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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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บทคดัยอ 

การศึกษาน้ีไดพัฒนาแผนทดสอบเพ่ือตรวจหายาฆาแมลงชนิดคารโบฟูราน โดยอาศัยการเปล่ียนสีของแผนทดสอบ   
การเตรียมแผนทดสอบทําโดยหยดเอนไซมอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรส (4.96 หนวย) และอินดอกซซิลอะซิเตต (1.5×10-7 โมล) ลง
บนแผนไนลอนเมมเบรนเสนผานศูนยกลาง 13 มิลลิเมตร แยกจากกันคนละแผน ท้ิงไวใหแหงท่ี 25 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 30 
นาที จากน้ันจึงหยดสารสกัดจากผักกาดขาวปลี พริกขี้หนู และถั่วฝกยาวท่ีมีการเตมิคารโบฟูราน ในระดับความเขมขน 0.05, 
10, 50, 100 และ 1000 สวนในพันลานสวน (พีพีบี) ลงบนแผนไนลอนเมมเบรนแผนท่ีมเีอนไซมหยดไว ท้ิงไว 15 นาที แลวจึง
นําแผนไนลอนเมมเบรนท้ังสองมาประกบกันไวอีก 25 นาที จากน้ันแยกออกจากกัน นําแผนท่ีมีเอนไซมไปวัดคาสี (CIE L* a* 
b*) ดวยเคร่ืองวัดสี ผลการทดลองพบวา สารสกัดผักท่ีมคีารโบฟูรานในปริมาณท่ีมากขึ้น ทําใหคาความเขมสีนํ้าเงิน (-b*) ของ
แผนทดสอบลดลง ซึ่งแผนทดสอบน้ีสามารถใชตรวจคารโบฟูรานในตัวอยางผักไดท่ีความเขมขน ≥ 50 พีพีบี ในขณะท่ีปริมาณ
สารพิษตกคางสูงสุด (MRL) ของคารโบฟูรานในผักกาดขาวปลี พริกขี้หนู และถั่วฝกยาว มีคาเทากับ 30, 500 และ 100 พีพีบี 
ตามลําดับ แสดงใหเห็นวา แผนทดสอบน้ีมีประสิทธิภาพในการนําไปใชตรวจสอบคารโบฟูรานในพริกขี้หนูและถั่วฝกยาว 
คําสําคัญ: คารโบฟูราน, อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรส, อินดอกซซิลอะซิเตต 

 
คํานํา 

ปจจุบันยาฆาแมลงถกูนํามาใชมากขึ้นในทางเกษตรกรรม เปนสาเหตุใหมียาฆาแมลงตกคางอยูในผักผลไมเปน
จํานวนมาก เน่ืองจากยาฆาแมลงเปนอันตรายตอผูบริโภคจึงตองมีการตรวจวดัยาฆาแมลงในพืชผลหลังการเก็บเกี่ยว  วิธี
ตรวจวัดท่ีนิยมใชคือ  gas chromatography (GC) และ high performance liquid chromatography (HPLC) ซึ่งใหผลการ
ตรวจวัดเชิงปริมาณท่ีมคีวามแมนยําสูง แตกม็ีขอจาํกัดคือใชเคร่ืองมือราคาแพงและตองทําในหองปฏิบัติการ (Guo et.al, 
2013) อยางไรก็ตาม มวีิธีสําหรับการตรวจวดัยาฆาแมลงท่ีสะดวกและรวดเร็วกวาคือ การใชชุดนํ้ายาทดสอบ (test kit) ซึ่ง
โดยท่ัวไปใชหลักการการยับยั้งการทํางานของเอนไซมอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรส (Van Dyk and Pletschke, 2011) แตชดุนํ้ายา
ทดสอบท่ีมีอยูในประเทศไทยกย็งัมีขอจาํกดัคือมีขั้นตอนในการวิเคราะหหลายขั้นตอน  ดังน้ันเพ่ือใหการตรวจสอบการปนเปอน
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ของยาฆาแมลงในผักและผลไมมีความสะดวกมากยิ่งขึ้น งานวิจัยน้ีจึงไดมีการพัฒนาแผนทดสอบเพ่ือใชในการตรวจสอบยา
ฆาแมลงชนิดคารโบฟูราน 

 
อุปกรณและวิธกีาร 

1 การเตรียมแผนทดสอบ  
ใชไนลอนเมมเบรนขนาด 0.45 ไมครอน (Vertical, Thailand) เสนผานศูนยกลาง 13 มิลลิเมตร 2 แผน แผน A หยด

เอนไซมอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรส (Sigma-Aldrich, USA ) ความเขมขน 1,654 ยูนิต/มิลลิลิตร  ปริมาตร 3 ไมโครลิตร (4.96 
หนวย) และทําแหงโดยการท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองปรับอากาศ (25 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 30 นาที แผน B หยดอินดอกซซิลอะซิ
เตต (Sigma-Aldrich, USA) ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร  ปริมาตร 3 ไมโครลิตร (1.5×10-7 โมล) และทําแหงโดยท้ิงไวท่ี
อุณหภูมิหองปรับอากาศ (25 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 30 นาที เมื่อครบเวลานําไปทดสอบโดยหยดยาฆาแมลงในข้ันตอน
ตอไป 
2 การสรางกราฟการยับย้ังการทํางานของเอนไซม 

เตรียมสารละลายคารโบฟูราน (Dr.Ehrenstorfer, Germany) ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร (0.02 M, pH 7.5) ท่ี
ความเขมขน 104, 5×103, 2.5×103, 103, 102, 10, 1, 10-1 และ 10-2 พีพีบี  หยดสารละลายปริมาตร 3 ไมโครลิตร ลงบนแผน
ทดสอบท่ีตรึงเอนไซมไว (แผน A) ท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 15 นาที เมื่อครบเวลานําแผน B ประกบบนแผน A แลวหยด
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร (0.2 M, pH 7.5)12 ไมโครลิตร ประกบใหแนนท้ิงไว 25 นาที เพ่ือรอการเกิดปฏิกิริยา จากน้ันแยก
แผนทดสอบออกจากกัน นําดานแผน A ไปวัดคาสี ในระบบ L* a* b* โดยเคร่ืองวดัสี (MiniScanXE, Hunter Associates 
Laboratory, USA) สรางความสัมพันธระหวางความเขมขนของคารโบฟูรานกับคา -b* โดยใชสมการ dose response curve 
ดังน้ี   

 
 

เมื่อพารามเิตอร A คือคา –b* ต่ําท่ีสุด, B คือ คา –b* สูงท่ีสุดของโมเดล, H คือ Hill slope, X คือ คา Log ความ
เขมขนของคารโบฟูราน และ IC50 คือ คาความเขมขนของคารโบฟูรานท่ีทําใหคาสีลดลงคร่ึงหน่ึง 
3 การตรวจหายาฆาแมลงในผักดวยแผนทดสอบ  

บดตัวอยาง ผักกาดขาวปลี พริกขี้หนู และถั่วฝกยาว ท่ีไดจากการปลูกดวยระบบออรแกนิก ซึง่ปราศจากการปนเปอน
ของยาฆาแมลง  ชั่งตวัอยางท่ีบดแลว 5 กรัม ใสลงในบีกเกอร จากน้ันเติมสารละลายคารโบฟูราน (ใชสารละลายฟอสเฟต
บัฟเฟอรเปนตวัทําละลาย) ท่ีมีความเขมขน 0.05, 10, 50, 100 และ 1000 พีพีบี ลงไป แลวเขยาเปนเวลา 2 นาที เพ่ือสกัด
ตัวอยาง (Han et al., 2012) กรองตัวอยางแบบสุญญากาศผานกระดาษเบอร 1 แลวนําสวนของของเหลวท่ีสกัดไดมา 3  
มิลลิลิตร ใสลงไปในหลอดทดลอง จากน้ันเตมิผงถานลงไปปริมาณ 150 มิลลิกรัม ผสมใหเขากนัดวยเคร่ือง vortex เปนเวลา 
30 วินาที กรองของผสมน้ันอีกคร้ังดวยกระดาษกรอง Whatman เบอร 1 โดยการกรองแบบสุญญากาศ เพ่ือแยกผงถานออก
จากตัวอยาง จากน้ันนําสารสกดัสวนใสท่ีกรองได ไปทดสอบกับแผนทดสอบตอไป 

 
ผล 

Figure 1 แสดงใหเห็นวา เมื่อเตมิสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรท่ีไมมีคารโบฟูราน (0 ppb) ลงบนแผนทดสอบ A แลว
นําแผนทดสอบ B มาประกบไวน้ัน ทําใหเกิดจดุสีนํ้าเงินบนแผนทดสอบ A โดยการรายงานความเขมของจดุสีนํ้าเงินน้ี ได
นําเสนอในรูปแบบของคา –b* ซึ่งแสดงคาสีนํ้าเงิน และความเขมสีของจุดดังกลาวน้ีลดลงเมือ่ความเขมขนของคารโบฟูราน
เพ่ิมขึ้น  

ความสัมพันธระหวางความเขมขนของคารโบฟูรานท่ีหยดลงไปบนแผนทดสอบ A กับคา -b* น้ัน สามารถอธิบาย 
ไดดวยสมการ dose response curve ดังแสดงใน Figure 2 โดยจะเห็นไดวาคา –b* น้ันลดลง เมื่อความเขมขนของ

คารโบฟูรานเพ่ิมขึ้น และลดลงอยางรวดเร็วเมื่อความเขมขนเขาใกล 100 µg/kg ซึ่งทําใหคา –b* ลดลงจนเหลือประมาณ 2 
จากการวิเคราะหการถดถอยของสมการน้ี โดยใชฟงกชั่น Solver ในซอฟทแวร Microsoft Excel แลว ทําใหสามารถหา
คาพารามเิตอรของสมการน้ีได โดยพบวา คา –b* ต่ําท่ีสุด มีคาเทากับ 0.48, คา –b* สูงท่ีสุด มีคาเทากับ 4.56, คา Hill slope 
มีคาเทากับ       -0.87, คา log IC50 มีคาเทากับ 1.68 ซึ่งเมือ่คาํนวณแลว จะพบวา คา IC50 ของแผนทดสอบน้ี มีคาเทากบั 
48.93 ppb ซึ่งสามารถใชเปนคา limit of detection (LOD) ของแผนทดสอบได 

) 
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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))). 
 

จากคาพารามเิตอรของสมการ dose response curve น้ี สามารถนําไปทํานายปริมาณคารโบฟูรานในตวัอยาง
ผักกาดขาวปลี พริกขี้หนู และถัว่ฝกยาว 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 
 

วิจารณผลการทดลอง 
จากการทดลองขางตนจะเห็นวา เมื่อไมมกีารเติมยาฆาแมลงคารโบฟูรานลงในตัวอยาง ทําใหเกดิจุดสีนํ้าเงินเขมบน

แผนทดสอบ ท้ังน้ีเน่ืองจากเอนไซมอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสท่ีมีอยู สามารถเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซีสของอินดอกซซิลอะซิเตตให
เปนอินดอกซซิล และเมื่อสารน้ีเกิดปฏิกิริยาออกซเิดชั่นกับอากาศแลวจงึเปล่ียนเปนสารสีนํ้าเงิน (Han et al., 2012) อยางไรก็
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ตาม เมือ่ตัวอยางท่ีใชทดสอบน้ันมีคารโบรานปนอยู คารโบฟูรานสามารถยับยั้งการทํางานของเอนไซมอะซิทิลโคลีนเอสเทอเรส  
ทําใหการเปล่ียนอินดอกซซิลอะซเิตตใหเปนอินดอกซซิลไดนอยลง และทําใหจุดสีนํ้าเงินบนแผนทดสอบมีความเขมต่าํลงไป
ดวย 

ในการทดลองตรวจวดัยาฆาแมลงในตวัอยางท้ังสามชนิดท่ีเติมคารโบฟูรานความเขมขนตางๆ กัน ดวยแผนทดสอบท่ี
พัฒนาขึ้นมาน้ี พบวา สามารถระบุไดวาตวัอยางมีคารโบฟูรานตกคางเมือ่คาสี –b* เทากับ 3.34, 2.68, 3.96 หรือต่ํากวาน้ัน 
สําหรับตัวอยาง ผักกาดขาวปลี พริกขี้หนู และถั่วฝกยาว ตามลําดับ ในกรณีท่ีความเขมขนของยาฆาแมลงต่าํเกินไป จะไม
สามารถระบุปริมาณยาฆาแมลงในตัวอยางไดถูกตอง จึงตองระบุเปน ไมสามารถตรวจพบได (ND) อยางไรก็ตาม ถงึแมวาแผน
ทดสอบท่ีพัฒนาขึ้นสามารถตรวจพบยาฆาแมลงในตวัอยางได แตคาความเขมขนท่ีไดจากการทํานายดวยสมการน้ัน ยังคงมี
ความคลาดเคล่ือนคอนขางสูง ซึง่จําเปนตองมีการศึกษาเพ่ิมเติมตอไป 

 
สรุปผลการทดลอง 

แมวาแผนทดสอบท่ีพัฒนาขึ้นน้ี ไมสามารถทํานายคาความเขมขนของคารโบฟูแรนในตวัอยางไดอยางแมนยาํ แต
สามารถนําแผนทดสอบน้ีไปใชตรวจยาฆาแมลงในเชงิคุณภาพได วาในตัวอยางน้ันๆ มีการปนเปอนของยาฆาแมลงเกิน
มาตรฐานหรือไม  โดยหากพิจารณาปริมาณสารพิษตกคางสูงสุด (MRL) ตามมาตรฐานของประเทศไทยสําหรับคารโบฟูรานท่ี
พบใน ผักกาดขาวปลี พริกขี้หนู และถั่วฝกยาว ซึ่งมีคาเทากับ 30, 500 และ 100 พีพีบี ตามลําดบั (สํานักงานมาตรฐานสินคา
เกษตรและอาหารแหงชาติ, 2556) จะเห็นวาแผนทดสอบน้ี สามารถระบุการปนเปอนของคารโบฟูรานในพริกขี้หนูและ
ถั่วฝกยาวได ท้ังจากการอานคา –b* หรือการพิจารณาดวยตาเปลา เน่ืองจากการหายไปของสีนํ้าเงินเกิดขึ้นอยางชัดเจน หากมี
การปนเปอนเกนิกวาคา MRL 
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