2) Appendix C.

แนวทาง Top-down โดยวิธี Proficiency 

Testing Data 

วิ ธีนี้ เปนแนวทางที่ ไดจากขอมูลการเขารวม

การทดสอบความชำนาญ ซึ่งมีความไมแนนอนที่สามารถ

อางอิงจากกลุมหองปฏิบัติการ(18) โดยการนำคาความ

ผดิพลาดเชงิระบบ คอื Bias และคาความผดิพลาดเชงิสุม

คือ คาสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานท่ีไดจากการทดสอบ

Repeatability และ Reproducibility มาพิจารณาหาคา

ความไมแนนอนรวม แตไมนำรายละเอยีดของแหลงความ

ไมแนนอนยอยมาคดิ เนือ่งจากมีการอนมุานวาไดคดิรวม

ไวแลว วิธีนี้จะดำเนินการไดหากมีแผนการทดสอบความ

ชำนาญอยางเหมาะสม โดยตองครอบคลมุชวงการวดัและ

เนือ้ชนดิตวัอยาง (Matrix) ซ่ึงแผนทดสอบความชำนาญ

การวเิคราะหสารเคมีปองกนักำจัดศตัรพูชืในผกัและผลไม 

เปนแผนที่มีการจัดอยางสม่ำเสมอ ครอบคลุมชนิดและ

ปรมิาณสารทีม่คีณุสมบติัหลากหลายในเน้ือตวัอยางทีเ่ปน

ตัวแทนของกลุมตวัอยางได นอกจากน้ีอาจมีการใชสมการ

ของ Horwitz’s equation สำหรบัการประมาณคาความ

ไมแนนอนในการทดสอบที่มีความหลากหลายของความ

เขมขนหากเปนการใชขอมูลจากหลายหองปฏิบัติการ

สำหรับการคำนวณในครั้งนี้ใชขอมูลการเขารวมทดสอบ

ความชำนาญของหองปฏบิตักิาร กบัหนวยงาน FAPAS® 

3 รอบ ไดแก FAPAS® 19366 beetroot puree, 

FAPAS® 19341 peas with pods puree และ FAPAS® 

19313 cucumber puree โดยใชผลการวิเคราะหของ

หองปฏบิตักิาร  ,  คากำหนด (assigned value, ),

Standard Deviation for Proficiency Assessment 

( ), จำนวนผลการวเิคราะหทีเ่ขารวมในแตละรายการ 

(No.) ม ีdata points รวมทัง้สิน้ 33 ขอมลู เปนการประมาณ

คาความไมแนนอนที่คำนึงถึงความหลากหลายของ

analyte ในชนิดตัวอยางที่แตกตางกัน

ผล

การประมาณคาความไมแนนอนของการวัดแนวทาง 

Bottom-up ดวยวิธี ISO GUM 

ประมาณคาความไมแนนอนโดยเริ่มจากพิจารณา

ขั้นตอนการทดสอบ โดยกำหนดแผนภูมิขั้นตอนวิธี

วิเคราะห การเตรียมตัวอยางสำหรับวิเคราะหสารเคมี

ปองกันกำจัดศัตรูพืชในผักและผลไม ดวยวิธี QuECh-

ERS ES BN 15662:2018 เทคนิค GC-MS/MS และ 

LC-MS/MS ดงัแสดงในภาพที ่2 จากนัน้กำหนดสิง่ทีจ่ะ

ตรวจวดั (measurand) เปนปรมิาณสารเคมปีองกนักำจดั

ศตัรพืูช (pesticides) เลอืกสาร chlorpyrifos ทีต่รวจพบ

ในตัวอยางผักและผลไม ดวยเครื่อง GC-MS/MS

หนวยเปน มิลลิกรัมตอกิโลกรัม (mg/kg) คำนวณ

ปรมิาณสารทีต่รวจวดั โดยใชคาความเขมขน (Co) ทีอ่าน

ไดจาก Calibration Curve ชนิด Matrix matched 

ที่สรางจากความสัมพันธระหวาง Concentration กับ 

Peak area แตละขั้นตอนของการวิเคราะหสามารถ

ระบุแหลงที่มาของคาความไมแนนอน นำมาสรุปเปน 

Cause and Effect Diagram ดังแสดงในภาพท่ี 3 

ทำการคำนวณคาความไมแนนอนของแตละองคประกอบ 

ตวัอยางการวเิคราะหสาร chlorpyrifos ในผกัและผลไม 

ที่ระดับความเขมขน 0.05 mg/kg ดังแสดงในตารางที่ 2 
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ชั่งตัวอยาง 10.0 ± 0.1 g

สกัดดวย acetonitrile 10 mL

เติม QuEChERS Extract Pouch
EN Method เขยยา 1 min, Centrifuge

solution of 122 pesticides 100 µg/mL in 
acetone (ampoule No. 1-6), Stock 1

Pipette 1 mL of ampoule No. 1-6 in 10 mL 
volumetric flask, 10 µg/mL, Stock 2

Pipette 0.1 mL of Stock 2 + 0.9 mL 
of matrix, 1 µg/mL, Stock 3 

Pipette Stock 3: 5, 10, 20, 50, 100, 250, 
500 µL + 995, 990, 980, 950, 900, 750, 

500 µL of matrix solution, + 3 µL d-sorbitol

GC-MS/MS calibration curve 
(0.005, 0.010, 0.020, 0.050, 0.100, 0.250, 

0.500 µg/mL) 

Cleanup ดวย Dispersive solid phase 
extraction เขยา 1 min, Centrifuge

ระเหยแหง ปรับปริมาตร ดวย
n-hexane:ethyl acetate  3:1 1 mL

ปเปต sample solution 2 mL

วิเคราะหดวย GC-MS/MS

รายงานผล (mg/kg)

ปเปต sample solutionm  3 mL̃

ภาพที่ 2 Flow diagram แสดงข้ันตอนการวิเคราะหสารเคมีปองกันกำจัดศัตรูพืชในผักและผลไมดวยวิธี 

 QuEChERS

ภาพที่ 3  แผนภมูกิางปลา Cause and Effect Diagram แสดงแหลงทีม่าของความไมแนนอนการวเิคราะห สารเคมี

 ปองกันกำจัดศัตรูพืชในผักและผลไมดวยวิธี QuEChERS
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ตารางที่ 2 ผลการคำนวณหาคาความไมแนนอนมาตรฐานรวม (Calculation of Combined Standard 

 Uncertainty) การวิเคราะหสารเคมีปองกันกำจัดศัตรูพืชในผักและผลไมดวยวิธี QuEChERS

Component Value, x
Uncertainty

± U
Divisor

Standard
Uncertainty,

u(x)

Relative Standard 
Uncertainty, 

u(x)/x

Sample weight
– weight variation
– tare
– gross
Combined Standard 
Uncertainty

10 g
10 g
10 g

0.1 g
0.003 g
0.003 g

√3
2
2

0.05774 g
0.00150 g
0.00150 g

0.005770
0.000150
0.000150
0.005777

Sample taken
- calibration (pipette)
- temperature (pipette)
- calibration (pipette)
- temperature (pipette)
Combined Standard 
Uncertainty

10 ml
10 ml
2 ml
2 ml

0.0015 ml
0.04 ml
0.001 ml
0.04 ml

2
√3
2

√3

0.00075 ml
0.02309 ml
0.00050 ml
0.02309 ml

0.000075
0.002309
0.000250
0.011545
0.011777

Final volume
- calibration (pipette)
- temperature (pipette)
Combined Standard 
Uncertainty

1 ml
1 ml

0.001 ml
0.004 ml

2
√3

0.00050 ml
0.00231 ml

0.000500
0.002309
0.002363

Co 100 µg/ml 0.0072 µg/ml 1 0.0072 µg/ml 0.000072

Conc. of standard
1. Stock standard
purity
2. Working standard
Dilution
-calibration (pipette)
-temperature (pipette)
-calibration (flask)
-temperature (flask)
-calibration (pipette)
-temperature (pipette)
-calibration (pipette)
-temperature (pipette
Combined Standard
Uncertainty

100.32 µg/ml

1 ml
1 ml
10 ml
10 ml
0.1 ml
0.1 ml
0.9 ml
0.9 ml

1.14 µg/ml

0.005 ml
0.005 ml
0.04 ml
0.05 ml

0.000425 ml
0.0005 ml
0.005 ml
0.0045 ml

√3

2
√3
√6
√3
2

√3
2

√3

0.65818 µg/ml

0.00250 ml
0.00289 ml
0.01633 ml
0.02887 ml
0.00021 ml
0.00029 ml
0.00250 ml
0.00260 ml

0.00656

0.00250
0.00289
0.00163
0.00289
0.00213
0.00289
0.00278
0.00297
0.00988

Method precision

- Repeatability 0.1 mg/kg 0.00320 mg/kg 1 0.00320 mg/kg 0.032000

Bias
- Recovery

119.6% 2.65% √24 0.54093% 0.004523

Combined Relative Standard Uncertainty uc(X)/X 0.036328
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การประมาณคาความไมแนนอนของการวิเคราะหสารตกคางในผักและผลไม  วีรวุฒิ วิทยานันท

กา รค ำนวณหาค า ค ว าม ไม แน นอนขย าย 

(Expanded Uncertainty) จากตารางท่ี 2 พบคา 

Combined Relative Standard Uncertainty 

(uc(X)/X) มคีาเปน 0.036 ในกรณตีวัอยางตรวจพบสาร

chlorpyrifos ปริมาณ 0.05 mg/kg ไดคา uc(x) = 

0.036 × 0.05 = 0.002 mg/kg จากนั้นขยายความ

ไมแนนอนมาตรฐานดวยการคูณดวยคา Coverage

factor, k ที่ระดับความเช่ือมั่น 95% Expanded

Uncertainty at Confidence Interval (C.I.) 95%

(k = 2) จะได U(x) = 2 × 0.002 = 0.004 mg/kg 

สำหรับขั้นตอนการรายงานคาความไมแนนอน ตัวอยาง

การรายงานผลการตรวจวิเคราะห เชน พบ chlorpyrifos 

0.05±0.004 mg/kg (ท่ีระดับความเชื่อม่ันประมาณ 

95%, k = 2) โดยคาความไมแนนอนท่ีรายงานมีคาคิดเปน

รอยละ 8

การประมาณคาความไมแนนอนของการวัดการ

วิเคราะหสาร chlorpyrifos ในผักและผลไม ตามแนวที่

ของ ISO GUM พบสดัสวนคาความไมแนนอนจากแหลง

ความไมแนนอนที่สงผลตอปริมาณสาร chlorpyrifos ที่

เปนองคประกอบหลัก 3 องคประกอบ เรียงจากมากไป

นอย ไดแก Method precision (48.2%) Sample 

taken (17.7%) และ Standard concentration 

(14.9%) สวนองคประกอบอื่นๆ เชน Sample weight 

(8.7%) Bias (6.8%) Final volume (3.6%) และ 

C0 (0.1%) คิดเปนสัดสวนนอยกวารอยละ 10 ดังแสดง

ในภาพที่ 4 โดยเกณฑความสมเหตุสมผลของคาความ

ไมแนนอนสามารถพิจารณาได 2 กรณี ไดแก กรณีที่ 1 

ตองมีคานอยกวา 2 × SD โดย Predicted SD ไดจาก 

Horwitz Equation Modified by Thompson(19)

เมื่อ Concentration Ratio < 120 µg/kg ใชสูตร 

SD = 0.22 × C เมื่อ C คือ Concentration Ratio

ทีต่องการรายงาน หรอืเทากบั 2 × 22 = 44% หรอืกรณทีี่ 

2 ใชคา Default Expanded Measurement Uncer-

tainty ของ SANTE/11312/2021 (V2) ทีก่ำหนดไววา

หามเกิน 50% เมือ่พจิารณาพบวาคาความไมแนนอนขยาย

ทีร่ะดบัความเชือ่มัน่ที ่95% มคีานอยกวาเกณฑยอมรับท้ัง 

2 กรณี แสดงวาการประมาณคาความไมแนนอนดังกลาว

มีความสมเหตุสมผล

ภาพที่ 4 สัดสวนองคประกอบแหลงความไมแนนอนของการวิเคราะหสาร chlorpyrifos ในผักและผลไม 

 โดยวิธี ISO GUM

การประมาณคาความไมแนนอนของการวัดแนวทาง 

Top-down โดยใช Intra-laboratory QC data

การประมาณคาความไมแนนอนของการวัดวิธีนี้

พิจารณาจากขอมูลการวิเคราะหภายในหองปฏิบัติการ

ในสวนของ Bias และ Precision ซึ่งถือเปนสัดสวนที่

สำคัญที่สุด โดยทั่วไปพบวามีคามากกวา 1 ใน 3 ของ

คาความไมแนนอนทั้งหมด อยางไรก็ตามที่มาของความ

ไมแนนอนที่อาจมาจากแหลงอื่นๆ เชน ความไมเปน

เนื้อเดียวกันของตัวอยาง และความไมแนนอนจากสาร

มาตรฐานที่ใชวิเคราะหจะถูกพิจารณาวาแหลงเหลานี้
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ไดถกูรวมไวในการวิเคราะหแลว ในท่ีน้ีจะพจิารณาเฉพาะ

คา Bias และ Precision เทานั้น คาความไมแนนอนที่

คำนวณได มาจากการขยายความไมแนนอนมาตรฐาน

ดวยการคูณดวยคาคงที่ Coverage Factor, k ที่ระดับ

ความเชื่อมั่น 95% Expanded Uncertainty at C.I. 

95% (k = 2) ดังสมการที่ 1 โดยสัญลักษณ (´) หมายถึง

คาความไมแนนอนทีถ่กูดดัแปลงใหเหลอืแหลงทีม่าเพยีง 

2 แหลง คือ Bias และ Precision เทานั้น

U´ = k × u´

u´(bias)2 + u´(precision)2

สมการที่ 1

สมการที่ 2

เมื่อ u´ = measurement uncertainty

 u´(bias) = Uncertainty Component จาก Bias

 u´(precision) = Uncertainty Component จาก Precision

โดยทั่วไปนั้น u´ (bias) จะคำนวณโดยใช

Uncertainty จากวัสดุอางอิงรับรอง (Certified 

Reference Material; CRM) แตในทางปฏิบัติวัสดุที่

เปน CRM ที่มี Analyte และ Matrix ตรงกับขอบขาย

ที่ตองการประมาณคาความไมแนนอนของการวัด/

การวิเคราะหสารเคมีปองกันกำจัดศัตรูพืชในผักและ

ผลไมนั้น หองปฏิบัติการไมสามารถจัดหาได เนื่องจาก

เปนขอจำกัดของผูผลิตในการใหความเชื่อมั่นระยะเวลา

ความคงตัวของวัสดุที่เปนของสดเนาเสียงาย ทำใหไมมี

วัสดุอางอิงรับรองจำหนายในทองตลาดที่ครอบคลุมสาร

ทีส่นใจทัง้หมดได ดงันัน้การประมาณคาความไมแนนอน

u´ =

ของการวัด/การวิเคราะหสารเคมีปองกันกำจัดศัตรูพืช

จะสามารถทำไดโดยใชขอมูล Bias และ Precision 

จากการทดสอบความใชไดของวิธีและขอมูลการควบคุม

คุณภาพภายใน                                                

การประมาณคาความไมแนนอนของการวดัจาก 

Bias, u´(bias)

กรณทีี ่1 ไมมกีารปรบัแก Recovery (Estimation

of the u´(bias) component without correction 

for recovery) จะใชในกรณีที่ Expanded Uncer-

tainty นอยกวา 50% Relative Bias คำนวณไดจาก

สมการที่ 3 และ u´(bias) คำนวณไดจากสมการที่ 4 

สมการที่ 5u´(bias) = mean2     + SD.P2
bias bias

สมการที่ 3
(measured concentration-spiked concentration

(spiked concentration)
Relative Bias (%) = × 100%

สมการที่ 4RMS'(bias)2+ u' (Cref)2u´(bias) = 

             = 

meanbias  =  Mean of the Relative Bias

SD.Pbias  =  Population SD of the Relative Bias (สูตร stdev.p ใน Excel)

u´(Cref)  =  Uncertainty of the Spiked Concentration เมือ่มคีานอยหากเปรยีบเทยีบ

  กับ Bias และ Precision จึงสามารถนำออกจากสมการที่ 4 ได จึงเหลือ

  สมการที่ 5

เมื่อ RMS´ (bias)  = root mean square of the relative bias

∑ bias
i
2 = mean2     + SD.P2

bias bias
n
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 กรณีที่ 2 มีการปรับแก Recovery (Estimation of the u´(bias) component with correction for 

recovery) กรณี Expanded Uncertainty มากกวา 50%  

การประมาณคาความไมแนนอนของการวัดจาก Precision, u´(precison) 

คำนวณไดจากสมการที่ 8

u´(precision) = RSDrW สมการที่ 8

เมื่อ RSDrW  = Within-laboratory reproducibility

 การประมาณคาความไมแนนอนของการวัดรวม คำนวณจากสมการที่ 9

สมการที่ 6u´(bias) = ( (RSDwR 
n

2 + u´(Cref)2

เมื่อ RSDwR  =  Within-laboratory reproducibility of the recovery

 n  =  Number of recovery tests

 u´(Cref) =  Uncertainty of the spiked concentration เมื่อมีคานอยหากเปรียบเทียบกับ 

   Bias และ Precision จึงสามารถนำออกจากสมการที่ 6 ได จึงเหลือสมการที่ 7

สมการที่ 7  u´(bias) =
RSDRW

n

สมการที่ 9u´ = mean2     + SD.P2       + RSD2
bias bias rw

การประมาณคาความไมแนนอนของการวัด 

การวเิคราะห chlorpyrifos ในผกัและผลไม โดย Intra-

laboratory QC data โดยยกตวัอยางขอมูลการควบคมุ

คุณภาพภายใน (Internal Quality Control, IQC) 

โดยการทดสอบความแมนและความเท่ียงจากการทดสอบ 

spiked sample ท่ีระดับความเขมขน 0.05 mg/kg 

แลวคำนวณ Recovery ในชนิดตัวอยางผักและผลไมที่

มีความหลากหลายครอบคลุมทุก commodity ชวงเวลา

ตั้งแต วันที่ 3 สิงหาคม พ.ศ. 2565 ถึง วันที่ 11 ธันวาคม 

พ.ศ. 2567 ในแตละชุดการทดสอบ (batch) ประจำวัน 

ซึ่งเปนขอมูลที่ไดจากหองปฏิบัติการในการวิเคราะหจริง 

ความเขมขนของ chlorpyrifos ที่วิเคราะหไดมีคาตั้งแต 

0.041−0.058 mg/kg คดิเปน Recovery 82.0−116.0%

จำนวนผลการวิเคราะห (n) ทั้งสิ้น 28 ขอมูล นำขอมูล

เหลานี้มาคำนวณผล ดังแสดงในตารางที่ 3



358 วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 67 ฉบับที่ 2 เมษายน  - มิถุนายน 2568

Estimation of Measurement Uncertainty in Pesticide Residues in Vegetables and Fruits Weerawut Wittayanan

n Date

Spiked at 0.05 mg/kg
Relative bias

(%)Vegetables and 
fruits

Measured 
(mg/kg)

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28

 3 Aug 2022
 7 Sep 2022
 4 Oct 2022
 23 Dec 2022
 20 Feb 2023
 5 May 2023
 19 Feb 2023
 7 Nov 2023
 13 Nov 2023
 16 Nov 2023
 1 Dec 2023
 5 Jan 2024
 18 Jan 2024
 29 Jan 2024
 6 Mar 2024
 29 Apr 2024
 29 Apr 2024
 25 Jun 2024
 15 Jul 2024
 5 Aug 2024
 11 Sep 2024
 22 Oct 2024
 6 Nov 2024
 8 Nov 2024
 26 Nov 2024
 11 Dec 2024
 11 Dec 2024
 11 Dec 2024

Orange
Peas
Garlic
Cherry
Mango
Beetroot
Water melon
Broccoli
Chinese broccoli
Mushroom
Banana
Cabbage
Agasta
Stawberry
Potato
Lettuce
Rose apple
Spring onion
Shallot
Apple
Durian
Peach
Spinach
Grapes
Apple 
Celery
Grapes
Green pea

0.046
0.053
0.050
0.056
0.047
0.045
0.058
0.044
0.047
0.046
0.048
0.045
0.055
0.049
0.042
0.042
0.052
0.044
0.046
0.050
0.046
0.064
0.051
0.049
0.041
0.049
0.041
0.044

-8
6
0
12
-6
-10
16
-12
-6
-8
-4
-10
10
-2
-16
-16
4

-12
-8
0
-8
28
2
-2
-18
-2
-18
-12

 n
mean
SD Pbias (stdev.p) (%)
SD measured (mg/kg) (stdev.s)
RSDwR (%) 

28
0.048

0.005
11.167

-3.57
10.574

กรณีที่ 1 u´(bias) (%) (Without correction recovery)
u´(precision) = RSDwR (%)
u´combined (%)
U´ (Expanded MU) (%) (k = 2)

11.167
15.789
31.577

11.161

กรณีที่ 2 u´(bias) (%) (With correction recovery)
u´(precision) = RSDwR (%)
u´combined (%)
U´(Expanded MU) (%) (k = 2)

11.167
11.365
22.730

2.110

ตารางที่ 3 ขอมูลการควบคุมคุณภาพภายใน (Intra-laboratory QC data) สำหรับการคำนวณคา

 ความไมแนนอนของการวิเคราะห chlorpyrifos ผักและผลไมดวยวิธี QueChERS (ตอ)
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ในการรายงานคาความไมแนนอน เนื่องจากมีการ

กระจายตวัของผลการทดสอบ QC ในชวงระยะเวลาหนึง่สงู

ทำให Expanded Standard Uncertainty มีคาสูง

แตยังต่ำกวารอยละ 50 ในกรณีที่ 1 รอยละ 31.6 ใน

กรณีนี้ไมมี Recovery correct หากพิจารณากรณีที่ 2

คำนวณโดยมีการ Recovery correct จะทำให 

Expanded Standard Uncertainty มีคาต่ำลงเปน

รอยละ 22.7 เมื่อพิจารณาใชคา Default Uncertainty 

Value กำหนดโดย SANTE/11312/2021 ท่ีรอยละ 50 

ทั้ง 2 กรณี อยูในเกณฑความสมเหตุสมผล ตัวอยางการ

รายงานผลการตรวจวิเคราะห เชน พบ chlorpyrifos

0.05 mg/kg Expanded Uncertainty 31.6% 

= 0.05 × 31.6/100 = 0.016 mg/kg จึงรายงาน

พบ chlorpyrifos 0.05±0.016 mg/kg (ที่ระดับความ

เชื่อมั่นประมาณ 95%, k = 2)

การประมาณคาความไมแนนอนของการวัดแนวทาง 

Top-down โดยใช PT Data

การวิเคราะหสารเคมีปองกันกำจัดศัตรูพืชแบบ 

Multi-residue Method ที่ใชกับเนื้อตัวอยางผักและ

ผลไม (Matrix) ทีห่ลากหลาย การคำนวณ MU ของสารใด

สารหนึ่งอาจจะเปนไปไมไดหรือเปนไปไดยาก เนื่องจาก

ขาดขอมูล Bias ที่ตรงกับ Matrix นั้นๆ การคำนวณคา

ความไมแนนอนขยายสามารถใช Within-laboratory 

Reproducibility โดยนำขอมูล Relative Standard 

Deviation มาพิจารณารวมกับขอมูล PT ซึ่งเปน 

Laboratory Bias พิจารณาจากสมการที่ 10   

u´ = u' (bias)2+ u' (RSDwR)2 สมการที่ 10

เมื่อ u´ = Combined Standard Uncertainty

 u´ (RSDwR) = Within-laboratory Reproducibility

 u´(bias) = Uncertainty Component ที่มาจากวิธีที่ใชและความเบี่ยงเบนของหองปฏิบัติการ

    ในการเขารวม PT

การคำนวณ u´(RSDwR) สามารถใชขอมูล 

Recovery ที่ไดจากการควบคุมคุณภาพในระยะยาว

เพื่อสะทอนพฤติกรรมธรรมชาติของการวิเคราะห 

นอกจากนี้แลวยังสามารถนำขอมูลจากการทดสอบความ

ใชไดของวิธีมาพิจารณารวมไดแตจะไดขอมูลที่มีความ

เที่ยงนอยเกินไป โดยตองใชจำนวนขอมูลอยางนอย 31 

ขอมูล ใชขอมูล Relative Standard Deviation มา

ประกอบการพิจารณา ในกรณีหองปฏิบัติการสารเคมี

ปองกันกำจัดศัตรูพืช สำนักคุณภาพและความปลอดภัย

อาหาร กรมวิทยาศาสตรการแพทย ทำการทดสอบความ

แมนจาก Recovery และเขารวม PT ขอบขายจำนวนสาร 

250 ชนิด วิเคราะหโดย GC-MS/MS 106 ชนิด และ 

LC-MS/MS 144 ชนิด โดยวิธีเดียวกัน สำหรับขอมูล 

QC ที่เก็บมาในระยะยาว กำหนดเกณฑยอมรับที่รอยละ

70−120% วิเคราะหที่ระดับ 0.05 mg/kg ทดสอบ

ใน Matrix ที่หลากหลายตามชนิดตัวอยางที่วิเคราะห

ในงานประจำ 

u´(bias) คำนวณจากความสามารถของ

หองปฏิบัติการในการเขารวมการทดสอบความชำนาญ

โดยใชขอมูลจำนวนไมนอยกวา 31 ขอมูล(6) มาใชในการ

คำนวณ ใชขอมูลการเขารวมทดสอบความชำนาญกับ 

FAPAS® 3 รอบ ไดแก FAPAS® 19366 beetroot 

puree, FAPAS® 19341 peas with pods puree, และ 

FAPAS® 19313 cucumber puree ม ีdata point รวม

ทั้งสิ้น 33 ขอมูล นอกจากปริมาณสารที่รายงานแลวยังมี

ขอมลูทีจ่ำเปนตองใชสำหรบัการคำนวณ ไดแก Assigned 

Value หรอื Median การกระจายตวัของขอมลูในรปูของ 

Robust Standard Deviation หรือ Qn และจำนวน

หองปฏิบัติการที่รายงานปริมาณสารนั้นๆ ขอมูลแสดง

ในตารางที่ 3
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Estimation of Measurement Uncertainty in Pesticide Residues in Vegetables and Fruits Weerawut Wittayanan

PT 

Round
m Pesticides

(mg/kg) (mg/kg)

Bias'i
(%)

(Bias'i)
2

Qn

( )

Qn

(ratio)

No.

Results

Qn

FAPAS 

19366

beetroot 

puree

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

azinphos-

methyl

azoxystrobin

boscalid

carbofuran

epoxiconazole

fipronil

phosphamidon

propoxur

pyridaben

trifloxystrobin

0.0756

0.0627

0.0433

0.0248

0.0915

0.0403

0.0393

0.0779

0.0623

0.1175

0.0630

0.0630

0.0360

0.0300

0.0790

0.0411

0.0460

0.0754

0.0655

0.1100

20.00

-0.48

20.28

-17.33

15.82

-1.95

-14.57

3.32

-4.89

6.82

400.00

0.23

411.19

300.44

250.36

3.79

212.15

10.99

23.87

46.49

0.01390

0.01390

0.00792

0.00660

0.01740

0.00904

0.01010

0.01660

0.01440

0.02430

22.06

22.06

22.00

22.00

22.03

22.00

21.96

22.02

21.98

22.09

10

12

10

11

11

11

9

11

12

10

3.162

3.464

3.162

3.317

3.317

3.317

3.000

3.317

3.464

3.162

6.977

6.369

6.957

6.633

6.641

6.632

7.319

6.638

6.346

6.986

RMS´bias  =  Root Mean Square of the Relative Bias, คำนวณไดจากสมการที่ 12 นำขอมูล QC 

จากตารางที่ 3 มาคำนวณ โดย m = 33 จะได 

u´(Cref) คำนวณไดจากการเขารวม PT หลายรอบ

โดยการใชคา sum ของ Qn หารดวยรากที่ 2 ของจำนวน

ผลการวิเคราะหที่รายงานโดยหองปฏิบัติการท่ีเขารวม

u´(bias) = RMS'2   + u'(Cref)2) bias สมการที่ 11

u´(bias) คำนวณไดจากสมการที่ 11

RMS´bias = =       3406.61 = 10.16%
m 33

 ∑ (biasi')2
สมการที่ 12

หารดวยจำนวนผลการวิเคราะหของหองปฏิบัติการเอง

นำจำนวนดังกลาวมาคูณดวย factor 1.25 ตาม ISO 

13528:2022(20) ดังสมการที่ 13 แทนที่ดวยขอมูลจาก

ตารางที่ 4

สมการที่ 13u´(Cref) =
∑i

Qn
No.
m 33× ×1.25 = 1.25 = 5.90%155.65

u´(bias) =  RMS'bias + u'(Cref)2  =    10.162+ 5.902 = 11.75%2

Relative Standard Deviation (RSD) ของ 

% Recovery ของหองปฏบิตักิารโดยใชขอมูล QC 28 คา

จากตารางที่ 4 มีคาเปน 11.17% ดังนั้น u´(RSDwR) 

จึงใชคา 10.77%

  u´(bias)2 + u´(RSDwR)2  =  u´= 11.752 + 11.172 = 16.2%

U´ = k × u´

U´ = 2 × 16.2 = 32.4%

ตารางที่ 4  การคำนวณคาความไมแนนอนของการวัดโดยใช PT Data 

No.
No.
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การประมาณคาความไมแนนอนของการวิเคราะหสารตกคางในผักและผลไม  วีรวุฒิ วิทยานันท

∑(biasi')
2

m

∑ Qn

No.
 = 155.65 

× 1.25    =            5.90 

∑ Qn

No.
m

ในการรายงานคาความไมแนนอน เนื่องจากมีการ

กระจายตัวของผลการเขารวมการทดสอบความชำนาญ

ในชวงระยะเวลาหนึ่งมีคาสูง ทำให  Expanded 

Uncertainty มคีาสูง (U´ = 32.4%) หางจากคา Default 

Uncertainty Value กำหนดโดย SANTE/11312/2021 

ที่ 50% ไมมาก และสูงกวาคาที่ไดจากการประมาณ

คาความไมแนนอนของการวัดวิธี ISO GUM มาก แต

พบวามคีาใกลเคยีงกับวิธทีีใ่ชคา QC ตวัอยางการรายงาน

ผลการตรวจวิเคราะห เชน พบ chlorpyrifos 0.05 mg/

kg  Expanded Uncertainty 32.4% = 0.05×32.4/

100 = 0.016 mg/kg จึงรายงานวา พบ chlorpyrifos 

0.05±0.016 mg/kg (ท่ีระดับความเชื่อม่ันประมาณ

95%, k = 2)

เมื่อกำหนดปริมาณความเขมขนของสาร chlor-

pyrifos ตกคางในผักและผลไมเปนที่ตองรายงานเปน 

0.05 mg/kg คาความไมแนนอนทีค่ำนวณไดจากแนวทาง

ตางๆ ดงัแสดงในตารางที ่5 โดยแนวทางการประมาณคา

ความไมแนนอนในการศึกษาครั้งนี้ทั้ง 3 แนวทาง ไดแก 

1) แนวทาง Bottom-up หรือ ISO GUM, 2) แนวทาง 

Top-down โดยใช QC data และ 3)  แนวทาง   Top-down

โดยใช PT data ใหคา Expanded Uncertainty (U) 

ที่คำนวณไดมีคาเปน 8.0, 31.7 และ 32.4% ตามลำดับ 

เมื่อนำปริมาณความเขมขนที่กำหนด (0.05 mg/kg)

ไปคำนวณโดยใช Horwitz’s equation จากสมการที ่14

จะได Expanded Uncertainty (U) สูงสุดไมเกิน 

RSD (%) ที่ 33.2% และหากใช Horwitz’s equation 

PT 

Round
m Pesticides

(mg/kg) (mg/kg)

Bias'i
(%)

(Bias'i)
2

Qn

(ratio)

No.

Results

Qn

FAPAS 
19341

peas with 
pods puree

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

cypermethrin
diazion
etofenprox
fenitrothion
fenvalerate
heptachlor
methidathion
monocrotophos
pyrimethanil
triadimenol
trifloxystrobin

0.1200
0.0317
0.0646
0.0513
0.1160
0.0603
0.0577
0.0308
0.0481
0.1036
0.0472

0.1250
0.0344
0.0744
0.0506
0.1120
0.0519
0.0603
0.0273
0.0430
0.0951
0.0420

-4.00
-7.85
-13.17
1.38
3.57
16.18
-4.31
12.82
11.86
8.94
12.38

16.00
61.60
173.50
1.91
12.76
261.95
18.59
164.37
140.67
79.89
153.29

0.02740
0.00756
0.01640
0.01110
0.02470
0.01160
0.01330
0.00601
0.00945
0.02090
0.00925

21.92
21.98
22.04
21.94
22.05
22.35
22.06
22.01
21.98
21.98
22.02

20
22
21
16
18
16
17
19
22
21
21

4.472
4.690
4.583
4.000
4.243
4.000
4.123
4.359
4.690
4.583
4.583

4.901
4.685
4.810
5.484
5.198
5.588
5.349
5.051
4.685
4.796
4.806

FAPAS 
19313

cucumber 
puree

22
23
24
25

26
27
28
29
30
31
32
33

boscalid
buprofezin
chlorpyrifos
endosulfan-
sulfate
fenhexamid
fludloxonil
flusilazole
imazalil
methamidophos
oxamyl
profenofos
quinalphos

0.1194
0.1100
0.0322
0.0171

0.0735
0.0718
0.0706
0.0234
0.0632
0.1222
0.0378
0.0451

0.1190
0.1260
0.0309
0.0186

0.0679
0.0680
0.0662
0.0220
0.0692
0.1200
0.0344
0.0419

0.34
-12.70
4.21
-8.06

8.25
5.59
6.65
6.36
-8.67
1.83
9.88
7.64

0.11
161.25
17.70
65.04

68.02
31.23
44.18
40.50
75.18
3.36
97.69
58.33

0.02620
0.02740
0.00679
0.00408

0.01490
0.01500
0.01460
0.00485
0.01520
0.02630
0.00757
0.00922

22.02
21.75
21.97
21.94

21.94
22.06
22.05
22.05
21.97
21.92
22.01
22.00

69
69
70
62

64
65
68
65
52
64
68
63

8.307
8.307
8.367
7.874

8.000
8.062
8.246
8.062
7.211
8.000
8.246
7.937

2.651
2.618
2.626
2.786

2.743
2.736
2.674
2.734
3.046
2.740
2.669
2.772

∑(biasi')
2  

No of Results (m)
=
=

=

3406.16
33

10.16

ตารางที่ 4  การคำนวณคาความไมแนนอนของการวัดโดยใช PT Data (ตอ)

No.
No.

Qn

( )
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Estimation of Measurement Uncertainty in Pesticide Residues in Vegetables and Fruits Weerawut Wittayanan

modified Thompson ดังสมการที่ 15 และ 16 สำหรับ

ความเขมขนนอยกวา 0.12 mg/kg จะได Expanded 

Uncertainty (U) สูงสุดไมเกิน RDS (%) ที่ 44.0% 

RSD (%) = 2(1-0.5*log C)

RSD (%) = 0.02c0.8495 เมื่อ c ≥ 0.12 mg/kg 

RSD (%) = 0.22c เมื่อ c < 0.12 mg/kg

สมการที่ 14

สมการที่ 15

สมการที่ 16

ตารางที่ 5 ผลการประมาณคาความไมแนนอนของการวัดสาร chlorpyrifos ในผักและผลไมของแตละแนวทาง 

วิธี u (%) U (%) การรายงานผล (mg/kg)

Bottom-up approach, ISO GUM(4)

Top-down approach, QC data(11)

Top-down approach, PT data(11)

Horwitz’s equation

Horwitz’s equation modified Thompson(19)

SANTE/11312/2021 (V2)

4.0

15.8

16.2

16.6

22.0

25.0

8.0

31.7

32.4

33.2

44.0

50.0

0.05±0.004

0.05±0.016

0.05±0.016

0.05±0.017

0.05±0.022

0.05±0.025

วิจารณ

ความไมแนนอนของการวัด (Measurement 

Uncertainty) เปน “Nonnegative parameters” 

ที่แสดงถึงการกระจายตัวของคาปริมาณท่ีวัดได โดย

เอกสารฉบับแรกที่ระบุแนวทางการประมาณคาดังกลาว

คือ Guide to the Expression of Uncertainty in 

Measurement หรือ GUM ซึ่งตีพิมพเมื่อ พ.ศ. 2536 

เอกสารนี้จัดทำขึ้นโดยความรวมมือระหวางคณะทำงาน

จากหลายหนวยงาน เชน The Bureau International des

Poids et Mesures (BIPM), International

Organization of Legal Metrology (OIML),

International Electrotechnical Commission 

(IEC) และ International Organization for 

Standardization (ISO) ดำเนินการโดยนักฟสิกสและ

ใชแนวทางดานมาตรวิทยาทางฟสิกส เปนคูมือการ

คำนวณหาคาความไมแนนอนของการวัดทีเ่ปนทีรู่จกัและ

นำไปประยุกตใชอยางแพรหลายมากที่สุด เปนวิธีการที่

รวบรวมแหลงที่มาของความไมแนนอนทุกแหลงที่สงผล

อยางไรกต็าม Expanded Uncertainty (U) ทัง้ 5 กรณี

ขางตน ยงัคงมคีานอยกวา default value ของสหภาพยโุรป

ที่กำหนดไวเปน 50%

กระทบถงึปรมิาณคาทีว่ดัได คาความไมแนนอนทีร่ายงาน

ควบคูกับปริมาณที่วัดไดจะตองมีการระบุระดับความ

เช่ือมั่นประกอบดวยเสมอ เนื่องจากความไมแนนอนนี้

จะถกูนำไปใชงานในกรณตีองมกีารตดัสนิกบัเกณฑตางๆ 

เชน ความสอดคลองกับคากำหนด ผานหรือไมผาน 

ยอมรบัหรอืปฏเิสธ ซึง่จะตองมกีระบวนการตดัสนิใจตาม

Decision Rules ที่กำหนดไวลวงหนาแลว คาความ

ไมแนนอนขยาย (U) เปนชวงที่ใชประกอบการตัดสินใจ

ไดจากการคูณความไมแนนอนมาตรฐาน (uc) กับคา

คงตัวคาหนึ่ง (k) ซึ่งเปนคาที่ถูกกำหนดตามระดับความ

เชื่อมั่น โดยทั่วไปจะเลือกใชระดับความเชื่อมั่นที่ 95% 

คา k = 1.96 หรือเพื่อความสะดวกมักใช k = 2 ในการ

คำนวณ ตอมาในป พ.ศ. 2550 หนวยงาน Eurolab 

ไดออกเอกสาร Technical Report 1/2007(6) ระบุ

วิธีการในการประมาณคาความไมแนนอนเพิ่มเติมจาก

แนวทางเดิม ไดแก Single Laboratory Validation 

(including quality control), Interlaboratory 

Comparisons และ External Quality Assessment 
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การประมาณคาความไมแนนอนของการวิเคราะหสารตกคางในผักและผลไม  วีรวุฒิ วิทยานันท

(EQA) หรือ Proficiency Testing (PT) ซึ่ง 2 วิธีนี้

เปนแนวทางที่แตกตางจาก GUM โดย Dybkaer(21) 

ซึ่งเปนผูดำรงตำแหนงประธานคณะกรรมการบริหาร

ของ The International Federation of Clinical 

Chemistry and Laboratory Medicine (IFCC) 

ในขณะนัน้ไดใหความเหน็ไววา แนวทางของ Eurolab นี้

เปนการทำใหวธิกีารของ GUM ทียุ่งยากซบัซอน มขีัน้ตอน

การดำเนินงานมากและใชเวลานาน กลายเปนวิธีการ

ที่งายขึ้น สามารถนำไปใชงานไดจริงในการวิเคราะห

ทางเคมีโดยไมตองใชทรัพยากรที่สิ้นเปลือง นอกจากนั้น

การประยุกต ใช วิธีของ GUM อาจไม เหมาะสม

กับการวิเคราะหทางเคมี Eurachem(4) จึงเสนอแนวทาง

ที่จำเพาะสำหรับการวิเคราะหทางเคมีซึ่งมีการพิจารณา

และคำนึงถึงปจจัยตางๆ ในหองปฏิบัติการท่ีทำใหเกิด

ความไมแนนอนขึ้น แนวทางนี้ใหขอมูลประกอบการ

คำนวณทีดี่กวาและครอบคลุมปจจัยตางๆ มากกวาวธิเีดมิ

แนวทางการประมาณคาความไมแนนอนของ

การวัดที่ใชขอมูลการควบคุมคุณภาพภายใน (IQC) 

เปนแนวทางที่มุงเนนปจจัยหลักที่สำคัญที่สุด คือ ความ

เบีย่งเบนจากคาจรงิ (Bias) และความเท่ียง (Precision)

ในการศึกษาครั้งน้ีใชขอมูลจากการควบคุมคุณภาพ

การวิเคราะหโดยการศึกษา Recovery จาก Spiked 

samples ในตวัอยางทีม่คีวามหลากหลาย เปนตวัอยางที่

เปนตวัแทนตวัอยางจริงท่ีหองปฏบิตักิารไดรบั ทำการรวม

รวมขอมลูในชวงระยะเวลาหน่ึง ทำใหไดขอมูลทีใ่กลเคยีง

กับการทำงานในชีวิตจริงมากที่สุด ท้ังน้ีมีการพิจารณา

จาก Bias แตเปนที่ทราบวาหองปฏิบัติการวิเคราะห

สารเคมีปองกันกำจัดศัตรูพืชไมสามารถศึกษาตัวอยางที่

เปน CRM ที่มีคาจริงประกอบกับคาความไมแนนอนได

จงึปรับเปลีย่นไปใชคาปรมิาณท่ีเตมิในตวัอยาง (Spiked 

concentration) แทนคาอางอิง แตตองตระหนักวาการ

ใชขอมูล QC นี้ อาจจะไดคาความไมแนนอนที่นอยกวา

ความเปนจริงเลก็นอย เน่ืองจากขอมูล Recovery ทีน่ำมา

คำนวณลวนแลวแตมีคาท่ีผานเกณฑยอมรับที่รอยละ

70-120 ตามเอกสารอางอิงท้ังสิ้น หากมีการทดสอบ

Recovery แลวใหคาท่ีไมสอดคลองกับเกณฑดังกลาว 

หองปฏิบัตกิารไมสามารถรายงานผลการวิเคราะหได และ

ตองทำการวิเคราะหใหมซ้ำ เม่ือไดผลการทดสอบใหม

ที่มีผลการประกันคุณภาพผลการวิเคราะหที่ผานเกณฑ

ยอมรบัจงึจะสามารถนำมาใชในการคำนวณได ในบางกรณี

หองปฏิบัติการไมสามารถนำหรือมีขอมูล QC ในชวง

ระยะเวลาที่เหมาะสมมาใชในการคำนวณ สามารถใช

ขอมูลการทดสอบความแมนและความเที่ยงจากการ

ทดสอบความใชไดของวิธีกอนการเปดใหบริการได แต

การทดสอบลักษณะนี้ใชชวงเวลาสั้นกวาขอมูล QC และ

อาจไมครอบคลุมชนิดตัวอยางในการวิเคราะห คาความ

ไมแนนอนทีป่ระมาณไดจะมกีารกระจายทีแ่คบกวาความ

เปนจริงได

แนวทางการประมาณคาความไมแนนอนของ

การวัดที่ใชขอมูลการเขารวมทดสอบความชำนาญ(22)

ซึ่ ง เปนการเปรียบเทียบผลการวิ เคราะหกับกลุม

หองปฏิบัติการหนึ่ งๆ เปนอีกแนวทางหนึ่ งในวิธี

Top-down เปนการคำนวณทำนองเดียวกันกับการใช

ขอมลู QC โดยพจิารณาเฉพาะ Bias และ Precision สวน

ทีแ่ตกตางจากแบบแรกคอืการใชคาอางองิจาก assigned 

value ( ) และ standard deviation for proficiency

assessment ( ) คาดังกลาวอาจไมใชคาจริงตาม

แนวทางของมาตรวทิยา และบางครัง้ไมสามารถสอบกลบั

ไปยงั SI unit ได แตเปนคาทีม่กีารยอมรบักนัวาสามารถ

ใชเปนคาอางอิงได เชน การใช Concensus value หรือ

คาพองที่มาจากสมาชิก เชน Algorithm A, Median 

หรอืมาจากการคำนวณเชงิสถติอิืน่ๆ นอยครัง้ทีผู่จดัแผน 

PT ในรายการการทดสอบสารเคมีปองกันกำจัดศัตรูพืช

ในผักและผลไมจะใช  Reference value จาก

หองปฏิบัติการเดียว ซึ่งจะจัดในกรณีมีวัตถุประสงค

เฉพาะเทานั้น แนวทางนี้เปนการบงบอกวาคาที่ทดสอบ

ไดจากหองปฏิบัติการมีการกระจายตัวรอบคาอางอิง

มากนอยเพยีงใด ผลการประมาณคาความไมแนนอนของ

แนวทาง Top-down ทั้ง 2 วิธี ไดแก ขอมูล QC และ

ขอมลู PT ใหผลท่ีสอดคลองใกลเคียงกัน U = 31.7% และ

32.4% ตามลำดบั แสดงถงึการประมาณคาความไมแนนอน

ที่สมเหตุสมผลและสะทอนความไมแนนอนที่แทจริง

ของหองปฏิบัติการ 

เมื่อพิจารณาคาความไมแนนอนที่ไดจากแนวทาง

ตางๆ ดังแสดงในตารางที่  5 หากคำนึงถึงเกณฑ

ความสมเหตุสมผลที่หองปฏิบัติการวิเคราะหสารเคมี
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Estimation of Measurement Uncertainty in Pesticide Residues in Vegetables and Fruits Weerawut Wittayanan

ปองกันกำจัดศัตรูพืชใชโดยทั่วไป คือ รอยละ 50.0 ตาม 

SANTE Guideline คาที่คำนวณไดมีความสมเหตุ

สมผลและสามารถใชสำหรบัการรายงานผลได ในทำนอง

เดียวกันเมื่อใชเกณฑจาก Horwitz’s equation และ 

Horwitz’s Equation Modified Thompson ที่มีการ

ปรับสมการใหใชงานงายข้ึนไดคาที่ 33.2 และ 44.0% 

ตามลำดับ ผลการคำนวณยังคงมีความสมเหตุสมผล

เชนเดยีวกนั โดยมขีอสงัเกตวาคาท่ีไดจากวิธ ีISO GUM 

มคีานอยมาก และอาจนอยกวาความเปนจรงิเม่ือพจิารณา

จากพฤติกรรมธรรมชาติการวิเคราะหที่ระดับต่ำในชนิด

ตัวอยางที่หลากหลาย และอาจไมเหมาะสมตอการนำไป

ใชตดัสินผล การทีวิ่ธน้ีีใหคาความไมแนนอนนอยเกดิจาก

การนำคา Method Precision ซึ่งโดยปกติแลวจะเปน

สัดสวนที่มากที่สุดเมื่อเทียบกับปจจัยอื่น คานี้มาจากการ

ทำการทดสอบความใชไดของวิธใีนชวงเวลาสัน้ๆ ในชนดิ

ตัวอยางเพียงชนิดเดียว คาท่ีใชคำนวณจึงนอยเกินไป

และอาจไมเหมาะสม

ผลการศึกษาครั้ งนี้ แสดงให เห็นว าสำหรับ

การวิเคราะหสารเคมีปองกันกำจัดศัตรูพืชตกคางในผัก

และผลไม แนวทางที่ใชประมาณคาความไมแนนอนของ

การวัดแบบ ISO GUM หรือแนวทาง Bottom-up 

เหมาะสมกับวิธีวิเคราะหที่พัฒนาข้ึนใหม และเปนการ

วิเคราะหแบบสารเดี่ยว (Single-residue Analysis) 

เทานั้น แตไมเหมาะสมที่จะนำมาใชสำหรับการวิเคราะห

แบบ Multi-residue Analysis เนื่องจากมีความ

ยุงยากซับซอน มีคาใชจายสูง ใชทรัพยากรมาก และ

ที่ยิ่งไปกวานั้นแนวทางน้ีจะทำใหการประมาณคาความ

ไมแนนอนมีความผิดพลาดไมสะทอนความเปนจริง

เพราะมิไดนำแหลงที่มาทั้งหมดมาพิจารณา ดวยเหตุผล

ดงักลาวการใชวธิทีางเลอืกใหมตามแนวทาง Top-down

ทั้งโดยการใช QC data และ ใช PT data จึงเปน

วิธีท่ีเหมาะสมตอการนำไปประยุกตใช โดยมีขอมูล

เชิงวิชาการสนับสนุนเพียงพอและใหคาท่ีใกลเคียงกับ

ความเปนจรงิมากกวา อยางไรกต็ามแนวทางการประมาณ

คาความไมแนนอนที่แตละหองปฏิบัติการเลือกใช

ขึ้นอยูกับวัตถุประสงคการใชงานและขอจำกัด 

แนวทางการเลือกใชวิธีในการประมาณคาความ

ไมแนนอน ดงัแสดงในภาพที ่5 โดยมคีวามนาเช่ือถอืของ

ผลการประมาณคาความไมแนนอนแตกตางกันตามขอมลู

ทีน่ำมาประกอบการคำนวณ หากเปนวิธทีีพ่ฒันาขึน้มาใหม

และยังไมมีผลการควบคุมคุณภาพภายใน หรือผลการ

เขารวมทดสอบความชำนาญในชวงระยะเวลาที่เพียงพอ

หรอืเปนวิธวิีเคราะหสารเดีย่ว Single-residue Analysis

ทั้งสองกรณีนี้จำเปนตองใชวิธีของ ISO GUM เปนการ

ประมาณคาความไมแนนอนเบื้องตนแตจะสะทอน

ความเปนจริงนอยที่สุด เมื่อวิธีมีผลการทดสอบความ

ใชไดของวิธีในชวงระยะเวลาที่เพียงพอหรือที่เรียกวา 

On-going Validation สามารถนำคาความเที่ยงชนิด 

Intermediate Precision มาคำนวณคาความไมแนนอน

ตามวิธี Top-down ได และเมื่อใชวิธีในการวิเคราะห

ในงานประจำโดยมีการเก็บขอมูลการควบคุมคุณภาพ

ภายในในตัวอยางที่หลากหลาย จะไดคาความไมแนนอน

ที่มาจากตัวอยางตางชนิดกันเพิ่มขึ้น ทำใหมีความนาเชื่อถือ

เพิ่มข้ึนดวย สำหรับการประมาณคาความไมแนนอน

ที่รวบรวมขอมูลไดครอบคลุมทุกปจจัยและครบถวน

มากที่สุด คือ แนวทาง Top-down ที่ใชขอมูลจากการ

เขารวมทดสอบความชำนาญ เพราะนอกจากขอมูลที่ได

จากภายในหองปฏบิตักิารเองแลว ยงัมกีารเปรยีบเทยีบผล

การทดสอบกับหองปฏิบัติการอ่ืนสะทอน Reproduci-

bility ของวิธีไดอีกดวย ซึ่งวิธีที่นำเสนอเปนวิธีทางเลือก

ทั้ง 2 วิธีนี้ครอบคลุมความไมแนนอนทั้ง 2 ประเภท

ทั้งความไมแนนอน Type A ที่สามารถประมาณคา

ไดโดยวิธีทางสถิติหรือการทำซ้ำ และความไมแนนอน

Type B ที่แสดงถึงการสอบกลับไดทางมาตรวิทยา

ผานการใชวัสดุอางอิงรับรอง อยางไรก็ตามในการ

ศึกษาครั้งที่ไมไดคิดรวมคาความไมแนนอนที่มาจาก

การชักตัวอยาง (Sampling) กอนที่ตัวอยางจะถูกสง

เขาหองปฏิบัติการ เมื่อนำผลการวิเคราะหที่มีคาความ

ไมแนนอนไปใชในการตัดสินความสอดคลองกับเกณฑ

มาตรฐานตางๆ ตองพิจารณาอยางระมัดระวัง เพราะ

อาจมีผลกระทบตอผูมีสวนไดสวนเสียที่เกี่ยวของได
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ภาพที่ 5 แผนภูมิ (Flow chart) สำหรับการเลือกใชแนวทางในการประมาณคาความไมแนนอนวิธีตางๆ

สรุป

การศึกษาการประมาณคาความไมแนนอนของ

การวัด/การวิเคราะหสารเคมีปองกันกำจัดศัตรูพืชในผัก

และผลไม พบคาความไมแนนอนขยายสมัพทัธ (Relative

Expanded Uncertainty) ที่ไดจากการคำนวณ 3 วิธี 

ไดแก 1) วธิ ีISO GUM 2) วธิ ีTop-down ทีใ่ช QC data 

และ 3) วิธี Top-down ที่ใชขอมูล PT data มีคาเปน

รอยละ 8.0, 31.7 และ 32.4 ตามลำดับ เมื่อเปรียบเทียบ

กับคาอางอิงแนะนำตามที่หนวยงานระหวางประเทศ

กำหนดที่ไมเกินรอยละ 50 พบวาการคำนวณทั้ง 3 วิธี

ใหคานอยกวาและสอดคลองกับคากำหนด ทั้ งนี้

วิธี ISO GUM ใหคานอยที่สุดและแตกตางจากวิธี 

Top-down ทั้ง 2 วิธี ซึ่งมีคาที่ใกลเคียงกันมาก หาก

พิจารณาความสมเหตุสมผลแลวการรายงานคาความ

ไมแนนอนที่นอยกวารอยละ 10 เปนคาท่ีนอยเกินไป

ดังนั้นวิธีที่ เหมาะสมสำหรับการรายงานคาความ

ไมแนนอนของการวิเคราะหสารเคมีปองกนักำจดัศตัรพูชื

ในผักและผลไม คือ วิธีตามแนวทาง Top-down ซึ่งเปน

วิธีทางเลือกใหมทั้งสองวิธี และสามารถนำทั้งสองวิธีไป

ประยุกตใชในหองปฏิบัติการได
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Alternatives in Estimation of Measurement 
Uncertainty in Analysis of Pesticide 

Residues in Vegetables and Fruits

ABSTRACT It is a requirement under ISO/IEC 17025:2017 that laboratories can assess the measurement 
uncertainty associated with analytical results. Estimating measurement uncertainty (MU) is necessary 
in pesticide residue analysis to comply with relevant regulations. In this study, three calculation methods 
in MU estimation were examined. The conventional bottom-up method for MU estimation using the ISO 
GUM approach was compared with two alternative top-down methods, including the estimation of MU 
based on intra-laboratory quality control (QC) data and profi ciency testing (PT) data. The aim was to 
determine the method of choice for the estimation of MU in routine reports. The fi rst typical method of 
MU by the ISO GUM was the conventional method. On the other hand, two alternative top-down methods 
were used: one using the QC data of 28 spiked samples collected for two years, and the other using 
the 3-round PT data collected from 33 data points. The results showed the relative expanded uncertainty 
of the conventional ISO-GUM method and two alternative methods based on QC data and PT data 
were 8.0, 31.7, and 32.4%, respectively. By comparing with the 50% default value used by international 
regulatory authorities, all approaches met the requirements to demonstrate that the laboratory’s MU 
did not exceed this value. However, the minimum value obtained from the ISO GUM was diff erent 
from the two alternative top-down methods, which were comparable. The top-down methods were more 
appropriate and suitable alternatives for estimating measurement uncertainties.
  
Keywords: Pesticide residues, Vegetables and Fruits, Measurement Uncertainty, Top-down approach, 
 Bottom-up approach


