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บทคัดย่อ

 อิมมูโนเซนเซอร์เป็นวิธีวิเคราะห์ที่อาศัยการจับกันระหว่างแอนติบอดีกับแอนติเจน ข้อดีของวิธีนี้คือ มีความจำเพาะสูง ใช้เวลา 

ในการวิเคราะห์น้อยและราคาถูก จากข้อดีดังกล่าวจึงทำให้ในปัจจุบันได้ประยุกต์อิมมูโนเซนเซอร์มาใช้สำหรับตรวจหาแบคทีเรียก่อโรค 

และสารเคมีอันตรายที่ตกค้างในอาหาร บทความนี้จะกล่าวถึงหลักการและการพัฒนาอิมมูโนเซนเซอร์สำหรับการวิเคราะห์ทางอาหาร

คำสำคัญ : อิมมูโนเซนเซอร์   อาหาร   แบคทีเรียก่อโรค   สารเคมีอันตราย 

Abstract

 Immunosensor is analytical method. It is based on the binding interaction between antibody and antigen. 

This method plays advantages in term of high specificity, short  analytical time and low cost. For these reasons, the 

immunosensor has been applied to detect pathogenic bacteria and hazard chemicals contaminated in food. The 

present review deals the principle and novel immunosensors developments  for application in food analysis.

Keywords : Immunosensor, food, pathogenic bacteria, hazard chemicals
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บทนำ
 ปจัจบุนัอตุสาหกรรมอาหาร โดยเฉพาะวงการอตุสาหกรรม 

อาหารส่งออกได้มีการตื่นตัวเรื่องการประกันคุณภาพอาหาร ทั้งนี้ 

เนื่องมาจากองค์การการค้าโลก ได้มีข้อกำหนดให้ประเทศสมาชิก 

มีมาตรฐานการผลิตอาหารให้ปลอดภัยบนพื้นฐานเดียวกัน ดังนั้น 

ระบบคณุภาพของอตุสากรรมอาหารในประเทศไทยจงึนำหลกัเกณฑ ์

และวิธีการที่ดีในการผลิตอาหาร (Good Manufacturing 

Practice: GMP) มาใชใ้นการผลติอาหาร และบางบรษิทัไดน้ำระบบ 

การวิเคราะห์อันตรายและจุดวิกฤตที่ต้องควบคุม (Hazard 

Analysis and Critical Control Point: HACCP) มาใช้เพื่อควบคุม

อันตรายจากกายภาพ (Physical hazard) สารชีวภาพ (Biological 

hazard) และจากสารเคม ี(Chemical hazard) ทีป่นเปือ้นในอาหาร  

เพื่อให้เกิดความปลอดภัยต่อผู้บริโภคและเพื่อยกระดับการส่งออก 

ของประเทศ อันตรายจากสารชีวภาพ เช่นแบคทีเรียที่ก่อโรค 

ในอาหาร วิธีทั่วไปที่ใช้สำหรับการตรวจหาปริมาณแบคทีเรียคือ 

วิธีการเพาะเลี้ยงเชื้อ ถึงแม้ว่าวิธีดังกล่าวจะมีความจำเพาะ 

(Selectivity) แต่มีขั้นตอนการวิเคราะห์หลายขั้นตอน ต้องใช้เวลา 

ในการวิเคราะห์นาน 4-5 วันและผู้วิเคราะห์ต้องมีเทคนิค และ 

ความชำนาญในการทำการวิเคราะห์ ส่วนวิธีวิเคราะห์สารเคมี 

อันตรายที่ปนเปื้อนในอาหาร ทั่วไปใช้วิธีที่ต้องอาศัยเครื่องมือ 

ขั้นสูง เช่น เครื่องโครมาโทกราฟชนิดของเหลวสมรรถนะสูง (High 

Performance Liquid Chromatography: HPLC) (Won et al., 

2011) แต่พบว่าวิธีที่ใช้เครื่องมือดังกล่าว จะต้องมีการเตรียม 

ตัวอย่างก่อนการวิเคราะห์เพื่อเพิ่มความเข้มข้นและลดผลของ 

ตัวรบกวนต่างๆ ทำให้สิ้นเปลืองสารเคมีและใช้เวลาในการ 

วิเคราะห์นาน จึงทำให้ได้มีการพัฒนาวิธีวิเคราะห์อิมมูโนเซนเซอร์ 

(Immunosensor) 

อิมมูโนเซนเซอร์
 อิมมูโนเซนเซอร์เป็นวิธีวิเคราะห์ที่อาศัยการจับกันอย่าง 

จำเพาะระหว่างแอนติบอดีกับแอนติเจน ถ้าต้องการตรวจหา 

แอนติเจน จะตรึงแอนติบอดีไว้บนตัวตรวจวัด ผลจากการจับกัน 

ทำใหส้มบตัทิางกายภาพหรอืทางเคมเีปลีย่นไป เชน่ สมบตัทิางมวล 

และตรวจวัดการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นด้วยตัวตรวจวัด (Detector) 

สัญญาณตอบสนองที่วัดได้จะสัมพันธ์กับปริมาณของสารที่ต้องการ 

วิเคราะห์ ดังภาพที่ 1

การจับกันระหว่างแอนติบอดีและแอนติเจน
 แอนติบอดี หรือ อิมมูโนโกลบูลิน (Immunoglobulin) 

เป็นโปรตีนขนาดใหญ่ที่พบได้ในเลือดและส่วนน้ำอื่นๆ ของร่างกาย 

แอนติบอดีมีทั้งหมด 5 ชนิด คือ IgA IgD IgE IgG และ IgM 

ส่วนใหญ่ในอิมมูโนเซนเซอร์ใช้แอนติบอดีประเภท IgG (Killard 

et al., 1995) ส่วนประกอบพื้นฐานของแอนติบอดี ดังภาพที่ 2  

มีรูปร่างคล้ายตัววาย (Y shape) ประกอบด้วยสายพอลิเปปไทด์ 

4 สาย คือ พอลิเปปไทด์ที่มีขนาดใหญ่ (Heavy chain) 2 สาย  

และพอลิเปปไทด์ที่มีขนาดเล็ก (Light chain) 2 สาย แต่ละสาย 

เชื่อมต่อกันด้วยพันธะไดซัลไฟด์ (Disulfide bond) ส่วนโคนของ 

ตัววายในโมเลกุลแอนติบอดี เรียกว่า Constant region จะบ่งบอก 

ถงึชนดิของแอนตบิอด ีและสว่นปลายของตวัวาย เรยีกวา่ Variable 

region เปน็ตำแหนง่ทีใ่ชจ้บักบัแอนตเิจนจะมคีวามหลากหลายมาก 

ไม่เหมือนกัน ทำให้แอนติบอดีจำเพาะต่อแอนติเจนแต่ละชนิด 

แอนติเจนและแอนติบอดีจับกันด้วยแรงอ่อนๆ ซึ่งไม่ใช่พันธะ 

โควาเลนต์ (Non-covalent) ได้แก่ แรงจากประจุไฟฟ้า (Electrostatic 

force) แรงจากพันธะไฮโดรเจน (Hydrogen bond) แรงผลัก 

ระหว่างโมเลกุลที่ไม่มีขั้วกับโมเลกุลของน้ำ (Hydrophobic 

ภาพที่ 1 หลักการของอิมมูโนเซนเซอร์ แอนติเจนจับกับแอนติบอดี ผลทำให้สมบัติทางกายภาพและทางเคมีเปลี่ยนไป และตรวจวัด 

  การเปลี่ยนแปลงดังกล่าวด้วยตัวตรวจวัด  (Luppa et al., 2001)
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interaction) และแรงวานเดอร์วาลส์ (Van der Waals force)  

นอกจากเกิดจากแรง 4 อย่างที่กล่าวมาแล้ว การจับกันระหว่าง 

แอนติบอดีและแอนติเจนยังขึ้นอยู่กับลักษณะโครงสร้างของ 

แอนติบอดีและแอนติเจน ถ้าโครงสร้างโมเลกุลตรงส่วนที่ใช้จับกัน

ของทั้งแอนติบอดีและแอนติเจนเข้ากันได้ดี (Complementary) 

แอนติบอดีและแอนติเจนก็จะจับกันได้แน่นยิ่งขึ้นเรียกการจับกัน 

แบบนี้ว่าแม่กุญแจและลูกกุญแจ (Lock and key) จึงทำให้อิมมูโน 

เซนเซอร์มีความจำเพาะสูง (Killard et al., 1995) การที่แอนติเจน 

และแอนตบิอดจีบักนัดว้ยพนัธะทีไ่มใ่ชโ่ควาเลนต ์ซึง่เปน็พนัธะทีอ่อ่น 

สามารถทำลายไดด้ว้ยสารละลายเบส กรด หรอืเกลอื ทำใหส้ามารถ 

กำจดัแอนตเิจนออกจากแอนตบิอดไีด ้ยงัคงเหลอืเฉพาะแอนตบิอด ี

ที่ถูกตรึงไว้บนตัวตรวจวัด เพราะแอนติบอดีถูกตรึงบนตัวตรวจวัด 

ด้วยพันธะโควาเลนต์ ซึ่งเป็นพันธะที่แข็งแรงไม่สามารถทำลาย

ได้ด้วยสารเคมี เมื่อแอนติเจนหลุดออกไป จึงทำให้สามารถนำ 

แอนติบอดีมาใช้ซ้ำได้ (Reuse) เพื่อตรวจหาแอนติเจนในครั้งต่อๆ

ไปได้อีก (Sardinha et al., 2002)

ประเภทของอิมมูโนเซนเซอร์ (Jiang et al., 2008)

 อิมมูโนเซนเซอร์สามารถแบ่งประเภทหลักๆ ได้ 3 ประเภท

 1. อมิมโูนเซนเซอรแ์บบตรง (Direct immunosensor) 

 อิมมูโนเซนเซอร์แบบตรง อาศัยหลักการจับกันระหว่าง 

แอนตบิอดกีบัแอนตเิจน ทำใหส้มบตัทิางกายภาพ เชน่ คา่ดชันหีกัเห 

ของแสง หรือมวลเปลี่ยนไป และวัดการเปลี่ยนแปลงดังกล่าวด้วย 

ตัวตรวจวัดที่เหมาะสม ดังภาพที่ 3a ข้อดีของอิมมูโนเซนเซอร์ 

แบบตรงคือ เป็นวิธีที่ง่าย แต่มีข้อจำกัด คือตัวตรวจวัดจะต้องมี 

ความไวของการวิเคราะห์สูง เพราะการเปลี่ยนแปลงที่เกิดจากการ 

จับกันระหว่างแอนติบอดีกับแอนติเจนน้อย ตัวตรวจวัดต้องมี 

ประสิทธิภาพสูงพอที่จะตรวจวัดการเปลี่ยนแปลงดังกล่าวที่ 
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ภาพที่ 3 ประเภทของอิมมูโนเซนเซอร์ โดยตรึงแอนติบอดีไว้บนตัวตรวจวัด เพื่อวิเคราะห์หาปริมาณแอนติเจน (a) แบบตรง สามารถ  

  วิเคราะห์หาแอนติเจนได้โดยตรง (b) แบบแข่งขัน โดยใช้แอนติเจนติดฉลากด้วยเอนไซม์ และ (c) แบบแซนด์วิช อาศัยการ 

  ตรวจวัดจากแอนติบอดีที่ติดฉลากด้วยเอนไซม์ (Ricci et al., 2007)

ภาพที่ 2 โครงสรา้งของแอนตบิอด ีประกอบดว้ยสายพอลเิปปไทด ์ 

  ขนาดใหญ ่2 สายและพอลเิปปไทดท์ีม่ขีนาดเลก็ 2 สาย  

  (ที่มา: Killard et al., 1995)
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เกิดขึ้นได้ หรือสารที่ต้องการวิเคราะห์ต้องมีมวลโมเลกุลสูงเพื่อ 

ให้เกิดการเปลี่ยนแปลงมากขึ้น เช่น การวิเคราะห์หาปริมาณ 

Salmonella typhimurium ในน้ำนม (Pournaras et al., 

2008)

 2. อิมมูโนเซนเซอร์แบบแข่งขัน (Competitive 

immunosensor)

 หลักการของอิมมูโนเซนเซอร์แบบแข่งขัน (ภาพที่ 3b) 

ตรึงแอนติบอดีไว้บนตัวตรวจวัด จากนั้นเติมแอนติเจน (สารที่ 

ต้องการวิเคราะห์) และแอนติเจนที่ติดฉลากด้วยสารติดฉลาก เช่น 

เอนไซม์ ทั้งแอนติเจนและแอนติเจนที่ติดฉลากจะแข่งขันกันเพื่อ 

เขา้จบักบัแอนตบิอดทีีถ่กูตรงึอยูบ่นตวัตรวจวดั สามารถหาปรมิาณ 

แอนติเจนที่ต้องการวิเคราะห์ได้จากสารติดฉลากที่ติดอยู่กับ 

แอนติเจน สัญญาณที่ได้จะแปรผกผันกับปริมาณของแอนติเจน 

ที่ต้องการวิเคราะห์ที่มีอยู่ในตัวอย่าง ข้อดีของอิมมูโนเซนเซอร์แบบ 

แข่งขันเหมาะสำหรับวิเคราะห์หาแอนติเจนที่มีมวลโมเลกุลน้อย 

เช่น การวิเคราะห์หาปริมาณยาฆ่าแมลงในไวน์แดง (Valera et al., 

2010)

 3.  อิมมูโนเซนเซอร์แบบแซนด์วิช (Sandwich immu-

nosensor)

 อิมมูโนเซนเซอร์แบบแซนด์วิช เป็นการตรวจวัดทางอ้อม 

โดยตรึงแอนติบอดีไว้บนตัวตรวจวัดเพื่อจับกับแอนติเจน จากนั้น 

เติมแอนติบอดีที่ถูกติดฉลากด้วยสารติดฉลาก แอนติบอดีนี้จะไป 

จับกับปลายอีกข้างหนึ่งของแอนติเจนอีกครั้งหนึ่ง ดังภาพที่ 3c 

ลักษณะการจับของแอนติเจนกับแอนติบอดีสองตัว จึงเรียก 

อิมมูโนเซนเซอร์ประเภทนี้ว่า แซนด์วิช และตรวจหาสารที่ต้องการ 

วิเคราะห์โดยติดตามจากสารติดฉลากซึ่งจะสัมพันธ์กับปริมาณ 

แอนติเจน อิมมูโนเซนเซอร์ประเภทนี้จะให้ความไวของการ

วิเคราะห์สูงและสามารถตรวจหาสารที่มีมวลโมเลกุลต่ำได้ 

เช่นการวิเคราะห์หาปริมาณ Staphylococcal Enterotoxin B  

ในน้ำผลไม้ (Yang et al., 2008)

ตัวตรวจวัด (Detector)
 ตัวตรวจวัดทำหน้าที่ตรวจวัดสมบัติทางกายภาพหรือทาง 

เคมีที่เปลี่ยนไป เมื่อแอนติบอดีจับกับแอนติเจน ตัวตรวจวัดที่ดี 

ต้องมีความไวของการวิเคราะห์ (Sensitivity) และความจำเพาะสูง 

ตวัตรวจวดัทีน่ยิมใชใ้นอมิมโูนเซนเซอรไ์ดแ้ก ่ตวัตรวจทางเคมไีฟฟา้ 

ทางแสง และทางมวล

 1. ตัวตรวจวัดทางเคมีไฟฟ้า

 ตัวตรวจวัดทางเคมีไฟฟ้า เป็นเทคนิคที่วัดศักย์ไฟฟ้าหรือ 

กระแสไฟฟ้าที่เปลี่ยนไป เมื่อเกิดการจับกันของแอนติเจนกบัแอนติ

บอด ีเทคนคิทางเคมไีฟฟา้ทีน่ำมาประยกุตใ์ชเ้ปน็ตวัตรวจวดัสำหรบั

อิมมูโนเซนเซอร์ เช่น เทคนิคแอมเพอร์โรเมตริก (Amperometric)  

และโพเทน-ชิโอเมตริก (Potemtiometric) ส่วนใหญ่เทคนิคแอม 

เพอร์โรเมตริกเป็นตัวตรวจวัดที่นิยมใช้ในอิมมูโนเซนเซอร์ เพราะ 

ให้ความไวของการวิเคราะห์สูง มีความจำเพาะและราคาถูก (Ricci 

et al., 2007) เทคนิคแอมเพอร์โรเมตริกเป็นการให้ศักย์ไฟฟ้า 

เฉพาะตัว เพื่อให้เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันหรือรีดักชัน ผลทำให้ม ี

อิเล็กตรอนเคลื่อนที่ระหว่างสารละลายกับผิวหน้าของขั้วไฟฟ้า 

ทำงาน วัดค่ากระแสไฟฟ้า (i) ที่เกิดขึ้น จะสัมพันธ์กับความเข้มข้น 

ของสารที่ต้องการวิเคราะห์ (C) ดังสมการที่ 1 (Jiang et al., 

2008)

 i = ZFkmC                        (1)

เมื่อ Z และ F คือค่าคงที่ และ km คือ สัมประสิทธิ์การถ่ายเทมวล   

เทคนิคแอมเพอร์โรเมตริกจะต้องอาศัยสารติดฉลาก เช่น เอนไซม์ 

Horseradish peroxidase (HRP) และตรวจวัดผลิตภัณฑ์ที่ได้ 

จากปฏิกิริยาของเอนไซม์ โดยใช้สารช่วยส่งผ่านอิเล็กตรอน เช่น  

3,3 ’, 5,5 ’-Tetramethylbenzidine dihydrochloride (TMB) 

เพือ่สง่ผา่นอเิลก็ตรอนจากสารละลายไปยงัขัว้ไฟฟา้ทำงาน (Salam 

et al., 2009) ดังภาพที่ 4 

ภาพที่ 4 อิมมูโนเซนเซอร์แบบแซนด์วิช เพื่อวิเคราะห์หาปริมาณ  

 Salmonella โดยติดฉลากแอนติบอดีด้วยเอนไซม์ HRP  

 และใช ้H2O2 เปน็สารซบัสเตรต ผลจากปฏกิริยิาของเอนไซม ์ 

 จะได้กระแสไฟฟ้าเกิดขึ้น และสามารถตรวจวัดด้วยเทคนิค 

 แอมเพอร์โรเมตริก (ที่มา: Salam et al., 2009)

 2. ตัวตรวจวัดทางแสง

 เซอร์เฟสพลาสมอลเรโซแนนซ์ (Surface plasmon 

resonance; SPR) เปน็ตวัตรวจวดัทางแสงทีว่ดัการเปลีย่นแปลงดชันี

หกัเหของแสงบนผวิของแผน่ทองบาง ถา้ตอ้งการตรวจหาแอนตเิจน 

จะตรึงแอนติบอดีไว้บนผิวทองบางซึ่งเคลือบบนปริซึม (Prism) 
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ดังภาพที่ 5 เมื่อแอนติเจนจับกับแอนติบอดีที่บริเวณผิวหน้าของ 

ตัวตรวจวัด ทำให้ดัชนีหักเหของแสงเปลี่ยนไป ซึ่งเกิดจากมวลที ่

เพิ่มขึ้นหลังจากแอนติเจนจับกับแอนติบอดี ดัชนีหักเหของแสงจะ 

แปรผันตรงตามความเข้มข้นของสารที่ต้องการตรวจวัด

ภาพที่ 5 อิมมูโนเซนเซอร์แบบตรง เพื่อวิเคราะห์หาปริมาณ E.  

  coli โดยตรึงแอนติบอดีของ E. c oli ไว้บนผิวหน้าของ  

  แผ่นทอง เมื่อมีการจับกันระหว่างแอนติเจนกับ 

  แอนติบอดี ทำให้ค่าดัชนีหักเหของแสงเพิ่มขึ้น ด้วย  

  เทคนิคเซอร์เฟสพลาสมอลเรโซแนนซ์ (ที่มา: Baccar  

  et al., 2010)

 3. ตัวตรวจวัดทางมวล

 ตวัตรวจวดัทีต่รวจวดัการเปลีย่นแปลงทางมวล เชน่ ควอตส ์

คริสตัลไมโครบาลานส์ (Quartz crystal microbalance ; QCM) 

นำมาใช้เป็นตัวตรวจวัดในอิมมูโนเซนเซอร์ (ภาพที่ 6) ใช้หลักการ 

ตรึงแอนติบอดีบนผลึกควอตส์ เพื่อตรวจหาแอนติเจน เมื่อให้ 

พลังงานภายนอกแก่ผลึกควอตส์ทำให้เกิดการสั่น โดยความถี่ของ

การสั่นจะขึ้นอยู่กับมวล เมื่อแอนติเจนจับกับแอนติบอดีที่ถูกตรึง 

อยูบ่นผลกึควอตส ์ทำใหม้วลเพิม่ขึน้ ความถีข่องการสัน่กจ็ะเปลีย่น 

ไปด้วย ความสัมพันธ์ระหว่างมวลกับความถี่ ดังสมการที่ 2 (Lin & 

Tsai, 2003)

 ∆F = (-2.3×10-6) f0
2                   (2)

F คือ ความถี่ที่เปลี่ยนไปเมื่อแอนติเจนจับกับแอนติบอดี ƒ0 คือ  

ความถี่ของควอตส์ M คือมวลที่เปลี่ยนไปหลังแอนติเจนจับกับ 

แอนติบอดี และ A คือ พื้นที่ผิวของควอตส์

การประยุกต์อิมมูโนเซนเซอร์สำหรับตรวจหาจุลินทรีย์ 

และสารพิษที่เกิดจากจุลินทรีย์
Escherichia coli 

 Escherichia coli  หรอื E. coli  เปน็แบคทเีรยีในกลุม่โคลฟิอรม์  

พบได้ทั่วไปโดยเฉพาะในทางเดินอาหารของมนุษย์และสัตว์จึง 

ใช้ E. coli เป็นแบคทีเรียเพื่อชี้บ่งสุขลักษณะของอาหารและ 

เครื่องดื่ม วิธีตรวจวัดหาปริมาณ E. coli ที่ใช้ทั่วไปคือวิธีการเพาะ 

เลีย้งเชือ้ ประกอบดว้ยหลายขัน้ตอนใชเ้วลาในการวเิคราะห ์4-5 วนั 

จึงได้มีการประยุกต์ใช้อิมมูโนเซนเซอร์เพื่อวิเคราะห์หาปริมาณ 

E. coli ในตัวอย่างอาหารต่างๆ เช่น การวิเคราะห์หา E. coli  

(แอนติเจน) ในตัวอย่างอาหาร ได้แก่ ตัวอย่างนม เนื้อหมู เนื้อวัว 

และข้าว ด้วยอิมมูโน-เซนเซอร์แบบตรง พบว่าให้ช่วงความเป็น 

เส้นตรงในช่วงความเข้มข้น 1.7×105 - 8.7×107 CFU/ml ให้ 

ขีดจำกัดการตรวจวัดที่ความเข้มข้น 1.7×105 CFU/ml และ 

ใช้เวลาในการวิเคราะห์เพียง 20-30 นาที แต่ยังมีข้อจำกัดคือ 

ให้ขีดจำกัดการตรวจวัดสูง (Kim & Park, 2003)  

Salmonella 

 Salmonella เป็นแบคทีเรียแกรมลบ ที่ก่อโรคแก่มนุษย์ 

และสัตว์เลือดอุ่น เช่น โรคระบบทางเดินอาหาร ไข้ไทฟอยด์ 

หรือติดเชื้อในกระแสเลือด (Yan et al., 2003) เป็นต้น Su 

และคณะ (2001) ได้วิเคราะห์หา Salmonella enteritidis  

ในเนื้อไก่และไข่ขาว โดยใช้เทคนิคอิมมูโนเซนเซอร์แบบตรงและ 

ใช้ตัวตรวจวัดทางแสง พบว่าวิธีนี้มีความจำเพาะสูง ไม่มีผลรบกวน 

จาก Salmonella สายพันธ์ุอื่นๆ เช่น S. java, S. hadar และ S. 

haardt และผลการทดลองที่ได้จากวิธีนี้สอดคล้องกับชุดทดสอบ 

IDEXX แต่วิธีนี้มีข้อดีกว่าคือใช้เวลาวิเคราะห์น้อย (15 นาที) 

และราคาถูกกว่า นอกจากนี้ได้มีการนำอนุภาคเหล็กมาพัฒนา 

เทคนคิอมิมโูนเซนเซอรเ์พือ่ตรวจหา Salmonella ในนม (Liebana 

et al., 2009) ประกอบด้วย 3 ขั้นตอน ดังภาพที่ 7 ขั้นที่หนึ่ง (a) 

ขั้นแยก Salmonella ออกจากนม โดยตรึง anti-Salmonella 

ไว้บนอนุภาคเหล็ก จากนั้นนำไปใส่ในตัวอย่างนม Salmonella 

ในนมจะไปจับกับ anti-Salmonella ที่ถูกตรึงอยู่บนอนุภาคเหล็ก 

ขั้นที่สอง (b) ขั้นการจับกันระหว่าง Salmonella กับ anti-

Salmonella ที่ติดฉลากด้วย HRP แยกอนุภาคเหล็กที่ได้จาก 
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ภาพที่ 6 อิมมูโนเซนเซอร์แบบตรงโดยใช้เทคนิค ควอตส์คริสตัล  

  ไมโครบาลานส์ เพื่อวิเคราะห์หาปริมาณ E. coli (ที่มา:  

  Kin & Park, 2003)
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ขั้นที่หนึ่งออกจากนมโดยใช้แม่เหล็กภายนอกดูดออก แล้วเติม 

anti-Salmonella ทีต่ดิฉลากดว้ย HRP เพือ่ไปจบักบั Salmonella  

ที่อยู่บนอนุภาคเหล็ก ขั้นที่สาม (c) ขั้นการตรวจวัดทางเคมีไฟฟ้า 

โดยเตมิไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด ์เพือ่ใชเ้ปน็สารซบัสเตรตในการเกดิ 

ปฏกิริยิา และใช ้ hydroquinone (HQ) เปน็ตวัชว่ยสง่ผา่นอเิลก็ตรอน 

ให้ศักย์ไฟฟ้าที่ -100 mV แก่ขั้วไฟฟ้าทำงาน วัดค่ากระแสที่เกิดขึ้น 

จะสัมพันธ์กับปริมาณของ Salmonella ในนม วิธีนี้ให้ช่วง 

ความเข้มข้น 5×103 - 7.5×103 CFU/ml และขีดจำกัดการ 

ตรวจวัดต่ำมากเพราะในขั้นที่หนึ่งเป็นทั้งขั้นแยกและเพิ่มความ 

เขม้ขน้ Salmonella ในตวัอยา่งกอ่นวเิคราะห ์ถา้ใชเ้วลาในการแยก 

6 ชั่วโมง จะได้ขีดจำกัดการตรวจวัดคือ 1.45 CFU/ml และถ้า 

ใช้เวลาในการแยก 8 ชั่วโมง จะให้ขีดจำกัดการตรวจวัดต่ำถึง 

0.108 CFU/ml แต่วิธีนี้ยังมีข้อจำกัดคือมีขั้นตอนการวิเคราะห์ 

ที่ซับซ้อน จึงทำให้ใช้เวลาในการวิเคราะห์นาน

Staphylococcal enterotoxin

 Staphylococcal enterotoxin (SE) เป็นสารพิษประเภท 

พอลีเปปไทด์สายโซ่เดียว มีมวลโมเลกุลต่ำ (Mr = 27.5-30 kDa) 

(Strachan et al., 1997) ที่เกิดจากแบคทีเรีย Staphylococcus 

aureus ซึ่งเป็นแบคทีเรียที่ทนความร้อนได้สูง ความร้อนที่ใช้ปรุง 

อาหารไมส่ามารถทำลายได ้SE มหีลายชนดิ เชน่ SEA, SEB และ SEC 

เปน็ตน้ การประยกุต ์อมิมโูนเซนเซอรเ์พือ่วเิคราะห ์หาปรมิาณ SE เชน่ 

การตรวจหา SEB ในตัวอย่างนมสด นมไขมันต่ำและนมที่ไม่มีไขมัน 

ด้วยอิมมูโนเซนเซอร์แบบตรง ใช้ควอตส์คริสตัลไมโครบาลานส์  

เป็นตัวตรวจวัด (Lin & Tsai, 2003) ให้ช่วงความเป็นเส้นตรงที่ 

ความเขม้ขน้ 2.5 - 60 μg/ml ใหค้วามเขม้ขน้ตำ่สดุทีส่ามารถตรวจวดั 

ได้ที่ความเข้มข้น 2.5 μg/ml และให้เปอร์เซ็นต์การได้กลับคืน 

111% แต่พบว่างานวิจัยนี้ยังให้ขีดจำกัดการตรวจวัดที่สูง เพราะ 

อิมมูโนเซนเซอร์แบบตรง ไม่เหมาะสำหรับตรวจวัดสารที่มีมวล 

โมเลกุลต่ำ

การประยุกต์อิมมูโนเซนเซอร์สำหรับตรวจหาสารเคมี 

อันตราย
ยาปฏิชีวนะ  

 ยาปฏิชีวนะใช้สำหรับรักษาสัตว์ที่เป็นโรคที่เกิดหรือใช้ 

เพื่อชะลอการเน่าเปื่อยของเนื้อสัตว์ ซึ่งปริมาณยาที่ตกค้างอยู่ใน 

กล้ามเนื้อหรือนมของสัตว์ อาจทำให้เกิดอันตรายต่อสุขภาพของ 

มนษุย ์ถา้ไดร้บัเขา้สูร่า่งกายในปรมิาณทีม่ากเกนิกวา่เกณฑท์ีก่ำหนด 

ตัวอย่างการประยุกต์ใช้อิมมูโนเซนเซอร์เพื่อวิเคราะห์หาปริมาณ 

ยาปฏิชีวนะ ในงานวิจัยนี้สามารถตรวจหายาปฏิชีวนะ ได้แก่ 

florefenicol amine, florefenicol, thiamphenicol และ 

choramphenicol ในเนือ้กุง้ ไดพ้รอ้มกนัในเวลาเดยีวกนั (Dumont 

et al., 2006) ใช้เซอร์เฟสพลาสมอลเรโซแนนซ์เป็นตัวตรวจวัด 

ซึ่งประกอบด้วยช่องตรวจวัด 4 ช่อง ในแต่ละช่องตรึงยาปฏิชีวนะ 

แต่ละชนิดไว้ เมื่อแอนติเจนและแอนติบอดีของยาปฏิชีวนะ 

แตล่ะชนดิจบักนั สามารถวดัสญัญาณตอบสนองของยาปฏชิวีนะใน 

แตล่ะชอ่ง ทำใหส้ามารถวเิคราะหป์รมิาณหรอืตรวจสอบยาปฏชิวีนะ 

ทั้ง 4 ชนิดได้ในเวลาเดียวกัน โดยใช้เวลาวิเคราะห์เพียง 10 นาที

ยาฆ่าแมลง

 ปัจจุบันได้มีการนำยาฆ่าแมลงมาใช้ในการเกษตรเพิ่มขึ้น 

ทำใหม้กีารตกคา้งในผลผลติทีไ่ด ้อะทราซนี (Atrazine) เปน็สารเคม ี

สังเคราะห์ที่ใช้สำหรับกำจัดวัชพืชในไร่ข้าวโพด อ้อย หรือสับปะรด  

ได้มีการนำอิมมูโนเซนเซอร์แบบแข่งขัน มาใช้ในการตรวจหา 

อะทราซนีทีต่กคา้งในไวนผ์ลไม ้โดยใชห้ลกัการของอมิมโูนเซนเซอร์

ภาพที่ 7 เทคนิคอิมมูโนเซนเซอร์สำหรับตรวจหา Salmonella  

  ในนมโดยอาศัยอนุภาคเหล็ก (ที่มา: Liebana et al.,  

  2009)
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แบบแขง่ขนั ใชอ้นภุาคนาโนทองเปน็สารตดิฉลาก และตรวจวดัดว้ย

เทคนคิทางเคมไีฟฟา้ วดัคา่การนำไฟฟา้ทีเ่ปลีย่นไป (Valera et al., 

2008) ใหช้ว่งความเขม้ขน้ที ่0.1-1 μg/l ไดม้กีารกำหนดความเขม้ขน้  

สูงสุดที่ตกค้างในไวน์ได้ไม่เกิน 100 μg/l จึงทำให้สามารถเจือจาง 

ตวัอยา่งกอ่นวเิคราะหไ์ด ้ถงึ 50 เทา่ ทำใหไ้มม่ผีลรบกวนจากสารอืน่ๆ 

ทีม่อียูใ่นไวนข์าว แตย่งัมขีอ้จำกดัสำหรบัไวนแ์ดงพบวา่สารอืน่ๆ ทีม่ี

อยู่ในไวน์แดงสามารถส่งผลรบกวนต่อวิธีวิเคราะห์นี้ได้

อะฟลาทอกซิน (Aflatoxins)

 อะฟลาทอกซินเป็นสารพิษที่สร้างจากเชื้อรา อันได้แก่ 

เชื้อรากลุ่ม Aspergillus flavus และ Aspergillus parasiticus  

(Scott, 1995) เกดิขึน้ตามธรรมชาต ิและปนเปือ้นในผลติภณัฑข์อง 

พืชและสัตว์ ทนต่ออุณหภูมิสูงถึง 250°C เมื่อนำมาปรุงอาหารจึง 

ไมส่ามารถทำลายพษิของอะฟลาทอกซนิได ้จงึทำใหอ้ะฟลาทอกซนิ 

สามารถตกค้างเป็นอันตรายต่อตับและก่อพิษแก่ผู้บริโภคได้ 

เป็นสาเหตุให้เกิดมะเร็งตับ อะฟลา-ทอกซินแบ่งออกได้หลายชนิด 

เช่น อะฟลาทอก-ซิน บี1 บี2 จี1 และ เอ็ม1 เป็นต้น Micheli  

และคณะ (2005) ไดว้เิคราะหห์าอะฟลาทอกซนิ เอม็1 ในนม โดยใช ้

อิมมูโนเซนเซอร์แบบแข่งขันและใช้เทคนิคแอมเพอร์โรเมตริกเป็น  

ตัวตรวจวัด และมีเอนไซม์ HRP เป็นสารติดฉลาก พบว่าในการ 

วิเคราะห์หาอะฟลาทอกซิน เอ็ม1 ในตัวอย่างนม ไม่ต้องมีขั้นตอน 

การสกัด สามารถนำตัวอย่างนมมาวิเคราะห์ได้โดยตรง ผลการ 

วิเคราะห์ที่ได้เมื่อเปรียบกับวิธีทั่วไป พบว่าให้ผลสอดคล้องกัน 

แต่วิธีนี้มีข้อดีกว่าวิธีทั่วไปคือให้ขีดจำกัดการตรวจวัดที่ดีกว่าและ 

ใช้เวลาการวิเคราะห์น้อยกว่า

สรุป
 จากข้อดีของอิมมูโนเซนเซอร์ประกอบกับการพัฒนางาน 

วิจัยด้านอิมมูโนเซนเซอร์ทำให้อิมมูโนเซนเซอร์ประสบความสำเร็จ

เป็นอย่างยิ่งในการประยุกต์ใช้สำหรับการวิเคราะห์ต่างๆ ในอาหาร 

เพื่อควบคุมคุณภาพอาหาร และแนวโน้มการพัฒนางานวิจัยใน 

อนาคตพยายามที่จะทำให้เครื่องตรวจวัดมีขนาดเล็กลง เพื่อลด 

ปริมาณของสารเคมีและตัวอย่าง ลดขั้นตอนการวิเคราะห์ เพื่อทำ

ให้ลดเวลาในการวิเคราะห์และลดค่าใช้จ่ายได้ และยังมุ่งเน้นที่จะ 

เพิ่มความไวของการวิเคราะห์ให้สูงขึ้น เพื่อให้สามารถวิเคราะห์ 

ปริมาณสารได้ต่ำถึงความเข้มข้นตามเกณฑ์มาตรฐานปริมาณที่ 

หน่วยงานต่างๆ กำหนดไว้
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