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 การวิจยันีมี้เป้าหมายในการพฒันาแผน่ทดสอบยาฆา่แมลงตกค้างกลุม่ organophosphate และ 

carbamate โดยใช้เอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรส โดยออกแบบแผน่ทดสอบให้สามารถระบกุารปนเปือ้น

ได้ด้วยตาเปลา่และสามารถบอกคา่ชว่งการปนเปือ้นได้ โดยสําหรับสารกลุม่ carbamate ได้ใช้คาร์โบฟแูรน

เป็นตวัแทนในการทดสอบและพบวา่สามารถพฒันาแผน่ทดสอบโดยใช้วสัดเุป็นกระดาษกรอง แผน่

ทดสอบสามารถตรวจวดัการปนเปือ้นได้ในระดบัตัง้แต ่> 2.8 ppm ไปจนถึง < 0.01 ppm โดยการสงัเกตสี

ด้วยตาเปล่า ในการทดสอบการปนเปือ้นของคาร์โบฟแูรนในตวัอยา่งถัว่ฝักยาวเปรียบเทียบกบัวิธีโครมาโต

กราฟฟีของเหลวความดนัสงูเม่ือตวัอยา่งมีการปนเปือ้น 1.01 ppm พบวา่แผน่ทดสอบสามารถอ่านคา่ได้

วา่มีการปนเปือ้นในระดบั 1.4 – 2.8 ppm ซึง่นบัวา่มีความถกูต้องในระดบัท่ีนา่พอใจ อยา่งไรก็ตามในกรณี

ของยาฆา่แมลงกลุม่ organophosphate ซึง่ศกึษาโดยใช้คลอไพริฟอสเป็นตวัแทนในการทดสอบนัน้พบว่า

มีปัญหาในการพฒันาแผน่ทดสอบเน่ืองจากคา่การละลายของยาฆ่าแมลงในนํา้มีคา่ต่ําทําให้ผลการ

ทดลองไมแ่นน่อน ในการศกึษานีจ้งึได้พฒันาเป็นนํา้ยาสําหรับทดสอบเบือ้งต้นแทน โดยพบวา่สามารถ

บอกระดบัการปนเปือ้นได้อย่างคร่าวๆ  
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Abstract 
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This research was aimed to develop test strips for organophosphate and carbamate pesticides 

determination. Primarily, test strips for naked-eye detection of the pesticide contamination that 

can provide approximate range of pesticide residue were expected.  For carbamate group, 

carbofuran was studied and the developed test strip was able to detect the pesticide in a 

concentration range of 0.01 - 2.8 ppm. Validation with yard-long bean sample contaminated 

with carbofuran at 1.01 ppm measured by HPLC method showed the result of 1.4 – 2.8 ppm 

contamination detected by the developed test strip. However, for organophosphate pesticide in 

which chlorpyrifos was selected for testing in this study, because of low solubility of the 

pesticide, it was not possible to prepare a test strip with reliable performance. Therefore the test 

reagent for approximate determination of chlorpyrifos was also developed.  
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บทนํา 

 

1.1 ความเป็นมาและความสาํคัญ 

ในการผลิตผลผลิตทางการเกษตรมีการใช้ยาฆา่แมลงเพ่ือป้องกนัการถกูทําลายจากศตัรูพืช ยาฆา่

แมลงเป็นสารพิษท่ีสามารถเข้าสูร่่างกายได้หลายวิธี โดยการบริโภคเป็นการนําสารพิษเข้าสูร่่างกายได้ใน

ปริมาณมากกวา่การรับสารพิษในทางอ่ืนๆ เพ่ือความปลอดภยัของผู้บริโภคจงึต้องมีการตรวจสอบการปน

เปืน้อหรือการตกค้างของยาฆา่แมลงในผกัผลไม้ซึง่วิธีท่ีนิยมใช้ตรวจสอบปริมาณยาฆ่าแมลงได้แก่ วิธี Gas 

Chromatography (GC) และ High Performance Liquid Chromatography (HPLC) ซึง่เป็นวิธีท่ีสามารถ

วิเคราะห์ปริมาณยาฆา่แมลงได้อยา่งถกูต้องแมน่ยําและมีความไวสงูสามารถวิเคราะห์ปริมาณการ

ปนเปือ้นในระดบัท่ีต่ํามาก แตวิ่ธีเหลา่นีมี้ข้อจํากดัคือ มีความยุง่ยากซบัซ้อน ต้องทําในห้องปฏิบตัิการท่ีมี

เคร่ืองมือพร้อมจงึไมส่ะดวกในการใช้งานนอกสถานท่ีซึง่ต้องใช้บคุลากรท่ีผ่านการฝึกอบรมเป็นอยา่งดี และ

มีต้นทนุในด้านเคร่ืองมือสงู นอกจากนีก้ารใช้ชดุทดสอบอยา่งง่าย (test kit) เพ่ือการตรวจสอบการปนเปือ้น

ของยาฆา่แมลงเบือ้งต้นเป็นวิธีท่ีปฏิบตัโิดยทัว่ไปในการตรวจรับวตัถดุบิของโรงงานอตุสาหกรรมเน่ืองจาก

ใช้เวลาสัน้กว่าและให้ผลได้ทนัที นอกจากนีก้ารใช้งานชดุทดสอบโดยทัว่ไปจะไมซ่บัซ้อนจงึสามารถปฏิบตัิ

ได้ในโรงงานอตุสาหกรรมทัว่ไป อย่างไรก็ตามชดุทดสอบการปนเปือ้นยาฆา่แมลงท่ีมีจําหนา่ยในประเทศ

ไทยสว่นใหญ่เป็นแบบท่ีบอกวา่มีการปนเปือ้นในระดบัท่ีปลอดภยัหรือไมเ่ทา่นัน้ ดงันัน้ในการวิจยันีจ้งึมุง่ท่ี

จะพฒันาชดุทดสอบยาฆา่แมลงท่ีมีขัน้ตอนการตรวจสอบไมซ่บัซ้อน และสามารถอ่านผลและบอกชว่งการ

ปนเปือ้นได้จากการมองด้วยตาเปล่าโดยใช้หลกัการทํางานของเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรส 

 

1.2 วัตถุประสงค์ 

เพ่ือพฒันาชดุทดสอบท่ีสามารถบอกปริมาณยาฆ่าแมลงกลุม่คาร์บาเมตชนิดคาร์โบฟูแรนและ

กลุม่ออร์กาโนฟอสเฟตชนิดคลอร์ไพริฟอสท่ีตกค้างในผกั  
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การตรวจเอกสาร 

 
2.1  ชนิดของยาฆ่าแมลง 

ยาฆา่แมลงสามารถแบง่ได้ 4 ประเภท  

2.1.1  คาร์บาเมต (Carbamate) 

คาร์บาเมตเป็นยาฆ่าแมลงกลุม่ท่ีนิยมใช้ในปัจจบุนั โดยสว่นใหญ่เป็นสารเคมีท่ีมีไนโตรเจนเป็น

องค์ประกอบสําคญั มีฤทธ์ิยบัยัง้การทํางานของเอนไซม์อะซิตลิโคลีนเอสเตอเรส (Acetylcholinesterase) 

แบบย้อนกลบัได้ มีความเป็นพิษตอ่มนษุย์คอ่นข้างต่ํา สลายตวัได้เร็ว  จงึตกค้างในสิ่งแวดล้อมได้น้อยและ

สามารถใช้กําจดัแมลงได้เทียบเทา่ยาฆา่แมลงกลุม่ออร์การ์โนฟอสเฟต (ปรียานชุ, 2559) 

 ยาฆา่แมลงกลุม่นีมี้โครงสร้างเป็นอนพุนัธ์ของกรดคาร์บามิก (NH2COOH) ดงัภาพท่ี 1 ซึง่ X แทน 

oxygen หรือ sulphur (thiocarbamate), R1 แทนหมูอ่ลัคลิ (alkyl group), R2 แทนหมูอ่ลัคลิ (alkyl 

group) หรือไฮโดรเจน และ R3 แทน organic group ทัง้ aromatic หรือ heterocyclic หรือโลหะ (Colovi 

และคณะ, 2013) 
 

 
 

ภาพท่ี 1 โครงสร้างทัว่ไปของยาฆา่แมลงกลุม่คาร์บาเมต 

ท่ีมา:  Mirjana และคณะ (2013) 

 

ตวัอยา่งยาฆ่าแมลงกลุม่นี ้ เชน่ Carbofuran, Carbaryl, Methomyl,  Propoxur,  Aldicarb และ 

Methiocarb  เป็นต้น โครงสร้างยาฆา่แมลงกลุม่นีแ้สดงดงัภาพท่ี 2  
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ภาพท่ี 2 ตวัอยา่งโครงสร้างยาฆา่แมลงกลุม่คาร์บาเมต 

ท่ีมา: PubChem 

 

 2.1.2 ออร์กาโนฟอสเฟต (Organophosphate) 

ออร์กาโนฟอสเฟตเป็นยาฆา่แมลงกลุม่ท่ีนิยมใช้ในปัจจบุนั เป็นสารเคมีท่ีมีฟอสฟอรัสเป็น

องค์ประกอบสําคญั มีฤทธ์ิยบัยัง้การทํางานของเอนไซม์อะซิตลิโคลีนเอสเตอเรสแบบถาวร มีประสิทธิภาพ

ในการกําจดัแมลงสงูและสลายตวัได้อยา่งรวดเร็ว เป็นพิษตอ่สิ่งมีชีวิตและสิ่งแวดล้อมต่ําเม่ือเทียบกบัยา

ฆา่แมลงกลุม่ออร์กาโนคลอรีน  แตมี่ความเป็นพิษคอ่นข้างสงูเม่ือเทียบกบัยาฆา่แมลงกลุม่คาร์บาเมต

(ปรียานชุ, 2559) 

 ออร์กาโนฟอสเฟต เป็นสารเอสเตอร์ของกรดฟอสฟอริค (Phosphoric acid) โครงสร้าง

ประกอบด้วยอะตอมกลางเป็นฟอสฟอรัส (P) ซึง่สามารถสร้างพนัธะคูก่บัออกซิเจน (P=O) เรียกวา่ 

phosphoric bond หรือสร้างพนัธะคูก่บัซลัเฟอร์ (P=S) เรียกวา่ thiophosphoric bond นอกจากนี ้

ประกอบด้วย X ด้วย leaving group และ R1, R2 แทนหมูอ่ลัคอกซี (alkoxy group) หรือ หมูอ่ลัคลิ (Alkyl 

group) โครงสร้างดงัภาพท่ี 3 (Eleršek และ Filipič, 2011) โดยยาฆา่แมลงแตล่ะตวัมีหมู ่Leaving group 

ท่ีแตกตา่งกนัซึง่อตัราการยบัยัง้การทํางานของเอนไซม์ขึน้อยูก่บัหมู ่ leaving group ยาฆา่แมลงท่ีหมู่ 

leaving group เป็นฟลอูอรีน (F) จะมีความเป็นพิษสงูจะมีโอกาสเกิดปฏิกิริยาไฮโดไลซีสและมี

3 

 



 

 

ความสามารถในการเข้ายบัยัง้เอนไซม์ได้สงู  สว่นยาฆา่แมลงท่ีมีความเป็นพิษต่ําจะมีหมู ่ leaving group 

เป็น หมู่อลัคลิ (alkyl groups)  หรือ หมูแ่อริล (aryl groups) และ R1 R2 เป็นหมูอ่ลัคอกซี (alkoxy group)  

(Eleršek และ Filipič,  2011) 
 

 
 

ภาพท่ี 3 โครงสร้างทัว่ไปของยาฆา่แมลงกลุม่ออร์กาโนฟอสเฟต 

ท่ีมา: Marrazza (2014) 

 

 ตวัอยา่งยาฆ่าแมลงกลุม่นี ้  เชน่  Chlorpyrifos, Dichlorvos, Acephate , Omethoate, 

Malathion  และ Methamidophos เป็นต้นโครงสร้างยาฆา่แมลงกลุม่นีด้งัภาพท่ี 4 
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ภาพท่ี 4 ตวัอยา่งโครงสร้างยาฆา่แมลงกลุม่ออร์กาโนฟอสเฟต 

ท่ีมา:  PubChem 
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2.1.3 ออร์กาโนคลอรีน (Organochlorine) 

เป็นยาฆา่แมลงกลุม่ท่ีมีคลอรีนเป็นองค์ประกอบสําคญั กลไกการออกฤทธ์ิยงัไมท่ราบแนช่ดั  ใน

ปัจจบุนัทัว่โลกได้ยกเลิกการใช้สารกลุม่นีแ้ล้วเน่ืองจากมีความคงทนในสภาวะแวดล้อมสงูและอนัตรายตอ่

ร่างกายหากได้รับสารจะเกิดอาการพิษเฉียบพลนั (ปรียานชุ, 2559) ตวัอยา่งยาฆา่แมลงกลุม่นี ้ เชน่ DDT,  

Chlordane,  Aldrin, Dieldrin,  Endrin,  Endosulfan  และ Dicofol เป็นต้น  

 

2.1.4  ไพรีทรัม (Pyrethrum) 

เป็นยาฆา่แมลงท่ีสกดัได้จากดอกไม้ตระกลูเบญจมาศ สารท่ีได้เรียกวา่ไพรีทริน (Pyrethrins)  

ตอ่มาสามารถสงัเคราะห์สารท่ีมีโครงสร้างเลียนแบบไพรีทรินได้และเรียกวา่ไพรีทรอยด์ (Pyrethroids) มี

คณุสมบตัฆิา่แมลงเชน่เดียวกนัแตป่ระสิทธิภาพสงูกวา่  มีพิษตอ่แมลงสงูแตค่วามเป็นพิษตอ่มนษุย์ต่ําแต่

ราคาสงูจงึไมเ่ป็นท่ีนิยม ตวัอยา่งยาฆ่าแมลงกลุม่นี ้ เชน่ Allethrin, Prothrin, Proparthrin และ Cyfluthrin 

เป็นต้น 

 

2.2  หลักการทาํงานของชุดทดสอบการตกค้างของยาฆ่าแมลง 

ชดุทดสอบการตกค้างของยาฆา่แมลงท่ีพบได้บอ่ยเป็นชนิดท่ีอาศยัหลกัการยบัยัง้การทํางานของ

เอนไซม์อะซิตลิโคลีนเอสเตอเรส (AChE) โดยยาฆา่แมลง ซึง่สารตัง้ต้นของปฏิกิริยามีหลายชนิด สารตัง้ต้น

ท่ีทําให้เกิดสีได้เองหลงัการเกิดปฏิกิริยา (Chromogenic reagent)  ทําให้ง่ายตอ่การวิเคราะห์ไมต้่องทํา

ปฏิกิริยาหลายขัน้ตอนเป็นวิธีท่ีได้รับการศกึษามากขึน้ในปัจจบุนั ตวัอยา่งสารกลุม่นีไ้ด้แก่  Indoxyl 

acetate (ไมมี่สี)  เม่ือเกิดปฏิกิริยาจะให้สีฟ้า-เขียว และ Indophenyl acetate (แดง) เม่ือเกิดปฏิกิริยาจะ

ให้สีฟ้า-มว่ง  ในการวิจยัครัง้นีเ้ลือกใช้ Indoxyl acetate เป็นสารตัง้ต้นของปฏิกิริยาเน่ืองจากสามารถ

สงัเกตการเปล่ียนแปลงของสีได้ง่าย  (Han และคณะ, 2012)  

  สารตัง้ต้น Indoxyl acetate (ไมมี่สี) เกิดปฏิกิริยาไฮโดไลซีสได้โดยมีเอนไซม์อะซีตลิโคลีนเอสเตอ

เรสเป็นตวัเร่งปฏิกิริยาทําให้ได้สารอินดอกซิล (ไมมี่สี) และกรดอะซิตกิ จากนัน้สารอินดอกซลิจะถกู

ออกซิไดซ์อย่างรวดเร็วเม่ือสมัผสักบัอากาศทําให้ได้สารอินดโิก (สีฟ้า) (ภาพท่ี  5) ซึง่สามารถเห็นสีได้บน

แผน่ทดสอบหรือในระบบสารละลาย ดงันัน้หากในตวัอย่างท่ีทําการทดสอบมียาฆา่แมลงปนเปือ้นอยู่ยาฆา่

แมลงจะออกฤทธ์ิยบัยัง้การทํางานของเอนไซม์ทําให้ไมส่ามารถทําปฏิกิริยากบัสารตัง้ต้นได้สง่ผลให้บน

แผน่ทดสอบหรือสารละลายปรากฏความเข้มของสีฟ้าท่ีแตกตา่งกนัออกไป  โดยความเข้มของสีฟ้าขึน้อยู่

กบัความเข้มข้นของยาฆา่แมลง   หากความเข้มข้นของยาฆา่แมลงมากขึน้ความเข้มของสีฟ้าจะลดลงและ

เม่ือถึงจดุท่ีไมป่รากฏสีแสดงวา่เอนไซม์ถกูยาฆา่แมลงยบัยัง้อยา่งสมบรูณ์เน่ืองจากความเข้มข้นยาฆา่

แมลงมากกวา่ความเข้มข้นเอนไซม์  (Guo และคณะ, 2013) 
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ภาพท่ี 5 ปฏิกิริยาไฮโดไลซีสของอินดอกซิลอะซีเตทโดยมีเอนไซม์เป็นตวัเร่งปฏิกิริยา 

ท่ีมา: Apilux และ คณะ (2015) 

  

2.3 กลไกการยับยัง้การทาํงานของเอนไซม์อะซิตลิโคลีนเอสเตอเรส 

 

เอนไซม์อะซิตลิโคลีนเอสเตอเรสเป็นเอนไซม์ท่ีมีความเฉพาะเจาะจงตอ่การเร่งปฏิกิริยาไฮโดไลซีส

ของโคลีนเอสเตอร์ ซึง่เอนไซม์ประกอบด้วยบริเวณเร่ง (Active site) 2 ตําแหนง่ ได้แก่ Anionic subsite 

และ Esteratic subsite ซึง่มีกรดอะมิโนชนิดเซรีนอยู่ ยาฆา่แมลงกลุม่คาร์บาเมตและออร์กาโนฟอสเฟต

สามารถยบัยัง้เอนไซม์อะซิติลโคลีนเอสเตอเรสได้ ซึง่ยาฆา่แมลง 2 กลุม่นีมี้กลไกการยบัยัง้ท่ีคล้ายคลงึกนั

แตแ่ตกตา่งกนัท่ีรูปแบบในการยบัยัง้ สําหรับยาฆา่แมลงกลุม่คาร์บาเมตเป็นการยบัยัง้แบบผนักลบัได้ 

(Reversible) และยาฆา่แมลงกลุม่ออร์กาโนฟอสเฟตเป็นการยบัยัง้แบบผนักลบัไมไ่ด้ (Irreversible) 

(Colovi และคณะ, 2013) 

 

2.3.1 การยบัยัง้แบบผนักลบัได้ (Reversible) 

สําหรับยาฆา่แมลงกลุม่คาร์บาเมตมีกลไกการยบัยัง้เอนไซม์อะซิตลิโคลีนเอสเตอเรสโดยหมูแ่ทนท่ี

คาร์บาเมตจะเข้าจบักบับริเวณเร่งของเอนไซม์ท่ีตําแหนง่เดียวกบัท่ีซบัสเตรทเข้าทําปฏิกิริยา  เรียกการ

ยบัยัง้แบบนีว้่าการยบัยัง้แบบแขง่ขนั (competitive inhibition)  (ดงัภาพท่ี 6) เน่ืองจากตวัยบัยัง้มี

โครงสร้างคล้ายกบัสบัสเตรทจงึสามารถแยง่จบักบัเอนไซม์ได้  การยบัยัง้แบบนีส้ามารถผนักลบัได้

เน่ืองจากเม่ือตวัยบัยัง้จบักบัเอนไซม์จะสร้างพนัธะท่ีไมใ่ชพ่นัธะโควาเลนต์ทําให้ได้สารประกอบเชิงซ้อนท่ีมี

ความเสถียรต่ํา (Carbamylated enzyme)  ดงันัน้ตวัยบัยัง้สามารถหลดุจากเอนไซม์ได้ง่ายกวา่กลุม่ออร์

กาโนฟอสเฟตแตย่ากกวา่ซบัสเตรทและอตัราการเข้ายบัยัง้เอนไซม์ขึน้อยูก่บัความเข้มข้นของตวัยบัยัง้หรือ
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สบัสเตรท  หากตวัใดมีความเข้มข้นมากกวา่ก็จะเข้าจบักบัเอนไซม์ได้ดีกว่า ซึง่ถ้าต้องการกําจดัตวัยบัยัง้

ออกสามารถทําได้โดยเพิ่มความเข้มข้นของซบัสเตรทให้สงูกวา่ตวัยบัยัง้เพ่ือท่ีจะแยง่จบับริเวณเร่งและทํา

ให้ตวัยบัยัง้หลดุไปจากบริเวณเร่งได้  ผลิตภณัฑ์ท่ีได้จงึเป็นผลิตภณัฑ์ท่ีเกิดจากการทําปฏิกิริยาระหวา่ง

ซบัสเตรทและเอนไซม์อะซิติลโคลีนเอสเตอเรส  ซึง่คือสารสีฟ้าและถ้าเพิ่มความเข้มข้นของตวัยบัยัง้ให้สงู

กวา่ซบัสเตรทก็จะไมเ่กิดผลิตภณัฑ์  (ปราณี,  2556)   
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 6 การยบัยัง้แบบแขง่ขนั (competitive inhibition) ตวัยบัยัง้เข้าแยง่จบักบัสารตัง้ต้นท่ีบริเวณเร่งของ

เอนไซม์ 

ท่ีมา: พชัรา (2543) 

 

 2.3.2 การยบัยัง้แบบผนักลบัไมไ่ด้ (Irreversible) 

 สําหรับยาฆา่แมลงกลุม่ออร์กาโนฟอสเฟตมีกลไกลการยบัยัง้โดยหมูฟ่อสเฟตจะเข้าจบัเอนไซม์

และสร้างพนัธะโควาเลนต์กบัหมูไ่ฮดรอกซิลซึง่เป็นหมูข้่างของกรดอะมิโนชนิดเซอรีนบนบริเวณเร่งของ

เอนไซม์ทําให้เกิดสารประกอบเชิงซ้อนท่ีมีความเสถียรสงู (phosphorylated enzyme)  สง่ผลให้โครงสร้าง

พืน้ฐานของเอนไซม์เปล่ียนไปและไมส่ามารถกลบัคืนสูส่ภาพเดมิได้  ทําให้เอนไซม์ไมส่ามารถจบักบั    

ซบัสเตรทและไมส่ามารถเร่งปฏิกิริยาตอ่ไปได้ (ปราณี,  2556) 

 
2.4 แผ่นทดสอบยาฆ่าแมลงโดยใช้ AChE 

แผน่ทดสอบยาฆา่แมลงท่ีใช้ AChE  สว่นใหญ่แล้วเป็นการตดิตามการทํางานของ AChE โดย

อาศยัการเกิดสี (colorimetric) ของปฏิกิริยาเคมีซึง่สามารถแบง่ออกเป็น 3 รูปแบบ ดงันี ้
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1). การทดสอบกรดท่ีเกิดขึน้ด้วย pH indicator  

 เม่ือสารประกอบเอสเทอร์ของกรดอะเซตกิถกูไฮโดรไลซ์โดยมี AChE เป็นตวัเร่งปฏิกิริยาแล้วจะ

ได้ผลิตภณัฑ์คือกรดอะซีตกิทําให้เกิดการเปล่ียนแปลงคา่ความเป็นกรดดา่ง  (pH) ซึง่สามารถติดตามได้

โดยการดกูารเปล่ียนสีของสารท่ีเป็นอินดเิคเตอร์ (Miao และคณะ, 2010) ดงัแสดงในภาพท่ี 7 (A)   

Thantong  และคณะ (2008) ได้ใช้หลกัการนีใ้นการพฒันาชดุทดสอบสารฆ่าแมลงกลุม่ 

organophosphate และ carbamate  โดยชดุทดสอบประกอบด้วย แผน่ดดูซบัยาฆา่แมลงจากสารสกดัผกั

และผลไม้ จากนัน้นําแผน่ดดูซบัมาเตมิสารสะลายบฟัเฟอร์ และ AChE  แล้วปิดทบัด้วยกระดาษทดสอบสี

เพ่ืออา่นผลโดยสงัเกตสีของกระดาษทดสอบท่ีเปล่ียนไป  ชดุทดสอบนีส้ามารถตรวจยาฆา่แมลงตกค้างได้

ในระดบัต่ําถึง 0.05 ppm  

2). การทดสอบด้วยสารตัง้ต้นท่ีเกิดสีได้ (chromogenic substrate)   

การไฮโดรไลซ์สารตัง้ต้นท่ีเกิดสีได้ อยา่งเชน่ indoxyl acetate หรือ indophenyl acetate  

สามารถใช้ในการตดิตามการทํางานของ AChE ได้เชน่กนั โดยท่ีวิธีนีไ้มต้่องอาศยัอินดเิคเตอร์ใดๆ 

เน่ืองจากสามารถสงัเกตสีของสารตัง้ต้นท่ีเปล่ียนไปได้ทนัทีหลงัจากท่ีปฏิกิริยาสิน้สดุลง   ในกรณีของ 

indoxyl acetate ซึง่ตามปกตเิป็นสารท่ีไมมี่สี  แตเ่ม่ือถกูไฮโดรไลซ์แล้วจะให้สารประกอบ indoxyl ท่ีจะ

เปล่ียนเป็นสีฟ้าเม่ือทําปฏิกิริยากบัออกซิเจนในอากาศ ดงัแสดงในภาพท่ี 7 (B1) Pohanka และคณะ 

(2010) สําหรับ indophenyl acetate  นัน้ ปรกตใิห้สีแดง แตส่ามารถเปล่ียนเป็นสีฟ้าจนถึงสีมว่งแดงได้

หลงัจากถกูไฮโดรไลซ์  ดงัภาพท่ี 7 (B2)  อย่างไรก็ตาม การใช้ indophenyl acetate เป็นสารตัง้ต้นในการ

ตรวจสอบการทํางานของ AChE อาจทําให้การวิเคราะห์ผลคลาดเคล่ือนได้เน่ืองจากเกิดการซ้อนทบักนั

ของสี (color overlapping) ระหวา่งสารตัง้ต้นกบัผลิตภณัฑ์ท่ีเกิดขึน้ (Han และคณะ, 2012)   

3). การทดสอบด้วยวิธีของ Ellman   

การติดตามการทํางานของ AChE ด้วยวิธีของ Ellman อาศยัหลกัการตรวจสอบหมู่ซลัไฟดริล 

(sulfhydryl group) ในสารละลายด้วยสาร 5,5'-Dithio-bis-(2-nitrobenzoic acid) หรือ DTNB  ซึง่จาก

ภาพท่ี 7 (C) จะเห็นวา่ เม่ือ acetylthiocholine (ATCh) ถกูเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสด้วย AChE แล้ว จะทํา

ให้ได้ผลิตภณัฑ์ 2 ชนิด คือ กรดอะซีตกิ และ thiocholine  ซึง่มีหมูซ่ลัไฟดริลอิสระอยู่ในโครงสร้าง  จงึทําให้ 

thiocholine สามารถทําปฏิกิริยากบั DTNB และเกิดเป็นผลิตภณัฑ์ใหมท่ี่เรียกวา่ mixed disulfide กบั

ผลิตภณัฑ์ท่ีมีสีเหลือง นัน่ก็คือ 5-thio-2-nitrobenzoic acid หรือ TNB  ซึง่สามารถดดูกลืนแสงได้ท่ี 412 

นาโนเมตร อยา่งไรก็ตาม เม่ือเปรียบเทียบกบัการเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของ chromogenic substrate 

แล้ว วิธีของ Ellman มีขัน้ตอนท่ียุง่ยากกวา่เล็กน้อย แตวิ่ธีของ Ellman ก็ยงัเป็นท่ีนิยมมาก  เน่ืองจากให้คา่

อตัราการเปล่ียนแปลงสารตัง้ต้น (turnover rate) สงูกวา่ indoxyl acetate   นอกจากนีส้าร TNB ท่ีเกิดขึน้

ยงัมีความเสถียรในชว่งคา่ pH เทา่กบั 7.6 ถึง 8.6 ซึง่เป็นชว่งท่ี AChE ทํางานได้เป็นอยา่งดี   
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ภาพท่ี 7 การติดตามการทํางานของเอนไซม์อะซติลิโคลีนเอสเทอเรส (AChE) โดยพิจารณากรดอะซีติกท่ี

เกิดขึน้ (A) , โดยใช้  indoxyl acetate (B1), indophenyl acetate (B2) และ โดยใช้วิธีของ Ellman  (C) 
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ตารางท่ี 1  การออกแบบแผ่นทดสอบยาฆา่แมลงตกค้างท่ีใช้การเปล่ียนแปลงสีโดยอาศยักิจกรรมของเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรส 

 

 

 

 

 

 

เอนไซม์ สารตัง้ต้น 

ชนิดวัสดุ

ของแผ่น

ทดสอบ 

วิธีตรึงเอนไซม์ ตัวอย่างที่ทดสอบ ค่า LOD ของการทดสอบ / IC50 อายุการใช้งาน อ้างองิ 

AChE จาก

ปลาไหล

ไฟฟ้า 

Acetylthiocholine 

iodide 

DTNB 

 

Hybond N+ 

membrane 

หยด AChE ลงบนแผน่ 

เมมเบรนแล้วทําแห้งด้วย 

freez dried 

1. ยาฆา่แมลงกลุม่ออแกโน

ฟอสเฟตและคาร์บาเมต 

 2. สารสกดัจากผกัและผลไม้

ท่ีสกดัด้วยเมทานอล 

LOD = 1 µg/mL (omethoate) 

LOD = 0.1 µg/mL (dichlorvos) 

LOD = 2 µg/mL (methamidophos) 

LOD = 0.05 µg/mL (chlorpyrifos) 

LOD = 1.5 µg/mL (carbaryl) 

LOD = 0.8 µg/mL (pirimicarb.) 

2 เดือนท่ีอณุหภมู ิ

ห้อง (20-37 °C) 

Guo และ

คณะ 

(2013) 

AChE จาก

เซลล์เมด็

เลอืดแดง

ของมนษุย์ 

Acetylcholine 

chloride 

 

pH 

indicator 

strip 

หยด AChE ลงบน pH 

indicator strip แล้วทําแห้ง

โดยปลอ่ยทิง้ไว้ทัง้คืนใน 

dry chamber ท่ีอ่ิมตวัไป

ด้วย GA 

ยาฆา่แมลงกลุม่ออแกโน

ฟอสเฟต 

LOD = 5 ×10-8M (paraoxon-ethyl)  

LOD = 5 ×10-9M (sarin) 

อยา่งน้อย 1 เดือน Pohanka 

และคณะ 

(2010) 
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ตารางท่ี 1  การออกแบบแผ่นทดสอบยาฆา่แมลงตกค้างท่ีใช้การเปล่ียนแปลงสีโดยอาศยักิจกรรมของเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรส (ตอ่) 

เอนไซม์ สารตัง้ต้น 

ชนิดวัสดุ

ของแผ่น

ทดสอบ 

วิธีตรึงเอนไซม์ ตัวอย่างที่ทดสอบ ค่า LOD ของการทดสอบ / IC50 
อายุการใช้

งาน 
อ้างองิ 

AChE จาก

ปลาไหล

ไฟฟ้า 

Indophenyl 

acetate (IPA) 

กระดาษ

กรอง 

Whatman 

เบอร์ 1 

ตรึง AChE กบั IPA ไว้คนละ

ฝ่ังของแผน่ กระดาษ แล้วใช้ 

sodium silicate sol ในการ 

entrap สารทัง้สองไว้  ใน

ลกัษณะการพิมพ์ทบัเป็น

ชัน้ๆ ดงันี ้

silica/AChE/silica 

1. ยาฆา่แมลงกลุม่ออแกโน

ฟอสเฟตและคาร์บาเมต2. 

นํา้ผลไม้ 

3. พน่ยาบนผิวแอปเปิล้และ

ผกักาดทิง้ไว้ 48 ชม. แล้วใช้

สาํล ีswab ใสล่งในนํา้ 

LOD ~ 1 nM (bendiocarb) 

LOD ~ 10 nM (carbaryl)  

LOD ~ 1 nM (paraoxon)  

LOD ~ 10 nM (malathion) 

 

อยา่งน้อย 1 

เดือนท่ีอณุหภมูิ 

4 °C 

Hossain 

และ

คณะ 

(2009) 

AChE จาก

ปลาไหล

ไฟฟ้า 

Indophenyl 

acetate (IPA) 

Hybond 

N+ 

membrane 

หยด AChE ลงบนเมมเบรน

แล้วทําแห้งท่ีอณุหภมูิห้อง 

1. ยาฆา่แมลงกลุม่ออแกโน

ฟอสเฟตและคาร์บาเมต 

2. สารสกดัจากผกัและข้าวท่ี

พน่ยาฆา่แมลงทิง้ไว้ 24 ชม. 

โดยสกดัด้วยเมทานอล 

LOD = 10-6 – 102 µg/mL   

(ออแกโนฟอสเฟต) 

LOD = 10-6 – 100 µg/mL  

(คาร์บาเมต) 

 

2 เดือนท่ี

อณุหภมูิ 4 °C 

No และ

คณะ 

(2007) 

AChE จาก

ปลาไหล

ไฟฟ้า 

Acetylthiocholine 

iodide 

DTNB 

 

กระดาษ

กรอง 

Munktell

เบอร์ 1 

บม่กระดาษท่ี 120 °C 25 

นาที  ก่อนจะนําไปตดิบน

แผน่พลาสติก จากนัน้ตรึง 

AChE ท่ีผสมกบั DTNB ลง

ไป รอให้แห้ง  

Malathion LOD = 2.5 ppm 2 เดือนท่ี

อณุหภมูิ 4 °C 

Kavruk 

และคณะ 

(2013) 
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ตารางท่ี 1  การออกแบบแผ่นทดสอบยาฆา่แมลงตกค้างท่ีใช้การเปล่ียนแปลงสีโดยอาศยักิจกรรมของเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรส (ตอ่) 

 

เอนไซม์ สารตัง้ต้น 

ชนิดวัสดุ

ของแผ่น

ทดสอบ 

วิธีตรึงเอนไซม์ ตัวอย่างที่ทดสอบ ค่า LOD ของการทดสอบ / IC50 
อายุการใช้

งาน 
อ้างองิ 

AChE จาก

แมลงหวี่ท่ี

ผา่นการตดั

ตอ่

พนัธกุรรม 

Indoxyl 

 acetate 

กระดาษ

กรอง 

Whatman 

เบอร์ 1 

จุ่มกระดาษกรองลงใน

สารละลาย AChE ท่ีผสม

กบั gelatin  นําขึน้มาผึง่

ให้แห้งท่ีอณุหภมูิห้อง 

1. ยาฆา่แมลงกลุม่ 

organophosphate และ 

carbamate 

2. ผกัท่ีพน่ยาทิง้ไว้ 24 ชม. 

แล้วสกดัด้วยสารละลาย

ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ pH 7.2 

IC50 = 0.06 µg/mL (carbofuran) 

IC50 = 0.28 µg/mL (methomyl) 

IC50 = 0.03 µg/mL (dichlorvos) 

IC50 = 31.6 µg/mL 

(methamidophos) 

IC50 = 2.0 µg/mL (monocrotophos) 

IC50 = 6.3 µg/mL (omethoate) 

4 เดือนท่ี

อณุหภมู4ิ °C 

Han และ

คณะ 

(2012) 

AChE จาก 

bovine 

Acetylcholine 

bromide 

กระดาษ

กรอง 

หยด AChE ลงบน

กระดาษกรองท่ีดดูซบัสาร

จากตวัอยา่ง  วาง

กระดาษทดสอบสทีบัลง

ไป แล้วสงัเกตการเปลีย่น

ส ี

1. ยาฆา่แมลงกลุม่ 

organophosphate และ 

carbamate 

2. สารสกดัผกัและผลไม้

ด้วยนํา้กรอง 

LOD = 0.05 ppm - Thantong 

และคณะ 

(2008) 
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2.5 ยาฆ่าแมลงในการทดลอง 

ในการวิจยัครัง้นีไ้ด้พฒันาชดุทดสอบขึน้ 2 แบบ คือชดุทดสอบท่ีมีลกัษณะเป็นแผน่ทดสอบเหมาะ

สําหรับยาฆา่แมลงกลุม่คาร์บาเมตชนิดคาร์โบฟแูรนและชดุทดสอบท่ีมีลกัษณะเป็นระบบสารละลาย

เหมาะสําหรับยาฆา่แมลงกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟตชนิดคลอร์ไพริฟอส โดยชดุทดสอบท่ีพฒันาขึน้อาศยั

หลกัการเดียวกนัคือยบัยัง้การทํางานของเอนไซม์อะซิตลิโคลีนเอสเตอเรส และสามารถบอกปริมาณยาฆา่

แมลงได้จากสีท่ีปรากฏบนแผน่ทดสอบหรือสารละลาย โดยปริมาณยาฆ่าแมลงท่ีชดุทดสอบสามารถอา่น

ได้อ้างอิงจากคา่ปริมาณสารพิษตกค้างสงูสดุ (Maximum Residue Limit; MRLs) ในผกัตามข้อกําหนด

ของสํานกังานมาตรฐานสินค้าเกษตรและอาหารแหง่ชาต7ิ  

2.4.1  คาร์โบฟแูรน 

  สําหรับยาฆา่แมลงกลุม่คาร์บาเมตเลือกใช้คาร์โบฟแูรนเน่ืองจากเป็นสารก่อมะเร็งและ

จดัเป็นสารกําจดัศตัรูพืชท่ีห้ามใช้และไมไ่ด้รับอนญุาตให้ขึน้ทะเบียน  จากข้อมลูผลการเฝ้าระวงัสารเคมี

กําจดัศตัรูพืชตกค้างในผกัประจําปี 2559 ของเครือข่ายเตือนภยัสารเคมีกําจดัศตัรูพืช พบวา่ส่วนมากตรวจ

พบในผกัจําพวก พริกแห้ง พริกสด ผกัตระกลูกะหล่ํา แตงกวาตามลําดบัโดยคา่ MRL ของผกัจะอยูใ่นชว่ง 

0.02 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ถึง 2 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ดงัตารางท่ี 1 (มกอช,  2557)   

2.4.2 คลอไพริฟอส 

 สําหรับยาฆา่แมลงกลุม่ออร์กาโนฟอสเฟตเลือกใช้คลอไพริฟอส  เน่ืองจากข้อมลู 

ผลการเฝ้าระวงัสารเคมีกําจดัศตัรูพืชตกค้างในผกัประจําปี 2558 ของเครือขา่ยเตือนภยัสารเคมีกําจดั

ศตัรูพืช พบวา่เป็นยาฆา่แมลงท่ีตรวจพบการตกค้างในผกัผลไม้หลายชนิดมากท่ีสดุ สว่นมากจะพบในผกั

จําพวก   พริกแดง  มะเขือเปราะ  คะน้า  กะเพรา  กวางตุ้ง  และแตงกวา เป็นต้น โดยคา่ MRL ของผกัจะ

อยูใ่นชว่ง 0.05 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ถึง 20 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ดงัตารางท่ี 2 (มกอช,  2557)   
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ตารางท่ี 2  ปริมาณสารพิษตกค้างสงูสดุของคาร์โบฟแูรนในผกัตามข้อกําหนดของ มกอช. 
 

ชนิดของยาฆ่าแมลง สนิค้าเกษตร ปริมาณสารพิษตกค้างสงูสดุ, MRL (mg/kg) 

คาร์โบฟแูรน พริกแห้ง 2 

เมลด็กาแฟ 1 

พริก 0.5 

กระถิน 0.2 

ถัว่เขียว 0.2 

กระเจ๊ียบเขียว 0.15 

ถัว่ลนัเตาฝักสด 0.15 

เมลด็ละหุ่ง  0.1 

เมลด็ถัว่ลสิง  0.1 

เมลด็งา  0.1 

เมลด็ฝ้าย  0.1 

ข้าวฟ่าง 0.1 

ข้าวสาร 0.1 

มะเขือ 0.1 

มนัเทศ 0.1 

ถัว่ฝักยาว 0.1 

ถัว่เหลืองเมลด็แห้ง 0.1 

หน่อไม้ฝร่ัง 0.06 

ข้าวโพดเมลด็แห้ง 0.05 

เมลด็โกโก้  0.05 

เมลด็ทานตะวนั  0.05 

มนัฝร่ัง 0.05 

ถัว่เหลืองฝักสด 0.02 

ข้าวโพดฝักสด 0.01 

ข้าวโพดฝักอ่อน 0.01 

ผกัตระกลูกะหล่ํา 0.03 

มนัสําปะหลงั 0.02 
ท่ีมา :  สําน ักงานมาตรฐานสิ นค้า การเกษ ตรแ ละอาหา รแห่งชา ติ(2557 ) 

ท่ีมา:  สํานกังานมาตรฐานสินค้าการเกษตรและอาหารแหง่ชาต ิ(2557) 
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ตารางท่ี 3  ปริมาณสารพิษตกค้างสงูสดุของคลอร์ไพริฟอสในผกัตามข้อกําหนดของ มกอช. 
 

ชนิดของยาฆา่แมลง สินค้าเกษตร ปริมาณสารพิษตกค้างสงูสดุ, MRL (mg/kg) 

คลอร์ไพริฟอส พริกแห้ง 20 

เคร่ืองเทศกลุม่เมล็ด 5 

พริก 3 

พริกหวาน 2 

เคร่ืองเทศกลุม่ผล 1 

เคร่ืองเทศกลุม่ราก 1 

ถัว่เหลืองฝักสด 1 

กระเจ๊ียบเขียว 0.5 

ข้าวเปลือก 0.5 

หอมแดง 0.2 

หอมใหญ่ 0.2 

ข้าวสาร 0.1 

ถัว่เหลืองเมล็ดแห้ง 0.1 

เมล็ดถัว่ลสิง 0.05 

มนัเทศ 0.05 

ท่ีมา:  สํานกังานมาตรฐานสินค้าการเกษตรและอาหารแหง่ชาต ิ(2557) 
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การดาํเนินงานวิจัย 

 

3.1  วัตถุดบิ 

  ถัว่ฝักยาว   

3.2  อุปกรณ์ 

3.2.1 กระดาษกรอง Whatman เบอร์ 5  

3.2.2 กระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1 

3.2.3 เทียนสีขาว เบอร์ 21 (บริษัท แสงทิพย์, ประเทศไทย) 

3.3  สารเคมี 

3.3.1 Carbofuran (Dr. Ehrenstorfer, Germany) 

3.3.2 Chlorpyrifos 10 ng/µl in acetonitrile 10 mL (Dr. Ehrenstorfer, Germany) 

3.3.3 Acetylcholinesterase (EC number 3.1.1.7, Sigma, St.Louis, MO, USA) 

3.3.4 Indoxyl acetate (Sigma, St.Louis, MO, USA)  

3.3.5 Methanol 99.9% (Merck, Germany)  

3.3.6 สารไดโซเดียมฟอสเฟต (Na2HPO4) (Ajax Finechem, Australia)   

3.3.7 สารโซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (NaH2PO4) (Ajax Finechem, Austria) 

 

3.4  เคร่ืองมือ 

3.4.1  เคร่ืองวดัคา่ความเป็นกรด-ดา่ง (pH meterรุ่น S20 SevenEasy, Mettler Toledo, Germany) 

3.4.2 เคร่ืองวดัสี (Color Checker รุ่น NR-12, Nippon denshoku, Japan) 

3.4.3  เคร่ือง High-performance liquid chromatography (Shimadzu, Kyoto, Japan) 

 

3.5 การเตรียมแผ่นทดสอบ 

 3.5.1 ตดักระดาษกรองเบอร์ 5 ขนาด 1.0 x 1.0 เซนตเิมตร จํานวน 2 แผน่ เรียกว่า แผน่ A และแผน่ B 

ดงัภาพท่ี 8 

 

 

 

 

ภาพท่ี 8 การตดักระดาษกรองของแผน่  A และแผน่ B 
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3.5.2  นําแผน่ A และแผน่ B วาดเส้นจากขอบเข้ามาด้านใน 2.5 × 2.5 มิลลิเมตร และตีกรอบ จากนัน้

ละลายเทียนท่ีอณุหภมูิ 75 ºC  เคลือบตามกรอบท่ีวาดไว้ ดงัภาพท่ี 9 (ก) 

 

     (ก)                                                                            (ข) 

 

 
 

 

ภาพท่ี 9 (ก) กระดาษแผน่ A และแผน่ B ท่ีผา่นการเคลือบด้วยเทียนสีขาว (ข) แผน่ทดสอบท่ีใช้ในการ

ตรวจสอบยาฆา่แมลง 
 

3.5.3  เม่ือเทียนแข็งตวันําแผน่ A และ B มาตดิเทปใสตอ่ให้เป็นแผน่เดียวกนั ดงัภาพท่ี 9(ข) 

 

3.6 การเตรียมชุดทดสอบ 

3.6.1  ตดักระดาษแข็งขนาด 11× 15 เซนตเิมตร เพ่ือทําเป็นแผน่รอง  

3.6.2  นําแผน่รองพบัคร่ึงและตดิแผน่ทดสอบ 5 แผน่กบัแผน่รอง โดยเว้นระยะหา่งจากกนั 2 เซนตเิมตร  

3.6.3  ตดัแผ่นรองบริเวณท่ีเว้นไว้จนถึงรอยพบัคร่ึง เพ่ือให้สามารถพบัแผ่น A ประกบกบัแผน่ B ได้ทีละ

แผน่ ดงัภาพท่ี 10 
 

 
 

 

 

 
 
 

ภาพท่ี 10 รูปแบบแผ่นทดสอบยาฆา่แมลง  

 

3.7  การพัฒนาชุดทดสอบสาํหรับตรวจสอบคาร์โบฟูแรน 

  ในการพฒันาชดุทดสอบสําหรับอ่านคา่ปริมาณยาฆา่แมลงท่ีพบในผกั  เร่ิมต้นโดยใช้แผน่ทดสอบ

ในการทดลองทําปฏิกิริยาเพ่ือจบัคูค่วามเข้มข้นยาฆ่าแมลง (ท่ีกําหนดไว้บนชดุทดสอบ) กบัความเข้ม

เอนไซม์ท่ีสามารถทําปฏิกิริยาพอดีกนั  จากนัน้นําข้อมลูท่ีได้มาจดัทําเป็นชดุทดสอบ  

 3.7.1  ศกึษาเวลาท่ีใช้ในการทําปฏิกิริยาระหวา่งอินดอกซิลอะซิเตทกบัเอนไซม์อะซติลิโคลี 

เอสเทอเรส 

15 ซม. 

11 ซม. 
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3.7.1.1 นําแผน่ทดสอบมาโดยแผน่  A หยดเอนไซม์ความเข้มข้น 804 U/mL ใน 0.1 M ฟอสเฟต

บฟัเฟอร์ pH 7.4  ปริมาณ 3 µL และแผน่ B หยดอินดอกซิลอะซิเตทใน methanol ปริมาณ 3 µL ทิง้ไว้ให้

แห้ง 30 นาที 

3.7.1.2 หยดสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ pH 7.4 ลงบนแผน่ A และแผน่ B แผน่ละ 3 µL  

จากนัน้ประกบทนัที  

3.7.1.3 ประกบเพ่ือให้สารทําปฏิกิริยากนัและในขณะประกบกนัจะทําการวดัคา่สี b*ของแผน่ A 

ทกุ 1 นาที จนครบ 50 นาที   

 3.7.1.4 พิจารณาเวลาท่ีทําให้คา่สี b* (คา่สีฟ้า) คงท่ี เพ่ือกําหนดเป็นเวลาท่ีใช้สําหรับการทํา

ปฏิกิริยา   

 

3.7.2 ศกึษาความเข้มข้นเอนไซม์ท่ียาฆา่แมลงสามารถยับ้ยัง้ได้อยา่งสมบรูณ์ 

 3.7.2.1 แผน่ทดสอบแผน่ A หยดเอนไซม์ท่ีความเข้มข้นตา่งๆ ใน 0.1 M ฟอสเฟตบฟัเฟอร์  

pH 7.4 ปริมาณ 3 µL และแผน่ B หยดอินดอกซิลอะซิเตทใน methanol ปริมาณ 3 µL ทิง้ไว้ 30 นาที 

 3.7.2.2 หยดยาฆา่แมลงท่ีความเข้มข้นตา่งๆท่ีกําหนดไว้ ปริมาณ 3 µL ลงบนแผน่ A ทิง้ไว้ 15 

นาที 

3.7.2.3 หยดสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ pH 7.4 ปริมาณ 3 µL ลงบนแผน่ A และ B จากนัน้

ประกบทนัที ทิง้ไว้ 35 นาที เพ่ือให้สารทําปฏิกิริยากนั  

3.7.2.4  ครบเวลาวดัคา่สี  b* ของแผน่ A  

3.7.2.5 วิเคราะห์ผลโดยเลือกความเข้มข้นเอนไซม์และความเข้มข้นยาฆา่แมลงท่ีทําปฏิกิริยากนั

และได้สีใส  

3.7.2.6  กําหนดสเกลความเข้มข้นของเอนไซม์และยาฆา่แมลงบนชดุทดสอบเพ่ือใช้ในการอ่านคา่  

 

3.8  การพัฒนาชุดทดสอบสาํหรับตรวจสอบคลอร์ไพริฟอส 

 3.8.1 ศกึษาความเข้มข้นอินดอกซิลอะซิเตทท่ีเหมาะสม 

  3.8.1.1 เตรียมเอนไซม์ 10.72 U/mL ใน 0.1 M ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ pH 7.4 

  3.8.1.2 เตรียมอินดอกซิลอะซิเตทท่ีความเข้มข้นตา่งๆ ได้แก่  200, 50 และ 10 mM  

ใน  methanol 

  3.8.1.3 หยดเอนไซม์ความเข้มข้น 10.72 U/mL ปริมาณ 200µL ลงในขวด vial ขนาด 2 mL

จํานวน 3 ขวด   

  3.8.1.4 หยดอินดอกซิลอะซิเตทท่ีความเข้มข้นตา่งๆปริมาณ 200 µL ลงในขวดท่ีมีการหยด

เอนไซม์ 
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  3.8.1.5 จบัเวลาดกูารเปล่ียนแปลงสีทกุ 5 นาที จนครบ 30 นาทีและเปรียบเทียบสีของ 

อินดอกซิลอะซิเตทท่ีความเข้มข้นตา่งๆ  

  3.8.1.6 ทดลองซํา้ 3 ครัง้ 

 3.8.2 ศกึษาเวลาท่ีใช้ในการยบัยัง้การทํางานของเอนไซม์    

  3.8.2.1 เตรียมเอนไซม์ 10.72 U/mL ใน 0.1M ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ pH 7.4 

  3.8.2.2 เตรียมอินดอกซิลอะซิเตทความเข้มข้น 50 mM  

  3.8.2.3 เตรียมคลอร์ไพริฟอสท่ีความเข้มข้นตา่งๆ ได้แก่ 5, 4, 3, 2, 1, 0.1, 0.05 และ 0.01 ppm  

  3.8.2.4 หยดเอนไซม์ความเข้มข้น 10.72 U/mL ปริมาณ 200 µL ลงในขวด vial ขนาด 2mL

จํานวน 8 ขวด เรียกขวดท่ี 1– 8  

  3.8.2.5  หยดยาฆา่แมลงท่ีความเข้มข้นตา่งๆ ปริมาณ 200 µLลงในขวดท่ี 1 – 8  

  3.8.2.6 จบัเวลา 5 นาทีเพ่ือศกึษาเวลาท่ียาฆา่แมลงเข้าจบักบัเอนไซม์อย่างสมบรูณ์ 

  3.8.2.7 เม่ือครบเวลาหยดอินดอกซิลอะซิเตทความเข้มข้น 50 mM ปริมาณ 200µL  

ลงในขวดท่ี 1– 8  

  3.8.2.7 ทิง้ไว้ 30 นาที เพ่ือให้สารทําปฏิกิริยาเกิดสีอยา่งสมบรูณ์ 

  3.8.2.8  ทดลองซํา้ โดยเปล่ียนเฉพาะเวลาในขัน้ตอนท่ี 3.8.2.5 เป็น 10 นาทีและ15 นาที 

 

3.8.3 ศกึษาเวลาท่ีใช้ในการทําปฏิกิริยาเกิดสีท่ีเหมาะสม 

  3.8.3.1 เตรียมเอนไซม์ 10.72 U/mL ใน 0.1 M ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ pH 7.4   

  3.8.3.2 เตรียมอินดอกซิลอะซิเตทความเข้มข้น 50 mM ใน methanol 

  3.8.3.3 เตรียมยาฆา่แมลงท่ีความเข้มข้นตา่งๆ ได้แก่  5, 4, 3, 2, 1, 0.1, 0.05 และ 0.01 ppm  

  3.8.3.4 หยดเอนไซม์ความเข้มข้น 10.72 U/mL ปริมาณ 200 µL ลงในขวด vial ขนาด 2 mL

จํานวน 8 ขวด เรียกว่าขวดท่ี 1– 8  

  3.8.3.5 หยดยาฆา่แมลงท่ีความเข้มข้นตา่งๆ ปริมาณ 200 µL ลงในขวดท่ี 1 – 8  

  3.8.3.6  ทิง้ไว้ 5 นาทีเพ่ือให้ยาฆา่แมลงเข้าจบักบัเอนไซม์อยา่งสมบรูณ์    

  3.8.3.7 เม่ือครบเวลาหยด อินดอกซิลอะซิเตทความเข้มข้น 50 mM ปริมาณ 200 µL  

ลงในขวดท่ี 1– 8  

  3.8.3.8 จบัเวลาดกูารเปล่ียนแปลงสีทกุ 5 นาที จนครบ 30 นาที 

  3.8.3.9 ทดลองซํา้ 3 ครัง้  

 
3.9  การตรวจสอบปริมาณคาร์โบฟูแรนท่ีพบในผัก 

3.9.1 ขัน้ตอนการเตรียมตวัอยา่ง 
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ล้างถัว่ฝักยาวให้สะอาด ทิง้ไว้ให้แห้ง เตรียมคาร์โบฟแูรนในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ไว้

เป็น stock solution พน่คาร์โบฟแูรนปริมาตร 2 มิลลิลิตร ลงบนถัว่ฝักยาว ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 3 

ชัว่โมง (ทํา 3 ซํา้ และสําหรับ blank ) 

3.9.2 ขัน้ตอนการสกดัยาฆา่แมลงจากตวัอยา่ง 

หัน่ถัว่ฝักยาวให้ละเอียดแล้วชัง่ตวัอย่าง 2 กรัม  เตมิฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 10 มิลลิลิตร ผสมให้

เข้ากนั 2 นาที ด้วยเคร่ืองผสม vortex นําไปสกดัในอา่งอลัตราซาวด์เป็นเวลา 5 นาที กรองของเหลวท่ีสกดั

ได้ผา่น nylon membrane 0.22 ไมโครเมตร ได้สารละลายสว่นใสนําไปวิเคราะห์ HPLC และสําหรับแผ่น

ทดสอบ test kit 

การวิเคราะห์ปริมาณคาร์โบฟแูรนด้วยวิธี HPLC (Kongphonprom และ Burakham, 

2016) โดยใช้คอลมัน์ Inertsil ODS-3 (4.6 × 150 mm, GL Science, Kyoto, Japan) และใช้ mobile 

phase เป็น 0.1% acitic acid: methanol (50:50 v/v) ด้วยอตัราการไหล 1.0 mL/min ตรวจวดัคาร์โบฟู

แรนด้วย UV detector ท่ีความยาวคล่ืน 280 nm  
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ผลการทดลองและวิจารณ์ 

 

4.1 การพัฒนาชุดทดสอบคาร์โบฟูแรน 

4.1.1 ศึกษาเวลาท่ีใช้ในการทาํปฏิกิริยาระหว่างอินดอกซิลอะซิเตทกับเอนไซม์อะซิตลิโคลีน 

เอสเทอเรส 

 จากการทดสอบการเกิดสีเน่ืองจากการทําปฏิกิริยาระหว่างสารอินดอกซิลอะซิเตทกบัเอนไซม์     

อะซิตลิโคลีนเอสเทอเรสเม่ือทิง้ไว้เป็นระยะเวลาตา่งๆ รวม 50 นาที (ภาพท่ี 11) พบวา่เกิดสีฟ้าเห็นได้ด้วย

ตาเปล่า และเม่ือวดัคา่สีท่ีเกิดขึน้ด้วยเคร่ืองวดัสีพบว่าคา่ –b* ซึง่แสดงคา่สีฟ้าท่ีเกิดขึน้นัน้เพิ่มขึน้ตามเวลา

จนกระทัง่คงท่ีท่ีระยะเวลาการทําปฏิกิริยาประมาณ 25 นาที และสีฟ้ามีความคงตวัตลอดระยะเวลาการ

สงัเกต 50 นาที แสดงให้เห็นวา่ระยะเวลา 25 นาทีเป็นระยะเวลาการทําปฏิกิริยาท่ีเหมาะสมสําหรับการ

สงัเกตการเปล่ียนแปลงสีของชดุทดสอบในการศกึษานี ้

 

 

 

 

 

 

 

 
 

ภาพท่ี 11 ภาพถ่ายและคา่สี (-b*) ท่ีได้จาการทําปฏิกิริยาระหวา่งอินดอกซิลอะซิเตทกบัเอนไซม์อะซิตลิ

โคลีนเอสเทอเรสท่ีเวลาตา่งๆ  

 

4.1.2 การกาํหนดสเกลความเข้มข้นบนชุดทดสอบ 

ทําการทดสอบความเข้มข้นของคาร์โบฟแูรนบนชดุทดสอบท่ีความเข้มข้นตา่งๆ  คือ 0.01, 0.0224, 

0.112, 0.56, 1.4 และ 2.8 ppm และความเข้มข้นของเอนไซม์อะซิตลิโคลีนเอสเทอเรสท่ีใช้ทดสอบคือ 100, 

134, 268,  402,  603 และ 804 U/mL 
 

 เม่ือใช้เอนไซม์และยาฆา่แมลงแตล่ะความเข้มข้นมาทดสอบบนแผน่ทดสอบเพ่ือหาคา่ความ

เข้มข้นของเอนไซม์ท่ีทําปฏิกิริยากบัคาร์โบฟแูรนจนหมดพอดี เชน่ ในตารางท่ี 4 แสดงผลการใช้คาร์โบฟแูร

นความเข้มข้น 0.0224 ppm พบวา่การใช้เอนไซม์ในชว่ง 268 – 804 U/mL ทําให้แผ่นทดสอบแสดงสีฟ้าท่ี
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สามารถสงัเกตเห็นได้ด้วยตาเปลา่ และเม่ือวดัคา่สีด้วยเคร่ืองวดัสีพบว่าได้คา่ b* มีคา่เป็นลบซึง่แสดงให้

เห็นวา่สีนัน้เป็นสีฟ้าเชน่เดียวกนัโดยความเข้มลดลงตามความเข้มข้นของเอนไซม์ท่ีลดลง  แตก่ารใช้

เอนไซม์ท่ีความเข้มข้น 134 U/mL ไมเ่กิดสีฟ้าบนแผ่นทดสอบ และสอดคล้องกบัคา่ b* ซึง่มีคา่เป็นบวก

แสดงให้เห็นว่าไมแ่สดงคา่สีท่ีเป็นสีฟ้า แสดงให้เห็นวา่ท่ีความเข้มข้นเอนไซม์นีทํ้าให้คาร์โบฟแูรนสามารถ

ยบัยัง้เอนไซม์ได้หมดจงึทําให้ไมเ่กิดปฎิกิริยาการไฮโดรไลซิสอินดอกซิลอะซิเตทและทําให้ไมเ่กิดสารท่ีให้สี 

 

ตารางท่ี 4  สีบนแผน่ทดสอบท่ีได้จากการทําปฏิกิริยาของคาร์โบฟแูรนความเข้มข้น 0.0224 ppm กบั

เอนไซม์ท่ีความเข้มข้นตา่งๆ 
 

ความเข้มข้นของเอนไซม์

(U/mL) 
ค่า b* ภาพประกอบ 

804 -4.76 

 
603 -6.53 

 
402 -1.94 

 
268 -1.10 

 
134 0.29 

 
 

 สําหรับผลการทดลองในตารางท่ี 5 ซึง่แสดงผลการใช้คาร์โบฟแูรนความเข้มข้น 0.112 ppm พบว่า

การใช้เอนไซม์ท่ีความเข้มข้น 128 และ 134 U/mL ไมเ่กิดสีฟ้าบนแผน่ทดสอบ จงึเห็นได้วา่ความเข้มข้น

ของคาร์โบฟแูรนท่ีสงูขึน้สามารถยบัยัง้เอนไซม์ท่ีความเข้มข้นสงูขึน้เชน่กนั 
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ตารางท่ี 5  สีบนแผ่นทดสอบท่ีได้จากการทําปฏิกิริยาของคาร์โบฟแูรนความเข้มข้น 0.112 ppm กบั

เอนไซม์ท่ีความเข้มข้นตา่งๆ 
 

ความเข้มข้นของเอนไซม์

(U/mL) 
ค่า b* ภาพประกอบ 

804 -3.08 

 
603 -4.75 

 
402 -2.18 

 
268 -0.11 

 
134 0.48 

 
 

ตารางท่ี 6  สีบนแผน่ทดสอบท่ีได้จากการทําปฏิกิริยาของคาร์โบฟแูรนความเข้มข้น 0.56 ppm กบัเอนไซม์

ท่ีความเข้มข้นตา่งๆ 
 

ความเข้มข้นของเอนไซม์

(U/mL) 
ค่า b* ภาพประกอบ 

804 -1.95 

 
603 -0.86 

 
402 -0.04 

 
268 -0.66 

 
134 0.50 
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ตารางท่ี 7  สีบนแผน่ทดสอบท่ีได้จากการทําปฏิกิริยาของคาร์โบฟแูรนความเข้มข้น 1.4 ppm กบัเอนไซม์ท่ี

ความเข้มข้นตา่งๆ 
 

ความเข้มข้นของเอนไซม์

(U/mL) 
ค่า b* ภาพประกอบ 

804 0.39 

 
603 -0.17 

 
402 -0.10 

 
268 -0.03 

 
134 0.89 

 
 

ตารางท่ี 8  สีบนแผน่ทดสอบท่ีได้จากการทําปฏิกิริยาของคาร์โบฟแูรนความเข้มข้น 2.8 ppm กบัเอนไซม์ท่ี

ความเข้มข้นตา่งๆ 
 

ความเข้มข้นของเอนไซม์

(U/mL) 
ค่า b* ภาพประกอบ 

804 0.02 

 
603 0.57 

 
402 0.45 

 
268 0.05 

 
134 0.14 

 
 

จากผลการทดลองในตารางท่ี 4-8 พบวา่คูข่องเอนไซม์กบัคาร์โบฟแูรนท่ีทําปฏิกิริยากนัพอดีคือ  

(0.01 ppm, 100 U/mL) (ไมไ่ด้แสดงผล) , (0.0224 ppm, 134 U/mL), (0.112 ppm, 268 U/mL), (0.56 
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2.8 ppm 1.4 ppm 0.56 

 

0.112 

 

0.0224 

 

-6.04 -1.35 -3.95 0.60 1.19 

ppm, 402 U/mL), (1.4 ppm, 603 U/mL)และ (2.8 ppm, 804 U/mL) ดงันัน้ทําให้สามารถเตรียมชดุ

ทดสอบสําหรับคาร์โบฟแูรนได้โดยการใช้ความเข้นข้นของเอนไซม์ตา่งๆ เหลา่นี ้ โดยชดุแผน่ทดสอบ

ดงักลา่วสามารถบอกคา่ความเข้มข้นของคาร์โบฟแูรนได้ตัง้แตน้่อยกวา่ 0.01 ppm ไปจนกระทัง่สงูกวา่ 2.8 

ppm ซึง่เป็นชว่งท่ีคลอบคลมุคา่ MRL ของคาร์โบฟแูรนในผลิตผลชนิดตา่งๆ ตามมาตรฐานของ มกอช. ดงั

แสดงในตารางท่ี 2 

 

4.1.3 ผลการทดสอบชุดทดสอบท่ีพัฒนาขึน้ด้วยสารละลายคาร์โบฟูแรน 
เม่ือทดสอบการใช้ชดุทดสอบสําหรับคาร์โบฟแูรนท่ีพฒันาขึน้ได้โดยใช้คาร์โบฟแูรนเข้มข้น 0.28 

ppm ผลการทดลองท่ีได้จากแผน่ทดสอบคือปรากฏเห็นเป็นสีฟ้าใน 3 แผน่แรกคือแผน่ท่ีซึง่แสดงความ

เข้มข้นของคาร์โบฟแูรนเป็น 0.56 - 2.8 ppm และไมมี่สีฟ้าปรากฎใน 2 แผน่ท้ายคือแผน่ท่ีแสดงความ

เข้มข้นของคาร์โบฟแูรน 0.0224 ppm- 0.112 ppm ดงันัน้จงึสามารถอ่านคา่ได้ว่าคาร์โบฟแูรนท่ีใช้ทดสอบ

นีมี้ความเข้มข้นอยูใ่นชว่งมากกวา่หรือเทา่กบั 0.112 ppm แตไ่มเ่กิน 0.56 ppm ซึง่เป็นชว่งท่ีถกูต้อง 

 

 

 

 

 

 

ค่า b* 

 

ภาพท่ี 12 ผลการทดสอบชดุทดสอบคาร์โบฟแูรนท่ีความเข้มข้น 0.28 ppm 

 

เชน่เดียวกนัเม่ือทดสอบโดยใช้สารละลายคาร์โบฟแูรนเข้มข้น 1.5 ppm ผลการทดลองท่ีได้จาก

แผน่ทดสอบท่ีพฒันาขึน้คือปรากฏเห็นเป็นสีฟ้าท่ีแผน่แรกคือท่ีแสดงความเข้มข้น 2.8 ppm และไมมี่สีฟ้า

ปรากฎท่ี 4 แผน่ท้ายคือท่ียาฆา่แมลงความเข้มข้น 0.0224 - 1.4 ppm ดงันัน้จงึสามารถอา่นคา่ได้วา่ยาฆา่

แมลงท่ีใช้ทดสอบนีมี้ความเข้มข้นอยูใ่นช่วงมากกว่าหรือเทา่กบั 1.4 ppm แตไ่มเ่กิน 2.8 ppm ซึง่เป็นชว่งท่ี

ถกูต้องเชน่เดียวกนั 
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804 u/ml 603 u/ml 402 u/ml 268 u/ml 136 u/ml 2.8 ppm 1.4 ppm 0.56 

 

0.112 

 

0.0224 

 

-0.39 0.42 1.03 0.66 0.51 

 

 

 

 

 

 

 

 

ค่า b 

 

ภาพท่ี 13 ผลการทดสอบชดุทดสอบคาร์โบฟแูรนท่ีความเข้มข้น 1.5 ppm 

 

4.1.4 ผลการวิเคราะห์ด้วยวิธี High-performance liquid chromatography (HPLC) 

 การวิเคราะห์ปริมาณคาร์โบฟแูรนสามารถใช้วิธี HPLC โดยจากการเตรียมสารมาตรฐานคาร์โบฟู

แรนในการวิเคราะห์ได้ผลดงัภาพท่ี 14 ซึง่จะเห็นได้วา่กราฟมาตรฐานมีความสมัพนัธ์เป็นเส้นตรงตลอดชว่ง

การวิเคราะห์โดยสามารถคํานวณคา่ limit of detection (LOD) ได้จากกราฟมาตรฐาน (Miller และ Miller, 

2010) ได้เป็น 0.45 ppm   

 

 
 

ภาพท่ี 14  กราฟมาตรฐานของคาร์โบฟแูรนจากการวิเคราะห์ด้วย HPLC 

 

y = 13898x - 692.49

R² = 0.9886
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จากการใช้สารละลายคาร์โบฟแูรนความเข้มข้น 46.6 ppm พน่บนตวัอยา่งถัว่ฝักยาวและนํามา

สกดัเพ่ือหาปริมาณคาร์โบฟูแรนตกค้างได้ผลการทดลองดงัภาพท่ี 15 โดยพบพีคของคาร์โบฟแูรนท่ีเวลา

ประมาณ 8 นาทีในโครมาโทแกรมและคํานณปริมาณคาร์โบฟแูรนตกค้างในตวัอยา่งตกค้างได้เป็น 1.01 

ppm 

 
       

 
        

ภาพท่ี 15  โครมาโทแกรมจาก (ก) ตวัอยา่งถัว่ฝักยาวท่ีไมไ่ด้พน่ยาฆา่แมลงและ (ข) ตวัอยา่งท่ีพน่ด้วยคาร์

โบฟแูรนเข้มข้น 46.6 ppm  
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4.1.5 ผลการทดสอบชุดทดสอบท่ีพัฒนาขึน้กับตัวอย่างถ่ัวฝักยาว 

 

 จากผลการทดลองนําสารสกดัท่ีได้จากตวัอย่างถัว่ฝักยาวท่ีปราศจากคาร์โบฟแูรนบนชดุทดสอบท่ี

พฒันาขึน้ปรากฏเห็นเป็นสีฟ้าบนทกุแผน่ทดสอบ (ภาพท่ี 16) จงึอา่นคา่ได้ว่าไมมี่ยาฆา่แมลงปนเปือ้นใน

ตวัอยา่งนี ้ซึง่แสดงให้เห็นวา่แผน่ทดสอบท่ีพฒันาขึน้ให้คา่ท่ีถกูต้อง 

 
 

ภาพท่ี 16  การทดสอบบนชดุทดสอบกบัตวัอยา่งท่ีไมมี่ยาฆา่แมลงปนเปือ้นอยู่ 

 

 สําหรับตวัอยา่งท่ีพน่คาร์โบฟแูรนความเข้มข้น 46.6 ppm ซึง่จากการวิเคราะห์ด้วย HPLC พบวา่มี

คาร์โบฟแูรนคตกค้างอยูใ่นปริมาณ 1.01 ppm นัน้เห็นสีฟ้าบนแผน่ทดสอบท่ีความเข้มข้น 2.8 แตไ่มเ่ห็นสี

ฟ้าบนแผน่ทดสอบแผน่อ่ืน  (ภาพท่ี 17 ) สรุปผลการอา่นได้วา่มีการปนเปือ้นของคาร์โบฟแูรนในช่วง 1.4 – 

2.8 ppm ซึง่สงูกวา่คา่ท่ีวิเคราะห์ได้จากวิธี HPLC อยูเ่พียงเล็กน้อย  เม่ือทําการทดสอบกบัชดุทดสอบ GT-

Test kit ซึง่เป็นชดุทดสอบทางการค้าท่ีได้รับการยอมรับอยา่งแพร่หลายในประเทศ โดยมีหลกัการการอ่าน

ผลโดยการเปรียบเทียบความเข้มของสีท่ีเกิดขึน้ในหลอดตวัอยา่งกบัหลอดควบคมุและหลอดตดัสินและ

พบวา่ในตวัอยา่งท่ีไมมี่สารปนเปือ้นได้ผลถกูต้องคือ ไมพ่บสารพิษตกค้าง ในขณะท่ีตวัอยา่งท่ีสกดัได้จาก

ถัว่ฝักยาวท่ีพน่ด้วยคาร์โบฟูแรนพบวา่มีการปนเปือ้นในระดบัไมป่ลอดภยั (ภาพท่ี 18)  อยา่งไรก็ตามจะ

เห็นได้วา่แผน่ตรวจสอบท่ีพฒันาขึน้ในการศกึษาครัง้นีส้ามารถบอกชว่งของการปนเปือ้นได้ซึง่จะเป็น

ประโยชน์ตอ่ผู้ ใช้งานมากย่ิงขึน้ 

 
 

ภาพท่ี 17  การทดสอบบนแผน่ตรวจสอบท่ีพฒันาขึน้ของตวัอย่างท่ีมีคาร์โบฟแูรนตกค้าง 1.01 ppm  

2.8 1.4 0.56 0.11 0.02 0.01

2.8 1.4 0.56 0.11 0.02 0.01
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       Blank    ตวัอยา่ง   ตวัอย่าง หลอดควบคมุ หลอดตดัสิน 

 

ภาพท่ี 18 การทดสอบการตกค้างของคาร์โบฟแูรนในตวัอยา่งท่ีสกดัจากถัว่ฝักยาว (ความเข้มข้น 1.01 

ppm) ด้วยชดุทดสอบ GT test kit 

 

  

4.2 การพัฒนาชุดทดสอบสาํหรับคลอไพริฟอส 

งานวิจยันีไ้ด้ออกแบบแผน่ทดสอบสําหรับคลอไพริฟอสในลกัษณะเดียวกบัคาร์โบฟแูรนดงัท่ี

รายงานไปแล้วข้างต้นแตพ่บวา่ผลการทดลองไมมี่ความคงท่ี โดยสาเหตอุาจเกิดเน่ืองจากความสามารถใน

การละลายของคลอไพริฟอสในนํา้มีคา่ต่ํามาก โดยคา่ท่ีมีการรายงานไว้คือประมาณ 2 ppm 

(http://pmep.cce.cornell.edu/profiles/extoxnet/carbaryl-dicrotophos/chlorpyrifos-ext.html) ซึง่อาจ

มีคา่ต่ําลงอีกในบฟัเฟอร์ท่ีใช้ในการทดลองครัง้นี ้ ดงันัน้จึงไมส่ามารถพฒันาแผน่ทดสอบท่ีใช้ทดสอบได้จริง 

แตไ่ด้พฒันาชดุทดสอบท่ีเป็นสารละลายแทน 

 

4.2.1 ศึกษาความเข้มข้นอินดอกซิลอะซีเตทท่ีเหมาะสม 

ตารางท่ี 9 และ 10 แสดงผลการทดลองซํา้สําหรับการศกึษาความเข้มข้นอินดอกซิลอะซิเตทท่ี

เหมาะสม ซึง่สามารถทําได้โดยนําอินดอกซิลอะซิเตทท่ีความเข้มข้นตา่งๆ มาทําปฏิกิริยากบัเอนไซม์ความ

เข้ม 10.72 U/mL  พบวา่ท่ีเวลาในการทําปฏิกิริยา 30 นาที ปรากฏสีท่ีชดัเจนท่ีสดุ  โดยท่ีความเข้มข้น 200 

mM ปรากฏสีฟ้าขุน่ทัง้ขวด ท่ีความเข้มข้น 50 mM ปรากกฎสีเขียวใสมีการแยกชัน้ขุ่นท่ีชดัเจน  และท่ีความ

เข้มข้น 10 mM ปรากฏเป็นสีฟ้าออ่นใสเกือบขาว  ดงันัน้ในการวิจยันีจ้งึเลือกใช้อินดอกซิลอะซิเตทความ

เข้มข้น 50 mM เน่ืองจากสามารถสงัเกตการเปล่ียนแปลงสีได้ง่ายและชดัเจนมากท่ีสดุ  
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ตารางท่ี 9 สีท่ีเกิดจากปฏิกิริยาของอินดอกซิลอะซิเตทท่ีความเข้มข้น 200, 50 และ 10 mM  กบัเอนไซม์

ความเข้มข้น 10.72 U/mL ท่ีเวลาตา่งๆ (ซํา้ท่ี 1) 

 
 

เวลาในการทําปฏิกิริยา 

(นาที) 

ความเข้มข้นอินดอกซิลอะซิเตท 

200 mM 50 mM 10 mM 

5 

 
10 

 
15 

 
20 

 
25 

 
30 

 
 

 

30 

 



 

ตารางท่ี 10 สีท่ีเกิดจากปฏิกิริยาของอินดอกซิลอะซิเตทท่ีความเข้มข้น 200, 50 และ 10  mM  กบัเอนไซม์

ความเข้มข้น 10.72 U/mL ท่ีเวลาตา่งๆ (ซํา้ท่ี 2) 
 

เวลาในการทําปฏิกิริยา 

(นาที) 

ความเข้มข้นอินดอกซิลอะซิเตท 

200 mM 50 mM 10 mM 

5 

 
10 

 
15 

 
20 

 
25 

 
30 

 

31 

 



 

4.2.2. ศึกษาเวลาท่ีใช้ในการยับยัง้การทาํงานของเอนไซม์ 

 ในการหาเวลาท่ีเหมาะสมในการยบัยัง้เอนไซม์โดยคลอไพริฟอส โดยศกึษาระยะเวลา 5, 10 และ 

15 นาที ใช้ความเข้มข้นอินดอกซิลอะซิเตท 50 mM ได้ผลดงัตารางท่ี 11 – 13 

 

ตารางท่ี 11 การเปล่ียนสีท่ีเวลาตา่งๆ หลงัทําปฏิกิริยากบัยาฆา่แมลงกบัเอนไซม์ 5 นาที 
 

 

 

เวลาในการทําปฏิกิริยา

กบัอินดอกซิลอะซิเตท

(นาที) 

ความเข้มข้นยาฆา่แมลง  (ppm) 

5  4 3 2          1 0.1 0.05 0.01 

5 

 
10 

 
15 

 
20 

 
25 

 
30 
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ตารางท่ี 12 การเปล่ียนสีท่ีเวลาตา่งๆ หลงัทําปฏิกิริยากบัยาฆา่แมลงกบัเอนไซม์ 10 นาที 
 

 

 

 

 

 

 

เวลาในการทําปฏิกิริยา

กบัอินดอกซิลอะซิเตท 

(นาที) 

ความเข้มข้นยาฆา่แมลง  (ppm) 

5 4 3 2 1 0.1 0.05 0.01 

5 

 
10 

 
15 

 
20 

 
25 

 
30 
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ตารางท่ี 13 การเปล่ียนสีท่ีเวลาตา่งๆ หลงัทําปฏิกิริยากบัยาฆา่แมลงกบัเอนไซม์ 15 นาที 
 

 

จากตารางท่ี 11-13 จะเห็นได้วา่เม่ือใช้เอนไซม์ความเข้ม 10.72 U/mL และหยดยาฆา่แมลงท่ี

ความเข้มข้นตา่งๆจากนัน้ทิง้ไว้ให้ยาฆา่แมลงเข้ายบัยัง้เอนไซม์โดยใช้เวลาในการยบัยัง้ท่ีแตกตา่งกนั พบวา่

ท่ีเวลาในการทําปฏิกิริยากบัอินดอกซิลอะซิเตท 30 นาที ปรากฏสีท่ีชดัเจนท่ีสดุ ในการใช้เวลาในการยบัยัง้

เอนไซม์ 5-15 นาที พบว่าสีท่ีปรากฏไมแ่ตกตา่งกนั จงึแสดงให้เห็นวา่การใช้เวลาเพียง 5 นาทีเพียงพอใน

การทําให้ยาฆา่แมลงสามารถเข้ายบัยัง้เอนไซม์อยา่งสมบรูณ์   

เวลาในการทําปฏิกิริยา

กบัอินดอกซิลอะซิเตท 

(นาที) 

ความเข้มข้นยาฆา่แมลง  (ppm) 

5 4 3 2 1 0.1 0.05 0.01 

5 

 
10 

 
15 

 
20 

 
25 

 
30 
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จากตารางท่ี 11  เม่ือใช้เอนไซม์ความเข้ม 10.72 U/mL  หยดยาฆา่แมลงท่ีความเข้มข้นตา่งๆ ทิง้

ไว้ 5 นาทีเพ่ือยบัยัง้เอนไซม์  จากนัน้จงึผสมอินดอกซิลอะซิเตทความเข้มข้น 50 mM และสงัเกตการเปล่ียน

สีทกุ 5 นาที จนครบ 30 นาที  พบวา่ท่ีเวลา 5 -20 นาที  เม่ือใช้คลอไพริฟอส 5 ppm สารละลายปรากฏเป็น

สีใส  และเม่ือลดความเข้มข้นเป็น 4 ppm  และ 3 ppm สารละลายปรากฏสีฟ้าใส และท่ีเวลา 25 นาที  

ความเข้มข้นยาฆา่แมลง 5 ppm จงึเร่ิมปรากฏเป็นสีฟ้าใส  ดงันัน้ในการวิจยันีจ้งึเลือกใช้เวลาในการเกิดสี

คือ 30 นาที  เน่ืองจากเห็นสีชดัเจนท่ีสดุ สําหรับคลอไพริฟอสท่ีความเข้มข้น  0.01 - 2 ppm สารละลาย

ปรากฏสีเขียวและแยกชัน้ขุน่ 

 

4.2.3  การทวนสอบการใช้งานชุดทดสอบ 

จากตารางท่ี 14 เป็นการทวนสอบความถกูต้องของชดุทดสอบท่ีพฒันาขึน้ โดยใช้เอนไซม์ความ

เข้ม 10.72 U/mL หยดคลอไพริฟอสท่ีความเข้มข้นตา่งๆ ทิง้ไว้ 5 นาที เพ่ือให้ยาฆา่แมลงเข้ายบัยัง้เอนไซม์ 

และตามด้วยอินดอกซิลอะซิเตทความเข้มข้น 50 mM ทิง้ไว้ 30 นาทีจากการทดลองซํา้ 3 ครัง้ได้ผลท่ี

ลกัษณะเดียวกนั และสามารถสรุปได้วา่หากสารละลายปรากฏเป็นสีใสแสดงวา่มีปริมาณคลอไพริฟอส

มากกวา่ 3 ppm และหากปรากฏเป็นสีเขียวแสดงวา่มีปริมาณยาฆา่แมลงน้อยกว่า 3 ppm  
 

ตารางท่ี 14  ชดุทดสอบลกัษณะระบบสารละลายใช้สําหรับตรวจสอบยาฆา่แมลงกลุม่ออร์กาโนฟอสเฟต

ชนิดคลอไพริฟอส 
 

จํานวนครัง้ท่ี

ทดลอง 

ความเข้มข้นยาฆา่แมลง  (ppm) 

 5 4 3 2 1 0.1 0.05 0.01 

1 

 
2 

 
3 
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สรุปผลการทดลอง 

 

 การศกึษานีไ้ด้พฒันาแผน่ทดสอบยาฆา่แมลงตกค้างชนิด carbamate ได้แก่คาร์โบฟรูาน และ

นํา้ยาทดสอบยาฆ่าแมลงตกค้างชนิด organophosphate ได้แก่คลอไพริฟอส โดยใช้หลกัการทํางานของ

เอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรส โดยแผน่ทดสอบท่ีพฒันาได้สามารถบอกชว่งการปนเปือ้นของคาร์โบฟู

รานในชว่ง 0.01 – 0.28 ppm จากการทดสอบการปนเปือ้นของคาร์โบฟรูานในตวัอยา่งถัว่ฝักยาวท่ีระดบั 

1.01 ppm สามารถอา่นผลจากแผน่ทดสอบได้สงูกว่าคา่ท่ีวดัได้ด้วยวิธี HPLC เล็กน้อย สําหรับยาฆา่แมลง

ชนิดคลอไพริฟอสนัน้ไมส่ามารถเตรียมแผน่ทดสอบลกัษณะเดียวกนัได้ จงึได้พฒันาเป็นนํา้ยาชดุทดสอบ

ซึง่สามารถบอกระดบัการปนเปือ้นได้วา่มากกวา่หรือน้อยกวา่ 3 ppm  

  

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

36 

 



 

เอกสารอ้างอิง 
 

ปรียานชุ  สายสพุรรณ์.  2558.  กรมวิชาการเกษตร. (ออนไลน์)  แหลง่ท่ีมา: 

http://www.doa.go.th/pibai/pibai/n14/v_7-aug/rai.htmL (เข้าถึงวนัท่ี 29 ธนัวาคม 2558)   

เครือข่ายเตือนภยัสารเคมีกําจดัศตัรูพืช.  ผลการเฝ้าระวงัสารเคมีกําจดัศตัรูพืชตกค้างในผกัและผลไม้

ประจําปี 2559 .  (ระบบออนไลน์)  แหลง่ท่ีมา: 

www.thaipan.org/sites/default/files/file/pesticide_doc24_press_4_5_2559.pdf. 

(เข้าถึงวนัท่ี 20 มิถนุายน 2559) 

Colovi, B.M., Krsti, Z.D.,  Lazarevi -Pasti,  D.T,  Bondzic,  M.A.  and Vasic,   M.V.   2013.   

Acetylcholinesterase inhibitors: pharmacology and toxicology.  Current  

Neuropharmacology.  11: 315-335.   

Eleršek, T. and Filipič, M.  2011.  Organophosphorus pesticides mechanisms of their  

toxicity.  In Pesticides - The Impacts of Pesticides Exposure. 243-260. IntechOpen. DOI: 

10.5772/14020. 

Guan, H., Zhang, F., Yu, J. and  Chi, D.  2012.  The novel acetylcholinesterase biosensors  

based on liposome bioreactors–chitosannanocomposite film for detection of 

organophosphates pesticides.  Food Research International.  49: 15–21.  

Guimarães Selva, M.T. and Longo Cesar da Paixão,  R.T.  2016.  Boron-doped diamond as a 

sensor for the classification of carbamate pesticides using a chemometric 

approach.  New Journal of Chemistry.  40: 2514-2520. 

Guo, X., Zhang, X., Cai, Q., Shen, T. and Zhu, S.  2013.  Developing a novel sensitive visual 

screening card for rapid detection of pesticide residues in food.  Food Control.  30: 15-23. 

Han, Z., Chi, C., Bai, B., Liu, G., Rao, O., Peng, S. 2012. Chromogenic platform based on 

recombinant Drosophila melanogaster acetylcholinesterase  for visible unidirectional 

assay of organophosphate and carbamate insecticideresidues.  Analytica Chimica Acta. 

720:126-33. 

Hossain, S.M.Z., Luckham, R.E., McFadden, M.J., Brennan, J.D. 2009.Reagentless bidirectional 

lateral flow bioactive paper sensors for detection of pesticides in beverage and food 

samples. Analytical Chemistry. 81(21):9055-64. 

Fukuto, T. R.  1990.  Mechanism of action of organophosphorus  and carbamate insecticides.  

Environmental Health Perspectives.  87: 245-254.  

37 

 

http://www.doa.go.th/pibai/pibai/n14/v_7-aug/rai.html
http://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3AThiago%20Matheus%20Guimar%C3%A3es%20Selva
http://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3AThiago%20Regis%20Longo%20Cesar%20da%20Paix%C3%A3o
http://pubs.rsc.org/en/journals/journal/nj


 

Kavruk, M., Özalp, V.C., Öktem, H.A. 2013. Portable bioactive paper-based sensor for 

quantification of pesticides. Journal of Analytical Methods in Chemistry. 2013:1-8. 

Kongphonprom, K., Burakham, R. 2016. Determination of carbamate insecticides in water, fruit, 

and vegetables by ultrasound- ssisted dispersive liquid–liquid microextraction and high 

performance liquid chromatography.  Analytical Letters. 49(6):753-767. 

Marrazza, G. 2014. Piezoelectric Biosensors for organophosphate and carbamate pesticides: A 

review.  Biosensors.  4(3): 301-317 

Miao, Y., He, N., Zhu, J.J. 2010. History and new developments of assays for cholinesterase 

activity and inhibition. Chemical Reviews. 110(9):5216-34. 

Miller, J.N. and Miller, J.C. 2010. Statistics and Chemometrics for Analytical Chemistry. 6th ed. 

Pearson Education Limited, UK.  278 p. 

No, H.Y., Kim, Y.A., Lee, Y.T., Lee, H.S. 2007. Cholinesterase-based dipstick assay for the 

detection of organophosphate and carbamate pesticides. Analytica Chimica Acta. 

594:37-43 

Pohanka, M., Karasova, J.Z., Kuca, K., Holas, O., Korabecny, J., Cabal, J. 2010. Colorimetric 

dipstick for assay of organophosphate pesticides and nerve agents represented by 

paraoxon, sarin and VX. Talanta. 81:621-4. 

Szpyrka, E., Kurdziel, A.,  Matyaszek, A.,  Podbielska, M., Rupar, J. and  Slowik-Borowiec, M.  

2015.  Evaluation of pesticide residues in fruits and vegetables from the region of south-

eastern Poland.  Food Control.  48: 137-142. 

Thantong, S., Jonglaekha, N., Patan, A. 2008.Development of a Simple Test Kit for Testing 

Pesting Residues in Vegetables and Fruits. Research Report: Phetchabun Rajabhat 

University. (in Thai) 

 

 

 

 

 

 

 

38 

 



 

การเผยแพร่ผลงานวิจัย 

 

Khwanjai Klinchongkon, Busarakorn Mahayothee and Pramote Khuwijitjaru. (2014)  Image 

analysis for determining color intensity of acetylcholinesterase-based pesticide test strip. 

The 2nd International Conference on Agriculture and Agro-Industry 2014 (ICAAI 2014), 

November 20-21, 2014, Mae Fah Luang University, Chiang Rai, Thailand.  

 

นิสารัตน์ แดงวิสทุธ์ิ ขวญัใจ กลิ่นจงกล บศุรากรณ์ มหาโยธี และ ปราโมทย์ ควิูจิตรจารุ. (2558) การ

ตรวจหาคาร์โบฟรูานท่ีตกค้างในผกัด้วยแผน่ทดสอบท่ีใช้หลกัการเปล่ียนแปลงสี, วารสาร

วิทยาศาสตร์เกษตร ปีท่ี 46 ฉบบัท่ี 3/1 (พิเศษ) กนัยายน-ธนัวาคม 2558 หน้า 327-330 

 

*นิสารัตน์ แดงวิสทุธ์ิ ขวญัใจ กลิ่นจงกล บศุรากรณ์ มหาโยธี และ ปราโมทย์ ควิูจิตรจารุ. (2558) การ

ตรวจหาคาร์โบฟรูานท่ีตกค้างในผกัด้วยแผน่ทดสอบท่ีใช้หลกัการเปล่ียนแปลงสี, งานประชมุ

วิชาการวิทยาการหลงัการ เก็บเก่ียวแหง่ชาต ิครัง้ท่ี 13, วนัท่ี 18 และ 19 มิถนุายน 2558 ณ เดอะ 

กรีนเนอร่ี รีสอร์ท เขาใหญ่ จ. นครราชสีมา 

 

*ได้รับรางวลั การนําเสนอผลงานภาคนิทศัน์ "ชมเชย" 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

39 

 



 

ประวัตผู้ิวิจัย 

 

หัวหน้าโครงการวิจัย  

ปราโมทย์ ควิูจิตรจารุ  

ตําแหนง่ทางวิชาการ ผู้ชว่ยศาสตราจารย์  

สถานท่ีทํางานปัจจบุนั ภาควิชาเทคโนโลยีอาหาร คณะวิศวกรรมศาสตร์และเทคโนโลยีอตุสาหกรรม 

โทรศพัท์ 034-219361 โทรสาร 034-272194 e-mail: kpramote@su.ac.th 

ประวตัิการศกึษา 

           - ปริญญาตรี วิทยาศาสตรบณัฑิต สาขาเทคโนโลยีอาหาร มหาวิทยาลยัศลิปากร 

                   ปีท่ีจบ 2539 

 - ปริญญาโท  Master of Agricultural Science, Kyoto University ประเทศญ่ีปุ่ น 

      ปีท่ีจบ 2544 

 - ปริญญาเอก  Doctor of Agricultural Science, Kyoto University ประเทศญ่ีปุ่ น 

      ปีท่ีจบ 2547 

ผลงานวิจยัท่ีตีพิมพ์เผยแพร่ในวารสารวิชาการ 

 

1. Klinchongkon, K.; Chanthong, N.; Ruchain, K.; Khuwijitjaru, P.; Adachi, S., Effect of ethanol 

addition on subcritical water extraction of pectic polysaccharides from passion fruit peel. 

Journal of Food Processing and Preservation, doi: 10.1111/jfpp.13138. 

2. Khuwijitjaru, P.; Koomyart, I.; Kobayashi, T.; Adachi, S., Hydrolysis of konjac flour under 

subcritical water conditions. Chiang Mai Journal of Science (in press). 

3. Khuwijitjaru, P.; Kobayashi, T.; Adachi, S., Degradation kinetics of trisaccharides 

comprising glucose residues in subcritical water. Journal of Carbohydrate Chemistry 2016, 

35, 286-299. 

4. Wiboonsirikul, J.; Watanabe, Y.; Omori, A.; Khuwijitjaru, P.; Adachi, S., Antioxidative 

properties of stearoyl ascorbate in a food matrix system. Journal of Oleo Science 2016, 65, 

487-492  

5. Watanabe, Y.; Khuwijitjaru, P.; Hamai, Y.; Wiboonsirikul, J.; Adachi, S., Antioxidative 

property of acyl ascorbate in cookies containing iron. Japan Journal of Food Engineering 

2016, 17, 77 - 81. 

40 

 



 

6. Tamiya, S.; Koomyart, I.; Kobayashi, T.; Shiga, H.; Yoshii, H.; Khuwijitjaru, P.; Adachi, S., 

Preparation of liquid and solid seasonings with shrimp-like flavor from Isada krill under 

subcritical water conditions by steam injection. Food Science and Technology Research 

2016, 22, 317-323. 

7. Soisangwan, N.; Gao, D.-M.; Kobayashi, T.; Khuwijitjaru, P.; Adachi, S., Kinetic analysis for 

the isomerization of cellobiose to cellobiulose in subcritical aqueous ethanol. Carbohydrate 

Research 2016, 433, 67-72.  

8. Soisangwan, N.; Gao, D.-M.; Kobayashi, T.; Khuwijitjaru, P.; Adachi, S., Production of 

lactulose from lactose in subcritical aqueous ethanol. Journal of Food Process Engineering 

2016, DOI: 10.1111/jfpe.12413. 

9. Rungpichayapichet, P.; Mahayothee, B.; Nagle, M.; Khuwijitjaru, P.; Müller, J., Robust NIRS 

models for non-destructive prediction of fruit ripeness and quality in mango. Postharvest 

Biology and Technology 2016, 111, 31-40. 

10. Mahayothee, B.; Koomyart, I.; Khuwijitjaru, P.; Siriwongwilaichat, P.; Nagle, M.; Müller, J., 

Phenolic compounds, antioxidant activity, and medium chain fatty acids profiles of coconut 

water and meat at different maturity stages. International Journal of Food Properties 2016, 

19, 2041-2051. 

11. Koomyart, I.; Nagamizu, H.; Khuwijitjaru, P.; Kobayashi, T.; Shiga, H.; Yoshii, H.; Adachi, S., 

Using severity factor as a parameter to optimize krill treatment under subcritical water 

conditions. Bioscience, Biotechnology, and Biochemistry 2016, 80, 11, 2192-2197. 

12. Koomyart, I.; Nagamizu, H.; Khuwijitjaru, P.; Kobayashi, T.; Shiga, H.; Yoshii, H.; Adachi, S., 

Direct treatment of Isada krill under subcritical water conditions to produce seasoning with 

shrimp-like flavor. Food Technology and Biotechnology 2016, 54, 2, 335–341. 

13. Khuwijitjaru, P., Utilization of plant-based agricultural waste by subcritical water treatment 

Japan Journal of Food Engineering 2016, 17, 33-39. 

14. Wiboonsirikul, J.; Nakata, Y.; Kobayashi, T.; Khuwijitjaru, P.; Adachi, S., Degradation of 

disaccharides containing two glucose units in subcritical water. Asia-Pacific Journal of 

Chemical Engineering 2015, 10, 681-686. 

15. Rungpichayapichet, P.; Mahayothee, B.; Khuwijitjaru, P.; Nagle, M.; Müller, J., Non-

destructive determination of β- carotene content in mango by NIR spectroscopy compared 

41 

 



 

with colorimetric measurements. Journal of Food Composition and Analysis 2015, 38, 32-

41. 

16. Koomyart, I.; Nagamizu, H.; Khuwijitjaru, P.; Kobayashi, T.; Shiga, H.; Yoshii, H.; Adachi, S., 

Compositions, flavour and antiradical properties of products from subcritical water 

treatment of raw Isada krill. International Journal of Food Science and Technology 2015, 50, 

1632-1639. 

17. Klinchongkon, K.; Khuwijitjaru, P.; Wiboonsirikul, J.; Adachi, S., Extraction of 

oligosaccharides from passion fruit peel by subcritical water treatment. Journal of Food 

Process Engineering, doi:10.1111/jfpe.12269. 

18. Koomyart, I.; Nagamizu, H.; Khuwijitjaru, P.; Kobayashi, T.; Shiga, H.; Yoshii, H.; Adachi, S., 

Subcritical water treatment for producing seasoning from semidried Isada krill. Journal of 

Food Process Engineering 2014, 37, 567–574. 

19. Khuwijitjaru, P.; Suaylam, B.; Adachi, S., Degradation of caffeic acid in subcritical water 

and on-line HPLC-DPPH assay of degradation products. Journal of Agricultural and Food 

Chemistry 2014, 62, 1945-1949. 

20. Khuwijitjaru, P.; Pokpong, A.; Klinchongkon, K.; Adachi, S., Production of oligosaccharides 

from coconut meal by subcritical water treatment. International Journal of Food Science 

and Technology 2014, 49, 1946-1952. 

21. Khuwijitjaru, P.; Plernjit, J.; Suaylam, B.; Samuhaseneetoo, S.; Pongsawatmanit, R.; Adachi, 

S., Stability of some phenolic compounds in subcritical water and radical scavenging 

activity of their degradation products. Can. J. Chem. Eng. 2014, 92, 810-815. 

22. Wiboonsirikul, J.; Mori, M.; Khuwijitjaru, P.; Adachi, S., Properties of extract from okara by its 

subcritical water treatment. International Journal of Food Properties 2013, 16, 974-982. 

23. Wanpen, C.; Ngampanya, B.; Pruksasri, S.; Jaturapiree, P.; Khuwijitjaru, P., The effect of 

ultrasonic pretreatment on inulin extraction from Jerusalem artichoke tuber. KMUTT 

Research and Development Journal 2013, 36, 261-270. 

24. Murayama, Y.; Wiboonsirikul, J.; Khuwijitjaru, P.; Kobayashi, T.; Adachi, S., Antioxidant 

characteristics of extracts from cereal residues by their subcritical water treatment. Journal 

of Oleo Science 2012, 61, 465-468. 

42 

 



 

25. Khuwijitjaru, P.; Watsanit, K.; Adachi, S., Carbohydrate content and composition of product 

from subcritical water treatment of coconut meal. Journal of Industrial and Engineering 

Chemistry 2012, 18, 225-229. 

26. Khuwijitjaru, P.; Sayputikasikorn, N.; Samuhasaneetoo, S.; Penroj, P.; Siriwongwilaichat, P.; 

Adachi, S., Subcritical water extraction of flavoring and phenolic compounds from 

cinnamon bark (Cinnamomum zeylanicum). Journal of Oleo Science 2012, 61, 349-355. 

27. Leelayuwapan, H.; Hiangratch, K.; Liangpaiboon, T.; Khuwijitjaru, P.; Boonyarattanakalin, S. 

In Identification of Products Obtained from Subcritical Water Hydrolysis of Coconut Meal, 

PACCON2011, Thailiand, 2011; Thailiand, 2011; pp 124-127. 

28. Khuwijitjaru, P.; Yuenyong, T.; Pongsawatmanit, R.; Adachi, S., Effects of ferric chloride on 

thermal degradation of γ-oryzanol and oxidation of rice bran oil. European Journal of Lipid 

Science and Technology 2011, 113, 652-657. 

29. Khuwijitjaru, P.; Anantanasuwong, P.; Adachi , S., Emulsifying and foaming properties of 

defatted soy meal extracts obtained by subcritical water treatment. International Journal of 

Food Properties  2011, 14, 9-16. 

30. Khuwijitjaru, P.; Suthasirisup, T., Properties of breader prepared from rice flour. KKU 

Research Journal 2010, 15, 965-972. 

31. Khuwijitjaru, P.; Yuenyong, T.; Pongsawatmanit, R.; Adachi, S., Degradation kinetics of 

gamma-oryzanol in antioxidant-stripped rice bran oil during thermal oxidation. Journal of 

Oleo Science 2009, 58, 491-497. 

32. Khuwijitjaru, P.; Wanpen, C.; Mala, T.; Ariyakriangkrai, M.; Adachi, S., Effect of subcritical 

water pretreatment on enzymatic digestibility of rice straw, corn stover and sugar cane 

bagasse. KKU Research Journal 2009, 14, 1084-1090 (in Thai). 

33. Khuwijitjaru, P.; Chalooddong, K.; Adachi, S., Phenolic content and radical scavenging 

capacity of kaffir lime fruit peel extract obtained by pressurized hot water extraction. Food 

Science and Technology Research 2008, 14, 1-4. 

34. Wiboonsirikul, J.; Khuwijitjaru, P.; Kimura, Y.; Morita, H.; Tsuno, T.; Adachi, S., Production 

optimization of the extract with high phenolic content and radical scavenging activity from 

defatted rice bran by subcritical water treatment. Japan Journal of Food Engineering 2007, 

8, 311-315. 

43 

 



 

35. Khuwijitjaru, P.; Nualchan, P.; Adachi, S., Foaming and emulsifying properties of rice bran 

extracts obtained by subcritical water treatment. Silpakorn University Science and 

Technology Journal 2007, 1, 7-12. 

36. Fujii, T.; Khuwijitjaru, P.; Kimura, Y.; Adachi, S., Decomposition kinetics of monoacyl 

glycerol and fatty acid in subcritical water under temperature-programmed heating 

conditions. Food Chemistry 2006, 94, 341-347. 

37. Khuwijitjaru, P.; Taengtieng, N.; Changprasit, S., Degradation of gamma-oryzanol in rice 

bran oil during heating: An analysis using derivative UV-spectrophotometry. Silpakorn 

University International Journal 2004, 4, 154-165. 

38. Khuwijitjaru, P.; Kimura, Y.; Matsuno, R.; Adachi, S., Solubility of oleic and linoleic acids in 

subcritical water. Food Science and Technology Research 2004, 10, 261-263. 

39. Khuwijitjaru, P.; Kimura, Y.; Matsuno, R.; Adachi, S., Preparation of finely dispersed O/W 

emulsion from fatty acid solubilized in subcritical water. Journal of Colloid and Interface 

Science 2004, 278, 192-197. 

40. Khuwijitjaru, P.; Fujii, T.; Adachi, S.; Kimura, Y.; Matsuno, R., Kinetics on the hydrolysis of 

fatty acid esters in subcritical water. Chemical Engineering Journal 2004, 99, 1-4. 

41. Khuwijitjaru, P. Solubility of fatty acids and hydrolysis of their esters in subcritical water. 

Dissertation, Kyoto University, Kyoto, 2004. 

42. Khuwijitjaru, P.; Adachi, S.; Matsuno, R., Solubility of saturated fatty acids in water at 

elevated temperatures. Bioscience, Biotechnology, and Biochemistry 2002, 66, 1723-1726. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

44 

 



 

ผู้ร่วมโครงการวิจัย  

บศุรากรณ์ มหาโยธี (Busarakorn Mahayothee) 

ตําแหนง่ทางวิชาการ ผู้ชว่ยศาสตราจารย์  

สถานท่ีทํางานปัจจบุนั ภาควิชาเทคโนโลยีอาหาร คณะวิศวกรรมศาสตร์และเทคโนโลยีอตุสาหกรรม 

โทรศพัท์ 034-219361 โทรสาร 034-272194 e-mail: kpramote@su.ac.th 

ประวตัิการศกึษา 

- ปริญญาตรี วิทยาศาสตรบณัฑิต สาขา เทคโนโลยีอาหาร จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั  ปีท่ีจบ 

พ.ศ. 2532 

 - ปริญญาโท  M.Sc.  สาขา เทคโนโลยีอาหาร จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั   

ปีท่ีจบ พ.ศ. 2537 

 - ปริญญาเอก  Ph.D. สาขา Food Technology The University of Hohenheim, Germany 

   ปีท่ีจบ พ.ศ. 2548 

 

ผลงานวิจยัท่ีตีพิมพ์เผยแพร่ในวารสารวิชาการ 

1. Busarakorn Mahayothee, Intira Koomyart, Pramote Khuwijitjaru, Prasong Siriwongwilaichat, 

Marcus Nagle, Joachim Müller. (2016). Phenolic compounds, antioxidant activity, and 

medium chain fatty acids profiles of coconut water and meat at different maturity stages. 

International Journal of Food Properties 19(9): 2041-2051. 

2. Marcus Nagle, Kiatkamjon Intani, Giuseppe Romano, Busarakorn Mahayothee, Vicha 

Sardsud, Joachim Müller. (2016). Determination of surface color of ‘all yellow’ mango 

cultivars using computer vision. International Journal of Agricultural and Biological 

Engineering 9(1) 42-50.  

3. Patchimaporn Udomkun, Marcus Nagle, Dimitrios Argyropoulos, Busarakorn Mahayothee, 

Joachim Müller. (2016).  Multi-sensor approach to improve optical monitoring of papaya 

shrinkage during drying. Journal of Food Engineering 189:82-89.  

4. Patchimaporn Udomkun, Marcus Nagle, Dimitrios Argyropoulos, Busarakorn Mahayothee, 

Sajid Latif, Joachim Müller. (2016). Compositional and functional dynamics of dried papaya 

as affected by storage time and packaging material. Food Chemistry 196:712-719. 

5. Parika Rungpichayapichet, Busarakorn Mahayothee, Marcus Nagle, Pramote Khuwijitjaru, 

Joachim Müller. (2016). Robust NIRS models for non-destructive prediction of fruit ripeness 

and quality in mango. Postharvest Biology and Technology 111: 31-40. 

45 

 



 

6. Busarakorn Mahayothee, Intira Koomyart, Pramote Khuwijitjaru, Prasong Siriwongwilaichat, 

Marcus Nagle, Joachim Müller. Phenolic compounds, antioxidant activity, and medium 

chain fatty acids profiles of coconut water and meat at different maturity stages. 

International Journal of Food Properties 19(9): 2041-2051. 

7. Marcus Nagle, Kiatkamjon Intani, Giuseppe Romano, Busarakorn Mahayothee, Vicha 

Sardsud, Joachim Müller. (2016). Determination of surface color of ‘all yellow’ mango 

cultivars using computer vision. International Journal of Agricultural and Biological 

Engineering 9(1) 42-50. 

8. Patchimaporn Udomkun, Dimitrios Argyropoulos, Marcus Nagle, Busarakorn Mahayothee, 

Joachim Müller. (2015). Single layer drying kinetics of papaya amidst vertical and 

horizontal airflow. LWT- Food Science and Technology 64: 67-73. 

9. Schulze, K., Nagle, M., Spreer,W., Mahayothee, B.,  Müller, J. (2015). Development and 

assessment of different modeling approaches for size-mass estimation of mango fruits 

(Mangifera indica L., cv. Nam Dokmai). Computers and Electronics in Agriculture 114, 269-

276. 

10. Patchimaporn Udomkun, Marcus Nagle, Busarakorn Mahayothee, Donatus Nohr, 

Alexander Koza, Joachim Müller. (2015)  Influence of air drying properties on non-

enzymatic browning, major bio-active compounds and antioxidant capacity of osmotically 

pretreated papaya. LWT - Food Science and Technology 60(2): 914–922. 

11. Parika Rungpichayapichet, Busarakorn Mahayothee, Pramote Khuwijitjaru, Marcus Nagle , 

Joachim Müller. (2015). Non-destructive determination of β- carotene content in mango by 

NIR spectroscopy compared with colorimetric measurements. Journal of Food 

Composition and Analysis 38:32-41. 

12. Patchimaporn Udomkun, Dimitrios Argyropoulos, Marcus Nagle, Busarakorn Mahayothee, 

Joachim Müller. (2015). Sorption behaviour of papayas as affected by compositional and 

structural alterations from osmotic pretreatment and drying. Journal of Food Engineering 

157: 14-23. 

13. Patchimaporn Udomkun, Marcus Nagle, Busarakorn Mahayothee, Joachim Müller. 2014. 

Laser-based imaging system for non-invasive monitoring of quality changes of papaya 

during drying. Food Control 42, 225-233.   

46 

 



 

14. Patchimaporn Udomkun, Busarakorn Mahayothee, Marcus Nagle, Joachim Müller. 2014. 

Effects of calcium chloride and calcium lactate applications with osmotic pretreatment on 

physicochemical aspects and consumer  acceptances of dried papaya. International 

Journal of Food Science & Technology.  

15. Marcelo Precoppe, Serm Janjai, Busarakorn Mahayothee, Joachim Müller. 2013. Improved 

energy efficiency of farmers cooperative litchi drying operation in Northern Thailand. 

International Journal of Food Science & Technology, 48(11) 2376–2383.  

16. Marcus Nagle; Habasimbi K; Mahayothee B; Haewsungcharern M; Janjai S; Müller J. 

(2011). Fruit processing residues as an alternative fuel for drying in Northern Thailand. 

Fuel, 90 (2), 813-823.  

17. Precoppe M F; Nagle M; Janjai S; Mahayothee B; Müller J (2011). Analysis of dryer 

performance for the improvement of small-scale litchi processing. International Journal  of 

Food Science & Technology, 46 (3), 561–569.  

18. Marcus Nagle, Busarakorn Mahayothee, Parika Rungpichayapichet, Serm Janjai and 

Joachim Müller. 2010. Effect of irrigation on near-infrared (NIR) based prediction of mango 

maturity. Scientia Horticulturae, 125 (4)771-774. 

19. Janjai, S., Lamlert, N., Tohsing, K., Mahayothee, B., Bala, B. K., Mueller, J. 2010. 

Measurement and modeling of moisture sorption isotherm of litchi (Litchi Chinensis Sonn.). 

International Journal of Food Properties, 13(2) 251-260.  

20. Marcus Nagle, Juan Carlos Gonzalez Azcarraga, Busarakorn Mahayothee, Methinee 

Haewsungcharern, Serm Janjai, Joachim Muller. 2010. Improved quality and energy 

performance of a fixed-bed longan dryer by thermodynamic modifications, Journal of Food 

Engineering, 99(3) 392-399. 

21. S. Janjai, B. Mahayothee, N. Lamlert, B.K. Bala, M. Precoppe, M. Nagle, J. Muller, 2010. 

Diffusivity, shrinkage and simulated drying of litchi fruit (Litchi Chinensis Sonn.), Journal of 

Food Engineering, 96(2) , 214-221. 

22. Janjai S; Precoppe M F; Lamlert N; Mahayothee B; Bala B K; Nagle M; Müller J  (2010). 

Thin-layer drying of litchi (Litchi chinensis Sonn.). Food and Bioproducts Processing, online 

available. 

23. Busarakorn Mahayothee, Patchimaporn Udomkun, Marcus Nagle, Methinee 

Haewsungcharoen, Serm Janjai, Joachim Mueller. 2009. Effects of pretreatments on colour 

47 

 



 

alterations of litchi during drying and storage. European Food Research and Technology, 

229 (2) 329-337.  

24. S. Janjai, P. Intawee, K. Tohsing, B. Mahayothee, B.K. Bala, M.A. Ashraf, J. Muller. (2009) 

Neural network modeling of sorption isotherms of longan (Dimocarpus longan Lour.), 

Computers and Electronics in Agriculture, 66, (2), May 2009, 209-214. 

25. Franz Roman, Marcus Nagle, Hermann Leis, Serm Janjai, Busarakorn Mahayothee, 

Methinee Haewsungcharoen, Joachim Muller. Potential of roof-integrated solar collectors 

for preheating air at drying facilities in Northern Thailand. 2009. Renewable Energy 34(7): 

1661-1667.  

26. S. Janjai, N. Lamlert, P. Intawee, B. Mahayothee, B.K. Bala, M. Nagle, J. Muller. (2009) 

Experimental and simulated performance of a PV-ventilated solar greenhouse dryer for 

drying of peeled longan and banana. Solar Energy, 83 (9), 1550-1565. 

27. Janjai, S., Lamlert, N. Intawee, P., Mahayothee, B., Boonrod, Y., Haewsungcharern, M., 

Bala, B. K., Nagle, M., Mueller, J. 2009. Solar Drying of Peeled Longan Using a Side 

Loading Type Solar Tunnel Dryer: Experimental and Simulated Performance. Drying 

Technology 27(4) 595-605. 

28. M. Nagle, J. C. González-Azcárraga, S. Phupaichitkun, B. Mahayothee, M. 

Haewsungcharern, S. Janjai, He. Leis & J. Müller (2008). Effects of operating practices on 

performance of a fixed-bed convection dryer and quality of dried longan. 43(11): 1979 - 

1987.  

29. Janjai, S., Lamlert, N., Intawee, P., Mahayothee, B., Haewsungcharern, M., Bala, B. K., 

Nagle, M., Leis, H. & Müller, J. 2008. Finite Element Simulation of Drying of Longan Fruit. 

Drying Technology, 26 (6), 666-674.  

30. S. Janjai, N. Lamlert, P. Intawee, B. Mahayothee, M. Haewsungcharern, B.K. Bala, J. 

Müller. 2008. Finite element simulation of drying of mango. Biosystems Engineering, 99(4): 

523-531.  

31. Sarawut Phupaichitkun, Busarakorn Mahayothee, Thomas Waldenmaier, Joachim Müller. 

Generalized single-layer model for drying kinetics of unpeeled-longan. Int J Agric & Biol 

Eng. 2008; 1(2): 64-71. 

48 

 



 

32. Busarakorn Mahayothee, Sybille Neidhart, Reinhold Carle and Werner Mühlbauer. 2007. 

Effects of variety, ripening condition and ripening stage on the quality of sulphite-free dried 

mango slices. European Food Research and Technology, 225(5-6): 723-732.  

33. S. Janjai, B.K. Bala, N. Lamlert, B. Mahayothee, M. Haewsungcharern, W. Muhlbauer, J. 

Muller. 2007. Moisture Diffusivity Determination of Different Parts of Longan Fruit. 

International Journal of Food Properties, 10(3): 471-478. 

34. Busarakorn Mahayothee, S. Neidhart, W. Mühlbauer, R. Carle. 2007. Effects of Calcium 

Carbide and 2-Chloroethylphosphonic Acid on Fruit Quality of Thai Mangoes under Various 

Postharvest Ripening Regimes. European Journal of Horticultural Science, 72(4):171-178. 

35. Janjai S, Bala BK, Tohsing K, Mahayothee B, Haewsungcharern M, Müller J. 2007. 

Moisture sorption isotherms and heat of sorption of mango (Magnifera Indica L. cv. Nam 

Dok Mai). International Agricultural Engineering Journal;16(3-4):159-168. 

36. Janjai, S., Bala, B.K., Tohsing, K., Mahayothee, B., Haewsungcharern, M., Muehlbauer, W., 

Mueller, J. 2006. Equilibrium moisture content and heat of sorption of longan (Dimocarpus 

longan Lour.). Drying technology 24 (12),1691-1696. 

37. Mahayothee, B., Neidhart, S., Leitenberger, M., Mühlbauer, W., Carle, R. Non-destructive 

determination of maturity of Thai mangoes by near-infrared spectroscopy. Acta 

Horticulturae (ISHS) 2004; 645: 581-588.  

38. Mahayothee, B., Neidhart, S., Mühlbauer, W., Carle, R. Influence of postharvest ripening 

processes on appropriate maturity for drying mangoes `Nam Dokmai´ and `Kaew´. Acta  

Horticulturae (ISHS) 2004; 645: 241-248. 

 

 

 

 

 

49 

 


	บทคัดย่อ
	Abstract
	กิตติกรรมประกาศ
	สารบัญตาราง
	สารบัญภาพ
	บทนำ
	1.1 ความเป็นมาและความสำคัญ
	1.2 วัตถุประสงค์

	การตรวจเอกสาร
	2.1  ชนิดของยาฆ่าแมลง
	2.2  หลักการทำงานของชุดทดสอบการตกค้างของยาฆ่าแมลง
	2.3 กลไกการยับยั้งการทำงานของเอนไซม์อะซิติลโคลีนเอสเตอเรส
	2.4 แผ่นทดสอบยาฆ่าแมลงโดยใช้ AChE
	2.5 ยาฆ่าแมลงในการทดลอง

	การดำเนินงานวิจัย
	3.1  วัตถุดิบ
	3.2  อุปกรณ์
	3.3  สารเคมี
	3.4  เครื่องมือ
	3.5 การเตรียมแผ่นทดสอบ
	3.6 การเตรียมชุดทดสอบ
	3.7  การพัฒนาชุดทดสอบสำหรับตรวจสอบคาร์โบฟูแรน
	3.8  การพัฒนาชุดทดสอบสำหรับตรวจสอบคลอร์ไพริฟอส
	3.9  การตรวจสอบปริมาณคาร์โบฟูแรนที่พบในผัก

	ผลการทดลองและวิจารณ์
	4.1 การพัฒนาชุดทดสอบคาร์โบฟูแรน
	4.1.1 ศึกษาเวลาที่ใช้ในการทำปฏิกิริยาระหว่างอินดอกซิลอะซิเตทกับเอนไซม์อะซิติลโคลีน
	เอสเทอเรส
	4.1.2 การกำหนดสเกลความเข้มข้นบนชุดทดสอบ
	4.1.3 ผลการทดสอบชุดทดสอบที่พัฒนาขึ้นด้วยสารละลายคาร์โบฟูแรน
	4.1.4 ผลการวิเคราะห์ด้วยวิธี High-performance liquid chromatography (HPLC)
	4.1.5 ผลการทดสอบชุดทดสอบที่พัฒนาขึ้นกับตัวอย่างถั่วฝักยาว

	4.2 การพัฒนาชุดทดสอบสำหรับคลอไพริฟอส
	4.2.1 ศึกษาความเข้มข้นอินดอกซิลอะซีเตทที่เหมาะสม
	4.2.2. ศึกษาเวลาที่ใช้ในการยับยั้งการทำงานของเอนไซม์
	4.2.3  การทวนสอบการใช้งานชุดทดสอบ


	สรุปผลการทดลอง
	เอกสารอ้างอิง
	การเผยแพร่ผลงานวิจัย
	ประวัติผู้วิจัย
	หัวหน้าโครงการวิจัย
	ผู้ร่วมโครงการวิจัย


