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บทคดัย่อ 
การทดสอบความใชไ้ดข้องวิธีวิเคราะห์เป็นขอ้ก าหนดในการควบคุมคุณภาพการวิเคราะห์ การศึกษาน้ีมี

วตัถุประสงคใ์นการพฒันาและตรวจสอบความใชไ้ดข้องวธีิวเิคราะห์สารประกอบอินทรีย ์Dimethylphathalate (DMP), 
2-Napthol, 2,4-Dinitrotoluene (2,4 DNT), Dietylphathalate (DEP), Methyl centralite (MC), N-Nitrosodiphenylamine 
(N-NsDPA), Diphenylamine (DPA) และ Ethyl centralite (EC) ท่ีพบไดใ้นเขม่าปืน ดว้ยเทคนิคโครมาโตกราฟี
ของเหลวสมรรถนะสูง โดยใชค้อลมัน์ Hypersil ODS C18 (5 µm, 4.6 x 250 mm) เฟสเคล่ือนท่ีระบบ Gradient 
ประกอบดว้ย Deionized water และ Acetonitrile ตรวจวดัดว้ย UV ท่ีความคล่ืน 210 nm สารทั้ง 8 ชนิดมีค่า Retention 
time (tR) ระหวา่ง 4.87 - 21.34 นาที มีช่วงความเป็นเสน้ตรงอยูใ่นช่วง 0.625 - 20 µg/mL ค่าสมัประสิทธ์ิสหสมัพนัธ์ (r2) 
ระหวา่ง 0.9960 - 0.9997 ตามล าดบั ค่าเฉล่ียร้อยละการกลบัคืนอยูใ่นช่วง 95.16 - 101.59 ค่าร้อยละเบ่ียงเบนมาตรฐาน
สัมพทัธ์ มีค่า HORRAT นอ้ยกวา่ 2 วิธีการวิเคราะห์อยูใ่นเกณฑท่ี์ยอมรับไดข้อง Eurachem guide สามารถใชใ้นการ
วเิคราะห์สารประกอบอินทรียใ์นเขม่าปืนได ้  

 

ABSTRACT 
Method validation is requirement in the quality control of analysis. This study aimed to develop and 

validate a reverse phase high performance liquid chromatographic method for the determination of organic 
compounds; Dimethylphathalate (DMP), 2-Napthol, 2,4-Dinitrotoluene (2,4 DNT), Dietylphathalate (DEP), Methyl 
centralite (MC), N-Nitrosodiphenylamine (N-NsDPA), Diphenylamine (DPA) and Ethyl centralite (EC) from gunshot 
residues. The separation was performed on Hypersil ODS C18 (5 µm, 4.6 x 250 mm) and the gradient of Deionized 
water and Acetonitrile as mobile phase with UV detection at wave length 210 nm. The retention time of 8 compounds 
was found to be 4.87 - 21.34 minutes. The method was linear in range between 0.625 - 20 µg/mL and correlation 
coefficient (r2) between 0.9960 - 0.9997, respectively. The percentage recovery was 95.16 - 101.59 %. The Horwitz 
ratio (HORRAT) is less than two. The method is achieved to Eurachem guide and can be employed for routine 
analysis of organic compounds in gunshot residues.  

 

ค าส าคญั: การทดสอบความใชไ้ดข้องวธีิวเิคราะห์ เขม่าปืน สารประกอบอินทรีย ์
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บทน า 
ประเทศไทยเป็นประเทศท่ีมีผูค้รอบครองอาวุธปืนมากท่ีสุดในอาเซียนและเป็นอันดับท่ี 39 ของโลก

(Ch3thailand, 2559) ซ่ึงอาจเน่ืองมาจากในปัจจุบนัประชาชนมีการจดัซ้ือและไดรั้บใบอนุญาตครอบครองอาวธุปืนได้
ง่ายข้ึน จากปัญหาดังกล่าวอาชญากรรมท่ีเกิดข้ึนในประเทศไทยจึงพบว่าส่วนใหญ่มีการใช้อาวุธปืนในการก่อเหตุ               
ในการตรวจพิสูจน์ทางนิติวิทยาศาสตร์ในคดีท่ีเก่ียวขอ้งกบัอาวุธปืนนั้น เขม่าปืนจดัเป็นวตัถุพยานท่ีมีความส าคญัใน
การสืบสวนสอบสวนและสามารถใชใ้นการยืนยนัหรือหาความเช่ือมโยงถึงตวับุคคลท่ีก่อเหตุได ้(Chang et al., 2012) 
โดยในทุกคร้ังท่ีมีการยิงปืนจะเกิดอนุภาคท่ีเรียกวา่ “เขม่าปืน” (Gunshot residue; GSR) ซ่ึงเกิดจากการเผาไหมข้อง
ชนวนทา้ยกระสุนปืน ดินส่งกระสุนปืน และส่วนประกอบต่างๆ ของอาวธุปืนและเคร่ืองกระสุนเกิดข้ึนเสมอ (Meng, 
Caddy, 1997) เขม่าปืนจดัแบ่งออกไดเ้ป็น 2 ประเภท คือ เขม่าปืนชนิดอนินทรีย ์(Inorganic Gunshot residue, I-GSR)  
และเขม่าปืนชนิดอินทรีย ์(Organic Gunshot residue, O-GSR) ในการด าเนินการทางกฎหมายในปัจจุบนัใช้ I-GSR ใน
การตรวจยืนยนัผูท่ี้เก่ียวขอ้งกบัคดีอาวธุปืนดว้ยการตรวจธาตุบ่งช้ีทั้ง 3 ธาตุ คือ ตะกัว่ (Pb) แบเรียม (Ba) และแอน                
ติโมนี (Sb) ท่ีเกิดจากการเผาไหมข้องชนวนทา้ยกระสุนปืนเป็นส่วนใหญ่ (ส านกังานพิสูจน์หลกัฐานต ารวจ, ม.ป.ป.) แต่
จากววิฒันาการของกระสุนท่ีปัจจุบนัมีการผลิตกระสุนชนิด Lead free เพ่ือลดปัญหาการปนเป้ือนของตะกัว่ (Pb) ท่ีเป็น
อนัตรายต่อสุขภาพในส่ิงแวดลอ้ม (Heard, 2008) รวมทั้งการผลิตกระสุนแบบใหม่ คือ Metal free ammunition (Cascio 
et al., 2004) ออกมาใชแ้ทนกระสุนแบบเดิม ดงันั้นในการตรวจวิเคราะห์เขม่าปืนในคดีท่ีมีการใชก้ระสุนปืนชนิด
ดงักล่าวดว้ยการวเิคราะห์เพียง I-GSR จึงอาจขาดความจ าเพาะและส่งผลใหเ้กิดความคลาดเคล่ือนของพยานหลกัฐานได ้
การวิเคราะห์เขม่าปืนชนิดอินทรียท่ี์มีแหล่งก าเนิดจากดินส่งกระสุนปืน (Gun powder) จึงเป็นทางเลือกในการใชเ้ป็น
หลกัฐานทางนิติวิทยาศาสตร์ ในปัจจุบนัดินส่งกระสุนปืนท่ีนิยมใช้กนัคือชนิดดินควนัน้อย (Smokeless powder) 
นอกจากน้ียงัมีองค์ประกอบของสารเติมแต่ง (Additives) ซ่ึงเป็นสารประกอบอินทรียช์นิดต่างๆ ท าหน้าท่ีในการ
ปรับปรุงคุณสมบติัของดินควนัน้อยให้มีประสิทธิภาพมากข้ึน เช่น สาร Stabilizers ไดแ้ก่ Diphenylamine (DPA), 
Methyl centralite (MC), Ethyl centralite (EC) และ Resorcinol สาร Plasticizers ไดแ้ก่ Glyceryl triacetate (triacetin), 
Dimethyl phathalate (DMP), Dietyl phathalate (DEP), Dibutyl phthalate (DBP) สาร Flash suppresser ไดแ้ก่ 
Dinitrotoluene (DNT) (Meng, Caddy, 1997) ซ่ึงสารประกอบอินทรียด์งักล่าวสามารถตรวจพบไดภ้ายหลงัจากการยิง
ปืน (Perre, 2012) งานวจิยัน้ีจึงมีความสนใจท่ีจะพฒันาวธีิวเิคราะห์สารประกอบอินทรีย ์8 ชนิด คือ Dimethylphathalate 
(DMP), 2-Napthol, 2,4-Dinitrotoluene (2,4 DNT), Dietylphathalate (DEP), Methyl centralite (MC), N-
Nitrosodiphenylamine (N-NsDPA), Diphenylamine (DPA) และ Ethyl centralite (EC) ในเขม่าปืนดว้ยเทคนิค High 
Performance Liquid Chromatography (HPLC) และทดสอบความใชไ้ดข้องวิธีวิเคราะห์ (Method validation) เพื่อใช้
เป็นวิธีในการวิเคราะห์หาสารบ่งช้ีชนิด O-GSR ในการตรวจวิเคราะห์เขม่าปืนท่ีเกิดจากกระสุนปืนขนาด .22 ท่ีมี
ประสิทธิภาพสามารถใชใ้นการตรวจยนืยนัและเช่ือมโยงการสืบสวนสอบสวนคดีอาญาท่ีเก่ียวขอ้งกบัอาวธุปืนท่ีทนัต่อ
ความเจริญกา้วหน้าของเทคโนโลยีในปัจจุบนั และใชเ้ป็นขอ้มูลพ้ืนฐานประกอบการจดัท าคู่มือการปฏิบติังานของ
หน่วยงานท่ีเก่ียวขอ้งต่อไป  
 
วตัถุประสงค์การวจิยั 

เพื่อพฒันาวธีิวเิคราะห์และทดสอบความใชไ้ดข้องวธีิวเิคราะห์สารประกอบอินทรียใ์นเขม่าปืน  
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วธีิการวจิยั 
สารเคม ีและวสัดุอุปกรณ์ 
สารมาตรฐาน Dimethyl phthalate (C10H10O4), 2-Naphthol (C10H8O), 2,4 Dinitrotoluene (C7H6N2O4), Diethyl 

phthalate (C12H14O4), N-Nitrosodiphenylamine (C12H10N2O), Diphenylamine (C12H11N) และEthyl centralite 
(C17H20N2O) ผลิตภณัฑ์ของ Sigma Aldrich, สารมาตรฐาน Methyl centralite (C15H16N2O) ผลิตภณัฑ์ของ MP 
Biomedicals สารเคมี Acetonitrile และ Methanol (HPLC grade) ผลิตภณัฑ์ของ Honeywell Burdick&Jackson 
สหรัฐอเมริกา สารเคมี Ethanol ผลิตภณัฑข์อง VWR Chemicals ฝร่ังเศส และ Deionized water (18.2 MΩ.cm)  

ดินด า (Black powder) กระสุนปืนขนาด .22 และอาวธุปืนขนาด .22 ไดรั้บความอนุเคราะห์จากศูนยพ์ิสูจน์
หลกัฐาน 4 จงัหวดัขอนแก่น  

การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมส าหรับการวิเคราะห์สารประกอบอินทรีย์ในเขม่าปืนโดยวิธีโครมาโตกราฟี
ของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC)            

การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการแยกสารประกอบอินทรียท์ั้ ง 8 ชนิด คือ Dimethylphathalate (DMP),                     
2-Napthol, 2,4-Dinitrotoluene (2,4 DNT), Dietylphathalate (DEP), Methyl centralite (MC), N-Nitrosodiphenylamine 
(N-NsDPA), Diphenylamine (DPA) และ Ethyl centralite (EC) ทดสอบโดยการเตรียมสารมาตรฐานรวมทั้ง 8 ชนิด ท่ี
ความเขม้ขน้ 10 µg/mL จากนั้นน ามาวเิคราะห์ดว้ยวิธีเทคนิค HPLC, UV/Visible detector (Water, USA) โดยใชส้ภาวะ 
ดงัน้ี 

 
 

 
 
 
 
 

การเตรียม Sample blank   
ชัง่ดินด า (Black powder) ปริมาณ 5 mg ลงใน Eppendorf tube ขนาด 1.5 mL เติม Methanol ปริมาตร 200 µL 

น ามา Vortex เป็นเวลา 5 นาทีและน ามา Centrifuge ท่ี 10,000 รอบ เป็นเวลา 20 นาที เก็บสารละลายส่วนใสน ามา
วเิคราะห์ดว้ยเทคนิค HPLC   

การทดสอบความใช้ได้ของวธีิวเิคราะห์ (Method Validation)  
อา้งอิงตามวธีิมาตรฐานก าหนดของ Eurachem guide (2014) โดยท าการทดสอบดงัน้ี  
การทดสอบความจ าเพาะของวธีิวเิคราะห์ (Specificity) 
ทดสอบโดยการเตรียม Spiked sample ดว้ยการเติมสารมาตรฐานรวม (Mixed standard) ทั้ ง 8 ชนิด คือ 

Dimethylphathalate (DMP), 2-Napthol, 2,4-Dinitrotoluene (2,4 DNT), Dietylphathalate (DEP), Methyl centralite 
(MC), N-Nitrosodiphenylamine (N-NsDPA), Diphenylamine (DPA) และ Ethyl centralite (EC) ความเขม้ขน้                      
50 µg/mL ปริมาตร 200 µL ลงใน Sample blank น ามาวเิคราะห์ดว้ยเทคนิค HPLC เปรียบเทียบระหวา่งโครมาโตแกรม
ของ Sample blank และ Spiked sample  

Column Hypersil ODS C18, 5 µm,  4.6 x 250 mm (Agilent, USA) 
Mobile phase A = Deionized water 

B = Acetonitrile   
Detector UV/Visible 210 nm 
Injection 20 µL 
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การทดสอบหาค่าขีดจ ากัดต ่าสุดในการตรวจพบ (Limit of Detection, LOD) และค่าขีดจ ากัดต ่าสุดในการ

วเิคราะห์เชิงปริมาณ (Limit of Quantitation, LOQ) 
ทดสอบโดยการเตรียม Spiked sample ดว้ยการเติมสารมาตรฐานลงในดินด า (Black powder) โดยเตรียมสาร

มาตรฐานทั้ง 8 ชนิด ท่ีความเขม้ขน้ 3 ระดบั แต่ละระดบัความเขม้ขน้ท าการทดสอบ 10 ซ ้ า (n = 10) จากนั้นน าไปสกดั
ตามวิธี และน ามาวิเคราะห์ดว้ยเทคนิค HPLC ค านวณค่าความเขม้ขน้เฉล่ีย และค านวณค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
(Standard deviation, SD) ของแต่ละความเขม้ขน้ และสร้างกราฟระหว่างค่าความเขม้ขน้เฉล่ียกบัค่าส่วนเบ่ียงเบน
มาตรฐาน (Standard deviation, SD) จุดตดัแกน y คือค่า S0 และน าค่า S0 ค านวณหาค่า LOD และ LOQ ไดจ้ากสูตร    
LOD = 3 x S'0 และ LOQ = 10 x S'0 ตามล าดบั  

การทดสอบความเป็นเส้นตรง (Linearity) และช่วงของการทดสอบ (Range) 
ทดสอบโดยการเตรียม Spiked sample ดว้ยเติมสารมาตรฐานลงในดินด า (Black powder) โดยเตรียมสาร

มาตรฐานทั้ง 8 ชนิด ท่ีความเขม้ขน้ 6 ระดบั ในช่วง 0.625, 1.25, 2.5, 5, 10 และ 20 µg/mL แต่ละระดบัความเขม้ขน้ท า
การทดสอบ 3 ซ ้ า (n = 3) จากนั้นน าไปสกดัตามวิธี และน ามาวิเคราะห์ดว้ยเทคนิค HPLC สร้างกราฟระหวา่งค่าความ
เขม้ขน้ของสารท่ีทดสอบ (แกน x) กบัค่าสญัญาณท่ีตรวจวดัไดจ้ากเคร่ืองมือ (แกน y) ตรวจสอบความเป็นตรงโดยการ
หาค่าสมัประสิทธ์ิสหสมัพนัธ์ (r2) โดยค่า r2  

≥ 0.990 เป็นค่าตามเกณฑก์ารยอมรับ  
การทดสอบความแม่นของวธีิวเิคราะห์ (Accuracy) 
ทดสอบโดยการเตรียม Spiked sample ดว้ยเติมสารมาตรฐานรวมลงในดินด า (Black powder) โดยสาร

มาตรฐานรวมมีความเขม้ขน้ 3 ระดบั คือ 2.5, 5 และ 10 µg/mL แต่ละระดบัความเขม้ขน้ท าการทดสอบ 10 ซ ้ า (n = 10) 
จากนั้นน าไปสกดัตามวิธีท่ีระบุ และน ามาวิเคราะห์ดว้ยเทคนิค HPLC ความแม่นของวิธีวิเคราะห์ค านวณได้จากค่า              
ร้อยละการกลบัคืน (% Recovery) โดยค่าท่ียอมรับไดอ้ยูใ่นช่วง 80 - 120 % ตามเกณฑก์ารยอมรับ  

การทดสอบความเทีย่งของวธีิวเิคราะห์ (Precision) 
ทดสอบโดยการเตรียม Spiked sample ดว้ยเติมสารมาตรฐานรวม 8 ชนิด ลงในดินด า (Black powder) 

โดยสารมาตรฐานรวมมีความเขม้ขน้ 2.5 µg/mL ท าการทดสอบ 10 ซ ้ า (n = 10) จากนั้นน าไปสกดัตามวิธี และน ามา
วิเคราะห์ดว้ยเทคนิค HPLC ความเท่ียงของวิธีวิเคราะห์ค านวณไดจ้ากค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพทัธ์ (% RSD) ค่าท่ี
ยอมรับได ้HORRAT มีค่านอ้ยกวา่ 2   

การวเิคราะห์สารประกอบอนิทรีย์ในเขม่าปืนบนมอื  
การเกบ็ตวัอย่างเขม่าปืน 
อาสาสมคัร (n=6) งดเวน้กิจกรรมท่ีเก่ียวขอ้งกบัอาวธุปืนเป็นเวลา 3 วนั ก่อนการยิงปืนอาสาสมคัรท าการลา้ง

มือดว้ยสบู่และ Deionized water เช็ดมือดว้ยกระดาษซบัน ้ า แลว้ท้ิงให้มือแห้งสนิท ก่อนท าการยิงปืนผูว้ิจยัท าการเก็บ
ตวัอยา่ง Blank บริเวณมืออาสาสมคัรดว้ย Ethanol 100% อาสาสมคัรท าการยิงปืนดว้ยท่ายิงมาตรฐานท่ีก าหนดดงัน้ี ยืน
จบัอาวธุปืนดว้ยมือทั้งสองขา้ง ใชมื้อขา้งท่ีถนดัจบัอาวธุปืนและใชมื้ออีกขา้งประคองมือท่ีจบัอาวธุปืน โดยใชอ้าวธุปืน
ขนาด .22 ท าการยงิปืนจ านวนคนละ 1 นดั หลงัจากอาสาสมคัรยงิปืนจ านวน 1 นดัแลว้วางปืนลงเพ่ือใหผู้ว้จิยัท าการเก็บ
ตวัอย่างเขม่าปืนบนมือทนัทีดว้ยวิธี Swab อา้งอิงตามวิธีมาตรฐานของงานอาวุธปืน ศูนยพ์ิสูจน์หลกัฐาน 4 จงัหวดั
ขอนแก่น (ส านกังานพิสูจน์หลกัฐานต ารวจ, ม.ป.ป.) ตวัอยา่งท่ีเก็บน ามาสกดัเพ่ือวิเคราะห์หาสารประกอบอินทรียใ์น
เขม่าปืนตอ่ไป    
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การสกดัตวัอย่างเขม่าปืน  
 ตดักา้นส าลีท่ีเก็บเขม่าปืนใส่ใน Eppendorf tube ขนาด 1.5 mL เติม Methanol ปริมาตร 1 mL เพ่ือท าการสกดั 

ท้ิงไวข้า้มคืน จากนั้นน าไป Sonicate เป็นเวลา 30 นาทีแลว้น ากา้นส าลีออก และน าไป Centrifuge ท่ี 10,000 รอบต่อ
นาที เป็นเวลา 30 นาที และปิเปตสารละลายส่วนใสใส่ใน Eppendorf tube ขนาด 1.5 mL อนัใหม่ จากนั้นน าไประเหย
แห้ง และเติม Methanol ปริมาตร 250 µL เพื่อละลาย (Reconstituted) ตวัอยา่งท่ีสกดัไดน้ าไปวิเคราะห์โดยดว้ยเทคนิค 
HPLC ต่อไป 

 
ผลการวจิยั 

การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมส าหรับการวิเคราะห์สารประกอบอินทรีย์ใน เขม่าปืนด้วยวิธีโครมาโตกราฟี
ของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC)                  

การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการวิเคราะห์สารประกอบอินทรียท์ั้ง 8 ชนิด ท่ีเป็นส่วนประกอบในดินปืน
ชนิดดินควนัน้อยดว้ยเทคนิค HPLC โดยใช้คอลมัน์ Hypersil ODS C18 ขนาดอนุภาค 5 µm ความยาวคอลมัน์                       
4.6 x 250 mm เฟสเคล่ือนท่ีประกอบดว้ย Deionized water และ Acetonitrile อตัราส่วนและอตัราการไหลใชร้ะบบ 
Gradient ตวัตรวจวดัชนิด UV ความยาวคล่ืน 210 nm ปริมาตรการฉีด 20 µL  

การศึกษาสภาวะของอตัราส่วนและอตัราการไหลของเฟสเคล่ือนท่ีใชร้ะบบ Gradient จากการศึกษาพบวา่เม่ือ
เพ่ิมอตัราส่วนของ Acetonitrile จะท าให้พีคมีค่าการแยกท่ีลดลง เวลาการคงอยู่ของสารในคอลมัน์ลดลง และเม่ือเพ่ิม
อตัราส่วนของ Deionized water จะท าให้พีคมีค่าการแยกท่ีเพ่ิมข้ึน เวลาการคงอยูข่องสารในคอลมัน์เพ่ิมข้ึน และเม่ือ
เพ่ิมอตัราการไหลของเฟสเคล่ือนท่ีทั้ง Deionized water และ Acetonitrile พบวา่สารออกจากคอลมัน์ไดเ้ร็ว เวลาการคง
อยูข่องสารในคอลมัน์ลดลง อตัราส่วนและอตัราการไหลของเฟสเคล่ือนระบบ Gradient ดงัน้ี  

 
เวลา (นาท)ี อตัราส่วน Deionized water : Acetonitrile (%) Flow rate (mL/min) 
0 - 5 65 : 35 1.3 
6 - 10 68 : 32 1.5 
10.1 - 12 60 : 40 1.8 
12.1 - 23 60 : 40 1.6 
23.1 - 25 65 : 35 1.3 
 
โครมาโตแกรมของสารมาตรฐานรวมทั้ง 8 ชนิด ไดแ้ก่ DMP, 2-Napthol, 2,4 DNT, DEP,  MC,  N-NsDPA, 

DPA และ EC มีค่า Retention time เท่ากบั 4.87, 6.48, 8.88, 10.98, 12.61, 16.30, 18.87 และ 21.34 นาที ตามล าดบั และ
ค่าตวัแปรต่างๆ ของสารทั้ง 8 ตวั พบวา่ค่าของตวัแปร k' > 2 ค่า  > 1 ค่า RS > 2 และ ค่า T < 1 อยูใ่นช่วงท่ียอมรับได ้ 
(รูปท่ี 1 และตารางท่ี 1) 
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รูปที่ 1  โครมาโตแกรมของสารมาตรฐานรวมทั้ง 8 ชนิด ไดแ้ก่ DMP, 2-Napthol, 2,4 DNT, DEP,  MC, N-NsDPA,       
DPA และ EC มีค่า Retention time เท่ากบั 4.87, 6.48, 8.88, 10.98, 12.61, 16.30, 18.87 และ 21.34 นาที 
ตามล าดบั  

 
ตารางที่ 1  ค่าตวัแปร Capacity factors (k'), Separation factors (), Peak resolution (RS), Tailing factors (T) และ   

Retention time (tR) ของสภาวะท่ีเหมาะสมในการวเิคราะห์ดว้ย HPLC  

 
การทดสอบความใช้ได้ของวธีิวเิคราะห์ (Method Validation) 
การทดสอบความจ าเพาะของวธีิวเิคราะห์ (Specificity) 
เม่ือเปรียบเทียบโครมาโตแกรมของสารละลาย Blank และโครมาโตแกรมของ Spike sample ท่ีเติมสาร

มาตรฐานรวมทั้ง 8 ชนิด ท่ีความเขม้ขน้ 50 µg/mL พบวา่สภาวะของวิธีวิเคราะห์มีความจ าเพาะต่อสารท่ีตอ้งการโดย             
ไม่มีสารอ่ืนมารบกวนในระบบ ดงัรูปท่ี 2 โครมาโตแกรมของ Sample Blank (A) และ Spike sample (B) ท่ีเติมสาร
มาตรฐานรวมทั้ง 8 ชนิด คือ DMP, 2-Napthol, 2,4 DNT, DEP, MC, N-NsDPA, DPA และ EC มีค่า Retention time 
เท่ากบั 4.72, 6.30, 8.85, 10.88, 12.65, 16.24, 18.75, 20.90  นาที ตามล าดบั  

 
 
 
 
 
 

 

ตวัแปร 
สารมาตรฐาน 

DMP 2-Napthol 2,4-DNT DEP MC N-NsDPA DPA EC 

k' 3.73 5.29 7.62 9.66 11.24 14.83 17.32 19.72 

 - 1.42 1.44 1.27 1.16 1.32 1.17 1.14 
RS - 3.58 4.00 3.00 2.72 6.15 3.43 2.74 
T 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 
tR 4.87 6.48 8.88 10.98 12.61 16.30 18.87 21.34 
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Sample Blank (A)  
 
 
 
 

 
 
Spike sample (B)   

 
 
 

 
รูปที่ 2 โครมาโตแกรมของ Sample Blank (A) และ Spike sample (B) ท่ีเติมสารมาตรฐานรวม ได้แก่ DMP,                       

2-Napthol, 2,4 DNT, DEP,  MC,  N-NsDPA, DPA และ EC มีค่า Retention time เท่ากบั 4.72, 6.30, 8.85, 
10.88, 12.65, 16.24, 18.75, 20.90  นาที ตามล าดบั 

 
การทดสอบหาค่าขีดจ ากัดต ่าสุดในการตรวจพบ (Limit of Detection , LOD) และค่าขีดจ ากัดต ่าสุดในการ

วเิคราะห์เชิงปริมาณ (Limit of Quantitation , LOQ) 
ค่า LOD และค่า LOQ ดงัแสดงในตารางท่ี 2 สาร DMP มีค่า LOD เท่ากบั 0.02 µg/mL และค่า LOQ เท่ากบั 

0.07 µg/mL ตามล าดบั สาร 2-Napthol มีค่า LOD เท่ากบั 0.11 µg/mL และค่า LOQ เท่ากบั 0.37 µg/mL ตามล าดบั                 
สาร 2,4 DNT มีค่า LOD เท่ากบั 0.03 µg/mL และค่า LOQ เท่ากบั 0.11 µg/mL ตามล าดบั สาร DEP มีค่า LOD เท่ากบั                 
0.03 µg/mL และค่า LOQ เท่ากบั 0.10 µg/mL ตามล าดบั สาร MC มีค่า LOD เท่ากบั 0.20 µg/mL และค่า LOQ เท่ากบั 
0.67 µg/mL ตามล าดบั สาร N-NsDPA มีค่า LOD เท่ากบั 0.16 µg/mL และค่า LOQ เท่ากบั 0.52 µg/mL ตามล าดบั                 
สาร DPA มีค่า LOD เท่ากบั 0.06 µg/mL และค่า LOQ เท่ากบั 0.20 µg/mL ตามล าดบั และ สาร EC มีค่า LOD เท่ากบั 
0.08 µg/mL และค่า LOQ เท่ากบั 0.26 µg/mL ตามล าดบั  

 
การทดสอบความเป็นเส้นตรง (Linearity) และช่วงของวธีิวเิคราะห์ (Range) 
ความเป็นเส้นตรงของสารมาตรฐานทั้ง 8 ชนิด มีค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพนัธ์ (r2) ระหวา่ง 0.9960 - 0.9997 

ดงัน้ี สาร DMP มีค่า r2 เท่ากบั 0.9988 สาร 2-Napthol มีค่า r2 เท่ากบั 0.9977 สาร 2,4 DNT มีค่า r2 เท่ากบั 0.9960                     
สาร DEP มีค่า r2 เท่ากบั 0.9984 สาร MC มีค่า r2 เท่ากบั 0.9977 สาร N-NsDPA มีค่า r2 เท่ากบั 0.9983 สาร DPA มีค่า r2 
เท่ากบั 0.9997 และสาร EC มีค่า r2 เท่ากบั 0.9986 ตามล าดบั ซ่ึงอยูใ่นเกณฑ์ท่ียอมรับได ้(r2  

≥ 0.990) ตามเกณฑก์าร
ยอมรับของ Eurachem guide (2014) ดงัตารางท่ี 2  
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ช่วงความเป็นเส้นตรงของสารมาตรฐานทั้ง 8 ชนิด อยูใ่นช่วง 0.625 - 20 µg/mL ช่วงความเป็นเส้นตรงของ

สาร DMP คือ 0.625 - 20 µg/mL สาร 2-Napthol คือ 0.625 - 20 µg/mL สาร 2,4 DNT คือ 0.625 - 20 µg/mL สาร DEP 
คือ 0.625 - 20 µg/mL สาร MC คือ 0.625 - 20 µg/mL สาร N-NsDPA คือ 0.625 - 20 µg/mL สาร DPA คือ 0.625 -                  
20 µg/mL และสาร EC คือ 0.625 - 20 µg/mL ตามล าดบั ดงัตารางท่ี 2  

 
ตารางที่ 2  ค่า LOD ค่า LOQ สมการเส้นตรง ค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพนัธ์ (r2) และช่วงความเป็นเส้นตรงของ                       

สารมาตรฐานทั้ง 8 ชนิด 

สารมาตรฐาน 
LOD 

(µg/mL) 
LOQ 

(µg/mL) 
สมการเส้นตรง 

ค่าสัมประสิทธ์ิ
สหสัมพนัธ์ (r2) 

ช่วงความเป็น
เส้นตรง 
(µg/mL) 

DMP 0.02 0.07 y = 24521x - 1565.2 r2 = 0.9988 0.625 - 20 
2-Napthol 0.11 0.37 y = 64808x - 27072 r2 = 0.9977 0.625 - 20 
2,4 DNT 0.03 0.11 y = 20889x - 4519.1 r2 = 0.9960 0.625 - 20 
DEP 0.03 0.10 y = 11054x - 1889.5 r2 = 0.9984 0.625 - 20 
MC 0.20 0.67 y = 29331x + 24844 r2 = 0.9977 0.625 - 20 
N-NsDPA 0.16 0.52 y = 30673x - 11724 r2 = 0.9983 0.625 - 20 
DPA 0.06 0.20 y = 33086x - 10033 r2 = 0.9997 0.625 - 20 
EC 0.08 0.26 y = 25078 - 1688.9 r2 = 0.9986 0.625 - 20 

 
การทดสอบความแม่นของวธีิวเิคราะห์ (Accuracy) 
จากการทดสอบร้อยละการกลบัคืน (% Recovery) ค่าเฉล่ียของ % Recovery ของสารมาตรฐานทั้ง 8 ชนิด สาร 

DMP เท่ากบั 95.16 ± 0.45 สาร 2-Napthol เท่ากบั 101.59 ± 0.53 สาร 2,4 DNT เท่ากบั 101.02 ± 0.39 สาร DEP เท่ากบั 
99.38 ± 0.82 สาร MC เท่ากบั 101.10 ± 0.41 สาร N-NsDPA เท่ากบั 99.85 ± 0.52 สาร DPA เท่ากบั 96.84 ± 0.43 และ
สาร EC เท่ากบั 98.17 ± 0.59 ตามล าดบั ซ่ึงอยูใ่นเกณฑ์ท่ียอมรับ 80 - 120 % ตามเกณฑ์การยอมรับของ Eurachem 
guide (2014) ดงัตารางท่ี 3 
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  ตารางที ่3 % Recovery ของ Spike sample ในดินด า เม่ือเติมสารมาตรฐานท่ีความเขม้ขน้ 3 ระดบั 

สารมาตรฐาน 

% Recovery ± SD (n = 10) 

% Mean recovery ± SD ความเข้มข้นของสารมาตรฐาน (µg/mL) 

2.5 5 10 

DMP 89.12 ± 0.24 93.95 ± 0.34 102.40 ± 0.77 95.16 ± 0.45 
2-Napthol 94.73 ± 0.18 103.93 ± 0.41 106.12 ± 0.99 101.59 ± 0.53 
2,4 DNT 99.50 ± 0.16 96.22 ± 0.40 107.33 ± 0.62 101.02 ± 0.39 
DEP 98.13 ± 0.36 91.15 ± 0.62 108.87 ± 1.47 99.38 ± 0.82 
MC 100.98 ± 0.33 99.43 ± 0.39 102.88 ± 0.50 101.10 ± 0.41 
N-NsDPA 100.88 ± 0.20 98.05 ± 0.41 100.62 ± 0.95 99.85 ± 0.52 

DPA 90.03 ± 0.19 95.11 ± 0.44 105.38 ± 0.66 96.84 ± 0.43 

EC 94.90 ± 0.26 97.88 ± 0.61 101.72 ± 0.91 98.17 ± 0.59 
การทดสอบความเทีย่งของวธีิวเิคราะห์ (Precision) 
จากการทดสอบค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพทัธ์ (% RSD) จากการวิเคราะห์ซ ้ าของสารมาตรฐานทั้ง 8 ชนิดท่ี

ความเขม้ขน้ 2.5 µg/mL ในวนัเดียวกนั (intra-day) มีค่า HORRAT ของสาร DMP เท่ากบั 1.19 สาร 2-Napthol เท่ากบั 
0.83 สาร 2,4 DNT เท่ากบั 0.70 สาร DEP เท่ากบั 1.58 สาร MC เท่ากบั 1.42 สาร N-NsDPA เท่ากบั 0.88 สาร DPA 
เท่ากบั 0.90 และสาร EC เท่ากบั 1.19 ตามล าดบั และจากการวิเคราะห์ซ ้ าของสารมาตรฐานทั้ง 8 ชนิด ท่ีความเขม้ขน้ 
2.5 µg/mL ต่างวนั (inter-day) ค่า HORRAT ของสาร DMP เท่ากบั 0.71 สาร 2-Napthol เท่ากบั 0.80 สาร 2,4 DNT 
เท่ากบั 0.54 สาร DEP เท่ากบั 1.30 สาร MC เท่ากบั 1.17 สาร N-NsDPA เท่ากบั 0.68 สาร DPA เท่ากบั 1.03 และสาร 
EC เท่ากบั 0.67 ตามล าดบั ซ่ึงอยูใ่นเกณฑก์ารยอมรับ HORRAT มีค่านอ้ยกวา่ 2 ตามเกณฑก์ารยอมรับของ Eurachem 
guide (2014) ดงัตารางท่ี 4 
ตารางที ่4  % RSD และค่า HORRAT ของ Spiked sample ท่ีเติมสารมาตรฐานรวมทั้ง 8 ชนิด ท่ีความเขม้ขน้ 2.5 µg/mL

โดยวเิคราะห์ในวนัเดียว (intra-day) และวเิคราะห์ต่างวนั (inter-day) 

สารมาตรฐาน 
intra-day inter-day 

% RSD HORRAT % RSD HORRAT 

DMP 10.92 1.19 6.51 0.71 

2-Napthol 7.59 0.83 7.33 0.80 

2,4 DNT 6.41 0.70 4.95 0.54 

DEP 14.57 1.58 11.96 1.30 

MC 13.05 1.42 10.73 1.17 

N-NsDPA 8.06 0.88 6.23 0.68 

DPA 8.26 0.90 9.49 1.03 

EC 10.93 1.19 6.17 0.67 
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การวิเคราะห์สารประกอบอินทรียใ์นเขม่าปืน .22 บนมือด้วยวิธีโครมาโตกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 

(HPLC) ตรวจพบสาร MC, DPA และ EC ในปริมาณ 5.69, 2.41 และ 1.79 µg/mL ตามล าดบั (รูปท่ี 3)   
 

รูปที ่3 โครมาโตแกรมของเขม่าปืนท่ีเกิดจากกระสุน .22  ยีห่อ้ Winchester บนมือ 
 

อภิปรายและสรุปผลการวจิยั  
จากการประเมินผลของค่าตวัแปรต่างๆ ของการทดสอบความใชไ้ดข้องวิธีวิเคราะห์ดว้ยเทคนิค HPLC-UV 

detection (210 nm) โดยเฟสเคล่ือนท่ีระบบ Gradient ประกอบดว้ยอตัราส่วนของ Deionized water และ Acetonitrile 
เวลาในการวเิคราะห์ทั้งส้ิน 25 นาที วธีิวเิคราะห์มีความจ าเพาะ (Specificity) Limit of Detection (LOD) และค่า Limit of 
Quantitation (LOQ) ความเป็นเส้นตรง (Linearity) และช่วงของวิธีวิเคราะห์ (Range) ความแม่น (Accuracy) และ                 
ความเท่ียง (Precision) อยูใ่นเกณฑท่ี์ยอมรับได ้อา้งอิงตามเกณฑม์าตรฐาน Eurachem guide (2014)  สามารถน าไปใช้
เป็นวิธีมาตรฐานในการวิเคราะห์สารประกอบอินทรียใ์นเขม่าปืน และจากการวิเคราะห์สารประกอบอินทรียใ์น               
เขม่าปืน .22 บนมือดว้ยวิธี HPLC ตรวจพบสาร MC, DPA และ EC ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Mach (1978) และ                
Laza (2007) ท่ีตรวจพบสาร DPA ท่ีเกิดจากเขม่าปืนในกระสุนขนาด .22 ซ่ึงสารประกอบอินทรียเ์หล่าน้ีท าหนา้ท่ีเป็น 
ตวั Stabilizer และ Plasticizer ในดินปืนชนิดดินควนันอ้ย (Thomas et al., 2013) และการตรวจพบสาร MC ซ่ึงเป็น
องคป์ระกอบส าคญัของดินชนิดควนันอ้ยในเขม่าปืนในการศึกษาในคร้ังน้ีพบวา่มีความแตกต่างจากเขม่าปืนท่ีเกิดจาก
กระสุนขนาด 9 มม. ยี่ห้อ Winchester, Remington, Federal, Hornady, PMC, Blazer, Magtech และ Sellier&Bellot 
ขนาด 12-gauge ยีห่อ้ Winchester ขนาด .44 ยีห่อ้ PMC ขนาด 7.62 x 39 mm ยี่ห้อ Sellier&Bellot ท่ีมีการตรวจพบเพียง
สาร NG, DBP, DPA, EC, Akardite II, N-Nitroso-DPA, 4-Nitroso-DPA, Diamino-toluene และ 2,4-DNT (Reese et al., 
2017) ดงันั้นสาร MC ท่ีตรวจพบอาจสามารถใชเ้ป็นสารบ่งช้ีจ าเพาะในเขม่าปืนท่ีเกิดจากกระสุนขนาด .22 ได ้แต่
อยา่งไรก็ตามจากการวเิคราะห์ในตวัอยา่ง Blank พบมีการปนเป้ือนของสาร MC, DPA และ EC ซ่ึงอาจเกิดจากการการ
ปนเป้ือนในส าลีท่ีใช้ในการจัดเก็บซ่ึงจ าเป็นตอ้งได้รับการแก้ไขต่อไป รวมทั้ งการศึกษาน าร่องในคร้ังน้ีเป็นการ
วเิคราะห์เขม่าปืนในกระสุน .22 เพียงยีห่อ้เดียวคือ Winchester การศึกษาในกระสุนท่ีหลากหลายยี่ห้อ รวมทั้งการศึกษา
เปรียบเทียบกบัชนิดของสารประกอบอินทรียท่ี์พบในดินปืนจากกระสุน .22 ยงัตอ้งไดรั้บการศึกษาใหล้ะเอียดต่อไป  
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