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Executive Summary 
 

วัตถุประสงค ์ : เพื่อสร๎างไบโอเซนเซอร์ส้าหรับตรวจวัดปริมาณแอมโมเนียในรูปของแอมโมเนียมไอออน ด๎วยระบบการ 
วิเคราะห์แบบปกติและระบบการไหลอัตโนมัติ โดยปรับปรุงขั้วไฟฟ้าใช๎งานด๎วยอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au และเอนไซม์อะ
ลานีนดีไฮโดรจีเนส ส้าหรับวิเคราะห์ปริมาณแอมโมเนียมไอออนในตัวอยํางน้้ายางข๎น 
   
วิธีการทดลอง   : สังเคราะห์อนุภาคคอร์เซลล์ Fe3O4@Au โดย Fe3O4 ท้าหน๎าที่เป็นแกน และทองอนุภาคนาโนท้าหน๎าที ่ 
เป็นเปลือก พิสูจน์เอกลักษณ์ด๎วยเทคนิคยูวี-วิสิเบิล สเปกโตรสโกปี เทคนิคการเลี้ยวเบนรังสีเอกซ์ เทคนิคอินฟราเรด สเปกโต
รสโกปี เทคนิคจุลทรรศนศาสตร์อิเล็กตรอนแบบสํองผํานและสํองกราด ประเมินการน้าสํงอิเล็กตรอนของอนุภาคคอร์เซลล์ 
Fe3O4@Au ด๎วยเทคนิคไซคลิกโวลแทมเมทรี และเทคนิคโครโนแอมเพอโรเมทรี จากนั้นศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตํอการท้างาน
ของไบโอเซนเซอร์ ได๎แกํ ระยะเวลาในการตรึงสารบนผิวหน๎าขั้วไฟฟ้า ปริมาณคอร์เซลล์ Fe3O4@Au ปริมาณเอนไซม์ ปริมาณ
สารตั้งต๎น ปริมาณโคแฟกเตอร์ ศักย์ไฟฟ้ากระตุ๎น ความเป็นกรด-เบสของสารละลาย อุณหภูม ิและยังท้าการศึกษาอัตราการไหล
ของสารละลาย ปริมาตรการฉีดสาร ส้าหรับระบบการวิเคราะห์แบบการไหลอัตโนมัติ ประเมินการท้างานของไบโอเซนเซอร์ โดย
ศึกษาชํวงความเป็นเส๎นตรง ความไวของการวิเคราะห์ ขีดความสามารถในการตรวจวัดและวิเคราะห์ปริมาณ ความแมํนย้าของ
การตรวจวิเคราะห์และของไบโอเซนเซอร์ อัตราเร็วในการวิเคราะห์ตัวอยําง ตัวรบกวนการวิเคราะห์ และผลการเจือจางตัวอยําง
ตํอความถูกต๎องในการวิเคราะห์ จากนั้นวิเคราะห์ปริมาณแอมโมเนียมไอออนในตัวอยํางน้้ายางข๎นด๎วยไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้น 
เปรียบเทียบผลการวิเคราะห์กับเทคนิคการไทเทรต เทคนิคการวัดสี และขั้วไฟฟ้าจ้าเพาะเจาะจงแอมโมเนียมไอออน 
   
ผลการทดลอง   : อนุภาคคอร์เซลล ์Fe3O4@Au ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 580 นาโนเมตร รูปรํางลักษณะเป็นทรงกลม 
กระจายตัวสม่้าเสมอ มีขนาดเส๎นผํานศูนย์กลางเฉลี่ย 50 นาโนเมตร ให๎สัญญาณการตอบสนองตํอสารตัวกลางทางไฟฟ้า 
NADPH ได๎ดีที่ศักย์ชํวง 0.4 ถึง 0.6 โวลต์ เทียบกับขั้วไฟฟ้าอ๎างอิงซิลเวอร์ ซิลเวอร์คลอไรด์ และให๎กลไกการเกิดปฏิกิริยาที่
ผิวหน๎าขั้วไฟฟ้าเป็นแบบ Mass transfer เมื่อท้าการตรึงเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส พบวําพื้นผิวของอนุภาคคอร์เซลล์ 
Fe3O4@Au ถูกปกคลุมด๎วยกลุํมโปรตีนของเอนไซม์ และขนาดของอนุภาคใหญํขึ้น ไบโอเซนเซอร์ประกอบด๎วยขั้วไฟฟ้าใช๎งานที่
ปรับปรุงด๎วยอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au และเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส สภาวะที่เหมาะสมและประสิทธิภาพการท้างาน
ของไบโอเซนเซอร์ตํอการวิเคราะห์ในระบบปกติและระบบการไหลอัตโนมัติ ดังตารางข๎างลํางนี ้
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สภาวะการปรับปรุงขั้วไฟฟ้า ระบบปกติ ระบบการไหลอัตโนมตั ิ
เวลาในการตรึงสาร (minute) 10 - 
ปริมาณคอร์เชลล์ Fe3O4@Au (mg Fe3O4.cm-2) 3 × 10-3 1 × 10-4 
ปริมาณเอนไซม์ (unit.cm-2) 0.1 0.3 
ศักย์กระตุ๎น (V versus Ag/AgCl) 0.6 0.7 
ความเป็นกรด-เบสของสารละลาย 7.0 7.0 
อุณหภูมิ (ºC) 25 25 
ปริมาณสารตั้งต๎น (mmol.L-1) 0.03 0.4 
ปริมาณโคแฟกเตอร์ (mmol.L-1) 0.04 0.8 
อัตราการไหลของสารละลายตัวพา (mL.min-1) 1.2 
ปริมาตรการฉีดสาร (µL) 100 

สภาวะการวิเคราะห ์ ระบบปกติ ระบบการไหลอัตโนมตั ิ
ชํวงความเป็นเส๎นตรงของการวิเคราะห์ (%) 0.04-0.22  0.01-0.50  
ความไวของการวิเคราะห์ (µA per %.cm2) 3.6  35.7  
ขีดความสามารถในการตรวจวัด (%) 0.01  0.001  
ขีดความสามารถในการวิเคราะห์ปริมาณ (%) 0.05  0.01  
ความแมํนย้าของการวิเคราะห์ (%RSD) 3.1 (n = 3) 2.6 (n = 10) 
ความแมํนย้าของไบโอเซนเซอร์ (%RSD) 4.1 (n = 3) 3.0 (n = 3) 
อัตราเร็วในการวิเคราะห์ (samples.h-1) 72  130  
ตัวรบกวนการวิเคราะห์ กรดฟอร์มิกและกรดอะซิติก  
ปัจจัยการเจือจางตัวอยําง 100 เทํา 

 
ไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นในระบบการวิเคราะห์แบบปกติและระบบการไหลอัตโนมัติตรวจพบปริมาณแอมโมเนียมไอออนในน้้ายาง
ข๎น เฉลี่ย 0.60 ± 0.02 และ 0.61 ± 0.02 เปอร์เซ็นต์โดยน้้าหนัก ตามล้าดับ เปรียบเทียบผลการวิเคราะห์กับเทคนิคการไทเทรต 
(0.63 ± 0.02) เทคนิคการวัดสี (0.62 ± 0.02) และเทคนิคโพเทนชิโอเมทรี (0.58 ± 0.02) ด๎วยสถิติ t-test พบวําผลการ
วิเคราะห์ปริมาณแอมโมเนียมไอออนในน้้ายางข๎นท่ีตรวจวัดด๎วยไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นกับเทคนิคมาตรฐานให๎คําไมํแตกตําง
กันอยํางมีนัยส้าคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95% ดังนั้นยอมรับได๎วําวิธีวิเคราะห์ปริมาณแอมโมเนียมไอออนด๎วยไบโอเซนเซอร์ที่
พัฒนาขึ้นในระบบการวิเคราะห์แบบปกติและการไหลอัตโนมัติไมํมีความแตกตํางกันอยํางมีนัยส้าคัญ 
   
สรุปผลการทดลอง   : แอมโมเนียมไอออนไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นในระบบการวิเคราะห์แบบปกติและการไหลอัตโนมัติให๎  
ความไวในการตรวจวิเคราะห์และความแมํนย้าสูง ตรวจวิเคราะห์สารตัวอยํางได๎รวดเร็ว คาดหวังวําไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้น
สามารถน้าไปวิเคราะห์ปริมาณแอมโมเนียมไอออนในตัวอยํางน้้ายางข๎นและตัวอยํางอื่นๆ ได๎ ณ สถานที่จริง 
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บทคัดย่อ 
 

งานวิจัยนี้พัฒนาแอมโมเนียมไอออนไบโอเซนเซอร์ ตรวจวัดในระบบการวิเคราะห์แบบปกติและระบบ
การไหลอัตโนมัติ โดยปรับปรุงขั้วไฟฟ้าใช๎งานด๎วยอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au และเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดร
จีเนส ส้าหรับวิเคราะห์ปริมาณแอมโมเนียมไอออนในตัวอยํางน้้ายางข๎น ท้าการสังเคราะห์ พิสูจน์เอกลักษณ์
และประเมินการน้าสํงอิเล็กตรอนของอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au โดย Fe3O4 ท้าหน๎าที่เป็นแกน และทอง
อนุภาคนาโนท้าหน๎าที่เป็นเปลือก พบวําอนุภาคคอร์เซลล์ Fe3O4@Au ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 580 นาโน
เมตร รูปรํางลักษณะเป็นทรงกลม กระจายตัวสม่้าเสมอ มีขนาดเส๎นผํานศูนย์กลางเฉลี่ย 50 นาโนเมตร ให๎
สัญญาณการตอบสนองตํอสารตัวกลางทางไฟฟ้า NADPH ได๎ดีที่ศักย์ชํวง 0.4 ถึง 0.6 โวลต์ เทียบกับขั้วไฟฟ้า
อ๎างอิงซิลเวอร์ ซิลเวอร์คลอไรด์ และให๎กลไกการเกิดปฏิกิริยาที่ผิวหน๎าขั้วไฟฟ้าเป็นแบบการเคลื่อนที่โดยมวล 
(Mass transfer) เมื่อท้าการตรึงเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส พบวําพ้ืนผิวของอนุภาคคอร์เซลล์ Fe3O4@Au 
ถูกปกคลุมด๎วยกลุํมโปรตีนของเอนไซม์ และขนาดของอนุภาคใหญํขึ้น จากนั้นศึกษาสภาวะที่เหมาะสมและ
ประเมินประสิทธิภาพการท้างานของไบโอเซนเซอร์ โดยท้าการศึกษา 2 ระบบ 

 

ระบบการวิเคราะห์แบบปกติ พบวําเวลาที่เหมาะสมส้าหรับตรึงเอนไซม์และอนุภาคคอร์เซลล์ 
Fe3O4@Au บนผิวหน๎าขั้วไฟฟ้าคือ 10 นาที ปริมาณคอร์เชลล์ 3 × 10-3 มิลลิกรัม Fe3O4 ตํอตารางเซนติเมตร 
ปริมาณเอนไซม์ 0.1 ยูนิตตํอตารางเซนติเมตร ศักย์กระตุ๎น 0.6 โวลต์ เทียบกับข้ัวไฟฟ้าอ๎างอิงซิลเวอร์-ซิลเวอร์
คลอไรด์ สารละลายอิเล็กโตรไลต์เกื้อหนุนฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ปริมาณสาร
ตั้งต๎นและโคแฟกเตอร์ 0.03 และ 0.04 มิลลิโมลาร์ ตามล้าดับ ประเมินประสิทธิภาพการวิเคราะห์ของ
แอมโมเนียมไอออนไบโอเซนเซอร์ พบชํวงความเป็นเส๎นตรง 0.04-0.22 เปอร์เซ็นต์โดยน้้าหนัก ความไวในการ
วิเคราะห์ 3.6 µA per %.cm2 ขีดความสามารถในการตรวจวัดและวิเคราะห์ปริมาณต่้าสุด 0.01 และ 0.05 
เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ ความแมํนย้าของการตรวจวิเคราะห์ (3 ซ้้า) และขั้วไฟฟ้า (3 ขั้วไฟฟ้า) เทํากับ 3.1 และ 
4.1 เปอร์เซ็นต์เบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ ตามล้าดับ อัตราเร็วในการวิเคราะห์ตัวอยําง 72 ตัวอยํางตํอชั่วโมง 

 

ระบบการวิเคราะห์แบบการไหลอัตโนมัติ ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมและประเมินประสิทธิภาพการ
ท้างานของไบโอเซนเซอร์ในระบบการวิเคราะห์แบบการไหลอัตโนมัติ พบวําปริมาณคอร์เชลล์ 1 × 10-4 
มิลลิกรัม Fe3O4 ตํอตารางเซนติเมตร ประมาณเอนไซม์ 0.3 ยูนิตตํอตารางเซนติเมตร ศักย์กระตุ๎น 0.7 โวลต์ 
เทียบกับขั้วไฟฟ้าอ๎างอิงซิลเวอร์-ซิลเวอร์คลอไรด์ สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 เป็นสารละลายตัวพา 
อัตราการไหล 1.2 มิลลิลิตรตํอนาที ปริมาตรการฉีดสาร 100 ไมโครลิตร ปริมาณสารตั้งต๎นและโคแฟกเตอร์ 
0.4 และ 0.8 มิลลิโมลาร์ ตามล้าดับ ประเมินประสิทธิภาพการวิเคราะห์ของแอมโมเนียมไอออนไบโอเซนเซอร์ 
พบชํวงความเป็นเส๎นตรง 0.01-0.50 เปอร์เซ็นต์โดยน้้าหนัก ความไวในการวิเคราะห์ 35.7 µA per %.cm2 ขีด
ความสามารถในการตรวจวัดและวิเคราะห์ปริมาณต่้าสุด 0.001 และ 0.01 เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ ความ
แมํนย้าของการตรวจวิเคราะห์ (10 ซ้้า) และขั้วไฟฟ้า (3 ขั้วไฟฟ้า) เทํากับ 2.6 และ 3.0 เปอร์เซ็นต์เบี่ยงเบน
มาตรฐานสัมพัทธ์ ตามล้าดับ อัตราเร็วในการวิเคราะห์ตัวอยําง 130 ตัวอยํางตํอชั่วโมง ประเมินการท้างาน
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ของไบโอเซนเซอร์ในการวิเคราะห์ปริมาณแอมโมเนียมไอออนในตัวอยํางน้้ายางข๎น พบวําสารรบกวน คือกรด
ฟอร์มิกและกรดอะซติิก ตัวอยํางต๎องถูกเจือจาง 100 เทํา ด๎วยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์กํอนวัดด๎วยวิธีการ
เติมสารมาตรฐานลงในสารละลายตัวอยําง  

 

ไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นในระบบการวิเคราะห์แบบปกติและระบบการไหลอัตโนมัติตรวจพบปริมาณ
แอมโมเนียมไอออนในน้้ายางข๎น เฉลี่ย 0.60 ± 0.02 และ 0.61 ± 0.02 เปอร์เซ็นต์โดยน้้าหนัก ตามล้าดับ 
เปรียบเทียบผลการวิเคราะห์กับเทคนิคการไทเทรต (0.63 ± 0.02) เทคนิคการวัดสี (0.62 ± 0.02) และเทคนิค
โพเทนชิโอเมทรี (0.58 ± 0.02) ด๎วยสถิติ t-test พบวําผลการวิเคราะห์ปริมาณแอมโมเนียมไอออนในน้้ายางข๎น
ที่ตรวจวัดด๎วยไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นกับเทคนิคมาตรฐานให๎คําไมํแตกตํางกันอยํางมีนัยส้าคัญที่ระดับความ
เชื่อมั่น 95% ดังนั้นยอมรับได๎วําวิธีวิเคราะห์ปริมาณแอมโมเนียมไอออนด๎วยไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นในระบบ
การวิเคราะห์แบบปกติและการไหลอัตโนมัติไมํมีความแตกตํางกันอยํางมีนัยส้าคัญ คาดหวังวําไบโอเซนเซอร์นี้
สามารถน้าไปวิเคราะห์ปริมาณแอมโมเนียมไอออนในตัวอยํางน้้ายางข๎นและตัวอยํางอ่ืนๆ ได๎ ณ สถานที่จริง 
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Abstract 
 

In this research, an ammonium ion biosensor has been developed for the 
determination of ammonium ion in concentrated latex samples based on batch and flow 
injection analysis (FIA) system by using the electrodes modified with core shell Fe3O4@Au 
nanoparticles and alanine dehydrogenase enzyme (AlaDH). The core shell Fe3O4@Au 
nanoparticles were synthesized, characterized and evaluated as a term of electron transfer. 
As the results, the core shell Fe3O4@Au nanoparticles was absorbed at the wavelength of 
580 nm and the average diameter was about 50 nm. The size of nanoparticles clearly 
increase after their immobilized with AlaDH enzyme. The oxidation peak current of the 
mediator which is NADPH enhanced obviously at the potential between 0.4-0.6 V (versus 
Ag/AgCl) when the electrode modified with the core shell Fe3O4@Au nanoparticles by 
comparing the current with the bare electrode and the reactions on the modified electrode 
is mass transfer controlled. The amperometric technique was studied in terms of optimal 
conditions which were used for two systems (Batch and flow analysis system).  

 
The batch system was investigated on the optimal experimental conditions and 

analytical performances for the biosensor analysis. From the results, the 3 × 10-3 mg.cm-2 
core shell Fe3O4@Au nanoparticles and 0.1 unit.cm-2 AlaDH enzyme were immobilized on 
the electrode surface at 10 minutes, the operating potential at 0.6 V versus Ag/AgCl, 0.1 M 
phosphate buffer solution pH 7.0 as the supporting electrolyte, the operating temperature 
20 ºC, an amount of substrate and cofactor as 0.03 and 0.04 mM, respectively, were 
obtained. The biosensor based on batch system in terms of a linear response range of 0.04-
0.22 % by mass, sensitivity of 3.6 µA per %.cm2, a detection limit of 0.01 % and a 
quantification limit of 0.05 % was experimentally evaluated. The repeatability (n=3) of 3.1 
%RSD and reproducibility (n=3) of 4.1 %RSD were also validated. The sample throughput 
was 72 samples per hour.  

 
The amperometric technique based on FIA was also carried he optimal experimental 

conditions and analytical performances for the biosensor analysis. As the results, the 1 × 10-4 
mg.cm-2 core shell Fe3O4@Au nanoparticles and 0.3 unit.cm-2 AlaDH enzyme were 
immobilized on the electrode surface, the operating potential at 0.7 V versus Ag/AgCl, 0.1 M 
phosphate buffer solution pH 7.0 as the carrier solution, the buffer flow rate at 1.2 mL.min-1, 
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100 µL injection volume, an amount of substrate and cofactor as 0.4 and 0.8 mM, 
respectively, were obtained. The biosensor based on FIA system in terms of a linear 
response range of 0.01-0.50 % by mass, sensitivity of 35.7 µA per %.cm2, a detection limit of 
0.001 % and a quantification limit of 0.01 % was experimentally evaluated. The repeatability 
(n=10) of 2.6 %RSD and reproducibility (n=3) of 3.0 %RSD were also validated. The sample 
throughput was 130 samples per hour.  

 
Additionally, the biosensors for the ammonium ion determination in concentrated 

latex samples were proposed. Formic acid and Acetic acid were interferences for ammonium 
ion determination in latex samples. The concentrated latex samples were properly diluted 
100 times with phosphate buffer before measurements were carried out by the standard 
addition method. The ammonium ion concentration of 0.60 ± 0.02 and 0.61 ± 0.02 % by 
mass were determined by biosensor based on batch and FIA system, respectively, and 
compared with the results from titration method (0.63 ± 0.02) colorimetric method (0.62 ± 
0.02) and ammonium ion selective electrode (0.58 ± 0.02). The compared methods were 
shown that the t-test values showed no significant difference at the 95% confidence level. 
Therefore, the ammonium ion biosensor based on batch and FIA system could be proposed 
on ammonium ion determination in concentrated latex and other samples. 
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บทที่ 1  
บทน า 

 
1.1 ที่มาและความส าคัญ 

อุตสาหกรรมยางพาราเป็นอุตสาหกรรมที่มีการแขํงขันสูงในตลาด เนื่องจากมีผลิตภัณฑ์จ้านวนมากที่
ท้ามาจากยางพาราโดยตรง เชํน ถุงมือ ถุงยางอนามัย ลูกโป่ง โฟม กาว เป็นต๎น น้้ายางธรรมชาติเป็นสารที่ไมํ
บริสุทธิ์ มีทั้งน้้าตาล โปรตีน ฟอสโฟไลปิด และสารอ่ืนๆ สารเหลํานี้จะถูกท้าปฏิกิริยากับแบคทีเรีย เกิดการบูด
เนําและแข็งตัว [1] ดังนั้นในกระบวนการตรียมน้้ายางต๎องมีการเติมสารละลายแอมโมเนียเพ่ือรักษาสภาพของ
น้้ายาง โดยเติมให๎อยูํในระดับ 0.3% - 0.7% ตํอน้้าหนักน้้ายาง ซึ่งกระบวนการนี้เรียกวํากระบวนการเตรียม
น้้ายางข๎น เนื่องจากแอมโมเนียขัดขวางการเจริญเติบโตของแบคทีเรียในน้้ายาง และด๎วยความเป็นดํางของ
แอมโมเนีย จึงชํวยเพ่ิมประจุลบรอบอนุภาคยางมากขึ้น สํงเสริมสถานะเป็นของเหลวของน้้ายาง นอกจากนี้
แอมโมเนียยังท้าปฏิกิริยากับโลหะที่มีในน้้ายาง เชํน แมกนีเซียม ให๎เป็นตะกอนของแมกนีเซียมแอมโมเนียม
ฟอสเฟต (Magnesium ammonium phosphate) ที่ไมํละลายน้้า ท้าให๎สามารถก้าจัดโลหะที่อาจท้าให๎น้้า
ยางเสียสภาพได๎ [2] อยํางไรก็ตามแอมโมเนียที่เติมมากเกินไปในน้้ายางท้าให๎น้้ายางมีความเสถียรจนเกินไป 
สํงผลให๎คุณภาพของน้้ายางต่้าลง รวมทั้งของเสียที่เกิดจากการเติมแอมโมเนียมากเกินไปจะถูกชะล๎างและทิ้ง
ลงสูํสิ่งแวดล๎อมกํอให๎เกิดมลพิษทางสิ่งแวดล๎อมได๎  

ดังนั้นการตรวจหาปริมาณแอมโมเนียที่มีอยูํจริงในน้้ายางข๎นกํอนและหลังน้าเข๎าสูํกระบวนการผลิตจึง
มีความส้าคัญเป็นอยํางยิ่ง รวมทั้งข๎อมูลปริมาณของแอมโมเนียที่เกินจะต๎องมีการก้าจัดกํอนทิ้งลงสูํสิ่งแวดล๎อม
เพ่ือลดมลพิษที่จะเกิดตามมา โดยพระราชบัญญัติสํงเสริมสุขภาพและสิ่งแวดล๎อม พ.ศ. 2535 ระบุปริมาณ
แอมโมเนียปนเปื้อนในแหลํงน้้าผิวดินไมํเกิน 0.5 มิลลิกรัมตํอลิตร [3] 
 วิธีวิเคราะห์แอมโมเนียในปัจจุบันตรวจวัดในรูปของแอมโมเนียมไอออน วิเคราะห์ด๎วยวิ ธีวัดสี 
(Colorimetric method) เทียบกับสารละลายมาตรฐานโดยมีหลักการท้าให๎สารตัวอยํางท้าปฏิกิริยากับ
สารละลายเนสเลอร์ (Nessler reagent) ซึ่งเป็นสารผสมระหวํางเมอคิวรีไอโอไดด์ (HgI2) และโพแทสเซียมไอ
โอไดด์ (KI) ในสารละลายเบส เกิดเป็นสารประกอบเชิงซ๎อนสีเหลือง [4] จากนั้นน้าไปวิเคราะห์โดยการวัดสี 
หรือวัดคําการดูดกลืนแสงด๎วยเครื่องมือวิเคราะห์สเปกโตรโฟโตรมีเตอร์ (Spectrophotometer) จากข๎อมูล
วิเคราะห์นี้ ปฏิกิริยาใช๎เวลานานเพ่ือท้าให๎สารเกิดปฏิกิริยาอยํางสมบูรณ์ ต๎นทุนการวิเคราะห์สูงเนื่องจากใช๎
สารเคมีหลายชนิด รวมทั้งเกิดของเสียที่มีความเป็นพิษสูงหลังการวิเคราะห์  

ปัจจุบันไบโอเซนเซอร์ (Biosensor)ได๎ถูกน้ามาใช๎งานอยํางกว๎างขวางกันมากในงานวินิจฉัยทาง
การแพทย์ การตรวจวัดทางสิ่งแวดล๎อม กระบวนการแปรรูปอาหาร การตรวจวัดสารพิษในอาหาร รวมทั้งได๎มี
การน้ามาใช๎วิเคราะห์ปริมาณสารตํางๆในน้้ายาง เป็นต๎น 
 นอกจากนี้ระบบการวิเคราะห์การไหลอัตโนมัติหรือระบบโฟล์วอินเจคชันอะนาไลซิส (Flow 
injection analysis) ได๎น้ามาประยุกต์ใช๎กับงานวิจัยนี้ อาศัยการผสมสารด๎วยระบบควบคุมอัตโนมัติท้าให๎
วิเคราะห์สารตัวอยํางได๎อยํางตํอเนื่องโดยควบคุมการไหลของสารละลายด๎วยปั๊ม (Peristaltic pump) มีระบบ
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ฉีดสารละลายมาตรฐานและสารละลายตัวอยํางที่มีปริมาตรคงที่เข๎าไปในระบบการไหลแบบตํอเนื่อง ซึ่งจะท้า
ให๎สารเกิดปฏิกิริยาในระบบการไหลนั้นและเข๎าสูํตัวตรวจวัด (Detector) แล๎วตรวจวัดสัญญาณที่เกิดขึ้นที่เวลา
คงที่ ท้าให๎การวิเคราะห์รวดเร็วขึ้น มีความแมํนย้าสูง ไมํต๎องรอให๎เกิดปฏิกิริยาที่สมบูรณ์ นอกจากนี้ยังลด
ปัญหาการใช๎สารเคมีท่ีราคาแพง ลดต๎นทุนการวิเคราะห์ และลดปริมาณของเสียที่จะเกิดพิษจากการใช๎สารเคมี 
 งานวิจัยนี้เพ่ิมประสิทธิภาพของการตรึงสารชีวภาพด๎วยอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au บนขั้วไฟฟ้า
คาร์บอนเพส วิเคราะห์แอมโมเนียมไอออนในระบบการตรวจวัดแบบแบท (Batch system) และศึกษาการ
วิเคราะห์ในระบบการไหลอัตโนมัติ (Flow injection system) โดยเปลี่ยนจากการใช๎ขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพส
เป็นขั้วไฟฟ้าแบบพิมพ์สกรีนคาร์บอน การวิเคราะห์ในระบบการไหลอัตโนมัติมีประโยชน์ ท้า ให๎ใช๎สารเคมีใน
ปริมาณน๎อย ประหยัดเวลาในการวิเคราะห์ ลดต๎นทุนการวิเคราะห์ รวมทั้งลดของเสียลงสูํสิ่งแวดล๎อม เป็นต๎น 
ความคาดหวังของงานวิจัยนี้คาดวําจะน้าไปสูํการสร๎างไบโอเซนเซอร์ส้าหรับตรวจวัดแอมโมเนียมไอออนที่มี
ขนาดเล็ก พกพาไปใช๎ในภาคสนามได๎ มีความถูกต๎องสูง ราคาถูก ใช๎งานงําย และไมํต๎องอาศัยผู๎เชี่ยวชาญใน
การใช๎งาน 
 
1.2 วัตถุประสงค์ 

1.2.1 เพ่ือสร๎างไบโอเซนเซอร์ส้าหรับตรวจวัดหาปริมาณของแอมโมเนียมไอออนในตัวอยํางน้้ายางข๎น 
ด๎วยระบบการวิเคราะห์แบบปกติ 

 1.2.1.1 เพ่ือสังเคราะห์และพิสูจน์เอกลักษณ์ของอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au 
 1.2.1.2 เพ่ือพัฒนาไบโอเซนเซอร์โดยปรับปรุงขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพสด๎วยอนุภาคคอร์เชลล์  

Fe3O4@Au และเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส 
 1.2.1.3 เพ่ือศึกษาสภาวะการท้างานที่เหมาะสมของไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้น 
 1.2.1.4 เพ่ือประเมินประสิทธิภาพการท้างานของไบโอเซนเซอร์ในระบบการวิเคราะห์แบบปกติ  
 1.2.1.5 เพ่ือประยุกต์ใช๎ไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้น ส้าหรับตรวจวัดหาปริมาณของแอมโมเนียม

ไอออนในตัวอยํางน้้ายางข๎น  
1.2.2 เพ่ือสร๎างไบโอเซนเซอร์ส้าหรับตรวจวัดหาปริมาณของแอมโมเนียมไอออนในตัวอยํางน้้ายางข๎น 

ด๎วยระบบการวิเคราะห์แบบการไหลอัตโนมัติ 
 1.2.2.1 เพ่ือพัฒนาไบโอเซนเซอร์โดยปรับปรุงขั้วไฟฟ้าพิมพ์สกรีนคาร์บอนด๎วยอนุภาคคอร์

เชลล์ Fe3O4@Au และเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส 
 1.2.2.2 เพ่ือศึกษาสภาวะการท้างานที่เหมาะสมของไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้น 
 1.2.2.3 เพ่ือประเมินประสิทธิภาพการท้างานของไบโอเซนเซอร์ในระบบการวิเคราะห์แบบการ

ไหลอัตโนมัติ  
 
 

1.2.2.4 เพ่ือประยุกต์ใช๎ไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้น ส้าหรับตรวจวัดปริมาณของแอมโมเนียม
ไอออนในตัวอยํางน้้ายางข๎น  

1.2.3 เพ่ือเปรียบเทียบผลการวิเคราะห์ปริมาณแอมโมเนียมไอออนด๎วยไบโอเซนเซอร์ตรวจวัดในระบบ
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การวิเคราะห์แบบปกติ และระบบการไหลอัตโนมัติ กับเทคนิคมาตรฐาน ได๎แกํ เทคนิคการ
ไทเทรต (Titration method) เทคนิคการวัดสี (Spectrophotometric method) และเทคนิค
โพเทนชิโอเมทรี โดยใช๎ขั้วไฟฟ้าจ้าเพาะเจาะจงแอมโมเนียมไอออน (Ammonium ion 
selective electrode) 
 

1.3 ทฤษฏีที่เกี่ยวข้อง 
งานวิจัยนี้ได๎ท้าการพัฒนาไบโอเซนเซอร์เพ่ือใช๎ในการวิเคราะห์ปริมาณของแอมโมเนียมไอออนใน

ระบบการวิเคราะห์แบบปกติและระบบการไหลอัตโนมัติ ซึ่งไบโอเซนเซอร์ประกอบไปด๎วยอุปกรณ์สองสํวน คือ 
สํวนของสารชีวภาพ และสํวนของตัวแปลงสัญญาณ โดยขอกลําวถึงความหมายของไบโอเซนเซอร์ 
สํวนประกอบของไบโอเซนเซอร์ และหลักการท้างาน ดังนี้ 

 
1.3.1 ความหมายของไบโอเซนเซอร์ 

                      ไบโอเซนเซอร์ (Biosensor) [5] เป็นอุปกรณ์ที่ใช๎ในการตรวจวัดทางชีวภาพ ซึ่งพัฒนาขึ้น
เพ่ือตรวจวัดหรือวิเคราะห์สารตัวอยํางได๎อยํางจ้าเพาะเจาะจง ทั้งยังสามารถตรวจวิเคราะห์สารตํางๆได๎
หลากหลายชนิด เครื่องมือที่ใช๎หลักการท้างานแบบไบโอเซนเซอร์ในปัจจุบันมีความหลากหลาย และใช๎
ประโยชน์ในหลายด๎าน มีทั้งที่อยูํในขั้นของงานวิจัยและในเชิงพาณิชย์ มีแนวโน๎มพัฒนาให๎มีขนาดเล็ก ใช๎งาน
งําย และพกพาสะดวก ตัวอยํางของเครื่องตรวจวัด ไบโอเซนเซอร์ที่ใช๎งานเชิงพาณิชย์ในปัจจุบัน   
 - o เครื่องตรวจวัดระดับน้้าตาลในเลือดของผู๎ป่วยเบาหวาน ซึ่งถือได๎วําเป็นเครื่องมือแรกๆ ที่

ผลักดันให๎มีการพัฒนาไบโอเซนเซอร์จนถึงปัจจุบัน 
 - o เครื่องตรวจวัดสารอ่ืนๆ ในรํางกาย  เชํน ยูเรีย ฮอร์โมน กรด-เบส เป็นต๎น 
 - o เครื่องตรวจวัดสารปนเปื้อนในน้้า 
 - o เครื่องตรวจแบคทีเรียในอากาศ 
 - o เครื่องตรวจจับเชื้อโรค ไวรัส 
 - o เครื่องตรวจวัดวิตามินในอาหาร 
 - o เครื่องตรวจวัดปริมาณยาในอาหาร เชํน ยาปฎิชีวนะ ฮอร์โมนเรํงการเจริญเติบโต สารเรํง

เนื้อแดง 
 - o เครื่องตรวจวัดโปรตีนในอุตสาหกรรม 

 
1.3.2 หลักการท างานของไบโอเซนเซอร์ 
    การท้างานของไบโอเซนเซอร์นั้นเริ่มจากการที่สารที่ต๎องการวิเคราะห์เข๎าท้าปฏิกิริยากับ

สารชีวภาพที่ตรึงบนผิวหน๎าตัวแปลงสัญญาณ ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นกํอให๎เกิดเป็นผลิตภัณฑ์ที่ถูกแปรเป็นสัญญาณ
ที่ตัวแปลงสัญญาณ ตัวแปลงสัญญาณเป็นอุปกรณ์ทางไฟฟ้าที่ท้าหน๎าที่รับและแปลงสัญญาณที่เกิดขึ้นให๎เป็น
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สัญญาณที่อํานคําออกมาได๎ สัญญาณวิเคราะห์จะเป็นสัดสํวนโดยตรงกับปริมาณของสารที่ต๎องการวิเคราะห์  
และถูกน้าไปด้าเนินการตํอเพ่ือแสดงผลออกมา มีข้ันตอนการท้างาน 3 ขั้นตอน ดังนี้ [6] 

ขั้นตอนแรก ท้าการตรึงสารชีวภาพเข๎ากับตัวแปลงสัญญาณเพ่ือสร๎างเป็นไบโอเซนเซอร์ส้าหรับ
วิเคราะห์สารที่ต๎องการวิเคราะห์ 

ขั้นตอนที่สอง น้าไบโอเซนเซอร์ที่ได๎มาท้าการตรวจวัดสารที่ต๎องการวิเคราะห์ ในขั้นตอนนี้สารที่
ต๎องการวิเคราะห์จะจับกับไบโอเซนเซอร์ที่ต้าแหนํงจ้าเพาะเจาะจงตรงสํวนของสารชีวภาพที่ตรึงอยูํบน
ไบโอเซนเซอร์ เรียกขั้นตอนนี้วํา กลไกการจดจ้าทางชีวภาพ (Biological recognition mechanism) จากการ
เข๎าจับกันนี้ท้าให๎เกิดปฏิกิริยาทางชีวเคมีกํอให๎เกิดเป็นผลิตภัณฑ์หรือสัญญาณที่สามารถตรวจวัดได๎ด๎วยตัว
แปลงสัญญาณที่เหมาะสมกับชนิดและรูปของสัญญาณนั้นๆ โดยมีการถํายทอดสัญญาณเฉพาะ ( Indicated 
signal) ซึ่งอาจเป็นอิเล็กตรอน แสง และอ่ืนๆ เข๎าสูํตัวแปลงสัญญาณ   

ขั้นตอนที่สาม ตัวแปลงสัญญาณจะรับและเปลี่ยนสัญญาณเฉพาะเป็นสัญญาณไฟฟ้าผํานเครื่องอําน
สัญญาณออกมา ท้าให๎สามารถอํานคําได๎ เรียกขั้นตอนนี้วํา เทคนิคการรับและแปลงสัญญาณทางกายภาพ 
(Physical transduction technique) และเมื่ออํานคําได๎ก็ท้าให๎ทราบวําสารที่วิเคราะห์นั้นเป็นสารใด กลไก
การท้างานของไบโอเซนเซอร์ ดังรูปที่ 1.1 

 

 
รูปที่ 1.1 หลักการท้างานของไบโอเซนเซอร์ [7] 

 
พบวําสารที่ต๎องการวิเคราะห์จะเข๎าท้าปฏิกิริยากับสารชีวภาพที่บริเวณแอกทีฟไซด์ (Active sites) ท้า

ให๎เกิดผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยา สามารถตรวจวัดผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้นได๎ ซึ่งผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้นได๎แกํ สารที่เป็น
ตัวกลางทางไฟฟ้า ปริมาณไฮโดรเจนไอออน ความร๎อน แสงที่เกิดขึ้น และมวลที่เปลี่ยนแปลง เป็นต๎น ซึ่งสัญญาณที่
เกิดขึ้นสามารถใช๎ตัวแปลงสัญญาณที่เหมาะสมตรวจวัดออกมา โดยตัวแปลงสัญญาณจะท้าหน๎าที่แปลงสัญญาณที่
เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาเป็นสัญญาณที่แสดงคําออกมา  
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จากหลักการท้างานของไบโอเซนเซอร์ จึงท้าให๎มีกลุํมงานวิจัยหลายกลุํมได๎พัฒนาไบโอเซนเซอร์และเป็น
ประโยชน์ในหลายๆ ด๎าน ดังนี้  [6] 

1. ด๎านการแพทย์ การใช๎ประโยชน์ไบโอเซนเซอร์เพ่ือตรวจวัดปริมาณน้้าตาลกลูโคสในเลือดของสิ่งมีชีวิต 
ไบโอเซนเซอร์สามารถติดตามระดับน้้าตาลในเลือดได๎อยํางตํอเนื่องโดยไมํจ้าเป็นต๎องเจาะเลือดคนไข๎ และที่ก้าลัง
ได๎รับความสนใจเป็นอยํางมาก คือ ไบโอเซนเซอร์ที่ใช๎แอนติบอดี้เป็นสารชีวภาพในการตรวจวัด เรียกวํา อิมมูโน
เซนเซอร์ ได๎น้ามาใช๎ในการวินิจฉัยทางการแพทย์ เชํน การตรวจวัดสารกํอมะเร็งที่สามารถวัดความผิดปกติของสาร
พันธุกรรมในรํางกาย ซึ่งเป็นสัญญาณแรกที่บํงชี้การเกิดโรคท้าให๎การตรวจรักษาโรคตํางๆ อยํางทันทํวงทีในระยะ
ต๎นของโรค 

2. ด๎านการอุตสาหกรรม ไบโอเซนเซอร์ถูกน้ามาใช๎ในอุตสาหกรรมอาหาร อุตสาหกรรมหมัก และ
อุตสาหกรรมการยาง ซึ่งมีความจ้าเป็นที่จะต๎องมีระบบการตรวจวัดและควบคุมอัตโนมัติเพ่ือติดตามข๎อมูลได๎
อยํางรวดเร็วในระหวํางการผลิตเพ่ือให๎กระบวนการผลิตด้าเนินไปในทิศทางที่ต๎องการและได๎ผลิตภัณฑ์ที่มี
คุณภาพ การตรวจวัดทางด๎านอุตสาหกรรมอาหาร ได๎แกํ การตรวจวัดสารปนเปื้อนหรือสารพิษในวัตถุดิบ 
รวมทั้งสารปรุงแตํงในอาหารด๎วย สํวนการใช๎ไบโอเซนเซอร์ในอุตสาหกรรมการหมัก มักจะน้ามาใช๎ตรวจวัด
ปริมาณแลคเตทเพ่ือควบคุมคุณภาพของไวน์และโยเกิร์ต หรือการตรวจวัดปริมาณกรดอะมิโนตํางๆ รวมทั้งการ
ควบคุมกระบวนการหมักเอทานอลในอุตสาหกรรมเครื่องดื่มแอลกอฮอล์ เป็นต๎น 

3. ด๎านสิ่งแวดล๎อม การประยุกต์ใช๎ในงานด๎านสิ่งแวดล๎อม นิยมพัฒนาขึ้นมาให๎สามารถน้ามาใช๎งานใน
ภาคสนามได๎ มีขนาดเล็กและสามารถสํงข๎อมูลออนไลน์ (On-line) ได๎ เชํน ไบโอเซนเซอร์ที่ใช๎ตรวจวัดปริมาณไน
ไตรท์หรือไนเตรทในกระบวนการบ้าบัดน้้าเสีย โดยตรึงเซลล์แบคทีเรียไว๎ที่สํวนหัววัดแล๎วปิดผิวหน๎าของหัววัด
ด๎วยเยื่อเมมเบรน เมื่อไนไตรท์ไอออนหรือไนเตรตไอออนแพรํผํานเยื่อเมมเบรน แบคทีเรียจะเปลี่ยนไอออน
ดังกลําวให๎กลายเป็นไนตรัสออกไซด์ ที่สามารถตรวจวัดทางเคมีได๎ นอกจากนี้ยังมีการน้าไปใช๎ในการตรวจวัดคํา
บีโอดี (BOD) ของน้้า ตรวจวัดสารพิษที่ปนเปื้อนในสิ่งแวดล๎อม เชํน สารก้าจัดศัตรูพืช เป็นต๎น 

 
1.3.3 ส่วนประกอบของไบโอเซนเซอร์ 
       ไบโอเซนเซอร์ประกอบไปด๎วย 2 สํวน คือ สํวนของสารชีวภาพ (Biological substance or 

recognition layer)  และตัวแปลงสัญญาณ (Transducer) [8] ตารางที่ 1.1 แสดงชนิดของสารชีวภาพที่
น้ามาใช๎กับไบโอเซนเซอร์และลักษณะของสารชี้น้า (Biocatalytic component) ซึ่งจากลักษณะของสัญญาณ
ที่เกิดขึ้นสามารถน้ามาใช๎ในการเลือกตัวแปลงสัญญาณให๎เหมาะสมกับสัญญาณชี้น้าที่ต๎องการตรวจวัด เชํน ถ๎า
สัญญาณที่เกิดขึ้นเป็นแสง ใช๎ตัวแปลงสัญญาณท่ีเรียกวํา ออปโตอิเล็กทรอนิกส์ (Optoelectronics) เป็นต๎น 
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ตารางท่ี 1.1 ชนิดของสารชีวภาพและตัวแปลงสัญญาณที่ใช๎ในงานไบโอเซนเซอร์ [8] 
สารชีวภาพ สัญญาณชี้น า ระบบการตรวจวัด ตัวแปลงสัญญาณ 

เอนไซม์ 
เซลล์จุลินทรีย์ 

เซลล์เนื้อเยื่อพืช 
เซลล์เนื้อเยื่อสัตว์ 

แอนติเจน 
แอนติบอดี 

สารรีเซบเตอร์ 

อิเล็กตรอน แอมเพอโรเมตริก 
(Amperometric) 

ขั้วไฟฟ้าชนิดตํางๆ เชํน ขั้ วไฟฟ้ากลาสซี
คาร์บอน ขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพส    

ไอออน แก๏ส โพเทนธิโอเมตริก 
(Potentiometric) 

ขั้วไฟฟ้าชี้บอกเฉพาะไอออน (ISE) ขั้วไฟฟ้า
เยื่อแลกเปลี่ยนแก๏ส 
(Gas sensing electrode) 

ความร๎อน คารโ์ลรีเมตรี 
(Calorimetric) 

เทอร์มิสเตอร์ (Thermistor)  

แสง ออปติคัล (Optical) ออปโตอิเล็กทรอนิกส์ (Optoelectronics) 
มวล วัดการเปลี่ยนแปลง

มวล (Mass change) 
พีโซอิเล็กทริกคริสตัล (Piezoelectric 
crystal) 

 
  1.3.3.1 สารชีวภาพ 
            สารชีวภาพที่น้ามาใช๎กับไบโอเซนเซอร์จะต๎องเป็นวัสดุหรือสารที่มีความไวทาง
ชีวภาพ ท้าหน๎าที่จับหรือท้าปฏิกิริยาอยํางจ้าเพาะเจาะจงกับสารตัวอยํางที่ต๎องการวิเคราะห์เทํานั้น และท้าให๎
เกิดสัญญาณชี้น้าที่สามารถแปลงเป็นสัญญาณไฟฟ้าโดยตัวแปลงสัญญาณ สารชีวภาพแบํงออกเป็น 3 ชนิด [8] 
คือ 
   1.3.3.1.1 เอนไซม์ 

              เอนไซม์ (Enzyme) [8] เป็นสารประกอบอินทรีย์โปรตีนลักษณะก๎อน 
(Globular protein) ท้าหน๎าที่เป็นตัวเรํงปฏิกิริยาทั้งในสิ่งมีชีวิตและในหลอดทดลอง ปฏิกิริยาที่ไมํมีเอนไซม์
เข๎ารํวมจะเกิดขึ้นได๎ช๎าลง ในทางตรงกันข๎าม หากปฏิกิริยานั้นมีเอนไซม์เข๎ารํวมจะท้าให๎อัตราการเกิดปฏิกิริยา
เพ่ิมขึ้นได๎ถึง 107 เทํา โดยปกติแล๎วเอนไซม์สามารถเรํงปฏิกิริยาภายใต๎สภาวะที่ไมํรุนแรง (อุณหภูมิต่้ากวํา 
100 องศาเซลเซียส ที่ความดันบรรยากาศและพีเอชเป็นกลาง) ซึ่งตํางจากตัวเรํงปฏิกิริยาทางเคมีที่จะเรํง
ปฏิกิริยาภายใต๎สภาวะอุณหภูมิหรือความดันสูง หรือสภาวะที่เป็นกรดหรือเบสสูง บริเวณผิวของเอนไซม์จะมี
บริเวณหนึ่งที่มีลักษณะเป็นโพง (Pocket) หรือรํอง (Claft) บริเวณนี้เรียกวํา บริเวณแอคทิฟหรือบริเวณเรํง 
(Active site) ประกอบด๎วยกรดอะมิโนเรสซิดิว (Amino acid residue) ชนิดตํางๆ บริเวณนี้ยังแบํงเป็น
บริเวณจ้าเพาะเพ่ือจับกับสารโมเลกุลตํางๆ เชํน บริเวณจับกับซับสเตรต (Substrate binding site) รวมทั้ง
บริเวณจับกับโคแฟกเตอร์อีกด๎วย ซับสเตรตจะจับกับเอนไซม์ที่บริเวณจับกับซับสเตรต โดยอาศัยแรงตํางๆ 
เชํน แรงไฮโดรโฟบิก (Hydrophobic forces) แรงแวนเดอร์วาลส์ (Van der Waal’s force) พันธะไอออน 
(Ionic or electrostatic bond) และพันธะไฮโดรเจน (Hydrogen bond) เมื่อซับสเตรตเข๎าจับที่บริเวณเรํง 
เกิดเป็นสารประกอบเชิงซ๎อนระหวํางเอนไซม์กับซับสเตรต (Enzyme-bubstrate complex) ดังรูปที่ 1.2 จะ
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มีปฏิกิริยาเกิดขึ้นที่ต้าแหนํงใดต้าแหนํงหนึ่งของซับสเตรต โดยกรดอะมิโนเรสซิดิวที่เกี่ยวข๎องโดยตรงกับซับ 
สเตรตนั้นๆ จะใช๎หมูํฟังก์ชันจับกับซับสเตรต ท้าให๎เกิดการสร๎างพันธะขึ้นมาใหมํ เปลี่ยนเป็นสารประกอบ
เชิงซ๎อนในสภาวะเปลี่ยน (Transition state) เรียกหมูํฟังก์ชันของกรดอะมิโนเรสซิดิวนี้วํา หมูํแคทาลิติก 
(Catalytic group) และเรียกบริเวณที่หมูํแคทาลิติกท้าปฏิกิริยานี้วํา บริเวณแคทาลิติก (Catalytic site) หลัง
การเกิดปฏิกิริยาที่บริเวณเรํง จะได๎ผลิตภัณฑ์และเอนไซม์อิสระซึ่งสามารถเข๎าจับกับซับสเตรตโมเลกุลใหมํและ
เริ่มวัฏจักรของการเรํงอีกครั้งหนึ่ง 

 

 
รูปที่ 1.2 การท้างานของเอนไซม์ [9] 

 
 การเกิดปฏิกิริยาระหวํางเอนไซม์กับสารที่ต๎องการวิเคราะห์ เกิดการเปลี่ยนแปลงของสารที่ต๎องการ
วิเคราะห์และมีผลิตภัณฑ์เกิดข้ึนซึ่งถูกตรวจวัดด๎วยตัวแปลงสัญญาณที่เหมาะสม โดยเอนไซม์อาจถูกตรึงอยูํบน
ตัวแปลงสัญญาณ เชํน พีเอชอิเล็กโทรด (pH electrode) หรือออกซิเจนอิเล็กโทรด โดยตรง หรืออาจถูกตรึง
อยูํบนตัวยึดเกาะอ่ืน (Supporting material) เชํน แผํนเยื่อบาง (Membrane) โดยวิธีดูดซับหรือเกาะ แล๎วจึง
น้าแผํนเยื่อบางนี้ไปเกาะยึดกับตัวแปลงสัญญาณอีกครั้งหนึ่ง เอนไซม์ที่ใช๎อาจเป็นชนิดเดียวหรือหลายชนิดก็ได๎ 
เชํน การใช๎เอนไซม์กลูโคสออกซิเดสในการหาปริมาณกลูโคส การใช๎เอนไซม์กลูโคสออกซิเดสรํวมกับเอนไซม์
มิวตาโรเทส และเอนไซม์อินเวอร์เทสในการหาปริมาณซูโครส 

 
   1.3.3.1.2 เซลล์หรือชิ้นสํวนของเซลล์จุลินทรีย์ 
                เซลล์ (Cell) [8] คือหนํวยเล็กที่สุดของสิ่งมีชีวิต โดยเซลล์มาจากค้าวํา 
Cella ในภาษาละติน ซึ่งมีความหมายวําห๎องเล็กๆ เซลล์มีอยูํหลายชนิดซึ่งมีรูปรํางและลักษณะที่แตกตํางกัน
ไปตามต้าแหนํงที่อยูํของเซลล์และหน๎าที่การท้างาน เซลล์มีโครงสร๎างที่ส้าคัญอยูํ 3 สํวนที่เหมือนกัน คือ เยื่อ
หุ๎มเซลล์ (Cell membrane) ไซโตพลาซึม(Cytoplasm) และนิวเคลียส (Nucleus) โดยเยื่อหุ๎มเซลล์เป็นสํวน
ที่หํอหุ๎มเซลล์และกั้นเซลล์จากสิ่งแวดล๎อมภายนอก ภายในเซลล์มีโครงสร๎างเล็กๆ เรียกวํา ออร์แกเนลล์ 
(Organelle) ลํองลอยอยูํในสํวนของเหลวที่เรียกวํา ไซโตซอล (Cytosol) และมีนิวเคลียส (Nucleus) เป็น
ศูนย์กลางควบคุมกระบวนการเมแทบอลิซึม (Metabolism) ตํางๆ และการถํายทอดลักษณะทางพันธุกรรม 
โครงสร๎างของเซลล์จุลินทรีย์ ดังรูปที่ 1.3 

http://www.thaibiotech.info/what-is-nucleus.php
http://www.thaibiotech.info/what-is-nucleus.php
http://www.thaibiotech.info/what-is-organelle.php
http://www.thaibiotech.info/what-is-organelle.php
http://www.thaibiotech.info/what-is-nucleus.php
http://www.thaibiotech.info/what-is-nucleus.php
http://www.thaibiotech.info/what-is-heredity.php
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 ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นระหวํางเซลล์จุลินทรีย์กับสารที่ต๎องการวิเคราะห์นั้น เป็นปฏิกิริยาระหวํางเอนไซม์
ในเซลล์จุลินทรีย์กับสารที่ต๎องการวิเคราะห์ การใช๎เซลล์จุลินทรีย์ทั้งเซลล์อาจมีข๎อได๎เปรียบกวําการใช๎เอนไซม์
บริสุทธิ์ที่แยกจากเซลล์จุลินทรีย์ คือไมํต๎องเสียเวลาในการแยกและการท้าให๎บริสุทธิ์ นอกจากนี้การใช๎เอนไซม์
บางชนิดอาจต๎องการตัวรํวม (Cofactor) เพ่ือชํวยเรํงปฏิกิริยา ซึ่งในเซลล์จุลินทรีย์จะมีตัวรํวมอยูํแล๎ว ตํางจาก
กรณีของเอนไซม์ที่แยกออกมาซึ่งจ้าเป็นต๎องเติมตัวรํวมลงไป ตัวอยํางเชํน การใช๎อีโคไลหาปริมาณของยา
ปฏิชีวนะจ้าพวกเตตราไซคลินไฮโดรคลอไรด์ ( Tetracyclin hydrochloride) สเตรปโตมายซิน 
(Steptomycin) และนีโอมายซิน (Neomycin) นอกจากการใช๎เซลล์จุลินทรีย์แล๎ว เนื้อเยื่อของพืชและสัตว์
สามารถน้ามาใช๎เป็นสารชีวภาพได๎ เชํน การใช๎เนื้อเยื่อของเยลโลว์สควอซ (Yellow squash) หาปริมาณของ 
กลูตาเมท  
 

 
รูปที่ 1.3 โครงสร๎างของเซลล์หรือชิ้นสํวนของเซลล์จุลินทรีย์ [10] 

 
   1.3.3.1.3 สารตํอต๎าน หรือแอนติบอด ี(Antibody) 
               สารตํอต๎านหรือแอนติบอดีหรืออิมมูโนโกลบูลิน (Immunoglobulin) [8] 
เป็นโปรตีนขนาดใหญํในระบบภูมิคุ๎มกันที่รํางกายมนุษย์หรือสัตว์ชั้นสูงอ่ืนๆ สร๎างขึ้น มีหน๎าที่ตรวจจับและ
ท้าลายฤทธิ์สิ่งแปลกปลอมตํอรํางกาย เชํน แบคทีเรียและไวรัส แอนตีบอดีแตํละชนิดจะจดจ้าโมเลกุล
เป้าหมายที่จ้าเพาะของมันคือ แอนติเจน (Antigen) การใช๎สารตํอต๎านหรือตัวรับเป็นสารชีวภาพอาศัย
หลักการจับกันระหวํางสารตํอต๎านกับแอนติเจน และตัวรับลิแกน ( Ligan) การจับกันนี้ท้าให๎เกิดการ
เปลี่ยนแปลงในมวลหรือความถ่ี ที่สามารถตรวจจับได๎โดยตัวแปลงสัญญาณ สารชีวภาพที่ใช๎เป็นตัวรับอาจเป็น
โปรตีนหรือสารประกอบของโปรตีน ไขมัน และคาร์โบไฮเดรต ที่จะท้าปฏิกิริยาอยํางจ้า เพาะเจาะจงกับลิแกน 
ซึ่งในที่นี้เป็นได๎ทั้งสารโมเลกุลเล็ก เชํน กรดอะมิโน สเตอรอยด์ หรือสารโมเลกุลใหญํ เชํน เปปไทต์ โปรตีน 
หรือไวรัส ตัวอยํางของตัวรับ เชํน อะเซติลโคลีน รีเซบเตอร์ (Acetylcholine receptor) ที่จับกับอะซิติลโคลีน 
(Acetylcholine) โครงสร๎างของสารตํอต๎านมีลักษณะคล๎ายรูปตัววาย (Y) ดังรูปที่ 1.4 ประกอบด๎วยสายโพ
ลีเปปไทด์ 4 เส๎น คือ เส๎นหนักสองเส๎น (Heavy chains) และเส๎นเบาสองเส๎น (Light chains) ทั้งสี่เส๎นจะ

https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%82%E0%B8%9B%E0%B8%A3%E0%B8%95%E0%B8%B5%E0%B8%99
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B8%9A%E0%B8%9A%E0%B8%A0%E0%B8%B9%E0%B8%A1%E0%B8%B4%E0%B8%84%E0%B8%B8%E0%B9%89%E0%B8%A1%E0%B8%81%E0%B8%B1%E0%B8%99
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%81%E0%B8%9A%E0%B8%84%E0%B8%97%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%84%E0%B8%A7%E0%B8%A3%E0%B8%B1%E0%B8%AA
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%81%E0%B8%AD%E0%B8%99%E0%B8%95%E0%B8%B4%E0%B9%80%E0%B8%88%E0%B8%99
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ประกอบด๎วย Constant regions ซึ่งเป็นสํวนที่บํงบอกถึงชนิดของสารตํอต๎าน และอีกสํวนหนึ่งจะเรียกวํา 
Variable regions ซึ่งเป็นสํวนที่สารตํอต๎านใช๎ในการจับกับแอนติเจน 

 
รูปที่ 1.4 โครงสร๎างของแอนติบอด้ี [11] 

 
  1.3.3.2 ตัวแปลงสัญญาณ 
            ตัวแปลงสัญญาณเป็นสํวนส้าคัญที่ท้าหน๎าที่แปลงสัญญาณที่เกิดจากปฏิกิริยาหรือ
การจับกันระหวํางสารชีวภาพกับสารที่ต๎องการวิเคราะห์ให๎เป็นสัญญาณทางไฟฟ้า ตัวแปลงสัญญาณที่ดีจะต๎อง
มีความจ้าเพาะหรือคัดเลือกชนิดของสัญญาณได๎ดี และมีความวํองไว รวมถึงสามารถตอบสนองได๎ในชํวง
ปริมาณของสัญญาณชี้น้าเกิดข้ึนอยํางเหมาะสม ชนิดของตัวแปลงสัญญาณที่นิยมน้ามาสร๎างไบโอเซนเซอร์ [8] 
มีดังนี ้
 
  1.3.3.2.1 โพเทนธิโอเมตริก ทรานสดิวเซอร์ (Potentiometric transducer) 
      ตัวแปลงสัญญาณแบบโพเทนธิโอเมตริกจะท้างานภายใต๎สภาวะสมดุล โดยวัด
ความหนาแนํนของประจุที่ใช๎เป็นสัญญาณชี้น้าที่สะสมบนผิวหน๎าขั้วไฟฟ้า จึงต๎องมีกระบวนการคัดเลือกเฉพาะ
ไอออนหรือแก๏สที่ต๎องการวัด ตัวแปลงสัญญาณที่รู๎จักกันดีและน้ามาใช๎งานด๎านไบโอเซนเซอร์ คือ ขั้วไฟฟ้า
ชี้บอกเฉพาะไอออน (Ion-selective electrode, ISE) ซึ่งเป็นขั้วไฟฟ้าที่ไว และคัดเลือกหรือเจาะจงเฉพาะ
ไอออนเทํานั้น โดยมีแผํนเยื่อท้าหน๎าที่คัดเลือกเฉพาะสารชี้น้าชนิดหนึ่งๆ เชํน พีเอชอิเล็กโทรด มีชั้นเยื่อที่เป็น
แก๎ว (Glass membrane) คัดเลือกเฉพาะโปรตอน (H+) ประจุของไอออนมีผลตํอการเปลี่ยนแปลงศักย์ไฟฟ้าที่
เกิดขึ้นที่ขั้วไฟฟ้าใช๎งาน เมื่อเทียบกับขั้วไฟฟ้าอ๎างอิง โดยศักย์ไฟฟ้าที่เปลี่ยนแปลงไปสัมพันธ์กับความเข๎มข๎น
ของไอออนในสภาวะสมดุล 
 
  1.3.3.2.2  แอมเพอโรเมตริก ทรานสดิวเซอร์ (Amperometric transducer) 
      ตัวแปลงสัญญาณแบบแอมเพอโรเมตริกอาศัยกระแสที่เกิดขึ้นเป็นสัญญาณชี้น้า 
โดยวัดในรูปของกระแสไฟฟ้า แหลํงที่มาของกระแสไฟฟ้าเป็นผลมาจากการถํายทอดอิเล็กตรอนจากสาร
ตัวอยํางเข๎าสูํขั้วไฟฟ้า อิเล็กตรอนเกิดจากผลของปฏิกิริยาออกซิเดชัน -รีดักชัน โดยการเรํงปฏิกิริยาของ
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เอนไซม์ การถํายทอดอิเล็กตรอนเข๎าสูํขั้วไฟฟ้าและขนาดของกระแสไฟฟ้าที่เกิดขึ้นสัมพันธ์กับปริมาณของ
อิเล็กตรอนหรือสารตัวอยําง 
  1.3.3.2.3  ออปติคัล ทรานสดิวเซอร์ (Optical transducer) 
      ท้างานโดยอาศัยสมบัติทางแสง ได๎แกํ การดูดกลืนแสง การผํานของแสง การ
สะท๎อน และการเรืองแสง ตัวอยํางเชํน เครื่องตรวจวัดสีย๎อมที่ไวตํอความเป็นกรด-ดําง (pH sensitive dye) 
ซึ่งเป็นเครื่องมือวัดคําความเป็นกรด-ดําง ที่มีหัววัดขนาดเล็กมาก หัววัดนี้ท้างานโดยน้าเอาสารที่ไวตํอการ
เปลี่ยนแปลงของคําความเป็นกรด-ดําง  มาตรึงที่ปลายหัววัดที่เป็นออปติกไฟเบอร์ เมื่อมีการเปลี่ยนแปลงคํา
ความเป็นกรด-ดําง สารเหลํานี้จะเกิดการเปลี่ยนแปลงสี ท้าให๎สมบัติทางแสงจากแหลํงก้าเนิดเปลี่ยนไป 
สามารถตรวจจับได๎โดยตัวตรวจจับ (Detector) ซึ่งจะน้าไปหาคําความเป็นกรด-ดํางตํอไป นอกจากพีเอชเซนซิ
ทีฟดาย ก็มีเครื่องมือที่ใช๎ในการหาปริมาณแก๏สพิษ คาร์บอนไดออกไซด์ ออกซิเจน และไอออนของโลหะหนัก 
 
  1.3.3.2.4  พีโซอิเล็กทริกคริสตัล ทรานสดิวเซอร์ (Piezoelectric crystal transducer) 
      พี โซ อิ เล็ กทริกคริ สตัลท้ า งานโดยอาศัยสมบัติที่ เป็น พี โซ อิ เล็ กทริกซิตี้ 
(Peizoelectricity) ของผลึก กลําวคือ เมื่อมีแรงกลมากระท้าตํอผลึก ท้าให๎เกิดอิเล็กทริกไดโพล (Electric 
dipoles) เป็นผลให๎เกิดความตํางศักย์หรือไดโพลโมเมนต์ (Dipole moment) ขึ้น ผลสุดท๎ายที่เกิดขึ้นคือการ
สั่น (Oscillate) ท้าให๎เกิดความถ่ีที่ตรวจจับได๎โดยเครื่องตรวจวัดความถี่ (Frequency counter) ตัวอยํางของ
ผลึกที่เป็นพีโซอิเล็กทริกซิตี้ เชํน ควอทซ์ ทัวร์มาลีน (Tourmaline) โรเชลซอลท์ (Rochelle salt) เซรามิก 
และโพลิเมอร์บางชนิด เมื่อน้าสารชีวภาพที่มีความจ้าเพาะกับสารตัวอยํางที่ต๎องการวิเคราะห์มาเคลือบบน
ผิวหน๎าพีโซอิเล็กทริกคริสตัล ปฏิกิริยาระหวํางสารชีวภาพกับตัวอยํางที่เกิดขึ้น จะได๎ผลิตภัณฑ์หรือเกิดการ
เปลี่ยนแปลงมวล ท้าให๎คําความถี่เปลี่ยนแปลงไป จากหลักการนี้จึงน้าเอาพีโซอิเล็กทริกคริสตัลมาสร๎างเป็น
ไบโอเซนเซอร์ส้าหรับวิเคราะห์ปริมาณสารได๎ 
 
  1.3.3.2.5  ตัวแปลงสัญญาณชนิดอื่นๆ 
      การเลือกชนิดของตัวแปลงสัญญาณที่จะน้ามาใช๎กับสารชีวภาพ จะต๎องดูที่ชนิด
ของผลิตภัณฑ์หรือการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้น จากปฏิกิริยาระหวํางสารชีวภาพกับสารที่ต๎องการวิเคราะห์ 
นอกเหนือจากไอออน แก๏ส อิเล็กตรอน หรือสมบัติทางแสงที่สามารถตรวจสอบโดยตัวแปลงสัญญาณแบบ
ตํางๆ ดังที่กลําวมาข๎างต๎นแล๎ว การเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นอาจเป็นการเปลี่ยนแปลงทางฟิสิกส์ เชํน ความร๎อนที่
เกิดจากปฏิกิริยาชีวเคมี ในกรณีดังกลําว ตัวแปลงสัญญาณที่ใช๎จะเป็นเทอร์มิสเตอร์ (Thermistor) ซึ่งใช๎การ
เปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิหรือความร๎อนเป็นตัววัดถึงปริมาณของสารที่ต๎องการวิเคราะห์ สารชีวภาพที่ใช๎กับ
ตัวแปลงสัญญาณอาจเป็นเอนไซม์หรือเซลล์จุลินทรีย์ 
 นอกจากนี้ยังมีสารหลายชนิดที่เมื่ออยูํในสภาวะปกติมีสภาพการน้าไฟฟ้าเป็นกลาง เมื่อเกิดปฏิกิริยา
จะให๎ผลิตภัณฑ์ที่เป็นตัวน้าไฟฟ้า เชํน ยูเรีย เมื่อน้ายูรีนไปท้าปฏิกิริยากับเอนไซม์ยูรีเอสจะให๎ผลิตภัณฑ์เป็น
สารไอออนนิค (NH4

+, HCO3
-) ที่น้าไฟฟ้าได๎ การเปลี่ยนแปลงการน้าไฟฟ้าขึ้นอยูํกับความเข๎มข๎นของผลิตภัณฑ์ 
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จึงใช๎การน้าไฟฟ้าเป็นตัวชี้น้าปริมาณสารที่ต๎องการวัดได๎ ตัวแปลงสัญญาณที่ใช๎ เรียกวํา คอนดักติมิเตอร์ 
(Conductimeter) 

ประโยชน์ของไบโอเซนเซอร์สํวนมากแล๎วเกิดจากความจ้าเพาะเจาะจงที่ดีของสารทางชีวภาพ 
งานวิจัยหลายกลุํมได๎ใช๎สารทางชีวภาพจ้าพวกเอนไซม์ เนื่องจากเอนไซม์มีความจ้าเพาะเจาะจงกับซับสเตรต 
ดังนั้นจึงนิยมใช๎ในการสร๎างไบโอเซนเซอร์ เชํน เอนไซม์กลูโคสออกซิเดส ใช๎ส้าหรับตรวจวัดปริมาณกลูโคส 
เอนไซม์กลูตาเมทออกซิเดส ใช๎ส้าหรับตรวจวัดปริมาณกลูตาเมท เอนไซม์แอลกอฮอล์ดีไฮโดรจีเนส ใช๎ส้าหรับ
ตรวจวัดปริมาณแอลกอฮอล์ เป็นต๎น ส้าหรับงานวิจัยนี้ได๎ใช๎สารทางชีวภาพ คือ เอนไซม์อะลานีนดีไฮโดจีเนส
ส้าหรับวิเคราะห์หาปริมาณแอมโมเนียมไอออนและตัวแปลงสัญญาณแบบแอมเพอโรเมตริก จะขอกลําวถึง
ความจ้าเพาะเจาะจงของเอนไซม์ ปัจจัยที่มีผลตํอการท้างานของเอนไซม์ และชนิดของเอนไซม์ ในล้าดับตํอไป 

 
1.3.4 ความจ าเพาะเจาะจงของเอนไซม์  

          เอนไซม์เป็นตัวเรํงปฏิกิริยาที่มีความจ้าเพาะสูง (High specificity) [12] ทั้งตํอชนิดของซับส
เตรต ผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้นและปฏิกิริยาเคมีที่เข๎ารํวม ท้าให๎เอนไซม์ชนิดหนึ่งมักเรํงปฏิกิริยาเดียวหรือหลาย
ปฏิกิริยาตํอเนื่องกัน ความจ้าเพาะของเอนไซม์แบํงออกเป็น 2 พวกใหญํๆ คือ   

 
 1.3.4.1 ความจ าเพาะต่อประเภทของปฏิกิริยา (Reaction specificity)  
          เอนไซม์จะเรํงปฏิกิริยาชนิดใดชนิดหนึ่งโดยเฉพาะเทํานั้น เชํน เอนไซม์แอลกอฮอล์ดี

ไฮโดรจีเนส หรือเอนไซม์ทรานซามิเนส จะเรํงปฏิกิริยาดีไฮโดรจีเนชัน (Dehydrogenation) ของแอลกอฮอล์
และเรํงปฏิกิริยาการเคลื่อนย๎ายหมูํอะมิโนระหวํางกรดอะมิโนและกรดคีโต ตามล้าดับ ดังสมการที่ 1 

 
CH3CH2OH + NAD+                             CH3CHO  + NADH + H+         …..……… (1) 

 
 1.3.4.2 ความจ าเพาะต่อซับเสตรต (Substrate specificity)  
          เอนไซม์มีความจ้าเพาะที่จะเรํงปฏิกิริยาที่มีซับสเตรตบางชนิด ท้าให๎เรํงปฏิกิริยาได๎

ดีกวําการใช๎ซับสเตรตชนิดอ่ืน เชํน เอนไซม์แอลกอฮอล์ดีไฮโดรจีเนส สามารถออกซิไดซ์ ( Oxidized) 
แอลกอฮอล์ชนิดใดชนิดหนึ่งเป็นพิเศษ หรือเอนไซม์ทรานซามิเนสชนิดหนึ่งๆ อาจจะเรํงปฏิกิริยาที่มีกรดอะมิ
โนและกรดคีโต ชนิดหนึ่งโดยเฉพาะ ความจ้าเพาะตํอซับสเตรตนี้จะมีทั้งแบบจ้าเพาะมาก เชํน กรณีของ
เอนไซม์ยูรีเอส และแบบจ้าเพาะน๎อย เชํน เอนไซม์เฮกโซไคเนส 

เอนไซม์บางประเภทมีความจ้าเพาะตํอซับสเตรตที่มีลักษณะเป็นโครงสร๎างเคมีสเตริ โอ 
(Stereochemical specificity) ซับสเตรตมีโครงรูปได๎ 2 แบบที่เป็นสเตริโอไอโซเมอร์ (Stereoisomer) ซึ่งกัน
และกัน โดยที่ทั้งสองไอโซเมอร์นี้มีสมบัติทางเคมีเหมือนกันทุกประการ จะตํางกันแคํการจัดเรียงอะตอมใน
โครงสร๎างเทํานั้น พบวําเอนไซม์จะสามารถใช๎ไอโซเมอร์ใดไอโซเมอร์หนึ่งเทํานั้นเป็นซับสเตรต  เชํน 
เอนไซม์อะมิโนเอซิดออกซิเดสชนิดแอล (L-amino acid oxidase) จะใช๎แตํกรดอะมิโนไอโซเมอร์แอล (L-

Alcohol dehydrogenase 
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form) เทํานั้นเป็นซับสเตรตโดยจะไมํสามารถใช๎กรดอะมิโนไอโซเมอร์ชนิดดี ( D-form) ได๎เลย หรือ
เอนไซม์กลูโคสออกซิเดส (Glucose oxidase) จะใช๎ซับสเตรตได๎เฉพาะกลูโคสไอโซเมอร์ดี (D-glucose) 
เทํานั้น จะไมํสามารถใช๎น้้าตาลตัวอ่ืนๆ ได๎เลย รวมทั้งเอนไซม์ดีไฮโดรจีเนส (Dehydrogenase) ที่เรํงปฏิกิริยา
การย๎ายโปรตอนจากซับสเตรตสูํวงแหวนนิโคตินาไมด์ (Nicotinamide ring) เชํน เอนไซม์แอลกอฮอล์ดีไฮโดร
จีเนส เอนไซม์แลกเตตดีไฮโดรจีเนส เป็นต๎น 

ความจ้าเพาะเจาะจงของเอนไซม์สามารถอธิบายได๎จากการจับกันระหวํางเอนไซม์กับซับสเตรต เพ่ือ
เกิดสารประกอบเชิงซ๎อนระหวํางเอนไซม์กับซับสเตรต มีอยูํ 2 สมมุติฐาน คือ 
 1. สมมุติฐานแมํกุญแจกับลูกกุญแจ (Lock and key theory) ใน ค.ศ. 1894 อีมิล ฟิชเชอร์ (Emil 
Fischer) อธิบายวํา การที่เอนไซม์มีความจ้าเพาะกับซับสเตรตนั้น เนื่องจากซับสเตรตและบริเวณเรํงของ
เอนไซม์มีโครงสร๎างจับกันได๎พอดี เปรียบได๎เชํนเดียวกับความพอดีของแมํกุญแจและลูกกุญแจ นั่นคือ
โครงสร๎างของทั้งซับสเตรตและเอนไซม์จะคงตัว ไมํเปลี่ยนแปลง และมีการเข๎าคูํสัมพัทธ์ ซึ่งสํงเสริมให๎เกิด
สารประกอบเชิงซ๎อนได๎อยํางสมบูรณ์เมื่อมีการจับกันในต้าแหนํงที่ถูกต๎อง ดังรูปที่ 1.5 อยํางไรก็ตาม 
สมมุติฐานนี้ไมํสามารถอธิบายการผันกลับของปฏิกิริยานี้ได๎ (Reversibility) เนื่องจากผลิตภัณฑ์จะไมํสามารถ
รวมกับบริเวณเรํงได๎เพราะโครงสร๎างตํางจากซับสเตรต 

 

 
รูปที่ 1.5 การจับกันระหวํางเอนไซม์กับซับสเตรต ตามสมมุติฐานแมํกุญแจและลูกกุญแจ [13] 

 
 2.  สมมุติฐานการเหนี่ยวน้าให๎เหมาะสม (Induced-fit hypothesis) ใน ค.ศ. 1958 ดี อี โคชแลนด์ 
(D.E. Koshland) อธิบายวํา ซับสเตรตที่เข๎าจับกับเอนไซม์สามารถเหนี่ยวน้าให๎บริเวณเรํงเปลี่ยนแปลงโครงรูป 
เพ่ือให๎การจับกันระหวํางเอนไซม์กับซับสเตรตดีขึ้น ดังรูปที่ 1.6 นอกจากเอนไซม์จะปรับเปลี่ยนโครงรูปได๎แล๎ว 
ซับสเตรตยังสามารถเปลี่ยนโครงรูปเพ่ือให๎จับได๎พอดีกับบริเวณเรํง สารที่ไมํใชํซับสเตรตแตํมีลักษณะคล๎ายกับ
ซับสเตรตจึงสามารถเข๎าจับที่บริเวณเรํงได๎ แตํไมํสามารถเหนี่ยวน้าให๎เอนไซม์เปลี่ยนโครงรูปที่เหมาะสม ท้าให๎
ไมํเกิดปฏิกิริยาเปลี่ยนเป็นผลิตภัณฑ์ สมมุติฐานนี้สามารถใช๎อธิบายได๎กว๎างกวําสมมุติฐานแรก เพราะแสดงถึง
ความยืดหยุํนที่บริเวณเรํงของเอนไซม์ ตัวอยํางเชํน การจับกันระหวํางกลูโคสและเอนไซม์เฮกโซไคเนส 
(Hexokinase) ซึ่งเรํงปฏิกิริยาการเติมหมูํฟอสเฟตให๎กับกลูโคส ปฏิกิริยานี้เป็นปฏิกิริยาแรกในไกลโคไลซิส 
พบวําถ๎าไมํมีกลูโคส เอนไซม์จะมีโครงรูปเป็นตัวยู (U-shape structure) แตํเมื่อกลูโคสเข๎าจับกับเอนไซม์ จะ
เกิดการเหนี่ยวน้าให๎มีการเปลี่ยนแปลงโครงรูปให๎เข๎ากันได๎พอดี 
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รูปที่ 1.6 การจับกันระหวํางเอนไซม์กับซับสเตรต ตามสมมุติฐานการเหนี่ยวน้าให๎เหมาะสม [14] 

 
นอกจากนี้เอนไซม์ยังมีประสิทธิภาพสูง (High efficiency) สามารถใช๎ในปริมาณน๎อยเพ่ือเรํง

ปฏิกิริยา และสามารถกลับสูํสภาพเดิมหลังการเกิดปฏิกิริยา ซึ่งเอนไซม์จะลดพลังงานกระตุ๎นของปฏิกิริยา เมื่อ
เอนไซม์เข๎าท้าปฏิกิริยากับสารตั้งต๎นหรือซับสเตรต จะเกิดเป็นสารประกอบเชิงซ๎อนระหวํางเอนไซม์กับสารตั้ง
ต๎น ท้าให๎สารตั้งต๎นเกิดการสร๎างหรือสลายพันธะแล๎วเกิดเป็นผลิตภัณฑ์ และเมื่อสิ้นสุดปฏิกิริยาจะได๎เอนไซม์
กลับคืนมา หลังจากเอนไซม์เปลี่ยนซับสเตรตเป็นผลิตภัณฑ์แล๎ว เอนไซม์โมเลกุลนั้นสามารถหมุนเวียนกลับมา
เปลี่ยนซับสเตรตโมเลกุลตํอๆ ไปเป็นผลิตภัณฑ์ได๎อีก โดยทั่วไปแล๎วเอนไซม์สามารถเปลี่ยนโมเลกุลของซับส
เตรต 100-1,000 โมเลกุลไปเป็นผลิตภัณฑ์ภายในเวลา 1 วินาที ตัวอยํางเชํน คาร์บอนิกแอนไฮเดรส 
(Carbonic anhydrase) จ้านวน 1 โมเลกุล สามารถหมุนเวียนซับสเตรตได๎ถึง 36 ล๎านโมเลกุล เพ่ือเปลี่ยนไป
เป็นผลิตภัณฑ์ภายในเวลา 1 นาที จ้านวนโมเลกุลของซับสเตรตที่ถูกเรํงตํอ 1 โมเลกุลของเอนไซม์ตํอ 1 หนํวย
เวลานี้ เรียกวํา จ้านวนหมุนเวียน หรือเทิร์นโอเวอร์นัมเบอร์ (Turnover number, kcat) 

 
1.3.5 ปัจจัยท่ีมีผลต่อการท างานของเอนไซม์ 
       เอนไซม์จะท้างานได๎ดีเมื่ออยูํในสภาวะที่เหมาะสม ปัจจัยที่ท้าให๎เอนไซม์ท้างานได๎ดี เชํน 

ความเข๎มข๎นของซับสเตรต ความเข๎มข๎นของเอนไซม์ ความเป็นกรด-เบสของสารละลาย อุณหภูมิ เป็นต๎น 
อธิบายได๎ดังนี ้[15]      
   1. ความเข๎มข๎นของซับสเตรต อัตราเร็วของปฏิกิริยาจะเพ่ิมขึ้นตามความเข๎มข๎นของซับสเตรต
จนถึงจุดที่มีความเร็วสูงสุด แตํหากความเข๎มข๎นของซับสเตรตมากเกินไปก็อาจท้าให๎ความเร็วของปฏิกิริยาลดลง 

2. ความเข๎มข๎นของเอนไซม์ ในสภาวะที่ความเข๎มข๎นของซับสเตรต ความเป็นกรด-เบส 
อุณหภูมิ และบัฟเฟอร์ที่ใช๎คงที่ เมื่อความเข๎มข๎นของเอนไซม์เพ่ิมขึ้น ความเร็วของปฏิกิริยาก็จะเพ่ิมขึ้นด๎วย แตํ
จะต๎องไมํมีสารยับยั้งเอนไซม์ปนอยูํ 

3. ผลของความเป็นกรด-เบสของสารละลาย การเปลี่ยนแปลงคําความเป็นกรด-เบสของ
สารละลายจะสํงผลตํอประจุบนโปรตีน ท้าให๎มีผลตํอการท้างานของเอนไซม์ โดยเฉพาะที่บริเวณแอกทีฟไซด์ ซึ่ง
เป็นบริเวณท่ีเอนไซม์เข๎าจับกับซับสเตรต จึงต๎องการคําความเป็นกรด-เบสของสารละลายที่เหมาะสม 
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4. ผลของอุณหภูมิ อัตราเร็วของปฏิกิริยาจะแปรผันตามอุณหภูมิ หากสูงเกินไปก็จะท้าให๎
โปรตีนเสียสภาพและท้าให๎ความสามารถในการเรํงปฏิกิริยาเสียไป เพราะโครงสร๎างบริเวณแอกทีฟไซด์เสียสภาพ 
สํวนมากอุณหภูมิจะคงตัวอยูํที่ประมาณ 20 ถึง 35 องศาเซลเซียส   

จากที่กลําวมา เอนไซม์จะสามารถท้างานได๎ดีในสภาวะที่เหมาะสม ในทางตรงกันข๎ามเอนไซม์จะเสีย
สภาพในสภาวะที่ไมํเหมาะสมท้าให๎ไมํสามารถท้างานได๎ เอนไซม์จะเกิดการเสื่อมสภาพ (Denaturation) เมื่อ
โครงสร๎างของเอนไซม์เปลี่ยนไปจนท้าให๎ซับสเตรตเข๎ารวมกับเอนไซม์ที่บริเวณแอกทีฟไซด์ไมํได๎ ท้าให๎
ความสามารถในการเรํงปฏิกิริยาของเอนไซม์นั้นเปลี่ยนไป นั่นคือเกิดการเสื่อมสภาพของเอนไซม์ ซึ่งมีปัจจัย
หลายอยํางที่ท้าให๎เกิดการเสื่อมสภาพของเอนไซม์ท้าให๎ไมํสามารถกลับคืนสูํสภาพที่สามารถใช๎งานได๎อีก เชํน 
กรณีท่ีเอนไซม์ได๎รับอุณหภูมิสูง เนื่องจากวําอุณหภูมิสูงจะท้าให๎เกิดการสร๎างพันธะโคเวเลนต์ระหวํางลูกโซํโพลี
เพปไทด์ และพันธะมีความคงตัวมากเป็นผลให๎เอนไซม์ไมํสามารถท้างานได๎และสูญเสียสภาพ ดังนั้นในงานวิจัย
จึงจ้าเป็นต๎องหาสภาวะที่เหมาะสมตํอการท้างานของเอนไซม์เพ่ือให๎เอนไซม์มีความสามารถในการท้างานดี
ที่สุดและไมํเสื่อมสภาพ 

 
 1.3.6 การตั้งชื่อและการจัดจ าแนกของเอนไซม์ 
        การเรียกชื่อเอนไซม์โดยทั่วไปหรือชื่อสามัญ (Trival name) [16] นิยมน้าชื่อของซับสเตรตมา
ตํอท๎ายด๎วยค้าวํา ‘-เอส’ (-ase) เชํน แอมีเลส (Amylase) แล็กเทส (Lactase) เซลลูเลส (Cellulase) ยกเว๎น
กลุํมเอนไซม์ที่ยํอยโปรตีน (Proteolytic enzyme) จะลงท๎ายด๎วยค้าวํา ‘-อิน’ (-in) เชํน ทริปซิน (Trypsin) 
ไคโมทริปซิน (Chymo-trypsin) แตํตํอมาใน ค.ศ. 1984 คณะกรรมาธิการเอนไซม์นานาชาติ (The enzyme 
commission, EC) ได๎จัดระบบการจ้าแนกเอนไซม์ออกเป็น 6 กลุํมตามชนิดของปฏิกิริยาที่เอนไซม์นั้นเข๎าท้า
ปฏิกิริยา คือ กลุํมที่ 1 กลุํมออกซิโดรีดักเทส (Oxidoreductases) กลุํมที่ 2 กลุํมทรานเฟอเรส 
(Transferases) กลุํมท่ี 3 กลุํมไฮโดรเลส (Hydrolases) กลุํมท่ี 4 กลุํมไลเอส (Lyases) กลุํมท่ี 5 กลุํมไอโซเมอ
เรส (Isomerases) และกลุํมที่ 6 กลุํมไลเกส (Ligases) และได๎ก้าหนดการเรียกชื่อของเอนไซม์เพ่ือใช๎ เป็น
สากลวําชื่อตามระบบ (Systematic name) นอกจากนี้ยังได๎ก้าหนดให๎แตํละเอนไซม์มีหมายเลขรหัสหรือ
หมายเลขอีซี (EC number) ซึ่งขึ้นต๎นด๎วย EC ตามด๎วยตัวเลข 4 ชุด แตํละชุดจะแยกจากกันด๎วยจุด ชื่อของ
เอนไซม์แบบตัวเลขนี้ เรียกวํา ชื่อตามระบบตัวเลข (Number name) ตัวเลขท้ัง 4 ชุดมีความหมาย ดังนี้ 

ตัวเลขชุดที่ 1 บอกให๎ทราบวําเอนไซม์นั้นอยูํในกลุํมใดของเอนไซม์ท้ัง 6 กลุํม 
ตัวเลขชุดที่ 2 บอกให๎ทราบถึงกลุํมยํอย (Subclass) 
ตัวเลขชุดที่ 3 แสดงกลุํมยํอยภายในกลุํมยํอยของตัวเลขชุดที่ 2 (Sub-subclass) 
ตัวเลขชุดที่ 4 เป็นอันดับของเอนไซม์ในกลุํมยํอยของตัวเลขชุดที่ 3 

 
  1.3.6.1 กลุ่มออกซิโดรีดักเทส (Oxidoreductases) 

          เรํงปฏิกิริยาการเคลื่อนย๎ายอะตอมของไฮโดรเจน อะตอมของออกซิเจน หรือ
อิเล็กตรอนจากซับสเตรตตัวหนึ่ง (ซึ่งมักเป็นเอนไซม์หรืออาจเป็นออกซิเจนก็ได๎) ไปยังซั บสเตรตอีกตัวหนึ่ง 
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(ปฏิกิริยาออกซิเดชัน-รีดักชัน) ในการแบํงกลุํมยํอยมักแบํงตามประเภทของซับสเตรต ซึ่งท้าหน๎าที่เป็นตัวให๎
ไฮโดรเจน 
 ตัวอยํางเชํน เอนไซม์แลคเตส ดีไฮโดรจีเนส (Lactase dyhydrogenase) (EC 1.1.1.27) มีชื่อเต็ม
ตามระบบวํา (S) - lactase : NAD+ oxidoreductase แสดงวํามีตัวให๎อิเล็กตรอนคือ  (S) - lactase และมี
ตัวรับอิเล็กตรอนคือ NAD+ จากชื่อจะเห็นวําซับสเตรตเป็น L- lactase ดังสมการที่ 2 

 
(S) - lactase   +   NAD+                   pyruvate  +   NADH             …..……… (2) 

 
  1.3.6.2  กลุ่มทรานเฟอเรส (Transfereases) 

             เรํงปฏิกิริยาการเคลื่อนย๎ายอะตอมหรือหมูํ (ที่ไมํใชํโปรตอน) ที่เกิดขึ้นระหวําง
โมเลกุลสองโมเลกุล โดยมากจะเคลื่อนย๎ายจากซับสเตรตตัวให๎ไปยังซับสเตรตตัวรับที่ไมํใชํน้้า ดังสมการที่ 3 
ส้าหรับการแบํงกลุํมยํอยมักแบํงตามชนิดของหมูํเคมีที่ถูกโยกย๎าย  

 
   AX    +   B       A   +   BX            …..……… (3) 

  
 ตัวอยํางเชํน เอนไซม์เฮกโซไคเนส (Hexokinase) (EC 2.7.1.1) มีชื่อเต็มตามระบบวํา ATP : D-
hexose-6-phosphotransferase แสดงวํามีตัวให๎อิเล็กตรอน คือ ATP และมีตัวรับอิเล็กตรอนคือ D-
hexose-6-phosphate มีการเคลื่อนย๎ายหมูํไฮดรอกซิล (Hydroxyl) บนคาร์บอนอะตอมที่ 6 ของเฮกโซส ดัง
สมการที่ 4 

ATP   +   D-hexose                 ADP   +    D-hexose-6-phosphate    …..……… (4) 
 
  1.3.6.3  กลุ่มไฮโดรเลส (Hydrolases) 
           เรํงปฏิกิริยาการแยกสลายด๎วยน้้า (Hydrolytic reaction) ที่มีการสลายพันธะโคเว
เลนต์ระหวํางพันธะ C-O, C-N, C-C, C-P, P-O และพันธะอ่ืนๆ ในซับสเตรตโดยมีน้้าเป็นตัวรับ ดังสมการที่ 5 
ซึ่งมักเป็นการสลายพันธะที่ส้าคัญ เชํน พันธะเปบไทด์ในโปรตีน พันธะไกลโคซิดิกในคาร์โบไฮเดรต พันธะเอส
เทอร์ในลิพิด และพันธะฟอสโฟไดเอสเทอร์ในกรดนิวคลีอิก เป็นต๎น ส้าหรับการแบํงกลุํมยํอยจะแบํงตามพันธะ
ที่ถูกยํอย  
 

A---X     +   H2O     X---OH    +    HA            …..……… (5) 
 
 ตัวอยํางเชํน เอนไซม์อะดีโนซินไตรฟอสฟาเตส (Adenosinetriphosphatase) (EC 3.6.1.3) มีชื่อเต็ม
ตามระบบวํา ATP phosphohydrolase มี ATP เป็นซับสเตรต ถูกไฮโดรไลส์ปลํอย Ortophosphate 
ออกมา ดังสมการที่ 6 
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ATP    +     H2O      ADP   +    orthophosphate           …..……… (6) 

 
  1.3.6.4  กลุ่มไลเอส (Lyases) 
           เรํงปฏิกิริยาการเคลื่อนย๎ายหมูํตํางๆ ออกจากซับสเตรตตรงบริเวณที่มีการสร๎างพันธะ
คูํ โดยไมํใช๎น้้ามาเกี่ยวข๎อง สํวนมากเป็นการตัดพันธะ C-O, C-N, C-C และพันธะอ่ืนๆในซับสเตรต ท้าให๎เกิด
การย๎ายหมูํหรือก้าจัดหมูํออกจากซับสเตรต เกิดเป็นผลิตภัณฑ์ที่ประกอบด๎วยพันธะคูํ ในการแบํงกลุํมยํอยมัก
แบํงตามพันธะที่ถูกตัด ตัวอยํางเชํน Fructose-bisphosphate aldolase (EC 4.1.2.13) มีชื่อเต็มตามระบบ
วํา D-fructose-1,6-bisphosphate D-glyceraldehyde-3-phosphate-lyase มีซับสเตรตคือ D-fructose-
1,6-bisphosphate เมื่อถูกตัดจะได๎ผลิตภัณฑ์ D-glyceraldehyde-3-phosphate ดังสมการที ่7 
 
D-fructose-1,6-bisphosphate                  glycerone phosphate + D-glyceraldehyde-3-phosphate    ……… (7) 

 
  1.3.6.5 กลุ่มไอโซเมอเรส (Isomerases) 
           เรํงปฏิกิริยาการเปลี่ยนแปลงไอโซเมอร์ (Isomerization) ซึ่งเป็นการเปลี่ยนแปลง
การจัดเรียงตัว (ต้าแหนํง) ของอะตอมที่เกิดขึ้นภายในโมเลกุล ( Intramolecular rearrangement) ของซับส
เตรต โดยไมํเปลี่ยนองค์ประกอบของโมเลกุล ในการแบํงกลุํมยํอยมักแบํงตามประเภทของปฏิกิริยาที่ท้าให๎เกิด
การเปลี่ยนต้าแหนํงของหมูํ ตัวอยํางเชํน Triosephosphate isomerase (EC 5.3.1.1) มีชื่อเต็มตามระบบวํา 
D-glyceraldehyde-3-phosphate ketolisomerase ระบุวํา Aldose D-glyceraldehyde-3-phosphate 
ถูกไอโซเมอร์ไรส์ (Isomeried) เป็น Ketose glycerone phosphate (Dihydroxyacetone phosphate) 
ดังสมการที่ 8 
 

D-glyceraldehyde-3-phosphate                   glycerone phosphate  …..……… (8)
  

  1.3.6.6  กลุ่มไลเกส (Ligases) 
            เรํงปฏิกิริยาการเชื่อมโมเลกุลเข๎าด๎วยกันโดยการสังเคราะห์พันธะขึ้นใหมํ สํวนมาก
เป็นพันธะโคเวเลนต์ อาศัยพลังงานจากการสลายพันธะไพโรฟอสเฟตของ ATP หรือนิวคลีโอไซด์ไตรฟอสเฟต 
(Nucleoside triphosphate) ตัวอ่ืนๆ และมักเกิดรํวมเป็นปฏิกิริยาควบคูํ ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น ดังสมการที่ 9 
และสมการที่ 10  
 
  X  +   Y   +   ATP  X-Y   +    ADP    +    Pi           …..……… (9) 
  X  +   Y   +   ATP  X-Y   +    AMP    +    Pi          …..……… (10) 
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 เอนไซม์กลุํมนี้เป็นกลุํมเดียวที่ไมํมีการน้ามาใช๎งานในทางอุตสาหกรรม แตํจะมีความส้าคัญอยํางมาก
ในการศึกษาทางพันธุวิศวกรรม การแบํงกลุํมยํอยจะแบํงตามพันธะที่ถูกเชื่อมตํอ  

ในงานวิจัยนี้ได๎พัฒนาไบโอเซนเซอร์เพ่ือตรวจวัดปริมาณของแอมโมเนียมไอออน โดยใช๎สารทางชีวภาพ 
คือเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส ซึ่งเป็นเอนไซม์ในกลุํมออกซิโดรีดักเทส ส้าหรับวิเคราะห์หาปริมาณของ
แอมโมเนียมไอออนในน้้ายางข๎น เนื่องจากเป็นเอนไซม์ที่มีความจ้าเพาะเจาะจงกับแอมโมเนียมไอออน จะขอ
กลําวถึงรายละเอียดของเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส ในล้าดับตํอไป 

 
1.3.7 เอนไซม์อะลานินดีไฮโดรจีเนส 
        เอนไซม์อะลานินดีไฮโดรจีเนส (Alanine dehydrogenase) หรือใช๎ตัวยํอ AlaDH เป็นเอนไซม์

ประเภทออกซิโดรีดักเทส  ท้าหน๎าที่เรํงปฏิกิริยาการเคลื่อนย๎ายอะตอมของไฮโดรเจน จากซับสเตรตตัวหนึ่งไป
ยังซับสเตรตอีกตัวหนึ่ง มีชื่อเต็มตามระบบวํา L-alanine : NAD+ oxidoreductase แสดงวํามีตัวให๎
อิเล็กตรอนคือ  L-alanine และมีตัวรับอิเล็กตรอนคือ NAD+ โครงสร๎างของเอนไซม์อะลานินดีไฮโดรจีเนส ดัง
รูปที่ 1.7 ภายในโครงสร๎างประกอบด๎วย 2 บริเวณที่ใช๎ในการจับกับโคแฟกเตอร์และซับสเตรต โคแฟกเตอร์นิ
โคตินาไมด์อะดีนีนไดนิวคลีโอไทด์ ที่อยูํในรูปออกซิไดซ์ (NAD(P)+ ) จะจับกับเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนสที่
ต้าแหนํงของคาร์บอนปลายสุดของเกลียวในโดเมนที่สอง ลักษณะคล๎ายกับแซนวิช โดยแอคทีฟไซต์จะอยูํบริเวณ
ชํองด๎านข๎างทั้งสองระหวํางเอนไซม์และโคแฟกเตอร์ NAD(P)+  

 

 
รูปที่ 1.7 ริบบอน (Ribbon) ของเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนสจับกับโคแฟกเตอร์ NAD(P)+ [17] 

 
เอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนสท้าหน๎าที่เรํงปฏิกิริยาการขจัดหมูํอะมิโน หรือที่เรียกวําปฏิกิริยาออกซิ

เดทีฟดีอะมิเนชัน (Oxidative determination) ของอะลานิน (L-alanine) ได๎ผลิตภัณฑ์เป็นไพรูเวต 
(Pyruvate) และแอมโมเนียมไอออน โดยมีโคแฟกเตอร์ NAD(P)+ ท้าหน๎าที่รับอิเล็กตรอนจากการเรํงปฏิกิริยา
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ของเอนไซม์ได๎ผลิตภัณฑ์เป็นนิโคตินาไมด์อะดีนีนไดนิวคลีโอไทด์ ที่อยูํในรูปรีดิวซ์ (NAD(P)H) [18] ดังสมการที่ 
11  

 
L-alanine  +  H2O + NAD(P)+                  pyruvate  + NH4

+  + NAD(P)H + H+           …..……… (11)                 
 

ดังนั้นจึงมีการน้าเอาเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนสมาใช๎เป็นสารชีวภาพ เพ่ือสร๎างเป็นไบโอเซนเซอร์
ส้าหรับตรวจวัดแอมโมเนียมไอออน โดยอาศัยการตรวจวัดปฏิกิริยาผันกลับ (Reductive amination) ของ
ปฏิกิริยาข๎างต๎น ซึ่งเอนไซม์จะถูกตรึงอยูํบนผิวหน๎าของตัวแปลงสัญญาณ จะขอกลําวถึงวิธีในการตรึงเอนไซม์ 
ในล้าดับตํอไป 
 

1.3.8 วิธีการตรึงเอนไซม์ 
        การตรึงเอนไซม์ (Enzyme immobilization) หมายถึง การจ้ากัดต้าแหนํงของเอนไซม์ด๎วยวิธี

ทางกายภาพหรือจ้ากัดต้าแหนํงของเอนไซม์ให๎อยูํในชํองวํางที่ก้าหนด โดยการตรึงเอนไซม์กับตัวยึดเกาะที่ไมํ
ละลายที่หลากหลาย โดยเอนไซม์นั้นยังคงความสามารถในการเรํงปฏิกิริยา ซึ่งการตรึงเอนไซม์มีวิธีพ้ืนฐานอยูํ 
5 วิธี ดังนี้ [19] 

 
1.3.8.1  การตรึงเอนไซม์ด้วยวิธีดูดซับทางกายภาพ  

             อาศัยแรงดึงดูดระหวํางโมเลกุลอยํางอํอน คือ แรงแวนเดอร์วาลส์ (Vander waals 
forces) ระหวํางเอนไซม์กับตัวดูดซับใช๎ตรึงเอนไซม์ ซึ่งเป็นข๎อดีเพราะสามารถฟ้ืนฟูสภาพของตัวดูดซับได๎งําย ดัง
รูปที่ 1.8 

 
                          

 
รูปที่ 1.8 การตรึงเอนไซม์ด๎วยวิธีดูดซับทางกายภาพ [19] 

 
 1.3.8.2 การตรึงเอนไซม์ด้วยวิธีการเชื่อมยึดติดกับสารตัวกลาง  
          วัตถุหรือสารที่เป็นตัวกลางหรือตัวพยุง (Carrier binding) ที่ไมํละลายน้้า โดยท้า

การเชื่อมเอนไซม์เข๎ากับผิวของตัวพยุงด๎วยการตรึงแบบกายภาพหรือด๎วยพันธะเคมีที่เรียกวําพันธะไอออนิก
หรือเชื่อมด๎วยพันธะโคเวเลนต์ ซึ่งจะไมํท้าให๎โครงสร๎างและแอคติวิตีของเอนไซม์เสียไป แตํเอนไซม์จะหลุดออก
จากตัวพยุงได๎งําย ดังรูปที่ 1.9 

 
 
 

+ + + + + + + + 
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รูปที่ 1.9 การตรึงเอนไซม์ด๎วยวิธีการยึดติดกับสารตัวกลาง [19] 
 

1.3.8.3 การตรึงเอนไซม์ด้วยการเชื่อมแบบไขว้  
          การตรึงเอนไซม์วิธีนี้ไมํต๎องใช๎ตัวพยุงแตํจะอาศัยสารเชื่อมตํอระหวํางโมเลกุลของ

เอนไซม์ด๎วยพันธะโคเวเลนต์ ท้าให๎โมเลกุลของเอนไซม์ตั้งแตํ 2 โมเลกุลขึ้นไปตํอเชื่อมเกาะกันเป็นกลุํมที่มี
ขนาดใหญํข้ึน ท้าให๎มีความสามารถละลายน้้าได๎น๎อยลง การตรึงเอนไซม์วิธีนี้จะมีผลตํอโครงสร๎างและแอคติวิตี
ของเอนไซม์ เนื่องจากการเชื่อมระหวํางโมเลกุลของเอนไซม์กับสารเชื่อมขวางจะเกิดปฏิกิริ ยารุนแรง มีผลท้า
ให๎แอคติวิตีของเอนไซม์ลดลง ดังรูปที่ 1.10 

 
 
 
 
 

รูปที่ 1.10 การตรึงเอนไซม์ด๎วยการเชื่อมแบบไขว๎  [19] 
 

1.3.8.4 การตรึงเอนไซม์ด้วยการห่อหุ้มเอนไซม์เอาไว้  
          การตรึงเอนไซม์โดยที่เอนไซม์ไมํได๎สร๎างพันธะเคมีใดๆ กับสารหํอหุ๎มและเอนไซม์ไมํได๎จับ

ยึดกับตัวพยุงหรือจับยึดกันเอง แตํจะถูกขังให๎อยูํในบริเวณที่จ้ากัด ซึ่งมีอยูํ 2 แบบ คือ 
 1. เอนไซม์จะถูกขังหรือหํอหุ๎มไว๎ภายในชํองตาขํายของสารโพลิเมอร์ที่ไมํละลายน้้า

อยํางสม่้าเสมอ สารที่ใช๎หํอหุ๎มเอนไซม์วิธีนี้อาจเป็นสารโพลิเมอร์ธรรมชาติหรือสารสังเคราะห์ก็ได๎ การเตรียม
เอนไซม์วิธีนี้จะต๎องเลือกชนิดของสารโพลิเมอร์ให๎เหมาะสมกับเอนไซม์ที่ใช๎ เนื่องจากสารบางชนิดขณะเกิดเป็น
โพลิเมอร์จะมีปฏิกิริยารุนแรง จนท้าให๎เสถียรภาพของเอนไซม์เสียหายได๎ 

 2. เอนไซม์จะถูกหํอหุ๎มไว๎ในแคปซูลที่มีคุณสมบัติยอมให๎สารบางชนิดผํานเข๎าออกได๎ 
แตํเอนไซม์ผํานออกมาไมํได๎ การเตรียมเอนไซม์วิธีนี้จะต๎องควบคุมสภาวะที่ใช๎ท้าปฏิกิริยาขณะเกิดสารโพลิ
เมอร์ให๎ดี มิฉะนั้นจะมีผลตํอแอคติวิตีของเอนไซม์ที่ได๎ ลักษณะการหํอหุ๎ม ดังรูปที่ 1.11 

 
 
 

enzyme 

enzyme 
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รูปที่ 1.11 การตรึงเอนไซม์ด๎วยการหํอหุ๎มเอนไซม์เอาไว๎ในแคปซูล [19] 
 

1.3.8.5 การตรึงเอนไซม์ด้วยการกักเก็บเอนไซม์ในพื้นที่จ ากัด  
         โมเลกุลของเอนไซม์อยูํอยํางอิสระในสารละลายแตํถูกจ้ากัดการเคลื่อนที่โดย

โครงสร๎างที่เป็นจุดแลตติซ (Lattice) ของเจล (Gel) โดยต๎องควบคุมความพรุนของเจลแลตติซ (Gel lattice) 
ให๎มีความเหมาะสมในการป้องกันการรั่วของเอนไซม์ออกมา และภายในเจลนั้นต๎องมีที่วํางพอให๎มีการเคลื่อนที่
อยํางอิสระของซับสเตรตและผลิตภัณฑ์ ดังรูปที่ 1.12 

 
 
 
 
 

รูปที่ 1.12 การตรึงเอนไซม์ด๎วยการกักเก็บเอนไซม์ในพ้ืนที่จ้ากัด [19] 
 

งานวิจัยนี้ท้าการตรึงเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนสบนผิวหน๎าตัวแปลงสัญญาณด๎วยวิธีการเชื่อมยึดติด
กับสารตัวกลาง โดยใช๎สารตัวกลางคืออนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au เชื่อมกันด๎วยพันธะโคเวเลนต์ อนุภาคคอร์
เชลล์ Fe3O4@Au นอกจากใช๎เป็นสารตัวกลางในการตรึงเอนไซม์ให๎อยูํบนผิวหน๎าของตัวแปลงสัญญาณแล๎ว 
ยังสามารถเพ่ิมประสิทธิภาพการท้างานของไบโอเซนเซอร์ได๎ด๎วย จะขอกลําวถึงลักษณะและคุณสมบัติของ
อนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ในล้าดับถัดไป 

 
1.3.9 อนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au 
       อนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au หรือสารแมกเนติก-ทองคอร์เชลล์ขนาดนาโน (Fe3O4@Au) เป็น

โครงสร๎างระดับนาโนที่ประกอบด๎วยสํวนที่อยูํด๎านในท้าหน๎าที่เป็นแกน (Core) และสํวนที่หุ๎มด๎านนอกหรือ
เปลือก (Shell) ดังรูปที่ 1.13 สํวนใหญํอนุภาคจะมีขนาด 20 ถึง 200 นาโนเมตร สํวนที่เป็นแกนและเปลือก
สามารถเลือกใช๎ได๎หลากหลายตามคุณสมบัติตํางๆ คุณสมบัติของสํวนที่เป็นแกน ได๎แกํ คุณสมบัติความเป็น
แมํเหล็ก เรืองแสง ตัวกักเก็บสาร เป็นต๎น คุณสมบัติของสํวนที่เป็นเปลือก ได๎แกํ อนุภาคที่มีความเสถียร 
สามารถเข๎ากับสารทางชีวภาพได๎ คุณสมบัติทางแสง เป็นต๎น โดยในงานวิจัยได๎เลือกใช๎แมกนีไทต์อนุภาคนาโน 
(Fe3O4) เป็นสํวนแกน และทองอนุภาคนาโน (Au NPs) เป็นสํวนเปลือก  

 

 enzyme 

enzyme 
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รูปที่ 1.13 อนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au 

  
1.3.9.1 แมกนีไทต์  

  แมกนีไทต์เป็นแรํแมํเหล็กมีสูตรทางเคมีคือ Fe3O4 หรือ FeO.Fe2O3 หรือบางครั้ง
เรียกวําเหล็กออกไซด์ มีลักษณะเป็นก๎อนสีน้้าตาลเข๎มถึงสีด้า มีคุณสมบัติเป็นซุปเปอร์พาราแมกเนติก (Super 
paramagnetic) เมื่ออยูํในสนามแมํเหล็กใดๆ จะแสดงสมบัติความเป็นแมํเหล็กตอบสนองทันที จึงสามารถถูก
ดึงดูดจากสนามแมํเหล็กภายนอกได๎ [20] ได๎รับความสนใจอยํางกว๎างขวางเนื่องจากมีคุณสมบัติความเป็น
แมํเหล็ก ความเป็นพิษต่้าและสามารถเข๎ากันได๎กับสารทางชีวภาพ แตํวําแมกนีไทต์มีพ้ืนที่ผิวขนาดใหญํที่งําย
ตํอการถูกออกซิไดซ์ เชํน สามารถตอบสนองอยํางรวดเร็วกับออกซิเจนที่มีอยูํในอากาศและสามารถ
เกิดปฏิกิริยาการรวมตัวระหวํางตัวเอง ดังนั้นจึงปรับปรุงพ้ืนผิวด๎วยทองอนุภาคนาโน เนื่องจากทองอนุภาคนา
โนสามารถเข๎ากันได๎กับสารทางชีวภาพและมีความเสถียร  
 

1.3.9.2  ทองอนุภาคนาโน  
 ทองอนุภาคนาโน (Gold nanoparticles, Au NPs) มีขนาดเล็กเป็นพิเศษ เป็นโลหะที่มี

ความเสถียร โดยปกติทองจะมีลักษณะเป็นสีเหลือง เมื่อทองถูกท้าให๎อยูํในรูปที่มีอนุภาคขนาดนาโนจะมีลักษณะ
เปลี่ยนไป มีคุณสมบัติที่เรียกวํา เซอร์เฟจ พลาสมอน เรโซแนนซ์ (Surface plasmon resonance, SPR) ซึ่งท้าให๎
อนุภาคทองเปลี่ยนไปดูดกลืนแสงสีเขียว (ความยาวคลื่นประมาณ 520 นาโนเมตร) สํงผลให๎อนุภาคนาโนของทองมี
สีแดงทับทิม (Ruby red) [21] นอกจากนี้ทองอนุภาคนาโนมีความสามารถในการน้าสํงอิเล็กตรอน เมื่อน้ามา
ปรับปรุงไบโอเซนเซอร์ชํวยให๎ไบโอเซนเซอร์มีความไวในการตรวจวัดสูง และสามารถวิเคราะห์สารได๎ในระดับที่
ความเข๎มข๎นต่้า 

ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงสนใจศึกษาวิธีการสังเคราะห์อนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au เพ่ือใช๎ในการตรึง
เอนไซม์ให๎อยูํบนผิวหน๎าของตัวแปลงสัญญาณ เนื่องจากคุณสมบัติความเป็นแมํเหล็กของแมกนีไทต์ ท้าให๎
สามารถตรึงเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนสให๎ยึดติดอยูํที่ผิวหน๎าของของตัวแปลงสัญญาณได๎ดีขึ้นโดยใช๎
แมํเหล็กภายนอก และทองอนุภาคนาโนสามารถสร๎างพันธะโคเวเลนต์กับหมูํเอมีนและหมูํไทออลในโครงสร๎าง
ของเอนไซม์ ท้าให๎ทองอนุภาคนาโนเปรียบเสมือนเป็นสะพานเชื่อมในการขนสํงอิเล็กตรอนได๎โดยตรง ท้าให๎
การขนสํงอิเล็กตรอนรวดเร็วขึ้น มีสํวนชํวยท้าให๎ไบโอเซนเซอร์มีสภาพไวสูงขึ้น  สํงผลให๎การตรวจวิเคราะห์
ได๎ผลดีและรวดเร็วขึ้น จะขอกลําวถึงหลักการท้างานของแอมโมเนียมไบโอเซนเซอร์ ในล้าดับตํอไป 
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1.3.10 ไบโอเซนเซอร์ส าหรับตรวจวัดแอมโมเนียมไอออน 
        ไบโอเซนเซอร์ที่สร๎างขึ้นในงานวิจัยนี้เป็นไบโอเซนเซอร์ส้าหรับตรวจวัดปริมาณแอมโมเนียในน้้า
ยางข๎น กํอนและหลังเข๎าสูํกระบวนการผลิต โดยตรวจวัดในรูปของแอมเนียมไอออนเพ่ือควบคุมกระบวนการผลิต
ยางพารา โดยในการตรวจวัดหาปริมาณแอมโมเนียมไอออนได๎อาศัยการท้างานของเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส 
เนื่องจากเอนไซม์มีความจ้าเพาะเจาะจงกับแอมโมเนียมไอออน ท้าหน๎าที่เรํงปฏิกิริยารีดักทีฟอะมิเนชัน 
(Reductive amination) ของไพรูเวต ในสภาวะที่มี NAD(P)H เป็นโคแฟกเตอร์ ได๎ผลิตภัณฑ์เป็นอะลานีน ใน
ระหวํางการเกิดปฏิกิริยา เอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนสใช๎แอมโมเนียมไอออนเพ่ือให๎ไพรูเวตเกิดปฏิกิริยาอะ
มิเนชันได๎อยํางจ้าเพาะเจาะจง และ NAD(P)H จะถูกออกซิไดซ์ไปเป็น NAD(P)+ และได๎รับ 2 อิเล็กตรอน [22] 
ซึ่งจ้านวนอิเล็กตรอนจะสัมพันธ์กับความเข๎มข๎นของแอมโมเนียมไอออน ดังปฏิกิริยาที่ 12 และ 13 ตามล้าดับ ท้า
ให๎สามารถตรวจวัดด๎วยตัวแปลงสัญญาณแบบแอมเพอโรเมตริกได๎  
 

 
 
     นอกจากนี้งานวิจัยได๎พัฒนาไบโอเซนเซอร์โดยปรับปรุงพ้ืนผิวของตัวแปลงสัญญาณ ในงานวิจัยนี้ใช๎
ขั้วไฟฟ้าเป็นตัวแปลงสัญญาณ ด๎วยอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au เพ่ือชํวยในการตรึงเอนไซม์และเพ่ือเพ่ิม
ประสิทธิภาพการท้างานของไบโอเซนเซอร์ เอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนสใช๎แอมโมเนียมไอออนเพ่ือให๎ไพรูเวต
เกิดปฏิกิริยาอะมิเนชันไปเป็นอะลานีนได๎อยํางจ้าเพาะเจาะจง ในระหวํางการเกิดปฏิกิริยาโคแฟกเตอร์  
NAD(P)H จะถูกออกซิไดซ์ไปเป็น NAD(P)+ และได๎รับอิเล็กตรอน จากนั้นแมกนีไทต์ชํวยในการสํงผํานอิเล็กตรอน
ไปยังผิวหน๎าขั้วไฟฟ้า ท้าให๎การขนสํงอิเล็กตรอนรวดเร็วขึ้น ชํวยให๎ไบโอเซนเซอร์มีสภาพไวสูงขึ้น การสํงผําน
อิเล็กตรอนเมื่อท้าการปรับปรุงขั้วไฟฟ้าด๎วยเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนสและอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au 
[23] ดังรูปที่ 1.14 
 

 
รูปที ่1.14 หลักการท้างานของไบโอเซนเซอร์ที่ถูกปรับปรุงด๎วยเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนสและอนุภาคคอร์
เชลล์ Fe3O4@Au ส้าหรับตรวจวัดหาปริมาณของแอมโมเนียมไอออน  

…..……… (13) 

…..……… (12) 
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             งานวิจัยได๎ใช๎ตัวแปลงสัญญาณแบบแอมเพอโรเมตริก วัดในรูปของกระแสไฟฟ้า ซึ่งเป็นผลมาจาก
การถํายทอดอิเล็กตรอนที่ได๎จากปฏิกิริยาการเรํงด๎วยเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส  เข๎าสูํขั้วไฟฟ้าท้าให๎
สามารถวัดปริมาณกระแสไฟฟ้าที่เกิดขึ้นสัมพันธ์กับปริมาณของอิเล็กตรอนและปริมาณของแอมโมเนียม
ไอออน ตามล้าดับ โดยจะใช๎ขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพสส้าหรับตรวจวัดในระบบการวิเคราะห์แบบแบท (Batch 
analysis) และข้ัวไฟฟ้าพิมพ์สกรีนคาร์บอนส้าหรับตรวจวัดในระบบการวิเคราะห์แบบการไหลอัตโนมัติ  จะขอ
กลําวถึงรายละเอียดของขั้วไฟฟ้าทั้งสอง ในล้าดับถัดไป 
 

1.3.11 ขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพส  
        คาร์บอนเพส (Carbon paste) นิยมใช๎ท้าเป็นตัวตรวจวัดทางเคมีไฟฟ้า เนื่องจากมีชํวง
ศักย์ไฟฟ้าที่กว๎าง กระแสพ้ืนหลังต่้า (Background current) ราคาถูก เหมาะส้าหรับการวิเคราะห์สารหลาย
ชนิด งํายตํอการผสมกับสารหลายชนิดที่เ พ่ิมประสิทธิภาพการท้างานของตัวตรวจวัดทางเคมีไฟฟ้า 
องค์ประกอบของคาร์บอนเพส [24] มีดังนี ้
 1. วัสดุคาร์บอน (Carbon powder) เป็นองค์ประกอบหลักของคาร์บอนเพสที่ใช๎ท้าเป็นตัวตรวจวัด
ทางเคมีไฟฟ้า เนื่องจากมีความบริสุทธิ์สูง อนุภาคมีการกระจายตัวที่ดี และแรงดูดซับน๎อย คุณสมบัติในการ
ตรวจวัดของขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพสขึ้นอยูํกับวัสดุคาร์บอนที่ใช๎ในการเตรียม ซึ่งได๎แกํ แกรไฟต์ ( Graphite) 
คาร์บอนไมโครสเฟียร์ (Carbon microspheres) และคาร์บอนนาโนทิวป์ (Carbon nanotubes) เป็นต๎น 
 2. ตัวเชื่อมประสาน (Binder) ท้าหน๎าที่เป็นตัวประสานให๎ผงคาร์บอนผสมเป็นเนื้อเดียวกัน และท้า
หน๎าที่รํวมกับผงคาร์บอนเพ่ือให๎เกิดเป็นคาร์บอนเพส ซึ่งจะต๎องมีคุณสมบัติดังนี้  มีความเฉื่อยและไมํท้า
ปฏิกิริยาเคมีกับสารอ่ืน มีความหนืดสูง และละลายในน้้าได๎น๎อย ไมํละลายในตัวท้าละลายอินทรีย์  ได๎แกํ สาร
จ้าพวกน้้ามัน (Oil) เชํน น้้ามันพาราฟิน (Paraffin oil) น้้ามันซิลิกอน (Silicon oil) โบรโมแนฟทาลีน 
(Bromonaphthalene) และไตรครซีิลฟอสเฟต (Tricresyl phosphate) เป็นต๎น 
 ขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพสเป็นที่นิยมในการใช๎งานทางด๎านเซนเซอร์ตรวจวัดทางเคมีไฟฟ้าหรือด๎านชีวเคมี
ไฟฟ้า ซึ่งออกแบบมาเพ่ือใช๎ทดแทนขั้วไฟฟ้าปรอท (Dropping mercury electrode) เนื่องจากสามารถ
เตรียมได๎งําย โดยทั่วไปจะเตรียมโดยใช๎แทํงเทฟลอน (Teflon rod) หลอดแก๎ว (Glass tube) หรือหลอดฉีดยา
พลาสติก (Polyethylene syringe) ท้าเป็นขั้ว (Holder) แล๎วเติมคาร์บอนเพสลงไป ซึ่งจะถูกเชื่อมติดกับลวด
น้าไฟฟ้า ดังรูปที่ 1.15 ในปัจจุบันมีกลุํมงานวิจัยหลายกลุํมใช๎ขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพสส้าหรับสร๎างเป็น
ไบโอเซนเซอร์ตรวจวัดทั้งแบบโวลแทมเมตริก โพเทนชิโอเมทริก และแอมเพอโรเมทริก 
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รูปที่ 1.15 ขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพส [25] 

 
1.3.12 ขั้วไฟฟ้าพิมพ์สกรีนคาร์บอน  
         เทคโนโลยีสกรีนปริ้น (Screen-printing) [26] ถูกน้ามาใช๎อยํางแพรํหลายส้าหรับผลิต

เซนเซอร์เคมีไฟฟ้าเพราะมีต๎นทุนการผลิตที่ต่้า เหมาะส้าหรับการวิเคราะห์สารหลายชนิด เตรียมได๎โดยพิมพ์
หมึกคาร์บอน แพลทินัม ซิลเวอร์ หรือคาร์บอนนาโนทิวป์ ลงบนแผํนซับสเตรต เชํน พอลิไวนิลคลอไรด์ 
(Polyvinylchoride, PVC) โดยการพิมพ์หนึ่งครั้งจะได๎เซนเซอร์จ้านวนหลายร๎อยเซนเซอร์ และไมํเพียงแตํ
พิมพ์ขั้วไฟฟ้าใช๎งานเพียงข้ัวเดียว แตํยังสามารถพิมพ์ขั้วไฟฟ้าอ๎างอิง และขั้วไฟฟ้าชํวยลงบนแผํนซับสเตรตอัน
เดียวกัน โดยปกติจะนิยมพิมพ์ซิลเวอร์คลอไรด์เพื่อท้าเป็นขั้วไฟฟ้าอ๎างอิง และพิมพ์คาร์บอนหรือแพลทินัมเพ่ือ
ท้าเป็นขั้วไฟฟ้าชํวย ซึ่งท้าให๎ได๎ขั้วไฟฟ้าที่มีขนาดเล็ก สามารถพกพาตรวจวัดภายนอกสนามได๎ โดยเชื่อมตํอ
เข๎ากับเครื่องตรวจวัดขนาดเล็ก ดังรูปที่ 1.16 

 

 
รูปที่ 1.16 ขั้วไฟฟ้าพิมพ์สกรีน [27] 

 
ในงานวิจัยใช๎คาร์บอนเป็นตัวตรวจวัดเนื่องจากสามารถน้าไฟฟ้าได๎ดี มีความเสถียร มีระดับความ

บริสุทธิ์ทางเคมีสูง ให๎ชํวงศักย์ไฟฟ้าที่กว๎าง กระแสพ้ืนหลังต่้า (Background current) ประสิทธิภาพการ
ท้างานของขั้วไฟฟ้าพิมพ์สกรีนคาร์บอนดีกวําขั้วไฟฟ้าแบบคาร์บอนเพส คือ มีความไวและความจ้าเพาะ
เจาะจงสูง เนื่องจากมีพ้ืนผิวคาร์บอนที่เรียบและสม่้าเสมอ ในปัจจุบันใช๎ขั้วไฟฟ้าพิมพ์สกรีนคาร์บอนส้าหรับ
ตรวจวัดระดับน้้าตาลในเลือด เนื่องจากมันมีราคาถูก ท้าให๎สามารถใช๎แล๎วทิ้ งได๎  โดยท้าการตรึง
เอนไซม์กลูโคสออกซิเดสลงบนขั้วไฟฟ้าใช๎งาน ซึ่งสามารถท้าได๎ทั้งเคลือบเอนไซม์ลงบนผิวหน๎าขั้วไฟฟ้าใช๎งาน
หรือน้ามาผสมกับหมึกพิมพ์ แล๎วพิมพ์หมึกผสมเอนไซม์ลงบนแผํนซับเสตรต  

http://www.vic.co.th/page_knowledge03.php
http://www.vic.co.th/page_knowledge03.php
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งานวิจัยท้าการวิเคราะห์ปริมาณแอมโมเนียมไอออน ด๎วยขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพสส้าหรับตรวจ
วิเคราะห์ในระบบปกติ และขั้วไฟฟ้าพิมพ์สกรีนคาร์บอนส้าหรับตรวจวิเคราะห์ในระบบการไหลอัตโนมัติ ท้า
การวิเคราะห์ในโหมดการตรวจวัดแบบแอมเพอโรเมตริก จะขอกลําวถึงรายละเอียดของการวิเคราะห์แบบแอ
มเพอโรเมทริกท้ังในระบบปกติและระบบการไหลอัตโนมัติ ในล้าดับถัดไป 

 
1.3.13 ระบบการตรวจวัดแบบปกติ (Batch analysis) 
         ระบบการวิเคราะห์แบบแอมเพอโรเมตริก [28]  เป็นการวิเคราะห์ทางเคมีไฟฟ้า ประกอบด๎วย

ขั้วไฟฟ้า 3 ขั้ว ได๎แกํ ขั้วไฟฟ้าท้างาน (Working electrode)  ขั้วไฟฟ้าอ๎างอิง (Reference electrode) และ
ขั้วไฟฟ้าชํวย (Auxiliary electrode) ในงายวิจัยใช๎ขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพสเป็นขั้วไฟฟ้าใช๎งาน ขั้วไฟฟ้าซิลเวอร์ -
ซิลเวอร์คลอไรด์ เป็นขั้วไฟฟ้าอ๎างอิง และข้ัวไฟฟ้าแพลทินัม เป็นขั้วไฟฟ้าชํวย ติดตั้งระบบการวิเคราะห์โดยจุํม
ขั้วไฟฟ้าทั้งสามลงในเซลล์บรรจุสารละลาย (Vessel) ซึ่งบรรจุสารละลายอิเล็กโตรไลต์เกื้อหนุนและแทํง
แมํเหล็กกวนสาร (Magnetic Bar) ที่วางอยูํบนเครื่องกวนสาร (Stirrer) ขั้วไฟฟ้าทั้งสามถูกเชื่อมตํอเข๎ากับ
เครื่องควบคุมศักย์ (Potentiostat/Galvanostat) ที่เชื่อมตํอกับคอมพิวเตอร์เพ่ือประมวลผลการวิเคราะห์ ดัง
รูปที่ 1.17 ท้าการวิเคราะห์โดยให๎ศักย์เข๎าไปในระบบที่เพียงพอในการท้าให๎สารตัวอยํางเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน
หรือรีดักชัน แล๎ววัดสัญญาณในรูปของกระแสไฟฟ้า ปริมาณของกระแสไฟฟ้าที่เกิดขึ้นสัมพันธ์กับปริมาณของ
อิเล็กตรอน และปริมาณของสารตัวอยําง ตามล้าดับ 

 

 
รูปที่ 1.17 ระบบการวิเคราะห์แบบแอมเพอโรเมตริก [29] 

 
1.3.14 ระบบการตรวจวัดแบบการไหลอัตโนมัติ 
       ระบบการไหลอัตโนมัติ หรือโฟลอินเจคชันอะนาไลซีส (Flow injection analysis) หรือเรียก

ยํอๆ วํา เอฟไอเอ (FIA) เป็นเทคนิควิเคราะห์ทางเคมีที่อาศัยหลักการฉีดสารละลายตัวอยํางปริมาตรน๎อยๆ ใน
ระดับไมโครลิตรเข๎าสูํกระแสตัวพา ซึ่งอาจเป็นรีเอเจนต์หรือตัวท้าละลายหรือสารละลายบัฟเฟอร์ที่ไหลอยําง
ตํอเนื่องภายในระบบทํอที่มีขนาดเส๎นผําศูนย์กลางขนาดเล็ก ด๎วยอัตราการไหลที่เหมาะสมและคงที่ สาร
ตัวอยํางกับรีเอเจนต์จะท้าปฏิกิริยาเคมีที่สํวนผสม (Reaction coil) แล๎วไหลเข๎าสูํสํวนตรวจวัด (Flow 
through cell) ของเครื่องตรวจวัดชนิดใดๆ การฉีดสารตัวอยํางเข๎าสูํระบบของกระแสรีเอเจนต์ เรียกวํา เอฟ
ไอเอแบบปกติ (Normal FIA หรือ nFIA) สํวนในกรณีท่ีมีการฉีดรีเอเจนต์เข๎าสูํกระแสของสารตัวอยําง เรียกวํา 
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เอฟไอเอแบบย๎อนกลับ (Reverse FIA หรือ rFIA) การตรวจวัดในระบบการไหลอัตโนมัติเป็นเทคนิคที่ให๎ความ
แมํนย้าและความถูกต๎องสูง ให๎ข๎อมูลที่เชื่อถือได๎ ประหยัดต๎นทุน ใช๎สารเคมีในปริมาณน๎อย สามารถวิเคราะห์
สารเคมีที่ไมํซับซ๎อน ราคาถูก มีประสิทธิภาพ และความถูกต๎องแมํนย้าสูง สามารถประยุกต์และพัฒนาได๎อยําง
ตํอเนื่อง [30] 

คุณลักษณะที่ส้าคัญของระบบ FIA คือสามารถควบคุมการแพรํกระจายของสารตัวอยํางและท้าซ้้าได๎ดี 
ตัวอยํางทั้งหมดจะถูกประมวลผลตามล้าดับ ซึ่งให๎สภาวะการวิเคราะห์ที่เหมือนเดิม ปริมาณของสารตัวอยําง
และสารเคมีที่ใช๎ในการวิเคราะห์ปกติน๎อยกวํา 1 มิลลิลิตร ตํอการทดสอบหนึ่งครั้ง ท้าให๎ไมํสิ้นเปลืองสารเคมี
และยังเป็นการลดมลพิษทางสิ่งแวดล๎อมจากการใช๎สารเคมีที่เป็นพิษ 

 
1.3.14.1 หลักการท างาน 
            ระบบการไหลอัตโนมัติขึ้นอยูํกับการฉีดสารตัวอยํางที่เป็นของเหลวในระดับ

ไมโครลิตรเข๎าไปในกระแสตัวพาที่ไหลแบบลามินาร์ (Laminar flow) อยํางตํอเนื่องภายในทํอเล็กๆ ภายหลัง
จากการฉีดสารตัวอยํางแตํละครั้ง สํวนของของเหลว (Liquid segment) ที่เกิดขึ้นในกระแสตัวพาจะเคลื่อนที่
ไปตามทํอในทิศทางท่ีไปยังเครื่องตรวจวัด โซนตัวอยําง (Sample zone) จะเคลื่อนที่อยํางคงที่ในระบบพร๎อม
กับการเกดิกระบวนการเคมี-กายภาพ เชํน การผสมปฏิกิริยาเคมี การสกัด เป็นต๎น บริเวณรอยตํอของตัวอยําง
และกระแสตัวพาจะเกิดการผสมกันได๎ดีขึ้นในขดลวดส้าหรับเกิดปฏิกิริยา (Mixing coil or reactor) การ
กระจาย (การแพรํและการเจือจาง) ของสารตัวอยํางที่ฉีดเข๎าไปในระบบเป็นไปอยํางเครํงครัด ท้าให๎เกิด
รูปแบบที่แนํนอน กระแสของของเหลวที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาจะไหลผํานไปยังเซลล์ตรวจวัด (Detector cell) 
ซึ่งจะบันทึกพารามิเตอร์ทางกายภาพที่เกิดจากปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นชั่วครูํ (ภายใต๎สภาวะที่ไมํสมดุล) อยําง
ตํอเนื่อง เชํน คําการดูดกลืนแสง กระแสหรือศักย์ไฟฟ้า เป็นต๎น ซึ่งระยะเวลาที่สารตัวอยํางอยูํในระบบกํอนที่
จะถูกตรวจวัดมีความสม่้าเสมอ ท้าให๎การตรวจวัดเป็นไปอยํางตํอเนื่องและคงที่ เมื่อโซนตัวอยํางไหลผําน
เครื่องตรวจวัดและถูกชะออกจากระบบ คําพารามิเตอร์ตํางๆ ดังกลําวจะเปลี่ยนไป [31] แผนภาพขั้นตอนการ
วิเคราะห์ด๎วยระบบการไหลอัตโนมัติ ดังรูปที่ 1.18 
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รูปที่ 1.18 ขั้นตอนของการวิเคราะห์ด๎วยระบบการไหลอัตโนมัติ [31] 

 
  1.3.14.2 การกระจายของโซนตัวอย่างในระบบการไหลอัตโนมัติ 
             เมื่อแทรกทํอนโซนของสารตัวอยํางลงในกระแสตัวพาจะเกิดการแพรํกระจาย
บางสํวน (หรือเกิดการเจือจาง) โดยสํวนหัวและท๎ายของโซนของสารตัวอยํางจะเกิดการกระจายเนื่องจากการ
แพรํของโมเลกุล (Molecular dispersion) และการพาของโมเลกุล (Molecular convection) สํวนกลางของ
โซนของสารตัวอยํางจะเกิดการกระจายเนื่องจากการพา (Molecular convection) เพียงอยํางเดียว รูปรําง
ของโซนตัวอยํางที่ก้าลังเคลื่อนที่ไปจะเป็นตัวก้าหนดสัณฐานของสัญญาณที่ได๎จากการตรวจวิเคราะห์ ดังรูปที่ 
1.19 การเปลี่ยนแปลงของสัณฐานความเข๎มข๎นของโซนตัวอยํางในกระแสตัวพาที่ก้าลังไหลเป็นฟังก์ชันเทียบ
กับเวลา (ta) และรูปรํางของสัญญาณจากการวิเคราะห์ที่ได๎แตํละแบบ [32]  
 

 
รูปที่ 1.19 รูปรํางของโซนตัวอยํางและสัญญาณท่ีได๎จากการตรวจวิเคราะห์ เมื่อ (a) โซนตัวอยํางไมํเกิดการพา
หรือการแพรํ (b) โซนตัวอยํางเกิดการพาเพียงอยํางเดียว (c) โซนตัวอยํางเกิดการแพรํและการพา และ (d) 
โซนตัวอยํางเกิดการแพรํเพียงอยํางเดียว [33] 
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  1.3.14.3  องค์ประกอบของระบบการไหลอัตโนมัติ  
ระบบการวิเคราะห์แบบการไหลแบบอัตโนมัติอยํางงําย [32] ดังรูปที่ 1.20 ประกอบไปด๎วย 
           1.  ระบบในการขับเคลื่อนสารละลาย (Propelling system) ท้าหน๎าที่ขับเคลื่อน

สารละลายตัวพาให๎ไหลเข๎าไปในทํอเล็กๆ (Narrow tube) อยํางตํอเนื่องและสม่้าเสมอ โดยปกติต๎องการ
แรงดันไมํสูงมากนัก (น๎อยกวํา 10 psi) เชํน เพอริสแตติกปั๊ม (Peristaltic pump) สามารถควบคุมอัตราการ
ไหลของสารละลายตัวพาได๎โดยปรับอัตราการหมุนของมอเตอร์ หรือปรับขนาดของทํอ 

 2. ระบบในการน้าสารตัวอยํางเข๎าระบบ (Injection system) เป็นสํวนที่ใช๎ฉีดสาร
ตัวอยํางหรือรีเอเจนต์เข๎าสูํกระแสตัวพา สามารถควบคุมปริมาตรของสารตัวอยํางที่ถูกฉีดเข๎าไปในระบบด๎วย
ทํอ (Sample loop) 

 3. ระบบการขนสํง มีทั้งหมด 3 สํวน ได๎แกํ ทํอกลวง (Open tube) จะต๎องท้าจาก
วัสดุที่ทนตํอสารเคมี เชํน พอลิไวนิลคลอไรด์ (Polyvinylchloride) ยางซิลิกอน เป็นต๎น ตัวเชื่อมและข๎อตํอ 
(Connectors) เชื่อมทํอกลวงเข๎ากับระบบตํางๆ เชํน ระบบการขับเคลื่อนสารละลาย ระบบการน้าสาร
ตัวอยํางเข๎าสูํระบบ และเครื่องปฏิกรณ์ (Reactor) เป็นสํวนที่ท้าให๎รอยตํอของสารตัวอยํางและกระแสตัวพา
เกิดการผสมกันได๎ดีขึ้น หรือเพ่ือเตรียมสารตัวอยํางบางประเภท เชํน สารตัวอยํางที่มีความหนืด ซึ่งรูปทรงของ
รีแอคเตอร์เป็นตัวแปลหนึ่งที่มีผลตํอการกระจายของตัวอยําง 

4. ระบบตรวจวัด (Detector) ท้าหน๎าที่บันทึกผลและแปลงสัญญาณการวิเคราะห์
ให๎เป็นสัญญาณท่ีสามารถอํานคําได๎ เชํน คําการดูดกลืนแสง ศักย์ไฟฟ้า กระแสไฟฟ้า เป็นต๎น  

 

 
รูปที่ 1.20  แผนภาพระบบการไหลอัตโนมัติ [34] 

 
วิธีการวิเคราะห์สารที่ผู๎วิจัยเลือกศึกษาคือการวิเคราะห์สารในระบบการไหลอัตโนมัติแบบปกติ  

เทคนิคการวิเคราะห์นี้ใช๎สารเคมีที่ไมํซับซ๎อน ราคาถูก มีประสิทธิภาพ มีความถูกต๎องและแมํนย้าสูง สามารถ
ประยุกต์และพัฒนาได๎อยํางตํอเนื่อง โดยงานวิจัยได๎ออกแบบการทดลองโดยใช๎อิ เล็กโตรเคมิคัลเซลล์ 
(Electrochemical cell) ที่ประกอบด๎วยขั้วไฟฟ้าสามขั้วภายในเซลล์ ได๎แกํ ขั้วไฟฟ้าพิมพ์สกรีนคาร์บอน
ปรับปรุงด๎วยเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนสเกาะติดอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ท้าหน๎าที่เป็นขั้วไฟฟ้าท้างาน 
นอกจากนั้นยังมีขั้วไฟฟ้าซิลเวอร์-ซิลเวอร์คลอไรด์ เป็นขั้วไฟฟ้าอ๎างอิง และขั้วไฟฟ้าแพลตินัม เป็นขั้วไฟฟ้า
ชํวย ซึ่งเซลล์นี้ท้าหน๎าที่เป็นตัวตรวจวัดและมีตัวควบคุมศักย์และวัดกระแส (Potentiostat/Galvanostat) 
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เพ่ือท้าหน๎าที่ให๎ศักย์กระตุ๎นสารให๎เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันหรือรีดักชันและวัดกระแสออกซิเดชันหรือรีดักชัน
ของสาร ดังรูปที่ 1.21 

 

 
รูปที่ 1.21 วิธีการตรวจวัดในระบบการไหลอัตโนมัติในงานวิจัย 

 
งานวิจัยประเมินคุณภาพการวิเคราะห์ปริมาณแอมโมเนียมไอออนด๎วยแอมโมเนียมไบโอเซนเซอร์ใน

ระบบการวิเคราะห์แบบปกติและระบบการไหลอัตโนมัติ ด๎วยเทคนิคไซคลิกโวลแทมเมทรีและเทคนิคโครโน 
แอมเพอโรเมทรี จะขอกลําวถึงรายละเอียดของทั้งสองเทคนิค ในล้าดับถัดไป 

 
1.3.15 เทคนิคไซคลิกโวลแทมเมทรี 
        ไซคลิกโวลแทมเมทรี (Cyclic voltammetry) [35] เป็นเทคนิคที่มีการให๎ศักย์ไฟฟ้าในรูปศักย์

กระแสตรงเชิงเส๎นตรง (Linear scan) ไปข๎างหน๎าและย๎อนกลับเป็นรูปสามเหลี่ยมแกํขั้วไฟฟ้าท้างาน ซึ่งมี
พ้ืนที่ผิวคงที่และจุํมในสารละลายที่ไมํมีการคน และวัดสัญญาณกระแสออกซิเดชันหรือรีดักชันของสาร การ
สแกนสามารถเริ่มสแกนจากศักย์เริ่มต๎นไปยังศักย์ไฟฟ้าย๎อนกลับ (Switching potential) และย๎อนกลับมายัง
ศักย์ไฟฟ้าเริ่มต๎นใหมํครบ 1 รอบ โดยทั่วไปจะใช๎อัตราการสแกน (Scan rate) เทํากันทั้งการสแกนไปข๎างหน๎า
และย๎อนกลับ จะได๎โวลแทมโมแกรมที่มีลักษณะเป็นพีก จากลักษณะพีกสามารถท้านายกลไกการเกิดปฏิกิริยา
ตํางๆได๎ การเกิดปฏิกิริยาจะเกี่ยวข๎องกับการเปลี่ยนแปลงความเข๎มข๎นของตัวออกซิไดซ์และตัวรีดิวซ์ที่ผิวของ
ขั้วไฟฟ้าตามสมการเนินสท์ 

ปริมาณสัญญาณที่วัดออกมาเป็นตัวเลข ได๎แกํ ศักย์ของพีกและกระแสของพีก โดยการสแกนไปทาง
ศักย์ไฟฟ้าด๎านลบจะได๎พีกศักย์แคโทดิก (Cathodic peak potential, Epc) และพีกกระแสแคโทดิก 
(Cathodic peak current, Ipc) สํวนการสแกนไปทางศักย์ด๎านบวกจะได๎พีกศักย์แอโนดิก (Anodic peak 
potential, Epa) และพีกกระแสแอโนดิก (Anodic peak current, Ipa) ดังรูปที่ 1.22 
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รูปที่ 1.22 การให๎ศักย์ไฟฟ้าในรูปศักย์กระแสตรงเชิงเส๎นตรงไปข๎างหน๎าและย๎อนกลับเป็นรูปสามเหลี่ยมและ
ไซคลิกโวลแทมโมแกรม [36] 
 

1.3.16 เทคนิคโครโนแอมเพอโรเมทรี 
        เทคนิคโครโนแอมเพอโรเมทรี (Chronoamperometry) [37] เป็นเทคนิคที่ประกอบไปด๎วยขั้วไฟฟ้า 

3 ขั้ว ได๎แกํ ขั้วไฟฟ้าท้างาน ขั้วไฟฟ้าอ๎างอิง และขั้วไฟฟ้าชํวย เป็นเทคนิคที่ศึกษาปฏิกิริยารีดอกซ์ของสารที่สนใจ 
โดยให๎ศักย์ที่คงที่ระหวํางขั้วไฟฟ้าท้างานและขั้วไฟฟ้าอ๎างอิงที่เพียงพอในการท้าให๎เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันหรือ
รีดักชันของสารตัวอยํางที่ผิวหน๎าของขั้วไฟฟ้า วัดสัญญาณกระแสที่คําความเข๎มข๎นตํางๆของสารตัวอยําง เทคนิคนี้
ท้าภายใต๎สภาวะที่มีการคนหรือการกวนซึ่งจะมีการขนสํงสารละลายใหมํๆไปยังขั้วไฟฟ้าโดยวิธีกายภาพ เพ่ือท้าให๎
เกิดกระบวนการรีดอกซ์อยํางตํอเนื่อง ดังนั้นชั้นของการแพรํจะถูกจ้ากัดโดยชั้นแคบๆ ท้าให๎เทคนิคนี้มีข๎อดีคือ มี
ความไวในการตรวจวิเคราะห์สูง เนื่องจากมีการขนสํงมวลสารภายใต๎สภาวะไฮโดรไดนามิกดีมากขึ้น ท้าให๎สถานะคง
ตัวคํอนข๎างเร็วและวัดกระแสได๎แมํนย้าสูง กระแสไฟฟ้าที่ได๎จะขึ้นกับปริมาณสารที่เกิดปฏิกิริยารีดอกซ์บนผิวหน๎า
ของขั้วไฟฟ้าตามเวลา โดยสัญญาณที่เกิดขึ้นเป็นสัญญาณกระแสเทียบกับเวลา โดยกระแสจะเกิดที่บริเวณกระแส
การแพรํ (Diffusion current) จะมีคําเป็นขั้นบันไดตามระดับความเข๎มข๎นของสารที่วิเคราะห์ ดังรูปที่ 1.23 

 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 1.23 ความสัมพันธ์ระหวํางสัญญาณกระแสกับเวลา ศึกษาด๎วยเทคนิคโครโนแอมเพอโรเมทรี 

 
ส้าหรับการตรวจวัดในระบบการไหลอัตโนมัติ ท้าการวิเคราะห์ด๎วยระบบการฉีดสารตัวอยํางเข๎าไปใน

ระบบการไหลอัตโนมัติ ดังนั้นสัญญาณกระแสของสารที่ได๎จะมีลักษณะเป็นพีก ดังรูปที่ 1.24 ความสูงของพีกจะ
แปรผันตามปริมาณความเข๎มข๎นของสาร 
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รูปที่ 1.24 ความสัมพันธ์ระหวํางสัญญาณกระแสกับเวลา ศึกษาด๎วยเทคนิคโครโนแอมเพอโรเมทรีในระบบการ
ไหลอัตโนมัต ิ
 

จากสัญญาณกระแสที่ได๎ สร๎างความสัมพันธ์ระหวํางสัญญาณกระแสกับความเข๎มข๎นของสาร ดังรูปที่ 
1.25 จะได๎เป็นกราฟมาตรฐานที่ใช๎เทียบวิเคราะห์หาปริมาณของสารในตัวอยําง 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 1.25 ความสัมพันธ์ระหวํางสัญญาณกระแสกับความเข๎มข๎นของสารตัวอยําง ศึกษาด๎วยเทคนิคโครโนแอมเพอโร
เมทรี 
 

นอกจากนี้งานวิจัยใช๎อนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au เพ่ือชํวยในการตรึงเอนไซม์และปรับปรุง
ประสิทธิภาพการท้างานของแอมโมเนียมไบโอเซนเซอร์ ได๎ท้าการพิสูจน์เอกลักษณ์ด๎วยเทคนิคยูวี -วิสิเบิล 
สเปกโตรสโกปี เทคนิคอินฟราเรด สเปกโตรสโกปี เทคนิคการเลี้ยวเบนรังสีเอกซ์ เทคนิคจุลทรรศนศาสตร์
อิเล็กตรอนแบบสํองกราด เทคนิคจุลทรรศนศาสตร์อิเล็กตรอนแบบสํองผําน จะขอกลําวถึงรายละเอียดของ
เทคนิคเหลํานี้ในล้าดับตํอไป 
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1.3.17 เทคนิคยูวี-วิสิเบิล สเปกโตรสโกปี 
          เทคนิคยูวี-วิสิเบิล สเปกโตรสโกปี (UV-visible spectroscopy) [38] เป็นเทคนิคการ

ตรวจวัดปริมาณแสงและคําความเข๎มแสงในชํวงรังสียูวีและชํวงแสงขาวที่ทะลุผํานหรือถูกดูดกลืนโดยตัวอยํางที่
วางอยูํในเครื่องมือ โดยที่ความยาวคลื่นแสงจะมีความสัมพันธ์กับปริมาณและชนิดของสารที่อยูํในตัวอยําง  ซึ่ง
สํวนใหญํจะเป็นสารอินทรีย์ สารประกอบเชิงซ๎อนและสารอนินทรีย์ที่สามารถดูดกลืนแสงในชํวงความยาวคลื่น
เหลํานี้ได ๎

คุณสมบัติในการดูดกลืนแสงของสารเมื่อโมเลกุลของตัวอยํางถูกฉายด๎วยแสงที่มีพลังงานเหมาะสม
จะท้าให๎อิเล็กตรอนภายในอะตอมเกิดการดูดกลืนแสงแล๎วเปลี่ยนสถานะไปอยูํในชั้นที่ มีระดับพลังงานสูงกวํา 
เมื่อท้าการวัดปริมาณของแสงที่ผํานหรือสะท๎อนมาจากตัวอยํางเทียบกับแสงจากแหลํงก้าเนิดที่ความยาวคลื่น
คําตํางๆ ตามกฏของเบียร์และแลมเบิร์ต (Beer and Lambert’s law) คําการดูดกลืนแสง (Absorbance) 
ของสารจะแปรผันกับจ้านวนโมเลกุลที่มีการดูดกลืนแสง ดังนั้นจึงสามารถใช๎เทคนิคนี้ในระบุชนิดและปริมาณ
ของสารตํางๆ ที่มีอยูํในตัวอยํางได๎  
 

1.3.17.1  กฏแห่งการดูดกลืนแสง  
1. กฏของแลมเบิร์ต กลําววํา แสงที่ถูกดูดกลืนเป็นสัดสํวนโดยตรงกับระยะทางที่แสง

เดินทางผํานตัวกลาง ดังสมการที่ 14 และรูปที่ 1.26 [38] 
 

     It = Io x 10-kt                                   …..……… (14) 
 

เมื่อ It = ปริมาณแสงที่ผํานออกมาจากตัวอยําง 
 I0   = ปริมาณแสงที่ผํานเข๎าไปในตัวอยําง 
 k = คําคงที่ของแลมเบิร์ต 
 t   = ระยะทางท่ีแสงเดินทางผํานสารละลายในหนํวยเซนติเมตร 

 

   

 

 
 

รูปที่ 1.26 การดูดกลืนแสงตามกฏของแลมเบิร์ต (Lambert's law) [38] 
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           2. กฏของเบียร์ (Beer's law) กลําววํา แสงที่ถูกดูดกลืนเป็นสัดสํวนโดยตรงกับ
ความเข๎มข๎นของสารในของเหลว ซึ่งเมื่อค้านวณเชํนเดียวกับกฏของแลมเบิร์ต จะได๎สมการ 15 
 
     It = Io x 10-kc                        …..……… (15) 
 

เมื่อรวมกฏทั้งสองเข๎าด๎วยกัน (Beer-Lambert's law) โดยการบวกสมการที่ (14) และสมการที่ (15) 
จะได๎สมการ 16 ดังนี้ 
     It = Io x 10-kct                        …..……… (16) 
  

แตํแสงสํองผําน (Transmittance) มีคําเทํากับ It/Io และแสงที่ถูกดูดกลืน (Absorbance หรือ 
Optical density) มีคําเทํากับ log (Io/It) ดังนั้นจะได๎ความสัมพันธ์ตามสมการที่ 17 และ 18 ตามล้าดับ 

 

    A = ε ct                                  …..……… (17)
  หรือ            A = -log T                        …..……… (18) 
    

เมื่อ ε = โมลาร์แอบซอร์พติวิตี (Molar absorptivity) 
 c   = ความเข๎มข๎นของสารในหนํวยโมลตํอลิตร 
 t   = ระยะทางท่ีแสงเดินทางผํานสารละลายในหนํวยเซนติเมตร 

  
ถ๎าเขียนกราฟระหวํางคําการดูดกลืนแสง (A) กับความเข๎มข๎น (c) จะได๎กราฟเป็นเส๎นตรง แตํถ๎า

เขียนกราฟระหวํางเปอร์เซ็นต์แสงสํองผําน (%T) กับความเข๎มข๎น (c) จะได๎กราฟเป็นเส๎นโค๎ง ดังรูปที ่1.27 
 

 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 1.27 กราฟความสัมพันธ์ระหวํางคําการดูดกลืนแสงและเปอร์เซ็นต์แสงสํองผํานกับความเข๎มข๎น [38] 
 
 
 

A 
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1.3.17.2  การดูดกลืนแสงโดยอนุภาคโลหะนาโน  
              สมบัติทางแสงของอนุภาคโลหะนาโนที่วําด๎วยการเกิดอันตรกิริยาของกลุํมประจุ
อิเล็กตรอนที่ผิวอนุภาคกับคลื่นแมํเหล็กไฟฟ้า การดูดกลืนแสงโดยอนุภาคโลหะนาโนสามารถที่จะวิเคราะห์
ด๎วยภาคตัดขวางของการดูดกลืน (Absorption cross-section, Cabs) ซึ่งภาคตัดขวาง (Cross-sections) นี้
เป็นสมบัติของอนุภาคท่ีสัมพันธ์กับสัมประสิทธิ์การดูดกลืน [39] ดังสมการ 19 
 

    = 3 3ln10(10 / )AN C L cm              …..……… (19) 
 
 จากสมการ 17 และ 19 สร๎างความสัมพันธ์ของคําการดูดกลืนกับภาคตัดขวาง ดังสมการ 20 
 

   A = 
3

ln10

10

AcBN C


              …..……… (20) 

                  
เมื่อ c = ความเข๎มข๎น (M) 
 B   = ระยะทางท่ีรังสีเคลื่อนที่ในสารละลาย (Path length) 
 NA  = เลขอาโวกาโด (Avogadro number = 6.0221415x1023 (M-1)) 
 C = ภาคตัดขวาง (cm2) 

 
 สมบัติทางแสงซึ่งเป็นสมบัติเฉพาะตัวของทองอนุภาคนาโนที่มีคําการดูดกลืนสูงสุดประมาณ 520 นา
โนเมตร ส้าหรับอนุภาคที่มีขนาดใหญํขึ้นก็จะมีคําการดูดกลืนในความยาวคลื่นที่สูงขึ้น หรือมากกวํา 520 นาโน
เมตร อธิบายได๎จากความสัมพันธ์ระหวํางความยาวคลื่น และภาคตัดขวางของการดูดกลืนดังรูปที่ 1.28 จะเห็น
วําเมื่ออนุภาคมีขนาดใหญํขึ้น จะมีคําความยาวคลื่นที่มีการดูดกลืนสูงสุด ในต้าแหนํงที่ความยาวคลื่นสูงขึ้น 
เรียกวํา เรดชิฟ (Red shift) แตํกรณีที่อนุภาคมีขนาดเล็กลงจะปรากฏคําความยาวคลื่นที่มีการดูดกลืนสูงสุด 
ในต้าแหนํงที่ความยาวคลื่นต่้าลง เรียกวํา บลูชิฟ (Blue shift) ดังนั้นต้าแหนํงความยาวคลื่นที่มีการดูดกลืน
สูงสุดจึงสัมพันธ์กับขนาดของอนุภาค และสามารถอธิบายแนวโน๎มการเพ่ิมขึ้นหรือลดลงของขนาดอนุภาคได๎ 
จึงนิยมวัดขนาดของทองอนุภาคนาโนด๎วยเทคนิคยูวี-วิสิเบิล สเปกโตรสโกปี  
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รูปที่ 1.28 สเปกตราการดูดกลืนแสงของทองค้าท่ีมีขนาดเส๎นผํานศูนย์กลาง 40, 50 และ 60 นาโนเมตร [39] 
 
 1.3.18 เทคนิคอินฟราเรด สเปกโตรสโกปี  
           รังสีอินฟราเรด (Infrared radiation) (IR) เป็นคลื่นแมํเหล็กไฟฟ้าซึ่งมีความถี่อยูํระหวํางชํวง
ของรังสีไมโครเวฟและแสงที่ตามองเห็น การอ๎างอิงถึงความถี่ของคลื่นแมํเหล็กไฟฟ้าในชํวงนี้จะใช๎คําที่เรียกวํา
เวฟนัมเบอร์ (Wave number) ซึ่งมีหนํวยเป็นคลื่นตํอหนํวยเซนติเมตร (cm-1 ) [40] ตัวอยํางเชํน รังสี
อินฟราเรดที่มีความถี่ 3000 cm-1 หมายถึงในระยะทาง 1 เซนติเมตรที่คลื่นนี้เดินทางไปจะมีจ้านวนลูกคลื่น
ทั้งหมด 3000 ลูกคลื่น ดังนั้นตัวเลขยิ่งมากยํอมหมายถึงพลังงานของรังสีก็ยิ่งมากด๎วย ชํวงของรังสีอินฟราเรด
ที่เป็นประโยชน์ตํอนักเคมีจะอยูํในชํวง 4000-400 cm-1 พลังงานของรังสีอินฟราเรดจะอยูํในชํวงที่สอดคล๎อง
กับการสั่น (Vibration) ของพันธะภายในโมเลกุล หากการสั่นของพันธะใดเกิดที่ความถี่ตรงกับความถี่ของรังสี
อินฟราเรดก็จะเกิดการดูดกลืน ตัวอยํางของรูปแบบของการสั่นแสดงในรูปที่ 1.29 
 

 
รูปที่ 1.29 การสั่นของโมเลกุลในรูปแบบตํางๆ [40] 
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 จากรูปที่ 1.29 จะเห็นได๎วําการสั่นของโมเลกุลสามารถแบํงออกเป็น 2 ประเภทหลักๆ ได๎แกํ การยืด-
หด หรือเรียกวําการสั่นแบบยืดหด (Stretching) และการงอ หรือการสั่นแบบโค๎งงอ (Bending) เป็นการ
เคลื่อนที่อยํางเป็นจังหวะตามแนวแกนพันธะของอะตอมที่ตํอกันอยูํ  ท้าให๎เกิดการเปลี่ยนแปลงของความยาว
พันธะ ซึ่งมีได๎สองรูปแบบยํอย คือยืดหดแบบสมมาตร (Symmetric) และแบบอสมมาตร (Asymmetric) สํวน
โค๎งงอเป็นการเคลื่อนที่ที่ท้าให๎เกิดการเปลี่ยนแปลงมุมพันธะ การสั่นทั้งหมดนี้อาจเกิดการเคลื่อนที่อยูํใน
ระนาบเดียวกัน (In-plane) หรือตํางระนาบ (Out-of-plane) ก็ได๎ 
 การสั่นในลักษณะตํางๆ เหลํานี้จะมีการดูดกลืนพลังงานที่เป็นคําเฉพาะ ซึ่งมักอยูํในชํวงคลื่น
อินฟราเรด แตํเนื่องจากในโมเลกุลหนึ่งๆ มีพันธะได๎หลายแบบ และพันธะแตํละพันธะก็มีรูปแบบการสั่นได๎อีก
หลายแบบ ท้าให๎โมเลกุลหนึ่งๆ จะแสดงการดูดกลืนรังสีอินฟราเรดได๎หลายชํวงคลื่นพร๎อมๆ กัน ลักษณะการ
ดูดกลืนรังสีอินฟราเรดจะเป็นแถบ (Band) หรือพีก (Peak) หลายๆ แถบหรือพีก ซึ่งแสดงถึงคําปริมาณรังสี
อินฟราเรดที่ถูกดูดกลืนในรูปแบบเปอร์เซ็นต์ ทรานสมิตแตนซ์ (%Transmittance) หมายถึงปริมาณรังสีที่
สามารถทะลุผํานตัวอยํางออกไปได๎เทียบกับเวฟนัมเบอร์ มักอยูํในชํวง 4000-400 cm-1 กราฟที่ได๎จะเรียกวํา 
อินฟราเรดสเปกตรัม แตํละแถบการดูดกลืนสามารถบํงบอกลักษณะเฉพาะลงไปได๎อีก เชํน หากตัวเลขทราน
สมิตแตนซ์มีคํามาก เรียกวําสัญญาณนั้นอํอน (Weak ใช๎ตัวยํอ w) ในทางกลับกัน หากตัวเลขทรานสมิตแตนซ์
มีคําน๎อย เรียกวําสัญญาณนั้นเข๎ม (Strong ใช๎ตัวยํอ s) สัญญาณที่มีความเข๎มปานกลางจะเรียกวํา Medium 
(m) นอกจากนี้แถบการดูดกลืนยังอาจมีลักษณะกว๎าง (Broad) หรือแคบ (Sharp) โดยการสั่นของพันธะแตํละ
แบบก็จะมีลักษณะเฉพาะของพีกที่แตกตํางกันออกไป ซึ่งน้ามาใช๎ประกอบการพิจารณาโครงสร๎างของโมเลกุล 
นอกเหนือจากการพิจารณาจากคําเวฟนัมเบอร์ที่เกิดการดูดกลืนแตํเพียงอยํางเดียว ตัวอยํางของอินฟราเรด
สเปกตรัม ดังรูปที่ 1.30 
 

 
รูปที่ 1.30 ตัวอยํางอินฟราเรดสเปกตรัมของเบนซิลแอลกอฮอล์ [40] 
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 1.3.19 เทคนิคการเลี้ยวเบนรังสีเอกซ์ 
           เครื่องวิเคราะห์การเลี้ยวเบนรังสีเอกซ์หรือ X-ray diffractometer (XRD) [41] เป็น
เครื่องมือที่ใช๎ในการวิเคราะห์สมบัติของวัสดุ โดยอาศัยหลักการเลี้ยวเบนของรังสีเอกซ์ โดยสามารถท้าการ
วิเคราะห์ได๎ทั้งสารประกอบที่มีอยูํในสารตัวอยําง และน้ามาใช๎ศึกษารายละเอียดเกี่ยวกับโครงสร๎างผลึกของ
สารตัวอยํางได๎อีกด๎วย ในผลึกของตัวอยํางแตํละชนิด จะมีขนาดของยูนิตเซลล์ (Unit Cell) ที่ไมํเทํากัน ท้าให๎
แพทเทิร์น (Pattern) ของการเลี้ยวเบนรังสีเอกซ์ที่ออกมาไมํเทํากัน ท้าให๎เราสามารถหาความสัมพันธ์ของ
สารประกอบตํางๆ กับแพทเทิร์นการเลี้ยวเบนของรังสีเอกซ์ได๎ ซึ่งจะท้าให๎เราทราบวําในตัวอยํางนั้นๆ มี
สารประกอบอะไรอยูํบ๎าง นอกจากผลการวิเคราะห์ของ XRD จะสามารถหาองค์ประกอบของตัวอยํางได๎แล๎ว 
ยังสามารถค้านวณหาปริมาณขององค์ประกอบตํางๆ ที่อยูํในตัวอยําง ค้านวณหาขนาดอนุภาคของแตํละยูนิต
เซลล์ ความเครียดของตัวอยําง คําความเป็นผลึกของตัวอยํางได๎อีกด๎วย 
 เครื่อง XRD เป็นเครื่องมือวิเคราะห์เลี้ยวเบนรังสีเอกซ์ในผลึกของตัวอยําง โดยอาศัยหลักการของ
แบรกส์ (Bragg’s law) ในการค้านวณคําการเลี้ยวเบนของรังสีเอกซ์ ที่ยิงผํานชั้นผลึกที่อยูํในตัวอยําง โดยจะใช๎
เครื่องตรวจวัดรับความเข๎มของรังสีเอกซ์ที่เกิดจากการเลี้ยวเบนในมุมตํางๆ ของการทดสอบ กลําวคือถ๎ามีคลื่น
ระนาบซึ่งมีความยาวคลื่น วิ่งชนระนาบผลึกแล๎วสะท๎อนจากระนาบที่ขนานกันของผลึก จะเกิดการแทรกสอด
แบบเสริมสร๎างของรังสีที่กระเจิงจากระนาบที่เรียงตัวขนานกันเป็นระยะ d ตามสมการที่ 21 และรูปที่ 1.31 
เมื่อ n มีคําเป็นเลขจ้านวนเต็มบวก 
 

                                 2d sinθ = nλ             …..……… (21)
                    

 
รูปที่ 1.31  การเลี้ยวเบนของรังสีเอ็กซ์ตามกฎของแบรกส์ (Bragg’s law) [41] 

 
 1.3.20 เทคนิคจุลทรรศนศาสตร์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด 
          กล๎องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสํองกราด (Scanning electron microscope, SEM) [42] 
เป็นกล๎องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนที่มีก้าลังขยายสูงสุดประมาณ 10 นาโนเมตร การสร๎างภาพท้าได๎โดยการ
ตรวจวัดอิเล็กตรอนที่สะท๎อนจากพ้ืนผิวหน๎าของตัวอยํางที่ท้าการส้ารวจ ซึ่งภาพที่ได๎จากเครื่อง SEM นี้จะเป็น
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ภาพลักษณะของ 3 มิติ ดังนั้นเครื่อง SEM จึงถูกน้ามาใช๎ในการศึกษาสัณฐานและรายละเอียดของลักษณะ
พ้ืนผิวของตัวอยําง เชํน ลักษณะพ้ืนผิวด๎านนอกของเนื้อเยื่อและเซลล์หน๎าตัดของโลหะและวัสดุ เป็นต๎น 

หลักการท้างานของเครื่อง SEM จะประกอบด๎วยแหลํงก้าเนิดอิเล็กตรอนซึ่งท้าหน๎าที่ผลิตอิเล็กตรอน
เพ่ือป้อนให๎กับระบบ โดยกลุํมอิเล็กตรอนที่ได๎จากแหลํงก้าเนิดจะถูกเรํงด๎วยสนามไฟฟ้า จากนั้นกลุํม
อิเล็กตรอนจะผํานเลนส์รวบรวมรังสี (Condenser lens) เพ่ือท้าให๎กลุํมอิเล็กตรอนกลายเป็นล้าอิเล็กตรอน 
ซึ่งสามารถปรับให๎ขนาดของล้าอิเล็กตรอนใหญํหรือเล็กได๎ตามต๎องการ หากต๎องการภาพที่มีความคมชัดจะ
ปรับให๎ล้าอิเล็กตรอนมีขนาดเล็ก หลังจากนั้นล้าอิเล็กตรอนจะถูกปรับระยะโฟกัสโดยเลนส์ ใกล๎วัตถุ 
(Objective lens) ลงไปบนผิวชิ้นงานที่ต๎องการศึกษา หลังจากล้าอิเล็กตรอนถูกกราดลงบนชิ้นงานจะท้าให๎
เกิดอิเล็กตรอนทุติยภูมิ (Secondary electron) ขึ้น ซึ่งสัญญาณจากอิเล็กตรอนทุติยภูมินี้จะถูกบันทึก และ
แปลงไปเป็นสัญญาณทางอิเล็กทรอนิกส์และถูกน้าไปสร๎างเป็นภาพบนจอโทรทัศน์ตํอไป ซึ่งสามารถบันทึกภาพ
จากหน๎าจอโทรทัศน์ได๎เลย 

 
1.3.21 เทคนิคจุลทรรศนศาสตร์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน 
         กล๎องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสํองผําน (Transmission electron microscope, TEM) 

[43] เป็นกล๎องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนที่ใช๎ศึกษาตัวอยํางชนิดบาง ซึ่งเตรียมขึ้นโดยวิธีพิเศษเพ่ือให๎ล้าอนุภาค
อิเล็กตรอนผํานทะลุได๎ การสร๎างภาพจากกล๎องประเภทนี้จะท้าได๎โดยการตรวจวัดอิเล็กตรอนที่ทะลุผําน
ตัวอยํางนั่นเอง กล๎องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสํองผํานเหมาะส้าหรับศึกษารายละเอียดขององค์ประกอบ
ภายในของตัวอยําง เชํน องค์ประกอบภายในเซลล์ ลักษณะของเยื่อหุ๎มเซลล์ ผนังเซลล์ เป็นต๎น ซึ่งจะให๎
รายละเอียดสูงกวํากล๎องจุลทรรศน์ชนิดอ่ืนๆ เนื่องจากมีก้าลังขยายและประสิทธิภาพในการแจกแจง
รายละเอียดสูงมาก (ก้าลังขยายสูงสุดประมาณ 0.1 นาโนเมตร) กล๎องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสํองผําน
ประกอบด๎วยแหลํงก้าเนิดอิเล็กตรอนซึ่งท้าหน๎าที่ผลิตอิเล็กตรอนเพ่ือป้อนให๎กับระบบ โดยกลุํมอิเล็กตรอนที่ได๎
จากแหลํงก้าเนิดจะถูกเรํงด๎วยสนามไฟฟ้า จากนั้นกลุํมอิเล็กตรอนจะผํานเลนส์รวบรวมรังสี (Condenser 
lens) เพ่ือท้าให๎กลุํมอิเล็กตรอนกลายเป็นล้าอิเล็กตรอน ซึ่งสามารถปรับให๎ขนาดของล้าอิเล็กตรอนใหญํหรือ
เล็กได๎ตามต๎องการ จากนั้นล้าอิเล็กตรอนจะเคลื่อนที่ผํานตัวอยํางที่จะศึกษา (Specimen) ซึ่งจะต๎องมีลักษณะ
ที่แบนและบางมาก (อยูํในชํวงระหวําง 1-100 นาโนเมตร) จากนั้นจะเกิดการกระเจิงอนุภาคขึ้นเมื่ออิเล็กตรอน
ทะลุผํานตัวอยํางไป และอิเล็กตรอนที่ทะลุผํานตัวอยํางนี้ก็จะถูกปรับโฟกัสของภาพโดยเลนส์ใกล๎วัตถุ 
(Objective lens) ซึ่งเป็นเลนส์ที่ท้าหน๎าที่ขยายภาพให๎ได๎รายละเอียดมากที่สุด จากนั้นจะได๎รับการขยายด๎วย
เลนส์ทอดภาพไปสูํจอรับ (Projector lens) และปรับโฟกัสของล้าอนุภาคอิเล็กตรอนให๎ยาวพอดีที่จะปรากฏ
บนฉากเรืองแสง สุดท๎ายจะเกิดการสร๎างภาพขึ้นมาได๎ 
 
 1.3.22 น้ ายาง 

         น้้ายางสด (Fresh or field latex) [44] จากต๎นยางพารามีลักษณะเป็นของเหลวสีขาวหรือสี
ครีม ในทางเคมีจัดเป็นสารแขวนลอย มีความหนาแนํน 0.975 ถึง 0.980 กรัมตํอมิลลิลิตร มีความเป็นกรด-

http://www.il.mahidol.ac.th/e-media/nano/Page/Unit4-5.html
http://www.il.mahidol.ac.th/e-media/nano/Page/Unit4-5.html
http://www.il.mahidol.ac.th/e-media/nano/Page/Unit4-5.html
http://www.il.mahidol.ac.th/e-media/nano/Page/Unit4-5.html
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ดําง (pH) ประมาณ 6.5 ถึง 7.0 ความหนืดไมํแนํนอน มีสํวนประกอบของสารอ่ืนๆที่ไมํใชํยางไมํแนํนอน ทั้งนี้
ขึ้นกับปัจจัยตํางๆ เชํน พันธุ์ยาง อายุต๎นยาง ระบบและวิธีการกรีด ฤดูกาล เป็นต๎น ตัวอยํางสํวนประกอบของ
น้้ายางธรรมชาติ แสดงดังตารางที่ 1.2 

 
 ตารางท่ี 1.2  สํวนประกอบของน้้ายางธรรมชาติ 

ส่วนประกอบ เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนัก (%w/w) 
สารที่เป็นของแข็งทั้งหมด (Total solid content, TSC) 36 
เนื้อยางแห๎ง (Dry rubber contents, DRC) 33 
สารโปรตีน 1 – 1.5 
สารเรซิน 1 – 2.5 
เถ๎า สูงถึง 1 
น้้าตาล 1 
  

ในน้้ายางมีสํวนของสารอ่ืนๆ ที่ไมํใชํยาง เชํน โปรตีน สํวนหนึ่งของสารโปรตีนนี้จะดูดซับอยูํรอบผิว
ของอนุภาคยาง ฟอร์มเป็นชั้นหรือเปลือกหํอหุ๎ม (Hydrate protein envelope) อนุภาคยางไว๎ ชั้นหํอหุ๎มนี้มี
ความส้าคัญตํอสถานะความคงตัวเป็นของเหลว หรือความเสถียร (Stability) ของน้้ายาง เพราะชั้นโปรตีนนี้จะ
ป้องกันไมํให๎แตํละอนุภาคยางมารวมตัวและจับกันเป็นก๎อน (Coagulation) นอกจากชั้นโปรตีนจะหํอหุ๎ม ท้า
หน๎าที่รักษาสถานการณ์เป็นของเหลวให๎น้้ายางแล๎ว ในชั้นโปรตีนนี้ยังมีอนุมูลลบของคาร์บ็อกซีเลต 
(Caboxylate, RCOO-) ซึ่งกํอให๎เกิดการผลักกันระหวํางอนุภาคยาง ดังนั้นการเสียสภาพ (Destability) ของ
น้้ายางจะเกิดขึ้นเมื่อมีการท้าลายปัจจัยส้าคัญทั้งสองดังกลําว เชํน การสูญเสียน้้าในชั้นของโปรตีนและการ
ท้าลายอนุมูลลบของคาร์บ็อกซีเลต  

เพ่ือป้องกันน้้ายางจับตัวเป็นก๎อนกํอนเวลาที่ต๎องการ หรือเพ่ือให๎น้้ายางอยูํในสภาพของของเหลว จึง
จ้าเป็นต๎องเติมสารรักษาสภาพน้้ายาง (Preservatives) โดยสารที่จะใช๎รักษาสภาพน้้ายางควรมีสมบัติ 
ดังตํอไปนี้ 

1. 
2. 
3. 

 
4. 
5. 
6. 

มีประสิทธิภาพในการท้าลาย หรือสามารถระงับการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ในน้้ายาง 
ควรมีสภาพเป็นดํางเพื่อสํงเสริมสถานะสารแขวนลอยให๎น้้ายาง 
ท้าให๎อนุมูลของโลหะหนักไมํวํองไวตํอปฏิกิริยา เพราะอนุมูลเหลํานี้จะสํงเสริมการเจริญของ
จุลินทรีย์ 
สามารถระงับการท้างานของเอนไซม์ที่ชํวยการเจริญของจุลินทรีย์ 
ไมํรบกวนตํอกระบวนการขึ้นรูปของผลิตภัณฑ์ และควรมีราคาที่เหมาะสม 
ไมํเป็นพิษตํอสุขภาพของคนและตํอคุณภาพของยาง อีกทั้งยังสามารถก้าจัดออกจากน้้ายางได๎
งํายและสะดวกเม่ือถึงชํวงเวลาที่ไมํต๎องการ 
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 สารชนิดแรกที่พบวํามีประสิทธิภาพในการรักษาสภาพน้้ายางได๎คือแอมโมเนีย ซึ่งมีบันทึกการจด
สิทธิบัตรโดย Johnson และ Norris ในปี พ.ศ. 2396 ปริมาณแอมโมเนีย 0.2 เปอร์เซ็นต์โดยน้้าหนักน้้ายาง 
(Low ammonia, LA) พอเพียงส้าหรับรักษาสภาพน้้ายางชํวงเวลาสั้นๆ ถ๎าต๎องการรักษาสภาพในชํวง
ระยะเวลายาวนานควรใช๎ปริมาณ 0.7 เปอร์เซ็นต์โดยน้้าหนักน้้ายาง (High ammonia, HA)  
 อยํางไรก็ตามการเติมแอมโมเนียมากเกินไปก็มีผลตํอคุณภาพของน้้ายาง รวมทั้งการทิ้งแอมโมเนียลงสูํ
สิ่งแวดล๎อม สํงผลให๎เกิดมลพิษทางสิ่งแวดล๎อมตามมา เป็นต๎น ดังนั้นการหาปริมาณของแอมโมเนียในน้้ายาง
ข๎นกํอนและหลังเข๎าสูํกระบวนการผลิตจึงมีความส้าคัญเป็นอยํางยิ่ง 
 
1.4 งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 
 งานวิจัยนี้ได๎ศึกษางานวิจัยที่เกี่ยวข๎อง ดังนี้ 

1.4.1  การสังเคราะห์และพิสูจน์เอกลักษณ์ของอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au 
 
Qiu J. D. และคณะ [45] ศึกษาวิธีการสังเคราะห์และคุณลักษณะของอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au 

เพ่ือใช๎ปรับปรุงผิวหน๎าขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพส เนื่องจาก Fe3O4 มีคุณสมบัติหลายอยําง เชํน คุณสมบัติความเป็น
แมํเหล็ก ความเป็นพิษที่ต่้าและสามารถเข๎ากันได๎กับสารทางชีวภาพ ทองอนุภาคนาโนมีคุณสมบัติที่เข๎ากันได๎
กับสารทางชีวภาพและมีความเสถียร จากการพิสูจน์เอกลักษณ์ด๎วยเทคนิคยูวี-วิสิเบิล สเปกโตรสโกปี พบวํา 
Fe3O4 ไมํพบพีกการดูดกลืนแสงในชํวงวิสิเบิล แตํเมื่อ Fe3O4 ถูกเคลือบด๎วยทองอนุภาคนาโนจะท้าให๎มีคําการ
ดูดกลืนแสงสูงสุดที่ 550 นาโนเมตร ดังรูปที่ 1.32 ซึ่งแสดงให๎เห็นวําทองอนุภาคนาโนเคลือบอยูํบนผิวของ 
Fe3O4 

 

 
รูปที่ 1.32 สเปกตรัมการดูดกลืนแสงของ Fe3O4 (a) และอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au (b) ด๎วยเทคนิคยูวี-วิสิ
เบิล สเปกโตรสโกปี [45] 
 

Irudayaraj J. และคณะ [46] ศึกษาวิธีการสังเคราะห์และพิสูจน์เอกลักษณ์ของอนุภาคคอร์เชลล์ 
Fe3O4@Au เทียบกับทองอนุภาคนาโน ด๎วยเทคนิคยูวี-วิสิเบิล สเปกโตรสโกปี พบวําแถบคําการดูดกลืนแสง
สูงสุดของทองอยูํที่ 528 นาโนเมตร ในขณะที่อนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au มีแถบคําการดูดกลืนแสงสูงสุดอยูํ
ที่ 560 นาโนเมตร ดังรูปที่ 1.33 เป็นผลมาจากอนุภาคมีขนาดใหญํขึ้นท้าให๎มีคําการดูดกลืนแสงในความยาว
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คลื่นที่สูงขึ้น เรียกวํา เรดชิฟต์ (Red shife) ซึ่งเป็นสมบัติทางแสงของทองที่อธิบายได๎ด๎วยปรากฏการณ์ เซอร์
เฟส พลาสมอน เรโซแนนซ์ (Surface plasmon resonance) 

 

 
รูปที่ 1.33 สเปกตรัมการดูดกลืนแสงของทองอนุภาคนาโนและอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ด๎วยเทคนิคยูวี-วิ
สิเบิล สเปกโตรสโกปี [46] 

 
Cui Y. และคณะ [47] ศึกษาวิธีการสังเคราะห์อนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au พบวําขนาดเส๎นผําน

ศูนย์กลางของ อนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au สามารถควบคุมได๎จากสภาวะในการสังเคราะห์ อนุภาคคอร์
เชลล์ Fe3O4@Au ที่สังเคราะห์ได๎มีลักษณะการกระจายตัวที่สม่้าเสมอและมีขนาดเส๎นผํานศูนย์กลางเฉลี่ย 50 
นาโนเมตร จากการพิสูจน์เอกลักษณ์ด๎วยเทคนิคยูวี -วิสิเบิล สเปกโตรสโกปี พบวําอนุภาคคอร์เชลล์ 
Fe3O4@Au มีคุณสมบัติทางแสงคล๎ายกับทองอนุภาคนาโน มีแถบการดูดกลืนแสงสูงสุดอยูํที่ 550 นาโนเมตร 
เมื่ออนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au มีขนาดใหญํขึ้นจะท้าให๎พีกการดูดกลืนแสงมีลักษณะที่กว๎างขึ้น (Broader) 
และมีคําการดูดกลืนแสงในความยาวคลื่นที่สูงขึ้น ดังรูปที่ 1.34 เนื่องจากขนาดของอนุภาคมีผลตํอลักษณะ
ของพีกการดูดกลืนแสงและต้าแหนํงในการดูดกลืนแสงสูงสุด  

 
 

 
รูปที่ 1.34 สเปกตรัมการดูดกลืนแสงของอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ที่มีขนาดเส๎นผํานศูนย์กลางแตกตําง
กัน (1) 50 นาโนเมตร (2) 70 นาโนเมตร และ (3) 100 นาโนเมตร [47]  
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 Zhong C. J. และคณะ [48] ศึกษาวิธีการสังเคราะห์และพิสูจน์เอกลักษณ์ของอนุภาคคอร์เชลล์ 
Fe3O4@Au ด๎วยเทคนิคการเลี้ยวเบนรังสีเอกซ์ (XRD) พบวําพีกการเลี้ยวเบนที่ต้าแหนํง 2θ เทํากับ 30.08, 
35.38, 43.08, 53.48, 56.98 และ 62.58 บํงชี้วําเป็นแพลนการเลี้ยวเบน (220), (311), (400), (422), (511) 
และ (440) ตามล้าดับ ของ Fe3O4 ในโครงสร๎างผลึกที่เป็นสี่เหลี่ยมลูกบาศก์ (Face centered cubic) และพีก
การเลี้ยวเบนที่ต้าแหนํง 2θ เทํากับ 38.2, 44.4, 64.6, 77.5 และ 81.7 บํงชี้วําเป็นแพลนการเลี้ยวเบน (111), 
(200), (220), (311) และ (222) ตามล้าดับ ของทองอนุภาคนาโนในโครงสร๎างผลึกที่เป็นแบบคิวบิก (Cubic 
phase) ส้าหรับอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au มีพีกการเลี้ยวเบนคล๎ายกับของทองอนุภาคนาโน และไมํพบพีก
การเลี้ยวเบนใดๆของ Fe3O4 ดังรูปที่ 1.35 แสดงให๎เห็นวําทองอนุภาคนาโนเคลือบอยูํบนผิวของ Fe3O4 อยําง
สมบูรณ์ 
 

 
รูปที่ 1.35 สเปกตรัม XRD ของ Fe3O4 (a) ทองอนุภาคนาโน (b) และอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au (c) [48] 

 
Xie H. Y. และคณะ [49] สังเคราะห์อนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au โดยใช๎โพลีเอทิลีนไดเอมีน 

(Polyethyleneimine, PEI) เป็นตัวเชื่อมโยง (Linker) พบวําอนุภาคที่สังเคราะห์ได๎มีการกระจายตัวและมี
คุณสมบัติความเป็นแมํเหล็กที่ดี ท้าการพิสูจน์เอกลักษณ์ด๎วยเทคนิคการเลี้ยวเบนรังสีเอกซ์ (XRD) พบวําทอง
อนุภาคนาโนและ Fe3O4 มีพีกการเลี้ยวเบนที่ต้าแหนํง 2θ ทั้งหมด 4 และ 6 พีก ตามล้าดับ ส้าหรับอนุภาค
คอร์เชลล์ Fe3O4@Au ที่มีทองเกาะติด (Au seeds) อยูํบนพ้ืนผิวของ Fe3O4 จะพบพีกการเลี้ยวเบนของทั้ง 
Fe3O4 และทองอนุภาคนาโน และเมื่อ Fe3O4  ถูกเคลือบด๎วยทองอยํางสมบูรณ์ (Au coats) จะพบเฉพาะพีก
การเลี้ยวเบนของทอง ดังรูปที่ 1.36 
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รูปที่ 1.36 สเปกตรัมการเลี้ยวเบนรังสีเอกซ์ (XRD) ของ (A) ทองอนุภาคนาโน (B) แมกนีไทต์ (C) แมกนีไทต์
เกาะติดด๎วยทอง (Fe3O4-Au seeds) และ (D) แมกนีไทต์เคลือบด๎วยทอง (Fe3O4-Au coats) [49] 
 

Xu J. J. และคณะ [50] สังเคราะห์อนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4/PPy/Au โดยแมกนีไทต์เป็นคอร์ (Core) 
ใช๎พอลิไพโรล (Polypyrrole, PPy) กับทองอนุภาคนาโนท้าหน๎าที่เป็นเชลล์ (Shell) พิสูจน์เอกลักษณ์โดย
การศึกษารูปรํางของ Fe3O4, Fe3O4/PPy และอนุภาคคอร์เซลล์ Fe3O4/PPy/Au  ด๎วยเทคนิคจุลทรรศน
ศาสตร์อิเล็กตรอนแบบสํองผําน ผลการศึกษาดังรูปที่ 1.37 แสดงให๎เห็นวําทองอนุภาคนาโนเคลือบอยูํบน
พ้ืนผิวของ Fe3O4 มีลักษณะเป็นเม็ดเล็กๆ 

 

 
รูปที่ 1.37 รูปรํางของ Fe3O4 (a) Fe3O4/PPy (b) และอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4/PPy/Au (c) ศึกษาด๎วยกล๎อง
จุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสํองผําน [50] 
 
 Bordbar A. K.  และคณะ [51] สังเคราะห์อนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4/APTES โดยมีแมกนีไทต์ เป็นคอร์ 
(Core) ใช๎อะมิโนโพรพิลไตรเอทอกซีไซเลน (Aminpropyltriethoxysilane, APTES) ท้าหน๎าที่เป็นเชลล์ 
(Shell) และปรับปรุงพ้ืนผิวด๎วย 2,4,6-trichloro-1,3,5-triazine (TCT) เพ่ือชํวยในการตรึงโบวินซีรัมอัลบูมิน 
(Bovine serum albumin, BSA) ท้าการพิสูจน์เอกลักษณ์ด๎วยเทคนิคอินฟราเรด สเปกโตรสโกปี พบพีกการ
ดูดกลืนแสงอินฟาเรดของ Fe3O4 ที่ 576 cm-1 ซึ่งเป็นพีกการสั่นแบบยืดหด (Stretching) ของพันธะ Fe-O 
และพีกการดูดกลืนที่ 3300–3450 cm-1 เป็นพีกการสั่นแบบยืดหดของ –OH ซึ่งเกิดมาจากการสั่นของหมูํไฮ
ดรอกซิลบนพ้ืนผิวของอนุภาค และเมื่ออนุภาค Fe3O4 ถูกเคลือบด๎วย APTES จะพบพีกการดูดกลืนแสงอิน
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ฟาเรดที่ 1109 cm-1 (พีกการสั่นแบบยืดหดของ C–N), 2923.5 cm-1 (พีกการสั่นแบบยืดหดของ C–H) และ 
3450 cm-1 (พีกการสั่นยืดหดของ N–H) บํงชี้ให๎เห็นวํา  APTES เกาะติดอยูํบนพ้ืนผิวของอนุภาค Fe3O4 และ
เมื่อท้าการตรึง TCT จะพบพีกการดูดกลืนแสงระหวําง 1000 และ 1600 cm-1 เป็นผลมาจาการสั่นแบบยืดหด
ของพันธะ C–N ใน TCT ดังรูปที่ 1.38 
 

 
รูปที่ 1.38 สเปกตรัมการดูดกลืนแสงอินฟราเรด (FT-IR spectrums) ของ Fe3O4, Fe3O4-APTES และ 
Fe3O4-APTES-TCT [51] 
 
 Pundir C. S. และคณะ [52] พัฒนาไบโอเซนเซอร์ส้าหรับตรวจวัดสารก้าจัดศัตรูพืช 
(Organophosphorus, OP) ด๎วยอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4/c-MWCNT โดยมีแมกนีไทต์เป็นคอร์ (Core) ใช้
คาร์บอกซิเลตมัลติวอลล์คาร์บอนนาโนทิวป์ (Carboxylated multi walled carbon nanotubes, c-
MWCNT) ท้าหน๎าที่ เป็น เชลล์  (Shell) ชํ วยในการตรึ ง เอนไซม์อะซิติลคลอรีน เอสเทอเรส 
(Acetylcholinesterase, AChE) ท้าการพิสูจน์เอกลักษณ์ด๎วยเทคนิคอินฟราเรด สเปกโตรสโกปี พบพีกการ
ดูดกลืนแสงอินฟาเรดของ c-MWCNTs ที่ 1518, 1156 และ 2320 cm-1 ตามล้าดับ เป็นผลมาจากการสั่นของ
แกรไฟต์ใน c-MWCNTs และพีกการดูดกลืนแสงอินฟาเรดที่ 1640 cm-1 เกิดจากการสั่นของหมูํคาร์บอกซิล 
(Carboxyl group) บนพ้ืนผิวของ MWCNTs หลังจากตรึงเอนไซม์ AChE ลงบนพ้ืนผิวของอนุภาคคอร์เชลล์ 
Fe3O4/c-MWCNT พบพีกการดูดกลืนแสงอินฟาเรดที่ 1641 cm-1 (พีกการสั่นแบบยืดหดของหมูํคาร์บอนิล) 
และ 1539 cm-1 (พีกการสั่นแบบโค๎งงอของ N–H) นอกจากนี้ยังพบพีกการดูดกลืนแสงอินฟาเรดที่ 3200 cm-

1 เนื่องจากการสั่นของพันธะเอไมด์ของหมูํอะมิโนในเอนไซม์  
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รูปที่ 1.39 สเปกตรัมการดูดกลืนแสงอินฟราเรด (FT-IR spectrums) ของอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4/c-
MWCNT ที่ไมํมีเอนไซม์ (i) และมีเอนไซม์ (ii) [52] 
 
 Du D. และคณะ [53] ศึกษาวิธีการสังเคราะห์อนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au โดยใช๎ Fe3O4 เป็นแกน 
(Core) เนื่องจากสามารถแยกออกจากสารละลายตัวอยํางได๎งํายโดยใช๎แรงจากแมํเหล็กภายนอก และทอง
อนุภาคนาโนเป็นเปลือก (Shell) เนื่องจากมีอัตราสํวนพ้ืนที่ผิวตํอปริมาตรสูง ชํวยในการตรึงเอนไซม์
เอนไซม์อะซิติลคลอรีนเอสเทอเรส (Acetylcholinesterase, AChE) เพ่ือพัฒนาไบโอเซนเซอร์ส้าหรับตรวจวัด
สารก้าจัดแมลง (Organophosphates) ท้าการพิสูจน์เอกลักษณ์ทางขนาดและสัณฐานวิทยาของอนุภาคคอร์
เชลล์ Fe3O4@Au ด๎วยเทคนิคจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสํองกราด (SEM) เปรียบเทียบกับทองอนุภาคนาโน
และ Fe3O4 พบวําทองอนุภาคนาโนและ Fe3O4 มีการกระจายตัวเป็นเนื้อเดียวกัน มีขนาดเส๎นผํานศูนย์กลาง
เฉลี่ยประมาณ 12 นาโนเมตร และ 115 นาโนเมตร ตามล้าดับ ดังรูปที่ 1.40 หลังจากเคลือบทองลงบนพ้ืนผิว
ของ Fe3O4 พบวํามีจุดเล็กๆขนาดนาโนจ้านวนมากบนพ้ืนผิวของ Fe3O4 แสดงให๎เห็นวําทองเกาะติดอยูํบน
พ้ืนผิวของ Fe3O4 และมีขนาดอนุภาคท่ีใหญํขึ้นประมาณ 150 นาโนเมตร 
 

 
รูปที่ 1.40 ภาพ SEM ของทองอนุภาคนาโน (A), Fe3O4 (B) และอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au (C) [53] 
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 Dong S. และคณะ [54] ศึกษาวิธีการสังเคราะห์อนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au โดยท้าการปรับปรุง
พ้ืนผิวของ Fe3O4 กํอนโดยใช๎พอลิเมอร์ด๎วยเทคนิค layer-by-layer จากนั้นเกาะติดทองอนุภาคนาโนลงบน
พ้ืนผิวของ Fe3O4 ศึกษาลักษณะโครงสร๎างของอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ที่สังเคราะห์ได๎ด๎วยเทคนิค
จุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสํองกราด (SEM) พบวําอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au มีการกระจายตัวที่สม่้าเสมอ
และมีความหยาบของพ้ืนผิวสูงเนื่องจากมีทองอนุภาคนาโนเกาะติดที่พ้ืนผิว ดังรูปที่ 1.41 (a) โดยทองอนุภาค
นาโนเกาะติดที่พ้ืนผิวของอนุภาค Fe3O4@Au มีลักษณะเป็นเมล็ดหนาแนํน ดังรูปที่ 1.41 (b) 
 

 
รูปที่ 1.41  ภาพ SEM (a) และภาพ SEM ความละเอียดสูง (b) ของอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au [54] 

 
 Gu H. Y. และคณะ [55] สังเคราะห์อนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ใช๎ปรับปรุงไบโอเซนเซอร์ส้าหรับ
ตรวจวัดหาปริมาณของฮีโมโกลบิน (Hb) ท้าการพิสูจน์เอกลักษณ์ทางเคมีไฟฟ้าของไบโอเซนเซอร์ที่ถูกปรับปรุง
ด๎วยเทคนิคไซคลิกโวลแทมเมทรี ตรวจวัดในสารละลายโพแทสเซียมเฮกซะไซยาโนเฟอเรต ( K3Fe(CN)6

3) ที่
ละลายใน 0.1 โมลาร์ โพแทสเซียมคลอไรด์ ศึกษาอัตราการแสกนจาก 20 ถึง 400 มิลลิโวลต์ตํอวินาที พบวํา
สัญญาณกระแสเพ่ิมขึ้นเป็นเส๎นตรงเมื่อเพ่ิมอัตราการแสกน ดังรูปที่ 1.42 บํงชี้ได๎วําปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นบน
ผิวหน๎าขั้วไฟฟ้าที่ถูกพัฒนาขึ้นเป็นแบบผันกลับได๎และถูกควบคุมด๎วยกระบวนการการแพรํ ( Diffusion 
controlled) 
  

 
รูปที่ 1.42 ไซคลิกโวลแทมโมแกรมของขั้วไฟฟ้ากลาสซีคาร์บอนที่ถูกปรับปรุงด๎วยอนุภาคคอร์เชลล์ 
Fe3O4@Au แสกนในสารละลาย 1 มิลลิโมลาร์ K3Fe(CN)6

3 ที่ละลายใน 0.1 โมลาร์ โพแทสเซียมคลอไรด์ ที่
อัตราการแสกนจาก 20 ถึง 400 มิลลิโวลต์ตํอวินาที [55] 
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1.4.2 แอมโมเนียมไบโอเซนเซอร์ 
 
 Lee Y. H. และคณะ [56] พัฒนาไบโอเซนเซอร์โดยอาศัยการท้างานของเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดร
จีเนส (AlaDH) ส้าหรับตรวจวัดหาปริมาณของแอมโมเนียมไอออน โดยใช๎ไพรูเวตเป็นสารตั้งต๎นและ NADH 
เป็นโคแฟกเตอร์ ท้าการตรึงเอนไซม์ลงบนขั้วไฟฟ้าพิมพ์สกรีนคาร์บอน โดยใช๎ ไฮดรอกซีเอทิลเมทาคริเลตเมม
เบรน (Poly(2-hydroxyethyl methacrylate) หรือ pHEMA) ในระหวํางการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซม์ 
AlaDH กับสารตั้งต๎นไพรูเวต แอมโมเนียมไอออนจะถูกใช๎ไปเพ่ือท้าให๎ปฏิกิริยาเกิดขึ้นอยํางจ้าเพาะเจาะจง 
จากนั้นท้าการตรวจวัดสัญญาณที่ได๎จากการเกิดออกซิเดชันของ NADH ที่ศักย์ +0.55 โวลต์ ซึ่งสัญญาณทาง
ไฟฟ้าที่ได๎จะแปรผันตรงกับความเข๎มข๎นของแอมโมเนียมไอออน กลไกการท้างานของไบโอเซนเซอร์ที่
พัฒนาขึ้น แสดงดังรูปที่ 1.43 ภายใต๎สภาวะที่เหมาะสมได๎ชํวงความเป็นเส๎นตรงในการตรวจวัดแอมโมเนียม
ไอออนระหวําง 10 ถึง 100 มิลลิโมลาร์ ขีดจ้ากัดในการตรวจวัด 0.18 มิลลิโมลาร์ ความสามารถในการท้าซ้้า
ของขั้วไฟฟ้าที่พัฒนาขึ้นให๎คําที่ต่้าในชํวง 1.4 ถึง 4.9 เปอร์เซ็นต์เบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ ประยุกต์ใช๎
ไบโอเซนเซอร์ส้าหรับตรวจวัดหาปริมาณของแอมโมเนียมไอออนในตัวอยํางน้้าจากแมํน้้า พบวําผลการ
วิเคราะห์ที่ได๎จากไบโอเซนเซอร์สอดคล๎องกับผลที่วิเคราะห์ได๎จากเทคนิคมาตรฐานเนสเลอร์ สเปกโตรโฟโทร
เมทริก (Nessler spectrophotometric method)  
 

 
รูปที่ 1.43 แผนภาพกลไกการท้างานของไบโอเซนเซอร์ที่ปรับปรุงด๎วยเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส [56] 

 
 Tan L. L และคณะ [22] พัฒนาแอมเพอโรเมทริกไบโอเซนเซอร์ส้าหรับตรวจวัดหาปริมาณของ
แอมโมเนียมไอออน โดยตรึงเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจี เนสในเมทาคริลิกเมมเบรน ( Methacrylic 
membrane) บนขั้วไฟฟ้าพิมพ์สกรีนคาร์บอน ตรวจวัดในระบบการไหลอัตโนมัติ จากผลการศึกษาพบวํา
ไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นสามารถท้างานได๎ดีท่ีศักย์กระตุ๎น +0.6 โวลต์ และความเป็นกรด-เบสของสารละลาย
บัฟเฟอร์ที่พีเอช 7 ภายใต๎สภาวะการท้างานที่เหมาะสมสามารถตรวจวัดแอมโมเนียมไอออนในชํวงความเป็น
เส๎นตรง 0.03 ถึง 1.02 มิลลิกรัมตํอลิตร และขีดจ้ากัดในการตรวจวัด (LOD) 8.52 ไมโครกรัมตํอลิตร 
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นอกจากนี้ไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นสามารถประยุกต์ใช๎ในการตรวจวัดหาปริมาณของแอมโมเนียมไอออนใน
ตัวอยํางน้้าโดยปราศจากการเตรียมตัวอยําง (Pretreatment) 
 
 Bertocchi P. และคณะ [57] พัฒนาไบโอเซนเซอร์ส้าหรับตรวจวัดหาปริมาณของแอมโมเนียมไอออน
และยูเรีย โดยตรึงเอนไซม์กลูตาเมตดีไฮโดรจีเนส (Glutamate dehydrogenase) และเอนไซม์ยูรีเอส 
(Urease) ลงบนขั้วไฟฟ้าแพลทินัม (Pt electrode) พบวําสามารถตรวจวัดหาปริมาณของแอมโมเนียมไอออน
และยูเรียได๎ในชํวง 10-5 ถึง 3×10-4 โมลาร์ ไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นให๎ความไวในการวิเคราะห์ที่ดีมากเมื่อ
เทียบกับวิธีการตรวจวัดด๎วยเทคนิคโพเทนชิโอเมทรี (Potentiometry) นอกเหนือจากนี้ไบโอเซนเซอร์ที่
พัฒนาขึ้นไมํมีผลรบกวนจากโพแทสเซียมไอออน ซึ่งมีผลกระทบตํอการวัดด๎วยแอมโมเนียมไอออนซีเล็คทีฟ
อิเล็กโทรด (Ammonium ion selective electrode) 
 
 Kwan R. C. H. และคณะ [58] พัฒนาแอมเพอโรเมทริกไบโอเซนเซอร์ส้าหรับตรวจวัดหาปริมาณ
แอมโมเนียมไอออน โดยตรึงเอนไซม์กลูตาเมตออกซิเดส (Glutamate oxidase, GXD) และเอนไซม์กลูตาเมต
ดีไฮโดรจีเนส (Glutamate dehydrogenase, GlDH) ด๎วยไฮโดรเจลของ Poly(carbamoyl) sulfonate 
(PCS) ในเทฟลอนเมมเบรน บนขั้วไฟฟ้าคลาร์กออกซิเจน (Clark-type oxygen electrode) เอนไซม์ GlDH 
จะใช๎แอมโมเนียมไอออนส้าหรับเกิดปฏิกิริยาอะมิเนชันของออกโซกลูตาเรท (2-oxoglutarate) ในสภาวะที่มี 
NADH เป็นโคแฟกเตอร์ ให๎ผลิตภัณฑ์เป็นกลูตาเมต (Glutamate) จากนั้นเอนไซม์ GXD จะใช๎ออกซิเจนที่ถูก
ละลาย (Dissolved oxygen) ส้าหรับเกิดปฏิกิริยาการขจัดหมูํอะมิโน (Oxidative deamination) ของกลูตา
เมต ได๎ผลิตภัณฑ์เป็นไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) ดังนั้นสัญญาณที่ตรวจวัดได๎จะขึ้นอยูํกับอัตราการใช๎
ออกซิเจนที่ถูกละลายของเอนไซม์ ซึ่งสัมพันธ์โดยตรงกับปริมาณของแอมโมเนียมไอออน กลไกการท้างานของ
ไบโอเซนเซอร์แสดงดังรูปที่ 1.44 จากผลการศึกษาพบวําไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นให๎การตอบสนองอยําง
รวดเร็ว (2 วินาที) สามารถตรวจวัดแอมโมเนียมไอออนในชํวงความเป็นเส๎นตรงระหวําง 10 และ 300 ไมโคร
โมลาร์ และขีดจ้ากัดในการตรวจวัด 2.06 ไมโครโมลาร์ ประยุกต์ใช๎ไบโอเซนเซอร์ส้าหรับตรวจวัดตัวอยํางน้้า
เสียพบวําผลการวิเคราะห์ที่ได๎สอดคล๎องกับชุดทดสอบแอมโมเนียมไอออน (Commercial ammonium 
testing kit) 
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รูปที่ 1.44 แผนภาพกลไกการท้างานของไบโอเซนเซอร์ที่ปรับปรุงด๎วยเอนไซม์กลูตาเมตออกซิเดส (GXD) และ
เอนไซม์กลูตาเมตดีไฮโดรจีเนส (GlDH) [58] 
 

Abdullah J. และคณะ [59] พัฒนาไบโอเซนเซอร์ตรวจวัดทางแสง (Optical biosensor) โดย
อาศัยการท้างานของเอนไซม์กลูตาเมต ดีไฮโดรจีเนส (Glutamate dehydrogenase, GlDH) ตรึงในฟิล์มไซโต
ซาน ส้าหรับตรวจวัดหาปริมาณของแอมโมเนียมไอออนในตัวอยํางน้้า ท้าการตรวจวัดแอมโมเนียมไอออนที่
ความยาวคลื่น 340 นาโนเมตร ในสภาวะที่มีแอลฟาคีโตกลูตาเรท (α-ketoglutaric acid) เป็นสารตั้งต๎น 
พบวําให๎ชํวงความเป็นเส๎นตรงจาก 0.005 ถึง 0.5 มิลลิโมลาร์ และขีดจ้ากัดในการตรวจวัด 0.005 มิลลิโมลาร์ 
ไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นให๎ความสามารถในการท้าซ้้า (Reproducibility) ที่ดีคือ 5.9 เปอร์เซ็นต์เบี่ยงเบน
มาตรฐานสัมพัทธ์ และมีความเสถียรอยํางน๎อย 1 เดือน 

 
Choodum A. และคณะ [60] พัฒนาเทคนิคการตรวจวัดทางสีแสดงผลเป็นภาพดิจิตอล (Digital 

image colourimetry) เพ่ือประยุกต์ใช๎ในการวิเคราะห์แอมโมเนียมไนเตรตเชิงกึ่งปริมาณ พบวําวิธีที่
พัฒนาขึ้นสามารถใช๎ในการตรวจวัดแอมโมเนียมไอออนในชํวงความเข๎มข๎นที่กว๎าง 5 ถึง 250 มิลลิกรัมตํอลิตร 
และขีดจ้ากัดในการตรวจวัดที่ต่้า 1.34 ± 0.05 มิลลิกรัมตํอลิตร นอกจากนี้เทคนิคที่พัฒนาขึ้นให๎ความถูกต๎อง
ที่สูงส้าหรับตรวจวัดหาปริมาณแอมโมเนียมไอออนในตัวอยํางดินและให๎ผลการวิเคราะห์สอดคล๎องกับอุปกรณ์
ถํายภาพอ่ืนๆ และเทคนิคมาตรฐานสเปกโตรโฟโตรเมตรี 

 
 Chamarro J. A. และคณะ [61] ออกแบบไบโอเซนเซอร์ส้าหรับตรวจวิเคราะห์ในระบบการไหล
อัตโนมัติระดับไมโคร โดยใช๎ระบบการตรวจวัดแบบโพเทนทิโอเมทริก (Continuous flow potentiometric 
micro analyzer) ส้าหรับหาปริมาณของแอมโมเนียไอออนในตัวอยํางน้้ารีไซเคิล ระบบการวิเคราะห์ประกอบ
ไปด๎วยไมโครฟลูอิดิกส์ (Microfluidics) สํวนส้าหรับแยกสาร (Gas-diffusion) และระบบการตรวจวัด 
(Potentiometric detection) ซึ่งรวมอยูํในซับสเตรตอันเดียวกัน ภายใต๎สภาวะการท้างานที่เหมาะสม 
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สามารถตรวจวัดหาปริมาณแอมโมเนียมไอออนในชํวง 0.15 ถึง 500 มิลลิกรัมตํอลิตร และขีดจ้ากัดในการ
ตรวจวัดคือ 0.07 ± 0.01 มิลลิกรัมตํอลิตร 
 
 Ling T. L. และคณะ [62] สร๎างเซนเซอร์ตรวจวัดทางแสงแบบใหมํส้าหรับตรวจวัดแอมโมเนียม
ไอออนอยํางรวดเร็ว โดยตรึง p-nitrobenzene-diazonium chloride ลงบนเม็ดบีทระดับไมโคร 
(Microbeads) ท้าการตรวจวัดโดยอาศัยวิธีการสะท๎อนแสงของวัสดุ (Reflectance spectrophotometry) 
พบวําเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นให๎การตอบสนองที่รวดเร็ว  (2 นาที) มีชํวงการตอบสนองเป็นเส๎นตรง 10 ถึง 60 
มิลลิกรัมตํอลิตร และความสามารถในการตรวจวัดที่ระดับความเข๎มข๎นต่้า 7.9 มิลลิกรัมตํอลิตร ซึ่งให๎การ
ตอบสนองดีที่สุดที่ pH 7 นอกจากนี้ยังมีความแมํนย้า 4.2 ถึง 5.7 เปอร์เซ็นต์เบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (n = 
3) ผลการวิเคราะห์ปริมาณแอมโมเนียมไอออนในตัวอยํางน้้าจากแมํน้้าที่ได๎จากเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นนี้
สอดคล๎องกับวิธีการไตเตรทซึ่งเป็นวิธีมาตรฐาน 
 
 Shim J. H. และคณะ [63] พัฒนาเซนเซอร์ส้าหรับตรวจวัดแอมโมเนียมไอออน โดยใช๎ Thiazole 
benzo-crown ether ethylamine-thioctic acid (TBCEAT) เป็นไอโอโนฟอร์ (Ionophore) ตรึงแบบเรียง
ตัวชั้นเดียว (Self-assembled monolayers) เกิดเป็นฟิล์ม (SAM film) อยูํบนผิวหน๎าขั้วไฟฟ้าทอง ซึ่งท้า
หน๎าที่เป็นเซนเซอร์ในการตรวจวัดแอมโมเนียมไอออนอยํางจ้าเพาะเจาะจง ท้าการตรวจวัดโดยอาศัยการ
ท้างานของเทคนิคโวลแทมเมทรี (Voltammetric) การตอบสนองของเซนเซอร์ขึ้นอยูํกับการเปลี่ยนแปลง
อัตราการถํายโอนอิเล็กตรอนของปฏิกิริยารีดอกซ์ของไอออน [Ru(NH3)6]

3+/2+ กํอนและหลังเกิดปฏิกิริยากับ
แอมโมเนียมไอออนบนผิวหน๎าขั้วไฟฟ้าที่ปรับปรุงด๎วย TBCEAT ซึ่งแรงผลักทางไฟฟ้าสถิตระหวํางสารเชิงซ๎อน 
NH4

+-TBCEAT และ [Ru(NH3)6]
3+/2+ จะเหนี่ยวน้าให๎อัตราการถํายโอนอิเล็กตรอนเปลี่ยนแปลงไป ท้าให๎

สามารถตรวจวัดปริมาณของแอมโมเนียมไอออน จากการศึกษาพบวําเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นมีชํวงการตอบสนอง
เป็นเส๎นตรงที่ 0.018 ถึง 0.072 มิลลิโมลาร์ 
  

Abdullah J. และคณะ [64] พัฒนาออพติคัลไบโอเซนเซอร์ (Optical biosensor) ส้าหรับตรวจวัด
แอมโมเนียมไอออน โดยตรึงเอนไซม์กลูตาเมต ดีไฮโดรจีเนส (Glutamate dehydrogenase, GlDH) และ
เอนไซม์ไดอะฟอเรส (Diaphorase) ในฟิล์มไซโตซานซึ่งถูกเคลือบอยูํบนแก๎วสไลด์ที่มี Thiazolyl blue 
tetrazolium bromide (MTT) ท้าหน๎าที่เป็นอินดิเคเตอร์ (Color indicator) ซึ่งความเข๎มสีที่ตรวจวัดได๎เป็น
สัดสํวนโดยตรงกับความเข๎มข๎นของแอมโมเนียมไอออน พบวําไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นให๎ชํวงความเป็น
เส๎นตรง 16 ถึง 70 ไมโครโมลาร์ (r2 = 0.9955) และความสามารถในการตรวจวัดที่ระดับความเข๎มข๎นต่้าที่ 11 
ไมโครโมลาร์ 
 
 
 



51 
 

บทที่ 2 
วิธีการทดลอง 

 
2.1  การเตรียมสารละลายมาตรฐานและสารเคมีที่เกี่ยวข้อง 
 
 2.1.1 เตรียมสารละลาย 0.1 โมลาร์ ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (0.1 M Na2HPO4) ปริมาตร 
250 มิลลิลิตร 
   ชั่งไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตเฮปตะไฮเดรต (Na2HPO4.7H2O) 6.72xx กรัม ละลายด๎วย
น้้าปราศจากไอออนและปรับปริมาตร 250 มิลลิลิตร เก็บสารละลายในขวดเก็บสาร ติดฉลากระบุชื่อ วันเดือน
ปี ที่ท้าการเตรียม 
 
 2.1.2 เตรียมสารละลาย 0.1 โมลาร์ โมโนโซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (0.1 M NaH2PO4) 
ปริมาตร 250 มิลลิลิตร 
  ชั่งโมโนโซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตโมโนไฮเดรต (NaH2PO4.H2O) 3.45xx กรัม ละลายด๎วย
น้้าปราศจากไอออนและปรับปริมาตร 250 มิลลิลิตร เก็บสารละลายในขวดเก็บสาร ติดฉลากระบุชื่อ วันเดือน
ปี ที่ท้าการเตรียม  
 
 2.1.3 เตรียมสารละลายอิเล็กโตรไลต์เกื้อหนุนฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 (Phosphate buffer) 
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
  ผสม 0.1 โมลาร์ สารละลายไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตเข๎มข๎น ปริมาตร 51 มิลลิลิตร (การ
เตรียม 2.1.1) กับ 0.1โมลาร์ สารละลายโมโนโซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต ปริมาตร 49 มิลลิลิตร (การเตรียม 
2.1.2) จากนั้นตรวจสอบ pH ของสารละลายด๎วยเครื่องวัด pH เมื่อได๎สารละลายบัฟเฟอร์ pH 7.0 เก็บ
สารละลายที่ได๎ในขวดเก็บสาร ติดฉลาก ระบุชื่อ วันเดือนปีที่เตรียม รอการใช๎งานตํอไป 
 
 2.1.4 เตรียมสารละลาย 0.1 โมลาร์ โพแทสเซียมคลอไรด์ (0.1 M KCl) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 
  ชั่งโพแทสเซียมคลอไรด์ 0.505x กรัม ละลายด๎วยน้้าปราศจากไอออนและปรับปริมาตรใน
ขวดปรับปริมาตร 50 มิลลิลิตร เก็บสารละลายในขวดเก็บสาร ติดฉลากระบุชื่อ วันเดือนปี ที่ท้าการเตรียม  
 
 2.1.5 เตรียมสารละลาย 5 มิลลิโมลาร์ โพแทสเซียมเฮกซะไซยาโนเฟอเรต (5 mM K3Fe(CN)6

3) 
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 
 ชั่งโพแทสเซียมเฮกซะไซยาโนเฟอเรต 0.082x กรัม ละลายด๎วยสารละลาย 0.1 โมลาร์ โพแทสเซียม
คลอไรด์ (การเตรียม 2.1.4) และปรับปริมาตรในขวดปรับปริมาตร 50 มิลลิลิตร เก็บสารละลายในขวดเก็บสาร 
ติดฉลากระบุชื่อ วันเดือนปี ที่ท้าการเตรียม 
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2.1.6 เตรียมสารละลาย 2 มิลลิโมลาร์ NADPH (2 mM NADPH) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
  ชั่ง NADPH 0.002x กรัม ละลายและปรับปริมาตรด๎วยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เก็บสารละลายในขวดเก็บสารสีชาเนื่องจากเป็นสารที่ไวตํอแสง ระบุชื่อ วันเดือนปีที่
เตรียม แล๎วน้าสารละลายไปเก็บในตู๎เย็นที่อุณหภูมิ 4°C เพ่ือรอการใช๎งานตํอไป 
 
 2.1.7 เตรียมสารละลาย 2 มิลลิโมลาร์ ไพรูเวต (2 mM Pyruvate) ปริมาตร 25 มิลลิลิตร 
  ชั่งไพรูเวต  0.001x กรัม ละลายและปรับปริมาตรด๎วยน้้าปราศจากไอออน ในขวดปรับ
ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ระบุชื่อ วันเดือนปีที่เตรียม แล๎วน้าสารละลายไปเก็บในตู๎เย็นที่อุณหภูมิ 4°C เพ่ือรอการ
ใช๎งานตํอไป 
 
 2.1.8 เตรียมสารละลาย 2  เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนัก แอมโมเนียมไอออน (2 % by mass NH4

+) 
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 
  ปิเปตสารละลายแอมโมเนียมไอออนเข๎มข๎น 25 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 4 มิลลิลิตร  ลงในขวด
ปรับปริมาตรขนาด 50 มิลลิลิตร ละลายและปรับปริมาตรด๎วยน้้าปราศจากไอออน ระบุชื่อ วันเดือนปีที่เตรียม 
แล๎วน้าสารละลายไปเก็บในตู๎เย็นที่อุณหภูมิ 4°C เพ่ือรอการใช๎งานตํอไป 
 
 2.1.9 เตรียมสารละลาย 0.1 เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนัก แอมโมเนียมไอออน (0.1 % by mass 
NH4

+) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
  ปิเปตสารละลายแอมโมเนียมไอออนเข๎มข๎น 25 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 0.4 มิลลิลิตร  ลงใน
ขวดปรับปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร ละลายและปรับปริมาตรด๎วยน้้าปราศจากไอออน ระบุชื่อ วันเดือนปีที่
เตรียม แล๎วน้าสารละลายไปเก็บในตู๎เย็นที่อุณหภูมิ 4°C เพ่ือรอการใช๎งานตํอไป 
 

2.1.10 เตรียมสารละลายเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส (4.28 unit AlaDH) ปริมาตร 0.5 
มิลลิลิตร 
  ปิเปตเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส 0.01 มิลลิลิตร ลงในขวดขนาดเล็กที่มีฝาปิดและปรับ
ปริมาตรด๎วยสารละลายฟอสเฟตบัพเฟอร์ pH 7.0 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ผสมให๎เข๎ากันด๎วยเครื่องผสม เป็น
เวลา 30 นาที ระบุชื่อ วันเดือนปีที่เตรียม เก็บสารละลายในตู๎เย็นที่อุณหภูมิ 4°C เพ่ือรอการใช๎งานตํอไป 
 
 2.1.11 เตรียมสารละลาย 2.5 เปอร์เซ็นต์ กลูตารัลดีไฮด์ (0.25 % Glutaraldehyde) ปริมาตร 
1 มิลลิลิตร 
          ปิเปตสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ เข๎มข๎น 25 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ลงในขวด
ขนาดเล็กที่มีฝาปิดและปรับปริมาตรด๎วยสารละลายฟอสเฟตบัพเฟอร์ pH 7.0 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมให๎
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เข๎ากันด๎วยเครื่องผสม เป็นเวลา 30 นาที ระบุชื่อ วันเดือนปีที่เตรียม เก็บสารละลายในตู๎เย็นที่อุณหภูมิ 4°C 
เพ่ือรอการใช๎งานตํอไป 

 
2.1.12 เตรียมสารละลาย 1 เปอร์เซ็นต์ แนฟฟิออน  (1 % Nafion) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

          ปิเปตสารละลายแนฟฟิออน 5 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร ลงในขวดขนาดเล็กที่มีฝา
ปิด ปรับให๎สารเป็นเบสเล็กน๎อยด๎วย 0.1 โมลาร์ สารละลายแอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ ตรวจสอบคํา pH ให๎ได๎
ประมาณ 7-8 ด๎วยกระดาษทดสอบคํา pH  ปรับปริมาตรด๎วยน้้าปราศจากไอออน ผสมให๎เข๎ากันด๎วยเครื่อง
ผสม เป็นเวลา 30 นาที ระบุชื่อ วันเดือนปีที่เตรียม เก็บสารละลายในตู๎เย็นที่อุณหภูมิ 4°C เพ่ือรอการใช๎งาน
ตํอไป 
 
 2.1.13 เตรียมสารละลาย 0.1 นอร์มอล กรดไฮโดรคลอริก (0.1 N HCl) 
  ปิเปตสารละลายลายกรดไฮโดรคลอริก เข๎มข๎น 37 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร  ลงใน
ขวดปรับปริมาตรขนาด 250 มิลลิลิตร ละลายและปรับปริมาตรด๎วยน้้าปราศจากไอออน ระบุชื่อ วันเดือนปีที่
เตรียม แล๎วน้าสารละลายไปเก็บในตู๎เย็นที่อุณหภูมิ 4°C เพ่ือรอการใช๎งานตํอไป 
 
 2.1.14 เตรียมสารละลาย 5 เปอร์เซ็นต์ Stabilizer solution 
  ชั่งสาร alkyl phenol polyethylene oxide  2.5 กรัม ละลายและปรับปริมาตรด๎วยน้้า
ปราศจากไอออน ในขวดปรับปริมาตร 50 มิลลิลิตร ระบุชื่อ วันเดือนปีที่เตรียม แล๎วน้าสารละลายไปเก็บใน
ตู๎เย็นที่อุณหภูมิ 4°C เพ่ือรอการใช๎งานตํอไป 
 
 2.1.15 เตรียมสารละลาย 0.1 เปอร์เซ็นต์ แอมโมเนียมคลอไรด์ (0.1 % NH4Cl) 
  ชั่งแอมโมเนียมคลอไรด์ 0.025x กรัม ละลายและปรับปริมาตรด๎วยน้้าปราศจากไอออนใน
ขวดปรับปริมาตร 25 มิลลิลิตร ระบุชื่อ วันเดือนปีที่เตรียม แล๎วน้าสารละลายไปเก็บในตู๎เย็นที่อุณหภูมิ 4°C 
เพ่ือรอการใช๎งานตํอไป 
 
 2.1.16 เตรียมสารละลายน้ ายางข้น 
  ชั่งน้้ายางข๎น 0.2xxx กรัม ละลายและปรับปริมาตรด๎วยน้้าปราศจากไอออนในขวดปรับ
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร น้าไปกรองด๎วยถ๎วยกรอง (Filter crucible) เก็บสารละลายที่กรองได๎ในขวดเก็บสาร 
ระบุชื่อ วันเดือนปีที่เตรียม แล๎วน้าสารละลายไปเก็บในตู๎เย็นที่อุณหภูมิ 4°C เพ่ือรอการใช๎งานตํอไป 
 
 2.1.17 เตรียมสารละลายเนสเลอร์ (Nessler reagent) 
  ละลาย HgI2 1 กรัม และ KI 0.7 กรัม ในน้้าปราศจากไอออน 10 มิลลิลิตร และเติมของผสม
นี้ช๎าๆพร๎อมคนลงในสารละลายที่เย็นของ NaOH 1.6 กรัม ในน้้าปราศจากไอออน 10 มิลลิลิตร ปรับปริมาตร
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ด๎วยน้้าปราศจากไอออนในขวดปรับปริมาตรขนาด 50 มิลลิลิตร เก็บสารละลายในขวดสีชา  ระบุชื่อ วันเดือน
ปีที่เตรียม แล๎วน้าสารละลายไปเก็บในตู๎เย็นที่อุณหภูมิ 4°C เพ่ือรอการใช๎งานตํอไป 
 
 2.1.18 เตรียมสารละลายผสมของแอมโมเนียมไอออนกับกรดฟอร์มิก อัตราส่วน 1:1 

ปิเปตสารละลายแอมโมเนียมไอออนเข๎มข๎น 25 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในขวด
ปรับปริมาตรขนาด 25 มิลลิลิตร ผสมกับกรดฟอร์มิกเข๎มข๎น 1 % ปรับปริมาตรด๎วยน้้าปราศจากไอออน ระบุ
ชื่อ วันเดือนปีที่เตรียม แล๎วน้าสารละลายไปเก็บในตู๎เย็นที่อุณหภูมิ 4°C เพ่ือรอการใช๎งานตํอไป 
 
 2.1.19 เตรียมสารละลายผสมของแอมโมเนียมไอออนกับกรดอะซิติก อัตราส่วน 1:1 

ปิเปตสารละลายแอมโมเนียมไอออนเข๎มข๎น 25 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในขวด
ปรับปริมาตรขนาด 25 มิลลิลิตร ผสมกับกรดอะซิติกเข๎มข๎น 1 % ปรับปริมาตรด๎วยน้้าปราศจากไอออน ระบุ
ชื่อ วันเดือนปีที่เตรียม แล๎วน้าสารละลายไปเก็บในตู๎เย็นที่อุณหภูมิ 4°C เพ่ือรอการใช๎งานตํอไป 
 
 2.1.20 เตรียมสารละลายผสมของแอมโมเนียมไอออนกับคอปเปอร์ (Cu) อัตราส่วน 1:1 

ปิเปตสารละลายแอมโมเนียมไอออนเข๎มข๎น 25 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในขวด
ปรับปริมาตรขนาด 25 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลายคอปเปอร์ซัลเฟต (CuSO4) เข๎มข๎น 1 % ปรับปริมาตรด๎วย
น้้าปราศจากไอออน ระบุชื่อ วันเดือนปีที่เตรียม แล๎วน้าสารละลายไปเก็บในตู๎เย็นที่อุณหภูมิ 4°C เพ่ือรอการใช๎
งานตํอไป 
 
 2.1.21 เตรียมสารละลายผสมของแอมโมเนียมไอออนกับแมกนีเซียม (Mg) อัตราส่วน 1:1 

ปิเปตสารละลายแอมโมเนียมไอออนเข๎มข๎น 25 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในขวด
ปรับปริมาตรขนาด 25 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลายแมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4) เข๎มข๎น 1 % ปรับปริมาตร
ด๎วยน้้าปราศจากไอออน ระบุชื่อ วันเดือนปีที่เตรียม แล๎วน้าสารละลายไปเก็บในตู๎เย็นที่อุณหภูมิ 4°C เพ่ือรอ
การใช๎งานตํอไป 
 
2.2 การเตรียมอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au 
 
 2.2.1 เตรียมอุปกรณ์เครื่องแก้วส าหรับสังเคราะห์อนุภาคคอร์เชลล์  
 1. เตรียมสารละลายกรดกัดทอง (Aqua regia) โดยผสม กรดไฮโดรคลอริกเข๎มข๎นกับ 
กรดไนตริกเข๎มข๎นในอัตราสํวน 3 ตํอ 1 
 2. กลั้วล๎างอุปกรณ์เครื่องแก๎วและแชํไว๎ประมาณ 3 ชั่วโมง จากนั้นล๎างอุปกรณ์ด๎วยน้้า 
ปราศจากไอออนจนสะอาดปราศจากกรด แล๎วน้าเครื่องแก๎วเหลํานั้นอบให๎แห๎งที่อุณหภูมิ 110 ๐C 
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2.2.2 เตรียมสารแขวนลอย 0.25 มิลลิโมลาร์ แมกนีไทต์ (0.25 mM Fe3O4) ปริมาตร 20 
มิลลิลิตร 
 1. ชั่งแมกนีไทต์ 0.001x กรัม เติมน้้าปราศจากไอออนอุณหภูมิ 0๐C แล๎วปรับปริมาตร 
ในขวดปรับปริมาตรขนาด 20 มิลลิลิตร 
 2. ติดฉลาก ระบุชื่อ วันเดือนปีที่เตรียม 

 
2.2.3 เตรียมสารละลาย 0.25 มิลลิโมลาร์ สารประกอบทอง (0.25 mM HAuCl4) ปริมาตร 20   

มิลลิลิตร 
 1. ชั่งสารประกอบทอง (HAuCl4.3H2O) 0.001x กรัม ละลายด๎วยน้้าปราศจากไอออน 
อุณหภูมิ 0๐C  และปรับปริมาตรในขวดปรับปริมาตรขนาด 20 มิลลิลิตร 
 2. ติดฉลาก ระบุชื่อ วันเดือนปีที่เตรียม 

   
2.2.4 เตรียมสารละลาย 0.1 โมลาร์ โซเดียมโบโรไฮไดร์ (0.1 M NaBH4) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

 1. ชั่งโซเดียมโบโรไฮไดร์ 0.018x กรัม ละลายด๎วยน้้าปราศจากไอออนอุณหภูมิ 0 ๐C 
และปรับปริมาตรในขวดปรับปริมาตรขนาด 5 มิลลิลิตร 
 2. ติดฉลาก ระบุชื่อ วันเดือนปีที่เตรียม 
   

 2.2.5 การสังเคราะห์อนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ด้วยอัตราส่วนโมล Fe3O4: Au เท่ากับ 1:0.8 
 1. ปิเปตสารแขวนลอยแมกนีไทต์ (การเตรียม 2.2.2) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร และปิเปต 
น้้าปราศจากไอออนอุณหภูมิ 0๐C ปริมาตร 22 มิลลิลิตร ลงในขวดรูปชมพํูขนาด 125 มิลลิลิตร 
 2. ท้าให๎อนุภาคกระจายตัวด๎วยเครื่องอุลตร๎าโซนิค เป็นเวลา 15 นาท ี
 3. ปิเปตสารละลายสารประกอบทอง (การเตรียม 2.2.3) ปริมาตร 8 มิลลิลิตร 
 4. ท้าให๎อนุภาคกระจายตัวด๎วยเครื่องอุลตร๎าโซนิค เป็นเวลา 5 นาท ี
 5. รีดิวซ์สารประกอบทองด๎วยสารละลายโซเดียมโบโรไฮไดร์ (การเตรียม 2.2.4) ปริมาตร  
400 ไมโครลิตร 
  6. ท้าให๎อนุภาคกระจายตัวด๎วยเครื่องอุลตร๎าโซนิค เป็นเวลา 15 นาท ี
 7. ติดฉลาก ระบุชื่อ วันเดือนปีที่เตรียม  เก็บสารละลายในตู๎เย็นที่อุณหภูมิ 4°C รอการ 
ใช๎งานตํอไป 

  
 
 
 
 

http://www.google.co.th/search?hl=th&biw=1366&bih=665&q=%E0%B9%80%E0%B8%84%E0%B8%A3%E0%B8%B7%E0%B9%88%E0%B8%AD%E0%B8%87%E0%B8%AD%E0%B8%B8%E0%B8%A5%E0%B8%95%E0%B8%A3%E0%B9%89%E0%B8%B2%E0%B9%82%E0%B8%8B%E0%B8%99%E0%B8%B4%E0%B8%84&spell=1&sa=X&ei=H7ZEUZntHIn8rAeo5YHQDw&ved=0CCkQvwUoAA
http://www.google.co.th/search?hl=th&biw=1366&bih=665&q=%E0%B9%80%E0%B8%84%E0%B8%A3%E0%B8%B7%E0%B9%88%E0%B8%AD%E0%B8%87%E0%B8%AD%E0%B8%B8%E0%B8%A5%E0%B8%95%E0%B8%A3%E0%B9%89%E0%B8%B2%E0%B9%82%E0%B8%8B%E0%B8%99%E0%B8%B4%E0%B8%84&spell=1&sa=X&ei=H7ZEUZntHIn8rAeo5YHQDw&ved=0CCkQvwUoAA
http://www.google.co.th/search?hl=th&biw=1366&bih=665&q=%E0%B9%80%E0%B8%84%E0%B8%A3%E0%B8%B7%E0%B9%88%E0%B8%AD%E0%B8%87%E0%B8%AD%E0%B8%B8%E0%B8%A5%E0%B8%95%E0%B8%A3%E0%B9%89%E0%B8%B2%E0%B9%82%E0%B8%8B%E0%B8%99%E0%B8%B4%E0%B8%84&spell=1&sa=X&ei=H7ZEUZntHIn8rAeo5YHQDw&ved=0CCkQvwUoAA
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2.3 การเตรียมขั้วไฟฟ้าใช้งานคาร์บอนเพส  
  

2.3.1 เตรียมคาร์บอนเพส  
 1. ชั่งผงคาร์บอน ปริมาณ 0.7xxx กรัม 
 2. เติมน้้ามันแรํ ปริมาณ 0.3xxx กรัม ผสมให๎เข๎ากัน 
 3. กวนจนเป็นเนื้อเดียวกันและเป็นเพส (Paste) 
 4. เก็บเพสในโถดูดความชื้น 

   
2.3.2 การเตรียมขั้วไฟฟ้าใช้งาน  

 1. ออกแบบแทํงเทฟลอนให๎มีเส๎นผํานศูนย์กลาง 1 เซนติเมตร ยาว 11.5 เซนติเมตร 
 2. คว๎านแทํงเทฟลอนข๎างในออกให๎เป็นรูเพ่ือใสํสายไฟเข๎าไป โดยสํวนปลายด๎านหนึ่ง 
ของแทํงเทฟลอนจะคว๎านออกให๎ใหญํพอที่จะใสํแมํเหล็กที่มีเส๎นผํานศูนย์กลาง 0.8 เซนติเมตร  
 3. ตัดสายไฟยาว 10 เซนติเมตร เอาฉนวนของสายไฟด๎านปลายด๎านหนึ่งออกประมาณ  
1 เซนติเมตร สํวนปลายอีกด๎านหนึ่งเชื่อมติดเข๎ากับแผํนทองแดง 
 4. สวมสวยไฟ (เตรียมจากข๎อ 3) เข๎าไปในแทํงเทฟลอน แล๎ววางแมํเหล็กทับลงบนแผํน 
เทฟลอน ดังรูปที่ 2.1 (a) 
 5. อัดคาร์บอนเพสที่เตรียมได๎ (จากข๎อ 2.3.1) ลงในผิวหน๎าขั้วไฟฟ้าที่เตรียมได๎ให๎เต็ม 
และแนํน จากนั้นขัดผิวหน๎าคาร์บอนเพสให๎เรียบและสม่้าเสมอด๎วยแผํนเทฟลอน ดังรูปที่ 2.1 (b) 

 

 
รูปที่ 2.1 (a) แทํงเทฟลอนส้าหรับสร๎างข้ัวไฟฟ้า และ (b) การอัดคาร์บอนเพสลงบนขั้วไฟฟ้า 

(a) 

(b) 
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 2.3.3 เตรียมสารละลายเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนสเกาะติดอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au 
 1. ปิเปตสารละลาย 4.28 ยูนิต เอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส (การเตรียม 2.1.10)  
ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงในขวดขนาดเล็กท่ีมีฝาปิด 
 2. ปิเปตสารละลายอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au (การเตรียม  2.2.5) ปริมาตร 200 
ไมโครลิตร ลงไปในสารละลาย ข๎อ 1 ผสม  
 3. ปรับปริมาตรด๎วยสารละลายฟอตเฟสบัฟเฟอร์ pH 7.0 ให๎ครบ 300 ไมโครลิตร ผสมให๎  
เข๎ากันด๎วยเครื่องผสม เป็นเวลา 30 นาท ี
 4. เก็บในตู๎เย็นที่อุณหภูมิ 4°C เป็นเวลา 12 ชั่วโมง กํอนน้ามาใช๎งาน 

 
   2.3.4 ตรึงเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนสเกาะติดอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au บนผิวหน้า
คาร์บอนเพส 

จุํมผิวหน๎าขั้วไฟฟ้าที่เตรียม (การเตรียม 2.3.2) ลงในสารละลายเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดร
จีเนสเกาะติดอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au  (การเตรียม 2.3.3) เป็นเวลา 10 นาที เมื่อครบก้าหนดเวลา น้า
ขั้วไฟฟ้าออกจากสารละลาย ปลํอยให๎แห๎งที่อุณหภูมิห๎องและรอการใช๎งานตํอไป 
 
2.4 การเตรียมขั้วไฟฟ้าพิมพ์สกรีนคาร์บอน 

 
2.4.1 ขั้วไฟฟ้าใช้งานพิมพ์สกรีนคาร์บอน 

น้าขั้วไฟฟ้าพิมพ์สกรีนคาร์บอน (Screen-printed carbon electrode) ที่ทากาวซิลเวอร์คอน
ดักทีฟเพ๎นท์ (Silver conductive paint) ที่ปลายของขั้วไฟฟ้าเพ่ือเชื่อมตํอการน้าไฟฟ้า ดังรูปที่ 2.2 (a) และ
เชื่อมตํอเข๎ากับชุดเซลล์ไฟฟ้าเคมีส้าหรับการวิเคราะห์ ดังรูปที่ 2.2 (b)  

 
 2.4.2 เตรียมสารละลายเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนสเกาะติดอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au 
 1. ปิเปตสารละลาย 4.28 ยูนิต เอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส (การเตรียม 2.1.10)  
ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงในขวดขนาดเล็กท่ีมีฝาปิด 
 2. ปิเปตสารละลายอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au (การเตรียม  2.2.5) ปริมาตร 200 
ไมโครลิตร ลงไปในสารละลาย ข๎อ 1  
 3. ปรับปริมาตรด๎วยสารละลายฟอตเฟสบัฟเฟอร์ pH 7.0 ให๎ครบ 300 ไมโครลิตร ผสมให๎  
เข๎ากันด๎วยเครื่องผสม เป็นเวลา 30 นาท ี
 4. เก็บในตู๎เย็นที่อุณหภูมิ 4°C เป็นเวลา 12 ชั่วโมง กํอนน้ามาใช๎งาน 
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2.4.3 เตรียมสารละลายผสมของโคแฟกเตอร์และสารตั้งต้น (Mixture solution of NADPH 
and pyruvate) 
 1. ปิเปตสารละลาย 2 มิลลิโมลาร์ NADPH (การเตรียม 2.1.6) ปริมาตร 10 ไมโครลิตร 
ลงในขวดขนาดเล็กท่ีมีฝาปิด 
 2. ปิเปตสารละลาย 2 มิลลิโมลาร์ ไพรูเวต (การเตรียม  2.1.7) ปริมาตร 10 ไมโครลิตร 
สารละลาย 2.5 เปอร์เซ็นต์ กลูตารัลดีไฮด์ (การเตรียม  2.1.11) ปริมาตร 10 ไมโครลิตรและสารละลาย 1 
เปอร์เซ็นต์ แนฟฟิออน (การเตรียม  2.1.12) ลงไปในสารละลาย ข๎อ 1  
 3. ปรับปริมาตรด๎วยสารละลายฟอตเฟสบัฟเฟอร์ pH 7.0 ให๎ครบ 100 ไมโครลิตร ผสมให๎  
เข๎ากันด๎วยเครื่องผสม เป็นเวลา 30 นาท ี
 4. เก็บในตู๎เย็นที่อุณหภูมิ 4°C เป็นเวลา 12 ชั่วโมง กํอนน้ามาใช๎งาน 

 
2.4.4 ตรึงเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนสเกาะติดอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au โคแฟกเตอร์ 

และสารตั้งต้น บนผิวหน้าขั้วไฟฟ้าพิมพ์สกรีนคาร์บอน 
น้าขั้วไฟฟ้าพิมพ์สกรีนคาร์บอน (จากข๎อ 2.4.1) ตรึงด๎วยเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส

เกาะติดอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au (วิธีการเตรียม 2.4.2) ปริมาตร 10 ไมโครลิตร และโคแฟกเตอร์กับสาร
ตั้งต๎น (วิธีการเตรียม 2.4.3) ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ปลํอยให๎แห๎งที่อุณหภูมิห๎องและรอการใช๎งานตํอไป ดัง
รูปที่ 2.2 (c)  

 

    
 

 
รูปที่ 2.2 (a) ขั้วไฟฟ้าพิมพ์สกรีนคาร์บอน (b) การเชื่อมตํอขั้วไฟฟ้าพิมพ์สกรีนคาร์บอนกับชุดเซลล์ไฟฟ้า และ 
(c) การตรึงเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนสเกาะติดอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ลงบนขั้วไฟฟ้าพิมพ์สกรีน
คาร์บอน 

Magnet 
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2.5 วิธีการทดลอง 
  

2.5.1 ศึกษาการสังเคราะห์และพิสูจน์เอกลักษณ์ของอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au 
            

2.5.1.1 ศึกษาเอกลักษณ์ของอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ด้วยเทคนิคยูวี-วิสิเบิล สเปก
โตรสโกป ี
 1. เลือกสแกนที่ความยาวคลื่น 300 - 800 นาโนเมตร  (สแกน 3 รอบ) 
 2. ใสํน้้าปราศจากไอออนในเซลล์ 2 อัน โดยเซลล์อันที่ 1 ใช๎เป็นเซลล์อ๎างอิง และเซลล์ 
อันที่ 2 ใช๎เป็นสารละลายแบลงค์ 
 3. สแกนสัญญาณการดูดกลืนแสงของสารละลายแบลงค์ 
 4. เปลี่ยนเอาเซลล์แบลงค์ออก ใสํเซลล์ที่ใสํสารแขวนลอยแมกนีไทต์ (การเตรียม 2.2.2) 
สารละลายทอง (การเตรียม 2.2.3) และอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au (การเตรียม 2.2.5) สแกนสัญญาณการ
ดูดกลืนแสง ตามล้าดับ  บันทึกผลการทดลอง 
 5. ผลการทดลอง 3.1.1  

 
            2.5.1.2 ศึกษาเอกลักษณ์ของอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ด้วยเทคนิคการเลี้ยวเบน
รังสีเอกซ์ 
 1. แยกตะกอนของสารแขวนลอยแมกนีไทต์ (การเตรียม 2.2.2) ใสํกระจกนาฬิกา แล๎วน้าไป 
อบให๎แห๎งที่อุณหภูมิ 110 ๐C 
 2. แยกตะกอนของอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au (การเตรียม 2.2.5) ใสํกระจกนาฬิกา แล๎ว 
น้าไปอบให๎แห๎งที่อุณหภูมิ 110 ๐C 
 3. วัดการเลี้ยวเบนของรังสีเอกซ์ของอนุภาคแมกนีไทต์ที่เตรียมจากข๎อที่ 1 และอนุภาค 

คอร์เชลล์ Fe3O4@Au ที่เตรียมจากข๎อที่ 2 ตามล้าดับ น้าไปวางในที่ใสํตัวอยํางของเครื่อง XRD ที่ใช๎ CuKα-1,2 
ความยาวคลื่นเทํากับ 1.54 Å เป็นแหลํงก้าเนิดแสง โดยใช๎กระไฟฟ้าเทํากับ 35 มิลลิแอมแปร์ และความตําง
ศักย์เทํากับ 40 กิโลโวลต์ ท้าการสแกนในชํวง 2θ ตั้งแต ํ20-80º แล๎วบันทึกผลการทดลอง  
 4. ผลการทดลอง 3.1.2  

                 
2.5.1.3 ศึกษาขนาดรูปร่างของอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ด้วยเทคนิคจุลทรรศน

ศาสตร์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน  
 1. ปิเปตสารแขวนลอยแมกนีไทต์ (การเตรียม 2.2.2) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในขวดปรับ 
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร แล๎วปรับปริมาตรด๎วยน้้าปราศจากไอออน 
 2. ปิเปตอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au (การเตรียม 2.2.5) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงใน 
 ขวดปรับปริมาตร 5 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด๎วยน้้าปราศจากไอออน 
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 3. ปิเปตสารที่เตรียมจากข๎อ 1 ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงบนแผํนตาขํายทองแดง 
 (Copper grid) ที่เคลือบด๎วยคาร์บอน ขนาด 200 เมช (Mesh) รอให๎แห๎ง 
 4. ตรวจวิเคราะห์ด๎วยกล๎องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสํองผําน ด๎วยก้าลังขยาย 50 เทํา 
 แล๎วบันทึกผลการทดลอง 
 5. ท้าซ้้าข๎อ 3-4 โดยเปลี่ยนเป็นสารที่เตรียมจากข๎อ 2  
 6. ผลการทดลอง 3.1.3 

 
           2.5.1.4 ศึกษาประเมินการน าส่งอิเล็กตรอนของอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ด้วย

เทคนิคไซคลิกโวลแทมเมทรี 
 1. เตรียมขั้วไฟฟ้าตํางๆ ดังนี้ 
  - ขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพสที่ไมํมีการปรับปรุง 

- ขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพสที่ปรับปรุงด๎วยอนุภาค Fe3O4 

- ขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพสที่ปรับปรุงด๎วยอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au 
 2. ประกอบเซลล์ขั้วไฟฟ้าทั้งสาม: ขั้วไฟฟ้าใช๎งาน (จากข๎อ 1) ขั้วไฟฟ้าอ๎างอิงซิลเวอร์-ซิล 
เวอร์คลอไรด์  และขั้วไฟฟ้าชํวยแพลทินัมเข๎ากับเครื่องควบคุมศักย์  เลือกโปรแกรมเทคนิคไซคลิกโวล แท
มเมทรี   
 3. ปิเปตสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงในเซลล์ที่ใช๎ 
บรรจุสารละลาย  และจุํมข้ัวไฟฟ้าทั้งสามลงในเซลล์นั้น 
 4. ท้าการสแกนศักย์ไฟฟ้าตั้งแตํ -0.7 ถึง +1.0 โวลต์ ด๎วยอัตราการสแกน 0.05 โวลต์ตํอ 
วินาที 
 5. ท้าซ้้าข๎อ 4 โดยใช๎สารละลาย NADPH เข๎มข๎น 40 ไมโครโมลาร์ (เตรียมจาก 2.1.6) 
 6. ท้าซ้้าโดยเปลี่ยนขั้วไฟฟ้าท้างานตามข๎อ 1 จนครบทุกข้ัวไฟฟ้า 
 7. ผลการทดลอง 3.1.4 

 
               2.5.1.5 ศึกษากระบวนการน าส่งอิเล็กตรอนของอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ด้วย

เทคนิคไซคลิกโวลแทมเมทรี 
 1. เตรียมขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพสปรับปรุงด๎วยอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au  
 2. ประกอบเซลล์ขั้วไฟฟ้าทั้งสาม: ขั้วไฟฟ้าใช๎งาน (จากข๎อ 1) ขั้วไฟฟ้าอ๎างอิงซิลเวอร์-ซิล 
เวอร์คลอไรด์  และขั้วไฟฟ้าชํวยแพลทินัมเข๎ากับเครื่องควบคุมศักย์  เลือกโปรแกรมเทคนิคไซคลิกโวลแทม
เมทรี   
 3. ปิเปตสารละลายโพแทสเซียมเฮกซะไซยาโนเฟอเรต เข๎มข๎น 5 มิลลิโมลาร์ (การเตรียม  
2.1.5) ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ลงในเซลล์ที่ใช๎บรรจุสารละลายและจุํมข้ัวไฟฟ้าทั้งสามลงในเซลล์นั้น 
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 4. ท้าการสแกนศักย์ไฟฟ้าตั้งแตํ -0.6 ถึง +1.0 โวลต์ ด๎วยอัตราการสแกนจาก 0.01 ถึง  
0.175 โวลต์ตํอวินาที แล๎วบันทึกผลการทดลอง 
 5. ผลการทดลอง 3.1.5 

 
 2.5.2 ศึกษาการเตรียมและพิสูจน์เอกลักษณ์ของเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนสเกาะติดอนุภาคคอร์
เชลล์ Fe3O4@Au 
 
            2.5.2.1 ศึกษาเอกลักษณ์ของอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ตรึงด้วยเอนไซม์อะลานีนดี
ไฮโดรจีเนส ด้วยเทคนิคอินฟราเรด สเปกโตรสโกปี 
 
 1. แยกตะกอนของสารแขวนลอยแมกนีไทต์ (การเตรียม 2.2.2) ใสํกระจกนาฬิกา แล๎วน้าไป 
อบให๎แห๎งที่อุณหภูมิ 110 ๐C 
 2. แยกตะกอนของอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au (การเตรียม 2.2.5) ใสํกระจกนาฬิกา แล๎ว 
น้าไปอบให๎แห๎งที่อุณหภูมิ 110 ๐C 
 3. ผสมอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au (การเตรียม 2.2.5)  เข๎ากับสารละลายเอนไซม์อะลานีน 
ดีไฮโดรจีเนส (การเตรียม 2.1.10) แล๎วผสมให๎เข๎ากันด๎วยเครื่องผสม เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นแยกตะกอน
ออกใสํกระจกนาฬิกา แล๎วน้าไปอบให๎แห๎งที่อุณหภูมิ 110 ๐C 
 4. น้าตะกอนที่ได๎จากข๎อที่ 1 ผสมเข๎ากับ KBr บดให๎ละเอียดและผสมเข๎าเป็นเนื้อเดียวกัน 
จากนั้นอัดเป็นแผํน 
 5. ตรวจวิเคราะห์ด๎วยเครื่องอินฟราเรดสเปกโตรมิเตอร์ ที่ความยาวคลื่น 500 ถึง 4000 cm-1 
แล๎วบันทึกผลการทดลอง 
 6. ท้าซ้้าข๎อ 4-5 โดยเปลี่ยนเป็นสารที่เตรียมจากข๎อ 2 และ 3 
 7. ผลการทดลอง 3.2.1  

 
            2.5.2.2 ศึกษาลักษณะพื้นผิวของข้ัวไฟฟ้าที่ตรึงด้วยเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส
เกาะติดอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ด้วยเทคนิคจุลทรรศนศาสตร์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด  

 1. เตรียมขั้วไฟฟ้าตํางๆ ดังนี้  
  - ขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพสที่ไมํมีการปรับปรุง 

- ขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพสที่ปรับปรุงด๎วยอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au 

- ขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพสที่ปรับปรุงด๎วยเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนสเกาะติด 
อนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au 

 2. เฉือนผิวหน๎าคาร์บอนเพสทุกสภาวะที่เตรียมจากข๎อ 1 ตรวจวิเคราะห์ด๎วยกล๎อง 
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จุลทรรศน์ อิเล็กตรอนแบบสํองกลาด ด๎วยก้าลังขยาย 200 และ 3,000 เทํา ตามล้าดับ แล๎วบันทึกผลการ
ทดลอง 
 3. ผลการทดลอง 3.2.2 

 
2.5.2.3 ศึกษาประเมินความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดร

จีเนสเกาะติดอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ด้วยเทคนิคไซคลิกโวลแทมเมทรี 
 1. เตรียมขั้วไฟฟ้าตํางๆ ดังนี้ 
  - ขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพสที่ไมํมีการปรับปรุง 

- ขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพสที่ปรับปรุงด๎วยอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au 

- ขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพสที่ปรับปรุงด๎วยเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส 

- ขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพสที่ปรับปรุงทั้งอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au  และเอนไซม์อะ 
ลานีนดีไฮโดรจีเนส 

 2. ประกอบเซลล์ขั้วไฟฟ้าทั้งสาม: ขั้วไฟฟ้าใช๎งาน (จากข๎อ 1) ขั้วไฟฟ้าอ๎างอิงซิลเวอร์-ซิล 
เวอร์คลอไรด์  และขั้วไฟฟ้าชํวยแพลทินัมเข๎ากับเครื่องควบคุมศักย์  เลือกโปรแกรมเทคนิคไซคลิกโวลแทม
เมทรี ดังรูปที่ 2.3  
 3. ปิเปตสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงในเซลล์ที่ใช๎ 
บรรจุสารละลายที่วางบนเครื่องมือกวนสาร  และจุํมข้ัวไฟฟ้าทั้งสามลงในเซลล์นั้น 
 4. ปิเปตสารละลาย NADPH (การเตรียม 2.1.6) และสารละลายไพรูเวต (การเตรียม 2.1.7) 
เข๎มข๎น 2 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 0.05 มิลลิลิตร ลงในเซลล์ข๎อ 3 จากนั้นกวนสารละลายด๎วยเครื่องมือกวน
สาร 
 5. ปิเปตสารละลายแอมโมเนียมไอออน 2 เปอร์เซ็นต์ (การเตรียม 2.1.8) ปริมาตร 1  
มิลลิลิตร ลงในเซลล์ข๎อ 4 แล๎วกวนสารละลายด๎วยเครื่องมือกวนสาร 
 6. ท้าการสแกนศักย์ไฟฟ้าตั้งแตํ -0.7 ถึง +1.0 โวลต์ ด๎วยอัตราการสแกน 0.05 โวลต์ตํอ 
วินาที 
 7. ท้าซ้้าโดยเปลี่ยนขั้วไฟฟ้าท้างานตามข๎อ 1 จนครบทุกข้ัวไฟฟ้า 
 8. ผลการทดลอง 3.2.3 

 
 
 
 



63 
 

 
รูปที่ 2.3 ระบบการวิเคราะห์ทางเคมีวิเคราะห์ไฟฟ้า 

 
 2.5.2.4 ศึกษาประเมินความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดร

จีเนสเกาะติดอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ด้วยเทคนิคโครโนแอมเพอโรเมทรี 
 1. เตรียมขั้วไฟฟ้าตํางๆ ดังนี้ 
  - ขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพสที่ไมํมีการปรับปรุง 

- ขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพสที่ปรับปรุงด๎วยอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au 

- ขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพสที่ปรับปรุงทั้งอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au  และเอนไซม์อะ 
ลานีนดีไฮโดรลานีนดีไฮโดรจีเนส 

 2. ประกอบเซลล์ขั้วไฟฟ้าทั้งสาม: ขั้วไฟฟ้าใช๎งาน (จากข๎อ 1) ขั้วไฟฟ้าอ๎างอิงซิลเวอร์-ซิล 
เวอร์คลอไรด์  และขั้วไฟฟ้าชํวยแพลทินัมเข๎ากับเครื่องควบคุมศักย์  เลือกโปรแกรมเทคนิคโครโนแอม เพอ
โรเมทรี   
 3. ปิเปตสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงในเซลล์ที่ใช๎ 
บรรจุสารละลายที่วางบนเครื่องมือกวนสาร และจุํมข้ัวไฟฟ้าทั้งสามลงในเซลล์นั้น 
 4. ปิเปตสารละลาย NADPH (การเตรียม 2.1.6) และสารละลายไพรูเวต (การเตรียม 2.1.7) 
เข๎มข๎น 2 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 0.05 มิลลิลิตร ลงในเซลล์ข๎อ 3 จากนั้นกวนสารละลายด๎วยเครื่องมือกวน
สารทีอั่ตราการหมุน 100 รอบตํอนาท ี
 5. เริ่มให๎ศักย์กระตุ๎นที่ +0.6 โวลต์ เทียบกับข้ัวไฟฟ้าอ๎างอิง ซิลเวอร์-ซิลเวอร์คลอไรด์  
สังเกตสัญญาณกระแสพื้นหลังจนคงที ่
 6. ปิเปตสารละลายแอมโมเนียมไอออน 2 เปอร์เซ็นต์ (การเตรียม 2.1.8) ปริมาตร 0.5  
มิลลิลิตร ลงในเซลล์ข๎อ 4 ท้าการวัดกระแสฟาราเดอิก บันทึกผลการทดลอง 
 7. ท้าซ้้าโดยเปลี่ยนขั้วไฟฟ้าท้างานตามข๎อ 1 จนครบทุกข้ัวไฟฟ้า 
 8. ผลการทดลอง 3.2.4 
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2.5.3 ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการท างานของไบโอเซนเซอร์ ตรวจวิเคราะห์ในระบบปกติ 
   

2.5.3.1 ศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมต่อการตรึงเอนไซม์บนผิวหน้าขั้วไฟฟ้า 
 1. เตรียมขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพสปรับปรุงด๎วยอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au และเอนไซม์อะ 
ลานีนดีไฮโดรจีเนส (การเตรียม 2.3.4) โดยตรึงเอนไซม์เป็นเวลา 5, 10, 20, 30 และ 40 นาท ี
 2. ประกอบเซลล์ขั้วไฟฟ้าทั้งสาม: ขั้วไฟฟ้าใช๎งาน (จากข๎อ 1) ขั้วไฟฟ้าอ๎างอิงซิลเวอร์-ซิล 
เวอร์คลอไรด์  และขั้วไฟฟ้าชํวยแพลทินัมเข๎ากับเครื่องควบคุมศักย์  เลือกโปรแกรมเทคนิคโครโนแอม เพอ
โรเมทรี ศึกษาที่อุณหภูมิห๎อง (25 องศาเซลเซียส)  
 3. ปิเปตสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงในเซลล์ที่ใช๎ 
บรรจุสารละลายที่วางบนเครื่องมือกวนสาร และจุํมข้ัวไฟฟ้าทั้งสามลงในเซลล์นั้น 
 4. ปิเปตสารละลาย NADPH (การเตรียม 2.1.6) และสารละลายไพรูเวต (การเตรียม 2.1.7) 
เข๎มข๎น 2 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 0.05 มิลลิลิตร ลงในเซลล์ข๎อ 3 จากนั้นกวนสารละลายด๎วยเครื่องมือกวน
สารที่อัตราการหมุน 100 รอบตํอนาท ี
 5. เริ่มให๎ศักย์กระตุ๎นที่ +0.6 โวลต์ เทียบกับข้ัวไฟฟ้าอ๎างอิง ซิลเวอร์-ซิลเวอร์คลอไรด์  
สังเกตสัญญาณกระแสพื้นหลังจนคงที ่
 6. ปิเปตสารละลายแอมโมเนียมไอออน 2 เปอร์เซ็นต์ (การเตรียม 2.1.8) ปริมาตร 0.5  
มิลลิลิตร ลงในเซลล์ข๎อ 4 ท้าการวัดกระแสฟาราเดอิก บันทึกผลการทดลอง 
 7. ผลการทดลอง 3.3.1 

 
  2.5.3.2 ศึกษาจ านวนอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ที่เหมาะสมบนผิวหน้าขั้วไฟฟ้าใช้ 
     งาน 

 1. เตรียมขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพสปรับปรุงด๎วยเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส และอนุภาค 
คอร์เชลล์ Fe3O4@Au จ้านวน 1 × 10-3, 2 × 10-3, 3 × 10-3, 4 × 10-3 และ 5 × 10-3 มิลลิกรัมแมกนีไทต์
ตํอตารางเซนติเมตร ตามล้าดับ 
 2. ประกอบเซลล์ขั้วไฟฟ้าทั้งสาม: ขั้วไฟฟ้าใช๎งาน (จากข๎อ 1) ขั้วไฟฟ้าอ๎างอิงซิลเวอร์-ซิล 
เวอร์คลอไรด์  และขั้วไฟฟ้าชํวยแพลทินัมเข๎ากับเครื่องควบคุมศักย์  เลือกโปรแกรมเทคนิคโครโนแอม เพอ
โรเมทรี ศึกษาที่อุณหภูมิห๎อง (25 องศาเซลเซียส)    
 3. ปิเปตสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงในเซลล์ที่ใช๎ 
บรรจุสารละลายที่วางบนเครื่องมือกวนสาร และจุํมข้ัวไฟฟ้าทั้งสามลงในเซลล์นั้น 
 4. ปิเปตสารละลาย NADPH (การเตรียม 2.1.6) และสารละลายไพรูเวต (การเตรียม 2.1.7) 
เข๎มข๎น 2 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 0.05 มิลลิลิตร ลงในเซลล์ข๎อ 3 จากนั้นกวนสารละลายด๎วยเครื่องมือกวน
สารที่อัตราการหมุน 100 รอบตํอนาท ี
 5. เริ่มให๎ศักย์กระตุ๎นที่ +0.6 โวลต์ เทียบกับข้ัวไฟฟ้าอ๎างอิง ซิลเวอร์-ซิลเวอร์คลอไรด์  
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สังเกตสัญญาณกระแสพื้นหลังจนคงที ่
 6. ปิเปตสารละลายแอมโมเนียมไอออน 2 เปอร์เซ็นต์ (การเตรียม 2.1.8) ปริมาตร 0.5  
มิลลิลิตร ลงในเซลล์ข๎อ 4 ท้าการวัดกระแสฟาราเดอิก บันทึกผลการทดลอง 
 7. ผลการทดลอง 3.3.2 

 
2.5.3.3 ศึกษาปริมาณเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนสที่เหมาะสมบนผิวหน้าขั้วไฟฟ้าใช้

งาน 
 1. เตรียมขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพสปรับปรุงด๎วยอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au จ้านวน 0.003  
มิลลิกรัมแมกนีไทต์ตํอตารางเซนติเมตร และเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส ปริมาณ 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 
0.6 และ 0.8 ยูนิตตํอตารางเซนติเมตร ตามล้าดับ 
 2. ประกอบเซลล์ขั้วไฟฟ้าทั้งสาม: ขั้วไฟฟ้าใช๎งาน (จากข๎อ 1) ขั้วไฟฟ้าอ๎างอิงซิลเวอร์-ซิล 
เวอร์คลอไรด์  และขั้วไฟฟ้าชํวยแพลทินัมเข๎ากับเครื่องควบคุมศักย์  เลือกโปรแกรมเทคนิคโครโนแอม เพอ
โรเมทรี  ศึกษาท่ีอุณหภูมิห๎อง (25 องศาเซลเซียส) 
 3. ปิเปตสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงในเซลล์ที่ใช๎ 
บรรจุสารละลายที่วางบนเครื่องมือกวนสาร และจุํมข้ัวไฟฟ้าทั้งสามลงในเซลล์นั้น 
 4. ปิเปตสารละลาย NADPH (การเตรียม 2.1.6) และสารละลายไพรูเวต (การเตรียม 2.1.7) 
เข๎มข๎น 2 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 0.05 มิลลิลิตร ลงในเซลล์ข๎อ 3 จากนั้นกวนสารละลายด๎วยเครื่องมือกวน
สารที่อัตราการหมุน 100 รอบตํอนาท ี
 5. เริ่มให๎ศักย์กระตุ๎นที่ +0.6 โวลต์ เทียบกับข้ัวไฟฟ้าอ๎างอิง ซิลเวอร์-ซิลเวอร์คลอไรด์  
สังเกตสัญญาณกระแสพื้นหลังจนคงที ่
 6. ปิเปตสารละลายแอมโมเนียมไอออน 2 เปอร์เซ็นต์ (การเตรียม 2.1.8) ปริมาตร 0.5  
มิลลิลิตร ลงในเซลล์ข๎อ 4 ท้าการวัดกระแสฟาราเดอิก บันทึกผลการทดลอง 
 7. ผลการทดลอง 3.3.3 

   
2.5.3.4 ศึกษาศักย์ไฟฟ้าที่เหมาะสมในการกระตุ้นสารตัวกลางทางไฟฟ้า 

 1. เตรียมขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพสปรับปรุงด๎วยอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au จ้านวน 0.003 
มิลลิกรัมแมกนีไทต์ตํอตารางเซนติเมตร และเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส ปริมาณ 0.1 ยูนิตตํอตาราง
เซนติเมตร 
 2. ประกอบเซลล์ขั้วไฟฟ้าทั้งสาม: ขั้วไฟฟ้าใช๎งาน (จากข๎อ 1) ขั้วไฟฟ้าอ๎างอิงซิลเวอร์-ซิล 
เวอร์คลอไรด์  และขั้วไฟฟ้าชํวยแพลทินัมเข๎ากับเครื่องควบคุมศักย์  เลือกโปรแกรมเทคนิคโครโนแอม เพอ
โรเมทรี ศึกษาที่อุณหภูมิห๎อง (25 องศาเซลเซียส)    
 3. ปิเปตสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงในเซลล์ที่ใช๎ 
บรรจุสารละลายที่วางบนเครื่องมือกวนสาร และจุํมข้ัวไฟฟ้าทั้งสามลงในเซลล์นั้น 
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 4. ปิเปตสารละลาย NADPH (การเตรียม 2.1.6) และสารละลายไพรูเวต (การเตรียม 2.1.7) 
เข๎มข๎น 2 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 0.05 มิลลิลิตร ลงในเซลล์ข๎อ 3 จากนั้นกวนสารละลายด๎วยเครื่องมือกวน
สารที่อัตราการหมุน 100 รอบตํอนาท ี
 5. เริ่มให๎ศักย์กระตุ๎นที่ +0.4 โวลต์ เทียบกับข้ัวไฟฟ้าอ๎างอิง ซิลเวอร์-ซิลเวอร์คลอไรด์  
สังเกตสัญญาณกระแสพื้นหลังจนคงที ่
 6. ปิเปตสารละลายแอมโมเนียมไอออน 2 เปอร์เซ็นต์ (การเตรียม 2.1.8) ปริมาตร 0.5  
มิลลิลิตร ลงในเซลล์ข๎อ 4 ท้าการวัดกระแสฟาราเดอิก บันทึกผลการทดลอง 
 7. ท้าซ้้าข๎อที่ 1-4 โดยศึกษาศักย์กระตุ๎นที่ +0.5, +0.6 และ +0.7 ตามล้าดับ 
 8. ผลการทดลอง 3.3.4 

 
2.5.3.5 ศึกษาความเป็นกรด-เบส ที่เหมาะสมของสารละลายอิเล็กโทรไลต์เกื้อหนุนฟอต

เฟสบัฟเฟอร์ 
 1. เตรียมขั้วไฟฟ้า และจัดอุปกรณ์ทางไฟฟ้า ดังการทดลอง 2.5.3.4 ข๎อ 1-2 
 2. ปิเปตสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 6.0 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงในเซลล์ที่ใช๎ 
บรรจุสารละลายที่วางบนเครื่องมือกวนสาร และจุํมข้ัวไฟฟ้าทั้งสามลงในเซลล์นั้น 
 3. ปิเปตสารละลาย NADPH (การเตรียม 2.1.6) และสารละลายไพรูเวต (การเตรียม 2.1.7) 
เข๎มข๎น 2 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 0.05 มิลลิลิตร ลงในเซลล์ข๎อ 3 จากนั้นกวนสารละลายด๎วยเครื่องมือกวน
สารที่อัตราการหมุน 100 รอบตํอนาท ี
 4. เริ่มให๎ศักย์กระตุ๎นที่ +0.6 โวลต์ เทียบกับข้ัวไฟฟ้าอ๎างอิง ซิลเวอร์-ซิลเวอร์คลอไรด์  
สังเกตสัญญาณกระแสพื้นหลังจนคงที ่
 5. ปิเปตสารละลายแอมโมเนียมไอออน 2 เปอร์เซ็นต์ (การเตรียม 2.1.8) ปริมาตร 0.5  
มิลลิลิตร ลงในเซลล์ข๎อ 4 ท้าการวัดกระแสฟาราเดอิก บันทึกผลการทดลอง 
 6. ท้าซ้้าข๎อที่ 1-6 โดยเปลี่ยนเป็นสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5  
และ 9.0  ตามล้าดับ 
 7. ผลการทดลอง 3.3.5 

 
2.5.3.6 ศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการท างานของไบโอเซนเซอร์ 

 1. เตรียมขั้วไฟฟ้า และจัดอุปกรณ์ทางไฟฟ้า ดังการทดลอง 2.5.3.4 ข๎อ 1-2 ศึกษาท่ี  
อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส    
 2. ปิเปตสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงในเซลล์ที่ใช๎ 
บรรจุสารละลายที่วางบนเครื่องมือกวนสาร และจุํมข้ัวไฟฟ้าทั้งสามลงในเซลล์นั้น 
 3. ปิเปตสารละลาย NADPH (การเตรียม 2.1.6) และสารละลายไพรูเวต (การเตรียม 2.1.7) 
เข๎มข๎น 2 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 0.05 มิลลิลิตร ลงในเซลล์ข๎อ 3 จากนั้นกวนสารละลายด๎วยเครื่องมือกวน
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สารที่อัตราการหมุน 100 รอบตํอนาท ี
 4. เริ่มให๎ศักย์กระตุ๎นที่ +0.6 โวลต์ เทียบกับข้ัวไฟฟ้าอ๎างอิง ซิลเวอร์-ซิลเวอร์คลอไรด์  
สังเกตสัญญาณกระแสพื้นหลังจนคงที ่
 5. ปิเปตสารละลายแอมโมเนียมไอออน 2 เปอร์เซ็นต์ (การเตรียม 2.1.8) ปริมาตร 0.5  
มิลลิลิตร ลงในเซลล์ข๎อ 4 ท้าการวัดกระแสฟาราเดอิก บันทึกผลการทดลอง 
 6. ท้าซ้้าข๎อที่ 1-6 โดยศึกษาท่ีอุณหภูมิ 25, 30, 35, 37 และ 40 องศาเซลเซียส ตามล้าดับ 
 7. ผลการทดลอง 3.3.6 

 
2.5.3.7 ศึกษาปริมาณสารตั้งต้นไพรูเวตที่เหมาะสม 

 1. เตรียมขั้วไฟฟ้า และจัดอุปกรณ์ทางไฟฟ้า ดังการทดลอง 2.5.3.4 ข๎อ 1-2 
 2. ปิเปตสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงในเซลล์ที่ใช๎ 
บรรจุสารละลายที่วางบนเครื่องมือกวนสาร และจุํมข้ัวไฟฟ้าทั้งสามลงในเซลล์นั้น 
 3. ปิเปตสารละลาย NADPH (การเตรียม 2.1.6) เข๎มข๎น 2 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 0.05  
มิลลิลิตร และสารละลายไพรูเวต (การเตรียม 2.1.7) เข๎มข๎น 2 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 0.025 มิลลิลิตร ลงใน
เซลล์ข๎อ 3 จากนั้นกวนสารละลายด๎วยเครื่องมือกวนสารที่อัตราการหมุน 100 รอบตํอนาท ี
 4. เริ่มให๎ศักย์กระตุ๎นที่ +0.6 โวลต์ เทียบกับข้ัวไฟฟ้าอ๎างอิง ซิลเวอร์-ซิลเวอร์คลอไรด์  
สังเกตสัญญาณกระแสพื้นหลังจนคงที ่
 5. ปิเปตสารละลายแอมโมเนียมไอออน 2 เปอร์เซ็นต์ (การเตรียม 2.1.8) ปริมาตร 0.5  
มิลลิลิตร ลงในเซลล์ข๎อ 4 ท้าการวัดกระแสฟาราเดอิก บันทึกผลการทดลอง 
 6. ท้าซ้้าข๎อที่ 1-6 โดยปิเปตสารละลายไพรูเวต ปริมาตร 0.05, 0.10, 0.15 และ 0.20  
มิลลิลิตร ตามล้าดับ ลงในเซลล์ข๎อ 3 
 7. ผลการทดลอง 3.3.7 

 
2.5.3.8 ศึกษาปริมาณโคแฟกเตอร์ NADPH ที่เหมาะสม 

 1. เตรียมขั้วไฟฟ้า และจัดอุปกรณ์ทางไฟฟ้า ดังการทดลอง 2.5.3.4 ข๎อ 1-2 
 2. ปิเปตสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงในเซลล์ที่ใช๎ 
บรรจุสารละลายที่วางบนเครื่องมือกวนสาร และจุํมข้ัวไฟฟ้าทั้งสามลงในเซลล์นั้น 
 3. ปิเปตสารละลาย NADPH (การเตรียม 2.1.6) เข๎มข๎น 2 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 0.025  
มิลลิลิตร และสารละลายไพรูเวต (การเตรียม 2.1.7) เข๎มข๎น 2 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 0.15 มิลลิลิตร ลงใน
เซลล์ข๎อ 3 จากนั้นกวนสารละลายด๎วยเครื่องมือกวนสารที่อัตราการหมุน 100 รอบตํอนาท ี
 4. เริ่มให๎ศักย์กระตุ๎นที่ +0.6 โวลต์ เทียบกับข้ัวไฟฟ้าอ๎างอิง ซิลเวอร์-ซิลเวอร์คลอไรด์  
สังเกตสัญญาณกระแสพื้นหลังจนคงที ่
 5. ปิเปตสารละลายแอมโมเนียมไอออน 2 เปอร์เซ็นต์ (การเตรียม 2.1.8) ปริมาตร 0.5  
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มิลลิลิตร ลงในเซลล์ข๎อ 4 ท้าการวัดกระแสฟาราเดอิก บันทึกผลการทดลอง 
 6. ท้าซ้้าข๎อที่ 1-6 โดยปิเปตสารละลาย NADPH ปริมาตร 0.05, 0.10, 0.15, 0.20 และ  
0.25 มิลลิลิตร ตามล้าดับ ลงในเซลล์ข๎อ 3 
 7. ผลการทดลอง 3.3.8 

 
2.5.4 ศึกษาประเมินประสิทธิภาพการท างานของไบโอเซนเซอร์ ตรวจวิเคราะห์ในระบบปกติ 

 
2.5.4.1 ศึกษาช่วงการตอบสนองเป็นเส้นตรงของไบโอเซนเซอร์ 

 1. เตรียมขั้วไฟฟ้า และจัดอุปกรณ์ทางไฟฟ้า ดังการทดลอง 2.5.3.4 ข๎อ 1-2 
 2. ปิเปตสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงในเซลล์ที่ใช๎ 
บรรจุสารละลายที่วางบนเครื่องมือกวนสาร และจุํมข้ัวไฟฟ้าทั้งสามลงในเซลล์นั้น 
 3. ปิเปตสารละลาย NADPH (การเตรียม 2.1.6) เข๎มข๎น 2 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 0.20  
มิลลิลิตร และสารละลายไพรูเวต (การเตรียม 2.1.7) เข๎มข๎น 2 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 0.15 มิลลิลิตร ลงใน
เซลล์ข๎อ 3 จากนั้นกวนสารละลายด๎วยเครื่องมือกวนสารที่อัตราการหมุน 100 รอบตํอนาท ี
 4. เริ่มให๎ศักย์กระตุ๎นที่ +0.6 โวลต์ เทียบกับข้ัวไฟฟ้าอ๎างอิง ซิลเวอร์-ซิลเวอร์คลอไรด์  
สังเกตสัญญาณกระแสพื้นหลังจนคงที ่
 5. ปิเปตสารละลายแอมโมเนียมไอออน 2 เปอร์เซ็นต์ (การเตรียม 2.1.8) ปริมาตร 0.1  
มิลลิลิตร ลงในเซลล์ข๎อ 4 ท้าการวัดกระแสฟาราเดอิก จากนั้นปิเปตสารละลายแอมโมเนียมไอออน 2 
เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ทุกๆ 100 วินาที จนกระทั่งได๎สัญญาณคงท่ี บันทึกผลการทดลอง 
 6. ผลการทดลอง 3.4.1 

   
2.5.4.2 ศึกษาขีดความสามารถในการตรวจวัดแอมโมเนียมที่ความเข้มข้นต่ าสุด 

 1. การทดลองตามวิธีการ 2.5.4.1 ข๎อ 1-5 
 2. ค้านวณหาขีดความสามารถในการตรวจวัดแอมโมเนียมไอออนที่ความเข๎มข๎นต่้าสุดจาก  
3SD/slope 
 3. ผลการทดลอง 3.4.2  
 

2.5.4.3 ศึกษาขีดความสามารถในการหาปริมาณแอมโมเนียมที่ความเข้มข้นต่ าสุด 
 1. การทดลองตามวิธีการ 2.5.4.1 ข๎อ 1-5 
 2. ค้านวณหาขีดความสามารถในการหาปริมาณแอมโมเนียมไอออนที่ความเข๎มข๎นต่้าสุด  
จาก 10SD/slope 
 3. ผลการทดลอง 3.4.3  

 



69 
 

  2.5.4.4 ศึกษาความแม่นย าในการตรวจวิเคราะห์ 
 1. เตรียมขั้วไฟฟ้า จัดอุปกรณ์ทางไฟฟ้า และท้าการทดลองตามวิธีการ 2.5.4.1 ข๎อ 1-4 

 2. ปิเปตสารละลายแอมโมเนียมไอออน 2 เปอร์เซ็นต์ (การเตรียม 2.1.8) ปริมาตร 0.5  
มิลลิลิตร ลงในเซลล์ข๎อ 4 ท้าการวัดกระแสฟาราเดอิก บันทึกผลการทดลอง 
 3. ท้าซ้้าข๎อ 1-2 แล๎วค้านวณหาความแมํนย้าของการตรวจวัด 
 4. ผลการทดลอง 3.4.4 

   
2.5.4.5 ศึกษาความแม่นย าของขั้วไฟฟ้า 

 1. เตรียมขั้วไฟฟ้าจ้านวน 3 ขั้ว จัดอุปกรณ์ทางไฟฟ้า และท้าการทดลองตามวิธีการ 2.5.4.1  
ข๎อ 1-4 
 2. ปิเปตสารละลายแอมโมเนียมไอออน 2 เปอร์เซ็นต์ (การเตรียม 2.1.8) ปริมาตร 0.5  
มิลลิลิตร ลงในเซลล์ข๎อ 4 ท้าการวัดกระแสฟาราเดอิก บันทึกผลการทดลอง 
 3. ท้าซ้้าข๎อ 1-2 โดยศึกษาข้ัวไฟฟ้าอีก 2 ขั้ว แล๎วค้านวณหาความแมํนย้าของขั้วไฟฟ้า 
 4. ผลการทดลอง 3.4.5 

 
2.5.5 ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการท างานของไบโอเซนเซอร์ ตรวจวัดในระบบการไหล

อัตโนมัติ 
  

2.5.5.1 ศึกษาชนิดของขั้วไฟฟ้าท างานต่อการให้สัญญาณการวิเคราะห์ 
 1. เตรียมขั้วไฟฟ้าตํางๆ ดังนี้ 
  - ขั้วไฟฟ้าพิมพ์สกรีนคาร์บอนที่ไมํมีการปรับปรุง 

- ขั้วไฟฟ้าพิมพ์สกรีนคาร์บอนที่ปรับปรุงด๎วยอนุภาค Fe3O4@Au และเอนไซม์ 
อะลานีนดีไฮโดรจีนเนส 
  - ขั้วไฟฟ้าพิมพ์สกรีนคาร์บอนที่ปรับปรุงด๎วยอนุภาค Fe3O4@Au เอนไซม์อะ 
ลานีนดีไฮโดรจีนเนส และสารตั้งต๎นไพรูเวต 
  - ขั้วไฟฟ้าพิมพ์สกรีนคาร์บอนที่ปรับปรุงด๎วยอนุภาค Fe3O4@Au เอนไซม์อะ 

ลานีนดีไฮโดรจีนเนส สารตั้งต๎นไพรูเวต และโคแฟกเตอร์ NADPH 
  - ขั้วไฟฟ้าพิมพ์สกรีนคาร์บอนที่ปรับปรุงด๎วยอนุภาค Fe3O4@Au เอนไซม์อะ 

ลานีนดีไฮโดรจีนเนส สารตั้งต๎นไพรูเวต โคแฟกเตอร์ NADPH และกลูตารัลดีไฮด์ 
  - ขั้วไฟฟ้าพิมพ์สกรีนคาร์บอนที่ปรับปรุงด๎วยอนุภาค Fe3O4@Au เอนไซม์อะ 

ลานีนดีไฮโดรจีนเนส สารตั้งต๎นไพรูเวต โคแฟกเตอร์ NADPH กลูตารัลดีไฮด์ และแนฟฟิออน 
 2. ประกอบอิเล็กโตรเคมิคัลเซลล์ (Electrochemical cell) ที่มีข้ัวไฟฟ้าสามขั้ว ได๎แกํ ขั้ว 
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ไฟฟ้าใช๎งาน (จากข๎อ 1) ซึ่งจะมีแมํเหล็กภายนอกประกบ  ขั้วไฟฟ้าอ๎างอิงซิลเวอร์-ซิลเวอร์คลอไรด์ และ
ขั้วไฟฟ้าชํวยแพลทินัม ตํอเข๎ากับเครื่องควบคุมศักย์ (Potentiostat) ที่เชื่อมตํอกับระบบการไหลอัตโนมัติ 
ที่มีเพอริสแตร์ติกปั้ม (Peristaltic pump) เป็นตัวขับเคลื่อนสารละลาย ดังรูปที่ 2.4 
 3. ให๎ศักย์กระตุ๎นที่ +0.6 โวลต์ ศึกษาด๎วยเทคนิคโครโนแอมเพอโรเมทรี 
 4. ใช๎สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 เป็นสารละลายตัวพาในระบบการไหล  
ด๎วยอัตราการไหล 1.5 มิลลิลิตรตํอนาที   
 5. ฉีดสารละลายแอมโมเนียมไอออน เข๎มข๎น 0.1 เปอร์เซ็นต์ (การเตรียม 2.1.9) ปริมาตร  
100 ไมโครลิตร เข๎าไปในกระแสตัวพา วัดสัญญาณกระแสที่เกิดขึ้น บันทึกผลการทดลอง 
 6. ผลการทดลอง 3.5.1 

 

 
รูปที่ 2.4 ระบบการวิเคราะห์แบบการไหลอัตโนมัติ 

 
2.5.5.2 ศึกษาจ านวนอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ที่เหมาะสมบนผิวหน้าขั้วไฟฟ้าใช้

งาน 
 1. เตรียมขั้วไฟฟ้าพิมพ์สกรีนคาร์บอนปรับปรุงด๎วยเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส  
สารตั้งต๎นไพรูเวต โคแฟกเตอร์ NADPH และอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au จ้านวน 0.5 × 10-4, 1 × 10-4, 
1.5 × 10-4 และ 2 × 10-4 มิลลิกรัมแมกนีไทต์ตํอตารางเซนติเมตร ตามล้าดับ (การเตรียม 2.4.4) 
 2. ประกอบอิเล็กโตรเคมิคัลเซลล์ (Electrochemical cell) ที่มีข้ัวไฟฟ้าสามขั้ว ได๎แกํ ขั้ว 
ไฟฟ้าใช๎งาน (จากข๎อ 1) ซึ่งจะมีแมํเหล็กภายนอกประกบ  ขั้วไฟฟ้าอ๎างอิงซิลเวอร์-ซิลเวอร์คลอไรด์ และ
ขั้วไฟฟ้าชํวยแพลทินัม ตํอเข๎ากับเครื่องควบคุมศักย์ (Potentiostat) ที่เชื่อมตํอกับระบบการไหลอัตโนมัติ 
ที่มีเพอริสแตร์ติกปั้ม (Peristaltic pump) เป็นตัวขับเคลื่อนสารละลาย  
 3. ให๎ศักย์กระตุ๎นที่ +0.6 โวลต์ ศึกษาด๎วยเทคนิคโครโนแอมเพอโรเมทรี 
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 4. ใช๎สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 เป็นสารละลายตัวพาในระบบการไหล  
ด๎วยอัตราการไหล 1.5 มิลลิลิตรตํอนาที   
 5. ฉีดสารละลายแอมโมเนียมไอออน เข๎มข๎น 0.1 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร  
เข๎าไปในกระแสตัวพา วัดสัญญาณกระแสที่เกิดข้ึน บันทึกผลการทดลอง 
 6. ผลการทดลอง 3.5.2 

 
 2.5.5.3 ศึกษาปริมาณเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนสที่เหมาะสมบนผิวหน้าขั้วไฟฟ้าใช้

งาน 
 1. เตรียมขั้วไฟฟ้าพิมพ์สกรีนคาร์บอนปรับปรุงด๎วยอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au จ้านวน  
10×10-5 มิลลิกรัมแมกนีไทต์ตํอตารางเซนติเมตร สารตั้งต๎นไพรูเวต โคแฟกเตอร์ NADPH และ เอนไซม์อะ
ลานีนดีไฮโดรจีเนส ปริมาณ 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 และ 0.5  ยูนิตตํอตารางเซนติเมตรตามล้าดับ (การเตรียม 
2.4.4) 
 2. ประกอบอิเล็กโตรเคมิคัลเซลล์ (Electrochemical cell) ที่มีข้ัวไฟฟ้าสามขั้ว ได๎แกํ ขั้ว 
ไฟฟ้าใช๎งาน (จากข๎อ 1) ซึ่งจะมีแมํเหล็กภายนอกประกบ  ขั้วไฟฟ้าอ๎างอิงซิลเวอร์-ซิลเวอร์คลอไรด์ และ
ขั้วไฟฟ้าชํวยแพลทินัม ตํอเข๎ากับเครื่องควบคุมศักย์ (Potentiostat) ที่เชื่อมตํอกับระบบการไหลอัตโนมัติ 
ที่มีเพอริสแตร์ติกปั้ม (Peristaltic pump) เป็นตัวขับเคลื่อนสารละลาย  
 3. ให๎ศักย์กระตุ๎นที่ +0.6 โวลต์ ศึกษาด๎วยเทคนิคโครโนแอมเพอโรเมทรี 
 4. ใช๎สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 เป็นสารละลายตัวพาในระบบการไหล  
ด๎วยอัตราการไหล 1.5 มิลลิลิตรตํอนาที   
 5. ฉีดสารละลายแอมโมเนียมไอออน เข๎มข๎น 0.1 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร  
เข๎าไปในกระแสตัวพา วัดสัญญาณกระแสที่เกิดข้ึน บันทึกผลการทดลอง 
 6. ผลการทดลอง 3.5.3 

  
2.5.5.4 ศึกษาปริมาณของสารตั้งต้นไพรูเวตที่เหมาะสม 

 1. เตรียมขั้วไฟฟ้าพิมพ์สกรีนคาร์บอนปรับปรุงด๎วยอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au จ้านวน  
10×10-5 มิลลิกรัมแมกนีไทต์ตํอตารางเซนติเมตร เอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส ปริมาณ 0.3 ยูนิตตํอ
ตารางเซนติเมตร โคแฟกเตอร์ NADPH และสารตั้งต๎นไพรูเวต ปริมาณ 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 และ 1.0 มิลลิ
โมลาร์  ตามล้าดับ (การเตรียม 2.4.4) 
 2. ประกอบอิเล็กโตรเคมิคัลเซลล์ (Electrochemical cell) ที่มีข้ัวไฟฟ้าสามขั้ว ได๎แกํ ขั้ว 
ไฟฟ้าใช๎งาน (จากข๎อ 1) ซึ่งจะมีแมํเหล็กภายนอกประกบ  ขั้วไฟฟ้าอ๎างอิงซิลเวอร์-ซิลเวอร์คลอไรด์ และ
ขั้วไฟฟ้าชํวยแพลทินัม ตํอเข๎ากับเครื่องควบคุมศักย์ (Potentiostat) ที่เชื่อมตํอกับระบบการไหลอัตโนมัติ 
ที่มีเพอริสแตร์ติกปั้ม (Peristaltic pump) เป็นตัวขับเคลื่อนสารละลาย  
 3. ให๎ศักย์กระตุ๎นที่ +0.6 โวลต์ ศึกษาด๎วยเทคนิคโครโนแอมเพอโรเมทรี 



72 
 

 4. ใช๎สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 เป็นสารละลายตัวพาในระบบการไหล  
ด๎วยอัตราการไหล 1.5 มิลลิลิตรตํอนาที   
 5. ฉีดสารละลายแอมโมเนียมไอออน เข๎มข๎น 0.1 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร  
เข๎าไปในกระแสตัวพา วัดสัญญาณกระแสที่เกิดข้ึน บันทึกผลการทดลอง 
 6. ผลการทดลอง 3.5.4 

 
 2.5.5.5 ศึกษาปริมาณโคแฟกเตอร์ NADPH ที่เหมาะสม 

 1. เตรียมขั้วไฟฟ้าพิมพ์สกรีนคาร์บอนปรับปรุงด๎วยอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au จ้านวน  
10×10-5 มิลลิกรัมแมกนีไทต์ตํอตารางเซนติเมตร เอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส ปริมาณ 0.3 ยูนิตตํอ
ตารางเซนติเมตร สารตั้งต๎นไพรูเวต ปริมาณ 0.4 มิลลิโมลาร์ และโคแฟกเตอร์ NADPH ปริมาณ 0.1, 0.2, 
0.4, 0.6, 0.8 และ 1.0 มิลลิโมลาร์ ตามล้าดับ (การเตรียม 2.4.4) 
 2. ประกอบอิเล็กโตรเคมิคัลเซลล์ (Electrochemical cell) ที่มีข้ัวไฟฟ้าสามขั้ว ได๎แกํ ขั้ว 
ไฟฟ้าใช๎งาน (จากข๎อ 1) ซึ่งจะมีแมํเหล็กภายนอกประกบ  ขั้วไฟฟ้าอ๎างอิงซิลเวอร์-ซิลเวอร์คลอไรด์ และ
ขั้วไฟฟ้าชํวยแพลทินัม ตํอเข๎ากับเครื่องควบคุมศักย์ (Potentiostat) ที่เชื่อมตํอกับระบบการไหลอัตโนมัติ 
ที่มีเพอริสแตร์ติกปั้ม (Peristaltic pump) เป็นตัวขับเคลื่อนสารละลาย  
 3. ให๎ศักย์กระตุ๎นที่ +0.6 โวลต์ ศึกษาด๎วยเทคนิคโครโนแอมเพอโรเมทรี 
 4. ใช๎สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 เป็นสารละลายตัวพาในระบบการไหล  
ด๎วยอัตราการไหล 1.5 มิลลิลิตรตํอนาที   
 5. ฉีดสารละลายแอมโมเนียมไอออน เข๎มข๎น 0.1 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร  
เข๎าไปในกระแสตัวพา วัดสัญญาณกระแสที่เกิดข้ึน บันทึกผลการทดลอง 
 6. ผลการทดลอง 3.5.5 

  
2.5.5.6 ศึกษาอัตราการไหลของสารละลายตัวพาที่เหมาะสม 

 1. เตรียมขั้วไฟฟ้าพิมพ์สกรีนคาร์บอนปรับปรุงด๎วยอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au จ้านวน  
10×10-5 มิลลิกรัมแมกนีไทต์ตํอตารางเซนติเมตร เอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส ปริมาณ 0.3 ยูนิตตํอ
ตารางเซนติเมตร สารตั้งต๎นไพรูเวต ปริมาณ 0.4 มิลลิโมลาร์ และโคแฟกเตอร์ NADPH ปริมาณ 0.8 มิลลิ
โมลาร์ (การเตรียม 2.4.4) 
 2. ประกอบอิเล็กโตรเคมิคัลเซลล์ (Electrochemical cell) ที่มีข้ัวไฟฟ้าสามขั้ว ได๎แกํ ขั้ว 
ไฟฟ้าใช๎งาน (จากข๎อ 1) ซึ่งจะมีแมํเหล็กภายนอกประกบ  ขั้วไฟฟ้าอ๎างอิงซิลเวอร์-ซิลเวอร์คลอไรด์ และ
ขั้วไฟฟ้าชํวยแพลทินัม ตํอเข๎ากับเครื่องควบคุมศักย์ (Potentiostat) ที่เชื่อมตํอกับระบบการไหลอัตโนมัติ 
ที่มีเพอริสแตร์ติกปั้ม (Peristaltic pump) เป็นตัวขับเคลื่อนสารละลาย  
 3. ให๎ศักย์กระตุ๎นที่ +0.6 โวลต์ ศึกษาด๎วยเทคนิคโครโนแอมเพอโรเมทรี 
 4. ใช๎สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 เป็นสารละลายตัวพาในระบบการไหล  
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ด๎วยอัตราการไหล 0.4 มิลลิลิตรตํอนาที   
 5. ฉีดสารละลายแอมโมเนียมไอออน เข๎มข๎น 0.1 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร  
เข๎าไปในกระแสตัวพา วัดสัญญาณกระแสที่เกิดข้ึน บันทึกผลการทดลอง 
 6. ท้าซ้้าข๎อ 1-5 โดยเปลี่ยนอัตราการไหลเป็น 0.6, 0.8, 1.0, 1.2, 1.4, 1.6, 1.8 และ 2.0  
มิลลิลิตรตํอนาที ตามล้าดับ 
 7. ผลการทดลอง 3.5.6 

 
 2.5.5.7 ศึกษาศักย์ไฟฟ้าที่เหมาะสมในการกระตุ้นสารตัวกลางทางไฟฟ้า 

 1. เตรียมขั้วไฟฟ้า และจัดอุปกรณ์ทางไฟฟ้า ดังการทดลอง 2.5.5.6 ข๎อ 1-2 
 2. ให๎ศักย์กระตุ๎นที่ +0.2 โวลต์ ศึกษาด๎วยเทคนิคโครโนแอมเพอโรเมทรี 
 3. ใช๎สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 เป็นสารละลายตัวพาในระบบการไหล  
ด๎วยอัตราการไหล 1.2 มิลลิลิตรตํอนาที   
 4. ฉีดสารละลายแอมโมเนียมไอออน เข๎มข๎น 0.1 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร  
เข๎าไปในกระแสตัวพา วัดสัญญาณกระแสที่เกิดข้ึน บันทึกผลการทดลอง 
 5. ท้าซ้้าข๎อ 1-4 โดยเปลี่ยนศักย์กระตุ๎นเป็น +0.3, +0.4, +0.5, +0.6, +0.7 และ +0.8  
โวลต์ ตามล้าดับ 
 6. ผลการทดลอง 3.5.7 

 
2.5.5.8 ศึกษาความเป็นกรด-เบสที่เหมาะสมของสารละลายตัวพา 

 1. เตรียมขั้วไฟฟ้า และจัดอุปกรณ์ทางไฟฟ้า ดังการทดลอง 2.5.5.6 ข๎อ 1-2 
 2. ให๎ศักย์กระตุ๎นที่ +0.7 โวลต์ ศึกษาด๎วยเทคนิคโครโนแอมเพอโรเมทรี 
 3. ใช๎สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 6.0 เป็นสารละลายตัวพาในระบบการไหล  
ด๎วยอัตราการไหล 1.2 มิลลิลิตรตํอนาที   
 4. ฉีดสารละลายแอมโมเนียมไอออน เข๎มข๎น 0.1 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร  
เข๎าไปในกระแสตัวพา วัดสัญญาณกระแสที่เกิดข้ึน บันทึกผลการทดลอง 
 5. ท้าซ้้าข๎อ 1-4 โดยเปลี่ยนเป็นสารละลายตัวพา pH 6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5 และ 9.0  
ตามล้าดับ 
 6. ผลการทดลอง 3.5.8 

 
2.5.5.9 ศึกษาปริมาตรการฉีดสารตัวอย่างท่ีเหมาะสม 

 1. เตรียมขั้วไฟฟ้า และจัดอุปกรณ์ทางไฟฟ้า ดังการทดลอง 2.5.5.6 ข๎อ 1-2 
 2. ให๎ศักย์กระตุ๎นที่ +0.7 โวลต์ ศึกษาด๎วยเทคนิคโครโนแอมเพอโรเมทรี 
 3. ใช๎สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 เป็นสารละลายตัวพาในระบบการไหล  
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ด๎วยอัตราการไหล 1.2 มิลลิลิตรตํอนาที   
 4. ฉีดสารละลายแอมโมเนียมไอออน เข๎มข๎น 0.1 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 25 ไมโครลิตร  
เข๎าไปในกระแสตัวพา วัดสัญญาณกระแสที่เกิดข้ึน บันทึกผลการทดลอง 
 5. ท้าซ้้าข๎อ 1-4 โดยเปลี่ยนปริมาตรการฉีดสารเป็น 50, 100, 250 และ 500 ตามล้าดับ  
 6. ผลการทดลอง 3.5.9 

 
2.5.6 ศึกษาประเมินประสิทธิภาพการท างานของไบโอเซนเซอร์ ตรวจวิเคราะห์ในระบบการไหล

อัตโนมัติ 
 
2.5.6.1 ศึกษาช่วงการตอบสนองเป็นเส้นตรงของไบโอเซนเซอร์ 

 1. เตรียมขั้วไฟฟ้า และจัดอุปกรณ์ทางไฟฟ้า ดังการทดลอง 2.5.5.6 ข๎อ 1-2 
 2. ให๎ศักย์กระตุ๎นที่ +0.7 โวลต์ ศึกษาด๎วยเทคนิคโครโนแอมเพอโรเมทรี 
 3. ใช๎สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 เป็นสารละลายตัวพาในระบบการไหล  
ด๎วยอัตราการไหล 1.2 มิลลิลิตรตํอนาที   
 4. ฉีดสารละลายแอมโมเนียมไอออน เข๎มข๎น 0.01, 0.02, 0.03, 0.04, 0.05, 0.10, 0.15,  
0.20, 0.25, 0.30, 0.35, 0.40, 0.45, 0.50, 0.55 และ 0.60 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เข๎าไป
ในกระแสตัวพา วัดสัญญาณกระแสที่เกิดขึ้น บันทึกผลการทดลอง 
 5. ผลการทดลอง 3.6.1 

 
2.5.6.2 ศึกษาขีดความสามารถในการตรวจวัดแอมโมเนียมที่ความเข้มข้นต่ าสุด 

 1. การทดลองตามวิธีการ 2.5.6.1 ข๎อ 1-4 
 2. ค้านวณหาขีดความสามารถในการตรวจวัดแอมโมเนียมไอออนที่ความเข๎มข๎นต่้าสุดจาก  
3SD/slope 
 3. ผลการทดลอง 3.6.2  

 
2.5.6.3 ศึกษาขีดความสามารถในการหาปริมาณแอมโมเนียมที่ความเข้มข้นต่ าสุด 

 1. การทดลองตามวิธีการ 2.5.6.1 ข๎อ 1-4 
 2. ค้านวณหาขีดความสามารถในการหาปริมาณแอมโมเนียมไอออนที่ความเข๎มข๎นต่้าสุด  
จาก 10SD/slope 
 3. ผลการทดลอง 3.6.3  

 
  2.5.6.4 ศึกษาความแม่นย าในการตรวจวิเคราะห์ 
 1. เตรียมขั้วไฟฟ้า จัดอุปกรณ์ทางไฟฟ้า และท้าการทดลองตามวิธีการ 2.5.6.1 ข๎อ 1-3 
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 2. ฉีดสารละลายแอมโมเนียมไอออน เข๎มข๎น 0.1 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
เข๎าไปในกระแสตัวพา วัดสัญญาณกระแสที่เกิดข้ึน บันทึกผลการทดลอง 
 3. ท้าซ้้าข๎อ 1-2 แล๎วค้านวณหาความแมํนย้าของการตรวจวัด 
 4. ผลการทดลอง 3.6.4 

   
2.5.6.5 ศึกษาความแม่นย าของขั้วไฟฟ้า 

 1. เตรียมขั้วไฟฟ้าจ้านวน 3 ขั้ว จัดอุปกรณ์ทางไฟฟ้า และท้าการทดลองตามวิธีการ 2.5.6.1 
ข๎อ 1-3 
 2. ฉีดสารละลายแอมโมเนียมไอออน เข๎มข๎น 0.1 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
เข๎าไปในกระแสตัวพา วัดสัญญาณกระแสที่เกิดข้ึน บันทึกผลการทดลอง 
 3. ท้าซ้้าข๎อ 1-2 โดยศึกษาข้ัวไฟฟ้าอีก 2 ขั้ว แล๎วค้านวณหาความแมํนย้าของขั้วไฟฟ้า 
 4. ผลการทดลอง 3.6.5 

 
2.5.7 ศึกษาวิเคราะห์หาปริมาณของแอมโมเนียมไอออนในตัวอย่างน้ ายางข้น  
 
 2.5.7.1 ศึกษาตัวรบกวนการวิเคราะห์แอมโมเนียมไอออน 

 1. เตรียมขั้วไฟฟ้า และจัดอุปกรณ์ทางไฟฟ้า ดังการทดลอง 2.5.3.4 ข๎อ 1-2 
 2. ปิเปตสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงในเซลล์ที่ใช๎ 
บรรจุสารละลายที่วางบนเครื่องมือกวนสาร และจุํมข้ัวไฟฟ้าทั้งสามลงในเซลล์นั้น 
 3. ปิเปตสารละลาย NADPH เข๎มข๎น 2 มิลลิโมลาร์ (การเตรียม 2.1.6) ปริมาตร 0.20  
มิลลิลิตร และสารละลายไพรูเวต เข๎มข๎น 2 มิลลิโมลาร์ (การเตรียม 2.1.7) ปริมาตร 0.10 มิลลิลิตร ลงใน
เซลล์ข๎อ 2 จากนั้นกวนสารละลายด๎วยเครื่องมือกวนสารที่อัตราการหมุน 100 รอบตํอนาท ี
 4. เริ่มให๎ศักย์กระตุ๎นที่ +0.6 โวลต์ เทียบกับข้ัวไฟฟ้าอ๎างอิง ซิลเวอร์-ซิลเวอร์คลอไรด์  
สังเกตสัญญาณกระแสพื้นหลังจนคงที ่
 5. ปิเปตสารละลายผสมของแอมโมเนียมไอออนกับกรดฟอร์มิก (การเตรียม 2.1.18)   
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในเซลล์ข๎อ 3 ท้าการวัดกระแสฟาราเดอิก บันทึกผลการทดลอง 
 6. ท้าซ้้าการทดลองท่ี 1-5 จ้านวน 2 ครั้ง บันทึกผลการทดลอง 
 7. ท้าซ้้าการทดลองท่ี 1-6 โดยเปลี่ยนเป็นปิเปตสารละลายผสมของแอมโมเนียมไอออนกับ  
กรดอะซิติก (การเตรียม 2.1.19) สารผสมกับคอปเปอร์ (การเตรียม 2.1.20) และสารผสมกับแมกนีเซียม 
(การเตรียม 2.1.21) ตามล้าดับ 
 8. ผลการทดลอง 3.7.1 
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 2.5.7.2 ศึกษาปัจจัยการเจือจางตัวอย่าง (Dilution factor) 
 1. เตรียมขั้วไฟฟ้า และจัดอุปกรณ์ทางไฟฟ้า ดังการทดลอง 2.5.3.4 ข๎อ 1-2 
 2. ปิเปตสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงในเซลล์ที่ใช๎ 
บรรจุสารละลายที่วางบนเครื่องมือกวนสาร และจุํมข้ัวไฟฟ้าทั้งสามลงในเซลล์นั้น 
 3. ปิเปตสารละลาย NADPH (การเตรียม 2.1.6) เข๎มข๎น 2 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 0.20  
มิลลิลิตร และสารละลายไพรูเวต (การเตรียม 2.1.7) เข๎มข๎น 2 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 0.15 มิลลิลิตร ลงใน
เซลล์ข๎อ 2 จากนั้นกวนสารละลายด๎วยเครื่องมือกวนสารที่อัตราการหมุน 100 รอบตํอนาท ี
 4. ปิเปตน้้ายางสด ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ลงในเซลล์ข๎อ 3 
 5. เริ่มให๎ศักย์กระตุ๎นที่ +0.6 โวลต์ เทียบกับข้ัวไฟฟ้าอ๎างอิง ซิลเวอร์-ซิลเวอร์คลอไรด์  
สังเกตสัญญาณกระแสพื้นหลังจนคงที ่
 6. ปิเปตน้้ายางข๎น ปริมาตร 0.4 มิลลิลิตร ลงในเซลล์ข๎อ 4 ท้าการวัดกระแสฟาราเดอิก 
จากนั้นปิเปตสารละลายแอมโมเนียมไอออน 2 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร ทุกๆ 100 วินาที 
จนกระท่ังได๎สัญญาณคงท่ี บันทึกผลการทดลอง 
 7. ท้าซ้้าการทดลองท่ี 1-6 โดยเปลี่ยนเป็นปิเปตน้้ายางข๎น ปริมาตร 0.20, 0.13, 0.10 และ  
0.08  มิลลิลิตร ตามล้าดับ 
 8. ผลการทดลอง 3.7.2 

 
 2.5.7.3 ศึกษาด้วยไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นในระบบการวิเคราะห์แบบปกติ โดยใช้วิธี

เติมสารมาตรฐานในสารละลายตัวอย่าง (Standard addition method) 
 1. เตรียมขั้วไฟฟ้า และจัดอุปกรณ์ทางไฟฟ้า ดังการทดลอง 2.5.3.4 ข๎อ 1-2 
 2. ปิเปตสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงในเซลล์ที่ใช๎ 
บรรจุสารละลายที่วางบนเครื่องมือกวนสาร และจุํมข้ัวไฟฟ้าทั้งสามลงในเซลล์นั้น 
 3. ปิเปตสารละลาย NADPH (การเตรียม 2.1.6) เข๎มข๎น 2 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 0.20  
มิลลิลิตร และสารละลายไพรูเวต (การเตรียม 2.1.7) เข๎มข๎น 2 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 0.15 มิลลิลิตร ลงใน
เซลล์ข๎อ 2 จากนั้นกวนสารละลายด๎วยเครื่องมือกวนสารที่อัตราการหมุน 100 รอบตํอนาท ี
 4. ปิเปตน้้ายางสด ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ลงในเซลล์ข๎อ 3 
 5. เริ่มให๎ศักย์กระตุ๎นที่ +0.6 โวลต์ เทียบกับข้ัวไฟฟ้าอ๎างอิง ซิลเวอร์-ซิลเวอร์คลอไรด์  
สังเกตสัญญาณกระแสพื้นหลังจนคงที ่
 6. ปิเปตน้้ายางข๎น ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ลงในเซลล์ข๎อ 4 ท้าการวัดกระแสฟาราเดอิก 
จากนั้นปิเปตสารละลายแอมโมเนียมไอออน 2 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร ทุกๆ 100 วินาที 
จนกระท่ังได๎สัญญาณคงท่ี บันทึกผลการทดลอง 
 7. ท้าซ้้าการทดลองท่ี 1-6 จ้านวน 2 ครั้ง บันทึกผลการทดลอง 
 8. ผลการทดลอง 3.7.3 
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 2.5.7.4 ศึกษาด้วยไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นในระบบการวิเคราะห์แบบการไหลอัตโนมัติ 
โดยใช้วิธีเติมสารมาตรฐานในสารละลายตัวอย่าง (Standard addition method) 

 1. ปิเปตสารละลายแอมโมเนียมไอออน 25 เปอร์เซ็นต์ ลงในขวดปรับปริมาตรขนาด 25  
มิลลิลิตร จ้านวน 4 ใบ ด๎วยปริมาตร 0, 0.05, 0.10 และ 0.15 มิลลิลิตร ตามล้าดับ 
 2. ปิเปตตัวอยํางน้้ายางข๎นลงในขวดข๎อ 1 ขวดละ 0.2 มิลลิลิตร แล๎วปรับปริมาตรด๎วย 
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 
 3. เตรียมขั้วไฟฟ้า และจัดอุปกรณ์ทางไฟฟ้า ดังการทดลอง 2.5.5.6 ข๎อ 1-2 
 4. ให๎ศักย์กระตุ๎นที่ +0.7 โวลต์ ศึกษาด๎วยเทคนิคโครโนแอมเพอโรเมทรี 
 5. ใช๎สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 เป็นสารละลายตัวพาในระบบการไหล  
ด๎วยอัตราการไหล 1.2 มิลลิลิตรตํอนาที   
 6. ฉีดสารละลายแอมโมเนียมไอออน เข๎มข๎น 0 เปอร์เซ็นต์ ขวดที่ 1 ปริมาตร 100  
ไมโครลิตร เข๎า ไปในกระแสตัวพา วัดสัญญาณที่เกิดข้ึน บันทึกผลการทดลอง  
 7. ท้าซ้้าการทดลองท่ี 1-6 โดยฉีดสารละลายแอมโมเนียมไอออนขวดที่ 2-4 เข๎าไปใน 
ระบบ 
 8. ผลการทดลอง 3.7.4 

 
  2.5.7.5 ศึกษาด้วยเทคนิคการไทเทรต (Titration method) 

 1. ชั่งโซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) 0.05xx กรัม ลงในขวดรูปชมพํูขนาด 125 มิลลิลิตร  
จ้านวน 3 ใบ จากนั้นเติมน้้าปราศจากไอออน ปริมาตร 20 มิลลิลิตร และหยดเมทิลออเรนจ์ อินติเคเตอร์ 
จ้านวน 3 หยด 
 2. เติมสารละลาย 0.1 นอร์มอล กรดไฮโดรคลอริก (การเตรียม 2.1.13) ใสํในบิวเรตขนาด  
50 มิลลิลิตร 
 3. ไทเทรตสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต (ข๎อ 1) กับกรดไฮโดรคลอริก (ข๎อ 2) จนกระท่ัง 
สารละลายเปลี่ยนจากสีเหลืองเป็นสีโอรส บันทึกผลการทดลอง 
 4. ตวงน้้าปราศจากไอออน ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ลงในบีกเกอร์ขนาด 500 มิลลิลิตร และ 
เติมสารละลาย 5 เปอร์เซ็นต์ Stabilizer solution (การเตรียม 2.1.14) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
 5. ชั่งน้้ายางข๎นประมาณ 5-10 กรัมลงในบีกเกอร์ข๎อ 4 และหยดเมทิลออเรนจ์ อินติเคเตอร์  
จ้านวน 10 หยด 
 6. ไทเทรตน้้ายาง (ข๎อ 5) กับกรดไฮโดรคลอริก (ข๎อ 2) จนกระท่ังสารละลายเปลี่ยนจากสี 
เหลืองเป็นสีโอรส บันทึกผลการทดลอง 
 7. ค้านวณหาความเข๎มข๎นของแอมโมเนียมไอออนในตัวอยํางน้้ายางข๎น  
 8. เปรียบเทียบผลการวิเคราะห์ปริมาณแอมโมเนียมไอออนกับไบโอเซนเซอร์ แสดง  
ผลการทดลองในหัวข๎อ 3.7.5 
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2.5.7.6 ศึกษาด้วยเทคนิคการวัดสี (Spectrophotometric method) 
 1. ปิเปตสารละลายแอมโมเนียมคลอไรด์ (การเตรียม 2.1.15) ลงในขวดปรับปริมาตร 
ขนาด 25 มิลลิลิตร จ้านวน 5 ใบ ด๎วยปริมาตร 0, 0.025, 0.050, 0.075 และ 0.100 มิลลิลิตร ตามล้าดับ 
 2. ปิเปตสารละลายน้้ายางข๎น (การเตรียม 2.1.16) ลงในขวดข๎อ 1 ขวดละ 0.05 มิลลิลิตร 
 3. เติมสารละลายเนสเลอร์ (การเตรียม 2.1.17) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในขวดปรับ 
ปริมาตรข๎อ 2 และปรับปริมาตรด๎วยน้้าปราศจากไอออนในขวดปรับปริมาตรขนาด 25 มิลลิลิตร 
 4. ปลํอยให๎สารละลายท้าปฏิกิริยาอยํางสมบูรณ์ 10 นาที แล๎วน้าไปตรวจวัดด๎วยเครื่อง 
วัดสี (Spectrophotometer) ที่ความยาวคลื่น 425 นาโนเมตร บันทึกผลการทดลอง 
 5. เปรียบเทียบผลการวิเคราะห์ปริมาณแอมโมเนียมไอออนกับไบโอเซนเซอร์ แสดง  
ผลการทดลองในหัวข๎อ 3.7.5 

 
  2.5.7.7 ศึกษาด้วยเทคนิคโพเทนชิโอเมทรี โดยใช้ขั้วไฟฟ้าจ าเพาะเจาะจงแอมโมเนียม
ไอออน (Ammonium ion selective electrode) 
  สํงตัวอยํางน้้ายางข๎นไปตรวจวัดที่กลุํมอุตสาหกรรมยาง สถาบันวิจัยยาง กรมวิชาการเกษตร 
กรุงเทพฯ เปรียบเทียบผลการวิเคราะห์ปริมาณแอมโมเนียมไอออนกับไบโอเซนเซอร์ แสดงผลการทดลองใน
หัวข๎อ 3.7.5 
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บทที่ 3 
ผลการทดลองและวิจารณ์ผลการทดลอง 

 
งานวิจัยนี้ศึกษาและพัฒนาไบโอเซนเซอร์ส้าหรับตรวจวัดแอมโมเนียมไอออน โดยอาศัยการท้างาน

ของเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส นอกจากนี้ยังเพ่ิมประสิทธิภาพของไบโอเซนเซอร์โดยปรับปรุงด๎วยอนุภาค
คอร์เซลล์ Fe3O4@Au โดยใช๎ Fe3O4 เป็นแกน (Core) และทองเป็นเชลล์ (Shell) เนื่องจาก Fe3O4 มีสมบัติ
ความเป็นแมํเหล็ก ชํวยในการตรึงเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนสให๎ติดอยูํบนผิวหน๎าของขั้วไฟฟ้า และทอง
อนุภาคนาโนสามารถสร๎างพันธะโคเวเลนต์กับหมูํไทออล (Thiol) และหมูํเอมีน (Amine) ในโครงสร๎างของ
เอนไซม์ท้าให๎ทองเปรียบเสมือนเป็นสะพานเชื่อมในการน้าสํงอิเล็กตรอนโดยตรง สํงผลให๎ไบโอเซนเซอร์มี
สภาพไวสูงขึ้น โดยในงานวิจัยตรึงเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนสเกาะติดอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au บน
ขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพส วิเคราะห์แอมโมเนียมไอออนในระบบการวิเคราะห์แบบปกติ และศึกษาการวิเคราะห์ใน
ระบบการไหลอัตโนมัติ โดยเปลี่ยนจากการใช๎ขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพสเป็นขั้วไฟฟ้าแบบพิมพ์สกรีนคาร์บอน โดย
ไบโอเซนเซอร์นี้ท้าการตรวจวัดสัญญาณกระแสด๎วยเทคนิคแอมเพอโรเมทรี ซึ่งกระแสที่เกิดขึ้นอาศัยการ
ท้างานของเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนสเรํงปฏิกิริยารีดักทีฟอะมิเนชัน (Reductive amination) ของไพรูเวต
ได๎ผลิตภัณฑ์เป็นอะลานีน ในสภาวะที่มี NADPH เป็นโคแฟกเตอร์ ในระหวํางการเกิดปฏิกิริยา เอนไซม์อะลานีนดี
ไฮโดรจีเนสจะใช๎แอมโมเนียมไอออนเพ่ือให๎ไพรูเวตเกิดปฏิกิริยาอะมิเนชันได๎อยํางจ้าเพาะเจาะจง และ 
NADPH จะถูกออกซิไดซ์ไปเป็น NADP+ และได๎รับ 2 อิเล็กตรอน ท้าให๎เกิดการไหลของอิเล็กตรอนและวัด
สัญญาณกระแสสัมพันธ์กับปริมาณแอมโมเนียมไอออน   

ดังนั้นงานวิจัยนี้ศึกษาวิธีการสังเคราะห์อนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au และพิสูจน์เอกลักษณ์ทาง
รูปรํางและขนาดของอนุภาค เอกลักษณ์การน้าสํงอิเล็กตรอน ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตํอการท้างานของ
ไบโอเซนเซอร์ และประเมินการท้างานของไบโอเซนเซอร์ส้าหรับตรวจวัดแอมโมเนียมไอออน ตรวจวิเคราะห์ใน
ระบบการวิเคราะห์แบบปกติและระบบการไหลอัตโนมัติ  
 
3.1 ผลการศึกษาการสังเคราะห์และพิสูจน์เอกลักษณ์ของอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au 

สังเคราะห์อนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการน้าสํงอิเล็กตรอน และเพ่ิม
ประสิทธิภาพในการตรึงเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนสบนผิวหน๎าของขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพสและขั้วไฟฟ้าพิมพ์
สกรีนคาร์บอน จึงท้าการศึกษาเอกลักษณ์ของอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ด๎วยเทคนิคยูวี-วิสิเบิล สเปกโตรส
โกปี และเทคนิคการเลี้ยวเบนรังสีเอกซ์ ในขณะเดียวกันศึกษาเอกลักษณ์ทางขนาดและรูปรํางของอนุภาคคอร์
เชลล์ Fe3O4@Au ด๎วยเทคนิคจุลทรรศนศาสตร์อิเล็กตรอนแบบสํองผําน ยิ่งไปกวํานั้นศึกษาเอกลักษณ์การ
น้าสํงอิเล็กตรอนและกระบวนการน้าสํงอิเล็กตรอนด๎วยเทคนิคไซคลิกโวลแทมเมทรี รายละเอียดของผลการ
ทดลอง ดังนี้ 
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3.1.1 ผลพิสูจน์เอกลักษณ์ของอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ด้วยเทคนิคยูวี-วิสิเบิล สเปกโตรสโก
ปี 
  ศึกษาขนาดของอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ด๎วยเทคนิคยูวี-วิสิเบิล สเปกโตรสโกปี โดย
เปรียบเทียบผลของสเปกตราการดูดกลืนแสงของ Fe3O4 ทองอนุภาคนาโน และอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au 
(วิธีการทดลอง 2.5.1.1) ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 3.1 
 

  
 รูปที่ 3.1 สเปกตรายูวี-วิสิเบิล ของสารละลายแบลงค์ (เส๎นกราฟสีเทา) Fe3O4 (เส๎นกราฟน้้าตาล) ทอง
อนุภาคนาโน (เส๎นกราฟสีแดง) และอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au (เส๎นกราฟสีมํวง) สแกนที่ชํวงความยาวคลื่น 
300-800 นาโนเมตร 

 
จากผลการทดลองพบวํา ทองอนุภาคนาโน มีคําการดูดกลืนแสงสูงสุดที่ความยาวคลื่น 528 นาโน

เมตร ในขณะที่ Fe3O4 ไมํดูดกลืนแสงในชํวงยูวี-วิสิเบิล และอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ให๎คําการดูดกลืน
แสงสูงสุดที่ 580 นาโนเมตร พบวําอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au แสดงคําการดูดกลืนแสงสูงสุดที่ความยาว
คลื่นสูงกวําทองอนุภาคนาโน เนื่องจากเกิดการดูดกลืนแสงสูงสุดที่ต้าแหนํงความยาวคลื่นสูงขึ้น (Red shift) 
ไปประมาณ 50 นาโนเมตร เป็นผลจากปรากฏการณ์เซอร์เฟส พลาสมอน เรโซแนนซ์ (Surface plasmon 
resonance) ของทอง ซึ่งเป็นการสั่นของอิเล็กตรอนบริเวณรอยตํอของโลหะกับสารไดเล็กทริก (Dielectric) 
เมื่อทองมีขนาดอนุภาคที่ใหญํขึ้นจะท้าให๎มีคําการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นที่สูงขึ้น และถ๎ าทองมีขนาด
อนุภาคที่เล็กลงจะท้าให๎มีคําการดูดกลืนแสงต่้าลง (Blue shift) ดังนั้นต้าแหนํงความยาวคลื่นที่มีการดูดกลืน
แสงสูงสุดจึงสัมพันธ์กับขนาดของอนุภาค และสามารถอธิบายแนวโน๎มการเพ่ิมขึ้นหรือลดลงของขนาดอนุภาค
ได๎ ผลการทดลองนี้สอดคล๎องกับงานวิจัยของ Qiu J. D. และคณะ [45] และงานวิจัยของคุณ Irudayaraj J. 
และคณะ [46] ได๎สังเคราะห์และพิสูจน์เอกลักษณ์อนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au พบวําอนุภาคคอร์เชลล์ 
Fe3O4@Au มีคําการดูดกลืนแสงสูงสุดที่ความยาวคลื่นสูงกวําทองอนุภาคนาโน 
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เพ่ือเป็นการยืนยันการพิสูจน์เอกลักษณ์ของอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ที่สังเคราะห์ได๎ ผู๎วิจัยได๎ท้า
การพิสูจน์เอกลักษณ์ด๎วยเทคนิคการเลี้ยวเบนรังสีเอกซ์ รายละเอียดดังหัวข๎อถัดไป 

 
3.1.2 ผลพิสูจน์เอกลักษณ์ของอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ด้วยเทคนิคการเลี้ยวเบนรังสีเอกซ์ 

  ศึกษาเอกลักษณ์ของอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ด๎วยเทคนิคการเลี้ยวเบนรังสีเอกซ์ โดย
เปรียบเทียบผลของสเปกตราการเลี้ยวเบนรังสีเอกซ์ (XRD) ของ Fe3O4 ทองอนุภาคนาโน และอนุภาคคอร์
เชลล์ Fe3O4@Au  (วิธีการทดลอง 2.5.1.2) ผลการทดลองดังรูปที่ 3.2 
 

 
รูปที่ 3.2 สเปกตราการเลี้ยวเบนรังสีเอกซ์ (XRD) ของทองอนุภาคนาโน (เส๎นกราฟสีด้า) อนุภาคคอร์เชลล์ 
Fe3O4@Au (เส๎นกราฟสีน้้าเงิน) และ Fe3O4 (เส๎นกราฟสีแดง) 
 

จากผลการทดลองพบวํา ทองอนุภาคนาโนมีพีกการเลี้ยวเบนที่ต้าแหนํง 2θ เทํากับ 38.2, 44.4, 
64.6 และ 77.5 บํงชี้วําเป็นแพลนการเลี้ยวเบน (111), (200), (220) และ (311) ตามล้าดับ ของทองอนุภาค
นาโนในโครงสร๎างผลึกที่เป็นแบบคิวบิก (Cubic phase) อนุภาค Fe3O4 มีพีกการเลี้ยวเบนที่ต้าแหนํง 2θ 
เทํากับ 30.08, 35.38, 43.08, 53.48, 56.98 และ 62.58  เป็นแพลนการเลี้ยวเบนของ Fe3O4 คือ (220), 
(311), (400), (422), (511) และ (440) ตามล้าดับ พีกการเลี้ยวเบนทั้งหมดสอดคล๎องกับ JPCD ของ Fe3O4 
(JPCD 89-3854) ซึ่งเป็นรูปแบบการเลี้ยวเบนรังสีเอกซ์ของ Fe3O4 ที่มีลักษณะโครงสร๎างผลึกเป็นสี่เหลี่ยม
ลูกบาศก์ (Face centered cubic, FCC) อนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au พบพีกการเลี้ยวเบนของทั้ง Fe3O4 
และทองอนุภาคนาโน บํงชี้วําทองอนุภาคเกาะติดอยูํบนพ้ืนผิวของอนุภาค Fe3O4 ผลการทดลองสอดคล๎องกับ
งานวิจัยของ Xie H.Y. และคณะ [49] ได๎สังเคราะห์และพิสูจน์เอกลักษณ์ของ Fe3O4 ทองอนุภาคนาโน และ
อนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ด๎วยเทคนิคการเลี้ยวเบนรังสีเอกซ์ พบรูปแบบการเลี้ยวเบนของ Fe3O4 ทั้งหมด 
6 พีก บํงชี้วํามีลักษณะโครงสร๎างผลึกแบบ FCC และเมื่อเกาะติดทองลงบนผิวของอนุภาค Fe3O4 พบพีกการ
เลี้ยวเบนเพิ่มที่ต้าแหนํง 2θ เทํากับ 38.18 และ 44.28 ซึ่งเป็นรูปแบบการเลี้ยวเบนของทองอนุภาคนาโน  
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เพ่ือเป็นการยืนยันการพิสูจน์เอกลักษณ์ของอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ที่สังเคราะห์ได๎วํามีทอง
เกาะติดอยูํบนพ้ืนผิวของอนุภาค Fe3O4 ผู๎วิจัยได๎ท้าการพิสูจน์เอกลักษณ์ด๎วยเทคนิคจุลทรรศนศาสตร์
อิเล็กตรอนแบบสํองผําน รายละเอียดดังหัวข๎อถัดไป 

 
3.1.3 ผลการศึกษาขนาดรูปร่างของอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ด้วยเทคนิคจุลทรรศนศาสตร์

อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน 
             เพ่ือศึกษาขนาดและรูปรํางของอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au จึงพิสูจน์เอกลักษณ์ด๎วย
เทคนิคจุลทรรศนศาสตร์อิเล็กตรอนแบบสํองผําน ซึ่งเป็นเทคนิคการวัดพ้ืนผิวและศึกษาลักษณะรูปรํางของ
อนุภาค (วิธีการทดลอง 2.5.1.3) ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 3.3 

 

   
รูปที่ 3.3 รูปรํางและขนาดของอนุภาค (a) Fe3O4 และ (b) อนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ศึกษาด๎วยกล๎อง
จุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสํองผําน 

 
ผลการศึกษาพบวํา Fe3O4 มีรูปรํางเป็นทรงกลมซ๎อนทับกัน ขนาดของอนุภาคประมาณ 20 นาโน

เมตร ดังรูปที่ 3.3 (a) เมื่อทองอนุภาคนาโนเกาะติดบนพ้ืนผิวของ Fe3O4 จะเห็นวํามีจุดเล็กๆลักษณะคล๎าย
เมล็ดเกาะตามผิวของ Fe3O4 ซึ่งเกิดจากการรีดักชันด๎วยโซเดียมโบโรไฮไดร์ของ Au3+ กลายเป็นทองอนุภาค
นาโนบนพ้ืนผิวของ Fe3O4 สํงผลให๎อนุภาคมีขนาดใหญํขึ้น ดังรูปที่ 3.3 (b) ผลการศึกษาสอดคล๎องกับงานวิจัย
ของ Xu J. J. และคณะ [50] ได๎ศึกษาการสังเคราะห์และพิสูจน์เอกลักษณ์ของอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au 
ด๎วยกล๎องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสํองผําน พบวําขนาดอนุภาคของ Fe3O4 เพ่ิมขึ้นอยํางเห็นได๎ชัดเมื่อถูก
เคลือบผิวด๎วยทองอนุภาคนาโน อีกทั้งการกระจายตัวของอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ดีกวําของ Fe3O4 ซึ่ง
แสดงให๎เห็นวําเมื่อมีทองเคลือบที่ผิวของ Fe3O4 จะท้าให๎มีความเสถียรและการกระจายตัวเพ่ิมมากข้ึน 

เพ่ือยืนยันความสามารถในการน้าสํงอิเล็กตรอนของอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ผู๎วิจัยได๎ท้าการ
ประเมินความสามารถในการน้าสํงอิเล็กตรอนด๎วยเทคนิคไซคลิกโวลแทมเมทรี รายละเอียดในหัวข๎อถัดไป 

 
 

(a) (b) 
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3.1.4 ผลการศึกษาการประเมินการน าส่งอิเล็กตรอนของอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ด้วย
เทคนิคไซคลิกโวลแทมเมทรี 

   เพ่ือยืนยันความสามารถในการชํวยน้าสํงอิเล็กตรอนของอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au จึง
ท้าการศึกษาการท้างานของขั้วไฟฟ้าที่ปรับปรุงด๎วยอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au เปรียบเทียบกับขั้วไฟฟ้า
แบบตํางๆ ด๎วยเทคนิคไซคลิกโวลแทมเมทรี (วิธีการทดลอง 2.5.1.4) ผลการศึกษาดังรูปที่ 3.4 

 

 
รูปที่ 3.4 ความสัมพันธ์ระหวํางสัญญาณกระแสและศักย์ไฟฟ้ากระตุ๎นขั้วไฟฟ้าใช๎งานคาร์บอนเพส ศึกษา
สัญญาณกระแสในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (เส๎นกราฟสีด้า) เปรียบเทียบกับขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพส 
(เส๎นกราฟสีแดง) ขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพสปรับปรุงด๎วย Fe3O4 (เส๎นกราฟสีน้้าเงิน) และขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพส
ปรับปรุงด๎วยอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ศึกษาสัญญาณกระแสในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่มี NADPH 
เข๎มข๎น 40 ไมโครโมลาร์ สแกนศักย์ไฟฟ้า -0.7 ถึง +1.0 โวลต์ เทียบกับขั้วไฟฟ้าอ๎างอิงซิลเวอร์-ซิลเวอร์คลอ
ไรด์ อัตราการสแกน 0.05 โวลต์ตํอวินาที  
 

จากผลการทดลองแสดงความสัมพันธ์ระหวํางสัญญาณกระแสและศักย์ไฟฟ้ากระตุ๎นขั้วไฟฟ้าใช๎งาน 
พบวําขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพสตอบสนองตํอการตรวจวัดการเกิดออกซิเดชันของ NADPH ที่ศักย์ไฟฟ้า 0.5 โวลต์ 
เทียบกับขั้วไฟฟ้าอ๎างอิง ซิลเวอร์-ซิลเวอร์คลอไรด์ เมื่อปรับปรุงขั้วไฟฟ้าด๎วยอนุภาค Fe3O4 พบวําขั้วไฟฟ้า
สามารถตอบสนองตํอการเกิดออกซิเดชันของ NADPH และให๎สัญญาณกระแสสูงขึ้น เนื่องจาก Fe3O4 

สามารถชํวยเรํงการน้าสํงอิเล็กตรอนได๎ และส้าหรับขั้วไฟฟ้าที่ปรับปรุงด๎วยอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ให๎
สัญญาณการตอบสนองตํอการเกิดออกซิเดชันของ NADPH สูงที่สุด เนื่องจากในพ้ืนที่ผิวของขั้วไฟฟ้ามี Fe3O4 

ที่ชํวยน้าสํงอิเล็กตรอน และทองอนุภาคนาโน มีสภาพการน้าไฟฟ้าที่สูง ชํวยเรํงการน้าสํงอิเล็กตรอน และมี
พ้ืนที่ผิวมากท้าให๎เกิดปฏิกิริยาได๎มาก สํงผลให๎ความไวในการตรวจวัดดีขึ้น  ผลการศึกษาสอดคล๎องกับผลการ
วิจารณ์ของ He J. และคณะ [65] พบวําเมื่อท้าการปรับปรุงผิวหน๎าขั้วไฟฟ้าด๎วยสารแมํเหล็กอนุภาคนาโน 
(Fe3O4 nanoparticles) สัญญาณการตอบสนองของขั้วไฟฟ้าจะเพ่ิมขึ้นอยํางเห็นได๎ชัด เป็นผลมาจาก
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ความสามารถในการเรํงปฏิกิริยาทางไฟฟ้าของ Fe3O4 แสดงให๎เห็นวํา Fe3O4 มีความสามารถในการน้าไฟฟ้าที่
ยอดเยี่ยม 

ผู๎วิจัยเลือกศึกษาขั้วไฟฟ้าใช๎งานที่ปรับปรุงด๎วยอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพ
การท้างานของไบโอเซนเซอร์ นอกจากนี้ผู๎วิจัยได๎ศึกษากระบวนการน้าสํงอิเล็กตรอนของขั้วไฟฟ้าที่ปรับปรุง
ด๎วยอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ด๎วยเทคนิคไซคลิกโวลแทมเมทรี รายละเอียดในหัวข๎อถัดไป 

 
3.1.5 ผลการศึกษากระบวนการน าส่งอิเล็กตรอนของอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ด้วยเทคนิค

ไซคลิกโวลแทมเมทรี 
   เพ่ือตรวจสอบกระบวนการน้าสํงอิเล็กตรอนของขั้วไฟฟ้าใช๎งานที่ปรับปรุงด๎วยอนุภาคคอร์

เชลล์ Fe3O4@Au ผู๎วิจัยศึกษาผลของอัตราการแสกนที่มีตํอการท้างานของขั้วไฟฟ้า ด๎วยเทคนิคไซคลิกโวล แท
มเมทรี (วิธีการทดลอง 2.5.1.5) ผลการศึกษาดังรูปที่ 3.5 

 

 
รูปที่ 3.5 ความสัมพันธ์ระหวํางสัญญาณกระแสและศักย์ไฟฟ้ากระตุ๎นขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพสที่ปรับปรุงด๎วย
อนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au  ศึกษาสัญญาณกระแสในสารละลายโพแทสเซียมเฮกซะไซยาโนเฟอเรต 
(K3Fe(CN)6

3) เข๎มข๎น 5 มิลลิโมลาร์ ที่ละลายใน 0.1 โมลาร์ โพแทสเซียมคลอไรด์ สแกนศักย์ไฟฟ้าตั้งแตํ -0.6 
ถึง +1.0 โวลต์ เทียบกับข้ัวไฟฟ้าอ๎างอิง ซิลเวอร์-ซิลเวอร์คลอไรด์ ที่อัตราการแสกนจาก 10 ถึง 175 มิลลิโวลต์
ตํอวินาที 
 

จากผลการทดลองแสดงความสัมพันธ์ระหวํางสัญญาณกระแสและศักย์ไฟฟ้ากระตุ๎นขั้วไฟฟ้าใช๎งาน
คาร์บอนเพสที่ปรับปรุงด๎วยอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au  พบวําสัญญาณกระแสที่ได๎จากการตรวจวัดของ
ขั้วไฟฟ้าที่ปรับปรุงด๎วยอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au  เพ่ิมขึ้นเป็นเส๎นตรงเมื่อรากที่ 2 ของอัตราการแสกน
เพ่ิมขึ้น ซึ่งบํงชี้ได๎วําปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นที่ผิวหน๎าขั้วไฟฟ้าที่ถูกพัฒนาขึ้นเป็นแบบผันกลับได๎และถูกควบคุมด๎วย
กระบวนเคลื่อนที่โดยมวล (Mass transfer) สอดคล๎องกับงานวิจัยของ Gu H. Y. และคณะ [55] สังเคราะห์
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อนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ใช๎ปรับปรุงไบโอเซนเซอร์ส้าหรับตรวจวัดหาปริมาณของฮีโมโกลบิน (Hb) ท้า
การพิสูจน์เอกลักษณ์ทางเคมีไฟฟ้าของไบโอเซนเซอร์ที่ถูกปรับปรุงด๎วยเทคนิคไซคลิกโวลแทมเมทรี ตรวจวัด
โดยใช๎สารละลายโพแทสเซียมเฮกซะไซยาโนเฟอเรต (K3Fe(CN)6

3) เข๎มข๎น 1 มิลลิโมลาร์ ที่ละลายใน 0.1 โม
ลาร์ โพแทสเซียมคลอไรด์ ศึกษาที่อัตราการแสกนจาก 20-400 มิลลิโวลต์ตํอวินาที พบวําสัญญาณกระแส
เพ่ิมข้ึนเป็นเส๎นตรงเมื่อเพ่ิมอัตราการแสกน  

ผู๎วิจัยสังเคราะห์อนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au เพ่ือชํวยเพ่ิมประสิทธิภาพในการตรึงเอนไซม์อะลานีน
ดีไฮโดรจีเนส ดังนั้นเพ่ือเป็นการยืนยันวําเอนไซม์ถูกตรึงอยูํบนพ้ืนผิวของอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ผู๎วิจัย
ได๎ท้าการพิสูจน์เอกลักษณ์ด๎วยเทคนิคอินฟราเรด สเปกโตรสโกปี เทคนิคจุลทรรศนศาสตร์อิเล็กตรอนแบบสํอง
กราด ในขณะเดียวกันศึกษาความสามารถในการน้าสํงอิเล็กตรอนด๎วยเทคนิคไซคลิกโวลแทมเมทรีและเทคนิค
โครโนแอมเพอโรเมทรี รายละเอียดของผลการทดลอง ดังนี้ 
 
3.2 ผลการศึกษาการเตรียมและพิสูจน์เอกลักษณ์ของเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนสเกาะติดอนุภาคคอร์เชลล์ 
Fe3O4@Au  

สังเคราะห์อนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการตรึงเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดร
จีเนสบนผิวหน๎าของขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพสและขั้วไฟฟ้าพิมพ์สกรีนคาร์บอน เพ่ือเป็นการยืนยันวําเอนไซม์ถูก
ตรึงอยูํบนพ้ืนผิวของอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au จึงท้าการศึกษาเอกลักษณ์ของเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดร
จีเนสเกาะติดอนุภาคคอร์เชลล์ ด๎วยเทคนิคอินฟราเรด สเปกโตรสโกปี รายละเอียดในหัวข๎อถัดไป 

 
3.2.1 ศึกษาเอกลักษณ์ของอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ตรึงด้วยเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส 

ด้วยเทคนิคอินฟราเรด สเปกโตรสโกปี 
เพ่ือยืนยันวําเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนสถูกตรึงอยูํบนพ้ืนผิวของอนุภาคคอร์เชลล์ 

Fe3O4@Au จึงพิสูจน์เอกลักษณ์ด๎วยเทคนิคอินฟราเรด สเปกโตรสโกปี โดยเปรียบเทียบผลของสเปกตราการ
ดูดกลืนแสงอินฟราเรดของ Fe3O4 อนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au และอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ตรึงด๎วย
เอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส (วิธีการทดลอง 2.5.2.1) ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 3.6 
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รูปที่ 3.6 สเปกตราการดูดกลืนแสงอินฟราเรด (FT-IR spectrums) ของ Fe3O4 (เส๎นกราฟสีด้า) อนุภาคคอร์
เชลล์ Fe3O4@Au (เส๎นกราฟสีแดง) และอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ตรึงด๎วยเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส 
(เส๎นกราฟสีน้้าเงิน) 
 
 จากผลการทดลองพบวํา Fe3O4 มีพีกการดูดกลืนแสงอินฟาเรดที่ 580 cm-1 เกิดจากการสั่นแบบยืด
หด (Stretching) ของพันธะ Fe-O ของ Fe3O4 และพีกการดูดกลืนที่ 3300-3500 cm-1 เกิดจากการสั่นแบบ
ยืดหดของพันธะ O-H ซึ่งเป็นการสั่นของหมูํไฮดรอกซิลบนพ้ืนผิวของอนุภาค เนื่องจากในขั้นตอนการ
สังเคราะห์ใช๎น้้าเป็นตัวท้าละลาย สํงผลให๎น้้าถูกดูดซับบนพื้นผิวของ Fe3O4 และเมื่ออนุภาค Fe3O4 ถูกเคลือบ
ด๎วยทองอนุภาคนาโน ไมํพบการเปลี่ยนแปลงของเสปกตรัมการดูดกลืนแสงอินฟาเรด เนื่องจากทองอนุภาคนา
โนไมํดูดกลืนแสงในชํวงอินฟราเรด และหลังจากตรึงเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนสลงบนพ้ืนผิวของอนุภาคคอร์
เชลล์ Fe3O4@Au พบพีกการสั่นที่ 1100 cm-1 เป็นผลมาจากการสั่นแบบยืดหดของพันธะ C–N ของกรดอะมิ
โนที่มีอยูํในโครงสร๎างของเอนไซม์ ได๎แกํ โฮโมซีสเทอีน (Homocysteine) เมไทโอนีน (Methionine) เป็นต๎น 
ผลการศึกษาสอดคล๎องกับงานวิจัยของ Bordbar A. K.  และคณะ [51]  สังเคราะห์อนุภาคคอร์เชลล์ 
Fe3O4/APTES โดยมี แมกนี ไทต์  เป็ นคอร์  (Core) ใช๎ อะมิ โน โพร พิล ไตร เอทอกซี ไซ เลน 
(Aminpropyltriethoxysilane, APTES) ท้าหน๎าที่เป็นเชลล์ (Shell) พิสูจน์เอกลักษณ์ด๎วยเทคนิคอินฟราเรด 
สเปกโตรสโกปี พบพีกการดูดกลืนแสงอินฟาเรดของ Fe3O4 ที่ 576 cm-1 ซึ่งเป็นพีกการสั่นแบบยืดหด 
(Stretching) ของพันธะ Fe-O และพีกการดูดกลืนที่ 3300–3450 cm-1 เป็นพีกการสั่นแบบยืดหดของ –OH 
และเมื่ออนุภาค Fe3O4 ถูกเคลือบด๎วย APTES พบพีกการดูดกลืนแสงอินฟาเรดที่ 1109 cm-1 ซึ่งเป็นพีกการ
สั่นแบบยืดหดของ C–N 

เพ่ือศึกษาลักษณะพ้ืนผิวของขั้วไฟฟ้าหลังจากท้าการปรับปรุงด๎วยอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au และ
ตรึงด๎วยเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส ผู๎วิจัยได๎ท้าการพิสูจน์เอกลักษณ์ด๎วยเทคนิคจุลทรรศนศาสตร์
อิเล็กตรอนแบบสํองกราด รายละเอียดดังหัวข๎อถัดไป 
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3.2.2 ผลการศึกษาลักษณะพื้นผิวของข้ัวไฟฟ้าที่ตรึงด้วยเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนสเกาะติด
อนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ด้วยเทคนิคจุลทรรศนศาสตร์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด 

เพ่ือศึกษาลักษณะพ้ืนผิวของขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพสที่ปรับปรุงด๎วยอนุภาคคอร์เชลล์ 
Fe3O4@Au ตรึงด๎วยเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส จึง พิสูจน์เอกลักษณ์ด๎วยเทคนิคจุลทรรศนศาสตร์
อิเล็กตรอนแบบสํองกราด โดยเปรียบเทียบกับพ้ืนผิวของขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพสที่ไมํได๎ท้าการปรับปรุง และ
พ้ืนผิวของขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพสที่ปรับปรุงเฉพาะอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au (วิธีการทดลอง 2.5.2.2) ผล
การทดลองแสดงดังรูปที่ 3.7 
 

 
รูปที่ 3.7 ลักษณะพ้ืนผิวของขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพส (a) ก้าลังขยาย 200 เทํา (b) ก้าลังขยาย 3000 เทํา 
ขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพสปรับปรุงด๎วยอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au (c) ก้าลังขยาย 200 เทํา (d) ก้าลังขยาย 
3000 เทํา และขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพสปรับปรุงด๎วยอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ตรึงด๎วยเอนไซม์อะลานีนดี
ไฮโดรจีเนส (e) ก้าลังขยาย 200 เทํา (f) ก้าลังขยาย 3000 เทํา 
 
 จากผลการศึกษาพบวํา อนุภาคของคาร์บอนกระจายและเหลื่อมซ๎อนกันบนพ้ืนผิวของขั้วไฟฟ้า
คาร์บอนเพสที่ไมํได๎ท้าการปรับปรุง และมีชั้นของน้้ามันเคลือบอยูํที่ผิวของอนุภาคคาร์บอนอยํางชัดเจน 
เนื่องจากคาร์บอนเพสเตรียมจากการน้าผงคาร์บอนผสมกับน้้ามันแรํ (Mineral oil) เพ่ือท้าให๎กลายเป็นเพส 
เมื่อท้าการปรับปรุงขั้วไฟฟ้าด๎วยอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au พบวําอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ไปยึดเกาะ
อยูํบนผิวของอนุภาคคาร์บอน สํงผลให๎ชั้นน้้ามันเคลือบอยูํที่ผิวของอนุภาคคาร์บอนหายไป และยิ่งไปกวํานั้น
เมื่อตรึงด๎วยเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนสจะเห็นชั้นของโปรตีนปกคลุมที่ผิวหน๎าของคาร์บอนเพส ผล
การศึกษาสอดคล๎องกับงานวิจัยของ Pundir C.S. และคณะ [66] ปรับปรุงผิวหน๎าขั้วไฟฟ้าทองด๎วย Fe3O4  มัลติ
วอลล์คาร์บอนนาโนทิวป์ (MWCNT) และเอนไซม์อะเซติลโคลีนเอสเตอเรส (Acetylcholinesterase; AChE) 
ท้าการศึกษาลักษณะพ้ืนผิวของขั้วไฟฟ้าด๎วยเทคนิคจุลทรรศนศาสตร์อิเล็กตรอนแบบสํองกราด พบวําผิวหน๎า
ของขั้วไฟฟ้าปกคลุมไปด๎วยชั้นโปรตีนของเอนไซม์    
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เพ่ือยืนยันความสามารถในการเรํงปฏิกิริยาของเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส และยืนยัน
ความสามารถในการน้าสํงอิเล็กตรอนของอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ผู๎วิจัยศึกษาความไวในการวิเคราะห์
ของขั้วไฟฟ้าที่ถูกปรับปรุง ด๎วยเทคนิคไซคลิกโวลแทมเมทรี รายละเอียดในหัวข๎อถัดไป 

 
 3.2.3 ผลการศึกษาประเมินความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส
เกาะติดอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ด้วยเทคนิคไซคลิกโวล แทมเมทรี 

เพ่ือยืนยันความสามารถในการเรํงปฏิกิริยาของเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส และ
ความสามารถในการน้าสํงอิเล็กตรอนของอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ผู๎วิจัยศึกษาเปรียบเทียบการ
ตอบสนองตํอสัญญาณกระแสของขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพสแบบตํางๆ ได๎แกํ (1) ขั้วไฟฟ้าที่ไมํได๎ปรับปรุง (2) 
ขั้วไฟฟ้าที่ปรับปรุงด๎วยอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au (3) ขั้วไฟฟ้าที่ปรับปรุงด๎วยเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดร
จีเนส และ (4) ขั้วไฟฟ้าที่ปรับปรุงทั้งอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au  และเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส 
วิเคราะห์สัญญาณกระแสตามปริมาณของแอมโมเนียมไอออนที่ความเข๎มข๎น 0.3 เปอร์เซ็นต์ ในสภาวะที่มีไพรู
เวตเป็นสารตั้งต๎น และ NADPH เป็นโคแฟกเตอร์ ศึกษาด๎วยเทคนิคไซคลิกโวลแทมเมทรี (วิธีการทดลอง 
2.5.2.3) ผลการศึกษาแสดงดังรูปที่ 3.8 

 

 
รูปที่ 3.8 ความสัมพันธ์ระหวํางสัญญาณกระแสและศักย์ไฟฟ้าของขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพส (เส๎นกราฟสีด้า) 
ขั้วไฟฟ้าที่ปรับปรุงด๎วยอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au (เส๎นกราฟสีแดง) ขั้วไฟฟ้าที่ปรับปรุงด๎วยเอนไซม์อะ
ลานีนดีไฮโดรจีเนส (เส๎นกราฟสีน้้าเงิน) และขั้วไฟฟ้าที่ปรับปรุงทั้งอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au  และ
เอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส (เส๎นกราฟสีฟ้า) ศึกษาสัญญาณกระแสในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่มีไพรู
เวตและ NADPH เข๎มข๎น 10 ไมโครโมลาร์ และสารละลาย 0.3 เปอร์เซ็นต์ แอมโมเนียมไอออน สแกน
ศักย์ไฟฟ้าจาก -0.7 ถึง +1.0 โวลต์ เทียบกับขั้วไฟ ฟ้าอ๎างอิง ซิลเวอร์-ซิลเวอร์คลอไรด์ อัตราการสแกน 0.05 
โวลต์ตํอวินาที  
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จากผลการทดลอง พบวําขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพสที่ปรับปรุงทั้งอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au และ
เอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส ให๎สัญญาณกระแสสูงที่สุด เนื่องจากขั้วไฟฟ้านี้อาศัยการท้างานของเอนไซม์อะ
ลานีนดีไฮโดรจีเนส เรํงปฏิกิริยารีดักทีฟอะมิเนชัน (Reductive amination) ของไพรูเวตได๎ผลิตภัณฑ์เป็นอะ
ลานีน ในสภาวะที่มี NADPH เป็นโคแฟกเตอร์ โดยในระหวํางการเกิดปฏิกิริยา เอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนสจะ
ใช๎แอมโมเนียมไอออนเพ่ือให๎ไพรูเวตเกิดปฏิกิริยาอะมิเนชันได๎อยํางจ้าเพาะเจาะจง และ NADPH จะถูก
ออกซิไดซ์ไปเป็น NADP+ และได๎รับ 2 อิเล็กตรอน ท้าให๎สามารถตรวจวัดจ้านวนอิเล็กตรอนจากการ
เกิดปฏิกิริยาได๎ นอกจากนี้ขั้วไฟฟ้านี้ยังถูกปรับปรุงด๎วยอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ซึ่ง Fe3O4 ชํวยเพ่ิม
ประสิทธิภาพในการตรึงเอนไซม์บนผิวหน๎าของขั้วไฟฟ้าและยังสามารถชํวยเรํงการน้าสํงอิเล็กตรอน และทอง
อนุภาคนาโนที่เคลือบอยูํบนผิวของ Fe3O4 สามารถสร๎างพันธะโคเวเลนต์กับหมูํไทออล (Thiol) หรือหมูํเอมีน 
(Amine) ภายในโครงสร๎างของเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส  ท้าให๎ทองอนุภาคนาโนเปรียบเสมือนเป็น
สะพานเชื่อมในการขนสํงอิเล็กตรอนได๎โดยตรง ท้าให๎การขนสํงอิเล็กตรอนรวดเร็วขึ้น มีสํวนชํวยท้าให๎
ไบโอเซนเซอร์มีสภาพไวสูงขึ้น ผลการศึกษาสอดคล๎องกับผลการวิจารณ์ของ Li J. และคณะ [67] ได๎อธิบายการ
เกิดพันธะระหวํางทองอนุภาคนาโนกับหมูํเอมีนหรือหมูํไทออลในโครงสร๎างของเอนไซม์ ดังนั้นการปรับปรุง
ขั้วไฟฟ้าด๎วยอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ชํวยเพิ่มการน้าสํงอิเล็กตรอนตามคุณสมบัติของทองอนุภาคนาโน 

 นอกจากนี้ผู๎วิจัยยืนยันความสามารถการตอบสนองตํอสัญญาณกระแสของขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพสที่
ปรับปรุงด๎วยอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au และเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส ด๎วยเทคนิคโครโนแอมเพอโร
เมทรี เพื่อน้าไปสูํการสร๎างไบโอเซนเซอร์ตํอไป รายละเอียดดังหัวข๎อถัดไป 
 

3.2.4 ผลการศึกษาประเมินความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส
เกาะติดอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ด้วยเทคนิคโครโนแอมเพอโรเมทรี 
  เพ่ือยืนยันความสามารถการตอบสนองตํอสัญญาณกระแสของขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพสที่
ปรับปรุงด๎วยอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au และเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส ผู๎วิจัยศึกษาเปรียบเทียบการ
ตอบสนองตํอสัญญาณกระแสของขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพสแบบตํางๆ ได๎แกํ (1) ขั้วไฟฟ้าที่ไมํได๎ปรับปรุง (2) 
ขั้วไฟฟ้าที่ปรับปรุงด๎วยอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au และ (3) ขั้วไฟฟ้าที่ปรับปรุงทั้งอนุภาคคอร์เชลล์ 
Fe3O4@Au  และเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส วิเคราะห์สัญญาณกระแสตามปริมาณของแอมโมเนียมไอออน
ที่ความเข๎มข๎น 0.1 เปอร์เซ็นต์ ในสภาวะที่มีไพรูเวตเป็นสารตั้งต๎น และ NADPH เป็นโคแฟกเตอร์ ศึกษาด๎วย
เทคนิคโครโนแอมเพอโรเมทรี (วิธีการทดลอง 2.5.2.4) ผลการศึกษาแสดงดังรูปที่ 3.9 
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รูปที่ 3.9 ความสัมพันธ์ระหวํางสัญญาณกระแสและเวลาของขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพส (เส๎นกราฟสีด้า) ขั้วไฟฟ้าที่
ปรับปรุงด๎วยอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au (เส๎นกราฟสีแดง) และขั้วไฟฟ้าที่ปรับปรุงทั้งอนุภาคคอร์เชลล์ 
Fe3O4@Au  และเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส (เส๎นกราฟน้้าเงิน) ศึกษาสัญญาณกระแสในสารละลาย
ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่มีไพรูเวตและ NADPH เข๎มข๎น 10 ไมโครโมลาร์ และสารละลาย 0.1 เปอร์เซ็นต์ 
แอมโมเนียมไอออน ศึกษาท่ีศักย์กระตุ๎นที่ +0.60 โวลต์ เทียบกับข้ัวไฟฟ้าอ๎างอิง ซิลเวอร์-ซิลเวอร์คลอไรด์ 
 

จากผลการทดลอง พบวําขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพสที่ปรับปรุงด๎วยอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au และ
เอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส ให๎สัญญาณกระแสสูงที่สุด เนื่องจากขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพสที่ใช๎นี้อาศัย
ความสามารถในการเรํงปฏิกิริยาของเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส และความสามารถในการน้าสํงอิเล็กตรอน
ของอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ดังที่ได๎อธิบายมาแล๎วข๎างต๎น (ผลการทดลอง 3.2.3 ) 

จากผลการศึกษานี้ ผู๎วิจัยเลือกขั้วไฟฟ้าใช๎งานที่ปรับปรุงด๎วยอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au และ
เอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการท้างานของไบโอเซนเซอร์ ผู๎วิจัยได๎ศึกษาสภาวะที่
เหมาะสมตํอการท้างานขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพสปรับปรุงด๎วยอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au และเอนไซม์อะลานีน
ดีไฮโดรจีเนส ตรวจวัดในระบบการวิเคราะห์แบบปกติ เพ่ือหาสภาวการณ์ทดลองที่เหมาะสมเบื้องต๎นของ
ไบโอเซนเซอร์ส้าหรับตรวจวัดแอมโมเนียมไอออน รายละเอียดในหัวข๎อถัดไป 
 
3.3 ผลการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการท างานของไบโอเซนเซอร์ ตรวจวิเคราะห์ในระบบปกติ 

เพ่ือให๎ได๎ขั้วไฟฟ้าที่เหมาะสมส้าหรับใช๎เป็นไบโอเซนเซอร์ที่มีประสิทธิภาพการท้างานสูง การศึกษา
สภาวะที่เหมาะสมตํอการท้างานของขั้วไฟฟ้าที่ปรับปรุงด๎วยอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au และเอนไซม์อะ
ลานีนดีไฮโดรจีเนส จึงเป็นตัวแปรที่ส้าคัญส้าหรับการวิเคราะห์แอมโมเนียมไอออน ผู๎ วิจัยศึกษาตัวแปรตํางๆ 
ดังนี้ ศึกษาเวลาในการตรึงเอนไซม์ ศึกษาจ้านวนอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au และปริมาณเอนไซม์บนผิวหน๎า
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ขั้วไฟฟ้า ศึกษาสภาวะศักย์กระตุ๎น ศึกษาสภาวะความเป็นกรด-เบสของสารละลายอิเล็กโตรไลต์เกื้อหนุน
ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ ศึกษาปริมาณสารตั้งต๎นไพรูเวตและปริมาณโคแฟกเตอร์ NADPH ตามล้าดับ 
 
 3.3.1 ศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมต่อการตรึงเอนไซม์บนผิวหน้าขั้วไฟฟ้า 

 ระยะเวลาในการตรึงเอนไซม์บนผิวหน๎าของขั้วไฟฟ้าเป็นปัจจัยหนึ่งที่ต๎องศึกษา เพ่ือให๎ได๎
ไบโอเซนเซอร์ที่สามารถสร๎างและตรวจวัดได๎งําย รวดเร็ว และมีประสิทธิภาพมากที่สุด ผู๎วิจัยศึกษาระยะเวลา
ในการตรึงเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนสเกาะติดอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au บนผิวหน๎าขั้วไฟฟ้า 5, 10, 20, 
30 และ 40 นาที ผลการศึกษาดังรูปที่ 3.10 (วิธีการทดลอง 2.5.3.1) 

 

 
รูปที่ 3.10 ความสัมพันธ์ระหวํางสัญญาณกระแสและระยะเวลาในการตรึงเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส
เกาะติดอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au บนผิวหน๎าของขั้วไฟฟ้า ตั้งแตํ 5 ถึง 40 นาที ศึกษาในสารละลาย
ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 ที่มีไพรูเวตและ NADPH เข๎มข๎น 10 ไมโครโมลาร์ และสารละลาย 0.1 เปอร์เซ็นต์ 
แอมโมเนียมไอออน ศึกษาท่ีศักย์กระตุ๎นที่ +0.60 โวลต์ เทียบกับข้ัวไฟฟ้าซิลเวอร์-ซิลเวอร์คลอไรด์ 
 

จากผลการทดลองแสดงความสัมพันธ์ระหวํางสัญญาณกระแสและระยะเวลาในการตรึงเอนไซม์อะ
ลานีนดีไฮโดรจีเนสเกาะติดอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au บนผิวหน๎าของขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพส พบวําเวลาใน
การตรึงเอนไซม์ที่ 10 นาที ให๎สัญญาณกระแสสูงและเป็นเวลาที่เหมาะสมมากที่สุด เนื่องจากถ๎าใช๎เวลาในการ
ตรึงเอนไซม์น๎อยเกินไปจะท้าให๎เอนไซม์ยึดเกาะบนผิวหน๎าขั้วไฟฟ้าได๎ไมํดี สํงผลให๎เกิดความแปรปรวนในการ
ตรวจวัดสูง ในขณะที่เมื่อใช๎เวลาในการตรึงเอนไซม์มากเกินไปจะท้าให๎มีเอนไซม์และอนุภ าคคอร์เชลล์ 
Fe3O4@Au มายึดเกาะบนผิวหน๎าขั้วไฟฟ้ามาก สํงผลให๎เกิดชั้นที่หนาของเอนไซม์และอนุภาคบนพ้ืนผิวของ
ขั้วไฟฟ้า ท้าให๎กีดก้ันการขนสํงอิเล็กตรอนจากสารละลายมายังผิวหน๎าขั้วไฟฟ้า ผลการศึกษาสอดคล๎องกับการ
วิจารณ์ของ Noronha S.B. และคณะ [68] ท้าการตรึงเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสลงบนขั้วไฟฟ้ากลาสซีคาร์บอน
เพ่ือสร๎างกลูโคสไบโอเซนเซอร์ พบวําเมื่อใช๎เวลาในการตรึงเอนไซม์มาก ไมํสํงผลให๎สัญญาณการตอบสนองของ
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ไบโอเซนเซอร์เพิ่มขึ้น ดังนั้นผู๎วิจัยเลือกระยะเวลาในการตรึงเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนสเกาะติดอนุภาคคอร์
เชลล์ Fe3O4@Au ที่เหมาะสมคือ 10 นาที เพ่ือให๎ได๎ไบโอเซนเซอร์ที่สามารถสร๎างได๎งําย รวดเร็ว และให๎
ประสิทธิภาพที่สูง 
 นอกจากนี้ผู๎วิจัยได๎ท้าการศึกษาจ้านวนอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ที่เหมาะสมบนผิวหน๎าของ
ขั้วไฟฟ้า รายละเอียดดังหัวข๎อถัดไป 
 

3.3.2 ผลการศึกษาจ านวนอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ที่เหมาะสมบนผิวหน้าขั้วไฟฟ้าใช้งาน 
อนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ชํวยในการตรึงเอนไซม์บนผิวหน๎าของขั้วไฟฟ้าให๎มีอายุการ

ท้างานนานขึ้น และยังชํวยเพ่ิมความไวของไบโอเซนเซอร์ ดังนั้นจ้านวนของอนุภาคคอร์เชลล์จึงมีความส้าคัญ
ตํอความไวของการวิเคราะห์และอายุการใช๎งาน ผู๎วิจัยศึกษาจ้านวนของอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ที่ใช๎ใน
การตรึงเอนไซม์บนผิวหน๎าขั้วไฟฟ้า ตั้งแตํ 1 × 10-3 ถึง 5 × 10-3 มิลลิกรัมแมกนีไทต์ตํอตารางเซนติเมตร ผล
การทดลองรูปที่ 3.11 (วิธีการทดลอง 2.5.3.2 ) 

 

 
รูปที่ 3.11 ความสัมพันธ์ระหวํางสัญญาณกระแสและจ้านวนอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au บนผิวหน๎าของ
ขั้วไฟฟ้า ศึกษาจ้านวนอนุภาคตั้งแตํ 1 × 10-3 ถึง 5 × 10-3 มิลลิกรัมแมกนีไทต์ตํอตารางเซนติเมตร ใน
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 ที่มีไพรูเวตและ NADPH เข๎มข๎น 10 ไมโครโมลตํอลิตร และสารละลาย 
0.1 เปอร์เซ็นต์ แอมโมเนียมไอออน ศึกษาท่ีศักย์กระตุ๎นที่ +0.60 โวลต์ เทียบกับข้ัวไฟฟ้าซิลเวอร์-ซิลเวอร์คลอ
ไรด์ 
 

จากผลการทดลองแสดงความสัมพันธ์ระหวํางสัญญาณกระแสและจ้านวนอนุภาคคอร์เชลล์ 
Fe3O4@Au บนผิวหน๎าของขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพส พบวําสัญญาณการตอบสนองของขั้วไฟฟ้าเพ่ิมขึ้นเรื่อยๆ เมื่อ
เพ่ิมปริมาณของอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au และการตอบสนองสูงที่สุดเมื่อปรับปรุงขั้วไฟฟ้าด๎วยอนุภาคคอร์
เชลล์ Fe3O4@Au จ้านวน 3 × 10-3 มิลลิกรัมแมกนีไทต์ตํอตารางเซนติเมตร เนื่องจาก Fe3O4 สามารถชํวยเรํง
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การน้าสํงอิเล็กตรอน และทองอนุภาคนาโนที่เคลือบอยูํบนผิวของ Fe3O4 สามารถสร๎างพันธะโคเวเลนต์กับหมูํ
ไทออล (Thiol) หรือหมูํเอมีน (Amine) ภายในโครงสร๎างของเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส  ท้าให๎ทองอนุภาค
นาโนเปรียบเสมือนเป็นสะพานเชื่อมในการขนสํงอิเล็กตรอนได๎โดยตรง ท้าให๎การขนสํงอิเล็กตรอนรวดเร็วขึ้น 
สํงผลให๎ขั้วไฟฟ้ามีสภาพไวสูงขึ้น แตํเมื่อใช๎อนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au มากขึ้น สัญญาณการตอบสนองที่ได๎
ลดลงและเริ่มคงที่ เนื่องจากปริมาณที่มากเกินไปท้าให๎เกิดชั้นของอนุภาคบนพ้ืนผิวของขั้วไฟฟ้ามีความหนา
มากขึ้น และอาจเกาะกันเป็นกลุํมใหญํ สํงผลให๎ประสิทธิภาพของการตรึงเอนไซม์ไมํดี สัญญาณการวิเคราะห์ที่
ได๎จึงลดลง ดังนั้นผู๎วิจัยเลือกปรับปรุงขั้วไฟฟ้าใช๎งานด๎วยอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au จ้านวน 3 × 10-3  
มิลลิกรัมแมกนีไทต์ตํอตารางเซนติเมตร ผลการศึกษาสอดคล๎องกับการวิจารณ์ของ Chen G. และคณะ [69] 
สร๎างเซนเซอร์ตรวจวัดทางไฟฟ้าโดยปรับปรุงผิวหน๎าขั้วไฟฟ้าด๎วยคอมโพสิตของคาร์บอนนาโนทิวกับแมํเหล็ก
อนุภาคนาโน (Carbon nanotube/nano-Fe3O4 composite) พบวําสัญญาณการวิเคราะห์ลดลงเมื่อมี
ปริมาณสารคอมโพสิตบนผิวหน๎าขั้วไฟฟ้ามากเกินไป เนื่องจากสารคอมโพสิตสํวนเกินรบกวนการแพรํของสาร
ที่ต๎องการวิเคราะห์บนผิวหน๎าของเซนเซอร์ 
 นอกจากนี้ผู๎วิจัยยังได๎ท้าการศึกษาปริมาณเอนไซม์ที่เหมาะสมบนผิวหน๎าของขั้วไฟฟ้า รายละเอียดดัง
หัวข๎อถัดไป 
 

3.3.3 ผลการศึกษาปริมาณเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนสที่เหมาะสมบนผิวหน้าขั้วไฟฟ้าใช้งาน 
 จากการศึกษาการท้างานของไบโอเซนเซอร์ เอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนสที่ตรึงบนผิวหน๎า

ขั้วไฟฟ้ามีผลตํอความไวในการวิเคราะห์ ดังนั้นปริมาณของเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนสจึงเป็นปัจจัยส้าคัญที่
สํงผลตํอประสิทธิภาพการท้างานของไบโอเซนเซอร์ ผู๎วิจัยศึกษาปริมาณของเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนสที่ใช๎
ในการตรึงบนผิวหน๎าขั้วไฟฟ้า ตั้งแตํ 0.05 ถึง 0.8 ยูนิตตํอตารางเซนติเมตร ผลการทดลองดังรูปที่ 3.12 
(วิธีการทดลอง 2.5.3.3 ) 
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รูปที่ 3.12 ความสัมพันธ์ระหวํางสัญญาณกระแสและปริมาณเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนสบนผิวหน๎าของ
ขั้วไฟฟ้า ศึกษาปริมาณตั้งแตํ 0.05 ถึง 0.8 ยูนิตตํอตารางเซนติเมตร ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 
ที่มีไพรูเวตและ NADPH เข๎มข๎น 10 ไมโครโมลตํอลิตร และสารละลาย 0.1 เปอร์เซ็นต์ แอมโมเนียมไอออน 
ศึกษาท่ีศักย์กระตุ๎นที่ +0.60 โวลต์ เทียบกับข้ัวไฟฟ้าซิลเวอร์-ซิลเวอร์คลอไรด์ 
 

จากผลการทดลองแสดงความสัมพันธ์ระหวํางสัญญาณกระแสและปริมาณเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดร
จีเนส ที่ตรึงบนขั้วไฟฟ้าใช๎งาน พบวําการตอบสนองของขั้วไฟฟ้าเพ่ิมขึ้นตามปริมาณของเอนไซม์ที่เพ่ิมขึ้น 
เนื่องจากสัญญาณกระแสที่ได๎ข้ึนอยูํกับจ้านวนอิเล็กตรอน และจ้านวนอิเล็กตรอนนั้นได๎มาจากการเรํงปฏิกิริยา
ของเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส ดังนั้นเมื่อมีปริมาณของเอนไซม์น๎อย ความสามารถในการตอบสนองตํอการ
ตรวจวัดแอมโมเนียมไอออนจึงมีน๎อยด๎วย จนถึงปริมาณเอนไซม์ที่ผิวหน๎าขั้วไฟฟ้า 0.1 ยูนิตตํอตาราง
เซนติเมตร ให๎สัญญาณการตอบสนองสูงสุด ในขณะที่ปริมาณเอนไซม์ที่ผิวหน๎าขั้วไฟฟ้าสูงขึ้น พบวําสัญญาณ
การตอบสนองลดต่้าลง เนื่องจากปริมาณของเอนไซม์ที่มากเกินไปจะท้าให๎การแพรํเกิดการจ้ากัด สํงผลให๎
สัญญาณกระแสที่ได๎ลดลง ดังนั้นผู๎วิจัยจึงเลือกปริมาณเอนไซม์ 0.1 ยูนิตตํอตารางเซนติเมตร ในการตรึงบน
ขั้วไฟฟ้าใช๎งาน ซึ่งสอดคล๎องกับงานวิจัยของ Apetrei C. [70] และคณะ ได๎พัฒนาไบโอเซนเซอร์โดยตรึง
เอนไซม์ไทโรซีเนส (Tyrosinase) ลงบนขั้วไฟฟ้าพิมพ์สกรีนคาร์บอน พบวําสัญญาณการตอบสนองของ
ไบโอเซนเซอร์ลดลง เมื่อปริมาณเอนไซม์ที่ผิวหน๎าขั้วไฟฟ้าเพ่ิมขึ้น เป็นผลมาจากปริมาณเอนไซม์ที่เพ่ิมมากขึ้น
ท้าให๎การแพรํของสารตัวกลาง NADH ถูกจ้ากัด 
 นอกจากนี้ผู๎วิจัยยังได๎ท้าการศึกษาสภาวะศักย์กระตุ๎นที่เหมาะสมในการกระตุ๎นสารตัวกลางทางไฟฟ้า 
รายละเอียดดังหัวข๎อถัดไป 

 
 3.3.4 ผลการศึกษาศักย์ไฟฟ้าที่เหมาะสมในการกระตุ้นสารตัวกลางทางไฟฟ้า 

ศักย์กระตุ๎นสารตัวกลางทางไฟฟ้ามีความส้าคัญตํอความไวในการวิเคราะห์และหลีกเลี่ยง
สัญญาณรบกวนจากสารรบกวน ผู๎วิจัยศึกษาศักย์ไฟฟ้าที่เหมาะสมในการกระตุ๎นขั้วไฟฟ้าเพ่ือให๎เกิดการรับสํง
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อิเล็กตรอนที่ได๎จากการเรํงปฏิกิริยาของเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส ผลการศึกษาดังรูปที่ 3.13 (วิธีการ
ทดลอง 2.5.3.4) 

 

 
รูปที่ 3.13 ความสัมพันธ์ระหวํางสัญญาณกระแสและศักย์กระตุ๎นขั้วไฟฟ้าใช๎งานที่ปรับปรุงด๎วยอนุภาคคอร์
เชลล์ Fe3O4@Au จ้านวน 3 × 10-3 มิลลิกรัมแมกนีไทต์ตํอตารางเซนติเมตร และเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดร
จีเนส ปริมาณ 0.1 ยูนิตตํอตารางเซนติเมตร ศึกษาที่ศักย์กระตุ๎นตั้งแตํ +0.4 ถึง +0.7 โวลต์ เทียบกับขั้วไฟฟ้า
ซิลเวอร์-ซิลเวอร์คลอไรด์ ศึกษาในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 ที่มีไพรูเวตและ NADPH เข๎มข๎น 10 
ไมโครโมลาร์ และสารละลาย 0.1 เปอร์เซ็นต์ แอมโมเนียมไอออน  
 

จากผลการทดลองแสดงความสัมพันธ์ระหวํางสัญญาณกระแสและศักย์ไฟฟ้าที่ใช๎กระตุ๎นขั้วไฟฟ้าใช๎
งานที่ถูกปรับปรุง พบวําสัญญาณการตอบสนองเพ่ิมขึ้นเมื่อศักย์กระตุ๎นเพ่ิมขึ้น ดังนั้นผู๎วิจัยเลือกศักย์ไฟฟ้าที่ 
+0.6 โวลต์ เทียบกับขั้วไฟฟ้าอ๎างอิงซิลเวอร์-ซิลเวอร์คลอไรด์ เป็นศักย์กระตุ๎นที่เหมาะสม ซึ่งสอดคล๎องกับ
งานวิจัยของ Tan L.L. และคณะ [22] ได๎พัฒนาแอมเพอโรเมทริกไบโอเซนเซอร์ส้าหรับตรวจวัดหาปริมาณของ
แอมโมเนียมไอออน โดยตรึงเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจี เนสในเมทาคริลิกเมมเบรน ( Methacrylic 
membrane) บนขั้วไฟฟ้าพิมพ์สกรีนคาร์บอน พบวําการตอบสนองของไบโอเซนเซอร์ เพ่ิมขึ้นเมื่อศักย์กระตุ๎น
เพ่ิมข้ึน และสามารถท้างานได๎ดีที่ศักย์กระตุ๎น +0.6 โวลต์ เทียบกับขั้วไฟฟ้าอ๎างอิงซิลเวอร์-ซิลเวอร์คลอไรด์ 

นอกจากนี้ผู๎วิจัยยังได๎ท้าการศึกษาความเป็นกรด-เบส ที่เหมาะสมของสารละลายอิเล็กโทรไลต์
เกื้อหนุนฟอตเฟสบัฟเฟอร์ รายละเอียดดังหัวข๎อถัดไป 

 
 
 
 



96 
 

3.3.5 ผลการศึกษาความเป็นกรด-เบส ที่เหมาะสมของสารละลายอิเล็กโทรไลต์เกื้อหนุนฟอตเฟส
บัฟเฟอร์ 

สภาพความเป็นกรด-เบสของสารละลายอิเล็กโตรไลต์เกื้อหนุนฟอสเฟตบัฟเฟอร์มีผลตํอการ
ท้างานเอนไซม์ที่ตรึงอยูํบนผิวหน๎าของไบโอเซนเซอร์ เพ่ือให๎ได๎สัญญาณการตอบสนองที่ดี ท้าการศึกษา
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่ pH ต้ังแตํ 6.0 ถึง 9.0 ผลการศึกษาดังรูปที่ 3.14 (วิธีการทดลอง 2.5.3.5) 

 

 
รูปที่ 3.14 ความสัมพันธ์ระหวํางสัญญาณกระแสและความเป็นกรด-เบสของสารละลายอิเล็กโตรไลต์เกื้อหนุน
ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ โดยใช๎ขั้วไฟฟ้าใช๎งานที่ปรับปรุงด๎วยอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au จ้านวน 3 × 10-3 
มิลลิกรัมแมกนีไทต์ตํอตารางเซนติเมตร และเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส ปริมาณ 0.1 ยูนิตตํอตาราง
เซนติเมตร ศึกษาที่ศักย์กระตุ๎น +0.6 โวลต์ เทียบกับขั้วไฟฟ้าซิลเวอร์-ซิลเวอร์คลอไรด์ ศึกษาในสารละลาย
ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 6.0 ถึง 9.0 ที่มีไพรูเวตและ NADPH เข๎มข๎น 10 ไมโครโมลาร์ และสารละลาย 0.1 
เปอร์เซ็นต์ แอมโมเนียมไอออน  

 
จากผลการทดลองแสดงความสัมพันธ์ระหวํางสัญญาณกระแสและความเป็นกรด -เบสของ

สารละลายอิเล็กโตรไลต์เกื้อหนุนฟอสเฟตบัฟเฟอร์ พบวําสัญญาณกระแสเพ่ิมขึ้นตามสภาพกรด -เบสของ
สารละลายตัวพาตั้งแตํ 6.0 ถึง 7.0 หลังจากนั้นสัญญาณกระแสที่ได๎ลดลง เนื่องจากการท้างานของเอนไซม์
ขึ้นอยูํกับความเป็นกรด-เบสของสารละลาย ซึ่งเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนสท้างานได๎ดีเมื่ออยูํในสภาวะที่เป็น
กลาง และการท้างานของเอนไซม์จะเสื่อมสภาพเมื่ออยูํในสภาวะที่เป็นกรดหรือเบสมากเกินไป ท้าให๎การเรํง
ปฏิกิริยาเกิดได๎น๎อย ดังนั้นผู๎วิจัยเลือกสารละลายอิเล็กโตรไลต์เกื้อหนุนฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 สภาวะที่
เหมาะสมที่สุด ซึ่งสอดคล๎องกับงานวิจัยของ Tan L.L. และคณะ [22] ได๎พัฒนาแอมโมเนียมไบโอเซนเซอร์โดย
ใช๎เอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนสเป็นสารชีวภาพ พบวําเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนสท้างานได๎ดีที่สุดที่ pH 
7.0 
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นอกจากนี้ผู๎วิจัยยังได๎ท้าการศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมตํอการท้างานของไบโอเซนเซอร์  รายละเอียด
ดังหัวข๎อถัดไป 

 
3.3.6 ผลการศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการท างานของไบโอเซนเซอร์   

เอนไซม์เป็นโปรตีนชนิดหนึ่งซึ่งสามารถคงสภาพทางานได๎ดีในสภาวะอุณหภูมิที่เหมาะสม การ
เพ่ิมอุณหภูมิจะสํงผลให๎ปฏิกิริยาเกิดได๎เร็วขึ้น แตํในขณะเดียวกันจะท้าให๎เอนไซม์เสื่อมสภาพได๎เชํนเดียวกัน  
ดังนั้นจึงต๎องศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมตํอการวิเคราะห์ ผู๎วิจัยจึงศึกษาอุณหภูมิตั้งแตํ 20 ถึง 40 องศา
เซลเซียส ผลการศึกษาดังรูปที่ 3.15 (วิธีการทดลอง 2.5.3.6) 

 

 
รูปที่ 3.15 ความสัมพันธ์ระหวํางสัญญาณกระแสและอุณหภูมิในการวิเคราะห์ โดยใช๎ขั้วไฟฟ้าใช๎งานที่ปรับปรุง
ด๎วยอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au จ้านวน 3 × 10-3 มิลลิกรัมแมกนีไทต์ตํอตารางเซนติเมตร และเอนไซม์อะ
ลานีนดีไฮโดรจีเนส ปริมาณ 0.1 ยูนิตตํอตารางเซนติเมตร ศึกษาที่ศักย์กระตุ๎น +0.6 โวลต์ เทียบกับขั้วไฟฟ้า
ซิลเวอร์-ซิลเวอร์คลอไรด์ ศึกษาในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 ที่มีไพรูเวตและ NADPH เข๎มข๎น 10 
ไมโครโมลาร์ และสารละลาย 0.1 เปอร์เซ็นต์ แอมโมเนียมไอออน ศึกษาอุณหภูมิในการวิเคราะห์ตั้งแตํ 20 ถึง 
40 องศาเซลเซียส 

 
จากผลการทดลองแสดงความสัมพันธ์ระหวํางสัญญาณกระแสและอุณหภูมิที่ใช๎ในการวิเคราะห์ 

พบวําที่อุณหภูมิต่้าเอนไซม์สามารถเรํงปฏิกิริยาได๎น๎อย แตํเมื่อเพ่ิมอุณหภูมิสูงขึ้นสัญญาณการตอบสนองมีคํา
สูงขึ้นจากอุณหภูม ิ20 ถึง 37 องศาเซลเซียส และสัญญาณกระแสลดลงเมื่ออุณหภูมิสูงกวํา 37 องศาเซลเซียส 
เนื่องจากอุณหภูมิที่สูงเกินไปสํงผลให๎เอนไซม์เสื่อมสภาพ ท้าให๎ไมํสามารถเรํงปฏิกิริยาได๎  จากการศึกษา
อุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส ให๎สัญญาณการวิเคราะห์สูงที่สุด เนื่องจากเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนสเรํง
ปฏิกิริยาได๎ดีที่อุณหภูมิ 35 ถึง 37 องศาเซลเซียส แตํผู๎วิจัยเลือกอุณหภูมิที่เหมาะสมใช๎ในการวิเคราะห์ คือ
อุณหภูมิห๎องควบคุมท่ี 25 องศาเซลเซียส เนื่องจากให๎สัญญาณกระแสที่ยอมรับได๎และสะดวกตํอการวิเคราะห์ 
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ซึ่งสอดคล๎องกับงานวิจัยของ Toppare L. และคณะ [71] พัฒนาไบโอเซนเซอร์ส้าหรับตรวจวัดสารทางชีวภาพ 
โดยอาศัยการท้างานของเอนไซม์เรํงปฏิกิริยาการตรวจวัด พบวําสัญญาณการตอบสนองของไบโอเซนเซอร์
เพ่ิมข้ึนเมื่ออุณหภูมิเพ่ิมข้ึน และท้างานได๎ดีที่สุดในชํวงอุณหภูมิ 35 ถึง 60 องศาเซลเซียส 

นอกจากนี้ผู๎วิจัยยังได๎ท้าการศึกษาปริมาณสารตั้งต๎นไพรูเวตและปริมาณโคแฟกเตอร์ NADPH ที่
เหมาะสม เนื่องจากการเรํงปฏิกิริยาของเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส อาศัยการท้างานรํวมกันของสารตั้งต๎น
ไพรูเวตและโคแฟกเตอร์ NADPH ส้าหรับตรวจวัดหาปริมาณของแอมโมเนียมไอออน รายละเอียดดังหัวข๎อ
ถัดไป 

 
3.3.7 ผลการศึกษาปริมาณสารตั้งต้นไพรูเวตที่เหมาะสม 

การตรวจวัดหาปริมาณของแอมโมเนียมไอออนโดยอาศัยการท้างานของเอนไซม์อะลานีนดี
ไฮโดรจีเนส จ้าเป็นต๎องใช๎สารตั้งต๎นไพรูเวตในการเกิดปฏิกิริยาอยํางจ้าเพาะเจาะจง ดังนั้นปริมาณของสารตั้ง
ต๎นไพรูเวตจึงมีผลตํอการท้างานของไบโอเซนเซอร์ ผู๎วิจัยจึงศึกษาปริมาณของไพรูเวตตั้งแตํ 5 ถึง 40 ไมโคร
โมลตํอลิตร ผลการศึกษาดังรูปที่ 3.16 (วิธีการทดลอง 2.5.3.7) 

 

 
รูปที่ 3.16 ความสัมพันธ์ระหวํางสัญญาณกระแสและความเข๎มข๎นของสารตั้งต๎นไพรูเวต โดยใช๎ขั้วไฟฟ้าใช๎งานที่
ปรับปรุงด๎วยอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au จ้านวน 3 × 10-3 มิลลิกรัมแมกนีไทต์ตํอตารางเซนติเมตร และ
เอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส ปริมาณ 0.1 ยูนิตตํอตารางเซนติเมตร ศึกษาท่ีศักย์กระตุ๎น +0.6 โวลต์ เทียบกับ
ขั้วไฟฟ้าซิลเวอร์-ซิลเวอร์คลอไรด์ ศึกษาในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 ที่มี NADPH เข๎มข๎น 10 ไม
โครโมลาร์ และสารละลาย 0.1 เปอร์เซ็นต์ แอมโมเนียมไอออน ศึกษาความเข๎มข๎นของสารตั้งต๎นไพรูเวตตั้งแตํ 
5 ถึง 40 ไมโครโมลาร์ 

 
จากผลการทดลองแสดงความสัมพันธ์ระหวํางสัญญาณกระแสและความเข๎มข๎นของสารตั้งต๎นไพรูเวต 

พบวําสัญญาณกระแสจะเพ่ิมขึ้นเมื่อมีปริมาณของสารตั้งต๎นไพรูเวตเพ่ิมขึ้นจนถึงความเข๎มข๎นที่ 30 ไมโครโม
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ลาร์ หลังจากนั้นสัญญาณกระแสที่ได๎เริ่มคงที่ เนื่องจากเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจี เนสเรํงปฏิกิริยารีดักทีฟอะ
มิเนชันของไพรูเวต โดยใช๎แอมโมเนียมไอออนเพ่ือให๎ไพรูเวตเกิดปฏิกิริยาได๎อยํางจ้าเพาะเจาะจง  ดังนั้นเมื่อมี
ปริมาณสารตั้งต๎นไพรูเวตมาก สํงผลให๎เอนไซม์ใช๎แอมโมเนียมไอออนมากเพ่ือท้าให๎เกิดปฏิกิริยา สัญญาณ
กระแสที่ได๎จึงสูงตามปริมาณของสารตั้งต๎นและแอมโมเนียมที่ถูกใช๎ในการเกิดปฏิกิริยา แตํเมื่อใช๎ปริมาณสาร
ตั้งต๎นมากเกินไป ท้าให๎ปริมาณสารตั้งต๎นพอดีกับปริมาณของเอนไซม์ ซึ่งเอนไซม์ไมํมีบริเวณเรํงเหลือวํางอยูํ 
สัญญาณกระแสที่ได๎จึงคงท่ี ผลการศึกษาสอดคล๎องกับงานวิจัยของ Lee Y. H. และคณะ [56]  และ Tan L.L.
และคณะ [22] พบวําสัญญาณการตอบสนองตํอการตรวจวัดแอมโมเนียมไอออน โดยอาศัยการท้างานของ
เอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส เพ่ิมขึ้นตามปริมาณของสารตั้งต๎นไพรูเวตที่เพ่ิมขึ้น และเริ่มคงที่เมื่อปริมาณสาร
ตั้งต๎นไพรูเวตมากเกินพอ ดังนั้นผู๎วิจัยเลือกใช๎สารตั้งต๎นไพรูเวตที่ 30 ไมโครโมลาร์ ในการทดลองตํอไป 

 
3.3.8 ผลการศึกษาปริมาณโคแฟกเตอร์ NADPH ที่เหมาะสม 

การตรวจวัดหาปริมาณของแอมโมเนียมไอออนโดยอาศัยการท้างานของเอนไซม์อะลานีนดี
ไฮโดรจีเนส จ้าเป็นต๎องใช๎โคแฟกเตอร์ NADPH เพ่ือท้าให๎การเรํงปฏิกิริยารีดักทีฟอะมิเนชันของไพรูเวตเกิดขึ้น
อยํางสมบูรณ์ และยังท้าหน๎าที่เป็นสารตัวกลางทางไฟฟ้าในการตรวจวัดหาปริมาณของแอมโมเนียมไอออน ดังนั้น
ผู๎วิจัยจึงศึกษาปริมาณของโคแฟกเตอร์ NADPH ตั้งแตํ 5 ถึง 50 ไมโครโมลตํอลิตร ผลการศึกษาดังรูปที่ 3.17 
(วิธีการทดลอง 2.5.3.8) 

 

 
รูปที่ 3.17 ความสัมพันธ์ระหวํางสัญญาณกระแสและความเข๎มข๎นของโคแฟกเตอร์ NADPH โดยใช๎ขั้วไฟฟ้าใช๎
งานที่ปรับปรุงด๎วยอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au จ้านวน 3 × 10-3 มิลลิกรัมแมกนีไทต์ตํอตารางเซนติเมตร 
และเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส ปริมาณ 0.1 ยูนิตตํอตารางเซนติเมตร ศึกษาที่ศักย์กระตุ๎น +0.6 โวลต์ 
เทียบกับข้ัวไฟฟ้าซิลเวอร์-ซิลเวอร์คลอไรด์ ศึกษาในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 ที่มีสารตั้งต๎นไพรูเวต
เข๎มข๎น 30 ไมโครโมลาร์ และสารละลาย 0.1 เปอร์เซ็นต์ แอมโมเนียมไอออน ศึกษาความเข๎มข๎นของโคแฟก
เตอร์ NADPH ตั้งแตํ 5 ถึง 50 ไมโครโมลาร์ 
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จากผลการทดลองแสดงความสัมพันธ์ระหวํางสัญญาณกระแสและความเข๎มข๎นของสารโคแฟกเตอร์ 
NADPH พบวําสัญญาณกระแสจะเพ่ิมขึ้นเมื่อมีปริมาณของโคแฟกเตอร์ NADPH เพ่ิมขึ้นจนถึงความเข๎มข๎นที่ 
40 ไมโครโมลาร์ หลังจากนั้นสัญญาณกระแสที่ได๎เริ่มคงที่ เนื่องจากปริมาณของโคแฟกเตอร์ NADPH สัมพันธ์
กับความสามารถในการเรํงปฏิกิริยาของเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส เพราะการท้างานของเอนไซม์อะลานีน
ดีไฮโดรจีเนส จ้าเป็นต๎องใช๎โคแฟกเตอร์ NADPH เพ่ือท้าให๎การเรํงปฏิกิริยารีดักทีฟอะมิเนชันของไพรูเวต
เกิดขึ้นอยํางสมบูรณ์ และยังท้าหน๎าที่เป็นสารตัวกลางทางไฟฟ้าในการตรวจวัดหาปริมาณของแอมโมเนียมไอออน 
ดังนั้นเมื่อมีปริมาณโคแฟกเตอร์ NADPH มาก สัญญาณการตอบสนองตํอแอมโมเนียมไอออนจึงมากด๎วย ผล
การศึกษาสอดคล๎องกับงานวิจัยของ Kwan R.C.H. และคณะ [72] พัฒนาไบโอเซนเซอร์ส้าหรับตรวจวัดหา
ปริมาณอะลานีน โดยใช๎เอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนสเป็นสารชีวภาพ ตรวจวัดโดยอาศัยการท้างานรํวมกั บ
โคแฟกเตอร์ NAD+ พบวําสัญญาณการตอบสนองของไบโอเซนเซอร์เพ่ิมขึ้นเมื่อความเข๎มข๎นของโคแฟกเตอร์
เพ่ิมข้ึน และเริ่มคงที่เมื่อความเข๎มข๎นของโคแฟกเตอร์มากเกินพอ ดังนั้นผู๎วิจัยเลือกใช๎โคแฟกเตอร์ NADPH ที่ 
40 ไมโครโมลาร์ ในการทดลองตํอไป 
 
3.4 ผลการศึกษาประเมินประสิทธิภาพการท างานของไบโอเซนเซอร์ ตรวจวิเคราะห์ในระบบปกติ 
 เพ่ือประเมินการท้างานของไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นในการวิเคราะห์หาปริมาณแอมโมเนียมไอออน
ในระบบการตรวจวัดแบบปกติ จึงได๎ท้าการศึกษาหาชํวงการตอบสนองเป็นเส๎นตรงของการวิเคราะห์
แอมโมเนียมไอออน ขีดความสามารถในการตรวจวัดแอมโมเนียมไอออนที่ความเข๎มข๎นต่้าสุด ขีดความสามารถ
ในการวิเคราะห์ปริมาณแอมโมเนียมไอออน ความแมํนย้าของการวิเคราะห์ และความแมํนย้าของ
ไบโอเซนเซอร์ เป็นต๎น แสดงผลดังนี้ 

 
3.4.1 ผลการศึกษาช่วงการตอบสนองเป็นเส้นตรงของไบโอเซนเซอร์ 

ความสามารถในการท้างานของขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพสที่ปรับปรุงด๎วยอนุภาคคอร์เชลล์ 
Fe3O4@Au ตรึงด๎วยเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส เพ่ือสร๎างเป็นไบโอเซนเซอร์ในการวิเคราะห์ปริมาณ
แอมโมเนียมไอออน ผลการศึกษาดังรูปที่ 3.18 (วิธีการทดลอง 2.5.4.1) 
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รูปที่ 3.18 ความสัมพันธ์ระหวํางสัญญาณกระแสกับเวลาของสารละลายแอมโมเนียมไอออน โดยใช๎ขั้วไฟฟ้าใช๎
งานที่ปรับปรุงด๎วยอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au จ้านวน 3 × 10-3 มิลลิกรัมแมกนีไทต์ตํอตารางเซนติเมตร 
และเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส ปริมาณ 0.1 ยูนิตตํอตารางเซนติเมตร ศึกษาที่ศักย์กระตุ๎น +0.6 โวลต์ 
เทียบกับข้ัวไฟฟ้าซิลเวอร์-ซิลเวอร์คลอไรด์ ศึกษาในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 ที่มีสารตั้งต๎นไพรูเวต
เข๎มข๎น 30 ไมโครโมลาร์ โคแฟกเตอร์ NADPH เข๎มข๎น 40 ไมโครโมลาร์ และสารละลายแอมโมเนียมไอออน 
เข๎มข๎น (a) 0.02 (b) 0.04 (c) 0.0 (d) 0.08 (e) 0.10 (f) 0.12 (g) 0.14 (h) 0.16 (i) 0.18 (j) 0.20 (k) 0.22 
(l) 0.24 และ (m) 0.26 เปอร์เซ็นต์ 

 
จากผลการทดลองแสดงความสัมพันธ์ของสัญญาณกระแสตามปริมาณแอมโมเนียม ที่ความเข๎มข๎น 

0.02 ถึง 0.26 เปอร์เซ็นต์ แอมโมเนียมไอออน พบวําสัญญาณกระแสเพ่ิมขึ้นมีลักษณะเป็นขั้นบันได จนถึง
ระดับความเข๎มข๎นที่ 0.26 เปอร์เซ็นต์ แอมโมเนียมไอออน สัญญาณกระแสจะเริ่มคงที่ จากนั้นสร๎างกราฟ
ความสัมพันธ์ระหวํางสัญญาณกระแสกับความเข๎มข๎น ได๎ชํวงไดนามิกส์ ดังรูปที่ 3.19 (A) และเลือกชํวงความ
เป็นเส๎นตรงเพ่ือใช๎ในการวิเคราะห์ปริมาณแอมโมเนียมไอออนที่ชํวงความเข๎มข๎น 0.04 ถึง 0.22 เปอร์เซ็นต์ 
แอมโมเนียมไอออน ด๎วยคําสัมประสิทธ์สหสัมพัทธ์ (r2) เทํากับ 0.996 และความไวในการวิเคราะห์ 3.6 µA 
per %.cm2 ดังรูปที่ 3.19 (B)  
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รูปที่ 3.19 ความสัมพันธ์ระหวํางสัญญาณกระแสแอโนดิกกับปริมาณของแอมโมเนียมไอออน (A) ชํวง
ไดนามิกส์ที่ความเข๎มข๎น 0.02 ถึง 0.26 เปอร์เซ็นต์แอมโมเนียมไอออน และ (B) ชํวงความเป็นเส๎นตรงที่ความ
เข๎มข๎น 0.04 ถึง 0.22 เปอร์เซ็นต์แอมโมเนียมไอออน ตรวจวัดด๎วยขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพสที่ปรับปรุงด๎วยอนุภาค
คอร์เชลล์ Fe3O4@Au และตรึงด๎วยเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส 
 

หลังจากศึกษาชํวงการตอบสนองเป็นเส๎นตรงของการวิเคราะห์ปริมาณแอมโมเนียมไอออนแล๎ว 
ผู๎วิจัยได๎ศึกษาขีดความสามารถในการตรวจวัดและวิเคราะห์ปริมาณแอมโมเนียมไอออนที่ความเข๎มข๎นต่้าสุด 
รายละเอียดในหัวข๎อถัดไป 
 

3.4.2 ผลการศึกษาขีดความสามารถในการตรวจวัดแอมโมเนียมไอออนที่ความเข้มข้นต่ าสุด 
ทดสอบหาขีดความสามารถในการตรวจวัดแอมโมเนียมไอออนที่ความเข๎มข๎นต่้าสุดด๎วย

ไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้น (การทดลอง 2.5.4.2) พิจารณาขีดความสามารถต่้าสุดจาก 3SD./slope ค้านวณ
อัตราสํวนของคําเบี่ยงเบนมาตรฐานของกระแสการวิเคราะห์กับสภาพไวในการวิเคราะห์มีคําเป็น 3 เทํา จาก
ผลการศึกษาขีดความสามารถในการตรวจวัดที่ความเข๎มข๎นต่้าสุดมีคําเทํากับ 0.01 เปอร์เซ็นต์ แอมโมเนียม
ไอออน  
 
 3.4.3 ผลการศึกษาขีดความสามารถในการหาปริมาณแอมโมเนียมไอออนที่ความเข้มข้นต่ าสุด 

ทดสอบขีดความสามารถในการวิเคราะห์ปริมาณแอมโมเนียมไอออน ด๎วยไบโอเซนเซอร์ที่
พัฒนาขึ้น (การทดลอง 2.5.4.3) พิจารณาขีดความสามารถต่้าสุดจาก 10SD./slope ค้านวณอัตราสํวนของคํา
เบี่ยงเบนมาตรฐานของกระแสการวิเคราะห์กับสภาพไวในการวิเคราะห์มีคําเป็น 10 เทํา จากผลการศึกษาขีด
ความสามารถในการวิเคราะห์ปริมาณแอมโมเนียมไอออนมีคําเทํากับ 0.05 เปอร์เซ็นต์ แอมโมเนียมไอออน  

นอกจากศึกษาขีดความสามารถในการตรวจวัดและวิเคราะห์ปริมาณแอมโมเนียมไอออนที่ความ
เข๎มข๎นต่้าสุดของไบโอเซนเซอร์แล๎ว ผู๎วิจัยได๎ศึกษาความแมํนย้าของการวิเคราะห์และของไบโอเซนเซอร์ 
รายละเอียดในหัวข๎อถัดไป 

(A) (B) 
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 3.4.4 ผลการศึกษาความแม่นย าในการตรวจวิเคราะห์ 
ความแมํนย้าของการตรวจวิเคราะห์ของไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้น ผู๎วิจัยได๎ท้าการตรวจวัด

ปริมาณแอมโมเนียมไอออนที่ความเข๎มข๎น 0.1 เปอร์เซ็นต์ จ้านวน 3 ครั้งของการทดลอง ผลการศึกษาดัง
ตารางที่ 3.1 (การทดลอง 2.5.4.4) พบวําไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นมีความแมํนย้า 3.1 เปอร์เซ็นต์เบี่ยงเบน
มาตรฐานสัมพัทธ์ 

 
ตารางท่ี 3.1 สัญญาณกระแสเฉลี่ยของแอมโมเนียมไอออน เข๎มข๎น 0.1 เปอร์เซ็นต์ 

ครั้งที ่ กระแสเฉลี่ย (µA) 
1 0.166 
2 0.168 
3 0.176 

Mean 0.170 
SD (n=3) 0.005 
%RSD 3.1 

  
3.4.5 ผลการศึกษาความแม่นย าของขั้วไฟฟ้า 

ความแมํนย้าของไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้น ผู๎วิจัยได๎ท้าการตรวจวัดปริมาณแอมโมเนียม
ไอออนที่ความเข๎มข๎น 0.1 เปอร์เซ็นต์ จ้านวน 3 ขั้ว ผลการศึกษาดังตารางที่ 3.2 (การทดลอง 2.5.4.5) พบวํา
ไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นมีความแมํนย้า 4.1 เปอร์เซ็นต์เบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ 

 
ตารางท่ี 3.2 สัญญาณกระแสเฉลี่ยของแอมโมเนียมไอออน เข๎มข๎น 0.1 เปอร์เซ็นต์ 

ขั้วไฟฟ้า กระแสเฉลี่ย (µA) 
1 0.152 
2 0.156 
3 0.144 

Mean 0.151 
SD (n=3) 0.006 
%RSD 4.1 

 
นอกจากนี้ผู๎วิจัยยังได๎ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมและประเมินการท้างานของไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้น

ในการวิเคราะห์หาปริมาณแอมโมเนียมไอออนในระบบการตรวจวัดแบบการไหลอัตโนมัติ เพ่ือท้าให๎การ
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วิเคราะห์รวดเร็วขึ้น มีความแมํนย้าสูง นอกจากนี้ยังลดปัญหาการใช๎สารเคมีที่ราคาแพง ลดต๎ นทุนการ
วิเคราะห์ และลดปริมาณของเสียที่จะเกิดพิษจากการใช๎สารเคมี 

 
3.5 ผลการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการท างานของไบโอเซนเซอร์ ตรวจวิเคราะห์ในระบบการไหล
อัตโนมัติ 

เพ่ือให๎ได๎ขั้วไฟฟ้าที่เหมาะสมส้าหรับใช๎เป็นไบโอเซนเซอร์ที่มีประสิทธิภาพการท้างานสูงส้าหรับตรวจ
วิเคราะห์ในระบบการไหลอัตโนมัติ ผู๎วิจัยศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตํอการท้างานของขั้วไฟฟ้าที่ปรับปรุงด๎วย
อนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au และเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส โดยศึกษาตัวแปรตํางๆ ดังนี้ ศึกษาชนิดของ
ขั้วไฟฟ้าท้างาน ศึกษาจ้านวนอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ปริมาณเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีนเนส ปริมาณ
สารตั้งต๎นไพรูเวต และปริมาณโคแฟกเตอร์ NADPH บนผิวหน๎าขั้วไฟฟ้า ศึกษาอัตราการไหลของสารละลาย
ตัวพา ศึกษาสภาวะศักย์กระตุ๎น ศึกษาสภาวะความเป็นกรด-เบสของตัวพา และศึกษาปริมาตรการฉีด
สารละลายแอมโมเนียมไอออน ตามล้าดับ 

 
3.5.1 ผลการศึกษาชนิดของขั้วไฟฟ้าท างานต่อการให้สัญญาณการวิเคราะห์ 

เพ่ือศึกษาสภาวะที่เหมาะสมที่สุดของขั้วไฟฟ้าใช๎งาน ศึกษาสัญญาณกระแสสัมพันธ์ตาม
ปริมาณแอมโมเนียมไอออน โดยศึกษาขั้วไฟฟ้าแบบตํางๆ ดังนี้  (1) ขั้วไฟฟ้าพิมพ์สกรีนคาร์บอนที่ไมํมีการ
ปรับปรุง (2) ขั้วไฟฟ้าพิมพ์สกรีนคาร์บอนที่ปรับปรุงด๎วยอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au และเอนไซม์อะลานีนดี
ไฮโดรจีเนส (3) ขั้วไฟฟ้าพิมพ์สกรีนคาร์บอนที่ถูกปรับปรุงและมีสารตั้งตันไพรูเวตบนผิวหน๎าขั้วไฟฟ้า (4) 
ขั้วไฟฟ้าพิมพ์สกรีนคาร์บอนที่ถูกปรับปรุงและมีสารตั้งตันไพรูเวตกับสารโคแฟกเตอร์ NADPH บนผิวหน๎า
ขั้วไฟฟ้า (5) ขั้วไฟฟ้าพิมพ์สกรีนคาร์บอนที่ถูกปรับปรุง มีสารตั้งตันไพรูเวตกับสารโคแฟกเตอร์ NADPH ซึ่งถูก
เชื่อมไขว๎ด๎วยสารกลูตารัลดีไฮด์บนผิวหน๎าขั้วไฟฟ้า และ (6) ขั้วไฟฟ้าพิมพ์สกรีนคาร์บอนที่ถูกปรับปรุง มีสาร
ตั้งตันไพรูเวตกับสารโคแฟกเตอร์ NADPH ซึ่งถูกเชื่อมไขว๎ด๎วยสารกลูตารัลดีไฮด์และถูกคลุมด๎วยแนฟฟิอออ
นบนผิวหน๎าขั้วไฟฟ้า วิเคราะห์สัญญาณกระแสตามปริมาณแอมโมเนียมไอออนที่ความเข๎มข๎น 0.1 เปอร์เซ็นต์ 
ศึกษาด๎วยระบบการไหลอัตโนมัติ ผลการศึกษาดังรูปที่ 3.20 (การทดลอง 2.5.5.1) 
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รูปที่ 3.20 ความสัมพันธ์ระหวํางสัญญาณกระแสและชนิดของขั้วไฟฟ้าพิมพ์สกรีนคาร์บอน ศึกษาที่ศักย์
กระตุ๎น +0.6 โวลต์ เทียบกับขั้วไฟฟ้าอ๎างอิงซิลเวอร์-ซิลเวอร์คลอไรด์ สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 เป็น
กระแสตัวพาในระบบการไหล อัตราการไหล 1.5 มิลลิลิตรตํอนาที และสารละลายแอมโมเนียมไอออน เข๎มข๎น 
0.1 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
 

จากผลการทดลองแสดงความสัมพันธ์ระหวํางสัญญาณกระแสและชนิดของขั้วไฟฟ้าใช๎งานที่มีการ
ปรับปรุงแบบตํางๆ พบวําขั้วไฟฟ้าสามารถตอบสนองตํอการตรวจวัดแอมโมเนียมไอออนได๎ดีเมื่อปรับปรุงด๎วย
อนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ตรึงด๎วยเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส ในสภาวะที่มีสารตั้งต๎นไพรูเวตและ
โคแฟกเตอร์ NADPH เนื่องจากการตรวจวัดหาปริมาณแอมโมเนียมไอออน โดยอาศัยการท้างานของ
เอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส จ้าเป็นต๎องอาศัยสารตั้งต๎นไพรูเวตและโคแฟกเตอร์ NADPH ในการเรํงการ
ตรวจวัด ดังนั้นถ๎าขาดสารตัวใดตัวหนึ่งจะท้าให๎ไมํสามารถตรวจวัดสัญญาณการตอบสนองของแอมโมเนียม
ไอออนหรือตรวจวัดได๎สัญญาณน๎อยมาก ดังนั้นเพ่ือให๎มั่นใจวําสารตั้งต๎นไพรูเวตและโคแฟกเตอร์ NADPH ถูก
ตรึงบนผิวหน๎าขั้วไฟฟ้า ผู๎วิจัยใช๎กลูตารัลดีไฮด์เพ่ือเชื่อมไขว๎สารตั้งต๎นและโคแฟกเตอร์ เนื่องจากกลูตารัลดีไฮด์
เป็นสารประกอบที่มีหมูํฟังก์ชัน 2 หมูํอยูํในโมเลกุล ซึ่งสามารถสร๎างพันธะโคเวเลนต์กับหมูํเอมีนของโปรตีน
หรือเพอลิเมอร์ได๎ และยังใช๎แนฟฟิออนเพ่ือคลุมผิวหน๎าขั้วไฟฟ้าป้องกันไมํให๎สารตั้งต๎นและโคแฟกเตอร์หลุดล
อกออกจากขั้วไฟฟ้าในระหวํางการใช๎งาน 
 นอกจากนี้ผู๎วิจัยได๎ท้าการศึกษาจ้านวนอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ที่เหมาะสมบนผิวหน๎าของ
ขั้วไฟฟ้า รายละเอียดดังหัวข๎อถัดไป 
 

3.5.2 ผลการศึกษาจ านวนอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ที่เหมาะสมบนผิวหน้าขั้วไฟฟ้าใช้งาน 
ผู๎วิจัยศึกษาจ้านวนของอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ที่ใช๎ในการตรึงเอนไซม์บนผิวหน๎า

ขั้วไฟฟ้า ตั้งแตํ 0.5 × 10-4 ถึง 2 × 10-4 มิลลิกรัมแมกนีไทต์ตํอตารางเซนติเมตร ผลการทดลองรูปที่ 3.21 
(วิธีการทดลอง 2.5.5.2 ) 
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รูปที่ 3.21 ความสัมพันธ์ระหวํางสัญญาณกระแสและจ้านวนอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au บนผิวหน๎าของ
ขั้วไฟฟ้า ศึกษาจ้านวนอนุภาคตั้งแตํ 0.5 × 10-4 ถึง 2 × 10-4 มิลลิกรัมแมกนีไทต์ตํอตารางเซนติเมตร ที่มีไพรู
เวตและ NADPH ปริมาณ 0.2 มิลลิโมลาร์ สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 เป็นกระแสตัวพาในระบบการ
ไหล อัตราการไหล 1.5 มิลลิลิตรตํอนาที ศึกษาที่ศักย์กระตุ๎นที่ +0.60 โวลต์ เทียบกับขั้วไฟฟ้าซิลเวอร์-ซิล
เวอร์คลอไรด์ และสารละลาย 0.1 เปอร์เซ็นต์ แอมโมเนียมไอออน ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 

 
จากผลการทดลองแสดงความสัมพันธ์ระหวํางสัญญาณกระแสและจ้านวนอนุภาคคอร์เชลล์ 

Fe3O4@Au บนผิวหน๎าของขั้วไฟฟ้าพิมพ์สกรีนคาร์บอน พบวําสัญญาณการตอบสนองของขั้วไฟฟ้าเพ่ิมขึ้นเมื่อ
ปริมาณของอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au เพ่ิมข้ึนจนถึง 1 × 10-4 มิลลิกรัมแมกนีไทต์ตํอตารางเซนติเมตร เมื่อ
ใช๎อนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au มากขึ้น สัญญาณการตอบสนองที่ได๎ลดลง ดังนั้นผู๎วิจัยเลือกปรับปรุงขั้วไฟฟ้า
ใช๎งานด๎วยอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au จ้านวน 1 × 10-4 มิลลิกรัมแมกนีไทต์ตํอตารางเซนติเมตร ผล
การศึกษาสอดคล๎องกับการศึกษาจ้านวนอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ที่เหมาะสมบนผิวหน๎าขั้วไฟฟ้าใช๎งาน
คาร์บอนเพส ตรวจวัดในระบบการวิเคราะห์แบบปกติ (ผลการทดลอง 3.3.2) 
 นอกจากนี้ผู๎วิจัยยังได๎ท้าการศึกษาปริมาณเอนไซม์ที่เหมาะสมบนผิวหน๎าของขั้วไฟฟ้า รายละเอียดดัง
หัวข๎อถัดไป 
 

3.5.3 ผลการศึกษาปริมาณเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนสที่เหมาะสมบนผิวหน้าขั้วไฟฟ้าใช้งาน 
 ผู๎วิจัยศึกษาปริมาณของเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนสที่ใช๎ในการตรึงบนผิวหน๎าขั้วไฟฟ้า 

ตั้งแตํ 0.1 ถึง 0.5 ยูนิตตํอตารางเซนติเมตร ผลการทดลองดังรูปที่ 3.22 (วิธีการทดลอง 2.5.5.3 ) 
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รูปที่ 3.22 ความสัมพันธ์ระหวํางสัญญาณกระแสและปริมาณเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนสบนผิวหน๎าของ
ขั้วไฟฟ้า ศึกษาปริมาณตั้งแตํ 0.1 ถึง 0.5 ยูนิตตํอตารางเซนติเมตร มีไพรูเวตและ NADPH ปริมาณ 0.2 มิลลิ
โมลาร์ สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 เป็นกระแสตัวพาในระบบการไหล อัตราการไหล 1.5 มิลลิลิตร
ตํอนาที ศึกษาที่ศักย์กระตุ๎นที่ +0.60 โวลต์ เทียบกับขั้วไฟฟ้าซิลเวอร์-ซิลเวอร์คลอไรด์ และสารละลาย 0.1 
เปอร์เซ็นต์ แอมโมเนียมไอออน ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
 

จากผลการทดลองแสดงความสัมพันธ์ระหวํางสัญญาณกระแสและปริมาณเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเน
สที่ตรึงบนขัว้ไฟฟ้าใช๎งาน พบวําการตอบสนองของขั้วไฟฟ้าเพ่ิมข้ึนตามปริมาณของเอนไซม์ที่เพ่ิมขึ้น เนื่องจาก
สัญญาณกระแสที่ได๎ขึ้นอยูํกับจ้านวนอิเล็กตรอน และจ้านวนอิเล็กตรอนนั้นได๎มาจากการเรํงปฏิกิริยาของ
เอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส จนถึงปริมาณเอนไซม์ที่ผิวหน๎าขั้วไฟฟ้า 0.3 ยูนิตตํอตารางเซนติเมตร ให๎
สัญญาณการตอบสนองสูงสุด ในขณะที่ปริมาณเอนไซม์ที่ผิวหน๎าขั้วไฟฟ้าสูงขึ้น พบวําสัญญาณการตอบสนอง
ลดต่้าลง ดังนั้นผู๎วิจัยจึงเลือกปริมาณเอนไซม์ 0.3 ยูนิตตํอตารางเซนติเมตร ในการตรึงบนขั้วไฟฟ้าใช๎งาน ผล
การศึกษาสอดคล๎องกับการศึกษาปริมาณเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนสที่เหมาะสมบนผิวหน๎าขั้วไฟฟ้าใช๎งาน
คาร์บอนเพส ตรวจวัดในระบบการวิเคราะห์แบบปกติ (ผลการทดลอง 3.3.3) 

นอกจากนี้ผู๎วิจัยยังได๎ท้าการศึกษาปริมาณสารตั้งต๎นไพรูเวตและปริมาณโคแฟกเตอร์ NADPH ที่
เหมาะสมบนผิวหน๎าขั้วไฟฟ้า เนื่องจากการเรํงปฏิกิริยาของเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส อาศัยการท้างาน
รํวมกันของสารตั้งต๎นไพรูเวตและโคแฟกเตอร์ NADPH ส้าหรับตรวจวัดหาปริมาณของแอมโมเนียมไอออน 
รายละเอียดดังหัวข๎อถัดไป 

 
3.5.4 ผลการศึกษาปริมาณสารตั้งต้นไพรูเวตที่เหมาะสม 

การตรวจวัดหาปริมาณของแอมโมเนียมไอออนโดยอาศัยการท้างานของเอนไซม์อะลานีนดี
ไฮโดรจีเนส จ้าเป็นต๎องใช๎สารตั้งต๎นไพรูเวตในการเกิดปฏิกิริยาอยํางจ้าเพาะเจาะจง ดังนั้นผู๎วิจัยจึงศึกษา
ปริมาณของไพรูเวตตั้งแต ํ0.2 ถึง 1.0 มิลลิโมลาร์ ผลการศึกษาดังรูปที่ 3.23 (วิธีการทดลอง 2.5.5.4) 



108 
 

 
รูปที่ 3.23 ความสัมพันธ์ระหวํางสัญญาณกระแสและความเข๎มข๎นของสารตั้งต๎นไพรูเวต โดยใช๎ขั้วไฟฟ้าใช๎งานที่
ปรับปรุงด๎วยอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au จ้านวน 1 × 10-4 มิลลิกรัมแมกนีไทต์ตํอตารางเซนติเมตร และ
เอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส ปริมาณ 0.3 ยูนิตตํอตารางเซนติเมตร ที่มี NADPH ปริมาณ 0.2 มิลลิโมลาร์ 
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 เป็นกระแสตัวพาในระบบการไหล อัตราการไหล 1.5 มิลลิลิตรตํอนาที 
ศึกษาท่ีศักย์กระตุ๎นที่ +0.60 โวลต์ เทียบกับข้ัวไฟฟ้าซิลเวอร์-ซิลเวอร์คลอไรด์ และสารละลาย 0.1 เปอร์เซ็นต์ 
แอมโมเนียมไอออน ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ศึกษาความเข๎มข๎นของสารตั้งต๎นไพรูเวตตั้งแตํ 0.2 ถึง 1.0 มิลลิ
โมลาร์ 
 

จากผลการทดลองแสดงความสัมพันธ์ระหวํางสัญญาณกระแสและความเข๎มข๎นของสารตั้งต๎นไพรูเวต 
พบวําสัญญาณกระแสจะเพ่ิมขึ้นเมื่อมีปริมาณของสารตั้งต๎นไพรูเวตเพ่ิมขึ้นจนถึงความเข๎มข๎นที่ 0.4 มิลลิโม
ลาร์ หลังจากนั้นสัญญาณกระแสที่ได๎ลดลงและเริ่มคงที่ เนื่องจากไพรูเวตถูกตรึงอยูํบนผิวหน๎าขั้วไฟฟ้า ถ๎าใช๎
ปริมาณมากเกินไปจะท้าให๎เกิดชั้นที่หนาของสารตั้งต๎น สํงผลให๎การแพรํของสารละลายมายังผิวหน๎าขั้วไฟฟ้า
ถูกจ้ากัด ดังนั้นผู๎วิจัยเลือกใช๎สารตั้งต๎นไพรูเวตที่ 0.4 มิลลิโมลาร์ ในการทดลองตํอไป 

 
3.5.5 ผลการศึกษาปริมาณโคแฟกเตอร์ NADPH ที่เหมาะสม 

การตรวจวัดหาปริมาณของแอมโมเนียมไอออนโดยอาศัยการท้างานของเอนไซม์อะลานีนดี
ไฮโดรจีเนส จ้าเป็นต๎องใช๎โคแฟกเตอร์ NADPH เพ่ือท้าให๎การเรํงปฏิกิริยารีดักทีฟอะมิเนชันของไพรูเวตเกิดขึ้น
อยํางสมบูรณ์ และยังท้าหน๎าที่เป็นสารตัวกลางทางไฟฟ้าในการตรวจวัดหาปริมาณของแอมโมเนียมไอออน ดังนั้น
ผู๎วิจัยจึงศึกษาปริมาณของโคแฟกเตอร์ NADPH ตั้งแตํ 0.1 ถึง 1.0 มิลลิโมลาร์ ผลการศึกษาดังรูปที่ 3.24 
(วิธีการทดลอง 2.5.5.5) 
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รูปที่ 3.24 ความสัมพันธ์ระหวํางสัญญาณกระแสและความเข๎มข๎นของโคแฟกเตอร์ NADPH โดยใช๎ขั้วไฟฟ้าใช๎
งานที่ปรับปรุงด๎วยอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au จ้านวน 1 × 10-4 มิลลิกรัมแมกนีไทต์ตํอตารางเซนติเมตร 
และเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส ปริมาณ 0.3 ยูนิตตํอตารางเซนติเมตร ที่มีไพรูเวต ปริมาณ 0.4 มิลลิโมลาร์ 
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 เป็นกระแสตัวพาในระบบการไหล อัตราการไหล 1.5 มิลลิลิตรตํอนาที 
ศึกษาท่ีศักย์กระตุ๎นที่ +0.60 โวลต์ เทียบกับข้ัวไฟฟ้าซิลเวอร์-ซิลเวอร์คลอไรด์ และสารละลาย 0.1 เปอร์เซ็นต์ 
แอมโมเนียมไอออน ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ศึกษาความเข๎มข๎นของ NADPH ตั้งแตํ 0.1 ถึง 1.0 มิลลิโมลาร์ 
 

จากผลการทดลองแสดงความสัมพันธ์ระหวํางสัญญาณกระแสและความเข๎มข๎นของสารโคแฟกเตอร์ 
NADPH พบวําสัญญาณกระแสจะเพ่ิมขึ้นเมื่อมีปริมาณของโคแฟกเตอร์ NADPH เพ่ิมขึ้นจนถึงความเข๎มข๎นที่ 
0.8 มิลลิโมลาร์ หลังจากนั้นสัญญาณกระแสที่ได๎เริ่มคงที่ ดังนั้นผู๎วิจัยเลือกใช๎โคแฟกเตอร์ NADPH ที่ 0.8 มิลลิ
โมลาร์ ในการทดลองตํอไป ผลการศึกษาสอดคล๎องกับการศึกษาปริมาณของโคแฟกเตอร์ NADPH ที่เหมาะสม 
โดยขั้วไฟฟ้าใช๎งานคาร์บอนเพสที่ถูกปรับปรุง ตรวจวัดในระบบการวิเคราะห์แบบปกติ (ผลการทดลอง 3.3.8) 

นอกจากนี้ผู๎วิจัยยังได๎ท้าการศึกษาอัตราการไหลของสารละลายตัวพาที่เหมาะสมตํอการท้าการของ
ไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้น รายละเอียดดังหัวข๎อถัดไป 

 
3.5.6 ผลการศึกษาอัตราการไหลของสารละลายตัวพาที่เหมาะสม 

อัตราการไหลที่ตํางกันจะท้าให๎คําสัญญาณกระแสของการตรวจวัดปริมาณของแอมโมเนียม
ไอออนแตกตํางกัน และรูปรํางของสัญญาณแตกตํางกัน ดังนั้นจึงจ้าเป็นต๎องศึกษาอัตราการไหลของ
สารละลายตัวพา เพ่ือหาอัตราการไหลที่เหมาะสม ผลการศึกษาดังรูปที่ 3.25 (การทดลอง 2.5.5.6) 
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รูปที่ 3.25 ความสัมพันธ์ระหวํางสัญญาณกระแสและอัตราการไหลของสารละลายตัวพา โดยใช๎ขั้วไฟฟ้าใช๎งาน
ที่ปรับปรุงด๎วยอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au จ้านวน 1 × 10-4 มิลลิกรัมแมกนีไทต์ตํอตารางเซนติเมตร และ
เอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส ปริมาณ 0.3 ยูนิตตํอตารางเซนติเมตร ที่มีไพรูเวตและ NADPH ปริมาณ 0.4 
และ 0.8 มิลลิโมลาร์ สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 เป็นกระแสตัวพาในระบบการไหล ศึกษาอัตราการ
ไหล 0.4 ถึง 2.0 มิลลิลิตรตํอนาที ที่ศักย์กระตุ๎นที่ +0.60 โวลต์ เทียบกับขั้วไฟฟ้าซิลเวอร์-ซิลเวอร์คลอไรด์ 
และสารละลาย 0.1 เปอร์เซ็นต์ แอมโมเนียมไอออน ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
 

จากผลการทดลองแสดงความสัมพันธ์ระหวํางสัญญาณกระแสและอัตราการไหลของสารละลายตัว
พา พบวําที่อัตราการไหลต่้า คําสัญญาณกระแสที่ได๎สูง แตํสัญญาณพีกมีลักษณะที่กว๎าง (Broad peak) และ
สัญญาณพ้ืนหลังไมํเทํากัน เป็นผลจากการเรํงปฏิกิริยาของแอมโมเนียมไอออนเกิดช๎า แตํเมื่ออัตราการไหล
เพ่ิมขึ้น สัญญาณพีกที่ได๎มีลักษณะแหลม (Shape peak) แตํคําของสัญญาณกระแสลดลง เนื่องจากการเรํง
ปฏิกิริยาของแอมโมเนียมไอออนเกิดเร็วเกินไป นอกจากนี้ที่อัตราการไหลสูงๆ สํงผลตํอการเสี่ยงที่เอนไซม์ สาร
ตั้งต๎น และโคแฟกเตอร์ หลุดออกจากผิวหน๎าขั้วไฟฟ้าและสิ้นเปลืองปริมาณสารละลายตัวพา ดังนั้นเพ่ือให๎ได๎
สัญญาณที่เป็นพีกแหลมและให๎คํากระแสที่สูง ผู๎วิจัยเลือกอัตราการไหลที่ 1.2 มิลลิลิตรตํอนาที เป็นอัตราการ
ไหลที่เหมาะสม ที่อัตราการไหลนี้ยังให๎ใกล๎เคียงกับงานวิจัยของ Jakmunee J.  และคณะ [73] ได๎ปรับปรุง
ขั้วไฟฟ้าพิมพ์สกรีนคาร์บอนโดยใช๎โลหะอนุภาคนาโนและคาร์บอนนาโนทิวป์ ใช๎ส้าหรับตรวจวัดหาปริมาณ
ของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ในระบบการไหลอัตโนมัติ พบวําขั้วไฟฟ้าที่ปรับปรุงมีความไวหรือสัญญาณกระแส
สูงสุด เมื่อใช๎อัตราการไหล 1.3 มิลลิลิตรตํอนาที 
 นอกจากนี้ผู๎วิจัยยังได๎ท้าการศึกษาสภาวะศักย์กระตุ๎นที่เหมาะสมในการกระตุ๎นสารตัวกลางทางไฟฟ้า 
รายละเอียดดังหัวข๎อถัดไป 
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 3.5.7 ผลการศึกษาศักย์ไฟฟ้าที่เหมาะสมในการกระตุ้นสารตัวกลางทางไฟฟ้า 
ศักย์กระตุ๎นสารตัวกลางทางไฟฟ้ามีความส้าคัญตํอความไวในการวิเคราะห์และหลีกเลี่ยง

สัญญาณรบกวนจากสารรบกวน ผู๎วิจัยศึกษาศักย์ไฟฟ้าที่เหมาะสมในการกระตุ๎นขั้วไฟฟ้าเพ่ือให๎เกิดการรับสํง
อิเล็กตรอนที่ได๎จากการเรํงปฏิกิริยาของเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส ผลการศึกษาดังรูปที่ 3.26 (วิธีการ
ทดลอง 2.5.5.7) 

 

 
รูปที่ 3.26 ความสัมพันธ์ระหวํางสัญญาณกระแสและศักย์กระตุ๎นขั้วไฟฟ้าใช๎งานที่ปรับปรุงด๎วยอนุภาคคอร์
เชลล์ Fe3O4@Au จ้านวน 1 × 10-4 มิลลิกรัมแมกนีไทต์ตํอตารางเซนติเมตร และเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดร
จีเนส ปริมาณ 0.3 ยูนิตตํอตารางเซนติเมตร ที่มีไพรูเวตและ NADPH ปริมาณ 0.4 และ 0.8 มิลลิโมลาร์ 
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 เป็นกระแสตัวพาในระบบการไหล อัตราการไหล 1.2 มิลลิลิตรตํอนาที 
ศึกษาศักย์กระตุ๎นที่ +0.2 ถึง +0.60 โวลต์ เทียบกับขั้วไฟฟ้าซิลเวอร์-ซิลเวอร์คลอไรด์ และสารละลาย 0.1 
เปอร์เซ็นต์ แอมโมเนียมไอออน ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
 

จากผลการทดลองแสดงความสัมพันธ์ระหวํางสัญญาณกระแสและศักย์ไฟฟ้าที่ใช๎กระตุ๎นขั้วไฟฟ้าใช๎
งานที่ถูกปรับปรุง พบวําสัญญาณการตอบสนองเพ่ิมข้ึนเมื่อศักย์กระตุ๎นเพ่ิมขึ้นและเริ่มคงที่ที่ศักย์ +0.65 โวลต์ 
ดังนั้นผู๎วิจัยเลือกศักย์ไฟฟ้าที่ +0.7 โวลต์ เทียบกับขั้วไฟฟ้าอ๎างอิงซิลเวอร์-ซิลเวอร์คลอไรด์ ผลการศึกษา
สอดคล๎องกับการศึกษาศักย์ไฟฟ้าที่เหมาะสมในการกระตุ๎นสารตัวกลางทางไฟฟ้า โดยขั้วไฟฟ้าใช๎งานคาร์บอน
เพสที่ถูกปรับปรุง ตรวจวัดในระบบการวิเคราะห์แบบปกติ (ผลการทดลอง 3.3.4) 

นอกจากนี้ผู๎วิจัยยังได๎ท้าการศึกษาความเป็นกรด-เบส ที่เหมาะสมของตัวพา รายละเอียดดังหัวข๎อ
ถัดไป 
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3.5.8 ผลการศึกษาศึกษาความเป็นกรด-เบสที่เหมาะสมของสารละลายตัวพา 
สภาพความเป็นกรด-เบสของสารละลายตัวพามีผลตํอการท้างานเอนไซม์ที่ตรึงอยูํบนผิวหน๎า

ของไบโอเซนเซอร์ เพ่ือให๎ได๎สัญญาณการตอบสนองที่ดี ท้าการศึกษาสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่ pH ตั้งแตํ 
6.0 ถึง 9.0 ผลการศึกษาดังรูปที่ 3.27 (วิธีการทดลอง 2.5.5.8) 

 

 
รูปที่ 3.27 ความสัมพันธ์ระหวํางสัญญาณกระแสและความเป็นกรด-เบสของสารละลายตัวพาฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 
โดยใช๎ขั้วไฟฟ้าใช๎งานที่ปรับปรุงด๎วยอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au จ้านวน 1 × 10-4 มิลลิกรัมแมกนีไทต์ตํอ
ตารางเซนติเมตร และเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส ปริมาณ 0.3 ยูนิตตํอตารางเซนติเมตร ที่มีไพรูเวตและ 
NADPH ปริมาณ 0.4 ถึง 0.8 มิลลิโมลาร์ สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 6.0 ถึง 9.0 เป็นกระแสตัวพาใน
ระบบการไหล อัตราการไหล 1.2 มิลลิลิตรตํอนาที ศึกษาศักย์กระตุ๎นที่ +0.70 โวลต์ เทียบกับขั้วไฟฟ้าซิล
เวอร์-ซิลเวอร์คลอไรด์ และสารละลาย 0.1 เปอร์เซ็นต์ แอมโมเนียมไอออน ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 

 
จากผลการทดลองแสดงความสัมพันธ์ระหวํางสัญญาณกระแสและความเป็นกรด-เบสของสารละลาย

ตัวพาฟอสเฟตบัฟเฟอร์ พบวําสัญญาณกระแสเพ่ิมขึ้นตามสภาพกรด-เบสของสารละลายตัวพาตั้งแตํ 6.0 ถึง 
7.0 หลังจากนั้นสัญญาณกระแสที่ได๎ลดลง เนื่องจากเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนสท้างานได๎ดีเมื่ออยูํในสภาวะ
ที่เป็นกลาง ดังนั้นผู๎วิจัยเลือกสารละลายตัวพาฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 เป็นสภาวะที่เหมาะสมที่สุด ผล
การศึกษาสอดคล๎องกับการศึกษาความเป็นกรด-เบส ที่เหมาะสมของสารละลายอิเล็กโทรไลต์เกื้อหนุนฟอตเฟส
บัฟเฟอร์ โดยขั้วไฟฟ้าใช๎งานคาร์บอนเพสที่ถูกปรับปรุง ตรวจวัดในระบบการวิเคราะห์แบบปกติ (ผลการ
ทดลอง 3.3.5) 

นอกจากนี้ผู๎วิจัยยังได๎ท้าการศึกษาปริมาตรการฉีดสารละลายแอมโมเนียมไอออนเข๎าสูํระบบการ
ตรวจวัดแบบการไหลอัตโนมัติที่เหมาะสม รายละเอียดดังหัวข๎อถัดไป 
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3.5.9 ผลการศึกษาปริมาตรการฉีดสารตัวอย่างท่ีเหมาะสม 
ปริมาตรของสํวนที่ใช๎ในการฉีดสารละลายตัวอยํางเข๎าสูํกระแสตัวพาเป็นปัจจัยส้าคัญอยําง

หนึ่งที่ต๎องศึกษา เพ่ือให๎ได๎ไบโอเซนเซอร์ที่สามารถตอบสนองตํอการตรวจวัดแอมโมเนียมไอออนสูงที่สุด 
ท้าการศึกษาปริมาตรในการฉีดสารละลาย 20 ถึง 500 ไมโครลิตร ผลการศึกษาดังรูปที่ 3.28 (วิธีการทดลอง 
2.5.5.9) 

 

 
รูปที่ 3.28 ความสัมพันธ์ระหวํางสัญญาณกระแสและปริมาตรการฉีดสารตัวอยําง โดยใช๎ขั้วไฟฟ้าใช๎งานที่
ปรับปรุงด๎วยอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au จ้านวน 1 × 10-4 มิลลิกรัมแมกนีไทต์ตํอตารางเซนติเมตร และ
เอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส ปริมาณ 0.3 ยูนิตตํอตารางเซนติเมตร ที่มีไพรูเวตและ NADPH ปริมาณ 0.4 
และ 0.8 มิลลิโมลาร์ สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 เป็นกระแสตัวพาในระบบการไหล อัตราการไหล 
1.2 มิลลิลิตรตํอนาที ศึกษาศักย์กระตุ๎นที่ +0.70 โวลต์ เทียบกับขั้วไฟฟ้าซิลเวอร์-ซิลเวอร์คลอไรด์ และ
สารละลาย 0.1 เปอร์เซ็นต์ แอมโมเนียมไอออน ปริมาตร 20 ถึง 500 ไมโครลิตร 
 

จากผลการทดลองแสดงความสัมพันธ์ระหวํางสัญญาณกระแสและปริมาตรการฉีดสารละลาย
ตัวอยําง พบวําสัญญาณกระแสเพ่ิมขึ้นเมื่อปริมาตรของแอมโมเนียมไอออนเพ่ิมขึ้นจนถึง 250 ไมโครลิตร 
หลังจากนั้นสัญญาณกระแสที่ได๎ลดลง เนื่องจากเกิดการอ่ิมตัวระหวํางเอนไซม์ อะลานีนดีไฮโดรจีเนสกับ
แอมโมเนียมไอออน ท้าให๎ไมํสามารถเรํงปฏิกริยาให๎ไพรูเวตเกิดปฏิกิริยาตํอได๎ นอกจากนี้เมื่อใช๎ปริมาตรการ
ฉีดสารมาก สัญญาณพีกที่ได๎มีลักษณะกว๎าง ดังนั้นงานวิจัยนี้ เลือกปริมาตรที่ 100 ไมโครลิตร ส้าหรับฉีด
สารละลายแอมโมเนียมไอออนและตัวอยํางเข๎าสูํระบบการตรวจวัดแบบการไหลอัตโนมัติ  ผลการศึกษา
สอดคล๎องกับงานวิจัยของ Jakmunee J.  และคณะ [73] ได๎ปรับปรุงขั้วไฟฟ้าพิมพ์สกรีนคาร์บอนโดยใช๎โลหะ
อนุภาคนาโนและคาร์บอนนาโนทิวป์ ใช๎ส้าหรับตรวจวัดหาปริมาณของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ในระบบการ
ไหลอัตโนมัติ พบวําความไวของขั้วไฟฟ้าที่ปรับปรุงเพ่ิมขึ้นเมื่อปริมาตรของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์มากขึ้น
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จนถึง 100 ไมโครลิตร และความไวของขั้วไฟฟ้าลดลงเมื่อใช๎ปริมาตรไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์มากกวํา 100 
ไมโครลิตร  

 
3.6 ผลการศึกษาประเมินประสิทธิภาพการท างานของไบโอเซนเซอร์ ตรวจวิเคราะห์ในระบบการไหล
อัตโนมัติ 
 เพ่ือประเมินการท้างานของไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นในการวิเคราะห์หาปริมาณแอมโมเนียมไอออน
ในระบบการตรวจวัดแบบการไหลอัตโนมัติ จึงได๎ท้าการศึกษาหาชํวงการตอบสนองเป็นเส๎นตรงของการ
วิเคราะห์แอมโมเนียมไอออน ขีดความสามารถในการตรวจวัดแอมโมเนียมไอออนที่ความเข๎มข๎นต่้าสุด ขีด
ความสามารถในการวิเคราะห์ปริมาณแอมโมเนียมไอออน ความแมํนย้าของการวิเคราะห์ และความแมํนย้า
ของไบโอเซนเซอร์ เป็นต๎น แสดงผลดังนี้ 

 
3.6.1 ผลการศึกษาช่วงการตอบสนองเป็นเส้นตรงของไบโอเซนเซอร์ 

ความสามารถในการท้างานของขั้วไฟฟ้าพิมพ์สกรีนคาร์บอนที่ปรับปรุงด๎วยอนุภาคคอร์เชลล์ 
Fe3O4@Au ตรึงด๎วยเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส เพ่ือสร๎างเป็นไบโอเซนเซอร์ในการวิเคราะห์ปริมาณ
แอมโมเนียมไอออน ผลการศึกษาดังรูปที่ 3.29 (วิธีการทดลอง 2.5.6.1) 

 

 
รูปที่ 3.29 ความสัมพันธ์ระหวํางสัญญาณกระแสกับเวลาของสารละลายแอมโมเนียมไอออน โดยใช๎ขั้วไฟฟ้าใช๎
งานที่ปรับปรุงด๎วยอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au จ้านวน 1 × 10-4 มิลลิกรัมแมกนีไทต์ตํอตารางเซนติเมตร 
และเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส ปริมาณ 0.3 ยูนิตตํอตารางเซนติเมตร ที่มีไพรูเวตและ NADPH ปริมาณ 
0.4 และ 0.8 มิลลิโมลาร์ สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 เป็นกระแสตัวพาในระบบการไหล อัตราการ
ไหล 1.2 มิลลิลิตรตํอนาที ศึกษาศักย์กระตุ๎นที่ +0.70 โวลต์ เทียบกับขั้วไฟฟ้าซิลเวอร์-ซิลเวอร์คลอไรด์ และ
สารละลาย 0.1 เปอร์เซ็นต์ แอมโมเนียมไอออน ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
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จากผลการทดลองแสดงความสัมพันธ์ของสัญญาณกระแสตามปริมาณแอมโมเนียมไอออน ที่ความ
เข๎มข๎น 0.01 ถึง 0.60 เปอร์เซ็นต์ แอมโมเนียมไอออน พบวําสัญญาณกระแสเพ่ิมขึ้นมีลักษณะเป็นพีกจนถึง
ระดับความเข๎มข๎นที่ 0.50 เปอร์เซ็นต์ แอมโมเนียมไอออน หลังจากนั้นสัญญาณกระแสจะเพ่ิมขึ้นแตกตํางกัน
เล็กน๎อยถึงแม๎จะเพ่ิมความเข๎มข๎นสูงขึ้น จากนั้นสร๎างกราฟความสัมพันธ์ระหวํางสัญญาณกระแสกับความ
เข๎มข๎น ได๎ชํวงไดนามิกส์ ดังรูปที่ 3.30 (A) และเลือกชํวงความเป็นเส๎นตรงเพ่ือใช๎ในการวิเคราะห์ปริมาณ
แอมโมเนียมไอออนที่ชํวงความเข๎มข๎น 0.01 ถึง 0.50 เปอร์เซ็นต์ แอมโมเนียมไอออน ด๎วยคําสัมประสิทธ์
สหสัมพัทธ์ (r2) เทํากับ 0.992 และความไวในการวิเคราะห์ เทํากัย 35.7 µA per %.cm2 ดังรูปที่ 3.30 (B)  

 

   
รูปที่ 3.30 ความสัมพันธ์ระหวํางสัญญาณกระแสแอโนดิกกับปริมาณของแอมโมเนียมไอออน (A) ชํวง
ไดนามิกส์ที่ความเข๎มข๎น 0.01 ถึง 0.60 เปอร์เซ็นต ์แอมโมเนียมไอออน และ (B) ชํวงความเป็นเส๎นตรงที่ความ
เข๎มข๎น 0.01 ถึง 0.50 เปอร์เซ็นต์ แอมโมเนียมไอออน ตรวจวัดด๎วยขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพสที่ปรับปรุงด๎วย
อนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au และตรึงด๎วยเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส 
 

หลังจากศึกษาชํวงการตอบสนองเป็นเส๎นตรงของการวิเคราะห์ปริมาณแอมโมเนียมไอออนแล๎ว 
ผู๎วิจัยได๎ศึกษาขีดความสามารถในการตรวจวัดแอมโมเนียมไอออนที่ความเข๎มข๎นต่้าสุดและขีดความสามารถใน
การวิเคราะห์ปริมาณแอมโมเนียมไอออน รายละเอียดในหัวข๎อถัดไป 
 

3.6.2 ผลการศึกษาขีดความสามารถในการตรวจวัดแอมโมเนียมไอออนที่ความเข้มข้นต่ าสุด 
ทดสอบหาขีดความสามารถในการตรวจวัดแอมโมเนียมที่ไอออนความเข๎มข๎นต่้าสุดด๎วย

ไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้น (การทดลอง 2.5.6.2) พิจารณาขีดความสามารถต่้าสุดจาก 3SD./slope ค้านวณ
อัตราสํวนของคําเบี่ยงเบนมาตรฐานของกระแสการวิเคราะห์กับสภาพไวในการวิเคราะห์มีคําเป็น 3 เทํา จาก
ผลการศึกษาขีดความสามารถในการตรวจวัดที่ความเข๎มข๎นต่้าสุดมีคําเทํากับ 0.001 เปอร์เซ็นต์แอมโมเนียม
ไอออน  

 

(A) (B) 
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 3.6.3 ผลการศึกษาขีดความสามารถในการหาปริมาณแอมโมเนียมไอออนที่ความเข้มข้นต่ าสุด 
ทดสอบขีดความสามารถในการวิเคราะห์ปริมาณแอมโมเนียมไอออน ด๎วยไบโอเซนเซอร์ที่

พัฒนาขึ้น (การทดลอง 2.5.6.3) พิจารณาขีดความสามารถต่้าสุดจาก 10SD./slope ค้านวณอัตราสํวนของคํา
เบี่ยงเบนมาตรฐานของกระแสการวิเคราะห์กับสภาพไวในการวิเคราะห์มีคําเป็น 10 เทํา จากผลการศึกษาขีด
ความสามารถในการวิเคราะห์ปริมาณแอมโมเนียมไอออนมีคําเทํากับ 0.01 เปอร์เซ็นต์ แอมโมเนียมไอออน  

นอกจากศึกษาขีดความสามารถในการตรวจวัดและวิเคราะห์ปริมาณแอมโมเนียมไอออนที่ความ
เข๎มข๎นต่้าสุดของไบโอเซนเซอร์แล๎ว ผู๎วิจัยได๎ศึกษาความแมํนย้าของการวิเคราะห์และของไบโอเซน เซอร์ 
รายละเอียดในหัวข๎อถัดไป 

 
 3.6.4 ผลการศึกษาความแม่นย าในการตรวจวิเคราะห์ 

ความแมํนย้าของการตรวจวิเคราะห์ของไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นในระบบการไหลอัตโนมัติ 
ผู๎วิจัยได๎ท้าการตรวจวัดปริมาณแอมโมเนียมไอออนที่ความเข๎มข๎น 0.1 เปอร์เซ็นต์ จ้านวน 10 ครั้งของการ
ทดลอง ผลการศึกษาดังรูปที่ 3.31 (การทดลอง 2.5.6.4) พบวําไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นมีความแมํนย้า 2.6 
เปอร์เซ็นต์เบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ 

 

 
รูปที่ 3.31 ความสัมพันธ์ระหวํางสัญญาณกระแสกับเวลาของสารละลายแอมโมเนียมไอออน โดยใช๎ขั้วไฟฟ้าใช๎
งานที่ปรับปรุงด๎วยอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au จ้านวน 1 × 10-4 มิลลิกรัมแมกนีไทต์ตํอตารางเซนติเมตร 
และเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส ปริมาณ 0.3 ยูนิตตํอตารางเซนติเมตร ที่มีไพรูเวตและ NADPH ปริมาณ 
0.4 และ 0.8 มิลลิโมลาร์ สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 เป็นกระแสตัวพาในระบบการไหล อัตราการ
ไหล 1.2 มิลลิลิตรตํอนาที ศึกษาศักย์กระตุ๎นที่ +0.70 โวลต์ เทียบกับขั้วไฟฟ้าซิลเวอร์-ซิลเวอร์คลอไรด์ และ
สารละลาย 0.1 เปอร์เซ็นต์ แอมโมเนียมไอออน ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
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3.6.5 ผลการศึกษาความแม่นย าของขั้วไฟฟ้า 
ความแมํนย้าของไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นเพ่ือตรวจวิเคราะห์ปริมาณแอมโมเนียมไอออนใน

ระบบการไหลอัตโนมัติ ผู๎วิจัยได๎ท้าการตรวจวัดปริมาณแอมโมเนียมไอออนที่ความเข๎มข๎น 0.1 เปอร์เซ็นต์ 
จ้านวน 3 ขั้ว ผลการศึกษาดังรูปที่ 3.32 (การทดลอง 2.5.6.5) พบวําไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นมีความแมํนย้า 
3.0 เปอร์เซ็นต์เบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ 

 

 
รูปที่ 3.32 ความสัมพันธ์ระหวํางสัญญาณกระแสกับเวลาของสารละลายแอมโมเนียมไอออน โดยใช๎ขั้วไฟฟ้าใช๎
งานที่ปรับปรุงด๎วยอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au จ้านวน 1 × 10-4 มิลลิกรัมแมกนีไทต์ตํอตารางเซนติเมตร 
และเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส ปริมาณ 0.3 ยูนิตตํอตารางเซนติเมตร ที่มีไพรูเวตและ NADPH ปริมาณ 
0.4 และ 0.8 มิลลิโมลาร์ สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 เป็นกระแสตัวพาในระบบการไหล อัตราการ
ไหล 1.2 มิลลิลิตรตํอนาที ศึกษาศักย์กระตุ๎นที่ +0.70 โวลต์ เทียบกับขั้วไฟฟ้าซิลเวอร์-ซิลเวอร์คลอไรด์ และ
สารละลาย 0.1 เปอร์เซ็นต์ แอมโมเนียมไอออน ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 

 
3.7 ผลการศึกษาวิเคราะห์หาปริมาณของแอมโมเนียมไอออนในตัวอย่างน้ ายางข้น  

กํอนประยุกต์ใช๎ไบโอเซนเซอร์ส้าหรับตรวจวัดปริมาณแอมโมเนียมไอออนในตัวอยํางน้้ายางข๎น ผู๎วิจัยได๎
ศึกษาตัวรบกวนการวิเคราะห์แอมโมเนียมไอออน และผลการเจือจางตัวอยํางตํอความถูกต๎องในการวิเคราะห์
จากนั้นท้าการวิเคราะห์ปริมาณแอมโมเนียมไอออนในตัวอยํางน้้ายางข๎นด๎วยไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นในระบบการ
วิเคราะห์แบบปกติและระบบการไหลอัตโนมัติ ด๎วยวิธีเติมสารมาตรฐานในสารละลายตัวอยําง เปรียบเทียบผล
การวิเคราะห์กับเทคนิคการไทเทรต (Titration method) เทคนิคการวัดสี (Spectrophotometric 
method) และเทคนิคโพเทนชิโอเมทรี โดยใช๎ขั้วไฟฟ้าจ้าเพาะเจาะจงแอมโมเนียมไอออน (Ammonium ion 
selective electrode)  
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3.7.1 ผลการศึกษาตัวรบกวนการวิเคราะห์แอมโมเนียมไอออน 
การวิเคราะห์ปริมาณของแอมโมเนียมไอออนในตัวอยํางน้้ายางอาจมีสารที่สามารถเกิดปฏิกิริยา

ออกซิเดชันได๎ที่ชํวงศักย์ไฟฟ้าเดียวกันกับ NADPH ที่เป็นสารตัวกลางทางไฟฟ้าส้าหรับตรวจวัด ดังนั้นเพ่ือให๎
ได๎คําสัญญาณการวิเคราะห์ปริมาณแอมโมเนียมไอออนที่ถูกต๎องที่สุด จึงจ้าเป็นต๎องศึกษาตัวรบกวน ได๎แกํ 
กรดฟอร์มิก กรดอะซิติก คอปเปอร์ และแมกนีเซียม เป็นต๎น ตัวรบกวนเหลํานี้เป็นองค์ประกอบในน้้ายาง 
ดังนั้นผู๎วิจัยศึกษาสัญญาณกระแสของแอมโมเนียมไอออนที่ถูกผสมกับตัวรบกวน ในอัตราสํวน 1:1 หนํวย
ความเข๎มข๎นเปอร์เซ็นต์โดยน้้าหนัก ตามล้าดับ ผลการศึกษาดังรูปที่ 3.33 (การทดลอง 2.5.7.1) 

 

 
รูปที่ 3.33 ความสัมพันธ์ระหวํางสัญญาณกระแสและอัตราสํวนของแอมโมเนียมไอออนตํอตัวรบกวน ได๎แกํ กรด
ฟอร์มิก กรดอะซิติก คอปเปอร์ และแมกนีเซียม ในอัตราสํวน 1:1 โดยใช๎ขั้วไฟฟ้าที่ปรับปรุงด๎วยอนุภาคคอร์
เชลล์ Fe3O4@Au ตรึงด๎วยเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส ศึกษาที่ศักย์กระตุ๎น +0.6 โวลต์ เทียบกับขั้วไฟฟ้าซิล
เวอร์-ซิลเวอร์คลอไรด์ ศึกษาในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 ที่มีสารตั้งต๎นไพรูเวตเข๎มข๎น 30 ไมโครโม
ลาร์ โคแฟกเตอร์ NADPH เข๎มข๎น 40 ไมโครโมลาร์  
 

จากผลการทดลองแสดงความสัมพันธ์ระหวํางสัญญาณกระแสและอัตราสํวนของปริมาณแอมโมเนียม
ไอออนตํอตัวรบกวน 1:1 ซึ่งสารรบกวนที่ศึกษา ได๎แกํ กรดฟอร์มิก กรดอะซิติก คอปเปอร์ และแมกนีเซียม
พบวํากรดฟอร์มิกและกรดอะซิติก ให๎สัญญาณกระแสรบกวนการวิเคราะห์ปริมาณแอมโมเนียมไอออน ดังนั้น
เพ่ือลดผลของตัวรบกวนเหลํานี้ ผู๎วิจัยศึกษาปัจจัยการเจือจางตัวอยําง (Dilution factor) ที่มีผลตํอการ
วิเคราะห์ปริมาณแอมโมเนียมไอออนในตัวอยํางน้้ายางข๎น รายละเอียดดังหัวข๎อถัดไป 
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   3.7.2 ผลการศึกษาปัจจัยการเจือจางตัวอย่าง 
 เนื่องจากในน้้ายางมีกรดฟอร์มิกและกรดอะซิติกเป็นองค์ประกอบ ซึ่งสามารถรบกวนการ

วิเคราะห์ปริมาณแอมโมเนียมไอออนด๎วยไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นได๎  ดังนั้นเพ่ือลดปริมาณการรบกวนของตัว
รบกวนเหลํานี้ จึงจ้าเป็นต๎องเจือจางตัวอยํางน้้ายางกํอนท้าการวิเคราะห์ ผู๎วิจัยศึกษาปริมาณของแอมโมเนียม
ไอออนในตัวอยํางน้้ายางข๎นที่ถูกเจือจาง 25 ถึง 125 เทํา ตามล้าดับ โดยเปรียบเทียบกับคําจริงของแอมโมเนียม
ไอออนในตัวอยํางน้้ายางข๎น ที่ตรวจวัดได๎จากเทคนิคมาตรฐาน คือ เทคนิคโพเทนชิโอเมทรี ด๎วยขั้วไฟฟ้าจ้าเพาะ
เจาะจงแอมโมเนียมไอออน ผลการศึกษาดังรูปที่ 3.34 (การทดลอง 2.5.7.2) 
 

 
รูปที่ 3.34 ความสัมพันธ์ระหวํางความเข๎มข๎นของแอมโมเนียมไอออนและปัจจัยการเจือจางตั้งแตํ 25 ถึง 125 
เทํา โดยใช๎ขั้วไฟฟ้าที่ปรับปรุงด๎วยอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ตรึงด๎วยเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส ศึกษาที่
ศักย์กระตุ๎น +0.6 โวลต์ เทียบกับขั้วไฟฟ้าซิลเวอร์-ซิลเวอร์คลอไรด์ ศึกษาในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 
7.0 ที่มีสารตั้งต๎นไพรูเวตเข๎มข๎น 30 ไมโครโมลาร์ โคแฟกเตอร์ NADPH เข๎มข๎น 40 ไมโครโมลาร์ เปรียบเทียบ
กับคําจริงที่ตรวจวัดได๎จากเทคนิคมาตรฐาน คือ เทคนิคโพเทนชิโอเมทรี ด๎วยขั้วไฟฟ้าจ้าเพาะเจาะจง
แอมโมเนียมไอออน 

 
 จากผลการทดลองแสดงความสัมพันธ์ระหวํางความเข๎มข๎นของแอมโมเนียมไอออนและปัจจัย

การเจือจาง พบวําผลการวิเคราะห์ปริมาณแอมโมเนียมไอออนในตัวอยํางน้้ายางข๎นที่ถูกเจือจาง ตรวจวัดด๎วย
ไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นให๎คําสูงและตํางจากคําจริงที่ถูกตรวจวัดด๎วยเทคนิคมาตรฐานอยํางมาก เนื่องจาก
ได๎รับสัญญาณรบกวนจากตัวรบกวนที่มีในน้้ายาง คือ กรดฟอร์มิกและกรดอะซิติก นอกจากนี้น้้ายางเป็นสารที่
ไมํบริสุทธิ์ มีทั้งน้้าตาล โปรตีน ฟอสโฟไลปิด และสารอ่ืนๆ ซึ่งสามารถรบกวนการวิเคราะห์ได๎ สํวนประกอบ
เหลํานี้มีปริมาณไมํแนํนอน ทั้งนี้ขึ้นกับปัจจัยตํางๆ เชํน พันธุ์ยาง อายุต๎นยาง ระบบและวิธี การกรีด ฤดูกาล 
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เป็นต๎น ดังนั้นเพ่ือก้าจัดผลของสัญญาณรบกวนจากสํวนประกอบเหลํานั้น ผู๎วิจัยประยุกต์ใช๎ไบโอเซนเซอร์ที่
พัฒนาขึ้นตรวจวัดน้้ายางสด (ไมํมีแอมโมเนียมไอออน) เพ่ือใช๎เป็นข๎อมูลเปรียบเทียบ (Blank) น้ามาหักลบกับ
ผลจากการวิเคราะห์แอมโมเนียมไอออนในตัวอยํางน้้ายางข๎น (น้้ายางที่เติมแอมโมเนีย) พบวําผลการวิเคราะห์
ปริมาณแอมโมเนียมไอออนในตัวอยํางน้้ายางข๎นที่ถูกเจือจางมากกวํา 100 เทํา ตรวจวัดด๎วยไบโอเซนเซอร์ที่
พัฒนาขึ้นให๎ผลที่สอดคล๎องกับคําจริงที่ได๎รับจากเทคนิคมาตรฐาน ดังรูปที่ 3.35 อยํางไรก็ตามการเจือจาง
ตัวอยํางมากเกินไปจะท้าให๎ไมํสามารถตรวจวัดปริมาณแอมโมเนียมไอออนได๎ เนื่องจากขีดจ้ากัดในการ
ตรวจวัดของไบโอเซนเซอร์ ดังนั้นผู๎วิจัยประเมินความสามารถในการวิเคราะห์ปริมาณแอมโมเนียมไอออนใน
ตัวอยํางน้้ายางข๎นที่ถูกเจือจาง 100 เทํา ด๎วยไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นในระบบการวิเคราะห์แบบปกติและ
ระบบการไหลอัตโนมัติ  

 

 
รูปที่ 3.35 ความสัมพันธ์ระหวํางความเข๎มข๎นของแอมโมเนียมไอออนและปัจจัยการเจือจางตั้งแตํ 25 ถึง 125 
เทํา โดยใช๎ขั้วไฟฟ้าที่ปรับปรุงด๎วยอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ตรึงด๎วยเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส ศึกษาที่
ศักย์กระตุ๎น +0.6 โวลต์ เทียบกับขั้วไฟฟ้าซิลเวอร์-ซิลเวอร์คลอไรด์ ศึกษาในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 
7.0 ที่มีสารตั้งต๎นไพรูเวตเข๎มข๎น 30 ไมโครโมลาร์ โคแฟกเตอร์ NADPH เข๎มข๎น 40 ไมโครโมลาร์ เปรียบเทียบ
กับคําจริงที่ตรวจวัดได๎จากเทคนิคมาตรฐาน คือ เทคนิคโพเทนชิโอเมทรี ด๎วยขั้วไฟฟ้าจ้าเพาะเจาะจง
แอมโมเนียมไอออน (*หมายเหตุ ความเข๎มข๎นของแอมโมเนียมไอออนที่ถูกตรวจวัดด๎วยไบโอเซนเซอร์ถูกหักลบกับ
สัญญาณจากองค์ประกอบรบกวนในน้้ายาง) 
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3.7.3 ผลการศึกษาด้วยไบโอเซนเซอร์ท่ีพัฒนาขึ้นในระบบการวิเคราะห์แบบปกติ โดยใช้วิธีเติม
สารมาตรฐานในสารละลายตัวอย่าง (Standard addition method) 

         เพ่ือยืนยันปริมาณแอมโมเนียมไอออนในน้้ายางข๎นและลดผลของตัวรบกวนตํอการวิเคราะห์
ปริมาณแอมโมเนียม จึงศึกษาด๎วยวิธีเติมสารมาตรฐานในสารละลายตัวอยําง (Standard addition method) 
โดยเติมสารละลายตัวอยํางน้้ายางข๎นเจือจาง 100 เทํา ปริมาตรเทํากันลงไปในสารละลายมาตรฐานแอมโมเนียม
ไอออนที่ความเข๎มข๎น 0 ถึง 0.2 เปอร์เซ็นต์ ผลการศึกษาดังรูปที่ 3.36 (การทดลอง 2.5.7.3) 

 

 
รูปที่ 3.36 (A) ความสัมพันธ์ระหวํางสัญญาณกระแสและเวลา และ (B) ความสัมพันธ์ระหวํางสัญญาณกระแส
และความเข๎มข๎นของสารละลายแอมโมเนียมไอออนชํวง 0 ถึง 0.2 เปอร์เซ็นต์ โดยใช๎ขั้วไฟฟ้าใช๎งานที่ปรับปรุง
ด๎วยอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au จ้านวน 3 × 10-3 มิลลิกรัมแมกนีไทต์ตํอตารางเซนติเมตร และเอนไซม์อะ
ลานีนดีไฮโดรจีเนส ปริมาณ 0.1 ยูนิตตํอตารางเซนติเมตร ศึกษาที่ศักย์กระตุ๎น +0.6 โวลต์ เทียบกับขั้วไฟฟ้า
ซิลเวอร์-ซิลเวอร์คลอไรด์ ศึกษาในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 ที่มีสารตั้งต๎นไพรูเวตเข๎มข๎น 30 ไม
โครโมลาร์ โคแฟกเตอร์ NADPH เข๎มข๎น 40 ไมโครโมลาร์ 
 

ท้าการวิเคราะห์ตัวอยํางน้้ายางข๎นจ้านวน 3 ตัวอยําง ซื้อมาจากบริษัทเคมีคอลแอนด์แมททีเรียลส์ 
จ้ากัด พบวําปริมาณแอมโมเนียมไอออนในน้้ายางข๎นเฉลี่ยหลังจากหักลบสัญญาณจากองค์ประกอบรบกวน 
พบปริมาณแอมโมเนียมไอออนที่ 0.61 ± 0.02, 0.62 ± 0.01 และ 0.58 ± 0.05 เปอร์เซ็นต์โดยน้้าหนัก 
ตามล้าดับ  
 

3.7.4 ผลการศึกษาด้วยไบโอเซนเซอร์ท่ีพัฒนาขึ้นในระบบการวิเคราะห์แบบการไหลอัตโนมัติ 
โดยใช้วิธีเติมสารมาตรฐานในสารละลายตัวอย่าง (Standard addition method) 

         เพ่ือยืนยันปริมาณแอมโมเนียมไอออนในน้้ายางข๎นและลดผลของตัวรบกวนตํอการวิเคราะห์
ปริมาณแอมโมเนียม จึงศึกษาด๎วยวิธีเติมสารมาตรฐานในสารละลายตัวอยําง (Standard addition method) 

(A) (B) 

https://smelink.net/company/chemical-and-materials-co-ltd.html
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122 
 

โดยเติมสารละลายตัวอยํางน้้ายางข๎นปริมาตรเทํากันลงไปในสารละลายมาตรฐานแอมโมเนียมไอออนที่ความเข๎มข๎น 
0 ถึง 0.15 เปอร์เซ็นต์ ผลการศึกษาดังรูปที่ 3.37 (การทดลอง 2.5.7.4) 

 

 
รูปที่ 3.37 (A) ความสัมพันธ์ระหวํางสัญญาณกระแสและเวลา และ (B) ความสัมพันธ์ระหวํางสัญญาณกระแส
และความเข๎มข๎นของสารละลายแอมโมเนียมไอออนชํวง 0 ถึง 0.15 เปอร์เซ็นต์ โดยใช๎ขั้วไฟฟ้าใช๎งานที่ปรับปรุง
ด๎วยอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au จ้านวน 1 × 10-4 มิลลิกรัมแมกนีไทต์ตํอตารางเซนติเมตร และเอนไซม์อะ
ลานีนดีไฮโดรจีเนส ปริมาณ 0.3 ยูนิตตํอตารางเซนติเมตร ที่มีไพรูเวตและ NADPH ปริมาณ 0.4 ถึง 0.8 มิลลิ
โมลาร์ สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 เป็นกระแสตัวพาในระบบการไหล อัตราการไหล 1.2 มิลลิลิตร
ตํอนาที ศึกษาศักย์กระตุ๎นที่ +0.70 โวลต์ เทียบกับขั้วไฟฟ้าซิลเวอร์-ซิลเวอร์คลอไรด์ และสารละลาย 0.1 
เปอร์เซ็นต์ แอมโมเนียมไอออน ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
 

ท้าการวิเคราะห์ตัวอยํางน้้ายางข๎นจ้านวน 3 ตัวอยําง ซื้อมาจากบริษัทเคมีคอลแอนด์แมททีเรียลส์ 
จ้ากัด  พบวําปริมาณแอมโมเนียมไอออนในน้้ายางข๎นเฉลี่ยหลังจากหักลบสัญญาณจากองค์ประกอบรบกวน 
พบปริมาณแอมโมเนียมไอออนที่ 0.63 ± 0.03, 0.61 ± 0.02 และ 0.59 ± 0.02 เปอร์เซ็นต์โดยน้้าหนัก 
ตามล้าดับ  
 
 3.7.5 ผลการเปรียบเทียบการท างานของไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นในระบบการวิเคราะห์แบบ
ปกติและแบบการไหลอัตโนมัติ เทียบผลการวิเคราะห์กับเทคนิคการไทเทรต เทคนิคการวัดสี และเทคนิค
โพเทนชิโอเมทรี ด้วยขั้วไฟฟ้าจ าเพาะเจาะจงแอมโมเนียมไอออน ด้วยสถิติ t-test 
           ท้าการประเมินการท้างานของไบโอเซนเซอร์ส้าหรับตรวจวัดปริมาณแอมโมเนียมไอออนใน
ตัวอยํางน้้ายางข๎นจ้านวน 3 ตัวอยําง ซื้อมาจากบริษัทเคมีคอลแอนด์แมททีเรียลส์จ้ากัด โดยท้าการวิเคราะห์
ด๎วยไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นในระบบการวิเคราะห์แบบปกติและแบบการไหลอัตโนมัติ และเทคนิคมาตรฐาน 
คือเทคนิคการไทเทรต (การทดลอง 3.5.7.5) เทคนิคการวัดสี (การทดลอง 3.5.7.6) และเทคนิคโพเทนชิโอเมท
รี ด๎วยขั้วไฟฟ้าจ้าเพาะเจาะจงแอมโมเนียมไอออน (การทดลอง 3.5.7.7) ผลการทดลองดังตารางที ่3.3 

(A) (B) 

https://smelink.net/company/chemical-and-materials-co-ltd.html
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ตารางท่ี 3.3 ผลการวิเคราะห์ปริมาณแอมโมเนียมไอออนในตัวอยํางน้้ายางข๎น ด๎วยไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้น
ในระบบการวิเคราะห์แบบปกติและแบบการไหลอัตโนมัติ  และเทคนิคมาตรฐาน คือเทคนิคการไทเทรต 
เทคนิคการวัดสี และเทคนิคโพเทนชิโอเมทรี ด๎วยขั้วไฟฟ้าจ้าเพาะเจาะจงแอมโมเนียมไอออน 

ตัวอย่าง ปริมาณแอมโมเนียมไอออน (เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนัก) 
ไบโอเซนเซอร์

(Batch 
analysis)* 

ไบโอเซนเซอร์
(Flow 

analysis)* 

เทคนิคการ
ไทเทรต 

เทคนิคการ 
วัดสี 

เทคนิคโพเทน 
ชิโอเมทรี 

น้้ายางข๎น #1 0.61 ± 0.02 0.63 ± 0.03 0.64 ± 0.01 0.61 ± 0.02 0.57 ± 0.01 
น้้ายางข๎น #2 0.62 ± 0.01 0.61 ± 0.02 0.65 ± 0.02 0.64 ± 0.03 0.57 ± 0.03 
น้้ายางข๎น #3 0.58 ± 0.05 0.59 ± 0.02 0.61 ± 0.02 0.62 ± 0.02 0.60 ± 0.01 

* หมายเหตุ ความเข๎มข๎นของแอมโมเนียมไอออนที่ถูกตรวจวัดด๎วยไบโอเซนเซอร์ถูกหักลบกับสัญญาณจาก
องค์ประกอบรบกวนในน้้ายาง 
  

ท้าการเปรียบเทียบผลการวิเคราะห์ด๎วยสถิติคํา t พบวํา ไบโอเซนเซอร์พัฒนาขึ้นในระบบการ
วิเคราะห์แบบปกติและแบบการไหลอัตโนมัติ ให๎คําการวิเคราะห์ไมํแตกตํางกันกับเทคนิคการไทเทรต เทคนิค
การวัดสี และเทคนิคโพเทนชิโอเมทรี โดยใช๎ขั้วไฟฟ้าจ้าเพาะเจาะจงแอมโมเนียมไอออน สํงไปตรวจวัดที่กลุํม
อุตสาหกรรมยาง สถาบันวิจัยยาง กรมวิชาการเกษตร ที่ระดับความเชื่อมั่นร๎อยละ 95 โดย ttabulated มีคํา
เทํากับ 4.3 ที่ degree of freedom =2 และ tcalculated อยูํในชํวง 0.0-2.9 ซึ่งคํา tcalculated น๎อยกวํา ttabulated 
แสดงวําผลการวิเคราะห์ด๎วยไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้น สามารถยอมรับได๎ที่ระดับความเชื่อมั่ นร๎อยละ 95 จึง
สรุปวําไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นในระบบการวิเคราะห์แบบปกติและแบบการไหลอัตโนมัตินั้นสามารถตรวจวัด
หาปริมาณของแอมโมเนียมไอออนในตัวอยํางน้้ายางข๎นได๎จริง 
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บทที่ 4 
สรุปผลการทดลอง 

 
งานวิจัยนี้ศึกษาและพัฒนาไบโอเซนเซอร์ส้าหรับตรวจวัดแอมโมเนียมไอออน โดยอาศัยการท้างาน

ของเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส นอกจากนี้ยังเพ่ิมประสิทธิภาพของไบโอเซนเซอร์โดยปรับปรุงด๎วยอนุภาค
คอร์เซลล์ Fe3O4@Au โดยใช๎ Fe3O4 เป็นแกน (Core) และทองเป็นเชลล์ (Shell) เนื่องจาก Fe3O4 มีสมบัติ
ความเป็นแมํเหล็ก ชํวยในการตรึงเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนสให๎ติดอยูํบนผิวหน๎าของขั้วไฟฟ้า และทอง
อนุภาคนาโนสามารถสร๎างพันธะโคเวเลนต์กับหมูํไทออล (Thiol) และหมูํเอมีน (Amine) ในโครงสร๎างของ
เอนไซม์ท้าให๎ทองเปรียบเสมือนเป็นสะพานเชื่อมในการน้าสํงอิเล็กตรอนโดยตรง สํงผลให๎ไบโอเซนเซอร์มี
สภาพไวสูงขึ้น โดยในงานวิจัยตรึงเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนสเกาะติดอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au บน
ขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพส วิเคราะห์แอมโมเนียมไอออนในระบบการวิเคราะห์แบบปกติ และศึกษาการวิเคราะห์ใน
ระบบการไหลอัตโนมัติ โดยเปลี่ยนจากการใช๎ขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพสเป็นขั้วไฟฟ้าแบบพิมพ์สกรีนคาร์บอน  

การออกแบบขั้วไฟฟ้าเพ่ือเป็นไบโอเซนเซอร์ส้าหรับวิเคราะห์แอมโมเนียมไอออนนั้น สามารถเตรียม
ขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพสและขั้วไฟฟ้าพิมพ์สกรีนคาร์บอนที่ปรับปรุงด๎วยอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ตรึงด๎วย
เอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส จึงได๎สังเคราะห์และศึกษาการพิสูจน์เอกลักษณ์และประเมินการน้าสํงอิเล็กตรอน
ของอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตํอการท้างานของไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้น ตรวจ
วิเคราะห์ในระบบปกติและระบบการไหลอัตโนมัติ จากนั้นประเมินประสิทธิภาพการท้างานของไบโอเซนเซอร์ 
และวิเคราะห์หาปริมาณแอมโมเนียมไอออนในตัวอยํางน้้ายางข๎นด๎วยไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นในระบบการ
วิเคราะห์แบบปกติและการไหลอัตโนมัติ เปรียบเทียบผลการวิเคราะห์กับเทคนิคมาตรฐาน ได๎แกํ  เทคนิคการ
ไทเทรต (Titration method) เทคนิคการวัดสี (Spectrophotometric method) และเทคนิคโพเทนชิโอเมท
รี โดยใช๎ขั้วไฟฟ้าจ้าเพาะเจาะจงแอมโมเนียมไอออน ผลการทดลองพบวํา 

(1)  อนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ดูดกลืนแสงที่ต้าแหนํงความยาวคลื่นสูงกวําทองอนุภาคนาโนที่ 580 นา
โนเมตร พบพีกการเลี้ยวเบนรังสีเอกซ์ของทั้ง Fe3O4 และทองอนุภาคนาโน บํงชี้วําทองเกาะติดบนพ้ืนผิวของ 
Fe3O4 หลังจากตรึงเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส พบพีกการสั่นแบบยืดหดของพันธะ C-N ของกรดอะมิโนที่มี
อยูํในโครงสร๎างของเอนไซม์ ลักษณะรูปรํางเป็นทรงกลม การกระจายตัวสม่้าเสมอ มีขนาดเส๎นผํานศูนย์กลาง
เฉลี่ย 50 นาโนเมตร เมื่อท้าการตรึงเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส พบวําพ้ืนผิวของอนุภาคคอร์เชลล์ 
Fe3O4@Au ถูกปกคลุมด๎วยกลุํมโปรตีนของเอนไซม์ ผลการประเมินการน้าสํงอิเล็กตรอนของอนุภาคคอร์เชลล์
Fe3O4@Au พบวําขั้วไฟฟ้าที่ปรับปรุงให๎สัญญาณการตอบสนองตํอสารตัวกลางทางไฟฟ้านิโคตินาไมด์อะดีนีน 
ไดนิวคลีโอไทด์ฟอสเฟต ได๎ดีที่ศักย์ชํวง +0.4 ถึง +0.6 โวลต์ เทียบกับขั้วไฟฟ้าอ๎างอิงซิลเวอร์-ซิลเวอร์คลอไรด์ 
และให๎กลไกการเกิดปฏิกิริยาที่ผิวหน๎าขั้วไฟฟ้าเป็นแบบการเคลื่อนที่โดยมวล 

(2)  สภาวะที่เหมาะสมของไบโอเซนเซอร์ตํอการวิเคราะห์ปริมาณแอมโมเนียมไอออน ด๎วยเทคนิคโครโนแอ
มเพอโรเมทรี ตรวจวิเคราะห์ในระบบปกติ คือ เวลาในการตรึงเอนไซม์ 10 นาที ปริมาณอนุภาคคอร์เชลล์ 
Fe3O4@Au ที่ตรึงบนขั้วไฟฟ้าคือ 3 × 10-3 มิลลิกรัม Fe3O4 ตํอตารางเซนติเมตร ปริมาณเอนไซม์อะลานีนดี



125 
 

ไฮโดรจีเนส 0.1 ยูนิตตํอตารางเซนติเมตร ศักย์กระตุ๎นการท้างานของขั้วไฟฟ้า 0.6 โวลต์ เทียบกับขั้วไฟฟ้า
อ๎างอิงซิลเวอร์-ซิลเวอร์คลอไรด์ สภาวะความเป็นกรด-เบสของสารละลายบัฟเฟอร์ pH 7.0 อุณหภูมิที่เหมาะสม
ตํอการท้างาน 25 องศาเซลเซียส ปริมาณสารตั้งต๎นไพรูเวตและโคแฟกเตอร์ NADPH คือ 0.03 และ 0.04 มิลลิ
โมลาร์ ตามล้าดับ 

(3)  สภาวะที่เหมาะสมของไบโอเซนเซอร์ตํอการวิเคราะห์ปริมาณแอมโมเนียมไอออน ด๎วยเทคนิคโครโน 
แอมเพอโรเมทรี ตรวจวิเคราะห์ในระบบการไหลอัตโนมัติ คือ ปริมาณอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ที่ตรึงบน
ขั้วไฟฟ้าคือ 1 × 10-4 มิลลิกรัม Fe3O4 ตํอตารางเซนติเมตร ปริมาณเอนไซม์ 0.3 ยูนิตตํอตารางเซนติเมตร 
ปริมาณสารตั้งต๎นไพรูเวตและโคแฟกเตอร์ NADPH คือ 0.4 และ 0.8 มิลลิโมลาร์ ตามล้าดับ อัตราการไหลของ
สารละลายตัวพา 1.2 มิลลิลิตรตํอนาที ศักย์กระตุ๎นการท้างานของขั้วไฟฟ้า 0.7 โวลต์เทียบกับขั้วไฟฟ้าอ๎างอิง
ซิลเวอร์-ซิลเวอร์คลอไรด์ สภาวะความเป็นกรด-เบสของสารละลายบัฟเฟอร์ pH 7.0 และปริมาตรในการฉีดสาร 
100 ไมโครลิตร  

(4)  ประเมินประสิทธิภาพการท้างานของไบโอเซนเซอร์ ผลการศึกษาดังตารางที่ 5.1 
 

ตารางที่ 5.1  ผลการศึกษาประสิทธิภาพการท้างานของไบโอเซนเซอร์ตรวจวิเคราะห์ในระบบปกติและระบบ
การไหลอัตโนมัติ 

ประสิทธิภาพการท างาน ไบโอเซนเซอร์  
(ระบบปกติ) 

ไบโอเซนเซอร์  
(ระบบการไหล) 

ชํวงความเป็นเส๎นตรงในการวิเคราะห์ (% NH4
+) 0.04–0.22 0.01–0.50 

ความไวของการวิเคราะห์ (µA per %.cm2) 3.6  35.7 
ขีดความสามารถในการตรวจวัด (% NH4

+) 0.01 0.001 
ขีดความสามารถในการวิเคราะห์ปริมาณ (% NH4

+) 0.05 0.01 
ความแมํนย้าของการตรวจวิเคราะห์ (% RSD) 3.1 (n=3) 2.6 (n=10) 
ความแมํนย้าของไบโอเซนเซอร์ (% RSD) 4.1 (n=3) 3.0 (n=3) 

 
(5)  ไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นในระบบการวิเคราะห์แบบปกติและระบบการไหลอัตโนมัติ สามารถ

ตรวจวัดปริมาณแอมโมเนียมไอออนในตัวอยํางน้้ายางข๎นที่ถูกเจือจาง 100 เทําได๎ ด๎วยวิธีเติมสารมาตรฐานลง
ในสารละลายตัวอยําง 

(6)  ประเมินการท้างานของไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นในระบบการวิเคราะห์แบบปกติและระบบการไหล
อัตโนมัติ ส้าหรับตรวจวัดปริมาณแอมโมเนียมไออนในตัวอยํางน้้ายางข๎น เทียบกับเทคนิคมาตรฐาน คือ 
เทคนิคการไทเทรต เทคนิคการวัดสี และเทคนิคโพเทนชิโอเมทรี โดยใช๎ขั้วไฟฟ้าจ้าเพาะเจาะจงแอมโมเนียม
ไอออน ด๎วยสิถิติ t-test พบวําคําที่ได๎จากไบโอเซนเซอร์และเทคนิคมาตรฐานให๎คําที่ไมํแตกตํางกันอยํางมี
นัยส้าคัญท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95% 
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รูปภาพวิธีการทดลอง 
 

ภาพที่ 1 การเตรียมสารละลายเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนสเกาะติดอนุภาคคอร์เชลล์Fe3O4@Au 
 

 
 

 

(1) สารแขวนลอยอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au (2) สารละลายเอนไซม์เกาะติดอนุภาคคอร์เชลล์ 
Fe3O4@Au 

 

ภาพที่ 2 การเตรียมขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพส 
 

 
 

 

(1) ผิวหน๎าขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพส (2) ตรึงเอนไซม์เกาะติดอนุภาคคอร์เชลล์ 
Fe3O4@Au บนผิวหน๎าขั้วไฟฟ้า 

 

ภาพที่ 3 การเตรียมขั้วไฟฟ้าพิมพ์สกรีนคาร์บอน 
 

 
 

 

(1) ขั้วไฟฟ้าพิมพ์สกรีนคาร์บอน (2) ขั้วไฟฟ้าพิมพ์สกรีนคาร์บอนที่ทากาวซิลเวอร์
คอนดักทีฟเพ๎นท์ 
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(3) บริเวณท่ีตรึงสาร (4) ตรึงสารบนขั้วไฟฟ้าพิมพ์สกรีนคาร์บอน 
 

ภาพที่ 4 การเตรียมระบบการวิเคราะห์แบบปกติ 
 

    
 

(1) การประกอบเซลล์ขั้วไฟฟ้า (ก) ขั้วไฟฟ้าใช๎งานคาร์บอนเพสที่ถูกปรับปรุง (ข) ขั้วไฟฟ้าอ๎างอิง    
ซิลเวอร์-ซิลเวอร์คลอไรด์ (ค) ขั้วไฟฟ้าชํวยแพลทินัม  

 

 
 

(2) การตํอเซลล์ขั้วไฟฟ้าเข๎ากับเครื่องควบคุมศักย์ไฟฟ้า 
 
 
 
 
 
 
 
 

ค 

ข 
ก 



132 
 

ภาพที่ 5 การเตรียมระบบการวิเคราะห์แบบการไหลอัตโนมัติ 
 

  
 

(1) การประกอบอิเล็กโตรเคมิคัลเซลล์ (ก) ขั้วไฟฟ้าใช๎งานพิมพ์สกรีนคาร์บอนที่ถูกปรับปรุง (ข) 
ขั้วไฟฟ้าอ๎างอิงซิลเวอร์-ซิลเวอร์คลอไรด์ และ (ค) ขั้วไฟฟ้าชํวยแพลทินัม  

 

                                  
 

(2) ระบบการวิเคราะห์แบบการไหลอัตโนมัติ 
 

 
 

(3) เชื่อมตํอระบบการไหลอัตโนมัติเข๎ากับเครื่องควบคุมศักย์ไฟฟ้าและคอมพิวเตอร์ 
 

 ข  ข 
 

ก  ก 
 

ค 

ด้านหลงั ด้านข้าง 

เชื่อมตํอกับตัว
ตรวจวัด ปั๊ม  

อิเล็กโตรเคมิคัลเซลล์ 

สารละลายตัวพา 

ที่ใสํของเสีย 
(Waste) 

ที่ฉีดสารตัวอยําง 
(Injection valve) 

ค 
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ตารางเปรียบเทียบประสิทธิภาพการวิเคราะห์แอมโมเนียมไอออนในตัวอย่างน้ าอย่างข้นระหว่างไบโอเซนเซอร์กับเทคนิคมาตรฐาน 
 

 

เทคนิค ไบโอเซนเซอร์ โพเทนชิโอเมทรี ไทเทรต วัดสี 
ข้อดี - ตรวจวัดงํายและรวดเร็ว 

- ความไวสูง 
- ประยุกต์ให๎เป็นอุปกรณ์ขนาดเลก็ท่ี
สามารถพกพาไปใช๎ในภาคสนามได๎ 
- ตรวจวัดสารได๎หลากหลาย โดยเปลี่ยน
ชนิดของช้ันตรวจวัดให๎จ้าเพาะเจาะจงตํอ
สารที่ต๎องการวเิคราะห ์
- ไมํต๎องเตรียมตัวอยาํง 
- ราคาไมํแพง ประมาณ 500 บาท ตํอช้ิน 
สามารถตรวจวดัอยํางน๎อย 5 ครั้ง 
 

- จ้าเพาะเจาะจงสูง ไมมํีปัญหาการรบกวน
จากตัวรบกวน 
- ความถูกต๎องสูง 
- ตรวจวัดงํายและรวดเร็ว 
- อุปกรณ์มีขนาดเล็ก สามารถพกพาไป
ตรวจวัดท่ีภาคสนามได ๎
- ไมํต๎องเตรียมตัวอยาํง 
- ชํวงความเป็นเส๎นตรง 0.03-1400 มิลลิกรมั
ตอํลิตร 
- ขีดความสามารถต่้าสุดในการตรวจวัด 0.01 
มิลลิกรัมตํอลิตร 

- ตรวจวัดงํายและรวดเร็ว 
- อุปกรณ์หาได๎ทั่วไปตามห๎องปฏบิัติการ 
- สารเคมีราคาไมํแพง 

- ความถูกต๎องสูง 
- ความไวและจ้าเพาะเจาะจงสูง 
- ชํวงความเป็นเส๎นตรง 0.05-1.0 
มิลลิกรัมตํอลิตร 
- ขีดความสามารถต่้าสุดในการ
ตรวจวัด 0.03 มิลลิกรัมตํอลิตร 
 
 

ข้อด้อย - มีปัญหาจากตัวรบกวน 
- ชํวงความเป็นเส๎นตรง 0.1-5.0 กรัมตํอ
ลิตร 
- ขีดความสามารถต่้าสุดในการตรวจวัด 
0.1 กรัมตํอลิตร 

- อุปกรณ์ราคาแพง (ประมาณ 20,000 - 
30,000 บาท) และต๎องสั่งซื้อจากตํางประเทศ 
- ขัว้ไฟฟ้าจ้าเพาะเจาะจงตํอไอออนชนิดเดียว 

- ความถูกต๎องต่้า เนื่องจากการตรวจวัดขึ้นกับ
การสังเกตการเปลี่ยนแปลงสีของสารละลาย  
- วิเคราะห์ปริมาณได๎ยาก เนื่องจากการ
เปลี่ยนแปลงสีของน้้ายางไมํชัดเจน ท้าให๎เกิด
ความคลาดเคลื่อนในการตรวจวัด 
- ใช๎สารเคมีปรมิาณมาก  
- ขีดความสามารถในการตรวจวัดสูงในระดับ
เปอร์เซ็นต ์

- ต๎องเตรียมตัวอยํางให๎เป็น
สารละลายใสไมํมีอนุภาคแขวนลอย 
- การตรวจวัดใช๎เวลานาน 
- เครื่องมือราคาแพง 
- ใช๎สารเคมีเป็นพิษ คือสารประกอบ
ของปรอท (HgI2) 
- ต๎องการผู๎เชียวชาญในการวเิคราะห ์
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รายละเอียดการประดิษฐ์ 

ชื่อที่แสดงถึงการประดิษฐ์  
 ไบโอเซนเซอร์ส้าหรับตรวจวัดแอมโมเนียมไอออน 

สาขาวิทยาการที่เกี่ยวข้องกับการประดิษฐ์ 
 วิทยาศาสตร์เคมีที่เก่ียวข๎องกับไบโอเซนเซอร์ 

ภูมิหลังของศิลปะหรือวิทยาการที่เกี่ยวข้อง 
แอมโมเนียเป็นสารเคมีที่มีการใช๎งานอยํางกว๎างขวางในอุตสาหกรรมย๎อมผ๎า ยา เส๎นใยสังเคราะห์  

พลาสติก ปุ๋ย วัตถุระเบิด อุตสาหกรรมอาหารแชํแข็ง โรงกลั่นน้้ามัน และไอครีม เป็นต๎น แอมโมเนียถือวําเป็น
สารพิษสารหนึ่ง ซึ่งมีโทษกับทั้งคนและสัตว์ หากลงสูํแหลํงน้้าจะท้าให๎คําความเป็นกรด-ดําง (pH) ของน้้า
สูงขึ้น สํงผลให๎ปริมาณออกซิเจนที่ละลายในน้้า (DO) ลดลง ท้าให๎สัตว์น้้าตายอยํางเฉียบพลัน หากมีการ
ปนเปื้อนในอากาศ จะเปลี่ยนเป็นสารประกอบกลุํมไนโตรเจน (NOx) และละอองไอแอมโมเนียมีฤทธิ์กัดกรํอน
โลหะได๎ และท้าให๎เกิดการระคายเคืองตํอผิวหนังที่สัมผัส หากสูดดมมากจะออกฤทธิ์กระตุ๎นหัวใจ เสี่ยงตํอ
หัวใจวายได๎งําย ดังนั้นการตรวจวัดปริมาณของแอมโมเนียที่ปนเปื้อนในแหลํงน้้าและอากาศจึงเป็นสิ่งที่ส้าคัญ 
การวิเคราะห์แอมโมเนียในปัจจุบันตรวจวัดในรูปของแอมโมเนียมไอออน วิเคราะห์ด๎วยขั้ วไฟฟ้าแบบเจาะจง
แอมโมเนียมไอออน (Amonium ion selective electrode) แตํอุปกรณ์ดังกลําวมีข๎อด๎อยคือ ราคาแพงอยูํที่
ประมาณ 60,000 ถึง 100,000 บาท และต๎องสั่งซื้อจากตํางประเทศ ดังนั้นจึงท้าให๎เกิดความพยายามที่จะ
สร๎างอุปกรณ์ตรวจวัดแอมโมเนียมไอออนที่สามารถเตรียมและใช๎งานได๎งําย และมีราคาไมํแพง 

อุปกรณ์ตรวจวัดแอมโมเนียมไอออนที่พัฒนาขึ้น เรียกวําไบโอเซนเซอร์ (Biosensor) ซึ่งเป็นอุปกรณ์
ตรวจวัดที่สามารถวิเคราะห์สารตัวอยํางได๎อยํางจ้าเพาะเจาะจงเชํนเดียวกับขั้วไฟฟ้าแบบเจาะจงไอออน ( Ion 
selective electrode) ไบโอเซนเซอร์ประกอบไปด๎วย 2 สํวน คือ สํวนของสารชีวภาพ (Biological 
substance)  และตัวแปลงสัญญาณ (Transducer) หลักการท้างานของไบโอเซนเซอร์คือแอมโมเนียมไอออน
ท้าปฏิกิริยากับสารชีวภาพที่ตรึงบนผิวหน๎าของตัวแปลงสัญญาณ ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นกํอให๎เกิดผลิตภัณฑ์ที่ถูก
แปรเป็นสัญญาณที่ตัวแปลงสัญญาณ แปลงสัญญาณทางไฟฟ้าเป็นสัญญาณที่อํานคําออกมาได๎ สัญญาณ
วิเคราะห์ได๎จะเป็นสัดสํวนโดยตรงกับปริมาณของแอมโมเนียมไอออน และถูกน้าไปด้าเนินการตํอเพ่ือแสดงผล
ออกมา โดยสํวนของสารชีวภาพใช๎เอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส (Alanine dehydrogenase) เนื่องจากเป็น
เอนไซม์ที่มีความจ้าเพาะเจาะจงตํอแอมโมเนียมไอออน และสํวนของตัวแปลงสัญญาณใช๎ขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพส 
(Carbon paste electrode) เนื่องจากสามารถเตรียมงํายเพียงแคํน้าผงคาร์บอน (Carbon powder) ผสมเข๎า
กับน้้ามันแรํ (Mineral oil) ในอัตราสํวนที่เหมาะสม นอกจากนี้ยังได๎ปรับปรุงผิวหน๎าขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพสด๎วย
อนุภาคคอร์เชลล์แมกเนติก-ทอง (Core shell Fe3O4@Au nanopaticels) เพ่ือชํวยในการตรึงเอนไซม์อะ
ลานีนดีไฮโดรจีเนส ให๎อยูํบนผิวหน๎าขั้วไฟฟ้า อีกทั้งอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ยังสามารถชํวยเพ่ิมความไว
ของขั้วไฟฟ้าได๎อีกด๎วย 
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ลักษณะและความมุ่งหมายของการประดิษฐ์ 
 ไบโอเซนเซอร์มีลักษณะเป็นอุปกรณ์ที่ประดิษฐ์ขึ้นเพ่ือใช๎ติดตามหาปริมาณของแอมโมเนียมไอออน 

โดยใช๎สารชีวภาพคือเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส ที่มีความจ้าเพาะเจาะจงตํอแอมโมเนียมไอออน ซึ่งถูก
เกาะติดกับอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au เมื่อเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนสท้าปฏิกิริยากับแอมโมเนียมไอออน
จะท้าให๎เกิดการเปลี่ยนแปลงทางชีวเคมีและได๎รับสัญญาณเฉพาะ ในที่นี้คืออิเล็กตรอน ตํอมาตัวแปลง
สัญญาณคือขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพส ท้าหน๎าที่แปลงสัญญาณเฉพาะให๎เป็นสัญญาณไฟฟ้าที่สามารถอํานคํา
ออกมา โดยสัญญาณไฟฟ้าที่ได๎แปรตามปริมาณของแอมโมเนียมไอออน การประดิษฐ์นี้มีความมุํงหมายเพ่ือ
พัฒนาอุปกรณ์ตรวจวัดที่จ้าเพาะเจาะจงตํอการวิเคราะห์แอมโมเนียมไอออน มีขนาดเล็ก พกพาสะดวก 
สามารถเตรียมและใช๎งานได๎งําย ตลอดจนมีราคาถูก 

ค าอธิบายรูปเขียนโดยย่อ 
 รูปที่ 1 แสดงถึงอุปกรณ์ตรวจวัดไบโอเซนเซอร์ ตามการประดิษฐ์นี้ 

การเปิดเผยการประดิษฐ์โดยสมบูรณ์ 
 ไบโอเซนเซอร์เป็นอุปกรณ์ตรวจวัดที่ประกอบไปด๎วยสองสํวน คือ สํวนของสารชีวภาพและตัวแปลง

สัญญาณ ในการประดิษฐ์นี้ใช๎เอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนสเป็นสารชีวภาพ ซึ่งถูกเกาะติดกับอนุภาคคอร์เชลล์ 
Fe3O4@Au และขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพสเป็นตัวแปลงสัญญาณ ด้าเนินการประดิษฐ์โดยขั้นตอนแรกเตรียมสํวน
ของตัวแปลงสัญญาณ โดยออกแบบแทํงเทฟลอน (Teflon rod) (1) ให๎มีเส๎นผํานศูนย์กลางขนาด 1 
เซนติเมตร ยาวขนาด 10 เซนติเมตร เจาะรูข๎างในตรงกลางเล็กน๎อยประมาณ 4 มิลลิเมตร เพ่ือใสํลวดสายไฟ
ทองแดง (2) โดยลวดสายไฟทองแดง (2) ที่น้ามาใช๎ยาวขนาด 11 เซนติเมตร ตัดเอาฉนวนด๎านปลายออกด๎าน
หนึ่งประมาณ 5 มิลลิเมตร สํวนปลายอีกด๎านหนึ่งเชื่อมติดเข๎ากับแผํนทองแดงขนาดยาวๆ (3) จากนั้นใสํลวด
สายไฟทองแดง (2) เข๎าไปในแทํงเทฟลอน (1) และน้าแมํเหล็กถาวร (Permanent neodymium magnet) 
(4) ทรงกระบอกท่ีมีเส๎นผําศูนย์กลาง 8 มิลลิเมตร ลึก 3 มิลลิเมตร ใสํเข๎าไปในแทํงเทฟลอน (1) โดยวางทับลง
บนแผํนทองแดง (3) จากนั้นเตรียมคาร์บอนเพส (5) โดยผสมผงคาร์บอน (Carbon powder) กับน้้ามันแรํ 
(Mineral oil) ให๎มีอัตราสํวนของคาร์บอนตํอน้้ามันคือ 7:3 ผสมให๎เข๎ากันจนเป็นเนื้อเดียวและเกิดเป็นเพส 
แล๎วอัดลงบนแมํเหล็กถาวร (4) ให๎เต็มผิวหน๎าขั้วไฟฟ้า และใช๎แผํนเทฟลอนขัดผิวหน๎าขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพสให๎
เรียบและสม่้าเสมอ 

เตรียมสํวนของสารชีวภาพ โดยท้าการสังเคราะห์อนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ที่มีอัตราสํวนโมล 
ของ Fe3O4:Au คือ 1:0.8 ดังนี้ ปิเปตน้้าที่ปราศจากไอออน (Deionized water) อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส 
ปริมาตร 22 มิลลิลิตร และสารแขวนลอย Fe3O4 เข๎มข๎น 0.25 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงในบีก
เกอร์ขนาด 100 มิลลิลิตร จากนั้นท้าให๎อนุภาคกระจายตัวด๎วยเครื่องอุลตร๎าโซนิค (Ultrasonic sonicator) 
เป็นเวลา 10 นาที ปิเปตสารละลายทอง (HAuCl4) เข๎มข๎น 0.25 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 8 มิลลิลิตร ลงในขวด
รูปชมพํูภายใต๎สภาวะที่อนุภาคกระจายตัวด๎วยเครื่องอุลตร๎าโซนิค เป็นเวลา 5 นาที และรีดิวซ์ด๎วยสารละลาย

 หน๎า 2 ของจ้านวน 3 หน๎า 
 

http://www.google.co.th/search?hl=th&biw=1366&bih=665&q=%E0%B9%80%E0%B8%84%E0%B8%A3%E0%B8%B7%E0%B9%88%E0%B8%AD%E0%B8%87%E0%B8%AD%E0%B8%B8%E0%B8%A5%E0%B8%95%E0%B8%A3%E0%B9%89%E0%B8%B2%E0%B9%82%E0%B8%8B%E0%B8%99%E0%B8%B4%E0%B8%84&spell=1&sa=X&ei=H7ZEUZntHIn8rAeo5YHQDw&ved=0CCkQvwUoAA
http://www.google.co.th/search?hl=th&biw=1366&bih=665&q=%E0%B9%80%E0%B8%84%E0%B8%A3%E0%B8%B7%E0%B9%88%E0%B8%AD%E0%B8%87%E0%B8%AD%E0%B8%B8%E0%B8%A5%E0%B8%95%E0%B8%A3%E0%B9%89%E0%B8%B2%E0%B9%82%E0%B8%8B%E0%B8%99%E0%B8%B4%E0%B8%84&spell=1&sa=X&ei=H7ZEUZntHIn8rAeo5YHQDw&ved=0CCkQvwUoAA
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โซเดียมโบโรไฮไดร์ (NaBH4) เข๎มข๎น 0.1 โมลาร์ ปริมาตร 400 ไมโครลิตร จากนั้นท้าให๎อนุภาคกระจายตัว
ด๎วยเครื่องอุลตร๎าโซนิค เป็นเวลา 10 นาที  

ตรึงเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนสบนอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au และผิวหน๎าขั้วไฟฟ้า โดยปิเปต
สารแขวนลอยอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ปริมาตร 200 ไมโครลิตรผสมกับสารละลายมาตรฐานเอนไซม์อะ
ลานีนดีไฮโดรจีเนส (AlaDH) 4.25 ยูนิต ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงในขวดขนาดเล็กที่มีฝาปิด (Safe lock 
tube) และสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 ปริมาตร 90 ไมโครลิตร ผสมสารให๎เข๎ากันด๎วยเครื่องผสม 
(Vortex mixer) เป็นเวลา 30 นาที ซึ่งเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนสจะถูกเกาะติดบนผิวของอนุภาคคอร์เชลล์ 
Fe3O4@Au ด๎วยพันธะโควาเลนต์ระหวํางทองกับหมูํไทออลในโครงสร๎างของเอนไซม์ จากนั้นจุํมผิวหน๎าของ
ขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพสที่เตรียมลงในสารละลายเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนสเกาะติดอนุภาคคอร์เชลล์ 
Fe3O4@Au สามารถเกาะติดที่ผิวหน๎าขั้วไฟฟ้าด๎วยแรงทางแมํเหล็ก ซึ่งท้าหน๎าที่เป็นขั้วไฟฟ้าใช๎งานของระบบ
การตรวจวัดทางเคมีไฟฟ้า 

วิธีการใช๎งานไบโอเซนเซอร์ เพ่ือใช๎ในการตรวจวัดหาปริมาณของแอมโมเนียมไอออนในตัวอยํางน้้ายาง
ข๎น โดยประกอบขั้วไฟฟ้าใช๎งานดังกลําวข๎างต๎น ขั้วไฟ ฟ้าอ๎างอิงซิลเวอร์ -ซิลเวอร์คลอไรด์ (Ag/AgCl 
reference electrode) และขั้วไฟฟ้าชํวยแพลทินัม (Pt electrode) เข๎ากับเซลล์ไฟฟ้าของเครื่องวิเคราะห์
ไฟฟ้า (Vessel) ขนาด 100 มิลลิลิตร ซึ่งบรรจุสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ใน
สภาวะที่มีไพรูเวตเข๎มข๎น 30 ไมโครโมลาร์ และนิโคตินาไมด์ อะดีนีน ไดนิวคลีโอไทด์ในรูปออกซิไดซ์ 
(Nicotinamide adenine dinucleotide, NADPH) เข๎มข๎น 40 ไมโครโมลาร์ ท้าหน๎าที่เป็นสารตั้งต๎นและ
โคแฟกเตอร์ (Cofactor) ส้าหรับวิเคราะห์หาปริมาณแอมโมเนียมไอออน ตามล้าดับ และเชื่อมตํอขั้วไฟฟ้าทั้ง
สามเข๎ากับเครื่องควบคุมศักย์ (Potentiostat detector) และคอมพิวเตอร์เพื่อประเมินผล 

วิธีการประดิษฐ์ที่ดีที่สุด 
 ได๎เปิดเผยไว๎แล๎วในหัวข๎อการเปิดเผยการประดิษฐ์โดยสมบูรณ์ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

http://www.google.co.th/search?hl=th&biw=1366&bih=665&q=%E0%B9%80%E0%B8%84%E0%B8%A3%E0%B8%B7%E0%B9%88%E0%B8%AD%E0%B8%87%E0%B8%AD%E0%B8%B8%E0%B8%A5%E0%B8%95%E0%B8%A3%E0%B9%89%E0%B8%B2%E0%B9%82%E0%B8%8B%E0%B8%99%E0%B8%B4%E0%B8%84&spell=1&sa=X&ei=H7ZEUZntHIn8rAeo5YHQDw&ved=0CCkQvwUoAA
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บทสรุปการประดิษฐ์ 

 ไบโอเซนเซอร์เป็นอุปกรณ์ตรวจวัดส้าหรับหาปริมาณของแอมโมเนียมไอออนในตัวอยําง ประกอบไป
ด๎วยสองสํวนคือ สํวนของสารชีวภาพและตัวแปลงสัญญาณ โดยใช๎สารชีวภาพคือเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส 
ถูกเกาะติดกับอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au เพ่ือเพ่ิมความไวของไบโอเซนเซอร์และชํวยตรึงเอนไซม์อะลานีนดี
ไฮโดรจีเนสให๎อยูํบนผิวหน๎าของตัวแปลงสัญญาณ และสํวนของตัวแปลงสัญญาณคือ ขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพส 
เตรียมจากแทํงเทฟลอน (1) ภายในประกอบด๎วนลวดสายไฟทองแดง (2) ท้าหน๎าที่น้าสํงอิเล็กตรอน และ
แมํเหล็กถาวร (4) ท้าหน๎าที่ดึงดูดเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนสเกาะติดอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ให๎ยึด
ติดบนผิวหน๎าขั้วไฟฟ้า 
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ข้อถือสิทธิ 

1. ไบโอเซนเซอร์เป็นอุปกรณ์ตรวจวัดที่ประกอบไปด๎วยสองสํวน คือ สํวนของสารชีวภาพและตัวแปลง
สัญญาณ มีลักษณะเฉพาะดังนี้ 

สํวนของตัวแปลงสัญญาณคือขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพส โดยออกแบบแทํงเทฟลอน (Teflon rod) (1) ให๎มี
เส๎นผํานศูนย์กลางขนาด 1 เซนติเมตร ยาวขนาด 10 เซนติเมตร เจาะรูข๎างในตรงกลางเล็กน๎อยประมาณ 4 
มิลลิเมตร เพ่ือใสํลวดสายไฟทองแดง (2) โดยลวดสายไฟทองแดง (2) ที่น้ามาใช๎ยาวขนาด 11 เซนติเมตร ตัด
เอาฉนวนด๎านปลายออกด๎านหนึ่งประมาณ 5 มิลลิเมตร สํวนปลายอีกด๎านหนึ่งเชื่อมติดเข๎ากับแผํนทองแดง
ขนาดยาวๆ (3) จากนั้นใสํลวดสายไฟทองแดง (2) เข๎าไปในแทํงเทฟลอน (1) และน้าแมํเหล็กถาวร 
(Permanent neodymium magnet) (4) ทรงกระบอกที่มีเส๎นผําศูนย์กลาง 8 มิลลิเมตร ลึก 3 มิลลิเมตร ใสํ
เข๎าไปในแทํงเทฟลอน (1) โดยวางทับลงบนแผํนทองแดง (3) จากนั้นเตรียมคาร์บอนเพส (5) โดยผสมผง
คาร์บอน (Carbon powder) กับน้้ามันแรํ (Mineral oil) ให๎มีอัตราสํวนของคาร์บอนตํอน้้ามันคือ 7:3 ผสมให๎
เข๎ากันจนเป็นเนื้อเดียวและเกิดเป็นเพส แล๎วอัดลงบนแมํเหล็กถาวร (4) ให๎เต็มผิวหน๎าขั้วไฟฟ้า  

สํวนของสารชีวภาพคือเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส ซึ่งถูกเกาะติดกับอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au 
โดยท้าการสังเคราะห์อนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ที่มีอัตราสํวนโมลของ Fe3O4:Au คือ 1:0.8 ดังนี้ ปิเปตน้้า
ที่ปราศจากไอออน (Deionized water) อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส ปริมาตร 22 มิลลิลิตร และสารแขวนลอย 
Fe3O4 เข๎มข๎น 0.25 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงในบีกเกอร์ขนาด 100 มิลลิลิตร จากนั้นท้าให๎
อนุภาคกระจายตัวด๎วยเครื่องอุลตร๎าโซนิค (Ultrasonic sonicator) เป็นเวลา 10 นาที ปิเปตสารละลายทอง 
(HAuCl4) เข๎มข๎น 0.25 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 8 มิลลิลิตร ลงในขวดรูปชมพํูภายใต๎สภาวะที่อนุภาคกระจายตัว
ด๎วยเครื่องอุลตร๎าโซนิค เป็นเวลา 5 นาที และรีดิวซ์ด๎วยสารละลายโซเดียมโบโรไฮไดร์ (NaBH4) เข๎มข๎น 0.1 
โมลาร์ ปริมาตร 400 ไมโครลิตร จากนั้นท้าให๎อนุภาคกระจายตัวด๎วยเครื่องอุลตร๎าโซนิค เป็นเวลา 10 นาที 
ตรึงเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนสบนอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au และผิวหน๎าขั้วไฟฟ้ โดยปิเปตสาร
แขวนลอยอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ปริมาตร 200 ไมโครลิตรผสมกับสารละลายมาตรฐานเอนไซม์อะ
ลานีนดีไฮโดรจีเนส (AlaDH) 4.25 ยูนิต ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงในขวดขนาดเล็กที่มีฝาปิด (Safe lock 
tube)  และสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 ปริมาตร 90 ไมโครลิตร ผสมสารให๎เข๎ากันด๎วยเครื่องผสม 
(Vortex mixer) เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นจุํมผิวหน๎าของขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพสที่เตรียม ลงในสารละลาย
เอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนสเกาะติดอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au สามารถเกาะติดที่ผิวหน๎าขั้วไฟฟ้าด๎วย
แรงทางแมํเหล็ก ซึ่งท้าหน๎าที่เป็นขั้วไฟฟ้าใช๎งานของระบบการตรวจวัดทางเคมีไฟฟ้า 

 
 

 
 
 

http://www.google.co.th/search?hl=th&biw=1366&bih=665&q=%E0%B9%80%E0%B8%84%E0%B8%A3%E0%B8%B7%E0%B9%88%E0%B8%AD%E0%B8%87%E0%B8%AD%E0%B8%B8%E0%B8%A5%E0%B8%95%E0%B8%A3%E0%B9%89%E0%B8%B2%E0%B9%82%E0%B8%8B%E0%B8%99%E0%B8%B4%E0%B8%84&spell=1&sa=X&ei=H7ZEUZntHIn8rAeo5YHQDw&ved=0CCkQvwUoAA
http://www.google.co.th/search?hl=th&biw=1366&bih=665&q=%E0%B9%80%E0%B8%84%E0%B8%A3%E0%B8%B7%E0%B9%88%E0%B8%AD%E0%B8%87%E0%B8%AD%E0%B8%B8%E0%B8%A5%E0%B8%95%E0%B8%A3%E0%B9%89%E0%B8%B2%E0%B9%82%E0%B8%8B%E0%B8%99%E0%B8%B4%E0%B8%84&spell=1&sa=X&ei=H7ZEUZntHIn8rAeo5YHQDw&ved=0CCkQvwUoAA
http://www.google.co.th/search?hl=th&biw=1366&bih=665&q=%E0%B9%80%E0%B8%84%E0%B8%A3%E0%B8%B7%E0%B9%88%E0%B8%AD%E0%B8%87%E0%B8%AD%E0%B8%B8%E0%B8%A5%E0%B8%95%E0%B8%A3%E0%B9%89%E0%B8%B2%E0%B9%82%E0%B8%8B%E0%B8%99%E0%B8%B4%E0%B8%84&spell=1&sa=X&ei=H7ZEUZntHIn8rAeo5YHQDw&ved=0CCkQvwUoAA
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กิจกรรมหลัก กิจกรรมรอง ผลท่ีคาดว่าจะได้รับ เวลาท่ีวางแผน 
(เดือน) 

เวลาด าเนินการ 
(เดือน) 

ผลการด าเนินการ 

1. เตรียมอุปกรณ์และเครื่องมือ ได๎อุปกรณ์พร๎อมใช๎งาน 1 1 เป็นไปตามแผน 

2. การเตรียมแอมโมเนียมไอออนไบโอเซนเซอร์ ได๎สภาวะที่เตรียมแอมโมเนียมไอออนไบโอเซนเซอร์ 2 2 เป็นไปตามแผน 

  
  
  
  

สังเคราะห์และพิสูจน์เอกลักษณ์ของอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au ด๎วยเทคนิค UV-vis, XRD, TEM และ IR 

พิสูจน์เอกลักษณ์ข้ัวไฟฟ้าที่ปรับปรุงด๎วยอนุภาคคอร์เชลล์ Fe3O4@Au และเอนไซม์อะลานีนดีไฮโดรจีเนส 
ด๎วยเทคนิค SEM, EIS, CV และ Chronoamperometry 

ศึกษาปริมาณคอร์เชลล์ Fe3O4@Au บนขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพส และข้ัวไฟฟ้าพิมพ์สกรีนคาร์บอน  0-5×10-3 

และ 0-2×10-4 มิลลิกรัม Fe3O4 ตํอผิวหน๎าข้ัวไฟฟ้า ตามล้าดับ 

ศึกษาปริมาณเอนไซม์อะลานินดีไฮโดรจีเนสบนขั้วไฟฟ้าคาร์บอนเพส และข้ัวไฟฟ้าพิมพ์สกรีนคาร์บอน 0-0.8 
และ  0-0.5 ยูนิตตํอผิวหน๎าข้ัวไฟฟ้า ตามล้าดับ 

3. สภาวะที่เหมาะสมตํอการตรวจวิเคราะห์ของแอมโมเนียมไอออนไบโอเซนเซอร์โดยใช๎ข้ัวไฟฟ้าคาร์บอนเพส ได๎สภาวะการวิเคราะห์ 1 1 เป็นไปตามแผน 

  
  
  
  

ศึกษาศักย์กระต๎ุนที่ 0.4-0.8 โวลต์ เทียบกับข้ัวไฟฟ้าอ๎างอิง Ag/AgCl 

ศึกษาความเป็นกรดเบสของสารละลายที่เหมาะสม 6.0-9.0 

ศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสม 20-40 องศาเซลเซียส 

ศึกษาปริมาณสารต้ังต๎นและโคแฟกเตอร์ 0-40 และ 0-50 ไมโครโมลาร์ ตามล้าดับ 

4. ด้าเนินการติดต้ังระบบแอมโมเนียมไอออนไบโอเซนเซอร์ในระบบการไหลอัตโนมัติ ได๎ระบบการวิเคราะห์แบบการไหลอัตโนมัติ 1 1 เป็นไปตามแผน 

  
  

ศึกษาอัตราการไหลของสารละลายตัวพา 0.4-2.0 มิลลิลิตรตํอนาที 

ศึกษาศักย์กระต๎ุนที่ 0.2-0.8 โวลต์ เทียบกับข้ัวไฟฟ้าอ๎างอิง Ag/AgCl 

ศึกษาความเป็นกรดเบสของสารละลายที่เหมาะสม 6.0-9.0 

ศึกษาปริมาตรการฉีดสารตัวอยําง 20-500 ไมโครลิตร 

ศึกษาปริมาณสารต้ังต๎นและโคแฟกเตอร์ 0-1.0 มิลลิโมลาร์  

5. ด้าเนินการประเมินการท้างานของแอมโมเนียมไอออนไบโอเซนเซอร์ ได๎ประเมินการท้างานของแอมโมเนียมไอออนไบโอเซนเซอร์ 2 2 เป็นไปตามแผน 

  
  
  
  
  

ชํวงความเป็นเส๎นตรงของการวิเคราะห์ 

ความไวในการตรวจวัดแอมโมเนียมไอออน 

ขีดความเข๎มข๎นต้่าสุดในการตรวจพบและตรวจวัดแอมโมเนียมไอออน 

ความแมํนย้าในการตรวจวัดและของข้ัวไฟฟ้า 

ตัวรบกวนการวิเคราะห์แอมโมเนียมไอออน 

6. ด้าเนินการวิเคราะห์ปริมาณแอมโมเนียมไอออนในน้้ายางข๎น ด๎วยแอมโมเนียมไอออนไบโอเซนเซอร์ในระบบปกติและระบบการไหลอัตโนมัติ ผลการวิเคราะห์ปริมาณแอมโมเนียมไอออนในน้้ายางข๎น 2 6 ไมํเป็นไปตามแผน 

7. รวบรวม และวิเคราะห์ความคุ๎มคําทางเศรษฐศาสตร์ ข๎อมูลผลการวิเคราะห์แอมโมเนียมไอออนทั้งหมด 1 1 เป็นไปตามแผน 

8. วิเคราะห์ วิจารณ์ และสรุปผลการด้าเนินการวิจัย ได๎ข๎อสรุปงานวิจัย 1 1 เป็นไปตามแผน 

9. จัดท้ารูปเลํมรายงานฉบับสมบูรณ์ รูปเลํมงานวิจัยฉบับสมบูรณ์ 0.5 0.5 เป็นไปตามแผน 

10. ยื่นเสนอขอจดอนุสิทธิบัตรหรือสิทธิบัตร อนุสิทธิบัตรหรือสิทธิบัตร 0.5 0.5 เป็นไปตามแผน 176 
ตารางเปรียบเทียบวัตถุประสงค์ กิจกรรมที่วางแผนไว้ และกิจกรรมที่ด าเนินการมาและผลที่ได้รับตลอดโครงการ 


