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บทคดัย่อ 

 
 ความหวานเป็นตวับ่งช้ีคุณภาพของออ้ยและน ้ าตาล ดงันั้นในงานวิจยัน้ีจึงมีวตัถุประสงค์
เพื่อสร้างชุดทดสอบความหวานของออ้ยและน ้ าตาล โดยตรวจวดัความเขม้ขน้ซูโครส อาศยัเทคนิค
ไบโอเซนเซอร์เพื่อสร้างเป็นไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ ซ่ึงประกอบด้วยอินเวอร์เทส มิวตาโรเทส 
กลูโคสออกซิเดส เปอร์ออกซิเดส พอลิไวนิลแอลกอฮอร์ ไคโตซาน และอนุภาคนาโนแม่เหล็ก      
เม่ือเติมซูโครสและสารโอไดอะนิซิดีน ได้สารละลายสีน ้ าตาล จากนั้นน าสารละลายน้ีไปตรวจวดั   
การดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองยวูวีสิิเบิลสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน 430 นาโนเมตร 
 เ ร่ิมต้นจากการสังเคราะห์อนุภาคนาโนแม่เหล็ก สร้างชุดทดสอบจากไครโอเจล
ไบโอเซนเซอร์ หาสภาวะท่ีเหมาะสมของชุดทดสอบ จากนั้นหาประสิทธิภาพของชุดทดสอบ และน า
ชุดทดสอบไปตรวจวดัความเขม้ขน้ซูโครสในตวัอยา่งจริง 
 ผลการทดลองพบวา่ อนุภาคนาโนแม่เหล็กท่ีสังเคราะห์ไดมี้ขนาด 43 นาโนเมตร มีสมบติั
ความเป็นแม่เหล็กยิ่งยวด ภายใตส้ภาวะท่ีเหมาะสมพบว่า ชุดทดสอบน้ีมีความเท่ียงตรงและความ
ถูกตอ้งสูง ช่วงความเขม้ขน้ท่ีเป็นเส้นตรงในช่วง 10 ถึง 60 มิลลิโมลาร์ ขีดจ ากดัในการตรวจพบและ
ขีดจ ากดัในการตรวจพบเชิงคุณภาพเท่ากบั 3 และ11 มิลลิโมลาร์ ตามล าดบั สุดทา้ยน าชุดทดสอบไป
ตรวจหาความเขม้ขน้ของซูโครสในตวัอยา่งออ้ยและน ้ าตาล โดยเปรียบเทียบผลท่ีไดก้บัวิธีตรวจวดั
ของโรงงานน ้ าตาลดว้ยสถิติ t-test พบว่า วิธีทั้งสองไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัท่ีระดบัความ
เช่ือมัน่ 95 % สรุปไดว้า่ ชุดทดสอบน้ีมีขอ้ดีหลายขอ้ เช่น จ าเพาะเจาะจงต่อซูโครส ใชง้านง่าย ใชเ้วลา
ในการวเิคราะห์เพียง 3 นาที และสามารถน ากลบัมาใชใ้หม่ได ้32 คร้ัง 
 
ค าส าคัญ:  ชุดทดสอบความหวาน  ซูโครส  ไครโอเจลไบโอเซนเซอร์  ออ้ย  น ้าตาล 
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ABSTRACT  
 

 Sweetness is an indicator of the sugarcane and sugar quality. Therefore, the objective of 
this research is to fabricate a sweetness test kit of sugarcane and sugar by measuring the 
concentration of sucrose. It was based on the biosensor technique to fabricate cryogel biosensor 
which consisted of invertase, mutarotase, glucose oxidase, peroxidase, polyvinyl alcohol, chitosan 
and magnetic nanoparticles. When sucrose and o-dianisidine were added, the brown solution was 
obtained. Then, the absorbance of this solution was measured with UV-visible spectrophotometer at 
a wavelength of 430 nm.  
 Firstly, the magnetic nanoparticles were synthesized. A test kit was fabricated from 
cryogel biosensor. The conditions of a test kit were optimized. Then the performances of a test kit 
were evaluated and a test kit was used to measure the concentration of sucrose in the real samples. 
 The results showed that the synthesized magnetic nanoparticles were 43 nm of size with 
superparamagnetic properties. Under optimal conditions, the test kit had high precision and 
accuracy.  The concentrations were linear in the range of 10 to 60 mM. Limit of detection and limit 
of qualitative detection were 3 and 11 mM, respectively. Finally, the test kit was brought to measure 
the concentration of sucrose in sugar cane and sugar samples by comparing the results with the 
measure method of sugar industry with t-test statistics. Both methods showed no significant 
difference at the 95% confidence level. It was concluded that this test kit has several advantages 
such as it is specific to sucrose, easy to measure, requiring only three-minute analysis and can be 
reused up to 32 times. 
 
Keywords: sweetness test kit, sucrose, cryogel biosensor, sugarcane, sugar 
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บทที ่1 
 บทน ำ 

 

1.1  ควำมเป็นมำและควำมส ำคญัของปัญหำ 
 อุตสาหกรรมออ้ยและน ้ าตาลมีความส าคญัอย่างมากต่อเศรษฐกิจของไทย เน่ืองจากสร้าง
รายไดจ้ากการเป็นสินคา้ส่งออกให้กบัประเทศนับเป็นมูลค่ามหาศาล โดยน ้ าตาลเป็นสินคา้ส่งออก
ของประเทศท่ีส่งออกมากเป็นอบัดบัสองของโลก และออ้ยเป็นพืชเศรษฐกิจท่ีถูกน ามาใชเ้ป็นวตัถุดิบ
หลกัในการผลิตน ้าตาล เพราะออ้ยมีการเพาะปลูกอยา่งแพร่หลาย และมีการสะสมของน ้ าตาลซูโครส
อยู่ปริมาณมาก มูลค่าของออ้ยและน ้ าตาลในการซ้ือขายจะก าหนดจากค่าความหวานหรือปริมาณ
ซูโครสท่ีมีอยู ่การซ้ือขายจะนิยมซ้ือขายโดยใชห้น่วยมาตรฐาน ซี.ซี.เอส (Commercial Cane Sugar ; 
C.C.S.) ซ่ึงเป็นตวัก าหนดคุณภาพของออ้ยท่ีจะน าไปผลิตเป็นน ้ าตาล เช่น ออ้ยท่ีมีความหวาน 10 
C.C.S คือ ออ้ยท่ีน ามาผา่นกระบวนการผลิตแลว้ไดน้ ้ าตาลทรายขาวบริสุทธ์ิ 10 % (ออ้ย 1 ตนั หรือ 
1,000 กิโลกรัม ไดน้ ้าตาลทรายขาวบริสุทธ์ิ 100 กิโลกรัม) โดยค่าความหวานท่ี 10 C.C.S. น้ีจะไดร้าคา
ในการซ้ือขาย ราคาตนัละ 300 บาท เป็นตน้ ดงันั้นความหวานหรือปริมาณซูโครสน้ีจึงเป็นตวัท่ีใช ้  
บ่งบอกถึงคุณภาพทั้งในออ้ยและผลิตภณัฑน์ ้าตาลท่ีไดจ้ากออ้ยอีกดว้ย [1,2] 
 ซูโครสเป็นน ้ าตาลท่ีเกิดจากการรวมตวักันของน ้ าตาลกลูโคสและฟรุกโทส ออ้ยมีการ
สะสมของซูโครสอยู่ในปริมาณมากท่ีบริเวณล าตน้ โดยซูโครสไดจ้ากกระบวนการสังเคราะห์ดว้ย
แสง ปริมาณซูโครสท่ีสะสมจะมีมากนอ้ยข้ึนอยูก่บัสายพนัธ์ุและอายุของออ้ย การน าออ้ยมาแปรรูป
เป็นน ้าตาลท าไดโ้ดยการสกดัเอาซูโครสในน ้ าออ้ยมาผา่นกระบวนการผลิตน ้ าตาลขั้นตอนต่างๆ เช่น 
การใหค้วามร้อน การเค่ียว การฟอกสี การป่ันแยกผลึกน ้ าตาล และการอบ จนไดเ้ป็นน ้ าตาลทรายขาว
บริสุทธ์ิออกมา [6,7] แต่ท่ีผ่านมาโรงงานอุตสาหกรรมน ้ าตาลพบปัญหาเก่ียวกับการสูญหายของ
ซูโครสไปจากกระบวนการผลิต ท าให้คุณภาพของน ้ าตาลท่ีผลิตไดไ้ม่เป็นไปตามเกณฑ์มาตรฐานท่ี
ก าหนดไว ้ทั้งน้ีเน่ืองจากในการผลิตซูโครสสามารถเกิดการเปล่ียนแปลงหรืออินเวอร์ชนั (Inversion) 
ของซูโครสกลายเป็นน ้าตาลโมเลกุลเด่ียว ไดแ้ก่ กลูโคส และฟรุกโทส [8] อีกทั้งยงัสูญเสียซูโครสไป
กบัของเสียท่ีทิ้งไปจากการผลิต เช่น กากน ้ าตาล และกากออ้ย เป็นตน้ จึงท าให้โรงงานอุตสาหกรรม
น ้ าตาลมีการตรวจติดตามปริมาณซูโครสดว้ยการตรวจวดัค่าความหวาน ทั้งในออ้ยท่ีใช้เป็นวตัถุดิบ
ก่อนท่ีจะเขา้สู่การผลิต ในระหวา่งขั้นตอนการผลิต และการตรวจสอบคุณภาพของน ้าตาลท่ีผลิตได ้
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 ปัจจุบนัการวิเคราะห์หาปริมาณซูโครสสามารถท าได้หลายวิธี เช่น วิธีทางโพลาริมิตรี

(Polarimetry) [16] วิธีทางโครมาโตกราฟี (Chromatography) [18] และวิธีทางสเปกโตรสโกปี 
(Spectroscopy) [21] เป็นตน้ แต่จากวธีิต่างๆ ท่ีกล่าวมาน้ีจะตอ้งใชเ้คร่ืองมือในการวิเคราะห์ ซ่ึงมีราคา
แพง ท าใหมี้ค่าใชจ่้ายในการวเิคราะห์สูง อีกทั้งจะตอ้งมีการเตรียมตวัอยา่งก่อนการวเิคราะห์ท่ีซบัซ้อน 
ใชเ้วลาวเิคราะห์นาน ผูป้ฏิบติัการจึงตอ้งมีความช านาญในการวิเคราะห์ และอาจมีผลจากการรบกวน
ของสารอ่ืนท าให้เกิดความคลาดเคล่ือนไป ดงันั้นในงานวิจยัน้ีจึงสนใจท่ีจะพฒันาวิธีการวิเคราะห์หา
ปริมาณซูโครส เพื่อสร้างเป็นชุดทดสอบส าหรับตรวจวดัความหวานของออ้ยและน ้ าตาลโดยติดตาม
จากปริมาณซูโครส ท่ีมีราคาถูก สามารถน าไปใช้ในภาคสนามได้ อาศยัเทคนิคทางไบโอเซนเซอร์ 
(Biosensor) โดยใช้เอนไซม์เร่งปฏิกิริยาในการตรวจวดัท่ีรวดเร็ว ซ่ึงจะมีความจ าเพาะเจาะจงสูง ไม่
ตอ้งมีการเตรียมตวัอยา่ง ให้ผลการวิเคราะห์ท่ีถูกตอ้งแม่นย  า และจะพฒันาให้วิธีวิเคราะห์สามารถท่ี
จะน าเอนไซมก์ลบัมาใชใ้หม่ได ้เพื่อลดค่าใชจ่้ายในการวเิคราะห์ 
 

1.2  วตัถุประสงค์ของกำรวจิัย 
 1.2.1  เพื่อสร้างชุดทดสอบความหวานในการตรวจวดัปริมาณของซูโครส โดยอาศยัเทคนิค
ทางไบโอเซนเซอร์  
 1.2.2  เพื่อตรวจวดัหาความหวานของซูโครสในตวัอยา่งจริงโดยใชชุ้ดทดสอบท่ีสร้างข้ึน 

 

1.3  ขอบเขตของกำรศึกษำ 
1.3.1  ศึกษาวธีิการตรวจวดัความหวานของซูโครส โดยใชเ้ทคนิคทางไบโอเซนเซอร์ 
1.3.2  สังเคราะห์อนุภาคนาโนแม่เหล็ก ดว้ยเทคนิคการตกตะกอนร่วม (Co-precipitation 

method) และตรวจสอบสมบติัทางกายภาพและทางเคมีของอนุภาคนาโนแม่เหล็ก 
          1.3.2.1  ศึกษาขนาดของอนุภาคดว้ยเทคนิคการวดัขนาดอนุภาคระดบันาโน (Dynamic 

Light Scattering; DLS)  
          1.3.2.2  ศึกษารูปร่างและลกัษณะพื้นผวิดว้ยเทคนิคกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบ

ส่องผา่น (Transmission Electron Microscope ; TEM)  
          1.3.2.3  ศึกษาโครงสร้างผลึกของธาตุท่ีเป็นองคป์ระกอบดว้ยเทคนิคการวเิคราะห์   

การเล้ียวเบนรังสีเอกซ์ (X-ray Diffraction; XRD)  
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1.3.3  ศึกษาวธีิการสร้างชุดทดสอบ โดยเตรียมไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ซ่ึงประกอบดว้ย  
ไครโอเจลท่ีไดจ้ากการรวมตวัของพอลิไวนิลแอลกอฮอร์ ไคโตซาน และอนุภาคนาโนแม่เหล็ก ศึกษา
วิธีการตรึงอินเวอร์เทส มิวตาโรเทส กลูโคสออกซิเดส และเปอร์ออกซิเดสลงบนไครโอเจล จากนั้น
ตรวจสอบสมบติัทางกายภาพของไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ท่ีเตรียมไดด้้วยเทคนิคกลอ้งจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบส่องผา่น 

1.3.4  หาสภาวะท่ีเหมาะสมของชุดทดสอบความหวาน โดยใชไ้ครโอเจลไบโอเซนเซอร์
ตรวจวดัความหวานของซูโครส สภาวะท่ีศึกษา ดงัน้ี 

 1.3.4.1  ศึกษาอตัราส่วนของพอลิไวนิลแอลกอฮอร์ต่อไคโตซานในการเตรียม 
ไครโอเจล 

      1.3.4.2  ศึกษาความเขม้ขน้ของเอนไซมอิ์นเวอร์เทส มิวตาโรเทส กลูโคสออกซิเดส 
และเปอร์ออกซิเดส 

      1.3.4.3  ศึกษาความเป็นกรด-เบส ของสารละลายบฟัเฟอร์ 
      1.3.4.4  ศึกษาความเขม้ขน้ของสารละลายโอไดอะนิซิดีน 
          1.3.4.5  ศึกษาเวลาในการเกิดปฏิกิริยา 
1.3.5  หาประสิทธิภาพของชุดทดสอบความหวาน 
 1.3.5.1  ความเท่ียงตรงของชุดทดสอบความหวาน (Precision) 
 1.3.5.2  ความถูกตอ้งของชุดทดสอบความหวาน (Accuracy) 

1.3.5.3  ช่วงความเป็นเส้นตรง (Linearity range) 
1.3.5.4  ขีดจ ากดัในการตรวจพบของชุดทดสอบความหวาน (Limit of detection) 
1.3.5.5  ขีดจ ากดัในการตรวจพบเชิงคุณภาพของชุดทดสอบความหวาน 

(Limit of quantitative) 
1.3.5.6  ความจ าเพาะเจาะจงของชุดทดสอบความหวาน (Selectivity) 
1.3.5.7  การน ากลบัมาใชใ้หม่ (Reusability) 
l.3.5.8  อายกุารใชง้านของชุดทดสอบความหวาน (Storage time)  

1.3.6  ตรวจวดัความหวานในตวัอยา่งจริงดว้ยชุดทดสอบความหวานท่ีสร้างข้ึน โดยตวัอยา่ง 
ท่ีใช้ คือ อ้อย และน ้ าตาล เปรียบเทียบผลการทดลองท่ีได้จากชุดทดสอบกับผลท่ีได้จากวิธีทาง         
โพลาริมิตรี จากนั้นน าผลวเิคราะห์ท่ีไดจ้ากทั้งสองวธีิมาทดสอบดว้ยสถิติ t-test 
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1.4  กรอบแนวคดิของกำรวจิัย 
 จุดประสงคข์องงานวิจยัน้ีคือ การสร้างชุดทดสอบเพื่อตรวจสอบความหวานของออ้ยและ
น ้ าตาลท่ีมีความจ าเพาะเจาะจงสูง และน า เอนไซม์กลับมาใช้ใหม่ได้ โดยใช้หลักการทาง
ไบโอเซนเซอร์ตรวจวดัความหวานท่ีติดตามจากปริมาณซูโครส อาศยัการเปล่ียนแปลงท่ีเกิดข้ึนจาก
การเกิดปฏิกิริยาเคมีของซูโครสกับเอนไซม์ ส าหรับชุดทดสอบความหวานของซูโครสน้ีจะใช้
เอนไซม์ 4 ชนิดคือ อินเวอร์เทส (Invertase) มิวตาโรเทส (Mutarotase) กลูโคสออกซิเดส (Glucose 
oxidase) และเปอร์ออกซิเดส (Peroxidase) มีขั้นตอนในการตรวจวดัซูโครสดังน้ี ถ้าในตวัอย่างมี
ซูโครส ขั้นแรกซูโครสท่ีมีอยู่ในตวัอย่างจะถูกอินเวอร์เทสเร่งปฏิกิริยาเกิดการไฮโดรไลซีสอย่าง
จ าเพาะเจาะจง ไดผ้ลิตภณัฑ์ คือ กลูโคส (Glucose) และฟรุกโทส (Fructose) ในปฏิกิริยาท่ี 1.1 จากนั้น
มิวตาโรเทสจะเปล่ียนเป็นแอลฟาดีกลูโคส (-D-Glucose) ให้เป็นบีตา้ดีกลูโคส (β-D-Glucose) ดงั
ปฏิกิริยาท่ี 1.2 ต่อไปกลูโคสออกซิเดสท าหน้าท่ีไปเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชนัของบีตา้ดีกลูโคส ได้
ผลิตภณัฑ์เป็นกรดกลูโคนิค (Gluconic acid) และไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) ปฏิกิริยาท่ี 1.3     
ขั้นสุดทา้ยเปอร์ออกซิเดสเร่งปฏิกิริยาของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดท่ี์เป็นผลิตภณัฑ์ท าปฏิกิริยากบัสาร  
โอไดอะนิซิดีน (o-dianisidine) ซ่ึงอยู่ในรูปรีดิวซ์ ไม่มีสี เปล่ียนไปเป็นสารโอไดอะนิซิดีนในรูป    
ออกซิไดส์ไดเ้ป็นสารละลายสีน ้าตาล ดงัปฏิกิริยาท่ี 1.4  
 
 Sucrose + H2O                    -D-Glucose  + Fructose                           ….. 1.1 

 -D-Glucose                         β-D-Glucose                ….. 1.2 

 β-D-Glucose + 2H2O + O2                             Gluconic acid   +  2H2O2                     ….. 1.3  

 H2O2+ Reduced o-Dianisidine                       Oxidized o-Dianisidine + 2H2O           ….. 1.4 

                            
 ความเขม้สีของสารละลายสีน ้าตาลท่ีเกิดข้ึนจะแปรผนัตรงตามความหวาน (ปริมาณซูโครส) 
ในตัวอย่าง โดยจะน าสารละลายสีน ้ าตาลน้ีไปตรวจวดัความเข้มสีของด้วยเคร่ืองยูวีวิสิ เบิล-           
สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ ท่ีความยาวคล่ืน 430 นาโนเมตร  
 เน่ืองจากตอ้งการพฒันาชุดทดสอบใหส้ามารถน าเอนไซมก์ลบัมาใชใ้หม่ได ้เพราะเอนไซม์
มีราคาค่อนขา้งสูง จากทฤษฎีแม่กุญแจกบัลูกกุญแจของการท างานของเอนไซม์ เอนไซม์ท่ีเขา้ท า
ปฏิกิริยาแลว้จะหลุดออกมาเป็นอิสระโดยท่ีโครงสร้างไม่เปล่ียนแปลง และพร้อมท่ีจะเร่งปฏิกิริยา    

Peroxidase    

Invertase 

Glucose oxidase 

 Mutarotase 

       (สารละลายใส ไม่มีสี)                                   (สารละลายสีน ้ าตาล) 
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ไดใ้หม่อีกคร้ัง จึงมีแนวคิดท่ีจะน าเอนไซมม์าตรึงกบัวสัดุรองรับหรือตวัพยุง คือ ไครโอเจล (Cryogel) 
ท่ีได้จากการรวมตวักนัของอนุภาคนาโนแม่เหล็ก (Magnetic nanoparticle) พอลิไวนิลแอลกอฮอร์ 
(Poly (vinyl) alcohol) และไคโตซาน (Chitosan) ดว้ยการเช่ือมพนัธะโดยใชก้ลูตารอลดีไฮด์เป็นสาร
เช่ือมไขวเ้กิดปฏิกิริยาในสภาวะอุณหภูมิต ่าจนเกิดเป็นเจล เรียกว่า ไครโอเจล (Cryogel) จากนั้นน า              
ไครโอเจลมาใช้เป็นวสัดุรองรับส าหรับตรึงเอนไซม์ เน่ืองจากไครโอเจลมีสมบติั ท่ีเข้าได้ดีกับ
สารชีวภาพ และมีหมู่เอมีน (R-NH2) ของไคโตซานท่ีสามารถใช้ตรึงเอนไซม์ได ้ด้วยสารเช่ือมไขว ้
กลูตารอลดีไฮด์ เกิดเป็นพนัธะโควาเลนต์ระหวา่งปลายดา้นหน่ึงท่ีหมู่เอมีนของไคโตซานบนผิวหนา้
โดยรอบไครโอเจล และหมู่อะมิโนของเอนไซม์ ท าให้เอนไซม์ตรึงติดอยู่บนไครโอเจลได้ เรียก        
ไครโอเจลท่ีตรึงดว้ยเอนไซมว์า่ ไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ (Cryogel biosensor) ดงัรูปท่ี 1.1 
 
 
 
 
 
 

 
  
  
 

 
รูปที ่1.1  การเตรียมไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ส าหรับสร้างชุดทดสอบความหวาน 

 
 จากนั้นน าไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ท่ีไดไ้ปตรวจวดัความหวาน โดยติดตามจากปริมาณ
ซูโครสอาศยัเอนไซม์ท่ีตรึงบนไครโอเจลท่ีท าปฏิกิริยากบัซูโครสในตวัอย่าง ดงัรูปท่ี 1.2 เม่ือน า
ตวัอย่าง (น ้ าออ้ยหรือน ้ าตาล) เติมลงในไมโครเซนตริฟิวส์ทิวบ์ท่ีมีไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ (ก-ข) 
จากนั้นเติมสารละลายโอไดอะนิซิดีนซ่ึงอยู่ในรูปรีดิวซ์ไม่มีสี (ค) จะเกิดปฏิกิริยาดงัสมการ 1.1-1.4 
ไดผ้ลิตภณัฑ์ท่ีเป็นสารโอไดอะนิซิดีนในรูปออกซิไดซ์ซ่ึงมีสีน ้ าตาล (ง) ต่อไปใช้แม่เหล็กภายนอก 
ดูดแยกไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ออกจากสารละลาย (จ-ฉ) และน าสารละลายสีน ้ าตาลท่ีได้ไป
ตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองยูวีวิสิเบิลสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน 430 นาโน-
เมตร (ช) น าค่าการดูดกลืนแสงท่ีไดไ้ปค านวณหาความเขม้ขน้ของซูโครส เพื่อบอกถึงความหวานของ

= อินเวอร์เทส = มิวตาโรเทส = กลูโคสออกซิเดส = เปอร์ออกซิเดส 

N

ไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ 

กลูตารอลดีไฮด ์

 NH
2
 

NH
2
 

NH
2
 NH

2
 

NH
2
 

= ไคโตซาน
ซานต 

= อนุภาคนาโนแม่เหลก็ = พอลิไวนิลแอลกอฮอร์ 

+ + กลูตารอลดีไฮด ์
 

+ 

ไครโอเจล 

NH2 
NH2 

NH2 
NH2 NH2 

 NH
2
 

NH
2
 

NH
2
 NH

2
 

NH

2
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ตวัอย่าง และเม่ือส้ินสุดการทดลองแต่ละคร้ังไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ท่ีท าการตรวจวดัตวัอยา่งแลว้
สามารถน ากลบัมาใหใ้หม่ไดท้นัที 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
   
 
 

 
 
รูปที ่1.2  ขั้นตอนในการตรวจวดัความหวานในตวัอยา่งออ้ยและน ้าตาล ใส่ไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ 
   ลงในไมโครเซนตริฟิวส์ทิวบ ์(ก) เติมตวัอยา่ง (ข) เติมสารละลายโอไดอะนิซิดีน (ค)  
   วางไวใ้หเ้กิดปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (ง) ใชแ้ม่เหล็กภายนอกแยกไครโอเจล
   ไบโอเซนเซอร์ออกจากสารละลาย (จ-ฉ) ตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายท่ีได ้ท่ี 
   ความยาวคล่ืน 430 นาโนเมตร(ช) 
 

1.5  ประโยชน์ทีค่ำดว่ำจะได้รับ 
 1.5.1  ไดชุ้ดทดสอบท่ีสามารถตรวจวดัซูโครสไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ 
 1.5.2  ไดต้รวจวดัความหวานในตวัอยา่งออ้ยและน ้าตาล โดยใชชุ้ดทดสอบท่ีสร้างข้ึน 
 
   

+ + NH3I
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Fig. 1 Schematic illustration of the MNP-CS-PVA-HRP cryogel microbar procedure for 

detection of hydrogen peroxide

วดัค่าการดูดกลืนแสง 
ท่ีความยาวคล่ืน 430 นาโนเมตร 

NN
N NN

 =  ไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ = ซูโครส  = สารโอไดอะนิซิดีน 

(ช) 

(ฉ) 

 

(ก) (ง) (จ) 
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เห
ลก็
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 บทที ่2 
วรรณกรรมหรืองานวจิยัที่เกีย่วข้อง 

 

2.1  อตุสาหกรรมอ้อยและน า้ตาล 
 อุตสาหกรรมออ้ยและน ้าตาลมีความส าคญัต่อประเทศไทยอยา่งมากในการสร้างรายไดจ้าก
การเป็นสินค้าส่งออกท่ีส าคญั อ้อยถูกน ามาใช้เป็นวตัถุดิบหลักในอุตสาหกรรมน ้ าตาล เพราะมี
ปริมาณของน ้ าตาลสะสมอยู่มาก คุณภาพของน ้ าตาลจึงข้ึนอยู่กบัวตัถุดิบออ้ยท่ีน ามาใช้ในการผลิต 
คุณภาพของออ้ยและน ้ าตาลพิจารณาไดจ้ากค่าความหวาน (Sweetness) ซ่ึงเป็นค่าท่ีแสดงถึงปริมาณ
ของซูโครสท่ีมีอยู่ในออ้ย ค่าความหวานน้ีจะมีปริมาณแตกต่างกนัไปตามสายพนัธ์ุ ระยะเวลาในการ
ปลูก การเก็บเก่ียว รวมทั้งระยะเวลาในการขนส่งออ้ยเพื่อเขา้สู่กระบวนการผลิตน ้ าตาล ท าให้การซ้ือ
ขายออ้ยและน ้าตาลใชค้่าความหวานหรือปริมาณซูโครสเป็นตวัก าหนดคุณภาพ [1,2] 
 การซ้ือขายออ้ยและน ้ าตาลจากค่าความหวานราคาท่ีใช้ในการซ้ือขายจะถูกก าหนดข้ึนมา 
โดยมีรัฐบาลเป็นตวักลางหรือผูช้ี้ขาดราคาภายใตร้ะบบการซ้ือขายเดียวกนัทั้งในเกษตรกรและโรงงาน
อุตสาหกรรม โดยระบบการซ้ือขายมี 2 แบบ คือ การซ้ือขายตามน ้ าหนกัและการซ้ือขายตามคุณภาพ  
ปัจจุบนัจะนิยมใชร้ะบบการซ้ือขายตามคุณภาพ เน่ืองจากให้ความเป็นธรรมกบัทั้งฝ่ายผูซ้ื้อและผูข้าย    
หน่วยความหวาน ซี.ซี.เอส (Commercial Cane Sugar; C.C.S.) เป็นหน่วยมาตรฐานท่ีใช้ก าหนด
คุณภาพของออ้ยในการซ้ือขาย เช่น ออ้ยท่ีมีความหวาน 10 C.C.S. หมายถึง ออ้ยท่ีเม่ือน ามาผลิต
น ้ าตาลแลว้ให้น ้ าตาลทรายขาวบริสุทธ์ิ 10 % คือ ออ้ย 1 ตนั (1,000 กิโลกรัม) ไดน้ ้ าตาลทรายขาว
บริสุทธ์ิ 100 กิโลกรัม เป็นตน้ โดยราคาในการซ้ือขายออ้ยท่ีทางโรงงานน ้าตาลน ามาใชผ้ลิตน ้ าตาล จะ
ซ้ือขายท่ีค่า 10 C.C.S. ในราคาตนัละ 300 บาท [3]  
 นอกจากน้ีคุณภาพของออ้ยและน ้ าตาลยงัสามารถพิจารณาไดจ้ากค่าทางคุณภาพอ่ืนๆ ของ
ออ้ย ซ่ึงสามารถน าไปใช้ค  านวณหาค่า C.C.S. ต่อไปได้ โดยค่าท่ีใช้บอกคุณภาพออ้ยและน ้ าตาล        
มีดงัน้ี  
 1)  ค่าบริกซ์ (Brix) หมายถึง ค่าร้อยละโดยน ้าหนกัของของแขง็ท่ีละลายน ้าทั้งหมดในออ้ย 
 2)  ค่าโพลาไรเซชนั (Polarization) หมายถึง ค่าการวเิคราะห์ร้อยละน ้าหนกัโดยประมาณ
ของซูโครสท่ีไดจ้ากการวดัการหมุนระนาบแสงโพลาไรซ์ดว้ยเคร่ืองโพลาริมิเตอร์ (Polarimeter)   
 3)  ค่าร้อยละของชานออ้ยหรือไฟเบอร์ (Fiber) หมายถึง ค่าปริมาณของชานออ้ยและเส้นไย
ท่ีมีอยูใ่นออ้ย [4] 
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 2.1.1  การผลิตน ้าตาลจากวตัถุดิบออ้ย 
           ก่อนท่ีโรงงานน ้ าตาลจะน าอ้อยเข้าสู่กระบวนการผลิต ในขั้นตอนแรกจะมีการ
ตรวจสอบคุณภาพของออ้ย โดยน าออ้ยมาคั้นน ้ าแลว้น าไปวิเคราะห์ของแข็งโดยรวม (Total Solid) 
หรือวิเคราะห์ค่าความหวานในหน่วยบริกซ์ เม่ือออ้ยผ่านเกณฑ์การตรวจสอบแลว้จะถูกล าเลียงเขา้สู่
การผลิต น ้าตาลท่ีผลิตไดข้ั้นตน้จะเป็นน ้ าตาลทรายดิบ (Raw sugar) จากนั้นน ้ าตาลดิบน้ีจะถูกแปรรูป
ไปเป็นน ้ าตาลประเภทต่างๆ โดยผา่นกระบวนการแปรรูป เช่น การฟอกสีให้ไดน้ ้ าตาลทรายขาวและ
น ้าตาลทรายขาวบริสุทธ์ิ เป็นตน้ ผลิตภณัฑน์ ้าตาลท่ีผลิตไดส่้วนหน่ึงจะมีการเก็บไวใ้นโรงเก็บเพื่อรอ
การน าไปจ าหน่ายและบริโภคภายในประเทศ และอีกส่วนหน่ึงจะเป็นสินคา้ส่งออก ประเภทของ
น ้าตาลท่ีส่งออกตลาดโลก จ าแนกได ้4 ประเภท ดงัตาราง 2.1 
  
ตารางที ่2.1 ประเภทสินคา้น ้าตาลส่งออกตลาดโลก [5]   
ประเภท ชนิด ปริมาณซูโครส (เปอร์เซ็นต)์ 

1 น ้าตาลทรายดิบ J spec (ส่งออกญ่ีปุ่น) นอ้ยกวา่ 97.99 
2 น ้าตาลทรายดิบ Non J spec มากกวา่ 96.00 
3 น ้าตาลทรายดิบ VHP (มาตรฐานสูง) มากกวา่ 99.20 
4 น ้าตาลทรายขาว มากกวา่  99.80 

 
           กระบวนการผลิตน ้ าตาลมี 2 กระบวนการหลกั คือ การผลิตน ้ าตาลทรายดิบ และ
การแปรรูปน ้าตาลทรายดิบเป็นน ้ าตาลทรายขาวและน ้ าตาลทรายขาวบริสุทธ์ิ ซ่ึงแต่ละกระบวนการมี
ขั้นตอนในการผลิต ดงัน้ี 
  2.1.1.1  การผลิตน ้าตาลทรายดิบ  
               ขั้นตอนการผลิตประกอบดว้ย 5 ขั้นตอน แสดงในรูป 2.1 ดงัน้ี 
                1)  การหีบสกดั (Mill)  
                      อ้อยท่ีใช้เป็นวัตถุดิบในการผลิตจะถูกฉีกให้เป็นเส้นเล็กๆ 
จากนั้นจะเคล่ือนผ่านชุดลูกหีบท่ีท าหน้าท่ีแยกน ้ าออ้ยออกมาจากตน้ออ้ย โดยจะท าการหีบน ้ าออ้ย
ออกมาจากตน้ออ้ยผา่นชุดลูกหีบ 4-5 ชุด ในขั้นตอนน้ีมีความส าคญัมาก เพราะปริมาณผลผลิตน ้ าตาล
ท่ีจะไดข้ึ้นอยูก่บัปริมาณน ้าออ้ยท่ีหีบสกดัออกมา จึงตอ้งท าการหีบสกดัน ้ าออ้ยออกมาให้ไดม้ากท่ีสุด 
น ้ าออ้ยท่ีได้น้ีจะไหลลงสู่รางรับน ้ าออ้ย ส่วนกากออ้ยหรือซากออ้ยจะถูกน าไปใช้ท าเป็นเช้ือเพลิง
ต่อไป 
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                2)  การท าใหใ้ส (Clarification)     
                     น ้ าออ้ยท่ีไดจ้ากการหีบสกดัจะถูกส่งไปท าให้ใสข้ึน โดยการให้
ความร้อนและตกตะกอนด้วยปูนขาว (Calcium hydroxide; Ca(OH)2) ซ่ึงขั้นตอนน้ีจะท าการแยก     
ส่ิงสกปรกท่ีเป็นเศษกากออ้ยออกก่อน จากนั้นเพิ่มอุณหภูมิใหก้บัน ้าออ้ยท่ีอุณหภูมิประมาณ 55 องศา-
เซลเซียส และผสมกบัปูนขาวช่วงความเขม้ขน้ 46-48 กรัมต่อลิตรในถงัพกัใส ในการผสมกบัปูนขาว
จะใชเ้วลาไมเ่กิน 3 นาที เพราะการใชเ้วลามากเกินไปจะท าให้น ้ าออ้ยมีสีท่ีเขม้ข้ึน และจะเกิดปฏิกิริยา
เป็นสารอ่ืนส่งผลให้มีกากน ้ าตาลท่ีไม่ตอ้งการมากข้ึนได ้ดงันั้นก่อนท่ีน ้ าออ้ยจะเขา้สู่การท าให้ใส
จะต้องท าการแยกเศษกากอ้อยออกก่อน ซ่ึงจะไปช่วยลดการเกิดสีท่ีเข้มข้ึนของน ้ าอ้อยและช่วย
ควบคุมพีเอชใหค้งท่ีในขณะท่ีตกตะกอนน ้าออ้ยอีกดว้ย  
                3)  การระเหย (Evaporation)  
                      น ้าออ้ยท่ีท าใหใ้สแลว้จะถูกระเหยน ้ าออก ขั้นตอนน้ีจะท าการตม้
น ้ าออ้ยให้เดือดในชุดหมอ้ตม้ โดยให้ความร้อนท่ีอุณหภูมิประมาณ 102-105 องศาเซลเซียส ท าให้
น ้ าออ้ยท่ีมีความเขม้ขน้เพิ่มข้ึน ไดน้ ้ าออ้ยท่ีมีลกัษณะเป็นน ้ าเช่ือม (Syrup) ออกมา โดยน ้ าเช่ือมน้ี       
มีความขน้ประมาณ 60- 65 บริกซ์ จากนั้นน ้าเช่ือมท่ีไดจ้ะถูกส่งเขา้ไปเก็บในถงัพกัเพื่อตกผลึกเป็นเม็ด
น ้าตาลในขั้นตอนต่อไป 
                4)  การตกผลึกน ้าตาล (Crystallization)  
                         น ้ าเช่ือมท่ีไดจ้ากการระเหยจะเขา้สู่หมอ้เค่ียวเพื่อท าการตกผลึก
น ้ าตาล โดยหมอ้เค่ียวท่ีใช้จะเป็นหมอ้ระบบสูญญากาศ (Vacuum pan) ในการตกผลึกน ้ าตาลน้ีจะท า
การเค่ียวน ้ าเช่ือมจนน ้ าระเหยออกมาหมด เม่ือถึงจุดอ่ิมตวัของน ้ าเช่ือมจะเกิดเป็นผลึกน ้ าตาลข้ึนมา   
ซ่ึงเรียกผลึกน ้าตาลและกากน ้าตาลท่ีไดน้ี้วา่ แมสสิควทิ (Massecuite)  
                5)  การป่ันแยกผลึก (Centrifugaling)  
                      ในขั้นตอนน้ีแมสสิควิทจะถูกน าไปป่ันเหวี่ยงเพื่อแยกผลึกน ้ าตาล
ออกจากกากน ้ าตาลภายในหมอ้ป่ัน (Centrifugals) ผลึกน ้ าตาลท่ีไดอ้อกมาจะเป็นน ้ าตาลทรายดิบ ซ่ึง
จะถูกน าไปพกัไวใ้นโรงเก็บน ้าตาล น ้าตาลดิบท่ีไดน้ี้จะถูกน าไปจ าหน่ายหรือน าไปแปรรูปเป็นน ้ าตาล
ทรายขาวและน ้าตาลทรายขาวบริสุทธ์ิท่ีมีคุณภาพและราคาท่ีสูงต่อไป [6]   
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รูปที ่2.1  การผลิตน ้าตาลทรายดิบ    
 
  2.1.1.2  การแปรรูปน ้าตาลทรายดิบเป็นน ้าตาลทรายขาวและน ้าตาลทรายขาว
บริสุทธ์ิ 
               กระบวนการในการแปรรูปน ้ าตาลทรายขาวและน ้ าตาลทรายขาว
บริสุทธ์ิจะเป็นการน าน ้ าตาลทรายดิบท่ีไดไ้ปผ่านการฟอกสีของน ้ าตาลออก เพื่อให้ไดน้ ้ าตาลท่ีเป็น
ผลึกใส ไม่มีสี มีขั้นตอนการผลิต 5 ขั้นตอน ดงัรูป 2.2 

การป่ันแยกผลึก (Centrifugaling) 

น ้าออ้ยใส  

น ้าออ้ย  

การตกผลึกน ้าตาล (Crystallization) 

ออ้ย (Sugarcane) 
  

กากตะกอน  
  

น ้าตาลทรายดิบ (Raw sugar) 
 

กากน ้ าตาล 
  

การหีบสกดั (Mill) 
  

กากออ้ย  
  

การท าใหใ้ส (Clarification)
  

การระเหย (Evaporation) 
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                1)  การป่ันละลาย (Affinated centrifugaling) 
                      น ้ าตาลทรายดิบท่ีไดจ้ากกระบวนการผลิตในรูป 2.1 จะถูกน าไป
ผสมกบัน ้ าร้อนหรือน ้ าเหลืองของการป่ันละลาย (Green molasses) เพื่อท าการลา้งสีของน ้ าตาลออก 
โดยจะถูกละลายผลึกน ้ าตาลอีกคร้ังหน่ึงก่อนเขา้สู่ขั้นตอนการฟอกสี ในขั้นน้ีจะได้เป็นน ้ าเช่ือม 
(Remelted liquor) ออกมา 
                2)  การฟอกสี (Carbonatation process) 
                      การฟอกสีเป็นการลดสีของน ้ าเช่ือมท่ีไดจ้ากการป่ันละลาย โดยจะ
ท าการละลายน ้ าเช่ือมอีกคร้ังหน่ึงเพื่อละลายน ้ าตาลส่วนท่ียงัไม่ละลายให้ละลาย จากนั้นจะกรอง
น ้ าเช่ือมละลายผ่านตะแกรงกรอง และน าไปผสมกบัปูนขาว การฟอกสีจะเกิดข้ึนท่ีหมอ้ฟอก ก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด ์(Carbondioxide; CO2) ท่ีใชเ้ป็นตวัฟอกสีจะไปท าให้ค่าสีของน ้ าเช่ือมลดลง เม่ือ
ขั้นตอนการฟอกสีเสร็จส้ินน ้าเช่ือมท่ีไดเ้คล่ือนเขา้สู่หมอ้กรองแบบท่ีใชแ้รงดนั (Pressure filter) กรอง
ตะกอนหรือกากน ้าตาลท่ียงัเหลือออก จากนั้นจะเขา้สู่การแลกเปล่ียนประจุ (Ion-exchange resin) เพื่อ
ลดสีน ้าตาลขั้นตอนสุดทา้ย ซ่ึงไดเ้ป็นน ้าเช่ือมรีไฟน์ (Fine liquor)  
                3)  การเค่ียว (Crystallization)  
                     การเค่ียวจะเป็นการท าให้น ้ าเช่ือมรีไฟน์ท่ีไดจ้ากการฟอกสีตกผลึก
เป็นเม็ดน ้ าตาล โดยจะท าการเค่ียวน ้ าตาลรีไฟน์ในหม้อเค่ียวซ่ึงเป็นหม้อเค่ียวระบบสูญญากาศ 
(Vacuum pan) เค่ียวให้น ้ าระเหยออกมาจนถึงจุดอ่ิมตวัของน ้ าเช่ือม ซ่ึงจะไดเ้ป็นผลึกน ้ าตาลหรือ  
แมสสิควทิออกมา 
                4)  การป่ันแยกผลึก (Centrifugaling) 
                     ผลึกน ้ าตาลหรือแมสควิทจากการเค่ียวจะถูกน าไปป่ันแยกผลึก
น ้าตาลในหมอ้ป่ัน (Centrifugals) ไดเ้ป็นผลึกของน ้าตาลทรายขาวและน ้าตาลทรายขาวบริสุทธ์ิ 
                5)  การอบ (Drying)  
                      การอบเป็นขั้นตอนสุดทา้ยของการแปรรูปน ้ าตาลดิบให้เป็นน ้ าตาล
ทรายขาวและน ้ าตาลทรายขาวบริสุทธ์ิ ผลึกน ้ าตาลท่ีไดม้านั้นจะผ่านเขา้หมอ้อบ (Dryer) เพื่อก าจดั
ความช้ืนออก เม่ือขั้นตอนการอบเสร็จส้ินจะไดเ้ป็นน ้ าตาลทรายขาวและน ้ าตาลทรายขาวบริสุทธ์ิท่ี
พร้อมจะถูกน าไปท าการบรรจุเพื่อจ าหน่ายและส่งออกต่อไป [7] 
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รูปที ่2.2  การแปรรูปน ้าตาลทรายดิบใหเ้ป็นน ้าตาลทรายขาวและน ้าตาลทรายขาวบริสุทธ์ิ  
 
                  จะเห็นได้ว่ากระบวนการผลิตน ้ าตาลจากวตัถุดิบอ้อย จะต้องผ่าน
หลายขั้นตอนจนสุดทา้ยไดเ้ป็นผลิตภณัฑ์น ้ าตาลออกมาไดน้ั้น ในระหวา่งขั้นตอนต่างๆ เหล่าน้ีท าให้
เกิดการเปล่ียนแปลงทางเคมีหรือเกิดการอินเวอร์ชนัของซูโครสได้ โดยซูโครสจากออ้ยท่ีถูกสกดั

น ้าเช่ือมรีไฟน์ 

น ้าร้อน 
  

การอบ (Drying) 
  

การป่ันแยกผลึก (Centrifugaling)           กากน ้ าตาล 
  

น ้าตาลทรายขาวและน ้าตาลทรายขาวบริสุทธ์ิ (Refine sugar) 

น ้าเช่ือม 

การเค่ียว (Crystallization) 

ผลึกน ้าตาล 

CO2, Resin 
  

น ้าตาลทรายดิบ (Raw sugar) 
 

การฟอกสี (Carbonatation process) 
 

การป่ันละลาย (Affinated centrifugaling)  
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ออกมา จะเกิดการการสลายตวัเป็นน ้าตาลโมเลกุลเด่ียว เกิดเป็นกลูโคสและฟรุกโทสข้ึน ท าให้สูญเสีย
ปริมาณซูโครส และส่งผลต่อคุณภาพของน ้ าตาลท่ีผลิต การเปล่ียนแปลงทางเคมีหรือเกิดการ            
อินเวอร์ชนัท่ีเกิดข้ึน [8] ดงัรูปท่ี 2.3  
 

    

            ซูโครส         กลูโคส                                ฟรุกโทส 
 

รูปที ่2.3  การเกิดกระบวนการอินเวอร์ชนัของซูโครส  
 

ในการผลิตน ้าตาลปัจจยัท่ีส่งผลต่อการเกิดการสลายตวัของซูโครส ไดแ้ก่  อุณหภูมิท่ีใชใ้นการตม้และ
เค่ียวน ้ าออ้ย พีเอชในการตกตะกอน ระดบัความเขม้ขน้ของน ้ าตาล และระยะเวลาในการผลิต ท าให้
ตอ้งมีการควบคุมปัจจยัดงักล่าว เพื่อป้องกนัไม่ใหเ้กิดการอินเวอร์ชนัของซูโครส เช่น การรักษาระดบั
พีเอชในระหวา่งการผลิตให้อยูร่ะหว่าง 7.80-8.00 [9] ดงันั้นจึงมีการตรวจติดตามปริมาณซูโครสใน
ระหวา่งกระบวนการผลิตเพื่อไม่ใหสู้ญเสียคุณภาพน ้าตาลไป 
 

2.1  ซูโครส (Sucrose) 
 ซูโครส หรือ α-D-Glucopyranosyl-(1→2)-β-D-Fructofuranoside เป็นน ้ าตาลโมเลกุลคู่
ประกอบด้วยกลูโคสและฟรุกโทสเช่ือมต่อกนัด้วยพนัธะไกลโคซิดิก (Glycosidic bond) มีสูตร
โครงสร้าง คือ C12H22O11 ดงัรูปท่ี 2.4 ซูโครสเป็นน ้าตาลท่ีมีสมบติัการละลายน ้ าไดดี้ เม่ือมีความอ่ิมตวั
จะตกผลึกไดเ้ป็นผลึกใส ไม่มีสี  และสามารถเกิดการย่อยสลาย (Hydrolysis) เม่ืออยู่ในสภาวะท่ีเป็น
กรดหรือเอนไซม์ท่ีเหมาะสม เกิดเป็นกลูโคสและฟรุกโทสได้ ซ่ึงมีลักษณะเช่นเดียวกับการเกิด       
อินเวอร์ชนัของซูโครส (แสดงในรูป 2.3) นอกจากน้ีแลว้ซูโครสยงัเป็นสารท่ีให้ความหวาน ซ่ึงเป็น
สมบติัดา้นรสชาดท่ีโดดเด่น จึงมีการน าน ้าตาลซูโครสมาใชใ้นการบริโภคใหพ้ลงังานแก่ร่างกาย [10] 
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รูปที ่2.4  โครงสร้างของซูโครส  
 

  ซูโครสพบไดม้ากในรูปน ้ าตาลท่ีมีในพืช เช่น ออ้ย หวับีท และมะพร้าว เป็นตน้ 
ซูโครสน้ีได้มาจากกระบวนการสร้างอาหารหรือสังเคราะห์แสงของพืช ดงัสมการ 2.1 เม่ือส้ินสุด
ขั้นตอนการสังเคราะห์ดว้ยแสงของออ้ยแลว้ จะไดผ้ลิตภณัฑ์เป็นกลูโคส (C6H12O6) ออกมา กลูโคสท่ี
ไดน้ี้จะถูกน าไปเก็บสะสมไวท่ี้ใบออ้ย จากนั้นจะเกิดการรวมตวักนัทางชีวเคมีกบัฟรุกโทส เกิดเป็น
ซูโครส แลว้เก็บสะสมซูโครสภายในล าตน้ต่อไป [11] การเกิดซูโครส ดงัรูปท่ี 2.5 
 
6CO2  +  12H2O  C6H12O6  +  6 O 2  +  6H2O                                                       ….. 2.1 
 

 

 
 
 
    
 
 
                 กลูโคส            ฟรุกโทส                                          ซูโครส 
 
รูปที ่2.5  การเกิดซูโครส  
 
 

แสงแดด  

คลอโรฟิลล ์
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 ท่ีผา่นมามีการพบวา่การผลิตน ้าตาลของโรงงานน ้าตาลประสบปัญหาเก่ียวกบัคุณภาพของ
น ้ าตาลท่ีผลิตได ้โดยปริมาณซูโครสไม่เป็นไปตามเกณฑ์มาตรฐานท่ีก าหนด สาเหตุมาจากการเกิด  
อินเวอร์ชนัของซูโครสในระหว่างการผลิต ท าให้เกิดการสูญเสียซูโครสท่ีมากเกินความจ าเป็นใน
ระหว่างกระบวนการผลิตไป ทั้งในกากน ้ าตาล กากตะกอน หรือกากออ้ย การตรวจติดตามปริมาณ
ซูโครสในระหว่างกระบวนการผลิต ตลอดจนขั้นตอนตรวจวดัคุณภาพผลิตภณัฑ์น ้ าตาลท่ีได้จึงมี
ความส าคญัอยา่งยิ่ง เพื่อบ่งบอกถึงคุณภาพของน ้ าตาล ดงันั้นจึงมีการพฒันาเคร่ืองมือวิเคราะห์เพื่อ
ตรวจวดัความหวานจากปริมาณซูโครส เช่น เคร่ืองโพลาริมิเตอร์ [12]  เคร่ืองรีแฟกโตมิเตอร์ [12] 
เคร่ืองโครมาโตกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง [13] และเคร่ืองสเปกโตรสโคป [14,15] เป็นตน้        

 

2.3  วธีิทัว่ไปทีใ่ช้วเิคราะห์หาปริมาณซูโครส 
 งานวิจยัท่ีผ่านมาได้มีการพฒันาวิธีวิเคราะห์ต่างๆ เพื่อวิเคราะห์หาปริมาณซูโครส ซ่ึงมี

หลายวิธี วิธีทัว่ไปท่ีใช้ส าหรับวิเคราะห์หาซูโครส เช่น วิธีทางโพลาริมิตรี (Polarimetry)  เป็นวิธีท่ี
นิยมใชม้าก เน่ืองจากเป็นวธีิท่ีง่าย โดยท าการวดัค่าการหมุนหรือการบิดระนาบแสง (Optical rotation; 
OR) ในการเบ่ียงเบนระนาบแสงโพลาไรซ์ของซูโครส เน่ืองจากซูโครสมีโครงสร้างโมเลกุลท่ีเป็น
ไครัลอะตอม (Chiral atom) โครงสร้างแสดงในรูป 2.4 จึงสามารถหมุนหรือบิดระนาบแสงได ้วิธีทาง
โพลาริมิตรีท่ีน าไปใชต้รวจหาซูโครส เช่น การวเิคราะห์หาปริมาณซูโครส โดยการน าไปตรวจวดัการ
หมุนระนาบแสงสีเหลืองของโซเดียม-ดี (Sodium-D light) ท่ีความยาวคล่ืน 589 นาโนเมตร ตรวจวดัท่ี
อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส ท าการเตรียมตวัอย่างโดยตกตะกอนด้วยสารละลายโซเดียมฟอสเฟต 
จากนั้นน าไปป่ันเหวี่ยงดว้ยเคร่ืองตกตะกอนท่ีความเร็ว 3,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที กรอง
สารละลายท่ีได ้จากการศึกษาพบวา่ ซูโครสมีการหมุนระนาบแสงท่ีระนาบ +66.7 องศา วิธีน้ีสามารถ
ตรวจวดัซูโครสไดใ้นช่วงความเขม้ขน้ 10-70 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มีขีดจ ากดัในการตรวจวดัเท่ากบั 
0.076 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และตรวจวดัซูโครสความเขม้ขน้ต ่าสุดไดท่ี้ความเขม้ขน้ 0.231 มิลลิกรัม
ต่อมิลลิลิตร แต่วิธีน้ียงัมีข้อจ ากัดคือ มีความคลาดเคล่ือนในการตรวจวดั เน่ืองจากการเกิดการ         
อินเวอร์ชนัของซูโครส ซ่ึงจะเปล่ียนไปเป็นกลูโคสและฟรุกโทสท่ีสามารถหมุนเบ่ียงเบนระนาบแสง
โพลาไรซ์ได้เช่นเดียวกัน ท าให้ค่าการตรวจวดัท่ีได้มีความคลาดเคล่ือนจากความเป็นจริง [16] 
นอกจากน้ีวธีิทางโพลาริมิตรีน้ียงัถูกน ามาใชใ้นการวเิคราะห์หาปริมาณซูโครส เพื่อตรวจสอบคุณภาพ
ออ้ยท่ีใชใ้นการผลิตน ้าตาลก่อนเขา้สู่กระบวนการผลิต โดยตรวจวดัค่าโพล (Pol) หรือปริมาณร้อยละ
ของซูโครสในตวัอย่างน ้ าออ้ยท่ีหีบสกดัได ้ซ่ึงตวัอย่างท่ีใช้จะตอ้งน ามาตกตะกอนให้ใสด้วยตะกัว่  
แอซิเตต (Lead acetate) จากนั้นน าน ้าออ้ยส่วนท่ีใสไปวดัค่าโพลดว้ยเคร่ืองโพลาริมิเตอร์ วิธีน้ีสามารถ
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ตรวจสอบคุณภาพออ้ยท่ีใชใ้นการผลิตได ้ แต่ในขั้นตอนการเตรียมตวัอยา่งมีการใชต้ะกัว่แอซิเตต ซ่ึง
มีความเป็นพิษและอาจท าใหเ้กิดอนัตรายได ้จึงไม่เหมาะสมในการน าไปใชส้ าหรับการวเิคราะห์ [17] 

วิธีทางโครมาโตกราฟี (Chromatography) เช่น โครมาโตกราฟีแบบแลกเปล่ียนประจุ
สมรรถนะสูง (High Performance ion-exchanger chromatography; HPIC) หรือโครมาโตกราฟีแบบ
ของเหลวสมรรถนะสูง (High performance liquid chromatography; HPLC)  เป็นอีกวิธีท่ีสามารถ
วิเคราะห์หาปริมาณซูโครสได้ โครมาโตกราฟีแบบแลกเปล่ียนประจุสมรรถภาพสูงถูกพฒันาข้ึน
ส าหรับวิเคราะห์ซูโครสในตวัอย่างกากน ้ าตาลของออ้ยท่ีไดจ้ากขั้นตอนสุดทา้ยของการผลิตน ้ าตาล 
โดยใช้เป็นตวับอกถึงคุณภาพของกากน ้ าตาลในการซ้ือขาย ในการศึกษาตวัอย่างกากน ้ าตาลท่ีใช้จะ
ผา่นขั้นตอนการเตรียมตวัอย่างโดยการกรองผ่านกระดาษกรองท่ีมีขนาด 0.45 ไมโครเมตร จากนั้น
น าไปตวัอย่างท่ีไดไ้ปวิเคราะห์ดว้ยเคร่ืองโครมาโตกราฟีแบบแลกเปล่ียนประจุสมรรถนะสูง ใช้ตวั
ตรวจวดัชนิดพลัส์แอมเพอร์โรเมตริก (Pulsed amperometric detection) ท่ีมีตวัตรวจจบัสัญญาณทาง
ไฟฟ้าเป็นตวัแปลงสัญญาณ สภาวะท่ีใชศึ้กษา คือ ใชค้อลมัน์ชนิด CarboPac™ PA1 Analytical ขนาด 
4×250 มิลลิเมตร ท่ีมี guard column (ขนาด 4×50 มิลลิเมตร) และใชส้ารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์
เป็นเฟสเคล่ือนท่ี จากการศึกษา พบว่า วิธีน้ีสามารถวิเคราะห์หาซูโครสในกากน ้ าตาลไดช่้วงความ
เขม้ขน้ 25-37 % แต่วิธีน้ีมีการใช้เคร่ืองมือราคาแพง ท าให้ค่าใช้จ่ายในการวิเคราะห์ต่อตวัอย่างสูง 
และใชเ้วลาในการวเิคราะห์นาน เน่ืองจากจะตอ้งหาสภาวะท่ีเหมาะสมของการวเิคราะห์ [18] 

วิธีโครมาโตกราฟีแบบของเหลวสมรรถนะสูงมีการพฒันาข้ึนส าหรับวิเคราะห์หาซูโครส
ไดเ้ช่นเดียวกนั โดยวิธีน้ีเป็นวิธีท่ีนิยมใชใ้นการตรวจสอบคุณภาพของผลิตภณัฑ์น ้ าตาลท่ีไดจ้ากการ
ผลิตในอุตสาหกรรมน ้ าตาลต่างๆ เน่ืองจากให้ความถูกตอ้งแม่นย  าสูง เช่น การวิเคราะห์หาปริมาณ
ซูโครสในกากน ้ าตาล ได้ท าการเตรียมตวัอย่างของกากน ้ าตาลท่ีศึกษาด้วยวิธีการสกดัด้วยวฏัภาค
ของแขง็ (Solid-phase extraction) ใช ้Sep-Pak C18 เป็นคอลมัน์ส าหรับสกดั เม่ือไดส้ารสกดัแลว้จะท า
การกรองสารสกดัผ่านกระดาษกรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร และน าไปวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง           
โครมาโตกราฟีแบบของเหลวสมรรถนะสูง ตรวจวัดด้วยตัวตรวจวัดดรรชนีหักเหของแสง  
(Reflective index detector) จากการศึกษาพบวา่ วิธีน้ีสามารถวิเคราะห์หาปริมาณซูโครสได้ในช่วง
ความเขม้ขน้ของซูโครสท่ี 1.80-9.02 กรัมต่อลิตร แต่เคร่ืองมือท่ีใชมี้ราคาแพง ในการวิเคราะห์ตอ้ง
อาศยัผูท่ี้มีความช านาญ มีขั้นตอนการเตรียมตวัอย่างท่ียุ่งยาก และท าได้ในเฉพาะห้องปฏิบติัการ
เท่านั้น [19]  

นอกจากน้ีแล้วยงัมีการน าวิธีโครมาโตกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงน้ีไปประยุกต์ใช้ใน
ตรวจหาซูโครสในหวับีทท่ีใชเ้ป็นวตัถุดิบในการผลิตน ้ าตาลอีกชนิดหน่ึง โดยท าการศึกษาในตวัอยา่ง
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หัวบีทจ านวน 142 ตวัอย่าง ท าการเตรียมตวัอย่างโดยใช้หัวบีทสดน ้ าหนกั 30 กรัม ท าให้แห้งดว้ย
วิธีการแช่แข็ง แล้วน ามาบดจนเป็นผงละเอียด จากนั้นน าตัวอย่างท่ีได้มาสกัดด้วยตวัท าละลาย           
เอทานอลความเขม้ขน้ 80 % โดยปริมาตร จากนั้นน าไปเขยา่ดว้ยเคร่ืองเขยา่ ใช้ความเร็ว 50 รอบต่อ
นาที ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชัว่โมง และน าไปป่ันเหวี่ยงดว้ยเคร่ืองตกตะกอนท่ี
ความเร็ว 3,000 รอบต่อนาที เป็นเวลาอีก 10 นาที ซ่ึงจะไดเ้ป็นสารสกดัตวัอยา่งออกมา ต่อไปน าสาร
สกดัตวัอยา่งท่ีไดไ้ปกรองดว้ยกระดาษกรองไนลอนท่ีมีขนาด 0.22 ไมโครเมตร สุดทา้ยน าสารสกดัท่ี
ได้ไปวิเคราะห์ด้วยเคร่ืองโครมาโตกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง ภายใตส้ภาวะการทดลองโดยใช้
คอลมัน์ Waters Sugar-Pak I carbohydrate ขนาด 6.5×300 มิลลิเมตร และใช้สารละลายโซเดียม-
แคลเซียมอีดีทีเอ (Na2Ca-EDTA) เป็นเฟสเคล่ือนท่ี จากผลการศึกษาพบว่า ช่วงความเข้มข้นของ
ซูโครสท่ีวิเคราะห์ได ้คือ 2.92-46.74 มิลลิโมลต่อกรัม สมการเส้นตรง y = 66132x + 335005 และมี
สัมประสิทธ์ิสหสัมพนัธ์ (r) เท่ากบั 0.9992 จากงานวิจยัน้ีพบว่า วิธีน้ีสามารถวิเคราะห์หาปริมาณ
ซูโครสได ้ให้ช่วงความเขม้ขน้ของซูโครสท่ีต ่าได ้แต่มีขอ้จ ากดัของวิธี คือ ใชเ้คร่ืองมือราคาแพง มี
ค่าใช้จ่ายในการวิเคราะห์สูง และยงัมีขั้นตอนในการเตรียมตวัอย่างยุ่งยากท าให้ใช้เวลาในการ
วเิคราะห์นาน [20] 

การวิ เคราะห์ปริมาณซูโครสยังสามารถตรวจวัดได้ด้วย วิ ธีทางสเปกโตสโคปี 
(Spectroscopy) เช่น การหาปริมาณร้อยละของซูโครสหรือค่าโพล ในน ้ าออ้ยดว้ยเทคนิคฟูเรียทรานส์-
ฟอร์มอินฟราเรดสเปกโตรสโกปี (Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy) ท่ีพฒันาข้ึนเพื่อ
ตรวจสอบคุณภาพออ้ยท่ีใช้ในอุตสาหกรรมออ้ย โดยศึกษาตวัอย่างน ้ าออ้ยจ านวน 132 ตวัอย่าง ใช้
น ้ าออ้ย 112 ตวัอย่าง ส าหรับตรวจวดัสเปกตรัมของการดูดกลืนแสงดว้ยเทคนิคฟูเรียทรานส์ฟอร์ม-
อินฟราเรดสเปกโตรสโคปี ยา่นความถ่ีระหวา่ง 400-4,000 ต่อเซนติเมตร (cm-1) แลว้น าสเปกตรัมท่ีได้
ไปทดสอบทางสถิติ ตวัอยา่งท่ีใชต้รวจวดัหาสเปกตรัมจะเตรียมดว้ยวิธีการกรอง และตวัอยา่งน ้ าออ้ย
ท่ีใชส้ าหรับวดัค่าโพลจะถูกท าใหใ้สโดยการตกตะกอนดว้ยตะกัว่อะซิเตต จากนั้นน าไปป่ันเหวี่ยงดว้ย
เคร่ืองตกตะกอน ท าการกรองและน าส่วนท่ีใสไปวดัค่าโพลดว้ยเคร่ืองโพลาริมิเตอร์ จากการวิเคราะห์
ทางสถิติสเปกตรัมท่ีได้จากการดูดกลืนแสงของตวัอย่างน ้ าอ้อยอยู่ในย่านความถ่ีช่วง 900-1,200      
ต่อเซนติเมตร โดยท่ีความถ่ีย่าน 980 ต่อเซนติเมตร เป็นความถ่ีท่ีเกิดจากการสั่นของโมเลกุลท่ี
ประกอบด้วย C-O ของซูโครส ผลการทดสอบทางสถิติจากสมการถดถอยเชิงเส้นท่ีได้พิจารณา
สัมประสิทธ์ิสหสัมพนัธ์ ในการวิเคราะห์ พบว่าวิธีน้ีให้ค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพนัธ์จากการทดสอบ
ทางสถิติเท่ากบั 0.9984 และจากตวัอยา่งน ้ าออ้ยจ านวน 20 ตวัอยา่ง ไดค้่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพนัธ์ 
เท่ากบั 0.9991 วิธีน้ีเป็นวิธีท่ีใช้หาปริมาณซูโครสท่ีให้ความถูกตอ้งแม่นย  า และใช้เวลารวดเร็วได ้
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แมว้า่งานวจิยัน้ีจะใชเ้วลาในการวเิคราะห์ผล 1-2 นาที แต่วธีิน้ีตอ้งท าการวิเคราะห์ตวัอยา่งจ านวนมาก
เพื่อใช้เป็นขอ้มูลในการสร้างความสัมพนัธ์ในการทดสอบสถิติ อีกทั้งยงัมีการเตรียมตวัอย่างท่ีใช้
วิเคราะห์ดว้ยวิธีท่ียุ่งยาก ท าให้ใช้เวลาในการวิเคราะห์นาน และมีการใชส้ารเคมีอนัตรายในขั้นตอน
การเตรียมตวัอยา่งท่ีอาจจะท าใหเ้กิดอนัตรายได ้[21] 

เทคนิคเนียร์อินฟราเรดสเปกโตรสโคปี (Near infrared spectroscopy) เป็นอีกหน่ึงเทคนิค
ของวิธีทางสเปกโตรสโคปีท่ีสามารถตรวจวดัหาปริมาณซูโครสได้เช่นเดียวกัน โดยมีการน าไป
ประยุกต์ใช้ในการตรวจสอบคุณภาพออ้ย ด้วยแสงย่านใกล้อินฟราเรดท่ีความยาวคล่ืนช่วง 1,000-
2,500 นาโนเมตร ตรวจวดัสเปกตรัมของการดูดกลืนและน าสเปกตรัมท่ีไดไ้ปวิเคราะห์กบัค่าโพลของ
ออ้ย จากนั้นท าการเปรียบเทียบผลการวิเคราะห์ทางสถิติท่ีดีท่ีสุดเพื่อน าไปใชต้รวจสอบคุณภาพของ
ออ้ย ตวัอยา่งท่ีใชใ้นการวเิคราะห์จะใชน้ ้าออ้ยจ านวน 30 ตวัอยา่ง ท าการเตรียมตวัอยา่ง 2 ลกัษณะ คือ 
การเตรียมตวัอยา่งส าหรับวดัค่าสเปกตรัมดว้ยเคร่ืองเนียร์อินฟราเรดสเปกโตรมิเตอร์ โดยน าตวัอยา่ง
ไปป่ันเหวี่ยงดว้ยเคร่ืองตกตะกอนท่ีความเร็ว 500 รอบต่อนาที ควบคุมอุณหภูมิท่ี 5 องศาเซลเซียส 
และการเตรียมตวัอยา่งส าหรับวดัค่าโพล โดยน าน ้ าออ้ยไปตกตะกอนดว้ย ตะกัว่แอซิเตต แลว้น าส่วน
ท่ีใสไปวเิคราะห์ร่วมกบัการวดัดว้ยเคร่ืองโพลาริมิเตอร์ ผลท่ีไดพ้บวา่ การตรวจสอบคุณภาพออ้ยดว้ย
วธีิน้ีใหค้่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพนัธ์ และค่าความคลาดเคล่ือนจากการท านายค่าโพลของซูโครส เท่ากบั 
ร้อยละ 0.921 และร้อยละ 0.264 ตามล าดบั แต่วิธีก็ยงัมีขอ้จ ากดั คือ เคร่ืองมือท่ีใชเ้ป็นเคร่ืองมือชั้นสูง
ท่ีมีราคาแพง ท าใหค้่าใชจ่้ายในการวเิคราะห์สูง และใชเ้วลาในการวเิคราะห์นาน [17] 
 จากขอ้จ ากดัของวธีิท่ีไดก้ล่าวมาทั้งหมด งานวิจยัน้ีจึงสนใจท่ีจะพฒันาการตรวจวดัซูโครส
ดว้ยเทคนิคทางไบโอเซนเซอร์ให้ไดว้ิธีท่ีมีความจ าเพาะเจาะจงสูง ใชเ้วลาในการตรวจวดัรวดเร็ว ไม่
ตอ้งมีการเตรียมตวัอย่างท่ียุ่งยาก ให้ผลการวิเคราะห์ท่ีถูกตอ้งแม่นย  า และสามารถท่ีจะน าเอนไซม์
กลบัมาใชใ้หมเ่พื่อลดค่าใชจ่้ายในการตรวจวดัได ้ 
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2.4  ไบโอเซนเซอร์ (Biosensor) 
 ในปัจจุบนัไบโอเซนเซอร์เป็นวิธีตรวจวดัท่ีนิยมใชใ้นการตรวจวดัปริมาณซูโครส [22] ซ่ึง
ไบโอเซนเซอร์เป็นอุปกรณ์ตรวจวดัทางชีวภาพท่ีใช้ในการตรวจหาปริมาณสารท่ีสนใจ การท างาน
ของไบโอเซนเซอร์อาศยัการท างานร่วมกนัระหว่างสารวสัดุชีวภาพ (Biological element) และ         
ตัวตรวจวดั (Transducer) สารวสัดุชีวภาพหรือไบโอคะตะลิสต์ (Biocatalyst) เป็นสารท่ีได้จาก
ส่ิงมีชีวิต มีความจ าเพาะเจาะจง และว่องไวต่อสารท่ีต้องการตรวจวดั สารวสัดุชีวภาพท่ีใช้ใน
ไบโอเซนเซอร์ ไดแ้ก่ เอนไซม ์(Enzyme) แอนติบอดี (Antibody)  กรดนิวคลีอิก (Nucleic acid)  และ 
ดีออกซีไรโบนิวคลีอิก (Deoxyribonucleic acid; DNA) เป็นตน้ และส่วนของตวัตรวจวดัท าหนา้ท่ีรับ
และแปลงสัญญาณท่ีเกิดจากปฏิกิริยาระหว่างสารวสัดุชีวภาพกับสารท่ีต้องการตรวจวดัไปเป็น
สัญญาณทางไฟฟ้า โดยสัญญาณทางไฟฟ้าจะสัมพนัธ์กบัความเขม้ขน้ของสารท่ีตรวจวดั  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

รูปที ่2.6  หลกัการท างานของไบโอเซนเซอร์ 
 
 หลกัการท างานของไบโอเซนเซอร์ ดงัรูปท่ี 2.6 เม่ือสารท่ีตอ้งการตรวจวดัเขา้จบัหรือท า
ปฏิกิริยากับสารวสัดุชีวภาพอย่างจ าเพาะเจาะจง ท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงต่างๆ เช่น การเกิด
อิเล็กตรอน การเปล่ียนแปลงทางสี และการเปล่ียนแปลงทางความร้อน เป็นตน้ จากนั้นตวัตรวจวดัจะ
ท าหน้าท่ีแปลงสัญญาณท่ีได้ให้เป็นสัญญาณไฟฟ้า ประเภทของไบโอเซนเซอร์แบ่งตามสารวสัดุ
ชีวภาพได ้2 ประเภท  คือ คะตะไลติกไบโอเซนเซอร์ (Catalytic biosensor) ใชเ้อนไซม ์เป็นสารวสัดุ
ชีวภาพ และแอฟฟินิตีไบโอเซนเซอร์ (Affinity biosensor) ใชแ้อนติบอดี เป็นตน้ [23,24] 
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 ไบโอเซนเซอร์มีขอ้ดี ไดแ้ก่ มีความจ าเพาะเจาะจงสูง ตรวจวดัไดง่้าย รวดเร็ว ไม่มีขั้นตอน
การเตรียมตวัอยา่ง ให้ผลท่ีมีความถูกตอ้งและแม่นย  า จึงท าให้ไบโอเซนเซอร์ถูกน าไปประยุกตใ์ชใ้น
การวิเคราะห์หาปริมาณสารหลากหลาย เช่น การวิเคราะห์หาปริมาณกลูโคสในเลือด [25] การ
วิเคราะห์ยาฆ่าแมลงในอาหาร [26] การตรวจติดตามเช้ือมะเร็งในเตา้นมและรังไข่ [27] และการ
วเิคราะห์ปริมาณโลหะหนกัในน ้าเสีย [28] เป็นตน้ 
 2.4.1  คะตะไลติกไบโอเซนเซอร์ (Catalytic biosensor) 
  คะตะไลติกไบโอเซนเซอร์ เป็นไบโอเซนเซอร์ประเภทหน่ึงท่ีใชเ้อนไซม์เป็นสาร
วสัดุชีวภาพ อาศยัหลกัการเกิดปฏิกิริยาระหวา่งเอนไซมก์บัสารท่ีตอ้งการตรวจวดัอยา่งจ าเพาะเจาะจง 
เกิดการเปล่ียนแปลง สามารถติดตามการเปล่ียนแปลงท่ีเกิดข้ึนจากสารตั้งตน้ท่ีถูกใชไ้ป หรือติดตาม
จากผลิตภณัฑท่ี์เกิดข้ึน [29,30] 
   เอนไซม์ (Enzyme) เป็นสารโมเลกุลใหญ่ท่ีมีโครงสร้างซับซ้อน ประกอบด้วย
โปรตีนเป็นองค์ประกอบหลัก  เกิดจากกรดอะมิโนต่อกันเป็นสายโซ่ยาวหรือพอลิเพปไทด ์
(Polypeptide) ท าหน้าท่ีในการเร่งปฏิกิริยา โดยลดพลงังานกระตุน้หรือพลงังานก่อกมัมนัต์ ท าให้
อตัราเร็วในการเกิดปฏิกิริยาเร็วข้ึน โดยท่ีสารตั้งตน้ (Substrate) จะเขา้ไปจบักบัเอนไซม์ท่ีบริเวณเร่ง 
(Active site) ซ่ึงเป็นบริเวณจ าเพาะท่ีจะเขา้จบักนัไดพ้อดีเหมือนแม่กุญแจกบัลูกกุญแจ ตามทฤษฎีการ
จบักนัแบบแม่กุญแจ-ลูกกุญแจ เกิดสารผลิตภณัฑใ์หม่ เม่ือส้ินสุดปฏิกิริยาเอนไซมจ์ะหลุดออกไปเป็น
อิสระกลับมาอยู่ในสภาพเดิมโดยท่ีโครงสร้างไม่มีการเปล่ียนแปลง และเอนไซม์นั้นจะสามารถ
กลบัมาท าหนา้ท่ีในการเร่งปฏิกิริยาไดใ้หม่จนกวา่การท างานจะลดลง  
  ส าหรับการตรวจวดัซูโครสด้วยเทคนิคไบโอเซนเซอร์จะใช้เอนไซม์อินเวอร์เทส
เป็นสารวสัดุชีวภาพ ร่วมกบัเอนไซมช์นิดอ่ืนๆ ข้ึนอยูก่บัชนิดของตวัตรวจวดัท่ีใช ้เช่น การตรวจหา
ซูโครสโดยใชเ้คร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ ตรวจวดัท่ีความยาวคล่ืน 340 นาโนเมตร โดยอินเวอร์เทส
จะเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซีสของซูโครสไดเ้ป็นกลูโคสและฟรุกโทส จากนั้นกลูโคสจะเกิดปฏิกิริยา
ฟอสโฟรีเลท (Phosphorylate) กบัอะดีโนซีนไตรฟอสเฟต (ATP) โดยเฮกโซไคเนส (Hexokinase) 
เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาในการเติมหมู่ฟอสเฟต ได้ผลิตภัณฑ์เป็นกลูโคส-6-ฟอสเฟต (Glucose-6-
Phosphate) ฟรุกโทส-6-ฟอสเฟต (Fructose-6-Phosphate) และอะดีโนซีนไดฟอสเฟต (ADP)          
ขั้นสุดทา้ยกลูโคส-6- ฟอสเฟตดีไฮโดรจีเนส (Glucose-6-phosphate dehydrogenase; G6PDH) จะไป
เร่งปฏิกิริยาออกซิเดชนัของกลูโคส-6- ฟอสเฟตกบันิโคตินาไมด์อะดีนีนไดนิวคลีโอไทด์ (NAD) ได้
เป็นนิโคตินาไมด์อะดีนีนไดนิวคลีโอไทด์ (NADH) กบั 6-ฟอตโฟกลูโคเนต (6-Phosphogluconate) 
ดงัสมการท่ี 2.2 ซ่ึงจะไดเ้ป็นสารละลายสีเหลือง  
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Sucrose   Glucose + Fructose 

Glucose + 2 ATP   Glucose-6-Phosphate + Fructose-6-Phosphate + 2 ADP 

G6P + NAD           NADH + 6-Phosphogluconate                    ….. 2.2 

  วิธีน้ีให้ความจ าเพาะเจาะจงในการตรวจวดัซูโครสสูง เน่ืองจากเป็นการท างาน
ของเอนไซม์ท่ีมีความจ าเพาะเจาะจงกัน แต่วิธีน้ีมีข้อจ ากัดคือ เอนไซม์ท่ีใช้ในการตรวจวดัเป็น
เอนไซมอิ์สระไม่ไดอ้ยูใ่นรูปของเอนไซมต์รึงรูป เม่ือใชใ้นการตรวจวดัแลว้จะไม่สามารถน ากลบัมา
ใชใ้หม่ได ้ท าใหส้ิ้นเปลืองเอนไซมแ์ละค่าใชจ่้ายจากเอนไซมท่ี์ค่อนขา้งสูง [31] 
   แมว้่าคะตะไลติกไบโอเซนเซอร์จะสามารถน าเอนไซม์กลบัมาใช้ใหม่ได้ แต่
เอนไซมน์ั้นอยูใ่นรูปเอนไซมอิ์สระ (Free enzyme) ท าให้มีความยากล าบากในการน าเอนไซมก์ลบัมา
หากไม่มีการจ ากดัขอบเขตหรือพื้นท่ีของเอนไซม์ เพื่อให้เอนไซม์ไม่สามารถเคล่ือนท่ี หรือเกิดการ
สูญหายไป เอนไซม์ตรึงรูป (Immobilized enzyme) หรือการตรึงเอนไซม์บนวสัดุรองรับจึงเป็น
แนวทางหน่ึงท่ีจะท าใหน้ าเอนไซมท่ี์ใชง้านแลว้ กลบัมาใชใ้หม่ไดอ้ยา่งง่ายข้ึน [32] 
 2.4.2  เอนไซมต์รึงรูป  
  เอนไซม์ตรึงรูปเป็นการเปล่ียนสถานะของเอนไซม์จากของเหลวให้กลายเป็น
ของแขง็ท่ีไมส่ามารถละลายน ้าไดห้รือละลายน ้าไดน้อ้ยลง โดยการน าเอนไซมอิ์สระมาจ ากดัให้อยูใ่น
ขอบเขตพื้นท่ีท่ีก าหนด หรือน ามายึดเกาะกบัวสัดุรองรับท่ีเป็นของแข็งดว้ยพนัธะทางเคมีท่ีแข็งแรง 
และเอนไซม์ยงัคงมีความสามารถในการท างานดังเดิม ซ่ึงมีข้อดี คือ เม่ือใช้งานแล้วสามารถน า
เอนไซม์กลบัมาใช้งานไดอี้กหลายคร้ัง จนกว่าความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์จะลด
ต ่าลงสามารถประหยดัค่าใชจ่้ายได ้[33]  ตวัอยา่งเช่น การเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (Hydrolysis) ของ
ซูโครส โดยมีอินเวอร์เทสเป็นตวัเร่งปฏิกิริยา เกิดการสลายพนัธะไกลโคซิดิกได้เป็นกลูโคสและ
ฟรุกโทส ดงัรูปท่ี 2.7 จะเห็นไดว้า่ เม่ือเอนไซมเ์ขา้ท าปฏิกิริยากบัสารตั้งตน้ท่ีบริเวณเร่งอยา่งจ าเพาะ
เจาะจงกนั จะเกิดเป็นสารประกอบระหว่างสารตั้งตน้และเอนไซม ์จากนั้นเกิดเป็นผลิตภณัฑ์ใหม่ข้ึน 
ซ่ึงเอนไซมจ์ะหลุดออกมาอยา่งอิสระ และสามารถท่ีจะท าหนา้ท่ีเร่งปฏิกิริยาต่อไปไดอี้ก [34]   
 
 

Invertase 

Hexokinase 

 
G6PDH 
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รูปที ่2.7  ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของซูโครสท่ีถูกเร่งดว้ยอินเวอร์เทส 
 
  การตรึงเอนไซม์ (Immobilization of enzyme) ในทางไบโอเซนเซอร์ สามารถท าได้
หลายวธีิ เช่น การห่อหุม้หรือการท าแคปซูล (Entrapment and encapsulation)  การดูดซบั (Adsorption) 
การเช่ือมไขว ้(Aggregation) และการเช่ือมพนัธะโควาเลนต์ (Covalent linking)  เป็นตน้ การตรึง
เอนไซมบ์นวสัดุรองรับมีความส าคญัต่อประสิทธิภาพของไบโอเซนเซอร์เป็นอยา่งมาก เน่ืองจากจะ
ส่งผลต่อความจ าเพาะเจาะจงและความเสถียรของไบโอเซนเซอร์ [35]   
 การตรึงเอนไซม์แบบเช่ือมไขวด้ว้ยพนัธะโควาเลนต์ (Covalent bonding) เป็นการ
ตรึงโดยการเช่ือมพนัธะระหวา่งหมู่ฟังก์ชนั (Functional group) ของวสัดุรองรับกบัหมู่ฟังก์ชนัของ
กรดอะมิโนของเอนไซม์  โดยมีสารเช่ือมไขว้ (Cross-ling reagent) เช่น กลูตารอลดีไฮด ์
(Glutaraldehyde) [36,37] เป็นตวัเช่ือมพนัธะ (Coupling) ระหว่างหมู่อลัดีไฮด์ของกลูตารอลดีไฮด์      
2 หมู่ โดยท่ีปลายขา้งหน่ึงของกลูตารอลดีไฮด์เกิดพนัธะโควาเลนตก์บัหมู่เอมีนของวสัดุรองรับ และ
อีกปลายขา้งหน่ึงเกิดพนัธะโควาเลนต์กบัหมู่อะมิโนของเอนไซม์ ดงัรูป 2.8 การตรึงวิธีน้ีมีขอ้ดี คือ 
ใหค้วามแขง็แรงและคงทนในการยดึจบัของเอนไซมก์บัวสัดุรองรับ ตรึงไดง่้าย และราคาถูก  
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รูปที ่2.8  การเกิดปฏิกิริยาของสารเช่ือมไขวก้ลูตารอลดีไฮด ์  
 
              2.4.3  ไครโอเจล (Cryogel)  
                        ไครโอ เจล เ ป็นวัส ดุพอลิ เมอ ร์ ท่ี ได้จ ากกระบวนการ              
ไครโอเจเลชัน (Cryogelation)  ของมอนอเมอร์หรือตวัเร่ิมตน้ปฏิกิริยาท่ีเกิดปฏิกิริยาเป็นเจล และ
แข็งตัวได้ ท่ีสภาวะอุณหภู มิต ่ า  จัด เ ป็นวัส ดุพวกไฮโดรฟิ ลิคแมคโครพอรัส (Hydrophilic 
macroporous)  คือ มีสมบติัละลายน ้ าได้ดี โครงสร้างมีรูพรุนขนาดใหญ่  สามารถข้ึนรูปได้ และมี
สมบติัในการเป็นวสัดุท่ีความหยืดหยุ่น [38] ไครโอเจลเตรียมไดโ้ดยการท าให้มอนอเมอร์หรือตวั
เร่ิมตน้ปฏิกิริยาเกิดการละลายจนลกัษณะเป็นของเหลวใสท่ีเหนียวขน้ จากนั้นจะเกิดการรวมตวักนั
โดยเช่ือมต่อพนัธะให้เป็นพอลิเมอร์ท่ีมีสายโซ่ยาวหรือเกิดกระบวนการพอลิเมอร์ไรเซชัน โดยมี
ตวัเช่ือมไขวเ้ป็นตวัท าให้สารตั้งตน้เกิดเป็นลกัษณะของเจล ซ่ึงตวัเช่ือมไขวท่ี้มีการน ามาใช้ในการ
เตรียมไครโอเจล เช่น กลูตารอลดีไฮด์ [39] ท าการเช่ือมต่อพนัธะไฮโดรเจน (Hydrogen bond) ของ 
พอลิเมอร์ไครโอเจลเขา้ดว้ยกนั เม่ือน าไปท าปฏิกิริยาท่ีสภาวะอุณหภูมิต ่าจะท าให้เกิดการจบัตวัเป็น
เจลในรูปท่ีเป็นของแข็ง ได้เป็นไครโอเจลออกมา โดยกระบวนการในการเกิดไครโอเจลหรือ          
ไครโอเจเลชนั แสดงดงัรูปท่ี 2.9 
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รูปที ่2.9  การเกิดไครโอเจล [38] 
 
 เ น่ืองด้วยไครโอเจลสามารถเตรียมได้ง่าย และมีความเข้ากันได้ดีกับสารชีวภาพ 
(Biocompatible) ท าให้มีการน าไครโอเจลไปประยุกต์ใช้ในงานอย่างแพร่หลาย โดยเฉพาะด้าน
ไบโอเซนเซอร์ ไครโอเจลท่ีถูกน ามาใช้เป็นวสัดุรองรับส าหรับการตรึงเอนไซม์ ได้แก่ คาร์บอน      
ไครโอเจล (Carbon cryogel) [40] พอลิไวนิลแอลกอฮอร์ไครโอเจล (Polyvinyl alcohol cryoge) [41] 
และไคโตซานไครโอเจล (Chitosan cryogel) [42]  โดยไคโตซานไครโอเจลเป็นวสัดุพอลิเมอร์ท่ีนิยม
น ามาใช้ในการตรึงเอนไซม์มากท่ีสุด เน่ืองจากไคโตซานมีหมู่เอมีน (R-NH2) ของดีกลูโคซามีน                    
(D-glucosamine) โครงสร้างไคโตซานแสดงดงัรูปท่ี 2.10 ท่ีสามารถเกิดพนัธะเช่ือมไขวก้บัหมู่อะมิโน
ของเอนไซมไ์ด ้[43]  
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รูปที ่2.9  โครงสร้างไคโตซาน 
 
 แมว้า่ไคโตซานจะสามารถเตรียมไครโอเจลได ้ แต่ในการก่อตวัหรือข้ึนรูปของไคโตซาน
ยงัพบวา่ มีการก่อตวัเป็นเจลท่ีช้า ตอ้งใช้เวลาในการเกิดปฏิกิริยาเป็นไครโอเจลนาน และไคโตซาน      
ไครโอเจลท่ีไดไ้ม่แขง็แรงและมีความคงตวันอ้ย  ท าใหมี้การน าไปผสมกบัพอลิไวนิลแอลกอฮอร์ เพื่อ
ใชเ้ตรียมเป็นไครโอเจลท่ีมีความแขง็แรง คงทน และใชเ้วลาในการเกิดไครโอเจลลดลง [44] เน่ืองดว้ย          
พอลิไวนิลแอลกอฮอร์เป็นพอลิเมอร์มีสมบติัการซึมผ่านท่ีดี สามารถยึดติด  และเกิดเป็นเจลไดโ้ดย
การเช่ือมพนัธะไฮโดรเจนเช่นเดียวกบัไคโตซาน แต่มีความแขง็แรงมากกวา่ จึงมีการน ามาประยุกตใ์ช้
ร่วมกนั โครงสร้างของพอลิไวนิลแอลกอฮอร์ ดงัรูปท่ี 2.10 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที ่2.10  โครงสร้างพอลิไวนิลแอลกอฮอร์ 
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2.4.4  อนุภาคนาโนแม่เหล็ก (Magnetic nanoparticle) 
 ปัจจุบนัอนุภาคนาโนแม่เหล็กไดรั้บความสนใจอยา่งมากในทางไบโอเซนเซอร์ โดยได้
มีการน าอนุภาคนาโนแม่เหล็กไปประยุกต์ใชใ้นงานต่างๆ เช่น อิมมูโนแอสเสย ์(Immunoassay) [45] 
ไบโอเซฟราชนั (Bioseparation) [46] และการตรึงเอนไซม ์(Immobilization of enzyme) [47] เป็นตน้ 
เน่ืองจากสมบติัของอนุภาคนาโนแม่เหล็ก คือ การเป็นแม่เหล็กยิ่งยวด (Superparamagnetic) ท่ีมีแรง
ดึงดูดระหวา่งในสนามแม่เหล็กท่ีมาก ความเขา้กนัไดดี้กบัสารชีวภาพ และสังเคราะห์ไดง่้าย วิธีในการ
สังเคราะห์อนุภาคนาโนแม่เหล็กท าไดห้ลายวิธี เช่น การสังเคราะห์ดว้ยกระบวนการแตกสลายโดยใช้
อุณหภูมิสูง (High-temperature decomposition) กระบวนการไมโครอิมลัชนั (Microemulsion) และ
วิธีการตกตะกอนร่วม (Co-precipitation) เป็นตน้ ซ่ึงแต่ละวิธีจะได้อนุภาคนาโนแม่เหล็กท่ีมีขนาด
และปริมาณแตกต่างไป แต่การสังเคราะห์ดว้ยวิธีการตกตะกอนร่วมเป็นวิธีท่ีง่ายท่ีสุด มีราคาถูก ใช้
เวลาในการสังเคราะห์นอ้ย และไดอ้นุภาคนาโนแม่เหล็กขนาดเล็กและปริมาณมาก ในการเกิดอนุภาค   
นาโนแม่เหล็กในวิธีน้ี ไดจ้ากการตกตะกอนร่วมกนัของสารผสมระหวา่งสารประกอบเกลือเฟอร์รัส 
(Fe2+ ) และสารประกอบเกลือเฟอร์ริก (Fe3+) โดยมีอตัราส่วนเป็น 1:2 ในตวักลางของเหลวท่ีเป็น
สารละลายเบส ปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนดงัสมการ 2.3 [48] 
 
Fe2+ (aq) + 2Fe3+ (aq) + 8OH- (aq)          Fe3O4 (s) + 4H2O (aq)                                 ….. (2.3) 
 
 จากสมบติัในการเขา้กนัไดดี้กบัสารชีวภาพ และความเป็นแม่เหล็กท่ีสูง ท าให้มีการน า
อนุภาคนาโนแม่เหล็กมาใชใ้นการตรึงเอนไซม์ เพื่อท่ีจะน าเอนไซมก์ลบัมาใชใ้หม่ได ้โดยอาศยัการ
ดึงดูดความเป็นแม่เหล็กกบัสนามแม่เหล็กภายนอก ตวัอยา่งเช่น มีการศึกษาการตรึงเอนไซมก์ลูโคส-        
ออกซิเดสลงบนอนุภาคนาโนแม่เหล็ก โดยสังเคราะห์ดว้ยวิธีตกตะกอนร่วม ท่ีมีการปรับปรุงพื้นผิว
อนุภาคดว้ยสาร 3-(aminopropyl) trithoxysilane (APTES) จากนั้นใชส้ารละลายกลูตารอลดีไฮด์เช่ือม
ไขวพ้นัธะระหวา่งอนุภาคนาโนแม่เหล็กกบัเอนไซม์ดว้ยพนัธะโควาเลนต์ แลว้น าอนุภาคท่ีเตรียมได้
ไปศึกษาการน ากลบัมาใช้ใหม่ดว้ยการตรวจวดักลูโคส ผลท่ีไดพ้บวา่ อนุภาคนาโนแม่เหล็กท่ีเตรียม
ไดส้ามารถน าเอนไซมก์ลบัมาใชใ้หม่ได ้5-7 คร้ัง (ข้ึนอยูก่บัขนาดของอนุภาคท่ีสังเคราะห์ได)้ โดยท่ี
เอนไซมย์งัสามารถท างานไดด้งัเดิม [49] นอกจากน้ียงัมีการศึกษาการน าอนุภาคนาโนแม่เหล็กมาตรึง
เอนไซม์ 2 ชนิด คือ กลูโคสออกซิเดสร่วมกบัเปอร์ออกซิเดส เพื่อศึกษาประสิทธิภาพในการน า
เอนไซมก์ลบัมาใชซ้ ้ า โดยงานวิจยัน้ีพบวา่ อนุภาคนาโนแม่เหล็กสามารถน าเอนไซมก์ลบัมาใชซ้ ้ าได้
ถึง 10 คร้ัง โดยท่ีประสิทธิภาพการท างานของเอนไซมไ์ม่ลดลง [50] 
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 จากวรรณกรรมท่ีไดท้บทวนมาทั้งหมดน้ี ท าให้มีแนวความคิดในการพฒันาวิธีการ
ตรวจวดัซูโครส โดยการเตรียมไครโอเจลท่ีมีการรวมตวักนัระหวา่งพอลิไวนิลแอลกอฮอร์ ไคโตซาน 
และอนุภาคนาโนแม่เหล็ก มาท าการตรึงอินเวอร์เทส มิวตาโรเทส กลูโคสออกซิเดส และเปอร์ออก-    
ซิเดส เพื่อใช้ในการตรวจวดัซูโครสในตวัอย่างออ้ยและน ้ าตาล ท่ีมีความจ าเพาะเจาะจงสูง รวดเร็ว 
และสามารถน าเอนไซมก์ลบัมาใชใ้หม่ไดห้ลายคร้ัง  
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บทที ่3 
วธีิด ำเนินกำรวจิยั 

 

3.1  สำรเคม ี
 3.1.1  ซูโครส (Sucrose, Sigma-Aldrich, USA) 
 3.1.2  อินเวอร์เทส (Invertase, EC 3.2.1.26, Sigma-Aldrich, USA) 
 3.1.3  มิวตาโรเทส (Mutarotase, EC 5.1.3.3, BIO Basic Canada Inc., Canada) 
 3.1.4  กลูโคสออกซิเดส (Glucose oxidase, EC 1.1.3.4, Sigma-Aldrich, USA) 

3.1.5  เปอร์ออกซิเดส (Peroxidase from horseradish, EC 1.11.1.9, Sigma-Aldrich, USA) 
 3.1.6  พอลิไวนิลแอลกอฮอร์ (Poly (vinyl) alcohol, Sigma-Aldrich, USA) 
 3.1.7  ไคโตซาน (Chitosan, Sigma-Aldrich, USA) 
 3.1.8  กลูตารอลดีไฮด์ (Glutaraldehyde, Sigma-Aldrich, USA) 
 3.1.9  เเนฟฟิออน (Nafion, Sigma-Aldrich, USA) 
 3.1.10  โอไดอะนิซิดีน (o-Dianisidine, Sigma-Aldrich, USA) 
 3.1.11  เฟอร์รัสคลอไรดเ์ตตระไฮเดรต (Iron (II) chloride tetrahydrate, Ajax Finechem, 
Australia) 
 3.1.12  เฟอร์ริกคลอไรดเ์ฮกซะไฮเดรต (Iron (III) chloride hexahydrate, Ajax Finechem, 
Australia) 
 3.1.13  โซเดียมไฮดรอกไซด ์(Sodium hydroxide, Ajax Finechem, Australia) 
 3.1.14  โซเดียมไดไฮโดรเจนออร์โทฟอสเฟต (Sodium di-hydrogen orthophosphase, Ajax  
Finechem, Australia) 
 3.1.15  ไดโซเดียมไฮโดรเจนออร์โทฟอสเฟต (di-Sodium hydrogen orthophosphase, Ajax 
Finechem, Australia) 

3.1.16  โซเดียมอะซิเตต  (Sodium acetate, Loba Chemie, India) 
 3.1.17  กรดอะซิติก  (Acetic acid, RCI Labscan, Thailand) 
 3.1.18  สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ พีเอช 6.50 เตรียมไดจ้าก 
 สารละลาย A : สารละลายโซเดียมไดไฮโดรเจนออร์โทฟอสเฟต 0.2 โมลาร์ เตรียม
โดยชัง่โซเดียมไดไฮโดรเจนออร์โทฟอสเฟต 5.6784±0.0005 กรัม ปรับปริมาตรดว้ยน ้ ากลัน่เป็น 200 
มิลลิลิตร  
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 สารละลาย B : สารละลายไดโซเดียมไฮโดรเจนออร์โทฟอสเฟต 0.2 โมลาร์ เตรียม
โดยชัง่ไดโซเดียมไฮโดรเจนออร์โทฟอสเฟต 3.1202±0.0005 กรัม ปรับปริมาตรดว้ยน ้ ากลัน่เป็น 200 
มิลลิลิตร ผสมสารละลาย A ปริมาตร 137 มิลลิลิตร ลงในสารละลาย B ปริมาตร 63 มิลลิลิตร ปรับ
ปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ใหเ้ป็น 400 มิลลิลิตร และปรับพีเอชใหไ้ดพ้ีเอช 6.50 
 3.1.19  สารละลายอะซิเตตบฟัเฟอร์ ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ พีเอช 5.00 เตรียมไดจ้าก 

 สารละลาย A : สารละลายโซเดียมอะซิเตต 0.2 โมลาร์ เตรียมโดยชัง่โซเดียมอะซิ-
เตต 0.7216±0.0005 กรัม ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่เป็น 100 มิลลิลิตร  

   สารละลาย B : สารละลายกรดอะซิติก 0.2 โมลาร์ เตรียมโดยปิเปตกรดอะซิติก 
1.15 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่เป็น 100 มิลลิลิตร  

 ผสมสารละลาย A ปริมาตร 29.6 มิลลิลิตร ลงในสารละลาย B ปริมาตร 70.4 มิลลิ-
ลิตร ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ใหเ้ป็น 200 มิลลิลิตร และปรับพีเอชใหไ้ดพ้ีเอช 5.00 
 3.1.20  ตวัอยา่งออ้ย จากบริษทัน ้าตาลราชบุรี จ  ากดั 
 3.1.21  ตวัอยา่งน ้าตาล (น ้าตาลทรายดิบ น ้าตาลทรายขาว และน ้าตาลทรายขาวบริสุทธ์ิ) 
จากบริษทัน ้าตาลราชบุรี จ  ากดั 
 

3.2  เคร่ืองมอื และอปุกรณ์ 
 3.2.1  เคร่ืองยวูวีสิิเบิลสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ (UV-Visible spectrophotometer) รุ่น UV-
1601 (SHIMADZU, Germany) 
 3.2.2 เคร่ืองวดัขนาดอนุภาคระดบันาโน (Particle size analyzer) รุ่น Delsa nano C  
(Beckman-Coulter, USA) 
 3.2.3  กลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผา่น (Transmission electron microscope) รุ่น 
TECNAI 20 (Philips, USA) 
 3.2.4  เคร่ืองวเิคราะห์การเล้ียวเบนรังสีเอกซ์ (X-ray diffractometer) รุ่น X’PertPRO 
(PANalytical, UAE) 
 3.2.5  เคร่ืองผสมสารโดยใชค้วามถ่ีสูง (Vortex mixer) รุ่น VORTEX-GENIE 2 (Scientific 
Industries, USA) 
 3.2.6  เคร่ืองกวนแม่เหล็กแบบใชค้วามร้อน (Hotplate stirrer) รุ่น IKA RH basic 1X 
(Laboratory & Medical Supplies, Malaysia) 
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 3.2.7  เคร่ืองมือวดัความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) รุ่น Model UB-10 (Denver Instrument, 
USA) 
 3.2.8  เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าแบบละเอียด ทศนิยม 4 ต าแหน่ง (Analytical balance) รุ่น AZ series 
(SARTORIUS Instrument, USA) 
 3.2.9  เคร่ืองสั่นความถ่ีสูง (Sonicator) รุ่น Transonic Digital S (Elma, Germany) 
 3.2.10  ตูอ้บ (Drying oven) รุ่น Loading Model 30-750 (Memmert, Island) 
 3.2.11  ไมโครเซนตริฟิวส์ทิวบ ์(Microcentrifuges tubes) ขนาด 0.6  1.0  และ 2.0 มิลลิลิตร 
(Molecular Bio Product, USA) 
 3.2.12  ไมโครปิเปต (Micropipette) ขนาด 100  และ 1,000 ไมโครลิตร (Brand, Germany) 
  

3.3  กำรทดลอง 
 3.3.1  การสังเคราะห์อนุภาคนาโนแม่เหล็ก 

  สังเคราะห์อนุภาคนาโนแม่เหล็กด้วยวิธีการตกตะกอนร่วม (Co-precipitation 
method) ของสารละลาย Fe2+(เฟอร์รัสคลอไรด์เตตระไฮเดรต) กบัสารละลาย Fe3+(เฟอร์ริกคลอไรด์-
เฮกซะไฮเดรต) ท่ีอตัราส่วนโดยโมลเท่ากบั 1:2 ตามล าดบั ท าการตกตะกอนสารละลายดงักล่าวดว้ย
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ์มีขั้นตอนในการสังเคราะห์ดงัน้ี 
                                 (1)  ชัง่เฟอร์รัสคลอไรด์เตตระไฮเดรต 0.5960 กรัม (3 มิลลิโมล) และเฟอร์ริกคลอ-
ไรด์เฮกซะไฮเดรต 1.6220 กรัม (6 มิลลิโมล) ผสมสารทั้งสองเขา้ดว้ยกนัในขวดกน้กลม ละลายดว้ย
น ้ ากลัน่และปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร จากนั้นเป่าแก๊สไนโตรเจนลงไปในสารละลายเพื่อก าจดั
แก๊สออกซิเจน และน าไปให้ความร้อนท่ีอุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที พร้อมทั้งคน
ดว้ยเคร่ืองกวนแม่เหล็กแบบใชค้วามร้อนอยา่งสม ่าเสมอ 
                                (2)  เตรียมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ์ความเขม้ขน้ 2.5 โมลาร์ โดยชัง่โซเดียม- 
ไฮดรอกไซด์ 1.0000±0.0005 กรัม ละลายดว้ยน ้ ากลัน่และปรับปริมาตรเป็น 10 มิลลิลิตร น าไปใส่ใน
บิวเรต แลว้เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ท่ีเตรียมไดล้งในสารละลายท่ีไดจ้ากขอ้ (1) ดว้ยอตัรา
การไหลของสารละลายท่ี 1 มิลลิลิตรต่อนาที ภายใตส้ภาวะการควบคุมอุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส คน
สารละลายผสมอยา่งต่อเน่ืองจนสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์หมด จากนั้นท าการคนต่อไปอีกเป็น
ระยะเวลา 30 นาที ซ่ึงจะเกิดเป็นตะกอนสีน ้าตาลด า น าตะกอนมาวางทิ้งไวใ้หเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
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                           (3)  น าตะกอนของอนุภาคนาโนแม่เหล็กท่ีสังเคราะห์ไดไ้ปท าใหอ้นุภาคกระจายตวั 
โดยใชเ้คร่ืองสั่นความถ่ีสูงเป็นเวลา 30 นาที แลว้ลา้งตะกอนดว้ยน ้ากลัน่จนมีสภาวะเป็นกลาง ตรวจ 
สอบโดยการวดัค่าพีเอชของสารละลาย 
                           (4)  ใชแ้ม่เหล็กภายนอก (External magnate) เพื่อแยกอนุภาคนาโนแม่เหล็กออกจาก
สารละลาย จากนั้นน าอนุภาคท่ีไดไ้ปอบท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เพื่อน าไป
ตรวจสอบสมบติัทางกายภาพและทางเคมีต่อไป 
 
 3.3.2  การตรวจสอบสมบติัทางกายภาพและทางเคมีของอนุภาคนาโนแม่เหล็ก 
 3.3.2.1  การศึกษาขนาดของอนุภาคนาโนแม่เหล็ก 
 ศึกษาขนาดของอนุภาคนาโนแม่เหล็กด้วยเคร่ืองวดัขนาดอนุภาคระดับ      
นาโน โดยน าอนุภาคนาโนแม่เหล็กท่ีสังเคราะห์ได้ 0.1000±0.0005 มิลลิกรัม ละลายด้วยน ้ ากลัน่           
5 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปท าให้อนุภาคกระจายตวัดว้ยเคร่ืองสั่นความถ่ีสูงเป็นเวลา 15 นาที และน า
สารละลายท่ีไดไ้ปวดัขนาดอนุภาคดว้ยเคร่ืองวดัขนาดอนุภาค มีสภาวะการทดลองดงัต่อไปน้ี 
  มุมในการวดั                         :  165 องศา  
  อุณหภูมิการทดลอง       :  25 องศาเซลเซียส 
 3.3.2.2  การตรวจสอบลกัษณะทางกายภาพของอนุภาคนาโนแม่เหล็ก 
 ตรวจสอบลักษณะทางกายภาพ ได้แก่ รูปร่าง และลักษณะพื้นผิวของ
อนุภาคนาโนแม่เหล็กด้วยเทคนิคกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน โดยน าอนุภาคนาโน-
แม่เหล็กวางบนแผ่นส าหรับวางตวัอย่างท่ีเป็นแผ่นทองแดง (Copper grid) จากนั้นน าไปส่องด้วย 
กลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผา่น ภายใตส้ภาวะการทดลองดงัต่อไปน้ี 
  ความต่างศกัย ์                 :  100 กิโลโวลต ์ 
  ก าลงัขยาย                  :  250,000  เท่า  
 3.3.2.3  การตรวจสอบลกัษณะทางเคมีของอนุภาคนาโนแม่เหล็ก 
  ตรวจสอบลกัษณะทางเคมี ไดแ้ก่ โครงสร้างและธาตุท่ีเป็นองค์ประกอบ
ของอนุภาคนาโนแม่เหล็ก ดว้ยเทคนิคการวิเคราะห์การเล้ียวเบนรังสีเอกซ์ โดยน าผงอนุภาคนาโน-
แม่เหล็กใส่ลงในช่องส าหรับใส่ตวัอยา่ง (XRD holder) จากนั้นท าผิวหนา้ของตวัอย่างให้เรียบดว้ย
กระจกสไลด ์แลว้ท าการวเิคราะห์ดงัสภาวะการทดลองต่อไปน้ี 
  แหล่งก าเนิดรังสีเอกซ์        :  ทองแดง (ความยาวคล่ืน 1.54060 องัสตรอม) 
   ความต่างศกัย ์                  :  40 กิโลโวลต ์
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  กระแสไฟฟ้า                  :  30 มิลลิแอมแปร์ 
  มุมในการวดั                  :  2  
  ช่วงการวดั                  :  ช่วง 5-80 องศา 
  ความละเอียดในการวดัมุม :  0.01 องศา 
  อุณหภูมิการทดลอง :  25 องศาเซลเซียส 
 
 3.3.3  การเตรียมไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ส าหรับสร้างชุดทดสอบความหวาน 
           ไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ท่ีใชส้ าหรับการสร้างชุดทดสอบความหวานเตรียมไดจ้าก
การผสม พอลิไวนิลแอลกอฮอร์ ไคโตซาน และอนุภาคนาโนแม่เหล็ก จากนั้นตรึงอินเวอร์เทส มิวตา-
โรเทส กลูโคสออกซิเดส และเปอร์ออกซิเดสลงบนไครโอเจลท่ีเตรียมได ้โดยมีกลูตารอลดีไฮด์เป็น
สารเช่ือมไขว ้ในขั้นน้ีจะได้เป็นไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ ซ่ึงมีขั้นตอนในการเตรียมไครโอเจล
ไบโอเซนเซอร์ ดงัน้ี  
                           (1)  น าสารละลายพอลิไวนิลแอลกอฮอร์ความเขม้ขน้ 3 % โดยน ้ าหนกัต่อปริมาตร
เตรียมได้โดยชั่งพอลิไวนิลแอลกอฮอร์ 3.0000±0.0005 กรัม ละลายใน 2 % โดยปริมาตรของ
สารละลายกรดอะซิติก ปรับปริมาตรให้เป็น 100 มิลลิลิตร ให้ความร้อนท่ีอุณหภูมิ 60-70 องศา-
เซลเซียส เป็นเวลา 3 ชัว่โมง จะไดเ้ป็นสารละลายใส ไม่มีสี มีลกัษณะหนืด น ามาวางให้เยน็ท่ีอุณหภูมิ 
25 องศาเซลเซียส จากนั้นน าไปผสมกบัสารละลายไคโตซาน ความเขม้ขน้ 3 % โดยน ้ าหนกัต่อ
ปริมาตร (สารละลายไคโตซานเตรียมไดจ้ากไคโตซาน 3.0000±0.0005 กรัม ละลายใน 2 % โดย
ปริมาตรของสารละลายกรดอะซิติก ปรับปริมาตรให้เป็น 100 มิลลิลิตร แลว้ให้ความร้อนท่ีอุณหภูมิ 
60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชั่วโมง ท าให้เย็นลงท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส) ผสมให้เป็น
สารละลายเน้ือเดียวกนัดว้ยเคร่ืองกวนแม่เหล็ก ต่อไปเติมอนุภาคนาโนแม่เหล็กท่ีสังเคราะห์ไดจ้ากขอ้ 
3.3.1 น ้ าหนัก 0.1000±0.0005 กรัม ลงในสารละลายผสมพอลิไวนิลแอลกอฮอร์และไคโตซาน 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร คนผสมจนไดส้ารละลายเน้ือเดียวกนั ในขั้นน้ีจะไดส้ารละลายสีด ามีความหนืด
สูง หลงัจากนั้นเติมสารละลายกลูตารอลดีไฮด์ ความเขม้ขน้ 2.5 % โดยปริมาตร จ านวน 100 
ไมโครลิตร และคนดว้ยเคร่ืองกวนแม่เหล็กอยา่งรวดเร็วจนไดเ้ป็นเจล น าเจลท่ีไดเ้ทใส่ลงในแม่พิมพ ์
วางใหเ้กิดปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ชัว่โมง น าแม่พิมพม์าวางไวท่ี้อุณหภูมิ 25 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ในขั้นน้ีจะไดเ้ป็นไครโอเจล ขั้นต่อไปถอดไครโอเจลท่ีไดอ้อกจาก
แม่พิมพ ์ตดัใหมี้ขนาด 0.5×0.5×0.5 เซนติเมตร เพื่อน าไปตรึงเอนไซมใ์นขั้นต่อไป  
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                          (2)  ขั้นตอนการตรึงอินเวอร์เทส มิวตาโรเทส กลูโคสออกซิเดส และเปอร์ออกซิเดส 
ลงบนไครโอเจล โดยน าไครโอเจลท่ีได้จากขอ้ (1) แช่ในสารละลายกลูตารอลดีไฮด์ ความเขม้ขน้ 
2.5 % โดยปริมาตร เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนั้นน าไครโอเจลใส่ลงในไมโครเซนตริฟิวส์ทิวป์ขนาด      
2 มิลลิลิตร เติมอินเวอร์เทส มิวตาโรเทส กลูโคสออกซิเดส และเปอร์ออกซิเดสความเข้มข้นท่ี
เหมาะสมลงไป โดยใชป้ริมาตรของเอนไซมแ์ต่ละชนิด 60 ไมโครลิตร วางไวใ้หเ้กิดปฏิกิริยาการเช่ือม
ไขวเ้ป็นเวลา 12 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ต่อไปน าไปแช่ในสารละลายแนฟฟิออน ความ
เขม้ขน้ 1 % โดยปริมาตร เป็นเวลา 30 นาที หลงัจากนั้นลา้งดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์ เพื่อก าจดักลูตา-
รอลดีไฮด์ และเอนไซม์ท่ีเหลือจากการเกิดปฏิกิริยา ในขั้นน้ีจะได้เป็นไครโอเจลไบโอเซนเซอร์
ส าหรับสร้างชุดทดสอบความหวาน 
 
 3.3.4  การตรวจสอบลกัษณะทางกายภาพของไครโอเจลไบโอเซนเซอร์  
    ลักษณะทางกายภาพของไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ ได้แก่ ลักษณะพื้นผิวของ        
ไครโอเจล ตรวจสอบดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผา่น โดยเตรียมตวัอยา่งท่ีศึกษาดว้ยวิธี 
Ultra-thin section ดว้ยการน าไครโอเจลท่ีไดต้ดัเป็นแผน่บางมีความหนาประมาณ 60-90 นาโนเมตร 
ดว้ยเคร่ืองอลัตร้าไมโครโตม (Ultramicrotome) จากนั้นน าช้ินส่วนท่ีไดไ้ปวางบน Copper grid แลว้
น าไปตรวจสอบลกัษณะทางกายภาพดว้ยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน โดยใช้สภาวะ     
ดงัในขอ้ 3.3.2.2 ท่ีก าลงัขยาย 135,000 เท่า 
 
 3.3.5  วธีิการตรวจวดัความหวานโดยใชชุ้ดทดสอบความหวาน 
  การตรวจวดัความหวานโดยใช้ไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ ขั้นแรกน าไครโอเจล
ไบโอเซนเซอร์ท่ีเตรียมไดจ้ากขอ้ 3.3.3 ภายใตส้ภาวะท่ีเหมาะสมใส่ลงในไมโครเซนตริฟิวส์ทิวบ ์
ขนาด 2 มิลลิลิตร จากนั้นเติมสารละลายซูโครสหรือตวัอย่างท่ีต้องการตรวจวดัปริมาตร 100 
ไมโครลิตร และเติมสารละลายโอไดอะนิซิดีนความเข้มข้นท่ีเหมาะสมท่ีศึกษาได้ในข้อ 3.3.6.4 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ทิ้งไวใ้หเ้กิดปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ ซ่ึงจะเกิดการเปล่ียนแปลงจากสารละลายใส
ไม่มีสีเป็นสารละลายสีน ้ าตาล จากนั้นใช้แม่เหล็กภายนอกแยกไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ออกจาก
สารละลาย เพื่อน ากลบัมาใชใ้หม่ในการทดลองคร้ังต่อไป และน าส่วนของสารละลายสีน ้ าตาลท่ีไดไ้ป
ตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองยวูวีสิิเบิลสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน 430 นาโนเมตร  
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3.3.6  การหาสภาวะท่ีเหมาะสมของชุดทดสอบความหวาน  
        งานวิจัยน้ีมีวตัถุประสงค์เพื่อพฒันาวิธีการตรวจวดัปริมาณซูโครส โดยการสร้าง      
ชุดทดสอบความหวานท่ีอาศยัเทคนิคทางไบโอเซนเซอร์ เพื่อให้ไดว้ิธีท่ีสามารถตรวจวดัซูโครสได้
อย่างมีความจ าเพาะเจาะจงสูง และสามารถน าเอนไซม์กลับมาใช้ใหม่ได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
เน่ืองจากชุดทดสอบน้ีอาศยัการท างานของเอนไซม ์4 ชนิด ในการตรวจวดัความหวานของซูโครส ท า
ให้การท างานของชุดทดสอบข้ึนอยู่กบัการท างานของเอนไซม์ ซ่ึงการท างานของเอนไซม์ข้ึนอยู่กบั
ปัจจยัต่างๆ ดงันั้นจึงสนใจท่ีจะศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสม ไดแ้ก่ ศึกษาอตัราส่วนของไคโตซานใน
การเตรียมไครโอเจล ศึกษาความเขม้ขน้ของเอนไซม์ ศึกษาความเป็นกรด-เบสของสารละลาย
บฟัเฟอร์ ศึกษาความเขม้ขน้ของสารละลายโอไดอะนิซิดีน และศึกษาเวลาในการเกิดปฏิกิริยา เพื่อให้
ไดชุ้ดทดสอบท่ีมีประสิทธิภาพในการตรวจวดัความหวาน โดยการศึกษาจะเปล่ียนแปลงเฉพาะปัจจยั
ท่ีศึกษาส่วนปัจจยัอ่ืนก าหนดให้คงท่ี และเกณฑ์การพิจารณาการเลือกสภาวะท่ีดีท่ีสุดจะพิจารณาจาก
ค่าการดูดกลืนแสงท่ีสูงท่ีสุด ในการทดลองแต่ละคร้ังท า 3 ซ ้ า  
         3.3.6.1  ศึกษาอตัราส่วนของพอลิไวนิลแอลกอฮอร์ต่อไคโตซานในการเตรียม
ไครโอเจล 
               ท าการเตรียมไครโอเจลโดยใช้ปริมาณของไคโตซานท่ีแตกต่างกัน
เน่ืองจากไคโตซานมีหมู่เอมีน ซ่ึงมีผลต่อประสิทธิภาพในการตรึงอินเวอร์เทส มิวตาโรเทส กลูโคส-
ออกซิเดส และเปอร์ออกซิเดส ดงันั้นจึงศึกษาอตัราส่วนของพอลิไวนิลแอลกอฮอร์ต่อไคโตซานท่ี
อตัราส่วน 1:1 1:2 1:3 และ 1:4 ตามล าดบั โดยใช้พอลิไวนิลแอลกอฮอร์ ความเขม้ขน้ 3 % โดย
น ้ าหนกัต่อปริมาตร และไคโตซาน ความเขม้ขน้ 3 % โดยน ้ าหนกัต่อปริมาตร ท่ีปริมาตรรวมของ
สารละลาย  1 มิลลิลิตร ผสมสารละลายทั้งสองเขา้ดว้ยกนัจนเป็นเน้ือเดียวกนั จากนั้นเติมอนุภาคนา-
โนแม่เหล็กท่ีสังเคราะห์ได ้0.1000±0.0005 กรัม ลงไป คนผสมให้ไดเ้ป็นเน้ือเดียวกนัดว้ยเคร่ืองกวน
แม่เหล็ก ต่อไปเติมสารละลาย กลูตารอลดีไฮด์ ความเขม้ข้น 2.5 % โดยปริมาตร จ านวน 100 
ไมโครลิตร คนอย่างรวดเร็วจนได้เป็นเจล แล้วน าเจลท่ีได้เทใส่ลงในแม่พิมพ์ วางไวท่ี้อุณหภูมิ 0  
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ชัว่โมง จากนั้นถอดไครโอเจลออกจากแม่พิมพ ์ตดัให้มีขนาด 0.5×0.5×0.5 
เซนติเมตร ไครโอเจลท่ีไดจ้ากทั้ง 4 อตัราส่วนน้ีจะน าไปตรึงกบัเอนไซม ์โดยน าไปแช่ในสารละลาย 
กลูตารอลดีไฮด์ความเขม้ขน้ 2.5 % โดยปริมาตร เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ขั้นต่อไปน าไปตรึงอินเวอร์เทส 
มิวตาโรเทส กลูโคสออกซิเดส และเปอร์ออกซิเดส ท่ีความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสม ปริมาตรของเอนไซม์
แต่ละชนิด 60 ไมโครลิตร วางไวใ้ห้เกิดปฏิกิริยาการเช่ือมไขวเ้ป็นเวลา 24 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 4     
องศาเซลเซียส และน าไปแช่ในสารละลายแนฟฟิออน ความเขม้ขน้ 1 % โดยปริมาตร เป็นเวลา 30 
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นาที หลังจากนั้นล้างด้วยสารละลายบฟัเฟอร์จะได้เป็นไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ น าไครโอเจล
ไบโอเซนเซอร์ท่ีเตรียมไดใ้นแต่ละอตัราส่วนของไคโตซานไปตรวจวดัความหวานของสารละลาย
ซูโครส โดยท าปฏิกิริยากบัสารละลายโอไดอะนิซิดีน ซ่ึงจะเกิดการเปล่ียนแปลงจากสารละลายใส   
ไม่มีสีเป็นสารละลายสีน ้ าตาล ใชแ้ม่เหล็กภายนอกแยกไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ออกจากสารละลาย 
และน าส่วนของสารละลายสีน ้าตาลท่ีไดไ้ปตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองยวูีวิสิเบิลสเปกโตร-
โฟโตมิเตอร์ ท่ีความยาวคล่ืน 430 นาโนเมตร การพิจารณาอตัราส่วนของไคโตซานท่ีใชใ้นการเตรียม
ไครโอเจลท่ีเหมาะสมจะพิจารณาจากการทดลองท่ีใหค้่าการดูดกลืนแสงท่ีสูงท่ีสุด 
         3.3.6.2  ศึกษาความเขม้ขน้ของเอนไซม ์
                 ศึกษาความเขม้ขน้ของเอนไซม์อินเวอร์เทส มิวตาโรเทส กลูโคสออก-  
ซิเดส และเปอร์ออกซิเดส โดยน าไครโอเจลท่ีเตรียมได้ขนาด 0.5×0.5×0.5 เซนติเมตร มาแช่ใน
สารละลายกลูตารอลดีไฮด์ ความเขม้ขน้ 2.5 % โดยปริมาตร เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนั้นตรึงเอนไซม์
โดยเติมอินเวอร์เทส มิวตาโรเทส กลูโคสออกซิเดส และเปอร์ออกซิเดสท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ โดยจะ
เปล่ียนแปลงความเขม้ขน้ของเอนไซมท่ี์ตอ้งการศึกษา ส่วนความเขม้ขน้ของเอนไซมช์นิดอ่ืนคงท่ี 
                  (1)  ศึกษาความเขม้ขน้ของอินเวอร์เทส 
                       ท าการตรึงเอนไซม์ โดยเติมมิวตาโรเทส กลูโคสออกซิเดส และ                
เปอร์ออกซิเดสท่ีความเขม้ขน้ 0.05  1.00  และ 1.00 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั เติมเอนไซม ์   
แต่ละชนิดท่ีปริมาตร 60 ไมโครลิตร ลงในไมโครเซนตริฟิวส์ทิวบ์ท่ีมีไครโอเจลจ านวน 5 หลอด 
จากนั้นเติมอินเวอร์เทสความเขม้ขน้ต่างๆ คือ 0.05  0.10  0.15  0.20 และ 0.25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
ปริมาตร 60 ไมโครลิตร ลงไปในแต่ละไมโครเซนตริฟิวส์ทิวบ์ตามล าดบั วางไวเ้พื่อให้เกิดการ     
เช่ือมไขวก้นัระหวา่งไคโตซานกบัเอนไซมเ์ป็นเวลา 24 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนั้น
น าไปแช่ในสารละลายแนฟฟิออนความเขม้ขน้ 1 % โดยปริมาตร เป็นเวลา 30 นาที แลว้ลา้งออกดว้ย
สารละลายบฟัเฟอร์จ านวน 5 คร้ัง ต่อไปเติมสารละลายซูโครสความเขม้ขน้ 20 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 
100 ไมโครลิตร และเติมสารละลายโอไดอะนิซิดีนปริมาตร 100 ไมโครลิตร ทิ้งไวใ้ห้เกิดปฏิกิริยา 
จากนั้นใช้แม่เหล็กภายนอกแยกไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ออกจากสารละลายเพื่อน าไครโอเจล
ไบโอเซนเซอร์กลบัมาใชใ้หม่ และน าส่วนของสารละลายสีน ้ าตาลท่ีไดไ้ปตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสง
ดว้ยเคร่ืองยวูวีสิิเบิลสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน 430 นาโนเมตร 
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               (2)  ศึกษาความเขม้ขน้ของมิวตาโรเทส 
                     ตรึงเอนไซมโ์ดยเติมอินเวอร์เทสความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมท่ีศึกษาได้
ใน 3.3.6.2 ขอ้ (1) กลูโคสออกซิเดส และเปอร์ออกซิเดสท่ีความเขม้ขน้ 1.00 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
เติมเอนไซม์แต่ละชนิดปริมาตร 60 ไมโครลิตรลงในไมโครเซนตริฟิวส์ทิวบ์ท่ีมีไครโอเจล จ านวน           
5 หลอด จากนั้นเติมมิวตาโรเทสท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ คือ 0.05  0.06  0.07  0.08 และ 0.09 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร ปริมาตร 60 ไมโครลิตรลงไปในแต่ละไมโครเซนตริฟิวส์ทิวบต์ามล าดบั วางไวเ้พื่อให้เกิด
การเช่ือมไขวก้นัระหว่างไคโตซานกบัเอนไซม์เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
จากนั้นน าไปแช่ในสารละลายแนฟฟิออนความเขม้ขน้ 1 % โดยปริมาตร เป็นเวลา 30 นาที แลว้ลา้ง
ออกดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์ ต่อไปเติมสารละลายซูโครสความเขม้ขน้ 20 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร และเติมสารละลายโอไดอะนิซิดีนปริมาตร 100 ไมโครลิตร ทิ้งไวใ้ห้เกิดปฏิกิริยา จากนั้น
ใช้แม่เหล็กภายนอกแยกไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ออกจากสารละลาย และน าส่วนของสารละลาย     
สีน ้าตาลท่ีไดไ้ปตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองยวูวีสิิเบิลสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน 
430 นาโนเมตร  
                (3)  ศึกษาความเขม้ขน้ของกลูโคสออกซิเดส 
                      ท าการศึกษาโดยเติมอินเวอร์เทส มิวตาโรเทสความเข้มข้นท่ี
เหมาะสมท่ีศึกษาไดใ้น 3.3.6.2 ขอ้ (1) และขอ้ (2) ตามล าดบั และเติมเปอร์ออกซิเดสท่ีความเขม้ขน้ 
1.00 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เติมเอนไซมแ์ต่ละชนิดปริมาตร 60 ไมโครลิตรลงในไมโครเซนตริฟิวส์-
ทิวบจ์  านวน 5 หลอด จากนั้นเติมกลูโคสออกซิเดสท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ คือ 0.20  0.40  0.60  0.80  และ 
1.00 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 60 ไมโครลิตรลงไปในแต่ละไมโครเซนตริฟิวส์ทิวบ ์ตามล าดบั 
วางไวเ้พื่อให้เกิดการเช่ือมไขวก้ันระหว่างไคโตซานกบัเอนไซม์เป็นเวลา 24 ชั่วโมงท่ีอุณหภูมิ            
4 องศาเซลเซียส จากนั้นน าไปแช่ในสารละลายแนฟฟิออนความเขม้ขน้ 1 % โดยปริมาตร เป็นเวลา    
30 นาที แลว้ลา้งออกดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์ ต่อไปเติมสารละลายซูโครสความเขม้ขน้ 20 มิลลิโมลาร์ 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และเติมสารละลายโอไดอะนิซิดีนปริมาตร 100 ไมโครลิตร ทิ้งไวใ้ห้
เกิดปฏิกิริยา จากนั้นใช้แม่เหล็กภายนอกแยกไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ออกจากสารละลาย และน า
ส่วนของสารละลายสีน ้ าตาลท่ีได้ไปตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงด้วยเคร่ืองยูวีวิสิเบิลสเปกโตร-         
โฟโตมิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน 430 นาโนเมตร  
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                (4)  ศึกษาความเขม้ขน้ของเปอร์ออกซิเดส 
                     ศึกษาโดยเติมอินเวอร์เทส มิวตาโรเทส และกลูโคสออกซิเดส 
ความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมท่ีศึกษาไดใ้น 3.3.6.2 ขอ้ (1) ขอ้ (2) และขอ้ (3) ตามล าดบั ลงในไมโคร-    
เซนตริฟิวส์ทิวบ ์จ านวน 5 หลอด จากนั้นเติมเปอร์ออกซิเดสท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ คือ 0.20  0.40  0.60  
0.80 และ 1.00 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 60 ไมโครลิตรลงไปในแต่ละไมโครเซนตริฟิวส์ทิวบ ์
ตามล าดบั วางไวใ้ห้เกิดการเช่ือมไขวก้นัระหวา่งไคโตซานกบัเอนไซมเ์ป็นเวลา 24 ชัว่โมงท่ีอุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส จากนั้นน าไปแช่ในสารละลายแนฟฟิออนความเขม้ขน้ 1 % โดยปริมาตร เป็นเวลา 
30 นาที แลว้ลา้งออกดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์ ต่อไปเติมสารละลายซูโครสความเขม้ขน้ 20 มิลลิโมลาร์ 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และเติมสารละลายโอไดอะนิซิดีนปริมาตร 100 ไมโครลิตร ทิ้งไวใ้ห้
เกิดปฏิกิริยา จากนั้นใช้แม่เหล็กภายนอกแยกไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ออกจากสารละลาย และน า
ส่วนของสารละลายสีน ้ าตาลท่ีไดไ้ปตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองยูวีวิสิเบิลสเปกโตรโฟโต-
มิเตอร์ ท่ีความยาวคล่ืน 430 นาโนเมตร  
 
         3.3.6.3  ศึกษาความเป็นกรด-เบส ของสารละลายบฟัเฟอร์ 
                 ศึกษาความเป็นกรด-เบสของสารละลายบฟัเฟอร์ท่ีเหมาะสมต่อการ
ท างานของอินเวอร์เทส มิวตาโรเทส กลูโคสออกซิเดส และเปอร์ออกซิเดสท่ีถูกตรึงบนไครโอเจล
ไบโอเซนเซอร์ โดยศึกษาสารละลายบฟัเฟอร์ท่ีใชใ้นการเตรียมเอนไซมแ์ต่ละชนิด ในสภาวะการเป็น
กรด กลาง และเบส พีเอชท่ีท าการศึกษาคือ 5.00  5.50  6.00  6.50  7.00  7.50 และ 8.00 ซ่ึงในสภาวะ
ความเป็นกรดศึกษาท่ีพีเอช 5.00 และ 5.50 จะใช้สารละลายอะซิเตตบฟัเฟอร์ท่ีความเขม้ขน้ 0.10      
โมลาร์ และท าการศึกษาสภาวะท่ีเป็นกลางและเบส พีเอช 6.00  6.50  7.00  7.50 และ 8.00 ดว้ย
สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ความเขม้ขน้ 0.10 โมลาร์ ท าการทดลองโดยการละลายอินเวอร์เทส       
มิวตาโรเทส กลูโคสออกซิเดส และเปอร์ออกซิเดสดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์ท่ีมีพีเอชต่างๆ ท่ีศึกษาให้
ไดค้วามเขม้ขน้ตามความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของเอนไซมน์ั้นๆ ท่ีปริมาตร 60 ไมโครลิตร จากนั้นเติม
ลงในไมโครเซนตริฟิวส์ทิวบท่ี์มีไครโอเจล วางไวเ้พื่อให้เกิดการเช่ือมไขวก้นัระหวา่งไคโตซานกบั
เอนไซม์เป็นเวลา 24 ชัว่โมงท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนั้นน าไปแช่ในสารละลายแนฟฟิออน 
ความเขม้ขน้ 1 % โดยปริมาตร เป็นเวลา 30 นาที แลว้ลา้งออกดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์ ต่อไปเติม
สารละลายซูโครสความเขม้ขน้ 20 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และเติมสารละลายโอได-   
อะนิซิดีนปริมาตร 100 ไมโครลิตร ทิ้งไวใ้ห้เกิดปฏิกิริยา จากนั้นใชแ้ม่เหล็กภายนอกแยกไครโอเจล
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ไบโอเซนเซอร์ออกจากสารละลาย และน าสารละลายสีน ้ าตาลท่ีไดไ้ปตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ย
เคร่ืองยวูวีสิิเบิลสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ ท่ีความยาวคล่ืน 430 นาโนเมตร  
         3.3.6.4  ศึกษาความเขม้ขน้ของสารละลายโอไดอะนิซิดีน 
                ศึกษาความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของสารละลายโอไดอะนิซิดีนท่ีใช้ใน
การเกิดปฏิกิ ริยากับสารละลายซูโครสส าหรับการตรวจวัดความหวาน โดยใช้ไครโอเจล
ไบโอเซนเซอร์ ในการทดลองท าการศึกษาความเขม้ขน้ของสารละลายโอไดอะนิซิดีนท่ีความเขม้ขน้ 
0.10  0.30  0.50  0.70  0.90  1.10  1.30  และ  1.50  มิลลิโมลาร์ โดยน าไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ท่ี
เตรียมได้ภายใตส้ภาวะท่ีเหมาะสม ใส่ลงในไมโครเซนตริฟิวส์ทิวบ์ จากนั้นเติมสารละลายซูโครส
ความเขม้ขน้ 20  มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 100 ไมโครลิตรลงในไมโครเซนตริฟิวส์ทิวบ์ แลว้เติม
สารละลายโอไดอะนิซิดีนความเขม้ขน้ต่างๆท่ีศึกษา ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ทิ้งไวใ้ห้เกิดปฏิกิริยา 
แล้วใช้แม่เหล็กภายนอกแยกไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ออก และน าสารละลายสีน ้ าตาลท่ีได้ไป
ตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองยวูวีสิิเบิลสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน 430 นาโนเมตร  
         3.3.6.5  ศึกษาเวลาในการเกิดปฏิกิริยา 
                                 ศึกษาเวลาท่ีเหมาะสมท่ีใชใ้นการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซมอิ์นเวอร์เทส 
มิวตาโรเทส กลูโคสออกซิเดส และเปอร์ออกซิเดส บนไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ ท าปฏิกิริยากับ
สารละลายซูโครสและสารละลายโอไดอะนิซิดีน โดยใช้ไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ในการตรวจวดั
ความหวาน การทดลองท าการศึกษาเวลาท่ีใชใ้นการเกิดปฏิกิริยาท่ีเวลา 1  3  5  10  15  20 และ 25  
นาที โดยน าไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ท่ีเตรียมไดภ้ายใตส้ภาวะท่ีเหมาะสมใส่ลงในไมโครเซนตริฟิวส์
ทิวบ์ จากนั้นเติมสารละลายซูโครสความเขม้ขน้ 20 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 100 ไมโครลิตรลงใน        
ไมโครเซนตริฟิวส์ทิวบ์ แล้วเติมสารละลายโอไดอะนิซิดีนความเข้มข้นท่ีเหมาะสมท่ีได้จากข้อ 
3.3.6.4 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ทิ้งไวใ้ห้เกิดปฏิกิริยาท่ีตามเวลาต่างๆ จากนั้นใช้แม่เหล็กภายนอก
แยกไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ออกจากสารละลาย และน าสารละลายสีน ้ าตาลท่ีไดไ้ปตรวจวดัค่าการ
ดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองยวูวีสิิเบิลสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน 430 นาโนเมตร  
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ตำรำงที่ 3.1  แสดงสภาวะท่ีศึกษาในการตรวจวดัความหวานซูโครสดว้ยชุดทดสอบความหวาน 
สภาวะท่ีสนใจศึกษา การทดลอง 

1.  ศึกษาอตัราส่วนของพอลิไวนิลแอลกอฮอร์ต่อไคโตซาน
ในการเตรียมไครโอเจล  

1:1  1:2  1:3  และ 1:4 

2.  ศึกษาความเขม้ขน้ของเอนไซม ์(มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร)      
     (2.1)  อินเวอร์เทส  
     (2.2)  มิวตาโรเทส  
     (2.3)  กลูโคสออกซิเดส  
     (2.4)  เปอร์ออกซิเดส 

 
0.05  0.10  0.15   0.20  และ 0.25 
0.05  0.06  0.07   0.08  และ 0.09 
0.20  0.40  0.60   0.80  และ 1.00 
0.20  0.40  0.60   0.80  และ 1.00 

3.  ศึกษาความเป็นกรด-เบสของสารละลายบฟัเฟอร์ (พีเอช) 5.00  5.50  6.00  6.50  7.00  7.50  และ 8.00 
4.  ศึกษาความเขม้ขน้ของสารละลายโอไดอะนิซิดีน  
     (มิลลิโมลาร์) 

0.10  0.30  0.50  0.70  0.90  1.10  1.30 และ 
1.50 

5.  ศึกษาเวลาในการเกิดปฏิกิริยา (นาที) 1  3  5  10  15  20  และ 25   
  
 3.3.7  การหาประสิทธิภาพของชุดทดสอบความหวาน 

             การหาประสิทธิภาพของชุดทดสอบความหวานท่ีสร้างข้ึนมา เพื่อให้ทราบถึง
ประสิทธิภาพและขอ้จ ากดัของชุดทดสอบ โดยมีการหาประสิทธิภาพต่างๆ ของชุดทดสอบ ดงัน้ี  

  3.3.7.1  การศึกษาความเท่ียงตรงของชุดทดสอบความหวาน  
               (1)  การท าซ ้ าของชุดทดสอบความหวาน 
                      ศึกษาการท าซ ้ าของวิ ธีโดยใช้ชุดทดสอบท่ีได้สร้าง ข้ึนจาก          
ไครโอเจลไบโอเซนเซอร์มาตรวจวดัความหวานของซูโครส ความเขม้ขน้ 20 มิลลิโมลาร์ จ านวน       
7 คร้ัง ภายใตส้ภาวะการทดลองเดียวกนั ในการทดลองน าไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ท่ีเตรียมได้ใส่ลง
ในไมโครเซนตริฟิวส์ทิวบ์ จากนั้นเติมสารละลายซูโครสความเขม้ขน้ 20 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร ท าปฏิกิริยากบัสารละลายโอไดอะนิซิดีนความเขม้ข้นท่ีเหมาะสมท่ีได้จากขอ้ 3.3.6.4 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ทิ้งไวใ้ห้เกิดปฏิกิริยาตามเวลาท่ีเหมาะสมท่ีศึกษาไดจ้ากขอ้ 3.3.6.5 จากนั้น
ใชแ้ม่เหล็กภายนอกแยกไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ออกจากสารละลาย น าสารละลายสีน ้ าตาลท่ีไดไ้ป
ตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองยวูวีสิิเบิลสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน 430 นาโนเมตร 
และน าค่าการดูดกลืนแสงท่ีวดัไดม้าค านวณหาค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพทัธ์ (Relative standard 
deviation; % RSD) 
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               (2)  การทวนซ ้ าของชุดทดสอบความหวาน 
                       ศึกษาการทวนซ ้ าของวิธีโดยใช้ชุดทดสอบท่ีได้สร้างข้ึนจาก      
ไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ตรวจวดัความหวานของซูโครส ความเขม้ขน้ 20 มิลลิโมลาร์ จ านวน 7 คร้ัง 
ภายใตส้ภาวะการทดลองท่ีแตกต่างกนั คือ ใช้ไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ 7 อนั ในการทดลองน า      
ไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ท่ีเตรียมได้ใส่ลงในไมโครเซนตริฟิวส์ทิวบ ์จากนั้นเติมสารละลายซูโครส
ความเขม้ขน้ 20 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ท าปฏิกิริยากบัสารละลายโอไดอะนิซิดีนความ
เขม้ขน้ท่ีเหมาะสมท่ีได้จากขอ้ 3.3.6.3 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ทิ้งไวใ้ห้เกิดปฏิกิริยาตามเวลาท่ี
เหมาะสมท่ีศึกษาไดจ้ากขอ้ 3.3.6.4 จากนั้นใชแ้ม่เหล็กภายนอกแยกไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ออกจาก
สารละลาย น าส่วนของสารละลายสีน ้ าตาลท่ีได้ไปตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงด้วยเคร่ืองยูวี-              
วิสิเบิลสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ ท่ีความยาวคล่ืน 430 นาโนเมตร และน าค่าการดูดกลืนแสงท่ีได้มา
ค านวณหาค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพทัธ์  
  3.3.7.2  การศึกษาความถูกตอ้งของชุดทดสอบความหวาน  
               ศึกษาความถูกตอ้งของชุดทดสอบ โดยการหาเปอร์เซ็นตก์ารไดก้ลบัคืน         
(% Recovery) ของการตรวจวดัความหวานซูโครสด้วยชุดทดสอบความหวานท่ีได้สร้างข้ึนจาก      
ไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ ตรวจวดัความหวานในตวัอย่างออ้ยและน ้ าตาล โดยการเติมสารละลาย
มาตรฐานซูโครส ท่ีความเขม้ขน้ 10  15  20  25 และ 30 มิลลิโมลาร์ ลงในตวัอยา่งจริง จ านวน 5 
ตวัอยา่ง ตามล าดบั จากนั้นท าการทดลองเช่นเดียวกบัการตรวจวดัซูโครสภายใตส้ภาวะท่ีเหมะสม น า
สารละลายสีน ้ าตาลท่ีไดไ้ปตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองยวูีวิสิเบิลสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ ท่ี
ความยาวคล่ืน 430 นาโนเมตร และน าค่าการดูดกลืนแสงท่ีได้มาค านวณหาค่าเปอร์เซ็นต์การได้
กลบัคืนโดยใชก้ราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐานซูโครสท่ีความเขม้ขน้ 10 ถึง 60 มิลลิโมลาร์ 
  3.3.7.3  การศึกษาช่วงความเป็นเส้นตรงของชุดทดสอบความหวาน 

                ศึกษาช่วงความเป็นเส้นตรงของการตรวจวดัความหวานของซูโครส 
ดว้ยชุดทดสอบความหวานท่ีไดส้ร้างข้ึนจากไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ ตรวจวดัสารละลายมาตรฐาน
ซูโครสท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ คือ 1  5  10  15  20  25 30  35  40  45  50  55  60  80  และ 100           
มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ท าปฏิกิริยากับสารละลายโอไดอะนิซิดีนความเขม้ข้นท่ี
เหมาะสมท่ีไดจ้ากขอ้ 3.3.6.4 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ทิ้งไวใ้ห้เกิดปฏิกิริยาตามเวลาท่ีเหมาะสมท่ี
ศึกษาไดจ้ากขอ้ 3.3.6.5 จากนั้นใชแ้ม่เหล็กภายนอกแยกไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ออกจากสารละลาย 
น าสารละลายสีน ้าตาลท่ีไดไ้ปตรวจวดัค่าการดูดกลืนสงดว้ยเคร่ืองยวูีวิสิเบิลสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ ท่ี
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ความยาวคล่ืน 430 นาโนเมตร และน าขอ้มูลท่ีไดไ้ปสร้างกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่ง
ความเขม้ขน้ของสารละลายซูโครสกบัค่าการดูดกลืนแสงท่ีตรวจวดัได ้
  3.3.7.4  การศึกษาขีดจ ากดัในการตรวจพบของชุดทดสอบความหวาน 

                ศึกษาขีดจ ากดัในการตรวจพบของการตรวจวดัความหวานของซูโครส 
ดว้ยชุดทดสอบความหวานท่ีไดส้ร้างข้ึนจากไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ ตรวจวดัสารละลายแบลงค์
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ท าปฏิกิริยากบัสารละลายโอไดอะนิซิดีนความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมท่ีไดจ้าก
ขอ้ 3.3.6.4 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ท้ิงไวใ้ห้เกิดปฏิกิริยาตามเวลาท่ีเหมาะสมท่ีศึกษาได้จากขอ้ 
3.3.6.5 จากนั้นใชแ้ม่เหล็กภายนอกแยกไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ออกจากสารละลาย น าสารละลายท่ี
ได้ไปตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงด้วยเคร่ืองยูวีวิสิเบิลสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ ท่ีความยาวคล่ืน 430      
นาโนเมตร ท าการทดลองจ านวน 7 คร้ัง แลว้น าขอ้มูลท่ีไดม้าค านวณหาค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน
สัมพทัธ์เพื่อค านวณหาขีดจ ากัดในการตรวจพบ โดยใช้ความสัมพนัธ์ ขีดจ ากัดในการตรวจพบ            
= 3SD/m (เม่ือ  SD  คือ  ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานท่ีไดจ้ากการตรวจวดัสารละลายแบลงค ์และ m คือ  
ความชนั (Slope) ของกราฟมาตรฐานท่ีไดจ้ากการศึกษาช่วงความเป็นเส้นตรง) [51] 
  3.3.7.5  การศึกษาขีดจ ากดัในการตรวจพบเชิงคุณภาพของชุดทดสอบ  
ความหวาน 
                  ศึกษาขีดจ ากัดในการตรวจพบเชิงคุณภาพ โดยใช้ชุดทดสอบความ
หวานท่ีไดส้ร้างข้ึนจากไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ ตรวจวดัสารละลายแบลงคท์  าปฏิกิริยากบัสารละลาย
โอไดอะนิซิดีนความเข้มข้นท่ีเหมาะสมท่ีได้จากขอ้ 3.3.6.4 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ทิ้งไวใ้ห้
เกิดปฏิกิริยาตามเวลาท่ีเหมาะสมท่ีศึกษาไดจ้ากขอ้ 3.3.6.5 จากนั้นใชแ้ม่เหล็กภายนอกแยกไครโอเจล
ไบโอเซนเซอร์ออกจากสารละลาย และน าสารละลายท่ีไดไ้ปตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ือง    
ยูวีวิสิเบิลสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ ท่ีความยาวคล่ืน 430 นาโนเมตร ท าการทดลองจ านวน 7 คร้ัง น า
ขอ้มูลท่ีไดม้าค านวณหาค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพทัธ์ เพื่อค านวณหาขีดจ ากดัในการตรวจพบ 
เชิงคุณภาพ โดยความเขม้ขน้ท่ีไดจ้ะตอ้งมีความเท่ียงและความถูกตอ้ง พิจารณาจากเปอร์เซ็นตก์ารได้
กลบัคืนท่ียอมรับได ้ณ ความเขม้ขน้นั้น ใช้ความสัมพนัธ์ของขีดจ ากดัในการตรวจพบเชิงคุณภาพ       
= 10SD/m [51] 
  3.3.7.6  การศึกษาความจ าเพาะเจาะจงของวธีิของชุดทดสอบความหวาน 

                                   ศึกษาความจ าเพาะของชุดทดสอบความหวานโดยใชส้ารทดสอบไดแ้ก่ 
กลูโคส ฟรุกโทส ไซโลส กาแลคโทส มอลโทส แลคโทส และกรดแอสคอร์บิก ซ่ึงเป็นสารท่ีคาดว่า
จะมีผลต่อชุดทดสอบ (ไซโลส กาแลคโทส มอลโทส แลคโทส และกรดแอสคอร์บิก) [52] และเป็น
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สารท่ีพบไดใ้นตวัอยา่ง (กลูโคส และฟรุกโทส) จากนั้นน าผลการวเิคราะห์ท่ีไดเ้ปรียบเทียบกบัผลท่ีได้
จากซูโครสท่ีความเขม้ขน้เดียวกนัโดยท าการทดลองเช่นเดียวกบัการตรวจวดัซูโครสดว้ยไครโอเจล
ไบโอเซนเซอร์ ใชส้ารท่ีตอ้งการทดสอบ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ท าปฏิกิริยากบัสารละลายโอไดอะ
นิซิดีนความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมท่ีไดจ้ากขอ้ 3.3.6.4 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ทิ้งไวใ้ห้เกิดปฏิกิริยาตาม
เวลาท่ีเหมาะสมท่ีศึกษาไดจ้ากขอ้ 3.3.6.5 ใชแ้ม่เหล็กภายนอกแยกไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ออกจาก
สารละลาย จากนั้นน าสารละลายท่ีไดไ้ปวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองยูวีวิสิเบิลสเปกโตรโฟโต-
มิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน 430 นาโนเมตร 
  3.3.7.7  การศึกษาการน ากลบัมาใชใ้หม่ของชุดทดสอบความหวาน 
                                 ศึกษาการน ากลบัมาใช้ใหม่ของชุดทดสอบความหวานท่ีได้สร้างข้ึน
จากไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ โดยน าไปตรวจวดัสารละลายซูโครสความเข้มข้น 20 มิลลิโมลาร์       
ท าปฏิกิริยากบัสารละลายโอไดอะนิซิดีนความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมท่ีไดจ้ากขอ้ 3.3.6.4 ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร ทิ้งไวใ้ห้เกิดปฏิกิริยาตามเวลาท่ีเหมาะสมท่ีศึกษาไดจ้ากขอ้ 3.3.6.5 ใชแ้ม่เหล็กภายนอก
แยกไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ออกจากสารละลาย จากนั้นน าสารละลายสีน ้ าตาลท่ีไดไ้ปตรวจวดัค่า
การดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองยูวีวิสิเบิลสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน 430 นาโนเมตร ในการ
ทดลองใชไ้ครโอเจลไบโอเซนเซอร์เดิมภายใตส้ภาวะการทดลองเดียวกนั น าขอ้มูลท่ีไดม้าค านวณหา
ค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพทัธ์ พิจารณาจ านวนคร้ังท่ีจะน าไครโอเจลไบโอเซนเซอร์กลบัมาใช้
ใหม่จากค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพทัธ์ท่ีอยูใ่นช่วงท่ียอมรับได ้
  3.3.7.8  การศึกษาอายกุารท างานของไครโอเจลไบโอเซนเซอร์  
                                ศึกษาอายกุารท างานของไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ โดยศึกษาระยะเวลา
ในการน าชุดทดสอบความหวานท่ีไดส้ร้างข้ึนจากไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ไปใชง้านในการตรวจวดั
ความหวานของสารละลายมาตรฐานซูโครสความเขม้ขน้ 20 มิลลิโมลาร์ เป็นระยะเวลาจนการท างาน
ของไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ลดลงอยา่งมีนยัส าคญั ซ่ึงเก็บรักษาในสารละลายบฟัเฟอร์ท่ีเหมาะสม ท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ท าการตรวจวดัสารละลายซูโครสในทุกๆ สัปดาห์ ในสภาวะการทดลอง
เดียวกนั โดยใชส้ารละลายซูโครสความเขม้ขน้ 20 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ท าปฏิกิริยา
กบัสารละลายโอไดอะนิซิดีนความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมท่ีไดจ้ากขอ้ 3.3.6.4 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
ทิ้งไวใ้ห้เกิดปฏิกิริยาตามเวลาท่ีเหมาะสมท่ีศึกษาไดจ้ากขอ้ 3.3.6.5 จากนั้นใช้แม่เหล็กภายนอกแยก
ไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ออกจากสารละลาย น าสารละลายสีน ้ าตาลท่ีไดไ้ปตรวจวดัค่าการดูดกลืน
แสงดว้ยเคร่ืองยวูีวิสิเบิลสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน 430 นาโนเมตร และน าความเขม้ขน้
ของซูโครสท่ีค านวณไดม้าหาเปอร์เซ็นตป์ระสิทธิภาพของชุดทดสอบในการตรวจวดัของชุดทดสอบ 
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โดยก าหนดให้ค่าการตอบสนองสัปดาห์ท่ี 1 ของการทดลองชุดทดสอบมีประสิทธิภาพในการ
ตรวจวดัเป็น 100 %  
 

 3.3.8  การตรวจวดัความหวานในตวัอยา่งจริง 
                3.3.8.1  ศึกษาผลของกลูโคสท่ีมีผลต่อการท างานของชุดทดสอบ 
                             ศึกษาผลของกลูโคสท่ีมีผลต่อการท างานของชุดทดสอบ โดยสร้างไครโอเจล
ส าหรับตรวจวดักลูโคส ท่ีเตรียมลกัษณะเช่นเดียวกนักบัไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ของชุดทดสอบ
ความหวานในขอ้ 3.3.3  แต่ในขั้นตอนการตรึงเอนไซม์จะตรึงเพียงมิวตาโรเทส กลูโคสออกซิเดส 
และเปอร์ออกซิเดสเท่านั้น  จากนั้นท าการตรวจวดัความเขม้ขน้ของสารละลายผสมระหว่างซูโครส
กบักลูโคส หาความเขม้ข้นของสารแต่ละตวัด้วยวิธีตรวจวดัความหวานตามข้อ 3.3.5 ทิ้งไวใ้ห้
เกิดปฏิกิริยาตามเวลาท่ีเหมาะสมท่ีศึกษาไดจ้ากขอ้ 3.3.6.5 และน าสารละลายท่ีไดไ้ปตรวจวดัค่าการ
ดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองยูวีวิสิเบิลสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน 430 นาโนเมตร โดยความ
เขม้ขน้ของสารละลายผสมทั้งสองท่ีไดจ้ะค านวณจากสมการเส้นตรงท่ีไดจ้ากการตรวจวดัสารละลาย
มาตรฐานซูโครสท่ีความเขม้ขน้ 10 ถึง 40 มิลลิโมลาร์ดว้ยชุดทดสอบความหวานซูโครส และสมการ
เส้นตรงจากการตรวจวดัสารละลายมาตรฐานกลูโคสท่ีความเขม้ขน้ 1 ถึง 30 มิลลิโมลาร์ ดว้ยไครโอ-
เจลท่ีสร้างข้ึนส าหรับตรวจวดักลูโคส 
            3.3.8.2  การตรวจวดัความหวานในตวัอยา่งจริงดว้ยชุดทดสอบความหวาน 
                                เม่ือไดชุ้ดทดสอบความหวานและสภาวะการทดลองท่ีเหมาะสมแลว้ น าชุด
ทดสอบความหวานท่ีไดไ้ปตรวจวดัความหวานในตวัอยา่งออ้ยและน ้ าตาล จ านวน 5 ตวัอยา่ง ไดแ้ก่
น ้ าอ้อยจากหีบสกัดชุดแรก น ้ าอ้อยผสม น ้ าตาลทรายดิบ น ้ าตาลทรายขาว และน ้ าตาลทรายขาว
บริสุทธ์ิ โดยน าตวัอยา่งมาเจือจางดว้ยน ้ ากลัน่ จากนั้นท าการทดลองเช่นเดียวกบัการตรวจวดัซูโครส
ตามขอ้ 3.3.5 โดยใช้ตวัอย่างจริงแทนสารละลายซูโครสท าปฏิกิริยากบัสารละลายโอไดอะนิซิดีน 
ความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมท่ีไดจ้ากขอ้ 3.3.6.4 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ทิ้งไวใ้ห้เกิดปฏิกิริยาตามเวลาท่ี
เหมาะสมท่ีศึกษาได้จากข้อ 3.3.6.5 ใช้แม่เหล็กภายนอกแยกไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ออกจาก
สารละลาย จากนั้นน าสารละลายสีน ้าตาลท่ีไดไ้ปตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองยวูวีสิิเบิลสเปก
โตรโฟโตมิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน 430 นาโนเมตร แลว้ค านวณหาความเขม้ขน้ของซูโครสท่ีตรวจวดัได้
จากสมการเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน จากนั้นเปรียบเทียบผลการทดลองของชุดทดสอบกบัผลท่ีได้
จากวธีิทางโพลาริมิตรีท่ีทางโรงงานน ้าตาลใช ้
 



 
 

55 

 บทที่ 4 
ผลการวจิยัและอภปิรายผล 

 

4.1  การสังเคราะห์อนุภาคนาโนแม่เหลก็ และการตรวจสอบสมบัติทางกายภาพ และทาง
เคม ี
 สังเคราะห์อนุภาคนาโนแม่เหล็กดว้ยวิธีการตกตะกอนร่วม (Co-precipitation method) ของ
สารละลาย Fe2+ (เฟอร์รัสคลอไรด์เตตระไฮเดรต) กับสารละลาย Fe3+ (เฟอร์ริกคลอไรด์เฮกซะ-          
ไฮเดรต) ในอตัราส่วนโดยโมลเท่ากับ 1:2 ตามล าดับ ท าการตกตะกอนสารละลายดังกล่าวด้วย
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ์ซ่ึงไดเ้ป็นตะกอนสีน ้าตาลด า ดงัรูปท่ี 4.1 เม่ือท าการตรวจสอบสมบติั
ทางสนามแม่เหล็กโดยใชแ้ม่เหล็กภายนอก (External magnet) พบวา่อนุภาคดงักล่าวสามารถเคล่ือนท่ี
เขา้หาแม่เหล็กภายนอกไดอ้ยา่งรวดเร็ว แสดงไดว้า่อนุภาคท่ีสังเคราะห์ไดน้ี้มีสมบติัความเป็นแม่เหล็ก 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่4.1  การตรวจสอบสมบติัทางสนามแม่เหล็กดว้ยแม่เหล็กภายนอก 
  
 จากการตรวจสอบสมบัติทางกายภาพและทางเคมีของอนุภาคท่ีสังเคราะห์ได้ โดย
ตรวจสอบลกัษณะทางกายภาพดว้ยเทคนิคกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผา่น ใชค้วามต่างศกัย์
ท่ี 100 กิโลโวลต์  ก าลงัขยาย 250,000 เท่า ดงัรูปท่ี 4.2 แสดงให้เห็นว่าอนุภาคท่ีสังเคราะห์ได้มี
ลกัษณะเป็นทรงกลม มีขนาดอยู่ในระดบันาโนเมตร จากนั้นตรวจวดัขนาดของอนุภาคด้วยเคร่ือง     
วดัขนาดอนุภาคระดบันาโน พบว่าอนุภาคท่ีสังเคราะห์ไดมี้ขนาดอนุภาคเฉล่ียโดยน ้ าหนกั (Weight 
average dimeters; dw) 43 นาโนเมตร ดงัรูปท่ี 4.3 และจากการตรวจสอบองคป์ระกอบทางเคมีและ
โครงสร้างผลึกอนุภาคดว้ยเทคนิคการวิเคราะห์การเล้ียวเบนรังสีเอกซ์ ท่ีความต่างศกัย ์40 กิโลโวลต ์
และมุมในการวดัท่ี 2  พบวา่ อนุภาคท่ีสังเคราะห์ไดมี้มุมในการเล้ียวเบนในต าแหน่งท่ี 30°  36°  43°  
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53°  57°  63° และ 74° ซ่ึงตรงตามรูปแบบการเล้ียวเบน (XRD pattern) ของอนุภาคแมกนีไทต ์
(Magnetite) ท่ีเป็นอนุภาคนาโนแม่เหล็กท่ีมีสมบติัการเป็นแม่เหล็กยิ่งยวด (Superparamagnetic) [48] 
รูปท่ี 4.4 ดงันั้นจึงสรุปไดว้า่อนุภาคท่ีสังเคราะห์ไดเ้ป็นอนุภาคนาโนแม่เหล็กท่ีมีสมบติัเป็นแม่เหล็ก
ยิง่ยวด 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที ่4.2  ภาพถ่ายจากกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผา่นของอนุภาคนาโนแม่เหล็ก                          
                ท่ีความต่างศกัย ์100 กิโลโวลต ์ก าลงัขยาย 250,000 เท่า  
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่ 4.3  การวดัขนาดของอนุภาคนาโนแม่เหล็กดว้ยเคร่ืองวดัขนาดอนุภาคระดบันาโน 
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รูปที ่ 4.4  การตรวจสอบองคป์ระกอบทางเคมีและโครงสร้างผลึกของอนุภาคดว้ยเคร่ืองวเิคราะห์       
                การเล้ียวเบนรังสีเอกซ์ ท่ีความต่างศกัย ์40 กิโลโวลต ์มุมในการวดั 2  
 

4.2  การเตรียมไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ส าหรับสร้างชุดทดสอบความหวาน 
 ไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ท่ีใช้ส าหรับการสร้างชุดทดสอบความหวานเตรียมไดจ้ากการ
ผสมพอลิไวนิลแอลกอฮอร์ ไคโตซาน และอนุภาคนาโนแม่เหล็ก ภายใตส้ภาวะอุณหภูมิต ่า จะท าให้
เกิดปฏิกิริยาพอลิเมอไรเซชนั ลกัษณะของไครโอเจลท่ีไดแ้สดงในรูปท่ี 4.5 หลงัจากการน าไปข้ึนรูป
ไดเ้ป็นไครโอเจลท่ีมีลกัษณะแข็ง มีสีด า ตดัไครโอเจลให้มีขนาด 0.5×0.5×0.5 เซนติเมตร จากนั้น
น าไปตรึงอินเวอร์เทส มิวตาโรเทส กลูโคสออกซิเดส และเปอร์ออกซิเดส จะได้เป็นไครโอเจล
ไบโอเซนเซอร์ รูป (ก) ซ่ึงไครโอเจลไบโอเซนเซอร์น้ีสามารถน าเอนไซมท่ี์ตรึงกลบัมาใชใ้หม่ได ้โดย
อาศยัความเป็นแม่เหล็กจากแม่เหล็กภายนอก รูป (ข) 
 และจากการตรวจสอบลักษณะทางกายภาพของไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ด้วยกล้อง
จุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผา่น ท่ีความต่างศกัย ์100 กิโลโวลต ์ก าลงัขยาย 135,500 เท่า ดงัรูปท่ี 
4.6 โดยไดท้  าการเปรียบเทียบลกัษณะทางกายภาพของอนุภาคนาโนแม่เหล็ก (ก) ไครโอเจลท่ีเตรียม
ได้จากพอลิไวนิลแอลกอฮอร์รวมตวักับไคโตซาน (ข) และไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ (ค) พบว่า      
ไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ท่ีเตรียมได้มีอนุภาคนาโนแม่เหล็กกระจายตัวอยู่ และแทรกตัวอยู่ใน         
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พอลิไวนิลแอลกอฮอร์ท่ีรวมตวักบัไคโตซาน ซ่ึงแสดงให้เห็นวา่อนุภาคนาโนแม่เหล็กท่ีแทรกตวัอยูน้ี่
จะสามารถท าใหไ้ครโอเจลไบโอเซนเซอร์น าเอนไซมก์ลบัมาใชใ้หม่ไดโ้ดยใชแ้ม่เหล็กภายนอก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่4.5  ลกัษณะ ขนาดของไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ท่ีเตรียมได ้(ก) และความสามารถของ           
      ไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ในการเคล่ือนท่ีเขา้หาแม่เหล็กภายนอก (ข) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(ก) (ข) 
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รูปที ่4.6  ภาพถ่ายจากกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผา่นของอนุภาคนาโนแม่เหล็ก (ก)           
      ไครโอเจลท่ีเตรียมไดจ้ากพอลิไวนิลแอลกอฮอร์รวมตวักบัไคโตซาน (ข) และไครโอเจล 
      ไบโอเซนเซอร์ (ค) ท่ีความต่างศกัย ์100 กิโลโวลต ์ก าลงัขยาย 135,500 เท่า 
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4.3  ผลการตรวจวดัความหวานโดยใช้ชุดทดสอบความหวาน 
 ตรวจวดัความหวานดว้ยชุดทดสอบความหวานท่ีสร้างข้ึนจากไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ 
โดยอาศยัการเกิดปฏิกิริยาของซูโครสร่วมกบัสารละลายโอไดอะนิซิดีน ในการทดลองได้ท าการ
ตรวจวดัสารละลายมาตรฐานซูโครส ความเขม้ขน้ 20 มิลลิโมลาร์ ผลการทดลองท่ีไดด้งัแสดงในรูปท่ี 
4.7 พบวา่ เกิดการเปล่ียนแปลงของสารละลายจากใสไม่มีสีไปเป็นสารละลายสีน ้าตาล รูป (ก) จากนั้น
น าสารละลายสีน ้ าตาลท่ีไดไ้ปตรวจวดัด้วยเคร่ืองยูวีวิสิเบิลสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ เพื่อหาความยาว
คล่ืนท่ีมีการดูดกลืนแสงสูงสุด ( λmax) พบวา่มีความยาวคล่ืนสูงสุดท่ี 430 นาโนเมตร รูป (ข) 
       

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่4.7  การเปล่ียนแปลงของสารละลายมาตรฐานซูโครสเม่ือตรวจวดัดว้ยชุดทดสอบท่ีสร้างจาก   
                ไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ (ก) และความยาวคล่ืนสูงสุดในการการดูดกลืนแสงขอสารละลาย 
                 สีน ้าตาล (ข) 
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4.4  ผลการหาสภาวะทีเ่หมาะสมของชุดทดสอบความหวาน 
 4.4.1  อตัราส่วนของพอลิไวนิลแอลกอฮอร์ต่อไคโตซานในการเตรียมไครโอเจล 
               ปริมาณของไคโตซานท่ีแตกต่างกันมีผลต่อประสิทธิภาพในการตรึงเอนไซม ์
เน่ืองจากไคโตซานมีหมู่เอมีนท่ีสามารถเช่ือมพนัธะกบัสารเช่ือมไขวก้ลูตารอลดีไฮด์ท่ีปลายดา้นหน่ึง
ไปเกิดพนัธะกบัหมู่อะมิโนของเอนไซมไ์ด ้โดยไดท้  าการศึกษาอตัราส่วนของพอลิไวนิลแอลกอฮอร์
ต่อไคโตซานท่ีมีผลต่อการตรึงอินเวอร์เทส มิวตาโรเทส กลูโคสออกซิเดส และเปอร์ออกซิเดส ท่ี
อตัราส่วน 1:1 1:2 1:3 และ 1:4 ตามล าดบั จากนั้นน าไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ท่ีไดไ้ปตรวจวดั
สารละลายซูโครสความเขม้ขน้ 20 มิลลิโมลาร์ และน าส่วนของสารละลายท่ีไดไ้ปตรวจวดัค่าการ
ดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองยูวีวิสิเบิลสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ ท่ีความยาวคล่ืน 430 นาโนเมตร โดยการ
พิจารณาอตัราส่วนของพอลิไวนิลแอลกอฮอร์ต่อไคโตซานท่ีใชใ้นการเตรียมไครโอเจลท่ีเหมาะสมจะ
พิจารณาจากการทดลองท่ีให้ค่าการดูดกลืนแสงท่ีสูงท่ีสุด ผลการทดลองท่ีได้เป็นดงัตารางท่ี 4.1 และ
รูปท่ี 4.8 พบวา่ ท่ีอตัราส่วน 1:4 เป็นอตัราส่วนท่ีให้ค่าการดูดกลืนแสงสูงท่ีสุด เน่ืองจากท่ีบริเวณ
ผิวหน้าโดยรอบของไครโอเจลไบโอเซนเซอร์มีปริมาณหมู่เอมีนของไคโตซานมากท่ีสุด จึงท าให้
เอนไซมส์ามารถไปเกาะติดไดม้าก และอตัราส่วนน้ีให้ไครโอเจลท่ีมีความแข็งแรงและไม่แตกหกั ซ่ึง
สามารถน าไครโอเจลไบโอเซนเซอร์กลบัมาใช้ใหม่ได ้ในการทดลองน้ีไม่สามารถศึกษาอตัราส่วน
ของไคโตซานท่ีมากกวา่ 4 ส่วนได ้เน่ืองจากหากใชป้ริมาณของไคโตซานมากข้ึน ไครโอเจลท่ีเตรียม
ได้จะมีความเป็นเจลน้อย ไม่สามารถท่ีจะข้ึนรูปหรือก่อตวัเป็นเจลได้ ดังนั้นในงานวิจยัน้ีจึงเลือก
อตัราส่วนของพอลิไวนิลแอลกอฮอร์ต่อไตโตซานท่ีอตัราส่วน 1:4 เป็นอตัราส่วนท่ีเหมาะสมในการ
เตรียมไครโอเจลเพื่อใชใ้นการทดลองต่อไป 
 
ตารางที ่4.1  แสดงผลการศึกษาอตัราส่วนของพอลิไวนิลแอลกอฮอร์ต่อไคโตซานในการเตรียม      
    ไครโอเจล 

 
 

อตัราส่วน 
พอลิไวนิลแอลกอฮอร์ต่อไคโตซาน  

ค่าการดูดกลืนแสง ส่วนเบ่ียงเบน
มาตรฐาน คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 ค่าเฉล่ีย 

1:1 0.214 0.232 0.230 0.225 0.010 
1:2 0.286 0.301 0.289 0.292 0.008 
1:3 0.355 0.338 0.340 0.344 0.009 
1:4 0.362 0.358 0.356 0.359 0.003 
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รูปที ่4.8  การศึกษาอตัราส่วนของพอลิไวนิลแอลกอฮอร์ต่อไคโตซานในการเตรียมไครโอเจล 
 
 4.4.2  ความเขม้ขน้ของเอนไซม ์
           ความเข้มข้นของเอนไซม์ท่ีใช้ตรึงลงบนไครโอเจลไบโอเซนเซอร์มีผลต่อการ
ตรวจวดัซูโครส เน่ืองจากเอนไซม์แต่ละชนิดมีหน้าท่ีในการเร่งปฏิกิริยา และเปล่ียนสารผลิตภณัฑ ์   
ท่ีเกิดในแต่ละขั้นตอนไปเป็นสารตั้งตน้ของปฏิกิริยาขั้นต่อไป จึงไดศึ้กษาหาอตัราส่วนความเขม้ขน้   
ท่ีเหมาะสมของเอนไซมท์ั้ง 4 ชนิด คือ ความเขม้ขน้ของอินเวอร์เทส มิวตาโรเทส กลูโคสออกซิเดส 
และเปอร์ออกซิเดสท่ีใชต้รึงบนไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ ผลการทดลองท่ีไดด้งัแสดงในตารางท่ี 4.2 
และรูปท่ี 4.9 พบว่าความเข้มข้นท่ีใช้ในการตรึงลงบนไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ท่ีเหมาะสมของ      
อินเวอร์เทส มิวตาโรเทส กลูโคสออกซิเดส และเปอร์ออกซิเดส คือ 0.20  0.08  0.80 และ 0.40 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั โดยพิจารณาเลือกสภาวะท่ีดีท่ีสุดจากค่าการดูดกลืนแสงท่ีสูงท่ีสุดท่ี
ตรวจวดัได ้ 
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ตารางที ่4.2  แสดงผลการศึกษาความเขม้ขน้ของเอนไซม ์

เอนไซม ์
ความเขม้ขน้ 
(มิลลิโมลาร์) 

ค่าการดูดกลืนแสง ส่วนเบ่ียงเบน
มาตรฐาน คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 ค่าเฉล่ีย 

อินเวอร์เทส 

0.05 0.141 0.139 0.139 0.140 0.001 
0.1 0.194 0.187 0.190 0.190 0.003 

0.15 0.214 0.202 0.211 0.209 0.006 
0.2 0.225 0.228 0.230 0.228 0.002 

0.25 0.111 0.096 0.117 0.108 0.011 

มิวตาโรเทส 

0.05 0.026 0.019 0.025 0.023 0.004 
0.06 0.041 0.042 0.042 0.042 0.001 
0.07 0.083 0.091 0.082 0.085 0.005 
0.08 0.143 0.139 0.137 0.140 0.003 
0.09 0.051 0.046 0.049 0.049 0.003 

กลูโคสออกซิเดส 

0.20 0.057 0.037 0.051 0.048 0.010 
0.40 0.112 0.105 0.122 0.113 0.009 
0.60 0.203 0.196 0.193 0.197 0.005 
0.80 0.222 0.2 31 0.228 0.227 0.005 
1.00 0.101 0.089 0.094 0.095 0.006 

เปอร์ออกซิเดส 

0.20 0.634 0.596 0.614 0.615 0.019 
0.40 0.780 0.753 0.801 0.778 0.024 
0.60 0.741 0.733 0.694 0.723 0.025 
0.80 0.699 0.662 0.647 0.669 0.027 
1.00 0.562 0.510 0.554 0.542 0.028 
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รูปที ่4.9  การหาความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของอินเวอร์เทส (ก) มิวตาโรเทส (ข) กลูโคสออกซิเดส (ค)    
               และเปอร์ออกซิเดส (ง) ท่ีตรึงลงบนไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ 
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 4.4.3  ความเป็นกรด-เบส ของสารละลายบฟัเฟอร์ 
                            ความเป็นกรด-เบสของสารละลายบฟัเฟอร์ท่ีเหมาะสมมีผลต่อการท างานของ            
อินเวอร์เทส มิวตาโรเทส กลูโคสออกซิเดส และเปอร์ออกซิเดสท่ีถูกตรึงบนไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ 
ท าการศึกษาสารละลายบฟัเฟอร์ท่ีใชใ้นการเตรียมเอนไซม์แต่ละชนิด โดยศึกษาสารละลายบฟัเฟอร์
ในสภาวะความเป็นกรด กลาง และเบส ท่ีพีเอชต่างๆ คือ 5.00  5.50  6.00  6.50  7.00  7.50 และ 8.00 
ผลการทดลองท่ีไดเ้ป็นดงัตารางท่ี 4.3 และรูปท่ี 4.10 เม่ือพีเอชเพิ่มข้ึนจาก 5.00 ถึง 6.50 จะให้ค่าการ
ดูดกลืนแสงเพิ่มข้ึน แต่เม่ือพีเอชมากกว่า 6.50 จะให้ค่าการดูดกลืนแสงลดลง ทั้งน้ีเน่ืองจาก             
อินเวอร์เทสสามารถท างานไดดี้ท่ีพีเอช 5.00 [53] มิวตาโรเทสท างานไดดี้ท่ีพีเอช 7.10 [54] กลูโคส
ออกซิเดสท างานไดดี้ท่ีพีเอช 5.50 [55] และเปอร์ออกซิเดสสามารถท างานไดดี้ท่ีพีเอช 6.00 [56] การ
น าเอนไซมท์ั้ง 4 ชนิดมาท าการตรึงลงบนไครโอเจลร่วมกนัในรูปแบบเอนไซมต์รึงรูปจะท าให้สภาวะ
ความเป็นกรด-เบสท่ีเหมาะสมในการท างานเปล่ียนแปลงไป จากการทดลองสรุปไดว้่าท่ีพีเอช 6.50 
ของสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ความเขม้ขน้ 0.10 โมลาร์ ให้ค่าการดูดกลืนแสงท่ีสูงท่ีสุด ดงันั้น
งานวจิยัน้ีจึงเลือกท่ีพีเอชน้ีเป็นพีเอชท่ีเหมาะสมท่ีสุดต่อการท างานของเอนไซมท์ั้ง 4 ชนิด 
 
ตารางที ่4.3  แสดงผลการศึกษาความเป็นกรด-เบส ของสารละลายบฟัเฟอร์ 
 

พีเอช 
ค่าการดูดกลืนแสง ส่วนส่วนเบ่ียงเบน

มาตรฐาน คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 ค่าเฉล่ีย 
5.00 0.579 0.493 0.542 0.538 0.043 
5.50 0.723 0.701 0.698 0.707 0.013 
6.00 0.851 0.782 0.830 0.821 0.035 
6.50 0.909 0.879 0.887 0.892 0.015 
7.00 0.737 0.671 0.711 0.706 0.033 
7.50 0.605 0.574 0.581 0.587 0.016 
8.00 0.487 0.439 0.418 0.448 0.035 
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รูปที ่4.10  การศึกษาความเป็นกรด-เบส ของสารละลายบฟัเฟอร์ 
  
 4.4.4  ความเขม้ขน้ของสารละลายโอไดอะนิซิดีน 
                           ความเขม้ขน้ของสารละลายโอไดอะนิซิดีนมีผลต่อการเกิดปฏิกิริยากบัสารละลาย
ซูโครสในการตรวจวดัความหวาน จึงได้ท าการศึกษาความเขม้ขน้ของสารละลายโอไดอะนิซิดีน       
ท่ีความเขม้ขน้ 0.10  0.30  0.50  0.70  0.90  1.10  1.30 และ 1.50 มิลลิโมลาร์ ท าการตรวจวดั
สารละลายซูโครสความเขม้ขน้ 20 มิลลิโมลาร์ จากนั้นวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองยูวีวิสิเบิล-
สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน 430 นาโนเมตร ผลท่ีไดด้งัแสดงตารางท่ี 4.4 และรูปท่ี 4.11 
พบว่าค่าการดูดกลืนแสงมีค่าเพิ่มข้ึนตามความเข้มข้นของสารละลายโอไดอะนิซิดีนจนถึงความ
เขม้ขน้ท่ี 1.10  มิลลิโมลาร์ เม่ือความเขม้ขน้ของโอไดอะนิซิดีนเพิ่มข้ึนมากกวา่ 1.10 มิลลิโมลาร์ ให้
ค่าการดูดกลืนแสงท่ีไม่แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญั (ทดสอบดว้ยสถิติ t-test ท่ีระดบัความเช่ือมัน่      
95 %) เน่ืองจากปริมาณของสารตั้งตน้ (ซูโครส) มีปริมาณจ ากดั จึงท าให้ความเขม้ขน้ของสารละลาย
โอไดอะนิซิดีนท่ีเพิ่มข้ึนมากเกินพอก็ไม่สามารถท าปฏิกิริยากบัสารละลายซูโครสได ้ท าให้ค่าการ
ดูดกลืนท่ีไดมี้ค่าคงท่ี ดงันั้นจึงสรุปไดว้่าความเขม้ขน้ของสารละลายโอไดอะนิซิดีนท่ีเหมาะสมคือ 
1.10 มิลลิโมลาร์   
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ตารางที ่ 4.4  แสดงผลการศึกษาความเขม้ขน้ของสารละลายโอไดอะนิซิดีน   

ความเขม้ขน้สารละลาย 
โอไดอะนิซิดีน (มิลลิโมลาร์) 

ค่าการดูดกลืนแสง ส่วนเบ่ียงเบน
มาตรฐาน คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 ค่าเฉล่ีย 

0.10 0.187 0.186 0.178 0.184 0.005 
0.30 0.539 0.522 0.519 0.527 0.011 
0.50 0.613 0.642 0.612 0.622 0.017 
0.70 0.688 0.649 0.660 0.666 0.020 
0.90 0.749 0.721 0.723 0.731 0.016 
1.10 0.812 0.786 0.790 0.796 0.014 
1.30 0.814 0.781 0.798 0.798 0.016 
1.50 0.806 0.794 0.796 0.799 0.006 

 

 
 
รูปที ่4.11  ผลการศึกษาความเขม้ขน้ของสารละลายโอไดอะนิซิดีน 
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 4.4.5  เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 
               เน่ืองจากในการตรวจวดัข้ึนอยู่กบัการเกิดปฏิกิริยาระหว่างสารละลายซูโครสกับ
สารละลายโอไดอะนิซิดีน โดยมีเอนไซมท่ี์ถูกตรึงอยูบ่นไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ของชุดทดสอบเป็น
ตวัเร่งปฏิกิริยา  เวลาท่ีใช้ในการเกิดปฏิกิริยาท่ีเหมาะสมจึงเป็นเวลาท่ีสารท าปฏิกิริยากนัได้อย่าง
สมบูรณ์ ดงันั้นจึงไดท้  าการศึกษาเวลาท่ีเหมาะสมท่ีใช้ในการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซม์ โดยศึกษาท่ี
เวลา 1  3  5  10  15  20 และ 25 นาที ตรวจวดัสารละลายซูโครสความเขม้ขน้ 20 มิลลิโมลาร์ และน า
สารละลายท่ีไดไ้ปตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองยวูีวิสิเบิลสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ท่ีความยาว-
คล่ืน 430 นาโนเมตร ผลการทดลองเป็นดงัตารางท่ี 4.5 และรูปท่ี 4.12 พบว่า ท่ีเวลา 1 ถึง 3 นาที       
ค่าการดูดกลืนแสงมีการเพิ่มข้ึน แต่เม่ือเวลาเพิ่มข้ึนหลงัจากนาทีท่ี 3 ค่าการดูดกลืนแสงไม่มีการ
เปล่ียนแปลงอยา่งมีนยัส าคญั (ทดสอบดว้ยสถิติ t-test ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 %) แสดงวา่เวลาท่ีใช้
ในการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซม์ในการตรวจวดัความหวานของซูโครสสมบูรณ์ท่ีเวลา 3 นาที ดงันั้น
งานวจิยัน้ีจึงใชเ้วลาน้ีเป็นเวลาท่ีเหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยาในการทดลองต่อไป 
 
ตารางที ่4.5  แสดงผลการศึกษาเวลาท่ีใชใ้นการเกิดปฏิกิริยา 
 

เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 
(นาที) 

ค่าการดูดกลืนแสง ส่วนเบ่ียงเบน
มาตรฐาน คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 ค่าเฉล่ีย 

1 0.656 0.630 0.648 0.645 0.013 
3 0.812 0.786 0.794 0.797 0.013 
5 0.826 0.775 0.812 0.804 0.026 

10 0.821 0.781 0.799 0.800 0.020 
15 0.832 0.802 0.779 0.804 0.027 
20 0.820 0.810 0.78 0.803 0.021 
25 0.825 0.796 0.803 0.808 0.015 
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รูปที ่4.12  ผลการศึกษาเวลาในการเกิดปฏิกิริยา 
 
ตารางที่ 4.6  สรุปสภาวะท่ีเหมาะสมในการตรวจวดัความหวานซูโครสดว้ยชุดทดสอบความหวาน 
 

สภาวะท่ีศึกษา ผลการทดลอง 
1.  อตัราส่วนของพอลิไวนิลแอลกอฮอร์ต่อไคโตซานในการเตรียม      
     ไครโอเจล  

1:4 

2.  ความเขม้ขน้ของเอนไซม ์(มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร)      
     (2.1)  อินเวอร์เทส  
     (2.2)  มิวตาโรเทส  
     (2.3)  กลูโคสออกซิเดส  
     (2.4)  เปอร์ออกซิเดส 

 
0.20 
0.08 
0.80 
0.40 

3.  ความเป็นกรด-เบสของสารละลายบฟัเฟอร์ (พีเอช) 6.50 
4.  ความเขม้ขน้ของสารละลายโอไดอะนิซิดีน (มิลลิโมลาร์) 1.10 
5.  เวลาในการเกิดปฏิกิริยา (นาที) 3 
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4.5  การหาประสิทธิภาพของชุดทดสอบความหวาน 
 การหาประสิทธิภาพของชุดทดสอบท่ีสร้างข้ึน เป็นการหาเพื่อให้ทราบถึงประสิทธิภาพ 
ขอ้จ ากดัของชุดทดสอบ และเป็นการยืนยนัการน ามาใช้ไดจ้ริงของชุดทดสอบ ดงันั้นจึงไดท้  าการหา
ประสิทธิภาพของชุดทดสอบ ดงัน้ี  
 4.5.1  การศึกษาความเท่ียงตรงของชุดทดสอบความหวาน  

              4.5.1.1  การท าซ ้ าของชุดทดสอบความหวาน 
         ศึ กษาการท าซ ้ า โดยใช้ ชุ ดทดสอบ ท่ีได้ส ร้ า ง ข้ึนจากไครโอ เจล

ไบโอเซนเซอร์ เพื่อตรวจวดัความหวานของสารละลายซูโครส ความเขม้ขน้ 20 มิลลิโมลาร์ จ านวน    
7 คร้ัง ภายใตส้ภาวะการทดลองเดียวกนั จากนั้นน าสารละลายท่ีไดไ้ปตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ย
เคร่ืองยวูวีสิิเบิลสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน 430 นาโนเมตร และน าค่าการดูดกลืนแสงท่ีวดั
ไดม้าค านวณหาค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพทัธ์ พบวา่มีค่าเท่ากบั 3 (ตารางท่ี 4.7) ซ่ึงอยูใ่นเกณฑ์ท่ี
ยอมรับได ้(เกณฑ ์% RSD ตอ้งไม่เกิน 5 %) แสดงวา่ชุดทดสอบน้ีมีความเท่ียงตรงสูง 

 
ตารางที ่4.7  แสดงผลของการศึกษาการท าซ ้ าของชุดทดสอบความหวาน 
 

คร้ังท่ี ค่าการดูดกลืนแสง 
1 0.192 
2 0.191 
3 0.195 
4 0.201 
5 0.191 
6 0.193 
7 0.203 

ค่าเฉล่ีย 0.195 
ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 0.005 
ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพทัธ์ 3 
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 4.5.1.2  การทวนซ ้ าของชุดทดสอบความหวาน 
               ศึกษาการทวนซ ้ าโดยใช้ไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ตรวจวดัความหวานของ

สารละลายซูโครส ความเขม้ขน้ 20 มิลลิโมลาร์ จ านวน 7 คร้ัง ภายใตส้ภาวะการทดลองท่ีแตกต่างกนั 
คือ ใช้ไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ 7 อนั จากนั้นตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายท่ีไดด้ว้ย
เคร่ืองยวูีวิสิเบิลสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ ท่ีความยาวคล่ืน 430 นาโนเมตร พบวา่ชุดทดสอบน้ีมีค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ีไดม้าค านวณหาค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพทัธ์ เท่ากบั 4 ดงัตารางท่ี 4.8 แสดงว่า    
ชุดทดสอบน้ีมีความเท่ียงตรงสูง 
 
ตารางที ่4.8  แสดงผลของการทวนซ ้ าของชุดทดสอบความหวาน 
 

ไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ 
ค่าการดูดกลืนแสง 

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 ค่าเฉล่ีย 
1 0.153 0.185 0.159 0.166 
2 0.167 0.160 0.157 0.161 
3 0.183 0.172 0.162 0.172 
4 0.179 0.187 0.181 0.182 
5 0.166 0.156 0.164 0.162 
6 0.165 0.168 0.168 0.166 
7 0.158 0.167 0.192 0.172 

ค่าเฉล่ียทั้งหมด 0.169 
ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 0.007 
ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพทัธ์ 4 
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 4.5.2  การศึกษาความถูกตอ้งของชุดทดสอบความหวาน  
            จากการศึกษาความถูกต้องของวิ ธีโดยการหาเปอร์ เซ็นต์การได้กลับคืน                  
(% Recovery) ของสารละลายมาตรฐานซูโครสความเขม้ขน้ต่างๆ ท่ีเติมลงในตวัอยา่ง เม่ือน าค่าความ
เข้มข้นท่ีค านวณได้หาเปอร์เซ็นต์การได้กลับคืนเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของสารละลาย
มาตรฐานซูโครส รูปท่ี 4.13 พบวา่ไดเ้ปอร์เซ็นตก์ารไดก้ลบัคืนอยูใ่นช่วง 92-104 % ดงัตารางท่ี 4.9 
ซ่ึงผลท่ีไดอ้ยูใ่นช่วงท่ียอมรับได ้(ช่วงท่ียอมรับไดอ้ยูใ่นช่วง 80 - 120%) [51] แสดงวา่วิธีน้ีมีความ
ถูกตอ้งสูง 
 

 
 
รูปที ่4.13  กราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐานซูโครสท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ  
 
 
 
 
 
 
 

y = 0.0095x + 0.005 
r = 0.9989 
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ตารางที่ 4.9  แสดงผลผลการหาเปอร์เซ็นตก์ารไดก้ลบัคืน ในการตรวจวดัความหวานของซูโครสใน
     ตวัอยา่งออ้ยและน ้าตาล 
 

ตวัอยา่ง 
ความเขม้ขน้ของซูโครส (มิลลิโมลาร์) เปอร์เซ็นต ์

การไดก้ลบัคืน ก่อนเติม เติม หลงัเติม 
น ้าตาลทรายดิบ 14.21±0.21 10 23.72±1.07 95 
น ้าตาลทรายขาว 14.46±0.24 15 28.77±0.97 95 
น ้าตาลทรายขาวบริสุทธ์ิ 14.67±0.16 20 35.16±1.37 102 
น ้าออ้ย (ชุดแรก) 16.35±0.34 25 39.37±0.94 92 
น ้าออ้ยผสม 12.95±0.46 30 44.04±1.60 104 
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 4.5.3  การศึกษาช่วงความเป็นเส้นตรง  
            จากการศึกษาช่วงความเป็นเส้นตรง โดยตรวจวดัสารละลายมาตรฐานซูโครสท่ี      
ความเขม้ขน้ต่างๆ คือ 1  5  10  15  20  25  30  35 40  45  50  55  60  80  และ 100 มิลลิโมลาร์ ดว้ย            
ชุดทดสอบท่ีสร้างข้ึน ตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 430 นาโนเมตร รูปท่ี 4.14 แสดงผล
การทดลองพบวา่ เม่ือความเขม้ขน้ของสารละลายซูโครสเพิ่มข้ึน สารละลายสีน ้ าตาลจะมีความเขม้สี
เพิ่มข้ึน และเม่ือน าขอ้มูลท่ีไดไ้ปสร้างกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพนัธ์ระหว่างความเขม้ขน้ของ
สารละลายซูโครสกบัค่าการดูดกลืนแสง ผลท่ีไดเ้ป็นดงัตารางท่ี 4.10 และรูปท่ี 4.14 ซ่ึงแสดงให้เห็น
ว่าค่าการดูดกลืนแสงจะแปรผนัตรงกบัความเขม้ขน้ของซูโครส โดยให้ช่วงความเป็นเส้นตรงคือ       
10 ถึง 60 มิลลิโมลาร์ และมีค่าสัมประสิทธิสหสัมพนัธ์ เท่ากบั 0.9975 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที ่4.14  ความเขม้ขน้ของสารละลายสีน ้าตาลท่ีเพิ่มข้ึนตามความเขม้ขน้ของซูโครส 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

35 
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ตารางที ่4.10  แสดงผลการศึกษาช่วงความเป็นเส้นตรงในการตรวจวดัความหวานของซูโครสท่ีความ
       เขม้ขน้ต่าง ๆ 

 
 

ความเขม้ขน้สารละลาย
มาตรฐานซูโครส 

 (มิลลิโมลาร์) 

ค่าการดูดกลืนแสง ส่วนเบ่ียงเบน
มาตรฐาน คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 ค่าเฉล่ีย 

1 0.050 0.047 0.045 0.047 0.003 
5 0.056 0.054 0.053 0.054 0.002 

10 0.076 0.072 0.069 0.072 0.007 
15 0.121 0.114 0.115 0.115 0.001 
20 0.154 0.155 0.150 0.153 0.004 
25 0.190 0.187 0.182 0.186 0.004 
30 0.248 0.257 0.214 0.240 0.023 
35 0.297 0.273 0.278 0.283 0.023 
40 0.360 0.346 0.319 0.342 0.021 
50 0.453 0.428 0.418 0.433 0.018 
60 0.520 0.560 0.564 0.548 0.024 
80 0.640 0.661 0.648 0.650 0.011 

100 0.628 0.658 0.659 0.648 0.018 
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รูปที ่4.15  แสดงช่วงความเป็นเส้นตรงของสารละลายมาตรฐานซูโครส   
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y = 0.0095x - 0.0364 
r = 0.9975 
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 4.5.4  การศึกษาขีดจ ากดัในการตรวจพบของชุดทดสอบความหวาน  
            ศึกษาขีดจ ากัดในการตรวจพบในการตรวจวดัความหวานของซูโครส ด้วยชุด
ทดสอบความหวาน โดยใชชุ้ดทดสอบท่ีไดส้ร้างข้ึนตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายแบลงค ์
จ านวน 7 คร้ัง ท่ีความยาวคล่ืน 430 นาโนเมตร แลว้น าขอ้มูลท่ีได้มาค านวณหาค่าส่วนเบ่ียงเบน
มาตรฐานสัมพทัธ์ เพื่อค านวณหาขีดจ ากดัในการตรวจพบซ่ึงไดเ้ท่ากบั 3 มิลลิโมลาร์  
 
ตารางที ่4.11  แสดงค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายแบลงค ์ท่ีความยาวคล่ืน 430 นาโนเมตร 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
           โดยขีดจ ากดัในการตรวจพบค านวณไดจ้าก [51] 
  
             LOD  =      
   
            เม่ือ   SD คือ  ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานท่ีไดจ้ากการตรวจวดัสารละลายแบลงค ์       
                       m คือ  ความชนั (Slope) ของกราฟมาตรฐานท่ีไดจ้ากการศึกษาช่วงความ  
                                              เป็นเส้นตรงจากสมการเส้นตรง y = 0.0095x – 0.0364 ซ่ึง m  
                                                  มีค่าเท่ากบั 0.0095 
 
 
 

คร้ังท่ี ค่าการดูดกลืนแสง 
1 0.032 
2 0.036 
3 0.033 
4 0.044 
5 0.046 
6 0.057 
7 0.051 

ค่าเฉล่ีย 0.043 
ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 0.010 

3SD 
 m 
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 4.5.5  การศึกษาขีดจ ากดัในการตรวจพบเชิงคุณภาพของชุดทดสอบความหวาน 
            ศึกษาขีดจ ากัดในการตรวจพบเชิงคุณภาพ โดยใช้ชุดท่ีสร้างข้ึนตรวจวดัค่าการ
ดูดกลืนแสงของสารละลายแบลงค ์จ านวน 7 คร้ัง ท่ีความยาวคล่ืน 430 นาโนเมตร แลว้น าขอ้มูลท่ี
ได้มาค านวณหาค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพทัธ์ เพื่อค านวณหาขีดจ ากัดในการตรวจพบเชิง
คุณภาพ พบวา่ขีดจ ากดัในการตรวจพบเชิงคุณภาพ เท่ากบั 11 มิลลิโมลาร์  
           โดยขีดจ ากดัในการตรวจพบค านวณไดจ้าก [51] 
  
                         LOD      =      
   
   
 
  
  
 
 
 และเม่ือศึกษาความเท่ียงท่ีความเขม้ขน้น้ี พบวา่ให้ % RSD เท่ากบั 4 ให้เปอร์เซ็นตก์ารได้
กลบัคืนอยูใ่นช่วง 83-105 % สรุปว่าชุดทดสอบน้ีมีขีดจ ากดัในการตรวจพบเชิงคุณภาพเท่ากบั 11  
มิลลิโมลาร์  
 
 
 
 
 

จะได ้                    LOD =  

 =  

 =    3 มิลลิโมลาร์ 

   จะได ้                    LOD =  

 =  

 =   11 มิลลิโมลาร์ 

3SD 
 m 
3(0.010) 
0.0095 

10SD 
  m 

10SD 
  m 

10(0.010) 
0.0095 
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 4.5.6  การศึกษาความจ าเพาะเจาะจงของชุดทดสอบความหวาน 
            ศึกษาความจ าเพาะของชุดทดสอบความหวานดว้ยสารทดสอบท่ีคาดว่าจะมีผลต่อ
ชุดทดสอบ และเป็นสารท่ีพบไดใ้นตวัอย่าง ไดแ้ก่ กลูโคส ฟรุกโทส ไซโลส กาแลคโทส มอลโทส 
แลคโทส และกรดแอสคอร์บิก เปรียบเทียบผลการตอบสนองต่อชุดทดสอบท่ีความเขม้ขน้เดียวกนั 
คือ 20 มิลลิโมลาร์ ผลการทดลองท่ีไดด้งัรูปท่ี 4.16 และตารางท่ี 4.12 พบวา่ ฟรุกโทส ไซโลส และกา
แลคโทสไม่มีผลต่อการท างานของชุดทดสอบ เน่ืองจากไม่สามารถเกิดปฏิกิริยาท่ีจ  าเพาะเจาะจงกบั
เอนไซมข์องชุดทดสอบได้ แต่กลูโคส มอลโทส แลคโทส และกรดแอสคอร์บิก มีการตอบสนองต่อ
ชุดทดสอบ เน่ืองจากสารทดสอบดังกล่าวมีกลูโคสเป็นองค์ประกอบท่ีสามารถเกิดปฏิกิริยากับ
เอนไซมข์องชุดทดสอบไดเ้ช่นเดียวกบัซูโครส  

 
 
 
 
 
 
 

รูปที ่4.16  การเปล่ียนแปลงของสารทดสอบเม่ือตรวจวดัดว้ยชุดทดสอบความหวาน   
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ตารางที ่4.12 แสดงค่าการดูดกลืนแสงของสารทดสอบต่างๆ 

 

 
 

รูปที ่4.17  ผลการตอบสนองของสารทดสอบต่อชุดทดสอบความหวาน  
 

-0.05
0.00
0.05
0.10
0.15
0.20
0.25
0.30
0.35

ค่ า
กา
รดู
ดก

ลืน
แส

ง 

สารทดสอบ 

สารทดสอบ 
ความเขม้ขน้ 
(มิลลิโมลาร์) 

ค่าการดูดกลืนแสง ส่วนเบ่ียงเบน
มาตรฐาน คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 ค่าเฉล่ีย 

ซูโครส 20 0.175 0.165 0.160 0.167 0.008 

กลูโคส 20 0.316 0.319 0.322 0.319 0.003 

ฟรุกโทส 20 0.000 0.002 0.004 0.002 0.002 

ไซโลส 20 0.000 0.000 0.001 0.000 0.001 

กาแลคโตส 20 0.000 0.005 0.002 0.002 0.003 

มอลโทส 20 0.017 0.023 0.015 0.018 0.004 

แลคโทส 20 0.016 0.007 0.009 0.011 0.005 

กรดแอสคอร์บิก 20 0.011 0.018 0.015 0.015 0.004 

สารละลายแบลงค ์ – 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 
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 จากผลการทดลองจะเห็นไดว้่า กลูโคส มอลโทส แลคโทส และกรดแอสคอร์บิกมีผลต่อ
การท างานของชุดทดสอบไดน้ั้น เน่ืองจากมีกลูโคสเป็นองค์ประกอบอยู่ โดยมอลโทสเป็นน ้ าตาล
โมเลกุลคู่ท่ีมีกลูโคสเป็นองค์ประกอบ 2 โมเลกุล แลคโทสเป็นน ้ าตาลโมเลกุลคู่ท่ีประกอบด้วย
กลูโคสและกาแลคโทส และกรดแอสคอร์บิกมีกลูโคสเป็นองคป์ระกอบในโครงสร้างท่ีพบไดใ้นพืช 
ดงันั้นเพื่อเป็นการทดสอบความจ าเพาะเจาะจงของชุดทดสอบความหวานท่ีมีผลต่อซูโครส จึงท าการ
เปรียบเทียบผลการตอบสนองของสารทดสอบท่ีมีผลต่อการท างานของชุดทดสอบความหวาน
ดงักล่าวกบัวธีิตรวจวดัท่ีพฒันาข้ึนเพื่อตรวจวดักลูโคส อาศยัหลกัการตรวจวดัเช่นเดียวกบัชุดทดสอบ
ความหวาน โดยการใชไ้ครโอเจลท่ีตรึงเฉพาะมิวตาโรเทส กลูโครสออกซิเดส และเปอร์ออกซิเดสใน
การตรวจวดั ผลการทดลองท่ีได้ดังตารางท่ี 4.13 พบว่ากลูโคส มอลโทส แลคโทส และกรด
แอสคอร์บิกท่ีตรวจวดัดว้ยไครโอเจลส าหรับตรวจวดักลูโคสให้ค่าการตอบสนองท่ีใกลเ้คียงกบัชุด
ทดสอบความหวาน (รูปท่ี 4.18) และเม่ือน าผลการทดลองจากทั้งสองวิธีมาเปรียบเทียบกนัจะเห็นได้
วา่ชุดทดสอบความหวานท่ีสร้างข้ึนมีความจ าเพาะเจาะจงต่อซูโครสสูง ดงัรูปท่ี 4.19 
 
ตารางที ่4.13  แสดงค่าการดูดกลืนแสงของกลูโคส มอลโทส แลคโทส และกรดแอสคอร์บิก 
        ท่ีตรวจวดัดว้ยไครโอเจลส าหรับตรวจวดักลูโคส 

 
 
 
 
 
 
 

สารทดสอบ 
ความเขม้ขน้ 
(มิลลิโมลาร์) 

ค่าการดูดกลืนแสง ส่วนเบ่ียงเบน
มาตรฐาน คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 ค่าเฉล่ีย 

กลูโคส 20 0.317 0.315 0.323 0.318 0.004 
มอลโทส 20 0.020 0.017 0.016 0.018 0.002 
แลคโทส 20 0.009 0.012 0.008 0.010 0.002 
กรดแอสคอร์บิก 20 0.019 0.006 0.020 0.015 0.008 
สารละลายแบลงค ์ – 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 
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รูปที่ 4.18  เปรียบเทียบผลการตอบสนองของสารทดสอบท่ีตรวจวดัดว้ยชุดทดสอบความหวานกบั
   ไครโอเจลส าหรับตรวจวดักลูโคส 
 

 
 
รูปที ่4.19  ความจ าเพาะเจาะจงของชุดทดสอบความหวานท่ีใชใ้นการตรวจวดัซูโครส 
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 4.5.7  การศึกษาการน ากลบัมาใชใ้หม่ 
           ศึกษาการน ากลบัมาใชใ้หม่ของชุดทดสอบความหวาน โดยพิจารณาจากจ านวนคร้ัง
ท่ีจะน าไครโอเจลไบโอเซนเซอร์กลบัมาใช้ใหม่ได้อย่างมีประสิทธิภาพ โดยตอ้งมีส่วนเบ่ียงเบน
มาตรฐานสัมพทัธ์ของการทดลองอยูใ่นช่วงท่ียอมรับได ้ในการทดลองท าการตรวจวดัความหวานของ
สารละลายมาตรฐานซูโครสความเขม้ขน้ 20 มิลลิโมลาร์ ผลการทดลองท่ีได ้ดงัตารางท่ี 4.14 เม่ือน า
ขอ้มูลท่ีได้มาค านวณหาส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพทัธ์ และพิจารณาจ านวนคร้ังท่ีชุดทดสอบจะ
สามารถใช้งานได้ พบว่า ชุดทดสอบน้ีสามารถน ากลบัมาใช้ใหม่ได้ 32 คร้ัง โดยมีส่วนเบ่ียงเบน
มาตรฐานสัมพทัธ์ เท่ากบั 5 ซ่ึงอยูใ่นช่วงท่ียอมรับได ้และชุดทดสอบมีประสิทธิภาพในการท างาน   
84 % (ก าหนดใหค้ร้ังท่ี 1 เป็น 100 %) 
 
ตารางที ่4.14  แสดงผลการน ากลบัไปใชใ้หม่ของชุดทดสอบในการตรวจวดัความหวานซูโครส 

คร้ังท่ี 
ค่าการดูดกลืนแสง

เฉล่ีย 
ส่วนเบ่ียงเบน
มาตรฐาน 

ส่วนเบ่ียงเบน
มาตรฐานสัมพทัธ์ 

ประสิทธิภาพของชุด
ทดสอบ (เปอร์เซ็นต)์ 

1-5 0.198 0.008 4 98 
1-10 0.196 0.008 4 97 
1-15 0.198 0.008 4 98 
1-20 0.196 0.007 4 94 
1-25 0.195 0.008 4 96 
1-30 0.192 0.009 4 89 
1-32 0.192 0.009 5 84 

33-40 0.183 0.022 12 76 
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 4.5.8  การศึกษาอายกุารใชง้านของชุดทดสอบความหวาน 
            ศึกษาอายุการใช้งานของชุดทดสอบความหวาน โดยศึกษาระยะเวลาท่ีสามารถน า  
ไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ไปใช้งานไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ โดยท าการการตรวจวดัความหวานของ
สารละลายมาตรฐานซูโครสความเข้มข้น 20 มิลลิโมลาร์ ในทุกๆ สัปดาห์ ท่ีสภาวะการทดลอง
เดียวกนั เป็นระยะเวลาจนกวา่การท างานของไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ลดลงอยา่งมีนยัส าคญั ซ่ึงมีการ
เก็บรักษาในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ พีเอช 6.50 ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และน าค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ีตรวจวดัได้มาหาเปอร์เซ็นต์ประสิทธิภาพของชุดทดสอบ โดยก าหนดให้ค่าการ
ตอบสนองสัปดาห์ท่ี 1 ของการทดลองชุดทดสอบมีประสิทธิภาพในการตรวจวดัเป็น 100 % ผลการ
ทดลองท่ีไดต้งัตารางท่ี 4.15 และรูปท่ี 4.20 จะเห็นไดจ้ากการตอบสนองของชุดทดสอบความหวาน
ซูโครสมีค่าการตอบสนองลดลงเม่ือระยะเวลามากข้ึน โดยในช่วงสัปดาห์ท่ี 2 ถึงสัปดาห์ท่ี 4 
ประสิทธิภาพชุดทดสอบลดลงอยา่งไม่มีนยัส าคญั (ทดสอบดว้ยสถิติ t-test ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 %) 
แต่หลงัจากสัปดาห์ท่ี 4 ค่าการตอบสนองของไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ลดลงอยา่งมีนยัส าคญั ดงันั้น
สรุปไดว้า่ชุดทดสอบน้ีมีอายกุารใชง้าน 4 สัปดาห์ โดยมีประสิทธิภาพในการตอบสนอง 87 % 
 
ตารางที ่4.15 แสดงค่าการดูดกลืนแสงท่ีตรวจวดัไดโ้ดยชุดทดสอบในแต่ละสัปดาห์ 

สัปดาห์ 
ค่าการดูดกลืนแสง ส่วนเบ่ียงเบน

มาตรฐาน 
ประสิทธิภาพของชุดทดสอบ 

(เปอร์เซ็นต)์ คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 ค่าเฉล่ีย 
1 0.213 0.195 0.209 0.206 0.009 100 
2 0.191 0.188 0.202 0.194 0.007 94 
3 0.186 0.183 0.180 0.183 0.003 89 
4 0.175 0.182 0.179 0.179 0.004 87 
5 0.167 0.164 0.170 0.167 0.003 81 
6 0.104 0.116 0.109 0.110 0.006 53 
7 0.077 0.065 0.077 0.073 0.007 35 
8 0.074 0.068 0.077 0.073 0.005 35 
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รูปที ่4.20  ผลการศึกษาอายกุารใชง้านของชุดทดสอบ 
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4.6  การตรวจวดัความหวานในตัวอย่างจริง 
 4.6.1  ศึกษาผลของกลูโคสท่ีมีผลต่อการท างานของชุดทดสอบ 
           เน่ืองจากกลูโคสสามารถเกิดปฏิกิริยาในการตรวจวดัของชุดทดสอบความหวานได้
เช่นเดียวกบัซูโครส เพื่อศึกษาผลของกลูโคสท่ีมีต่อชุดทดสอบ จึงไดท้  าการตรวจวดัความเขม้ขน้ของ
สารละลายผสมระหวา่งซูโครสกบักลูโคสท่ีทราบความเขม้ขน้ ซ่ึงสารละลายผสมดงักล่าวมีซูโครส
ผสมกบักลูโคสอยา่งละ 10 มิลลิโมลาร์ จากนั้นหาความเขม้ขน้ของสารละลายผสมทั้งสองจากสมการ
เส้นตรงท่ีได้จากการตรวจวดัสารละลายมาตรฐานซูโครสด้วยชุดทดสอบความหวานซูโครส และ
กลูโคสดว้ยไครโอเจลท่ีสร้างข้ึนส าหรับตรวจวดักลูโคส ดงัรูปท่ี 4.21 ผลการทดลองท่ีได ้พบวา่ ไคร
โอเจลท่ีสร้างข้ึนส าหรับตรวจวดักลูโคสจะตอบสนองต่อกลูโคสเพียงอยา่งเดียว เม่ือค านวณหาความ
เขม้ขน้ของของกลูโคสจะสามารถหาไดจ้ากสมการเส้นตรงท่ีตรวจวดัจากไครโอเจลท่ีสร้างข้ึนส าหรับ
ตรวจวดักลูโคสได้ทนัที แต่ส าหรับซูโครสเน่ืองจากชุดทดสอบความหวานซูโครสตอบสนองต่อ
สารละลายผสมไดท้ั้งซูโครสและกลูโคส ความเขม้ขน้ท่ีตรวจวดัไดจ้ากสารละลายผสมจึงตอ้งน ามา
หักล้างกนัเพื่อให้ได้ความเขม้ขน้ของซูโครสท่ีถูกตอ้ง และในการทดลองด้วยวิธีดงักล่าวสามารถ
ตรวจวดัความเขม้ขน้ของซูโครสและกลูโคสในสารละลายผสมไดค้วามเขม้ขน้ท่ีตรงกบัความเขม้ขน้
ของสารละลายผสมท่ีเตรียม ดงันั้นในการทดลองการตรวจวดัความหวานในตวัอยา่งจริงขั้นต่อไป จึง
ท าการทดลองดว้ยวิธีการสร้างไครโอเจลท่ีสร้างข้ึนส าหรับตรวจวดักลูโคสมาหักลา้งตามวิธีขา้งตน้ 
เพื่อใหส้ามารถตรวจวดัความเขม้ขน้เซูโครสในตวัอยา่งจริง และลดปัญหาการรบกวนของกลูโคสท่ีมี
ผลต่อชุดทดสอบความหวาน 
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รูปที่ 4.21 กราฟมาตรฐานของการตรวจวดัสารละลายมาตรฐานซูโครสดว้ยชุดทดสอบความหวาน 
  (ก)  และกลูโคสดว้ยไครโอเจลท่ีสร้างข้ึนส าหรับตรวจวดักลูโคส (ข) 
 
 4.6.2  การตรวจวดัความหวานในตวัอยา่งจริงดว้ยชุดทดสอบความหวาน 
           เม่ือไดชุ้ดทดสอบความหวานท่ีมีสภาวะเหมาะสมแลว้ น าชุดทดสอบไปตรวจวดัหา
ความเขม้ขน้ของซูโครสในตวัอย่างจริง โดยใช้ตวัอย่างออ้ยและน ้ าตาล 5 ตวัอย่าง โดยค านวณหา
ความเขม้ขน้ซูโครสท่ีตรวจวดัไดจ้ากสมาการเส้นตรงของกราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐาน
ซูโครสท่ีความเขม้ขน้ 10  20  30  40  50 และ 60 มิลลิโมลาร์ ซ่ึงความเขม้ขน้ของซูโครสท่ีตรวจวดัได้
จะไม่มีผลของกลูโคสรบกวนการท างานของชุดทดสอบ เน่ืองจากกลูโคสท่ีมีในตัวอย่างจะถูก
ตรวจวดัดว้ยไครโอเจลท่ีสร้างข้ึนส าหรับกลูโคส จากนั้นน าไปหกัลา้งกบัความเขม้ขน้ของตวัอยา่งท่ี
ตรวจวดัได้ทั้งหมด ซ่ึงจะได้เพียงความเขม้ขน้ของซูโครสเท่านั้น  ผลการทดลองท่ีไดพ้บว่า ความ
เขม้ขน้ซูโครสท่ีตรวจวดัไดด้ว้ยชุดทดสอบความหวานท่ีสร้างข้ึนมีค่าใกลเ้คียงกบัวิธีมาตรฐานท่ีใชใ้น
โรงงานน ้ าตาล (วิธีโพลาริมิตรี) ดงัตารางท่ี 4.16 และตารางท่ี 4.17 เม่ือน าผลการทดลองท่ีไดจ้ากทั้ง
สองวิธีมาทดสอบความแตกต่างของวิธีด้วยสถิติ t-test ผลการทดสอบพบว่าวิธีทั้งสองไม่มีความ
แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 %  แสดงวา่ชุดทดสอบท่ีสร้างข้ึนสามารถน าไป
ประยุกต์ใช้ในการตรวจวดัซูโครสในตวัอย่างจริงได้ ซ่ึงชุดทดสอบน้ีมีข้อดีคือ จ าเพาะเจาะจงต่อ
ซูโครส ใช้งานง่าย ตรวจวดัรวดเร็ว และสามารถน ากลับมาใช้ซ ้ า ซ่ึงจะช่วยลดค่าใช้จ่ายในการ
วเิคราะห์ได ้
 

y = 0.0058x + 0.042 
r = 0.9994 
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ความเขม้ขน้สารละลายมาตรฐานซูโครส (มิลลิโมลาร์) 

y = 0.0102x + 0.0903 
r = 0.9959 
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ความเขม้ขน้สารละลายมาตรฐานกลูโคส (มิลลิโมลาร์) 
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ตารางที ่4.16  แสดงผลการหาความเขม้ขน้ของซูโครสในตวัอยา่งจริง 
ตวัอยา่ง ความเขม้ขน้ของซูโครส (เปอร์เซ็นต)์ 

น ้าตาลทรายดิบ 97.28±0.21 
น ้าตาลทรายขาว 98.99±0.24 
น ้าตาลทรายขาวบริสุทธ์ิ 104.43±0.16 

น ้าออ้ย (ชุดแรก) 55.97±0.33 

น ้าออ้ยผสม 44.33±0.46 

  
ตารางที ่14.17   แสดงการเปรียบเทียบความแตกต่างของชุดทดสอบกบัวธีิมาตรฐาน  

ตวัอยา่ง 
ความเขม้ขน้ของซูโครส (เปอร์เซ็นต)์ 
ชุดทดสอบ วธีิมาตรฐาน* 

น ้าตาลทรายดิบ 97.28 98.64 
น ้าตาลทรายขาว 98.99 99.90 
น ้าตาลทรายขาวบริสุทธ์ิ 100.43 100.47 
น ้าออ้ย (ชุดแรก) 55.97 56.71 
น ้าออ้ยผสม 44.33 43.19 

* หมายเหตุ ค่าท่ีระบุในตารางไดม้าจากค่าของโรงงานน ้าตาลราชบุรีท่ีตรวจวดัไดด้ว้ยวธีิโพลาริมิตรี 
 
ตารางที ่4.18  แสดงการเปรียบเทียบวธีิวเิคราะห์ทัว่ไปกบัชุดทดสอบความหวานท่ีพฒันาข้ึน  

การเปรียบเทียบ 
วธีิวเิคราะห์ 

ชุดทดสอบ  
Sucrose Assay kit   

วธีิโพลาริมิตรี 
ชุดทดสอบความหวาน 

ท่ีพฒันาข้ึน 
ราคาชุดทดสอบ/คร้ังบริการ  
(บาท) 

7,512.69 1,000-2,000  460 

จ านวนคร้ังในการวเิคราะห์ (คร้ัง) 20 1 32  
เวลาในการวเิคราะห์ (นาที) 15  45-60 3 
ค่าใชจ่้ายในการวเิคราะห์ 
/ตวัอยา่ง (บาท) 

375.63 1,000-2,000 14.38 
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บทที ่5 
สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

 

5.1  สรุปผลการทดลอง 
 ในงานวจิยัน้ีไดพ้ฒันาวิธีตรวจวดัความหวานจากปริมาณซูโครส โดยสร้างชุดทดสอบเพื่อ
ตรวจวดัความหวานของออ้ยและน ้าตาลท่ีมีความจ าเพาะเจาะจงสูง และสามารถน าเอนไซมก์ลบัมาใช้
ใหม่ได้ด้วยเทคนิคทางไบโอเซนเซอร์ ชุดทดสอบน้ีเตรียมได้จากการน าพอลิไวนิลแอลกอฮอร์        
ไคโตซาน และอนุภาคนาโนแม่เหล็กมารวมตวักนัเกิดปฏิกิริยาพอลิเมอไรเซชนัภายใตส้ภาวะอุณหภูมิ
ต ่า เพื่อให้เกิดเป็นไครโอเจล จากนั้นน าไปท าการตรึงเอนไซม์ โดยใชส้ารเช่ือมไขวก้ลูตารอลดีไฮด์
เกิดพนัธะโควาเลนต์จะได้เป็นไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ การท างานของชุดทดสอบน้ีจะอาศยัการ
เปล่ียนแปลงท่ีเกิดข้ึนจากการเกิดปฏิกิริยาเคมีของซูโครสกบัอินเวอร์เทส มิวตาโรเทส กลูโคสออก-   
ซิเดส และเปอร์ออกซิเดสท่ีตรึงบนไครโอเจลไบโอเซนเซอร์เพื่อเร่งปฏิกิริยา จากนั้นผลิตภณัฑ์ท่ีได้
ท าปฏิกิริยากบัสารละลายโอไดอะนิซิดีนไดเ้ป็นสารละลายสีน ้ าตาล น ำสำรละลำยท่ีไดไ้ปตรวจวดั
ควำมเขม้สีดว้ยเคร่ืองยวูีวิสิเบิลสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ ท่ีควำมยำวคล่ืน 430 นำโนเมตร ควำมเขม้สี
ของสำรละลำยสีน ้ ำตำลท่ีได้จะแปรผนัตรงตำมควำมหวำนหรือปริมำณซูโครสในตวัอย่ำง และ
หลงัจำกนั้นน ำไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ท่ีตรวจวดักลบัมำใหใ้หม่ไดใ้นกำรทดลองต่อไป 
 ขั้นแรกท ำกำรสังเครำะห์อนุภำคนำโนแม่เหล็กดว้ยวิธีการตกตะกอนร่วม พบว่าอนุภาค   
นาโนแม่เหล็กท่ีสังเคราะห์ไดมี้ขนาด 43 นาโนเมตร และมีสมบติัความเป็นแม่เหล็กยิ่งยวด จากนั้นน า
อนุภาคท่ีสังเคราะห์ได้ไปเตรียมเป็นไครโอเจล โดยใช้อนุภาคนาโนแม่เหล็กผสมกบัพอลิไวนิล-       
แอลกอฮอร์และไคโตซาน โดยมีอตัราส่วนพอลิไวนิลแอลกอฮอร์ต่อไคโตซานท่ีเหมาะสม คือ 1:4  
 ขั้นต่อไปศึกษำหำสภำวะท่ีเหมำะสมของชุดทดสอบ เน่ืองจำกชุดทดสอบอำศยักำรท ำงำน
ของเอนไซม ์เพื่อให้ไดชุ้ดทดสอบมีประสิทธิภำพในกำรท ำงำนจึงไดท้  ำกำรศึกษำปัจจยัต่ำงๆท่ีมีผล
ต่อกำรท ำงำนของเอนไซม์ โดยในขั้นแรกศึกษำควำมเขม้ขน้ของเอนไซมท่ี์เหมำะสมส ำหรับตรึงบน
ไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ พบวำ่ ความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของอินเวอร์เทส มิวตาโรเทส กลูโคสออก-  
ซิเดส และเปอร์ออกซิเดสท่ีได ้คือ 0.20  0.08  0.80 และ 0.40 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั จำกนั้น
ศึกษำผลความเป็นกรด-เบสของสารละลายบฟัเฟอร์ พบวา่ สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ ความเขม้ขน้ 
0.10 โมลาร์ ท่ีพีเอช 6.50 เป็นพีเอชท่ีเหมาะสมต่อการท างานของเอนไซมท์ั้ง 4 ชนิด ต่อไปไดศึ้กษา
ความเขม้ขน้ของสารละลายโอไดอะนิซิดีผลท่ีไดพ้บวา่ ความเขม้ขน้ของสารละลายโอไดอะนิซิดีน   
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ท่ีเหมาะสมต่อการเกิดปฏิกิริยากบัซูโครส คือ 1.10 มิลลิโมลาร์ และสุดทา้ยศึกษาเวลาในการเกิด 
ปฏิกิริยาพบวา่ เวลาท่ีใชใ้นการเกิดปฏิกิริยา คือ 3 นาที  
  เม่ือท ำกำรทดลองไดส้ภำวะท่ีเหมำะสมแลว้ ไดศึ้กษำหำประสิทธิภำพของชุดทดสอบ โดย
ใช้ไครโอเจลไบโอเซนเซอร์ตรวจวดัควำมหวำนซูโครส ผลกำรทดลองพบว่ำชุดทดสอบน้ีมีควำม
เท่ียงตรง (% RSD < 4%) ควำมถูกตอ้งสูง (เปอร์เซ็นตก์ำรไดก้ลบัคืนอยูใ่นช่วง 92-104 %) มีช่วงควำม
เป็นเส้นตรงในช่วงควำมเขม้ขน้ 10 ถึง 60 มิลลิโมลำร์ โดยมีค่ำสัมประสิทธ์ิสหสัมพนัธ์เท่ำกบั 0.9973 
มีควำมไววิเครำะห์เท่ำกบั  0.031 หน่วยค่ำกำรดูดกลืนแสงต่อมิลลิโมลำร์ ในกำรศึกษำควำมจ ำเพำะ
เจำะจงของชุดทดสอบต่อสำรทดสอบท่ีคำดว่ำจะมีผลในกำรตรวจวดั ได้แก่ ฟรุกโทส ไซโลส          
กาแลคโทส มอลโทส แลคโทส และกรดแอสคอร์บิก พบวา่ สารดงักล่าวไม่มีผลต่อกำรตรวจวดัของ
ชุดทดสอบน้ี ชุดทดสอบน้ีมีขีดจ ำกดัในกำรตรวจพบเท่ำกับ 3 มิลลิโมลำร์ และขีดจ ำกัดในกำร       
ตรวจพบเชิงคุณภำพเท่ำกบั 11 มิลลิโมลำร์ เม่ือทดสอบกำรน ำชุดทดสอบกลบัมำใช้ใหม่ พบว่ำ 
สำมำรถน ำกลบัมำใชใ้หม่ได ้32 คร้ัง (%RSD < 5) ประสิทธิภำพในกำรตอบสนอง 84 % และมีอำยุ
กำรใช้งำน 4 สัปดาห์ เม่ือเก็บรักษาในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์พีเอช 6.5 ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา-
เซลเซียส 
 สุดทำ้ยทดสอบประสิทธิภำพของชุดทดสอบท่ีสร้ำงข้ึนด้วยกำรตรวจวดัควำมหวำนใน
ตวัอย่ำงจริง คือ ตวัอย่ำงออ้ยและน ้ ำตำล เปรียบเทียบผลกำรทดลองท่ีได้กบัวิธีมำตรฐำนท่ีโรงงำน
น ้ ำตำลใช้วิเครำะห์หำปริมำณซูโครส (วิธีทำงโพลำริมิตรี) โดยใช้ตวัอยำ่งออ้ยและน ้ ำตำล จ ำนวน 5 
ตวัอยำ่ง น ำตวัอยำ่งมำเจือจำงดว้ยน ้ ำกลัน่ จำกนั้นตรวจวดัดว้ยชุดทดสอบท่ีพฒันำข้ึน เปรียบเทียบผล
ท่ีไดจ้ำกทั้งสองวิธีโดยใช้สถิติ t-test ผลกำรทดลองทำงสถิติพบว่ำ กำรตรวจวดัควำมหวำนดว้ยชุด
ทดสอบท่ีสร้ำงข้ึนให้ผลกำรทดลองท่ีไม่มีควำมแตกต่ำงอยำ่งมีนยัส ำคญั ท่ีระดบัควำมเช่ือมัน่ 95 % 
ดงันั้นจึงสรุปไดว้ำ่ชุดทดสอบท่ีสร้ำงข้ึนมีประสิทธิภำพเทียบเท่ำกบัวิธีท่ีโรงงำนน ้ ำตำลใช ้โดยมีขอ้ดี
คือ มีควำมจ ำเพำะเจำะจงต่อซูโครส ตรวจวดัไดง่้ำยและรวดเร็ว ใชเ้วลำเพียง 3 นำที (เวลำท่ีใชว้ิธีของ
โรงงำน 45 ถึง 60 นำที) และสำมำรถน ำกลบัมำใชใ้หม่ไดม้ำกถึง 32 คร้ัง ท ำใหช่้วยลดค่ำใชจ่้ำยในกำร
วเิครำะห์  
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5.2  ข้อเสนอแนะ 
 5.2.1  เน่ืองจำกกำรท ำงำนของชุดทดสอบข้ึนอยูก่บักำรท ำงำนของเอนไซม ์ดงันั้นจะตอ้ง
ระมดัระวงัและควบคุมปัจจยัท่ีจะส่งผลต่อกำรท ำงำนของเอนไซม์ในกำรทดลองทุกๆขั้นตอน เพื่อ
ป้องกนักำรเกิดควำมคลำดเคล่ือนของกำรทดลอง 
 5.2.2  กำรน ำงำนวิจยัน้ีไปประยุกตใ์ชก้บักำรตรวจวดัสำรอ่ืน ควรมีกำรศึกษำหำสภำวะท่ี
เหมำะสมอีกคร้ัง เพื่อใหไ้ดว้ธีิท่ีมีประสิทธิภำพในกำรตรวจวดั  
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