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บทที่ 4 
ผลการทดลองและวิจารณ์ผลการทดลอง 

  
 งานวิจัยนี้ปรับปรุงขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพสพัฒนาเป็นไบโอเซนเซอร์ส าหรับตรวจวัดคาร์โบฟูแรนโดยการ
ตรึงทางเคมีของเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส โบวีนเซรัมอัลบูมิน กลีเซอรอลและกลูตารัลดีไฮด์  เพ่ือเพ่ิม
ประสิทธิภาพในการตรวจวัด ป้องกันการหลุดของเอนไซม์ออกจากผิวหน้าขั้วไฟฟ้า การวิเคราะห์ปริมาณคาร์
โบฟูแรนอาศัยหลักการของเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสเร่งปฏิกิริยาฟอสโฟรีเลชันของไดโซเดียมฟีนิล
ฟอสเฟตให้ผลิตภัณฑ์ฟีนอลและกรดฟอสฟอริก ให้ศักย์กระตุ้นที่เหมาะสมต่อการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน
ของฟีนอลจะให้ผลิตภัณฑ์เป็นเบนโซควิโนน โปรตอน และอิเล็กตรอน โดยอิเล็กตรอนเป็นสัญญาณเฉพาะที่
เครื่องแปลงสัญญาณสามารถรับและแปลงสัญญาณนี้เป็นสัญญาณทางไฟฟ้าได้  

นอกจากนี้งานวิจัยได้ท าการตรวจวัดปริมาณคาร์โบฟูแรนด้วยไบโอเซนเซอร์โดยอาศัยหลักการ
วิเคราะห์ทางอ้อมของไบโอเซนเซอร์ คือคาร์โบฟูแรนสามารถยับยั้งการท างานของเอนไซม์ที่เร่งปฏิกิริยาดีฟอส
โฟรีเลชันของไดโซเดียมฟีนิลฟอสเฟต โดยคาร์โบฟูแรนสร้างพันธะกับหมู่ไฮดรอกซิลของกรดอะมิโนเซอรีนใน
โครงสร้างของเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส ท าให้เอนไซม์เสื่อมสภาพไปหรือถูกยับยั้งท าให้ผลิตฟีนอลได้ลดลง 
ค่าสัญญาณกระแสที่ได้จึงลดลงตามล าดับ สัญญาณที่ลดลงแปรผันตามปริมาณท่ีเพ่ิมขึ้นของคาร์โบฟูแรน 
 ดังนั้น งานวิจัยเริ่มต้นจากการปรับปรุงขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพสเพ่ือพัฒนาเป็นไบโอเซนเซอร์ให้มี
ประสิทธิภาพจ าเป็นต้องศึกษาเอกลักษณ์ของผิวหน้าขั้วไฟฟ้าด้วยเทคนิคจุลทรรศนศาสตร์อิเล็กตรอนแบบส่อง
กราดและยืนยันการผลิตสารตัวกลางทางไฟฟ้าคือฟีนอลที่เกิดจากการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอส
ฟาเตสด้วยเทคนิคไซคลิกโวลแทมเมทรี หลังจากนั้นศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการยับยั้งการท างานของ
เอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส โดยศึกษาปริมาณของเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส ระยะเวลาในการเชื่อมไขว้
เอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสกับกลูตารัลดีไฮด์ ปริมาณโบวีนเซรัมอัลบูมิน ศักย์ไฟฟ้าที่เหมาะสม สภาวะ pH 
ของสารละลายบัฟเฟอร์ และปริมาณของไดโซเดียมฟีนิลฟอสเฟตที่เหมาะสมต่อการท างานของไบโอเซนเซอร์  
และประเมินการท างานของไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้น โดยศึกษาถึงช่วงความเป็นเส้นตรงในการวิเคราะห์ 
ความไวในการตรวจวัด ขีดจ ากัดในการตรวจพบและตรวจวัด ความเท่ียงของการวิเคราะห์ จากนั้นประเมินการ
ท างานของไบโอเซนเซอร์ โดยวิเคราะห์คาร์โบฟูแรนในข้าวหอมมะลิที่สุ่มเก็บมาจาก พ้ืนที่ อ.วารินช าราบ จ.
อุบลราชธานี และเปรียบเทียบผลการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคมาตรฐานโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 
 
4.1 ผลการพิสูจน์เอกลักษณ์ของผิวหน้าขั้วไฟฟ้า ด้วยเทคนิคจุลทรรศนศาสตร์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด 
 เพ่ือศึกษาลักษณะพ้ืนผิวของผิวหน้าขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพส ผู้วิจัยได้พิสูจน์เอกลักษณ์ด้วยเทคนิคจุล
ทรรศนศาสตร์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด ซึ่งเป็นเทคนิคที่เหมาะสมกับการศึกษารายละเอียดลักษณะพ้ืนผิว ดัง
รูปที่ 4.1  
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รูปที่ 4.1 รูปร่างลักษณะพ้ืนผิวของขั้วไฟฟ้า: (a) คาร์บอนเพส, (b) คาร์บอนเพสที่ตรึงด้วยเอนไซม์อัลคาไลน์
ฟอสฟาเตส และ (c) คาร์บอนเพสที่ตรึงด้วยเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสและโบวีนเซรัมอัลบูมิน ศึกษาด้วย
กล้องจุลทรรศนศาสตร์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด 
  

ผลการศึกษาพบว่า อนุภาคของคาร์บอนมีรูปร่างเป็นทรงกลมและซ้อนกันอยู่ ดังรูปที่ 4.1(a) เมื่อตรึง
เอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสลงบนคาร์บอนเพสจะเห็นว่า มีสารเกาะอยู่กับคาร์บอนเพส ซึ่งเกิดจาก
เอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสไปเกาะอยู่บนพ้ืนผิวของคาร์บอนเพส ดังรูปที่ 4.1(b) และเมื่อตรึงเอนไซม์อัล
คาไลน์ฟอสฟาเตสและโบวีนเซรัมอัลบูมินลงบนคาร์บอนเพสจะเห็นว่า มีสารเกาะตัวกันบนผิวหน้าคาร์บอน
เพสซึ่งเกิดจากเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสและโบวีนเซรัมอัลบูมินเกิดการสร้างพันธะกันส่งผลให้กลุ่มก้อน
โปรตีนนั้นมีขนาดใหญ่ขึ้น 
 
4.2 ผลการพิสูจน์เอกลักษณ์ของขั้วไฟฟ้า ด้วยเทคนิคไซคลิกโวลแทมเมทรี 
 การทดลองนี้ ยื นยั นการท า งานของขั้ ว ไฟ ฟ้าคาร์ บอน เพสที่ ป รั บปรุ งผิ วหน้ าขั้ ว ไฟ ฟ้ า 
โดยการตรึงทางเคมีของเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส โบวีนเซรัมอัลบูมิน กลีเซอรอลและกลูตารัล  
ดี ไฮด์ เ พ่ือพัฒนาเป็นไบโอเซอร์  โดยศึกษาสัญญาณการตอบสนองของขั้ ว ไฟฟ้าต่อฟีนอลซึ่ ง เป็น 
สารตัวกลางทางไฟฟ้าที่เกิดจากการเร่งปฏิกิริยาของไดโซเดียมฟีนิลฟอสเฟตด้วยเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส 
โดยใช้ขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพสที่มีการตรึงและไม่ตรึงเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส ดังรูปที่ 4.2 
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รูปที่ 4.2 ความสัมพันธ์ระหว่างสัญญาณกระแสและศักย์ไฟฟ้าของขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพส สัญญาณกระแสของ
สารละลายบัฟเฟอร์ (เส้นกราฟสีด า) สารละลาย 42 มิลลิกรัมต่อลิตร ฟีนอล (เส้นกราฟสีแดง) และสารละลาย 
6200 มิลลิกรัมต่อลิตร ไดโซเดียมฟีนอลฟอสเฟต (เส้นกราฟสีน้ าเงิน) ที่ศักย์กระตุ้น -1.0 ถึง +1.2 โวลต์ 
เทียบกับข้ัวไฟฟ้าอ้างอิงซิลเวอร์-ซิลเวอร์คลอไรด์ อัตราสแกน 0.1 โวลต์ต่อวินาที 
  

ผลการทดลองพบว่าขั้วไฟฟ้าที่พัฒนาขึ้นตอบสนองต่อฟีนอล ให้สัญญาณกระแสแอโนดิก (เส้นกราฟสี
แดง) ที่ศักย์ +0.75 โวลต์26 ที่แตกต่างเมื่อเปรียบเทียบกับสัญญาณกระแสของแบลงค์ (เส้นกราฟสีด า) และ
เมื่อศึกษาข้ัวไฟฟ้าที่ตรึงด้วยเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส พบว่าให้สัญญาณกระแสทางแอโนดิกที่ศักย์ +0.60 
ถึง +0.80 โวลต์ ซึ่งมีศักย์ที่ต าแหน่งใกล้เคียงกันกับศักย์ของฟีนอล แสดงว่าเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส
สามารถเร่งปฏิกิริยาของไดโซเดียมฟีนิลฟอสเฟตเกิดผลิตภัณฑ์เป็นฟีนอล ซึ่งเป็นสารตัวกลางทางไฟฟ้าได้ 
 จากการศกึษานี้ผู้วิจัยเลือกใช้ขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพสตรึงด้วยเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสเป็นขั้วไฟฟ้า
ใช้งานส าหรับวิเคราะห์ปริมาณคาร์โบฟูแรน ดังนั้นผู้วิจัยจึงศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการยับยั้งการท างาน
ของเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสด้วยคาร์โบฟูแรนด้วยเทคนิคโครโนแอมเพอโรเมทรี รายละเอียดดังหัวข้อ
ถัดไป 
 
4.3 ผลการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการท างานของไบโอเซนเซอร์ 
 เพ่ือให้ได้ขั้วไฟฟ้าที่เหมาะสมส าหรับใช้เป็นคาร์โบฟูแรนไบโอเซนเซอร์ที่มีประสิทธิภาพจ าเป็นต้อง
ศึกษาสภาวะการวิเคราะห์ที่เหมาะสมต่อการยับยั้งการท างานของเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส  โดยศึกษา
ปริมาณของเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส ระยะเวลาการเชื่อมไขว้ระหว่างเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสกับก
ลูตารัลดีไฮด์ ปริมาณโบวีนเซรัมอัลบูมิน ปริมาณไดโซเดียมฟีนิลฟอสเฟตที่เหมาะสมต่อการท างานของ
ไบโอเซนเซอร์ สภาวะ pH ของสารละลาย ศักย์ไฟฟ้าที่ใช้กระตุ้นและอุณหภูมิ ผลการศึกษา ดังนี้ 
 
 4.3.1 ผลการศึกษาปริมาณเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส 
  การท างานของคาร์โบฟูแรนไบโอเซนเซอร์อาศัยหลักการยับยั้งการท างานของเอนไซม์อัล
คาไลน์ฟอสฟาเตสด้วยคาร์โบฟูแรน โดยคาร์โบฟูแรนสร้างพันธะกับหมู่ไฮดรอกซิลของกรดอะมิโนเซอรีนใน
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โครงสร้างของเอนไซม์ ท าให้เอนไซม์เสื่อมสภาพไปหรือถูกยับยั้ง การศึกษาปริมาณเอนไซม์จึงมีความส าคัญ 
ดังนั้นผู้วิจัยจึงศึกษาปริมาณเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสที่เหมาะสมที่ตรึงบนผิวหน้าของขั้วไฟฟ้า ศึกษา
ปริมาณเอนไซม์ตั้งแต่ 0.6 ถึง 3.6 ยูนิตต่อตารางเซนติเมตร ผลการทดลอง ดังรูปที่ 4.3 
 

 
รูปที่ 4.3 ความสัมพันธ์ระหว่างร้อยละการยับยั้งและปริมาณเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสที่ถูกตรึงบนผิวหน้า
ขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพส ระยะเวลาในการเชื่อมไขว้เอนไซม์กับกลูตารัลดีไฮด์ 5 นาที ปริมาณของโบวีนเซรัมอัลบู
มิน ร้อยละ 8 โดยมวลต่อปริมาตร ศักย์กระตุ้น +0.75 โวลต์ ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 8.0 และสารละลายได
โซเดียมฟีนิลฟอสเฟต 3200 มิลลิกรัมต่อลิตร 

 
จากผลการศึกษาพบว่าเมื่อปริมาณเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสเพ่ิมขึ้น การยับยั้งด้วยคาร์โบฟูแรน

ไม่มีผลต่อร้อยละของการยับยั้ง ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงเลือกปริมาณเอนไซม์ที่ผิวหน้าขั้วไฟฟ้า 1.2 ยูนิตต่อตาราง
เซนติเมตร (120 ยูนิตต่อมิลลิลิตร) เป็นปริมาณที่เหมาะสมที่สุดและมีค่าความแปรปรวนของข้อมูลต่ า  
  นอกจากนี้ผู้วิจัยได้ท าการศึกษาระยะเวลาของการเชื่อมไขว้เอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสกับกลูตารัล
ดีไฮด ์รายละเอียดดังหัวข้อถัดไป 
 
 4.3.2 ผลการศึกษาระยะเวลาในการเชื่อมไขว้เอนไซม์กับกลูตารัลดีไฮด์ 
  กลูตารัลดีไฮด์มีคุณสมบัติเกิดเป็นโครงร่างตาข่ายได้โดยการสร้างพันธะโควาเลนต์ของหมู่อะ
มิโนของเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสกับกลูตารัลดีไฮด์ เพิ่มการยึดติดของเอนไซม์บนผิวหน้า เพ่ิมความเสถียร
ในการใช้งานของไบโอเซนเซอร์ การเชื่อมไขว้กลูตารัลดีไฮด์ต้องใช้เวลาที่เหมาะสม ดังนั้นผู้วิจัยจึงศึกษา เวลา
ที่กลูตารัลดีไฮด์เชื่อมไขว้เอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส ศึกษาระยะเวลาตั้งแต่ 0 ถึง 30 นาที ผลการทดลอง 
ดังรูปที ่4.4 
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รูปที่ 4.4 ความสัมพันธ์ระหว่างร้อยละการยับยั้งและระยะเวลาในการเชื่อมไขว้กลูตารัลดีไฮด์กับเอนไซม์อัล
คาไลน์ฟอสฟาเตส ปริมาณเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส 1.2 ยูนิตต่อตารางเซนติเมตร ปริมาณของโบวีน
เซรัมอัลบูมิน ร้อยละ 8 โดยมวลต่อปริมาตร ศักย์กระตุ้น +0.75 โวลต์ ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 8.0 และ
สารละลายไดโซเดียมฟีนิลฟอสเฟต 3200 มิลลิกรัมต่อลิตร 
 
 จากผลการศึกษาพบว่าที่เวลาเริ่มต้นของการเชื่อมไขว้กลูตารัลดีไฮด์กับเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส 
ให้ผลร้อยละของการยับยั้งด้วยคาร์โบฟูแรนเท่ากับ 12.70 คาร์โบฟูแรนสามารถเข้าไปยับยั้งการท างานของ
เอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสได้โดยตรงโดยไม่ผ่านชั้นของกลูตารัลดีไฮด์ส่งผลให้ร้อยละการยับยั้งมีค่าสูงและ
ความแปรปรวนของข้อมูลต่ า แต่พบว่าความเสถียรของการคงอยู่ของเอนไซม์ต่ า ในขณะที่เมื่อเวลาการเชื่อม
ไขว้กลูตารัลดีไฮด์กับเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสเพ่ิมมากขึ้น ชั้นของกลูตารัลดีไฮด์จะหนาขึ้นท าให้คาร์โบฟู
แรนเข้าไปยับยั้งการท างานของเอนไซม์ได้ช้าลงเนื่องจากต้องผ่านชั้นของกลูตารัลดีไฮด์  นอกจากนี้กลูตารัลดี
ไฮด์มีการรวมตัวเมื่อทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องนานๆส่งผลให้สารหลุดออกจากผิวหน้าขั้วไฟฟ้า ดังรูปที่ 4.5 ค่าการ
วิเคราะห์จึงมีความแปรปรวนสูงมาก ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงเลือกระยะเวลาในการเชื่อมไขว้กลูตารัลดีไฮด์กับ
เอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสที่ 10 นาที เป็นสภาวะที่เหมาะสม ซึ่งมีค่าน้อยกว่างานวิจัยของ E. Akyilmaz 
และคณะ31 ใช้กลูตารัลดีไฮด์ เข้มข้นร้อยละ 5 โดยปริมาตร และระยะเวลาในการเชื่อมไขว้เอนไซม์กับกลูตารัล
ดีไฮด์ 30 นาท ี

 
รูปที่ 4.5 ภาพผิวหน้าขั้วไฟฟ้าที่ตรึงด้วยเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสและเชื่อมไขว้ด้วยกลูตารัลดีไฮด์ก่อนการ
ใช้งาน เวลาในการเชื่อมไขว้ 10 นาที (ซ้าย) และเวลาในการเชื่อมไขว้ 30 นาที (ขวา) 
  

โบวีนเซรัมอัลบูมินเป็นอีกหนึ่งตัวแปรที่มีความส าคัญต่อการวิเคราะห์ ผู้วิจัยจึงท าการศึกษาปริมาณ
ของโบวีนเซรัมอัลบูมิน รายละเอียดดังหัวข้อถัดไป 
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 4.3.3 ผลการศึกษาปริมาณของโบวีนเซรัมอัลบูมิน 
  โบวีนเซรัมอัลบูมินเป็นโปรตีนที่นิยมใช้ในทางชีวเคมี เพราะมีคุณสมบัติละลายน้ าได้ดี  ช่วย
รักษาเสถียรภาพของเอนไซม์ ป้องกันการรวมตัวกันของเอนไซม์ ช่วยให้เอนไซม์มีการกระจายตัวที่ดีขึ้น และ
ช่วยป้องกันการยึดเกาะของเอนไซม์กับบรรจุภัณฑ์ที่ใช้ ดังนั้นผู้วิจัยจึงศึกษาปริมาณของโบวีนเซรัมอัลบูมินที่
เหมาะสมต่อการปรับปรุงผิวหน้าขั้วไฟฟ้า ศึกษาปริมาณของโบวีนเซรัมอัลบูมิน ร้อยละ 0 ถึง 10 โดยมวลต่อ
ปริมาตร ผลการทดลอง ดังรูปที่ 4.6 
 จากการศึกษาพบว่าปริมาณโบวีนเซรัมอัลบูมินที่เพ่ิมขึ้นไม่ส่งผลต่อร้อยละของการยับยั้ง แต่เมื่อมี
ปริมาณโบวีนเซรัมอัลบูมินในปริมาณน้อยค่าความแปรปรวนของการวิเคราะห์มีค่าสูงมากเนื่องจากเอนไซม์มี
การรวมตัวกันส่งผลให้บริเวณเร่งมีปริมาณลดลง คาร์โบฟูแรนเข้าไปสร้างอันตรกิริยาได้น้อยลงท าให้ร้อยละ
ของการยับยั้งมีความแปรปรวนสูง งานวิจัยนี้เลือกปริมาณโบวีนเซรัมอัลบูมินที่ร้อยละ 8 โดยมวลต่อปริมาตร
ใกล้เคียงกับผลงานวิจัยของ S. B. Adeloju และคณะ32 ที่ใช้ปริมาณโบวีนเซรัมอัลบูมิน ร้อยละ 6.8 โดยมวล
ต่อปริมาตร  
 

 
รูปที่ 4.6 ความสัมพันธ์ระหว่างร้อยละการยับยั้งและปริมาณของโบวีนเซรัมอัลบูมิน ปริมาณเอนไซม์อัลคาไลน์
ฟอสฟาเตส 1.2 ยูนิตต่อตารางเซนติเมตร ระยะเวลาในการเชื่อมไขว้เอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสกับกลูตารัล
ดีไฮด์ 10 นาที ศักย์กระตุ้น +0.75 โวลต์ ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 8.0 และสารละลายไดโซเดียมฟีนิลฟอสเฟต 
3200 มิลลิกรัมต่อลิตร 
 
 เมื่อได้สภาวะที่ เหมาะสมของขั้ว ไฟฟ้า หลังจากนั้นจึงศึกษาสภาวะที่ เหมาะสมของระบบ 
การวิเคราะห์ได้แก่ ปริมาณไดโซเดียมฟีนิลฟอสเฟต สภาวะ pH ของสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ ศักย์กระตุ้น 
และอุณหภูมิที่เหมาะสม ผลการทดลองดังหัวข้อถัดไป 
 
 4.3.4 ผลการศึกษาปริมาณของไดโซเดียมฟีนิลฟอสเฟต 
  ความเข้มข้นของสับสเตรตมีผลต่อการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ เมื่อเอนไซม์ปริมาณคงที่ ถ้า
เพ่ิมความเข้มข้นของสับสเตรตจะท าให้อัตราเร่งปฏิกิริยาเพ่ิมขึ้นจนถึงจุดๆหนึ่งแล้วจะคงที่ และความเข้มข้น
ของสับสเตรตมากเกินไปจะท าให้เอนไซม์หยุดการท างานได้ ดังนั้นผู้วิจัยจึงได้ศึกษาปริมาณไดโซเดียมฟีนิล
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ฟอสเฟตที่เหมาะสมต่อการวิเคราะห์ โดยศึกษาปริมาณของไดโซเดียมฟีนิลฟอสเฟต 1300 ถึง 6200 มิลลิกรัม
ต่อลิตร ผลการทดลอง ดังรูปที่ 4.7 
 เมื่อก าหนดปริมาณเอนไซม์คงที่ บริเวณเร่งของเอนไซม์จะมีปริมาณจ ากัด ปริมาณไดโซเดียม ฟีนิล
ฟอสเฟตมากขึ้นท าให้ผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้นจะมีจ านวนมากขึ้น งานวิจัยนี้ให้ร้อยละการยับยั้งเพ่ิมขึ้นเล็กน้อยตาม
ปริมาณไดโซเดียมฟีนิลฟอสเฟตที่มากขึ้น แต่พบว่าร้อยละการยับยั้งไม่ได้มีความแตกต่างกันมาก ดังนั้นผู้วิจัย
จึงเลือกปริมาณของไดโซเดียมฟีนิลฟอสเฟต 5000 มิลลิกรัมต่อลิตรเป็นสภาวะที่เหมาะสมเนื่องจากมีค่าความ
แปรปรวนของการวิเคราะห์ต่ า 

   
รูปที่ 4.7 ความสัมพันธ์ระหว่างร้อยละการยับยั้งและปริมาณของไดโซเดียมฟีนิลฟอสเฟต ปริมาณเอนไซม์อัล
คาไลน์ฟอสฟาเตส 1.2 ยูนิตต่อตารางเซนติเมตร ระยะเวลาในการเชื่อมไขว้เอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสกับ 
กลูตารัลดีไฮด์ 10 นาที ปริมาณของโบวีนเซรัมอัลบูมิน ร้อยละ 8 โดยมวลต่อปริมาตร ศักย์กระตุ้น +0.75 
โวลต์ และฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 8.0  
 
 4.3.5 ผลการศึกษา pH ที่เหมาะสมของสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 
  สภาวะความเป็นกรดเบสของสารละลายบัฟเฟอร์เป็นปัจจัยส าคัญที่มีผลต่อการท างานของ
เอนไซม์ คือ การท างานของเอนไซม์จะลดลง เมื่อ pH สูงหรือต่ ามากเกินไป ส่งผลให้เอนไซม์เสื่อมสภาพได ้
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รูปที่ 4.8 ความสัมพันธ์ระหว่างร้อยละการยับยั้งและ pH ของสารละลายบัฟเฟอร์ ปริมาณเอนไซม์อัลคาไลน์
ฟอสฟาเตส 1.2 ยูนิตต่อตารางเซนติเมตร ระยะเวลาในการเชื่อมไขว้เอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสกับกลูตารัล
ดีไฮด์ 10 นาที ปริมาณของโบวีนเซรัมอัลบูมิน ร้อยละ 8 โดยมวลต่อปริมาตร ศักย์กระตุ้น +0.75 โวลต์ และ
สารละลายไดโซเดียมฟีนิลฟอสเฟต 5000 มิลลิกรัมต่อลิตร 
 

ดังนั้นผู้วิจัยจึงศึกษา pH ของสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่เหมาะสมต่อการวิเคราะห์ ที่ pH 7 ถึง 9 
ผลการทดลอง ดังรูปที่ 4.8 จากผลการศึกษา พบว่าร้อยละการยับยั้งมีค่าค่อนข้างคงที่จนถึงสภาวะที่ pH 8.5 
และหลังจากนั้นจะลดลงอย่างเห็นได้ชัด ดังนั้นผู้วิจัยจึงเลือกสารละลายบัฟเฟอร์ที่เหมาะสม คือ pH 8.0 เป็น
สภาวะที่เอนไซม์ถูกยับยั้งการท างานด้วยคาร์โบฟูแรนได้ดีที่สุด และมีความเที่ยงมากที่สุด ซึ่งสอดคล้องกับ
คุณสมบัติของเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสที่อ้างอิงจากบริษัท sigma Aldrich36 ที่ระบุว่าเอนไซม์นี้สามารถ
ท างานได้ดีที่ pH 8  

 
 4.3.6 ผลการศึกษาศักย์กระตุ้นที่เหมาะสม 
  ศักย์กระตุ้นที่เหมาะสมเพื่อให้สารตัวกลางทางไฟฟ้าเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันหรือรีดักชันได้มี
ผลต่อความไวในการวิเคราะห์ ผู้วิจัยจึงศึกษาศักย์กระตุ้นที่ +0.6 ถึง +0.8 โวลต์เพ่ือใช้กระตุ้นฟีนอลให้
เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน ผลการทดลอง ดังรูปที่ 4.9 
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รูปที่ 4.9 ความสัมพันธ์ระหว่างร้อยละการยับยั้งและศักย์กระตุ้นที่เหมาะสม ปริมาณเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟา
เตส 1.2 ยูนิตต่อตารางเซนติเมตร ระยะเวลาในการเชื่อมไขว้เอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสกับกลูตารัลดีไฮด์ 
10 นาที ปริมาณของโบวีนเซรัมอัลบูมิน ร้อยละ 8 โดยมวลต่อปริมาตร ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 8.0 และ
สารละลายไดโซเดียมฟีนิลฟอสเฟต 5000 มิลลิกรัมต่อลิตร 
 
 จากผลการศึกษา พบว่าร้อยละการยับยั้งจะเพ่ิมสูงขึ้นเมื่อศักย์กระตุ้นเพ่ิมขึ้นจนถึงศักย์กระตุ้นที่ 
+0.750 โวลต์ และร้อยละการยับยั้งจะลดลงเมื่อศักย์กระตุ้นมากกว่า +0.775 โวลต์ ดังนั้นผู้วิจัยจึงเลือกศักย์
กระตุ้นที่เหมาะสมในการกระตุ้นสารตัวกลางทางไฟฟ้า คือ +0.750 โวลต์ เทียบกับขั้วไฟฟ้าอ้างอิงซิลเวอร์-ซิล
เวอร์คลอไรด์ เนื่องจากมีค่าร้อยละการยับยั้งที่สูงที่สุด สอดคล้องกับงานวิจัยของ A. Samphao และคณะ26 

ให้ผลการทดลองในการพิสูจน์เอกลักษณ์ของขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพสที่ตรึงด้วยเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสและ
เชื่อมไขว้ด้วยกลูตารัลดีไฮด์ที่เกิดกระแสแอโนดิกสูงสุดที่ศักย์ไฟฟ้า +0.750 โวลต์เทียบกับขั้วไฟฟ้าอ้างอิงซิล
เวอร์-ซิลเวอร์คลอไรด์ 
 
  4.3.7 ผลการศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสม 
  เอนไซม์เป็นโปรตีนชนิดหนึ่งซึ่งสามารถคงสภาพท างานได้ดีในสภาวะอุณหภูมิที่เหมาะสม 
การเพ่ิมอุณหภูมิจะส่งผลให้ปฏิกิริยาเกิดได้เร็วขึ้นแต่ในขณะเดียวกันจะท าให้เอนไซม์เสื่อมสภาพได้
เช่นเดียวกัน ดังนั้นจึงต้องศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการวิเคราะห์ ผู้วิจัยจึงศึกษาอุณหภูมิ 20 ถึง 40 องศา
เซลเซียส ผลการทดลอง ดังรูปที่ 4.10 
 จากผลการศึกษาพบว่าที่อุณหภูมิต่ าเอนไซม์จะเร่งปฏิกิริยาน้อย แต่เมื่อเพ่ิมอุณหภูมิสูงขึ้นร้อยละการ
ยับยั้งมีค่าสูงขึ้นจากอุณหภูมิ 20 ถึง 37 องศาเซลเซียส และร้อยละการยับยั้งจะมีค่าลดลงเมื่ออุณหภูมิสูงกว่า 
40 องศาเซลเซียส เกิดจากเอนไซม์เสื่อมสภาพไม่สามารถเร่งปฏิกิริยาได้อย่างมีประสิทธิภาพ พบว่าอุณหภูมิที่ 
37 องศาเซลเซียสให้ร้อยละการยับยั้งสูงที่สุด ซึ่งเป็นสภาวะที่เอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสท างานได้ดี แต่
ผู้วิจัยเลือกอุณหภูมิที่ใช้ในการวิเคราะห์ ที่อุณหภูมิห้องควบคุมที่ 25 องศาเซลเซียส เนื่องจากมีร้อยละการ
ยับยั้งที่ยอมรับได้และสะดวกต่อการวิเคราะห์ 
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รูปที่ 4.10 ความสัมพันธ์ระหว่างร้อยละการยับยั้งและอุณหภูมิ ปริมาณเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส  1.2 ยูนิ
ตต่อตารางเซนติเมตร ระยะเวลาในการเชื่อมไขว้เอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสกับกลูตารัลดีไฮด์ 10 นาที 
ปริมาณของโบวีนเซรัมอัลบูมิน ร้อยละ 8 โดยมวลต่อปริมาตร ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 8.0 ศักย์กระตุ้น +0.75 
โวลต์ และสารละลายไดโซเดียมฟีนิลฟอสเฟต 5000 มิลลิกรัมต่อลิตร 
  

เมื่อท าการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการวิเคราะห์เรียบร้อยแล้ว จากนั้นจ าเป็นต้องประเมินการ
ท างานของไบโอเซนเซอร์ รายละเอียดดังหัวข้อถัดไป 

4.4 ผลการศึกษาประเมินการท างานของไบโอเซนเซอร์ 
 เพ่ือประเมินความสามารถในการวิเคราะห์ปริมาณคาร์โบฟูแรนด้วยขั้วไฟฟ้าที่ท าการปรับปรุงขึ้นเพ่ือ
ท าหน้าที่เป็นไบโอเซนเซอร์ จึงได้ท าการศึกษาช่วงความเป็นเส้นตรงของการวิเคราะห์คาร์โบฟูแรน ขีดจ ากัดใน
การตรวจพบและตรวจวัดปริมาณคาร์โบฟูแรน ความเที่ยงของการวิเคราะห์ เป็นต้น 
  

4.4.1 ผลการศึกษาช่วงความเป็นเส้นตรงการวิเคราะห์ปริมาณคาร์โบฟูแรน 
  ความสามารถในการท างานของขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพสที่ตรึงด้วยเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส 
เพ่ือสร้างเป็นไบโอเซนเซอร์ในการวิเคราะห์หาปริมาณคาร์โบฟูแรน ผลการศึกษา ดังรูปที่ 4.11 
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รูปที่ 4.11 ความสัมพันธ์ระหว่างสัญญาณกระแสและเวลาของสารละลายคาร์โบฟูแรน โดยใช้ขั้วไฟฟ้า
คาร์บอนเพสที่ตรึงด้วยเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส 1.2 ยูนิตต่อตารางเซนติเมตร ระยะเวลาในการเชื่อมไขว้
เอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสกับกลูตารัลดีไฮด์ 10 นาที ปริมาณของโบวีนเซรัมอัลบูมินร้อยละ 8 โดยมวลต่อ
ปริมาตร ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 8.0 ศักย์กระตุ้น +0.75 โวลต์ และสารละลายไดโซเดียมฟีนิลฟอสเฟต 5000 
มิลลิกรัมต่อลิตร : ปริมาณคาร์โบฟูแรน (a) 1.0, (b) 2.0, (c) 3.0, (d) 4.0, (e) 5.0 และ (f) 6.0 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร 
 
 จากผลการทดลองพบว่าสัญญาณกระแสลดลงเป็นขั้นบันไดชัดเจนตามความเข้มข้นของคาร์โบฟูแรน
ที่เพ่ิมข้ึนตามล าดับ จากนั้นสร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่างร้อยละการยับยั้งกับความเข้มข้นของคาร์โบฟูแรน 
ได้ช่วงไดนามิกส์ ดังรูปที่ 4.12(a) และเลือกช่วงความเป็นเส้นตรงเพื่อใช้ในการวิเคราะห์ปริมาณคาร์โบฟูแรนที่
ช่วงความเข้มข้น 1 ถึง 6 มิลลิกรัมต่อลิตร ด้วยค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพัทธ์ (r2) เท่ากับ 0.991 ดังรูปที่ 4.12(b) 

   

   
รูปที่ 4.12 ความสัมพันธ์ระหว่างร้อยละการยับยั้งกับความเข้มข้นของคาร์โบฟูแรน (a) ช่วงไดนามิกส์ที่ความ
เข้มข้น 1 ถึง 6 มิลลิกรัมต่อลิตร และ (b) ช่วงความเป็นเส้นตรงที่ความเข้มข้น 1 ถึง 6 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ตรวจวัดด้วยขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพสที่ตรึงด้วยเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส 

(a) (b) 
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 4.4.2 ผลการศึกษาขีดจ ากัดในการตรวจพบ 
  ทดสอบขีดจ ากัดในการตรวจพบคาร์โบฟูแรนด้วยไบโอเซนเซอร์ พิจารณาขีดจ ากัดในการ
ตรวจพบจาก 3SD/slope ค านวณอัตราส่วนของค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของร้อยละการยับยั้งกับสภาพไวในการ
วิเคราะห์มีค่าเป็น 3 เท่า จากผลการศึกษาขีดจ ากัดในการตรวจพบที่ความเข้มข้นต่ าสุด มีค่าเท่ากับ 1.12 
มิลลิกรัมต่อลิตร  
 
 4.4.3 ผลการศึกษาขีดจ ากัดในการตรวจวัดปริมาณ 
  ทดสอบขีดจ ากัดในการตรวจวัดปริมาณของคาร์โบฟูแรนด้วยไบโอเซนเซอร์ พิจารณา
ขีดจ ากัดในการตรวจวัดปริมาณจาก 10SD/slope ค านวณอัตราส่วนของค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของร้อยละการ
ยับยั้งกับสภาพไวในการวิเคราะห์มีค่าเป็น 10 เท่า จากผลการศึกษาขีดจ ากัดในการตรวจวัดปริมาณที่ความ
เข้มข้นต่ าสุด มีค่าเท่ากับ 3.75 มิลลิกรัมต่อลิตร 
 
 4.4.4 ผลการศึกษาความเที่ยงของการวิเคราะห์ 
  4.4.4.1 ความเที่ยงของข้ัวไฟฟ้า 
   ทดสอบความเที่ยงตรงของการวิเคราะห์ของไบโอเซนเซอร์ โดยเตรียมขั้วไฟฟ้า
คาร์บอนเพสที่ตรึงด้วยสารละลายเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส จ านวน 3 ขั้ว ท าการตรวจวัดสัญญาณของฟี
นอลที่ลดลงที่เกิดจากการยับยั้งการท างานของเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสด้วยคาร์ โบฟูแรน แล้วท าการหา
ค่าเฉลี่ยร้อยละการยับยั้งจากขั้วไฟฟ้าทั้งสามขั้ว ให้ผลการทดลองดังตารางที่ 4.1 พบว่าให้ค่าร้อยละของค่า
เบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ เท่ากับ ร้อยละ 4.31 มีค่าน้อยกว่า ร้อยละ 5 จึงสามารถยอมรับความเที่ยงของ
ขั้วไฟฟ้าได้ 
 

ตารางท่ี 4.1 ร้อยละการยับยั้งเฉลี่ยตามปริมาณคาร์โบฟูแรนที่ความเข้มข้น 6 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ไบโอเซนเซอร์ ร้อยละการยับยั้ง (%) 

1 15.10 
2 15.53 
3 14.26 
 ̅ 14.96 

SD (n=3) 0.64 
%RSD 4.31 

 
  4.4.4.2 ความเที่ยงของการตรวจวัด 
   ทดสอบความเท่ียงของการวิเคราะห์ปริมาณคาร์โบฟูแรนที่ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัม
ต่อลิตร จ านวน 4 ครั้งด้วยขั้วไฟฟ้า 1 ขั้ว ของไบโอเซนเซอร์ ตารางที่ 4.2 พบว่าไบโอเซนเซอร์ตอบสนองให้ค่า
ร้อยละของค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ เท่ากับ ร้อยละ 2.80 มีค่าน้อยกว่า ร้อยละ 5 จึงสามารถยอมรับ
ความเที่ยงของการวิเคราะห์ได้ 
 
 



52 
 

ตารางท่ี 4.2 ร้อยละการยับยั้งเฉลี่ยตามปริมาณคาร์โบฟูแรนที่ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร 
จ านวนครั้ง ร้อยละการยับยั้ง (%) 

1 4.21 
2 4.30 
3 4.14 
4 4.42 
 ̅ 4.27 

SD (n=4) 0.12 
%RSD 2.80 

  
4.5 ผลการศึกษาการวิเคราะห์ปริมาณคาร์โบฟูแรนในตัวอย่างข้าวหอมมะลิ 
 ท าการประเมินการท างานของไบโอเซนเซอร์ส าหรับตรวจวัดปริมาณคาร์โบฟูแรนผู้วิจัยวิเคราะห์
ปริมาณคาร์โบฟูแรนในตัวอย่างข้าวหอมมะลิที่สุ่มเก็บจาก 13 แหล่ง คือ ตลาดวารินเจริญศรี ตลาดแม่กิมเตียง 
ตลาดวาริน บ้านก่อ ตลาดห้วยขยุง ร้านชัยเจริญ ร้านเหรียญทอง ตลาดบุ่งหวาย บ้านศรีไคเหนือ บ้านทุ่งเกษม 
บ้านธาตุ บ้านบุ่งใหม่ บ้านศรีไคใต้ ในพ้ืนที่ อ.วารินช าราบ จ.อุบลราชธานี โดยท าการสกัดคาร์โบฟูแรนใน
ตัวอย่างข้าวหอมมะลิที่สุมเก็บมาจาก 13 แหล่ง (ข้าวหอมมะลิ # 1-3, 7-16)  และเติมปริมาณคาร์โบฟูแรน 
1.5 มิลลิกรัมต่อลิตรในตัวอย่างสารสกัดจาก 3 แหล่ง (ข้าวหอมมะลิ # 4-6) จากนั้นท าการวิเคราะห์ปริมาณ
คาร์โบฟูแรนในสารสกัดจากข้าวหอมมะลิด้วยไบโอเซนเซอร์และเทคนิคมาตรฐานโครมาโทกราฟีของเหลว
สมรรถนะสูง ผลการทดลองดังตารางที่ 4.3 

 
จากข้อมูลการวิเคราะห์ปริมาณคาร์โบฟูแรนด้วยไบโอเซนเซอร์กับเทคนิคมาตรฐานโครมาโทกราฟี

ของเหลวสมรรถนะสูง พบว่าปริมาณคาร์โบฟูแรนที่ปนเปื้อนในตัวอย่างข้าวหอมมะลิไม่สามารถตรวจวัดได้จาก
ไบโอเซนเซอร์กับเทคนิคมาตรฐานโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง  ซึ่งมีขีดจ ากัดในการตรวจพบสูงถึง 
1.12 และ 0.50 มิลลิกรัมต่อลิตร ตามล าดับ ซึ่งสามารถระบุได้ว่ามีปริมาณต่ ากว่าขีดจ ากัดในการตรวจพบของ
ทั้งสองวิธี ดังนั้นจึงท าการเติมสารละลายมาตรฐานคาร์โบฟูแรน 1.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ลงไปในสารสกัดตัวอย่าง
ข้าวหอมมะลิ 3 ตัวอย่างและท าการวิเคราะห์หาปริมาณคาร์โบฟูแรนด้วยเทคนิคทั้งสอง ตรวจพบระดับ
ปริมาณคาร์โบฟูแรนด้วยไบโอเซนเซอร์ให้ผลการวิเคราะห์ในช่วง 1.43 - 1.57 มิลลิกรัมต่อลิตร เทคนิค
มาตรฐานโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงในช่วง 1.39 - 1.40 มิลลิกรัมต่อลิตร และให้ร้อยละของการ
วิเคราะห์กลับคืนมาในช่วงร้อยละ 95.6 - 104.8 จากนั้นท าการเปรียบเทียบผลการวิเคราะห์จากทั้งสอง
เทคนิคด้วยสถิติค่า t พบว่า ไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นให้ค่าการวิเคราะห์ไม่แตกต่างกันกับเทคนิคมาตรฐาน
โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 โดย ttabulated มีค่าเท่ากับ 4.3 ที่ degree 
of freedom = 2  และ tcalculated อยู่ในช่วง 0.26- 2.81 ซึ่งค่า tcalculated น้อยกว่า  ttabulated แสดงว่า ผลการ
วิเคราะห์ด้วยไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นสามารถยอมรับได้ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 จึงสรุปได้ว่า
ไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นนั้นสามารถตรวจวัดปริมาณคาร์โบฟูแรนในตัวอย่างข้าวหอมมะลิได้จริง  
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ตารางท่ี 4.3 ผลการวิเคราะห์ปริมาณคาร์โบฟูแรนในข้าวหอมมะลิด้วยวิธีไบโอเซนเซอร์และเทคนิคมาตรฐาน
โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง  

สารสกัดข้าวหอมมะลิ 
ปริมาณคาร์โบฟูแรน (มิลลิกรัมต่อลิตร) 

ไบโอเซนเซอร์ HPLC 
ข้าวหอมมะลิ # 1 ND. ND. 
ข้าวหอมมะลิ # 2 ND. ND. 
ข้าวหอมมะลิ # 3 ND. ND. 
ข้าวหอมมะลิ # 4  1.52 ± 0.08 1.39 ± 0.01 
ข้าวหอมมะลิ # 5 1.43 ± 0.20 1.40 ± 0.01 
ข้าวหอมมะลิ # 6 1.57 ± 0.31 1.40 ± 0.02 
ข้าวหอมมะลิ # 7 ND. ND. 
ข้าวหอมมะลิ # 8 ND. ND. 
ข้าวหอมมะลิ # 9 ND. ND. 
ข้าวหอมมะลิ # 10 ND. ND. 
 ข้าวหอมมะลิ # 11 ND. ND. 
ข้าวหอมมะลิ # 12 ND. ND. 
ข้าวหอมมะลิ # 13 ND. ND. 
ข้าวหอมมะลิ # 14 ND. ND. 
ข้าวหอมมะลิ # 15 ND. ND. 
ข้าวหอมมะลิ # 16 ND. ND. 

ND. = non detection 

 
 


