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เจคชันอะนาไลซีส ใช้อัตราการไหลของกระแสตัวพา 2.0 มิลลิลิตรต่อนาที ใน
สารละลายเกื้อหนุนฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 8.0 ท าการศึกษาศักย์ไฟฟ้าที่ใช้กระตุ้น
สารตัวกลางไฟฟ้า 0.6 – 0.8 โวลต์ ตามล าดับ 
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4.11 ความสัมพันธ์ระหว่างเปอร์เซ็นต์การยับยั้งและเวลาในการบ่มเอนไซม์อัลคาไลน์
ฟอสฟาเตสด้วยคาร์โบฟูแรนความเข้มข้น 1 mg/L โดยใช้คาร์บอนเพสที่ตรึงด้วย
เอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส ปริมาตร 20 ไมโครลิตร   ศึกษาด้วยเทคนิคโครโน
แอมเพอโรเมทรีในระบบโฟลอินเจคชันอะนาไลซีสใช้อัตราการไหล 2.0 มิลลิลอต
รต่อนาที ศักย์กระตุ้นสารตัวกลางทางไฟฟ้า 0.75โวลต์ ในสารละลายเกื้อหนุน
ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 8.0 ท าการศึกษาที่ระยะเวลาในการบ่ม 4- 10 นาที  
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4.12 ความสัมพันธ์ระหว่างค่าเปอร์เซ็นต์การยับยั้งกับความเข้มข้นของคาร์โบฟูแรน โดย
ใช้คาร์บอนเพสที่ตรึงด้วยเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส ปริมาตร 20 ไมโครลิตร   
ศึกษาด้วยเทคนิคโครโนแอมเพอโรเมทรีในระบบโฟลอินเจคชันอะนาไลซีสใช้อัตรา
การไหล 2.0 มิลลิลอตรต่อนาที ศักย์กระตุ้นสารตัวกลางทางไฟฟ้า 0.75โวลต์ 
ระยะเวลาในการบ่มเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสด้วยคาร์โบฟูแรน 8 นาที ใน
สารละลายเกื้อหนุนฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 8.0   
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4.13 ความสัมพันธ์ระหว่างค่าเปอร์เซ็นต์การยับยั้งกับความเข้มข้นของคาร์โบฟูแรน โดย
ใช้คาร์บอนเพสที่ตรึงด้วยเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส ปริมาตร 20 ไมโครลิตร   
ศึกษาด้วยเทคนิคโครโนแอมเพอโรเมทรีในระบบโฟลอินเจคชันอะนาไลซีสใช้อัตรา
การไหล 2.0 มิลลิลิตรต่อนาที ศักย์กระตุ้นสารตัวกลางทางไฟฟ้า 0.75โวลต์ 
ระยะเวลาในการบ่มเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสด้วยคาร์โบฟูแรน 8 นาที ใน
สารละลายเกื้อหนุนฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 8.0   
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4.14 ความสัมพันธ์ระหว่างค่ากระแสและเวลาของสารละลาย 4% ไดโซเดียมฟีนิล
ฟอสเฟส โดยใช้คาร์บอนเพสที่ตรึงด้วยเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส ปริมาตร 20 
ไมโครลิตร   ศึกษาด้วยเทคนิคโครโนแอมเพอโรเมทรีในระบบโฟลอินเจคชันอะ
นาไลซีสใช้อัตราการไหล 2.0 มิลลิลิตรต่อนาที ศักย์กระตุ้นสารตัวกลางทางไฟฟ้า 
0.75โวลต์ ในสารละลายเกื้อหนุนฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 8.0  
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4.15 ความสัมพันธ์ระหว่างค่าเปอร์เซ็นต์การยับยั้งกับความเข้มข้นของคาร์โบฟูแรน โดย
ใช้คาร์บอนเพสที่ตรึงด้วยเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส ปริมาตร 20 ไมโครลิตร   
ศึกษาด้วยเทคนิคโครโนแอมเพอโรเมทรีในระบบโฟลอินเจคชันอะนาไลซีสใช้อัตรา
การไหล 2.0 มิลลิลิตรต่อนาที  
 
 

51 



VII 
 

 
 สารบัญตาราง 

 
 

ตารางท่ี  หน้า 
3.1 เครื่องมือและอุปกรณ์ท่ีใช้ในการทดลอง 23 
3.2 อุปกรณ์ท่ีใช้ในการเตรียมสารละลาย 23 
3.3 สารเคมีที่ใช้ในการทดลอง 24 

   
   
   
   
   
   
   
   
   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



VIII 
 

 
บทคัดย่อ 
 
งานวิจัยได้พัฒนาไบโอเซนเซอร์ส าหรับวิเคราะห์ปริมาณปรอทและคาร์โบฟูแรนด้วยวิธีวิเคราะห์
ทางอ้อมในระบบการไหลแบบอัตโนมัติ  โดยแบ่งออกเป็น 2 ส่วน คือ ส่วนที่ (1) การวิเคราะห์ปริมาณ
ปรอทด้วยไบโอเซนเซอร์ในระบบการไหลอัติโนมัติ และ ส่วนที่ ( 2) การวิเคราะห์ปริมาณคาร์โบฟูแรน
ด้วยไบโอเซนเซอร์ในระบบการไหลอัติโนมัติ  
 
ตอนที่ 1 พัฒนาไบโอเซนเซอร์ส าหรับวิเคราะห์ปริมาณปรอท โดย ตรึงและใช้ประโยชน์ของ
เอนไซม์กลูโคสออกซิเดสจากการยับยั้งการท างานด้วยปรอทแบบการวิเคราะห์ทางอ้อม  ตรึงเอนไซม์
แบบกายภาพบนผิวหน้าของคาร์บอนเพส  ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการวิเคราะห์ ดังนี้ อัตราการ
ไหลของสารละลายตัวพา ศักย์กระตุ้นสารตัวกลางทางไฟฟ้า  ระยะเวลาในการบ่มเอนไซม์ด้วยปรอท 
การยับยั้งการท างานของเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสด้วยปรอท  ความไวของการวิเคราะห์  ความ
เที่ยงตรงของไบโอเซนเซอร์ และขีดความสามารถต่ าสุดต่อการตรวจวัดและการวิเคราะห์ปรอท  ผล
การทดลองพบว่า อัตราการไหลของสารละลายตัวพาที่เหมาะสม  2.0 mL.min-1  ศักย์กระตุ้นสาร
ตัวกลางทางไฟฟ้าที่  +0.46 V เทียบกับข้ัวไฟฟ้าอ้างอิง Ag/AgCl ระยะเวลาในการบ่มเอนไซม์ด้วย
ปรอทที่  6 นาที กราฟมาตรฐานของการวิเคราะห์แสดงความสัมพันธ์ระหว่างเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง
เอนไซม์ (y) กับปริมาณปรอท (x) มี  2 แบบ คือ แบบเส้นโค้งได้ความสัมพันธ์ y = 2.68 ln x + 
12.52 และ R2 = 0.984 พบว่าให้ช่วงของการวิเคราะห์ได้ตั้งแต่  0.5  -  73.5 mg/L และแบบเส้นตรง
ได้ 2 ช่วง  ความสัมพันธ์ y = 0.90x + 11.51  ได้ค่า  r2 = 0.906  และความสัมพันธ์ y = 0.20x + 
16.25  ได้ค่า  r2 = 0.998  สามารถตรวจวัดปริมาณปรอทในช่วงความเข้มข้น 0.5-7.5 mg/L และ 
7.5 - 31.5 mg/L ตามล าดับ ความไวของการตรวจวัดคือ - 0.0106 ถึง 0.20  %Inhibition. L.mg-1 

ความเที่ยงตรงของไบโอเซนเซอร์ที่ 2.30 %RSD และขีดความสามารถต่ าสุดของการตรวจวัดและการ
วิเคราะห์ คือ 0.14 mg/L และ 0.50 mg/L ตามล าดับ 
 
ตอนที่ 2 พัฒนาไบโอเซนเซอร์ส าหรับวิเคราะห์ปริมาณคาร์โบฟูแรนในระบบการไหลแบบอัตโนมัติ  
การวิเคราะห์ทางอ้อมของไบโอเซนเซอร์อาศัยหลักการยับยั้งการท างานของเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟา
เตสด้วยคาร์โบฟูแรน ท าการตรึงเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสด้วยวิธีทางกายภาพบนผิวหน้าขั้วไฟฟ้า
แบบคาร์บอนเพสของเซลล์เคมีไฟฟ้า  ศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมต่อการวิเคราะห์ ดังนี้ อัตราการไหล
ของสารละลายตัวพา   ศักย์ไฟฟ้าที่ใช้กระตุ้นสารตัวกลางทางไฟฟ้า ระยะเวลาบ่มเอนไซม์ด้วยคาร์โบ
ฟูแรน ความเป็นเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน ความเท่ียงตรงของไบโอเซนเซอร์ ความไวในการตรวจวัด 
และขีดความสามารถต่ าสุดของการตรวจวัดปริมาณคาร์โบฟูแรน  ผลการทดลองพบว่า อัตราการไหล
ของสารละลายตัวพาที่เหมาะสมคือ    2.0 mL/min     ศักย์ไฟฟ้าส าหรับกระตุ้นสารตัวกลางทาง
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ไฟฟ้าที่ +0.75 V ระยะเวลาบ่มเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสด้วยคาร์โบฟูแรนใช้เวลา 8 นาที ช่วง
ความเป็นเส้นตรงของการวิเคราะห์ปริมาณคาร์โบฟูแรนที่ 0.016 – 0.050 mg/L กราฟมาตรฐานให้
สมการความเป็นเส้นตรง  y = 1.69x + 1.44 และ  r2 = 0.991  ความไวในการตรวจวัดเท่ากับ  
1.69  %Inhibition.µg.L-1ความเที่ยงตรงของไบโอเซนเซอร์ให้ค่า % RSD เท่ากับ 2.80% และขีด
ความสามารถต่ าสุดที่ตรวจวัดปริมาณคาร์โบฟูแรนคือ 0.008  mg/L 
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Abstract 
 
In this research, development of biosensor for the determination of mercury and 
carbofuran based on flow injection analysis (FIA) was studied.  The research was 
divided into two parts. The first one was about the development of biosensor for the 
determination of mercury and the second one was about the biosensor for the 
determination of carbofuran based on flow injection analysis. 
 
Part I about indirect determination of mercury ion studied and utilized by 
immobilization of glucose oxidase was investigated. The physicochemical 
immobilization of glucose oxidase (GOx) with 5% w/w manganese oxide as mediator 
with suitable carbon paste on electrochemical cell based on FIA was reported. 
Measurements were performed by electrochemically monitoring of electro active 
substance from the catalytic activity of the enzyme. Optimizations of experiment 
parameters were investigated in terms of flow rate, voltage, incubation time of 
enzyme inhibition, working range, precision, sensitivity, limit of detection and 
quantification, respectively. The results of the biosensor based on FIA revealed 
optimum conditions with flow rate at 2 mL.min-1, voltage of  +0.46 V versus Ag/AgCl 
and incubation time at 6 min. Two types of working ranges response with Hg of 
biosensor were obtained showing dynamic relation to mercury ion at  0.5 – 73.5 mg/L 
with y = 2.68 ln (x) + 12.52 and R2 = 0.984, and the linear range to mercury ion  of 7.5 
– 31.5 mg/L with y = 0.90x + 11.51 and r2 = 0.906. and 7.5 – 31.5 mg/L with y = 0.20x 
+ 16.25 and r2 = 0.998. Moreover, the biosensor showed the sensitivity of - 0.0106 
and 0.20 %Inhibition L.mg-1 with precision of 2.30 %RSD and the limit of detection 
and quantification of 0.14 and 0.50 mg/L of mercury ion, respectively. 

 
Part II of amperometric biosensor for the determination of carbofuran based on flow 
injection analysis was developed. Indirect determination of carbofuran could be 
studied by inhibition and utilized by physical immobilization of enzyme alkaline 
phosphatase with suitably carbon paste on electrochemical cell. Measurements were 
performed by electrochemically monitoring the inhibition of the catalytic activity of 
enzymes. Electrochemical characterization and optimization of experiment 
parameters were investigated in terms of flow rate, voltage, incubation time of 
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enzyme inhibition, linear range, precision, sensitivity and detection limit. The results 
of the biosensor showed optimum conditions with flow rate at 2.0 mL/min and 
voltage at +0.75 V, 8 minutes of incubation time. Moreover, the biosensor obtained 
the linear range of  10 – 30 µg/L with linear equation of  y = 1.69x + 1.44  and linear 
regression of r2 = 0.991 with showing sensitivity 1.69 %Inhibition.µg.L-1,  precision of 
biosensor at 2.80 % RSD with detection limit of 8 µg/L carbofuran. 
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1. บทน า 
1.1 ที่มาและความส าคัญ 

โลหะหนักเป็นสารที่พบอยู่ท่ัวไป  การปนเปื้อนของโลหะในสิ่งแวดล้อม  มีสาเหตุหลาย
ประการ เช่น มาจากธรรมชาติ  ดิน  น้ า  อากาศ  พืช  และสัตว์ตามวงจรธรรมชาติ  และมาจากของ
เสียทางอุตสาหกรรม   เช่น อุตสาหกรรมการผลิตรถยนต์ ผลิตสี อุตสาหกรรมการชุบโลหะ เป็นต้น
 โลหะบางชนิดมีความเป็นพิษแม้จะได้รับปริมาณน้อย บางชนิดเป็นโลหะที่ร่างกายต้องการ
เพ่ือการเจริญเติบโต  อย่างไรก็ตามหากได้รับมากเกินไปก็ท าให้เกิดพิษได้   บางชนิดสะสมอยู่ใน
ร่างกายได้นาน  โลหะที่สนใจกันทั่วไปและนักวิชาการหลายประเทศก าลังศึกษาด้านพิษวิทยา   ได้แก่  
ตะกั่ว  ปรอท  แคดเมียม  ดีบุก  และสารหนู  เป็นต้น [1] 

ปรอทเป็นโลหะ ลักษณะเป็นของเหลว  สีเงิน  ใช้ประโยชน์น าไปท าเทอร์โมมิเตอร์   
บารอมิเตอร์  โลหะเจือปรอทเรียกว่า  อะมัลกัม (Amalgam) ใช้ในงานทันตกรรม และท าเครื่องมือ
วิทยาศาสตร์อื่นๆ สารประกอบของปรอทเป็นพิษแต่บางอย่างใช้เป็นยาได้ [1, 2]   

เกณฑ์ท่ีมาตรฐานก าหนดไว้ว่ามนุษย์จะต้องได้รับปรอทไม่ควรเกิน 5 มิลลิกรัมต่อลิตร ถ้า
ร่างกายได้รับปรอทเข้าไปจะเป็นสารที่เป็นพิษต่อร่างกาย ก่อให้เกิดโรคต่างๆ เช่น โรคมินามาตะ  เป็น
ต้น ซึ่งถ้าได้รับปริมาณมากเกินไปก็จะท าให้เป็นพิษต่อร่างกาย ท าให้มีอาการต่างๆ เช่น ปวดท้อง
รุนแรง ปวดศีรษะ ปวดตามเนื้อตัว ชา ความจ าเสื่อม ไม่มีสมาธิ และสารปรอทส่วนใหญ่สะสมที่สมอง
ของมนุษย์ ท าให้เป็นอันตรายต่อระบบประสาท [1, 2] โดยทั่วไปการวิเคราะห์ปริมาณปรอทที่ตกค้างใน
สิ่งแวดล้อมนิยมวิเคราะห์ด้วยเทคนิคอะตอมมิกแอบซอร์พชั่นสเปกโตรเมทรี (Atomic absorption 
spectrometry, AAS) นักวิจัยทางสิ่งแวดล้อมได้ท าการวิเคราะห์ปริมาณปรอทเพ่ือประเมินและ
ติดตามการปนเปื้อนของปรอทในสิ่งแวดล้อม ซึ่งเทคนิค AAS นี้จ าเป็นต้องอาศัยผู้เชี่ยวชาญในการ
วิเคราะห์สูง เครื่องมือมีราคาสูง  มีขั้นตอนการเตรียมตัวอย่างยุ่งยาก   
 นอกจากนี้งานวิจัยนี้ยังได้ศึกษา การปนเปื้อนของสารก าจัดศัตรูพืช ในปัจจุบันมนุษย์เรามี
ความเสี่ยงต่อการน าสารก าจัดศัตรูพืชเข้าสู่ร่างกายมากยิ่งขึ้นทางการบริโภคอาหาร หรือจากน้ าดื่มท่ีมี
สารเหล่านี้ปนเปื้อน สารก าจัดศัตรูพืชนั้นตกค้างในสิ่งแวดล้อมมาก เนื่องมาจากการเพ่ิมปริมาณการใช้
สารก าจัดศัตรูพืชกับพืชผักเพ่ือให้ได้ผลผลิตตามท่ีต้องการโดยใช้ในปริมาณมากเกินพอและไม่ค านึง
ความปลอดภัยของผู้บริโภค ท าให้สารก าจัดศัตรูพืชเหล่านี้ตกค้างในดินหรือไหลลงสู่แม่น้ า ซึ่งโลหะ
หนักและสารก าจัดศัตรูพืชจะให้โทษกับร่างกายมนุษย์ขึ้นอยู่กับปริมาณท่ีได้รับเข้าสู่ร่างกาย ถ้าได้รับ
ปริมาณสารก าจัดศัตรูพืชเข้าไปในร่างกายเกินกว่าที่มาตรฐานก าหนดซึ่งให้มีสะสมในร่างกายไม่เกิน 11 
มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม มิฉะนั้นจะส่งผลให้เกิดโรคต่างๆ หรือสารก าจัดศัตรูพืชปนเปื้อนอยู่ในสิ่งแวดล้อม
มากเกินไปก็จะส่งผลให้สิ่งแวดล้อมเป็นพิษ ตัวอย่างสารก าจัดศัตรูพืช เช่น คาร์โบฟูแรน 
(Carbofuran) คาร์บาริล (Carbaryl) เบนดิโอคาร์บ (Bendiocarb) เอทิโอเฟนคาร์บ (Ethiofencarb) 
พิริมิคาบ (Pirimicarb) และ โพรพอกเซอร์ (Proppxur) เป็นต้น แสดงโครงสร้างทางเคมดีังรูป 1.1 
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รูปที่ 1.1 โครงสร้างทางเคมีของสารก าจัดศัตรูพืชประเภทคาร์บาเมต (Carbamate) [3, 4] 
 

 คาร์โบฟูแรน (carbofuran) เป็นสารก าจัดศัตรูพืชประเภทคาร์บาเมต (Carbamate) นิยม
ใช้ก าจัดศัตรูพืชหลายชนิด เช่น มันฝรั่ง ข้าวโพด ถั่วเหลือง ข้าว โดยชาวนาใช้คาร์โบฟูแรนในการ
ก าจัดแมลงบั่วในนาข้าวหลังการหว่านข้าว หรือหลังการปักด า ขณะที่ชาวไร่ใช้คาร์โบฟูแรนก าจัด
หนอนและด้วงหลายชนิดที่ท าลายพืชไร่ เช่น หนอนกระทู้ หนอนเจาะล าต้นข้าวโพด หนอนเจาะยอด
ข้าวฟ่าง หนอนแมลงวันเจาะต้นถั่วเหลืองและถ่ัวฝักยาว ด้วงงวงมันเทศ ด้วงหลอดยาวมันส าปะหลัง 
เป็นต้น วิธีการใช้ส่วนมากจะใช้หยอดหลุม หรือโรยตามร่องตอนปลูก ซึ่งคาร์โบฟูแรนเป็นสารก าจัด
ศัตรูพืชชนิดดูดซึมเข้าสู่ราก ล าต้น และใบ มีฤทธิ์ยับยั้งการท างานของระบบประสาทที่รวดเร็วและ
รุนแรง เมื่อคาร์โบฟูแรนเกิดการเผาไหม้จะให้ควันพิษ รวมทั้งไนโตรเจนออกไซด์ซึ่งเป็นก๊าซพิษตัวหนึ่ง
เมื่อเข้าสู่ร่างกายโดยการสูดดม หรือกลืนกินเข้าไป จะเกิดอาการวิงเวียน เหงื่อแตก อาเจียน กล้ามเนื้อ
เกร็ง น้ าลายฟูมปาก และอาจหมดสติได้ [5] 
 การที่คาร์โบฟูแรนตกค้างในสิ่งแวดล้อมนั้นถือเป็นปัญหาที่ทวีความรุนแรงมากข้ึน มีปริมาณ
ที่ตกค้างในสิ่งแวดล้อมเพ่ิมมากข้ึน จ าเป็นต้องมีการติดตามและประเมินความเป็นพิษของสารดังกล่าว  
ดังนั้นกลุ่มผู้วิจัยท าการพัฒนาไบโอเซนเซอร์ให้สามารถติดตามปริมาณปรอทและคาร์โบฟูแรนเพื่อ
ทดแทนการใช้เครื่องมือวิเคราะห์ที่ทันสมัย เช่น เทคนิคไฮเพอร์ฟอแมนลิควิดโครมาโทกราฟฟี (High-
performance liquid chromatography) เป็นต้น ซึ่งเครื่องมือนี้อาศัยผู้เชี่ยวชาญในการวิเคราะห์สูง 
มีความยุ่งยากในการตรวจวัด เป็นเครื่องมือที่มีราคาสูง และท่ีส าคัญไม่สามารถท่ีจะใช้ในภาคสนามได้ 
ไบโอเซนเซอร์จึงเป็นเทคนิคที่ได้รับความสนใจจากกลุ่มผู้วิจัยที่จะพัฒนาการตรวจวัดหาปริมาณคาร์โบ
ฟูแรนเป็นอย่างมาก เพราะเป็นเทคนิคท่ีไม่มีความยุ่งยากในการตรวจวัด เป็นเครื่องมือที่ราคาไม่สูง 
และท่ีส าคัญสามารถที่จะน าไปพัฒนาเป็นอุปกรณ์ที่ใช้วิเคราะห์ในภาคสนามได้ [6, 7] 

  
  ดังนั้นกลุ่มผู้วิจัยจึงพัฒนาไบโอเซนเซอร์เพื่อใช้ตรวจวิเคราะห์ปริมาณปรอท และคาร์โบฟู

แรน ในระบบการไหลแบบอัตโนมัติ  เพื่อเป็นทางเลือกใหม่ส าหรับการวิเคราะห์ปริมาณปรอท  
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สามารถลดความยุ่งยากในการเตรียมตัวอย่าง  หลีกเลี่ยงการใช้เครื่องมือราคาสูง  และหลีกเลี่ยงการ
สัมผัสสารโดยตรงโดยวิเคราะห์ในระบบการไหลอัติโนมัติ   

 
1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย  

1.2.1 ศึกษาวิธีการเตรียมขั้วไฟฟ้าแบบคาร์บอนเพส 
1.2.2 ศึกษาวิธีการตรึงเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสบนคาร์บอนเพส 
1.2.3 ศึกษาการท างานของไบโอเซนเซอร์ด้วยเทคนิคโครโนแอมเพอโรเมทรี ในระบบการไหล

แบบอัตโนมัติ  
1.2.4 ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการท างานของเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสที่ตรึงบนคาร์บอน

เพสในระบบการไหลแบบอัตโนมัติ โดยศึกษาสภาวะต่างๆดังนี้   
 1.2.4.1 ศึกษาอัตราการไหลที่เหมาะสมของสารละลายตัวพา 
 1.2.4.2  ศึกษาผลการยับยั้งการท างานของเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสด้วยปรอท น าไป

สร้างกราฟมาตรฐานความสัมพันธ์ของเปอร์เซ็นต์การยับยั้งกับปริมาณตัว
ยับยั้งส าหรับการวิเคราะห์หาปริมาณปรอท 

 1.2.4.3 ศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมในการบ่มเอนไซม์ด้วยตัวยับยั้ง (ปรอท) 
 1.2.4.4 ศึกษาความแม่นย าของการวิเคราะห์ 
 1.2.4.5 ศึกษาขีดความสามารถต่ าสุดของการตรวจวัดและการวิเคราะห์ 
 1.2.4.6 ศึกษาศักย์ไฟฟ้าที่เหมาะสมในการกระตุ้นสารตัวกลางทางไฟฟ้า  
  
1.2.5 ศึกษาวิธีการตรึงเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส 
1.2.6 ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการท างานของเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสที่ตรึงบน

คาร์บอนเพสในระบบการไหลแบบอัตโนมัติ โดยศึกษาสภาวะต่างๆดังนี้   
 1.2.6.1 ศึกษาอัตราการไหลที่เหมาะสมของสารละลายตัวพา 
 1.2.6.2  ศึกษาผลการยับยั้งการท างานของ เอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส ด้วยคาร์โบฟู

แรน น าไปสร้างกราฟมาตรฐานความสัมพันธ์ของเปอร์เซ็นต์การยับยั้งกับ
ปริมาณตัวยับยั้งส าหรับการวิเคราะห์หาปริมาณคาร์โบฟูแรน 

 1.2.6.3 ศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมในการบ่มเอนไซม์ด้วยตัวยับยั้ง (คาร์โบฟูแรน) 
 1.2.6.4 ศึกษาความแม่นย าของการวิเคราะห์ 
 1.2.6.5 ศึกษาขีดความสามารถต่ าสุดของการตรวจวัดและการวิเคราะห์ 
 1.2.6.6 ศึกษาศักย์ไฟฟ้าที่เหมาะสมในการกระตุ้นสารตัวกลางทางไฟฟ้า  

 
 
1.3 ขอบเขตของงานวิจัย 

งานวิจัยนี้พัฒนาไบโอเซนเซอร์ในการตรวจวัดปริมาณปรอทและคาร์โบฟูแรนในระบบการ
ไหลแบบอัตโนมัติ อาศัยหลักการยับยั้งการท างานของเอนไซม์กลูโคสออกซิเดส (Glucose oxidase, 
GOx) ด้วยปรอท และอัลคาไลน์ฟอสฟาเตสด้วยคาร์โบฟูแรน    โดยการตรึงเอนไซม์กลูโคสออกซิเดส
และอัลคาไลน์ฟอสฟาเตส (Alkaline phosphatase ; ALP)  แบบกายภาพและมีแมงกานีสออกไซด์
เป็นสารน าส่งอิเล็กตรอนใช้สารละลายนาฟิออนช่วยในการเกาะติดของเอนไซม์ กลูโคสออกซิเดสบน
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ผิวหน้าของคาร์บอนเพส (Carbon paste) บนเซลล์เคมีไฟฟ้า  (Electrochemical cell) ประเมินการ
ท างานของไบโอเซนเซอร์ในระบบการไหลแบบอัตโนมัติ โดยศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการวิเคราะห์  
คืออัตราการไหลที่เหมาะสมของสารละลายตัวพา  ศักย์ไฟฟ้าที่เหมาะสมในการกระตุ้นสารตัวกลาง
ทางไฟฟ้า  ระยะเวลาที่เหมาะสมในการบ่มเอนไซม์   กราฟมาตรฐานส าหรับการวิเคราะห์ปรอท กราฟ
มาตรฐานส าหรับการวิเคราะห์คาร์โบฟูแรน ความไวของการวิเคราะห์  ความแม่นย าของการวิเคราะห์  
ขีดความสามารถต่ าสุดของการตรวจวัดและการวิเคราะห์ 
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2. ทฤษฎีและงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

2.1 ความหมายของไบโอเซนเซอร์ [8] 
ไบโอเซนเซอร์ (Biosensor) หมายถึง อุปกรณ์ตรวจวัดทางชีวภาพ ที่พัฒนาขึ้นเพ่ือตรวจ 

วิเคราะห์สารตัวอย่างได้อย่างจ าเพาะเจาะจง และใช้ตรวจวิเคราะห์สารต่างๆ ได้หลากหลายชนิด ซึ่ง
ประกอบด้วยอุปกรณ์ 2 ส่วน คือ ตัวแปลงสัญญาณและสารชีวภาพ 
 ตัวแปลงสัญญาณ (Transducer) เป็นอุปกรณ์ส าหรับแปลงสัญญาณเฉพาะต่างๆ เช่น 
อิเล็กตรอน แสง ให้เป็นสัญญาณไฟฟ้า ซึ่งเป็นตัวระบุถึงปริมาณสารที่ต้องการวิเคราะห์ 
 สารชีวภาพ (Biological substance) เป็นสารที่มีความสามารถท าปฏิกิริยากับสารที่
ต้องการวิเคราะห์อย่างจ าเพาะเจาะจง เช่น เอนไซม์ แอนติบอดี เป็นต้น  ซึ่งส่วนประกอบของ
ไบโอเซนเซอร์นี้แสดงดังรูปที่ 2.1  
 

 
รูปที่ 2.1 ส่วนประกอบของไบโอเซนเซอร์ 

 

2.2. หลักการท างานของไบโอเซนเซอร์ [9] 
   การท างานของไบโอเซนเซอร์ มีข้ันตอนการท างานดังนี้  
 ขั้นตอนแรก ท าการตรึงสารชีวภาพเข้ากับตัวแปลงสัญญาณเพ่ือสร้างไบโอเซนเซอร์ส าหรับ
วิเคราะห์สารที่ต้องการ 
 ขั้นตอนที่สอง น าไบโอเซนเซอร์ที่ได้มาท าการตรวจวัดสารที่ต้องการวิเคราะห์ ในขั้นตอนนี้
สารที่ต้องการวิเคราะห์จับกับไบโอเซนเซอร์ที่ต าแหน่งจ าเพาะเจาะจงตรงส่วนของสารชีวภาพ ที่ตรึง
บนตัวไบโอเซนเซอร์เรียกข้ันตอนนี้ว่ากลไกการจดจ าทางชีวภาพ (Biological recognition 
mechanism) จากการเข้าจับกันท าให้เกิดปฏิกิริยาทางชีวเคมีและมีการถ่ายทอดสัญญาณเฉพาะ 
(Indicated signal) ซึ่งอาจเป็นอิเล็กตรอน แสง และอ่ืนๆ เข้าสู่ตัวแปลงสัญญาณ 
 ขั้นตอนที่สาม  ตัวแปลงสัญญาณรับและเปลี่ยนสัญญาณเฉพาะเป็นสัญญาณไฟฟ้าผ่านเครื่อง
อ่านสัญญาณออกมา ท าให้สามารถอ่านค่าได้ เรียกข้ันตอนนี้ว่า เทคนิคของการรับและแปลงสัญญาณ
ทางกายภาพ (Physical transducer technique) ซึ่งกลไกการท างานนี้สามารถแสดงดังรูปที่ 2.2 
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รูปที่ 2.2 หลักการท างานของไบโอเซนเซอร์ 

 
 

2.3. เอนไซม์ [10] 
 เอนไซม์ คือ โปรตีนกลุ่มหนึ่งที่มีหน้าที่พิเศษแตกต่างจากโปรตีน และมหชีวโมเลกุลทั่วไป 
กล่าวคือ มีความสามารถเร่งปฏิกิริยาในสิ่งมีชีวิตได้อย่างมีประสิทธิภาพสูงกว่าตัวเร่งสังเคราะห์เป็น
หลายล้านเท่าด้วยปริมาณเอนไซม์เพียงระดับไมโครโมลาร์  นอกจากนี้เอนไซม์สามารถเร่งปฏิกิริยาได้
ภายใต้ภาวะไม่รุนแรง เอนไซม์มีความจ าเพาะเจาะจงต่อสารที่ท าปฏิกิริยาซึ่งเรียกว่า ซับเสตรต 
(Substrate) และสามารถเร่งปฏิกิริยาโดยเอนไซม์ไม่เปลี่ยนเป็นผลิตภัณฑ์อ่ืน ตลอดทั้งเอนไซม์จะเพ่ิม
อัตราเร็วของปฏิกิริยาโดยลดพลังงานกระตุ้นของปฏิกิริยาได้ เมื่อเอนไซม์เข้าท าปฏิกิริยากับสารตั้งต้น  
จะเกิดเป็นสารประกอบเชิงซ้อนระหว่างเอนไซม์กับสารตั้งต้น ท าให้สารตั้งต้นเกิดการสร้างหรือสลาย
พันธะ แล้วเกิดเป็นสารผลิตภัณฑ์ และเมื่อสิ้นสุดปฏิกิริยาจะได้เอนไซม์กลับคืนมา ดังสมการในรูป 2.3 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.3 กลไกการท างานของเอนไซม์ 

เมื่อ E  คือ  ตัวเร่งปฏิกิริยา 
 S  คือ  สารตั้งต้น 
 P  คือ  ผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้น 
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  กลไกการท างานของ เอนไซม์ ( Enzyme) มีความจ าเพาะเจาะจงต่อสารตั้งต้นซึ่งสามารถ
อธิบายด้วยทฤษฎีต่อไปนี้ 

  ทฤษฎีแม่กุญแจและลูกกุญแจ ( Lock and key theory) โครงสร้างเอนไซม์
เปรียบเสมือนแม่กุญแจจึงสวมกันได้พอดีกับสารตั้งต้น ซึ่งเปรียบเสมือนลูกกุญแจ  โดยโครงสร้างของ
เอนไซม์ไม่เปลี่ยนแปลงไปจากเดิม แสดงการท างานของเอนไซม์ ดังรูปที่ 2.4 

 

 
 
 
 

รูปที่ 2.4 ทฤษฎีแม่กุญแจและลูกกุญแจ (lock and key theory) [11] 
 

ทฤษฎีเหนี่ยวน าให้เหมาะสม ( Induced fit theory) สารตั้งต้นเหนี่ยวน าให้ เอนไซม์  
(Enzyme) ปรับรูปร่างให้จับกับสารตั้งต้นได้อย่างเหมาะสม เปรียบเสมือนกับการใส่ถุงมือ ดังรูปที่ 2.5 

 
 
 
 

 
 

รูปที่ 2.5 ทฤษฎีเหนี่ยวน าให้เหมาะสม  
 

 2.3.1. ปัจจัยท่ีมีผลต่อการท างานของเอนไซม์  
    การที่เอนไซม์จะสามารถท างานได้ดีนั้นต้องอาศัยปัจจัยต่าง ๆ เหล่านี้  
  1. ชนิดและความเข้มข้นของสารตั้งต้น 
  2. ความเข้มข้นของเอนไซม์ 
  3. ความเป็นกรด-เบส ของสารละลาย 
  4. อุณหภูมิ 
  5. ผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้น  

6. สารยับยั้งการท างานของเอนไซม์   
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 2.3.2. หน้าที่ของเอนไซม์ [12] 
  หน้าที่ของเอนไซม์ คือการเปลี่ยนแปลงวิถีทางของการเกิดปฏิกิริยาเพื่อลดระดับ
พลังงานของสภาวะทรานซิชัน (Transition State) โดยการจับยึดกับซับสเตรตและตัวท าปฏิกิริยา
อ่ืนๆ ให้อยู่ในทิศทางท่ีเหมาะสม ท าให้เกิดการลดพลังงานก่อกัมมันต์ของปฏิกิริยาลง ซึ่งมีผลท าให้
เกิดปฏิกิริยาได้เร็วขึ้น เมื่อซับสเตรตเปลี่ยนไปเป็นผลิตภัณฑ์แล้วไม่สามารถจับยึดกับเอนไซม์ได้อีก
ต่อไปและหลุดออกจากบริเวณรับปลดปล่อยเอนไซม์ให้เป็นอิสระและพร้อมที่จับกับซับสเตรตตัวใหม่
เพ่ือเร่งปฏิกิริยาต่อไป  ซึ่งสามารถเร่งปฏิกิริยาไปข้างหน้าและปฏิกิริยาย้อนกลับได้ดีเท่าๆ กัน ส่วน
ปฏิกิริยาเกิดไปในทิศทางใดขึ้นอยู่กับปัจจัยอย่างอ่ืน เช่น ค่าคงที่ของสมดุล ความเข้มข้นของสารตั้งต้น
และสารผลิตภัณฑ์ และภาวะของการทดลองอ่ืนๆ เช่น อุณหภูมิ ค่าความเป็นกรด-เบส เป็นต้น 
 
 2.3.3. การเสื่อมสภาพของเอนไซม์ (Denaturation)[10] 
  เมื่อโครงสร้างของเอนไซม์เปลี่ยนไปจนสารเริ่มต้นรวมกับเอนไซม์ท่ีบริเวณเร่ง 
(Active site) ไม่ได้ ท าให้คุณสมบัติในการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์หมดไป ซึ่งมีปัจจัยหลายอย่างท าให้
เกิดการหมดสภาพของเอนไซม์ มีหลายกรณีท่ีเมื่อเอนไซม์เกิดการเสื่อมสภาพไปแล้ว ไม่สามารถ
กลับคืนมาสู่สภาพที่ท างานได้อีก เช่น กรณีที่ได้รับอุณหภูมิสูงทั้งนี้เพราะอุณหภูมิสูงท าให้เกิดการสร้าง
พันธะชนิดโควาเลนต์ระหว่างลูกโซ่ โพลีเพปไทด์ (Polypeptide chain) หรือในลูกโซ่โพลีเพปไทด์
เดียวกัน และพันธะเหล่านี้จะมีความคงตัวมากจนไม่สามารถท าให้แตกหักได้ 
 ดังนั้น ในการสกัดเอนไซม์ออกจากพืช หรือการท าให้เอนไซม์บริสุทธิ์ จึงต้องท าในที่ๆ มี
อุณหภูมิต่ า เพ่ือป้องกันการเสื่อมสภาพของเอนไซม์จากความร้อนทั้งๆ ที่ถ้าเอนไซม์อยู่ในเซลล์อาจทน
ต่ออุณหภูมิสูงระดับหนึ่งได้ แต่เมื่อสกัดออกจากเซลล์ความทนทานต่ออุณหภูมิสูงลดลง คาดว่าใน
ระหว่างการสกัดเอนไซม์นั้นได้ก าจัดสารป้องกันเอนไซม์ออกไปหรืออาจท าให้สารดังกล่าวเจือจาง 
ออกซิเจนและสารที่เป็นสารออกซิไดส์สามารถท าให้เอนไซม์หลายชนิดเสื่อมสภาพได้ โดยมักจะท าให้
เกิดไดซัลไฟด์ บริดจ์ (Disulfide bridges) ในลูกโซ่โพลีเพปไทด์ที่มี –SH ของกรดอะมิโน ชนิดซิสตีอีน 
(Cysteine) สารรีดิวซ์สามารถท าให้เอนไซม์เสื่อมสภาพได้ในเหตุผลตรงกันข้ามคือ ไปท าลายไดซัลด์
บริดจ์ เกิดเป็น –SH  2 กลุ่ม นอกจากนั้นโลหะหนัก เช่น Ag+ Hg2+ และ Pb2+ ก็สามารถท าให้
เอนไซม์เสื่อมสภาพได้ 
 
2.4. สารยับยั้งการท างานของเอนไซม์ [10, 13] 
 2.4.1. สารยับยั้งแบบแข่งขัน  (Competitive inhibitor)   เป็นสารยับยั้งการท างานของ
เอนไซม์ที่มีโครงสร้างคล้ายคลึงกับสารเอนไซม์ท่ีถูกยับยั้งมาก และเข้าแย่งท าปฏิกิริยากับเอนไซม์  ที่
บริเวณเร่งของเอนไซม์  เมื่อเกิดการรวมกันเป็นเอนไซม์-สารยับยั้ง (Enzyme-inhibitor) จะท าให้
ปริมาณของเอนไซม์ลดลง   ท าให้อัตราการเกิดปฏิกิริยาลดลง  สารยับยั้งเหล่านี้อาจจะเปลี่ยนหรือไม่
เปลี่ยนไปก็ได้   การเพ่ิมปริมาณของสารเริ่มต้นให้มากขึ้นจะลดผลของสารยับยั้งแบบแข่งขัน 
ได้  ตัวอย่างของสารยับยั้งแบบแข่งขัน คือ  มาโลเนท  (Malonate)  แย่งท าปฏิกิริยากับ   succinate 
dehydrogenase  ซึ่งเอนไซม์ชนิดนี้ปกติจะท าปฏิกิริยากับ succinate ได้  fumarate แต่เมื่อมี 
malonate สามารถแข่งขันการท าปฏิกิริยาด้วย ดังภาพประกอบ รูปที่ 2.6 
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รูปที่ 2.6 การยับยั้งการท างานของเอนไซม์แบบแข่งขัน  [14] 
 

2.4.2. สารยับยั้งแบบไม่มีการแข่งขัน  (Non competitive inhibitor)   สารยับยั้งการ
ท างานของเอนไซม์ชนิดนี้จะเข้ารวมกับเอนไซม์แต่จะไม่รวมที่บริเวณเร่งสารพวกนี้มีลักษณะโครงสร้าง
ต่างจากเอนไซม์ที่ถูกยับยั้ง  การเพ่ิมปริมาณของสารเริ่มต้นจะไม่สามารถลบล้างผลของสารเหล่านี้ได้ 
โลหะที่เป็นพิษท้ังหลาย  และสารที่รวมหรือท าลาย  กลุ่มซัลฟ์ไฮดริล มักจะเป็นสารในกลุ่มนี้  เช่น 
การที่มีออกซิเจนมาก จะท าให้ -SH ถูกออกซิไดซ์ เกิดไดซัลไฟด์  บริดจ์ขึ้นมา  ซึ่งท าให้โครงสร้างของ
เอนไซม์เปลี่ยนไป  ท าให้ที่บริเวณเร่งรวมกับสารเริ่มต้นไม่ได้  ส่วนโลหะ เช่น Hg+2 และ Ag+ จะเข้า
แทนที่ไฮโดรเจนอะตอมของกลุ่มซัลฟ์ไฮดริล  เกิดเป็น เมอแคบไทด์ (Mercaptides) ซึ่งไม่ละลายน้ า  

 

 
 

รูปที่ 2.7 การยับยั้งการท างานของเอนไซม์แบบไม่มีการแข่งขัน  [15] 
 

2.4.3. สารยับยั้งแบบไม่แข่งขันโดยตรง (Uncompetitive inhibitor)   สารยับยั้งการ
ท างานของเอนไซม์ ชนิดนี้ไม่รวมกับเอนไซม์อิสระ และไม่มีผลกระทบต่อปฏิกิริยาของเอนไซม์ และ
สารเริ่มต้น แต่จะเข้ารวมกับ เอนไซม์ -สารเริ่มต้น ท าให้ไม่สามารถเกิดปฏิกิริยาต่อไปได้ การยับยั้งการ
ท างานของเอนไซม์จะเพ่ิมข้ึนเมื่อมีสารเริ่มต้นมากขึ้น สารยับยั้งชนิดนี้มักจะพบในปฏิกิริยาซึ่งมีสาร
เริ่มต้นสองชนิด 

 
 

 
 
 

รูปที่ 2.8 การยับยั้งการท างานของเอนไซม์แบบไม่มีการแข่งขันโดยตรง  [16] 



10 

2.5. การตรึงเอนไซม์ (Immobilization enzyme) 
 การตรึงเอนไซม์หมายถึง การก าจัดต าแหน่งเอนไซม์ด้วยวิธีทางกายภาพหรือจ ากัดต าแหน่ง
ของเอนไซม์ให้อยู่ในช่องว่างที่ก าหนด โดยการตรึงเอนไซม์กับตัวยึดเกาะที่ไม่ละลาย ซึ่งเอนไซม์ยังคง
ความสามารถในการเร่งปฏิกิริยา โดยการตรึงเอนไซม์มีหลักในการพิจารณา ดังนี้  

1. เอนไซม์ยังคงแสดงความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาเคมีภายหลังการตรึงเอนไซม์ 
2. สารตั้งต้นสามารถเข้าท าปฏิกิริยากับเอนไซม์ท่ีถูกตรึง โดยปราศจากการกีดขวาง

ของตัวยึดเกาะหรือเมมเบรน และผลิตภัณฑ์สามารถแพร่ออกได้ง่าย 
3. ระบบเอนไซม์ตรึงรูปมีความคงตัว ภายใต้สภาวะที่มีการใช้งานของเอนไซม์ ทั้งนี้

การตรึงเอนไซม์จะไม่เกิดประโยชน์ถ้าแอคติวิตีของเอนไซม์ถูกท าลายด้วย
กระบวนการตรึง หรือสารตั้งต้นไม่สามารถเข้าท าปฏิกิริยาจากเอนไซม์ 

 
2.6. วิธีการตรึงเอนไซม์ [17] 

การตรึงเอนไซม์มีวิธีพ้ืนฐานอยู่ 5 วิธี ดังนี้ 
 

1. การตรึงเอนไซฒ์ด้วยวิธีดูดซับทางกายภาพ (Adsorption method) เป็นการใช้ 
แรงดึงดูดระหว่างโมเลกุลอย่างอ่อน คือ แรงแวนเดอร์วาลส์ (Vander waals forces) ซึ่งเกิดจากการ
รวมแรง 2 ชนิด คือ แรงกระจาย (London dispersion force) และแรงไฟฟ้าสถิต (Electrostatic 
force) สามารถเกิดการผันกลับของกระบวนการได้ง่าย ซึ่งเป็นข้อดี เพราะสามารถฟ้ืนฟูสภาพของตัว
ดูดซับได้ง่ายด้วยสารที่ถูกดูดซับสามารถเกาะอยู่รอบๆ ผิวของสารดูดซับได้หลายชั้น  
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.9 การตรึงเอนไซม์ด้วยวิธีดูดซับทางกายภาพ [18] 
 

 2. การตรึงด้วยวิธีการเชื่อมยึดติดกับสารตัวกลาง   (Connection method) วัตถุหรือ
สารที่เป็นตัวกลางหรือตัวพยุง   (Carrier binding) ที่ไม่ละลายน้ า วิธีนี้มีเทคนิคการท าอยู่หลาย
รูปแบบ  โดยอาจท าการเชื่อมเอนไซม์เข้ากับผิวของตัวพยุงด้วยการตรึงแบบกายภาพหรือด้วยพันธะ
เคมีที่เรียกว่าพันธะไอออนิกหรือเชื่อมด้วยพันธะโคเวเลนต์ ปฏิกิริยาการเกิดพันธะจะมีผลต่อโครงสร้าง
และแอคติวิตีของเอนไซม์ หรือจะเชื่อมเอนไซม์เข้ากับผิวของตัวพยุงด้วยวิธีการดูดซับทางกายภาพก็ได้  
ซึ่งจะไม่ท าให้โครงสร้าง และแอคติวิตีของเอนไซม์เสียไป  แต่เอนไซม์จะหลุดออกจากตัวพยุงได้
ง่าย การตรึงรูปเอนไซม์วิธีนี้จะต้องพิจารณาเลือกตัวพยุงให้เหมาะสมกับชนิดของเอนไซม์  
และซับสเตรท ซึ่งมีทั้งสารธรรมชาติและสารสังเคราะห์ 
 
 
 
 

+ + + + + + + + 
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รูปที่ 2.10 การตรึงเอนไซม์ด้วยวิธีการยึดติดกับสารตัวกลาง  [19] 
 

 3. การตรึงเอนไซม์ด้วยการเชื่อมแบบไขว้ (Cross linking method)   การตรึงรูปวิธีนี้ไม่
ต้องใช้ตัวพยุง แต่จะอาศัยสารเชื่อมต่อระหว่างโมเลกุลของเอนไซม์ด้วยพันธะเคมีแบบโควาเลนต์  ท า
ให้โมเลกุลเอนไซม์ตั้งแต่ 2 โมเลกุลขึ้นไปต่อเชื่อมเกาะกันเป็นกลุ่มที่มีขนาดใหญ่ข้ึน ท าให้ละลายน้ าได้
น้อยลง การตรึงเอนไซม์วิธีนี้จะมีผลต่อโครงสร้างและแอคติวิตีของเอนไซม์ที่ได้เนื่องจากการเชื่อม 
ระหว่าง โมเลกุล ของเอนไซม์กับสารเชื่อมขวาง จะเกิดปฏิกิริยารุนแรง 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที ่2.11 การตรึงเอนไซม์ด้วยการเชื่อมแบบไขว้  [19] 
 

4. การตรึงรูปด้วยการห่อหุ้มเอนไซม์เอาไว้ (Entrapping method)     
  การตรึงเอนไซม์วิธีนี้เป็น ที่นิยม ใช้กัน อย่างกว้างขวาง  เพราะเอนไซม์ไม่ได้สร้าง
พันธะเคมีใดๆ กับสารห่อหุ้ม  และเอนไซม์ไม่ได้จับยึดกับตัวพยุง หรือ จับยึดกันเอง  แต่จะถูกขังให้อยู่
ในบริเวณท่ีจ ากัด ซึ่งมีอยู่ 2 แบบ คือ 
  1. เอนไซม์จะถูกขังหรือห่อหุ้มไว้ ภายในช่องตาข่ายของสารโพลิเมอร์ที่ไม่ละลายน้ า
อย่างสม่ าเสมอ สารที่ใช้ห่อหุ้มเอนไซม์วิธีนี้อาจเป็นสารโพลิเมอร์ธรรมชาติหรือสังเคราะห์ก็ได้ การ
เตรียมเอนไซม์วิธีนี้จะต้องเลือกชนิดของสารโพลิเมอร์ให้เหมาะสมกับเอนไซม์ที่ใช้ เนื่องจากสารบาง
ชนิดขณะเกิดเป็นโพลิเมอร์จะมีปฏิกิริยารุนแรงจนท าให้เสถียรภาพของเอนไซม์เสียหายได้  
  2. เอนไซม์จะถูกห่อหุ้มไว้ในแคปซูลเล็กท่ีมีคุณสมบัติยอมให้สารบางชนิดผ่านเข้า
ออกได้ แต่เอนไซม์ผ่านออกมาไม่ได้ การเตรียมเอนไซม์วิธีนี้จะต้องควบคุมสภาวะที่ใช้ท าปฏิกิริยาขณะ
เกิดสารโพลิเมอร์ให้ดี มิฉะนั้นจะมีผลต่อแอคติวิตีของเอนไซม์ที่ได้ 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.12 การตรึงเอนไซม์ด้วยการห่อหุ้มเอนไซม์เอาไว้ในแคปซูล [19] 
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  5. การตรึงเอนไซม์ด้วยการกักเก็บเอนไซม์ในพื้นที่จ ากัด (Entrapment 
method) คือ โมเลกุลของเอนไซม์อยู่อย่างอิสระในสารละลายแต่ถูกจ ากัดการเคลื่อนที่โดยโครงสร้าง
ที่เป็น lattice ของ gel โดยต้องควบคุมความพรุนของ gel lattice ให้มีความเหมาะสมในการป้องกัน
การรั่วของเอนไซม์ออกมา และภายใน gel นั้นต้องมีที่ว่างพอให้มีการเคลื่อนที่อย่างอิสระของ ซับส
เตรตและผลิตภัณฑ์ 
  
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.13 การตรึงเอนไซม์ด้วยการกักเก็บเอนไซม์ในพื้นที่จ ากัด  [19] 
 

 ในงานวิจัยนี้ท าการตรึงเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสและเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสแบบห่อหุ้ม
เอาไว้ โดยใช้สารละลายนาฟิออน ช่วยกักเก็บเอนไซม์ไว้ที่ผิวหน้าของขั้วไฟฟ้าแบบคาร์บอนเพส  ซ่ึง
รายละเอียดของเอนไซม์ทั้งสองในหัวข้อถัดไป 
 

2.7 เอนไซม์กลูโคสออกซิเดส 
 เอนไซม์กลูโคสออกซิเดส จัดอยู่ในหมู่ออกซิโดรีดักเตส(Oxidoreductase) โครงสร้างแสดง
ดังรูปที่ 2.14 ท าหน้าที่เร่งปฏิกิริยาออกซิเดชันของกลูโคสให้กลายเป็นกลูโคโนแลกโตนและไฮโดรเจน
เปอร์ออกไซด์ [20] 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
          รูปที่ 2.14 โครงสร้างเอนไซม์กลูโคสออกซิเดส [21] 

 
 จากโครงสร้างทางเคมีของเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสภายในโครงสร้างมีโคแฟกเตอร์ คือ 
Flavin adenine dinucleotide (FAD) ท าหน้าที่ในการรับส่งอิเล็กตรอน โคแฟกเตอร์ FAD จะท า
หน้าที่ในการรับอิเล็กตรอนจากกลูโคสให้กลายเป็น  FADH2 และกลูโคโนแลกโตนตามล าดับ แสดงดัง
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สมการที ่2.1 จากนั้น FADH2 เมื่ออยู่ในสภาวะที่มีออกซิเจนจะเกิดการให้อิเล็กตรอน และ FADH2 จะ
เปลี่ยนไปอยู่ในรูปของ FAD และไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ดังสมการที่ 2.2  และกระตุ้นไฮโดรเจนเปอร์
ออกไซด์ให้เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน ดังสมการที่ 2.3 
 
β-D-glucose + Enzyme-FAD                Enzyme-FADH2 + α-D-gluconolactone   ..….(2.1) 
 
Enzyme-FADH2 + O2                           Enzyme-FAD + H2O2                 ..…..(2.2) 

 
H2O2                  O2 +   2H+   +    2e                                      .......(2.3) 

  

กลุ่มงานของผู้วิจัย ได้เติมสารน าส่งอิเล็กตรอนแมงกานีสออกไซด์ (MnO2) โดยจะใช้ศักย์
กระตุ้นแมงกานีสออกไซด์ที่ ต่ ากว่า + 0.5 V และเร่งการเกิดออกซิเดชันของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์
ได้ ดังการส่งผ่านอิเล็กตรอน รูปที่ 2.15 

 

 

รูปที่ 2.15 หลักการท างานของกลูโคสไบโอเซนเซอร์ที่มีการเติมตัวน าส่งอิเล็กตรอน 

จากหลักการการท างานของเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสข้างต้น น าไปสู่การพัฒนา
ไบโอเซนเซอร์ที่ใช้ในการวิเคราะห์ปริมาณปรอทโดยอาศัยหลักการการยับยั้งการท างานของ
เอนไซม์กลูโคสออกซิเดส  ปรอทยับยั้งการท างานของเอนไซม์  ท าให้การผลิตไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์
น้อยลง ดังนั้นเมื่อท าการกระตุ้นตัวน าส่งอิเล็กตรอนสัญญาณจากการน าส่งอิเล็กตรอนลดลง ดังรูป 
2.16 หลักการยับยั้งการท างานของเอนไซม์สามารถตรวจวัดปริมาณปรอทได้ 

 

Glucose 

Gluconolactone 

GOx(Ox.) 

GOx(Re.) O2 

H2O2 xMnO2 

yMnO2 + zMn2O3 

H2O + 2e- 

2OH- 

 Electrode 

ช้ันผิวหน้าของข้ัวไฟฟ้า      ช้ันของสารละลาย 

 Electrode 
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รูปที่ 2.16 กลไกการส่งผ่านอิเล็กตรอนเมื่อเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสถูกยับยั้งการท างานด้วยปรอทท า
ให้ผลิตไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์น้อย สัญญาณกระแสจึงลดลง 
 

  
2.8 เอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส (Alkaline phosphatase) [22] 

อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส   (Alkaline phosphatase, ALP) เป็นเอนไซม์ไฮโดรเลส ที่ท าหน้าที่
ย้ายหมู่ฟอสเฟตจากโมเลกุลหลายชนิด เช่นนิวคลีโอไทด์  โปรตีน และอัลคาลอยด์  กระบวนการดึงหมู่
ฟอสเฟตออกเรียกว่า  ดีฟอสโฟริเลชัน ( Dephosphorylation) ค่า pH  ที่เหมาะสมที่สุดของการ
ท างานของเอนไซม์นี้อยู่ที่ 8.0  และเป็นเอนไซม์ที่พบได้ตามเนื้อเยื่อต่างๆของร่างกายมนุษย์  โดยส่วน
ใหญ่จะพบตรงบริเวณกระดูก  ตับ  ไต  ล าไส้   รก   ความเข้มข้นของเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส
สามารถใช้เป็นตัวบ่งชี้การเกิดโรคต่างๆซึ่งสัมพันธ์กับอวัยวะต่างๆเหล่านี้  โดยระดับปกติของ
เอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสโดยทั่วไปจะอยู่ที่อัตรา 25-100 IU/L  อย่างไรก็ตามหากความเข้มข้น
ของอัลคาไลน์ฟอสฟาเตสมากกว่า 300 IU/L  จะสามารถเป็นตัวบ่งชี้การเกิดโรคท่ีร้ายแรง  ซึ่ง
ประกอบไปด้วยโรคตับ  โรคมะเร็งตับ  โรคตับอักเสบ  โรคกระดูก  มะเร็งกระดูก มะเร็งไต เป็นต้น 

กลไกการท างานของไบโอเซนเซอร์ที่ใช้ในการตรวจวัดปริมาณคาร์โบฟูแรน [23] แสดงดังรูปที่ 
2.17 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.17 กลไกการท างานของเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส 

 

 Electrode 

Glucose 

Gluconolactone 

GOx(Ox.) 

GOx(Re.) O2 

xMnO2 

yMnO2 + zMn2O3 

H2O + 2e- 

2OH- 

Hg2+ 

H2O2 

P
O O

O

H2O
ALP

OH

H3PO4

OH

O2

Pt.Ag/AgCl

0.75 V

O

O

H+ e-

ชัน้ผิวหน้าของขัว้ไฟฟ้า      ชัน้ของสารละลาย 

http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=Dephosphorylation&action=edit&redlink=1
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รูปที่ 2.18 หลักการยับยั้งการท างานของเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสด้วยคาร์โบฟูแรนบน
ผิวหน้าขั้วไฟฟ้า   

เอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสจะ เร่งการเกิดปฏิกิริยาของ ไดโซเดียมฟินิลฟอสเฟตเกิดเป็นฟี
นอล เมื่อให้ศักย์กระตุ้น 0.75 V เทียบกับข้ัวไฟฟ้า Ag/AgCl จะท าให้เกิดโปรตอน และอิเล็กตรอน ซึ่ง
เป็นสัญญาณทางไฟฟ้าท าให้สามารถตรวจวัดปริมาณฟีนอล จากการท างานของเอนไซม์ แต่เมื่อมีคาร์
โบฟูแรนเข้าไปยับยั้งการท างานของเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส ท าให้เอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส
สามารถท างานได้ลดลงหรือไม่สามารถท างานได้เลยท าให้ได้สัญญาณของฟีนอลลดลงซึ่งข้ึนกับปริมาณ
ความเข้มข้นของคาร์โบฟูแรน ที่เพ่ิมข้ึนนั่นเอง ดังรูป 2.18 

 
2.9 คาร์บอนเพส (Carbon paste) [24] 
 คาร์บอนเพส นิยมใช้ท าเป็นตัวตรวจวัดทางเคมีไฟฟ้า เนื่องจากมีช่วงศักย์ไฟฟ้าที่กว้าง 
กระแสพื้นหลังต่ า (Background current) ราคาถูก เหมาะส าหรับการวิเคราะห์สารหลายชนิด ง่ายต่อ
การผสมกับสารหลายชนิดที่เพ่ิมประสิทธิภาพการท างานของตัวตรวจวัดทางเคมีไฟฟ้า องค์ประกอบ
ของคาร์บอนเพส คือ 

1. ผงคาร์บอนขนาดนาโน  เป็นองค์ประกอบหลักของคาร์บอนเพสที่ใช้ท าเป็นตัวตรวจวัด
ทางเคมีไฟฟ้า ซึ่งจะต้องมีคุณสมบัติ ดังต้อไปนี้ 

1.1 มีขนาดของอนุภาคระดับนาโน 
1.2 มีความบริสุทธิ์สูง 
1.3 อนุภาคมีการกระจายตัวที่ดี 
1.4 มีแรงดูดซับน้อย 

2. ตัวเชื่อมประสาน (Binder) ได้แก่ สารจ าพวกน้ ามันหรือเรียกว่า Oil ท าหน้าที่เป็นตัว
ประสานให้ผงคาร์บอนผสมเป็นเนื้อเดียวกัน และท าหน้าที่ร่วมกับผงคาร์บอนเพ่ือให้เกิด
เป็นคาร์บอนเพส ซึ่งจะต้องมีคุณสมบัติ ดังนี้ 

2.1 มีความเฉื่อยและไม่ท าปฏิกิริยาเคมีกับสารอื่น 
2.2 มีความหนืดสูง 
2.3 ละลายในน้ าได้น้อย 
2.4 ไม่ละลายในตัวท าละลายอินทรีย์ 
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2.10 สารละลายพอลีเตตราฟลูออโรเอทีลิน หรือ นาฟิออน [25] 
 สารละลายนาฟิออน (Nafion) ที่มีการเติมแต่งก่ิงก้านด้วยสายโซ่ที่มีหมู่ซัลโฟนิลเพ่ือให้เกิด
ระบบการส่งผ่านโปรตอน จัดแป็นพอลิเมอร์อิเล็กโทรไลต์เมมเบรนที่โครงสร้างประกอบด้วยหน่วยโม
โนเมอร์ ซึ่งมีค่า n ตั้งแต่ 6 ถึง 10 และ m มากกว่า 1 ดังรูปที่ 2.19 
 คุณสมบัติของนาฟิออน คือ ทนต่อสารเคมีไม่ว่าเป็นสภาวะกรด -เบส หรือสัมผัสพวกเปอร์
ออไซด์ คลอรีน และยังทนต่ออุณหภูมิสูงถึง 125 องศาเซลเซียส นอกจากนั้นยังมีองศาการแตกตัวที่สูง 
ท าให้เกิดโปรตอนในปริมาณมาก ท าให้มีสภาพการน าไฟฟ้าที่ดี 
 
  
 
 
 
 
 
รูปที่ 2.19 โมเลกุลของนาฟิออนซึ่งประกอบด้วยเตตระฟลูออโรเอทิลลีนและเปอร์ฟลูออโร-3,6 ได
ออกซะ-4-เมทิล-7-ออกทีน-ซัลโฟนิกเอซิด  
 
 งานวิจัยนี้ท าการศึกษาในระบบการวิเคราะห์แบบอัติโนมัติของการไหลหรือเรียกอีกชื่อว่า 
โฟลอินเจคชันอะนาไลซิส ซึ่งมีรายละเอียดดังหัวข้อถัดไป 
 
2.11 ระบบการวิเคราะห์การไหลแบบอัติโนมัติ หรือ โฟลอินเจคชันอะนาไลซิส (Flow Injection 
Analysis; FIA) [26] 
 โฟลอินเจคชันอะนาไลซีส (Flow Injection Analysis) หรือเรียกย่อๆ ว่า เอฟไอเอ (FIA) 
เป็นเทคนิควิเคราะห์ทางเคมี ซึ่งอาศัยหลักการฉีดสารละลายตัวอย่างปริมาตรน้อยๆ ในระดับ
ไมโครลิตรเข้าสู่กระแสตัวพา ซึ่งอาจเป็นรีเอเจนต์หรือตัวท าละลายหรือสารละลายบัฟเฟอร์ ซึ่งไหล
อย่างต่อเนื่องภายในระบบท่อ ซึ่งมีขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางขนาดเล็ก ด้วยอัตราการไหลที่เหมาะสมและ
คงท่ี สารตัวอย่างกับรีเอเจนต์จะท าปฏิกิริยาเคมีที่ Mixing reactor แล้วไหลเข้าสู่ Flow through 
cell ของเครื่องตรวจวัดชนิดใดๆ การฉีดสารตัวอย่างเข้าสู่ระบบของกระแสรีเอเจนต์ เรียกว่า เอฟไอเอ
แบบปกติ (Normal FIA หรือ nFIA) ส่วนในกรณีท่ีมีการฉีดรีเอเจนต์เข้าสู่กระแสของสารตัวอย่าง
เรียกว่า เอฟไอเอแบบย้อนกลับ (Reverse FIA หรือ rFIA) การตรวจวัดด้วยระบบ เอฟไอเอ เป็น
เทคนิคที่ให้ความแม่นย าและความถูกต้องสูง ให้ข้อมูลที่เชื่อถือได้ ประหยัดต้นทุน ใช้สารเคมีใน
ปริมาณน้อย สามารถวิเคราะห์สารเคมีท่ีไม่ซับซ้อน ราคาถูก มีประสิทธิภาพ และความถูกต้องแม่นย า
สูง สามารถประยุกต์และพัฒนาได้อย่างต่อเนื่อง  
 
 

วิธีการวิเคราะห์สารที่ผู้วิจัยเลือกศึกษาคือเทคนิค Flow Injection Analysis (FIA) ซึ่งเป็น
เทคนิคการวิเคราะห์สารเคมีท่ีไม่ซับซ้อน ราคาถูก มีประสิทธิภาพและความถูกต้องแม่นย าสูง สามารถ
ประยุกต์และพัฒนาได้อย่างต่อเนื่อง โดยใช้วัสดุที่หาได้ง่ายในประเทศ โดยในงานวิจัยได้ออกแบบการ
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ทดลองโดยใช้อิเล็กโทรเคมิคอลเซลล์มาเชื่อมต่อเป็นระบบการตรวจวัดกับระบบ FIA ซึ่งแสดงดังรูปที่ 
2.20 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

รูปที่ 2.20 วิธีการตรวจวัดในระบบ FIA ในงานวิจัย 
 
 

2.12 วิธีการวิเคราะห์ทางอ้อม 
 หลักการวิเคราะห์ด้วยวิธีทางอ้อม (Indirect method) ในระบบ FIA เป็นวิธีการวิเคราะห์
โดยติดตามสัญญาณที่ลดลงของสารที่ต้องการวิเคราะห์ (Analyst) เมื่อปริมาณของสารที่ต้องการ
วิเคราะห์มีน้อยสัญญาณที่ได้จะมีค่ามาก แต่ถ้าสารที่ต้องการวิเคราะห์มีค่ามากสัญญาณท่ีได้จะมีค่า
น้อย ซึ่งสามารถแสดงสัญญาณที่เกิดขึ้น ดังรูปที่ 2.21 และน าไปสู่การค านวณหาเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง
การท างานของไบโอเซนเซอร์ ดังสมการที่ 2.4  

 

รูปที่ 2.21 โครโนแกรมของสัญญาณการวิเคราะห์ด้วยระบบ FIA 

         ……………………. 2.4 

เมื่อ  I0  คือกระแสที่เกิดจากการคะตาไลน์สารตั้งต้นด้วยเอนไซม์ (µA) 
I    คือ กระแสที่เกิดจากการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ด้วยตัวยับยั้ง (µA) 
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จากข้อมูลที่ได้จะไปสร้างความสัมพันธ์ระหว่างเปอร์เซ็นต์การยับบยั้งกับปริมาณตัวยับยั้ง  แสดงดังรูป
ที่ 2.22 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

รูปที่ 2.22 ความสัมพันธ์ของเปอร์เซ็นต์การยับยั้งกับปริมาณตัวยับยั้ง  

 

2.13 เทคนิคโครโนแอมเพอโรเมทรี (Chronoamperometry) 
 เทคนิคโครโนแอมเพอโรเมทรีเป็นระบบที่ประกอบไปด้วยขั้วไฟฟ้า 3 ขั้ว ได้แก่ ขั้วไฟฟ้า
ท างาน (Working electrode) ขั้วไฟฟ้าอ้างอิง (Reference electrode) และ ขั้วไฟฟ้าช่วย 
(Auxillary electrode) โดยหลักการท างานของเทคนิคโครโนแอมเพอโรเมทรีเป็นการให้ศักย์ไฟฟ้าที่
คงท่ีระหว่างขั้วไฟฟ้าท างานและขั้วไฟฟ้าอ้างอิง แสดงแผนภาพเครื่องมือและการจัดเซลล์ ดังรูปที่ 
2.23(A) จากนั้นท าการตรวจวัดสัญญาณกระแสที่เกิดข้ึนระหว่างข้ัวไฟฟ้าท างานและขั้วไฟฟ้าช่วย ดัง
รูปที่ 2.23(B)  
 
 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.23 (A) การจัดระบบการวิเคราะห์ของเทคนิคแอมเพอโรเมตรี ประกอบด้วยขั้วไฟฟ้าอ้างอิง 
ขั้วไฟฟ้าช่วยและข้ัวไฟฟ้าท างานตรึงด้วยเอนไซม์ และ (B) ภาพจ าลองของการจัดเรียงขั้วไฟฟ้าทั้งสาม 
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ซึ่งกระแสที่เกิดข้ึนจะเป็นกระแสแคโทดิกหรือแอโนดิกข้ึนกับสารตัวกลางทางไฟฟ้าว่าจะเกิดปฏิกิริยา
ออกซิเดชันหรือรีดักชัน โดยสัญญาณท่ีเกิดข้ึนเป็นสัญญาณของกระแสแอโนดิกหรือกระแสแคโทดิก
เทียบกับเวลา ดังรูปที่ 2.24 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.24 สัญญาณกระแสแอโนดิกเทียบกับเวลาที่วัดได้จากเทคนิคโครโนแอมเพอโรเมทรี   

 

2.14 งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 
Bertocchi P. และคณะ  [26] ได้พัฒนาไบโอเซนเซอร์เพื่อศึกษาผลการยับยั้งบนขั้วไฟฟ้า

กลูโคส เป็นการวิเคราะห์หาปริมาณปรอทในยา โดยอาศัยหลักการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ใน
ระบบการไหลแบบอัตโนมัติ ศึกษาด้วยเทคนิคแอมเพอโรเมทรี  ซึ่งศึกษาสภาวะการท างานที่เหมาะสม
ส าหรับการตรวจวัดในแบทและระบบการไหลแบบอัตโนมัติ ที่อัตราการไหล    0.2 mL.min-1 โดยช่วง
ที่ศึกษาความเข้มข้นของปรอทอยู่ในช่วง 1-60 ppb ได้ค่า %RSD ≤ 2 %    

 
Guodong L. และคณะ [27] ได้ศึกษาเก่ียวกับการปรับปรุงขั้วไฟฟ้าชนิดคาร์บอนเพส  ศึกษา

ด้วยเทคนิคแอมเพอโรเมทรี ศึกษาแมงกานีสออกไซด์ และ Octahedral Molecular Sieves (OMS) 
โดยปฏิกิริยาออกซิเดชันของ ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์  เทียบกับ OMS  การเตรียมขั้วไฟฟ้าโดยการ
ปรับปรุงขั้วไฟฟ้าชนิดคาร์บอนเพสที่มีเอนไซม์กลูโคสออกซิเดส  และใช้ OMS เป็นสารน าส่ง
อิเล็กตรอน  ใช้สารละลายนาฟิออนช่วยในการตรึงเอนไซม์ให้ติดกับข้ัวไฟฟ้า  ไบโอเซนเซอร์ที่ได้นั้นใช้
ในการตรวจวัดกลูโคส  ภายใต้สภาวะที่เหมาะสม เช่น ใช้ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.4  และใช้ศักย์ไฟฟ้า 
+0.3 V เทียบกับข้ัวไฟฟ้า  Ag/AgCl ได้ช่วงความเป็นเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน อยู่ในช่วง 3.5-1.75 
mmol/L  และ 0.05-0.1 mmol/L  ตามล าดับ  ไบโอเซนเซอร์ที่ใช้ OMS เป็นตัวน าส่งอิเล็กตรอนมี
การตอบสนองที่ว่องไวและมีเสถียรภาพที่ดี  สามารถเตรียมได้ง่ายและมีราคาถูก 

 
Kurt  K.  และคณะ [28] ได้พัฒนาไบโอเซนเซอร์ศึกษาด้วยเทคนิคแอมเพอโรเมทรีในการ

ตรวจวัดน้ าตาลกลูโคสที่เชื่อมพันธะกับแมงกานีสออกไซด์และกลูโคสออกซิเดซึ่งเป็นขั้วไฟฟ้าแบบ       
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สกรีน-ปริ้นท์ โดยใช้การวิเคราะห์ในระบบการไหลอัตโนมัติ ผิวหน้าขั้วไฟฟ้าแบบ สกรีน -ปริ้นท์ ขึ้นอยู่
กับหมึกคาร์บอนที่มีแมงกานีสออกไซด์เป็นสารตัวกลางในการน าส่งอิเล็กตรอน ไบโอเซนเซอร์สามารถ
ท างานภายใต้สภาวะที่เหมาะสมดังนี้  ใช้ 0.1 M ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 จากการทดลองพบว่าได้
ช่วงเชิงเส้นของการตอบสนองในระบบการไหลอัตโนมัติ ที่อัตราการไหล 0.2 mL.min-1 ปริมาตรการ
ฉีดสารตัวอย่าง 0.25 mL ใช้ศักย์ไฟฟ้ากระตุ้น + 0.48 V เทียบกับขั้วไฟฟ้า Ag/AgCl  ได้ช่วงความ
เข้มข้นของกลูโคส 11-13900 mol/L ให้ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 7% และใช้เวลาในการบ่ม
เอนไซม์กลูโคสออกซิเดสนาน 2 ชั่วโมง  

 
Hasna M. และคณะ [29] ได้พัฒนาไบโอเซนเซอร์โดยอาศัยการยับยั้งของเอนไซม์กลูโคส 

ออกซิเดส และ มัลตาโลเตส เพื่อตรวจหาปริมาณปรอท ศึกษาด้วยเทคนิคแอมเพอโรเมทรี ในการ
ทดลองใช้ขั้วไฟฟ้าทองค าขาวในการน าส่งอิเล็กตรอนตรึงเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสบนผิวหน้าขั้วไฟฟ้า
ด้วยกลูตารัลดีไฮด์ (Glutaraldehyde) ศักย์ไฟฟ้าที่กระตุ้นสารตัวกลางที่ +0.6 V เทียบกับข้ัวไฟฟ้า  
Ag/AgCl ใช้เวลาในการบ่มปรอท 20 นาที ความเข้มข้นของสับเสตรต (น้ าตาลซูโคส ) ระหว่าง 
3.3x10-3 ถึง 5.1x10-3 M ช่วงความเข้มข้นปรอท 1x10-8 ถึง 1x10-6 M และขีดความสามารถต่ าสุดใน
การตรวจวัดปรอทที่ 3 ppb 

 
Marcela C. และคณะ [30] พัฒนาไบโอเซนเซอร์โดยตรึงเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสบนคาร์ 

บอนเพสและมีคอปเปอร์ออกไซด์ (CuO) เป็นสารน าส่งอิเล็กตรอน ศึกษาด้วยเทคนิคแอมเพอโร เมทรี
ส่งผลให้ค่าศักย์ไฟฟ้าที่ใช้กระตุ้นมีค่าลดต่ าลง ซึ่งปกติค่าศักย์ไฟฟ้าของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์คือ 
+0.7 V  ผลของการลดลงของศักย์ที่ใช้กระตุ้นส่งผลให้ลดผลของตัวรบกวน เช่น กรดแอสคอร์บิก  
กรดยูริก  และอะซิตะมิโนเฟอร์ (Acetaminopher) ปริมาณที่เหมาะสมของการเติมตัวน าส่ง
อิเล็กตรอนคอปเปอร์ออกไซด์ คือ  10%(w/w) ไบโอเซนเซอร์ที่เตรียมได้นั้นมีการตอบสนองท่ีรวดเร็ว  
มีช่วงความเป็นเส้นตรงของกราฟมาตรฐานตั้งแต่  1.35x10-2 M  (2.43 g/L) เป็นต้นไป  และค่าความ
เข้มข้นต่ าสุดที่สามารถวัดได้คือ 2.0x10-5 M 

 
 Lijun  L. และคณะ  [31]  ได้พัฒนา Bionanomultilayer เพ่ือสร้างเป็นไบโอเซนเซอร์ 

ศึกษาด้วยเทคนิคแอมเพอโรเมทรี ใช้หลักการการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ที่หมู่ไทออล (Thiols) 
ไบโอเซนเซอร์นี้มีการตอบสนองเชิงเส้นตรงดังนี้ Glutathione (GHS) และ Cysteine (CSH) 0.5-
41.0 µM (R2=0.9983, n=12) และ 0.4-28.8 µM (R2=0.9991, n=9) ได้ขีดความสามารถต่ าสุด 
(S/N=3) ของ GHS = 0.09 µM และ CSH = 0.06 µM 

 
Tang L. และคณะ [32]  ได้พัฒนาไบโอเซนเซอร์โดยอาศัยการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ 

กลูโคสออกซิเดสเพื่อตรวจหาปริมาณปรอทศึกษาด้วยเทคนิคแอมเพอโรเมทรี ในการทดลองใช้ขั้วไฟฟ้า
แพลทินัมในการน าส่งอิเล็กตรอนตรึงเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสบนผิวหน้าขั้วไฟฟ้าด้วยกลูตารัลดีไฮด์ 
(Glutaraldehyde) จากการทดลองพบว่าได้ขีดความสามารถต่ าสุดในการตรวจวัด 0.49 g/L ได้ช่วงการ
ตอบสนองเชิงเส้น 0.49-783.21 µg/L และ 783.21 µg/L ถึง 25.55 mg/L  
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Joanne H. W. และคณะ [33]  ได้พัฒนา  alkaline phosphatase  ที่ใช้มีลักษณะการใช้
งานได้ครั้งเดียว โดยเป็นการตรวจวัดการผลิตฟีนอล โดยการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอส
ฟาเตส  ซึ่งเอนไซม์สามารถท างานได้ดีที่อุณหภูมิ  25 องศาเซลเซียส   , pH  10   ใช้ความเข้มข้นของ  
glucose , ascorbic acid  และ  urea  ที่ความเข้มข้น  10  mM/L , 5 mg/L  และ  400  mg/L  
ตามล าดับ  ผลการทดลองท่ีได้ถูกเปรียบเทียบโดยใช้  spectrophotometry  ใน  bovine serum  
ช่วงความเป็นเส้นตรงระหว่างข้อมูลของไบโอเซนเซอร์และความเข้มข้นของอัลคาไลน์ฟอสฟาเตส 
(alkaline phosphatase) มีความสัมพันธ์กัน 

 
Franco   M.  และคณะ [34]   ได้ท าการศึกษาการหาปริมาณสารก าจัดศัตรูพืช  โดยใช้

ไบโอเซนเซอร์ที่มีการตรึงเอนไซม์  ชนิด  alkaline  phosphatase  เพ่ือวิเคราะห์หาปริมาณสาร
ก าจัดศัตรูพืชในกลุ่ม  organophosphorous  และ organochlorinated  agent  ท าวิจัยโดยเตรียม
เซนเซอร์สองแบบ  แบบแรกใช้แอมเพอโรเมทริกไบโอเซนเซอร์ตรึงเอนไซม์  alkaline phosphatase  
และ  3-indoxyl  phosphate  เป็นสับสเตรท (substrate)  แบบที่สองใช้เทคนิคโวลแทมเมทรี  โดย
ติดตามสารตัวกลางทางไฟฟ้า  ( electroactive  product)  ของเอนไซม์  alkaline phosphatase  
โดยใช้สับสเตรท  phenyl  phosphate   และ  ascobate-2-phosphate  ทั้งสองแบบได้เงื่อนไขที่
เหมาะสมส าหรับการวิเคราะห์  คือใช้สารละลายบัพเฟอร์  pH=8  เวลาของการบ่ม  30-60  นาที  
ผลการวิจัยพบว่า  สัญญาณท่ีวัดต่ าสุดคือ  0.5 - 6  µg/L 

  
 Galezowska A.  และคณะ [35] พัฒนาไบโอเซนเซอร์ในระบบ Flow Injection Analysis 

เพ่ือศึกษาความไวของการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ acetylcholinesterases (AChE) ด้วยสาร
ก าจัดศัตรูพืช organophosphorus โดยการตรึงเอนไซม์ AChE ด้วย polyvinylalcohol polymer 
(PVA-AWP)  บนขั้วไฟฟ้าแบบ screen printed graphite โดยการยับยั้งการท างานเอนไซม์ AChE 
ต้องมีการบ่มเอนไซม์ AChE ด้วยตัวยับยั้งซึ่งเป็นสารก าจัดศัตรูพืชประเภท  organophosphorus โดย
เปรียบเทียบการใช้ตัวยับยั้งการท างานของเอนไซม์ AChE ที่แตกต่างกัน 3 ชนิด ได้แก่ malaoxon 
(MO), chlorfenvinphos (CFV), and chlorpyriphos-oxon (CPO) แล้วน าไบโอเซนเซอร์ที่
พัฒนาขึ้นตรวจวิเคราะห์ในน้ าตัวอย่าง โดยพบว่าช่วงความเข้มข้นที่สามารถวิเคราะห์ได้ของ CPO 
เท่ากับ 0.005 – 0.08 ugL-1และ CFV เท่ากับ 0.005 -10 ugL-1 ค่าขีดความสามารถต่ าสุดของการ
วิเคราะห์ของ CPO  CFV  และ MO เท่ากับ 0.005  0.01 และ 0.002 ugL-1 ตามล าดับ  

 
Erol A. และคณะ [36]  ได้พัฒนาไบโอเซนเซอร์เพื่อใช้ตรวจวัดคาเฟอีนโดยอาศัยการยับยั้ง

การท างานของเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส โดยการตรึงเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสโดยการสร้าง
พันธะโควาเลนต์  โดยใช้ glutaraldehyde เป็น crosslink – agent บนผิวหน้าขั้วไฟฟ้า ceramic 
based gold screen printed โดยการตรวจหาปริมาณคาเฟอีนท าได้โดยการใช้คาเฟอีนเป็นตัวยับยั้ง
การท างานของเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสโดยการตอบสนองของเอนไซม์จะลดลงเมื่อปริมาณ
คาเฟอีนเพิ่มขึ้น ช่วงความเข้มข้นที่ตรวจวัดปริมาณคาเฟอีนได้อยู่ที่ 0.1- 10 uM  ขีดความสามารถ
ต่ าสุดในการวิเคราะห์ปริมาณคาเฟอีน คือ 0.08 uM 
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Leopoldo  D.  C.  และคณะ [37]  พัฒนาวิธีการตรวจวัดของ  alkaline phosphatase  
บนฐาน p-Hydroxyphenyl  phosphate  ซึ่งถูกไฮโดรไลซ์โดย  alkaline phosphatase ให้เป็น 
hydroquinone  แทนการตรวจวัดโดยตรง  การขยายวงจรจะถูก  oxidize  ไปสู่  quinone   ที่
พ้ืนผิวอิเล็กโทรดและรีดิวซ์กลับไปสู่  hydroquinone  โดยกลูโคสออกซิเดสในรูปของ  glucose  
พบว่า detection limit  ของ alkaline phosphatase  เท่ากับ  2.5x10-14  M   ซึ่งเป็นการ
เปรียบเทียบ  detection limit ด้วยวิธีมาตรฐาน ( Colorimetry , Fluorimetry , 
Chemiluminescence)  โดยใช้เวลาการบ่ม 10 นาที และที่อุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส 
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3. วิธีการทดลอง 

งานวิจัยนี้ได้จัดท าที่ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยอุบลาชธานี ซึ่งมีการใช้
อุปกรณ์ เครื่องมือ สารเคมี และวิธีการทดลอง ดังนี้ 
 
3.1 อุปกรณ์ที่ใช้ในการทดลอง 
3.1.1 เครื่องมือ เครื่องมือที่ใช้ในงานวิจัยนี้ แสดงดังตารางที่ 3.1 
ตารางท่ี 3.1 เครื่องมือและอุปกรณ์ท่ีใช้ในการทดลอง 
ล าดับที่ เครื่องมือ บริษัท (รุ่น) 

1 Analytical balances Denver Instrument (TB-214) 
2 AUTOLAB (Potentiostat) Metrohm (PG11) 
3 Counter electrode : Pt CH-Instrument 
4 Electrochemical cell - 
5 Hotplate & Stirrer VELP SCIENTIFICA 
6 Injection port Water 
7 Peristaltic pump Ismatec 
8 pH meter Metrohm (T521309) 
9 Reference electrode : Ag/AgCl CH-Instrument 
10 Vertex Labnet 

  
3.1.2 อุปกรณ์ อุปกรณ์ที่ใช้ในการเตรียมสารละลายแสดงดังตารางที่ 3.2 
ตารางท่ี 3.2 อุปกรณ์ท่ีใช้ในการเตรียมสารละลาย 
ล าดับที่ อุปกรณ์ ขนาด 

1 Beaker 50, 100, 250, 500 และ 1000 mL 
2 Brown bottle - 
3 Cylinder 10, 25, 50, และ 100 mL 
4 Magnetic bar - 
5 Micro pipette 10, 100 และ1000 µL 
6 Pipette 1, 2, 5, 10 และ 25 mL 
7 pH paper - 
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8 Tips - 
9 Volumetric flask 5, 10, 25, 50, 100, 250 และ 500 mL 
10 Water bottle - 
11 Storage bottle - 
12 Spoon - 
13 Stirring rod - 

 
3.2 สารเคมี สารเคมีท่ีใช้ในงานวิจัย มีหลายเกรดและสั่งซื้อมาจากหลายบริษัท แสดงดังตารางที่ 3.3 
ตารางท่ี 3.3 สารเคมีที่ใช้ในการทดลอง 
ล าดับที่ รายการ ระดับความบริสุทธิ์ บริษัทที่ผลิต 

1 Ammonium hydroxide AR grade Carlo erba 
2 Alkaline phosphatase  Sigma Aldrich 
3 Carbon nanopowder 99.0 Sigma Aldrich 
4 Citric acid 99.7 Analar 
5 Di-sodium hydrogen phosphate 99.0 Carlo erba 
6 Enzyme glucose oxidase AR grade Sigma Aldrich 
7 Glucose powder - - 
8 Hydrochloric acid 37.0 Carlo erba 
9 Hydrogen peroxide Analytical grade Fisher scientific 
10 Mercury (Hg2+ ) standard 

solution 
AR grade SCP science 

11 Mineral oil AR grade Acros 
12 Manganese dioxide AR grade - 
13 Nafion AR grade Fluka 
14 Sodium hydroxide AR grade SCP science 
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ตอนที่ 1 การวิเคราะห์ปริมาณปรอทด้วยไบโอเซนเซอร์ในระบบการไหลอัติโนมัติ 
 
3.3 การเตรียมสารละลายมาตรฐานและสารเคมีที่เกี่ยวข้อง      
 3.3.1 เตรียมสารละลาย 0.2 M ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (0.2 M Na2HPO4) 
  ชั่งไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) มา 7.0980 g ละลายและปรับปริมาตร
ด้วยน้ าที่ปราศจากไอออนให้ได้ปริมาตร 250 mL เก็บในขวดเก็บสาร  
 
 3.3.2 เตรียมสารละลาย 0.1 M กรดซิตริก (0.1 M Citric acid)  
  ชั่งกรดซิตริก (Citric acid) มา 2.1014 g ละลายและปรับปริมาตรด้วยน้ าที่
ปราศจากไอออนให้ได้ปริมาตร 100 mL เก็บในขวดเก็บสาร  
 
 3.3.3 เตรียมสารละลายอิเล็กโทรไลต์เกื้อหนุนฟอสเฟต บัฟเฟอร์ pH 7.0 (Phosphate 
buffer)  
  สารละลายบัฟเฟอร์ฟอสเฟต ปริมาตร 100 mL เตรียมได้จากการผสมสารละลายได
โซ เดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตเข้มข้น 0.2 M (จากวิธีการเตรียม 3.3.1) กับสารละลายกรดซิตริกเข้มข้น 
0.1 M (จากวิธีการเตรียม 3.3.2) โดยผสมสารละลาย 0.2 M Na2HPO4 ปริมาตร 81.0 mL และ 0.1 
M Citric acid 19.0 mL คนให้สารละลายเข้ากัน จากนั้นวัดความเป็น กรด-เบส ของสารละลายด้วย
เครื่องวัด pH  ถ้าสารละลายไม่ได้ความเป็นกรดเบสตามที่ต้องการ ปรับ pH ของสารละลายด้วย 1.0 
M HCl ในกรณีที่ต้องการให้สารละลายมี pH ต่ าลงและปรับ pH ของสารละลายด้วย 1.0 M NaOH 
ในกรณีที่ต้องการให้สารละลายมี pH สูงขึ้น จากนั้นน าสารไปเก็บในตู้เย็น  
 
 3.3.4 เตรียมสารละลาย 1 เปอร์เซ็นต์กลูโคสโดยน้ าหนักต่อปริมาตร (1%w/v Glucose 
solution)  
  ชั่งกลูโคสมา 1.00xx g ละลายและปรับปริมาตรด้วยน้ าที่ปราศจากไอออนให้ได้
ปริมาตร 100 mL ในขวดวัดปริมาตร จากนั้นน าสารไปเก็บในตู้เย็น  
 
  3.3.5 เตรียมสารละลายปรอท (Stock solution) ความเข้มข้น 100 mg/L (100 mg/L 
Mercury standard solution)  
  ปิเปตสารละลายมาตรฐานปรอท 1000 mg/L ปริมาตร 1000 µL  และปรับ
ปริมาตรด้วยน้ าที่ปราศจากไอออนในขวดวัดปริมาตร 10 mL 
 
 3.3.6 เตรียมสารละลายปรอทความเข้มข้น 5 mg/L (5 mg/L Mercury standard 
solution) ปริมาตร 10 mL 
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  ปิเปตสารละลายปรอท 100 mg/L (จากการเตรียม ข้อ 3.3.5)  ปริมาตร 500 µL  
และปรับปริมาตรด้วยน้ าที่ปราศจากไอออนให้ได้ปริมาตร 10 mL 
 
 3.3.7 การเตรียมสารละลายนาฟิออน (Nafion solution) 
  ปิเปตสารละลายนาฟิออนปริมาตร 500 µL ท าให้เป็นเบสเล็กน้อยด้วย 0.1 M 
สารละลายแอมโม  เนียมไฮดรอกไซด์ โดยตรวจสอบค่า pH ให้ได้ประมาณ 7-8 ด้วยกระดาษทดสอบ
ค่า pH จากนั้นเก็บไว้ในตู้เย็น  
 
 3.3.8 การเตรียมคาร์บอนเพส (Carbon paste) 
  ชั่งผงคาร์บอนขนาดนาโนปริมาณ 0.4750 g และผงแมงกานีสออกไซด์ 0.0250 g 
เติม Mineral oil ทีละ 100 µL (โดยใชไมโครปิเปตขนาด 1000  µL ) กวนให้เกิดเพสพร้อมๆกับเติม  
Mineral oil จนปริมาตร รวมเป็น 450 µL คนจนเกิดคาร์บอนเพสที่สมบูรณ์ เก็บไว้ในโถดูดความชื้น 
เป็นเวลา 12 ชั่วโมง ก่อนการน าไปใช้งาน 
 
 3.3.9 การเตรียมสารละลายมาตรฐานเอนไซม์กลูโคสออกซิเดส (Glucose oxidase 
solution)  
  ชั่งผงเอนไซม์กลูโคสออกซิเดส 0.10xx g ละลายในน้ าที่ปราศจากไอออนปริมาตร 
1000 µL ผสมด้วยเครื่องผสมวอร์เทก เป็นเวลา  30 นาที จากนั้นเก็บไว้ในตู้เย็นอุณหภูมิ 4-8 องศา
เซลเซียส 
 
 3.3.10 การเตรียมสารละลายเอนไซม์กลูโคสออกซิเดส (Enzyme casting) 
  ปิเปตสารละลายมาตรฐานเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสจากการเตรียมข้อ 3. 3.9 
ปริมาตร 40 µL เติมสารละลายนาฟิออนปริมาตร 10 µL (จากการเตรียม ข้อ 3.3.7) และน้ าที่
ปราศจากไอออนปริมาตร 50 µL ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องผสมวอร์เทก เป็นเวลานาน 30 นาที  จะได้
สารละลายเอนไซม์กลูโคสออกซิเดส จากนั้นเก็บไว้ในตู้เย็นอุณหภูมิ 4-8 องศาเซลเซียส  
 
3.4 การเตรียมคาร์บอนเพสบนอิเล็กโทรเคมิคัลเซลล์ (Electrochemical cell) 
 อัดคาร์บอนเพสที่เตรียมจาก ข้อ 3.3.8 ลงในอิเล็กโทรเคมิคัลเซลล์ ให้เต็มและแน่น ใช้
กระดาษชั่งสารขัดผิวหน้าคาร์บอนเพสให้เรียบและสม่ าเสมอ  

 
3.5 การตรึงเอนไซม์กลูโคสออกซิเดส (Glucose oxidase immobilization) 
 ปิเปตสารละลายเอนไซม์กลูโคลออกซิเดส จากวิธีการเตรียม ข้อ 3.3.10 ลงบนผิวหน้า
คาร์บอนเพสที่อัดแน่นในเซลล์ (ดังวิธีการเตรียม 3.4) โดยปิเปตสารละลายเอนไซม์ลงบนผิวหน้า
คาร์บอนเพสด้านละ 5 µL จากนั้นรอสารละลายเอนไซม์แห้ง ปิเปตสารละลายเอนไซม์ซ้ าอีกครั้ง แล้ว
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ปล่อยให้สารละลายเอนไซม์แห้งที่ห้องควบคุมอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียสเป็นเวลา  12 ชั่วโมง จากนั้น
น าไปประกอบเข้ากับอิเล็กโตรเคมิคัลเซลล์ที่พร้อมใช้งานต่อไป  
 
3.6 วิธีการทดลอง  
3.6.1 ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการท างานของเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสในระบบการไหลแบบ
อัตโนมัติ ท าการศึกษาที่สภาวะการท างานต่างๆ ดังนี้     
 
 3.6.1.1 ศึกษาอัตราการไหลท่ีเหมาะสม 
 1. เตรียมคาร์บอนเพส ดังวิธีการเตรียม 3.3.8 และ วิธีการเตรียม 3.4 และ ตรึง
เอนไซม์กลูโคสออกซิเดส ดังวิธีการเตรียม 3.5  
 2. ประกอบอิเล็กโตรเคมิคัลเซลล์ (Electrochemical cell) ที่มีขั้วไฟฟ้าทั้งสามข้ัว ได้แก่ 
ขั้วไฟฟ้าใช้งานไบโอเซนเซอร์ ขั้วไฟฟ้าอ้างอิงซิลเวอร์ -ซิลเวอร์คลอไรด์ และข้ัวไฟฟ้าช่วยแพลทินัม  
และต่อกับเครื่องควบคุมศักย์ (Potentiostat) ให้ศักย์แก่ข้ัวไฟฟ้าใช้งานกับขั้วไฟฟ้าอ้างอิง และวัด
สัญญาณกระแสที่เกิดข้ึนของเครื่องมือวิเคราะห์ (Auto-Lab analyzer) ที่เชื่อมต่อกับระบบการไหล
แบบอัตโนมัติที่มีเพอริสแตร์ติกปั๊ม (Peristaltic pump) เป็นตัวขับเคลื่อนสารละลาย  ศึกษาด้วย
เทคนิคโครโนแอมเพอโรเมทรี 
 3. ใช้สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 เป็นกระแสตัวพาในระบบการไหล เปิดปั๊มให้
กระแสตัวพาในระบบไหลอย่างต่อเนื่อง 
 4. ฉีดสารละลาย 1% (w/v) กลูโคส ปริมาตร 100 µL เข้าไปในกระแสตัวพา  ให้ศักย์
กระตุ้นสารตัวกลางทางไฟฟ้า +0.46 V วัดสัญญาณกระแสที่เกิดข้ึน โดยท าการทดลองซ้ า 3 ครั้ง 
 5. ศึกษาอัตราการไหลที่ 1.0 1.5  2.0  2.5  3.0  3.5 และ 4.0 mL.min-1 
 6. แสดงผลการทดลองในหัวข้อ 4.1.1  
 
 3.6.1.2 ศึกษาศักย์ไฟฟ้าที่เหมาะสมในการกระตุ้นสารตัวกลางทางไฟฟ้า 
 1. วิธีการทดลองเหมือนการทดลอง 3.6.1.1 ข้อ 1-2 
 2. ใช้สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 เป็นกระแสตัวพาในระบบการไหล เปิดปั๊มให้
กระแสตัวพาในระบบไหลอย่างต่อเนื่อง ด้วยอัตราการไหล  2.0 mL.min-1 (ตามเงื่อนไขอัตราการไหล
ที่เหมาะสมจากการทดลองท่ี 3.6.1.1) 
 3. ฉีดสารละลาย 1% (w/v) กลูโคส ปริมาตร 100 µL เข้าไปในกระแสตัวพา 
 4. ศึกษาศักย์กระตุ้นของสารตัวกลางทางไฟฟ้าที่ +0.42  +0.44  +0.46  +0.48 และ 
+0.50 V 
 5. แสดงผลการทดลองในหัวข้อ 4.1.2  
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 3.6.1.3 ศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมในการบ่มเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสด้วยปรอท  
 1. วิธีการทดลองเหมือนการทดลอง 3.6.1.1 ข้อ 1-2 
 2. ใช้สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 เป็นกระแสตัวพาในระบบการไหล เปิดปั๊มให้
กระแสตัวพาในระบบไหลอย่างต่อเนื่อง ด้วยอัตราการไหล 2.0 mL.min-1 (ตามเงื่อนไขอัตราการไหล
ที่เหมาะสมจากการทดลองท่ี 3.6.1.1) ให้ศักย์กระตุ้นสารตัวกลางทางไฟฟ้า +0.46 V (ตามเงื่อนไข
ศักย์กระตุ้นสารตัวกลางทางไฟฟ้าที่เหมาะสมจากการทดลองท่ี 3.6.1.2) 
 3. ฉีดสารละลาย 1% (w/v) กลูโคส ปริมาตร 100 µL เข้าไปในกระแสตัวพาวัดสัญญาณ
กระแสที่เกิดข้ึนซึ่งก าหนดให้ค่ากระแสที่ได้เป็น “I0” 
 4. ฉีดสารละลายปรอทความเข้มข้น 5 mg/L ปริมาตร 100 µL เข้าไปในกระแสตัวพาใช้
เวลาการไหลในท่อนโซนของปรอทถึงอิเล็กโตรเคมิคัลเซลล์ เป็นเวลา 4 วินาที หยุดอัตราการไหลโดย
ปิดปั๊มเป็นเวลา 2 นาที เมื่อครบเวลาตามที่ก าหนด เปิดปั๊มให้กระแสตัวพาในระบบไหลอย่างต่อเนื่อง 
แล้วฉีดสารละลาย 1% (w/v) กลูโคส ปริมาตร 100 µL เข้าไปในกระแสตัวพา สัญญาณกระแสที่ได้ 
ก าหนดให้ค่ากระแสเป็น “I” 
 5. ท าการทดลองซ้ าจากข้อ 3-5 โดยเปลี่ยนระยะเวลาในการบ่มเอนไซม์ 4  6  8 และ 10 
นาที ตามล าดับ 
 6.  แสดงผลการทดลองในหัวข้อ 4.1.3  
 
 3.6.2 ศึกษาผลการยับยั้งการท างานของเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสด้วยปรอท 
 1. วิธีการทดลองเหมือนการทดลอง 3.6.1.3 ข้อ 1-2 
 2. ฉีดสารละลาย 1% (w/v) กลูโคส ปริมาตร 100 µL เข้าไปในกระแสตัวพาวัดสัญญาณ
กระแสที่เกิดข้ึนซึ่งก าหนดให้ค่ากระแสที่ได้เป็น “I0” 
 3. ฉีดสารละลายปรอทความเข้มข้น 5 mg/L ปริมาตร 100 µL เข้าไปในกระแสตัวพาใช้
เวลาการไหลในท่อนโซนของปรอทถึงอิเล็กโตรเคมิคัลเซลล์ เป็นเวลา 4 วินาที จากจุดฉีดสาร จากนั้น
หยุดอัตราการไหลโดยปิดปั๊มเป็นเวลา  6 นาที (ระยะเวลาในการบ่มเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสด้วย
ปรอท) เมื่อครบเวลาตามที่ก าหนด เปิดปั๊มให้กระแสตัวพาในระบบไหลอย่างต่อเนื่อง แล้วฉีด
สารละลาย 1 % (w/v) กลูโคส ปริมาตร 100  µL เข้าไปในกระแสตัวพา สัญญาณกระแสที่ได้ 
ก าหนดให้ค่ากระแสเป็น “I” 
 4. ท าการทดลองซ้ าจากข้อ 3-5 โดยเปลี่ยนความเข้มข้นของปรอท 0.5  1.0  2.0  4.0  6.0  
8.0  10.0  12.0  14.0 และ 16.0 mg/L ตามล าดับ 
 5.  แสดงผลการทดลองในหัวข้อ 4.2  
 
 3.6.3 ศึกษาความไวของการวิเคราะห์ปรอท 
 1. เตรียมวิธีการทดลองเหมือนการทดลอง 3.6.1.3 ข้อ 1-2     
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 2. ฉีดสารละลาย 1% (w/v) กลูโคส ปริมาตร 100 µL เข้าไปในกระแสตัวพาวัดสัญญาณ
กระแสที่เกิดข้ึนซึ่งก าหนดให้ค่ากระแสที่ได้เป็น “I0” 
 3. ฉีดสารละลายปรอทความเข้มข้น 5 mg/L ปริมาตร 100 µL เข้าไปในกระแสตัวพาใช้
เวลาการไหลในท่อนโซนของปรอทถึงอิเล็กโตรเคมิคัลเซลล์ เป็นเวลา 4 วินาทีจากจุดฉีดสาร จากนั้น
หยุดอัตราการไหลโดยปิดปั๊มเป็นเวลา 6 นาที (ระยะเวลาในการบ่มเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสด้วย
ปรอทที่เหมาะสม จากการทดลองท่ี 3.6.1.3) เมื่อครบเวลาตามที่ก าหนด เปิดปั๊มให้กระแสตัวพาใน
ระบบไหลอย่างต่อเนื่อง แล้วฉีดสารละลาย 1 % (w/v) กลูโคส ปริมาตร 100  µL เข้าไปในกระแสตัว
พา สัญญาณกระแสที่ได้ ก าหนดให้ค่ากระแสเป็น “I” 
 4. ท าการทดลองซ้ าจากข้อ 3-5 โดยเปลี่ยนความเข้มข้นของปรอท 0.05  0.10  0.15  0.20 
และ 0.25 mg/L ตามล าดับ 
 5.  แสดงผลการทดลองในหัวข้อ 4.3  
 
 3.6.4 ศึกษาความแม่นย าของการวิเคราะห์ปรอท 
 1. วิธีการทดลองเหมือนการทดลอง 3.6.1.3 ข้อ 1-2 
 2. ฉีดสารละลาย 1% (w/v) กลูโคส ปริมาตร 100 µL เข้าไปในกระแสตัวพาวัดสัญญาณ
กระแสที่เกิดข้ึน 
 3. ฉีดสารละลาย 1% (w/v) กลูโคสซ้ าอีก 9 ครั้ง 
 4. แสดงผลการทดลองในหัวข้อ 4.4  
 
 3.6.5 ศึกษาขีดความสามารถต่ าสุดของการตรวจวัดและการวิเคราะห์ปรอท  
 1. วิธีการทดลองเหมือนการทดลอง 3.6.1.3 ข้อ 1-2 
 2.  ฉีดสารละลาย 1% (w/v) กลูโคส ปริมาตร 100 µL เข้าไปในกระแสตัวพาวัดสัญญาณ
กระแสที่เกิดข้ึนซึ่งก าหนดให้ค่ากระแสที่ได้เป็น “I0” 
 3.  ฉีดสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 ปริมาตร 100 µL เข้าไปในระ  บบการไหล จับ
เวลาจนครบ 4 วินาทีจากจุดฉีดสาร จากนั้นหยุดอัตราการไหลโดยปิดปั๊มเป็นเวลา 6 นาที (ระยะเวลา
ในการบ่มเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสที่เหมาะสม จากการทดลองท่ี 3.6.1.3) เมื่อครบเวลาตามที่ก าหนด 
เปิดปั๊มให้กระแสตัวพาในระบบไหลอย่างต่อเนื่อง แล้วฉีดสารละลาย 1% (w/v) กลูโคส ปริมาตร 100  
µL เข้าไปในกระแสตัวพา วัดสัญญาณกระแสที่เกิดข้ึน ก าหนดให้ค่ากระแสเป็น “I” ซึ่งคิดเป็น
สัญญาณรบกวน (Noise) 
 4. แสดงผลการทดลองข้อ 3-5 โดยเปลี่ยนจากการใช้สารละลายฟอส เฟสบัฟเฟอร์  pH 7.0 
(สัญญาณรบกวน) เป็นสารละลายปรอทความเข้มข้น 0.14 mg/L (เป็นความเข้มข้นต่ าสุดที่ให้ S/N = 
3) วัดสัญญาณกระแสที่เกิดข้ึนซึ่งก าหนดให้ค่ากระแสที่ได้เป็น “I” 
 5. แสดงผลการทดลองในหัวข้อ 4.5  
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ตอนที่ 2 การวิเคราะห์ปริมาณคาร์โบฟูแรนด้วยไบโอเซนเซอร์ในระบบการไหลอัติโนมัติ 

 

3.7 การเตรียมสารละลายมาตรฐานและสารเคมีที่เกี่ยวข้อง 
 
 3.7.1 เตรียมสารละลาย 0.2 โมลาร์ ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต   (0.2 M Na2HPO4) 
ปริมาตร 250 มิลลิลิตร 
  ชั่งไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4)  มา 7.0980 กรัม ละลายในน้ าและ
ปรับปริมาตรด้วยน้ าที่ปราศจากไอออนให้ได้ปริมาตร 250 มิลลิลิตร เก็บในขวดเก็บสาร ติดฉลากระบุ
ชื่อ วันเดือนปี ที่ท าการเตรียม 
 
 3.7.2 เตรียมสารละลาย 0.1 โมลาร์ กรดซิตริก (0.1 M Citric Acid) ปริมาตร 100 
มิลลิลิตร 
  ชั่งกรดซิตริก (Citric Acid) มา 2.1014 กรัม ละลายและปรับปริมาตรด้วยน้ าที่
ปราศจากไอออนให้ได้ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เก็บในขวดเก็บสาร ติดฉลากระบุชื่อ วันเดือนปี ที่ท า
การเตรียม 
   
 3.7.3 เตรียมสารละลายอิเล็กโทรไลต์เกื้อหนุนฟอสเฟตซิตริก บัฟเฟอร์ pH 8 
(Phosphate Citric Buffer) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
   สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เตรียมได้จากการผสม
สารละลายไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตเข้มข้น 0.2 โมลาร์ กับสารละลายกรดซิทริกเข้มข้น 0.1 โม
ลาร์ ที่ pH 8 ใช้  0.2 M Na2HPO4 ปริมาตร  95.4  มิลลิลิตร และ 0.1 M Citric Acid  ปริมาตร 4.6 
มิลลิลิตร แล้ว น าสารที่ได้ไปวัดความเป็นกรด -เบสของสารละลายด้วย pH-Meter และปรับ pH ของ
สารละลายด้วย 1.0 M HCl ในกรณีที่ต้องการให้สารละลายมี pH ต่ าลงและ 1.0 M NaOH ในกรณีที่
ให้สารละลายมี pH สูงขึ้น เก็บสารละลายที่ได้ในขวดเก็บสารแล้วน าสารไปเก็บในตู้เย็น ติดฉลาก ระบุ
ชื่อ วันเดือนปีที่เตรียม 
 
 3.7.4 เตรียมสารละลาย 4.0 เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนักต่อปริมาตร (4%W/V Disodium 
Phenyl Phosphate Solution) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
  ชั่งไดโซเดียมฟีนิลฟอสเฟตมา  4.0000 กรัม ละลายและปรับปริมาตรด้วยน้ าที่
ปราศจากไอออนให้ได้ปริมาตร 100 มิลลิลิตร  
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 3.7.5 เตรียมสารละลายคาร์โบฟูแรนความเข้มข้น 100 mg/L (100 mg/L 
Carbofuran) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
  ชั่งคาร์โบฟูแรนมา 0.0010 กรัม ละลายและปรับปริมาตรด้วยน้ าที่ปราศจากไอออน
ให้ได้ปริมาตร 10มิลลิลิตร  
   

 3.7.6 เตรียมสารละลายคาร์โบฟูแรนความเข้มข้น 10 mg/L (10 mg/L Carbofuran) 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

  ปิเปตคาร์โบฟูแรนความเข้มข้น 100 mg/L ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วย
น้ าที่ปราศจากไออนให้ได้ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
 

3.7.7 การเตรียมสารละลาย นาฟิออน 

  ปิเปตสารละลายนาฟิออน  มา 500 ไมโครลิตรท าให้เป็นกลางด้วย 0.1 M 
สารละลายแอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ตรวจสอบค่า pH ให้ได้ประมาณ 7 ด้วยกระดาษทดสอบค่า pH 
ติดฉลากระบุ ชื่อ วัน เดือน ปี ที่ท าการเตรียม แล้วเก็บไว้ในตู้เย็น   
 
 3.7.8 การเตรียมคาร์บอนเพส 
        ชั่งผงคาร์บอนขนาดนาโนปริมาณ 0.5000 กรัม เติม mineral oil ทีละ 100  
ไมโครลิตร กวนให้คาร์บอนเพสกับ Mineral oil เข้ากัน เติม mineral oil ปริมาตรรวมได้ 450 
ไมโครลิตร และคนจน เกิดเป็นคาร์บอนเพส เก็บไว้ในโถดูดความชื้น  
   
 3.7.9 การเตรียมสารละลายเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส  
  ปิเปตสารละลายมาตรฐานเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส 2 KU/ml ปริมาตร 40 
ไมโครลิตร สารละลายนาฟิออน ปริมาตร 10 ไมโครลิตร และ น้ าที่ปราศจากไอออน ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร ผสมเข้าด้วยกันด้วยเครื่อง Vertex จากนั้นติดฉลาก ระบุ ชื่อ วัน เดือน ปี ที่ท าการเตรียม 
แล้วเก็บไว้ในตู้เย็นรอการใช้งาน 
 
3.8 การเตรียมขั้วไฟฟ้าใช้งาน (Working electrode)  
 อัดคาร์บอนเพสที่เตรียมจากข้อ 3.7.8   ลงในอิเลกโตรเคมิคัลเซลล์ให้เต็มและแน่นแล้วใช้  
กระดาษชั่งสารขัดผิวหน้าคาร์บอนเพสให้เรียบและสม่ าเสมอ  ดังรูปที่ 3.1 
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รูปที่  3.1 (a) การเตรียมคาร์บอนเพส และ (b) การอัดคาร์บอนเพสใส่ในอิเลกโตรเคมิคัลเซลล์ 

 
3.9 การตรึงเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส 
 1. ปิเปตสารละลายมาตรฐานเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส 2 KU/ml ปริมาตร 40 
ไมโครลิตร ผสมกับสารละลายนาฟิออน ปริมาตร 10 ไมโครลิตร และ น้ าที่ปราศจากไอออน ปริมาตร 
50 ไมโครลิตร ผสมให้เข้าด้วยกันด้วยเครื่องผสม Vertex 
 2. ปิเปตสารละลายเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส ลงบนผิวหน้าคาร์บอนเพสที่เตรียมได้จาก
การทดลอง ข้อ 3.8 ปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร รอให้แห้ง  
 3. เก็บคาร์บอนเพสที่ตรึงด้วยสารละลายเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสที่อุณหภูมิห้อง เป็น
เวลาหนึ่งคืน ได้ข้ัวไฟฟ้าใช้งานที่ใช้ในการวิเคราะห์ 
 4. น าขั้วไฟฟ้าใช้งานที่ได้ไปประกอบเข้ากับอิเล็กโทรเคมิคอลเซลล์ที่เป็นตัวตรวจวัดในการ
วิเคราะห์ ดังรูปที่ 3.2 แล้วต่อเข้ากับ ระบบการวิเคราะห์ FIA ประกอบเซลล์ขั้วไฟฟ้าทั้งสาม (ขั้วไฟฟ้า
ใช้งานไบโอเซนเซอร์ ขั้วไฟฟ้าอ้างอิง Ag/AgCl และข้ัวไฟฟ้าช่วยแพลทินัม) เข้ากับเครื่องควบคุมศักย์ 
(Potentiostat) ของเครื่องมือวิเคราะห์ Auto-Lab ศึกษาด้วยเทคนิคโครโนแอมเพอ-โรมิทรี ดังรูปที่ 
3.3  ตามล าดับ 
 

 

 

 

 

รูปที่ 3.2 การประกอบเซลล์เข้ากับอิเล็กโทรเคมิคอลเซลล์ (Electrochemical cell)  

 

 

 

(a) (b) 
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             รูปที่ 3.3 ระบบการวิเคราะห์ FIA – Auto lab 

 

3.10 วิธีการทดลอง 
 3.10.1 ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการท างานของคาร์บอนเพสท่ีตรึงด้วยเอนไซม์อัล
คาไลน์ฟอสฟาเตสในระบบท่ีมีการไหลแบบอัตโนมัติ ท าการศึกษาที่สภาวะต่างๆ ดังนี้ 
   
  3.10.1.1 ศึกษาอัตราการไหลท่ีเหมาะสม 
   1.  เตรียมเซลล์ไฟฟ้า ตามหัวข้อ 3.8 และ 3.9 
   2. ใช้สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 8 เป็นกระแสตัวพาในระบบการไหล 
เปิดปั๊มให้กระแสตัวพาในระบบไหลอย่างต่อเนื่อง 
   3. ฉีดสารละลาย 4% (w/v) ไดโซเดียมฟีนิลฟอสเฟต (4% Disodium 
phenyl phosphate) ผ่านระบบฉีดสาร ในปริมาตร 100 ไมโครลิตร เข้าไปในกระแสตัวพาคือ
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 8 ให้ศักย์กระตุ้นสารตัวกลางทางไฟฟ้า 0.75 V วัดค่ากระแสที่
เกิดข้ึน 
   4. ศึกษาอัตราการไหลที่ 1.0  1.5 2.0 2.5  3.0 3.5 และ 4.0 มิลลิลิตรต่อ
นาท ี
   5. แสดงผลการทดลองในหัวข้อ 4.7.1   
  
   3.10.1.2 ศึกษาศักย์ไฟฟ้าที่เหมาะสมในการกระตุ้นสารตัวกลางทาง
ไฟฟ้า 
   1.  เตรียมเซลล์ไฟฟ้า ตามหัวข้อ 3.8 และ 3.9 
   2. ใช้สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 8 เป็นกระแสตัวพาในระบบการไหล 
เปิดปั๊มให้กระแสตัวพาในระบบไหลอย่างต่อเนื่อง 
   3. ฉีดสารละลาย 4% (w/v) ไดโซเดียมฟีนิล ผ่านระบบฉีดสาร ในปริมาตร 
100 ไมโครลิตร เข้าไปในกระแสตัวพาคือสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 8 ที่ไหลด้วยอัตราการไหล 
2.0 มิลลิลิตรต่อนาที วัดค่าสัญญาณกระแสที่เกิดข้ึน 
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   4. ศึกษาศักย์กระตุ้นของสารตัวกลางทางไฟฟ้าที่ 0.60  0.65  0.70  0.75 
และ 0.80 โวลต์เทียบกับข้ัวไฟฟ้าอ้างอิงซิลเวอร์-ซิลเวอร์คลอไรด์ 
   5. แสดงผลการทดลองในหัวข้อ 4.7.2 
 
  3.10.1.3 ศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมในการบ่มเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสด้วย
คาร์โบฟูแรน ในระบบท่ีมีการไหลแบบอัตโนมัติ 
   1.  เตรียมเซลล์ไฟฟ้า ตามหัวข้อ 3.8 และ 3.9 
   2. ใช้สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 8 เป็นกระแสตัวพาในระบบการไหล 
เปิดปั๊มให้กระแสตัวพาในระบบไหลอย่างต่อเนื่อง 
   3. ฉีดสารละลาย 4% (w/v) ไดโซเดียมฟีนิลฟอสเฟต ผ่านระบบฉีดสาร ใน
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เข้าไปในกระแสตัวพาคือสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 8 ที่ไหลด้วยอัตรา
การไหล 2.0 มิลลิลิตรต่อ ให้ศักย์กระตุ้นสารตัวกลางทางไฟฟ้า 0.75 โวลต์ วัดสัญญาณกระแสที่
เกิดข้ึนซึ่งก าหนดให้ค่ากระแสที่ได้เป็น I0 
   4. ฉีดสารละลายคาร์โบฟูแรนความเข้มข้น   1    มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม   
ผ่านระบบฉีดสาร ในปริมาตร 100 ไมโครลิตร เข้าไปในกระแสตัวพา เมื่อเริ่มสับสวิตซ์ injection 
valve ให้จับเวลาจนครบ 5 วินาที จากนั้นปิดปั๊ม โดยปิดปั๊มเป็นเวลา 4 นาที (ระยะเวลาในการบ่ม
เอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสด้วยคาร์โบฟูแรน)  แล้วเปิดปั๊มเพ่ือชะคาร์โบฟูแรนออกจากระบบการ
ไหล แล้วฉีดสารละลาย 4% (w/v)ไดโซเดียมฟีนิลฟอสเฟต ผ่าน injection volume ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร เข้าไปในกระแสตัวพา  วัดสัญญาณกระแสที่เกิดข้ึนซึ่งก าหนดให้ค่ากระแสที่ได้เป็น I 
   5. ท าการทดลองซ้ าจากข้อ  2- 4 โดยเปลี่ยนระยะเวลาในการบ่มเอนไซม์
เป็น 5  6  7  8  9 และ 10 นาที ตามล าดับ  
   6.  แสดงผลการทดลองในหัวข้อ 4.7.3 

 3.10.2 ศึกษาผลการยับยั้งการท างานของเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสด้วยคาร์โบฟูแรน 

  1.  เตรียมเซลล์ไฟฟ้า ตามหัวข้อ 3.4 และ 3.5 
  2. ใช้สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 8 เป็นกระแสตัวพาในระบบการไหล เปิดปั๊ม
ให้กระแสตัวพาในระบบไหลอย่างต่อเนื่อง 
  3. ฉีดสารละลาย 4% (w/v)ไดโซเดียมฟีนิลฟอสเฟต  ผ่านระบบฉีดสาร ในปริมาตร 
100 ไมโครลิตร เข้าไปในกระแสตัวพาคือสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 8 ที่ไหลด้วยอัตราการไหล 
2.0 มิลลิลิตรต่อนาที ให้ศักย์กระตุ้นสารตัวกลางทางไฟฟ้า 0.75 โวลต์ วัดสัญญาณกระแสที่เกิดข้ึนซึ่ง
ก าหนดให้ค่ากระแสที่ได้เป็น I0 
  4. ฉีดสารละลายคาร์โบฟูแรนความเข้มข้น   12.5 ppb ผ่านระบบฉีดสาร ใน
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เข้าไปในกระแสตัวพา เมื่อเริ่มสับสวิตซ์ injection valve ให้จับเวลาจนครบ 
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5 วินาที จากนั้นปิดปั๊ม โดยปิดปั๊มเป็นเวลา 8 นาที แล้วเปิดปั๊มเพ่ือชะคาร์โบฟูแรนออกจากระบบการ
ไหล แล้วฉีดสารละลาย 4% (w/v)ไดโซเดียมฟีนิลฟอสเฟต ผ่าน injection volume ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร เข้าไปในกระแสตัวพา  วัดสัญญาณกระแสที่เกิดข้ึนซึ่งก าหนดให้ค่ากระแสที่ได้เป็น I  
  5. ท าซ้ าการทดลองท่ี 4 แต่เปลี่ยนความเข้มข้นของคาร์โบฟูแรนเพิ่มข้ึน ท าการ
ทดลองจนไม่มีการลดลงของกระแสที่เกิดข้ึน 
  6. แสดงผลการทดลองในหัวข้อ 4.8 
 
 3.10.3 ศึกษาความไวของการวิเคราะห์คาร์โบฟูแรน  
  1.  เตรียมเซลล์ไฟฟ้า ตามหัวข้อ 3.8 และ 3.9 
  2. ใช้สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 8 เป็นกระแสตัวพาในระบบการไหล เปิดปั๊ม
ให้กระแสตัวพาในระบบไหลอย่างต่อเนื่อง 
  3. ฉีดสารละลาย 4% (w/v) ไดโซเดียมฟีนิลฟอสเฟต ผ่านระบบฉีดสาร ในปริมาตร 
100 ไมโครลิตร เข้าไปในกระแสตัวพาคือสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 8 ที่ไหลด้วยอัตราการไหล 
2.0 มิลลิลิตรต่อนาที ให้ศักย์กระตุ้นสารตัวกลางทางไฟฟ้า 0.75 โวลต์ วัดสัญญาณกระแสที่เกิดข้ึนซึ่ง
ก าหนดให้ค่ากระแสที่ได้เป็น I0 
  4. ฉีดสารละลายคาร์โบฟูแรนความเข้มข้น   16  ppb ผ่านระบบฉีดสาร ในปริมาตร 
100 ไมโครลิตร เข้าไปในกระแสตัวพา เมื่อเริ่มสับ injection valve ให้จับเวลาจนครบ 5 วินาที 
จากนั้นปิดปั๊ม โดยปิดปั๊มเป็นเวลา 8 นาที แล้วเปิดปั๊มเพ่ือชะคาร์โบฟูแรนออกจากระบบการไหล แล้ว
ฉีดสารละลาย 4% (w/v)ไดโซเดียมฟีนิลฟอสเฟต ผ่าน injection volume ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
เข้าไปในกระแสตัวพา  วัดสัญญาณกระแสที่เกิดข้ึนซึ่งก าหนดให้ค่ากระแสที่ได้เป็น I  
  5. ท าซ้ าการทดลองท่ี 4 แต่เปลี่ยนความเข้มข้นของคาร์โบฟูแรนเป็น 18, 20, 22 
ppb ตามล าดับ 
   6. แสดงผลการทดลองในหัวข้อ 4.9 
 
 3.10.4 ศึกษาความแม่นย าของการวิเคราะห์ (Precision) 
  1.  เตรียมเซลล์ไฟฟ้า ตามหัวข้อ 3.4 และ 3.5 
  2. ใช้สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 8 เป็นกระแสตัวพาในระบบการไหล เปิดปั๊ม
ให้กระแสตัวพาในระบบไหลอย่างต่อเนื่อง 
  3. ฉีดสารละลาย 4% (w/v)ไดโซเดียมฟีนิล ผ่านระบบฉีดสาร ในปริมาตร 100 
ไมโครลิตร เข้าไปในกระแสตัวพาคือสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 8 ที่ไหลด้วยอัตราการไหล 2.0 
มิลลิลิตรต่อนาที ให้ศักย์กระตุ้นสารตัวกลางทางไฟฟ้า 0.75 โวลต์ วัดสัญญาณกระแสที่เกิดข้ึน โดยฉีด
สารละลาย 4% (w/v)ไดโซเดียมฟีนิลฟอสเฟตจ านวน 10 ครั้ง 
  4. แสดงผลการทดลองในหัวข้อ 4.10 
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 3.10.5 ศึกษาขีดความสามารถต่ าสุดของการวิเคราะห์คาร์โบฟูแรน 
  1.  เตรียมเซลล์ไฟฟ้า ตามหัวข้อ 3.4 และ 3.5 
  2. ใช้สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 8 เป็นกระแสตัวพาในระบบการไหล เปิดปั๊ม
ให้กระแสตัวพาในระบบไหลอย่างต่อเนื่อง 
  3. ฉีดสารละลาย 4% (w/v) ไดโซเดียมฟีนิลฟอสเฟต ผ่านระบบฉีดสาร ในปริมาตร 
100 ไมโครลิตร เข้าไปในกระแสตัวพาคือสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 8 ที่ไหลด้วยอัตราการไหล 
2.0 มิลลิลิตรต่อนาที ให้ศักย์กระตุ้นสารตัวกลางทางไฟฟ้า 0.75 โวลต์ วัดสัญญาณกระแสที่เกิดข้ึนซึ่ง
ก าหนดให้ค่ากระแสที่ได้เป็น I0 
  4. ฉีดสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 8 ผ่านระบบฉีดสาร ในปริมาตร 100 
ไมโครลิตร เข้าไปในกระแสตัวพา สับสวิตซ์ของ injection valve ไปที่ต าแหน่ง inject เมื่อเริ่มสับ
สวิตซ์ ให้จับเวลาจนครบ 5 วินาที จากนั้นปิดปั๊มเป็นเวลา 8 นาที แล้วเปิดปั๊มเพ่ือชะคาร์โบฟูแรนออก
จากระบบการไหล แล้วฉีดสารละลาย 4% (w/v)ไดโซเดียมฟีนิลฟอสเฟต ผ่านระบบฉีดสาร ใน
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เข้าไปในกระแสตัวพา  วัดสัญญาณกระแสที่เกิดข้ึนซึ่งก าหนดให้ค่ากระแสที่
ได้เป็น I ของ สัญญาณรบกวน (Noise) 
  5. ท าซ้ าการทดลองท่ี 4 แต่เปลี่ยนจากการใช้สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 8 
เป็น คาร์โบฟูแรนความเข้มข้น 16 ppb วัดสัญญาณกระแสที่เกิดข้ึนซึ่งก าหนดให้ค่ากระแสที่ได้เป็น I 
ของการวิเคราะห์ 
  6. แสดงผลการทดลองในหัวข้อ 4.11 
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4. ผลการทดลอง  

ตอนที่ 1 ผลการวิเคราะห์ปริมาณปรอทด้วยไบโอเซนเซอร์ในระบบการไหลอัติโนมัติ 

งานวิจัยนี้พัฒนาวิธีการวิเคราะห์ปรอทด้วยไบโอเซนเซอร์ในระบบการไหลแบบอัตโนมัติโดยใช้
คาร์บอนเพสตรึงด้วยเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสแบบกายภาพบนอิเล็กโทรเคมิคัลเซลล์และเชื่อมต่อกับ
ระบบการไหลแบบอัตโนมัติ หลักการท างานของเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชันของ
กลูโคสให้เกิดเป็นกลูโคโนแลคโตน และไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ โดยที่ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ท า
หน้าที่เป็นสารตัวกลางทางไฟฟ้า และมีแมงกานีสออกไซด์เป็นสารน าส่งอิเล็กตรอน เมื่อให้ศักย์กระตุ้น
สารน าส่งอิเล็กตรอนจะท าให้ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์เร่งการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันท าให้เกิดโปรตอน 
และอิเล็กตรอน  ท าการวัดสัญญาณกระแสทางไฟฟ้าท าให้สามารถตรวจวัดปริมาณไฮโดรเจนเปอร์
ออกไซด์ที่เกิดขึ้นจากการท างานของเอนไซม์ งานวิจัยนี้อาศัยหลักการยับยั้งการท างานของ
เอนไซม์กลูโคสออกซิเดส เมื่อมีปรอทเข้าไปยับยั้งการท างานของเอนไซม์กลูโคสออกซิเดส ท าให้
ท างานได้ลดลงมีผลท าให้ผลิตไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์น้อยลง อาศัยหลักการยับยั้งการท างานของ
เอนไซม์ในการวิเคราะห์ปริมาณปรอท ซึ่งเป็นหลักการวิเคราะห์ทางอ้อมของไบโอเซนเซอร์ 
 การพัฒนาวิธีการวิเคราะห์ปริมาณปรอทด้วยไบโอเซนเซอร์ในระบบการไหลแบบอัตโนมัติ 
จ าเป็นต้องศึกษาหาองค์ประกอบและสภาวะการวิเคราะห์ที่เหมาะสม เพ่ือให้ได้สัญญาณการวิเคราะห์
ที่ดี ศึกษาสภาวะต่างๆดังนี้ ศึกษาอัตราการไหลที่เหมาะสมของกระแสตัวพา  ศักย์ไฟฟ้าที่เหมาะสม
ส าหรับกระตุ้นสารตัวกลางทางไฟฟ้า ระยะเวลาที่เหมาะสมในการบ่มเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสด้วย
ปรอท  ความไวของการวิเคราะห์ ความเที่ยงตรงของการวิเคราะห์  ช่วงการวิเคราะห์ของกราฟ
มาตรฐาน ขีดความสามารถต่ าสุดของการตรวจวัด (Limit of detection, LOD) และการวิเคราะห์ 
(Limit of quantification, LOQ) 
 
4.1 ผลการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการท างานเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสตรึงบนคาร์บนเพสใน
ในระบบการไหลแบบอัตโนมัติ 
 เพ่ือให้ได้สภาวะการท างานที่เหมาะสมของไบโอเซนเซอร์  จึงได้ท าการศึกษาสภาวะการ
ท างานของเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสตรึงบนคาร์บอนเพสบนอิเล็กโตรเคมิคัลเซลล์ในระบบการไหลแบบ
อัตโนมัติ ผลการทดลองของสภาวะต่างๆที่ศึกษา ดังนี้  
 
 4.1.1 ผลการศึกษาอัตราการไหลท่ีเหมาะสมของกระแสตัวพา 

อัตราการไหลของกระแสตัวพามีผลต่อสัญญาณกระแสของการตรวจวัดเนื่องจากสาร
ตัวกลางทางไฟฟ้าจะถูกผลิตขึ้นจากการที่กลูโคสถูกเร่งปฏิกิริยาด้วยเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสที่ตรึงบน
คาร์บอนเพส  ดังนั้นผู้วิจัยจึงท าการศึกษาท่ีอัตราการไหลของกระแสตัวพาตั้งแต่  1.0 - 4.0 mL.min-1 
ผลการทดลองแสดงความสัมพันธ์สัญญาณกระแสของปฏิกิริยา (µA) กับอัตราการไหลของกระแสตัว
พา ดังรูปที่ 4.1  
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รูปที่ 4.1 ความสัมพันธ์ระหว่างค่ากระแสและอัตราการไหลของกระแสตัวพา ใช้คาร์บอนเพสตรึงด้วย
เอนไซม์กลูโคสออกซิเดสปริมาณ 1.27 U/mm2 ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 ที่อัตราการ
ไหล 1.0 - 4.0 mL.min-1  
 
 จากรูปที่ 4.1 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างสัญญาณกระแสกับอัตราการไหลของกระแสตัวพา 
ที่ 2.0 mL.min-1 ให้ค่าเหมาะสมที่สุด เนื่องจากให้ค่ากระแสสูงที่สุดและค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานต่ า
ที่สุด %RSD = 0.3  เมื่อเปรียบเทียบกับอัตราการไหลอ่ืนซึ่งให้ค่า %RSD อยู่ในช่วง 0.8 - 3.1  จาก
ข้อมูลพบว่าที่อัตราการไหลที่ 1.0 - 1.5 mL.min-1 ให้ค่าสัญญาณกระแสต่ าและพีคฐานกว้าง จึงไม่
เหมาะสมที่จะเลือกใช้อัตราการไหลที่ค่านี้  และท่ีอัตราการไหล 2.5 -4.0 mL.min-1 นั้นค่าสัญญาณ
กระแสลดลงเนื่องจากท่อนโซนของสารละลายกลูโคสไหลผ่านผิวหน้าขั้วไฟฟ้าเร็วจึงท าให้การเร่ง
ปฏิกิริยาเกิดไม่สมบูรณ์  ดังนั้นงานวิจัยจึงเลือกอัตราการไหลของสารตัวพาที่ อัตราการไหล 2.0 
mL.min-1  
 นอกจากนี้งานวิจัยยังต้องศึกษาศักย์ท่ีใช้ในการกระตุ้นสารตัวกลางทางไฟฟ้าที่ผลิตจาก
ปฏิกิริยาการเร่งของเอนไซม์  ดังหัวข้อถัดไป 
 
 4.1.2 ผลการศึกษาศักย์ไฟฟ้าที่เหมาะสมต่อการกระตุ้นสารตัวกลางทางไฟฟ้า 
 จากการเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชันของกลูโคสด้วยเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสให้กลายเป็นกลูโค
โนแลกโตนและไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ในการทดลองสามารถกระตุ้นให้เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของ
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ที่ศักย์ +0.70 V เทียบกับข้ัวไฟฟ้าอ้างอิง Ag/AgCl ซึ่งศักย์ท่ีใช้กระตุ้นนี้เป็น
ศักย์ที่สารจ าพวกกรดแอสคอบิก กรดฮิวมิก สามารถเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันให้สัญญาณรบกวนการ
วิเคราะห์ได้ ดังนั้น กลุ่มผู้วิจัยจึงมีการเติมสารน าส่งอิเล็กตรอน แมงกานีสออกไซด์ ที่ใช้ศักย์กระตุ้น
ไฟฟ้าในช่วง +0.40 V ถึง +0.50 V แทนการกระตุ้นศักย์ออกซิเดชันของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์  ดัง
ข้อมูลรูปที่ 4.2 เป็นกราฟความสัมพันธ์ระหว่างความไวในการวิเคราะห์กับศักย์ไฟฟ้าที่ใช้กระตุ้น
แมงกานีสออกไซด์  
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รูปที่ 4.2 ความสัมพันธ์ระหว่างศักย์ไฟฟ้าที่ใช้กระตุ้นสารตัวกลางทางไฟฟ้าและความไวในการ
วิเคราะห์ ที่อัตราการไหลของกระแสตัวพา 2.0 mL.min-1 ศึกษาศักย์ไฟฟ้า +0.42 ถึง +0.50 V 
ตามล าดับ 
 
 จากรูปที่ 4.2 ความสัมพันธ์ระหว่างความไวในการวิเคราะห์กับศักย์ไฟฟ้าที่ใช้              
กระตุ้นพบว่าศักย์ไฟฟ้าที่เหมาะสมที่สุด คือ +0.46 V เนื่องจากให้ความไวในการวิเคราะห์ที่                  
0.969 µA.L.mol-1 และให้ความเป็นเส้นตรง r2 = 0.970 เหมาะสมที่สุด ศักย์กระตุ้นในการศึกษานี้
พบว่ามีค่าต่ ากว่างานวิจัยของ Kurt K. และคณะ ซึ่งใช้ศักย์กระตุ้นที่ +0.48 V [28] ท าให้งานวิจัยนี้
สามารถเลี่ยงศักย์รบกวนการวิเคราะห์จากสารอื่นได้ดีขึ้น 
 
 ยิ่งไปกว่านั้น งานวิจัยนี้เพ่ือให้ผลการวิเคราะห์ได้ดียิ่งขึ้น จ าเป็นต้องศึกษาระยะเวลาที่
เอนไซม์จะถูกยับยั้งด้วยปรอท เพื่อเพ่ิมความไวในการวิเคราะห์ปริมาณปรอท รายละเอียด ดังหัวข้อ
ถัดไป 
 
 4.1.3 ผลการศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมในการบ่มเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสด้วยปรอท 
 จากผลการท างานของไบโอเซนเซอร์ในระบบที่มีการไหลแบบอัตโนมัติ ตรึง
เอนไซม์กลูโคสออกซิเดสบนผิวหน้าคาร์บอนเพส พบว่าเมื่อฉีดสารละลายตัวยับยั้งปรอทเข้าไปใน
ระบบการไหลแบบอัตโนมัติ  โดยให้ท่อนโซนของสารละลายปรอทไหลผ่านผิวหน้าขั้วไฟฟ้าที่ตรึงด้วย
เอนไซม์ในอัตราการไหลที่เหมาะสมคือ 2.0 mL.min-1 (จากผลการทดลองในหัวข้อ 4.1.1) นั้นไม่
สามารถท าให้ปรอทยับยั้งการท างานของเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสได้ จึงต้องท าการศึกษาระยะเวลาที่
เหมาะสมในการบ่มเอนไซม์ด้วยตัวยับยั้งปรอท โดยศึกษาระยะเวลาบ่มตั้งแต่ 2 ถึง 10 นาที โดยใช้
สภาวะที่เหมาะสมที่ได้จากผลการทดลองที่ 4.1.1 – 4.1.2 ผลการทดลองดังรูปที่ 4.3   
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รูปที่ 4.3 ความสัมพันธ์ระหว่างเปอร์เซ็นต์การยับยั้งและเวลาในการบ่มเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสด้วย
ปรอทความเข้มข้น 5 mg/L ที่อัตราการไหล 2.0 mL.min-1 ใช้ศักย์กระตุ้นสารตัวกลางทางไฟฟ้า 
+0.46 V ที่ระยะเวลา 2- 10 นาที  
 
 จากรูปที่ 4.3 ความสัมพันธ์ระหว่างเปอร์เซ็นต์การยับยั้งกับระยะเวลาที่บ่มเอนไซม์ กลูโคส
ออกซิเดสด้วยปรอท พบว่าระยะเวลา 6 นาทีเป็นเวลาที่เหมาะสมท่ีสุด เนื่องจากเป็นระยะเวลาที่ให้ค่า
เปอร์เซ็นต์การยับยั้งเริ่มคงที่และให้ค่าความแม่นย าของสัญญาณตรวจวัดสูง % RSD = 9.5 เมื่อ
เปรียบเทียบกับระยะเวลาบ่มอ่ืนๆ ที่ให้ค่า %RSD อยู่ในช่วง 11.50 - 26.13 และเวลาบ่ม 6 นาทีนี้
เป็นระยะเวลาที่สั้นกว่างานวิจัยของ Hasna M. และคณะ จึงเลือกระยะเวลาในการบ่มที่ 6 นาที เพื่อ
ท าการศึกษาต่อไป 
 
4.2 ผลการศึกษาผลการยับยั้งการท างานของเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสด้วยปรอท 
 งานวิจัยนี้อาศัยหลักการยับยั้งการท างานของเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสด้วยปรอทโดยวิธี
วิเคราะห์ทางอ้อม โดยตรึงเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสบนผิวหน้าคาร์บอนเพส และศึกษาการยับยั้งการ
ท างานของเอนไซม์เพ่ือน าไปสู่การสร้างความสัมพันธ์ระหว่างเปอร์เซ็นต์การยับยั้งกับปริมาณปรอท
โดยใช้สภาวะที่เหมาะสมที่ได้จากผลการทดลองที่ 4.1.1 – 4.1.3 ซึ่งผลการทดลองได้กราฟ
ความสัมพันธ์ดังรูปที่ 4.4 
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รูปที่ 4.4 ความสัมพันธ์ระหว่างค่าเปอร์เซ็นต์การยับยั้งกับความเข้มข้นของปรอท ที่อัตราการไหล 2.0 
mL.min-1 ศักย์กระตุ้นสารตัวกลางทางไฟฟ้า +0.46 V ระยะเวลาในการบ่มเอนไซม์กลูโคสออก   ซิเด
สด้วยปรอท 6 นาที 
  
 จากผลการทดลอง ความสัมพันธ์ของเปอร์เซ็นต์การยับยั้งเอนไซม์กับปริมาณปรอท พบว่า
ได้กราฟความสัมพันธ์ แบบเส้นโค้ง  y = 2.68 ln x + 12.52 และ  R2 = 0.984 ตั้งแต่ความเข้มข้น   
0.5-73.5 mg/L ซึ่งสามารถแบ่งช่วงเส้นตรงของการวิเคราะห์ออกเป็น 2 ช่วง y = 0.90 x + 11.51 
และ   r2 = 0.906 ตั้งแต่ความเข้มข้น  0.5-7.5 mg/L และ แบบเส้นตรง y = 0.20x + 16.25 และ  
r2 = 0.999 สามารถตรวจวัดปริมาณปรอทในช่วงความเข้มข้น 7.5-31.5 mg/L แสดงข้อมูลทั้งหมดดัง
ตารางที่ 4.1 จากข้อมูลจ าน าไปสู่การวิเคราะห์ปริมาณปรอทในตัวอย่างน้ าและอาหารต่อไปในงาน
อนาคต  
ตารางท่ี 4.1 ความสัมพันธ์ของเปอร์เซ็นต์การยับยั้งเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสกับปริมาณปรอท 

ความสัมพันธ์ ช่วงการวิเคราะห์ ค่าสัมประสิทธิ์
สหสัมพันธ์ 

กราฟเส้นโค้ง y = 2.68 ln x + 12.52 0.5 - 73.5 mg/L r2 = 0.984 
กราฟเส้นตรง y = 0.90 x + 11.51 0.5 - 7.5 mg/L r2  = 0.906 
กราฟเส้นตรง y = 0.20 x + 16.25 7.5 - 31.5 mg/L r2  = 0.999 

 
4.3 ผลการศึกษาความไวของการวิเคราะห์ปรอท 
 ไบโอเซนเซอร์ที่ตรวจวัดปริมาณปรอทในระบบการไหลแบบอัตโนมัติสามารถหาความไวของ
การวิเคราะห์ได้ 2 แบบ  
 1. จากกราฟเส้นโค้ง (Non-linear) ความไวของการวิเคราะห์สามารถหาได้จาก dy/dx 
พบว่าให้ค่าความไวคือ - 0.0106 %Inhibition. L.mg-1 ที่ความเข้มข้น 7.5-31.5 mg/L 
 2. จากกราฟเส้นตรง (Linear) พิจารณาจากความสัมพันธ์ y = 0.90 x + 11.51   r 2 = 
0.906  และ y = 0.20 x + 16.25   r 2 = 0.999  ความไวในการวิเคราะห์มีค่าเท่ากับ 0.90 และ 
0.20 %Inhibition L.mg-1 ดังรูปที่ 4.5 และรูปที่ 4.6 

y = 2.6758 ln(x) + 12.518

R
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รูปที่ 4.5 ความสัมพันธ์ระหว่างค่าเปอร์เซ็นต์การยับยั้งกับความเข้มข้นของปรอท โดยใช้คาร์บอนเพส
ที่ตรึงด้วยเอนไซม์กลูโคสออกซิเดส ปริมาณ 1.27 U/mm2 ศึกษาด้วยเทคนิคโครโนแอมเพอโรเมทรีใน
ระบบการไหลแบบอัตโนมัติใช้อัตราการไหล 2.0 mL.min-1 ที่ศักย์กระตุ้น +0.46 V ระยะเวลาในการ
บ่มเอนไซม์ด้วยปรอท 6 นาที ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0   
 

 
รูปที่ 4.6 ความสัมพันธ์ระหว่างค่าเปอร์เซ็นต์การยับยั้งกับความเข้มข้นของปรอท โดยใช้คาร์บอนเพส
ที่ตรึงด้วยเอนไซม์กลูโคสออกซิเดส ปริมาณ 1.27 U/mm2 ศึกษาด้วยเทคนิคโครโนแอมเพอโรเมทรีใน
ระบบการไหลแบบอัตโนมัติใช้อัตราการไหล 2.0 mL.min-1 ที่ศักย์กระตุ้น +0.46 V ระยะเวลาในการ
บ่มเอนไซม์ด้วยปรอท 6 นาที ในสาร ละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0   
 
4.4 ผลการศึกษาความแม่นย าของการวิเคราะห์ปรอท 
 จากการทดลองได้ท าการทดสอบความแม่นย าของการวิเคราะห์ของไบโอเซนเซอร์ที่
พัฒนาขึ้นในระบบการไหลแบบอัตโนมัติ แล้วท าการตรวจวัดสัญญาณของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ที่
เกิดข้ึนจากการเร่งปฏิกิริยากลูโคสด้วยเอนไซม์กลูโคสออกซิเดส  โดยใช้สภาวะที่เหมาะสมที่ได้จากผล
การทดลองที่ 4.1.1 – 4.1.2 โดยท าการตรวจวัด 10 ครั้ง พบว่าไบโอเซนเซอร์ตอบสนองให้ %RSD 
เท่ากับ 2.30 ดังรูปที่ 4.7  
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รูปที่ 4.7 ความสัมพันธ์ระหว่างค่ากระแสที่ได้จากการฉีด 1%(w/v) Glucose ที่อัตราการไหล 2.0 
mL.min-1 ใช้ศักย์กระตุ้นสารตัวกลางทางไฟฟ้า +0.46 V   
 
 จากรูปที่ 4.7 พบว่าความเที่ยงตรงของการวิเคราะห์ให้ค่าความเที่ยงตรงสอดคล้องกับ
งานวิจัยของ Marcela C. และคณะ [30] ซึ่งศึกษาการตรวจวัดกลูโคสด้วยคาร์บอนเพสตรึงด้วย
เอนไซม์กลูโคสออกซิเดส ให้ค่าความเท่ียงตรงของข้อมูลที่ % RSD ≤ 2 และให้ค่าความเที่ยงตรงของ
การวิเคราะห์สูงกว่างานวิจัยของ Kurt K. และคณะ [28] ที่วิเคราะห์ด้วยไบโอเซนเซอร์ให้ค่า %RSD  
เท่ากับ 7% และค่าที่วิเคราะห์ของไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนานี้ยอมรับและให้ค่าการวิเคราะห์ที่ดีเนื่องจาก
ให้ %RSD ≤ 10 ซึ่งอยู่ในช่วงที่ยอมรับได้ 
 
4.5 ผลการศึกษาขีดความสามารถต่ าสุดของการตรวจวัดและการวิเคราะห์ปรอท 
 ท าการทดสอบหาขีดความสามารถต่ าสุดของการตรวจวัดปรอท ซึ่งศึกษาจากสัญญาณ
รบกวนและสัญญาณการวิเคราะห์ โดยค านวณหาจาก 3S/N พบว่าความเข้มข้นต่ าสุดของปรอทที่
สามารถตรวจวัดได้ คือ 0.14 mg/L และยืนยันค่าขีดความสามารถต่ าสุดของการวิเคราะห์จากวิธีการ
ทดลองที่ 3.6.5 ดังรูปที่ 4.8  
 

 
รูปที่ 4.8 ความสัมพันธ์ระหว่างค่ากระแสและเวลา ที่อัตราการไหล 2.0 mL.min-1 ใช้ศักย์กระตุ้นสาร
ตัวกลางทางไฟฟ้า +0.46 V ระยะเวลาในการบ่มเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสด้วยปรอท 6 นาท ี
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ส าหรับขีดความสามารถในการวิเคราะห์สามารถตรวจสอบจาก 10 S/N พบว่าความเข้ม 
ข้นของปรอทที่ 0.50 mg/L ให้ค่าเปอร์เซ็นต์ของการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ 10% ดังนั้นจึง
สามารถสรุปได้ว่าขีดความสามรถต่ าสุดของการวิเคราะห์ที่  0.50 mg/L  

 
 

4.6 ผลการวิเคราะห์ปริมาณปรอทในสารมาตรฐาน DORM-2 ด้วยระบบไบโอเซนเซอร์ในระบบ
การไหลอัติโนมัติ 
 พบว่าการทดสอบความถูกต้องในการวิเคราะห์ปริมาณปรอทในสารมาตรฐาน DORM-2 ซ่ึง
มีปริมาณปรอททั้งหมด 9.11 mg/Kg [38] ในงานวิจัยนี้ตรวจพบปรอท 9.07 mg/Kg คิดเป็นเปอร์เซนต์
การได้กลับคืนมา 99.6 % จึงสามารถสรุปได้ว่าไบโอเซนเซอร์นี้สามารถวิเคราะห์ปริมาณปรอทได้ และ
สามารถน าไปประยุกต์ใช้งานวิเคราะห์ปริมาณปรอทในตัวอย่าง เป็นทางเลือกหนึ่งส าหรับการ
วิเคราะห์ปริมาณปรอท ทดแทนการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคโคลเวเพอร์เจนเนอเรชันสเปกโตรสโคปี  
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ตอนที่ 2 การวิเคราะห์ปริมาณคาร์โบฟูแรนด้วยไบโอเซนเซอร์ในระบบการไหลอัติโนมัติ 

ผลการทดลองและวิจารณ์ผลการทดลอง 
 งานวิจัยนี้ได้ท าการพัฒนาคาร์บอนเพสที่ถูกตรึงด้วยเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสด้วยการ
ตรึงทางกายภาพ ซึ่งเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสจะคาตาไลน์ไดโซเดียมฟินิลฟอสเฟตเกิดเป็นฟีนอล 
เมื่อให้ศักย์กระตุ้น 0.75 V เทียบกับข้ัวไฟฟ้า Ag/AgCl จะท าให้เกิดโปรตอน และอิเล็กตรอน ซึ่งเป็น
สัญญาณทางไฟฟ้าท าให้สามารถตรวจวัดปริมาณฟีนอลที่เกิดขึ้นจากการท างานของเอนไซม์ งานวิจัยนี้
อาศัยหลักการยับยั้งการท างานของเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส เมื่อมีคาร์โบฟูแรนเข้าไปยับยั้งการ
ท างานของเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส ท าให้เอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสสามารถท างานได้ลดลง
ท าให้ได้สัญญาณของฟีนอลลดลงซึ่งข้ึนกับปริมาณความเข้มข้นของคาร์โบฟูแรนที่เพิ่มขึ้นเป็นการ
วิเคราะห์ด้วยวิธีทางอ้อม 
 การพัฒนาไบโอเซนเซอร์ในระบบการไหลแบบอัตโนมัติ จ าเป็นต้องศึกษาหาองค์ประกอบ
และสภาวะการวิเคราะห์ที่เหมาะสม เพ่ือให้ได้สัญญาณการวิเคราะห์ที่ดี โดยท าการศึกษาดังนี้  ศึกษา
อัตราการไหลที่เหมาะสมของกระแสตัวพา  ศึกษาศักย์ไฟฟ้ากระตุ้นตัวกลางทางไฟฟ้าที่เหมาะสม  
ศึกษาระยะเลาที่เหมาะสมในการบ่มเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสด้วยคาร์โบฟูแรน  ศึกษาความไว
ของการวิเคราะห์  ศึกษาความเที่ยงตรงของการวิเคราะห์  และศึกษาขีดความสามารถต่ าสุดของการ
วิเคราะห์ 
 
4.7 ผลการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการท างานของคาร์บอนเพสท่ีตรึงด้วยเอนไซม์อัลคาไลน์
ฟอสฟาเตสในระบบการไหลแบบอัตโนมัติ 
 เพ่ือให้ได้ไบโอเซนเซอร์ที่เหมาะสม จึงได้ท าการศึกษาสภาวะการท างานของคาร์บอนเพสที่
ถูกตรึงด้วยเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสในระบบที่มีการไหลแบบอัตโนมัติที่สภาวะต่าง ๆ ดังนี้ ศึกษา
อัตราการไหลที่เหมาะสมของกระแสตัวพา  ศึกษาศักย์ไฟฟ้าที่เหมาะสมต่อการกระตุ้นสารตัวกลางทาง
ไฟฟ้า  และศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมในการบ่มเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสด้ยคาร์โบฟูแรน 
 
 4.7.1 ผลการศึกษาอัตราการไหลท่ีเหมาะสม 
  จากการศึกษาการท างานของไบโอเซนเซอร์ในระบบที่มีการไหลแบบอัตโนมัติ โดย
ตรึงเอนไซม์อัลคาไนต์ฟอสฟาเตสบนผิวหน้าของคาร์บอนเพส พบว่าอัตราการไหลที่แตกต่างกันจะท า
ให้ค่าสัญญาณฟีนอลแตกต่างกัน และรูปร่างของพีคแตกต่างกัน ดังนั้นจ าเป็นต้องศึกษาอัตราการไหลที่
เหมะสม จึงท าการศึกษาอัตราการไหลตั้งแต่ 1.0 – 4.0 มิลลิลิตรต่อนาที แสดงผลการทดลองดังรูปที่ 
4.9  
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รูปที่ 4.9 ความสัมพันธ์ระหว่างค่ากระแสและอัตราการไหลโดยใช้คาร์บอนเพสที่ตรึงด้วยเอนไซม์อัล
คาไลน์ฟอสฟาเตสปริมาณ 20 ไมโครลิตร ศึกษาด้วยเทคนิคโครโนแอมเพอโรเมทรีในระบบโฟลอินเจค
ชันอะนาไลซีส ใช้ศักกระตุ้นย์สารตัวกลางทางไฟฟ้า 0.75 V ในสารละลายเกื้อหนุนฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 
pH 8.0 ท าการศึกษาอัตราการไหล 1.0 – 4.0 มิลลิลิตรต่อนาที 
 
 จากรูปที่ 4.9 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่ากระแสกับอัตราการไหลของกระแสตัวพาพบว่า
อัตราการไหลที่เหมาะสมที่สุด คือ 2.0 มิลลิลิตรต่อนาที เนื่องจากให้ค่ากระแสที่สูงและค่าเบี่ยงเบน
มาตรฐานที่ต่ าท่ีสุด และจะเห็นว่าที่อัตราการไหล 2.5 มิลลิลิตรต่อนาทีนั้นค่ากระแสสูงที่สุดแต่
เนื่องจากว่าที่อัตราการไหล 2.5 มิลลิลิตรต่อนาที เป็นอัตราการไหลที่สูงท าให้เอนไซม์สามารถหลุด
ลอกออกจากผิวหน้าได้ง่ายเนื่องจากในงานวิจัยเป็นการตรึงเอนไซม์แบบกายภาพ และประกอบกับมี
ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสูง ดังนั้นจึงเลือกอัตราการไหล 2.0 มิลลิลิตรต่อนาทีเป็นค่าที่เลือกใช้ใน
การศึกษาต่อไป 
 
 4.7.2 ผลการศึกษาศักย์ไฟฟ้าที่เหมาะสมต่อการกระตุ้นสารตัวกลางทางไฟฟ้า 
  จากการศึกษาการท างานของไบโอเซนเซอร์ในระบบที่มีการไหลแบบอัตโนมัติ โดย
ตรึงเอนไซม์อัลคาไนต์ฟอสฟาเตสบนผิวหน้าคาร์บอนเพส พบว่าศักย์ไฟฟ้าที่ใช้ในการกระตุ้นสัญญาณ
ของฟีนอลมีค่ามากกว่า +0.7 โวลต์ ดังนั้นจ าเป็นต้องหาศักย์กระตุ้นสัญญาณทางไฟฟ้าที่เหมาะสม จึง
ท าการศึกษาศักย์กระตุ้นตั้งแต่ 0.6 – 0.8 โวลต์ แสดงผลการทดลองดังรูปที่ 4.10 
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รูปที่ 4.10 ความสัมพันธ์ระหว่างศักย์ไฟฟ้าที่ใช้ในการกระตุ้นสารตัวกลางทางไฟฟ้าและความชัน 
(ΔI/Δ[ALP]) โดยใช้คาร์บอนเพสที่ตรึงด้วยเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสปริมาตร 20 ไมโครลิตร
ศึกษาด้วยเทคนิคโครโนแอมเพอโรเมทรีในระบบโฟลอินเจคชันอะนาไลซีส ใช้อัตราการไหลของกระแส
ตัวพา 2.0 มิลลิลิตรต่อนาที ในสารละลายเกื้อหนุนฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 8.0 ท าการศึกษาศักย์ไฟฟ้า
ที่ใช้กระตุ้นสารตัวกลางไฟฟ้า 0.6 – 0.8 โวลต์ ตามล าดับ 
 
 จากรูปที่ 4.10 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างความไวในการวิเคราะห์กับศักย์ไฟฟ้าที่ใช้กระตุ้น 
พบว่าศักย์ไฟฟ้าที่เหมาะสมที่สุด คือ 0.75 โวลต์ เนื่องจากมีความไวในการวิเคราะห์เหมาะสมที่สุดและ
ความเป็นเส้นตรงที่ดีที่สุด เป็นค่าที่เลือกใช้ในการศึกษาต่อไป 
 
 4.7.3 ผลการศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมในการบ่มเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสด้วย
คาร์โบฟูแรน 
 จากการศึกษาการท างานของไบโอเซนเซอร์ในระบบที่มีการไหลแบบอัตโนมัติ โดยการตรึง
เอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสบนผิวหน้าคาร์บอนเพส พบว่าหากฉีดตัวยับยั้งเข้าไปในระบบให้ไหลผ่าน
ผิวหน้าเอนไซม์ในอัตราการไหลที่เหมาะสมคือ 2.0 มิลลิลิตรต่อนาที (จากผลการทดลองในหัวข้อ 
4.1.1) นั้นไม่สามารถท าให้คาร์โบฟูแรนยับยั้งการท างานของเอนไซม์ได้ จึงต้องท าการศึกษาระยะเวลา
ที่เหมาะสมในการบ่มเอนไซม์ด้วยตัวยับยั้ง โดยศึกษาท่ีระยะเวลา 4 – 10 นาที แสดงผลการทดลองดัง
รูปที่ 4.11 
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รูปที่ 4.11 ความสัมพันธ์ระหว่างเปอร์เซ็นต์การยับยั้งและเวลาในการบ่มเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส
ด้วยคาร์โบฟูแรนความเข้มข้น 1 mg/L โดยใช้คาร์บอนเพสที่ตรึงด้วยเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส 
ปริมาตร 20 ไมโครลิตร   ศึกษาด้วยเทคนิคโครโนแอมเพอโรเมทรีในระบบโฟลอินเจคชันอะนาไลซีส
ใช้อัตราการไหล 2.0 มิลลิลอตรต่อนาที ศักย์กระตุ้นสารตัวกลางทางไฟฟ้า 0.75โวลต์ ในสารละลาย
เกื้อหนุนฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 8.0 ท าการศึกษาที่ระยะเวลาในการบ่ม 4- 10 นาที  
  
 จากรูปที่ 4.11 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างเปอร์เซ็นต์ในการยับยั้งกับระยะเวลาที่ในการบ่ม
เอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสด้วยคาร์โบฟูแรน พบว่าระยะเวลาในการบ่มที่เหมาะสมที่สุดคือ 8 นาที 
เนื่องจากป็นระยะเวลาที่น้อยที่สุดที่ให้ค่าเปอร์เซ็นต์การยับยั้งเริ่มคงที่ จึงเป็นค่าที่เลือกใช้ในการศึกษา
ต่อไป  
 
4.8 ผลการศึกษาผลการยับยั้งการท างานของเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสด้วยคาร์โบฟูแรน 
 ในงานวิจัยนี้อาศัยหลักการยับยั้งการท างานของเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสด้วยคาร์โบฟู
แรนโดยวิธีวิเคราะห์ทางอ้อม ท าการศึกษาโดยตรึงเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสบนผิวหน้าคาร์บอน
เพสโดยใช้สภาวะที่เหมาะสมที่ได้จากผลการทดลองที่ 4.7.1 – 4.7.3 และให้ผลการทดลองดังรูปที่ 
4.12 
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รูปที่ 4.12 ความสัมพันธ์ระหว่างค่าเปอร์เซ็นต์การยับยั้งกับความเข้มข้นของคาร์โบฟูแรน โดยใช้
คาร์บอนเพสที่ตรึงด้วยเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส ปริมาตร 20 ไมโครลิตร   ศึกษาด้วยเทคนิคโคร
โนแอมเพอโรเมทรีในระบบโฟลอินเจคชันอะนาไลซีสใช้อัตราการไหล 2.0 มิลลิลอตรต่อนาที ศักย์
กระตุ้นสารตัวกลางทางไฟฟ้า 0.75โวลต์ ระยะเวลาในการบ่มเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสด้วยคาร์โบ
ฟูแรน 8 นาที ในสารละลายเกื้อหนุนฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 8.0   
 
 จากผลการทดลองรูปที่ 4.12 ได้ท าการศึกษาหาเปอร์เซ็นต์การยับยั้งของเอนไซม์อัลคาไลน์
ฟอสฟาเตสด้วยสารละลายคาร์โบฟูแรนและเขียนกราฟความสัมพันธ์ระหว่างเปอร์เซ็นต์การยับยั้งกับ
ความเข้มข้นของคาร์โบฟูแรนได้กราฟความสัมพันธ์ดังรูปที่ 4.12 สามารถเลือกช่วงความเป็นเส้นตรง
ของการวิเคราะห์ได้ คือ 16 – 50 ppb 
 
4.9 ผลการศึกษาความไวของการวิเคราะห์คาร์โบฟูแรน 
 จากการทดลองหาความเป็นเส้นตรงของการวิเคราะห์  ท าให้สามารถบอกความไวของการ
วิเคราะห์นั้นได้จากค่าความชันของความเป็นเส้นตรงจากกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างเปอร์เซ็นต์
การยับยั้งกับความเข้มข้นของคาร์โบฟูแรน ซึ่งให้ผลการทดลองดังรูปที่ 4.13  
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y = 0.550x - 5.753
R² = 0.983
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รูปที่ 4.13 ความสัมพันธ์ระหว่างค่าเปอร์เซ็นต์การยับยั้งกับความเข้มข้นของคาร์โบฟูแรน โดยใช้
คาร์บอนเพสที่ตรึงด้วยเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส ปริมาตร 20 ไมโครลิตร   ศึกษาด้วยเทคนิคโคร
โนแอมเพอโรเมทรีในระบบโฟลอินเจคชันอะนาไลซีสใช้อัตราการไหล 2.0 มิลลิลิตรต่อนาที ศักย์
กระตุ้นสารตัวกลางทางไฟฟ้า 0.75โวลต์ ระยะเวลาในการบ่มเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสด้วยคาร์โบ
ฟูแรน 8 นาที ในสารละลายเกื้อหนุนฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 8.0   
 
4.10 ผลการศึกษาความแม่นย าของการวิเคราะห์คาร์โบฟูแรน 
 จากการทดลองได้ท าการทดสอบความเที่ยงตรงของการวิเคราะห์ของไบโอเซนเซอร์ที่
พัฒนาขึ้นในระบบโฟลอินเจคชันอะนาไลซีส โดยเตรียมไบโอเซนเซอร์ แล้วท าการตรวจวัดสัญญาณ
ของฟีนอลที่เกิดขึ้นจากการคะตาไลน์ไดโซเดียมฟีนิลฟอสเฟตด้วยเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส โดย
ท าการตรวจวัด 10 ครั้ง พบว่าไบโอเซนเซอร์ตอบสนองให้ %RSD เท่ากับ 2.86 ซึ่งให้ผลการทดลองดัง
รูปที่ 4.14 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.14 ความสัมพันธ์ระหว่างค่ากระแสและเวลาของสารละลาย 4% ไดโซเดียมฟีนิลฟอสเฟส โดย
ใช้คาร์บอนเพสที่ตรึงด้วยเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส ปริมาตร 20 ไมโครลิตร   ศึกษาด้วยเทคนิค
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โครโนแอมเพอโรเมทรีในระบบโฟลอินเจคชันอะนาไลซีสใช้อัตราการไหล 2.0 มิลลิลิตรต่อนาที ศักย์
กระตุ้นสารตัวกลางทางไฟฟ้า 0.75โวลต์ ในสารละลายเกื้อหนุนฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 8.0   
 
4.11 ผลการศึกษาขีดความสามารถต่ าสุดของการวิเคราะห์คาร์โบฟูแรน 
 ท าการทดสอบหาขีดความสามารถต่ าสุดของการวิเคราะห์ พบว่าความเข้มข้นต่ าสุดที่
สามารถวิเคราะห์คาร์โบฟูแรนได้ คือ 16 ppb (การเลือกค่าความเข้มข้นต่ าสุดของการวิเคราะห์จาก
ผลการทดลองหัวข้อ 4.8 มาศึกษายืนยันว่าเป็นค่าขีดความสามารถต่ าสุดของการวิเคราะห์  ซึ่งให้ผล
การทดลองดังรูปที่ 4.15 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.15 ความสัมพันธ์ระหว่างค่าเปอร์เซ็นต์การยับยั้งกับความเข้มข้นของคาร์โบฟูแรน โดยใช้
คาร์บอนเพสที่ตรึงด้วยเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส ปริมาตร 20 ไมโครลิตร   ศึกษาด้วยเทคนิคโคร
โนแอมเพอโรเมทรีในระบบโฟลอินเจคชันอะนาไลซีสใช้อัตราการไหล 2.0 มิลลิลิตรต่อนาที ศักย์
กระตุ้นสารตัวกลางทางไฟฟ้า 0.75โวลต์ ระยะเวลาในการบ่มเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสด้วยคาร์โบ
ฟูแรน 8 นาที ในสารละลายเกื้อหนุนฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 8.0   
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5. สรุปผลการทดลอง 
 
5.1 การวิเคราะห์ปริมาณปรอทด้วยไบโอเซนเซอร์ในระบบการไหลอัติโนมัติ 

งานวิจัยได้ท าการพัฒนาไบโอเซนเซอร์  ส าหรับวิเคราะห์ปริมาณปรอทโดยวิธีทางอ้อม  ศึกษาด้วย
เทคนิคโครโนแอมเพอโรเมทรีและระบบการไหลแบบอัตโนมัติ  ไบโอเซนเซอร์ที่สร้างข้ึนประกอบด้วย
สารทางชีวภาพคือเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสที่ตรึงแบบกายภาพบนคาร์บอนเพสในอิเล็กโทรเคมิคัล
เซลล์  การท างานของไบโอเซนเซอร์นี้ให้สัญญาณกระแสแอโนดิกจากการเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชันของ
กลูโคสด้วยเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสให้ผลิตภัณฑ์เป็นกลูโคโนแลคโตนและไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์  
และมีสารน าส่งอิเล็กตรอนแมงกานีสออกไซด์ 5% (w/w) สามารถใช้ศักย์กระตุ้นที่ต่ าลงโดยท าการ
กระตุ้นสารน าส่งอิเล็กตรอนแทนการใช้ศักย์กระตุ้นสารตัวกลางทางไฟฟ้าเพ่ือลดปัญหาการรบกวน
จากตัวรบกวนอื่นๆที่เกิดศักย์ออกซิเดชันที่ตรงหรือใกล้เคียงกับไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ การวิเคราะห์
ปรอทด้วยไบโอเซนเซอร์นี้อาศัยหลักการยับยั้งการท างานของเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสด้วยปรอท  
เพ่ือให้ได้ผลการวิเคราะห์ที่ดีจึงต้องศึกษาองค์ประกอบและสภาวะที่เหมาะสมของการวิเคราะห์  โดย
ศึกษาอัตราการไหลที่เหมาะสมของกระแสตัวพา  ศักย์ไฟฟ้าที่เหมาะสมในการกระตุ้นสารตัวกลางทาง
ไฟฟ้า  ระยะเวลาในการบ่มเอนไซม์ด้วยตัวยับยั้งปรอท  กราฟมาตรฐานของการวิเคราะห์ปรอท  
ความแม่นย าของการวิเคราะห์  ความไวของการวิเคราะห์  และขีดความสามารถต่ าสุดของการ
ตรวจวัดและการวิเคราะห์ปรอท  ผลการทดลองพบว่าสภาวะที่เหมาะสมเป็นดังนี้ 
1. อัตราการไหลของกระแสตัวพาที่ 2.0 mL.min-1 
2. ศักย์กระตุ้นสารตัวกลางทางไฟฟ้าที่ + 0.46 V 
3. ระยะเวลาในการบ่มเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสด้วยปรอทท่ีเวลา 6 นาท ี
4. ไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นในระบบการไหลแบบอัตโนมัติให้กราฟความสัมพันธ์ แบบเส้นโค้ง  y 

= 2.68 ln(x) + 12.5 2  R2 = 0.984 ให้ช่วงของการวิเคราะห์ ปรอท 0.5 - 73.5 mg/L  ซึ่ง
สามารถแบ่งช่วงการวิเคราะห์ออกเป็นสองช่วงคือ  แบบที่เป็นเส้นตรง  y = 0.90 x + 11.51  
r2 = 0.906 ให้ช่วงของการวิเคราะห์ปรอท 0.5 - 7.5 mg/L  แบบที่เป็นเส้นตรง y = 0.20 x + 
16.25  r2 = 0.999 ให้ช่วงของการวิเคราะห์ปรอท 7.5 - 31.5 mg/L  

5. ความแม่นย าของการวิเคราะห์ของไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นให้ค่า   %RSD = 2.30   
6. ความไวของการวิเคราะห์ของไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นพบว่าไบโอเซนเซอร์ให้ความไวในการ

ตรวจวัด 2 แบบ แบบที่ไม่เป็นเส้นตรงคือ - 0.0106 %Inhibition. L.mg-1 และแบบเป็น
เส้นตรงที่ 0.20 และ 0.90 %Inhibition. L.mg-1 

7. ขีดความสามารถต่ าสุดของไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นในการตรวจวัดปริมาณปรอท คือ  0.14  
mg/L  และขีดความสามารถต่ าสุดในการวิเคราะห์คือ 0.50 mg/L  

8. ประเมินผลการวิเคราะห์ปริมาณปรอทในสารตัวอย่างมาตรฐาน DORM-2 พบว่าให้เปอร์เซน
การได้กลับคืนมา 99.6% 
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5.2 การวิเคราะห์ปริมาณคาร์โบฟูแรนด้วยไบโอเซนเซอร์ในระบบการไหลอัติโนมัติ 

งานวิจัยนี้ท าการพัฒนาไบโอเซนเซอร์ส าหรับวิเคราะห์ปริมาณคาร์โบฟูแรนโดยวิธีทางอ้อม ศึกษาโดย
ใช้เทคนิคโครโนแอมเพอโรเมทรี การวิเคราะห์ปริมาณคาร์โบฟูแรนทางอ้อมของไบโอเซนเซอร์อาศัย
หลักการยับยั้งการท างานของเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสด้วยคาร์โบฟูแรน โดยปฏิกิริยาคะตาไลน์
ของเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสให้ผลิตภับฟูแรนมายับยั้งการท างานของเอนไซม์ผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้น
ลดลงเป็นผลให้สัญญาณลดลง การพัฒนาไบโอเซนเซอร์ที่ใช้งานในระบบโฟลอินเจคชันอะนาไลซีส
ส าหรับการวิเคราะห์ สามารถเตรียมคาร์บอนเพสและตรึงสารละลายเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสบน
ผิวหน้าคาร์บอนเพสแบบการตรึงทางกายภาพ เพื่อให้ได้ผลการวิเคราะห์จ าเป็นต้องหาองค์ประกอบ
และสภาวะการวิเคราะห์ที่เหมาะสม จึงได้ท าการศึกษาหาอัตราการไหลของกระแสตัวพา  ศึกษาหา
ศักย์ไฟฟ้าที่เหมาะสมในการกระตุ้นสารตัวกลางทางไฟฟ้า  ระยะเวลาในการบ่มเอนไซม์ด้วยตัวยับยั้ง
การท างานของเอนไซม์  ช่วงความเป็นเส้นตรงของไบโอเซนเซอร์ต่อการวิเคราะห์ปริมาณคาร์โบฟูแรน 
ความแม่นย าของการวิเคราะห์ ความไวของการวิเคราะห์ และขีดความสามารถต่ าสุดของการวิเคราะห์ 
ผลการทดลองพบว่า 
1. อัตราการไหลของกระแสตัวพาที่ 2.0 mL.min-1 
2. ศักย์กระตุ้นสารตัวกลางทางไฟฟ้าที่ + 0.75 V 
3. ระยะเวลาในการบ่มเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสด้วยคาร์โบฟูแรน 8 นาที 
4. ไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นในระบบโฟลอินเจคชันอะนาไลซีสให้ช่วงความเป็นเส้นตรงของการ

วิเคราะห์ 0.016 – 0.05 mg/L carbofuran 
5. ความแม่นย าของการวิเคราะห์ของไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นให้ค่า   %RSD = 2.30   
6. ขีดความสามารถต่ าสุดของไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นในการวิเคราะห์ปริมาณคาร์โบฟูแรน คือ 

0.008 mg/L 
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