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บทที่ 2 
ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
2.1 ทฤษฎีที่เกี่ยวข้อง 

2.1.1 สารก าจัดศัตรูพืช 
  ประเทศไทยเป็นประเทศเกษตรกรรม สารก าจัดศัตรูพืชเป็นอีกปัจจัยหนึ่งที่ส าคัญต่อ
กระบวนการการผลิตเพ่ือเพ่ิมผลผลิตทางการเกษตรให้ได้มากยิ่งขึ้น ซึ่งสารก าจัดศัตรูพืชเป็นสาร อินทรีย์
สังเคราะห์ แบ่งได้ 4 ชนิด6 ดังนี้  
  1) กลุ่มออร์กาโนคลอรีน (Organochlorine) ซึ่งเป็นกลุ่มของสารเคมีที่มีคลอรีนเป็น
องค์ประกอบ สารเคมีในกลุ่มนี้ส่วนใหญ่เป็นสารเคมีที่มีพิษต่อแมลงทุกชนิด และสลายตัวช้า ท าให้พบ
ตกค้างในห่วงโซ่อาหารและสิ่งแวดล้อมได้นาน บางชนิดตกค้างนานหลายสิบปี ปัจจุบันประเทศส่วนใหญ่ทั่ว
โลกไม่อนุญาตให้ใช้สารเคมีในกลุ่มนี้ หรือมีการควบคุมการใช้ ไม่อนุญาตให้ใช้อย่างเสรี เพราะผลกระทบ
ด้านสุขภาพและสิ่งแวดล้อม สารเคมีก าจัดแมลงในกลุ่มนี้ ได้แก่ ดีดีที (DDT), ดีลดริน (Dieldrin), ออลดริน 
(Aldrin), ท็อกซาฟีน (Toxaphene), คลอเดน (Chlordane), ลินเดน(Lindane), เอนดริน (Endrin) และ
เฮปตาครอ (Heptachlor) เป็นต้น 
  2) กลุ่มออร์กาโนฟอสเฟต (Organophosphate) เป็นกลุ่มที่มีฟอสฟอรัสเป็น
องค์ประกอบ สารเคมีในกลุ่มนี้จะมีพิษรุนแรงมากกว่ากลุ่มอ่ืน โดยเป็นพิษทั้งกับแมลงและสัตว์อ่ืนๆ ทุก
ชนิด สารในกลุ่มนี้จะย่อยสลายได้เร็วหลังการใช้จึงใช้ได้ดีในพืชผัก ได้แก่ มาลาไธออน(Malathion), ไดอาซิ
นอน (Diazinon), เฟนนิโตรไธออน (Fenitrothion), ไดคลอวอส (Dichlorvos หรือ DDVP) และพิริมิฟอส
เมธิล (Pirimi phos methyl) เป็นต้น  
  3) กลุ่มคาร์บาเมต (Carbamate) ซึ่งมีคาร์บาริลเป็นองค์ประกอบส าคัญ เป็นกลุ่มที่มี
ความเป็นพิษตอ่สัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมน้อยกว่าพวกออร์กาโนฟอสเฟต แต่เมื่อได้รับในปริมาณมากสามารถท า
ให้เกิดพิษได้ สารเคมีที่รู้จักและใช้กันมาก คือ คาร์บาริล (Carbaryl ที่มีชื่อการค้า Savin), คาร์โบฟูแรน 
(Carbofuran), โพรพ็อกเซอร์ (Propoxur), เมทโธมิล (Methomyl), เบนไดโอคาร์บ (Bendiocarb) และ
เมทธิโอคาร์บ (Methiocarb) เป็นต้น 
  4) กลุ่มสารสังเคราะห์ไพรีทอย (Synthetic pyrethroid) เป็นสารเคมีกลุ่มที่สังเคราะห์
ขึ้นโดยมีความสัมพันธ์ตามโครงสร้างของไพรีทริน (Pyrethrin) ซึ่งเป็นสารธรรมชาติที่สกัดได้จากพืชไพรี
ทรัม (Pyrethrum) สารเคมีในกลุ่มนี้มีความเป็นพิษต่อแมลงสูง มีความเป็นพิษต่อสัตว์เลือดอุ่นต่ า และไม่
ท าให้เกิดปัญหาพิษตกค้างในสิ่งแวดล้อม แต่มีข้อเสียคือ คือ มีพิษสูงมากต่อสัตว์น้ า เช่น ปลา และสัตว์ที่ไม่
มีกระดูกสันหลังที่อาศัยอยู่ในน้ า และสารเคมีกลุ่มนี้มีราคาแพงจึงไม่ค่อยเป็นที่นิยมใช้สารเคมีก าจัดแมลงใน
กลุ่มนี้ ได้แก่ เดลตาเมธริน (Deltamethrin), ไบโอเรสเมธริน (Bioresmethrin), เพอร์เมธริน 
(Permethrin) และเรสเมธริน (Resmethrin) เป็นต้น 
 งานวิจัยนี้ศึกษาการพัฒนาคาร์โบฟูแรนไบโอเซนเซอร์ เพ่ือใช้วิเคราะห์ปริมาณการปนเปื้อนของ
คาร์โบฟูแรนในตัวอย่าง การตรวจวัดจ าเป็นต้องใช้อุปกรณ์ที่มีประสิทธิภาพและสามารถน าไปใช้งานนอก
สถานที่ได้ ไบโอเซนเซอร์เป็นอีกทางเลือกหนึ่งที่ท าการพัฒนาส าหรับการตรวจวัดสาร ได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ 
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2.1.2 ไบโอเซนเซอร์ 
  ไบโอเซนเซอร์ (Biosensor) เป็นอุปกรณ์ตรวจวัดสารชีวภาพที่สามารถตรวจวัดสารได้
อย่างจ าเพาะเจาะจง มีข้อดี คือ ใช้งานง่าย ความไวในการตรวจวัดสูง ลดเวลาในการเตรียมสาร ใช้เวลาใน
การวิเคราะห์สั้น สะดวกต่อการตรวจวัดสารนอกสถานที่ และมีต้นทุนการผลิตต่ า 5 โดยทั่วไปแล้ว
ไบโอเซนเซอร์ ประกอบด้วยอุปกรณ์ส าคัญ 2 ส่วน7 คือ สารชีวภาพและตัวแปลงสัญญาณ  
 สารชีวภาพ (Biological substance) เป็นสารที่มีความสามารถท าปฏิกิริยากับสารที่ต้องการ
วิเคราะห์อย่างจ าเพาะเจาะจง เช่น เอนไซม์ เอนติเจน แอนติบอดี กรดนิวคลีอิก ดีเอ็นเอ เป็นต้น 
 ตัวแปลงสัญญาณ (Transducer) เป็นอุปกรณ์ส าหรับแปลงสัญญาณเฉพาะต่างๆ เช่น อิเล็กตรอน 
แสง สี เป็นสัญญาณไฟฟ้าเพ่ือเป็นดัชนีระบุถึงปริมาณสารที่ต้องการวิเคราะห์ ตัวอย่างตัวแปลงสัญญาณ 
เช่น ขั้วไฟฟ้า เซมิคอนดัคเตอร์ โฟโตดีเทคเตอร์ เป็นต้น 
 
หลักการท างานของไบโอเซนเซอร์ 

หลักการท างานของไบโอเซนเซอร์มี 3 ขั้นตอน ดังนี้ 
 ขั้นตอนที่ 1 การตรึงสารชีวภาพเข้ากับตัวแปลงสัญญาณเพ่ือสร้างไบโอเซนเซอร์ส าหรับวิเคราะห์
สารที่ต้องการ 
  ขั้นตอนที่ 2 น าไบโอเซนเซอร์ที่ได้มาท าการตรวจวัดสารที่ต้องการวิเคราะห์  ในขั้นตอนนี้สารที่
ต้องการวิเคราะห์จะจับกับไบโอเซนเซอร์ที่ต าแหน่งจ าเพาะเจาะจงตรงส่วนของสารชีวภาพ  ที่ตรึงบนตัว
ไบโอเซนเซอร์ เรียกขั้นตอนนี้ว่า กลไกการจดจ าทางชีวภาพ (Biological recognition mechanism) จาก
การเข้าจับกันท าให้เกิดปฏิกิริยาทางชีวเคมีและมีการถ่ายทอดสัญญาณเฉพาะ (Indicated signal) ซึ่งอาจ
เป็นอิเล็กตรอน แสง และอ่ืนๆเข้าสู่ตัวแปลงสัญญาณ 
 ขั้นตอนที่ 3 ตัวแปลงสัญญาณรับและเปลี่ยนสัญญาณเฉพาะเป็นสัญญาณไฟฟ้า ผ่านเครื่องอ่าน
สัญญาณออกมา ท าให้เราสามารถอ่านค่าได้ เรียกขั้นตอนนี้ว่า เทคนิคของการรับและแปลงสัญญาณทาง
กายภาพ (Physical transduction technique) และเมื่ออ่านค่าได้ก็ท าให้ทราบว่าสารที่วิเคราะห์นั้นเป็น
สารใด ดังรูปที่ 2.1 
                         

 
รูปที่ 2.1 ไดอะแกรมของไบโอเซนเซอร์ ประกอบด้วยสารชีวภาพ และตัวแปลงสัญญาณที่ท าหน้าที่รับและ
เปลี่ยนสัญญาณเฉพาะเป็นสัญญาณไฟฟ้า8 
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E   +   S ES E   +   P

 จากหลักการท างานของไบโอเซนเซอร์จึงน าไปสู่การพัฒนาไบโอเซนเซอร์เพ่ือตรวจวัดปริมาณคาร์
โบฟูแรน โดยงานวิจัยนี้ใช้เอนไซม์เป็นสารชีวภาพที่สามารถเร่งปฏิกิริยาสารที่ต้องการวิเคราะห์ให้ได้
ผลิตภัณฑ์ หรือให้สัญญาณเฉพาะที่ติดตามได้ โดยจะขอกล่าวรายละเอียดของเอนไซม์ ดังนี้ 
  

2.1.3 เอนไซม์ 
  เอนไซม์ (Enzyme)9 คือ กลุ่มของโปรตีนที่มีหน้าที่เป็นตัวช่วยและเร่งปฏิกิริยาเคมีใน
สิ่งมีชีวิต ซึ่งท าปฏิกิริยากับสารตั้งต้นที่จ าเพาะ โดยการเปลี่ยนแปลงของสารตั้งต้นไปเป็นผลิตภัณฑ์ใน
ปฏิกิริยาชีวเคมีที่แน่นอนภายใต้สภาวะที่ไม่รุนแรง มีความสามารถเร่งปฏิกิริยาในสิ่งมีชีวิตได้อย่างมี
ประสิทธิภาพสูงกว่าตัวเร่งสังเคราะห์เป็นหลายล้านเท่าด้วยปริมาณเอนไซม์เพียงระดับไมโครโมลาร์  
เอนไซม์มีความจ าเพาะต่อสารที่ท าปฏิกิริยาหรือสารตั้งต้นที่เรียกว่า ซับสเตรต (Substrate) สามารถเร่ง
ปฏิกิริยาโดยเอนไซม์นั้นจะไม่เปลี่ยนเป็นผลิตภัณฑ์อ่ืน และสามารถเพ่ิมอัตราเร็วของปฏิกิริยา  โดยการลด
พลังงานกระตุ้นของปฏิกิริยาได้  
 
กลไกการท างานของเอนไซม์ 
 เมื่อเอนไซม์เข้าท าปฏิกิริยากับสารตั้งต้น จะเกิดสารประกอบเชิงซ้อนระหว่างเอนไซม์กับสารตั้งต้น 
ท าให้สารตั้งต้นเกิดการสร้างหรือสลายพันธะแล้วเกิดเป็นสารผลิตภัณฑ์ และเมื่อสิ้นสุดปฏิกิริยาจะได้
เอนไซม์กลับคืนมา ดังสมการที่ 2.1 
 
                         ..….(2.1) 
  

เมื่อ E   คือ   ตัวเร่งปฏิกิริยา (เอนไซม์) 
  S   คือ   สารตั้งต้น (ซับสเตรต) 
  ES  คือ   สารประกอบเชิงซ้อนระหว่างเอนไซม์กับสารตั้งต้น 
  P   คือ   ผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้น 

เอนไซม์สามารถเร่งปฏิกิริยาได้เนื่องจากเอนไซม์มีส่วนที่เป็นบริเวณเร่ง (Active site) ซึ่งเป็น
บริเวณจ าเพาะที่จะให้ซับสเตรตเข้ามาจับกับเอนไซม์ได้ และไม่มีการเปลี่ยนแปลงรูปร่างทั้งก่อนและ
หลังจากจับกับซับสเตรต และสามารถเข้ากันได้พอดีเหมือนกับลูกกุญแจและแม่กุญแจ ดังรูปที ่2.2 
 

 
รูปที่ 2.2 การท างานของเอนไซม์ ตามทฤษฎีลูกกุญแจและแม่กุญแจ10 
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ปัจจัยท่ีมีผลต่อการท างานของเอนไซม์ 
 การท างานของเอนไซม์ ขึ้นกับปัจจัยต่างๆ11 ดังนี้ 
 1. ความเข้มข้นของซับสเตรต เมื่อเอนไซม์คงที่ ถ้าเพ่ิมความเข้มข้นของซับสเตรตจะท าให้อัตราเร่ง
ปฏิกิริยาเพ่ิมขึ้น จนถึงจุดๆ หนึ่งแล้วคงที่ และความเข้มข้นของซับสเตรตเข้มข้นเกินไป จะท าให้เอนไซม์
หยุดการท างานได ้
 2. ความเข้มข้นของเอนไซม์ ซับสเตรตประมาณหนึ่งๆ นั้น ต้องใช้เอนไซม์ประมาณพอเหมาะ ถ้า
เอนไซม์มากหรือน้อยไปก็จะท างานได้ผลไม่เต็มที่ 
 3. ความเป็นกรด-เบส ของสารละลายจะมีผลต่อการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซม์ในหลายด้าน 
ตามปกติเอนไซม์แต่ละชนิดจะมี pH ที่เหมาะสมในการท างาน ซึ่งการท างานของเอนไซม์จะลดลงเมื่อ pH 
สูงหรือต่ ากว่า pH ที่เหมาะสม โดย pH ที่เหมาะสมของเอนไซม์ส่วนใหญ่จะอยู่ในช่วง 6-8 การที่ pH สูง
มากหรือต่ ามาก จะท าให้เอนไซม์เสื่อมสภาพ 
 4. อุณหภูมิ การเพ่ิมอุณหภูมิมีผลต่อปฏิกิริยาที่เร่งเอนไซม์ทั้งทางบวกและทางลบ ถึงแม้ว่าการเพ่ิม
อุณหภูมิจะมีผลเร่งปฏิกิริยา แต่ในขณะเดียวกันการเพ่ิมอุณหภูมิก็จะท าให้เอนไซม์ซึ่งเป็นโปรตีนเปลี่ยน
สภาพเดิมของมันได้ง่าย อุณหภูมิที่พอเหมาะเท่านั้นจึงจะท าให้เกิดปฏิกิริยาได้ดี  
   5. ผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้น จากอัตราการเกิดปฏิกิริยาที่มีเอนไซม์เป็นตัวเร่งปฏิกิริยานั้น สามารถวัดได้
จากอัตราการหายไปของสารเริ่มต้นหรือวัดจากการปรากฏขึ้นของผลิตภัณฑ์ หรือท าทั้ง 2 วิธีพร้อมกัน แต่
ไม่ว่าจะวัดโดยวิธีใด จะพบว่าอัตราเร็วของปฏิกิริยาจะช้าลงเมื่อเวลาผ่านไป อัตราเร็วของปฏิกิริยาที่ช้าลงนี้ 
เพราะเกิดการเสื่อมสภาพของเอนไซม์ นอกจากนั้นยังเกิดเพราะมีการลดลงของสารเริ่มต้น และผลิตภัณฑ์
เพ่ิมมากขึ้น เมื่อความเข้มข้นของผลิตภัณฑ์มากขึ้นจนถึงระดับความเข้มข้นหนึ่งอาจจะท าให้เกิดปฏิกิริยา
ผันกลับ โมเลกุลของผลิตภัณฑ์จะรวมกับเอนไซม์แทนสารเริ่มต้นท าให้ปฏิกิริยาถูกจ ากัดได้ 
           6. สารยับยั้งการท างานของเอนไซม์ (Inhibitors) มีสารหลายชนิดที่สามารถยับยั้งการเร่งปฏิกิริยา
ของเอนไซม์ได้ สารเหล่านี้อาจเป็นสารอนินทรีย์ เช่นโลหะหนักต่าง ๆ หรืออาจเป็นสารอินทรีย์ เช่น 
สารประกอบฟีโนลิค (Phenolic) หรือโปรตีน เป็นต้น 
 นอกจากนี้การสร้างไบโอเซนเซอร์ การยึดติดเอนไซม์บนผิวหน้าของตั วแปลงสัญญาณมี
ความส าคัญมาก ดังนั้นจ าเป็นต้องเข้าใจระบบการตรึงเอนไซม์ รายละเอียดดังหัวข้อถัดไป 
 
วิธีการตรึงเอนไซม์  
 การตรึงเอนไซม์ หมายถึง การจ ากัดต าแหน่งของเอนไซม์ด้วยวิธีทางกายภาพหรือจ ากัดต าแหน่ง
ของเอนไซม์ให้อยู่ในช่องว่างที่ก าหนด โดยตรึงเอนไซม์กับตัวยึดเกาะที่ไม่ละลายที่หลากหลายโดยเอนไซม์
นั้นยังคงความสามารถในการเร่งปฏิกิริยา ซึ่งการตรึงเอนไซม์มีวิธีพ้ืนฐานอยู่ 5 วิธี12 
  

1. การตรึงเอนไซม์ด้วยวิธีดูดซับทางกายภาพ (Adsorption method) 
  อาศัยแรงดึงดูดระหว่างโมเลกุลอย่างอ่อน คือ แรงแวนเดอร์วาลส์ (Vander waals 
forces) ระหว่างเอนไซม์กับตัวดูดซับใช้ตรึงเอนไซม์ ซึ่งเป็นข้อดีเพราะสามารถฟ้ืนฟูสภาพของตัวดูดซับได้
ง่าย ดังรูปที่ 2.3 
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รูปที ่2.3 การตรึงเอนไซม์ด้วยวิธีดูดซับทางกายภาพ12 

  
2. การตรึงเอนไซม์ด้วยวิธีการเชื่อมยึดติดกับสารตัวกลาง (Connection method)  

  วัตถุหรือสารที่เป็นตัวกลางหรือตัวพยุง (Carrier binding) ที่ไม่ละลายน้ าโดยท าการเชื่อม
เอนไซม์เข้ากับผิวของตัวพยุงด้วยการตรึงแบบกายภาพหรือด้วยพันธะเคมีที่เรียกว่าพันธะไอออนิกหรือ
เชื่อมด้วยพันธะโคเวเลนต์ ซึ่งจะไม่ท าให้โครงสร้างและแอคติวิตีของเอนไซม์เสียไปแต่เอนไซม์จะหลุดออก
จากตัวพยุงได้ง่าย ดังรูปที่ 2.4 

 
รูปที่ 2.4 การตรึงเอนไซม์ด้วยวิธีการยึดติดกับสารตัวกลาง12 

          
 

3. การตรึงเอนไซม์ด้วยการเชื่อมแบบไขว้ (Cross linking method)   
  การตรึงเอนไซม์วิธีนี้ไม่ต้องใช้ตัวพยุงแต่จะอาศัยสารเชื่อมต่อระหว่างโมเลกุลของเอนไซม์
ด้วยพันธะโคเวเลนต์ ท าให้โมเลกุลของเอนไซม์ตั้งแต่ 2 โมเลกุลขึ้นไปต่อเชื่อมเกาะกันเป็นกลุ่มที่มีขนาด
ใหญ่ขึ้น ท าให้มีความสามารถละลายน้ าได้น้อยลง การตรึงเอนไซม์วิธีนี้จะมีผลต่อโครงสร้างและแอคติวิตี
ของเอนไซม์ เนื่องจากการเชื่อมระหว่างโมเลกุลของเอนไซม์กับสารเชื่อมขวางจะเกิด ปฏิกิริยารุนแรง มีผล
ท าให้แอคติวิตีของเอนไซม์ลดลง ดังรูปที่ 2.5 

 
รูปที่ 2.5 การตรึงเอนไซม์ด้วยการเชื่อมแบบไขว้12 

  
4. การตรึงเอนไซม์ด้วยการกักเก็บเอนไซม์ในพื้นที่จ ากัด (Entrapment method)  

  โมเลกุลของเอนไซม์อยู่อย่างอิสระในสารละลายแต่ถูกจ ากัดการเคลื่อนที่โดยโครงสร้างที่
เป็นจุดแลตติซ (Lattice) ของเจล (Gel) โดยต้องควบคุมความพรุนของเจลแลตติซ (Gel lattice) ให้มีความ
เหมาะสมในการป้องกันการรั่วของเอนไซม์ออกมา และภายในเจลนั้นต้องมีที่ว่างพอให้มีการเคลื่อนที่อย่าง
อิสระของซับสเตรตและผลิตภัณฑ์ ดังรูปที่ 2.6 

enzyme 

enzyme 
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รูปที่ 2.6 การตรึงเอนไซม์ด้วยการกักเก็บเอนไซม์ในพ้ืนที่จ ากัด12 

 
 5. การตรึงเอนไซม์ด้วยการห่อหุ้มเอนไซม์เอาไว้ (Entrapping method)  
  การตรึงเอนไซม์โดยที่เอนไซม์ไม่ได้สร้างพันธะเคมีใดๆ กับสารห่อหุ้มและเอนไซม์ไม่ได้จับ
ยึดกับตัวพยุง หรือ จับยึดกันเอง แต่จะถูกขังให้อยู่ในบริเวณท่ีจ ากัด ซึ่งมีอยู่  2 แบบ คือ 
  5.1 เอนไซม์จะถูกขังหรือห่อหุ้มไว้ ภายในช่องตาข่ายของสารโพลิเมอร์ที่ไม่ละลายน้ า
อย่างสม่ าเสมอ สารที่ใช้ห่อหุ้มเอนไซม์วิธีนี้อาจเป็นสารโพลิเมอร์ธรรมชาติหรือสารสังเคราะห์ก็ได้การ
เตรียมเอนไซม์วิธีนี้ จะต้องเลือกชนิดของสารโพลิเมอร์ให้เหมาะสมกับเอนไซม์ที่ใช้ เนื่องจากสารบางชนิด
ขณะเกิดเป็นโพลิเมอร์จะมีปฏิกิริยารุนแรง จนท าให้เสถียรภาพของเอนไซม์เสียหายได้ 
  5.2 เอนไซม์จะถูกห่อหุ้มไว้ในแคปซูลที่มีคุณสมบัติยอมให้สารบางชนิดผ่านเข้าออกได้ แต่
เอนไซม์ผ่านออกมาไม่ได้ การเตรียมเอนไซม์วิธีนี้จะต้องควบคุมสภาวะที่ใช้ท าปฏิกิริยาขณะเกิดสารโพลิ
เมอร์ให้ดี มิฉะนั้นจะมีผลต่อแอคติวิตีของเอนไซม์ที่ได้ ลักษณะการห่อหุ้ม ดังรูปที่ 2.7 

 
รูปที่ 2.7 การตรึงเอนไซม์ด้วยการห่อหุ้มเอนไซม์เอาไว้ในแคปซูล12 

  
นอกจากการตรึงเอนไซม์มีผลต่อการเร่งปฏิกิริยาและความคงอยู่แล้ว ยังพบว่าการเสื่อมสภาพและ

การถูกยับยั้งการท างานของเอนไซม์ ก็มีความส าคัญเช่นเดียวกัน ดังรายละเอียดถัดไป 
 
การเสื่อมสภาพของเอนไซม์ 
 เมื่อโครงสร้างของเอนไซม์เปลี่ยนไป จนสารเริ่มต้นไม่สามารถรวมกับเอนไซม์ที่บริเวณเร่ง (Active 
site) จะท าให้คุณสมบัติในการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์หมดไป ซึ่งมีปัจจัยหลายอย่างท าให้เกิดการหมด
สภาพของเอนไซม์ มีหลายกรณีที่เมื่อเอนไซม์เกิดการเสื่อมสภาพไปแล้ว ไม่สามารถกลับคืนมาสู่สภาพที่
ท างานได้อีก เช่น กรณีที่ได้รับอุณหภูมิสูงทั้งนี้เพราะอุณหภูมิสูงจะท าให้เกิดการสร้างพันธะชนิดโควาเลนต์
ระหว่างลูกโซ่ โพลีเปปไทด์ (Polypeptide chain) หรือในลูกโซ่โพลีเปปไทด์เดียวกัน  และพันธะเหล่านี้จะ
มีความคงตัวมากจนท าให้เอนไซม์สูญเสียสภาพได้13 
 
 

enzyme 

enzyme 
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การยับยั้งการท างานของเอนไซม์ 
 การศึกษาตัวยับยั้งของเอนไซม์14 ท าให้ทราบกลไกการออกฤทธิ์ของสารเคมีต่าง ๆ ต่อเซลล์และ
ร่างกาย และยังเป็นเครื่องมือที่ดีในการศึกษากลไกการท างานของเอนไซม์ในรายละเอียดการยับยั้งแบ่งออก
ได้ตามบริเวณที่เข้าจับของสารตั้งต้นบนเอนไซม์ ได้เป็น 2 แบบ คือ จับบริเวณเดียวกับสารตั้งต้น เรียกว่า 
การยับยั้งแบบแข่งขัน และจับกันคนละบริเวณกับสารตั้งต้น เรียกว่า การยับยั้งแบบไม่แข่งขัน ซึ่งการยับยั้ง
แบบไม่แข่งขันสามารถเปลี่ยนโครงรูปของเอนไซม์ หรือกระทบต่อจลนศาสตร์ของเอนไซม์ 
  

1. การยับยั้งแบบแข่งขัน (Competitive inhibition) 
  การยับยั้งแบบนี้ ตัวยับยั้ง (Inhibitor) มีโครงสร้างคล้ายคลึงกับโครงสร้างของสารตั้งต้น 
จึงสามารถเข้าจับกับบริเวณเร่ง (Active site) ของเอนไซม์ได้ การยับยั้งแบบแข่งขันนี้สามารถผันกลับได้ 
(Reversible) เพราะตัวยับยั้งและสารตั้งต้น พยายามแข่งขันแย่งกันเข้าจับกับบริเวณเร่งของเอนไซม์ หาก
ตัวใดมีความเข้มข้นมากกว่า ก็จะเข้าจับได้ดีกว่า การยับยั้งแบบนี้ เป็นการยับยั้งแบบย้อนกลับได้ โดยการ
ก าจัดตัวยับยั้งออกไปจากสารละลาย หรือโดยการเพ่ิมความเข้มข้นของสารตั้งต้น สารตั้งต้นที่มีจ านวน
ความเข้มข้นสูงกว่าจะเข้าแย่งจับที่บริเวณเร่ง ท าให้ตัวยับยั้งหลุดออกไปจากบริเวณเร่ง ดังรูปที่ 2.8 
 

 
รูปที่ 2.8 การยับยั้งแบบแข่งขัน (Competitive inhibition) ตัวยับยั้งเข้าแย่งจับกับสารตั้งต้นที่บริเวณเร่ง
ของเอนไซม์14 

  
2. การยับยั้งแบบไม่แข่งขัน (Noncompetitive และ uncompetitive inhibition) 

  การยับยั้งแบบไม่แข่งขันนี้ ตัวยับยั้งจะไม่เข้าแข่งขันจับกับบริเวณเร่งโดยตรง แต่จะยับยั้ง
โดยการเข้ารบกวนการเกิดสารเชิงซ้อนเอนไซม์-สารตั้งต้น การยับยั้งแบบไม่แข่งขันนี้ผันกลับได้ โดยการ
ก าจัดตัวยับยั้งออกไปจากสารละลาย แต่จะไม่ย้อนกลับหากเป็นการเพ่ิมความเข้มข้นของสารตั้งต้น 
เพราะว่าตัวยับยั้งและสารตั้งต้น มิได้จับในบริเวณเดียวกัน การยับยั้งนี้แบ่งออกเป็น 2 แบบ ดังนี้ 
 
  2.1 การยับยั้งแบบไม่แข่งขันแบบท่ี 1 (Noncompetitive inhibition type 1)  
   เป็นการยับยั้งโดยตัวยับยั้งเข้าจับที่ที่ไม่ใช่บริเวณเร่ง โดยเข้าจับได้ทั้งกับสาร
เชิงซ้อนเอนไซม-์สารตั้งต้น และเอนไซม์อิสระ หรือกล่าวอีกอย่างหนึ่งว่า ตัวยับยั้งแบบนี้ เข้าจับกับเอนไซม์
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ได้ โดยไม่สนใจว่ามีสารตั้งต้นจับอยู่กับเอนไซม์หรือไม่  พบว่า ตัวยับยั้งแบบนี้ไม่รบกวนการจับของสารตั้ง
ต้นที่บริเวณเร่ง แต่จะท าให้โครงสร้างของเอนไซม์เปลี่ยนไป ท าให้หมู่ เร่งปฏิกิริยาไม่สามารถท างานได้
ตามปกติ จึงเปลี่ยนสารตั้งต้นให้เป็นผลิตภัณฑ์ได้น้อยลง หรือเปลี่ยนไม่ได้เลย ดังรูปที่ 2.9 
 

                     
รูปที่ 2.9 การยับยั้งแบบไม่แข่งขันแบบที่ 1 (Noncompetitive inhibition)14 

   
  2.2 การยับยั้งแบบไม่แข่งขันแบบท่ี 2 (Uncompetitive inhibition type 2)   
   เป็นการยับยั้งโดยตัวยับยั้งเข้าจับเฉพาะกับสารประกอบเชิงซ้อนเอนไซม์-สารตั้ง
ต้น แต่ไม่จับกับเอนไซม์อิสระ ผลของการจับของตัวยับยั้งท าให้เอนไซม์เสียโครงรูปไป ดังรูปที่ 2.10 ท าให้
ความสามารถในการเปลี่ยนสารตั้งต้นให้เป็นผลิตภัณฑ์ลดลงหรือหมดไป อย่างไรก็ตามเมื่อน าไปวิเคราะห์
ตามสมการของไมเคลิส-เมนเทน15 และเขียนกราฟตามสมการลายวีฟเวอร์เบอร์ก15 พบว่า ทั้งค่าคงที่ของ
ไมเคลิส (Km) และค่าความเร็วสูงสุด (Vmax) กลับลดลง  

 

 
รูปที่ 2.10 การยับยั้งแบบไม่แข่งขันแบบที่ 2 (Uncompetitive inhibition)14 
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3. ตัวยับย้ังเอนไซม์แบบไม่ผันกลับ (Irreversible inhibitor) 
  การยับยั้งแบบแข่งขัน หรือไม่แข่งขัน สามารถผันกลับได้ เมื่อก าจัดเอาตัวยับยั้งออกไป 
อย่างไรก็ตาม มีตัวยับยั้งบางตัวเข้าจับกับเอนไซม์ด้วยการสร้างพันธะโควาเลนต์ระหว่างตัวยับยั้งกับหมู่ข้าง 
(Side chain) ของกรดอะมิโนของเอนไซม์หรือโคเอนไซม์ ท าให้ย้อนกลับไม่ได้ (Irreversible) 
 
ประเภทของเอนไซม์ 
 เอนไซม์สามารถจ าแนกได้หลายวิธีแต่วิธีที่เป็นที่ยอมรับและใช้อย่างกว้างขวาง คือการจ าแนกชนิด
ตามข้อตกลงของเอนไซม์ (Commission on enzymes, E.C.) ซึ่งจ าแนกของเอนไซม์ไว้ 6 ประเภท16 ดัง
ตารางที่ 2.1 
 
ตารางท่ี 2.1 ประเภทของเอนไซม์ 

ประเภทของเอนไซม์ ลักษณะของการเกิดปฏิกิริยาเคมี 
1. ออกซิโดรีดักเตส  (Oxidoreductase) เร่งปฏิกิริยาที่มีการเคลื่อนย้ายอิเล็กตรอนระหว่างซับสเตรต 

2. ทรานส์เฟอเรส (Transferase) 
เร่งปฏิกิริยาการเคลื่อนย้ายอะตอมหรือ กลุ่มอะตอมจากตัว
ให้ (Donor) ไปยังตัวรับ (Acceptor) 

3. ไฮโดรเลส (Hydrolase) เร่งปฏิกิริยาการสลายพันธะเคมีในสารประกอบด้วยน้ า 
4. ไลเอส (Lyases) เร่งปฏิกิริยาการแยกโปรตอน (H+) ของสารตั้งต้น ท าให้เกิด

พันธะคู่ในผลิตภัณฑ์ 
5. ไอโซเมอเรส (Isomerases) เร่งปฏิกิริยาการเปลี่ยนโครงสร้างจากไอโซเมอร์หนึ่งไปเป็น

อีกไอโซเมอร์หนึ่ง 
6. ไลเกส (Lygases) เร่งปฏิกิริยาการสังเคราะห์หรือการสร้างพันธะชนิดต่างๆ 

ระหว่างโมเลกุล 2 โมเลกุล ด้วยการสลายพันธะไพโรฟอสเฟต
ในเอทีพี (ATP) 

  
 เอนไซม์มีหลายประเภท ในงานวิจัยนี้ได้พัฒนาไบโอเซนเซอร์เพ่ือตรวจวัดคาร์โบฟูแรนโดยอาศัย
เอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส (เอนไซม์ประเภทไฮโดรเลส) ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่มีความจ าเพาะเจาะจงกับการ
เร่งปฏิกิริยาออกซิเดชันของไดโซเดียมฟีนิลฟอสเฟต จึงขอกล่าวถึงคุณลักษณะของเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอส
ฟาเตส ในหัวข้อต่อไป 
  

2.1.4 เอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส 
  เอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส17 (Alkaline phosphatase, ALP) เป็นเอนไซม์ที่พบได้ตาม
เนื้อเยื่อตามร่างกายมนุษย์ โดยส่วนใหญ่จะพบตรงบริเวณกระดูก ตับ ไต และล าไส้เป็นเอนไซม์ที่มีอะตอม
ของโลหะอยู่ในโมเลกุล 2 ชนิด คือ Zn และ Mg ซึ่งไอออนนี้จะเกิดพันธะไฮโดรเจนกันระหว่าง glutamine 
320 และ tryptophan 109 ดังรูปที่ 2.11 และเป็นเอนไซม์ไฮโดรเลสที่ท าหน้าที่ย้ายหมู่ฟอสเฟตจาก
โมเลกุลของสารหลายชนิด เช่น โปรตีน อัลคาลอยด์ และนิวคลีโอไทด์ เป็นต้น โดยเรียกกระบวนการดึงหมู่
ฟอสเฟตนี้ว่า ดีฟอสโฟรีเลชัน (Dephosphorylation) สภาพความเป็นกรด-เบสของสารละลายที่เหมาะสม
ที่สุดของการท างานของเอนไซม์นี้ คือ 8.0 ความเข้มข้นของเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสสามารถใช้เป็นตัว
บ่งชี้การเกิดโรคต่างๆ ซึ่งจะสัมพันธ์กับอวัยวะดังกล่าว โดยระดับปกติของเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสจะ
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อยู่ที่อัตรา 25-100 IU/L หากความเข้มข้นของเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสสูงกว่า 300 IU/L จะบ่งชี้การ
เกิดโรคที่ร้ายแรงได้ เช่น โรคตับ มะเร็งตับ ตับอักเสบ โรคกระดูก และมะเร็งไต เป็นต้น  
 

 
รูปที่ 2.11 โครงสร้างของเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส18 

  
งานวิจัยนี้อาศัยการเร่งปฏิกิริยาดีฟอสโฟรีเลชันของไดโซเดียมฟีนิลฟอสเฟตด้วยเอนไซม์  

อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส เกิดผลิตภัณฑ์เป็นฟีนอลและกรดฟอสฟอริก ดังสมการที่ 2.2 ซึ่งฟีนอลที่เกิดขึ้นเป็น
สารตัวกลางทางไฟฟ้า เมื่อได้รับศักย์กระตุ้น ที่ +0.75 โวลต์ เทียบกับขั้วไฟฟ้าอ้างอิง ซิลเวอร์- 
ซิลเวอร์คลอไรด์ จะเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันให้ผลิตภัณฑ์เป็นเบนโซควิโนน (Benzoquinone) โปรตอน 
และอิเล็กตรอน ดังสมการที่ 2.330 
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  การเร่งปฏิกิริยาดีฟอสโฟรีเลชันของไดโซเดียมฟีนิลฟอสเฟตด้วยเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส  
ส่งผลให้เกิดผลิตภัณฑ์ฟีนอลซึ่งเป็นสารตัวกลางทางไฟฟ้า เมื่อให้ศักย์กระตุ้นที่เหมาะสมฟีนอลสามารถ
เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันท าให้เกิดอิเล็กตรอนซึ่งเป็นสัญญาณทางไฟฟ้ามีผลให้สามารถตรวจวัดปริมาณฟี
นอลได้ โดยกระแสที่เกิดขึ้นจะสัมพันธ์กับปริมาณฟีนอล และปริมาณสารตั้งต้นตามหลักของปริมาณสาร
สัมพันธ์ ซึ่งอธิบายได้ด้วยแผนภาพ ดังรูปที่ 2.12 
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รูปที่ 2.12 หลักการท างานของเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสบนผิวหน้าขั้วไฟฟ้า (บน) และการยับยั้งการ
ท างานของเอนไซม์ด้วยคาร์โบฟูแรนท าให้ฟีนอลมีปริมาณลดลง (ล่าง) 
  

จากหลักการการท างานของเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส จึงน าไปสู่การพัฒนาไบโอเซนเซอร์ที่ใช้
ในการวิเคราะห์ปริมาณคาร์โบฟูแรน ซึ่งอาศัยหลักการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ คือ เอนไซม์อัลคาไลน์
ฟอสฟาเตสถูกยับยั้งการท างานด้วยคาร์โบฟูแรน ส่งผลให้เกิดปฏิกิริยาดีฟอสโฟรีเลชันของไดโซเดียมฟีนิล
ฟอสเฟตลดลงปริมาณฟีนอลจึงลดลงท าให้สัญญาณกระแสลดลงตามล าดับ ดังนั้นอาศัยหลักการนี้วิเคราะห์
หาปริมาณคาร์โบฟูแรนได้ การยับยั้งปฏิกิริยาดีฟอสโฟรีเลชันของไดโซเดียมฟีนิลฟอสเฟตด้วยการยับยั้ง
การท างานของเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส เกิดขึ้นจากอันตรกิริยาระหว่างคาร์โบฟูแรนกับบริเวณเร่งของ
เอนไซม์ ในโครงสร้างของเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส จึงส่งผลให้เอนไซม์เสียสภาพไป หรือ เอนไซม์ถูก
ยับยั้งการท างาน 
 ในการพัฒนาไบโอเซนเซอร์เพ่ือตรวจวัดคาร์โบฟูแรน ท าการตรึงเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสบน
ผิวหน้าขั้วไฟฟ้าคารบอนเพสด้วยวิธีการตรึงทางเคมีแบบเชื่อมไขว้โดยใช้โบวีนเซรัมอัลบูมิน กลีเซอรอล 
และสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ ในการเชื่อมต่อระหว่างโมเลกุลของเอนไซม์เข้าด้วยกันเพ่ือช่วยเก็บเอนไซม์ไว้
ที่ผิวหน้าอย่างมีประสิทธิภาพ ซึ่งจะขอกล่าวถึงคุณสมบัติของสารดังกล่าวในหัวข้อต่อไป 
  

2.1.5 โบวีนเซรัมอัลบูมิน 
  โบวีนเซรัมอัลบูมิน17 (Bovine serum albumin, BSA) เป็นโปรตีนที่นิยมใช้ในทางชีวเคมี 
เนื่องจากมีคุณสมบัติในการละลายน้ าได้ดี ช่วยป้องกันการยึดเกาะของเอนไซม์กับบรรจุภัณฑ์ที่ใช้ ช่วย
รักษาเสถียรภาพของเอนไซม์ และป้องกันการเกาะตัวกันของเอนไซม์ ซึ่งโบวีนเซรัมอัลบูมินนี้  จะช่วยให้
เอนไซม์มีการกระจายตัวที่ดีขึ้น โครงสร้างของโบวีนเซรัมอัลบูมินจะเป็นสายโปรตีนที่มี arachionic acid 
แทรกอยู่ 7 โมเลกุล ดังรูปที่ 2.13 
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รูปที่ 2.13 โครงสร้างของโบวีนเซรัมอัลบูมิน19 

  
2.1.6 กลูตารัลดีไฮด์ 

  กลูตารัลดีไฮด์ (Glutaraldehyde) มีสูตรเคมี คือ C5H8O2 เป็นอนุพันธ์หนึ่งของฟอมัลดี
ไฮด์ โครงสร้างทางเคมี ดังรูปที่ 2.14 เป็นสารที่มีลักษณะเป็นของเหลวใสไม่มีสี มีกลิ่นฉุนรุนแรง นิยมใช้ฆ่า
เชื้ออุปกรณ์ทางการแพทย์และทันตกรรม ใช้บ าบัดน้ าเสียในอุตสาหกรรม และใช้เป็นสารกันบูด 
 

H H

O O

 
รูปที่ 2.14 โครงสร้างของกลูตารัลดีไฮด์ 

  
นอกจากนี้ยังมีคุณสมบัติเกิดเป็นโครงร่างตาข่ายได้ โดยการสร้างพันธะโควาเลนต์ของหมู่อะมิโนใน

เอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสกับกลูตารัลดีไฮด์ เกิดโครงร่างตาข่ายขนาดใหญ่ขึ้นมา ดังรูปที่ 2.15 ดังนั้นจึง
น ากลูตารัลดีไฮด์มาใช้เพ่ือเป็นสารเชื่อมไขว้ในการตรึงเอนไซม์เพ่ิมการยึดติดของเอนไซม์บนผิวหน้า
ขั้วไฟฟ้าส่งผลให้ไบโอเซนเซอร์มีอายุการใช้งานที่ยาวนานยิ่งขึ้น 
 

 
รูปที่ 2.15 การเชื่อมขวางของกลูตารัลดีไฮด์กับเอนไซม์20 
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 2.1.7 กลีเซอรอล 
  กลีเซอรอล21 (Glycerol) มีสูตรเคมี คือ C3H8O3  มีโครงสร้างโมเลกุลเป็นพอลิออล 
(Polyol) เป็นสารที่เป็นของเหลว หนืด ใส ไม่มีสี ในโมเลกุลมีหมู่ไฮดรอกซิล (-OH) 3 หมู่ ดังรูปที่ 2.16 จึง
ท าให้ละลายในน้ าได้ดี มีสมบัติในการรวมตัวกับน้ าได้ดี (Hydroscopic) นิยมน ามาใช้เป็นตัวเชื่อมประสาน 
ช่วยให้เอนไซม์ผสมเข้ากับสารอื่นได้ดียิ่งขึ้น  
 

HO OH
OH

 
รูปที่ 2.16 โครงสร้างของกลีเซอรอล 

  
2.1.8 คาร์บอนเพส  

  คาร์บอนเพส12  (Carbon paste) นิยมใช้ท าเป็นตัวตรวจวัดทางเคมีไฟฟ้า เนื่องจากมีช่วง
ศักย์ไฟฟ้าที่กว้าง กระแสพ้ืนหลังต่ า (Background current) ราคาถูก เหมาะส าหรับการวิเคราะห์สาร
หลายชนิด ง่ายต่อการผสมกับสารหลายชนิดที่เพ่ิมประสิทธิภาพการท างานของตัวตรวจวัดทางเคมีไฟฟ้า  
องค์ประกอบที่ส าคัญของคาร์บอนเพส มีดังนี้ 
 1. ผงคาร์บอน (Carbon powder) ดังรูปที่ 2.17 เป็นองค์ประกอบหลักของคาร์บอนเพสที่ใช้ท า
เป็นตัวตรวจวัดทางเคมีไฟฟ้า ซึ่งจะต้องมีคุณสมบัติ ดังนี้ 
  1.1 มีความบริสุทธิ์สูง  
  1.2 อนุภาคมีการกระจายตัวที่ดี  
  1.3 มีแรงดูดซับน้อย 
 2. ตัวเชื่อมประสาน (Binder) ได้แก่ สารจ าพวกน้ ามัน (Oil) ท าหน้าที่เป็นตัวประสานให้ผง
คาร์บอนผสมเป็นเนื้อเดียวกัน และท าหน้าที่ร่วมกับผงคาร์บอนเพื่อให้เกิดเป็นคาร์บอนเพส ซึ่งจะต้องมี
คุณสมบัติ ดังนี้  
  2.1 มีความเฉื่อยและไม่ท าปฏิกิริยาเคมีกับสารอื่น 
  2.2 มีความหนืดสูง  
  2.3 ละลายในน้ าได้น้อย 
  2.4 ไม่ละลายในตัวท าละลายอินทรีย์ 
 

 
รูปที่ 2.17 ผงคาร์บอน22 

  
การวิเคราะห์คาร์โบฟูแรนจะอาศัยหลักการการยับยั้งการท างานของเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส

ซึ่งเป็นการวิเคราะห์ทางอ้อม ดังรายละเอียดวิธีการวิเคราะห์ทางอ้อม ในหัวข้อถัดไป 
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 2.1.9 วิธีการวิเคราะห์ทางอ้อม  
  วิธีการวิเคราะห์ทางอ้อม (Indirect method) เป็นวิธีการวิเคราะห์โดยการติดตาม
สัญญาณที่ลดลงสัมพันธ์กับสารที่ต้องการวิเคราะห์ (Analyte) เมื่อปริมาณของสารที่ต้องการวิเคราะห์มี
ปริมาณน้อยค่าสัญญาณกระแสที่ได้จะมีค่ามาก ในทางตรงข้ามเมื่อปริมาณของสารที่ต้องการวิเคราะห์มี
ปริมาณมากค่าสัญญาณกระแสที่ได้จะมีค่าน้อย แสดงความสัมพันธ์ของสัญญาณกระแสกับปริมาณสารที่
ต้องการวิเคราะห์ ดังรูปที ่2.18 
 

 
รูปที่ 2.18 กราฟความสัมพันธ์ของสัญญาณการวิเคราะห์กับปริมาณตัวยับยั้ง17 

  
น าผลของสัญญาณที่ได้มาท าเป็นกราฟมาตรฐานเทียบ ในกรณีการวิเคราะห์ด้วยหลักการยับยั้ง

การท างานของเอนไซม์ด้วยสารที่ต้องการวิเคราะห์ (ตัวยับยั้ง) ใช้ความสัมพันธ์ระหว่างร้อยละการยับยั้งกับ
ปริมาณตัวยับยั้ง ดังสมการที่ 2.4 
 
                  % Inhibition =    x 100                 ……….(2.4) 
 
 
 เมื่อ   I0  คือ   กระแสที่เกิดจากการเร่งปฏิกิริยาของซับสเตรตด้วยเอนไซม์ (µA) 
   I คือ   กระแสที่เกิดจากการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ด้วยตัวยับยั้ง 
(µA) 
  % Inhibition   คือ   ร้อยละของการยับยั้ง 
  

สามารถสร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่างร้อยละของการยับยั้งกับปริมาณตัวยับยั้ง ดังรูปที่ 2.19 
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รูปที่ 2.19 ความสัมพันธ์ระหว่างร้อยละของการยับยั้งกับปริมาณตัวยับยั้ง 

  
งานวิจัยนี้ได้ปรับปรุงขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพสเพ่ือสร้างเป็นไบโอเซนเซอร์วิเคราะห์ปริมาณคาร์โบฟู

แรน และประเมินการท างานของไบโอเซนเซอร์ ซึ่งเทคนิคที่ใช้ในการวิเคราะห์ในงานวิจัยนี้ คือ เทคนิคจุล
ทรรศนศาสตร์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด เทคนิคไซคลิกโวลแทมเมทรี และเทคนิคโครโนแอมเพอโรเมทรี 
แต่ละเทคนิคมีหลักการ ดังนี้ 
  

2.1.10 เทคนิคจุลทรรศนศาสตร์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด  
  เทคนิคนี้23 อาศัยการโฟกัสล าอิเล็กตรอนกราดลงบนผิวชิ้นงานสัญญาณที่เกิดขึ้นจาก
อันตรกิริยาระหว่างอิเล็กตรอนที่ตกกระทบกับผิวชิ้นงานจะถูกถ่ายทอดผ่าน ระบบตรวจวัดและ
อิเล็กทรอนิกส์ปรากฏบนจอภาพคล้ายกับภาพที่เห็นทางจอโทรทัศน์ สัญญาณที่ใช้ในการสร้างภาพมีหลาย
ชนิด เช่น อิเล็กตรอนทุติยภูมิ, อิเล็กตรอนกระเจิงกลับ หรือรังสีเอกซ์ เป็นต้น แสดงองค์ประกอบของ
เครื่องมือ ดังรูปที่ 2.20 เทคนิคนี้สามารถใช้ศึกษา สัณฐานวิทยาของชิ้นงาน สภาพผิวของชิ้นงาน 
จุดบกพร่องบริเวณใกล้ผิวชิ้นงาน โดยมีหลักการท างาน ดังนี้ 
 1. Electron gun ท าหน้าที่ผลิตกลุ่มอิเล็กตรอน 
 2. กลุ่มอิเล็กตรอนผ่าน condenser lenses กลายเป็นล าอิเล็กตรอน 
 3. ล าอิเล็กตรอนจะผ่าน objective lenses 
 4. ล าอิเล็กตรอนถกกราดลงบนผิวของชิ้นงาน เกิด secondary electron 
 5. สัญญาณจาก secondary electron ถูกแปลงไปเป็นสัญญาณปรากฏภาพบนจอรับภาพ (CRT) 

 
 
 
 

                                                   รูปท่ี 2.20 องค์ประกอบของเครื่อง  
                                                                   จลุทรรศนศาสตร์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด24 
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2.1.11 เทคนิคไซคลิกโวลแทมเมทรี 
  ไซคลิกโวลแทมเมทรี12 (Cyclic voltammetry) หรือโวลแทมเมทรีแบบรอบเป็นวิธีการ
สแกนศักย์ไฟฟ้าเชิงเส้นตรงแบบคลื่นรูปสามเหลี่ยม ดังรูปที่ 2.21 (a) ระบบประกอบไปด้วยขั้วไฟฟ้า 3 ขั้ว 
ได้แก่ขั้วไฟฟ้าท างาน (Working electrode) ขั้วไฟฟ้าอ้างอิง (Reference electrode) และขั้วไฟฟ้าช่วย 
(Counter electrode) ขั้วไฟฟ้าทั้งสามขั้วจุ่มอยู่ในสารละลายที่มีสารตัวอย่างที่ต้องการวิเคราะห์ และสาร
อิเล็กโทรไลต์ที่ไม่มีผลต่อการเกิดปฏิกิริยา โดยสารละลายอิเล็กโทรไลต์ใช้ในปริมาณที่มากเกินพอ  การ
สแกนศักย์ของเทคนิคนี้ คือให้ศักย์กับระบบที่ใช้ขั้วไฟฟ้าท างานแบบนิ่งขนาดเล็กจุ่มในสารละลายที่ไม่มีการ
คนหรือการกวน ซึ่งสัญญาณกระตุ้นแบบสามเหลี่ยมนี้เป็นการให้ศักย์ไฟฟ้าสองค่า ค่าแรกเป็นการเพ่ิม
ศักย์ไฟฟ้าแบบเส้นตรงไปจนถึงจุดสูงสุด แล้วลดลงแบบเส้นตรงโดยมีความชันเท่ากับความชันในช่วงแรก   
 

 
รูปที ่2.21 รูปคลื่นของการสแกนศักย์ในเทคนิคไซคลิกโวลแทมเมทรี25 (a) และสัญญาณกระแสสัมพันธ์กับ
ศักย์ที่ขั้วไฟฟ้าของไซคลิกโวลแทมโมแกรม (b) 
 
 โวลแทมเมทรีแบบรอบเป็นการสร้างความสัมพันธ์ระหว่างสัญญาณกระแสที่เกิดขึ้นกับศักย์ไฟฟ้า 
การตอบสนองที่อยู่ในรูปของการสแกนไปข้างหน้าและย้อนกลับ และการสแกนศักย์จากลบไปบวก ดังรูปที่ 
2.21 (b) เทคนิคไซคลิกโวลแทมเมทรีเป็นเทคนิคที่ใช้ในการยืนยันชนิดของสาร ซึ่งสามารถศึกษาได้จาก
เอกลักษณ์ของการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันหรือรีดักชันที่ศักย์ไฟฟ้าที่เป็นศักย์เฉพาะของสารนั้นๆ 
 
 2.1.12 เทคนิคโครโนแอมเพอโรเมทรี 
  เทคนิคโครโนแอมเพอโรเมทรี (Chronoamperometry) เป็นเทคนิคที่ประกอบด้วย
ขั้วไฟฟ้า 3 ขั้ว ได้แก่ ขั้วไฟฟ้าท างาน ขั้วไฟฟ้าอ้างอิง และขั้วไฟฟ้าช่วย เป็นเทคนิคที่ศึกษาปฏิกิริยาอิเล็ก
โตรไลซิสของสารที่สนใจภายใต้สภาวะที่มีการคนสารละลาย ท าให้มีการขนส่งสารละลายใหม่ๆไปยังผิวหน้า
ขั้วไฟฟ้าโดยวิธีกายภาพ เพ่ือให้เกิดกระบวนการรีดอกซ์อย่างต่อเนื่อง โดยชั้นของการแพร่จะถูกก าจัดโดย
ชั้นแคบๆ หลักการท างาน คือ ให้ศักย์ที่คงที่ระหว่างขั้วไฟฟ้าท างานและขั้วไฟฟ้าอ้างอิงที่เพียงพอในการท า
ให้เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันหรือรีดักชันของสารตัวอย่างที่ผิวหน้าของขั้วไฟฟ้า  และวัดสัญญาณกระแสที่ค่า
ความเข้มข้นต่างๆของสารตัวอย่าง  ท าให้เทคนิคนี้มีข้อดี คือ มีความไวในการตรวจวิเคราะห์สูง เนื่องจากมี
การขนส่งมวลสารภายใต้สภาวะไฮโดรไดนามิกดีมากขึ้น ท าให้สถานะคงตัวค่อนข้างเร็วและวัดสัญญาณ
กระแสได้แม่นย าสูง กระแสไฟฟ้าที่ได้จะขึ้นกับปริมาณสารที่เกิดปฏิกิริยารีดอกซ์บนผิวหน้าของขั้วไฟฟ้า
ตามเวลา โดยกระแสจะเกิดที่บริเวณชั้นกระแสการแพร่ (Diffusion current) ดังรูปที่ 2.22 

(a) (b) 
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รูปที่ 2.22 ความสัมพันธ์ระหว่างกระแสกับเวลา ศึกษาด้วยเทคนิคโครโนแอมเพอโรเมทรี26 

 
งานวิจัยนี้พัฒนาไบโอเซนเซอร์เพ่ือวิเคราะห์ปริมาณคาร์โบฟูแรนในข้าวหอมมะลิ รายละเอียด

คร่าวๆของข้าวหอมมะลิ ดังหัวข้อต่อไป 
 
 2.1.13 ข้าวหอมมะล ิ
  ข้าวหอมมะลิ1 (Thai Jasmine Rice) มีช่ือทางวิทยาศาสตร์ ว่า Oryz Sativa L. เป็นสาย
พันธุ์ข้าวที่มีถ่ินก าเนิดในประเทศไทยจัดเป็นข้าวนาปี ปลูกได้ เพียงปีละ 1 ครั้ง ลักษณะข้าวเปลือกเรียวยาว
เมื่อสีเป็น ข้าวสาร จะได้ ข้าวเมล็ดเรียว ยาว ขาวใสเป็นเงา แกร่ง มีท้อง ไข่น้อย มีกลิ่นหอมคล้าย ใบเตย
เป็นพันธุ์ข้าวที่นิยมบริโภคอย่างแพร่หลาย ทั้งในประเทศและต่างประเทศและเป็นพันธุ์ข้าวที่สร้าง ชื่อเสียง
ให้ข้าวไทยเป็นที่รู้จักท่ัวโลก 
 
แหล่งปลูกข้าวหอมมะลิท่ีส าคัญของไทย 
 ประเทศไทยถือเป็นแหล่งผลิตข้าวหอมมะลิที่มีคุณภาพดีที่สุดแห่งหนึ่ง โดยมีแหล่งเพาะปลูกส าคัญ 
ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ (เขตทุ่งกุลาร้องไห้) และมีพ้ืนที่เพาะปลูกครอบคลุมกว่า 19 ล้านไร่ทั่วประเทศ 
โดยมีแหล่งผลิตส าคัญ คือ จังหวัดสุรินทร์ บุรีรัมย์ ศรีสะเกษ นครราชสีมา อุบลราชธานี ร้อยเอ็ด รองลงมา
คือภาคเหนือ เนื่องจากสภาพดินฟ้าอากาศและพ้ืนที่เพาะปลูกของทั้งสองภาคคล้ายคลึงกัน เหมาะแก่การ
เจริญเติบโตของข้าวหอมมะลิ กล่าวคือ สภาพพ้ืนที่ส่วนใหญ่เป็นที่ดอน ฝนจะเริ่มตกตั้งแต่เดือนพฤษภาคม 
ชาวนาจะเริ่มหว่านไถ ในเดือนมิถุนายน และเพาะปลูกอยู่ในช่วงเดือนกรกฎาคมถึงสิงหาคม เมื่อฝนเริ่ม
หมด ปลายเดือนตุลาคมจนถึงต้นเดือนพฤศจิกายนจึงเริ่มเก็บเกี่ยวช่วงเดือนพฤศจิกายนความชื้นจะน้อย
เพราะเป็นช่วงที่ลมหนาวจากเมืองจีน เริ่มพัดเข้ามาในสองภาคนี้ ท าให้อากาศแห้งเหมาะในการเก็บเกี่ยว 
การตาก การนวด ก็ท าได้ง่าย เพราะน้ าแห้งนาหมดแล้ว ไม่มีฝน จึงท าให้ได้เมล็ดข้าวที่มีคุณภาพ  
 
คุณสมบัติของข้าวหอมมะลิ 
 ข้าวหอมมะลิที่นิยมปลูกและบริโภคกันอย่างแพร่หลายคือพันธุ์ ขาวดอกมะลิ 105 และ พันธุ์ กข.
15 ความหอมของข้าวหอมมะลิ เกิดจากสารระเหยชื่อ 2-acetyl-1-pyroline ซึ่งเป็นสารที่ระเหยหายไปได้ 
การรักษาความหอมของข้าวหอมที่ดีต้องเริ่มตั้งแต่ การเก็บเกี่ยว การเก็บรักษาข้าวเปลือกการสีข้าว และ
การเก็บรักษาข้าวที่สีเรียบร้อยแล้วการจะรักษาความหอมของข้าวเอาไว้ ต้องพยายามหลีกเลี่ยงสภาวะ
แวดล้อมที่ร้อน อบอ้าว และมีความชื้นสูง การตากแดดหรือใกล้สถานที่ร้อนจัดเป็นเวลานานๆ เป็น สิ่งที่
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ควรหลีกเลี่ยงอย่างยิ่งสภาวะที่เหมาะสมคือที่ที่มีอากาศค่อนข้างเย็น มีการถ่ายเทของอากาศดี ความชื้นไม่
สูง 
 ข้าวหอมใหม่ หมายถึงข้าวหอมท่ีพ่ึงเก็บเกี่ยวมาได้สักระยะหนึ่ง และมีการดูแลรักษาอย่างดี ก่อนที่
จะน ามาบริโภค ข้าวหอมใหม่จะให้ความหอมขณะหุงต้ม ซึ่งเป็นคุณสมบัติพิเศษที่แตกต่างจากข้าวชนิด
อ่ืนๆ นอกจากนี้ข้าวหอมท่ีหุงแล้ว ยังมีลักษณะ นุ่มเหนียว มียาง เกาะตัวกันพอสมควรมีรสชาติอร่อย 
 ข้าวหอมท่ีเก็บไว้นานขึ้น (ข้าวเก่า) คือ ข้าวที่เก็บเกี่ยวมาแล้วเก็บไว้เป็นเวลานาน 5-6 เดือนขึ้นไป 
ความหอมจะเจือจางลง รวมทั้ง ความนุ่มเหนียวลดลงด้วย เมื่อน าข้าวหอมนี้มาหุงจะต้องใช้ปริมาณน้ ามาก
ขึ้นกว่าข้าวใหม่ ถึงแม้ความหอมจะลดน้อยลงไปแต่ยังคงมี รสชาติอร่อยเหมือนเดิม ส่วนความนุ่มนวลนั้น 
แม้จะลดลงบ้างเมื่อเทียบกับข้าว-หอมใหม่ แต่ก็ไม่ร่วนแข็งกระด้างเหมือนข้าวชนิดอื่น ๆ 
  

ดังนั้น ผู้วิจัยได้พัฒนาไบโอเซนเซอร์เพ่ือใช้วิเคราะห์ปริมาณคาร์โบฟูแรนที่ปนเปื้อนในข้าวหอม
มะลิ ที่สุ่มเก็บมาจากตลาดในท้องถิ่น ได้แก่ ตลาดวารินเจริญศรี ตลาดแม่กิมเตียงและตลาดวาริน อ าเภอวา
รินช าราบ จังหวัดอุบลราชธานี ผู้วิจัยได้สร้างงานวิจัยนี้โดยท าการศึกษาค้นคว้างานวิจัยจากนักวิจัยหลาย
กลุ่มซึ่งได้รายงานไว้ในหัวข้อถัดไป 
 
2.2 ผลงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง  
 งานวิจัยนี้ได้ศึกษา พัฒนา และปรับปรุงจากงานวิจัยหลายกลุ่ม ดังนี้ 
  

2.2.1 ผลงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้องกับการพัฒนาไบโอเซนเซอร์ 
  ในปี ค.ศ. 2004 F. Mazzei และคณะ25 ศึกษาระบบตรวจวัดทางชีวไฟฟ้าเคมีส าหรับ
ตรวจวัดสารก าจัดศัตรูพืช โดยใช้กลไกการยับยั้งการท างานของเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส (Alkaline 
phosphatase, ALP) ด้วยสารก าจัดศัตรูพืชมาลาไธออน (Malathion) และ 2,4-ไดคลอโรฟีนอกซีอะซิติก
แอซิด (2,4-Dichlorophenoxyacetic acid, 2,4-D) ซึ่งเป็นสารจ าพวกออกาโนฟอสฟอรัสและออกาโน
คลอริเนต การเร่งปฏิกิริยาด้วยเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส ศึกษาในสองส่วน คือ แอมเพอโรเมทริกอัล
คาไลน์ฟอสฟาเตสไบโอเซนเซอร์ โดยใช้ 3-อินดอกซิลฟอสเฟต (3-Indoxyl phosphate) เป็นสารตั้งต้น 
และอีกส่วนคือระบบโวลแทมเมทรี โดยใช้ฟีนิลฟอสเฟต (Phenyl phosphate, PP) และ แอสคอร์เบต-2-
ฟอสเฟต (Ascorbate-2-phosphate, A-2-P) เป็นสารตั้งต้น ได้สภาวะที่เหมาะสมต่อการวิเคราะห์ คือ 
สารละลายไฮโดรคลอริกบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 0.1 โมลต่อลิตร pH 8.0 ระยะเวลาในการบ่มสาร 30 ถึง 60 
นาที และได้ช่วงความเป็นเส้นตรงของการวิเคราะห์มาลาไธออน และ 2,4-D เท่ากับ 1.5 ถึง 60 ไมโครกรัม
ต่อลิตร และ 0.2 ถึง 45 ไมโครกรัมต่อลิตร ตามล าดับ  ขีดจ ากัดในการตรวจพบของมาลาไธออน และ 2,4-
D เท่ากับ 0.5 และ 0.1 ไมโครกรัมต่อลิตร ตามล าดับ 
   

ในปี ค.ศ. 2008 G. Valdés-Ramírez และคณะ26 พัฒนาแอมเพอโรเมทริกอะซิทิลโคลีน
เอสเทอร์เรส (Acetylcholinesterase, AChE) ไบโอเซนเซอร์ ส าหรับตรวจหาปริมาณ คาร์โบฟูแรน 
(Carbofuran), คาร์บาริล (Carbaryl), เมทิลพาราออกซอน (Methyl paraoxon) และไดคลอวอส 
(Dichlorvos) ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่มีอะซิโตไนไตรล์ 5% ศึกษาไบโอเซนเซอร์ที่ต่างกัน 3 ขั้ว ใช้
เอนไซม์ต่างชนิด คือ เอนไซม์อะซิทิลโคลีนเอสเทอร์เรส จากปลาไหลไฟฟ้า จากการดัดแปลงพันธุกรรม 
(B394) และจากแมลงวันทอง (Wild-type B1) และใช้โคบอลต์พธาโลไซยานิน (Cobalt(II) 
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phthalocyanine) เพ่ือช่วยในการตรึงเอนไซม์โดยเกิดการเชื่อมพันธะกับโพลิไวนิลแอลกอฮอล์ และน าไป
ทดสอบสารก าจัดศัตรูพืชทั้ง 4 ชนิด ผลการทดลองพบว่า ไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นมีความเสถียรของการ
วิเคราะห์ การตรึงเอนไซม์มีความคงที่ สามารถเก็บไบโอเซนเซอร์ไว้ได้นาน ขีดจ ากัดที่ตรวจวัดได้ด้วย
เอนไซม์ B394 พบ ไดคลอวอส 9.6×10−11 โมลต่อลิตร เมทิลพาราออกซอน 2.7×10−9 โมลต่อลิตร 
เอนไซม์ B1 พบ คาร์โบฟูแรน 4.5×10−9 โมลต่อลิตร และทั้งเอนไซม์ B1 และเอนไซม์จากปลาไหลไฟฟ้า
พบ คาร์บาริล 1.6×10−7 โมลต่อลิตร หลังจากนั้นน าไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นไปตรวจวัดสารก าจัดศัตรูพืช
ที่เติมลงในตัวอย่างผลไม้แอปเปิ้ลให้ผลการทดลองที่ดีสามารถใช้งานได้จริง 
   

ในปี ค.ศ. 2008 C. Mousty และคณะ27 พัฒนาอัลคาไลน์ฟอสฟาเตสไบโอเซนเซอร์โดย
ตรึงเอนไซม์แบบกายภาพ ใช้ไฮดรอกไซด์เมทริกซ์ที่มีชั้นไฮดรอกไซด์ 2 ชั้น (Different layered double 
hydroxides, LDH) ที่เกิดจาก Zn2Al–Cl และ Mg2Al–CO3 ท าการพิสูจน์เอกลักษณ์ของเมมเบรน 
ALP/LDH หาสภาวะของวิธีการตรึงเอนไซม์ การเข้ากันได้ของสาร และผลของสารละลายบัฟเฟอร์ ผลการ
ทดลองพบว่าวัสดุขนาดนาโน MgAl–LDH ช่วยเพ่ิมความเสถียรในการตรึงเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส 
และใช้ 25 % กลูตารัลดีไฮด์ที่อ่ิมตัวในการเชื่อมไขว้สารชีวโมเลกุลเข้าด้วยกันการท างานร่วมกันของการ
ตรึง LDH กับ สารตั้งต้นไฮโดรควิโนนไดฟอสเฟต (Hydroquinone diphosphate, HQDP) ให้การ
ตอบสนองที่รวดเร็ว และมีศักย์กระตุ้นการท างานของไบโอเซนเซอร์ ALP/MgAl–LDH ที่ 0.4 โวลต์ ดังรูปที่ 
2.26 

 

 
รูปที่ 2.23 ปฏิกิริยาของ HQDP และไซคลิกโวลแทมโมแกรม27 ของ (a) 1 mM HQDP, (b) 1 mM 
HQDP+  ALP และ (c) 1 mM HQ  ในสารละลายบัฟเฟอร์ Tris–HCl pH 8.5 อัตราการสแกน 50 mV.s−1 
   

ในปี ค.ศ. 2010 งานวิจัยระดับปริญญาตรีของ นีรนุช สุพร28 พัฒนาไบโอเซนเซอร์ส าหรับ
วิเคราะห์ปริมาณคาร์โบฟูแรนด้วยวิธีเคราะห์ทางอ้อม ตรึงและใช้ประโยชน์ของเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟา
เตสจากการยับยั้งการท างานด้วยคาร์โบฟูแรน โดยตรึงเอนไซม์แบบเคมีบนผิวหน้าของคาร์บอนเพส ศึกษา
สภาวะที่เหมาะสมต่อการวิเคราะห์ ได้ผลการทดลอง ดังนี้ ศักย์กระตุ้นสารตัวกลางทางไฟฟ้า +0.75 โวลต์ 
เทียบกับข้ัวไฟฟ้าอ้างอิง ซิลเวอร์-ซิลเวอร์คลอไรด์ สภาวะความเป็นกรด-เบสของสารละลายบัฟเฟอร์ ที่ pH 
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7.5 ได้ช่วงความเป็นเส้นตรงของการวิเคราะห์คาร์โบฟูแรน 0.5 ถึง 3.5 ไมโครกรัมต่อลิตร และ 4.0 ถึง 7.5 
ไมโครกรัมต่อลิตร ความไวของการตรวจวัด คือ -2.78 ร้อยละการยับยั้ง.ลิตรต่อไมโครกรัม ขีดจ ากัดในการ
ตรวจพบของคาร์โบฟูแรน 0.53 ไมโครกรัมต่อลิตร และขีดจ ากัดที่ตรวจวัดปริมาณได้ ของคาร์โบฟูแรน 1.0 
ไมโครกรัมต่อลิตร  
   

ในปี ค.ศ. 2010 E. Akyilmaz และคณะ29 พัฒนาไบโอเซนเซอร์ตรวจวัดคาเฟอีน อาศัย
หลักการยับยั้งการท างานของเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส โดยการตรึงทางเคมีของเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอส
ฟาเตสกับสารเชื่อมไขว้กลูตารัลดีไฮด์บนขั้วไฟฟ้าพิมพ์สกรีนทองที่ปรับปรุงผิวหน้าขั้วด้วยชั้นของซิสเทมีน 
(Cysteamine) ซึ่งคาเฟอีนจะไปยับยั้งเอนไซม์แบบแข่งขันใช้หลักการนี้ในการสร้างไบโอเซนเซอร์เพ่ือ
วิเคราะห์หาปริมาณคาเฟอีน พบว่าสภาวะความเป็นกรด-เบสของสารละลายไกลซีนบัฟเฟอร์ ที่ความ
เข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ pH 10.5 อุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการวิเคราะห์ 30 องศาเซลเซียส ได้ช่วงความเป็น
เส้นตรงของการวิเคราะห์คาเฟอีน 0.1 ถึง 10 ไมโครโมลาร์ ขีดจ ากัดในการตรวจพบ 0.08 ไมโครโมลาร์  
 

ในปี ค.ศ. 2011 งานวิจัยระดับปริญญาตรีของยุวันดา วงษา17 พัฒนาไบเอนไซมาติก
ไบโอเซนเซอร์ตรึงด้วยเอนไซม์ 2 ชนิด คือ เอนไซม์กลูโคสออกซิเดสและเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสบน
ผิวหน้าขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพส เพื่อวิเคราะห์ปริมาณปรอทและคาร์โบฟูแรน อาศัยหลักการยับยั้งการท างาน
ของเอนไซม์ โดยปรอทสามารถยับยั้งการท างานของเอนไซม์กลูโคสออกซิเดส และคาร์โบฟูแรนสามารถ
ยับยั้งการท างานของเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส วิเคราะห์หาปริมาณปรอทและคาร์โบฟูแรนด้วย
หลักการวิเคราะห์ทางอ้อม ประเมินการท างานของไบเอนไซมาติกไบโอเซนเซอร์ในการวิเคราะห์หาปริมาณ
ปรอทในน้ าตัวอย่างที่มีการเติมปรอท 2 มิลลิกรัมต่อลิตร และสารตัวอย่างมาตรฐานที่มีการรับรองจาก
สถาบันวิจัยแห่งชาติประเทศแคนาดา (สารตัวอย่างปลาฉลามหนู , DORM-2) ที่รับรองปริมาณปรอท 4.64 
± 0.26 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ผลการวิเคราะห์ตรวจพบปริมาณปรอทที่ 2.17 ± 0.09 มิลลิกรัมต่อลิตร และ 
4.29 ± 0.05 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ตามล าดับ และวิเคราะห์ปริมาณคาร์โบฟูแรนในตัวอย่างพริกขี้หนู และ
พริกขาว จากตลาดสดท้องถิ่น อ.วารินช าราบ จ.อุบลราชธานี ผลการวิเคราะห์ตรวจพบปริมาณคาร์โบฟู
แรนที่ 5.55 ± 0.07 และ 5.52 ± 0.06 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ตามล าดับ และประเมินการท างานเทียบกับ
เทคนิคมาตรฐานอะตอมมิกแอบซอร์พชันสเปกโตรเมทรีส าหรับวิเคราะห์ปริมาณปรอท และเทคนิค
มาตรฐานยูวี-วิสิเบิล สเปกโตรเมทรีส าหรับวิเคราะห์ปริมาณคาร์โบฟูแรน เมื่อเปรียบเทียบทางสถิติพบว่าไม่
มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ แสดงว่าสามารถน าไบเอนไซมาติกไบโอเซนเซอร์นี้ไปตรวจวัดในตัวอย่าง
จริงได ้
   

ในปี ค.ศ. 2011 S. B. Adeloju และคณะ30 ศึกษาความเป็นไปได้ของการใช้โบวีน
เซรัมอัลบูมิน (Bovine serum albumin, BSA) และกลูตารัลดีไฮด์ (Glutaraldehyde, GLA) ในชั้นของ
การเชื่อมไขว้ตรึงสารเพียวรีน นิวคลีโอไซด์ ฟอสฟอรีเลส (Purine nucleoside phosphorylase, PNP) 
กับสารแซนทีนออกซิเดส (Xanthine oxidase, XOD) เพ่ือพัฒนาเป็นโพเทนชิโอเมทริกฟอสเฟต
ไบโอเซนเซอร์ ซึ่งจะแบ่งเป็นชั้นภายใน คือ ชั้นของ BSA–GLA และชั้นภายนอก คือ ชั้นของ BSA–GLA–
PNP–XOD โดยการรวมกันของชั้น BSA–GLA จะช่วยเพ่ิมการยึดเกาะของชั้น BSA–GLA–PNP–XOD ได้ดี 
ส่งผลให้เพ่ิมความเสถียรให้แก่ฟอสเฟตไบโอเซนเซอร์ได้ดียิ่งขึ้น เมื่อศึกษาสภาวะที่เหมาะสม พบว่า การ
ตรึงเอนไซม์ในชั้นนอกจะใช้ กลูตารัลดีไฮด์ ร้อยละ 4.5 โดยปริมาตร โบวีนเซรัมอัลบูมิน ร้อยละ 6.8 โดย
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มวลต่อปริมาตร อัตราส่วนแซนทีนออกซิเดสต่อเพียวรีน นิวคลีโอไซด์ ฟอสฟอรีเลส เท่ากับ 1:8 และ
ระยะเวลาที่ฟิล์มแห้ง 30 นาที สารละลาย Tris-HCl บัฟเฟอร์ pH 6.8 ได้ช่วงความเป็นเส้นตรงของการ
วิเคราะห์ฟอสเฟต 40 ถึง 120 ไมโครโมลต่อลิตร ขีดจ ากัดในการตรวจพบของฟอสเฟต 20 ไมโครโมลต่อ
ลิตร และไบโอเซนเซอร์มีความเสถียร 21 วัน  
   

ในปี ค.ศ. 2012 X. Sun และคณะ2 พัฒนาแอมเพอโรเมทริกอิมมูโนเซนเซอร์ส าหรับ
ตรวจวัดปริมาณคาร์โบฟูแรน โดยการตรึงเยื่อหลายชั้นของทองคริสตัลขนาดนาโน (Gold nanocrystals, 
DpAu) และ 4-4’-ไธโอบิสเบนซีนไทออล (4,40-Thiobisbenzenethiol, DMDPSE)ลงบนขั้วไฟฟ้าทองเพ่ือ
สร้างแอมเพอโรเมทริกอิมมูโนเซนเซอร์ วิเคราะห์พิสูจน์เอกลักษณ์ด้วยเทคนิคไซคลิกโวลแทมเมทรี (Cyclic 
voltammetry, CV) และเทคนิคการวัดความต้านทานเชิงซ้อนทางไฟฟ้าเคมี (Electrochemical 
impedance spectroscopy, EIS) ศึกษาปฏิกิริยาอิมมูโนระหว่างแอนติคาร์โบฟูแรน โมโนโคลนอล 
แอนติบอดี กับคาร์โบฟูแรน ด้วยเทคนิคดิฟเฟอร์เรนเชียลพัลส์โวลแทมเมทรี (Differential pulse 
voltammetry, DPV) และได้ช่วงความเป็นเส้นตรงของการวิเคราะห์คาร์โบฟูแรน 0.1 x106 ถึง 1.0x106 
นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ขีดจ ากัดในการตรวจพบ 0.06 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร อิมมูโนเซนเซอร์นี้มีช่วงการ
วิเคราะห์กว้าง แม่นย า เสถียร จ าเพาะเจาะจงกับสารและสามารถน ากลับมาใช้ใหม่ได้ เมื่อน ามาตรวจวัดใน
สารตัวอย่างผักกาดหอม กะหล่ าปลี พริกเขียว มะเขือเทศ กระเทียมจีน และสตรอเบอร์รี่ พบร้อยละการได้
กลับคืน ร้อยละ 82.0 -109.2 แสดงให้เห็นว่าอิมมูโนเซนเซอร์นี้สามารถน าไปใช้งานได้จริงในการตรวจหา
ปริมาณคาร์โบฟูแรนในพืช ผัก ผลไม้ 
   

ในปี ค.ศ. 2013 A. Samphao และคณะ26 พัฒนาแอมแปโรเมทริกไบโอเซนเซอร์เพ่ือท า
การตรวจวัดปริมาณคาร์โบฟูแรนด้วยการวิเคราะห์ทางอ้อม อาศัยหลักการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ 
โดยคาร์โบฟูแรนจะยับยั้งการท างานของเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสที่ตรึงอยู่บนผิวหน้าขั้วไฟฟ้าคาร์บอน
เพส เทคนิคที่ใช้ในการวิเคราะห์ คือ เทคนิคโคนโนแอมเพอโรเมทรี ผลการทดลองสภาวะที่เมาะสมต่อการ
วิเคราะห์ คือ ศักย์กระตุ้น +0.75 โวลต์เทียบกับขั้วไฟฟ้าอ้างอิง ซิลเวอร์-ซิลเวอร์คลอไรด์ สารละลาย
ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ ความเข้มข้น 0.1 โมลต่อลิตร pH 8.5 พบช่วงความเป็นเส้นตรงของการวิเคราะห์คาร์โบ
ฟูแรน 10 ถึง 97 ไมโครกรัมต่อลิตร ขีดจ ากัดในการตรวจพบ 10 ไมโครกรัมต่อลิตร ความเที่ยงของการ
วิเคราะห์ ร้อยละ 2.3 ของค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (ทดลอง 3 ครั้ง) และมีความเที่ยงของ
ไบโอเซนเซอร์ ร้อยละ 3.4 (3 ขั้ว) 
   

ในปี ค.ศ. 2013 Q. Zhou และคณะ31 พัฒนาแอมเพอโรเมทริกอะซิทิลโคลีนเอสเทอร์เรส 
(AChE) ไบโอเซนเซอร์ โดยใช้อนุภาคทินไดออกไซด์ขนาดนาโน (SnO2 NPs), คาร์บอกซิลิกกราฟีน 
(Carboxylicgraphene, CGR) และ เนฟิออน (Nafion, NF) ปรับปรุงบนขั้วไฟฟ้าแกลสซีคาร์บอน (GCE) 
เพ่ือท าการตรวจวัด เมทิลพาราไทออล (Methyl parathion) และ คาร์โบฟูแรน (Carbofuran) ท าการ
พิสูจน์เอกลักษณ์ของสารที่เตรียมด้วยเทคนิคจุลทรรศนศาสตร์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด  (Scanning 
electron microscopy, SEM) เทคนิคเอกซเรย์ดิฟแฟรกชัน (X-ray diffraction, XRD) และเทคนิคฟูเรียร์
ทรานสฟอร์ม อินฟราเรดสเปกโตรสโกปี (Fourier transform infrared spectro scopy, FTIR) และ
ศึกษาผลของการท างานของเอนไซม์โดยมีอะซิทิลไธโอโคลีน คลอไรด์ (ATCl) เป็นสารตั้งต้น ผลการทดลอง
สภาวะที่เหมาะสมต่อการวิเคราะห์คือ สารละลายอะซิทิลไธโอโคลีน คลอไรด์  pH 7.4 สารละลายฟอสเฟต
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บัฟเฟอร์ ความเข้มข้น 0.1 โมลต่อลิตร pH 7.4  และได้ช่วงความเป็นเส้นตรงของการวิเคราะห์เมทิลพารา
ไทออล 10−13 ถึง 10−10 โมลต่อลิตร และ 10−10 ถึง 10−8 โมลต่อลิตร และช่วงความเป็นเส้นตรงของการ
วิเคราะห์คาร์โบฟูแรน 10−12 ถึง 10−10 โมลต่อลิตร และ 10−10 ถึง 10−8 โมลต่อลิตร  ขีดจ ากัดในการตรวจ
พบของ เมทิลพาราไทออล 5x10−14 โมลต่อลิตร และ คาร์โบฟูแรน 5x10−13 โมลต่อลิตร  
   

ในปี ค.ศ. 2014 T. Jeyapragasam และคณะ5 พัฒนาสแควร์เวฟโวลแทมเมทริก
ไบโอเซนเซอร์ความไวสูงส าหรับตรวจวัดปริมาณคาร์โบฟูแรน โดยปรับปรุงผิวหน้าขั้วไฟฟ้าแกลสซีคาร์บอน
ด้วยการตรึงเอนไซม์อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรส (AChE) บนฟิล์มไอรอนออกไซด์-ไคโตซานขนาดนาโน 
(AChE/Fe3O43-CH/GCE) พิสูจน์เอกลักษณ์ของสารที่เตรียมด้วยเทคนิคฟูเรียร์ ทรานสฟอร์ม อินฟราเรดส
เปกโตรสโกปี (Fourier transform infrared spectroscopy, FTIR) และวิเคราะห์การตรึงเอนไซม์บนฟิล์ม
ด้วยเทคนิคความต้านทานเชิงซ้อนทางไฟฟ้าเคมี (Electrochemical impedance spectroscopy, EIS) 
เทคนิคจุลทรรศนศาสตร์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning electron microscopy, SEM) และกล้อง
จุลทรรศน์แบบแรงอะตอม (Atomic force microscope, AFM) ศึกษาการยับยั้งการท างานของ
เอนไซม์อะซิทิลโคลีนเอสเทอเรสด้วยคาร์โบฟูแรน โดยมีอะซิทิลไธโอโคลีน คลอไรด์ (ATCl) เป็นสารตั้งต้น 
ผลการทดลองพบว่าเอนไซม์ที่ตรึงลงบนฟิล์มไอรอนออกไซด์-ไคโตซานขนาดนาโนมีการปกคลุมบนผิวของ
แผ่นฟิล์มโดยสังเกตจากภาพของเทคนิค SEM และ AFM ดังรูปที่ 2.27  ผลการศึกษาจาก AFM ของ 
Fe3O4–CH (C) 2D, (D) 3D และ AChE/ Fe3O4–CH (E) 2D, (F) 3D เมื่อน าไบโอเซนเซอร์มาวิเคราะห์ทาง
เคมีไฟฟ้าได้สภาวะที่เหมาะสมต่อการวิเคราะห์ คือ ความเข้มข้นของอะซิทิลไธโอโคลีน คลอไรด์ 1.0x10-3 
โมลต่อลิตร ความเข้มข้นของคาร์โบฟูแรน 1.0x10-5 โมลต่อลิตร ระยะเวลาในการบ่มตัวยับยั้งใช้เวลา 15 
นาที ได้ช่วงความเป็นเส้นตรงของการวิเคราะห์คาร์โบฟูแรน 5.0x10-9 ถึง 9.0x10-8 โมลต่อลิตร ขีดจ ากัดใน
การตรวจพบ 3.6x10-9 โมลต่อลิตร และน าไบโอเซนเซอร์ไปตรวจวัดหาปริมาณคาร์โบฟูแรนในตัวอย่าง
พบว่ามีร้อยละการได้กลับคืน ร้อยละ 96 ถึง 97 และเมื่อเปรียบเทียบกับเทคนิคมาตรฐานโครมาโทกราฟี
ของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC) พบว่าไม่มีความแตกต่างกัน แสดงให้เห็นว่าไบโอเซนเซอร์นี้สามารถน าไปใช้
วัดปริมาณคาร์โบฟูแรนในตัวอย่างได้จริง 
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รูปที่ 2.24 ภาพถ่าย SEM ของ (A) Fe3O4–CH และ (B) AChE/Fe3O4–CH5 

   
ในปี ค.ศ. 2015 G. F. Grawe และคณะ32 พัฒนาไบโอเซนเซอร์ โดยการตรึง Isolated 

endophytic fungus Eupenicillium shearii FREI-39 esterase บน Halloysite nanotubes (HNTs) 
ด้วยวิธีการดูดซับทางกายภาพ และใช้ผงกราไฟต์ คาร์บอนนาโนทิวบ์ผนังหลายชั้น และมิเนอร์รอลออย 
ส าหรับตรวจวัดหาปริมาณคาร์โบฟูแรน โดยการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ ผ่านวิธีสแควร์เวฟโวลแทม
เมทรี (SWV) ผลการทดลองการดูดซับของเอนไซม์บน Halloysite nanotubes  ดังรูปที่ 2.28 ภาพถ่าย 
SEM ของ HNTs และ endophytic extract ตรึงบน HNTs ได้สภาวะที่เหมาะสมต่อการวิเคราะห์ คือ 
ปริมาณเอนไซม์ 0.5 ยูนิต ระยะเวลาในการบ่มเอนไซม์กับตัวยับยั้งในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 5 นาที 
ได้ช่วงความเป็นเส้นตรงของการวิเคราะห์คาร์โบฟูแรน 5.0 ถึง 100.0 ไมโครกรัมต่อลิตร ขีดจ ากัดในการ
ตรวจพบ 1.69 ไมโครกรัมต่อลิตร ขีดจ ากัดที่ตรวจวัดปริมาณได้ 5.13 ไมโครกรัมต่อลิตร และร้อยละการได้
กลับคืนอยู่ในช่วง ร้อยละ 103.8 ± 6.7 ถึงร้อยละ 106.7 ± 9.7 ความเสถียรของไบโอเซนเซอร์ 20 สัปดาห์ 
เมื่อน าไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนานี้ไปตรวจวัดคาร์โบฟูแรนในตัวอย่างน้ าเทียบกับวิธีมาตรฐาน พบว่า ไม่มีความ
แตกต่างที่ระดับความเชื่อมั่นที่ร้อยละ 95 ด้านสถิติค่าที (t-test) 
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รูปที่ 2.25 ภาพถ่าย SEM ของ (A) HNTs และ (B) endophytic extract ตรึงบน HNTs32 

  
2.2.2 ผลงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้องกับวิธีการสกัดคาร์โบฟูแรนจากสารตัวอย่าง 

  ในปี ค.ศ. 2005 J. F. Huertas-Pérez และคณะ33  วิเคราะห์ปริมาณคาร์โบฟูแรนใน
ตัวอย่างผักกาดหอมด้วยเทคนิค Flow-injection chemiluminescence ท าการสกัดสารคาร์โบฟูแรนโดย 
ชั่งตัวอย่างผักกาดหอมมา 20 กรัม หลังจากนั้นเติมคาร์โบฟูแรนที่ทราบความเข้มข้น (2-4 มิลลิกรัมต่อลิตร) 
ทิ้งไว้ 5 นาที จากนั้นหั่นตัวอย่างให้เป็นชิ้นเล็กๆ แล้วสกัดด้วยเอทิลอะซิเตท (Ethyl acetate) 35 มิลลิลิตร 
และก าจัดน้ าด้วยแอนไฮดรัสโซเดียมซัลเฟต (anh. Na2SO4) 30 กรัม แล้วน าสารที่ได้ไปกรองโดยใช้ตัว
กรองสุญญากาศ (Vacuum) โดยใช้เอทิลอะซิเตทปริมาตร 15 มิลลิลิตร ล้างกระดาษกรองและขวดรูปชมพู่ 
หลังจากนั้นก าจัดตัวท าละลายโดยเครื่องกลั่นระเหยสารแบบหมุน (Rotary evaporator) ให้เหลือปริมาตร 
2 มิลลิลิตร แล้วเติมเอทิลอะซิเตทปริมาตร 3 มิลลิลิตร และน าสารที่ได้ไปผ่านตัวกรองอะลูมินา (Alumina 
cartridge, มีอะลูมินา 1.5 กรัม) ชะด้วยเมทานอล 3 มิลลิลิตร และน้ า 3 มิลลิลิตร ก าจัดตัวท าละลายด้วย
แก๊สไนโตรเจน (Nitrogen stream) จนกว่าแห้ง ได้ช่วงความเป็นเส้นตรงของการวิเคราะห์คาร์โบฟูแรน 
0.06 ถึง 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และขีดจ ากัดในการตรวจพบ 0.02 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  
   

ในปี ค.ศ. 2012 X. Sun และคณะ34  พัฒนาแอมเพอโรเมทริกอิมมูโนเซนเซอร์ส าหรับ
ตรวจวัดปริมาณคาร์โบฟูแรนในกะหล่ าปลี โดยใช้อนุภาคทองขนาดนาโน (AuNPs) แมกเนติก (Fe3O4) ท่อ
คาร์บอนผนังหลายชั้น (FCNTs) และไคโตซาน (CS) ได้เป็นอนุภาค AuNPs/CS-Fe3O4-FCNTs สร้างขึ้น
เป็นแผ่นฟิล์มด้วยโบวีนเซรัมอัลบูมิน (BSA) และปรับปรุงผิวหน้าขั้วไฟฟ้าแกลสซีคาร์บอน สกัดสารคาร์โบฟู
แรนจากกะหล่ าปลี โดยเริ่มต้นจากล้างด้วยน้ าปราศจากไอออน 3 ครั้ง แล้วพ่นคาร์โบฟูแรนความเข้มข้น
ต่างๆลงบนผิวตัวอย่าง ทิ้งไว้ 24 ชม. หลังจากนั้นเอาตัวอย่างมา 10 กรัม หั่นให้เป็นชิ้นเล็กๆ แล้วสกัดด้วย 
เมทานอลร้อยละ 85 โดยปริมาตร ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์โดยใช้ เครื่อง 
อัลตราโซนิคเป็นเวลา 45 นาที แล้วเอาออกมาแยกสารปั่นเหวี่ยงเป็นเวลา 10 นาที ด้วยความเร็ว 6000 
rpm และเก็บส่วนของของเหลวไปวิเคราะห์ ได้ช่วงความเป็นเส้นตรงของการวิเคราะห์คาร์โบฟูแรน 1 ถึง 
100 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร และ 0.1 ถึง 200 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร มีขีดจ ากัดในการตรวจพบ 0.032 นา
โนกรัมต่อมิลลิลิตร ในการศึกษาในสารตัวอย่าง พบร้อยละการได้กลับคืนถึงร้อยละ 90.7 ถึง ร้อยละ 110.4 
และพบว่าแอมเพอโรเมทริกอิมมูโนเซนเซอร์นี้ มีความเที่ยงสูง ความไวในการตรวจวัดสูง และมีความเสถียร 
สามารถน าไปใช้วัดปริมาณคาร์โบฟูแรนในตัวอย่างจริงได้ 
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ในปี ค.ศ. 2012 งานวิจัยระดับปริญญาโทของสุภาพร บ้งพรม35 ศึกษาการวิเคราะห์
ปริมาณสารก าจัดแมลงคาร์โบฟูแรนด้วยเทคนิควัดสีในพริกขี้หนูสด 10 ตัวอย่าง ที่สุ่มเก็บจาดพ้ืนที่จังหวัด
อุบลราชธานี อาศัยหลักการเกิดปฏิกิริยาคู่ควบ กับปฏิกิริยาไดอะโซไทเซชันของสารคาร์โบฟูแรนกับสาร
พาราไนโตรอะนิลีน (p-nitroaniine, PNA) ภายใต้สภาวะเบส ท าให้เกิดสารประกอบเชิงซ้อนสีไวน์แดงที่
ดูดกลืนแสงสูงสุดที่ความยาวคลื่น 525 นาโนเมตร สภาวะที่เหมาะต่อการวิเคราะห์ปริมาณคาร์โบฟูแรน คือ 
คาร์โบฟูแรน 3.12 มิลลิกรัมต่อลิตร สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 6.3 กรัมต่อลิตร สารละลายพาราไน
โตรอะนิลีน 20 มิลลิกรัมต่อลิตร และสารละลายโซเดียมไนไตรต์ 40 มิลลิกรัมต่อลิตร (ใน 25 มิลลิลิตร) 
สภาพความเป็นกรด-เบส เท่ากับ 11.8 ได้ช่วงความเป็นเส้นตรงของการวิเคราะห์คาร์โบฟูแรน 0.5 ถึง 10 
มิลลิกรัมต่อลิตร ขีดจ ากัดในการตรวจพบ 0.03 มิลลิกรัมต่อลิตร และขีดจ ากัดที่ตรวจวัดปริมาณได้ 0.11 
มิลลิกรัมต่อลิตร เมื่อวิเคราะห์ปริมาณสารคาร์โบฟูแรนในพริกขี้หนูสด 10 ตัวอย่าง ด้วยเทคนิควัดสีพบการ
ปนเปื้อนที่ระดับความเข้มข้น 4.99 ถึง 10.32 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม  


