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บทคัดยอ 

 คารบาริลเปนยาฆาแมลงกลุมคารบาเมต เปนหน่ึงในยาฆาแมลงที่นิยมใชควบคุมแมลง                    

ในผลิตผลทางการเกษตร ทําใหคารบาริลเกิดการตกคางในอาหาร สงผลกระทบตอปญหาสุขภาพของ

ผูบริโภคได ดังน้ันงานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงคเพ่ือสรางชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับสําหรับตรวจหา

ปริมาณคารบาริลที่ตกคางในผัก โดยอาศัยหลักการทางไบโอเซนเซอรแบบยับย้ัง ใชอะซิติลโคลีน                 

เอสเทอเรสเปนวัสดุชีวภาพ ไดผลิตภัณฑเปนสีเหลือง คารบาริลจะยับย้ังการทํางานของอะซิติลโคลีน      

เอสเทอเรส ทําใหไดผลิตภัณฑความเขมสีลดลง ตรวจวัดความเขมสีโดยใชสมารทโฟน 

 ขั้นแรกสรางชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับจากกระดาษโครมาโทรกราฟ หาสภาวะพารามิเตอร

ที่เหมาะสม จากน้ันศึกษาประสิทธิภาพของชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับสําหรับตรวจวัดคารบาริล 

พบวาผลการยับย้ังของคารบาริลเปนสัดสวนโดยตรงกับความเขมขนของคารบาริลจาก 1-50                          

มิลลิกรัม/ลิตร มีขีดจํากัดในการตรวจพบและขีดจํากัดในการตรวจพบเชิงปริมาณเทากับ 0.31                     

และ 1.04 มิลลิกรัม/ลิตร ตามลําดับ มีรอยละการไดกลับคืน ในชวง  96 – 103 เปอรเซ็นต มีความเที่ยง 

ความถูกตอง และความจําเพาะเจาะจงสูง สุดทายนําชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับไปตรวจวัดคารบาริล

ที่ตกคางในตัวอยางผัก จํานวน 10 ตัวอยาง ตรวจพบคารบาริลตกคางในกะหล่ําปลี คะนา ดอกกะหล่ํา 

ผักกาดขาว ผักกาดหอม และกวางตุง ในชวงความเขมขน 1.03 - 1.16 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ผลการ

วิเคราะหที่ไดจากชุดทดสอบที่พัฒนาขึ้นใหผลสอดคลองกับชุดทดสอบในเชิงพาณิชย  

ชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับที่พัฒนาขึ้นมีขอดี ไดแก ลดเวลาในการวิเคราะห ใชสารปริมาณ

นอย มีราคาถูก และสามารถใชตรวจวัดคารบาริลไดในภาคสนาม  

 

คําสําคญั: คารบาริล ชุดทดสอบแบบตลับ สมารทโฟน  ผัก  
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ABSTRACT 

Carbaryl, an insecticide in the carbamate family, is one of the most commonly 

used pesticides to control insects in agricultural products. However, it causes carbaryl 

residues in food which can cause health problems for consumers. Hence, this research 

aimed to create a carbaryl test kit cassette for quantitative detection of carbaryl residues 

in vegetables by using the inhibition biosensor technique. Acetylcholine esterase was 

used as a biomaterial, making the product a yellow color. Carbaryl then inhibited the 

activity of acetylcholine esterase, resulting in a color intensity decrease in the product. 

The color intensity was measured by using a smartphone. 

In the first step, a carbaryl test kit cassette was created from chromatography 
paper. The parameters conditions were optimized. Next, the performances of the 
carbaryl test kit cassette for detecting carbaryl was investigated.  It was found that the 
inhibitory effect of carbaryl was directly proportional to the concentration of carbaryl 
ranging from 1- 50 mg/ L.  The limit of detection and the limit of quantitative detection 
were 0 . 31  and 1 . 04  mg/L, respectively.  The percentage of recovery was in the range                  
9 6  –  1 0 3  %  with high precision, accuracy and specificity.  Finally, the carbaryl test kit 
cassette was used to measure the carbaryl residues in ten vegetable samples.  Carbaryl 
residues were found in cabbage, kale, cauliflower, napa cabbage, lettuce and Choy sum 
with the concentration range of 1.03 to 1.16 mg/ kg.  The analysis results obtained from 
the developed test kits were consistent with commercial ones. 

This developed carbaryl test kit cassette had advantages in terms of reducing 
analysis time, using small amounts of substances, being inexpensive and portable to 
measure carbaryl on field. 
 

Keywords: carbaryl, test kit cassette, smartphone, vegetables 
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บทที่ 1 

บทนํา 

1.1  ความเปนมาและความสําคญัของปญหา 

  ประเทศไทยเปน พ้ืนที่ เกษตรกรรม เหมาะแกการเพาะปลูก โดยมีผักและผลไม                        

เปนพืชเศรษฐกิจของไทยที่ทํารายไดเขาประเทศเปนมูลคาสูง และเน่ืองจากความตองการของผัก                

และผลไมมีมากขึ้น ทําใหเกษตรกรมีการนํายาฆาแมลงมาใชในการกําจัดศัตรูพืช เพ่ือใหไดผลผลิต                 

ตามความตองการของตลาด ซึ่งเปนวิธีการที่สะดวก รวดเร็ว มากกวาวิธีการอ่ืนๆ โดยขอมูล                       

จากกรมวิชาการเกษตรพบวาต้ังแตป  2551-2561 มีปริมาณและมูลคาการนําเขายาฆาแมลง                       

ในประเทศไทยจํานวน 1,663,780 ตัน มูลคารวม 246,715 ลานบาท  และมีแนวโนมเพ่ิมขึ้น                   

เกือบทุกป [1] โดยคารบาริลเปนยาฆาแมลงที่มีการใชในการเกษตรอยางมาก เชน ใชในการกําจัด              

เพลี้ยไฟในพริก ใชในการกําจัดหนอนใยผัก หนอนคืบกะหล่ํา ดวงหมัดผักในผักตระกูลกะหล่ํา                    

และใชในการกําจัดเพลี้ยไฟ เพลี้ยจักจั่นในขาว เปนตน [2] โดยคารบาริลถูกจัดเปนยาฆาแมลง                     

ที่มีพิษปานกลาง มีระยะเวลาออกฤทธ์ิสั้น และมีการสลายตัวในสภาพแวดลอมเหมาะสมที่ระยะเวลา

ประมาณ 1 เดือน [3] หากมีการเก็บเก่ียวผลผลิตทางการเกษตรกอนระยะเวลาสลายตัวของคารบาริล 

จะทําใหคารบาริลตกคางสะสมอยูในผลผลิตทางการเกษตร สงผลตอสุขภาพของผูบริโภค และทําใหเกิด

อาการต างๆ  ซึ่ งเกิดจากกลไกการออกฤท ธ์ิของคารบาริลที่ ยับ ย้ั งการทํ างานของเอนไซม                         

โคลีนเอสเทอเรส ทําใหเกิดการคั่งของอะซีติลโคลีนในการทํางานของระบบประสาทที่มากเกินปกติ 

กอใหเกิดอาการพิษเฉียบพลันและอาการพิษสะสม โดยอาการพิษเฉียบพลันจะเกิดจากการสูดดม             

หรือสัมผัสโดยการไดรับพิษอยางออน การไดรับพิษปานกลาง หรือการไดรับพิษเขมขน ซึ่งจะแสดง

อาการต้ังแตอาการวิงเวียน คลื่นไส ทองเดิน มีผื่นคันตามผิวหนัง เคืองตา ทองเดิน นํ้าลายฟูมปาก 

หายใจลําบาก ชีพจรเตนเร็ว ชัก และหมดสติ สวนอาการพิษสะสมเกิดจากการไดรับยาฆาแมลงตอเน่ือง 

ทําใหเกิดการสะสมในรางกาย และเกิดการเปลี่ยนแปลงพันธุกรรมของเซลล (Mutagen) สงผลใหเกิด

เน้ืองอกหรือมะเร็งขึ้น [4] 
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 ในประเทศไทยมีงานวิจัยพบวาผักและผลไมที่มีการจําหนายมีระดับของยาฆาแมลงตกคาง             

ที่ เกินขีดจํากัด โดยพบวาในผักชนิดตางๆ มียาฆาแมลงตกคางในปริมาณสูง ซึ่ งเกิดจากการ                       

ใชยาฆาแมลงที่ ไมถูกตอง สงผลทําใหเกิดการตกคางในผลผลิตทางการเกษตร และเปนปญหา                  

ดานความปลอดภัยทางอาหาร เน่ืองจากคารบาริลมีพิษตอระบบประสาท ดังน้ันจึงไดมีการกําหนด                 

ค าปริมาณ สู งสุ ดของสารพิษตกค างในผลิตผลเกษตร (Maximum Residue Limits ; MRLs)                         

ซึ่งแสดงถึงระดับปริมาณสารพิษตกคางสูงสุดในอาหารที่ยอมรับใหมีไดที่พบในอาหารมนุษยและ                            

อาหารสัตว แสดงคาเปนหนวยมิลลิกรัมของสารพิษตกคางตอกิโลกรัมของผลิตภัณฑอาหาร                       

โดยในประเทศไทยไดมีการใชคามาตรฐานของ Codex MRL มาเปนเกณฑหลักในการกําหนดคา                 

ซึ่งกําหนดโดยสํานักงานมาตรฐานสินคาเกษตรและอาหารแหงชาติ กรมวิชาการเกษตร โดยที่ให                     

มีคารบาริลตกคางไดไมเกิน 10 มิลลิกรัม/กิโลกรัม [5]  

 ในการวิเคราะหหาคารบาริลที่ตกคางในผลผลิตทางการเกษตรโดยวิธีทั่วไป นิยมใชเทคนิค            

ทางเคม ีซึ่งสามารถทําการตรวจไดหลายวิธี โดยการนําไปวิเคราะหหาเชิงปริมาณดวยเครื่องมือวิเคราะห

ในหองปฏิบัติการ เชน เทคนิคโครมาโตกราฟโดยเครื่องโครมาโตกราฟของเหลวสมรรถนะสูง                    

(High Performance Liquid Chromatography; HPLC) [6] เ ค รื่ อ ง แ ก ส โ ค ร ม า โท ร ก ร า ฟ                     

(Gas Chromatography; GC) [7] เท ค นิ ค  Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) [8] 

เท ค นิ ค ท า ง เค มี ไฟ ฟ า (Electrochemical technique) [9] โค ร ม า โต ก ร า ฟ แ บ บ ผิ ว บ า ง                          

(Thin-Layer chromatography; TLC) [10] ขอดีของวิ ธีเหลา น้ี  คือ เปน วิ ธีที่ มีความแมน ยําสู ง                  

แตยังมีขอเสีย คือ ตองทําการตรวจวิเคราะหในหองปฏิบัติการ เน่ืองจากเครื่องมือมีขนาดใหญ                 

ตองใชบุคลากรที่มีความรูความชํานาญเฉพาะดานสูง ใชเวลาในการตรวจวิเคราะหนาน ไมเหมาะสมตอ

ผลผลิ ตท างการเกษตร  ซึ่ ง เกิ ดการเน า เสี ย ได เร็ ว  และไม ส ามารถตรวจ วัด ในภาคสนาม                             

ทําใหกรมวิทยาศาสตรการแพทยไดพัฒนาชุดทดสอบ ซึ่งพบวาใชเวลานอยกวาการทดสอบดวยวิธีการ

อ่ืนๆ ขางตน แตยังมีขอเสีย คือ มีขั้นตอนที่ ยุงยาก ตองใชอุปกรณและสารเคมีในการวิเคราะห                  

จํานวนมาก อีกทั้งยังไมสามารถตรวจวัดยาฆาแมลงในภาคสนามได 

 จากขอจํากัดของวิธีตางๆ ในการวิเคราะหหาคารบาริล งานวิจัยน้ีจึงสนใจที่จะพัฒนา                 

ชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับรวมกับสมารทโฟน ดวยหลักการทางไบโอเซนเซอรซึ่งอาศัยการทํางาน

ของเอนไซมโคลีนเอสเทอเรสที่มีความเฉพาะเจาะจงกับคารบาริล โดยชุดทดสอบที่พัฒนาขึ้นน้ี                 

จะใชกระดาษเปนวัสดุหลักในการสรางรวมกับตัวตรวจวัดทางสี [11] ซึ่งไดมีการนําสมารทโฟนมาใช

สําหรับตรวจวัดสีที่ เกิดขึ้นจากปฏิกิริยา และประมวลผลที่ เกิดขึ้นดวยแอปพลิเคชัน โดยคาดวา                    

วิธีที่พัฒนาขึ้นจะมีขอดี คือ ใหผลวิเคราะหที่ถูกตอง รวดเร็ว มีราคาถูก ใชสารเคมีในการวิเคราะห

ปริมาณนอย และสามารถพกพาไปปฏิบัติงานในภาคสนามได  
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1.2  วัตถุประสงคของการวิจัย                                                                                       

  1.2.1  เพ่ือสรางชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับสําหรับตรวจหาปริมาณคารบาริล                            

ที่ตกคางในผัก โดยตรวจวัดดวยสมารทโฟน 
               1.2.2  เพ่ือตรวจหาปริมาณคารบาริลในตัวอยางผัก โดยใชชุดทดสอบคารบาริลแบบตลบั 

 

1.3  ขอบเขตของงานวิจยั  

         1.3.1  ออกแบบและสรางชุดทดสอบคารบาริลแบบตลบั 

                       1.3.1.1  ชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับ 

                       1.3.1.2  กลองทึบแสงสาํหรับถายภาพ  

     1.3.2  ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของการสรางชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับ 

                       1.3.3.1  อุณหภูมิที่เหมาะสมในการเกดิปฏิกิริยา  

                       1.3.3.2  ความเขมขนทีเ่หมาะสมของสารละลาย 5,5’-ไดไทโอบิส                                

(2-ไนโตรเบนโซอิก แอซดิ)                                                                                                                                               

                       1.3.3.3  ความเขมขนทีเ่หมาะสมของสารละลายอะซิติลไทโอโคลนี ไอโอไดด 

              1.3.3.4  คาพีเอชที่เหมาะสมของสารละลายเอนไซมอะซิติลโคลนีเอสเทอเรส   

           1.3.3.5  เวลาที่เหมาะสมในการยับยั้งการทํางานของเอนไซม                                         

อะซิติลโคลีนเอสเทอเรส  

              1.3.3  ศึกษาประสิทธิภาพของชุดทดสอบคารบาริลแบบตลบั 

                1.3.3.1  ศกึษาความเที่ยงของชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับ (Precision) 

                                 1) การทําซ้ําของชุดทดสอบคารบาริลแบบตลบั (Repeatability)  

                     2) การทวนซ้ําของชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับ (Reproducibility) 

                      1.3.3.2  ชวงความเปนเสนตรง (Linearity) 

                1.3.3.3  ขีดจํากัดในการตรวจพบ (Limit of Detection; LOD) 

          1.3.3.4  ขีดจํากัดในการตรวจพบเชิงปริมาณ (Limit of Quantitation; LOQ) 

          1.3.3.5  ความถกูตองของของชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับ (Accuracy) 

                      1.3.3.6  อายุการใชงานของชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับ 

  1.3.4  วิเคราะหหาคารบาริลดวยชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับในตัวอยางผัก 
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(Yellow) 

 AChE 

1.4  กรอบแนวคิดของการวิจัย 

 หลักการการสรางชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับสําหรับตรวจหาปริมาณคารบาริลที่ตกคาง  

ในผัก โดยตรวจวัดดวยสมารทโฟนในงานวิจัยน้ี อาศัยการทํางานของเอนไซมโคลีนเอสเทอเรส                    

โดยเอนไซมโคลีนเอสเทอเรสจะเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของอะซิติลไทโอโคลีน ไดผลิตภัณฑเปน                    

ไทโอโคลีน ดังปฏิกิริยาที่ (1) เมื่อเติมสาร 5,5’-ไดไทโอบิส (2-ไนโตรเบนโซอิก แอซิด) หรือ DTNB               

สารน้ีจะทําปฏิกิริยากับไทโอโคลีนที่ไดมาจากปฏิกิริยาขางตน ทําใหไดผลิตภัณฑเปน 5-เมอรแคปโต-               

2 ไนโตรเบนโซอิกแอซิด ซึ่งเปนสารสีเหลือง ดังปฏิกิริยาที่ (2) [12] 

 

  acetylthiocholine + H2O    →     thiocholine + acetic acid                    … (1)                                                                                                             

  thiocholine + DTNB          →    5-mercapto-2-nitrobenzoic acid            … (2)          

 

 คารบาริล มีความสามารถในการยับย้ังการทํางานของเอนไซมโคลีนเอสเตอเรส ถาหาก              

มีคารบาริลในตัวอยาง คารบาริลจะยับย้ังการทํางานของเอนไซมโคลีนเอสเตอเรส ทําใหเอนไซม                  

ไมสามารถเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสอะซิติลโคลีนได จึงทําใหเกิดปฏิกิริยาไดนอยลง สงผลใหผลิตภัณฑ             

ที่เกิดขึ้นนอยลงดวย  

 จากน้ันใชหลักการการเกิดปฏิกิริยาดังกลาวมาสรางชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับ                   

โดยมีแนวคิดดังภาพที่ 1.1 ซึ่งประกอบดวย 3 ขั้นตอน ขั้นตอนแรก คือ ขั้นตอนการสรางชุดทดสอบ      

คารบาริลแบบตลับ (ภาพที่ 1.1 ก) จะประกอบไปดวย 2 บริเวณ ไดแก บริเวณควบคุม (Control pad) 

และบริเวณตัวอยาง (Sample pad) ซึ่งสรางโดยใชกระดาษโครมาโตกราฟติดบนแผนพลาสติกใส                

และประกอบเขากับตลับพลาสติก จากน้ันเปนขั้นตอนการตรวจวัด (ภาพที่ 1.1 ข) ทําการหยดสารเคม ี         

ที่ใชทดสอบในการเกิดปฏิกิริยา และหยดสารละลายตัวอยางลงบนบริเวณควบคุมและบริเวณตัวอยาง

ตามลําดับ จากน้ันถายภาพสีที่ไดโดยใชสมารทโฟนถายภาพในกลองทึบแสง และขั้นตอนสุดทาย                  

คือ ขั้นตอนการประมวลผล (ภาพที่ 1.1 ค) โดยนําชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับ แปลผลขอมูลโดยใช               

แอปพลิเคชัน Color Picker และอานคาสีที่ไดจากฟงกชัน RGB (Red, Green, Blue) 
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สารเคมีท่ีใชทดสอบ สารละลายตัวอยาง 

บริเวณควบคุม 

แผนพลาสติกใส 

 
ประกอบเขากับตลับพลาสติก 

บริเวณตัวอยาง 

ก. ขั้นตอนการสรางชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับ 

 

 

 

ข. ขั้นตอนการตรวจวัด 

 

 

 

 

ค. ขั้นตอนการประมวลผล 

 

 

 

 

ภาพที่ 1.1  ขั้นตอนการวิเคราะหสําหรับตรวจหาปริมาณคารบาริลในผักดวยชุดทดสอบคารบาริล                    

               แบบตลับ โดยใชสมารทโฟนเปนตัวตรวจวัด ประกอบดวย ก. ขั้นตอนการสรางชุดทดสอบ      

               คารบาริลแบบตลับ ข. ขั้นตอนการตรวจวัด และ ค. ขั้นตอนการประมวลผล 

                                  

กระดาษโครมาโตกราฟ 
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1.5  ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ  

             1.5.1  ไดชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับสําหรับตรวจหาปริมาณคารบาริลที่ตกคางในผัก                      

โดยตรวจวัดดวยสมารทโฟน 

             1.5.2  ไดทราบสภาวะที่เหมาะสมของชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับ 

             1.5.3  สามารถวิเคราะหหาปริมาณคารบาริลที่ตกคางในผักดวยชุดทดสอบคารบาริล                   

แบบตลับที่สรางขึ้นอยางมีประสิทธิภาพ 

 

 

 

 

 

 

 



17 
 

0

50,000

100,000

150,000

200,000

2551 2552 2553 2554 2555 2556 2557 2558 2559 2560 2561

ปริมาณ (ตัน) มูลคา (ลานบาท)

บทที่ 2 

วรรณกรรมหรืองานวิจัยที่เก่ียวของ 

2.1  ยาฆาแมลงในประเทศไทย 

 ประเทศไทยเปนประเทศเกษตรกรรม โดยมีการเพาะปลูกพืชเพ่ือบริโภคในประเทศ                  

และสงออก เกษตรกรจึงไดมีการนํายาฆาแมลงมาใชเพ่ือปองกันหรือกําจัดศัตรูพืช และเปนการ                  

เพ่ิมผลผลิตทางการเกษตร โดยขอมูลจากกรมวิชาการเกษตรพบวาต้ังแตป 2551-2561 ประเทศไทย                     

มีแนวโน มการนํ าเข าสารเคมีท างการเกษตรในปริมาณ และมู ลค าการนํ าเข ายาฆ าแมลง                        

จํานวน  1,663,780 ตัน  มูลค ารวม 246,715 ลานบาท  และมีแนวโนม เพ่ิมขึ้น เกือบทุกป  [1]                            

ดังภาพที่ 2.1 ซึ่งการใชยาฆาแมลงทางการเกษตรที่เพ่ิมมากขึ้น ทําใหเกิดการตกคางของยาฆาแมลง 

สงผลให เกิดการปนเป อนหรือสะสมในสิ่ งแวดลอม และอาจเขาสูห วงโซอาหาร โดยเฉพาะ                     

สูผลิตผลการเกษตร กอใหเกิดความเปนพิษและอันตรายตอสุขภาพของผูคน สัตวและสิ่งแวดลอม  

 

 

ภาพที่ 2.1  ปริมาณและมูลคาการนําเขายาฆาแมลงในประเทศไทย ป 2551 – 2561 [1] 
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 โดยยาฆาแมลงที่มีการใชในการเกษตรในปจจุบันสามารถแบงออกไดเปน 4 กลุม ไดแก          

ก ลุ ม อ อ ร ก า โน ค ล อ รี น  (Organochlorine) ก ลุ ม อ อ ร ก า โน ฟ อ ส เฟ ต  (Organophosphate)              

กลุมคารบาเมต (Carbamate) และกลุมไพรีทรอยด (Pyrethroid) โดยที่คารบาริลเปนยาฆาแมลง           

ในกลุมคารบาเมตที่มีการใชในการเกษตรอยางมาก เน่ืองจากเปนยาฆาแมลงที่มีประสิทธิภาพสูง 

สามารถกําจัดแมลงและศัตรูพืชไดหลากหลาย 

2.2  คารบาริล [13] 

 2.2.1  ลักษณะและสมบัติของคารบาริล           

  คารบาริล มีช่ือทางเคมีคือ 1-naphthyl methylcarbamate มีสูตรเคมี C12H11NO2 

โดยมีโครงสรางทางเคมี ดังภาพที่ 2.2 [2] มีลักษณะเปนผลึกแข็งสีขาว ละลายไดดีในตัวทําละลายมีขั้ว                

เชน อะซีโตน 

 

 

 

 

                        

ภาพที่ 2.2  โครงสรางทางเคมีของคารบาริล [2] 

   คารบาริลถูกนํามาใชกําจัดแมลงกันอยางแพรหลายมากกวา 30 ป  โดยคารบาริล                 

มีช่ือทางการคา คือ เซฟวิน ซึ่งเปนยาฆาแมลงที่มีการใชมากในดานเกษตรกรรม เชน ใชในการกําจัด

เพลี้ยไฟในพริก ใชในการกําจัดหนอนใยผัก หนอนคืบกะหล่ํา ดวงหมัดผักในผักตระกูลกะหล่ํา และ              

ใชในการกําจัดเพลี้ยไฟ เพลี้ยจักจั่นในขาว เปนตน [2] นอกจากน้ียังใชกับสัตวปก ปศุสัตว และสัตวเลี้ยง                 

เพ่ือกําจัดแมลงรบกวนอีกดวย  

    2.2.2  ความเปนพิษของคารบาริล 

             คารบาริลถูกจัดเปนยาฆาแมลงที่มีพิษปานกลาง สามารถดูดซึมผานทางผิวหนังได 

โดยเฉพาะรอยแผลหรือรอยขวน มีระยะเวลาออกฤทธ์ิสั้น และมีการสลายตัวในสภาพแวดลอมเหมาะสม

ที่ระยะเวลาประมาณ 1 เดือน หากมีการเก็บเก่ียวผลผลิตทางการเกษตรกอนระยะเวลาสลายตัว                  

ของคารบาริล จะทําใหคารบาริลตกคางสะสมอยูในผลผลิตทางการเกษตร สงผลตอสุขภาพของผูบริโภค 

และทําใหเกิดอาการตางๆ โดยทั่วไปอาการและความรุนแรงของการเกิดพิษจะขึ้นกับปริมาณยาฆาแมลง

ที่ไดรับ วิถีทางที่ไดรับ และระยะเวลาที่ไดรับ ทําใหเกิดอาการพิษเฉียบพลันและอาการพิษสะสม             
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โดยอาการพิษเฉียบพลันจะเกิดจากการสูดดมหรือสัมผัสโดยการไดรับพิษอยางออน การไดรับ                   

พิษปานกลาง หรือการไดรับพิษเขมขน ซึ่งจะแสดงอาการต้ังแตอาการวิงเวียน คลื่นไส ทองเดิน มีผื่นคัน

ตามผิวหนัง เคืองตา ทองเดิน นํ้าลายฟูมปาก หายใจลําบาก ชีพจรเตนเร็ว ชัก และหมดสติ                       

สวนอาการพิษสะสมเกิดจากการไดรับยาฆาแมลงตอเน่ือง ทําใหเกิดการสะสมในรางกาย และเกิดการ

เปลี่ยนแปลงพันธุกรรมของเซลล (Mutagen) สงผลใหเกิดเน้ืองอกหรือมะเร็งขึ้น [4] เมื่อรางกาย            

ได รั บ ย าฆ าแม ล ง จะก อ ให เกิ ด พิ ษ  ซึ่ งค าข อ งค วาม เป น พิ ษ เรี ย ก ว า  LD50 (Lethl Dose)                             

โดยเปนคาปริมาณของวัตถุมีพิษที่ทําใหสัตวทดลองเสียชีวิตลงครึ่งหน่ึง (50 %) ของจํานวนสัตวทดลอง

ทั้งหมด โดยแสดงเปนจํานวนมิลลิกรัมของสารตอกิโลกรัมของนํ้าหนักตัวที่ใชที่ทําใหสัตวทดลองตาย       

รอยละ 50 ระดับความรุนแรงของคารบาริล แสดงดังตารางที ่2.1 [14]  

ตารางที่ 2.1  การจัดหมวดหมูระดับความเปนพิษของคารบาริล [14] 

 2.2.3  กลไกการออกฤทธ์ิของคารบาริล 

          คารบาริลมีฤทธ์ิยับย้ังการทํางานของเอนไซมอะซิติลโคลีนเอสเทอเรส ซึ่งเปนเอนไซม          

ที่สําคัญชนิดหน่ึงในระบบประสาทของมนุษย สัตวมีกระดูกสันหลัง แมลง และสิ่งมี ชีวิตทั่วไป                  

ซึ่งมีกลไกยับย้ังการทํางานเอนไซมอะซิติลโคลีนเอสเทอเรส โดยการเกิด phosphorylation หรือ 

carbamylation ที่ ห มู  Hydroxyl แ ล ะ เ ติ ม  OH (hydroxylation) ให กั บ ห มู  leaving group                  

ทําให เอนไซมอะซิ ติลโคลีนเอสเทอเรสไมสามารถสลายโคลีนได  ความเขมขนของโคลีนใน                        

synaptic cleft เพ่ิ ม สู งขึ้ น  และ เกิ ดก ารกระ ตุ น ระบ บป ระสาท  cholinergic ที่ ม าก เกิ น ไป                      

สงผลใหมีอาการสั่น ชักกระตุก และเปนอัมพาต ดังสมการที่ 3 

  

 

ระดับความรุนแรง LD 50 

(มิลลกิรัม/กิโลกรัม·นํ้าหนักตัว) 

ความเปนพิษ

สูง 

ความเปนพิษ

ปานกลาง 

ความเปนพิษตํ่า ความเปน

พิษตํ่ามาก 

ความรุนแรงแรงที่รับทางปาก ≤ 50 > 50-500 > 500-5000 > 5000 

ความรุนแรงแรงที่รับทางผิวหนัง ≤ 200 > 200-2000 > 2000-5000 > 5000 

ความรุนแรงแรงที่รับทางการหายใจ ≤ 0.05 ≥ 0.05-0.5 > 0.5-2.0 > 2.0 
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… (3) 

ภาพที่ 2.3  แสดงกลไกการยับย้ังเอนไซมอะซิติลโคลีนเอสเทอเรส  

 2.2.4  คาปริมาณสารพิษตกคางสูงสุดของคารบาริล  

          จากการใชคารบาริลที่มีแนวโนมเพ่ิมมากขึ้น ทําให เกิดผลกระทบตอสุขภาพ                

ของผูบริโภค ซึ่งเกิดจากการใชคารบาริลที่ไมถูกตอง กอใหเกิดสารพิษตกคางในผลิตผลทางเกษตร            

และสิ่งแวดลอม ทําใหผักและผลไมที่มีการจําหนายมีระดับของคารบาริลตกคางที่ เกินขีดจํากัด                    

ซึ่ งพ บ ว า ใน ผั ก ช นิ ดต า งๆ  มี ค าร บ าริ ล ตก ค า งใน ป ริ ม าณ สู ง  ดั ง น้ั น จึ ง ได มี ก ารกํ าห น ด                                    

คาปริมาณสารพิษตกคางสูงสุด ซึ่งแสดงถึงระดับปริมาณสารพิษตกคางสูงสุดที่มีไดในสินคาเกษตร                  

มีหนวยเปนมิลลิกรัมสารพิษตกคางตอกิโลกรัมสินคาเกษตร ซึ่งประเทศไทยไดมีการกําหนด                        

คาปริมาณสูงสุดของสารพิษตกคางในผลิตผลเกษตร โดยการใชคามาตรฐานของ Codex MRL                    

มาเปนเกณฑหลักในการกําหนดคาถูกกําหนดโดยสํานักงานมาตรฐานสินคาเกษตรและอาหารแหงชาติ 

กรมวิชาการเกษตร โดยที่ใหมีคารบาริลตกคางไดไมเกิน 10 มิลลิกรัม/กิโลกรัม [5]  

2.3  วิธีการท่ัวไปในการตรวจวัดยาฆาแมลง 

  2.3.1  วิธีตรวจวัดยาฆาแมลงโดยเครื่องโครมาโตกราฟของเหลวสมรรถนะสูง  
           จากงานวิจัยของ Watanabe และคณะ [6] ไดวิเคราะหปริมาณของยาฆาแมลง        

อีโทเฟนพรอกซในตัวอยางผัก 6 ชนิด ไดแก พริกหยวก แตงกวา มะเขือ กวางตุงฮองเต ปวยเลง และ

มะเขือเทศ โดยใชเครื่องโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูงรวมกับตัวตรวจวัดการเรืองแสง                  

( High-performance liquid chromatography - Fluorescence detection; HPLC - FLD)                   

ในการตรวจวัดและทําการสกัดดวยอะซิโตไนไตรล พบวามีคาขีดจํากัดในการตรวจพบที่ 1.87–3.87              

นาโนกรัม /กรัม และเปอรเซ็นตการไดกลับคืนในระดับตํ่าที่ 5–100 นาโนกรัม/กรัม หรือเทากับ                 

85–111 %  โดยมีคาเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธนอยกวา 12 % 
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              2.3.2  วิธีตรวจวัดยาฆาแมลงโดยเครื่องแกสโครมาโทกราฟ (Gas Chromatography; GC) 

           จาก งาน วิจั ย ขอ ง Zhao และค ณ ะ  [7] ได ทํ าก าร วิ เค ราะห ย าฆ าแม ล ง                       

ในกลุ มออรกาโนฟอสฟอรัสจํ านวน  31 ชนิดที่ ตกค างในสมุน ไพรในวงศข า  โดยใช เครื่อ ง                             

แกสโครมาโทกราฟรวมกับตัวตรวจวัดแบบเฟลมโฟโตเมตริก โดยพบวาในงานวิจัยน้ีการเตรียมตัวอยาง

เสร็จสิ้นในขั้นตอนเดียวและมีประสิทธิภาพในการวิเคราะหที่สูง โดยมีคาขีดจํากัดในการตรวจพบ                      

1-10 นาโนกรัม /มิลลิลิตรและคาขีดจํากัดในการตรวจพบเชิงปริมาณ 4 -30 นาโนกรัม / มิลลิลิตร  

   2.3.3  วิ ธีตรวจวัดยาฆาแมลงโดยเทคนิค Enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA) 

             จากงานวิจัยของ Navarro และคณะ [8] ไดทําการวิเคราะหหายาฆาแมลง                           

ในนํ้าสมเขียวหวาน โดยใชเทคนิค ELISA ในการตรวจหาคลอรไพริฟอสและเฟนไทออน พบวา                  

มีขีดจํากัดในการตรวจพบที่ 0.20 ± 0.04 ไมโครกรัม/ลิตร และ 0.50 ± 0.06 ไมโครกรัม/ลิตร สําหรับ

คลอรไพริฟอสและเฟนไทออนตามลําดับ ซึ่งในการตรวจหาสารตกคางของยาฆาแมลงทั้งสองชนิด              

ทําการทดลองโดยการเจือจางตัวอยางแบบงายและไมตองมีขั้นตอนการทําความสะอาดตัวอยางเพ่ิมเติม 

ซึ่งไดผลการทดสอบที่ความแมนยํา มีประสิทธิภาพ โดยมีเปอรเซ็นตการไดกลับคืนที่ 95-106 %  

   2.3.4  วิธีตรวจวัดยาฆาแมลงโดยเทคนิคทางเคมีไฟฟา (Electrochemical technique) 

            จากงานวิจัยของ Zhao และคณะ [9] ไดทําการวิเคราะหยาฆาแมลงดวยเทคนิค          

ทางเคมีไฟฟาสําหรับมาลาไธออนและคารบาริล โดยพบวามีขีดจํากัดการตรวจวัดที่ ตํ่า ซึ่งมีคา                    

4.14 พิโคกรัม/มิลลิลิตร และ 1.15 พิโคกรัม/มิลลิลิตร สําหรับมาลาไธออนและคารบาริลตามลําดับ 

โดยวิธีน้ีเปนวิธีที่มีเสถียรภาพ มีความไวสูง สามารถตอบสนองทางเคมีไฟฟาไดอยางรวดเร็วและทําซ้ําได

ดี 

  2.3.5  วิ ธีตรวจวัดยาฆาแมลงโดยเทคนิคโครมาโตกราฟแบบผิวบาง (Thin-Layer 

chromatography; TLC) 

            จากงานวิจัยของ Shen และคณะ [10] ไดทําการวิเคราะหยาฆาแมลงคารเบนดาซิม           

ที่ ต กค างใน นํ้ าส ม และ ใบ คะน า  โด ย ใช เท ค นิ ค โค รม าโตกราฟ แบ บ ผิ วบ าง (Thin-Layer 

chromatography; TLC) รวมกับเทคนิคพ้ืนผิวขยายสัญญาณรามัน (Surface-Enhanced Raman 

Spectroscopy; SERS) และพบวามีขีดจํากัดการตรวจวัดนอยกวา 2 มิลลิกรัม/กิโลกรัม โดยวิธีน้ี                     

ไมตองปรับสภาพใดๆ และใชเวลาการแยก TLC ในเวลาที่สั้น 
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  จากวิธีตรวจวัดยาฆาแมลงโดยใชเครื่องมือในหองปฏิบัติการการดังกลาว เปนวิธีการ                       

ที่มีความถูกต อง ความเที่ยง และความแมนยําสูง แต ยังมีขอจํากัด คือ ตองทําการตรวจวัด                          

ในหองปฏิบัติการ ใชเวลานาน มีคาใชจายสูง และผูที่ทําการวิเคราะหตองมีความชํานาญในการวิเคราะห                

อีกทั้งยังไมสามารถตรวจวัดไดในภาคสนามได 

2.4  วิธีตรวจวัดยาฆาแมลงโดยใชชุดทดสอบ 

        2.4.1  ชุดทดสอบยาฆาแมลงในผักและผลไม MJPK  
     ชุดทดสอบยาฆาแมลงในผักและผลไม  MJPK จากกรมวิทยาศาสตรการแพทย                  

เปนชุดทดสอบเบ้ืองตนสําหรับตรวจยาฆาแมลงตกคางกลุมยับย้ังเอนไซมโคลีนเอสเตอเรสในผัก                 

และผลไม โดยอาศัยหลักการการยับย้ังของเอนไซมโคลีนเอสเตอเรสดวยเทคนิคการตรวจวัดทางสี             

และใหผลการทดสอบในเวลา 30 นาที ซึ่งในการทดสอบจะตองทําการห่ันผักเปนช้ินเล็กๆ จากน้ัน                

เติมนํ้ายาสกัด ระเหยนํ้ายาสกัดในนํ้าอุน และเติมนํ้ายาทดสอบ โดยการประเมินผลจะใชการ

เปรียบเทียบความเขมของสีที่เกิดขึ้นของหลอดควบคุมควบคูกับหลอดตัวอยาง เพ่ือใชเปรียบเทียบสี                 

ในการอานผลและจะรายงานผลในเชิงคุณภาพ โดยถาหลอดตัวอยางมีสีสมเขมเหมือนหลอดควบคุม 

แสดงวาปลอดภัย ถาหากหลอดตัวอยางมีสีสมปนชมพู แสดงวาไมปลอดภัย (ถูกยับยั้ง 15%) และ                

ถาหลอดตัวอยางมีสีชมพู แสดงวาไมปลอดภัยมาก  

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2.4  ชุดทดสอบยาฆาแมลงในผักและผลไม MJPK [15] 
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 2.4.2  ชุดตรวจสอบยาฆาแมลงที่ตกคางในผักและผลไม GT 

                      ชุดตรวจสอบยาฆาแมลงที่ตกคางในผักและผลไม GT เปนชุดทดสอบที่ใชสําหรับ

ตรวจสอบความเปนพิษของยาฆาแมลงที่ตกคางจากการปนเปอนหรือตกคางในอาหาร โดยสามารถ

ตรวจหาความเปนพิษของยาฆาแมลงในกลุมออรแกโนฟอสเฟต (Organophosphate group)                      

และกลุมคารบาเมต (Carbamate group) ดวยหลักการการยับย้ังของเอนไซมโคลีนเอสเตอเรส โดยใน

การประเมินผล จะใชการเปรียบเทียบความเขมของสีที่เกิดขึ้นในหลอดตัวอยางที่ตรวจกับหลอดควบคุม

และหลอดตัดสิน (หลอดควบคุมคือไมพบยาฆาแมลงตกคาง และหลอดตัดสินคือพบยาฆาแมลงตกคาง                

ที่ยับยั้งประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซนอยูที่ระดับ 50 %) ซึ่งผลการตรวจดวยชุดนํ้ายา GT               

จะอานผลได 3 แบบ คือ ถาสีของหลอดตัวอยางออนกวาหรือเทากับหลอดควบคุม แสดงวา                   

ไมพบยาฆาแมลงตกคาง ถาสีของหลอดตัวอยางเขมกวาหลอดควบคุมแตยังออนกวาหลอดตัดสิน                

แสดงวาพบยาฆาแมลงตกคางในระดับที่ปลอดภัย และถาสีของหลอดตัวอยางเขมเทากับหรือ                      

เขมกวาหลอดตัดสิน แสดงวาพบยาฆาแมลงตกคางในระดับที่ไมปลอดภัย  

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2.5  ชุดตรวจสอบยาฆาแมลงที่ตกคางในผักและผลไม GT [16] 

 

 

 

 

 



24 
 

 2.4.3  ชุดตรวจสอบยาฆาแมลงตกคาง GPO TM KIT 

          ชุดตรวจสอบยาฆาแมลงตกคาง GPO TM KIT เปนชุดตรวจสอบยาฆาแมลงตกคาง               

ในผักผลไมที่พัฒนาโดยองคการเภสัชกรรม ซึ่งใชตรวจสอบยืนยันชนิดของยาฆาแมลงทั้ง 4 กลุม ไดแก 

กลุมออรแกโนฟอสเฟต (Organophosphate) กลุมคารบาเมท(Carbamate) กลุมไพรีทรอยด 

(Pyrethroid) และกลุมออรแกโนคลอรีน (Organochlorine) ในผัก ผลไมและธัญพืช โดยในการทดสอบ

สําหรับยาฆาแมลงกลุมออรแกโนฟอสเฟตและคารบาเมท จะใชหลักการแยกสารดวยวิธีแผน TLC              

และตรวจสอบดวยการทําปฏิกิริยากับสารเคมีเพ่ือใหเกิดสี ถาหากพบยาฆาแมลงกลุมออรแกโนฟอสเฟต

และคารบาเมท จะเกิดแถบวงกลม (Spot) สีขาวบนแผน TLC สวนในยาฆาแมลงกลุมออรแกโนคลอรีน            

และไพรีทรอยด จะใชหลักการแยกสารดวยแผน TLC เชนเดียวกันและจะทําการตรวจสอบดวยการ                 

ทําปฏิกิริยากับสารเคมีและอังแสงยูวีที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร เพ่ือใหเกิดสี ถาหากพบ                  

ยาฆาแมลงกลุมออรแกโนคลอรีนและไพรีทรอยด จะเกิดแถบวงกลม (Spot) เปนสีเทานํ้าตาลเขมถึงดํา                

บนแผน TLC  

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2.6  ชุดตรวจสอบยาฆาแมลงที่ตกคางในผักและผลไม GPO TM KIT [17] 

 จากวิ ธีการดังกล าวของชุดทดสอบยาฆ าแมลงในผักและผลไมข างตน  จะพบวา                        

มีการใชเวลานอยกวาการทดสอบดวยเครื่องมือวิเคราะหในหองปฏิบัติการ แตยังมีขอเสีย คือ                       

มีขั้นตอนที่ยุงยาก ตองใชอุปกรณและสารเคมีในการวิเคราะหจํานวนมาก และมีการรายงาน                   

ผลการวิเคราะหที่ไดในเชิงคุณภาพหรือก่ึงปริมาณวิเคราะหไดเทาน้ัน อีกทั้งยังไมสามารถตรวจวัด               

ยาฆาแมลงในภาคสนามได   
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 ดังน้ันจึงทําใหงานวิจัยน้ีสนใจที่จะพัฒนาชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับรวมกับสมารทโฟน 

โดยคาดวาวิธีที่พัฒนาขึ้นจะมีขอดี คือ ใหผลวิเคราะหที่ถูกตอง รวดเร็ว มีราคาถูก ใชสารเคมีในการ

วิเคราะหปริมาณนอย และสามารถพกพาไปปฏิบัติงานในภาคสนามได โดยอาศัยการทํางานของเอนไซม

โคลีนเอสเทอเรสที่มีความเฉพาะเจาะจงในคารบาริล ดวยหลักการทางไบโอเซนเซอร 

2.5  ไบโอเซนเซอร 

 ไบโอเซนเซอร เปนอุปกรณตรวจวัดทางชีวภาพเพ่ือใชในการตรวจวิเคราะหสารตางๆ                 

อยางจําเพาะเจาะจง โดยประกอบดวย 2 สวน คือ  วัสดุชีวภาพ (Biological element) และ                  

ตั ว วัดสัญ ญ าณ  (Detector) โดยที่ วั ส ดุ ชี วภ าพ จะสามารถจั บ กั บ สารที่ ต อ งการ วิ เค ราะห                            

อยางจําเพาะเจาะจง ตัวอยางวัสดุชีวภาพ เชน เอนไซม แอนติบอดี กรดนิวคลีอิก หรือดีเอ็นเอ                

ซึ่งมีลักษณะกลไกแบบแมกุญแจและลูกกุญแจ ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงทางกายภาพหรือทางเคมี               

ซึ่งมีลักษณะเฉพาะ เชน อิเล็กตรอน สารชนิดใหม ความรอน แสง สี เปนตน จากน้ันการเปลี่ยนแปลง              

ที่เกิดขึ้นน้ันจะถูกเปลี่ยนไปเปนสัญญาณไฟฟา แลวประมวลตัวตรวจวัดสัญญาณที่เกิดขึ้น [18]                 

แสดงดังภาพที่  2.7 ซึ่งในปจจุบันไบโอเซนเซอรไดถูกนํามาประยุกตใชในงานดานตาง ๆ เชน                     

ดานการแพทย ดานสิ่ งแวดลอมและดานอุตสาหกรรม [19-20] เปนตน เน่ืองจากเปนวิธีที่มี                       

ความไววิเคราะหสูง มีความจําเพาะเจาะจง มีความรวดเร็วในการตรวจวัด [21] ทําให เทคนิค

ไบโอเซนเซอรเปนที่นิยมนํามาใชเพ่ิมมากขึ้น 

 

 

 

 

 

 

                        =  สารท่ีตองการวิเคราะห                      และ             = ตัวรบกวน 

ภาพที่ 2.7  องคประกอบของเทคนิคไบโอเซนเซอร [18] 
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 การแบงประเภทของไบโอเซนเซอรตามวัสดุชีวภาพที่ใชแบงออกเปน 2 ประเภท คือ                  

แอฟฟ นิตีไบโอเซนเซอร (Affinity biosensor) โดยอาศัยแอนติบอดีเปนวัสดุชีวภาพในการจับ                  

กับแอนติเจนและคะตะไลติกไบโอเซนเซอร (Catalytic biosensor) [22] 

 คะตะไลติกไบโอเซนเซอร เปนเทคนิคไบโอเซนเซอรที่ ใช เอนไซม เปน วัสดุชีวภาพ                    

โดยเอนไซมจะเรงปฏิกิริยาไดผลิตภัณฑ และตรวจวัดการเปลี่ยนแปลงดังกลาวโดยใชตัวตรวจวัด                   

ที่เหมาะสม โดยติดตามการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นจากสารต้ังตนที่ถูกใชไปหรือผลิตภัณฑที่เกิดขึ้น  

   เอนไซม เปนสารชีวโมเลกุลที่ สรางขึ้น โดยสิ่ งมี ชี วิต  มีขนาดโมเลกุลใหญที่ ซับซอน                   

มีโปรตีนเปนองคประกอบหลัก โดยมีกรดอะมิโนตอกันเปนสายยาวทําหนาที่เรงปฏิกิริยาทางเคม ี                 

ทําใหอัตราเร็วในการเกิดปฏิกิริยาเร็วขึ้น มีบริเวณที่ เรียกวา active site คอยจับกับสับสเตรท 

(substrate)  ซึ่งสับสเตรทจะตองมีโครงสรางที่เหมาะพอดีกับเอนไซม เหมือนลักษณะของลูกกุญแจ 

(สับสเตรท) กับแมกุญแจ (เอนไซม) ซึ่งเปนบริเวณจําเพาะเจาะจง เมื่อเสร็จสิ้นปฏิกิริยา สารต้ังตน             

จะหลุดออกจากบริเวณเรงของเอนไซม ทําใหเอนไซมกลับมาอยูในสภาพเดิม [23-25] 

  เอนไซม โคลีน เอสเทอเรสเปน เอนไซมที่ ทํ าหน าที่ ในการสลายสารอะซิ ติลโคลีน                            

ซึ่งเปนสารตัวกลางในการสงกระแสประสาทไปยังอวัยวะและเน้ือเย่ืออ่ืนๆ ในรางกาย โดยทั่วไป                  

ในรางกายมนุษยจะพบเอนไซม โคลีน เอสเตอเรส 2 ประเภท คือ  บิวทิลโคลีน เอสเทอเรส 

(Butyrylcholinesterase, BChE) และอะซิติลโคลีนเอสเทอเรส (Acetylcholinesterase, AChE)                    

[26-27] โดยที่ เอนไซมอะซิติลโคลีนเอสเทอเรสถูกสรางขึ้นมาพรอมกับการสรางเม็ดเลือดแดง                       

ซึ่งเปนเอนไซมที่จับอยูบนบริเวณผิวของบริเวณรอยตอของปลายประสาท มีความจําเพาะเจาะจง                   

ในการทําหนาที่สลายอะซิติลโคลีนที่หลั่ งออกมาจากปลายประสาท [28-29] สามารถพบได                          

ในเซลลเม็ดเลือดแดง เซลลประสาท โดยเอนไซมชนิดน้ีถูกยับย้ังดวยยาฆาแมลงกลุมคารบาเมต                  

และกลุมออรกาโนฟอสเฟต ดังน้ันในงานวิจัยน้ีจึงใชเอนไซมอะซิติลโคลีนเอสเทอเรสเปนตัวบงช้ี                 

ทางชีวภาพของคารบาริล  

 เอนไซมอะซิ ติลโคลีนเอสเทอเรส เปน เอนไซมประเภทคะตะไลติกไบโอเซนเซอร          

สามารถนํามาประยุกตใชในการตรวจหาคารบาริลอาศัยการทํางานของเอนไซมโคลีนเอสเทอเรส                   

โดยที่เอนไซมโคลีนเอสเทอเรสจะเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของอะซิติลไทโอโคลีน ไดผลิตภัณฑเปน                  

ไทโอโคลีนดังปฏิกิริยาที่ (4) เมื่อเติมสาร 5,5’-ไดไทโอบิส (2-ไนโตรเบนโซอิก แอซิด) หรือ DTNB                  

สารน้ีจะทําปฏิกิริยากับไทโอโคลีนที่ไดมาจากปฏิกิริยาขางตน ทําใหไดผลิตภัณฑเปน 5-เมอรแคปโต-              

2 ไนโตรเบนโซอิกแอซิด หรือ DTNB ซึ่งเปนสารสีเหลือง ดังปฏิกิริยาที่ (5) [12] 
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(Yellow) 

          acetylthiocholine + H2O   →    thiocholine + acetic acid                          … (4)                                                                                                                   

          thiocholine + DTNB         →    5-mercapto-2-nitrobenzoic acid                 … (5)          

   

 คารบาริล มีความสามารถในการยับ ย้ังการทํ างานของเอนไซม โคลีน เอสเตอเรส                             

ถาหากมีคารบาริลในตัวอยาง คารบาริลจะยับย้ังการทํางานของเอนไซมโคลีนเอสเตอเรส ทําใหเอนไซม                  

ไมสามารถเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสอะซิติลโคลีนได จึงทําใหเกิดปฏิกิริยาไดนอยลง สงผลใหผลิตภัณฑ                 

ที่เกิดขึ้นนอยลงดวย  

2.6  การตรวจวัดแบบกระดาษ 

 จากขอจํากัดของวิธีตาง ๆ ในการวิเคราะหหาคารบาริล ทําใหในงานวิจัยน้ีสนใจที่จะพัฒนา

ชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับรวมกับสมารทโฟน โดยอาศัยการทําปฏิกิริยาและการเปลี่ยนสีของสาร             

ที่ตรวจวัดบนกระดาษ และทําการตรวจวัดโดยใชสมารทโฟน โดยปจจุบันการตรวจวัดแบบกระดาษ               

นิยมใชในการวิเคราะหหาปริมาณสารตาง ๆ เน่ืองจากการตรวจวัดแบบกระดาษเปนอุปกรณ                    

ที่ใชกระดาษเปนวัสดุหลักในการสราง สามารถกําหนดขอบเขตบริเวณตรวจวัดได โดยมีวิธีการผลิต                  

ที่ไมยุงยาก ไมจําเปนตองอาศัยผูที่มีความชํานาญในการตรวจวิเคราะห มีราคาถูก สามารถทําการตรวจ

วิเคราะห ไดอยางรวดเร็ว ใชสารเคมีและสารตัวอยางในปริมาณที่นอย และสามารถพกพา                       

ไปใชในการตรวจวัดในภาคสนามได ซึ่งมีการประยุกตใชงานไดอยางหลากหลายทั้งทางดานอาหาร 

สิ่งแวดลอมและชีวภาพ  

 ในปคศ. 2007 Martinez และคณะ [30] ไดผลิตอุปกรณตรวจวัดแบบกระดาษโดยสราง          

สวนกั้นจากพอลิเมอรที่มีสมบัติไมชอบนํ้า (Hydrophobic barrier) บนกระดาษโครมาโทกราฟ                 

ด วย เท ค นิ ค ต า ง  ๆ  เช น  แบ บ ก าร ตั ด แ ป ะ  (Paper cutting) [31] เท ค นิ ค โฟ โตลิ โท ก ราฟ                         

(Photo lithography) [32] การพิมพ ด วย นํ้ าหมึ กฉีด  (Ink jet printing) [33] การพิมพ ด วยไข                   

(Wax printing) [34] การพิมพสกรีน (Screening printing) [35] โดยในการสรางอุปกรณตรวจวัด         

แบบกระดาษแตละเทคนิค พบวามีขอดีและขอเสียตางกัน และในปจจุบันไดมีการประยุกตใช                 

อุปกรณตรวจวัดแบบกระดาษในการวิเคราะหหาปริมาณสารตางๆ เน่ืองจากเปนเทคนิคที่งาย                     

ดังที่กลาวมาขางตน 

 

 

AChE 
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 จากงานวิจัยที่ผานมาจะพบวามีการพัฒนาตัวตรวจวัดในอุปกรณตรวจวัดแบบกระดาษ                

เพ่ือนํามาประยุกตใช อยางเชน ตัวตรวจวัดทางเคมีไฟฟา (Electrochemical detector) [36-37]                  

และตัวตรวจวัดทางสี  (Colorimetric detector) [38] โดยตัวตรวจวัดทางสี  เปน วิธีที่ นํ าไปใช                 

อยางกวางขวาง เน่ืองจากเปนวิธีที่ งาย สามารถมองเห็นการเปลี่ยนแปลงของสีไดดวยตาเปลา                  

ซึ่งในปจจุบันไดมีการนําเครื่องสแกน กลองถายภาพ และสมารทโฟนสําหรับตรวจวัดสีที่ เกิดขึ้น                

จากปฏิกิริยาตาง ๆ  และประมวลผลที่ เกิดขึ้นดวยแอปพลิ เคชัน  ซึ่ งทํ าให เกิดความรวดเร็ว                          

ในการวิเคราะห 

 งานวิจัยของ Meng และคณะ ในป ค.ศ. 2015 [12] ไดทําการพัฒนาไมโครชิพพลาสติก                

ซึ่งนํามาใชในการอานปริมาณคาสีของยาฆาแมลงกลุมออรกาโนฟอสเฟต โดยใชเครื่องสแกน               

เปนตัวตรวจวัด ซึ่งอาศัยการทํางานของเอนไซมโคลีนเอสเทอเรส เกิดการทําปฏิกิริยาไดผลิตภัณฑ              

เปนสารสีเหลือง จากน้ันประมวลผลผลโดยใชโปรแกรม  Adobe Photoshop CS6 ซึ่งพบวาวิธีน้ี                       

มีประสิทธิภาพเทียบเทากับวิธีสเปกโตรโฟโตเมตริกที่คอนขางแพงและมีความซับซอน แตยังไมสามารถ

พกพาในภาคสนามได 

 ตอมา Fernández - Ramos และคณะ [39] ไดทํ าการพัฒนาอุปกรณ แบบกระดาษ             

ทางชีวภาพสําหรับตรวจหายาฆาแมลงในแหลงนํ้า ในงานวิจัยไดสรางแถบกระดาษโดยอาศัยการทํางาน

ของเอนไซมโคลีนเอสเทอเรส และใชอินดิเคเตอรเปนตัวกําหนดคา pH ซึ่งทําใหเกิดสีตางกันในกรณี               

ที่มียาฆาแมลงและไมมียาฆาแมลง จากน้ันใชกลองถายรูปเปนตัวตรวจวัดภายในกลองไมที่มีหลอด LED 

และทําการวิเคราะหภาพที่ ไดโดยใชซอฟตแวร Image J ซึ่งพบวาสามารถวิเคราะหยาฆาแมลง          

ไดในปริมาณนอย มีความเที่ยง และมีความถูกตองสูง 

 นอกจากน้ัน Montali และคณะ [40] ไดทําการพัฒนาอุปกรณแบบกระดาษที่ พับได                  

โดยอาศัยการทํางานของเอนไซมโคลีนเอสเทอเรสเพ่ือใชในการตรวจหายาฆาแมลง โดยทําการถายภาพ

ในกลองที่สรางขึ้นและใชสมารทโฟนเปนตัวตรวจวัด ซึ่งพบวาสามารถวิเคราะหหายาฆาแมลง                     

ไดอยางรวดเร็ว และมีขอดี คือ ใชงานงาย พกพาไดสะดวก และมีตนทุนตํ่า แตยังพบวาในการวิเคราะห

ยังมีหลายขั้นตอน ทําใหไมสะดวกในการตรวจวัด 

 ดังน้ันในงานวิจัยน้ีจึงสนใจที่จะพัฒนาชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับรวมกับสมารทโฟน               

โดยอาศัยหลักการทางไบโอเซนเซอรในการทํางานของเอนไซมโคลีนเอสเทอเรสที่มีความเฉพาะเจาะจง

กับคารบาริล และทําการตรวจวัดสีที่เกิดขึ้นจากชุดทดสอบดวยแอปพลิเคชันสําหรับสมารทโฟน เพ่ือใช

สําหรับวิเคราะหคารบาริลไดอยางงายขึ้น ทําใหเกิดความสะดวก รวดเร็ว ใชสารเคมีในการวิเคราะห

ปริมาณนอย และยังสามารถพกพาไปปฏิบัติงานในภาคสนามได  
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บทที่ 3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

3.1  สารเคมี 

 3.1.1  อะซิติลโคลีนเอสเทอเรส (Acetylcholinesterase, C3389, EC 3.1.1.7,  

Sigma-Aldrich USA) 

 3.1.2  อะซิติลไทโอโคลีน ไอโอไดด (Acetylthiocholine iodide, Sigma-Aldrich USA) 

    3.1.3  5,5’- ไดไทโอบิส (2-ไนโตรเบนโซอิก แอซิด) (5,5’-Dithiobis (2-nitrobenzoic 

acid, Sigma-Aldrich USA) 

             3.1.4  คารบาริล (1-Naphthyl-N-methylcarbamate, Sigma Aldrich USA) 

             3.1.5  ชุดทดสอบ MJPK (MJPK test kit, Higher Enterprises Co.,ltd. Bangkok,     

Thailand) 

 3.1.6  โซเดียมไดไฮโดรเจนออรโทฟอสเฟต (Sodium di-hydrogen orthophosphase,    

Ajax Finechem, Australia)                                                                                                                                                                                                                                 

 3.1.7  ไดโซเดียมไฮโดรเจนออรโทฟอสเฟต (Di-sodium hydrogen orthophosphase,    

 Ajex Finechem, Australia)                                                                                                                                                     

 3.1.8   สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.02 โมลาร พีเอช 8.0 เตรียมไดจาก 

            สารละลาย A : สารละลายโซเดียมไดไฮโดรเจนออรโทฟอสเฟต ความเขมขน 0.05 

โมลาร เตรียมโดยช่ังโซเดียมไดไฮโดรเจนออรโทฟอสเฟต 7.80xx กรัม ปรับปริมาตรดวยนํ้ากลั่น                

เปน 1,000 มิลลิลิตร 

     สารละลาย B : สารละลายไดโซเดียมไฮโดรเจนออรโทฟอสเฟต ความเขมขน 0.02                               

โมลาร เตรียมโดยช่ังไดโซเดียมไฮโดรเจนออรโทฟอสเฟต 8.90xx กรัม ปรับปริมาตรดวยนํ้ากลั่น                

เปน 1,000 มิลลิลิตร    

   ผสมสารละลาย A ปริมาตร 47.35 มิลลิลิตร ลงในสารละลาย B ปริมาตร 2.65 

มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดวยนํ้ากลั่นเปน 1,000 มิลลิลิตร และปรับพีเอชใหไดพีเอช 8.0  
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3.2  เครื่องมือและอุปกรณ 

 3.2.1  เครื่องช่ังไฟฟาทศนิยมสี่ตําแหนง (Analytical balance) รุน AZ series   

(SARTORIUS Instrument, USA) 

             3.2.2  ตูอบ (drying oven) รุน Loading Model 30-750 (Memmert, Island)                             

             3.2.3  ไมโครปเปต (Micropipette) ขนาด 2.5 20 100 และ 1,000 ไมโครลิตร (BRAND,  

Germany)                                                                                                                                          

             3.2.4  ไมโครเซนตริฟวสทิวบ (Microcentrifuges tubes) ขนาด 0.6 1.0  และ 2.0 

มิลลิลิตร (Molecular Bio Product, USA) 

             3.2.5  เครื่องมือวัดความเปนกรด – ดาง (pH meter) รุน Model UB – 10 (Denver 

Instrument, USA) 

  3.2.6  กระดาษโครมาโตกราฟ (Chromatography paper) เบอร 4 (Whatman, UK) 

  3.2.7  ตลับพลาสติก (Plastic cassette, Serve Science Co., ltd. Bangkok, Thailand)                                                                             

 3.2.8  กลองทบึแสงสําหรับใชใสชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับ 

 3.2.9  สมารทโฟน รุน Shine Lite 5080X (Alcatel, France) 

3.3  วิธีการทดลอง 

  3.3.1  การออกแบบและสรางชุดทดสอบคารบาริลแบบตลบั  

    3.3.1.1  ชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับ 

      ชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับจะประกอบดวย 2 สวน ไดแก สวนควบคุม 

(control pad) และสวนตัวอยาง (sample pad) สรางโดยใชกระดาษโครมาโตกราฟ  เบอร 4                

ตัดใหมีขนาด 0.3 × 0.7 เซนติเมตร และนํามาติดบนแผนพลาสติกใส ขนาด 0.4 × 6.1 เซนติเมตร                 

โดยใชเทปกาวสองหนาเปนตัวเช่ือม จากน้ันประกอบเขากับตลับพลาสติก ดังภาพที่ 3.1 (ก) 

     3.3.1.2  กลองทึบแสงสําหรับถายภาพ 

       สรางกลองทึบแสงสําหรับใชใสชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับ เพ่ือถายภาพ           

มีขนาด 8 x 8 x 10 เซนติเมตร และมีชองวงกลมดานบนสําหรับถายรูปดวยสมารทโฟน เพ่ือบันทึก

รูปภาพของชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับ ภายในกลองทึบแสงจะมีหลอดไฟ LED เพ่ือควบคุม                  

แสงภายในกลอง ดังภาพที่ 3.1 (ข) 
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กระดาษโครมาโตกราฟ 

      ก. การออกแบบและสรางชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับ 

 

 

 

 

 

 

        ข. การออกแบบและสรางกลองทึบแสงสําหรับถายภาพ 

        

 

 

 

 

 

ภาพที่ 3.1  การออกแบบและสรางชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับ ก. ชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับ     

               สําหรับตรวจหาปริมาณคารบาริลที่ตกคางในผัก และ ข. กลองทึบแสงสําหรับถายภาพ 

              3.3.2  การอานคาความเขมสบีนชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับดวยแอปพลิเคชัน Color 

Picker 

     ในการวิเคราะหหาคารบาริล โดยใชชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับที่สรางขึ้นน้ัน             

จะไดสีของสารผลิตภัณฑเกิดขึ้นแตกตางกัน โดยในงานวิจัยน้ีไดนําแอปพลิเคชัน Color Picker มาใช   

ในการตรวจวัดคาความเขมสี Red Green และ Blue ของสารผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นบนบริเวณตรวจวัด 

ดังน้ัน จึงจําเปนตองเลือกอานคาสีที่เหมาะสม โดยทําการตรวจวัดสารละลายอะซิติลไทโอโคลีน                

ไอโอไดด ความเขมขนตางๆ 6 ความเขมขน ไดแก 10 20 30 40 50 และ 60 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร         

จากน้ันถายภาพดวยสมารทโฟน โดยขั้นตอนการอานคาความเขมสีบนชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับ

ดวยแอปพลิเคชัน Color Picker จะประกอบดวยขั้นตอนดังน้ี 

 

 

แผนพลาสติกใส 

สวนตัวอยาง 

ตลับพลาสติก 

สวนควบคุม 

ตลับพลาสติก 
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     (1) เปดแอปพลิเคชัน Color Picker  

     (2) เลือกไอคอนที่มุมบนขวาของแอปพลิเคชัน Color Picker 

     (3) เลือกภาพถายของชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับที่ตองการอานคา  

     (4) วางไอคอนบนบริเวณตรวจวัดของชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับ และอานคา

ความเขมสีของ R G B  

     จากน้ันนําคาความเขมสีที่อานไดไปสรางเปนกราฟมาตรฐานเสนตรงแสดงความ                      

สัมพันธระหวางคาความเขมสี และคาความเขมขนของสารละลายมาตรฐาน โดยมีเกณฑการพิจารณา 

คือ จะเลือกคาสีที่ใหคาความชัน (Slope) สูงที่สุด 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 3.2  การอานคาความเขมสีบนชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับดวยแอปพลิเคชัน Color Picker   

ขั้นตอนที่ (1) 

ขั้นตอนที่ (4) 

ขั้นตอนที่ (2) 

ขั้นตอนที่ (3) 
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             3.3.3  การศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมของการสรางชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับ 

                      3.3.3.1  อุณหภูมทิี่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยา 

         ศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 32 37 และ 40 

องศาเซลเซียส ทําการทดลองโดยปเปตสารละลาย 5,5’- ไดไทโอบิส (2-ไนโตรเบนโซอิก แอซิด)               

ความเขมขน 5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ลงบนบริเวณควบคุมของชุดทดสอบคารบาริล

แบบตลับ  หลังจากน้ันป เปตสารละลายเอนไซมอะซิ ติลโคลีนเอสเทอเรส ความเขมขน 0.4                     

ยูนิต/ไมโครลิตร ปริมาตร 2 ไมโครลิตร และสารละลายอะซิติลไทโอโคลีน ไอโอไดด ความเขมขน                  

40 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร นําชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับเขาตูอบที่อุณหภูมิ                 

32 37 และ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที  จากน้ันวางทิ้ งไวให เกิดปฏิกิริยา 2 นาที                     

นําชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับไปตรวจวัดความเขมของสีที่ไดโดยใชสมารทโฟน เกณฑในการเลือก

สภาวะที่เหมาะสม คือ เลือกอุณหภูมิในการเกิดปฏิกิริยาที่ใหความเขมสีสูงที่สุด 

   3.3.3.2  ความเขมขนที่ เหมาะสมของสารละลาย 5,5’-ไดไทโอบิส (2-ไนโตร             

เบนโซอิก แอซิด)                                                                                                                                               

          ศึกษาความเขมขนที่เหมาะสมของสารละลาย 5,5’-ไดไทโอบิส (2-ไนโตร                     

เบนโซอิก แอซิด) ที่ความเขมขน 1 3 5 และ 8  มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ทําการทดลองโดยปเปตสารละลาย              

5,5’- ไดไทโอบิส (2-ไนโตรเบนโซอิก แอซิด) ความเขมขน 1 3 5 และ 8 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ตามลําดับ 

ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ลงบนบริเวณควบคุมของชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับ หลังจากน้ันปเปต

สารละลายเอนไซมอะซิติลโคลีนเอสเทอเรส ความเขมขน 0.4 ยูนิต/ไมโครลิตร ปริมาตร 2 ไมโครลิตร 

และสารละลายอะซิติลไทโอโคลีน ไอโอไดดความเขมขน 40 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 

นําชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับเขาตูอบที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที จากน้ัน              

วางทิ้งไวใหเกิดปฏิกิริยา 2 นาที นําชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับไปตรวจวัดความเขมของสีที่ได              

โดยใชสมารทโฟน เกณฑในการเลือกสภาวะที่ เหมาะสม คือ เลือกความเขมขนของสารละลาย                 

5,5’- ไดไทโอบิส (2-ไนโตรเบนโซอิก แอซิด) ที่ใหคาความเขมสีสูงที่สุด 

           3.3.3.3  ความเขมขนที่เหมาะสมของสารละลายอะซิติลไทโอโคลีน ไอโอไดด    

          ศึกษาผลของความเขมขนที่เหมาะสมของสารละลายอะซิติลไทโอโคลีน                

ไอโอไดดที่ความเขมขน 20 40 60 80 และ 100 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ทําการทดลองโดยปเปตสารละลาย                   

5,5’-ไดไทโอบิส (2-ไนโตรเบนโซอิก แอซิด) ความเขมขน 5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 

ลงบนบริเวณควบคุมของชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับ หลังจากน้ันปเปตสารละลายเอนไซม               

อะซิติลโคลีนเอสเทอเรส ความเขมขน 0.4 ยูนิต/ไมโครลิตร ปริมาตร 2 ไมโครลิตร และสารละลาย            

อะซิ ติ ล ไท โอ โคลี น  ไอ โอ ไดด ค วาม เข ม ข น  20 40 60 80 และ  100 มิ ล ลิ ก รั ม /มิ ล ลิ ลิ ต ร                        
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ปริมาตร 1 ไมโครลิตร นําชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับเขาตูอบที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

20 นาที จากน้ันวางทิ้งไวใหเกิดปฏิกิริยา 2 นาที นําชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับไปตรวจวัด                 

ความเขมของสีที่ไดโดยใชสมารทโฟน เกณฑในการเลือกสภาวะที่เหมาะสม คือ เลือกความเขมขน             

ของสารละลายอะซิติลไทโอโคลีน ไอโอไดดที่ใหคาความเขมสีสูงที่สุด 

  3.3.3.4  คาพีเอชที่เหมาะสมของสารละลายเอนไซมอะซิติลโคลีนเอสเทอเรส   

                       ศึกษาคาพีเอชที่เหมาะสมของสารละลายเอนไซมอะซิติลโคลีนเอสเทอเรส 

โดยศึกษาที่ พี เอช 7.00 7.50 8.00 และ 8.50 ตามลําดับ ทําการทดลองโดยป เปตสารละลาย                   

5,5’-ไดไทโอบิส (2-ไนโตรเบนโซอิก แอซิด) ความเขมขน 5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 

ลงบนบริเวณควบคุมของชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับ หลังจากน้ันปเปตสารละลายเอนไซมอะซิติล

โคลีนเอสเทอเรสที่พีเอช 7.00 7.50 8.00 และ 8.50 ตามลําดับ ความเขมขน 0.4 ยูนิต/ไมโครลิตร 

ปริมาตร 2 ไมโครลิตร และสารละลายอะซิติลไทโอโคลีน ไอโอไดดความเขมขน 40 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

ปริมาตร 1 ไมโครลิตร นําชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับเขาตูอบที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

20 นาที จากน้ันวางทิ้งไวใหเกิดปฏิกิริยา 2 นาที นําชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับไปตรวจวัด                       

ความเขมของสีที่ไดโดยใชสมารทโฟน เกณฑในการเลือกสภาวะที่เหมาะสม คือ เลือกคาพีเอชของ

สารละลายเอนไซมอะซิติลโคลีนเอสเทอเรสที่ใหคาความเขมสีสูงที่สุด 

               3.3.3.5  เวลาที่ เหมาะสมในการยับย้ังการทํางานของเอนไซมอะซิติลโคลีน                

เอสเทอเรส  

                          ศึกษาเวลาที่เหมาะสมในการยับย้ังการทํางานของเอนไซมอะซิติลโคลีน

เอสเทอเรส ที่ เวลา 1 3 5 7 และ 9 นาที ทําการทดลองโดยปเปตสารละลาย 5,5’-ไดไทโอบิส                  

(2-ไนโตรเบนโซอิก แอซิด) ความเขมขน 5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ลงบนบริเวณ

ตัวอย างของชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับ  หลั งจาก น้ันป เปตสารละลายเอนไซมอะซิ ติล                        

โคลีนเอสเทอเรส ความเขมขน 0.4 ยูนิต/ไมโครลิตร ปริมาตร 2 ไมโครลิตร สารละลายคารบาริล                

ที่ความเขมขน 10 มิลลิกรัม/ลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และสารละลายอะซิติลไทโอโคลีน ไอโอไดด

ความเขมขน 40 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร นําชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับเขาตูอบ          

ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 3 5 7 และ 9 นาทีตามลําดับ นําชุดทดสอบคารบาริล                 

แบบตลับไปตรวจวัดความเขมของสีที่ไดโดยใชสมารทโฟน แลวแปลผลเปนคาเปอรเซ็นตการยับย้ัง                

เกณ ฑ ในการเลือกสภาวะที่ เหมาะสม คือ  เลือกเวลาในการยับ ย้ังการทํ างานของเอนไซม                               

อะซิติลโคลีนเอสเทอเรสที่ใหคาความเขมสีสูงที่สุด 
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ตารางที่ 3.1  แสดงสภาวะที่เหมาะสมในการตรวจวัดคารบาริลดวยชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับ 

สภาวะที่ศึกษา การทดลอง 

1.  อุณหภูมทิี่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยา (องศาเซลเซียส) 32 37  และ 40 

2.  ความเขมขนที่เหมาะสมของสารละลาย                                

    5,5’-ไดไทโอบิส (2-ไนโตรเบนโซอิก แอซดิ)  

    (มลิลิกรมั/มลิลลิิตร) 

1 3 5 และ 8 

3.  ความเขมขนที่เหมาะสมของสารละลาย 

    อะซิติลไทโอโคลีน ไอโอไดด (มิลลิกรัม/มิลลลิิตร) 

20 40 60 80 และ 100 

4.  คาพีเอชที่เหมาะสมของสารละลายเอนไซม                                                  

    อะซิติลโคลนีเอสเทอเรส   

7.00 7.50 8.00 และ 8.50 

5.  เวลาที่เหมาะสมในการยับย้ังการทํางานของเอนไซม                        

    อะซิติลโคลนีเอสเทอเรส (นาที) 

 

1 3 5 7 และ 9 

 

               

  3.3.4  ศกึษาประสิทธิภาพของชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับ  

      3.3.4.1  ศึกษาความเที่ยงของชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับ  

                      1)  การทําซ้ําของชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับ  

               ศึกษาการทําซ้ําของชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับ ทําการทดลอง               

โดยปเปตสารละลาย 5,5’-ไดไทโอบิส (2-ไนโตรเบนโซอิก แอซิด) ความเขมขน 5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ลงบนชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับ หลังจากน้ันปเปตสารละลายเอนไซม               

อะซิติลโคลีนเอสเทอเรส ความเขมขน 0.4 ยูนิต/ไมโครลิตร ปริมาตร 2 ไมโครลิตร สารละลายคารบาริล

ที่ความเขมขน 10 มิลลิกรัม/ลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และสารละลายอะซิติลไทโอโคลีน ไอโอไดด 

ความเขมขน 40 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร นําชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับเขาตูอบ           

ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที ทําการทดลองซ้ํา 7 ครั้ง ภายใตสภาวะเดียวกัน               

จากน้ันนําชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับไปตรวจวัดความเขมของสีที่ไดโดยใชสมารทโฟน แลวแปลผล

เปนคาเปอรเซ็นตการยับย้ัง นําคาเปอรเซ็นตการยับย้ังที่ไดไปคํานวณหาคาสวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน

สัมพัทธ เกณฑการยอมรับ คือ คาสวนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธตองไมเกิน 5 % [41] 
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                                  2)  การทวนซ้ําของชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับ 

              ศึกษาการทวนซ้ําของชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับ ทําการทดลอง     

โดยปเปตสารละลาย 5,5’-ไดไทโอบิส (2-ไนโตรเบนโซอิก แอซิด) ความเขมขน 5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ลงบนชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับ หลังจากน้ันปเปตสารละลายเอนไซม                    

อะซิติลโคลีนเอสเทอเรส ความเขมขน 0.4 ยูนิต/ไมโครลิตร ปริมาตร 2 ไมโครลิตร สารละลายคารบาริล

ที่ความเขมขน 10 มิลลิกรัม/ลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และสารละลายอะซิติลไทโอโคลีน ไอโอไดด

ความเขมขน 40 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร นําชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับเขาตูอบ             

ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที ทําการทดลองซ้ํา 7 ครั้ง ภายใตสภาวะการทดลองที่

แตกตางกัน เชน เปลี่ยนผูทดลองหรือเปลี่ยนเวลาในการทดลอง จากน้ันนําชุดทดสอบคารบาริล                

แบบตลับไปตรวจวัดความเขมของสีที่ไดโดยใชสมารทโฟน แลวแปลผลเปนคาเปอรเซ็นตการยับย้ัง              

นําคาเปอรเซ็นตการยับย้ังที่ไดไปคํานวณหาคาสวนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธ เกณฑการยอมรับ                 

คือ   คาสวนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธตองไมเกิน 5 % [41] 

                        3.3.4.2  ชวงความเปนเสนตรง 

           ศึกษาชวงความเปนเสนตรงสําหรับการวิเคราะหหาคารบาริล โดยใช

สารละลายมาตรฐานคารบาริลที่ความเขมขน 0.1 0.5 1 5 10 20 50 100 200 300 มิลลิกรัม/ลิตร    

ทําการตรวจวัดภายใตสภาวะที่เหมาะสมที่ไดจากการศึกษาในขอ 3.3.3 นําชุดทดสอบคารบาริล                  

แบบตลับไปตรวจวัดความเขมของสีที่ไดโดยใชสมารทโฟน แลวแปลผลเปนคาเปอรเซ็นตการยับย้ัง  

จากน้ันนําคาที่ไดมาสรางกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางเปอรเซ็นตการยับย้ังกับคาความ

เขมขนของสารละลายมาตรฐานคารบาริล เกณฑการยอมรับ คือ คาสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธจะตองมีคา

อยูระหวาง 0.995 ถึง 1.000 [41] 

  3.3.4.3  ขีดจํากัดในการตรวจพบ 

             ศึกษาหาขีดจํากัดในการตรวจพบสําหรับ วิเคราะหหาคารบาริล                    

โดยทําการทดลอง 10 ซ้ํา ภายใตสภาวะที่ไดจากขอ 3.3.3 จากน้ันทําการปเปตสารละลายแบลงค                   

ลงบนชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับ นําชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับไปตรวจวัดความเขมของสีที่ได

โดยใชสมารทโฟน ทําการทดลอง 10 ซ้ํา นําคาที่ไดจากการทดลองมาคํานวณหาสวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

เพ่ือมาคํานวณหาขีดจํากัดในการตรวจพบ โดยใชสูตรขีดจํากัดในการตรวจพบ = 3SD/m (เมื่อ SD               

คือ สวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน, m คือ ความชันของกราฟมาตรฐานจากการศึกษาชวงความเปนเสนตรง) 

[42] 
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    3.3.4.4  ขีดจํากัดในการตรวจพบเชิงปริมาณ 

               ศึกษาหาขีดจํากัดในการตรวจพบเชิงปริมาณสําหรับวิเคราะห              

หาคารบาริล โดยทําการทดลอง 10 ซ้ํา ภายใตสภาวะที่ไดจากขอ 3.3.3 จากน้ันทําการปเปตสารละลาย               

แบลงคลงบนชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับ นําชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับไปตรวจวัดความเขมของสี

ที่ ได โด ย ใช ส ม าร ท โฟ น  ทํ าก ารท ด ล อ ง  10 ซ้ํ า  นํ าค าที่ ได จ าก ก ารท ด ล อ งม าคํ าน วณ                                       

หาสวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน เพ่ือมาคํานวณหาขีดจํากัดในการตรวจพบเชิงปริมาณ โดยใชสูตรขีดจํากัด                    

ในการตรวจพบเชิงปริมาณ  = 10SD/m (เมื่อ SD คือ ส วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน , m คือ ความชัน                      

ของกราฟมาตรฐานจากการศึกษาชวงความเปนเสนตรง) [42]  

 3.3.4.5  ความถูกตองของชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับ 

                ศึกษาความถูกตองของชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับ โดยการหา

เปอรเซ็นตการไดกลับคืน (% Recovery) ทําโดยการเติมสารละลายมาตรฐานคารบาริลที่ความเขมขน 

1 มิลลิกรัม/ลิตร ลงในตัวอยางจริง ภายใตสภาวะที่ เหมาะสม จากน้ันนําคาที่ไดจากการทดลอง                  

ไปคํานวณหาเปอรเซ็นตการไดกลับคืน โดยใชกราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐานคารบาริล                          

เกณฑการยอมรับ คือ เปอรเซ็นตการไดกลับคืนตองอยูในชวง 80 ถึง 110 เปอรเซ็นต [41] 

     เปอรเซ็นตการไดกลับคืน = [(Csp-Cs)/Ca]×100             … (6)          

            โดย   Csp   คือ ความเขมขนของตัวอยางที่เติมสารมาตรฐาน 

                    Cs    คือ ความเขมขนของตัวอยางที่ไมไดเติมสารมาตรฐาน 

                                Ca    คือ ความเขมขนของสารละลายมาตรฐานที่เติมในตัวอยาง 

     3.3.4.6  อายุการใชงานของชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับ 

                ในการวิเคราะหหาคารบาริลโดยใชชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับ                      

ของงานวิจัยน้ี อาศัยหลักการทางไบโอเซนเซอร โดยใชเอนไซมโคลีนเอสเทอเรสและสารเคม ี                       

ในการเกิดปฏิกิริยากับคารบาริล ดังน้ันหากแอคติวิตีของเอนไซมลดลงจะสงผลตอการตรวจวัด                        

จึงทําการศึกษาอายุการใชงานเอนไซมของชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับ ขั้นตอนที่ศึกษาในงานวิจัยน้ี         

ไดทําการตรวจวัดการตอบสนองทุกๆ สัปดาห ในสภาวะการทดลองเดียวกัน จนกวาการตอบสนอง               

จะลดลง โดยเก็บรักษาเอนไซมที่ อุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส  จากน้ัน นําค าความเขมสีที่ ได                       

จากการตรวจวัดในแตละสัปดาหมา หาเปอรเซ็นตการยับย้ังของชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับ                       

โดยกําหนดใหคาการตอบสนองสัปดาหที่ 1 ของชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับมีประสิทธิภาพเปน               

100 เปอรเซ็นต 
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   3.3.5  การวิเคราะหหาคารบาริลในตัวอยางจริง 

            เมื่อไดชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับและสภาวะการทดลองที่ เหมาะสมแลว                      

นําชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับที่ไดไปตรวจวัดคารบาริลในตัวอยางจริง ตัวอยางที่ใช คือ ผักสด                  

โดยทําการสกัดคารบาริลในตัวอยาง อางอิงวิธีการสกัดมาจาก Obana และคณะ [43] โดยใชตัวอยาง    

ผักสดปริมาณ 1 กรัมผสมกับเมทานอลปริมาตร 1 มิลลิลิตร นําไปบดละเอียดดวยเครื่องฮอโมจีไนเซอร 

เปนเวลา 2 นาที จากน้ันนําของเหลวไปกรอง เก็บสารละลายสวนใสไว นําสารละลายที่ไดไปวิเคราะห

หาคารบาริลดวยชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับที่พัฒนาขึ้น 

            การวิเคราะหหาคารบาริลในตัวอยางจริง ทําการทดลองโดยปเปตสารละลาย     

5,5’-ไดไทโอบิส (2-ไนโตรเบนโซอิก แอซิด) ความเขมขน 5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 

ลงบนชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับ หลังจากน้ันปเปตสารละลายเอนไซมอะซิติลโคลีนเอสเทอเรส                   

ความเขมขน 0.4 ยูนิต/ไมโครลิตร ปริมาตร 2 ไมโครลิตร และสารละลายตัวอยางปริมาตร 1 ไมโครลิตร 

และสารละลายอะซิติลไทโอโคลีน ไอโอไดด ความเขมขน 40 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 

นําชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับเขาตูอบที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที จากน้ัน               

วางทิ้งไวใหเกิดปฏิกิริยา 2 นาที นําชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับไปตรวจวัดความเขมของสีที่ได                

โดยใชสมารทโฟน นําคาความเขมสีที่ไดมาคํานวณหาความเขมขนของคารบาริลที่ไดจากกราฟมาตรฐาน 

เปรียบเทียบผลของชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับสําหรับวิเคราะหหาคารบาริลกับผลที่ไดจาก             

ชุดทดสอบ MJPK และ UPLC-MS/MS 
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 บทที่ 4 

ผลการวิจัยและอภิปรายผล 

4.1  ผลการออกแบบและการสรางชดุทดสอบคารบารลิแบบตลับ 

 4.1.1  ชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับ  
         ผลการออกแบบและการสรางชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับสําหรับตรวจหาปริมาณ                      

คารบาริลที่ตกคางในผัก จะประกอบไปดวย 2 บริเวณ ไดแก บริเวณควบคุม (Control pad)                       

และบริเวณตัวอยาง (Sample pad) ดังภาพที่ 4.1 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.1  ชุดทดสอบคารบาริลแบบตลบัสําหรับตรวจหาปริมาณคารบาริลที่ตกคางในผัก 

 4.1.2  กลองทบึแสงสําหรับถายภาพ  

         ผลการสรางกลองทึบแสงสําหรับใช ใส ชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับ เ พ่ือใช                    

สําหรับถายภาพ โดยมีชองสําหรับใส ชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับสูงจากฐานกลองขึ้นมา                            

10 เซนติเมตร และชองวงกลมดานบนสําหรับถายรูปดวยสมารทโฟน เพ่ือบันทึกรูปภาพของชุดทดสอบ

คารบาริลแบบตลับ ภายในกลองมีหลอดไฟ LED ดังภาพที่ 4.2 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.2  กลองทึบแสงสําหรับใสชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับเพ่ือถายภาพ 

 

บริเวณควบคุม 

บริเวณตัวอยาง 
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S 
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4.2  ผลการอานคาความเขมสีบนชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับดวยแอปพลิเคชัน 

Color Picker 

    ในการวิเคราะหหาคารบาริล โดยใช ชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับที่สรางขึ้น น้ัน                     

จะไดสีของสารผลิตภัณฑเกิดขึ้นแตกตางกัน โดยในงานวิจัยน้ีไดนําแอปพลิเคชัน Color Picker มาใช            

ในการตรวจวัดคาความเขมสี Red Green และ Blue ของสารผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นบนบริเวณตรวจวัด                   

ดังน้ันจึงจําเปนตองเลือกอานคาสีที่เหมาะสม 
 ผลการทดลองที่ไดจากการตรวจวัดสารละลายอะซิติลไทโอโคลีน ไอโอไดด ความเขมขนตางๆ 

6 ความเขมขน  ได แก  10  20  30  40  50  และ 60  มิลลิกรั ม /มิลลิ ลิตร  ทํ าการตรวจ วัด                                      

โดยใชสมารทโฟนในกลองทึบแสง และอานคาความเขมสี ไดผลการทดลองดังภาพที่ 4.3 พบวา                      

สีที่ใหคาความชันสูงสุดคือ Blue ดังภาพที่ 4.3 ดังน้ันในการอานคาความเขมสีบนชุดทดสอบคารบาริล

แบบตลับดวยแอปพลิเคชัน Color Picker จะอานชองสี Blue  

          

 

 

  

   

  

 

 

 

 

ภาพที่ 4.3  คาความเขมสีของ Red Green และ Blue บนชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับ                               

      ดวยแอปพลิเคชัน Color Picker  

 

 

 

          ชอง  Red 

          ชอง Green 

          ชอง Blue 

ความเขมขนของสารละลายอะซิติลไทโอโคลีน ไอโอไดด (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 
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4.3  ผลการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมของชุดทดสอบคารบารลิแบบตลับ  

 4.3.1  ผลการศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยา                    

         ศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 32 37 และ 40 องศาเซลเซียส 

ผลการศึกษาแสดงดังภาพที่ 4.4 พบวาคาความเขมสีเพ่ิมขึ้นตามอุณหภูมิ และใหคาความเขมสีสูงสุด              

ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เน่ืองจากเปนอุณหภูมิที่เหมาะสมในการทํางานของเอนไซมอะซิติลโคลีน

เอสเทอเรส [44] และเมื่ออุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสจะใหความเขมสีที่ลดลง เน่ืองจากอุณหภูมิที่สูงขึ้น             

จะไปทําลายเอนไซมให เสียสภาพ จึงทําให เอนไซมมีประสิทธิภาพลดลง ดังน้ันจึงสรุปไดวา                       

อุณหภูมิที่เหมาะสม คือ 37 องศาเซลเซียส 

 

ภาพที่ 4.4  ผลการศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยา 
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 4.3 .2   ผลการศึ กษาความ เข มข นที่ เ หมาะสมของสารละลาย 5 ,5’ - ได ไทโอ บิส                                        

(2-ไนโตรเบนโซอิก แอซิด) 

           ศึกษาความเขมขนที่เหมาะสมของสารละลาย 5,5’-ไดไทโอบิส (2-ไนโตรเบนโซอิก                 

แอซิด ) ที่ความเขมขน 1 3 5 และ 8  มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  ผลการศึกษาแสดงดังภาพที่  4.5                        

พบวาชวงความเขมขน 1 ถึง 5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร คาความเขมสีเพ่ิมขึ้นตามความเขมขนของสารละลาย                  

5,5’-ไดไทโอบิส (2-ไนโตรเบนโซอิก แอซิด) และเพ่ิมสูงสุดที่ 5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร เมื่อความเขมขน    

ของสารละลาย 5 ,5’-ไดไทโอบิส (2-ไนโตรเบนโซอิก แอซิด) มากกวา 5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร                    

จะใหความเขมสีคงที่ เน่ืองจากสารละลาย 5,5’-ไดไทโอบิส (2-ไนโตรเบนโซอิก แอซิด) ทําปฏิกิริยา                  

กับไทโอโคลีนไดสมบูรณ ดัง น้ันจึงสรุปไดวาความเขมขนของสารละลาย 5 ,5’-ไดไทโอบิส                             

(2-ไนโตรเบนโซอิก แอซิด) ที่เหมาะสม คือ 5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

  ภาพที่ 4.5  ผลการศึกษาความเขมขนที่เหมาะสมของสารละลาย 5,5’-ไดไทโอบิส (2-ไนโตรเบนโซอิก 

        แอซิด)  
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           4.3.3  ผลการศึกษาความเขมขนทีเ่หมาะสมของสารละลายอะซิติลไทโอโคลนี ไอโอไดด  

          ศึกษาความเขมขนที่เหมาะสมของสารละลายอะซิติลไทโอโคลีน ไอโอไดดที่ความเขมขน 

20 40 60 80 และ 100 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ผลการศึกษาแสดงดังภาพที่ 4.6 พบวาชวงความเขมขน      

20 ถึง 40 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร คาความเขมสีเพ่ิมขึ้นตามความเขมขนของสารละลายอะซิติลไทโอโคลีน               

ไอโอไดด และเพ่ิมสูงสุดที่ 40 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร เมื่อความเขมขนของสารละลายอะซิติลไทโอโคลีน                

ไอโอไดดมากกวา 40 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร จะใหความเขมสีคงที่ เน่ืองจากสารละลายอะซิติลไทโอโคลีน 

ไอโอไดดทําปฏิกิริยากับไทโอโคลีนไดสมบูรณ ดังน้ันจึงสรุปไดวาความเขมขนของสารละลาย                 

อะซิติลไทโอโคลีน ไอโอไดดที่เหมาะสม คือ 40 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร   

 

ภาพที่ 4.6  ผลการศึกษาความเขมขนที่เหมาะสมของสารละลายอะซิติลไทโอโคลีน ไอโอไดด 
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 4.3.4  ผลการศึกษาคาพีเอชที่เหมาะสมของสารละลายเอนไซมอะซิติลโคลีนเอสเทอเรส 

          ศึกษาคาพีเอชที่เหมาะสมของสารละลายเอนไซมอะซิติลโคลีนเอสเทอเรส เน่ืองจาก             

พีเอชมีผลตอการทํางานของเอนไซมอะซิติลโคลีนเอสเทอเรส โดยศึกษาผลคาพีเอชของสารละลาย

เอนไซมอะซิติลโคลีนเอสเทอเรสที่พีเอช 7.00 7.50 8.00 และ 8.50 ผลการศึกษาแสดงดังภาพที่ 4.7 

พบวาชวงพีเอช 7.00 ถึง 8.00 จะใหคาความเขมสีเพ่ิมขึ้น แตเมื่อพีเอชมากกวา 8.00 จะใหความเขมสี

คงที่ เน่ืองจากเอนไซมอะซิติลโคลีนเอสเทอเรสทํางานไดดีที่คาพีเอช 8.00 [45] ดังน้ันจึงสรุปไดวา               

คาพีเอชของสารละลายเอนไซมอะซติิลโคลีนเอสเทอเรสทีเ่หมาะสมคือ พีเอช 8.00   

 

ภาพที่ 4.7  ผลการศึกษาคาพีเอชที่เหมาะสมของสารละลายเอนไซมอะซิติลโคลีนเอสเทอเรส 
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 4.3.5  ผลการศึกษาเวลาที่เหมาะสมในการยับย้ังการทํางานของเอนไซมอะซิติลโคลีน                     

เอสเทอเรส 

           ศึกษาเวลาที่เหมาะสมในการยับย้ังการทํางานของเอนไซมอะซิติลโคลีนเอสเทอเรส             

ที่เวลา 1 3 5 7 และ 9 นาที สําหรับตรวจวัดคารบาริลความเขมขน 10 มิลลิกรัม/ลิตร ผลการศึกษา

แสดงดังภาพที่ 4.8 พบวาชวงเวลาในการยับย้ังการทํางานของเอนไซมอะซิติลโคลีนเอสเทอเรส                 

ที่เวลา 1 ถึง 5 นาที มีคาเปอรเซ็นตการยับย้ังเพ่ิมขึ้น และเพ่ิมขึ้นสูงสุดที่เวลา 5 นาที เน่ืองจาก                 

คาความเปนพิษของคารบาริลในการยับย้ังการทํางานของเอนไซมอะซิ ติลโคลีนเอสเทอเรส                     

ซึ่ ง เ กิดจากการทําปฏิกิริยาของคารบาริล กับเอนไซมอะซิ ติลโคลีนเอสเทอเรสไดสมบูรณ                               

เมื่ อ เวลาในการ ยับ ย้ังการทํ างานของเอนไซมอะซิ ติล โคลีน เอสเทอเรสมากกว า  5  นาที                             

จะใหค า เปอร เซ็นตการ ยับ ย้ั งคงที่  เ น่ืองจากการทํ าป ฏิ กิริ ยาของคารบาริ ล กับ เอนไซม                                       

อะซิติลโคลีนเอสเทอเรสไดสมบูรณแลว ดังน้ันจึงสรุปไดวาเวลาในการยับย้ังการทํางานของเอนไซม              

อะซิติลโคลีนเอสเทอเรสที่เหมาะสม คือ 5 นาที 

 

 

ภาพที่ 4.8  ผลการศึกษาเวลาที่เหมาะสมในการยับย้ังการทํางานของเอนไซมอะซิติลโคลีนเอสเทอเรส    
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ตารางที่ 4.1  สรุปผลการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการตรวจวัดคารบาริลดวยชุดทดสอบคารบาริล  

         แบบตลับ 

สภาวะที่ศึกษา สภาวะที่เหมาะสม 

1.  อุณหภูมทิี่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยา (องศาเซลเซียส) 37 

2.  ความเขมขนที่เหมาะสมของสารละลาย                          

     5,5’-ไดไทโอบิส (2-ไนโตรเบนโซอิก แอซิด)  

     (มิลลิกรัม/มิลลลิิตร) 

5 

3.  ความเขมขนที่เหมาะสมของสารละลาย 

    อะซิติลไทโอโคลีน ไอโอไดด (มิลลิกรัม/มิลลลิิตร) 

40 

4.  คาพีเอชที่เหมาะสมของสารละลายเอนไซม 

    อะซิติลโคลนีเอสเทอเรส   

8.00 

5.  เวลาที่เหมาะสมในการยบัย้ังการทํางานของเอนไซม 

    อะซิติลโคลนีเอสเทอเรส (นาที) 

5 
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4.4  ผลการศึกษาประสทิธิภาพของชุดทดสอบคารบาริลแบบตลบั  

       4.4.1  ผลการศึกษาความเที่ยงของชุดทดสอบคารบาริลแบบตลบั 

   4.4.1.1  ผลการศึกษาการทําซ้ําของชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับ 

       ศึกษาการทําซ้ําของชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับโดยใชสารละลายคารบาริล                    

ที่ความเขมขน 10 มิลลิกรัม/ลิตร ทําการทดลองซ้ํา 7 ครั้ ง ภายใตสภาวะเดียวกัน จากน้ัน                   

นําชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับไปตรวจวัดความเขมของสีที่ไดโดยใชสมารทโฟน แลวแปลผล                  

เปนคาเปอรเซ็นตการยับย้ัง นําคาเปอรเซ็นตการยับย้ังที่ไดไปคํานวณหาคาสวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน

สัมพัทธ ผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 4.2 พบวาในการตรวจหาปริมาณคารบาริลมีคารอยละ                

ของสวนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธ เทากับ 2.02 ซึ่งอยูในชวงที่ยอมรับได เน่ืองจากเกณฑการยอมรับ        

ไดของรอยละของสวนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธ ในชวงความเขมขนระดับไมโครกรัม/ลิตร                     

จะตองไมเกิน 5 % แสดงวาวิธีน้ีมีความเที่ยงสูง [41] 

ตารางที่ 4.2  ผลการศึกษาการทําซ้ําของชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับสําหรับตรวจหาปริมาณ                

       คารบาริล 

ครั้งที่ คาเปอรเซ็นตการยับยั้ง 

1 8.15 

2 7.94 

3 8.24 

4 7.91 

5 7.87 

6 8.14 

7 8.26 

คาเฉลี่ย 8.07 

สวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 0.16 

สวนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธ 2.02 
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 4.4.1.2  ผลการศึกษาการทวนซ้ําของชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับ 

      ศึกษาการทวนซ้ําของชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับโดยใชสารละลายคารบาริล                    

ที่ ความเขมขน  10  มิลลิกรัม /ลิตร  ทํ าการทดลองซ้ํ า  7  ครั้ ง  ภายใตสภาวะแตกต า ง กัน                               

จากน้ันนําชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับไปตรวจวัดความเขมของสีที่ไดโดยใชสมารทโฟน แลวแปลผล

เปนคาเปอรเซ็นตการยับย้ัง นําคาเปอรเซ็นตการยับย้ังที่ไดไปคํานวณหาคาสวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน

สัม พัทธ  ผลการทดลองดังแสดงในตารางที่  4.3 พบว า ในการตรวจหาปริมาณคารบาริ ล                                      

มีคาสวนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธเทากับ 2.28  ซึ่งอยูในชวงที่ยอมรับได เน่ืองจากเกณฑการยอมรับ

ไดของรอยละของสวนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธ ในชวงความเขมขนระดับไมโครกรัม/ลิตร                  

จะตองไมเกิน 5 % แสดงวาวิธีน้ีมีความเที่ยงสูง [41] 

ตารางที่ 4.3  ผลการศึกษาการทวนซ้ําของชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับสําหรับตรวจหาปริมาณ                

      คารบาริล 

ครั้งที่ คาเปอรเซ็นตการยับยั้ง 

1 8.31 

2 7.87 

3 7.99 

4 8.09 

5 7.78 

6 8.17 

7 7.93 

คาเฉลี่ย 8.02 

สวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 0.19 

สวนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธ 2.28   
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 4.4.2  ผลการศึกษาชวงความเปนเสนตรง 

         ศึกษาชวงความเปนเสนตรงสําหรับวิเคราะหหาคารบาริล โดยใชสารละลายมาตรฐาน

คารบาริลที่ความเขมขน 0.1 0.5 1 5 10 20 50 100 200 300 มิลลิกรัม/ลิตร ทําการตรวจวัด                    

ภายใตสภาวะที่ เหมาะสม  นําคาที่ ไดมาสรางกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหว าง                      

เปอรเซ็นตการยับย้ังกับคาความเขมขนของสารละลายมาตรฐานคารบาริล ผลการศึกษาพบวาชวงความ

เปนเสนตรงในการวิเคราะหหาคารบาริล อยูในชวง 1 ถึง 50 มิลลิกรัม/ลิตร และคาสัมประสิทธ์ิ

สหสัมพันธเทากับ 0.9962 แสดงดังภาพที ่4.9      

 

ภาพที่ 4.9  ผลการศึกษาชวงความเปนเสนตรงสําหรับวิเคราะหหาคารบาริล   

  

 

 

 

 

 

 

 

0

5

10

15

20

25

30

0 50 100 150 200 250 300 350

เป
อร

เซ็
นต

กา
รย

ับย
ั้ง

ความเขมขนของคารบาริล (มิลลิกรัม/ลิตร)

0

5

10

15

20

0 10 20 30 40 50 60

เป
อร

เซ
็นต

กา
รยั

บยั้
ง

ความเขมขนของคารบาริล (มิลลิกรัม/ลิตร)

y =  0.2585x + 5.1283 

     R2 = 0.9962  



50 
 

4.4.3  ผลการศึกษาขีดจํากัดในการตรวจพบ  

          ผลการศึกษาขีดจํากัดในการตรวจพบของชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับสําหรับ

วิเคราะหหาคารบาริล โดยใชชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับตรวจวัดคารบาริลในสารละลายแบลงค             

ทําการทดลอง 10 ซ้ํ า   ภายใตสภาวะที่ เหมาะสม นําคาที่ ไดจากการทดลองมาคํานวณหา                           

สวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน เพ่ือมาคํานวณหาขีดจํากัดในการตรวจพบ ผลการศึกษาดังตารางที่ 4.4                  

พบวาชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับสําหรับวิเคราะหหาคารบาริล มีขีดจํากัดในการตรวจพบ                   

เทากับ 0.31 มิลลิกรัม/ลิตร 

ตารางที่ 4.4  ผลการศึกษาขีดจํากัดในการตรวจพบของชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับ 

ครั้งที่ ความเขมขนของคารบาริลในสารละลายแบลงค  

(มิลลกิรัม/ลิตร) 

1 0.18 

2 0.21 

3 0.21 

4 0.16 

5 0.24 

6 

7 

8 

0.19 

0.17 

0.16 

9 0.16 

10 0.18 

คาเฉลี่ย 0.186 

สวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 0.027 
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  โดยขีดจํากัดการตรวจพบคํานวณไดจากสูตร  

     LOD = 3SD/m  

  เมื่อ SD คือ สวนเบ่ียงเบนมาตรฐานที่ไดจากการตรวจวัด 

        m คือ ความชัน (Slope) ของกราฟมาตรฐานที่ไดจากการศึกษาชวงความเปน

       เสนตรงจากสมการเสนตรง y = 0.2585x + 5.1283  ซึ่ ง  m มีคา                     

       เทากับ 0.2585 

  จะได    LOD = 3(0.027)/0.2585  

            = 0.31 มิลลิกรัม/ลิตร 

 4.4.4  ผลการศึกษาขีดจํากัดในการตรวจพบเชิงปริมาณ 

          ผลการศึกษาขีดจํากัดในการตรวจพบเชิงปริมาณของชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับ

สําหรับวิเคราะหหาคารบาริล โดยทําการทดลอง 10 ซ้ํา ภายใตสภาวะที่เหมาะสม ทําการปเปต

สารละลายแบลงคลงบนบริเวณตรวจวัดของชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับ นําคาที่ไดจากการทดลอง   

มาคํานวณหาสวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน เพ่ือมาคํานวณหาขีดจํากัดในการตรวจพบเชิงปริมาณ                         

ผลการศึกษา พบวาชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับสําหรับวิเคราะหหาคารบาริล มีขีดจํากัดในการตรวจ

พบเชิงปริมาณ เทากับ 1.04 มิลลิกรัม/ลิตร โดยขีดจํากัดการตรวจพบเชิงปริมาณคํานวณไดจากสูตร  

     LOQ = 10SD/m 

  เมื่อ SD คือ สวนเบ่ียงเบนมาตรฐานที่ไดจากการตรวจวัด 

        m คือ ความชัน (Slope) ของกราฟมาตรฐานที่ไดจากการศึกษาชวงความเปน

       เสนตรงจากสมการเสนตรง y = 0.2585x + 5.1283 ซึ่ง m มีคาเทากับ                     

       0.2585  

  จะได    LOQ = 10(0.027)/0.2585  

            = 1.04 มิลลิกรัม/ลิตร 
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 4.4.5  ผลการศึกษาหาความถูกตองของชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับ 

         ศึกษาความถูกตองของชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับ โดยการหาเปอรเซ็นตการได

กลับคืน (% Recovery) ทําการศึกษาโดยเติมสารละลายมาตรฐานคารบาริลที่ความเขมขน                          

1 มิลลิกรัม/ลิตร ลงในตัวอยางจริง ภายใตสภาวะที่เหมาะสม จากน้ันนําคาที่ไดจากการทดลอง                  

ไปคํานวณหาเปอรเซ็นตการไดกลับคืน ผลการทดลองแสดงดังตารางที่  4.5 พบวาเปอรเซ็นต                        

การไดกลับคืนอยูในชวง 96 ถึง 103 ซึ่งอยูในชวงเกณฑที่ยอมรับได คือชวง 80 ถึง 110 % [41] 

ตารางที่ 4.5  ผลการศึกษาความถูกตองของชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับ 

ตัวอยาง ความเขมขนของคารบาริล (มิลลิกรมั/กิโลกรัม) 

เปอรเซ็นตการได

กลับคืน 

  กอนเติม เติม หลังเติม   

บร็อคโคลี ND 1 0.78 ± 0.02 99 ± 0.60 

กะหล่ําปล ี 1.13 ± 0.03 1 1.82 ± 0.02 97 ± 0.18 

ขาวโพดฝกออน ND 1 0.85 ± 0.01 100 ± 1.13 

คะนา 1.04 ± 0.01 1 1.80 ± 0.02 103 ± 0.66 

ดอกกะหล่ํา 1.03 ± 0.02 1 0.96 ± 0.02 99 ± 1.20 

ผักกาดขาว 1.16 ± 0.02 1 1.92 ± 0.01 97 ± 1.43 

พริก ND 1 1.00 ± 0.02 99 ± 0.39 

ผักกาดหอม 1.05 ± 0.03 1 1.79 ± 0.02 104 ± 0.92 

กวางตุง 1.11 ± 0.02 1 1.85 ± 0.01 96 ± 1.56 

ถั่วฝกยาว ND 1 0.84 ± 0.01 100 ± 0.81 

ND = ตรวจไมพบ       
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          4.4.6  ผลการศึกษาอายุการใชงานของชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับ 

         ศึกษาอายุการใชงานเอนไซมของชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับสําหรับตรวจหาปริมาณ

คารบาริลที่ตกคางในผัก โดยทําการตรวจวัดการตอบสนองทุกๆ สัปดาห ในสภาวะการทดลองเดียวกัน 

จนกวาการตอบสนองจะลดลง ผลการทดลองแสดงดังภาพที่ 4.10 พบวาการเก็บรักษาชุดทดสอบ                

คารบาริลแบบตลับจะมีประสิทธิภาพในการวิเคราะหหาคารบาริล ลดลงเหลือ 90 เปอรเซ็นตในสัปดาห

ที่  3 และลดลงเรื่อยๆ ในสัปดาหที่  9 เปน 24 เปอร เซ็นต  เ น่ืองจากแอคติ วิ ตีของเอนไซม                          

อะซิติลโคลีนเอสเทอเรสลดลง  

 

 

ภาพที่ 4.10  ผลการศึกษาอายุการใชงานของชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับ 
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4.5  ผลการวิเคราะหหาคารบาริลในตัวอยางจริง 

           เมื่อไดชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับและสภาวะการทดลองที่เหมาะสมแลว นําชุดทดสอบ                      

คารบาริลแบบตลับที่ไดไปตรวจวัดคารบาริลในตัวอยางจริง ไดแก บร็อคโคลี กะหล่ําปลี ขาวโพดฝกออน

คะนา ดอกกะหล่ํา ผักกาดขาว พริก ผักกาดหอม กวางตุง และถั่วฝกยาว ในการตรวจวิเคราะห                    

หาคารบาริลจะทําการทดลองภายใตสภาวะที่เหมาะสม จากน้ันนําชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับ                    

ไปวัดคาความเขมสีที่เกิดขึ้นโดยใชกลองทึบแสงและสมารทโฟน นําคาความเขมสีที่ไดมาคํานวณ                 

หาความเขมขนของคารบาริลที่ไดจากกราฟมาตรฐาน เปรียบเทียบผลของชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับ

สําหรับวิเคราะหหาคารบาริลกับผลที่ไดจากชุดทดสอบ MJPK และ UPLC-MS/MS ผลการทดลอง                         

แสดงดังตารางที่ 4.6 พบวาชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับที่พัฒนาขึ้นสามารถนํามาใชในการตรวจวัด

คารบาริลในผักไดจริง โดยตรวจพบการปนเปอนของคารบาริลในกะหล่ําปลี คะนา ดอกกะหล่ํา 

ผักกาดขาว ผักกาดหอม และกวางตุง ในชวงความเขมขน 1.03 - 1.16 มิลลิกรัม/กิโลกรัม โดยมีปริมาณ

ไมเกินคากําหนดปริมาณสูงสุดที่อนุญาตใหตกคางไดในผลิตผลการเกษตร เมื่อเปรียบเทียบผลการ

วิเคราะหดวยชุดทดสอบ MJPK และ UPLC-MS/MS พบวาใหผลสอดคลองกัน แตชุดทดสอบ MJPK 

ใหผลการวิเคราะหไดในเชิงคุณภาพเทาน้ัน ดังน้ันสรุปไดวาชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับที่พัฒนาขึ้น               

มีขอดีกวา ดังตารางที่ 4.7  
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ตารางที่ 4.6  การเปรียบเทียบผลการวิเคราะหระหวางชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับที่พัฒนาขึ้น                  

                 กับชุดทดสอบ MJPK และ UPLC-MS/MS 

 

ตัวอยาง ชุดทดสอบคารบาริลแบบตลบั  

ที่พัฒนาขึ้น 

(มิลลกิรัม/กิโลกรัม) 

ชุดทดสอบ 

MJPK 

UPLC-MS/MS 

(มิลลกิรัม/กิโลกรัม) 

บร็อคโคลี ND ND ND 

กะหล่ําปล ี 1.13 ± 0.03 D 1.15 ± 0.02 

ขาวโพดฝกออน ND ND ND 

คะนา 1.04 ± 0.01 D 1.07 ± 0.01 

ดอกกะหล่ํา 1.03 ± 0.02 D 1.00 ± 0.03 

ผักกาดขาว 1.16 ± 0.02 D 1.20 ± 0.02 

พริก ND ND ND 

ผักกาดหอม 1.05 ± 0.03 D 1.03 ± 0.02 

กวางตุง 1.11 ± 0.02 D 1.08 ± 0.02 

ถั่วฝกยาว ND ND ND    

ND = ตรวจไมพบ      D = ตรวจพบ 

ตารางที่ 4.7  การเปรียบเทียบประสิทธิภาพระหวางชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับที่พัฒนาขึ้นกับ              

         ชุดทดสอบ MJPK 

ปจจัยที่ศึกษา ชุดทดสอบคารบาริลแบบตลบัที่พัฒนาขึ้น ชุดทดสอบ MJPK 

ผลการวิเคราะห เชิงปริมาณ เชิงคุณภาพ 

ปริมาณสาร 4 ไมโครลิตร 10 มิลลลิิตร 

ราคา 

เวลาที่ใชในการวิเคราะห 

15 บาท 

5 นาท ี

103 บาท 

10 นาท ี
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บทที่ 5 

สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 

5.1  สรุปผลการทดลอง 

 ในงานวิจัยน้ีไดพัฒนาชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับสําหรับตรวจหาปริมาณคารบาริล                     

ที่ตกคางในผัก ดวยหลักการทางไบโอเซนเซอรซึ่งอาศัยการทํางานของเอนไซมโคลีนเอสเทอเรส                    

ที่มีความเฉพาะเจาะจงกับคารบาริล โดยชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับจะประกอบไปดวย 2 บริเวณ 

ไดแก  บริ เวณควบคุมและบริ เวณตัวอย าง โดยชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับที่ พัฒนาขึ้น                         

สามารถตรวจหาปริมาณคารบาริลที่ตกคางในผักไดทั้งเชิงคุณภาพและเชิงปริมาณ โดยการแปลผล               

ในเชิงคุณภาพ เมื่อทําการหยดตัวอยางที่มีคารบาริลลงบนชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับ                       

จะเกิดการเปลี่ยนสีไดสีของผลิตภัณฑเปนสีเหลือง และการตรวจวัดเชิงปริมาณจะนําชุดทดสอบ                   

คารบาริลแบบตลับที่ไดไปวัดคาความเขมสีโดยใชสมารทโฟน แปลผลเปนคาเปอรเซ็นตการยับย้ัง                    

และคํานวณหาความเขมขนของตัวอยางจากสมการเสนตรงของกราฟมาตรฐานระหวางคาเปอรเซ็นต

การยับย้ังของสารละลายคารบาริลกับคาความเขมขนของสารละลายมาตรฐานคารบาริล 

  เมื่อสรางชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับไดแลว จึงทําการศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสม                          

ในการสรางชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับ พบวาผลของอุณหภูมิที่เหมาะสมในการตรวจวัดคารบาริล

ดวยชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับ เทากับ 37 องศาเซลเซียส ความเขมขนของสารละลาย                        

5,5’- ไดไทโอบิส (2-ไนโตรเบนโซอิก แอซิด) เทากับ 5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ความเขมขนของสารละลาย                

อะซิติลไทโอโคลีน ไอโอไดด เทากับ 40 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร คาพีเอชของสารละลายเอนไซม                          

อะซิ ติ ล โคลี น เ อส เทอ เ รส เท า กับ  8.00 และ เ วลา ในการ ยับ ย้ั งก ารทํ า ง านของ เอน ไซม                                           

อะซิติลโคลีนเอสเทอเรส เทากับ 5 นาที  

 เมื่อไดสภาวะที่ เหมาะสมในการชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับแลว จึงทําการศึกษา                    

หาประสิทธิภาพของชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับ โดยผลการศึกษาพบวาชุดทดสอบคารบาริล             

แบบตลับมีความเที่ยงสูง (% RSD = 2.02) และมีความถูกตองสูงโดยคํานวณจากเปอรเซ็นตการได

กลับคืน เทากับ 96 ถึง 103 มีชวงความเปนเสนตรง 1 ถึง 50 มิลลิกรัม/ลิตร และคาสัมประสิทธ์ิ

สหสัมพันธเทากับ 0.9962 มีขีดจํากัดในการตรวจพบเทากับ 0.31 มิลลิกรัม/ลิตร และมีขีดจํากัดในการ

ตรวจพบเชิงปริมาณเทากับ 1.04 มิลลิกรัม/ลิตร สุดทายนําชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับไปตรวจวัด

คารบาริลในตัวอยางจริง คือ ผักสดจํานวน 10 ตัวอยาง จากน้ันทําการเปรียบเทียบผลการทดลองที่ได

จากการใชชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับกับชุดทดสอบ MJPK พบวาตรวจพบคารบาริลในกะหล่ําปลี 
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คะนา ดอกกะหล่ํา ผักกาดขาว ผักกาดหอม และกวางตุง แตปริมาณตกคางไมเกินเกณฑมาตรฐานที่

กําหนด และใหผลสอดคลองกับชุดทดสอบ MJPK  

 ดังน้ันจึงสรุปไดวาชุดทดสอบคารบาริลแบบตลับที่ พัฒนาขึ้นในงานวิจัยน้ีมีขอดีคือ                 

สามารถตรวจหาปริมาณคารบาริลที่ตกคางในผักทั้งในเชิงคุณภาพและเชิงปริมาณ โดยมีขีดจํากัด                

การตรวจพบที่ความเขมขน 1 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ใชสารเคมีในการวิเคราะหปริมาณนอย มีราคาถูก     

และใหผลการวิเคราะหรวดเร็ว 

5.2  ขอเสนอแนะ 

  เน่ืองจากเอนไซมอะซิติลโคลีนเอสเทอเรสเปนเอนไซมที่ไดจากสิ่งมีชีวิต จึงเกิดการเสียสภาพ

ของเอนไซมไดงาย ซึ่งทําใหเอนไซมมีประสิทธิภาพนอยลง ดังน้ันจึงตองระมัดระวังและควบคุมปจจัย                

ที่สงผลกระทบตอเอนไซมในทุกๆ ขั้นตอน เพ่ือประสิทธิภาพในการเกิดปฏิกิริยา 
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