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บทคัดย่อ
งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อพัฒนาอุปกรณ์ตรวจวัดบนกระดาษ สำหรับ 

ตรวจวัดเอนไซม์โคลีนเอสเตอเรสจากการสัมผัสสารเคมีกำจัดศัตรูพืชกลุ่ม 
ออร์กาโนฟอสเฟตโดยอาศัยการทำปฏิกิริยาเคมีระหว่าง 5-5-ไดไธโอบิส-2- 
ไนโตรเบนโซอิก แอซิด (5,5-dithiobis-2-nitrobenzoic acid, DTNB) 
acetylthiocholine chloride และเอนไซม์โคลีนเอสเตอเรส (Cholinesterase  
enzyme) เกิดการเปลี่ยนสีจากไม่มี สีเป็นสีเหลือง บนกระดาษ ทดสอบ สามารถ 
วิเคราะห์เชิงปริมาณโดยการถ่ายภาพด้วยโทรศัพท์มือถือ (iPhone 12) ประมวลผล 
ภาพด้วยโปรแกรมประมวลผลภาพ (Image J) ความเข้มสี Red-Green-Blue 
(RGB) ที่ได้จะแปรผันตรงกับความเข้มข้น ของเอนไซม์โคลีนเอสเตอเรส ทดสอบ 
ความถูกต้อง ของวิธีวิเคราะห์กับวิธีมาตรฐาน Ellman’s method จากนั้น 
ทดสอบภาคสนามในกลุ่มตัวอย่างเกษตรกรจากตำบลหน้าไม้ อำเภอลาดหลุมแก้ว 
จังหวัดปทุมธานีจำนวน 40 คน ผลการศึกษา กระดาษทดสอบที่พัฒนาขึ้น 
ให้ช่วงความเป็นเส้นตรงท่ีความเข้มข้นของเอนไซม์โคลีนเอสเตอเรสต้ังแต่ 0.01-2.0 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยมีค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (R2) เท่ากับ 0.9832 
ผลการวิเคราะห์ Ellman’s method พบค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ R2 เท่ากับ 
0.9892 ผลการคัดกรอง ด้วยกระดาษทดสอบในกลุ่มเกษตรกรพบว่า ร้อยละ 95 
ของเกษตรกรพบเอนไซม์ โคลีนเอสเตอเรสในเลือดมีค่าอยู่ระหว่าง 0.39-1.97 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ผลจากการพัฒนาอุปกรณ์นี้จะสามารถนำไปใช้เป็น 
เครื่องมือในการคัดกรอง ความเสี่ยงทางสุขภาพของเกษตรกรที่ทำงานกับ 
สารเคมีกำจัดศัตรูพืชได้
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Abstract
This research study aimed to develop a paper-based device for cholinesterase enzyme analysis from 

exposure to organophosphate pesticides using the chemical reaction between 5,5-dithiobis-2-nitrobenzoic acid 
(DTNB), acetylthiocholine chloride, and cholinesterase enzyme caused a color change from colorless to yellow 
on the test paper. Quantitative analysis was done by taking pictures with a mobile phone (iPhone 12). Images 
were processed with an image processing program (Image J). The resulting Red-Green-Blue (RGB) color intensity 
is directly proportional to the concentration of cholinesterase enzyme. Ellman's method was used to test the 
accuracy of the analytical method. Then, field testing was conducted among 40 farmers from Na Mai subdistrict, 
Lat Lum Kaeo District, Pathum Thani Province. The paper-based device provided a linear dynamic range between 
0.01-2.0 µg/ml with a correlation coefficient (R2) of 0.9832. The result of Ellman's method analysis found the 
correlation coefficient (R2) equal to 0.9892. The screening results with a paper-based device found that 95 percent 
of farmers had the cholinesterase enzyme in their blood between 0.39 to 1.97 µg/ml. The development of 
this device could serve as a tool for screening the health risks of farmers who who are exposed to pesticides.

Keywords: Paper-based device, Cholinesterase enzyme, Pesticide, Organophosphate 

บทนำ
ประเทศไทยเป็นเมืองแห่งเกษตรกรรมเป็นแหล่งการผลิต

อาหารท่ีสำคัญสำหรับประชากรไทยมาช้านานเน่ืองจากลักษณะ 
ภูมิศาสตร์ท่ีเอ้ือต่อการทำเกษตร ดินอุดมสมบูรณ์ ระบบชลประทาน 
ดีทำให้แต่ละปีเกษตรกรสามารถสร้างผลผลิตได้เป็นจำนวนมาก(1) 

แต่ด้วยสภาพภูมิประเทศท่ีอยู่ในเขตอบอุ่นจึงเอ้ือต่อการเจริญเติบโต 
และแพร่ระบาดของศัตรูพืชส่งผลให้เกิดปัญหาด้านศัตรูพืชรุนแรง 
สร้างความเสียหายต่อผลผลิตอย่างมาก เกษตรกรจึงใช้ สารเคมี 
กำจัดศัตรูพืชเพื่อให้ได้ผลผลิตที่มีความสวยงามและตรงตาม 
ความต้องการของผู้บริโภค(2) จากรายงานของกรมวิชาการเกษตร 
ปี พ.ศ. 2564 พบการนำเข้าวัตถุอันตรายทางการเกษตรจำนวน 
136,141 ตัน 3 อันดับแรกประกอบด้วยสารกำจัดวัชพืช 74,204 ตัน 
สารกำจัด แมลง 29,554 ตัน และสารป้องกันกำจัดโรคพืช 24,248 ตัน 
กลุ่มสารเคมีท่ีมีการนำเข้าสูงสุดคือ สารกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟต(3) 

เกษตรกรรับสัมผัสสารเคมีกำจัดศัตรูพืชเข้าสู่ร่างกายระหว่างการ 
ทำงานทั้งสูดดมไอระเหยช่วงผสม ฉีดพ่นหรือดูดซึม ผ่านผิวหนัง 
จากการหก กระเด็น ขนถ่ายสารเคมีกำจัดศัตรูพืชจากถังผสม 
สู่เป้สะพาย หลังสำหรับฉีดพ่น หากมีการรับสัมผัสสาร กลุ่ม 
ออร์กาโนฟอสเฟตเข้าสู่ร่างกายย่อมก่อให้เกิดผลกระทบต่อ 
สุขภาพตามมา(4)

ผลกระทบต่อสุขภาพที่เกิดจากการรับสัมผัสสารกลุ่ม 
ออร์กาโนฟอสเฟตส่วนใหญ่จะเก่ียวข้องกับการทำงานของระบบ 
ประสาทส่วนกลางเนื่องจากสารกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟตจะเกิด 
กลไกยับยั้งการทำงานของเอนไซม์อะซิทีลโคลีนเอสเทอเรส 
ทำให้สารอะซิทีลโคลีนสะสมท่ีบริเวณปลายประสาท(5) นำไปสู่การ 
เกิดอาการต่าง ๆ  ทั้งแบบเฉียบพลันเช่น คลื่นไส้อาเจียน ปวดหัว 
ปวดกล้ามเนื้อ กล้ามเนื้อเกร็ง กระตุก ท้องร่วง หายใจติดขัด 
ตาพร่ามัว แสบตา เป็นต้น และแบบเรื้อรัง เช่น โรคมะเร็ง 
โรคเบาหวาน โรคอัมพฤกษ์ โรคอัมพาต โรคผิวหนังต่าง ๆ  เป็นต้น(6) 

เม่ือพิจารณารายงานสถานการณ ์ผู้ป่วยโรคจากพิษสารเคมี กำจัด 
ศัตรูพืชปี พ.ศ. 2563 ของกรมควบคุมโรคพบผู้ป่วย โรคจากพิษสารเคมี 

กำจัดศัตรูพืชจำนวน 5,721 ราย คิดเป็นอัตราป่วยเท่ากับ 8.62 
ต่อ ประชากรแสนคน(7) และแนวโน้มสถานการณ์ การใช้สารเคมี 
ในประเทศไทยยังคงสูงขึ้นอย่างต่อเนื่อง

การตรวจคัดกรองการรับสัมผัสสารเคมีกำจัดศัตรูพืชจึงเป็น 
แนวทางในการเฝ้าระวังการรับสัมผัสสารเคมีกำจัดศัตรูพืชเพื่อ 
ให้เกิดการแก้ไขและป้องกันได้อย่างรวดเร็ว วิธีมาตรฐานท่ีใช้ในการ 
เฝ้าระวังการรับสัมผัสสารเคมีกำจัดศัตรูพืชกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟต 
จะดำเนินการตรวจคัดกรองโดยการเก็บตัวอย่างปัสสาวะหรือเลือด 
หลังการสัมผัสและนำส่งตัวอย่างไปวิเคราะห์ยังห้องปฏิบัติการด้วย 
เคร่ืองมือข้ันสูง ได้แก่ Gas chromatography–mass spectrometry 
(GC–MS)(8) UV/VIS Spectrometry(9) อย่างไรก็ตาม วิธีการเหล่าน้ี 
ต้องอาศัยผู้เช่ียวชาญในการวิเคราะห์ ระยะเวลานานในการอ่าน 
และมีราคาสูง ดังน้ันการพัฒนาอุปกรณ์ตรวจ คัดกรองการ รับสัมผัส 
สารเคมีกำจัดศัตรูพืชท่ีสามารถใช้งานง่าย อ่านค่าได้รวดเร็ว ราคาถูก 
จึงเป็นเป้าหมายในการพัฒนาอุปกรณ์ครั้งนี้

การพัฒนาอุปกรณ์ตรวจคัดกรองการรับสัมผัสสารเคมี 
กำจัดศัตรูพืชโดยอาศัยการเกิดปฏิกิริยาเคมีบนกระดาษทดสอบ
เป็นทางเลือกหน่ึงท่ีนิยมในปัจจุบันเน่ืองจากพกพาง่าย ราคาไม่แพง 
อ่านค่าได้อย่างรวดเร็ว(10-12) โดยอาศัยการเกิด ปฏิกิริยา ทางเคมี 
ระหว่างสารเคมีท่ีสามารถทำปฏิกิริยากับเอนไซม์โคลีนเอสเตอเรส 
แล้วทำให้เกิดการเปล่ียนสีข้ึนบนกระดาษทดสอบและสามารถอ่าน 
ค่าสีที่เปลี่ยนไปโดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน การศึกษา 
ก่อนหน้าได้มีการทดสอบความเหมาะสมของสารเคมีในการเกิด
ปฏิกิริยากับเอนไซม์โคลีนเอสเตอเรสพบว่า 5,5-dithiobis-2- 
nitrobenzoic acid (DTNB) มีความเหมาะสม ในการนำไปพัฒนา 
ต่อเนื่องจากเมื่อ 5,5-dithiobis-2-nitrobenzoic acid (DTNB) 
ทำปฏิกิริยากับเอนไซม์โคลีนเอสเตอเรสจะเกิดการเปล่ียนสีของ
สารละลายจากไม่มีสีเป็นสีเหลือง(13)

ดังนั้นการศึกษานี้มีวตัถุประสงคเ์พื่อพัฒนาอุปกรณ์ตรวจ
คัดกรองการรับสัมผัสสารเคมีกำจัดศัตรูพืชสำหรับตรวจวัดเอนไซม์ 
โคลีนเอสเตอเรส โดยอาศัยการทำปฏิกิริยาการเปล่ียนสีระหว่าง 
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5,5- dithiobis-2- nitrobenzoic acid (DTNB) และระดับ เอนไซม์ 
โคลีน เอสเตอเรสท่ีความเข้มข้นต่าง ๆ  บนกระดาษทดสอบ ซ่ึงสามารถ 
มองเห็นการเปล่ียนสี ได้ด้วยตาเปล่า (Qualitative analysis) และ 
สามารถประยุกต์การถ่ายภาพกระดาษทดสอบด้วยโทรศัพท์มือ
ถือและนำภาพท่ีได้ไปประมวลผลความเข้มสี Red-Green-Blue 
(RGB) โดยใช้โปรแกรมประมวลผลภาพ (Image J) ในแต่ละระดับ 
ความเข้มข้น จากน้ันนำค่าความเข้มสี RGB มาสร้างชาร์จสี มาตรฐาน 
สำหรับบ่งบอกถึงความเข้มข้นของระดับเอนไซม์โคลีนเอสเตอเรส 
(Quantitative analysis) ผลจากการพัฒนาอุปกรณ์น้ีจะสามารถ 
นำไปใช้เป็นเคร่ืองมือในการคัดกรองความเส่ียงทางสุขภาพของ
เกษตรกรท่ีทำงานสัมผัสกับสารเคมีกำจัดศัตรูพืชได้อย่างรวดเร็ว 
แม่นยำ ผลจากการคัดกรองน้ีจะนำไป สู่การสร้างความตระหนัก 
ในพฤติกรรมการใช้สารเคมีกำจัดศัตรูพืชให้ใช้อย่างถูกต้องและ
ป้องกันตนเองในขณะมีการใช้สารเคมีกำจัดศัตรูพืชได้

วิธีการวิจัย
การศึกษานี้เป็นการศึกษาเชิงทดลอง (Experimental 

research) วิเคราะห์ข้อมูลโดยใช้สถิติพรรณนา ได้แก่ ค่าเฉลี่ย 
ร้อยละและส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน และเปรียบเทียบความแตกต่าง 
ระหว่างวิธีท่ีพัฒนาและวิธีมาตรฐาน Ellman’s method ทำการ 

ศึกษา ณ คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัย ราชภัฏ 
วไลยอลงกรณ์ ในพระบรมราชูปถัมภ์ จังหวัดปทุมธานี

การเตรียมสารละลายทดสอบ
- สารละลาย A (Reagent A) ประกอบด้วย 

5-5-ไดไธโอบิส-2-ไนโตรเบนโซอิก แอซิด (5,5-dithiobis-2- 
nitrobenzoic acid, DTNB) และฟอสเฟตบัฟเฟอร์

- สารละลาย B (Reagent B) ประกอบด้วยสารละลาย 
acetylthiocholine chloride

- เอนไซม์โคลีนเอสเตอเรส (Acetylcholi-nesterase 
human, Sigma-Aldrich) โดยเตรียมความเข้มข้นต่าง ๆ  ได้แก่ 
0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร
ปริมาตร 10 มิลลิลิตรปรับปริมาตรโดยใช้ สารละลาย ฟอสเฟตบัฟเฟอร์

สำหรับชุดการทดลองควบคุม ใช้สารละลายฟอสเฟต 
บัฟเฟอร์แทนเอนไซม์โคลีนเอสเตอเรส (สารละลาย blank)

การออกแบบกระดาษทดสอบ (Paper-based device) 
ใช้กระดาษกรอง Whatman เป็นตัวดูดซับ โดยตัด 

กระดาษกรอง ขนาด 1.3 x 1.3 เซนติเมตร จัดวาง ให้พอดีกับ 
ช่องบล๊อค กระดาษแม่แบบ จากนั้นนำไปเคลือบด้วยแผ่นฟิล์ม 
laminate โดยใช้ความร้อน ตัดแผ่นตรวจวัด ที่เคลือบแล้วให้ได้ 
ขนาด 3.5 x 6 เซนติเมตร ดังแสดงในภาพที่ (Figure) 1

Figure 1 Paper-based device

วิธีการคัดกรองความเสี่ยงต่อการสัมผัสสารเคมีกำจัด 

ศัตรูพืชกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟตด้วยกระดาษทดสอบร่วมกับ 

โทรศัพท์มือถือ 

หยดสารละลาย A จำนวน 200 ไมโครลิตร ลงบนช่อง ตรวจวัด 

ของกระดาษทดสอบทิ้งไว้ให้แห้งเป็นเวลา 2 นาที จากนั้นหยด 

สารละลายเอนไซม์โคลีนเอสเตอเรสจำนวน 200 ไมโครลิตร ลงบน 

กระดาษทดสอบ จากน้ันหยดสารละลาย B จำนวน 200 ไมโครลิตร 

ท้ิงไว้ 5 นาที แล้วนำกระดาษทดสอบท่ีเปล่ียนสี แล้วไปวาง จุดก่ึงกลาง 

ของตู้ถ่ายภาพท่ีระยะห่าง 290 มิลลิเมตร จากน้ันถ่ายภาพ ด้วย 

โทรศัพท์มือถือ (iPhone 12) ดังแสดงในภาพท่ี (Figure) 2 หลังจาก 

น้ันนำภาพท่ีถ่ายได้ไปตรวจวัดค่าความเข้มสี Red-Green-Blue 

(RGB) ด้วยโปรแกรมประมวลผลภาพ (Image J) วัดค่าความเข้มสี 

RGB ของแต่ละความเข้มข้นด้วยโปรแกรมประมวลผลภาพ เพ่ือนำ 

มาสร้างกราฟมาตรฐานระหว่างค่าสีและความเข้มข้น สำหรับ 

ชุดการทดลองควบคุม จะใช้สารละลาย ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ ปริมาตร 

200 ไมโครลิตร แทนสารละลายเอนไซม์โคลีนเอสเตอเรส

Figure 2 Photography light box



Development of Paper-based device for Cholinesterase Enzyme Analysis from Exposure to...

47Health Sci J Thai 2024 July – September 6(3): 44-50.

การศึกษาชนิดของกระดาษกรองที่เหมาะสม
คัดเลือกกระดาษทดสอบที่เหมาะสมจากกระดาษกรอง 

Whatman no. 1, 5 และ 40 โดยทำการทดสอบ กับเอนไซม์ 
โคลีนเอสเตอเรส ทุกความเข้มข้นได้แก่ 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1, 
1.5, 2.0 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ความเข้มข้นละ 3 ซ้ำ เปรียบเทียบ 
ค่า R2 ที่ได้จากกราฟระหว่างค่าสี RGB และความเข้มข้น 
เอนไซม์โคลีนเอสเตอเรส เลือกกระดาษกรองที่มีค่า R2 ที่ดีที่สุด 
ในการนำไปพัฒนากระดาษทดสอบที่เหมาะสมต่อไป

การทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ (Method 
validation)

เปรียบเทียบปริมาณเอนไซม์โคลีนเอสเตอเรสท่ีตรวจวัดได้ 
จากวิธีการทดสอบด้วยกระดาษทดสอบ ร่วมกับโทรศัพท์มือถือ 
กับวิธีมาตรฐาน (Ellman’s method) โดยพิจารณาจากค่า 
สัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ์ (R2) และความชันจากสมการเส้นตรงของ 
การวิเคราะห์ปริมาณ เอนไซม์โคลีนเอสเตอเรสท่ีความเข้มข้นต่าง ๆ  
ด้วยเทคนิค microplate reader UV-vis spectrophotometry 
โดยวัดค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายเอนไซม์โคลีนเอสเตอเรส 
ที่ความเข้มข้นต่างๆ ที่ความยาวคลื่น 412 นาโนเมตร

การประยุกต์ใช้กระดาษทดสอบในการคัดกรองความเส่ียง 
ต่อการสัมผัสสารออร์กาโนฟอสเฟตในเกษตรกร

การศึกษาน้ีผ่านการรับรองทางจริยธรรมการวิจัยในมนุษย์ 
จากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยในมนุษย์ของมหาวิทยาลัย
ราชภัฏวไลยอลงกรณ์ ในพระบรมราชูปถัมภ์ เลขท่ี 0058/2566 
ก่อนเริ่มดำเนินโครงการ 

ประชากรท่ีใช้ในการศึกษาคร้ังน้ี เป็นเกษตรกรตำบลหน้าไม้ 
อำเภอลาดหลุมแก้ว จังหวัดปทุมธานีจำนวน 120 คน คำนวณ 
กลุ่มตัวอย่างแบบทราบจำนวนกลุ่มประชากรท่ีแน่นอนตามสูตร
ของ Taro Yamane(14) ได้ 92 คน โดยมีเกณฑ์คัดเข้าคือ เป็น 
เกษตรกร ท่ีอาศัยอยู่ในตำบลหน้าไม้ อำเภอลาดหลุมแก้ว จังหวัด 
ปทุมธานี ทำการเกษตรมาอย่างน้อย 1 ปี ยินยอม เข้าร่วม งานวิจัย 
เกณฑ์คัดออกคือ ไม่สามารถเข้าร่วม กิจกรรมการตรวจ คัดกรอง 
ในช่วง เวลาที่กำหนด 

การเก็บตัวอย่างเลือดดำเนินการโดยนักสาธารณสุขโดย ใช้ 
สำลีปราศจากเช้ือชุบแอลกอฮอล์ 70% เช็ดบริเวณ ปลายน้ิว ท่ีจะ 
ทำการเจาะเลือด จากน้ันใช้เข็มเจาะด้านข้างของปลายน้ิว นำหลอด 
ฮีมาโตคริตที่เคลือบสารกันเลือดแข็ง (Heparin) แตะบริเวณ 
หยดเลือด เอียงทำมุมประมาณ 45 องศา อุดปลายด้านหนึ่ง 
ด้วยดินน้ำมัน นำหลอดมาปั่นแยกซีรัมโดยใช้เครื่อง ฮีมาโตคริต 
ความเร็ว 15,000 รอบต่อนาที เวลา 5 นาที แยกส่วนใสด้านบนออก 
ด้วย การหักหลอด จากน้ันหยดสารละลาย A บนกระดาษทดสอบ 
200 ไมโครลิตรทิ้งไว้ 2 นาที หยดซีรัม และหยดสารละลาย B 
200 ไมโครลิตรทิ้งไว้ 5 นาที และนำกระดาษทดสอบ วางตรง 
จุดก่ึงกลาง ของตู้ถ่ายภาพจากน้ันถ่ายภาพด้วยด้วยโทรศัพท์มือถือ 
(iPhone 12) นำภาพท่ีได้ไปวัดค่าสี RGB ด้วยโปรแกรม ประมวลผล 

ภาพ (Image J) คำนวณค่าความเข้มข้นของระดับเอนไซม์ โคลีน 
เอสเอตเรส ด้วยสมการจากกราฟมาตรฐาน

ผลการศึกษา
ผลการทดสอบชนิดของกระดาษกรองที่เหมาะสม
นำชุดอุปกรณ์ตรวจวัดจากกระดาษกรอง ได้แก่ Whatman 

no. 1, 5 และ 40 ไปทดสอบกับสารละลายเอนไซม์โคลีนเอสเตอเรส 
ที่ความเข้มข้น 5 ระดับ ได้แก่ 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1, 1.5, 2.0 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรจำนวน 3 ซ้ำ จากนั้นนำกระดาษทดสอบ 
มาถ่ายภาพ และวัดค่าความเข้มสี RGB ของแต่ละความเข้มข้น 
ด้วยโปรแกรมประมวลผลภาพ เพ่ือนำมาสร้างกราฟระหว่างค่าสี 
RGB และความเข้มข้นเอนไซม์โคลีนเอสเตอเรสพบว่า กราฟท่ีได้ 
เป็นเส้นตรงโดยกระดาษทดสอบ Whatman no.1, 5 และ 40 
มีค่า R2 เท่ากับ 0.9167, 0.9097 และ 0.9832 ตามลำดับ พบว่า 
กระดาษทดสอบ Whatman no. 40 มีความเหมาะสม ในการ พัฒนา 
เป็นอุปกรณ์ตรวจวัดสำหรับตรวจวัดเอนไซม์โคลีนเอสเตอเรส 
ดังแสดงในภาพที่ (Figure) 3-5

Figure 3 Color intensity of Whatman no. 1 paper-based 
device after testing with acetylcholinesterase 
at various concentrations

Figure 4 Color intensity of Whatman no. 5 paper-based 
device after testing with acetylcholinesterase 
at various concentrations
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Figure 5 Color intensity of Whatman no. 40 paper-based 

device after testing with acetylcholinesterase 

at various concentrations

ผลการทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ (Method 

validation)

ผลการทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์โดยการสร้าง

กราฟระหว่างความเข้มข้นของเอนไซม์โคลีนเอสเตอเรสและค่า

การดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 412 นาโนเมตร พบว่ากราฟท่ีได้ 

เป็นกราฟเส้นตรง (สมการ y = 0.1503x + 0.2056) มีค่า R2 = 

0.9892 ดังแสดงในภาพที่ (Figure) 6

Figure 6 Results of acetylcholinesterase quantity 

analysis using microplate reader UV-vis 

spectrophotometry technique

ผลการประยุกต์ใช้กระดาษทดสอบในการคัดกรองความ

เสี่ยงต่อการสัมผัสสารออร์กาโนฟอสเฟตในกลุ่มเกษตรกร

ผลการวิเคราะห์ปริมาณเอนไซม์โคลีนเอสเตอเรสในเลือด

ของ กลุ่มตัวอย่างเกษตรกรด้วยกระดาษทดสอบจำนวน 40 คน 

พบว่า ร้อยละ 95 ของเกษตรกรกลุ่มตัวอย่างพบเอนไซม์โคลีน เอสเตอเรส 

ในเลือด เม่ือนำค่าสีท่ีวิเคราะห์ ได้จากโปรแกรม ประมวลผล ภาพ 

มาแทนค่าในสมการ พบว่า เอนไซม์โคลีนเอสเตอเรส มีค่าอยู่ 

ระหว่าง 0.39-1.97 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ดังแสดงในภาพที่ 

(Figure) 7

Figure 7 Paper-based device changes color after serum 

dripped from farmer's blood

อภิปรายผล
การพัฒนาอุปกรณ์ตรวจวัดบนกระดาษสำหรับตรวจวัด 

เอนไซม์โคลีนเอสเตอเรสจากการสัมผัสสารเคมีกำจัดศัตรูพืช 

กลุ่มออร์กาโนฟอสเฟตมาจากแนวคิดในการลดความซับซ้อน 

ของการทำการทดลองในห้องปฏิบัติการมาไว้ในกระดาษทดสอบที่ 

อาศัยคุณสมบัติของกระดาษกรองในการดูดซับของเหลวได้ และ 

มีเส้นใยเซลลูโลสในการยึดเกาะให้สารต่าง ๆ ได้ทำปฏิกิริยา ต่อกัน 

การทดสอบการเปล่ียนแปลงสีบนกระดาษกรอง (Paper-based 

device) ในการหาปริมาณของสารวิเคราะห์ท่ีสนใจเป็นวิธีท่ีได้รับ 

ความสนใจมากขึ้นในปัจจุบัน เนื่องด้วยข้อดีของกระดาษกรอง 

ที่มีราคาถูก หาซื้อได้ง่าย บาง เบา พกพาไปใช้งาน ได้สะดวก 

การเปลี่ยนสีสามารถมองเห็นได้ด้วยตาเปล่า และสามารถ นำ 

กระดาษกรองไปประยุกต์กับเทคนิคการอ่านค่าสีเพ่ือบ่งบอกถึง

ความเข้มข้นของสารวิเคราะห์ที่สนใจได้(15)

แม้ว่าในประเทศไทยมีการพัฒนากระดาษทดสอบสำหรับ

ใช้เป็นอุปกรณ์คัดกรองความเสี่ยงจากการสัมผัสสารเคมีกำจัด 

ศัตรูพืชกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟตที่มองเห็นการเปลี่ยนสีได้ด้วย 

ตาเปล่า (Screening test)(16) แต่อาจไม่สามารถระบุความเข้มข้น 

ของระดับ สารกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟตได้ การนำเทคโนโลยี 

การถ่ายภาพและการสร้างแถบสีมาตรฐานจึงเป็นแนวทางในการ 

พัฒนาอุปกรณ์ตรวจวัดบนกระดาษท่ีจะสามารถบอกถึงปริมาณ

เอนไซม์โคลีนเอสเตอเรสจากการสัมผัสสารเคมีกำจัดศัตรูพืช 

กลุ่มออร์กาโนฟอสเฟตได้ การทำปฏิกิริยาระหว่างสารเคมี 

5,5'-dithiobis (2-nitrobenzoic acid) (DTNB) และสารเคมี 

กำจัดศัตรูพืชกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟตทำให้เกิดปฏิกิริยายับยั้ง 

เอนไซม์อะเซติลโคลีนเอสเตอเรสเกิดการเปล่ียนสีจากไม่มีสีเป็น

สีเหลืองและความเข้มของสีแปรผันตามปริมาณของสารกลุ่ม 

ออร์กาโนฟอสเฟต(17) สามารถบ่งบอกถึงการรับสัมผัส สารเคมี 
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กำจัด ศัตรูพืชได้ การอ่านผลการทดสอบกรณีดูด้วยตาเปล่าถ้าพบ 

สารกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟตจะเห็นสีเหลืองบนกระดาษทดสอบ 

และจะเป็นสีเหลืองเข้มขึ้นตามความเข้มข้นที่พบแต่การดูด้วย 

ตาเปล่าจะไม่สามารถบอกถึงปริมาณที่ตรวจพบได้

การประยุกต์ใช้ผลการวัดค่าความเข้มสี RGB ในการวิเคราะห์ 

ทางเคมีเป็นวิธีท่ีใช้อย่างแพร่หลายในการรายงานค่าปริมาณความ 

เข้มข้นของสารที่ต้องการวิเคราะห์ปริมาณบนกระดาษ(18) และ 

การวัดความเข้มสี RGB จะนิยมใช้อุปกรณ์ดิจิทัล ในการถ่ายภาพ 

ผลการทดสอบบนกระดาษทดสอบท้ังกล้องถ่ายรูป เคร่ืองสแกน 

แต่ปัจจุบันโทรศัพท์มือถือเป็นอุปกรณ์ท่ีนิยมใช้มากท่ีสุด(19) การวัด 

ค่าสีทำได้โดยนำกระดาษทดสอบไปวางในตู้ถ่ายภาพที่มีแหล่ง 

แสงสว่างเดียวกันและระยะห่างในการวางกระดาษทดสอบกับ 

ระยะการถ่ายภาพจากโทรศัพท์มือถือที่เท่ากันทุกครั้งเพื่อ 

ให้ได้ภาพถ่ายที่มาจากสภาวะเดียวกัน จากนั้นนำภาพถ่าย 

กระดาษทดสอบ ไปวิเคราะห์ค่าความเข้มสี RGB ด้วยโปรแกรม 

ประมวลผลภาพ 

จากการทดสอบเพื่อคัดเลือกชนิดของกระดาษกรองที่ 

เหมาะสมในการนำไปพัฒนาเป ็นกระดาษทดสอบพบว่า 

Whatman no.40 มีค่า R2 = 0.9832 เมื่อเปรียบเทียบกับ 

กระดาษกรอง Whatman no.1 และ Whatman no. 5 จะเห็น 

ได้ว่า R2 ของกระดาษกรอง Whatman no.40 ให้ผลการ วิเคราะห์ 

ที่แม่นยำ และยอมรับได้มากกว่า อาจเนื่องมาจาก การทดลองนี้ 

เป็นการทดสอบการเปลี่ยนสีของสารละลายบนกระดาษกรอง 

กระดาษกรองที่มีความหนามากกว่าจะอุ้มน้ำได้ดีกว่ากระดาษ 

กรองที่บาง กระดาษกรอง Whatman no.1 มีความหนา 180 

ไมโครเมตร Whatman no.5 มีความหนา 200 ไมโครเมตร และ 

Whatman no.40 มีความหนา 210 ไมโครเมตร ดังน้ันกระดาษกรอง 

Whatman no.40 จึงมีความเหมาะสมที่จะนำไป ประยุกต์ใช้ 

เป็นตัวดูดซับในกระดาษทดสอบมากที่สุด

จากการวิเคราะห์ Ellman’s method ผลการวิเคราะห์ 

ปริมาณ เอนไซม์โคลีนเอสเตอเรส โดยสร้างกราฟ ระหว่าง 

ความเข้มข้นของเอนไซม์โคลีนเอสเตอเรสและค่าการดูดกลืน แสง 

ท่ีความยาวคล่ืน 412 นาโนเมตร พบว่ากราฟท่ีได้เป็น กราฟเส้นตรง 

(สมการ y = 0.1503x + 0.2056) มีค่า R2 = 0.9892 แสดงว่า 

การวิเคราะห์ด้วยเทคนิคดังกล่าวให้ผลการทดลองที่ยอมรับ 

ได้และมีความแม่นยำ เมื่อเปรียบเทียบกับการวิเคราะห์ ด้วย 

กระดาษทดสอบจากกระดาษกรอง Whatman no.40 ร่วมกับ 

การใช้โทรศัพท์มือถือเป็นอุปกรณ์ตรวจวัดพบว่า การวิเคราะห์ 

ทั้ง 2 วิธี มีค่าความแม่นยำที่ใกล้เคียงกันโดยพิจารณาจากค่า R2

ที่ได้ จากกราฟ
การคัดกรองความเส่ียงต่อการสัมผัสสารออร์กาโนฟอสเฟต 

ในกลุ่มเกษตรกรตำบลหน้าไม้ อำเภอลาดหลุมแก้ว จังหวัดปทุมธานี 
ท่ีมีการใช้สารเคมีกำจัดศัตรูพืชพบว่า กลุ่มตัวอย่างจำนวน 92 คน  

ยินยอมเข้าร่วมการคัดกรองความเสี่ยงด้วยกระดาษทดสอบ 
จำนวน 40 คน ดำเนินการเจาะเลือดแยกซีรัม และทำการทดสอบ 
บนกระดาษทดสอบจากนั้นถ่ายภาพด้วยโทรศัพท์มือถือและ 
วิเคราะห์ค่าสี RGB ด้วยโปรแกรมประมวลผลภาพวิเคราะห์ ปริมาณ 
ความเข้มข้นของเอนไซม์โคลีนเอสเตอเรสโดยนำค่าสี ไปแทนค่า 
ในสมการ y = -33.603x + 167.2 ผลการทดสอบพบว่า ร้อยละ 95  
ของเกษตรกรกลุ่มตัวอย่างพบเอนไซม์โคลีนเอสเตอเรสในเลือด 
มีค่าเอนไซม์โคลีนเอสเตอเรสในเลือดอยู่ระหว่าง 0.39-1.97 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร แสดงให้เห็นว่ากลุ่มตัวอย่างเกษตรกร 
มีความเส่ียงจากการรับสัมผัสสารเคมีกำจัดศัตรูพืชกลุ่มออร์กาโน 
ฟอสเฟต จากการศึกษาคร้ังน้ีสรุปได้ว่า การพัฒนาอุปกรณ์ตรวจวัด 
บนกระดาษสำหรับตรวจวัดเอนไซม์โคลีนเอสเตอเรสสามารถนำ
มาประยุกต์ใช้ในการตรวจคัดกรองการรับสัมผัสสารเคมีกำจัด 
ศัตรูพืชกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟตกับเกษตรกรท่ีสัมผัสสารเคมีกำจัด 
ศัตรูพืชในสารกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟตได้
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