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บทคัดย่อ 

การศกึษานีมี้วตัถปุระสงค์เพ่ือพฒันาเทคนิค electrometric method โดยใช้ pH meter ร่วมกบั

เทคนิค cholinesterase inhibition เพ่ือตรวจหาสารกําจดัแมลงกลุม่คาร์บาเมทและกลุม่ออร์กาโนฟอสเฟต

ในตวัอย่างปศสุตัว์ ได้แก่ ตวัอย่างอาหารสตัว์ อาหารในกระเพาะและตบัของสตัว์ สําหรับใช้ในการวินิจฉยั

การได้รับพิษของสารกําจดัแมลงสองกลุม่นี ้ประเมินความเหมาะสมของวิธีท่ีพฒันาขึน้โดยการหาคา่ความ

เข้มข้นต่ําสดุท่ีสามารถตรวจได้ของวิธี (limit of detection, LOD) และเปรียบเทียบผลการทดสอบกบัเทคนิค 

high performance liquid chromatography (HPLC) และ thin layer chromatography (TLC) เพ่ือประเมิน

ประสทิธิภาพความไว ความจําเพาะ ความแม่น ความสามารถในการทํานายผลบวก และความสามารถใน

การทํานายผลลบ  ผลการศกึษา พบวา่ LOD ของสารกําจดัแมลงกลุม่คาร์บาเมท 4 ชนิด ได้แก่ carbofuran, 

3-hydroxycarbofuran, methomyl และ carbaryl มีคา่ตัง้แต ่0.20-4.00 มิลลิกรัม/กิโลกรัม และกลุม่ออร์กาโน

ฟอสเฟต 4 ชนิด ได้แก่ chlorpyrifos, dichlorvos, methy-parathion และ prothiofos มีค่าตัง้แต่ 0.50-4.00 

มิลลิกรัม/กิโลกรัม ผลการเปรียบเทียบผลการทดสอบกบัเทคนิค HPLC พบว่า มีค่าความไว ความจําเพาะ 

ความแม่น ความสามารถในการทํานายผลบวก และความสามารถในการทํานายผลลบ เท่ากับร้อยละ 

88.9, 100.0, 98.1, 100.0 และ 97.8 ตามลําดบั ขณะท่ีผลการเปรียบเทียบผลการทดสอบกบัเทคนิค TLC 

พบว่า มีค่าความไว ความจําเพาะ ความแม่น ความสามารถในการทํานายผลบวก และความสามารถใน

การทํานายผลลบ เท่ากบัร้อยละ 100.0, 97.8, 98.1, 87.5 และ 100.0 ตามลําดบั สรุปได้ว่า วิธีนีมี้ความ

เหมาะสม สามารถนําไปใช้ตรวจคดักรองเพ่ือวินิจฉยัการได้รับพิษของสารกําจดัแมลงกลุ่มคาร์บาเมทและ

ออร์กาโนฟอสเฟตในปศสุตัว์ ทําให้ลดเวลาและคา่ใช้จ่ายในการตรวจวิเคราะห์ และสามารถนําไปใช้ในพืน้ท่ี

ได้ 

 

คําสําคญั: คาร์บาเมท ออร์กาโนฟอสเฟต ตวัอยา่งปศสุตัว์ การยบัยัง้เอนไซม์โคลีนเอสเทอเรส พีเอช มิเตอร์ 
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บทนํา 

สารกลุม่คาร์บาเมท (carbamate; CM) และออร์กาโนฟอสเฟต (organophosphate; OP) เป็นสาร

กําจดัแมลงนิยมใช้ในทางการเกษตรเพ่ือกําจดัแมลงศตัรูพืช รวมถึงใช้ในปศสุตัว์เพ่ือกําจดัปรสิตภายนอก 

หากนําไปใช้ในทางท่ีไม่ถกูต้อง ผิดวตัถปุระสงค์ ทําให้เกิดการปนเปือ้นในสิ่งแวดล้อม เช่น พืชอาหารสตัว์ 

และนํา้ อาจทําให้สตัว์ได้รับอนัตรายและก่อให้เกิดความสญูเสียทางเศรษฐกิจได้ โดยสารกําจดัแมลงทัง้ 2 

กลุ่ม มีพิษรุนแรงต่อระบบประสาทของสัตว์ ออกฤทธ์ิยับยัง้การทํางานของเอนไซม์โคลีนเอสเทอเรส 

(cholinesterase enzyme; ChE) ซึง่เป็นเอนไซม์ท่ีเก่ียวข้องกบัการทํางานของระบบประสาท โดยมีหน้าท่ี

ย่อยสลาย acetylcholine ซึ่งเป็นสารส่ือประสาทท่ีช่วยในการส่งผ่านสญัญาณข้ามปลายประสาท หาก

ระดบัของเอนไซม์ ChE ลดลงจะทําให้ acetylcholine ท่ีปลายประสาทมีปริมาณมากเกินไป ก่อให้เกิดการ

กระตุ้นระบบประสาทในร่างกายมากกวา่ปกต ิ(Sophie et al., 2008) สง่ผลให้เกิดอาการผิดปกติตา่งๆ เช่น 

ท้องเสีย กล้ามเนือ้กระตกุ หลอดลมตีบ ผิวหนงัซีด ชกั หมดสติ ระบบหายใจล้มเหลวและอาจเสียชีวิตได้ 

(Windholz et al., 1983) นอกจากนี ้ในสตัว์จะพบอาการ ไอ นํา้ลายไหล อาเจียน เหง่ือออก ไม่สามารถ

ควบคมุปัสสาวะและอจุจาระได้ เดินขาเกร็ง อ่อนเพลีย ซมึ กล้ามเนือ้อมัพาต ชกั และหายใจลําบาก สตัว์

อาจตายเน่ืองจากหลอดลมตีบตนั อาจไม่พบอาการทุกอย่างในสตัว์ตวัเดียวกัน แต่อาจมีอาการอย่างใด

อยา่งหนึง่หรือหลายอยา่ง ขึน้อยูก่บัสตัว์แตล่ะชนิด (มาลนีิ, 2523; Clarke et al., 1981; Meerdink, 2003 )  

กรณีท่ีสงสยัวา่สตัว์ได้รับพิษจากสารกําจดัแมลง ในสตัว์มีชีวิตจะทําการตรวจหาระดบัการทํางาน

ของเอนไซม์ ChE ในเลือดและซีรัมด้วยเทคนิค colorimetric method โดยใช้เคร่ือง spectrophotometer 

(Ellman, 1961) หรือ เทคนิค electrometric method โดยใช้ pH meter (Mohammad et al., 2007) สําหรับ

สตัว์ท่ีตายแล้ว การตรวจวิเคราะห์สารกําจดัแมลงกลุม่ CM และ OP สามารถทําได้โดยตรวจจากตวัอย่าง

อาหารในกระเพาะและอวยัวะของสตัว์ด้วยวิธีทางเคมี เช่น high performance liquid chromatography 

(HPLC), gas chromatography (GC) หรือ thin layer chromatography (TLC) อย่างไรก็ตามวิธีดงักลา่ว

มีข้อจํากดัทัง้ค่าใช้จ่ายค่อนข้างสงูในด้านเคร่ืองมือ วิธีการท่ีซบัซ้อน และเวลาท่ีใช้ในการวิเคราะห์ ในทาง

การเกษตรมีการพฒันาวิธีการทดสอบสารกําจดัแมลงกลุม่ CM และ OP ด้วยวิธี biosensor (Chiu et al., 

1991; Lea and Mladen, 2003) แตว่ิธีดงักลา่วไม่ครอบคลมุถึงตวัอย่างทางด้านปศสุตัว์ เช่น ตวัอย่างตบั

และอาหารในกระเพาะสตัว์ ตอ่มามีการพฒันาวิธีตรวจหาสารกําจดัแมลงกลุม่ CM ในตวัอย่างปศสุตัว์โดย

วิธี ChE inhibition ร่วมกบั colorimetric method (จํารัสและคณะ, 2556) ซึ่งก็ยงัไม่ครอบคลมุสารกําจดั

แมลงกลุม่ OP จึงมีแนวความคิดท่ีจะพฒันาวิธีใหม่โดยใช้ pH meter ร่วมกบัเทคนิค ChE inhibition จาก

หลกัการท่ีสารกําจดัแมลงกลุ่ม CM และ OP สามารถทําปฏิกิริยากบัเอนไซม์ ChE ทําให้มีคา่เอนไซม์ ChE

ลดลง วดัระดบั ChE activity ท่ีเหลืออยู่โดยทําปฏิกิริยากบั acetylthiocholine ได้ acetic acid มีผลทําให้ 

pH มีคา่ลดลง ดงันัน้การลดลงของ pH ขึน้อยูก่บัระดบัของสารกําจดัแมลงในตวัอยา่ง 
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การศกึษานีมี้วตัถปุระสงค์เพ่ือพฒันาวิธีตรวจหาสารกําจดัแมลงกลุ่ม CM และ OP ในตวัอย่าง

ทางปศสุตัว์ คือ อาหารสตัว์ อาหารในกระเพาะและตบัด้วยเทคนิค electrometric method โดยใช้ pH 

meter ร่วมกบัเทคนิค ChE inhibition เพ่ือใช้ในการชนัสตูรและวินิจฉยัการได้รับสารกําจดัแมลงกลุม่ CM 

และ OP 

อุปกรณ์และวธีิการ 

สารเคมีและสารมาตรฐาน 

สารเคมี : เป็น AR grade ได้แก่ sodium barbital (BDH, England), sodium chloride (Ajax, 

Australia), potassium di-hydrogen phosphate (Ajax, Australia), acetonitrile (LabScan, Thailand) และ 

acetylthiocholine iodide (Sigma-Aldrich, Switzerland) 

สารมาตรฐานของสารกําจัดแมลงกลุ่ม CM 4 ชนิด ได้แก่ carbofuran (98.5%), 3-

hydroxycarbofuran (98.5%), methomyl (99.5%) และ carbaryl (99.0%) (Dr. Ehrenstorfer, USA)  กลุม่ OP 

4 ชนิด ได้แก่ chlorpyrifos (99.0%), dichlorvos (99.5%), methy-parathion (99.5%) และ prothiofos (99.0%) 

(Chem Service, USA) 

สารละลาย barbital phosphate buffer เตรียมโดยละลาย sodium barbital 1.24 กรัม 

sodium chloride 35 กรัม และ potassium di-hydrogen phosphate 0.63 กรัม ในนํา้กลัน่ประมาณ 

800 มิลลิลิตร ปรับ pH ให้ได้ 8.4 แล้วปริมาตรให้ครบ 1,000 มิลลิลิตร 

สารละลาย blood enzyme buffer เตรียมโดยการผสมเลือดโค (whole blood) กบัสารละลาย 

barbital phosphate buffer ท่ีอตัราสว่น 1:10, 1:20, 1:30, 1:40 และ 1:50 เก็บท่ีอณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส

ได้ 1 สปัดาห์ 

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน 

สารละลาย stock standard ของสารกําจดัแมลง 8 ชนิด คือ carbofuran, 3-hydroxycarbofuran, 

methomyl, carbaryl, chlorpyrifos, dichlorvos, methy-parathion และ prothiofos ความเข้มข้น 100 

มิลลิกรัม/ลิตร เตรียมโดยการชัง่สารกําจดัแมลงทัง้ 8 ชนิดๆ ละ 0.0100 กรัม ลงในขวดวดัปริมาตรแต่ละ

ขวด ขนาด 100 มิลลิลิตร ละลายและปรับปริมาตรด้วย acetonitrile เก็บท่ีอณุหภมูิ 2-8 องศาเซลเซียสได้

นาน 3 เดือน 

สารละลาย working standard ของสารกําจัดแมลง 8 ชนิด คือ carbofuran, 3-

hydroxycarbofuran, methomyl, carbaryl, chlorpyrifos, dichlorvos, methy-parathion และ prothiofos ความ
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เข้มข้น 1.0 มิลลกิรัม/ลติร เตรียมโดยไปเปต stock standard ของสารกําจดัแมลงแตล่ะชนิด ปริมาตร 0.10 

มิลลิลิตร ใส่ในขวดวดัปริมาตรแต่ละขวด ขนาด 10 มิลลิลิตร แล้วปรับปริมาตรด้วย acetonitrile เก็บท่ี

อณุหภมูิ 2-8 องศาเซลเซียสได้นาน 1 เดือน 

การเตรียมตวัอย่าง 

ตวัอย่าง blank ได้จากตวัอย่างอาหารสตัว์ อาหารในกระเพาะ และตบัของสตัว์ ท่ีผ่านการตรวจ

แล้วว่าไม่มีสารกําจดัแมลงกลุ่ม CM และ OP โดยวิธี HPLC และ TLC สําหรับนําไปเตรียมตวัอย่าง 

fortified เพ่ือนําไปทดสอบหาความเข้มข้นต่ําสดุท่ีสามารถตรวจได้ (Limit of detection, LOD) 

ตวัอย่างอาหารสตัว์ fortified ความเข้มข้น 0.2, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0 และ 5.0 มิลลิกรัม/กิโลกรัม 

เตรียมโดยชัง่ตวัอย่างอาหารสตัว์ท่ีบดละเอียด 5.0 กรัม ลงในหลอด centrifuge จํานวน 8 ชดุๆ ละ 6 

หลอด ชุดท่ี 1 เติมสารละลาย stock standard ของสารกําจดัแมลง carbofuran ความเข้มข้น 100 

มิลลิกรัม/ลิตร ปริมาตร 0.010, 0.025, 0.050, 0.100, 0.200 และ 0.250 มิลลิลิตร จะได้ตวัอย่างอาหาร

สตัว์ fortified ท่ีมีความเข้มข้น 0.2, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0 และ 5.0 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ตามลําดบั สําหรับชดุท่ี 

2, 3, 4, 5, 6, 7 และ 8 เตรียมเช่นเดียวกบัชดุท่ี 1 แตเ่ปล่ียนชนิดของสารละลาย stock standard  ของสาร

กําจดัแมลงจาก carbofuran เป็น 3-hydroxycarbofuran, methomyl, carbaryl, chlorpyrifos, dichlorvos, 

methy-parathion และ prothiofos ตามลําดบั สําหรับตวัอย่างอาหารในกระเพาะ fortified และตวัอย่างตบั 

fortified เตรียมเช่นเดียวกบัตวัอยา่งอาหารสตัว์ fortified 

ตวัอย่าง unknown ได้แก่ ตวัอย่างอาหารสตัว์ อาหารในกระเพาะและตบัของสตัว์ จํานวน 26, 42 

และ 38 ตวัอย่าง ตามลําดบั รวม 106 ตวัอย่าง ท่ีส่งตรวจวิเคราะห์หาสารพิษในปีงบประมาณ 2556 ใช้

สําหรับประเมินประสทิธิภาพของวิธีทดสอบ (Test performance) 

การทดสอบ %ChE inhibition โดยใช้ pH meter 

การทดสอบ ChE inhibition: สกดัตวัอย่างตามวิธีของจํารัสและคณะ (2556) ดงันี ้ตวัอย่าง 5.0 

กรัม เติม acetonitrile 10 มิลลิลิตร และ sodium chloride 2 กรัม เขย่า 15 นาที นําสารละลายชัน้บน 1 

มิลลิลิตร ไประเหยแห้ง ละลายด้วยสารละลาย barbital phosphate buffer ปริมาตร 1 มิลลิลิตร แล้วเติม

สารละลาย blood enzyme buffer 5 มิลลิลิตรผสมให้เข้ากนั บม่ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 

นาที แล้ววดั pH ครัง้ท่ี 1 หลงัจากนัน้เติมสารละลาย 7.5% acetylthiocholine iodide 0.1 มิลลิลิตร บ่มท่ี

อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที แล้ววดั pH ครัง้ท่ี 2 คํานวณหา %ChE inhibition ตามสตูรของ 

Mohammad et al. (2007) 
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100
blank  ) (

 sample ) (-blank ) (
inhibition %ChE ×∆

∆∆=
pH

pHpH
 

(∆pH คือ ผลตา่งของ pH ท่ีวดัครัง้ท่ี 1 และ 2) 

ศึกษาอัตราส่วนของเลือดโคกับสารละลาย barbital phosphate buffer  

ศกึษาสว่นผสมท่ีเหมาะสมของเลือดโคกบัสารละลาย barbital phosphate buffer ท่ีอตัราสว่น 

1:10, 1:20, 1:30, 1:40 และ 1:50 สําหรับเตรียมสารละลาย blood enzyme buffer โดยการทดสอบหา 

%ChE inhibition กบัสารละลายมาตรฐานกําจดัแมลงทัง้ 8 ชนิด คือ ความเข้มข้นชนิดละ 1.00 มิลลิกรัม/

ลติร  

ศึกษาหาค่าความเข้มข้นตํ่าสุดที่สามารถตรวจได้ 

นําตวัอย่าง fortified ทดสอบหา %ChE inhibition โดยใช้อตัราส่วนของเลือดโคกบัสารละลาย 

barbital phosphate buffer ท่ีได้จากการศกึษาข้างต้น เพ่ือประเมินคา่ LOD ของสารกําจดัแมลงทัง้ 8 ชนิด 

โดยการตดัสนิจากระดบั %ChE inhibition ท่ี 50% ขึน้ไป ซึง่เป็นระดบัท่ีทําให้เกิดพิษ (Arnot et al., 2011) 

ประเมินประสิทธิภาพของวิธีทดสอบ (Test performance) 

ประเมินประสิทธิภาพของวิธีทดสอบ โดยเปรียบเทียบผลการตรวจหาสารกําจดัแมลงกลุ่ม CM 

และ OP ในตวัอย่าง unknown จํานวน 106 ตวัอย่าง ด้วยเทคนิค electrometric method โดยใช้ pH 

meter กบั HPLC และ TLC นําผลท่ีได้จากการตรวจทัง้ 3 วิธี เปรียบเทียบโดยใช้ตาราง Two by Two 

(ตารางท่ี 5, 6) ตามวิธีของ Eleftherios (2002) เพ่ือคํานวณหาค่าความไว (relative sensitivity) 

ความจําเพาะ (relative specificity) ความแม่น (relative accuracy) ความสามารถในการทํานายผลบวก 

(positive predictive value) และความสามารถในการทํานายผลลบ (negative predictive value) ดงันี ้

100
negative Falsepositive True
 positive True

sensivity Relative ×+=  

100
positive Falsenegative True

 negative True
yspecificit Relative ×+=  

100
samples of Total

 negative Truepositive True
accuracy Relative ×+=  

100
positive Falsepositive True

 positvie True
value preditive Positive ×+=  

100
negative Falsenegatvie True
 negative True

value preditive Negative ×+=  
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ผลการทดลอง 

ผลการศึกษาอัตราส่วนของเลือดโคกับสารละลาย barbital phosphate buffer  

อตัราสว่นของเลือดโคกบัสารละลาย barbital phosphate buffer ท่ีทําให้ %ChE inhibition ของ

สารกําจดัแมลง carbofuran, 3-hydroxycarbofuran, methomyl, carbaryl, chlorpyrifos และ prothiofos มี

คา่มากท่ีสดุ คือ 1:30 โดยมีค่าเท่ากบั 75.8, 67.8, 42.4, 27.6, 35.4 และ 48.8 ตามลําดบั ในขณะท่ี

อตัราส่วนของเลือดโคกบัสารละลาย barbital phosphate buffer ท่ีทําให้ %ChE inhibition ของ 

dichlorvos และ methyl-parathion มีคา่มากท่ีสดุ คือ 1:20 โดยมีคา่ %ChE inhibition เท่ากบั 68.6 และ 

65.6 ตามลําดบั (ตารางท่ี 1) 

ผลการศึกษาหาค่าความเข้มข้นตํ่าสุดที่สามารถตรวจได้ 

ค่า LOD ของสารกําจดัแมลง carbofuran, 3-hydroxycarbofuran, methomyl, carbaryl, 

chlorpyrifos, dichlorvos, methy-parathion และ prothiofos ในตวัอย่างอาหารสตัว์และตวัอย่างตบั มีค่า

เท่ากบั 0.20, 1.00, 2.00, 4.00, 2.00, 0.50, 0.50 และ 2.00 mg/kg ตามลําดบั (ตารางท่ี 2 และ 4) ขณะท่ี

ในตวัอย่างอาหารในกระเพาะสตัว์ มีค่าเท่ากบั 0.50, 1.00, 4.00, 4.00, 4.00, 1.00, 1.00 และ 2.00 

mg/kg ตามลําดบั โดยตดัสนิจากคา่ %ChE inhibition ท่ีระดบั 50% ขึน้ไป (ตารางท่ี 3) 

ตารางท่ี 1 อตัราสว่นของเลือดโคกบัสารละลาย barbital phosphate buffer และคา่ %ChE inhibition ของ

สารละลายมาตรฐานสารกําจดัแมลง 8 ชนิด  

สารมาตรฐาน  

ความเข้มข้น 1.00 

มิลลกิรัม/ลติร 

%ChE inhibition ของ 

อตัราสว่นของเลือดโคกบัสารละลาย barbital phosphate buffer 

1:10 1:20 1:30 1:40 1:50 

carbofuran 68.2b 74.5a 75.8a 73.8a 69.7b 

3-hydroxycarbofuran 56.8b 65.5a 67.8a  66.7a 64.5a 

methomyl 37.4b 41.2a 42.4a 40.2a 37.2b 

carbaryl 18.6b 25.3a 27.6a 24.1a 20.1b 

chlorpyrifos 28.2b 33.4a 35.4a 33.3a 27.8b 

dichlorvos 67.7a  68.6a 66.6a 64.6a 56.6b 

methyl-parathion 64.7a  65.6a 63.6a 63.1a 58.5b 

prothiofos 47.8a 46.6a 48.8a 45.6a 43.4b 

หมายเหต ุa และ b หมายถึง มีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสําคญั (p<0.05) 
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ตารางท่ี 2 คา่ LOD และคา่ %ChE inhibition ของสารกําจดัแมลง 8 ชนิด ในตวัอย่างอาหารสตัว์ fortified 

(ตดัสนิจาก %ChE inhibition ท่ีระดบั 50% ขึน้ไป) 

ชนิดของสาร 

 

คา่เฉล่ีย %ChE inhibition  

ในตวัอยา่งอาหารสตัว์ fortified (มิลลกิรัม/กิโลกรัม) 

LOD 

(มิลลกิรัม/

กิโลกรัม) 0.20  0.50 1.00 2.00 4.00 5.00 

carbofuran 55.8 63.1 78.2 73.6 83.9 85.9 0.20 

3-hydroxycarbofuran 17.8 35.8 66.2 81.2 81.4  91.2 1.00 

methomyl 11.2 14.8 37.6 58.5 62.8 70.3 2.00 

carbaryl 5.5 18.8 31.8 32.9 55.6 62.1 4.00 

chlorpyrifos 17.3 23.7 34.7 52.7 65.2 77.3 2.00 

dichlorvos 20.6 56.5 60.2 78.8 88.6  89.7 0.50 

methyl-parathion 34.7 61.4 63.8 78.4 86.3 90.6 0.50 

prothiofos   11.7 19.6 47.6 57.3 57.2 64.2 2.00 

 

ตารางท่ี 3 ค่า LOD และคา่ %ChE inhibition ของสารกําจดัแมลง 8 ชนิด ในตวัอย่างอาหารในกระเพาะ

สตัว์ fortified (ตดัสนิจาก %ChE inhibition ท่ีระดบั 50% ขึน้ไป) 

ชนิดของสาร  

 

คา่เฉล่ีย %ChE inhibition  

ในตวัอยา่งอาหารในกระเพาะสตัว์ fortified  (มิลลกิรัม/

กิโลกรัม) 

LOD 

(มิลลกิรัม/

กิโลกรัม) 

0.20  0.50 1.00 2.00 4.00 5.00 

carbofuran 45.4 54.3 74.2 74.3 78.6 91.4 0.50 

3-hydroxycarbofuran 18.5 35.8 54.7 87.2 87.8 92.9 1.00 

methomyl 13.8 17.8 44.1 45.2 53.4 67.8 4.00 

carbaryl 7.8 15.8 25.2 34.8 45.3 56.2 4.00 

chlorpyrifos 14.7 25.8 36.8 43.6 57.8 77.3 4.00 

dichlorvos 22.6 43.2 64.8 86.7 90.1 96.6 1.00 

methyl-parathion 32.8 45.9 62.9 78.6 88.6 95.4 1.00 

prothiofos 9.7 18.7 43.8 51.8 55.9 68.4 2.00 
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ตารางท่ี 4 คา่ LOD และคา่ %ChE inhibition ของสารกําจดัแมลง 8 ชนิด ในตวัอย่างตบั fortified (ตดัสิน

จาก %ChE inhibition ท่ีระดบั 50% ขึน้ไป) 

ชนิดของสาร 

 

คา่เฉล่ีย %ChE inhibition  

ในตวัอยา่งตบั fortified (มิลลกิรัม/กิโลกรัม) 

LOD 

(มิลลกิรัม/

กิโลกรัม) 0.20  0.50 1.00 2.00 4.00 5.00 

Carbofuran 52.4 67.5 75.8 75.7 79.1 93.1 0.20 

3-hydroxycarbofuran 22.5 42.1 67.8 86.8 87.2 93.8 1.00 

Methomyl 12.1 18.6 42.7 54.1 62.7 67.1 2.00 

Carbaryl 8.70 13.5 27.6 33.5 51.3 68.5 4.00 

Chlorpyrifos 12.1 23.4 35.4 51.4 66.4 76.8 2.00 

Dichlorvos 24.3 51.6 66.6 87.4 93.1 95.6 0.50 

methyl-parathion 33.5 57.4 63.6 77.4 87.6 93.5 0.50 

Prothiofos 11.1 20.1 48.8 55.6 55.8 67.9 2.00 

 

ผลการประเมินประสิทธิภาพของการทดสอบ 

ผลการตรวจหาสารกําจดัแมลงกลุม่ CM และ OP ในตวัอย่าง unknown จํานวน 106 ตวัอย่าง 

ด้วยเทคนิค electrometric method โดยใช้ pH meter เปรียบเทียบกบัเทคนิค HPLC พบว่า ได้ผลบวกจริง 

18 ตวัอยา่ง ผลลบจริง 88 ตวัอยา่ง ผลลบเทียม 2 ตวัอย่าง และไม่พบผลบวกเทียม (ตารางท่ี 5) เม่ือนํามา

คํานวณแล้วพบว่า มีคา่ความไว 88.9% ความจําเพาะ 100.0% ความแม่น 98.1% ความสามารถในการ

ทํานายผลบวกท่ีตรวจพบ 100.0% และความสามารถในการทํานายผลลบท่ีตรวจไม่พบ 97.8% และ

ผลเปรียบเทียบกบัเทคนิค TLC พบว่า ได้ผลบวกจริง 14 ตวัอย่าง ผลลบจริง 92 ตวัอย่าง ผลบวกเทียม 2 

ตัวอย่าง และไม่พบผลลบเทียม (ตารางท่ี 6) เม่ือนํามาคํานวณแล้วพบว่า มีค่าความไว 100.0% 

ความจําเพาะ 97.8% ความแม่น 98.1% ความสามารถในการทํานายผลบวกท่ีตรวจพบ 87.5% และ

ความสามารถในการทํานายผลลบท่ีตรวจไมพ่บ 100.0 %  
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ตารางท่ี 5 เปรียบเทียบผลการตรวจหาสารกําจดัแมลงในตวัอย่าง unknown ด้วยเทคนิค electrometric 

method กบั HPLC 

วิธี  
HPLC 

ผลรวม 
ผลบวก ผลลบ 

pH meter  

(developed method) 

ผลบวก 16 0 16 

ผลลบ 2 (ผลลบเทียม) 88 90 

ผลรวม 18 88 106 

 

ตารางท่ี 6 เปรียบเทียบผลการตรวจหาสารกําจดัแมลงในในตวัอย่าง unknown ด้วยเทคนิค electrometric 

method กบั TLC 

วิธี  
TLC 

ผลรวม 
ผลบวก ผลลบ 

electrometric 

method (developed 

method) 

ผลบวก 14 2 (ผลบวกเทียม) 16 

ผลลบ 0 90 90 

ผลรวม 14 92 106 
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ผลการเปรียบเทียบชนิดของสารกําจดัแมลงท่ีตรวจพบในตวัอยา่ง อาหารสตัว์ อาหารในกระเพาะ

สตัว์ และตบัสตัว์ ด้วยเทคนิค HPLC และ TLC กบัคา่ %ChE inhibition (ตารางท่ี 7) 

ตารางท่ี 7 เปรียบเทียบชนิดของสารกําจดัแมลงท่ีตรวจพบในตวัอย่าง unknown ด้วยเทคนิค HPLC และ 

TLC กบัคา่ %ChE inhibition  

ชนิดตวัอยา่ง ผลจาก HPLC  ผลจาก TLC  
%ChE 

inhibition 

อาหารสตัว์ 1 methomyl methomyl 84 

อาหารสตัว์ 2 methomyl methomyl 83 

อาหารสตัว์ 3 methomyl และ carbofuran methomyl และ carbofuran 84 

อาหารสตัว์ 4 methomyl methomyl 98 

อาหารสตัว์ 5 methomyl methomyl 91 

อาหารในกระเพาะ 6 methomyl methomyl 78 

อาหารในกระเพาะ 7 methomyl methomyl 74 

อาหารในกระเพาะ 8 methomyl และ carbofuran methomyl และ carbofuran 68 

อาหารในกระเพาะ 9 aldicarb ไมพ่บ 77 

อาหารในกระเพาะ 10 aldicarb ไมพ่บ 88 

อาหารในกระเพาะ 11 methomyl methomyl 56 

อาหารในกระเพาะ 12 methomyl methomyl 67 

ตบั 13 methomyl methomyl 64 

ตบั 14 methomyl และ 3-

hydroxycarbofuran 

methomyl และ 

3- hydroxycarbofuran 

62 

ตบั 15 methomyl methomyl 53 

ตบั 16 methomyl methomyl 78 

ตบั 17 aldicarb sulfone และ 

aldicarb sulfoxide 

ไมพ่บ 22 

ตบั 18 aldicarb sulfone และ 

aldicarb sulfoxide 

ไมพ่บ 25 
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วจิารณ์และสรุปผล 

การศกึษาครัง้นี ้ได้ศกึษาการใช้เอนไซม์ ChE ในเลือดโคแทนการใช้เอนไซม์ทางการค้าท่ีมีราคา

แพงมาพฒันาเป็นวิธีทดสอบสําหรับตรวจหาสารกําจดัแมลงในตวัอย่างปศุสตัว์ โดยนํามาเตรียมเป็น

สารละลาย blood enzyme buffer เพ่ือใช้เป็นสารทดสอบสําหรับในขัน้ตอนการทําปฏิกิริยา ChE 

inhibition พบว่า อตัราส่วนท่ีเหมาะสมระหว่างเลือดโคกบัสารละลาย barbital phosphate buffer คือ 

1:30 เน่ืองจากเป็นอตัราสว่นท่ีทําให้ %ChE inhibition ของสารกําจดัแมลงกลุม่ CM และ OP สว่นใหญ่มี

คา่มากท่ีสดุ (6/8) อย่างไรก็ตาม สามารถใช้อตัราส่วน 1:20 และ 1:40 ได้เช่นเดียวกนั เน่ืองจาก %ChE 

inhibition มีคา่ไม่แตกตา่งจากอตัราสว่น 1:30 อย่างมีนยัสําคญั และการศกึษาครัง้นี ้ไม่ได้ทําการทดลอง

หาตวัทําละลายท่ีใช้ในการสกดัตวัอย่าง อย่างไรก็ตาม ผู้ ทําการทดลองได้เลือกใช้ acetonitrile เป็นตวัทํา

ละลายในการสกดัสารกําจดัแมลงกลุ่ม CM และ OP ออกจากตวัอย่างอาหารในกระเพาะและตบัของสตัว์ 

ตามวิธีของจํารัสและคณะ (2556) เพราะสามารถตกตะกอนโปรตีนและเอนไซม์ท่ีเป็นสารรบกวนใน

ตวัอย่างได้ แต ่acetonitrile สามารถทําให้เอนไซม์ ChE ในสารสารลาย blood enzyme buffer ตกตะกอน

ได้ ดงันัน้ จงึต้องระเหย acetonitrile ออกให้หมดก่อนนําไปทดสอบ  

คา่ LOD ของสารกําจดัแมลงกลุม่ CM 4 ชนิด และ OP 4 ชนิด ในตวัอย่างอาหารสตัว์ อาหารใน

กระเพาะและตบัของสตัว์ ท่ีตดัสินจากคา่ %ChE inhibition ท่ีระดบั 50% ขึน้ไป พบว่า LOD ของสารกําจดั

แมลงกลุ่ม CM ทัง้ 4 ชนิด มีคา่ตัง้แต ่0.20-4.00 มิลลิกรัม/กิโลกรัม และกลุม่ OP ทัง้ 4 ชนิด มีคา่ตัง้แต ่

0.50-4.00 มิลลิกรัม/กิโลกรัม เม่ือพิจารณาสารกําจดัแมลงแตล่ะชนิด พบว่า ความเข้มข้นต่ําสดุท่ีสามารถ

ตรวจได้ มีค่าน้อยกว่า 5.00 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ซึง่เป็นปริมาณท่ีมีความเหมาะสมสําหรับใช้ในการวินิจฉยั

ความเป็นพิษของสารกลุ่ม CM และ OP เน่ืองจากส่วนใหญ่สารกําจดัแมลงมีค่า LD50 มากกว่า 5.00 

มิลลิกรัม/กิโลกรัม (มาลินี, 2523) ใกล้เคียงกบัการศกึษาของจํารัสและคณะ (2556) ท่ีใช้เอนไซม์ ChE ใน

ซีรัมโคตรวจหาสารกําจดัแมลงกลุม่ CM ในตวัอย่างปศสุตัว์ ได้คา่ความเข้มข้นต่ําสดุท่ีสามารถตรวจได้อยู่

ในช่วง 0.25-5.00 มิลลิกรัม/กิโลกรัม และ Kim et al. (2007) ศกึษาเอนไซม์ ChE จากผึง้ พฒันาชดุทดสอบ

สารกําจดัแมลงในตวัอย่างทางการเกษตร พบว่า ค่าความเข้มข้นต่ําสดุท่ีสามารถตรวจได้อยู่ในช่วง 0.50-

4.75 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ซึง่ตดัสินจากค่า %ChE inhibition ท่ีระดบั 50% ในขณะท่ี Chiu et al. (1991) 

ศกึษาการใช้เอนไซม์ ChE จากหวัแมลงวนั ตรวจหาสารกําจดัแมลงในตวัอย่างผกัและผลไม้ โดยตดัสินจาก

ค่า %ChE inhibition ท่ีระดบั 25% พบมีค่าความเข้มข้นต่ําสดุท่ีสามารถตรวจได้อยู่ในช่วง 0.001-5.670 

มิลลกิรัม/กิโลกรัม 

ผลการตรวจหาสารกําจดัแมลงกลุม่ CM และ OP ในตวัอย่าง unknown (อาหารสตัว์ อาหารใน

กระเพาะและตบัของสตัว์) ด้วยเทคนิค electrometric method โดยใช้ pH meter ท่ีพฒันาขึน้มา
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เปรียบเทียบกบัเทคนิค HPLC (ตารางท่ี 7) พบว่า ตวัอย่างท่ีให้ผลบวกกบั HPLC มีจํานวนทัง้หมด 18 

ตวัอย่าง โดย 16 ตวัอย่าง มีค่า %ChE inhibition มากกว่า 50% ในขณะท่ีมี 2 ตวัอย่าง มีค่า %ChE 

inhibition น้อยกว่า 50 คือ 22 และ 25 ซึ่งทําให้เกิดเป็นผลลบเทียม จากการตรวจวิเคราะห์ด้วยเทคนิค 

HPLC พบสาร aldicarb sulfone และ aldicarb sulfoxide ซึง่เป็นสาร metabolite จึงมีฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซม์ 

ChE น้อยกว่า จึงทําให้ตรวจไม่พบโดยวิธีนี ้ดงันัน้ หากตวัอย่างเป็นตบัของสตัว์หรืออวยัวะภายในแนะนํา

ให้ใช้เกณฑ์ตดัสินจากคา่ %ChE inhibition ท่ีระดบัมากกว่า 20% เพ่ือเป็นการคดักรองตวัอย่างบวกได้มี

ความถกูต้องมากขึน้ ในขณะท่ีผลการเปรียบเทียบกบัเทคนิค TLC พบว่า ให้ผลบวกไม่ตรงกนั จํานวน 2 

ตวัอย่าง เน่ืองจากนํา้ยาเคมีท่ีใช้เป็น spray developer reagent ในเทคนิค TLC ท่ีใช้อยู่ในปัจจบุนั ไม่

สามารถตรวจวิเคราะห์สาร aldicarb ได้ จึงทําให้เกิดเป็นผลบวกเทียม นอกจากนี ้การทดสอบนีอ้าจให้

ผลบวกเทียม หรือ cross reaction กบัสารอ่ืนท่ีมีฤทธ์ิยบัยัง้การทํางานของเอนไซม์ ChE ได้เช่นเดียวกบั

สารกําจดัแมลงกลุม่ CM และ OP  

ผลการประเมินประสิทธิภาพของวิธีโดยเปรียบเทียบกับเทคนิค HPLC และ TLC พบว่า มีค่า

ความไว ความจําเพาะ ความแมน่ ความสามารถในการทํานายผลบวก และความสามารถในการทํานายผล

ลบของวิธี มากกว่า 80% ซึง่อยู่ในเกณฑ์ท่ียอมรับได้ (Eleftherios, 2002) ดงันัน้ สรุปได้ว่า วิธีท่ีพฒันาขึน้

มานีส้ามารถนําไปใช้ตรวจคดักรองความเป็นพิษของสารกําจดัแมลงกลุม่ CM และ OP ในตวัอย่างปศสุตัว์ 

อยา่งไรก็ตาม ตวัอยา่งท่ีให้ผลบวกกบัวิธีนีต้้องตรวจพิสจูน์ยืนยนัด้วยเทคนิค HPLC หรือ GC ตอ่ไป เพ่ือให้

สามารถนําไปประกอบการวินิจฉยัทางพิษวิทยาในสตัว์ได้อย่างถกูต้อง 
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Abstract 

 

The objective of this study was to develop electrometric method by using pH meter 

based on cholinesterase inhibition technique to detect carbamate and organophosphate 

insecticides in livestock samples including animal feed, stomach content and liver which was 

used to diagnose the both group of insecticides poisoning.  In order to determine the efficiency 

of developed method; limit of detection (LOD) and compare the results from developed method, 

high performance liquid chromatography (HPLC) and thin layer chromatography (TLC) to evaluate 

the test performances.  The test performance was evaluated using relative sensitivity, relative 

specificity, relative accuracy, relative positive predictive value and relative negative predictive value. 

The results showed that LOD of 4 carbamate insecticides : carbofuran, 3-hydroxycarbofuran, 

methomyl, carbaryl and 4 organophosphate insecticides chlorpyrifos, dichlorvos, methy-parathion, 

prothiofos were ranging from 0.20-4.00 and 0.50-4.00 mg/kg, respectively.  The comparison of 

results which detected by this method and HPLC showed 88.9% relative sensitivity, 100.0% 

relative specificity, 98.1% relative accuracy, 100.0 % relative positive predictive value and 97.8% 

relative negative predictive value.  Whereas, the comparison of results which detected by this 

method and TLC showed 100% relative sensitivity, 97.8% relative specificity, 98.1% relative 

accuracy, 87.5 % relative positive predictive value and 100% relative negative predictive value.  In 

conclusion, the developed method has been developed for the determination of carbamate and 

organophosphate insecticides in livestock samples which can be used for poisoning diagnosis. 

This method is simple, time reduction, cost-effectiveness and can be done in the field. 
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