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1.8 ~g/L 	
� ������ 85 �����������2�!��� cypermethrin "�� �$� LOD ��� indirect competitive 

ELISA  �	$���� 0.39 ~g/L 	
������� 90 �����������2�!��� antibody ,$� cypermethrin �������
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"��,���!
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���,������	
�!
#
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� coefficient of variation (%CV) ������$� 5% A!� salivary AChE = 

3.08 salivary BChE= 2.91 red blood cell AChE= 2.54 "�� plasma BChE = 1.79 �$���$� inter-

variation �{'��$�#
�$�������$�  5% ��$���� A!�#
�$�!���
2 salivary AChE= 3.38 salivary BChE= 
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���#��#'��>:��$��#
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Abstract 
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 1Research Institute for Health Science, 2Faculty of Science, 3Faculty of 

Agriculture: Chiang Mai University. 
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This research composed of 4 newly developed pesticide analytical methods as following. 

The developed carbendazim fungicide analytical method employed High performance 

liquid chromatography-UV detection (HPLC-UV) and principally focused on sample preparation.   

The developed method provided the limit of detection (LOD) and limit of quantitation (LOQ) for 

detecting carbendazim in vegetable samples at 0.0025 and 0.005 mg/kg, respectively, which 

enable to detect carbendazim far below the Maximum Residue Limit (MRL) set at 0.5 mg/kg by 

the  Codex alimentarius pesticide residues in food.  Recoveries at concentrations of 0.015 and 

0.025 mg/kg were 62.3-79.8 and 63.6-69.6 %, respectively and coefficient variation of inter-batch 

analysis was 21.5 %   

The developed sensitive synthetic pyrethroid insecticides method employed a gas 

chromatography-electron capture detection (GC-ECD) with simple and rapid sample preparation.  

The developed sample preparation method employed inactivated carbon and provided better result 

than reported methods. Summation of areas of multipeaks of individual pyerethroid insecticides 

were applied and the correlation of standard calibration curves were from  0.978 =4� 0.996.  The 

LOD and LOQ were ranging from 0.001 to 0.005 mg/kg and   0.005 to 0.01 mg/kg, respectively. 

In the production of antibody to cypermethrin, two haptens containing major parts, 

cyclopropane moiety (H1) and aromatic moiety (H2), similar structure to cypermethrin were 

synthesized.  Three immunogens were prepared, two immunogens with each hapten were named 

H1-BSA, H2-BSA and one immunogen with two haptens was H12-BSA.  The hapten densities of 

H1-BSA, H2-BSA were 8 and 13, respectively.  The antibody from H1-BSA immunized mice 

showed high titers to the hapten.  The antibody from H1 immunized mice gave IC50 to 
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cypermethrin at 52 �g/mL, the lowest quantification limit of detection of the ELISA was 1.8 

�g/mL at 85% B/B0, and the detection limit was 0.39 �g/mL at 90% B/B0.  The antibody from 

H12-BSA immunized mice show high titers of antibody to cypermethrin with IC50 of 0.32 ug/mL 

and LOD was 0.02 ng/mL.  In summary, the indirect competitive ELISA method has been 

developed that can be used to develop research in a manner similar. 

Development of the ChE enzymes in the saliva found the developers have been able to 

measure the level of the enzyme, as well as with blood.  The accuracy of method was shown as 

coefficient of variation (% CV) were less than 5% of salivary AChE = 3.08, salivary BChE = 

2.91, red blood cell AChE = 2.54, and plasma BChE = 1.79.  The inter-variation found that less 

than 5% as well, the value of the salivary AChE = 3.38, salivary BChE = 3.38, red blood cell 

AChE = 2.24, and plasma BChE = 3.32.  Of the above methods to apply to real-life examples of 

voluntary groups and the control group showed Significant correlation between the activity of 

plasma BChE and salivary AChE (r = 0.205, p = 0.041) and between plasma BChE and salivary 

BChE (r. = 0.271, p = 0.006). Significant correlation was found only among the farmers in the 

functioning of the enzyme salivary AChE and salivary BChE (r = 0.697, p = 0.000). 
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�		
�1 �	��� / /���	
� 1-1 

�&&�G 1�

�&����(introduction)�

 

1.1 ���#������"��	
�#����%I�/�	
�	����������:��=�����
:���%I�/������������#
�����!9�,��'-� 

��+,����#�$���/�$���%���	9<	�'4��'�������#
	������+,� (agrochemicals) <!�"�$ %�����#
 �����#


�����!9�,��'-� (pesticides) ��#	�2������$����������,��A,�%@�%I����/���������, !���/{�<!����#
���������������#


�����!9�,��'-� �'��##���42�#�A!�,��! !����,����	
� 1.1  

 

        ����&�G 1.1 %��#�
���������������#
�����!9�,��'-����!,$����/�$��%N'.9. 2534-2554  

%��#�
�����#
�����!9�,��'-�������� (,��) 

%N '. 9. �����#
�����!"#�� 

(insecticide) 

�����#
�����!��-2��� 

(fungicide) 

�����#
�����!���'-� 

(herbicide) 
�-��| ��# 

2534 5,560 2,087 7,071 311 15,029 

2544 8,356 5,384 20,957 2,341 37,038 

2545 9,046 5,680 22,670 2,238 39,634 

2546 9,790 6,732 31,879 8,549 56,950 

2547 8,372 6,429 35,572 2,676 53,049 

2548 7,929 47,507 16,401 3,635 16,401 

2549 9,383 62,129 20,487 3,764 95,763 

2550 10,626 79,239 21,590 4,869 116,323 

2551 11,255 68,825 25,332 4,486 109,897 

2552 10,367 97,957 24,680 4,590 137,594 

2553 23,417 9,671 80,278 4,332 117,698 

2554  

(#.�.-#
.�.) 
6,850.93 2,585.88 25,442.67 1,459.83 36,339 

 Source:  Chunyanuwat, 2004, ��#���������+,�, 2011 



�		
�1 �	��� / /���	
� 1-2 

%I������	��'����>��#��,�"������"�!���#���A��������������$�?�'��-��#A	�# ��-������'�,����#

������A?�	
��%�
���"%���$����/�,���#
���'�*���	�A�A��
�'-��'���#������#�%�
���"%����2�!��� �!�#

#��+�:��9�����$A!�����4�=4����#��!���������?�''-2�	
�"���?�'?�#�����9�$���,$�������,	
������-� ",$�#-��#


�A����'�*���9�+^���"������#"/$���,� A!�������+,�"����,��/���#�����!
����'-������$���� 34��#
�$��

���������/���+,�����������#
	�������+,��'-���'��#�����,	�������+,� 

%���	9<	���!�$��%@�����$���������,	����+,�	
����������A�� A!���%N 2553 '��$�#
#���$����

�$�������$	
� 199.24 '��������	 (����������9�+^��������+,�, 2554) ",$���
��!
������{#
���������������#


	�������+,�#���42�!��� ������#���=�,����������������#
�����!9�,��'-� �'��#�42�	��%N 34��������#������������

��%N '.9. 2544 ( #.�. – #
.�.) '��$�%��#�
����������$	
� 36,339 ,�� "����%N '.9. 2553 '��$�#
�����������'��#�42�

�%@� 117,698 ,�� �#-��	�����"��%���?	��������#
�����!9�,��'-�	
��������'��$� �����#
�����!���'-� (herbicide) 

#
����������#��	
���! �-� 80,278 ,�� /�-� ������ 68 ������������������#
�����!9�,��'-�	�2�/#! �����#��-� �-� 

�����#
�����!"#��9�,��'-����$	
�  23,417 ,�� ������ 20 ������������������#
�����!9�,��'-�	�2�/#! (��#�������

��+,�, 2554)  

�����#
�����!"#����!�%@������#
	�������+,�	
����#
���94�+��������-�����������#
�����!"#���%@�

�����#
	
�#
'�+����"��,$�#��+�: "��#
�������'��##���42�",$�����������!��������#"��!�"�,�2�",$���������� ���

���, ������/�$�� "��������$� ������ �����{����+�"�����	����� �$������	�,$����?�'���#��#��+�: "��

����#
�
��,�-��| 	���/����!A�� /�-����!���,���=4��
��, ��%I�����������#
�����!"#�����$#<'�
	���!:��������/: 

(synthetic pyrethroid insecticide) #
�������'��#�42���-������#
���/��#���"��/��#������������#
�����!"#��9�,��'-�

���$#�����:A�����
� (organochlorine insecticide) �'����%@����	
�,�����������������"�!���# ���$#�����:A�

M���M, (organophosphate insecticide) "�����$#���:���#, (carbamate insecticide) ������#��	
��%@����!�!34#

���#��'-�"����,�:<!�  

���/���%���	9<	� �����#
�����!"#�����$#<'�
	���!:��������/:#
��������$����������� 	�2���'-2�	
�

��+,����# ��������-�� "�����!�����>��
��� ������#���=�,����������������#���������+,�'��$�#
���

��������'��#�42�	��%N A!���%N 2553 #
���������� 844.9 ,�� #���$�%��#�
 37 ������	 "#��$������#
�����!"#��

���$#<'�
	���!:��������/: ���%@����	
�#
A����������������<'�
	��� ",$%����	>�?�'!������#��	���

�?�'"�!���# "�����#�%@�'�+#
�����$� �
�	�2������#
�����!"#�����$#<'�
	���!:��������/:����%@�������

�	>��,$�����%����	,$�"#��"��#��+�: ��#	�2�#
���#�%@�'�+,$���,�: <!�"�$ �42� "����,�:�2�� �-�%�� 



�		
�1 �	��� / /���	
� 1-3 

�������
2�����#
�����!"#�����$#<'�
	���!:��������/:���,������$���,$������-�'��>�:����'9��� "�����

�$��/����!A��#���{�  

���/����=�����
:���,�������������#
�����!"#�����$#<'�
	���!:��������/: ���#�������#

���������+,� (2549) '��$� ���<3�%��:�#	���#
���,����������!�����"����<#��$���� !����2����,���

�������/:�����#
�����!"#�����$#<'�
	���!:��������/:	
�,�������'-��4�#
���#����%@���$��#�� �'-�����#

%��!?�����������A?����"����<#� "���%@���!
,$�����$�������"����<#� ",$��%I��������>
	
���������

�,�
�#,����$��#
/�����2�,�� �
�	�2�,������������!������#�����������4�	�����'�*����>
�,�
�#,����$��	
��$��

"����!��{� �'-��%��/��!���� %��#�
,����$��"�����	
������������! �'-���!,��	��������������/: 

������94�+������#��������#
�����!9�,��'-�����+,���"��������A?�	�2�	
��%@�����/�$ �!{������
�� 

"��/���#
���?:����/�$��%N '.9. 2543- 2549 A!� �
�������������=�����������	��9��,�:���?�' 

#/���	�������
���/#$ ��/�$�� %N 2544- 2549 (Stuetz et al., 2001,  Kunstadter et al., 2001, Panuwet et al., 2004, 

Zimmermann et al. 2005,  Asawasinsopon et al., 2006a, Asawasinsopon et al., 2006b, Stuetz et al., 2006, 

Prapamontol et al. 2006,  Panuwet et al., 2007a,  Panuwet et al., 2007b) '��$� ���$#,����$��%������#
�����#���

�����#
 ��$������ 3 ���$# %�����!������$#organochlorines   (��	� !
!
	
: p,p’-DDE; p,p’-DDT) !������%	
� 1.1   

"�� ���$#organophosphates "�� ���$# synthetic pyrethroids !����,����	
� 1.2 

21 21.9

13.7

7.78
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��+&�G 1.1 ��!��!
!
	
 (p,p’-DDE; p,p’-DDT) ��'���#�������$#��+,��"�����$#������A?������/��!��
���/#$   

                           (Prapamontol et al., 2006) 
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�����%	
� 1.1 ���/{�<!��$���+,���"��������A?���'-2�	
������+,�#
�����#������!
!
	
��� !
!
	


�%@����	
�#
�	>���$�����������:A#���#��+�: (human endocrine disruptors) A!���!�����!
!
	
#


���#��#'��>:�����������!�� testosterone "����������������!�� estrogen ���'9��� "��#


���#��#'��>:�����������!�� thyroid hormone ��,���$�������?: A!����,�������-�!�������� 

[Asawasinsopon et al., 2006 a, b)] EAK �$������� 2 papers  

 ����&�G1.2   ��!������#,�A�<�	:��������#
�����!9�,��'-���%I���������!{������
�� ���� 12-13 %N  

                 ���A����
��"/$�/�4��������?��#-�� ���/��!��
���/#$ 

Metabolite Levels  

Pesticides 

 

 

Metabolites 

% 

Detection 

(n=207) 
Mean±SD 

(ng/ml) 

GM 

(ng/ml) 

Min-Max  

(ng/ml) 

Ref value* 

(ng/ml) 

Organophosphate insecticides: 

  - Parathion PNP 98 4.15±3.63 2.87 0.28-19.47 ���<#$���/�! 

  - Chlorpyrifos TCPY 92 4.33±5.04 2.81 0.20-34.53 ���<#$���/�! 

Synthetic pyrethroid insecticides: 

   - Chlorpyrifos 3-PBA 47 2.06±7.70 0.67 0.03-74.00 1 

c-DCCA 40 2.13±10.08 0.61 0.16-91.45 2   - Cyfluthrin, 

Permethrin, 

Cypermetrin 

t-DCCA 37 1.83±2.81 1.19 0.44-19.90 2 

Ref: Panuwet et al., 2007a.   * Heudorf et al., 2006. 

���,����	
� 1.2 34��94�+����!{������
����2�#�>�#94�+�%N	
� 1 (���� 12-13 %N) ,���'��#,�<�<�	: 

(metabolites) ������$# organophosphates "�� synthetic pyrethroids  =4������� 37- 98 ������$#�����
�� 207 �� 

"#��$��#,�<�<�	:  ��<#$�����$� Reference value 	
���#�/�#
<!���%������	���<%�{,�#  

�������
2���#
��������-2��,��A!� %����� ?�����9"���
� (2007) 34��	�����94�+������#���

�����#
�����!��-2���A!�	�����94�+���,����$��%I�����������$#�����
����2����� 10-15 %N ������ 320 ��	
�

��9�����$����,,����A%��"�� ����?�"#$��# "��,�������	��� ����?�"#$",� ���/��!��
���/#$ '� #
��� 

ethylenethiourea (ETU) ������ 13 (Panuwet et al., 2007b) ��� ETU ���!����������,����������#
�����!��-2�

�����$# ethylene-bis dithiocarbamates (EBDCs) 34��������#��	
���!���$#/�4�� <!�"�$  mancozeb, maneb, nabam, 

zineb ��� ETU #
���#��������!��������	����?�'A!���!�%@����	
�����$�#���{�<!� (WHO, 1988)  
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������94�+��/�$��
2 �4���#��=���#��<!��$���+,���"��������A?�/�-����	
�<#$<!�	�������+,�#
���

��#��������#
�����!9�,��'-���$������ 4 ���$# �-� organochlorines,  organophosphates, synthetic pyrethroids  

"��dithiocarbamates 34��#
�����������'��##���42�#�A!�,��! "��������,���'������$#������A?���2� 

���#��<!��$������#
�����!9�,��'-��/�$��
2���$��/$��A3$��/��"��������$�$�����#��+�:��	
���! 34���%@�����$��
2�$�

��/�����������<#$%��!?��,$�������A?�  ��������,��/��%��!?����2� ����-2��,��,���#
���,��������#


,�������!�����������,/��,=�!�� 34����>
	
�������$��%I�������-���!,����
	
 (GT) 34��'�*��A!���
����	�� 

>�%/�#"���
� ��#��	��9��,�:���"'	�: ��!,����
2�%@����,������$# ���:��A�M���M, "�� ���:���#,

��?�������+,�34��#
�����������#
�����!9�,��'-�/������!!��/���^������������"�����,���'����$�����

#��+�:!����$��"��� "��#
���#'���#����!��/�4����/���%F���,����������	�����+,�"���/��
: 

���	�����>��
��� 34���$���/�$��,����������/:���$# organophosphates "�� carbamatesA�����������C �
2 

�4�<!�'�*����>
,����������/:������$#	
�������#��  ��$� ���$# synthetic pyrethroids  "�����$# dithiocarbamates   

1.2 <#)	���
��#���&����������������%�+N		9�
�- Chromatography vs Immunoassay 

 ��!�������#
�����!9�,��'-�,����������$����!��,���#������!����A����#,$����#/�-�,$�#������,�

(/�-���!�� ppb) ������,����$�� ",$#
���#�������'����%@����'�+	
�#
���,���"���%@�'�+,$����?�'<!� 

��>
#�,�^��	
���������,����������/:�����#
,�����������	���� chromatography ��$� ����������/:

�����#
�����!9�,��'-����$# organophosphates ������	���� gas chromatography- flame photometric 

detection (GC-FPD) /�-� gas chromatography- mass spectrometric detection (GC-MS) ���/������$# 

synthetic pyrethroids  "�����$# dithiocarbamates ������	���� Gas chromatography- electron capture 

detection (GC-ECD) /�-� GC-MS  34����>
,$��| 	
�����	�����/�$��
2��,����,�
�#,����$���/�����!�$��O
!

�������-����'-��,����������/: 	�2��
2�'������,����$��	
��,�
�#<#$����!'���	���/� chromatogram #
 base 

line <#$��
�� �$����/�"%�����!<!� "��	
��������-�	���/� detector ��
�<!� 34��%I�/�/���	
����!�42��$��|

!����2� ������,�
�#,����$��"������������/:���������"���$�����$��'�| ��� �4�	���/����������������

�����,��� �
�	�2�#
����"'�=4�,����$���� 2,000-3,000 ��	  !����2� A������������
2 �4�<!�#
���'�*����>


�/#$| 	
�#
����<#$"'�"����#��=�����,���<!���!��{� 	�2��
2A!���9���	����������,�����"��,����

"��"��,���!
����% immunoassay  ��$� enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 34��",$�!�##


������#�������,���	����	��9��,�:���"'	�: ",$�����#
�����!9�,��'-��$���/�$#
���!A#�����

�$��������{� (400-600 Da) �4�����%@�,����,�
�#���!A#������/��/�$�42��%@������##��A���� (immunogen)  
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�'-�����<%���,����/������"��,���!
����,�:	!��� (/�� ���,$��) !����2� ��>
 immunoassay �4��%@���>
,���

�����#
",$�����! 34���/#�����/������,�����!����,����$��������#�� (massive screening) �
�	�2�

��#��=,���<!���?�����#<!�"��#
����<#$"'� ���
�	
���>
 GC "�� HPLC ��#��=�������/:���<!�#�

����!�� 1 ���2� (multiple components) !����2� 	�2���>
	
�����	���� chromatography "�� immunoassay �4�

����#9���?�'34�����"�����������������/:�����#
����!��,���|   

 !����2������94�+��
2 �4�#
��,=�%�����:�'-��'�*����>
,��� synthetic pyrethroids "�� ELISA �'-��,���

��!���� ��� cypermethrin residue "���'-��'�*�����,�����! cholinesterase activity A!�	����,����$���2�����

"	����,�������-�!!����'-��%���#�������#��������#
���$# organophosphates "�� carbamates 34�������#
 2 

���$#�
2��#��=�����2����	�������� cholinesterase enzymes 34��<!��������#������ 35 ������$#/���!�����#


�����!9�,��'-�	
�,������,���,�!,�#�=�����
:������"�����,�������%���	9<	� !����,����	
� 1.3 

 ����&�G 1.3 ���$#�����#
�����!9�,��'-�"���	����	
���������'�*����>
�������/:�����#
,����� 

Techniques 

Pesticides 
Chromatography Immunoassay 

1. Insecticides:    

1.1 Organochlorines   *GC-ECD/GC-MS * DDT, *Dicofol, *Chlorpyriphos  

1.2 Organophosphates  *GC-FPD/GC-MS 

1.3 Carbamates ***HPLC-FLD 

**Cholinesterase  

1.4 Synthetic pyrethroids  **GC-ECD/ GC-MS ** Cypermethrin 

2. Fungicides- dithiocarbamates **HPLC, GC-ECD/GC-MS *** 

3. Herbicides ***HPLC  *** 

 

 ���,����	
� 1.3 %I�������=�����������	��9��,�:���?�' #/���	�������
���/#$!������������$"��� 5 

��>
 (*)      <!�!������������A������������
2 �
� 4 ��>
 (**) "����!���������������,$�<% �
�  4 ��>
 (***) 

 

!����2� ����������������2��
2 �4��%@������������������"��'�*����>
�������/:�����#
�����!9�,��'-� ���$# 

synthetic pyrethroid insecticides "�� dithicarbamate fungicides "��<!�'�*���� 2 �	�����-� chromatographic 



�		
�1 �	��� / /���	
� 1-7 

techniques "�� immunoassay �'-���/���#��=,������,�������,����$��,$��| <!� ��$� ��� ��<#� "��,����$���-��|  

��#	�2��'-��,�����������#��������#
���$#  organophosphates "�� carbamates 

 

1.3 �
 89+��
���<)�$������ 

 �'-�������"��'�*����>
	
���#��=,���<!���!��{� (rapid) "��#
���#<� (sensitive) ������������/:

�����#
�����!9�,��'-�,�����A!������/�#
����,�
�#,����$��	
��$�� (simple) �'-���!,��	�������,���

�������/:	�2���!������� �$����!�"�������#
 

 A!�#
��,=�%�����:�O'���%@� 3 %���!{� !���
2 

(1)  �'-��'�*����>
�,�
�#,����$��	
��$��"����!��{����/����������/:�����#
�����!"#�����$#synthetic 

pyrethroids "�������#
�����!��-2������$# carbendazim ����!��,���| A!�����	���� gas 

chromatography-electron capture detection (GC-ECD)  "���-���������,���A!�����	���� 

gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) 

(2)  �'-��'�*����>
 ELISA ���/���,��������#
�����!"#�����$#<'�
	���!:��������/: ���!

cypermethrin ��,����$�����"����<#�  

(3)   �'-��'�*����>
��!���	�������� cholinesterase enzyme ���2�����"	����,�������-�!  
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�&&�G 2 

&�&���)�
�� (literature reviews) 

 

 �����	�	��������	
���
������������2��
2 ��#�$�������������"��'�*����>
����,�
�#

,����$���'-�����,����������/:	
�#
���#��!��{�"��#
���#<������42� 34����	���/���#��=,������

,�����<!�=��,���"��"#$����#���42�!��� A!�"�$��%@� 4 /����� !���
2  

 

2.1  ����� ���� 
�)�=����!G)������������
���������	
��"!B)����9=� benzimidazole 

2.1.1 <#)���&
G�>+<)�
���������	
��"!B)�����������Z�� (carbendazim)  

�����#
�����!��-2��� carbendazim �%@������#
�����!��-2������$# benzimidazole (MBC) 

%���?	!�!34# 34��������$#�
2��#��="	��34#"�����-�������?����,��'-�<!� A!���#��=34#�$��

��2� cuticle �����'-�"�����$����	$������
�� (vascular system) ?����,��'-�"������-�������<%��$

�$��,$��| ���'-� 	�9	��������-�������A!��$���/�$�����-�������<%��$��-2���-�������/�-��$��

��! 34�����%���?	!�!34#<#$����%@�,���O
!'$��/�	���	���$�������'-� %���	9<	�#
����������

��%N '.9. 2553 #����$�  90 ������	 (�����������#'-�"�����!������+,� ��#���������+,�

2553) !������#�%@�'�+ #
'�+�O
��'���	��%�� (/��) 15,000 #�./��. 	�����/��� (/��) #����$� 

10,000 #�./��. A��'-�	
������!<!� <!�"�$ A����</#� A�������"/�� A�����
!�
�2��,�� A����

"%&� A������! A��"��"	��A�� A���"�% A��#
��A�� A�����
�	� A������!!�� A������$� 

'-�	
���� <!�"�$ ���� ���$� ��# =��� #�#$�� ����� ����� ���%��! ��"M �� ���,$��| '-�<�$ <#�!��

"��<#�%��!��	���<% ��,��������"����>
��� ��$� �����!A��'-�	���<%�����,�� 6-12 ���# ��#����2�� 

20 ��,� ����/��������!
"���O
!'$�	
����/�	���,��'-� �#-��,���'��$�#
A��'-�%���F ���32��	�� 7-14 

��� ����

���"�$	$��'��>�:���� �����,�� 30-60 ���# ��#����2�� 20 ��,� ��������	
�����$�������{�

��
��� 4 ��%!�/: ��������!'�+ 	���/����/���"��!��,��������-�� ���"��'�+ =��=�����/���/�-�����

,��/�����!����2��#��| =����-��������<%,���	���/����%�������
��A!���{�"������+�,�#����� 

Carbendazim #
�-��	����#
 �-� methyl benzimidazol-2-ylcarbamate #
A�������� "�!�!��

��%	
� 2.1 #��A#����� �	$���� 191.21 "��#
��,�A#����� �-� C9H9N3O2  
 

 
��+&�G 2.1 "�!�A����������� carbendazim 
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"�����:���!�3�##
��<��������,����'-�"������"�!���# "�!�!����%	
�2.2 "�� 2.3  

 
��+&�G 2.2 ��<��������,�����carbendazim ��'-� 

 
��+&�G 2.3  "�!���<��������,����� carbendazim������"�!���# 

 

2.1.2 �����&�<)� carbendazim %�
�G�����#)� 

��4���
��, (half-life) ��� carbendazim ��!��%��#�
 40 ��� (Otto, 1975) "�����2��"��

,����!�� #
�$� half-life �	$����  61 ��� (���?���<#$ sterile) "��  303 ��� (���?��� sterile) 

(Arthur, et al., 1989b) �
�	
�#
���,����������/: carbendazim '��$� #
 % recoveries %��#�
 

90% /��������{�,����$��"�%�%���<�� 18 �!-�� "�� peaches 26 �!-�� (Hoesterey and Tomic, 

1995a,b) "�� % recoveries �	$���� 74-82% /��������{�#���-��	9"��=�����
��<��  30 �!-��

(Goldberg, 1989a) 	�2��
2������94�+���� Deardorff ( 1991) '��$� benomyl, carbendazim "�� 2-

amino-1H-benzimidazole 

 ��������$��!��<!�#����$�  9 �!-�� (95% recovery) "�� carbendazim �����$��=����/�-��

#����$� 36 �!-�� (Goldberg, 1989b; McNally, 1991b) �������
2���#
�$����,����������!	
���#�/�
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#
<!� (maximum residue limits, MRLs)  ���  carbendazim ��,����$��'-����",$��%���	9"�!�

!��,����	
� 2.1 

 

 ����&�G 2.1  "�!��$� MRLs  ���  carbendazim ��,����$��'-�  (mg/kg) 

Plants Thailand CODEX EU Australia Korea 

Garlic - - 0.1 - 1.0 

Chili 2.0 2.0 0.1 - - 

Ginger root - - - 10 - 

Pepper - - 0.1 - - 

 

���,����������/: carbendazim #
/�����>
!������ ��$� ����������/:!������-��� liquid 

chromatography 	
�,$����!
�	��,��:  mass spectrometry (LC-MS) (Blasco et  al., 2006) �
�	
�#


������,��	���������������!/������!!������ ��$� acetonitrile (Romero-Gonzalez et al., 2008), 

ethyl acetate (Blasco et  al., 2006 and Pan et al., 2008), dichloromethane (Hiemstra et  al., 2007) 

�������
2���#
��� homogenize ������$� "��������!!�����-����
�� (sonicating)  (Pan et al., 
2008) "��#
������!!����	���� solid-phase extraction (SPE) 	
������!��� C18 �'-��	���/����	
�

,������,����������/:#
���#���#��� (Juan-Garcia et al., 2007)  �$�����,����������/:!������-��� 

High performance liquid chromatography (HPLC) #
���%�����,:A!����%����%�
��������� 

mobile phase ��$� methanol-water (Pan et al., 2008)  /�-� acetonitrile-water (Singh et al., 2007) 

�'-���/����+
�'
�#
��%�$��	
�!
"��#
���#����
�!#���42� ��%I������#
���,����������/: 

carbendazim ��,����$����<#� ��� �2�� !�� "��<�	: �%@�������#��  

���94�+���� Zamora "���
� (2003) �%@����94�+� carbendazim, fuberidazole "�� 

thiabendazole ��,����$���2�� !����	���� SPE A!���� C18 �%@� cartridge  "��,����������/:!���

���-��� spectrofluorimetry 

Michel "��  Buszewski (2004) <!�	�����94�+�,����������/: carbendazim ,�������

,����$����� A!�����	����������! matrix solid-phase dispersion (MSPD) "��,����������/:!���

���-��� high performance liquid chromatography (HPLC-UV) 	
����#�����-�� 279 nm ��� column 

"�� switching 34��������94�+�	
����#���#��� 0.04, 0.08 "��  0.1 g/g  '� %recoveries �	$���� 

84.3-90.7%   

Nozal "���
� (2005)  <!�	�����94�+������#
�����!��-2������$# azolic ������ 8 ���! 

<!�"�$ cyproconazole, diniconazole, tetraconazole, thiabendazole, flusilazole, triadimenol, 
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triadimefon, carbendazim "���%@���'���<!�����������,����� 2-aminobenzimidazole ��

,����$���/���<�	: 34�����!!����	���� SPE "����� polymeric �%@� solid phase  "��,����������/:

!������-��� LC-MS 	�2��
2#
���%�����,:��>
���A!����94�+�%I����,$��| <!�"�$ mobile phase, 

column temperature, corona current "��  fragmentor voltage 34��������94�+�'� % recoveries 

���$���$�� 83-109% �$� SD ,�����$� 10% "�� LOD �	$���� 9-31 ~g/L  

Singh "���
� (2007) 	�����,����������/: thiophanate methyl [1.2-alpha-(3-

methoxycarbonyl-2-thioureido)benzene] "��  carbendazim ��,����$����/����%�
"��#���-��	9 

34�����!!����	���� Microwave-assisted extraction (MAE) "��,����������/:!������-��� HPLC

������94�+�'� % recoveries ��� carbendazim �	$���� 69-75%. "��	������-���������

�������/:!������-���  HPLC-MS  

Pan "���
� (2008) 	�����94�+�A!�����	����������!"�� Ultrasonic solvent 

extraction (USE)  �����,����������/:  monocrotophos, dimethoate, imidacloprid, carbendazim, 

carbaryl "��  simazine ���,����$������� 34�����94�+����2��
2	�����94�+����!���,��	�������	
�

�����������! ��������������! "����2�,��������! 	�����,����������/:!������-��� liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS-MS) 34�����������!"����2�,���!
�� ���!

!���,��	������� ethyl acetate %��#�,� 40 mL "�� sonication �%@��������� 35 ��	
 '� % 

recovery #����$� 83% "�� LOQ ,�����$� 1.4 ~g/kg  "��������94�+����2��
2'��$���>
 USE �%@���>


	
�%��/��!"��#
%����	>�?�'�����,����������/: monocrotophos, dimethoate, imidacloprid, 

carbendazim, carbaryl "��  simazine ��������#-���%�
���	
�����������!������ homogenized 

extraction method   

Thurman "�� Ferre  (2008)   	������������/:�����#
�����!9�,��'-� 301 ���! ��,����$��

'���<	��! "��#���-��	9 A!�������-��� Agilent G6410A Triple Quadrupole Mass Spectrometer 

(QQQ) 34��������94�+� carbendazim A!������>
������!��� QuEChERS method  '� LOD ���

'���<	��! �	$���� 0.5 ~g/kg "��#���-��	9 �	$���� 1.0 ~g/kg 

Radisic  "���
� (2009) 	�����,����������/: acephate, monocrotophos, carbendazim, 

acetamiprid, dimethoate, simazine, carbofuran, atrazine, diuron, DNOC (4,6-dinitro-o-cresol), 

malathion "��  tebufenozide ��,����$���2����<#� !������-��� LC-MS-MS	��������!!����	���� 

matrix solid-phase extraction (MSPE) A!���� diatomaceous earth "��3�!��� dichloromethane  

������94�+�'�  % recoveries  �	$���� 71–118% �$� SD �	$���� 5–15% �$� LOD �	$����   0.01–

0.94 ng/mL "�� LOQ �	$���� 0.03–3.12 ng/mL 

 �
�	
� Wu "���
� (2009) <!�	�����,����������/: carbendazim "��  thiabendazole 

(TBZ)  ��,����$��!��"���2��  !����	���� dispersive liquid-liquid microextraction (DLLME) A!�
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������-��� HPLC"��!
�	��,��: fluorescence  ,��	�������	
������������! �-� chloroform (CHCl3),  

% recoveries ��� carbendazim "�� TBZ �	$����  50.8 and 70.9% , LOD ��,����$���2�� �	$���� 

0.5-1.0 ng/mL "����,����$��!���	$���� 1.0-1.6 ng /g "���$� SD �	$���� 3.5-6.8% (n=5), % 

recoveries ���  carbendazim "�� TBZ �������,�# (piking) ���2�� 	
���!�����#���#��� 5 "�� 20 

ng/mL �	$���� 84.0-94.0% "�� 86.0-92.5% ,�#���!�� "����!��	
���!�����#���#���  10 "�� 100 

ng/g  % recoveries �	$���� 82.0 "�� 93.4%. 

 

2.2 ����� ���� 
�)�=����!G)������������
���������	
�������9=�synthetic pyrethroids  

2.2.1 %����,������#
�����!"#�����$# synthetic pyrethroids 

 �����#
�����!"#�����$#synthetic pyrethroids ���,�42����2�"����%N '.9. 2513 "��#
���

����,���'��#�42�/������	���A��#
���/��# ������ "��#
��������#�����������#
�����!"#�����$#

organochlorines "�������#
�����!"#�����$#���:��A�M���M,"�����:���#	���,�� �����#


�����!"#�����$#synthetic pyrethroids<!�#
��������$�����������	�2���'-2�	
���#���'-�������!"#��

,$��|��������#=4�	����>��
��� "��#
������#����'-2�	
���+,����#�'�������
2#


���#��#��=����������!"#��<!���$����!��{� (knock down) /������"#��<!���#�������
2������

<%	���/����!���#��!%�,��������%����	�$������ 	���/����!��������,�� "��,����	
���! 

�����#
�����!"#�����$#synthetic pyrethroids 	
�#
��������$��"'�$/���<!�"�$ cypermethrin, 

permethrin, fenvalerate, "�� deltamethrin (Heudorf et al., 2006).  

 �����#
�����!"#�����$# synthetic pyrethroids ��#��="�$�<!��%@� 2 ���$# "�!�,��,����	
� 

2.2 A!����$#	
� 1 (Type I) �%@����$#	
�<#$#
����,�#������$#<3��A� (non-cyano group) "�����$#	
� 2 

(Type II) #
����,�#������$#<3��A� (cyano group) �'-���'��#%����	>�?�'��������!"#���/�#��

�����42� ���'�*��%����	>�?�'���	�������������#
�����!"#�����$#synthetic pyrethroids 34�����

�!�#���<'�
	���34������,��<!���$����!��{��#-��A!�"�� �����"���{#
���'�*��A���������/�#


���#��	��'��##���42� ���	
����#
����,�# aromatic alchols "�����	
� 3 #
���'�*��A!��'��#

A�����������>�,����$# halogen "��#
���'�*���%@� Type II A!��,�#������$#<3��A� 	���/�#


���#�%@�'�+�'��##���42� "���������!	���#
���'�*��A��������	
�#
���#/���/��� A!�#
/��� 

isomer �4�	���/���#��=������<!���$����������� 
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 ����&�G 2.2 %����,������#
�����!"#�����$# synthetic pyrethroids 

 Type I Type II 

Natural compounds 

pyrethrin 

 

1st synthetic analogs 

 

allethrin 

 

2nd aromatic alchols 

remethrin 

 

3rd halogenation and

�-cyano addition 

permethrin cypermethrin 

4th 

isomeric enrichment 
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2.2.2 ���
��� 
�
���������	
�������9=�synthetic pyrethroids 

�����#
�����!"#�����$#synthetic pyrethroids �%@����	
�#
�������,��<!���$����!��{��#-��

�%�
���	
����������#
�����!"#�����$#organochlorines A!�#
�������,���#-��=��"�� ���/�����

��'-��#-��=��"���������,�����$���$�� 4-28 ��� ���2�����!�����$���$�� 20-50 ��� "����,����

!�����$���$�� 50-90 ��� �42����$����?�'"�!���#"��A����������������#
�����!"#�����$#

synthetic pyrethroids "�!�!��,����	
� 2.3 

 

 ����&�G 2.3  �������,�������#
�����!"#�����$#synthetic pyrethroids��'-� ���2�����!�� "����

,����!��  

 

 

Synthetic pyrethroid 

insecticides 

��'-� 

(���) 

���2�����!�� 

(���) 

��,����!�� 

(���) 

lamda-cyhalothrin 9 7 28-44 

permethrin 10 51-71 5-42 

cyfluthrin 14 4 13.5-23.8 

cypermethrin 4-12 >50 <14 

fenvalerate 14-28 21 15-90 

deltamethrin 5.9-17 2 31-36 

 

2.2.3 �����+E���?<)�
���������	
�������9=�synthetic pyrethroid 

 ��������������� The German Federal Environment Agency (2548) '��$��$����#�%@�

'�+��������#
�����!"#�����$# synthetic pyrethroids����,�:��
2�����!����# �$� LD 50 ���$���$�� 20 

- >5000 #�������#/�2��/���,�� (��A����#) �#-��	��������"�����#�%@�'�+ ���:������#��A�� 

(WHO) <!���!�/� �����#
�����!"#�����$# synthetic pyrethroids ���$����!���%@�'�+���� (slightly 

hazardous) "�� <#$�%@�'�+ (unlike the present acute) 34���%@�<%��	�9	���!
�������� US EPA 

"�!�!��,����	
� 2.4 ",$�����#
�����!"#�����$# synthetic pyrethroids ��#
���#�%@�'�+������42�

"��%�� ���/����42�/����#���=���{��,��	��	
 "�����/���%���{#
���#��#��=��������,���#�� 

�42����$������!��������#
�����!"#�����$# synthetic pyrethroids 
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 ����&�G 2.4  ���#�%@�'�+��������#
�����!"#�����$#synthetic pyrethroids 

������"��,�#���#�%@�'�+  LD50 #�������#/�2��/���,�� (��A����#) Synthetic pyrethroid 

insecticides WHO US EPA Bee Fish Rat (ppm) 

Type I 

  permethrin 

 

- 

 

II 

 

HT 

 

VHT 

 

1200 

Type II 

  cypermethrin 

  deltamethrin 

  fenvalerate 

  lamda-cyhalothrin 

  cyfluthrin 

 

U 

U 

- 

III 

- 

 

II 

II 

II 

II 

II 

 

HT 

HT 

HT 

HT 

HT 

 

VHT 

VHT 

HT 

HT 

VHT 

 

250 

135 

450 

56 

250 

Note: a.i: active ingredient 

Class II: moderately hazardous (U.S. Environmental Protection Agency: US EPA) 

Class III: slightly hazardous U: unlike the present acute; (World Health Organization: WHO) 

Fish: Very high toxic (VHT) = < 0.1, high toxic (HT) = 0.1-1 ppm 

Bee: Highly toxic (HT); kill upon contact as well as residue 

 

2.2.4 ��������������
���������	
�������9=� synthetic pyrethroids 

�����#
�����!"#����2���,���#
����,�
�#,����$���'-���/��/#���#�������������/: 34��

�42����$������!������	
�,�������������/: ,����$��	
�,�������������/: "�����-���#-�	
�,������

�������/: ����,�
�#,����$���'-������������/:��2�#
���#����%@���$������ �'-���/�������������/:

=��,���"���$���-��=-� 34������,�
�#,����$�����	
��$�������2�,����$�� %��/��! "��#
���#=��,���  

A!�	���<%��2�,��"���-�������!���A!�������	���������������!��
���$� liquid-liquid 

partition ������94�+�'��$���������	
����#����-� acetonitrile, acetone, hexane, ethyl acetate, 

methanol, and dichloromethane (Pang et al., 1994, Sannino et al., 2003, Bempelou et al., 2006, 

Lesueur et al., 2008 ) 

�������
2�
���2�,��	
��������-� ���	��,����$��	
�<!��/�����! (clean up) 34�����%@��'��#

���#=��,���������������/:"���$�����+����-���#-����/����������/: A!��O'�����-�����#��="��

���<!�����!��,��� ��$� GC "�� HPLC 34������2�,����� clean up �$���/�$�����"�� solid 

phase extraction (SPE) (Zawiyah et al., 2007; Anastassiades, 2003; Masahiro et al., 2005) 
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������94�+���2�,������,�
�#,����$���'-���������/:�����#
�����!9�,��'-�	
�,����������

"����<#���� Anastassiades (2003) 	
��-�� “QuEChERS” 34��#���� “quick, easy, cheap, effective, 

rugged, and safe” (��!��{�, �$��, =��, #
%����	>�?�', ��	� "��%��!?��) 34�����%��#�
���	��

�������������!���� ",$��!�$�����$	
�%����	>�?�'����2�,����� clean up (Masahiro et al., 

2005; Lesueur et al., 2008).  

 

2.3  ����
������� ELISA ��!G) ��	�
�
���������	
����� cypermethrin  

cypermethrin �%@������������/:���$# synthetic pyrethroids type II 	
�����	>���$�/������

	
�"#�����/�-���#����������<% A!� cypermethrin#
��������$��"'�$/��������%���H&�� >��'-� 

���"����<#� "�����/��������{����+������, A�������� cypermethrin �������� pyrethrum 34��

�%@���������!"#��>��#��,�	
�#
���$��!�� pyrethrum A!�<!�%���%����/�#
%����	>�?�'����42�

�	>��"���42�"��#
���#��=
��#���42���$�������>��#��,� 

����� cypermethrin ���42����$������%F���#'��>:����$��A3�!
�#���3��:%����		
��%�!

"��%�!�'-���/����!����$������
%����	 A!�����%�!"��%�!�
2����������<#$�
�#��������	
�%@�

����	
 �������
2 cypermethrin �������� receptors �-��| ������%����	 ���{�-����!���

���,���32�����������	
�������#����4� ��������'�+��#=4����#����4�	
���!%�,������/���  ��
��/��  

%�!/��  ��-��<�� ��-����/�� "�����#�/�-������ ����
��"�����/����������'����/���'��#�42�  

�������
2cypermethrin���#
��	���/����"��,��������-��A!�%�,��������/��<%/������<#$�
�

��� ",$�����%���	
�#
�����#�����$�����"�� ���#
���������#��-2����,�� "��������,�� ����



��$��
2�������������#
���$�%@��������/�����%!�/: 

cypermethrin #
�$���4���
��,��!�����$��/�$�� 4 "�� 12 ��� ��$��<��{,�#������94�+����

Chapman "�� Harris (1981) '��$� cypermethrim ,�����������#����$��
2��$��#
��������� A!�

��!��'-2�	
���+,����#�� Ontario "���!� cypermethrin ��#��=,�����<!���������/�$�� 4 =4� 

12 �!-��A!�#
���#��	�������!��%�	��� "����	�#����!��A��� �$������2�'-2�������!�� 

�����	���������$�A��� (4 =4� 6 �!-��) 

cypermethrin ��#��=���=$�����	��%I����� �$���/�$����%��� PBA glucuronide 4' - 

OH - PBA "�� N-(3-phenoxy-benzoyl) glutamic acid �������
2���'� cypermethrin ��

������"����-2���-�� "��,�������<�#�����$����� "�����2���#<!��
�!���  
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2.3.1 ������ �_��
����
���� ��	
)�<)�����&����)�9�
������ cypermethrin %�

 
�)�=��
�G�����#)����&��"��,�� 

 

��>
���,����������/: cypermethrin ,�����	
�#
���'�*���42���$�����������#����,����$��

'-�  !��  ���,?�
7:�����,�:"��,����$������"�!���# A!���9��������!���,�����!������	��

��������	�
�: "��	���/�,����$��	
����������/:����!�42�A!������>
 solvent-solvent partition "��

adsorption column chromatography "���,�����!%��#�
���,�����!��� ���-��� Gas 

chromatography-electron capture detection (GC-ECD) /�- GC-MS 34����>
!����$����#��=

�������/:/����<!�	
���!�����#���#���,�����<%=4���!��  ng/mL (ppb) ��>
	����-��	
������#�

	!"	���>
#�,�^��	
�'�*�����/�����������>
 HPLC-UV "�� Thin layer chromatography ���

<#$�%@�	
����#�����-��������>
#�,�^�� GC-ECD #
���#<������,����������/:#����$�"�����

�,�
�#,����$��<#$",�,$�����#�� ��$��<��{,�# =4�"#��$���>
 GC-ECD ����#��=�������/:%��#�


<!�=��,���"#$����"���%@�	
����#"��� ��>
!����$�����#
���!����-� #
���������	����������	�
�:��

%��#�
#������2�,��������!"���,�
�#,����$���/�����! !����2��$�����$��������������/:,$�

,����$���4����#�� �
�	�2����-���#-�������������/:#
����"'� '���#������,������	
�#
���#

3��3��� !����2��4�,���������	
�#
���#�����������!�"�"�������#���	�����������-��� !����/,��
2

�4�<!�#
���#'����#'�*����>
����������/:�/#$	
���#��=!�����������$����!��{� #
%����	>�?�'

��� A!������	��9��,�:<!�'�*���	����	
���
���$��"������<#$"'����/�������������/:,����$����

%��#�
#��| 	
���
���$� immunoassay (IA) ��$� ��>
 enzyme linked immunosorbet assay (ELISA) 	
�

'�*��#�����	���� immunochemistry  

�	����	�� immunochemical methods �%@���>
	����-�����/�������������/:��������!

9�,��'-� ��-������#
���#<� �$�� "�����#�$� ��>
����
2<#$����%@�,���������-���#-�����"'�	
�#
���#

3��3��� ����������	
���!	
���,������#��������>
�
2�-� "��,���!
 (antibody) 	
�#
���#����'��,$����	
�

,�������������/: ��>
 Immunoassay 	
�<!�������'�*�����/������,�����!��������!9�,��'-��$��

�/�$�-� ELISA  34��#
��2�,�������,����������/:	
��$��<#$3��3��� A!���9��/���������"�$����

��/�$�����	
�,�������������/:"�����	
�������#���# "��/�%��#�
���,�����A!�����$�����#

���#����
 A!����-��� ELISA reader �$�� radioimmunoassay �%@�/�4����%���?	��� 

Immunoassay #
���#<���� ",$���#
���#�������
���������#%��!?����������!���"����������! 

���!���##��,����
 !����2��4�#
���'�*����>
 ELISA �%@��$���/�$ ������"�����"�%�	� (hapten) 

�%@���2�,�����������/���������,"��,���!
,$�����%&�/#�� 34�����!����$�����,���#
A��������

�����������	
�,�������������/:�/�#��	
���!�'-����<!�"��,���!
	
�#
���#����'��	
�!
�����

�������/: 
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2.3.2  ��+���<)�ELISA   

��%"�������>
 ELISA 	
�����$��	
���!���/�������������/:��������!9�,��'-��-� direct 

competitive ELISA (dc - ELISA) "�� indirect competitive ELISA (ic - ELISA)  

dc - ELISA 	
��%@���%"��	
�#
���������"��,���!
��,�4��� microplate ��	
�34��#����	��

A!�����$#�����-�	
� 4 ��9��3��3
��/�-�	
���
/?�#�/��� ,����������/:���,�����!�����������

�!��!�������"�$���������,����$��������"�%�	�	
�,�!������<3#: �����!%��#�
��#��=��!

<!�����
	
����!������<3#:��"�%�	���� color reagent A!��
��,�����#�����#���#����-� =���


���#"�!��$�#
%��#�
�����,����$������"��=���
���"�!��$�#
%��#�
�����,����$��#��  ���/���

��>
 indirect ELISA, microplate �����-��!���A%�,
�	
�,$�������"�%�	� 	
����#���#���	
�

�/#���# "�������!��������������"��,���!
��������,����$��"�����������"�%�	� 	
�����

���$���'�	  �����2�"��,���!
,��	
����	
�#
���#����'��,$�"��,����"��",$#
������"�%�	� 	
�

,�!O���!������<3#: ���%@�,��������#���#���������	
�,�������������/: 34�����"%��������

/�������!
����� direct ELISA  

%��A���:��� ELISA �-���2�,��������,�
�#,����$���'-���������/:��#��=	��<!��$�� A!�

������	�������	
���#����2��<!� ��$� acetone, acetonitrile /�-� methanol ��#��=	
���������!

,����$�� "�����#���-����!�����M�M��:	
��/#���#�{��#��=�������/: <!�  !��#
���������94�+���

,����$��,$��| #��$��/����
2 ��$� ��,����$����/�� (Botchkareva et al, 2003.), �2�� (Hao et al, 

2009) !��"��,����$��%I����� (Shan et al, 2004, Kim et al ., 2007) ",$��$��<��{,�# �{��#
�����

������!,����$��,$�������������/:<!���
���$� matrix effect 	���/����!�����%��# /�-� ��%��#

<!���$���� !����2�/��#
%I�����
2���#��| �{����#��=�'��#���������������!���������

,����$���$������������/:  ��$� ������! !��� solid phase extraction �%@�,��  

 ���%I�/������>
���,���/������#
���$# synthetic pyrethroids 	
����!�42� �4�<!�#
���#

'����#�����'�*����>
	��!�����##��A�"���: A!����O
!������,�����,�:	!���!���������,���

����?�#����#���(immunogen)  34����������/:#�������,$���-��# (conjugate) ������'��>�:������	
�

����/�-�	
���
��	���|<%�$� haptens ������A#������/�$ ��$�A%�,
�  ������������������$#�����

	
�%���	9����,���
� (Lee et al., 1998) <!�	������,�
�# haptens ���cypermethrin "�����#�

,$���-��#���A%�,
�,��,��"/�$�/#�$ nitro �'-���%@� immunogen �'-���/�<!�"��,���!
 "������<%

	!������,����$���'-��/�%��#�
 cypermethrin ,�������,����$��<!�A!���>
 ELISA ",$���'�*��

��>
!����
2���#
<#$#����� Bonwick "���
� (1994) "�� Pullen "�� Hock (1995) <!����,A#A�

A�����"��,���!
��� permetrinic acid 34�����<%,$����A%�,
��'-������%@���##��A���� "��

��#��=,������<'�
	������$#	
� 1 <!��-� allethrin, bioresmethrin, s-bioallethrin, cypermethrin, 
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bioallessthrin, "�� pyrethrin ���
�	
�������,A'�
A�����"��,���!
��#��=���,<!����	�2����

synthetic pyrethrois ���$#	
� 1 "�� 2  

���#
���������"��,���!
	
�����'��,$� cypermethrin ����#�� "��,���!
�$���/�$	
�#


�����������2����%@�"��,���!
,$�<'�
	��!:��������/:�%@�,��|<% /�-�<#$��$����2��{��������

"��,���!
	
�����'��,$����$#��� synthetic pyrethroids "������������{��"�!������"��,���!


	
��/� cross-reactivity ,$� cypermethrin (Lee et al, 2004; Hao et al, 2009) �	$���2� ������,

"��,���!
<!�#
���'�*��#���-���| A!�����#"�� ����
���� Pullen "��Hock ��%N 1995 A!����

��! 1R - transpermethric ���#�,$���� bovine serum albumin (BSA) A!�,��"������%@�"��,���� 

�'-��#����,�������?�#����#���������,$����<!�"��,���!
	
�#
���#����'��,$�permethrin, 

cyfluthrin, cypermethrin, S - bioallethrin "�� metabolite 	
�#
���+
�A���������������� ������ 

50 �����������2�"��,���!
 (IC50) ,$� permethrin �	$���� 8 �g / L #
���#�%@������������$��/�$��

���#���#��� 0.4 "�� 74 pg / L   

Wengatz "���
� (1998) <!�'�*����>
 ELISA �����,���/�%��#�
��� fenpropathrin 

A!���� polyclonal antibody ������,$�� Shan "���
� (1999) '�*����>
 ELISA ���/������,��� 

esfenvalerate 	
���#��=,���/�%��#�
<!�����!��,���#��	
� 3.0 �g/ L "��#
���#����'�����A!�

<#$#
 cross-reactivity ,$� synthetic pyrethroids ,���-����� ���'�*����>
 ELISA =�����<%�����! 

esfenvalerate ���2��A!����!���!��� SPE �'-���'��#���#<������>
���A!���#  

Lee "���
� (1998) <!�#
���#'����#	
������,"��,���!
,$����synthetic pyrethroids 

���$#	
� 2 34��<!�"��,���!
	
�!
	
���! "����#��=,���/���� deltamethrin, cypermethrin "�� 

cyhalothrin <!�����!�� 2, 3 "�� 5 ~g/L ,�#���!�� (Lee et al., 1998) 

Shan et al, (2000) <!�'�*���	���� competitive ELISA ���/������,������ permethrin 

A!���������/:���"�%�	� 2 ���! �-� trans "�� cis - isomers ��� 3-(4 - aminophenoxy) benzyl - 

3 - (2,2 - dichloroethenyl) cyclopropane -2,2 - dimethyl "�����<%,$���� thyroglobulin �'-������%@� 

immunogens "��,���!
	
�<!�	!���!�����>
 ELISA '��$� "��,���!
��#��=������ permethrin 

	
� IC50�	$���� 2.50 �g /L "��<#$#
 cross-reactivity ���'�
	���!:��������/:,���-��| ��$� 

esfenvalerate, cypermethrin, deltamethrin, cyfluthrin "�� ����������
��$� �#	�����%@�,��	��

�����	
�!
"���/#���#	
��������������� ELISA 	
���!�� 40% (v / v)  

Mak "���
� (2000) <!�	��������,"��,���!
	
�#
���#����'��,$����synthetic 

pyrethroids ���$#	
� 2 A!�"��,���!
��#��=�/� IC50 ,$� cypermethrin, cyfluthrin, cyhalothrin, 

deltamethrin, esfenvalerate, fenvalerate, "�� fluvalinate 	
� 78, 205, 120, 13, 6, 8 "�� 123 �g/L 

,�#���!�� A!�<#$#
 cross-reactivity ,$���� synthetic pyrethroids ���$#	
� 1  
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Watanabe "���
� (2001) <!�'�*����>
 ELISA 	
�����'��,$� synthetic pyrethroids���$#	
�1 

��$� permethrin, phenothrin, resmethrin "�� bioresmethrin A!�������,"��,���!
������,$�� 

A!�������"�%�	�	
�<!�������'��>:��� permethrin ,$���� thyroglobulin BSA /�-� OVA "��<!�

"��,���!
	
�#
���#<�,$� permethrin 	
� IC50 30 �g/L "�� phenothrin 	
� 20 �g / L ,�#���!�� A!� 

cross-reactivity ,$� synthetic pyrethroids ���$#	
� 2  ��$� esfenvalergate, cyfluthrin, cypermethrin, 

deltamethrin, fenvalerate "�� fluvalinate  

Lee "���
� (2002) <!�'�*����>
 competitive ELISA ���/������,�����! deltamethrin 

��������� ���"�%�	� 2 ���! 	
�=����������/:"�������� thyroglobulin �'-������%@� immunogens 

<!�#
���%����?���,$��| ��������� ELISA �/�/#���#�����,�����!  deltamethrin A!�#
�$� 

IC50 �	$���� 17.5 �g /L A!��/��$� cross reactivity ,$����,���-��| ��$� permethrin, phenothrin, 

bioresmethrin, cyfluthrin, cypermethrin �$������,��� 

��>
 ELISA �����,����������/: cypermethrin <!�=��'�*���42�A!� Lee "���
� (2004) 

A!���������/:���"�%�	�"������<%������ thyroglobulin �'-������%@� immunogens �'-�����,

"��,���!
 ��	
�<!��-� "��,���!
��#��=������ cypermethrin A!��/� �$� IC50 �-� 13.5 �g / L

"��,���!
	
�<!�#
���#����'��,$� cypermethrin �$���������"��#
 cross reactivity ,$�deltamethrin, 

phenothrin, resmethrin, fluvalinate "�� Permethrin �$������,��� �������
2 ���'��$��#	���� �%@�

������	�
�:	
�!
	
���!���/�����>
 ELISA 	
�������%@� co-solvent 	
����#���#��� 40% (v / v) Mark"��

�
� (2005) <!�	�����'�*����>
 ELISA 	
���#��=,���/� synthetic pyrethroids ���$#	
� 2  <!�"�$ 

cypermethrin, deltamethrin, cyhalothrin, cyfluthrin, fenvalerate, esfenvalerate "�� fluvalinate 

A!��,�
�#"��,���!
������O
!������,��������,$�� ��	
�<!��-� "��,���!
��#��=���������

,$��| 	
� IC50 ��� cypermethrin �	$���� 78 �g / �������
2���<#$'� cross-reactivity ��� synthetic 

pyrethroids���$#	
� 1  

Gao "���
� (2006) <!����,"��,���!
	
�#
���#����'��,$� cyhalothrin '��$�"��,���!


	
�<!�#
���#����'��,$� cyhalothrin #�� ,$�#� Zhang et al., (2010) ������,��!��"��,���!
	
�

����'��,$�	�2�synthetic pyrethroids ���$#	
� 1 "�� 2 <!������{� 

 ������94�+���������������$#,$��| <!�#
������,"��,���!
,$�������$# synthetic 

pyrethroids /������! ��$� deltamethrin (Lee et al., 2002)  cyhalothrin (Gao et al., 2006) "�� 

cypermethrin (Lee et al., 2004) '��$����<#$#
������<%���,�%@���!,���	
�����$�� ����=��"��

��#��=���<%���	!�����?�����#<!� !����2� ���94�+��
2�4�<!����,"��,���!
,$� cypermethrin 

34���%@����	
�#
����������#������%���	9#��	
���!���������$# synthetic pyrethroids A!����

��������/:��� hapten 	
�#
���+
��������� cypermethrin #��	
���!"������<%���,������	�����

�����,�:	!����'-���/�#
��������"��,���!
 "�����"��,���!
	
�<!�<%'�*���/��%@���!,���
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�����{���% (test kit) 	
���#��=���<%���<!����/������,���/����,�������-2��,�� A!���9��/������ 

ELISA 	
�#
���#<� "�����#����'�����  

 

 

2.4  ���'�*����>
,������	�������� cholinesterase enzyme ���2�����"	����,�������-�!  

���<3#: cholinesterase enzyme (ChE) "�$�����%@�������!,�#���!������,�2�,�� 

�-�  acetylcholinesterase enzyme (AChE) "�� butyrylcholinesterase enzyme (BChE) ���,�2�,�� 

acetylthiocholine chloride (ATC) ��#��==�� hydrolyze ������<3#:<!�	�2�������! ",$���,�2�,�� 

butyrylthiocholine chloride (BTC) ��#��==�� hydrolyze ��� BChE <!��'
����$���!
�� (Lassiter et 
al., 1998) ���!�����-2���-��	
�������,��"��"/�$���������<3#:	�2�������!",�,$����� A!� AChE 

��#��='�#�����#�� ����#��-2� "�������3��:����3��:�#{!��-�!"!� ���
�	
� BChE ��2�'�

#���� ,�� ���<����{� /���� <, "��%�! (Prody et al., 1987; Dave et al., 2000) ��%"��A#�����

��� human RAChE �-� amphiphilic dimmers ",$��� human PBChE �%@� soluble tetramers 

(Massoulie et al., 1993) A����������� human PBChE %�����!���  three inter-chain disulphide 

bridges 34���������A�������� globular ��##�,�	
��O'����������� monomer "������$��	���/�

A�������� dimeric ��=
�� ��������� Proteolysis ���%�
���A�����������  tetramer <%�%@� 

monomers dimers "�� trimers <!��#-����! SH groups A!�<#$#
�����	�,$�#��A#����� /�-� 

catalytic activity ������<3#: ",$�� monomer (��%	
� 2.4) ��%�����!���  active site 	
��4�"��

"��  20Å A!���%�����!��������#�A� %��#�
 55 ,�� �� active site %�����!��� 5 sub sites 

34���$���������� hydrolyze ���,�2�,�� %�����!����$����� peripheral anionic site ��	��/���	
�

������,�2�,��<�������
	��������� active site �$�� choline binding site ��	��/���	
���-������,�2�,��

��#� /��������2� oxyanion hole site ��/#�����,�2�,�����"��,�2��/��%@�"����� ���$����� 

acyl portion site ���%@��$��	
�"�� BChE ������ AChE �'����$� active site ��� BChE ��

%�����!�����!��#�A����! Leu286 "�� Val288 34����	���/���#��= hydrolyze ���,�2�,��	
�

%�����!��� larger acyl group ��$� BTC ��	��,�����# AChE ��%�����!��� phenyl rings 	
�#


��!��#�A����! Phe295 and Phe29 	
���#��= hydrolyze ���,�2�,��	
�%�����!��� shortest acyl 

group ���$��%�������!	������ active site �-� catalytic triad ��%�����!�����!��#�A����! 

Ser198 His438 "�� Glu325 A!� His438 ��%�$�� protons <%��� Glu325 �����2���=$��	�! 

electrons <%��� Ser198 	���/� hydroxyl oxygen ��� Ser198 �%�
����%@� nucleophil 34���������� 

ester bond ������,�2�,��	���/����! acyl-enzyme intermediate "�� free choline moiety ,�#���!�� 

�����#
���$# carbamates /�-� oragnophosphates (OP) ��	���/���2�,�� hydrolysis !���������#��
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34��	���/����!�����������2�������<3#:"�� irreversibily (Ekholm and Konschin, 1999; Masson et 
al., 2001; Masson et al., 2003). 

 

2  

 
��+&�G 2.4  Schematic structure of cholinesterase active site of human PBChE monomer 

 

 �������������� Sidell and Kaminskis (1975) '��$� ������#
�$� PBChE activity #����$���

���/���	
�<#$���%��	������#������! "�����/������$#�
2��#
�$� PBChE activity �����$����/���	
�

���%��	������#������! ��$��<��{,�#/������� 60 %N<#$#
���#",�,$����/�$���'9 ���/����$� 

RAChE activity �����$#���/���	
����%��	������#������!��2������$������$#�-�� A!���������#
�$� 

RAChE activity ,���	
���! A!��$� activity ���'��#�42���-���|,�#���������	������� 60 %N �����2���<#$

'����#",�,$����$��!
����� ���<3#: ChE �����#��='�<!��� body fluids ,$��| ��$� �/�-�� 

%I����� �2��,� "���2����� (Yamalik et al., 1990) �2�����#��+�:��%�����!��� SAChE "�� 

SBChE  A!� SBChE ��2���#
#��=4� 70-90% (Ueda and Yamaguchi, 1967) "/�$�������!���

���<3#:	�2�������! �-� ,$�#�2����� "��	
��
� ��-2���-����%�� "�� ���,$��|	
�=���$����%�� 

(Chauncey et al., 1953) ��,�����</�����2�������2�<#$#
��,$��$� activity ",$���%�
���<%,�#

�$������������ ���������
2'��$��$� SBChE activity ��,�� 4 a.m. ��2�#
#���%@� 3 �	$����,�� 4 

p.m. A!�	
���������2���#
�$� SBChE activity #���%@� 2 �	$�������/��� [4.8 ± 2.4 (S.D.) U/1 "�� 

2.2 ± 1.5 (S.D.) U/1 ,�#���!��] ������	
�=�����,����/��2�����</���#
�$� activity #����$�<#$=��

���,�����{����� "���$� activity ���'��#�42������$#��	
��%@�A���/�-��������!��� #
����������/:  

SChE ��/�� rat 	
� orally intake �����#
���$# malathion %��#�
 100 500 "�� 1500 ppm �����2�

'���#�"���2�����=����! antioxidant power "�� ChE activity '��$���'���#�#
 antioxidant 

vitamins �'��#�42���$��#
��������� ���
�	
����2�����<#$#
�����	�  "���$� ChE activity ��/��

/������ exposed �%@����� 28 ��� #
�$� activity �!��	�2���'���#�"���2����� ",$<#$'� dose-
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dependent (Abdollahi et al., 2004) �������
2���'��$��$� ChE activity ���2����� '���#� "��

�#�� ���/�� rat =�������2� A!� specific inhibitors "���$� SChE activity #
�$�������$��$� ChE 

activity ��'���#�"���#�� 180 "�� 1300 �	$�,�#���!�� (Kousba et al., 2003) �������
2 

Borzelleca and Skalsky (1980) �������$� SChE ��/�� rat ��2����!��������2����	��������

���<3#:	
� correlated ��� PBChE "�� RAChE activity /������ carbaryl exposure �������
2 ���$#

��	
��%@�A���/�-����������2���#
�$� BChE activity �'��##�������42� �'����$����<3#:,���
2��#��=

���,#����"��	
��
�	
����$��%�� (Chuncey, 1961) A!� BChE 	
����,�
2��#��=����� organic acids 

	
�<%	�������-2���-�����!"�{�"���$��<!� (Makinen, 1966) �������
2 ������+�A���/�-��������

!�����>
,$��|��#��=�! SBChE activity (Yamalik et al., 1991) ��<��	
��%@�A�� Sjogren’s 

syndrome #
�$� SChE activity �'��##���42� �'����$���!����� lymphocyte 	
��%@�"/�$������

���<3#:�'��##���42� ��� Hydroxychloroquine 	
������������+���#��=�����2����	��������

���<3#: �'�����#��=%���%�����,�����</�����2�����<!� (Dawson et al., 2005) ��	��,�����

���#'��$� ��	
�%����%@�A�� dementia (Breen, 2002) "�� Alzheimer’s disease (Sayer et al., 2004) 

��#
�$� SAChE activity �!�� �#-���%�
���	
��������$# control ���<3#: PBChE '��$�#
 positive 

correlation ��� RAChE levels (r=0.45 p<0.05) �����$# healthy "�� OP exposed �����	
�	�����

��A����� pesticides ��2�#
�$� ChE activities ������$����$# healthy ('���#�, p<0.05 "�� �2�����, 

p<0.01 ,�#���!��) A!�	
��������2�#����#
�������{�%���	
���!������������� cholinergic 

effects "�� neurotoxicity ��� OP-induced ��$� �$���'�
� %�!/�� "��	�����
� (Abdollahi et al., 
1996) ��������	!���	�2�/#!��2����������$��2�������2���#��=����%@� biomarker �����

%���#���$������#��������#
���$# OP "�� carbamate 
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�&&�G 3

������	
� (methodology)

��������<!�"�$�����%@� 4 %���!{�,�#���+
����!��������� !���
2 

 

3.1  �������� ���� 
�)�=����!G)������������
���������	
��"!B)����9=� benzimidazole 

3.1.1 ���� ����
��������� �_�� 

1) �,�
�#��������#�,�^�����:���!�3�# (Carbendazim) 1 mg/mL %��#�,� 10 mL ���

���#�,�^�����:���!�3�#(Carbendazim) assay 99%(w/w) A!�	������������#�,�^�����:

���!�3�#(Carbendazim) #� 0.101 ���# ������� Acetonitrile "���%���%��#�,��%@� 10 mL 

2) �,�
�#��������#�,�^�����:���!�3�#��!������ (Intermediate Carbendazim) 

100�g/mL A!�	�����%��%,,:�����������#�,�^�����:���!�3�# (Carbendazim) 1 mg/mL 

#� 1 mL "���%���%��#�,��%@� 10 mL 

 

3.1.2 ���&�� calibration curve <)�
���� �_�����������Z��(Carbendazim) 

�����������#�,�^�����:���!�3�#(Carbendazim)	
��,�
�#<������!������#� dilute 

,�#���#���#���,$��| %�����!������#���#���	
� 50, 100, 200, 300, 500 and 800  ng/mL���

	�� calibration curve %��#�
���#�,�^���'-���������/: 20 <#A����,� ��O
!�������-��� HPLC-

UV detector ���#���#����� 3 ���2� �����2�	����������
���#���#���A!����'-2�	
��,����M 

 

3.1.3 ��� ��	
)�����%"#>�#<)�������������� 

3.1.3.1 ���� ���� 
�)�=����!G)&�����&�
)�����%"#>�#<)�������������� 

 ����,�
�#,����$���'-��	�����	!������#���<!������>
�������/:��,����$����<#���2� 

�����,��"	� (pooled sample) �����<#�	
��,�
�##�	������������/: A!����#�%I ��/��%@���-2�

�!
����� "������#���#�������,���$�� 1:1 A!��2��/��� 34���42����$�����������<#�	
���{�#��'-��

�������/:��",$�����2� �#-������,����$��	�2�/#!�����#�%I ��/��%@���-2��!
����� "�$���{���$/��!

'���,�����! 50 mL ��{�<��	
���
/?�#� -20 ºC��������,����$��,��"	�#������"�$�,����$��

,��"	�	
���{�<��#�	���������� ������$/��!���/������! �,�#���#�,�^�� �����2�,�2�	�2�<�� 1 

����A#��$��	��������!,����$��  
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3.1.3.2 �������������"��+���������"���9�,�� 

1) �������������"��+����� 

�����������#�,�^�����:���!�3�#(Carbendazim) 	
��,�
�#<������!��

���#���#���,$��|#�,������A!�	�������!���#�,�^�� !��������"�����!

���'-2�	
��,����M (peaks) 	
����-���"�!������������!<!�  

 

2) �������9��9�,�������������� 

�������	
���
������� 
�$����#���#���,�����!�������	
�,������/���,����$�� (Limit of detection: 

LOD) "���$����#���#���,�����!�������	
�,������/���,����$��	
���#��=/�

%��#�
<!� (limit of quantification: LOQ)  

���/�����>
	!���A!����,����$��,��"	�#��,�#,�����#�,�^����

��!�����#���#���,$����� 2 ��!�� �����2������
/��$���
������#�,�^�� 

(standard deviation: S.D.) �����2���������M��/�$�����#���#��� (X axis) "��

�$���
������#�,�^�� (Y axis) ���",$����!�����#���#��� �������,�!���M

,�!	
�"�� y ��<!��$� SD0 ��#��=�����
<!�����#��� 

 

�$����#���#���,�����!�������	
�,������/���,����$�� (LOD)  = 3 SD0 

���#���#���,�����!�������	
�,������/���,����$��	
���#��=/�%��#�
<!�(LOQ)=10 SD0 

 

�����������	
��
������ 
�-����	!���,����$��	
��,�#���	
�,�������������/:��%��#�
	
�"�$��� 

"���	!���%��#�
	
�"	�����������A!������
�%@��$������� 	�2��
2�'-��

%���#��%����	>�?�'�����>
	!���,$�������!"��,�����!���	
�,������

�������/:	
�#
��,����$�� ��#��=�����
<!�����#��� 

 

�$���������-� (%) = ((Cs – Cu) / Ck) x 100 

 

�#-��: Cs  =���#���#������,����$��	
��,�#���#�,�^�� (mg/kg) 

  Cu =���#���#������,����$��	
�<#$�,�#���#�,�^�� (mg/kg) 

  Ck =���#���#���������#�,�^��	
��,�# (mg/kg) 
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���/�����>
	!���A!����,����$��(pooled samsple) #��,�#,�����

#�,�^������!�����#���#���,$����� 2 ��!�� ���#���#���	
� 200 "�� 500 

ng/mL	�����,�����! 3 32��  

 

3.1.4 ���+���9� ����
�
� 
�)�=��%�������������
�����������Z�� (carbendazim) %� 
�)�=��


#�
���B��;`B� 

 ����������/: carbendazim ��,����$��"�!�!����%	
� 3.1 A!�#
��2�,��������������/:

��$������
�! !���
2 

 

3.1.4.1 �������� ���� 
�)�=�� 

�,�
�#,����$����# 10 ���#�� Teflon plastic centrifuge tube ���! 50 mL �,�# 

sodium acetate trihydrate 2 ���# 	��������!!��� acetonitrile (#
 1% acetic acid) 10 mL ���$�

!������-������$� 1 ��	
 "������<% sonicate 	
���
/?�#�/��� 5 ��	
 /��������2����<% 

centrifuge �
� 5 ��	
 	
� 1500 ���,$���	
 !�!����������2��� 2 mL ��$����/��!	!���

���! 10 mL 	
�#
 magnesium sulfate anhydrous 0.25  ���#  "�� PSA adsorbent 0.15 ���# 

���$�!������-��� vortex 20 ����	
 !�!����������2��� 0.5 mL ��$����/��!	!������! 

10 mL "������<%���/��/�"/�� !��� N2  /��������2� redisslove 0.5 mL !��� 40/60% 

methanol/water  

 

3.1.4.2 ���������������� 

�������/:A!�����	����High performance liquid chromatography –UV detector 

A!���� column ��� Supelco, Ascentis C18  (15 cm x 4.6 mm, 5 �m) ��� mobile phase 

A=water type I pH3  60% "�� B= acetonitrile 40%  , injected volume 20 �l , flow rate 

0.75 mL/min, ��!	
� 280nm  run time 11min "�� post run 6 min  
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,����$����# 10 ���#�� plastic centrifuge tube ���! 50 mL 

 �,�# sodium acetate trihydrate 2 ���#  

 �,�# acetonitrile (1% acetic acid) 10 mL 

 

 

���$�!������-������$� 1 ��	
 

 

sonicate 	
���
/?�#�/��� 5 ��	
 

 

centrifuge �
� 5 ��	
 	
� 1500 ���,$���	
 

 

!�!����������2��� 2 mL ��$����/��!	!������! 10 mL 

 �,�# magnesium sulfate anhydrous 0.25  ���#   

 "�� PSA adsorbent 0.15 ���#  

 

 

���$�!������-��� vortex 20 ����	
 

 

!�!����������2��� 0.5 mL ��$����/��!	!������! 10 mL 

 

���<%���/��/�"/�� !��� N2 

 

redisslove 0.5 mL !��� 40/60% methanol/water 

 

�������/: A!� HPLC –UV detector (280nm) 

 

��+&�G 3.1 ��2�,������������/: carbendazim ��,����$�� 
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3.2 ���� ��	���������
���������	
�������9=� synthetic pyrethroids 

 ���'�*����>
�,�
�#,����$��	
��$��"����!��{� ���/����������/:�����#
�����!"#�����$# 

sythetic pyrethroids 	
�,���������� ��<#� A!��������	���� gas chromatography-electron 

capture detection (GC-ECD) 

 

3.2.1 ���� ����
���� �_�� 

1) �,�
# volumetric flasks A!�����	�����#����!!��� isooctane 3 ���2� "������!��� 

methanol 3 ���2� "����!	�������!��� acetone 3 ���2� 

2) �,�
�#���#�,�^�������#
�����!"#�����$# sythetic pyrethroids ",$��,��	
����#

���#��� 1 mg/mL �� ethyl acetate (0.01g/10 mL) 

3) ���#�,�^�������#
�����!"#�����$# sythetic pyrethroid ",$��,�����#���#����!��

���#���#��� 8 ��!�� "�!�!��,����	
� 3.1 

 

 ����&�G 3.1 ���#���#���������#�,�^����������#
�����!"#�����$# sythetic pyrethroid  8 

��!�� (/�$�� ng/mL �� ethyl acetate) 

sythetic pyrethroids M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 

lamda-cyhalothrin 10 20 50 100 150 200 250 300 

permethrin 5 10 20 50 100 150 200 250 

cyfluthrin 20 50 100 150 200 250 300 500 

cypermethrin 5 10 20 50 100 150 200 250 

fenvalerate 20 50 100 150 200 250 300 500 

deltamethrin 20 50 100 150 200 250 300 500 

bifenthrin (IS) 20 20 20 20 20 20 20 20 

M = standard mixture, IS = internal standard 

 

3.2.2 ���&�� calibration curves <)�
���������	
�������9=� sythetic pyrethroids  

 ������#�,�^�������#
�����!"#�����$# sythetic pyrethroids 	
���#�,�
�#<������!��

���#���#���,$��| 	
���{�<������
/?�#� -20 ºC�����	�� calibration curve ��	��	�2� 8 ��!��

���#���#���34���������#�$� MRLs ���%���	9<	� %�����!������#���#���	
� 5, 10, 20, 

100, 150, 200, 250 and 300 ng/mL A!��,�#���<��M�	����%@� internal standard ���#���#��� 

20 ng/mL �'-��!����#��	
��������������/:",$�����2� ���	�� calibration curve %��#�
���
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#�,�^���'-���������/: 1 <#A����,� ��O
!�������-��� GC-ECD ���#���#����� 3 ���2� �����2�

	����������
���#���#���A!����'-2�	
��,����M 

 

3.2.3  ��� ��	
)�����%"#>�#<)��������������
���������	
����� ��#����9=� sythetic 

pyrethroids %�;
� ;�>�# 

  3.2.3.1 ���� ���� 
�)�=����!G)&�����&�
)�����%"#>�#<)�������������� 

 ����,�
�#,����$���'-��	�����	!������#���<!������>
�������/:�����#
�����!"#��,�����

���$# sythetic pyrethroids ��,����$����� ��<#� ��2������,����$��,��"	� (pooled sample) ���

���"����<#�	
��,�
�#��	������������/:A!�%I ��/��%@���-2��!
�����"��� A!���������"����<#�

��{���",$���$���������#���#�������,���$�� 1:1 A!��2��/��� 34���42����$��������������<#�

	
���{�#��'-���������/:��",$�����2� �#-������,����$��	�2�/#!�����#�%I ��/��%@���-2��!
����� "�$�

��{���$/��!'���,�����! 50 mL ��{�<��	
���
/?�#� -20 ºC��������,����$��,��"	�#������

"�$�,����$��,��"	�	
���{�<��#�	���������� ������$/��!���/������! �,�#���#�,�^�� 

�����2�,�2�	�2�<�� 1 ����A#��$��	��������!,����$�� 

 

3.2.3.2 �������������"���9�,������"��+����� 

 
���
���������
	��
��� 
   �����#
�����!"#��,��������$# sythetic pyrethroids ",$��,�����#�,������A!�

	�������!���#�,�^��	
���!�����#���#���,$����� !��������"�����!���'-2�	
��,�

���M (peaks) 	
����-���"�!������������!<!� 

 

 
��������������
���
������� 
 1) ���
�<)������������� 

   �$����#���#���,�����!�������	
�,������/���,����$�� (limit of detection: LOD) 

"���$����#���#���,�����!�������	
�,������/���,����$��	
���#��=/�%��#�
<!� (limit 

of quantification: LOQ) ���/�����>
	!���A!����,����$��,��"	�#��,�#,�����

#�,�^������!�����#���#���,$����� 3 ��!�� ���#���#���	
� M1, M2, "�� M3	�����

,�����! 5 32�� "�!�!��,����	
� 3.2 �����2������
/��$���
������#�,�^�� (standard 

deviation: S.D.) �����2���������M��/�$�����#���#��� (X axis) "���$���
������

#�,�^�� (Y axis) ���",$����!�����#���#��� �������,�!���M,�!	
�"�� y ��<!��$� 

SD0 ��#��=�����
<!�����#��� 

 �$����#���#���,�����!�������	
�,������/���,����$�� (LOD)  = 3 SD0 
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 ���#���#���,�����!�������	
�,������/���,����$��	
���#��=/�%��#�
<!�(LOQ)=10 SD0 

 

 ����&�G 3.2 ���#�,�^������!�����#���#��� 3 ��!�������	!������#���#���,�����! 

��!�����#���#��� (ng/mL) 
sythetic pyrethroids 

��!��,��� ��!������ ��!����� 

lamda-cyhalothrin 10 20 50 

permethrin 5 10 20 

cyfluthrin 20 50 100 

cypermethrin 5 10 20 

fenvalerate 20 50 100 

deltamethrin 20 50 100 

 

 

2) �$������������������-� 

 �-����	!���,����$��	
��,�#���	
�,�������������/:��%��#�
	
�"�$��� "���

	!���%��#�
	
�"	�����������A!������
�%@��$������� 	�2��
2�'-��%���#��

%����	>�?�'�����>
	!���,$�������!"��,�����!���	
�,�������������/:	
�#
��

,����$�� ��#��=�����
<!�����#��� 

 

�$���������-� (%) = ((Cs – Cu) / Ck) x 100 

�#-��:Cs =���#���#������,����$��	
��,�#���#�,�^�� (mg/kg) 

 Cu=���#���#������,����$��	
�<#$�,�#���#�,�^�� (mg/kg) 

 Ck=���#���#���������#�,�^��	
��,�# (mg/kg) 

 

3.2.4 �����!)
������� (solvent) %����
�
� 
�)�=�� 

 �����94�+���2�,�������-����������������������!,����$����2������>
����������/:

���"����<#�	
�'�*��A!�%���%��������>
��� Anastassiades et al., 2003 "�!�!����%	
� 3.2 

	!������!,����$�����"����<#�A!���� solvents 4 ���!%�����!��� ethyl acetate (EA),  

dichloromethane (DCM), acetonitrile (ACN) "�� acetone A!� spiked synthetic pyrethroid 

standard mixture A!�#
���#���#������!�� 0.05 mg/kg 
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����,����$��	
��!����
�!"��� 5 g ��$�� Teflon centrifuge tube, 50 mL 

�,�# Bifenthrin (internal standard) "��Spike standard mixture 

�,�#�������� dichloromethane, 10 mL 

���$��/���������%@����� 30 ����	
 

Sonicate 5 ��	
 

 

 

�������������$�� Na2SO4, 5 g A!������������"��� ��$���� centrifuge tube, 50 mL "��	��

������!32��!��� �������� dichloromethane, 10 mL 

 

 

SPE loading (carbon cartridge, self-modified) 

 

	���/�"/��!������-��� rotary evaporator 

redissolved !��� EA, 1 mL 

 

������! 1 �l �������/:!������-��� GC – ECD (HP6890) 

 

��+&�G 3.2  ��2�,��������!,����$��"����� cleanup  

 

3.2.5 ���&�
)�+��
�&��,��%�<
B� )���� clean up ��!G)���	
� 
������%� 
�)�=�� 

 �����94�+����2��
2#
��2�,��������! "�!�!��?�'	
� 2 A!�����2�,����� clean up ��

��-�����,�� clean up 	
�",�,$����� 3 ���!�-� SAX/PSA, activated carbon, and C18 ��>
��� 

Anastassiades et al. (2003) �%@���>
	
�<!��-���$��%@���>
	
� quick, easy, cheap, effective and 

ruggednesses "����
���$�|�$� QuEChERs ",$��>
�
2<#$<!�������������!�
�����,=���������<#�

<!� !����2� ���'�*�����2��
2 #�$�'�*����������!�
!����$��A!����,�� clean up 	
�",�,$����� 3 

���!�-� SAX/PSA, C18  "�� activated carbon 500mg, cartridge 6 mL A!���������!�!"%���42�

������ 
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3.3.6 ���&�
)�+��
�&��,��<)��������
�
�$��%"#;
�;�>�#&�G�������������� 

 �'-��	�����	!������#��#��=��������!�����#
�����!"#�����$#sythetic 

pyrethroids 	
�,����������"����<#�	
�#
���#/���/�������
 "�����:%������-��| 	���/�

���������4�	�����	!�����������<#�	
�#
���#",�,$������
 	�2�	
�#
�
���#  �-� ��#"���������� 

"��<#$#
�
/�-��
�$�� �-� ��/����%�
 "�����<� A!������>
���!"�!�!����%	
� 3.2 

 

3.2.7 ���&�
)�������&�<)�)��������
�
� 
�)�=��;
�;�>�# 

  �'-��	!������#��	������>
���!�����#
�����!"#�����$# sythetic pyrethroids 	
�

,����������"����<#� �4����/�!�/������	��9��,�:������ 3 �� 	��������!,����$��,�#

��2�,��������!	
�<!�	�����'�*�� "�!�!��?�'	
� 2 ������	�2�/#! 3 32�� �����2����,����$��	
�

���!<!�#�	������������/:!������-��� GC-ECD A!����O
!,����$�����!
����� 
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3.3 ����
������� ELISA ��!G)��� ��	�
�
���������	
�������9=� sythetic pyrethroid  -

cypermethrin 

 

3.3.1 Preparation of haptens for synthetic pyrethroid insecticides 

��������/: haptens 	
�#
A������������� cypermethrin ������ 2 ���!��� 3-(2,2-dichloro-vinyl)-

2,2-dimethyl cyclo- propanecarboxylic acid "�� 3-phenoxy-benzaldehyde �%@�,��,�2�,��A!����

haptens��#
A��������!����%	
� 3.3 

 
 

Cl

Cl

O

NH

{[3-(2,2-Dichloro-vinyl)-2,2-dimethyl-cyclopropanecarbonyl]-amino}-acetic acid

O

OH

Hapten 1 

O
O
C

O

C
O

OH

N

Succinic acid mono-[cyano-(3-phenoxy-phenyl)-methyl] ester  
Hapten 2 

��+&�G 3.3 A����������� haptens 	
���������/: ��� cypermethrin 

1) �������

�������� hapten1 

 ��� 3-(2,2-dichloro-vinyl)-2,2-dimethyl-cyclopropanecarboxylic acid methyl ester200 mg 

��#�/����������� NaOH 62.0 mg �� ,��	������� THF:MeOH:water(3:2:1/v/v/v) ��	
�

��
/?�#�/��� 4 �#. !��$�<!�����/#$���!�42�/�-�<#$A!���>
 Thin layer chromatography (TLC) 

/��������2��,�#�2�� 10 mL /��������2� ���!!��� ethyl acetate 2 ���2� 	���$���2���/�#
�	>:�%@���! 

"������!����2���
� 2 ���2� �����!�2�����!��� Na2SO4 ���#�-� �������",$�$���� "��	���/�"/��<!� 

��� 3-(2,2-dichloro-vinyl)-2,2-dimethyl-cyclopropanecarboxylic acid 

 ��� 50 mg ��� beta alanine methyl ester "�� EDC 65 mg ��#����� THF 3 mL  10 ��	
 

�,�# 59 mg ��� 3-(2,2-dichlorophenyl) 2,2-dimethyl –(1-cyclopropane) carboxylic acid 	
� 0 OC 

/��������2���A!���� magnetic stirrer 10 �#. 	
���
/?�#� 50 OC ���<%	���/�"/��!������-��� rotary 

evaporator �#-��"/��"�����������	
�<!�!��� dichloromethane /��������2�����!��� 0.5% HCl 2 ���2� 

"�� �2�� 2 ���2� �����!�2��	�2�!��� MgSO4 ���<%"�����	
�,������!��� ��>
 column chromatography 

A!���� silica gel ������������%F�������"�!�!����%	
� 3.4 
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Cl

Cl

O

O

Cl

Cl

O

OH

Cl

Cl

O

NH
O

O

Cl

Cl

O

NH
O

OH

NaOH
THF:MeOH:water

be
ta

-a
la

ni
ne

 
m

et
hy

l e
st

er

ED
C

THF:MeOH:water

3-(2,2-Dichloro-vinyl)-2,2-dimethyl-
cyclopropanecarboxylic acid methyl ester

3-(2,2-Dichloro-vinyl)-2,2-dimethyl-
cyclopropanecarboxylic acid

3-{[3-(2,2-Dichloro-vinyl)-2,2-dimethyl-cyclopro
panecarbonyl]-amino}-propionic acid methyl ester

3-{[3-(2,2-Dichloro-vinyl)-2,2-dimethyl-
cyclopropanecarbonyl]-amino}-propionic acid

��+&�G 3.4 ��2�,�������������/: hapten 1 

 

2) �������

�������� hapten2 

 ��� 500 mg ��� 3-phenoxy benzal dehyde "�� 246 mg ��� ���������� THF 1.47 mL 

"�� �2�� 0.11 mL ���� ice bath 30 ��	
 �,�# ��! HCl ���#��� 0.27 mL ��	
���
/?�#�/��� 3 �#. 

�,�#!����������� Dichloromethane "�� �2�� (15:1 v/v) 	���/���������#
�	>���%@���!!��� 3 N 

HCl  ������������!����2�� 3 ���2� ��{��$�� Dichloromethane "��������!�2���$��	
��/�-�!��� MgSO4 

"�����	
�,������!�����>
 column chromatography A!���� silica gel <!���� 3-phenoxy 

benzaldehyde cyanohydrin �������
2<%	��,$�A!�,$���� succinic acid anhydride A!���#����� 

triethylamine diamine(Et3N2)"�� chloroform ��<�����#�-� (16 �#.)  �������	
<!�!��� 1N HCl 3 

���2� �����!�2��	�2�!��� MgSO4 ���<%"�����	
�,������!��� ��>
 column chromatography A!���� 

silica gel <!���� hapten 2 ������������%F�������"�!�!����%	
� 3.5 
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O
O

O
O
C
O

C
O

OH

N

D
M

A
P

OH

N

O

O

O

O

py
rid

i n
e

3-Phenoxy-benzaldehyde
3-Phenoxy-benzaldehyde 

cyanohydrin

Succinic acid mono-[cyano-(3-phenoxy-phenyl)-methyl] ester  
 

��+&�G 3.5 ��2�,�������������/: hapten 2 

 

3) �������������9�
��
 �<)�
�� Haptens 

 ���������������� haptens ��",$����2�,����,���,����-������	
�<!��'-���/�"�$���$�

���	
�<!��%@����	
�,������"��=��,����$�����<%	��,$�����2�,��,$�<%A!���>
	
���������,���

�-����#
 3 ��>
 �-� 

1. 1H - Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy (1H -NMR)  

2. 13C - Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy (13C -NMR) 

3. Gas-chromatography-mass spectromertry (GC-MS) 

 

3.3.2  ���� ���� immunogens ��� capture antigen 

 ��-��������� haptens #
���!A#�������{�#������?�#����#��������,�:	!����4�<#$

��#��=�����"��,���!
,$���� haptens <!�A!�,�� !����2��'-���/����!A��������������

"��,���!
�/�#�������42��4�,��������� haptens <%,$����A#��������A%�,
�34����#
���!�/�$

��#��=���,����/�#
��������"��,���!
<!�!
�����42� 

 �����94�+��
2�������� haptens <%,$����A#��������A%�,
� 3 ���! �-� bovine serum 

albumin (BSA) keyhole limpet hemocyanin (KLH) "�� Oval albumin (OVA) #
�������
�!

!���
2  
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1) 
�� hapten 1 "���  =)�
�$+� �� 1 "���  

��� Hapten 1 "�� 2 ,$����A%�,
�	�2���#���! 34�� haptens 	
�,$���� BSA "�� KLH  

��
���$� immunogen ������/������,�����������"��,���!
����,�:	!��� �$�� haptens 	
�,$�

��� OVA ��
���$� capture antigen ������%@�,�������'�	�'-�����,���/�"��,���!
	
�

��,�:	!���������42�A!���>
 enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) (��%	
� 3.6) 

 

 

protein

protein

 
��+&�G 3.6  "�!� immunogen ���! 1 hapten ,$� 1 A%�,
� 

 

2) A%�,
� 1 ���! ,$�!��� ��� hapten 2 ���! (Multi-haptens) 

  �'-���'��#A������������"��,���!
�����,�:	!��� 	
�#
,$���� cypermethrin �/�#���42�

�4������� hapten 1 "�� 2  #�,$����A%�,
�,���!
����� "�!�!����%	
� 3.7 
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Protein

 
 

��+&�G 3.7  "�!� immunogen ���! 2 hapten ,$� 1 A%�,
� 

 

3) �,�
�# capture antigens ������ 3-Phenoxy benzoic acid (3-PBA) 

��-���������3-PBA #
���+
�A����������������A��������/��������� hapten 2 

�4��,�
�#<���%@� capture antigens /����#��=���"	����<!�!
�����,���/�"��,���!
	
�<!� �{

��#��=���#����<!��$����-�������%@����	
�#
����=��"��<#$,�����
������������������/:  A!� 

3-PBA #
���+
�A�������� !����%	
� 3.8 

 

O

OH

O

3-Phenoxy benzoic acid (3-PBA)  
 

��+&�G 3.8 ���+
�A����������� 3-Phenoxy benzoic acid 
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3.3.3. ���;�� �)� ��)�� =) cypermethrin 

 /�� BALB / C (���� 8-10 ��%!�/:) O
!"��,������{#"��"��!���%��#�
A%�,
���� 

immunogen �	$���� 30 ug/ml ��#���  complete Freund’s adjuvant ����2����/��� subcutaneous 

���/�����{#	
� 2 "�� 3 ����#��� incomplete Freund’s adjuvant A!�	�2�����/$�� 3 ��%!�/: ���

��{���-�!����{����������-�!!��	
�/��	��|  7 ���"��3
���#=����!��{�<��	
� -20 

 

3.3.4 ��� ��	���)� ��)��$��������� indirect ELISA 

1)  �,�#/�4������ �l �coating antigen 2�g/ml  �� 50 mM carbonate-bicarbonate buffer (pH 9.6) ��

Maxisorp Immunoplate (Nunc) 	�2�<�����#�-�	
� 4O C 

2)  �����'�	!��� washing buffer 4���2� 

3) �,�#��� 1% gelatin 200 �l ,$� /��# 	�2�<�� ��
/?�#� 25O C ��� 1 ����A#� !�!�����/��#	�2�<% 

4) �,�#3
��#��-���� 1/1000 /��#�� 100 �l 	�2�<�� ��
/?�#� 25O C ��� 1 ����A#� 

5) �����'�	!��� washing buffer 4���2� 

6) �,�# HRPconjugated goat anti mouse IgG(H+L) ��-���� 1/5000 %��#�
 100 �l ,$�/��# 	�2�<�� 

��
/?�#� 25O C ��� 1 ����A#� 

7) �����'�	!��� washing buffer 4���2� 

8) �,�# OPD substrate 100 �l ,$�/��# 	�2�<�� ��
/?�#� 25O C ��� ��4������A#� 

9) /��!%F�������!��� 2N ��� H2SO4 %��#�,� 50 �l ,$�/��# 

10) �$���$����!�!��-�"��	
� 492 nm !������-��� ELISA reader 

 

3.3.5 ����� ����>��������	������ =)
��$������ indirect competitive ELISA (ic-ELISA) 

 	����$��!
����������>
 indirect ELISA A!����%�
���"%������2�,��	
� 4 �-� �,�#3
��#��-�

��� 1/2500 %��#�,� 50 �l "�� cypermethrin ���#���#���,$��| 	
�������� 40%methanol-

washingbuffer �
� 50 �l "���	�2�<�� ��
/?�#� 25O C ��� 1 ����A#���4�� "	� 

��	
�<!������
/��$����#<���� inhibition concentration at 50% (IC50) ����#���Sigmoidal dose-

response; curve fit with 4 parameter 

 Y=Bottom + (Top-Bottom)/(1+10^ ((LogEC50-X)*HillSlope)) 

X �-� the logarithm of concentration. Y �-� the response 

 

/��$�����'��,$���� (Cross-reactivity=%CR) <!�����#��� 

 

%CR = (IC50 of target compound /IC50 of related compound) x 100 
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3.4 ����
������� ��	���&�����<)� cholinesterase enzyme %��B������&���� ��	%���!)� 

3.4.1 ����
���������� ��	�
����&�����<)� cholinesterase enzyme %��B����� 

���	�����������<3#: A!�	��%F������� �� shaker A!�%�����,:��>
��� Ellman et al., 

1961 "�� Breen, 2002 !��,����	
� 3.3   

 

 ����&�G 3.3  �����!���	�����������<3#:���!,$��|   

��-�! �2����� 

�����#
 AChE BChE �����#
 AChE BChE 

0.5 M DTNB, pH 7.7  3 mL 3 mL 0.1M phosphate buffer, pH 8  750 ~l 750 ~l 

Diluted sample (RBC: 

water = 1:100)  

100 ~l  -  0.1M dithionitorbenzoic acid 

(DTNB), pH 7  

25 ~l 25 ~l 

Diluted sample 

(Plasma: water = 1:50)  

- 100 ~l  saliva 100 ~l 100 ~l  

156 mM 

acetylthiocholine 

iodide  

10 ~l  - 156 mM acetylthiocholine 

iodide  

40 ~l - 

156 mM 

butyrylthiocholine 

iodide  

- 40 ~l 156 mM butyrylthiocholine 

iodide  

- 40 ~l 

15 minutes at 25°C in shaker 30 minutes at 37°C in shaker 

12 mM eserine  50 ~l  50 ~l  12 mM eserine  25 ~l 25 ~l 

Measured using an ELISA plate reader at a wavelength of 405 nm 
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3.4.2 ���+���9� �%"#��������� ��	�
����&�����<)� cholinesterase enzyme %��B�����

�+�����&����
� cholinesterase enzyme %� serum  

 

3.4.2.1  Study site and Population 

�2�����"����-�!=����{����������A?� ������ 100 �� "�� ��+,��� ������ 100 

�� A!�#
 �'9��� "���'9/�����$���� 50 �� ������?�H�� ���/��!��
���/#$ 34���%@�

'-2�	
������+,�����,?���/�-����%���	9<	� ���94�+��
2<!�������'����
����#�,�"���

��� The Human Experimentation Committee, Research Institute for Health Sciences 

(RIHES), Chiang Mai University (N0.32/2006)    

 

3.4.2.2 Sample and Data Collection 

�����#����3{��������#�$����{�,����$��  ��>
�����{�,����$�� !���
2 (1) �2�����

%��#�
 5 mL =����{�A!��#����
<��%��#�
 5 ��	
 34�������#���,�������%��!����2��

����!������ 5 ���2��$����{� (2) �����2��2�����=��%I �	
� 2,500 rpm 	
� 4 °C  �%@����� 15 

��	
 �'-��"���9+��/�� "�� aliquot �� microcentrifuge tube (1 mL)  "����{��2�����<��	
�    

–20 ºC  �����	���	�����	!���,$�<% (Breen, 2002) (2) 10 mL ��-�! =����{�A!�����

��-�!	
�,��"��"����{��� heparinized tube �����2�%I �"���#{!��-�!"!����'���#�A!�

%I �	
� 2,500 rpm 	
� 4 °C  �%@����� 15 ��	
 �#{!��-�!"!�=������������2�A!���� PBS 

��!	����#{!��-�!"!�"��'���#�=�� aliquot �� microcentrifuge tube (1 mL)  "����{�	
� -

20 °C �����	���	�����	!���,$�<% (Dyer et al., 2001) (3) �����#���,��"�����=�#

��
���������#��	�� demographic �����������#
C ������%��	���� "�� ����%@�A��   

 

3.4.2.3 Quality Assurance and Control 

���/���  laboratory quality assurance ��",$�� batch ��%�����!��� 2 sample 

blanks and 6 controls (pooled saliva and blood) 34������� /��� ���� "��	��� "��	�� 

tubes �� run in duplicate     

 

 3.4.2.4 Statistic analysis 

���#��������	!���=���������/:A!� SPSS version 11.5 A!��������/:

,�#���!��!���
2 (1) ���	�����������<3#:=��	!��� normal distribution (parametric 

or nonparametric) (2) the mean (±SD) ������	�����������<3#: =���������/:����

 

parametric "�� median (±SD) ������	�����������<3#: =���������/:����
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nonparametric (3) correlation ������	�����������<3#:���!,$��| (salivary AChE, 

salivary BChE, red blood cell AChE and plasma BChE) =���������/:A!���� Pearson 

correlation test (parametric) "�� Spearman test (nonparametric). (4) ���	��������

���<3#:��������A?� "�� ��+,��� =���%�
���	
�� A!���� paired samples T test 

(parametric) "�� 2 independent samples test (nonparametric) (5) ���#����

"�����=�#=�������
�%��:�3{�,:��",$����

 "�����<%	!������ correlation ���

���	�����������<3#:���!,$��| 
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�&&�G 4 

;������	
� (results) 

 
4.1 �������� ���� 
�)�=����!G)������������
���������	
��"!B)�� carbendazim 

4.1.1 Chromatographic separation <)�
���� �_�����������Z�� (carbendazim) 

�,�
�#���#�,�^�����:���!�3�# (carbendazim) A!� spiked ��<%����<#�	
��%@�,��"	� 

(pooled sample) ���<%�$��������������! "�!�A��#�A	�"��#	
�<!�!����%	
� 4.1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��+&�G 4.1 (�) ���#�,�^�����:���!�3�#(carbendazim) 	
�<#$�$��������!�� pooled sample 

(�) ���#�,�^�����:���!�3�#(carbendazim) 	
��$��������!�� pooled sample   

 

���������!A!� spike ���#�,�^�����:���!�3�# (carbendazim) ��<%��,��"	���<#�

(pooled sample) '��$��$� retention time(RT) ���������:���!�3�# (carbendazim) %���F���$	
�

(�) 

(�) 
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���� 5.25��	
 "��	��������! standard calibration curve 6 ��!�� �-� 50, 100, 200, 300, 500  "�� 

800  ng/mL  <!��$��#�������,��	
� y=0.10x -1.83 #
�$���#%����	>���/��#'��>: (Correlation, R2) = 

0.967 

 

4.1.2 �
�������
�
� 
�)�=��$��%"# spiked samples 

��>
�,�
�#,����$�� ���/����������/:���:���!�3�#(Carbendazim) <!�	�����'�*��

������ I. Ferrer et al., 2006 

 

�������	
���
������� 
�$����#���#���,�����!�������	
�,������/���,����$�� "���$����#���#���,�����!

�������	
�,������/���,����$��	
���#��=/�%��#�
<!� "�!�!��,����	
� 4.1  �$� LOD "�� 

LOQ ���������:���!�3�#(Carbendazim) ���$	
� 0.0025 "�� 0.005 mg/kg  ,�#���!�� 34��

�#-���%�
���	
���$� LOD "�� LOQ ���������!!�����>
	
�'�*���42��
2'��$���#��=

�������/:<!�����!��	
�,�����$��$�#�,�^�������!������,�����(MRLs) �����������!"��

#�,�^�� Codex alimentarius pesticide residues in food 34�����/�!<��<#$���� 0.5 mg/kg  

 

 ����&�G 4.1 �$����#���#���,�����!�������	
�,������/���,����$�� (LOD) "���$����#���#���

,�����!�������	
�,������/���,����$��	
���#��=/�%��#�
<!�(LOQ)���������:���!�3�#

(Carbendazim) 

 

�����#
%&�������-2��� LOD (mg/kg) LOQ (mg/kg) 

���:���!�3�#(Carbendazim) n=3 0.0025 0.005 

 

�����������	
��
��������	
���
������� 
 �$������������������-��������������/:������:���!�3�#(Carbendazim) ���

����,�#���#�,�^�� 2 ��!�����#���#����-� ��!������ "����!������� pooled sample 

"�!�!��,����	
� 4.2 �$������������������-����$���$�� 62.3% =4� 79.8%, "�� 63.6% =4�

69.6%  �����!�����#���#���	
�  ���� "����� ,�#���!�� 34�����$������������������-�
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�������������/:��������:���!�3�#(Carbendazim)���$���$��	
���#���<!���� 

Association of Official Agricultural Chemists., AOAC, 2000. (60-115%).  

 

 ����&�G 4.2 �$������������������-�"���$���
������#�,�^���������������/:������:���!�

3�# (Carbendazim) �������,�#���#�,�^�� 2 ��!�����#���#��� 

��!������ ��!����� 

�����#
%&�������-2��� ���#���#��� 

(mg/kg) 

Recoveries 

(%)�SD 

���#���#��� 

(mg/kg) 

Recoveries 

(%)�SD 

���:���!�3�#

(Carbendazim) n=3 
0.015 71�12.3 0.025 66.3�4.6 

  

��� inter-batch ��	
���
�������������������!
�(Carbendazim) 
������	!������#���<!������>
���!�'-���������/:������:���!�3�#

(Carbendazim) A!�94�+�����$� inter-batch A!����,����$��	�2�/#! 5 32�� '��$� �$�������

�����������-���� inter-batch ���$���$�� 98.2 �$�������������#"%�%������$���$�� 

21.5 ��"�!�!��,����	
� 4.3 

 

 ����&�G 4.3 �$������������������-� �$���
������#�,�^�� "���$�������������#"%�%���

��� inter-batch �������������/:������:���!�3�#(Carbendazim) (�,�#���#���#��� 0.01 mg/kg) 

Inter- batch (n=10) 
�����#
%&�������-2��� 

%recovery �SD % CV 

���:���!�3�#(Carbendazim) 

n=5 

98.2�0.002 21.5 
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4.1.3 ;�������������
��+x)��
����	
��"!B)�� ��#��%�;�>�# 

 ����������/:������:���!�3�#(carbendazim)	
�,�������,����$����# 100 ,����$�� 

"�$�����%@� ���$#��#	���<% 36 ,����$�� ��#���:����� 26 ,����$�� "����#%��!?�� 38 ,����$�� 

'��$�,���'����%��#�
������:���!�3�#(carbendazim) 	
�,����������$#��#	���<%��!����

�� 41.7%,���$#��#���:�������!������ 26.9 % "�� ���$#��#%��!?����!������ 13.2% A!�

%��#�
	
�,���'�<!����$���$�� 0.007-0.077 #�������#/��A����#, 0.006-0.036#�������#/

��A����# "�� 0.014-0.06 #�������#/��A����# ������$#,����$����#	���<%,��#���:����� "����#

%��!?�� ,�#���!�� "�!���,����	
� 4.4 

 

 ����&�G 4.4 %��#�
������:���!�3�#(carbendazim)	
�,���'������$#,����$����#	���<%,��#

���:�����"����#%��!?�� 

��9=� 
�)�=��
#� %&�G ��	�� +�����
��&�G ��	��(mg/kg) 

��#	���<%(n=36) 41.7 0.007-0.077 

��#���:�����(n=26) 26.9 0.006-0.036 

��#%��!?��(n=38) 13.2 0.014-0.06 

 

��������,���'�%��#�
������:���!�3�#(carbendazim) �����$#,����$����#'��$�

���$#,����$����#	���<%,���'����#
%��#�
#��	
���!��!�%@� 41.7% �����#��-����:�������!

�%@� 26.9% "��'����$#��#%��!?��,���'�%��#�
������:���!�3�#(carbendazim)����

	
���!��!�%@� 13.2% ���,���'����%��#�
������:���!�3�#(carbendazim)	�2� 3 ���$#,����$��

��# '��$�<#$�����$�#�,�^�������!������,�����(MRLs) ���$#���%&����������!��-2���	
�<!�

���/�!<�����/���%���	9<	�"��#�,�^�� Codex alimentarius pesticide residues in food 

(0.5mg/kg) 

 

4.2 ���� ��	���������
���������	
�������9=� synthetic pyrethroids 

4.2.1Chromatographic separation <)�
���������	
�������9=� synthetic pyrethroids 

�,�
�#���#�,�^��synthetic pyrethroids 6 ���! (lambda cyhalothrin, permethrin, 

cyfluthrin, cypermethrin, fenvalerate "�� deltamethrin) �� ethyl acetate (EA) '���#���94�+�

�?�'	
��/#���#������������/:!������-��� gas chromatograph- electron capture detector (GC-
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ECD, HP6890)  (,����	
� 4.5)  �$� retention time (RT) ��������#
�����!"#�����$#synthetic 

pyrethroids (,����	
� 4.6) "��,����$�� chromatograms (��%	
� 4.2)  

 

 ����&�G 4.5 Gas chromatographic conditions of synthetic pyrethroid insecticide analysis 

��
/?�#� detector (ECD):  300 °C 

����#�: : 30m x 0.25mm x 0.32mm film thickness (HP5, 5%phenylmethylpolysiloxane) 

��
/?�#� Oven programming:  initial 100°C for 1 min, increase at 25°C/min to 250°C, hold for 1  

min, increased at 5 °C/min to 280°C, hold for 5 min (total run time 22 min) 

��
/?�#� injection port.: 250 °C 

Mobile gas: ultra pure helium (99.999%) 

ECD make up gas: ultra pure nitrogen (99.999%) 

%��#�
 Injection: 1 ~L (splitless) 

Flow rate of helium mobile phase:  1.5 mL/min 
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 ����&�G 4.6  Retention time (RT) and �$����#��#'��>:����������������#
�����!"#�����$# 

synthetic pyrethroids 

�����#
�����!"#�����$# RT  Equation  Correlation 

synthetic pyrethroids (min) (y=mx+b) (R2) 

1. lamda-cyhalothrin1 10.204 Y = 0.24x + 0.08 0.9949 

2. lamda-cyhalothrin2 11.292 Y = 0.05x + 0.02 0.9951 

3. lamda-cyhalothrin3 11.508 Y = 0.14x + 0.07 0.9916 

4. permethrin1 12.389 Y = 0.21x + 0.04 0.9949 

5. permethrin2 12.541 Y = 0.25x + 0.05 0.9949 

6. cyfluthrin 1 11.816 Y = 0.25x + 0.09 0.9951 

7. cyfluthrin 2 13.122 Y = 0.06x + 0.03 0.9911 

8. cyfluthrin 3 13.237 Y = 0.07x + 0.02 0.9901 

9. cyfluthrin 4 13.347 Y = 0.05x + 0.03 0.9927 

10. cyfluthrin 5 13.394 Y = 0.04x + 0.01 0.994 

11. cypermethrin1 12.277 Y = 0.21x + 0.04 0.9945 

12. cypermethrin2 13.544 Y = 0.08x + 0.009 0.9969 

13. cypermethrin3 13.66 Y = 0.83x + 0.91 0.9782 

14. cypermethrin4 13.777 Y = 0.09x + 0.04 0.9948 

15. cypermethrin5 13.826 Y = 0.06x + 0.03 0.9919 

16. fenvalerate1 14.897 Y = 0.13x + 0.06 0.9909 

17. fenvalerate2 15.23 Y = 0.09x + 0.04 0.9908 

18. deltamethrin1 14.238 Y = 0.12x - 0.009 0.9968 

19. deltamethrin2 15.813 Y = 0.06x + 0.01 0.9921 

20. deltamethrin3 16.207 Y = 0.12x + 0.03 0.9932 

 

��� ,����	
� 4.6 �#��������
���",$�� isomer #
�$�����!��!
'����A!�#
�$� R2 

��/�$�� 0.978 (cypermethrin3) =4� 0.996 (cypermethrin2) A!� isomers �$���/�$������  17 �� 

20 isomers 	
�#
�$� R2 #����$� 0.99 34����<!�'�*���/�!
�����42�,$�<%�
� "��#
 standard calibration 

curve 7 ��!�� �-� 5, 10, 20, 30, 50, 100 "�� 200 ng/mL ,�#���!��  
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    Retention Time (min) 

��+&�G 4.2 Typical chromatograms concentration 1�g/mL; (a) lambda cyhalothrin, 3 peaks; (b) 

permethrin, 2 peaks;  (c) cyfluthrin, 5 peaks; (d) cypermethrin, 5 peaks; (e) fenvalerate, 3 peaks; 

(f) deltamethrin, 3 peaks; (g) Mixed synthetic pyrethroids 20 peaks and bifenthrin, as an internal 

standard, 1 peak. 
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�����%	
� 4.3 ���/{��$������#
���$#�
2",$�����!#
/��� isomers "����",$�� isomer 	��

3������ !����2�������������/:������$#synthetic pyrethroids 6 ���! #
 21 isomers ",$ 
 �?�'���

�������/:�
��
2#
 20 peaks 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                 

    ��+&�G 4.3 Typical standard calibration curve ��� permethrin (2 isomers) 

 

��� ��%	
� 4.3 permethrin#
 2 isomers "��#
 standard calibration curve #
�$� correlation 

(R2) ����!��!
�	$���� 0.9982 "�� 0.99769 ,�#���!��  

 

4.2.2 Retention time, target ion ��� temperature condition <)�
�����	
�������9=�synthetic 

pyrethroids $�����!G)� GC-MS 

GC-MS 	
�����-� Agilent 7890A.  Column: HP-5 MS capillary column, 30 m x 0.25 mm 

i.d. x 0.25 �m film thickness with cross-linked 5% phenyl methyl polysiloxane; sample injection 
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volume: 1 �L with splitless injection mode;  injection port temperature: 250�C; column oven 

temperature: programming from 60�C, hold for 1 min,  increased oven temp to 180�C with  

25�C /min ramp rate;  and finally increased oven temp to 300�C with 5�C /min ramp rate and 

hold for 15 min; Helium flow rate: 1.5 mL/min <!� chromatogram (��%	
� 4.4 ) "�!�!��,����	
� 4.7 

 

 ����&�G 4.7 Retention time, target ion "�� �����������!"#�����$#synthetic pyrethroids�������/:

!������-��� GC/MS 

Synthetic pyrethroid insecticides Retention time (min) m/z 

1. lamda-cyhalothrin1 18.749 181, 208, 141 

2. permethrin1 19.444 183, 127 

3. permethrin2 19.569  

4. cyfluthrin 1 20.194 163, 209,127 

5. cyfluthrin 2 20.025  

6. cyfluthrin 3 20.032  

7. cyfluthrin 4 20.194  

8. cypermethrin1 20.326 181, 209,127 

9. cypermethrin2, 3, 4 20.419  

10. fenvalerate1 21.233 167, 125, 209 

11. fenvalerate2 21.427  

12. deltamethrin 21.952 181, 253, 209 
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'��$� ����?�������������/:!��� GC-MS ���
��
2 chromatogram #
 12 peaks  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     Retention time (min) 

 

��+&�G 4.4 chromatogram of synthetic pyrethroid insecticides (1 �g/mL) using GC-MS:  1. lambda-

cyhalothrin, 3 peaks;  2.permethrin, 2 peaks; 3. cyfluthrin, 4 peaks; 4. cypermethrin, 3 peaks; 5. 

fenvalerate, 2 peaks; 6. deltamethrin, 2 peaks. 

 

4.2.3 ����
�������
�
� 
�)�=��$��%"# spiked samples 

��>
�,�
�#,����$��	
��$��"����!��{� ���/����������/:�����#
�����!"#�����$# synthetic 

pyrethroids<!�	�����'�*�������� Anastassiades et al., 2003   

4.2.3.1 ���
�<)������������� 

�$����#���#���,�����!�������	
�,������/���,����$�� "���$����#���#���,�����!�������	
�

,������/���,����$��	
���#��=/�%��#�
<!� "�!�!��,����	
� 4.8 �$� LOD ����%��:�#	���"��  

cypermethrin���$	
� 0.001 mg/kg, lamda-cyhalothrin���$	
� 0.003 mg/kg "�� cyfluthrin, �M������

��	, �!�,����#	������$	
� 0.005 mg/kg �$���$� LOQ '��$� ��� permethrin "�� cypermethrin ���$	
� 

0.005 mg/kg, lamda-cyhalothrin���$	
� 0.025 mg/kg "�� cyfluthrin, fenvalerate, deltamethrin ���$	
� 

0.01 mg/kg 34���#-���%�
���	
���$� LOD "�� LOQ ���������!!�����>
	
�'�*���42��
2'��$���#��=

5 

1 

2 

4 
3 

6 (2) 

6 (1) 
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�������/:<!�����!��	
�,�����$��$�#�,�^�������!������,�����(MRLs) �����������!"#�����$#    

synthetic pyrethroids	
�<!����/�!<�����/���%���	9<	�"��#�,�^�� Codex alimentarius 

pesticide residues in food  

 

 ����&�G 4.8 �$����#���#���,�����!�������	
�,������/���,����$�� (LOD) "���$����#���#���,�����!

�������	
�,������/���,����$��	
���#��=/�%��#�
<!������������!"#�����$#synthetic 

pyrethroids 

Synthetic pyrethroid insecticides LOD (mg/kg) LOQ (mg/kg) 

 lamda-cyhalothrin 0.003 0.005 

permethrin 0.001 0.025 

cyfluthrin  0.005 0.01 

cypermethrin 0.001 0.025 

fenvalerate 0.005 0.01 

deltamethrin 0.005 0.01 

 

 

4.2.3.2 �$������������������-��������������/:��������!"#�����$#synthetic pyrethroids 

 �$������������������-��������������/:��������!"#�����$# synthetic pyrethroids ���

����,�#���#�,�^�� 3 ��!�����#���#����-� ��!��,���, ��!������ "����!������� pooled 

sample "�!�!��,����	
� 4.9 �$������������������-����$���$�� 96.8% =4� 109.3%, ���86.5% =4� 

96.9 % "�� ��� 83.8% =4� 98.4% 3 �����!�����#���#���	
�,���, ���� "����� ,�#���!�� 34�����$�

�����������������-��������������/:����������!"#�����$# synthetic pyrethroids ",$��,�����$

���$��	
���#���<!���� CODEX (70-110%). 
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4.2.3.3 �=� intra-batch ��� inter-batch <)�������������
�����	
�������9=� synthetic 

pyrethroids 

 ������	!������#���<!������>
���!�'-���������/:��������!"#�����$# synthetic 

pyrethroidsA!�94�+�����$� intra-batch "�� inter-batch A!����,����$��	�2�/#! 10 32�� '��$� �$�

�����������������-���� intra-batch ���$���$��87.9 =4�  102.1  �$�������������#"%�%������$

���$�� 1.8 =4� 7.4 �$������������������-���� inter-batch ���$���$�� 81.5 =4� 113.9 �$�������

������#"%�%������$���$�� 5.8 =4� 15.7 for 34�� intra-batch "�� inter-batch ���$���$��	
���#���

<!�	
� 21%. (Pihlström, 2010) ��"�!�!��,����	
� 4.10 

 

 ����&�G 4.10 �$������������������-� �$���
������#�,�^�� "���$�������������#"%�%���

��� intra-batch and inter-batch �������������/:��������!"#�����$#synthetic pyrethroids (�,�#

���#���#��� 100 ~g/kg)  

Intra- batch (n=10) Inter- batch (n=10) Synthetic pyrethroid 

insecticides %recovery ±SD %CV %recovery ±SD % CV 

 lamda-cyhalothrin 97.9 ± 3.7 3.8 102.6 ± 9.9 9.6 

bifenthrin(IS) 102.1 ± 1.9 1.9 107.2 ± 6.2 5.8 

permethrin 92.7 ± 5.1 5.5 81.0 ± 12.8 15.7 

cyfluthrin  98.9 ± 1.8 1.8 91.8 ± 10.3 11.3 

cypermethrin 87.9 ± 1.7 2.1 94.5 ± 14.4 15.3 

fenvalerate 98.7 ± 4.3 4.3 113.9 ± 11.6 10.3 

deltamethrin 92.8± 6.9 7.4 89.7 ± 8.0 8.9 

 

 

4.2.4 �����-������������� (solvent) ��������!,����$��   

���'�*��A!�%���%��������>
��� Anastassiades et al., 2003."�� Fillion et al. 2000.    

���94�+���2�,�������-������������������!,����$����2������>
����������/:���"����<#� 

���/������	!������!,����$�����"����<#�A!���� solvents 4 ���!%�����!��� ethyl acetate 

(EA),  dichloromethane (DCM), acetonitrile (ACN) "�� acetone 34���,�#���#�,�^����#���

��������!"#�����$#synthetic pyrethroids A!�#
���#���#������!�� 0.05 mg/kg "�!���!��,����

	
� 4.11 
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 ����&�G 4.11 �$���������������-������������!"#�����$#synthetic pyrethroids	
����!!���

solvents 4 ���! 

% Recovery Synthetic pyrethroid 

insecticides EA DCM ACN acetone 

lamda-cyhalothrin 54 68 2 3 

permethrin 27 69 1 1 

cyfluthrin 37 79 4 3 

cypermethrin 63 90 6 3 

fenvalerate 34 90 8 4 

deltamethrin 82 28 13 6 

Range of recoveries 27-82 28-90 1-13 1-6 

 

 ��� ,����	
� 4.11 ��� solvents 4 ���!��������!���"����<#� '��$� DCM #


%����	>�?�'��������!!
	
���!A!�#
�$� recovery ������	�2� 6 ���!���$��/�$�������� 28-90 

!����2��4���-�� DCM #
�������
�!������!����+&�G 4.5 
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����,����$��	
��!����
�!"��� 5 g ��$�� teflon centrifuge tube, 50 mL  

�,�# Bifenthrin (IS*) "�� spike standard mixture 

�,�#�������� dichloromethane, 10 mL 

                           ���$��/���������%@����� 30 ����	
 

                         Sonicate 5 ��	
 

�������������$�� Na2SO4, 5 g A!������������"�����$���� centrifuge tube, 50 mL  

"��	��������!32��!��� �������� dichloromethane, 10 mL 

          

 

SPE loading (carbon cartridge, self-modified) 

       

	���/�"/��!������-��� rotary evaporator  

redissolved !��� EA, 1 mL                      

 

  ������! 1 �L �������/:!������-��� GC – ECD (HP6890) 

 

��+&�G 4.5 Flow diagram of sample extraction and cleanup steps 

   Note: *IS = internal standard  

 

4.2.5 ���	!���%����	>�?�'����2�,����� clean up �'-�������!,���������,����$�� 

�����94�+��
2<!�	�����	!���%����	>�?�'��� solid-phase extraction cartridges ���/���

��� clean up ,����$��	�2�/#! 3 ���! %�����!��� SAX/PSA, activated carbon, and octadecyl 

(C18) 34�������	!���'��$� C18 �#-�����#��������� clean up ,����$��<#$��#��=	
��������!�
<!� 

���������4���-������'
�� 2 ���!	
��/�-��-� SAX/PSA "��activated carbon �����94�+�'��$� 

activated carbon ��#��=�����!�
�����,=�"������%��%£����-��<!�!
��$�SAX/PSA !�<!�����$�������

�����������-���� activated carbon ���$���$�� 63.3% =4� 101.0 A!�#
�$���
������#�,�^�����$

���$�� 1.14 =4� 20.41 "�!���!��,����	
� 4.12 
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 ����&�G 4.12 �$���������������-������������!"#�����$#synthetic pyrethroids	
� clean up !��� 

SAX/PSA "�� activated carbon 

Synthetic pyrethroid insecticides activated carbon (n=3) SAX/PSA (n=3) 

 lamda-cyhalothrin 91.7±8.44 7.4±5.07 

bifenthrin(IS) 101.0±1.14 28.3±6.56 

permethrin 82.5±8.29 65.8±52.46 

cyfluthrin  78.2±15.49 34.0±13.90 

cypermethrin 67.5±15.85 26.5±12.27 

fenvalerate 92.6±14.02 57.0±35.87 

deltamethrin 63.3±20.41 52.4±6.02 

 

4.2.6 ���	!������#��#��=�����>
������!A!���������<#�	
�#
���#/���/��� 

�����94�+��
2<!�	�����	!������#��#��=�����>
������!��������!"#�����$#

synthetic pyrethroids	
�,������������<#� A!���������<#�	
�#
���#/���/��� 4 ���!%�����!��� 

��/����%�
 ����� ��# "�����<� 34����������94�+�'��$���>
	
�'�*���42�#��
2��#��=�������/:

,����$��	
�#
���#/���/��� !�<!�����$���������������-������������!"#�����$#synthetic 

pyrethroids���$���$�� 69 =4� 131 �#-��94�+������",$��,����'��$������$������� 80 ������ ���

�%��:�#	�������/����%�
 "�������	
�#
�$���������������-����$	
� 76 "��69 ,�#���!�� "�!�!��

,����	
� 4.13 
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 ����&�G 4.13 �$���������������-�������	!������#��#��=�����>
������!A!���������<#�	
�

#
���#/���/��� 

Synthetic pyrethroid insecticides ��/����%�
 ����� ���<� ��# 

 lamda-cyhalothrin 108 ± 15.9 82 ± 33.1 99 ± 3.50 94 ± 9.32 

bifenthrin(IS) 100 ± 5.31 87 ± 4.2 99 ± 4.98 103 ± 6.01 

permethrin 76 ± 19.1 69 ± 25.2 93 ± 6.79 91 ± 10.20 

cyfluthrin  131 ± 24.9 107 ± 20.5 118 ±15.3 97 ± 8.68 

cypermethrin 83 ± 21.6 96 ± 16.5 104 ± 13.9 99 ± 3.32 

fenvalerate 106 ± 21.1 91 ± 23.2 103 ± 10.20 100 ± 3.95 

deltamethrin 95 ± 14.3 100 ± 12.6 92 ± 5.10 100 ± 1.66 

 

4.2.7 ���	!������#��	��������>
������!,����$�������<#� 

�'-��	!������#��	������>
���!�����#
�����!"#�����$# synthetic pyrethroids	
�

,����������"����<#� �4����/�!�/������	��9��,�:������ 3 �� 	��������!,����$��,�#��2�,��

������!	
�<!�	�����'�*�� "�!�!����%	
� 4.5 ������	�2�/#! 3 32�� �����2����,����$��	
����!<!�#�	��

����������/:!������-��� GC-ECD A!����O
!,����$�����!
����� '��$� �$���������������-��O�
��

���	�2� 3 �� ���$���$��90.8 =4� 118.9 "���$�������������#"%�%������$���$�� 0.68 =4� 17.13 

"�!�!��,����	
� 4.14 

 

 ����&�G 4.14 �$���������������-�������	!������#��	��������>
������!,����$�������<#� 

Scientist 1 Scientist 2 Scientist 3 �$��O�
�� 
Synthetic pyrethroid 

insecticides 
%recovery 

±SD 

%recovery 

±SD 

%recovery 

±SD 

%recovery 

±SD 

% CV 

 lamda-cyhalothrin 126.9±12.24 134.1±28.60 97.3±10.84 118.9±20.37 2.7 

bifenthrin(IS) 92.4±6.29 96.4±4.40 95.8±7.04 95.4±2.57 17.13 

permethrin 94.3±31.09 104.1±17.76 82.3±11.64 93.6±10.92 11.67 

cyfluthrin  110.1±36.63 119.1±21.11 113.3±14.61 114.2±4.56 4 

cypermethrin 85.5±64.71 104.1±48.29 95.5±8.96 95.0±9.28 9.76 

fenvalerate 100.9±13.00 99.6±17.79 100.0±6.48 100.2±0.68 0.68 

deltamethrin 85.8±26.79 89.8±9.86 96.8±3.95 90.8±5.56 6.13 
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4.3 ����
������� ELISA ��!G)��� ��	�
�
���������	
�������9=� synthetic pyrethroid- 

Cypermethrin 

������,����-������<!���!��,$�<%�
2 

4.3.1  ����-����A�������������� Haptens A!���>
 1H - Nuclear magnetic resonance 

spectrometer (1H -NMR) 13C- Nuclear magnetic resonance (13C-NMR) A!���>
 Gas-

chromatography-mass spectromertry (GC-MS) 

 

���"�%�	� 1 #
���+
��%@����"�{��
����/�-�� 	
�#
�$� Rf �	$���� 0.34 (ethyl 

acetate:hexane:acetic acid, 1:10:0.01)  "�����<%�-���������� hydrogen atom ��A��������

������"�%�	�!���1H –NMR "��� '��$� #
 peak 2 ��!��A��#�A,"��#�!
����� ��-���������	
�

���#���������/:�%@����	
�#
 2 isomer !����2��4��/��� 1H -NMR 2 ��! 1H –NMR 13C –NMR "��

#��A#����� "�!���<!�!���
2 1H–NMR 400 MHz, CDCl3 and showed peaks at  � (ppm) 
6.353 (t, J = 30, 1H), 5.572 (d, J=8.4, 1H ), 3.677 (s,, 2H), 2.519 (t, J = 4 , 2H), 1.176 
(s, 6H).  13C- NMR (400 MHz, CDCl3) and shown peak  at � (ppm) 173.17, 169.61, 

169.53, 127.55, 125.71, 51.78, 36.87, 35.06, 34.82, 34.41, 33.96, 33.71, 33.12, 31.82, 31.00, 

28.63, 27.75, 26.39, 22.71, 20.62, 20.04, 19.84, 15.00  MS ����'-��,����-������ homogeneous 

peak, tR =13.045 min.  MSD 5973 (EI) Hewlett Packard calculated for C11H15Cl2NO3 (M+H+) 280 

�-� 281 A��#�A,"��# "�!�����%	
� 4.6 
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��+&�G 4.6   1H (a), 13C (b) – NMR chromatogram (a, b) "�� MS (c) chromatogram �-����

A�����������hapten 1 
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���"�%�	� 2 #
���+
��%@����"�{��
��� 	
�#
�$� Rf �	$���� 0.28 (ethyl 

acetate:hexane:acetic acid, 1:10:0.01)  "�����<%�-���������� hydrogen atom ��A��������

������"�%�	�!��� "��� '��$�1H–NMR 13C –NMR "��#��A#����� <!���!���
2 1H –NMR 

showed peaks at (400 MHz, CDCl3) � (ppm) 7.371 (t, J = 7.2, 1H), 7.237 (d, J = 8, 
2H), 7.162 (t, J = 6.4, 3H), 7.040 (d, J = 8, 2H, 2.713 (d, J = 1.2, 4H). 13C- NMR was 

(400 MHz, CDCl3)177.31, 170.32, 159.23, 133.24, 130.68, 130.02, 124.14, 122.07, 120.13, 

119.43, 117.67, 115.68, 77.37, 77.05, 74.73, 42.17, 28.55, 28.49 MS ����'-��,����-������ 

homogeneous peak, tR =17.298 min.  MSD 5973 (EI) Hewlett Packard calculated for 

C18H15NO5 (M+H+) 325.10 �-� 326.7 A��#�"��#"�!�����%	
� 4.7 
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��+&�G 4.7   1H (a), 13C (b) – NMR chromatogram (a, b) "�� MS (c) chromatogram �-����

A�����������hapten 2 
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4.3.2 +�����$+� ��&�G>�#	�� immunogens ��� capture antigens 

 ��� immunogens "�� capture antigens 	
�<!�<%��!%��#�
A%�,
�A!���>
 Bio-Rad A!�

�	
���$����  standard curve ���A%�,
�#,�^�� <!���!��,����	
� 4.15 

 

 ����&�G 4.15 ���#���#������A%�,
� "�� haptens density ��� immunogens "�� coating 

antigens 

Immunogens and

coating antigents 

Protein concentration 

(mg/mL)
Hapten density 

H1-BSA 3.98 8 

H2-BSA 2.92 13 

H12-BSA 1.76 - 

H1-OVA 0.80 10 

H2-OVA 1.48 9 

3-PBA-OVA 0.86 9 

 

 �����������
/����#/��"�$�������"�%�	���A#��������A%�,
�",$�����!

A!�%��#�
'��$� immunogens H1 - BSA "�� H2 - BSA #
 8 "�� 13 "�%�	��� 1 A#�����

A%�,
�  "�� coatingantigen, H1 - OVA, H2 - OVA "�� 3PBA - OVA #
 10, 9, "�� 9 ,�#���!�� 

���#���#������A%�,
���� immunogens "�� coating antigens /�<!�����	
��%��#�


A%�,
���� standard curve '��$� %��#�
 ���#���#������ immunogens H1 - BSA, H2 - BSA 

"�� H12 - BSA, coating antigens, H1 - OVA, H2 - OVA "�� 3PBA - OVA "�!���,����	
� 

4.15 

 

4.3.3 ���&�
)����)� ��)��$������ ELISA 

���,���������"��,���!
��/��,$� immunogens 3  ���! 	!���A!���>
 indirect 

ELISA ���#���#������"��,����	
�=�����-�� 2 �g/mL "����-����3
���#1 / 1, 000 '��$���!��

���"��,���!
�'��#�42���-���| /���������,������2�"�� "�!��$�"��,���!
	
�<!� �-�����$��%@�

"��,���!
,$�"�%�	�	
�O
!����<% 
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4.3.4 ��� )�
�)��)� ��)��	�����	�������� 9#��#�� immunogen "��� H1 - BSA 

 ���,���������"��,���!
���/��	
�<!������������,���!��� immunogen ���! H1 - 

BSA �����>
 ELISA '��$���!�����"��,���!
�'��##���42���-���| /���������,�����{#"�� 

"��,���!
���/�� "��,���!
,$� BSA <#$#
 cross-reactivity ,$� OVA 	
�����%@� coating antigens

/������	
�	!���!�����>
 indirect ELISA A!���� OVA �����'�	 "������"��,���!
,$� BSA 

'��$� �$����!�!��-�"��	
� 492 ��A��#,��	$���� 0.045 ± 0.03 (��%	
� 4.8) 
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��+&�G 4.8  ���,���������"��,���!
���/�����$# U 	
����,���!��� H1-BSA 	!���!�����>
 

indirect ELISA A!����3
���#��-����	
� 1 / 1000 "�� 2 �g/mL H1 - OVA �%@�,�������'�	 

 

4.3.5 �9��
�?��<)�$���$���)��)� ��)�� =)
���}+�&� 1 

 "��,���!
���/��U4 �/����#<������������ cypermethrin A!����	!���!�����>
 

ELISA !����2� �4����3
���#���/�� U4 #���������94�+�,$�<% 

 ���#���#������"��,���!
��3
���#	
���{�������	
�",�,$�����/���������O
!��{#	
� 3

	!���A!���>
���<,�,�	 �$����#3
���#���/�� U4 �'-�������������'�*����>
 ELISA ,$�<% ��

'��$� ���#���#������"��,���!
/���O
!��{#	
� 3 "��� �/��$� reciprocal titer > 128,000 	��

�$������	
���{�3
���# ��%	
�4.9  !����2� �4����3
���#���/�� U4 	
���{�/������O
!��{#	
� 3 "��� #���#��� 

"���"�$� aliquoted %��#�
/��!��  200 ~L "����{�<��	
� -20 � C �'-�����<%��������'�*�� 

Immunoassay ,$�<% 
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��+&�G4.9 ���#���#������"��,���!
��3
���#����#��: U4 �����	
� 84, 244 ���"�� 322 ��� indirect 

ELISA �$��	
�����#3
���# A!� H1 - OVA =������%@�"��,�������-��	
� 2 ~g / mL 

 

4.3.6 ����
���������� ��	 cypermethrin �#������ indirect competitive ELISA (ic-ELISA) 

	���)� ��)��&�G>�#	�����%"# H1-BSA ��� 9#�%�#�����)� ��)�� 

��������A'�
A�����"��,���!
	
�<!�	!���/� cypermethrin ����%@�,���/�,��	��

�����	
��/#���#�'-���/� cypermethrin "�� "��,���!
 ��#��=	�����<!� ��-������ cypermethrin 

�%@������#
	
��������,��	����������	�
�: ",$,��	����������	�
�:#
��	���/�%����	>�?�'�����

	��������"��,���!
�!��  ������94�+��$��/����
2�������$��#	�����%@�,��	�������	
�!
	
�

��#��=������������ ELISA <!� (Lee et al, 2003;. ��� et al, 2004.) !����2� ���94�+��
2�4�

��-������#	���� ���������� cypermethrin ��������� ELISA  

���94�+������	�������#���#�������#	����,$�"��,���!
 A!������>
 non – 

competitive indirect ELISA '��$� 	
������� 50 ����#	���� 	���/��!%����	>�?�'�����	�����

���"��,���!
�!��#����$������� 50 ���	
�<#$#
�#	����  !����2� �4�������#���#�������#	�

��������� 20 ������ ELISA ��-�������$������	�����#���#-���	
�����	
�<#$#
�#	������

���� �
���+&�G 4.10(a)  

���94�+������	�����$� pH �����M�M��:34�������������/������� ELISA "��#
��

������#<�"�����#����'�����"��,���!
 (Shan et al., 1999; Shan et al., 2000; Park et al., 2004) 

������94�+�'��$� �$������$� pH ��/�$�� 5.0-8.0 ��� PBS (pH 5, 6, 7, 8 "�� 9) <#$#
��,$�

%����	>�?�'�����	��������"��,���!
 �
���+&�G 4.10(b) 
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��+&�G 4.10 (a) �����	�����#	����,$�%����	>�?�'���	��������"��,���!
���3
���#/�� U1 ��-���� 
1/10,000 (b) �����	���� pH �����M�M��: ,$�%����	>�?�'���	��������"��,���!
 	!���A!���>
 

non-competitive indirect ELISA A!���� H1-OVA �%@�,�������'�	  

 

4.3.7 ���&�
)�����>��������	������<)��)� ��)�� =) cypermethrin <)��)� ��)��	��

���&�G��� 9#��#�� H1-BSA 

 ���#<�"�����#����'�����"��,���!
 	!���<!���� ic-ELISA #
 A!�������#�,�^��

cypermethrin "������-��	
�#
A���������������� �-� Permethrin, cyfluthrin, deltamethrin '��$� 

���#���#��������������2�	
������� 50 (IC50) ��� cypermethrin �-� 52 ~g / mL %��#�
,�����!	
�

��#��=,�����!<!���$��#
��
?�'�-� 1.8 ~g / mL 	
������� 85 �����������2� "�� ,�����!	
���#��=

,�����!<!��-� 0.39 ~g / mL 	
������� 90 �����������2� ��%	
� 4.11 

 �����	
�<!�"��,���!
<#$#
 cross-reactivity ,$� permethrin, cycluthrin "�� deltamethrin 

	
�#
���#���#���#����$� 0.2 mg / mL ��	��,��������# ������94�+��$��/����
2������"�%�	�	
�

#
A��������/��������������"�%�	�	
���������94�+�%I������ ",$<#$#
���,$�"�� '��$�A#A�

A�����"��,���!
,$����"�%�	�",$<#$'� cross-reactivity  cypermethrin (Pullen "�� Hock, 

(a) 

(b) 

Reciprocal titer

A
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or
ba
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ea

t 4
92

 n
m
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1995) !����2������	
�<!���#��=���<!��$����,$�"��������"�%�	��$��	
������<%,$���A%�,
�

#
��,$������������������"��,���!
 

 A'�
A�����"��,���!
,$� cypermethrin ���/��	
�<!�������94�+��
2��#��=	
���

���<%���������'�*�� Immunoassay ���/������,���������,����� cypermethrin ��������

��+,�"��,����$������"�!���#<!� 
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��+&�G 4.11 Dose response curve of log concentration of cypermethrin and %B/B0 

 

4.3.8 ��� )�
�)�<)��)� ��)��	�����	�������� 9#��#�� immunogen "��� H12 - BSA 

  ���,���������"��,���!
���/��	
�<!������������,���!��� immunogen ���! H1 - 

BSA �����>
 ELISA '��$���!�����"��,���!
�'��##���42���-���| /���������,�����{#"�� 

"��,���!
���/�� "��,���!
,$� BSA <#$#
 cross-reactivity ,$� OVA 	
�����%@� coating antigens

/������	
�	!���!�����>
 indirect ELISA A!���� OVA �����'�	 "������"��,���!
,$� BSA 

'��$� �$����!�!��-�"��	
� 492 ��A��#,��	$���� 0.066 ± 0.005 (��%	
� 4.12) 
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��+&�G 4.12 ���,���������"��,���!
,$� immunogen H12-BSA ���/�����$# T 	!���A!���>
 

non-competitive indirect ELISA A!����3
���#��-���� 1/1000, (a) ��� H1-OVA �����'�	 (b) ��� 

3PBA-OVA �����'�	 

 

4.3.9 �9��
�?��<)�$���$���)��)� ��)�� =)
���}+�&� 1 ��� �}+�&� 2 

"��,���!
���/��T3 �/����#<������������ cypermethrin A!����	!���!�����>
 

ELISA !����2� �4����3
���#���/�� T3 #���������94�+�,$�<% 

 ���#���#������"��,���!
��3
���#	
���{�������	
�",�,$�����/���������O
!��{#	
� 3 (day 

84, day 244, and day 322) 	!���A!���>
���<,�,�	 �$����#3
���#���/�� T3�'-�������������

'�*����>
 ELISA ,$�<% ��'��$� ���#���#������"��,���!
/���O
!��{#	
� 3 "��� �/��$� reciprocal 

titer > 256,000 	���$������	
���{�3
���# ��%	
� 4.13  !����2� �4����3
���#���/�� T3 	
���{�/������O
!��{#

	
� 3 "��� #���#��� "���"�$� aliquoted %��#�
/��!��  200 ~L "����{�<��	
� -20 � C �'-��

���<%��������'�*�� Immunoassay ,$�<% 

 

(b) 
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��+&�G 4.13 ���#���#������"��,���!
��3
���#����#��: T3 ���,����/����!��������"��,���!
!��� 

H12-BSA �����	
� 84, 244 ���"�� 322 ��� indirect ELISA �$��	
�����#3
���# A!� H1 - OVA =��

����%@�"��,�������-��	
� 2 ~g / mL 

 

4.3.10  ����
���������� ��	 cypermethrin �#������ indirect competitive ELISA (ic-ELISA) 

	���)� ��)��&�G>�#	�����%"# H1-BSA ��� 9#�%�#�����)� ��)�� 

1) ;����&�	����&��)� =)+��
�&��,�����&�����<)��)� ��)�� =) cypermethrin 

"��,���!
���������,���!��� H12-BSA '��$��#	����	
������� 20 �/#���#���/���

���#������������� ELISA !����%	
� 4.14 
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��+&�G 4.14 �����	�����#	����,$�%����	>�?�'���	��������"��,���!
	!���A!���>
 Non-

competitive indirect ELISA A!���� H1-OVA �%@�,�������'�	 "�� 3
���#���/�� T3 ��-���� 

1/10,000 
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 2) ���&�
)�����>��������	������<)��)� ��)�� =) cypermethrin <)��)� ��)��

	�����&�G��� 9#��#�� H12-BSA 

 ���#<�"�����#����'�����"��,���!
 	!���<!���� ic-ELISA #
 A!�������#�,�^��

cypermethrin "������-��	
�#
A���������������� �-� Permethrin, cyfluthrin, deltamethrin '��$� 

���#���#��������������2�	
������� 50 (IC50) ��� cypermethrin �-� 0.32 ~g / mL "�� %��#�


,�����!	
���#��=,�����!<!��-� 0.02 ng/mL 	
������� 80 �����������2� A!�<#$#
 cross-reactivity 

,$� permethrin, cycluthrin "�� deltamethrin 	
�#
���#���#���#����$� 0.2 mg / mL ��%	
� 4.15 

 

-5 -4 -3 -2 -1 0
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%
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/B
0

 
 

��+&�G 4.15 Dose response curve of log concentration of cypermethrin and %B/B0 

 

4.3.11 ��� )�
�)�<)��)� ��)��	�����&�G��� 9#��#�� immunogen "��� H2 - BSA 

 ���,���������"��,���!
���/��	
�<!����������,���!��� immunogen ���! H2- BSA 

	!���A!���>
 ELISA '��$���!�����"��,���!
�'��##���42���-���| /���������,�����{#"�� (��%

	
� 4.16)  ",$��!�����"��,���!
#
����#��/������	
�<!����������,���!��� imunogen 2-BSA �4�

<#$��#��=���<%��������'�*��,$�<!�   
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��+&�G 4.16 ���,���������"��,���!
,$� immunogen H2-BSA ���/�����$# S 	!���A!���>
 

non-competitive indirect ELISA A!����3
���#��-���� 1/1000 "�� ��� 3PBA-OVA �����'�	 

 

 

 

4.4 ���������� ��� ��	���&�����<)� cholinesterase enzyme %��B������&���� ��	%���!)�

	������&�G&�G&������
�����#� 

 

4.4.1 Mean and Median (±SD) of ChE activities 

 ������94�+����	�����������<3#: AChE "�� BChE ����-�!"���2��������

�����#��������� 100 ��� <!���!��,����	
� 4.16 

 

 ����&�G 4.16 Mean "�� Median (±SD) ����$����	�����������<3#:��������A?� ������ 100 �� 

"�� ��+,��� ������ 100 ��  

Mean (±SD) (U/mL) Median (U/mL) 
���<3#: "/�$� 

������A?� ��+,��� ������A?� ��+,��� 

��-�! 4.18±1.70 - - 3.94±1.88 
AChE 

�2����� 4.16±0.195 - - 3.93±2.25 

��-�! 4.26±0.115 4.20±1.12 - - 
BChE 

�2����� 4.35±0.169 - - 4.25±2.21 

 

  



�		
� 4 ���������� / /���	
� 4-31 

4.4.2  Correlation of ChE activities in four enzymes 

�����$#������A?�'� Significant correlation ��/�$�����	�����������<3#: plasma BChE 

"�� salivary AChE (r= 0.205, P = 0.041 in ��%	
�4.17) "����/�$�� plasma BChE "�� salivary 

BChE (r= 0.271, P = 0.006 in ��%	
� 4.18)    
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 ��+&�G4.17 Significantly correlation ��/�$�����	�����������<3#: plasma BChE "�� 

salivary AChE (r= 0.205, P = 0.041) �����$#������A?� (n=100) 
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 ��+&�G4.18 Significantly correlation ��/�$�����	�����������<3#: plasma BChE "�� 

salivary BChE activities (r= 0.271, P = 0.006) �����$#������A?� (n=100)  

 

�������
2���'� Correlation ��/�$�����	�����������<3#: salivary AChE and salivary 

BChE (r= 0.846, P=0.000 in ��%	
�4.19) 

 

 

0

2

4

6

8

10

12

14

16

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Salivary AChE activity (mU/ml)

Sa
liv

ar
y 

B
C

hE
 a

ct
iv

ity
 (m

U
/m

l)

R2 = 0.715

 
 ��+&�G4.19 Significantly correlation ��/�$�����	�����������<3#: salivary AChE "��

salivary BChE activities (r= 0.846, P=0.000) �����$#������A?� (n=100)  
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��$��<��{,�#�����$#��+,���'� Significant correlation "�$�����	�����������<3#: 

salivary AChE "�� salivary BChE (r= 0.697, P=0.000 in ��%	
�4.20)  
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��+&�G4.20 Significantly correlation ��/�$�����	�����������<3#: salivary AChE "�� salivary 

BChE activities (r= 0.846, P=0.000) �����$#��+,��� (n = 100) 

 

4.4.3 Quality Assurance and Control 

�����������
2#
��������# Quality assurance A!�",$�� batch ��������!�� samples ��#
 

2 sample blanks and 6 controls (pooled saliva and blood) 34������� /��� ���� "��	��� "��	�� 

tubes �� run in duplicate �#-������$����	�����������<3#:��� controls (6 tubes) ��",$�� batch  

(Intra-variation) #������
 Mean of coefficient of variation (%CV) '��$�#
�$�������$�  5% A!�#


�$�!���
2 salivary AChE (3.08) salivary BChE (2.91) red blood cell AChE (2.54) "�� plasma BChE 

(1.79) �������
2 %CV ������	�����������<3#:�� controls 	�2�/#!  (inter-variation) �{'��$�#


�$�������$�  5% ��$���� A!�#
�$�!���
2 salivary AChE (3.38) salivary BChE (3.38) red blood cell 

AChE (2.24) "�� plasma BChE (3.32) A!��$����	�����������<3#:	�2�/#!�
2���$�� OCV 

interval (Mean activity±2SD) A!�"�!��� ��%	
� ��%	
�4.21 4.22 4.23 "�� 4.24   
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��+&�G4.21     �$� Mean ������	�����������<3#: salivary AChE �� controls 	�2�/#! (inter-

variation) #
�$����$�/�$�� 3.15-3.83 mU/mL (Mean activity±2SD) 
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��+&�G4.22 �$� Mean ������	�����������<3#: salivary BChE �� controls 	�2�/#! (inter-

variation) #
�$����$�/�$�� 3.28-3.78 mU/mL (Mean activity±2SD) 
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��+&�G4.23 �$� Mean ������	�����������<3#: red blood cell AChE �� controls 	�2�/#! (inter-

variation) #
�$����$�/�$�� 5.07-5.65 U/mL (Mean activity±2SD) 
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��+&�G 4.24    �$� Mean ������	�����������<3#: plasma BChE �� controls 	�2�/#! (inter-

variation) #
�$����$�/�$�� 3.59-4.19 U/mL (Mean activity±2SD) 
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4.4.4 ;�����̀�?��+�����&����
����

�,�?�� 

 ���+
�,$��|������$#,����$��=��"�!��� ,����	
� 4.17 

 ����&�G 4.17 ���+
������#��������#
������$#,����$�� 

;�#���$,� 

(N=100) 

��? ��� 

(N=100) �
�?�����

�;

 

�+)���Z@� (%) 

<#)����!B�_�� 

����   

<20 1 2 

21-30 24 6 

31-40 25 40 

41-50 32 34 

51-60 15 18 

> 61 3 0 

���%"#
������%��#��  

<#$��� 38 56 

��� 62 44 

������$,�   

���"����<#�%��!���'�+  21 16 

���"����<#�	���<% 79 84 

����#���!)�=)��
�+��&��)���� 

<#$����#-� 2 0 

����������2� 10 5 

����	�����2�!����2���%�$� 63 64 

����	�����2�!������$ 14 14 

����	�����2�!����2����������� 8 17 

����	�����2�!�����3��M�� 3 0 
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 ����&�G 4.17 ���+
������#��������#
������$#,����$�� (,$�) 

 
;�#���$,� 

(N=100) 

��? ��� 

(N=100) 
�
�?�����

�;

 

�+)���Z@� (%) 

����#��;
��=)��
�+��&�� 

<#$���� 1 0 

���� 1 ���2�!����2���%�$� 27 37 

���� 2 ���2�!����2���%�$� 2 5 

���� 3 ���2�!����2���%�$� 4 3 

����#����$� 3 ���2�!����2���%�$� 0 1 

"�$"������!����2���%�$� 50 38 

"�$!����2�����-�"������!����2���%�$� 14 15 

�����$��!����2���¤�� 1 0 

����!����2���� Baby mind  1 0 

����!��� Sodium bicarbonate 0 1 

����#��;�>�#�=)��
�+��&�� 

<#$���� 3 10 

����������2� 0 4 

���� 1 ���2�!����2���%�$� 53 55 

���� 2 ���2�!����2���%�$� 1 1 

���� 3 ���2�!����2���%�$� 1 1 

����#����$� 3 ���2�!����2���%�$� 0 1 

"�$"������!����2���%�$� 32 19 

"�$!����2�����-�"������!����2���%�$� 8 6 

�����$��!����2���¤�� 1 0 

����!����2���� Baby mind 1 0 

����!��� Sodium bicarbonate 0 3 

 

���	�����������<3#:���!,$��|��������A?� "�� ��+,��� =���%�
���	
�� A!���� 

Paired samples T test (parametric) "�� 2 independent samples test (nonparametric) '��$� <#$#
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���#",�,$�������	�����!������<3#: �'����$�	�2�������$#�
2#
'�,����#	
��$���,$������#���

�����#
C�������4���� ,����$����$� 	�2���$��2�#
�����������#
	
�#
��,$����	�����������<3#:��

����%��#�
 50% �����/��	
�<#$%��!�����#
C#����$� 80% #��������#-�!����2���%�$�#����$� 

50% "���$��#���������"����<#�A!����"�$"�������2���%�$� A!�'�,����#	
���$��#�	�2�/#!�
2

�������/����!������#��������#
C���$�����#�������42� ���$�������+,����{#
���%&�����,��

��������#��������#
C�
�O
!'$������!�����>
,$��| !�� ,����	
� 4.18  !����2������#��������#


�4�#����	���!
��������������A?�!��	
���$��<%"��� �4�	���/����	�����������<3#:���!,$��| <#$

",�,$����� 

 

 ����&�G 4.18 ���%&�����,����������#��������#
C �
�O
!'$� ����+,��� 

�� ����� �+)���Z@�(%) (n=100) 

<#$<!�O
!'$� 30 

��#=��#-� 53 

��#��-2�"����� 70 

��#/��������������#
C 57 

��#����	����¤	 66 

��#��-2����#'���,�� 3 

��#/#�� 1 

��#/��������� 4 

��#"�$�,� 1 

��#/#������¤�� 1 
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 ����&�G 4.19 %I����	
�#
�����	�,$����	�����������<3#: 

 

������A?�(N=100) ��+,���(N=100) 
%I���� 

�%��:�3{� (%) 

���� (%N)   

<20 1 2 

21-30 24 6 

31-40 25 40 

41-50 32 34 

51-60 15 18 

> 61 3 0 

����%@�A��   

A�����#!��A�/�,��� 14 12 

A��<�#������-�!��� 9 2 

A�����/��� 6 2 

A��%�!/����-2���� 94 85 

A��%�!	�����-2���� 98 14 

A��<, 1 1 

A��,�� 3 1 

A���/�-�������� 13 24 

A��?�#�"'� 21 12 

A�����#�����-��# 4 12 

A��A�/�,��� 0 3 

A��<3��� 1 1 

A������	: 0 2 

A��<	���: 0 1 

A����!�
!��	��� 0 1 

A���� 1 1 

A��/�� /-! 1 0 

A��<#���� 2 0 
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�� ,����	
� 4.19  ���#��"�!�%I�����-��	
�#
�����	�,$����	�����������<3#: 34��'��$� 

�#-�������'��#�42����	�����������<3#: red blood cell AChE ���'��##���42� (r= 0.216, P=0.031) 

�O'�������$#������A?� 34�������������$������,$��|"�!��� ,����	
� 3 34����������#��#'��>:�
2

���	���/�<#$'� correlation ��/�$�����<3#: AChE ����-�!"�����2����� A!�'� correlation "�$

����/�$�� ���<3#: BChE ����-�!"�����2����������$#������A?� �$�������$#�����+,�����2�

<#$'� correlation ��	�����!������<3#: ����%@��'����$� ��+,�����2�,���'��$��%@�A��	
�#


�����	�,$����	�����������<3#:#����$������$#������A?� ��$� ��+,����%@�A���/�-��������

#����$�������A?���-������	$� A!���	
��%@�A���
2��	���/�#
����'��#���	�����������<3#: 

salivary BChE (Yamalik et al., 1990) �������
2���#
���#��	���=�,�	
����������$������$#���

��+,�����2�#
�����	����%I�����-��,$����	�����������<3#:#�� ��$� ���������,��������

	�����������<3#: (salivary BChE  salivary AChE "�� red blood cell AChE )<#$�%@�"��%�,� 

���
�	
�'����������,��"���%@�%�,������$#������A?� �4�	���/�'� correlation ��/�$�����

	�����������<3#: plasma BChE ��� salivary AChE (r= 0.205, P = 0.041 "�� plasma BChE ��� 

salivary BChE (r= 0.271, P = 0.006) "�����'� correlation ��/�$�����<3#:	�2�������!���2�����

(r= 0.846, P=0.000) ��$��<��{,�# salivary BChE ��2��/#���#	
�������%@� biomarker #����$� 

salivary AChE �'����$� stronger correlation "������/,����-�� �-� BChE �%@����:%�����#��=4� 

70-90% ���2����� (Yamalik et al., 1990; Ueda &Yamaguchi, 1976)  "�� ATC substrate ��2�

��#��==�� hydrolyze 	�2���� AChE "�� BChE (Lassiter et al., 1998) �4�<#$#
���# specific 

�/,�����!	���"�!��� ,����	
�4 �$����	�����������<3#: salivary BChE "�� plasma BChE ��

���������
2����������������	
��$��#� "��#
�$����2�����������$�����-�! 1000 �	$� (Ryhanen et al, 

1983; Sidell and Kaminskis, 1975) �������
2���'��$��$� correlation ��/�$�� BChE ����-�!"��

���2����������������
2 (r= 0.271, P = 0.006, n=100) #
�$�#����$������������ Ng (2009) 	
��$��#� 

(r = 0.42, P = 0.071, n=19)  �'����$�#
�����������#���#�������42� 
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�9+;������	
�  (conclusion)

 

5.1 ����
����������� ���� 
�)�=����!G)������������
���������	
��"!B)�� carbendazim 

������'�*����>
�'-���,�
�#,����$���'-������������/:�����#
�����!��-2��� carbendazim ��

,����$��'��$���#��=���<%���<!�!
�����,�����,����$����<#� A!�#
�$� LOD "�� LOQ ������

carbendazim ���$	
� 0.0025 "�� 0.005 mg/kg  ,�#���!�� 34���#-���%�
���	
���$� LOD "�� LOQ ���

������!!�����>
	
�'�*���42��
2'��$���#��=�������/:<!�����!��	
�,�����$��$�#�,�^�������!������

,�����(MRLs) �����������!"��#�,�^�� Codex alimentarius pesticide residues in food 34��

���/�!<��<#$���� 0.5 mg/kg �$������������������-����$���$�� 62.3% =4� 79.8%, "�� 63.6% =4�

69.6%  �����!�����#���#���	
�  0.015 "��0.025 mg/kg ,�#���!�� �$� inter-batch ���$���$�� 98.2 

�$�������������#"%�%������$���$�� 21.5  �#-�������>
���!����$��<%����������/: carbendazim 

,���������#'��$� ��#��=���<!�!
 ��#��=,���'�<!�����!�� 0.007-0.014 mg/kg 

 

5.2  ����
���������� ��	���������
���������	
�������9=� synthetic pyrethroids 

���'�*����>
�,�
�#,����$��	
��$��"����!��{� ���/����������/:�����#
�����!"#�����$#    

synthetic pyrethroids ����!��,���| A!�����	���� gas chromatography-electron capture detection 

(GC-ECD)��-������ ECD #
���#<�,$����	
�#
���:%��������>�,� Halogen 	���/�<!������

�������/:	
�!
�����#���#�����!��,���| (Zawiyah et al., 2007) ���/��������#
�����!"#�����$# 

synthetic pyrethroids �%@����	
�#
���#/���/�����-������#
/��� isomer ,�2�",$ 2 isomers =4� 5 

isomers �$� correlation (R2) ���$��/�$�� 0.978 =4� 0.996 A!� isomers �$���/�$������ 17 �� 20 

isomers 	
�#
�$� R2 #����$� 0.99 	���/�����������/:/�%��#�
���#���#���������",$��,��,������

��������
"�� sum peak  

�$����#���#���,�����!�������	
�,������/���,����$�� (LOD) ���$���$�� 0.001 =4� 0.005 

mg/kg"���$����#���#���,�����!�������	
�,������/���,����$��	
���#��=/�%��#�
<!� (LOQ) ���$	
� 

0.005 =4� 0.01 mg/kg34���#-���%�
���	
���$� LOD "�� LOQ ���������!!�����>
	
�'�*���42��
2 

'��$���#��=�������/:<!�����!��	
�,�����$��$�#�,�^�������!������,����� (MRLs) 	
����/�!<��

���/���%���	9<	�"��#�,�^�� Codex alimentarius  

�$������������������-��������������/:��������!"#�����$# synthetic pyrethroids ���

����,�#���#�,�^�� 3 ��!�����#���#��� �-� ,���, ���� "����� ���$���$�� 83.8 =4�109.33 34�����$

���$�������#������ CODEX alimentarius (70-110%) 



�		
� 5 ���%���������� / /���	
� 5-2 

�����	!������#���<!������>
���!��� Intra-batch "�� inter-batch A!����,����$��

	�2�/#! 10 32�� '��$� �$������������������-���� intra-batch ���$���$��87.9 =4� 102.1 "�� �$�

�����������������-���� inter-batch ���$���$�� 81.5 =4� 113.9 34�� intra-batch "�� inter-batch ���$

���$��	
���#���<!�	
� 21%. (Pihlström, 2010) �����	!��� solvents ���������!,����$�����"��

��<#� 4 ���! '��$� dichloromethane �/��$���������������-����$��/�$�������� 28-90 !����2��4�

��-�� DCM "�������	!��� clean up ������!	
�#
�
�����,=�!��� carbon cartridge (self-

modified) '��$��$������������������-����$���$�������� 86 =4� 96 34�����$����!��!
  

������	!������#��#��=�����>
������!��������!"#�����$# synthetic pyrethroids 	
�

,������������<#� A!���������<#�	
�#
���#/���/��� '��$��$���������������-����$���$�� 69 

=4� 131 �#-��94�+������",$��,����'��$������$������� 80 ������ ����%��:�#	�������/����%�
 

"������� "���#-��	!������#��	������>
���!�����#
�����!"#�����$# synthetic pyrethroids 	
�

,����������"����<#� A!����/�!�/������	��9��,�:������ 3 �� 	��������!,����$��,�#

��2�,��������!	
�<!�	�����'�*�� '��$��$���������������-��O�
�����	�2� 3 �� ���$���$��90.8 =4� 

118.9 "���$�������������#"%�%������$���$�� 0.68 =4� 17.13 

 ���%<!��$���������'�*����>
�,�
�#,����$���'-���������/:��������!"#�����$# synthetic 

pyrethroids ��������/:�����"����<#� 	���/���!��{��42� ���%��#�
�����������!������$� "��

��#��=�����!�
�����,=�������"����<#�<!� ��-�������
�����,=�������"����<#��/�$��
2<#$

%��!?��������-��� GC-ECD �����	������������ 

 

5.3 ����
������� ELISA ��!G)��� ��	�
�
���������	
�������9=� synthetic pyrethroid- 

Cypermethrin 

�����,=�%�����:�'-��'�*����>
 ELISA �'-�����,�����!��� cypermethrin 34�����$�����$# 

synthetic pyrethroid ��2� ����	
�������	
���!�{�-� ��� hapten 34������%@���,���#
�$��	
��������4���� 

cypermethrin #���4�����#��=���,"��	
���!
,$� cypermethrin <!� A!���9��/�������'-���/�

"��,���!
�������$��	
��/#-�����hapten ��A����������� cypermethrin, ������������
2��#��=

���, haptens <!� 2 haptens A!�#
A���������������� cypermethin �-� 1. �$����� cyclopropane 

ring 34������������������/:�%@� hapten 1 (H1) "�� �$��	
��%@� aromatic moiety 34����������

��������/:�%@� hapten 2 (H2) /��������2����	�2� 2 haptens <%,$����A%�,
� BSA �'-�����<%�����

������,������	���������?�#����#������/��(BALB/c) �'-���/����!��������"��,���!
,$� hapten 

��
���$� imunogens A!���<!� 2 immunogens �-� H1 – BSA "�� H2 – BSA "�� H12 – BSA 34��

���!��������� H1 "�� H2 #�,$����A%�,
�,���!
����� "����$���� H1 "�� H2 ���,������<%,$���� 

OVA �'-������%@� ,�������'�	�����	�� ELISA ���#/��"�$� H1- BSA "�� H2- BSA �-� 8 
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"�� 13 ,�#���!�� ���#<�"�����#����'�����antibody	
�<!� ��� H1- BSA #
�$� ������ 50 ���  

��������2���� cypermethrin  	
� 52 ~g/mLA!� LOQ  �	$���� 1.8 ~g/mL	
� ������ 85 �����������2�

!���cypermethrin "�� �$� LOD ��� indirect competitive ELISA  �	$���� 0.39 ~g/mL	
������� 90 

�����������2�!��� antibody ,$� cypermethrin �������
2"��,���!
	
�<!����������,���!��� H12-

BSA  #
���,������	
�!
	
���#
�$������� 50 �����������2�!��� cypermethrin �	$����  0.32 ~g/mL

"���$��
!�����!��������!!��� indirect competitive ELISA  �	$���� 0.02 ng/mL  

 

5.4  ���'�*����>
 ���,������	�������� cholinesterase enzyme ���2�����"	����,�������-�! 

 ������'�*����>
�'-��,������	�����������<3#: cholinesterase ���2����� '��$� ��>
���

,����
2#
�$�"#$����!
#�� �#-���	
�������>
�����-�! A!��$� Intra-variation #
�$�������$�  5% �-� 

salivary AChE = 3.08 "��  salivary BChE = 2.91  �������
2 %CV ������	�����������<3#:

�� controls 	�2�/#!  inter-variation �{'��$�#
�$�������$�  5% ��$���� A!�#
�$�!���
2 salivary AChE 

= 3.38 "��  salivary BChE = 3.38 red  

 �#-�����#�	!���/����#��#'�������	
�<!����,����$�������	
����/�$��,����$���2�����

"����-�!'��$� plasma BChE "�� salivary AChE #
���#��#'��>:���	
�  r= 0.205,p = 0.041  "��

��/�$�� plasma BChE "�� salivary BChE 	
� r= 0.271, p = 0.006 �#-��	!���A!��=�,� Pearson 

correlation test �����	
�<!�"�!��/��/{��$���#��=���,����$���2�����#�	!���/� ���	�����

	!"	�������,����$����-�!<!�!
 �
�	�2�����%@�,����$��	
���{�<!��$��"��<#$,��������%��
:#�� 
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