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บทคดัยอ่(ภาษาไทย) 

การเกาะติดแบบอิเลคโตรสแตติกที�เกดิขึ �นเองของเอมไซม์กลโูคส ออกซเิดส (GOx) บน 

มลัตวิอลล์ คาร์บอนนาโนทปูหนึ�งเส้น (MWNT) แล้วโมดิไฟด์บนกลาสซคีาร์บอนอิเลคโทรดได้

ถกูศึกษาในการทดลองนี � MWNT ได้ถกูฟังก์ชนันอลด้วยหมู่คาร์บอกซลิิก ทาํให้เกดิประจลุบบน

ผวิ MWNT จากนั �นประจบุวกของโพลิเอลลิเอมีน ไฮโดรคลอไรด์ (PAA+) ก็เคลือบเป็นชั �นขึ �นมา 

และตอ่ด้วยชั �นของ GOx แล้วนาํไปโมดิไฟด์บนกลาสซีคาร์บอนอิเลคโทรด ซึ�งนาํไปใช้ศึกษา

การถ่ายเทอิเลคตรอนโดยตรงของพีครีด็อกซ์ FAD/FADH2 โดยเทคนคิไซคลิก โวลแทมเมตทรี 

นอกจากนี �ยงันําไปศึกษาการปกคลมุที�ผวิหน้า (surface coverage) และแอคติวติี �ของเอมไซม์ 

ซึ�งถกูวิเคราะห์โดยยวูีวิส สเปคโตรโฟโตเมทรี และแอมเพอโรเมทรี 
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บทคดัยอ่ (ภาษาอังกฤษ) 

The electrostatic self-assembling glucose oxidase (GOx) on a multi-walled 

carbon nanotube (MWNT) – modified glassy carbon electrode is described. The 

MWNT was functionalized by carboxylic acid group then the negatively charged of 

MWNT surface was alternately assembled with a cationic poly (allylamine 

hydrochloride), (PAA+) layer and GOx layer. Finally, the modified nanotubes were 

adsorbed onto a glassy carbon electrode and were used for studying the direct 

electron transfer of FAD/FADH2 redox peak by cyclic voltammetry. The surface 

coverage and enzyme activity were characterized by UV-vis spectrophotometry and 

amperometry, respectively 
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รายการสัญลักษณ์ 

Ag/AgCl = silver/silver chloride reference electrode 

Epa = Anodic peak potential 

Epc = Cathodic peak potential 

∆�� = Delta of different potential 

k = Rate constant 

H2O2 = hydrogen peroxide 

H+ = Proton 

Ip = Isoelectric point 

Ipa = Anodic peak current 

Ipc = Cathodic peak current 

NA = Avogadro’s number 

q = Charge passed in electrolysis 

�� = Anodic transfer coefficient 

�� = Cathodic transfer coefficient 

� = Extinction coefficient 

� = Scan rate 

G = Surface coverage 
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ประมวลศัพท์และคาํย่อ 

LBL = Layer by Layer 

MWNTs-COOH = Carboxylic functionalized on multiwalled carbon nanotubes 

MWNTs-GOx = Glucose oxidase immobilized on the surface of multiwalled 

carbon nanotubes  

MWNTs-CTAB = Cetyltrimethylsmmonium bromide functionalized on 

multiwalled carbon nanotubes 

PAA = Polyallylamine 

SWNTs = Single walled carbon nanotubes 
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บทที� � บทนํา 
1.1 ที�มาของงานวจิยั 

การพฒันาอยา่งต่อเนื�องในช่วง �� ปี ได้มีการนําเอาวสัดนุาโนขนาด �-

��� นาโนเมตร มาช่วยในการทรานส์ดวิซส์ญัญานวดั อาทเิช่น อนภุาคขนาดนา

โนทองและเงนิ  เซม-ิคอนดกัเตอร์ชนดิควอนตมัดอ็ท (quantum dot, QD)    

ลวดนาโน (nanowire, NW) และคาร์บอนนาโนทปูส์ (carbon nanotube, CNT)   

ที�มีอตัราส่วนพื �นที�ผวิต่อปริมาตรสงูมาก  โดยวสัดเุหล่านี �ทาํงานร่วมกบั

สารชีวภาพ   อาทเิช่น   เอมไซม์ ดีเอนเอและแอนตบิอดี �  เป็นต้น  ซึ�งจะ

ประยกุต์ใช้เป็นวสัดพุาหะสําหรับตรึงสารชีวภาพ  จากสมบตัิที�ดีของคาร์บอนนา

โนทปูส์  อาทเิช่นให้ background current ตํ�า   มีชว่งศกัย์ไฟฟ้าที�ใช้งานกว้าง   

และไม่ทําปฏิกิริยาเคมีกบัสารที�ต้องการวิเคราะห ์  และสามารถสงัเคราะห์หมู่

ฟังก์ชนัตา่งๆบนผิวของคาร์บอนนาโนทปูส์ได้ เช่นหมู่คาร์บอกซลิิก  และแอมมีน

เป็นต้น  ทาํให้สามารถจับกบัหมูฟั่งก์ชนัของไบโอโมเลกลุได้หลากหลายชนดิ จึง

มีผู้ศึกษาและประยกุต์ใช้คาร์บอนนาโนทปูส์กบังานด้านอิมโมโนเซนเซอร์ ดีเอน

เอเซนเซอร์ เคมคิลัและไบโอเซนเซอร์ โดยการวิเคราะห์สารตวัอยา่งที�มีความ

แม่นยํ�า และจําเพาะเจาะจง อยา่งเช่น การสร้างกลโูคสเซนเซอร์ ที�ใช้ตรวจวดั

ผู้ ป่วยโรคเบาหวาน ตรวจวัดนํ �าตาลใช้เครื�องดื�มและอาหาร สว่นใหญ่จะตรึงเอม

ไซม์กลูโคส ออกซิเดส (GOx) ไว้ที�ผวิหน้าอิเลคโทรดโดยวิธีอิเลคโตรโพลีเมอไรส์

เซชัน [1] การตรึงแบบ cross-linking [2] casting [3] หรือใช้เทคนคิ self-
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assembly [4]   ปัจจบุันสามารถตรึงเอมไซม์หลายชั �น โดยกระบวนการใช้

เทคนคิ layer-by-layer, LBL  ซึ�งอาศยัหลกัการของการทําปฏิกิริยาแบบอิเลค

โตรสแตตคิ (electrostatic interaction)  การเพิ�มปริมาณเอมไซม์จะเพิ�ม

ปริมาณผลผลติที�ผวิหน้าอิเลคโทรด อยา่งเช่น การเพิ�มไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 

(H2O2) ทําให้เกิดการรีดวิซ์ที�ผิวหน้าอิเลคโทรดเพิ�มขึ �น ส่งผลให้คา่ความไวสงู 

จากองค์ความรู้นี �ยงัสามารถนําไปประยกุต์ใช้ในการสร้างตวัขยายสญัญานใน

งานดีเอนเอ และอิมมโูนเซนเซอร์ได้อีกทางหนึ�งด้วย ข้อดีของการใช้เทคนคิ LBL 

คือสามารถลดการดีเนเจอร์ (denaturation) ของเอมไซม์ เนื�องจากใช้

กระบวนการดดูซบั (adsorption process)ในสารละลายสภาวะที�เป็นกลาง [5]  

      �.�  วตัถปุระสงค์ของงานวจิัย 

ศึกษาการตรึงเอมไซม์กลโูคสออกซเิดสหลายชั �น   บนผวิวสัดนุาโนของ

คาร์บอนนาโนทปูส์ เพื�อประยกุต์ใช้ในงานไบโอเซนเซอร์    โดยจะใช้อิเลคโทรด

ที�โมดิไฟด์ควบคู่การใช้เมดิเอเตอร์ และหาคา่ kinetic ของเอมไซม์ที�โมดิไฟด์

บนอิเลคโทรด 

      �.� ขอบเขตของงานวจิัย  

ศึกษาการตรึงเอมไซม์หลายชั �น บนผวิคาร์บอนนาโนทปูส์แบบ self 

assembly และเปรียบเทียบแอคตวิติี �ของเอมไซม์ในแต่ละชั �น  โดยเทคนิค 
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amperometry และ UV spectroscopy ทดสอบสมบตัิเชิง bioelectrocalytic  

โดยใช้รีดอ็กซ์เมดิเอเตอร์ 

     �.� ประโยชน์ที�คาดว่าจะได้รับ 

สามารถนําไปเผยแพร่ในวารสารไทยหรือตา่งประเทศได้ โดยมี

กลุ่มเป้าหมายในการนําไปใช้งานด้านนาโนไบโอเซนเซอร์ อิมโมโนเซนเซอร์ และ

ดีเอ็นเอเซนเซอร์ 

     �.� ทฤษฎี สมมตุิฐาน 

การสร้างกลูโคสเซนเซอร์ สามารถวัดปริมาณกลูโคสได้หลายวิธี โดย

การวัดในรูปของกระแสไฟฟ้า ซึ�งเป็นผลมาจากการถ่ายเทอิเลคตรอนจากสาร

ตวัอยา่งเข้าสู่อิเลคโทรด การถ่ายเทอิเลคตรอนเกิดจากปฏิกิริยารีด็อกซ์ โดย

การเร่งปฏิกิริยาของเอมไซม์ อย่างเช่นการวดัปริมาณไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์

ที�แปรผันโดยตรงกับปริมาณกลูโคส ซึ�งกลูโคสจะทําปฏิกิริยาจําเพาะกบัเอม

ไซม์กลโูคสออกซิเดส และได้ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ เกิดปฏิกิริยาออกซิชันที�

ศักย์ไฟฟ้าประมาณ �.� โวลท์ดงัสมการข้างล่าง [6] 

Glucose + O2    gluconolactone + H2O2 

H2O2     2H++O2+2e- 

นอกจากนี �ยังมีการพฒันาใช้สารตวักลาง (mediator) เพื�อลด

ศักย์ไฟฟ้าให้ตํ�าลง ทาํให้ลดการรบกวนของสารปนเปื�อนอื�นได้ ขั �นตอนการ

voltage 
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ถ่ายทอดอิเลคตรอนของสารตวักลางกบัเอมไซม์เริ�มจาก เมื�อสารตวัอย่างเข้า

สู่ชั �นของเอมไซม์ เกิดปฏิกิริยาโดยการเร่งของเอมไซม์ที�อยู่ในสภาพออกซิไดซ์ 

เมื�อเอมไซม์กกายสภาพไปอยู่รูปรีดิวซ์ จึงต้องมีการถ่ายเทอิเลคตรอนต่อไป

อีก เพื�อให้เอมไซม์กลบัสภาพไปอยู่ในรูปออกซิไดซ์ตามเดิม ซึ�งโดยทั�วไปทาํได้

สองรูปแบบคือ การออกซิไดซ์โดยใช้ศกัย์ไฟฟ้าโดยตรงในขนาดที�เหมาะสม

ผ่านอิเลคโทรด หรือการออกซิไดซ์สารตวักลางที�ทําหน้าที�รับอิเลคตรอนจาก

เอมไซม์ในสภาพรีดิวซ์ และเมื�อป้อนศักย์ไฟฟ้าที�เหมาะสมผ่านอิเลคโทรด

ทํางาน เทียบกบัอิเลคโทรดอ้างอิง สารตวักลางในสภาพรีดิวซ์ถูกออกซิไดซ์ 

เกิดการถ่ายเทอิเลคตรอนเข้าสู่อิเลคโทรด ทําให้เกิดการตอบสนองของ

กระแสไฟฟ้าซึ�งสัมพันธ์กบัปริมาณของสารตวัอย่าง สารตวักลางส่วนใหญ่ที

ใช้วดัปริมาณกลูโคส อาทิเช่นการใช้เฟอร์โรซีนทาํปฏิกิริยาส่งถ่ายอิเลคตรอน

ระหว่างเอมไซม์กบัผิวหน้าอิเลคโทรด สามารถลดศักย์ไฟฟ้าได้ประมาณ �.� 

โวลท์  

ปัจจบุนัได้นําเอาเทคนคิ LBL มาใช้สําหรับเพิ�มปริมาณเอมไซม์ได้สอง

แบบคือ การตรึงบนผิวอิเลคโทรดโดยตรงและการตรึงบนผิววัสดุนาโน แบบ

แรกสร้างชั �นฟิลม์ของเอมไซม์บนผิวอิเลคโทรด โดยงานวิจัยของ Liu และ Lin 

[7] ใช้คาร์บอนนาโนทปูส์ที�มีประจลุบของคาร์บอกซิเลทแอนอิออน โมดิไฟด์

บน glassy carbon electrode (GCE) และเคลือบด้วยโพลีไอออนที�มีประจุ
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บวก และจับกบัประจลุบของ GOx ในสารละลายบัฟเฟอร์ pH 8 ซึ�งมากกว่า 

Ip ของ GOx (Isoelectric point (Ip) = 4.5) แบบที�สองคือ การสร้างชั �นฟิลม์

เอมไซม์บนคาร์บอนนาโนทปูส์ก่อนนาํไปเคลือบบนผิวหน้าอิเลคโทรด โดยใช้

หลักการ electrostatic interaction เหมือนวิธีแรก ซึ�งจะทาํสลบักันไป

ระหว่างชั �นของเอมไซม์กับชั �นของโพลีอิเลคโตรไลท์ ดังนั �นปริมาณเอมไซม์จะ

เพิ�มขึ �นตามจํานวนชั �นที�เกาะติด ทาํให้เกิดปฏิกิริยากบัซบัสเตรทได้มากขึ �น 

เมื�อใช้วัดในระบบที�มีสารละลายเมดิเอเตอร์ที�ช่วยการส่งถ่ายอิเลคตรอนจึง

เพิ�ม sensitivity ได้ 
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บทที� � วัสดุอุปกรณ์และวธิีการดาํเนินงานวิจยั 

�.� เครื�องมือและวสัด ุ

การวดัเชิงเคมีไฟฟ้าใช้เครื�อง potentiostat ยี�ห้อ Autolab รุ่น PGSTAT 12 ของ

บริษัท Eco-Chimie ประเทศเนเธอแลนด์ เซลล์เคมีไฟฟ้าประกอบด้วย ขั �วไฟฟ้าทาํงาน

กลาสซี คาร์บอน ขนาดเส้นผา่ศูนย์กลาง � มลิลิเมตร (BAS Technocol) ขั �วไฟฟ้าชว่ย

เป็นแพทธินมัมีขนาดเส้นผา่ศูนย์กลาง � มลิลิเมตร (สร้างในห้องปฏบิตัิการ) และ

ขั �วไฟฟ้าอ้างอิงเป็น Ag/AgCl (BAS Technocol) ที�จุ๋มอยูใ่นนํ �าเกลือโซเดียมคลอไรด์ 

ความเข้มข้น � โมลาร์ 

�.� สารเคมี 

สารเคมีที�ใช้ในการทดลองนี � มีผง MWNTs-COOH (>95wt% purity) ซื �อจาก 

Cheap Tubes Inc. (USA) เอมไซม์กลโูคสออกซเิดสมี isoelectric point 4.2 สกดัจาก 

Aspergillus nigar และกลโูคสซื �อจากบริษัท Aldrich-Sigma สารเคมีอื�นเป็น reagent 

grade สารละลายทั �งหมดที�ใช้ในการทดลองเตรียมในนํ �ากลั�น 

�.� วิธีดําเนนิงานวิจยั 

ในการวจิัยนี �จะใช้เทคนคิการตรึงเอมไซม์แบบ LBL บน MWNTs โดยประจลุบ

บนผวิ MWNTs จะจบักบัประจบุวกของโพลีอเิลคโตรไลด์ (poly (allylamine 

hydrochloride), PAA) และชั �นตอ่ไปจะจบักบัเอมไซม์ในสารละลายบฟัเฟอร์ที�มีคา่ pH 
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มากกวา่คา่ Ip (Isoelectric point, GOx มีค่าเทา่กบั �.�) จากนั �นเตรียมเอมไซม์ในชั �น

ต่อไป โดยมีโพลีอิเลคโตรไลด์เป็นตวัเชื�อมในแตล่่ะชั �น  จากนั �นนํา MWNTs-GOx ไป

โมดิไฟด์บนอิเลคโทรด เพื�อศึกษาแอคตวิติี �ของเอมไซม์และสมบตัิเชิงอิเลคโตรเคมคิลั

เซนเซอร์ด้วยเทคนคิแอมเพอโรเมตทรีและ UV-vis สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ รวมทั �งศึกษา

สมบตัิเชิงไบโออิเลคโตรคะตะไลตคิ     ด้วยการใช้สารตวักลางรีด็อกซ์ร่วมกบัเทคนคิ- 

โวลแทมเมทรี เพื�อหาความสมัพนัธ์ระหว่างปริมาณกระแสตอบสนองเชิงอิเลคโตรคะ-

ตะไลติคตอ่นํ �าหนกัฟิลม์ MWNT-GOx ที�โมดิไฟด์บนหวัอิเลคโทรด 
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บทที� 3 ผลการทดลองและข้อวิจารณ์ 

3.1 ศึกษาการเร่งปฏิกิริยาของเอมไซม์บนคาร์บอนนาโนทปูส์ที�ตดิอยูบ่นขั �วอิเลคโทรด 

นําคาร์บอนนาโนทปูส์ที�มีหมูค่าร์บอกซลิิก (MWNTs-COOH) มา �.� mg/ml 

กระจายตวัในสารละลายโพลีอิเลคโตรไลด์ หรือ โพลีเอลิลเอมีน (polyallylamine, 

PAA) ที�มี �.� โมลาร์ โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) แล้วเขยา่คอ่ยๆ �� นาที ซึ�งจะทําให้

คาร์บอกซเิลตแอนไอออนบนผวิมลัตวิอลล์นาโนทปูส์จบักบัประจบุวกบน PAA 

จากนั �น MWNTs/PAA ที�ได้จะนําไปปั�นแยก Supernatant ที� �����g เป็นเวลา �� 

นาที นาํ MWNTs/PAA ไปบ่มในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ �.� โมลาร์ pH 7 ที�มี 

�mg/ml กลูโคสออกซิเดส (GOx)      โดยเขยา่เบาๆเป็นเวลา � ชั�วโมง จากนั �น

นําไปแยก supernatant ที� �����g เป็นเวลา �� นาที แล้วล้างด้วยนํ �ากลั�น � ครั �ง 

นํา supernatant ที�ได้ไปวดั UV spectrophotometer เพื�อหา แอคติวิตี �ของเอมไซม์

และ molar mass ต่อไป สว่นตะกอนที�ได้จะเป็น MWNTs\(PAA\GOx)n นําไป

กระจายตวัในนํ �ากลั�น ��� ไมโครลติร แล้วหยดสารละลายนี �ลงบนกลาสซีคาร์บอน

อิเลคโทรด �� ไมโครลิตร ปล่อยให้แห้งที�อณุหภมูิห้อง ทํากระบวนการตรึงเอมไซม์
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กบั PAA ซํ �า บนผวิ MWNTs เพื�อให้ได้จํานวนชั �นของเอมไซม์ตามต้องการ นาํอิเลค

โทรดที�โมดิไฟด์ MWNTs/(PAA/GOx)n ไปวดัการเร่งปฏิกิริยาของเอมไซม์บน

คาร์บอนนาโนทปูส์ที�ติดอยูบ่นขั �วอิเลคโทรด     โดยวดัไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 

(H2O2)       ด้วยเทคนคิแอมเพอโรเมตทรี ซึ�ง H2O2 ผลติจากการเร่งปฏิกิริยาของกูล

โคสออกซเิดสในสารละลายที�มีออกซิเจน รูปที� � แสดงผลความไวของกลโูคสใน

สารละลาย �.� โมลาร์ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ pH � ที�มี �.� โมลาร์ โปแตสเซียมคลอไรด์ 

พบวา่ผลของความไวเพิ�มขึ �น เมื�อจํานวนของชั �นฟิมล์ PAA/GOx เพิ�มขึ �นบน 

MWNTs จนกระทั�งตรึงเอมไซม์ถึง � ชั �น เนื�องจากจํานวนกลโูคสเพิ�มขึ �นตามจํานวน

ชั �นฟิมล์ แต่เมื�อถึงชั �นที� � คา่ความไวลดลงเนื�องจาก ชั �น PAA ซึ�งเป็นฉนวนเพิ�มขึ �น

ด้วย ทําให้การตอบสนองของกระแสที�ได้จากปฏิกิริยาการเร่งของเอมไซม์บน

คาร์บอนนาโนทปูส์ ลดลง  
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     รูปที� � ค่าความไวของการวัดกลูโคสที� MWNTs/(PAA/GOx)n โมดิไฟด์บนกลาสซี

คาร์บอนอิเลคโทรด ในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ �.� โมลาร์ pH � ที�มี �.� โมลาร์

โปแตสเซียมคลอไรด์ ที�ศกัย์ไฟฟ้า �.� โวลท์ 

เราสามารถยืนยันว่าจํานวนชั �นที�สี�ให้ความไวสูงที�สุด  โดยการทดลองด้วย

เทคนคิไซคลิกโวลแทมเมตทรีของเอมไซม์โมดิไฟด์บนคาร์บอนนาโนทปูส์ใช้ควบคู่

กบักลาสซีคาร์บอนอเิลคโทรด ในสารละลายกลโูคสที�มีเฟอร์โรซีนเมทานอลเป็นเมดิ

เอเตอร์ ซึ�งแสดงในรูปที� � โดย (a) แสดงพีกกระแสตอบสนอง (Ip) ของการเติม
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กลโูคส �� มิลลิโมลาร์ สําหรับรูป (b) เป็นพีกกระแสตอบสนองที�ไม่ได้เติมกลูโคส 

(Io) ในสารละลายเฟอร์โรซีน �.� มิลลิโมลาร์  
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รูปที� � ไซคลิกโวลแทมโมแกรมของฟิมล์ MWNTs/(PAA/GOx)4 ที�อัตราการป้อน

ศกัย์ไฟฟ้า � mV/s ใน (a) สารละลายกลโูคส �� มิลลิโมลาร์ ในบฟัเฟอร์ �.� โมลาร์ 

pH � ที�มี �.� โมลาร์ (b) ไม่เติมสารละลายกลโูคส 

อัตราส่วนของ Ip/Io ในแต่ละชั �นของ PAA/GOx บน MWNTs ได้แสดงผลการ

ทดลองในรูปที� � ซึ�งยืนยันว่าชั �นที� � ของ PAA/GOx บน MWNTs ได้ค่าอัตรา

ส่วนสงูที�สุด ซึ�งให้เหตผุลเดียวกนักบัการหาค่าความไวด้วยวิธีแอมเพอโรเมตทรี 
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รูปที� � อัตราส่วนของกระแสตอบสนองจากไซคริกโวลแทมโมแกรมที�ชั �นต่า งๆ  ใน

สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ �.� โมลาร์ pH 7 และโปแตสเซียมคลอไรด์ �.� โมลาร์ที�มี 

เฟอร์โรซีน �.� มิลลิโมลาร์ โดยเติม �� มิลลิโมลาร์กลูโคส ซึ�งใช้อัตราการป้อน

ศกัย์ไฟฟ้า � mV/s 

�.� ศึกษาลกัษณะทางกายภาพของเอมไซม์มลัติเลเยอร์ฟิล์มบนคาร์บอนนาโนทปูส์ 

 การสร้างชั �นของ GOx ตรึงบนผิว MWNTs อาศัยการเชื�อมต่อของชั �น PAA จะ

ได้เป็นชั �นต่อชั �นของ MWNTs/(PAA/GOx)n ซึ�งอาศยัหลักการของการเชื�อมต่อกับแบบ 

อิเลคโตรสแตติก ดงัที�กล่าวมาแล้วในหวัข้อ �.� ลกัษณะทางกายภาพของ MWNTs ที�

ยงัไม่ได้โมดิไฟด์แสดงในรูป TEM รูปที� �a จะมีลักษณะเป็นทรงกระบอกที�มีเส้นผ่าน

ศนูย์กลางประมาณ ��-�� นาโนเมตร และมีความยาวหลายไมโครเมตร เปรียบเทียบ

กับผิวของ MWNTs ในรูปที� �b แสดงให้เห็นได้อย่างชัดเจนว่า มีชั �นของ PAA/GOx 

เคลือบไว้ ซึ�งถกูเคลือบด้วย PAA/GOx จํานวน � ชั �นได้ความหนาประมาณ ��.� นาโน

เมตร 
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รูปที� � TEM ของ MWNTs (A) และ (B) MWNTs/(PAA/GOx)4  

�.� ศึกษาแอคติวิตี �ของเอมไซม์มลัติเลเยอร์ฟิล์มบนคาร์บอนนาโนทปูส์ 

 แอคติวิตี �ของเอมไซม์ที�ตรึงบน MWNTs คํานวณได้จากการดูดกลืนแสงยวูีที�

จํานวนชั �นต่างๆของเอมไซม์บน MWNTs ด้วยเทคนิค UV-visible spectroscopy โดย 

supernatant ของเอมไซม์กลูโคสออกซิเดสทําปฏิกิริยากับกลูโคสได้ไฮโดรเจนเปอร์

ออกไซด์ แล้วไฮโดรเจนเปอร์ไซม์กบัไดแอนซิดิีน จะถกูรีดิวซ์ด้วยเอมไซม์เปอร์ออกซิ- 

เดสอีกครั �ง ซึ�งจะเปลี�ยนจากสารละลายสีเหลืองเป็นสีส้ม แสดงค่าการดูดกลืนแสงที�

สเปคตรา ��� นาโนเมตร ค่าการดูดกลืนแสงจะสัมพันธ์กับความเข้มข้นของกลูโคส

ออกซเิดสที�เพิ�มขึ �นตามจํานวนชั �นที�ตรึงบนคาร์บอนนาโนทปูส์ ดงัแสดงในรูปที� � 

��.�� nm 
53.85 nm 

11.54 nm 

(A) 
(B) 
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รูป ที�  �  แ อคติ วิ ตี �ข อง เอมไซม์กลูโค ส ออกซิเด สที� ว ัด ด้ ว ย เทค นิค  UV-visible 

spectroscopy โดยวัดจาก supernatant ของเอมไซม์ 

�.� ศึกษา molar mass ของเอมไซม์มลัติเลเยอร์ฟิมล์บนคาร์บอนนาโนทปูส์ 

 การหา molar mass จาก supernatant ของกลูโคสออกซิเดสที�เหลือจากการ

ตรึงเอมไซม์บนคาร์บอนนาโนทปูส์ สามารถคํานวณได้จากการสงัเกตสเปคตราหรือการ

ดดูกลืนแสงที� ��� นาโนเมตร      โดยมีค่า extinction coefficient () เทา่กบั �.� ×���  
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M-1cm-1 [8] จากสมการของเบียร์  คือ A=bc ซึ�ง A คือค่าการดดูกลืนแสง b คือความ

กว้างของเซล (1 cm) และ c คือ molar mass  ค่าความสัมพันธ์ระหว่าง molar mass 

และจํานวนชั �นของเอมไซม์ที�ตรึงบนคาร์บอนนาโนทูปส์ถูกแสดงในรูปที� � ซึ�งแสดงให้

เหน็ว่า มีจํานวนเอมไซม์เพิ�มขึ �นตามจํานวนชั �นที�ตรึงบนคาร์บอนนาโนทปูส์  
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รูปที� � molar mass ของกลโูคสออกซเิดสบน MWNTs 
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นอกจากนี �เรายงัสามารถคํานวณจํานวนโมเลกลุของเอมไซม์บนคาร์บอนนาโนทูปส์

ได้ เมื�อเราทราบค่า NA ของหนึ�งสารประกอบเท่ากับ �.��� × 10�� โมเลกุล/โมล แล้ว

ทราบค่ามวล (m) ของคาร์บอนนาโนทูปหนึ�งเส้นได้จาก d = m/V ซึ�ง d คือความ

หนาแน่นของคาร์บอนนาโนทปูหนึ�งเส้น (0.28 g cm-3, เป็นค่าคุณสมบัติเฉพาะจาก

บริษัท Cheaptubesinc จํากดัผู้ผลิต MWNTs) ส่วน V คือ ปริมาตรของคาร์บอนนาโน

ทปูหนึ�งเส้นซึ�งหาได้จาก V = πr2h ที�มีรัศมี (r) และความยาว (h) เทา่กบั �� นาโนเมตร

และ �� ไมโครเมตร (เป็นค่าคณุสมบตัิเฉพาะจากบริษัท Cheaptubesinc จํากดัผู้ผลิต 

MWNTs) ตามลําดบั ดงันั �นทําให้ทราบค่า m ประมาณ 3.96×10-�� ไมโครกรัมต่อหนึ�ง

เส้นคาร์บอนนาโนทปู สุดท้ายนี �เราสามารถคํานวณโมเลกุลของกลูโคสออกซิเดสต่อ

หนึ�งเส้นคาร์บอนนาโนทปูได้ดงัแสดงผลการทดลองในรูปที� � พบว่า จํานวนโมเลกลุเอม

ไซม์เพิ�มขึ �นตามจํานวนชั �นของเอมไซม์ที�ตรึงบนคาร์บอนนาโนทปูหนึ�งเส้น 
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รูปที� � แสดงจํานวนโมเลกลุของกลโูคสออกซิเดสในแตล่ะชั �นที�ตรึงบนคาร์บอนนาโนทปู

หนึ�งเส้น 

�.� ศึกษาอิเลคโตรเคมีสทรีของกลโูคสออกซเิดสในแต่ละชั �นฟิล์ม 

ความสําเร็จในการสร้าง MWNTs/(PAA/GOx)4 ได้ตรวจสอบโดยเทคนิคแอมเพอโร

เมตทรีและไซคลิกโวลแทมเมตทรี การวัดเชิงอิเลคโตรมีสทรีแบบโดยตรง (direct 

electrochemistry) ของการตรึงเอมไซม์กลูโคสออกซิเดสชั �นที�สี�บน MWNTs โมดิไฟด์

บนกลาสซีคาร์บอนอิเลโทรด ได้ถกูศึกษาในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 
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�.� โมลาร์ ภายใต้บรรยากาศที�อิ�มตวัด้วยไนโตรเจน    จากผลการทดลองพบว่าไซคริก

โวลแทมโมแกรมของ MWNTs/(PAA/GOx)4 ที�โมดิไฟด์บนกลาสซีคาร์บอนอิเลคโทรด 

ณ อัตราการป้อนศกัย์ไฟฟ้าที�แตกต่างกันมีค่าเพิ�มขึ �น ดงัแสดงในรูปที� �   
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รูปที� � โวลแทมโมแกรมของ (MWNTs/(PAA/GOx)� ที�อตัราป้อนศกัย์ไฟฟ้าต่างๆ 
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รูปที� � ความสัมพันธ์ระหว่างกระแสตอบสนองอะโนดิก (Ipa) และคาโทดิก (Ipc) กับ

อตัราการป้อนศักย์ไฟฟ้า 

ความสมัพนัธ์เส้นตรงของพีกคาร์โทดิก (Ipc) และอะโนดิก (Ipa) ที�ขึ �นกับอตัราการป้อน

ศักย์ไฟฟ้าดังแสดงผลในรูปที� � ผลที�เกิดขึ �นคาดว่าจะเป็นปฏิกิริยาแบบ surface-

confined ที�เกิดบนผิวหน้าอิเลคโทรด แสดงว่าเอมไซม์กลูโคสออกซิเดสถกูตรึงอย่าง

แข็งแรงบนผิวหน้าอิเลคโทรด ดงันั �นการถ่ายเทอิเลคตรอนจะเกิดขึ �นโดยตรงบนผิวหน้า

อิเลคโทรดซึ�งไม่มีการแพร่ของเอมไซม์กลโูคสออกซเิดส  

 

 

Ipa 
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รูปที� �� ความสมัพนัธ์ระหว่างความต่างศกัย์ไฟฟ้าของพีกอะโนดิก(Epa) และพีก

คาร์โทดิก (Epc) กับลอ็กกาลทิมึของอตัราการป้อนศักย์ไฟฟ้า 

จากความชนัของกราฟที� �� แทนคา่ในสมการที�� และ � ข้างลา่งนี � 

�� = 1 − (
�.���

��������
)………………………….1 

�� = −2.3(
��

��������
)…………………………2 

ที� slopea = คา่ความชันของอะโนดิกพีก (0.0678) 

slopec = คา่ความชันของคาโทดิกพีก (-0.0685) 

Epa  

Epc 
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R = The gas constant (8.314 J/Kmol) 

T = Temperature (298 K) 

F = Faraday constant (96485.3 C/mol) 

n = Number of electron (2) 

ดงันั �นคา่สมัประสิทธิ�การถ่ายเทอิเลคตรอนของพีกอะโนดิก (��)และคาร์โทดิก 

(α�) จะได้ �� = 0.56 และ �� = 0.43 ตามลําดบั      พบวา่การถ่ายเท

อิเลคตรอนแบบโดยตรงของเอมไซม์กลโูคสออกซเิดสชั �นที� � บนมลัตวิอลล์คาร์บอน

นาโนทปูส์ เกิดปฏิกิริยาแบบ quasi-reversible  

  อตัราคงที� (rate constant, k (s-1)) ของ MWNTs/(PAA/GOx)4 โมดิไฟด์บน

กลาสซีคาร์บอนอิเลคโทรดสามารถคํานวณได้จากทฤษฏีของ Laviron [9] ซึ�งมี

สมการหาอตัราคงที�ของการถ่ายเทอิเลคตรอนแบบ heterogeneous (k) ดงันี �  

 log � = 	� log(1 − �) + (1 − �)���� − log �
��

���
� −

�(1 − �)��Δ��/2.3��................................................................� 
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รูปที� �� ความสมัพนัธ์ระหว่างเดลต้าของศักย์ไฟฟ้ากบัลอ็กกาลิทมึของอตัราการ

ป้อนศกัย์ไฟฟ้า 

จากสมการที� � เขียนกราฟความสมัพนัธ์ระหว่างคา่เดลต้าความตา่งศกัย์ไฟฟ้า 

(Ep) และคา่ล็อกกาลิทึมของอตัราการป้อนศกัย์ไฟฟ้า (����) เมื�อแทนคา่ความ

ชนั (0.136) คา่จดุตดัแกน y (0.136) และคา่ α (0.56) จะได้คา่ k เทา่กบั �.� s-1 คา่ 

k ของเอมไซม์กลูโคสออกซเิดสนี �สงูกว่าที�เคยมีผู้ รายงานมาอยา่งเช่นการตรึงเอมไซม์

นี �บน MWNTsและ chitosan ได้คา่ k เทา่กบั �.�� s-1 [10] การตรึงเอมไซม์นี �บน 

toray carbon paper/ MWNTs ได้คา่ k เทา่กบั �.�� s-1 [11]  การตรึงเอมไซม์บน 

MWNTs-CTAB ได้คา่ k เทา่กบั �.�� s-1 [12] การตรึงเอมไซม์บนโบรอนโดป 

MWNTs ได้คา่ k เทา่กบั�.�� s-1 [13] การตรึงเอมไซม์บน CNT ไมโครอิเลคโทรด ได้

y = 0.1363x + 0.1369
R² = 0.9838
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คา่ k เทา่กบั �.�� s-1 [14] การตรึงเอมไซม์บน SWNTs paper ได้คา่ k เทา่กบั �.� 

s-1 [15] เอมไซม์ที�ตรึงบน SWNTs-chitosan โมดิไฟด์บนอิเลคโทรดได้คา่ k เทา่กบั 

�.� s-1 [16] และเอมไซม์ตรึงบน CNTs-poly (diallyldimethylammonium 

Chloride) (PDDA) โมดิไฟด์บนอิเลคโทรด ได้ค่า k เทา่กบั �.�� s-1 [17] จากการ

เปรียบเทียบผลการทดลองนี �กบัหลายงานวิจัยพบวา่ MWNTs/(PAA/GOx)4 ให้การ

ถ่ายเทอิเลคตรอนเร็วระหว่างศนูย์กลางรีด็อกซ์ของเอมไซม์และอิเลคโทรด 

การหา surface coverage ของ MWNTs/(PAA/GOx)4     ที�โมดิไฟด์บนอิเลค-

โทรด หาได้จากเทคนิคไซคลิกโวลแทมเมตทรีที�อตัราการป้อนศกัย์ไฟฟ้า � Vs-1 

พบวา่ได้ �.��e-10 molcm-2 คา่นี �ได้จากการคํานวณประจ ุ (q) เฉลี�ยของพีกออกซิเด

ชนัและรีดกัชนั โดยใช้สมการทิ� � [18]  

Γ =
�

���
………………………………….(4) 

ที�  Γ = �������	��������	(�������) 

� = ประจเุฉลี�ยของรีด็อกซ์พีก	(2.92����) 
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� = ��������ℎ������	�������	����	(0.07	���) ซึ�งคา่     

    นี �ได้จากเทคนคิ UV-visible spectroscopy 

  นอกจากนี �ยงัหาค่าเปอร์เซน็ต์ FAD ของ MWNTs/(PAA/GOx)1 ได้ ��.�� % ดงั

แสดงคา่เปอร์เซน็ต์ FAD ของแต่ละชั �นฟิล์ม ดงัตารางที� � 

 

ตารางที� � แสดงสมบตัิเชิงจนลศาสตร์ และ %FAD บน MWNTs/(PAA/GOx)n 

No. of layers Number of 

layer 

K cv 

(mol/cm2) 

uv 

(mol/cm2) 

%FAD* on 

MWNTs 

1st 0.567 5.276 1.17e-9 3.68e-9 31.784 

2nd 0.94 4.087 2.28e-10 1.41e-8 1.611 

3rd 0.715 5.616 3.10e-10 2.83e-8 1.095 

4th 0.431 2.809 2.14e-10 3.89e-8 0.550 

5th 0.794 7.25 7.52e-11 1.41e-7 0.053 

*%FAD = (cv/uv) × 100% 
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บทที� � สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

ในการทดลองนี �ได้ทําการศึกษาการตรึงเอมไซม์กลูโคสออกซิเดสบนผิวของ 

MWNTs โดยวิธีชั �นต่อชั �น โดยเส้น MWNTs มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 

��-�� นาโนเมตร ถกูเคลือบด้วยชั �นโพลีเอลิลเอมีน ชั �นเอมไซม์กลโูคสออกซเิดส ทํา

สลบักันไปจนครบสี�ชั �น โดยจะได้ความหนาของฟิลม์ทั �งหมดประมาณ ��.� นาโน

เมตร กลูโคสออกซิเดสที�อยูบ่นคาร์บอนนาโนทปูส์สามารถเร่งปฏิกิริยากบักลโูคสได้

เป็นไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ การป้อนศักย์ไฟฟ้าเพื�อให้ไฮโดรเจนถกูออกซิไดส์และ

ให้กระแสตอบสนองได้ ซึ�งผลปรากฏว่าจํานวนชั �นที� � ของการตรึงเอมไซม์บน 

MWNTs ให้ค่ากระแสสงูที�สดุ สมบตัิที�บ่งบอกว่าการตรึงเอมไซม์บนคาร์บอนนาโน

ทปูส์เพิ�มขึ �นตามจํานวนชั �นการตรึงและประสบความสําเร็จ ได้แก่ ค่าแอคติวิตี � ค่า 

molar mass ค่าจํานวนโมเลกุลของเอมไซม์ ค่าเหล่านี �ได้เพิ�มขึ �นตามจํานวนเอม

ไซม์ต่อคาร์บอนนาโนทปูส์หนึ�งเส้น สามารถอธิบายได้ว่าเอมไซม์กลูโคสมีการยึด

เกาะอย่างแข็งแรงบนคาร์บอนนาโนทปูส์ และพบว่าให้ความไวในการตอบสนองดี

ในเชิ ง bioelectrocatalytic activity สํา หรับอิ เลคโทรด ที� โมดิ ไฟด์ ด้ว ย 
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MWNTs/(PAA/GOx)4 การคํานวณสมบัติเชิงจลน์ศาสตร์ ทําให้เข้าใจพฤติกรรม

พื �นฐานของการเกิดปฏิกิริยารีด็อกซ์ของเอมไซม์กลโูคสออกซเิดสที�ตรึงบน MWNTs 

ในแต่ละชั �นฟิล์ม 
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