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                 งานวิจัยนี้ศึกษาการดัดแปลงอิเลคโทรดส าหรับอะซิติลโคลีนเอสเทอเรสไบโอเซนเซอร์เพื่อการตรวจวัดสารฆ่าแมลง
ประเภทออร์กาโนพอสเฟต และคาร์บาเมต โดยใช้เมโซเซลลูลาร์โฟมซิลิกาเป็นวัสดุส าหรับตรึงเอนไซม์โดยอาศัยแรงยึดเหนี่ยวทางประจุ
เป็นแรงยึดเกาะซ่ึงเมโซเซลูลาร์โฟมซิลิกาเป็นวัสดุที่มีลักษณะโครงสร้างเป็นรูพรุนที่มีพื้นที่ผิวสูง มีปริมาตรของรูพรุนสูง มีคุณสมบัติเข้า
กับเอนไซม์ได้ดี รวมทั้งพื้นที่ผิวที่มีหมู่ฟังก์ชั่นที่สามารถปรับปรุงได้ง่าย ส่วนวัสดุนาโนทองเป็นวัสดุที่มีคุณสมบัติที่ดีในการน าไฟฟูาจึง
นิยมน ามาใชก้ันอย่างแพร่หลาย ในงานไบโอเซนเซอร์เพราะจะเป็นตัวช่วยในการส่งถ่ายอิเล็กตรอน ดังนั้นการน าวัสดุทั้ง 2 ประเภทนี้มา
สังเคราะห์ร่วมกันเพื่อน าไปใช้ในการตรึงเอนไซม์ในงานไบโอเซนเซอร์ก็จะท าให้ได้ไบโอเซนเซอร์ที่มีประสิทธิภาพในการตรวจวัดที่ดี 
ส าหรับการสังเคราะห์วัสดุผสมระหว่างเมโซพอรัสซิลิกา/อนุภาคนาโนทองนั้น ขั้นตอนในการสังเคราะห์แบ่งออกเป็น 3 ขั้นตอน          
ในขั้นตอนแรกจะเป็นการสังเคราะห์วัสดุเมโซเซลูลาร์โฟมซิลิกา โดยใช้สารพลูโรนิก พี 123 เป็นสารก าหนดโครงสร้าง และเตตระเอทิล 
ออโทซิลิเกต เป็นสารโครงสร้างหลัก ซ่ึงพบว่าวัสดุเมโซเซลลูลาร์โฟมซิลิกาที่สังเคราะห์ได้มีขนาดของรูพรุนเฉลี่ยอยู่ที่ 26 นาโนเมตร 
พื้นที่ผิว 537.64 ลูกบาศก์เมตรต่อกรัม และปริมาตรของรูพรุน 1.02 ลูกบาศก์เซนติเมตรต่อกรัม ซ่ึงในขั้นตอนต่อมาจะน าวัสดุเมโซ
เซลลูลาร์โฟมซิลิกานี้มาปรับปรุงพื้นผิวด้วยสารก่อฟังก์ชั่นเอพีทีเอส (3-อะมิโนโพรพิลไตรเอทอกซีไซเลน) โดยน าไปรีฟลักซ์ในโทลูอีนที่
อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส จะท าให้เกิดหมู่ไธออลบริเวณพื้นผิวรูพรุน ซ่ึงจะช่วยให้สามารถดูดซับทองคลอไรด์ไอออน (AuCl4

-) ซ่ึง
เป็นสารตั้งต้นในการสังเคราะห์อนุภาคนาโนทองได้ และในขั้นตอนสุดท้ายจะน าวัสดุเมโซเซลลูลาร์โฟมซิลิกาที่ดูดซับทองคลอไรด์ไออน
มาผ่านวิธีอัลตร้าโซนิค (ultrasonic irradiation) ซ่ึงเร่งให้เกิดการแตกตัวของน้ าเป็นไฮโดรเจนฟรีเรดิคอล (•H) และไฮดรอกซิลฟรีเรดิ
คอล (•OH) ซ่ึงจะท าหน้าที่รีดิวซ์ทองในรูปของไออน (Au3+) จากทองคลอไรด์ไอออน (AuCl4

-) ให้เกิดเป็นอะตอมของทองยึดเกาะ
ภายในรูพรุนของวัสดุเมโซเซลลูลาร์โฟมซิลิกา ซ่ึงพบว่าขนาดเฉลี่ยของอนุภาคของทองที่สังเคราะห์ขึ้นคือ 4.9 นาโนเมตร เมื่อน าวัสดุ  
เมโซพอรัสซิลิกา/อนุภาคนาโนทองมาตรึงเอนไซม์จะได้ปริมาณเอนไซม์ตรึงรูปที่ 48.20 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเอนไซม์ที่ตรึงรูปนี้มาดัดแปลง
อิเลคโทรดของไบโอเซนเซอร์ร่วมกับไคโตซานฟิล์ม จะได้อิเลคโทรด SPCE/MCF/AuNPs/AChE/Chitosan เมื่อน ามาทดสอบ         
การตอบสนองทางไฟฟูาด้วยวิธีไซคลิกโวลแทมเมตรี พบว่าให้การตอบสนองสูงสุดเมื่อปูอนศักย์ไฟฟูาเท่ากับ +0.8 โวลต์ และสามารถ
วัดสารฆ่าแมลงประเภทออร์กาโนฟอตเฟต คือ เมธิล พาราไธออนได้ในช่วงความเข้มข้น 1 ถึง 200 นาโนกรัมต่อมิลลิกรัม และ1 ถึง 
200 นาโนกรัมต่อมิลลิกรัม โดยมีความไวในการตอบสนอง 0.0928 และ 0.028 นาโนแอมแปร์ต่อนาโนโมลาร์ตามล าดับ ค่าความ
เข้มข้นต่ าสุดทีส่ามารถตรวจวัดได้คือ 0.065 นาโนกรัมต่อมิลลิกรัม  ส่วนสารฆ่าแมลงประเภทคาร์บาเมตที่ท าการตรวจวัดคือเมโทมิล  
ซ่ึงสามารถตรวจวัดได้ในช่วงความเข้มข้น 1 ถึง 10 นาโนกรัมต่อมิลลิกรัม และ 10 ถึง 100 นาโนกรัมต่อมิลลิกรัม โดยมีความไวในการ
ตอบสนอง 1.1523 และ 0.3204 นาโนแอมแปร์ต่อนาโนโมลาร์ ตามล าดับ ค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถตรวจวัดได้คือ 0.128 นาโน
กรัมต่อมิลลิกรัม ซ่ึงเป็นช่วงการตรวจวัดที่เหมาะสมกับการใช้งานตามเกณฑ์ทางกฎหมาย เมื่อทดสอบความคงในการตอบสนองของของ
อิเลคโทรดที่ดัดแปลงขึ้นเมื่อท าการเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 20 วัน ก็พบว่า อิเลคโทรดที่ดัดแปลงขึ้นนี้สามารถ
เก็บรักษาสัญญาณในการตอบสนองได้ 91 % เมื่อเทียบกับกระแสของการตอบสนองในวันแรก 
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            This research is the study of amperometric acetylcolinesterase (AChE) biosensor for detection of 
organophosphate and carbamate pesticides using mesocellular foam silica (MCF) as support materials for 
immobilization of enzyme by electrostatic interaction between enzyme and support material. 
Mesocellular foam silica is a porous material with unique properties such as large surface area, large pore 
volume, biocompatible, and modifiable surface. Gold nanoparticles (AuNPs) is a conductive material 
commonly used in biosensors because of its good electron transfer and biocompatibility. Therefore, 
combination of two remarkable materials with immobilized enzyme for biosensor applications has high 
potential to improve sensor performances. The experiments of synthesis of AuNPs/MCF nanocomposite 
were divided into three parts. Firstly, MCF was synthesized using Pluronic 123 triblock copolymer (P123) 
as a template and tetraethyl orthosilicate (TEOS) as a silica source resulted in MCF product with average 
pore diameters of 26 nm, surface area of 537.64 m2/g and pore volume 1.02 cm3/g. Secondly,            
The porous surface of modified MCF was refluxed in toluene solution at the temperature of 100 ºC using     
3-aminopropyltriethoxysilane (APTS) to attach thiol functional group on porous surface of MCF for gold 
ion adsorption on MCF surface. Finally, gold nanoparticles were synthesized on MCF using ultrasonic 
hydrogen free radicals (•H) and hydroxyl free radicals (•OH) initiated by ultrasonic irradiation. These 
radicals acted as reducing equivalent converting Au3+ ion that prepared from chloroauric acid (HAuCl4) to 
Au0 atom and AuNPs adhered on porous surfaces of MCF. The average size of gold nanoparticles 
attached inside the pore of MCF was 4.9 nm. When AuNPs/MCF nanocomposites were used for enzyme 
immobilization, loading was determined at 48.02%. MCF/AuNPs/AChE was then applied as a receptor of 
biosensor for detection of pesticides. The obtained biosensor was denoted as SPCE/MCF/AuNPs/AChE/ 
Chitosan. The cyclic voltammogram of thiocholine released from the enzymatic hydrolysis showed the 
oxidation peak at +0.8 V. The inhibition of methyl parathion were in the linear ranges of 1 to 200 ng/ml 
(sensitivity 0.0928 nA/nM) and 200 to 1600 ng/ml (sensitivity 0.0284 nA/nM) with detection limit of 0.065 
ng/mg. On the other hand, The linear range of methomyl responses were from 1 to 10 ng/ml (sensitivity 
1.1523 nA/nM) and 10 to 100 ng/ml (sensitivity 0.3204 nA/nM) with detection limit of 0.128 ng/mg. The 
stability of biosensor stored at 4 C in dry condition was good since it could retain 91 % of initial current 
response after 20 storage days.      
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            วิทยานิพนธ์ฉบับนี้ส าเร็จลุล่วงไปได้ ด้วยความช่วยเหลืออย่างดียิ่งจากบุคคลหลายๆ ท่าน 
ผู้วิจัยขอขอบพระคุณ รองศาสตราจารย์ ดร.สีรุ้ง ปรีชานนท์ ที่ได้ให้ความรู้ ค าแนะน า วิธีการท างาน
วิจัย ตลอดจนตรวจทานแก้ไขวิทยานิพนธ์จนเสร็จสมบูรณ์ รองศาสตราจารย์ ดร.จูงใจ ปั้นประณต    
ที่ให้ความรู้เกี่ยวกับการสังเคราะห์เมโซพอรัสซิลิกา และสนับสนุนอุปกรณ์ในการท าการทดลอง 
            อาจารย์ ดร. ชัญชนา ธนชยานนท์ ที่ได้ให้ค าแนะน าที่เป็นประโยชน์เกี่ยวกับความรู้        
ในเชิงวัสดุศาสตร์ และอนุเคราะห์อุปกรณใ์นการวิเคราะห์ผลการทดลอง 
            งานวิจัยนี้จะส าเร็จลงไม่ได้ถ้าขาดบุคคลเหล่านี้ นางสาวปรางค์นาฏ งามมาก และนางสาว
รัชนีพัฒน์ ก าแพงเพ็ชร์ ส าหรับการให้ค าปรึกษาในการท างานวิจัย และให้ข้อมูลที่เป็นประโยชน์ต่อ
งานวิจัย 
            สุดท้ายนี้ขอขอบพระคุณครอบครัว และเพ่ือนพ้องที่คอยให้ก าลังใจ ให้ค าปรึกษา และให้
การสนับสนุนในการศึกษาตลอดมา 
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เซลเซียส และ 32 องศาเซลเซียส………………………………………………..…….…….. 
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การตอบสนองทางไฟฟูาของอิเลคโทรดดัดแปลง ด้วยเทคนิคแอมเพอโรเมตรี ที่
ศักย์ไฟฟูาที่ +0.8 โวลต์ ในระบบวัดสารละลายของฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 9 ที่
ประกอบด้วย อะซิติลไทโอคลอรีน คลอไรด์ ความเข้มข้น 15.0 มิลลิโมลาร์ ที่
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ที่ทาการผลิตซ้าตามกระบวนการเดิม จานวน 10 
อิเลคโทรด…………………………………………………………………………………………….. 
ข้อมูลของกราฟมาตรฐานส าหรับเทียบหาความเข้มข้นของเอนไซม์ที่ความยาว
คลื่น 277 นาโนเมตร………………………………………………………………….………….. 
แสดงปริมาณเอนไซม์ที่ถูกตรึงในรูพรุนของวัสดุ MCF วัสดุ MCF/ATPS และ
วัสดุ MCF/ATPS/AuNPs…………………………………………………………………..……. 
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ต่างๆ……………………………………………………………………………………………….……. 
กิจกรรมเอนไซม์ที่ถูกตรึงในรูพรุนของวัสดุ MCF วัสดุ MCF/ATPS และวัสดุ 
MCF/ATPS/AuNPs………………………………………………………………………….…… 
ตารางเปรียบเทียบกิจกรรมของเอนไซม์จากการค านวณ เปรียบเทียบกับการวัด
จริง………………………………………………………………………………………………….…… 
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โครงสร้างของไบโอเซนเซอร์ และความสัมพันธ์ของสัญญาณต่างๆ………………… 
ล าดับขั้นของการส่งผ่านอิเล็กตรอนจากสับสเตรทสู่ อิเลคโทรดที่เกิดจาก
ปฏิกิริยาออกซิเดชัน – รีดักชันระหว่างเอนไซม์กับอิเล็กตรอน………………………. 
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การจัดจ าพวกวิธีการตรึงรูปเอนไซม์ โดย B: เอนไซม์ C: วัสดุตรึง………………….. 
สัญญาณการตอบสนองในรูปกระแสไฟฟูาต่อระยะเวลา ของอะซิติวโคลีนเอส
เทอเรสไบโอเซนเซอร์ก่อนเติมสารฆ่าแมลง (befor the incubation) และหลัง
การเติมสารฆ่าแมลง (after the inclubation) (Hildebrandt และคณะ, 
2008)…………………………………………………………………………………………………….. 
การตรึงเอนไซม์บนเมโซพอรัสซิลิกาโดยอาศัยแรงยึดเหนี่ยวทางพันธะ
ไฮโดรเจน (hydrogen bond) แรงยึดเหนี่ยวทางประจุ (electrostatic 
interaction) แรงยึดเหนี่ยวระหว่างส่วนที่ ไม่มีขั้ว  (hydrophobic 
interaction)…………………………………………………………………………………………… 
การปรับปรุงพ้ืนผิวของอนุภาคนาโนของทองด้วยกลูตาไธโอน (glutathione) 
หรือ กรดไลโปอิค (lipoic acid) ซึ่งท าให้เกิดหมูคาร์บอกซิลิก (-COOH) 
ส าหรับตรึงเอนไซม์ HRP………………………………………………………………………….. 
กลไกลการดูดซับของเอนไซม์บนอนุภาคนาดนทองโดยอาศัยแรง a) แรงยึด
เหนี่ยวทางประจุ b) แรงยึดเหนี่ยวระหว่างส่วนที่ไม่มีขั้ว และ c) แรงยึดเหนี่ยว
ระหว่างพ้ืนผิวของทองกับอะตอมของซัลเฟอร์ (sulphur) หรือไนโตรเจน 
(nitrogen) ของเอนไซม์…………………………………………………………………………… 
ลักษณะของประจุลบที่เกิดขึ้นบนผิวของอนุภาคของทองซึ่งเป็นผลจากการใช้
กรดเข้มข้นเป็นตัวรีดิวซ์ (Petersen และคณะ, 2006)…………………………………. 
ภาพถ่าย TEM ซึ่งแสดงโครงสร้างของพ้ืนผิวของเมโซพอรัสซิลิกาที่มีอนุภาค
ของทองเกิดขึ้นบริเวณพ้ืนผิวหลังจากท าการอัลตราโซนิกเป็นเวลา 120 นาที 
(b) ขนาดของอนุภาคของทองที่สังเคราะห์ได้เฉลี่ยอยู่ที่ 6 นาโนเมตร……………. 
 

หน้า 
6 
7 
 
9 
10 
11 
13 
 
 
 
17 
 
 
 
23 
 
 
24 
 
 
 
25 
 
26 
 
 
29 
 



ฒ 

รูปที่ 
2.13 
 
 
2.14 
 
2.15 
 
2.16 
3.1 
3.2 
 
3.3 
 
3.4 
 
3.5 
 
 
 
 
3.6 
5.1 
 
5.2 
5.3 
 
5.4 
 
 
 

 
แสดงขั้นตอนของการสังเคราะห์ผสมนาโนทอง-เมโซพอรัสซิลิกา (AuNPs-MPS 
nanocomposite) โดยเริ่มต้นจากการปรับปรุงพ้ืนผิวของเมโซพอรัสซิลิกา 
การดูดซับทองคลอไรด์ไอออน (AuCl4

-) และการรีดิวซ์ทองไออนให้เป็นอนุภาค. 
เปรียบเทียบค่าศักย์ไฟฟูาระหว่างสาร APTMS กับสาร PDADMAC ซึ่งเป็นสาร
ที่ใช้ในการปรับปรุงพ้ืนที่ผิวของซิลิกา……………………………………………….………… 
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สารก่อฟังก์ชั่นที่แตกต่างกันคือ (a1) สาร APTMS (b1) สาร PDADMAC……... 
โครงสร้างทางเคมีของไคโตซาน……………………………………………………………..... 
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(b) SBA-15 และ (c) MCF…………………………………………………………..………….. 
เปรียบเทียบกิจกรรมของเอนไซม์ (Activity) เมื่อท าการตรึงในวัสดุเมโซพอรัสซิ
ลิกาชนิดต่างๆ เทียบกับเอนไซม์อิสระ……………………………………………………….. 
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ต้นอะซิติลไทโอโคลีน คลอไรด์………………………………………………………………….. 
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คุณสมบัติทางเคมีของพ้ืนผิววัสดุโดยใช้ FT-IR Spectroscopy ของ A) MCF 
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โครงสร้างของ A) วัสดุ MCF ภาพก าลังขยาย 50 นาโนเมตร B) วัสดุ MCF ที่
สังเคราะห์ทอง ภาพก าลังขยาย 50 นาโนเมตร C) วัสดุ MCF ที่สังเคราะห์ทอง 
ภาพก าลังขยาย 20 นาโนเมตร โดยใช้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน 
ความถี่ของขนาดของอนุภาคนาโนทองที่เกิดขึ้น จากกระบวนการสังเคราะห์
ทองในวัสดุ MCF……………………………………………………………………………….…….. 
ความถี่ของขนาดอนุภาคนาโนทองที่เกิดขึ้นจากกระบวนการสังเคราะห์ทองใน
วัสดุ MCF……………………………………………………………………………………….………. 
สเปกตรัม XRD ของวัสดุ a) MCF และ b) MCF/APTS/AuNPs…………………… 
ร้อยละของปริมาณเอนไซม์ที่ถูกตรึง และกิจกรรมของเอนไซม์ตรึงรูปภายใน
วัสดุตรึงต่างชนิดกัน 3 ชนิด คือ MCF MCF/APTS และ MCF/APTS/AuNPs 
ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 6.0 ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
2 ชั่วโมง…………………………………………………………………………………………………. 
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SPCE/MCF/APTS/ AuNPs/Chitosan f) SPCE /MCF/AChE/ Chitosan g) 
SPCE/MCF/APTS/AChE /Chitosan h) SPCE/MCF/APTS/AuNPS/AChE 
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-0.2 ถึง 1.0 อัตราการสแกน 10 มิลลิโวลต์ต่อวินาที………………………………….… 
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กลไกการเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของเอนไซม์ AChE กับสารตั้งต้นอะซิคิลไทโอ
โคลีน ครอไรด์…………………………………………………………………………………………. 
ผลของเวลาที่ ใช้ ในการยับยั้ งการท างานของเอนไซม์ด้วยสารฆ่าแมลง 
(Incubation time) ต่อเปอร์เซ็นต์ที่ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ได้           
(% Incubation, %I) ในระบบวัดที่ของสารละลายของฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 9 
ที่ประกอบด้วย อะซิติลไทโอคลอรีน คลอไรด์ ความเข้มข้น 15.0 มิลลิโมลาร์…. 
ผลการวัดสารฆ่าแมลงประเภทออร์กาโนพอสเฟต ชนิดเมทิล พาราไธออน     
ของอะซิติลโคลีนเอสเทอเรสไบโอเซนเซอร์  (SPCE/MCF/APTS/AuNPs 
/AChE/ Chitosan) ในช่วงความเข้มข้นในช่วง 1 ถึง 2000 นาโนกรัมต่อ
มิลลิกรัม และกราฟมาตรฐาน (calibration curve) ของการวัดในช่วงความ
เข้มข้น A) 1 ถึง 200 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร B) 200 ถึง 1600 นาโนกรัมต่อ
มิลลิลิตร…………………………………………………………………………………………………. 
ผลการวัดสารฆ่าแมลงประเภทคาร์บาเมต ชนิดเมโทมิล ของอะซิติลโคลีนเอส
เทอเรสไบโอเซนเซอร์ (SPCE/MCF/APTS/AuNPs/AChE/Chitosan) ในช่วง
ความเข้มข้นในช่วง 1 ถึง 400 นาโนกรัมต่อมิลลิกรัม และกราฟมาตรฐาน 
(calibration curve) ของการวัดในช่วงความเข้มข้น A) 1 ถึง 20 นาโนกรัมต่อ
มิลลิลิตร B) 20 ถึง 100 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร…………………………………………… 
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ประกอบด้วย อะซิติลไทโอคลอรีน คลอไรด์ ความเข้มข้น 15.0 มิลลิโมลาร์ ที่
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ที่ทาการผลิตซ้าตามกระบวนการเดิม จานวน 10 
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    บทที่ 1 
บทน า 

 
1.1 ที่มาของงานวิจัย 
 
            ในปัจจุบันการใช้สารเคมีเป็นพิษจ าพวกยาฆ่าแมลงในอุตสาหกรรมทางการเกษตรมีปริมาณ
เพ่ิมสูงขึ้น จากข้อมูลของส านักงานเศรษฐกิจการเกษตรปี 2551 พบว่าประเทศไทยซึ่งมีพ้ืนที่
เพาะปลูกทางการเกษตรมากเป็นอันดับที่ 48 ของโลก แต่กลับมีการใช้สารก าจัดศัตรูพืชในปริมาณสูง
เป็นอันดับ 5 ของโลก (พิชัย สมบูรณ์วงศ์ และจิรนันท์ เสนานาญ, 2553) ซึ่งการใช้สารก าจัดศัตรูพืช
ในปริมาณมากนี้ไม่เพียงจะมีผลต่อการท าลายแมลงและวัชพืช แต่ยังส่งผลกระทบโดยตรงต่อระบบ
นิเวศ โดยเฉพาะการตกค้างของสารเคมีเป็นพิษในสิ่งแวดล้อม ทั้งในพืชผลทางการเกษตร แหล่งน้ า 
หรือแม้กระทั้งแทรกซึมและสะสมตัวอยู่ในชั้นดิน ซึ่งจะเป็นอันตรายต่อสิ่งมีชีวิต โดยจากรายงาน
สถานการณ์การปุวยด้วยโรคจากสารก าจัดศัตรูพืชในประเทศไทยปี 2552 พบว่าสารก าจัดศัตรูพืช
ชนิดที่ เป็นสาเหตุของการเจ็บปุวยมากที่สุ ดเป็นสารก าจัดแมลงในกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟต 
(organophosphated insecticide) และคาร์บาเมต (carbamate insecticide) ที่มีอัตราการ
เจ็บปุวยจ านวนเฉลี่ย 6 รายต่อ 100,000 ราย และมีอัตราการปุวยตายที่เกิดจากสารเคมีชนิดนี้คิด
เป็นร้อยละ 6.2 จากผู้ปุวยทั้งหมด (พิบูล อิสสระพันธุ์, 2554) ซึ่งสอดคล้องกับปริมาณการใช้ที่นิยมใช้
สารฆ่าแมลง 2 ชนิดนี้เพ่ือก าจัดศัตรูพืช โดยเฉพาะสารก าจัดแมลงในกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟต เช่น 
เมทิล พาราไธออน (methyl parathion) มาลาไธออน (malathion) ไดโครโตฟอส (dicrotophos) 
และไดคลอวอส (dichlorvos) เป็นต้น สารเคมีชนิดนี้มีระยะเวลาการสลายตัวประมาณ 2 สัปดาห์ถึง 
6 เดือน ทั้งนี้อาจขึ้นอยู่กับปัจจัยทางสภาพอากาศ และอุณหภูมิ จึงนิยมใช้กับพืชผักที่มีอายุการ
เพาะปลูก และการเก็บเก่ียวสั้น (กรมควบคุมมลพิษ, 2554)  
            ส าหรับการวิเคราะห์หาปริมาณการตกค้างของสารฆ่าแมลงนั้นสามารถท าได้โดยการใช้
เครื่องแก๊สโครมาโตรกราฟฟี (gas chromatography, GC) เครื่องแมสสเปกโตรเมทรี (mass 
spectrometry, MS) หรือเครื่องโครมาโตกราฟฟีของเหลวสมรรถนะสูง (high performance liquid 
chromatography, HPLC) ซึ่งวิธีวิเคราะห์ดังกล่าวนั้นมีข้อดีที่สามารถตรวจวัดค่าได้ค่าแม่นย า แต่มี
ค่าใช้จ่ายในการด าเนินงานสูง มีขั้นตอนในการวัดและเตรียมสารที่ยุ่งยาก เครื่องมือมีราคาแพง และ
จ าเป็นต้องใช้ผู้ช านาญการในการตรวจวิเคราะห์ ดังนั้นในปัจจุบันจึงมีการพัฒนาเครื่องมือตรวจวัดที่
เรียกว่า ไบโอเซนเซอร์ (biosensors) ขึ้นมาเป็นทางเลือกที่จะใช้ในการวิเคราะห์สาร เพราะสามารถ
ตรวจวัดได้อย่างรวดเร็ว และมีความจ าเพาะเจาะจงต่อสารที่ต้องการตรวจวัด ขั้นตอนในการตรวจวัด
ไม่ยุ่งยาก (Pundir และ Chauhan, 2012) โดยอุปกรณ์ตรวจวัดไบโอเซนเซอร์จะประกอบด้วยส่วน
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ของสารชีวภาพที่เป็นเอนไซม์ ที่มีความจ าเพาะเจาะจงต่อสารที่ต้องการจะตรวจวิเคราะห์ ตรึงเข้ากับ
ส่วนของทรานสดิวเซอร์ (transducer) ที่มีความสามารถในการตรวจจับสัญญาณการเปลี่ยนแปลงซึ่ง
จะอยู่ในรูปของอิเล็กตรอนที่จะเกิดขึ้นจากปฏิกิริยาระหว่างเอนไซม์กับสารตัวอย่างได้ โดยกระแส
อิเล็กตรอนที่เกิดขึ้นจะใช้เป็นสัญญาณชี้น า (indicate signal) ที่ใช้ในการบ่งบอกปริมาณสารตัวอย่าง
ที่ต้องการตรวจวิเคราะห์ได้ (Eggins, 1996) ส าหรับไบโอเซนเซอร์ที่ใช้ในการตรวจวัดสารฆ่าแมลงนั้น
จะใช้เอนไซม์ อะซิติลโคลีนเอสเทอเรส (acethylcholinesterase, AChE) ซึ่งมีความจ าเพาะเจาะจง
ต่อสารฆ่าแมลงกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟต (organophosphated insecticide) และคาร์บาเมต 
(carbamate insecticide) มาตรึงบนพ้ืนผิวอิเลคโทรดของทรานสดิวเซอร์ โดยการตรึงเอนไซม์
สามารถท าได้หลายวิธี เช่น การดูดซับ (adsorption) การกักเก็บ (entrapment) การคลอสลิงค์ 
(cross linking) เป็นต้น ซึ่งข้ันตอนการตรึงเอนไซม์เป็นขั้นตอนที่ส าคัญเพราะจะส่งผลกระทบโดยตรง
ต่อกิจกรรมของเอนไซม์ ดังนั้นควรเลือกใช้วิธีที่ส่งผลกระทบต่อกิจกรรมของเอนไซม์น้อยที่สุด ซึ่ง
พบว่าเทคนิคการตรึงเอนไซม์แรงยึดเหนียวระหว่างประจุ (electrostatic interaction) ระหว่างวัสดุ
ตรึงและเอนไซม์เป็นวิธีที่น่าสนใจ เนื่องจากเป็นเทคนิคที่มีสภาวะในการตรึงที่ไม่รุนแรงท าให้เอนไซม์
สูญเสียกิจกรรมระหว่างการตรึงรูปน้อย วิธีการเตรียมง่าย รวดเร็ว และไม่ส่งผลกระทบต่อ
ความจ าเพาะของเอนไซม์ที่มีต่อสารตั้งต้น (Bailey และ Ollis, 1986) นอกจากการเลือกวิธีการตรึงที่
ดีแล้วยังต้องค านึงถึงวัสดุที่จะน ามาใช้ในการตรึงร่วมกันกับเอนไซม์ ซึ่งต้องมีคุณสมบัติที่สามารถเข้า
กับเอนไซม์ได้ดี โดยวัสดุที่นิยมใช้ในงานไบโอเซนเซอร์ตัวอย่างเช่น พอลิเมอร์ เส้นใย วัสดุพรุนชนิด
ต่างๆ ซึ่งวัสดุเหล่านี้จะช่วยเพิ่มพ้ืนที่ในการยึดเกาะ และปูองกันการชะล้างของเอนไซม์ออกจากอิเลค
โทรดได้ ส าหรับงานวิจัยนี้สนใจที่จะใช้วัสดุรูพรุนประเภทเมโซพอรัสซิลิกา (mesoporous silica) ที่มี
ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางรูพรุน 2-50 นาโนเมตร (Mellini, 2005) เนื่องจากมีขนาดที่เหมาะสมและ
สอดคล้องกับขนาดของเอนไซม์เอนไซม์อะซิติลโคลีนเอสเทอเรส ทีม่ีขนาดของโมเลกุลประมาณ 4.5 x 
6.0 x 6.5 นาโนเมตร (Milkani และคณะ, 2011)  
            โดยงานวิจัยนี้จะศึกษาการสังเคราะห์วัสดุรูพรุนประเภทเมโซพอรัสซิลิกา ชนิดเมโซ
เซลลูลาร์โฟมซิลิกา (mesocellular foams silica, MCF) มาใช้ในการตรึงเอนไซม์เอนไซม์           
อะซิติลโคลีนเอสเทอเรสเพ่ือใช้สร้างไบโอเซนเซอร์ส าหรับตรวจวัดสารฆ่าแมลง ซึ่งข้อดีของวัสดุนี้คือ 
เมื่อตรึงเอนไซม์รูพรุนของวัสดุ MCF นี้มันจะช่วยรักษากิจกรรมของเอนไซม์จากสภาวะแวดล้อม
ภายนอกได้ดี ทั้งค่า pH อุณหภูมิ หรือความเข้มข้นของสารตั้งต้นที่ไม่เหมาะสม แต่ก็มีข้อด้อยที่ต้อง
ค านึงถึงคือ เรื่องของคุณสมบัติการส่งผ่านกระแสอิเล็กตรอนเนื่องจากวัสดุ MCF ไม่น าไฟฟูา ดังนั้นจึง
มีการประยุกต์ใช้อนุภาคทองขนาดนาโน (gold nanoparticles, AuNPs) มาสังเคราะห์ร่วมกับ MCF 
โดยจะสังเคราะห์ไว้ภายในรูพรุนของ MCF ซึ่งเป็นบริเวณที่มีการตรึงเอนไซม์เพ่ือช่วยปรับปรุงเรื่อง
ของการส่งผ่านกระแสอิเล็กตรอนที่จะเกิดจากการเกิดปฏิกิริยาระหว่างเอนไซม์กับสารตั้งต้นไปยัง



3 

ผิวหน้าของอิเลคโทรดให้ดีขึ้น ซึ่งวิธีการสังเคราะห์วัสดุMCF/AuNPs จะใช้วิธีอัลตราโซนิเคชั่น 
(ultrasonication) โดยสารตั้งต้นของทองคือ กรดคลอโรออริก (chloroauric acid, HAuCl4)        
ซึ่งจะน า MCF ลงไปแช่เพ่ือให้ไอออนทองคลอไรด์  (AuCl4

-) เกิดการยึดเกาะบนพ้ืนผิวของ MCF 
จากนั้นท าการรีดิวซ์ให้ไอออนของทอง (gold ions, Au3 +) จาก AuCl4

- ให้เกิดเป็นอะตอม          
ของทอง (gold atoms, Au0) เกาะบนพ้ืนผิวรูพรุนของ MCF โดยสารที่ใช้เป็นตัวรีดิวซ์คือ                

ไฮโดรเจนฟรีเรดิคอลส์ (hydrogen radicals, H ·) และไฮดรอกซิลฟรีเรดิคอลส์ (hydroxyl radical, 

OH ·) ที่เกิดจากการแตกตัวของฟองอากาศในน้ าหลังปูอนคลื่นความถี่ขนาด 40 กิโลเฮิร์ทซ์                    
ในกระบวนการอัลตราโซนิก เป็นระยะเวลา 120 นาที (Chen และคณะ, 2001) ซึ่งวัสดุ 
MPS/AuNPs ที่สังเคราะห์ได้จะน ามาใช้ในการตรึงเอนไซม์ และประกอบเข้ากับผิวหน้าของ        
อิเลคโทรดโดยใช้พอลิเมอร์ธรรมชาตินั่นคือ ไคโตซาน (chitosan) เป็นตัวช่วยในการยึดประสาน 
เนื่องจากมันมีคุณสมบัติที่สามารถเข้ากับสารชีวภาพได้ดี (biocompatibility) ไม่เป็นพิษ           
(low toxicity) การเตรียมง่าย ราคาไม่แพง และนอกจากนี้ไคโตซานยังมีหมู่เอมีน (amine group) 
ซึ่งสามารถยึดเกาะกับหมู่อัลคิล (alkyl group) ของเอนไซม์ได้ดีอีกด้วย (Rinaudo และคณะ, 2006) 
ซึ่งไบโอเซนเซอร์ที่สร้างขึ้นนี้จะน าไปใช้วัดสารฆ่าแมลงในกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟต ชนิดเมทิล พาราไธ
ออน (methyl parathion) และสารฆ่าแมลงในกลุ่มคาร์บาเมตคือ เมโทมิล (metjomyl) โดย
งานวิจัยนี้มุ่นเน้นที่จะศึกษาการเพ่ิมประสิทธิภาพในการตรวจวัด และปรับปรุงเสถียรภาพของเอนไซม์
ทั้งในแง่ของประสิทธิภาพในการเร่งปฏิกิริยา และการเก็บรักษา เพ่ือน าไปใช้ในการสร้าง
ไบโอเซนเซอร์ส าหรับตรวจวัดสารฆ่าแมลงอย่างมีประสิทธิภาพต่อไป 

 
1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

เพ่ือศึกษาการสร้างไบโอเซนเซอร์ที่ใช้ส าหรับตรวจวัดสารฆ่าแมลง โดยใช้วัสดุสังเคราะห์เมโซ
เซลลูลาร์โฟมซิลิกา/อนุภาคนาโนทอง มาใช้ส าหรับตรึงเอนไซม์อะซิติลโคลีนเอสเทอเรส  
 
1.3 ขอบเขตงานวิจัย  

1. ใช้วัสดุสังเคราะห์ของ เมโซ เซลลูลาร์โฟมซิลิกา/อนุภาคนาโนทอง MCF/AuNPs 
composite) มาใช้ในการตรึงเอนไซม์ AChE ด้วยวิธีดูดซับด้วยแรงทางประจุ              
ในสารละลายฟอตเฟตบัฟเฟอร์ (phosphate buffe) ที่ค่า pH 6.0 

2. ศึกษาผลของวัสดุ MCF อนุภาคนาโนทอง (AuNPs) วัสดุ APTS และไคโตซาน 
(Chitosan) เมื่อน ามาใช้ดัดแปลงอิเลคโทรดแบบ (screen-printed carbon electrode, 
SPCE) ต่อพฤติกรรมการตอบสนองทางไฟฟูาเมื่อน ามาประยุกต์ใช้ในงานไบโอเซนเซอร์ 
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โดยใช้เทคนิคไซคลิกโวลแทมเมตรี ในระบบวัดที่เป็นสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ความ
เข้มข้น 0.1 โมลาร์ พีเอช 9 แลที่ประกอบด้วยสารตังต้นอะซิติลไทโอโครีน คลอไรด์
เข้มข้น 15 มิลลิโมลาร์ ปูอนศักย์ไฟฟูาระหว่าง -0.2 ถึง 1.0 โวลต์ อัตราการสแกน 10 
มิลลิโวลต์ต่อวินาที และท าการเปรียบเทียบผลระหว่าง  

        2.1 SPCE เปล่าๆ 
        2.2 SPCE/chitosan  
        2.3 AChE/MCF/chitosan 
        2.4 AChE/MCF/APTS/chitosan  
        2.5 SPCE/MCF/APTS/AuNPs/chitosan  
        2.6 SPCE/MCF/AChE/chitosan ไบโอเซนเซอร์ 
        2.7 AChE/MCF/APTS/AChE/chitosan ไบโอเซนเซอร์ 
        2.8 AChE/MCF/APTS/AuNPs/AChE/chitosan ไบโอเซนเซอร์ 
    แล้วเลือกชนิดของอิเลคโทรดไบโอเซนเซอร์ที่ดีที่สุดเพื่อน าไปใช้วัดสารฆ่าแมลงต่อไป 
3. ทดสอบปัจจัยที่มีผลต่อการวัดของไบโอเซนเซอร์ (ที่เลือกใช้หลังจากการศึกษาใน      

หัวข้อที่ 2) 
        3.1 หาค่า pH ที่เหมาะสมส าหรับระบบวัด 
        3.2 หาความเข้มข้นของสารตั้งต้นอะซิติลไทโอโคลีน คลอไรด์ ทีเ่หมาะสม 

    3.3 หาระยะเวลาที่ใช้ในการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ด้วยสารฆ่าแมลง 
(incubation time) ที่เหมาะสม 

4. ทดสอบประสิทธิภาพในการวัดสารฆ่าแมลงชนิดเมทิล พาราไธออน และเมโทมิล ของ
ไบโอเซนเซอร์โดยใช้สภาวะที่เหมาะสมที่หาได้จากข้อที่ 3  

        4.1 หาช่วงของความเข้มข้น (linear range) และ ความเข้มข้นต่ าที่สุดที่สามารถ
ตรวจวัดได้ (detection limit) 

        4.2 ทดสอบประสิทธิภาพของการใช้งานของไบโอเซนเซอร์หลังจากท าการเก็บรักษา 
(Storage stability) ไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และที่อุณหภูมิ 32 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 20 วัน  

 
1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
            1. การตรึงเอนไซม์อะซิติลโคลีนเอสเทอเรสในรูพรุนของวัสดุสังเคราะห์  MCF/AuNPs จะ

ช่วยรักษาสเถียรภาพของเอนไซม์ตรึงรูปให้มีการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ที่ดี และช่วย
เก็บรักษากิจกรรมของเอนไซม์ตรึงรูปให้เกิดสูญเสียน้อยลง 
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            2. เมื่อน าวัสดุสังเคราะห์ MCF/AuNPs มาใช้ตรึงเอนไซม์ในงานไบโอเซนเซอร์ ก็จะช่วยให้
เครื่องมือตรวจวัดมีอายุการใช้งานที่ยาวนานขึ้น เนื่องจากเอนไซม์ที่ตรึงในวัสดุ
สังเคราะห์นี้จะยังมีเสถียรภาพที่ดีอยู่ถึงแม้จะถูกเก็บรักษาเป็นเวลานาน 

             3. ได้ไบโอเซนเซอร์ที่มีประสิทธิภาพในการวัดสารฆ่าแมลงเมทิล พาราไธออน และเมโทมิล 
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บทที่ 2 
ทฤษฎ ี

 
            ในบทนี้จะกล่าวถึงนิยาม และหลักการในการตรวจวัดของไบโอเซนเซอร์ที่สร้างขึ้นเพ่ือใช้
ส าหรับตรวจวัดสารฆ่าแมลง โดยท าการรวบรวมข้อมูลตั้งแต่ชนิดของเอนไซม์ที่มีความจ าเพาะเจาะจง
ต่อสารฆ่าแมลงนั่นคือ เอนไซม์อะซิติลโคลีนเอสเทอเรส และวัสดุที่จะน ามาใช้ตรึงร่วมกับเอนไซม์     
ทั้งเมโซพอรัสซิลิกา อนุภาคนาโนทอง และไคโตซาน ซึ่งจะมีการกล่าวถึงวิธีการในการสังเคราะห์วัสดุ
เหล่านี้  รวมทั้งคุณสมบัติที่ดีที่ช่วยเสริมประสิทธิภาพของไบโอเซนเซอร์เมื่อน าวัสดุเหล่านี้              
มาประยุกต์ใช้งาน  

 
2.1 ไบโอเซนเซอร์ 
            ไบโอเซนเซอร์เป็นเครื่องมือที่ใช้ในการตรวจวัดและวิเคราะห์หาปริมาณสาร โดยใช้หลักการ
ทางเคมีและชีวเคมี ซึ่งจะอาศัยสารทางชีวภาพ (biological substances) ที่มีความจ าเพาะเจาะจง
และว่องไวทางปฏิกิริยาต่อสารตัวอย่างที่ต้องการตรวจวิเคราะห์ มาท าการตรึงเพ่ือติดเข้ากับส่วนของ
ตัวตรวจจับ หรือทรานส์ดิวเซอร์ (transducer) ที่จะท าหน้าที่ในการรับและแปลงสัญญาณที่เกิดจาก
ปฏิกิริยาระหว่างสารทางชีวภาพนั้นกับสารตัวอย่างที่ต้องการวิเคราะห์ สัญญาณที่เกิดขึ้นอาจจะอยู่   
ในรูปของ อิออน อิเล็กตรอน ความร้อน ก๊าซ หรือคุณสมบัติของมวลที่เปลี่ยนแปลงไป โดยสัญญาณ 
ที่เกิดขึ้นนี้จะถูกแปลงให้อยู่ในรูปสัญญาณทางไฟฟูา ซึ่งจะสามารถใช้เป็นดัชนีที่จะระบุถึงปริมาณของ
สารตัวอย่างที่ท าการตรวจวิเคราะห์ได้ กลไกการท างานของไบโอเซนเซอร์ดังแสดงในรูปที่ 2.1 
(ปราณี, 2547) 

 
รูปที ่2.1 หลักการท างานของไบโอเซนเซอร์  

(ที่มา: http://www.biotec.or.th/biotechnology-th/newsdetail.asp?id=2648 ) 

http://www.biotec.or.th/biotechnology-th/newsdetail.asp?id=2648
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            องค์ประกอบโดยทั่วไปของไบโอเซนเซอร์เมื่อแบ่งตามหน้าที่การท างานจะสามารถแบ่งออก
ได้เป็น 3 ส่วนใหญ่ๆ คือ  
            1. สารทางชีวภาพ (biological substances) เป็นสารที่ใช้ที่มีความจ าเพาะเจาะจงกับสาร
ที่ต้องการตรวจวิเคราะห์ ซึ่งสารทางชีวภาพที่นิยมน ามาใช้ในงานไบโอเซนเซอร์ได้แก่ เอนไซม์ 
ฮอร์โมน แอนติบอดี้ จุลินทรีย์ และเนื้อเยื่อพืชหรือสัตว์ เป็นต้น โดยสารทางชีวภาพเหล่านี้             
จะก่อให้เกิดสัญญาณข้ึนเมื่อเข้าท าปฏิกิริยากับสารตัวอย่างที่ต้องการตรวจวัด ซึ่งสัญญาณที่เกิดขึ้นนั้น
อาจจะอยู่ในรูปของอิออน อิเล็กตรอน ความร้อน ก๊าซ หรือคุณสมบัติของมวลที่เปลี่ยนแปลงไปซึ่งจะ
ถูกตรวจจับด้วยส่วนของทรานส์ดิวเซอร์ 
            2. ทรานส์ดิวเซอร์ (transducer) เป็นเครื่องมือทางไฟฟูาเคมี เป็นส่วนที่น ามาผนวกเข้ากับ
สารชีวภาพเพ่ือท าหน้าที่ในการตรวจจับและรับสัญญาณที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาระหว่างสารชีวภาพกับ
สารตัวอย่างที่ต้องการวิเคราะห์ โดยสัญญาณที่ตรวจจับได้จะถูกแปลงให้อยู่ในรูปของสัญญาณทาง
ไฟฟูา โดยค่าสัญญาณทางไฟฟูานี้จะมีความสัมพันธ์กับปริมาณสารตัวอย่างที่ต้องการตรวจวิเคราะห์ 
            3. ระบบแสดงผล (meter) เป็นหน่วยที่รับหน้าที่แปลสัญญาณและข้อมูลทางไฟฟูาจาก
ทรานส์ดิวเซอร์ ให้แสดงอยู่ในรูปแบบสัญญาณดิจิตอลที่สามารถอ่านค่าและน าข้อมูลไปใช้ได้ง่ายขึ้น 

 
รูปที่ 2.2 โครงสร้างของไบโอเซนเซอร์ และความสัมพันธ์ของสัญญาณต่างๆ (ปราณี, 2547) 
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            จากรูปที่ 2.2 อิเลคโทรดของไบโอเซนเซอร์ (b) ที่มีเอนไซม์ที่มีเอนไซม์ที่มีคุณสมบัติจ าเพาะ
ต่อสารตัวอย่างที่ต้องการวิเคราะห์ (a) เมื่อน าอิเลคโทรดนี้ไปจุ่มในสารละลายที่มีสารตัวอย่างที่
ต้องการวิเคราะห์ เอนไซม์จะท าปฏิกิริยากับสารตัวอย่างนั้นแล้วท าให้เกิดสัญญาณซึ่งอาจจะอยู่ในรูป
ของ สัญญาณทางเคมี ชีวภาพ กายภาพ ซึ่งจะสามารถตรวจจับได้ด้วยทรานสดิวเซอร์ (c) แล้วแปลง
สัญญาณออกมาในรูปของสัญญาณทางไฟฟูา ส่งต่อไปยังส่วนของมิเตอร์ (d) ซึ่งจะขยาย/แปล/เก็บ
ข้อมูล ซึ่งสามารถแสดงข้อมูลที่ได้จากการวัดออกมาในรูปแบบดิจิทัลแบบแสง ซึ่งแสดงออกมาเป็นค่า
ตัวเลข (e) ซึ่งข้อมูลที่ได้จากการวัดนี้จะสัมพันธ์กับปริมาณของสารตัวอย่างที่ท าการตรวจวิเคราะห์ 

 
            2.1.1 แอมเพอโรเมตริกเอนไซม์ไบโอเซนเซอร์ (Amperometric enzyme biosensors) 
          เป็นไบโอเซนเซอร์รูปแบบหนึ่ งที่ประกอบด้วยส่วนของสารชีวภาพเป็นเอนไซม์ที่มี
ความจ าเพาะเจาะจงต่อสารตัวอย่างที่ต้องการจะตรวจวิเคราะห์  ตรึงเข้ากับส่วนของทรานสดิวเซอร์  
ที่มีความสามารถในการตรวจจับสัญญาณการเปลี่ยนแปลงซึ่งอยู่ในรูปของอิเล็กตรอน ที่จะเกิดขึ้นจาก
ปฏิกิริยาระหว่างเอนไซม์กับสารตัวอย่าง โดยกระแสอิเล็กตรอนที่เกิดขึ้นจะใช้เป็นสัญญาณชี้น า 
(indicate signal) ในการบ่งบอกปริมาณสารตัวอย่างที่ต้องการตรวจวิเคราะห์ได้ โดยแอมเพอโร
เมตริกเอนไซม์ไบโอเซนเซอร์จะใช้เทคนิคการวิเคราะห์ทางไฟฟูาเคมีที่ประกอบไปด้วยเซลล์ไฟฟูาเคมี
ที่มี 3 ขั้ว คือ ขั้วไฟฟูาท างาน working electrode (WE) ขั้วไฟฟูาอ้างอิง reference electrode 
(RE) และขั้วไฟฟูาช่วย auxiliary electrode (AE) การวิเคราะห์ทางไฟฟูาเคมีสามารถท าได้โดยการ
ปูอนศักย์ไฟฟูาที่ควบคุมได้ แก่ขั้วไฟฟูาท างานของเซลล์ไฟฟูาเคมี หรืออิเลคโทรด ศักย์ไฟฟูาที่ปูอน  
ให้นี้จะท าให้ขั้วไฟฟูาท างานมีศักย์ไฟฟูาเปลี่ยนแปลงไป ซึ่งจะมีผลท าให้สารที่ตรึงอยู่บนผิวหน้าของ
ขั้วไฟฟูาท างานสามารถเกิดปฏิกิริยาการถ่ายเทอิเล็กตรอน (electron transfer reaction) นั่นคือ   
มีการให้ หรือรับอิเล็กตรอน บนผิวหน้าของขั้วท างานได้ ท าให้เกิดกระแสอิเล็กตรอนไหลผ่านขั้ว
ท างาน กระแสอิเล็กตรอนที่เกิดขึ้นนี้จะถูกตรวจวัดโดยวงจรอิเลคทรอนิคส์ภายนอกซึ่งเป็นส่วนของ
ทรานส์ดิวเซอร์ และถูกแปลงออกมาเป็นกระแสไฟฟูาซึ่งจะมีความสัมพันธ์กับความเข้มข้นของสาร
ตัวอย่างที่เกิดปฏิกิริยา โดยกลไกในการท างานสามารถสรุปและแสดงได้ดังรูปที่ 2.3 
            การถ่ายทอดอิเล็กตรอนเกิดจากผลของปฏิกิริยาออกซิเดชัน-รีดักชัน โดยการเร่งปฏิกิริยา
ของเอนไซม์ที่อยู่ในสภาพออกซิไดซ์ ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของสารตั้งต้น (substate) เกิดเป็น
ผลิตภัณฑ์ (product) โดยกลไกนี้จะท าให้เอนไซม์กลายสภาพไปอยู่ในรูปรีดิวซ์เอนไซม์ซึ่งเป็นสภาวะ
ที่ไม่เสถียร จึงต้องมีการถ่ายเทอิเล็กตรอนต่อไปอีกเพ่ือให้เอนไซม์กลับไปอยู่ในสภาวะของออกซิไดซ์
เอนไซม์ดังเดิม โดยผ่านทางการออกซิไดซ์ด้วยสารตัวกลาง (mediator) ซึ่งจะท าหน้าที่รับอิเล็กตรอน
จากเอนไซม์ที่อยู่ในสภาพรีดิวซ์ให้กลับสู่สภาวะปกติอีกครั้ง และเมื่อท าการปูอนศักย์ไฟฟูาขนาด      
ที่เหมาะสมที่ขัว้ไฟฟูาท างานเทียบกับขั้วอ้างอิงจะท าให้ขั้วไฟฟูาท างานมีศักย์ไฟฟูาเปลี่ยนแปลงไป 
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เหนี่ยวน าให้สารตัวกลางซึ่งอยู่ในสภาพรีดิวซ์ถูกออกซิไดซ์เกิดการถ่ายเทอิเล็กตรอนเข้าสู่อิเลคโทรด 
โดยกระแสอิเล็กตรอนที่เกิดขึ้นจะถูกเปลี่ยนเป็นสัญญาณทางไฟฟูาด้วยทรานส์ดิวเซอร์ซึ่งขนาดของ
กระแสไฟฟูาที่เกิดขึ้นจะมีความสัมพันธ์กับปริมาณสารตัวอย่างที่ต้องการตรวจวิเคราะห์ 

 
รูปที่ 2.3 ล าดับขั้นของการส่งผ่านอิเล็กตรอนจากสับสเตรทสู่อิเลคโทรดที่เกิดจากปฏิกิริยา

ออกซิเดชัน - รีดักชันระหว่างเอนไซม์กับอิเล็กตรอน (พรพิมล ศรีทองค า และคณะ 
2538) 

 
            2.1.2 เทคนิคการวิเคราะห์ทางเคมีไฟฟ้า 
            เทคนิคการวิเคราะห์ทางเคมีไฟฟูาที่ใช้ส าหรับเครื่องตรวจวัดไบโอเซนเซอร์ในงานวิจัยนี้มี 2 
วิธี คือ ไซคลิกโวลแทมเมตรี (cyclic voltammetry, CV) และแอมเพอโรเมตรี (amperometry) 
                    2.1.2.1 ไซคลิกโวลแทมเมตรี 
                    ไซคลิกโวลแทมเมตรี เป็นการวิเคราะห์ทางไฟฟูาเคมีที่มีการปูอนศักย์ไฟฟูาเป็นรอบ
ระหว่างค่าสองค่าแก่อิเลคโทรด ซึ่งจะท าให้ขั้วไฟฟูามีการเปลี่ยนแปลงศักย์ไฟฟูาไปเมื่อเทียบกับ
ขั้วไฟฟูาอ้างอิง ท าให้สารบางชนิดที่อยู่รอบๆผิวหน้าของอิเลคโทรดเกิดปฏิกิริยาการถ่ายเท
อิเล็กตรอน (electron transfer reaction) บนผิวของขั้วไฟฟูาท าให้เกิดกระแสไฟฟูาไหลผ่าน    
อิเลคโทรด โดยกระแสที่เกิดขึ้นจะถูกตรวจวัดได้โดยวงจรอิเลคทรอนิกส์ภายนอก ซึ่งรูปแบบของ
สัญญาณที่วัดได้จากไซคลิกโวลแทมเมตรีแสดงดังรูป 2.4  
                    จากรูปที่ 2.4 แสดงให้เห็นสัญญาณในรูปของกระแสซึ่งเกิดจากการปูอนศักย์ไฟฟูา
แบบไซคลิกโวลล์แทมเมตรี คือ จ่ายศักย์ไฟฟูาเป็นรอบระหว่างค่าศักย์ไฟฟูาที่เป็นบวกสลับกับ
ศักย์ไฟฟูาลบ ซึ่งท าให้เกิดจุดยอดของกราฟซึ่งมีกระแสสูงสุด 2 จุด คือ จุดยอดของกราฟที่แสดง
ค่ากระแสสูงสุดที่เป็นบวก (anodic peak current, ip,a) ที่เกิดจากปฏิกิริยาออกซิเดชัน (Oxidation 
peak) เมื่อจ่ายศักย์ไฟฟูาค่าบวก (anodic peak potential, Ep,a) และเมื่อท าการรีเวิร์สการสแกน
จากศักย์ไฟฟูาบวกเป็นศักย์ไฟฟูาที่เป็นลบ (cathodic peak potential, Ep,c) จะท าให้เกิดจุดยอด
ของกระแสไฟฟูาสูงสุดที่มีค่าเป็นลบ (cathodic peak current, ip,c) ซึ่งเกิดจากปฏิกิริยารีดักชัน 
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(Reduction peak) ส าหรับการน าวิธีไซคลิกโวลแทมเมตรีมาใช้ในงานไบโอเซนเซอร์นั้นก็เพ่ือใช้วัดหา
ค่าศักย์ไฟฟูาที่เหมาะสมที่จะท าให้เกิดกระแสไฟฟูาสูงที่สุด จากการทดลองท าการสแกนศักย์ไฟฟูา
ระหว่างค่าสองค่า 

 
รูปที่ 2.4 ลักษณะของสัญญาณท่ีวัดได้จากวิธีไซคลิกโวลแทมเมตรี 

(ที่มา: http://www.uea.ac.uk/~fea06cbu/techni/volt/volt.htm) 
 

                    2.1.2.2 แอมเพอโรเมตรี 
               แอมเพอโรเมตรี เป็นการวิเคราะห์ทางไฟฟูาเคมีที่มีการปูอนศักย์ไฟฟูาคงที่ที่เหมาะสมค่า
หนึ่งซึ่งจะวัดออกมาในรูปของสัญญาณของค่ากระแสไฟฟูาที่เปลี่ยนแปลงไปต่อเวลาในขณะที่
เกิดปฏิกิริยา ส าหรับในงานไบโอเซนเซอร์จะมีการใช้วิธีนี้เพ่ือหาปริมาณผลต่างของกระแสไฟฟูา (  ) 
ซึ่งเกิดขึ้นจากการเปลี่ยนแปลงของกระแสไฟฟูา ณ จุดเริ่มต้นของระบบวัดที่ยังไม่มีการเติมสาร
ตัวอย่างที่ต้องการตรวจวัด (sample addition) ลงไป ซึ่งจะวัดออกมาในรูปของกระแสไฟฟูาเริ่มต้น 
(I1) กับจุดที่มีการเติมสารตัวอย่างที่ต้องการที่จะตรวจวัดลงไปในระบบวัดจนเกิดสภาวะสมดุลใหม่ 
(new steady state) ซึ่งจะมีค่ากระแสไฟฟูาเป็น (I2) ค่าความต่างของกระแสไฟฟูาแสดงดังสมการ   
ที่ 2.1 (Liu และ Mattiasson, 2002) 
  
                 (2.1) 

ซึ่งปริมาณผลต่างของกระแส (  ) ที่วัดได้จะสอดคล้องกับปริมาณของสารตัวอย่างที่ต้องการตรวจวัด 
โดยกลไกของการวัดแสดงดังรูปที่ 2.5 

http://www.uea.ac.uk/~fea06cbu/techni/volt/volt.htm
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รูปที่ 2.5 ลักษณะของสัญญาณท่ีวัดได้จากวิธีแอมเพอโรเมตรีจากไบโอเซนเซอร์ (Liu และ 

Mattiasson, 2002) 
 
            2.1.3 การวิเคราะห์หาประสิทธิภาพของไบโอเซนเซอร์ (Performance factors) 
            เป็นการทดสอบประสิทธิภาพการท างานของไบโอเซนเซอร์ที่สร้างขึ้นเ พ่ือยืนยัน
ประสิทธิภาพและความสามารถในการท างานของเครื่องมือวัดนี้  โดยคุณสมบัติพ้ืนฐานของเครื่องมือ
วัดที่ควรศึกษามีดังนี้ 
                    2.1.3.1 พิสัยเชิงเส้น (linear range)  
                    พิสัยเชิงเส้น หมายถึง ความสามารถของเครื่องมือวัดในการวิเคราะห์สาร ที่จะท า
ให้ผลของการวิเคราะห์ที่ได้จากเครื่องวัดมีความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงกับความเข้มข้นของสารที่ท าการ
วิเคราะห์ในช่วงความเข้มข้นที่ก าหนด โดยช่วงของ linear range สามารถหาได้จากการเขียนกราฟ
ความสัมพันธ์ระหว่างสัญญาณ (แกนตั้ง) กับความเข้มข้นของสาร (แกนนอน) โดยใช้สมการเส้นตรง 
ส่วน range จะหมายถึง ช่วงของความเข้มข้นของสารที่ท าการวิเคราะห์ตั้งแต่ความเข้มข้นต่ าสุด      
ถึงความเข้มข้นสูงสุดที่สามารถวิเคราะห์ได้ โดยให้ค่าความแม่นย า (accuracy) และความเที่ยงตรง 
(precision) อยู่ในระดับที่มีความถูกต้องและยอมรับได้ 
                    2.1.3.2 ค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถวัดค่าได้ (Limit of detection, LOQ)  
                    limit of detection หมายถึง ค่าความเข้มข้นของสารที่ต้องการตรวจวิเคราะห์ที่    
ต่ าที่สุด ที่เครื่องมือวัดสามารถวัดค่าได้ โดยที่ค่าที่วัดได้ต้องมีความแม่นและความเที่ยง เป็นที่ยอมรับ 
โดยทั่วไป LOQ คือปริมาณสารที่ให้สัญญาณประมาณ 10 เท่าของสัญญาณรบกวน  
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                    2.1.3.3 ความว่องไวต่อการตอบสนอง (sensitivity)  
                    ความว่องไวต่อการตอบสนอง เป็นการวัดการเปลี่ยนแปลงของสัญญาณ (response) 
ต่อการเปลี่ยนแปลงของความเข้มข้น (concentration) เพ่ือดูความสามารถในการตอบสนองของ
เครื่องมือวัด โดยค่าความว่องไวต่อการตอบสนองจะแสดงได้ด้วยค่าความชันของกราฟมาตรฐานที่
เขียนระหว่าง R = f(c) หรือ S = dR/dc กับ C เมื่อ R คือ ค่าของสัญญาณที่วัดได้ที่มีความสัมพันธ์กับ 
C ซึ่งคือค่าของความเข้มข้นของสารที่ต้องการตรวจวิเคราะห์ โดยจะได้กราฟเส้นตรง R = kc ถ้ามีค่า
ความชันมากแสดงว่ามีความว่องไวต่อการตอบสนองสูง (high sensitivity) 
                    2.1.3.4 ความจ าเพาะ (selectivity)  
                    ความจ าเพาะ หมายถึง ความสามารถในการวิเคราะห์สารที่ต้องการในตัวอย่างที่มี
สารอ่ืนเจือปน โดยการศึกษานี้เพ่ือตรวจสอบดูผลกระทบของสารอ่ืนๆที่อาจมีผลรบกวนต่อการ
ตรวจวัด โดยถ้าเครื่องมือวัดนี้สามารถวัดสารที่ต้องการตรวจวัดที่ทราบความเข้มข้นที่แน่นอน ได้อยู่
ในช่วงที่ยอมรับได้ก็จะสามารถกล่าวได้ว่าเครื่องมือวิเคราะห์นี้มีความจ าเพาะเจาะจงต่อสาร 
(specific) ที่ต้องการวิเคราะห์ 
                    2.1.3.5 การผลิตซ้ า (reproducibility)  
                    การผลิตซ้ า หมายถึง ความแม่นย าที่เกิดจากการวิเคราะห์ซ้ าๆ โดยใช้วิธีเดียวกัน 
ภายใต้สภาวะเดียวกัน โดยมักจะหาระดับความแม่นย าจากค่าเปอร์เซ็นต์ของส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน
สัมพัทธ์ (% RSD) 
                    2.1.3.6 เวลาการตอบสนอง (response time) 
                    เวลาการตอบสนอง หมายถึง ระยะเวลาที่เครื่องมือวัดใช้ในการตอบสนองสัญญาณ
ทางไฟฟูาจากจุดเริ่มต้นของการวัดจนเข้าสู่สภาวะคงท่ี (steady state)  
                    2.1.3.7 เสถียรภาพของการเก็บรักษา (storage stability) 
                    เสถียรภาพของการเก็บรักษา หมายถึง การทดลองเก็บรักษาเครื่องมือวัด             
ในระยะเวลาหนึ่งจากนั้นน ามาทดสอบประสิทธิภาพในส่วนของสารชีวภาพที่ถูกตรึงไว้ว่าจะมีความ
สารมารถในการท างานเปลี่ยนแปลงไปมากน้อยแค่ไหน ซึ่งโดยปกติสารชีวภาพที่ถูกตรึงและเก็บไว้     
เมื่อระยะเวลาผ่านไปก็จะเกิดการเสื่อมสภาพท าให้มีประสิทธิภาพในการท างานลดลงซึ่งจะส่งผลให้
เครื่องมือวัดวัดค่าได้คาดเคลื่อนจากความเป็นจริงมากข้ึน ดังนั้นการทดลองนี้จะท าเพ่ือหาระยะเวลาที่
เครื่องมือวัดยังสามารถวัดค่าอยู่ในช่วงที่ยอมรับได้ หรืออายุการใช้งานของเครื่องมือวัด (life time) 
นั่นเอง 
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2.2 การตรึงรูปเอนไซม์ 
            การตรึงรูปเอนไซม์เป็นการน าเอนไซม์ไปเกาะหรือฝังตัวอยู่ในวัสดุที่อยู่คนละวัฏภาคกับ
สารละลายปฏิกิริยา อาจท าได้โดยการเชื่อมด้วยพันธะเคมี หรือไม่มีพันธะเคมี โดยการตรึงรูปเอนไซม์
ท าเพ่ือลดขีดข้อจ ากัดของเอนไซม์อิสระเช่น เอนไซม์อิสระไม่เสถียรและถ้าต้องการให้มีแอกทิวิตี 
(activity) สูงต้องท าให้บริสุทธิ์ก่อนใช้งาน เอนไซม์อิสระอาจเสื่อมสภาพได้ง่ายเมื่ออยู่ในสภาวะที่      
ไม่เหมาสมทั้ง pH อุณหภูมิ และความเข้มข้นของสารละลายที่สูงหรือต่ าจนเกินไป โดยจากการ
ทดลองตรึงเอนไซม์ในหลายๆกรณีพบว่าช่วยให้เอนไซม์มีเสถียรภาพมากขึ้น ทั้งในแง่ของเสถียรภาพ
ในการเร่งปฏิกิริยา (operating stability) เสถียรภาพในแง่ของการเก็บรักษา (storage stability)     
ที่เกี่ยวข้องกันโดยตรงกับเสถียรภาพต่อพลังงานภายนอก เช่น พลังงานความร้อน เป็นต้น แต่ข้อเสีย   
ที่พบโดยทั่วไปคือ การตรึงรูปเอนไซม์จะมีผลให้แอกทีวิตี หรือความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาของ
เอนไซม์ท าได้ช้าลง โดยอาจมีสาเหตุมาจากการสูญเสียความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์
เอง หรือมาจากปัญหาในด้านการถ่ายเทมวลสารซึ่งเป็นขั้นตอนที่จ ากัดอัตราการเกิดปฏิกิริยา 
            วิธีการตรึงรูปเอนไซม์สามารถท าได้หลายวิธี แต่โดยทั่วไปแล้วจะแบ่งวิธีการตรึงออกเป็น 2 
ประเภทหลักๆ คือ ประเภทแรกคือ การตรึงด้วยพันธะทางเคมี เช่น การยึดเหนี่ยวกับวัสดุตรึงด้วย
พันธะโคเวเลนซ์ หรือการยึดเหนี่ยวด้วยพันธะเคมีระหว่างเอนไซม์เอง (cross-linking) กระบวนการ
ตรึงทางกายภาพ เช่นการดูดซับ และประเภทที่สองคือ การกักเก็บเอนไซม์ภายในวัสดุตรึง (physical 
retention) โดยการจัดจ าพวกวิธีการตรึงรูปเอนไซม์ แสดงดังรูปที่ 2.6 
 

 
รูปที่ 2.6 การจัดจ าพวกวิธีการตรึงรูปเอนไซม์ โดย B: เอนไซม์ C: วัสดุตรึง (Blanch และ Clark, 

1997) 
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            2.2.1 การตรึงเอนไซม์ด้วยการยึดเหนี่ยว (Immobilization by binding) 
 2.2.1.1 การดูดซับทางกายภาพ (Physical adsorption method) 
           เป็นการดูดซับเอนไซม์บนวัสดุตรึงโดยอาศัยการดูดซับด้วยแรงทางกายภาพ ซึ่งถือ

เป็นเทคนิคการตรึงเอนไซม์ที่ง่ายท าได้โดยการน าเอาสารละลายเอนไซม์ไปสัมผัสกับวัสดุตรึงที่ภาวะ
เหมาะสมท าให้เกิดกระบวนการย้ายวัฏภาคของเอนไซม์ไปยึดบนวัสดุตรึงที่เป็นของแข็ง วิธีการตรึงรูป
โดยวิธีนี้จะไม่มีผลกระทบต่อโครงสร้างสามมิติและแอคทิวิตีของเอนไซม์ เนื่องจากไม่มีแรงจากพันธะ
เคมี แต่การตรึงเอนไซม์ด้วยวิธีการนี้ก็มีข้อเสีย คือ แรงยึดจับระหว่างเอนไซม์และวัสดุตรึงเป็นแรง
อย่างอ่อนๆ ท าให้เกิดการหลุดของเอนไซม์จากวัสดุตรึงได้ง่าย ซึ่งอาจท าให้เกิดการสูญเสียเอนไซม์
จากวัสดุตรึงได้ ตัวอย่างของวัสดุตรึงที่น ามาใช้ในการดูดซับ เช่น เจลแคลเซียมฟอสเฟต (calcium 
phosphate gel) ถ่านกัมมันต์ (activated carbon) ซิลิกาพรุน (porous silica) อะลูมินา 
(alumina) และพอลิเมอร์ธรรมชาติ อาทิ แปูง คอลลาเจน เป็นต้น (ปราณี อ่านเปรื่อง, 2547) 

        2.2.1.2 การเชื่อมด้วยแรงทางไอออน (Ionic binding method) 
        คือการตรึงโดยการเชื่อมเอนไซม์เข้ากับวัสดุตรึงที่ไม่ละลายในสารละลายปฏิกิริยา โดย

การใช้แรงทางไอออน การตรึงรูปเอนไซม์ด้วยวิธีนี้มีข้อดีคือ มีผลต่อแอคทิวิตีและโครงสร้างสามมิติ
ของเอนไซม์น้อย กรรมวิธีไม่ซับซ้อนจึงสะดวกในการน ามาประยุกต์ใช้ในงานต่างๆ แต่ข้อเสียคือ    
แรงยึดเกาะระหว่างเอนไซม์กับวัสดุตรึงอ่อน เอนไซม์จะหลุดง่ายที่ความเข้มข้นของไอออนสูง     
(ionic strength) หรือแรงเกาะจะลดลงเมื่อค่า pH เกิดการเปลี่ยนแปลง 

        2.2.1.3 การยึดเหนี่ยวด้วยพันธะโคเวเลนซ์ (Covalent binding method)  

        โมเลกุลของเอนไซม์ถูกยึดเหนี่ยวกับวัสดุตรึงโดยด้วยพันธะโคเวเลนซ์เป็นการ
อาศัย   หมู่ฟังก์ชันต่างๆ ของเอนไซม์เช่น หมู่อะมิโน คาร์บอกซิล ไฮดรอกซิล และซัลฟ์ไฮดริล 
ในการตรึง โดยอาศัยพันธะโคเวเลนซ์กับวัสดุตรึงที่ต้องมีการปรับปรุงให้มีหมู่ฟังก์ชั่นที่เหมาะสม
เพ่ือให้สามารถยึดเกาะกับเอนไซม์ได้ โดยจะต้องมีการเติมหมู่ฟังก์ชันด้วยการท าปฏิกิริยากับ
สารเคมีบางชนิด เช่น   ไซยาโนเจนโบรไมด์ (CNBr) และกลูเตอรัลดีไฮด์ (gluteraldehyde) 
เป็นต้น ข้อดีของวิธีนี้คือ มีความแข็งแรงของการยึดเกาะของเอนไซม์กับวัสดุตรึงท าให้การหลุด
ของเอนไซม์เกิดขึ้นได้ยาก แต่ข้อเสียคือ วิธีการตรึงแบบนี้อาจท าให้เกิ ดการเสื่อมสภาพของ
เอนไซม์ได้ง่ายอันเนื่องมาจากการที่เอนไซม์ต้องท าปฏิกิริยาเคมีเพ่ือสร้างพันธะโคเวเลนซ์ ซึ่ง
อาจจะส่งผลให้เอนไซม์มีแอคติวิตีลดลง 

        2.2.1.4 การครอสลิงค์เอนไซม์ (Cross-linking)  
        การตรึงเอนไซม์ด้วยวิธีนี้จะอาศัยการเชื่อมโยงกันของโมเลกุลเอนไซม์ด้วยพันธะ       

โคเวเลนซ์ของเอนไซม์กับหมู่ฟังก์ชันของสารเคมีเชื่อมโยงต่อกันไปเรื่อยๆจนเกิดเป็นร่างแหของ        
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พอลิเมอร์ของเอนไซม์ ซึ่งเมื่อโมเลกุลของเอนไซม์มีขนาดใหญ่ขึ้นก็จะท าให้มันมีคุณสมบัติไม่ละลายน้ า 
ตัวอย่างของสารเคมีที่ใช้ใน การครอสลิงค์ เช่น กลูเตอรัลดีไฮด์ (glutaraldehyde) ไบซ์ไดอะโซ      
เบนซิดีน (bisdiazobenzidine ) และกรด 2,2 ไดซัลโฟนิค (2,2 disulfonic acid) เป็นต้น ข้อดีของ  
วิธีนี้คือมีการเชื่อมต่อกันของโมเลกุลของเอนไซม์ด้วยพันธะเคมีท าให้มีความแข็งแรงเอนไซม์จึง      
หลุดออกจากกันได้ยาก แต่ผลจากการเชื่อมนี้อาจส่งผลต่อโครงสร้างสามมิติของเอนไซม์ และแอคติวิตี
ของเอนไซม์ลดลงได้ง่าย 
 
          2.2.2 การกักเก็บเอนไซม์ภายในวัสดุตรึง (Physical retention) 
            เป็นวิธีการกักเก็บเอนไซม์ที่ท าโดยการห่อหุ้มเอนไซม์ไว้ในช่องว่างของตาข่าย (matrix)   
ของพอลิเมอร์ หรือห่อหุ้มเพ่ือกักเก็บเอนไซม์ไว้ด้วยแผ่นเยื่อ (membrane) ที่ยอมให้มีสารซึมผ่านได้
แต่เอนไซม์ไม่สามารถหลุดลอดออกไปได้ แมทริกซ์ที่ใช้ในการกักเก็บเอนไซม์มักเป็นวัสดุประเภท    
พอลิเมอร์ทั้งพอลิเมอร์ธรรมชาติ เช่น แคลเซียมอัลจิเนต (ca-alginate) วุ้น (agar) และคอลลาเจน 
(collagen) ไคโตซาน (chitosan) และพอลิเมอร์สังเคราะห์ เช่น พอลิไพรอล (polypyrrole)        
พอลิเอทิลีนไกลคอล (polyethyleneglycol) พอลิอะครีลาไมด์ (polyacrylamide) เป็นต้น การตรึง
รูปเอนไซม์ไว้ในแมทริกซ์ของพอลิเมอร์สามารถท าได้โดยน าสารละลายเอนไซม์ไปผสมกับสารละลาย
มอนอเมอร์ก่อน ท าการเร่งให้เกิดปฏิกิริยาพอลิเมอไรเซชัน ซึ่งอาจใช้ศักย์ไฟฟูาที่เหมาะสมเป็น
ตัวกระตุ้น ซึ่งในระหว่างการก่อตัวของมอนอเมอร์เป็นพอลิเมอร์จะมีการดึงเอาเอนไซม์มากักเก็บ         
ไว้ภายในเมทริกซ์ของพอลิเมอร์ด้วย เมื่อปฏิกิริยาสิ้นสุดลงจะเกิดเป็นพอลิเมอร์เจลที่ตรึงเอนไซม์กักเก็บ   
ไว้ภายใน  
            นอกไปจากนี้เอนไซม์ยังมีวิธีการกักเก็บไว้ในแผ่นเยื่อ หรือในไมโครแคปซูล โดยการกักเก็บ
เอนไซม์ด้วยวิธีนี้จะใช้แผ่นเยื่อที่มีขนาดรูพรุนเล็กกว่าโมเลกุลของเอนไซม์ ท าให้สามารถกักเก็บ
เอนไซม์ไว้ภายได้โดยยอมให้สารบางชนิดผ่านเข้าออกได้แต่เอนไซม์จะไม่สามารถหลุดออกมาผ่าน   
แผ่นเยื่อได้ วิธีนี้จึงมีข้อดีตรงช่วยลดปัญหาการหลุดของเอนไซม์จากวัสดุตรึงได้  
            โดยทั่วไปการเลือกวิธีการตรึงเอนไซม์ต้องพิจารณาจากที่เหมาะสมกับงานซึ่งนอกจากนี้       
ยังต้องพิจารณาปัจจัยอ่ืนๆประกอบด้วย เช่น ราคาค่าใช้จ่าย ระยะเวลาการใช้งานและความสามารถ
ในการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ตรึงรูป เป็นต้น ส าหรับการทดลองนี้จะเลือกใช้วิธีการตรึงเอนไซม์   
แบบการเชื่อมด้วยพันธะไอออนเนื่องจากจุดประสงค์หลักของงานเพ่ิมประสิทธิภาพการท างาน และ
ยืดอายุการเก็บรักษาของไบโอเซนเซอร์ ซึ่งวิธีการตรึงด้วยพันธะไอออนนี้ จะท าให้เอนไซม์ไม่เกิดการ
สูญเสียแอกทิวิตี และยังเป็นวิธีที่สามารถเตรียมได้ง่าย และมีค่าใช่จ่ายไม่สูง ซึ่งสามารถพิจารณาเทียบ
กับวิธีการตรึงแบบอ่ืนๆได้ดังตารางที่ 2.1 
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ตารางท่ี 2.1 การเปรียบเทียบการตรึงรูปเอนไซม์ด้วยวิธีการต่างๆ (Bailey และ Ollis, 1986) 
 

วิธีการตรึงเอนไซม์ 

สมบัติ วิธีการดูด
ซับทาง
กายภาพ 

วิธีการ
เชื่อมด้วย

พันธะ
ไอออน 

วิธีการเชื่อม
พันธะโค
เวเลนซ ์

วิธีการครอส-
ลิงค์เอนไซม์ 

วิธีการกัก
เก็บ 

การเตรียม ง่าย ง่าย ยาก ยาก ยาก 
แอกทิวิตีของเอนไซม ์ ต่ า สูง สูง ปานกลาง สูง 

ความจ าเพาะต่อ
สับสเตรท 

ไม่เปลี่ยน ไม่เปลี่ยน เปลี่ยนได ้ เปลี่ยนได ้ ไม่เปลี่ยน 

แรงเช่ือมพันธะกับวัสดุ
ตรึง 

อ่อน ปานกลาง แข็งแรง แข็งแรง ไม่ม ี

การน าวัสดตุรึงกลับมา
ใช้ใหม ่

ได ้ ได ้ ไม่ได ้ ไม่ได ้ ไม่ได/้น้อย 

การน าไปใช้ทั่วไป ได้ต่ า ได้ปาน
กลาง 

ได้ปานกลาง ได้ต่ า ได้สูง 

ค่าใช้จ่าย ถูก ถูก แพง ปานกลาง ถูก 
 
 

2.3 เอนไซม์อะซิติวโคลีนเอสเทอเรส (Acetylcholinesterase enzyme) 
            อะซิติวโคลีนเอสเทอเรส (AChE, EC 3.1.1.7) เป็นเอนไซม์ที่สกัดได้จากปลาไหลไฟฟูา       
มีลักษณะโครงสร้างเป็นโปรตีนที่มีรูปร่างกลมหรือรี (globular protein) มีขนาดของโมเลกุล
ประมาณ 45 x 60 x 65 อังสตรอม (Milkani และคณะ, 2011) มีน้ าหนักโมเลกุล 280 กิโลดาลตัน 
และมีจุดไอโซอิเลกทริก (isoelectric point, pI) เท่ากับ 5.5 เอนไซม์อะซิติวโคลีนเอสเทอเรส       
จะมีคุณสมบัติในการเร่งการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (hydrolysis) ของสารอะซิติลไทโอโคลีน     
คลอไรด์ (acetylthiocholine choride) ให้เกิดเป็นไทโอโคลีน (thiocholine) และกรดอะซิติก 
(acitric acid) ตามสมการการปฏิกิริยาที่ 2.2 โดยเราสามารถตรวจสอบกิจกรรมในการเร่งปฏิกิริยา
ของเอนไซม์ได้ โดยใช้หลักการวัดทางไฟฟูาเคมีของแอมเพอโรเมตริกเอนไซม์ไบโอเซนเซอร์ โดยสาร
ไทโอโคลีนที่เป็นผลิตภัณฑ์ที่เกิดจากปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสนี้ สามารถถูกออกซิไดซ์บนผิวหน้าของ  
อิเลคโทรดได้เมื่อท าการปูอนศักย์ไฟฟูาคงที่ที่เหมาะสมค่าหนึ่งเทียบกับข้ัวไฟฟูาอ้างอิง ซึ่งปริมาณของ
กระแสไฟฟูาที่เกิดขึ้นจากการวัดด้วยแอมเพอโรเมตริกเอนไซม์ไบโอเซนเซอร์นี้จะสัมพันธ์โดยตรงกับ
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ความเข้มข้นของอะซิติลไทโอโคลีนคลอไรด์ซึ่งเป็นสารตั้งต้นในการเกิดปฏิกิริยา ตามสมการการ
เกิดปฏิกิริยา ที่ 2.3 (Pundir และ Chauhan, 2012) 
 

                                
    
                                 (2.2) 

 
 

                                   
       
                                 (2.3) 

 
            นอกจากนี้เอนไซม์อะซิติวโคลีนเอสเทอเรสยังมีคุณสมบัติที่มีความจ าเพาะเจาะจงกับ     
สารฆ่าแมลงกลุ่มออร์กาโนฟอสฟอรัส (organophosphorus) และคาร์บาเมต (carbamates) ซึ่งเป็น
สารฆ่าแมลงที่มีการใช้ในปริมาณมากในภาคการเกษตร โดยสารฆ่าแมลงสองกลุ่มนี้สามารถยับยัง
กิจกรรมของเอนไซม์อะซิติวโคลีนเอส-เทอเรสในการเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสได้ จึงได้มีการน าเอนไซม์
ชนิดนี้มาใช้ประโยชน์ในการสร้างเครื่องมือวัดที่เรียกว่า อะซิติวโคลีนเอสเทอเรสไบโอเซนเซอร์ 
ส าหรับตรวจวัดสารฆ่าแมลง  
            โดยการท างานของเครื่องมือวัดนี้ก็มีหลักการเช่นเดียวกับไบโอเซนเซอร์ชนิดอ่ืนๆทั่วไป คือ 
อาศัยปริมาณกระแสไฟฟูาที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาระหว่างเอนไซม์ที่ตรึงอยู่บนอิเลคโทรดกับซับสเตรท 
เป็นตัวบ่งชี้ปริมาณความเข้มข้นของสารที่ท าการตรวจวัด โดยในกรณีของการตรวจวัดสารฆ่าแมลง    
ก็จะพิจารณาจากผลต่างของกระแสไฟฟูาก่อนและหลังการเติมสารฆ่าแมลงลงไปในระบบวัด ซึ่งจะท า
ให้เกิดผลแสดงตามรูปที่ 2.7 (Hildebrandt และคณะ, 2008) 

 
รูปที่ 2.7 สัญญาณการตอบสนองในรูปกระแสไฟฟูาต่อระยะเวลา ของอะซิติวโคลีนเอสเทอเรส

ไบโอเซนเซอร์ก่อนเติมสารฆ่าแมลง (befor the incubation) และหลังการเติมสารฆ่า
แมลง (after the inclubation) (Hildebrandt และคณะ, 2008) 
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            จากรูปที่ 2.6 ซึ่งแสดงลักษณะสัญญาณการตอบสนองของเครื่องมือวัด ทั้งก่อนเติม          
สารฆ่าแมลง (before the incubation) ที่มีค่ากระแสไฟฟูาเท่ากับ (   ) และหลังการเติมสารฆ่า
แมลง (after the inclubation) ที่จะมีกระแสไฟฟูาลดลงเป็น (   ) ซึ่งเป็นผลเนื่องมาจากเอนไซม์  
อะซิติวโคลีนเอสเทอเรสถูกยับยั้งการท างาน (inhibition) จากสารฆ่าแมลงที่เติมลงไป เราสามารถ
ค านวณหาค่าเปอร์เซ็นต์ของการยับยั้ง (% inhibition) การท างานของเอนไซม์นี้ได้จากสมการที่ 2.4  
 

               
       

   
     (2.4) 

            โดยค่าเปอร์เซ็นต์ของการยับยั้งนี้จะมีความสัมพันธ์โดยตรงกับปริมาณความเข้มข้นสารฆ่า
แมลงที่เติมลงไปในระบบวัด นั่นคือสามารถใช้ค่าเปอร์เซ็นต์ของการยับยั้งเป็นดัชนีที่จะใช้บ่งบอก
ปริมาณความเข้มข้นของสารฆ่าแมลงที่เติมลงไปในระบบวัดได้ กล่าวคือ ถ้าความเข้มข้นของสารฆ่ า
แมลงที่ตรวจวัดมีความเข้มข้นมากก็จะแสดงค่า % inhibition จากเครื่องมือวัดมากสอดคล้องกัน 

 
2.4 วัสดุเมโซพอรัสซิลิกา (Mesoporous silica materials) 
            พอรัสซิลิกา (porous silica) เป็นวัสดุอนินทรีย์สังเคราะห์มีลักษณะของโครงสร้างเป็น       
รูพรุนที่เป็นระเบียบและค่อนข้างสม่ าเสมอ มีพ้ืนที่ผิวสูงถึง 1,000 ตารางเมตรต่อกรัม และมีปริมาตร
รูพรุนสูงประมาณ 1 ลูกบาศก์เซนติเมตรต่อกรัม (Hoffmann และคณะ, 2006) โดยสามารถ       
แบ่งประเภทของพอรัสซิลิกาจากขนาดของรูพรุนตามระบบ IUPAC (The International Union of 
Pure and Applied Chemistry) ออกเป็น 3 ประเภท ดังนี้คือ ไมโครพอร์ (micropore) มีขนาด  
เส้นผ่านศูนย์กลางรูพรุนน้อยกว่า 2 นาโนเมตร เมโซพอร์ (mesopore) มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง     
รูพรุน 2 ถึง 50 นาโนเมตร และมาโครพอร์ (macropore) ที่มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางรูพรุน        
มากกว่า 50 นาโนเมตร ซึ่งวัสดุพอรัสซิลิกาที่สังเคราะห์ขึ้นสามารถน ามาใช้ประโยชน์ได้หลากหลาย 
เช่น ใช้เป็นตัวรองรับตัวเร่งปฏิกิริยาในอุตสาหกรรม, ใช้เป็นวัสดุในการดูดซับเพราะมีพ้ืนที่ผิวสูง       
มีคุณสมบัติในการคัดขนาดและรูปร่าง (size and shape selectivity) ของโมเลกุล ท าให้เป็นวัสดุ    
ที่มีความสามารถในการดูดซับสารได้ดี ในทางการแพทย์เช่น มีการทดลองตรึงเอนไซม์อะซิติวโคลีน
เอสเทอเรส ในวัสดุซิลิกาเพ่ือช่วยในเรื่องการคัดเลือกสารที่มีความสามารถในการยับยั้งเอนไซม์
ส าหรับการบ าบัดโรคทางระบบประสาท (วราภรณ์ บูรณานนท์, 2009) และมีการน ามาใช้ส าหรับตรึง
เอนไซม์ในงานไบโอเซนเซอร์ เป็นต้น 
            เนื่องจากพอรัสซิลิกามีโครงสร้างที่เป็นลักษณะรูพรุนสม่ าเสมอเป็นระเบียบ มีพ้ืนที่ผิวสัมผัส
และปริมาตรรูพรุนสูงท าให้สามารถบรรจุสารต่างๆได้ในปริมาณมาก จึงมีการน ามาใช้ในการตรึง



19 

เอนไซม์เพ่ือช่วยให้เอนไซม์มีความคงตัว สามารถน ากลับมาใช้ใหม่ได้ และสามารถต้านทานการสลาย
โดยธรรมชาติจาก ความเป็นกรด-ด่าง อุณหภูมิ หรือแม้กระทั้งความเข้มข้น ส าหรับวัสดุพอรัสซิลิกาที่
นิยมน ามาใช้ในงานไบโอเซนเซอร์ส่วนใหญ่คือคือ เมโซพอร์ (mesopore) ที่มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง
รูพรุน 2-50 นาโนเมตร เนื่องจากมีขนาดที่เหมาะสมและสอดคล้องกับขนาดของเอนไซม์ส่วนใหญ่ที่มี
ขนาดระหว่าง 2-20 นาโนเมตร (Takahashi, 2000)      
 
            2.4.1 การสังเคราะห์เมโซพอรัสซิลิกา (The synthesis of mesoporous silica)   
            วิธีการในการสังเคราะห์เมโซพอรัสซิลิกาประกอบด้วย 3 ขั้นตอนหลักๆคือ เคมีไมเซลล์ 
(micelle chemistry) กระบวนการโซล-เจล (sol-gel process) และการอบแห้ง การเผาที่อุณหมิสูง 
(drying and calcination) (อรอนงค์ จุลพันธ์ และคณะ, 2011) โดยมีองค์ประกอบของสารตั้งต้นที่
ใช้ในการสังเคราะห์ที่ส าคัญ 3 ส่วน คือ 
            1. สารอนินทรีย์ (Inorganic materials) ท าหน้าที่เป็นโครงสร้างหลัก ซึ่งส่วนใหญ่จะใช้สาร
ที่เป็นแหล่งของซิลิกา เช่น เตตระเอทิลออโทซิลิเกต (tetraethyl orthosilicate, TEOS) โซเดียม     
ซิลิเกต (sodium silicate) เป็นต้น 
            2. สารก าหนดโครงสร้าง (Structure-directing agents) ท าหน้าที่คล้ายเป็นแม่พิมพ์ในการ
สร้างโครงสร้างรูพรุนของเมโซพอรัสซิลิกา เช่น พลูโรนิค พี123 (pluronic P123) ซิติลไตรเมทิลแอม
โมเนียมโบรไมด์ (cetyltrimethyl ammonium bromine, CTBA) โซเดียมโดเดซิลซัลโฟเนต 
(sodium dodecyl sulfonate, SDS) เป็นต้น 
            3. ตัวท าละลาย (solvent) เช่นน้ า เอทานอล เป็นต้น 
            การสังเคราะห์เมโซพอรัสซิลิกาขั้นตอนแรกเริ่มจากการละลายสารก าหนดโครงสร้างเช่น 
พลูโรนิค พี123 (pluronic P123) ลงในตัวท าละลายที่อาจใช้เป็นน้ าหรือเอทานอลที่มีสภาพขั้ว     
โดยโมเลกุลของสารก าหนดโครงสร้างนั้นจะเกาะกันเป็นกลุ่ม ซึ่งโมเลกุลที่มีขั้วจะเกาะกันล้อมรอบ
โมเลกุลที่ไม่มีขั้ว เกิดเป็นกลุ่มโครงสร้างรูปทรงกลม ทรงกลมรี หรือแบบแท่ง ซึ่งจะขึ้นอยู่กับปริมาณ
สารก าหนดโครงสร้างที่ละลายในตัวท าละลาย ขั้นตอนนี้เรียกว่า เคมีไมเซลล์ ขั้นตอนต่อไปเป็นการ
เติมสารโครงสร้างหลักซึ่ งเป็นแหล่งของซิลิกา เช่น เตตระเอทิลออโทซิลิ เกต (tetraethyl 
orthosilicate, TEOS) สารโครงสร้างหลักนี้จะไปเกาะกับสารก าหนดโครงสร้าง ขั้นตอนนี้เรียกว่า 
กระบวนการโซลเจล โดยในกระบวนการนี้เริ่มจากการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (hydrolysis) ท าให้
เกิดอนุภาคที่เป็นของแข็งขนาดเล็กที่เรียกว่า โซล (sol) ซึ่งอนุภาคเหล่านี้จะเกิดการรวมตัวกัน      
เกิดเป็นโครงข่ายโดยผ่านกลไกแบบคอนเดนเซชั่น (condensation polymerization) เกิดเป็น
ลักษณะเจล (gel) ที่มีสมบัติระหว่างของแข็งและของเหลว จากนั้นจะเข้าสู่ขั้นตอนสุดท้ายคือ        
น าเจลที่ได้ไปอบแห้งและเผา (drying and calcination) ที่อุณหภูมิสูงประมาณ 500 องศาเซลเซียส
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ขึ้นไป ภายใต้บรรยากาศออกซิเจน หรืออากาศ เพ่ือเป็นการก าจัดสิ่งเจือปน เช่น น้ า ไอออนบวกและ
ไอออนลบต่างๆที่ไม่เสถียร รวมทั้งสารก าหนดโครงสร้างซึ่งเป็นสารประเภทอินทรีย์ เมื่อโดนความร้อน
สูงก็จะเกิดการสลายตัวออกไป ท าให้เกิดเป็นโครงสร้างรูพรุนของสารอนินทรีย์ซึ่งก็คือ เมโซพอรัส    
ซิลิกานั่นเอง 
            ในการสังเคราะห์เมโซพอรัสซิลิกานั้นจะมีหลักการในการสังเคราะห์แบบเดียวกัน           
ซึ่งได้อธิบายไว้ในหัวข้อ แต่จะมีข้อแตกต่างกันตรงการเลือกสารโครงสร้าง สารที่ใช้เป็นแหล่งของ      
ซิลิกา สารละลาย และสภาวะ (condition) ที่ใช้ในการสังเคราะห์ซึ่งจะท าให้วัสดุเมโซพอรัสซิลิกา     
ที่สังเคราะห์ได้มีคุณสมบัติที่แตกต่างกันดังแสดงในตารางที่ 2.2 
 
ตารางท่ี 2.2 ลักษณะทางกายภาพของวัสดุเมโซพอรัสซิลิกา 
 

 
อ้างอิง 

 
ชนิด 

 
สารก าหนด
โครงสร้าง 

 
สารแหล่ง

ของ 
ซิลิกา 

 
ตัวเร่ง

ปฏิกิริยา 

Surface 
area 

(m2/g) 

Pore 
size 
(nm) 

Pore 
volume 
(cm3/g) 

วิไลวรรณ 
และคณะ 
(2009) 

MCM-41 CTBA TEOS NaOH 888 3.20 0.84 

SBA-15 pluronic 
P123 

TEOS HCl 798 5.40 1.06 

MCF pluronic 
P123+TMB 

TEOS HCl 618 14.60 1.60 

Pandya 
et al., 
(2004) 

MCM-41 CTBA SiO2 H2SO4 1194 2.65 0.98 

SBA-15 pluronic 
P123 

TEOS HCl 801 6.42 1.12 

MCF pluronic 
P123+TMB 

TEOS HCl 840 15.30 1.16 

Orita 
et al,. 
(2012) 

MCM-41 CTBA+pluron
ic P123 

TMOS + 
TEOS 

NH3 +H2O 1174 2.70 1.10 

SBA-15 CTBA+pluron
ic P123 

TMOS + 
TEOS 

NH3 +H2O 656 9.50 1.30 

MCF CTBA+pluron
ic P123+TMB 

TMOS + 
TEOS 

NH3 +H2O 618 22.50 2.30 

หมายเหตุ CTBA คือ ซิติลไตรเมทิลแอมโมเนียมโบรไมด์ (Cetyltrimethyl ammonium bromine) 
             TMB คือ 1,3,5-trimethylbenzene และ TEOS คือ เตตระเอทิลออโทซิลิ เกต 

(Tetraethyl orthosilicate) 
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            2.4.2 การตรึงเอนไซม์บนเมโซพอรัสซิลิกา (Enzyme immobilization on 
mesoporous materials)  

            เอนไซม์อิสระ (free enzyme) จะมีสมบัติความเลือกเฉพาะ และความว่องไวต่อปฏิกิริยา
สูงภายใต้สภาวะปกติ  แต่เมื่อสภาวะแวดล้อมรอบเอนไซม์เปลี่ยนแปลงไป เช่น ภายใต้อุณหภูมิสูง 
หรือ pH ที่ไม่เหมาะสม เอนไซม์จะถูกยับยั้งกิจกรรมการเร่งปฏิกิริยาได้อย่างง่ายดาย เนื่องจากการ
สภาวะที่ไม่เหมาะสมเหล่านี้อาจส่งผลกระทบต่อบริเวณเร่งปฏิกิริยา (active site) หรือโครงสร้าง  
สามมิติจ าเพาะ (specific conformation) ของเอนไซม์ ซึ่งจะท าให้เอนไซม์มีความสามารถในการ  
เร่งปฏิกิริยาลดลง ซึ่งหนึ่งในวิธีการในการแก้ปัญหาเหล่านี้คือ การตรึงเอนไซม์บนพ้ืนผิวที่เป็นของแข็ง
เพ่ือท าให้เอนไซม์มีเสถียรภาพมากขึ้น (Lee และคณะ, 2009)  
            ในอดีตการตรึงเอนไซม์จะตรึงบนวัสดุรองรับ (support) ที่เป็นของแข็ง โดยเฉพาะการตรึง
บนซิลิกาเจล (Livage และคณะ, 2001) แต่ก็มีข้อเสียเพราะขนาดรูพรุนของซิลิกาเจลมีขนาดที่เล็ก
และไม่สม่ าเสมอ ซึ่งแตกต่างจากวัสดุเมโซพอรัสซิลิกา (mesoporous silica, MPS) ที่มีลักษณะของ 
รูพรุนที่สม่ าเสมอและมีขนาดรูพรุน 2-50 นาโนเมตร ซึ่งสอดคล้องกับขนาดโมเลกุลของเอนไซม์    
ส่วนใหญ่ที่มีขนาดระหว่าง 2-20 นาโนเมตร (Takahashi, 2000) นอกจากนี้พ้ืนผิวยังมีคุณสมบัติ      
ที่สามารถเข้ากับสารชีวภาพได้ดี (biocompatibility) ไม่มีความเป็นพิษ (low cytotoxicity) มีพ้ืนที่
ส าหรับการตรึงเอนไซม์มาก (large surface areas) และง่ายต่อการปรับปรุงพ้ืนผิว (easy 
functionalization) เนื่องจากพ้ืนผิวของมีโซพอรัสซิลิกาประกอบไปด้วยหมู่ซิลานอลเป็นส่วนใหญ่ 
(silanol groups, Si-OH)  
            ในการตรึงเอนไซม์บนวัสดุเมโซพอรัสซิลิกานั้นสามารถท าได้หลายวิธี แต่วิธีที่ง่าย  และ      
มีค่าใช้จ่ายในการด าเนินการน้อยก็คือ การตรึงเอนไซม์โดยอาศัยการดูดซับ (adsorption method) 
ซึ่งจะอาศัยแรงยึดเหนี่ยวระหว่างเอนไซม์กับเมโซพอรัสซิลิกาในแบบต่างๆ เช่น แรงยึดเหนี่ยว       
ทางประจุ (electrostatic interaction), แรงยึดเหนี่ยวระหว่างส่วนที่ไม่มีขั้ว (hydrophobic 
interaction) แรงพันธะไฮโดรเจน (hydrogen bond)  
                    2.4.2.1 แรงยึดเหนี่ยวทางประจุ (Electrostatic interaction) 
                    เป็นวิธีการตรึงเอนไซม์ที่ท าได้ง่าย โดยอาศัยความต่างศักย์ของประจุที่ตรงข้ามกัน
ระหว่างประจุของซิลิกากับเอนไซม์ โดยลักษณะทางประจุของทั้งซิลิกา และเอนไซม์สามารถ
ปรับเปลี่ยนได้เพ่ือให้เกิดสภาวะที่เหมาะสมส าหรับการตรึง โดยจะขึ้นอยู่กับค่า pH ของสารละลาย  
ซึ่งเป็นตัวแปรหลักที่ต้องพิจารณาร่วมกับค่าไอโซอิเล็กทริก (isoelectric point, pI) ของทั้ง           
เมโซพอรัสซิลิกาและเอนไซม์ โดยหลักการในการพิจารณาความเป็นประจุของสารคือ ถ้าสารนั้น      
มีค่า pI น้อยกว่าค่า pH ของสารละลายแล้ว มันจะแสดงลักษณะประจุที่เป็นลบ แต่ถ้าสารนั้น        
มีค่า pI มากกว่าค่า pH ของสารละลายแล้ว มันจะแสดงลักษณะประจุที่เป็นบวก (Lee และคณะ, 
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2009) ซึ่งโดยทั่วไปค่า pI ของซิลิกามีค่าประมาณ 2 ส่วนเอนไซม์ส่วนใหญ่จะมีค่า pI มากกว่า 2 เมื่อ
เลือกค่า pH ที่เหมาะสมในการตรึงเมโซพอรัสซิลิกากับเอนไซม์ก็จะมีประจุที่ตรงข้ามกันและสามารถ
ดึงดูดกันได ้
                     วิไลวรรณ ช่วยยก และคณะ (2009) ได้ท าการทดลองตรึงเอนไซม์ฮอสเรดิชเปอร์
ออก   ซิเดสในรูพรุนของเมโซพอรัสซิลิกา 3 ชนิด คือ MCF-41 SBA-15 และ MCF โดยค่า pI ของ   
เมโซพอรัสซิลิกาเท่ากับ 2 และเอมไซม์ฮอสเรดิชเปอร์ออกซิเดส เท่ากับ 8.9 สภาวะที่ใช้ในการตรึงคือ 
ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่มีค่า pH 8 ซึ่งที่สภาวะนี้จะท าให้เมโซพอรัสซิลิกาทั้ง 3 ชนิด มีค่า pI 
น้อยกว่าค่า pH จึงแสดงลักษณะทางประจุที่เป็นลบ และเอมไซม์ฮอสเรดิชเปอร์ออกซิเดสมีค่า pI 
มากกว่าค่า pH จึงแสดงลักษณะทางประจุที่เป็นบวกท าให้เอนไซม์สามารถตรึงอยู่ในรูพรุนของ       
เมโซพอรัสซิลิกาได้ด้วยแรงยึดเหนี่ยวทางประจุ (electrostatic interaction) 
                    2.4.2.2 แรงยึดเหนี่ยวระหว่างส่วนที่ไม่มีขั้ว (Hydrophobic interaction) 
                    เป็นแรงดึงดูดระหว่างโมเลกุลที่ไม่ชอบน้ า (hydrophobic) ที่เป็นสารอินทรีย์ หรือ
แรงระหว่างโมเลกุลที่ไม่มีขั้ว (nonpolar molecules) ส าหรับคุณสมบัติ hydrophobic ของ         
เมโซพอรัสซิลิกาสามารถสร้างได้จากการท าการเติมหมู่ฟังก์ชั่น (functionalization) ด้วยสาร      
ออร์แกโนไซเลน (organosilane) (Chong and Zhao, 2004) โดยจะเกิดปฏิกิริยา โซลเจล (sol-gel) 
ขึ้นรอบๆผิวของอนุภาคซิลิกา ท าให้อนุภาคซิลิกาไม่ชอบน้ า ซึ่งวิธีนี้จะเป็นการปรับปรุงพ้ืนผิวของ    
เมโซพอรัสซิลิกาเพ่ือให้สามารถเกิดการยึดเกาะกับส่วนไม่มีข้ัวในโมเลกุลของเอนไซม์ได้ 
                    2.4.2.3 แรงพันธะไฮโดรเจน (Hydrogen bond)       
                     เป็นพันธะที่เกิดขึ้นระหว่างอะตอมที่มีสภาพลบ หรือมีอิเล็กโทรเนกาทิวิตีสูง       
กับอะตอมของไฮโดรเจนที่สร้างพันธะโควาเลนต์ กับอะตอมที่มีอิเล็กโทรเนกาทิวิตีสูงอีกอะตอม
หนึ่ง อะตอมที่มีค่าอิเล็กโทรเนกาติวิตีสูงๆได้แก่ ฟลูออรีน (F) ออกซิเจน (O) และไนโตรเจน (N) 
พันธะไฮโดรเจนอาจเกิดขึ้นมีความแข็งแรงมากกว่าแรงแวนเดอร์วาล์ว แต่อ่อนกว่า พันธะโคเวเลนต์ 
และพันธะไอออนิก ส าหรับการตรึงเอนไซม์บนวัสดุเมโซพอรัสซิลิกาด้วยพันธะไฮโดรเจน จะเป็นการ
สร้างพันธะไฮโดรเจนระหว่างไฮโดรเจนอะตอมของหมู่อะมิโน หรือคาร์บอกซิลิกาของเอนไซม์        
กับไฮโดรเจนอะตอมของหมูซิลานอล (Si-OH) ที่พ้ืนผิวของเมโซพอรัสซิลิกา (Chong และ Zhao, 
2004) 

 

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%AD%E0%B8%B0%E0%B8%95%E0%B8%AD%E0%B8%A1
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%84%E0%B8%AE%E0%B9%82%E0%B8%94%E0%B8%A3%E0%B9%80%E0%B8%88%E0%B8%99
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%9E%E0%B8%B1%E0%B8%99%E0%B8%98%E0%B8%B0%E0%B9%82%E0%B8%84%E0%B9%80%E0%B8%A7%E0%B9%80%E0%B8%A5%E0%B8%99%E0%B8%95%E0%B9%8C
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%9E%E0%B8%B1%E0%B8%99%E0%B8%98%E0%B8%B0%E0%B9%82%E0%B8%84%E0%B8%A7%E0%B8%B2%E0%B9%80%E0%B8%A5%E0%B8%99%E0%B8%95%E0%B9%8C
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%9E%E0%B8%B1%E0%B8%99%E0%B8%98%E0%B8%B0%E0%B9%84%E0%B8%AD%E0%B8%AD%E0%B8%AD%E0%B8%99
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รูปที่ 2.8 การตรึงเอนไซม์บนเมโซพอรัสซิลิกาโดยอาศัยแรงยึดเหนี่ยวทางพันธะไฮโดรเจน 
(hydrogen bond) แรงยึดเหนี่ยวทางประจุ (electrostatic interaction) แรงยึดเหนี่ยว
ระหว่างส่วนที่ไม่มีขั้ว (hydrophobic interaction) (Chong และ Zhao, 2004) 

 

2.5 อนุภาคนาโนทอง (Glod nanoparticles, AuNPs) 
            การสร้างอะซิติวโคลีนเอสเทอเรสไบโอเซนเซอร์ เพ่ือน ามาใช้เป็นเครื่องมือส าหรับตรวจวัด
สารฆ่าแมลง โดยใช้เมโซพอรัสซิลิกามาเป็นวัสดุรองรับส าหรับตรึงเอนไซม์นั้น มีข้อดีคือวัสดุ            
เมโซพอรัสซิลิกาจะช่วยรักษาสเถียรภาพของเอนไซม์ซึ่งมีผลท าให้เครื่องมือวัดมีเสถียรภาพที่ดี  และมี
อายุการใช้งานที่ยาวนานขึ้น แต่ทั้งนี้วัสดุเมโซพอรัสซิลิกาก็ยังมีข้อด้อยส าคัญที่ควรปรับปรุงนั่นคือ
เรื่องของคุณสมบัติในการถ่ายเทอิเล็กตรอน หรือการน าไฟฟูา ซึ่งเป็นปัญหาที่ส าคัญมากเพราะ
ไบโอเซนเซอร์ที่จะสร้างในงานวิจัยนี้จะใช้หลักการวัดแบบแอมเพอโรเมตริกซึ่งเป็นการวัดที่         
อาศัยสัญญาณอิเล็กตรอนเป็นหลัก ดังนั้นแนวทางในการแก้ไขคือใช้อนุภาคนาโนของทอง (glod 
nanoparticles, AuNPs) มาเป็นวัสดุในการสังเคราะห์ร่วม เนื่องจากทองมีคุณสมบัติที่ดีในเรื่องของ
การถ่ายแทอิเล็กตรอนและการน าไฟฟูา ซึ่งจะสามารถช่วยลดปัญหาในส่วนนี้ได้และยังเป็นการ
ปรับปรุงประสิทธิภาพในการตรวจวัดของอะซิติวโคลีนเอสเทอเรสไบโอเซนเซอร์ให้ดีขึ้นอีกด้วย 
 
            2.5.1 คุณสมบัติของวัสดุนาโนทอง (Gold nanoparticle properties) 
             อนุภาคนาโนของทองมีลักษณะโครงสร้างเป็นทรงกลมที่มีขนาดตั้งแต่ 1-150 นาโนเมตร   
มีพ้ืนที่ผิวต่อปริมาตรสูงซึ่งทองที่มีขนาดอนุภาค 2 นาโนเมตร สามารถเกิดพันธะโควาเลนซ์เชื่อมต่อ
กับลิแกนได้ถึง 100 ลิแกนต่อหนึ่งอนุภาคของทอง (Rana และคณะ, 2012) วิธีการในการสังเคราะห์
อนุภาคนาโนทองนั้นก็ท าได้ง่าย สามารถควบคุมขนาดและการกระจายตัวของทองได้  
            เมื่อพิจารณาคุณสมบัติที่ดีของทองที่จะช่วยเสริมประสิทธิภาพเมื่อน ามาประยุกต์ใช้ในงาน
ไบโอเซนเซอร์มีดังนี้คือ ทองมีคุณสมบัติในการน าไฟฟูาที่ดีสามารถท าหน้าที่เป็นตัวกลางในการส่งถ่าย
อิเล็กตรอน (mediator) ได้ดี ทองมีความเฉื่อยมันจึงมีเสถียรภาพในการท างานสูงเมื่อเทียบกับโลหะ
ชนิดอ่ืนๆ ที่มีการน ามาใช้ในงานไบโอเซนเซอร์เช่น เงิน แพลตตินั่ม พลาราเดียม เป็นต้น นอกจากนี้

http://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=%E0%B9%81%E0%B8%9E%E0%B8%A5%E0%B8%95%E0%B8%95%E0%B8%B4%E0%B8%99%E0%B8%B1%E0%B8%A1%20%E0%B8%9E%E0%B8%A5%E0%B8%B2%E0%B9%80%E0%B8%94%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B8%A1&source=web&cd=4&cad=rja&ved=0CDUQFjAD&url=http%3A%2F%2Fguru.google.co.th%2Fguru%2Fthread%3Ftid%3D7a8e3b664c337083&ei=36CPUIeHOcntrAfZyYGoBw&usg=AFQjCNGteZitScKvblpY2Cmu-QHul_LUYA
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ทองยังไม่เป็นพิษและมีคุณสมบัติที่สามารถเข้ากับสารชีวภาพ (biocompatible) โดยเฉพาะเอนไซม์
ได้ดี และยังสามารถปรับแต่งพ้ืนผิวให้เกิดหมู่ฟังก์ชั่นต่างๆ ที่เหมาะสมกับการใช้งานได้ Ahirwal และ
คณะ  (2009) ไ ด้ ท า ก า รปรั บปรุ ง พ้ื น ผิ ว ขอ งทองด้ ว ยก า รท า ปฏิ กิ ริ ย า เ ติ มหมู่ ฟั ง ก์ ชั่ น 
(functionalization) โดยใช้กลูตาไธโอน (glutathione) หรือ กรดไลโปอิค (lipoic acid) ซึ่งจะท าให้
เกิดหมูคาร์บอกซิลิก (-COOH) บนผิวหน้าของอนุภาคของทองนาโน โดยน าอนุภาคของทอง           
ที่ปรับปรุงพ้ืนผิวให้มีหมูฟังก์ชั่นนี้ จะน าไปใช้ประโยชน์ในการตรึงเอนไซม์ฮอสแรดิชเปอร์ออกซิเดส 
(horseradish peroxidase, HRP) โดยจะเป็นการตรึงที่อาศัยแรงยึดเหนี่ยวด้วยพันธะโควาเลนซ์       
ที่เกิดจากหมู่เอมีน (amine group, NH2) ของเอนไซม์ กับหมู่คาร์บอกซิลิก (-COOH) ที่พ้ืนผิว      
ของทอง โดยใช้สารอีดีซี (1-ethyl-3-(3-dimethyl aminopropyl) carbodiimide hydrochloride, 
EDC) เป็นตัวช่วยในการเร่งให้เกิดการยึดเกาะกัน กลไกในการตรึงเอนไซม์โดยการปรับปรุงพ้ืนผิวของ
ทองจะแสดงดังรูปที่ 2.9 

 
รูปที่ 2.9 การปรับปรุงพ้ืนผิวของอนุภาคนาโนของทองด้วยกลูตาไธโอน (glutathione) หรือ กรดไล

โปอิค (lipoic acid) ซึ่งท าให้เกิดหมูคาร์บอกซิลิก (-COOH) ส าหรับตรึงเอนไซม์ HRP 
(Ahirwal และคณะ, 2009)  

 

            อนุภาคนาโนทองมีขนาดที่สอดคล้องกับขนาดโมเลกุลของสารชีวภาพ (biomolecules) 
เช่น โปรตีน เอนไซม์ ดีเอนเอ เป็นต้น จึงสามารถน ามาบูรณาการร่วมกันได้ดี ซึ่งนอกจากจะสามารถ
ตรึงเอนไซม์ได้โดยใช้วิธีการปรับปรุงผิวหน้าเพ่ือให้เกิดหมู่ฟังก์ชั่นมายึดเกาะกับเอนไซม์แล้ว ก็ยัง
สามารถตรึงเอนไซม์บนพื้นผิวของทองได้ด้วยคุณสมบัติการดูดซับทางกายภาพระหว่างพ้ืนผิวของทอง 
กับเอนไซม์โดยผ่านทางแรงดึงดูทางประจุนั่นคือประจุลบของพ้ืนที่ผิวโลหะทองกับประจุบวก        
ของเอนไซม์ แรงดึงดูดระหว่างส่วนที่ไม่มีขั้ว และแรงดึงดูดระหว่างพ้ืนผิวของโลหะทองกับอะตอม    
ของซัลเฟอร์ (sulphur) หรือไนโตรเจน (nitrogen) ของเอนไซม์ ซึ่งแสดงดังรูปที่ 2.10 
 

http://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=%E0%B8%AE%E0%B8%AD%E0%B8%AA%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B8%94%E0%B8%B4%E0%B8%8A%E0%B9%80%E0%B8%9B%E0%B8%AD%E0%B8%A3%E0%B9%8C%E0%B8%AD%E0%B8%AD%E0%B8%81%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B9%80%E0%B8%94%E0%B8%AA&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CCAQFjAA&url=http%3A%2F%2Fcuir.car.chula.ac.th%2Fhandle%2F123456789%2F21038&ei=cKWPUMnKAoTSrQegmoCQCQ&usg=AFQjCNGrS85qxfbwHLgDIWelmzXNUwXILg
http://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=%E0%B8%AE%E0%B8%AD%E0%B8%AA%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B8%94%E0%B8%B4%E0%B8%8A%E0%B9%80%E0%B8%9B%E0%B8%AD%E0%B8%A3%E0%B9%8C%E0%B8%AD%E0%B8%AD%E0%B8%81%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B9%80%E0%B8%94%E0%B8%AA&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CCAQFjAA&url=http%3A%2F%2Fcuir.car.chula.ac.th%2Fhandle%2F123456789%2F21038&ei=cKWPUMnKAoTSrQegmoCQCQ&usg=AFQjCNGrS85qxfbwHLgDIWelmzXNUwXILg
http://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=%E0%B8%AE%E0%B8%AD%E0%B8%AA%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B8%94%E0%B8%B4%E0%B8%8A%E0%B9%80%E0%B8%9B%E0%B8%AD%E0%B8%A3%E0%B9%8C%E0%B8%AD%E0%B8%AD%E0%B8%81%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B9%80%E0%B8%94%E0%B8%AA&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CCAQFjAA&url=http%3A%2F%2Fcuir.car.chula.ac.th%2Fhandle%2F123456789%2F21038&ei=cKWPUMnKAoTSrQegmoCQCQ&usg=AFQjCNGrS85qxfbwHLgDIWelmzXNUwXILg
http://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=%E0%B8%AE%E0%B8%AD%E0%B8%AA%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B8%94%E0%B8%B4%E0%B8%8A%E0%B9%80%E0%B8%9B%E0%B8%AD%E0%B8%A3%E0%B9%8C%E0%B8%AD%E0%B8%AD%E0%B8%81%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B9%80%E0%B8%94%E0%B8%AA&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CCAQFjAA&url=http%3A%2F%2Fcuir.car.chula.ac.th%2Fhandle%2F123456789%2F21038&ei=cKWPUMnKAoTSrQegmoCQCQ&usg=AFQjCNGrS85qxfbwHLgDIWelmzXNUwXILg
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รูปที่ 2.10 กลไกลการดูดซับของเอนไซม์บนอนุภาคนาดนทองโดยอาศัยแรง a) แรงยึดเหนี่ยวทาง
ประจุ   b) แรงยึดเหนี่ยวระหว่างส่วนที่ไม่มีขั้ว และ c) แรงยึดเหนี่ยวระหว่างพ้ืนผิวของ
ทองกับอะตอมของซัลเฟอร์ (sulphur) หรือไนโตรเจน (nitrogen) ของเอนไซม์ 
(Thobhani และคณะ, 2010) 

 

            2.5.2 การสังเคราะห์อนุภาคนาโนทอง (Synthesis of gold nanoparticles) 
            การสังเคราะห์อนุภาคนาโนทองสามารถท าได้โดยการรีดิวซ์ไอออนของทอง (gold ions, 
Au3 +) ที่เตรียมจากกรดคลอโรออริก (chloroauric acid, HAuCl4) ซึ่งเป็นสารตั้งต้นที่ใช้ในการผลิต
อนุภาคนาโนทองให้เกิดเป็นอะตอมของทอง (gold atoms, Au0) (Cao และคณะ, 2011) โดยสาร    
ที่ใช้เป็นตัวรีดิวซ์ (reducing agent) อาจเป็นกรดเข้มข้น หรือฟรีเรดิคอลส์ (free radical) ของ
อะตอมหรือโมเลกุลของสาร ซึ่งจะขึ้นอยู่กับวิธีที่ใช้ในการสังเคราะห์ โดยในบทนี้จะน าเสนอวิธีที่ใช้ใน
การสังเคราะห์อนุภาคของทองขนาดนาโน 2 วิธี คือ วิธีการรีดักชันทางเคมี (chemical reduction 
method) และวิธีอัลตราโซนิก (ultrasonic irradiation)                     
                    2.5.2.1 วิธีการรีดักชันทางเคมี (chemical reduction method) 
                    วิธีการรีดักชันทางเคมี เป็นการสังเคราะห์ทองโดยอาศัยการรีดิวซ์ไออนของทอง 
(gold ions,  Au3 +) ให้เกิดเป็นอะตอมของทอง (gold atoms, Au0) ด้วยตัวรีดิวซ์ (reducing 
agent) ที่เป็นกรดเข้มข้นโดยกรดเข้มข้นที่เป็นที่นิยมใช้ ได้แก่ โซเดียมโบโรไฮไดร (sodium 
borohydride, NaBH4) และไตรโซเดียมซิเตรท (trisodium citrate, Na3C6H5O7) ซึ่งขนาด        
ของอะตอมของทองที่สังเคราะห์ได้จะขึ้นอยู่กับปริมาณของอัตราส่วนของกรดคลอโรออริก            
ซึ่งเป็นแหล่งของไอออนของทองต่อสารตัวรีดิวซ์ (gold ions/reducing agent) ในสารละลาย 
                    Petersen และคณะ (2006) ได้ท าการสังเคราะห์ทองโดยใช้สารตัวรีดิวซ์ (reducing 
agent) เป็นไตรโซเดียมซิเตรท (trisodium citrate, Na3C6H5O7) ซึ่งแสดงกลไกการเกิดปฏิกิริยา     
ดังสมการที่ 2.5, 2.6 และ 2.7 
 

             
   
              

         (2.5) 
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        (2.6) 
        

                                      (2.7) 

                    วิธีการสังเคราะห์อนุภาคนาโนทองด้วยวิธีนี้เป็นวิธีที่ง่ายไม่ซับซ้อน แต่ก็มีข้อเสีย      
ที่อาจจะเป็นผลจากการตกค้างของกรดเข้มข้นที่ใช้เป็นตัวรีดิวซ์ โดยจากรายงานของ Petersen และ
คณะ (2006) พูดถึงผลจากการใช้กรดเข้มข้นในการสังเคราะห์ทองที่ส่งผลให้เกิดลักษณะของประจุลบ
บนพื้นผิวของทอง ซึ่งแสดงดังรูปที่ 2.11 
 

 
รูปที่ 2.11 ลักษณะของประจุลบที่เกิดขึ้นบนผิวของอนุภาคของทองซึ่งเป็นผลจากการใช้กรดเข้มข้น

เป็นตัวรีดิวซ์ (Petersen และคณะ, 2006) 
 

                    2.5.2.2 วิธีอัลตราโซนิก (ultrasonic irradiation) 
                    การใช้วิธีอัลตราโซนิกในการสร้างตัวรีดิวซ์ (reducing agent) ที่เป็นอนุมูลอิสระของ
อะตอมหรือโมเลกุลเพ่ือมาท าหน้าที่ในการรีดิวซ์อนุภาคโลหะชนิดต่างๆจากไอออนให้กลายเป็น
อะตอมหรืออนุภาค แสดงกลไกดังสมการที่ 2.8 และ 2.9 

 
                                (2.8) 
               

   (2.9) 

 
                    ส าหรับวิธีการรีดิวซ์ไออนของทอง (gold ions, Au3 +) เพ่ือท าให้เกิดเป็นอะตอมของ
ทอง (gold atoms, Au0) นั้นสามารถท าได้โดยใช้วิธีอัลตราโซนิกซึ่งเป็นการปูอนคลื่นความถี่ลงไป    
ในสารละลายของกรดคลอโรออริก (chloroauric acid, HAuCl4) โดยคลื่นความถี่ที่ปูอนเข้าไปนี้     
จะท าให้ในน้ าเกิดฟองอากาศขึ้น และเมื่อฟองอากาศในสารละลายเกิดการแตกตัวก็จะท าให้เกิด
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ไฮโดรเจนฟรีเรดิคอลส์ (hydrogen radicals, H · ) และไฮดรอกซิลฟรีเรดิคอลส์ (hydroxyl 

radical, OH · ) ซึ่งจะท าหน้าที่เป็นตัวรีดิวซ์ท าให้เกิดอนุภาคนาโนของทอง โดยกลไกของการ

เกิดปฏิกิริยาแสดงดังสมการที่ 2.10, 2.11 และ 2.12 
 
                     (2.10) 

 

(3.4) 

                                      (2.11) 
 

(3.5) 

                     (2.12) 

 
            ซึ่งวิธีที่ใช้ในการสังเคราะห์ทั้งสองวิธีสามารถน ามาใช้ในการรีดิวซ์ทอง ส าหรับการ
สังเคราะห์วัสดุผสมทอง/เมโซพอรัสซิลิกานาโนคอมโพสิตได้ แต่เมื่อพิจารณาเรื่องของผลกระทบที่เกิด
จากการตกค้างของกรดเข้มข้นบนอนุภาคนาโนทองที่สังเคราะห์ได้จากวิธีการรีดักชันทางเคมีแล้ว 
วิธีอัลตราโซนิกจึงเป็นวิธีที่ค่อนข้างน่าสนใจกว่าเนื่องจากไม่มีผลกระทบของการตกค้างของสารที่ใช้
รีดิวซ์ และวิธีนี้ยังสามารถควบคุมการกระจายตัวของอนุภาคของทองที่เกิดบนพ้ืนผิววัสดุเมโซ     
พอรัสซิลิกาได้ โดยขึ้นอยู่กับความถี่ที่ปูอน ระยะเวลา และความเข้มข้นของกรดคลอโรออริก           
ที่ใช้ (Cobley และคณะ, 2011) 
 

           2.5.3 การสังเคราะห์ อนุภาคทอง/ เมโซพอรัสซิลิกานาโนคอมโพสิต (The synthesis 
of gold/mesoporous silica nanocomposites)             
            เนื่องจากวัสดุเมโซพอรัสซิลิกาที่น ามาประยุกต์ใช้ในงานไบโอเซนเซอร์ มีข้อดีในการช่วย
รักษาเสถียรภาพของเอนไซม์ที่ถูกตรึงให้มีเสถียรภาพ ซึ่งจะมีผลท าให้เครื่องมือวัดมีความคงตัว       
ในการวัด แต่ทั้งนี้วัสดุเมโซพอรัสซิลิกาก็ยังมีข้อด้อยส าคัญที่ควรปรับปรุงนั่นคือเรื่องของคุณสมบัติ    
ในการถ่ายเทอิเล็กตรอน ซึ่งเป็นปัญหาที่ส าคัญมากเพราะไบโอเซนเซอร์ที่จะสร้างในงานวิจัยนี้จะใช้
หลักการวัดแบบแอมเพอโรเมตริกซึ่งเป็นการวัดที่อาศัยการถ่ายเทอิเล็กตรอนเป็นหลัก ดังนั้นแนวทาง
ในการแก้ไขคือใช้อนุภาคนาโนของทอง (glod nanoparticles, AuNPs) มาเป็นวัสดุในการสังเคราะห์
ร่วม เนื่องจากทองมีคุณสมบัติที่ดีในเรื่องของการน าไฟฟูามันจึงสามารถน ามาช่วยเรื่องการถ่ายเท
อิเล็กตรอน ซึ่งจะสามารถช่วยลดปัญหาในส่วนนี้ได้ และยังเป็นการปรับปรุงประสิทธิภาพในการ
ตรวจวัดของอะซิติลโคลีนเอสเทอเรสไบโอเซนเซอร์ให้ดีขึ้นอีกด้วย 
            Chen และคณะ (2001) ได้ท าการสังเคราะห์วัสดุนาโนทองไว้ในรูพรุนของเมโซพอรัสซิลิกา 
(SiO2) โดยใช้วิธีอัลตราโซนิก สารตั้งต้นที่ใช้ในการสังเคราะห์ทองคือ กรดคลอโรออริก (chloroauric 
acid, HAuCl4) ซึ่งวิธีการสังเคราะห์ให้เกิดเป็นวัสดุผสมระหว่างทองกับเมโซพอรัสซิลิกา 
(AuNPs/MPS) เริ่มจากแช่วัสดุเมโซพอรัสซิลิกาในสารละลายกรดคลอโรออริกในระบบกวนผสม      
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ใช้เวลาประมาณ 24 ชั่วโมง เพ่ือให้ ไอออนทองคลอไรด์ (AuCl4
-) เกิดการยึดเกาะบนพ้ืนผิว         

ของอนุภาคเมโซพอรัสซิลิกา จากนั้นท าการรีดิวซ์ให้ไอออนของทอง (gold ions, Au3 +) จาก      
ทองคลอไรด์ (AuCl4

-) ให้เกิดเป็นอะตอมของทอง (gold atoms, Au0) เกาะบนพ้ืนผิวของเมโซ     

พอรัสซิลิกา โดยสารที่ใช้เป็นตัวรีดิวซ์คือไฮโดรเจนฟรีเรดิคอลส์ (hydrogen radicals, H ·) และ   

ไฮดรอกซิลฟรีเรดิคอลส์ (hydroxyl radical, OH ·) ที่เกิดจากการแตกตัวของฟองอากาศ             
ในสารละลายหลังปูอนคลื่นความถี่ขนาด 40 กิโลเฮิร์ทซ์ ในกระบวนการอัลตราโซนิก เป็นระยะเวลา 
120 นาที ซึ่งในขั้นตอนของการอัลตราโซนิกนี้เพ่ือเป็นการเพ่ิมประสิทธิภาพในการรีดิวซ์จะท า      
การผสมไอโซโพรพานอล (isopropanol) ลงไปด้วยเพ่ือเพ่ิมเรดิคอลส์อะตอมหรือโมเลกุลที่เกิดจาก 
เอทานอลนั่นคือ (CH3) 2C·OH ท าให้มีสารที่ท าหน้าที่เป็นตัวรีดิวซ์ไอออนของทองเพ่ิมขึ้นกลไกการ
รีดิวซ์ไอออนของทองให้เกิดเป็นอะตอมของทองที่มีลักษณะเป็นอนุภาคยึดเกาะบนพ้ืนผิวของรูพรุน
แสดงดังสมการที่ 2.13 2.14 2.15 และ 2.16 (Chen และคณะ, 2001) 
 

       
                       
                           (2.13) 

                                                       
 

    (2.14) 

                 
                             (2.15) 

                (2.16) 

            โดย Oyama และคณะ (2009) ได้แสดงสมการของกลไกในการรีดิวซ์ไอออนของทอง    
(Au3 +) จากทองคลอไรด์ไออน (AuCl4

-) ให้เกิดเป็นอนุภาคทอง (Au0) แสดงดังสมการที่ 3.5 และ 3.6 
  
                                         

                      
        

 
       (2.17) 

         
                                  (2.18) 

 
            ผลการจากการสังเคราะห์อนุภาคทองในรูพรุนของเมโซพอรัสซิลิกาจาการทดลองของ 
Chen และคณะ (2001) พบว่า อนุภาคทองที่เกิดขึ้นจะมีขนาดโดยเฉลี่ยที่ 6 นาโนเมตร และ         
มีลักษณะของพ้ืนที่ผิวแสดงดังรูปที่ 2.12 
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รูปที่ 2.12 (a) ภาพถ่าย TEM ซึ่งแสดงโครงสร้างของพ้ืนผิวของเมโซพอรัสซิลิกาที่มีอนุภาคของทอง
เกิดขึ้นบริเวณพ้ืนผิวหลังจากท าการอัลตราโซนิกเป็นเวลา 120 นาที (b) ขนาดของ
อนุภาคของทองที่สังเคราะห์ได้เฉลี่ยอยู่ที่ 6 นาโนเมตร (Chen และคณะ, 2001) 

 

            เนื่องจากการสังเคราะห์วัสดุผสมนาโนทอง/เมโซพอรัสซิลิกา (AuNPs/MPS) ในขั้นตอนแรก
จะต้องน าวัสดุเมโซพอรัสซิลิกามาแช่ในสารละลายกรดคลอโรออริกเพ่ือให้เกิดการดูดซับของ       
ทองคลอไรด์ไอออน (AuCl4

-) บนพ้ืนผิวของเมโซพอรัสซิลิกา ก่อนที่จะน าไปผ่านกระบวนการรีดิวซ์   
ให้ทองในรูปของไอออนเปลี่ยนเป็นรูปของอนุภาคยึดกะบนพ้ืนผิวซิลิกา  ซึ่งปัญหาส่วนใหญ่            
ที่พบระหว่างขั้นตอนการดูดซับคือ เกิดการดูดซับของทองคลอไรด์ไอออน (AuCl4

-) บนพ้ืนผิวของ     
เมโซพอรัสได้ในปริมาณน้อย และต้องใช้ระยะเวลานาน เช่นการทดลองของ Chen และคณะ (2001) 
ใช้ระยะเวลาในขั้นตอนของการดูดซับนี้นานถึง 3 สัปดาห์ ซึ่งนั่นอาจจะเป็นเพราะว่าลักษณะทาง
กายภาพของพ้ืนผิวของเมโซพอรัสซิลิกาที่ปกคลุมไปด้วยหมู่ซิลานอล (Si-OH) และมีลักษณะ        
ทางประจุที่เป็นลบ จึงท าให้เกิดการดูดซับเอาทองคลอไรด์ไอออน (AuCl4

-) ซึ่งมีลักษณะทางประจุ    
ที่เป็นลบเหมือนกันได้ยาก ดังนั้นจึงต้องมีการปรับปรุง และพัฒนากระบวนการดูดซับของทองคลอ
ไรด์ไอออน (AuCl4

-) บนพ้ืนผิวของเมโซพอรัสซิลิกาให้มีประสิทธิภาพมากขึ้น โดยใช้วิธีการปรับปรุง
พ้ืนผิวด้วยสารก่อฟังก์ชั่น (functional ligand) ซึ่งสารประเภทนี้เมื่อน าไปใช้ปรับปรุงพ้ืนที่ผิวของ    
ซิลิกาก็จะช่วยให้เกิดหมู่ฟังก์ชั่นที่เหมาะสมในการดูดซับทองคลอไรด์ไอออน และท าให้พ้ืนที่ผิวของซิลิ
กาแสดงลักษณะประจุที่เป็นบวกจึงสามารถดูดซับทองคลอไรด์ไอออนที่มีประจุลบได้ดี ซึ่งความเป็น
ประจุของเมโซพอรัสซิลิกาก่อน และหลังปรับปรุงด้วยสารก่อฟังก์ชั่น สามารถตรวจสอบได้จาก
เครื่องวัดศักย์ไฟฟูาซีตาร์โพเทนเชียน (zeta potential measurements) โดยงานวิจัยที่มีการใช้สาร
ก่อฟังก์ชั่นนี้ในการปรับปรุงพ้ืนที่ผิวของเมโซพอรัสซิลิกาเพ่ือเพ่ิมเปอร์เซ็นต์การโหลดของทอง       
จะแสดงดังตารางที่ 2.3 
            Gutierrez และคณะ (2011) ได้ท าสังเคราะห์วัสดุผสมนาโนทอง/เมโซพอรัสซิลิกา 
(AuNPs/MPS) โดยมีการใช้สารก่อฟังก์ชั่นนั่นคือ 3-aminopropyltriethoxysilane (APTS) ในการ
ปรับปรุงพ้ืนผิวของเมโซพอรัสซิลิกา ซึ่งขั้นตอนของการปรับปรุงเริ่มจากการน าสาร APTS ผสมกับ   
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เมโซพอรัสซิลิกาแล้วน าไปท าการรีฟลักซ์ (reflux) ในสารละลายโทลูอีนที่อุณหภูมิ 100 องศา
เซลเซียส ข้ามคืนซึ่งผลจากการรีฟลักซ์ก็จะท าให้เกิดการยึดเกาะของ ATPS บนพ้ืนผิวของเมโซพอรัส
ซิลิกาท าให้เกิดหมู่ฟังก์ชั่นที่สามารถดูดซับทองคลอไรด์ไอออน (AuCl4

-) ได้ดีขึ้น โดยในขั้นตอนต่อมา
ก็จะน าวัสดุเมโซพอรัสซิลิกาที่ปรับปรุงแล้วนี้ไปแช่ในสารละลายกรดคลอโรออริก (chloroauric acid, 
HAuCl4)  เมื่อเกิดการดูดซับของทองคลอไรด์ไอออน (AuCl4

-) แล้วก็จะน ามาผ่านกระบวนการสุดท้าย
คือท าการรีดิวซ์ให้ไอออนของทอง (gold ions, Au3 +) จากทองคลอไรด์ (AuCl4

-) เกิดเป็นอะตอม  
ของทอง (gold atoms, Au0) เกาะบนพ้ืนผิวของเมโซพอรัสซิลิกา โดยเขาใช้วิธีการรีดิวซ์            
ด้วยโซเดียมโบโรไฮไดร (sodium borohydride, NaBH4) ซึ่งเป็นกรดเข้มข้น และน าไปผ่านการอบ
เผา (calcination) ไล่ความชื้น ไอออน หรือสารอินทรีย์อ่ืนๆที่ปนเปื้อนออกไป ซึ่งกลไกใน           
การสังเคราะห์สรุปเป็นแผนภาพตามรูปที่ 2.13 

ตารางที่ 2.3 เปรียบการใช้สารก่อฟังก์ชั่น (functional ligand) ชนิดต่างๆในการปรับปรุงพ้ืนที่ผิว
ของเมโซพอรัสซิลิกาชนิด MCM-41, SBA-15 และ MCF เพ่ือเพ่ิมเปอร์เซ็นต์การโหลด
ของทอง 

Support Functional 
ligand 

Au Precursor Au loading 
(%wt) 

Au size 
(nm) 

Reference 

 
 

MCM-41 

- HAuCl4 0.13 - 1.21 - Lu et al., 2004 

- HAuCl4 1.0 3.0 - 18.0 Sobczak et al., 2007 

APS HAuCl4 4.0 5.1 Chi et al., 2005 

APS HAuCl4 3.1 - 3.2 3.4 ± 0.5 Ghosh et al., 2003 

MPS HAuCl4 3.2 - 3.5 3.2 ± 0.5 Ghosh et al., 2003 

 
 
 
 

SBA-15 

- HAuCl4 1.0 3.0 - 8.0 Li et al., 2009 

APS HAuCl4 5.0 4.1 ± 0.8 Gabaldon et al., 2007 

APTS HAuCl4 , 

AgNO3 
6.0 2.9 Zhang et al., 2009 

APTS HAuCl4 6.0 3.0 - 5.0 Richards et al., 2006 

MPTS HAuCl4 4.53 5.0 - 8.0 Chen et al., 2009 

MPS HAuCl4 2.0 3.4 - 6.6 Rombi et al., 2009 

MCF C10H23ClSi HAuCl4 15.0 4.0 Zhao et al., 2005 

   หมายเหตุ     APS:  3-Aminopropyltrimethoxysilane          
                    APTS:  3-Aminopropyltriethoxysilane 
                    MPS:  3-Mercaptopropyltrimethoxysilane     
                    MPTS:  3-Mercaptopropyltriethoxysilane 
                    C10H23ClSi:  Chlorodimethyloctylsilane 
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            Ashayer และคณะ (2008) ได้ท าการสังเคราะห์อนุภาคของทองบนอนุภาคซิลิกา โดยการ
ใช้วิธีอัลตราโซนิก โดยมีการเปรียบเทียบสารก่อฟังก์ชั่น 2 ชนิดที่ใช้ในการปรับปรุงพ้ืนที่ผิวของซิลิกา
คือ 3-aminopropyltrimethoxysilane (APTMS) และสาร polydiallyldimethyl ammonium 
chloride (PDADMAC) ซึ่งมีคุณสมบัติของศักย์ไฟฟูาที่แตกต่างกัน โดยตรวจได้จากเครื่องวัด
ศักย์ไฟฟูาซีตาร์โพเทนเชียน (zeta potential measurements) ซึ่งพบว่าสาร PDADMAC มี
ศักย์ไฟฟูาเป็นบวกมากกว่าสาร APTMS ซึ่งผลแสดงดังรูปที่ 2.14 
 

 

รูปที่ 2.13 แสดงขั้นตอนของการสังเคราะห์ผสมนาโนทอง-เมโซพอรัสซิลิกา (AuNPs-MPS 
nanocomposite) โดยเริ่มต้นจากการปรับปรุงพ้ืนผิวของเมโซพอรัสซิลิกา การดูดซับ
ทองคลอไรด์ไอออน (AuCl4

-) และการรีดิวซ์ทองไออนให้เป็นอนุภาค (Gutierrez และ
คณะ, 2011)  

 
รูปที่ 2.14 เปรียบเทียบค่าศักย์ไฟฟูาระหว่างสาร APTMS กับสาร PDADMAC ซึ่งเปูนสารที่ใช้ในการ

ปรับปรุงพื้นท่ีผิวของซิลิกา (Ashayer และคณะ, 2008) 
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            ซึ่งลักษณะของศักย์ไฟฟูาที่เป็นบวกก็จะช่วยให้สามารถดูดซับคลอไรด์ไอออน (AuCl4
-) ที่มี

ประจุลบได้ดี ท าให้เปอร์เซ็นต์ในการโหลดของทองบนอนุภาคซิลิกาเพ่ิมขึ้น เมื่อท าการเปรียบเทียบ
สารก่อฟังก์ชั่นสองตัวนี้ในการปรับปรุงพ้ืนที่ผิวของซิลิกาเพ่ือดูซับทองคลอไรด์ไอออนพบว่า 
PDADMAC จะช่วยให้ซิลิกาดูดซับทองคลอไรด์ได้มากกว่าสาร APTMS ท าให้ปริมาณอนุภาคของทอง
ที่เกิดขึ้นหลังจากการรีดิวซ์ด้วยวิธีอัลตราโซนิกของวัสดุซิลิกาที่ปรับปรุงพ้ืนที่ผิวด้วยสาร PDADMAC 
มีปริมาณ 40% ซึ่งมากกว่าซิลิกาที่ปรับปรุงพ้ืนที่ผิวด้วยสาร APTMS ที่มีอนุภาคของทองเกิดขึ้น      
คลอบคลุมพ้ืนที่ที่ 25% ซึ่งผลของการเกดิของทองบนอนุภาคซิลิกาแสดงดังรูปที่ 2.15 

 

รูปที่ 2.15 แสดงการเกิดขึ้นของอนุภาคของทองบนพ้ืนผิวของซิลิกาที่มีการปรับปรุงด้วยสารก่อ
ฟังก์ชั่นที่แตกต่างกันคือ (a1) สาร APTMS (b1) สาร PDADMAC (Ashayer และคณะ, 
2008) 

 

            ซึ่งวัสดุผสมระหว่างทองกับเมโซพอรัสซิลิกาที่สังเคราะห์ได้นี้จะน าไปใช้ในการตรึงเอนไซม์ 
และน าไปประกอบเข้ากับอิเลคโทรดของของไบโอเซนเซอร์ โดยใช้ไคโตซานซึ่งเป็นพอลิเมอร์ธรรมชาติ
จะใช้เป็นตัวช่วยในการยึดประสาน ให้วัสดุผสมระหว่างทองกับเมโซพอรัสซิลิกาที่ มีเอนไซม์ตรึงอยู่
สามารถยึดเกาะที่พ้ืนผิวของอิเลคโทรดได้อย่างแข็งแรง และไม่เกิดการหลุดออกของเอนไซม์  
(enzyme leaching) ซึ่งคุณสมบัติของไคโตซานจะกล่าวไว้ในหัวข้อที่ 2.6 
 

2.6 ไคโตซาน (Chitosan) 
            ไคโตซาน คือสารไบโอโพลิเมอร์ธรรมชาติชนิดหนึ่ง เป็นพอลิเมอร์ชนิดประจุบวก 
(polycationic polymer) ที่ประกอบไปด้วยหน่วยของ D–glucosamine โครงสร้างโมเลกุลแสดงดัง
รูปที่ 2.16 โดยไคโตซานเป็นสารที่สามารถสกัดได้จากธรรมชาติซึ่งโดยทั่วไปมักพบเป็นองค์ประกอบ
อยู่ในเปลือกของสัตว์พวก กุ้ง ปู และแมลง ซึ่งมีคุณสมบัติที่ดีของไคโตซานคือ เป็นวัสดุชีวภาพ         
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ที่สามารถย่อยสลายได้ตามธรรมชาติ ไม่เป็นพิษ (low toxicity) สามารถเข้ากับสารชีวภาพได้ดี 
(biocompatibility) ซึ่งเมื่อน ามาใช้ในงานไบโอเซนเซอร์จะช่วยเป็นตัวยึดประสานระหว่างวัสดุ        
ที่ตรึงเอนไซม์ เข้ากับผิวหน้าของอิเล็กโทรดของเครื่องไบโอเซนเซอร์ได้ และนอกจากนี้ไคโตซาน     
ยังมีหมู่เอมีน (amine group) ซึ่งสามารถยึดเกาะกับหมู่อัลคิล (alkyl group) ของเอนไซม์            
ได้ดีอีกด้วย (Rinaudo และคณะ, 2006) 

 

ที่ 2.16 โครงสร้างทางเคมีของไคโตซาน (Aranaz และคณะ, 2009) 

            ปรางค์นาฏ งามมาก และคณะ (2011) ได้ศึกษาการสร้างไบโอเซนเซอร์ที่ใช้ส าหรับตรวจวัด
ยาฆ่าแมลงชนิดมาลาไธออน (malathaion) โดยมีการใช้ไคโตซานเป็นตัวช่วยในการยึดประสาน     
วัสดุเมโซพอรัสซิลิกาที่ตรึงเอนไซม์ เข้ากับผิวหน้าของอิเล็กโทรดซึ่งชั้นของเมทริกซ์ที่ท าการโมดิฟายด์ 
(modified) ประกอบไปด้วยชั้นของปรัสเซียนบลู (prussian blue,PB) ที่จะท าหน้าที่เป็นมีเดียเตอร์ 
(mediator) นั่นคือชั้นที่ช่วยในการส่งถ่ายอิเล็กตรอนเคลือบอยู่ที่ผิวหน้าของอิเลคโทรดแบบคาร์บอน 
(screen-printed carbon electrode, SPCE) ในชั้นแรก และชั้นของไคโตรซานที่ช่วยยึดประสาน
ระหว่างวัสดุเมโซพอรัสซิลิกาที่ตรึงเอนไซม์อะซิติลโคลีนเอสเทอเรส (AChE) ให้ยึดเกาะอยู่บนอิเลคโท
รดได้เป็นชั้นถัดมา โดยลักษณะการเรียงตัวของเมทริกซ์บนผิวหน้าอิเล็กโทรดคือ SPCE/PB/MCF/ 
AChE/chitosan ซึ่งเมื่อพิจารณาการน าไคโตซานมาใช้ในงานไบโอเซนเซอร์ก็พบว่ามันมีข้อดีในแง่
ของการช่วยยึดประสาน วิธีการสังเคราะห์ง่ายไม่ยุ่งยาก เข้ากับเอนไซม์ที่มีความอ่อนไหวได้ดีโดย     
ไม่ส่งผลเสียต่อเอนไซม์  และที่ส าคัญเป็นวัสดุที่ราคาถูกแต่ก็มีข้อด้อยในเรื่องของการน าไฟฟูา         
ซึ่งข้อด้อยนี้สามารถทดแทนได้ด้วยการน าไปโมดิฟายด์ร่วมกับวัสดุอ่ืนๆ ที่น าไฟฟูา เช่น ทอง เงิน    
พอลิเมอร์น าไฟฟูา หรือแม้กระท่ังปรัสเซียนบลูที่ถูกน ามาใช้ร่วมกับไคโตซานในงานนี้ 
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บทที่ 3 
วารสารปริทรรศน์ 

 
            การศึกษาการวิเคราะห์หาปริมาณสารฆ่าแมลงโดยใช้ไบโอเซนเซอร์ในงานวิจั ยนี้              
มีวัตถุประสงค์เพ่ือที่จะสร้างไบโอเซนเซอร์ที่มีเสถียรภาพในการตรวจวัด และการเก็บรักษา โดยมีการ
เลือกใช้วัสดุระดับนาโนที่มีคุณสมบัติช่วยเสริมประสิทธิภาพการท างานของเอนไซม์ทั้งเมโซ เซลลูลาร์
โฟมซิลิกา อนุภาคนาโนทอง และไคโตซาน ซึ่งในบทนี้จะรวบรวมงานวิจัยที่กล่าวถึงการน าวัสดุนาโน   
ที่สังเคราะห์ได้เหล่านี้ไปประยุกต์ใช้ในงานไบโอเซนเซอร์  
 
3.1 สารฆ่าแมลง (Insecticides) 
            3.1.1 ประเภทของสารฆ่าแมลง 
            สารฆ่าแมลงที่มีการใช้กันมานานและแพร่หลายจนถึงปัจจุบัน แบ่งออกเป็น 4 กลุ่มใหญ่ๆ 
คือ ออร์กาโนคลอรีน (organochlorine insecticide) ออร์กาโนฟอตเฟต (organophosphate 
insecticide) คาร์บาเมต (cabamate Insecticide) ไพรีทรอยด์ (pyrethoid insecticide) (เวณิกา 
เบ็ญจพงษ์ และคณะ, 2009) แต่มีเพียง 2 กลุ่มที่สามารถน ามาใช้ดัดแปลงเป็นไบโอเซนเซอร์ส าหรับ
วัดสารฆ่าแมลงได้นั่นคือ สารฆ่าแมลงกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟต และสารฆ่าแมลงกลุ่มคาร์บาเมต        
ซึ่งมีความจะเพาะต่อเอนไซม์อะซิติลโคลีนเอสเทอเรส คือมีความสามารถในการยับยั้งการท างานของ
เอนไซม์ชนิดนี้ได้ ดังนั้นในงานนี้เราจะกล่าวถึงคุณสมบัติเบื่องต้น และหลักการยับยั้งการท างานของ
เอนไซม์แค่ในสารเคมี 2 กลุ่มนี ้
                    3.1.1.1 กลุ่มออร์กาโนฟอตเฟต (Organophosphate Insecticide) 
                    สารฆ่าแมลงกลุ่มนี้มีประสิทธิภาพในการปูองกันก าจัดศัตรูพืชดี มีพิษตกค้างไม่นาน
เนื่องจากระยะเวลาการสลายตัวประมาณ 2 สัปดาห์ถึง 6 เดือน ซึ่งขึ้นอยู่กับปัจจัยทางสภาพอากาศ 
และอุณหภูมิ จึงนิยมใช้กับพืชผักที่มีอายุการเพาะปลูกและการเก็บเกี่ยวสั้น (กรมควบคุมมลพิษ 
2554) ความเป็นพิษของสารพิษกลุ่มนี้ส่วนใหญ่จะออกฤทธิ์ต่อระบบประสาทของแมลงและสัตว์เลี้ยง
ลูกด้วยนม กลไกในการออกฤทธิ์ของสารฆ่าแมลงกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟต คือ สารฆ่าแมลงกลุ่มนี้      
จะออกฤทธิ์ที่เป็นผลกระทบต่อระบบประสาทของแมลง โดยสารฆ่าแมลงกลุ่มนี้จะมีต าแหน่งของ    
การออกฤทธิ์ที่บริเวณรอยต่อที่เป็นช่องว่างระหว่างเซลล์ประสาท (synaptic receptors) ซึ่งกระแส
ประสาทของแมลงโดยปกติแล้วสามารถผ่านช่องว่างนี้ ได้โดยอาศัยสารน ากระแสประสาท 
(neurotransmitters) ซึ่ งสารน ากระแสประสาทที่ ส าคัญในตัวของแมลงคือ อะซิติล โคลีน 
(acetylcholine, Ach) โดยเมื่อสารตัวนี้ท าหน้าที่ในการส่งผ่านกระแสประสาทเรียบร้อยแล้วก็จะถูก
เอนไซม์อะซิติลโคลีนเอสเทอเรส ท าการย่อยสลายไปแต่เมื่อมีการใช้สารฆ่าแมลงกลุ่มออร์กาโน
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ฟอสเฟตในการก าจัดแมลงศัตรูพืช สารฆ่าแมลงกลุ่มนี้ก็จะไปยับยั้งการท างานของเอนไซม์            
อะซิติลโคลีนเอสเทอเรส โดยโมเลกุลของยาฆ่าแมลงจะจับตัวกับเอนไซม์เกิดเป็นสารประกอบเชิงซ้อน
ซึ่งกระบวนการนี้เรียกว่า ฟอสฟอรีเลชั่น (phosphorylation) โดยสารประกอบเชิงซ้อนนี้สามารถ
ย้อนกลับได้ (reversible complex) แต่ต้องใช้เวลานานหลายชั่วโมงหรือหลายวันกว่าเอนไซม์       
จะหลุดจากสารประกอบเชิงซ้อนและสามารถกลับคืนสู่รูปเดิมได้ เมื่อเอนไซม์ไม่สามารถท างานได้
ตามปกติก็จะท าให้เกิดการสะสมของอะซีติลโคลีนที่เส้นประสาทของแมลงซึ่งจะมีผลให้เกิดการ
กระตุ้นของกระแสประสาทอย่างรุนแรงท าให้แมลงมีอาการชักกระตุก เป็นอัมพาตและตายลงในที่สุด 
(Perry et al,. 1998) 
                    3.1.1.2 กลุ่มคาร์บาเมต (Cabamate Insecticide) 
                    เป็นสารพิษที่ก าจัดศัตรูพืชได้อย่างกว้างขวางเช่นเดียวกับสารฆ่าแมลงกลุ่มออร์กาโน
ฟอสเฟต โดยสารฆ่าแมลงชนิดนี้จะมีความเป็นพิษและการออกฤทธิ์คล้ายกันกับสารพิษในกลุ่ม     
ออร์กาโนฟอสเฟต แต่ว่าร่างกายของคนหรือสัตว์ที่ได้รับสารพิษกลุ่มกลุ่มคาร์บาเมตนี้จะกลับคืน       
สู่สภาวะปกติได้เร็วกว่าการได้รับสารพิษจากลุ่มออร์กาโนฟอสเฟต โดยทั้งสารฆ่าแมลงกลุ่มออร์กาโน
ฟอสเฟตและคาร์บาเมตจะมีการยับยั้งการท างานของเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเทอเรสเหมือนกัน    
แต่กลุ่มคาร์บาเมตจะมีระยะเวลาในการออกฤทธิ์ที่สั้นกว่า มีการตกค้างสั้น และสลายตัวได้อย่าง
รวดเร็วกว่า ซึ่งสารฆ่าแมลงกลุ่มนี้ส่วนใหญ่มักใช้ก าจัดพวกแมลงชนิดปากดูดศัตรูพืชที่อยู่ในดิน เช่น 
ไส้เดือนฝอย หอยทาก ซึ่งสารพิษที่มีพิษร้ายแรงของกลุ่มนี้เช่น คาร์โบฟูราน (carbofuran) เมทโธมิล 
(methomyl) ส่วนสารพิษที่มีพิษปานกลางของกลุ่มนี้เช่น เมทธิโอคาร์บ (methiocarb) คาร์บาริล 
(carbaryl) เป็นต้น 
 

            3.1.2 ปริมาณการใช้สารฆ่าแมลงในไทย 
            โดยเมื่อพิจารณาข้อมูลของการน าสารเคมีอันตรายที่ใช้ก าจัดศัตรูพืชที่มีการน าเข้าสูงสุด    
10 อันดับแรก ในระหว่าง ปี 2544 ถึง 2546 ตามตารางที่ 3.1 ก็พบว่ามีสารกลุ่มเคมีกลุ่มออร์กาโน
ฟอสเฟตอยู่หลายรายการเช่น เมทามิโดฟอส (methamidophos) เมทิล พาราไธออน (methyl 
parathion) คลอร์ไพริฟอส (chlorpyrifos) ซึ่งในการทอลองนี้ได้เลือกสารฆ่าแมลงเมทิล พาราไธ
ออน ที่เป็นหนึ่งในสารฆ่าแมลงที่มีการน าเข้ามาใช้มากที่สุดมาใช้เป็นสารฆ่าแมลงเพ่ือทดสอบ
ไบโอเซนเซอร์ที่สร้างข้ึน 
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ตารางท่ี 3.1 วัตถุอันตรายที่มีการน าเข้าสูงสุด 10 อันดับแรก ปี 2544 -2546   
 

ล าดับที ่
ปี 2544 ปี 2545 ปี 2546 

1 Glyphosate 
isopropylamine 
salt 

Glyphosate 
isopropylamine 
salt 

Glyphosate 
isopropylamine 
salt 

2 2,4-d sodium salt Paraquat  
dichloride 

2,4-d sodium salt 

3 Methamidophos Methamidophos Paraquat  
dichloride  

4 Atrazine 2,4-d sodium salt  Atrazine 

5 Ametryn Atrazine  Ametryn 
6 Methyl parathion Ametryn  Methyl parathion 

7 Mancozeb Mancozeb Endosulfan  
8 Endosulfan Methyl parathion Mancozeb 

9 Paraquat  
dichloride 

Endosulfan  Butachor 

10 Sulfur Sulfur Chlorpyrifos 

ที่มา: ฝุายทะเบียนและการอนุญาตวัตถุมีพิษ กองวัตถมุีพิษการเกษตร กรมวิชาการเกษตร 

            3.1.3 ปริมาณการปนเปื้อนของสารฆ่าแมลง 

            ส าหรับข้อมูลการปนเปื้อนของสารฆ่าแมลงในผักและผลไม้ส่งออกไปยังประเทศในกลุ่ม
ยุโรปที่มีการตรวจพบโดยระบบตรวจสอบความปลอดภัยภายใต้ระบบเตือนภัยสินค้ าอาหาร      
(RASFF – Rapid Alert for Food and Feed) แสดงดังตารางที่ 3.2  
            จากตารางจะเห็นว่าสารฆ่าแมลงที่ปนเปื้อนในผัก และผลไม้ที่เป็นสินค้าส่งออกของไทย     
ยังมีการตรวจพบการปนเปื้อนของสารฆ่าแมลงในปริมาณท่ีเกินค่ามาตรฐาน (ระดับการปนเปื้อนสูงสุด
ที่สามารถยอมรับได้ MRL) อยู่หลายเท่าในแทบทุกรายการที่โดนตรวจพบ โดยเฉพาะพืชผักประเภท
ถั่วฝักยาว มะเขือ ที่ถูกตรวจพบการปนเปื้อนบ่อยครั้งที่สุด มูลนิธิโลกสีเขียวได้ส ารวจการใช้สารก าจัด
ศัตรูพืชในการเกษตรด้วยวิธีการฉีดพ่นพบว่า สารเคมีที่พ่นออกไปมีเพียงร้อยละ 0.2 เปอร์เซ็นต์ 
เท่านั้นที่โดนแมลงโดยตรง ส่วนที่เหลือร้อยละ 99.8 เปอร์เซ็นต์จะปนเปื้อนอยู่ในสิ่งแวดล้อม  
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ตารางท่ี 3.2 ปริมาณการปนเปื้อนของสารฆ่าแมลงในพืชผลทางการเกษตรของไทยซึ่งถูกตรวจพบ
โดย RASFF (ที่มา: https://webgate.ec.europa.eu/rasffwindow/portal/index. 
cfm?event=searchResultList) 

 
 
 

ประเภท
ของสารฆ่า

แมลง 

 
 

ชนิดของสาร 
ฆ่าแมลง 

 
ระดับการ
ปนเปื้อนที่
ถูกตรวจพบ 
(mg/kg - 
ppm) 

 
ระดับการ

ปนเปื้อนสูงสุด
ที่สามารถ
ยอมรับได้ 

MRL 
(mg/kg - 
ppm) 

 

 
 

ประเภทของ
ผักท่ีตรวจ

พบ 

 
 

วันท่ีตรวจพบ /ประเทศ
ที่ตรวจพบ 

 
 
คาร์บาเมต 

Methomyl 0.35 0.02 ดอกหอม 24 ม.ค. 54/ฟินแลนด์ 
Methomyl 0.18 0.02 มะละกอ 15ก.พ.54/เนเธอร์แลนด์ 

Carbofuran 0.36 0.02 ผักกระเฉด 23 พ.ค. 54/
เนเธอร์แลนด์ Carbofuran 0.91 0.02 ผักชี 

 
 
 
 
 
 

ออร์กาโน
ฟอสเฟต 

Triazophos 0.14 0.05 ถั่วฝักยาว 11 ม.ค. 54/เดนมาร์ก 

Omethoate 1.90 0.02 ถั่วฝักยาว 2 ก.พ. 54/เนเธอร์แลนด์ 

Dimethoate 0.49 0.02 ถั่วฝักยาว 7 ก.พ. 54/เนเธอร์แลนด์ 
Omethoate 0.21 0.02 ผักกระเฉด 6 พ.ค. 54/เนเธอร์แลนด์ 

EPN 0.15 0.01 ถั่วฝักยาว 19 ต.ค. 54/UK 
Profenofos 2.20 0.05 ผักคะน้า 19 ธ.ค. 54/นอร์เวย์ 

Dimethoate 0.17 0.02 มะเขือยาว 31 ธ.ค. 54/ฝรั่งเศษ 
Omethoate 0.16 0.02 

Dimethoate 1.40 0.02 ผักกระเฉด 13 ธ.ค. 54/เยอรมันนี 
Omethoate 1.90 0.02  

คาร์บาเมต Methomyl 0.42 0.02 ถั่วฝักยาว 9 ม.ค. 55/นอร์เวย์ 

Carbofuran 0.057 0.02 ถั่วฝักยาว 2 ม.ค. 55/เนเธอร์แลนด์ 
Methomyl 0.074 0.02 มะละกอ 6 พ.ค. 55/ฟินแลนด์ 

Dicofol 1.2 0.05 พริกสด 8 ต.ค. 55/เดนมาร์ก 
ออร์กาโน
ฟอสเฟต 

Dimethoate 0.095 0.02 มะละกอ 6 พ.ค. 55/ฟินแลนด์ 

https://webgate.ec.europa.eu/rasffwindow/portal/index
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            3.1.4 การเจ็บป่วยเน่ืองจากสารฆ่าแมลง 

            จากรายงานสถานการณ์การเจ็บปุวยด้วยโรคที่เกิดจากสารก าจัดศัตรูพืชในประเทศไทย 
(พิบูล อิสสระพันธุ์, 2554) แสดงข้อมูลดังรูปที่ 3.1 

 
รูปที่ 3.1 สารก าจัดศัตรูพืชชนิดต่างๆ ที่เป็นสาเหตุของการเจ็บปุวย (พิบูล อิสสระพันธุ์, 2554) 

 
            จากรูปเป็นผลของอัตราการเกิดโรคอันเนื่องมาจากสารเคมีที่ใช้ในการก าจักศัตรูพืชในปี 
2006 ถึง 2009 ซึ่งพบว่าสารฆ่าแมลงที่เป็นสาเหตุของการเจ็บปุวยมากที่สุดคือ สารฆ่าแมลงในกลุ่ม
ออร์กาโนฟอสเฟต และคาร์บาเมต ซึ่งความร้ายแรงของโรคที่เกิดจากสารฆ่าแมลงในกลุ่มนี้จะมีอัตรา
การตายคิดเป็นร้อยละ 6.2 % จากผู้ปุวยจากสารฆ่าแมลงกลุ่มนี้ทั้งหมด ซึ่งถือว่าสูงและค่อนข้างเป็น
อันตรายมากเมื่อเทียบกับสารก าจัดศัตรูพืชในกลุ่มอ่ืนๆ  
            จากข้อมูลทั้งการน าเข้าสารเคมีอันตรายมาใช้ในประเทศรวมถึงข้อมูลการปนเปื้อนเกิน     
มาตฐานของสารฆ่าแมลงที่ตรวจพบในอาหาร จะเห็นว่าสารฆ่าแมลงในกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟต และ
คาร์บาเมต จะเป็นสารที่นิยมใช้งานในวงกว้าง จึงท าให้มีการตกค้างในพืชผลทางการเกษตรซึ่ง        
ถูกตรวจพบได้บ่อยครั้งโดยเฉพาะสารกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟตซึ่งมีระยะเวลาในการสลายตัวนานกว่า
กลุ่มคาร์บาเมต ดังนั้นในงานวิจัยนี้จะท าการศึกษาการสร้างเครื่องมือวิเคราะห์ที่จะใช้ส าหรับตรวจวัด
ปริมาณสารฆ่าแมลงกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟต ชนิดเมทิล พาราไธออน และคาร์บาเมต ชนิดเมโทมิล 
โดยใช้เอนไซม์อะซิติลโคลีนเอสเทอเรสที่มีความจ าเพาะเจาะจงกับสารทั้งสองกลุ่มนี้ มาดัดแปลงใช้ใน
งานไบโอเซนเซอร์ เพ่ือสร้างเครื่องมือส าหรับใช้ในการตรวจวัดสารฆ่าแมลง ซึ่งจะทางเลือกหนึ่งที่     
จะใช้ในการตรวจสอบปริมาณการปนเปื้อน และสามารถน าข้อมูลการที่ได้จากการวัดไปเป็นแนวทาง
ในการปูองกัน และแก้ไขปัญหาการปนเปื้อนของสารฆ่าแมลงต่อไปได้ 
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            ส าหรับขั้นตอนการสร้างไบโอเซนเซอร์นั้นจะน าเอนไซม์อะซิติลโคลีนเอสเทอเรสมาตรึงใน  
เมโซพอรัสซิลิกาซึ่งเป็นวัสดุที่มีโครงสร้างเป็นรูพรุน ซึ่งการตรึงเอนไซม์ในวัสดุรูพรุนจะช่วยให้เอนไซม์
มีเสถียรภาพมากขึ้นทั้งในด้านของการเร่งปฏิกิริยา และการเก็บรักษากิจกรรมของเอนไซม์ (Orita 
และคณะ, 2012; วิไลวรรณ ช่วยยก และคณะ, 2009) เมื่อเอนไซม์ยังสามารถรักษากิจกรรมได้ดีอยู่    
ก็จะท าให้เครื่องมือตรวจวัดไบโอเซนเซอร์ที่สร้างขึ้นสามารถตรวจวัดได้อย่างมีประสิทธิภาพ ส าหรับ
วัสดุรูพรุนประเภทเมโซพอรัสซิลิกานั้นมีคุณสมบัติทั่วไป และมีการน ามาใช้งานได้ในรูปแบบไหนบ้าง 
สามารถพิจารณาได้ในหัวข้อถัดไป 
 
3.2 เมโซพอรัสซิลิกา 
            เมโซพอรัสซิลิกา (mesoporous silica) เป็นวัสดุที่มีโครงสร้างเป็นรูพรุนสม่ าเสมอ (highly 
uniform) มีพ้ืนที่ผิวสูง (high surface area) ประมาณ 1,500 ตารางเมตรต่อกรัม และปริมาตร       
รูพรุนสูง (large pore volume) ประมาณ 1.5 ลูกบาศก์เซนติเมตรต่อกรัม (Ispas และคณะ, 2008; 
Park และคณะ, 2003) เมื่อมีการน ามาใช้ในการตรึงเอนไซม์ก็จะช่วยให้เอนไซม์มีเสถียรภาพ และ    
ยังสามารถปกปูองเอนไซม์จากสภาวะแวดล้อมภายนอกนั่นคือ ความเป็นกรด-ด่าง อุณหภูมิ หรือ     
แม้กระท้ังความเข้มข้นที่ไม่เหมาสมได้ (Takahashi และคณะ, 2000; Orita และคณะ 2012) ส าหรับ
วัสดุเมโซพอรัสซิลิกาที่นิยมน ามาใช้ในงานไบโอเซนเซอร์ เพราะมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางรูพรุน 2-50 
นาโนเมตร ซึ่งสอดคล้องกับขนาดของเอนไซม์ส่วนใหญ่ที่มีขนาดระหว่าง 2-20 นาโนเมตร 
(Takahashi, 2000)        
            วัสดุเมโซพอรัสซิลิกาที่มีการสังเคราะห์ใช้งานจะมีรูปร่างของโครงสร้างและขนาดของรูพรุน
ที่แตกต่างกันออกไปโดยชนิดที่มีการสังเคราะห์ใช้กันเช่น FSM-16, MCM-41, MCM-48, SBA-15 
และ MCF (Lettow  และคณะ, 2000 ; Hoffmann และคณะ, 2006) ซึ่งจะมีความแตกต่างกันตรง
โครงสร้างของพรุน และขนาดของรูพรุนเช่น Chi และคณะ (2005) สังเคราะห์ MCM-41, MCM-48 
และ SBA-15 ได้มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางรูพรุน 2.9, 2.3 และ 5.5 นาโนเมตรตามล าดับ วิไลวรรณ 
ช่วยยก และคณะ (2009) สังเคราะห์ MCM-41, SBA-15และ MCF ได้มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง      
รูพรุน 3.2, 5.4 และ 14.6 นาโนเมตรตามล าดับแบบจ าลองโครงสร้างของรูพรุนแสดงดังรูปที่ 3.2    
โดย MCM-41 จะมีโครงสร้างแบบเฮกซะโกนอล (hexagonal) ที่มีรูพรุนสม่ าเสมอรูปทรงกระบอก 
(dimentional cylindrical pore) ส่วน SBA-15 ก็มีลักษณะโครงสร้างที่เหมือนกับ MCM-41       
แต่จะมีขนาดของรูพรุนที่ใหญ่กว่าคือประมาณ 6-15 นาโนเมตร และ MCF จะมีโครงสร้างแบบคิวบิค 
(cubic shape) มีขนาดของรูพรุนใหญ่ที่สุดเมื่อเทียบกับอีกสองชนิด โดยเมื่อเรียงตามขนาดของรูพรุน
จากมากไปน้อยจะได้ว่า MCF>SBA-15>MCM-41 ตามล าดับ  
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            ซึ่งขนาดของรูพรุนที่แตกต่างกันของวัสดุเหล่านี้เมื่อน ามาใช้ในการตรึงเอนไซม์จะส่งผล    
ต่อเสถียรภาพของเอนไซม์  โดยจากการทดลองตรึงเอนไซม์ฮอสเรดิชเปอร์ออกซิเดส (horseradish 
peroxidase, HRP) ในวัสดุรูพรุน 3 ชนิดคือ MCM-41, SBA-15 และ MCF ที่มีขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลางรูพรุน 3.2, 5.4 และ 14.6 นาโนเมตรตามล าดับ พบว่าเมื่อท าการเก็บรักษาเอนไซม์ตรึงรูป
ไว้เป็นระยะเวลา 6 สัปดาห์ ทั้งท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และที่อุณหภูมิห้อง พบว่า MCF ที่มีขนาด
รูพรุนใหญ่ที่สุดสามารถรักษาเสถียรภาพของเอนไซม์ได้สูงสุด โดยที่อุณหภูมิห้องพบว่าวัสดุ MCF 
สามารถรักษากิจกรรมของเอนไซม์ไว้ได้สูงถึง 90 เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่ MCM-41 และ SBA-15        
มีกิจกรรมของเอนไซม์ลดลงเหลือเพียง 60 เปอร์เซ็นต์ (วิไลวรรณ ช่วยยก และคณะ, 2009) 
สอดคล้องกับงานวิจัยของ Orita และคณะ (2012) Orita ที่ได้ศึกษาเปรียบเทียบการตรึงเอนไซม์ 
cholesteryl ester hydrolase (EC 3.1.1.13) ในวัสดุเมโซพอรัสซิลิกาที่มีขนาดรูพรุนที่แตกต่างกัน 
3 ชนิดคือ MCM-41, SBA-15 และ MCF ซึ่งมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางรูพรุน 2.7, 9.5 และ 22.5    
นาโนเมตร ตามล าดับ ซึ่งผลการการทดลองตรึงเอนไซม์ด้วยวิธีการดูดซับบนวัสดุเมโซพอรัสซิลิกา      
ที่แตกต่างกันนี้พบว่า MCF ซึ่งมีขนาดรูพรุนใหญ่ที่สุดสามารถรักษาเสถียรภาพของเอนไซม์ได้ดีที่สุด
และมีผลกระทบต่อแอคทิวิตีหรือกิจกรรมของเอนไซม์น้อยที่สุดเมื่อเทียบกับวัสดุรูพรุนอีกสองชนิดคือ 
MCM-41 และ SBA-15 แสดงดังรูปที่ 3.3 แต่การตรึงเอนไซม์ในวัสดุเมโซพอรัสซิลิกานั้นจะท าให้
เอนไซม์มีกิจกรรมลดลงเมื่อเทียบกับเอนไซม์อิสระ (free enzyme) แต่ในระยะยาวจะเป็นผลดี  
เพราะวัสดุรูพรุนเหล่านี้สามารถช่วยปกปูองเอนไซม์จากสิ่งแวดล้อมภายนอกท าให้กิจกรรมของ
เอนไซม์ให้ลดลงอย่างช้าๆ ไม่สูญเสียง่ายเมื่อเทียบกับเอนไซม์อิสระ 

 
รูปที่ 3.2 แบบจ าลองลักษณะโครงสร้างของรูพรุนและภาพถ่าย TEM ของ (a) MCM-41, (b) SBA-

15 และ (c) MCF (วิไลวรรณ ช่วยยก และคณะ, 2009) 
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รูปที่ 3.3 เปรียบเทียบกิจกรรมของเอนไซม์ (Activity) เมื่อท าการตรึงในวัสดุเมโซพอรัสซิลิกาชนิด

ต่างๆ เทียบกับเอนไซม์อิสระ (Orita และคณะ, 2012) 
 
            จากการทดลองทั้ง 2 งานวิจัยจะเห็นว่าการน าเอนไซม์มาตรึงรูปภายในวัสดุตรึงประเภท   
เมโซพอรัสซิลิกาจะช่วยรักษากิจกรรมของเอนไซม์ไว้ได้สูง โดยเฉพาะวัสดุเมโซพอรัสซิลิกาชนิด MCF 
ซึ่งมีขนาดรูพรุนใหญ่ที่สุดจะสามารถเก็บรักษากิจกรรมของเอนไซม์ได้สูงสุด ดังนั้นในการทดลองนี้   
จึงเลือกที่จะสังเคราะห์วัสดุ MCF เพ่ือที่จะน ามาใช้ในการตรึงเอนไซม์อะซิติลโคลีนเอสเทอเรส 
ส าหรับดัดแปลงอิเลคโทรดสร้างเป็นไบโอเซนเซอร์ส าหรับตรวจวัดสารฆ่าแมลง ซึ่งในหัวข้อถัดไปจะ
น าเสนองานวิจัยที่มีการน าวัสดุประเภทเมโซพอรัสซิลิกานี้มาใช้ในงานไบโอเซนเซอร์    
 
3.3 วัสดุประเภทเมโซพอรัสซิลิกากับการประยุกต์ใช้ในงานไบโอเซนเซอร์  
            การสร้างไบโอเซนเซอร์ส าหรับตรวจวัดสารฆ่าแมลงทั้งกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟต และ       
คาร์บาเมตนั้นจะมีการใช้เอนไซม์อะซิติลโคลีนเอสเทอเรส (Acethylcholinesterase, AChE)       
เป็นส่วนของสารชีวภาพเหมือนกัน แต่จะแตกต่างกันตรงส่วนของวัสดุที่ใช้ในการตรึงเอนไซม์ วิธีที่ใช้
ในการตรึงเอนไซม์ รวมถึงอิเลคโทรดที่ เลือกใช้  ซึ่ งจะส่งผลให้ประสิทธิภาพในการวัดของ
ไบโอเซนเซอร์แตกต่างกัน ส าหรับในหัวข้อนี้ก็น าเสนอข้อมูลของวัสดุชนิดต่างๆที่ใช้ในการตรึงเอนไซม์
ในงานไบโอเซนเซอร์ว่ามีข้อดี และข้อจ ากัดอย่างไรบ้าง อิทธิพลของพารามิเตอร์  (parameters) ที่มี
ผลต่อตรวจวัดของไบโอเซนเซอร์ รวมถึงยกตัวอย่างงานที่มีการใช้ไบโอเซนเซอร์ในการวัดสารฆ่าแมลง 
โดยเริ่มจากวัสดุที่เลือกใช้ตรึงเอนไซม์ซึ่งงานวิจัยนี้จะใช้วัสดุเมโซพอรัสซิลิกาชนิด MCF มาตรึง
เอนไซม์เนื่องจากมันมีคุณสมบัติเด่นในด้านของการช่วยรักษาเสถียรภาพของเอนไซม์เมื่อเปรียบเทียบ
กับวัสดุชนิดอื่น ซึ่งการเปรียบเทียบด้านคุณสมบัติทั้งข้อดี และข้อจ ากัด แสดงดังตารางที่ 3.3 
            จากตารางที่ 3.3 จะเห็นว่าจุดเด่นของวัสดุเมโซพอรัสซิลิกาคือ ช่วยรักษาเสถียรภาพ      
ของเอนไซม์ ซึ่งตรงตามจุดประสงค์ของงานวิจัยนี้  ที่ต้องการจะสร้างไบโอเซนเซอร์ที่มีเสถียรภาพ    



42 

ในการตรวจวัด และมีเสถียรภาพในการเก็บรักษา คือสามารถเก็บหัววัดอิเลคโทรดไว้ได้นานโดยที่
เอนไซม์อะซิติลโคลีนเอสเทอเรสที่ตรึงอยู่บนอิเลคโทรดมีการสูญเสียกิจกรรมไปน้อยที่สุด ดังนั้นวัสดุ
เมโซพอรัสซิลิกาจึงเป็นทางเลือกที่ดีที่สุดส าหรับการทดลองนี้ 

ตารางที่ 3.3 ข้อดี และข้อจ ากัดของวัสดุเมโซพอรัสซิลิกาเปรียบเทียบกับวัสดุชนิดอ่ืนที่ใช้ในการตรึง
เอนไซม์   ในงานไบโอเซนเซอร์ (Ispas และคณะ, 2009) 

วัสดุ ข้อดี ข้อจ ากัด 
 
 
เมโซพอรสัซลิิกา 
(mesoporous silica) 

 
1. รักษาสเถียรภาพด้านการท างานและการเก็บ

รักษาของเอนไซม์ ในสภาวะที่ไม่เอื้ออ านวย เช่น 
organic solvent ที่ไม่เหมาะสม อุณหภูมิที่สูง
เกินไป  

2. มีพื้นท่ีผิวสูง (high surface area) 

1. การแพร่ของสารไม่ค่อยดี  
(diffusion barriers) 

2. ในการสังเคราะห์จะพบกับ
ปัญหาตรงท่ีขนาดรูพรุนและ
โครงสร้างอาจมีการ
เปลี่ยนแปลง 

3. ไวต่อค่า pH และการ
เปลี่ยนแปลงประจ ุ

วัสดุนาโน เช่น 
คาร์บอนนาโนทิวป์   

 
1. มีพื้นท่ีที่ active ต่อกระบวนการไฟฟูาเคมี 
2. น าไฟฟูา 

 
1. การรวมตัวกันของอนุภาค

ควบคุมยาก 
วัสดุของแข็ง (solid 
supports) เช่น 
โลหะ กลาสซี่
คาร์บอน  
ที่ตรึงกับเอนไซม์
ผ่านพันธะโควา
เลนซ์  

 
1. มีเสถียรภาพ (stable) 
2. ไม่มีปัญหาด้านการแพร่ 
3. วัสดุของแข็งบางชนิดน าไฟฟูา เช่น ทองนาโน 
4. เวลาในการตอบสนองสั้น  

(short response time) 
 

 
1. ต้องใช้เอนไซม์ในปริมาณมาก 
2. การน ากลับมาใช้ใหม่ 

(repoducibility) 
3. เอนไซม์อาจสูญเสียสภาพ 

 
 

 
พอลิเมอร์  
ตรึงโดยวิธีกักเก็บ 
(entrapment) 

 
1. พอลิเมอร์หลายๆชนิดมีคณุสมบัติเข้ากับเอนไซม์

ได้ดี (biocompatable) 
2. สามารถใช้สร้างส่วนของสารชีวภาพ 

(bioreceptors) ได้หลากหลาย 
3. พอลิเมอร์บางชนิดน าไฟฟูาได ้

 

1. การแพร่ของสารไม่ค่อยดี  
(diffusion barriers) 

 

 
โซลเจล (sol-gel)  
ตรึงโดยวิธีกักเก็บ 
(entrapment) 

 
1. การผลติใช้ขั้นตอนเดียว และใช้อุณหภูมิต่ า 

 

1. การแพร่ของสารไม่ค่อยดี  
2. มีปัญหาในการควบคมุขนาด

ของรูพรุน (pore size) 
3. การน ากลับมาใช้ใหม่  
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             Wu และคณะ ในปี 2007 ได้สังเคราะห์วัสดุผสมระหว่างเมโซพอรัสซิลิกา/คาร์บอน 
(mesocellular silica/carbon nanocomposite foams, MSCF) เพ่ือน ามาใช้ในการตรึงเอมไซม์
กลูโคสออกซิเดส (glucose oxidase, GOD) สร้างเป็นไบโอเซนเซอร์ส าหรับตรวจวัดปริมาณกลูโคส 
โดยวัสดุ MSCF ที่สังเคราะห์ได้มีขนาดรูพรุนกระจากตัวอยู่ในช่วง 7 ถึง 20 นาโนเมตร ซึ่งสอดคล้อง
กับขนาดของเอนไซม์ที่จะน ามาใช้ตรึงคือ 7.0 x 5.5 x 8.0 นาโนเมตร ซึ่งเมื่อน ามาตรึงเอนไซม์     
ด้วยวิธีการดูดซับพบว่าวัสดุชนิดนี้มีปริมาณเอนไซม์สูงสุดที่สามารถตรึงรูปได้คิดเป็น 44.8 เปอร์เซ็นต์
จากปริมาณเอนไซม์เริ่มต้น เมื่อน าเอนไซม์ที่ตรึงรูปในวัสดุ MSCF มาดัดแปลงบนอิเลคโทรด       
แบบ GCE ที่ปรับปรุงผิวหน้าด้วยสารแนฟฟิออน (nafion) จะได้ชั้นของอิเลคโทรดเป็น GCE/nafion 
/MSCF/GOD ซึ่งเมื่อน าไปวัดกลูโคสซึ่งละลายอยู่ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ความเข้มข้น       
0.2 โมลาร์ pH 7 โดยปูอนศักย์ไฟฟูาที่ -400 มิลลิโวลต์ พบว่าช่วงความเข้มข้นของกลูโคสที่วัดได้ 
(linear range) คือ 0.05 ถึง 5.0 มิลลิโมลาร์ ซึ่งความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถตรวจวัดได้ (detection 
limit)  มีค่า 35 ไมโครโมลาร์ เมื่อทดสอบการเก็บรักษาอิเลคโทรดไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส            
เป็นระยะเวลา 2 สัปดาห์ พบว่าวัสดุ MSCF ยังช่วยรักษากิจกรรมของเอนไซม์ไว้ได้สูงโดยอิเลคโทรด
ยังมีการตอบสนองถึง 94 %  
            Jingjing และคณะ ในปี 2009 ได้ท าการทดลองสร้างไบโอเซนเซอร์ส าหรับตรวจวัดกลูโคส 
โดยตรึงเอนไซม์ GOD ในวัสดุสังเคราะห์ผสมระหว่างอนุภาคนาโนทองกับเมโซพอรัสซิลิกาชนิด    
SBA-15 (AuNPs/SBA-15) โดยขั้นตอนการสังเคราะห์ท าโดยปรับปรุงพ้ืนผิวของวัสดุ SBA-15     
ด้วยสารก่อฟังก์ชั่น ((3-aminopropyl)triethoxylane, APTES หรือ APTS) เพ่ือให้วัสดุชนิดนี้
สามารถดูซับทองไอออนจากสารตั้งต้นคือสารละลาย HAuCl4 แล้วท าการรีดิวซ์ด้วยกรด KBH4      
ให้เกิดเป็นอะตอมยึดเกาะในวัสดุ SBA-15 ซึ่งวัสดุชนิดนี้เมื่อน าไปใช้ตรึงเอนไซม์ GOD แล้ว        
น าไปตรวจวัดกลูโคสในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ pH 7 พบว่าสามารถ
ตรวจวัดกลูโคสได้ในช่วงความเข้มข้น 1 ถึง 48 ไมโครโมลาร์ ความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถตรวจวัดได้
คือ 0.5 ไมโครโมลาร์ เมื่อทดสอบการเก็บรักษาอิเลคโทรดไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส             
เป็นระยะเวลา 2 สัปดาห์ พบว่าวัสดุ MSCF ยังช่วยรักษากิจกรรมของเอนไซม์ไว้ได้สูงโดยอิเลคโทรด
ยังมีการตอบสนองถึง 91 %  
            Wu และคณะ ปี 2011 ได้ท าการทดลองสร้างไบโอเซนเซอร์ส าหรับตรวจวัดสารฆ่าแมลง
ประเภทออร์กาโนฟอสเฟต ชนิดโมโนโคโตฟอส (monocrotophos) โดยใช้วัสดุ MCF มาใช้เป็นวัสดุ
ส าหรับตรึงเอนไซม์อะซิติลโคลีนเอสเทอเรส ซึ่งพบว่ากิจกรรมของเอนไซม์ตรึงรูปใน 1 อิเลคโทรด       
มีปริมาณ 50 มิลลิยูนิต ซึ่งเอนไซม์ที่ถูกตรึงในวัสดุตรึง MCF นี้จะถูกน ามาดัดแปลงบนอิเลคโทรด
ร่วมกับสารพอลิเมอร์ชนิดพอลิไวนิลแอลกอฮอล์ (Poly(vinyl alcohol), PVA) ซึ่งจะมีลักษณะของ
ชั้นอิเลคโทรดที่ดัดแปลงเป็น GCE/PVA/MCF/AChE โดยก่อนน ามาวัดสารฆ่าแมลงเขาได้ท าการ
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ทดสอบปัจจัยที่จะมีผลต่อการวัดนั่นคือค่า pH ซึ่งพบว่า pH 9 เป็นค่าที่ให้การตอบสนองของกระแส
สูงสุด เมื่อน าไปวัดสารฆ่าแมลงในระบบวัดสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 9 ที่ประกอบด้วยสารตั้ง
ต้นคืออะซิติลโคลีน คลอไรด์เข้มข้น 1.5 มิลลิโมลาร์ ค่า incubation time คือ 10 นาที ศักย์ไฟฟูา       
ที่ปูอนคือ 0.68 โวลต์ ก็พบว่าสามารถตรวจวัดสารฆ่าแมลงชนิดโมโนโคโตฟอสได้ในช่วงความเข้มข้น 
0.05 ถึง 10 นาโนกรัมต่อมิลลิกรัม มีค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถตรวจวัดได้ที่ 0.05 นาโนกรัมต่อ
มิลลิกรัม เมื่อน ามาทดสอบการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 วันพบว่าวัสดุ MCF 
สามารถช่วยรักษากิจกรรมของเอนไซม์ไว้ได้สูง ท าให้การตอบสนองของอิเลคโทรดที่ถูกเก็บรักษา     
ยังมีการตอบสนองของกระแสสูงถึง 92% เมื่อเทียบกับอิเลคโทรดที่ท าการผลิตในวันแรก 
            ซึ่งจากทั้ง 3 งานวิจัยจะเห็นว่าวัสดุรูพรุนประเภทเมโซพอรัสซิลิกา โดยเฉพาะ MCF เมื่อ
น ามาใช้ในการตรึงเอนไซม์อะซิติลโคลีนเอสเทอเรสเพ่ือน าไปใช้วัดสารฆ่าแมลงจะช่วยรักษา       
ความคงตัวของอิเลคโทรดให้มีปริมาณการตอบสนองของสัญญาณที่สูงถึงแม้ว่าจะเก็บรักษา          
โดยใช้เวลานานถึง 1 เดือน และวัสดุประเภทนี้มีคุณสมบัติ modifiable surface คือสามารถปรับปรุง
พ้ืนผิวของอนุภาคได้ง่ายจึงมีการน าวัสดุชนิดต่างๆ มาดัดแปลงโดยเฉพาะโลหะวัสดุเช่น อนุภาคนาโน
ทอง เพ่ือช่วยปรับปรุงคุณสมบัติในการน าไฟฟูาของวัสดุเหล่านี้ เมื่อน ามาใช้ในงานไบโอเซนเซอร์      
ก็จะช่วยให้มีประสิทธิ์ภาพในการตอบสนองทางไฟฟูาได้ดีขึ้น ตัวอย่างงานวิจัยอ่ืนๆ ที่ใช้วัสดุชนิด
ต่างๆเช่น พอลิเมอร์ เส้นใย หรือวัสดุโลหะ มาดัดแปลงร่วมกับเอนไซม์อะซิติลโคลีนเอสเทอเรส      
เป็นไบโอเซนเซอร์ส าหรับตรวจวัดสารฆ่าแมลงแสดงดังตารางที่ 3.4 

            จากตารางที่ 3.4 เมื่อพิจารณาจากวัสดุชนิดต่างๆที่น ามาใช้ในการตรึงเอนไซม์เพ่ือใช้ในงาน
ไบโอเซนเซอร์พบว่าวัสดุชนิดเมโซพอรัสซิลิกาจะสามารถรักษากิจกรรมของเอนไซม์ไว้ได้ในปริมาณสูง
ที่สุดคือ 92 เปอร์เซ็นต์ใน 30 วัน โดยวัสดุชนิดอื่นๆเช่น เมมเบรนของพอลิเมอร์ Poly(acrylonitrile-
methylmethacrylate-sodium vinylsulfonate) ก็ช่วยรักษากิจกรรมของเอนไซม์ไว้ได้สูงมากกว่า 
90 เปอร์เซ็นต์เช่นเดียวกัน ซึ่งการที่กิจกรรมของเอนไซม์ในอิเลคโทรดของไบโอเซนเซอร์ลดลงอย่าง
ช้าๆ นั้นจะช่วยให้สามารถเก็บไว้ใช้งานได้นาน  
 
 
 
 
 



45 
ตารางท่ี 3.4 อะซิคิลโคลีนเอสเทอเรสไบโอเซนเซอร์ส าหรับตรวจวัดสารฆ่าแมลง 

 
ชนิดของเมทริกซ์ที่ ใ ช้ใน
การตรึง/ชนิดอิเลคโทรด 

 
วิธีการตรึง 

 
สารที่ท าการ
วิเคราะห ์

 
Linearity  

(µM) 

Detection limit 
(µM) 

Incubation 
time 
(min) 

Storage 
stability 
(day) 

 
เอกสารอ้างอิง 

PAN membrane/AuNPs/Pt 
electrode 

Covalent Paraoxon 3.6x10-7- 3.6x10-4 
 

0.026x10-5 20 ลดลงเหลือ 90% 
(90 วัน) 

Marinov และคณะ 
(2010) 

PAMAM-gold/CNTs/GCE Electrostatic 
interaction 

Carbofuran 4.8x10-3- 9.0x10-2 
 

4.0x10-3 9 ลดลงเหลือ 90% 
(21 วัน) 

Qu และคณะ 
(2010) 

Graphitenanoplatelet – 
Chitosan 
composite/GCE 

Covalent Chloropyrifos 1.0x10-4- 1.0 
 

1.58x10-4 10 ลดลงเหลือ 85% 
(30 วัน) 

Ion และคณะ  
(2010) 

Chitosan/PB/MWCNTs/AuN
Ps/Au electrode 

Electrodepo 
sition 

malathion 0.05 x10-3- 75 x10-3 
 

0.05x10-3 10 ลดลงเหลือ 90 % 
(30 วัน) 

Zhai และคณะ  
(2013) 

PB–Chitosan/GCE Covalent Carbaryl 0.01-0.4 3.0x10-3 10 ลดลงเหลือ 86% 
(30 วัน) 

Song และคณะ 
(2011) 

MWCNTs–Au 
nanocomposites / GCE 

Hydrophilic  
adhesion 

Malathion 3.0x10-3- 3.027 
 

1.81x10-3 8 ลดลงเหลือ 85% 
(30 วัน) 

Du และคณะ 
(2010) 

MCF/GCE Electrostatic 
interaction 

Monocrotophos 2.0x10-4 - 4.48x10-2 
 

2.0x10-4 10 ลดลงเหลือ 92 % 
(30 วัน) 

Wu และคณะ 
(2011) 

หมายเหตุ    GCE คือ อิเลคโทรดแบบกลาสซีคาร์บอน 
                 MWCNTs คือ วัสดคุาร์บอนนาโนทิวบ์         
                 PB คือ สารปรัสเซียน บลู 
                 PAN membran คือ เมมเบรนจากวัสดุพอลิเมอร์ Poly(acrylonitrile-methylmethacrylate-sodium vinylsulfonate) membranes 
                 PAMAM คือ พอลิอะมิโดเอมีน 
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3.4. พารามิเตอร์ที่มีอิทธิพลต่อการตรวจวัดของไบโอเซนเซอร์ 
            Sun และคณะ (2009) ได้ท าการศึกษาการสร้างไบโอเซนเซอร์ที่ใช้ส าหรับตรวจวัดสารฆ่า
แมลงกลุ่มออร์แกโนฟอสเฟต ชนิดไดโคลวอส (dichlovos) โดยท าการตรึงเอนไซม์อะซิติลโคลีนเอส
เทอเรส (acetylcolineesterase, AChE) ด้วยวิธีคลอสลิงค์ (cross-linking) ด้วยสารกลูตาร์แอลดี
ไฮด์ (glutaraldehyde) แล้วตรึงเข้ากับอิเล็กโทรดด้วยไคโตซาน ซึ่งอิเลคโทรดที่ใช้เป็นแบบกลาสซี
คาร์บอนอิเล็กโทรด (glassy carbon electrode) มีการปรับปรุงโดยการเคลือบด้วยชั้นของพลัส
เซียนบลู (prussian blue, PB) เพ่ือช่วยในเรื่องการถ่ายเทอิเล็กตรอน โดยชั้นของอิเลคโทรด
ประกอบด้วย: AChE/Chitasan/PB/GCE จากนั้นน าไปใช้ในการตรวจวัดค่า ซึ่งมีขั้นตอนของการวัด
คือ จุ่มอิเลคโทรดลงไปในระบบวัดซึ่งประกอบไปด้วยสารละลายฟอตเฟตบัฟเฟอร์ (phosphate 
buffer solution) และสารอะซิติลไทโอโคลีนคลอไรด์ (Acetylthiocholine choride) หลังจากนั้น
ท าการปูอนศักย์ไฟฟูาคงที่ค่าหนึ่งซึ่งจะท าให้เกิดกระแสไฟฟูาเกิดขึ้นจากกระแสอิเล็กตรอนที่เกิดจาก
ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (Hydrolysis) ของเอนไซม์กับสารอะซิติลไทโอโคลีนคลอไรด์ เกิดการถ่ายเท
มายังผิวหน้าของอิเลคโทรด ซึ่งปัจจัยที่มีผลต่อกระแสคือ ค่า pH และความเข้มข้นของสารอะซิติลไท
โอโคลีนคลอไรด์ โดยการทดสอบผลของค่า pH ท าโดยปรับสารละลายฟอตเฟตบัฟเฟอร์ในระบบวัด
ให้มีค่า pH ตั้งแต่ 5 ถึง 8.5 ซึ่งพบว่าที่ค่า pH 8 ท าให้เกิดกระแสไฟฟูาสูงสุดดังนั้นค่า pH ที่
เหมาะสมส าหรับการวัดคือ pH 8 และทดสอบความเข้มข้นของสารอะซิติลไทโอโคลีนคลอไรด์ที่ความ
เข้มข้น 5 ถึง 30 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่าที่ความเข้มข้นของสารอะซิติลไทโอโคลีนคลอไรด์ 15 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จะท าให้เกิดกระแสไฟฟูาสูงและเป็นค่าที่เหมาะสมส าหรับใช้ในการตรวจวัด ซึ่ง
แสดงดังรูปที่ 3.4 
 

 
รูปที่ 3.4 การทดลองหาค่าพารามิเตอร์ที่เหมาะสม a) ค่า pH b) ความเข้มข้นของสารตั้งต้นอะซิติล

ไทโอโคลีน คลอไรด์ 
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            เมื่อได้ค่า pH และความเข้มข้นของอะซิติลไทโอโคลีนคลอไรด์ที่เหมาะสมแล้ว ก็จะน าไปใช้
วัดสารฆ่าแมลงต่อไป โดยเมื่อเติมสารฆ่าแมลงชนิดไดโคลวอส (dichlovos) ลงในระบบวัดแล้ว สาร
ฆ่าแมลงนี้จะไปยับยั้งการเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของเอนไซม์ท าให้ไม่เกิดกระแสอิเล็กตรอนถ่ายเท
มายังอิเลคโทรด กระแสไฟฟูาจึงลดลงเรื่อยๆ ตามความเข้มข้นของสารฆ่าแมลงที่เติมลงไป ซึ่งแสดง
ดังรูปที่ 3.5 

 

รูปที่ 3.5 สัญญาณการตอบสนองของ AChE/Chitasan/PB/GCE ไบโอเซนเซอร์ในระบบวัดที่
ประกอบด้วยสารละลายฟอตเฟตบัฟเฟอร์ 0.1 โมลาร์ pH 8 และอะซิติลไทโอโคลีนคลอ
ไรด์เข้มข้น 15 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร หลังเติมสารฆ่าแมลงไดโคลวอส (Dichlovos) ที่
ความเข้มข้น  (a) 0 (b) 10 (c)  30  (d) 100   (e) 300 (f)  500 (g) 1000 นาโนกรัมต่อ
ลิตร 

 
            ซึ่งอีกปัจจัยในการวัดสารฆ่าแมลงที่ต้องค านึงถึงคือค่า เวลาการตอบสนอง (incubation 
time) ที่ใช้ในการตอบสนองต่อสารฆ่าแมลงตั้งแต่จุดเริ่มต้นที่เติมสารฆ่าแมลงจนเข้าสู่สภาวะคงที่ 
(steady state) โดยจะใช้ค่าเวลาเป็นมาตรฐานเดียวกันทุกความเข้มข้นที่วัด ดังนั้นจึงต้องหาเวลาที่
เหมาะสมที่จะท าให้แน่ใจได้ว่าสามารถวัดได้ครอบคลุมทุกความเข้มข้น โดยค่าเวลาการตอบสนอง 
(Incubation time) ของ Sun และคณะ (2009) คือ 10 นาที ซึ่งแสดงดังรูปที่ 3.6 เนื่องจากเป็นเวลา
ที่หลังเติมสารฆ่าแมลงลงไปแล้วการตอบสนองเริ่มเข้าสู่สภาวะคงท่ี ที่จุดนี้ 
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รูปที่ 3.6 ค่าเวลาการตอบสนอง (Incubation time) ที่เหมาะสม 

            โดยคุณสมบัติเบื้องต้นของไบโอเซนเซอร์ที่ส าคัญที่ควรตรวจวัด คือ ช่วงความเข้มข้นที่
สามารถตรวจวัดได้ (linear range) ความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถวัดค่าได้ (detection limit) และ
เสถียรภาพในการเก็บรักษา (storage stability) ส าหรับงานวิจัยของ Sun และคณะ (2009) พบว่า
ช่วงความเข้มข้นของสารฆ่าแมลงไดโคลวอสที่สามารถตรวจวัดได้ คือ 10 นาโนกรัมต่อลิตร ถึง 10 
ไมโครกรัมต่อลิตรมีค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถวัดค่าได้ที่ 2.5 นาโนกรัมต่อลิตร และเสถียรภาพ
ในการเก็บรักษาพบว่าหลังจุ่มในระบบวัดที่ประกอบด้วยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 0.1 โมลาร์ pH 
8 และอะซิติลไทโอโคลีน คลอไรด์ เข้มข้น 15 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 20 นาที เอนไซม์มี
กิจกรรมเหลือ 95.1 เปอร์เซ็นต์จากเริ่มต้น  
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บทที่ 4 
อุปกรณ์  สารเคมี  และวิธีการทดลอง 

 
4.1 อุปกรณ์และสารเคมี 

4.1.1 อุปกรณ์  
1. ไมโครปิเปต (micropipette) รุ่น P100, 1000  และP5000  บริษัท Gilson 

ประเทศสหรัฐอเมริกา 
2. เครื่องปั่นกวนด้วยแรงแม่เหล็กและให้ความร้อน (magnetic stirrers and 

heater) บริษัท Barnstead Thermolyne , ประเทศแคนาดา 
3. เครื่องวัดค่าความเป็นกรดด่าง (pH meter) รุ่น MP220 บริษัท Mettler 

Toledo ประเทศสวิตเซอร์แลนด์ 
4. เครื่องอัลตราโซนิค คลีนเนอร์ (ultrasonic cleaner) แบบอ่าง รุ่น CREST-

MODEL HT บริษัท ไซแอนดิฟิตโปรโมชั่น จ ากัด 
5. ตู้อบความร้อนสูญญากาศ (vacuum oven) รุ่น VD23 บริษัท Binder model 

ประเทศ สหรัฐอเมริกา 
6. เครื่องตรวจวัดค่าทางเคมีไฟฟูา potentiostat/Galvanostat รุ่น PGSTAT101 

บริษัท Metrohm Autolab ประเทศเนเธอร์แลนด์  
7. อิเลคโทรดขั้วอ้างอิง (reference electrodes) แบบ Ag/AgCl รุ่น 6.0733.100 

บริษัท Metrohm AG 9101 Herisau ประเทศสวิตเซอร์แลนด์ 
8. อิเลคโทรดขั้วช่วยแพลตินัม (auxiliary electrode) แบบ Separate Pt-rod 

electrode 6.0331.00 บริษัท Metrohm AG 9101 Herisau ประเทศ
สวิตเซอร์แลนด์ 

9. กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (transmission electron 
microscopy หรือ TEM รุ่น Jem 2010 บริษัท Jeol 

10. เครื่องวิเคราะห ์Bruneur-Emmet-Teller (BET) 
11. เครื่องวิเคราะห์ Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR) 
12. เครื่องวิเคราะห์ศักย์ซีต้า Zeta potential 
13. เครื่องวิเคราะห์การเลี้ยวเบนรังสีเอกซ์ (X-ray Diffractometer, XRD) 
14. เครื่องวัดการดูดกลืนแสง Spectrophotometer 
14. โถดูดความชื้น 
15. ขวดเทฟลอน Teflon 
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16. เทอร์โมมิเตอร์วัดอุณหภูมิ 
17. เตาเผาความร้อนสูง 

 
4.1.2 สารเคมี 

1. เอนไซม์อะซิติลโคลีนเอสเทอเรส (acetylcholinesterase, AChE) EC. 3.1.1.7 
type VI-S บริษัท Sigma-Aldrich (844 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน) 

2. ไคโตซาน (deacetylation degree 85 % , MW 2000 kDa)  บริษัท 
Seafresh chitosan ประเทศไทย   

3. ไดโซเดียมไฮโดรเจนออโทรฟอสเฟต (Na2HPO4) บริษัท Fisher Scientific 
4. โซเดียมไดไฮโดรเจนออโทรฟอสเฟต (NaH2PO4) บริษัท Fisher Scientific 
5. ไฮโดรเจนเตตระคลอโรออเรต (hydrogen tetrachloroaurate, 

HAuCl4·3H2O) หรือเรียกอีกชื่อว่า กรดคลอโรออริก ความบริสุทธิ์ 98 
เปอร์เซ็นต์ บริษัท Sigma-Aldrich 

6. พลูโรนิค พ1ี23 (pluronic P123) บริษัท BASF corporation ประเทศ USA 
7. เตตระเอททอกซีไซเลน (tetraethoxysilane, TEOS) ความบริสุทธิ์ 98 

เปอร์เซ็นต์ บริษัท Sigma-Aldrich 
8. 1,2,3-ไตรเมทิลเบนซีน (1,3,5-trimethylbenzene, TMB) บริษัท Sigma-

Aldrich 
9. 3-อะมิโนโพรพิลไตรเอทอกซีไซเลน (3-aminopropyl triethoxysilane, 

APTS) บริษัท Fluka 
10. อะซิติลไทโอโคลีน คลอไรด์  (acetylthiocholine cholide, ATC) บริษัท 

Sigma-Aldrich 
11. สารละลายโซเดียมคลอไรด์  (sodium chloride, NaCl) ความบริสุทธ์ 37% 

บริษัท Asian Chemie (Thailand) Company limited 
12. สารละลายโทลูอีน  (toluene, C7H8) ความบริสุทธิ์ 97% บริษัท Asian 

Chemie(Thailand) Company limited 
13. สารละลายไดคลอโรมีเทน  (dichloromethane,  CH2Cl2 ) ความบริสุทธิ์ 

97% บริษัท Asian Chemie(Thailand) Company limited 
14. สารละลายไอโซโพรพานอล  (isopropanol, C3H8O) ความบริสุทธิ์ 97% 

บริษัท Asian Chemie(Thailand) Company limited 
15. กรดอะซิตริก  บริษัท BDH laboratory supplies, ประเทศอังกฤษ 
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16. โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) บริษัท Ajax  Chemical 
17. น้ าปราศจากไอออน (deionized water) 
18. สาร DTNB (5,5’-Dithiobis(2-nitrobenzoic acid)) ความบริสุทธิ์ 98% 

บริษัท Sigma-Aldrich 
 
4.2 วิธีการทดลอง 
            4.2.1 การสังเคราะห์วัสดุเมโซเซลลูลาร์โฟมซิลิกา 
            การสังเคราะห์วัสดุเมโซเซลลูลาร์โฟมซิลิกา (mesocellular foam silica, MCF) ท าได้โดย
ละลายสารก าหนดโครงสร้างพลูโรนิค พี 123 (pluronic P123) จ านวน 2 กรัม ลงในสารละลายกรด
ไฮโดรคลอริกที่มีความเข้มข้น 1.6 โมลาร์ ปริมาตร 75 มิลลิลิตร แล้วให้ความร้อนด้วยเครื่อง 
hotplate ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ซึ่งใช้เทอร์โมมิเตอร์คอยวัดอุณหภูมิ และคอยควบคุมเพ่ือให้
อุณหภูมิของระบบคงที่ที่ 40 องศาเซลเซียส จากนั้นเติมสาร1,2,3-ไตรเมทิลเบนซีน (1,3,5-
trimethylbenzene, TMB) ปริมาณ 1 กรัมตามลงไป ท าการผสมปั่นกวนจนสารละลายผสมเข้า   
เป็นเนื้อเดียวกันที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส แล้วเติมสารเตตระเอททอกซีไซเลน (tetra 
ethoxysilane, TEOS) ซึ่งเป็นแหล่งของซิลิกาลงไป 4.25 กรัม ท าการผสมปั่นกวนที่อุณหภูมิ 40 
องศาเซลเซียส ต่อเนื่องเป็นเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นท าการเพ่ิมอุณหภูมิเป็น 110 องศาเซลเซียส 
โดยท าการทดลองในตู้อบความร้อน ผสมปั่นกวนที่อุณหภูมินี้ต่อเนื่องอีก 24 ชั่วโมง เมื่อกระบวนการ
ของการผสมเสร็จสิ้นลงจะเกิดตะกอนลักษณะสีขาวขึ้นในสารละลาย ซึ่งจะต้องน ามาผ่านการกรอง
ด้วยกระดาษกรองวอทแมน (whatman) เบอร์ 5 เพ่ือแยกเอาเฉพาะตะกอนที่เกิดขึ้น จากนั้น        
น าตะกอนที่ได้มาล้างด้วยน้ ากลั่นซ้ าสองครั้ง น ามากรอง และปล่อยทิ้งไว้ให้แห้งที่อุณหภูมิห้องแล้ว
น ามาผ่านกระบวนสุดท้ายคือ การเผาที่เรียกอีกอย่างว่า การแคลไซน์ (calcine) ในเตาเผาความร้อน
สูงที่อุณหภูมิ 500 องศาเซลเซียส ภายใต้ความดันบรรยากาศเป็นเวลา 6 ชั่วโมง เพ่ือก าจัดน้ า 
สารอินทรีย์ และไอออนบวกหรือลบต่างๆที่ปนเปื้อนอยู่ในโครงสร้างซิลิกาออกไป ซึ่งจะให้ผลผลิตเป็น
เมโซพอรัส  ซิลิกาที่มีลักษณะเป็นผง (วิไลวรรณ ช่วยยก และคณะ, 2009) 
 
            4.2.2 การวิเคราะห์คุณสมบัติของเมโซพอรัสโฟมซิลิกา  
            การตรวจสอบคุณสมบัติทางกายภาพและทางเคมีของวัสดุเมโซเซลลูลาร์โฟมซิลิกา (MCF)       
ที่สังเคราะห์ขึ้น สามารถท าได้โดยใช้เครื่องมือวิเคราะห์ดังต่อไปนี้ ส าหรับ MCF คุณสมบัติแรกที่เมื่อ
ท าการสังเคราะห์วัสดุนี้แล้วจะต้องน ามาตรวจวัดคือ พ้ืนที่ผิว (sueface area) ปริมาตรรูพรุน (pore 
volume)  และขนาดรูพรุน (pore diameter) ซึ่งมีความส าคัญต่อการน าไปใช้ตรึงเอนไซม์ เพราะ 
MCF ที่สังเคราะห์ได้นั้นต้องมีขนาดของรูพรุนที่กว้างพอที่จะสามารถตรึงเอนไซม์ AChE ที่มีขนาด 
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4.5x6.0x6.5 นาโนเมตรได้ (Milkani และคณะ, 2011) ซึ่งคุณสมบัตินี้สามารถตรวจสอบได้โดยใช้ 
เครื่องวิเคราะห์พ้ืนผิว BET ซึ่งจะใช้เทคนิคของการดูดซับก๊าซไนโตรเจน (nitrogen adsorption 
isotherm) ของวัสดุที่ต้องการวิเคราะห์ที่อุณหภูมิ 200 องศาเซลเซียส ตามวิธีของ (Brunauer-
Emmett-Teller method, BET) หลังจากนั้นจะน ามาทดสอบหาคุณสมบัติทางเคมีคือ การ
ตรวจสอบหาหมู่ฟังก์ชันบนพ้ืนผิว MCF ที่สังเคราะห์ขึ้น โดยการใช้เครื่องมือเอฟทีไออาร์ (Fourier 
Transform Infrared Spectoscopy, FT-IR) และทดสอบคุณสมบัติทางกายภาพนั่นคือศักย์ไฟฟูาที่
พ้ืนผิวของ MCF ด้วยเครื่อง Zeta potential และดูลักษณะพ้ืนผิวและโครงสร้างของรูพรุนได้โดย
กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (Transmission Electron Microscope, TEM) ) ซ่ึงเป็น
เครื่องมือที่มีสมรรถภาพสูงสามารถให้ข้อมูลโครงสร้างของรูพรุน และรูปร่างของวัสดุ MCF ที่มีขนาด  
รูพรุนระดับนาโนได้ 
            หลังจากนั้นในขั้นตอนต่อมาเมื่อมีการปรับปรุงพ้ืนผิวของ MCF ด้วยสารก่อฟังก์ชั่น APTS 
แล้วจะสามารถตรวจสอบการเกิดขึ้นสารนี้พบวัสดุ MCF ได้ด้วยเครื่องมือเอฟทีไออาร์ (Fourier 
Transform Infrared Spectoscopy, FT-IR) และทดสอบคุณสมบัติทางกายภาพนั่นคือศักย์ไฟฟูา    
ที่พ้ืนผิวของ MCF ด้วยเครื่อง Zeta potential  
            และในส่วนสุดท้ายเมื่อน าวัสดุ MCF ไปสังเคราะห์อนุภาคนาโนทองแล้วสามารตรวจสอบ
เกิดขึ้นของอนุภาคนาโนทองในรูพรุนของ MCF ได้ด้วยการใช้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบ      
ส่องผ่าน (Transmission Electron Microscope, TEM) ซึ่งถ้าเกิดทองจริงจะปรากฏลักษณะ      
ของโครงสร้างเป็นเม็ดเล็กๆ กระจายทั่วไปบนพ้ืนผิว MCF ซึ่งสามารถยืนยันว่าโครงสร้างที่เกิด       
บน MCF เป็นทองจริงโดยการตรวจวัดด้วยเครื่องเอ็กซ์อาร์ดี (X-Ray diffraction, XRD) ซึ่งสามารถ
ยืนยันชนิดของธาตุ และลักษณะโครงสร้างผลึกของธาตุที่เกิดขึ้นได้ และสุดท้ายคือการตรวจหา
คุณสมบัติทางศักย์ไฟฟูาบนพื้นผิวด้วยเครื่อง Zeta potential  
 
            4.2.3 การสังเคราะห์วัสดุเมโซเซลลูลาร์โฟมซิลิกา/อนุภาคนาโนทอง  
            ส าหรับการสังเคราะห์อนุภาคนาโนทองในวัสดุเมโซเซลลูลาร์โฟมซิลิกา (MCF/AuNPs)    
จะแบ่งการด าเนินงานออกเป็น 3 ขั้นตอนคือ ขั้นตอนการปรับปรุงพ้ืนผิวของวัสดุ MCF ขั้นตอนการ
ดูดซับทองไอออนในรูพรุนของวัสดุ MCF และขั้นตอนการรีดิวซ์ทองไอออนที่ดูดซับอยู่ในรูพรุน     
ของวัสดุ MCF ให้กลายเป็นอนุภาคอนุภาคของทองยึดเกาะในรูพรุน 
                    4.2.3.1 การปรับปรุงพ้ืนผิวของเมโซเซลลูลาร์โฟมซิลิกาด้วยสารก่อฟังก์ชั่น 
                    การปรับปรุงพ้ืนที่ผิววัสดุ MCF ด้วยสารก่อฟังก์ชั่น (Functional ligand) ในการ
ทดลองนี้จะใช้สาร 3-อะมิโนโพรพิลไตรเอทอกซีไซเลน (3-aminopropyl triethoxysilane, APTS) 
เพ่ือเตรียมพ้ืนที่ผิววัสดุ MCF ให้เหมาะสมส าหรับดูดซับไอออนของทองในรูปทองคลอไรด์ไอออน 
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(AuCl4
-) ซ่ึงการปรับปรุงพื้นผิววัสดุ MCF ด้วยสารก่อฟังก์ชั่นนี้จะท าให้คุณสมบัติทางประจุของพ้ืนผิว

รูพรุนมีค่าประจุไฟฟูาเป็นบวกมากขึ้น (Ashayer และคณะ 2008) ท าให้สามารถดูดซับทองคลอไรด์
ไอออนที่มีประจุลบได้ดีข้ึน 
                    โดยขั้นตอนของการปรับปรุงพ้ืนผิวเริ่มต้นจากการเติมวัสดุ MCF จ านวน 1 กรัม 
และสารก่อฟังก์ชั่น APTS ร้อยละ 1 เปอร์เซ็นต์โดยมวล (%w/w) ลงในสารละลายโทลูอีนเข้มข้น ที่มี
ความบริสุทธิ์ 97% ปริมาณ 10 มิลลิลิตร ผสมปั่นกวนให้เข้ากันโดยใช้เวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิห้อง 
จากนั้นท าการถ่ายสารใส่ขวดเทฟลอน (teflon bottle) ปิดฝาให้สนิท แล้วให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 
100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ในตู้อบความร้อนธรรมดา ซึ่งกระบวนการนี้จะเป็น
กระบวนการของการรีฟลักซ์สารในโทลูอีนเพ่ือปรับปรุงพ้ืนผิว ซึ่งวัสดุ MCF ที่ผ่านการรีฟลักซ์ใน  
โทลูอีนแล้ว จะน ามาท าการล้างผ่านกระดาษกรอง 2 รอบ รอบแรกท าการล้างด้วยสารละลายโทลูอี
นทีมี ความบริสุทธิ์ 97% และรอบที่สองล้างด้วยสารละลายไดคลอโรมีเทนความบริสุทธิ์ 97% แล้วน า 
MCF ที่เหลืออยู่บนกระดาษกรองไปอบให้แห้งที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 2 
ชั่วโมง จากนั้นเก็บรักษาไว้ในขวดแก้วที่ฝาปิดมิดชิด แล้วเก็บไว้ในโถดูดความชื้นก่อนน าไปใช้งาน 
(วิไลวรรณ ช่วยยก และคณะ, 2009) 
                    4.2.3.2 การดูดซับทองไอออนในรูพรุนของเมโซเซลลูลาร์โฟมซิลิกา 
                    การดูดซับทองไอออนในรูพรุนของวัสดุ MCF นั้นไอออนของทองที่ถูกดูดซับจะอยู่ใน
รูปของทองคลอไรด์ไอออน (AuCl4

-) ที่มีลักษณะเป็นประจุลบ ซึ่งเตรียมโดยการแช่วัสดุ MCF ที่
ปรับปรุงพ้ืนผิวแล้วจ านวน 1 กรัมแช่ ในสารละลายผสมระหว่างกรดคลอโรออริก (HAuCl4) ที่ความ
เข้มข้น 0.8 มิลลิโมลาร์ และสารละลายไอโซโพรพานอลที่มีความเข้มข้น 0.2 โมลาร์ ในน้ าปราศจาก
ไอออนปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในขวดเทฟลอนแล้วปิดฝาให้สนิท ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นระยะเวลา 
24 ชั่วโมง จากนั้น MCF ที่ดูดซับ AuCl4

- ในสารละลายที่ประกอบไปด้วยไอโซโพรพานอลใน       
ขวดเทฟลอนปิดฝานี้จะน าไปผ่านกระบวนการรีดิวซ์เพ่ือให้เกิดทองในขั้นตอนถัดไป (ดัดแปลงวิธีการ
ทดลองมาจาก Chen และคณะ 2001) 
                    4.2.3.3 การรีดิวซ์ทองไอออนที่ดูดซับอยู่ในรูพรุนของเมโซเซลลูลาร์โฟมซิลิกา      

ให้กลายเป็นอนุภาค 
                    ขั้นตอนนี้เป็นการน าวัสดุ MCF ที่ท าการดูดซับทองคลอไรด์ไอออนจากขั้นตอนที่ 
4.2.3.2 มาผ่านกระบวนการรีดิวซ์ด้วยวิธีอัลตราโซนิก เพ่ือรีดิวซ์ให้ไอออนของทอง (gold ions,    
Au3 +) จากทองคลอไรด์ (AuCl4

-) ที่ดูดซับบนผิวของวัสดุ MCF กลายเป็นอะตอมของทอง (gold 
atoms, Au0) ที่อยู่ในลักษณะของอนุภาคเกาะบนพื้นผิวของวัสดุ MCF 
                    โดยขั้นตอนของการรีดิวซ์สามารถท าได้โดยน าสารผสมที่ผ่านกระบวนการดูดซับแล้ว
ตามขั้นตอนที่ 4.2.3.2 ซึ่งมีปริมาตร 50 มิลลิลิตรที่ประกอบด้วย MCF 1 กรัม มาท าการไล่ก๊าซ    
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(gas purging) ออกซิเจนออกไป ด้วยการพ่นด้วยก๊าซอาร์กอน (argon gas) เป็นเวลา 5 นาที 
หลังจากนั้นน าไปผ่านกระบวนการโซนิเคท (sonication) ในเครื่องอัลตราโซนิค คลีนเนอร์ แบบอ่าง 
โดยการปูอนคลื่นความถี่ขนาด 40 กิโลเฮิร์ทซ์ เป็นระยะเวลา 120 นาที ซึ่งจะท าให้เกิดการรีดิวซ์
ไอออนของทอง (Au3 +) ให้กลายเป็นอะตอมของทอง (Au0) โดยสมการของการเกิดการรีดิวซ์จะแสดง
ไว้ในบทที่ 2 สมการ 2.13 ถึง 2.14 หลังจากนั้นจะน ามากรองด้วยกระดาษกรองวอทแมนเบอร์ 5 
แล้วล้างด้วยน้ าปราศจากไอออนอีก 3 รอบ จากนั้นน า MCF/APTS/AuNPs ที่ค้างอยู่บนกระดาษ
กรองไปอบให้แห้งที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 2 ชั่วโมง ซึ่งวัสดุ MCF/APTS/AuNPs ที่
สังเคราะห์ข้ึนจะเก็บรักษาไว้ในขวดแก้วปิดฝาสนิท และเก็บรักษาไว้ในโถดูดความชื้นก่อนน าไปใช้งาน 
(ดัดแปลงวิธีการทดลองมาจาก Chen และคณะ 2001) 
 
            4.2.4 การตรึงเอนไซม์ในวัสดุเมโซเซลลูลาร์โฟมซิลิกา 
            ขั้นตอนต่อมาเป็นการตรึงเอนไซม์อะซิติลโคลีนเอสเทอเรส (acethylcholinesterase, 
AChE) ในรูพรุนของวัสดุ MCF ทั้ง 3 แบบคือ วัสดุ MCF วัสดุ MCF ที่ปรับปรุงพ้ืนผิวด้วยสาร APTS 
(MCF/APTS) และวัสดุ MCF ที่สังเคราะห์อนุภาคนาโนทอง (MCF/APTS/AuNPs) จะใช้วิธีใน      
การตรึงเดียวกัน โดยเริ่มจากการท าการละลายเอนไซม์ปริมาณ 0.001 กรัม ลงในสารละลายฟอสเฟต
บัฟเฟอร์ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ ค่า pH 6.0 ปริมาณ 2 มิลลิลิตรในบีกเกอร์ขนาด 10 มิลลิลิตร   
แล้วเติมวัสดุตรึงปริมาณ 0.1 กรัม ลงในสารละลายเอนไซม์นั้นแล้วปั่นกวนที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส ต่อเนื่องเป็นเวลา 2 ชั่วโมง (Wu และคณะ, 2011) จากนั้นท าการแยกส่วนของเอนไซม์      
ที่ถูกตรึงรูปออกจากเอนไซม์ที่ยังเหลืออยู่ในสารละลายโดยใช้วิธีการกรอง แล้วล้างเพ่ือแยก          
เอาเอนไซม์ที่อยู่ภานนอกวัสดุตรึงออกด้วยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 6.0 จากนั้นวัสดุตรึง     
ที่มีเอนไซม์ตรึงรูปที่ค้างอยู่บนกระดาษกรองจะน ากลับไปละลายในสารละลายฟอสเฟสบัฟเฟอร์ 
ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์   pH 6.0 ซึ่งจะถูกน าไปใช้ในการดัดแปลงอิเลคโทรดในขั้นตอนถัดไป 
 
            4.2.5 การวัดค่ากิจกรรมของเอนไซม์ตรึงรูป 
            การวัดค่ากิจกรรมของเอนไซม์ตรึงรูปสามารถท าได้โดยวิธีของ Ellman’s method 
(Milkani และคณะ, 2011) วิธีการทดลองเริ่มจากเตรียมเอนไซม์ในสารละลายที่ความเข้มข้น        
0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (เอนไซม์ที่ใช้ในการทดลองมีกิจกรรมเริ่มต้นที่ 844 ยูนิตต่อมิลลิกรัม)      
ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ pH 9.0 แล้วการดูดเอนไซม์ปริมาตร 1 3 6 
9 และ 12 ไมโครลิตร มาท าปฏิกิริยากับสารตั้งต้นอะซิติลไทโอโคลีน คลอไรด์ที่ความเข้มข้น 100 
มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 6 ไมโครลิตร แล้วเติมสาร DTNB (ซึ่งจะเป็นสารที่จะไปท าปฏิกิริยากับ         
ไทโอโคลีน ซึ่งเป็นสารผลิตภัณฑ์ที่เกิดจากกิจกรรมการเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสสารอะซิติลไทโอโคลีน 
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คลอไรด์ของเอนไซม์ แล้วท าให้เกิดสารสีเหลือง ที่ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 410 นาโนเมตร)   
ความเข้มข้น 500 ไมโครโมลาร์ ปริมาณ 1 มิลลิลิตร ในคิวเวทท ์(cuvette) แล้วปล่อยให้เกิดปฏิกิริยา
ในห้องทดลองที่มีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที จะเกิดสารสีเหลืองเกิดขึ้น จากนั้นน า
สารละลายไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 410 นาโนเมตรด้วยเครื่องวัดการดูดกลืนแสง    
ซึ่งกราฟมาตรฐาน และข้อมูลผลการทดลองแสดงไว้ในภาคผนวก ค ส่วนกิจกรรมของเอนไซม์ตรึงรูป
สามารถหาได้จากการน าเอนไซม์ที่ถูกตรึงรูปในหัวข้อที่ 4.2.4 ปริมาตร 3 ไมโครลิตรซึ่งเป็นปริมาณ
เท่ากับที่ใช้ในการดัดแปลงอิเลคโทรด 1 อิเลคโทรด มาท าปฏิกิริยากับสารตั้งต้น อะซิติลไทโอโคลีน 
คลอไรด์ที่ความเข้มข้น 100 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 6 ไมโครลิตร แล้วเติมสาร DTNB ความเข้มข้น 500 
ไมโครโมลาร์ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร แล้วปล่อยให้เกิดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียสเป็นเวลา   
2 นาที จะเกิดสารสีเหลืองเกิดขึ้น จากนั้นน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 410 นาโนเมตร 
ซึ่งปริมาณการดูดกลืนแสงที่เกิดขึ้นนี้สามารถน าไปเทียบหากิจกรรมของเอนไซม์ได้จากกราฟ
มาตรฐานที่ท าไว้ในตอนแรก ซึ่งกิจกรรมที่วัดได้จะเป็นกิจกรรมที่เท่ากับ 1 อิเลคโทรดของ
ไบโอเซนเซอร์มี (ดัดแปลงวิธีมาจากการทดลองของ Milkani และคณะ, 2011) 
 
            4.2.6 การเตรียมสารละลายไคโตซาน 
            ไคโตซานจะใช้เป็นสารเชื่อมประสานให้วัสดุตรึงที่ผ่านการตรึงเอนไซม์สามารถยึดเกาะ    
กับพ้ืนผิวของอิเลคโทรดได้ดี โดยจะใช้ไคโตซานที่มีความเข้มข้นที่ (5% ของน้ าหนักต่อปริมาตร)    
โดยเตรียมจากการละลายไคโตซานจ านวน 5 กรัม ในกรดอะซิตริกเข้มข้น 0.05 โมลต่อลิตร ปริมาตร 
100 มิลลิลิตร จากนั้นท าการผสมปั่นกวนที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 12 ชั่วโมง ซึ่งจะได้สารละลาย    
ไคโตซานเนื้อเดียวที่มีลักษณะใส หลังจากนั้นท าการปรับค่า pH ให้เหมาะสมกับเอนไซม์คือ pH 6.5 
โดยใช้สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 1 โมลต่อลิตร เป็นสารปรับค่า pH (ซึ่งค่า pH ของ
ไคโตซานที่สามารถปรับค่าได้สูงสุดคือ pH 6.5 เพราะถ้าค่า pH มากกว่านี้จะท าให้ไคโตซานเปลี่ยน
จากลักษณะที่ใสเป็นขุ่น) ซึ่งสารละลายไคโตซานที่เตรียม 1 ครั้งจะเก็บไว้ใช้ได้นาน 3 วัน โดยเก็บที่
อุณหภูมิห้องด้วยการกวนผสมที่ความเร็วรอบช้าๆ ตลอดเวลา (สกนธ์ พันธุ์วิทยากูล และคณะ 2008) 
 
            4.2.7 การท าอิเลคโทรดดัดแปลง 
            เอนไซม์ AChE ที่ถูกตรึงในวัสดุ MCF/AuNPs จะถูกน ามาประกอบเข้ากับส่วนของ     
อิเลคโทรดขั้วท างาน (working electrode) แบบ SPCE โดยจะใช้สารละลายไคโตซานที่เตรียมได้ใน
หัวขิอที่ 4.2.6 เป็นตัวช่วยในการยึดประสานระหว่าง MCF/AuNPs/AChE กับพ้ืนผิวของอิเลคโทรด
ขั้วท างาน ขั้นตอนนี้สามารถท าได้โดยการหยดสารแขวนลอย MCF/AuNPs/AChE ปริมาตร            
3 ไมโครลิตร ลงบนพ้ืนผิวของ SPCE แล้วปล่อยให้แห้งที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 20 นาที จากนั้นท า
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การหยดทับอีกชั้นด้วยสารละลายไคโตซานปริมาตร 3 ไมโครลิตร ปล่อยให้แห้งใช้เวลา 20 นาที      
ในโถดูดความชื้น (desiccator) ซึ่งจะได้อิเลคโทรดที่ถูกดัดแปลงและพร้อมใช้งาน โดยมีลักษณะชั้น
ของอิเลคโทรดเป็น SPCE/MCF/APTS/AuNPs/AChE/chitosan ซึ่งสามารถน าไปใช้งานได้ทันที 
ส่วนวิธีการเก็บรักษาจะเก็บไว้ภาชนะปิดมิดชิดแล้วแช่เย็นไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
            4.2.8 การทดลองเปรียบเทียบผลของชนิดอิเลคโทรดใช้งาน ต่อการตอบสนองทาง

ไฟฟ้า          
            การทดลองนี้ท าเพ่ือทดสอบความสามารถในการตอบสนองทางไฟฟูาของอิเลคโทรด
ดัดแปลงด้วย MCF MCF/APTS MCF/APTS/AuNPs และไคโตซาน เมื่อน ามาใช้ในการตรึงร่วมกับ
เอนไซม์อะซิติลโคลีนเอสเทอเรสในงานไบโอเซนเซอร์ โดยการทดลองจะท าการเตรียมอิเลคโทรด      
8 ประเภท เพ่ือเปรียบเทียบกัน คือ 

        1 SPCE เปล่า 
        2 SPCE/chitosan  
        3 AChE/MCF/chitosan 
        4 AChE/MCF/APTS/chitosan  
        5 SPCE/MCF/APTS/AuNPs/chitosan  
        6 SPCE/MCF/AChE/chitosan ไบโอเซนเซอร์ 
        7 AChE/MCF/APTS/AChE/chitosan ไบโอเซนเซอร์ 
        8 AChE/MCF/APTS/AuNPs/AChE/chitosan ไบโอเซนเซอร์ 
 
ดังนั้นจึงเป็นอิเลคโทรดของไบโอเซนเซอร์ซึ่งจะทดสอบเปรียบเทียบกันและเลือกอิเลคโทรด

ของไบโอเซนเซอร์ที่ดีที่สุดไปใช้ในการทดลองต่อไป 
เมื่อเตรียมอิเลคโทรดเสร็จสิ้นแล้ววิธีการวัดค่าจะใช้เทคนิคของไซคลิกโวลแทมเมตรี ซึ่งเป็น

การปูอนศักย์ไฟฟูาแบบสแกนระหว่าง -0.2 ถึง 1.0 โวลต์ อัตราการสแกน 10 มิลลิโวลต์ต่อวินาที   
ในระบบวัดที่เป็นสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ pH 9.0 ปริมาตร 3 มิลลิลิตร 
ในบีกเกอร์ขนาด 10 มิลลิลิตร ที่ประกอบด้วยสารตั้งต้นอะซิติลไทโอโคลรีน คลอไรด์เข้มข้น 15     
มิลลิโมลาร์ โดยจะท าการทดลองที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ซึ่งอิเลคโทรดที่จุ่มในระบบวัดนี้จะให้
ค่าของกระแสที่เปลี่ยนแปลงไปตามค่าศักย์ไฟฟูาที่แตกต่างกัน ซึ่งสามารถน ามาเปรียบเทียบเพ่ือดู
แนวโน้มว่าอิเลคโทรดดัดแปลงชนิดไหนท าให้การตอบสนองเชิงไฟฟูาสูงสุด และเพ่ือเลือกศักย์ไฟฟูาที่
เหมาะสมส าหรับน าไปวัดสารฆ่าแมลงในขั้นตอนถัดไป ส าหรับการเตรียมอิเลคโทรดแต่ละแบบท าโดย 
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                    4.2.8.1 SPCE/chitosan ไบโอเซนเซอร์ 
                    ใช้สารละลายไคโตซานที่เตรียมได้จากในขั้นตอนที่ 4.2.6 มาหยดลงบนอิเลคโทรด
แบบ SPCE แล้วปล่อยให้แห้งในโถอบความชื้นเป็นเวลา 20 นาท ี
                    4.2.8.2 การเตรียมอิเลคโทรดในแบบท่ี 3-5 
                    ส าหรับอิเลคโทรดในแบบที่ 3-5 มีวิธีการเตรียมที่เหมือนกันคือน าวัสดุ MCF วัสดุ 
MCF/APTS วัสดุ MCF/APTS/AuNPs ปริมาณ 0.1 กรัมละลายในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 
ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ pH 6.0 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ผสมปั่นกวนที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส     
เป็นเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นปิเปตปริมาตร 3 ไมโคลิตร หยดลงบนอิเลคโทรด SPCE แล้วปล่อยให้แห้ง
ที่อุณหภูมิห้อง ในโถดูดความชื้นเป็นเวลา 20 นาท ี
                    4.2.8.3 การเตรียมอิเลคโทรดของไบโอเซนเซอร์ในแบบท่ี 6-8 
                    เตรียมโดยการน าสารละลายเอนไซม์ที่ถูกตรึงรูปในวัสดุทั้ง 3 คือ วัสดุ MCF วัสดุ 
MCF/APTS วัสดุ MCF/APTS/AuNPs ที่เตรียมเหมือนขั้นตอนที่ 4.2.4 มาหยดลงบนอิเลคโทรดแบบ 
SPCE แล้วปล่อยให้แห้งในโถดูดความชื้นเป็นเวลา 20 นาที จากนั้นท าการหยดทับด้วยสารละลาย        
ไคโตซานอีกชั้นโดยใช้ปริมาตร 3 ไมโครลิตร แล้วปล่อยให้แห้งในโถดูดความชื้นเป็นเวลา 20 นาที     
ก็จะได้อิเลคโทรดดังข้อ 6-8 
            4.2.9 การสอบปัจจัยที่มีผลต่อการวัด 
            ส าหรับการตรวจวัดของไบโอเซนเซอร์นั้นจะใช้หลักการของแอมเพอร์โรเมตริก ซึ่งเป็นการ
ปูอนศักย์ไฟฟูาที่ค่าคงที่ค่าหนึ่งในระบบที่ประกอบด้วยสารตั้งต้น และสารละลายบัฟเฟอร์ที่จะท า
หน้าที่รักษาค่า pH โดยศักย์ไฟฟูาที่ปูอนเข้าไปนี้จะไปกระตุ้นให้เกิดการส่งถ่ายอิเล็กตรอนที่เกิดจาก
การท าปฏิกิริยาของเอนไซม์กับสับสเตรทในสารละลายบัฟเฟอร์ให้ถ่ายเทมายังอิเลคโทรด ซึ่งกระแส
อิเลคตรอนนั้นจะถูกเปลี่ยนแปลงไปเป็นค่ากระแสไฟฟูาโดยส่วนทรานสดิวซ์เซอร์ของเครื่อง
ไบโอเซนเซอร์ ซึ่งการทดลองในส่วนนี้จะเป็นการหาปัจจัยที่ส่งผลต่อการวัดนั่ นคือ ค่า pH ของ
บัฟเฟอร์ ความเข้มข้นของสารตั้งต้น และค่า Incubation time  
                    4.2.9.1 การศึกษาผลของความเข้มข้นของสารตั้งต้น 
                    สามารถท าได้โดยการเตรียมสารตั้งต้นนั่นคืออะซิติลไทโอโคลีน คลอไรด์ ที่ความ
เข้มข้นต่างๆคือ 1.5 5 10 15 20 และ 40 มิลลิโมลาร์ ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 9.0 แล้ว
น ามาทดสอบการน าไฟฟูาของอิเลคโทรด โดยการจุ่มอิเลคโทรดของไบโอเซนเซอร์ที่ได้จากการ
ทดสอบและเลือกในหัวข้อที่ 4.2.9 จากนั้นปูอนศักย์ไฟฟูาขนาด 0.8 โวลต์เข้าไป แล้วดูการตอบสนอง
ทางไฟฟูา โดยเลือกความเข้มข้นที่ให้ค่ากระแสไฟฟูาที่ตอบสนองสูงสุดเป็นค่าที่เหมาะสม  
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                    4.2.9.2 การศึกษาผลของค่า pH 
                    สามารถท าได้โดยการเตรียมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่ค่า pH ต่างๆคือ 6 7.4 9 
10 และ 11 ซ่ึงแต่ละชดุจะประกอบด้วยสารต้ังต้นท่ีก าหนดค่าไว้ท่ี 15 มิลลิโมลาร์ แล้วน ามาทดสอบ
การน าไฟฟูาของอิเลคโทรด โดยการจุ่มอิเลคโทรดที่ได้จากการทดสอบและเลือกในหัวข้อที่ 4.2.9 
จากนั้นปูอนศักย์ไฟฟูาขนาด 0.8 โวลต์เข้าไป แล้วดูการตอบสนองทางไฟฟูา โดยเลือกค่า pH ที่ให้ค่า
กระแสไฟฟูาที่ตอบสนองสูงสุดเป็นค่าที่เหมาะสม ซึ่งค่านี้จะน าไปใช้ในการวัดสารฆ่าแมลงต่อไป 
                    4.2.9.3 การศึกษาผลของ Incubation time 
                    Incubation time คือระยะเวลาที่ใช้ในการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ด้วย     
สารฆ่าแมลง ส าหรับการทดลองนี้จะเปรียบเทียบการใช้เวลาที่ 5 10 15 และ 20 นาที เพ่ือดูแนวโน้ม
ของการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ โดยค่าการยับยั้งจะวัดออกมาในรูปของ % incubation 
(สมการการค านวณแสดงไว้ในหัวข้อ 2.3 สมการที่ 2.4) ซึ่งสามารถหาได้โดยการน าอิเลคโทรด      
ของไบโอเซนเซอร์ไปจุ่มในระบบวัดที่เป็นสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 9 ที่ประกอบด้วยสารตั้ง
ต้นคืออะซิติลไทโอโคลีน คลอไรด์ ความเข้มข้น 15 มิลลิโมลาร์ แล้วท าการวัดกระแสไฟฟูาโดยการ
ปูอนศักย์ไฟฟูาคงที่ที่ 0.8 โวลต์ จะได้ค่ากระแสออกมาค่าแรก ให้เป็นค่ากระแสเริ่มต้น (I1) จากนั้น
เมื่อน าไปวัดสารฆ่าแมลงจะท าโดยน าอิเลคโทรดไปจุ่มในสารฆ่าแมลงโดยใช้ระยะเวลาในการจุ่ม      
ที่ต่างกัน คือ 5 10 15 และ 20 นาที ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส แล้วน าไปวัดกระแสในระบบเดิม
โดยปูอนศักย์ไฟฟูาเท่าเดิมก็จะได้กระแสครั้งที่สองออกมา (I2) ซึ่งกระแสครั้งที่สองนี้จะมีค่าลดลงจาก
ค่าแรกเนื่องจากเอนไซม์จะถูกยับยั้งการท างานโดยสารฆ่าแมลง ซึ่ง % inhibition สามารถหาได้โดย
ใช้สมการที่ 2.4 โดยอาศัยค่า I1 และ I2 ดังนั้นในส่วนนี้เราจะต้องหาระยะเวลาที่เหมาะสมที่จะใช้ใน
การยับยั้งการท างานของเอนไซม์โดยที่มั่นใจได้ว่าที่ระยะเวลานั้นเอนไซม์ถูกยับยั้งจากสารฆ่าแมลง
เต็มที่แล้ว  
            4.2.10 การทดลองวัดสารฆ่าแมลงชนิดเมทิล พาราไธออน และเมโทมิล 
            ในการทดลองนี้จะใช้อะซิติลโคลีนเอสเทอเรสไบโอเซนเซอร์ในการวัดสารฆ่าแมลงชนิด
เมทิล พาราไธออน (methyl parathion) ที่เป็นสารฆ่าแมลงกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟต และเมโทมิล 
(methomyl) ที่เป็นสารฆ่าแมลงในกลุ่มคาร์บาเมต โดยการใช้ไบโอเซนเซอร์ในการตรวจวัด         
สารฆ่าแมลงทั้งสองชนิด สามารถด าเนินการได้เหมือนกันโดยการจุ่มหัววัดนั่นคืออิเลคโทรด        
ของไบโอเซนเซอร์ที่ได้จากการทดสอบและเลือกในหัวข้อที่ 4.2.9 ลงไปในระบบวัดที่ประกอบด้วย
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่มีค่า pH ที่ได้จากข้อ 4.2.9.2 และสารตั้งต้นนั่นคือ อะซิติลไทโอโคลีน 
คลอไรด์ เข้มข้นตามที่ได้จากการทดลองในข้อที่ 4.2.9.1 จากนั้นท าการปูอนศักย์ไฟฟูาให้กับขั้ว
ท างานที่มีเอนไซม์ตรึงอยู่ขนาด 0.8 โวลล์ เทียบกับขั้วอ้างอิง (Ag/AgCl) ซึ่งจะท าให้เกิดกระแสไฟฟูา
ขึ้น รอจนกระแสไฟฟูานั้นคงที่แล้วท าการจดบันทึกเป็นค่ากระแสไฟฟูาเริ่มต้น (I1) (ซึ่งกระแสไฟฟูา   
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ที่เกิดขึ้นนั้นเกิดมาจากกลไกการถ่ายเทอิเล็กตรอนระหว่างการเกิดการเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส ของ  
สารอะซิติลไทโอโคลีน คลอไรด์ จากเอนไซม์) เสร็จแล้วล้างอิเลคโทรดด้วยสารละลายฟอสเฟต
บัฟเฟอร์ pH 9.0 หลังจากนั้นน าอิเลคโทรดเดิมไปจุ่มในสารละลายที่มีสารฆ่าแมลงที่ต้องการตรวจวัด 
และทราบความเข้มข้นที่แน่นอน โดยใช้ระยะเวลาในการจุ่มประมาณตามที่หาได้จากการทดลอง    
ข้อ 4.2.9.3 เสร็จแล้วล้างอิเลคโทรดด้วยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 9.0 แล้วน าอิเลคโทรดเดิม
ที่จุ่มสารฆ่าแมลงแล้วไปวัดในระบบวัดเดิมอีกครั้ง ซึ่งจะพบว่าอิเลคโทรดที่น าไปจุ่มในสารฆ่าแมลง
ก่อนน ามาวัดนั้นกระแสไฟฟูาที่เกิดขึ้นจะลดลง เนื่องจากสารฆ่าแมลงที่เติมลงไปจะไปยับยั้ ง         
การเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของเอนไซม์กับสารตั้งต้นอะซิติลไทโอโคลีน คลอไรด์ ท าการจดบันทึก
กระแสไฟฟูาสุดท้ายเป็น (I2) จากนั้นน าค่า I1 และ I2 ไปค านวณเป็นค่าเปอร์เซ็นต์ของการยับยั้ง     
การท างานของเอนไซม์ (% inhibition) ตามสมการที่ 2.4 ซึ่งผลจากการทดลองนี้สามารถน าไปสร้าง
เป็นกราฟมาตรฐานระหว่างค่าความเข้มข้นของสารฆ่าแมลงที่ท าการตรวจวัด กับค่าเปอร์เซ็นต์     
ของการยับยังเอนไซม์ (% inhibition) ที่ค านวณได้จากค่ากระแสไฟฟูา เพ่ือใช้เป็นกราฟมาตรฐาน
ส าหรับเทียบหาความเข้มข้นของสารฆ่าแมลงได้         
            โดยพารามิเตอร์ที่ต้องท าการศึกษาคือ ช่วงความเข้มข้น เชิงเส้นของสารฆ่าแมลง            
ที่เครื่องวัดสามารถวัดได้ (linear range) ค่า sensitivity ของไบโอเซนเซอร์ที่หาได้จากความชัน     
ของกราฟในช่วงที่เป็นเส้นตรงของความเข้มข้นของสารฆ่าแมลงที่ท าการตรวจวัด กับค่าเปอร์เซ็นต์
ของการยับยังเอนไซม์ (% inhibition) และค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่เครื่องวัดสามารถวัดได้ (limit of 
detection) ซึ่งค านวณหาจากสูตร 3(S.D.)/m เมื่อ S.D. คือค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard 
deviation) ของข้อมูลที่ได้จากการวัด และ m คือค่า sentitivity  

            4.2.11 การทดสอบเสถียรภาพของการเก็บรักษาไบโอเซนเซอร์ 
            การทดสอบเสถียรภาพของการเก็บรักษาเครื่องมือวัดอะซิติลโคลีนเอสเทอเรส
ไบโอเซนเซอร์ คือการตรวจสอบประสิทธิภาพในการท างานของเครื่องมือวัด เมื่อถูกใช้งานหรือเก็บ
รักษาในระยะเวลาหนึ่งๆ เพราะไบโอเซนเซอร์เป็นเครื่องมือที่ประกอบไปด้วยสารชีวภาพที่เป็น
เอนไซม์ดังนั้นเมื่อระยะเวลาของการใช้งานเพ่ิมมากขึ้นเอนไซม์ก็จะเกิดการเสื่อมสภาพลงท าให้
เครื่องมือวัดนี้มีประสิทธิภาพในการวัดที่ลดลงด้วย โดยการทดสอบเสถียรภาพของการเก็บรักษา 
(storage stability) สามารถท าได้โดยน าอิเลคโทรดดัดแปลงทีส่ังเคราะห์ได้ตามวิธีในหัวข้อที่ 4.2.8.3 
และอิเลคโทรดแบบ SPCE/AChE /chitoasn (ที่เตรียมจากการหยดเอนไซม์ 3 ไมโครลิตร และทับอีก
ชั้นด้วยไคโตซาน 3 ไมโครลิตร) มาท าเก็บรักษาในสภาวะแห้งที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และที่
อุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส (อุณหภูมิห้อง) เป็นระยะเวลา 20 วัน แล้วดูการเปลี่ยนแปลงของ
สัญญาณการตอบสนองของอิเลคโทรดของไบโอเซนเซอร์แต่ละชนิดเปรียบเทียบกัน 
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บทที่ 5 
ผลการทดลองและวิจารณ์ผลการทดลอง 

 
            การศึกษาการดัดแปลงอิเลคโทรดส าหรับอะซิติลโคลีนเอสเทอเรสไบโอเซนเซอร์          
เพ่ือตรวจวัดสารฆ่าแมลง โดยใช้วัสดุสังเคราะห์นาโนคอมโพสิตของเมโซเซลลูลาร์โฟมซิลลิกา/อนุภาค
นาโนทอง (MCF/AuNPs) เป็นวัสดุส าหรับตรึงเอนไซม์ ซึ่งผลการศึกษาแบ่งออกเป็น 3 ส่วน         
โดยในส่วนแรกเป็นการวิเคราะห์ลักษณะทางกายภาพ และทางเคมีของวัสดุตรึงที่สังเคราะห์ ขึ้น    
ได้แก่ การวัดพ้ืนที่ผิวและขนาดของรูพรุนโดยใช้วิธี BET (Brunauer-Emmett-Teller Method)          
การวิเคราะห์คุณสมบัติทางเคมีของพ้ืนผิววัสดุโดยใช้ FT-IR Spectroscopy การวิเคราะห์คุณสมบัติ
ทางกายภาพของพ้ืนผิววัสดุในแง่ของศักย์ไฟฟูาโดยใช้วิธีวิเคราะห์แบบ Zeta potential และ
การศึกษาโครงสร้างของวัสดุโดยใช้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (Transmission 
Electron Microscopy, TEM) ร่วมกับการวิเคราะห์โดยใช้เทคนิคการเลี้ยวเบนของรังสีเอกซ์        
(X-Ray diffraction, XRD) จากนั้นในส่วนที่สองจะเป็นผลของการศึกษาการตรึงเอนไซม์ในวัสดุตรึง 
และส่วนสุดท้ายเป็นการน าเอนไซม์ที่ถูกตรึงในวัสดุตรึงไปประกอบกับอิเลคโทรดแบบสกรีนปริ้นท์
คาร์บอนอิเลคโทรด (Screen-printed carbon electrodes) สร้างเป็นไบโอเซนเซอร์ส าหรับตรวจวัด       
สารฆ่าแมลง โดยในส่วนนี้จะน าเสนอปัจจัยที่ส่งผลต่อการวัดของไบโอเซนเซอร์ทั้ง pH ความเข้มข้น
ของสับสเตรท และ incubation time รวมถึงวิเคราะห์ประสิทธิภาพของไบโอเซนเซอร์นี้ต่อ        
การวัดสารฆ่าแมลงทั้งในกลุ่ม ออร์กาโนฟอตเฟต และคาร์บาเมต 
 
5.1 การวิเคราะห์คุณสมบัติของวัสดุสังเคราะห์นาโนคอมโพสิต MCF/APTS/AuNPs 
 
            วัสดุตรึงที่ใช้ส าหรับตรึงเอนไซม์ AChE เพ่ือน าไปสร้างไบโอเซนเซอร์ส าหรับตรวจวัด     
สารฆ่าแมลงนั้นเป็นวัสดุชนิด MCF ซึ่งจัดอยู่ในประเภทเมโซพอร์ที่มีขนาดอนุภาคอยู่ในช่วง 2 ถึง 50 
นาโนเมตร ตามข้อมูลจาก IUPAC (Warren และ Wiesner, 2009) ซึ่งวัสดุประเภทนี้มีคุณสมบัติที่ดี
เมื่อน ามาใช้ในการตรึงเอนไซม์เพราะมีขนาดท่ีเหมาะสม และสอดคล้องกับขนาดของเอนไซม์ AChE 

ที่มีขนาดโมเลกุลประมาณ 4.5 x 6.0 x 6.5 นาโนเมตร (Milkani และคณะ, 2011) และมีข้อดีที่ช่วย
ในการรักษากิจกรรมของเอนไซม์ ซึ่งเป็นการช่วยชะลอการเสื่อมสภาพท าให้เอนไซม์ที่ถูกตรึง         
ในวัสดุตรึงสามารถน าไปใช้งานได้นานขึ้น (Orita และคณะ, 2012) แต่มีจุดด้อยในเรื่องของคุณสมบัติ
ในการน าไฟฟูาซึ่งสามารถปรับปรุงได้โดยการสังเคราะห์วัสดุทองภายในรูพรุนซึ่งจะกล่าวถึงในผลการ
ทดลองในหัวข้อถัดไป ส าหรับวัสดุตรึงประเภทนี้ท าการสังเคราะห์ขึ้นจากสารก าหนดโครงสร้าง      
พลูโรนิค พี123 (pluronic P123) ร่วมกับสารโครงสร้างหลักประเภทซิลิกาคือ เตตระเอทิลออโท     
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ซิลิเกต (tetraethyl orthosilicate, TEOS) ซึ่งผลการสังเคราะห์จะได้วัสดุ MCF ที่มีลักษณะ       
เป็นผงละเอียดสีขาว เมื่อน ามาวิเคราะห์หาคุณสมบัติทางกายภาพคือ พ้ืนที่ผิวและขนาดของรูพรุน
โดยใช้วิธี BET ซึ่งเป็นวิธีที่อาศัยความสัมพันธ์ของปริมาณการดูดซับ (adsorption) และการคายซับ 
(desorption) ของแก๊สไนโตรเจนที่อุณหภูมิ 200 องศาเซลเซียส ในวัสดุ MCF จะพบรูปแบบ
ความสัมพันธ์แสดงดังรูปที่ 5.1  
 

 

รูปที่ 5.1 ไอโซเทิร์มของการดูดซับ และการคายซับแก๊สไนโตรเจนบนพื้นผิวของ MCF ที่สังเคราะห์
ขึ้น ที่อุณหภูมิ 200 องศาเซลเซียส 

 
            จากรูปที่ 5.1 แสดงไอโซเทิร์มของการดูดซับและการคายซับซึ่งเป็นความสัมพันธ์ระหว่าง
ความดันย่อย (relative pressure, P/P0) กับปริมาณการดูดซับที่สภาวะสมดุล (adsorption 
volume) ที่สภาวะอุณหภูมิคงที่ 200 องศาเซลเซียส ซึ่งพบว่ามีลักษณะของกราฟเป็นแบบ          
ฮิสเทอรีซิสลูป (hysteresis loop) แบบ H2 คือเส้นกราฟทั้งสองเส้นไม่ทับกันในบางช่วงท าให้เกิด
ลักษณะของลูป และเมื่อน าผลไอโซเทิร์มของการดูดซับของวัสดุ MCF นี้ไปเทียบกับไอโซเทิร์มของ
การดูดซับทั้ง 6 ชนิดในระบบ IUPAC ที่ถูกจ าแนกโดย Bruanauer ในปี ค.ศ. 1945 ก็พบว่าวัสดุ 
MCF นี้มีลักษณะของไอโซเทิร์มการดูดซับตรงกับชนิดที่ 4 (type IV) ซึ่งไอโซเทิร์มชนิดนี้มักพบใน
วัสดุที่มีรูพรุนแบบเมโซพอรัส (mesoporous) ที่มีขนาดระหว่าง 2 ถึง 50 นาโนเมตร (Warren และ 
Wiesner, 2009) และสามารถน าข้อมูลไอโซเทิร์มของการดูดซับแก๊สไนโตรเจนนี้มาค านวณหา    
พ้ืนที่ผิวของ (surface area) ปริมาตรของรูพรุน (pore volume) และการกระจายตัวของขนาด      
รูพรุน (pore-size distribution) ได้โดยใช้สมการของบีเจเอช (Barrett-Joyner-Halenda, BJH)    
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ซึ่งพบว่าวัสดุ MCF ที่สังเคราะห์เพ่ือน ามาใช้ตรึงเอนไซม์ในงานนี้มีพ้ืนที่ผิวของรูพรุน 537.6 ตาราง
เมตรต่อกรัม ปริมาตรของรูพรุน 1.02 ลูกบาศก์เซนติเมตรต่อกรัม และขนาดรูพรุนที่เกิดขึ้นส่วนใหญ่
ที่ 26 นาโนเมตร โดยมีการกระจายตัวของขนาดรูพรุนแสดงดังรูปที่ 5.2 และเมื่อเทียบกับ MCF ที่
สังเคราะห์ได้จากงานวิจัยอ่ืนดังตารางที่ 5.1 ก็พบว่าวัสดุ MCF ที่สังเคราะห์ได้จากงานนี้มีพ้ืนที่ผิว 
และปริมาตรรูพรุนไม่สูงมากนัก แต่ขนาดของรูพรุนมีขนาดที่กว้างพอที่จะใช้ในการตรึงเอนไซม์ AChE 
ที่มีขนาดโมเลกุล 4.5 x 6.0 x 6.5 นาโนเมตร (Milkani และคณะ, 2011)  

 

รูปที่ 5.2 การกระจายตัวของขนาดรูพรุนของ MCF ที่สังเคราะห์ข้ึน 
 

ตารางท่ี 5.1 เปรียบเทียบคุณสมบัติของ MCF ที่สังเคราะห์ได้ในงานวิจัยนี้ กับงานวิจัยอื่นๆ 
อ้างอิง พ้ืนที่ผิว 

(m2/g) 
ปริมาตรรูพรุน 

(cm3/g) 
ขนาดของรูพรุน 

(nm) 
Miao และคณะ (2011) 800 1.60 8.1 

วิไลวรรณ และคณะ (2008) 618 1.60 14.8 

Piumetti และคณะ (2011) 925 2.60 16.0 
Xu และคณะ (2011) 527 1.78 19.7 

ปรางค์นาฏ และคณะ (2011) 700 1.95 21.5 

Su และคณะ (2006) 660 1.54 22.1 
Liu และคณะ (2006) 660 1.54 24.5 

งานวิจัยนี้ 537 1.02 26.0 

Russo และคณะ (2012) 693 2.02 30.5 
Kim และคณะ (2011) 634 2.40 33.0 

Kim และคณะ (2012) 647 1.70 39.2 
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            วัสดุ MCF ที่สังเคราะห์ขึ้นเพ่ือจะน าไปใช้ในการตรึงเอนไซม์ AChE ในงานนี้เมื่อน าไปใช้   
ในงานไบโอเซนเซอร์จะมีจุดด้อยในเรื่องของการน าไฟฟูา ดังนั้นการทดลองนี้จึงมีแนวคิด              
ในการปรับปรุงคุณสมบัติในเรื่องของการน าไฟฟูาของวัสดุ MCF ให้ดีขึ้นโดยใช้วิธีการสังเคราะห์    
วัสดุทองที่มอีนุภาคขนาดนาโนให้เกิดข้ึนภายในรูพรุนของวัสดุ MCF แต่เนื่องจากพ้ืนผิวของวัสดุ MCF 
มีคุณสมบัติทางศักย์ไฟฟูาเป็นลบมันจึงดูดซับทองคลอไรด์ (AuCl4

-) ซึ่งมีประจุลบได้ไม่ดีนัก ท าให้
ปริมาณทองที่อาจจะสังเคราะห์ให้เกิดในรูพรุนของวัสดุ MCF อาจมีปริมาณน้อยไปด้วย ดังนั้นจึงต้อง
มีการปรับปรุงพ้ืนผิวของ MCF ก่อน โดยใช้สารก่อฟังก์ชั่นชนิด 3-aminopropyltriethoxysilane 
(APTS) ซึ่งจะช่วยให้พื้นผิวของ MCF มีศักย์ไฟฟูาเป็นบวกมากขึ้นซึ่งจะเป็นการเพ่ิมโอกาสให้สามารถ
ดูดซับทองคลอไรด์ (AuCl4

-) ซึ่งมีประจุลบได้มากขึ้น ท าให้ปริมาณอนุภาคของทองที่จะสังเคราะห์ได้
บน MCF มีปริมาณมากข้ึนไปด้วย (Gutierrez และคณะ, 2011) 
            โดยวิธีการสังเคราะห์อนุภาคทองจะใช้วิธีอัลตราโซนิก (ultrasonic irradiation) ซึ่งท าโดย
การน าวัสดุ MCF มาแช่ในสารละลายกรดคลอโรออริก (chloroauric acid, HAuCl4) ซึ่งเป็นแหล่ง

ของทอง โดยทองในรูปทองคลอไรด์ (AuCl4
-) ซึง่มีประจลุบจะดดูซบับนพืน้ผิวภายในรูพรุนของวสัด ุ

MCF จากนั้นจะใช้วิธีอัลตราโซนิกนั่น คือปูอนคลื่นความถี่ขนาด 40 กิโลเฮิร์ทซ์ เป็นระยะเวลา         
120 นาที เพ่ือกระตุ้นให้เกิดการแตกตัวของน้ า และไอโซโพรพานอลในสารละลายไปเป็นไฮโดรเจน

ฟรีเรดิคอลส์ (hydrogen radicals, H ·) ไฮดรอกซิลฟรีเรดิคอลส์ (hydroxyl radical, OH ·) และ 
((CH3)2C•OH) ซึ่งฟรีเรดิคอลส์ที่เกิดขึ้นนี้จะท าหน้าที่เป็นตัวรีดิวซ์ ที่จะรีดิวซ์ทองในรูปของไอออน 
(gold ions, Au3 +) จากทองคลอไรด์ (AuCl4

-) ที่ดูดซับอยู่ภายในรูพรุน ให้เกิดเป็นอะตอมของทอง 
(gold atoms, Au0) ยึดเกาะบนพื้นผิวภายในรูพรุนของวัสดุ MCF ซึ่งกลไกการรีดิวซ์แสดงดังสมการที่ 
(5.1) ถึง (5.4) (Chen และคณะ, 2001) 
 

       
                       
                                (5.1) 

                                                       
 

       (5.2) 

                 
                                    (5.3) 

                       (5.4) 

 
            คุณสมบัติของศักย์ไฟฟูาของวัสดุ MCF วัสดุ MCF ที่ปรับปรุงด้วยสาร ATPS (MCF/APTS) 
และวัสดุ MCF ที่สังเคราะห์อนุภาคนาโนทอง (MCF/APTS/AuNPs) แสดงดังรูปที่ 5.3 ซึ่งเป็นการวัด
โดยใช้ zeta potential ในน้ าปราศจากไอออนที่ pH 7.0 โดยพบว่าวัสดุ MCF มีค่าศักย์ไฟฟูาเป็นลบ
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ที่ -46.33 มิลลิโวลต์ และวัสดุ MCF เมื่อน ามาผ่านการปรับปรุงพ้ืนผิวด้วย APTS และสังเคราะห์ทอง
จะท าให้มีค่าศักย์ไฟฟูาเป็นบวกเพ่ิมขึ้นโดยวัสดุ MCF/APTS มีค่า +5.58 มิลลิโวลต์ และ 
MCF/APTS/AuNPs มีค่า +27.10 มิลลิโวลต์  
            จากรูปที่ 5.4 คือผลการวิเคราะห์หาคุณสมบัติเคมีของพ้ืนผิววัสดุ MCF ซึ่งพบว่า          
เกิดจุดสูงสุดของกราฟจุดแรกที่ 1085.67 เซนติเมตร-1 ซึ่งเป็นจุดสูงสุดที่อยู่ในช่วง 1000 ถึง 1200 
เซนติเมตร-1 ซึ่งเป็นช่วงที่แสดงว่าพ้ืนผิวของวัสดุ MCF ประกอบด้วยหมู่ไซโลเซน (Si–O-Si) และเกิด
จุดสูงสุดของกราฟจุดที่สองที่ 3434.54 เซนติเมตร-1 ซึ่งเป็นจุดสูงสุดที่อยู่ในช่วง 3200 ถึง 3700 
เซนติเมตร-1 ซึ่งเป็นช่วงที่แสดงว่าพ้ืนผิวของวัสดุ MCF ประกอบด้วยหมู่ซิลานอล (Si-OH) ดังนั้น  
วัสดุ MCF ที่สังเคราะห์ขึ้นนี้จะมีคุณสมบัติทางเคมีของพ้ืนผิวเบื้องต้นประกอบไปด้วยหมู่ไซโลเซน   
กับหมู่ซิลานอล (Montiel และคณะ, 2007; Zhang และคณะ, 2004) และเมื่อท าการปรับปรุงพ้ืนผิว
ของวัสดุ MCF ด้วยสาร APTS จะพบว่าท าให้เกิดจุดสูงสุดที่ 2932.93 เซนติเมตร-1 และ 2884.18 
เซนติเมตร-1 เพ่ิมเข้ามาด้วยซึ่งเป็นจุดสูงสุดที่แสดงว่ามีหมู่ฟังก์ชั่นของ C-H เกิดขึ้น (Luan et al., 
2005) ซึ่งเป็นการยืนยันว่าสาร APTS ที่ใช้ปรับปรุงวัสดุ MCF ไปเกิดหมู่ฟังก์ชั่นบนพ้ืนผิวของ MCF 
จริงเนื่องจากโมเลกุลของสาร APTS ที่มีสูตรโมเลกุล C9H23NO3Si นั้นมีส่วนประกอบของหมู่ฟังก์ชั่น
ของ C-H อยู่ด้วย 
 

 

รูปที่ 5.3 ศักย์ไฟฟูาโดยวิธี Zeta potential ของวัสดุ MCF MCF/APTS และ MCF/APTS/AuNPs 
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รูปที่ 5.4 คุณสมบัติทางเคมีของพ้ืนผิววัสดุโดยใช้ FT-IR Spectroscopy ของ A) MCF และ B) 
MCF/APTS 

            จากรูปที่ 5.5 แสดงภาพถ่ายโครงสร้างของวัสดุ MCF จากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบ
ส่องผ่าน โดยรูป a) แสดงลักษณะโครงสร้างของวัสดุ MCF ก่อนท าการสังเคราะห์ทอง รูป b) แสดง
โครงสร้างของวัสดุ MCF หลังท าการสังเคราะห์ทอง ซึ่งจะสังเกตเห็นการเปลี่ยนแปลงบนพ้ืนผิวของ
วัสดุ MCF โดยจะเกิดลักษณะโครงสร้างที่มีลักษณะเป็นทรงกลมซึ่งคาดว่าจะเป็นอนุภาคของทอง
เกิดขึ้น ซึ่งส่วนใหญ่จะเกิดอยู่บริเวณขอบๆของโครงสร้างรูพรุน (ส่วนที่มีลักษณะของสีเข้ม) และ       
มีบางส่วนอีกเล็กน้อยที่เกิดบริเวณกลางโครงสร้างรูพรุน (ส่วนที่มีลักษณะของสีจาง) เนื่องจาก
ภาพถ่ายนี้เป็นภาพถ่ายที่เกิดจากการส่องผ่านอนุภาคของวัสดุ MCF ดังนั้นจึงสันนิษฐานได้ว่า
โครงสร้างทรงกลมส่วนใหญ่ที่เกิดขึ้นบริเวณขอบๆ ของรูพรุนในภาพ TEM คือ อนุภาคของทองที่   
เกิดอยู่ภายในรูพรุนของวัสดุ MCF และโครงสร้างทรงกลมบางส่วนที่เกิดบริเวณตรงกลางของรูพรุน  
ในภาพ TEM คือ อนุภาคของทองที่เกิดอยู่ภายนอกรูพรุนของวัสดุ MCF รูปที่ 5.6 แสดงความถี่    
ของขนาดอนุภาคทองที่ เกิดขึ้นจากการสังเคราะห์ทั้งภายใน และนอกรูพรุนของวัสดุ MCF             
ซึ่งจะพบว่าความถี่ของขนาดของอนุภาคทองที่มีขนาดประมาณ 5 นาโนเมตร เกิดขึ้นในปริมาณ     
มากที่สุดคือ 27 เปอร์เซ็นต์เทียบกับอนุภาคของทองที่เกิดขึ้นทั้งหมด โดยค่าเฉลี่ยของขนาดอนุภาค
ทองที่เกิดขึ้นทั้งหมดนี้มีค่าเท่ากับ 4.9 นาโนเมตร ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับขนาดของโครงสร้างรูพรุน
ของ MCF ที่มีขนาด 26 นาโนเมตรแล้วจะเห็นว่าอนุภาคของทองที่เกิดขึ้นมีขนาดเล็กกว่ารูพรุน     
ของ MCF อยู่ประมาณ 5 เท่า ดังนั้นก็น่าจะมีพ้ืนที่ว่างภายในรูพรุนของวัสดุ MCF/APTS/AuNPs 
เพียงพอที่จะใช้ส าหรับตรึงเอนไซม์ AChE ที่มีขนาดโมเลกุล 4.5 x 6.0 x 6.5 นาโนเมตร (Milkani 
และคณะ, 2011) 
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รูปที่ 5.5 โครงสร้างของ A) วัสดุ MCF ภาพก าลังขยาย 50 นาโนเมตร B) วัสดุ MCF ที่สังเคราะห์
ทอง ภาพก าลังขยาย 50 นาโนเมตร C) วัสดุ MCF ที่สังเคราะห์ทอง ภาพก าลังขยาย 20 
นาโนเมตร โดยใช้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน  
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รูปที่ 5.6 ความถี่ของขนาดของอนุภาคนาโนทองที่เกิดขึ้น จากกระบวนการสังเคราะห์ทองในวัสดุ 
MCF  

 

รูปที่ 5.7 สเปกตรัม XRD ของวัสดุ a) MCF และ b) MCF/APTS/AuNPs 
 

            รูปที่ 5.7 แสดงสเปกตรัมของวัสดุที่อาศัยการวัดมุม 2θ (two-theta) ซึ่งเป็นมุมของคลื่น
รังสีเอกซ์ที่เกิดการเลี้ยวเบนเมื่อตกกระทบกับวัสดุที่ตรวจวัด โดยวัสดุแต่ละชนิดก็จะให้ค่าของมุมของ
การเกิดการเลี้ยวเบนของรังสีออกมาเป็นเส้นสเปกตรัมที่แตกต่างกัน ส าหรับวัสดุ MCF ที่สังเคราะห์
ขึ้นในงานนี้จะมีลักษณะของสเปกตรัมแสดงดังรูป a) ซึ่งจะเห็นว่าลักษณะเส้นสเปกตรัมราบเรียบ     
ไม่เกิดจุดสูงสุดใดๆ แต่วัสดุ MCF ที่ผ่านการสังเคราะห์อนุภาคทองจะพบว่าเส้นสเปกตรัมเกิดจุดสูงสุด 
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(peak) ที่ 111 200 220 และ 311 ซึ่งตรงกับมุม 2θ (two-theta) ที่ 38.21 44.41 64.61 และ 
77.61 ตามล าดับ ซึ่งเมื่อน าลักษณะของเส้นสเปกตรัมที่เกิดจุดสูงสุดแบบนี้ไปเทียบกับค่ามาตรฐาน  

literature pattern standard of Au (JCPDS, file no. 04-0784) ก็พบว่าตรงกับสเปกตรัมของ
โลหะทอง ดังนั้นผลของสเปกตรัม XRD ก็สามารถใช้เพ่ือช่วยยืนยันได้ว่าการทดลองนี้ประสบ
ความส าเร็จในการสังเคราะห์อนุภาคของทองให้เกิดขึ้นในวัสดุ MCF และนอกจากนี้ยังช่วยสนับสนุน
ผลการส่องดูลักษณะโครงสร้างของ MCF ที่ปรากฏในรูปที่ 5.5 b) ว่าโครงสร้างที่มีลักษณะเป็น      
จุดทรงกลมที่เกิดขึ้นนั้นเป็นอนุภาคของทองจริง ซึ่งผลของสเปกตรัม XRD นอกจากจะสามารถบอก
ชนิดของธาตุได้แล้ว ยังสามารถใช้บอกวัฏภาคเชิงผลึกได้ว่าเป็นแบบใด ส าหรับวัสดุทองที่เกิดขึ้น     
ในการทดลองนี้มีลักษณะโครงสร้างผลึกเป็นแบบคิวบิก (cubic)  
 
5.2 การศึกษาผลของการตรึงเอนไซม์อะซิติลโคลีนเอสเทอเรสในวัสดุตรึงแบบต่างๆ 
 
            ในหัวข้อนี้จะเป็นการศึกษาผลของการตรึงเอนไซม์ AChE ในวัสดุตรึงที่แตกต่างกัน 3 แบบ
คือ 1) MCF 2) MCF/ATPS และ3) MCF/ATPS/AuNPs เพ่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการตรึง
เอนไซม์ทั้งในแง่ของปริมาณ และกิจกรรมของเอนไซม์ โดยในขั้นตอนการตรึงรูปจะใช้หลักการของ
การยึดเหนี่ยวทางประจุ (electrostatic interaction) ซึ่งเป็นหลักการตรึงที่อาศัยการดูดซับทาง
ประจุที่ตรงข้ามกันระหว่างวัสดุตรึงกับเอนไซม์ โดยการที่จะท าให้เอนไซม์กับวัสดุตรึงมีประจุที่      
ตรงข้ามกันได้นั้นต้องพิจารณาจากค่า pH ควบคู่กับค่าไอโซอิเล็กทริค (isoelectric, pI) ซึ่งเป็น       
ค่าเฉพาะของสารนั้นๆ โดยเอนไซม์ AChE มีค่า pI เท่ากับ 5.5 (Rosenberry และคณะ, 1974) และ
วัสดุ MCF มีค่า pI เท่ากับ 2.0 (Hoffmann และคณะ, 2006) โดยถ้าค่า pH ของสารละลาย           
มีค่ามากกว่า pI ของสาร สารนั้นจะแสดงลักษณะประจุลบ แต่ถ้าค่า pH ของสารละลายมีค่าน้อยกว่า 
pI ของสาร สารนั้นจะแสดงลักษณะประจุบวก (Lee และคณะ, 2009) ซึ่งในทางทฤษฏีถ้าต้องการให้ 
AChE ดูดซับในรูพรุนของ MCF ได้ด้วยประจุที่ตรงข้ามแล้วจะต้องใช้สารละลายที่มีค่า pH            
อยู่ระหว่าง 2.0<pH<5.5 ซึ่งจะท าให้เอนไซม์กับวัสดุ MCF มีประจุตรงข้ามกันและดูดซับกันได้ แต่ใน
ความเป็นจริงที่ค่า pH ในช่วงนี้มีสภาวะที่เป็นกรดซึ่งไม่เหมาะกับเอนไซม์อะซิติลโคลีนเอสเทอเรสที่
จะท างานได้ดีที่ค่า pH 7.4 (Kaya และคณะ, 2013) ดังนั้นจึงต้องเลือกใช้ pH เท่ากับ 6.0 ซึ่งจะท าให้
เอนไซม์มีลักษณะทางประจุเป็นลบอ่อนๆ และวัสดุตรึง MCF มีสภาวะทางประจุเป็นลบ ที่เป็นสภาวะ
ที่เหมาะสมกว่าเนื่องจากมีความเป็นกรดอ่อนๆ ซึ่งอาจจะไม่ส่งผลกระทบต่อกิจกรรมของเอนไซม์มาก
นัก ประกอบกับมีงานวิจัยของ Orita และคณะ ในปี 2012 ที่ท าการตรึงเอนไซม์โคเลสเตอริลเอส
เทอร์ไฮโดรเลส (cholesteryl ester hydrolase) ที่มีค่า pI 5.8 ในวัสดุ MCF pI 2.0 ซึ่งใช้ pH 6.0 
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เป็นสภาวะในการตรึงเอนไซม์เช่นกัน ซึ่งพบว่ากิจกรรมของเอนไซม์หลังตรึงรูปลดลงแต่ยังเหลืออยู่
มากกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ และงานวิจัยของวิไลวรรณ และคณะ ในปี 2009 ที่ตรึงเอนไซม์ฮอสแรดิช
เปอร์ออกซิเดส (horseradish peroxidase, HRP) ที่มีค่า pI 8.9 ในวัสดุ MCF pI 2.0 โดยใช้ pH 
10.0 เป็นสภาวะในการตรึง ซึ่งที่สภาวะนี้ท าให้วัสดุตรึงแสดงประจุลบ และเอนไซม์แสดงประจุลบ
อ่อนๆ แต่ก็พบว่าเอนไซม์ก็สามารถเกิดการดูดซับในวัสดุ MCF ได้ โดยมีปริมาณเอนไซม์ที่ดูดซับใน    
รูพรุนมากกว่า 80 เปอร์เซ็นต์ ดังนั้นสภาวะที่ใช้ในการตรึงเอนไซม์ของการทดลองนี้คือ ตรึงใน
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่มีค่า pH 6.0 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ที่ประกอบด้วยเอนไซม์ 0.5 
มิลลิกรัม และวัสดุตรึงปริมาณ 0.1 กรัม ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ซึ่งผลการ
ทดลองที่ได้แสดงดังรูปที่ 5.8 
 

 

รูปที่ 5.8 ร้อยละของปริมาณเอนไซม์ที่ถูกตรึง และกิจกรรมของเอนไซม์หลังตรึงรูปภายในวัสดุตรึง
ต่างชนิดกัน 3 ชนิด คือ MCF MCF/APTS และ MCF/APTS/AuNPs ในสารละลาย
ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 6.0 ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง  

 
            จากรูปที่ 5.8 เป็นผลของการหาปริมาณของเอนไซม์ตรึงรูป และกิจกรรมของเอนไซม์
ภายหลังการตรึงรูปที่เหลืออยู่เมื่อเทียบจากสภาวะเริ่มต้น โดยเมื่อท าการตรึงเอนไซม์ในวัสดุตรึง  ใน
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่มีค่า pH 6.0 ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ครบก าหนด 2 ชั่วโมง (Wu 
และคณะ, 2011) แล้วจะน าสารละลายนี้มาท าการกรอง แล้วล้างเพ่ือแยกเอาส่วนที่เอนไซม์ถูกตรึงรูป
อยู่ในวัสดุตรึงออกจากเอนไซม์ที่ไม่ถูกตรึงรูปซึ่งยังคงละลายอยู่ในสารละลาย จากนั้นน าเอนไซม์ส่วน
ที่ไม่ถูกตรึงนี้มาหาปริมาณของเอนไซม์ที่ยังมีเหลืออยู่ โดยการน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว
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คลื่น 277 นาโนเมตร และเทียบกับกราฟมาตรฐานในภาคผนวก ข ก็จะได้ปริมาณของเอนไซม์ที่ไม่ถูก
ตรึงรูปออกมา ส่วนปริมาณเอนไซม์ที่ถูกตรึงรูปหาได้จากการท าสมดุลมวลสาร นั่นคือปริมาณเอนไซม์
ที่ถูกตรึงรูป มีค่าเท่ากับปริมาณเอนไซม์ทั้งหมดในสารละลายหักออกด้วยปริมาณเอนไซม์ที่ ไม่ถูกตรึง
รูปซึ่งผลจากการทดลองพบว่า ปริมาณเอนไซม์ที่ถูกตรึงใน MCF MCF/APTS และ MCF/APTS/ 
AuNPs มีปริมาณร้อยละ 35.40 38.60 และ 48.20 เปอร์เซ็นต์จากปริมาณเอนไซม์เริ่มต้นคือ 0.5 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร หรือคิดเป็น 0.177 0.193 และ 0.241 มิลลิกรัมต่อน้ าหนักวัสดุตรึง 0.1 กรัม
ตามล าดับ เมื่อพิจารณาความสามารถในการตรึงเอนไซม์ของวัสดุตรึงทั้ง 3 ชนิด เปรียบเทียบกันก็
พบว่า MCF ที่ถูกปรับปรุงพ้ืนผิวแล้วจะมีความสามารถในการดูดซับเอนไซม์ได้ดีกว่า MCF พ้ืนฐาน 
เพราะปริมาณเอนไซม์ที่ถูกดูดซับสูงกว่า ซึ่งนั่นอาจเป็นผลมาจากสารที่ใช้ในการปรับปรุงพ้ืนผิวของ
วัสดุ MCF คือ APTS และ อนุภาคนาโนทอง โดยเมื่อพิจารณาการดูดซับเอนไซม์ที่เกิดจากแรง
ระหว่างประจุ (electrostatic interaction) ที่สภาวะในการตรึงเอนไซม์คือ pH 6.0 นั้น จะพบว่า
วัสดุ MCF ที่มีค่า pI เท่ากับ 2.0 จะแสดงลักษณะทางประจุที่เป็นลบ และเอนไซม์ AChE ที่มีค่า pI 
เท่า 5.5 แสดงลักษณะทางประจุที่เป็นลบอ่อนๆ ท าให้เอนไซม์ดูดซับบน MCF ได้น้อยเนื่องจากมี
ประจุลบเหมือนกัน แต่เมื่อท าการปรับปรุงพ้ืนผิว MCF ด้วยวัสดุ APTS และสังเคราะห์อนุภาคนาโน
ทอง ก็พบว่าลักษณะทางประจุบนพ้ืนผิวของวัสดุเป็นบวกมากขึ้นตามผลการทดลองในรูปที่ 5.3 ที่
เป็นการวัดศักย์ไฟฟูา zeta potential ในน้ าปราศจากไอออนที่ pH 7.0 ของ MCF MCF/APTS และ 
MCF/APTS/AuNPs แล้วพบว่ามีค่าศักย์ไฟฟูาเป็น -46.33 +5.58 และ +27.1 มิลลิโวลต์ ตามล าดับ 
ซึ่งค่าศักย์ไฟฟูาบนผิวของวัสดุนี้น่าจะมีแนวโน้มแบบเดียวกันกับในสภาวะของการตรึงเอนไซม์คือ ใน
ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 6.0 ที่เอนไซม์มีลักษณะเป็นประจุลบอ่อนๆ จึงท าให้เอนไซม์จะเกิดการดูดซับ
บนวัสดุ MCF/APTS และ MCF/APTS/AuNPs ได้ดี โดยเอนไซม์จะเกิดการดูดซับสูงที่สุดในวัสดุ 
MCF/APTS/AuNPs เนื่องจากมีค่าศักย์ไฟฟูาเป็นบวกมากที่สุดจึงดูดซับเอนไซม์ที่มีสภาวะทางประจุ
เป็นลบที่ pH 6 ได้ดีที่สุด นอกจากนี้อนุภาคนาโนทองที่สังเคราะห์ขึ้นภายในรูพรุน และมีบางส่วนอีก
เล็กน้อยท่ีภายนอกรูพรุนของวัสดุ MCF จะช่วยเพ่ิมพ้ืนที่ผิวในการดูดซับเอนไซม์ เนื่องจากวัสดุนาโน
ทองมีพ้ืนที่ผิวต่อปริมาตรที่สูง โดยทองที่มีขนาดอนุภาค 2 นาโนเมตร สามารถเชื่อมต่อกับลิแกนได้ถึง 
100 ลิแกน (Rana และคณะ, 2012)  
            ในส่วนของการหากิจกรรมของเอนไซม์ที่ถูกตรึงรูปนั้นสามารถท าได้โดยน าเอนไซม์ที่ตรึงรูป
ในวัสดุตรึงมาหากิจกรรมที่เหลืออยู่หลังการตรึงรูป โดยใช้วิธีการทดสอบด้วยสารเคมีตามวิธีของ 
Ellmen’s method ซึ่งใช้ DTNB มาท าปฏิกิริยากับไทโอโคลีน (ผลิตภัณฑ์) ที่เกิดจากกิจกรรมของ
เอนไซม์ AChE ในปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของอะซิติลไทโอโคลีน คลอไรด์ แล้วท าให้เกิดสารเชิงซ้อนสี
เหลือง ซึ่งสามารถดูดกลืนแสงได้ที่ความยาวคลื่น 410 นาโนเมตร กลไกการเกิดสีสามารถดูได้ใน
ภาคผนวก ค (Milkani และคณะ, 2011) โดยวิธีการคือ น าเอนไซม์ตรึงรูปในวัสดุตรึงทั้ง 3 แบบคือ 



71 

MCF MCF/APTS และ MCF/APTS/AuNPs ที่กรองแยก และละลายอยู่ในสารละลายฟอสเฟต
บัฟเฟอร์ pH 6.0 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร มาปริมาณ 3 ไมโครลิตร (ซึ่งเท่ากับปริมาณที่ใช้ในการ
ดัดแปลงอิเลคโทรด 1 อิเลคโทรด) มาท าปฏิกิริยากับอะซิติลโคลีน คลอไรด์เข้มข้น 100 มิลลิโมลาร์ 6 
ไมโครลิตร และสาร DTNB เข้มข้น 500 ไมโครโมลาร์ 1 มิลลิลิตร โดยจะใช้เวลาในการท าปฏิกิริยา 2 
นาที ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส จากนั้นน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 410 นาโน
เมตร แล้วน าค่าการดูดกลืนแสงไปเทียบหาปริมาณเอนไซม์จากกราฟมาตรฐานกิจกรรมของเอนไซม์ที่
แสดงในภาคผนวก ค โดยผลการทดลองพบว่ากิจกรรมของเอนไซม์ตรึงรูปที่เหลืออยู่ในวัสดุ MCF 
MCF/APTS และ MCF/APTS/AuNPs คือ 31.1 44.9 และ 62.3 เปอร์เซ็นต์เมื่อเทียบกับสภาวะ
เริ่มต้น ตามล าดับ ซึ่งจะเห็นว่า MCF/APTS/AuNPs นอกจากจะมีความสามารถในการดูดซับเอนไซม์
สูงสุดแล้ว ยังมีปริมาณกิจกรรมของเอนไซม์สูงที่สุดด้วย ดังนั้นจึงเป็นวัสดุที่เหมาะสมท่ีสุดที่จะน าไปใช้
ในการตรึงเอนไซม์ในงานไบโอเซนเซอร์ ซึ่งวัสดุชนิดนี้จะให้กิจกรรมของเอนไซม์ตรึงรูปอยู่ที่ 0.38      
ยูนิตต่อ 1 อิเลคโทรด ซึ่งมากกว่าการทดลองของ Wu และคณะ (2011) ที่ท าการทดลองตรึงเอนไซม์ 
AChE ในวัสดุ MCF แล้วน ามาดัดแปลงบนอิเลคโทรดแบบ GCE ซึ่งพบว่ามีกิจกรรมของเอนไซม์ที่ 
0.05 ยูนิตต่ออิเลคโทรด   แต่ใกล้เคียงกับงานวิจัยของ ปรางค์นาฏ และคณะ (2011) และ Du และ
คณะ (2010) ที่มีการดัดแปลงอิเลคโทรดด้วยเอนไซม์ AChE ที่มีกิจกรรม 0.6 ยูนิต ซึ่งพบว่าปริมาณ
เอนไซม์ต่ออิเลคโทรดปริมาณเท่านี้จะให้การตอบสนองทางไฟฟูาสูงสุด  
 
5.3 ไบโอเซนเซอร์ส าหรับตรวจวัดสารฆ่าแมลง 
            5.3.1 การศึกษาพฤติกรรมการตอบสนองของอิเลคโทรดที่ดัดแปลงด้วยวัสดุชนิดต่างๆ 
            ส าหรับในหัวข้อนี้จะน าเสนอผลของการศึกษาพฤติกรรมการตอบสนองของอิเลคโทรด
ดัดแปลงในรูปของสัญญาณไฟฟูาเมื่อท าการดัดแปลงด้วยวัสดุชนิดต่างชนิดกันคือ MCF APTS 
AuNPs และไคโตซาน วิธีการทดลองท าโดยการดัดแปลงอิเลคโทรดชนิดต่างๆ 8 ชนิด คือ a) SPCE 
เปล่า b) SPCE/chitosan c) SPCE/MCF/chitosan d) SPCE/MCF/APTS/chitosan e) SPCE 
/MCF/APTS/AuNPs/chitosan f) SPCE/MCF/AChE/chitosan g) SPCE/MCF/APTS/AChE/ 
chitosan e) SPCE/MCF/APTS/AuNPs/AChE/chitosan เพ่ือทดสอบผลของการดัดแปลงอิเลค     
โทรด ต่อการสนองทางสัญญาณไฟฟูาแล้วท าการเลือกอิเลคโทรดดัดแปลงชนิดที่เหมาะสมที่สุด เพ่ือ
น าไปใช้ในการวัดสารฆ่าแมลงต่อไป โดยการวัดการตอบสนองทางสัญญาณไฟฟูาของอิเลคโทรด
ดัดแปลงนี้จะใช้หลักการวัดแบบไซคลิกโวลโทแทมเมตรี ซึ่งเป็นการวิเคราะห์ทางเคมีไฟฟูาโดยการ
ปูอนศักย์ไฟฟูาเป็นรอบระหว่างค่าสองค่าซึ่งในการทดลองนี้จะใช้ที่ -0.2 ถึง 1.0 โวลต์ (ปรางค์นาฏ 
และคณะ, 2011) โดยจุ่มอิเลคโทรดที่ต้องการทดสอบลงในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 9.0 (Wu 
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และคณะ, 2011) ที่ประกอบด้วยสารตั้งต้นอะซิติลไทโอโคลีน คลอไรด์เข้มข้น 1.5 มิลลิโมลาร์ ซึ่งผล
ของการตอบสนองของอิเลคดทรดแต่ละชนิดแสดงดังรูปที่ 5.9 
 

 

รูปที่ 5.9 ไซคลิกโวลแทมโมแกรมของ a) bare electrode ชนิด SPCE b) SPCE/Chitosan          
c) SPCE/MCF /Chitosan d) SPCE/MCF/APTS/Chitosan e) SPCE/MCF/APTS/ 
AuNPs/Chitosan f) SPCE /MCF/AChE/Chitosan g) SPCE/MCF/APTS/AChE/ 
Chitosan h) SPCE/MCF/APTS/AuNPS /AChE/Chitosan ในฟอสเฟตบัฟเฟอร์ความ
เข้มข้น 0.1 โมลาร์ pH 9 ที่ประกอบด้วยอะซิติลไทโอคลอรีน คลอไรด์ เข้มข้น 1.5     
มิลลิโมลาร์ ที่ศักย์ไฟฟูาระหว่าง -0.2 ถึง 1.0 อัตราการสแกน 10 มิลลิโวลต์ต่อวินาที 

 
            ซึ่งจากรูปที่ 5.9 รูป a) เป็นผลการตอบสนองทางไฟฟูาของ SPCE เปล่า ค่าการตอบสนอง
สูงสุดอยู่ที่ประมาณ 0.7 ไมโครแอมแปร์ และเมื่อมีการใช้วัสดุ MCF MCF/APTS และไคโตซาน     
มาดัดแปลงจะได้ผลดังรูปที่ 5.9 b c และ d ซึ่งพบว่าค่าการตอบสนองทางไฟฟูาค่อนข้างน้อย 
เนื่องจากวัสดุที่น ามาดัดแปลงนี้มีคุณสมบัติในการน าไฟฟูาได้น้อย (Wan และคณะ, 2003) ซึ่งให้ค่า
การตอบสนองทางไฟฟูาสูงสุดที่ 0.4 0.2 และ 0.3 ไมโครแอมแปร์ตามล าดับ ซึ่งพบว่าต่ ากว่า SPCE 
เปล่า ซึ่งตรงกันข้ามกับวัสดุ MCF/APTS/AuNPs ที่ให้ค่าการตอบสนองสูงสุดที่ 1.0 ไมโครแอมแปร์
ซึ่งสูงกว่า SPCE เปล่า นั่นเป็นเพราะวัสดุนี้มีส่วนประกอบของอนุภาคนาโนทองซึ่งมีคุณสมบัติในการ     
น าไฟฟูาที่ดี  ดังนั้นจะเห็นแนวโน้มที่ชัดเจนว่าวัสดุ MCF/APTS/AuNPs เมื่อน ามาใช้ในงาน
ไบโอเซนเซอร์จะให้ค่าการตอบสนองทางไฟฟูาที่ดีกว่าวัสดุ MCF และวัสดุ MCF/APTS ส่วนไคโตซาน
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ถึงแม้จะน าไฟฟูาได้ค่อยไม่ดี แต่ก็มักถูกน ามาใช้ในงานไบโอเซนเซอร์เนื่องจากมีคุณสมบัติ   ที่
สามารถเข้ากับสารชีวภาพได้ดี (biocompatibility) และการน ามาช่วยเคลือบที่ชั้นนอกสุดของ   
อิเลคโทรดก็จะช่วยไม่ให้วัสดุที่อยู่บนอิเลคโทรดหลุดออกมาในสารละลายได้ (Norouzi และคณะ, 
2010; Zhai และคณะ, 2013; Sun และ Wang, 2010) 
            ต่อมาเมื่อน าวัสดุ MCF วัสดุ MCF/APTS และวัสดุ MCF/APTS/AuNPs ไปตรึงเอนไซม์ 
AChE แล้วน ามาดัดแปลงบนอิเลคโทรดดังรูปที่ 5.9 f) ถึง h) พบว่าอิเลคโทรดทั้ง 3 ชนิดให้การ
ตอบสนองทางไฟฟูาที่สูงมากเมื่อเทียบกับอิเลคโทรดแบบ a) ถึง e) เพราะเอนไซม์ที่ถูกตรึงในอิเลค 
โทรดที่ดัดแปลงนี้จะไปเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสสารตั้งต้นที่มีอยู่ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์             
คือ อะซิติลไทโอโคลีน คลอไรด์ ท าให้เกิดสารผลิตภัณฑ์เป็นไทโอโคลีน และกรดอะซิติก ซึ่งสารไทโอ
โคลีน ที่เป็นผลิตภัณฑ์นี้จะอยู่ในรูปของตัวรีดิวซ์เมื่อถูกกระตุ้นด้วยศักย์ไฟฟูาจะท าให้เกิดการส่งถ่าย
อิเล็กตรอนมายังอิเลคโทรด ซึ่งกระแสอิเลคตรอนนี้จะถูกเปลี่ยนแปลงเป็นสัญญาณทางไฟฟูา กลไก   
ในการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซม์ และการถ่ายเทอิเลคตรอนไปยังอิเลคโทรดแสดงดังรูปที่ 5.10  

 

รูปที่ 5.10 A) แสดงกลไกการเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของเอนไซม์ AChE กับสารตั้งต้นอะซิคิลไทโอ     
โคลีน ครอไรด์ เกิดเป็นสารผลิตภัณฑ์ไทโอโคลีน B) ปฏิกิริยาออกซิเดชั่นไทโอโคลีนบน
ผิวหน้าอิเลคโทรด (Norouzi และคณะ, 2010) 

 
            โดยเมื่อเปรียบเทียบอิเลคโทรดที่มีเอนไซม์ AChE ทั้ง 3 ชนิด จะพบว่าอิเลคโทรดดัดแปลง 
SPCE/MCF/APTS/AuNPs/AChE/chitosan จะให้ค่ากระแสการตอบสนองทางไฟฟูาสูงที่สุด  
(oxidation peak) ที่ 2.9x10-6 แอมแปร์ ตรงกับศักย์ไฟฟูาที่ +0.8 มิลลิโวลต์ ซึ่งสอดคล้องกับการ
ทดลองของปรางค์นาฏ และคณะ ปี 2011 ที่ดัดแปลงอิเลคโทรดโดยใช้สารปรัสเซียน บลู (plussian 
blue, PB) กับวัสดุ MCF เอนไซม์ AChE และไคโตซาน ซึ่งลักษณะของชั้นอิเลคโทรดจะเป็นแบบ 
SPCE/PB/MCF/AChE/Chitosan ดังนั้นจากการศึกษาพฤติกรรมการตอบสนองของอิเลคโทรด
ดัดแปลงแบบต่างๆพบว่าวัสดุ MCF/APTS/AuNPs เมื่อน ามาใช้ในการตรึงเอนไซม์ AChE และน าไป
ดัดแปลงอิเลคโทรดร่วมกับฟิล์มไคโตซานจะเป็นอิเลคโทรดแบบที่ให้การตอบสนองที่ดี โดยมีการ
ตอบสนองสูงสุดที่ค่าศักย์ไฟฟูา +0.8 โวลต์ ซึ่งเกิดจากการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์เป็นหลัก ดังนั้นจึง
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สามารถน าไปใช้ทดสอบหาปริมาณสารฆ่าแมลงได้โดยอาศัยกลไกการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ 
AChE ด้วยสารฆ่าแมลงซึ่งจะกล่าวถึงในผลการทดลองถัดไป 
 
            5.3.2 การศึกษาปัจจัยท่ีมีผลต่อการตอบสนองทางกระแสไฟฟ้าของไบโอเซนเซอร์ 
                    5.3.2.1 ผลของความเข้มข้นของสารตั้งต้น  
                    ปัจจัยแรกที่ส่งผลต่อการตอบสนองทางไฟฟูาของไบโอเซนเซอร์คือ ความเข้มข้นของ
สารตั้งต้นอะซิติลโคลีน คลอไรด์ ซึ่งท าการทดสอบหาความเข้มข้นที่เหมาะสมโดยน าอิเลคโทรด
ดัดแปลง SPCE/MCF/APTS/AChE/Chitosan มาทดสอบการตอบสนองทางไฟฟูาในระบบวัดที่เป็น
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 9.0 ที่ความเข้มข้นของอะซิติลโคลีน คลอไรด์ในช่วง 1.5 ถึง 40.0 
มิลลิโมลาร์ ซึ่งผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 5.11 
                    จากผลการทดลองรูปที่ 5.11 จะเห็นว่าปริมาณการตอบสนองของกระแสไฟฟูา     
จะเพ่ิมขึ้นตามปริมาณความเข้มข้นของสารตั้งต้นจนถึงความเข้มข้นที่ 15.0 มิลลิโมลาร์ แล้วจะเริ่ม
คงที่ เมื่อพิจารณาความสัมพันธ์นี้ในเชิงจลนพลศาสตร์ของเอนไซม์ตรึงรูปจะพบว่า เป็นปฏิกิริยาที่มี
สารตั้งต้น 2 สารคือ อะซิติลโคลีน คลอไรด์ และน้ าซึ่งเป็นตัวท าละลายที่มีปริมาณมากเกินพอ เมื่อ
เกิดปฏิกิริยาจะเกิดการเปลี่ยนแปลงน้อยจนถือว่าละเลยได้ ดังนั้นอัตราการเกิดปฏิกิริยาจะขึ้นอยู่ก า
สารก าหนดปฏิกิริยา (limiting reagent) นั่นคือ อะซิติลโคลีน คลอไรด์ ซึ่งความสัมพันธ์ระหว่าง
ความเข้มข้นของสารตั้งต้นกับอัตราการเกิดปฏิกิริยามีลักษณะที่สอดคล้องกับ Michaelis-Menten 
kinetics เมื่อใช้หลักการของ Lineweaver-Burk plot เพ่ือหาค่าอัตราการเกิดปฏิกิริยาสูงสุด (Vm) 
และค่าคงที่ Michaelis-Menten (Km) ซึ่งมีการแปลงแบบจ าลองของ Michaelis-Menten kinetics 
ให้อยู่ในรูปสมการเส้นตรงคือ 
 

 
 

 
 

 

  
 

  

     
    (5.5) 

 

            เมื่อ V คือ อัตราการเกิดปฏิกิริยาในรูปของกระแสไฟฟูา หน่วยไมโครแอมแปร์ต่อวินาที 
(โดยใช้ระยะเวลาในการเกิดปฏิกิริยา response time 90 วินาที) และ S คือความเข้มข้นของสารตั้ง
ต้น หน่วยมิลลิโมลาร์    ซึ่งจากกราฟความสัมพันธ์ระหว่าง 1/V และ 1/[s] จะได้ค่า Vm และ Km 
เท่ากับ 1.41 ไมโครแอมแปร์ต่อวินาที และ 0.34 มิลลิโมลาร์ เมื่อเปรียบเทียบกับผลการทดลองของ 
Wu และคณะ (2011) ที่ศึกษาผลของสารตั้งต้นอะซิติลไทโอโคลีน คลอไรด์ ที่มีต่อเอนไซม์ซึ่งดัดแปลง
บนอิเลคโทรดร่วมกับวัสดุ MCF พบว่ามีค่า Km เท่ากับ 0.38 มิลลิโมลาร์ Du และคณะในปี 2007 ที่
ดัดแปลงอิเลคโทรดร่วมกับซิลิกาเจล และอนุภาคนาโนทองมีค่า Km เท่ากับ 0.45 มิลลิโมลาร์ และ 
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Joshi และคณะ (2005) ที่ดัดแปลงอิเลคโทรดร่วมกับพอลิเอทิลีนอิมีน (polyethyleneimine) มีค่า 
Km เท่ากับ 1.50 มิลลิโมลาร์ ซึ่งล้วนมีค่า Km มากกว่าเอนไซม์ที่ดัดแปลงบนอิเลคโทรด 
SPCE/MCF/APTS/ AuNPs/AChE/Chitosan ในงานวิจัยนี้ที่มีค่า Km 0.34 มิลลิโมลาร์ ซึ่งค่า Km นี้
คือค่าความเข้มข้นของสารเริ่มต้นที่ท าให้อัตราเร็วของการเกิดปฏิกิริยา  มีค่าเป็นครึ่งหนึ่งของ
อัตราเร็วของการเกิดปฏิกิริยาสูงสุด ตาม Michaelis-Menten kinetics สามารถใช้บอกถึงความเข้า
กันได้ดี (affinity) ของเอนไซม์ AChE กับสารตั้งต้นได้ ดังนั้นจะสรุปได้ว่าความเข้มข้นของสารตั้งต้นที่
เหมาะสม เมื่อน าไปในการน าไปใช้วัดค่าของไบโอเซนเซอร์ดัดแปลงแล้วท าให้การตอบสนองทางไฟฟูา
สูงคือ 15.0 มิลลิโมลาร์ 

 

รูปที่ 5.11 ผลของความเข้มข้นของสารตั้งต้นอะซิติลไทโอคลอรีน คลอไรด์ ที่มีปริมาณความเข้มข้นที่
แตกต่างกันตั้งแต่ 1.5 ถึง 40.0 มิลลิโมลาร์ ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 9.0 ต่อ
การตอบสนองทางไฟฟูาของไบโอเซนเซอร์ 

 

รูปที่ 5.12 Lineweaver-Burk plot เพ่ือหาค่าค่าอัตราการเกิดปฏิกิริยาสูงสุด (Vm) และค่าคงที่ของ
การเกิดปฏิกิริยา (Km) 
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                    5.3.2.2 ผลของ pH  
                    ปัจจัยที่สองที่จะส่งผลกระทบต่อการตอบสนองทางไฟฟูาของอิเลคโทรดดัดแปลง 
คือ ค่า pH ของสารละลายที่ใช้ในระบบวัด ซึ่งการทดสอบผลของค่า pH ต่อการวัดสามารถท าได้     
โดยการนั้นน าอิเลคโทรดที่ผลิตขึ้นไปวัดในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่มีค่า pH ต่างกัน โดยส าหรับ
การทดลองนี้จะทดสอบที่ค่า pH เท่ากับ 6.0 7.4 9.0 10.0 และ 11.0 ตามล าดับ ซึ่งผลการทดลอง
แสดงดังรูปที่ 5.13 
 

 

รูปที่ 5.13 ผลของ pH ต่อการตอบสนองทางกระแสไฟฟูาของเครื่องมือวัดไบโอเซนเซอร์ในระบบวัด
ที่ประกอบด้วยสารละลายของอะซิติลไทโอคลอรีน คลอไรด์ ที่ความเข้มข้น 15.0         
มิลลิโมลาร์ 

 
            โดยพบว่าที่ค่า pH เท่ากับ 9.0 จะท าให้ไบโอเซนเซอร์มีการตอบสนองทางไฟฟูาสูงที่สุด     
ซึ่งสอดคล้องกับการทดลองของ Wu และคณะ ปี 2011 ที่ท าการตรึงเอนไซม์ AChE ใน MCF ก็พบว่า
ที่ค่า pH เท่ากับ 9.0 จะท าให้อิเลคโทรดมีการตอบสนองทางไฟฟูาสูงที่สุดเช่นกัน ซึ่งต่างจาก
ธรรมชาติของเอนไซม์ชนิดนี้ที่จะสามารถท างานได้ดีที่ค่า pH 7.4 นั่นอาจจะเป็นผลมาจากการตรึงรูป
ของเอนไซม์ในวัสดุตรึงอาจจะมีผลต่อโครงสร้างสามมิติของเอนไซม์ ท าให้มีความสามารถในการเร่ง
ปฏิกิริยาในสภาวะที่เปลี่ยนแปลงไป นอกจากนี้อาจจะเป็นเพราะสภาพความเป็นประจุของเอนไซม์    
ณ ต าแหน่งที่ถูกตรึงรูปอาจแตกต่างกับในสารละลาย โดยที่ pH 9.0 จะมีการตอบสนองทางไฟฟูา   
สูงที่สุด ซึ่งเป็นสภาวะที่เหมาะสมส าหรับการทดลองนี้ 
 
                    5.3.2.3 ผลของ incubation time  
                    ปัจจัยที่สามที่ควรพิจารณาเมื่อจะน าอิเลคโทรดที่ดัดแปลงไปใช้วัดสารฆ่าแมลงคือ 
incubation time ซึ่งเป็นระยะเวลาที่ใช้ในการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ด้วยสารฆ่าแมลง ซึ่ง    

0.00

1.00

2.00

3.00

4.00

5.00

6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 11.0 12.0

กา
รต

อบ
สน

อง
ทา

งก
ระ

แส
ไฟ

ฟ้า
 

(ไม
โค

รแ
อม

แป
ร)์

pH



77 

สารฆ่าแมลงที่สามารถยับยังการท างานของเอนไซม์ AChE ได้มี 2 ประเภทคือสารฆ่าแมลงกลุ่ม     
ออร์กาโนฟอสเฟต และคาร์บาเมต โดยหลักการท างานคือ ปกติเอนไซม์ AChE จะมีความสามารถ   
ในการเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสสารอะซิติลโคลีน คลอไรด์ (ATCh) ได้ผลิตภัณฑ์เป็นไทโอโคลีน (TCh) 
และกรดอะซิติก (HA) โดยไทโอโคลีนที่เกิดขึ้นจากกิจกรรมของเอนไซม์จะอยู่ในรูปของสารรีดิวซ์ 
(TChRed) ซึ่งสามารถเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นได้เมื่อมีการกระตุ้นด้วยการปูอนศักย์ไฟฟูาที่เหมาะสม
ค่าหนึ่ง ซึ่งกระแสอิเลคตรอนที่ส่งถ่ายสู่อิเลคโทรดจะถูกแปลงเป็นกระแสไฟฟูา ซึ่งกลไกการท างาน
ของเอนไซม์แสดงดังรูปที่ 5.14 
 

 

รูปที่ 5.14 กลไกการเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของเอนไซม์ AChE กับสารตั้งต้นอะซิคิลไทโอโคลีน    
คลอไรด์ (Gan และคณะ, 2010)       

    
                    แต่ในกรณีที่น าไปใช้วัดสารฆ่าแมลงนั้น เมื่อน าอิเลคโทรดไปจุ่มในสารละลาย         
ที่ประกอบด้วยสารฆ่าแมลง สารฆ่าแมลงจะไปยับยังการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ ท าให้กระแสไฟฟูาที่
ตอบสนองลดลงด้วย ซึ่งระยะเวลาที่ใช้ให้สารฆ่าแมลงยับยั้งการท างานของเอนไซม์นั้นก็เป็นปัจจัย
หนึ่งที่ต้องค านึงถึง เพราะต้องแน่ใจได้ว่าระยะเวลาที่ใช้นั้นสารฆ่าแมลงได้ท าการยับยั้งการท างานของ
เอนไซม์เต็มที่แล้ว ส าหรับการยับยั้งเอนไซม์ AChE ที่เกิดจากสารฆ่าแมลงกลุ่มคาร์บาเมต นั้นจะเป็น
แบบผกผันได้ (reversible inhibition) มีการออกฤทธิ์ในระยะสั้นประมาณ 1 ถึง 2 วัน แต่           
สารฆ่าแมลงกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟตจะเกิดการยับยั้งเอนไซม์ AChE แบบถาวรไม่ผกผัน (irreversible 
inhibition) ความเป็นพิษจึงอยู่คงนาน (Albuquerque และคณะ, 2007; Eckert และคณะ, 2007; 
กรมควบคุมมลพิษ 2545) ส าหรับในการทดลองนี้ได้ทดลองใช้ระยะเวลาที่ปล่อยให้สารฆ่าแมลงยับยัง
การท างานของเอนไซม์ที่เวลาต่างๆกันคือ 5 10 15 และ 20 นาที ผลการทดลองแสดงดัง            
รูปที่ 5.15 ซึ่งจะเห็นว่าที่เวลา 5 ถึง 10 นาที เปอร์เซ็นต์การยับยั้งการท างานของเอนไซม์จะเพ่ิม    
สูงขึ้น และเริ่มคงที่หลังจากใช้ระยะเวลาในการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ด้วยสารฆ่าแมลงเกินกว่า        
10 นาที ดังนั้นระยะเวลาในการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ที่จะใช้ในการทดลองนี้คือ 10 นาที 
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เพราะให้ % inhibition สูง ซึ่งสอดคล้องกับการทดลองของ Wu และคณะ ในปี 2011 ได้ท าการตรึง
เอนไซม์ AChE ในวัสดุ MCF เหมือนกัน แต่ยึดเอนไซม์ในวัสดุตรึงนี้เข้ากับอิเลคโทรดแบบ GCE     
โดยใช้โพลีไวนิลแอลกอฮอล์ (polyvinyl alcohol, PVA) ลักษณะของชั้นอิเลคโทรดที่ดัดแปลงแล้ว
เป็น GCE/MCF/AChE/PVA พบว่าเวลาที่เหมาะสมที่จะใช้ส าหรับยับยั้งการท างานของเอนไซม์ด้วย
สารฆ่าแมลงคือ 10 นาทีเช่นเดียวกัน 
 

 

รูปที่ 5.15 ผลของเวลาที่ใช้ในการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ด้วยสารฆ่าแมลง (Incubation time) 
ต่อเปอร์เซ็นต์ที่ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ได้ (% Incubation, %I) ในระบบวัดที่ของ
สารละลายของฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 9 ที่ประกอบด้วย อะซิติลไทโอคลอรีน คลอไรด์ 
ความเข้มข้น 15.0 มิลลิโมลาร์ 
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            5.3.3 การศึกษาการตรวจวัดสารฆ่าแมลงประเภทออร์กาโนฟอสเฟต และคาร์บาเมต 
            เมื่อเราทราบสภาวะที่เหมาะสมส าหรับการวัดปริมาณของสารฆ่าแมลงแล้วในขั้นตอนต่อไป
จะเป็นการศึกษาการน าไบโอเซนเซอร์นี้ไปตรวจวัดสารฆ่าแมลงทั้งประเภทออร์กาโนฟอสเฟต และ
คาร์บาเมต ส าหรับการทดลองนี้สารฆ่าแมลงประเภทออร์กาโนฟอสเฟตจะเลือกใช้เมทิล พาราไธออน 
(methyl parathion) และสารฆ่าแมลงประเภทคาร์บาเมตจะใช้เมโทมิล (methomyl) โดยสภาวะ   
ที่ใช้ในการตรวจวัดคือ ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 9.0 ที่ประกอบด้วยอะซิติลไทโอโคลีน      
คลอไรด์ ความเข้มข้น 15 มิลลิโมลาร์ และ incubation time 10 นาที ซึ่งผลการตรวจวัดสาร      
ฆ่าแมลงทั้ง 2 ชนิดแสดงดังรูปที่ 5.16 และ 5.17 

 
รูปที่ 5.16 ผลการวัดสารฆ่าแมลงประเภทออร์กาโนพอสเฟต ชนิดเมทิล พาราไธออน ของอะซิติล

โคลีนเอสเทอเรสไบโอเซนเซอร์ (SPCE/MCF/APTS/AuNPs/AChE/Chitosan) ในช่วง
ความเข้มข้นในช่วง 1 ถึง 2000 นาโนกรัมต่อมิลลิกรัม และกราฟมาตรฐาน (calibration 
curve) ของการวัดในช่วงความเข้มข้น A) 1 ถึง 200 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร B) 200 ถึง 
1600 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร 
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รูปที่ 5.17 ผลการวัดสารฆ่าแมลงประเภทคาร์บาเมต ชนิดเมโทมิล ของอะซิติลโคลีนเอสเทอเรส
ไบโอเซนเซอร์ (SPCE/MCF/APTS/AuNPs/AChE/Chitosan) ในช่วงความเข้มข้น
ในช่วง 1 ถึง 400 นาโนกรัมต่อมิลลิกรัม และกราฟมาตรฐาน (calibration curve) ของ
การวัดในช่วงความเข้มข้น A) 1 ถึง 20 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร B) 20 ถึง 100 นาโนกรัม
ต่อมิลลิลิตร 

 
                    จากรูปที่ 5.16 จะเห็นว่าการทดลองวัดสารฆ่าแมลงชนิดเมทิล พาราไธออน ในช่วง 
1 ถึง 2000 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร จะมีช่วงที่ค่าของการวัดตอบสนองเป็นเชิงเส้นตรง สามารถแบ่ง   
ได้เป็น 2 ช่วงคือ ช่วงแรกที่ความเข้มข้น 1 ถึง 200 นาโนกรัมต่อมิลลิตร มีค่าความชัน (sensitivity) 
เท่ากับ 0.0928 ไมโครแอมแปร์ ลิตร นาโนกรัม-1 และในช่วงที่สองที่ความเข้มข้น 200 ถึง 1600 นา
โนกรัมต่อมิลลิลิตร มีค่าความชัน (sensitivity) เท่ากับ 0.028 ไมโครแอมแปร์ ลิตร นาโนกรัม-1 ความ
เข้มข้นต่ าสุดที่สามารถตรวจวัดได้ (lower detection limit) ซึ่งค านวณจากสูตร 3(S.D.)/sensitivity 
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เมื่อ S.D. คือ ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานของข้อมูลการวัด ซึ่งจะเลือกใช้ค่าความเข้มข้นต่ าสุดของช่วงที่
วัดได้ และ sensitivity หาได้จากความชันของกราฟ ซึ่งในการหาค่า lower detection limit จะใช้
ค่า sensitivity ในช่วงที่มีความเข้มข้นต่ าสุดนั้นคือกราฟรูป 5.16A ซึ่งพบว่าค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่
สามารถตรวจวัดได้ (lower detection limit) เท่ากับ 0.065 นาโนกรัมต่อมิลลิกรัม และจากรูปที่ 
5.17 เป็นการทดลองวัดสารฆ่าแมลงชนิดเมโทมิลในช่วง 1 ถึง 400 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งพบว่า
ช่วงที่การวัดตอบสนองเป็นแบบเชิงเส้นแบ่งเป็น 2 ช่วงคือ ช่วงแรกที่ความเข้มข้น 1 ถึง 10 นาโนกรัม
ต่อมิลลิลิตร มีค่าความชัน (sensitivity) เท่ากับ 1.1523 ไมโครแอมแปร์ ลิตร นาโนกรัม-1 และในช่วง
ที่สองที่ความเข้มข้น 10 ถึง 100 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร มีค่าความชัน (sensitivity) เท่ากับ 0.3204 
ไมโครแอมแปร์ ลิตร นาโนกรัม-1 ความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถตรวจวัดได้ (lower detection limit) 
เท่ากับ 0.128 นาโนกรัมต่อมิลลิกรัม เมื่อพิจารณาความเที่ยงตรงของข้อมูลจากข้อมูลกระแสไฟฟูาที่
ท าการทดลองวัด 3 ซ้ า (n=3) พบว่าการกระจายตัวของข้อมูล %RSD ไม่เกิน 3 % ซึ่งถือว่าค่อนข้าง
แม่นย าในการวัด และเมื่อน าช่วงของความเข้มข้นของสารฆ่าแมลงที่ตรวจวัดได้โดยอะซิติลโคลีเอส
เทอเรสไบโอเซนเซอร์ ในการทดลองนี้ไปเปรียบเทียบกับค่า Maximun Residue Limits หรือ MRLs 
ซึ่งเป็นค่าท่ีใช้ก าหนดระดับปริมาณสารพิษซึ่งเป็นอันตรายทางเคมีที่ยอมให้มีการปนเปื้อนในอาหารได้
สูงสุด ส าหรับมาตรฐานยุโรป EU สารฆ่าแมลงชนิดเมทิล พาราไธออน และเมโทมิล จะมีค่า MRLs ที่
ยอมให้ปนเปื้อนในผักและผลไม้เช่น ผักคะน้า ถั่วฝักยาว มะเขือ พริก กะหล่ าปลี แครอท ทุเรียน 
มังคุด มะนาว แตงโม มะม่วง ฯลฯ ที่ 0.02 ppm หรือ 20 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งจะเห็นว่าช่วง
ของสารฆ่าแมลงที่ วัด ได้ จากอะซิติล โคลีนเอสเทอเรสไบโอเซนเซอร์ที่ ดัดแปลงขึ้นด้วย 
SPCE/MCF/APTS/ AuNPs/AChE/Chitosan สามารถวัดได้ครอบคลุมค่า MRLs ซึ่งเป็นค่ามาตฐาน
การปนเปื้อนสูงสุดที่ยอมรับได้ของสารฆ่าแมลงทั้งสองชนิด เมื่อเทียบกับไบโอเซนเซอร์ชนิดอ่ืนๆที่
ดัดแปลงขึ้นมาเพ่ือตรวจวัดสารฆ่าแมลงทั้ง 2 ชนิดนี้ ได้ท าการรวบรวมไว้ดังตารางที่ 5.2 ซึ่งจะเห็นว่า
อิเลคโทรดที่ดัดแปลงขึ้นด้วย SPCE/MCF/APTS/AuNPs /AChE/Chitosan มีช่วงของการตรวจวัด
สารฆ่าแมลงทั้งเมทิล พาราไธออน และเมโทมิลที่น้อยกว่าการงานวิจัยของ Gong และ Nunes แต่มี
ค่า detection limit ที่ต่ ากว่า นั่นคือสามารถวัดสารฆ่าแมลงที่ความเข้มข้นต่ ากว่าได้ดีกว่า
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ตารางท่ี 5.2 เปรียบเทียบอะซิติลโคลีนเอสเทอเรสไบโอเซนเซอร์ที่ใช้อิเลคโทรดดัดแปลง เพื่อวัดสารฆ่าแมลงชนิดเมทิล พาราไธออน และเมโทมิล 
 
 

ชนิดของสารฆ่าแมลง 

 
 

ช้ันของอิเลคโทรดที่ดดัแปลง 

ช่วงของความเข้มข้น 
ที่สามารถวดัได ้
(linear range) 

นาโนกรัมต่อมิลลิลติร 

ความเข้มข้นต่ าสุด 
ที่สามารถวดัได ้

(Detection limit) 
นาโนกรัมต่อมิลลิลติร 

 
 

อ้างอิง 

 
 

เมทิล พาราไธออน 
(ออร์กาโนฟอสเฟต) 

GCE/Au-PPy/AChE  ช่วงแรก    5 - 120 
ช่วงที่สอง  500 - 4500 

2.00 (Gong และคณะ, 2009) 

GCE/LDHs/AChE ช่วงแรก    5 - 120 
ช่วงที่สอง  500 - 4500 

0.60 (Gong และคณะ, 2013) 

GCE/Calciumcarbonate/AChE/Chitosan ช่วงแรก    5 - 200 
ช่วงที่สอง  748 - 3748 

0.97 (Gong และคณะ, 2009) 

SPCE/MCF/APTS/AuNPs/AChE/Chitosan ช่วงแรก    1 - 200 
ช่วงที่สอง  200 - 1600 

0.06 งานวิจัยนี ้

 
เมโทมลิ 

(คาร์บาเมต) 

GCE/PEDT/PPO/AChE 0.4 – 113.5 0.30 (Nunes และคณะ, 2004) 
Graphite working electrode/SbQ-PVA/AChE 0.4 – 113.5 0.16 (Nunes และคณะ, 2004) 

SPCE/MCF/APTS/AuNPs/AChE/Chitosan ช่วงแรก    1 – 10 
ช่วงที่สอง  10 - 100 

0.13 งานวิจัยนี ้

หมายเหตุ       GCE คือ อิเลคโทรดแบบกลาสซี่คาร์บอน                                                      PEDT  คือ  poly 3,4-ethyllenedioxythiophaene 
                   SPCE คือ คืออิเลคโทรดแบบสกรีนปริ้นคาร์บอนอิเลคโทรด                                 PPO   คือ  polyphenol oxidase 
                   PPy คือ โพลไิพรอล                                                                               SbQ   คือ  styrylpyridinium 

                   LDHs คือ Layered double hydroxides                                                    PVA    คือ  poly(vinyl alcohols) 
                   
 
 

  82 



83 

            5.3.4 การศึกษาการความคงตัวของไบโอเซนเซอร์ต่อระยะเวลาที่ใช้ในการเก็บรักษา 
            ในการทดลองส่วนนี้จะเป็นการทดสอบความคงตัวในการวัดของไบโอเซนเซอร์ หลังจาก
ผลิตขึ้นมาแล้วเก็บรักษาไว้เป็นระยะเวลา 7 วัน และ 20 วัน ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และ
อุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียสที่เป็นอุณหภูมิห้อง ในสภาวะแห้ง (dry electrode) ซึ่งผลการทดลอง
แสดงดังรูปที่ 5.18 

 
รูปที่ 5.18 แนวโน้มของการตอบสนองทางไฟฟูา (%) ของอิเลคโทรดดัดแปลง เมื่อท าการเก็บรักษาไว้

ที่อุณหภูมิ A) 32 องศาเซลเซียส และ B) 4 องศาเซลเซียส 
 
                    จากรูปที่ 5.18 พบว่าอิเลคโทรดที่ดัดแปลงด้วยเอนไซม์ร่วมกับไคโตซาน 
(SPCE/AChE/Chitosan) เมื่อท าการเก็บรักษาไว้เป็นระยะเวลา 7 และ 20 วัน ที่อุณหภูมิ 32 องศา
เซลเซียส พบว่าจะมีค่าของการตอบสนองทางไฟฟูาลดลงอย่างมากเมื่อเทียบกับเอนไซม์ที่ถูกตรึง      
ในวัสดุรูพรุนทั้ง 3 ชนิดคือวัสดุ MCF วัสดุ MCF/APTS และวัสดุ MCF/APTS/AuNPs โดยอิเลคโทรด
ดัดแปลง SPCE/AChE/Chitosan นี้จะมีค่าสัญญาณการตอบสนองที่ลดลงจาก 100.00 เปอร์เซ็นต์       
ในวันแรกที่ท าการผลิต ลดลงเหลือ 62.34 เปอร์เซ็นต์ในวันที่ 7 และลดลงเหลือ 43.75 เปอร์เซ็นต์
เมื่อผ่านไป 20 วัน ซึ่งน้อยกว่าอิเลคโทรดที่ดัดแปลงด้วยเอนไซม์ที่ถูกตรึงในวัสดุ MCF ที่มีค่าการ
ตอบสนองต่อสัญญาณทางไฟฟูาในวันที่ 20 มากกว่า 74.00 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งจากผลการทดลองในส่วน
นี้แสดงให้เห็นว่าวัสดุ MFC เป็นวัสดุที่สามารถช่วยรักษากิจกรรมของเอนไซม์ได้ดี การตรึงเอนไซม์ไว้
ภายในรูพรุนของวัสดุชนิดนี้ยังจะช่วยปกปูองเอนไซม์จากสภาพแวดล้อมภายนอกที่มีอุณหภูมิ   
ค่อนข้างสูง ซึ่งโดยปกติเอนไซม์ชนิดนี้จะต้องเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสเพ่ือปูองกัน
การเสื่อมสภาพ แต่ในกรณีนี้ต้องถูกเก็บที่อุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส แต่วัสดุชนิดนี้ยังช่วยรักษา
กิจกรรมของเอนไซม์ไว้ได้มากกว่า 74.00 เปอร์เซ็นต์  
                    เมื่อท าการเปลี่ยนอุณหภูมิในการเก็บรักษาเป็น 4 องศาเซลเซียส เพ่ือเก็บรักษา    
อิเลคโทรดดัดแปลงที่ผลิตขึ้น ก็พบว่าอุณหภูมิที่ต่ าลงช่วยให้กิจกรรมของเอนไซม์สูญเสียไปช้าลง    
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โดยอิเลคโทรดที่ถูกดัดแปลงด้วยเอนไซม์ที่ไม่ได้ตรึงในวัสดุ MCF จะมีการตอบสนองลดลงจาก 100 
เปอร์เซ็นต์ในวันแรกเหลือ 70.00 เปอร์เซ็นต์ในวันที่ 20 ซึ่งสูงกว่าที่เก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ 32 องศา
เซลเซียส ส่วนอิเลคโทรดที่ถูกดัดแปลงด้วยเอนไซม์ที่ตรึงในวัสดุ MCF ก็พบว่าในวันที่ 20 สามารถ
รักษาสัญญาณการตอบสนองได้มากกว่า 84.00 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการ    
เก็บรักษากิจกรรมของเอนไซม์ในวัสดุตรึงทั้ง 3 แบบคือ วัสดุ MCF วัสดุ MCF/APTS และวัสดุ 
MCF/APTS/AuNPs จะพบว่าผลของการปรับปรุงพ้ืนผิวของ MCF ด้วย APTS และอนุภาคนาโนทอง
ไม่ส่งผลเสียต่อการเก็บรักษาเอนไซม์ ซึ่งสังเกตได้จากผลการเก็บรักษาไว้เป็นระยะเวลา 20 วัน พบว่า
กิจกรรมของเอนไซม์ในวัสดุทั้ง 3 ชนิดใกล้เคียงกัน โดยวัสดุ MCF/APTS/AuNPs จะเป็นวัสดุ          
ที่สามารถรักษาสัญญาณการตอบสนองของอิเลคโทรดได้มากที่สุดคือ เมื่อระยะเวลาผ่านไป 20 วัน    
ยังสามารถรักษาสัญญาณการตอบสนองของเอนไซม์ไว้ได้ถึง 91.22 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเปรียบเทียบผล
ของการเก็บรักษาอิเลคโทรดดัดแปลงกับงานวิจัยอ่ืนตามตารางที่ 5.3 พบว่าการดัดแปลงอิเลคโทรด
โดยใช้วัสดุ MCF ในการตรึงเอนไซม์จะช่วยรักษากิจกรรมของเอนไซม์ไว้ได้ในปริมาณที่สูงซึ่ง
สอดคล้องกับงานวิจัยของ Wu และคณะ ในปี 2011 ที่ท าการทดลองตรึงเอนไซม์ AChE ในวัสดุตรึง 
MCF ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ในสภาวะแห้งเมื่อผ่านไป 30 วัน วัสดุ MCF สามารถช่วยรักษา
กิจกรรมของเอนไซม์ไว้ได้ดี โดยมีค่ากระแสไฟฟูาตอบสนองร้อยละ 92.00 % เมื่อเทียบกับกระแสที่
วัดได้ในวันแรก แต่ต่างจากงานของปรางค์นาฏ และคณะ ในปี 2011 ที่ดัดแปลงอิเลคโทรดโดยใช้วัสดุ 
MCF แต่ดูดซับเอนไซม์ไว้ภายนอกของตัววัสดุท าให้เอนไซม์เสือมสภาพเร็ว โดยเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียสเป็นระยะเวลา 20 วัน ค่ากระแสไฟฟูาตอบสนองลดลงอยางมาก จนเหลือร้อยละ 
40.00 % เมื่อเทียบกับกระแสที่วัดได้ในวันแรก 
 
ตารางท่ี 5.3 เปรียบเทียบผลของการเก็บรักษาอิเลคโทรดดัดแปลงที่ใช้วัสดุ MCF กับงานวิจัยอ่ืน 
 

งานวิจัยของ  วิธีการตรึงเอนไซม์  อิเลคโทรดดัดแปลงแบบ  ผลของการเก็บรกัษา 
ที่อุณหภูมิ 4°C 

Wu และคณะ 

(2011) 
ตรึงเอนไซม์ AChE ด้วยการดูด

ซับภายในรูพรุน  ของ MCF  
GCE/MCF/AChE/PVA  เก็บไว้  30 วัน สามารถรักษา

สัญญาณการตอบสนองไว้ได้ 92%  
ปรางค์นาฏ  และ

คณะ (2011) 
ตรึงเอนไซม์ AChE ด้วยการดูด

ซับภายนอกรูพรุนของ MCF  
SPCE/PB/MCF/AChE/ch
itosan  

เก็บไว้  20 วัน สามารถรักษา

สัญญาณการตอบสนองไว้ได้ 40%  

 
งานวิจัยนี้  

ตรึงเอนไซม์ AChE ด้วยการดูด

ซับภายในรูพรุน  ของ MCF  
SPCE/MCF/APTS/AuNP
s/AChE/Chitosan  

เก็บไว้  20 วัน สามารถรักษา

สัญญาณการตอบสนองไว้ได้ 92%  
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            จากภาพรวมของการดัดแปลงอิเลคโทรดเ พ่ือใช้ ในการวัดสารฆ่าแมลงประเภท             
ออร์กาโนฟอสเฟต และคาร์บาเมต พบว่าอิเลคโทรดไบโอเซนเซอร์ที่ดัดแปลงขึ้นนี้มีช่วงของ       
ความเข้มข้นของสารฆ่าแมลงที่วัดได้ครอบคลุมที่กฏหมายก าหนด ซึ่งมาตฐานอาหารยุโรปได้ก าหนด
ว่าห้ามมสีารฆ่าแมลงชนิดเมโทลมิล และเมทิล พาราไธออนเกิน 20 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ในผักและ
ผลไม้เช่น ผักคะน้า ถั่วฝักยาว มะเขือ พริก กะหล่ าปลี แครอท ทุเรียน มังคุด มะนาว แตงโม มะม่วง 
ฯลฯ แต่ในสถานการณ์จริงจะมีผักบางชนิดที่มักมีการตรวจพบการปนเปื้อนเกินค่ามาตรฐานมากๆ 
เช่น ถั่วฝักยาว ที่พบการปนเปื้อนถึง 420 นาโนกรัมต่อมิลลิกรัม เกินค่ามาตรฐานก าหนดถึง 21 เท่า 
(ตรวจพบในวันที่ 9 มีนาคม 2555 ในประเทศนอร์เวย์) ซึ่งเครื่องมือวัดที่ดัดแปลงขึ้นยังไม่สามารถ
ตรวจวัดได้หากมีค่าการปนเปื้อนของสารฆ่าแมลงเกินจากค่ามาตรฐานในปริมาณที่สูงมากๆ ดังนั้น
จะต้องท าการเจือจางสารละลายตัวอย่าง (dilute solution) ก่อนท าการตรวจวัด 
 
5.3.5 การผลิตซ้ า (Reproducibility) 
            เมื่อท าการผลิตอิเลคโทรดดัดแปลงชนิด MCF/APTS/AuNPs/AChE ซ้ าตามกระบวนการ
เดิม จ านวน 10 อิเลคโทรด แล้วน าไปทดสอบการตอบสนองทางไฟฟูา ด้วยเทคนิคแอมเพอโรเมตรี
โดยปูอนความศักย์ไฟฟูาที่ +0.8 โวลต์ ในระบบวัดสารละลายของฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 9 ที่
ประกอบด้วย อะซิติลไทโอคลอรีน คลอไรด์ ความเข้มข้น 15.0 มิลลิโมลาร์ ที่อุณหภูมิ 25 องศา
เซลเซียส พบว่าละมีค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (%RSD) เท่ากับ 3.50 (n = 10) แสดงดังรูปที่ 
5.19 

 

รูปที่ 5.19 การตอบสนองทางไฟฟูาของอิเลคโทรดดัดแปลง ด้วยเทคนิคแอมเพอโรเมตรี ที่ศักย์ไฟฟูาที่ 
+0.8 โวลต์ ในระบบวัดสารละลายของฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 9 ที่ประกอบด้วย อะซิติลไท
โอคลอรีน คลอไรด์ ความเข้มข้น 15.0 มิลลิโมลาร์ ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ที่ท า
การผลิตซ้ าตามกระบวนการเดิม จ านวน 10 อิเลคโทรด  
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บทที่ 6 
สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

 
6.1  สรุปผลการทดลอง 

6.1.1 การวิเคราะหห์าคุณสมบัติของวัสดุสังเคราะห์นาโนคอมโพสิตของเมโซเซลูลาร์โฟมซิ
ลิกา/อนุภาคนาโนทอง 

1. จากกราฟไอโซเทิร์มของการดูดซับที่ได้จากวิธีวัดด้วย BET พบว่า กราฟมีลักษณะ
เป็นอิสเทอรีซิสลูป แบบ H2 โดยลักษณะของกราฟตรงกับไอโซเทิร์มของการดูด
ซับแบบที่ 4 (type IV) ในระบบ IUPAC ซึ่งมักพบในวัสดุรูพรุนประเภท           
เมโซพอรัส ที่มีขนาดรูพรุนอยู่ระหว่าง 2 ถึง 50 นาโนเมตร เมื่อน าข้อมูลจาก     
ไอโซเทิร์มของการดูดซับของ MCF ที่สังเคราะห์ขึ้นมาใช้สมการของบีเจเอช 
ค านวณหาคุณสมบัติทางกายภาพก็พบว่า MCF ที่สังเคราะห์ขึ้นในการทดลองนี้   
มีขนาดรูพรุน 26 นาโนเมตร มีปริมาตรรูพรุน 1.02 ลูกบาศก์เซนติเมตรต่อกรัม 
และมีพ้ืนที่ผิวของรูพรุน 537.6 ลูกบาศก์เซนติเมตรต่อกรัม 

2. เมื่อน าไปหาคุณสมบัติทางเคมีของพ้ืนผิวของวัสดุด้วย FTIR จะพบว่า MCF 
ประกอบไปด้วยหมู่ซิลานอล และหมูไซโลเซน และเมื่อใช้  zeta potential 
ตรวจดูคุณสมบัติทางไฟฟูาบน พ้ืนผิ ววั สดุพบว่ ามีศั กย์ เป็นลบโดยมีค่ า                 
-46.33 โวลต์ ซึ่งในการน าวัสดุนี้มาสังเคราะห์ทองต้องปรับพ้ืนผิวให้มีลักษณะที่
เหมาะสมก่อนโดยใช้สารก่อฟังก์ชั่น APTS ปรับปรุงพ้ืนผิว ซึ่งพบว่าจะช่วยท าให้
วัสดุ MCF/APTS มีค่าศักย์ไฟฟูาเป็นบวกเพ่ิมข้ึนเป็น +5.58 โวลต์ ซึ่งเมื่อน าไปใช้      
ในการสังเคราะห์อนุภาคของทองจะช่วยให้ดูดซับคลอไรด์ไอออนลบ (AuCl4

- )    
ซึ่งเป็นสารตั้งต้นที่ใช้ผลิตทองได้มากขึ้น 

 3.  เมื่อน าวัสดุ MCF/APTS มาสังเคราะห์ทองก็พบว่าศักย์ไฟฟูาที่เป็นบวกสามารถ
ดูดซับทองคลอไรด์ไอออน (AuCl4

- ) ที่เป็นประจุได้ดี เมื่อน าไปผ่านการรีดิวซ์   
ด้วยวิธีอัลตราโซนิกเพ่ือรีดิวซ์ทองในรูปของไอออน (gold ion, Au3+ ) จากทอง
คลอไรด์ไอออน (AuCl4

- ) ที่ดูดซับอยู่ในรูพรุนของวัสดุ MCF/APTS ในเกิดเป็น
อะตอมของทอง (gold atoms, Au0 ) โดยผลจากการสังเคราะห์เมื่อน าไป      
ส่อง TEM จะพบว่าเกิดอนุภาคของทองส่วนใหญ่อยู่ภายในรูพรุนของวัสดุ โดย     
มีขนาดของอนุภาคท่ีเกิดข้ึนเฉลี่ย 4.9 นาโนเมตร และเมื่อน าไปทดสอบความเป็น
ผลึกด้วย XRD ก็พบว่าทองที่เกิดขึ้นมีลักษณะโครงสร้างผลึกเป็นแบบคิวบิก 
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6.1.2 การศึกษาผลของการตรึงเอนไซม์อะซิติลโคลีนเอสเทอเรสในวัสดุตรึงแบบต่างๆ 
1. ในหัวข้อนี้เป็นการเปรีบเทียบประสิทธิภาพในการตรึงเอนไซม์ของวัสดุทั้งในแง่

ของปริมาณ และกิจกรรมของเอนไซม์ โดยวัสดุที่ท าการทดลองเปรียบเทียบ     
คือ MCF MCF/APTS และ MCF/APTS/AuNPs ซึ่งผลการทดลองพบว่าสามารถ
ตรึงรูปเอนไซม์ได้ในปริมาณ 35.40 38.60 และ 48.20 เปอร์เซ็นต์เมื่อเทียบจาก
ปริมาณเอนไซม์ในสารละลาย  

2.   การทดสอบกิจกรรมของเอนไซม์ต่อปริมาตร 3 ไมโคลิตรซึ่งเป็นปริมาตรที่        
ใช้ดัดแปลงอิเลคโทรดต่อ 1 อิเลคโทรด พบว่าเอนไซม์ที่ถูกตรึงอยู่ใน MCF 
MCF/APTS และ MCF/APTS/AuNPs มีกิจกรรมของเอนไซม์เท่ากับ 0.144 0.22 
และ 0.38 ยูนิตตามล าดับ เมื่อพิจารณาทั้งปริมาณเอนไซม์และกิจกรรมของ
เอนไซม์ที่ถูกตรึงรูปจะพบว่า MCF/APTS/AuNPs เป็นวัสดุที่ ให้ทั้ งปริมาณ
เอนไซม์และกิจกรรมของเอนไซม์ตรึงรูปสูงที่สุด 

6.1.3  การศึกษาพฤติกรรมการตอบสนองของอิเลคโทรดของไบโอเซนเซอร์ที่ดัดแปลงด้วย
วัสดุชนิดต่างๆ 

1. ผลการทดวัสดุ MCF วัสดุ MCF/APTS วัสดุ MCF/APTS/AuNPs และไคโตซาน 
ต่อพฤติกรรมการตอบสนองทางไฟฟูาบนอิเลคโทรดแบบ SPCE พบว่า MCF 
MCF/APTS และไคโตซาน ให้การตอบสนองทางไฟฟูาไม่ดีนักเนื่องจากเหล่านี้     
มีคุณสมบัติที่ไม่น าไฟฟูา แต่ตรงข้ามกับวัสดุ MCF ที่มีการสังเคราะห์ทอง         
ไว้ภายในรูพรุนของอนุภาค (MCF/APTS/AuNPs) จะพบว่ามีการตอบสนอง      
เชิงไฟฟูาที่สูงกว่าเพราะทองจะช่วยปรับปรุงในเรื่องของคุณสมบัติการน าไฟฟูา
ของวัสดุ  

2. เมื่อน า MCF MCF/APTS และ MCF/APTS/AuNPs มาทดสอบการน าไฟฟูาอีก
ครั้งเมื่อมีการตรึงเอนไซม์ไว้ภายใน โดยวัดในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ความ
เข้มข้น 0.1 โมลาร์ pH 9 ที่ประกอบด้วยสารตั้งต้นอะซิติลไทโอโคลีน คลอไรด์ 
เข้มข้น 1.5 มิลลิโมลาร์ พบว่าวัสดุ MCF/APTS/AuNPs มีการตอบสนองดีที่สุด
ดั งนั้ น ใ นก ารทดลองนี้ จ ะ เ ลื อ ก ใ ช้ อิ เ ล ค โ ทรดที่ ดั ด แปล ง โ ดย ใช้ วั ส ดุ 
MCF/APTS/AuNPs มาใช้วัดสารฆ่าแมลง ร่วมกับฟิล์มไคโตซานที่ถึงแม้ว่า       
จะไม่น าไฟฟูาแต่ช่วยในเรื่องปูองกันการหลุดออกของเอนไซม์ และวัสดุตรึง     
จากอิเลคโทรด 
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6.1.4 การศึกษาปัจจัยที่มีผลต่อการตอบสนองการวัดค่าของไบโอเซนเซอร์ 
1. ผลของความเข้มข้นของสารตั้งต้นพบว่าที่ความเข้มข้นอะซิติลไทโอโคลีน คลอไรด์ 

15 มิลลิโมลาร์ เป็นสภาวะที่ท าให้เอนไซม์บนอิเลคโทรดของไบโอเซนเซอร์ท างาน
ได้ดีจึงมีการตอบสนองทางไฟฟูาสูงที่สุด 

2. ผลของ pH ของสารละลายที่ใช้เป็นสภาวะในการวัด พบว่าที่ค่า pH ของ
สารละลายที่วัดเท่ากับ 9 เป็นสภาวะที่ท าให้เอนไซม์บนอิเลคโทรดของ
ไบโอเซนเซอร์ท างานได้ดีจึงมีการตอบสนองทางไฟฟูาสูงที่สุด 

3. ระยะเวลาที่ใช้ในการยับยังการท างานของเอนไซม์ด้วยสารฆ่าแมลง (incubation 
time) พบว่าที่เวลา 10 นาทีเป็นเวลาที่เหมาะสมที่เราจะสามารถมั่นใจได้ว่า    
สารฆ่าแมลงได้ยับยั่งการท างานของเอนไซม์ได้เต็มที่แล้ว 

6.1.5 การศึกษาการวัดสารฆ่าแมลงเมทิล พาราไธออน และเมโทรมิล 
1. ผลการวัดสารฆ่าแมลงเมทิล พาราไธออน ซึ่ งเป็นสารฆ่าแมลงประเภท           

ออร์กาโนฟอสเฟตพบว่าช่วงที่สามารถตรวจวัดได้ (linear range) แบ่งออกเป็น   
2 ช่วงคือ ช่วงแรกที่ความเข้มข้น 1 ถึง 200 นาโนกรัมต่อมิลลิกรัม ช่วงที่ 2       
ที่ความเข้มข้น 200 ถึง 1600 นาโนกรัมต่อมิลลิกรัม โดยในช่วงแรกจะมีการ
ตอบสนองในการวัดที่เร็วกว่าเพราะมีค่า sensitivity เท่ากับ 0.0928 นาโน
แอมแปร์ต่อนาโนโมลาร์ ซึ่งมากกว่าช่วงที่สองที่มีค่าเท่ากับ 0.0284 นาโน
แอมแปร์ต่อนาโนโมลาร์ โดยมีค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถวัดได้อยู่ที่ 0.065 
นาโนกรัมต่อมิลลิกรัม เมื่อเทียบกับค่ามาตรฐานการปนเปื้อนของสารฆ่าแมลง
พบว่าสามารถวัดได้ครอบคลุมช่วงของค่า MRLs ของเมทิล พาราไธออน         
(มาตฐานยุโรป) ที่ก าหนดว่าห้ามมีสารฆ่าแมลงชนิดนี้เกิน 20 นาโนกรัมต่อ
มิลลิกรัมในผักและผลไม้ 

2. ผลการวัดสารฆ่าแมลงเมโทมิล ซึ่งเป็นสารฆ่าแมลงประเภทคาร์บาเมตพบว่าช่วง  
ที่สามารถตรวจวัดได้ (linear range) แบ่งออกเป็น 2 ช่วงคือ ช่วงแรกที่       
ความเข้มข้น 1 ถึง 10 นาโนกรัมต่อมิลลิกรัม ช่วงที่ 2 ที่ความเข้มข้น 10 ถึง 100 
นาโนกรัมต่อมิลลิกรัม โดยในช่วงแรกจะมีการตอบสนองในการวัดที่เร็วกว่าเพราะ
มีค่า sensitivity เท่ากับ 1.1523 นาโนแอมแปร์ต่อนาโนโมลาร์ ซึ่งมากกว่าช่วง   
ที่สองที่มีค่าเท่ากับ 0.3204 นาโนแอมแปร์ต่อนาโนโมลาร์ โดยมีค่าความเข้มข้น
ต่ าสุดที่สามารถวัดได้อยู่ที่ 0.128 นาโนกรัมต่อมิลลิกรัม เมื่อเทียบกับค่ามาตรฐาน
การปนเปื้อนของสารฆ่าแมลงพบว่าสามารถวัดได้ครอบคลุมช่วงของค่า MRLs 
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ของเมโทมิล (มาตฐานยุโรป) ที่ก าหนดว่าห้ามมีสารฆ่าแมลงชนิดนี้ เกิน 20        
นาโนกรัมต่อมิลลิกรัมในผักและผลไม้ 

6.1.6 การศึกษาความคงตัวของอิเลคโทรดของไบโอเซนเซอร์ในการเก็บรักษา 
1. การทดสอบการเก็บรักษาเอนไซม์บนอิเลคโทรดแบบ SPCE เทียบระหว่าง            

1) SPCE/AChE/chitosan 2)SPCE/MCF/AChE/chitosan 3) SPCE/MCF/ 
APTS/AChE/chitosan และ 4)SPCE/MCF/APTS/AuNPs/AChE/chitosan พบว่า 
เอนไซม์ที่ไม่ถูกตรึงในวัสดุ MCF คืออิเลคโทรดประเภทที่ 1 จะมีกิจกรรมของเอนไซม์
ลดลงรวดเร็วมาก โดยมีค่าการตอบสนองทางไฟฟูาลดลงเหลือ 43.75 เปอร์เซ็นต์ 
เมื่อเก็บรักษาไว้เป็นระยะเวลา 20 วันที่อุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส ส่วนเอนไซม์ที่ถูก
ตรึงในวัสดุ MCF คือ อิเลคโทรดประเภทที่ 2) 3) และ 4) พบว่าวัสดุ MCF สามารถ
ช่วยรักษากิจกรรมของเอนไซม์ไว้ได้ดี โดยมีค่าการตอบสนองทางไฟฟูาลดลงเหลือ 
74.07 77.81 และ 79.32 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเก็บรักษาไว้     เป็นระยะเวลา 20 วันที่
อุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส ตามล าดับ แต่เมื่อลดอุณหภูมิในการเก็บรักษาเป็น 4 
องศาเซลเซียสก็พบว่าอิเลคโทรดประเภทที่ 1 จะมีกิจกรรมของเอนไซม์ลดลงเร็ว โดย
มีค่าการตอบสนองทางไฟฟูาลดลงเหลือ 69.77 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเก็บรักษาไว้เป็น
ระยะเวลา 20 วัน ส่วนอิเลคโทรดประเภทที่ 2) 3) และ 4) พบว่าวัสดุ MCF สามารถ
ช่วยรักษากิจกรรมของเอนไซม์ไว้ได้ดี อีกทั้งอุณหภูมิก็ช่วยให้เอนไซม์เสื่อมสภาพช้า
ลงด้วยท าให้ยังมีค่าการตอบสนองทางไฟฟูาที่สูงอยู่ โดยเหลือ 84.59 87.31 และ 
91.22 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเก็บรักษาไว้เป็นระยะเวลา 20 ตามล าดับ 

2.  การทดสอบการผลิตอิเลคโทรดดัดแปลงชนิด MCF/APTS/AuNPs/AChE ทั้งหมด 
10 อิเลคโทรดเพ่ือทดสอบความคงตัวในการวัดในด้วยเทคนิคแอมเพอโรเมตรี ที่
ศักย์ไฟฟูาที่ +0.8 โวลต์ ในระบบวัดสารละลายของฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 9 ที่
ประกอบด้วย อะซิติลไทโอคลอรีน คลอไรด์ ความเข้มข้น 15.0 มิลลิโมลาร์ ที่
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส พบว่ามีค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (%RSD) 
เท่ากับ 3.50 

6.2 ข้อเสนอแนะ 
                จากการทดลองได้ใช้ฟิลม์ไคโตซานเป็นวัสดุชั้นนอกที่เคลือบอยู่บนอิเลคโทรดซึ่งข้อดีของ
วัสดุนี้คือเข้ากับเอนไซม์ได้ดี และช่วยสิ่งที่ดัดแปลงอยู่บนอิเลคโทรดไม่หลุดออก แต่ข้อเสียคือเรื่อง
ของการน าไฟฟูา ดังนั้นอาจจะเลือกใช้วัสดุชนิดอื่นที่สามารถน าไฟฟูาได้ ไม่ละลายน้ า และเข้ากับ
เอนไซม์ได้ดีมาทดแทนไคโตซานเพราะไบโอเซนเซอร์จะเป็นการวัดที่อาศัยหลักการทางไฟฟูาเคมี
ดังนั้นคุณสมบัติของการน าไฟฟูาของวัสดุจึงส าคัญ 



90 

รายการอ้างอิง 
 

ภาษาไทย 
กรมควบคุมมลพิษ. รายงานสถานการณ์มลพิษทางน้ าจากนาข้าว และการจัดการ. ส านักจัดการ

คุณภาพน้ ากรมควบคุมมลพิษ (กันยายน 2554): 20-21. 
กรมวิชาการเกษตร. คุณภาพและความปลอดภัยของวัตถุอันตรายทางการเกษตร. กระทรวงเกษตร

และสหกรณ ์กรุงเทพมหานคร, (2542): 7. 
ชุลีพร บุตรโคตร. ชีวินทรีย์ ทางเลือกท่ียั่งยืนเพื่อเกษตรกรไทย. กรุงเทธุรกิจ (6 ตุลาคม 2555).  
นวลศรี ทยาพัชร. สารพิษตกค้างทางเกษตรกรรม. พิมพ์ครั้งที่ 1. กรุงเทพมหานคร: 

ส านักพิมพ์ มสธ, 2533. 
ปรางค์นาฏ งามมาก จูงใจ ปั้นประณต และสีรุ้ง ปรีชานนท์. อะซีติลโคลีนเอสเทอเรสไบโอเซนเซอร์ที่

มีองค์ประกอบของซิลิกา-ไคโตซาน นาโนคอมโพสิทส าหรับการตรวจวัดยาฆ่า
แมลง. วิทยานิพนธ์ปริญญามหาบัณฑิต, สาขาวิชาวิศวกรรมชีวเคมี ภาควิชา
วิศวกรรมเคมี คณะวิศวกรรมศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย, 2554. 

ปราณี อ่านเปรื่อง, “การประยุกต์ใช้เอนไซม์ตรึงรูป” ใน เอนไซม์ทางอาหาร, พิมพ์ครั้งที่ 4 
(กรุงเทพมหานคร: ส านักพิมพ์แห่งจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย, 2547), หน้า 234-
254. 

พรพิมล ศรีทองค า, ชาญเดช หรูอนันต์, กฤษณพงศ์ กีรติกร, ดวงแข บุตรกูล, กรุณา กนกจารุวิจิตร, 
และ ธวัชชัย สวุรรณค า, “การก าจัดสัญญาณแทรกสอดจากกรดแอสคอร์บิก เพ่ือ
การวิเคราะห์ปริมาณซูโคสในอุตสาหกรรมอาหาร และเครื่องดื่ม” (สถาบันพัฒนา
และฝึกอบรมโรงงานต้นแบบ สาขาวิทยาศาสตร์กายภาพและคณิตศาสตร์ 
มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีพระจอมเกล้าธนบุรี, 2538). 

พิชัย สมบูรณ์วงศ์ และจิรนันท์ เสนานาญ.  “เกษตรอินทรีย์ ผลดีต่อสุขภาพและสิ่งแวดล้อม,” ไทย
นิวส์ (2 เมษายน 2553). 

พิบูล อิสสระพันธุ์, “สถานการณ์การเจ็บปุวยด้วยโรคจากการสารก าจัดศัตรูพืชในประเทศไทย,” 
เอกสารประกอบการประชุมวิชาการเพ่ือการเฝูาระวังสารเคมีทางการเกษตร (16 
- 17 มิถุนายน 2554): 15-18.  

วราภรณ์ บูรณานนท์. Bioinspired enzyme encapsulation for biocatalysis. วารสารเพ่ือการ
วิจัยและพัฒนา องค์การเภสัชกรรม 16, 2 (เมษายน - มิถุนายน 2552): 14-17. 

วิไลวรรณ ช่วยยก, จูงใจ ปั้นประณต, ชัญชณา ธนชยานนท์ และสีรุ้ง ปรีชานนท์, “การตรึงเอนไซม์
ฮอสแรดิชเปอร์ออกซิเดสบนนาโนคอมพอสิตของซิลเวอร์และซิลิกาชนิดเมโซ

http://118.174.31.60/ULIB/searching.php?MSUBJECT=%CA%D2%C3%BE%D4%C9%B5%A1%A4%E9%D2%A7%B7%D2%A7%E0%A1%C9%B5%C3%A1%C3%C3%C1


91 

พอร์,” (วิทยานิพนธ์ปริญญาดุษฎีบัณฑิต สาขาวิชาวิศวกรรมเคมี บัณฑิตวิทยาลัย 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย, 2551). 

เวณิกา เบ็ญจพงษ์, พรรัตน์ สินชัยพานิช, เรณู ทวิชชาติวิทยากุล, วีรยา การพานิช, นริศรา ม่วงศรี
จันทร์,  เพ็ญนภา กาญจนามั่งศักดิ์, จันทิมา โพธ, นวรัตน์ ว่องไวเมธี,  กังสดาล 
สิงห์สูง, เพ็ญพร นันทนรุ่งเรือง, และ ณัฐการณ์ ซุ่นหอม,  “ สินค้าอาหารทาง
การเกษตรกลุ่มพืชอาหาร,” โครงการศึกษาแนวทางการเฝูาระวัง สินค้าเกษตรที่มี
ความเสี่ยง ส านักงานมาตรฐานสินค้าเกษตรและอาหารแห่งชาติ (2552): 33-35. 

สกนธ์ พันธุ์วิทยากูล, มานะ ศรียุทธศักดิ์, และ สีรุ้ง ปรีชานนท์,“การตรึงเอนไซม์ฮอร์สแรดิชเปอร์ออก
ซิเดสในวัสดุคอมโพสิตของ. มีโซพอร์ซิลิกาอนุภาคนาโนของเงินและไคโตซานเพ่ือ
ประยุกต์ใช้ในงานไบโอเซนเซอร์,” (วิทยานิพนธ์ปริญญามหาบัณฑิต สาขาวิชา
วิศวกรรมเคมี บัณฑิตวิทยาลัย จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย, 2551): 29-35. 

อรอนงค์ จุลพันธ์, และ เมตตา เจริญพานิช, “การสังเคราะห์ซิลิกาเมโซพอร์ที่มีขนาดรูพรุน 2 
ขนาด,” การประชุมวิชาการวิศวกรรมเคมีและเคมีประยุกต์แห่งประเทศไทย ครั้ง
ที ่17 (2550): 1-3. 

 
ภาษาอังกฤษ 
Ahirwal, K. G., and Mitra, K. C. Direct Electrochemistry of Ahirwal Horseradish 

Peroxidase-Gold Nanoparticles Conjugate. Sensors 9 (2009): 881-894. 
Aranaz, I., Mengíbar, M., Harris, R., Paños, I., Miralles, B., Acosta, N., Galed, G., Heras, Á. 

Functional Characterization of Chitin and Chitosan. Current Chemical 
Biology 3 (2009):  203-230. 

Ashayer, R., Mannan, H. S., and Sajjadi, S. Synthesis and characterization of gold 
nanoshells using poly(diallyldimethyl ammonium chloride). Colloids 
and Surfaces A: Physicochem. Eng. Aspects 329 (2008): 134–141. 

Bailey, J.E., and Ollis, D.F., In: “Biochemical Engineering Fundamentals” (2nd edition), 
McGraw- Hill Book Co., Singapore, 1986.  

Blanch, H. W., and Clark, D. S. In: “Biochemical Engineering”, Marcel Dekker, Inc., 
U.S.A., 1997. 

Chen, L. F., Hu, J. C., and Richards, R. M. Intercalation of aggregation-free and well-
dispersed gold nanoparticles into the walls of mesoporous silica as a 



92 

highly active catalyst for n-alkane and alcohols oxidation. J. Am. 
Chem. Soc 131 (2009): 914–915. 

Chen, W., Cai, W., Zhang, L., Wang, G., Zhang, L. Sonochemical Processes and 
Formation of Gold Nanoparticles within Pores of Mesoporous Silica. 
Journal of Colloid and Interface Science 238 (2001): 291–295.  

Chi, S. Y., Lin, P. H., and Mou, Y. C. CO oxidation over gold nanocatalyst confined in 
mesoporous silica. Applied Catalysis A: General 284 (2005): 199–206. 

Chong, A. S. M., and Zhao, X. S. Desing of large-pore mesoporous materials for 
immobilization of penicillin G acylase biocatalyst. Catal. Today. 93-
95 (2004): 293-299. 

Chong, A. S. M., Zhao, X. S., Kustedjo, A. T., Qiao, S. Z. Functionalization of large-pore 
mesoporous silica with organosilanes by direct synthesis. Micrpor. 
Mesopor. Mater. 72 (2004): 33-42. 

Cobley, J. A., Mason, T. J., Alarjah, M., Ashayer, R., Mannan, H. S.  The effect of 
ultrasound on the gold plating of silica nanoparticles for use in 
composite solders. Ultrasonics Sonochemistry 18 (2011): 37–41. 

Daniel, M. C. and Astruc D. Gold nanoparticles: assembly, supramolecular chemistry, 
quantum-size-related properties, and applications toward biology, 
catalysis and nanotechnology. Chem. Rev. 104 (2004): 309 

Du, D., Wang, M., Cai, J., Qin, Y., Zhang, A. One-step synthesis of multiwalled carbon 
nanotubes–gold nanocomposites for fabricating amperometric 
acetylcholinesterase biosensor, Sens. Actuators B 143 (2010): 524–
529. 

Du, Dan., Chen, S., Cai, J., Song, D. Comparison of drug sensitivity using 
acetylcholinesterase biosensor based on nanoparticles–chitosan sol–
gel composite. Journal of Electroanalytical Chemistry 611 (2007): 60–
66. 

Eggins, B. R. Biosensors: An Introduction. Wiley & Sons and B.G. Teubner Publisher, 
New York (1996). 



93 

Gabaldon, J.P., Bore, M., and Datye, A. K. Mesoporous silica supports for improved 
thermal stability in supported Au catalysts. Top. Catal 44 (2007): 
253–262. 

Ghosh, A., Patra, C. R., Mukherjee, P., Sastry, M., Kumar, R. Preparation and 
stabilization of gold nanoparticles formed by in situ reduction of 
aqueous chloroaurate ions within surface-modified mesoporous 
silica. Microporous Mesoporous Mater 58 (2003): 201–211. 

Gong, J., Wang, L., and Zhang, L. Electrochemical biosensing of methyl parathion 
pesticide based on acetylcholinesterase immobilized onto Au–
polypyrrole interlaced network-like nanocomposite. Biosens. 
Bioelectron 24 (2009): 2285–2288. 

Gutiérrez, F. L., Hamoudi S., and Belkacemi, K.  Synthesis of Gold Catalysts Supported 
on Mesoporous Silica Materials: Recent Developments. Catalysts 1 
(2011): 97-154. 

Hoffmann, F., Cornelius, M., Morell, J., Froba, M. Silica-Based Mesoporous Organic–
Inorganic Hybrid Materials. Angewandte Chemie 45 (2006): 3216 – 
3251. 

Ion,  A. C., Ion, I., Culetu, A., Gherase, D., Moldovan,  C. A., Iosub, R., Dinescu, A. 
Acetylcholinesterase voltammetric biosensors based on carbon 
nanostructure chitosan composite material for organophosphate 
pesticides. Mater. Sci. Eng. C 30 (2010): 817–821. 

Ispas, C., Sokolov, I., and Andreescu, S. Enzyme-functionalized mesoporous silica for 
bioanalytical applications. Anal Bioanal Chem 393 (2009): 543–554. 

Kaya, H. B., Qzcan, B., Sisecioglu, M., Ozdemir, H. Purification of Acetylcholinesterase 
by 9-Amino-1,2,3,4-tetrahydroacridine from Human Erythrocytes. 
Springer Science+Business Media New York 2013. 

Kim J., Desch, R. J., Thiel, S. W., Guliants V. V., Pinto, N. G., Energetics of protein 
adsorption on amine-functionalized mesostructured cellular foam 
silica. Journal of Chromatography A 1218 (2011): 7796– 7803. 

Kim, J., Desch, R. J., Thiel, S. W., Guliants, V. V., Pinto, N. G., Adsorption of 
biomolecules on mesostructured cellular foam silica: Effect of acid 



94 

concentration and aging time in synthesis. Microporous and 
Mesoporous Materials 149 (2012) 60–68 

Korkut S., Keskinler, B., and Erhan, E. An amperometric biosensor based on 
multiwalled carbon nanotube-poly(pyrrole)-horseradish peroxidase 
nanobio- composite film for determination of phenol derivatives. 
Talanta 76 (2008): 1147–1152. 

Lee, H. C., Lin, S. T., and Mou Y. C. Mesoporous materials for encapsulating enzymes. 
Nano Today 4 (2009): 165-179. 

Lettow , S. J,  Han , J. Y., Winkel, S. P., Yang, P., Zhao D., Stucky D. G., Ying Y. J., 
Hexagonal to Mesocellular Foam Phase Transition in Polymer-
Templated Mesoporous Silicas. Langmuir 16 (2000):  8291-8295. 

Li, L., Jin, C., Wang, X. C., Ji, W. J., Pan, Y., van der Knaap, T., van der Stoel, R., Au, C. 
T. Cyclohexane oxidation over size-uniform Au nanoparticles (SBA-15 
hosted) in a continuously stirred tank reactor under mild conditions. 
Catal. Lett 129 (2009): 303–311. 

Liu, J., and Mattiasson, B. Microbial BOD sensors for wastewater analysis. Water 
Research 36 (2002): 3786–3802. 

Liu, Y. M., Feng, W. L., Li T. C., He .H. Y., Dai, W. L., Huang, W., Cao Y., Fan K. N. 
Structure and catalytic properties of vanadium oxide supported on 
mesocellulous silica foams (MCF) for the oxidative dehydrogenation 
of propane to propylene. Journal of Catalysis 239 (2006): 125–136. 

Livage, J., Coradin, T., and Roux, C. Encapsulation of biomolecules in silica gels. 
Journal of Physics: Condensed Matter 13 (2001): 673. 

Lu, G. M., Zhao, R., Qian, G., Qi, Y. X., Wang, X. L., Suo, J. S. A highly efficient catalyst 
Au/MCM-41 for selective oxidation cyclohexane using oxygen. Catal. 
Lett 97 (2004): 115–118. 

Marinov, I., Ivanov, Y., Gabrovska, K., Godjevargova,  T.  Amperometric 
acetylthiocholine sensor based on acetylcholinesterase immobilized 
on nanostructured polymer membrane containing gold 
nanoparticles.  J. Mol. Catal. B 62 (2010): 67–75. 

http://iopscience.iop.org/0953-8984/
http://iopscience.iop.org/0953-8984/13


95 

Mellini, M., Micro- and Mesoporous Carbon Forms, Chrysotile, and Clathrates. Reviews 
in Mineralogy and Geochemistry 57 (2005): 435-448. 

Miao, Y., Lu, G., Liu, X., Guo, Y., Wang, Y., Guo, Y. Mo-functionalized MCF meso-
material and its catalytic performancefor epoxidation of propylene 
by cumene hydroperoxide. Microporous and Mesoporous Materials 
122 (2009): 55–60. 

Milkani, E., Lambert, R. C., and Mcgimpsey, W. G. Direct detection of 
acetylcholinesterase inhibitor binding with an enzyme-based surface 
plasmon resonance sensor. Analytical Biochemistry 408 (2011): 212–
219.  

Orita, T., Tomita, M., Saito, T.,  Nishida N., Kato,  K.  Immobilization of cholesterol 
esterase in mesoporous silica materials and its hydrolytic activity 
toward diethyl phthalate. Materials Science and Engineering C 32 
(2012): 718–724. 

Pandya, H. P., Jasra, V. R., Newalkar, L. B., Bhatt, N. P. Studies on the activity and 
stability of immobilized a-amylase in ordered mesoporous silicas. 
Microporous and Mesoporous Materials 77 (2005): 67–77. 

Perry, A., Yamamoto, S. I., Ishaaya, I., Perry, R. Y. Insecticides in agriculture and 
environment retrospects and prospects. Narosa Publishing Hose, 
New Dehil (1998): 61. 

Petersen, R., Larsen, T., Andersen, Z. O., Kildeby, L. N. Immobilization of Cutinase on 
Nanoparticles. Faculty of physics and nanotechnology, Aalborg 
University, Denmark, 21 December 2006. 

Piumetti, M., Bonelli, B., Massiani, P., Dzwigaj, S., Rossetti, I., Casale, S., Gaberova, L., 
Armandi, M., Garrone, E. Effect of vanadium dispersion and support 
properties on the catalytic activity of V-SBA-15 and V-MCF 
mesoporous materials prepared by direct synthesis. Catalysis Today 
176 (2011): 458– 464. 

Pundir, S. C., and Chauhan, N. Acetylcholinesterase inhibition-based biosensors for 
pesticide determination. Analytical Biochemistry (2012): 1-13. 



96 

Qu, Y., Sun, Q., Xiao, F., Shi, G., Jin, L. Layer-by-layer self-assembled 
acetylcholinesterase /PAMAM–Au on CNTs modified electrode for 
sensing pesticides. Bioelectrochemistry 77 (2010): 139–144. 

Rebelo, L. P., Netto, C. G. C. M., Toma, H. E., Andrade L. H. Enzymatic Kinetic 
Resolution of (RS)-1-(Phenyl)ethanols by Burkholderia cepacia 
Lipase Immobilized on Magnetic Nanoparticles.  J. Braz. Chem. Soc., 
21 (2010): 1538. 

Richards, R., Li, Z., Kubel, C., and Parvulescu. V.I. Size tunable gold nanorods evenly 
distributed in the channels of mesoporous silica. ACS Nano 2 (2008): 
1205–1212. 

Rinaudo, M. Chitin and chitosan: Properties and applications. Progress in Polymer 
Science 31 (2006): 603-632. 

Rombi, E., Cutrufello, M. G., Cannas, C., Casu, M., Gazzoli, D., Occhiuzzi, M., Monacia, 
R., Ferinoa, I. Modifications induced by pretreatments on Au/SBA-15 
and their influence on the catalytic activity for low temperature CO 
oxidation. Phys. Chem. Chem. Phys 11 (2009): 593–602. 

Russo, P. A., Riberiro, M. M. L., Carrott, P. J. M. Trends in the 
condensation/evaporation and adsorption enthalpies of volatile 
organic compounds on mesoporous silica materials. Microporous 
and Mesoporous Materials 151 (2012): 223–230. 

Shulga, O., and Kirchhoff, J. R., An acetylcholinesterase enzyme electrode stabilized 
by an electrodeposited gold nanoparticle layer, Electrochem. 
Commun 9 (2007): 935–940. 

Sobczak, I., Kusior, A., Grams, J., Ziolek, M. The role of chlorine in the generation of 
catalytic active species located in Au-containing MCM-41 materials. J. 
Catal 245 (2007): 259–266. 

Song, Y., Zhang, M., Wang, L., Wan, L., Xiao, X., Ye, S., Wang, J. A novel biosensor 
based on acetylecholinesterase/Prussian blue–chitosan modified 
electrode for detection of carbaryl pesticides. Electrochim. Acta 56 
(2011): 7267–7271. 



97 

Sun X., and  Wang,  X. Acetylcholinesterase biosensor based on prussian blue-
modified electrode for detecting organophosphorous pesticides. 
Biosensors and Bioelectronics 25 (2010): 2611–2614. 

Su, Y., Liu, Y. M., Wang, L. C., Chen M., Cao, Y., Dai, W. L., He H. Y., Fan K. N. Tungsten-
containing MCF silica as active and recyclable catalysts for liquid-
phase oxidation of 1,3-butanediol to 4-hydroxy-2-butanone. Applied 
Catalysis A: General 315 (2006): 91–100. 

Takahashi, H. Super Enzyme - Enzyme Stabilization in Mesoporous Materials. R&D 
Review of Toyota CRDL 35, 4 (24 May 2000): 12. 

Thobhani, S., Attree, S., Boyd, R., Kumarswami, N., Noble, J. Bioconjugation and 
characterisation of gold colloid-labelled proteins. Journal of 
Immunological Methods 356 (2010): 60–69. 

Warren, S. C., and Wiesner, U. Self-assembled ordered mesoporous metals. Pure 
Appl. Chem. 81 (2009): 73–84. 

Wu, S., Lan, X., Zhao, W., Li, Y., Zhang, L., Wang, H., Han, M., Tao, S. Controlled 
immobilization of acetylcholinesterase on improved hydrophobic 
gold nanoparticle/Prussian blue modified surface for ultra-trace 
organophosphate pesticide detection, Biosens. Bioelectron 27 (2011) 
82–87. 

Xu, L., Ye, Z., Cui, Q., Gu, Z., Mercier, L. Surface-initiated catalytic ethylene 
polymerization within nano-channels of ordered mesoporous silicas 
for synthesis of hybrid silica composites containing covalently 
tethered polyethylene. Polymer 52 (2011): 5961-5974. 

Yang, S., Li, Y., Jiang, X., Chen, Z., Lin, X. Horseradish peroxidase biosensor based on 
layer-by-layer technique for the determination of phenolic 
compounds. Sensors and Actuators B 114 (2006): 774–780. 

Zhai, C., Sun, X., Zhao, W., Gong, Z., Wang, X. Acetylcholinesterase biosensor based 
on chitosan/prussian blue/ multiwall carbon nanotubes/hollow gold 
nanospheres nanocomposite film by one-step electrodeposition. 
Biosensors and Bioelectronics 42 (2013): 124–130. 



98 

Zhang, T., Liu, X. Y., Wang, A. Q., Yang, X. F.,  Mou, C. Y., Su, D. S., Li, J. Synthesis of 
thermally stable and highly active bimetallic Au-Ag nanoparticles on 
inert supports. Chem. Mater 21 (2009): 410–418. 

Zhao, L., Zhu, G. S., Zhang, D. L., Chen, Y., Qiu, S. L. A surface modification scheme 
for incorporation of nanocrystals in mesoporous silica matrix. J. Solid 
State Chem 178 (2005): 2980–2986. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



99 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



100 

ภาคผนวก ก 
 

ตารางบันทึกผลการทดลอง 
ตารางท่ี ก1 ตารางแสดงผลการทดลองหาปริมาณเอนไซม์ที่ถูกตรึง และไม่ถูกตรึง ของวัสดุตรึงต่าง

ชนิดกันคือ วัสดุ MCF วัสดุ MCF/APTS และวัสดุ MCF/APTS/AuNPs ในสารละลาย
ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 6 ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง 
 
 

วัสดุตรึง 

 
ความเข้มข้น

เอนไซม์เริ่มต้น 
(มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร) 

 
ความเข้มข้นเอนไซม์ที่ 

ไม่ถูกตรึง 

 
ความเข้มข้นเอนไซม์ที่ 

ถูกตรึง 
 

มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร 

% มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร 

% 

MCF 0.5 0.323 64.60 0.177 35.40 
MCF/APTS 0.5 0.307 61.40 0.193 38.60 
MCF/APTS/AuNPs 0.5 0.259 51.80 0.241 48.20 

 

ตารางท่ี ก2 ปริมาณกิจกรรมของเอนไซม์ต่อ 1 อิเลคโทรดของไบโอเซนเซอร์ ที่หาจากวิธีการค านวณ
และวิธีของ Ellman’s method ของวัสดุตรึงต่างชนิดกันคือ วัสดุ MCF วัสดุ 
MCF/ATPS และวัสดุ MCF/ATPS/AuNPs 

 
 

วัสดุตรึง 

 
ความเข้มข้น

เอนไซม์เริ่มต้น 
(มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร) 

 
ความเข้มข้นเอนไซม์ที่ 

ไม่ถูกตรึง 

 
ความเข้มข้นเอนไซม์ที่ 

ถูกตรึง 
 

มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร 

% มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร 

% 

MCF 0.5 0.323 64.60 0.177 35.40 
MCF/ATPS 0.5 0.307 61.40 0.193 38.60 

MCF/ATPS/AuNPs 0.5 0.259 51.80 0.241 48.20 
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ตารางท่ี ก3 ผลของความเข้มข้นของอะซิติลไทโอคลอรีน คลอไรด์ ต่อการตอบสนองทางกระแสไฟฟูา
ของเครื่องมือวัดไบโอเซนเซอร์ในระบบวัดที่ประกอบด้วยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 
pH 9  

 
ตารางที่ ก4 ผลของ pH ต่อการตอบสนองทางกระแสไฟฟูาของเครื่องมือวัดไบโอเซนเซอร์ใน

ระบบวัด   ที่ประกอบด้วยสารละลายของอะซิติลไทโอคลอรีน คลอไรด์ ที่ความเข้มข้น 
15 มิลลิโมลาร์ 

 

 
 
 
 
 

ความเข้มข้นของอะซิติล
ไทโอคลอรีน ครอไรด์ 

(มิลลิโมลลาร์) 

การตอบสนองทางกระแสไฟฟูา 
(ไมโครแอมแปร์) 

สัมประสิทธ์ 
การกระจาย 
 (% RSD) ครั้งที่ 1 ครั้งที่ 2 ครั้งที่ 3 เฉลี่ย 

1.5 1.35 1.38 1.51 1.41 0.34 

5.0 2.44 2.41 2.43 2.43 0.01 
10.0 3.03 3.02 3.07 3.04 0.10 

15.0 3.48 3.88 3.67 3.68 0.73 
20.0 4.22 3.50 3.54 3.75 2.91 

40.0 4.34 3.99 4.41 4.25 0.79 

 
pH 

การตอบสนองทางกระแสไฟฟูา 
(ไมโครแอมแปร์) 

สัมประสิทธ์ 
การกระจาย 
 (% RSD) ครั้งที่ 1 ครั้งที่ 2 ครั้งที่ 3 เฉลี่ย 

6.0 0.44 0.38 0.26 0.36 1.61 

7.4 3.57 4.05 3.49 3.70 1.65 

9.0 3.75 4.34 4.38 4.16 2.00 
10.0 0.73 0.73 0.81 0.76 0.16 

11.0 0.11 0.13 0.15 0.13 0.23 
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ตารางที่ ก5 ผลของเวลาที่ใช้ในการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ด้วยสารฆ่าแมลง (Incubation 
time) ต่อเปอร์เซ็นต์ที่ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ได้ (% Incubation, %I) ใน
ระบบวัดที่ของสารละลายของฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 9 ที่ประกอบด้วย อะซิติลไทโอ
คลอรีน คลอไรด์ ความเข้มข้น 15 มิลลิโมลาร์ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เวลา 
(นาที) 

การตอบสนองทางกระแสไฟฟูา 
(ไมโครแอมแปร์) S.D. 

% 
RSD 

 
ก่อน หลัง % I1 ก่อน หลัง % I2 ก่อน หลัง % I3 % I (เฉลี่ย) 

  1.0 4.66 4.19 10.09 4.52 4.06 10.18 4.60 4.11 10.65 10.31 0.061 0.598 
5.0 4.66 2.79 40.13 4.31 2.53 41.30 4.41 2.53 42.63 41.35 1.045 2.525 
10.0 4.47 1.83 59.06 4.57 1.85 59.52 4.40 1.84 58.18 58.92 0.308 0.522 
15.0 4.82 1.91 60.37 4.65 1.7 63.44 4.97 1.93 61.17 61.66 1.690 2.741 
20.0 4.30 1.70 60.47 4.42 1.84 58.37 4.69 1.84 60.77 59.87 1.136 1.897 
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ตารางที่  ก6 ผลการวัดสารฆ่าแมลงประเภทออร์กาโนพอสเฟต ชนิดเมทิล พาราไธออน ของอะซิติลโคลีนเอสเทอเรสไบโอเซนเซอร์ 

(SPCE/MCF/APTS/AuNPs/AChE/Chitosan) ในช่วงความเข้มข้นในช่วง 1 ถึง 2000 นาโนกรัมต่อมิลลิกรัม และกราฟมาตรฐาน 
(calibration curve) ของการวัดในช่วงความเข้มข้น A) 1.0 ถึง 200 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร B) 200 ถึง 1600 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ความเข้ม
ขันของ
เมทิล 

พาราไธ
ออน

(ng/ml) 

                               
Current response 

(µA) 
  

% 
Inhibition 

1 
  

                               
Current response 

(µA) 
  % Inhibition 

2 
  

                               
Current response 

(µA) 
  % 

Inhibition 3 
  

 % 
Inhibition 

เฉลี่ย 
  

ค่าเบียงเบน
มาตรฐาน 

(S.D.) 

สัมประสิทธิ์
การกระจาย 
(% RSD) Before After Before After Before After 

1.00 7.69 7.65 0.52 6.59 6.56 0.46 7.28 7.25 0.41 0.46 0.002 0.44 
5 5.87 5.81 1.02 5.72 5.65 1.22 5.77 5.69 1.39 1.21 0.023 1.89 
50 6.96 6.57 5.60 6.44 6.10 5.28 6.56 6.20 5.49 5.46 0.018 0.32 
100 8.13 7.18 11.69 5.58 4.97 10.93 6.66 5.90 11.41 11.34 0.098 0.87 
200 7.18 5.88 18.11 7.34 5.90 19.62 7.37 5.99 18.72 18.82 0.385 2.04 
400 6.77 4.93 27.18 6.66 4.82 27.63 6.66 4.83 27.48 27.43 0.035 0.13 
800 7.28 4.46 38.74 7.28 4.45 38.87 8.39 5.17 38.38 38.66 0.043 0.11 
1600 7.40 2.88 61.08 7.67 3.16 58.80 7.40 3.03 59.05 59.64 1.042 1.75 
2000 7.71 3.07 60.18 8.43 3.22 61.80 8.14 3.12 61.67 61.22 0.540 0.88 
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ตารางที่  ก7 ผลการวัดสารฆ่าแมลงประเภทออร์กาโนพอสเฟต ชนิดเมทิล พาราไธออน ของอะซิติลโคลีนเอสเทอเรสไบโอเซนเซอร์ 
(SPCE/MCF/APTS/AuNPs/AChE/Chitosan) ในช่วงความเข้มข้นในช่วง 1 ถึง 2000 นาโนกรัมต่อมิลลิกรัม  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ความ
เข้มข้น

ของเมโท
มิล 

(ng/ml) 

Current 
response (µA) 

 
% 

Inhibition 
1 
 

Current 
response (µA) 

 
% 

Inhibition 
2 
 

Current 
response (µA) 

 
% 

Inhibition 
3 
 

% 
Inhibition 

เฉลี่ย 
 

ค่าเบียงเบน
มาตรฐาน 

S.D. 

สัมประสิทธ์ิ
การ

กระจาย 
% RSD Before After Before After Before After 

1 7.86 7.74 1.53 8.14 7.98 1.97 8.81 8.68 1.48 1.66 0.049 2.92 
5 6.27 5.83 7.02 6.20 5.80 6.45 6.58 6.10 7.29 6.92 0.123 1.77 
10 6.80 5.83 14.26 6.84 5.90 13.74 6.91 5.88 14.91 14.30 0.223 1.60 
20 6.68 5.16 22.75 6.96 5.26 24.43 6.66 5.09 23.57 23.58 0.471 2.00 
40 6.24 4.40 28.53 6.07 4.35 28.33 6.05 4.31 28.76 28.54 0.031 0.11 
80 6.27 3.73 40.51 7.72 4.48 41.97 7.45 4.41 40.81 41.10 0.396 0.96 
100 6.07 3.05 49.75 8.16 4.11 49.63 8.16 4.19 48.65 49.34 0.243 0.49 
200 7.81 3.11 60.18 7.52 3.05 59.44 7.57 3.03 59.97 59.86 0.097 0.16 
400 7.10 2.74 61.41 7.35 2.84 61.22 8.73 3.36 61.51 61.38 0.015 0.0236 
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105 
ตารางที่ ก 8 ผลของกระแสการตอบสนองทางไฟฟูา (%) ของไบโอเซนเซอร์แบบ SPCE/AChE/Chitosan เมื่อท าการเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ  
                 4 องศาเซลเซียส และ 32 องศาเซลเซียส 
 
 
 
 
 
 
 
ตารางที่ ก 9 ผลของกระแสการตอบสนองทางไฟฟูา (%) ของไบโอเซนเซอร์แบบ SPCE/MCF/AChE/Chitosan เมื่อท าการเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

และ 32 องศาเซลเซียส 
 

 
 
 
 
 
 

จ านวนวัน 
ที่ท าการเก็บ

รักษา 

 
อิเลคโทรดแบบ SPCE/AChE/Chitosan 

% 
การตอบสนองต่อสัญญาณ

ทางไฟฟูา อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส อุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 

ครั้งที่ 1 ครั้งที่ 2 ครั้งที่ 3 เฉลี่ย ครั้งที่ 1 ครั้งที่ 2 ครั้งที่ 3 เฉลี่ย 4 ºC 30 ºC 

0 4.40 4.41 4.38 4.40 4.29 4.30 4.36 4.32 100 100 

7 3.65 3.80 3.78 3.74 2.68 2.65 2.70 2.68 84.09 62.04 

20 3.05 3.08 3.08 3.07 1.87 1.87 1.93 1.89 69.77 43.75 

จ านวนวัน 
ที่ท าการเก็บรักษา 

 

 
อิเลคโทรดแบบ SPCE/MCF/AChE/Chitosan 

% 
การตอบสนองต่อสัญญาณทาง

ไฟฟูา อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส อุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 

ครั้งที่ 1 ครั้งที่ 2 ครั้งที่ 3 เฉลี่ย ครั้งที่ 1 ครั้งที่ 2 ครั้งที่ 3 เฉลี่ย 4 ºC 30 ºC 

0 3.40 2.41 3.38 3.31 3.29 3.29 3.36 3.32 100.00 100.00 

7 3.01 3.04 3.02 3.02 2.68 2.65 2.70 2.68 91.23 80.72 

20 2.80 2.79 2.80 2.80 2.47 2.47 2.43 2.46 84.59 74.07 
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ตารางที่ ก 10 ผลของกระแสการตอบสนองทางไฟฟูา (%) ของไบโอเซนเซอร์แบบ SPCE/MCF/APTS/Chitosan เมื่อท าการเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส และ 32 องศาเซลเซียส 

จ านวนวัน 
ที่ท าการเก็บรักษา 
  

 
อิเลคโทรดแบบ SPCE/MCF/APTS/Chitosan 

% 
การตอบสนองต่อสัญญาณ

ทางไฟฟูา อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส อุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 

ครั้งที่ 1 ครั้งที่ 2 ครั้งที่ 3 เฉลี่ย ครั้งที่ 1 ครั้งที่ 2 ครั้งที่ 3 เฉลี่ย 4 ºC 30 ºC 

0 3.44 3.46 3.48 3.40 3.43 3.73 5.53 3.53 100.00 100.00 
7 3.20 3.22 3.19 3.20 2.88 3.00 4.69 2.95 94.12 82.87 
20 2.80 2.89 2.98 2.89 2.80 2.80 4.37 2.80 87.31 77.81 

ตารางท่ี ก 11 ผลของกระแสการตอบสนองทางไฟฟูา (%) ของไบโอเซนเซอร์แบบ SPCE/MCF/APTS/AuNPs/Chitosan เมื่อท าการเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส และ 32 องศาเซลเซียส 

จ านวนวัน 
ที่ท าการเก็บรักษา 
  

 
อิเลคโทรดแบบ SPCE/MCF/APTS/AuNPs/Chitosan 

% 
การตอบสนองต่อ
สัญญาณทางไฟฟูา อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส อุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 

ครั้งที่ 1 ครั้งที่ 2 ครั้งที่ 3 เฉลี่ย ครั้งที่ 1 ครั้งที่ 2 ครั้งที่ 3 เฉลี่ย 4 ºC 30 ºC 

0 5.27 5.57 5.69 5.66 5.65 5.65 5.53 5.61 100 100 

7 5.42 5.39 5.44 5.42 4.97 4.79 4.69 4.82 95.7 85.86 

20 5.17 5.16 5.16 5.16 4.56 4.42 4.37 4.45 91.22 79.32 

106 



107 

ตารางท่ี ก 12 การตอบสนองทางไฟฟูาของอิเลคโทรดดัดแปลงชนิด MCF/APTS/AuNPs/AChE 
ด้วยเทคนิคแอมเพอโรเมตรี ที่ศักย์ไฟฟูาที่ +0.8 โวลต ์ ในระบบวัดสารละลายของ
ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 9 ที่ประกอบด้วย อะซิติลไทโอคลอรีน คลอไรด์ ความเข้มข้น 
15.0 มิลลิโมลาร์ ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ที่ทาการผลิตซ้าตามกระบวนการเดิม 
จานวน 10 อิเลคโทรด 

อิเลคโทรดดัดแปลง กระแสไฟฟูาที่ตอบสนอง 
(ไมโครแอมแปร์) 

1 7.69 
2 5.87 

3 6.96 
4 7.71 

5 7.18 

6 6.77 
7 7.28 

8 7.40 

9 7.10 
10 7.35 

เฉลี่ย 7.13 

ค่าเบียงเบนมาตรฐาน S.D. 0.25 
ค่าเบียงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ %RSD 3.50 
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ภาคผนวก ข 
 

การหาปริมาณเอนไซม์ที่ถูกตรึงในวัสดุตรึง 
 
            สูตรค านวณ: ปริมาณเอนไซม์ที่ถูกตรึง = ปริมาณเอนไซม์เริ่มต้น – ปริมาณเอนไซม์อิสระที่
ไม่ถูกตรึง 
*** โดยปริมาณเอนไซม์อิสระที่ไม่ถูกตรึงสามารถเทียบหาได้จากกราฟมาตรฐาน (โดยเอนไซม์จะมี
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 277 นาโนเมตร ดังรูปที่ ข.1) 
 

 
รูปที่ ข.1 การสแกนหาค่าความยาวคลื่นแสงที่เอนไซม์ AChE สามารถดูดซับได้ 
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ตารางที่ ข.1 ข้อมูลของกราฟมาตรฐานส าหรับเทียบหาความเข้มข้นของเอนไซม์ที่ความยาวคลื่น                          
277 นาโนเมตร 

ความเข้มข้นของเอนไซม์อะซิติลโคลีน 
เอสเทอเรส (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 277 นาโนเมตร 

ครั้งที่ 1 ครั้งที่ 2 ครั้งที่ 3 เฉลี่ย 
1.00 0.356 0.346 0.360 0.354 

0.50 0.126 0.135 0.139 0.133 

0.25 0.069 0.062 0.069 0.067 
0.10 0.020 0.015 0.013 0.016 

 

 

รูปที่ ข.2 กราฟมาตรฐานการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 277 นาโนเมตร ของเอนไซม์ที่ความเข้มข้น
ต่างๆ 

 
            ซึ่งสามารถหาปริมาณเอนไซม์ที่ไม่ถูกตรึงได้โดยน าเอนไซม์ไปแช่ในวัสดุตรึงต่างชนิดกัน      
3 ชนิดคือ MCF MCF/ATPS และ MCF/APTS/AuNPs เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส ในระบบที่มีการกวนผสม จากนั้นน ามากรองเพ่ือแยกเอาเอนไซม์ส่วนที่ไม่ถูกตรึง คือส่วน
ผ่านกระดาษกรองมาวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 277 นาโนเมตร และน าค่าการดูดกลืน
แสงนี้มาเทียบกับกราฟมาตรฐานรูปที่ 2 เพ่ือเปลี่ยนเป็นค่าความเข้มข้นของเอนไซม์ที่ไม่ถูกตรึง ซึ่งผล
แสดงดังตารางที่ ข.2  
 

y = 0.3755x - 0.0312
R² = 0.9889
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 (มิลลกิรัมต่อมิลลิลิตร)
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ตารางที่ ข.2 แสดงปริมาณเอนไซม์ที่ถูกตรึงในรูพรุนของวัสดุ MCF วัสดุ MCF/ATPS และวัสดุ 
MCF/ATPS/AuNPs 

 
 
 
 
 

วัสดุตรึง 

การดูดกลืนแสง 
ของเอนไซม์ที่ไม่ถูกตรึง 

ที่ความยาวคลื่น 277 นาโนเมตร 

 
ความ
เข้มข้น
เอนไซม์
เร่ิมต้น 

(มิลลิกรัม
ต่อ

มิลลิลิตร) 

ความเข้มข้นเอนไซม์
ที่ไม่ถูกตรึง 

 

ความเข้มข้นเอนไซม์
ที่ถูกตรึง 

 

 
ครั้งที่ 

1 

 
ครั้งที่ 

2 

 
ครั้งที่ 

3 

 
 

เฉลี่ย 

 
มิลลิกรัม

ต่อ
มิลลิลิตร 

 
 

% 

 
มิลลิกรัม

ต่อ
มิลลิลิตร 

 
 

% 

MCF 0.090 0.088 0.092 0.090 0.5 0.323 64.60 0.177 35.40 

MCF/ATPS 0.086 0.084 0.082 0.084 0.5 0.307 61.40 0.193 38.60 

MCF/ATPS/AuNPs 0.065 0.068 0.064 0.066 0.5 0.259 51.80 0.241 48.20 

 
ตัวอย่างการค านวณ 
จากสูตร    
ปริมาณเอนไซม์ที่ถูกตรึง = ปริมาณเอนไซม์เริ่มต้นในสารละลาย – ปริมาณเอนไซม์อิสระที่ไม่ถูกตรึง 
 
ปริมาณเอนไซม์เริ่มต้นในสารละลายที่เตรียมมีความเข้มข้น   0.5 mg/ml 
ปริมาณเอนไซม์อิสระที่ไม่ถูกตรึงซับในวัสดุ MCF เมื่อน ามาวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
277 นาโนเมตร มีค่า  

 ค่าการดูดกลืนแสง (absorbance) ครั้งที่ 1: 0.090 

 ค่าการดูดกลืนแสง (Absorbance) ครัง้ที่ 2: 0.088 

 ค่าการดูดกลืนแสง (Absorbance) ครั้งที่ 3: 0.092  
ปริมาณเอนไซม์อิสระที่ไม่ถูกตรึงมีค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ย (0.090 + 0.088 + 0.092)/3 = 0.090 
เทียบจากกราฟมาตรฐานที่ค่าการดูดกลืนแสง 0.090 จะมีความเข้มข้นของเอนไซม์: 0.323 มิลลิกรัม
ต่อมิลลิลิตร 
เพราะฉะนั้น   
ปริมาณเอนไซม์ที่ถูกดูดซับ  = ปริมาณเอนไซม์เริ่มต้นในสารละลาย – ปริมาณเอนไซม์อิสระที่ไม่ถูก
ดูดซับ 
                                       =    0.5 - 0.307    มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
                                       =    0.177           มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (คิดเป็นร้อยละ 35.40%) 
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ภาคผนวก ค 
 

การหากิจกรรมของเอนไซม์ 
 
            การหากิจกรรมของเอนไซม์อะซิติลโคลีนเอสเทอเรสด้วยวิธีของ Ellman’s Method        
มีหลักการคือ เอนไซม์อะซิติลโคลีนเอสเทอเรสจะมีความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสสาร
ตั้งต้นคือ อะซิติลไทโอโคลีน คลอไรด์ (acetylthiocholine chloride) ท าให้เกิดสารผลิตภัณฑ์     
เป็นกรดอะซิติก และไทโอคลอรีน ซึ่งเราสามารถตรวจสอบว่าเอนไซม์มีกิจกรรมเท่าไหร่ได้ โดย     
การน าสาร DTNB (5,5′-Dithiobis(2-nitrobenzoic acid)) มาท าปฏิกิริยากับสารผลิตภัณฑ์          
ที่เกิดจากกิจกรรมการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์นี้คือไทโอคลอรีน ซึ่งจะท าให้เกิดสารสีเหลืองที่สามารถ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 410 นาโนเมตร (Milkani และคณะ, 2011) กลไกการเกิดสีแสดง       
ดังรูปที่ ค1โดยปริมาณกิจกรรมของเอนไซม์กับความเข้มของสารสีเหลืองที่เกิดขึ้นมีความสัมพันธ์กัน
คือ ถ้าเอนไซม์มีกิจรรมอยู่ในปริมาณมากมันจะสามารถเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสสารตั้งต้นคือ อะซิติล
ไทโอโคลีน คลอไรด์ แล้วท าให้เกิดสารไทโอคลอรีนได้ในปริมาณมาก เมื่อน ามาท าปฏิกิริยากับ       
สาร DTNB จะท าให้เกิดสารสีเหลืองเข้ม แต่ถ้ากิจกรรมของเอนไซม์มีอยู่ในปริมาณน้อยผลิตภัณฑ์     
ที่เกิดจากการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์นั่นคือ ไทโอคลอรีนจะน้อยตามไปด้วย เมื่อน ามาท าปฏิกิริยากับ
สาร DTNB จะให้สารที่มีสีเหลืองจาง ดังนั้นเมื่อความเข้มของสีเหลืองแตกต่างกันตามปริมาณของ
ผลิตภัณฑ์ที่เกิดจากกิจกรรมของเอนไซม์จะท าให้ค่าการดูดกลืนแสงที่ได้มีค่าที่แตกต่างกันด้วย 

 
รูปที่ ค1 แสดงกลไกการเกิดสารสีเหลืองท่ีดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 410 นาโนเมตร จากการท า

ปฏิกิริยาของสาร DTNB กับไทโอคลอรีนซึ่งเป็นผลิตภัณฑ์ที่ได้จากกิจกรรมของเอนไซม์  



112 
 

            วิธีการทดลองเริ่มจากเตรียมเอนไซม์เริ่มต้นที่ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
(เอนไซม์ที่ใช้ในการทดลองมีกิจกรรมเริ่มต้นที่ 844 ยูนิตต่อมิลลิกรัม) แล้วน ามาหากิจกรรมที่ความ
เข้มข้นของเอนไซม์ต่างๆ โดยท าปฏิกิริยากับสาร DTNB แล้วน ามาวัดค่าการดูกลืนแสง                  
ที่ความยาวคลื่น 410 นาโนเมตร ตามวิธีของ Ellman’s method สร้างเป็นกราฟมาตรฐานดังรูปที่ 
ค.2 
ตารางท่ี ค.1 ข้อมูลของกราฟมาตรฐานส าหรับเทียบหากิจกรรมของเอนไซม์ที่ความเข้มข้นต่างๆ 

ปริมาณเอนไซม์อะซิติลโคลีนเอสเทอเรส การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 410 นาโน
เมตร 

ไมโครลิตร มิลลิกรัม ยูนิต ครั้งที่ 1 ครั้งที่ 2 ครั้งที่ 3 เฉลี่ย 

1 0.0005 0.42 0.189 0.180 0.186 0.185 
3 0.0015 1.27 0.303 0.301 0.307 0.304 

6 0.0030 2.53 0.508 0.517 0.512 0.512 

9 0.0045 3.80 0.789 0.786 0.793 0.789 
 

 
รูปที่ ค.2 กราฟมาตรฐานการส าหรับเทียบหากิจกรรมของเอนไซม์ที่ความเข้มข้นต่างๆ 

ตัวอย่างการค านวณ 

y = 0.1786x + 0.0893
R² = 0.9912
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            ปริมาณเอนไซม์เริ่มต้นในสารละลายที่เตรียมมีความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
*** แต่การทดลองนี้เทียบหากิจกรรมของเอนไซม์ที่ปริมาณ 3 ไมโครลิตร ซึ่งเป็นปริมาณที่ใช้ต่อ 1 

อิเลคโทรดของไบโอเซนเซอร์ 
 
การหากิจกรรมของเอนไซม์เริ่มต้นจากวิธี spectrophotometry 
            เนื่องจากวัสดุแต่ละชนิดมีความสามารถในการตรึงรูปเอนไซม์ได้ในปริมาณที่แตกต่างกันคือ MCF 
MCF/ATPS และ MCF/ATPS/Au มีความสามารถในการตรึงรูปเอนไซม์ในปริมาณ 35.40% 38.60% และ 48.20% 
ตามล าดับ เมื่อเทียบกับปริมาณเอนไซม์จากเริ่มต้น 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร หรือคิดเป็น 0.177 0.193 และ 0.241 
มิลลิกรัมตามล าดับ ดังนั้นถ้าเราใช้แค่ปริมาณ 3 ไมโครลิตรก็จะมีปริมาณเอนไซม์อยู่ 0.531x10-3 0.579x10-3 และ 
0.723x10-3 มิลลิกรัมตามล าดับ เมื่อเอนไซม์ AChE มีกิจกรรมอยู่ 844 ยูนิตต่อมิลลิกรัม ดังนั้นปริมาณกิจกรรมของ
เอนไซม์ในวัสดุ MCF MCF/APTS และ MCF/APTS/AuNPs ในปริมาตร 3 ไมโครลิตรก็จะมีปริมาณ 0.45 0.49 
และ 0.61 ยูนิตตามล าดับ ซึ่งกิจกรรมที่ค านวณหาได้จากวิธีนี้เป็นกิจกรรมของเอนไซม์ในวัสดุตรึงท่ีสมมติให้ไม่มีการ
สูญเสียกิจกรรมของเอนไซม์ (กิจกรรมของเอนไซม์เริ่มต้น) 

 
การหากิจกรรมของเอนไซม์หลังตรึงรูปจากวิธี Ellman’s method 
            ในความเป็นจริงในกระบวนการของการตรึงรูปเอนไซม์ที่ต้องผ่านการกวนผสม หรือกรองเพื่อแยกเอนไซม์
ตรึงรูปออกจากส่วนที่ไม่ถูกตรึงรูป เอนไซม์จะเกิดการเสื่อมสภาพ ดังนั้นต้องใช้วิธี Ellman’s method เพื่อตรวจดู
ให้ทราบว่ากิจกรรมของเอนไซม์ในวัสดุตรึงที่ยังคงเหลืออยู่หลังกระบวนการตรึงรูปมีปริมาณเท่าใด โดยวิธีคือ         
น าเอนไซม์ไปแช่ในวัสดุตรึงต่างชนิดกัน 3 ชนิดคือ MCF MCF/ATPS และ MCF/APTS/ AuNPs เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง 
ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ในระบบท่ีมีการกวนผสม จากนั้นน ามากรองเพื่อแยกเอาเอนไซม์ส่วนที่ถูกตรึง ปริมาณ 
3 ไมโครลิตร มาท าปฏิกิริยากับอะซิติลไทโอโคลีน คลอไรด์ ในสารละลาย DTMB ซึ่งจะท าให้เกิดสีเหลืองเกิดขึ้น 
น ามาวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 410 นาโนเมตร และน าค่าการดูดกลืนแสงนี้มาเทียบกับกราฟมาตรฐาน
รูปที่ ค.1 เพื่อเปลี่ยนเป็นค่ากิจกรรมของเอนไซม์ จะได้ผลแสดงดังตารางที่ ค.2 (กิจกรรมของเอนไซม์จริง) 

 
ตารางที่ ค.2 กิจกรรมเอนไซม์ที่ถกูตรึงในรูพรุนของวัสดุ MCF วัสดุ MCF/ATPS และวัสดุ MCF/ATPS/AuNPs 

 
 

วัสดุตรึง 

การดูดกลนืแสง 
ของเอนไซมท์ี่ถกูตรึง 

ที่ความยาวคลืน่ 410 นาโนเมตร 

 
ครั้งที่ 1 

 
ครั้งที่ 2 

 
ครั้งที่ 3 

 
เฉลี่ย 

กิจกรรมของเอนไซม ์
(ยูนิต) 

MCF 0.111 0.116 0.117 0.115 0.14 

MCF/ATPS 0.130 0.127 0.131 0.129 0.22 
MCF/ATPS/AuNPs 0.157 0.159 0.156 0.157 0.38 
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ตารางท่ี ค.3 ตารางเปรียบเทียบกิจกรรมของเอนไซม์จากวิธี Spectrophotometry เปรียบเทียบกับ
กิจกรรมของเอนไซม์จากวิธี Ellman’s method 

 
วัสดุตรึง 

 
% เอนไซม์
ที่ถูกตรึง 

กิจกรรมของเอนไซม์ตรึงรูป  

กิจกรรมของเอนไซม์
เริ่มต้น ใช้วิธี 

spectrophotometry 

กิจกรรมของ
เอนไซม์จริง  

ใช้วิธี Ellman’s 
method 

ร้อยละของกิจกรรม
ของเอนไซม์ที่

เหลืออยู่หลังการ
ตรึงรูปเมื่อเทียบกับ
กับสภาวะเริ่มต้น 

(%) 
MCF 35.40 0.45 0.14 31.1 

MCF/ATPS 38.60 0.49 0.22 44.9 
MCF/ATPS/AuNPs 48.20 0.61 0.38 62.3 

 
            ดังนั้นเราสามารถหากิจกรรมของเอนไซม์ที่เหลืออยู่เทียบจากกิจกรรมของเอนไซม์เริ่มต้นได้
ดังตาราง ค 3 ซึ่งจะพบว่า MCF/APTS/AuNPs มีกิจกรรมของเอนไซม์เริ่มต้นเหลืออยู่สูงสุดที่ 62.3 
เปอร์เซ็นต ์
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