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บทคัดยอ 

ออรกาโนฟอสเฟตเปนสารเคมีที่ใชกันอยางแพรหลายทางดานการเกษตรเนื่องจากมีประสิทธิภาพสูงในการ
ปองกันหรือกําจัดแมลงและศตัรูพชื ในป พ.ศ. 2564 ประเทศไทยกาํลังกาวเขาสู “สังคมผูสูงอายุโดยสมบูรณ”
สงผลใหอาหารเพื่อสุขภาพผักผลไมมีอิทธิพลตอการใชชีวิตประจําวนั ปญหาท่ีตามมาคือสารเคมีตกคางใน
กระบวนการเพาะปลูกสงผลใหผูบริโภคไดรับสารพิษตกคางจากผักผลไม วตัถุประสงคของงานวิจัยศึกษาสภาวะ
ที่เหมาะสมและประสิทธิภาพของเอนไซมอะซิติลโคลีนเอสเตอเรสกบัสาร Ellman's reagent เพื่อใชในการ
ตรวจวัดปริมาณสารกําจดัแมลงและศัตรูพืชพาราโอซอนเอทิลกลุมออรกาโนฟอสเฟต สีจะเปลี่ยนจากสีเหลือง
เปนสีใสข้ึนกับปริมาณสารพาราโอซอนเอทิลตกคางในตัวอยางที่ความเขมขน 0.2, 0.6 และ 1 พีพีเอ็ม ตามลาํดับ
ความเขมสีที่ไดมีความแตกตางเพียงเล็กนอยจึงไมสามารถแยกดวยตาเปลาสงผลใหถูกประมวลผลโดยระบบ CIE 

L* a* b* พบวา คาสหสัมพันธระหวางคาสี b* แสดงคาในทิศทางลบหมายความวาคาสมีีแนวโนมเขาหาคาสีน้ํา
เงินเพิ่มข้ึนตามความเขมขนของสารพาราโอซอนเอทิลที่ตกคางในสารละลายอางอิงตัวอยางเพ่ิมมากข้ึน ดังนั้นจึง
สามารถใชคาสี b* วิเคราะหสารพาราโอซอนเอทิลความเขมขน 0.2, 0.6 และ 1 พีพีเอ็มในตัวอยางไดและแสดง
ออกมาในรูปแบบสมการเสนตรงมคีาความเชื่อมั่น 0.97, 0.9453 และ 0.972 ตามลําดับ การศึกษาครัง้นี้เปน
การประเมินผลเบื้องตนเพื่อเพ่ิมทางเลือกหน่ึงที่เปนประโยชนจากวิเคราะหคาสี L* a* และ b* เพื่อเปนตัวแทน
ของการวิเคราะหสารกําจัดแมลงและศัตรูตกคางในผักผลไมไดงาย รวดเร็ว 
 

คําสําคัญ : กลุมออรกาโนฟอสเฟต / เอนไซมอะซิติลคลอรีนเอสเทอเรส / ระบบ CIE / สหสัมพันธ 
 

ABSTRACT 

Organophosphate are widespread useful in agriculture due to highly effective for the 

protection / eradication of insects and pests. Thailand is stepping into an aging society in 2021, 

therefore the healthier food such as fruit and vegetable are influence of living life. However, 

there are a lot of problems from the use of chemicals in the cultivation process, that are 

chemical residues in products affected too harmful to consumers. The objective of our 

research study to find optimize condition and efficiency of Acetylcholinesterase (ACHE) and 

Ellman’s reagent to check the quantity of Paraoxon Ethyl in the organophosphate group 

residues in crops. With the mechanism of color change from yellow to transparent color, that 

is affected due to the quantity of Paraoxon Ethyl at the concentration of 0.2, 0.6 and 1 ppm 

respectively. The CIE L * a * b * color system is used to process color changes due to the 

small changes our eyes can't see, that found the correlations between b * values shown 

negative values. The result shown the values of color tends to approach the value of blue 

due to the increased concentration of Paraoxon Ethyl in the reference solution. Therefore, b * 

value can be used to analyze Paraoxon Ethyl at the concentration of 0.2, 0.6 and 1 ppm in 
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the samples, that is expressed as a linear equation with a value of 0.97, 0.9453, and 0.972 

respectively. This study is a preliminary evaluation to add a useful alternative to the color 

analyzer L * a * and b * to represent the analysis of pesticides in vegetables/fruits high 

accuracy and fast. 
 

Keywords : Organophosphate / Acetylcholinesterase / CIE L*a*b* System /  

                Correlation  

บทนํา 
ออรกาโนฟอสเฟต (Organophosphate) เปนสารเคมีที่ใชกันอยางแพรหลายทางดานการเกษตรใน

ประเทศไทย นําไปใชเปนสวนผสมในผลติภณัฑตางๆ สําหรับการนําไปใชในระดับครัวเรือนหรือไปถึงระดับ
อุตสาหกรรมมีวัตถุประสงคเพื่อกําจัดแมลงและศตัรูพืชตางๆ เนื่องจากมีประสิทธิภาพท่ีสูงในการกําจดัแมลงและ
ศัตรูพืช ทําใหพบสารเคมีเหลาน้ีสะสมหรือปนเปอนในสิ่งแวดลอมและในผลผลิตทางการเกษตร (ปราณี, 2556) 
ออรกาโนฟอสเฟตเปนสารเอสเตอรของกรดฟอสฟอริค (Phosphoric Acid) โครงสรางจะประกอบดวยอะตอม
กลาง คือ ฟอสฟอรัส (P) สรางพันธะคูกับออกซิเจน (P=O) เรียกวา Phosphoric Bond หรือสรางพันธะคู
กับซัลเฟอร (P=S) เรียกวา Thiophosphoric Bond และสรางพันธะเดี่ยวกับ X คือ Leaving Group 

นอกจากน้ีสรางพันธะเด่ียวกับ R1 และ R2 คือ หมูอัลคอกซี (Alkoxy Group) หรือ หมูอลัคิล (Alkyl Group)  

(Eleršek และ Filipi č, 2011; Beugnet, F., et al., 2012) 

ปจจุบันประเทศไทยจดัอยูในภาวะสูงวัยของประชากรเปนอันดับสองของกลุมประเทศอาเซียนรองจาก
ประเทศสิงคโปร สะทอนใหเห็นวาการเปลีย่นแปลงโครงสรางทางประชากร (Demographic Change) ของ
ประเทศไทยกําลังกาวเขาสู “สังคมผูสูงอายุโดยสมบรูณ” (Complete aged society) ในป พ.ศ. 2564 โดยในป 
2558 จะเปนครั้งแรกท่ีมีประชากรเด็กนอยกวาผูสูงอายุและมีการคาดการณวาจํานวนจะเพ่ิมขึ้นถึง17 ลานคน 
ภายในป 2583 ซึ่งมากกวา 1 ใน 4 ของประชากรไทยท้ังหมด ขอมลูทางสถิติแสดงใหเห็นวาอาหารเพ่ือสุขภาพ 
เชน ผัก ผลไม จึงเปนที่ตองการในตลาดมากขึ้น เนื่องจากผูบริโภคสวนใหญคือ “ผูสูงอายุ” รางกายของผูสูงอายุ
มีสภาวะภูมติานทานตํ่า หรือภูมคิุมกันบกพรอง เช้ือโรคหรือสิ่งแปลกปลอมสามารถเขาสูรางกายไดงายทําให
ปวย  ดั้งนันจึงตองใหความสําคัญกับอาหารที่บริโภคเขาไปอยางมาก หากยอนกลับมาดูตนทางของการผลิต 
พบวาเกษตรกรน้ันยังคงประสบปญหาหลายดาน เชน การเผชิญความเสีย่งดวยภัยพิบตัิทางธรรมชาติ ท้ังภัยแลง 
อุทกภัย โรคและแมลงศัตรูพืชเปนปญหาท่ีสําคญัที่สดุ ดวยเหตุนี้เกษตรกรจึงแกปญหาดวยการใชยาฆาแมลง ซึ่ง
การใชยาฆาแมลงในปริมาณมากเกินไปยอมสงผลเสียตอตัวเกษตรกรเองและสงผลถึงผูบรโิภคดวย คนไทยจึงมี
ความเสีย่งตอการเจ็บปวยจากสารเคมีเพิ่มขึ้น 

โดยทั่วไปการตรวจวัดสารเคมีกําจดัแมลงและศัตรูที่ตกคางอยูในผลผลิตทางการเกษตรน้ัน จะใชวิธีการ
เก็บตัวอยางมาวิเคราะหชนิดสารและปรมิาณทีต่กคางในหองปฏิบัตกิาร โดยใชวิธีลิควดิโครมาโทกราฟ หรือแกส
โครมาโทกราฟรวมกับการใชแมสสเปกโตรมิทรี (LC-MS / GC-MS) เปนหลัก (Smulders, C. J.G.M., et al, 

2003) ซึ่งมีข้ันตอนในการตรวจวิเคราะหที่ซับซอนและใชระยะเวลานานกวาจะทราบผล จึงมีการศึกษาหาวิธีการ
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ที่จะสามารถตรวจวัดสารกําจัดศัตรูพืชไดอยางงาย รวดเร็ว มีตนทุนต่ํา เซนเซอรชีวภาพจึงเปนตัวเลือกที่ตอบ
โจทยขอนี้มากท่ีสดุ เนื่องจากมีความไวตอการตรวจวัดและมีความจาํเพาะเจาะจงสูง จึงมีการศึกษาเพ่ือหาวิธีการ
ตรวจวิเคราะหสารเคมีกําจัดแมลงและศัตรูพืชได เชน การใชตัวตรวจวัดทางเคมีไฟฟาและวงจรตรวจวดัศักดิ์
ไฟฟา (Zhanget S.P., et al., 2008) การใชปฏิกิริยาที่จําเพาะเจาะจงของเอนไซม (Enzyme-linked 

immunosorbent assay : ELISA) ซึ่งจะเรืองแสงใหเห็นเมื่อตรวจพบสารเคมีกําจัดแมลง ขอไดเปรยีบของการ
ใชเอนไซมเปนตัวบงช้ีชนิดของสารเคมีกําจัดแมลงคือ มีความจําเพาะเจาะจงสูง และมคีวามวองไวในการ
เกิดปฏิกริิยา เอนไซมที่ใหความสนใจคือ Acetylcholinesterase (AChE) ในสภาวะปกติจะสามารถเรงปฏิกิริยา
ให Acetylthiocholine iodide เปล่ียนเปน Thiocholine ทีส่ามารถเกิดปฏิกริิยากับ Ellman's reagent 

เปลี่ยนจากสารละลายใสใหกลายเปนสารละลายสีเหลืองไดอยางรวดเร็ว แตเมื่อสารละลายตัวอยางมสีารกําจดั
แมลงปนเปอนอยู Acetylcholinesterase จะถูกยับยั้งและทําหนาที่เปนตัวเรงปฏิกริิยาในการเปลีย่น 
Acetylthiocholine iodide ใหเปน Thiocholine ไดนอยลง สงผลตอการเกิดปฏิกริิยากับ Ellman's reagent 

เปลี่ยนจากสารละลายใสใหกลายเปนสารละลายสีเหลืองไดชาลงและมีความเขมของสีลดลงตามปรมิาณของสาร
กําจัดแมลงปนเปอนอยูท่ีมากขึ้น (Ellman, et al., 1961; Nabeshima, T., et al., 2003; Walker, et al., 
2006) โดยความเขมของสี ระยะเวลาที่ใชในการเปล่ียนสีและความสัมพันธระหวางคาสี L*, a* และ b* ที่
แตกตางกันจะถูกตรวจวัดและประมวลผลโดยระบบ CIE L* a* b* (CIE) (Minolta, 1997) วิธีการที่สามารถระบุ
ความหมายของสไีดชัดเจนขึ้น โดยท่ีคา a* และ b* เปนคาที่ระบคุวามเปนสสีวนความสวางของสีเปนคา L* 

(Jensen, 2005) เปนตัวระบคุวามเขมขนของสารเคมีกําจดัแมลงท่ีปนเปอนอยูในตัวอยางได ระบบส ีCIE 

L*a*b* หรือ CIELAB สามารถบอกความแตกตางของสไีดอยางสม่ําเสมอและแมนยําใกลเคียงกับความแตกตาง
ของสีที่ตามนุษยมองเห็น โดย L* ระบุคาสีของความสวาง (Lightness) L เขาใกล 0 สีที่มองเห็นจะมืดเปนสีดํา L 

เขาใกล 100 สีที่มองเห็นจะมดืเปนสีขาว a* ระบุคาสีแดงหรือสเีขียว a ที่มีเครื่องหมายบวกวัตถุมสีีออกสีแดง a 

ที่มีเครื่องหมายลบวัตถมุีสีออกสีเขยีว b* ระบุคาสเีหลืองหรือสีน้ําเงนิ b ที่มีเครื่องหมายบวกวตัถุมีสีออกเหลือง 
b ที่มีเครื่องหมายลบวัตถมุีสีออกน้ําเงิน (Bora, G. C. และคนอ่ืนๆ, 2018) ไดศึกษาความสัมพันธระหวางสีและ
ความช้ืนท่ีเปลี่ยนแปลงไประหวางการอบแหงแอปเปล ที่อุณหภมูิ 60, 70 และ 80 องศาเซลเซียส ความชื้นที่
หายไปจะถูกตรวจวดัทุกๆ 30 นาทีควบคูไปกับการวิเคราะหดวยภาพเปนคาสี RGB ซึ่งคํานวณโดยโปรแกรม 
MATLAB หรือเรียกวา ระบบสี CLE จากผลการทดสอบสรุปไดวาสามารถคาดเดาอณุหภมูิและเวลาท่ีจะตองใช
ในการอบแอปเปลที่ความช้ืนตางๆ ที่ตองการไดอยางแมนยํา รวมถึงสามารถคํานวณความชื้นของช้ินแอปเปล
ใดๆ จากคาสี RGB ไดเชนกัน 

ดังนั้นในการศึกษาครั้งน้ีจึงมีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาภาวะทีเหมาะสมในการเตรยีมเอนไซม 
Acetylcholinesterase และสาร Ellman's reagent เพื่อใชในการตรวจวัดสารกําจัดแมลงและศัตรูพชื
Paraoxon-Ethyl ในกลุมออรกาโนฟอสเฟตและศึกษาประสิทธิภาพในการตรวจวัดสารปนเปอนสารเคมีกําจัด
แมลงศัตรูพืชกลุมดวยเอนไซม Acetylcholinesterase 
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วิธีดําเนินการวิจัย 

1. การเตรยีมสารกําจดัแมลงและศัตรูพืชกลุมออรกาโนฟอสเฟต 

  เตรียมสาร Paraoxon-Ethyl เกรดการคา ความเขมขน 1 สวนในลาน (ppm) จํานวน 1 ไมโครลติร 
ผสมกับสารละลายเอทิลแอลกอฮอลรอยละ 96 (Ethyl Alcohol 96%) จํานวน 1,000 มิลลิลิตรที่เตรียมไวในบีก
เกอร นําเขาเครื่อง Ultrasonic เปนเวลา 5 นาที เมื่อครบเวลา 5 นาทีเทลงใสขวดแกวจํานวน 10 มิลลลิิตร ปด
ฝาขวดแกวใหสนิทแลวนําเขาเครือ่ง Vortex Mixer 1,000 รอบ/วินาที เปนเวลา 30 วินาที เก็บไวใน
อุณหภูมหิองหลีกเลี่ยงแสงแดด จากนั้นนํา Paraoxon-Ethyl ความเขมขน 1 ppm เจือจางใหเหลือความเขมขน 
0.6 และ 0.2 ppm ตามลําดับ  
  เตรียมสาร Paraoxon-Ethyl ความเขมขน 0.6 ppm จํานวน 10 มิลลลิิตร เตรียมสารละลาย
เอทิลแอลกอฮอล 96% จํานวน 4 มิลลลิิตร จากนั้นใชไมโครปเปตดดูสาร Paraoxon-Ethyl ความเขมขน 1 

ppm จํานวน 6 มิลลลิิตรที่อยูในบีกเกอร หลังจากน้ันเทลงในขวดแกวจํานวน 10 มิลลิลติร นํา Paraoxon-

Ethyl ความเขมขน 0.6 ppm ปดฝาขวดแกวใหสนิทแลวนําเขาเครือ่ง Vortex Mixer 1,000 รอบ/วินาที เปน
เวลา 30 วินาที  
  เตรียมสาร Paraoxon-Ethyl ความเขมขน 0.2 ppm จํานวน 10 มิลลลิิตร เตรียมสารละลาย
เอทิลแอลกอฮอลรอยละ 96 จํานวน 8 มิลลิลติร จากน้ันใชไมโครปเปตดูดสาร Paraoxon-Ethyl ความเขมขน 1 
ppm จํานวน 2 มิลลลิิตรที่อยูในบีกเกอร หลังจากนั้นเทลงในขวดแกวจํานวน 10 มิลลิลติร นํา Paraoxon-

Ethyl ความเขมขน 1 ppm ปดฝาขวดแกวใหสนิทแลวนําเขาเครื่อง Vortex Mixer 1,000 รอบ/วินาที เปนเวลา 
30 วินาที 

2. การเตรยีมเอนไซม Acetylcholinesterase (AChE)   

  เตรียมเอนไซม Acetylcholinesterase เกรดการคา จํานวน 30 ไมโครลิตร ผสมกับสารละลาย
ฟอสเฟตบัฟเฟอร (PBS Buffer) จํานวน 15 มิลลิลติร ใสในขวดแกว แลวนําไปเขยาดวยเคร่ือง Vortex Mixer 

1,000 รอบ/วินาที เปนเวลา 30 วินาที  เก็บไวในตูเย็น 

3. การเตรยีมสารละลาย 5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) (Ellman's reagent) 

  เตรียมสาร DTNB เกรดการคา ความเขมขน 10 มิลลโิมลาร ช่ังสาร DTNB จํานวน 39 มิลลิกรัม ผสม
กับสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร (PBS Buffer)  จํานวน 10 มิลลิลิตร ใสในขวดแกว จากน้ันนําไปเขยาดวยเครื่อง 
เครื่อง Vortex Mixer 1,000 รอบ/วินาที เปนเวลา 2 นาท ี

4. การเตรยีมสารละลาย Acetylthiocholine iodide (ATCI) 

  เตรียมสารละลาย Acetylthiocholine iodide (ATCI) เกรดการคา ความเขมขน 0.1 มิลลโิมลาร   
ช่ังสาร 0.289 มิลลิกรัม ผสมกับสารละลายเอทิลแอลกอฮอลรอยละ 96 (Ethyl Alcohol 96%) จํานวน 20 
มิลลลิิตร ใสในขวดแกว จากน้ันนําไปเขยาดวยเครื่อง Vortex Mixer 1,000 รอบ/วินาที เปนเวลา 1 นาที 
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5. ข้ันตอนการทดลอง 
  เตรียม 60 ไมโครลิตรของสาร Paraoxon-Ethyl ความเขมขน 1 ppm ผสมลงใน 
Acetylcholinesterase จํานวน 30 ไมโครลิตร ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร เขยาใหเขากันดวยเคร่ือง 
Vortex Mixer 1,000 รอบ/วินาที เปนเวลา 30 วินาที แลวเตรยีมสาร DTNB จํานวน 300 ไมโครลิตรใน
สารละลายสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร แลวเขยาใหเขากันดวยเครื่อง Vortex Mixer 1,000 รอบ/วนิาที เปน
เวลา 30 วินาที จากน้ันเตรียม Acetylthiocholine iodide จํานวน 300 ไมโครลติร เขยาใหเขากันดวยเครื่อง 
Vortex Mixer 1,000 รอบ/วินาที เปนเวลา 30 วินาที หลังจากน้ันบันทึกขอมูลคาสี (L*, a* และ b* ) ทันที ซึ่ง
ถูกประมวลผลโดยระบบ CLE L* a* b* จับเวลา 1 นาที ทดสอบทุก ๆ 1 นาที จนครบ 3 นาที ทําซ้ําท่ีทุกความ
เขมขนจบครบทุกความเขมขน 
 

ผลการวิจัย 

1. ความเขมขนของสาร Ellman's reagent กับสาร Acetylthiocholine iodide ที่เหมาะสมใน
ตรวจวัดสารกําจัดแมลงและศัตรูพชืจากการศึกษาความเขมขนของ สาร Ellman's reagent กับสาร 
Acetylthiocholine iodide ที่ความเขมขน 10 มิลลโิมลาร กับ 0.1 มิลลโิมลาร ตามลําดับ พบวาความเขมขน
ของ Acetylthiocholine สงผลตอความเขมขนของสีเหลืองสามารถมองเห็นไดดวยตาเปลา เนื่องจาก สาร 
Ellman's reagent (DTNB) สามารถทําปฏิกิรยิากับสารกลุม Sulfhydryl เกิดพันธะ disulfide และ ไอออน   
5-thio-2-nitrobenzoate (TNB2-) กลายเปนผลิตภัณฑสีเหลืองความยาวคลื่นที่วัดได 410 นาโนเมตร 
(Hansen, et al., 2007) 

2. ปริมาณของเอนไซม Acetylcholinesterase กับสาร Ellman's reagent และสาร
Acetylthiocholine iodide ที่เหมาะสมในตรวจวัดสารกําจัดแมลงและศัตรูพืช 

  เอนไซม Acetylcholinesterase 30 ไมโครลติร, สาร Ellman's reagent 300 ไมโครลิตรและสาร 
Acetylthiocholine 300 ไมโครลติร ที่เหมาะสมสําหรับการตรวจวดัสารกําจัดแมลงและศัตรูพืช  Paraoxon-

Ethyl  
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ภาพท่ี 1 ความสัมพันธระหวางคาสี L* กับเวลาแสดงสมบัติทางกายภาพของเอนไซม Acetylcholinesteras,

สาร DTNB และสาร Acetylthiocholine iodide 

 
ภาพท่ี 2 ความสัมพันธระหวางคา a* กับเวลาแสดงสมบัติทางกายภาพของเอนไซม Acetylcholinesterase,

สาร DTNB และสาร Acetylthiocholine iodide 
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ภาพท่ี 3 ความสัมพันธระหวางคาสี b* กับเวลาแสดงสมบัติทางกายภาพของเอนไซม Acetylcholinesterase , 

สาร DTNB และสาร Acetylthiocholine iodide 
 

 หลังจากน้ันบันทึกขอมูลคาสี L*, a* และ b* ผลจากการวิเคราะดวยระบบ CIE L*a*b* ของเอนไซม 
Acetylcholinesterase, สาร Ellman's reagent และสาร Acetylthiocholine iodide สําหรับเปนเซนเซอร
วิเคราะหตัวอยางสารละลายอางอิงโดยปฏิกริิยาที่จําเพาะเจาะจงของเอนไซม Acetylcholinesterase เกิดการ
เปลี่ยนแปลงสีจากสารละลายสีใสเปนสีเหลืองไดอยางรวดเร็วตั้งแตเวลาท่ี 1 นาที เนื่องจากเอนไซม 
Acetylcholinesterase มีความจาํเพาะเจาะจงสูงและมีความวองไวในการเกิดปฏิกริิยา จากการวิเคราะหคาสี 
L* a* และ b* พบวา ตั้งแตเวลา 1 นาที ถึง 3 นาที คาสี L* ลดลงทุก 1 นาที สวนคาสี a* และคาสี b* เพิ่มขึ้น
ทุก 1 นาที คาสี L* มากสุด เทากับ 32.75, คาสี L* นอยสุด เทากับ 32.63, คาสี a* มากสุด เทากับ -0.32, คาสี 
a* นอยสุด เทากับ -0.36, คาสี b* มากสุด เทากับ -0.56 และคาสี b*นอยสุด เทากับ -0.77 อยางมีนัยสําคัญ 
(Ellman, et al., 1961) กลาววา ในสภาวะปกติ Acetylcholinesterase จะสามารถเรงปฏิกิรยิา 
Acetylthiocholine Iodide เปลีย่นเปน Thiocholine ที่สามารถเกิดปฏิกิริยากับ Ellman's reagent เปลีย่น
จากสารละลายใสใหกลายเปนสารละลายสเีหลืองไดอยางรวดเร็ว คาสี L* ที่มีคาบวกแสดงออกคาสสีวาง คาสี a* 

ที่มีคาลบแสดงออกคาสีเขยีวและคาสี b* ที่มีคาลบแสดงคาสีออกนํ้าเงิน ซึ่งเปนไปตามทฤษฎี Ellman’s 

reaction (Arduini, F., et al., 2005) ศึกษาการใชเอนไซม Acetylcholinesterase รวมกับ 
Acetylthiocholine chloride และ 5,5 0 -dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) ในการตรวจวัดปริมาณสาร
กําจัดศัตรูพืชโดยเอนไซมในน้ําจะทําปฏิกิริยากับ Acetylthiocholine chloride ใหกลายเปน Thiocholine ซึ่ง
จะจับแยกโลหะหนักในสารกาํจัดศัตรูพืชไปแขวนลอยอยูในช้ันของสารละลายเฮกเซน สารกําจัดศัตรพูืชที่ถูกแยก
โลหะหนักแลวจะจับกับเอนไซม และ Thiocholine ที่ไมไดจับกับโลหะหนักจากสารกําจดัศัตรูพืชจะทําปฏิกิริยา
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กับ 5,5 0 -dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) ใหเกิดการเปลี่ยนสีของสารละลาย ซึ่งจะถูกตรวจวัดดวย UV/VIS 

spectrophotometer 

3. ความสัมพันธระหวางคาสี (L*, a* และ b*) ของความเขมขนสารเคมีกําจัดแมลงและศัตรูพืช 
Paraoxon-Ethyl ที่ปนเปอนอยูในสารละลายเอนไซม Acetylcholinesterase, สาร Ellman's reagent และ 
Acetylthiocholine iodide  

ระบบ CIE LAE coordinate (L* a* b*) ที่นิยมใชในการประเมินลักษณะทางกายภาพของสาร
ตัวอยางที่ศึกษา พิจารณาจากคาส ีL* ที่เขาใกล 0 หมายถึง ตัวอยางที่มีความมืดสูงจนแสดงสีมดื แตถาคาสี L* 

ที่เขาใกล 100 หมายถึง ตัวอยางท่ีความสวางสูงมากจนแสดงสีขาวหรือสีใส คาสี a* ที่มีคาบวก หมายถึงตัวอยาง
แสดงคาสีแดง สวนคาสี a* ที่มีคาลบ หมายถึง ตัวอยางแสดงคาสเีขียว และในคาสี b* ที่มีคาบวก หมายถึง 
ตัวอยางแสดงคาสีเหลือง แตถาเมือ่ไหรก็ตามคาสี b* มีคาเปนลบ หมายถึง ตัวอยางแสดงคาสีน้ําเงิน (Suwan  
& Wongwat, 2011)  

 การอานผลวิเคราะหของตัวอยางสารละลายที่ถูกทดสอบ ซึ่งจะเปรยีบเทียบกับสารละลายอางอิง(สี
ควบคุม) ถาสีสารละลายตัวอยางที่มีสารพิษตกคางมีความเขมของสีลดลง หมายความวา สารกําจดัแมลงและ
ศัตรูพืชตกคางอยูแสดงถึงความไมปลอดภัย แตถาสีของสารละลายตวัอยางที่มีสารพิษตกคางความเขมของสีเทา
เดิมแสดงวาปลอดภัย การควบคุมคุณภาพในการวิเคราะหผลการทดสอบของงานวิจัยนี้ตองนํา สารละลายอางอิง
เปรียบเทยีบกับสารละลายสารพิษตกคางของการอานผลทดสอบ 

  ศึกษาคุณลักษณะความเขมขนทีแ่ตกตางกันของสารเคมีกําจดัแมลงศัตรูพืช Paraoxon-Ethyl ความ
เขมขน 0.2, 0.6 และ 1 ppm ตามลําดับ ท่ีตกคางอยูในสารละลายอางอิง (AChE, DTNB และ ATCI) แสดงคาสี 
L*, a* และ b* แตกตางกันอยางมีนัยสําคญั โดยแสดงความสัมพันธคาสี L*, a* และ b* ระหวางความเขมขน
ของสารเคมีกําจัดแมลงและศัตรูพชื Paraoxon-Ethyl ความเขมขน 0.2, 0.6 และ 1 ppm จับเวลาตั้งแต 1 ถึง 
3 นาที  
  จากภาพท่ี 4 คาสี L* ของสารเคมีกําจัดแมลงศัตรูพืช Paraoxon-Ethyl ความเขมขน 0.2 ppm 

แสดงคาสี L* นอยสดุ รองลงมา  Paraoxon-Ethyl ความเขมขน 1 ppm และ Paraoxon-Ethyl ความเขมขน 
0.6 ppm แสดงคา L* มากที่สุด จากภาพท่ี 5 คาสี a* ของสารเคมกีําจัดแมลงศัตรูพืช Paraoxon-Ethyl ความ
เขมขน 0.2 ppm แสดงคา a* มากที่สุด รองลงมาคือ Paraoxon-Ethyl ความเขมขน 1 ppm และ Paraoxon-

Ethyl ความเขมขน 0.6 ppm มีคาสี a* นอยที่สุด ขอมูลดังกลาวแสดงใหเห็นวา สารเคมีกําจัดแมลงศตัรูพืช 
Paraoxon-Ethyl ความเขมขน 0.2, 0.6 และ 1 ppm มีทิศทางการเปล่ียนคาสี L* และ คาสี a* มีความ
แปรปรวนของการเปลี่ยนแปลงคาสีเกิดขึ้น เนื่องจากการเปล่ียนแปลงของคา L* และ คาสี a* ไมใชสีหลักการ
เปลี่ยนแปลงของปฏิกิริยาท่ีจําเพาะเจาะจงของเอนไซม Acetylcholinesterase เมื่อทําปฏิกริิยากับสาร 
Ellman's reagent จึงเกิดความแปรปรวนของคาสี L* และคาสี a* เมื่อสารเคมีกําจัดแมลงศัตรูพืช Paraoxon-

Ethyl ตกคางในสารละลายอางอิงเขาไปยับยั้งบริเวณ Active site ของเอนไซม Acetylcholinesterase ทํา
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หนาท่ียับยั้งและเรงปฏิกิริยาการเปลี่ยนแปลงสีทําใหความเขมของสีเหลืองนอยลงจึงทําใหเกิดความแปรปรวนคา
สี L* และ a* อยูระหวางชวงคาบเก่ียวของคาสีสงผลใหการเปลีย่นแปลงคาสีของสารเคมีกาํจัดแมลงศตัรูพืช 
Paraoxon-Ethyl ที่ความเขมขน 0.2 0.6 และ 1 ppm คาสี L* และ คาสี a* สามารถระบไุดแคเพียงมีสารเคมี 
Paraoxon-Ethyl ตกคางในสารละลายอางอิงได จากภาพท่ี 4 แสดงใหเห็นวา คาสี L* มีสหสัมพันธทางบวก
เพิ่มขึ้น หมายความวา สีมีแนวโนมไปในทิศทางคาสสีวางของทุกความเขมขน และจากภาพท่ี 5 แสดงใหเห็นวา 
คาสี a* แสดงสหสัมพันธทิศทางลบ หมายความวา สีมีแนวโนมไปในทิศทางคาสีแดงของทุกความเขมขน จาก
ภาพที่ 6 คาสี b* ของสารเคมีกําจดัแมลงศัตรูพืช Paraoxon-Ethyl ความเขมขน 0.2 ppm แสดงคาส ีb* มาก
ที่สุด รองลงมา Paraoxon-Ethyl ความเขมขน 0.6 ppm และ Paraoxon-Ethyl ความเขมขน 1 ppm มีคาสี 
b* นอยท่ีสุด การศึกษาความสัมพนัธระหวางคาสี L*, a* และ b* กบัความเขมขนของสารเคมีกําจัดแมลงและ
ศัตรูพืช Paraoxon-Ethyl ที่ความเขมขน 0.2, 0.6 และ 1 ppm มีสหสัมพันธทางลบกับคาสี b* หมายความวา 
คาสีเขาสูสีน้ําเงิน พบวา คาสี b* เมื่อความเขมขนสารพิษตกคางเพ่ิมข้ึนมีความเขมสีลดลงตั้งแต 1 ถึง 3 นาที  
ยังมีความแปรปรวนของคาสีที่นอยกวาคาสี L* และ a*  แสดงออกมาในรูปแบบสมการเสนตรงมีคาความเช่ือมั่น 
0.97, 0.9453 และ 0.972 ตามลําดับ เมื่อใดก็ตามท่ีมีคาสี b* สหสมัพันธทิศทางลบเพ่ิมขึ้น หมายความวา 
ความเขมขนของสารเคมีกําจัดแมลงและศัตรูพืช Paraoxon-Ethyl เพิ่มขึ้น เนื่องจากคาสีของสารละลายเขาสูคา
สีน้ําเงินมากข้ึน (แสดงคาสีเหลืองนอยลง) ในทางกลับกัน พบวาถาคาสี b* ไมมีการเปลี่ยนแปลง หมายความวา 
สารละลายตัวอยางไมมสีารเคมีกําจัดแมลงและศตัรูพืช Paraoxon-Ethyl ตกคางอยูเปรียบเทียบท่ีเวลาเทากัน 
ถาสารเคมีกําจดัแมลงและศตัรูพืช Paraoxon-Ethyl ตกคางในเอนไซม Acetylcholinesterase จะถกูยับย้ัง
และเรงปฏิกิริยาในการเปลี่ยน Acetylthiocholine iodide ใหเปน Thiocholine ไดนอยลงสงผลตอการ
เกิดปฏิกริิยากับ Ellman's reagent เปลีย่นจากสารละลายสีใสใหกลายเปนสารละลายสีเหลืองไดชาลงและมี
ความเขมของสีเหลืองลดลง (Ellman, et al., 1961) 
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ภาพท่ี 4 คา L* และเวลาแสดงสมบัติทางกายภาพเม่ือสารเคมีกําจดัแมลงและศัตรูพืช Paraoxon-Ethyl ตกคาง

ในสารละลายเอนไซม Acetylcholinesterase กับสาร DTNB และสาร Acetylthiocholine iodide 

 
 

ภาพท่ี 5 คา a* และเวลาแสดงสมบัติทางกายภาพเม่ือสารเคมีกําจดัแมลงและศัตรูพืช Paraoxon-Eth ตกคาง 
ในสารละลายเอนไซม Acetylcholinesterase กับสาร DTNB และสาร Acetylthiocholine iodide 
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ภาพท่ี 6 คา b* และเวลาแสดงสมบัติทางกายภาพเม่ือสารเคมีกําจดัแมลงและศัตรูพืช Paraoxon-Ethyl   

ตกคางในสารละลายเอนไซม Acetylcholinesterase กับสาร DTNB และสาร Acetylthiocholine iodide 
 

 ขอมูลดังกลาวแสดงถึงความสมัพนัธระหวางคาสีกับปริมาณ Acetylthiocholine ทั้งหมดท่ีศึกษาใน
สารละลายที่ปนเปอนสารเคมีกําจดัแมลงและศัตรูพืช Paraoxon-Ethyl เปนไปในทิศทางเดียวกันกับรายงานของ 
(Kubilay, et al., 2013) ศึกษาการเตรียม Ellman’s reagent บน Gold Nanoparticles (Au-NPs)  สําหรับ
เปนเซนเซอรตรวจวัดตัวอยางสารกลุม Bio thiols ที่ชวงความเขมขนต่ําๆ แสดงการเปลี่ยนแปลงเมื่อเติมสาร 
Ellman’s reagent (DTNB) บน Gold Nanoparticles เมื่อเพ่ิม Cysteine สารละลายสีใสจะคอยๆ เปลี่ยน
กลายเปนสีเหลืองออน ดวยเหตผุลที่วา Cysteine ประกอบไปดวย หมู Sulfhydryl ทําปฏิกิริยากับ Ellman’s 

reagent จะไดผลิตภัณฑท่ีเปนสเีหลืองออน กลาวไดวาถามีปริมาณหมู Sulfhydryl สูงเมื่อจับตัว Ellman’s 

reagent แสดงการเปลี่ยนแปลงสขีองสีเหลืองอยางชัดเจนและที่ชวงความยาวคลื่น 410 นาโนเมตรเปนชวง
ความยาวคลื่นของสีมวงแตเมื่อมองดวยตาเปลาจะเห็นเปนสีเหลือง จึงมีการดูดกลืนแสงในชวงนี้มากท่ีสุดของแต
ละความเขมขนของ Cysteine และจากการศึกษาของ (P. Miroslav, et al., 2011)ประสิทธิภาพในการตรวจวดั
กลุม Organophosphate ดวยเอนไซม Acetylcholinesteraseกับสาร Indoxyl Acetate ยอมตดิสเีอนไซม 
Acetylcholinesterase จากปลาไหลไฟฟาและศึกษากลไกของปฏิกิริยาโดยเปรียบเทียบกลไกไมถูกหนวง
ปฏิกิริยาและกลไกท่ีถูกหนวงปฏิกริิยาโดยใช Paraoxon-Ethyl เพื่อคํานวณ Michaelis constant, ความเร็ว
การเกิดปฏิกิริยาสูงสดุ (Maximum reaction velocity) แสดงการเปรียบเทียบสําหรับ Paraoxon-Ethyl ซึ่งอยู
ในกลุมยาฆาแมลงออรกาโนฟอสเฟต โดยใช Acetylthiocholine ทดสอบการเรงปฏิกริิยาดวยเอนไซม 
Acetylcholinesterase เมื่อความเขมเพิ่มขึ้นของ Paraoxon-Ethyl รอยละการหนวงปฏิกริิยาเพิม่ขึน้เนื่องจาก
เอนไซม Acetylthiocholine จับตัวกับParaoxon-Ethyl ยับย้ังการทํางานเอนไซม Acetylcholinesterase ซึ่ง
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จากการยังยั้งโดย Paraoxon- Ethyl  สูงถึงรอยละ 95 หมายความวายังคงมีการทํางานของเอนไซม 
Acetylcholinesterase เหลือการทํางานอยูเพียงรอยละ 5 

 จากการศึกษาความเขมขนของสารเคมีกําจัดแมลงและศัตรูพืช Paraoxon-Ethyl ที่ความเขมขน 0.2, 

0.6 และ 1 ppm ตามลําดับ มีความสัมพันธกับคาสี L* a* และ b* การวิเคราะหคาสีดวยปฏิกิริยาการ
เปลี่ยนแปลงสีดวยเอนไซม Acetylcholinesterase ทําหนาที่ยอย Acetylthiocholine iodide กลายเปน 
thiocholine เขาทําปฏิกริิยากับ Ellman’s method เกิดโครงสรางวงอะโรเมติกทําใหเกิดการเปลีย่นแปลงคาสี
เมื่อพบการตกคางของสารเคมีจัดแมลงและศัตรูพืช Paraoxon- Ethyl เขาทําปฏิกิริยายบัย้ังแบบไมผนักลับ จึง
สงผลใหเอนไซม Acetylcholinesterase ทํางานไมได สงผลใหมีการคั่งของ Acetylcholine เนื่องจากถา
สารเคมีจัดแมลงและศัตรูพืช Paraoxon-Ethyl เขาสูบริเวณ Active site ของเอนไซม Acetylcholinesterase 
จะจับตัวกันแบบถาวร ซึ่งเกิดการเสียรูปหรือเสียสภาพไมสามารถกลบัมาทําหนาท่ีบริเวณ Active site ไดอีก 
หากแตยังมีเอนไซมหลงเหลืออยูในสาระลายที่ยังไมไดจับตัวกับสารเคมีกําจัดแมลงและศัตรูพืช Paraoxon- 

Ethyl จะวกกลับไปเริม่ตนทําหนาท่ียอย Acetylthiocholine iodide สงผลใหทําใหมีโอกาสท่ีจะเกดิการ
เปลี่ยนแปลงคาสไีดไมมาก เหตผุลดังกลาวทําใหการเปลี่ยนแปลงคาสีไมมีการเปลี่ยนแปลงท่ีชัดเจนมาก 
เนื่องจากมีเอนไซมบางสวนเสียสภาพไปแลว อาจมีบางสวนเทานั้นท่ีทําหนาที่ยอย Acetylthiocholine iodide 

กลายเปน thiocholine ความสัมพันธดังกลาวจะเปนชองทางตอการคัดเลือกที่เปนประโยชนและปลอดภัยใน
การตรวจวเิคราะหการปนเปอนสารเคมีกําจัดแมลงและศัตรูพืช Paraoxon-Ethyl โดยผลจากการศึกษา พบวา 
คาสี L* กับ คาสี a* สามารถระบุไดวามสีารเคมีกําจดัแมลงและศตัรูพืช Paraoxon-Ethyl ตกคางในสารละลาย
อางอิงตัวอยางได แตคาสี b* สามารถใชระบุความแตกตางของความเขมขนสารเคมีกําจัดแมลงและศัตรูพืช 
Paraoxon-Ethyl ที่ความเขมขน 0.2 0.6 และ 1 ppm ได เมื่อสารละลายปนเปอน Paraoxon-Ethyl คาสี b* 

แสดงการเปล่ียนแปลงแนวโนมในทิศทางลบท่ีมีคาลบเพ่ิมขึ้นกับเวลาเปลี่ยนแปลงไป จับเวลาตั้งแต 1 ถึง 3 นาที 
แตถาคาสี b* ไมมีพบการเปลีย่นแปลงแสดงใหเห็นวาไมพบการตกคางของสารเคมีกําจัดแมลงและศัตรูพืช 
Paraoxon-Ethyl การทดลองครั้งน้ีเปนเพียงการประเมินหรือชุดทดสอบเบ้ืองตนเพื่อเพิ่มทางเลือกอีกหนึ่งทางท่ี
เปนประโยชนสามารถตรวจวิเคราะหการปนเปอนสารเคมีกําจัดแมลงและศัตรูพืช Paraoxon-Ethyl ไดมีขั้นตอน
ในการวิเคราะหไมซับซอน เห็นผลรวดเร็ว โดยปฏิกิริยาท่ีจาํเพาะเจาะจงของเอนไซม Acetylcholinesterase 
สงผลตอการเกดิปฏิกริิยากับ Ellman's reagent เปลี่ยนจากสารละลายใสใหกลายเปนสารละลายสเีหลืองลดลง
ตามปรมิาณสารกําจัดแมลงและศัตรูพืชตกคางอยู โดยความเขมของสีที่ลดลง ระยะเวลาที่ใชในการเปล่ียนสีและ
คาสี L* a* และ b* ที่แตกตางกันจะถูกตรวจวดัและบันทึกดวยระบบ CIE (L* a* b*)  เปนตัวระบุความเขมขน
สารเคมีกําจดัแมลงและศตัรูพืช Paraoxon-Ethyl ทีต่กคางอยูในตัวอยางได แตการตรวจสอบดวยวิธีวิเคราะห
ทางเคมียังคงมีความจําเปนที่ตองทําการประเมินเพื่อความแมนยําและถูกตองในการระบุความความเขมขนของ
สารเคมีกําจดัแมลงและศตัรูพืช 

4. การวัดคาความแตกตางของสีสารเคมีกําจัดแมลงและศัตรูพืช Paraoxon-Ethyl ตกคางอยูใน
สารละลาย เอนไซม Acetylcholinesterase, สาร Ellman's reagent และ สาร Acetylthiocholine iodide 



สักทอง : วารสารวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี (สทวท.)

ปที่ 7  ฉบับท่ี 2 กรกฎาคม - ธันวาคม 2563
114

  การวัดคาสีในรูปแบบสารละลายโดยระบบ CIE L*a*b* สามารถเปรียบเทียบความตางของคาสี L* a* 

และ b* ได โดยเทียบสารละลายอางอิง นําคา L* a* และ b* ของสารละลายตัวอยาง (อางอิง) มาคํานวณตั้งตน 
เทียบกบัคาสี L* a* และ b* ของสารละลายท่ีเปลี่ยนแปลงไป คาสจีะแสดงออกมาในรูปแบบของความแตกตาง
ของคา ∆E* มีสูตรคํานวณหาดังสมการตอไปนี้ (Cayless, et al., 1983; Walker, et al., 2006) 

∆E* = [(∆L*)2+(∆a*)2+[(∆b*)2]0.5 

 แสดงผลการวัดความแตกตางของคาสี L* a* และ b* สารเคมีกาํจดัแมลงและศัตรูพืช Paraoxon-

Ethyl ทีต่กคางอยูในสารละลายเอนไซม Acetylcholinesterase, สาร Ellman's reagent และ สาร 
Acetylthiocholine iodide ในรปูแบบของคา ∆E* 

 
ภาพท่ี 7 วัดความแตกตางของคาสีในรูปแบบของคา ∆E* ของสารเคมีกําจัดแมลงและศัตรูพืช Paraoxon-Ethyl 

ทีค่วามเขมขน 0.2 ppm ตกคางอยูในสารละลายอางอิง 
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ภาพท่ี 8 ความแตกตางของคาสีในรูปแบบของคา ∆E* ของสารเคมีกําจัดแมลงและศัตรูพืช Paraoxon-Ethyl ที่

ความเขมขน 0.6 ppm ตกคางอยูในสารละลายอางอิง 

 
ภาพท่ี 9 ความแตกตางของคาสีในรูปแบบของคา ∆E* ของสารเคมีกําจัดแมลงและศัตรูพืช Paraoxon-Ethyl ที่

ความเขมขน 1 ppm ตกคางอยูในสารละลายอางอิง 
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 แสดงผลการวัดความแตกตางของคาสี L* a* และ b* ในรูปแบบของ ∆E* จากภาพท่ี 7 จะเห็นไดวา
สารละลายตัวอยางท่ีมสีารเคมีกําจัดแมลงและศตัรูพืช Paraoxon-Ethyl ตกคางในสารละลายตัวอยางท่ีความ
เขมขน 0.2 ppm พบความแตกตางของคาสีสูงสุดอยูที่ 1 นาที และ คาสีต่ําสุดอยู 3 นาที รูปแบบของ ∆E* จาก
ภาพที่ 8 จะเห็นไดวา Paraoxon-Ethyl ตกคางในสารละลายตัวอยางที่ความเขมขน 0.6 ppm พบความ
แตกตางของคาสีสูงสุดอยูที่ 1 นาที และ คาสีต่ําสดุอยู 3 นาที และ จากภาพท่ี 9 จะเห็นไดวา Paraoxon-Ethyl 

ตกคางในสารละลายตัวอยางที่ความเขมขน 1 ppm พบความแตกตางของคาสีสูงสุดอยูที่ 1 นาที และ คาสี
ต่ําสุดอยู 3 นาที ขอมูลดังกลาวแสดงใหเห็นวาเมื่อเวลาเพ่ิมขึ้นสารเคมีกําจัดแมลงและศัตรูพืช Paraoxon-Ethyl 

ตกคางในสารละลายตัวอยางที่ความเขมขน 0.2, 0.6 และ 1ppm ตามลาํดับ ท่ีเวลา 1 นาที จะมีการ
เปลี่ยนแปลงคาสี ∆E* ที่ปรากฏมคีาสูงสุด รองลงมาท่ีเวลา 2 นาที และ ท่ีเวลา 3 นาที จะมีการเปลี่ยนแปลงคา
สี ∆E* ที่ปรากฏคาต่ําสุด Paraoxon-Ethyl ตกคางในสารละลายตัวอยางนั้นท่ีทุกความเขมขนมีการ
เปลี่ยนแปลงคาสี ∆E* ในทิศทางเดียวกัน สงผลใหสารละลายอางอิงนั้นท่ีพัฒนาข้ึนสามารถตรวจวิเคราะห
สารเคมีกําจดัแมลงและศตัรูพืช Paraoxon-Ethyl ทีต่กคางในสารละลายตัวอยางอางอิงจะเกิดการเปลี่ยนแปลง
คาสีเกิดขึ้นจากการประมวลผลดวยเครื่อง Colorimeter ดวยระบบ CIE L*a*b* 

อภิปรายผล  
งานวิจยัเรื่องการตรวจประเมินความสัมพันธระหวางคาสี L*, a* และ b* กับปริมาณสารเคมีกาํจัดแมลง

และศัตรูพืช Paraoxon-Ethyl ที่ตกคางในผลผลิตการเกษตรโดยใช Acetylcholinesterase สามารถสรุปการ
วิจัยไดวา สภาวะท่ีเหมาะสมในการสารละลายอางอิง เอนไซม Acetylcholinesterase  30 ไมโครลิตร, สาร 
Ellman's reagent 300 ไมโครลติรและสาร Acetylthiocholine iodide 300 ไมโครลิตร เพื่อใชในการ
ตรวจวัดสารเคมีกําจดัแมลงและศตัรูพืช Paraoxon-Ethyl ได  

ประสิทธิภาพเอนไซม Acetylcholinesterase เพื่อใชในการตรวจวัดสารเคมีกําจัดแมลงและศัตรูพืช 

Paraoxon-Ethyl โดยศึกษาความสัมพันธระหวางคาสี L*, a* และ b* กับความเขมขนสารเคมีกําจัดแมลงและ
ศัตรูพืช Paraoxon-Ethyl ตกคางอยูในสารละลายอางอิงที่ความเขมขน 0.2, 0.6 และ 1 ppm ตามลําดับ ซึ่งถูก
ประมวลผลจากเครื่อง Colorimeter ดวยระบบ CIE L*a* และ b* พบวา คาสี b* สามารถระบสุารเคมีกําจัด
แมลงและศัตรูพืช Paraoxon-Ethyl ที่ความเขมขน 0.2, 0.6 และ 1 ppm ตามลําดับ ที่ตกคางในสารละลาย
อางอิงได แสดงออกมาในรูปแบบของสมการเสนตรงมีคาความเช่ือมั่น 0.97, 0.9453 และ 0.972 ตามลําดับ 
สวนคาสี L* กับ คาสี a* ระบุไดแคเพียงมีปริมาณการตกคางของสารเคมีกําจัดแมลงและศัตรูพืช Paraoxon-

Ethyl ในสารละลายอางอิงตัวอยาง ขอมูลดังกลาวแสดงถึงการทํางานของเอนไซม Acetylcholinesterase คือ 
เอนไซม Acetylcholinesterase นั้นทําหนาทีย่อยและสลายสารสื่อประสาท Acetylcholine เกดิปฏกิิริยาการ
ยับยั้งแบบไมผันกลับ (irreversible) และทําหนาที่เปนตัวเรงปฏิกิริยาในการเปล่ียน Acetylthiocholine 

iodide ใหเปน Thiocholine ไดนอยลง สงผลตอการเกิดปฏิกิริยากับสาร Ellman's reagent จะถูกคอนจูเกต
กับหมูฟงกชันโปรตีนเอนไซม จึงมผีลใหเกดิการเปลี่ยนแปลงสีทําใหเสารละลายอางอิงนั้นเปนอินดิเคเตอรในการ
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ตรวจวัดการเปลี่ยนแปลงคาสีดวยระบบ CIE L*a* และ * สงผลใหสามารถตรวจวิเคราะหความสัมพันธคาสี
ระหวางการเกิดปฏิกริิยาของสารละลายอางอิงกับสารเคมีกาํจัดแมลงและศัตรูพืช Paraoxon-Ethyl ได 

การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเตรียมเอนไซม Acetylcholinesterase กับ สาร Ellman's reagent 

เพื่อประสิทธิภาพในการตรวจวัดสารกําจัดศตัรูแมลงและศัตรูพืชทีค่วามเขมขนนอยกวา 1 ppm ตกคางใน
สารละลายอางอิงตัวอยางซึ่งถูกประมวลผลดวยระบบ CIE L*a*b* คาสี L* a* และ b*  ระบุปริมาณของ
เอนไซม Acetylcholinesterase ที่เหลืออยูเปนตัวบงช้ีความเขมสี ถามีสารพิษตกคางสูง สีที่ไดจากการทดสอบ
มีความสเีขมลดนอยลง โดยการใชคาสี L* a* หรือ b* ชวยบอกปริมาณสารพิษท่ีตกคางได เชน ตกคาง 0.2 – 1 

ppm แสดงใหเห็นวาสามารถบงช้ีแบบก่ึงปริมาณได ดังนั้นสามารถนํามาใชงานเปนชุดทดสอบท่ีไดมากกวาขอ
กําหนดการผานหรือไมผานเกษณ เนื่องจากเพ่ือความปลอดภัยของผูบริโภคสํานักงานมาตรฐานสินคาเกษตรและ
อาหารแหงชาติ กระทรวงเกษตรและสหกรณไดกําหนดปริมาณสารพิษตกคางสูงสุดของสารเคมีกําจัดแมลง
ศัตรูพืชเอาไวในขอกําหนดมาตรฐานสินคาเกษตร มกษ. 9002-2559 ในการตรวจวัดสารเคมีกําจดัแมลงและ
ศัตรูพืชที่ตกคางอยูในผลผลิตทางการเกษตรและจุดมุงหมายสูงสุดของวิจัยนี้พัฒนาและคิดคนประดิษฐ
เครื่องตรวจวดัสารกําจัดศัตรูแมลงและศัตรูพืชที่มีขนาดเล็ก แมนยํา เคลื่อนที่ได โดยใชเทคโนโลยีประมวลผล
ภาพ (Image processing)  ในการวิเคราะหและคํานวณสารเคมีกําจัดแมลงและศตัรูพืชที่ความเขมขนนอยกวา 
1 ppm ตกคางในผักผลไมสด จากการเปลีย่นแปลงสีของสาร Ellman's reagent ดวยปฏิกิริยาท่ีจาํเพาะเจาะจง
ของเอนไซม Acetylcholinesterase iodide 

กิตติกรรมประกาศ 

คณะผูวิจัยขอขอบพระคณุมหาวิทยาลัยธรรมศาสตรที่อํานวยความสะดวกทางดานเคร่ืองมือและอุปกรณ
ตางๆ ในการทําวิจัย และขอขอบพระคุณอาจารยที่ปรึกษา ท่ีใหคําปรึกษาและคําแนะนําเกีย่วกับในการทํางาน
วิจัยดวยดตีลอดมา ในระหวางการดําเนินงานวิจัยใหสําเร็จลุลวงไปดวยด ี
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