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บทคัดย่อ 

        งานวิจัยนี้ท าการพัฒนาเซนเซอร์อีสเฟตส าหรับตรวจวัดยาฆ่าแมลง การตรวจวัดขึ้นอยู่กับการเปลี่ยนแปลง
ของไอออนไฮโดรเจนในสารละลาย ซึ่งเป็นผลิตภัณฑ์ที่เกี่ยวข้องกับปฏิกิริยาการยับยั้งการท างานของเอนไซม์    
อะซีทิลโคลีนเอสเทอรเ์รสด้วยยาฆ่าแมลงคารบ์าริล เซนเซอร์อีสเฟตท าการตรวจวัดไอออนไฮโดรเจนในสารละลาย
โดยเปลี่ยนให้เป็นค่าสัญญาณความต่างศักย์ที่ตกคร่อมขั้วเกตและซอส โดยการออกันของไอออนไฮโดรเจน
เหนี่ยวน าให้เกิดการไหลของอิเล็กตรอนจากขั้วเดรนไปซอสที่บริเวณรอยต่อระหว่างชั้นซิลิกอนและสารละลาย  
เซนเซอร์อีสเฟตส าหรับการตรวจวัดยาฆ่าแมลงคารบ์าริลท าได้โดยการหยดเอนไซม์อะซีทิลโคลีนเอสเทอร์เรสลงบน
พ้ืนผิวอีสเฟตที่เคลือบด้วยเจลอากาโรส  ซึ่งงานวิจัยนี้ได้ท าการศึกษาปัจจัยที่มีผลต่อการตรวจวัดสัญญาณของยา
ฆ่าแมลง ได้แก่ ความเข้มข้นของเจลอากาโรส ความเข้มข้นของเอนไซม์ ความเข้มข้นของซัปสเตรท และค่าความ
เป็นกรดด่างของสารละลายบัฟเฟอร์ พบว่าการใช้เจลอากาโรสที่ 2 เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ความ
เข้มข้นเอนไซม์ 0.1 ยูนิต ความเข้มข้นซัปสเตรท 5 มิลลิโมลาร์ และสารละลายบัฟเฟอร์ที่มีค่าพีเอช 7 ให้ค่า
สัญญาณการตรวจวัดยาฆ่าแมลงคาร์บาริลที่มีความไวสูงที่สุดซึ่งมีค่า 44.64 mV/decade ช่วงความเข้มข้นในการ
ตรวจวัดอยู่ที่  5x10-7 ถึง 1x10-5 โมลาร์ ค่าความเข้มข้นต่ าสุด (LOD) เท่ากับ 1x10-7 โมลาร์  และท าการ
ตรวจสอบลักษณะพ้ืนผิวของเจลอากาโรสด้วยกล้องจุลทรรศน์แรงอะตอม จากนั้นท าการพัฒนาในส่วนของการต่อ
ขยายขาเกตของเซนเซอร์อีสเฟต เพ่ือใช้เป็นขั้วท างานที่สามารถใช้แล้วทิ้ง พกพาได้ และมีราคาถูกลง โดยการ
เคลือบเอนไซม์ลงบนกระจกน าไฟฟ้าไอทีโอ (ITO) ซึ่งเป็นส่วนต่อขยายขาเกตพร้อมกับการทดสอบสภาวะต่าง ๆ ที่
มีผลต่อการตรวจวัดสัญญาณของยาฆ่าแมลง ซึ่ง จากผลการทดสอบเบื้องต้นพบว่าสามารถตรวจวัดคาร์บาริลได้ที่
ช่วงความเข้มข้น 1x10-6 ถึง 1x10-5 โมลาร์ ดังนั้นจากงานวิจัยนี้การใช้งานอุปกรณ์อีสเฟตและแบบส่วนต่อขยาย
ขาเกต สามารถใช้งานได้ดีต่อการตรวจวัดยาฆ่าแมลง ซ่ึงสามารถพัฒนาเป็นอุปกรณ์ตรวจวัดแบบพกพาได้ 
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ABSTRACT 

 In this research, the development of ion sensitive field effect transistor (ISFET) for 
pesticide detection was carried out. The detection is based on the change of hydrogen ions in 
the solution which is a product of inhibition of acetylcholinesterase enzyme by the carbaryl 
pesticide. This hydrogen ion is converted to Vgs signal by ISFET where the accumulation of 
hydrogen ions induces the electron flow from drain to source at the interface of silicon 
substrate and solution. The ISFET sensor was prepared by dropping the acetylcholinesterase on 
the agarose gel which was coated on the sensor surface. This work studied conditions that 
affect the detection of pesticide including concentration of agarose gel, concentration of 
enzyme, concentration of substrate, and pH of buffer solution. Results showed that using 2% 
w/v of agarose gel, 0.1 unit of enzyme, 5 mM of substrate at buffer pH 7 provided the highest 
sensitivity for carbaryl detection at 44.64 mV/decade with linear detection range between 5x10-7 
to 1x10-5 M and limit of detection (LOD) at 1x10-7 M. The surface morphology agarose gel was 
examined by using AFM technique. Moreover, the development of extended gate field effect 
transistor (EGFET) was demonstrated for the disposable and portable sensor with a lower price. 
The EGFET sensor was prepared by coating enzyme on the indium tin oxide (ITO) glass substrate 
and tested for the various conditions that affected to the detection signal of pesticide. The 
result found that EGFET could detect carbaryl in the range of 1x10-6 to 1x10-5 M. From this 
research, both of ISFET and EGFET sensors can be used to detect pesticide with good responses 
and have potential to be developed as a portable device.  
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บทท่ี 1 
บทน ำ 

 
1.1   ควำมเป็นมำและควำมส ำคัญของงำนวิจัย 

 
ยาฆ่าแมลง เป็นสารประกอบสารเคมีที่สังเคราะห์ขึ้นมาเพ่ือก าจัดแมลง ซึ่งเป็นอันตรายต่อ

สิ่งมีชีวิต ไม่ว่าจะเป็นตระกูลแมลง ด้วง ผีเสื้อ ปลวก มด แมลงสาป ที่สามารถพบได้ตามอาคาร
บ้านเรือน รวมถึงสัตว์น้ า จ าพวกปลา และสัตว์อ่ืน รวมถึงมนุษย์ ยาฆ่าแมลงนั้นแม้ว่าจะสามารถสลาย
ไปตามกาลเวลา ตามกระบวนการเคมี ถึงอย่างนั้นแล้วมันก็ยังคงสะสมและเข้าไปท าลายระบบต่างๆ
ของร่างกายให้ท างานผิดปกติ ตั้งแต่ระบบทางเดินหายใจที่ขัดข้อง การอัก เสบของผิวหนัง การ
มองเห็นที่เสื่อมสภาพ ตลอดจนท้ายที่สุดอาจถึงแก่ชีวิต 

ยาฆ่าแมลง มีการใช้งานที่เพ่ิมมากขึ้นในเชิงอุตสาหกรรมการเกษตร เพ่ือเพ่ิมผลผลิตทาง
การเกษตร เพ่ิมปริมาณอาหารให้กับประชากรในขณะที่พ้ืนที่การเกษตรน้อยลงและความต้องการของ
ประชากรมีมากขึ้น จึงท าให้เกิดงานวิจัยต่างๆส าหรับการตรวจวัด ทดสอบคุณภาพของพืชผลทาง
การเกษตร และเพ่ือควบคุม ให้มีสารพิษ หรือยาฆ่าแมลงให้อยู่ในปริมาณที่เหมาะสม ไม่เป็นอันตราย
ต่อผู้บริโภค นักวิจัยจึงได้พัฒนาเซนเซอร์ เพ่ือตรวจวัดยาฆ่าแมลงอย่างต่อเนื่อง เพ่ือใช้ใน
ภาคอุตสาหกรรมรวมทั้งการใช้ในครัวเรือน 

ปัจจุบันมีวิธีการส าหรับทดสอบและวัดปริมาณยาฆ่าแมลงหลากหลายวิธี  ซึ่งส่วนใหญ่เป็น
การใช้กระบวนการเอนไซม์ร่วมท าปฏิกิริยากับคู่ซัปสเตรทเพ่ือตรวจวัด ยาฆ่าแมลงกลุ่มออร์กาโน
ฟอสเฟตและกลุ่มคาร์บาเมต โดยใช้ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นระหว่างเอนไซม์อะซีทิลโคลีนเอสเทอร์เรสกับ 
อะซิทิลโคลีนคลอไรด์ซัปสเตรท ซึ่งผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาจะท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของ
ค่าความเป็นกรดด่างหรือค่า พีเอช (pH) ในสารละลาย ดังนั้นทางผู้วิจัยจึงสนใจในการประยุกต์ใช้งาน
อีสเฟต (ISFET) หรือทรานซิสเตอร์สนามไฟฟ้า  ISFET (Ion-Sensitive Field Effect Transistor) 
เนื่องด้วยอีสเฟตมีคุณสมบัติสามารถวัดค่าความเป็นกรดด่างในสารละลายได้ โดยอ้างอิงจากไอออน
ไฮโดรเจนในสารละลาย และอุปกรณ์ชิ้นนี้ไม่จ าเป็นต้องใช้เครื่องมือวัดขนาดใหญ่ หรือผู้เชี่ยวชาญ
เฉพาะ จึงง่ายส าหรับการใช้งานและประยุกต์ใช้ในงานตรวจวัดยาฆ่าแมลง   

อีสเฟตหรือทรานซิสเตอร์สนามไฟฟ้า ถูกใช้เป็นตัววัดค่าความเป็นกรดด่าง ในสารละลาย อีส
เฟตเป็นเครื่องมือวัสดุสารกึ่งตัวน าซึ่งพัฒนามาจากเทคโนโลยีมอสเฟต (MOSFET; Metal Oxide 
Semiconductor Field Effect Transistor) [1]   โดยอีสเฟตประกอบไปด้วย ขาเกต (Gate) ขาเดรน 
(Drain) ขาซอส (Source) และมีส่วนที่ส าคัญคือส่วนพ้ืนที่ตอบสนอง (Sensing Membrane) หรือชั้น
ฉนวน (Gate Insulator)  ในกรณีที่เป็นวัสดุส าหรับตรวจวัดไฮโดรเจนในสารละลาย ชั้นฉนวนหรือ
พ้ืนที่ตอบสนอง จะเป็นวัสดุจ าพวกวัสดุออกไซด์ เช่น ซิลิคอนไนไตรด์ (Si3N4) อะลูมิเนียมออกไซด์ 
(Al2O3) และ แทนทาลัมเพนทอกไซด์ (Ta2O5) [2] โดยที่พ้ืนผิวเหล่านี้จะท าหน้าที่รับ และปล่อย
ไฮโดรเจนไอออน (Protonation/Deprotonation) ซึ่งจะท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงค่าแรงดันทาง
ไฟฟ้าที่พ้ืนผิวของของชั้นฉนวน โดยหลักการพื้นฐาน คือ เมื่อต่ออุปกรณอี์สเฟตร่วมกับข้ัวไฟฟ้าอ้างอิง 
เช่น ซิลเวอร์/ซิลเวอร์คลอไรด์ (Ag/AgCl) จากภายนอก จุ่มลงในสารละลายที่ต้องการตรวจวัด และ
เมื่อสารละลายที่ท าการตรวจวัดนั้นมีประจุทางไฟฟ้าอยู่  เช่น ไอออนไฮโดรเจน จะถูกเหนี่ยวน าให้มา
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อยู่บริเวณพ้ืนที่ตอบสนองหรือชั้นฉนวนนั้น และจะเหนี่ยวน าให้ไอออนพาหะที่อยู่ในอุปกรณ์อีสเฟตใน
ชั้นสารกึ่งตัวน า (Semiconductor)  ที่เป็นประจุตรงข้ามเคลื่อนที่เข้ามาที่ผิวรอยต่อระหว่างชั้นฉนวน
กับชั้นวัสดุสารกึ่งตัวน า ซึ่งสามารถเกิดเป็นเส้นทางการไหลของกระแสไฟฟ้าได้ ดังแสดงในรูปที่ 1.1 
จึงท าให้มีกระแสไฟฟ้าเคลื่อนที่ระหว่างขาเดรนและขาซอส ซึ่งกิจกรรมที่เกิดขึ้นบนพื้นผิวที่ชั้นฉนวนนี้ 
สามารถเรียกได้ว่าเป็นการเปิดปิดหรือเป็นสวิตซ์ของสัญญาณ  และการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นอุปกรณ์
จะรายงานผลเป็นค่าความต่างศักย์คร่อม ขาเกต และ ขาซอส (Vgs) [3] และ ความจ าเพาะต่อการ
ตรวจวัดของเซนเซอร์นั้น จะข้ึนอยู่กับการปรับปรุงพ้ืนผิว หรือชั้นที่อยู่ระหว่างสารละลาย    ไอออนิก 
(Ionic Solution/Electrolyte) กับชั้นฉนวน ดังนั้นการปรับปรุงอุปกรณ์อิสเฟตเพ่ือการประยุกต์ใช้
งานต่างๆนั้น จะสามารถปรับปรุงหรือเสริมชั้นส่วนตอบสนองเข้าไปที่บริเวณดังกล่าวได้ 

 

 
 
 

รูปที่ 1.1 แผนภาพแสดงโครงสร้างอีสเฟตและส่วนพื้นที่ตอบสนอง [4-6]  
 
ดังนั้นส าหรับการประยุกต์ใช้งานอุปกรณ์อีสเฟตเพ่ือการตรวจวัดยาฆ่าแมลงนั้นจะอาศัย

ปฏิกิริยาระหว่างเอนไซม์อะซีทิลโคลีนเอสเทอร์เรสและซัปสเตรทอะซีทิลโคลีนคลอไรด์ เมื่อเอนไซม์
และคู่ซัปสเตรทท าปฏิกิริยา จะได้ผลิตภัณฑ์เป็น โคลีน และ กรดอะซีติก ซึ่งส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลง
ค่าความเป็นกรดด่างของสารละลาย หรือการที่มีความเข้มข้นของไอออนไฮโดรเจน (H+) เพ่ิมขึ้น ดัง
รูปที่ 1.2    ซ่ึงจะส่งผลกับเซนเซอร์อีสเฟต และเมื่อยาฆ่าแมลงเข้าสู่ระบบ ยาฆ่าแมลงจะเข้าไปยับยั้ง
การท างานของเอนไซม์ ท าให้ไม่สามารถท าปฏิกิริยากับคู่ซัปสเตรทได้ส่งผลให้ไอออนไฮโดรเจนใน
ระบบลดลง ท าให้แรงดันทางไฟฟ้าที่พ้ืนผิวที่ชั้นฉนวนและกระแสไฟฟ้าในวงจรของอุปกรณ์เปลี่ยนไป 
จึงสามารถน าค่าสัญญาณที่เปลี่ยนแปลงนั้น ไปวิเคราะห์หาปริมาณของยาฆ่าแมลงได้  
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รูปที่ 1.2 แสดงการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซม์ และคู่ซัปสเตรท 

 
ส าหรับงานวิจัยนี้จะท าการศึกษาการตรวจวัดยาฆ่าแมลงคาร์บาริล ด้วยเซนเซอร์อีสเฟต   

โดยท าการตรึงเอนไซม์อะซีทิลโคลีนเอสเทอร์เรสด้วยวิธีการดูดซับทางกายภาพลงบนพ้ืนที่ตอบสนอง
ของอีสเฟตโดยอาศัยเจลอากาโรสเป็นชั้นกักเก็บเอนไซม์ โดยจะศึกษาถึงสัญญาณการตอบสนองของ
เซนเซอร์อีสเฟต ผลของความเข้มข้นเจลอากาโรส ความเข้มข้นของเอนไซม์และซัปสเตรทที่เหมาะสม
ต่อการใช้งานในการตรวจวัดยาฆ่าแมลง แนวทางในการเก็บรักษาเซนเซอร์เพ่ือการใช้งานในระยะยาว 
รวมถึงการศึกษาพัฒนาเบื้องต้นเกี่ยวกับการสร้างหัววัดอีสเฟตในรูปแบบที่สามารถใช้แล้วทิ้ง เพ่ือลด
ต้นทุนและเป็นประโยชน์ต่อการน าไปใช้งานจริงได้ 

 
1.2  วัตถุประสงค์ของงำนวิจยั 
 

1.2.1 เพ่ือศึกษาการใช้งานและลักษณะสัญญาณการตอบสนองของเซนเซอร์อีสเฟตในสารละลาย
1.2.2 เพ่ือประยุกต์ใช้งานเซนเซอร์อีสเฟตส าหรับการตรวจวัดยาฆ่าแมลงคาร์บาริล โดยอาศัยการ 

        ยับยั้งการท างานของเอนไซม์อะซีทิลโคลีนเอสเทอร์เรส 
 

1.3  สมมติฐำนงำนวิจัย 
 

เซนเซอร์อีสเฟตที่สามารถตรวจวัดค่าความเป็นกรดด่างของสารละลาย โดยมีชั้นของพ้ืนที่
ตอบสนอง (Sensing membrane) เป็นซิลิกอนไนไตรด์ (Si3N4) ที่มีความไวต่อการเปลี่ยนแปลงความ
เข้มข้นของไอออนไฮโดรเจนบนผิวหน้า จะสามารถประยุกต์ใช้ในการตรวจวัดยาฆ่าแมลงได้ โดยการ
เคลือบบนชั้นพ้ืนที่ตอบสนองด้วยเอนไซม์อะซีทิลโคลีนเอสเทอร์เรสในเจลอากาโรสที่สามารถ
เกิดปฏิกิริยากับคู่ซัปสเตรทและเกิดผลิตภัณฑ์เป็นไอออนไฮโดรเจน  ซึ่งปฏิกิริยาดังกล่าวสามารถถูก
ยับยั้งด้วยยาฆ่าแมลง (Enzyme Inhibition assay) ซึ่งส่งผลต่อการลดลงของไอออนไฮโดรเจนใน
สารละลาย ดังนั้นจึงสามารถประยุกต์ใช้เซนเซอร์อีสเฟตในการตรวจวัดยาฆ่าแมลงในสารละลายได้ 
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1.4  ขอบเขตของงำนวิจัย 
 

1.5.1 ศึกษาข้อมูลเกี่ยวกับระบบเซนเซอร์และอุปกรณ์โครงสร้างอีสเฟต 
1.5.2 ศึกษาผลทางไฟฟ้าของอุปกรณ์โครงสร้างอีสเฟต ทั้งก่อนและหลังการเคลือบพ้ืนผิวด้วย

เอนไซม์อะซีทิลโคลีนเอสเทอร์เรส 
1.5.3 ทดสอบการตรวจวัดยาฆ่าแมลงคาร์บาริลผ่านการยับยั้งการท างานของเอนไซม์อะซีทิล 
 โคลีนเอสเทอร์เรส เพ่ือหาค่าความไว ช่วงความเข้มข้น และความเข้มข้นต่ าสุดที่วัดได้

ด้วยเซนเซอร์อีสเฟต 
1.5.4 ทดสอบการตรวจวัดยาฆ่าแมลงคาร์บาริลในน้ าผัก (real sample) ด้วยเซนเซอร์      

อีสเฟต   
1.5.5 ศึกษาการเก็บรักษาเซนเซอร์อีสเฟตเบื้องต้นส าหรับการใช้งานเป็นระยะเวลานาน 
1.5.6 ตรวจสอบลักษณะของชั้นฟิล์มอากาโรสด้วยเทคนิคกล้องจุลทรรศน์แรงอะตอม 

(Atomic Force Microscope, AFM)  
1.5.7 สร้างหัววัดแบบส่วนต่อขยายขาเกตที่สามารถใช้แล้วทิ้งและทดสอบประสิทธิภาพ

เบื้องต้นในการตรวจวัดยาฆ่าแมลงคาร์บาริล 
 

1.5  ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับจำกงำนวิจัย 
  

1.6.1  สามารถใช้ความรู้จากงานวิจัยไปประยุกต์ใช้งานการตรวจวัดยาฆ่าแมลงในเชิง 
 อุตสาหกรรมการส่งออก และการใช้งานในครัวเรือน 
1.6.2  สามารถลดขั้นตอนการตรวจวัดยาฆ่าแมลงจากการตรวจวัดโดยวิธีปกติ  
1.6.3  สามารถน าวิธีการเตรียมเซนเซอร์ไปประยุกต์ใช้กับงานวิจัยทางไบโอเซนเซอร์ เพ่ือ 
 การตรวจวัดสารหรือชีวโมเลกุลอื่นๆ ได้ 
 

1.6  รำยละเอียดของงำนวิจัย 
 

ในวิทยานิพนธ์เล่มนี้ แบ่งเนื้อหาออกเป็น 5 บท โดยในแต่ละบทมีรายละเอียดดังนี้ 
บทที่ 1 บทน า กล่าวถึง ความเป็นมาและความส าคัญของงานวิจัย วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

สมมติฐานของงานวิจัย ขอบเขตของงานวิจัย รวมถึงประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับจากงานวิจัยและ
รายละเอียดของงานวิจัย 

บทที่ 2 ทฤษฎีและหลักการที่เกี่ยวข้องกับงานวิจัย โดยมีการกล่าวถึง ยาฆ่าแมลงและ
รายละเอียดยาฆ่าแมลงแต่ละชนิด กระบวนการใช้งานเอนไซม์และกระบวนการยับยั้งการท างานของ
เอนไซม์ด้วยยาฆ่าแมลง รวมถึงทฤษฎีอีสเฟต และส่วนต่อขยายขาเกต และการทบทวนวรรณกรรม 
เพ่ือศึกษาเซนเซอร์การใช้งานทั่วไป ปรับปรุง และพัฒนา รวมถึงการออกแบบงานวิจัยเซนเซอร์เพ่ือ
การตรวจวัดยาฆ่าแมลง  

บทที่ 3 ขั้นตอนการด าเนินงานวิจัย ประกอบด้วยกระบวนการเตรียมเซนเซอร์ในเงื่อนไขที่
เหมาะสมต่อการใช้งาน เพ่ือการตรวจวัดยาฆ่าแมลงคาร์บาริลทั้งในสารละลายฟอสเฟตและน้ าผักจริง
ด้วยเซนเซอร์อีสเฟต รวมถึงวิธีการสร้างหัววัดแบบส่วนต่อขยายขาเกตและวิธีทดสอบประสิทธิภาพ
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เบื้องต้นในการตรวจวัดยาฆ่าแมลงคาร์บาริลในสารละลายฟอสเฟต เพ่ือเป็นแนวทางในการพัฒนา
เซนเซอร์ให้มีราคาถูกลง สามารถใช้แล้วทิ้งได้ เหมาะกับการน าไปใช้ในการตรวจวัดสารตัวอย่างจริง 

บทที่ 4 ผลการทดลองและการวิเคราะห์ผลการทดลอง แสดงความเหมาะสมของเงื่อนไข
ต่างๆ ส าหรับการเตรียมเซนเซอร์อีสเฟตเพ่ือใช้ตรวจวัดยาฆ่าแมลงคาร์บาริล ซึ่งรวมถึง ความเข้มข้น
ของเจลอากาโรส ปริมาณเอนไซม์ ความเข้มข้นซัปสเตรท ช่วงความเข้มข้นของยาฆ่าแมลงคาร์บาริลที่
วัดได้ แนวทางวิธีการเก็บรักษาเซนเซอร์เพ่ือการใช้งานระยะยาว ลักษณะพ้ืนผิวของเจลอากาโรสที่ใช้
กักเก็บเอนไซม์ รวมถึงผลทดสอบประสิทธิภาพของหัววัดแบบส่วนต่อขยายขาเกตในการตรวจวัด
ความเข้มข้นของยาฆ่าแมลงคาร์บาริล  

บทที่ 5 บทสรุปของงานวิจัย 
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บทท่ี 2 

ทฤษฎีและหลักการท างาน 
 
2.1 ยาฆ่าแมลง 
 
 ยาฆ่าแมลง หรือสารก าจัดแมลง เป็นกลุ่มสารเคมีที่มีฤทธิ์ท าหน้าที่ในการฆ่า บรรเทาให้
น้อยลง หรือการไล่แมลงออกจากสถานที่ที่ต้องการให้ปลอดจากแมลงชนิดนั้นๆ การเลือกใช้ยาฆ่า
แมลงนั้นต้องค านึงให้เหมาะสมกับชนิดของแมลง ค านึงถึงผลกระทบ และสารตกค้างที่จะเกิดแก่ตัว
ผู้ใช้และสิ่งมีชีวิตอ่ืนๆ ยาฆ่าแมลงที่เห็นได้ทั่วไป คนส่วนใหญ่จะใช้ในครัวเรือน เพ่ือก าจัด มด ปลวก 
แมลงสาป หรือใช้ในการเกษตรกับแมลงศัตรูพืช  
 ตั้งแต่ปี พ.ศ.2549 มนุษย์ได้มีการเพ่ิมขึ้นจ านวนมากเป็นทวีคูณ ในขณะเดียวกันการท า
การเกษตร และพ้ืนที่ท าการเกษตรกลับเพ่ิมขึ้นเ พียงร้อยละ 10 ประกอบกับราคาผลผลิตทาง
การเกษตรถูกบีบให้มีราคาลดลงตามกลไกตลาด และผืนดินที่ท าการเกษตรนั้นก็เริ่มเสื่อมโทรมลง 
ดังนั้นในเชิงการเกษตรกรรมแล้ว เกษตรกรจึงมีการเร่งการผลิต รวมถึงการเพ่ิมเติมสารภายนอกเข้า
ไป เพ่ือให้ได้ผลผลิตเป็นจ านวนมากพอต่อการด ารงชีวิต จึงมีการใช้สารเคมี ปุ๋ย และยาฆ่าแมลง เพ่ือ
เพ่ิมปัจจัยที่ส่งผลต่อการเพ่ิมข้ึนของผลผลิตทางการเกษตร [7] 
 แต่อย่างไรก็ตามหากเกษตรกรไม่ได้ค านึงถึงผลกระทบต่อตนเอง ต่อสิ่งแวดล้อม รวมถึงผู้บริ
โภค ท าให้ยาฆ่าแมลงสังเคราะห์ถูกใช้อย่างแพร่หลาย ตั้งแต่ยุคเกษตรกรรมเชิ งอุตสาหากรรมใน
ศตวรรศที่ 50 มีการใช้งานของยาฆ่าแมลงเป็นวงกว้าง สารเคมี ยาฆ่าแมลงถูกกระจายออกไปใน
สิ่งแวดล้อม จนเป็นอันตรายต่อสิ่งมีชีวิตต่าง ๆ แม้สารเคมีบางตัวจะสามารถสลายไปได้ง่าย แต่บาง
ชนิดนั้นต้องใช้เวลานานกว่าจะสลายตัว ตัวอย่างเช่น สารดีดีที รวมถึงอนุพันธ์ล าดับที่สองของสาร 
เนื่องจากผลของการตกค้างของสารเคมีในสิ่งแวดล้อมที่เป็นอันตรายต่อสัตว์ป่า ท าให้เกิดงานวิจัย
เกี่ยวกับผลกระทบของยาฆ่าแมลงที่เพ่ิมขึ้นอย่างมากในเวลาสามสิบปีที่ผ่านมา [8] ผลการวิจัยเหล่านี้
ปรากฏออกมาเป็นที่แน่ชัดแล้วว่า การตกค้างของสารเคมีเกิดขึ้นเป็นวงกว้างและหลากหลาย ใน
ขณะเดียวกันความเข้าใจเรื่องผลกระทบของยาฆ่าแมลงต่อสุขภาพของมนุษย์และกลไกการท างาน
ของสารเคมีดังกล่าวก็ขยายเป็นวงกว้างไปอย่างรวดเร็ว  

ดังนั้นยาฆ่าแมลงจึงเป็นตัวการส าคัญที่สามารถก่อให้เกิดอันตรายต่อชีวิตมนุษย์ เพราะ
ผู้บริโภคจะไม่สามารถรู้ได้เลยว่ายาฆ่าแมลงนั้นจะมีการตกค้างและส่งผลกระทบต่อตัวเองในประมาณ
มากน้อยเพียงใด หรือในวิถีทางไหน ดังนั้นในปัจจุบันนี้จึงมีงานวิจัยและแนวทางปฏิบัติมากมายใน
การตรวจสอบ เพ่ือหายาฆ่าแมลงในพืชผัก ผลิตภัณฑ์ทางการเกษตร โดยหน่วยงานต่างๆ ได้ออกกฎ
และก าหนดค่ามาตรฐานของยาฆ่าแมลงขึ้นในประเทศไทยมีส านักงานมาตรฐานสินค้าเกษตรและ
อาหารแห่งชาติได้ประกาศใช้มาตรฐานของ CODEX Maximum Residue Limits (MRLs) หรือ
ปริมาณสารพิษตกค้างสูงสุดของยาฆ่าแมลงในอาหาร ซึ่ งก าหนดโดย Codex Alimentarius 
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Commission และมีการรองรับมาตรฐานจากองค์การอนามัยโลก (World Health Organization )    
โดยค่า MRLs ของยาฆ่าแมลงคาร์บาริลในผลิตภัณฑ์การเกษตรต่าง ๆ แสดงในตารางที่ 2.1  
  
ตารางท่ี 2.1 ตารางแสดงค่ามาตรฐาน MRLs ของยาฆ่าแมลงคาร์บาริลที่พบในผลิตภัณฑ์การเกษตร 

      ต่าง ๆ [9]  
 

รายการ ค่ามาตรฐาน (MRLs) 
[Mg/Kg] 

ลิ้นจี่ 1 
มะม่วง 1 
มะพร้าว 0.02 
ทุเรียน 1 
แตงโม 1 
เงาะ 1 

พริกแห้ง 2 
ข้าว 1 
มัน 0.2 
ไข่ 0.5 
นม 0.05 

ผัก (วงศ์ผักกาด) 5 
 
แต่อย่างไรก็ตาม ในปัจจุบันวิธีการมากมายส าหรับผู้บริโภคในการท าความสะอาดพืชผักทางการ
เกษตรก่อนที่จะรับประทาน เช่น การล้างน้ าสะอาดมาก ๆ การล้างทีละใบ การล้างผักในน้ าที่มี
ส่วนผสมของโซเดียมไบคาร์บอเนต (เบคกิ้งโซดา)  หรือ ด่างทับทิม หรือเกลือ หรือน้ าส้มสายชู ซึ่ง
เป็นวิธีที่สามารถล้างท าความสะอาดผักได้ [10] แต่ทั้งนี้การล้างด้วยวิธีดังกล่าวไม่อาจล้างให้สะอาด
ปลอดยาฆ่าแมลงหรือสารเคมีต่าง ๆ แต่ด้วยวิธีดังกล่าวก็ช่วยให้ผู้บริโภคเกิดความมั่นใจและมีความ
ปลอดภัยในการรับประทานอาหารมากขึ้น อย่างน้อยถ้าล้างด้วยน้ าธรรมดา ด้วยการแช่ผัก 10 นาที 
และล้างให้น้ าไหลผ่านเพียงครั้งเดียวก็สามารถ ล้างยาฆ่าแมลงออกไปได้กว่าร้อยละ 50 ดังตารางที่ 
2.2 
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ตารางท่ี 2.2 ร้อยละของการขจัดยาฆ่าแมลงตกค้างในผัก จ าแนกตามชนิดผักและวิธีการล้าง [10]  
 
Type of Pesticide Vegetables Washing method 

Pipe 
water 
(%) 

Sodium 
bicarbonate 

(%) 

Potassium 
permanganate 

(%) 

Vinegar 
(%) 

Organophosphate Chinese 
Broccoli 

49.7 71.9 47 7.7 

Bog choy 53.9 74.2 38.7 28.1 
Napa 

cabbage 
52.5 74.6 49.3 20.7 

Organochlorine Chinese 
Broccoli 

22.5 34.2 25.2 33.4 

Bog choy 24.9 41.1 20.7 21.6 
Napa 

cabbage 
34.8 48.2 46.5 7.0 

 
2.1.1 กลุ่มยาฆ่าแมลง 
 

 ยาฆ่าแมลงที่มีการใช้งานกันนั้น สามารถแบ่งออกเป็น 4 กลุ่มดังนี้ [11] 
 

2.1.1.1 กลุ่มออร์กาโนฟอสเฟต (OP, Organophosphate) 
        กลุ่มออร์กาโนฟอสเฟต ซึ่งเป็นกลุ่มที่มีฟอสฟอรัสเป็นองค์ประกอบ โดยสารเคมีในกลุ่มนี้ที่
รู้จักกันคือ มาลาไธออน (Malathion), ไดอาซินอน (Diazinon), เฟนนิโตรไธออน (Fenitrothion), พิ
ริมิฟอสเมธิล (Pirimiphos methyl), และไดคลอวอส (Dichlorvos หรือ DDVP) เป็นต้น สารเคมีใน
กลุ่มนี้จะมีพิษรุนแรงมากกว่ากลุ่มอ่ืน โดยเป็นพิษท้ังกับแมลงและสัตว์อ่ืนๆ ทุกชนิด แต่สารในกลุ่มนี้
จะย่อยสลายได้เร็ว 

2.1.1.2 กลุ่มคาร์บาเมต (Car, Carbarmate) 
กลุ่มคาร์บาเมต ซึ่งมีคาร์บาริลเป็นองค์ประกอบส าคัญ โดยสารเคมีก าจัดแมลงที่รู้จักและใช้

กันมาก คือ คาร์บาริล (Carbaryl ที่มีชื่อการค้า Savin), คาร์โบฟุแรน (Carbofuran), โพรพ็อกเซอร์ 
(Propoxur), เบนไดโอคาร์บ (Bendiocarb) สารเคมีในกลุ่มคาร์บาเมตจะมีความเป็นพิษต่อสัตว์เลี้ยง
ลูกด้วยนมน้อยกว่าพวกออร์กาโนฟอสเฟต 

2.1.1.3 กลุ่มออร์กาโนคลอรีน (OC, Organochlorine) 
กลุ่มออร์กาโนคลอรีน ซึ่งเป็นกลุ่มของสารเคมีที่มีคลอรีนเป็นองค์ประกอบ สารเคมีก าจัด

แมลงในกลุ่มนี้ที่นิยมใช้กันมาก คือ ดีดีที (DDT), ดีลดริน (Dieldrin), ออลดริน (Aldrin), ท็อกซาฟีน 
(Toxaphene), คลอเดน  (Chlordane), ลิ น เดน  (Lindane), เ อนดริ น  (Endrin), เ ฮปตาครอ 
(Heptachlor) เป็นต้น สารเคมีในกลุ่มนี้ส่วนใหญ่เป็นสารเคมีที่เป็นพิษต่อแมลงทุกชนิด และค่อนข้าง
จะสลายตัวช้า ท าให้พบตกค้างในห่วงโซ่อาหารและสิ่งแวดล้อมได้นาน บางชนิดอาจตกค้างได้นาน
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หลายสิบปี ปัจจุบันประเทศส่วนใหญ่ทั่วโลกจะไม่อนุญาตให้ใช้สารเคมีในกลุ่มนี้ หรือไม่ก็มีการควบคุม
การใช้ ไม่อนุญาตให้ใช้อย่างเสรี เพราะผลกระทบด้านสุขภาพและสิ่งแวดล้อม 

2.1.1.4 กลุ่มไพเรทรอยด์ (Pyr, Pyrethoird) 
 กลุ่มสารสังเคราะห์ไพเรทรอยด์ เป็นสารเคมีกลุ่มที่สังเคราะห์ขึ้นโดยมีความสัมพันธ์ตาม

โครงสร้างของไพรีทริน ซึ่งเป็นสารธรรมชาติที่สกัดได้จากพืชไพรีทรัม สารเคมีในกลุ่มนี้มีความเป็นพิษ
ต่อแมลงสูง แต่มีความเป็นพิษต่อสัตว์เลือดอุ่นต่ า อย่างไรก็ตาม สารเคมีกลุ่มนี้มีราคาแพงจึงไม่ค่อย
เป็นที่นิยมใช้ สารเคมีก าจัดแมลงในกลุ่มนี้ ได้แก่ เดลตาเมธริน (deltamethrin), เพอร์เมธริน 
(permethrin), เรสเมธริน (resmethrin), และไบโอเรสเมธริน (bioresmethrin) เป็นต้น 

 
ซ่ึงยาฆ่าแมลงแต่ละกลุ่มจะออกฤทธิ์ หรือมีผลต่อระบบร่างกายของสิ่งมีชีวิตที่แตกต่างกัน

ออกไป ทั้งนี้เมื่อมนุษย์สัมผัส สูดดม หรือบริโภคเข้าไปจะเป็นอันตราย เช่น เกิดอาการวิงเวียนศีรษะ 
ท้องเสีย คุณภาพการมองเห็นลดลง ระบบทางเดินหายใจผิดปกติ และท้ายที่สุดสามารถส่งผลกระทบ
ถึงชีวิตได้ 
 

2.1.2    ชนิดยาฆ่าแมลงท่ีใช้ในการศึกษา 
 
ส าหรับงานวิจัยนี้ได้ศึกษาการใช้เซนเซอร์อีสเฟตเพ่ือการตรวจวัดยาฆ่าแมลง โดยยาฆ่าแมลง

ที่ท าการตรวจวัดคือ คาร์บาริล ซึ่งอยู่ในกลุ่มของคาร์บาเมต เพ่ือเป็นตัวอย่างในการพัฒนาอุปกรณ์
ส าหรับตรวจวัดยาฆ่าแมลงตัวอ่ืนต่อไป 

 
2.1.2.1 คาร์บาริล (CarbarylPesticide) 
ยาฆ่าแมลงคาร์บาริล เป็นยาฆ่าแมลงในกลุ่ม คาร์บาเมต ที่มีการน าเข้ามาในประเทศไทย

สูงสุดเป็นอันดับที่ 3 รองจากยาฆ่าแมลงคลอโนไพรีฟอส (Chloropyrifos) กลุ่มออร์กาโนฟอสเฟต 
และไซเปอร์เมทิล (Cypermethrin) กลุ่มไพเรทรอยด์ โดยข้อมูลสถิติการน าเข้ายาฆ๋าแมลง ของ ส านัก
ควบคุมพืชและวัสดุการเกษตร กรมวิชาการเกษตร (2558) 

คาร์บาริล เป็นกลุ่มยาฆ่าแมลงที่มีการใช้กันในอุตสาหากรรมเกษตร ซึ่งมีโครงสร้างแสดงดัง
รูปที่ 2.1    โดยมีคุณสมบัติเป็นสารที่ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ในชั่วขณะ โดยที่เอนไซม์กลับมาใช้
งานได้ใหม่อีกครั้ง หรือเรียกว่า  Reversible Inhibitor คือ เมื่อยาฆ่าแมลงแสดงสมบัติเป็นตัว
ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ เข้าไปยับยั้งการท างานของเอนไซม์ แต่สามารถหลุดออกจากต าแหน่งที่
เข้าไปท าพันธะกับเอนไซม์ได้ ท าให้เอนไซม์กลับมาใช้งานได้อีกครั้ง แต่ถึงอย่างไรจ าเป็นต้องใช้เวลา 
และอาศัยเทคนิคการล้างยาฆ่าแมลงออก เช่นในกรณีการศึกษาของ Michael Eddleston และคณะ 
ได้ท าการศึกษาการใช้สารกลุ่ม nucleophile โดยใช้ สาร Oximes เพ่ือให้พันธะระหว่างเอนไซม์กับ
ยาฆ่าแมลงหลุดออกจากกัน ซึ่งท าให้เอนไซม์สามารถกลับมาใช้งานได้อีก แต่ทั้งนี้ ต้องใช้เวลานาน 
มากกว่า1 ชั่วโมง และอาจถึง 1 วัน [12]  
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รูปที่ 2.1 ยาฆ่าแมลงคาร์บาริล 

 
 
2.1.2.2 คุณสมบัติของคาร์บาริล 
ยาฆ่าแมลงคาร์บาริลมีความเสถียร เมื่ออยู่ในสารละลายบัฟเฟอร์ พีเอช 5 เมื่อละลายอยู่ใน

บัฟเฟอร์พีเอช 7 ครึ่งชีวิตของตัวยาอยู่ท่ี 12 วัน และเม่ืออยู่ในบัฟเฟอร์พีเอช 9 จะมีครึ่งชีวิตอยู่ที่ 3.2 
ชั่วโมง ในสภาวะอุณหภูมิห้อง (25°C) [13-14] หากโดนแสง เป็นเวลา 12 ชั่วโมงต่อวันแล้ว จะมีครึ่ง
ชีวิตอยู่ที่ 12 วัน [15] 

 
 ความสามารถในการละลาย ยาฆ่าแมลงสามารถละลายในตัวท าละลายได้ดังนี้ [16] 

1. น้ า (25 องศาเซลเซียส)   113 มิลลิกรัม/ลิตร  
2. ไดคลอโรมีเทน (Dichloromethane)  24.26 กรัม/100 มิลลิลิตร 
3. เฮกเซน (Hexane)    0.214 กรัม/ 100 มิลลิลิตร 
4. เมทานอล (Methanol)   7.96 กรัม/ 100 มิลลิลิตร 

 
คาร์บาริลถูกใช้ในการก าจัดแมลงศัตรูพืช ผีเสื้อ ด้วง แมลงสาป มด เห็บ และยุงชนิดต่าง  ๆ 

ซึ่งผลิตภัณฑ์ก าจัดแมลงของคาร์บาริลนั้น อยู่ในรูปแบบต่าง ๆ ทั้งฝุ่น ละออง ผง สารละลายเหนียว 
รวมถึงชนิดเม็ด เพ่ือการใช้งาน ส่วนในการเกษตรนั้นมีการใช้งานกับพืชผัก ผลไม้ รวมถึงใช้งานทั่วไป 
ทั้งสนามหญ้า แปลง สวน รวมถึงตามอาคารบ้านเรือนต่าง ๆ แต่การใช้งานยาฆ่าแมลงนั้น ย่อมมี
ผลกระทบต่อสัตว์ รวมถึงสิ่งมีชีวิต ๆ ที่ไม่ควรถูกก าจัด 
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2.2 เอนไซม์ (Enzyme) 
 

เอนไซม์ เป็นสารกลุ่มส าคัญ ซึ่งถูกใช้เพ่ือเป็นประโยชน์ต่องานวิจัยและพัฒนางานวิจัยทาง
ชีวเคมี ตั้งแต่ทศวรรษท่ี 1940 เป็นต้นมา เอนไซม์ถูกจัดให้เป็นพื้นฐานการเรียนรู้ส าหรับสาขาวิชาเคมี
คลินิค ซึ่งในไม่กี่ทศวรรษที่ผ่านมาเอนไซม์ได้ถูกใช้ในการวินิจฉัยโรค และใช้ในงานมากมาย ซึ่งมีอยู่
หลากหลายวิธีการที่ได้รับการรับรองและถูกตีพิมพ์ในวารสารวิชาการต่าง ๆ [17] 

เอนไซม์ เป็นสารโปรตีน (Protein) ซึ่งสามารถพบได้ทั่วไปในสิ่งมีชีวิต ทั้งในพืช สัตว์ และ
จุลินทรีย์ต่าง ๆ  ซึ่งท าหน้าที่เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาชีวเคมีที่เกิดขึ้นในเซลล์ ท าให้การท างานของระบบ
ต่าง ๆ ในสิ่งมีชีวิต เนื้อเยื่อ ของเหลวและอวัยวะต่าง ๆ ท างานได้อย่างปกติ เอนไซม์นั้นจะคอยย่อย
สลายสารชีวโมเลกุลต่าง ๆ จากขนาดใหญ่และให้มีขนาดเล็กลง ท าให้เซลล์ต่าง ๆ ของร่างการ
สามารถน าไปใช้ได้ง่าย หากร่างกายขาดเอนไซม์หรือปริมาณเอนไซม์ลดลงแล้ว จะท าให้การท างาน
ของระบบอวัยวะต่าง ๆ ภายในร่างกายเกิดอาการผิดปกติ  

โดยทั่วไปผู้คนส่วนใหญ่จะรู้จักเอนไซม์เพียงกลุ่มเอนไซม์ทีเ่กี่ยวข้องกับระบบย่อยอาหาร เช่น  
เอนไซม์   อะไมเลส (Amylase) ที่ย่อยโมเลกุลของสตาร์ช (Starch) ให้เป็นน้ าตาล เอนไซม์โปรติเอส 
(Protease) ย่อยโปรตีน (Protein) ให้เป็นกรดอะมิโน (Amino acid) เป็นต้น 
 

2.2.1  หลักการท างานของเอนไซม์ (Enzyme Mechanism) 
 
 เอนไซม์ เป็นสารโปรตีนอย่างหนึ่งที่ท าหน้าที่เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาชีวเคมี หรือเรียกได้ว่า ตัวคะ
ตะลิสต์ (Catalyst) จะท าให้ปฏิกิริยาเกิดเร็วขึ้น และเมื่อปฏิกิริยาเสร็จสิ้น สารนั้นก็จะยังคงคุณสมบัติ
เดิมอยู่และใช้ได้ต่อไป แต่ส าหรับเอนไซม์นั้นจะมีความจ าเพาะต่อการท าปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น โดยมี
คุณสมบัติจ าเพาะดังนี้ 
 

1. เอนไซม์สามารถ เร่งปฏิกิริยายาเพียง 1 ปฏิกิริยาเท่านั้น (Absolute specificity) 
2. เอนไซม์สามารถเข้าท าปฏิกิริยากับสาร หรือโมเลกุลที่มีกลุ่มฟังก์ชันนั้น ๆ เช่น 

กลุ่มอะมิโน กลุ่มฟอสเฟต และกลุ่มเมทิล (Group specificity) 
3. เอนไซม์จะเข้าท าปฏิกิริยากับพันธะเคมี ณ ต าแหน่งใดต าแหน่งหนึ่ง โดยจะไม่เข้า

ท าปฏิกิริยากับส่วนที่เหลือของโมเลกุล (Linkage specificity) 
4. เอนไซม์จะเข้าท าปฏิกิริยาบนต าแหน่งเฉพาะ หรือส่วนที่เป็นออปติคอลไอโซเมอร์ 

(Stereochemical specificity) 
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รูปที่ 2.2 ภาพแสดงการท างานของเอนไซม์ [18] 
 

จากรูปที่ 2.2 รูปแสดงหลักการท างานของเอนไซม์ แบบแม่กุญแจและลูกกุญแจ หรือ lock 
and Key จะแสดงให้เห็นถึงการท างาน ตามคุณสมบัติจ าเพาะของเอนไซม์ ซึ่งสามารถบอกได้ว่า สาร
ชีวโมเลกุลใด ไม่ใช่คู่เอนไซม์นั้น ๆ ก็จะไม่สามารถท าปฏิกิริยาได้ เรียกตัวนั้นว่า ซัปสเตรท 
(Substrate)  

จากข้อมูลข้างต้น เอนไซม์ ท าหน้าที่ในลักษณะตัวเร่งปฏิกิริยา หรือตัวคะตะลิสต์ ซึ่งหน้าที่นี้
คือ การที่เอนไซม์ เข้าไปลดการใช้พลังงานก่อกัมมันต์ของปฏิกิริยาให้ต่ าลง จึงท าให้โมเลกุลที่มี
พลังงานสูงกว่า หรือเท่ากับพลังงานก่อกัมมันต์มีมากข้ึน ปฏิกิริยาเคมีจึงเกิดได้เร็วขึน้ แต่จะไม่ท าให้
พลังงานของปฏิกิริยาเปลี่ยนแปลงไป สามารถดูได้ จากรูปที่ 2.3  
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
รูปที่ 2.3 แสดงการใช้พลังงานของตัวเร่งปฏิกิริยา [19] 
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2.2.2  เอนไซม์แอคทิวิตี้ (Enzyme Activity) [20]  
 
 การทดลองหรือการวิจัยต่าง ๆ ที่มีการใช้งานเอนไซม์นั้น จะไม่สามารถหาความเข้มข้น
เอนไซม์ที่แท้จริงได้  ซึ่งก็ไม่สามารถบอกถึงความเข้มข้นเป็นโมลาร์ หรือความเข้มข้นอ่ืน ๆ ได้ ดังนั้น
การใช้งานเอนไซม์จะต้องค านวณจากค่าเอนไซม์แอคทิวิตี้ (Enzyme Activity) ซึ่งมีหน่วยมาตรฐาน 
เรียกว่า ยูนิต (Unit, U)  ดังนั้นค่าแอคทิวิตี้ เป็นค่าที่บ่งบอกถึง ปริมาณ (µmole or µg) ของซัปสเตรท
ที่เปลี่ยนแปลงไป โดยปฏิกิริยาเฉพาะของเอ็นไซม์จ านวนหนึ่งภายในหนึ่งหน่วยเวลา (min or sec) 
เช่น 1 Unit คือ 1 µg substrate/min 
 1 หนว่ยสากล (International unit, I.U.) ปริมาณเอนไซม์ที่สามารถเปลี่ยนให้ซัปสเตรท 1 
ไมโครโมล ไปเป็นผลิตผลในเวลา 1 นาท ีที่ 25 องศาเซลเซียส หรือ 1 หนว่ยคาทาล (katal) ปริมาณ
เอนไซม์ที่สามารถเร่งให้ซัปสเตรท 1 โมล เปลี่ยนเป็นผลิตผล 1 โมล ในเวลา 1 วินาที 
 ซึ่งความบริสุทธิ์ของเอนไซม์สามารถบอกได้จากค่าเอนไซม์แอคทิวิตี้ คือ หน่วยยูนิต ต่อ 
มิลลิกรัมโปรตีน (Unit/mg Protein) ยิ่งมีค่าสูง เอนไซม์ย่อมมีความบริสุทธิ์มาก  
 

2.2.3  เอนไซม์อะซีทิลโคลีนเอสเทอร์เรส (Acetylcholinesterase; AChE) 
  

เอนไซม์อะซีทิลโคลีนเอสเทอร์เรส เป็นเอนไซม์ที่สามารถพบได้ในธรรมชาติ คือ สามารถพบ
ได้ในส่วนระบบประสาทของสิ่งมีชีวิตจ าพวกสัตว์ โดยเฉพาะมนุษย์ ที่คอยรักษากระบวนการโซเดียม
โพแทซเซียมในระบบประสาท [21] ที่คอยให้การสนับสนุนในเรื่องการส่งสัญญาณข้อมูลต่าง ๆ ใน
ระบบประสาทในสมอง 

เอนไซม์ชนิดนี้เป็นเอนไซม์ที่ส าคัญต่องานวิจัยพัฒนาเพ่ือการตรวจวัดยาฆ่าแมลง ในกลุ่มออร์
กาโนฟอสเฟต และกลุ่มคาร์บาเมต เพราะกลุ่มยาฆ่าแมลงเหล่านี้สามารถยับยั้งการท างานของ
เอนไซม์ได้ โดยที่จะสามารถเข้าไปจับที่ส่วนจับจ าเพาะของเอนไซม์ ท าให้เอนไซม์ ไม่สามารถเข้าท า
ปฏิกิริยากับคู่สารซัปสเตรทของเอนไซม์ ประสิทธิภาพการท างานของเอนไซม์จึงลดลง เมื่อยาฆ่าแมลง
เหล่านี้เข้าสู่ร่างกายก็จะท าให้เอนไซม์ชนิดนี้ไม่สามารถท างานได้จนกระทั่งเกิดผลเสียต่อสุขภาพต่อไป 

 
2.2.3.1 ปฏิกิริยาเอนไซม์อะซีทิลโคลีนเอสเทอร์เรส กับ คู่ซัปสเตรท อะซีทิลโคลีน 

คลอไรด์ 
เอนไซม์แต่ละชนิดนั้นจะมีสารที่เข้าคู่ท าปฏิกิริยากันได้ เหมือนกุญแจและแม่กุญแจ ส าหรับ

เอนไซม์อะซีทิลโคลีนเอสเทอร์เรสนี้จะมีคู่ซัปสเตรทคือ สารอะซีทิลโคลีน โดยงานวิจัยชิ้นนี้จะใช้
สารอะซีทิลโคลีน คลอไรด์ (Acetylthiocholine choride, AChCl) โดยที่เอนไซม์มีขนาด 45 Å : 60 
Å  : 65 Å โดยมีลักษณะเอนไซม์ดังรูปที่ 2.4 
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รูปที่ 2.4 รูป 3 มิติแสดงโครงสร้างของเอนไซม์อะซีทิลโคลีนเอสเทอร์เรส และส่วนของแอคทีพไซต์
[22] 

เมื่อสารซัปสเตรท เข้ามาในบริเวณและต าแหน่งของช่องจับจ าเพาะ หรือ ส่วนแอคทีพไซต์
นั้น จากรูปที่ 2.5 แสดงให้เห็นลักษณะการเข้าจับท าปฏิกิริยาระหว่างเอนไซม์และซัปสเตรท ส าหรับ
ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นนั้นจะเรียกว่า ไฮโดรไลซีส (Hydrolysis) โดยที่เอนไซม์ชนิดนี้จะมีส่วนจับจ าเพาะอยู่ 
2 ส่วนหลัก คือ ส่วน เอสเทอร์ริค  (Esteric Site) และ ส่วนแอนไอออนิค (Anionic Site) โดยที่
ต าแหน่ง serine ที่อยู่ในส่วนเอสเทอริคนั้น จะมีออกซิเจนที่จะดึงดูดและเข้าจับส่วนคาร์บอนที่ 
ต าแหน่งอะซีทิลของสารละลายซัปสเตรท ท าให้ออกซิเจนที่จับพันธะเดี่ยวกับคาร์บอนฝั่งอะซีทิลนั้น
หลุดออกจากกัน โดยที่ออกซิเจนไปจับกับไฮโดรเจน ด้วยแรงทางไฟฟ้า ส่วนแอนไอออนิค ซึ่งสุดท้าย
แล้ว จะได้ผลิตภัณฑ์หลังท าปฏิกิริยาเป็น กรดอะซีติค (Acetic Acid) และ สารโคลีน (Choline) จาก
รูปที่ 2.6 ดังนั้นเมื่อเอนไซม์ท าปฏิกิริยากับคู่สารซัปสเตรท และได้ผลิตภัณฑ์ ท าให้สารละลายนั้นมีค่า
ความเป็นกรดมากขึ้น จากปฏิกิริยาดังกล่าว จากรูปที่ XXX แสดงถึงกลไกการท าปฏิกิริยาระหว่าง
เอนไซม์และคู่สารซัปสเตรทโดยละเอียดขึ้น ซึ่งจะกล่าวถึงต าแหน่ง ในเอนไซม์ ซึ่งประกอบด้วย  
Serine-203 Histidine-440 Glutamate-327 
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รูปที่ 2.5 แผนภาพแสดงการท าปฏิกิริยาและผลิตภัณฑ์ระหว่างเอนไซม์อะซีทิลโคลีนเอสเทอร์เรสกับ
สารละลายซัปสเตรทอะซีทิลโคลีนคลอไรด์ ในต าแหน่งแอคทีพไซต์ [23] 

 

 
รูปที ่2.6 กลไกแสดงการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซม์อะซีทิลโคลีนเอสเทอร์เรสกับคูส่ารซัปสเตรท 

อะซีทิลโคลีนคลอไรด์ [21] 
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2.2.3.2 การยับยังการท างานของเอนไซม์อะซีทิลโคลีนเอสเทอร์เรส โดยยาฆ่าแมลง 
ยาฆ่าแมลงที่มีการใช้งานปัจจุบันมีหลายกลุ่มด้วยกัน โดยกลุ่มยาฆ่าแมลงที่ส าคัญต่อ คือ 

กลุ่มออร์กาโนฟอตเฟต และกลุ่มคาร์บาเมต โดยมีโครงสร้างและองค์ประกอบดังแสดงในรูปที่ 2.7 
เพราะยาฆ่าแมลงทั้งสองกลุ่มนี้มีการใช้งานที่แพร่หลายในปัจจุบัน และสามารถยับยั้งการท างานของ
เอนไซม์อะซีทิลโคลีนเอสเทอร์เรส ดังนั้นเมื่อยาฆ่าแมลงกลุ่มนี้เข้าสู่ร่างกายระบบประสาทและการ
ท างานของสมองมนุษย์จะมีการเสื่อมประสิทธิภาพลง โดยการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ทั้ งสอง
กลุ่มยาฆ่าแมลง ดังแสดงในรูปที่ 2.8 กลุ่มออร์กาโนฟอสเฟตนั้น จะมีกลุ่มฟอสฟอรัสที่เป็นตัวส าคัญ 
โดยในต าแหน่งฟอสฟอรัสนั้นจะเข้าเกาะอย่างถาวรกับต าแหน่ง แอคทีพไซต์ เซอร์รีน (Serine) ของ
เอนไซม์ ท าให้เอนไซม์ไม่สามารถใช้งานได้อีก จึงเป็นยาฆ่าแมลงกลุ่มที่เอนไซม์ไม่สามารถกลับมาใช้
ใหม่ได้ (Irreversible Enzyme Inhibitor) แต่ส าหรับยาฆ่าแมลงกลุ่มคาร์บาเมตนั้น เมื่อยาฆ่าแมลง
กลุ่มนี้จับกับเอนไซม์แล้ว โดยคาร์บอนในโครงสร้าง      เอสเทอร์ของยาฆ่าแมลงนั้น จะเข้าเกาะสร้าง
พันธะกับออกซิเจนในต าแหน่ง เซอร์รีน ที่แอคทีพไซต์ของเอนไซม์ เอนไซม์สามารถปล่อยพันธะ
เหล่านั้นออกได้และเอนไซม์สามารถกลับมาใช้ได้อีกครั้ง (Reversible Enzyme Inhibitor) 

 
(a)                                                               (b) 

 
รูปที่ 2.7 ลักษณะองค์ประกอบของยาฆ่าแมลง (a) กลุ่มออร์กาโนฟอสเฟต และ (b) คาร์บาเมต 
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(a)                                                         (b) 

รูปที่ 2.8 แผนภาพเอนไซม์ที่ถูกกลุ่มยาฆ่าแมลงเข้าจับที่ต าแหน่งของแอคทีพไซต์ (a) โดยกลุ่มยาฆ่า 
     แมลงออร์กาโนฟอสเฟต (b) และกลุ่มคาร์บาเมต [24] 

 
ส าหรับกระบวนการตรวจวัดยาฆ่าแมลง ด้วยการใช้ เอนไซม์ โคลีนเอสเทอร์ เรส 

(Colinesterase-based biosensor) เป็นเทคนิคหลักที่มีการใช้งานกันในระบบเอนไซม์ เพราะ
เอนไซม์นี้มียาฆ่าแมลง กลุ่ม ออร์กาโนฟอสเฟต และ คาร์บาเมต เป็นตัวยับยั้งการท างานของเอนไซม์
เป็นหลัก และ ทั้งสองกลุ่มนี้ก็มีการใช้งานกันมากในเชิงเกษตรอุตสาหกรรม โดยทั่วไปแล้วจะมีกลุ่ม
โคลีนเอสเทอเรสที่ส าคัญ คือ อะซีทิลโคลีนเอสเทอร์เรส (Acetylcholinesterase; AChE) และ บิว
ทิริวโคลีนเอสเทอร์เรส (Butyrylcholinesterase; BChE) โดยมีสมการการเกิดปฏิกิริยาระหว่าง
เอนไซม์และคู่ซัปสเตรทดังนี้  

 

 𝐴𝑐𝑒𝑡𝑦𝑙𝑐ℎ𝑜𝑙𝑖𝑛𝑒 + 𝐻2𝑂     
       𝐴𝐶ℎ𝐸      
→           𝐶ℎ𝑜𝑙𝑖𝑛𝑒 + 𝐴𝑐𝑒𝑡𝑖𝑐 𝑎𝑐𝑖𝑑               (2.1)  

                  

𝐵𝑢𝑡𝑦𝑟𝑦𝑙𝑐ℎ𝑜𝑙𝑖𝑛𝑒 + 𝐻2𝑂        
       𝐵𝐶ℎ𝐸      
→           𝐶ℎ𝑜𝑙𝑖𝑛𝑒 + 𝐵𝑢𝑡𝑦𝑟𝑖𝑐 𝑎𝑐𝑖𝑑          (2.2)          
                        

จากสมการที่ 2.1 และ 2.2 แสดงให้เห็นว่าจะเกิดความแปรปรวนของค่า กรด-ด่าง (pH) ใน
สารละลายดังกล่าว ซึ่งเกิดจากผลิตภัณฑ์ของปฏิกิริยา คือ สารที่มีความเป็นกรด จากตรงนี้สามารถใช้
เทคนิคของ Potentiometric [25] มาทดสอบได้ หรือ การใช้งานอุปกรณ์ทดสอบค่าความเป็นกรด
เบสของสารละลาย เช่น  กระดาษทดสอบค่ า พี เอส  (pH-sensitive spectrophotometric 
indicators) [26-27]  การทดสอบค่าพีเอชด้วยเทคนิคฉายแสงฟลูออเรสเซนส์ (pH sensitive 
fluorescence indicators) [28] นอกจากที่จะใช้เอนไซม์เพียงชนิดเดียวที่ช่วยเร่งปฏิกิริยาแล้ว ยัง
สามารถประยุกต์ใช้งานเอนไซม์ร่วม เพ่ือให้ได้ผลที่มีประสิทธิภาพมากขึ้น โดยทั่วไปจะมีการใช้งาน 
เอนไซม์โคลีนออกซิเดส (Choline oxidase; ChOD) [29] เพ่ือท าให้สารโคลีนที่เกิดขึ้นในปฏิกิริยา 
เกิดการแตกตัวเพ่ิมขึ้น เอนไซม์โคลีนออกซิเดสดังกล่าวนี้ จะเป็นตัวช่วยสร้างไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 
(H2O2) จากโคลีน ซึ่งสามารถเกิดการออกซิไดซ์ (Oxidize) บนขั้วแพลททินัม (+ 0.7 V vs Ag/AgCl) 
ท าให้ได้การเปลี่ยนแปลงของค่า ออกซิเจนในระบบ ท าให้สามารถใช้ขั้วเซนเซอร์ส าหรับตรวจวัด
ออกซิเจนมาทดสอบได้ 
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2.3 เซนเซอร์และไบโอเซนเซอร์ (Sensor and Biosensor) 
 

เซนเซอร์เป็นอุปกรณ์ท่ีสามารถใช้ในการตรวจวัดหรือตรวจจับ การเปลี่ยนแปลงทางกายภาพ
และทางเคมี เช่น มวล แสง แรงดัน อุณหภูมิ และอ่ืน ๆ รวมถึงการช่วยวิเคราะห์ข้อมูลได้อย่าง
ทันท่วงที หรือกล่าวคือ ตามเวลาจริงที่เกิดข้ึน ซึ่งเซนเซอร์ที่สามารถเห็นได้ทั่วไป ยกตัวอย่างเช่น 
เซนเซอร์ตรวจวัดอุณหภูมิร่างกาย เซนเซอร์ตรวจจับการเคลื่อนไหว เซนเซอร์ประตูอัตโนมัติ อุปกรณ์
ตรวจวัดความชื้นในอากาศ อุปกรณ์วัดความเร็วลม อุปกรณ์วัดการน าไฟฟ้า และอ่ืน ๆ อีกมากมาย 
ดังนั้นจะเห็นได้ว่าเซนเซอร์หรืออุปกรณ์ตรวจจับนั้นมีอยู่ทุกที่ และพบเห็นได้ในชีวิตประจ าวัน  มือ ก็
เปรียบได้กับเซนเซอร์ตรวจวัดทางกายภาพด้วยการสัมผัส รับรู้ถึงรูปทรง ลักษณะของสสาร  ตา ก็
เปรียบเสมือนเซนเซอร์แสง การรับภาพ ท าให้ประมวลลักษณะความเข้มแสง สี ต่าง ๆ หรือ ลิ้น ก็เป็น
อีกหนึ่งตัวอย่างที่เป็นเซนเซอร์ตรวจจับรสชาติอาหาร และเครื่องดื่ม มีเอนไซม์ภายในปาก มีปุ่มรับ
สัมผัสถึงความแตกต่างของรสชาติ และอีกหนึ่งสิ่งคือ จมูก สามารถเปรียบได้กับเซนเซอร์ตรวจวัดแก๊ส 
ที่สามารถระบุได้ว่าแต่ละกลิ่นนั้นเป็นกลิ่นอะไร  
 ในปัจจุบันได้มีการออกแบบเซนเซอร์มามากมายเพ่ืออ านวยความสะดวกแก่มนุษย์ และเพ่ือ
ใช้งานให้เกิดประโยชน์ในยุคของเทคโนโลยี ดังนั้นเซนเซอร์ที่ได้ถูกประดิษฐ์และคิดค้นขึ้นมานั้น อนึ่ง
คือการจ าลองประสาทสัมผัสทั้งห้าของมนุษย์  เพ่ือเป็นการใช้งานที่ทดแทนกัน ยกตัวอย่างเช่น 
เซนเซอร์ลิ้นอิเล็กทรอนิคส์ (E-tongue) เพ่ือใช้ในการควบคุมคุณภาพอาหาร หรือความอร่อย หรือใช้
งานเพ่ือตรวจวัดคุณภาพของสารละลายต่าง ๆ เช่น ความสะอาดของแหล่งน้ า ดังนั้นจึงเกิด
ไบโอเซนเซอร์ขึ้นมาเพ่ือตรวจวัดสารทางชีวภาพ 
 ไบโอเซนเซอร์ หรือ ตัวตรวจวัดทางชีวภาพ เป็นเครื่องมือตรวจวัดที่อาศัยการท างานร่วมกัน
ระหว่าง ส่วนรับรู้ (Bioreceptor) และ ทรานดิวเซอร์ ที่ต่อเข้ากับส่วนประมวลผลข้อมูล 
นักวิทยาศาสตร์ได้พัฒนาไบโอเซนเซอร์ เพ่ือประโยชน์หลายด้าน เช่น ทางด้านการแพทย์ ด้าน
อุตสาหกรรม ส าหรับวัสดุตอบสนองทางชีวโมเลกุล (Biological Sensing Element) หรือ ตัวรับ 
(Receptor) ที่อยู่บนพื้นผิวของเซนเซอร์ ซึ่งสามารถตรวจจับ และรับรู้การมีอยู่ของสารที่ต้องการ
ตรวจวัด ทั้งสารชีวโมเลกุลหรือสารโครงสร้างทางเคมีในสารละลาย หรือ ในสิ่งแวดล้อม ซึ่งทาง
ไบโอเซนเซอร์นั้น ตัวรับรู้ หรือตัวตรวจจับ หรือ ตัวรีเซพเตอร์ (Receptor) อาจเป็นแอนติบอดี้ 
(antibody) เอนไซม์ (enzyme) และ เซลล์ (cell) หรือสารที่สังเคราะห์ขึ้นใหม่ เพ่ือสารเหล่านี้จะมี
ความจ าเพาะ ต่อสารที่ต้องการตรวจวัดเหมือนลักษณะ กุญแจและแม่กุญแจ เมื่อสารที่ต้องการ
ตรวจวัดเข้ามาใกล้ สัมผัส ในบริเวณพ้ืนที่รับรู้หรือตัวตอบสนอง จะท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงที่มี
เอกลักษณ์เฉพาะ เช่น การเกิดไอออน อิเล็กตรอน สี แสง ความร้อน ซึ่งสิ่งที่เกิดขึ้นจะรับรู้ด้วยตัว
อุปกรณ์ทรานดิวเซอร์ ซึ่งสามารถวัดค่าออกมาเป็นสัญญาณทางไฟฟ้า และประมวลผลออกมาเป็น
สัญญาณดิจิทัลผ่านส่วนประมวลผลข้อมูล ซึ่งท าให้สามารถมองเห็นการเปลี่ยนแปลงทางกายภาพที่
ชัดเจน และการเปลี่ยนแปลงมากหรือน้อย ก็จะขึ้นกับปริมาณของสารที่ต้องการตรวจวัด รวมถึง
สภาวะที่เหมาะสมต่อการใช้งานเซนเซอร์ 
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2.3.1 หลักการท างานของไบโอเซนเซอร์ 
 
 ไบโอเซนเซอร์ มีความส าคัญต่อการใช้งานในปัจจุบันอย่างมาก โดยการพัฒนาส่วนส าคัญของ
อุปกณณ์ไบโอเซนเซอร์ คือส่วนตรวจจับหรือส่วนรับรู้ตอบสนอง (Bioreceptor) เพราะการเลือกใช้
งานนั้นจะขึ้นอยู่กับสารอนาไลซ์ (Analyst) เช่น แบคทีเรีย ไวรัส สารชีวโมเลกุลต่าง ๆ ดังนั้นจึงต้อง
เลือกตัวตรวจจับที่มีความเหมาะสม หรือ มีความจ าเพาะเจาะจงต่อสารที่ต้องการตรวจวัด 
(Specificity) เช่น แอนติบอดี้ เอนไซม์ แม่พิมพ์โมเลกุล เป็นต้น เมื่อตัวตรวจจับ เข้าจับสารที่เข้าคู่กัน 
จะเกิดปฏิกิริยา หรือการเปลี่ยนแปลง เช่น สัญญาณทางเคมี เสียง แสง แรง ความร้อน กรด-เบส 
ทรานดิวเซอร์ก็จะรับสิ่งเหล่านี้มาประมวลผล และเปลี่ยนเป็นสัญญาณ สัญญาณไฟฟ้า เพ่ือจะน าไป
วิเคราะห์ต่อไป ในส่วนประมวลผล วิเคราะห์สัญญาณท่ีได้มาเพ่ือให้ได้ค่าท่ีถูกต้องและแปลออกมาใน
ลักษณะของสัญญาณดิจิทัล ซึ่งจะได้แสดงออกมาดังที่ผู้ใช้ได้ก าหนดขึ้น ให้สัญญาณออกมาในเชิง
ตัวเลข เช่น ค่าการน าไฟฟ้า ค่าความต่างศักย์ทางไฟฟ้า แผนภูมิกราฟ และรูปแบบต่าง ๆ เป็นต้น ดัง
แสดงในรูปที่ 2.9 
 

 
 

รูปที่ 2.9 แสดงองค์ประกอบของไบโอเซนเซอร์ [30] 
 

2.4  ชุดตรวจวัดยาฆ่าแมลง (Pesticide Sensor) 
 

ในปัจจุบันผู้ผลิตจ านวนมากที่ผลิตอุปกรณ์ หรือชุดตรวจวัดสารยาฆ่าแมลงในพืชผัก ผลไม้ 
และในอาหาร ซึ่งมีทั้งชนิดที่เป็นชุดทดสอบกระดาษ ชุดทดสอบแบบสารละลาย การวิเคราะห์เชิง
สัญลักษณ์ต่าง ๆ เช่น สี โดยชุดทดสอบเหล่านี้มีการใช้สารเคมีเพ่ือใช้ท าปฏิกิริยาต่าง ๆ โดยแบ่งเป็น 
2 แบบ คือ แบบแรกเป็นการใช้เอนไซม์อะซีทิลโคลีนเอสเทอร์เรส (AChE) ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่มี
ความจ าเพาะกับกลุ่มยาฆ่าแมลงออการ์โนฟอสเฟส (Organophosphate Group) และกลุ่มยาฆ่า
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แมลงคาร์บาเมต (Carbamate Group) และแบบที่สองจะเป็นชุดทดสอบแบบไม่ใช้เอนไซม์ คือ การ
ใช้สารเคมีในการท าปฏิกิริยา ซึ่งสามารถใช้ทดสอบกับยาฆ่าแมลงในหลายกลุ่ม 

 
2.4.1 ชุดทดสอบยาฆ่าแมลงโดยองค์การเภสัชกรรม 

 
ส าหรับชุดทดสอบยาฆ่าแมลงในพืช ผัก ผลไม้ และอาหาร ที่รับรองโดยองค์การเภสัชกรรม

นั้น ได้รับการถ่ายทอดเทคโนโลยีจากกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ซึ่งได้รับการจดสิทธิบัตร จากกรม
ทรัพย์สินทางปัญญา เลขที่ค าขอ 0803001487 ชุดตรวจคัดกรองสารเคมีก าจัดแมลงในผัก ผลไม้ และ
ธัญพืช และ เลขท่ี 0903000482 ชุดตรวจชนิดสารเคมีก าจัดแมลง 4 กลุ่ม ในผัก ผลไม้ และธัญพืช 

ชุดทดสอบยาฆ่าแมลงที่ทางองค์การเภสัชกรรมได้รับการถ่ายทอดเทคโนโลยีจาก
กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์นั้น  มี 3 แบบ คือ GPO M kit, GPO TM Kit และ GPO TM/2 Kit ดัง
แสดงในรูปที่ 2.10   โดยชุดทดสอบ GPO M Kit จะใช้ทดสอบกับยาฆ่าแมลงกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟต
และคาร์บาเมต  ส่วน GPO TM KIT จะสามารถทดสอบได้ทั้ง 4 กลุ่มสารก าจัดแมลง ซึ่งรวมไปถึง
กลุ่มออร์กาโนคลอรีน และ ไพเรทรอยด์ และชุดทดสอบ GPO TM/2 Kit จะใช้ได้กับกลุ่มยาฆ่าแมลง 
2 กลุ่มหลังเท่านั้น และส าหรับการวิเคราะห์ จะมี 2 แบบ คือ การวิเคราะห์ยาฆ่าแมลงด้วยสี (Color 
test) แ ล ะ เ ท ค นิ ค แ ย ก ส า ร ด้ ว ย แ ผ่ น ท ด ส อ บ โ ค ร ม า โ ต ก ร า ฟี  (TLC test, Thin Layer 
Chromatography) 

 
 

 
 

รูปที่ 2.10 แสดงตัวอย่างชุดทดสอบยาฆ่าแมลงที่รับรองโดยองค์การเภสัชกรรม 
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2.4.2 การทดสอบยาฆ่าแมลงด้วยเทคนิคการวิเคราะห์สี (Color test) 
 

จากเทคนิคการวิเคราะห์ด้วยสีนั้นของสารละลายนั้น จะใช้กับยาฆ่าแมลงกลุ่มออร์กาโน
ฟอสเฟตและคาร์บาเมต เพราะทั้ง  2 กลุ่มนี้เป็นกลุ่มที่สามารถยับยั้งการท างานของเอนไซม์ หรือมี
ความจ าเพาะ (Enzyme-Inhibitor) กับเอนไซม์อะซีทิลโคลีนเอสเทอร์เรส (AChE) ดังนั้นการทดสอบ
นี้ จะมีการใช้สารเคมีที่ประกอบด้วย 

1. สารละลายเอนไซม์ อะซีทิลโคลีนเอสเทอร์เรส (Acetylcholinesterase) 
2. สารละลาย แนพธิล อะซีเตต (Naphthyl Acetate) 
3. สารละลายฟาสบลูบีซอลท์ (Fast Blue B Salt) 
4. สารละลายยาฆ่าแมลงที่จะทดสอบ 

 
 ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นของสารละลายเอนไซม์อะซีทิลโคลีนเอสเทอร์เรส สารละลายแนพธิลอะซี
เตต และ สารละลายฟาสบลูบีซอลท์ จะท าให้เกิดสีเป็นสีม่วง เมื่อเอนไซม์ท าปฏิกิริยากับสาร
แนพธิลอะซีเตตได้มาก จะท าให้ได้สีม่วงที่เข้ม แต่เมื่อเอนไซม์ถูกยับยั้งการท างานด้วยยาฆ่าแมลงแล้ว 
จะท าให้ผลิตภัณฑ์ท่ีได้จากปฏิกิริยามีน้อยลง ซึ่งส่งผลให้สีที่เกิดข้ึนเป็นสีม่วงที่อ่อน ปฏิกิริยาเคมีที่
เกิดข้ึนดังแสดงในรูปที่ 2.11  ซึ่งจากปฏิกิริยาดังกล่าวถูกใช้งานใน GPO M Kit ท าให้สามารถวิเคราะห์
ถึงปริมาณของยาฆ่าแมลงได้ด้วยสี 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.11 แผนภาพแสดงปฏิกิริยาของเอนไซม์อะซีทิลโคลีนเอสเทอร์เรสกับแนพธิลอะซีเตตและ 
        ฟาสบลูบีซอลท์ [31] 
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2.4.3 การทดสอบยาฆ่าแมลงด้วยเทคนิคการวิเคราะห์แผ่นโครมาโตรกราฟี (Thin  
        Layer Chromatography Test) [32] 

 
ทินเลเยอร์โครมาโตกราฟี (TLC) เป็นเทคนิคการวิเคราะห์องค์ประกอบสารที่รวดเร็ว สะดวก 

และราคาไม่แพง นิยมใช้ในการตรวจการด าเนินไปของปฏิกิริยาเคมี ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของสาร 
ระหว่างกระบวนการแยกสารในขั้นตอนต่าง ๆ ใช้ในการยืนยันชนิดของสาร และสามารถตรวจหา 
จ านวนองค์ประกอบในของผสม หลักการของ TLC นั้น คล้ายคลึงกับคอลัมน์โครมาโตกราฟี จะ
ต่างกันก็เพียงแต่ในกรณีของ TLC วัฏภาคนิ่งจะถูกเคลือบติดไว้ที่แผ่นกระจก แผ่นอลูมิเนียม หรือ
แผ่นพลาสติกบาง ๆ สารที่จะถูกแต้มไว้ที่ใกล้ ๆ ปลายด้านหนึ่งของแผ่นโดยใช้หลอดแคปิลลารี 
จากนั้นจึงน าแผ่นดังกล่าวไปวางลงในภาชนะที่ใส่วัฏภาคเคลื่อนที่ไว้ตื้น ๆ เมื่อตัวท าละลายถูกดูดซึม
ขึ้นไปตามตัวดูดซับด้วย Capillary ก็จะพาสารตัวอย่างขึ้นไปด้วย จึงเกิดการแยกของสารเกิดขึ้นด้วย
หลักการเดียวกับคอลัมน์โครมาโตกราฟี ตัวอย่างเช่น หากใช้ซิลิกาเป็นวัฏภาคนิ่ง และใช้ตัวท าละลาย
ที่มีข้ัวต่ าเป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ สารที่มีข้ัวน้อยจะละลายได้ดีในวัฏภาคเคลื่อนที่แต่ถูกดูดซับด้วยวัฏภาค
นิ่งได้น้อย จึงเคลื่อนที่ไปได้ดี ด้วยระยะที่มากกว่าสารที่มีขั้วสูง ซึ่งละลายในวัฏภาคเคลื่อนที่ได้น้อย
แต่ดูดซับบนวัฏภาคนิ่งได้ดี  

ชุดทดสอบ GPO TM Kit นี้ เป็นการทดสอบโดยใช้แผ่นทีแอลซีในการทดสอบ โดยแบ่งเป็น
สองส่วนคือ ส่วนแรกการทดสอบกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟตและคาร์บาเมต และส่วนที่สองคือกลุ่ม
ออร์กาโนคลอรีนและ ไพเรทรอยด์   

 
1. GPO TM Kit ส าหรับทดสอบยาฆ่าแมลงกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟตและคาร์บาเมต 

การทดสอบกลุ่มนี้จะใช้สารละลายเอนไซม์อะซีทิลโคลีนเอสเทอร์เรส สารละลาย
แนพธิลอะซีเตต สารละลายบลูบีซอลท์ และสารละลายท าละลาย เช่น เอทิลอะซีเตต 
และแผ่นทีแอลซี โดยท าการทดสอบตามดังรูปที่ 2.12 

2. GPO TM Kit ส าหรับทดสอบยาฆ่าแมลงกลุ่มออร์กาโนคลอรีนและกลุ่มไพเรทรอยด์ 
การทดสอบยาฆ่าแมลงกลุ่มนี้จะไม่มีการใช้สาระละลายเอนไซม์ แต่จะใช้สารละลาย

ตัวท าละลายปิโตรเลียมอีเธอร์ สารละลายอีเธอร์ ซิลเวอร์ไนเตรทเป็นส าคัญ และ
จ าเป็นต้องใช้เครื่องฉายยูวี 254นาโนเมตร ดังจะเห็นได้จากการทดสอบดังรูปที่ 2.13 
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รูปที่ 2.12 แสดงการทดสอบแผ่น TLC กับ ยาฆ่าแมลงกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟตและคาร์บาเมต [32 ] 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.13 แสดงการทดสอบแผ่น TLC กับ ยาฆ่าแมลงกลุ่มออร์กาโนคลอรีนและไพเรทรอยด์ [32 ] 
 

 ชุดทดสอบยาฆ่าแมลงในประเทศไทยนั้นมีการใช้งานด้วยเทคนิค วิเคราะห์ด้วยสีของ
สารละลาย และการใช้เทคนิค TLC ซึ่งมีความแม่นย าในระดับหนึ่ง และการวิเคราะห์ด้วยสีของ
สารละลายนั้น ส่วนใหญ่แล้วจะสามารถบอกถึงระดับของอันตราย หรือปลอดภัยเท่านั้น ไม่สามารถ
ระบุถึงปริมาณยาฆ่าแมลงที่ชัดเจนได้ และด้วยชุดอุปกรณ์ท้ังหมดนี้ จ าเป็นที่จะต้องมีชุดอุปกรณ์ เช่น 
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หลอดทดลอง หลอดหยด สารเคมีที่จ าเป็นต่อการแช่ตู้เย็น สารละลาต่าง  ๆ รวมถึงกล่องน้ าอุ่น
เทคโนโลยี กล่องรังสี UV ซึ่งมีราคาค่อนข้างสูง ดังนั้นการใช้งานเหล่านี้จึงเหมาะกับการใช้งานใน
ระดับใหญ่ ท าเป็นจ านวนมาก เพ่ือให้คุ้มกับค่าใช้จ่ายและต้นทุนที่ซื้ออุปกรณ์ โดยตัวอย่างของชุด
ทดสอบยาฆ่าแมลงแสดงในตารางที่ 2.3   
 
ตารางท่ี 2.3 ตารางแสดงรายการชุดทดสอบยาฆ่าแมลงที่มีการใช้งานจ าหน่ายในประเทศไทย 
 
รายการ กลุ่มยาฆ่าแมลง เทคนิค ช่วงการตรวจวัด หมายเหตุ 

O
P 

Ca
r 

O
C 

Pyr ยาฆ่าแมลง LOD 

GPO M Kit / /   Color 
Test 
(Solution) 

  *ชุด
ทดสอบไม่
รวม
อุปกรณ์ 
520 บาท 

GPO TM 
Kit 

/ / / / TLC Test Methomyl 
Carbofuran 
Profenofos 
Dicrotophos 
Monocrotophos 
Chlorfenvinphos 
Chlopyrifos 
Dichlorvos 
Cypermethrin 
Permethrin 
Deltamethrin 
Endrin 
Endosulfan 
DDT 
 

1.63 ppm 
0.52 ppm 
0.07 ppm 
1.32 ppm 
1.29 ppm 
0.04 ppm 
4.17 ppm 
0.05 ppm 
0.3 ppm 
0.3 ppm 
0.2 ppm 
0.08 ppm 
0.04 ppm 
0.04 ppm 

*ชุด
ทดสอบไม่
รวม
อุปกรณ์
1,500 
บาท 

GPO TM/2 
Kit 

  / /    *ชุด
ทดสอบไม่
รวม
อุปกรณ์
1,650 
บาท 

GT Kit / /     0.05mg/kg 1 ชั่วโมง 
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1,900 
บาท 

 
MJPK Kit 

 
/ 

 
/ 

   
Color test 
(Solution) 

  
0.05mg/kg 

 
750B 

PR1 /    TLC test Chloropyrifos 
Dimethoate 
Triazophos 
Malathion 

0.01ppM 
0.1ppM 
0.1ppM 
0.1ppM 

 

PR2    / TLC Test Cyhalothrin 
Cypermethrin 
Permethrin 
Deltamethrin 

0.2 ppm 
0.2 ppm 
0.1 ppm 
0.05 ppm 

 

PR3  /   TLC Test Methomyl 
Methamidophos 

0.5 ppm 
0.1 ppm 

 

 
 ดังนั้นชุดอุปกรณ์ทดสอบยาฆ่าแมลงทั้งจากทางองค์การเภสัชกรรม หรือชุดทดสอบที่มีการ
วางจ าหน่ายตามท้องตลาด จะใช้เทคนิคการดูสีที่เกิดขึ้นโดยอาศัยปฏิกิริยาของเอนไซม์กับสารเคมี
ซัปสเตรท และเทคนิค TLC ซึ่งเทคนิคเหล่านี้ จ าเป็นต้องใช้อุปกรณ์และเครื่องมือ เช่น อุปกรณ์ฉาย
แสงยูวี กล่องน้ าอุ่น ชุดอุปกรณ์หลอดทดลองภาชนะต่าง ๆ ที่มีราคาค่อนข้างสูง แต่เหมาะส าหรับการ
ใช้งานระยะยาว และใช้เพ่ือทดสอบตัวอย่างจ านวนมาก ดังนั้นจึงมีงานวิจัยที่เกี่ยวกับการพัฒนาระบบ
การวัดยาฆ่าแมลง เพ่ือให้ใช้ได้สะดวกและง่ายต่อการใช้งานมากข้ึน 
 
2.5 อุปกรณ์อีสเฟต (Ion Sensitive Field Effect Transistor, ISFET)  
 
 อุปกรณ์อีสเฟต หรือ Ion Sensitive Field Effect Transistor (ISFET) เป็นอุปกรณ์ทรานส์
ซิสเตอร์แบบหนึ่ง ที่ถูกน ามาพัฒนาจากอุปกรณ์มอสเฟต (Metal Oxide  Semiconductor Field 
Effect Transistor: MOSFET) โดยการเกิดจากการแยกชั้นขาเกตของโลหะออกจากอุปกรณ์มอสเฟต 
จากรูปที่ 2.14 เพ่ือให้ชั้นฉนวนของออกไซด์ ได้สัมผัสโดยตรงกับสารละลาย และวัดสมบัติทางไฟฟ้า 
จะพบว่า ค่าศักย์ไฟฟ้า ณ บริเวณรอยต่อระหว่างชั้นฉนวนกับสารละลาย และค่ากระแสในช่องทาง
เดินของกระแส (Channel) จะมีการเปลี่ยนแปลง โดยขึ้นกับค่าความเป็นกรดด่างของสารละลาย 
หรือค่าความเข้มข้นของไฮโดรเจนไอออน (H+) ในระบบที่สัมผัสอยู่กับช่องกระแสนั้น ดังนั้นหลักการ
ของการตอบสนองของต่อค่าความเป็นกรดด่าง สามารถอธิบายได้ด้วยโครงสร้าง MIS และ EIS ส่วน
การท างานของอีสเฟตนั้นจะสามารถอธิบายได้โดยการดัดแปลงแบบจ าลองทางไฟฟ้าของอุปกรณ์ 
มอสเฟต 
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 อีสเฟตนี้ เป็นอุปกรณ์ที่ใช้กันอย่างแพร่หลายในการตรวจวัดค่าความเป็นกรดด่างใน
สารละลาย ซ่ึงในงานวิจัยชิ้นนี้ได้สนใจน าอุปกณณ์อีสเฟตมาประยุกต์ใช้งานส าหรับการตรวจวัดยาฆ่า
แมลง ในกระบวนการที่มีความจ าเพาะร่วมกับเอนไซม์ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2.14 แผนภาพแสดงโครงสร้างของอุปกรณ์ a) MOSFET b) ISFET c) โครงสร้างทางไฟฟ้าของ 
      อุปกรณ์ MOSFET และ ISFET [5] 
 

2.5.1 หลักการตอบสนองของอีสเฟตต่อค่าความเป็นกรดด่างของสารละลายในระบบ 
   [33] 

 
1. โครงสร้าง MIS (Metal – Insulator - Semiconductor) 

 
โครงสร้าง MIS เป็นโครงสร้างที่ประกอบด้วยชั้นของโลหะ ฉนวน และสารกึ่ตัวน า 

โดยชั้นของฉนวนอยู่ตรงกลางระหว่างชั้นของโลหะและสารของชั้นกึ่งตัวน า  โดยทั่วไปชั้นของ
โลหะ นิยมใช้เป็นอลูมิเนียม ชั้นของฉนวนสามารถใช้วัสดุฉนวนได้ทุกชนิด ส่วนชั้นของสารกึ่ง
ตัวน านิยมใช้ซิลิคอนซึ่งใช้ได้ทั้งซิลิอนชนิดเอ็น (n-type)และชนิดพี (p-type) 

 
โครงสร้าง MIS  อาจเรียกว่าโครงสร้าง MOS (Metal  Oxide  Semiconductor) 

เนื่องจากพ้ืนฐานฉนวนที่ใช้เป็นฟิล์มออกไซด์ ขั้วไฟฟ้าด้านโลหะถูกเรียกว่า เกต ขั้วไฟฟ้าด้าน
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สารกึ่งตัวน าซึ่งเป็นฐานรอง มักจะท าหน้าที่เป็นกราวนด์ ดังแสดงในรูปที่ 2.15 โครงสร้าง 
MIS ในอุดมคติมีลักษณะดังนี้ 

1. ชั้นโลหะมีความหนามากเพียงพอเมื่อได้รับแรงดันไฟฟ้าจึงมีศักย์ไฟฟ้ากระจายอย่าง 
สม่ าเสมอ ท าให้ความต้านทานภายในชั้นโลหะมีค่าเข้าใกล้ศูนย์ 

2. ชั้นฉนวน มีความเป็นฉนวนที่สมบูรณ์ ไม่มีกระแสไฟฟ้าไหลผ่านแม้ว่าจะได้รับ
แรงดันไฟฟ้า ชั้นฉนวนต้องมีความต้านทานสูงเป็นอนันต์ 

3. ชั้นสารกึ่งตัวน าถูกเติมสารเจืออย่างสม่ าเสมอ และมีความหนามากพอที่จะท าให้เกิด
บริเวณปลอดสนามไฟฟ้า 

4. ไม่มีจุดไฟฟ้าใดๆสะสมอยู่ภายใต้ฉนวนหรือท่ีผิวสัมผัสระหว่างฉนวนกับสารกึ่งตัวน า 
5. ประจุไฟฟ้าใดๆ ที่มี จะสะสมอยู่ที่สารกึ่งตัวน าบริเวณผิวสัมผัสระหว่าฉนวนกับสาร

กึ่งตัวน า และที่โลหะ ด้านที่สัมผัสกับฉนวน 
6. ขั้วไฟฟ้าท้ังสองด้านของโครงสร้างต้องมีสมบัติเป็นรอยสัมผัสแบบโอห์มิค 
7. ในการวิเคราะห์จะพิจารณา 1 มิต ิ
8. ค่าฟังก์ชันงานโลหะและของสารกึ่งตัวน าถูกพิจารณาว่ามีค่าเท่ากัน 
 

 
 

รูปที่ 2.15 โครงสร้าง MIS พ้ืนฐาน [33] 
 

2.  โครงสร้าง EIS  
 

โครงสร้าง EIS เป็นโครงสร้างที่ปรับปรุงมาจากโครงสร้าง MIS โดนโลหะจะถูก
แทนที่ด้วยสารละลายอิเล็กโทรไลต์  และขั้วไฟฟ้าอ้างอิง (Reference  electrode ) รูปที่ 
2.16 วัตถุประสงค์ของโครงสร้างนี้เพ่ือศึกษาคุณสมบัติทางไฟฟ้าของฉนวนกับสารละลาย  
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ซ่ึงสามารถใช้ตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงของประจุในกระบวนการเคมีและชีววิทยาได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ   

                              
 

รูปที่  2.16  โครงสร้าง EIS พ้ืนฐาน [33] 
 

ที่ผิวของฉนวนจะประกอบได้ด้วยหมู่ไฮดรอกซิล  ซึ่งโดยปรกติจะมีความสมดุลทาง
เคมี เพราะจะจับกับไอออนของสารละลายที่มาสัมผัส  ตัวอย่างเช่นในกรณีของฉนวนที่เป็น
ซิลิคอนไดออกไซด์จะมีหมู่ ไฮดรอกซิลเป็น Si-OH  โดยหมู่ไฮโดรออกซิลที่รวมตัวกันที่
รอยต่อของซิลิคอนไดออกไซด์กับสารละลาย  และกลไกลการตอบสนองของประจุออกไซด์ที่
ผิวสามารถอธิบายได้จากสมดุลทางเคมีที่ผิวของ Si-OH ซึ่ งเป็นได้ทั้ งกรดและด่าง 
(Amphoteric) และไอออนของไฮโดรเจนในสารละลาย  เมื่อฉนวนเชื่อมต่อกับสารละลาย  
การเปลี่ยนแปลงค่าความเป็นกรด-ด่าง จะท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของศักย์ไฟฟ้าที่ผิว ดัง
แสดงในรูปที่ 2.17 
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รูปที่ 2.17  สมดุลระหว่างผิวที่เป็นได้ทั้งกรดและด่างของ Si-OH [33] 

 
2.5.2 ทรานซิสเตอร์แบบมอส 
 
มอสทรานซิสเตอร์ หรือ มอสเฟต  เป็นทรานซิสเตอร์ที่น าเอาโครงสร้างมอส (Metal  Oxide  

Semiconductor: MOS ) มาประยุกต์ใช้งาน  โดยใช้เป็นส่วนขาเกตของทรานซิสเตอร์  เพื่ออาศัยผล
ของสนามไฟฟ้าที่ขาเกตเหนี่ยวน าประจุในสารกึ่งตัวน า  ท าให้เกิดเป็นชั้นกลับ (Inversion layer)  
หรือที่เรียกว่า “แชนแนล” (Channel)  ซึ่งเป็นช่องทางเดินมาในแชนแนล  จะขึ้นกับแรงดันที่ขาเกต  
ดังนั้นแรงดันที่ขาเกตซึ่งเป็นแรงดันต้านอินพุท (input)  จึงสามารถควบคุมการน ากระแสระหว่างขา
ซอส-ขาเดรน (Source-Drain) ซึ่งเป็นกระแสด้านเอาท์พุทได้  การท างานของทรานซิสเตอร์นี้เกิดจาก 
ผลของสนามไฟฟ้าที่ขาเกตในแนวตั้ง (Vertical  electric  field) จะเหนี่ยวน าให้เกิดแชนแนล  และ
ผลของสนามไฟฟ้าระหว่างขาซอส – ขาเดรนในแนวนอน (Horizontal  electric  field) จะท าให้
พาหะในแชนแนลมารวมกัน จึงท าให้ทรานซิสเตอร์ท างานได้  ดังนั้นทรานซิสเตอร์ชนิดนี้จึงอาจถูก
เรียกว่า “ทรานซิสเตอร์ผลของสนามไฟฟ้า” เรียกชื่อเต็ม ๆ ว่า MOSFET เพ่ือให้รู้ว่าส่วนขาเกตมี
โครงสร้างแบบมอสนั่นเอง  และเนื่องจากส่วนของชั้นออกไซด์มีคุณสมบัติเป็นฉนวน   

เมื่อพิจารณาจากลักษณะคุณสมบัติและโหมดการท างาน สามารถจัดแบ่งมอสเฟตได้เป็นสอง
ชนิด คือ 

1. มอสเฟตชนิด เอ็นฮานซ์เมนท์ ( Enhancement  MOSFET ) หรือมอสเฟตชนิดแชนแนล
เกิดจากการเหนี่ยมน า ( Induced  channel  MOSFET )  หายถึง  มอสทรานซิสเตอร์ซึ่งมีแรงดันที่
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ขาเกตเป็นศูนย์โวลต์  จะไม่มีแชนแนลเกิดขึ้น  กระแสขาเดรนไม่ไหล  ทรานซิสเตอร์อยู่ในภาวะ OFF 
แต่เมื่อขาเกตได้รับแรงดันที่เหมาะสมและมากพอ  สนามไฟฟ้าที่ขาเกตจะเหนี่ยวน าให้เกิดแชนแนล
ขึ้นที่ผิวของสารกึ่งตัวน า  ท าให้มีกระแสขาเดรนไหลได้  

2. มอสเฟตชนิด ดีพลีชั่น  ( Depletion  MOSFET )  หรือ  มอสเฟตชนิดแชนแนลเกิดจาก
การแพร่สารเจือ หมายถึง มอสทรานซิสเตอร์ซึ่งแม้แรงดันที่ขาเกตเป็นศูนย์โวลต์ ก็มีแชนแนลเกิดข้ึน
ได้  ทั้งนี้เนื่องจากมีการแพร่อะตอมสารเจือเพ่ือให้เกิดเป็นแชนแนล  ดังนั้น กระแสขาเดรนสามารถ
ไหลได้ แม้แรงดันที่ขาเกตเป็นศูนย์ 

นอกจากนี้เมื่อพิจารณาจากชนิดของพาหนะที่น ากระแสในทรานซิสเตอร์ สามารถแบ่งมอส
เฟตได้ 2 ชนิด คือ มอสเฟตชนิดเอ็มแชนแนล หรือ เอ็นมอส หมายถึง มอสทรานซิสเตอร์ซึ่งกระแส
เกิดจากการน าไฟฟ้าของอิเล็กตรอนในแชนแนลชนิดเอ็น  และ มอสเฟตชนิดพีแชนแนล หรือ  พีมอส 
หมายถึงมอสทรานซิสเตอร์ ซึ่งกระแสเกิดจากการน าไฟฟ้าของโฮลในแชนแนลชนิดพี 

เนื่องจากพ้ืนฐานของตัวอุปกรณ์อีสเฟต มีลักษณะโครงสร้างเหมือนกับมอสเฟตแบบเอ็น
ฮานซ์เมนท์ ชนิดเอ็นแชแนล  ดังนั้นในส่วนนี้จะขออธิบายเฉพาะมอสเฟตแบบเอ็นฮานซ์เมนท์ชนิด
เอ็นแชนแนลเท่านั้น 

ลักษณะโครงสร้างและสัญลักษณ์ของมอสเฟตแบบเอ็นฮานซ์เมนท์ชนิดเอ็นแชแนลแสดงดัง
ในรูปที่ 2.18 โดยมีโครงสร้างซึ่งประกอบด้วยชั้นฐานรอง ( Substrate: SS ) เป็นส่วนกึ่งตัวน าชนิดพี  
บางครั้งชั้นฐานรองนี้ถูกเรียกว่า “บอดี้” ( Body : B)  ส่วนขาซอส ( source: S ) และส่วนขาเดรน   
( drain: D ) ถูกสร้างข้ึนด้วยการเติมอะตอมสารเจือชนิดเอ็นอย่างเข้มข้น (n+) เข้าไปในฐานรองชนิด
พี ระยะห่างระหว่างขาซอสและขาเดรนถูกพิจารณาว่าเป็นความยาวของแชนแนล ส่วนขาเกตของ
ทรานซิสเตอร์คือโครงสร้างมอส ซึ่งถูกสร้างขึ้นและอยู่ระหว่างขาซอสกับขาเดรน จากนั้นขั้วสัมผัส
โอห์มมิคจะถูกสร้างขึ้นบนส่วนทั้งสามของทรานซิสเตอร์  ขั้วไฟฟ้าของมอสจึงมีสามขั้วคือ  ขั้วขาซอส 
(source)  ขาเกต (gate)  และ ขาเดรน (drain) 
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a. โครงสร้าง                                           b. สัญญลักษณ์ 
 

รูปที่ 2.18 a) ลักษณะโครงสร้าง และ b) สัญลักษณ์ของมอสทรานซิสเตอร์ชนิดเอ็นแชนแนล 
        แบบเอ็นฮานซ์เมนต์ [33] 

 
คุณสมบัติและการท างานของมอสเฟต 
ในกรณีที่พิจารณาว่าไม่มีสถานะผิว ( surface  state ) ใด ๆ ปรากฎอยู่ที่ผิวสัมผัสระหว่าง      

Si –SiO2   ดังนั้นที่แรงดันขาเกต  VGS = 0V  จึงไม่มีแชนแนลเกิดข้ึน  และแม้จะมีแรงดันขาเดรน  VDS 

> 0 ก็ตาม  กระแสขาเดรน  IDS  = 0  ในภาวะนี้ถือว่าทรานซิสเตอร์อยู่ในสภาวะ OFF แต่เมื่อได้รับ
แรงดันขาเกตเป็นบวก VGS = 0V  และมากพอท่ีจะท าให้สนามไฟฟ้าที่ชั้นออกไซด์สามารถเปลี่ยน
เหนี่ยวน าให้เกิดแชนแนลชนิดเอ็นได้ หรือ VGS > VT   แชนแนลที่เกิดข้ึนจะต่อเชื่อมระหว่างขาซอส 
และ ขาเดรน  และเป็นช่องทางเดินของกระแสขาเดรน  โดนกระแสขาเดรนจะเพ่ิมข้ึนกับแรงดันขา
เดรนในช่วงแรก  และเมื่อแรงดันขาเดรนเพ่ิมข้ึนในที่สุด  จะถึงค่าแรงดันพินช์ออฟ  ( Pinch off 
voltage :Vp ) หรือแรงดันอ่ิมตัว และเขียนได้ว่า 

 
( 𝑉𝐺𝑆 – 𝑉 𝐷𝑆(𝑠𝑎𝑡))  = 𝑉𝑇                                                  (2.3) 

 

𝑉 𝑝 = 𝑉𝐷𝑆(𝑠𝑎𝑡)   =  (𝑉𝐺𝑆 –  𝑉𝑇)                             (2.4) 
 

จากสมการที่ 2.4 แรงดันอ่ิมตัว VDS(sat) จะแปรตามแรงดันขาเกต VGS เมื่อแรงดันขาเกต
เพ่ิมข้ึนกระแสขาเดรนอ่ิมตัวจะเพ่ิมข้ึนด้วย  และเป็นไปตามสมการที่ 2.5 
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𝐼𝐷𝑆(𝑠𝑎𝑡)=
𝑉𝐷𝑆(𝑠𝑎𝑡)
𝑅𝑒𝑓𝑓(𝑛−𝑐ℎ)

= 𝑉𝐺𝑆−𝑉𝑇
𝑅𝑒𝑓𝑓(𝑛−𝑐ℎ)

                            (2.5) 

 

ดังนั้นคุณสมบัติ   IDS - VDS ของมอสเฟตแบบเอ็นฮานซ์เมนท์ชนิดเอ็นแชนแนล  ที่แรงดันขา
เกตคงที่ค่าต่าง ๆ จึงแสดงได้ดังในรูปที่ 2.19  และกราฟความสัมพันธ์ของ  IDS - VDS ในขณะที่อยู่ใน
ย่านไม่อ่ิมตัว แสดงได้ดังในรูปที่ 2.20 

ซึ่งกราฟนี้สามารถแสดงค่าของแรงดันขีดเริ่ม VT   ได้  เนื่องจากแรงดันขาเกต VGS ที่ต่ ากว่า
แรงดันขีดเริ่ม VT กระแสขาเดรน  IDS≈0 และเม่ือแรงดันขาเกต VGS สูงกว่าแรงดันขีดเริ่ม VT ท าให้มี
กระแสขาเดรนอ่ิมตัว IDS(sat)  ค่าต่าง ๆ แรงดันขาเกต VGS ท าให้กระแสขาเดรนเริ่มไหลได้ จึงถูก
พิจารณาว่าเป็นแรงดันขีดเริ่ม ( Threshold  voltage: VT)  นอกจากนี้กราฟ IDS - VDS ยังแสดง
ความสัมพันธ์ระหว่างกระแสขาเดรนซึ่งเป็นกระแสเอาท์พุทในวงจรของขาเดรน–ขาซอส กับแรงดัน
ขาเกตซึ่งเป็นแรงดันอินพุท ซึ่งแรงดันขาเกตสามารถควบคุมหรือส่งเสริม  สนับสนุนให้กระแสขาเดรน
มีค่าเพ่ิมข้ึนได้นั่นเอง 

 
 

 
 

รูปที่ 2.19  คุณสมบัติ IDS - VDS ที่แรงดัน VGS คงท่ีต่าง ๆ ของมอสเฟตชนิดเอ็นแชนแนล [33] 
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รูปที่ 2.20  คุณสมบัติ IDS - VDS ในขณะที่อยู่ในย่านไม่อ่ิมตัวของมอสเฟสชนิดเอ็นแชนแนล [33] 
 
การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างกระแสขาเดรน IDS  แรงดันขาเดรน  VDS แรงดันขาเกต VGS 

และแรงดันขีดเริ่ม VT  สามารถอธิบายได้ด้วยย่านการท างานซึ่งแบ่งออกเป็น 2 ย่าน คือ  ย่านไม่อ่ิมตัว 
(Non - saturation   region ) เมื่อแรงดัน VDS≤ VGS- VT อธิบายดังสมการที่ 2.6 และย่านอิ่มตัว ( 
saturation   region ) เมื่อ VDS≥ VGS- VT   แสดงดังสมการที่ 2.7 
 

𝐼𝐷𝑆 = 𝛽[(𝑉𝐺𝑆 − 𝑉𝑇)𝑉𝐷𝑆 −
𝑉𝐷𝑆

2

2
]                                     (2.6) 

 
 

𝐼𝐷𝑆 =
𝛽

2
(𝑉𝐺𝑆 − 𝑉𝑇)

2                                             (2.7) 
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เมื่อ β คือ   “ พารามิเตอร์ของมอสเฟตมีค่าเท่ากัน ” 
 

𝛽 = 𝐶𝑖𝜇𝑛
𝑊

𝐿
                                                     (2.8) 

 
เมื่อ  μn  คือ  สภาพคล่องของประจุพาหะ 

Ci คือ ค่าความจุไฟฟ้าของชั้นฉนวนต่อพ้ืนที่ 
W คือ ความกว้างขาเกต 
L  คือ ความขาเกต 
VT  คือ ค่าแรงดันขีดเริ่ม 

 
ค่าพารามิเตอร์ที่ส าคัญที่สุดอย่างหนึ่งของอุปกรณ์มอสเฟต  คือค่าแรงดันขีดเริ่ม  หมายถึง  

แรงดันไบอัสที่ขาเกตค่าน้อยที่สุด  ซึ่งท าให้เกิดภาวะ  “สตรองอินเวอร์ชั่น”  กล่าวคือเป็นค่าแรงดันที่
ท าให้อุปกรณ์มอสเฟตเริ่มท างาน  แสดงดังสมการที่ 2.9 
 
 

𝑉𝑇 = 𝑉𝐹𝐵 −
𝑄𝑑𝑚

𝐶𝑖
+ 2𝛹𝐹                                                 (2.9) 

 

โดยที่ค่าแรงดันแถบเรียบของมอสเฟต หรือ Flat  band  voltage  ซึ่งเราใช้สัญลักษณะย่อเป็น VFB  
มีเท่ากับสมการที่ 2.10 
 

𝑉𝐹𝐵(𝑀𝑂𝑆𝐹𝐸𝑇) = ∅𝑚 − ∅𝑠                                            (2.10) 
 

  เมื่อ  ѰF   คือ ศักย์เฟอร์มิ 
    ∅m        คือ ฟังก์ชั่นงานของโลหะ 
    ∅s        คือ ฟังก์ชั่นงานของสารกึ่งตัวน า 

   𝑄 dm      คือ ความหนาแน่นของประจุไฟฟ้าใน  
      บริเวณปลอดพาหะของสารกึ่งตัวน ามี   

             ค่าสูงสุด 
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2.5.3  อุปกรณ์อีสเฟต (ISFET) 
 

1. โครการสร้างอุปกรณ์อีสเฟต 
 
  โครงสร้างของอุปกรณ์ อีสเฟต ( Ion  Sensitive  Field  Effect  Transistor : 

ISFET) โดยพ้ืนฐานถูกพัฒนามาจากโครงสร้างของมอสทรานซิสเตอร์ หรือมอสเฟต แบบ เอ็นฮานซ์
เมนท์ ชนิด เอ็นแชนแนล  ซึ่งพัฒนาให้ตอบสนองต่อความเป็นกรด-ด่าง ได้โดยกรก าจัดขาเกตโลหะ
ออก เพ่ือให้ชั้นขาเกตออกไซด์ หรือชั้นฉนวนสัมผัสกับสารละลายโดยตรง  และใช้ขั้วไฟฟ้าอ้างอิงชนิด 
Ag/AgCl  แทนขาเกตโลหะ แสดงดังรูปที่ 2.21  โดยชันขาเกตออกไซด์  หรือ ชั้นที่ไวต่อไอออน ( Ion  
Sensing  Membrane:  ISM ) เป็นส่วนส าคัญของโครงสร้างอีสเฟต  และมีการใช้โครงสร้างชั้นขา
เกตฉนวนมากกว่าหนึ่งชั้น  ส าหรับฉนวนที่สัมผัสกับฐานรองซิลิคอน นิยมใช้ฟิล์มซิลิคอนออกไซด์ที่
ปลูกจากกระบวนออกซิเดชันด้วยความร้อน เนื่องจากคุณสมบัติการอินเตอร์เฟตที่ดี  ชั้นเมมเบรนที่ไว
ต่อไอออนบนซิลิคอนไดออกไซด์  มีความส าคัญมากส าหรับการวัดค่าความเป็นกรด-ด่าง เนื่องจาก
เป็นชั้นป้องกันไม่ให้ไอออนทะลุผ่านเข้าไปยังรอยสัมผัสของซิลิคอนได้ออกไซด์ กับ ซิลิคอน กล่ าวคือ 
สามารถแสดงถึงการเลือก และความสามารถในการตอบสนองความเป็นกรด-ด่าง หรือปริมาณไอออน
ในสารละลาย ตัวอย่างของชั้นเมมเบรนที่ไวต่อไอออนเหนือชั้นซิลิคอนไดออกไซด์  เช่น  ซิลิคอนไน
ไตรด์ (Si3N4) อะลูมินา (Al2O3) ไทเทเนี่ยมออกไซด์ (TiO2) และแทนทาลัมเพนทอกไซด์ (Ta2O3) 
ปัจจัยที่เกี่ยวข้องกับการออกแบบอุปกรณ์อีสเฟตอีกอย่างหนึ่งคือ การบรรจุภัณฑ์ที่ต้องการให้ชั้นเมม
เบรนที่ไวต่อไอออนเท่านั้นที่สัมผัสกับสารละลาย   
 

 
รูปที่ 2.21  แผนภาพโครงสร้างของอุปกรณ์อีสเฟต [33] 
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2. คุณสมบัติและการท างานของอุปกรณ์อีสเฟต 
 
  หลักการท างานของอุปกรณ์อีสเฟต  ซึ่งมีองค์ประกอบหลักคือ โครงสร้าง EIS  

สามารถอธิบายได้โดยการเปรียบเที่ยบกับอุปกรณ์มอสเฟต  ซึ่งมีองค์ประกอบหลักคือโครงสร้าง MIS  
อุปกรณ์อีสเฟตเกิดจากอุปกรณ์มอสเฟตที่ถูกแยกขาเกตโลหะออกจากตัวอุปกรณ์เพ่ือท าหน้าที่เป็นขั้ว
อ้างอิงแล้วน าไปจุ่มในสารละลาย  โดยให้บริเวณชั้นฉนวนหรือเมมเบรนที่ไวต่อไอออนสัมผัสกับ
สารละลาย 

  การท างานของอุปกรณ์ทั้งสองชนิดขณะที่อยู่ในช่วงไม่อ่ิมตัว (non-saturated) ค่า
ของกระแส ( IDS ) จะขึ้นอยู่กับการเคลื่อนที่ของอิเล็กตรอนในชั้นอินเวอร์ชัน ( µn ) ความจุไฟฟ้าของ
ฉนวนและอัตราส่วนความกว้างต่อความยาวของช่องทางเดินของกระแส  นอกจากนั้นยังขึ้นกับค่า
แรงดันขีดเริ่ม(  VT  ) ซึ่งเป็นตัวแปรที่ขึ้นกับฟังก์ชันงานของวัสดุ  ( ∅ )  

  ค่าแรงดันขีดเริ่มส าหรับอุปกรณ์มอสเฟตจะมีความคงที่ ส่งผลให้กระแส ( IDS ) จะ
ขึ้นกับแรงดันไฟฟ้าที่ขาเกต  ( VGS ) เพียงอย่างเดียว  เมื่อแรงดันไฟฟ้าระหว่างขาเดรนกับขาซอส 
(VDS) มีค่าคงที่ส าหรับอุปกรณ์อีสเฟตค่าแรงดันขีดเริ่มไม่ได้เป็นค่าตัวแปรที่คงที่เปรียบเทียบได้จาก
ศักย์ไฟฟ้าที่เกิดขึ้นบริเวณรอยต่อระหว่างขั้วไฟฟ้าอ้างอิง–สารละลาย–ฉนวนซึ่งศักย์ไฟฟ้าบริเวณ
รอยต่อระหว่างชั้นฉนวนกับสารละลายจะเปลี่ยนแปลง  เมื่อชั้นฉนวนสัมผัสกับสารละลายที่มีค่าความ
เป็น กรด–ด่าง แตกต่างกัน  ท าให้สามารถหาค่าการตอบสนองจากการพิจารณาค่าแรงดันขีดเริ่มได้  
ดังนั้นระดับพลังงานต่าง ๆ สามารถอธิบายได้โดยอาศัยแผนภาพแถบพลังงานดังในรูปที่ 2.22 
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รูปที่ 2.22 ลักษณะแถบพลังงานของสารละลายอิเล็กโทรไลต์ ฉนวน และสารกึ่งตัวน า [33] 
          เมื่อพิจารณาลักษณะแถบพลังงานในรูปที่ 2.21 สามารถอธิบายความสัมพันธ์ของค่า 

         แรงดันแถบเรียบของอุปกรณ์อีสเฟตได้ดังสมการที 2.11 
 
 

𝑉𝐹𝐵(𝐼𝑆𝐹𝐸𝑇)    =   ∅𝑠𝑜𝑙 − Ѱ𝐼 + Ѱ𝑠𝑜𝑙 − ∅𝑠                        (2.11) 

 
เมื่อ ∅sol   คือ  ฟังก์ชันงานของสารละลาย 

    ∅ s  คือ  ฟังก์ชันงานของสารกึ่งตัวน า 
   ѰI  คือ  ศักย์ไฟฟ้าบริเวณรอยต่อชั้นฉนวนกับ สารละลาย 

Ѱsol     คือ  ศักย์ไฟฟ้าที่ตกคร่อมด้านสารละลายแต่ละชนิด 
 

  นอกจากนี้ความเข้มข้นปริมาณไฮโดรเจนไอออนไม่ส่งผลต่อศักย์ไฟฟ้าที่ตกคร่อม
ด้านสารละลายแต่ละชนิด  แต่จะขึ้นอยู่กับศักย์ไฟฟ้าบริเวณรอบต่อชั้นฉนวนกับสารละลาย ผลของ
การที่ไอออนสัมผัสผิวหน้าของชั้นฉนวน  ส่งผลให้กระแสขาเดรนของอุปกรณ์อีสเฟต  เกิดการ
เปลี่ยนแปลง  เนื่องจากค่าพารามิเตอร์ ѰI ส่งผลให้แรงดัน VFB และ VT มีการเปลี่ยนแปลง 

  คุณสมบัติกระแส – แรงดัน (IDS –VDS ) ของอุปกรณ์อีสเฟต  เมื่อแรงดันขาเกตหรือ
แรงดันที่ป้อนให้กับขั้วไฟฟ้าอ้างอิงมีค่าคงที่ค่าต่าง ๆ แสดงดังในรูปที่ 2.23 และกราฟความสัมพันธ์
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ระหว่างกระแสขาเดรนและแรงดันขาเกต (IDS –VGS) ในสารละลายค่า pH ต่างๆ แสดงดังในรูปที่ 
2.24 
 
 

 
 

รูปที่ 2.23  คุณสมบัติ IDS –VDS ที่แรงดัน VGS  คงท่ีค่าต่างๆ [33] 
 

 

 
รูปที่ 2.24 คุณสมบัติ IDS –VGS ในสารละลายตัวอย่างค่า pH 4, 7 และ10 ที่ VDS  มีค่าคงที่  

 
  จากกราฟในรูปที่ 2.23  สามารถแสดงค่าของแรงดันขีดเริ่ม (VT) ได้ เนื่องจากแรงดัน

ขาเกต (VGS) ที่ต่ ากว่าแรงดันขีดเริ่ม  กระแสขาเดรนจะมีค่าประมาณศูนย์  และเม่ือแรงดันขาเกตสูง
กว่าแรงดันขีดเริ่ม  ท าให้มีกระแสค่าต่างๆ  นอกจากนี้กราฟ IDS –VGS ในรูปที่ 2.24  ยังแสดง

เอกสารน้ีเป็นเอกสารท่ีสงวนไวส้ำหรับการใชง้านเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตใหน้ำไปใชป้ระโยชนด์า้นการคา้ 

ไม่วา่กรณีใดๆทั้งส้ิน อีกทั้งหา้มมิใหด้ดัแปลงเน้ือหา และตอ้งอา้งอิงถึงเจา้ของเอกสารทุกคร้ังท่ีมีการนำไปใช้



39 
 
ความสัมพันธ์ระหว่างแรงดันขีดเริ่มกับค่า pH ท าให้สามารถวิเคราะห์ผลการตอบสนองต่อค่าความ
เป็นกรด-ด่าง ได้เนื่องจากแรงดันขีดเริ่มจะแปรผันกับค่า pH หรือค่าความเป็นกรด-ด่าง นั่นเอง 
    ส าหรับอุปกรณ์ อีสเฟต ที่ใช้ในการทดลองนี้ จะมีโครงสร้าง ตามรูปที่ 2.21 ซึ่งได้มา
จาก ศูนย์วิจัยและพัฒนาอิเล็กทรอนิกส์แห่งชาติ (TMEC) ซึ่งวิธีการใช้อีสเฟตนั้น จะต้องจุ่มพ้ืนผิวของ
อีสเฟต หรือ sensing membrane พร้อมกับขั้วไฟฟ้าอ้างอิง Ag/AbCl ลงไปพร้อมกันในสารละลายที่
จะท าการตรวจวัด เมื่อสารละลายนั้นมีไอออนอยู่ จากทฤษฎีข้างต้น จะท าให้กระแสไหลจาก ขั้วขา
เดรนไปขาซอส จะแตกต่างกันไป โดยที่ค่าสัญญาณการตอบสนองนั้น จะเป็นค่าความต่างศักย์ระหว่าง
ขาเกตและขาซอส เมื่อมีปะจุไอออน H+ มาอยู่บริเวณพ้ืนที่ตอบสนอง กระแสไหลมากขึ้น ซึ่งจะผกผัน
กับค่าสัญญาณความต่างศักย์ที่ได้ออกมาจากตัวอุปกรณ์การวัด  

 
อุปกรณ์อีสเฟต นอกจากที่จะมีขนาดที่เล็ก การวิเคราะห์และการใช้งานง่าย  ไม่ยุ่งยาก ค่า

สัญญาณที่แปลงออกมาให้ผู้ใช้นั้น คือค่า Vgs ซึ่งง่ายต่อการค านวณและน าไปใช้งานต่อไป ดังนั้นด้วย
คุณสมบัติของอีสเฟตที่สามารถวัดการเปลี่ยนแปลงไอออนในสารละลายได้นั้น จึงเหมาะสมต่อการใช้
งานการวัดยาฆ่าแมลงด้วยการประยุกต์ใช้ปฏิกิริยาของเอนไซม์กับคู่ซัปสเตรท แต่ถึงอย่างไรนั้น การ
ผลิตเซนเซอร์ด้วยอีสเฟตนี้ยังมีค่าใช้จ่ายที่สูงและการขึ้นรูปที่ต้องใช้เทคโนโลยีขั้นสูง แม้ว่าจะสามารถ
หาซื้อชิ้นงานอีสเฟตได้ง่ายก็ตาม แต่เมื่อค านึงการใช้งานแล้ว การตรวจวัดยาฆ่ าแมลงอาศัย
กระบวนการยับยั้งการท างานของเอนไซม์นั้นเซนเซอร์ควรมีการออกแบบที่ใช้แล้วทิ้ง เพราะเอนไซม์
เมื่อถูกยับยั้งการท างานด้วยยาฆ่าแมลงไปแล้ว ก็ไม่อาจคืนสภาพการท างานได้ 100 เปอร์เซ็นต์ ทาง
ผู้วิจัยจึงได้สนใจที่จะศึกษา ส่วนต่อขยายขาเกต หรือ อีจีเฟต (Extended – Gate Field Effect 
Transistor; EGFET) ที่ พ้ืนที่ตอบสนองนั้นไม่ได้ติดอยู่ระหว่างขาเดรนกั บขาซอสอย่างถาวร 
เช่นเดียวกับอีสเฟต ดังนั้นส่วนต่อขยายขาเกตนี้ จึงสามารถถอดเปลี่ยน หรือการใช้แล้วทิ้งได้ ส าหรับ
ตัวพ้ืนที่ตอบสนอง ซึ่งทางผู้วิจัยได้เล็งเห็นถึงประโยชน์ของกระจกน าไฟฟ้าซึ่งมีคุณสมบัติที่ดีต่อการ
น าไปประยุกต์ใช้งาน ราคาถูก ทางผู้วิจัยจึงได้ศึกษาการประยุกต์การใช้งานกระจกน าไฟฟ้า ไอทีโอ 
(ITO) เป็นส่วนพื้นที่ตอบสนองในอุปกรณ์ส่วนต่อขยายขาเกตอีจีเฟต 
 
2.6 หัววัดแบบส่วนต่อขยายขาเกตอีจีเฟต (Extended – Gate Field Effect  
      Transistor; EGFET) 
  
 จากมอสเฟตสู่อีสเฟต ซึ่งมีการใช้งานอย่างแพร่หลายส าหรับเป็นเซนเซอร์ในการตรวจวัดค่า
พีเอชในสารละลาย จากหลักการมอสเฟตนั้น ก็ถูกน ามาพัฒนาเป็นอีจีเฟต ซึ่งอีจีเฟตนั้นเป็นอุปกรณ์ 
ที่มีการประยุกต์ใช้งานตรวจวัดค่าความเป็นกรดด่างในสารละลายเช่นกัน โดยอีสเฟตมีความแตกต่าง
กับมอสเฟต ตรงที่ไม่มีชั้นของโลหะ เป็นขาเกตที่ต่อติดกับขาเดรนและขาซอส แต่กระบวนการท างาน
คล้ายกัน ตัวอีสเฟตที่มีส่วนพ้ืนที่ตอบสนองจะเป็นชั้นฉนวนซึ่งจะติดอยู่บนเซนเซอร์อยู่ระหว่างขา
เดรนและขาซอส โดยท าหน้าที่รับและปล่อยไอออนต่าง ๆ ท าให้เป็นลักษณะการเปิดปิดการไหลของ
สัญญาณในตัวอุปกรณ์ แต่ส าหรับส่วนต่อขยายขาเกตนั้น จะเป็นลักษณะอีกโครงสร้างหนึ่ง คือ ส่วนที่
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เป็นพ้ืนที่ตอบสนองสัญญาณ (Sensing membrane) จะถูกต่อขยายออกมาจากตัวอุปกรณ์ โดยมี
สายน าไฟฟ้าเชื่อมต่อกับขาเดรนและขาซอส ท าให้ส่วนต่อขยายขาเกต หรืออีจีเฟต สามารถใช้แล้วทิ้ง
ได้ และนอกจากนั้นยังท าขึ้นจากวัสดุกระจกไอทีโอ (Indium Thin Oxide Glass; ITO-Glass) ซึ่งมี
ราคาถูกกว่าซิลิกอนที่ใช้ในอีสเฟต ท าให้ค่าใช้จ่ายในการผลิตถูกลง ทั้งยังเหมาะกับการน าไปใช้ใน
ภาคสนาม ซึ่งเป็นข้อดีของ    อีจีเฟตที่ผู้วิจัยต้องการศึกษาและทดสอบเบื้องต้นในการใช้ตรวจวัดยา
ฆ่าแมลง  

 
 2.6.1  หลักการท างานของส่วนต่อขยายขาเกต 
 

ส่วนต่อขยายขาเกต หรือ EGFET โดยทั่วไปแล้วจะเป็นอุปกรณ์เซนเซอร์ที่มีการใช้งาน
ร่วมกับวงจรมอสเฟตที่มีจ าหน่ายทั่วไป (Commercial MOSFET) โดยที่อีจีเฟตนี้จะมีความพิเศษ
มากกว่าอีสเฟตตรงที่ส่วนตอบสนอง นั้นจะถูกต่อออกมาจากขาเกตในวงจรมอสเฟต จึงเรียกว่า  ส่วน
ต่อขยายขาเกต Extended-Gate (EG) ซึ่งท าให้การใช้งานในอุปกรณ์อีจีเฟตนี้สามารถถอดหรือ
เปลี่ยนส่วนตอบสนองนี้ได้ขึ้นอยู่กับการใช้งาน โดยที่ค่ากระแส หรือแรงดันทางไฟฟ้าในอุปกรณ์จะถูก
ตั้งค่าไว้ให้คงที่ ในขณะที่อีสเฟตนั้นขาเดรนและขาซอสนั้นจะถูกสร้างขึ้นเป็นชิ้นงานที่มีการติดส่วน
ตอบสนองไว้ตามโครงสร้างอีสเฟต นั่นท าให้ค่าแรงดันทางไฟฟ้าในตัวอุปกรณ์จะไม่เท่ากันซึ่งอยู่
ลักษณะการสร้างของแต่ละชิ้นงาน ดังนั้นอีจีเฟตจึงให้มอสเฟตมาตรฐานเป็นตัวควบคุมปัจจัยเหล่านี้ 
จากรูปที่ 2.25 ส่วนตอบสนองจะถูกต่อออกมาจากขาเกตและจุ่มลงในสารละลายพร้อมกับขั้วไฟฟ้า
อ้างอิง เมื่อสารละลายมีไอออน หรือสารที่ต้องการตรวจวัดอยู่ในบริเวณพ้ืนที่ตอบสนองนั้น แรงดัน
ทางไฟฟ้าในบริเวณพ้ืนที่ตอบสนองหรือขาเกตนั้นจะมีการเปลี่ยนแปลง ซึ่งท าให้กระแสไฟฟ้าที่ไหลใน
มอสเฟตมาตรฐาน ระหว่างขาเดรนกับขาซอสก็มีการเปลี่ยนแปลง ซึ่งก็สัมพันธ์กับค่าความต่างศักย์
ระหว่างขาเกตขั้วไฟฟ้าอ้างอิง กับขาซอส (Vgs) ซึ่งจะถูกน าไปใช้งานในการวิเคราะห์ต่อไป ในกรณีที่
มอสเฟตเป็นชนิดพี P-type และพ้ืนที่ตอบสนองมีความจ าเพาะต่อสารละลายไอออนไฮโดรเจน หรือ 
โปรตอนนั้น เมื่อไอออนไฮโดรเจนมากจะมีแรงดันทางไฟฟ้าที่สูงขึ้น ซึ่งท าให้ไปเหนี่ยวน าการไหลของ
กระแสไฟฟ้าระหว่างขาเดรนกับขาซอสในมอสเฟตมีมากข้ึน ท าให้ค่าความต่างศักย์ (Vgs) มีค่าน้อยลง 
เนื่องจากไม่จ าเป็นต้องให้แรงดันเข้าไปเพ่ิมเพ่ือที่จะได้มีกระแสไหล (Id) ตามที่ได้ตั้งค่าไว้ให้ แล้วจึง
บันทึกค่าสัญญาณที่แรงดัน Vg ซึ่งหลักการและทฤษฎีที่ใช้ในการอธิบายจะเหมือนในอุปกรณ์มอสเฟต 
และอีสเฟต ดังสมการ 2.6 ที่ต าแหน่งนั้น ๆ และส่วนพ้ืนที่ตอบสนองมีความส าคัญ แต่ส าหรับพ้ืนที่
ตอบสนองใน  อีจีเฟตนั้นต้องใช้คุณสมบัติของวัสดุที่ต่างจากอุปกรณ์อีสเฟต คือในพ้ืนที่ตอบสนองของ
อุปกรณ์อีจีเฟต จะต้องเป็นวัสดุที่มีค่าการน าไฟฟ้าที่ดี โดยมีค่าความต้านทานรวมที่น้อย เช่น  ZnO, 
SnO2 , Nb2O5, IrOX, TiO2, Ta2O5, PtO2 และ ITO [34] ซึ่งจะต่างจากวัสดุตอบสนองในอุปกรณ์อีส
เฟต ที่ใช้วัสดุที่มีคุณสมบัติมีความต้านทานรวมที่สูงกว่า เช่น SiO2, Si3N4, Al2O5 และ Ta2O5  
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รูปที่ 2.25 ภาพแสดงลักษณะของโครงสร้างของส่วนต่อขยายขาเกต อีจีเฟต (EGFET) [6] 
 
 
 
 
2.7 เทคนิคการตรวจวัดพื้นผิวด้วยกล้องแรงอะตอม (Atomic Force Microscope) 
 

เป็นที่ทราบกันดีว่าการศึกษาสภาพพ้ืนผิวของวัสดุต่าง ๆ นั้นเป็นประโยชน์มากในการที่จะใช้
เป็นข้อมูลประกอบในการอธบิายพฤติกรรมและสมบตัขิองวัสดุนั้นๆ ซึ่งเทคนิควิธีการดูภาพของพ้ืนผิว
วัสดุที่นิยมใช้กันอยู่ในปัจจุบัน คือ การใช้กล้องจุลทรรศน์ (Optical Microscope) และกล้อง
จุลทรรศน์อิเลคตรอนแบบส่องกราด (Scanning Electron Microscope) ซึ่งอาศัยแสงและล า
อิเล็คตรอนเป็นตัวที่จะมาตกกระทบกับวัสดุ และท าให้เกิดภาพตามล าดับ อย่างไรก็ตามภายหลังได้มี
การค้นพบเทคนิคท่ีใช้ในการศึกษาภาพจากผิวของวัสดุขึ้นมาอีกเทคนิคหนึ่ง นั่นคือ Atomic Force 
Microscopy (AFM) ซึ่งเป็นการท าให้เกิดภาพของผิววัสดุโดยการวัดแรงกระท าระหว่างผิววัสดุกับตัว
ตรวจวัดที่ท าจากเข็มขนาดเล็ก (Probe tip) ซึ่งนับว่าเทคนิค AFM เป็นเทคนิคท่ีแปลกใหม่ และ
น่าสนใจเป็นอย่างยิ่ง และไม่นานนัก หลังจากที่ได้มีการค้นพบเทคนิค AFM นี้ (ในราวปี 1988 ) เทคนิค 
AFM ก็ได้ถูกน ามาประยุกต์ใช้ในการศึกษาสภาพผิวของวัสดุ พอลีเมอร์ชนิดต่างๆ 
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AFM เป็นเทคนิคประเภทหนึ่งในกลุ่มของ Scanning Probe Microscopy ซึ่งเป็นเทคนิคที่
สามารถใช้ในการดูสภาพพ้ืนผิวของวัสดุประเภทต่าง ๆ ได้ โดยมีหลักการพื้นฐาน คือ การใช้เข็ม
ตรวจวัดขนาดเล็ก (Probe Tip) ที่ท าจากวัสดุ Silicon nitride (Si3N4) เคลื่อนที่สแกน (Scanning) ไป
ทัว่บริเวณต่าง ๆ ของผิววัสดุ โดยการควบคุมของตัว Piezoelectric Scanner ซึ่งสภาพผิวของวัสดุที่
แตกต่างกันไป จะก่อให้เกิดการเปลี่ยนแปลงกับเข็มตรวจวัด (Probe Tip) แตกต่างกันไป (ตัวคานที่มี
เข็มเกาะติดอยู่จะมีการโค้งงอ (Bending) เกิดข้ึน ซึ่งสามารถถูกตรวจวัดได้โดย ตัวตรวจวัดทางแสง 
photodetector ซึ่งท าให้ได้ภาพที่ออกมาสอดคล้องตามสภาพพ้ืนผิวในแต่ละบริเวณ ดังแสดงในรูปที่ 
2.26 

 

 

 

รูปที่ 2.26 แสดงองค์ประกอบหลักของเครื่องมือ Scanning Probe Microscope ในแบบ AFM [35] 
 

ส าหรับในเทคนิคแบบ AFM ที่จะกล่าวถึงในที่นี้ สิ่งที่ท าให้คานที่มีเข็มเกาะอยู่ เกิดการโค้งงอ
ขึ้นก็คือ แรงกระท าระหว่างอะตอม ซึ่งอาจจะเป็นแรงดึงดูดหรือแรงผลัก ก็ได้ขึ้นอยู่กับระยะห่าง
ระหว่างเข็มปลายแหลม (Tip) เทคนิค AFM จึงสามารถท่ีจะใช้ท าการศึกษาได้หลายวิธี ซึ่งจะได้
กล่าวถึงในหัวข้อต่อไป อย่างไรก็ตาม ไม่ว่าจะเป็นการใช้ AFM ในวิธีใด แรงกระท าที่เกิดขึ้น ก็จะมี
การเปลี่ยนแปลงไปตามสภาพรูปทรง Topography ของพ้ืนผิวงาน และท าให้ได้ภาพที่สอดคล้องกับ
สภาพผิวของวัสดุเช่นกัน  

เครื่องมือ Atomic Force Microscope จะมีส่วนพื้นที่ส าหรับวางชิ้นงาน ซึ่งอยู่บริเวณตรง
กลาง และมีเข็มวัด (Probe Tip) วางอยู่ ส่วนที่บริเวณด้านบนของเครื่องมือจะมีกล้อง Video 
Microscope ติดตั้งไว้ เพ่ือใช้ส าหรับดูต าแหน่งของเข็มที่จะท าการวางลงบนบริเวณต่างๆ บนผิว ส่วน
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ภาพที่เกิดขึ้นจากกล้องจะแสดงออกมาทางจอมอนิเตอร์ นอกจากนี้ยังจะมีแหล่งให้ก าเนิดแสงเลเซอร์ 
ที่จะใช้สาหรับเป็นตัวบอกต าแหน่งของเข็มที่เปลี่ยนแปลงไปเมื่อมีการเคลื่อนที่ 
 

2.7.1 โหมดการใช้งานที่ส าคัญของอุปกรณ์กล้องแรงอะตอม AFM ที่ส าคัญดังนี้ 
 
1. Contact mode  
เป็นการวัดรูปทรงของสภาพผิวชิ้นงาน (Topography) โดยการขยับให้เข็มไถล (Slide) ไปบน

ผิวงานซึ่งจะท าให้มีแรงผลักเกิดข้ึน เนื่องจากว่า เข็มกับผิวงานจะอยู่ใกล้กันมาก (ประมาณ 1-2 
อังสตรอม) ซึ่งแรงผลักดังกล่าวนี้ จะเปลี่ยนแปลงไปตามรูปทรงของผิวงาน ซึ่งจะท าให้มีการโค้งงอ 
(Deflection) ของคาน (Cantilever) ที่มีเข็มยึดเกาะอยู่ที่ปลาย โดยมีขนาดของการเปลี่ยนแปลง
สอดคล้องเป็นไปตามลักษณะรูปทรงของผิวงาน  

อย่างไรก็ตาม เทคนิคแบบ Contact Mode นี้จะมีข้อเสีย คือ ในการที่จะลากให้เข็มตรวจวัด
เคลื่อนที่ไถลข้ามไปยังบริเวณต่าง ๆ บนผิวงาน อาจจะท าให้เกิดต าหนิ หรือสภาพพ้ืนผิววัสดุที่ต่างไป
จากสภาพเดิมที่แท้จริง (Artifact) และความเสียหายเกิดขึ้นแก่ผิวงานได้ ยกตัวอย่างเช่น ภายใต้
สภาวะบรรยากาศปกติ ที่ซึ่งมีอากาศและความชื้นในอากาศ จะเกิดหยดน้ าหรือสิ่งสกปรกติดอยู่บนผิว
งาน ซึ่งเมื่อเกิดการเคลื่อนที่สแกนของเข็มวัดไปสัมผัสกับผิวที่มีชั้นบาง ๆ ของหยดน้ า และสิ่งสกปรก
ดังกล่าวเกาะอยู่ จะท าให้มีแรงดึง (แรงไฟฟ้าสถิตย์ และแรงตึงผิว) ดึงให้ตัวคานที่มีเข็มยึดอยู่ที่ปลาย
เคลื่อนที่ลงมาสัมผัสกับชั้นดังกล่าว ท าให้ผลต่อค่าแรงระหว่างเข็มกับผิวงานที่เกิดขึ้นโดยรวม
เปลี่ยนแปลงไป นอกจากนี้ยังท าให้ผิวงานถูกท าลาย เช่น การฉีกขาดจากการลากเข็มไปบนผิวงาน 
 

2. Non-Contact mode  
เพ่ือที่จะหลีกเลี่ยงปัญหาดังกล่าวข้างต้น จึงได้มีการพัฒนาเทคนิคแบบ Non-Contact 

mode ขึ้นมา โดยในที่นี้ ตัวเข็มปลายแหลม จะถูกยกขึ้นมาให้มีระยะห่างเหนือผิวงานสูงมากขึ้น คือ
ประมาณ 10-100 อังสตรอม จึงไม่มีปัญหาเรื่องการท าลายโครงสร้างผิวงาน โดยในกรณีนี้แรงกระท า
ระหว่างตัวคานที่มีเข็มปลายแหลมยึดเกาะอยู่กับผิวงาน จะเป็นลักษณะแรงดึงดูด ซึ่งจะเปลี่ยนแปลง
ไปตามรูปทรงของสภาพผิวงาน เช่นเดียวกัน  

อย่างไรก็ตาม วิธีนี้จะมีข้อจ ากัดที่เกี่ยวกับความละเอียดของภาพที่เกิดขึ้น นั่นคือ แรงดึงดูด
ประเภทวัลเดอร์วาล (Van der Waals) ที่เกิดขึ้นระหว่างเข็มกับพ้ืนผิว ในกรณีนี้จะเป็นแรงที่อ่อน
กว่าเมื่อเทียบกับแรงผลักที่เกิดขึ้นในกรณีของ Contact Mode (ปกติอยู่ที่ประมาณ 10-12 นิวตัน) 
ดังนั้น สัญญาณการเปลี่ยนแปลงจึงอาจจะไว (Sensitive) ต่อสิ่งแปลกปลอมที่อยู่บนผิวงาน อย่างเช่น 
หยดน้ าที่เกาะอยู่บนผิว 

 
3. Tapping Mode  
Tapping Mode เป็นเทคนิคท่ีรวมเอาลักษณะของการวัดทั้งในแบบของ Contact mode 

และ Non- Contact mode เข้าด้วยกัน กล่าวคือ ยังคงให้มีการสัมผัสกันระหว่างเข็มกับผิวงานใน
ระยะที่ใกล้กันมาก เหมือนกับกรณีของ Contact Mode เพ่ือให้เกิดภาพที่ชัดเจน ในขณะเดียวกัน ก็
ยังมีการสั่นหรือขยับเข็มปลายแหลมให้เคลื่อนที่ข้ึนลงไปพร้อม ๆ กับการเคลื่อนที่สแกนไปยังบริเวณ
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ต่าง ๆ บนผิวงาน ดังนั้น จึงเป็นการหลีกเลี่ยงปัญหาการลากไถลเข็มปลายแหลม ซึ่งจะท าให้เกิดการ
ท าลายสภาพของผิวงานได้ ดังที่เคยเป็นปัญหาใน Contact Mode 
 
2.8 การทบทวนวรรณกรรม  (Literature Review) 
 
 ยาฆ่าแมลงเป็นสารที่อันตราย หากมีการสัมผัส บริโภค หรือถูกดูดซับเข้าร่างกายแล้วผล
สุดท้ายอาจจะถึงแก่ความตายได้ ท าให้มีงานวิจัยออกมามากมายเพ่ือตรวจวัด ตรวจจับ ตรวจหายาฆ่า
แมลงในน้ า ในพืชผลทางการเกษตร เพ่ือเป็นการลดความเสี่ยงจากการบริโภค 
 
 

2.8.1  เซนเซอร์ท่ีมีการใช้งานเอนไซม์ (Enzymatic system) : เทคนิคการยับยั้งการ 
ท างานของเอนไซม์ (Enzyme inhibition assay) 

 
เทคนิคนี้เป็นการใช้สารอีกกลุ่มหนึ่ง ซึ่งสามารถเข้าไปจับส่วนที่เรียกว่า แอคทีพไซต์ (Active 

site/ Binding site) ของเอนไซม์ ท าให้เอนไซม์ไม่สามารถเข้าท าปฏิกิริยากับคู่ซัปสเตรทของเอนไซม์
เองได้ ท าให้      ผลติภัณฑ์ท่ีเกิดข้ึนจากเอนไซม์และคู่ซัปสเตรทลดลง จึงส่งผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลง
ความเข้มข้นของไอออนในสารละลาย หรือสารละลายนั้น ๆ มีการเปลี่ยนแปลงไป โดยนักวิจัย น าสิ่งที่
เปลี่ยนแปลงไปจากของเดิม คือการท างานของเอนไซม์ แบบ 100 เปอร์เซ็นต์มาเทียบว่าเปลี่ยนไป
เท่าไร 
 จากการศึกษาเซนเซอร์ส าหรับตรวจวัดยาฆ่าแมลงนั้น ส่วนใหญ่แล้วได้มีการใช้งานของ
เอนไซม์อะซีทิลโคลีนเอสเทอร์เรส เนื่องจากมีความจ าเพาะเจาะจงต่อการท าปฏิกิริยากับคู่ซัปสเตรท 
และยังจ าเพาะกับยาฆ่าแมลงในกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟตและคาร์บาเมต จากปฏิกิริยาข้างต้นจะเห็นว่า
ผลลัพธ์จากการท าปฏิกิริยาของเอนไซม์กับคู่ซัปสเตรท จะได้การเปลี่ยนค่าพีเอชในระบบ หรือมีการ
เปลี่ยนไอออนที่เกิดขึ้นในสารละลาย ดังนั้นในระบบตรวจจับ หรือเซนเซอร์ การใช้ตัววิเคราะหแ์ละ
ประมวลผลต่าง ๆ  เช่น Cyclic Voltammetry, Amperometry, Differential Pulse Voltammetry, 
Fluorescence เป็นต้น ดังตารางที่ 2.4  
 ซึ่งในป ีค.ศ. 2006  Fabiana Arduini และคณะ ได้มีการออกแบบเซนเซอร์ส าหรับทดสอบ
ยาฆ่าแมลงพาราอ็อคซอน (Paraoxon) โดยการออกแบบปรับปรุงพื้นผิวของขั้วท างาน (Working 
Electrode) ที่เป็นขั้ว Carbon Screen printed Electrode  (SPEs) ปรับปรุงด้วยสาร Prussian 
Blue และ Cobalt Phthalocyanine และติดเอนไซม์ลงไปด้วยการเชื่อมพันธะทางเคมี (Cross-
Linking) ด้วยสารกลูทารลัดีไฮด์ (Glutaraldehyde) เมื่อน าไปทดสอบกับยาฆ่าแมลงร่วมกับ
สารละลายซัปสเตรทแล้ว จะดูการน าไฟฟ้าของขั้วไฟฟ้า (Amperometry) ได้ค่าต่ าสุดที่สามารถ
ทดสอบได้อยู่ที่ 7.3 × 10–9 โมลาร์ ของยาฆ่าแมลง [36] 

ในปี ค.ศ. 2010   Alina C Ion และคณะ ได้ท าการออกแบบตัวตอบสนองโดยใช้กราฟีน 
(Exfoliated Graphite Nano platelets) เป็นวัสดุส าหรับการติดเอนไซม์ ร่วมกับสารกลูทารัลดีไฮด์ 
(Glutaraldehyde) ที่ เชื่อมพัธะกับสารไคโตซาน (Chitosan) บนขั้วคาร์บอน (Glassy Carbon 
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Electrode)  ด้วยการติดด้วยพันธะโควาเลนซ์ ซึ่งท าให้มีการยึดเกาะได้ดี และทดสอบด้วยการวัดการ
เปลี่ยนแปลงของกระแสเมื่อเพ่ิมและลดค่าความต่างศักย์ (Oxidation/Reduction by Cyclic 
Voltametry) เมื่อท าการทดสอบกับยาฆ่าแมลงดังกล่าวแล้วพบว่า สามารถตรวจสอบค่าความเข้มข้น
ต่ าสุดของยาฆ่าแมลง ที่ 1.58 x 10-10 โมลาร์ [37]  

ต่อมาในปี ค.ศ. 2011  Nidhi Chauhanc และคณะ ได้มีการออกแบบเซนเซอร์ส าหรับ
ตรวจวัดยาฆ่าแมลงคลอโรไพรีฟอส (Chloropyrifos) โดยการทดสอบดูค่าการน าไฟฟ้าของขั้ว โดยใช้
เอนไซม์อะซีทิลโคลีนเอสเทอร์เรสต่อพันธะโควาเลนซ์ ที่ถูกปรับปรุงพื้นผิวด้วย EDC/NHS Agent 
binding ลงบนอนุภาคซิงค์ออกไซด์ (ZnS Nanoparticle) ที่มี Indole-5-Carboxylic acid [38] ที่
อยู่บนขั้วทอง (Au Electrode)   
 ใน ค.ศ. 2008  Atsushi Ishii และคณะ ได้ท าการออกแบบคาร์บอนนาโนทิลเฟต (Carbon 
Nano Tube- Field Effect Transistor) และท าการติดเอนไซม์ ด้วยการใช้สารไซเลน (3-
Mercaptopropyltriethoxysilane) ร่วมกับ N-[5-(3 -Maleimidopropylamido)-1- 
carboxypentyl]iminodiacetic acid เพ่ือการติดเอนไซม์ แบบ Affinity กับเอนไซม์ที่ติดแทคใน
ต าแหน่ง Histidine-AChE ท าให้ต าแหน่งแอคทีพไซต์สามารถสัมผัสกับสารที่ต้องการตรวจวัดได้ดีขึ้น 
โดยเทคนิคนี้สามารถวัดยาฆ่าแมลง อะซีเพต (Acephate) ที่ 5.45x10-14 โมลาร ์[39] 
 ส าหรับการตรวจวัดยาฆ่าแมลงในกลุมคาร์บาเมต เช่น คาร์บาริล (Carbaryl) นั้น ในปี ค.ศ. 
2008  Dan Du และคณะ ได้ใช้ขั้วคาร์บอน (Carbon Glassy Electrode) ที่ปรับปรุงพื้นผิวด้วยไคโต
ซาน อนุภาคทอง และ อนุภาคควอนตัมดอทแคทเมียมเทลลูไรด์ (Cadmium Telluride-Quantum 
Dot) และตรึงเอนไซม์ติดเข้าไปเข้าไปกับอนุภาคดังกล่าวด้วยพันธะโควาเลนซ์ และเมื่อท าการทดสอบ
ยาฆ่าแมลงนี้ ก็ได้ค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถตรวจวัดได้อยู่ที่ 3x10-9 โมลาร์ [40] และในปี
เดียวกันนั้น  Shu Ping Zhang และคณะได้ท าการออกแบบปรับปรุงขั้วคาร์บอน (Glassy Carbon 
Electrode) ด้วย Multi-walled carbon nanotubes (MWNTs) และ 
poly(diallyldimethylammonium chloride) (PDDA) บนผิวหน้าของขั้ว และท าการตรึงเอนไซม์
ลงไปโดยตรงด้วยกระบวนการดูดซับ (Adsorption) และใช้เทคนิคตรวจวัดกระแสไฟฟ้า 
Amperometry ซึ่งพบว่าสามารถตรวจวัดคาร์บาริลที่ความเข้มข้นต่ าสุดที่ 5x10-15 โมลาร์ [41] ซึ่งวิธี
นี้เป็นการตรึงเอนไซม์ลงบนขั้วเซนเซอร์ที่ง่าย  
 และในปี ค.ศ.2008 เช่นกันนั้น  Gabriela Valdés-Ramírez พร้อมคณะ ได้มีการออกแบบ
ขั้วเงินที่มีการเคลือบสาร  พอลีเมอร์ Photocrosslinkable poly(vinyl alcohol) (azideunit 
pendant water-soluble photopolymer, PVA-AWP) กับ สาร Cobalt Phthalocyanine (CoPc) 
เอนไซม์ตรึง (Entrapment) ในวัสดุดังกล่าวได้เลย และเมื่อน าไปวัดยาฆ่าแมลงคาร์บาริล พบว่าที่
ความเข้มข้นต่ าสุดที่วัดได้อยู่ที่ 1.6x10-7 โมลาร ์ และสามารถตัววัดยาฆ่าแมลงคาร์โบฟูรัล 
(Carbofuran) ได้ค่าความเข้มข้นต่ าสุดอยู่ที่ 4.5x10-9 โมลาร์ [42] 
 ซึ่งในปี ค.ศ.2010  Yunhe Qu และคณะ ได้ท าการออกแบบเซนเซอร์ด้วยขั้วคาร์บอน 
(Glassy Carbon Electrode) ร่วมกับปรับปรุงพ้ืนผิวด้วยอนุภาคทองและ  พอลีเมอร์ และท่อ
คาร์บอนนาโน Dendrimers polyamidoamine (PAMAM) - Au/Carbon nanotubes (CNTs) ซึ่ง
ถูกติดลงบนพ้ืนผิวแบบชั้นต่อชั้น (Layer by Layer ; Self-Assembly) และเอนไซม์ถูกตรึงติดด้วย
การดูดซับในชั้นสารดังกล่าว เมื่อขั้วถูกเตรียมเสร็จและทดสอบด้วยเทคนิค Differential Pulse 
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Voltammetry และทดสอบกับยาฆ่าแมลงคาร์โบฟูรัล (Carbofuran) ได้ค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่
สามารถวัดได้อยู่ที่ 4x10-8 โมลาร์ [43] 
 
ตารางท่ี 2.4 ตารางแสดง ลักษณะเซนเซอร์ที่ใช้เอนไซม์กลุ่มโคลีนเอสเทอร์เรสส าหรับตรวจวัดยาฆ่า     

      แมลง 
Pesticide 

target 
Detection 
Technique 

Enzyme 
Immobilize

d 
Technique 

Sensing 
(Electroactive) 

Materials 

Limit of 
Dtection 
(LOD) [M] 

Reference 

Organophosphate Pesticide Group (OP) 
Chloropyrifos  Amperometry  

 
Covalence  

 
ZnS NPs  

 
1.5 x10-9 38 

Cyclic 
Voltammetry  

 

Covalent 
binding  

 

Exfoliated 
graphite 

nanoplatelets  

1.58 × 10–10  
 

37 

Paroxon Amperometry Cross-
linking 

CoPc-Prussian 
blue  

7.3 × 10–9  
 

36 

Acephate FET Affinity  CNT 5.45 × 10–14  39 
Carbamate Pesticide Group (Car) 

Carbaryl Amperometry  
 

Covalent 
binding  

QDs  
 

3 × 10–9  
 

40 

Amperometry  Adsorption  MWCNT  5 × 10–15  41 
Amperometry Entrapment  CoPc 1.6 × 10–7  42 

Carbofuran DPV Adsorption  CNTs-AuNPs  4 × 10–8  43 
Amperometry Entrapment  CoPc 4.5 × 10–9  42 

 
โดยเซนเซอร์ตรวจวัดยาฆ่าแมลงที่มีการใช้งานเอนไซม์อะซีทิลโคลีนเอสเทอร์เรสนั้น จะมี

การติดเอนไซม์ลงบนส่วนขั้ว โดยแบ่งออกเป็น 3 วิธีหลัก ๆ ด้วยกันคือ ติดด้วยการดูดซับทาย
กายภาพ (Physic adsorption), การติดลงในวัสดุยืดหยุ่น (Entrapment), และการยึดติดเอนไซม์
ด้วยแรง และพันธะโควาเลนซ์ (Covalance attachment/ Cross-linking) จากรูปที่ 2.27 
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รูปที่ 2.27 การตรึงเอนไซม์ลงบนอุปกรณ์เซนเซอร์ทั่วไป A.การตรึงติดด้วยการดูดซับทางกายภาพ B.   

    การติดลงในวัสดุยืดหยุ่น C.การยึดติดเอนไซม์ด้วยแรง และพันธะโควาเลนซ์ [44]  
 

จากตัวอย่างงานวิจัยที่กล่าวมานี้สามารถสรุปได้ดังแสดงในตารางที่ 2.4  ซึ่งพบว่าส่วนใหญ่
แล้วมีการตรึงเอนไซม์ด้วยวิธีโควาเลนซ์ ซึ่งเป็นการตรึงเอนไซม์ที่ดี ท าให้เอนไซม์ติดเกาะกับตัว
ตอบสนองได้เป็นอย่างดี แต่วิธีดังกล่าวนี้ เป็นวิธีการติดเอนไซม์ท่ีต้องใช้เวลานาน ยุ่งยาก ใช้สารเคมีท่ี
หลากหลาย และมีความซับซ้อนต่อการเตรียม แต่ส าหรับวิธีการเตรียมเอนไซม์ส าหรับงานวิจัยชิ้นนี้จะ
ใช้วิธีการติดลงในวัสดุยืดหยุ่น (Entrapment) โดยการให้เอนไซม์อะซีทิลโคลีนเอสเทอร์เรส ตรึงลงใน
เจลอากาโรส ด้วยเจลอากาโรสเป็นวัสดุรูพรุนสามารถดูดซับและติดเอนไซม์ลงในรูพรุนดังกล่าว และ
เป็นสารที่ได้จากธรรมชาติ เตรียมง่าย และไม่มีพิษหรือเป็นสารเคมีอันตราย จึงง่ายต่อการตรึงเอนไซม์
ไว้บนวัสดุส่วนตอบสนองของเซนเซอร์ต่าง ๆ ได้ดี 
 ซึ่งส าหรับงานวิจัยชิ้นนี้เป็นการประยุกต์ใช้งานอีสเฟต โดยการปรับปรุงพ้ืนผิวส่วนตอบสนอง 
(Sensing Membrane) ที่เป็นวัสดุซิลิคอนไนไตรด์ (Si3N4) ที่มีความจ าเพาะต่อการตรวจจับไอออน
ไฮโดรเจนในสารละลายซึ่งสามารถบอกการเปลี่ยนแปลงของค่ากรดเบส หรือค่าพีเอช เมื่อปรับปรุง
พ้ืนผิวดังกล่าวด้วยเจลที่มีการตรึงด้วยเอนไซม์อะซีทิลโคลีนเอสเทอร์เรส จะสามารถตรวจวัด
สารละลายซัปสเตรทอะซีทิลโคลีนคลอไรด์ได้ ซึ่งผลิตภัณฑ์ที่เกิดข้ึนจากเอนไซม์และซัปสเตรทนั้นจะมี
ผลต่อการเปลี่ยนแปลงค่าพีเอช และประยุกต์ใช้งานการตรวจวัดยาฆ่าแมลงต่อไปได้ ซึ่งยาฆ่าแมลง
สามารถยับยั้งการท างานของเอนไซม์ ค่าพีเอชในสารละลายจึงเปลี่ยนไปเมื่อเซนเซอร์ถูกตรวจวัดใน
สารละลาย 
 
 
 
 

A C B 
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2.8.2  เซนเซอร์เซอร์ที่ไม่มีการใช้งานเอนไซม์ (Non-Enzymatic system) : เซนเซอร์
แบบแม่พิมพ์โมเลกุล (Molecular Imprinted Polymer) 

 
 การใช้งานเอนไซม์ แม้ว่าจะมีความจ าเพาะเจาะจงกับคู่ซัปสเตรท และตัวที่จะมายับยั้งการ
ท างานของเอนไซม์แล้ว ด้วยเอนไซม์เป็นสารชีวโมเลกุล สารโปรตีนกลุ่มหนึ่ง ซึ่งสามารถเสื่อม
ประสิทธิภาพตามเวลา อุณหภูมิ ความร้อน ค่าความเป็นกรดด่าง ที่ใช้ในระบบ ท าให้ประสิทธิภาพ
ของเอนไซม์ลดลง และการใช้งานในการทดสอบจริงนั้นไม่สามารถใช้งานซ้ าได้ ดังนั้นจึงมีวิธีการอ่ืน ๆ 
ที่ไม่ต้องใช้เอนไซม์ มาใช้เป็นตัวช่วยในการตรวจทดสอบยาฆ่าแมลงในสารละลายต่าง ๆ 

เซนเซอร์แบบแม่พิมพ์โมเลกุล (Molecular Imprinted Polymer) เป็นเทคนิคที่สามารถใช้
งานได้นาน และใช้ซ้ าได้ดี เนื่องจากไม่มีผลของการเสื่อมสภาพของสารชีวโมเลกุลต่าง ๆ โดยหลักการ
เตรียมแบบแม่พิมพ์โมเลกุลนี้ จะใช้ยาฆ่าแมลงที่ต้องการตรวจวัดเป็นแม่พิมพ์ (ตัวที่ต้องการตรวจวัด, 
Molecular Target) เพ่ือสร้างตัวรับเฉพาะสังเคราะห์ (Synthetic receptor site) ซึ่งภายในวัสดุโพ
ลิเมอร์จะมีโครงสร้างที่ซับซ้อน (high cross-linked) ซึ่งจะมีคุณสมบัติ ต่อความจ าเพาะกับสารที่
ต้องการตรวจทดสอบที่ดี 

 
2.8.2.1 การเตรียมแม่พิมพ์โมเลกุล  พอลีเมอร์ (MIPs) 
แม่พิมพ์โมเลกุล  พอลีเมอร์ (MIPs) ถูกสังเคราะห์ขึ้นมาจาก กระบวนการ Radical Co-

Polymerization ด้วยการท าฟังก์ชันระหว่าง โมโนเมอร์ (Monomer) และการคลอสลิ้งค์ (Cross-
linkers) ในตัวท าละลายโพโรเจน (Porogenic Solvent) ซึ่งงานวิจัยการพัฒนากระบวนการแม่พิมพ์   
พอลีเมอรน์ี้ จะมีวิธีการส าคัญ 2 อย่างคือ การท าให้แม่พิมพ์ต้นแบบนั้น เกิดปฏิกิริยาแบบไม่ท าพันธะ     
โควาเลนซ์ (Non-Covalent) และแบบการท าพันธะกับหมู่ฟังก์ชันที่เหมาะสม (Covalent) แต่ส าหรับ
การพัฒนางานวิจัยส่วนใหญ่ จะใช้เทคนิคแบบ Non-Covalent หรือ Self-Assembly คือจะมีการ
เติมตัวสารเริ่มต้น (Innitiator) และท าการให้ความร้อน/ฉายแสง เพ่ือให้เกิดกระบวนการ พอลีเมอร์
ไรซ์เซชั่น (Polymerization) แม่พิมพ์ต้นแบบจะถูกล้างออก  ท าให้เนื้อวัสดุโพลิเมอร์นั้นมีลักษณะ
เป็นโพรง และมีแขนที่มีความจ าเพาะต่อรูปร่างของสารที่ต้องการตรวจทดสอบ ในลักษณะ 3 มิติ ดู
โครงสร้างตัวอย่างจากรูปที่ 2.28 ตัวอย่างของโมโนเมอร์ที่เหมาะสม ได้แก่ Methacrylic acid และ
อนุพันธุ์ของมัน, 2- หรือ 4- Vinyl Pyridine และ acrylamide ส่วน cross-linkers ที่นิยมน ามาใช้ 
คื อ  Ethylene glycol Dimethacrylate, Divinylbenzene แ ล ะ  Trimethylolpropane 
trimethacrylate ซึ่งถ้า cross-linker มีความแข็งแรงสูง จะท าให้มั่นใจได้ว่า MIPs มีโครงสร้างที่
แข็งแรงสูง [45-46] 
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รูปที่ 2.28 ภาพตัวอย่างแสดงการสร้างแม่พิมพ์  พอลีเมอร์ แบบ Colavent binding และ แบบ  
      Non-covalent/Self-assembly [47] 

 
การยุกต์ใช้งาน แม่พิมพ์พอลีเมอร์ ตรวจวัดยาฆ่าแมลงในสารละลาย โดยการตรึง  พอลีเมอร์

ลงบนท่อไฟเบอร์ (Fiber obtic) [48] เพ่ือการตรวจวัดยาฆ่าแมลง chloropyrifos, diazinon และ 
glyphosate โดยไม่อาศัยกระบวนการ ไฮโดรไลซิส ของปฏิกิริยาเอนไซม์, luminescent lanthanide 
(europium) ถูกใช้เป็นหัวโพรบส าหรับตรวจวัดเชิงแสง (spectroscopic probe) เพ่ือดูการ
เปลี่ยนแปลงของแสงสเปกตรัมของแลนทาไนด์เมื่อยาฆ่าแมลงเข้าสู่ระบบทดสอบ เมื่อยาฆ่าแมลง
สูงขึ้นในระบบทดสอบ จะท าให้เพ่ิมขึ้นของความเข้มแสง (luminescence intensity of the 
spectra) และงานวิจัย  อ่ืน ๆ ที่มีการใช้งานส าหรับตรวจวัดยาฆ่าแมลง โดยใช้เทคนิคแม่พิมพ์โมเลกุล
ดังอ้างอิง [49-50] 

จากงานวิจัยข้างต้นนั้น จะเห็นว่าการใช้งานกระบวนการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ จะถูก
ใช้เป็นมาตรฐานของการตรวจวัดสัญญาณของยาฆ่าแมลงในสารละลาย โดยมีเทคนิคที่ใช้ในการ
ตรวจวัดมากมาย ทั้งเทคนิค เช่น Cyclic Voltammetry, Amperometry, Differential Pulse 
Voltammetry, Fluorescence ดังที่กล่าวไปข้างต้น และที่ส าคัญยังมีประสิทธิภาพสามารถตรวจวัด
ยาฆ่าแมลงในปริมาณน้อยได้ดี แต่กระบวนการวัดด้วยเทคนิคเหล่านี้จ าเป็นต้องใช้เครื่องมือที่มีราคา
แพง และห้องแลปปฏิบัติการ และผู้ช านาญการในการวิเคราะหข์้อมูล 

จากการศึกษากระบวนการท างานของเอนไซม์กับคู่ซัปสเตรท พบว่าจากปฏิกิริยานี้จะท าให้
ได้การเปลี่ยนแปลงปริมาณไอออนในสารละลาย คือ เกิดกรดในสารละลาย หรือ เกิดไอออน
ไฮโดรเจนที่เพ่ิมขึ้น ดังนั้นจากผลข้างต้นงานวิจัยและอุปกรณ์อีสเฟตนี้ สามารถตรวจวัดไฮโดรเจนใน
สารละลายได้ คือสามารถตรวจวัดค่าความเป็นกรดด่างได้นั่นเอง และเครื่องมือนี้ยังเป็นอุปกรณ์ที่
สามารถใช้งานได้ พกพาได้สะดวก ง่ายต่อการวิเคราะห์ข้อมูล ดังนั้นผู้วิจัยจึงได้สนใจที่จะใช้อุปกรณ์
อีสเฟตมาประยุกต์ใช้งาน ร่วมกับกระบวนการเอนไซม์ต่อไป 
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บทท่ี 3 

วิธีด ำเนนิกำรวิจัย 
 
 การด าเนินงานวิจัยครั้งนี้ ทางผู้วิจัยได้ศึกษาการประยุกต์ใช้งานอีสเฟต และส่วนต่อขยาย   
ขาเกต หรืออีจีเฟต เพ่ือการตรวจวัดยาฆ่าแมลง โดยยาฆ่าแมลงที่น ามาทดลองเป็นยาฆ่าแมลงในกลุ่ม
คาร์บาเมต คือ ยาฆ่าแมลงคาร์บาริว จากรูปที่ 3.1 แสดงขั้นตอนและวิธีการด าเนินงานวิจัย โดยมี
การศึกษาการใช้งานอีสเฟต การทดสอบเพ่ือหาเงื่อนไขการเตรียมเซนเซอร์ที่ดีที่สุดเพ่ือการตรวจวัดยา
ฆ่าแมลงในสารละลาย ตั้งแต่การเตรียมสารละลายบัฟเฟอร์ สารละลายเอนไซม์ หาความเข้มข้นของ
ซับสเตรทและเจลอากาโรสที่เหมาะสม ช่วงความเข้มข้นของยาฆ่าแมลงที่เซนเซอร์สามารถตรวจวัดได้ 
ความไวของเซนเซอร์ รวมทั้งศึกษาวิธีการเก็บรักษาเซนเซอร์เพ่ือการใช้งานในระยะเวลาที่นานขึ้น 
นอกจากนั้นยังศึกษาเบื้องต้นถึงการใช้งานส่วนต่อขยายขาเกต (EGFET) ในการตรวจวัดยาฆ่าแมลง 
เพ่ือลดค่าใช้จ่ายและท าให้เซนเซอร์สามารถใช้แล้วทิ้งได้ ซึ่งเหมาะสมต่อการใช้งานภาคสนามต่อไป 

 
 

รูปที่ 3.1 แผนภาพแสดงขั้นตอนและรายละเอียดการด าเนินงานวิจัยหลัก 
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3.1 กำรเตรียมสำรละลำยพีบีเอสบัฟเฟอร์ 
 
สารละลายพีบีเอสบัฟเฟอร์ (Phosphate Buffer Solution, PBS) ความเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ 

ถูกใช้เป็นตัวท าละลายซัปสเตรท (AChCl), เอนไซม์ (AChE) และยาฆ่าแมลง โดยมีส่วนผสมของสาร
เป็นดังตารางที่ 3.1 ในสารละลายน้ าไร้ประจุทั้งหมด 1 ลิตร และท าการปรับค่าความเป็นกรดด่างตาม
ต้องการ โดยใช้สารละลายกรดไฮโดรคลอริก (HCl) ความเข้มข้น 1 โมลาร์ หรือสารละลายโซเดียมไฮ
ดรอกไซด์ (NaOH) ความเข้มข้น 1 โมลาร์   

 
ตำรำงท่ี 3.1 ส่วนผสมของสารต่างๆ ในการเตรียมสารละลายบัฟเฟอร์พีบีเอส  
 

การเตรียมสารละลายบัฟเฟอร์ ความเข้มข้น 5 mM  
รายการสารเคมี น้ าหนัก (กรัม) 

NaCl 4 
Na2HPO4 1.45 
KH2PO4 0.1 

KCl 0.1 
 
3.2 กำรเตรียมสำรละลำยเอนไซม์  
 
 สารละลายเอนไซม์เป็นส่วนส าคัญในงานวิจัยนี้ โดยเอนไซม์ท่ีใช้คืออะซีทิลโคลีนเอสเทอเรส 
หรือ  Acetylcholinesterase (AChE) from Electrophorus electricus (electric eel) , Type VI-
S, lyophilized powder, 200-1,000 units/mg protein ซื้อมาจาก Sigma-Aldrich การเตรียม
เอนไซม์เพ่ือใช้งาน โดยละลายเอนไซม์ในสารละลายบัฟเฟอร์ ค่า pH 7 เมื่อท าการละลายแล้ว จะท า
การแบ่งเก็บสารละลายเอนไซม์ไว้ในไมโครทูป หลอดละ 10 ไมโครลิตร เก็บที่อุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส ในการใช้งานจะน าออกมาทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาทีก่อนการใช้งาน ซึ่งการใช้งาน
เอนไซม์ในอุปกรณ์เซนเซอร์เป็นดัง ตารางที่ 3.2 
 
ตำรำง 3.2 ตารางแสดงการใช้งานสารละลายเอนไซม์ ในอุปกรณ์เซนเซอร์ 
 

การใช้สารละลายเอนไซม์ในอุปกรณ์เซนเซอร์ 
รายการอุปกรณ์เซนเซอร์ ปริมาณเอนไซม์ (ยูนิต) ปริมาตร 

อีสเฟต (ISFET) 0.1  
2 ไมโครลิตร 

ส่วนต่อขยายขาเกต (EGFET) 0.5 
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3.3 กำรเตรียมสำรละลำยซัปสเตรท  
 
 สารละลายซัปเตรท หรือ สารละลายอะซีทิลโคลีนคลอไรด์ หรือ Acetylcholine chloride 
โดยซื้อมาจาก Sigma-Aldrich ในการทดลองมีการเตรียมสารละลายซัปสเตรทในช่วงความเข้มข้น
ตั้งแต่ 1 ไมโครโมลาร์ จนถึง 0.01 โมลาร์ เพ่ือใช้ส าหรับทดสอบหาความเข้มข้นที่เหมาะสมต่อการใช้
งาน โดยเป็นความเข้มข้นต่ าที่สุดที่ให้สัญญาณการตรวจวัดที่สูง 
 
3.4 กำรเตรียมสำรละลำยยำฆ่ำแมลง 
 
 ยาฆ่าแมลงที่ใช้ คือ คาร์บาริว หรือ Carbaryl pestanal โดยซื้อจาก Sigma-Aldrich ซึ่งใช้
เมทนอล (Methanal 100%) เป็นตัวท าลาย แล้วท าการเจือจางเพ่ือให้ได้ยาฆ่าแมลงที่ความเข้มข้น
ต่าง ๆ ตั้งแต่ 1 นาโนโมลาร์ จนถึง 0.01 โมลาร์ ในตัวท าละลายเมทานอล 10 เปอร์เซ็นต์ในพีบีเอส
บัฟเฟอร์  ดังแสดงใน รูปที่ 3.2 และวิธีการเดียวกันนั้นจะถูกเตรียมกับยาฆ่าแมลงเมทโธมิล 
(Methimyl) เมทธิลพาราไทออน (Methyl-Parathion) และอิมิดาโคลพลิด (Imidacloprid) ซึ่งยาฆ่า
แมลงเหล่านี้จะถูกทดสอบในส่วนของการทดลองหาความจ าเพาะเจาะจง (specific) ต่อยาฆ่าแมลง 
 

 
 

รูปที่ 3.2 แสดงสัดส่วนการเตรียมสารละลายยาฆ่าแมลง 
 
3.5 กำรเตรียมสำรละลำยน  ำผัก 
  

ในการประยุกต์ใช้งานเซนเซอร์ส าหรับตรวจวัดยาฆ่าแมลงได้จริง จ าเป็นต้องมีการทดสอบ
การตรวจวัดยาฆ่าแมลงในน้ าผัก ซึ่งทางผู้วิจัยจะท าการเตรียมน้ าผักที่ไม่มีสารยาฆ่าแมลง และใช้ใน
การเจือด้วยยาฆ่าแมลงที่ความเข้มข้นต่าง ๆ และน าไปทดสอบการตรวจวัดยาฆ่าแมลงกับเซนเซอร์ที
เตรียมขึ้น  โดยผักท่ีทางผู้วิจัยได้เลือกใช้นั้น คือผักกวางตุ้งไต้หวัน เนื่องจากผักกวางตุ้งไต้หวันถูกน ามา
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ประกอบอาหารเป็นจ านวนมาก ซึ่งในกรณผีักตัวอย่างนี้ เป็นผักท่ีให้น้ าค่อนข้างสูง ซึ่งมีวิธีการเตรียม
สกัดน้ าผักได้ตามขั้นตอนต่อไปนี้  

1. น าผักกวางตุ้งไต้หวันมา 50 กรัม หั่นผักให้มีความละเอียด  
2. น าผักท่ีหั่นละเอียดแล้วมาใส่ในถุงซิปใส และท าการบดผักท่ีอยู่ภายในให้ละเอียดมากข้ึน 
3. พอบดละเอียดได้ที่แล้ว ผักท่ีเตรียมไว้นั้นจะมีน้ าออกมา ซึ่งน าน้ าผักนั้นออกเก็บไว้ โดย

ผัก ในปริมาณ 50 กรัม จะให้น้ าผักออกมาประมาณ 25 มิลลิลิตร 
4. น าสารละลายน้ าผักท่ีได้ แบ่งเก็บใส่ภาชนะ 
5. ท าการค านวณสัดส่วน ยาฆ่าแมลงและปริมาณทีใ่ช้ โดยวิธกีารเตรียมดังแสดงในรูปที่ 

3.2 แต่จะเปลี่ยนจากสารละลายบัฟเฟอร์เป็นสารละลายน้ าผัก 
6. น าสารละลายที่ได้นั้นไปทดสอบ โดยการหยดลงบนส่วนตอบสนองของเซนเซอร์ ใน

ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ตามข้ันตอนการทดลองต่อไป 
 
3.6 กำรเตรียมและกำรทดลองกำรประยุกต์ใช้งำนอีสเฟต (ISFET) 
 

3.6.1 อีสเฟต  
 
 อีสเฟตเป็นอุปกรณ์ทรานซิสเตอร์สนามไฟฟ้าที่มีการใช้งานซึ่งประกอบด้วยขาเกต ขาเดรน 
ขาซอส โดยมีสนามไฟฟ้าคอยควบคุมหรือเป็นตัวเปิดปิดให้มีกระแสไฟฟ้าไหลผ่าน เนื่องมาจากการ
เปลี่ยนแปลงของไอออนในสารละลาย โดยงานวิจัยชิ้นนี้ได้รับความอนุเคราะห์อีสเฟต มาจาก ศูนย์
เทคโนโลยีไมโครอิเล็กทรอนิกส์ (Thai Microelectronics Center, TMEC)  

อีสเฟตดังกล่าวข้างต้น ได้ถูกก าหนดให้จ่ายความต่างศักย์ (VDS) ที่ 300 มิลลิโวลท์ และวงจร
อ่านค่ากระแส (ID) ที่ 30 ไมโครแอมแปร์ เป็นค่าคงที่ในระบบ ดังนั้นตามทฤษฎี พ้ืนที่ตอบสนองของ
อีสเฟตนั้นคือซิลิกอนไนไตรด์ เมื่อมีไอออนไฮโดรเจนเข้ามาอยู่ที่หน้าพ้ืนผิวของส่วนตอบสนองมาก ๆ 
แล้ว กระแสไฟฟ้าจะเกิดการไหลจากขาเดรนไปขาซอสได้มาก ซึ่งท าให้ค่าความต่างศักย์ที่แสดงผล
ออกมาระหว่างขาเกตกับขาซอส (Vgs) นั้นมีค่าลดลง ซึ่งจะเกิดขึ้นกับการตรวจวัดสารละลายที่เป็น
กรดมากขึ้น แต่ในกรณีที่สารละลายเป็นเบสมากขึ้นนั้น ไอออนไฮโดรเจนบริเวณหน้าพ้ืนที่ตอบสนอง
ลดลง ท าให้กระแสไฟฟ้าที่เกิดขึ้นระหว่างขาเดรนกับขาซอสไหลได้น้อย ท าให้ค่าความต่างศักย์
ระหว่างขาเกตกับขาซอสมีค่ามากขึ้น ส าหรับแผนภาพวงจรขับกระแสของอุปกรณ์อีสเฟตได้แสดงใน
รูปที่ 3.3 โดยที่อีสเฟตและขั้วไฟฟ้าอ้างอิงนั้น จะถูกต่อเข้าในวงจรที่ต าแหน่ง com 3 โดยต าแหน่งที่ 
1 2 และ 3 เป็นส่วนของขาเดรน ขาซอส และ ขั้วไฟฟ้าอ้างอิง 
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รูปที่ 3.3 แผนภาพแสดงวงจรขับกระแสของอุปกรณ์อีสเฟต 

 
3.6.2  กำรทดสอบคุณสมบัติของอุปกรณ์ ด้วยกำรทดสอบกำรตอบสนองของค่ำพีเอช 

ในสำรละลำย 
 
ก่อนการใช้งานอุปกรณณ์อีสเฟตนั้น จะต้องท าการทดสอบคุณสมบัติของอีสเฟตทีจ่ะสามารถ

ตรวจวัดไอออนไฮโดรเจนในสารละลายใด ๆ ได้ โดยท าการทดสอบใน สารละลายมาตรฐานพีเอช
บัฟเฟอรพี์เอช 4 7 และ 10 ซ่ึงซื้อมาจาก บริษัท Carlo Erba Reagents group ตามรายละเอียด ดังนี้ 
สารละลายพีเอชบัฟเฟอร์ Buffer solution RPE pH 4.00 ± 0.02 (20°C) for analysis, Buffer 
solution RPE pH 7.00 ± 0.02 (20°C) for analysis และ Buffer solution RPE pH 10.00 ± 0.02 
(20°C) for analysis 

 
โดวิธีการทดสอบ คือ 

1. เตรียมสารละลายพีเอชบัฟเฟอร์ต่าง ๆ ไว้ในถ้วยบีกเกอร์ขนาด 10 มิลลิลิตร โดยมี
ปริมาตรของสารละลายพีเอชบัฟเฟอร์ 5 มิลลิลิตร 

2. ท าการตรวจวัดสัญญาณ โดยใช้โปรแกรมอ่านค่าที่ถูกพัฒนาขึ้นมาเพ่ือวัดสัญญาณ 
Vgs ที่เกิดขึ้น ต่ออุปกรณ์อีสเฟตเข้ากับตัววงจรอ่านค่า และต่อขั้วไฟฟ้าอ้างอิง 
Ag/AgCl (ใน KCl 3M)  และจุ่มลงในสารละลายพีเอชบัฟเฟอร์ 

3. ท าการตรวจวัดสัญญาณที่เกิดขึ้นตั้งแต่พีเอช 7 เป็นเวลา 60 วินาที 
4. เสร็จแล้วท าการล้างด้วยน าไร้ประจุ 
5. ท าการบันทึกสัญญาณต่อในสารละลายพีเอชบัฟเฟอร์ 10 เป็นเวลา 60 วินาที 
6. เสร็จแล้วท าการล้างด้วยน าไร้ประจุ 
7. ท าการบันทึกสัญญาณต่อในสารละลายพีเอชบัฟเฟอร์ 4 เป็นเวลา 60 วินาที 
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8. เสร็จแล้วท าการล้างด้วยน าไร้ประจุ 
9. ท าการบันทึกสัญญาณ พีเอชบัฟเฟอร์ 7 10 และ 4 จ านวนอย่างน้อย 3 รอบ  

 
เมื่อได้ค่าสัญญาณการเปลี่ยนแปลงดังกล่าวแล้ว ค่าความต่างศักย์ Vgs ที่เกิดขึ้นในช่วงเวลา

ท้ายของสัญญาณ จะถูกน ามาเฉลี่ย จากทั้ง 3 รอบการทดลอง และจะถูกน าไปวาดกราฟ เพ่ือหา
ความสัมพันธ์ระหว่างค่าสัญญาณกับการเปลี่ยนแปลงของพีเอชของสารละลาย โดยทางผู้วิจัยจะท า
การเปรียบเทียบค่าความว่องไวของการตรวจวัด (Slope/Sensiitivity, mV/pH) โดยอีสเฟตที่สามารถ
ใช้งานได้อยู่ในเกณฑ์มาตรฐาน ควรมีค่าความว่องไวอยู่ที่ 45-55 มิลลิโวลท์ต่อพีเอช 
 และท าการศึกษาการเปลี่ยนแปลงของสัญญาณเม่ือท าการทดสอบ โดยการจุ่มอีสเฟตลงใน
สารละลายเป็นระยะเวลานานขึ้น โดยท าการทดสอบเก็บค่าสัญญาณการเปลี่ยนแปลงของสารละลาย
พีเอชบัฟเฟอร์ พีเอช 7 เป็นเวลา 8 ชั่วโมง แล้วดูลักษณะการ drift ของสัญญาณ (response drift 
rate) ที่เกิดขึ้น 
 

3.6.3 กำรเตรียมพื นผิวเซ็นเซอร์อีสเฟตด้วยเจลอำกำโรสและเอนไซม์   
 
 เซนเซอร์ตรวจวัดยาฆ่าแมลงด้วยการประยุกต์ใช้งานอีสเฟตนั้น จะท าการปรับปรุงพ้ืนผิว 
ซิลิคอนไนไตรด์ (Si4N3) บนอุปกรณ์อีสเฟต โดยใช้เจลอากาโรสติดลงบนพื้นผิว เพ่ือให้เป็นวัสดุดูดซับ
ตลอดจนสามารถกักเก็บหรือติดเอนไซม์ไว้บนอุปกรณ์อีสเฟตได้ โดยการเตรียมสารละลายเจลอากา
โรสในน้ าอุ่นตามความเข้มข้นที่ต้องการ จากนั้นหยดลงบนพ้ืนผิวอีสเฟต และท าการหยดสารละลาย
เอนไซม์ลงไป ตามความเข้มข้นที่ต้องการบนพ้ืนผิว ปล่อยทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 15 นาที จึง
เก็บเข้าตู้เย็น 4 องศาเซลเซียส ก่อนการน าไปใช้งาน ภาพแสดงการเตรียมพ้ืนผิวเซนเซอร์แสดงใน รูป
ที่ 3.4 
 

เอกสารน้ีเป็นเอกสารท่ีสงวนไวส้ำหรับการใชง้านเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตใหน้ำไปใชป้ระโยชนด์า้นการคา้ 

ไม่วา่กรณีใดๆทั้งส้ิน อีกทั้งหา้มมิใหด้ดัแปลงเน้ือหา และตอ้งอา้งอิงถึงเจา้ของเอกสารทุกคร้ังท่ีมีการนำไปใช้



56 
 

 
 

 
รูปที่ 3.4 แผนภาพแสดงการเตรียมเซนเซอร์ ด้วยการประยุกต์ใช้งานอุปกณ์อีสเฟต 

 
 

3.6.4 กำรตรวจวัดสำรละลำยซัปสเตรทควำมเข้มข้นต่ำง ๆ 
 
 การตรวจวัดสารละลายซัปสเตรทนั้น จะท าการทดสอบสารละลายซัปสเตรที่ความเข้มข้น 
1x10-5, 5x10-5, 1x10-4, 5x10-4, 1x10-3, 2x10-3, 5x10-3, 7x10-3 และ 1x10-2 โมลาร์ โดยการเตรียม
อีสเฟตที่มีการหยดเจลอากาโรสเข้มข้น 2.0 เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนักต่อปริมาตร โดยการทดสอบจะท า
การตรวจวัดทีละความเข้มข้น โดยเรียงล าดับการตรวจวัดสาร ดังแสดงในรูปที่ 3.5 คือ ท าการวัด
สารละลายบัฟเฟอร์เป็นค่าสัญญาณมาตรฐานอ้างอิงก่อน จากนั้นจึงจุ่มอุปกรณ์เซนเซอร์ลงใน
สารละลายซัปสเตรทเพ่ือวัดสัญญาณ เป็นเวลา  3 นาที สลับกับการล้างโดยการแกว่งเซนเซอร์ใน
สารละลายบัฟเฟอร์ และวัดค่าสัญญาณจากสารละลายบัฟเฟอร์ ซึ่งจะวัดค่าสัญญาณที่เกิดขึ้นโดย
เรียงความเข้มข้นของซัปสเตรท จากน้อยไปมาก ตามเงื่อนไขที่ก าหนดไว้ 
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รูปที่ 3.5 แสดงขั้นตอนการทดสอบสารละลายซัปเสตรท 

 
 

3.6.5  กำรเตรียมและตรวจหำควำมเข้มข้นที่เหมำะสมของเจลอำกำโรสต่อกำรกักเก็บ 
เอนไซม์ 

 
 เจลอากาโรสจะถูกเตรียมที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ซึ่งความเข้มข้นของเจลอากาโรสนั้นมีผลต่อ
การกักเก็บเอนไซม์ หรือสารชีวโมเลกุลต่าง ๆ สามารถเกาะตรึงอยู่ภายในได้ โดยงานวิจัยชิ้นได้
ประยุกต์ใช้งานเจลอากาโรสส าหรับตรึงเอนไซม์อะซีทิลโคลีนเอสเทอร์เรส และติดลงบนส่วน
ตอบสนองของอุปกรณ์อีสเฟส 
 เจลอากาโรสนั้น เป็นสารประกอบพอลีแซคคาไลด์ (Polysaccaride) หรือสารจ าพวกแป้ง ซ่ึง
ซื้อมาจากบริษัท Ajax Finechem Rty Ltd โดยชื่อทางการค้าคือ AGAR, coarse powder ซึ่งมีค่า 
ค่าความแข็งของเจล (Gel strength) 800 กรัมต่อมิลลิลิตร ค่าความชื้น (Moisture) 22 เปอร์เซ็นต์ 
ค่าการละลายน้ าในน้ าเดือดอยู่ที่ 2 เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนักต่อปริมาตร การใช้งานจะถูกเตรียมดัง
ตารางที่ 3.3 
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ตำรำงท่ี 3.3 ตารางการเตรียมเจลอากาโรสที่ความเข้มข้นต่าง ๆ 
 

Agarose gel 
concentration 

(%w/v) 

Weight (g) Boiling water (100 C) 
volume (µl) 

0.5 0.001  
 

200 
 

1.0 0.002 

1.5 0.003 

2.0 0.004 

 
 โดยวิธีการทดสอบนั้น จะเตรียมอีสเฟตด้วยการหยดสารละลายเจลอากาโรสความเข้มข้น 
ต่าง ๆ ที่ 2 ไมโครลิตร และ สารละลายเอนไซม์ที่ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ความเข้มข้น 0.1 ยูนิต  และ
เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ดังขั้นตอนในรูปที่ 3.3 ซึ่งจะเตรียมเซนเซอร์ดังกล่าว จ านวน 3 
ชิ้นงาน ต่อเงื่อนไขความเข้มข้นของเจลอากาโรส และเซนเซอร์จะถูกน าไปทดสอบกับสารละลาย
ซัปสเตรทที่ความเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ และบันทึกหาค่าเฉลี่ยของสัญญาณที่เกิดขึ้นของสารละลาย
ซัปสเตรทเทียบกับสัญญาณจากพีบีเอสบัฟเฟอร์  
 

3.6.6 กำรเตรียมสำรละลำยพีบีเอสบัฟเฟอร์ที่ค่ำพีเอชต่ำง ๆ ส ำหรับกำรทดสอบควำม
  เหมำะสมของค่ำพีเอชต่อกำรเกิดปฏิกิริยำของเอนไซม์และซัปสเตรท 
 
 การเตรียมสารละลายพีบีเอสบัฟเฟอร์ที่ค่าพีเอชต่าง ๆ นั้น จะเตรียมพีบีเอส ตามหัวข้อที่ 3.1 
และค่าพีเอชของสารละลายจะถูกปรับ ให้เป็นกรด โดยการใช้สารละลายกรดไฮโดรคลอริค (HCl) 
เข้มข้น 1 โมลาร์ หรือ เบส โดยการใช้สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) 1 โมลาร์ เพ่ือปรับค่าพี
เอชของสารละลาย ให้มีค่าพีเอช 5.0 6.0 7.0 8.0 และ 9.0 และน าสารละลายพีบีเอสบัฟเฟอร์
ดังกล่าวมาละลายสารซัปสเตรทอะซีทิลโคลีนคลอไรด์ ให้มีความเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์  
 ส าหรับการทดสอบหาความเหมาะสมของค่าพีเอชของสารละลายพีบีเอสบัฟเฟอร์ จะท าการ
ทดสอบด้วยเซนเซอร์ที่ท าการเตรียมจากอีสเฟต โดยใช้เงื่อนไขความเข้มข้นของเจลอากาโรสที่ 2 
เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ร่วมกับเอนไซม์อะซีทิลโคลีนเอสเทอร์เรส 0.1 ยูนิต เมื่อเตรียม
เซนเซอร์พร้อมแล้วจะท าการทดสอบสารละลายซัปสเตรทที่ละลายในพีบีเอสบัฟเฟอร์ที่ค่าพีเอช   
ต่าง ๆ ตามข้างต้น โดยการบันทึกค่าสัญญาณที่เกิดขึ้น ค่าสัญญาณการเปลี่ยนแปลงระหว่างสัญญาณ
บัฟเฟอร์และสัญญาณจากซัปสเตรท และท าการทดสอบสารละลายดังกล่าวด้วยเซนเซอร์อีสเฟตที่ไม่
มีการปรับปรุงพื้นผิวด้วยเจลหรือเอนไซม์ใด ๆ เพ่ือใช้เป็นเงื่อนไขเปรียบเทียบ 
 
 
 

เอกสารน้ีเป็นเอกสารท่ีสงวนไวส้ำหรับการใชง้านเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตใหน้ำไปใชป้ระโยชนด์า้นการคา้ 

ไม่วา่กรณีใดๆทั้งส้ิน อีกทั้งหา้มมิใหด้ดัแปลงเน้ือหา และตอ้งอา้งอิงถึงเจา้ของเอกสารทุกคร้ังท่ีมีการนำไปใช้



59 
 

 3.6.7  กำรทดสอบกำรวัดค่ำสัญญำณซ  ำของอุปกรณ์อีสเฟต (Repeatability) 
 
 การทดสอบในหัวข้อนี้จะดูการเปลี่ยนแปลง การตอบสนองของเซนเซอร์ เพ่ือดูความแม่นย า
ของอุปกรณ์อีสเฟต ต่อการตรวจวัดค่าสัญญาณของสารละลายซัปสเตรท ความเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ 
โดยการตรวจวัด ซ้ าๆ จ านวน 20 ครั้ง  ด้วยเซนเซอร์อีสเฟตที่ท าการปรับปรุงพ้ืนผิวด้วยเจลอากา
โรสความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนักต่อปริมาตร และเอนไซม์อะซีทิลโคลีนเอสเทอร์เรสที่ 0.1 ยู
นิต โดยการวัดในสารละลายพีบีเอสบัฟเฟอร์และตามด้วยสารละลายซัปสเตรท และหาค่าความต่าง
ของสัญญาณที่เกิดขึ้น ท าการวัดซ้ าแบบนี้วนไปจนครบ 20 รอบ 
 

3.6.8 กำรทดสอบกำรตรวจวัดยำฆ่ำแมลงในสำรละลำยพีบีเอสบัฟเฟอร์ 
 
 การตรวจวัดยาฆ่าแมลงจะท าการตรวจวัดสารละลายยาฆ่าแมลงคาร์บาริว ตั้งแต่ความเข้มข้น
น้อยไปความเข้มข้นมาก โดยก่อนที่จะทดสอบสารละลายยาฆ่าแมลงนั้น จะต้องท าการทดสอบเพ่ือหา
ค่าสัญญาณที่ได้จากสารละลายซัปสเตรทเบื้องต้นก่อน เพ่ือเป็นข้อมูลในการอ้างอิงสัญญาณเริ่มต้น 
คือ สัญญาณที่เกิดขึ้นจากการที่ไม่มีการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ในการทดสอบกับสารละลายยา
ฆ่าแมลง ดังจะแสดงให้เห็นขั้นตอนการวัดยาฆ่าแมลง จากรูปที่ 3.6 เมื่อวัดสัญญาณของบัฟเฟอร์
เริ่มต้นแล้ว วัดค่าสัญญาณของซัปสเตรทมาตรฐานที่เลือกมาเพ่ือใช้ในการอ้างอิงสัญญาณที่ไม่ถูก
ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ คิดเป็นสัญญาณการเปลี่ยนแปลงที่  100 เปอร์เซ็นต์ จากนั้นวัดค่า
สัญญาณจากบัฟเฟอร์ และจากนั้นเป็นขั้นตอนการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ ซึ่งจะน าเซนเซอร์
อีสเฟตออกมาวางหงายให้ส่วนพ้ืนที่ตอบสนองอยู่ด้านบน ซับน้ าส่วนเกินบริเวณโดยรอบของพ้ืนที่
ตอบสนอง จากนั้นจึงหยดยาฆ่าแมลงที่เตรียมไว้ลงไป รอเวลา 5 นาที ท าการซับ และล้างด้วยการจุ่ม
แช่สลับกันในบัฟเฟอร์ จากนั้นจึงวัดค่าสัญญาณบัฟเฟอร์ และค่าสัญญาณจากซัปสเตรท ซึ่งสัญญาณที่
ได้จะเป็นสัญญาณของปฏิกิริยาระหว่างซัปสเตรทกับเอนไซม์ที่ถูกการยับยั้งการท างานไป จากนั้นท า
ตามข้ันตอนเดิม เรียงด าดับการทดสอบยาฆ่าแมลงจากความเข้มข้นน้อยไปมาก ตามล าดับ 
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รูปที่ 3.6 แผนภาพแสดงขั้นตอนการตรวจวัดยาฆ่าแมลง 
 

3.6.9 กำรทดสอบกำรตรวจวัดยำฆ่ำแมลงท่ีเจือในสำรละลำยน  ำผัก 
 

การเตรียมสารละลายจากตัวอย่างผักผลไม้จริงโดยวิธีการสกัด ท าโดยใช้ผักกวางตุ้ง  มาล้าง
ให้สะอาดด้วยน้ ากลั่น แล้วสกัดน้ าผักออกมาตามขั้นที่ในข้อที่ 3.5 แล้วน าสารละลายน้ าผักที่ได้มาเจือ
ด้วยยาฆ่าแมลงคาร์บาริลความเข้มข้นต่าง ๆ คือ 1x10-8 ถึง 1x10-4 โมลาร์ โดยวิธีการเตรียมเหมือนใน
หัวข้อที่ 3.4 แต่เป็นการใช้สารละลายน้ าผักแทนสารละลายพีบีเอสบัฟเฟอร์ และท าการทดสอบตามวิธี
ทดสอบการตรวจวัดยาฆ่าแมลงในหัวข้อที่ 3.6.8 

 
3.6.10 กำรทดสอบกำรเก็บรักษำเซนเซอร์ 

 
 การเก็บรักษาอุปกรณ์เซนเซอร์ที่มีเอนไซม์ก่อนน าไปใช้งานนั้น จะท าการทดสอบเป็นสอง
เงื่อนไข คือ เงื่อนไขแรก จะเป็นการเก็บ แบบไม่มีสารช่วยคงสภาพของเอนไซม์ (Stabilizer) ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และ เงื่อนไขที่สอง แบบที่มีสารช่วยคงสภาพ ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
โดยจะท าการทดลอง เก็บในอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ถึง 28 วัน (ไม่มีสารคงสภาพ)  
ส าหรับเซนเซอร์ที่เก็บในอุณหภูมิห้อง จะถูกเก็บเป็นเวลา 1 ถึง 7  วัน (มีสารคงสภาพ) และจะท าการ
ทดสอบกับอีสเฟตเอนไซม์ที่เก็บในอุณหภูมิห้อง (25 องศาเซลเซียส) โดยไม่ใช้สารคงสภาพเป็น
เงื่อนไขเปรียบเทียบ โดยมีขั้นตอนการเตรียมการทดลองดังนี้ 
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1. เตรียมเซนเซอร์อีสเฟต (ที่มีเจลอากาโรสและเอนไซม์) และวางอยู่ในอุณหภูมิห้อง 10 
นาท ี

2. ท าการหยดสารละลายคงสภาพ ในปริมาณ 2 ไมโครลิตร 
3. วางทิ้งไว้อุณหภูมิห้อง โดยเก็บไว้ในถุงพลาสติกท่ีมีการปิดผนึก 
4. เมื่อครบก าหนดเวลาก็น ามาทดลอง 
5. ก่อนการต่อเข้ากับอุปกรณ์เก็บสัญญาณ ให้ท าการแช่ ในสารละลายบัฟเฟอร์ เป็นเวลา 5 

นาท ี
6. น าเซ็นเซอร์จุ่มขึ้นลงๆ และแกว่ง ในสารละลายบัฟเฟอร์ประมาณ 10 ครั้ง 
7. น าเซ็นเซอร์ ต่อเข้ากับอุปกรณ์ตรวจวัดสัญญาณ และท าการวัดสัญญาณต่อไป โดยวัด

สัญญาณที่เกิดข้ึนจาก สารละลายซัปสเตรท จ านวน 5 ครั้ง 
*กระบวนการนี้จะทดสอบกับอุปกรณ์เซ็นเซอร์อีสเฟต ที่มีสารคงสภาพและไม่มีสารคง
สภาพ และส าหรับสารคงสภาพนั้นเป็นสาร Stabil®Coat immunoassay stabilizer 
 

3.7 กำรเตรียมและกำรทดลอง กำรประยุกต์ใช้งำน ส่วนต่อขยำยขำเกต (EGFET) 
 
 อุปกรณ์ส่วนต่อขยายขาเกตนั้นสามารถใช้ชุดวงจรเดียวกับอีสเฟตได้ คือ ให้ค่าแรงดันกระแส 
ค่าความต่างศักย์ ( VDS) 300 มิลลิโวลท์ และ ค่ากระแสคงที่ (ID) 100 ไมโครแอมป์ ซึ่งจากรูปที่ 3.3 
นั้น ขาซอส ในต าแหน่งที่ com 3 ขาที่ 2 จะผ่านตัวต้านทาน จากอีสเฟตที่เป็น 50 กิโลโอห์ม แต่     
อีจีเฟตใช้ 15 กิโลโอห์ม และใช้ขั้วไฟฟ้าอ้างอิงคือ ขั้ว Ag/AgCl แต่ส่วนที่เป็นเซนเซอร์นั้น จะใช้ 
MOSFET FDV N303 ซึ่งในอีสเฟตนั้นอีสเฟตที่ได้มาจะมีส่วนสารกึ่งตัวน าและวงจรขับภายในอยู่ใน
อุปกรณ์อิสเฟตมาตั้งแต่การสร้างขึ้นมา ส่วนลักษณะสัญญาณและการน าไฟฟ้านั้น เหมือนกับการใช้
งานอีสเฟต โดยแผนภาพของอุปกรณ์อีจีเฟตแสดงในรูปที่ 3.8 (b) 
 

3.7.1 กำรเตรียมกระจกน ำไฟฟ้ำ (ITO) เพื่อเป็นส่วนต่อขยำยขำเกต 
 
 ส่วนต่อขยายขาเกต (EGFET) หรือ ส่วนที่ทางผู้วิจัยจะพัฒนาพ้ืนที่ตรวจจับ และตรวจวัด
สารเคมีที่ต้องการ โดยส่วนนี้จะเตรียมจาก กระจกน าไฟฟ้าไอทีโอ (Indium Tin Oxide, ITO) ซึ่งซื้อ 
ITO Coated on Glass (XY15S) มาจากบริษัท Xin Yan Technology (China) โดยมีค่ าความ
ต้ า น ท า น  (ITO sheet resistance) ≤ 15 ohm/sq (10-13 ohm/sq) ค่ า ก า ร ท ะ ลุ ผ่ า น 
(Transparency) ที่ 550 นาโนเมตร อยู่ที่  ≤ 85 เปอร์เซ็นต์ ฟิล์มไอทีโอมีความหนา 155±20 นาโน
เมตร และกระจกมีความหนา 1.1 มิลลิเมตร ซึ่งวัสดุไอทีโอ มีค่า work function 4.8-4.9 eV โดย
การเตรียมกระจกน าไฟฟ้าดัง รูปที่ 3.7  น ากระจกไอทีโอมาตัดตามขนาดที่ต้องการ ท าความสะอาด
ด้วยน้ ายาล้างจาน และน าไป sonicate ด้วย อะซีโตน เอทานอล น้ า DI และ ไอโซโพรพานอล อย่าง
ละ 15 นาที จึงน าไปเป่าแห้งด้วยแก๊สไนโตรเจน และเก็บที่อุณหภูมิห้อง ไม่โดนฝุ่น 
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รูปที่ 3.7 แผนภาพแสดงขั้นตอนการเตรียมกระจกน าไฟฟ้า   
 
 การออกแบบการทดลอง ขนาดของพ้ืนที่สัมผัสต่อการเปลี่ยนแปลงค่าสัญญาณ โดยออกแบบ
ขนาดของพ้ืนที่สัมผัส ให้มีขนาด 3x3 และ 5x5 มิลลิเมตร ดังรูปที่ 3.7 โดยท าการติดขั้วไฟฟ้าลงบน
ชิ้นงานกระจกไอทีโอด้วยกาวเงิน (silver plate) อบที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 5 นาที 
จากนั้นท าการก าหนดพ้ืนที่โดยใช้ เทปคาร์บอน ทาปิดทับบริเวณที่ไม่ต้องการ รอเวลา 3 ชั่วโมง จน
สารแห้ง จึงน าขั้วที่ได้ไปใช้งาน 
  

(a) (b) 
 

รูปที่ 3.8 ภาพชิ้นงานของกระจกน าไฟฟ้า ITO ที่ใช้ในการทดลอง (a) และแผนภาพแสดง 
           ส่วนประกอบของอุปกรณ์อีจีเฟต (b)   
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 3.7.2 กำรหำขนำดที่เหมำะสมของกระจกไอทีโอ และปริมำตรของเจลอำกำโรส 
 
 การทดสอบส่วนต่อขยายขาเกตที่ทางผู้วิจัยได้ออกแบบมาโดยจะท าการศึกษาหาขนาดที่
เหมาะสมต่อการใช้งานในระบบ โดยจะได้ทดสอบกับส่วนต่อขยายขาเกต หรือส่วนตอบสนองที่มี
ขนาดพ้ืนที่ตอบสนองอยู่ที่ 3x3 และ 5x5 ตารางมิลลิเมตร และหยดเจลอากาโรสที่ความเข้มข้น 1.5 
เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ที่ปริมาตร 2 3 และ 5  ลงบนพ้ืนตอบสนองที่ดังกล่าว โดยจะท า
การทดสอบด้วยการเปรียบเทียบค่าความว่องไว (sensitivity) ที่เกิดขึ้นเมื่อทดสอบกับสารละลายพี
เอชบัฟเฟอร์พีเอช 4.0 7.0 และ 10.0  
 
 3.7.3  ตรวจหำควำมเข้มข้นที่เหมำะสมของเจลอำกำโรสต่อกำรกักเก็บเอนไซม์ 
 
 การเตรียมเจลอากาโรสที่ความเข้มข้นต่าง ๆ และการทดสอบจะเป็นไปตามหัวข้อที่ 3.6.4 
แต่จะท าเตรียมส่วนต่อขยายขาเกตด้วยการหยดเจลอากาโรสที่ปริมาตร 3 ไมโครลิตร และ ใช้เอนไซม์
ที่ปริมาณ 0.5 ยูนิต ซึ่งจะต่างจากกรณีของอีสเฟต โดยที่ส่วนต่อขยายขาเกต เมื่อเตรียมตามเงื่อนไข
ของเจลอากาโรสที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ก็จะถูกทดสอบตรวจหาค่าสัญญาณการเปลี่ยนแปลงเมื่อ
ทดสอบกับสารละละลายซัปสเตรทที่ 5 มิลลิโมลาร์ โดยที่ส่วนตอบสนองจะใช้กระจกไอทีโอขนาด 
5x5 ตารางมิลลิเมตร 
 
 3.7.4 กำรหำปริมำณเอนไซม์อะซีทิลโคลีนเอสเทอร์เรสที่เหมำะสมที่กักอยู่ในเจลบนพื น 

ผิวของเซนเซอร์ 
 

 ปริมาณเอนไซม์อะซีทิลโคลีนเอสเทอร์เรสที่จะใช้ทดสอบนั้น จะมีอยู่ด้วยกัน 4 เงื่อนไข คือ 
0.01 0.25 0.50 และ 0.75 ยูนิต โดยท าการหยดเอนไซม์ตามเงื่อนไขต่อไปนี้ลงบนเจลอากาโรสความ
เข้มข้น 1.5 เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนักต่อปริมาตร (3 ไมโครลิตร) โดยที่ส่วนตอบสนองจะใช้กระจกไอทีโอ
ขนาด 5x5 ตารางมิลลิเมตร ในการทดสอบ และท าการตรวจวัดค่าสัญญาณของสารละลายซัปสเตรท 
เข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ ที่เกิดขึ้น บันทึกค่าสัญญาณเทียบกับละลายพีบีเอสบัฟเฟอร์  และท าการ
เปรียบเทียบสัญญาณที่แสดงผลออกมา 
 

3.7.5  กำรทดสอบกำรตรวจวัดยำฆ่ำแมลง 
 
 การตรวจวัดยาฆ่าแมลง ได้ท าการทดสอบค่าความเข้มข้นต่าง ๆ โดยถอดอุปกรณ์ส่วนพ้ืนที่
ตอบสนอง (ITO) ออกมา วางในแนวระนาบ หงายด้านหน้าขึ้น เพ่ือท าการหยดสารละลายยาฆ่าแมลง
ลงไป 5 ไมโครลิตร รอเวลากระบวนการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ 5 นาที กระบวนการและวิธีการ
วัดเป็นไปตาม รูปที่ 3.5 โดยกระบวนการของอุปกรณณ์อีจีเฟตนี้จะท าการทดสอบกับสารละลายยาฆ่า
แมลง 3 ชนิด คือ คาร์บาริล เมธิลพาราไทออน และ อิมิดาโคลพลิต ซึ่งป็นตัวแทนของยาฆ่าแมลงจาก 
3 กลุ่ม คือ คาร์บาเมต ออร์กาโรฟอสเฟต และ นีโอนิโคทินอยด์ โดยทดสอบกับสารละลายยาฆ่าแมลง
ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ตั้งแต่ 1 นาโนโมลาร์ จนถึง 1 มิลลิโมลาร์ 
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3.8  กำรท ำเส้นมำตรฐำน 
 
 เส้นมาตรฐาน หรือ Calibration curve ทางผู้วิจัยจะได้ท าการสร้างเส้นมาตรฐานจากข้อมูล
ที่เป็น semi-log plot ซึ่งจะได้กราฟลักษณะเป็นรูปตัวเอส (S Curve)  ซึ่งเป็นกราฟมาตรฐานระหว่าง
ค่าสัญญาณที่ตรวจวัดได้ในแกน y (linear scale) และค่าความเข้มข้นของสารละลายที่ตรวจวัดในแกน 
x (log scale) โดยการใช้งานโปรแกรม Origin Pro 9.0 64-bit ซ่ึงใช้สมการ Five-Parameter logistic 
(5PL) ในการ fit ข้อมูล สมการที่ได้เป็นไปดังสมการ 3.1  
 

𝒚 = 𝒅 +
𝒂−𝒅

[𝟏+(
𝒙

𝒄
)𝒃]𝒈

                                                 (3.1) 

 
 

เมื่อ : 
a = จุดตัดแกน y หรือ เมื่อ x = 0 
b = ค่าความชัน    
c = ค่าสัญญาณ ณ จ าแหน่งกึ่งกล่งช่วง (C50)  
d = ค่าการตอบสนองของสัญญาณท่ีความเข้มข้นอนันต์  
g = ค่าปัจจัยไม่สมดุล 
 

 จากการพลอตกราฟแบบ semi-log plot จะท าให้ได้ช่วงของการวัดที่กว้าง ซึ่งตรงกลางของ
ข้อมูลจะเป็นช่วงเส้นตรงที่มีความชันมาก แต่ส่วนตอนต้นกับตอนปลายของข้อมูลสัญญาณจะมีความ
ชันน้อยแทบคงที่ ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงมีการเทียบความชันเฉพาะช่วงกลางของกราฟ semi-log plot 
ด้วยเช่นกัน ซึ่งความสัมพันธ์ของข้อมูลในช่วงกลางแสดงในสมการเส้นตรง ดังสมการที่ 3.2 
 

𝒚 = 𝒎𝒙 + 𝒄                                         (3.2) 
  

เมื่อ :  
m = ค่าความชันเส้นตรง 
c  = ค่าจุดตัดแกน y หรือ เมื่อ x = 0 
 

 โดยค่าในช่วงของฟังก์ชันแกน y จะเป็นเปอเซ็นต์การยับยั้งการท างานของเอนไซม์ 
(%Inhibition) สามารถค านวณได้จากสมการ 3.2 และในช่วงแกน x จะเป็นความเข้มข้นของยาฆ่า
แมลงความเข้มข้นต่าง ๆ (log M) ที่ใช้ในงานวิจัย  
 
3.9  กำรวิเครำะห์ข้อมูลค่ำกำรยับยังกำรท ำงำนของเอนไซม์ 
 
 ในการวิเคราะห์ และการน าเสนอข้อมูล ทางผู้วิจัยจะพิจารณา ค่าการยับยั้งการท างานของ
เอนไซม์ (%Inhibition) ซึ่งจะใช้ผลต่างของสัญญาณที่เกิดขึ้นระหว่าง สารละลายบัฟเฟอร์กับ
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สารละลายซัปสเตรท ก่อนและหลังนการถูกยับยั้งการท างานของเอนไซม์ ซึ่งเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการ
ท างานของเอนไซม์ ค านวณได้ดังสมการ 3.3 และดูตามแผนภาพประกอบ รูปภาพ 3.9 
 
 

𝒚 =
𝒃−𝒂

𝒂
 × 𝟏𝟎𝟎                                                (3.3) 
 

เมื่อ : 
Y =  เปอร์เซ็นการยับยั้งการท างานของเอนไซม์เทียบกับความเข้มข้นยาฆ่าแมลง 
a  = ค่าความแตกต่างของสัญญาณบัฟเฟอร์ กับสัญญาณของสารละลายซัปสเตรท  
       ก่อนการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ 
b  = ค่าความแตกต่างของสัญญาณบัฟเฟอร์ กับสัญญาณของสารละลายซัปสเตรท  
       หลังการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
รูปที ่3.9 แผนภาพแสดงต าแหน่งของสัญญาณ ที่ใช้ในการคิดค านวณค่าการยับยั้งการท างานของ 

    เอนไซม์ 
 

 จากรูปที่ 3.8 แสดงต าแหน่งของสัญญาณที่ใช้ในการค านวณการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ 
โดยค่าสัญญาณที่ใช้จะแบ่งเป็นสองช่วง คือ ช่วง a คือ ผลต่างระหว่างค่าสัญญาณของสารละลาย

PBS buffer (base signal) AChCl solution  (AChCl signal) 
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บัฟเฟอร์ หรือ Base line ในวงกลมสีเขียว กับ ค่าสัญญาณที่ได้จากสารละลายซัปสเตรท หรือ 
Substrate (AChCl) ในวงกลมสีแดง ส่วนช่วง b คือ ผลต่างของสัญญาณเช่นกัน แต่จะเป็นค่าผลต่าง
ของสัญญาณที่เกิดขึ้น หลังจากการท ากระบวนการยับยั้งการท างานของเอนไซม์  ซึ่ง ค่า a และ b 
สามารถน าไปใช้ค านวณในสมการที่ 3.3 ได้ 
 
3.10  กำรทดสอบวิเครำะห์ลักษณะพื นผิวของเจลอำกำโรสด้วยกล้องจุลทรรศน์แรง 
        อะตอม (Atomic Force Microscope, AFM) 
 

การศึกษาลักษณะพ้ืนผิวของเจลอากาโรส จะท าการศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์แรงอะตอม
โดยการเตรียมเจลอากาโรส 4 ความเข้มข้น คือ 0.5 1.0 1.5 และ 2.0 เปอร์เซ็น ต์โดยน้ าหนักต่อ
ปริมาตร ท าการหยดลงบนแผ่นซิลิคอน (Silicon wafer) ขนาด 5x5 ตารางมิลลิเมตร และท าการ
หยดสารละลายเจลอากาโรส ลงบนพ้ืนผิวของแผ่นซิลิคอนปริมาตร 5 ไมโครลิตร และน าไปเก็บไว้ใน
ภาชนะที่บรรจุซิลิกาเจล หรือสารดูดความชื้น เป็นเวลา อย่างน้อย 3 วันก่อนการน าไปตรวจสอบ
วิเคราะห์พ้ืนผิวกับเครื่องดังกล่าว ส าหรับการทดสอบนี้จะท าการศึกษาผลของค่าความขรุขระ Ra 
(Roughness) และค่า Rms (Root mean square) ที่ปรากฏในโปรแกรมวิเคราะห์ของเครื่องมือ  
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บทท่ี 4 
ผลการทดลอง 

 
4.1 ลักษณะสัญญาณการตอบสนองของอุปกรณ์อีสเฟต ต่อสารละลายพีบีเอสบัฟเฟอร์

ที่พีเอชต่าง ๆ 
 
ก่อนการใช้งานอุปกรณ์อีสเฟต ต้องมีการทดสอบประสิทธิภาพหรือความว่องไว (sensitivity) 

ของอีสเฟตต่อการเปลี่ยนแปลงค่าความเป็นกรดด่างหรือค่าพีเอชในสารละลาย โดยการทดสอบกับ
สารละลายพีบีเอสบัฟเฟอร์ที่มีค่าพีเอชแตกต่างกัน คือ สารละลายพีบีเอสบัฟเฟอร์พีเอช 4 7 และ 10 
ซึ่งในการทดลองจะใช้เซนเซอร์อีสเฟตที่มีค่าความว่องไวอยู่ในช่วง 45 – 55 มิลลิโวลท์ต่อพีเอช 
(mV/pH) ของสารละลาย [51] ซึ่งถือเป็นค่ามาตรฐานและเหมาะสมต่อการใช้งานตามการออกแบบ
เซนเซอร์อีสเฟต ของทางศูนย์เทคโนโลยีไมโครอิเล็กทรอนิกส์ (TMEC)  จากการทดลองได้ท าการ
ทดสอบวัดสัญญาณการตอบสนองของอีสเฟตที่สารละลายพีบีเอสบัฟเฟอร์พีเอชต่าง ๆ โดยใช้       อีส
เฟตจ านวน 5 ชิ้นงาน ซึ่งสัญญาณการตอบสนองแสดงดังรูปที่ 4.1  

จากรูปที่ 4.1(a) แสดงให้เห็นถึงการเปลี่ยนแปลงของสัญญาณที่ค่าพีเอชต่าง ๆ ของ
สารละลายพีบีเอสบัฟเฟอร์ โดยสัญญาณการตอบสนองจะแสดงออกมาในลักษณะของสัญญาณความ
ต่างศักย์ที่ตกคร่อมระหว่างขาเกตและซอส (Vgs) เทียบกับเวลา โดยสารละลายที่มีค่าพีเอชต่ าจะให้
สัญญาณการตอบสนองมีค่าต่ า และเมื่อสารละลายมีค่าพีเอชสูงขึ้นจะมีค่าการตอบสนองที่สูงขึ้น 
เนื่องมาจากในสารละลายพีบีเอสบัฟเฟอร์ที่มีค่าพีเอชต่ า หรือมีความเป็นกรดสูง จึงมีการแตกตัวของ
ประจุไอออนไฮโดรเจน (H+) ในสารละลายอยู่มาก ท าให้เกิดการรวมกันของประจุที่ผิวหน้าบริเวณ
รอยต่อของชั้นซิลิกอนไนไตรด์และสารละลาย ซึ่งเหนี่ยวน าให้เกิดการเคลื่อนที่ของอิเล็กตรอนในชั้น  
เซมิคอนดักเตอร์ขึ้นมาที่ผิวหน้า เกิดเป็นช่องทางการไหลของกระแสไฟฟ้าเกิดขึ้นระหว่างขั้วเดรนและ
ซอส ท าให้มีกระแสไฟฟ้า (Ids) ไหลในวงจร และมีผลท าให้ค่าความต่างศักย์ (Vgs) มีค่าต่ า ในทาง
ตรงกันข้ามเมื่อสารละลายที่เป็นเบสสูง มีไอออนไฮโดรเจนปริมาณน้อย ค่าความต่างศักย์ (Vgs) จึงมี
ค่าเพ่ิมสูงขึ้น จากตัวอย่างในรูปที่ 4.1(a) สารละลายพีเอช 7.0 จะมีค่าสัญญาณตอบสนองอยู่ที่
ประมาณ 1000 มิลลิโวลท์ พีเอช 10.0 จะมีค่าสัญญาณตอบสนองที่สูงขึ้น ที่ประมาณ 1,150        
มิลลิโวลท์ และที่สารละลายพีเอชต่ า เช่น พีเอช 4.0 จากตัวอย่าง จะได้ค่าอยู่ที่ ประมาณ 850      
มิลลิโวลท์  
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(a) 

  
(b) 

รูปที่ 4.1 สัญญาณการตอบสนองอีสเฟตต่อสารละลายพีบีเอสบัฟเฟอร์ที่ค่าพีเอชต่าง ๆ โดย (a)  
     กราฟแสดงค่าสัญญาณไฟฟ้า (Vgs) เทียบกับเวลา และ (b) ค่าสัญญาณไฟฟ้าของ 
     สารละลายที่มีค่า   พีเอชต่าง ๆ 

 
ซึ่งนอกจากการรายงานผลการเปลี่ยนแปลงสัญญาณเทียบกับเวลาแล้ว สามารถที่จะน าค่า

สัญญาณความต่างศักย์ (Vgs) ที่ได้ มาพลอตเทียบกับค่าพีเอชของสารละลายเพ่ือหาค่าความว่องไว 
(sensitivity) ของอีสเฟตได้ ซึ่งแสดงดังรูปที่ 4.1(b) โดยจากกราฟจะเห็นว่าสัญญาณการตอบสนองมี
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ลักษณะเป็นเส้นตรง เมื่อเพ่ิมค่าพีเอชของสารละลาย ค่าสัญญาณ Vgs มีค่าเพ่ิมขึ้น  จากผลการ
ทดสอบอีสเฟต 5 ชิ้นงาน จะพบว่าแต่ละชิ้นงานให้ค่าสัญญาณ Vgs เริ่มต้นไม่เท่ากันเมื่อเทียบที่
สารละลายพีเอชเดียวกัน (pH 4) ซึ่งเป็นปกติของสัญญาณที่เกิดขึ้นจากอีสเฟตคนละชิ้นงานกัน ดังนั้น
จึงต้องท าการตรวจสอบหาค่าความว่องไวของอีสเฟตในแต่ละชิ้นงานให้มีค่าใกล้เคียงกันและยอมรับ
ได้ที่ประมาณ 45-55 มิลลิโวลท์ต่อพีเอช  ซึ่งค่าความว่องไวของอีสเฟตหาได้จากค่าความชัน (slope) 
ที่ได้จากสมการเส้นตรงที่บอกความสัมพันธ์เชิงเส้นของกราฟที่พลอตระหว่าง ค่าสัญญาณ Vgs และ 
ค่าพีเอช ของสารละลาย 

จากการทดสอบนี้พบว่า อีสเฟตที่น ามาใช้งานมีค่าความว่องไวอยู่ที่ประมาณ 54.45 มิลลิ
โวลท์ ต่อพีเอช โดยค่าความว่องไวของอีสเฟตตัวอย่างแต่ละชิ้นงานแสดงในตารางที่ 4.1 ซึ่งอยู่ในช่วง
ที่ยอมรับได้ส าหรับการประยุกต์ใช้งานของอุปกรณ์ในขั้นต่อไป 

 
ตารางท่ี 4.1 แสดงค่าความว่องไวของอุปกรณ์อีสเฟต ของตัวอย่างแต่ละชิ้นงาน  

 
ISFET number Sensitivity (mV/pH) R2 

01 53.57 0.999 
02 54.80 0.999 
03 55.89 0.999 
04 53.76 0.999 
05 54.24 0.999 

 
4.2  ทดสอบการ Drift ของสัญญาณอีสเฟต 
 

ก่อนการใช้งานอุปกรณ์อิสเฟสนอกจากต้องวัดค่าสัญญาณของพีเอชเพ่ือดูค่าความว่องไวต่อ
การตรวจวัดแล้ว การทดลองนี้ต้องการทดสอบการเปลี่ยนแปลงของค่าสัญญาณตามเวลาที่เปลี่ยนไป
เมื่อจุ่มอยู่ในสารละลายเป็นระยะเวลานาน จากการศึกษางานวิจัยของ  Hyun-June Jang และคณะ 
[52] ได้ท าการทดสอบการ Drift ของสัญญาณอีสเฟตที่วัดในสารละลายพีเอช 7 เป็นเวลา 12 ชั่วโมง 
พบว่าให้ค่าสัญญาณการเปลี่ยนแปลง (Response Drift Rate) อยู่ที่  1.47 มิลลิโวลท์ต่อชั่วโมง
(mV/H) มีค่า Error ของสัญญาณ น้อยกว่า 5.67 %RSD โดยเทียบจากสัญญาณที่ 12 ชั่วโมง และ
สัญญาณเริ่มต้น 

จากการทดสอบในงานวิจัยนี้ได้ท าการจุ่มอีสเฟตในสารละลายพีบีเอสบัฟเฟอร์พีเอช 7 เพ่ือ
วัดสัญญาณการเปลี่ยนแปลงแบบต่อเนื่องเป็นเวลา 8 ชั่วโมง ผลที่ได้แสดงในรูปที่ 4.2  ซึ่งพบว่า
ในช่วงเริ่มต้นมีการตอบสนองของสัญญาณ Vgs อยู่ที่ 1,104 มิลลิโวลท์ จากนั้นสัญญาณมีค่าลดลง
อย่างรวดเร็วในวินาทีที่ 2 เนื่องมาจากอุปกณณ์อีสเฟตเริ่มต้นถูกเก็บในสภาวะแห้งเมื่อทดสอบกับ
สารละลายเริ่มต้นส่วนตอบสนองเริ่มที่จะสัมผัสกับสารลละลาย จึงค่อย ๆ แลกเปลี่ยนไอออน    ไฮ
โดนเจน สัญญาณจึงมีการเปลี่ยนแปลงลดลงจากรูปดังกล่าว และคงที่จนเมื่อเวลาผ่านไป 900 วินาที 
สัญญาณค่อย ๆ drift ขึ้น ประมาณ 0.47 มิลลิโวลท์ และคงที่ จากนั้นที่เวลา 10,800 วินาที สัญญาณ
ค่อย ๆ drift ลงเรื่อย ๆ จนมีค่าประมาณ 1098.5 มิลลิโวลท์ และคงที่ไปเรื่อย ๆ ตั้งแต่วินาทีที่ 
17,000 วินาที จนครบ 8 ชั่วโมง 

เอกสารน้ีเป็นเอกสารท่ีสงวนไวส้ำหรับการใชง้านเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตใหน้ำไปใชป้ระโยชนด์า้นการคา้ 

ไม่วา่กรณีใดๆทั้งส้ิน อีกทั้งหา้มมิใหด้ดัแปลงเน้ือหา และตอ้งอา้งอิงถึงเจา้ของเอกสารทุกคร้ังท่ีมีการนำไปใช้



70 

 
 

รูปที่ 4.2 กราฟแสดงการเปลี่ยนแปลงสัญญาณของอีสเฟตในสารละลายพีบีเอสบัฟเฟอร์พีเอช 7  
     เป็นเวลา 8 ชั่วโมง 
 

 จากผลการทดสอบพบว่าเมื่อมีการใช้งานอุปกรณ์อีสเฟตนาน ๆ จะมีการเปลี่ยนแปลงของ
สัญญาณเกิดขึ้น จากการทดสอบในสารละลายพีบีเอสบัฟเฟอร์ พีเอช 7 เป็นเวลา 8 ชั่วโมง พบว่า
สัญญาณมีค่าลดลง 0.285 มิลลิโวลท์ต่อชั่วโมง (mV/h) โดยมีค่าเฉลี่ยของสัญญาณอยู่ที่ 1,099.379 
มิลลิโวลท์ และ ค่า Error สูงสุดตลอด 8  ชั่วโมง น้อยกว่า 0.284 %RSD (คิดจากค่าสัญญาณส่วน
เบี่ยงเบนมาตรฐานต่อค่าเฉลี่ยของสัญญาณทั้งช่วงคูณด้วย 100 เพ่ือคิดเป็นเปอร์เซ็นต์)ซึ่งถือว่าค่า
สัญญาณมีการเปลี่ยนแปลงน้อยมากเนื่องจากมีค่า %RSD ต่ า  ดังนั้นจากการทดลองอุปกรณ์         
อีสเฟตที่ระยะเวลานาน จะมีการเปลี่ยนแปลงสัญญาณเนื่องจากตัวอุปกรณ์เองน้อยมาก  และหาก
พิจารณาช่วงเวลาแคบลง ช่วงเวลาที่ 180 วินาที เป็นช่วงที่จะเริ่มท าการตรวจวัดสารละลายใด ๆ 
จนถึง 600 วินาที ซึ่งจะสามารถสังเกตจากกราฟภายใน รูปที่ 4.2 จะเห็นว่ามีการเปลี่ยนแปลงของ
สัญญาณน้อยมาก ซึ่งมีค่าน้อยกว่า 0.121 เปอร์เซ็นต ์(%RSD) ซึ่งไม่เป็นปัญหาต่อการใช้งานและการ
ทดลองต่อไป  
 
4.3  ผลของความเข้มข้นของสารละลายซัปสเตรทอะซีทิลโคลีนคลอไรด์ 

 (Acetylthiocholine Chloride; AChCl)  
 
การใช้งานอีสเฟตเพ่ือการตรวจวัดยาฆ่าแมลงคาร์บาริลในงานวิจัยนี้ อาศัยปฏิกิริยาของ

เอนไซม์อะซีทิลโคลีนเอสเทอร์เรส (AChE) และคู่ซัปสเตรทอะซีทิลโคลีนคลอไรด์ (AChCl) การ
ทดลองนี้ท าการทดสอบหาความเข้มข้นของสารละลายซัปสเตรทที่เหมาะสมส าหรับการใช้งาน เพ่ือท า
ให้เกิดการเปลี่ยนแปลงสัญญาณที่มากที่สุด โดยเมื่อเอนไซม์ท าปฏิกิริยากับสารละลายซัปสเตรทแล้ว 
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จะได้ผลิตภัณฑ์ส่วนหนึ่งออกมาเป็นกรดอะซีติก ซึ่งสามารถแตกตัวให้ไอออนไฮโดรเจนได้ และจะ
ส่งผลต่ออีสเฟตที่มีซิลิกอนไนไตรด์เป็นชั้นตรวจจับ (Sensing Membrane) ที่สามารถตรวจจับไอออน
ไฮโดรเจนได้ โดยในการทดลองได้เตรียมอีสเฟตที่มีการเคลือบผิวส่วนตอบสนองด้วยเจลอากาโรสที่ 2 
เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนักต่อปริมาตร และสารละลายเอนไซม์ที่มีเอนไซม์ 0.1 ยูนิต โดยการหยด
สารละลายเอนไซม์ทับลงไปบนเจลอากาโรสและเก็บไว้ในสภาวะ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง
ก่อนการทดสอบ ช่วงความเข้มข้นสารละลายซัปสเตรท ที่ใช้ทดสอบคือ 0.00001 โมลาร์ จนถึง 0.01 
โมลาร์   

โดยขั้นแรกจุ่มเซนเซอร์อีสเฟตที่มีเอนไซม์อะซีทิลโคลีนเอสเทอร์เรสลงในสารละลายพีบีเอส
บัฟเฟอร์พีเอช 7 เพ่ือเก็บสัญญาณตั้งต้น จากนั้นจุ่มเซนเซอร์ลงในสารละลายซัปสเตรท ที่ความ
เข้มข้นค่าหนึ่ง เป็นเวลา 3 นาที ซึ่งสัญญาณ Vgs จะเปลี่ยนแปลงโดยมีค่าลดลงเมื่อเทียบกับพีบีเอส
บัฟเฟอร์เริ่มต้น  เมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของสารละลายซัปสเตรท ค่าการเปลี่ยนแปลงของ Vgs จะยิ่ง
ลดลงมากขึ้นด้วย โดยตัวอย่างสัญญาณเมื่อจุ่มเซนเซอร์ในสารละลายซัปสเตรท แสดงดังรูปที่ 4.3 
ดังนั้นค่าสัญญาณที่เปลี่ยนแปลงจะคิดจากการเปรียบเทียบกับสัญญาณของพีบีเอสบัฟเฟอร์ก่อน
หน้าที่จะจุ่มในสารละลายซัปสเตรท โดยในขณะที่จุ่มเซนเซอร์ลงในสารละลาย และบันทึกค่าสัญญาณ
การเปลี่ยนแปลงนั้นจะเห็นว่าค่าสัญญาณ Vgs จะค่อยๆลดลง ซึ่งเป็นผลมาจากการที่เอนไซม์สามารถ
ท าปฏิกิริยากับสารละลายซัปสเตรทซึ่งให้ผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาเป็นไอออนไฮโดรเจน ซึ่งไปส่งผลให้
เซนเซอร์สามารถตรวจวัดได้ สัญญาณที่เกิดขึ้นจะมีค่าลดลงจนถึงช่วงหนึ่งคือจุดอ่ิมตัวของการ
เกิดปฏิกิริยา โดยจุดที่ทางผู้วิจัยได้ใช้ใช้งานนั้นคือจุดที่มีค่าสัญญาณที่เวลา 180 วินาที หรือ 3 นาท ี

 

 
 

รูปที่ 4.3 กราฟการเปลี่ยนแปลงสัญญาณเทียบกับเวลา ของสารละลายซัปสเตรท AChCl 
         ที่ความเข้มข้น 0.001 และ 0.005 โมลาร์  
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จากรูปที่ 4.3 เมื่อน าค่าสัญญาณการเปลี่ยนแปลงของ AChCl มาพลอตเทียบกับความเข้มข้น 
จะได้เป็นกราฟมาตรฐาน ดังแสดงในรูปที่ 4.4 จะพบว่าสัญญาณการเปลี่ยนแปลงมีค่าเพ่ิมมากขึ้นใน
ด้านลบ ซึ่งหมายความว่า ค่าสัญญาณ Vgs หลังจากจุ่มในสารละลาย AChCl มีค่าน้อยกว่าสัญญาณ 
Vgs ของพีบีเอสบัฟเฟอร์ก่อนหน้า ดังนั้นเมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของสารละลายซับสเตรท AChCl จะท า
ให้ค่า Vgs มีค่าลดลงมากขึ้นเรื่อย ๆ จนเริ่มคงที่ที่ความเข้มข้นของ AChCl ประมาณ 5 มิลลิโมลาร์ 
ในขณะที่ความเข้มข้นต่ า ๆ ของสารละลาย AChCl ที่ 0.00001 0.00005 และ  0.0001 โมลาร์ จะ
พบการเปลี่ยนแปลงสัญญาณมีค่าน้อยมาก ซึ่งเป็นเพราะมีปริมาณของซัปสเตรทที่เข้าท าปฏิกิริยากับ
เอนไซม์น้อยเกินไป จึงท าให้เกิดไอออนไฮโดรเจนปริมาณน้อยเช่นกัน ท าให้สัญญาณการเปลี่ยนแปลง
มีค่าต่ ามาก ซึ่งในขณะที่ความเข้มข้นของสัปสเตรทมีค่ามาก ท าให้ปฏิกิริยาระหว่างเอนไซม์
และสัปสเตรทเกิดได้ดี มีปริมาณของไอออนไฮโดรเจนในระบบมากขึ้น ส่งผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลง
สัญญาณไฟฟ้าลดลงมากขึ้น 

โดยจากผลการทดลองข้างต้นพบว่า ความเข้มข้นซัปสเตรทที่ 5 มิลลิโมลาร์ แสดงผลการ
เปลี่ยนแปลงของสัญญาณที่มาก โดยให้ค่าการตอบสนองอยู่ที่ประมาณ 60 มิลลิโวลท์ จากงานวิจัย
ของ Pamula Raghu และคณะ  [53] ได้ เตรียมขั้ วคาร์บอน (Carbon paste electrode) เป็น
ฐานรองรับ และใช้เทคนิคSol-gel ของสาร TEOS เป็นตัวที่สามารถยึดเกาะเอนไซม์อะซีทิลโคลีนเอส
เทอร์เรส ส าหรับตรวจวัดยาฆ่าแมลง โดยมีการใช้งานเอนไซม์อะซีทิลโคลีนเอสเทอร์เรส 0.1 โมลาร์ 
และทดสอบหาความเข้มข้นซัปสเตรทที่เหมาะสมส าหรับการใช้งาน พบว่าความเข้มข้นที่ 2 มิลลิโม
ลาร์  เป็นจุดความเข้มข้นของซัปสเตรทที่มีค่าน้อยที่สุดที่ให้ค่าการตอบสนองที่มากและเริ่มคงที่ 
(Saturation Point) จาการทดลองของงานวิจัยชิ้นนี้ ความเข้มข้นของซัปสเตรทที่ 5 มิลลิโมลาร์ จึง
อยู่ในช่วงที่สอดคล้องกับงานวิจัยตามการอ้างอิงข้างต้น ที่เหมาะสมต่อการใช้งาน 

ความเข้มข้นของสารละลายซัปสเตรทที่ 5 มิลลิโมลาร์ เป็นความเข้มข้นที่เหมาะสมต่อการ 
ใช้งาน เพราะเป็นจุดที่เมื่อทดสอบแล้วเป็นค่าความเข้มข้นที่น้อยที่สุดที่ให้ค่าการตอบสนองการ
เปลี่ยนแปลงของสัญญาณที่สูงที่ความเข้มข้นของเอนไซม์ 0.1 ยูนิต และส าหรับการทดลองทั้งหมดนั้น
จะใช้เอนไซม์อะซีทิลโคลีนเอสเทอร์เรสที่ความเข้มข้นที่ 0.1 ยูนิต เนื่องเป็นผลมาจากการทดลอง
เบื้องต้นที่เคยทดสอบสารละลายซัปสเตรท 5 มิลลิโมลาร์ ด้วยความเข้มข้นเอนไซม์ 0.1 และ 0.5     
ยูนิต ซึ่งได้ค่าการตอบสนองของสัญญาณที่มีค่าเพ่ิมขึ้นเมื่อเอนไซม์มากขึ้น โดยทางผู้วิจัยจึงเลือกใช้
เอนไซม์ความเข้มข้นที่ 0.1 ยูนิต เนื่องจากเป็นความเข้มข้นน้อยกว่า แต่ให้ค่าการตอบสนองที่สูง ทั้งนี้
ทางผู้วิจัยจะได้ท าการศึกษาถึงความเข้มข้นที่เหมาะสมของเอนไซม์ที่มีการใช้งานต่อไป 
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รูปที่ 4.4 แสดงกราฟมาตรฐานของสัญญาณไฟฟ้าที่เปลี่ยนแปลงของสารละลายซัปสเตรท AChCl 
    ความเข้มข้นต่าง ๆ โดยเซนเซอร์อีสเฟต 

 
4.4  ผลของความเข้มข้นเจลอากาโรสที่ใช้กักเก็บเอนไซม์ 
 

เจลอากาโรสมีส่วนส าคัญต่อการตรึงเอนไซม์ลงบนพ้ืนผิวตรวจจับบนอีสเฟต เนื่องจากเจล อา
กาโรสมีลักษณะของความเป็นรูพรุนที่สามารถใช้ดูดซับหรือกักเก็บเอนไซม์ไว้ภายใน จากการทดลอง
ได้ท าการเคลือบเจลอากาโรสลงบนพ้ืนผิวอีสเฟตพร้อมกับใส่เอนไซม์ลงไป เมื่อจุ่มเซนเซอร์ลงไปใน
สารละลายซัปสเตรท จะท าให้ซัปสเตรทนั้นเข้าไปท าปฏิกิริยากับเอนไซม์ที่อยู่ภายใน และเกิ ด
ผลิตภัณฑ์เป็นไอออนไฮโดรเจนขึ้นในบริเวณผิวหน้าของเกต ท าให้เซนเซอร์สามารถตรวจวัดการ
เปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นได้ 

จากการเตรียมเจลอากาโรสที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ตั้งแต่ 0.5 1 1.5 และ 2 เปอร์เซ็นต์โดย
น้ าหนักต่อปริมาตร (%w/v) เคลือบลงบนพ้ืนผิวอีสเฟต โดยใช้เอนไซม์ความเข้มข้น 0.5 ยูนิตเท่ากัน
ทุกเงื่อนไขของเจลอากาโรส เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง และน ามาทดสอบ
กับสารละลายซัปสเตรท 5 มิลลิโมลาร์ เพ่ือเปรียบเทียบสัญญาณการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นหลังจาก
ที่สัปสเตรทเข้าท าปฏิกิริยากับเอนไซม์ ซึ่งสัญญาณการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นแสดงดังรูปที่ 4.5 จากรูป
จะเห็นได้ว่า เมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของเจลอากาโรส จะท าให้ได้ค่าการเปลี่ยนแปลงของสัญญาณที่
สูงขึ้น โดยความเข้มข้นที่ 2 เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนักต่อปริมาตร นั้นให้ค่าสัญญาณสูงที่สุด ซึ่งเป็นค่า
ความเข้มข้นที่สูงสุดที่เจลอากาโรสสามารถละลายได้ เนื่องจากเงื่อนไขของเจลอากาโรสเองมี
ความสามารถในการละลายในน้ าเดือดอยู่ที่ 2 เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนักต่อปริมาตร 

จากผลการทดลองข้างต้นสามารถอธิบายผลได้ โดยเนื่องมาจากเจลอากาโรสนั้นเป็นวัสดุ     
รูพรุนชนิดหนึ่งที่สามารถใช้เป็นตัวดูดซับกักเก็บเอนไซม์ไว้ได้ และเมื่อเอนไซม์ได้ท าปฏิกิริยากับ 
ซัปสเตรท จะท าให้ได้ผลิตภัณฑ์ที่มีไอออนไฮโดรเจนเกิดขึ้นดังที่ได้กล่าวมาแล้วข้างต้น จึงท าให้เกิด
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การเปลี่ยนแปลงของสัญญาณ โดยที่ความเข้มข้นเจลอากาโรสที่ 2 เปอร์เซ็นตโ์ดยน้ าหนักต่อปริมาตร 
คาดว่ามีขนาดรูพรุนของเจลที่เล็กมากขึ้น จึงท าให้กักเก็บเอนไซม์ไว้ดีขึ้น เอนไซม์หลุดออกจากพ้ืนผิว
ได้ยากขึ้น จึงมีโอกาสที่สัปสเตรทเข้าท าปฏิกิริยาและเกิดผลิตภัณฑ์ได้มากขึ้น โดยเมื่อเทียบกับการใช้
เจลอากาโรสที่ความเข้มข้นต่ าลง ซึ่งคาดว่าจะมีขนาดของรูพรุนที่ใหญ่ขึ้น ความหนาแน่นของเจลน้อย 
ท าให้เอนไซม์อาจจะมีการหลุดออกจากพ้ืนผิวได้เมื่อจุ่มในสารละลาย ท าให้โอกาสที่สัปสเตรทจะเข้า
ท าปฏิกิริยากับเอนไซม์มีน้อยลงด้วยเช่นกัน และจากการค้นคว้างานวิจัยของ Nadine Pernodet 
และคณะ โดยได้ศึกษาขนาดของรูพรุนที่ได้จากสภาพพ้ืนผิวของเจลอากาโรส ซึ่งได้เตรียมเจล        อา
กาโรสด้วยความเข้มข้นต่าง ๆ ไว้ และศึกษาสภาพพ้ืนผิวดังกล่าวด้วยกล้องจุลทรรศน์แรงอะตอม 
(Atomic Force Microscope, AFM) โดยท าการเตรียมความเข้มข้นของเจลอากาโรส ตั้งแต่ 2 - 5 
เปอร์เซ็นตโ์ดยน้ าหนักต่อปริมาตร พบว่าเจลที่มีความเข้มข้นเพิ่มขึ้น ขนาดรูพรุนที่ปรากฏบนพื้นผิวจะ
มีขนาดที่เล็กลง เช่นในกรณีเข้มข้นที่ 2 เปอร์เซ็นตโ์ดยน้ าหนักต่อปริมาตรมีขนาดรูพรุนอยู่ที่ประมาณ 
364 นาโนเมตร และที่ความเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนักต่อปริมาตร พบว่ามีขนาดรูพรุนอยู่ที่
ประมาณ 201 นาโนเมตร [54-56]   ซึ่งในงานวิจัยนี้จึงคาดว่าการใช้เจลอากาโรสที่ความเข้มข้นมาก
ขึ้น จะส่งผลให้ขนาดของรูพรุนเล็กลง   ซึ่งช่วยให้เอนไซม์นั้นถูกกักไว้ภายในเจลได้มาก มีโอกาสที่จะ
อยู่ใกล้พ้ืนผิวตอบสนองของอีสเฟตมากขึ้น และจะมีการหลุดออกจากเจลได้ยากเมื่อถูกจุ่มใน
สารละลาย ซึ่งท าให้เอนไซม์ในสภาวะที่ถูกกักในเจลที่อยู่บริเวณพ้ืนผิวของอุปกรณ์อีสเฟตท างานได้ดี 
และเกิดการส่งสัญญาณการเปลี่ยนแปลงไอออนที่มากและรวดเร็วกว่าในกรณีที่เจลมีความเข้มข้นต่ า 
โดยคาดว่าที่เจลความเข้มข้นต่ า เจลจะมีรูพรุนที่ใหญ่ ท าให้เอนไซม์ถูกกักในเจลได้น้อยกว่า และอาจ
หลุดออกได้ง่ายเมื่อถูกจุ่มในสารละลาย แม้ว่าเอนไซม์จะยังท างานได้ปกติ แต่โอกาสที่จะอยู่ใกล้พื้นผิว
อีสเฟตมีน้อย และเนื่องจากระยะที่อุปกรณ์เซนเซอร์สามารถตรวจวัดได้อยู่ในระดับพ้ืนผิวซึ่งค่อนข้าง
ต่ า [52] จึงท าให้การเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นจากเอนไซม์บริเวณผิวหน้าอีสเฟตนั้นมีค่าน้อย อย่างไรก็
ตามขนาดของเอนไซม์นั้นมีขนาดเล็กมากอยู่ในระดับ 1-10 นาโนเมตร และตามการอ้างอิงข้างต้น 
ขนาดรูพรุนของเจลอากาโรสที่ 2 เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนักต่อปริมาตร มีค่า 364 นาโนเมตร ซึ่งใหญ่กว่า
ขนาดของเอนไซม์อยู่มาก แต่คาดว่าการมีขนาดรูพรุนยิ่งเล็ก จะเหมาะสมต่อการเป็นวัสดุช่วยกัก
เอนไซม์ไว้ภายในได้ดีกว่ารูพรุนขนาดใหญ่ ซึ่งสอดคล้องกับผลการทดลองที่ว่าเจลอากาโรสที่ความ
เข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนักต่อปริมาตรนั้นสามารถติดเอนไซม์และให้ค่าการตอบสนองที่ดี     
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รูปที่ 4.5 แผนภูมิแท่งแสดงค่าสัญญาณการเปลี่ยนแปลง เมื่อเตรียมเซนเซอร์ด้วยความเข้มข้นต่าง ๆ  

         ของเจลอากาโรส ตั้งแต่ 0.5 1 1.5 และ 2 เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนักต่อปริมาตร (%w/v) ที่  
 เอนไซม์ความเข้นข้น 0.5 ยูนิต และตรวจวัดซัปสเตรทความเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์  

 
จากการทดลองข้างต้นนี้ ขณะท าการหยดเจลลงบนพ้ืนผิวตอบสนองของอุปกรณ์อีสเฟตที่

ความเข้มข้นต่าง ๆ ของเจล ต้องใช้เวลาในการหยดที่รวดเร็ว ในขณะที่ยังร้อนอยู่ เพราะเจลอากาโรส
จะเย็นตัวลงและจับตัวเป็นก้อน โดยที่เจล 2 เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนักต่อปริมาตร พบว่ามีประสิทธิภาพ
เกาะติดกับพ้ืนผิวได้ดี หลุดออกจากพ้ืนผิวได้ยาก เมื่อเปรียบเทียบกับเจลที่ความเข้มข้นต่ า ดังนั้นจาก
การทดลองนี้จะเลือกใช้เจลอากาโรสที่ 2 เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนักต่อปริมาตร เพ่ือใช้ท าการเตรียม
เซนเซอร์อีสเฟตในการตรวจวัดยาฆ่าแมลง  

การเลือกใช้เจลที่ความเข้มข้นสูงนั้น เนื่องมาจากเรื่องขนาดของรูพรุนแล้ว นอกจากนั้นหาก
พิจารณาที่เจลอากาโรส ซึ่งเป็นวัสดุที่ไม่มีขั้วจึงไม่ได้ช่วยในเรื่องของการน าไฟฟ้าส าหรับขั้ว แต่จะ
เกี่ยวข้องกับการเคลื่อนที่ของไอออนที่อยู่ในสารละลาย หากรูพรุนของเจลมีขนาดใหญ่ ไอออนจะเกิด
การเคลื่อนที่เข้าไปได้ดี สามารถเกิดสัญญาณได้รวดเร็ว แตผู่้วิจัยคาดว่าความเข้มข้นของเจลอากาโรส
ไมส่่งผลต่อค่าสัญญาณที่เกิดจากการเปลี่ยนแปลงของไอออนในสารละลาย แม้ว่าความเข้มข้นของเจล
ที่เพ่ิมขึ้นนั้นจะส่งผลต่อขนาดของรูพรุนที่ท าให้การเคลื่อนที่ของไอออนในสารละลายในเจลอากาโรส
นั้นช้าลง[64] เพราะปัจจัยหลักคือเซนเซอร์ โดยเฉพาะส่วนตอบสนองถูกอยู่แช่อยู่ในสารละลายที่
ต้องการตรวจวัดซึ่งมีปริมาตรสูง ซึ่งส่งผลให้เจลมีความชุ่มน้ า ไอออนจึงมีการเคลื่อนที่เข้าไปบริเวณ
พ้ืนที่ส่วนตอบสนองได้ดี โดยเฉพาะไอออนไฮโดรเจนที่เกิดจากปฏิกิริยาของเอนไซม์ที่ติดอยู่บริเวณ
ผิวหน้าของส่วนตอบสนอง โดยอยู่ในระยะที่เซนเซอร์สามารถตรวจจับได้ 
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4.5  ผลการทดสอบค่าความเป็นกรดด่าง (pH) ของสารละลายพีบีเอสบัฟเฟอร์ที่  
 เหมาะสมต่อการใช้งานในระบบ 

 
เอนไซม์เป็นสารชีวโมเลกุล การใช้งานนั้นจึงควรอยู่ในสภาวะที่เหมาะสมและมีประสิทธิภาพ

ต่อการใช้งานในระบบเซนเซอร์ ซึ่งค่าความเป็นกรดด่างหรือพีเอชของสารละลายจึงมีความส าคัญต่อ
การท างานของเอนไซม์ ในการทดลองนี้ต้องการทดสอบความเหมาะสมของพีเอชของสารละลาย     
พีบีเอสบัฟเฟอร์ที่ใช้ท าการทดลอง   จากการศึกษาข้อมูล L. Barenghi และคณะ พบว่าเอนไซม์ 
ท างานได้ดีในช่วงพีเอชประมาณ 8 [57] ทางผู้วิจัยได้ท าการเตรียมสารละลายพีบีเอสบัฟเฟอร์ที่      พี
เอชระหว่าง 5-9 เพ่ือใช้เป็นตัวท าละลายซัปสเตรทอะซีทิลโคลีนคลอไรด์ และใช้เป็นบัฟเฟอร์
มาตรฐานตลอดการทดลองตรวจวัด เซนเซอร์ที่ถูกเตรียมด้วยเจลอากาโรส 2 เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนัก
ต่อปริมาตร และเอนไซม์ 0.1 ยูนิต ซึ่งท าการทดสอบกับซัปสเตรทที่ละลายในบัฟเฟอร์พีเอชต่าง ๆ 
ได้ผลการทดลองดังรูปที่ 4.6  

 
รูปที่ 4.6 แผนภูมิแท่งแสดงค่าสัญญาณการเปลี่ยนแปลงจากการวัดสารละลายซัปสเตรทที่ละลายใน 

   บัฟเฟอร์พีเอชต่าง ๆ ด้วยอีสเฟตเปล่า (bare ISFET) และอีสเฟตที่เคลือบเอนไซม์ 
            (En-ISFET) และค่าความต่างของสัญญาณที่ได้จาก En-ISFET และ bare ISFET ที่บัฟเฟอร์ 
             พีเอชต่าง ๆ (จุดสีน้ าเงิน) 
 

จากรูปที่ 4.6 แสดงผลการทดลองเปรียบเทียบกันระหว่างเซนเซอร์อีสเฟตที่มีการตรึงเอนไซม์ 
(En-ISFET) โดยแสดงในแผนภูมิแท่งสีแดง และอีสเฟตเปล่า (bare ISFET) แสดงโดยแผนภูมิแท่งสีด า 
โดยทั้งสองเงื่อนไขนี้จะท าการทดสอบและบันทึกค่าสัญญาณที่ได้จากการจุ่มลงในสารละลาย
ซัปสเตรทที่ละลายในสารละลายพีบีเอสบัฟเฟอร์พีเอชต่าง ๆ จากแผนภูมิข้างต้นพบว่าเมื่อเพ่ิมค่า     
พีเอชของสารละลายพีบีเอสบัฟเฟอร์ ค่าการตอบสนองนั้นมีค่าเพ่ิมขึ้นตามการเพ่ิมค่าพีเอชใน
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สารละลาย จากพีเอช 5 ถึง 9   โดยเซนเซอร์ที่มีการตรึงเอนไซม์นั้นให้ค่าสัญญาณที่สูงสุดเมื่อใช้
สารละลายพีบีเอสบัฟเฟอร์พีเอช 9 แต่เมื่อพิจารณาส่วนอีสเฟตเปล่าที่ไม่มีการตรึงเอนไซม์นั้น พบว่า
เซนเซอร์มีการตอบสนองต่อสารละลายพีบีเอสบัฟเฟอร์ที่ค่าพีเอชต่าง ๆ ที่ละลายซัปสเตรท โดยเห็น
การเปลี่ยนแปลงได้ชัดเจนที่พีเอช  8 และ 9 เช่นกัน ดังนั้นจึงพิจารณาสัญญาณที่ได้จากเซนเซอร์ที่
ตรึงเอนไซม์หักลบกับสัญญาณที่ได้จากเซนเซอร์ที่ไม่ตรึงเอนไซม์ที่สารละลายพีบีเอสบัฟเฟอร์พีเอช
ต่าง ๆ  ซึ่งแสดงในเส้นต่อจุดสีน้ าเงิน พบว่าที่สารละลายพีบีเอสบัฟเฟอร์พีเอช 7 ให้ค่าสัญญาณการ
เปลี่ยนแปลงที่มากท่ีสุด ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Pamula Raghu และคณะ [53] ที่ได้ทดสอบข้ัว
คาร์บอน ที่มีการปรับปรุงด้วย  TEOS กับ เอนไซม์อะซีทิลโคลีนเอสเทอร์เรส และทดสอบการ
เปลี่ยนแปลงทางไฟฟ้า ซึ่งพบว่าพีเอช 7 ให้ค่าสภาพการน าไฟฟ้าสูงสุด 

ดังนั้น ทางผู้วิจัยได้เลือกสารละลายพีบีเอสบัฟเฟอร์ที่มีค่าพีเอช 7 เพ่ือใช้ในการทดลองต่อไป 
เนื่องจากเซนเซอร์ที่มีการปรับปรุงพ้ืนผิวแล้วทดสอบกับสารละลายซัปสเตรทที่พีเอช 7 ให้ค่าการ
ตอบสนองของสัญญาณสูงสุด ซึ่งในขณะเดียวกันเซนเซอร์อีสเฟตเปล่าทดสอบแล้วมีสัญญาณรบกวน
น้อยที่สุด ดังที่แสดงค่าสัญญาณในรูปข้างต้น  

 
4.6  ผลการทดลองวัดค่าสัญญาณซ ้า (Repeatability)  ของเซนเซอร์อีสเฟต 
 

ส าหรับการทดลองวัดยาฆ่าแมลงในขั้นตอนถัดไปนั้น จะต้องมีการตรวจวัดสารละลายยาฆ่า
แมลงและสารละลายซัปสเตรทในหลายครั้ง ในการทดลองนี้จึงท าการทดสอบการวัดสัญญาณ
ของสัปสเตรทซ้ า ๆ  ในความเข้มข้นเดิมที่ 5 มิลลิโมลาร์ จ านวน 20 ครั้ง โดยใช้เซนเซอร์อีสเฟตที่เตรียม
ด้วยเจลอากาโรสความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นตโ์ดยน้ าหนักต่อปริมาตร และเอนไซม์ 0.1 ยูนิต และท าแห้ง
ในสภาวะ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ก่อนน ามาทดสอบ ซึ่งให้ผลการทดลองดังรูปที่ 4.7 

 
รูปที่ 4.7 กราฟแสดงค่าสัญญาณการวัดซ้ า (repeatability) ของซัปสเตรท AChCl ที่ความเข้มข้น              

    5 มิลลิโมลาร์ จากอีสเฟตจ านวน 3 ชิ้นงาน 
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จากรูปที่ 4.7 แสดงค่าสัญญาณจากการวัดสารละลายซัปสเตรทที่ท าการทดสอบ 20 ครั้ง 

ครั้งละ 180 วินาที สลับกับการวัดค่าสัญญาณของบัฟเฟอร์พีเอช 7 โดยท าการทดลองโดยใช้         อีส
เฟตจ านวน 3 ชิ้นงาน  ซึ่งผลการทดลอง ในรอบที่ 1 และ 2 ของเซนเซอร์ทั้ง 3 ชิ้นพบว่ามีการ
กระจายของข้อมูลมาก และตั้งแต่รอบที่ 3 ไปนั้น พบว่า สัญญาณที่เกิดขึ้นเริ่มคงที่ โดยแสดงค่าเฉลี่ย
ของสัญญาณการตอบสนองของซัปสเตรท ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) และค่าความแม่นย า (%RSD) 
ดังตารางที่ 4.2 

 
ตารางท่ี 4.2 ตารางแสดงค่าเฉลี่ยของสัญญาณการตอบสนอง ค่า SD และ %RSD ของอีสเฟต แต่ละ 

       ชิ้นงาน (โดยคิดจากค่าสัญญาณการวัดซ้ า 20 รอบ) 
 

Sensor ∆Response (mV) 
SD 

(Standard 
Deviation) 

%RSD 

ISFET 01 58.95 3.71 6.29 
ISFET 02 55.20 2.53 4.59 
ISFET 03 57.73 2.61 4.53 
 
ซึ่งในช่วง 2 รอบแรกนั้นที่เกิดการเบี่ยงเบนสูงเกิดจากเอนไซม์ที่อยู่ภายในแบบการดูดซับทาง

กายภาพยังมีปริมาณมากและท าปฏิกิริยากับซัปสเตรทได้ดี แต่หลังจากรอบที่ 3 ไปแล้วที่ได้ค่า
เบี่ยงเบนลดลง อาจเกิดจากการที่เอนไซม์บางส่วนที่มากเกินพอ ที่เกาะหรือถูกตรึงแบบหลวม ๆ ได้
หลุดออกไปเมื่อถูกจุ่มในสารละลาย ท าให้ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นบนผิวหน้าตัวตรวจจับของอุปกรณ์มี
จ านวนที่น้อยลง ท าให้สัญญาณที่ปรากฏมีค่าคงที่มากขึ้น และจากผลทดลองดังกล่าวนี้พบว่ามีการ
เปลี่ยนแปลงของสัญญาณลดลงคิดเป็น 0.638 เปอร์เซ็นต์ มิลลิโวลท์ต่อครั้งของการทดสอบ 
(mV/cycle) 

ดังนั้นในการทดสอบยาฆ่าแมลง หรือการทดสอบอ่ืน ๆ ในกระบวนการที่ต้องใช้สัญญาณของ
สารละลายซัปสเตรทนั้น จะต้องท าการวัดสารละลายซัปสเตรท อย่างน้อย 3 ครั้งก่อนการทดสอบเพ่ือ
เป็นการล้างเอาเอนไซม์ส่วนเกินหรือที่เกาะบนพ้ืนผิวแบบหลวม ๆ ออกจากพ้ืนผิว และท าให้สัญญาณ
ที่ตรวจวัดนิ่งมากขึ้น โดยการทดสอบเพ่ือยืนยันการหลุดออกของเอนไซม์ในเซนเซอร์ทางผู้วิจัยจะได้
ท าการศึกษาต่อไป 
 
4.7  การตรวจวัดยาฆ่าแมลงคาร์บาริลที่ละลายในสารละลายพีบีเอสบัฟเฟอร์              

 ด้วยกระบวนการยับยั งการท้างานของเอนไซม์ 
 

การทดลองนี้ท าการตรวจวัดยาฆ่าแมลงคาร์บาริลที่ความเข้มข้นต่าง ๆ  โดยใช้เซนเซอร์อีสเฟต
ที่เตรียมขึ้นด้วยเจลอากาโรสความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนักต่อปริมาตร และเอนไซม์ 0.1 ยูนิต 
ซึ่งช่วงความเข้มข้นของคาร์บาริลที่ใช้ตรวจวัดคือ 1x10-9 ถึง 1x10-2 โมลาร์ ซึ่งเป็นความเข้มข้น
ช่วงกว้าง เพ่ือทดสอบในเบื้องต้นว่าเซนเซอร์อีสเฟตที่เตรียมขึ้นจะให้ค่าสัญญาณการตอบสนองของ
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การตรวจวัดคาร์บาริลที่ความเข้มข้นช่วงใด ซึ่งผลการทดลองแสดงในรูปที่ 4.8  
 

 
รูปที่ 4.8 กราฟแสดงค่าการเปลี่ยนแปลงสัญญาณของสารละลายซัปสเตรทเทียบกับสัญญาณ 

       บัฟเฟอร์ เมื่อเซนเซอร์ถูกยับยั้งการท างานของเอนไซม์ด้วยยาฆ่าแมลงคาร์บาริลที่ความ 
       เข้มข้น 1x10-9 ถึง 1x10-2 โมลาร ์ 

 
 กราฟสัญญาณที่ได้จากรูปที่ 4.8 นี้ เป็นการพลอตระหว่างความเข้มข้นของคาร์บาริล (แกน 
X) ซึ่งพลอตในรูปของ Log10 scale และค่าสัญญาณการเปลี่ยนแปลงทางไฟฟ้า Vgs (แกน y) เมื่อท า
การ Fit Curve หาความสัมพันธ์ของข้อมูลแบบ Logistic 5 Parameter fitting ตามสมการที่ 3.1  
ซึ่งการท ากราฟมาตรฐานด้วยความสัมพันธ์ดังกล่าวนี้ ส่วนมากใช้ส าหรับงานวิจัยเซนเซอร์ทางชีวภาพ 
ซึ่งกราฟมาตรฐานนี้เป็นลักษณะ S-Curve สามารถตรวจวัดได้ในช่วงกว้าง จะแสดงให้เห็นการ
ตรวจวัดทั้งช่วงก่อนและหลังการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้น จนการเปลี่ยนแปลงหรือปฏิกิริยาด าเนินไปถึง
จุดอ่ิมตัว อีกทั้งจากข้อมูลดังกล่าวยังสามารถหาค่าความเข้มข้นต่ าสุดของตัวที่ต้องการตรวจวัดได้ 
หรือค่า Limit of Detection (LOD) ซึ่ งเส้นกราฟมาตรฐานแสดงด้วยเส้นสีแดงในรูป ซึ่ งได้
ความสัมพันธ์ดังสมการที่ 4.1 และมีค่า R2 เท่ากับ 0.988 
 

𝑦 = (9.15) +
39.277

(1+(
42.32

𝑥
)−0.498)1,955.06

                                          (4.1) 

 
จากกราฟแสดงให้เห็นว่ามีความการเปลี่ยนแปลงอยู่ 3 ช่วง ช่วงแรกคือช่วงความเข้มข้นต่ า

ของคาร์บาริล (10-9 ถึง 10-7 โมลาร์) สัญญาณที่เกิดขึ้นมีการเปลี่ยนแปลงประมาณ 45-50 มิลลิโวลท์    
ซึ่งใกล้เคียงกับสัญญาณของซัปสเตรทที่วัดได้ก่อนที่จะเกิดการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ด้วย    
คาร์บาริล เมื่อความเข้มข้นของคาร์บาริลเพ่ิมขึ้นจนเข้าสู่การเปลี่ยนแปลงช่วงที่สอง (10-7 ถึง 10-4   
โมลาร์) ซึ่งมีค่าความชันของการเปลี่ยนแปลงที่ลดลงอย่างเห็นได้ชัด เนื่องจากมีปริมาณของยาฆ่า
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แมลงที่มากเพียงพอที่จะยับยั้งการท างานของเอนไซม์ได้ ซึ่งส่งผลให้ไอออนไฮโดรเจนในระบบลดลง
จนตรวจวัดสัญญาณได้ชัดเจน จนกระทั่งเข้าสู่ช่วงที่สาม (10-4 ถึง 10-2 โมลาร์) ซึ่งเป็นช่วงที่มีความ
ชันของสัญญาณน้อยจนเริ่มคงที่ เนื่องจากมีปริมาณของยาฆ่าแมลงมากเกินพอที่เข้าไปยับยั้งการ
ท างานของเอนไซม์ ท าให้สัญญาณไม่เกิดการเปลี่ยนแปลงถึงแม้จะมีความเข้มข้นของยาฆ่าแมลงมาก
ขึ้นแล้วก็ตาม  

จากข้อมูลนี้ยังสามารถบอกได้ว่า ช่วงความเข้มข้นของคาร์บาริลที่เซนเซอร์อีสเฟตนี้แสดง
ความว่องไวในการตรวจวัดที่ดี ซึ่งดูได้จากช่วงที่มีความชันของกราฟมาก จะอยู่ที่ประมาณ 10-6 ถึง 
10-4 โมลาร์ และมีค่าความเข้มข้นต่ าที่สุดที่ตรวจวัดได้อยู่ที่ 1x10-7 โมลาร์ ซึ่งเป็นความเข้มข้นของ
คาร์บาริลที่ให้สัญญาณการเปลี่ยนแปลงมากกว่า 3 เท่าของส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานที่เกิดจากบัฟเฟอร์
ปกติ (Base line noise) ซึ่งมีค่าประมาณ 0.5 มิลลิโวลท์   
 ทางผู้วิจัยได้ท าการศึกษาต่อโดยเจาะจงในช่วงความเข้มข้นที่ให้ค่าการเปลี่ยนแปลงชัดเจน
ดังกล่าว และน าค่าสัญญาณการเปลี่ยนแปลงมาคิดเป็นเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการท างานของเอนไซม์
เทียบกับความเข้มข้นของคาร์บาริลที่ตรวจวัด เนื่องจากเซนเซอร์แต่ละชิ้นงานนั้นมีค่าเริ่มต้นจากการ
วัด โดยบันทึกค่าสัญญาณของซัปสเตรท 5 มิลลิโมลาร์ครั้งแรก ซึ่งให้ค่าที่มีความแตกต่างกันของ
ชิ้นงาน เมื่อเอนไซม์ถูกยับยั้งการท างานด้วยยาฆ่าแมลงแล้ว และน าไปทดสอบสารละลายซัปสเตรท
จะพบว่ามีค่าการเปลี่ยนแปลงค่าๆหนึ่ง แต่ก็ไม่สามารถบอกได้ว่าเปลี่ยนแปลงไปมากหรือน้อย เมื่อ
เทียบค่าสัญญาณเริ่มต้น ดังนั้นการน าเสนอค่าการยับยั้งการท างานของเอนไซม์จะถูกน าเสนอเป็นค่า
เปอร์เซ็นต์การยับยั้งการท างานของเอนไซม์เทียบกับค่าความเข้มข้นของยาฆ่าแมลง ซึ่งวัดค่าสัญญาณ
ได้จากสารละลายซัปสเตรทที่เซนเซอร์นั้นๆสามารถวัดได้ 

จากการทดลอง พบว่าคาร์บาริลในช่วงความเข้มข้น 5x10-7 โมลาร์ จนถึง 1x10-5 โมลาร์ ให้
ค่าสัญญาณการเปลี่ยนแปลงที่เป็นเส้นตรงจากการพลอตกราฟแบบ Semi-log Scale ซึ่งแสดงในรูป
ที่ 4.9 

 
รูปที่ 4.9 แสดงเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการท างานของเอนไซม์ของยาฆ่าแมลงคาร์บาริล 

 ที่ช่วงความเข้มข้น 5x10-7 ถึง 1x10-5 โมลาร์   
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เมื่อท าการ fit curve หาความสัมพันธ์เชิงเส้นของข้อมูลในรูปที่ 4.9 จะแสดงได้ดังสมการที่ 

4.2 โดยมีค่า R2 เท่ากับ 0.981 
 

𝑦 = 44.64 𝑙𝑜𝑔(𝑥) + 284.49                                             (4.2)   
 

จากสมการที่ 4.2 มีค่าความชันหรือความว่องไวในการตรวจวัดอยู่ที่  44.64 %Inhibition / 
log10 M) และช่วงความเข้มข้นดังกล่าว (5x10-7 ถึง 1x10-5 โมลาร์)  อยู่ในช่วงที่ใช้ในการตรวจวัดยา
ฆ่าแมลงคาร์บาริลจริงที่มีอยู่ในผักในกลุ่ม Brassica Vegetable ที่มีค่า ไม่เกิน 5 ppm หรือประมาณ 
2.5 x 10-5 โมลาร์ ซึ่งเป็นค่ามาตรฐานตามการส่งออกของประเทศไทย [9] 
 
4.8  การตรวจวัดยาฆ่าแมลงคาร์บาริลที่ละลายในน ้าผัก ด้วยกระบวนการยับยั งการ  

 ท้างานของเอนไซม ์
 

การทดลองนี้ท าการทดสอบผลของความเข้มข้นของสารละลายน้ าผักต่อการเปลี่ยนแปลงค่า
สัญญาณที่ได้จากเซนเซอร์อีสเฟต เพ่ือเป็นประโยชน์ต่อการใช้งานจริงในภาคครัวเรือน หลังจากที่ได้
ท าการเตรียมเซนเซอร์อีสเฟตที่เคลือบเจลอากาโรส 2 เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนักต่อปริมาตร และเอนไซม์ 
0.1 ยูนิต และท าให้แห้งในสภาวะอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และน ามาทดสอบกับสารละลายน้ าผัก 
โดยการใช้น้ าผักกวางตุ้งไต้หวัน ซึ่งเป็นผักในกลุ่ม Brassica Vegetables โดยเลือกผักท่ีมีร่องรอยของ
หนอน หรือแมลงเจาะกินผัก และน้ าผักกวางตุ้งนั้นจะถูกเจือจางด้วยพีบีเอสบัฟเฟอร์ 1:10000 
1:1000 1:100 1:10 1:2 เท่า และน้ าผักที่ไม่ได้ถูกเจือจาง จากรูปที่ 4.10 แสดงให้เห็นว่า ที่ความ
เข้มข้นต่าง ๆ ของสารละลายน้ าผักนั้น ให้ค่าการตอบสนองต่อสัญญาณเซนเซอร์อีสเฟต เมื่อดูจากค่า
การยับยั้งการท างานของเอนไซม์ ที่สารละลายน้ าผักท่ีเจือจางมาก ที่ 1:1000 เท่า จะให้ค่าไม่ต่างจาก
ค่าสัญญาณซัปสเตรทเริ่มต้น ก่อนที่จะทดสอบการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ด้วยน้ าผัก และเมื่อ
ทดสอบน้ าผักที่ถูกเจือจางน้อยจนถึงระดับที่ไม่มีการเจือจาง พบว่าที่สารละลายน้ าผักเข้มข้น (ไม่เจือ
จาง) ให้ค่าการยับยั้งการท างานของเอนไซม์อยู่ในระดับน้อยกว่า 5 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งในการเปลี่ยนแปลง
ระดับค่าสัญญาณในช่วงนี้อยู่ในระดับที่เป็นการเปลี่ยนแปลงของสัญญาณที่เกิดจากอีสเฟตปกติซึ่ง
สามารถใช้งานได้ ดังนั้นทางผู้วิจัยจึงได้ด าเนินการทดลองต่อกับยาฆ่าแมลงคาร์บาริลที่มีการเจือลงใน
สารละลายน้ าผักที่ไม่มีการเจือจาง ได้ผลการทดลองดังรูปที่ 4.11 
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รูปที่ 4.10  แผนภูมิแท่งแสดงผลการทดสอบการรบกวนของน้ าผักที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ด้วยเซนเซอร์ 
     อีสเฟตที่มีเอนไซม์ 0.1 ยูนิต 

 

 
 

รูปที่ 4.11 แสดงค่าการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ด้วยยาฆ่าแมลงคาร์บาริลความเข้มข้นต่าง ๆ ที่ 
    ละลายในสารละลายน้ าผัก 

 
จากรูปที่ 4.11 ยาฆ่าแมลงคาร์บาริลที่ความเข้มข้น 5x10-7 ถึง 1x10-5 โมลาร์ ถูกเจือเข้าไป

ในสารละลายน้ าผัก เสมือนการเลียนแบบการใช้งานจริงที่ต้องน าน้ าผักมาทดสอบหายาฆ่าแมลง 
สารละลายน้ าผักที่เจือยาฆ่าแมลงคาร์บาริลที่เตรียมขึ้นนั้นถูกน ามาทดสอบด้วยเซนเซอร์อีสเฟต จาก
กราฟพบว่าค่าการยับยั้งการท างานของเอนไซม์เพ่ิมมากขึ้น เมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของคาร์บาริลในน้ า
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ผัก  เมื่อท าการ Fit curve หาความสัมพันธ์เชิงเส้นระหว่างความเข้มข้นคาร์บาริล ในน้ าผักและ
เปอร์เซ็นต์การยับยั้งการท างานของเอนไซม์ จะได้สมการแสดงความสัมพันธ์ดังแสดงในสมการที่ 4.3 
ซึ่งให้ค่าความชันอยู่ที่ 43.17 %Inhibition / log10 M  และมีค่า R2 เท่ากับ 0.987 
 

𝑦 = 43.17𝑙𝑛 (𝑥) + 272                                               (4.3)  
 
 

 เมื่อน าผลการทดลองการวัดยาฆ่าแมลงคาร์บาริลในสารละลายพีบีเอสบัฟเฟอร์และน้ าผักมา
เปรียบเทียบกันในช่วงค่าสัญญาณเส้นตรง ซึ่งเป็นช่วงความเข้มข้นของคาร์บาริลที่ 5x10-7 ถึง 1x10-5 
โมลาร์ ดังแสดงในรูปที่ 4.12 สามารถเห็นได้ว่าค่าการยับยั้งการท างานของเอนไซม์จากคาร์บาริลที่
ละลายในบัฟเฟอร์และน้ าผัก ให้ค่าความเป็นเชิงเส้นอยู่ในช่วงความเข้มข้นเดียวกัน และมีค่าความ
ว่องไวในการตรวจวัด (Sensitivity) ที่ใกล้เคียงกันมาก โดยสมการเส้นตรงและค่าความว่องไวจาก
เซนเซอร์อีสเฟตที่ตรวจวัดคาร์บาริลในสารละลายพีบีเอสบัฟเฟอร์และน้ าผัก แสดงในตารางที่ 4.3  

 
รูปที่ 4.12 กราฟแสดงค่าการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ด้วยคาร์บาริลความเข้มข้นต่าง ๆ ที่ละลาย 

    ในสารละลายพีบีเอสบัฟเฟอร์ (เส้นสีด า) และน้ าผัก (เสน้สีแดง)   
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ตารางท่ี 4.3 ตารางแสดงสมการความสัมพันธ์เชิงเส้นระหว่างความเข้มข้นคาร์บาริล (หน่วย log M)  
      และค่าการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ (%Inhibition)  ค่าความว่องไว  และค่า 
      สัมประสิทธิ์ของการตัดสินใจ จากการตรวจวัดด้วยเซนเซอร์อีสเฟต 

 

เงื่อนไข สมการเส้นตรง 

ค่าความว่องไว 
(Sensitivity) 

(%Inhibition / log10 
M) 

ค่าสัมประสิทธิ์
ของการ
ตัดสินใจ 

(R2) 

คาร์บาริล 
ในสารละลาย 

พีบีเอสบัฟเฟอร์ 

𝑦 = 44.64𝑙𝑛 (𝑥) + 284.49 

 
44.64 0.984 

คาร์บาริล 
ในน้ าผัก 𝑦 = 43.41𝑙𝑛 (𝑥) + 273.18 43.41 0.981 

 
 
จากผลทดสอบนี้บอกได้ว่าการสร้างกราฟมาตรฐานเพ่ือใช้หาความเข้มข้นของคาร์บาริลทั้งที่

ถูกเจือจางอยู่ในสารละลายพีบีเอสบัฟเฟอร์และสารละลายน้ าผักนั้น ให้ค่าการตรวจวัดที่ไม่แตกต่าง
กันมาก สามารถน ากราฟมาตรฐานที่สร้างโดยการเจือจางคาร์บาริลในสารละลายมาใช้ค านวณหา
ความเขม้ข้นคาร์บาริลจากสารตัวอย่างน้ าผักจริงได้  เนื่องจากผลการทดสอบวัดคาร์บาริลที่ถูกเจือจาง
ในน้ าผักนั้น มีการรบกวนสัญญาณจากน้ าผักเองน้อยมาก (น้อยกว่า 5%) จากรูปที ่4.10 ซึ่งบ่งบอกว่า
สัญญาณการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นนั้นอันเนื่องมาจากยาฆ่าแมลงคาร์บาริลที่ท าการเจือจางเข้าไป โดย
สังเกตจากกราฟมาตรฐานที่ได้เกือบทับกับเส้นกราฟมาตรฐานจากการทดลองที่ละลายคาร์บาริลใน
สารละลายพีบีเอสบัฟเฟอร์ (รูปที่ 4.12) 

ดังนั้นเซนเซอร์อีสเฟตสามารถน ามาประยุกต์ใช้งานเพ่ือการตรวจวัดยาฆ่าแมลงได้ และมี
แนวโน้มที่สามารถตรวจวัดคาร์บาริลจากสารตัวอย่างน้ าผักจริง ดังการจ าลองให้เห็นจากผลการ
ทดสอบวัดคาร์บาริลที่ละลายในน้ าผักที่ไม่มีการเจือจาง (ผักกวางตุ้งไต้หวัน) ซึ่งจากค่ามาตรฐาน 
MRLs ของ ผักกวางตุ้ง หรือ ผักท่ีอยู่ในตระกูล Brassica Vegetables มีค่าอยู่ที่ 5 ppm (mg/kg) [9] 
ซึ่งจากการทดลองกราฟมาตรฐานสามารถตรวจวัดคาร์บาริลได้ในช่วงความเข้มข้น 5x10-7 ถึง 1x10-5 
โมลาร์ ซ่ึงสามารถตรวจวัดคาร์บาริลที่ความเข้มข้นต่ ากว่า 5 ppm หรือ 2.5 x 10-5 โมลาร์ ได้ 
 
4.9  ผลการทดสอบความจ้าเพาะเจาะจงของเซนเซอร์ โดยการตรวจวัดกับยาฆ่าแมลง 

 ในกลุ่มต่าง ๆ  
 
ยาฆ่าแมลงนั้นมีอยู่ด้วยกันหลายกลุ่มซึ่งแบ่งตามส่วนประกอบของสารเคมี ซึ่งยาฆ่าแมลงแต่

ละกลุ่มมีคุณสมบัติที่แตกต่างกันออกไป การทดลองนี้จึงท าการทดสอบความจ าเพาะเจาะจงของ
เซนเซอร์อีสเฟตที่ท าขึ้นต่อการตรวจวัดยาฆ่าแมลงคาร์บาริล โดยลองทดสอบการตรวจวัดกับยาฆ่า
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แมลงตัวอ่ืนที่อยู่ในกลุ่มอ่ืน ๆ ซึ่งยาฆ่าแมลงที่ใช้ทดสอบมีดังนี้ คาร์บาริล (Carbaryl) และ เมทโธมิล 
(Methomyl) เป็นตัวแทนยาฆ่าแมลงกลุ่ม คาร์บาเมต (Carbamate Group) เมธิลพาราไทออน 
(Methyl-Parathion) จากกลุ่มออร์กาโนฟอตเฟต (Organophosphase Group) และ อิมิดาโคลพลิด 
(Immidacloprid) จากกลุ่มนีโอนิโคธินอยด์ (Neonicotinoid Group) ซึ่งได้ผลการทดลองดังรูปที่ 
4.13 

 

 
 

รูปที่ 4.13 กราฟแสดงค่าการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ของยาฆ่าแมลง   
      คาร์บาริล เมทโธมิล เมธิลพาราไทออน และอิมิดาโคลพลิด 

 
 จากผลการทดลองพบว่า ยาฆ่าแมลงคาร์บาริล เมทโธมิล และ เมธิลพาราไทออน ส่งผลต่อค่า
สัญญาณของเซนเซอร์อีสเฟตที่เตรียมขึ้น อันเนื่องมาจาก ยาฆ่าแมลงเหล่านี้ที่อยู่ในกลุ่มคาร์บาเมต 
และ ออร์กาโนฟอสเฟต ซึ่งมีตัวรับ (Receptor) คือ เอนไซม์โคลีนเอสเทอร์เรส (Cholinesterase) ซ่ึง
ยาฆ่าแมลงกลุ่มดังกล่าวสามารถยับยั้งการท างานของเอนไซม์กลุ่มนี้ได้  และส าหรับงานวิจัยชิ้นนี้ได้
ออกแบบอุปกรณ์ที่ใช้เอนไซม์อะซีทิลโคลีนเอสเทอร์เรส (Acethylcholinesterase, AChE ) โดยยา
ฆ่าแมลงทั้ง 3 ชนิดข้างต้น สามารถท าปฏิกิริยายับยั้งการท างานของเอนไซม์ได้ และยังเห็นได้ว่ายาฆ่า
แมลงแต่ละชนิด มีช่วงความเข้มข้นที่ใช้ในการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ที่แตกต่างกันออกไป โดย
ยาฆ่าแมลงคาร์บาริลมีช่วงเส้นตรง อยู่ที่ 1x10-6 - 1x10-5 โมลาร์ ยาฆ่าแมลงเมทโธมิล มีช่วงเส้นตรง
อยู่ที่  1x10-7 - 1x10-6 โมลาร์ ส่วนยาฆ่าแมลงเมธิลพาราไทออน ยังไม่สามารถบอกได้ถึงช่วงเส้นตรง 
ซึ่งค่าความสัมพันธ์ที่แสดงในรูปดังกล่าวนั้นยังไม่ครบในช่วงของ S-Curve ที่จะสามารถเห็นจุด 
Saturation-point ด้านบน ส่วนยาฆ่าแมลงอิมิดาโคลพลิด ไม่เกิดการตอบสนองต่อเซนเซอร์ หรือไม่
เกิดการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ เนื่องมาจากกลุ่มยาฆ่าแมลงนีโอนิโคธินอยด์นี้ จ าเพาะต่อตัวรับ 
อีกชนิดหนึ่ ง  คือ Nicotinic Acetylcholine Receptor (nAChRs) ดังนั้นจึ งไม่ เกิดปฏิกิริยาต่อ
เอนไซม์อะซีทิลโคลีนเอสเทอร์เรส จากข้อมูลข้างต้นสามารถบอกได้ว่าเซนเซอร์อีสเฟตที่เคลือบด้วย
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เอนไซม์อะซีทิลโคลีนเอสเทอร์เรสมีความจ าเพาะต่อการตรวจวัดยาฆ่าแมลง 2 กลุ่ม คือ ออร์กาโน
ฟอสเฟต และ คาร์บาเมต โดยยาฆ่าแมลงแต่ละชนิดมีความสามารถในการยับยั้งการท างานของ
เอนไซม์ได้ไม่เท่ากัน ดังเห็นได้จากการที่มีช่วงความเข้มข้นในการตรวจวัดที่แตกต่างกัน ซึ่งจากการ
ทดสอบดังกล่าว จะได้ค่าความเข้มข้นต่ าสุดของยาฆ่าแมลงที่เซนเซอร์สามารถวัดได้ (Limit of 
Detection, LOD) และมีค่าความชัน หรือค่าความว่องไว (Slope/Sensitivity) ของเซนเซอร์ต่อยาฆ่า
แมลงแต่ละตัวเมื่อท าการ Fit Curve ด้วย สมการของ Logistic 5 Parameter ด้วยการดูค่า ตัวแปร 
b (Hill’s Slope factor) ตามสมการที่ 3.1 ของยาฆ่าแมลงคาร์บาริล และเมธิลเมทโธมิล ค่าดังกล่าว
ได้ถูกแสดงในตารางที่ 4.4 
 
ตารางท่ี 4.4 ตารางแสดงช่วงความเข้มข้นและค่าความเข้มข้นต่ าสุด (LOD) ของยาฆ่าแมลงที่ตรวจวัด 

      ได้ และค่าความว่องไวของเซนเซอร์อีสเฟต  
 

ยาฆ่าแมลง 
ช่วงของเส้นตรง 
(Linear Range)  

(M) 

LOD  
(M) 

Sensitivity 
(%Inhibition / 

log10M) 

คาร์บาริล 1x10-6 - 1x10-5 1x10-7 1.749 

เมทโธมิล 1x10-7 – 1x10-6 1x10-8 0.800 

เมธิลพาราไทออน N/A 1x10-5 N/A 

*N/A ตามการทดลองยังไม่สามารถหาค่าดังกล่าวได้  
 
4.10 การเก็บรักษาเซนเซอร์เพ่ือการใช้งานตามระยะเวลาต่างๆ โดยเก็บในสภาวะ 
       อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (ไม่มีสารคงสภาพ) และ 25 องศาเซลเซียส  
       (มีสารคงสภาพ) 
 

เอนไซม์นั้นเป็นสารชีวโมเลกุลมีการเสื่อมสภาพตามเวลา อีกท้ังยังสามารถเสื่อมประสิทธิภาพ
จากการเก็บในอุณหภูมิที่ไม่เหมาะสม [58] ดังนั้นจึงนับเป็นปัญหาต่อการน าเซนเซอร์ไปใช้งานจริง 
เนื่องจากจะเกิดการเสื่อมสภาพของเอนไซม์บนเซนเซอร์ได้ ในการทดลองนี้จึงต้องการทดสอบการเก็บ
รักษาเซนเซอร์หลังจากที่เคลือบเอนไซม์แล้ว และดูผลของสัญญาณเมื่อน าไปใช้งานในระยะเวลาที่
นานขึ้น โดยหลังจากเตรียมเซนเซอร์ด้วยเอนไซม์แล้ว จะน าเซนเซอร์เก็บไว้ในสภาวะอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส โดยที่ไม่มีสารคงสภาพ เป็นระยะเวลาต่าง ๆ คือ 1 5 7 14 21 และ 28 วัน แล้วน าเซนเซอร์
เงื่อนไขต่าง ๆ ไปทดสอบวัดกับสารละลายซัปสเตรทที่ความเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์  ซึ่งผลการทดสอบ
แสดงดังรูปที่ 4.14 (เส้นสีด า) 
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รูปที่ 4.14 กราฟแสดงค่าสัญญาณการตอบสนองของเซนเซอร์อีสเฟตต่อการตรวจวัดสารละลาย 

                ซัปสเตรท โดยใช้อีสเฟตที่เก็บในอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ที่ไม่มีสารคงสภาพ (เส้นสี 
                ด า) อีสเฟตที่เก็บในอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ที่ไม่มีสารคงสภาพ (เส้นสีน้ าเงิน) และ  
                อีสเฟตที่เก็บในอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ที่มีสารคงสภาพ เก็บตามระยะเวลาต่าง ๆ  

                  ก่อนน ามาทดสอบ 
  

จากผลการทดลองพบว่า เมื่อเซนเซอร์ถูกเก็บไว้ในอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส สามารถเก็บ
รักษาและคงสภาพของเอนไซม์ได้ดีในช่วงระยะเวลา 14 วัน ซึ่งได้ค่าสัญญาณการตอบสนองเฉลี่ยของ
การเปลี่ยนแปลงเมื่อเทียบสัญญาณที่ได้จากบัฟเฟอร์และสารละลายซัปสเตรทที่ความเข้มข้น 5 มิลลิ
โมลาร์ (Vgs) อยู่ที่ประมาณ 55 มิลลิโวลท์ ซึ่งหลังจาก 14 วัน จนถึงระยะเวลา 28 วัน ประสิทธิภาพ
การท างานของเอนไซม์ลดลง เพราะสัญญาณการเปลี่ยนแปลงที่วัดได้จากการท าปฏิกิริยา
กับซัปสเตรทมีค่าน้อยลง (ต่ ากว่า 60 มิลลิโวลท์ ซึ่งเป็นค่าการเปลี่ยนแปลงในสภาวะเอนไซม์ปกติ)  
คิดเป็นปริมาณการลดลงถึง 57 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งถือว่ามีการเปลี่ยนแปลงลดลงที่ค่อนข้างมากเกินครึ่ง
ของค่าการตรวจวัดปกติ และจากสัญญาณข้างต้นนี้จะเห็นว่า การทดสอบที่วันต่าง ๆ นั้นจะมีการ
แกว่งของสัญญาณ เช่น ในกรณีของอีสเฟตที่ถูกเก็บไว้ในอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วัน
สามารถทดสอบสารละลายซัปสเตรทและให้ค่าสัญญาณอยู่ที่ 75 มิลลิโวลท์ ที่ 7 วันได้ค่าสัญญาณ
ประมาณ 43 มิลลิโวลท์ และเมื่อทดสอบที่ 14 วัน พบว่าได้ค่าสัญญาณอยู่ที่ 65  มิลลิโวลท์ โดยการ
แกว่งหรือการเปลี่ยนแปลงของสัญญาณช่วงนี้ สามารถเกิดจากการใช้เซนเซอร์อีสเฟตซ้ า โดยผ่านการ
ล้างท าความสะอาดเอาเจลอากาโรสออก ก่อนที่จะน ามาเตรียมพ้ืนผิวเพ่ือทดสอบในเงื่อนไขใหม่และ
ใช้งาน และการเตรียมพ้ืนผิวบนอีสเฟตโดยใช้เอนไซม์ต่างชุดกัน สามารถท าให้เกิดความคลาดเคลื่อน
ต่อสัญญาณการตรวจวัดกับซัปสเตรทได้ แต่โดยรวมแล้ว   อีสเฟตยังสามารถตอบสนองได้ดีในช่วง 14 
วัน 

ดังนั้นการเก็บรักษาเซนเซอร์ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ช่วยยืดอายุการท างานของเอนไซม์
ได้ที่ประมาณ 14 วัน หลังจากนั้นประสิทธิภาพการท างานของเอนไซม์ลดลงเกินครึ่ง ซึ่งคิดว่ายังไม่
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เป็นวิธีที่เหมาะสมส าหรับการเก็บรักษาเซนเซอร์เอนไซม์นี้  โดยเมื่อเทียบกับการเตรียมเซนเซอร์ และ
เก็บในอุณหภูมิห้อง ที่ 25 องศาเซลเซียส ไม่มีสารคงสภาพ จากรูปที่ 4.14 (เส้นสีน้ าเงิน) ค่าสัญญาณ
ที่เกิดขึ้นหลังจากเก็บไว้ ที่เวลา 1 วัน ประสิทธิภาพการท างานของเอนไซม์ก็ลดลงกว่า 70 เปอร์เซ็นต ์ 

งานวิจัยชิ้นนี้เซนเซอร์อีสเฟตได้ถูกเตรียมด้วยเจลอากาโรสและเอนไซม์อะซีทิลโคลีนเอส
เทอร์เรส และท าการเคลือบสารคงสภาพด้วยวิธีการหยดสารทับลงไป ทิ้งให้แห้งและเก็บที่
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ชั่วโมง 1 5 และ 7 วัน และน าไปท าการทดสอบตรวจวัดค่าการเปลี่ยนแปลง
ของสัญญาณซัปสเตรท เข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ ตามเวลาดังกล่าว ได้ผลการทดลองดังรูปที่ 4.14 (เส้นสี
แดง)   

จากผลการทดลองจะเห็นว่า สารคงสภาพสามารถรักษาประสิทธิภาพการท างานของเอนไซม์
[63] ได้ เนื่องจากได้ค่าการเปลี่ยนแปลงของสัญญาณการตอบสนองเหมือนกับกรณีเริ่มต้นที่เตรียม
เซนเซอร์ด้วยการเก็บท าเจลให้แห้ง ในอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง มีค่าการ
ตอบสนอง 55 มิลลิโวลท์ ซึ่งในขณะที่เซนเซอร์ที่เก็บในอุหภูมิห้อง (25 องศาเซลเซียส) โดยไม่มีสาร
คงสภาพ เมื่อเวลาผ่านไป 1 วัน ประสิทธิภาพของชิ้นงานต่อการตรวจวัดซัปสเตรท ก็ลดลงกว่า 70 
เปอร์เซ็นต ์
 อุณหภูมิจึงมีผลต่อการเก็บรักษาเอนไซม์ที่อยู่บนเซนซอร์ เมื่อเซนเซอร์อยู่ในอุณหภูมิห้อง 
หรือความร้อนภายนอกจะท าให้ประสิทธิภาพการท างานของเอนไซม์ลดลง และเม่ือเก็บอยู่ในอุณหภูมิ
ที่เย็นขึ้น อุณหภูมินี้จะไปช่วยหยุดการเสื่อมสภาพของเอนไซม์ ซึ่งท าให้สามารถเก็บรักษาได้  โดย
เงื่อนไขทั่วไปก่อนการใช้งานเอนไซม์อะซีทิลโคลีนเอสเทอร์เรสนั้น จะถูกเก็บที่อุณหภูมิ -18 ถึง -20  
องศาเซลเซียส [59] ดังนั้นการเก็บอุปกรณ์เซนเซอร์ที่มีเอนไซม์นั้นสามารถเก็บไว้ที่อุณภูมิต่ าจะท าให้
เก็บรักษาประสิทธิภาพของเซนเซอร์ได้ดี และการเก็บในอุณหภูมิห้อง ด้วยการใช้สารคงสภาพ ก็
สามารถช่วยรักษาประสิทธิภาพการท างานของเอนไซม์ได้ดีเช่นกัน จากเงื่อนไขดังกล่าวนี้การเก็บ
รักษาเซนเซอร์ในอุณหภูมิห้อง ด้วยการใช้สารคงสภาพนั้น จะเป็นแนวทางในการพัฒนาการเก็บรักษา
เซนเซอร์ที่สะดวก เหมาะต่อการใช้งานภาคสนาม ในสภาวะที่ไม่มีตู้ท าความเย็น ซึ่งจากการทดลองจะ
สามารถเก็บได้ 7 วันก่อนการน าไปใช้งาน   
 
4.11 ผลการทดลองการประยุกต์ใช้งานเซนเซอร์แบบส่วนต่อขยายขาเกต  
       (Extended-Gate Field Effect Transistor, EGFET) 
 

การประยุกต์ใช้งานอุปกรณ์อีสเฟตยังมีข้อจ ากัดในเรื่องของราคา หากต้องการพัฒนาให้   
เซนเซอร์สามารถใช้งานการตรวจวัดได้จริงและแพร่หลาย เนื่องจากต้องอาศัยเทคโนโลยีของการสร้าง
วัสดุซิลิกอน เมื่อค านึงถึงการใช้งานเพ่ือการตรวจวัดยาฆ่าแมลงนั้น เซ็นเซอร์ควรเป็นแบบใช้แล้ วทิ้ง 
เนื่องจากเซนเซอร์เมื่อมีการปรับปรุงพ้ืนผิวด้วยเอนไซม์และสัมผัสกับยาฆ่าแมลงแล้ว เอนไซม์และ
ลักษณะพ้ืนผิวของอุปกรณ์อีสเฟตจะเกิดการเปลี่ยนแปลงไป   ซึ่งยากต่อการน ากลับมาใช้ใหม่  และท่ี
ส าคัญยาฆ่าแมลงส่วนใหญ่ที่มีการใช้งานในอุตสาหกรรมเกษตรนี้ สามารถยับยั้งการท างานของ
เอนไซม์ จึงท าให้ไม่สามารถใช้เซนเซอร์ซ้ าได้ด้วยเรื่องต้นทุนของอีสเฟตที่มีราคาค่อนข้างสูง ทางผู้วิจัย
จึงได้ทดลองการใช้งานหัววัดแบบส่วนต่อขยายขาเขต หรือ อีจีเฟต ที่เตรียมได้จากกระจกไอทีโอ 
(Iindium Thin Oxide, ITO) กระจกน าไฟฟ้าเป็นส่วนตอบสนอง (Sensing Membrane) และจะถูก
ต่อเข้ากับวงจรมอสเฟตการค้า MOSFET 303N และวงจรขยายสัญญาณ และประมวลผลต่างๆ เพ่ือ
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การลดต้นทุนและสามารถใช้แล้วทิ้งได้ โดยที่ระบบอีสเฟตนั้นส่วนตอบสนองจะอยู่ติดกับขาเดรนและ
ขาซอส ซึ่งต้องใช้เทคโนโลยีขั้นสูงในการสร้างชิ้นงานที่มีประสิทธิภาพและมีขนาดเล็กจึงมีราคาแพง 
หากมีการใช้ในลักษณะใช้แล้วทิ้งต่อการตรวจวัดยาฆ่าแมลงนั้นจะเป็นการสิ้นเปลืองมาก แต่ส าหรับ
อุปกรณ์อีจีเฟต เนื่องจากใช้มอสเฟตมาตรฐานทางการค้า ซึ่งท าให้การใช้งานในลักษณะใช้แล้วทิ้ง
สามารถท าได้ โดยการเปลี่ยนแค่ส่วนตอบสนองเท่านั้น เพราะวงจรอ่ืน ๆ ขาเดรน ขาซอสส าหรับ
อุปกรณ์ทรานซิสเตอร์ถูกต่ออยู่ภายนอกแยกส่วนกันกับส่วนตอบสนอง และการใช้งานของส่วน
ตอบสนองด้วยกระจกน าไฟฟ้าไอทีโอนี้ สามารถใช้งานส าหรับอุปกรณ์อีจีเฟตได้  ด้วยคุณสมบัติที่น า
ไฟฟ้า โปร่งแสง และมีราคาถูก  [60] โดยผลการทดสอบที่จะรายงานนี้เป็นผลเบื้องต้นเพ่ือเป็น
แนวทางในการน าไปพัฒนาให้เป็นเซนเซอร์ตรวจวัดยาฆ่าแมลงที่สามารถพกพาและใช้แล้วทิ้งได้ต่อไป 
 

4.11.1 ลักษณะสัญญาณการตอบสนองของอุปกรณ์อีจีเฟต ต่อสารละลายพีบี 
    เอสบัฟเฟอร์ที่พีเอชต่าง ๆ 

  
การทดลองโดยการวัดประสิทธิภาพการใช้งานทดสอบคุณสมบัติของการเป็นเซนเซอร์

ตรวจวัดค่าความเป็นกรดด่าง (pH) เหมือนอุปกรณ์อีสเฟต โดยการทดลอง สารละลายพีบีเอส
บัฟเฟอร์ พีเอช 4 7 และ 10 ได้ผลการทดลองตัวอย่าง ดังแสดงในรูปที่ 4.15 
 
 

 
รูปที่ 4.15 กราฟเส้นแสดงค่าสัญญาณการตอบสนองตามเวลาของอีจีเฟตในสารละลายพีบีเอส 

        บัฟเฟอร์พีเอชต่าง ๆ 
 
 

จากรูปที่ 4.15 แสดงให้เห็นถึงค่าสัญญาณการตอบสนองต่อสารละลายพีบีเอสบัฟเฟอร์ที่            
พีเอชต่าง ๆ โดยอีจีเฟต ดังรูปให้ค่าสัญญาณบัฟเฟอร์พีเอช 4 อยู่ที่ 224 มิลลิโวลท์ พีเอช 7 อยู่ที่ 397 
มิลลิโวลท์ และ พีเอช 10 อยู่ที่ 547 มิลลิโวลท์ โดยมีเส้นมาตรฐานดังแสดงภายในรูปที่ 4.15 พบว่ามี
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ค่าความว่องไวต่อการตรวจวัด อยู่ที่ 55.196 มิลลิโวลท์ต่อพีเอช (mV/pH) จากผลการทดลองข้างต้น 
การใช้งานอุปกรณ์ส่วนต่อขยายขาเกตด้วยการใช้กระจกน าไฟฟ้าไอทีโอ (ITO glass) ซึ่งต่อเข้ากับ
วงจรมอสเฟต พบว่าสามารถใช้งานได้เหมือนกับการใช้งานอีสเฟต ซึ่งมีการตอบสนองต่อการ
เปลี่ยนแปลงไอออนไฮโดรเจนในสารละลาย โดยการใช้อีจีเฟตนี้  ส่วนต่อขยายขาเกตท าขึ้นจากวัดสุ 
กระจกน าไฟฟ้าไอทีโอ ซึ่งมีสารอินเดียมทินออกไซด์ (InSnO2) เคลือบที่ผิวหน้า ซึ่งตามโครงสร้างแล้ว
สารตัวนี้มีคุณสมบัติการน าไฟฟ้า และมีค่า อิมพีแดนซ์ต่ า  (low impedance) และเป็นชั้น                
ไดอิเล็กทริกซ์ที่มีส่วนของออกไซด์ ที่สามารถจับการเปลี่ยนแปลงของไอออนไฮโดรเจนได้ ซึ่ง
เหมาะสมต่อการใช้เป็นส่วนต่อขยายขาเกตที่ต่อเข้ากับวงจรมอสเฟต [6] ดังนั้นกระจกไอทีโอจึง
สามารถประยุกต์ใช้งานในการท าหน้าที่ของส่วนตอบสนองสัญญาณ (Sensing Membrane 
Electrode)  

 
4.11.2 ผลการทดสอบการหาขนาดของส่วนตอบสนองที่เหมาะสมของกระจก 

น้าไฟฟ้าไอทีโอ (ITO) 
 

ส าหรับการใช้งานส่วนต่อขยายขาเกต (อีจีเฟต) แทนการใช้งานอีสเฟต ในเบื้องต้น ได้ท าการ
ทดลองเงื่อนไขเพ่ือหาความเหมาะสมต่อการใช้งาน เพ่ือสามารถตรวจวัดยาฆ่าแมลงในสารละลายได้ 
โดยเงื่อนไขที่ทดสอบ คือ ขนาดของส่วนตอบสนอง และ ปริมาตรของเจลอากาโรสที่หยดลงบนส่วน
ต่อขยายขาเกต ส าหรับตรึงเอนไซม์ไว้ภายใน โดยการทดสอบกับสารละลายพีบีเอสบัฟเฟอร์ที่ค่าพีเอช
ต่าง ๆ เพ่ือดูลักษณะสัญญาณการตอบสนองของส่วนต่อขยายขาเกตที่ท าขึ้น ซึ่งจะน าค่าความว่องไว 
(sensitivity) ในการตรวจวัดสารละลายพีเอชต่าง ๆ จากแต่ละเงื่อนไขมาเปรียบเทียบกัน จากรูปที่ 
4.16 เป็นแผนภูมิแสดงค่าความว่องไวต่อการตรวจวัดไอออนไฮโดรเจนของส่วนต่อขยายขาเกตที่ ส่วน
ตอบสนองขนาด 3x3 ตารางมิลลิเมตร และ ส่วนตอบสนองขนาด 5x5 ตารางมิลลิเมตร ที่ท าการหยด
สารละลายเจลอากาโรสเข้มข้น 1.5 เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ลงบนส่วนตอบสนอง เป็น
ปริมาตร 2 3 และ 5 ไมโครลิตร ซึ่งแทนด้วยสีฟ้า สีแดง และสีหน้าเงินตามล าดับ 
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รูปที่ 4.16 แผนภูมิแท่งแสดงค่าความว่องไวต่อการตอบสนองสัญญาณค่าพีเอช จากอุปกรณ์ส่วนต่อ 
    ขยายขาเกต (EGFET) ด้วยพื้นที่ส่วนตอบสนองขนาด 3x3 และ 5x5 ตารางมิลลิเมตร บน 
    พ้ืนผิวมีเจลอากาโรสในปริมาตร 2 3 และ 5 ไมโครลิตร  
 
จากผลการทดลองพบว่าปริมาตรเจลอากาโรสที่เหมาะสมต่อการใช้งาน คือ 3 ไมโครลิตร 

เนื่องจากให้ค่าความว่องไวในการตรวจวัดสูงทั้งในกรณีของขนาด 3x3 และ 5x5 ตารางมิลลิเมตร 
เนื่องมากจากที่เจลอากาโรสปริมาตร 3 ไมโครลิตร มีการกระจายตัวบนพ้ืนผิวส่วนตอบสนองได้ดี โดย
ที่เมื่อแห้งแล้ว จะไม่หนาจนเกินไปซึ่งส่งผลให้ไอออนในสารละลายสามารถเข้าถึงบริเวณผิวหน้าของ
ส่วนตอบสนองได้ แตใ่นกรณีของเจลที่ปริมาตร 5 ไมโครลิตร อาจมีความหนาของเจลมากเกินไปท าให้
การส่งสัญญาณได้น้อยลง และในกรณีที่เจลปริมาตร 2 ไมโครลิตรนั้น เมื่อแห้งแล้วมีความบาง
จนเกินไปอาจท าให้เจลอากาโรสที่ติดอยู่หลุดออกไปได้ง่าย และบางครั้งส าหรับการเตรียมเจลอากา
โรสปริมาตรที่ 2 ไมโครลิตรไม่สามารถครอบคลุมพ้ืนที่ทั้งหมดของส่วนตอบสนองได้ นอกจากนี้ยัง
พบว่าค่าความว่องไวที่ได้ ส่วนตอบสนอง พ้ืนที่ขนาด 3x3 และ 5x5 ตารางมิลลิเมตร นั้นมีค่าใกล้เคียง
กันโดยมีค่าเฉลี่ย อยู่ที่ 57 มิลลิโวลท์ต่อพีเอช  

แต่จากผลการทดลองดังกล่าว เมื่อเทียบอัตราส่วนของค่าความว่องไวต่อการตรวจวัด ต่อ
ขนาดของพ้ืนที่ส่วนตอบสนองนั้น พบว่าที่ขนาด 3x3 และ 5x5 ตารางมิลลิเมตรให้ค่าดังกล่าวอยู่ที่ 
6.359 และ 2.341 ค่าความว่องไวต่อ 1 ตารางมิลเมตร ตามล าดับ ซึ่งแสดงให้เห็นว่า ขนาด 3x3 
ตารางมิลลิเมตรนั้นมีความว่องไวต่อการตรวจจับไฮโดรเจนที่สูงเมื่อเทียบกับพ้ืนที่ส่วนตอบสนองที่ต่ า  

ดังนั้นการทดสอบเบื้องต้นของการตรวจวัดยาฆ่าแมลงในขั้นถัดไป ทางผู้วิจัยจึงเลือกใช้
กระจกน าไฟฟ้าไอทีโอที่มีพ้ืนผิวสัมผัสขนาด 5x5 ตารางมิลลิเมตร และ ปริมาตรเจลที่ 3 ไมโครลิตร 
เพราะให้ค่าความว่องไวต่อการเปลี่ยนแปลงค่าพีเอชในสารละลายที่ดี และอยู่ในเกณฑ์ปกติที่ใช้งาน
กันโดยทั่วไป (45-55 mV/pH)  และที่ส าคัญที่ขนาด 5x5 ตารางมิลลิเมตร เป็นการเตรียมชิ้นงาน
กระจกไอทีโอที่ง่ายกว่าขนาด 3x3 ตารางมิลลิเมตร เนื่องจากมีขนาดใหญ่กว่า เพราะการทดลองนี้ใช้
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วิธีการตัดชิ้นงานไอทีโอโดยการตัดด้วยมือ ดังนั้นยิ่งขนาดเล็กจะท าได้ยากกว่า และอาจท าให้เกิด
ความคลาดเคลื่อนของการวัดสัญญาณได้  

อย่างไรก็ตามในการพัฒนาต่อไปสามารถเลือกใช้ชิ้นงานที่มีขนาด 3x3 ตารางมิลลิเมตร     
ในการท าเป็นส่วนต่อขยายขาเกต เนื่องจากถ้าพิจารณาความว่องไวในการตรวจวัดสัญญาณต่อพ้ืนที่
แล้ว จะให้ค่าที่สูงกว่าชิ้นงานที่มีขนาด 5x5 ตารางมิลลิเมตรดังที่ได้กล่าวไปข้างต้น และนอกจากนั้น
ยังช่วยลดปริมาณการใช้สารชีวโมเลกุลลงอีกด้วย แต่ต้องอาศัยวิธีการตัดชิ้นงานที่มีประสิทธิภาพมาก
ขึ้นโดยใช้เครื่องมืออัตโนมัติ 

การศึกษาถัดไปต้องการทดสอบว่าเจลอากาโรสที่เคลือบบนพ้ืนผิวมีผลต่อค่าความว่องไวต่อ
การเปลี่ยนแปลงพีเอชของเซนเซอร์หรือไม่ โดยท าการทดลองโดยการเตรียมกระจกน าไฟฟ้าไอทีโอ
ขนาด 5x5 ตารางมิลลิเมตร ท าการหยดสารละลายเจลอากาโรสที่ความเข้มข้น 0.5 1.0 และ 1.5 
เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนักต่อปริมาตร และท าการหยดสารละลายเจลอากาโรสโดยใช้ปริมาตรแตกต่างกัน
ที่ 2 3 และ 5 ไมโครลิตร และน าส่วนต่อขยายขาเกตดังกล่าวไปทดสอบกับสารละลายบัฟเฟอร์พีเอช 
4 7 และ 10 เพ่ือศึกษาถึงความว่องไวต่อการตรวจวัดการเปลี่ยนแปลงค่าพีเอชของสารละลาย จาก
รูปที่ 4.17 แผนภูมิแท่งสีฟ้า สีแดง และสีน้ าเงิน แสดงความเข้มข้นเจลอากาโรสที่ 0.5 1.0 และ 1.5 
เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ตามล าดับ พบว่าค่าความว่องไวที่เกิดขึ้นนั้น มีค่าใกล้เคียงกันอยู่ที่
ประมาณ 55-58 มิลลิโวลท์ ในทุกความเข้มข้นของเจลอากาโรส และปริมาตรการหยด ซึ่งค่าความ
ว่องไวนี้มีค่าอยู่ในช่วงเดียวกับอีจีเฟตเปล่าที่ไม่ถูกเคลือบด้วยเจลอากาโรส ดังผลที่แสดงในรูปที่ 4.15  
ดังนั้นจากการทดลองอาจบอกได้ว่า ความเข้มข้นของเจลอากาโรสนั้น ไม่มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงของ
สัญญาณการตอบสนองเมื่อสารละลายมีค่าพีเอชเปลี่ยนไป หรือกล่าวคือ ไม่มีผลต่อความไวในการ
ตรวจวัดการเปลี่ยนแปลงของไอออนไฮโดรเจนที่เกิดขึ้นในสารละลาย นั่นท าให้เจลอากาโรสเป็นวัสดุ
ดูดซับที่สามารถติดเอนไซม์ลงบนพ้ืนผิวของส่วนตอบสนองได้ แต่ทั้งนี้แล้วสิ่งที่คาดว่าจะมีผลต่อการ
ตรวจวัดไอออนไฮโดรเจนนั้น คือ ความหนาของเจลที่ เกิดขึ้น เพราะเนื่องจากความหนาของเจลอาจ
ท าให้สนามไฟฟ้าของไอออนไฮโดรเจน เข้าถึงบริเวณหน้าพ้ืนผิวของส่วนตอบสนองได้ยากขึ้น นั่นท า
ให้ไอออนไฮโดรเจนนั้นไม่สามารถเปลี่ยนแปลงค่าแรงดันที่ส่วนตอบสนองซึ่งจะส่งผลต่อการเคลื่อนที่
ของกระแสไฟฟ้าจากขาเดรนไปยังขาซอส เมื่อเจลมีความหนามากเกินไปซึ่งอาจท าให้ส่วนตอบสนอง
นั้นไม่สามารถตรวจจับไฮโดรเจนไอออนได้  ซึ่งเจลอาจไปท าให้ระยะที่เครื่องมือจะสามารถตรวจจับ
ไอออนไฮโดรเจนมีช่วงมีแคบลง แต่ถึงอย่างไรแล้ว การที่มีเจลบนพ้ืนผิวตอบสนองนั้นมีผลต่อการ
เปลี่ยนแปลงของสัญญาณต่าง ๆ ในปริมาณที่น้อยเพราะเจลอากาโรสนั้นสามารถดูดซับสารละลายไว้
ภายในได้ นั่นท าให้สารที่ต้องการตรวจวัดก็สามารถถูกดูดซับและเข้าใกล้บริเวณพ้ืนที่ตอบสนองได้ ซึ่ง
ระยะดังกล่าวนั้นจะเรียกว่า Debye length [52] และขนาดของรูพรุนนั้นจะส่งผลต่อการเคลื่อนที่
ของไอออนในเจล เมื่อเจลมีขนาดรูพรุนที่เล็ก ไอออนจะเคลื่อนที่ยาก แต่ถ้ามีสารละลายในปริมาตรที่
สูง ถึงแม้จะมขีนาดของรูพรุนที่เล็ก ไอออนในเจลก็สามารถเกิดการเคลื่อนที่ได้ดี [64] 
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รูปที่ 4.17 แผนภูมิแท่งแสดงค่าความว่องไวต่อการตอบสนองสัญญาณค่าพีเอช จากอุปกรณ์ส่วนต่อ 
              ขยายขาเกต (EGFET) ด้วยพื้นที่ส่วนตอบสนองขนาด 5x5 ตารางมิลลิเมตร บนพื้นผิวมี 
              เจลอากาโรส ที่ความเข้มข้น 0.5 1.0 และ 1.5 เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนักต่อปริมาตร โดยใช้  
              ปริมาตรการหยดบนพื้นผิวที่ 2 3 และ 5 ไมโครลิตร 
 

4.11.3 ผลของความเข้มข้นเจลอากาโรสที่ใช้กักเก็บเอนไซม์  
 
จากผลการทดลอง ข้อที่ 4.11.2 ท าให้ทราบเงื่อนไขของขนาดชิ้นงานส่วนต่อขยายขาเขต และ

ปริมาตรของเจลอากาโรสที่ใช้หยดลงบนพื้นผิวแล้ว การทดลองนี้จึงต้องการหาค่าความเข้มข้นของเจล
อากาโรสที่เหมาะสมต่อการตรึงเอนไซม์ โดยการเตรียมเจลอากาโรสที่ความเข้มข้น  0.5 1 1.5 และ 2 
เปอร์เซ็นตโ์ดยน้ าหนักต่อปริมาตร (%m/v) และตรึงเอนไซม์ 0.5 ยูนิตลงไป ได้ผลการทดลองดังรูปที่ 
4.18 
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รูปที่ 4.18 แผนภูมิแท่งแสดงค่าสัญญาณการตอบสนองต่อสารละลายซัปสเตรท 5 มิลลิโมลาร์ ของ 
     การใช้งานส่วนต่อขยายขาเกต ที่มีเอนไซม์ 0.5 ยูนิต ในเจลอากาโรสที่ความเข้มข้นต่างๆ 

 
จากผลการทดลองข้างต้น พบว่าความเข้มข้นของเจลที่ 1.5 และ 2.0 เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนัก

ต่อปริมาตร ให้ค่าการตอบสนองสัญญาณท่ีดี คือ มีค่าสัญญาณจากเซนเซอร์ความเข้มข้นเจลทั้ง 2 
ความเข้มข้น และจากการทดสอบสารละลายซัปสเตรทที่ 5 มิลลิโมลาร์ ได้ค่าประมาณ 78.32 มิลลิ
โวลท ์ ซึ่งทางผู้วิจัยได้เลือก เจลอากาโรส ความเข้มข้น 1.5 เปอร์เซ็นตโ์ดยน้ าหนักต่อปริมาตร 
เนื่องจากเป็นความเข้มข้นของเจลน้อยสุดที่ท าให้ได้ค่าการสอบสนองที่สูงที่สุด ในขณะที่เจลที่มีความ
เข้มข้นน้อยกว่านั้นให้ค่าสัญญาณการตอบสนองที่ต่ ากว่า เพราะลักษณะรูพรุนของเจล ดังที่อธิบายไป
ในการทดลองของอีสเฟต ซึ่งเมื่อความเข้มข้นของเจลมากข้ึนจะท าให้ได้ขนาดรูพรุนเล็กลง ซึ่งสัมพันธ์
กับประสิทธิภาพการตรึงเอนไซม์ภายในเจลอากาโรสดังที่ได้กล่าวมาแล้วในส่วนการทดลองของอีสเฟต 
ส่วนความเข้มข้นที่ 2 เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนักต่อปริมาตรนั้น ให้ค่าสัญญาณใกล้เคียงกับความเข้มข้นที่ 
1.5 เปอร์เซ็นตโ์ดยน้ าหนักต่อปริมาตร จึงได้เลือกความเข้มข้นที่ 1.5 เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนักต่อ
ปริมาตร  เพราะเป็นความเข้มข้นที่เหมาะสม โดยที่เป็นความเข้มข้นที่น้อยที่สุดที่ท าให้เซนเซอร์
สามารถตรวจวัดค่าสัญญาณการเปลี่ยนแปลงได้มากท่ีสุด 
 

4.11.4 ผลของปริมาณเอนไซม์อะซีทิลโคลีนเอสเทอร์เรสทีใ่ช้ตรึงในเจลอากาโรส 
 บนพื นผิวเซนเซอร์ 

 
การใช้งานเอนไซม์นั้น จ าเป็นที่จะต้องใช้งานในปริมาณที่เหมาะสม เพราะเอนไซม์อะซีทิล

โคลีนเอสเทอร์มีราคาค่อนข้างสูง และต้องให้เหมาะสมกับความเข้มข้นเจลอากาโรส โดยการทดสอบ
ด้วยการติดเอนไซม์ในปริมาณต่าง ๆ ลงในเจลอากาโรสที่อยู่บนพ้ืนผิวของส่วนตอบสนอง และท าการ
ตรวจวัดสัญญาณที่เกิดขึ้นจากการทดสอบสารละลายซัปสเตรท  ในการทดลองที่ผ่านมีการใช้งาน
เอนไซม์ที่ 0.5 ยูนิต โดยการทดลองส่วนนี้จะท าการทดสอบกับปริมาณเอนไซม์ค่าต่าง ๆ คือ 0.1 0.25 
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0.5 และ 0.75 ยูนิต เพ่ือหาปริมาณเอนไซม์ที่น้อยที่สุดที่ท าให้ได้ค่าการตอบสนองของสัญญาณที่สูง
ที่สุด ได้ผลการทดลองดังรูปที่ 4.18 

 

     
 

รูปที่ 4.19 แผนภูมิแท่งแสดงค่าสัญญาณการตอบสนองของสารละลายซัปสเตรท 5 มิลลิโมลาร์ ของ 
            การใช้งานส่วนต่อขยายขาเกต โดยใช้เอนไซม์ที่ปริมาณ 0.01 0.25 0.5 และ 0.75 ยูนิต   

 
จากรูปที่ 4.19 แผนภูมิแท่งแสดงค่าสัญญาณการเปลี่ยนแปลง (∆response) ระหว่างค่า

สัญญาณที่ทดสอบความเข้มข้นของสารละลายซัปสเตรทเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์กับสัญญาณของ
สารละลายพีบีเอสบัฟเฟอร์ เมื่อเตรียมเซนเซอร์อีจีเฟตโดยใช้เอนไซม์ความเข้มข้นต่าง ๆ ซึ่งผลปรากฏ
ว่า ค่าสัญญาณการตอบสนองจะเพ่ิมขึ้นตามการเพ่ิมปริมาณของเอนไซม์ และสัญญาณเริ่มคงที่ ที่
ปริมาณ 0.5 และ 0.75 ยูนิต ซึ่งให้ค่าสัญญาณการเปลี่ยนแปลงเฉลี่ยรวมที่สูงถึง 61.46 มิลลิโวลท์ 
และในเซนเซอร์ที่มีปริมาณเอนไซม์น้อย ที่ 0.01 และ 0.25 ยูนิต ให้ค่าสัญญาณการเปลี่ยนแปลงที่มี
ค่าต่ า ซึ่งผลการทดลองนี้เป็นผลมาจากการใช้เจลอากาโรสที่ความเข้มข้น 1.5 เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนัก
ต่อปริมาตร ซึ่งคาดว่ามีปริมาณรูพรุนอยู่จ านวนหนึ่ง และมีขนาดของรูพรุนที่เหมาะสม ดังนั้น เมื่อเติม
เอนไซม์ที่ปริมาณใด ๆ แล้ว เอนไซม์จะตรึงติดอยู่ภายในเจลได้จนถึงจุดอ่ิมตัว จากการทดลอง คือ
ปริมาณเอนไซม์ที่ 0.5 ยูนิต และที่ 0.75 ยูนิต คือปริมาณที่มากเกินพอ ท าให้ผลของสัญญาณการ
เปลี่ยนแปลงในรูปดังกล่าวนี้ มีค่าของสัญญาณที่ใกล้เคียงกัน ซึ่งเป็นค่าสูงสุดที่การเตรียมเซนเซอร์
ด้วยเจลอากาโรส 1.5 เปอร์เซ็นตโ์ดยน้ าหนักต่อปริมาตรที่ท าได้ และท่ีการทดสอบเซนเซอร์ที่เอนไซม์ 
ปริมาณ  0.01 ยูนิต พบว่าให้ค่าสัญญาณการเปลี่ยนแปลงที่ต่ า อยู่ที่ประมาณ 10.21 มิลลิโวลท์ และ 
0.25 ยูนิต ให้ค่าสัญญาณอยู่ที่ประมาณ 37.64 มิลลิโวลท์ ซึ่งเป็นไปตามการเพ่ิมขึ้นของปริมาณ
เอนไซม์ในระบบ และปริมาณเอนไซม์ที่ 0.5 ยูนิตนั้น เหมาะสมต่อการใช้งานในการทดลองต่อไป 
เพราะจากการออกแบบเซนเซอร์ในการใช้งาน ควรที่จะให้ค่าสัญญาณตอบสนองที่สูงและใช้สารใน
ปริมาณที่ไม่มาก 
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4.11.5 ผลการทดสอบยาฆ่าแมลงในกลุ่มต่าง ๆ  
 
งานวิจัยการพัฒนาเซนเซอร์ส่วนต่อขยายขาเกตนี้ เป็นผลวิจัยเบื้องต้น โดยออกแบบเซ็นเซอร์

ให้สามารถตรวจวัดยาฆ่าแมลง โดยเฉพาะยาฆ่าแมลงคาร์บาริล ซึ่งมกีารเตรียมเซนเซอร์ด้วยเงื่อนไขที่
เหมาะสมด้วยการใช้กระจกน าไฟฟ้าไอทีโอเป็นฐานรองรับ เป็นส่วนตอบสนอง และท าการตรึง
เอนไซม์อะซีทิลโคลีนเอสเทอร์เรส 0.5 ยูนิต ในเจลอากาโรสเข้มข้น 1.5 เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนักต่อ
ปริมาตร ที่ติดอยู่บนกระจกน าไฟฟ้าไอทีโอ และนอกจากจะทดสอบกับยาฆ่าแมลงคาร์บาริลแล้ว จะ
ทดสอบกับยาฆ่าแมลงเมธิลพาราไทออน และอิมิดาโคลพลิด ซึ่งเป็นตัวแทนของยาฆ่าแมลงในแต่ละ
กลุ่มหลักของการใช้งานในปัจจุบัน เพ่ือดูลักษณะการตอบสนอง และความจ าเพาะเจาะจงของ
เซนเซอร์ต่อการใช้งานเพ่ือตรวจวัดยาฆ่าแมลงต่าง ๆ ในสารละลาย 
 

 
 

รูปที่ 4.20 กราฟแสดงค่าการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ของยาฆ่าแมลง  
      คาร์บาริล เมธิลพาราไทออน และ อิมิดาโคลพลิด  

 
เมื่อเซนเซอร์ถูกเตรียมขึ้น ได้ท าการทดสอบกับยาฆ่าแมลงคาร์บาริล (กลุ่มคาร์บาเมต) ตั้งแต่

ความเข้มข้น 1x10-7 โมลาร์ จนถึงความเข้มข้นที่ 1x10-3 โมลาร์ จากรูปที่ 4.20  แสดงแนวโน้มการ
เปลี่ยนแปลงค่าเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการท างานของเอนไซม์ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ของยาฆ่าแมลง จาก
ผลการทดลองจะเห็นว่า ยาฆ่าแมลงคาร์บาริลสามารถตรวจวัดในสารละลายโดยมีช่วงเส้นตรงอยู่ที่ 
1x10-6 ถึง 1x10-5 โมลาร์ และ มีค่า LOD ของยาฆ่าแมลงอยู่ที่ 1x10-6 โมลาร์ ซึ่งเป็นช่วงเดียวกับการ
ใช้เซนเซอร์อีสเฟตที่มีการปรับปรุงพื้นผิวด้วยเจลอากาโรสและเอนไซม์ในการตรวจวัดเช่นกัน  

เมื่อทดสอบความจ าเพาะต่อการตรวจวัดยาฆ่าแมลงของเซนเซอร์ส่วนต่อขยายขาเกต โดย
การทดสอบกับเมธิลพาราไทออน (กลุ่มออร์กาโนฟอสเฟต) พบว่ามีลักษณะการเปลี่ยนแปลงของ
สัญญาณเหมือนในอุปกรณ์อีสเฟต โดยมีค่า LOD  ความเข้มข้นของยาฆ่าแมลงอยู่ที่ 1x10-5  โมลาร์ 
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และ เมื่อทดสอบกับยาฆ่าแมลงอิมิดาโคลพลิด (กลุ่มนีโอนิโคลทินอยด์) พบว่าเซนเซอร์ไม่มีการ
ตอบสนองต่อการเปลี่ยนแปลงของยาฆ่าแมลงกลุ่มดังกล่าว เช่นเดียวกับผลที่เกิดขึ้นกับเซนเซอร์อีส
เฟต 
 ดังนั้นการทดลองการใช้งานส่วนต่อขยายขาเกต ด้วยการใช้กระจกน าไฟฟ้าไอทีโอร่วมกับเจล
อากาโรสที่ความเข้มข้น 1.5 เปอร์เซ็นตโ์ดยน้ าหนักต่อปริมาตร และเอนไซม์อะซีทิลโคลีนเอสเทอร์เรส 
ปริมาณ 0.5 ยูนิต ซึ่งต่อเข้ากับมอสเฟตมตราฐาน พบว่าสามารถใช้งานการตรวจวัดค่าพีเอชใน
สารละลาย และประยุกต์ใช้งานตรวจวัดยาฆ่าแมลงในสารละลายได้ดี โดยดูได้จากค่า LOD และช่วง
เส้นตรงของการตรวจวัดยาฆ่าแมลงแต่ละชนิด ด้วยเหตุนี้ ส่วนต่อขยายขาเกตจึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่ง
ที่เหมาะสมต่อการใช้แบบใช้แล้วทิ้ง ซึ่งมีราคาถูก และเตรียมได้ง่าย และไม่ต้องใช้เทคโนโลยีขั้นสูงใน
การผลิต 
  
4.12 ผลการวิเคราะห์พื นผิวเจลอากาโรสด้วยกล้องจุลทรรศน์แรงอะตอม (Atomic 

Force Microscope, AFM) 
 
การศึกษาพ้ืนผิวของอากาโรสเจล โดยใช้กล้องจุลทรรศน์แรงอะตอม โดยการเตรียมพ้ืนผิว

ของเจลอากาโรส ที่ความเข้มข้น 0.5 1.0 1.5 และ 2.0 เปอร์เซ็นตโ์ดยน้ าหนักต่อปริมาตร ซึ่งถูกใช้เป็น
เงื่อนไขในการทดลองต่างๆ จะถูกน ามาทดสอบลักษณะสภาพพ้ืนผิว  

จากการทดสอบสภาพพ้ืนผิวของเจลแต่ละเงื่อนไขนั้น จะใช้ค่าที่แสดงถึงความขรุขระของ
พ้ืนผิว อยู่สองค่าด้วยกัน คือ ค่าเฉลี่ยความสูง Ra (Roughness) และค่าความสูงต่ าของพ้ืนผิวโดยรวม 
Rms (Root mean square) ซึ่งทั้ง 2 ค่าจะถูกค านวณมาด้วยตัวแปรเดียวกัน [61] และค่าRms มัก
ถูกใช้ในการบอกความขรุขระของพ้ืนผิว จากรูปที่ 4.21 เป็นรูปจากกล้องจุลทรรศน์แรงอะตอม โดยที่
รูป (a) เป็นลักษณะพื้นผิวของเจลอากาโรสความเข้มข้น 1.0 เปอร์เซ็นตโ์ดยน้ าหนักต่อปริมาตร (b) 
1.5 เปอร์เซ็นตโ์ดยน้ าหนักต่อปริมาตร  และ (c) 2.0 เปอร์เซ็นตโ์ดยน้ าหนักต่อปริมาตร เมื่อดูจาก
ความสูงของแนวแกน y ในภาพจะพบว่า เมื่อความเข้มข้นของเจลอากาโรสสูงขึ้น จะท าให้เกิดลักษณะ
ของพ้ืนผิวที่มีความสูงโดดลดลง โดยสามารถดูจากค่าความขรุขระ Ra และ Rms ในตารางที่ 4.5   
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รูปที่ 4.21 รูปภาพ 3 มิติ จากเทคนิคการถ่ายภาพแรงอะตอม (AFM) ของพื้นผิวเจลอากาโรส ที่ความ 
              เข้มข้น  (a) 1.0 (b) 1.5 และ (c) 2.0 เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนักต่อปริมาตร   
 
ตารางท่ี 4.5 ตารางแสดงค่าความขรุขระของพ้ืนผิวของเจลอากาโรสที่ความเข้มข้นต่าง ๆ 

 
ความเข้มข้น 
เจลอากาโรส 

(%w/v) 

 
0.5 

 

 
1.0 

 
1.5 

 
2.0 

Ra (nm) 
(Roughness 

average) 

 
9.57 

 

 
6.00 

 
5.42 

 
4.27 

Rms (nm) 
(Root Mean 

Square roughness) 

 
11.91 

 

 
7.71 

 
6.81 

 
5.34 

(a) 

(c) 

(b) 
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เมื่อเปรียบเทียบค่า Rms ดังตารางที่ 4.5 พบว่าที่ความเข้มข้นของเจลอากาโรสที่สูงขึ้น ค่า

ความขรุขระของพ้ืนผิวจะน้อยลง ซึ่งสามารถอธิบายได้ว่าเจลอากาโรสเมื่อมีความเข้มข้นที่สูงขึ้นนั้น 
ความหนาแน่น และการเรียงตัวของเส้นใยภายในจะเรียงตัวได้สนิทกันมากขึ้น ท าให้พื้นผิวสัมผัสลดลง 
และคาดว่าขนาดรูพรุนที่จะเกิดขึ้นในวัสดุเจลอากาโรสก็ลดลง โดยจากการศึกษาของ  Mounir 
Maaloum และคณะ ได้รายงานผลถึงขนาดรูพรุนของเจลอากาโรสที่ศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์แรง
อะตอม โดยการศึกษา ตั้งแต่ความเข้มข้น 0.7 1.0 2.0 3.0 4.0 และ 5.0 เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนักต่อ
ปริมาตร โดยมีขนาดรูพรุนเฉลี่ยอยู่ที่  530±185, 509±90, 364±84 ,289±66, 243±46, และ 
201±36  นาโนเมตรตามล าดับ [55] และขนาดของรูพรุนมีผลต่อการเคลื่อนที่ของสาร เช่นการใช้งาน
เจลอากาโรสส าหรับการแยก DNA ด้วยวิธี Electrophoresis เพราะเมื่อเจลอากาโรสมีขนาดเล็กลง
จะท าให้ DNA เคลื่อนที่โดยใช้เวลานานขึ้น ทั้งนี้ขนาดของรูพรุนดังกล่าวจะเป็นตัวคัดกรองขนาดของ 
DNA ซ่ึง Pei Yun Lee และคณะได้ศึกษาไว้ [62]  

ดังนั้นการใช้งานเจลอากาโรสที่ความเข้มข้นสูงจะสามารถท าให้เอนไซม์ ถูกกักอยู่ภายในเจล
อากาโรสที่ติดอยู่บนพ้ืนผิวของส่วนตอบสนองได้ดี จากการประยุกต์ใช้งานอีสเฟต ทางผู้วิจัยได้เลือก
ความเข้มข้นของเจลอากาโรสที่ 2.0 เปอร์เซ็นตโ์ดยน้ าหนักต่อปริมาตร เพราะจากการทดสอบสามารถ
ติดเอนไซม์ปริมาณ 0.1 ยูนิตได้ดี โดยที่มีสัญญาณการตอบสนองเมื่อวัดกับสารละลายซัปสเตรทได้คงที่
เมื่อท าการวัดซ้ า และส าหรับงานศึกษาวิจัยเบื้องต้นของส่วนต่อขยายขาเกต จะใช้ความเข้มข้นของเจล
อากาโรสที่ 1.5 เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ซ่ึงเหมาะส าหรับเอนไซม์ปริมาณ 0.5 ยูนิต  
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บทท่ี 5 
สรุปผลการทดลอง 

 
อุปกรณ์อีสเฟตสามารถประยุกต์ใช้เป็นเซนเซอร์เพ่ือการตรวจวัดยาฆ่าแมลงคาร์บาริลได้ โดย

เงื่อนไขที่เหมาะสมส าหรับเตรียมเซนเซอร์ คือ การเคลือบพ้ืนผิวอีสเฟตด้วยเจลอากาโรสที่ความ
เข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ปริมาตรการหยดที่ 2 ไมโครลิตร และใช้เอนไซม์อะซีทิล
โคลีนเอสเทอร์เรส (AChE) ปริมาณ 0.1 ยูนิต  โดยใช้สารละลายซัปสเตรทอะซีทิลโคลีนคลอไรด์ 
(AChCl) ที่ความเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ ที่ละลายในสารละลายพีบีเอสบัฟเฟอร์พีเอช 7 เป็นสารท า
ปฏิกิริยาตั้งต้นกับเอนไซม์   

เซนเซอร์อีสเฟตที่ถูกเตรียมขึ้นจากเงื่อนไขที่เหมาะสมข้างต้น สามารถน าไปตรวจวัดความ
เข้มข้นของสารละลายยาฆ่าแมลงคาร์บาริลได้โดยวิธีการยั้บยังการท างานของเอนไซม์ ด้วยวิธีการหยด
สารละลายยาฆ่าแมลงลงบนพ้ืนผิวสัมผัสของเซนเซอร์ในปริมาตร 5 ไมโครลิตร เป็นเวลา 5 นาที       
ค่าสัญญาณการตอบสนองที่ได้จากสารละลายซัปสเตรทก่อนและหลังกระบวนการยับยั้งการท างาน
ของเอนไซม์ด้วยยาฆ่าแมลง ถูกน ามารายงานโดยคิดเป็นค่าเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการท างานของ
เอนไซม์ จากผลการวิจัยพบว่า เซนเซอร์สามารถตรวจวัดยาฆ่าแมลงคาร์บาริล (กลุ่มคาร์บาเมต) ใน
สารละลายพีบีเอสบัฟเฟอร์ได้ใน 5x10-7 ถึง 1x10-5 โมลาร์ มีความว่องไว (sensitivity) ในการ
ตรวจวัดอยู่ที่ 44.64  เปอร์เซ็นต์การยับยั้งการท างานของเอนไซม์ต่อความเข้มข้นยาฆ่าแมลง 
(%Inhibition / log M) และค่าความเข้มข้นน้อยสุดที่ตรวจวัดได้ (limit of detection; LOD) อยู่ที่ 
1x10-7 โมลาร์ เซนเซอร์อีสเฟตนี้มีความจ าเพาะต่อการตรวจวัดยาฆ่าแมลงคาร์บาริลและ และเมทโธ
มิล (กลุ่มคาร์บาเมต) มากกว่า เมธิพาราไทออน (กลุ่มออร์กาโนฟอสเฟต) ซึ่งมีช่วงความเข้มข้นในการ
ตรวจวัดได้ที่แตกต่างกัน โดยมีความว่องไวในการตรวจวัดสัญญาณของยาฆ่าแมลงเมทโธมิลอยู่ที่ 36 
%Inhibition / log M (จากช่วงเส้นตรง 1x10-7 ถึง 1x10-6 โมลาร์) ค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่วัดได้
เท่ากับ 1x10-8 โมลาร์ 

เซนเซอร์อีสเฟตที่เตรียมขึ้น สามารถใช้ทดสอบยาฆ่าแมลงคาร์บาริลที่ถูกเจือในสารละลาย
น้ าผักกวางตุ้งไต้หวันที่ไม่ได้มีการเจือจาง ซึ่งให้ผลที่สอดคล้องกันกับการตรวจวัดยาฆ่าแมลงคาร์บาริล
ในสารละลายพีบีเอสบัฟเฟอร์ พบว่ามีค่าความว่องไวต่อการตรวจวัดอยู่ที่ 43.42 (%Inhibition / log 
M)  และพบว่าสารละลายน้ าผักกวางตุ้งไต้หวันไม่มีผลรบกวนต่อสัญญาณการตรวจวัดด้วยเซนเซอร์
อีสเฟต  

เซนเซอร์เอนไซม์ที่เตรียมขึ้นสามารถเก็บรักษาสภาพก่อนการน าไปใช้งานได้ โดยเก็บใน
สภาวะอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลาไม่เกิน 14 วัน ซึ่งสามารถให้ประสิทธิภาพการท างานได้
มากกว่า 98 เปอร์เซ็นต์ แต่สัญญาณจะเปลี่ยนแปลงไปมากกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเซนเซอร์ถูกเก็บ
นานกว่า 21 วันขึ้นไป และนอกจากนั้นสามารถเก็บรักษาเซนเซอร์ไว้ที่อุณหภูมิห้อง (25 องศา
เซลเซียส) ได้ โดยการเคลือบด้วยสารคงสภาพ ซึ่งสามารถรักษาประสิทธิภาพเซนเซอร์ได้สูงสุด 7 วัน 
ตามการทดลอง เมื่อเปรียบเทียบกับเซนเซอร์ที่เก็บไว้ในอุณหภูมิห้องแต่ไม่ได้เคลือบสารคงสภาพ  ซึ่ง
ประสิทธิภาพการท างานของเซนเซอร์จะลดลดถึง 70 เปอร์เซ็นต์ หลังจากเก็บไว้ 1 วันก่อนการ
ทดลอง    

ถึงแม้ว่าเซนเซอร์อีสเฟตสามารถใช้ตรวจวัดยาฆ่าแมลงในสารละลายพีบีเอสบัฟเฟอร์และ
สารละลายน้ าผักได้ โดยให้ผลแทบไม่แตกต่างกัน แต่การใช้งานอุปกรณ์อีสเฟตนั้นยังมีข้อจ ากัดเรื่อง

เอกสารน้ีเป็นเอกสารท่ีสงวนไวส้ำหรับการใชง้านเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตใหน้ำไปใชป้ระโยชนด์า้นการคา้ 

ไม่วา่กรณีใดๆทั้งส้ิน อีกทั้งหา้มมิใหด้ดัแปลงเน้ือหา และตอ้งอา้งอิงถึงเจา้ของเอกสารทุกคร้ังท่ีมีการนำไปใช้



101 

ราคาที่สูง งานวิจัยนี้จึงได้ศึกษาเบื้องต้นถึงการใช้งานส่วนต่อขยายขาเกต หรือ อีจีเฟต มาทดแทนใน
ลักษณะการใช้แล้วทิ้ง 

ส่วนต่อขยายขาเกตของอีจีเฟตถูกสร้างขึ้นโดยการตัดกระจกน าไฟฟ้าไอทีโอ (ITO glass) ที่มี
ขนาดของส่วนสัมผัสตอบสนองอยู่ที่ 5x5 ตารางมิลลิเมตร โดยใช้เจลอากาโรสที่ความเข้มข้น 1.5 
เปอร์เซ็นโดยน้ าหนักต่อปริมาตร  ปริมาตรการหยด 3 ไมโครลิตร ปริมาณเอนไซม์ 0.5 ยูนิต และ
สารละลายซัปสเตรทที่ความเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ เป็นสารท าปฏิกิริยาตั้งต้นกับเอนไซม์   

จากการทดสอบวัดยาฆ่าแมลงเบื้องต้น พบว่าสามารถใช้ตรวจวัดยาฆ่าแมลงคาร์บาริลได้   
โดยมีค่าความชันของสัญญาณการตรวจวัดที่มากกว่าเมธิลพาราไทออน ซึ่งให้ มีค่า LOD ที่ 1x10-6     
โมลาร์ ส าหรับยาฆ่าแมลงคาร์บาริลและ 1x10-5 โมลาร์ ส าหรับยาฆ่าแมลงเมธิลาราไทออน 

เพราะฉะนั้นการประยุกต์ใช้งานอีสเฟต สามารถตรวจวัดยาฆ่าแมลงคาร์บาริลในสารละลาย
น้ าผักได้เป็นอย่างดี และในเบื้องต้นมีแนวโน้มในการพัฒนาเซนเซอร์เพ่ือให้ใช้งานได้แบบใช้แล้วทิ้ง 
และมีต้นทุนที่ถูกลง โดยการใช้งานอุปกรณ์อีจีเฟต ซึ่งให้ผลการทดลองที่ใกล้เคียงกับอุปกรณ์อิสเฟต 
ทั้งยังมีการใช้งานทีง่่าย สามารถพัฒนาเป็นอุปกรณ์พกพาได้สะดวก 
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Abstract 

 

The extended gate field effect transistor (EGFET) fabricated by indium tin oxide (ITO) substrate was used as a 

sensor for pesticide detection. The size of sensing area on ITO substrate was varied to obtain the highest signal 
change which depended on the amount of hydrogen ion in the solution. The organophosphate and carbamate groups 

of pesticide were measured by this fabricated EGFET based on enzyme inhibition assay. The carbaryl pesticide 

solution was incubated on the sensing area of ITO which has 0.5 unit of acetylcholinesterase enzyme coated on the 
surface. The carbaryl pesticides can inhibit the enzyme function resulting in the decreasing of hydrogen ions 

producing in the solution which can be detected by EGFET. This fabricated EGFET for detection carbaryl pesticide 
was demonstrated in the detection range 10-7 to 10-3 M with the sensitivity at 1.53 %Inhibition/M. This EGFET 

provided a low-cost and ease of fabrication which can be used as a disposable sensing gate for field effect transistor 

sensor applied in a field work. 
 

Keywords― EGFET, Pesticide Detection, Enzyme Inhibition, Acetylcholinesterase 
 

Introduction 
 

Pesticide or insecticide is the chemical reagent to kill pests or insect which can disturb and harmful to the human 
and agricultural product. Pesticides have numerous beneficial effects. These include crop protection, preservation of 

food and materials and prevention of vector-borne diseases.  

Since 2006, the population has increased dramatically while farming and the area of agriculture increased in 10 
percent, and the price of agricultural products was forced down by market mechanism. The agricultural area began to 

deteriorate. So in agriculture, farmers have accelerated production including the addition of external substances to get 
enough output. The use of chemicals, fertilizers, and pesticides are increasing factors affecting the increasing of 

agricultural product. But one thing that farmers do not care about is the dangers of using those chemicals. Synthetic 

insecticide is widely used. In the 1950s agro-industrial era, there was widespread use of pesticides, chemicals, 
pesticides were distributed in the environment which harmful to life [1]. Some pesticide group take longer to degrade 

as shown in DDT that harmful to environment and wildlife. The resulting pesticide studying and research has 

increased as in the past thirty years. 

At present, pesticides are widely used in the agricultural industry in each country. Pesticides are classified by use 

and chemical structure including four major groups are Organophosphate (OP), Carbamate (Car), Organochlorine 
(OC), and Pyrethoids (Pyr) [2]. Organophosphate and carbamate groups are main agents used to get rid of insects in 

farm lands, and they also become important parts in almost all Thailand agriculture. By the way, organochlorine is no 

longer used because of its high risk effect on mammals and humans. Meanwhile, pyrethroid is reasonable to use for 
eliminating household insects. The pesticide level remaining on food product samples were monitored through the use 

of Maximum Residue Limits (MRLs) which published by Food and Agriculture Organization of the United Nations 

(FAO). For carbaryl pesticide has MRLs value at 20 ppm [3]. Thus there are many researchers developing sensors to 
detect the carbaryl pesticide. Normally, the analysis of pesticides based on spectrophotometry, liquid and gas 

chromatography or mass spectrometry [4-7] and there are commercially pesticide test kits are available [8-9] which 
are required expensive equipment, more experience staff, laborious complex sample treatment, and time consuming. 

From above, an enzyme biosensor is the most appreciated technique for organophosphate and carbamate pesticide 
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detection due to the efficacy of these pesticide groups which have direct effect on the reaction of enzyme-substrate 
complex [10-16]. The reaction of Acetylcholinesterase (AChE) with Acetylcholine Chloride (AChCl) and pesticide 

inhibition method is shown in fig. 1. The product of reaction provides acetylated enzyme and choline that can be 
hydrolysed to acetic acid or hydrogen ion occur in solution. When inhibited-AChE enzyme react to the substrate, the 

reaction product is decreased which mean that the hydrogen ions will decrease in the solution. The AChE enzyme 

which is inhibited by pesticides may be reversible or irreversible depended on the type of pesticide inhibitor. 

 

 

 

Figure 1: Reaction of acetylcholine chloride substrate with acetylcholinesterase and inhibition of acetylcholinesterase 

by pesticide 

Field Effect Transistor (FET) is widely used as the transducer sensor part [17-18]. Common FET used for pH 
sensing can be applied to detect pesticide in solution by using the enzyme reaction which produces the ions change 

and sense to FET technique [19-20]. The Extended-gate Field Effect Transistor (EGFET) technique is interested 
which sense ion in solution depend on sensing membrane. Indium tin oxide (ITO) is commonly applied for pH 

sensing membrane. ITO is a solid solution composed 90 %wt indium(III)oxide (In2O3) and 10 %wt tin(IV)oxide 

(SnO2), which is one of the most used transparent conductivity oxides ion sensitive field effect sensor. The schematic 
of EGFET device is shown in fig. 2.  EGFET is a device that consists of two main parts; conventional ion sensing 

membrane electrode and MOSFET circuit part, which can be applied to the measurement of ion content in a solution. 

When the purpose ion of receptor come closer near the receptor as sensing membrane, the charge on the surface has 
changed that effect to the electron moving from drain to source electrode and the electric field between reference gate 

and the other electrode in transistor device (FET). ITO sensing electrode can sense with the changing of hydrogen ion 
which appears in solution. Ion sensitive field effect transistor (ISFET) is a pH sensor that the sensing membrane is 

attached to drain and source electrode with is in a whole part of sensor device. For EGFET technique, ITO-extended 

gate (ITO-EG) sensing membrane is extended out from a FET circuit which is use wired conductor cable to the sensor 

circuit for collecting signal. So, the ITO-EG acts as a disposable electrode. 

In this study, EGFET which is fabricated electrode from indium tin oxide (ITO) glass was applied for pesticide 

detection. The fabricated ITO-extended gate was used as the substrate which can be modified the surface by using 
AChE enzyme entrapped in an agarose gel coating on the substrate. The optimization conditions for a drop volume, 

the concentration of agarose gel, and the enzyme concentration are investigated in order to fabricate the carbaryl 
sensor. Carbaryl was detected at various concentrations and compare with the organophosphate group of pesticide. 

The carbaryl can inhibit the enzyme reaction resulting in the decreasing of hydrogen ion in solution which EGFET 

can detect in the lower change of signal between AChE enzyme and AChCl substrate.  
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Figure 2: Schematic of Extended-gate Field Effect Transistor (EGFET) device 

Experimental 

Materials and Instruments 

Indium-tin-oxide glass (ITO) was purchased from Xin Yan Technology, China, with resistant of 15 ohm/sq.  
Agarose powder with a gel strength of 800 g/mL was purchased from LABCHEM, Ajax Finches Pty Ltd. 

Acetylcholinesterase (AChE) from electric eel, 200-400 units/mg protein and acetylcholine chloride (AChCl), 
carbaryl, methyl-parathion and imidacloprid were obtained from Sigma-Aldrich. The 5mM phosphate buffer saline 

(PBS; pH 7) was prepared by using sodium chloride (NaCl), di-sodium hydrogen orthophosphate (Na2HPO412H2O), 

potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) and potassium chloride (KCl) were purchased from Sigma-Aldrich.  

Preparation of ITO-Extended gate (ITO-EG)  
ITO-Extended gate (ITO-EG) was prepared by cutting ITO glass into 3 sizes including 3x20, 5x20, and 10x20 

mm2. The cleaning process of ITO, start by washing with dishwashing liquid, sonication in deionized water, ethanol, 

acetone, and isopropyl alcohol (IPA) for 15 minutes, respectively. Then, ITO-EG were dried with nitrogen gas and 

keep away from moisture at 25 C (room temperature). An electrode was stuck on top of the surface of dried ITO-EG 

glass by using a silver plate as adhesion material and dried at 120C for 5 minutes. Surface sensing area at 3x3, 5x5 

and 10x10 mm2 was constructed by using epoxy encapsulation and left at room temperature for 3 hours before used in 

each experiment. 

AChE enzyme  entrapment in agarose gel 

The agarose was drop casting on ITO-extended gate (ITO-EG) surface and left at room temperature for 10 
minutes.  The 0.01 to 0.75 unit of AChE solution were prepared by dissolving in PBS buffer. AChE solution was 

dropped into agarose gel that casting on the ITO-EG surface. AChE/Agarose gel/ITO-EG was left at room 

temperature for 5 minutes and kept at 4 C before used.  

Enzyme inhibition method 
Pesticide solution was prepared at concentration range from 10-7 to 10-3 molar (M) in 10% methanol in PBS 

buffer. Signals measurement step, first, the AChE/Agarose gel/ITO-EG was used to measure the baseline signal (PBS 

buffer) then measure the AChCl substrate signals for 3 minutes. AChE/Agarose gel/ITO-EG incubated in a carbaryl 
solution for 5 minutes subsequently collected PBS buffer signals and measured with the AChCl substrate again. 

Repeat this process for the next concentration of pesticide. The signal will be analyzed and reported as %inhibition 

which was calculated by differentiating of the AChCl substrate signal before and after inhibition by pesticide. 

EGFET data mesure ment 

The output signals, voltage between gate and source (Vgs), were measured by EGFET setup equipped with 
MOSFET  N303, constant drain current, ID = 30 µA and constant drain-source voltage, Vds = 300 mV and Ag/AgCl in 

saturated KCl was used as a reference electrode. The Vgs signals would be increased when hydrogen ion (H+) is 
decreased whereas the lower Vgs response occurred when increasing of hydrogen ion. The data were collected by 

using Lab-view (Pesticide data collecting) programs which developed in the Biosensor Research Laboratory, College 

of Nanotechnology, and KMITL.  

Results and Discussion 

pH sensitivity test 

Bare ITO-EG at different sensing area (3x3, 5x5,10x10 mm2) were used to measure pH buffer solution (pH 4, 7, 
and 10) to find the sensitivity of each sensor. The bare ITO-EG was connected to the sensor device or the MOSFET 

circuit and immersed in pH buffer solution while the real time signal was recorded as shown in fig. 3(a). The inset 
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graph shows the plot of signal response against pH which can be found the sensitivity by the slope of the plot. From 
fig. 3(b), the average of pH sensitivity which calculated from bare ITO-EG (3 pieces) in different sensing area was 

shown. The sensitivity of each condition was seemed to be similar at about 54-56 mV/pH. From this result can be 
noted that the sensing area of ITO-EG has not much effect on the measurement signal. However, the larger sensing 

area may cause the unstable signal more than the smaller area which can be seen from the higher standard deviation 

(SD) value. The SD of each ITO-EG are ±3.78 of 3x3 mm2, ±6.86 of 5x5 mm2 and 9.34 of 10x10 mm2 size of ITO-
EG. This might be due to the process of manual encapsulation for constructing sensing area by using epoxy 

encapsulation that quite difficult to obtain the precise area which can cause the variation in the signal.  

The volume of agarose gel that was drop casting on the ITO-EG surface was studied to obtain the highest 

sensitivity for fabricating the sensor.  A drop volume of agarose gel (2, 3, and 5 µL) at various concentration were 

tested in 2 sizes of ITO-EG sensing area (3x3 and 5x5 mm2). Three pieces of agarose gel/ITO-EG for each condition 
were measured in pH buffer solution and calculated the sensitivity. The pH sensitivity of agarose gel/ITO-EG with 

different drop volume and gel concentration at sensing area 3x3 mm2 and 5x5 mm2 were shown in fig. 4a and 4b, 

respectively. From the results found that drop volume of agarose gel at 3 L was the optimum volume that showed 

the highest sensitivity at all gel concentration. The ITO-EG with sensing area 5x5 mm2 and 3L drop volume of 

agarose gel was chosen for fabrication of pesticide sensor. Due to the 3x3 mm2 of ITO-EG was a smaller size that 

quite difficult to fabricate and the 10x10 mm2 of ITO-EG was larger sensing area which agarose gel could not 

disperse to cover all the surface because it was fast rigid. 

 

(a) 

 

(b) 

 

Figure 3 Characteristic of  bare ITO-EG, real time pH buffer signals (a) and the sensitivity from different sensing area 

of ITO-EG (b) 
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(a) 

 

(b) 

Figure 4: pH sensitivity of 3x3 mm2 (a) and 5x5 mm2 (b) sensing area of ITO-EG 

Effect of agarose gel concetration 
The ITO-EG sensing area 5x5 mm2 was prepared with drop casting 3 µL of agarose gel by varying concentration 

from 0.5 to 2.0 %w/v. The 0.5 unit of AChE enzyme were entrapped in all agarose gel concentration to react with the 
5mM AChCl substrate. The measurement signal of AChCl substrate that reacts to the entrapped enzyme on the ITO-

EG is shown in fig. 5. From the experiment, when AChCl substrate react with AChE enzyme the hydrogen ions were 

produced in the solution which the reaction was shown in fig. 1. The response signal increased when increasing 
agarose gel concentration due to more hydrogen ions production and reached a plateau at 1.5 %w/v of agarose gel. 

Increasing of gel concentration can give the small pore size of gel [21] which enzyme can strongly entrapped in the 

gel and react with substrate to get a high response where as low concentration provide larger pore size which 
biomolecule could be leak out after washed. This can be noted that the enzymes were tightly entrapped into the gel at 

1.5-2.0 %w/v. However, at 1.5 %w/v of agarose gel was chosen to use in the next experiment because the gel 

concentration at 2.0 %w/v was fast rigid when drop casting. 
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Figure 5: The AChCl response at different agarose gel concentration (0.5, 1.0, 1.5, and 2.0 %w/v) 

Effect of AChE concentration 

The enzyme concentration was varied at 0.01, 0.25, 0.50 and 0.75 unit which was entrapped into 1.5 %w/v of 
agarose gel. 3µL of each condition was dropped on 5x5 mm2 ITO-EG surface. The sensor was prepared about 5 

pieces in each condition and AChCl substrate was measured. Increasing of the enzyme can provide more product of 

reaction [22]. The signal response is shown in fig. 6 that the concentration of AChE at 0.5 and 0.75 unit gave a high 
response when presented in AChCl solution. From the experiment, AChE enzyme at 0.5 unit was suitable for making 

a pesticide sensor which was the lowest concentration to give a high response as 0.75 unit of AchE. The response 

about 67 mV was presented when using 0.5 unit of enzyme meanwhile at 0.25 unit of enzyme provided a response 
about 38 mV. Moreover, we found that using a low concentration of enzyme can be used for pesticide detection but it 

provided a narrower detection range than that using higher enzyme concentration. 

 

Figure 6: The ratio of AChCl response at different AChE  concentration (0.01, 0.25, 0.50 and 0.75 unit) 

A. Pesticide detection 
The 0.5 unit of AChE entrapped in 1.5 %w/v of agarose gel was dropped at 3 µL on the ITO-EG surface as an 

EGFET pesticide sensor. Three types of the pesticide including carbaryl, methyl-parathion, and imidacloprid which 
represent the carbamate, organophosphate and neonicotinoid pesticide group were measured in this experiment. Only 

carbamate and organophosphate pesticide group can inhibit AChE enzyme except for neonicotinoid group [13-15] 

which was seen from the result in fig. 7. From the graph showed the calibration curve that was a semi-log plotted 
between %inhibition and concentration of pesticide. The prepared EGFET sensor was suitable to detect carbaryl in 

the range of 10-7 to 10-3 M with showed the linear range between 10-6 to 10-5 M. This EGFET sensor can detect 

carbaryl pesticide in the micromolar level that was in the Maximum Residue Limits (MRLs) [3]  

On the other hand, this fabricated EGFET sensor was not sensed to the imidacloprid pesticide due to it cannot 

inhibit the AChE reaction with their substrate. However, this sensor had a very low signal for detection of methyl-
parathion in spite of it is in the organophosphate pesticide group that can inhibit the AChE enzyme. This might be due 

to the concentration range of methyl-parathion was not suitable to be detected by this fabricated EGFET. The 
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previous research [23] was demonstrated to use an ion-selective field-effect transistor and phosphotriesterase enzyme 

(PTE) to detect methyl parathion at a low concentration of 0.5 M which is lower concentration than our EGFET 
method. The optimization condition needs to be evaluated to fabricate EGFET sensor for each pesticide. This EGFET 

sensor can be used to detect carbaryl pesticide with sensitivity at 1.53 %Inhibition/M.  
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Figure 7: Calibration curve of  pesticide which detected by using fabricated EGFET sensor 

Conclusions 

The low-cost extended gate sensing membrane can be fabricated by using ITO glass which provided a pH 
sensing ability and can be used as a pesticide sensor based on enzyme inhibition assay. This sensor could detect 

carbaryl pesticide and provided a good response in a linear range of 10-6 to 10-5 M which is in a micro molar level 
with sensitivity 1.53 %Inhibition/M. This ITO-extended gate (ITO-EG) is easy to fabricate and can be used as a 

disposable gate FET for a field work of pesticide detection. 
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Abstract 

An extended – gate filed effect transistor (EGFET) is a device which can be applied to chemical sensing devices. In this study, 

EGFET was constructed by using an indium tin oxide (ITO) glass substrate. The small piece ITO with sensing area around 3x3 

mm2 was used as carbaryl pesticide sensor based on enzyme inhibition assay. The prepared ITO-EGFET sensors were test with pH 

solutions to obtain sensitivity compared with commercial ion sensitive field effect transistor (ISFET). Preparation of ITO substrate 

for enzyme inhibition assay by dropped acetylcolinesterase enzyme at 0.5 Unit which were trapped in an agarose gel matrix onto 

substrates. This prepared ITO acts as extended gate sensing membrane for EGFET. The amounts of drop volume of enzyme were 

varied to obtain the highest signal for reaction with acetylcholine substrate. Cabaryl can inhibit enzyme function resulting in the 

decreasing signal of interaction between enzyme and acetylcholine substrate. This ITO-EGFET can be used to detect carbaryl in 

concentration rage 0.001 – 1 mM by using the ITO-EGFET without enzyme as control condition. This work shows possibility of 

ITO-EGFET for application in pesticide detection with an easy substrate preparation, low cost and can be applied in field used with 

others pesticides. 
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1. Introduction 

A Pesticide is a chemical or biological substance which restrains, incapacitates, destroys, or else deprives pests [1]. 

Objective pests include plant pathogens, weeds, animals, and especially, insects.  In agricultural industries, pesticides 

are used as insecticides that often treat with plant protection products in order to protect crops or produce desirable or 

useful plants [2]. In general, insecticides can be classified into four major groups including organochlorine, 

organophosphase, carbarbate, and pyrethroid.  Organochlorine is no longer used because of its high risk effect on 

mammals and humans. Meanwhile, pyrethroid is suitable to use for killing household insects. In addition, 

organophosephase and carbarmate groups are important agents used for getting rid of insects in farm lands, and they 

also become important parts in almost all Thailand agriculture [3].  The pesticide level remaining on food product 

samples were monitored through the use of Maximum Residue Limits (MRLs) which published by Food and 

Agriculture Organization of the United Nations (FAO). For carbaryl pesticide has MRLs value at 20 ppm [4] when 

exporting crops to EU countries. Thus there are many researchers developing sensors to detect the carbaryl pesticide. 

Normally, the analysis of pesticides based on spectrophotometry, liquid and gas chromatography or mass spectrometry 

[5-7] which are required expensive equipment, more experience staff, laborious complex sample treatment, and time 

consuming. The development methods for pesticide residues detection such as electrochemical electrode is also a 

widely study in the field of sensors [8-10]. An enzyme biosensor is the most appropriate method for detection of 

organophosephase and carbamate pesticide groups due to the ability of these pesticide groups which have direct effect 

to the reaction of enzyme-substrate complex. The acetylcholinesterase is a catalysis enzyme in the hydrolysis of the 

neurotransmitter acetylcholine and can be found in the insects. The inhibition of acetylcholinesterase interrupts the 

transmission of nerve impulses [11]. Carbaryl is a pesticide in carbamate group which can inhibit the activity of 

acetylcholinesterase, the structure of carbaryl pesticide is shown in Fig.1. 

By using enzyme inhibition assay, the interaction of acetylcholinesterase (AChE) with their substrate; acetylcholine 

chloride (AChCl), were monitored as show in Fig. 2. Acetylcholine chloride substrate reacts with AChE which can 

produce acetylated enzyme and choline. The acetylated enzyme can be hydrolyzed to form acetic acid or hydrogen 

ions (H+) occur in the system [12]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1. Carbaryl pesticide structure 
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Fig. 2. Reaction of AChE with AChCl 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3. The inhibition method of carbaryl pesticide 

 

The mechanism of enzyme inhibition by carbaryl is shown in Fig. 3, carbarmic acid ester part of carbaryl attract to 

oxygen, a partially electronegative serine which is an active site of enzyme. It covalently binds to the esteratic site of 

enzyme called Cabarmyl-AChE by the cabamylation of enzyme method, in other words, carbaryl attached to AChE. 

Extended gate field-effect transistor (EGFET) is a device composed of conventional ion-sensitive membrane (ISM) 

and a metal-oxide-semiconductor field-effect transistor (MOSFET), which can be applied to the measurement of ion 

content in a solution and chemical sensor. In this study, applied EGFET for pesticide detection, which is fabricated 

electrode from indium tin oxide (ITO) glass. ITO is a solid solution composed 90 %wt indium(III)oxide (In2O3) and 

10 %wt tin(IV)oxide (SnO2), which is one of the most used transparent conductivity oxides ion sensitive field effect 

sensor. This work fabricate ITO-EGFET sensor for specific detection of carbaryl based on enzyme inhibition assay. 

AChE enzyme are trapped in an agarose gel matrix and coated on ITO glass substrate with an optimal condition for 

enzyme concentration, substrate concentration and amount of enzyme drop volume are investigated. This ITO-EGFET 

was used to detect cabaryl at various concentrations. By the assumption that at higher pesticide, the decreasing signals 

will be observed due to the pesticide inhibit enzyme reaction which can reduce the production of hydrogen ion which 

is an important ion sensing to the EGFET sensor resulting in a lower signal. 
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2. Experimental 

2.1. Materials 

Indium Tin Oxide glass (ITO) used as a sensing substrate was purchased from Xin Yan Technology, China, with 

resistant of 15 ohm/sq.  Commercial ISFET were obtained from Thai Microelectronics Center, TMEC, Thailand. 

Agarose powder with a gel strength of 800 g/mL was purchased from LABCHEM, Ajax Finches Pty Ltd. 

Acetylcholinesterase (AChE) from electric eel, 200-400 units/mg protein and acetylcholine chloride (AChCl) and 

carbaryl were obtained from Sigma-Aldrich. Prepared phosphate buffer (PS), 5mM (pH 6.3) by using sodium 

dihydrogen orthophosphate (NaH2PO4+2H2O, 0.1M) and di-sodium hydrogen orthophosphate (Na2HPO4 + 12H2O, 

0.01M) which were purchased from Sigma-Aldrich. 

2.2. Preparation of ITO-EGFET 

Extended-gate Field Effect Transistor (EGFET) was prepared by cutting ITO glass into 1x2 cm2 in diameter. To 

clean surface of ITO, start washing with dishwashing liquid, sonicated the substrate in deionized water, ethanol, 

acetone, and isopropyl alcohol (IPA) for 15 minutes, respectively. Then dry with nitrogen gas and keep in room 

temperature before attaching electrode on its surface. Electrode stick was attached on top of ITO by using silver plate 

as adhesion material. Then, dry it at 120 C for 5 minutes before encapsulation by using epoxy to make a sensing 

channel. After that, keep it in room temperature for at least 3 hours before used in a next step. The process is shown 

in Fig. 4.  

2.3. AChE/Agarose gel entrapment 

The AChE was dissolved in boiled agarose gel and then 0.5 Unit of AChE was dropped on the ITO substrate which 

acts as an AChE/agarose gel extended-gate (AChE-EG) sensing part. After that, the prepared membrane of EG was 

dried at room temperature for 15 minutes and kept at 4 C before used in this experiment. 

2.4. Enzyme Inhibition assays 

The carbaryl solutions were prepared in concentration ranging from 10-6 to 10-3 molar (M) in 10% methanol in PS 

buffer. For measurement step, firstly, the AChE-EGFET was used to measure the baseline signal, PS buffer, then 

measure the AChCl substrate signals for 3 minutes. Incubate AChE-EGFET in a carbaryl solution for 5 minutes 

subsequently collected PS buffer signals and measured with the AChCl substrate again. Repeat this process for the 

next samples. The signal will be analyzed as %inhibition which was calculated by differentiating of the AChCl 

substrate signal before and after inhibition by pesticide. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4. ITO–EGFET preparation 
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Fig. 5. Diagram of experimental set up 

2.5. EGFET data measurement  

The output signals, voltage between gate and source (Vgs), were measured by EGFET setup equipped with constant 

drain current, ID = 30 µA and constant drain-source voltage, Vds = 300 mV and Ag/AgCl in saturated KCL was used 

as a reference electrode. The Vgs signals would be lower when hydrogen ions or protons were increased in the solution. 

Whereas, higher Vgs responses occurred when decrease of hydrogen ions in the solution. The data were collected by 

using Lab-view (Pesticide data collecting) programs which developed in the biosensor research laboratory, College 

of Nanotechnology, KMITL.  

In the experiment, the ITO-EGFET was tested for pH sensitivity compare with commercial ISFET. The 

concentrations of AChCl substrate and drop volumes of enzyme were optimized for using in cabaryl pesticide 

detection.  The diagram of experimental set up is shown in Fig. 5. 

3. Results and discussion 

3.1. pH measurement 

To measure the voltage, gate to source, characteristic the ITO-EGFET was tested with pH solution including pH 

of 4, 7, and 10 by dipping ITO-EGFET electrode and commercial Ag/AgCl as reference electrode in PS buffer. The 

pH sensitivity of ITO-EGFET compare with standard ISFET is shown in Fig. 6. By using 3 pieces of ISFET and 3 

electrodes of ITO-EGFET measured pH solution then obtained the average signal with SD value. The signal increases 

to higher voltage when testing with the higher pH buffer solution, which can be explained by the Site-Binding theory 

[13-14]. The ITO-EGFET shows sensitivity about 45.27 mV/pH which is close to the commercial ISFET that is about 

50 mV/ pH. This result indicated that the ITO-EGFET that prepared in this experiment can be use for pesticide 

detection in the next part with good sensitivity. 
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Fig. 6. Characteristic curve of ISFET ( ) and ITO-EGFET ( ) by pH measurement. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 7. The measurement of acetylcholine chloride by AChE-ISFET in range 0.01 mM to 10 mM 

 

3.2. Substrate monitoring 

The concentration of AChCl substrate was optimized by measuring AChCl at various concentrations which were 

in the range of 1x10-6 1x10-5, 1x10-4, 1x10-3, 2x10-3, 3x10-3, 5x10-3, and 1x10-2 M by using commercial ISFET that 

coated with AChE enzyme in an agarose gel matrix to obtain the best quality signal before applying in ITO-EGFET 

sensor. The results are shown in Fig. 7, when the enzyme reacted to substrate could produce choline and acetic acid 

or it mean that H+ ion were produced in the solution system and sensing to both ISFET. The optimum concentration 

of AChCl substrate was at 2mM with the highest signal was observed about 52.6 mV when compare to others 

concentration. At too low and too high concentration were not suitable for using in pesticide detection due to the lower 

signal. This may be come from the amount of AChCl substrate were not enough for reaction at too low concentration 

while at too high concentration the crowded substrate could limit the reaction with enzyme then the signal were lower. 

So, the suitable concentration of AChCl at 2 mM was chosen for measuring carbaryl pesticide by ITO-EGFET based 

on inhibition process. 
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Fig. 8. The response of each variation of a drop volume at 2, 3, 4, and 5 uL, reacts with 2 mM of AChCl substrate. 

3.3. Optimization of  enzyme drop volume  

AChE enzyme at 0.5 Unit and agarose gel 1%w/v were prepared and drop on ITO-EGFET surface to obtain 

AChE/Agarose gel-EGFET sensor. 0.5 Unit of AChE enzymes were entrapped on EGFET surface on each drop 

volume condition; 2, 3, 4, and 5 uL, to see the effect of drop volume on the detection signal. These AChE/Agarose 

gel-EGFET sensors at each condition were used to measure 2 mM AChCl substrate. The differential signals between 

PS buffer and the AChCl substrate are shown on Fig. 8 which is an average signal that got from 3 times measurement 

in each condition of drop volume. Condition of a drop at 2µL exhibited the highest response at 29.22 mV and condition 

of a drop at 3, 4, and 5 µL had lower responses. A drop volume had an effect on signals which could be explained by 

the thickness of agarose gel film on the EGFET surface. When the thickness increased, the detected signal decreased 

which is due to the sensing distance or debyed-length [15] is far away from the solution phase. In addition, the H+ 

ions produced from reaction took longer time to attach around the sensing surface in higher film thickness then lower 

signal were obtained. On the other hand, at lower thickness the signal can be rapidly detected  because it is close to 

the sensing area on the surface. From the result showed that at 2 µL of drop volume may be had the thinner film on 

the sensing surface which made the response signals (Vgs) to be higher.. Thus a drop volume at 2µL was used to detect 

cabaryl pesticide which is low thickness and high response signals. 

3.4. Carbaryl pesticide detections 

An inhibition process was used to measure the carbaryl pesticide in the solution by using AChE enzyme 0.5 unit 

coated with an agarose gel 1%w/v at 2 uLof  drop volume on ITO glass substrate. The testing process started from the 

lowest concentration of carbaryl solutions; 1x10-6 M, 1x10-5M, 1x10-4M, and 1x10-3M, respectively. Fig. 9 shows the 

relative change of %inhibition at various concentrations of carbaryl. When the concentration of carbaryl increased 

effect to voltage signals by decreasing of signal were observed, in the other hand it showed increasing of %Inhibition. 

The sensitivity of this sensor was at 26.08 %inhibition/M with linearity R-square of 0.987. Moreover, the carbaryl 

pesticides were measured by using agarose gel/ITO EGFET without enzyme trapping, as a control surface. It was 

found that the control surface cannot detect the signal change at various concentrations of cabaryl because it showed 

no trend and not have linearity relation. Therefore, as suggested by the results, 1% w/v agarose gel with 0.5 unit of 

AChE at drop volume of 2 uL is appropriate to be prepared as AChE/Agarose gel-EGFET sensor for carbaryl pesticide 

detection.  
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Fig. 9. The plot between % inhibition against concentration of carbaryl from EGFET. 

 

4. Conclusions 

An ITO glass substrate is applied to prepare the AChE/Agarose gel-EGFET sensor for cabaryl pesticide detection. 

The prepared EGFET senses to pH change in a similar way as a commercial ISFET. Cabaryl can inhibit reaction of 

AChE enzyme and AChCl substrate on EGFET surface and sensing to the decreasing of signal when concentration of 

cabaryl pesticide increases. The prepared AChE/Agarose gel-EGFET can detect cabaryl in the range of from 1x10-6 

M to 1x10-3 M with the limit of detection (LOD) lower than 1x10-6 M. Moreover, this sensor is easy to fabricate and 

low cost which can be developed as a portable device and applied in other pesticide detection. 
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