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บทคัดย่อ 
ในการตรวจสอบคุณสมบติัของอิเล็กโทรดสองชนิดคือ ชนิดท่ีเป็น glassy carbon 

electrode (GCE) และชนิด platinum electrode (PTE)  โดยวธีิการมาตรฐานทางเคมีไฟฟ้าทัว่ไปคือ
วธีิ cyclic voltammetry (CV) ในระบบอิเล็กโตรไลทม์าตรฐาน K3Fe(CN)6 ที pH 7.0 เพื่อการ
ตรวจสอบการแลกเปล่ียนประจุของ ferri-ferro ion  พบวา่อิเล็กโทรดทั้งสองชนิดมีความสามารถใน
การตรวจวดัสัญญาณไฟฟ้าไดดี้ทดัเทียมกนั แมว้า่อาจมีรูปแบบของกราฟ CV ต่างกนัออกไป เม่ือท า
การดดัแปลงขั้วอิเล็กโทรดโดยใชส้ารท่ีเป็นโพลิเมอร์ธรรมชาติไคโตซาน (chitosan-modified 
electrode) ทั้งท่ีเป็นชนิด 85% DD และ 95% DD และตรวจวดัดว้ยวธีิ cyclic voltammetry (CV) และ
วธีิ differential pulse votammetry (DPV) ก็พบวา่อิเล็กโทรดดดัแปลงดงักล่าวยงัคงความสามารถใน
การน าไฟฟ้าท่ีสามารถตรวจวดัไดใ้นรูปแบบเฉพาะตวัของกราฟ CV และ DPV ของchitosan-
modified GCE และ chitosan-modified PTE นอกจากน้ีผลการตรวจภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์แรง
อะตอม และการตรวจวดัสัญญาณชีวภาพของดีเอ็นเอทางเคมีไฟฟ้าแบบ CV กบั DPV บ่งช้ีว่า
อิเล็กโทรดท่ีดดัแปลงดว้ยสารไคโตซานเหล่าน้ี ยงัมีความสามารถในการตรึงดีเอ็นเอ SCWL-DNA 
ไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพและมีเสถียรภาพสูง ส าหรับผลการศึกษาพฤติกรรมของดีเอ็นเอ SCWL-
DNA ท่ีตรึงอยูบ่น chitosan-modified GCE ดว้ยการติดฉลากสาร methylene blue (MB) ซ่ึงใชเ้ป็นสาร 
DNA intercalator และดชันีการตอบสนองอยา่งจ าเพาะเจาะจงของดีเอน็เอ ในระบบ supporting 
electrolyte ท่ีเป็น 20 mM tris buffer saline (TBS) pH 7.0 แสดงใหเ้ห็นวา่สามารถใชร้ะบบการติด
ฉลากน้ีส าหรับการตรวจวดัดีเอน็เอในเชิงปริมาณได ้  และจากการทดสอบกบั SCWL-DNA ท่ีระดบั
ความเขม้ขน้ต่างๆ ก็พบวา่มีความสัมพนัธ์อยา่งเป็นสัดส่วนกนัระหวา่งความเขม้ขน้ของดีเอ็นเอ กบั
ระดบัของกระแสไฟฟ้าท่ีวดัได ้ ณ ศกัยไ์ฟฟ้าท่ีเป็นต าแหน่งจ าเพาะระหวา่งปฏิกิริยาของดีเอน็เอกบั
สาร MB คือ ณ ศกัยไ์ฟฟ้าท่ี -0.25 V ในท่ีน้ีจึงท าใหไ้ดค้่า EC50 ของ SCWL-DNA ท่ีตรึงอยูบ่นพื้นผวิ 
chitosan-modified GCE ขนาดรัศมี 2 mm ไดเ้ท่ากบั 1.38344 E-21 ng และยงัสามารถเทียบหาหา
ความเขม้ขน้ของดีเอ็นเอ ไดจ้ากค่าความสัมพนัธ์ในเชิงเส้นตรงระหวา่งระดบัความเขม้ขน้ของ
สารละลายดีเอน็เอเม่ือเทียบเป็นค่า log ความเขม้ขน้ กบัค่ากระแส peak ของ DPV จากสมการ
ความสัมพนัธ์ Y = -0.95669+0.5286X ดว้ยค่า R = 0.9916  ดงันั้นดว้ยประสิทธิภาพในการตรวจ
วเิคราะห์ในเชิงปริมาณเช่นน้ี จึงเป็นส่วนท่ีส าคญัส าหรับการก าหนดและตรวจสอบเป้าหมาย ท าให้
สามารถระบุไดท้ั้งในเชิงคุณภาพและปริมาณในคราวเดียวกนัไดอ้ยา่งชดัเจน  เพื่อประโยชน์ในการ
สร้างดีเอน็เอเซนเซอร์ท่ีสมบูรณ์ยิง่ข้ึนในล าดบัต่อไป  
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Abstract 
  Electrochemical properties of the two standard electrodes, glassy carbon electrode (GCE) 
and platinum electrode (PTE) were examined using cyclic votammetry (CV) technique. 
Measurement of a ferri-ferro ion exchange under K3Fe(CN)6  at pH 7.0 with nitrogen atmosphere 
has indicated similar electrical conductivity capable for electrochemical performa nce. Although 
some differences in cyclic voltammogram were appeared.  A high response to electrical 
measurement by CV and differential pulse voltammetry (DPV) has been steadily verified even 
after modification of each glassy carbon and platinum electrode s urface with either 85% or 
95% DD chitosan natural biopolymer with their signify patterns. Successful immobilization of 
sugarcane white leaf plant DNA (SCWL-DNA) onto the chitosan-modified electrode was illustrated 
by an atomic force microscopical (AFM) observation. An efficiency and a stability of SCWL-DNA 
immobilization on these modified electrodes were confirmed by CV and DPV investigation through 
the standard K3Fe(CN)6

3-/ K3Fe(CN)6
4- exchange system. Electrochemical behavior of the 

immobilized SCWL-DNA on GCE was further traced out using methylene blue (MB) as the DNA 
intercalator and guanine indicator. Both CV and DPV responses in tris buffer saline (TBS) pH 7.0 
supporting electrolyte have suggested the quantificable possibility of this DNA on the GCE 
surface. It has been shown that the specific DNA-MB interaction peak current (Ip) at -0.25V 
potential (E) was increased following the increase of SCWL-DNA concentration. The results were 
more appreciated with DPV according to the more obvious peaks. The amount of SCWL on the 2 
mm radius surface chitosan-modified GCE then could be calculated in term of an EC50 as 1.38344 
E-21 ng and the correlative regression between peak current obtained and log of DNA 
concentration could be formulated as the equation of Y = -0.95669+0.5286X with the R value of 
0.9916 concerning the DPV results. Thus, these electrochemical studies suggested the system could 
be applied for qualification as well as quantification of the target DNA which are necessary steps of 
the require DNA sensor fabrication.  
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สารบัญตาราง 
 

ตารางที่  หน้า                                                               
  
ตารางที ่1   ค่าของกระแสและศกัยไ์ฟฟ้าเม่ือท าการวเิคราะห์ดว้ยวธีิ cyclic voltammetry (CV) 

ท่ีอตัราการสแกน(scan rate) 100 mV/s ภายใตร้ะบบสารละลาย 1.0 mM 
K3Fe(CN)6

3-/ K3Fe(CN)6
4- ใน 0.1 M PBS ท่ี pH 7.0 ณ อุณหภูมิ 25 °C จากการ

วดัอิเล็กโทรดชนิด glassy carbon (GCE) อิเล็กโทรดชนิด platinum (PTE) 
อิเล็กโทรด GCE กบั PTE ดดัแปลงดว้ยการเคลือบสารชีวภาพไคโตซาน และ
การวดัหลงัจากท าการตรึงดีเอน็เอท่ีสกดัจากออ้ยเป็นโรคใบขาวท่ีเกิดจากเช้ือไฟ
โตพลาสมาความเขม้ขน้ 50 ng/ µl จ านวน 2 µl บนอิเล็ดโทรดดดัแปลงแต่ละ
ชนิด 
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สารบัญภาพ 
 
ภาพที ่ หน้า 

 
ภาพที ่1    กราฟ cyclic voltammogram ของ อิเล็กโทรดglassy carbon (GCE) เม่ือ

ท าการวดักระแสและศกัยไ์ฟฟ้าท่ีระดบัการสแกนอตัรา 25, 50, 100, 150 
และ 200 mV/s ในระบบสารละลาย 1.0 mM K3Fe(CN)6

3-/ K3Fe(CN)6
4- 

ใน 0.1 M PBS ท่ี pH 7.0 ณ อุณหภูมิ 25 °C 
 

20 

ภาพที ่2    กราฟ cyclic voltammogram ของ อิเล็กโทรด platinum (PTE) เม่ือท าการ
วดักระแสและศกัยไ์ฟฟ้าท่ีระดบัการสแกนอตัรา 50, 100, 150 และ 200 
mV/s ในระบบสารละลาย 1.0 mM K3Fe(CN)6

3-/ K3Fe(CN)6
4- ใน 0.1 M 

PBS ท่ี pH 7.0 ณ อุณหภูมิ 25 °C 
 

21 

ภาพที ่3    กราฟ cyclic voltammogram ของ อิเล็กโทรดglassy carbon(GCE) ท่ี
เคลือบดว้ยสารชีวภาพไคโตซานชนิด 85% deacetylation degree 
(chitosan 85DD) เม่ือท าการวดักระแสและศกัยไ์ฟฟ้าท่ีระดบัการสแกน
อตัรา 25, 50, 100, 150 และ 200 mV/s ในระบบสารละลาย 1.0 mM 
K3Fe(CN)6

3-/ K3Fe(CN)6
4- ใน 0.1 M PBS ท่ี pH 7.0 ณ อุณหภูมิ 25 °C 

 

22 

ภาพที ่4    กราฟ cyclic voltammogram ของ อิเล็กโทรดglassy carbon(GCE) ท่ี
เคลือบดว้ยสารชีวภาพไคโตซานชนิด 95% deacetylation degree 
(chitosan 95DD) เม่ือท าการวดักระแสและศกัยไ์ฟฟ้าท่ีระดบัการสแกน
อตัรา 25, 50, 100, 150 และ 200 mV/s ในระบบสารละลาย 1.0 mM 
K3Fe(CN)6

3-/ K3Fe(CN)6
4- ใน 0.1 M PBS ท่ี pH 7.0 ณ อุณหภูมิ 25 °C 

 

22 

ภาพที ่5    กราฟ cyclic voltammogram ของ อิเล็กโทรดplatinum(PTE) ท่ีเคลือบ
ดว้ยสารชีวภาพไคโตซานชนิด 95% deacetylation degree (chitosan 
95DD) เม่ือท าการวดักระแสและศกัยไ์ฟฟ้าท่ีระดบัการสแกนอตัรา 25, 
50, 100, 150 และ 200 mV/s ในระบบสารละลาย 1.0 mM K3Fe(CN)6

3-/ 
K3Fe(CN)6

4- ใน 0.1 M PBS ท่ี pH 7.0 ณ อุณหภูมิ 25 °C 
 

23 
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ภาพที ่6  ภาพดีเอ็นเอท่ีถูกตรึงบนฟิลม์บางไคโตซาน เม่ือตรวจสอบดว้ยกลอ้ง
จุลทรรศน์แรงอะตอม (Atomic force microscope) ซ่ึงสามารถตรวจพบดี
เอน็เอสายเด่ียวของ SCWL-DNA ท่ีวดัขนาดความหนาของเส้นสายดีเอน็
เอไดว้า่มีขนาดประมาณ 10-15 นาโนเมตร 

  

    24 

ภาพที ่7   กราฟcyclic voltammogram ท่ีไดห้ลงัจากท าการตรึงดีเอน็เอท่ีสกดัจาก
ออ้ยเป็นโรคใบขาวท่ีเกิดจากเช้ือไฟโตพลาสมาความเขม้ขน้ 50 ng/ µl 
จ านวน 2 µl บนอิเล็กโทรดglassy carbon ดดัแปลงดว้ยการเคลือบ
สารชีวภาพไคโตซาน เม่ือท าการวดักระแสและศกัยไ์ฟฟ้าท่ีระดบัการ
สแกนอตัรา 25, 50, 100, 150 และ 200 mV/s ในระบบสารละลาย 1.0 
mM K3Fe(CN)6

3-/ K3Fe(CN)6
4- ใน 0.1 M PBS ท่ี pH 7.0 ณ อุณหภูมิ 25 

°C 
 

  25 

ภาพที ่8   กราฟ cyclic voltammogram แสดงผลการเปรียบเทียบระหวา่งอิเล็กโทรด
GCEเปลือย(a) กบัอิเล็กโทรดGCEดดัแปลงดว้ยการเคลือบสารชีวภาพ
ไคโตซานไคโตซาน(b) และสัญญานท่ีไดห้ลงัการตรึงดีเอ็นเอสายเด่ียว
ของ SCWL-DNA บนอิเล็กโทรดGCEดดัแปลงดว้ยสารชีวภาพไคโต
ซาน(c) ท่ีอตัราการสแกน(scan rate) 100 mV/s ภายใตร้ะบบสารละลาย 
1.0 mM K3Fe(CN)6

3-/ K3Fe(CN)6
4- ใน 0.1 M PBS ท่ี pH 7.0 ณ อุณหภูมิ 

25 °C    
 

  25 

ภาพที ่9   ความสัมพนัธ์ของกระแส oxidation (Ipa) และกระแส reduction(Ipc) 
ของสัญญานท่ีไดห้ลงัการตรึงดีเอ็นเอสายเด่ียวของ SCWL-DNA บน
อิเล็กโทรดGCEดดัแปลงดว้ยสารชีวภาพไคโตซานท่ีพบจากการวดัใน
แต่ละรอบของการสแกนท่ี 25. 50. 100. 150. และ 200 mV/s ในระบบ
สารละลาย 1.0 mM K3Fe(CN)6

3-/ K3Fe(CN)6
4-   ใน 0.1 M PBS ท่ี pH 7.0 

ณ อุณหภูมิ 25 °C   
 

  26 

ภาพที ่10  กราฟcyclic voltammogram ท่ีไดห้ลงัจากท าการตรึงดีเอน็เอสายเด่ียวท่ี
สกดัจากออ้ยเป็นโรคใบขาวท่ีเกิดจากเช้ือไฟโตพลาสมาความเขม้ขน้ 50 
ng/ µl จ านวน 2 µl บนอิเล็กโทรด platinum ดดัแปลงดว้ยการเคลือบ
สารชีวภาพไคโตซาน เม่ือท าการวดักระแสและศกัยไ์ฟฟ้าท่ีระดบัการ

  27 
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สแกนอตัรา 25, 50, 100, 150 และ 200 mV/s ในระบบสารละลาย 1.0 
mM K3Fe(CN)6

3-/ K3Fe(CN)6
4-   ใน 0.1 M PBS ท่ี pH 7.0 ณ อุณหภูมิ 25 

°C 
  
ภาพที ่11    กราฟ cyclic voltammogram แสดงผลการเปรียบเทียบระหวา่ง

อิเล็กโทรดPTEเปลือย(a) กบัอิเล็กโทรดPTEดดัแปลงดว้ยการเคลือบ
สารชีวภาพไคโตซานไคโตซาน(b) และสัญญานท่ีไดห้ลงัการตรึงดีเอน็
เอสายเด่ียวของ SCWL-DNA บนอิเล็กโทรดPTEดดัแปลงดว้ย
สารชีวภาพไคโตซาน(c) ท่ีอตัราการสแกน(scan rate) 100 mV/s ภายใต้
ระบบสารละลาย 1.0 mM K3Fe(CN)6

3-/ K3Fe(CN)6
4- ใน 0.1 M PBS ท่ี 

pH 7.0 ณ อุณหภูมิ 25 °C    
 

  27 

ภาพที ่12   ความสัมพนัธ์ของกระแส oxidation (Ipa) และกระแส reduction(Ipc) 
ของสัญญานท่ีไดห้ลงัการตรึงดีเอ็นเอสายเด่ียวของ SCWL-DNA บน
อิเล็กโทรดPTEดดัแปลงดว้ยสารชีวภาพไคโตซานท่ีพบจากการวดัใน
แต่ละรอบของการสแกนท่ี 25. 50. 100. 150. และ 200 mV/s ในระบบ
สารละลาย 1.0 mM K3Fe(CN)6

3-/ K3Fe(CN)6
4-  ใน 0.1 M PBS ท่ี pH 7.0 

ณ อุณหภูมิ 25 °C   
 

    28 

ภาพที ่13   กราฟcyclic voltammogram ท่ีไดห้ลงัจากท าการตรึงดีเอน็เอสายเด่ียวท่ี
สกดัจากออ้ยเป็นโรคใบขาวท่ีเกิดจากเช้ือไฟโตพลาสมาความเขม้ขน้ 50 
ng/ µl จ านวน 2 µl บนอิเล็กโทรด GCE ดดัแปลงดว้ยการเคลือบ
สารชีวภาพไคโตซาน ในระบบ redox ท่ีใชส้าร methylene blue เป็น 
DNA intercalator เม่ือท าการวดักระแสและศกัยไ์ฟฟ้าท่ีระดบัการสแกน
อตัรา 25, 50, 100, 150 และ 200 mV/s (จาก a ถึง e) ในระบบสารละลาย 
20 mM tris buffer saline (TBS) pH 7.0 

 

  29 

ภาพที ่14   กราฟ Differential pulse voltammetry (DPV) ในระบบ redox ท่ีใชส้าร 
methylene blue เป็น DNA intercalator เม่ือท าการวดักระแสและ
ศกัยไ์ฟฟ้าท่ีระดบัการสแกนอตัรา 100 mV/s   ในระบบสารละลาย 20 
mM tris buffer saline (TBS) pH 7.0 โดย (a) = อิเล็กโทรดGCE
ดดัแปลงดว้ยการเคลือบสารชีวภาพไคโตซานไคโตซาน, (b) =

  30 
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อิเล็กโทรดGCEเปลือย, (c) =สัญญานท่ีไดห้ลงัการตรึงดีเอ็นเอสาย
เด่ียวของ SCWL-DNA บนอิเล็กโทรดGCEดดัแปลงดว้ยสารชีวภาพไค
โตซาน 

 
ภาพที ่15   กราฟcyclic voltammogram ท่ีไดจ้ากปฏิกิริยา redox ในระบบ redox ท่ี

ใชส้าร methylene blue เป็น DNA intercalator    เม่ือท าการตรวจ
สารละลายของดีเอน็เอสายคู่(dsDNA)จากตน้ออ้ยเป็นโรคใบขาวท่ีระดบั
ความเขม้ขน้ต่างๆไดแ้ก่ 0 (a), 1 (b), 6.25(c), และ 12.5(d) ng/mlจากการ
วดักระแสและศกัยไ์ฟฟ้าท่ีระดบัการสแกนอตัรา 100 mV/s   ในระบบ
สารละลาย 20 mM tris buffer saline (TBS) pH 7.0 

 

    31 

ภาพที ่16   กราฟ differential pulse voltammogram ท่ีไดจ้ากปฏิกิริยา redox ท่ีใช้
สาร methylene blue เป็น DNA intercalator    เม่ือท าการตรวจสารละลาย
ของดีเอน็เอสายคู่(dsDNA)จากตน้ออ้ยเป็นโรคใบขาวท่ีระดบัความ
เขม้ขน้ต่างๆไดแ้ก่ 1 (a), 6.25 (b), 12.5(c), และ 25(d) ng/mlจากการวดั
กระแสและศกัยไ์ฟฟ้าท่ีระดบัการสแกนอตัรา 100 mV/s   ในระบบ
สารละลาย 20 mM tris buffer saline (TBS) pH 7.0 

 

  31 

ภาพที ่ 17   ผลการวเิคราะห์ Dose response curve ท่ีไดจ้ากการวดัสัญญาณ DPV 
จากปฏิกิริยา redox ท่ีใชส้าร methylene blue เป็น DNA intercalator ของ
สารละลายดีเอน็เอท่ีระดบัความเขม้ขน้ 1-25 ng/ml ท  าใหไ้ดค้่า EC50 ของ
ดีเอ็นเอท่ีใชส้ าหรับการตรึงบนพื้นผวิ template เท่ากบั 1.38344E-21 

 

  32 

ภาพที ่18   ความสัมพนัธ์ในเชิงเส้นตรงระหวา่งระดบัความเขม้ขน้ของสารละลายดี
เอน็เอเม่ือเทียบเป็นค่า log ความเขม้ขน้ กบัค่าสัญญาณ DPV จาก
ปฏิกิริยา redox ท่ีใชส้าร methylene blue เป็น DNA intercalator ท าใหไ้ด้
สมการความสัมพนัธ์ regression เป็น Y = -0.95669+0.5286X, และค่า R 
= 0.9916  

 

  32 
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ค าอธิบายสัญลกัษณ์และค าย่อทีใ่ช้ในการวจัิย: 
CV   = cyclic voltammetry 
DPV = differential pulse voltammetry 
DD   = deacetylation degree 
DNA  = deoxyribonucleic acid 
MB   = methylene blue 
Ip     = electric current 
Ipa    = anodic electric current  
Ipc    =  cathodic electric current  
A      = ampare 
E      = electric potential 
V      = volt 
SCE  = electrical scan rate (millivolt/second) 
AFM = atomic force microscope 
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บทน า 
 
ออ้ยเป็นพืชท่ีมีความส าคญัต่อประชาคมโลก ทั้งในดา้นการเป็นวตัถุดิบของอุตสาหกรรม

น ้าตาล เอธานอลซ่ึงเป็นพลงังานทดแทน และเช้ือเพลิง การผลิตออ้ยในประเทศไทยมีความส าคญัต่อ
การพฒันาเศรษฐกิจและสังคมของประเทศ โดยเป็นแหล่งสร้างงานการเกษตรและแรงงานไทยนบั
ลา้นคน สามารถสร้างรายไดจ้ากการจ าหน่ายน ้าตาลในประเทศปีละกวา่สองหม่ืนลา้นบาท และ
ส่งออกมูลค่ามากกวา่ปีละหา้หม่ืนลา้นบาท พื้นท่ีการผลิตออ้ยส่วนใหญ่อยูใ่นภาค
ตะวนัออกเฉียงเหนือ ภาคกลาง ภาคตะวนัออก และภาคเหนือตามล าดบั รวมพื้นท่ีเพาะปลูกทั้ง
ประเทศของปีการผลิต 2550/2551 มีจ  านวน6.2 ลา้นไร่ เก็บเก่ียวไดผ้ลผลิตรวม 73.2 ลา้นตนั จากการ
เพิ่มพื้นท่ีเพาะปลูกใหม่ประมาณ 2 ลา้นไร่ ขณะท่ีเม่ือคิดเป็นผลผลิตเฉล่ียก็ยงัคงอยูใ่นระดบั 9-11 ตนั/
ไร่เช่นเดิม ซ่ึงจดัวา่ต ่ากวา่ประเทศคู่แข่งเช่นบราซิลและออสเตรเลีย ท่ีไดผ้ลผลิตเฉล่ียสูงถึง 13-16 
ตนั/ไร่ (ศูนยส์ถิติทางการเกษตร, 2538; กลุ่มสารสนเทศอุตสาหกรรมออ้ยและน ้าตาลทราย, 2551) 
ทั้งน้ีปัญหาท่ีส าคญัมากประการหน่ึงท่ีก่อให้เกิดความเสียหายกบัออ้ยในประเทศไทย คือการระบาด
ของโรคใบขาวของออ้ยท่ีเกิดจากเช้ือไฟโตพลาสมา ถือเป็นตวัแปรหลกัต่อผลผลิตออ้ยในแต่ละปี 
โดยพบการลดลงเป็นอยา่งมากของผลผลิตเฉล่ียทั้งประเทศเม่ือมีการระบาดของโรค ซ่ึงไม่สามารถ
เก็บเก่ียวผลผลิตไดเ้ลยจ านวนหลายแสนไร่การผลิตออ้ยในแต่ละปีจึงมีความเส่ียงค่อนขา้งมาก ทั้งยงั
มีภาระการลงทุนค่าใชจ่้ายและแรงงานสูงมาก จากการตอ้งหาพื้นท่ีปลูกใหม่เพื่อเล่ียงการเกิดโรคและ
การจดัหาท่อนพนัธ์ุใหม่ตลอดเวลา โดยท่ีไม่สามารถไวต้อต่อไปไดห้ลายปีดงัเช่นประเทศผูผ้ลิตออ้ย
รายใหญ่อ่ืนๆของโลก อีกทั้งจวบจนปัจจุบนัยงัไม่พบวา่มีพนัธ์ุออ้ยตา้นทานต่อโรคใบขาว การ
ป้องกนัก าจดัเท่าท่ีสามารถท าไดคื้อการจดัหาท่อนพนัธ์ุปลอดโรคและการสร้างระบบเฝ้าระวงัการเกิด
โรค ซ่ึงจ าเป็นตอ้งมีวธีิการตรวจสอบท่ีทรงประสิทธิภาพดว้ยความรวดเร็วทนัการ ทั้งในดา้นคุณภาพ
และปริมาณเพื่อมิให้เกิดการอุบติัซ ้ าของโรค ส าหรับการตรวจโรคแต่เดิมนั้นดูจากอาการท่ีปรากฏ ท่ี
อาจสายเกินไปส าหรับการด าเนินการป้องกนัก าจดัโรคไดอ้ยา่งทนัท่วงที   

ในส่วนของเช้ือไฟโตพลาสมาท่ีเป็นสาเหตุโรคใบขาวของออ้ยนั้น จดัเป็นเช้ือโรค
ประเภท obligate parasite ท่ีอาศยัอย่างจ ากดัตนอยูใ่นท่อล าเลียงอาหารของพืช และในต่อมน ้าลาย 
ท่อน ้าลาย ทางเดินอาหารและช่องว่างล าตวัของเพล้ียจกัจัน่สีน ้าตาล (Matsumuratettix 
hyroglyphicus) ซ่ึงเป็นแมลงพาหะ ปัจจุบนัยงัไม่สามารถท าการแยกเช้ือออกมาเพาะเล้ียงภายนอก 
เพื่อตรวจสอบลกัษณะสมบติัและพฤติกรรมต่างๆได ้การวินิจฉัยว่าเป็นโรคหรือไม่นั้นแต่เดิมจึงตอ้ง
รอกระทัง่ตน้ออ้ยปรากฏอาการท่ีเป็นใบสีขาวออกมาเสียก่อนท าให้สายเกินการ นอกจากน้ีเช้ือชนิด
น้ียงัมีขนาดเล็กยิ่งกว่าแบคทีเรีย โดยมีขนาดเฉล่ียประมาณ 60 x 300 นาโนเมตร (Shikata et al., 
1969)  จึงไม่สามารถตรวจดูเช้ือภายในเน้ือเยื่อพืชไดด้ว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ทัว่ไป หากตอ้งการ
ตรวจสอบความมีอยูข่องเช้ือในพืชก็จ  าเป็นตอ้งตอ้งใชก้ลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอน ท าให้ยากต่อการ
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ตรวจเช้ือเป็นอย่างมาก ในระยะแรกของการศึกษาวิจยัวิธีตรวจวินิจฉยัเพิ่มเติมจากการสังเกตอาการ
ของโรค ยงัตอ้งอาศยัวิธีการทางออ้ม คือใช้การยอ้มสีเน้ือเยื่อท่อล าเลียงอาหารแลว้ส่องดูภายใต้
กลอ้งจุลทรรศน์ก าลงัขยายสูง ดว้ยสียอ้มชนิดพิเศษเช่น สี Dienes’ stain (Deeley et al., 1979) สี 
aniline blue สี 4’,6-diamidino-2-phenylindole (Hituki, 1976) เพื่อช่วยตรวจส่ิงท่ีคาดว่าเป็นกลุ่ม
กอ้นของไฟโตพลาสมาหรือส่ิงท่ีเป็นผลผลิตจากการติดเช้ือไฟโตพลาสมา ซ่ึงวิธีการเหล่าน้ีแมดู้
เหมือนง่ายแต่ก็ตอ้งอาศยัประสบการณ์ ทกัษะและความช านาญไม่น้อย  และยงัเป็นเพียงวิธีท่ีบ่งถึง
ความเป็นไปไดท่ี้ตน้ออ้ยอาจมีการติดเช้ือไฟโตพลาสมา แต่ไม่สามารถอธิบายรายละเอียดอ่ืนๆเพื่อ
ยืนยนัชนิดเช้ือและการติดเช้ือท่ีแทจ้ริงได ้

ส าหรับการศึกษาวิจยัวิธีการวินิจฉัยโรคใบขาวของออ้ย และการตรวจเช้ือสาเหตุโรคโดย
คณะผูว้ิจยัท่ีเก่ียวขอ้ง ไดมี้ความพยายามศึกษาเก่ียวกบัการติดเช้ือโรคใบขาวของออ้ย ดว้ยกลอ้ง
จุลทรรศน์อิเล็กตรอนและกลอ้งจุลทรรศน์เรืองแสง ประกอบกบัวิธี DNA dot blot hybridization 
และวิธีพีซีอาร์ (พรทิพย,์ 2542; Wongkaew et al., 1995, Nakashima et al., 1999)   ซ่ึงการวิจยัแนว
ทางการตรวจดีเอ็นเอของเช้ือไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวออ้ยในระยะแรก ท าให้ไดแ้นว
ทางการตรวจเช้ือโรควิธีดีเอ็นเอโพรบแบบ dot blot hybridization ดว้ยดีเอ็นเอตวัตรวจจ าเพาะของ
เช้ือไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวออ้ย ท่ีไดจ้ากการโคลนช้ินส่วนดีเอ็นเอท่ีเป็นส่วนของ 
extrachromosomal DNA และ chromosomal DNA จากวิธี random cloned DNA fragment และที่
เป็น ribosomal DNA probes จากการเพิ่มปริมาณช้ินส่วนของ 16S rDNA และ 16S-23S rDNA 
spacer gene ซ่ึงก็สามารถน ามาใช้ตรวจสอบการติดเช้ือไดเ้ป็นอย่างดี (พรทิพยแ์ละคณะ, 2541, 
Nakashima et al., 1994; Namba et al., 1993;   Wongkaew et al., 1995) แต่การตรวจเช้ือแบบ DNA 
dot blot hybridization ประกอบดว้ยการเตรียมการทั้งเคร่ืองมือและสารเคมีหลายขั้นตอนซ่ึงยงั
ค่อนขา้งยากต่อการท างาน ตอ้งใช้เวลานานนบัสัปดาห์ส าหรับการเตรียมช้ินงานจนถึงการแสดงผล 
จึงมีการวิจยัเทคนิคการตรวจโดยวิธีพีซีอาร์ ท่ีใช้หลกัการเพิ่มปริมาณช้ินส่วนดีเอ็นเอเป้าหมายดว้ย
การท าปฏิกิริยา polymerase chain reaction จากดีเอ็นเอตน้แบบ(DNA template) การตรวจดีเอ็นเอ
โดยวิธีน้ีมีความแม่นย  าและความไวสูงกวา่ในเวลาท่ีรวดเร็วกว่าวิธี DNA dot blot hybridization คือ
ใช้เวลาประมาณ 2 วนัก็ทราบผล สามารถช่วยให้ตรวจพบเช้ือโรคในพืชและในแมลงพาหะไดดี้
ยิ่งข้ึน พร้อมกบัค่าใช้จ่ายในการตรวจท่ีสูงข้ึนตามตน้ทุนวสัดุอุปกรณ์และสารเคมี (พรทิพย,์ 2542ก, 
2542ข, 2544; Wongkaew et al., 1996, 1997; Wongkaew and Fletcher, 2004) อย่างไรก็ตามในการ
ด าเนินการป้องกนัก าจดัโรคอย่างมีประสิทธิภาพ มีความจ าเป็นอยา่งยิ่งท่ีตอ้งมีวิธีการตรวจโรคท่ี
แม่นย  าสูงดว้ยความไวยิ่งยวดและทราบผลอยา่งรวดเร็วมากท่ีสุด ขณะท่ีแมว้ิธีพีซีอาร์มาตรฐานซ่ึง
ใช้ตรวจเช้ือโรคชนิดต่างๆกนัอยู่ในปัจจุบนั ยงัมีราคาสูงทั้งไม่รวดเร็วและสะดวกเท่าท่ีตอ้งการ จึง
เร่ิมมีการศึกษาวิธีการอ่ืนๆท่ีอาจให้ประสิทธิภาพท่ีดียิ่งข้ึน ซ่ึงแนวคิดท่ีไดรั้บความสนใจมากท่ีสุด
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ไดแ้ก่แนวคิดการใช้ประโยชน์จากคุณสมบติัทางเคมีไฟฟ้าของดีเอ็นเอ ท่ีสามารถน ามาเป็น
ไบโอเซนเซอร์ส าหรับการพิสูจน์สมบติัทางชีวภาพต่างๆไดเ้ป็นอย่างดี  

 การวิจยัเก่ียวกบัการพฒันาดีเอ็นเอเซนเซอร์แบบต่างๆ มีความกา้วหนา้ตามล าดบั ท าให้
เช่ือว่าจะสามารถน ามาใช้ในทางปฏิบติัไดจ้ริงในไม่ชา้(Wang et al., 1998; Berggren et al., 1999; 
Gooding, 2002; Drummond et al., 2003; Lubin et al., 2006; Lu et al., 2008; Wongkaew and 
Poosttisak, 2008)  มีการน าเสนอเทคนิคประกอบต่างๆเพื่อการน้ีอย่างหลากหลาย แต่เทคนิคท่ี
ค่อนขา้งเป็นท่ียอมรับกนัมากท่ีสุดขณะน้ีไดแ้ก่ดีเอ็นเอเซนเซอร์ทางเคมีไฟฟ้า ดว้ยความสามารถ
ในการแสดงผลและวิเคราะห์โดยวิธีเคมีไฟฟ้า จากผลของปฏิกิริยาในกระบวนการจดจ าและจบัคู่
ไดอ้ย่างเฉพาะเจาะจงของสารชีวโมเลกุลดงัเช่นดีเอ็นเอเป็นตน้ โดยการชกัน าให้เกิดการจบัคู่ของ
ดีเอ็นเอบนผิวอีเล็กโทรดและตรวจผลของปฏิกิริยาทางเคมีไฟฟ้าดว้ยวิธีต่างๆเช่น Cyclic 
Voltammetry, Differntial Pulse Voltammetry, และ Amperometry (Hianik et al., 2001; Cai et 
al., 2002; Drummond et al., 2003; Suye et al., 2005)  ความเสถียรของดีเอ็นเอเซนเซอร์และ
ความไวของการแสดงผลข้ึนอยู่กบัเทคนิคการตรึงดีเอ็นเอบนผิวอิเล็กโทรด และสารประกอบท่ีใช้
ในการช่วยเพิ่มสัญญาณการแสดงผลปฏิกิริยา รวมทั้งวิธีการตรวจทางเคมีไฟฟ้า ขณะท่ีความ
เท่ียงตรงหรือความเฉพาะเจาะจงของการตรวจสอบ ข้ึนอยู่กบัการเลือกชนิดดีเอ็นเอตวัตรวจและ
เทคนิคการท าปฏิกิริยาจบัคู่ของดีเอ็นเอคู่สม (DNA hybridization) ส าหรับการทดลองใช้ดีเอ็นเอ
เซนเซอร์ทางเคมีไฟฟ้า เพื่อตรวจสอบทางดา้นพนัธุกรรมตลอดจนการวินิจฉัยโรคและการตรวจ
เช้ือโรค พบวา่สามารถด าเนินการอย่างไดผ้ลในกรณีศึกษาต่างๆเป็นจ านวนมากเช่น การตรวจยีน 
Cecropin CM4 ขนาด 108 เบส ดว้ยการตรึงดีเอ็นเอบน cysteine modified gold electrode และ
ตรวจผลทางเคมีไฟฟ้าวิธี Differential Pulse Voltammetry โดยใช้สาร Hoechst 33258 เป็นดชันี
แสดงผลปฏิกิริยาการจบัคู่ของดีเอ็นเอ(Fan et al., 2000) การตรวจ DNA polymorphisms ของยีน 
CYP3A4 โดยการตรึงและตรวจปฏิกิริยาจบัคู่ดีเอ็นเอบน gold electrode (Leonel et al., 2003) การ
ตรวจหายีน BAR ในขา้วโพดตดัแต่งพนัธุกรรมท่ีไดรั้บการถ่ายยีน และยีน CP4 Epsps ในถัว่
เหลืองตดัแต่งพนัธุกรรมท่ีไดรั้บการถ่ายยีน จากการวดัปฏิกิริยาเคมีไฟฟ้าในสารละลาย methylene 
blue โดยวิธี Differential Pulse Voltammetry ดว้ย stearic acid-modified carbon paste electrode ท่ี
ใช้ตรึงดีเอ็นเอ (Ren et al., 2003)      การตรวจหาความเสียหายของคู่สายดีเอ็นเอท่ีเกิดจากสารก่อ
มะเร็งจ าพวก styrene oxide จากการตรึงดีเอ็นเอบน polystyrene sulfonate – poly(diallyldimethyl 
ammonium) modified pyrolytic graphite electrode แลว้ตรวจผลทางเคมีไฟฟ้าในสารละลาย 
methylene blue โดยวิธี   Cyclic Voltammetry  (Zhang and Hu 2007)  การตรวจดีเอ็นเอของเช้ือ
วณัโรค Mycobacterium tuberculosis และไวรัสตบัอกัเสบชนิด B (hepatitis B) โดยการตรึงและ
จบัคู่บน  carbon paste electrode แลว้ตรวจผลทางเคมีไฟฟ้าดว้ยวิธี Chronopotentiometry โดยใช ้
Co(phen)+3

3 เป็นดชันีแสดงผลปฏิกิริยาซ่ึงสามารถตรวจปริมาณต ่าสุดได ้ 3.4 nmole/l (Wang et 
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al., 1997; Erdem et al., 1999) หรือตรวจดีเอ็นเอไวรัสตบัอกัเสบชนิด B โดยการตรึงและจบัคู่บน  
glassy carbon electrode แลว้ตรวจผลทางเคมีไฟฟ้าดว้ยวิธี AC impedance โดยใช ้
[Os(bpy)2Cl2]+ เป็น ดชันีแสดงผลปฏิกิริยา (Zhao and Ju 2004)  และการตรวจดีเอ็นเอขนาด 18-
244 เบส ของไวรัสตบัอกัเสบชนิด C (hepatitis C) ดว้ยการตรึงและจบัคู่บน  polypyrrole-
modified microelectrode ซ่ึงสามารถตรวจดีเอ็นเอเป้าหมายไดอ้ย่างน้อยท่ีสุด 1.82 x 10-21 
mole/ml จากการวดั Cyclic Voltammetry และ Constant Potential Amperometry (Riccardi et al., 
2008)  การตรวจยีน invA ท่ีแสดงออกถึงความรุนแรงของเช้ือแบคทีเรีย Salmonella จากการตรึงดี
เอ็นเอท่ีผิว carbon paste electrode และตรวจวดัผลทางเคมีไฟฟ้าวิธี Amperometry โดยใช ้
pyrroquainolinequinone-glucose dehydrogenase ติดฉลากดีเอ็นเอตวัตรวจเพื่อช่วยเพิ่มสัญญาณ
การแสดงผล(Ikebukuro et al., 2002) การตรวจดีเอ็นเอของแบคทีเรีย Microcystis spp. จากการ
ตรึงดีเอ็นเอท่ีผิว carbon paste electrode และตรวจวดัผลทางเคมีไฟฟ้าวิธี Cyclic Voltammetry 
และ Differential Pulse Voltammetry  ในสารละลาย methylene blue (Erdem et al., 2002)  การ
ตรวจดีเอ็นเอสายสั้นของเช้ือไวรัสเอดส์ HIV-1 และเช้ือวณัโรค Mycobacterium ดว้ยการตรึงและ
จบัคู่บน N-[6-(thien-3-yl) acetotoxy]-pyrrolodine-2,5-dione modified gold electrode   ซ่ึงตรวจ
พบปริมาณต ่าสุดท่ี 2 x 10-9 mole/l โดยวิธี Cyclic Voltammetry (Peng et al., 2002)   การทดลอง
ตรวจดีเอ็นเอขนาด 1.35 x 107 คู่เบสของยีสต์จากการตรึงดีเอ็นเอท่ีผิว carbon paste electrode และ
ตรวจวดัผลทางเคมีไฟฟ้าวิธี Cyclic Voltammetry ในสารละลาย ferroceneum ( Ju et al., 2004)  
การตรวจเช้ือไวรัส SAR (severe acute respiratory syndrome) ดว้ยดีเอ็นเอตวัตรวจท่ีติดฉลากสาร 
sodium aurothiomalate โดยการตรึงและจบัคู่บน glassy carbon electrode แลว้ตรวจผลทาง
เคมีไฟฟ้าวิธี Cyclic Voltammetry ซ่ึงช่วยให้สามารถตรวจพบและแยกแยะดีเอ็นเอท่ีแตกต่างกนั
ไดใ้นระดบั 3 เบส (three-based mismatch oligonucleotide) จากตวัอยา่งปริมาณ 15 fmole ใน 
30ul (de la Escosura-Muniz et al., 2007)  การตรวจเช้ือแบคทีเรียชนิดต่างๆท่ีเป็นสาเหตุโรคของ
ระบบท่อป้สสาวะไดแ้ก่ Enterococus faecalis, Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, 
Citrobacter freundii, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,  Klebsiella oxytoca, 
pseudomonas aeruginosa, และ Proteus mirabilis  ดว้ยดีเอ็นเอตวัตรวจชนิด16S rDNAติดฉลาก 
horseradish peroxidase-anti-fluorescein monoclonal Fab conjugate ท่ีตรึงบน alkenethiolate-
modified gold electrode แลว้ตรวจวดัผลทางเคมีไฟฟ้าโดยวิธี Amperometry ( Liao et al., 2007)  
เหล่าน้ีเป็นตน้  จึงมีความเป็นไปไดสู้งท่ีจะสามารถน าวิธีการทางเคมีไฟฟ้าดงักล่าว มาประยุกตใ์ช้
ส าหรับการตรวจเช้ือโรคใบขาวของออ้ย เพื่อให้ไดว้ิธีการท่ีตรงกบัความตอ้งการของทุกฝ่าย ที่
ตอ้งการทั้งความแม่นย  าเท่ียงตรง ความไวยิ่งยวด ความรวดเร็ว ความสามารถในการให้บริการใน
ปริมาณมากทั้งในสภาพไร่และในห้องปฏิบติัการ พร้อมๆไปกบัความประหยดั ความสะดวก ความ
ปลอดภยัต่อผูป้ฏิบติัและเป็นมิตรต่อส่ิงแวดลอ้ม   
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ส าหรับวตัถุประสงคใ์นการวิจยัขั้นตน้คร้ังน้ี เป็นการวิจยัเพื่อตรวจสอบความเป็นไปได้
ของแนวคิดการตรวจโรคใบขาวของออ้ยดว้ยดีเอ็นเอเซนเซอร์ และการพฒันาเทคโนโลยใีหม่ในการ
ตรวจดีเอน็เอ โดยท าศึกษาวธีิการสกดัใหไ้ดดี้เอน็เอท่ีมีคุณภาพอจากตน้ออ้ยเป็นโรคใบขาว และตรง
ต่อเป้าหมายท่ีตอ้งการท าการทดลองตรวจสอบ การคดัเลือกวธีิการทางเคมีไฟฟ้าท่ีสามารถใชส้ าหรับ
การตรวจจบัสัญญาณชีวภาพของดีเอน็เอ การทดสอบชนิดอิเล็กโทรดท่ีมีความไวในการวดัสัญญาน
ไฟฟ้า การศึกษาวธีิการดดัแปลงขั้วอิเล็กโทรดโดยใชส้ารตวัน าไฟฟ้าท่ีเหมาะสมต่อการตรึงดีเอน็เอ ได้
อยา่งมีเสถียรภาพ และการศึกษาพฤติกรรมทางเคมีไฟฟ้าของดีเอน็เอดงักล่าว รวมทั้งศึกษาวธีิการตรวจ
วเิคราะห์ใหส้ามารถตรวจวดัจ านวนหรือความเขม้ขน้ของดีเอ็นเอ จากสัญญานเคมีไฟฟ้าไดอ้ยา่งชดัเจน
ในเชิงปริมาณ  เพื่อประโยชน์ในการสร้างดีเอ็นเอเซนเซอร์ท่ีสมบูรณ์ไดใ้นล าดบัต่อไป   

  
อุปกรณ์และวิธีการ 

 
พืชและเช้ือสาเหตุโรคที่ทดสอบ 
 ส ารวจและเก็บตวัอย่างตน้ออ้ยเป็นโรคใบขาวท่ีเกิดจากเช้ือไฟโตพลาสมา ท่ีพบการ
ระบาดอยา่งหนกัในเขตพื้นท่ีอ าเภอกุมภวาปี จงัหวดัอุดรธานี เพื่อใช้ส าหรับการทดลองและสกดัดี
เอ็นเอเป้าหมายจากตน้ออ้ยเป็นโรคใบขาวนั้น โดยเก็บตวัอย่างตน้ออ้ยท่ีมีลกัษณะอาการเป็นโรค
อย่างชดัเจน คือตน้ออ้ยท่ีมีใบขนาดเรียวเล็กลง และสีของใบกลายเป็นสีขาวตั้งแต่ยอดจนเกือบทัว่
ทั้งตน้ บริเวณโคนตน้มีหน่อออ้ยท่ีเจริญข้ึนมาพร้อมการแตกกอของใบเรียวยาวขนาดเล็กสีขาว ท า
การเก็บตวัอย่างและส ารองในกระถางเพาะช า หรือดว้ยการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อ ส าหรับการ
ตรวจสอบในขั้นต่อไป 
 
การสกัดดีเอ็นเอ 
 ท าการสกดัดีเอ็นเอจากตน้ออ้ยเป็นโรคใบขาว เพื่อให้ไดดี้เอ็นเอของเช้ือไฟโตพลาสมา
สาเหตุโรค (sugarcane white leaf DNA) โดยคดัเลือกเฉพาะส่วนท่ีเป็นเส้นกลางใบ (mid-rib) ของ
ออ้ยเป็นโรค เน่ืองจากเช้ือไฟโตพลาสมามีการอยู่อาศยัเฉพาะภายในท่อล าเลียงอาหารของพืช
เท่านั้น หั่นซอยเส้นกลางใบให้สะดวกต่อการบด แลว้น ามาบดในสารละลาย CTAB 
(cetyltrimethyl ammonium bromide) แลว้สกดัดีเอ็นเอจากน ้าคั้นท่ีไดด้ว้ยวิธี phenol-chloroform 
extraction ร่วมกบัการใช ้ proteinase K เพื่อขจดัโปรตีนท่ีปนเป้ือนออกจากดีเอ็นเอท่ีสกดัได ้
ละลายตะกอนดีเอ็นเอท่ีไดใ้นขั้นตอนสุดทา้ยดว้ย 0.01M TE buffer ( 1mM sodiumEDTA ใน 
10mM trisHCL pH8.0) ตรวจสอบความบริสุทธ์ิและความเขม้ขน้ของสารละลายดีเอ็นเอ SCWL-
DNA ในเบ้ืองตน้โดยวิธี spectrophotometry ท่ีความยาวคล่ืน 260 และ 280 นาโนเมตร แลว้เก็บไว้
ท่ีอุณหภูมิ -20°C  
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ชนิดอิเล็กโทรดและการเตรียมผิวหน้าขั้วอิเล็กโทรด 
 ทดลองตรวจสอบศกัยภาพหรือความไวในการให้สัญญานไฟฟ้าของอิเล็กโทรด โดย
ทดสอบกบัอิเล็กโทรดมาตรฐานสองชนิดคือ ชนิดท่ีเป็น glassy carbon electrode (GCE) และชนิด
ท่ีเป็น platinum electrode (PTE)  ท าการจดัเตรียมอิเล็กโทรดให้พร้อมใช้งาน โดยการขดัผิวหน้า
ขั้วอิเล็กโทรดดงักล่าว ซ่ึงแต่ละชนิดต่างก็มีขนาดรัศมีของผิวขั้ว 2 mm ขดัผิวหนา้ขั้วนั้นดว้ยสาร
แขวนลอยของผงอลูมินาขนาด 0.3 µM และดว้ยขนาด 0.5 µM อีกคร้ังบนผา้ขดัก ามะหยี่ จากนั้น
ลา้งดว้ยน ้าปราศจากไอออน(deionized water) หรือท่ีเรียกว่าน ้า DI จ  านวน 3 คร้ัง ตามดว้ย 
acetone 3 คร้ัง แลว้ท าความสะอาดต่อโดยการสแกนดว้ยศกัยไ์ฟฟ้าระหวา่ง -200 และ +1500 mV 
ใน 0.05 M H2SO4 ท่ีอตัราการสแกน 40mV/s ประมาณ 10 นาที ในบรรยากาศไร้ออกซิเจนจากการ
ไล่ออกแลว้แทนท่ีดว้ยแก๊สไนโตรเจนจากถงัพ่นแก๊ส เสร็จแลว้ลา้งขั้วผิวหนา้อิเล็กโทรดอีกคร้ัง
ดว้ยน ้า DI ในเคร่ือง ultrasonicator ประมาณ 5 นาที เพื่อให้ไดผ้ิวขั้วอิเล็กโทรดท่ีพร้อมต่อการใช้
งานต่อไป 
 
การเตรียมสารชีวภาพไคโตซานตัวน าไฟฟ้า 
 สารชีวภาพไคโตซานท่ีใช้ส าหรับการทดลองน้ี เตรียมจากการหมกัและสกดัเปลือกกุง้ท่ี
เป็นเศษกากเหลือจากอุตสาหกรรมประมงและส่งออกกุง้ ซ่ึงไดรั้บความอนุเคราะห์ร่วมมือในการผลิต
จากหอ้งปฏิบติัการบริษทัไบโอไลน์จ ากดั จงัหวดัชลบุรี และการตรวจรับรองบ่งช้ีคุณสมบติัทาง
กายภาพและเคมีจากศูนยเ์ทคโนโลยโีลหะและวสัดุแห่งชาติ ส านกังานพฒันาวิทยาศาสตร์และ
เทคโนโลยแีห่งชาติ โดยสารชีวภาพไคโตซานท่ีใชใ้นการทดลองคร้ังน้ี เป็นไคโตซานชนิด 85%DD 
(Mv = 2.27 x 105 Da) และ 95%DD (Mv = 1.11 x 105 Da) ตามล าดบั   
 
การเตรียมอิเล็กโทรดดัดแปลง 
 เตรียมสารละลายไคโตซานทดสอบ โดยท าการละลายสารชีวภาพไคโตซานแต่ละชนิดใน 
1% acetic acid  และใช้ความเขม้ขน้ของไคโตซานในอตัรา 1% ในสารละลาย 1%  acetic acid นั้น 
แลว้น ามาหยดลงในปริมาณ 2 µl บนผิวหน้าขั้วอิเล็กโทรดGCE และขั้วอิเล็กโทรดPTE พร้อมใช้
งานท่ีเตรียมไว ้เม่ือสารละลายไคโตซานแห้งสนิทท่ีอุณหภูมิ 25°C แลว้ จึงแช่ผิวหน้าขั้วลงใน 0.1 
M NaOH ประมาณ 30 นาที จึงน าออกมาผึ่งให้แห้งสนิทตามธรรมชาติ ซ่ึงท าให้ไดอิ้เล็กโทรด
ดดัแปลงไคโตซานบนGCE(chitosan-modified glassy carbon electrode) และPTE(chitosan-
modified platinum electrode)  ท่ีพร้อมส าหรับการทดสอบในขั้นต่อไป 
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การตรึงดีเอ็นเอบนอิเล็กโทรดดัดแปลง 
 ท าการตรึงดีเอ็นเอทดสอบ ซ่ึงในท่ีน้ีคือดีเอ็นเอบริสุทธ์ิท่ีสกดัไดจ้ากตน้ออย้เป็นโรคใบ
ขาวท่ีเกิดจากเช้ือไฟโตพลาสมา โดยเตรียมสารละลายดีเอ็นเอท่ีอตัราความเขม้ขน้ 0.05 µg/ µl ใน 
0.01M TE buffer แลว้หยดลงในปริมาณ 2 µl บนผิวหน้าขั้วอิเล็กโทรดดดัแปลง chitosan-
modified GCE หรือ chitosan-modified PTE แต่ละชนิดทดสอบ และบ่มคา้งคืนท่ีอุณหภูมิ 25°C 
จากนั้นลา้งผิวหนา้ขั้วดว้ย 0.1% sodium dodecyl sulphate (SDS) pH 7.0 ประมาณ 3 คร้ัง และน ้า
DI อีก 2คร้ัง เพื่อขจดัการปนเป้ือนอ่ืนๆบนผิวหนา้ท่ีตรึงดีเอ็นเอแลว้ 
 
การติดตามอัตลักษณ์ของดีเอ็นเอด้วยสาร methylene blue (MB) 
 การใชส้าร methylene blue (MB) ท่ีมีความจ าเพาะต่อเบส guanine ของดีเอ็นเอ ในการติด
ฉลากดีเอ็นเอเพื่อตรวจสอบความเสถียร และเอกลกัษณ์ทางเคมีไฟฟ้าของดีเอ็นเอท่ีถูกตรึงบน
อิเล็กโทรดดดัแปลง chitosan-modified GCE และ chitosan-modified PTE โดยเตรียมสารละลาย 
MB ความเขม้ขน้ 20 µM ใน 20 mM tris buffer saline (TBS) pH 7.0 แลว้น าอิเล็กโทรดท่ีตอ้งการ
ตรวจสอบจุ่มในสารละลายMB ประมาณ 1 ชัว่โมงบนเคร่ืองหมุนความเร็วรอบต ่าประมาณ80-100 
รอบต่อนาที จากนั้นน าข้ึนมาลา้งผิวหนา้ขั้วดว้ยสารละลาย 20 mM TBS pH 7.0 ประมาณ 10 
วินาที จึงพร้อมต่อการตรวจวดัตามวิธีการทางเคมีไฟฟ้า 
 
การวิเคราะห์ทางเคมีไฟฟ้าโดยวิธี cyclic voltammetry (CV) และวิธี Differential pulse 
voltammetry (DPV) 
 ท าการตรวจวดัค่ากระแสและศกัยไ์ฟฟ้าเพื่อใช้ในการวิเคราะห์ตามวิธี cyclic voltammetry 
(CV) และวิธี Differential pulse voltammetry (DPV)  ดว้ยเคร่ือง EcoChemie Autolab PSTAT 30 
ท่ีควบคุมดว้ยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ GPES เวอร์ชัน่ 5.9 ของบริษทั Metrohm Autolab B.V., 
Utrecht, ประเทศเนเธอร์แลนด์ โดยใช้เซลล์ไฟฟ้าขนาด 10 ml ระบบอิเล็กโทรด 3 ขั้ว คือ
อิเล็กโทรดใช้งาน (working electrode) ท่ีเป็น GCE หรือ PTE ซ่ึงมีขนาดพื้นท่ีผิวหน้าขั้ว 2 mm 
กบัอิเล็กโทรดอา้งอิง (reference electrode) ท่ีเป็น Ag/AgCl/3M KCl และเคาเตอร์อิเล็กโทรด 
(couter electrode) ท่ีเป็น platinum ทั้งน้ีก่อนการวดัค่าไฟฟ้าตอ้งท าการขจดัออกซิเจนจาก
สารละลายท่ีใช้เป็น supporting electrolyte ออกให้หมด โดยการแทนท่ีดว้ยแก๊สไนโตรเจนจากถงั
พ่นแก๊สอย่างน้อย 10 นาที 
 ส าหรับการวดัค่าและวิเคราะห์โดยวิธี CV เพื่อตรวจสอบประสิทธิภาพของอิเล็กโทรด
ปกติ อิเล็กโทรดดดัแปลง และการตรึงดีเอ็นเอเป้าหมาย ใช้ supporting electrolyte 2 ชนิดคือ 1) 
1.0 mM K3Fe(CN)6 ในสารละลาย 0.1M phosphate buffer saline (PBS) pH 7.0 ในการใช้
ศกัยไ์ฟฟ้าช่วงระหวา่ง -0.2 ถึง +0.6 V ท่ีอตัราการสแกน 25, 50, 100, 150, และ 200 mV/s และ 2) 
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20 mM TBS pH 7.0 ในการใช้ศกัยไ์ฟฟ้าช่วงระหวา่ง 0.0 ถึง -0.5 V ท่ีอตัราการสแกน 25, 50, 
100, 150, และ 200 mV/s 
 ส่วนการวดัค่าสัญญานไฟฟ้าโดยวิธี DPV จากอิเล็กโทรดท่ีน ามาตรวจสอบ ท าการวดัใน 
supporting electrolyte ท่ีเป็นสารละลาย 20 mM tris buffer saline (TBS) pH 7.0 และท าการวดั
กระแสท่ีเกิดข้ึนในศกัยไ์ฟฟ้าช่วงระหว่าง 0.0 ถึง -0.5 V 
 
การตรวจสอบด้วยกล้องจุลทรรศน์แรงอะตอม (Atomic force microscope) 
 ท าการตรวจสอบอตัลกัษณ์ของดีเอ็นเอ ท่ีถูกตรึงดว้ยสารชีวภาพไคโตซานบนพื้นผิวหน้า
ขั้วอิเล็กโทรด โดยใช้กลอ้งจุลทรรศน์แรงอะตอม(กลอ้งAFM)ท่ีมีความละเอียดระดบันาโนเมตร 
ซ่ึงไดรั้บความอนุเคราะห์การใช้เคร่ืองจากบริษทัโคแอกซ์ กรุป คอร์ปอเรชัน่ จ  ากดั กรุงเทพฯ 
เคร่ืองท่ีใช้เป็นโมเดล XE-70 (Park Systems Corp., Suwon, Korea) ซ่ึงเช่ือมต่อกบัระบบ
คอมพิวเตอร์ควบคุมดว้ยโปรแกรม XEP และโปรแกรม XEI และตั้งค่าความเท่ียงของหัวสแกน 
0.2 nM ท่ี 12 µM ดว้ยระบบ trye non-contact mode และ cantilevers ท่ีเป็น PPP-NCHR silicon 
ขนาดรัศมีของ tip < 10 nM และแรงอะตอมคงท่ี 42 N/m (Nanosensors TM, Neuchâtel, 
Switzerland) 
 
 

ผลการทดลอง 
 
โรคใบขาวของอ้อยที่เกิดจากเช้ือไฟโตพลาสมาและการสกัดดีเอ็นเอ  
 ผลการส ารวจและตรวจเก็บอย่างตน้ออ้ยเป็นโรคใบขาวจากไร่ออ้ย ในเขตพื้นท่ีอ าเภอกุม
ภวาปี จงัหวดัอุดรธานี ซ่ึงเป็นเขตเพาะปลูกท่ีมีการระบาดของโรคอยา่งรุนแรง   สามารถเก็บ
ตวัอย่างตน้ออ้ยท่ีมีลกัษณะอาการเป็นโรคอย่างชดัเจน  และส ารองตวัอย่างโรคเพื่อใช้ส าหรับการ
ทดลองและสกดัดีเอ็นเอเป้าหมายจากตน้ออ้ยเป็นโรคใบขาวนั้น ดว้ยการปักช าและเพาะเล้ียงส่วน
ตาหน่อ ให้มีปริมาณเพียงพอส าหรับการน ามาสกดัดีเอ็นเอในขั้นต่อไป ในส่วนของการทดสอบ
เปรียบเทียบวิธีการสกดัดีเอ็นเอวิธีการต่างๆ พบว่าการสกดัดว้ยวิธี phenol-chloroform extraction 
จากตวัอยา่งบดใน CTAB buffer ให้ผลลพัธ์ดีเอ็นเอของดีเอเอจากออ้ยเป็นโรคใบขาว(SCWL-
DNA) ท่ีมีความบริสุทธ์ิสูงกว่าวิธีการอ่ืนๆรวมทั้งวิธี solid phase extraction ดว้ย column kit เช่น 
DNeasy Kit แบบส าเร็จรูปท่ีมีการจ าหน่ายเป็นการคา้โดยทัว่ไปเป็นอย่างมาก คือสามารถท าให้ได้
ดีเอ็นเอท่ีระดบัความบริสุทธ์ิถึง 1.8-1.9 เม่ือเทียบจากการวดัอตัราดูดกลืนแสงท่ีA260 / A280   ตาม
มาตรฐาน 
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สมบัติทางไฟฟ้าเคมีของอิเล็กโทรดGCE และอิเล็กโทรดPTE 
 ในการทดสอบสมบติัการน าไฟฟ้าของอิเล็กโทรดGCE เปรียบเทียบกบัอิเล็กโทรดPTE ใน
สภาพปกติ เม่ือท าการตรวจวดัโดยวิธี cyclic voltammetry (CV) พบวา่ไดผ้ลการวดัในรูปของ
กราฟความสัมพนัธ์ระหว่างกระแส(I) และศกัยไ์ฟฟ้า (E) ในระบบ supporting electrolyte ของ 
1.0 mM K3Fe(CN)6 ในสารละลาย 0.1M PBS pH 7.0 ท่ีมีการแลกเปล่ียน ferri-ferro ion ใน
เซลล์ไฟฟ้า ดงัภาพท่ี 1 เป็นกราฟ CV ของGCEปกติ เม่ือท าการสแกนในแต่ละอตัราการสแกนคือ 
25, 50, 100, 150, และ 200 mV/s ขณะท่ีภาพท่ี 2 เป็นกราฟ CV จากการสแกนในแต่ละอตัราการ
สแกนทั้ง 5 อตัราเช่นกนั ของอิเล็กโทรดPTE จากผลการทดลองท าให้สามารถสรุปไดว้า่
อิเล็กโทรดทั้งสองชนิดมีประสิทธิภาพสูงในการใช้เป็นฐานการตรวจสอบพฤติกรรมทางเคมีไฟฟ้า
แบบต่างๆ 
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ภาพที ่1    กราฟ cyclic voltammogram ของ อิเล็กโทรดglassy carbon (GCE) เม่ือท าการวดักระแส
และศกัยไ์ฟฟ้าท่ีระดบัการสแกนอตัรา 25, 50, 100, 150 และ 200 mV/s ในระบบสารละลาย 1.0 mM 
K3Fe(CN)6

3-/ K3Fe(CN)6
4- ใน 0.1 M PBS ท่ี pH 7.0 ณ อุณหภูมิ 25 °C 
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 ภาพที ่2    กราฟ cyclic voltammogram ของ อิเล็กโทรด platinum (PTE) เม่ือท าการวดักระแสและ
ศกัยไ์ฟฟ้าท่ีระดบัการสแกนอตัรา 50, 100, 150 และ 200 mV/s ในระบบสารละลาย 1.0 mM 
K3Fe(CN)6

3-/ K3Fe(CN)6
4- ใน 0.1 M PBS ท่ี pH 7.0 ณ อุณหภูมิ 25 °C 

 
สมบัติทางไฟฟ้าเคมีของอิเล็กโทรดดัดแปลง chitosan-modified GCE และอิเล็กโทรดดัดแปลง 
chitosan-modified PTE 

จากการตรวจสอบสมบติัการน าไฟฟ้าของอิเล็กโทรดดดัแปลง ดว้ยการเคลือบสารชีวภาพ
ไคโตซานชนิด 85%DD หรือ 95%DD GCE บนผิวหน้าอิเล็กโทรดGCE กบัผิวหน้าอิเล็กโทรด
PTE  เม่ือท าการตรวจวดัโดยวิธี cyclic voltammetry (CV) พบวา่ไดผ้ลการวดัในรูปของกราฟ
ความสัมพนัธ์ระหว่างกระแส(I) และศกัยไ์ฟฟ้า (E) ในระบบ supporting electrolyte ของ 1.0 mM 
K3Fe(CN)6 ในสารละลาย 0.1M PBS pH 7.0 ท่ีมีการแลกเปล่ียน ferri-ferro ion ในเซลล์ไฟฟ้า ดงั
ภาพท่ี 3 เป็นกราฟ CV ของอิเล็กโทรดดดัแปลง 85%DD chitosan-modified GCE เม่ือท าการ
สแกนในแต่ละอตัราการสแกนคือ 25, 50, 100, 150, และ 200 mV/s และภาพท่ี 4 เป็นกราฟ CV 
จากการสแกนในแต่ละอตัราการสแกน ของอิเล็กโทรดดดัแปลง 95%DD chitosan-modified GCE 
ขณะท่ีภาพท่ี5 เป็นกราฟ CV จากการสแกนในแต่ละอตัราการสแกนดงักล่าว ของอิเล็กโทรด
ดดัแปลง 95%DD chitosan-modified PTE 
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ภาพที ่3    กราฟ cyclic voltammogram ของ อิเล็กโทรดglassy carbon(GCE) ท่ีเคลือบดว้ยสารชีวภาพ
ไคโตซานชนิด 85% deacetylation degree (chitosan 85DD) เม่ือท าการวดักระแสและศกัยไ์ฟฟ้าท่ี
ระดบัการสแกนอตัรา 25, 50, 100, 150 และ 200 mV/s ในระบบสารละลาย 1.0 mM K3Fe(CN)6

3-/ 
K3Fe(CN)6

4- ใน 0.1 M PBS ท่ี pH 7.0 ณ อุณหภูมิ 25 °C 
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ภาพที ่4    กราฟ cyclic voltammogram ของ อิเล็กโทรดglassy carbon(GCE) ท่ีเคลือบดว้ยสารชีวภาพ
ไคโตซานชนิด 95% deacetylation degree (chitosan 95DD) เม่ือท าการวดักระแสและศกัยไ์ฟฟ้าท่ี
ระดบัการสแกนอตัรา 25, 50, 100, 150 และ 200 mV/s ในระบบสารละลาย 1.0 mM K3Fe(CN)6

3-/ 
K3Fe(CN)6

4- ใน 0.1 M PBS ท่ี pH 7.0 ณ อุณหภูมิ 25 °C 
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ภาพที ่5    กราฟ cyclic voltammogram ของ อิเล็กโทรดplatinum(PTE) ท่ีเคลือบดว้ยสารชีวภาพไค
โตซานชนิด 95% deacetylation degree (chitosan 95DD) เม่ือท าการวดักระแสและศกัยไ์ฟฟ้าท่ีระดบั
การสแกนอตัรา 25, 50, 100, 150 และ 200 mV/s ในระบบสารละลาย 1.0 mM K3Fe(CN)6

3-/ 
K3Fe(CN)6

4- ใน 0.1 M PBS ท่ี pH 7.0 ณ อุณหภูมิ 25 °C 
 
 
ความส าเร็จในการตรึงดีเอ็นเอที่ถูกตรึงด้วยสารชีวภาพไคโตซานบนอิเล็กโทรดดัดแปลง   
จากการใชก้ลอ้งจุลทรรศน์แรงอะตอม(Atomic force microscope) ตรวจสอบโครงสร้างพื้นผวิใน
ระดบัจุลภาคหรือระดบันาโนภาค เพื่อตรวจสอบผลการตรึงดีเอ็นเอ SCWL-DNA บนผวิหนา้ขั้วฟิลม์
บางของสารชีวภาพไคโตซานท่ีใชเ้คลือบดดัแปลงอิเล็กโทรดจบัสัญญานไฟฟ้า พบวา่ สามารถตรวจ
พบดีเอน็เอท่ีน ามาทดสอบคือ SCWL-DNA ท่ีเป็นดีเอน็เอสายเด่ียว (single stranded DNA) ถูกตรึงอยู่
บนผวิหนา้ฟิลม์บางไคโตซานดงักล่าวอยา่งชดัเจน และยงัสามารถวดัขนาดความหนาของเส้นสายดี
เอน็เอสายเด่ียวของ SCWL-DNA น้ีไดว้า่มีขนาดประมาณ 10-15 นาโนเมตร ดงัปรากฎในภาพท่ี 6 
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ภาพที ่ 6 ภาพดีเอน็เอท่ีถูกตรึงบนฟิลม์บางไคโตซาน เม่ือตรวจสอบดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์แรงอะตอม 
(Atomic force microscope) ซ่ึงสามารถตรวจพบดีเอ็นเอสายเด่ียวของ SCWL-DNA ท่ีวดัขนาดความ
หนาของเส้นสายดีเอ็นเอไดว้า่มีขนาดประมาณ 10-15 นาโนเมตร 
 
พฤติกรรมทางไฟฟ้าเคมีของดีเอ็นเอที่ถูกตรึงบนอิเล็กโทรดดัดแปลง chitosan-modified GCE   
   ผลการวดัค่าของกระแสอะโนด (Ipa) และกระแสคะโทด (Ipc) ท่ีช่วงศกัยไ์ฟฟ้าระหว่าง 
-0.2 ถึง + 0.8 V ในระบบ supporting electrolyte เป็น K3Fe(CN)6

3-/ K3Fe(CN)6
4- ท่ีระดบัการสแกน

อตัรา 25, 50, 100, 150 และ 200 mV/s พบวา่มีค่าบ่งช้ีทางเคมีไฟฟ้าแตกต่างกนัออกไป โดยสามารถ
น ามาเปรียบเทียบเพื่อแสดงความสัมพนัธ์ในระดบัต่างๆได ้ ดงัภาพท่ี 7 ท่ีแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่ง
กระแสกบัศกัยไ์ฟฟ้าท่ีวดัไดห้ลงัการตรึง SCWL-ssDNA บนอิเล็กโทรดดดัแปลงน้ี จากการสแกน
ดว้ยอตัราและระบบ supporting electrolyte ขา้งตน้ ขณะท่ีภาพท่ี8 เป็นกราฟ CVท่ีแสดงผล
เปรียบเทียบกระแสและศกัยไ์ฟฟ้าของปฏิกิริยา redox ท่ีเกิดข้ึนเม่ือท าการวดั GCE (a) กบั
อิเล็กโทรดGCEดดัแปลงดว้ยการเคลือบสารชีวภาพไคโตซานไคโตซาน(b) และสัญญานท่ีไดห้ลงั
การตรึงดีเอ็นเอสายเด่ียวของ SCWL-DNA บนอิเล็กโทรดGCEดดัแปลงดว้ยสารชีวภาพไคโตซาน
(c)ท่ีอตัราการสแกน(scan rate) 100 mV/s  และภาพท่ี 9 เป็นกราฟความสัมพนัธ์เชิงเส้น (linear 
regression) จากปฏิกิริยา redox ของ SCWL-ssDNA ของกระแสอะโนด(Ipa) และกระแสคะโทด 
(Ipc) จากการวดัในแต่ละอตัราการสแกนท่ี 25, 50, 100, 150 และ 200 mV/s โดยมีค่า R ของ Ipa และ 
Ipc เป็น 0.9992 และ 0.9979 ตามล าดบั 
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ภาพที ่7  กราฟcyclic voltammogram ท่ีไดห้ลงัจากท าการตรึงดีเอ็นเอท่ีสกดัจากออ้ยเป็นโรคใบขาวท่ี
เกิดจากเช้ือไฟโตพลาสมาความเขม้ขน้ 50 ng/ µl จ านวน 2 µl บนอิเล็กโทรดglassy carbon ดดัแปลง
ดว้ยการเคลือบสารชีวภาพไคโตซาน เม่ือท าการวดักระแสและศกัยไ์ฟฟ้าท่ีระดบัการสแกนอตัรา 25, 
50, 100, 150 และ 200 mV/s ในระบบสารละลาย 1.0 mM K3Fe(CN)63-/ K3Fe(CN)64- ใน 0.1 M 
PBS ท่ี pH 7.0 ณ อุณหภูมิ 25 °C 
 

 
ภาพที่ 8 กราฟ cyclic voltammogram แสดงผลการเปรียบเทียบระหว่างอิเล็กโทรดGCEเปลือย(a) 
กบัอิเล็กโทรดGCEดดัแปลงดว้ยการเคลือบสารชีวภาพไคโตซานไคโตซาน(b) และสัญญานท่ีได้
หลงัการตรึงดีเอ็นเอสายเด่ียวของ SCWL-DNA บนอิเล็กโทรดGCEดดัแปลงดว้ยสารชีวภาพไคโต
ซาน(c) ท่ีอตัราการสแกน(scan rate) 100 mV/s ภายใตร้ะบบสารละลาย 1.0 mM K3Fe(CN)6

3-/ 
K3Fe(CN)6

4- ใน 0.1 M PBS ท่ี pH 7.0 ณ อุณหภูมิ 25 °C    
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ภาพที่ 9 ความสัมพนัธ์ของกระแส oxidation (Ipa) และกระแส reduction(Ipc) ของสัญญานท่ีไดห้ลงั
การตรึงดีเอ็นเอสายเด่ียวของ SCWL-DNA บนอิเล็กโทรดGCEดดัแปลงดว้ยสารชีวภาพไคโตซาน
ท่ีพบจากการวดัในแต่ละรอบของการสแกนท่ี 25. 50. 100. 150. และ 200 mV/s ในระบบสารละลาย 
1.0 mM K3Fe(CN)63-/ K3Fe(CN)64- ใน 0.1 M PBS ท่ี pH 7.0 ณ อุณหภูมิ 25 °C   
 
พฤติกรรมทางไฟฟ้าเคมีของดีเอ็นเอที่ถูกตรึงบนอิเล็กโทรดดัดแปลง chitosan-modified PTE   
   ในการวดัค่าของกระแสอะโนด (Ipa) และกระแสคะโทด (Ipc) ท่ีช่วงศกัยไ์ฟฟ้าระหว่าง 
-0.2 ถึง + 0.8 V ในระบบ supporting electrolyte เป็น K3Fe(CN)6

3-/ K3Fe(CN)6
4- ท่ีระดบัการสแกน

อตัรา 25, 50, 100, 150 และ 200 mV/s พบวา่มีค่าบ่งช้ีทางเคมีไฟฟ้าแตกต่างกนัออกไป โดยสามารถ
น ามาเปรียบเทียบเพื่อแสดงความสัมพนัธ์ในระดบัต่างๆได ้ดงัภาพท่ี 10 ท่ีแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่ง
กระแสกบัศกัยไ์ฟฟ้าท่ีวดัไดห้ลงัการตรึง SCWL-ssDNA บนอิเล็กโทรดดดัแปลง chitosan-modified 
PTE  จากการสแกนดว้ยอตัราและระบบ supporting electrolyte ขา้งตน้ ขณะท่ีภาพท่ี11 เป็นกราฟ 
CVท่ีแสดงผลเปรียบเทียบกระแสและศกัยไ์ฟฟ้าของปฏิกิริยา redox ท่ีเกิดข้ึนเม่ือท าการวดั PTE 
(a) กบัอิเล็กโทรดPTEดดัแปลงดว้ยการเคลือบสารชีวภาพไคโตซานไคโตซาน(b) และสัญญานท่ี
ไดห้ลงัการตรึงดีเอ็นเอสายเด่ียวของ SCWL-DNA บนอิเล็กโทรดPTEดดัแปลงดว้ยสารชีวภาพไค
โตซาน(c)ท่ีอตัราการสแกน(scan rate) 100 mV/s  และภาพท่ี 12 เป็นกราฟความสัมพนัธ์เชิงเส้น 
(linear regression) จากปฏิกิริยา redox ของ SCWL-ssDNA ของกระแสอะโนด(Ipa) และกระแส
คะโทด (Ipc) จากการวดัในแต่ละอตัราการสแกนท่ี 25, 50, 100, 150 และ 200 mV/s โดยมีค่า R ของ 
Ipa และ Ipc เป็น 0.98913 และ 0.99689 ตามล าดบั และเม่ือเปรียบเทียบค่าของกระแสและ
ศกัยไ์ฟฟ้าท่ีวดัไดข้องปฏิกิริยา redox ท่ีเกิดข้ึน ณ อตัราการสแกน 100 mV/s ของอิเล็กโทรดทั้ง
ชนิด GCE และ PTE ก่อนและหลงัการดดัแปลงดว้ยสารโพลิเมอร์ธรรมชาติไคโตซาน และ
หลงัจากการตรึง SCWL-ssDNA แลว้ ก็สามารถสรุปผลท่ีไดด้งัตารางท่ี 1  
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 ภาพที ่ 10  กราฟcyclic voltammogram ท่ีไดห้ลงัจากท าการตรึงดีเอน็เอสายเด่ียวท่ีสกดัจากออ้ยเป็น
โรคใบขาวท่ีเกิดจากเช้ือไฟโตพลาสมาความเขม้ขน้ 50 ng/ µl จ านวน 2 µl บนอิเล็กโทรด platinum 
ดดัแปลงดว้ยการเคลือบสารชีวภาพไคโตซาน เม่ือท าการวดักระแสและศกัยไ์ฟฟ้าท่ีระดบัการสแกน
อตัรา 25, 50, 100, 150 และ 200 mV/s ในระบบสารละลาย 1.0 mM K3Fe(CN)63-/ K3Fe(CN)64- ใน 
0.1 M PBS ท่ี pH 7.0 ณ อุณหภูมิ 25 °C 

 
 
ภาพที่ 11 กราฟ cyclic voltammogram แสดงผลการเปรียบเทียบระหว่างอิเล็กโทรดPTEเปลือย(a) 
กบัอิเล็กโทรดPTEดดัแปลงดว้ยการเคลือบสารชีวภาพไคโตซานไคโตซาน(b) และสัญญานท่ีได้
หลงัการตรึงดีเอ็นเอสายเด่ียวของ SCWL-DNA บนอิเล็กโทรดPTEดดัแปลงดว้ยสารชีวภาพไคโต
ซาน(c) ท่ีอตัราการสแกน(scan rate) 100 mV/s ภายใตร้ะบบสารละลาย 1.0 mM K3Fe(CN)6

3-/ 
K3Fe(CN)6

4- ใน 0.1 M PBS ท่ี pH 7.0 ณ อุณหภูมิ 25 °C    
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ภาพที่ 12 ความสัมพนัธ์ของกระแส oxidation (Ipa) และกระแส reduction(Ipc) ของสัญญานท่ีได้
หลงัการตรึงดีเอ็นเอสายเด่ียวของ SCWL-DNA บนอิเล็กโทรดPTEดดัแปลงดว้ยสารชีวภาพไคโต
ซานท่ีพบจากการวดัในแต่ละรอบของการสแกนท่ี 25, 50, 100, 150, และ 200 mV/s ในระบบ
สารละลาย 1.0 mM K3Fe(CN)63-/ K3Fe(CN)64- ใน 0.1 M PBS ท่ี pH 7.0 ณ อุณหภูมิ 25 °C   
 
ตารางที ่1   ค่าของกระแสและศกัยไ์ฟฟ้าเม่ือท าการวเิคราะห์ดว้ยวธีิ cyclic voltammetry (CV) ท่ีอตัรา
การสแกน(scan rate) 100 mV/s ภายใตร้ะบบสารละลาย 1.0 mM K3Fe(CN)6

3-/ K3Fe(CN)6
4- ใน 0.1 M 

PBS ท่ี pH 7.0 ณ อุณหภูมิ 25 °C จากการวดัอิเล็กโทรดชนิด glassy carbon (GCE) อิเล็กโทรดชนิด 
platinum (PTE) อิเล็กโทรด GCE กบั PTE ดดัแปลงดว้ยการเคลือบสารชีวภาพไคโตซาน และการวดั
หลงัจากท าการตรึงดีเอน็เอท่ีสกดัจากออ้ยเป็นโรคใบขาวท่ีเกิดจากเช้ือไฟโตพลาสมาความเขม้ขน้ 50 
ng/ µl จ านวน 2 µl บนอิเล็ดโทรดดดัแปลงแต่ละชนิด 
 
Electrode species Epa 

(V/SC
E) 

Ipa (µA) Epc 
(V/SCE) 

Ipc (µA) Ipa/Ipc Ep Ep /2 

Bare GCE 0.5136 2.4136 -0.0806 -3.3255 0.7258 0.4330 0.2165 
GCE-Chitosan 0.4229 1.4297 0.01007 -2.0837 0.7879 0.4129 0.2065 
GCE-Chitosan-ssDNA 0.4129 2.3697 0.01007 -2.8592 0.8288 0.4028 0.2014 
Bare PTE 0.6043 2.6404 0.0 -2.7487 0.9606 0.6546 0.3273 
PTE-Chitosan 0.6043 4.1141 -2.0142 -7.1960 0.5717 0.8057 0.4028 
PTE-Chitosan-ssDNA 0.6043 3.1046 -2.0142 -4.4333 0.7003 0.8057 0.4028 
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การตอบสนองของ chitosan-modified GCE ที่มีการตรึง SCWL-ssDNA ต่อสาร Methylene 
blue ที่เป็น DNA intercalator 
 ในการตรวจสอบพฤติกรรมทางเคมีไฟฟ้าของ SCWL-ssDNA ท่ีตรึงอยู่บน chitosan-
modified GCE จากการติดฉลากดีเอ็นเอดงักล่าวดว้ยสาร methylene blue (MB) ซ่ึงใช้เป็น DNA 
intercalator ท่ีจ  าเพาะต่อดีเอ็นเอโดยเฉพาะส่วนท่ีเป็นเบส guanine และสามารถใช้เป็นดชันีของ
ปฏิกิริยา redoxของดีเอ็นเอในระบบ supporting electrolyte เป็น tris buffer saline pH 7.0 น้ี ท  าให้
ไดค้่าความสัมพนัธ์ของกระแสและศกัยไ์ฟฟ้าในรูปแบบของ cyclic voltammogram ดงัภาพท่ี13 
ซ่ึงแสดงจุดสูงสุด (peak)ของกระแส Ipa และ (Ipc) ณ ค่าศกัยไ์ฟฟ้าท่ีจุดหน่ึงซ่ึงเป็นค่าจ าเพาะของ
ปฏิกิริยาระหว่างดีเอ็นเอกบัMB คือต าแหน่ง Ep ท่ีประมาณ -0.25V ในแต่ละรอบของการสแกนท่ี
25, 50, 100, 150, และ 200 mV/s  และเม่ือท าการตรวจสอบปฏิกิริยา redox ท่ีเกิดข้ึน จากการวดัโดย
วิธี differential pulse (DPV) ก็สามารถตรวจพบการปรากฏข้ึนของค่าสูงสุดหรือ peak ของกระแส 
I ณ ต าแหน่ง Ep ท่ีจ  าเพาะนั้นคือท่ีต าแหน่งประมาณ -0.25V เช่นกนั ขณะท่ีไม่ปรากฏว่ามี peak 
ของกระแส I เกิดข้ึนจากการวดั GCEเปลือย และ chitosan-modified GCE แต่อย่างใด ดงักราฟ
เปรียบเทียบในภาพท่ี 14 
 

 
ภาพที ่13     กราฟcyclic voltammogram ท่ีไดห้ลงัจากท าการตรึงดีเอน็เอสายเด่ียวท่ีสกดัจากออ้ยเป็น
โรคใบขาวท่ีเกิดจากเช้ือไฟโตพลาสมาความเขม้ขน้ 50 ng/ µl จ านวน 2 µl บนอิเล็กโทรด GCE 
ดดัแปลงดว้ยการเคลือบสารชีวภาพไคโตซาน ในระบบ redox ท่ีใชส้าร methylene blue เป็น DNA 
intercalator เม่ือท าการวดักระแสและศกัยไ์ฟฟ้าท่ีระดบัการสแกนอตัรา 25, 50, 100, 150 และ 200 
mV/s (จาก a ถึง e) ในระบบสารละลาย 20 mM tris buffer saline (TBS) pH 7.0  
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ภาพที ่14   กราฟ Differential pulse voltammetry (DPV) ในระบบ redox ท่ีใชส้าร methylene blue 
เป็น DNA intercalator เม่ือท าการวดักระแสและศกัยไ์ฟฟ้าท่ีระดบัการสแกนอตัรา 100 mV/s   ใน
ระบบสารละลาย 20 mM tris buffer saline (TBS) pH 7.0 โดย (a) = อิเล็กโทรดGCEดดัแปลงดว้ย
การเคลือบสารชีวภาพไคโตซานไคโตซาน, (b) =อิเล็กโทรดGCEเปลือย, (c) =สัญญานท่ีไดห้ลงั
การตรึงดีเอ็นเอสายเด่ียวของ SCWL-DNA บนอิเล็กโทรดGCEดดัแปลงดว้ยสารชีวภาพไคโตซาน 
 
การวิเคราะห์ในเชิงปริมาณของดีเอ็นเอโดยวิธีเคมีไฟฟ้า  
 จากการตรวจวดัปฏิกิริยา redox ท่ีตอบสนองต่อสาร intercalater MB ของดีเอ็นเอ ขา้งตน้ 
เม่ือท าการตรวจวดัโดยใช้ดีเอ็นเอท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่างๆกนั คือตั้งแต่ 0-25 ng/ml พบวา่ค่าของ
การตอบสนองทางเคมีไฟฟ้าทั้งในรูปแบบ cyclic voltammetry และ differential pulse 
voltammetry ม่ีค่ากระแสเพิ่มสูงข้ึนหรือลดหลัน่กยัไปตามระดบัความเขม้ขน้ของดีเอ็นเอ 
โดยเฉพาะค่าท่ีวดัไดจ้าก DPV ซ่ึงเม่ือท าการวดัดีเอ็นเอท่ีสกดัจากตน้ออ้ยเป็นโรคใบขาว (SCWL-
DNA) ในระดบัความเขม้ขน้ต่างๆดงักล่าว ท าให้สามารถใชค้วามสัมพนัธ์น้ีในการตรวจหาค่า 
EC50 ของ SCWL-DNA ท่ีใช้ส าหรับการตรึงบนพื้นผิว chitosan-modified GCE ได ้ซ่ึงไดค่้าเท่ากบั 
1.38344 E-21 บนพื้นผิวขนาดรัศมี 2 mm และในท านองเดียวกนัก็สามารถวดัหาความเขม้ขน้ของ
ดีเอ็นเอ ไดจ้ากค่าความสัมพนัธ์ในเชิงเส้นตรงระหวา่งระดบัความเขม้ขน้ของสารละลายดีเอน็เอเม่ือ
เทียบเป็นค่า log ความเขม้ขน้ กบัค่ากระแส peak ของ DPV จากปฏิกิริยา redox ท่ีใชส้าร methylene 
blue เป็น DNA intercalator ซ่ึงมีสมการความสัมพนัธ์ regression เป็น Y = -0.95669+0.5286X, และ
ค่า R = 0.9916  ดงัผลการทดลองในภาพท่ี 15, 16, 17, และ 18 ตามล าดบั 
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ภาพที ่15 กราฟcyclic voltammogram ท่ีไดจ้ากปฏิกิริยา redox ในระบบ redox ท่ีใชส้าร methylene 

blue เป็น DNA intercalator    เม่ือท าการตรวจสารละลายของดีเอน็เอสายคู่(dsDNA)จากตน้
ออ้ยเป็นโรคใบขาวท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่างๆไดแ้ก่ 0 (a), 1 (b), 6.25(c), และ 12.5(d) ng/ml
จากการวดักระแสและศกัยไ์ฟฟ้าท่ีระดบัการสแกนอตัรา 100 mV/s   ในระบบสารละลาย 20 
mM tris buffer saline (TBS) pH 7.0 

 
ภาพที ่16 กราฟ differential pulse voltammogram ท่ีไดจ้ากปฏิกิริยา redox ท่ีใชส้าร methylene blue 
เป็น DNA intercalator    เม่ือท าการตรวจสารละลายของดีเอน็เอสายคู่(dsDNA)จากตน้ออ้ยเป็นโรคใบ
ขาวท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่างๆไดแ้ก่ 1 (a), 6.25 (b), 12.5(c), และ 25(d) ng/mlจากการวดักระแสและ
ศกัยไ์ฟฟ้าท่ีระดบัการสแกนอตัรา 100 mV/s   ในระบบสารละลาย 20 mM tris buffer saline (TBS) 
pH 7.0 
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ภาพที ่17  ผลการวเิคราะห์ Dose response curve ท่ีไดจ้ากการวดัสัญญาณ DPV จากปฏิกิริยา redox ท่ี

ใชส้าร methylene blue เป็น DNA intercalator ของสารละลายดีเอน็เอท่ีระดบัความเขม้ขน้ 
1-25 ng/ml ท  าใหไ้ดค้่า EC50 ของดีเอน็เอท่ีใชส้ าหรับการตรึงบนพื้นผิว template เท่ากบั 
1.38344E-21 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่18 ความสัมพนัธ์ในเชิงเส้นตรงระหวา่งระดบัความเขม้ขน้ของสารละลายดีเอน็เอเม่ือเทียบเป็น
ค่า log ความเขม้ขน้ กบัค่าสัญญาณ DPV จากปฏิกิริยา redox ท่ีใชส้าร methylene blue เป็น DNA 
intercalator ท าใหไ้ดส้มการความสัมพนัธ์ regression เป็น Y = -0.95669+0.5286X, และค่า R = 
0.9916   
 

0 5 10 15 20 25

-1.0

-0.9

-0.8

-0.7

-0.6

-0.5

-0.4

-0.3

-0.2

-0.1
i 
(u

A
)

DNA concentration (ng/ml)

-0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 1.6

-1.0

-0.9

-0.8

-0.7

-0.6

-0.5

-0.4

-0.3

-0.2

-0.1

i(
u

A
)

DNA concentration (log ng/ml)



33 
 

 
วจิารณ์ 

จากการตรวจสอบคุณสมบติัการน าไฟฟ้าของอิเล็กโทรด 2 ชนิดคือ ชนิด glassy carbon (GCE)  และ
ชนิด platinum (PTE) ดว้ยการวดัผลการตอบสนองในอิเล็กโตรไลทม์าตรฐาน 1.0 mM K3Fe(CN)6 ใน 
0.1 M phosphate buffer saline pH 7.0 สามารถบ่งช้ีประสิทธิภาพการน าไฟฟ้าของอิเล็กโทรดทั้งสอง
ชนิดไดอ้ยา่งชดัเจน แมมี้รูปแบบของ cyclic voltammogram (CV) แตกต่างกนั ดงัภาพท่ี 1 ซ่ึงเป็น
กราฟ CV จากการวดั GCE และ ภาพท่ี 2 ซ่ึงเป็นกราฟจากการวดั PTE แต่ก็แสดงถึงระดบัการเกิด
กระแสไฟฟ้าของปฏิกิริยา redox ท่ีเกิดข้ึนระหวา่งการวดัในอิเล็กโตรไลทม์าตรฐานไดเ้ป็นอยา่งดี 
และเม่ือท าการดดัแปลงอิเล็กโทรด GCE และPTE โดยการเคลือบพื้นผิวหนา้ glassy carbon และ 
platinum ดว้ยสารโพลิเมอร์ชีวภาพไคโตซาน แลว้ตรวจสอบคุณสมบติัทางเคมีไฟฟ้าดว้ยวธีิ cyclic 
voltammetry ในอิเล็กโตรไลทม์าตรฐานนั้น พบวา่อิเล็กโทรดดดัแปลงดงักล่าวยงัคงความสามารถใน
การน าไฟฟ้า แต่มีระดบัการตอบสนองของการเกิด peak ของกระแสในศกัยไ์ฟฟ้าท่ีก าหนด
เปล่ียนแปลงไปตามลกัษณะเฉพาะตวัของอิเล็กโทรดดดัแปลงแต่ละชนิด จากการเปรียบเทียบลกัษณะ
ของกราฟ CV ท่ีเกิดข้ึนทั้งจากการวดัอิเล็กโทรด GCE ท่ีเคลือบสารไคโตซานชนิด 85%DD และ
อิเล็กโทรด GCE ท่ีเคลือบสารไคโตซานชนิด 95%DD กบัอิเล็กโทรด PTE ท่ีเคลือบดว้ยสารไคโต
ซานชนิด 95%DD ดงัภาพท่ี 3,4, และ 5 ตามล าดบั โดยมีลกัษณะรูปแบบความสัมพนัธ์ของกระแส (I) 
และศกัยไ์ฟฟ้า (E) ท่ีเกิดข้ึน ช้ีใหเ้ห็นถึงความเสถียรและการแพร่กระจายอยา่งสม ่าเสมอของฟิลม์บาง
ไคโตซานบนอิเล็กโทรด GCE และ PTE ซ่ึงผลการตรวจวิเคราะห์ในการทดลองคร้ังน้ี เป็นไปใน
ลกัษณะเคียงกนักบัการศึกษาของ Xu, et al. (2001) และ Liu and Hu (2007) ท่ีสรุปวา่การดดัแปลง
อิเล็กโทรดทั้งท่ีเป็นชนิด gold electrode และ graphite electrode ดว้ยการเคลือบสารไคโตซานชนิด 
chitosan oligomer ใหผ้ลการตอบสนองทางเคมีไฟฟ้าในระดบัท่ีตอ้งการไดเ้ช่นเดียวกนั 
 เม่ือท าการทดลองตรึงดีเอ็นเอสายเด่ียวท่ีเตรียมไดจ้ากตน้ออ้ยเป็นโรคใบขาว (SCWL-
ssDNA) บนอิเล็กโทรดดดัแปลงดว้ยสารโพลิเมอร์ชีวภาพไคโตซานชนิด 95%DD ดว้ยวธีิ self 
assembly ตามคุณสมบติัการเป็นประจุบวกของสารไคโตซาน ท่ีสามารถยดึเหน่ียวกบัประจุลบชองดี
เอน็เอ แลว้ตรวจสอบความส าเร็จของการตรึงดีเอ็นเอดงักล่าวดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์แรงอะตอม 
(Atomic Force Microscope) ซ่ึงใชใ้นการตรวจสอบพื้นผิวอยา่งละเอียดในระดบันาโนภาค ก็สามารถ
ยนืยนัความส าเร็จของการตรึงไดจ้ากภาพท่ีปรากฏในภาพท่ี 6 ซ่ึงแสดงใหเ้ห็นเส้นสายของ SCWL-
ssDNA ถูกตรึงอยูบ่นโครงข่ายของฟิลม์บางไคโตซานอยา่งชดัเจน  ส าหรับการพิสูจน์คุณสมบติัทาง
เคมีไฟฟ้าของอิเล็กโทรดดดัแปลง chitosan-modified GCE และ chitosan-modified PTE ท่ีไดท้  าการ
ตรึง SCWL-ssDNA แลว้นั้น ท าการวเิคราห์ดว้ยวธีิ cyclic voltammetry ในอิเล็กโตรไลทม์าตรฐาน
ขา้งตน้ ก็พบวา่มีการแสดงผลยนืยนัความส าเร็จในการตรึงดีเอ็นเอน้ีไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพเช่นกนั 
ดงัรูปแบบ cyclic voltammogram ท่ีไดจ้ากการสแกนท่ี 25, 50, 100, 150 และ 200 mv/s ของ chitosan-
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midified GCE ท่ีไดต้รึง SCWL-ssDNA แลว้ ในภาพท่ี 7 และการเปรียบเทียบระดบักระแส (I) ของ
กราฟ CV จากการวดั GCE กบั chitosan-modified GCE และ chitosan-modified GCE ท่ีตรึง SCWL-
ssDNA ในภาพท่ี 8 และจากผลการวเิคราะห์ความสัมพนัธ์ในเชิงเส้นตรง (Linear regression analysis) 
ระหวา่งกระแสทั้งในช่วงอะโนด (Ipa) และช่วงคะโทด (Ipc) ของอิเล็กโทรด chitosan-modified GCE 
ท่ีตรึง SCWL-ssDNA ดงัภาพท่ี 9 ช้ีใหเ้ห็นวา่เป็นลกัษณะของการตรึงดีเอน็เอท่ีมีความเสถียรสูงมาก
และในท านองเดียวกนัน้ี ผลท่ีไดจ้ากการวเิคราะห์การตรึงดีเอน็เอ SCWL-ssDNA บน chitosan-
modified PTE ก็สามารถพิสูจน์ความส าเร็จของการตรึงดีเอ็นเอดงักล่าวไดอ้ยา่งมีเสถียรภาพ ดงั
รูปแบบกราฟ CV ในแต่ละอตัราการสแกนในภาพท่ี 10 และการเปรียบเทียบระดบักระแส (I) ใน
ปฏิกิริยา redox ท่ีอตัราการสแกน 100 mV/s จาก CV ของ PTE กบั chitosan-modified PTE และ 
chitosan-modified PTE ท่ีตรึง SCWL-ssDNA แลว้ในภาพท่ี 11 และกราฟแสดงความสัมพนัธ์ในเชิง
เส้นตรงระหวา่งกระแส Ipa และ Ipc ท่ีพบหลงัการตรึงดีเอน็เอน้ี ในภาพท่ี 12  นอกจากน้ีค่าท่ีไดจ้าก
การวดักระแส Ipa และ Ipc กบัศกัยไ์ฟฟ้า Epa และ Epc ของอิเล็กโทรด GCE และ PTE ท่ีวดัก่อนและ
หลงัการดดัแปลงดว้ยสารโพลิเมอร์ชีวภาพไคโตซาน(chitosan-modified electrode) และหลงัจากการ
ตรึงดีเอ็นเอบน chitosan-modified electrode นั้นๆ ดงัสรุปในตารางท่ี 1 ยงัแสดงถึงศกัยภาพของ
อิเล็กโทรด GCE และ PTE ในการใชเ้ป็นฐานการวดัพฤติกรรมทางเคมีไฟฟ้าไดอ้ยา่งไม่ยิง่หยอ่นไป
กวา่กนั ดงันั้นจึงสามารถใชอิ้เล็กโทรดทั้งสองชนิด ส าหรับการตรวจวดัคุณสมบติัและการสร้างฐาน
ของดีเอน็เอไบโอเซนเซอร์ไดเ้ช่นเดียวกนั อยา่งไรก็ตามเน่ืองจากอิเล็กโทรดชนิด PTE มีราคาท่ีสูง
กวา่ชนิด GCE มาก ในการทดลองล าดบัต่อไปจึงพิจารณาใชอิ้เล็กโทรดชนิด GCE เป็นหลกัส าหรับ
การศึกษาเพื่อสร้างดีเอ็นเอเซนเซอร์ของการตรวจโรคใบขาวของออ้ยน้ี 
 ในดา้นการศึกษาพฤติกรรมทางเคมีไฟฟ้าของ SCWL-ssDNA  ท่ีตรึงอยูบ่น chitosan-
modified GCE โดยใชส้าร methylene blue (MB) เป็นดชันีแสดงการเกิดข้ึนของปฏิกิริยา redox ท่ี
จ  าเพาะต่อชนิดของดีเอน็เอ จากการวดัในอิเล็กโตรไลท ์Tris buffer saline pH 7.0 ท าใหต้รวจพบการ
เกิดความสัมพนัธ์ของกระแส I และศกัยไ์ฟฟ้า E ณ จุดท่ีเป็นต าแหน่งจ าเพาะ โดยมีจุดสูงสุด (peak) 
ของค่า I ณ ตาแหน่ง Ep เท่ากบั -0.25V ทั้งในการตรวจวดัแบบ cyclic voltammetry (CV) และ 
differential pulse voltammetry (DPV) ซ่ึงบ่งช้ีการมีอยูข่องดีเอน็เอดงักล่าวอยา่งชดัเจน ดงัการ
เปรียบเทียบกราฟของกระแส I และศกัยไ์ฟฟ้า E ของ GCE กบั chitosan-modified GCE และ 
chitosan-modified GCE ท่ีตรึงดีเอ็นเอ SCWL-ssDNAแลว้   ดงัภาพท่ี 13 และภาพท่ี 14 ตามล าดบั อนั
เป็นผลจากคุณสมบติัของการเป็น guanine oxidation และ redox indicator ของ MB ท่ีจ  าเพาะต่อเบสน้ี 
(Moa et al., 2008; Henry et al., 2009 )   

และจากปรากฏการณ์เกิด peak ของกระแส I ณ ต าแหน่งศกัยไ์ฟฟ้า E ท่ีจ  าเพาะระหวา่งดีเอ็น
เอกบัสาร MB น้ี สามารถน ามาใชป้ระโยชน์ต่อเน่ือง ในการศึกษาเชิงปริมาณของดีเอน็เอบนพื้นผวิ
ของอีเล็กฌดทรดดดัแปลงน้ีไดเ้ป็นอยา่งดี เม่ือท าการทดลองตรวจวดัอิเล็กโทรดดดัแปลงท่ีมีการตรึง
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ดีเอ็นเอของออ้ยเป็นโรคใบขาว (SCWL-DNA) ท่ีมีความเขม้ขน้ในระดบัตั้งแต่ 0-25 ng/ml พบวา่ท า
ใหเ้กิด peak ของกระแส I ในระดบัท่ีสูง-ค ่า ลดหลัน่กนัไปตามระดบัความเขม้ขน้ของดีเอน็เอ ณ 
ต าแหน่ง E เดียวกนันั้นทั้งจากการวดัโดยวธีิ CV (ภาพท่ี 15) และ DPV (ภาพท่ี 16)  อยา่งไรก็ตามค่าท่ี
วดัไดจ้ากวธีิ DPV ค่อนขา้งมีความชดัเจนสูงกวา่วธีิ CV จึงใชค้่าจากวธีิ DPV เป็นหลกัในการค านวณ
กลบัเป็นค่าสหสัมพนัธ์มาตรฐานเพื่อการหาค่าความเขม้ขน้ของปริมาณดีเอน็เอได ้ โดยพบวา่ค่า EC50 
ของ SCWL-DNA ท่ีไดจ้ากการทดลองในช่วงความเขม้ขน้ขา้งตน้ มีค่าเป็น 1.38344E-21 และได้
สมการหาค่าความเขม้ขน้จากความสัมพนัธ์ในเชิงเส้นตรง (regression analysis) เป็น Y = -
0.95669+0.5286 X โดยมีค่า R = 0.9916 ดงัภาพที 15-18 ซ่ึงเป็นผลความสามารถในเชิงปริมาณ
วเิคราะห์ส าหรับดีเอน็เอ โดยวธีิเคมีไฟฟ้าท่ีสอดคลอ้งกบัการทดลองของ Steel et al.(1998) ท่ีทดสอบ
กบักรณีการตรึงดีเอน็เอบนอิเล็กโทรดทอง (gold electrode, GE) และหาระดบัความหนาแน่นของดี
เอน็เอบนพื้นผวิ GE นั้น ซ่ึงเป็นท่ียอมรับในการปฏิบติัขั้นตน้ส าหรับการศึกษา และคุณสมบติัขอ้น้ี
เป็นพื้นฐานส าคญัส าหรับใชเ้ป็นขอ้มูลในการก าหนดระดบัปริมาณท่ีเหมาะสม ในการสร้างดีเอน็เอ
เซนเซอร์ การวนิิจฉยัและการวดัปริมาณของเช้ือโรคหรือสารส าคญัต่างๆท่ีตอ้งการตรวจสอบจาก
แหล่งเป้าหมายไดต้ามความตอ้งการ  
 

สรุปและเสนอแนะ 
  

ในการวิจยัเพื่อตรวจสอบความเป็นไปได้ ของแนวคิดการตรวจโรคใบขาวของออ้ยด้วยดี
เอ็นเอเซนเซอร์ และการพฒันาเทคโนโลยใีหม่ในการตรวจหาดีเอน็เอเป้าหมายอยา่งเฉพาะเจาะจง 
คร้ังน้ี  เบ้ืองตน้ไดท้  าศึกษาวธีิการสกดัใหไ้ดดี้เอ็นเอท่ีมีคุณภาพจากตน้ออ้ยเป็นโรคใบขาว(SCWL-
DNA) และมีปริมาณพอเพียงตรงต่อความตอ้งการท าการทดลองตรวจสอบ โดยวธีิการทางเคมีไฟฟ้าท่ี
สามารถใชส้ าหรับการตรวจจบัสัญญาณชีวภาพของดีเอน็เอ ซ่ึงในชั้นแรกน้ีไดค้ดัเลือกใชว้ธีิการ
มาตรฐานทางเคมีไฟฟ้าทัว่ไปคือวธีิ cyclic voltammetry (CV) และวธีิ differential pulse votammetry 
(DPV)  จากการทดสอบชนิดอิเล็กโทรดท่ีมีความไวในการวดัสัญญานไฟฟ้าไดแ้ก่ glassy carbon 
electrode (GCE) และ platinum electrode (PTE) โดยการตรวจวดั CV ในอิเล็กโตรไลทม์าตรฐานท่ีใช้
ในการตรวจสอบการแลกเปล่ียนประจุของ ferri-ferro ion  แสดงวา่อิเล็กโทรดทั้งสองชนิดมี
ความสามารถในการตรวจวดัสัญญาณไฟฟ้าไดดี้เช่นกนัแมว้า่อาจมีรูปแบบของกราฟ CV ต่างกนั
ออกไป และจากการศึกษาวธีิการดดัแปลงขั้วอิเล็กโทรดโดยใชส้ารท่ีเป็นโพลิเมอร์ธรรมชาติไคโต
ซาน(chitosan-modified electrode)ทั้งท่ีเป็นชนิด 85% DD และ 95% DD  พบวา่อิเล็กโทรดดดัแปลง
ดงักล่าวก็ยงัคงความสามารถในการน าไฟฟ้าท่ีสามารถตรวจวดัไดใ้นรูปแบบเฉพาะตวัของกราฟ CV 
และ DPV และการตรวจสอบดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์แรงอะตอม กบัการตรวจวดัสัญญาณไฟฟ้าดว้ย
วธีิการ CV และ DPV ในระบบ supporting electrolyte เป็น K3Fe(CN)6

3-/ K3Fe(CN)6
4-  พบวา่
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อิเล็กโทรดดดัแปลงทั้งท่ีเป็น chitosan-modified GCE และ chitosan-modified PTE ต่างก็มี
ประสิทธิภาพสูงในการตรึงดีเอน็เอท่ีตรวจสอบคือ SCWL-DNA สายเด่ียวและสายคู่อยา่งมีเสถียรภาพ  
แต่เน่ืองจากอิเล็กโทรดชนิด PTE มีราคาท่ีสูงกวา่ชนิด GCE หลายเท่าตวั ดงันั้นการเลือกใช้
อิเล็กโทรดชนิด GCE จึงช่วยใหส้ามารถประหยดัค่าใชจ่้ายไดอ้ยา่งมาก ในการทดสอบขั้นต่อไป
ส าหรับตรวจพฤติกรรมของดีเอ็นเอ SCWL-DNA ท่ีตรึงอยูบ่น chitosan-modified GCE ดว้ยการติด
ฉลากสาร methylene blue (MB) ซ่ึงใชเ้ป็นสาร DNA intercalator และดชันีการตอบสนองอยา่ง
จ าเพาะเจาะจงของดีเอน็เอ ในระบบ supporting electrolyte ท่ีเป็น 20 mM tris buffer saline (TBS) 
pH 7.0 ช้ีวา่สามารถใชร้ะบบการติดฉลากน้ีส าหรับการตรวจวดัดีเอ็นเอในเชิงปริมาณได ้ เม่ือทดสอบ
กบั SCWL-DNA ท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่างๆ ก็พบวา่มีความสัมพนัธ์อยา่งเป็นสัดส่วนกนัระหวา่งความ
เขม้ขน้ของดีเอน็เอ กบัระดบัของกระแสไฟฟ้าท่ีวดัได ้ ณ ศกัยไ์ฟฟ้าท่ีเป็นต าแหน่งจ าเพาะระหวา่ง
ปฏิกิริยาของดีเอน็เอกบัสาร MB คือ ณ ศกัยไ์ฟฟ้าท่ี -0.25 V ในท่ีน้ีจึงไดค้่า EC50 ของ SCWL-DNA ท่ี
ตรึงอยูบ่นพื้นผวิ chitosan-modified GCE ขนาดรัศมี 2 mm ไดเ้ท่ากบั 1.38344 E-21 ng และยงั
สามารถเทียบหาหาความเขม้ขน้ของดีเอ็นเอ ไดจ้ากค่าความสัมพนัธ์ในเชิงเส้นตรงระหวา่งระดบั
ความเขม้ขน้ของสารละลายดีเอน็เอเม่ือเทียบเป็นค่า log ความเขม้ขน้ กบัค่ากระแส peak ของ DPV 
จากสมการความสัมพนัธ์ Y = -0.95669+0.5286X ดว้ยค่า R = 0.9916 ประสิทธิภาพในการตรวจ
วเิคราะห์ในเชิงปริมาณเช่นน้ี จึงเป็นส่วนท่ีส าคญัส าหรับการก าหนดและหาปริมาณของส่ิงท่ีตอ้งการ
ทราบในเป้าหมายท่ีน ามาตรวจสอบ ท าใหส้ามารถระบุไดท้ั้งในเชิงคุณภาพและปริมาณไดใ้นคราว
เดียวกนัอยา่งชดัเจน  เพื่อประโยชน์ในการสร้างดีเอ็นเอเซนเซอร์ท่ีสมบูรณ์ไดใ้นล าดบัต่อไป   
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