
 

 

 

  

  

เอสเตอร์เรสจากพืชในการเป็นดัชนีตรวจสอบยาฆ่าแมลงตกค้าง 
ในกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟตและคาร์บาเมต 

 

 วิทยานิพนธ์   
ของ 

จิระเดช นาสุข  

เสนอต่อมหาวิทยาลัยมหาสารคาม เพื่อเป็นส่วนหนึ่งของการศึกษาตามหลักสูตร 
ปริญญาปรัชญาดุษฎีบัณฑิต สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ 

ธันวาคม 2563 
ลิขสิทธิ์เป็นของมหาวิทยาลัยมหาสารคาม  

 

 



 

 

 

  

เอสเตอร์เรสจากพืชในการเป็นดัชนีตรวจสอบยาฆ่าแมลงตกค้าง 
ในกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟตและคาร์บาเมต 

 

 วิทยานิพนธ์   
ของ 

จิระเดช นาสุข  

เสนอต่อมหาวิทยาลัยมหาสารคาม เพื่อเป็นส่วนหนึ่งของการศึกษาตามหลักสูตร 
ปริญญาปรัชญาดุษฎีบัณฑิต สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ 

ธันวาคม 2563 
ลิขสิทธิ์เป็นของมหาวิทยาลัยมหาสารคาม  

 

 



 

 

 

  

Plant esterase as indicator for organophosphate and carbamate 
pesticide residues detection 

 

Chiradet Nasuk 
 

A Thesis Submitted in Partial Fulfillment of Requirements 
for Doctor of Philosophy (Biotechnology) 

December 2020 
Copyright of Mahasarakham University 

 

 

 



 

 

 

 

 
  

คณะกรรมการสอบวิทยานิพนธ์ ได้พิจารณาวิทยานิพนธ์ของนายจิระเดช นาสุข  แล้ว
เห็นสมควรรับเป็นส่วนหนึ่งของการศึกษาตามหลักสูตรปริญญาปรัชญาดุษฎีบัณฑิต สาขาวิชา
เทคโนโลยีชีวภาพ ของมหาวิทยาลัยมหาสารคาม 

  
คณะกรรมการสอบวิทยานิพนธ์ 

  
   

(ผศ. ดร. รัชฎา ต้ังวงค์ไชย ) 
 

ประธานกรรมการ 

   
(ผศ. ดร. สุมลวรรณ ชุ่มเช้ือ )  

อาจารย์ท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก 

   
(ผศ. ดร. มลฤดี เชาวรัตน์ )  

อาจารย์ท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม 

   
(ผศ. ดร. ปิยะเนตร จันทร์ถิระติกุล )  

กรรมการ 

   
(ผศ. ดร. ดุลย์จิรา สุขบุญญสถิตย์ )  

กรรมการ 

  
มหาวิทยาลัยอนุมัติให้รับวิทยานิพนธ์ฉบับนี้  เป็นส่วนหนึ่งของการศึกษาตามหลักสูตร

ปริญญา ปรัชญาดุษฎีบัณฑิต สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ ของมหาวิทยาลัยมหาสารคาม 
  

  
(รศ. ดร. อนุชิตา มุ่งงาม ) 

คณบดีคณะเทคโนโลยี 
 

  
(รศ. ดร. กริสน์ ชัยมูล ) 
คณบดีบัณฑิตวิทยาลัย 

 

 

 

 



 

 

  ง 

บทคัดย่อภาษาไทย 

ชื่อเร่ือง เอสเตอร์เรสจากพืชในการเป็นดัชนีตรวจสอบยาฆ่าแมลงตกค้าง 
ในกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟตและคาร์บาเมต 

ผู้วิจัย จิระเดช นาสุข 
อาจารย์ที่ปรึกษา ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร. สุมลวรรณ ชุ่มเช้ือ  
 ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร. มลฤดี เชาวรัตน์  
ปริญญา ปรัชญาดุษฎีบัณฑิต สาขาวิชา เทคโนโลยีชีวภาพ 
มหาวิทยาลัย มหาวิทยาลัยมหาสารคาม ปีที่พิมพ ์ 2563 

  
บทคัดย่อ 

  
เอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรส (Carboxylesterase: CES; EC 3.1.1.1) เป็นเอนไซม์

เอสเตอร์เรส B (Esterases B; Est-B) ท่ีมีคุณสมบัติถูกยับยั้งการท างานจากยาฆ่าแมลงกลุ่มออร์กาโน
ฟอสเฟต (OPs) และกลุ่มคาร์บาเมต (CAs) งานวิจัยนี้ได้ศึกษาเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสจากถั่ว 
5 ชนิ ด  คื อ   ถั่ วด า  (Phaseolus mungo L.) ถั่ ว แ ด ง  (Vigna umbellata (Thunb.) Ohwi & 
Ohashi) ถั่วเขียว (Vigna radiata (L.) Wilczek) ถั่วแดงหลวง (Phaseolus vulgaris L.) และถั่ว
เหลือง (Glycine max L.) จากการศึกษาสกัดตัวอย่าง 12 กรัม ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 
(0.1 M, pH 7) และท าบริสุทธิ์บางส่วนโดยการตกตะกอนเอนไซม์ด้วยเกลือแอมโนเนียมซัลเฟต ความ
เข้มข้นร้อยละ 60 และไดอะไลซีส น ามาศึกษากิจกรรมเอนไซม์และค่าแอกติวิตีจ าเพาะเอนไซม์

บริสุทธิ์บางส่วนโดยใช้ α -naphthyl acetate ซึ่งเป็นสารต้ังต้นท่ีมีความจ าเพาะ พบค่าแอคติวิตี
จ าเพาะเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสบริสุทธิ์บางส่วนของถั่วด ามีค่าสูงสุด เมื่อเทียบกับถั่วชนิดอื่น
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) รองลงมาคือ ถั่วเขียว ถั่วแดงหลวง ถั่วแดง และถั่วเหลือง โดยมี
ค่า 3.96±0.26 1.51±0.10 1.40±0.12 1.29±0.08 และ 0.70±0.04 U/mg ตามล าดับ 

การศึกษาผลของยาฆ่าแมลงกลุ่ม OPs และกลุ่ม CAs ท่ีความเข้มข้น 0.001 – 3.0 
µg/ml ต่อการยับยั้งการท างานของเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสบริสุทธิ์บางส่วน  พบค่าร้อยละ
ของการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ (I(%)) ของถั่วด ามีค่าสูงกว่า ถั่วเขียว และถั่วแดง แสดงถึง
เอนไซม์จากถั่วด ามีความไวต่อยาฆ่าแมลงสูงกว่าถั่วเขียวและถั่วแดง และพบว่าท่ีความเข้มข้นของยา
ฆ่าแมลงเท่ากัน ค่า I(%) ของสารกลุ่ม OPs จะมีค่าสูงกว่าสารกลุ่ม CAs นอกจากนี้การศึกษาขีดจ ากัด
ของการตรวจวิเคราะห์ยาฆ่าแมลง (LOD; ค่า IC10) ของเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสบริสุทธิ์
บางส่วนจากถั่วด าในตัวอย่างแอปเป้ิลและผักกาดหอมท่ีสกัดด้วยวิธี Modified QuEChERS ท่ีความ
เข้มข้นของยาฆ่าแมลงมาตรฐานกลุ่ม OPs และกลุ่ม CAs คือ 0.002 และ 0.01 mg/kg พบค่า IC10 มี
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ค่า I(%)  7 9 8 และ 10 ตามล าดับ ความคงตัวของเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสบริสุทธิ์บางส่วน
จากถั่วด าท่ีเก็บรักษาอุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส นาน  60 วัน พบว่าในระหว่างวันท่ี 12-45  ค่า 
แอคติวิตีจ าเพาะเอนไซม์ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p≥0.05) และมีค่าลดลงร้อย
ละ 31.7 ในวันสุดท้ายของการเก็บรักษา 

การศึกษาเปรียบเทียบความไวของเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสบริสุทธิ์บางส่วนจาก
ถั่วด า กับเอนไซม์ของชุดทดสอบทางการค้า พบว่าเมื่อใช้เอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสบริสุทธิ์
บางส่วนจากถั่วกับวิธีทดสอบของชุดทดสอบทางการค้า ตรวจวิเคราะห์ยาฆ่าแมลงกลุ่ม OPs และ 
CAs ในตัวอย่างผักสด จ านวน 50 ตัวอย่าง ซึ่งประกอบไปด้วย แตงกวา ถั่วฝักยาว ใบโหระพา 
ผักกาดขาว ผักชี ผักชีฝรั่ง กะหล่ าปลี ผักกาดหอม ใบบัวบก และพริกสด พบว่าการทดสอบมีผลการ
วิเคราะห์สอดคล้องกัน คือ ตรวจไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย จ านวน 46 ตัวอย่าง (ร้อยละ 92) 
ตรวจพบในระดับไม่ปลอดภัย จ านวน 4 ตัวอย่าง  (ร้อยละ 8) โดยจ าแนกเป็น ผักชีฝรั่ง จ านวน 3 
ตัวอย่าง (ร้อยละ 6) และผักชี จ านวน 1 ตัวอย่าง  (ร้อยละ 2)  โดยข้อดีของเอนไซม์คาร์บอกซิล 
เอสเตอร์เรสบริสุทธิ์บางส่วนจากถั่วด าสามารถท าปฏิกิริยาในสภาวะอุณหภูมิห้องได้  

การประเมินประสิทธิภาพวิธีการตรวจวิเคราะห์ยาฆ่าแมลงกลุ่ม OPs และ CAs โดยการ
ยับยั้งการท างานของเอนไซม์เทียบกับวิธีมาตรฐานท่ีวิเคราะห์ด้วยเครื่อง GC-FPD+  และ HPLC-FLD 
ของตัวอย่างผักสด พบว่าวิธีการยับยั้งการท างานของเอนไซม์  ตรวจพบยาฆ่าแมลงจ านวน  11 
ตัวอย่าง (ร้อยละ 22) วิธีมาตรฐานตรวจพบ จ านวน 17 ตัวอย่าง (ร้อยละ 34) ผลการประเมิน
ประสิทธิภาพพบว่าวิธีการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ มีความจ าเพาะ (specificity) ร้อยละ 100.0 
ความถูกต้อง (accuracy) ร้อยละ 90.0 ซึ่งผ่านเกณฑ์การยอมรับ (ร้อยละ 80–100) ยกเว้นค่าความ
ไว (sensitivity) ซึ่งมีค่าร้อยละ 70.5 เป็นผลมาจากการทดสอบท่ีให้ผลลบลวง นอกจากนี้พบ 5 
ตัวอย่าง ท่ีไม่สอดคล้องกับวิธีมาตรฐาน คือ แตงกวา 1 ตัวอย่าง ผักชี 1 ตัวอย่าง โหระพา 2 ตัวอย่าง 
และ พริกสด 1 ตัวอย่าง 

 
ค าส าคัญ : เอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรส, ยาฆ่าเเมลงตกค้างกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟต และกลุ่มคาร์
บาเมต, ถั่วด า (Phaseolus mungo L.) 
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ABSTRACT 

  
Carboxylesterase (CES: EC 3.1.1.1) as Esterases B (Est-B), is an enzyme 

which inhibited by Organophosphate (OPs) and Carbamate (CAs) groups. In this study, 
the extractions method and enzyme activity of CES were investigated. Five legume 
seeds, black gram bean (Phaseolus mungo L.), mung bean (Vigna radiata (L.) 
Wilczek), red kidney bean (Phaseolus vulgaris L.), red bean (Vigna umbellata (Thunb.) 
Ohwi & Ohashi) and soy bean (Glycine max L.) were extracted by phosphate buffer 
(0.1M, pH 7). After precipitation with 60% of ammonium sulfate and dialysis, the 

partially purified extracted enzymes were reacted with specificity substrate α-
naphthyl for determination of CES activity and specific activity. The partially purified 
extracted enzymes of black gram showed higher specific activity than mung bean, 
red kidney bean red, bean and soy bean with significant differences (p<0.05) 
(3.96±0.26 1.51±0.10 1.40±0.12 1.29±0.08 and 0.70±0.04 U/mg, respectively). 

The effect of OPs and CAs pesticides (0.001 – 3.0 µg/ml) on the inhibition 
of partially purified extracted enzymes were investigated. It was found that the 
partially purified extracted enzymes of black gram bean showed higher the inhibition 
ratio (I%) than mung bean and red bean with significant differences (p<0.05). It 
means, partially purified extracted enzymes of black gram bean was more sensitive 
for OPs and CAs than mung bean and red bean. At the same concentration of OPs 
and CAs the I(%) of OPs was higher than CAs. The limits of detection (LOD) of 
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partially purified extracted enzymes of black gram bean by the enzyme inhibition 
assay were studied. Lettuces and apples were extracted by Modified QuEChERS. After 
that, the extract samples were determined for OPs and CAs by enzyme inhibition 
assay using partially purified extracted enzymes of black gram bean. At the 
concentration of 0.002 and 0.01 mg/kg of OPs and CAs, the results of IC10 as LOD of 
enzyme inhibition assay showed the values of 7, 9, 8 and 10 respectively. During 12-
45 day storages at 4oC for 60 days, it was found that the specific activity of enzymes 
were decreased with no significant differences, more ever the specific activity of 
enzymes were decreased to 31.7% at the end of storage.   

The sensitivity of partially purified extracted enzymes of black gram bean 
compared with commercial enzyme of test kit on OPs and CAs for 50 samples 
including, chinese cabbage, lettuce, cabbage, coriander, culantro, chili, sweet basil, 
yard long bean and cucumber was determined. The sensitivity of black gram bean 
enzyme was determined accordance with the method of commercials test kit. The 
46 samples (92.0%) showed the results as safe level and 4 samples (8.0%) showed 
unsafe levels consist of culantro 3 samples (6.0%), coriander 1 sample (2.0%). More 
advantage, partially purified extracted enzymes of black gram bean could react at 
room temperature. 

The efficiency of the enzyme inhibition assay compared with the classical 
method (GC-FPD+ and HPLC-FLD) for determination of pesticide residues in 50 
vegetables was investigated. For the enzyme inhibition assay with partially purified 
extracted enzymes of black gram bean, 11 samples (22.0%) were detected for 
pesticide residues and 17 samples (34.0%) detected by the classical method (GC-
FPD+ and HPLC-FLD. The testing performance of the enzyme inhibition assay showed 
100.0% specificity and 90.0% accuracy. All of testing performances were acceptable 
(ranged from 80–100%), except sensitivity was 70.5%. More ever, 5 samples from 
enzyme inhibition assay had not accordance with the classical method, includes of 2 
samples sweet basil, coriander, chili, and cucumber. 
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ผู้ทรงคุณวุฒิ ผู้ช่วยศาตราจารย์ ดร.ปิยะเนตร จันทร์ถิระติกุล กรรมการสอบ และ ผู้ช่วยศาสตราจารย์ 
ดร.ดุลย์จิรา สุขบุญญสถิตย์ กรรมการสอบ ท่ีได้กรุณาให้ค าปรึกษา แนะน า ตลอดจนช่วยแก้ไข
ข้อบกพร่องต่างๆ ด้วยความเอาใจใส่อย่างดียิ่ง ต้ังแต่ต้นจนส าเร็จ ผู้วิจัยขอกราบขอบพระคุณเป็นอย่าง
สูงไว้ ณ โอกาสนี้ด้วย 

ขอขอบพระคุณ  คณาจารย์ทุกท่าน ท่ีกรุณาอบรมส่ังสอนด้วยความเอาใจใส่ และเมตตาต่อ
ศิษย์อย่างดียิ่ง 

ขอขอบพระคุณ พนักงานวิทยาศาสตร์ ประจ าภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ ขอขอบคุณพี่ๆ 
เพื่อนๆ และน้องๆ สาขาเทคโนโลยีชีวภาพ ท่ีช่วยเหลือให้ก าลังใจ และค าแนะน า 

ขอขอบพระคุณ  ผู้บังคับบัญชา พี่ๆ เพื่อนๆ และน้องๆ ศูนย์วิทยาศาตร์การแพทย์ท่ี 6 ชลบุรี 
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บทท่ี 1 
บทน า 

1.1  หลักการและเหตุผล 
 

ในทุกวันนี้ประชากรโลกมีแนวโน้มต้องการอาหารเพิ่มระดับท่ีสูงขึ้น ดังนั้นเพื่อผลผลิตท่ีเพิ่ม
สูงขึ้น เกษตรกรจึงมีการใช้ยาฆ่าแมลงอย่างแพร่หลาย ท้ังนี้เพื่อควบคุม ป้องกันผลิตผลทางการเกษตร
จากศัตรูพืช  ยาฆ่าแมลงท่ี เกษตรกรนิยมน ามาใช้ คือ ยาฆ่าแมลงก ลุ่มออร์กาโนฟอสเฟต 
(organophosphates; OPs) และคาร์บาเมต (carbamates; CAs) ถึงแม้ว่าสารเหล่านี้จะมีประโยชน์
ในการควบคุม ป้องกันและก าจัดแมลงศัตรูพืช แต่ในขณะเดียวกันก็มีโทษต่อสุขภาพของเกษตรกรผู้ใช้ 
ผู้บริโภค และพบว่ามีผลต่อสุขภาพของปศุสัตว์ด้วยเช่นกัน  (Pimsen et al. 2014) ในขณะท่ีการ
ปนเป้ือนสะสมของยาฆ่าแมลงในส่ิงแวดล้อม และการตกค้างของยาฆ่าแมลงในผลิตผลทางการเกษตร
ในระยะการเพาะปลูกและระยะหลังจากเก็บเกี่ยว ยังมีการรายงานพบอย่างต่อเนื่อง (Nieto García 
et al. 2015) เพราะฉะนั้นการควบคุมการใช้และการตรวจวิเคราะห์ยาฆ่าแมลงท่ีตกค้างในผลิตผล
ทางการเกษตรและส่ิงแวดล้อม เพื่อป้องกันอันตรายต่อสุขภาพของมนุษย์จึงมีความจ าเป็นอย่างยิ่ง (Li 
et al. 2009; Yang et al. 2013) จากเหตุผลดังกล่าวข้างต้น หลายหน่วยงานท่ีเกี่ยวข้อง เช่น 
องค์การอาหารและการเกษตรแห่งสหประชาชาติ (Codex alimentarius commission of the 
food and agriculture organization of the united nations; FAO) องค์การอนามัยโลก (World 
health organization; WHO) จึงได้ก าหนดค่าปริมาณยาฆ่าแมลงตกค้างสูงสุดในพืชและผลิตผล
ทางการเกษตร (Maximum levels of pesticide residues; MRLs) เพื่อป้องกันอันตรายต่อสุขภาพ
ของมนุษย์ท่ีจะเกิดจากยาฆ่าแมลง (Ben Oujji et al. 2013) 

การตรวจวิเคราะห์ยาฆ่าแมลงในปัจจุบันจะใช้หลักการโครมาโตกราฟ โดยจะเช่ือมต่อกับ
เครื่องตรวจวัดหลากหลายชนิดท่ีมีความสามารถในการตรวจวิเคราะห์ยาฆ่าแมลงตกค้างในผลิตภัณฑ์
อาหาร พื ช  และผลิตผลทางการเกษตร ตัวอย่ างเช่น  เครื่ องแก๊สโครมาโทรกราฟี  (Gas 
chromatography ;GC) และเครื่องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (High performance 
liquid chromatography; HPLC) ท่ีต่อกับเครื่องตรวจวัดชนิดต่างๆ เช่น  GC-Electron capture 
detector (GC-ECD) GC-Flame photometric detector (GC-FPD) GC-Tandem mass 
spectrometry (GC-MS/MS) HPLC-fluorescence detector (HPLC-FLD) HPLC-mass 
spectrometry (LC-MS) และ  LC-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) เป็น ต้น  (Jin et 
al. 2012; Lin, Xue, and Song 2010; Miao et al. 2013; Song et al. 2014; Yang et al. 2013) 
ถึงแม้ว่าเทคนิคดังกล่าวจะมีความสามารถในการตรวจวิเคราะห์ในเชิงคุณภาพและเชิงปริมาณท่ีมี
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ขีดจ ากัดของการวัดในระดับท่ีต่ า (Low limits of detection; LLOD) แต่เครื่องมือดังกล่าวท้ังหมดก็
มีข้อเสีย คือ ราคาแพง ใช้เวลาในการวิเคราะห์นาน เทคนิคแต่ละขั้นตอนของการตรวจวิเคราะห์มี
ความยุ่งยากและซับซ้อน บุคลากรท่ีจะใช้เครื่องมือต้องผ่านการฝึกอบรมอย่างช านาญจึงจะสามารถ
ด าเนินการตรวจวิเคราะห์ได้ การตรวจวิเคราะห์ใช้สารเคมีในท่ีปริมาณสูงใน และไม่สามารถน า
เครื่องมือออกมาใช้ในภาคสนามได้ (Chauhan, Narang, and Pundir 2011; Wang et al. 2012) 
ด้วยเหตุผลนี้ การตรวจวิเคราะห์ยาฆ่าแมลงตกค้างด้วยวิธีการทางชีวภาพจึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่ง 
เพราะกระบวนการวิเคราะห์รวดเร็ว ง่าย ราคาถูก มีความไว และสะดวกกว่าการตรวจวิเคราะห์แบบ
วิธีด้ังเดิม (Li et al. 2019; Ben Oujji et al. 2013) 

ใน ปั จ จุ บั น ก ารต ร วจ วิ เค ร าะ ห์ ย าฆ่ า แ ม ล งต ก ค้ า ง  ก ลุ่ ม อ อ ร์ ก า โน ฟ อ ส เฟ ต     
(organophosphates; OPs) และกลุ่มคาร์บาเมต (carbamates; CAs) ด้วยวิธีการทางชีวภาพได้รับ
การพัฒนาขึ้นมา โดยใช้หลักการท างานของเอนไซม์ 3 รูปแบบ คือ 1) การยับยั้งการท างานของ
เอนไซม์อะซิติลโคลีนเอสเตอร์เรส (Acetylcholinesterase; AChE) 2) การใช้เอนไซม์ย่อยสลายสาร
กลุ่มออร์กาโนฟอสเฟต (organophosphate hydrolytic enzyme) และ 3) การยับยั้งการท างาน
ของเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสจากพืช (Plant carboxylesterase) ยกตัวอย่าง เช่น เอนไซม์
ไบโอเซนเซอร์ (enzymatic biosensors) เครื่องวัดความเข้มแสง (photometer) หรือในรูปแบบ
อื่นๆ (Amine et al. 2016; Li et al. 2009) โดยเฉพาะอย่างยิ่งการใช้ไบโอเซนเซอร์จากเอนไซม์ 
อะซิติลโคลีนเอสเตอร์เรสเป็นท่ีรู้จักและมีการใช้งานอย่างกว้างขวาง อย่างไรก็ตามในปัจจุบันนี้
เอนไซม์อะซิติลโคลีนเอสเตอร์เรสท่ีน าประยุกต์มาใช้งานทางชีวภาพนั้น ได้จากการสกัดเนื้อเย่ือหรือ
เลือดของส่ิงมีชีวิต ซึ่งมีกระบวนการและขั้นตอนการสกัดท่ียุ่งยากซับซ้อนและยังมีข้อจ ากัดในการใช้
งาน ดังนั้นนักวิจัยจึงสนใจท่ีจะศึกษาเอนไซม์เอสเตอร์เรสจากแหล่งอื่นๆ เพื่อน ามามาทดแทน
เอนไซม์อะซิติลโคลีนเอสเตอร์เรส (AChE) ท่ีมีข้อจ ากัดดังกล่าวข้างต้น (Li et al. 2019; Yang et al. 
2010) 

เอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสจากพืช  (plant carboxylesterase; EC 3.1.1.1) หรือ
เรียกว่า ไฟโตเอสเตอร์เรส (phytoesterase) จัดอยู่ในกลุ่มเอนไซม์ไฮโดรเลส (EC 3.1.1.X) โดยกลไก
การท างานหลักของเอนไซม์ในกลุ่มนี้จะย่อยสลายพันธะเอสเตอร์และยังเกี่ยวข้องในกระบวนการทาง
ชีวภาพ จึงได้รับความสนใจจากนักวิจัยอย่างมาก เอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสสามารถพบได้ใน
พืชหลากหลายชนิด เช่น ข้าวสาลีและผลิตภัณฑ์ ข้าว ถ่ัวเหลือง งา (Hou et al. 2012; Wang et al. 
2012; Xu et al. 2005) เม ล็ดสบู่ ด า  (Jatropha curcas L.) (Subramani, Manjunath, et al. 
2012) ยางจากต้น African milk bush (Synadenium grantii Hook) (Govindappa et al. 1987) 
เมล็ดต าแย (Mucuna pruriens) (Chandrashekharaiah, Ramachandra S, and Siddalinga, M 
2011) เห็ ดหูหนู  (Sparassis crispa) (Chandrasekaran, Kim, and Shin 2011) ถั่ วแดงหลวง 
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(Phaseolus vulgaris L.) (Ali et al. 2013) เมล็ดช้าเลือด (Caesalpinia mimosoides) (Bhavith 
K P et al. 2014) เม ล็ดฟั กทองอเมริกั น  (Cucurbita pepo cv.) (Fahmy et al. 2008) เม ล็ด
ม ะ ข า ม  (Tamrindus indica) (Kantharaju and Murthy 2014) กี วี่  (Actinidia eriantha) 
(Ileperuma et al. 2007) มะเขือเทศ (Lycopericon esculentum) (Stuhlfelder, Lottspeich, 
and Mueller 2002) แอปเป้ิล (Malus x domestica) (Souleyre et al. 2011) ตลอดจนสัตว์และ
จุลินทรีย์บางชนิด (Bornscheuer 2002) ปัจจุบันได้มีการประยุกต์ใช้เอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรส
จากพืชอย่างแพร่หลายในอุตสาหกรรมอาหาร ยา เครื่องส าอาง และยังใช้ในกระบวนการขจัดสารพิษ 
(detoxification) ในงานเคมีทางการเกษตรอีกด้วย ยิ่งไปกว่านั้นเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสจาก
พืชยังแสดงคุณสมบัติ regiospecificity และ stereospecificity ค่อนข้างสูงจึงท าให้เป็นตัวเร่งทาง
ชีวภาพท่ีมีความความจ าเพาะต่อผลิตภัณฑ์ท่ีมีความบริสุทธิ์สูงในกระบวนการสังเคราะห์ทางเคมี จาก
คุณสมบัติดังกล่าวแสดงให้เห็นว่า เอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสจากพืชสามารถน ามาประยุกต์ใช้ใน
การตรวจวิเคราะห์ได้เช่นเดียวกับเอนไซม์อะซิติลโคลีนเอสเตอร์เรสท่ีได้จากสัตว์ และเนื่องด้วย
แหล่งท่ีมาของเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสจากพืชมีหลากหลายจึงเป็นวัสดุทางเลือกอีกชนิดหนึ่ง
ใน การน ามาใช้ในการตรวจวิเคราะห์ยาฆ่าแมลงตกค้างโดยหลักการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ 
(Hou et al. 2012;Wang et al. 2012; Yang et al. 2010) อย่างไรก็ตามงานวิ จัยท่ีการศึกษา
เอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสจากพืชในการตรวจเคราะห์ยาฆ่าแมลงตกค้างยังมีปริมาณน้อย 
 
1.2  ความมุ่งหมายของการวิจัย 
 1.2.1 เพื่อสกัดและศึกษากิจกรรมการท างานของเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสจาก
ตัวอย่างพืชท่ีศึกษา 
 1.2.2 เพื่อศึกษาผลของยาฆ่าแมลงกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟต (Organophosphates; OPs) 
และกลุ่มคาร์บาเมต (Carbamates; CAs) ต่อการยับยั้งการท างานเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรส
จากตัวอย่างพืชท่ีศึกษา 
 1.2.3 เพื่อศึกษาความไว (sensitivity) และขีดจ ากัดของการตรวจวิเคราะห์ (Limits of 
detections; LOD) ยาฆ่าแมลงตกค้างกลุ่ม OPs และกลุ่ม CAs ของเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรส
จากตัวอย่างพืชท่ีศึกษา 
 1.2.4 เพื่อศึกษาเปรียบเทียบการเป็นดัชนีตรวจสอบยาฆ่าแมลงตกค้างในกลุ่ม OPs และกลุ่ม 
CAs ระหว่างเอนไซม์ทางการค้าและเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสจากตัวอย่างพืชท่ีศึกษา  
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1.3  สมมติฐานของการวิจัย 
 1.3.1 เอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสจากตัวอย่างพืชท่ีศึกษาต่างชนิดกันจะมีกิจกรรมการ
ท างานของเอนไซม์และถูกยับยั้งการท างานจากยาฆ่าแมลงกลุ่ม OPs และ CAs ได้แตกต่างกัน 
 1.3.2 เอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสจากตัวอย่างพืชท่ีศึกษาและเอนไซม์ทางการค้า
สามารถใช้เป็นดัชนีตรวจสอบยาฆ่าแมลงตกค้างในกลุ่ม OPs และกลุ่ม CAs ได้ไม่แตกต่างกัน 
 
1.4 ความส าคัญของการวิจัย 
 ได้เอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสจากตัวอย่างพืชท่ีศึกษาสามารถน ามาใช้ เป็นดัชนี
ตรวจสอบยาฆ่าแมลงตกค้างในกลุ่ม OPs และกลุ่ม CAs  
 
1.5 ขอบเขตการวิจัย 
 งานวิจัยนี้แบ่งการศึกษาออกเป็น 2 ส่วน คือ  

ส่วนท่ี 1) การคัดเลือกตัวอย่างพืชท่ีมีความไว (Sensitivity) สูงท่ีสุด ในการเป็นดัชนี
ตรวจสอบยาฆ่าแมลงตกค้างในกลุ่ม OPs และกลุ่ม CAs  

ส่วนท่ี 2) การศึกษาการเป็นดัชนีตรวจสอบยาฆ่าแมลงตกค้างในกลุ่ม OPs และกลุ่ม 
CAs ของเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสจากตัวอย่างพืชท่ีศึกษา 

โดยขอบเขตการศึกษาวิจัยมี ดังนี้ 
1.5.1 ตัวอย่างพืชท่ีน ามาสกัดและศึกษากิจกรรมการท างานของเอนไซม์คาร์บอกซิล

เอสเตอร์เรสแบ่งเป็น 2 กลุ่ม คือ  
   เม ล็ ด ธัญ พื ช  ไ ด้ แ ก่  ถั่ ว เห ลื อ ง  (Glycine max L.), ถั่ ว แ ด งห ลว ง 
(Phaseolus vulgaris L.), ถั่ วด า  (Phaseolus mungo), ถั่ ว เขี ย ว  (Vigna radidate), ถั่ ว ลิ ส ง 
(Aracluis hyogaea), งา (Sesamum indicum), ถั่วแดง (Vigna umbellata (Thunb.) Ohwi & 
Ohashi, ลูกเดือย (Coix lacryma-jobi L.) และ ข้าวบาร์เล่ย์ (Hordeum vulqare L.)   

แป้ งจากธัญพื ช ได้แก่  แป้ งสาลี (Triticuma cevitum L.) และ แป้ ง
ข้าวโพด (Zea mays) 

1.5.2 ยาฆ่าแมลงมาตรฐานท่ีใช้ในการทดสอบอยู่ในขอบเขตการตรวจวิเคราะห์ของ
กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ กระทรวงสาธารณสุข คือ กลุ่ม OPs 24 สาร และ กลุ่ม CAs 7 สาร คือ  

กลุ่ม OPs ประกอบด้วย acephate, azinphos-methyl, chlorpyrifos,  
dichlorvos, diazinon, dicrotophos, dimethoate, EPN, ethion,  methamidophos, 
methidathion, mevinphos, monocrotophos, omethoate, parathion, parathion-methyl, 
phosalone, pirimiphos-methyl, profenophos, prothiophos และ triazophos   
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   กลุ่ม CAs ประกอบไปด้วย aldicarb, carbaryl, carbofuran,  
3-OH carbofuran, methiocarb, methomyl และ oxamyl 

1.5.3 การท าเอนไซม์บริสุทธิ์บางส่วน ด้วยการตกตะกอนโปรตีนด้วยเกลือ
แอมโมเนียมซัลเฟต 60% และการท าไดอะไลซีส 

1.5.4 วิธีมาตรฐานการตรวจวิเคราะห์ยาฆ่าแมลงตกค้างในตัวอย่างผักสดเป็นวิธีการ
ของกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ กลุ่ม OPs วิเคราะห์โดยใช้เครื่อง GC-FPD+ และกลุ่ม CAs วิเคราะห์
ด้วยเครื่อง HPLC-post column derivatization-fluorescence detector 

1.5.5 ชุดทดสอบยาฆ่าแมลงตกค้างทางการค้าท่ีศึกษา 4 ชุดทดสอบ 
1.5.6 สกัดตัวอย่างผัดสดส าหรับตรวจวิเคราะห์ยาฆ่าแมลงตกค้างกลุ่ม OPs ด้วยวิธี 

Modified QuECHRS และกลุ่ม CAs ด้วยวิธี SPE 
  1.5.7 ประเมินประสิทธิภาพการตรวจวิเคราะห์ยาฆ่าแมลงตกค้างกลุ่ม OPs และ 
CAs ในตัวอย่างผักสดระหว่างวิธีการยับยั้งการท างานของเอนไซม์เทียบกับวิธีมาตรฐาน ใช้วิธีอ้างอิง
จาก National Association of Testing Authorities (NATA); General Accreditation 
Guidance-Validation and verification of quantitative and qualitative test methods, 
January 2018 
 
1.6 นิยามศัพท์เฉพาะ 

1.6.1 ดัชนีตรวจสอบยาฆ่าแมลง หมายถึง การใช้เอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสตรวจ
วิเคราะห์ยาฆ่าแมลงตกค้าง 

1.6.2 สารสกัดเอนไซม์บริสุทธิ์บางส่วน (Partially purified enzymes) หมายถึง สารสกัด
เอนไซม์เบื้องต้นท่ีผ่านการท าบริสุทธิ์ด้วยการตกตะกอนโปรตีนด้วยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต 60% 
และการท าไดอะไลซีสก่อนน าไปศึกษา 

1.6.3 กิจกรรมเอนไซม์ (Enzyme activity) หมายถึง กิจกรรมการท างานของเอนไซม์ 

คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรส 1 หน่วยของเอนไซม์ท่ีเปล่ียนสารต้ังต้น (α-naphthyl acetate) ไปเป็น

ผลิตภัณฑ์ (α-naphthol) ปริมาณ 1 ไมโครโมล (µmol) ภายในเวลา 1 นาที ภายใต้ภาวะท่ีก าหนด 
1.6.4 กิจกรรมจ าเพาะเอนไซม์ (Enzyme specific activity) หมายถึง ค่ากิจกรรมการ

ท างานของเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรส 1 หน่วยของเอนไซม์ต่อปริมาณโปรตีนรวมของสารสกัด
เอนไซม์ 
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1.6.5 ค่าความเข้มข้นต่ าสุดท่ีสามารถตรวจพบได้ (limits of detection; LOD) หมายถึง ค่า
ความเข้มข้นของยาฆ่าแมลงกลุ่ม OPs และกลุ่ม CAs ท่ีน้อยท่ีสุดท่ีสามารถยับยั้งท างานของเอนไซม์
คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสได้ 
 
1.7 กรอบการวิจัย 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

พืช (เมล็ด)/ 
ผลิตภัณฑ์ (แป้ง) 

เอนไซม ์การสกัด/ 
การท าให้บริสุทธ์ิบางส่วน 

ศึกษากิจกรรมของเอนไซม์/ 
การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนท้ังหมด 

เอนไซม์ท่ีมีค่า 

Specific activity ท่ีสูง 

ศึกษาการยับยั้งการท างานของ
เอนไซม์จากยาฆ่าแมลง  
กลุ่ม OPs และกลุ่ม CAs  

เอนไซม์ท่ีมีคุณสมบัติถูกยับยั้งการ
ท างานจากยาฆ่าแมลงกลุ่ม OPs 

 และกลุ่ม CAs  

ศึกษาค่า LODs ของ 
ปฏิกิริยาการยับยั้งการท างานของ

เอนไซม์ของจากยาฆ่าแมลง 
กลุ่ม OPs และกลุ่ม CAs  

 

การวิเคราะห์ยาฆ่าแมลงตกค้าง 
กลุ่ม OPs และกลุ่ม CAs ในตัวอย่าง 

ผักสดโดยใช้วิธีการยับยั้งการท างานของ
เอนไซม์เทียบกับวิธีมาตรฐาน (GC/HPLC) 

 

เอนไซม์ท่ีมีค่า LODs ต่ า 

การวิเคราะห์ยาฆ่าแมลง กลุ่ม OPs และ กลุ่มCAs  
ในตัวอย่างผักสดโดยใช้เอนไซม์ท่ีศึกษา  
เปรียบเทียบกับชุดทดสอบทางการค้า 



 

 

 

บทท่ี 2 
ปริทัศน์เอกสารข้อมูล 

 
2.1 เอนไซม์เอสเตอร์เรส  

 เอนไซม์เอสเตอร์เรส (Esterases: EC 3.1.1.x) เป็นเอนไซม์ท่ีถูกจัดอยู่ในกลุ่มไฮโดรเลส 
สามารถท าปฏิกิริยาสร้างหรือสลายพันธะได้หลากหลายชนิด และความส าคัญอย่างยิ่งในกระบวนการ
ทางชีวภาพของส่ิงมีชีวิต โดยสามารถพบในส่ิงมีชีวิตหลายชนิด เช่น มนุษย์ พืช สัตว์ หรือจุลินทรีย์ 
ปัจจุบันการศึกษาเอนไซม์เอสเตอร์เรสมีอย่างกว้างขวาง ซึ่งนักวิจัยจึงสามารถค้นพบและศึกษา
คุณสมบัติของเอนไซม์ดังกล่าวได้เป็นจ านวนมาก จึงได้มีการจัดจ าแนกประเภทของเอนไซม์ท่ีค้นพบ
โดยใช้หลักการการท าปฏิกิริยาของเอนไซม์ดังกล่าวมาใช้ในการจัดจ าแนกชนิดของเอนไซม์ 
  
 2.1.1 การจ าแนกประเภทเอนไซม์เอสเตอร์เรส 
  2.1.1.1 การจ าแนกประเภทเอนไซม์เอสเตอร์เรสตามหมวดหมู่และระบบเลขรหัส  
(Enzyme Commission number, EC number)  
  ส ม า ค ม ชี ว เค มี แ ล ะ อ ณู ชี ว วิ ท ย า น าน าช า ติ  ( International Union of 
Biochemistry and Molecular Biology; IUBMB) ได้จัดประเภทของเอนไซม์ เอสเตอร์เรสตาม
หมวดหมู่และระบบเลขรหัส  (Enzyme Commission number, EC number) ดังนี้  
   EC 3 เป็นเอนไซม์ไฮโดรเลส ท่ีท าหน้าท่ีเร่งกระบวนการไฮโดรไลซีส หรือ
การเติมน้ าเข้าไปในการเร่งปฏิกิริยา  
   EC 3.1 เป็นเอนไซม์ท่ีท าปฏิกิริยาไฮโดรเลสกับพันธะเอสเธอร์  
(ester bond) เช่น เอนไซม์เอสเตอร์เรส เอนไซม์ไลเปส เอนไซม์นิวคลีเอส เป็นต้น 

EC 3.1.1.X เป็นเอนไซม์ท่ีท าปฏิกิริยาไฮโดรเลสกับหมู่คาร์บอกซิลของ
พันธะเอสเตอร์ (carboxylic ester bond) โดยเอนไซม์เอสเตอร์เรสสามารถจ าแนกได้หลากหลาย
ชนิด ตามประเภทของสารต้ังต้นท่ีท าปฏิกิริยา เช่น  
   Carboxylesterase (EC 3.1.1.1) เป็นเอนไซม์ท่ีท าปฏิกิริยา 
ไฮโดรเลสกับหมู่คาร์บอกซิลิกเอสเตอร์ (carboxylic ester) ได้แอลกอฮอล์กับคาร์บอกซิเตทเป็นสาร
ผลิตภัณฑ์ 
   Arylesterase ห รื อ  Paraoxonase (EC 3.1.1.2) เป็ น เอ น ไซ ม์ ท่ี ท า
ปฏิกิริยาไฮโดรเลสกับหมู่ฟีนิลอะซิเตท (phenyl acetate) ได้ฟีนอลกับอะซิเลทเป็นสารผลิตภัณฑ์ 



 

 

  8 

   Acetylesterase (EC 3.1.1.6) เป็นเอนไซม์ท่ีท าปฏิกิริยาไฮโดรเลสกับ
หมู่อะซิติกเอสเตอร์ (acetic ester) ได้แอลกอฮอล์กับอะซิเตทเป็นสารผลิตภัณฑ์ 
   Acetylcholinesterase (EC 3.1.1.7) เป็นเอนไซม์ท่ีท าปฏิกิริยาไฮโดรเลส
กับหมู่อะซิทิลโคลีน (acetylcholine) ได้โคลีนกับอะซิเลทเป็นสารผลิตภัณฑ์ 
   Cholinesterase ห รื อ  Butyrylcholinesterase (EC 3.1.1.8) เ ป็ น
เอนไซม์ท่ีท าปฏิกิริยาไฮโดรเลสกับหมู่อะซิทิลโคลีน (acetylcholine) ได้โคลีนคาร์บอกซิเตทเป็นสาร
ผลิตภัณฑ์ 
  2.1.1.2 การจ าแนกประเภทเอนไซม์เอสเตอร์เรสตามปฏิกิริยาของเอนไซม์  
  จ าแนกตามปฏิกิริยากับสารต้ังต้นที่มีความจ าเพาะ (specific substrate)  
   การท าปฏิกิริยาระหว่างเอนไซม์เอสเตอร์เรสกับสารต้ังต้นท่ีมีความจ าเพาะ 
สามารถจ าแนกเอนไซม์ได้ 2 กลุ่ม คือ 

    1. เอนไซม์อัลฟ่าเอสเตอร์เรส (α-Est) เป็นเอนไซม์เอสเตอร์เรสท่ี

สามารถท าปฏิกิริยากับสารต้ังต้น α-napththyl acetate เช่น Carboxylesterase (EC 3.1.1.1) 

    2. เอนไซม์เบต้าเอสเตอร์เรส (β-Est) คือ เอนไซม์เอสเตอร์เรสท่ี

สามารถท าปฏิกิริยากับสารต้ังต้น β-napththyl acetate เช่น Arylesterase (E.C 3.1.1.2)  
  จ าแนกตามปฏิกิริยาการถูกยับยังการท างาน (enzyme inhibition)  
   การท าปฏิกิริยาระหว่างเอนไซม์เอสเตอร์เรสกับยาฆ่าแมลงกลุ่มออร์กาโน
ฟอสเฟต  (Organophosphates; OPs) และกลุ่มคาร์บาเมต (Carbamate; CAs) สามารถจ าแนก
เอนไซม์ได้ 3 กลุ่ม ดังนี้ 
    1. เอนไซม์ เอสเตอร์ เรส A หรือ เอน ไซม์ อริลเอสเตอร์ เรส 
(Esterases A; Est-A; Arylesterase enzyme) เป็นเอนไซม์เอสเตอร์เรสท่ีถูกสลายตัวด้วยปฏิกิริยา
ไฮโดรไลซีส (hydrolysis) โดยยาฆ่าแมลงกลุ่ม OPs และ กลุ่ม CAs เช่น Arylesterase (E.C 3.1.1.2) 
    2. เอนไซม์ เอสเตอร์ เรส B หรือ เอน ไซม์อัลลิ เอสเตอร์เรส 
(Esterases B; Est-B; Aliesterase enzyme) เป็ น เอน ไซม์ เอสเตอร์ เรส ท่ี ถู ก ยับยั งปฏิ กิ ริ ย า 
(inhibition) โดยยาฆ่าแมลงก ลุ่ม  OPs และ ก ลุ่ม  CAs เช่น  Carboxylesterase (EC 3.1.1.1) 
Acetylcholinesterase (EC 3.1.1.7), และ Cholinesterase (EC 3.1.1.8)  
    3. เอนไซม์ เอสเตอร์ เรส C คือ เอนไซม์ เอสเตอร์เรสท่ีไม่ท า
ปฏิกิริยากับยาฆ่าแมลงกลุ่ม OPs และ กลุ่ม CAs เช่น Acetylesterase (EC 3.1.1.6) (Balen et al. 
2004; Barata, Solayan, and Porte 2004; Christian 2006; Gershater and Edwards 2007; 
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Montella, Schama, and Valle 2012; Ochoa et al. 2013; Satoh and Hosokawa 2006; 
วารุณี จิตอารี 2007) 
   นอกจากนี้ Carvalho et al. 2003 Chandrasekaran et al. 2011 Radić 
and Pevalek-Kozlina 2010 และ Syros et al. 2005 ได้จ าแนกเอนไซม์เอสเตอร์เรสโดยใช้เกณฑ์
การท าปฏิกิริยากับสารต้ังต้นท่ีมีความจ าเพาะและสารท่ีมีคุณสมบัติเป็นตัวยับยั้งเอนไซม์ควบคู่กัน 
โดยสามารถจ าแนกเอนไซม์ออกเป็น 4 กลุ่ม คือ 
    1. เอนไซม์คาบอกซิลเอสเตอร์ เรส (Carboxylesterases; EC 
3.1.1.1 หรือ Carboxyl ester hydrolase) คือ เอนไซม์เอสเตอร์เรสท่ีถูกยับยังปฏิกิริยาโดยยาฆ่า
แมลงกลุ่ม OPs และ CAs เอนไซม์กลุ่มนี้มีความจ าเพาะกับสารอะลิฟาติกเอสเตอร์ โดยเฉพาะอย่าง
ยิ่งกรดไขมันท่ีมีสายยาวมากกว่าสารกลุ่มอะซิเตท  
    2. เอนไซม์อาริลเอสเตอร์เรส (Arylesterases; EC 3.1.1.2 หรือ 
Aryl ester hydrolase) คือ เอนไซม์เอสเตอร์เรสท่ีสามารถไฮโดรไลซีสยาฆ่าแมลงกลุ่ม  OPs ถูกยับ
ยังปฏิกิริยาโดยสารกลุ่มซัลไฟดริล (sulfhydryl inhibitors) และมีความจ าเพาะสารต้ังต้นกลุ่มอะโร
มาติกแอลกอออล์ 
    3. เอนไซม์อะซิติลเอสเตอร์เรส (Acetylesterases; EC 3.1.1.6 
หรือ acetic esteracetyl esterase) เป็นเอนไซม์ท่ีไม่ถูกยับยังปฏิกิริยาโดยสารตัวยับยั้งเอนไซม์ใดๆ 
และมีความจ าเพาะสารต้ังต้นกลุ่มอะซิติล  
    4. เอนไซม์โคลีนเอสเตอร์เรส เอนไซม์กลุ่มนี้จะมีอัตราการเร่ง
ปฏิกิริยาไฮโดรไลซีสของโคลีนเอสเทอสูงกว่าสารอะลิฟาติและอะโรมาติกเอสเทอ และยังถูกยับยัง
ปฏิกิริยาโดยยาฆ่าแมลงกลุ่ม OPs และ CAs เอนไซม์โคลีนเอสเตอร์เรส จ าแนกเป็น 2 ชนิด คือ  
     4.1 เ อ น ไ ซ ม์ อ ะ ซิ ติ ล โ ค ลี น เ อ ส เ ต อ ร์ เ ร ส 
(Acetylcholinesterase; EC 3.1.1.7) ซึ่งเป็นเอนไซม์ท่ีมีความจ าเพาะกับอะซิทิลโคลีน  
     4.2 เอนไซม์โคลีนเอสเตอร์เรส (Cholinesterase; EC 
3.1.1.8) บางครั้งอาจเรียกว่า ซูโดโคลีนเอสเตอร์เรส (pseudocholin esterase) เป็นเอนไซม์ท่ีโคลีน
เอสเตอร์เรสไม่จ าเพาะกับอะซิทิลโคลีน หรือเรียกว่า butyrylcholinesterase  
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 2.1.2 กลไกปฏิกิริยาและฤทธิ์ทางชีวภาพของเอนไซม์เอสเตอร์เรส 
  กลไกการท างานของเอนไซม์เอสเตอร์เรสจะเกี่ยวข้องกับปฏิกิริยาไฮโดรไลซีส โดย
การท าปฏิกิริยาของเอนไซม์เอสเตอร์เรสจะขึ้นอยู่กรดอะมิโนท่ีอยู่บนเอนไซม์ท่ีเป็นกลุ่มนิวคลีโอไฟล์ 
(กรดอะมิโนเซอรีน กรดอะมิโนซีทีอีน กรดแอสพาราเทต), กรดอะมิโนฮีสทีดีน และส่วนท่ีเป็นกรดใน
โมเลกุลของเอนไซม์เอสเตอร์เรส (กรดอะมิโนแอสพาราเทต กรดอะมิโนกลูตาเมต) โดยกลไกการ
เกิดปฏิกิริยาจะแบ่งเป็น 2 ขั้นตอน คือ (Romano et al. 2015; Souleyre et al. 2011; Víteček 
et al. 2007)  

ขั้นตอนท่ี 1) การปฏิกิริยาอะซิลเลช่ันของสารประกอบเอสเตอร์ โดยกรดอะมิโน
เซอรีนซึ่งเป็นนิวคลีโอไฟล์จะเข้าท าปฏิกิริยาท่ีคาร์บอนอะตอมของหมู่คาร์บอนิลของสารต้ังต้น 
(carboxyl ester)  สลายตัวหมู่ให้แอลกอฮอและสารมัธยันตร์ อะซิลเลต เอนไซม์-สับสเตรท  
(acylated enzyme-substrate intermediate)  

ขั้นตอนท่ี 2) เริ่มจากหมู่นิวคลีโอไฟล์ของโมเลกุลน้ าเข้าไปท าปฏิกิริยาท่ีอะตอม
ของคาร์บอนของหมู่คาร์บอนิลของสารมัธยันตร์ อะซิลเลต เอนไซม์-สับสเตรท แล้วปลดปล่อยกรด
ออกมาจากปฏิกิริยา (ภาพประกอบ 2.1) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 2.1 กลไกปฏิกิริยาของเอนไซม์เอสเตอร์เรส 
ที่มา: Christian 2006 

 
  เอนไซม์เอสเตอร์เรสเป็นเอนไซม์ท่ีสามารถท าปฏิกิริยาการสร้างหรือสลายพันธะได้
หลากหลายชนิดจึงมีความส าคัญอย่างยิ่งในกระบวนการทางชีวภาพต่อส่ิงมีชีวิต จากการศึกษาพบว่า
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เอนไซม์เอสเตอร์เรสมีหลากหลายชนิด ซึ่งแต่ละชนิดมีบทบาทส าคัญต่อกระบวนการชีวภาพของ
ส่ิงมีชีวิต โดยเอนไซม์เอสเตอร์เรสท่ีนักวิจัยนิยมศึกษา  คือ  
  เอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรส (Carboxylesterases; EC 3.1.1.1) เอนไซม์ชนิดนี้
จะท างานโดยการสลายสารประกอบกลุ่มคาร์บอกซิลิกเอสเตอร์ในร่างกายให้สลายตัวเป็นแอลกอฮอล์
และกรดคาร์บอกซิลิก เพื่อช่วยในการขจัดหรือสลายสารพิษในร่างกาย เช่น ยาฆ่าแมลงกลุ่มไพรี
ทรอยด์ ยากล่อมประสาท (heroin, cocaine, meperidine และ lidocaine) ช่วยกระตุ้นการท างาน
ของยา prodrugs (temocapril, cilaprazil, quinapril) และยาต้าน เนื้ องอก ( irinotecan และ 
capecitabin) (Dandan et al. 2018; Hatfield et al. 2010; Lamego et al. 2015) ส า ห รั บ
การศึกษาเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสในพืชพบว่า มีบทบาทส าคัญต่อกระบวนการทางชีวภาพใน
พืชโดยท่ีเกี่ยวข้องกับการท างานกระบวนการพัฒนาและการเจริญเติบโตของพืช เช่น กระตุ้นการ
ท างานของโมเลกุลสัญญาณ (signaling molecule) กระบวนการสืบพันธุ์ การสุกของผลไม้ การ
เจริญเติบโตของเซลล์ การจ ากัดหรือการสลายสารพิษ การท างานของปากใบ การควบคุมกิจกรรมการ
ท างานของเอนไซม์ นอกจากนี้ยังมีรายงานว่า เอนไซม์นี้ยังเกี่ยวข้องกับกระบวนการสังเคราะห์สาร
ผ ลิ ต ภั ณ ฑ์ ธ ร ร ม ช า ติ แ ล ะ ส า ร ทุ ติ ย ภู มิ ใ น พื ช อี ก ด้ ว ย  (Bhavith K P et al. 2014; 
Chandrashekharaiah et al. 2011; Gershater and Edwards 2007; Kantharaju and Murthy 
2014; Ross et al. 2010; Yang et al. 2013)  
  เอนไซม์อาริลเอสเตอร์เรส (Arylesterases หรือ Paraoxonase, EC 3.1.1.2) เป็น
เอนไซม์เอสเตอร์เรสท่ีมีความสามารถในการสลายยาฆ่าแมลงกลุ่ม OPs ท่ีเข้าสู่ร่างกายและมีความ
เป็นพิษให้อยู่ในรูปท่ีไม่เป็นพิษและก าจัดออกจากร่างกายได้   
  เอนไซม์อะซิติลโคลีนเอสเตอร์เรส (Acetylcholinesterase, AChE; EC 3.1.1.7) 
ซึ่ ง เป็ น เอ น ไซม์ ท่ี มี บ ทบ าทส า คัญ ใน ก ารสลายสารอะซิ ติ ล โค ลีน  ซึ่ ง เป็ น ส่ื อป ระสาท 
(neurotransmission) ท่ีปลายเส้นประสาท ท าให้ไม่เกิดการสะสมของสารส่ือประสาทอะซิติลโคลีนท่ี
ปลายประสาท (Cunha et al. 2013; วารุณี จิตอารี 2007)  
  จากการศึกษาพบว่ายาฆ่าแมลงกลุ่ม OPs และ กล่ม CAs สามารถยับยังการท างาน
ของเอนไซม์อะซิติลโคลีนเอสเตอร์เรส และเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสได้ ดังนั้นจึงสามารถ
ประยุกต์ใช้หลักการนี้มาใช้ในการตรวจคัดกรองยาฆ่าแมลงกลุ่มดังกล่าวในเลือด พืช ผัก และผลไม้ได้ 
(พัชรี ภคกษมา, สุวรรณี สายสิน และ ศรมน สุทิน 2559) 
 
 
 
 



 

 

  12 

 2.1.3 แหล่งของเอนไซม์เอสเตอร์เรส 
  เอนไซม์เอสเตอร์เรสเป็นเอนไซม์ท่ีสามารถพบได้ท้ังในมนุษย์ สัตว์ พืช และจุลินทรีย์ 
เนื่องจากเป็นเอนไซม์ท่ีสามารถเร่งปฏิกิริยาทางชีวภาพท่ีมีความจ าเพาะต่อโครงสร้างเคมีของสารท่ีท า
ปฏิกิริยาสูง (chemo-, regio- or stereoselectivity) และสามารถท าปฏิกิริยาการสร้างหรือสลาย
พันธะได้หลากหลายชนิด เช่น พันธะเอสเทอร์ พันธะเอไมด์ และสารกลุ่มคาร์บาเมต เป็นต้น 
(Bornscheuer 2002) ดังนั้นในปัจจุบันนี้จึงได้มีการศึกษาชนิด แหล่งท่ีมา คุณสมบัติ การประยุกต์ใช้
งานของเอนไซม์ในด้านต่างๆ อย่างกว้างขวาง (Li et al. 2019; พัชรี ภคกษมา, สุวรรณี สายสิน และ 
ศรมน สุทิน 2559) 

2.1.3.1 เอสเตอร์เรสจากมนุษย์ สัตว์ และจุลินทรีย์  
 การศึกษาคุณสมบัติของเอนไซม์เอสเตอร์เรสในเนื้อเยื่อของมนุษย์และสัตว์ ตลอดจนการ
เพาะเล้ียงจุลินทรีย์เพื่อผลิตเอนไซม์เอสเตอร์เรส ได้มีการศึกษามาเป็นเวลานาน เนื่องจากเอนไซม์
ดังกล่าวเป็นเอนไซม์ท่ีมีความส าคัญอย่างยิ่งในกระบวนการทางชีวภาพของส่ิงมีชีวิตและสามารถ
น ามาใช้ในอุตสาหกรรมได้ (Bornscheuer 2002) โดยพบว่าได้มีการศึกษาในตัวอย่างหลายหลาย
ชนิด ดังแสดงตัวอย่างในตาราง 2.1-2.4 
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2.1.3.2 เอนไซม์เอสเตอร์เรสจากพืช 
ปัจจุบันได้มีการศึกษาเอนไซม์เอสเตอร์เรสในตัวอย่างพืชอย่างกว้างขวาง 

เนื่องจากพืชมีหลากหลายชนิด ราคาถูก ตลอดจนสามารถการควบคุมการสกัดและการศึกษาปฏิกิริยา
ได้ง่ายกว่าเอนไซม์ท่ีสกัดจากเนื้อเยื่อพลาสมาของมนุษย์ สัตว์  หรือการผลิตจากการเพาะเล้ียง
จุลินทรีย์ (Hou et al. 2012; Wang et al. 2012; Yang et al. 2010)  

การศึกษาพบว่าเมล็ดและผลิตภัณฑ์แปรรูปของเมล็ดจากพืชตระกูลถั่วและ
ธัญพืช ได้มีการน ามาศึกษาเอนไซม์เอสเตอร์เรสหลายชนิด เช่น Ali et al. 2013 ได้ศึกษาเอนไซม์เอ
สเตอร์เรสจากผงสกัดหยาบของถั่วแดงหลวง (Phaseolus vulgaris L.) ท่ีก าลังงอก พบว่าระหว่าง
การงอกปริมาณเอนไซม์ลดลงจากร้อยละ 15 เป็นร้อยละ 8 (24 ช่ัวโมง ถึง 144 ช่ัวโมง) จาก
การศึกษากิจกรรมเอนไซม์โดยใช้สารต้ังต้นสังเคราะห์ 2 ชนิด คือ 1-napthyl acetate และ 2-
napthyl acetate พบว่ากิจกรรมเอนไซม์ต่ าสุดท่ีอายุการงอกของถั่วแดงหลวง 2 วัน และสูงสุดท่ีอายุ
การงอก 6 วัน นอกจากนี้ยังมีรายงานการศึกษาเอนไซม์เอสเตอร์เรสในถั่วเหลือง (Glycine max L.) 
พบน้ าหนักโมเลกุลของเอนไซม์เอสเตอร์เรสจากถั่วเหลือง มีน้ าหนัก 24 และ 37.2 kDa ตามล าดับ 
และพบว่า เอนไซม์ดังกล่าวมีความไวในการท าปฏิกิริยาการกับยาฆ่าแมลง กลุ่ม OPs และสารกลุ่ม 
CAs (Li et al. 2009)  
   แป้งสาลี (Triticum acevitum L.) ถือเป็นพืชอีกชนิดหนึ่งท่ีนิยมน ามา
ศึกษาเอนไซม์เอสเตอร์เรส โดยศึกษาการยับยั้งปฏิกิริยาของเอนไซม์โดยใช้ยาฆ่าแมลง กลุ่ม OPs ใน
ผักกาดหอม พบเอนไซม์เอสเตอร์เรสท่ีสกัดได้จากแป้งสาลี สามารถแสดงความไว (sensitivity) ใน
การตรวจวิเคราะห์ยาฆ่าแมลงกลุ่ม OPs (Wang et al. 2012) และได้มีการศึกษาในลักษณะท่ี
คล้ายกันโดยน าเอนไซม์ท่ีสกัดได้มาศึกษากิจกรรมเอนไซม์กับสารท่ีน ามาใช้ในกระบวนการท าการ
แข็งตัว (cryopreservation) ชนิดต่างๆ ซึ่งพบว่าสารดังกล่าวมีผลต่อกิจกรรมเอนไซม์อย่างมี
นัยส าคัญ (Xu et al. 2005) และมีการศึกษาในลักษณะท่ีคล้ายกัน เพื่อเปรียบเทียบเทคนิคการท า
เอนไซม์ให้บริสุทธ์ระหว่างเทคนิคไดอะไลซีส หลังการตกตะกอนด้วยเกลือ (ammonium sulphate 
precipitation) และเทคนิคระบบสารละลายน้ าสองวัฏภาค (ATPS) พบว่าเทคนิค ATPS ได้ผลผลิต
กลับคืนร้อยละ 83.16 ในขณะท่ีวิธีเดิมให้ผลผลิตร้อยละ 80 (Yang et al. 2010) และการศึกษาของ 
Haslam et al. 2001 พบว่าในแป้งสาลีมีเอนไซม์เอสเตอร์เรส จ านวน 11 ไอโซโซม์  
   ข้าวโพด (Zea mays), งา (Sorghum bicolor), ข้าว (Oryza sativa) ยัง
ถูกน ามาใช้ในการศึกษาเอนไซม์เอสเตอร์เรส โดยการน าเมล็ดแช่น้ าเป็นเวลา 60 นาที ก่อนการสกัด 
ในส่วนของข้าวจะน ามาเพาะให้งอกเวลา 48 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เมล็ดงาจะใส่ไว้ใน
ภาชนะท่ีมีความช้ืน พืชทุกชนิดก่อนจะสกัดเอนไซม์จะท าให้เย็นและแข็งโดยใช้แก๊สไน โตรเจนท่ีมี
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อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส จากการศึกษาพบเอนไซม์เอสเตเรสท่ีสามารถถูกยับยั้งปฏิกิริยาจากยา
ฆ่าแมลงกลุ่ม OPs ได้ (Gershater, Sharples, and Edwards 2006) 

นอกจากนี้ยังพบว่าได้มีการศึกษาเอนไซม์เอสเตอร์เรสจากเมล็ดพืชชนิด
อื่นๆ เช่น ในปี 2014 ได้มีการศึกษาเอนไซม์เอสเตอร์เรสจากเมล็ดมะขาม (Tamarindus indica) ท่ี
ก าลังงอก พบเอนไซม์ ท่ีสกัดจากเมล็ดมะขามท่ีอายุการงอก 21 วัน มีกิจกรรมเอนไซม์และ
ความจ าเพาะของเอนไซม์ท่ีสูง หลังจากท าให้บริสุทธิ์ พบเอนไซม์เอสเตอร์ จ านวน 9 ไอโซไซม์ 
(Kantharaju and Murthy 2014) และในปีเดียวกัน Bhavith K P et al. 2014 ได้ท าการศึกษา
เอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสจากเมล็ดช้าเรือด (Caesalpinia mimosoides) พบเอนไซม์เอ
สเตอร์เรส มีน้ าหนัก 20 kDa  

Subramani et al. 2012 ได้ศึกษาเอนไซม์เอสเตอร์เรสจากผงสกัดหยาบ
ของเมล็ดสบู่ด า (Jatropha curcas) พบเอนไซม์เอสเตอร์เรส JCSE-I (J. curcas seed esterase-I) 
ซึ่งก่อนหน้านั้นในปี 1999 ได้มีรายงานการพบเอนไซม์โดยจากเมล็ดสบู่ด า (Jatropha curcas) ท่ีมี
อายุการงอก 4 วัน หลังจากการท าให้บริสุทธิ์แล้วพบว่าได้ได้เอนไซม์เอสเตอร์เรส 2 ไอโซโซม์ คือ JEA 
และ JEB (Staubmann et al. 1999)  

ปี ค.ศ. 2011 มีรายงานการศึกษาการสกัดเอนไซม์จากผงสกัดหยาบของ
เมล็ดต าแย (Mucuna pruriens) พบเอนไซม์ เอสเตอรเรส 2 ไอโซโซม คือ ME-III และ ME-IV 
(Chandrashekharaiah et al. 2011) และยังพบว่า เมล็ดฟักทอง (Cucurbita pepo) ท่ีมีอายุการ
งอก 6 วัน มีการศึกษาพบเอนไซม์เอสเตอร์เรส จ านวน 6 ไอโซโซม์ (Fahmy et al. 2008)   

Gershater Cummins และ Edwards 2007 ศึกษาเอนไซม์เอสเตอร์เรส

จาก เม ล็ด  Arabidopsis thaliana ท่ี มี อ ายุ  30 วั น  พ บ โป ร ตีน ก ลุ่ม  α/β hydrolase ขอ ง 
Arabidopsis thaliana carboxylesterase (AtCXE) จ านวน 5 ชนิด  

นอกจากนี้ยังมีรายงานการศึกษาเอนไซม์เอสเตอร์เรสจากส่วนต่างๆ ของ
พืช เช่น ใบ ราก ผล หรือแม้กระท่ังเนื้อเยื่อ เช่น Radić และ Pevalek-Kozlina 2010 ศึกษาใบและ
รากของ Centaurea ragusina L. พบเอนไซม์จ านวน 14 ไอโซโซม Syros et al. 2005 ศึกษา
เอนไซม์เอสเตอร์เรสจากยอดอ่อนและเปลือกล าต้นยี่โถ (Nerium oleander L.) ท่ีมีอายุ 6 เดือน ท่ี
ปลูกในสภาวะหนาวเย็นและสภาวะแช่แข็ง ซึ่งพบเอนไซม์เอสเตอร์เรสจ านวน 7 ไอโซโซม์  และ 
Carvalho et al. 2003 ได้สกัดเอนไซม์เอสเตอร์เรสจากใบของ Aspidosperma polyneuron M. 

Arg. (Apocynaceae) และทดสอบทางชีวเคมีกับสาร 2 ชนิด คือ α-napthyl acetate และ β-

napthyl acetate พบเอนไซม์ β-esterase จ านวน 1 ไอโซโซม์ α–esterases จ านวน 3 ไอโซโซม์ 

และ α/β esterases จ านวน 10 ไอโซโซม์  
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Gershater Cummins และ Edwards 2007 ศึกษาเอนไซม์เอสเตอร์เรส
จากการเซลล์เพาะเล้ียงเนื้อเยื่อของเมล็ด Arabidopsis thaliana ซึ่งพบว่ามีเอนไซม์กลุ่มไฮโดรเลส 
จ านวน 4 ชนิด และ Balen et al. 2004 ได้สกัดเอนไซม์เอสเตอร์เรสจากเซลล์เพาะเล้ียงเนื้อเย่ือของ
กระบองเพชร (Mammillaria gracillis Pfeiff) พบเอนไซม์เอสเตอร์เรส จ านวน 13 ไอโซโซม์ 

ปี ค.ศ. 2002 Stuhlfelder, Lottspeich และ Mueller ได้สกัดเอนไซม์
เอสเตอร์เรสจากมะเขือเทศ  (Lycopersicon esculentum) พบว่าเอนไซม์เอสเตอร์เรสมีโปรตีน 
767-fold และยังมีรายงานพบเอนไซม์แพคตินเมทิลเอสเตอร์เรส (PME) จ านวน 22 มิลลิกรัม จาก
มะเขือเทศสด 4 กิโลกรัม (Vovk and Simonovska 2007) นอกจากนี้ยังพบว่ามีการศึกษาเอนไซม์เอ
สเตอร์เรสจากยางของ Synadenium grantii Hook,'f' พบเอนไซม์เอสเตอร์เรสท่ีมีสายพอลิเปปไทด์
น้ า ห นั ก โม เล กุ ล  14,000 kDa Govindappa et al. 1987 แ ล ะ ใน ปี ค .ศ . 1985 Upadhya, 
Govardhan และVeerabhadrappa ได้สกัดเอนไซม์เอสเตอร์เรสจากเมล็ดข้าวฟ่าง  (Eleusine 
coracana Gaertn) ท่ีก าลังงอก พบสายพอลิเปปไทด์สายเด่ียวที่มีน้ าหนักโมเลกุล 70,000 KDa 
 

2.2 การสกัดและการท าเอนไซม์ให้บริสุทธิ ์
เอนไซม์ท่ีส่ิงมีชีวิตผลิตขึ้นมานั้นจะมี 2 รูปแบบ คือ ผลิตขึ้นภายในเซลล์แล้วหล่ังออกมา

ภายนอกเซลล์ (extracellular enzyme) และผลิตขึ้นใช้ภายในเซลล์ ( intracellular enzyme) 
ดังนั้นการท่ีจะน าเอนไซม์มาใช้ประโยชน์ต้องมีกระบวนการท่ีเหมาะสมเพื่อให้เอนไซม์นั้นยังคงมี
คุณสมบัติตามท่ีผู้ใช้งานต้องการ (ธิดารัตน์ เอกสิทธิกุล 2550) การสกัดและการท าเอนไซม์ให้บริสุทธิ์
มี 3 ขั้นตอนหลัก คือ การเตรียมสารสกัดจากเซลล์ การแยกเอนไซม์ออกจากสารสกัด และการท า
เอนไซม์ให้บริสุทธิ์ กระบวนการดังกล่าวจะใช้หลักแนวคิด คือ  

1. เอนไซม์ท่ีสกัดได้ต้องมีปริมาณและความบริสุทธิ์สูง  
2. สูญเสียกิจกรรมทางชีวภาพน้อย  
3. ค่าใช้จ่ายท่ีใช้ในกระบวนการสกัดและการท าให้บริสุทธิ์ต่ า  

ซึ่งกระบวนการดังกล่าวดังแสดงในภาพประกอบ 2.2 การท าเอนไซม์ให้บริสุทธิ์ไม่ใช่เพียงแค่ต้องการ
ก าจัดส่ิงปนเป้ือนท่ีไม่ต้องการออกจากเอนไซม์เท่านั้น แต่ยังต้องค านึงถึงการท าให้เอนไซม์ท่ีต้องการมี
ความคงตัวและมีความเข้มข้นท่ีเหมาะสมต่อสภาพการใช้งานอีกด้วย (Hedhammar, Karlström, 
and Hober n.d.) 
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ภาพประกอบ 2.2 หลักแนวคิดกระบวนการท าเอนไซม์ให้บริสุทธิ์ 
ที่มา: Mowery and Seidman 2005 

  

  2.2.1 การเตรียมสารสกัดจากเซลล์ (Cell extract preparation) 
   ขั้นตอนแรกในการท าโปรตีนหรือเอนไซม์ให้บริสุทธิ์ คือ การท าให้เซลล์ท่ี
เป็นแหล่งของเอนไซม์แตก (Cell breakage) ออกเพื่อให้เอนไซม์เป้าหมายท่ีต้องการออกมาผสมกับ
สารละลายผสม โดยแหล่งของเอนไซม์อาจจะเป็นเซลล์ของจุลินทรีย์ท่ีเจริญอยู่ในอาหารเล้ียงเช้ือ หรือ
อยู่ภายในเซลล์หรือเนื้อเยื่อของพืชหรือสัตว์ เป็นต้น  ในกรณีท่ีเอนไซม์เป้าหมายถูกจุลินทรีย์
ปลดปล่อยออกมาภายนอกเซลล์จะไม่มีการท าให้เซลล์แตก เนื่องเอนไซม์จะผสมอยู่กับอาหารเล้ียง
เช้ือแล้ว แต่ส่วนใหญ่เอนไซม์จะอยู่ภายในเซลล์ดังนั้นขั้นตอนการท าให้เซลล์แตกจึงมีความส าคัญใน
การสกัดเอนไซม์ ซึ่งวิธีการท าให้เซลล์แตกนั้นมีต้ังแต่วิธีการท าแบบง่าย เช่น การใช้แรงดันออสโมติก 
(osmolysis)  หรือแบบท่ียุ่งยากซับซ้อน เช่น การใช้แรงส่ันสะเทือนในการท าลายเซลล์ (sonication) 
ซึ่งโดยท่ัวไปวิธีการท าให้เซลล์แตกจะแบ่งเป็น 3 วิธี คือ  
   วิธีการทางกายภาพ (Physical methods) เป็นวิธีการท าให้ เซลล์
เนื้ อ เยื่ อ เซ ล ล์แตก โดย เครื่ อ งมื อ  เช่น  ก ารบดหรื อต าโดยใช้ เครื่ อ งมื อ  Blender, Tissue 
grinder/Homogenizer, Mortar&pestle การท าให้ เซล ล์แตกใช้ Ultrasonication หรือ  High 
pressure compression (Inert gas) การใช้แรงดัน Osmotic pressure (Hypotonic solution) 
เป็นต้น 
   วิธีการทางเคมี (Chemical methods) เป็นวิธีการท าให้เซลล์ เนื้อเยื่อ
เซลล์แตกโดยใช้สารเคมี เช่น การใช้สารละลายอินทรีย์ (Organic solvents) เช่น น้ า Chloroform 
Methanol ก า ร ใ ช้ ส า ร ซั ก ฟ อ ก  ( Detergent) เ ช่ น  Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) 
Deoxycholate, Triton-X การใช้สาร ท่ีท าลายพั นธะ (Chaotropic agents) เช่น  Potassium 
thiocyanate Potassium bromide  
   วิธีการทางเอนไซม์ (Enzymatic methods) เป็นวิธีการท าให้เซลล์
เนื้อเยื่อเซลล์แตกโดยใช้เอนไซม์ โดยเอนไซม์ท่ีนิยมใช้ เช่น Protease Lipase Cellulase Chitinase 
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   ท้ังนี้จะเห็นว่าการท าให้เซลล์แตก การจะเลือกใช้วิธีใดนั้นขึ้นอยู่กับประเภท
ของเซลล์และเอนไซม์เป้าหมาย ดังแสดงตัวอย่างในตาราง 2.5 
 
ตาราง 2.5 วิธีการท าให้เซลล์แตก 

ชนิดของเซลล์ วิธีการท าให้เซลล์แตก 
แบคทีเรีย Sonication, Lysozyme 
พืช Blender, Methanol 
ยีตส์ Organic solvent  
สัตว์ Hand homogenizer, Blade homogenizer 

ที่มา: เสาวณีย์ กาญจนชุมพล และ ดวงกมล วิรุฬห์อุดมผล 2553 
 

   เมื่อเอนไซม์ เป้าหมายท่ีต้องการถูกท าให้หลุดออกมาจากเซลล์โดย
กระบวนการท าให้เซลล์แตกแล้ว เอนไซม์จะผสมรวมอยู่ในสารสกัดหยาบ ซึ่งสารสกัดหยาบของ
นอกจากจะมีเอนไซม์เป้าหมายแล้วก็ยังมีช้ินส่วนของเซลล์ สารต่างๆภายในเซลล์ต่างๆ และนอกจากนี้
ยังมีสารละลายท่ีน ามาใช้ในการรักษาสภาพของเอนไซม์เพื่อป้องกันโครงสร้างและฤทธิ์ทางชีวภาพท่ี
อาจจะสูญเสียไปรวมอยู่ในสารสกัดหยาบของด้วย ตาราง 2.6 จะแสดงตัวอย่างสารเคมีท่ีน ามาใช้ใน
การการรักษาสภาพของเอนไซม์ 
 

ตาราง 2.6 สารเคมีท่ีน ามาใช้ในการการรักษาสภาพของเอนไซม์ 
สารเคมี ความเข้มข้น วัตถุประสงค์ 
สารละลายบัฟเฟอร์;   
Tris 20 mM, pH 7.4 pH control  
Phosphate 0.1 M, pH7.0 pH control  
NaCl 100 mM Ionic strange stability 
EDTA 10 mM Capture metal ion, reduce oxidation 
สารซักฟอก;   
Ion detergent; SDS 
Non ion detergent 

0.1-0.5% Protein denature, 
Preparation of SDS-PAGE  

Triton X-100 0.1% Membranes solubility 
ที่มา: เสาวณีย์ กาญจนชุมพล และ ดวงกมล วิรุฬห์อุดมผล 2553 
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  2.2.2 การแยกเอนไซม์ออกจากสารสกัด (Enzyme separation) 
หลังการท าการท าให้เซลล์แตกเอนไซม์ท่ีต้องการจะผสมรวมอยู่ในสารสกัด

หยาบของท่ีมีส่วนผสมของเซลล์และองค์ประกอบต่างๆ ของสารสกัด  ดังนี้จึงต้องท าการแยกเอนไซม์
ท่ีต้องการออกจากสารสกัด โดยเทคนิคท่ีนิยมคือ การปั่นตกตะกอน (Centrifugation) เป็นการแยก
สารโดยอาศัยความแตกต่างของขนาด น้ าหนัก ความหนาแน่น ความหนืดของสารละลาย และแรง
โน้มถ่วงของโลกท่ีท าต่ออนุภาคของสารใหม่ ดังแสดงในภาพประกอบ 2.3 (ชูชาติ อารีจิตรานุสรณ์ 
2544; สัญชัย พยุงภร ม.ป.ป.) 
         การปั่นตกตะกอนแบบแยกส่วนท่ีละขั้น (Differential centrifugation) เป็น
วิธีการแยกสารโดยอาศัยความแตกต่างของขนาด น้ าหนัก โดยในแต่ละรอบของการปั่นตกตะกอนสาร
สกัดจะถูกแยกเป็น 2 ส่วน คือ ตะกอน (pellet) และของเหลวเหนือตะกอน (supernatant) จากนั้น
น าของเหลวส่วนใส ในแต่ละรอบมาการปั่นตกตะกอนท่ีความเร็วรอบสูงขึ้นในแต่ละครั้ง ท าให้เกิด
ตะกอน และของเหลวส่วนใสครั้ง 
         การปั่นตกตะกอนแบบอาศัยสารตัวกลางท่ีมีความหนาแน่นไล่ระดับ (Density 
gradient centrifugation) เป็นวิธีการแยกสารโดยอาศัยความแตกต่างของอัตราเร็วในการนอนก้น
หรือแยกออกจากกันโดยอาศัยความแตกต่างของความหนาแน่น โดยใช้ตัวกลางท่ีเหมาะสมและมี
ความหนาแน่น ต่าง ๆ กัน  

 

ภาพประกอบ 3 การปั่นตกตะกอน (Centrifugation) (1) การปั่นตกตะกอนแบบแยกส่วนท่ีละขั้น 
(differential centrifugation), (2) การปั่นตกตะกอนแบบอาศัยสารตัวกลางท่ีมีความหนาแน่นไล่
ระดับ(density gradient centrifugation) 
ที่มา: สัญชัย พยุงภร (ม.ป.ป.) 
 

   

 

(1) (2) 
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  2.2.3 การท าเอนไซม์ให้บริสุทธิ์ (Enzyme purification)  
           เมื่อแยกเอนไซม์เป้าหมายออกจากสารสกัดหยาบของแล้ว ขั้นตอนต่อมา 
คือ การท าเอนไซม์ให้บริสุทธิ์ (Enzyme purification) เป็นกระบวนการก่อนจะน าเอนไซม์ไปใช้
ประโยชน์ การท าเอนไซม์ให้บริสุทธิ์นั้นมีหลายวิธี ท้ังนี้ขึ้นอยู่กับคุณสมบัติเฉพาะตัวของเอนไซม์แต่ละ
ชนิด (ตาราง 2.7) และวัตถุประสงค์ของการใช้งานเอนไซม์นั้นๆ 
   ไดอะไลซีส (Dialysis) เป็นวิธีการท าเอนไซม์ให้บริสุทธิ์บางส่วน โดยการ
แยกเอนไซม์ท่ีต้องการออกจากสารอื่นๆโดยใช้เยื่อเลือกผ่าน (semipermeable membrane) ท่ี
ขนาดรูของเย่ือเลือกผ่านยอมให้สารโมเลกุลเล็กแพร่ผ่านได้และป้องกันการผ่านของสารโมเลกุลใหญ่ 
ซึ่งการท าไดอะไลซีสนิยมใช้ในกระบวนการทางชีวเคมี เช่น การแยกเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตออกจาก
เอนไซม์หรือโปรตีน การเปล่ียนบัฟเฟอร์ให้สารละลายโปรตีน การแยกไอออนเล็กหรือโมเลกุลเล็กซึ่ง
จับกับสารชีวโมเลกุลเป็นต้น ส าหรับ วัสดุท่ีใช้ท าเยื่อเลือกผ่านนิยมใช้เซลลูโลสแอซีเตท (cellulose 
acetate) ซึ่ งนิ ยม เรี ย ก ว่ า  ถุ ง ไดอะ ไลซี ส  (Dialysis tube) ห รือ  เซ ล โล เฟ น  (cellophane) 
(ภาพประกอบ 2.4) 
   วิธีการท าเอนไซม์ให้บริสุทธิ์บางส่วน หลังจากท่ีตกตะกอนเอนไซม์ด้วย
เกลือแอมโมเนียมซัลเฟตแล้ว ขั้นตอนต่อมาจะท าการแยกเอนไซม์และเกลือออกจากกัน (desalting) 
โดยการน าตะกอนเอนไซม์ท่ีได้ใส่ลงในถุงไดอะไลซีสปิดปากถุงให้สนิท แล้วน าไปแช่ในสารละลาย
บัฟเฟอร์ โดยเอนไซม์ซึ่งเป็นสารโมเลกุลใหญ่จะไม่สามารถแพร่ผ่านเยื่อบางของเย่ือเลือกผ่านได้จะ
ยังคงอยู่ในถุงไดอะไลซีส ส่วนสารโมเลกุลเล็กของเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตจะสามารถแพร่ผ่านออกมา
นอกถุงไดอะไลซีส โดยกระจายตัวจากภายในถุงซึ่งมีความเข้มข้นของเกลือสูงออกสู่ภายนอกถุงท่ีมี
ความเข้มข้นต่ ากว่า เมื่อความเข้มข้นของเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตภายในถุงและภายนอกถุงไดอะซีส
เท่ากันจะท าให้ระบบเป็นภาวะสมดุล ซึ่งการแลกเปล่ียนหยุด และถ้ามีการเปล่ียนสารละลายบัฟเฟอร์
อยู่เสมอ จะท าให้เกลือแอมโมเนียมซัลเฟตภายในถุงแพร่ออกมาได้เรื่อยๆ จนเกือบหมด นอกจากนี้
การกวนสารระลายบัฟเฟอร์ในภาชนะจะท าให้ถุงไดอะไลซีสเคล่ือนไหวอยู่ตลอดเวลาช่วยให้ถึงภาวะ
สมดุลได้เร็วขึ้น ข้อควรระวังในการไดอะไลซีส คือ การท่ีสารละลายบัฟเฟอร์แพร่เข้าสู่ถุงไดอะไลซีส 
การเกิดออสโมซีส (osmosis) เนื่องจากความเข้มข้นของเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตภายในถุงมีความ
เข้มข้นสูง ท าให้บัฟเฟอร์แพร่ผ่านเข้าไปในถุงเพิ่มมากเกินไป ซึ่งอาจจะเกิดแรงดันท าให้ถุงไดอะไลซีส
ฉีกขาดได้ ดังนั้นในการท าไดอะไลซีสไม่ควรเติมสารละลายเอนไซม์จนเต็มถุง ควรเหลือพื้นท่ีไว้และ
ควรรีดไล่อากาศออกจากพื้นท่ีส่วนดังกล่าวก่อนผูกปมปิดถุงพื่อส าหรับการเพิ่มปริมาตรภายในถุง
ไดอะไลซีสในกรณีเกิดการออสโมซีส (Mowery and Seidman 2005) 
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ตาราง 2.7 วิธีการท าเอนไซม์ให้บริสุทธิ์ตามคุณสมบัติเฉพาะตัวของเอนไซม์  
คุณสมบัติเอนไซม์ วิธีการ 
ขนาด หรือ มวล - เจลฟิลเตรช่ัน (Gel filtration) 

- อุลตร้าฟิลเตรช่ัน (Ultrafiltration)  
 - ไดอะไลซีส (Dialysis) 
ประจุ - โครมาโตรกราฟี่แบบแลกเปล่ียนประจุ 

 (Ion-exchange chromatography) 
 - อิเลคโตรโฟไลซีส (Electrophoresis) 
 - ไอโซอิเลิคทริคโฟกัสซิง (Isoelectric fองศาเซลเซียสusing) 
ความสามารถในการละลาย - การเปล่ียนแปลงค่า pH (Isoelectric precipitation) 
 - การเปล่ียนแปลงค่าความแรงของอิออน 

(Change in ionic strength) 
 - การลดค่าคงท่ีไดอิเลคตริค  

(Decrease in dielectric constant) 
ความจ าเพาะกับสารบางชนิด - โครมาโตรกราฟี่แบบจ าเพาะ  

(Affinity chromatography) 
ที่มา: ชรินทร์ เตชะพันธุ์ (ม.ป.ป.) และ สมยศ โอศิริพันธุ์ 2553 
  

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 2.4 ไดอะไลซีส (Dialysis) 
ที่มา: Mowery and Seidman 2005 
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2.2.4 การสกัดและการท าบริสุทธิ์เอนไซม์เอสเตอร์เรส 
   2.2.4.1 การสกัดเอนไซม์เอสเตอร์เรสด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ 
    Li et al. 2019 ได้ศึกษาการสกัดเอนไซม์เอสเตอร์เรสจากมันฝรั่ง 
(Solanum Tuberosum) โดยใช้สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 ในสภาวะอ่างน้ าอุ่นอุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที สารสกัดเอนไซม์เบื้องต้นมี จุดไอโซอิเล็กทริก (Isoelectric 
point: pI) 4.4 หลังจากศึกษา SDS-PAGE พบว่าเอนไซม์ เอสเตอร์เรสมีน้ าหนักโมเลกุล 16.4 , 
20.866, 22.73 และ 40.286 kDa 
    Parasa และ Saraswathi 2015 สกัดเอนไซม์เอสเตอร์เรสจาก
เมล็ดแคบ้าน (Sesbania Grandiflora) โดยใช้ผงละเอียดของเมล็ดท่ีล้างไขมันด้วยสารละลาย 10% 
acetone และสกัดโดยสารละลาย 0.05 M ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ในสภาวะเย็นตลอดเวลา หลังจากท า
บริสุทธิ์เอนไซม์ด้วยเทคนิคการตกตะกอนด้วยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตและน าไปป่ันเหวี่ยงตกตะกอน
ด้วยเครื่อง centrifuge ท่ีสภาวะความเร็ว 10,000 rpm 4 องศาเซลเซียส เวลา 30 นาที จากนั้นน า
ตะกอนโปรตีนมาท าไดอะไลซีสในสารละลายโซเดียมอะซิเตตบัฟเฟอร์ 50 mM  pH 5.4 อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส และการแยกสารด้วย เทคนิค Ion exchange chromatography โดยใช้ CM-
Cellulose พบว่ามีเอนไซม์ท่ีแยกได้ค่าแอกติวิตีจ าเพาะเอนไซม์ คือ 146.6 และ 1,559 U/mg 
ตามล าดับ เมื่อศึกษาน้ าหนักโมเลกุลด้วยเทคนิค SDS-PAGE พบเอนไซม์เอสเตอร์เรสมีน้ าหนัก
โมเลกุล 28, 25 และ 22 kDa และท่ีสภาวะการศึกษาเดียวกัน Bhavith K P et al. 2014 ได้สกัด
เอนไซม์เอสเตอร์เรสจากเมล็ด Caesalpinia mimosoides หลังจากไดอะไลซีส และการแยกสาร
ด้วยคอลัมน์ CM-Cellulose พบว่าเอนไซม์มีค่าแอกติวิตีจ าเพาะเอนไซม์ คือ 0.32 และ 1.14 U/mg 
ตามล าดับ และมีน้ าหนักโมเลกุล 20 kDa 
    Chandre et al. 2014 ศึกษาสภาวะท่ี เหมาะสมในการสกัด
เอนไซม์เอสเตอร์เรสจากถั่วลันเตา (Pisum sativum L.) โดยใช้ผงละเอียดของเมล็ดท่ีสกัดโดย
สารละลาย 0.05 M ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (pH 7.0) อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส จากนั้นน าสารสกัดไป
ปั่นเหวี่ยงตกตะกอนด้วยเครื่อง centrifuge ท่ีสภาวะความเร็ว 10,000 rpm เวลา 10-15 นาที น า
ตะกอนโปรตีนท่ีได้ท าบริสุทธ์ด้วยเทคนิคไดอะไลซีสในสารละลายฟอสเฟสบัฟเฟอร์ 0.2 M pH 7 ใน
อุณหภูมิเย็นตลอดเวลา พบว่ามีค่ากิจกรรมเอนไซม์ คือ 1.65 µmol/min  
    Kantharaju และ Murthy 2014 สกัดเอนไซม์เอสเตอร์เรสจาก
เมล็ดมะขามท่ีก าลังงอก (Tamarindus indica) โดยใช้สารละลาย 0.05 M ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 
7.0 และน าไปปั่นเหวี่ยงตกตะกอนด้วยเครื่อง centrifuge ความเร็ว 10,000 rpm 4 องศาเซลเซียส 
เวลา 15 นาที น าสารสกัดหยาบท่ีได้ไปศึกษาเอนไซม์ด้วยเทคนิค Native PAGE พบว่าเมล็ดมะขามท่ี
ก าลังงอกมีเอนไซม์ จ านวน  9 ไอโซไซม์ Ali et al. 2013 สกัดเอนไซม์เอสเตอร์เรสจากถั่วแดงหลวง 
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(Phaseolus vulgaris) ท่ีก าลังงอก ซึ่งสกัดโดยสารละลาย 0.1 M ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส จากนั้นไปปั่นเหวี่ยงตกตะกอน ความเร็ว 10,000 rpm 4 องศาเซลเซียส เวลา 15 
นาที น าสารลายส่วนใสมาตะกอนโปรตีนด้วยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต และปั่นเหวี่ยงตกตะกอน
ความเร็ว 10,000 rpm เวลา 30 นาที น าสารสกัดท่ีได้มาศึกษาน้ าหนักโมเลกุลด้วยเทคนิค native 
PAGE พบว่า แถบโปรตีนถั่วแดงหลวงท่ีก าลังงอก จ านวน 6 แถบ 
    LI et al. 2009 ศึกษาเอนไซม์เอสเตอร์เรสจากถั่วเหลือง โดยใช้ผง
ละเอียดของถั่วเหลืองมาสกัดโดยใช้ สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 0.3 M pH 7.0 ผสมเขย่าให้เข้ากัน 
30 นาที และต้ังท้ิงไว้ 12 ช่ัวโมง ในตู้เย็นอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส หลักจากนั้นจ าท าการปั่นแยก
ตะกอนด้วยวิธี differential centrifugation ความเร็ว 6,000 8,000 10,000 และ 20,000 rpm  
4 องศาเซลเซียส เวลา 15 นาที ตามล าดับ หลังจากนั้นรวมส่วนใสมาตะกอนโปรตีนด้วยเกลือ
แอมโม เนี ยมซั ล เฟตและ ไดอะไลซี ส  น าโปรตีน ท่ี ไ ด้มาท าบริ สุทธิ์ ด้ วย เทคนิค  DEAE-32 
chromatography และ SDS-PAGE พบน้ าหนักโมเลกุล 24 และ 37.2 kDa นอกจากนี้ Syros et al. 
2005 สกัดเอนไซม์เอสเตอร์เรสจากยี่โถ (Nerium oleander L.) โดยใช้ไนโตรเจนเหลวผสมร่วมกับ
สารบัฟเฟอร์ผสมประกอบด้วย 100 mmol L-1 Tris–HCl pH 7.0 1 mmol L-1 PMSF และ 10% 
(w/v) polyvinyl polypyrolidone (PVPP) หามวลโมเลกุลของโปรตีนโดยเทคนิค SDS-PAGE พบ
น้ าหนักโมเลกุล 38 kDa นอกจากนี้ยังพบว่าท่ีสภาวะการศึกษาท่ีคล้ายกัน Balen et al. 2004 ศึกษา
การสกัดเอนไซม์จากเนื้อเยื่อของ Mammillaria gracillis Pfeiff โดยใช้ตัวอย่างน้ าหนัก 1.0 กรัม สัด
โดยใช้สารละลายบัฟเฟอร์ผสม 1.5 ml และ 0.1 M Tris/HCl pH 8.0 และ polyvinylpyrrolidone  
จากนั้นศึกษาน้ าหนักโมเลกุลโดยเทคนิค SDS-PAGE พบเอนไซม์เอสเตอร์เรส จ านวน  13 ไอโซไซม์ 
    Carvalho et al. 2003 ศึกษาเอนไซมเอสเทอรเรสจากใบของ 
Aspidosperma polyneuron M. Arg. (Apoynaceae) โดยใช้ 1.0 M สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 
pH 7.0 ท่ีผสม 5% PVP-40 0.01 M dithiothreitol (DTT) 10 mM sodium metabisulfite  50 

mM ascorbic acid, 1.0 mM EDTA และสารละลาย 0.5% β-mercaptoethanol เมื่อผสมสาร
สกัดและตัวอย่างให้เข้ากันแล้วจะน าไปปั่นเหวี่ยงตกตะกอนด้วยความเร็ว 25,000 rpm 4 องศา
เซลเซียส เวลา 30 นาที จากนั้นจะน าสารสกัดไปศึกษาโปรตีนด้วยเทคนิค PAGE พบเอนไซม์ 
เอสเตอร์เรส จ านวน 14 ไอโซไซม์ 
 
   2.2.4.2 การสกัดเอนไซม์เอสเตอร์เรสด้วยสารละลายโซเดียมคลอไรด์ 
    Shivashankar, B and Premkumari 2014 ได้ศึกษาเอนไซม์ 
เอสเตอร์เรสจจากเห็ด Hypsizygus ulmarius โดยใช้สารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.15 M เป็นตัว
สกัด จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงตกตะกอนด้วยเครื่อง centrifuge ความเร็ว 10,000 rpm, 4 องศา
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เซลเซียส เวลา 20 นาที สารสกัดหยาบท่ีได้มีโปรตีนและกิจกรรมเอนไซม์ คือ 3.57 mg/ml และ 
2.25 µmole/ml ตามล าดับ และท่ีสภาวะคล้ายกัน Subramani et al. 2012 ใช้สารละลายโซเดียม
คลอไรด์ 0.1 M สกัดเอนไซม์เอสเตอร์เรสจากเมล็ดสบู่ด า (Jatropha curcas) ท่ีก าลังงอก พบว่ามี
เอนไซม์ท่ีแยกได้ค่ากิจกรรมเอนไซม์และค่าแอกติวิตีจ าเพาะเอนไซม์ คือ 9.07 µmole/min/mg และ 
0.092 U/mg ตามล าดับ จากนั้นศึกษาเอนไซม์ด้วยเทคนิค Native PAGE พบแถบโปรตีน จ านวน 13 
แถบ 

2.2.4.3 การศึกษาการสกัดเอนไซม์เอสเตอร์เรสด้วยน้ า 
    Wang et al. 2012 ศึกษาการสกัดเอนไซม์เอสเตอร์เรสโดยใช้น้ า
ปราศจากไอออนเป็นตัวสกัด โดยการสกัดเอนไซม์จากแป้งสาลี หลังจากปั่นผสม 15 นาที ต้ังไว้ค้าง
คืนท่ี 4 องศาเซลเซียส น าสารสกัดท่ีได้มาปั่นเหวี่ยงตกตะกอนด้วยความเร็ว 5,000 rpm 4 องศา
เซลเซียส เวลา 10 นาที สารสกัดหยาบท่ีได้จะถูกน ามาตะกอนโปรตีนด้วยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต 
และท าบริสุทธ์ด้วยเทคนิคไดอะไลซีสในสารละลายฟอสเฟสบัฟเฟอร์ pH 6.38 เป็นเวลา 12 ช่ัวโมง 
เอนไซม์เอสเตอร์เรสท่ีได้สามารถใช้ตรวจวิเคราะห์ยาฆ่าแมลงกลุ่ม OPs ได้ Yang et al. 2010 ศึกษา
การท าบริสุทธิ์เอนไซม์เอสเตอร์เรสท่ีสกัดจากแป้งสาลีท่ีใช้น้ ากล่ันเป็นตัวสกัด โดยการผสมแป้งสาลี
กับน้ ากล่ันเป็นเวลา 30 นาที แล้วน ามาปั่นเหวี่ยงตกตะกอนด้วยความเร็ว 4,000 rpm 4 องศา
เซลเซียส เวลา 10 นาที จากนั้นท าบริสุทธ์เอนไซม์ด้วยเทคนิค aqueous two-phase system 
(ATPS) โดยใช้ PEG1000/NaH2PO4 พบว่าส่วนสารสกัดเอนไซม์ในช้ันบนของ PEG1000/NaH2PO4 
และในช้ันล่างของ PEG1000/NaH2PO4/(NH4)2SO4 มีค่าแอกติวิตีจ าเพาะเอนไซม์ คือ 0.21 และ 
0.72 U/mg ตามล าดับ 
 

2.3 ยาฆ่าแมลง (Pesticides) 
   ยาฆ่าแมลง (Pesticides) หมายถึง สารจากธรรมชาติหรือสารผสมท่ีเกิดจากการ
สังเคราะห์ท่ีมีวัตถุประสงค์หลักส าหรับป้องกัน ควบคุม ท าลาย พืช สัตว์ จุลินทรีย์ ท่ีเป็นศัตรูพืช และ
หากใช้ไม่ถูกวิธีอาจเป็นอันตรายต่อสุขภาพ รบกวนกระบวนการผลิตอาหาร การแปรรูป การจัดเก็บ 
การขนส่ง และผลิตผลทางการเกษตรได้ ยาฆ่าแมลง พืชมีมากมายหลากหลายชนิด ซึ่งแต่ละชนิดจะมี
ความจ าเพาะกับชนิดของศัตรูพืชเป้าหมาย ซึ่งสามารถจ าแนกได้เป็นกลุ่มหลักๆ ดังนี้  
  สารเคมีป้ อ งกัน ก า จัดแมลง (Insecticides) หรือ ยาฆ่ าแมลง เป็ น สาร ท่ี มี
วัตถุประสงค์ของการใช้งานส าหรับป้องกัน ควบคุม ท าลายแมลงศัตรูพืช 
  สารเคมีป้องกันก าจัดวัชพืช (Herbicides, weed killers ) เป็นสารท่ีมีวัตถุประสงค์
ของการใช้งานส าหรับการท าลายวัชพืชต่างๆ เช่น หญ้า  
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  สารเคมีป้องกันก าจัดเช้ือรา (Fungicides) เป็นสารท่ีมีวัตถุประสงค์ของการใช้งาน
ส าหรับป้องกัน ควบคุม ท าลายเช้ือราโรคและศัตรูพืช 
  สารเคมีป้องกันก าจัดสัตว์ฟันแทะ (Rodenticides) เป็นสารท่ีมีวัตถุประสงค์ของการ
ใช้งานส าหรับก าจัดหนูหรือสัตว์ฟันแทะท่ีเป็นศัตรูพืช 
  สารรม (Fumigants) เป็นสารเคมีท่ีสามารถก าจัดหรือฆ่าศัตรูพืชได้หลากหลายชนิด 
เช่น แมลง วัชพืช เช้ือรา สัตว์ฟันแทะ  
  นอกจากนี้ยังมีสารเคมีป้องกันก าจัดพืชท่ีจ าเพาะกับศัตรูพืชเป้าหมายโดยเฉพาะ 
เช่น สารเคมีก าจัดหอย (Molluscicides ) สารควบคุมสาหร่าย (Algaecides) สารก าจัดแบคทีเรีย
หรือไวรัส (Antimicrobial) เป็นต้น (แสงโฉม ศิริพานิช 2556; ศิริวรรณ ฉันเจริญ, อรพันธ์ อันติมา
นนท์, และ โกวิทย์ บุญมีพงศ์ 2553; ศรัญญา พัวพลเทพ 2559; Mutengwe, Chidamba, and 
Korsten 2016; Prieto Garcia et al. 2012; Skretteberg et al. 2015; Donald J. Ecobichon 
2001; Kała 2011) 

 2.3.1 ยาฆ่าแมลง (Insecticides) 
  ยาฆ่าแมลง (Insecticides) หรือท่ีประชาชนท่ัวไปนิยมเรียก คือ ยาฆ่าแมลง เป็น
สารเคมีท่ีสังเคราะห์ขึ้นหรือสารตามธรรมชาติท่ีมีวัตถุประสงค์การใช้งานส าหรับป้องกัน ควบคุม 
ท าลายแมลงศัตรูพืช ปัจจุบันยาฆ่าแมลงท่ีนิยมใช้ สามารถแบ่งตามโครงสร้างทางเคมีของสารได้ 4 
กลุ่มหลัก (Donald J. Ecobichon 2001; Kała 2011; Prieto Garcia et al. 2012; ศรัญญา พัวพล
เทพ 2559; แสงโฉม ศิริพานิช 2556) คือ 
  กลุ่มออร์กาโนคลอรีน (Organochlorine; OCs) เป็นสารเคมีท่ีมีโครงสร้างหลัก
ของสารจะมีคลอรีนเป็นองค์ประกอบ เช่น dichlorodiphenylethane-, chlorinated cyclodiene, 
chlorinated benzene- และ chlorinated cyclohexane (ภาพประกอบ 2.5) ยาฆ่าแมลงกลุ่ม
ออร์กาโนคลอรีน เป็นท่ีมีความคงตัวสลายตัวช้าในธรรมชาติ และสามารถสะสมในช้ันไขมันได้ ใน
สมัยก่อนใช้ในการควบคุมพาหะโรคไข้เลือดออกและไข้มาลาเรีย ตลอดจนใช้ป้องกัน ควบคุม ท าลาย
แมลงศัตรูพืช ในเพาะปลูกพืชทางการเกษตร เช่น องุ่น ผักกาด มะเขือเทศ  ข้าวโพด ข้าวฟ่าง ฝ้าย 
เป็นต้น ปัจจุบันนี้ยาฆ่าแมลงกลุ่มออร์กาโนคลอรีนนี้หลายประเทศได้ยกเลิกและห้ามใช้ เนื่องจาก
สะสมตกค้างในส่ิงแวดล้อมยาวนาน และหากมนุษย์ได้รับสารชนิดนี้เข้าสู่ร่างกาย จะเกิดการสะสมใน
ร่างกายซึ่งจะส่งผลต่อระบบประสาทส่วนกลางของมนุษย์อีกด้วย  
 
 
 

http://npic.orst.edu/pest/slugsnail.html
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ภาพประกอบ 2.5 โครงสร้างทางเคมีของสารกลุ่มออร์กาโนคลอรีน 
ที่มา : Donald J. Ecobichon 2001 

 
   กลุ่มไพรีทรอยด์และสารสังเคราะห์ไพรีทรอยด์ (Pyrethroids and 
synthetic pyrethroids; SPs) เป็นสารเคมีป้องกันก าจัดท่ีได้จากธรรมชาติ เนื่องจากเป็นสารเคมีท่ี
สกัดได้จากการสกัดพืชกลุ่มไพรีทรัม (pyrethrum) หรือ พืชตระกูลเบญมาศ (chrysanthemum 
flowers) เช่ น  Chrysanthemum cinerariaefolium, Chrysanthemum coccineum) เป็ น ต้น 
สารไพรีทรอยด์ธรรมชาติท่ีสกัดได้เป็นสารอนุพันธ์ของเอสเทอร์ เช่น chrysanthemic pyrethric 
pyrethrolol cinerolol และ jasmolol เป็นต้น และปัจจุบันได้มีการสังเคราะห์สารกลุ่มไพรีทรอยด์
ขึ้น เพื่อใช้จ าหน่ายทางการค้าเป็นจ านวนมาก ซึ่งสารสังเคราะห์นี้จะมีโครงสร้างทางเคมีหลัก และมี
คุณสมบัติ การออกฤทธิ์เหมือนสารไพรีทรอยด์ธรรมชาติ (ภาพประกอบ 2.6) โดยสารกลุ่มไพรีทรอยด์
ธรรมชาติและสารสังเคราะห์ไพรีทรอยด์ จะผลต่อแมลงศัตรูพืชโดยจะเป็นพิษต่อระบบทางเดินอาหาร
ของแมลง ท าให้หมดสติช่ัวคราวและท าให้เฉื่อยชา เป็นต้น 
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ภาพประกอบ 2.6 โครงสร้างทางเคมีของสารกลุ่มไพรีทรอยด์ (A) และสารสังเคราะห์ไพรีทรอยด์ (B) 
ที่มา : Donald J. Ecobichon 2001 

 

   กลุ่มออร์กาโนฟอสเฟต (Organophosphates; OPs) และกลุ่มคาร์บา
เมต (Carbamate; CAs) เป็นยาฆ่าแมลงท่ีมีโครงสร้างทางเคมีแตกต่างกันแต่มีคุณสมบัติและกลไก
ในการท าการป้ อ งกั น ก า จัดแมลง ศัตรูพื ช เห มื อนกั น  โดยสารก ลุ่มออร์ กาโนฟ อสเฟ ต  
(organophosphates; OPs) จะสารประกอบเอสเตอร์ของกรดฟอสโฟริก (phosphoric) หรือ กรด
โฟสโฟไธโออิก (phosphorothioic acid) ในขณะท่ีสารกลุ่มกลุ่มคาร์บาเมตจะเป็นสารประกอบ 
เอสเตอร์กรดคาร์บามิก (carbamic acid) (ภาพประกอบ 2.7)   

 

 

 

ภาพประกอบ 2.7 โครงสร้างทางเคมีของสารกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟต  (I) และกลุ่มคาร์บาเมต (II) 
ที่มา : ศรัญญา พัวพลเทพ 2015 
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 2.3.2 ความเป็นพิษของยาฆ่าแมลง  
องค์การอนามัยโลก (WHO)  ได้แบ่งระดับความเป็นพิษของการยาฆ่าแมลง ตามความ

เส่ียงของการได้รับสัมผัส ปริมาณการได้รับสาร และชนิดของสารเคมี ซึ่งการจัดระดับความเป็นพิษ
ของยาฆ่าแมลง  จะเทียบกับปริมาณสารเคมีต่อน้ าหนักตัวของหนูหรือสัตว์ทดลองในห้องปฏิบัติการท่ี
ได้รับเข้าไปครั้งเดียวแล้วท าให้ตายไป 50% (lethal dose; LD50) โดยจะแบ่งออกเป็น 5 ระดับ จาก
ความเป็นพิษต่ าหาไปหาสูง (Donald J. Ecobichon 2001; Kała 2011; Prieto Garcia et al., 
2012; ปัทมา ศรีแสง, สุดาวดี ยะสะกะ, สรัญญา ถี่ป้อม, พีรญา อึ้งอุดรภักดี และ วันดี วัฒนชัยยิ่ง
เจริญ 2560; พัชรี ภคกษมา, สุวรรณี สายสิน และ ศรมน สุทิน 2559; แสงโฉม ศิริพานิช 2556) ดัง
แสดงในตาราง 2.8 
 
ตาราง 2.8 ระดับความเป็นพิษของการยาฆ่าแมลง พืชตามเกณฑ์ของ WHO 

ระดับ ค าอธิบาย 
ค่า LD50 ส าหรับหน ู
(มก./กก. น้ าหนักตัว) 

ของแข็ง ของเหลว 
Ia พิษร้ายแรงมาก (Extremely hazardous) ≤5 ≤20 
Ib พิษร้ายแรง (Highly hazardous) 5-50 20-200 
II พิษปานกลาง (Moderately hazardous) 50-500 200-2000 
III พิษน้อย (Slightly hazardous) ≥501 ≥2001 
U ไม่มีพิษ (Non-hazardous) ≥2000 ≥3000 
ที่มา: Donald J. Ecobichon 2001; Kała 2011; จ ารัส เลิศศรี 2560 
 
  2.3.2.1 ค ว า ม เป็ น พิ ษ ข อ ง ย า ฆ่ า แ ม ล ง  ก ลุ่ ม อ อ ร์ ก า โ น ค ล อ รี น 
(Organochlorine; OCs) และกลุ่มไพรีทรอยด์ สารสังเคราะห์ไพรีทรอยด์ (Pyrethroids and 
synthetic pyrethroids; SPs) 
   ความเป็นพิษของยาฆ่าแมลง กลุ่มออร์กาโนคลอรีน (OCs) จะเกิดอาการ
พิษแบบเฉียบพลัน ซึ่งเกี่ยวข้องกับระบบประสาทส่วนกลางเป็นหลัก ซึ่งความรุนแรงของพิษจากจะมี
ต่างกันขึ้นอยู่กับปัจจัยท่ีเกี่ยวข้อง เช่น ชนิดของสาร ช่องทางในการได้รับสาร ความถี่ของการได้รับ
สาร โดยส่งผลท าให้เกิดการกระวนกระวาย ไวต่อการกระตุ้น ชักเกร็ง การหายใจไม่ปกติ ซึม อาเจียน 
กล้ามเนื้อส่ัน น้ าลายไหล อาเจียน และมีอาจจะมีการชักอย่างรุนแรงและตายได้ ส าหรับความเป็นพิษ
ของยาฆ่าแมลง กลุ่มไพรีทรอยด์และสารสังเคราะห์ไพรีทรอยด์ (SPs) มีความเป็นพิษต่อคนและสัตว์
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น้อยมาก เนื่องจากเป็นสารท่ีสังเคราะห์เลียนแบบ เช่น การระคายเคืองหรือมีอาการคันผิวหนัง แต่ถ้า
ได้รับสารนี้ในปริมาณสูง จะมีอาการคล้ายคล้ายกลุ่ม OCs  
  2.3.2.2 ความเป็นพิษของยาฆ่าแมลงกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟต (OPs) และกลุ่ม
คาร์บาเมต (CAs) 
   ยาฆ่าแมลงกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟต  (OPs) และกลุ่มคาร์บาเมต (CAs) มี
การออกฤทธิ์ท่ีเป็นพิษต่อร่างกาย โดยมีผลต่อการท างานระบบประสาท โดยสารท้ังสองกลุ่มนี้จะ
ยับย้ังการท างานของเอนไซม์อะซิติลโคลีนเอสเตอร์เรส (acetylcholinesterase; AChE) ท่ีอยู่บริเวณ
ปลายประสาท ซึ่งเอนไซม์นี้จะท างานโดยการสลายสารส่ือประสาทอะซิติลโคลีน (acetylcholine; 
ACh) ซึ่งเป็นสารท่ีมีผลต่อการกิจกรรมทางชีวภาพของส่ิงมีชีวิต โดยหากการท างานของเอนไซม์อะซิ
ติลโคลีนเอสเตอร์เรส (acetylcholinesterase; AChE) ถูกยับยั้งโดยยาฆ่าแมลงกลุ่มออร์กาโน
ฟอสเฟต และกลุ่มคาร์บาเมตจะส่งผลให้เกิดการสะสมของสารส่ือประสาทอะซิติลโคลีนท่ีปลาย
ประสาท ซึ่งมีผลท าให้เกิดการกระตุ้นระบบประสาทท้ัง muscaric และ nicotinic ท่ีมากกว่าปกติ ซึ่ง
หากได้รับในปริมาณน้อยจะท าให้อ่อนเพลีย อาเจียน  ท้องเดิน น้ าลายออกมากผิดปกติ คล่ืนไส้ 
วิงเวียน กล้ามเนื้อกระตุก แน่นหน้าอก ตาพร่า และหากถ้าได้รับในปริมาณสูงขึ้น น้ าลายฟูมปาก 
อุจจาระและปัสสาวะราด กล้ามเนื้อกระตุกท่ัวตัว ชัก หายใจล าบากจะท าให้หมดสติ และหยุดหายใจ
ได้ นอกจากนี้ยังมีรายงานถึงผลกระทบต่อเจริญเติบโตและระดับสติปัญญาของเด็กด้วย  
 

2.4 คุณลักษณะเฉพาะของเอนไซม์เอสเตอร์เรส 
 2.4.1 ผลของค่า pH อุณหภูมิ ไอออนของโลหะ และสารเคมีต่อการท างานของเอนไซม์ 
เอสเตอร์เรส 
  Li et al. 2019 ศึกษาเอนไซม์เอสเตอร์เรสจากมันฝรั่ง (Solanum Tuberosum) 
พบว่ามีค่า pH และอุณหภูมิท่ีเหมาะในการศึกษากิจกรรมเอนไซม์ คือ pH 7.0 อุณหภูมิ 40-45 องศา
เซลเซียส และพบว่าไอออนของ Ca2+ และ Ba2+ สามารถยับยังการท างานของเอนไซม์ได้ ซึ่ง
สอดคล้องกับรายงานท่ีพบว่าเอนไซม์เอสเตอร์เรสจากถั่วลันเตา (Pisum sativum L.) มีสภาวะท่ี
เหมาะในการศึกษาเอนไซม์ คือ pH 7.0 และอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส (Chandre et al. 2014) 
และเอนไซม์เอสเตอร์เรสจากเมล็ด Caesalpinia mimosoides  มีสภาวะท่ีเหมาะในการศึกษา
เอนไซม์ คือ pH 7.0 และอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส (Bhavith K P et al. 2014; Kantharaju และ 
Murthy 2014) รายงานว่า เอนไซม์เอสเตอร์เรสจากเมล็ดมะขาม (Tamarindus indica) มีสภาวะท่ี
เหมาะของเอนไซม์อยู่ในช่วง pH 7.0-7.5 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส – 50 องศาเซลเซียส ในขณะท่ี 
Shivashankar, B และ Premkumari 2014 พบว่ า เอน ไซม์ จาก เห็ ด Hypsizygus ulmarius มี
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สภาวะท่ีเหมาะสม คือ pH 6.0 และอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และนอกจาหนี้ยังพบว่าเมื่อเพิ่มความ
เข้มข้นของไอออน Cu2+ จาก CuSO4 ท าให้เอนไซม์จะมีกิจกรรมท่ีสูงขึ้น ในขณะท่ี Fe2+ จาก FeSO4 
ท าให้กิจกรรมเอนไซม์จะมีค่าลดลง 
  Hou et al. 2012 ได้ศึกษาคุณลักษณะของเอนไซม์เอสเตอร์เรสจากแป้งสาลี พบว่า 
pH และอุณหภูมิท่ีเหมาะในการศึกษา คือ pH 6.5 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และพบว่าไอออนของ 
K+ และ Na+ ไม่มีผลต่อเอนไซม์ ในขณะท่ี Mg2+ Ca2+ และ Fe2+ ช่วยเพิ่มกิจกรรมเอนไซม์ และ
ในขณะท่ี Ba2+ Pb2+ และสาร PMSF (4.5 mM) และ N-bromosuccinimide (11 mM) ยับยังการ
ท างานของเอนไซม์ ในขณะท่ี Wang et al. 2012 รายงานผลการศึกษาว่าเอนไซม์เอสเตอร์เรสจาก
แป้งสาลีท่ีศึกษามีค่า pH 6.38 และอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นสภาวะท่ีเหมาะสม   
  Subramani et al. 2012 รายงานการศึกษาเอน ไซม์ จากสบู่ ด า (Jatropha 
curcas) ท่ีพบว่า pH และอุณหภูมิท่ีเหมาะในการศึกษา คือ pH 6.5 และอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส 
ในขณะท่ี Staubmann et al. 1999 ซึ่งได้ศึกษาสบู่ด า พบว่าอุณหภูมิท่ีเหมาะในการศึกษา คือ pH 
7.0 อุณหภูมิ 50-55 องศาเซลเซียส และพบว่าไอออนของ Ba2+ Mn2+ และ Ca2+ ช่วยเพิ่มกิจกรรม
เอนไซม์ และในขณะท่ี Cu2+ Sn2+ และ Fe2+ ยับยังการท างานของเอนไซม์ และยังพบว่าสารละลาย 
20% เอธานอล และ 10-30% อะซิโตน ช่วยเพิ่มกิจกรรมเอนไซม์ ในขณะท่ีสาร 10% เมธานอล และ 
50% อะซิโตน ยับยังการท างานของเอนไซม์ 
  Chandrashekharaiah et al. 2011 รายงานการศึกษาเอนไซม์จากเมล็ดต าแย 
(Mucuna Pruriens) ซึ่ งพบว่า pH 7.0-7.5 และอุณหภูมิ  37-45 องศาเซลเซียส  เป็นสภาวะท่ี
เหมาะสมในการศึกษาเอนไซม์ นอกจากนี้ Chandrasekaran et al. 2011 ศึกษาเอนไซม์จากเห็ด 
Sparassis crispa พบว่า สภาวะท่ีเหมาะของเอนไซม์อยู่ในช่วง pH 8.0 และอุณหภูมิ 50 องศา
เซลเซียส และยังพบว่า ไอออนโลหะ Ca2+ รักษากิจกรรมเอนไซม์ไว้คงเดิมในขณะท่ี Zn2+ Co2+ และ 
K+ ท าให้กิจกรรมเอนไซม์ลดลงร้อยละ 40  

2.4.2 ผลของยาฆ่าแมลงต่อการท างานของเอนไซม์เอสเตอร์เรส 
          การศึกษาผลของยาฆ่าแมลงต่อการการท างานของเอนไซม์เอสเตอร์เรส จะ
ศึกษากลไกการยับย้ังปฏิกิริยาของเอนไซม์จะใช้เอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสในกลุ่มเอสเตอร์เรส B 
หรือ เอนไซม์อัลลิเอสเตอร์เรส (Esterases B) เนื่องจากสามารถถูกยับย้ังปฏิกิริยาจากยาฆ่าแมลงกลุ่ม
ออร์กาโนฟอสเฟต (OPs) และ กลุ่มคาร์บาเมต (CAs) ได้ ดังแสดงในภาพประกอบ 2.8 ซึ่งจะคล้าย
กับปฏิกิริยาไฮโดรไลซีสของสารในธรรมชาติท่ัวไป โดยจะเกิดมาจากปฏิกิริยาฟอสโฟไรเลช่ัน 
(phosphorylation) และปฏิกิริยาคาร์บามิลเลช่ัน (carbamylation) ตามล าดับ และในขั้นตอน
สุดท้ายของปฏิกิริยาคาร์บามิลเลช่ัน น้ าในระบบจะท าปฏิกิริยา แล้วเกิดการสลายตัวของกรดคาร์
บามิกไปเป็นคาร์บอนไดออกไซด์ สารประเภทเอมีน และเอนไซม์เอสเตอร์เรสอิสระ ซึ่งแตกต่างจาก
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ขั้นตอนสุดท้ายของปฏิกิริยาฟอสโฟไรเลช่ัน ซึ่งเอนไซม์ในปฏิกิริยาจะไม่สามารถหลุดออกมาเป็น
เอนไซม์อิสระในระบบได้อีก (Colovic et al. 2013) 
 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 2.8 กลไกการยับย้ังปฏิกิริยาของยาฆ่าแมลง กลุ่มคาร์บาเมต (A)  
และกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟต  (B) 

ที่มา: Colovic et al. 2013 
 
          การศึกษาปฏิกิริยาการยับยั้งการท างานของเอนไซม์เอสเตอร์เรสท่ีสกัดจาก
ตัวอย่างพืชกับยาฆ่าแมลง กลุ่ม OPs และ กลุ่ม CAs มีการศึกษาในตัวอย่างพืชหลายหลาย เช่น ปี 
ค.ศ. 2014 Kantharaju และ Murthy ได้สกัดเอนไซม์เอสเตอร์เรสจากเมล็ดมะขาม (Tamarindus 
indica) ท่ีก าลังงอก พบเอนไซม์เอสเตอร์เรส จ านวน 9 ไอโซโซม์ และได้ทดสอบกิจกรรมการยับยั้ง

ปฏิกิริยาของเอนไซม์โดยใช้วิธีทางแคลอรีเมตริก (colorimetric method) โดยใช้ α-napthyl 
acetate เป็นสารต้ังต้น ท าปฏิกิริยากับตัวยังยั้งปฏิกิริยาท่ีมีความเข้มข้นแตกต่างกัน คือ OPs 
(dicholrvos), CAs (serine sulphate) และ sulphydryl (PCMB) ผลการศึกษาพบว่าเอนไซม์ 
เอสเตอร์เรสจากมะขามถูกยับยั้งปฏิกิริยาจากยาฆ่าแมลง กลุ่ม OPs และ CAs โดยพบว่าเอนไซม์ 
เอสเตอร์เรสไอโซโซม์ท่ี 1 ถึง 8 มีความไวต่อสารยาฆ่าแมลง กลุ่ม OPs และ sulphydryl ในขณะท่ีไอ
โซโซม์ท่ี 9 มีความไวต่อสารกลุ่ม OPs และ CAs 
          Hou et al. 2012 ได้ศึกษาเอนไซม์เอสเตอร์เรสจากแป้งสาลี (Triticuma 
cevitum L.) และศึกษาปฏิกิริยาการยับยั้งของเอนไซม์โดยใช้ยาฆ่าแมลงกลุ่ม OPs (dichlorvos, 

isocarbophos) และ CAs (carbofuran, carbendazim) ท่ีความเข้มข้นต่างๆ โดยใช้ α-napthyl 
acetate เป็นสารต้ังต้น และใช้เครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ตรวจวัดความเข้มของสี ท่ีความยาวคล่ืน 
535 nm จากการศึกษาพบว่าเอนไซม์ถูกยับยั้งการท างานโดย dichlorvos carbofuran และ 

 A  

B 
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carbendazim โดยพบว่าค่าความเข้มข้นของเอนไซม์ท่ีสามารถยับยั้งปฏิกิริยาได้ท่ีร้อยละ  50 (IC50) 
คือ 0.31– 63.12 ppm  
          นอกจากนี้ยังมีรายงานการศึกษาเอนไซม์เอสเตอร์เรสจากแป้งสาลี โดยศึกษา
ค่ า  LOD ข อ ง ย าฆ่ า แ ม ล ง ต ก ค้ า ง  ก ลุ่ ม  OPs (methamidophos, dichlorvos, phoxim, 
dimethoate และ malathion) ท่ีตกค้างในผักกาดหอม พบค่า LOD คือ 0.17, 0.11, 0.11, 0.96  
และ 1.70 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ตามล าดับ จากการศึกษา พบว่าวิธีดังกล่าวมีความเหมาะสมในการ
ตรวจวิเคราะห์สาร dichlorvos, dimethoate และ malathion เพราะค่า LOD ท่ีได้ต่ ากว่าค่า
ป ริ ม าณ ส า รพิ ษ ต ก ค้ า ง สู ง สุ ด  (Maximum Residue Limits; MRLs)   แ ต่ ใน ข ณ ะ ท่ี ส า ร 
methamidophos และ phoxim ต้องน าเอนไซม์ท่ีผ่านการท าบริสุทธิ์บางส่วนด้วยการตกตะกอน
ด้วยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต จึงจะมีค่า LOD ท่ีต่ ากว่าค่า MRLs (Wang et al. 2012)  
 เอนไซม์เอสเตอร์เรส JCSE-I ซึ่งสกัดจากเมล็ดสบู่ด า (Jatropha curcas L.) 
สามารถถูก ยั บยั้ งปฏิ กิ ริ ย าจากสารยาฆ่ าแมลง ก ลุ่ม  OPs (dichlorvos, parathion และ 
phosphamidon) ในขณะท่ีก ลุ่ม CAs (carbaryl และ  eserine sulfate) และสาร sulphydryl 
inhibitors (p-chloromercuricbenzoate, PCMB) ไม่สามารถยับยั้งการท างานของเอนไซม์ได้ ซึ่ง
การศึกษานี้ ใช้วิธีทางแคลอรีเมตริก (colorimetric method) โดยใช้ 1-แนฟทอล อะซิเตต (1-
napthyl acetate) เป็นสารต้ังต้น (Subramani, Chandrashekharaiah, et al. 2012) ในขณะท่ี
เอนไซม์เอสเตอร์เรส ME-III และ ME-IV ท่ีสกัดจากเมล็ดของต าแย (Mucuna prurient) สามารถถูก
ยับยั้งปฏิกิริยาจากยาฆ่าแมลง กลุ่ม OPs (dichlorvos และ phosphamidon) กลุ่ม CAs (carbaryl 
และ eserine sulfate) และสาร sulphydryl inhibitors (p-chloromercuricbenzoate, PCMB) 
(Chandrashekharaiah et al. 2011) 
          Li et al. 2009 ศึกษาเอนไซม์เอสเตอร์เรสท่ีสกัดจากถั่วเหลืองท าปฏิกิริยา
การยับยั้งการท างานของเอนไซม์ต่อยาฆ่าแมลงกลุ่ม OPs และ CAs โดยใช้เป็นสารต้ังต้น อัลฟ่าแนฟ

ทอล อะซิเตต (α-napthyl acetate) และใช้เครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ตรวจวัดความเข้มของสี
ปฏิกิริยา โดยใช้ความยาวคล่ืน 595 nm พบว่าเอนไซม์มีความไวต่อสารกลุ่ม OPs 18 ชนิด และ CAs 
6 ชนิด   
          Gershater, Sharples and Edwards 2006 ได้ศึกษาเอนไซม์เอสเตอร์เรสท่ี
สกัดจากเมล็ดข้าวโพด (Zea mays) งา (Sorghum bicolor) และข้าว (Oryza sativa) พบว่า
เอนไซม์สามารถถูกยับยังการท างานจากยาฆ่าแมลงกลุ่ม OPs (paraoxon) ได้เช่นกัน ขณะท่ีเอนไซม์
เอสเตอร์เรสท่ีสกัดจากใบของ Aspidosperma polyneuron M. Arg. (Apoynaceae) ถูกยับยั้งการ
ท างานจากยาฆ่าแมลง กลุ่ม OPs เท่านั้น (Carvalho et al. 2003)  
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          Govindappa et al. 1987 ได้ ศึกษาการยับยังการท างานของเอนไซม์        
เอสเตอร์ เรสท่ีสกัดจากยางของ Synadenium grantii Hook,'f' โดยใช้ยาฆ่าแมลงกลุ่ม OPs 
(paraoxon และ dichlorvos) ก ลุ่ม  CAs (serine sulphate, carbaryl, neostigmine bromide) 
และp-chloromercuribenzoate (PCMB) ท่ีความเข้มขั้นต่างๆ พบว่าเอนไซม์ถูกยับยั้งการท างาน
จากสารกลุ่ม OPs เท่านั้น  
          ในปี ค.ศ. 1985 Upadhya, Govardhan และ Veerabhadrappa รายงาน
ว่าเอนไซม์เอสเตอร์เรสท่ีสกัดจากเมล็ดข้าวฟ่าง (Eleusine coracana Gaertn) สามารถถูกยับยั้ง
การท างานจากยาฆ่าแมลงกลุ่ม OPs (dichlorvos, phosphamidon) และ CAs (serine sulphate) 
โดยพบว่าเอนไซม์มีความไวต่อสารกลุ่ม OPs มากกว่ากลุ่ม CAs 
 

 



 

 

 

บทท่ี 3 
วิธีด าเนินการวิจัย  

 
3.1 ตัวอย่าง สารเคมี และเคร่ืองมือวิเคราะห์  
 
 3.1.1 ตัวอย่าง 
         ตัวอย่างท่ีน ามาศึกษาท้ังหมดซื้อจากร้านค้าในจังหวัดชลบุรี โดยเมล็ดธัญพืชท่ีน ามา
ศึกษาประกอบด้วย ถั่วเหลือง (Glycine max L.) ถั่วแดงหลวง (Phaseolus vulgaris L.) ถั่วด า 
(Phaseolus mungo) ถั่ว เขียว  (Vigna radidate) ถั่ว ลิสง (Aracluis hyogaea) ถั่วแดง (Vigna 
umbellata (Thunb.) Ohwi & Ohashi) ง า  (Sesamum indicum) ลู ก เดื อ ย  (Coix lacryma-
jobi L.) และ ข้าวบาร์เล่ย์ (Hordeum vulqare L.) แป้งจากธัญพืชท่ีน ามาศึกษา คือ แป้งสาลี 
(Triticuma cevitum L.) และแป้งขา้วโพด (Zea mays)  
 

3.1.2 สารเคมี 
         สารเคมี ท่ีใช้ในการทดลองท้ังหมดเป็น  HPLC grade หรือ analytical grade ซึ่ง
ป ร ะ ก อ บ ด้ ว ย  ammonium sulfate, magnesium sulfate anhydrous, sodium acetate 
anhydrous, sodium dihydrogen phosphate, disodium hydrogen phosphate, sodium 
carbonate, copper sulfate, sodium hydroxide, sodium tetraborate decahydrate, 
sodium potassium tatrate, extrelut 20 NT, ethyl acetate  และ dispersive-SPE (150 mg 
MgSO4, 50 mg PSA,50 mg GCB) ซื้อจากบริษัทเมอร์ค (Germany)  จ ากัด   
  Bovine serum albumin (BSA), fast blue B salt, Dialysis tubing, 
mercaptoethnol, o-phthaladehyde, Folin&Cocalteu’s phenol reagent, sodium lauryl 

sulfate, α-naphthyol และ α-naphthyl acetate ซื้อจากบริษัท บริษัท ซิกม่า-อัลดริช จ ากัด  
(St. Louis, MO, USA)  
  Methanol, acetic acid, acetonitrile, dichloromethane, n-hexane แ ล ะ 
ethyl acetate ซื้อจากบริษัทฮันนี่เวลล์ จ ากัด (Burdick & Jackson, USA). 
 
 3.1.3 ยาฆ่าแมลงมาตรฐาน 
         สารมาตรฐานกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟต  (organophosphorus; OPs); acephate, 
azinphos-methyl,  chlorpyrifos, dichlorvos, diazinon, dicrotophos, dimethoate, EPN, 
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ethion,  methamidophos,  methidathion, mevinphos, monocrotophos, omethoate, 
parathion, parathion-methyl, phosalone, pirimiphos-methyl, profenophos, 
prothiophos และ triazophos   
  ส าร ม าต ร ฐ าน ก ลุ่ ม ค าร์ บ า เม ต  (carbamates; CAs); aldicarb, carbaryl, 
carbofuran, 3-OH carbofuran, methiocarb, methomyl และ  oxamyl โดยสารมาตรฐาน
ท้ังหมดซื้อจาก บริษัท Dr.Ehrenstorfer (Augsburg, Germany)  

 

 3.1.4 เคร่ืองมือวิเคราะห์ 
         เครื่องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงและเครื่องตรวจวัดชนิด fluorescence 
detector (High performance liquid chromatography; HPLC-FLD) ท่ี ต่ อ กั บ เค รื่ อ ง  post 
column derivatization (Water-Alliance system e2695, USA) ส าหรับตรวจวิเคราะห์สารกลุ่ม 
CAs 
         เครื่องแก๊สโครมาโตกราฟีและเครื่องตรวจวัดชนิด Flame photometric detector 
(Gas chromatography; GC-FPD+) (Agilent Technology 7890, USA) ส าหรับตรวจวิเคราะห์สาร
กลุ่ม OPs 
         เครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอร์  (Spectrophotometer) (Perkin Elmer Instruments, 
USA) ความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร ส าหรับตรวจวิเคราะห์กิจกรรมเอนไซม์ กิจกรรมการยับยั้ ง
ปฏิกิริยาของเอนไซม์ และความยาวคล่ืน 750 นาโนเมตร ส าหรับตรวจวิเคราะห์ปริมาณของโปรตีน
รวม  
        เค รื่ อ งห มุ น เหวี่ ย ง  (Centrifuge) (ความ เร็ ว สู ง สุด  592 G-fore, 6660 Series, 
Centurion, Scientific Ltd, UK) ความเร็วปั่นเหวี่ยงท่ีใช้ คือ 300 G-fore 
         เครื่องบดปั่นความเร็วสูง (Ultra –Turrax homogenizer; รุ่น T18 digitalยี่ห้อIKA )   
         เครื่องกล่ันระเหยแบบหมุนภายใต้สุญญากาศ (rotary evaporator; BUCHI R210) 
         เครื่องระเหยสารละลายแบบ heating box และแก๊สไนโตรเจนส าหรับระเหยสารสกัด 
 

 3.1.5 อุปกรณ์และน้ ายาส าหรับชุดทดสอบ  
         ชุดทดสอบยาฆ่าแมลงตกค้างกลุ่ม  OPs และ  CAs ทางการค้า (Commercial 
pesticide test-kit) จ านวน 4 ชุดทดสอบ 
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3.2 แผนการวิจัยและการวิเคราะห์ข้อมูล 
 3.2.1 แผนการวิจัย 

        งานวิจัยนี้เป็นงานวิจัยเชิงทดลองท่ีมีการวางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบรูณ์ CRD 
(Completely Randomized Design) เพื่อมุ่งศึกษาหัวข้อต่างๆ โดยแบ่งการศึกษาออกเป็น 2 ส่วน 
ดังนี้ คือ  
  ส่วนที่ 1) การคัดเลือกตัวอย่างพืชที่มีความไว (Sensitivity) สูงที่สุดในการเป็น
ดัชนีตรวจสอบยาฆ่าแมลงตกค้างในกลุ่ม OPs และกลุ่ม CAs  

การศึกษาประกอบไปด้วย 
   1. ศึกษากิจกรรมและค่าแอกติวิตีจ าเพาะเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรส 
   2. ศึกษาปฏิกิริยาการยับยั้งการท างานและค่าความเข้มข้นต่ าสุดท่ีสามารถ
ตรวจพบได้ (Limits of detection; LOD) ของยาฆ่าแมลงตกค้างกลุ่ม OPs และ CAs 
   3. ศึกษาสภาวะความคงตัวของเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรส 
  ส่วนท่ี 2) การเปรียบเทียบการเป็นดัชนีตรวจสอบยาฆ่าแมลงตกค้างในกลุ่ม OPs 
และกลุ่ม CAs ของเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสจากตัวอย่างพืชท่ีศึกษาและเอนไซม์ทางการค้า 

การศึกษาประกอบไปด้วย 
   1. การศึกษาเปรียบเทียบความไว (sensitivity) ของการเป็นดัชนีตรวจสอบ
ยาฆ่าแมลงตกค้างในกลุ่ม  OPs  และกลุ่ม  CAs    ระหว่างเอนไซม์ทางการค้าและเอนไซม์คาร์บอก
ซิลเอสเตอร์เรสจากตัวอย่างพืชท่ีศึกษา 
   2. การประเมินประสิทธิภาพการเป็นดัชนีตรวจสอบยาฆ่าแมลงตกค้างใน
กลุ่ม OPs และกลุ่ม CAs ในตัวอย่างผักสดด้วยวิธีการยับยั้งการท างานของเอนไซม์เทียบกับวิธี
มาตรฐาน  
 
 3.2.2 การวิเคราะห์ข้อมูล 
         การวิจัยนี้วิเคราะห์ข้อมูลสถิติเชิงพรรณนาใช้โปรแกรมคอมพิวเตอร์ส าเร็จรูปใน
รูปแบบของค่าเฉล่ีย ร้อยละ และส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน และใช้โปรแกรมสถิติส าเร็จรูป IBM SPSS 
Statistics 23 ส าหรับการทดสอบสมมุติฐานของตัวอย่างท่ีไม่เป็นอิสระต่อกัน โดยใช้ Paired-
Sample T-Test และการวิเคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว (One-way Analysis of Variance) 

โดยใช้วิธี Duncan multiple range test ท่ีระดับนัยส าคัญทางสถิติ (p0.05)  
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3.3 วิธีการ  

3.3.1 การคัดเลือกตัวอย่างพืชที่มีความไว (Sensitivity) สูงที่สุดในการเปน็ดัชนี
ตรวจสอบยาฆ่าแมลงตกค้างในกลุ่ม OPs และกลุ่ม CAs  
         ในการคัดเลือกตัวอย่างพืชท่ีมีความไว (Sensitivity) สูงท่ีสุดในการเป็นดัชนีตรวจสอบ
ยาฆ่าแมลงตกค้างในกลุ่ม OPs และกลุ่ม CAs จะพิจารณาจากตัวอย่างพืชท่ีมีค่ากิจกรรมการท างาน
ของเอนไซม์ ค่าแอกติวิตีจ าเพาะเอนไซม์ และความไว (sensitivity) ของเอนไซม์ต่อยาฆ่าแมลงกลุ่ม 
OPs และกลุ่ม CAs โดยมีวิธีการทดลองดังนี้ 
  3.3.1.1 การศึกษากิจกรรมคาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสและค่าแอกติวิตีจ าเพาะ
เอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรส 
   การศึกษานี้ข้อนี้ประกอบไปด้วยการศึกษาทดลองวิธี การต่างๆ คือ 
การศึกษาสภาวะของสกัดเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรส การศึกษากิจกรรมเอนไซม์คาร์บอกซิลเอ
สเตอร์เรส การท าเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสให้บริสุทธิ์บางส่วน การศึกษาค่าแอกติวิตีจ าเพาะ
เอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรส และการหาปริมาณโปรตีนรวม ซึ่งมีวิธีการทดลอง ดังนี้ 
    การศึกษาสภาวะของสกัดเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรส ได้ประยุกต์
ตามวิธีการของ Li et al. 2009 และ Wang et al. 2012  มีข้ันตอนดังนี้ น าตัวอย่างเมล็ดธัญพืช  
(ถั่วเหลือง ถั่วแดงหลวง ถั่วด า ถั่วเขียว ถั่วลิสง งา ข้าวฟ่าง ลูกเดือย และข้าวบาร์เล่ย์) มาล้างให้
สะอาดและผ่ึงลมให้แห้ง จากนั้นน ามาบดให้ละเอียดด้วยเครื่องปั่น ส าหรับแป้งธัญพืช (แป้งข้าวโพด
และแป้งลาลี) ไม่ต้องน ามาบดละเอียด ขั้นตอนการสกัดเอนไซม์แบ่งเป็นการศึกษา 2 ชุด คือ 
    1) ศึกษาปริมาณตัวอย่างท่ีเหมาะสมในการศึกษาเอนไซม์คาร์บอก
ซิลเอสเตอร์เรสโดยศึกษาปริมาณตัวอย่างท่ีเหมาะสมในการสกัดตัวอย่างซึ่งเริ่มจากปริมาณตัวอย่าง 3 
กรัม และเพิ่มปริมาณเป็น 6 9 12 และ 15 กรัม ตามล าดับ  
    2) การศึกษาชนิดของตัวสกัดเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรส ท่ีมี
ผลต่อปริมาณเอนไซม์ในพืชตัวอย่างท่ีศึกษา จากการทบทวนงานวิจัยได้เลือกสารท่ีน ามาสกัดเอนไซม์ 
2 ชนิด คือ น้ าปราศจากไอออนและสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (0.1 M, pH 7.0)   
   โดยการสกัดเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรส เริ่มจากช่ังตัวอย่างในข้อ (1) 
ลงในขวดรูปชมพู่ ขนาด 250 ml จากนั้นเติมตัวสกัดเอนไซม์ปริมาตร 30 ml เขย่าผสมให้เข้ากันเป็น
เวลา 2 ช่ัวโมง น าตัวอย่างไปแช่เย็นท้ิงไว้ข้ามคืนท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เมื่อครบเวลาแล้วเท
ตัวอย่างลงใส่หลอดส าหรับปั่นเหวี่ยงขนาด 50 ml แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงเพื่อแยกตะกอนด้วยเครื่อง 
centrifuge โดยใช้แรงเหวี่ยง 5000 rpm ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เวลา 10 นาที หลังจากการปั่น
เหวี่ยงเสร็จส้ิน ตัวอย่างจะแบ่งเป็น 2 ส่วน คือ ส่วนใส และตะกอนตัวอย่างพืช การศึกษาครั้งนี้จะใช้
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ส่วนใสซึ่งก็คือ สารสกัดเอนไซม์หยาบ (crude enzyme) และเก็บสารสกัดเอนไซม์หยาบในตู้แช่เย็นท่ี
อุณหภูมิประมาณ 4 องศาเซลเซียส 
   การศึกษากิจกรรมเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรส  ได้ประยุกต์ตาม
วิธีการของ Li et al. 2009 และ Wang et al. 2012 มีขั้นตอน คือ ท าการเจือจางเอนไซม์ให้มีความ

เข้มข้นท่ีเหมาะสม โดยปิเปตตัวอย่างเอนไซม์  1 ml และสารต้ังต้น α-naphthyl acetate (0.3 
mM) 5 ml ลงในหลอดทดลองเขย่าผสมให้เข้ากัน ต้ังท้ิงไว้ให้ตัวอย่างเอนไซม์และสารต้ังต้นท า
ปฏิกิริยากันท่ีอุณหภูมิห้องประมาณ 15 นาที หลังจากนั้นจะหยุดปฏิกิริยาด้วยการปิเปตสาร DBLS 1 
ml (1% fast blue B salt และ 5% Sodium laury sulphate อัตราส่วน 2:5) ลงในหลอดตัวอย่าง
เขย่าผสมให้เข้ากัน ต้ังท้ิงไว้ท่ีอุณหภูมิห้องประมาณ 15 นาที ขั้นตอนสุดท้ายจะศึกษาปฏิกิริยาของ
ตัวอย่างด้วยเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ ท่ีความยาวคล่ืน 600 nm และน าค่าการดูดกลืนแสงมา
ค านวณค่ากิจกรรมเอนไซม์ (ค่ายูนิตของเอนไซม์ (Unit;U)) จากสูตรค านวณหน่วยของเอนไซม์ 
คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรส (Unit;U) เท่ากับ ปริมาณเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสท่ีเปล่ียนสารต้ังต้น 

(α-naphthyl acetate) ไปเป็นผลิตภัณฑ์  (α-naphthol) ปริมาณ 1 µM ภายในเวลา 1 นาที 
ภายใต้ภาวะท่ีก าหนด ซึ่งการค านวณกิจกรรมเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสจะใช้กราฟมาตรฐาน 

α-naphthol ความเข้มข้น 3-27 µM โดยท าการทดสอบ 3 ซ้ า และส าหรับหลอดเทียบสี (Blank) ใช้
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (0.1 M, pH 7.0) แทนตัวอย่างเอนไซม์  
    การท าเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสให้บริสุทธิ์บางส่วน ได้
ประยุกต์ตามวิธีการของ Ali et al. 2013 ; Bhavith et al. 2014 และ Asperen 1962 ดังนี้ โดยน า
สารสกัดเอนไซม์หยาบ ปริมาตร 10 ml มาตกตะกอนโปรตีนด้วยการเติมเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต 
3.90 กรัม โดยการเติมช้าๆและคนให้เกลือละลายอย่างท่ัวถึง  ซึ่งจะได้สารละลายโปรตีนท่ีมีเกลือ
อิ่มตัวร้อยละ 60น าตัวอย่างไปแช่เย็นท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เวลา 2 ช่ัวโมง จากนั้นน า
สารละลายตัวอย่างเทลงใส่หลอดส าหรับปั่นเหวี่ยงตกตะกอนขนาด 15 ml แล้วน าไปปั่นเหวี่ยง
ตกตะกอนด้วยเครื่อง centrifuge โดยใช้แรงเหวี่ยง 5,000 rpm ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เวลา 
15 นาที เก็บส่วนของตะกอนข้างล่างหลอด และเติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (0.1 M, pH 7.0) 
ปริมาตร 2 ml น าไปท าไดอะไลซีส 
    ส าหรับการท าไดอะไลซีส มีขั้นตอนดังนี้ เริ่มจากการตัดถุงไดอะไล
ซีสให้มีความยาวประมาณ 10 cm จากนั้นน าไปแช่น้ าให้มีความอ่อนตัวประมาณ 5 นาที น าเชือกมา
มัดด้านท้ายของถุงไดอะไลซีส จากนั้นเทตัวอย่างท่ีละลายด้วยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (0.1 M, 
pH 7.0) ปริมาตร 2 ml ลงในถุงไดอะไลซีสน าเชือกอีกเส้นมามัดท่ีด้านบนของถุงไดอะไลซีส มัดถุงติด
กับแท่งแก้วคน แล้วน าไปแช่ในบีกเกอร์ท่ีบรรจุสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์  (0.1 M, pH 7.0) 
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ปริมาตร 300 ml แช่ตัวอย่างท้ิงไว้ข้ามคืน จะได้สารสกัดเอนไซม์บริสุทธิ์บางส่วนอยู่ในถุงไดอะไลซีส 
เก็บเอนไซม์ไว้ในตู้แช่เย็นท่ีอุณหภูมิประมาณ 4 องศาเซลเซียส เพื่อใช้ส าหรับการทดลองในต่อไป 
   การศึกษาค่าแอกติวิตีจ าเพาะเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรส ประยุกต์
ตามวิธีการของ Ali et al. 2013; Bhavith et al. 2014 และ Asperen 1962 เป็นการค านวณจาก
ค่ากิจกรรมการท างานของเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรส 1 หน่วยของเอนไซม์  ต่อปริมาณโปรตีน
รวมของสารสกัดเอนไซม์ ดังนั้นจึงต้องท าการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนรวมของสารสกัดเอนไซม์  
   การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนรวม ประยุกต์ตามวิธีการของ Lowry, 
Rosebrough และ  Randall 1951 ซึ่ งมีขั้นตอน คือ ปิ เปตตัวอย่างเอนไซม์ท่ีมีความเข้มข้น ท่ี
เหมาะสม 1 ml และเติมสารละลาย Complex-forming reagent tartrate ปริมาตร 5 ml ผสมให้
เข้ากัน และต้ังท้ิงไว้ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 15 นาที จากนั้นเติมสารละลาย Folin–Cioalteau 
reagent  (1N) ปริมาตร 0.5 ml ผสมให้เข้ากัน และต้ังท้ิงไว้ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา  30 นาที 
หลังจากนั้นน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่องเครื่องสเปกโทรโฟโต้มิเตอร์ ท่ีความยาวคล่ืน 750 
nm ค านวณหาปริมาณโปรตีนจากกราฟมาตรฐานของ  Bovine serum albumin (BSA) ท่ีความ
เข้มข้น  10 25 50 100 150  200 และ 300 µg/ml ทดสอบ 3 ซ้ า และใช้สารละลายฟอสเฟต
บัฟเฟอร์ (0.1 M, pH 7.0) แทนตัวอย่างเอนไซม์ส าหรับหลอดเทียบสี (Blank)  

  3.3.1.2 การศึกษาปฏิกิริยาการยับยั้งการท างานและค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่
สามารถตรวจพบได้ (limits of detection; LOD) ของยาฆ่าแมลงตกค้างกลุ่ม OPs และ CAs  
   การศึกษาความไว (sensitivity) ของเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสบ
ริสุทธิ์บางส่วน ต่อยาฆ่าแมลงกลุ่ม OPs และกลุ่ม CAs เป็นการทดสอบปฏิกิริยาการยับยั้งการ
ท างานของสารสกัดเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสบริสุทธิ์บางส่วนโดยใช้ยาฆ่าแมลงมาตรฐานกลุ่ม 
OPs จ านวน 24 ชนิด และกลุ่ม CAs จ านวน CAs 7 ชนิด ตามวิธีของห้องปฏิบัติการตรวจวิเคราะห์
ยาฆ่าแมลง กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ กระทรวงสาธารณสุข  ซึ่งการศึกษาปฏิกิริยาการยับยั้งการ
ท างานและค่าความเข้มข้นต่ าสุดท่ีสามารถตรวจพบได้ (limits of detection; LOD) ของยาฆ่าแมลง
ตกค้างกลุ่ม OPs และ CAs โดยใช้เครื่องสเปกโทรโฟโต้มิเตอร์ (Chandrasekaran et al. 2011; 
Kantharaju and Murthy 2014) มีข้ันตอนดังนี้ 
   การศึกษาปฏิกิริยาการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ จะเหมือนกับ
การศึกษากิจกรรมเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสในข้อ 3.3.1.2 แต่มีข้อแตกต่างกัน คือ ก่อนการท า
ปฏิกิริยาระหว่างเอนไซม์ตัวอย่างกับสารต้ังต้น จะปิเปตตัวอย่างเอนไซม์  1 ml และยาฆ่าแมลงกลุ่ม 
OPs หรือ CAs ท่ีระดับความเข้มข้น 0.001 – 3.0 µg/ml ปริมาตร 1 ml เมื่อผสมให้เข้ากันต้ังท้ิงไว้ท่ี
อุณหภูมิห้อง 15 นาที เพื่อให้ตัวอย่างเอนไซม์และยาฆ่าแมลงได้ท าปฏิกิริยากัน เมื่อครบเวลาแล้วจึง
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เติมสารต้ังต้น α -naphthyl acetate (0.3 mM) 5 ml  ลงในหลอดตัวอย่างเขย่าผสมให้เข้ากัน ต้ัง
ท้ิงไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง 15 นาที หลังจากนี้จะด าเนินการทดสอบเหมือนข้อ 3.3.1.2 โดยทดสอบท่ีระดับ
ความเข้มข้นของยาฆ่าแมลงระดับละ 3 ซ้ า  
   ส าหรับหลอดเทียบสี (Blank tube) ใช้สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (0.1 
M, pH 7.0) แทนตัวอย่างเอนไซม์ และหลอดควบคุม (Control tube) จะท าการทดสอบเหมือน
ตัวอย่าง (Sample tube) แต่ใช้สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์แทนตัวอย่างยาฆ่าแมลงจากนั้นจะน าค่า
การดูดกลืนแสง (Absorbance ; Abs) ท่ีได้มาค านวณค่าร้อยละการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ (% 
Inhibition; I (%)) จากสูตร 
 

I %   =    (
Abs control − Abs sample

Abs control
) x 100 

 
  เมื่อ  ค่า I (%)  คือ  ค่าร้อยละการยับยังการท างานของเอนไซม์ 
  Abs Control คือ ค่าการดูดกลืนแสงของหลอดควบคุม 
  Abs Sample คือ ค่าการดูดกลืนแสงของหลอดตัวอย่าง 
   ค่า I (%) ท่ีได้จะน ามาใช้ในการสร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่า  I (%) และ
ความเข้มข้นยาฆ่าแมลงเพื่อหาค่า IC10  
  IC10 คือ Inhibitory concentration at 10% (IC10) หมายถึง ความเข้มข้นของยา
ฆ่าแมลงท่ีสามารถยับย้ังการท างานของเอนไซม์ได้ 10%  

  การศึกษาค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถตรวจพบได้ (limits of detection; 
LOD) ของยาฆ่าแมลงตกค้างกลุ่ม OPs และ CAs  
   การศึกษาในข้อนี้จะศึกษาในตัวอย่างผักและผลไม้ โดยตัวอย่างท่ีน ามา
ศึกษาจะยึดตามการแบ่งตามประเภทของ Codex alimentarius commission 1993 คือ ใช้
ตัวอย่างแอปเปิ้ล (apple) เป็นตัวแทนผักและผลไม้ กลุ่ม High moisture, Low Chlorophyll โดย
ใช้ส่วนของพืชท้ังหมด ยกเว้นส่วนก้านและเมล็ดแข็ง และใช้ตัวอย่างผักกาดหอม (lettuce) เป็น
ตัวแทนผักและผลไม้ กลุ่ม High moisture, High Chlorophyll โดยใช้ส่วนของพืชท้ังหมด ยกเว้น
ส่วนท่ีใบเน่า หรือแห้ง 
   การศึกษาค่า LOD (Limit of detections)  จะการเติมยาฆ่ าแมลง
มาตรฐานกลุ่ม OPs และ CAs ท่ีระดับความเข้มข้น 0.001-0.3 µg/ml ลงในตัวอย่างผักและผลไม้ 
หลังจากสกัดตัวอย่างด้วยวิธี Modified QuECHERS แล้วจะทดสอบด้วยวิธีการยับยั้งการท างานของ
เอนไซม์ ซึ่งค่า I (%) ท่ีได้จะน ามาใช้ในการสร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่า I (%) และความ
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เข้มข้นยาฆ่าแมลง เพื่อหาค่า IC10 ซึ่งค่า IC10 นั้น ตามวิธีการของ Enzyme inhibition assay จะ
แสดงถึงค่า LOD  (Amine et al. 2016; Jeanty and Marty 1998; Wang et al. 2012)  
  การสกัดตัวอย่างผักสดและผลไม้โดยวิธี Modified QuECHERS วิธีการสกัด
ตัวอย่างนี้  ย่อมาจาก Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged และ Safe ซึ่งเป็นวิธีการสกัด
ตัวอย่างส าหรับการตรวจวิ เคราะห์สารเคมีป้องกันน าจัดศัตรูพืชท่ีรวดเร็ว ง่าย ราคาถูก มี
ประสิทธิภาพ คงทนและปลอดภัย โดยปัจจุบันนี้วิธี QuECHERS ถือว่าเป็นวิธีที่แพร่หลายในการสกัด
ตัวอย่าง ในการศึกษาครั้งนี้ ใช้วิธี Modified QuECHERS ตามวิธีการของ ทองสุข ปายะนันทน์ และ
คณะ 2015 
   การสกัดตัวอย่างด้วยวิธี Modified QuECHERS มีขั้นตอนดังนี้ ช่ังตัวอย่าง
ผักผลไม้สดท่ีปั่นละเอียดแล้ว 10 กรัม ลงในหลอดส าหรับปั่นเหวี่ยงขนาด 50 ml เติม 1% acetic 
acid ใน acetonotrile 10 ml เขย่าอย่างแรง 1 นาที จากนั้นเติม magnesium sulfate 4 กรัม 
และ sodium acetate 1 กรัม เขย่าให้ผสมเข้ากัน 1 นาที น าไปปั่นตกตะกอนด้วยความเร็ว 3,500 
rpm นาน 5 นาที แบ่งสารสกัดส่วนใสท่ีได้จากการปั่นเหวี่ยง 5 ml ใส่ในหลอดส าหรับปั่นเหวี่ยง
ขนาด 15 ml เติม dispersive-SPE (MgSO4 150 mg PSA 50 mg และ GCB 50 mg) เขย่า 1 นาที 
แล้วน าไปป่ันตกตะกอนด้วยความเร็ว 3,500 rpm นาน 15 นาที ปิเปตสารสกัดส่วนใสท่ีได้ 2 ml ใส่
ใน graduated tube ขนาด 15 ml น าไประเหยลดปริมาตรจนเกือบแห้งด้วยเครื่องระเหยสารละลาย
โดยใช้แก๊สไนโตรเจน  
   จากนั้นน าตัวอย่างท่ีระเหยลดปริมาตรแล้ว มาปรับปริมาตรซึ่งมี 2 วิธี คือ 
การปรับปริมาตรด้วยสารละลายผสม n-hexane: ethyl acetate (3 :1) จนครบ 2 ml เพื่อน าไป
วิเคราะห์ชนิดและปริมาณยาฆ่าแมลงตกค้างกลุ่ม OPs ด้วยเครื่อง GC-FPD+ และการปรับปริมาตร
ด้วยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (0.1 M, pH 7.0) เพื่อน าไปศึกษาปฏิกิริยาการยับย้ังการท างานของ
เอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสของยาฆ่าแมลงกลุ่ม OPs และ CAs โดยใช้เครื่องสเปกโทรโฟโต้
มิเตอร์ ท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร 

  3.3.1.3 การศึกษาความคงตัวของเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรส 
   ศึกษาความคงตัวของเอนไซม์ (stability) โดยการศึกษาค่าแอกติวิตีจ าเพาะ
เอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสบริสุทธิ์บางส่วน ท่ีเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 60 วัน 
และน าค่าแอกติวิตีจ าเพาะเอนไซม์ท่ีได้ในแต่ละวันมาเปรียบเทียบค่ากิจกรรมเอนไซม์ เพื่อน าข้อมูล
ประกอบในการเก็บรักษาสารสกัดเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสบริสุทธิ์บางส่วนให้มีความเหมาะสม
ในการใช้งาน      
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 3.3.2 การศึกษาการเป็นดัชนีตรวจสอบยาฆ่าแมลงตกค้างในกลุ่ม OPs และกลุ่ม CAs 
ของเอนไซม์ทางการค้าและเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสจากตัวอย่างพืชที่ศึกษา  
  3.3.2.1 การศึกษาความไว (sensitivity) ของการเป็นดัชนีตรวจสอบยาฆ่าแมลง
ตกค้างในกลุ่ม OPs และกลุ่ม CAs ระหว่างเอนไซม์ทางการค้าและเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์
เรสจากตัวอย่างพืชที่ศึกษา 
   การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสท่ีศึกษา
กับเอนไซม์ทางการค้าท่ีใช้ในการในการตรวจวิเคราะห์ยาฆ่าแมลงตกค้างกลุ่ม OPs และ CAs ท่ี
จ าหน่ายในท้องตลาด ในเบื้องต้นพบว่าในท้องตลาดมีชุดทดสอบยาฆ่าแมลงตกค้าง (Commercial 
pesticide test-kit) ส าหรับตรวจวิเคราะห์ยาฆ่าแมลงตกค้างกลุ่ม OPs และ CAs ท่ีนิยมและใช้อย่าง
แพร่หลายหลากหลายชนิด  
   จากการศึกษาคู่มือการใช้งานชุดทดสอบพบว่าแต่ละชุดจะมีรายละเอียดค
ปลีกย่อยแตกต่างกันแต่ทุกชุดใช้หลักการเดียวกัน คือ การยับย้ังการท างานของเอนไซม์โคลีนเอสเตอร์
เรส (Cholinesterase inhibition technique) โดยมียาฆ่าแมลงกลุ่ม OPs และ CAs เป็นตัวยับยั้ง
การท างานของเอนไซม์ ท าให้เอนไซม์ไม่สามารถท าปฏิกิริยากับสารต้ังต้นได้ ยิ่งถ้าตัวอย่างท่ีน ามา
ตรวจวิเคราะห์มีปริมาณยาฆ่าแมลงตกค้างสูง การยับยั้งการท างานของเอนไซม์โคลีนเอสเตอร์เรสจะ
เพิ่มสูงมากขึ้นตาม เมื่อเติมสารเข้าไปปฏิกิริยากับสารผลิตภัณฑ์ สีของสารผลิตภัณฑ์ท่ีได้จากการ
ทดสอบก็จะเข้มมากน้อยตามการท างานของเอนไซม์ ยิ่งมีสีเข้มมากแสดงว่าในตัวอย่างไม่มีตัวยับยั้ง
การท างานของเอนไซม์ แต่หากสีจางแสดงว่าในตัวอย่างมีตัวยับยั้งการท างานของเอนไซม์โคลีนเอ
สเตอร์เรส การศึกษาในครั้งนี้จะน าเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสท่ีศึกษามาท าปฏิกิริยาแทนท่ี
เอนไซม์โคลีนเอสเตอร์เรสในชุดทดสอบทางการค้า (ธนพงศ์ ภูผาลี และคณะ 2559; พัชรี ภคกษมา 
และคณะ 2559; อัจจิมา ทองบ่อ และคณะ 2561) และน าวิธีการตรวจสอบท่ีเหมาะสมมาประยุกต์ใช้
กับเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสท่ีศึกษา 
 3.3.2.2 การประเมินประสิทธิภาพการเป็นดัชนีตรวจสอบยาฆ่าแมลงตกค้างในกลุ่ม OPs 
และกลุ่ม CAs ในตัวอย่างผักสดด้วยวิธีการยับยั้งการท างานของเอนไซม์เทียบกับวิธีมาตรฐาน  
  การตรวจวิเคราะห์ยาฆ่าแมลงตกค้างกลุ่ม OPs และ CAs ในตัวอย่างผักสดด้วย
วิธีการมาตรฐานของกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ซึ่งเป็นการตรวจวิเคราะห์ยาฆ่าแมลงตกค้างกลุ่ม 
OPs โดยใช้เครื่อง GC-FPD+ และตรวจวิเคราะห์ยาฆ่าแมลงตกค้างกลุ่ม CAs ด้วยเครื่อง HPLC-post 
column derivatization-fluorescence detector ตามวิธีของ ทองสุข ปายะนันทน์ และคณะ 
(2015) โดยน าตัวอย่างท่ีสกัดด้วยวิธี Modified QuECHERS ในข้อ 3.3.1.3 ท่ีระเหยลดปริมาตรแล้ว
ปรับปริมาตรด้วยสารละลายผสม n-hexane: ethyl acetate (3 :1) ปริมาตร 2 ml  วิเคราะห์ชนิด
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และปริมาณยาฆ่าแมลงตกค้างกลุ่ม OPs จะใช้เครื่อง GC-FPD+ (Agilent Technology 7890, USA) 
ซึ่งมีสภาวะของเครื่อง ดังนี้ 

 

  
 
 
 
 
 การตรวจวิเคราะห์วิเคราะห์ชนิดและปริมาณยาฆ่าแมลงตกค้างกลุ่ม CAs จะน าตัวอย่างมา
สกัดด้วยวิธี Solid phase extraction (SPE) ก่อนท าการวิเคราะห์ 
  การสกัดตัวอย่างผักสดและผลไม้โดยวิธี Solid phase extraction (SPE)  
   ประยุกต์ตามวิธี ทองสุข ปายะนันทน์ และคณะ 2015 ซึ่งมีข้ันตอนดังนี้ ช่ัง
ตัวอย่างผักผลไม้สดท่ีปั่นละเอียดแล้ว 20 กรัม ใส่ในบีกเกอร์ ขนาด 250 ml เติมสารละลายผสม
ระหว่าง methanol : สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ [1:1] ปริมาตร 100 ml น าบีเกอร์ท่ีมีตัวอย่างไป
บดด้วยเครื่องบดปั่นความเร็วสูง (Ultra–Turrax homogenizer) นาน 2 นาที หลังจากนั้นกรองผ่าน
กระดาษกรองเบอร์ 4 ด้วย suction pump และปั่นล้างตะกอนอีกครั้งด้วย methanol : สารละลาย
ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ [1:1] ปริมาตร 50 ml น าสารละลายตัวอย่างท่ีได้จากกรกรองใส่ขวดก้นกลม ขนาด 
500 ml แล้วน าไประเหยลดปริมาตรด้วย เครื่องกล่ันระเหยแบบหมุนภายใต้สุญญากาศ (rotary 
evaporator) จนสารละลายตัวอย่างในขวดก้นกลมจนเหลือประมาณ 75 ml หลังจากนั้นเท
สารละลายตัวอย่างในขวดก้นกลมใส่ใน mixing cylinder ขนาด 100 ml ปรับปริมาตรให้ได้ 100 ml  
ด้วยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ ขั้นตอนต่อมาจะเป็นขั้นตอนการท าสารละลายตัวอย่างให้บริสุทธิ์
โดยวิธี Solid phase extraction (SPE) โดยการปิเปตสารละลายตัวอย่าง 20 ml ลงในคอลัมน์ท่ี
บรรจุสารเฟสคงท่ี (extrelut 20 NT) ซึ่งเป็นตัวดูดซับ ต้ังท้ิงไว้ 10 นาที เพื่อให้สารละลายตัวอย่างถูก
ดูดซับบนตัวดูดซับ หลังจากนั้นจะชะคอลัมน์ด้วยสารผสมระหว่า dichloromethane กับ n-hexane 
[1:1] 100 ml รองรับสารท่ีผ่านคอลัมน์ด้วยขวดก้นกลมขนาด 250 ml น าสารท่ีได้ไประเหยลด
ปริมาตรด้วยเครื่องกล่ันระเหยแบบหมุนภายใต้สุญญากาศจนแห้ง แล้วเติม methanol 10 ml 
ระเหยต่อจนแห้ง เติม methanol 2 ml ดูดสารละลายตัวย่างออกจากขวดก้นกลมใส่ใน graduated 
tube น าไประเหยลดปริมาตรด้วยเครื่องระเหยสารละลายด้วยแก๊สไนโตรเจน ระเหยตัวอย่างให้เหลือ
ประมาณ 1.5 ml ปรับปริมาตรสารตัวอย่างในหลอดด้วย methanol จนครบปริมาตร 2 ml แล้ว
กรองผ่าน syringe filter PTFE 13 ml 0.20 µm ใส่ในขวดขนาด 2 ml น าไปวิเคราะห์ชนิดและ

Column: DB-1701, 30 m, 0.25 mm, i.d. 0.25 um film thickness 
Back inlet: 220oC, Pulse splitless 0.8 min 
Oven: 80oC , 1 min, 15oC /min to 180 oC , 3oC /min to 205oC,  

7 min, 40 oC /min to final 260 oC 18 min  
Front detector: 220oC, FPD+ 60 ml/min, N2 for make up 
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ปริมาณยาฆ่าแมลงตกค้างกลุ่ม CAs ด้วย HPLC-post column derivatization-fluorescence 
detector (Water-Alliance system e2695, USA) ซึ่งมีสภาวะของดังนี้ 

 

  การประเมินประสิทธิภาพการเป็นดัชนีตรวจสอบยาฆ่าแมลงตกค้างกลุ่ม OPs 
และ CAs  
   ใน ตั วอย่ าง ผักสดและผลไม้ สด  เพื่ อห าความถู ก ต้ อง  (accuracy) 
ความจ าเพาะ (specificity) และความไว (sensitivity) โดยวิธีอ้างอิงจาก National Association of 
Testing Authorities (NATA); General Accreditation Guidance-Validation and verification 
of quantitative and qualitative test methods, January 2018 และประยุกต์ตามวิธีของ จ ารัส 
เลิศศรี 2560 และ อัจจิมา ทองบ่อ และคณะ 2561 ดังนี้ 
 

ผลวิเคราะห์วิธียับยั้งการ
ท างานของเอนไซม์ 

ผลการวิเคราะห์วิธีมาตรฐาน 
ตรวจพบ ตรวจไม่พบ 

ตรวจพบ ผลบวกจริง (True Positive; TP) ผลบวกลวง (False Positive; FP) 
ตรวจไม่พบ ผลลบลวง (False Negative; FN) ผลลบจริง (True Negative; TN) 

 
   เมื่อ TP; True Positive คือ ผลบวกจริง หมายถึง ผลวิเคราะห์ของวิธี
ยับย้ังการท างานของเอนไซม์ตรวจพบเหมือนกับวิธีมาตรฐาน 

Fluorescence detector: Ex 345 nm, EM 455 nm 
Injection volume: 20 µl 
Flow rate: 1.0 ml/min 
Analytical column: Zorbax SB C8 size 25 cm X 4.6 cm 
Column oven: 30oC 
Post-column: Reagent flow 0.3 ml/min, Reactor temperature 100 oC 
HPLC gradient system: Time (min) Water (%) Acetonitrile (%) 

0 88 12 
30 30 70 
30-45 88 12 
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   FP; False Positive คือ ผลบวกลวง หมายถึง ผลวิเคราะห์ของวิธียับยั้ง
การท างานของเอนไซม์ตรวจพบแต่วิธีมาตรฐานตรวจไม่พบ 
   FN; False Negative คือ ผลลบลวง หมายถึง ผลวิเคราะห์ของวิธียับยั้ง
การท างานของเอนไซม์ตรวจไม่พบแต่วิธีมาตรฐานตรวจพบ 
   TN; True Negative คือ ผลลบจริง หมายถึง ผลวิเคราะห์วิธียับยั้งการ
ท างานของเอนไซม์ตรวจไม่พบเหมือนกับวิธีมาตรฐาน 
   การประเมินประสิทธิภาพการเป็นดัชนีตรวจสอบยาฆ่าแมลงตกค้างกลุ่ม 
OPs และ CAs โดยจ าน าจ านวนตัวอย่างท่ีวิเคราะห์ด้วยวิธียับยั้งการท างานของเอนไซม์เทียบกับวิธี
มาตรฐานซึ่งเกณฑ์การยอมรับอยู่ในช่วง 80–100% ซึ่งแต่ละพารามิเตอร์มีสูตรการค านวณ ดังนี้ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ความไว (%sensitivity)          = 
 

(
TP

TP + FN
) 𝑥 100 

 

 ความจ าเพาะ (%specificity)   = 

 

(
TN

FP + TN
) 𝑥 100 

 

ความถูกต้อง (%accuracy)      = 

 

(
TP + TN

Total sample
) 𝑥 100 

 



 

 

 

บทท่ี 4 
ผลการวิจัยและการอภิปราย 

 
4.1 ผลการศึกษาการคัดเลือกตัวอย่างพืชที่มีความไว (Sensitivity) ในการเปน็ดัชนีตรวจสอบยา
ฆ่าแมลงตกค้างในกลุ่ม OPs และกลุ่ม CAs   
 
 4.1.1 ผลการศึกษากิจกรรมและค่าแอกติวิตีจ าเพาะเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสจาก
สารสกัดพืชตัวอย่าง  
         ท าการศึกษาชนิดของสารสกัด ปริมาณน้ าหนักของตัวอย่างพืช การท าเอนไซม์บริสุทธิ์
บางส่วน ท่ีมีผลต่อกิจกรรมเอนไซม์ โดยศึกษาเอนไซม์จากตัวอย่างพืชท าปฏิกิริยากับสารต้ังต้น       

α-naphthyl acetate ท่ีมีความจ าเพาะกับเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรส และศึกษาค่าแอกติวิตี
จ าเพาะเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรส เพื่อใช้ในการพิจารณาคัดเลือกพืชท่ีเหมาะสม 
  4.1.1.1 ผลการศึกษากิจกรรมเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสท่ีใช้น้ าเป็นตัวสกัด  
           ในเบ้ืองต้นได้ทดลองศึกษาการสกัดเอนไซม์และทดสอบกิจกรรมเอนไซม์ใน
ตัวอย่างกลุ่มธัญพืช 2 กลุ่ม คือ เมล็ดธัญพืช (ถั่วเหลือง ถั่วแดงหลวง ถั่วด า ถั่วเขียว ถั่วลิสง ถั่วแดง 
งาด า งาขาว ลูกเดือย และข้าวบาร์เล่ย์) และในแป้งธัญพืช (แป้งข้าวโพด และแป้งลาลี) โดยประยุกต์
ตามวิธีของ Wang et al. 2012 ซึ่งเป็นวิธีการสกัดท่ีง่ายเนื่องจากใช้น้ าปราศจากไอออนเป็นตัวสกัด 
การสกัดจะใช้ตัวอย่าง 3 กรัม น้ าปราศจากไอออน 30 ml เขย่าผสมให้เข้ากัน น าตัวอย่างไปแช่เย็นท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ท้ิงไว้ข้ามคืน จากนั้นน าตัวอย่างไปปั่นเหวี่ยงเพื่อแยกตะกอนด้วยเครื่อง 
centrifuge ความเร็ว 5,000 rpm ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที หลังการปั่นเหวี่ยง
สารละลายส่วนใสของตัวอย่างท่ีได้ คือ สารสกัดหยาบของเอนไซม์ซิลเอสเตอร์เรส (crude extract) 
ท่ีมีความเข้มข้น 0.1 g/ml ซึ่งจะน ามาใช้ในการทดสอบกิจกรรมเอนไซม์ต่อไป 
           จากนั้นท าการเจือจางสารสกัดเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสหยาบ ก่อน
น ามาทดสอบกิจกรรมเอนไซม์ ซึ่งถือเป็นขั้นตอนท่ีมีความส าคัญเนื่องจากในสารสกัดหยาบของ
เอนไซม์เอสเตอร์เรสท่ีสกัดได้นั้นประกอบด้วยปริมาณของโปรตีนหรือเอนไซม์อื่นจ านวนมาก ซึ่ง
เอนไซม์ดังกล่าวจะไปท าปฏิกิริยาไฮโดรไลซีส (hydrolysis) สารต้ังต้นในปฏิกิริยา เกิดสารผลิตภัณฑ์
จ านวนมาก ท าให้สีของสารผลิตภัณฑ์ท่ีเกิดมีความเข้มสูง (ภาพประกอบ 4.9) ท าให้การตรวจ
วิเคราะห์ด้วยเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ (spectrophotometer) มีความยุ่งยากและเกิดความ
คลาดเคล่ือนของผลมากขึ้น (Wang et al. 2012) ต่อมาท าการทดสอบกิจกรรมเอนไซม์เอสเตอร์เรส
โดยประยุกต์ตามวิธีของ Ali et al. 2013 Chandrashekharaiah K S et al. 2014 และ Asperen 
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K. van. 1962 การท าปฏิ กิ ริ ย าจะใช้สารต้ั ง ต้น  α-naphthyl acetate ซึ่ งสาร ดั งก ล่าวจะมี
ความจ าเพาะกับเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรส และในขั้นตอนสุดท้ายจะน าสารละลายท่ีได้จาก
ปฏิกิริยาไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่องท่ีความยาวคล่ืน 600 nm และน าค่าการดูดกลืนแสงท่ี
ได้มาค านวณค่ากิจกรรมเอนไซม์ (Unit; U) โดยเทียบจากสมการเส้นตรงท่ีได้จากกราฟมาตรฐาน    

α–naphthol (ภาพประกอบ 4.10) ผลของค่ากิจกรรมเอนไซม์ของตัวอย่างแต่ละชนิดแสดงในตาราง 
4.9 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 

ภาพประกอบ 4.9 ผลผลิตสารสกัดจากตัวอย่างพืชหลังท าปฏิกิริยากับเอนไซม์หยาบ                              
(crude enzyme) 

 

 
ภาพประกอบ 4.10 กราฟมาตรฐาน α–naphthol 

 

y = 0.0448x - 0.054
R² = 0.9985
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 จากตาราง 4.9 ค่ากิจกรรมของสารสกัดเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสหยาบของตัวอย่าง
พืชแต่ละชนิด พบว่ามีค่ากิจกรรมเอนไซม์อยู่ระหว่าง 92.6 – 0.9 U โดยถั่วด ามีค่ากิจกรรมเอนไซม์
สูงสุดและแป้งข้าวโพดมีค่ากิจกรรมเอนไซม์ต่ าสุด คือ 92.6 และ 0.9 U ตามล าดับ แสดงว่าวิธีการ
สกัดตัวอย่างพืชมีความเหมาะสมในการใช้สกัดเอนไซม์เอสเตอร์เรสจากตัวอย่างพืชท่ีสนใจศึกษา 
Wang et al. 2012 ได้อธิบายกลไกของปฏิกิริยา (ภาพประกอบ 4.11) ดังนี้คือ สารสกัดเอนไซม์
หยาบจะท าปฏิกิริยาไฮโดรไลซีสกับสารต้ังต้นท่ีมีความจ าเพาะ α-naphthyl acetate แล้วเกิดเป็น
สารผลิตภัณฑ์ α-naphthol โดยสารสารผลิตภัณฑ์นี้จะสามารถท าปฏิกิริยากับสีเอโซ (fast blue B 
salt) เกิดเป็นสารประกอบสีม่วงได้ และนอกจากนี้ยังพบว่าสารต้ังต้นท่ีมีความจ าเพาะ α-naphthyl 
acetate ยังใช้ในการจ าแนกชนิดของเอนไซม์เอสเตอร์เรสได้ โดยหากเอนไซม์สามารถท าปฏิกิริยากับ
สารต้ังต้นชนิดนี้ได้จะถูกจัดให้เป็น เอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรส (Carboxylesterase; CES: EC 
3.1.1.1) และมีงานวิจัยท่ีสอดคล้องซึ่งพบว่ามีการศึกษาสารสกัดเอนไซม์จากพืชท่ีน ามาท าปฏิกิริยา
กับสารต้ังต้นท่ีมีความจ าเพาะ α -aphthyl acetate และเอนไซม์ดังกล่าวถูกจัดเป็นเอนไซม์คาร์บอก
ซิลเอสเตอร์เรสเช่นเดียวกับเอนไซม์ของตัวอย่างท่ีน ามาศึกษา Bhavith K P et al. 2014 ศึกษา
เอนไซม์จากเมล็ด Caesalpinia mimosoides และ  Shivashankar, B และ Premkumari 2014 

ศึกษาเอนไซม์จากเห็ด Hypsizygus ulmarius และ Subramani et al. 2012  ศึกษาเอนไซม์จาก
เมล็ดของ Jatropha curcas ซึ่งเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสจากพืชแต่ละชนิด มีค่ากิจกรรม
เอนไซม์ คือ 90.0 5.74 และ 2.25 U ตามล าดับ  
 

ตาราง 4.9 กิจกรรมเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสของตัวอย่างพืชท่ีศึกษา 

ตัวอย่าง กิจกรรมเอนไซม์ (U) ตัวอย่าง กิจกรรมเอนไซม์ (U) 
ถั่วด า 92.6 งาด า 8.8 
ถั่วแดงหลวง 88.5 งาขาว 8.8 
ถั่วลิสง 13.3 แป้งสาลี 1.0 
ถั่วเหลือง 11.5 ข้าวบาร์เล่ย์ 0.9 
ถั่วเขียว 10.3 ลูกเดือย 0.9 
ถั่วแดง 9.7 แป้งข้าวโพด 0.9 
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ภาพประกอบ 4.11 กลไกปฏิกิริยาของเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรส 
ที่มา: Wang et al. 2012 

  
 4.1.1.2 ผลของการเพิ่มปริมาณตัวอย่างต่อกิจกรรมเอนไซม์ 
  ผลจากการเก็บรักษาสารสกัดเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสหยาบส าหรับใช้ในการ
ทดสอบจะเก็บไว้ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส พบว่าเมื่อน าตัวอย่างออกมาใช้ศึกษาต่อสารสกัด
เอน ไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์ เรสหยาบ  จะแยกช้ันเป็น  2 ส่วน คือ ส่วนใส และ ส่วนขุ่น 
(ภาพประกอบ 4.12) จึงได้น าสารสกัดเอนไซม์มาทดสอบกิจกรรมเอนไซม์ โดยแบ่งตัวอย่างเป็น 3 
ส่วน คือ ส่วนใส ส่วนขุ่น และ ส่วนท่ีผสมเป็นเนื้อเดียว ซึ่งจากการทดสอบพบว่า สารสกัดส่วนขุ่นมีค่า
กิจกรรมเอนไซม์มากกว่าสารสกัดส่วนใส และส่วนท่ีผสมเป็นเนื้อเดียวกัน โดยกิจกรรมเอนไซม์ มีค่า 
293.7, 171.8 และ 31.4 U ตามล าดับ  
  จากผลการทดสอบดังกล่าวข้างต้น พบว่าส่วนขุ่นของสารสกัดเอนไซม์มีค่ากิจกรรม
เอนไซม์มากกว่าสารสกัดส่วนใส และส่วนท่ีผสมเป็นเนื้อเดียวกัน ดังนั้นหากสามารถท าให้สารสกัด
เอนไซม์ท่ีสกัดได้ตกตะกอนหรือแยกช้ันให้ได้ส่วนขุ่นเพิ่มมากขึ้น จะท าให้ได้สารสกัดเอนไซม์มี
กิจกรรมเอนไซม์เพิ่มสูงขึ้น จากข้อจ ากัดของเครื่องปั่นเหวี่ยง ท่ีใช้ในห้องปฏิบัติการจริง มีความเร็วใน
การปั่นเหวี่ยงสูงสุด 5,000 rpm จึงทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมเพื่อให้ได้เอนไซม์คาร์บอกซิลเอ
สเตอร์เรสท่ีมีค่ากิจกรรมเอนไซม์มากขึ้น จึงประยุกต์วิธีการสกัดเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรส โดย
การผันแปรการเพิ่มปริมาณของตัวอย่างให้มากขึ้น 
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ภาพประกอบ 4.12 การแยกช้ันของสารสกัดเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสหยาบ                                
ท่ีเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

  

  การศึกษาในเบื้องต้นได้ใช้ตัวอย่างถั่วด าเป็นต้นแบบโดยศึกษาการเพิ่มปริมาณของ
พืชตัวอย่างเป็น 6, 9, 12 และ 15 กรัม ซึ่งคิดเป็น 2, 3, 4 และ 5 เท่าของปริมาณตัวอย่างเดิม สาร
สกัดเอนไซม์ท่ีได้จะมีความเข้มข้น 0.2 0.3 0.4 และ 0.5 g/ml ตามล าดับ จากนั้นจะน าสารสกัด
เอนไซม์หยาบท่ีได้มาทดสอบกิจกรรมเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรส ซึ่งพบว่า สารสกัดเอนไซม์
ท้ังหมดมีค่ากิจกรรมเอนไซม์เพิ่มสูงขึ้นเมื่อเพิ่มปริมาณตัวอย่างมากขึ้น โดยมี ค่าอยู่ระหว่าง 

172.2±2.2 – 916.6±2.8 U ซึ่ งพบว่ ามี ค่ าแตก ต่างกัน อย่างมีนั ยส าคัญ ทางสถิ ติ  (p0.05) 
(ภาคผนวก ก)  อย่างไรก็ตามการเพิ่มปริมาณตัวอย่างเป็น 12 กรัม มีค่ากิจกรรมเอนไซม์ 916.6±2.8 
U ในขณะท่ีปริมาณตัวอย่าง 15 กรัม จะมีค่ากิจกรรมเอนไซม์ 904.9±2.8 U (ตาราง 4.10) อาจเป็น
ผลเนื่องมาจากหลอดท่ีใช้ในการปั่นเหวี่ยงตัวอย่างมีขนาดปริมตร 50 ml ซึ่งเมื่อตัวอย่างถั่วผสมกับน้ า
ปราศจากไอออนท่ีใช้สกัด ท าให้มีปริมาตรและน้ าหนักของตัวอย่างในหลอดปั่นเหวี่ยงเพิ่มขึ้น 
ประกอบกับความเร็วรอบในการปั่นเหวี่ยงมีค่าต่ าเพียง 5000 rpm ท าให้การแยกสารสกัดเอนไซม์ได้
ไม่ดีพอ จากผลการทดสอบนี้จึงเลือกใช้ปริมาณตัวอย่างเริ่มต้น 12 กรัม เป็นปริมาณท่ีเหมาะสมใน
การสกัดเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสในตัวอย่างท่ีศึกษาต่อไป  
 
ตาราง 4.10 กิจกรรมเอนไซม์ของสารสกัดเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสหยาบท่ีใช้พืชตัวอย่าง
น้ าหนักต่างกัน 

น้ าหนักตัวอย่าง (g) กิจกรรมเอนไซม์ (U) 
6 176.2±2.2 
9 359.4±1.8 
12 916.6±2.8 
15 904.9±2.8 

ส่วนใส 

ส่วนขุ่น 
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  4.1.1.3 ผลการศึกษาค่าแอกติวิตีจ าเพาะเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรส 
   การศึกษาในหัวข้อนี้จะเลือกตัวอย่างเมล็ดธัญพืชตระกูลถั่ว เนื่องจากผล
การศึกษาในข้อ 4.1.1.1 พบว่า ตัวอย่างถั่ว (ถั่วแดง ถั่วเขียว ถั่วด า ถั่วเหลือง และถั่วแดงหลวง) มีค่า
กิจกรรมเอนไซม์สูงกว่าตัวอย่างชนิดอื่นๆท่ีน ามาศึกษา  นอกจากนี้ตัวอย่างเมล็ดธัญพืชเหล่านี้ยังหา
ง่าย ราคาถูก ดังนั้นจึงเลือกศึกษาตัวอย่าง เมล็ดถั่วแดง ถั่วเขียว ถั่วด า ถั่วเหลือง และถั่วแดงหลวง 
โดยยกเว้นการศึกษาตัวอย่างถั่วลิสง เนื่องจากสารสกัดเอนไซม์ท่ีได้จะมีส่วนของไขมันแขวนลอยอยู่
ปริมาณมาก ท าให้รบกวนกระบวนการศึกษากิจกรรมเอนไซม์ ซึ่งจ าเป็นต้องมกีารเพิ่มขั้นตอนของการ
ก าจัดไขมันในกระบวนการอีก อย่างไรก็ตามเนื่องจากถั่วแต่ละชนิดมีปริมาณของโปรตีนมากน้อย
แตกต่างกัน (บุญวิสุทธิ์ และคณะ 2544; งานส่งเสริมสุขภาพและอาชีวอนามัย โรงพยาบาลสงขลา
นครินทร์, ม.ป.ป.) ซึ่งจะมีผลต่อปริมาณของเอนไซม์ท่ีสกัดได้ในตัวอย่าง ดังนั้นการเปรียบเทียบ
กิจกรรมเอนไซม์ของตัวอย่างแต่ละชนิด จะใช้ค่าแอกติวิตีจ าเพาะเอนไซม์ (Specific activity: U/mg) 
ซึ่งเป็นค่าท่ีบอกความสามารถในการท างานของเอนไซม์ ในการวัดปริมาณของเอนไซม์ ท่ีมี
ความจ าเพาะต่อปฏิกิริยานั้นๆ  โดยไม่รวมถึงโปรตีนชนิดอื่นๆ ท่ีรวมอยู่ในสารสกัดเอนไซม์โดยค่าแอก
ติวิตีจ าเพาะเอนไซม์จะบอกถึงความบริสุทธิ์ของเอนไซม์ หากตัวอย่างชนิดไหนมีค่าแอกติวิตีจ าเพาะ
เอนไซม์สูง แสดงว่ามีความบริสุทธิ์สูงหรือมีโปรตีนหรือเอนไซม์ชนิดอื่นๆปนเป้ือนในสารสกัดเอนไซม์
ตัวอย่างในปริมาณน้อย (ศศิธร แท่นทอง และ อัคกะบัทคาน ปาทาน 2553) ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้ 
จึงใช้ค่าแอกติวิตีจ าเพาะเอนไซม์เป็นตัวตัดสินว่าเมล็ดธัญพืชถั่วชนิดไหนจะมีความไวในปฏิกิริยา
มากกว่ากัน (ตาราง 4.11)  
 

ตาราง 4.11 ค่าแอกติวิตีจ าเพาะเอนไซม์ของสารสกัดเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสหยาบจากเมล็ด
ธัญพืชถั่วชนิดต่างๆ 

ชนิดตัวอย่าง กิจกรรมเอนไซม์ (U) 
ปริมาณโปรตีนรวม

(mg/ml) 
ค่าแอกติวิตีจ าเพาะ
เอนไซม์ (U/mg) 

ถั่วด า 821.0 999.2 0.82±0.07 a 
ถั่วแดง 253.5 466.7 0.56±0.10 b 
ถั่วเขียว 337.6 778.5 0.44±0.08 c 
ถั่วเหลือง 291.5 1,178.6 0.25±0.04 d 
ถั่วแดงหลวง 263.3 1,230.6 0.22±0.03 d 
หมายเหตุ:  95% confidence interval (P<0.05), Duncan,s multiple range test 
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   จากข้อมูลข้างต้นแสดงค่าแอกติวิตีจ าเพาะเอนไซม์ของสารสกัดเอนไซม์คาร์
บอกซิลเอสเตอเรสหยาบจากถั่วแต่ละชนิดแตกต่างกัน โดยพบว่าถั่วด ามีค่าแอกติวิตีจ าเพาะเอนไซม์

มากกว่าถั่วชนิดอื่นๆ อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p0.05) (ภาคผนวก ก) คือ 0.82±0.07 U/mg  
รองลงมาคือ ถั่วแดง ถั่วเขียว ถั่วแดงหลวง และถั่วเหลือง ซึ่งมี 0.56±0.10, 0.44±0.08, 0.25±0.04 
และ 0.22±0.03  U/mg  ตามล าดับ จากข้อมูลดังกล่าวพบว่าค่าแอกติวิตีจ าเพาะเอนไซม์ของสาร
สกัดหยาบของเอนไซม์จากถั่วทุกชนิดมีค่าต่ ามาก ซึ่งจากงานทบทวนเอกสารงานวิจัยพบว่าวิธีการเพิ่ม
ค่าแอกติวิตีจ าเพาะเอนไซม์ ให้สูงขึ้น ท าได้โดยการท าเอนไซม์ให้บริสุทธิ์ซึ่งมีด้วยกันหลายวิธี 
ตัวอย่างเช่น การตกตะกอนด้วยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต การใช้วิธีการทางโครมาโทกราฟีต่างๆ เช่น 
โครมาโตกราฟแบบแลกเปล่ียนประจุ (DEAE–Sepharose anion exchange chromatography) 
โครมาโตกราฟแบบเจลฟิวเตรช่ัน (gel filtration chromatography) โครมาโตกราฟแบบวิเคราะห์
แยกน้ าหนักโมเลกุล (Size Exclusion Chromatography) เป็น ต้น (Bhavith K P et al. 2014; 
Chandrashekharaiah et al. 2011; Subramani, Chandrashekharaiah, et al. 2012) 
  4.1.1.4 ผลการศึกษาผลของการท าเอนไซม์บริสุทธิ์บางส่วนต่อค่าแอกติวิตี
จ าเพาะเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอเรส 
   การท าให้สารสกัดเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอเรสจากถั่วให้บริสุทธิ์มากขึ้น 
สามารถท าให้สารสกัดเอนไซม์มีค่าแอกติวิตีจ าเพาะเอนไซม์เพิ่มสูงขึ้น ดังนั้นการศึกษาในหัวข้อนี้จะ
ศึกษาการท าบริสุทธิ์บางส่วน (Partial purification) ของเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอเรสโดยวีธีการ
ตกตะกอนด้วยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตท่ีร้อยละ 60 ซึ่ง Li et al. 2009 ได้รายงานว่า การตกตะกอน
ด้วยเกลืออิ่มตัวแอมโนเนียมซัลเฟตท่ีร้อยละ 60 เป็นปริมาณเกลือท่ีเหมาะสมจะท าให้ได้ค่าแอกติวิตี
จ าเพาะเอนไซม์สูง โดยหลังจาการตกตะกอนสารสกัดเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอเรสหยาบด้วยเกลือ
แล้ว จะน าตัวอย่างท่ีได้มาปั่นเหวี่ยง แล้วน าส่วนตะกอนของโปรตีนมาท าไดอะไลซีสในสารละลาย
ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (0.1 M, pH 7.0) ท้ิงไว้ค้างคืน จากนั้นจะน าเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอเรสท่ีผ่าน
การท าบริสุทธิ์บางส่วน โดยจะเรียกว่า สารสกัดเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอเรสบริสุทธิ์บางส่วน ซึ่งอยู่
ภายในถุงไดอะไลซีสมาศึกษากิจกรรมเอนไซม์และค่าแอกติวิตีจ าเพาะเอนไซม์ ผลการศึกษาแสดงใน
ตาราง 4.12 พบว่า ค่าแอกติวิตีจ าเพาะเอนไซม์ของสารสกัดเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอเรสบริสุทธิ์
บางส่วนของถั่วด ามีค่าแอกติวิตีจ าเพาะเอนไซม์สูงสุด เมื่อเทียบกับถั่วชนิดอื่นๆ อย่างมีนัยส าคัญทาง

สถิติ (p 0.05) (ภาคผนวก ก) รองลงมาคือ ถั่วแดง ถั่วเขียว ถั่วแดงหลวง และถั่วเหลือง ซึ่งมีค่า
เท่ากับ 3.06 ±0.22, 1.07±0.25, 0.96±0.21, 0.64±0.13 และ 0.39±0.06 U/mg ตามล าดับ 
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ตาราง 4.12 ค่าแอกติวิตีจ าเพาะเอนไซม์ของสารสกัดเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอเรสบริสุทธิ์บางส่วน
จากถั่ว 

ชนิดตัวอย่าง 
กิจกรรมเอนไซม์ 

(U) 
ปริมาณโปรตีนรวม 

(mg/ml) 
ค่าแอกติวิตีจ าเพาะ 

(U/mg) 

ถั่วด า 1,625.5 531.8 3.06 ±0.22 a 

ถั่วแดง 353.9 351.8 1.07±0.25 b 

ถั่วเขียว 341.0 364.5 0.96±0.21 b 

ถั่วแดงหลวง 457.7 744.3 0.64±0.13 c 

ถั่วเหลือง 302.0 808.0 0.39±0.06 d 

หมายเหตุ:  95% confidence interval (P<0.05), Duncan,s multiple range 
 
  เมื่อเปรียบเทียบค่าแอกติวิตีจ าเพาะเอนไซม์ระหว่างสารสกัดเอนไซม์คาร์บอกซิล
เอสเตอเรสหยาบ และสารสกัดเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอเรสบริสุทธิ์บางส่วน (ตาราง 4.13) พบว่า
ค่าแอกติวิตีจ าเพาะเอนไซม์ของสารสกัดเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอเรสบริสุทธิ์บางส่วน มีค่าสูงกว่า

สารสกัดเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอเรสหยาบในทุกตัวอย่าง อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p 0.05) 
(ภาคผนวก ข ตาราง ข.38) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Chandrashekharaiah K S et al. 2014 ท่ี
ศึ กษ าเอน ไซม์ จาก เม ล็ด  Caesalpinia mimosoides งาน วิ จัย ขอ ง Chandrashekharaiah, 
Ramachandra S, และ  Siddalinga, M 2011  ศึกษาเอนไซม์จาก เห็ด Sparassis crispa และ
งานวิจัยของ Subramani et al. 2012 ท่ีได้ศึกษาเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอเรสท่ีสกัดจากเมล็ดของ 
Jatropha curcas โดยพบว่า เมื่อน าสารสกัดเอนไซม์หยาบมาท าบริสุทธิ์บางส่วนด้วยการตกตะกอน
ด้วยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต จะพบปริมาณโปรตีนรวมของเอนไซม์มีค่าลดลงเมื่อเทียบกับสารสกัด
เอนไซม์เริ่มต้น แต่ค่ากิจกรรมเอนไซม์และค่าแอกติวิตีจ าเพาะเอนไซม์จะเพิ่มสูงขึ้น  
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ตาราง 4.13 ค่าแอกติวิตีจ าเพาะเอนไซม์ของสารสกัดเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอเรสหยาบและสาร
สกัดเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอเรสบริสุทธิ์บางส่วน 
ตัวอย่าง ค่าแอกติวิตีจ าเพาะเอนไซม์ (U/mg) 

 1 2 
ถั่วด า 0.82±0.07 a 3.06 ±0.22 a 
ถั่วแดง 0.56±0.10 b 1.07±0.25 b 
ถั่วเขียว 0.44±0.08 c 0.96±0.21 b 
ถั่วแดงหลวง 0.22±0.03 d 0.64±0.13 c 
ถั่วเหลือง 0.25±0.04 d 0.39±0.06 d 
หมายเหตุ 1 คือ สารสกัดเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอเรสหยาบ และ 2 คือ สารสกัดเอนไซม์คาร์บอก
ซิลเอสเตอเรสบริสุทธิ์บางส่วน, 95% confidence interval (P<0.05), Duncan,s multiple range 
test 
  

  4.1.1.5 ผลการศึกษากิจกรรมและค่าแอกติวิตีจ าเพาะเอนไซม์คาร์บอกซิล
เอสเตอเรสที่ใช้สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์เป็นตัวสกัด 
   จากการศึกษาการสกัดเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอเรสโดยใช้น้ าปราศจาก
ไอออนเป็นตัวสกัด ซึ่งวิธีการสกัดดังกล่าวสามารถสกัดเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอเรสได้และเมื่อน า
เอนไซม์ท่ีสกัดได้มาท าบริสุทธิ์บางส่วน ด้วยด้วยเกลือแอมโนเนียมซัลเฟตพบว่าค่าแอกติวิตีจ าเพาะ
เอนไซม์สูงกว่าสารสกัดเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอเรสหยาบ และเมื่อเก็บรักษาสารสกัดเอนไซม์
บริสุทธิ์บางส่วนท่ีสกัดด้วยน้ าปราศจากไอออนไว้ในตู้เย็นท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เมื่อน าตัวอย่าง
เอนไซม์ออกมาทดสอบกิจกรรมเอนไซม์ ซึ่งก่อนทดสอบจะท าการเจือจางให้มีความเข้มข้นท่ีเหมาะสม
ต่อการท าปฏิกิริยา พบว่าสารละลายเอนไซม์ท่ีเจือจางแล้วจะมีอนุภาคของสารสกัด แขวนลอยเป็น
เมด็เล็กๆ อยู่ในสารละลายซึ่งไม่เหมาะสมกับการใช้งาน ซึ่งจากการศึกษาวิธีการสกัดจากงานวิจัยอื่นๆ 
พบว่าการสกัดท่ีท าง่ายไม่ยุ่งยากสามารถท าการสกัดได้มีประสิทธิภาพเป็นการสกัดโดยใช้สารละลาย
ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ตามวิธีของ Ali et al. 2013 ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงได้เลือกใช้สารละลายฟอสเฟต
บัฟเฟอร์เป็นสารส าหรับสกัดเอนซม์ แต่วิธีการในขั้นตอนอื่นๆ ยังคงยึดตามวิธีการของ Wang et al. 
2012 ดังเดิม  
   ผลการศึกษาการทดสอบค่าแอกติวิตีจ าเพาะเอนไซม์ ของสารสกัดเอนไซม์ 
คาร์บอกซิลเอสเตอเรสหยาบและสารสกัดเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอเรสบริสุทธิ์บางส่วน โดยใช้
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์เป็นตัวสกัด พบว่าค่าแอกติวิตีจ าเพาะเอนไซม์ของสารสกัดเอนไซม์
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บริสุทธิ์บางส่วนสูงกว่าท่ีได้จากสารสกัดเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอเรสหยาบ นอกจากนี้ยังพบว่าสาร
สกัดเอนไซม์บริสุทธิ์บางส่วนจากถั่วด ามีค่าแอกติวิตีจ าเพาะเอนไซม์สูงกว่าถั่วชนิดอื่นๆ รองลงมาคือ 
ถั่วเขียว ถั่วแดงหลวง ถั่วแดง และถั่วเหลือง โดยมีค่าเท่ากับ  3.96±0.26, 1.51±0.10, 1.40±0.12, 
1.29±0.08 และ 0.70±0.04 U/mg ตามล าดับ (ตาราง 4.14) และยังพบว่าในทุกตัวอย่างค่าแอกติวิตี
จ าเพาะเอนไซม์ของสารสกัดเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอเรสบริสุทธิ์บางส่วนจะมีค่ามากกว่าสารสกัด

เอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอเรสหยาบอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p0.05) (ภาคผนวก ก ตาราง ก.35-
ก.38 และ ภาคผนวก ข ตาราง ข.39) 
 

ตาราง 4.14 ค่าแอกติวิตีจ าเพาะเอนไซม์ของสารสกัดเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอเรสหยาบและสาร
สกัดเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอเรสบริสุทธิ์บางส่วนโดยใช้สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์เป็นตัวสกัด 

ตัวอย่าง 
กิจกรรมเอนไซม์ (U) 

ปริมาณโปรตีนรวม 
(mg/ml) 

ค่าแอกติวิตีจ าเพาะเอนไซม์ 
(U/mg) 

1 2 1 2 1 2 

ถ่ัวด า 861.9 493.6 1,306.2 1,960.1 1.53±0.22 a 3.96±0.26 a 
ถ่ัวเขียว 1,719.1 685.3 912.2 947.8 0.79±0.09 b 1.51±0.10 b 
ถ่ัวแดง 851.7 512.9 666.9 776.6 0.73±0.05 b 1.29±0.08 c  
ถ่ัวแดงหลวง 834.0 639.9 607.4 826.4 0.53±0.07 c 1.40±0.12 bc 
ถ่ัวเหลือง 905.9 510.3 216.0 354.9 0.23±0.05 d 0.70±0.04 d 

หมายเหตุ 1 คือ สารสกัดเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอเรสหยาบ และ 2 คือ สารสกัดเอนไซม์คาร์บอก
ซิลเอสเตอเรสบริสุทธิ์บางส่วน, 95% confidence interval (P<0.05), Duncan,s multiple range 
test 
  เมื่อเปรียบเทียบค่าแอกติวิตีจ าเพาะเอนไซม์ของสารสกัดเอนไซม์คาร์บอกซิล 
เอสเตอเรสบริสุทธิ์บางส่วนท่ีใช้สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์เป็นสารสกัด และใช้น้ าปราศจากไอออน
เป็นสารสกัด (ตาราง 4.15) พบว่าเอนไซม์ท่ีสกัดด้วยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์มีค่าแอกติวิตี
จ าเพาะเอนไซม์สูงกว่าเอนไซม์ท่ีใช้น้ าปราศจากไอออนเป็นตัวสกัดในทุกตัวอย่าง อย่างมีนัยส าคัญทาง

สถิติ (p0.05) (ภาคผนวก ข ตาราง ข.40) ดังนั้นในการศึกษาขั้นต่อไปในหัวข้อ การศึกษาความไว
ต่อสารเคมีก าจัดแมลงกลุ่ม OPs และกลุ่ม CAs ของสารสกัดเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอเรสบริสุทธิ์
บางส่วน จะใช้สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์เป็นสารสกัดพืชตัวอย่างในการศึกษา เนื่องจากมีแอกติวิตี
จ าเพาะของเอนไซม์สูงกว่าสารสกัดเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอเรสหยาบ ซึ่งแสดงว่าเอนไซม์มีความไว
ต่อการท าปฏิกิริยา โดยตัวอย่างถั่วท่ีจะใช้ในการศึกษา คือ ถ่ัวด า ถั่วเขียว และถั่วแดง เนื่องจากถั่วท้ัง
สามชนิดมีค่าแอกติวิตีจ าเพาะเอนไซม์สูง แล้วยังไม่มีรายงานการศึกษา นอกจากนี้ยังพบว่าค่าแอกติวิ
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ตีจ าเพาะเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอเรสบริสุทธิ์บางส่วนของตัวอย่างถั่วด ามีค่าสูงกว่างานวิจัยอื่นๆอีก
ด้วย (ตาราง 4.15)  
 

ตาราง 4.15 ค่าแอกติวิตีจ าเพาะของสารสกัดเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอเรสบริสุทธิ์บางส่วน 
ตัวอย่าง ค่าแอกติวิตีจ าเพาะเอนไซม์ (U/mg) 

 1 2 

ถ่ัวด า 3.06 ±0.22 a 3.96±0.26 a 
ถ่ัวเขียว 1.07±0.25 b 1.51±0.10 b 
ถ่ัวแดง 0.96±0.21 b 1.29±0.08 c 
ถ่ัวแดงหลวง 0.64±0.13 c 1.40±0.12 bc 
ถ่ัวเหลือง 0.39±0.06 d 0.70±0.04 d 
หมายเหต ุ1 คือ สกัดโดยใช้น้ าปราศจากไอออน และ 2 สกัดโดยใช้สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์, 95% 
confidence interval (P<0.05), Duncan,s multiple range test 
 

ตาราง 4.16 ค่าแอกติวิตีจ าเพาะของสารสกัดเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอเรสบริสุทธิ์บางส่วนจาก
ตัวอย่างถั่วท่ีศึกษากับงานวิจัยอื่นๆ 

ชนิดตัวอย่าง 
ค่าแอกติวิตีจ าเพาะเอนไซม์ (U/mg) 

กรณีศึกษา งานวิจัยอื่นๆ 
ถ่ัวด า (Phaseolus mungo) 3.97 - - 
ถ่ัวแดงหลวง (Phaseolus vulgaris L) 1.38 5.9x10-2 * Ali et al. 2013 
ถ่ัวเขียว (Vigna radiata (L.) Wilczek) 1.51 - - 
ถ่ัวเหลือง (Glycine max L.) 7x10-1 1.7x10-1 ** LI et al. 2009 

ถ่ัวแดง (Vigna umbellata (Thunb.) 
Ohwi&Ohash) 

1.29 - - 

ต าแย (Mucuna pruriens) - 5.7 x10-2 Chandrashekharaiah, 
Ramachandra S and Siddalinga, 

M 2011 
ช้าเลือด (Caesalpinia mimosoides) - 3.2 x10-1 Chandrashekharaiah K S 

et al. 2014 
สบู่ด า (Jatropha curcas) - 1.2 x10-1 Subramani et al. 2012 
มะขาม (Tamarindus indica) - 1.5 x10-2 Kantharaju  Murthy 2014 

* ทดสอบในระหว่าง การท า Germination ** ท า Differential centrifugation ก่อนท าการ salt 
precipitation 
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 4.1.2 ผลการศึกษาปฏิกิริยาการยับยั้งการท างานและค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถ
ตรวจพบได้ (limits of detection; LOD) ของยาฆ่าแมลงตกค้างกลุ่ม OPs และ CAs  
        เนื่องจากยาฆ่าแมลงกลุ่ม OPs และกลุ่ม CAs มีผลต่อการยับย้ังการท างานของเอนไซม์
คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรส ดังนั้นการศึกษาคุณสมบัติของเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรส จึงมี
ความส าคัญ อาทิเช่น ความไวต่อยาฆ่าแมลงกลุ่ม OPs และกลุ่ม CAs เป็นต้น โดยการศึกษานี้ใช้สาร
สกัดเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสบริสุทธิ์บางส่วนจากถั่วด า ถั่วแดง และถั่วเขียว มาศึกษาการ
ยั บ ยั้ ง ป ฏิ กิ ริ ย าซึ่ ง ไ ด้ ป ระยุ ก ต์ ต าม วิ ธี ข อ ง  Chandrashekharaiah, Ramachandra S แล ะ 
Siddalinga, M 2011 และ Kantharaju and Murthy 2014 โดยการน าสารสกัดเอนไซม์คาร์บอกซิล
เอสเตอร์เรสบริสุทธิ์บางส่วนจากถั่วด า ถั่วแดง และถั่วเขียว ท าปฏิกิริยากับยาฆ่าแมลงมาตรฐานกลุ่ม 
OPs และกลุ่ม CAs ซึ่งเป็นสารท่ีมีคุณสมบัติยับยั้งการท างานของเอนไซม์ จากนั้นน าไปทดสอบ

กิจกรรมเอนไซม์กับ α-naphthyl acetate ซึ่งเป็นสารต้ังต้นท่ีมีความจ าเพาะ แล้วน าไปวัดค่าการ
ดูดกลืนแสง น าค่าท่ีได้มาค านวณค่าร้อยละการยับยังการท างานของเอนไซม์ (% Inhibition; I (%)) 
โดยเทียบกับหลอดควบคุมซึ่งเป็นตัวอย่างเอนไซม์ท่ีไม่ถูกยับยั้งโดยยาฆ่าแมลงมาตรฐาน  
  4.1.2.1 ผลการศึกษาความไว (sensitivity) ของสารสกัดเอนไซม์คาร์บอกซิลเอ
สเตอร์เรสต่อยาฆ่าแมลงกลุ่ม OPs และกลุ่ม CAs  
  ปัจจุบันการตรวจวิเคราะห์ยาฆ่าแมลงตกค้างในผลิตภัณฑ์ เช่น ยาฆ่าแมลง  สารเคมี
ป้องกันก าจัดเช้ือรา สารเคมีก าจัดวัชพืช จะด าเนินการตรวจวิเคราะห์สารพิษตกค้างหลายชนิดในการ
ตรวจวิเคราะห์เพียงครั้งเดียว หรือเรียกว่า multi-pesticide residue method (พนิดา ไชยยันต์
บูรณ์ และคณะ 2538) การศึกษาครั้งนี้จะท าการศึกษาความไว (sensitivity) ของเอนไซม์คาร์บอกซิล
เอสเตอร์เรสบริสุทธิ์บางส่วน ต่อยาฆ่าแมลงกลุ่ม OPs และกลุ่ม CAs ซึ่งเป็นการทดสอบปฏิกิริยาการ
ยับยั้งการท างานของสารสกัดเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสบริสุทธิ์บางส่วนโดยใช้ยาฆ่าแมลง
มาตรฐานกลุ่ม OPs จ านวน 24 ชนิด และกลุ่ม CAs จ านวน CAs 7 ชนิด ตามวิธีของห้องปฏิบัติการ
ตรวจวิเคราะห์ยาฆ่าแมลง กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ กระทรวงสาธารณสุข   

วิธีการทดสอบท าโดยใช้เอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสบริสุทธิ์บางส่วนจากถั่ว 3 
ชนิด ได้แก่ ถั่วด า ถั่วเขียว  และถั่วแดง ท่ีระดับความเข้มข้น 0.001 – 3.0 µg/ml ท าปฎิกิริยากับยา
ฆ่าแมลงมาตรฐานกลุ่ม OPs จ านวน 24 ชนิด และกลุ่ม CAs จ านวน CAs 7 ชนิด ผลของปฏิกิริยา
การยับยั้งเอนไซม์ในกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่าร้อยละของการยับยั้งการท างานของเอนไซม์
และระดับความเข้มข้นของยาฆ่าแมลง  (ภาพประกอบ 4.13 - 4.14)   
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ภาพประกอบ 4.13 การยับยั้งการท างานของสารสกัดเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสบริสุทธิ์
บางส่วนจากถั่วด า ถั่วแดง และ ถั่วเขียวโดยยาฆ่าแมลงมาตรฐานผสม กลุ่ม OPs 24 ชนิด 

 

 
 

ภาพประกอบ 4.14 การยับยั้งการท างานของสารสกัดเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสบริสุทธิ์
บางส่วนจากถั่วด า ถั่วแดง และ ถั่วเขียวโดยยาฆ่าแมลงมาตรฐานผสม กลุ่ม CAs 7 ชนิด 

 

จากกราฟความสัมพันธ์แสดงให้เห็นค่าร้อยละของการยับย้ังการท างานเอนไซม์คาร์บอกซิลเอ
สเตอร์เรสบริสุทธิ์บางส่วนท่ีสกัดจากถั่วด าจะสูงกว่า ถั่วเขียว และถั่วแดง (ภาคผนวก ค ตาราง ค.41- 
ค.43) นอกจากนี้ยังพบว่า ท่ีระดับความเข้มข้นของยาฆ่าแมลง มาตรฐานกลุ่ม OPs และกลุ่ม CAs ท่ี
เท่ากัน ค่าร้อยละของการยับยั้งการท างานของเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสของยาฆ่าแมลง 
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มาตรฐานกลุ่ม OPs จะมีค่าสูงกว่าสารกลุ่ม CAs สามารถอธิบายสาเหตุด้วยกลไกการยับยั้งการ
ท างานของเอนไซม์เอสเตอร์เรส (เอนไซม์อะซิติลโคลีนเอสเตอร์เรสและเอนไซม์คาร์บอกซอลเอสเตอร์
เรส) ของยาฆ่าแมลงกลุ่ม OPs และกลุ่ม CAs (ภาพประกอบ 4.15) โดยยาฆ่าแมลงกลุ่ม CAs จะเป็น
สารยับยั้งการท างานของเอนไซม์แบบผันกลับได้ (reversible inhibitor) ซึ่งจากกลไกปฏิกิริยาพบว่า
เมื่อยาฆ่าแมลงกลุ่ม CAs ท าปฏิกิริยากับเอนไซม์เอสเตอเรสและเมื่อปฏิกิริยาส้ินสุดลง เอนไซม์
เอสเตอเรสและยาฆ่าแมลงกลุ่ม CAs จะแยกออกจากกัน เอนไซม์เอสเตอเรสยังจะสามารถท า
ปฏิกิริยาต่อไปได้ ในขณะท่ียาฆ่าแมลงกลุ่ม OPs ซึ่งเป็นสารยับย้ังการท างานของเอนไซม์แบบผันกลับ
ไม่ได้ (irreversible inhibitor) พบว่าเมื่อท าปฏิกิริยากับเอนไซม์เอสเตอเรสและเมื่อปฏิกิริยาส้ินสุดลง 
เอนไซม์เอสเตอเรสและยาฆ่าแมลงจะไม่แยกออกจากกัน ท าให้เอนไซม์เอสเตอเรสไม่สามารถท า
ปฏิกิริยาต่อไปได้ ดังนั้นจากลไกปฏิกิริยาดังกล่าวจึงท าให้ค่า I (%) แตกต่างกัน (มาลี ธีรานุสนธิ์ และ 
อนุสรณ์ อยู่เย็น 2556; ศรัญญา พัวพลเทพ 2559) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Govindappa et al. 
1987 ท่ีศึกษาการยับยั้งการท างานของเอนไซม์จากยางของ Synadenium grantii Hook,'f  ของสาร
กลุ่ม OPs (paraoxon, dichlorvos) และ CAs (serine sulphate, carbaryl และ neostigmine 
bromide) พบว่าท่ีระดับความเข้มข้นท่ีเท่ากัน สารกลุ่ม OPs มีค่าร้อยละของการยับยั้งการท างาน
ของเอนไซม์สูงกว่าสารกลุ่ม CAs เช่นเดียวกับงานวิจัยชอง Hou et al. 2012 ท่ีศึกษาการัยบยั้งการ
ท างานของเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสจากแป้งสาลี และ Upadhya, Govardhan, and 
Veerabhadrappa 1985 ท่ี ศึกษาเอน ไซม์ คาร์บอกซิลเอสเตอร์ เรสจากข้าวฟ่ าง  (Eleusine 
coracana Gaertn.) ซึ่งต่างก็พบว่าระดับความเข้มข้นท่ีเท่ากันปฏิกิริยาการยับยั้งการท างานของ
เอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสของยาฆ่าแมลง กลุ่ม OPs จะมีค่าสูงกว่าสารกลุ่ม CAs 
 
 

 
 

 
 
 

 
 
 

 
ภาพประกอบ 4.15 กลไกการยับย้ังปฏิกิริยาของสารกลุ่ม CAs (1) และสารกลุ่ม OPs (2) 

ที่มา ศรัญญา พัวพลเทพ 2559 

1 2 
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  4.2.2.2 ผลการศึกษาขีดจ ากัดของการตรวจวิเคราะห์ (limits of detections; 
LOD) ยาฆ่าแมลง กลุ่ม OPs และกลุ่ม CAs 
   จากการศึกษาในข้อ 4.1.2.1 พบว่าเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสบริสุทธิ์
บางส่วนท่ีสกัดจากถั่วด า มีความว่องไวในการท าปฏิกิริยากับยาฆ่าแมลงกลุ่ม OPs และกลุ่ม CAs สูง
กว่าถั่วเขียวและถั่วแดง ดังนั้นในการศึกษาขีดจ ากัดของการตรวจวิเคราะห์ (limits of detections; 
LOD) จึงเลือกเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสบริสุทธิ์บางส่วนท่ีสกัดจากถั่วด ามาศึกษา ท าได้โดย
ศึกษาปฏิกิริยาการยับยั้งการท างานของเอนไซม์จากยาฆ่าแมลงมาตรฐานท่ีเจือจางในสารละลาย
ฟอสเฟตบัพเฟอร์ (PB; สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์0.1 M, pH7) ในตัวอย่างผักกาดหอม (Lettuce)  
และแอปเป้ิล (Apple)   
   การศึกษาในหัวข้อนี้ เบ้ืองต้นได้ศึกษาวิธีการสกัดตัวอย่างพืช 2 ชนิด ได้แก่ 
ผักกาดหอม (Lettuce)  และแอปเปิ้ล ด้วยวิธี Modified QuEChERS ซึ่งวิธีการสกัดตัวอย่างนี้ใช้
ส าหรับการสกัดตัวอย่างเพื่อตรวจวิเคราะห์ยาฆ่าแมลง กลุ่ม OPs ด้วยเครื่องแก๊สโครมาโตกราฟี (Gas 
chromatography; GC-FPD+) แต่ในการศึกษาครั้งนี้จะใช้สกัดตัวอย่างส าหรับการศึกษาการยับยั้ง
การท างานของเอนไซม์ โดยใช้เครื่องสเปกโทรโฟโต้มิเตอร์  (Spectrophotometer) ดังนั้นจึงต้อง
ศึกษาความเหมาะสมของวิธีการสกัดตัวอย่าง ท้ังนี้วิธีการสกัดตัวอย่างด้วยวิธี Modified QuEChERS 
จะใช้ acetonotrile เป็นสารสกัด และ clean up ด้วยการเติม dispersive-SPE  เพื่อขจัดสาร
ปนเป้ือนอื่นๆ เช่น คลอโรฟิลล์ ไขมัน เป็นต้น  ผักกาดหอม เป็นตัวแทนพืชกลุ่ม High moisture , 
High Chlorophyll ส่วนแอปเปิ้ลเป็นตัวแทนของพืชกลุ่ม High moisture , Low Chlorophyll สาร
สกัดตัวอย่างท่ีได้จะมีสีของคลอโรฟิลล์ ซึ่งอาจจะรบกวนการทดสอบโดยเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ 
ดังนั้นการเติม dispersive-SPE จะช่วยให้สารสกัดตัวอย่างมีความใส และในขั้นตอนสุดท้ายจะน าสาร
สกัดตัวอย่างไประเหยเพื่อเพิ่มความเข้มข้นและท าการปรับปริมาตรด้วยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 
(0.1 M, pH 7.0) ซึ่งพบว่าสารสกัดตัวอย่างท่ีได้ มีคุณลักษณะเหมาะสมส าหรับการทดสอบด้วยเครื่อง
สเปกโทรโฟโต้มิเตอร์ (ภาพประกอบ 4.16) 
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ภาพประกอบ 4.16 ตัวอย่างสารสกัดผักกาดหอม (สีเขียว) และสารสกัดแอปเป้ิล (ใส) ก่อน (1) และ
หลัง (2) การ clean up ด้วย dispersive-SPE และหลังระเหยแห้งและปรับปริมาตรด้วยสารละลาย

ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (3) 
 

  ในเบ้ืองต้นได้เติมยาฆ่าแมลงมาตรฐานผสม กลุ่ม OPs และ กลุ่ม CAs ท่ีระดับความ
เข้มข้นของสาร 0.001-0.3 µg/ml  ลงในตัวอย่างแอปเป้ิล จากนั้นน าตัวอย่างแอปเปิ้ลมาสกัดด้วย
วิธีModified QuEChERS น าสารสกัดท่ีได้มาศึกษาค่าร้อยละการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ (% 
Inhibition; I (%)) ซึ่งค่า I (%) ท่ีได้จะน ามาใช้ในการสร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่า I (%)  และ
ความเข้มข้นยาฆ่าแมลงมาตรฐาน เพื่อหาค่า IC10 ซึ่งค่า IC10 หมายถึงค่า LOD ตามวิธีการของ 
Enzyme inhibition assay (Amine et al. 2016; Jeanty and Marty 1998; Wang et al. 2012) 
  ผลการศึกษาการยับยั้งการท างานของเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสบริสุทธิ์
บางส่วนท่ีได้จากถั่วด า พบว่าท่ีระดับความเข้มข้นเดียวกัน ค่า I (%) ของยาฆ่าแมลงมาตรฐานกลุ่ม 
OPs จะมีค่าสูงกว่าสารกลุ่ม CAs ซึ่งสอดคล้องกับผลการทดลองในข้อ 4.2.1 นอกจากนี้ยังพบว่าเมื่อ
ความเข้มข้นของยาฆ่าแมลงมาตรฐานเพิ่มขึ้น ค่า I (%) จะมีแนวโน้มเพิ่มสูงขึ้นและเริ่มจะคงท่ี โดย
พบว่าสารกลุ่ม OPs และกลุ่ม CAs มี ค่า I (%) เริ่มคงท่ี ท่ีความเข้มข้น 0.05 และ 0.1 µg/ml 
ตามล าดับ แสดงในกราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่า I (%) และความเข้มข้นยาฆ่าแมลง  (ภาพประกอบ 
4.17)  
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ภาพประกอบ 4.17 กราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่าร้อยละการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ I (%) 
และความเข้มข้นยาฆ่าแมลง มาตรฐานกลุ่ม OPs และกลุ่ม CAs ในตัวอย่างสารสกัดแอปเป้ิล 

 
  จากกราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่า I (%) และความเข้มข้นยาฆ่าแมลงมาตรฐาน 
กลุ่ม OPs และกลุ่ม CAs ในตัวอย่างสารสกัดแอปเป้ิล สามารถใช้สมการถดถอยท านายค่า IC10 ได้ ซึ่ง
พบว่า ค่า IC10 ของยาฆ่าแมลงมาตรฐานกลุ่ม OPs และกลุ่ม CAs มีค่า 0.002 และ 0.01 µg/ml 
ตามล าดับ (ภาคผนวก จ ตาราง จ.52 และ ตาราง จ.53)    
  ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข เลขท่ี 387 พ.ศ.2560 เรื่อง อาหารท่ีมีสารพิษ
ตกค้าง ก าหนดค่าการตรวจพบดีฟอลต์ลิมิต (default limit) ส าหรับพืชและสัตว์ ได้ไม่เกิน 0.01 
mg/kg และค่า LOD ตามวิธีมาตรฐานของห้องปฏิบัติการกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ กระทรวง
สาธารณสุข ท่ีใช้ทดสอบยาฆ่าแมลง กลุ่ม OPs ด้วยเครื่อง GC-FPD+  และ กลุ่ม CAs ด้วยเครื่อง 
HPLC-FLD  มีค่าเท่ากับ 0.02 mg/kg และ 0.003 mg/kg ตามล าดับ และเมื่อท าการทดสอบค่า I 
(%) ตามความเข้มข้นของยาฆ่าแมลงกลุ่มดังกล่าว โดยใช้เอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสบริสุทธิ์
บางส่วนท่ีสกัดจากถั่วด า ผลการศึกษาพบ IC10 ค่าดีฟอลต์ลิมิต (default limit)  และค่า LOD ตามวิธี
มาตรฐาน (เครื่อง GC-FPD+และเครื่อง HPLC-FLD) ของตัวอย่างสารสกัดแอปเปิ้ลและผักกาดหอม 
ด้วยวิธียับย้ังการท างานของเอนไซม์ แสดงดังตาราง 4.17 (ภาคผนวก ง ตาราง ง.46 – ง.48)    
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ตาราง 4.17 ค่าร้อยละการยับยั้งการท างานของเอนไซม์; IC10 ค่าดีฟอลต์ลิมิต (Default Limit) และ
ค่า LOD ตามวิธีมาตรฐาน (เครื่อง GC-FPD+และเครื่อง HPLC-FLD) 
 

สภาวะที่ศึกษา 
(ความเข้มข้น; mg/kg) 

ค่าร้อยละการยับยั้งการท างานของเอนไซม์; I(%) 
สารสกัดแอปเปิ้ล สารสกัดผักกาดหอม 

กลุ่ม 24OPs กลุ่ม 7CAs กลุ่ม 24OPs กลุ่ม 7CAs 
ค่า IC10  7 9 8 10 
ค่าดีฟอลต์ลิมิต  45 9 48 10 
ค่า LOD 54 1 56 2 

 

   จากตาราง 4.17 แสดงค่าร้อยละการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ ; I(%) 
ของยาฆ่าแมลงมาตรฐานกลุ่ม OPs และกลุ่ม CAs ท่ีเติมลงไปในตัวอย่างแอปเปิ้ลและตัวอย่าง
ผักกาดหอม พบว่า ค่า IC10 มีค่า 7, 9, 8 และ 10 ตามล าดับ  ค่า I(%) ของค่าดีฟอลต์ลิมิต มีค่า 45, 
9, 48, และ 10 ตามล าดับ ในขณะท่ีค่า LOD ตามวิธีมาตรฐาน (เครื่อง GC-FPD+และเครื่อง HPLC-
FLD)  มีค่า 54 1, 56, และ 2 ตามล าดับ (ภาคผนวก ง ตาราง ง.46-ง.48)  
   นอกจากนี้ ยั งพบว่า ค่า I (%) ท่ีระดับความเข้มข้นของยาฆ่าแมลง 
มาตรฐานท่ีมีความเข้มข้นในปริมาณน้อย เช่น 0.002 และ 0.003 mg/kg ผลการทดสอบสอบ ค่า I 
(%) พบว่ามีค่าน้อยมาก สาเหตุเนื่องจากการท าปฏิกิริยาการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ของยาฆ่า
แมลงมาตรฐานท่ีมีความเข้มข้นในปริมาณน้อยจะท าให้ท าให้สีของปฏิกิริยาของหลอดตัวอย่างท่ี
ทดสอบกับหลอดควบคุมท่ีไม่มีปฏิกิริยาการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ของยาฆ่าแมลงมาตรฐาน มี
ความแตกต่างกันน้อยมาก เมื่อน ามาทดสอบค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ และ
น าค่าการดูดกลืนแสงท่ีได้มาค านวณค่า I (%) ของเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรส จึงท าให้ค่า I (%) 
ท่ีได้มีค่าได้น้อย  
   จากข้อมูลดังกล่าวข้างต้นสามารถพิจารณา ค่า LOD จาก ค่า I (%) ท่ี
ท าการศึกษาในสารสกัดแอปเปิ้ลและสารสกัดผักกาดหอมท้ัง 3 สภาวะ ซึ่งพบว่า ค่า I (%) ท่ีได้จาก
สมาการถดถอยของสารสกัดแอปเปิ้ลและสารสกัดผักกาดหอมมีค่าใกล้เคียงกัน (มีค่าอยู่ระหว่าง IC7 - 
IC10) ดังนั้นจึงใช้ ค่า IC10 ตามวิธีการ Enzyme inhibition assay เป็น ค่า LOD ของวิธีการท่ีศึกษา
ในครั้งนี้ และเนื่องจากการตรวจวิเคราะห์ยาฆ่าแมลงในตัวอย่างจะด าเนินการตรวจวิเคราะห์สาร
หลายชนิดในการตรวจวิเคราะห์เพียงครั้งเดียว (multi-pesticide residue method) ดังนั้นค่า LOD 
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ของสารสกัดตัวอย่างท่ีตรวจวิเคราะห์จึงควรมีค่าใกล้เคียงกันมากท่ีสุด ซึ่งจากการทดสอบ ค่า IC10 

จากสมการถดถอย จึงเป็นค่า LOD ท่ีเหมาะสมท่ีสุด 
   ส าหรับการตรวจวิเคราะห์ยาฆ่าแมลงตกค้างในห้องปฏิบัติการวิทยาศาสตร์
โดยท่ัวไป ใช้การทดสอบการยับยั้งการท างานของเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสของยาฆ่าแมลง
มาตรฐาน เป็นการตรวจวิเคราะห์โดยการตรวจสอบหายาฆ่าแมลงตกค้างหลายชนิดในการตรวจ
วิเคราะห์เพียงครั้งเดียวซึ่งยาฆ่าแมลงมาตรฐานท่ีใช้ทดสอบเป็นสารผสมหลายชนิด ดังนั้นจึงต้อง
ทราบว่ายาฆ่าแมลงมาตรฐานท่ีน ามาใช้ทดสอบแต่ละชนิด สามารถยับยั้งการท างานของเอนไซม์ 
คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสท่ีสกัดได้จากถั่วด าหรือไม่ จึงได้ท าการศึกษาผลของชนิดยาฆ่าแมลงมาตรฐาน
ต่อการยับยั้งการท างานของเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรส โดยศึกษาเปรียบเทียบค่า I (%) ของยา
ฆ่าแมลงมาตรฐานในสารละลายฟอสเฟตบัพเฟอร์ (PB) (สารควบคุม) ในตัวอย่างสารสกัดผักกาดหอม 
(Lettuce) และสารสกัดแอปเปิ้ล (Apple) (ภาพประกอบ  4.18)  
   ผลการทดสอบพบว่า ค่า I (%) ของยาฆ่าแมลงมาตรฐานกลุ่ม OPs มีค่าสูง
กว่ากลุ่ม CAs โดยพบว่าสารกลุ่ม OPs มีค่า I (%) เฉล่ียร้อยละ 28 และพบว่าปฏิกิริยาการยับยั้งการ
ท างานของเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสของสารสกัดผักกาดหอมมีค่าสูงสุด รองลงมา คือ 
ปฏิกิริยาในสารละลายฟอสเฟตบัพเฟอร์ และปฏิกิริยาในสารสกัดแอปเปิ้ล มีค่าเฉล่ียร้อยละ 27 
นอกจากนี้ยังพบว่า ยาฆ่าแมลงมาตรฐานท่ีให้ค่าร้อยละการยับยั้งการท างานของเอนไซม์คาร์บอกซิล
เอสเตอร์เรสเฉล่ียสูงสุดท้ัง 3 ชุดการศึกษา (สารละลายฟอสเฟตบัพเฟอร์ สารสกัดผักกาดหอม และ
สารสกัดแอปเปิ้ล)  คือสาร dichlorvos มีค่า I (%) เฉล่ีย ร้อยละ 44 โดยเมื่อพิจารณาสีของหลอด
ตัวอย่าง พบว่า หลอดท่ี 1 ซึ่งเป็นหลอดตัวอย่างท่ีมีการเติมสาร dichlorvos  จะมีสีของหลอดจาง
กว่าหลอดตัวอย่างอื่นๆ เนื่องจากสาร dichlorvos จะไปยับยั้งการท างานของเอนไซม์คาร์บอกซิลเอ
สเตอร์เรสท าให้เกิดสารผลิตภัณฑ์ปริมาณน้อยส่งผลให้สีของหลอดตัวอย่างจางกว่าหลอดตัวอย่างอื่นๆ 
(ภาพประกอบ 4.19) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Kantharaju และ Murthy 2014 ท่ีศึกษาสารสกัด
เอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสจากเมล็ดมะขาม (Tamarindus indica) พบมีความไวต่อสาร 
dicholrvos สูงโดยมีค่า I (%) ร้อยละ 100  และ Hou et al. 2012 รายงานการศึกษาเอนไซม์จาก
แป้งสาลี (Triticuma cevitum L.) พบว่าสาร dicholrvos มีความไวสูงต่อการท ายับยั้งการท างาน
ของเอนไซม์มีค่า I (%) ร้อยละ 90   ในขณะท่ีปฏิกิริยาของสารมาตรฐานกลุ่ม CAs มีค่า I (%) เฉล่ีย 
ร้อยละ 13 โดยสารท่ีให้เฉล่ียสูงสุด คือ carbofuran carbaryl และ methiocarb ร้อยละ 14 และ
สารในกลุ่ม CAs แต่ละชนิดมี ค่า I (%) เฉล่ีย ใกล้เคียงกันแสดงให้เห็นจากสีของหลอดตัวอย่างท่ีมีสี
ใกล้เคียงกัน (ภาพประกอบ 4.20)  
   การจากศึกษาข้างต้นพบว่า ค่า I (%) ของยาฆ่าแมลงผสมกลุ่ม OPs มีค่า   
I (%) มากกว่าของยาฆ่าแมลงแยกชนิด เป็นผลมาจากยาฆ่าแมลงแต่ละชนิดจะมีการส่งเสริมการออก
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ฤทธิ์ซึ่งกันและกัน ท าให้ ค่า I (%) สูงขึ้นกว่าเดิม หรือเรียกว่า Synergistic effects (Cedergreen 
2014; Laetz et al. 2009; Roell, Reif, and Motsinger-Reif 2017) ในขณะท่ีค่า I (%) ของยาฆ่า
แมลงผสมกลุ่ม CAs และค่า I (%) ของยาฆ่าแมลงกลุ่ม CAs แต่ละชนิดมีค่าไม่แตกต่างกัน ซึ่งอาจเป็น
เพราะยาฆ่าแมลงกลุ่ม CAs ไม่มีการส่งเสริมการออกฤทธิ์ซึ่งกันและกันจึงท าให้  ค่า I (%) ของ
ปฏิกิริยาดังกล่าวมีค่าไม่แตกต่างกัน (ภาคผนวก จ ตาราง จ.52 และ ตาราง จ.53)  
   จากข้อมูลดังกล่าวแสดงให้เห็นว่า สารสกัดเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เร
สบริสุทธิ์บางส่วนจากถั่วด าท่ีศึกษา สามารถถูกยับยั้งการท างานจากยาฆ่าแมลงกลุ่ม OPs และกลุ่ม 
CAs ได้ แสดงว่าเอนไซม์ดังกล่าวจัดอยู่ในกลุ่ม เอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรส B (Esterases B; 
Est-B) ซึ่งเป็นเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสท่ีถูกยับยังปฏิกิริยาโดยยาฆ่าแมลงกลุ่ม OPs และ กลุ่ม 
CAs ซึ่งอยู่ในกลุ่มเดียวกับเอนไซม์อะซิติลโคลีนเอสเตอร์เรส (Acetylcholinesterase; AChE; EC 
3.1.1.7) (Laguerre et al. 2009; Montella et al. 2012; Ochoa et al. 2013) 
   ดังนั้นจากผลการศึกษาครั้งนี้สามารถประยุกต์ใช้คุณสมบัติของเอนไซม์คาร์
บอกซิลเอสเตอร์เรสบริสุทธิ์บางส่วนจากถั่วด าในการตรวจวิเคราะห์สารเคมีป้องกันก าจัดกลุ่ม OPs 
และกลุ่ม  CAs ท่ีตกค้างในตัวอย่างท่ีสนใจศึกษาได้                                            ..  
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B       C     11     12      13     14     15    16     17     18      19     20 

B        C       21      22      23      24        

B        C       1      2      3       4       5       6      7      8      9      10 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 4.19 ปฏิกิริยาการยับยั้งการท างานของเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสของ 
ยาฆ่าแมลง มาตรฐาน กลุ่ม OPs 

หมายเหตุ: B (blank), C (control), Dichlovos (1), Methamidophos (2), Mevinphos (3), 
Acephate (4), Omethoate (5), Diazinon (6), Dicrotophos (7), Monocrotophos (8), 
Dimethoate (9), Primiphos methyl (10), Chlorpyrifos (11), Parathion methyl (12), 
Parathion ethyl (13), Prothiophos (14), Methidathion (15), Profenophos (16), Ethion 
(17), EPN (18), Triazophos (19), Phosalone (20), Azinphos methyl (21), Fenitrothion 
(22), Malathion (24) และ Propagite (24) 
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ภาพประกอบ 4.20 ปฏิกิริยาการยับยั้งการท างานของเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสของ 
ยาฆ่าแมลง มาตรฐาน กลุ่ม CAs 

หมายเหตุ : B (blank), C (control), Oxamyl (1), Methomyl (2), 3-OH carbofuran (3), 
Aldicarb (4), Carbofuran (5), Carbaryl (6) และ Methiocarb (7) 

 

4.1.3 การศึกษาความคงตัวของเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรส 
  จากการศึกษาความคงตัว (stability) ของเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสบริสุทธิ์
บางส่วนของถั่วด า ในหัวข้อ โดยศึกษาค่าแอกติวิตีจ าเพาะเอนไซม์ เมื่อเก็บรักษาเอนไซม์ท่ีอุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส นาน 60 วัน (ตาราง 4.18) พบว่าในวันท่ี 0 มีค่าแอกติวิตีจ าเพาะเอนไซม์เริ่มต้น 10.4 
U/mg และเมื่อระยะเวลาการเก็บรักษามากขึ้นค่าแอกติวิตีจ าเพาะเอนไซม์จะเริ่มมีค่าลดน้อยลง และ
วันท่ี 60 ซึ่งเป็นวันสุดท้ายของการเก็บรักษา พบว่าค่าแอกติวิตีจ าเพาะเอนไซม์จะมีค่าลดลงเหลือ 7.1 
U/mg โดยคิดเป็นร้อยละ 31.7 (ภาพประกอบ  4.21) 

  B         C         1        2        3        4       5       6        7      
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ภาพประกอบ 4.21 ค่าแอกติวิตีจ าเพาะเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสบริสุทธิ์บางส่วนจากถั่วด า 
เมื่อเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 60 วัน  
 
  นอกจากนี้ยังพบว่า จากการเก็บรักษาเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสบริสุทธิ์
บางส่วนจากถั่วด า ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  เป็นระยะเวลา 60 วัน พบว่าค่าแอกติวิตีจ าเพาะ
เอนไซม์ในช่วงของวันท่ีเก็บรักษา วันท่ี 12-45 ค่าเฉล่ียของค่าค่าแอกติวิตีจ าเพาะเอนไซม์ภายในกลุ่ม
ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p≥0.05) (ภาคผนวก ฉ ตาราง ฉ.54-ฉ.55) (ตาราง 
4.18)  

จากข้อมูลดังกล่าว สามารถน ามาใช้ประกอบในการเก็บรักษาสารสกัดเอนไซม์ 
คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสบริสุทธิ์บางส่วนท่ีศึกษา ให้มีความเหมาะสมในการใช้งาน ตลอดจนการ
วางแผนในการสกัดเอนไซม์จากถั่วด้วยวิธีการหรือขั้นตอนใหม่ และเพื่อลดความผิดพลาดในการศึกษา 
อันเป็นผลมาจากค่าแอกติวิตีจ าเพาะเอนไซม์ท่ีลดลง นอกจากนี้พบว่าท่ีระยะเวลาการเก็บรักษาท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ต้ังแต่วันท่ี 30 ของการเก็บรักษาตัวอย่างสารสกัดเอนไซม์เริ่มมีกล่ินเหม็น 
ซึ่งถึงแม้ว่าค่าแอกติวิตีจ าเพาะเอนไซม์จะลดลงเพียงร้อยละ 17.3 (8.6 U/mg) แต่ลักษณะทาง
กายภาพของเอนไซม์ไม่เหมาะสมต่อการใช้งาน ดังนั้นจึงควรศึกษาทดลองสกัดสารสกัดเอนไซม์คาร์
บอกซิลเอสเตอร์เรสบริสุทธิ์บางส่วนใหม่เพื่อใช้ส าหรับการทดสอบ 
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ตาราง 4.19 ค่าแอกติวิตีจ าเพาะเฉล่ียของเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสบริสุทธิ์บางส่วนจากถั่วด า 
เมื่อเก็บรักษา 60 วัน ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส    

หมายเหตุ:  95% confidence interval (P<0.0), Duncan,s multiple range test 
 

4.2 ผลการศึกษาการเป็นดัชนีตรวจสอบยาฆ่าแมลงตกค้างในกลุ่ม OPs และกลุ่ม CAs ของ
เอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสจากตัวอย่างพืชที่ศึกษา  
 
 4.2.1 การศึกษาความไว (sensitivity) ของการเป็นดัชนีตรวจสอบยาฆ่าแมลงตกค้างใน
กลุ่ม OPs และกลุ่ม CAs ของเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสจากตัวอย่างพืชที่ศึกษา
เปรียบเทียบกับเอนไซม์จากชุดทดสอบทางการค้า 
  4.2.1.1 ผลการศึกษาวิธีการของชุดทดสอบทางการค้าที่เหมาะสมกับเอนไซม์คาร์
บอกซิลเอสเตอร์เรสที่ศึกษา 

วัน 
 

ค่าแอกติวิตีจ าเพาะของเอนไซม์ 
(Specific activity; U/mg) 

ร้อยละของการลดลงของค่า
แอกติวิตีจ าเพาะของเอนไซม์ 

0 10.4 a - 
4 9.9 b 4.8 
6 9.7 b 6.7 
8 9.6 b 7.7 
12 9.5 b c 8.7 
15 9.0 c d 13.5 
20 9.0 c d 13.5 
25 8.6 d 17.3 
30 8.6 d 17.3 
35 7.8 e 25.0 
40 7.4 e f 28.8 
45 7.3 e f 29.8 
50 7.2 f 30.8 
60 7.1 f 31.7 
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   การศึกษาชุดทดสอบ (Test kit) ส าหรับการตรวจวิเคราะห์ยาฆ่าแมลง 
กลุ่ม OPs และกลุ่ม CAs ท่ีจ าหน่ายในท้องตลาดและนิยมใช้อย่างแพร่หลายจ านวน 4 ชุดทดสอบ 
โดยมีขั้นตอนการศึกษาดังนี้ คือ 
    1. น าเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสบริสุทธิ์บางส่วนจากถั่วด า 
มาใช้แทนเอนไซม์ของชุดทดสอบทางการค้า  
    2. เลือกวิธีการของชุดทดสอบทางการค้าท่ีเหมาะสมมาประยุกตใ์ช้
กับเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสบริสุทธิ์บางส่วนจากถั่วด าท่ีศึกษา 
    3. เปรียบเทียบผลการตรวจวิเคราะห์ยาฆ่าแมลงกลุ่ม OPs และ
กลุ่ม CAs ระหว่างชุดทดสอบทางการค้าและเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสบริสุทธิ์บางส่วนจากถั่ว
ด า 
   จากการศึกษาคู่มือการใช้งานชุดทดสอบท่ีจ าหน่ายในท้องตลาดท่ีน ามา
ศึกษา พบว่า เอนไซม์ท่ีใช้ภายในชุดทดสอบทางการค้าทุกชุดทดสอบ จะใช้เอนไซม์อะซิติลโคลีนเอ
สเตอร์เรส (AChE) ซึ่งผลการศึกษาการน าเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสบริสุทธิ์บางส่วนจากถั่วด า 
มาใช้ทดสอบทดแทนเอนไซม์ AChE ของชุดทดสอบทางการค้า พบว่าเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เร
สบริสุทธิ์บางส่วนจากถั่วด า ไม่สามารถน ามาใช้ทดแทนเอนไซม์ AChE ของชุดทดสอบทางการค้าท่ี
จ าหน่ายในท้องตลาดได้ทุกชุด เนื่องจากในการท าปฏิกิริยาจะมีการใช้สารต้ังต้นท่ีมีความจ าเพาะกับ
เอนไซม์ AChE เท่านั้น ซึ่งสารต้ังต้นชนิดดังกล่าวนี้ไม่มีความจ าเพาะกับ เอนไซม์คาร์บอกซิลเอ
สเตอร์เรสบริสุทธิ์บางส่วนจากถั่วด า ท าให้เมื่อน าเอนไซม์ดังกล่าวมาท าปฏิกิริยาในสภาวะเดียวกับ
สภาวะท่ีเหมาะสมของเอนไซม์ AChE ปฏิกิริยาจึงไม่สามารถเกิดข้ึนได้ ดังแสดงในตาราง 4.20-4.21 
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ตาราง 4.20 ผลของการใช้เอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสบริสุทธิ์บางส่วนจากถั่วด า ทดแทน
เอนไซม์ของชุดทดสอบทางการค้าท่ีศึกษา  
ชุดทดสอบ ผลการศึกษา 

A  

 
* หมายเลข 1, 2 คือ เอนไซม์ของชุด
ทดสอบ, หมายเลข 3, 4 คือ เอนไซม์       
คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสจากถั่วด า 

การอ่านผลจากชุดทดสอบ  
เปรียบเทียบกับสีของตัวอย่างกับหลอด
ควบคุม และแปลผลระดับความปลอดภัย 
ถ้าสีท่ีเกิดขึ้นเป็นสีส้มเข้ม อยู่ในระดับ
ปลอดภัย สีส้มปนชมพู อยู่ ในระดับไม่
ปลอดภัย (ถูกยับยั้ง ร้อยละ15) สีชมพู 
อยู่ในระดับไม่ปลอดภัยมาก 
การแปลผลจากการศึกษา 
หลอดหมายเลข 3, 4 พบว่าได้ผลสีชมพู 
ซี่งไม่สอดคล้องกับหลอดหมายเลข 1, 2 
ท่ีเกิดจากเอนไซม์จากชุดทดสอบ 

B  

 
* หมายเลข 1, 2 คือ เอนไซม์ของชุด
ทดสอบ, หมายเลข 3, 4 คือ เอนไซม์      
คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสจากถั่วด า 

การอ่านผลจากชุดทดสอบ  
โดยการสัง เกต สีของน้ ายาในหลอด
ตัวอย่างเทียบกับสีของหลอดเทียบสี
มาตรฐานท้ัง 3 หลอด  คือ 
1)ไม่พบหรือพบปลอดภัย หลอดสีม่วงเข้ม 
2)พบไม่ปลอดภัย หลอดสีม่วงอ่อน 
3)พบเป็นพิษ หลอดสีเทา 
การแปลผลจากการศึกษา 
หลอดหมายเลข 3, 4 พบว่าได้หลอด
ทดสอบเป็นสีม่วงอ่อน ซึ่งสอดคล้องกับ
หลอดหมายเลข 1, 2 ท่ีเกิดจากเอนไซม์
จากชุดทดสอบ 

  

 

 

 C   1    2           3  4 

            1    2   3    4 
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ตาราง 4.21 ผลของการใช้เอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสบริสุทธิ์บางส่วนจากถั่วด า ทดแทน
เอนไซม์ของชุดทดสอบทางการค้าท่ีศึกษา (ต่อ) 

ชุดทดสอบ ผลการศึกษา 
C  

 
 
 
 
 
 
 
 
* หมาย เลข 1, 2 คื อ  เอน ไซม์ ขอ ง ชุด
ทดสอบ , หมาย เลข 3, 4 คือ  เอน ไซม์             
คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสจากถั่วด า 

การอ่านผลจากชุดทดสอบ  
ผลบวก ถ้าพบแถบสีวงกลม (spot) สี
ขาวบนสีม่วงขึ้นท่ีบนแผ่น TLC แสดงว่า
พบยาฆ่าแมลงในกลุ่ม OPs และกลุ่ม 
CAs และ ผลลบ ถ้าไม่พบแถบสีวงกลม
(spot) สีขาวบนพื้นสีม่วงบนแผ่น TLC 
แสดงว่า ไม่พบยาฆ่าแมลงในกลุ่ม OPs 
และกลุ่ม CAs 
การแปลผลจากการศึกษา 
หลอดหมายเลข 3, 4 พบว่าได้ผลสีชมพู 
ซี่งไม่สอดคล้องกับหลอดหมายเลข 1, 2 
ท่ีเกิดจากเอนไซม์จากชุดทดสอบ  

D  
 
 
 
 
 
 
* หมาย เลข 1, 2 คื อ  เอน ไซม์ ขอ ง ชุด
ทดสอบ , หมาย เลข 3, 4 คือ  เอน ไซม์                 
คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสจากถั่วด า 

การอ่านผลจากชุดทดสอบ  
เปรียบเทียบสีของหลอดตัวอย่างเทียบ
กับสีของหลอดเทียบสีมาตรฐานท้ัง  
3 หลอด  คือ 
1)ไม่พบหรือพบปลอดภั ย  หลอดสี
น้ าตาลเข้ม 
2)พบไม่ปลอดภัย หลอดสีน้ าตาลอ่อน 
3)พบเป็นพิษ หลอดสีเหลือง 
การแปลผลจากการศึกษา 
หลอดหมายเลข 3, 4 พบว่าได้ผลสีขาว
ใส ซี่งไม่สอดคล้องกับหลอดหมายเลข 
1, 2 ท่ีเกิดจากเอนไซม์จากชุดทดสอบ 

 

  จากผลการศึกษาดังกล่าว พบว่าวิธีการของชุดทดสอบ B มีความเป็นไปได้ท่ีจะน ามา
ประยุกต์ใช้กับเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสจากถั่วด า เพราะเป็นวิธีการท าปฏิกิริยาท่ีไม่ยุ่งยากและ

1  2  3  4     C 

 C   1    2    1    2         3   4 
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การแปลผลการทดสอบสามารถท าได้ง่าย เนื่องจากชุดทดสอบ B จะมีหลอดทดสอบท่ีมีสารมาตรฐาน 
3 หลอด ไว้ส าหรับการเทียบสีกับหลอดสารตัวอย่างท่ีศึกษา และนอกจากนี้เอนไซม์คาร์บอกซิลเอ
สเตอร์เรสจากถั่วด า ยังสามารถท าปฏิกิริยาในสภาวะอุณหภูมิห้องได้ ซึ่งแตกต่างจากวิธีการของชุด
ทดสอบ B ท่ีต้องใช้อุณหภูมิในการทดสอบท่ี 37±1 องศาเซลเซียส เนื่องจากเอนไซม์ท่ีอยู่ในชุด
ทดสอบเป็นเอนไซม์อะซิติลโคลีนเอสเตอร์เรสท่ีได้มาจากซีรัมของสัตว์ ดังนั้นอุณหภูมิจึงมีความส าคัญ
ต่อการศึกษาปฏิกิริยา การปรับเปล่ียนสารและสภาวะของชุดทดสอบ B ให้มีเหมาะสมกับสารสกัด
เอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสบริสุทธิ์บางส่วนจากถั่วด าท่ีศึกษา แสดงผลการศึกษาดังภาพประกอบ  
4.22 จากการทดสอบพบว่า เมื่อประยุกต์วิธีการชุดทดสอบ B  มาใช้กับสารสกัดเอนไซม์ 
คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสบริสุทธิ์บางส่วนจากถั่วด าท่ีศึกษา มีความเหมาะสมส ารับการศึกษาในขั้นตอน
ต่อไป โดยมีข้ันตอนการทดสอบ ดังนี้ 

1. น ากล่องน้ าอุ่นเทคโนโลยีเติมน้ าให้เกือบ เสียบปล๊ักแล้วต้ังท้ิงไว้ให้อุณหภูมิ
ของน้ ามีความร้อนตามท่ีก าหนดไว้ คือ 50 องศาเซลเซียส (ส าหรับระเหยน้ ายาสกัดตัวอย่าง) 

2. หั่นตัวอย่างผัก ผลไม้ ให้ละเอียดและตักตัวอย่างใส่ขวดพลาสติก ปริมาณ 5 
กรัมหรือความสูง 2 ขีดของขวดพลาสติก ใช้หลอดหยดดูดน้ ายาสกัด 5 ml หรือเติมน้ ายาสกัดให้ท่วม
ตัวอย่างปิดฝาขวดขวดพลาสติก เขย่าให้ตัวอย่างและน้ ายาสกัดผสมให้เข้ากัน ต้ังท้ิงไว้ 5 นาที 

3. น าแผ่นกระดาษโครมาโตกราฟ 1 ช้ิน (ส าหรับ 1 ตัวอย่าง) วางในถ้วยโลหะ
ท่ีต้ังบนกล่องน้ าอุ่นอุณหภูมิประมาณ 50 องศาเซลเซียส แล้วดูดน้ ายาสกัดตัวอย่างจากข้อ 2 ปริมาตร 
1 ml ใส่ลงในถ้วยโลหะ เมื่อน้ ายาสกัดตัวอย่างในถ้วยโลหะระเหยแห้งหมดแล้วจึงใช้เข็มหมุดจ้ิม
แผ่นกระดาษโครมาโทรกราฟฟีใส่ในหลอดทดลอง จากนั้น เติมสารสกัดเอนไซม์คาร์บอกซิล                       
เอสเตอร์เรสบริสุทธิ์บางส่วนจากถั่วด า จ านวน 0.5 ml เขย่าผสมให้เข้ากัน แล้วท้ิงไว้ 15 นาที 

     4. เติมสารต้ังต้น α-naphthyl acetate (0.3 mM) จ านวน 1 ml เขย่าแล้วทิ้งไว้ 
1 0  น า ที  จ าก นั้ น เติ ม ส าร  DBLS (% fast blue B salt แ ละ  5% Sodium laury sulphate 
อัตราส่วน 2:5) จ านวน 2 หยด เขย่า สังเกตสีท่ีเปล่ียนแปลงอ่านผลเทียบกับกระดาษแถบสีมาตรฐาน  
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ภาพประกอบ 4.22 ผลของปฏิกิริยาการปรับเปล่ียนสารและสภาวะของชุดทดสอบ B ให้มีเหมาะสม

กับสารสกัดเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสบริสุทธิ์บางส่วนจากถั่วด าท่ีศึกษา 
 

4.2.1.2 ผลการตรวจวิเคราะห์ยาฆ่าแมลงกลุ่ม OPs และกลุ่ม CAs ของเอนไซม์
คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสบริสุทธิบ์างส่วนจากถ่ัวด าที่ศึกษา 
    ผลการศึกษาประเมินประสิทธิภาพการตรวจวิเคราะห์ยาฆ่าแมลงกลุ่ม OPs 
และกลุ่ม CAs ของเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสบริสุทธิ์บางส่วนจากถั่วด าท่ีศึกษา โดยใข้ข้ันตอน
การตรวจสอบท่ีได้ในข้อ 4.2.1.1 มาทดสอบค่า I (%) พบว่า หลอดสารมาตรฐานท่ี 1, 2 และ 3  มีค่า 
I (%) น้อยกว่า ร้อยละ 40 ร้อยละ 40-80 และ มากกว่า ร้อยละ 80 ตามล าดับ ซึ่งสีของหลอด
ทดสอบท้ัง 3 ชนิด แสดงในตาราง 4.22  จากนั้นจะท าการทดสอบในตัวอย่างผักสด จ านวน 50 
ตัวอย่าง ประกอบไปด้วย ผักกาดขาว ผักกาดหอม แตงกวา ผักชี ผักชีฝรั่ง ถั่วฝักยาว กะหล่ าปลี ใบ
โหระพา ใบบัวบก และพริกสด ผลการตรวจวิเคราะห์แสดงดังตาราง 4.23 -4.24 
 

ตาราง 4.22  สีหลอดสารมาตรฐานและค่าการยับย้ังเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสจากถั่วด า (I: %) 
เทียบกับชุดทดสอบทางการค้า 

หลอดสาร
มาตรฐาน 

การแปลผล 
ชุดทดสอบทางการค้า สภาวะที่ศึกษา 
สีหลอด
ทดสอบ 

ค่า I (%) 
สีหลอด
ทดสอบ 

ค่า I (%) 

หลอด 1 ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  <50%   <40% 
หลอด 2 พบในระดับไม่ปลอดภัย  50%-70%   40%-80% 
หลอด 3 พบในระดับเป็นพิษ  >70%   >80% 

B
la
n
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ตาราง 4.23 ผลการศึกษาการตรวจวิเคราะห์ยาฆ่าแมลง กลุ่ม OPs และกลุ่ม CAs โดยเอนไซม์คาร์
บอกซิลเอสเตอร์เรสบริสุทธิ์บางส่วนจากถั่วด า 

ตัวอย่างที่ 
ตัวอย่างพืช
ที่ทดสอบ 

ผลการวิเคราะห์ 
สภาวะที่ทดสอบ ชุดทดสอบทางการค้า 

1 ผักกาดขาว ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  
2 ผักกาดขาว ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  
3 ผักกาดขาว ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  
4 ผักกาดขาว ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  
5 ผักกาดขาว ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  
6 ผักกาดหอม ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  
7 ผักกาดหอม ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  
8 ผักกาดหอม ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  
9 ผักกาดหอม ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  
10 ผักกาดหอม ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  
11 แตงกวา ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  
12 แตงกวา ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  
13 แตงกวา ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  
14 แตงกวา ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  
15 แตงกวา ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  
16 ผักชี ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  
17 ผักชี ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  
18 ผักชี ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  
19 ผักชี ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  
20 ผักชี ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  
21 ผักชีฝรั่ง พบในระดับไม่ปลอดภัย พบในระดับไม่ปลอดภัย  
22 ผักชีฝรั่ง ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  
23 ผักชีฝรั่ง พบในระดับไม่ปลอดภัย พบในระดับไม่ปลอดภัย  
24 ผักชีฝรั่ง ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย 
25 ผักชีฝรั่ง พบในระดับไม่ปลอดภัย พบในระดับไม่ปลอดภัย  
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ตาราง 4.24 ผลการศึกษาการตรวจวิเคราะห์ยาฆ่าแมลง กลุ่ม OPs และกลุ่ม CAs โดยเอนไซม์คาร์
บอกซิลเอสเตอร์เรสบริสุทธิ์บางส่วนจากถั่วด า (ต่อ) 

ตัวอย่างที่ 
ตัวอย่างพืชที่

ทดสอบ 
ผลการวิเคราะห์ 

สภาวะที่ทดสอบ ชุดทดสอบทางการค้า 
26 ถั่วฝักยาว ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย 
27 ถั่วฝักยาว ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย 
28 ถั่วฝักยาว ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย 
29 ถั่วฝักยาว ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย 
30 ถั่วฝักยาว ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย 

31 กะหล่ าปลี ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย 
32 กะหล่ าปลี ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  
33 กะหล่ าปลี ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  
34 กะหล่ าปลี ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  
35 กะหล่ าปลี ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  
36 โหระพา ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย 
37 โหระพา ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  
38 โหระพา ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  
39 โหระพา ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  
40 โหระพา ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  
41 ใบบัวบก ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  
42 ใบบัวบก ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  
43 ใบบัวบก ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  
44 ใบบัวบก ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  
45 ใบบัวบก ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  
46 พริกสด ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  
47 พริกสด ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  
48 พริกสด ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  
49 พริกสด ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  
50 พริกสด ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  ไม่พบหรือพบในระดับปลอดภัย  

 

จากตาราง 4.23-24 ผลการการตรวจวิเคราะห์ยาฆ่าแมลง กลุ่ม OPs และกลุ่ม CAs ของชุด
ทดสอบทางการค้า และการใช้เอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสบริสุทธิ์บางส่วนจากถั่วด าในสภาวะท่ี
ศึกษา พบว่าท้ังสองชุดการศึกษามีผลการวิเคราะห์สอดคล้องกัน คือ ตรวจไม่พบหรือพบในระดับ
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ปลอดภัย จ านวน 46 ตัวอย่าง (ร้อยละ92) ตรวจพบในระดับไม่ปลอดภัย จ านวน 4 ตัวอย่าง (ร้อยละ 
10) โดยจ าแนกเป็น ผักชี จ านวน 1 ตัวอย่าง (ร้อยละ 2) และผักชีฝรั่ง จ านวน 3 ตัวอย่าง (ร้อยละ 6)  

 

4.2.2 การประเมินประสิทธิภาพการเป็นดัชนีตรวจสอบยาฆ่าแมลงตกค้างในกลุ่ม OPs 
และกลุ่ม CAs ในตัวอย่างผักสดด้วยวิธีการยับยั้งการท างานของเอนไซม์  
  4.2.2.1 ผลการตรวจวิเคราะห์ยาฆ่าแมลงกลุ่ม OPs และ CAs ในตัวอย่างผักสด
ด้วยวิธีการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ 
   ผลการตรวจวิเคราะห์ยาฆ่าแมลงตกค้างในกลุ่ม OPs และกลุ่ม CAs ใน
ตัวอย่างผักสด จากวิธีการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ (Enzyme inhibition assay) โดยใช้เครื่อง
สเปกโทรโฟโต้มิเตอร์ (Spectrophotometer) เปรียบเทียบกับผลการตรวจวิเคราะห์ยาฆ่าแมลงกลุ่ม
OPs และCAs ในตัวอย่างผักสดด้วยวิธีการมาตรฐานของกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ โดยใช้เครื่อง 
GC-FPD+ ส าหรับตรวจวิเคราะห์ยาฆ่าแมลงกลุ่ม OPs และเครื่อง HPLC-FLD ส าหรับกลุ่ม CAs โดย
ใช้ตัวอย่างผักสดจ านวน 50 ตัวอย่าง ซึ่งประกอบไปด้วย แตงกวา ถั่วฝักยาว ใบโหระพา ผักกาดขาว 
ผักชี ผักชีฝรั่ง กะหล่ าปลี ผักกาดหอม ใบบัวบก และพริกสด ผลการตรวจวิเคราะห์แสดงดังตาราง 
4.25 
 
ตาราง 4.25 ผลการตรวจวิเคราะห์ยาฆ่าแมลง ตกค้างกลุ่มOPs และCAs ในตัวอย่างผักสดโดยวิธีการ
ยับย้ังการท างานของเอนไซม์และวิธีมาตรฐาน 

ตัวอย่างที่ ตัวอย่างผัก 

ผลการวิเคราะห์ 
วิธีมาตรฐาน 

(ชนิดและปริมาณ; mg/kg) 
วิธีการยับยั้งการท างาน

ของเอนไซม์ 
GC-FPD+   HPLC-FLD  ค่า I(%) LOD = IC10  

1 ผักกาดขาว ตรวจไม่พบ ตรวจไม่พบ 0 ตรวจไม่พบ 
2 ผักกาดขาว ตรวจไม่พบ ตรวจไม่พบ 3 ตรวจไม่พบ 
3 ผักกาดขาว ตรวจไม่พบ ตรวจไม่พบ 3 ตรวจไม่พบ 
4 ผักกาดขาว ตรวจไม่พบ ตรวจไม่พบ 2 ตรวจไม่พบ 
5 ผักกาดขาว ตรวจไม่พบ ตรวจไม่พบ 5 ตรวจไม่พบ 
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ตาราง 4.26 ผลการตรวจวิเคราะห์ยาฆ่าแมลง ตกค้างกลุ่ม OPs และCAs ในตัวอย่างผักสดโดย
วิธีการยับยั้งการท างานของเอนไซม์และวิธีมาตรฐาน (ต่อ) 

ตัวอย่างที่ ตัวอย่างผัก 

ผลการวิเคราะห์ 
วิธีมาตรฐาน 

(ชนิดและปริมาณ; mg/kg) 
วิธีการยับยั้งการ

ท างานของเอนไซม์ 
GC-FPD+ HPLC-FLD ค่า I(%) LOD = IC10 

6 ผักกาดหอม chlorpyrifos <0.05 carbofuran 0.02 16 ตรวจพบ 
7 ผักกาดหอม ตรวจไม่พบ ตรวจไม่พบ 2 ตรวจไม่พบ 
8 ผักกาดหอม ตรวจไม่พบ ตรวจไม่พบ 3 ตรวจไม่พบ 
9 ผักกาดหอม ตรวจไม่พบ ตรวจไม่พบ 0 ตรวจไม่พบ 
10 ผักกาดหอม chlorpyrifos <0.05 carbofuran  0.01 12 ตรวจพบ 
11 แตงกวา ตรวจไม่พบ ตรวจไม่พบ 0 ตรวจไม่พบ 
12 แตงกวา ตรวจไม่พบ ตรวจไม่พบ 6 ตรวจไม่พบ 
13 แตงกวา ตรวจไม่พบ ตรวจไม่พบ 0 ตรวจไม่พบ 
14 แตงกวา ตรวจไม่พบ carbofuran <0.01 7 ตรวจไม่พบ 
15 แตงกวา ตรวจไม่พบ ตรวจไม่พบ 0 ตรวจไม่พบ 
16 ผักช ี ตรวจไม่พบ ตรวจไม่พบ 2 ตรวจไม่พบ 
17 ผักช ี ตรวจไม่พบ ตรวจไม่พบ 0 ตรวจไม่พบ 
18 ผักช ี ตรวจไม่พบ ตรวจไม่พบ 2 ตรวจไม่พบ 
19 ผักช ี chlorpyrifos 1.73 ตรวจไม่พบ 65 ตรวจพบ 
20 ผักช ี chlorpyrifos <0.05 ตรวจไม่พบ 8 ตรวจไม่พบ 
21 ผักชฝีรั่ง chlorpyrifos 0.81 ตรวจไม่พบ 54 ตรวจพบ 
22 ผักชฝีรั่ง chlorpyrifos 0.05 ตรวจไม่พบ 22 ตรวจพบ 
23 ผักชฝีรั่ง chlorpyrifos 1.53 ตรวจไม่พบ 64 ตรวจพบ 
24 ผักชฝีรั่ง chlorpyrifos 0.23 ตรวจไม่พบ 45 ตรวจพบ 
25 ผักชฝีรั่ง chlorpyrifos 1.76 ตรวจไม่พบ 74 ตรวจพบ 
26 ถ่ัวฝักยาว ตรวจไม่พบ methomyl 0.14 11 ตรวจพบ 
27 ถ่ัวฝักยาว ตรวจไม่พบ ตรวจไม่พบ 5 ตรวจไม่พบ 
28 ถ่ัวฝักยาว ตรวจไม่พบ ตรวจไม่พบ 0 ตรวจไม่พบ 
29 ถ่ัวฝักยาว ตรวจไม่พบ methomyl 0.21 13 ตรวจพบ 
30 ถ่ัวฝักยาว ตรวจไม่พบ ตรวจไม่พบ 0 ตรวจไม่พบ 
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ตาราง 4.27 ผลการตรวจวิเคราะห์ยาฆ่าแมลง ตกค้างกลุ่มOPs และCAs ในตัวอย่างผักสดโดยวิธีการ
ยับย้ังการท างานของเอนไซม์และวิธีมาตรฐาน (ต่อ) 

ตัวอย่างที่ ตัวอย่างผัก 

ผลการวิเคราะห์ 
วิธีมาตรฐาน 

(ชนิดและปริมาณ; mg/kg) 
วิธีการยับยั้งการท างาน

ของเอนไซม์ 
GC-FPD+ HPLC-FLD ค่า I(%) LOD = IC10 

31 กะหล่ าปลี ตรวจไม่พบ ตรวจไม่พบ 4 ตรวจไม่พบ 
31 กะหล่ าปลี ตรวจไม่พบ ตรวจไม่พบ 0 ตรวจไม่พบ 
33 กะหล่ าปลี ตรวจไม่พบ ตรวจไม่พบ 5 ตรวจไม่พบ 
34 กะหล่ าปลี ตรวจไม่พบ ตรวจไม่พบ 0 ตรวจไม่พบ 
35 กะหล่ าปลี ตรวจไม่พบ ตรวจไม่พบ 2 ตรวจไม่พบ 
36 โหระพา chlorpyrifos <0.05 carbaryl 0.04 8 ตรวจไม่พบ 
37 โหระพา chlorpyrifos <0.05 carbofuran 0.08   9 ตรวจไม่พบ 
38 โหระพา ตรวจไม่พบ ตรวจไม่พบ 4 ตรวจไม่พบ 
39 โหระพา ตรวจไม่พบ ตรวจไม่พบ 0 ตรวจไม่พบ 
40 
 

โหระพา 
 

chlorpyrifos 0.05 
 

carbofuran 1.8 
aldicarb 0.02 

22 
 

ตรวจพบ 
 

41 ใบบัวบก ตรวจไม่พบ ตรวจไม่พบ 2 ตรวจไม่พบ 
42 ใบบัวบก ตรวจไม่พบ ตรวจไม่พบ 1 ตรวจไม่พบ 
43 ใบบัวบก ตรวจไม่พบ ตรวจไม่พบ 5 ตรวจไม่พบ 
44 ใบบัวบก ตรวจไม่พบ ตรวจไม่พบ 3 ตรวจไม่พบ 
45 ใบบัวบก ตรวจไม่พบ ตรวจไม่พบ 5 ตรวจไม่พบ 
46 พริกสด ตรวจไม่พบ carbofuran 0.05 8 ตรวจไม่พบ 
47 พริกสด ตรวจไม่พบ ตรวจไม่พบ 3 ตรวจไม่พบ 
48 พริกสด chlorpyrifos 0.13 ตรวจไม่พบ 22 ตรวจพบ 
49 พริกสด ตรวจไม่พบ ตรวจไม่พบ 6 ตรวจไม่พบ 
50 พริกสด ตรวจไม่พบ ตรวจไม่พบ 5 ตรวจไม่พบ 
 

 จากตาราง 4.25-4.27 ผลการตรวจวิเคราะห์ยาฆ่าแมลง ตกค้างกลุ่ม  OPs และ CAs ใน
ตัวอย่างผักสดจ านวน 50 ตัวอย่าง ซึ่งประกอบไปด้วย แตงกวา ถั่วฝักยาว ใบโหระพา ผักกาดขาว 
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ผักชี ผักชีฝรั่ง กะหล่ าปลี ผักกาดหอม ใบบัวบก และพริกสด โดยวิธีการยับยั้งการท างานของเอนไซม์
และวิธีมาตรฐานตรวจวิเคราะห์ด้วยเครื่อง GC-FPD+  และ HPLC-FLD ผลการตรวจวิเคราะห์ด้วย
วิธีการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ ซึ่งพิจารณาจากค่า IC10 ซึ่งเป็นค่าปริมาณต่ าสุดท่ีตรวจพบ 
(LOD) ของวิธีการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ (Enzyme inhibition assay) ตรวจพบยาฆ่าแมลง 
ตกค้าง จ านวน 11 ตัวอย่าง (ร้อยละ 22) ในขณะท่ีวิธีมาตรฐานตรวจวิเคราะห์ด้วยเครื่อง GC-FPD+  
และ HPLC-FLD ตรวจพบสารตกค้างจ านวน 17 ตัวอย่าง (ร้อยละ 34) จ าแนกเป็น ตรวจพบสารกลุ่ม 
OPs  จ านวน 13 ตัวอย่าง (ร้อยละ 26) และ สารกลุ่มCAs  จ านวน 9 ตัวอย่าง (ร้อยละ 18) 
ตามล าดับ  
 นอกจากนี้ยังพบว่ามีตัวอย่าง จ านวน 5 ตัวอย่าง ท่ีให้ผลการวิเคราะห์ไม่สอดคล้องกับวิธี
มาตรฐาน GC-FPD+ และ HPLC-FLD คือ แตงกวา 1 ตัวอย่าง (carbofuran <0.01) ผักชี 1 ตัวอย่าง 
(chlorpyrifos <0.05)  โห ร ะ พ า  2 ตั ว อ ย่ า ง  (chlorpyrifos <0 .0 5 , carbaryl 0 .04  แ ล ะ 
chlorpyrifos <0.05, carbofuran 0.08) และ พริกสด 1 ตัวอย่าง (carbofuran <0.01) โดยท้ัง 5 
ตัวอย่างมีค่า I (%) คือ 7, 8, 8, 9 และ 8 ตามล าดับ ค่า LOD ของวิธีที่ศึกษาอยู่ในช่วง IC7 – IC10 แต่
เนื่องจากค่า LOD ของวิธีการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ก าหนดไว้ที่  IC10 ดังนั้น ตัวอย่างท่ีมีค่า I 
(%) น้อยกว่า IC10 จึงแปลผลการทดสอบเป็นการตรวจไม่พบ ในขณะท่ีวิธีมาตรฐานตรวจวิเคราะห์
ด้วยเครื่อง GC-FPD+ และ HPLC-FLD พบว่าสามารถตรวจวิเคราะห์ยาฆ่าแมลงได้ในปริมาณท่ีมีความ
เข้มข้นน้อยได้ เมื่อเทียบกับวิธีการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ ซึ่งค่า LOD ของวิธีมาตรฐานท่ีตรวจ
วิเคราะห์ด้วยเครื่อง GC-FPD+  และ HPLC-FLD คือ 0.02 และ 0.003 mg/kg  ซึ่งเมื่อน าความ
เข้มข้นของยาฆ่าแมลงดังกล่าวมาทดสอบค่า I (%)  พบว่ามีค่า I (%) ของสารสกัดแอปเป้ิล คือ 54, 1 
และค่า I (%) ของสารสกัดผักกาดหอม คือ 56, 2 ตามล าดับ (แสดงในตาราง 4.28) 
  4.2.2.2 ผลการศึกษาประสิทธิภาพการตรวจวิเคราะห์ยาฆ่าแมลงกลุ่ม OPs และ
กลุ่ม CAs ในตัวอย่างผักสดโดยวิธีการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ 
   การประเมินประสิทธิภาพการตรวจวิเคราะห์ยาฆ่าแมลงกลุ่ม OPs และ
กลุ่ม CAs โดยวิธีการยับยั้งการท างานของเอนไซม์  (Enzyme inhibition assay) เทียบกับวิธี
ม า ต ร ฐ า น ท่ี ต ร ว จ วิ เค ร า ะ ห์ โด ย ใ ช้ เค รื่ อ ง  GC-FPD+  แ ล ะ  HPLC-FLD ต า ม วิ ธี ข อ ง
กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ซึ่งได้ประยุกต์ตามวิธีของ จ ารัส เลิศศรี 2560 และ อัจจิมา ทองบ่อ และ
คณะ 2561 เนื่องการประเมินประสิทธิภาพการตรวจวิเคราะห์เป็นการทดสอบความถูกต้องของวิธี 
เพื่อศึกษาความไว (sensitivity) ความจ าเพาะ (specificity) และความถูกต้อง (accuracy) ของ
วิธีการท่ีพัฒนาหรือสนใจศึกษา ซึ่งเกณฑ์การยอมรับอยู่ในช่วง 80 –100% ซึ่งผลการทดสอบแสดงใน
ตาราง 4.28 
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ตาราง 4.28 ผลการตรวจวิเคราะห์ยาฆ่าแมลงกลุ่ม OPs และกลุ่ม CAs โดยวิธีการยับยั้งการท างาน
ของเอนไซม์และวิธีมาตรฐาน 

ผลการวิเคราะห์จากวิธีการยับยั้ง
การท างานของเอนไซม์ 

ผลการวิเคราะห์จากวิธีมาตรฐาน 

ตรวจพบ ตรวจไม่พบ 
ตรวจพบ 12 (TP) 0 (FP) 
ตรวจไม่พบ 5 (FN) 33 (TN) 
  
 จากตาราง 4.28 แสดงผลผลการตรวจวิเคราะห์ยาฆ่าแมลงกลุ่ม OPs และกลุ่ม CAs โดย
วิธีการยับยั้งการท างานของเอนไซม์และวิธีมาตรฐาน เพื่อน ามาการประเมินประสิทธิภาพการเป็นดัชนี
ตรวจสอบยาฆ่าแมลงตกค้างกลุ่ม OPs และ CAs ของวิเคราะห์ด้วยวิธียับยั้งการท างานของเอนไซม์
เทียบเทียบกับวิธีมาตรฐาน โดยแทนค่าผลการวิเคราะห์ในสูตรการค านวณ ได้ผลการค านวณ ดังนี้ 
 

ความไว (%sensitivity)           
แทนค่าในสมการ  
                                   
                          

=  (
TP

TP + FN
) 𝑥 100 

 

=    (
12

12 + 5
) x 100 

 
 

=    70.5 % 
 

ความจ าเพาะ (%specificity) 
แทนค่าในสมการ  
    

= (
TN

FP + TN
) 𝑥 100 

 

=    (
33

0 + 33
) x 100 

 

=   100.0 % 
 

 

ความถูกต้อง (%accuracy)  
แทนค่าในสมการ  
      

 

=  (
TP + TN

Total sample
) 𝑥 100 

 

=    (
12 + 33

50
) x 100 

 

=   90.0 % 
 

 ผลการศึกษาเปรียบเทียบการประเมินประสิทธิภาพของการตรวจวิเคราะห์ยาฆ่าแมลงตกค้าง
กลุ่ม OPs และ CAs ของวิเคราะห์ด้วยวิธียับยั้งการท างานของเอนไซม์เทียบเทียบกับวิธีมาตรฐานใน
การตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างผักสด จ านวน 50 ตัวอย่าง ได้ผลดังนี้ ความไว (sensitivity) ร้อยละ 70.5 
ความจ าเพาะ (specificity) ร้อยละ 100.0% ความถูกต้อง (accuracy) ร้อยละ 90.0% โดยทุกค่า
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ผ่านเกณฑ์มาตรฐานเกณฑ์การยอมรับซึ่งอยู่ในช่วง 80–100% ยกเว้น ค่าความไว (sensitivity) 
นอกจากนี้ยังพบว่าการทดสอบให้ผลลบลวง (False Negative; FN) จ านวน 5 ตัวอย่าง ประกอบไป
ด้วย แตงกวา 1 ตัวอย่าง ผักชี 1 ตัวอย่าง โหระพา 2 ตัวอย่าง และ พริกสด 1 ตัวอย่าง ซึ่งโดย ผล
การทดสอบด้วยวิธีการยับยัง้การท างานของเอนไซม์ไม่สอดคล้องกับวิธีมาตรฐาน เนื่องจากในตัวอย่าง
ผักสดอาจมีสารพฤกษเคมี (Phytochemical) ต่างๆ ท่ีสามารถรบกวนการวิเคราะห์ตัวอย่าง (matrix 
effect)  โดยสารเหล่านี้อาจจะมียับยั้งการท างานของเอนไซม์เช่นเดียวกับยาฆ่าแมลง หรืออาจท า
ปฏิกิริยากับสารต้ังต้นในชุดทดลอง ดังนั้น ค่า I (%) ท่ีค านวณได้อาจจะไม่ได้เกิดจากการยับยั้งการ
ท างานของยาฆ่าแมลงโดยตรง แต่อาจจะเกิดจากสารพฤกษเคมีของพืชร่วมด้วย (มาลี ธีรานุสนธิ์ และ 
อนุสรณ์ อยู่เย็น 2556; วนัสนันท์ วัฒนสุวกุล 2559; วรวิทย์ จันทรสุวรรณ ม.ป.ป.) จึงท าให้ค่า I (%) 
มีค่าน้อยกว่าค่า LOD ของวิธีการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ (IC10) และท าให้ผลการการทดสอบ
ความถูกต้องของวิธีการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ท่ีศึกษาเทียบกับวิธีมาตรฐานมีผลการทดสอบไม่
สอดคล้องกันจึงส่งผลให้ค่าความไว (sensitivity) มีค่าเพียงร้อยละ 70.5 
                        . 



 

 

 

บทท่ี 5 
สรุปผลการวิจัย 

5.1 สรุปผล  

 5.1.1 การคัดเลือกตัวอย่างพืชที่มีความไว (Sensitivity) สูงที่สุดในการเปน็ดัชนี
ตรวจสอบยาฆ่าแมลงตกค้างในกลุ่ม OPs และกลุ่ม CAs  

        5.1.1.1 การศึกษากิจกรรมและค่าแอกติวิตีจ าเพาะเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรส 
         การศึกษาวิธีสกัดและกิจกรรมเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสจากพืช พบว่า
สารสกัดเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสหยาบจากพืชท่ีใช้น้ าปราศจากไอออนเป็นตัวสกัด สามารถ
ท าปฏิกิริยาท่ีมีความจ าเพาะกับเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสได้ โดยตัวอย่างพืชแต่ละชนิดมี
กิจกรรมเอนไซม์เรียงล าดับจากมากไปน้อย ดังนี้ ถั่วด า (92.6  U) ถั่วแดงหลวง (88.5 U) ถั่วลิสง 
(13.3 U) ถั่วเหลือง (11.5 U) ถั่วเขียว (10.3 U) ถั่วแดง (9.7 U) งาด าและงาขาว (8.8 U) แป้งสาลี 
(1.0 U) ข้าวบาร์เลย์ ลูกเดือย และแป้งข้าวโพด (0.9 U) ตามล าดับ เนื่องจากปฏิกิริยาเกิดจากสาร

สกัดเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสหยาบจากตัวอย่างพืชท่ีศึกษากับสารต้ังต้นท่ีมีความจ าเพาะ (α -
naphthyl acetate) จึ ง จั ด เอ น ไซ ม์ ดั ง ก ล่ า ว เป็ น เอ น ไซ ม์ ค า ร์ บ อ ก ซิ ล เอ ส เต อ ร์ เร ส 
(Carboxylesterase: EC 3.1.1.1)  
   การเพิ่มปริมาณตัวอย่างจาก 3 กรัม เป็น 6 9 12 และ 15 กรัม พบว่า
กิจกรรมเอนไซม์เพิ่มสูงขึ้นเมื่อปริมาณตัวอย่างมากขึ้น โดยมีกิ จกรรมเอนไซม์สูงสุดระหว่าง 
172.2±2.2–926.1±2.8 U ซึ่งมีค่าแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) และพบว่าปริมาณ
ของตัวอย่าง 12 กรัม มีกิจกรรมเอนไซม์สูงสุด 916.6±2.8 U  
   การศึกษาค่าแอกติวิตีจ าเพาะของสารสกัดหยาบของเอนไซม์จากถั่วแดง ถั่ว
เขียว ถั่วด า ถั่วเหลือง และถั่วแดงหลวง พบว่าถั่วด ามีค่าแอกติวิตีจ าเพาะเอนไซม์สูงกว่าถั่วชนิดอื่น
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) รองลงมาคือ ถ่ัวแดง ถั่วเขียว ถ่ัวแดงหลวง และถั่วเหลือง ซึ่งมีค่า
แอกติวิตีจ าเพาะเอนไซม์ 0.82±0.07 0.56±0.10 0.44±0.08 0.25±0.04 และ 0.22±0.03 U/mg 
ตามล าดับ เมื่อศึกษาการท าบริสุทธิ์บางส่วนของสารสกัดเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสหยาบด้วย
การตกตะกอนด้วยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตร้อยละ 60 พบว่า สารสกัดเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เร
สบริสุทธิ์บางส่วนของถั่วด ามีค่าแอกติวิตีจ าเพาะเอนไซม์สูงสุด เมื่อเทียบกับถั่วชนิดอื่นๆ อย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) รองลงมาคือ ถั่วแดง ถั่วเขียว ถั่วแดงหลวง และถั่วเหลือง ซึ่งมีค่า 
3.06±0.22 1.07±0.25 0.96±0.21 0.64±0.13 และ 0.39±0.06 U/mg ตามล าดับ 
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   การศึกษาค่าแอกติวิตีจ าเพาะของสารสกัดเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เร
สบริสุทธิ์บางส่วนท่ีใช้สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์และใช้น้ าปราศจากไอออนเป็นตัวสกัด พบว่า
เอนไซม์ท่ีสกัดโดยใช้สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์มีค่าแอกติวิตีจ าเพาะเอนไซม์สูงกว่าเอนไซม์ท่ีใช้น้ า
ปราศจากไอออนเป็นตัวสกัดอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) และพบว่าแอกติวิตีจ าเพาะเอนไซม์
ของสารสกัดเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสบริสุทธิ์บางส่วนมีค่าสูงกว่าสารสกัดเอนไซม์คาร์บอกซิล
เอสเตอร์เรสหยาบอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) ในทุกตัวอย่าง โดยถั่วด ามีค่าแอกติวิตีจ าเพาะ
เอนไซม์สูงกว่าถั่วชนิดอื่นๆ รองลงมาคือ ถั่วเขียว ถั่วแดงหลวง ถั่วแดง และถั่ว เหลือง  โดยมีค่า 
3.96±0.26, 1.51±0.10, 1.40±0.12, 1.29±0.08 และ 0.70±0.04 U/mg ตามล าดับ   

        5.1.1.2 ผลการศึกษาปฏิกิริยาการยับยั้งการท างานและค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่
สามารถตรวจพบได้ (limits of detection; LOD) ของยาฆ่าแมลงตกค้างกลุ่ม OPs และ CAs 
   การศึกษาผลของยาฆ่าแมลงกลุ่ม OPs และกลุ่ม CAs ต่อการยับยั้งการ
ท างานของสารสกัดเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสบริสุทธิ์บางส่วนของ ถั่วด า ถั่วเขียว  และถั่วแดง 
ท่ีระดับความเข้มข้นของยาฆ่าแมลงมาตรฐาน 0.001–3.0 µg/ml พบว่า ค่าร้อยละของการยับย้ังการ
ท างานของเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรส (I(%)) ของสารสกัดจากถั่วด ามีค่าสูงกว่า ถั่วเขียว และถั่ว
แดง แสดงให้เห็นว่า เอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสบริสุทธิ์บางส่วนท่ีสกัดจากถั่วด า มีความไวใน
การท าปฏิกิริยากับยาฆ่าแมลงกลุ่ม OPs และกลุ่ม CAs สูงกว่าถั่วเขียวและถั่วแดง นอกจากนี้ยังพบว่า 
ท่ีระดับความเข้มข้นยาฆ่าแมลงมาตรฐานในระดับท่ีเท่ากัน ค่า I(%) ของยาฆ่าแมลงมาตรฐานกลุ่ม 
OPs จะมีค่าสูงกว่าสารกลุ่ม CAs สาเหตุมาจากยาฆ่าแมลงกลุ่ม OPs เป็นสารยับยั้งการท างานของ
เอนไซม์แบบผันกลับไม่ได้ (irreversible inhibitor) ขณะท่ีสารกลุ่ม CAs เป็นสารยับยั้งการท างาน
ของเอนไซม์แบบผันกลับได้ (reversible inhibitor) 
   การศึกษาค่า LOD ของการตรวจวิเคราะห์ยาฆ่าแมลงกลุ่ม OPs และกลุ่ม 
CAs ของเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสบริสุทธิ์บางส่วนจากถั่วด าโดยวิธียับยั้งการท างานของ
เอนไซม์ในตัวอย่างแอปเปิ้ลและผักกาดหอมท่ีสกัดด้วยวิธี Modified QuEChERS พบว่า ค่า I(%) 
ของสารกลุ่ม OPs และ กลุ่ม CAs ในสารสกัดตัวอย่างแอปเป้ิลและผักกาดหอม มีค่า IC10 จากสมการ
ถดถอย (0.002 และ 0.01 µg/ml)  7, 9, 8 และ 10 ตามล าดับ และเมื่อศึกษาค่า I(%) ของค่าดี
ฟอลต์ลิมิต ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข เลขท่ี 387  (0.01 mg/kg)  พบว่ามีค่า I(%)  45, 9, 
48, และ 10 ตามล าดับ ในขณะท่ีค่า LOD ตามวิธีมาตรฐานเครื่อง GC-FPD+ (0.02 mg/kg) และ
เครื่อง HPLC-FLD (0.003 mg/kg)  มีค่า I(%)  54 1, 56, และ 2 ตามล าดับ  นอกจากนี้ยังพบว่า ค่า 
I (%) ของสารพิษ dichlorvos ซึ่งเป็นสารกลุ่ม OPs มีค่า I (%) เฉล่ียสูงท่ีสุดอยู่ท่ีร้อยละ 44 ในขณะ
ท่ีกลุ่ม CAs สารพิษ carbofuran, carbaryl และ methiocarb มีค่า I (%) เฉล่ียสูงสุดร้อยละ 14  
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จากข้อมูลดังกล่าวแสดงให้เห็นว่าสารสกัดเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสบริสุทธิ์บางส่วนจากถั่วด า 
มีคุณสมบัติถูกยับยั้งการท างานจากยาฆ่าแมลงกลุ่ม OPs และกลุ่ม CAs ได้ แสดงว่า เอนไซม์ดังกล่าว
จัดอยู่ในกลุ่ม เอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรส B (Esterases B; Est-B)       

  5.1.1.3 การศึกษาความคงตัวของเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรส 
   การศึกษาความคงตัว (stability) ของเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสบริ
สุทธิ์บางส่วนจากถั่วด าท่ีระยะเวลาการเก็บรักษา 60 วัน อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส พบว่าในวันท่ี 0 
ค่าแอกติวิตีจ าเพาะเอนไซม์เริ่มต้น 10.4 U/mg และวันท่ี 60 ค่าแอกติวิตีจ าเพาะเอนไซม์จะมีค่า
ลดลงเหลือ 7.1 U/mg โดยคิดเป็นร้อยละ 31.7 จากการวิเคราะห์ทางสถิติพบว่าค่าแอกติวิตีจ าเพาะ
เอนไซม์เฉล่ียในแต่ละวันมีค่าแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) นอกจากนี้พบว่าเอนไซม์
ท่ีเหมาะสมต่อการใช้งานอยู่ในช่วงวันท่ี 0-30 (10.4-8.6 U/mg) 

 5.1.2 ผลการศึกษาการเป็นดัชนีตรวจสอบยาฆ่าแมลงตกค้างในกลุ่ม OPs และกลุ่ม CAs 
ของเอนไซม์ทางการค้าและเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสจากตัวอย่างพืชที่ศึกษา  

  5.1.2.1 ผลการศึกษาเปรียบเทียบความไว (sensitivity) ของการเป็นดัชนี
ตรวจสอบยาฆ่าแมลงตกค้างในกลุ่ม OPs และกลุ่ม CAs ระหว่างเอนไซม์ทางการค้าและเอนไซม์ 
คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสจากตัวอย่างพืชที่ศึกษา 
    การน าเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสบริสุทธิ์บางส่วนจากถั่วด ามาใช้แทน
เอนไซม์อะซิติลโคลีนเอสเตอร์เรส (AChE) ในชุดทดสอบการค้า พบว่าวิธีการของชุดทดสอบบางชุด 
สามารถมาประยุกต์ใช้กับเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสจากถั่วด าได้ เนื่องจากเป็นวิธีการท า
ปฏิกิริยาท่ีไม่ยุ่งยากและสามารถแปลผลการทดสอบท าได้ง่ายโดยเฉพาะอย่างยิ่งเอนไซม์คาร์บอกซิล
เอสเตอร์เรสจากถั่วด าสามารถท าปฏิกิริยาในสภาวะอุณหภูมิห้องได้  เมื่อน าวิธีการดังมาใช้ใน
การศึกษาการตรวจวิเคราะห์ยาฆ่าแมลง กลุ่ม OPs และกลุ่ม CAs ในตัวอย่างผักสด จ านวน 50 
ตัวอย่าง ประกอบด้วย แตงกวา ถั่วฝักยาว ใบโหระพา ผักกาดขาว ผักชี ผักชีฝรั่ ง กะหล่ าปลี 
ผักกาดหอม ใบบัวบก และพริกสด พบว่าจากการศึกษามีผลการวิเคราะห์สอดคล้องกัน คือ ตรวจไม่
พบหรือพบในระดับปลอดภัย จ านวน 46 ตัวอย่าง (ร้อยละ92) ตรวจพบในระดับไม่ปลอดภัย จ านวน 
4 ตัวอย่าง (ร้อยละ 8)  
   การตรวจวิเคราะห์ยาฆ่าแมลง ตกค้างกลุ่ม OPs และ CAs ในตัวอย่างผัก
สดจ านวน 50 ตัวอย่าง โดยวิธีการยับยั้งการท างานของเอนไซม์และวิธีมาตรฐานการตรวจวิเคราะห์
ด้วยเครื่อง GC-FPD+ และ HPLC-FLD พบว่า ผลการตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธีการยับยั้งการท างานของ
เอนไซม์ ซึ่งพิจารณาจากค่า IC10 ตรวจพบยาฆ่าแมลง ตกค้าง จ านวน 11 ตัวอย่าง (ร้อยละ 22) 
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ในขณะท่ีวิธีมาตรฐาน ตรวจพบสารตกค้างจ านวน 17 ตัวอย่าง (ร้อยละ 34) จ าแนกเป็น ตรวจพบ
สารกลุ่มOPs  จ านวน 13 ตัวอย่าง (ร้อยละ 26) และ สารกลุ่มCAs  จ านวน 9 ตัวอย่าง (ร้อยละ 18) 
ตามล าดับ นอกจากนี้ยังพบว่ามีตัวอย่าง จ านวน 5 ตัวอย่าง ท่ีให้ผลการวิเคราะห์ไม่สอดคล้องกับวิธี
มาตรฐาน เนื่องจากค่า I (%) มีค่าน้อยกว่า IC10 (24OPs; 0.002 และ 7CAs; 0.01 mg/kg) จึงแปล
ผลการทดสอบเป็นการตรวจไม่พบ ในขณะท่ีวิธีมาตรฐาน ค่า LOD ของเครื่อง GC-FPD+  และ 
HPLC-FLD คือ 0.02 และ 0.003 mg/kg ในผักกาดหอม ตามล าดับ 

 5.1.2.2 การประเมินประสิทธิภาพการเป็นดัชนีตรวจสอบยาฆ่าแมลงตกค้างในกลุ่ม OPs 
และกลุ่ม CAs ในตัวอย่างผักสดด้วยวิธีการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ 
  การประเมินประสิทธิภาพการตรวจวิเคราะห์ยาฆ่าแมลงกลุ่ม OPs และ CAs ด้วย
วิธีการยับยั้งการท างานของเอนไซม์เปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐานท่ีตรวจวิเคราะห์ด้วยเครื่อง GC-FPD+  
และ HPLC-FLD ในการตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างผักสด จ านวน 50 ตัวอย่าง พบว่าประสิทธิภาพของ
วิธีการยับยั้งการท างานของเอนไซม์เทียบกับวิธีมาตรฐาน คือ ความไว (sensitivity) ร้อยละ 70.5 
ความจ าเพาะ (specificity) ร้อยละ 100.0 และความถูกต้อง (accuracy) ร้อยละ 90.0 โดยทุกค่า
ผ่านเกณฑ์มาตรฐานเกณฑ์การยอมรับซึ่งอยู่ในช่วงร้อยละ 80–100 ยกเว้นค่าความไว (sensitivity) 
ซึ่งเป็นผลมาจากการทดสอบท่ีให้ผลลบลวง จ านวน 5 ตัวอย่าง ในแตงกวา 1 ตัวอย่าง ผักชี 1 
ตัวอย่าง โหระพา 2 ตัวอย่าง และ พริกสด 1 ตัวอย่าง  
 

5.2 ข้อเสนอแนะ  
 ควรมีการท าเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสบริสุทธิ์บางส่วนให้มีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน เพื่อให้
ได้เอนไซม์ท่ีมีค่าแอกติวิตีจ าเพาะสูงขึ้น ส าหรับการประยุกต์ใช้ในการตรวจวิเคราะห์ยาฆ่าแมลงกลุ่ม 
OPs และกลุ่ม CAs หรือเพื่อการน าเอนไซม์มาประยุกต์ใช้ในเชิงพาณิชยท่ีมีประสิทธิภาพสูงขึ้น 
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ภาคผนวก ก 
การวิเคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว (One - way Analysis of Variance) ของค่าแอกติวิตี

จ าเพาะเอนไซม์ของสารสกัดเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสหยาบ และสารสกัดเอนไซม์คาร์บอก
ซิลเอสเตอร์เรสบริสุทธิบ์างส่วน 
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ตาราง ก.29 ผลการเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ียรายคู่ของค่ายูนิตเอนไซม์ของสารสกัด
เบ้ืองต้นของเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสท่ีปริมาณตัวอย่างต่างกัน 

ปริมาณ
ตัวอย่าง 
(กรัม) 

 3 6 9 12 15 
Mean 80.643 176.230 359.357 916.567 904.873 

3 80.643 - 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 
6 176.230  - 0.003* 0.000* 0.000* 
9 359.357   - 0.000* 0.000* 
12 916.567    - 0.001* 
15 904.873     - 
Note: * 95% confidence interval (P<0.05) 
 
ตาราง ก.30 ค่าความแปรปรวนของค่าแอกติวิตีจ าเพาะของเอนไซม์ของสารสกัดเบื้องต้นของเอนไซม์ 
เอสเตอร์เรส โดยใช้น้ าปราศจากไอออนเป็นตัวสกัด 
แหล่งความแปรปรวน SS df MS F p 
ระหว่างกลุ่ม 2.473 4 0.618 135.245 0.000* 
ภายในกลุ่ม 0.206 45 0.005   
รวมทั้งหมด 2.678 49    
Note: * 95% confidence interval (P<0.05), SS: sum of square, df: degree of freedom,  
MS: mean square 

ตาราง ก.31 ผลการเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ียรายคู่ของค่าแอกติวิตีจ าเพาะเอนไซม์ของ
สารสกัดเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสหยาบโดยใช้น้ าปราศจากไอออนเป็นตัวสกัด  

ตัวอย่าง 
 ถ่ัวด า ถ่ัวแดง ถ่ัวเขียว ถ่ัวแดงหลวง ถ่ัวเหลือง 
Mean 0.827 0.558 0.442 0.250 0.218 

ถ่ัวด า 0.827 - 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 
ถ่ัวแดง 0.558  - 0.003* 0.000* 0.000* 
ถ่ัวเขียว 0.442   - 0.000* 0.000* 
ถ่ัวแดงหลวง 0.250    - 0.827 
ถ่ัวเหลือง 0.218     - 
Note: * 95% confidence interval (P<0.05) 
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ตาราง ก.32 ค่าความแปรปรวนของค่าแอกติวิตีจ าเพาะของเอนไซม์ของสารสกัดเอนไซม์คาร์บอกซลิ
เอสเตอร์เรสบริสุทธิ์บางส่วนโดยใช้น้ าปราศจากไอออนเป็นตัวสกัด 
แหล่งความแปรปรวน SS df MS F p 
ระหว่างกลุ่ม 45.360 4 11.340 346.889 0.000* 
ภายในกลุ่ม 1.572 45 0.033   
รวมทั้งหมด 46.692 49    
Note: * 95% confidence interval (P<0.05), SS: sum of square, df: degree of freedom,  
MS: mean square 
 
ตาราง ก.33 ผลการเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ียรายคู่ของค่าแอกติวิตีจ าเพาะของเอนไซม์
ของสารสกัดเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสบริสุทธิ์บางส่วน โดยใช้น้ าปราศจากไอออนเป็นตัวสกัด 

ตัวอย่าง 
 ถ่ัวด า ถ่ัวแดง ถ่ัวเขียว ถ่ัวแดงหลวง ถ่ัวเหลือง 
Mean 3.063 1.063 0.960 0.633 0.380 

ถ่ัวด า 3.063 - 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 
ถ่ัวแดง 1.063  - 0.725 0.000* 0.000* 
ถ่ัวเขียว 0.960   - 0.001* 0.003* 
ถ่ัวแดงหลวง 0.633    - 0.024* 
ถ่ัวเหลือง 0.380     - 
Note: * 95% confidence interval (P<0.05) 
 
ตาราง ก.34 ค่าความแปรปรวนของค่าแอกติวิตีจ าเพาะของเอนไซม์ของสารสกัดเบื้องต้นของเอนไซม์ 
เอสเตอร์เรส โดยใช้สารละลายฟอสเฟสบัฟเฟอร์เป็นตัวสกัด 
แหล่งความแปรปรวน SS df MS F p 
ระหว่างกลุ่ม 9.118 4 2.729 179.575 0.000* 
ภายในกลุ่ม 0.571 45 0.013   
รวมทั้งหมด 9.989 49    
Note: * 95% confidence interval (P<0.05), SS: sum of squares, df: degree of freedom,  
MS: mean square 
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ตาราง ก.35 ผลการเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ียรายคู่ของค่าแอกติวิตีจ าเพาะเอนไซม์ของ
สารสกัดเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสหยาบ โดยใช้สารละลายฟอสเฟสบัฟเฟอร์เป็นตัวสกัด 

ตัวอย่าง 
 ถ่ัวด า ถ่ัวเขียว ถ่ัวแดง ถ่ัวแดงหลวง ถ่ัวเหลือง 
Mean 1.527 0.728 0.791 0.534 0.240 

ถ่ัวด า 1.527 - 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 
ถ่ัวเขียว 0.728  - 0.722 0.003* 0.000* 
ถ่ัวแดง 0.791   - 0.055 0.000* 
ถ่ัวแดงหลวง 0.534    - 0.000* 
ถ่ัวเหลือง 0.240     - 

Note: * 95% confidence interval (P<0.05) 

ตาราง ก.36 ค่าความแปรปรวนของค่าแอกติวิตีจ าเพาะเอนไซม์ของสารสกัดเอนไซม์คาร์บอกซิลเอ
สเตอร์เรสบริสุทธิ์บางส่วน โดยใช้สารละลายฟอสเฟสบัฟเฟอร์เป็นตัวสกัด  
แหล่งความแปรปรวน SS df MS F p 
ระหว่างกลุ่ม 64.408 4 16.102 801.869 0.000* 
ภายในกลุ่ม 0.904 45 0.020   
รวมทั้งหมด 65.312 49    

Note: * 95% confidence interval (P<0.05), SS: sum of square, df: degree of freedom,  
MS: mean square 

ตาราง ก.37 ผลการเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ียรายคู่ของค่าแอกติวิตีจ าเพาะเอนไซม์ของ
สารสกัดเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสบริสุทธิ์บางส่วน โดยใช้สารละลายฟอสเฟสบัฟเฟอร์เป็นตัว
สกัด  

ตัวอย่าง 
 ถ่ัวด า ถ่ัวแดง ถ่ัวเขียว ถ่ัวแดงหลวง ถ่ัวเหลือง 
Mean 9.470 1.294 1.152 1.393 0.695 

ถ่ัวด า 9.470 - 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 
ถ่ัวแดง 1.294  - 0.008* 0.525 0.000* 
ถ่ัวเขียว 1.152   - 0.288 0.000* 
ถ่ัวแดงหลวง 1.393    - 0.000* 
ถ่ัวเหลือง 0.695     - 

Note: * 95% confidence interval (P<0.05) 
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ภาคผนวก ข 
การเปรียบเทียบค่าเฉลี่ย (Paired-Sample T Test) ของค่าแอกติวิตีจ าเพาะเอนไซม์ ของสาร
สกัดเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสหยาบและสารสกัดเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสบริสุทธิ์

บางส่วน 
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ตาราง ข.38 ผลการเปรียบเทียบค่าเฉล่ียของค่าแอกติวิตีจ าเพาะเอนไซม์ของสารสกัดเอนไซม์คาร์
บอกซิลเอสเตอร์เรสหยาบ (1) และสารสกัดเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสบริสุทธิ์บางส่วน (2) โดย
ใช้น้ าปราศจากไอออนเป็นตัวสกัด  

เปรียบเทียบ 
ระหว่าง (1) และ (2) 

ความแตกต่างระหว่างคู่ (Paired Differences) 
Mean SD t df p-value 

ถั่วด า 2.236 0.267 26.469 9 0.000 
ถั่วเขียว 0.518 0.184 8.787 9 0.000 
ถั่วแดง 0.512 0.255 6.357 9 0.000 
ถั่วแดงหลวง 0.422 0.115 11.617 9 0.000 
ถั่วเหลือง 0.140 0.068 6.465 9 0.000 
     Note: 95% confidence interval (P<0.05), SD: standard deviation, df: degree of 
freedom 
 

ตาราง ข.39 ผลการเปรียบเทียบค่าเฉล่ียของค่าแอกติวิตีจ าเพาะเอนไซม์ของสารสกัดเอนไซม์ 
คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสหยาบ (1) และสารสกัดเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสบริสุทธิ์บางส่วน (2) 
โดยใช้สารละลายบัฟเฟอร์เป็นตัวสกัด  

เปรียบเทียบ 
ระหว่าง (1) และ (2) 

ความแตกต่างระหว่างคู่ (Paired Differences) 
Mean SD t df p-value 

ถั่วด า 2.430 0.291 26.426 9 0.000 
ถั่วเขียว 0.728 0.147 15.706 9 0.000 
ถั่วแดง 0.566 0.099 18.180 9 0.000 
ถั่วแดงหลวง 0.870 0.149 18.410 9 0.000 
ถั่วเหลือง 0.465 0.057 25.794 9 0.000 
     Note: 95% confidence interval (P<0.05), SD: standard deviation, df: degree of 
freedom 
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ตาราง ข.40 ผลการเปรียบเทียบค่าเฉล่ียของค่าแอกติวิตีจ าเพาะของสารสกัดเอนไซม์ 
คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสบริสุทธิ์บางส่วน ท่ีใช้น้ าปราศจากไอออนเป็นตัวสกัด (1) และสารละลาย
บัฟเฟอร์เป็นตัวสกัด (2) 

เปรียบเทียบ 
ระหว่าง (1) และ (2) 

ความแตกต่างระหว่างคู่ (Paired Differences) 
Mean SD t df p-value 

ถั่วด า 0.897 0.403 7.038 9 0.000 
ถั่วเขียว 0.559 0.219 8.090 9 0.000 
ถั่วแดง 0.224 0.300 2.389 9 0.041 
ถั่วแดงหลวง 0.760 0.143 16.808 9 0.000 
ถั่วเหลือง 0.305 0.071 13.602 9 0.000 
     Note: 95% confidence interval (P<0.05), SD: standard deviation, df: degree of 
freedom 
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ภาคผนวก ค 
ค่าร้อยละการยับยั้งการท างานของเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสบริสุทธิ์บางส่วน จากตัวอย่าง

ของยาฆ่าแมลงผสมกลุ่ม 24OPs และกลุ่ม 7CAs 
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บอกซิลเอสเตอร์เรสของยาฆ่าแมลงมาตรฐานผสม กลุ่ม 24OPs และกลุ่ม 7CAs    
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ภาคผนวก จ 
ค่าแอกติวิตีจ าเพาะเอนไซม์ (Specific activity) ของเอนไซม์จากถ่ัวด า 

ระหว่างการเก็บรักษา 60 วัน 
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ตาราง จ.52 ค่าความแปรปรวนของค่าแอกติวิตีจ าเพาะเอนไซม์ของจากถั่วด าระหว่างการเก็บรักษา  
60 วัน อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส   

แหล่งความแปรปรวน SS df MS F p 

ระหว่างกลุ่ม 130.261 13 10.020 38.63 0.000* 
ภายในกลุ่ม 25.399 98 0.259   

รวมทั้งหมด 155.660 111    

Note: * 95% confidence interval (P<0.05), SS: sum of squareห, df: degree of freedom,  
MS: mean square 
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ภาคผนวก ฉ 
ค่าการยับยั้งการท างานของเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสของยาฆ่าแมลงมาตรฐานกลุ่ม OPs 

24 ชนิด และกลุ่ม CAs 7 ชนิด 
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ตาราง ฉ.54 ค่าร้อยละของการยับยั้งการท างานของเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสของยาฆ่าแมลง
มาตรฐาน กลุ่ม OPs 24 ชนิด ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ สารสกัดผักกาดหอม และสารสกัด 
แอปเป้ิล 

สารมาตรฐาน 
(ความเข้มข้น  
0.02 µg/ml) 

ค่าร้อยละของการยับยั้งการท างานของเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอรเ์รส  
(% Inhibition) 

สารละลายฟอสเฟต
บัฟเฟอร ์

สารสกัด
ผักกาดหอม 

สารสกัด 
แอปเป้ิล 

ค่าเฉลี่ย 

Dichlorvos 48 42 40 44 
Methamidophos 27 29 27 28 
Mevinphos 28 30 30 29 
Acephate 27 24 26 26 
Omethoate 28 27 28 28 
Diazinon 28 25 28 27 
Dicrotophos 25 26 31 27 
Monocrotophos 27 25 29 27 
Dimethoate 28 31 28 29 
Primiphos methyl 25 34 25 28 
Chlorpyrifos 25 31 30 29 
Parathion methyl 25 29 29 28 
Parathion ethyl 25 26 27 26 
Prothiophos 27 24 26 26 
Methidathion 26 26 25 26 
Profenophos 27 26 29 27 
Ethion 27 27 30 28 
EPN 23 30 26 26 
Triazophos 26 24 28 26 
Phosalone 23 27 28 26 
Azinphos methyl 24 23 26 24 
Fenitrothion 25 25 27 26 
Malathion 24 26 27 26 
Propagite 24 23 22 23 
ค่าเฉลี่ย 27 27 28 27 
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ตาราง ฉ.55 ค่าร้อยละของการยับยั้งการท างานของเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรสของยาฆ่าแมลง
มาตรฐาน กลุ่ม CAs 7 ชนิด ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ สารสกัดผักกาดหอม และสารสกัดแอป
เป้ิล 

สารมาตรฐาน 
(ความเข้มข้น 
0.02 µg/ml) 

ค่าร้อยละของการยับยั้งการท างานของเอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเตอร์เรส 
(% Inhibition) 

สารละลาย
ฟอสเฟต
บัฟเฟอร์ 

สารสกัด
ผักกาดหอม 

สารสกัด 
แอปเปิ้ล 

ค่าเฉลี่ย 

Oxamyl 16 12 11 13 
Methomyl 15 12 9 12 
3-OH carbofuran 16 13 11 13 
Aldicarb 18 11 9 13 
Carbofuran 17 16 11 14 
Carbaryl 15 15 12 14 
Methiocarb 16 15 11 14 
ค่าเฉลี่ย 16 14 11 13 
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ภาคผนวก ช 
การเผยแพร่ผลงานวิจัย 
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การเผยแพร่ผลงาน การจัดประชุมวิชาการประจ าปีระดับนานาชาติ 

ของสมาคมเทคโนโลยีชีวภาพแห่งประเทศไทย คร้ังที่ 29 ประจ าปี 2560 
(The 29th Annual meeting of the Thai Sองศาเซลเซียสiety for Biotechnology and 

International Conference; TSB 2017) 
หัวข้อ “Frontiers in Applied Biotechnology” 

ระหว่างวันที่ 23–25 พฤศจิกายน พ.ศ. 2560  ณ โรงแรมสวิสโซเทล เลอ คองคอร์ด 
ถนนรัชดาภิเษก เขตห้วยขวาง กรุงเทพมหานคร 
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ประว ัติผู้เขียน 
 

ประวัติผู้เขียน 
 

ชื่อ นายจิระเดช นาสุข 
วันเกิด 10 สิงหาคม 2525 
สถานที่เกิด จังหวัดนครราชสีมา 
สถานที่อยู่ปัจจุบนั 34 หมู ่10 บ้านหนองจิก   

ต าบลโบสถ ์อ าเภอพิมาย   
จังหวัดนครราชสีมา 30110 

ต าแหน่งหน้าที่การงาน นักวิทยาศาสตร์การแพทย์ช านาญการ 
สถานที่ท างานปัจจุบัน ศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ท่ี 9 นครราชสีมา  

กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์  
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