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Abstract  
This study has developed a test-card for detection of insecticide residue; carbofuran, based on color 

changing. The test-card was prepared by adding the acetylcholinesterase enzyme (4.96 U) and the substrate 
solution, indoxyl acetate (1.5×10-7mol) on separate 13 mm-diameter nylon membranes and drying at 25°C for 30 
min. Chinese cabbage, chili and yardlong bean extracts spiked with carbofuran at 0.05, 10, 50, 100, and 1000 
ppb were dropped onto the enzyme-coated membrane and left for 15 min. After that, the substrate-coated 
membrane was overlaid and left for another 25 min before the color measurement (CIE L* a* b*) was performed on 
the enzyme-coated membrane using a colorimeter. The results showed that blue color intensity (-b*) of the test-
card decreased with increasing the carbofuran concentration. The developed test-card could detect carbofuran 
residues at ≥ 50 ppb. In comparing with the maximum residue limits (MRL) of carbofuran in Chinese cabbage, 
chili and yardlong bean (30, 500 and 100 ppb, respectively), the test-card was effective to detect carbofuran 
residues in chili and yardlong bean. 
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บทคดัยอ 

การศึกษาน้ีไดพัฒนาแผนทดสอบเพ่ือตรวจหายาฆาแมลงชนิดคารโบฟูราน โดยอาศัยการเปล่ียนสีของแผนทดสอบ   
การเตรียมแผนทดสอบทําโดยหยดเอนไซมอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรส (4.96 หนวย) และอินดอกซซิลอะซิเตต (1.5×10-7 โมล) ลง
บนแผนไนลอนเมมเบรนเสนผานศูนยกลาง 13 มิลลิเมตร แยกจากกันคนละแผน ท้ิงไวใหแหงท่ี 25 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 30 
นาที จากน้ันจึงหยดสารสกัดจากผักกาดขาวปลี พริกขี้หนู และถั่วฝกยาวท่ีมีการเตมิคารโบฟูราน ในระดับความเขมขน 0.05, 
10, 50, 100 และ 1000 สวนในพันลานสวน (พีพีบี) ลงบนแผนไนลอนเมมเบรนแผนท่ีมเีอนไซมหยดไว ท้ิงไว 15 นาที แลวจึง
นําแผนไนลอนเมมเบรนท้ังสองมาประกบกันไวอีก 25 นาที จากน้ันแยกออกจากกัน นําแผนท่ีมีเอนไซมไปวัดคาสี (CIE L* a* 
b*) ดวยเคร่ืองวัดสี ผลการทดลองพบวา สารสกัดผักท่ีมคีารโบฟูรานในปริมาณท่ีมากขึ้น ทําใหคาความเขมสีนํ้าเงิน (-b*) ของ
แผนทดสอบลดลง ซึ่งแผนทดสอบน้ีสามารถใชตรวจคารโบฟูรานในตัวอยางผักไดท่ีความเขมขน ≥ 50 พีพีบี ในขณะท่ีปริมาณ
สารพิษตกคางสูงสุด (MRL) ของคารโบฟูรานในผักกาดขาวปลี พริกขี้หนู และถั่วฝกยาว มีคาเทากับ 30, 500 และ 100 พีพีบี 
ตามลําดับ แสดงใหเห็นวา แผนทดสอบน้ีมีประสิทธิภาพในการนําไปใชตรวจสอบคารโบฟูรานในพริกขี้หนูและถั่วฝกยาว 
คําสําคัญ: คารโบฟูราน, อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรส, อินดอกซซิลอะซิเตต 

 
คํานํา 

ปจจุบันยาฆาแมลงถกูนํามาใชมากขึ้นในทางเกษตรกรรม เปนสาเหตุใหมียาฆาแมลงตกคางอยูในผักผลไมเปน
จํานวนมาก เน่ืองจากยาฆาแมลงเปนอันตรายตอผูบริโภคจึงตองมีการตรวจวดัยาฆาแมลงในพืชผลหลังการเก็บเกี่ยว  วิธี
ตรวจวัดท่ีนิยมใชคือ  gas chromatography (GC) และ high performance liquid chromatography (HPLC) ซึ่งใหผลการ
ตรวจวัดเชิงปริมาณท่ีมคีวามแมนยําสูง แตกม็ีขอจาํกัดคือใชเคร่ืองมือราคาแพงและตองทําในหองปฏิบัติการ (Guo et.al, 
2013) อยางไรก็ตาม มวีิธีสําหรับการตรวจวดัยาฆาแมลงท่ีสะดวกและรวดเร็วกวาคือ การใชชุดนํ้ายาทดสอบ (test kit) ซึ่ง
โดยท่ัวไปใชหลักการการยับยั้งการทํางานของเอนไซมอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรส (Van Dyk and Pletschke, 2011) แตชดุนํ้ายา
ทดสอบท่ีมีอยูในประเทศไทยกย็งัมีขอจาํกดัคือมีขั้นตอนในการวิเคราะหหลายขั้นตอน  ดังน้ันเพ่ือใหการตรวจสอบการปนเปอน
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ของยาฆาแมลงในผักและผลไมมีความสะดวกมากยิ่งขึ้น งานวิจัยน้ีจึงไดมีการพัฒนาแผนทดสอบเพ่ือใชในการตรวจสอบยา
ฆาแมลงชนิดคารโบฟูราน 

 
อุปกรณและวิธกีาร 

1 การเตรียมแผนทดสอบ  
ใชไนลอนเมมเบรนขนาด 0.45 ไมครอน (Vertical, Thailand) เสนผานศูนยกลาง 13 มิลลิเมตร 2 แผน แผน A หยด

เอนไซมอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรส (Sigma-Aldrich, USA ) ความเขมขน 1,654 ยูนิต/มิลลิลิตร  ปริมาตร 3 ไมโครลิตร (4.96 
หนวย) และทําแหงโดยการท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองปรับอากาศ (25 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 30 นาที แผน B หยดอินดอกซซิลอะซิ
เตต (Sigma-Aldrich, USA) ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร  ปริมาตร 3 ไมโครลิตร (1.5×10-7 โมล) และทําแหงโดยท้ิงไวท่ี
อุณหภูมิหองปรับอากาศ (25 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 30 นาที เมื่อครบเวลานําไปทดสอบโดยหยดยาฆาแมลงในข้ันตอน
ตอไป 
2 การสรางกราฟการยับย้ังการทํางานของเอนไซม 

เตรียมสารละลายคารโบฟูราน (Dr.Ehrenstorfer, Germany) ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร (0.02 M, pH 7.5) ท่ี
ความเขมขน 104, 5×103, 2.5×103, 103, 102, 10, 1, 10-1 และ 10-2 พีพีบี  หยดสารละลายปริมาตร 3 ไมโครลิตร ลงบนแผน
ทดสอบท่ีตรึงเอนไซมไว (แผน A) ท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 15 นาที เมื่อครบเวลานําแผน B ประกบบนแผน A แลวหยด
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร (0.2 M, pH 7.5)12 ไมโครลิตร ประกบใหแนนท้ิงไว 25 นาที เพ่ือรอการเกิดปฏิกิริยา จากน้ันแยก
แผนทดสอบออกจากกัน นําดานแผน A ไปวัดคาสี ในระบบ L* a* b* โดยเคร่ืองวดัสี (MiniScanXE, Hunter Associates 
Laboratory, USA) สรางความสัมพันธระหวางความเขมขนของคารโบฟูรานกับคา -b* โดยใชสมการ dose response curve 
ดังน้ี   

 
 

เมื่อพารามเิตอร A คือคา –b* ต่ําท่ีสุด, B คือ คา –b* สูงท่ีสุดของโมเดล, H คือ Hill slope, X คือ คา Log ความ
เขมขนของคารโบฟูราน และ IC50 คือ คาความเขมขนของคารโบฟูรานท่ีทําใหคาสีลดลงคร่ึงหน่ึง 
3 การตรวจหายาฆาแมลงในผักดวยแผนทดสอบ  

บดตัวอยาง ผักกาดขาวปลี พริกขี้หนู และถั่วฝกยาว ท่ีไดจากการปลูกดวยระบบออรแกนิก ซึง่ปราศจากการปนเปอน
ของยาฆาแมลง  ชั่งตวัอยางท่ีบดแลว 5 กรัม ใสลงในบีกเกอร จากน้ันเติมสารละลายคารโบฟูราน (ใชสารละลายฟอสเฟต
บัฟเฟอรเปนตวัทําละลาย) ท่ีมีความเขมขน 0.05, 10, 50, 100 และ 1000 พีพีบี ลงไป แลวเขยาเปนเวลา 2 นาที เพ่ือสกัด
ตัวอยาง (Han et al., 2012) กรองตัวอยางแบบสุญญากาศผานกระดาษเบอร 1 แลวนําสวนของของเหลวท่ีสกัดไดมา 3  
มิลลิลิตร ใสลงไปในหลอดทดลอง จากน้ันเตมิผงถานลงไปปริมาณ 150 มิลลิกรัม ผสมใหเขากนัดวยเคร่ือง vortex เปนเวลา 
30 วินาที กรองของผสมน้ันอีกคร้ังดวยกระดาษกรอง Whatman เบอร 1 โดยการกรองแบบสุญญากาศ เพ่ือแยกผงถานออก
จากตัวอยาง จากน้ันนําสารสกดัสวนใสท่ีกรองได ไปทดสอบกับแผนทดสอบตอไป 

 
ผล 

Figure 1 แสดงใหเห็นวา เมื่อเตมิสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรท่ีไมมีคารโบฟูราน (0 ppb) ลงบนแผนทดสอบ A แลว
นําแผนทดสอบ B มาประกบไวน้ัน ทําใหเกิดจดุสีนํ้าเงินบนแผนทดสอบ A โดยการรายงานความเขมของจดุสีนํ้าเงินน้ี ได
นําเสนอในรูปแบบของคา –b* ซึ่งแสดงคาสีนํ้าเงิน และความเขมสีของจุดดังกลาวน้ีลดลงเมือ่ความเขมขนของคารโบฟูราน
เพ่ิมขึ้น  

ความสัมพันธระหวางความเขมขนของคารโบฟูรานท่ีหยดลงไปบนแผนทดสอบ A กับคา -b* น้ัน สามารถอธิบาย 
ไดดวยสมการ dose response curve ดังแสดงใน Figure 2 โดยจะเห็นไดวาคา –b* น้ันลดลง เมื่อความเขมขนของ

คารโบฟูรานเพ่ิมขึ้น และลดลงอยางรวดเร็วเมื่อความเขมขนเขาใกล 100 µg/kg ซึ่งทําใหคา –b* ลดลงจนเหลือประมาณ 2 
จากการวิเคราะหการถดถอยของสมการน้ี โดยใชฟงกชั่น Solver ในซอฟทแวร Microsoft Excel แลว ทําใหสามารถหา
คาพารามเิตอรของสมการน้ีได โดยพบวา คา –b* ต่ําท่ีสุด มีคาเทากับ 0.48, คา –b* สูงท่ีสุด มีคาเทากับ 4.56, คา Hill slope 
มีคาเทากับ       -0.87, คา log IC50 มีคาเทากับ 1.68 ซึ่งเมือ่คาํนวณแลว จะพบวา คา IC50 ของแผนทดสอบน้ี มีคาเทากบั 
48.93 ppb ซึ่งสามารถใชเปนคา limit of detection (LOD) ของแผนทดสอบได 

) 
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Figure 1  Changes of color on test card added with carbofuran concentrations of 0, 10 and 1000 ppb  
 

 
Figure 2  Inhibition of acetylcholinesterase on test-card by various concentrations of carbofuran. Fitted line is –b* 

= 0.48+ ((4.56-0.48)/(1+10(1.68-x)*(-0.87))). 
 

จากคาพารามเิตอรของสมการ dose response curve น้ี สามารถนําไปทํานายปริมาณคารโบฟูรานในตวัอยาง
ผักกาดขาวปลี พริกขี้หนู และถัว่ฝกยาว ได  ดงัแสดงใน Table1  

 
Table 1  Concentration of carbofuran residue in samples analyzed by the developed test card. 
 

Added carbofuran 
(ppb) 

Chinese cabbage Chili Yardlong bean 

–b* 
Estimated 
Concentration (ppb) 

–b* 
Estimated 
Concentration (ppb) 

–b* 
Estimated 
Concentration  (ppb) 

0 5.73 ND 5.51 ND 5.53 ND1 

0.05 5.41 ND 4.75 ND 4.99 ND 

10 4.66 ND 4.67 ND 3.96 6.75±2.01 

50 3.34 22.43±19.67 2.68 24.59±8.42 3.06 29.31±18.51 

100 2.41 58.12±20.12 2.05 85.51±13.81 2.32 69.49±33.94 

1000 1.15 400.85±279.05 0.68 593.30±114.98 1.29 266.49±107.98 
1 ND = Not detected 
 

วิจารณผลการทดลอง 
จากการทดลองขางตนจะเห็นวา เมื่อไมมกีารเติมยาฆาแมลงคารโบฟูรานลงในตัวอยาง ทําใหเกดิจุดสีนํ้าเงินเขมบน

แผนทดสอบ ท้ังน้ีเน่ืองจากเอนไซมอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสท่ีมีอยู สามารถเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซีสของอินดอกซซิลอะซิเตตให
เปนอินดอกซซิล และเมื่อสารน้ีเกิดปฏิกิริยาออกซเิดชั่นกับอากาศแลวจงึเปล่ียนเปนสารสีนํ้าเงิน (Han et al., 2012) อยางไรก็
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ตาม เมือ่ตัวอยางท่ีใชทดสอบน้ันมีคารโบรานปนอยู คารโบฟูรานสามารถยับยั้งการทํางานของเอนไซมอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรส  
ทําใหการเปล่ียนอินดอกซซิลอะซเิตตใหเปนอินดอกซซิลไดนอยลง และทําใหจุดสีนํ้าเงินบนแผนทดสอบมีความเขมต่าํลงไป
ดวย 

ในการทดลองตรวจวดัยาฆาแมลงในตวัอยางท้ังสามชนิดท่ีเติมคารโบฟูรานความเขมขนตางๆ กัน ดวยแผนทดสอบท่ี
พัฒนาขึ้นมาน้ี พบวา สามารถระบุไดวาตวัอยางมีคารโบฟูรานตกคางเมือ่คาสี –b* เทากับ 3.34, 2.68, 3.96 หรือต่ํากวาน้ัน 
สําหรับตัวอยาง ผักกาดขาวปลี พริกขี้หนู และถั่วฝกยาว ตามลําดับ ในกรณีท่ีความเขมขนของยาฆาแมลงต่าํเกินไป จะไม
สามารถระบุปริมาณยาฆาแมลงในตัวอยางไดถูกตอง จึงตองระบุเปน ไมสามารถตรวจพบได (ND) อยางไรก็ตาม ถงึแมวาแผน
ทดสอบท่ีพัฒนาขึ้นสามารถตรวจพบยาฆาแมลงในตวัอยางได แตคาความเขมขนท่ีไดจากการทํานายดวยสมการน้ัน ยังคงมี
ความคลาดเคล่ือนคอนขางสูง ซึง่จําเปนตองมีการศึกษาเพ่ิมเติมตอไป 

 
สรุปผลการทดลอง 

แมวาแผนทดสอบท่ีพัฒนาขึ้นน้ี ไมสามารถทํานายคาความเขมขนของคารโบฟูแรนในตวัอยางไดอยางแมนยาํ แต
สามารถนําแผนทดสอบน้ีไปใชตรวจยาฆาแมลงในเชงิคุณภาพได วาในตัวอยางน้ันๆ มีการปนเปอนของยาฆาแมลงเกิน
มาตรฐานหรือไม  โดยหากพิจารณาปริมาณสารพิษตกคางสูงสุด (MRL) ตามมาตรฐานของประเทศไทยสําหรับคารโบฟูรานท่ี
พบใน ผักกาดขาวปลี พริกขี้หนู และถั่วฝกยาว ซึ่งมีคาเทากับ 30, 500 และ 100 พีพีบี ตามลําดบั (สํานักงานมาตรฐานสินคา
เกษตรและอาหารแหงชาติ, 2556) จะเห็นวาแผนทดสอบน้ี สามารถระบุการปนเปอนของคารโบฟูรานในพริกขี้หนูและ
ถั่วฝกยาวได ท้ังจากการอานคา –b* หรือการพิจารณาดวยตาเปลา เน่ืองจากการหายไปของสีนํ้าเงินเกิดขึ้นอยางชัดเจน หากมี
การปนเปอนเกนิกวาคา MRL 
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carbamate โดยใชเอนไซมอะเซทิลโคลีนเอสเตอเรส” (SURDI 57/01/47)ไดรับทุนสนับสนุนการวจิัยจากงบประมาณแผนดินป 
2557 ผานสถาบันวิจยัและพัฒนา มหาวิทยาลัยศิลปากร 
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