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บทสรุปผูบริหาร (Executive summary) 

 
ชื่อโครงการวิจัย   การพัฒนาเทคนิคแอมเพอรโรเมทรีแบบใหมสําหรับวิเคราะหปริมาณซัลไฟต 

ในตัวอยางผลไมและเครื่องดื่ม 
         Development of new amperometric method for determination of 

sulfite in fruit and beverage 
ไดรับอนุมัติจัดสรรงบประมาณ  ประจําปงบประมาณ   2556-2557  จํานวนเงิน   665,200 บาท 
ระยะเวลาการดําเนินงาน  2  ป เริ่มทําการวิจัยเม่ือ  1 ตุลาคม  2555  ถึง 30  กันยายน 2557 
รายนามหัวหนาโครงการวิจัยและผูรวมดําเนินการวิจัย 
1)  ผศ. ดร. มะลิวรรณ  อมตธงไชย   2)  ผศ. ดร. เสนอ  ชัยรัมย  3) น.ส.  เสาวนีย   เหลาสิงห      
 
ในงานวิจัยนี้จะพัฒนาซัลไฟตเคมิคัลเซนเซอรท่ีมีสภาพไวและความจําเพาะเจาะจงสูงจํานวน 2 ข้ัวไฟฟา

โดย  i) การทําอิเล็กโทรโพลิเมอรเซชันของโพลิอะนิลีน (ANi) ในเมทริกซของมัลติวอลลคารบอนนาโนทิวป 
(MWCNT) และอิเล็กโตรเดพโพสิทฟลมของอนุภาคทองนาโน (AuNPs) บนผิวหนาของข้ัวไฟฟากลาสซีคารบอน 
และ ii) ข้ัวไฟฟากลาสซีคารบอนท่ีดัดแปรดวยนาโนคอมโพสิตของมัลติวอลลคารบอนนาโนทิวป-โพลี(อัลลิลได
เมธิลแมโมเนียม คลอไรด)-อนุภาคทองนาโน หรือ (CNTs-PDDA-AuNPs/GC) และพัฒนาข้ัวไฟฟาไฮโดรเจนเปอร
ออกไซดไบโอเซนเซอรโดยอาศัยการตรึงเอนไซมการตรึงเอนไซมฮอรชแรดิชเปอรออกซิเดส (HRP) ลงบนโพลิเมอร 
ชนิด poly(aniline-co-o-aminobenzoic acid) หรือ p(Ani-co-o-Aba) แลวเคลือบผิวหนาข้ัวไฟฟาดวยไคโต
ซาน (CS)  ข้ัวไฟฟาท่ีพัฒนาข้ึนสามารถนําไปใชเปนเซนเซอรและไบโอเซนเซอรในการตรวจวัดปริมาณซัลไฟตและ
ไฮโดรเจนเปอรออกไซดแบบแอมเพอรโรเมทรีไดอยางมีประสิทธิภาพ 
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บทคัดยอ 
  

ซัลไฟตถูกนํามาเติมลงในอาหารและเครื่องดื่มเพ่ือใชเปนสารกันบูดและยับยั้งการเจริญเติบโตของ
จุลินทรีย  อยางไรก็ตามเนื่องจากสารชนิดนี้มีผลกระทบตอสุขภาพและอาจมีผลใหเกิดอาการแพหากมีปริมาณเจือ
ปนในอาหารมาก   ปริมาณซัลไฟตท่ีจึงมีความสําคัญและผลิตภัณฑตาง ๆ จําเปนตองมีการระบุปริมาณซัลไฟต
ตามกฎหมาย ในงานวิจัยนี้จะพัฒนาซัลไฟตเคมิคัลเซนเซอรท่ีมีสภาพไวและความจําเพาะเจาะจงสูงจํานวน 2 
ข้ัวไฟฟาโดย  i) การทําอิเล็กโทรโพลิเมอรเซชันของโพลิอะนิลีน (ANi) ในเมทริกซของมัลติวอลลคารบอนนาโน
ทิวป (MWCNT) และอิเล็กโตรเดพโพสิทฟลมของอนุภาคทองนาโน (AuNPs) บนผิวหนาของข้ัวไฟฟากลาสซี
คารบอน และ ii) ข้ัวไฟฟากลาสซีคารบอนท่ีดัดแปรดวยนาโนคอมโพสิตของมัลติวอลลคารบอนนาโนทิวป-โพลี(อัล
ลิลไดเมธิลแมโมเนียม คลอไรด)-อนุภาคทองนาโน หรือ (CNTs-PDDA-AuNPs/GC) และพัฒนาข้ัวไฟฟาไฮโดรเจน
เปอรออกไซดไบโอเซนเซอรโดยอาศัยการตรึงเอนไซมการตรึงเอนไซมฮอรชแรดิชเปอรออกซิเดส (HRP) ลงบนโพลิ
เมอร ชนิด poly(aniline-co-o-aminobenzoic acid) หรือ p(Ani-co-o-Aba) แลวเคลือบผิวหนาข้ัวไฟฟาดวยไค
โตซาน (CS) 
 ซัลไฟตเซนเซอรพัฒนาโดยการทําอิเล็กโตรพอลีเมอรไรเซชันอะนิลีน (ANi) ในเมทริกซของมัลติวอลล
คารบอนนาโนทิวป (MWCNT) และการทําอิเล็กโตรเดพโพสิทฟลมอนุภาคทองนาโน (AuNPs) บนผิวหนาข้ัวไฟฟา
กลาสซีคารบอน  ผลการทดลองพบวามัลติวอลลคารบอนนาโนทิวปท่ีมีหมูฟงกชันคารบอกซิลิก (MWCNT-COOH) 
เปนเมทริกซ ท่ีเหมาะสมสําหรับการทําอิเล็กโตรพอลีเมอรไรเซชันอะนิลีนและข้ัวไฟฟาท่ีเหมาะสมคือ 
AuNPs_MWCNT-COOH_PANi_GC  เม่ือนําซัลไฟตเซนเซอรท่ีพัฒนาข้ึนมาใชเปนตัวตรวจวัดในเทคนิคแอมเพอร
โรเมทรีโดยใชสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.067 M (pH เทากับ 7.0) เปนสารละลายอิเล็กโตรไลต
เก้ือหนุนในการตรวจวัดซัลไฟตท่ีศักยไฟฟา +0.6 โวลต (เทียบกับข้ัวไฟฟาซิลเวอร/ซิลเวอรคลอไรด และมีข้ัว
แพลทตินัมเปนข้ัวไฟฟาชวย)  ในการศึกษาคุณลักษณะของเทคนิควิเคราะหแอมเพอรโรเมทรีท่ีข้ัวไฟฟาท่ี
พัฒนาข้ึน พบวามีชวงการตอบสนองของคากระแสแบบเปนเสนตรงในชวงความเขมขนของซัลไฟต ตั้งแต 1 ถึง 16 
mM  (r2 = 0.9964)  มีขีดจํากัดในการวิเคราะหท่ี 0.0927 mM  มีความเท่ียงของสัญญาณสูงโดยใหคาความ
เบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธเทากับ 4.12 (n = 5) 

เม่ือนําเทคนิคโฟลอินเจคชันอะนาลิซิสมาใชรวมกับการตรวจวัดแบบแอมเพอรโรเมทรีท่ีข้ัวซัลไฟต
เซนเซอรจะทําใหไดเทคนิควิเคราะหท่ีใหม สภาพไวสูง และมีประสิทธิภาพในการตรวจวัดซัลไฟต (SO3

2-) ใน
ตัวอยางเครื่องดื่ม งานวิจัยในสวนนี้จะพัฒนาซัลไฟตเซนเซอรโดยการดัดแปรข้ัวไฟฟากลาสซีคารบอนดวยวัสดุ
ขนาดนาโนลูกผสมของคารบอนนาโนทิวป-โพลิเมอรนําไฟฟา-อนุภาคทองขนาดนาโนลงบนผิวหนาของ (CNTs-
PDDA-AuNPs/GC)  จากการศึกษาการเกิดปฏิกิริยาท่ีข้ัวซัลไฟตเซนเซอรท่ีพัฒนาข้ึนในสารละลายเฟสเฟต
บัฟเฟอร ความเขมขน 0.1 M ดวยเทคนิคไซคลิกโวลแทมเมทรี พบวาข้ัวฟา CNTs-PDDA-AuNPs/GC สามารถเรง
ปฏิกิริยาออกซิเดชันของซัลไฟตทําใหการวิเคราะหมีสภาพไวและมีความจําเพาะเจาะจงสูง โดยสามารถวัด
ปริมาณซัลไฟตท่ีศักยไฟฟา +0.4 โวลต (เทียบกับข้ัวไฟฟาซิลเวอร/ซิลเวอรคลอไรด)  มีชวงการตอบสนองแบบเปน
เสนตรงอยูในชวง 0.1-200 mg L-1   (r2 = 0.9997)  ซัลไฟตเซนเซอรท่ีพัฒนาข้ึนมีขีดจํากัดต่ําสุดในการวิเคราะห 
เทากับ 0.03 ppmมีความเท่ียงของสัญญาณเทากับ 1.5%  ซัลไฟตเซนเซอรท่ีพัฒนาข้ึนสามารถนําไปประยุกตใช
วิเคราะหซัลไฟตในตัวอยางน้ําผลไม และไวน เทคนิควิเคราะหท่ีพัฒนาข้ึนสามารถวิเคราะหไดรวดเร็วถึง 23 
ตัวอยาง/ชั่วโมง 
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การพัฒนาแอมเพอรโรเมทริกไบโอเซนเซอรแบบใหมสําหรับวิเคราะหปริมาณไฮโดรเจนเปอรออกไซด
โดยการตรึงเอนไซมฮอรชแรดิชเปอรออกซิเดส (HRP) ลงบนโพลิเมอร ชนิด poly(aniline-co-o-aminobenzoic 
acid) หรือ p(Ani-co-o-Aba) แลวเคลือบผิวหนาข้ัวไฟฟาดวยไคโตซาน (CS) การตรึงเอนไซม HRP บนโครงสราง
ของโคพอลิเมอรและเคลือบชั้นนอกสุดของข้ัวไฟฟาดวยชั้นฟลมของ CS ทําใหข้ัวไบโอเซนเซอรท่ีพัฒนาข้ึน
สามารถเรงปฏิกิริยารีดักชันของไฮโดรเจนเปอรออกไซดไดดี ทําใหการวิเคราะหมีสภาพไวและมีความจําเพาะ
เจาะจงสูง  ไดศึกษาผลของตัวแปรตาง ๆ ท่ีมีตอการตรวจวัด เชน อัตราสวนโมลของโคพอลิเมอร p(Ani-co-o-
Aba), ปริมาณของเอนไซม HRP และ CS, pH ของสารละลายอิเล็กโตรไลตเก้ือหนุนและศักยไฟฟาท่ีข้ัวไฟฟาใช
งานเพ่ือหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการทดลอง  พบวาไบโอเซนเซอรแบบใหมท่ีพัฒนาข้ึนใหการตอบสนองท่ีเร็วและ
ใหสัญญาณท่ีเพ่ิมสูงข้ึนเม่ือความเขมขนของไฮโดรเจนเปอรออกไซดเพ่ิมมากข้ึนในชวงตั้งแต 10 µM ถึง 1,000 
µM ไฮโดรเจนเปอรออกไซดไบโอเซนเซอรท่ีพัฒนาข้ึนมีขีดจํากัดต่ําสุดในการวิเคราะห เทากับ 1.8 µM (S/N =3)  
ในการศึกษาผลของตัวรบกวนท่ีมีผลตอการวิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจนเปอรออกไซด  พบวาข้ัวไบโอเซนเซอรท่ี
พัฒนาข้ึนใหคา tolerance ตอโดปามีน (dopamine: DA) กรดแอสคอบิก (ascorbic acid: AA) กลูโคส 
(glucose: Glu) และ กรดยูริก (uric acid: UA) เปนท่ีนาพอใจ ข้ัวไบโอเซนเซอรท่ีพัฒนาข้ึนมีความความเสถียรดี
มากถึงสองสัปดาห 
 
 
Key words: ซัลไฟตเซนเซอร, คารบอนนาโนทิวป, พีดีดีเอ, ฮอรชเรดิชเปอรออกซิเดส, ระบบโฟลอินเจคชัน- 
อะนาลิซิส, ไวน 
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Abstract 
 

 
  Sulfites are commonly used as preservatives in food and beverages to inhibit 
microbiological growth.  Despite these advantages, sulfite should be applied in strictly limited 
amounts due to its potential toxicity.  The level of sulfite in food has been subjected to 
legislation since it was discovered that at certain concentration level sulfite causes allergic 
reactions in some individuals.  This work presents development of two sensitive and selective 
sulfites sensors based on i) electropolymerization of aniline (ANi) in matrix of multiwall carbon 
nanotube (MWCNT) and electro-deposit of gold nanoparticles (AuNPs) film on the surface of the 
glassy carbon (GC) electrode and ii) a glassy carbon electrode modified with multiwall carbon 
nanotubes-poly (diallyldimethylammonium chloride)-gold nanoparticles composites (CNTs-
PDDA-AuNPs/GC) and  a novel hydrogen peroxide biosensor based on immobilizing horseradish 
peroxidase (HRP) on poly(aniline-co-o-aminobenzoic acid) or p(Ani-co-o-Aba) and then covered 
with chitosan (CS) film. 

Electropolymerization of aniline (ANi) in matrix of multiwall carbon nanotube (MWCNT) 
and electro-deposit of gold nanoparticles (AuNPs) film on the surface of the glassy carbon (GC) 
electrode was proposed to develop a sulfite sensor.  Carboxylic functionalized multiwall carbon 
nanotube (MWCNT-COOH) was the optimum matrix for polyaniline electropolymerization and 
the optimum composites for modified the electrode was AuNPs_MWCNT-COOH_PANi_GC.  The 
developed amperometric sensor was performed using 0.067 M phosphate buffer pH 7.0 as the 
supporting electrolyte at the potential of 0.6 V (Ag/AgCl and Pt wire as reference and counter 
electrodes).  The figure of merit of this developed sensor (AuNPs_MWCNT-COOH_PANi_GC) was 
demonstrated.  The linear dynamic range of sulfite was found 1 to 16 mM (r2 = 0.996).  The 
detection limit was 0.0927 mM sulfite.  The developed method provided high precision signal 
with RSD of 4.12 (n=5).   

A new approach is presented for sensitive and selective measurement of sulfite (SO3
2-) 

in beverages based on a simple flow injection system with amperometric detection.  In this 
work, the sulfite sensor was a glassy carbon electrode modified with multiwall carbon 
nanotubes-poly(diallyldimethylammonium chloride)-gold nanoparticles composites (CNTs-PDDA-
AuNPs/GC).  Electrochemical oxidation of sulfite with this electrode was first studied in 0.1 M 
phosphate buffer (pH 7.0) using cyclic voltammetry. The results indicated that the CNTs-PDDA-
AuNPs/GC electrode possesses electrocatalytic activity for the oxidation of sulfite with high 
sensitivity and selectivity. Sulfite was quantified using amperometric measurement with the new 
sensor at +0.4 V vs Ag/AgCl in conjunction with flow injection. The linear working range for the 

quantitation of sulfite was 2 to 200 mg L-1 (r2 = 0.998) with detection limit of 0.03 mg L-1 (3σ of 
blank) and an estimated precision of 1.5%. The proposed method was successfully applied to 
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the determination of sulfite in fruit juices and wines with a sample throughput of 23 samples h-

1. 
A novel amperometric biosensor for hydrogen peroxide (H2O2) determination was 

proposed by immobilizing horseradish peroxidase (HRP) on poly(aniline-co-o-aminobenzoic acid) 
or p(Ani-co-o-Aba) and then covered with chitosan (CS) film.  The immobilized HRP displayed an 
excellent electrocatalytic activity to the reduction of hydrogen peroxide.  The effects of 
experimental variables such as the o-Aba mol ratios in p(Ani-co-o-Aba) synthesis, HRP and CS 
concentrations, pHs of supporting electrolyte solution and applied potentials for the working 
electrode were investigated for the optimized conditions.  This novel biosensor exhibits a fast 
response toward H2O2 with a linear range from 10 to 1,000 µM and a detection limit of 1.8 µM 
based on the signal-to-noise ratio (S/N = 3).  The developed biosensor shows satisfactory 
tolerance with other potential interferences such as dopamine (DA), ascorbic acid (AA), glucose 
(Glu) and uric acid (UA), and also shows a good stability for about 2 weeks. 

 
Key words: sulfite sensor, CNTs, PDDA, polyaniline, Horseradish peroxidase, flow injection 
analysis, wine 
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บทที่ 1 
บทนํา 

 
1.1 ความสําคัญและท่ีมาของงานวิจัย 
 ซัลไฟต (sulfite) โซเดียมเมตาไบซัลไฟด (sodium metabisulfite) และซัลเฟอรไดออกไซด (sulfur 
dioxide) เปนสารอีกกลุมท่ีมีความสําคัญและมักพบในผลิตภัณฑทางการเกษตรและผลิตภัณฑอาหาร   ซัลไฟตถูก
นํามาเติมลงอาหารเปนสารกันบูด (preservative) เพ่ือใชยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรีย  อยางไรก็ตาม
เนื่องจากสารชนิดนี้มีผลกระทบตอสุขภาพและอาจมีผลใหเกิดอาการแพ (pseudoallergic) การบริโภคอาหารท่ีมี
สารซัลไฟตเจือปนในปริมาณมากจะเกิดอาการปวดทอง อาเจียน ความดันต่ํา  และสําหรับผูท่ีแพสารซัลไฟตอยาง
รุนแรง หรือผูปวยโรคหอบหืด อาการอาจรุนแรงถึงข้ันหมดสติ และเสียชีวิต [1]    หลายประเทศท่ัวโลกโดยเฉพาะ
อยางยิ่งในยุโรปและอเมริกาจึงมีกฎหมายควบคุมปริมาณของซัลไฟตท่ีเติมลงไปในอาหาร เชน องคการ United 
States Food and Drug Administration (FDA) ของประเทศสหรัฐอเมริกาไดออกกฎหมายในป ค.ศ. 1986 ใหมี

การระบุในฉลากสําหรับผลิตภัณฑอาหารและเครื่องดื่มท่ีมีปริมาณของซัลไฟต เกิน 10 ppm (154 µM) [2]   ใน
ป ค.ศ. 2002 องคการ Australian Food Standards Code (AFSC) ของประเทศออสเตรเลียไดกําหนดใหไวนท่ี
มีปริมาณของซัลไฟตตั้งแต 10 ppm ตองระบุไวในฉลากของผลิตภัณฑ [3]    

ประเทศไทยมีการนําสารในกลุมซัลไฟตมาใชในกระบวนการผลิตอาหารหลายรูปแบบ เชน การใช
โซเดียมเมตาไบซัลไฟด (Na2S2O5) ในการฟอกสี เสนกวยเตี๋ยว ผักผลไมสด เชน ถ่ัวงอก ขิง ฯลฯ และเติมลงใน
ผลิตภัณฑแปรรูปเพ่ือเปนสารกันบูด เชน ผลไมแหง ทุเรียนกวน ขิงดอง ฯลฯ  นอกจากนี้ยังมีการนํา 1ซัลเฟอรได
ออกไซด (SO2) มาใชใน1การรมผลลําไยสดหลังเก็บเก่ียว กอนบรรจุเพ่ือการสงออก เพ่ือใหลําไยมีคุณภาพดี ไมเนา
เสีย ผิวไมมีตําหนิ  สําหรับมาตรฐานในการผลิตลําไยของไทยอนุญาตใหมีมีซัลเฟอรไดออกไซดในเนื้อลําไยไดไม
เกิน 10 mg/kg (ppm) [4]   1คากําหนดปริมาณสูงสุด (ML) ของวัตถุเจือปนอาหารในมาตรฐานวัตถุเจือปนอาหาร
จากการประชุม (Codex General Standard for Food Additives; GSFA) ตามท่ีสํานักงานมาตรฐานสินคา
เกษตรและอาหารแหงชาติ (มกอช.) [5] มีดังนี้ “คากําหนดปริมาณสูงสุดของ Sulfite ในกลุมอาหาร 04.1.1.2 
(surface-treated fresh fruit) ซ่ึงท่ีประชุมรับรองการกําหนดคา ML ท่ี 30 mg/kg และ (for use at 50 mg/kg 
in longan and lichee only)”   แตในปจจุบันการรมผลลําไยสดดวยซัลเฟอรไดออกไซด คือมักพบปญหา
เก่ียวกับการมีปริมาณซัลเฟอรไดออกไซด  ตกคางในผลลําไยสูงกวาเกณฑท่ีกําหนดไว ทําใหประเทศคูคา
โดยเฉพาะประเทศสาธารณรัฐประชาชนจีนซ่ึงเปนผูนําเขาผลลําไยสดรายใหญท่ีสุดของประเทศไทย มีความ
เขมงวดในการนําเขาผลลําไยสดจากประเทศไทยมากข้ึน1 [4] 

นอกจากนี้ยังมีการการใชสารซัลเฟอรไดออกไซดหรือโซเดียมเมตาไบซัลไฟดในการผลิตไวน  โดยใน
ข้ันตอนการเตรียมน้ําผลไมจะมีการเติมสารดังกลาวเพ่ือฆาเชื้อจุลินทรียท่ีไมตองการกอนนําน้ําผลไมไปหมัก  เม่ือ
การหมักเสร็จสิ้นแลวในกระบวนการบรรจุขวดจะมีการเติมซัลเฟอรไดออกไซดลงไปในไวนอีกครั้งเพ่ือยับยั้ง
เชื้อจุลินทรียท่ีทําใหเกิดการหมัก  ดังนั้นจึงมีความจําเปนท่ีจะตองตรวจวัดปริมาณซัลเฟอรไดออกไซดในไวนเกือบ
ตลอดข้ันตอนการผลิต ปริมาณสารซัลเฟอรไดออกไซดท่ีอนุญาตใหมีในผลิตภัณฑอาหารและการเกษตรแตกตาง
กันไป  เชน  ตามมาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรมของไทยเรื่องไวน (มอก. 2089-2544) กําหนดใหไวนท่ีผลิตใน
ประเทศ และไวนนําเขาใชสารซัลเฟอรไดออกไซด ไดไมเกิน 300 mg/dm3 [6]   ประกาศกระทรวงสาธารณสุข 
ฉบับท่ี 214 พ.ศ. 2543 กําหนดใหมีซัลเฟอรไดออกไซดในเครื่องดื่มในภาชนะบรรจุปดสนิทไดไมเกิน 70 mg/kg 
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สวนปริมาณท่ีไดรับตอวัน (Acceptable Daily Intake; ADI) ท่ีองคการอนามัยโลก (World Health 
Organization; WHO) ไดกําหนดคาความปลอดภัยไวคือไมเกิน 0.7 mg/คน/วัน [7]   ดังนั้นการพัฒนาเทคนิค
วิเคราะหท่ีมีความสะดวก รวดเร็วข้ึนมาใชในการประเมินหาปริมาณของสารซัลไฟตในตัวอยางผลไมสด น้ําผลไม 
และ ไวน  เพ่ือใชเปนเทคนิคในการตรวจสอบมาตรฐานผลิตภัณฑเพ่ือเพ่ิมมูลคา  ความเชื่อม่ันและการยอมรับใน
ระดับสากลจากประเทศคูคา  โดยเฉพาะอยางยิ่งในดานสินคาเกษตรและอาหาร จึงมีความจําเปนและนาสนใจใน
การทําวิจัยเปนอยางมาก   การวิจัยและพัฒนาเทคนิควิเคราะหข้ึนมาใชเปนเทคนิคเก่ียวกับการพัฒนาคุณภาพ
และมาตรฐานสินคาและผลิตภัณฑ ความปลอดภัยของอาหาร (food safety) และความม่ันคงดานอาหาร (food 
security) จะทําใหสินคาของไทยเปนท่ีเชื่อถือเพ่ือกอใหเกิดการขยายตัวของการสงออกไดมากยิ่งข้ึน 

การวิจัยเพ่ือพัฒนาซัลไฟตเคมิคัลเซนเซอรท่ีมีสภาพไวและความจําเพาะเจาะจงสูง 4 สามารถลดข้ันตอนใน
การเตรียมตัวอยางใหมีความยุงยาก ซับซอนนอยลง  ใชเวลาในการวิเคราะหนอยลง ลดคาใชจายในการวิเคราะห
และลดการใชสารเคมีปริมาณมาก  ลดความจําเปนในการใชเครื่องมือข้ันสูงในการวิเคราะหและแปรผล พัฒนาให
สามารถวิเคราะหภาคสนาม และรูผลเร็วได 
 
1.2 วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 

งานวิจัยนี้แบงออกเปน 2 สวน  คือการพัฒนาเทคนิควิเคราะหแบบอัตโนมัติท่ีอาศัยการไหลในการ
วิเคราะหปริมาณซัลไฟต โดยการพัฒนาซัลไฟตเคมิคัลเซนเซอรและไฮโดรเจนเปอรออกไซดชนิดใหมท่ีมีสภาพไว
และความจําเพาะเจาะจงสูง โดยงานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคดังนี้ 

1) การพัฒนาซัลไฟตเคมิคัลเซนเซอร และข้ัวไฟฟาไฮโดรเจนเปอรออกไซดสําหรับวิเคราะห
ปริมาณซัลไฟต 

1.1 ดัดแปรข้ัวไฟฟากลาสซีคารบอนเพ่ือหาองคประกอบของวัสดุเชิงประกอบระดับนาโน (nano 
composites) ท่ีเหมาะสมในการตรวจวัดปริมาณซัลไฟต สัญญาณของไฮโดรเจนเปอรออกไซด 

1.2 ศึกษาถึงผลของตัวแปรตาง ๆ ท่ีมีตอสภาพไวของข้ัวไฟฟาท่ีพัฒนาข้ึนในการวิเคราะหปริมาณ
ไฮโดรเจนเปอรออกไซด เชน  องคประกอบท่ีเหมาะสมของวัสดุเชิงประกอบ วิธีในการดัดแปรวัสดุเชิงประกอบลง
บนข้ัวไฟฟาและ pH ของสารละลาย  

1.3  ออกแบบและพัฒนาระบบวิเคราะหแบบอัตโนมัติท่ีอาศัยการไหลในวิเคราะหปริมาณซัลไฟต   
1.4 ประเมินคุณลักษณะของเทคนิคในการวิเคราะหหาปริมาณซัลไฟตท่ีพัฒนาข้ึน เชน ชวงการ

ตอบสนองแบบเปนเสนตรง (linearity range), ขีดจํากัดต่ําสุดในการวิเคราะห (limit of detection), ผลของตัว
รบกวน (interference study) และประยุกตใชในการวิเคราะหปริมาณซัลไฟตในตัวอยาง ในตัวอยางผัก-ผลไม สด
และแปรรูป  

2) การพัฒนาซัลไฟตไบโอเซนเซอร 
2.1 ศึกษาและพัฒนาไบโอเซนเซอรเพ่ือหาองคประกอบของวัสดุเชิงประกอบระดับนาโน (nano 

composites) ท่ีเหมาะสมในการการตรึงเอนไซมออกซิเดสลงบนข้ัวไฟฟา เพ่ือใชเปนไบโอเซนเซอรในการตรวจวัด
ปริมาณซัลไฟต 

2.2 ศึกษาถึงผลของตัวแปรตาง ๆ ท่ีมีตอสภาพไวของไบโอเซนเซอรท่ีพัฒนาข้ึนในการวิเคราะหซัล
ไฟต  เชน  pH  ของสารละลาย, เทคนิคในการตรึง (immobilize) เอนไซมซัลไฟตออกซิเดสลงบน nano 
composites,  ปริมาณของ CNT ท่ีใชในการโมดิฟายด,  ปริมาณของเอนไซมท่ีเหมาะสมเพ่ือใชเปน biocatalyst 
ในการเกิดปฏิกิริยา โดยคาดวา nano structured biocatalysts ท่ีเตรียมไดจะมีความจุของเอนไซม (enzyme 
loading), ความคงตัวของเอนไซม (enzyme stability) และความสามารถในการสงผานอิเล็กตรอนสูง  ทําให
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ไบโอเซนเซอรท่ีพัฒนาข้ึนมีประสิทธิภาพในการตอบสนองท่ีเร็วข้ึน และมีความจําเพาะเจาะจง  สามารถนําไปใช
เปนไบโอเซนเซอรในการตรวจวัดซัลไฟตแบบแอมเพอรโรเมทรีได 

2.3  ออกแบบและพัฒนาเทคนิควิเคราะหแบบแอมเพอรโรเมทรีท่ี ข้ัวไบโอเซนเซอรในการ
ตรวจวัดซัลไฟต    เพ่ือใหเปนวิธีวิเคราะหแบบอัตโนมัติอยางรวดเร็วในการประเมินหาปริมาณซัลไฟต    โดย
เทคนิคท่ีพัฒนาข้ึนจะเปนเทคนิควิเคราะหแบบอัตโนมัติในระบบท่ีมีการไหลท่ีมีตัวตรวจวัดแบบแอมเพอรโรเมทรีท่ี
ข้ัวไบโอเซนเซอรชนิดใหม ซ่ึงมีการตอบสนองท่ีรวดเร็ว (high response) และมีความจําเพาะเจาะจงสูง (high 
selectivity) 

2.4 ประเมินคุณลักษณะของเทคนิคในการวิเคราะหหาปริมาณซัลไฟตท่ีพัฒนาข้ึน เชน ชวงการ
ตอบสนองแบบเปนเสนตรง, ขีดจํากัดต่ําสุดในการวิเคราะห, ผลของตัวรบกวน  และประยุกตใชในการวิเคราะห
ปริมาณซัลไฟตในตัวอยาง ในตัวอยางผัก-ผลไม สดและแปรรูปท่ีมีจําหนายในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ เพ่ือใชเปน
เทคนิคในการตรวจสอบมาตรฐานผลิตภัณฑเพ่ือเพ่ิมมูลคา  ความเชื่อม่ัน และการยอมรับในระดับสากลจาก
ประเทศคูคา  โดยเฉพาะอยางยิ่งในดานสินคาเกษตรและอาหาร  
 

 
1.3 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

1) ไดซัลไฟต และไฮโดรเจนเปอรออกไซดเซนเซอร ท่ีมีสภาพไวในการตรวจวัดปริมาณซัลไฟต ซ่ึง
เซนเซอรท่ีพัฒนาข้ึนนี้นอกจากจะสามารถนํามาวัดปริมาณซัลไฟตไดแลว  ยังสามารถนํามาประยุกตใชในงานตางๆ 
ไดอีกมากมายเนื่องจากไฮโดรเจนเปอรออกไซด ซ่ึงเปนสาร Reactive Oxygen Species (ROS) ท่ีพบใน
สิ่งแวดลอมและ สิ่งมีชีวิต เชน ใชเปนสารซักฟอก (bleaching agent) ในโรงงานอุตสาหกรรมกระดาษ และยัง
เปนสารอินเตอรมีเดียต ท่ีเกิดจากปฏิกิริยาตาง ๆ เชน ปฏิกิริยาระหวางกลูโคสกับเอนไซมกลูโคสออกซิเดส ฯลฯ 
ดังนั้นสามารถนําเซนเซอรท่ีพัฒนาข้ึนนี้ ไปประยุกตใชในการวัดปริมาณสารตาง ๆ มากมาย ท้ังในทาง 
อุตสาหกรรม, สิ่งแวดลอม และทางการแพทย เชน เปน ออกซิแดนซเซนเซอร หรือ กลูโคสเซนเซอร ไดดวย 

2) ไดระบบวิเคราะหแบบอัตโนมัติท่ีอาศัยการไหลโดยใชเทคนิคแอมเพอรโรเมทรีในการตรวจวัด
ไฮโดรเจนเปอรออกไซดท่ีข้ัวไฟฟาท่ีพัฒนาข้ึนดวยวัสดุเชิงประกอบระดับนาโน ระหวางคารบอนนาโนทิวบ 
(carbon nanotube; CNT) โกลดนาโนพารทิเคิล (Gold nanoparticles; AuNPS) และโพลิเมอรนําไฟฟา 
(conducting polymer) 

3) ไดไบโอเซนเซอรชนิดใหมท่ีมีสภาพไว และความจําเพาะเจาะจงสูง ท่ีสามารถนําไปใชในการวิเคราะห
หาปริมาณซัลไฟตไดอยางรวดเร็วและมีประสิทธิภาพ   โดยไบเซนเซอรชนิดใหม ท่ีพัฒนาข้ึนจากการ immobilize 
เอนไซมลงบน nano composites ใหเปน biocatalyst ในการเกิดปฏิกิริยารีดักชันของซัลไฟต ท่ีศักยไฟฟาต่ํา ๆ   
โดยคาดวา nano structured biocatalysts ท่ีเตรียมข้ึนมานี้จะมีความจุของเอนไซม (enzyme loading), ความ
คงตัวของเอนไซม (enzyme stability) และความสามารถในการสงผานอิเล็กตรอนสูง 

4) ไดองคความรูท่ีสามารถนําไปใชในการพัฒนาศักยภาพไบโอเซนเซอร เพ่ือนํามาใชเปนเครื่องมือใน
การตรวจวัดมาตรฐานผลิตภัณฑอาหาร ผัก-ผลไม สดและแปรรูป ท่ีจําหนายในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ เชน เชน 
ถ่ัวงอก ลําไย น้ําลําไย น้ําองุน และไวน ฯลฯ  เพ่ือเพ่ิมมูลคาทางเศรษฐกิจของผลิตภัณฑอาหาร   รวมท้ังเปน
ขอมูลเบื้องตนใหกับผูสนใจท่ีตองการนําเทคนิคท่ีไดพัฒนาข้ึนไปพัฒนาไบโอเซนเซอรใหมีประสิทธิภาพ และ/หรือ
สามารถนําไปประยุกตใชในการยอขนาดใหระบบวิเคราะหมีขนาดเล็กลงได (miniaturize) และประยุกตใชในการ
วิเคราะหปริมาณซัลไฟต ในตัวอยางผลิตภัณฑอาหารโดยใชเทคนิคท่ีพัฒนาข้ึนเปนเทคนิคในการตรวจสอบ
มาตรฐานผลิตภัณฑ เพ่ือกอใหเกิดการเพ่ิมมูลคา ความเชื่อม่ัน และการยอมรับในระดับสากลจากประเทศคูคา  
โดยเฉพาะอยางยิ่งในดานสินคาเกษตรและอาหารของไทย   
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5) ผลงานท่ีไดพัฒนาข้ึนจะถูกถายทอดสูกลุมเปาหมาย  โดยการนําผลการทดลองท่ีไดไปแสดงหรือ
บรรยายในท่ีประชุมวิชาการท่ีเก่ียวของท้ังในและตางประเทศ  หรือนําไปตีพิมพเผยแพรในวารสารวิชาการ   

6) ฐานขอมูลสําหรับเผยแพรความรู ความเขาใจเก่ียวกับมาตรฐานผลิตภัณฑ ปริมาณซัลไฟตท่ีมีใน
ผลิตภัณฑอาหารเชน ผัก-ผลไม สดและแปรรูปท่ีมีจําหนายในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของไทย  หนวยงานท่ีคาด
วาจะนําผลการวิจัยไปใชประโยชน ไดแก คณะวิทยาศาสตร และคณะเกษตรศาสตร   มหาวิทยาลัยอุบลราชธานี   
อุตสาหกรรมท่ีเก่ียวของกับผลิตภัณฑหนึ่งตําบลหนึ่งผลิตภัณฑ (OTOP)  

7) เพ่ิมขีดความสามารถและความเขมแข็งของทีมนักวิจัยไทย โดยเฉพาะอยางยิ่งทีมนักวิจัยในระดับ
ภูมิภาคใหทัดเทียมกับระดับนานาชาติ  
 
1.4 ขอบเขตของการวิจัย 
 งานวิจัยนี้สนใจท่ีจะพัฒนาวิธีวิเคราะหแบบอัตโนมัติท่ีงาย สะดวก และรวดเร็ว เพ่ือใชในการทดสอบหา
ปริมาณซัลไฟต เพ่ือนํามาใชในการวิเคราะหหาปริมาณซัลไฟตในตัวอยางเครื่องดื่ม เชน น้ําผัก-น้ําผลไม และ ไวน  
เพ่ือใชเปนเทคนิคในการตรวจสอบมาตรฐานผลิตภัณฑเพ่ือเพ่ิมมูลคาสินคา   โดยจะแบงงานออกเปน 2 สวน
ดวยกัน   สวนแรกจะศึกษาและพัฒนาเคมิคัลเซนเซอรในการตรวจวัดปริมาณซัลไฟต  ควบคูกับการพัฒนา
ไฮโดรเจนเปอรออกไซดเซนเซอรเพ่ือตรวจวัดปริมาณไฮโดรเจนเปอรออกไซดท่ีเกิดข้ึน ดวยเทคนิคแอมเพอรโรเมท
รีในระบบวิเคราะหแบบอัตโนมัติท่ีอาศัยการไหล  โดยใชข้ัวไฟฟาท่ีพัฒนาข้ึนดวยวัสดุเชิงประกอบระดับนาโน 
ระหวางคารบอนนาโนทิวบ โกลดนาโนพารทิเคิล และโพลิเมอรนําไฟฟา   คาดวาการใชวัสดุเชิงประกอบระดับนา
โนมาดัดแปรข้ัวไฟฟาชนิดกลาสซีคารบอน จะทําใหไดข้ัวไฟฟาท่ีมีสภาพไวสูง  มีประสิทธิภาพในการตอบสนองท่ี
เร็ว และมีความจําเพาะเจาะจงสูง เนื่องจากในการวัดจะใชศักยไฟฟาท่ีต่ํา วิธีวิเคราะหซัลไฟตโดยใชเอนไซมรีแอค
เตอรควบคูกับข้ัวไฟฟาท่ีพัฒนาข้ึนนี้จะมีขอดี  คือไมถูกรบกวนจากองคประกอบของสารตัวอยางเนื่องจากเอนไซม
รีแอคเตอรมีจําเพาะเจาะจงตอซัลไฟตสูง  สามารถนําไปใชเปนเซนเซอรในการตรวจวัดปริมาณซัลไฟตแบบแอม
เพอรโรเมทรีในระบบวิเคราะหแบบอัตโนมัติท่ีอาศัยการไหลไดอยางมีประสิทธิภาพ    งานวิจัยในสวนท่ีสอง  จะ
พัฒนาไบโอเซนเซอรท่ีมีประสิทธิภาพและมีความจําเพาะเจาะจงในการตรวจวัดปริมาณซัลไฟต  โดยไบโอเซนเซอร
ท่ีพัฒนาข้ึนจะเปนวัสดุเชิงประกอบระดับนาโน  ระหวางคารบอนนาโนทิวบ, อนุภาคทอง และเอนไซมซัลไฟตออก
ซิเดส โดยคาดวา nano structured biocatalysts ท่ีเตรียมไดจะมีความจุของเอนไซม, ความคงตัวของเอนไซม 
และความสามารถในการสงผานอิเล็กตรอนสูง  ทําใหไบโอเซนเซอรท่ีพัฒนาข้ึนมีสภาพไวสูง มีประสิทธิภาพในการ
ตอบสนองท่ีเร็วข้ึน และมีความจําเพาะเจาะจงสูง สามารถนําไปใชเปนไบโอเซนเซอรในการตรวจวัดซัลไฟตแบบ
แอมเพอรโรเมทรีในระบบวิเคราะหแบบอัตโนมัติไดอยางมีประสิทธิภาพ    ระบบวิเคราะหท่ีอาศัยการไหลท้ังสอง
แบบท่ีพัฒนาข้ึนจะถูกนํามาประเมินคุณลักษณะของเทคนิคในการวิเคราะหหาปริมาณซัลไฟต และประยุกตใชใน
การวิเคราะหปริมาณซัลไฟต ในตัวอยางผัก-ผลไม สดและแปรรูปท่ีมีจําหนายในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ เชน 
ถ่ัวงอก ลําไย น้ําลําไย น้ําองุน และไวน ฯลฯ เพ่ือใชเทคนิคท่ีพัฒนาข้ึนเปนเทคนิคในการตรวจสอบมาตรฐาน
ผลิตภัณฑ เพ่ือกอใหเกิดการเพ่ิมมูลคา ความเชื่อม่ัน และการยอมรับในระดับสากลจากประเทศคูคา  โดยเฉพาะ
อยางยิ่งในดานสินคาเกษตรและอาหารของไทย   
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บทที่ 2 

     การทบทวนวรรณกรรม 
 

 การวิเคราะหปริมาณซัลไฟตมีความสําคัญมากท้ังในดานสิ่งแวดลอม, อุตสาหกรรมอาหาร และ
ผลิตภัณฑจากการเกษตร  เนื่องจากซัลไฟตเปนสารอีกกลุมท่ีมักพบในผลิตภัณฑทางการเกษตรและผลิตภัณฑ
อาหาร โดยวัตถุประสงคของการเติมลงในอาหารท้ังในรูปอาหารสดและแปรรูปคือเพ่ือใชยับยั้งการเจริญเติบโตของ
จุลินทรียในกระบวนการผลิตและการเก็บรักษาผลิตภัณฑเพ่ือใหมีสีและสภาพท่ีเปนท่ีตองการ อยางไรก็ตาม
เนื่องจากสารชนิดนี้มีผลกระทบตอสุขภาพและอาจมีผลใหเกิดอาการแพ  การบริโภคอาหารท่ีมีสารซัลไฟตเจือปน
ในปริมาณมากจะเกิดอาการปวดทอง อาเจียน ความดันต่ํา  และสําหรับผูท่ีแพสารซัลไฟตอยางรุนแรง หรือผูปวย
โรคหอบหืด อาการอาจรุนแรงถึงข้ันหมดสติ และเสียชีวิต   หลายประเทศท่ัวโลกโดยเฉพาะอยางยิ่งในยุโรปและ
อเมริกาจึงมีกฎหมายควบคุมปริมาณของซัลไฟตท่ีเติมลงไปในอาหาร เชน องคการ United States Food and 
Drug Administration (FDA) ของประเทศสหรัฐอเมริกาไดออกกฎหมายในป ค.ศ. 1986 กําหนดใหผลิตภัณฑ
อาหารท่ีมีปริมาณของซัลไฟตเกิน 10 mg/kg และเครื่องดื่มท่ีมีปริมาณของซัลไฟตเกิน 10 mg/L ตองมีการระบุไว
ในฉลาก [2]   การวิเคราะหปริมาณซัลไฟตในอาหารและผลิตภัณฑอาหารจึงมีความสําคัญและมีผูสนใจวิจัยเปน
อยางมาก   นอกจากนี้ปริมาณซัลไฟด (sulfide) ในอากาศและการเกิดปรากฏการณ “ฝนกรด (acid rain)” ทําให
การวิเคราะหหาปริมาณในตัวอยางสิ่งแวดลอมมีความสําคัญเชนกัน 
 การวิเคราะหปริมาณซัลไฟตในอาหารดวยวิธีมาตรฐานในการวิเคราะห มีขอจํากัดคือใชเวลาในการ
วิเคราะหนาน  สภาพไวในการวิเคราะหซัลไฟตต่ํา และไมเหมาะท่ีจะใชเปนเทคนิควิเคราะหในกรณีท่ีเปนงาน
ประจําและมีปริมาณตัวอยางเยอะ  ดังนั้นจึงมีผูวิจัยจํานวนมากสนใจท่ีจะพัฒนาเทคนิคในการตรวจวัดซัลไฟตท่ีมี
สภาพไว และมีความเฉพาะเจาะจงสูง  

 
2.1 ไบโอเซนเซอร (biosensor) 

ไบโอเซนเซอร (biosensor) เปนเครื่องมือท่ีใชวัดปริมาณของสารใดๆ โดยใชสัญญาณท่ีไดจากการ
เปลี่ยนเปนสัญญาณทางไฟฟา คุณลักษณะเดนของไบโอเซนเซอรคือ มีความเฉพาะเจาะจง (selectivity) และ
ความไว (sensitivity) สูงเม่ือเทียบกับเทคนิคการตรวจวัดชนิดอ่ืน ๆ เชน ยูวี-วิสิเบิล สเปกโทรโฟโทเมตรี  (UV-Vis 
spectrophotometry) ไบโอเซนเซอรประกอบดวย 2 สวน [8-10]  คือ  

1) สวนของสารทางชีวภาพ (biomaterials) ท่ีทําหนาท่ีจดจํา (recognition) หรือเลือกเฉพาะ 
(selection) สารตัวอยางท่ีจะทําปฏิกิริยาทางชีวเคมีอยางจําเพาะ สวนท่ี 1 นี้จะถูกตรึง (immobilization) อยูบน
ผิวหนาของสวนท่ี 2 

2) ทรานสดิวเซอร (transducer) ซ่ึงทรานสดิวเซอรนี้จะทําหนาท่ีในการสงผานสัญญาณดังกลาวไปยัง
สวนประมวลผล (processor) เพ่ือวาดหรือแสดงสัญญาณใหเราไดทราบ (signal elaboration) ซ่ึงจะทําหนาท่ีใน
การวัดสัญญาณและแปรคาออกมาเปนหนวยตางๆ ท่ีตองการ  ไดอะแกรมสวนประกอบของไบโอเซนเซอรแสดงได
ดังรูปท่ี 2.1 
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รูปท่ี 2.1 ไดอะแกรมของไบโอเซนเซอรซ่ึงประกอบไปดวย (1) สวนของรีเซพเตอรท่ีเปนสารชีวโมเลกุล 
(Bioreceptor) และ (2) ทรานสดิวเซอรท่ีทําหนาท่ีสงผานสัญญาณ ใหแกสวนของการประมวลผล [8] 

 

 

 กระบวนการเกิดกระแสทางไฟฟาเคมีนั้นสามารถอธิบายไดดังรูปท่ี 1.2 เริ่มจากสารท่ีสนใจ (analyte; A) 
เคลื่อนเขาสูผิวหนาข้ัวไฟฟาไปท่ีชั้นของเอนไซม (enzyme layer) ผานกระบวนการแพร เกิดปฏิกิริยาท่ีอาศัย
เอนไซม (enzymatic reaction) กลายไปเปนสารผลิตภัณฑ (Product; P) ซ่ึงตรวจวัดไดท่ีทรานสดิวเซอร 
ปริมาณของกระแสไฟฟาท่ีเกิดข้ึนสามารถตรวจวัดไดโดยใชเครื่องมือวัดทางไฟฟาเคมีหรือเรียกวาเครื่องโพเทนชิ
โอสแตท (potentiostat) และสามารถนําไปแปรผลไดตอไป 
 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 2.2 ไดอะแกรมของปฏิกิริยาท่ีเกิดบนผิวหนาข้ัวไฟฟา ซ่ึงเกิดจากสารท่ีสนใจ (analyte; A) เคลื่อน
เขาสูผิวหนาข้ัวไฟฟาผานกระบวนการแพรไปท่ีชั้นของเอนไซม (enzyme layer) เกิดปฏิกิริยาท่ีอาศัยเอนไซม 
(enzymatic reaction) กลายไปเปนสารผลิตภัณฑ (Product; P) ซ่ึงตรวจวัดไดท่ีทรานสดิวเซอร [8] 

 
2.2 การวัดปริมาณซัลไฟต (Sulfite measurement) 

วิธีมาตรฐานในการวัดปริมาณซัลไฟตตาม The Association of Analytical Chemists (AOAC) พัฒนา
จากวิธีการของ Monier และ Williams [11] ซ่ึงเปนวิธีการใชการกลั่นและการไทเทรต โดยเริ่มจากนําสารตัวอยาง
มารีฟลักซใน 0.5 M HCl ภายใตการใชแกสไนโตรเจนพน เพ่ือเปลี่ยนซัลไฟตใหอยูในรูปซัลเฟอรไดออกไซด ดัง
สมการท่ี 2.1   ไนโตรเจนจะเปน carrier gas พาแกสซัลเฟอรไดออกไซดท่ีเกิดข้ึนออกมาเก็บในขวดท่ีบรรจุ 
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       ………….(2.1) 

           ….….(2.2) 
 

สารละลาย 3% peroxide แกสซัลเฟอรไดออกไซดจะเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันเปนซัลเฟตและเกิดกรด ดัง
สมการท่ี 2.2   

 
ดังนั้นปริมาณของซัลไฟตในสารตัวอยางจึงสามารถวิเคราะหไดโดยการไทเทรตหาปริมาณกรดท่ีเกิดข้ึน   

วิธีมาตรฐานของ AOAC นี้มีขอดีคือ เปนเทคนิคท่ีงาย ใชสารเคมีท่ีหางาย และราคาในการวิเคราะหไมสูงนัก แตมี
ขอเสียคือ ข้ันตอนการรีฟลักซใชเวลานาน ไมสามารถวิเคราะหตัวอยางท่ีมีปริมาณของซัลไฟตต่ํา ๆ ได และไม
เหมาะท่ีจะใชเปนเทคนิควิเคราะหในกรณีท่ีเปนงานประจําและมีปริมาณตัวอยางเยอะ  ดังนั้นจึงมีผูวิจัยจํานวน
มากสนใจท่ีจะพัฒนาเทคนิคในการตรวจวัดปริมาณซัลไฟต  
 
2.3 การวัดดวยเทคนิคโวลแทมเมทรี/แอมเพอรโรเมทรี (direct voltammetric/ amperometric 
measurement) 
 การตรวจวัดปริมาณของซัลไฟตโดยอาศัยการวัดปริมาณจากปฏิกิริยาออกซิเดชันของซัลไฟตนอกจากจะ
ใชวิธีมาตรฐานของ AOAC แลว  ยังสามารถวัดไดดวยเทคนิคทางไฟฟาเคมีโดยตรง โดยใชข้ัวไฟฟาชนิดของแข็ง 
เชน Pt [12] , Au [13] , คารบอน [14, 15] และ metal oxide [16]  ตัวอยางไซคลิกโวลแทมโมแกรมท่ีไดจาก
การใชข้ัวไฟฟาชนิดกลาสซีคารบอนในการวิเคราะหปริมาณซัลไฟตแสดงดังรูปท่ี 2.3 
 

 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 2.3  (A) ไซคลิกโวลแทมโมแกรมของซัลไฟตและ แอสคอรเบทท่ีข้ัวไฟฟากลาสซีคารบอนใน
สารละลายบัฟเฟอร พีเอช 7 อัตราเร็วในการสแกน 50mV/s และ (B) อิทธิพลของแอสคอรเบทท่ีมีตอสัญญาณ
ของซัลไฟตเม่ือตรวจวัดดวยเทคนิคแอมเพอรโรเมทร ี[14] 
 

ซัลไฟตสามารถเกิดสัญญาณท่ีข้ัวไฟฟาของแข็งเหลานี้ได และขีดจํากัดต่ําสุดในการวิเคราะหอยูในระดับไม
โครโมลาร แตการใชข้ัวไฟฟาของแข็งเหลานี้ในการวิเคราะหซัลไฟตมักพบปญหาการ fouling ของข้ัวไฟฟา ทําให
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สูญเสียสภาพไว (sensitivity) และความเท่ียง (reproducibility) ในการวิเคราะห     นอกจากนี้การวัดการเกิด
ออกซิเดชันของซัลไฟตโดยตรงมักใชศักยไฟฟาสูง  ทําใหเกิดปญหาเรื่องการรบกวนจากสารอ่ืนท่ีสามารถเกิด
ออกซิเดชันไดท่ีศักยไฟฟาดังกลาว  การนําไปประยุกตใชกับตัวอยางจึงมีขอจํากัด เชน การนําไปใชกับตัวอยาง 
ไวนซ่ึงมีเมทริกซคอนขางซับซอน มักพบปญหาของความจําเพาะเจาะจง (selectivity) ท่ีต่ํา เนื่องจากเกิดการ
รบกวนจากสารท่ีเปนองคประกอบของสารตัวอยาง เชน แอสคอรเบท หรือ โพลีฟนอล 
 
2.4 การพัฒนาไบโอรีแอคเตอรและไฮโดรเจนเปอรออกไซดเซนเซอรสําหรับวิเคราะหปริมาณซัลไฟต 
  การพัฒนาวิธีวิเคราะหปริมาณซัลไฟตดวยเทคนิคโวลแทมเมทรี/แอมเพอรโรเมทรี ใหมี
ความจําเพาะเจาะจง (selectivity) มากข้ึน  นิยมทําโดยการนําเอนไซม เชน ซัลไฟตออกซิเดส หรือ ซัลไฟตดี
ไฮโดรจิเนสมาใชควบคูกับการวัดดวยเทคนิคโวลแทมเมทรี/แอมเพอรโรเมทรีท่ีข้ัวไฟฟาของแข็ง    โดยการนํา
เอนไซมมาตรึง(immobilize) ลงบนวัสดุตาง ๆ เพ่ือนํามาใชเปนเอนไซมรีแอคเตอร (enzymatic reactor) หรือ
นํามาตรึงลงบนผิวหนาข้ัวไฟฟาเพ่ือนํามาดัดแปรข้ัวไฟฟาใหเปนไบโอเซนเซอรสําหรับวิเคราะหซัลไฟต  การตรึง
เอนไซมสามารถทําไดโดยการผสมสวนประกอบตางๆ แลวนําไปตรึงดวยเทคนิคท่ีเฉพาะ เชน  

1) การตรึงโดยการยึดเกาะ (adsorption) 
2) การตรึงโดยวิธีทําใหเกิดพันธะทางเคมี (chemical bonding) 
3) การตรึงโดยวิธีโพลีเมอรไรเซชัน (polymerization) 
4) การตรึงโดยวิธีเคลือบ (entrapment)  
ซ่ึงแตละเทคนิคมีขอดี-ขอเสียท่ีแตกตางกัน การตรึงเอนไซมสวนใหญจะใชเทคนิคการตรึงแบบการยึด

เกาะ เพราะจะทําใหเอนไซมยังคงมีสภาพการทํางานท่ีดี สามารถเติมองคประกอบตางๆ ท่ีสําคัญไดงาย ทําการตรึง
ไดรวดเร็ว และสามารถทําไดในปริมาณมาก  

ในงานวิจัยนี้ สวนแรกจะศึกษาและพัฒนาเคมิคัลเซนเซอร  (chemical sensor) ในการตรววจวัด
ปริมาณซัลไฟต  โดยจะอาศัยเอนไซมรีแอคเตอร (enzymatic reactor) ทําใหซัลไฟต (SO3

2-) ถูกออกซิไดสไปเปน
ซัลเฟต (SO4

2- )  และเกิดสารไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) ข้ึนดังสมการท่ี 2.3  [17] 
 

𝑆𝑆3
2−   +   𝐻2𝑂 +   𝑂2      

𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆   𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜
�⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯�      𝐻2𝑂2  +    𝑆𝑆4

2−  
 
ปริมาณไฮโดรเจนเปอรออกไซด ท่ีเกิดข้ึนจะถูกตรวจวัดดวยข้ัวไฟฟาท่ีพัฒนาข้ึน  โดยจะศึกษาและพัฒนา

วิธีในการตรึงเอนไซมซัลไฟตออกซิเดสลงบนวัสดุของแข็งเชน เม็ด beads หรือ resin และนําไปบรรจุใน 
cartridge เพ่ือนํามาใชเปนเอนไซมรีแอคเตอรซ่ึงมีความจําเพาะเจาะจงและสามารถเปลี่ยนซัลไฟตไปเปนซัลเฟต
และไฮโดรเจนเปอรออกไซดอยางมีประสิทธิภาพ  ควบคูกับการพัฒนาไฮโดรเจนเปอรออกไซดเซนเซอร เพ่ือ
ตรวจวัดปริมาณไฮโดรเจนเปอรออกไซดท่ีเกิดข้ึนดวยเทคนิคแอมเพอรโรเมทรีในระบบวิเคราะหแบบอัตโนมัติท่ี
อาศัยการไหล   โดยข้ัวไฟฟาท่ีพัฒนาข้ึนจะใชวัสดุเชิงประกอบระดับนาโน ระหวางคารบอนนาโนทิวบ (carbon 
nanotube; CNT) โกลดนาโนพารทิเคิล (Gold nanoparticles; AuNPS) และโพลิเมอรนําไฟฟา  โดยคาดวาวิธี
วิเคราะหซัลไฟตโดยใชเอนไซมรีแอคเตอรควบคูกับข้ัวไฟฟาท่ีพัฒนาข้ึนนี้จะมีขอดี  คือไมถูกรบกวนจาก
องคประกอบของสารตัวอยางเนื่องจากเอนไซมรีแอคเตอรมีจําเพาะเจาะจงตอซัลไฟตสูง  และการใชวัสดุเชิง
ประกอบระดับนาโนมาดัดแปรข้ัวไฟฟาจะทําใหไดข้ัวไฟฟาท่ีมีสภาพไวสูง (high sensitivity)   มีประสิทธิภาพใน
การตอบสนองท่ีเร็วข้ึน (rapid response) และมีความจําเพาะเจาะจงสูง (high selectivity) เนื่องจากในการวัด

(2.3) 
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จะใชศักยไฟฟาท่ีต่ํา  สามารถนําไปใชเปนเซนเซอรในการตรวจวัดปริมาณซัลไฟตแบบแอมเพอรโรเมทรีในระบบ
วิเคราะหแบบอัตโนมัติท่ีอาศัยการไหลไดอยางมีประสิทธิภาพ 

 
2.5 การพัฒนาซัลไฟตไบโอเซนเซอร  

การพัฒนาวิธีวิ เคราะหปริมาณซัลไฟตโดยใชไบโอเซนเซอรให มีความจําเพาะเจาะจง 
(selectivity) มากข้ึน  โดยการใชเอนไซมดัดแปรข้ัวไฟฟา (enzyme-modified electrode)     ทําไดโดยการตรึง
เอนไซมซัลไฟตออกซิเดสลงบนพ้ืนผิวของวัสดุเชิงประกอบระดับนาโน ของคารบอนนาโนทิวบ (carbon 
nanotube; CNT) ซ่ึงเปนวัสดุท่ีมีลักษณะท่ีเดนเปนพิเศษคือ มีพ้ืนท่ีผิวมาก, สามารถบรรจุอะตอม หรือโมเลกุล
ชนิดอ่ืนไวภายในทอไดและมีสภาพนําไฟฟาท่ีสูง [18]  และโกลดนาโนพารทิเคิล (gold nanoparticle; AuNPs) 
ซ่ึงมีสภาพนําไฟฟาสูง (high conductivity) และมีความสามารถในการ catalyze ปฏิกิริยาไดดี   จึงคาดวา 
biocatalyst ท่ีเตรียมข้ึนไดจะมีสมบัติท่ีพิเศษคือมีความจุของเอนไซม (enzyme loading) และความคงตัวของ
เอนไซม (enzyme stability) สูง ซ่ึงเปนคุณสมบัติของ biocatalyst ท่ีเปนตองการอยางยิ่งในไบโอเซนเซอร  เพ่ือ
นํามาดัดแปรข้ัวไฟฟาชนิดกลาสซีคารบอนใหเปนไบโอเซนเซอรสําหรับวิเคราะหซัลไฟตดวยเทคนิคแอมเพอรโร
เมทรท่ีีข้ัวไบโอเซนเซอรท่ีพัฒนาข้ึนควบคูกับระบบวิเคราะหแบบอัตโนมัติท่ีอาศัยการไหล  

กลไกในการวัดปริมาณซัลไฟตท่ีข้ัวไบโอเซนเซอร เริ่มจากเอนไซมซัลไฟดออกซิเดสเรงปฏิกิริยาการเกิด
ออกซิเดชันของซัลไฟต ทําใหเกิดเปน ซัลเฟตและไฮโดรเจนเปอรออกไซดดังสมการท่ี 2.4 [19] 

 
                                                                                                                     (2.4) 

 
การตรวจวัดปริมาณซัลไฟตทําไดโดยการตรวจวัดปริมาณของไฮโดรเจนเปอรออกไซดท่ีเกิดข้ึน โดยการ

ตรวจวัดกระแสท่ีเกิดข้ึนจากปฏิกิริยาดัง สมการท่ี 2.5 
                                                                                          (2.5) 

 

โดยคาดวาวิธีวิเคราะหซัลไฟตโดยใชไบโอเซนเซอรท่ีพัฒนาข้ึนนี้จะมีขอดี  คือไมถูกรบกวนจาก
องคประกอบของสารตัวอยางเนื่องจาก เอนไซมซัลไฟตออกซิเดสมีจําเพาะเจาะจงตอซัลไฟตสูง  และการใชวัสดุ
เชิงประกอบระดับนาโนมาดัดแปรข้ัวไฟฟาจะทําใหไดข้ัวไฟฟาท่ีมีสภาพไวสูง มีประสิทธิภาพในการตอบสนองท่ี
รวดเร็ว และมีความจําเพาะเจาะจงสูง  สามารถนําไปใชเปนเซนเซอรในการตรวจวัดปริมาณซัลไฟตแบบแอมเพอร
โรเมทรีในระบบวิเคราะหแบบอัตโนมัติท่ีอาศัยการไหลไดอยางมีประสิทธิภาพ 

 
2.6 ไฮโดรเจนเปอรออกไซดเซนเซอร (Hydrogen peroxide sensor) 
 

Salimi และคณะ [20] เสนอวิธีการดัดแปรข้ัวไฟฟากลาสซีคารบอนโดยใชวัสดุเชิงประกอบของ single 
walled carbon nanotubes (SWCNTs) และ สารประกอบของ Mn (2-(-((4-(-(2 
hydroxybezylidene)amino)phenanazine-1-yl)methylene)amino phenalto) หรือ สารประกอบเชิงซอน 
Mn-phenazine ซ่ึงสังเคราะหไดโดยใชกระบวนการดังรูปท่ี 2.4 
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รูปท่ี 2.4 ไดอะแกรมแสดงกระบวนการในการสังเคราะห Mn-phenazine complex [20] 
 

 เม่ือนําข้ัวไฟฟากลาสซีคารบอนท่ีดัดแปรดวย SWCNTs และสารประกอบเชิงซอน Mn-phenazine หรือ 
GC/SWCNTs/Mn-complex มาวิเคราะหดวยเทคนิค cyclic voltammetry พบวา ไฮโดรเจนเปอรออกไซดเริ่ม
เกิดรีดักชันท่ีศักยไฟฟา -0.2 V และสังเกตุเห็น catalytic reduction peak ท่ีศักยไฟฟาประมาณ -0.35 V เม่ือนํา
ข้ัวไฟฟาดังกลาวมาวิเคราะหดวยเทคนิคแอมเพอรโรเมทรีพบวา ชวงการตอบสนองแบบเปนเสนตรง (linearity 
range) ของไฮโดรเจนเปอรออกไซดอยูในชวง 1.0 µM- 1.5 mM และขีดจํากัดต่ําสุดของการวิเคราะห (limit of 
detection) มีคาเทากับ 0.2 µM  

ในป ค.ศ. 2011  You และคณะ [21] ดัดแปรข้ัวไฟฟากลาสซีคารบอนโดยใชโดยใชวัสดุเชิงประกอบของ 
multiwalled carbon nanotubes (MWCNT) และ Pd nanoparticles หลังจากนั้นใช Nafion เคลือบทับ การ
เตรียม MWCNT-Pd nanoparticles เตรียมจากการนํา MWCNT มาออกซิไดสโดยใชกรดผสม ระหวาง 

HNO3:H2SO4  (อัตราสวน 1:3)  ใหความรอนท่ีอุณหภูมิ 90 οC เปนเวลา 3 ชั่วโมงเพ่ือกําจัดสารเจือปนและทําให
พ้ืนผิวของ MWCNT เปนกรด  จากนั้นนํา MWCNT ไปเตรียมเปนสารละลายใน THF จากนั้นเติม NaSH ลงใน
สารละลายเพ่ือใหเกิดปฏิกิริยา thiolation    สาร MWCNT ท่ีไดจากการเตรียมในข้ันตอนนี้เรียก thiolated 
MWCNT นําไป disperse ในน้ํากลั่น (223.8 mg/100 mL)  จากนั้นเตรียม Pd colloid  โดยชั่ง sodium 
tetrachloropalladate (II) น้ําหนัก 249.83 mg ละลายในน้ําปริมาตร 30 mL จากนั้นเติม 4-
dimethylaminopyridine 10 mL เติมสารละลาย thiolated MWCNT (223.8 mg/ 100 mL) ลงไป จากนั้น
คอย ๆ หยดสารละลาย NaBH4 ลงไป และกวนสารละลายประมาณ 30 นาที จนกระท่ังสารละลายเปลี่ยนจากสี
เหลืองออนเปนดํา  นําสารละลายท่ีไดไปกรอง ลางดวยน้ํากลั่น ทําใหแหงใน vacuum oven จะได MWCNT-Pd 
nanoparticles.    นําสารละลาย MWCNT-Pd nanoparticles ปริมาตร 5.0 µL หยดบนผิวหนาข้ัวไฟฟากลาสซี
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คารบอน ท้ิงใหแหงท่ีอุณหภูมิหอง จากนั้นหยดสารละลาย 1% Nafion ปริมาตร 5.0 µL  จะไดข้ัวไฟฟา 
GC/MWCNT-Pd/Nafion ซ่ึงเม่ือนํามาวิเคราะหดวยเทคนิค cyclic voltammetry พบวา ไฮโดรเจนเปอร
ออกไซดเกิดรีดักชันท่ีศักยไฟฟาประมาณ -0.28 V เม่ือนําข้ัวไฟฟาดังกลาวมาวิเคราะหดวยเทคนิคแอมเพอรโรเมท
รีพบวา ชวงการตอบสนองแบบเปนเสนตรง (linearity range) ของไฮโดรเจนเปอรออกไซดอยูในชวง 1.0 µM- 10 
mM และขีดจํากัดต่ําสุดของการวิเคราะห (limit of detection) มีคาเทากับ 0.3 µM (S/N=3) 

ในป ค.ศ. 2007  Qiu และคณะ [22] รายงานวิธีวิธีการดัดแปรข้ัวไฟฟาโดยใชกระจกชนิด tin-doped 
indium oxide หรือ (ITO) ดัดแปรดวยวัสดุเชิงประกอบของโกลดนาโนพารทิเคิล (AuNPs) ท่ีดัดแปรดวย 
Prussian blue (PB @Au nanoparticle)   จากโกลดนาโนพารทิเคิลท่ีเตรียมโดยการเตรียมสารละลาย A โดยใช 
2% hydrogen tetracloroaurate ปริมาตร 1 mL มาเจือจางใหมีปริมาตร 80 mL เตรียมสารละลาย B โดยผสม 
1% trisodium citrate ปริมาตร 8 mL กับ 1% tannic acid ปริมาตร 0.2 mL จากนั้นนํามาเจือจางใหมี

ปริมาตร 20 mL  นําสารละลาย A มาใหความรอนมาใหความรอนท่ีอุณภูมิ 60 οC จากนั้นเติมสารละลาย B และ
กวนใหเขากันเปนเวลา 35 นาที จะไดสารละลายโกลดนาโนพารทิเคิล       นําสารละลายผสมของ 1.0 mM 
FeCl3 , 1.0 mM K3Fe(CN)6, 0.1 M KCl และ 0.025 M HCl ปริมาตร 10 mL เติมลงในสารละลายโกลดนาโน
พารทิเคิลมาปริมาตร 10 mL กวนสารละลายเปนเวลา 30 นาทีจะไดสารละลาย PB @Au nanoparticle  นํา
สารละลาย colloid ท่ีเตรียมไดไป centrifuge และลางดวยน้ํากลั่นหลาย ๆ ครั้ง นํา particle ท่ีไดมา disperse 
ในน้ํากลั่นปริมตร 10 mL  จากนั้นเตรียมข้ัวไฟฟา ITO ดวยเทคนิค layer-by-layer self assembly จะได
ไฮโดรเจนเปอรออกไซดเซนเซอร 

Ping และคณะ [23] ดัดแปรข้ัวไฟฟากลาสซีคารบอนโดยใชโดยใชวัสดุเชิงประกอบของ Prussian blue 
(PB) และ poly(o-phenylenediamine) (POPD) มาใชในการวัดปริมาณไฮโดรเจนเปอรออกไซด การดัดแปร
ข้ัวไฟฟาเริ่มจากการ deposit ฟลมของ Prussian blue (PB film) ดวยกระบวนการ electro-deposit  โดยนํา
ข้ัวฟากลาสซีคารบอนมาจุมในสารละลายผสมของ 2.5 mM FeCl3, 2.5 mM K3Fe(CN)6, 0.1 M KCl และ 0.1 M 
HCl ใหศักยไฟฟา 0.4 V (เทียบกับ Ag/Ag/Cl) ท่ีข้ัวไฟฟาใชงาน เปนเวลา 40 วินาที  จากนั้นนําข้ัวไฟฟาไปจุมใน
สารละลาย 0.1 M KCl และ 0.1 M HCl และใหศักยไฟฟาคาระหวาง 0.35 ถึง -0.05 V โดยใชอัตราเร็วในการ
สแกน 0.05 V/s จํานวน 20 รอบ จากนั้นนําข้ัวไฟฟามาลางดวยน้ํากลั่น และนําไปทําใหแหงในเตาอบท่ีอุณหภูมิ 

100οC เปนเวลา 1 ชั่วโมง  นําข้ัวไฟฟามาทํา electro-polymerization ชั้นของ POPD โดยการใหศักยไฟฟาคา
ระหวาง ถึง -0.05 ถึง 0.8 V โดยใชอัตราเร็วในการสแกน 0.01 V/s จํานวน 15 รอบ ในสารละลาย 0.01 M 
ฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 5.5 ท่ีมี 5.0 mM ของ OPD โมโนเมอร  ข้ัวไฟฟา GC/PB/POPD ท่ีเตรียมไดสามารถ
นํามาใชวัดการเกิดรีดักชันของไฮโดรเจนเปอรออกไซด โดยใหชวงการตอบสนองแบบเปนเสนตรงท่ีชวง 0.1 µM – 
0.12 mM และขีดจํากัดต่ําสุดของการวิเคราะหมีคาเทากับ 0.05 µM  เทคนิคท่ีพัฒนาข้ึนนี้สามารถนําไป
ประยุกตใชวิเคราะหปริมาณไฮโดรเจนเปอรออกไซดในตัวอยางเครื่องดื่ม เชน ชากลิ่นมะนาว, ชาเชียว และน้ํา
ผลไมเชน น้ําสับปะรด, น้ําแอปเปลและ น้ําองุน 

 
2.7 เทคนิคในการตรึงเอนไซมในเอนไซมรีแอคเตอร 

 
 การนําเอนไซมมาตรึง (immobilize) ลงบนวัสดุตาง ๆ เพ่ือนํามาใชเปนเอนไซมรีแอคเตอร (enzymatic 
reactor) หรือนํามาตรึงลงบนผิวหนาข้ัวไฟฟาเพ่ือนํามาดัดแปรข้ัวไฟฟาใหเปนไบโอเซนเซอรสําหรับวิเคราะห
ปริมาณสาร  การตรึงเอนไซมไมไดหมายถึงเอนไซมท้ังหมดถูกตรึง   เพราะจะทําให ความสามารถในการทํา
ปฏิกิริยาเคมีหมดไป   ดังนั้นการตรึงเอนไซม จึงหมายถึงการจํากัดตําแหนงเอนไซม ดวยวิธีการทางกายภาพ หรือ
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จํากัดตําแหนงเอนไซม ใหอยูในชองวางท่ีกําหนด  โดยการตรึงเอนไซมกับตัวยึดเกาะท่ีไมละลาย ท่ีมีหลากหลาย
ชนิด  ซ่ึงเอนไซมยังคงความสามารถในการเรงปฏิกิริยา สิ่งสําคัญของการตรึงเอนไซมท่ีตองคํานึงถึงคือ 

(1) เอนไซมยังคงแสดงความสามารถในการเรงปฏิกิริยาเคมีภายหลังการตรึงเอนไซม 
(2) สารตั้งตนสามารถเขาทําปฏิกิริยากับเอนไซมท่ีถูกตรึง โดยปราศจากการกีดขวาง ของตัวยึดเกาะหรือ

เมมเบรน และผลิตภัณฑแพรออกไดงาย 
(3) เพ่ือสรางระบบเอนไซมตรึงรูปท่ีมีความคงตัว ภายใตสภาวะการใชงานของเอนไซม ท้ังนี้การตรึง

เอนไซมจะไมเกิดประโยชนถา activity ของเอนไซมถูกทําลาย โดยกระบวนการตรึง หรือสารตั้งตนไมสามารถเขา
ทําปฏิกิริยากับเอนไซมได 

Theisen และคณะ [17] ไดพัฒนาเทคนิคในการวิเคราะหปริมาณซัลไฟตในอาหารโดยใชเทคนิค HPLC 
ควบคูกับ immobilized enzyme reactor (IMER)  โดยการนําเอนไซมซัลไฟตออกซิเดสมาตรึงใน copolymer 
ของ methacrylamide (Eupergit®)  โดยใชอัตราสวน 50 units/40mg ของ Eupergit®)  จากนั้นนําไปบรรจุ
ใน carbonate cartridge และใชเปน IMER ในระบบวิเคราะหแบบ HPLC ดังรูปท่ี 2.5  

 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

0รูปท่ี 2.5 ระบบวิเคราะหปริมาณซัลไฟตในอาหารดวยเทคนิค 0HPLC ควบคูกับ immobilized enzyme 
reactor (0HPLC-IMER) ER 1 ใชซัลไฟตออกซิเดสจากพืช (pSO)  ER2 ใชซัลไฟตออกซิเดสจากสัตว (cSO)  และ
ตัวตรวจวัด (detector) ใชข้ัวไฟฟาแพลทตินัมม (Pt electrode) ในการตรวจวัด โดยใชศักยไฟฟา 200 mV [17] 

 

  
0ระบบ HPLC-IMER ท่ีพัฒนาข้ึนเม่ือใชซัลไฟตออกซิเดสจากพืช (pSO)  0ใหชวงการตอบสนองแบบเปนเสนตรงท่ี
ชวง 0.04– 2 mg/L  (r2 = 0.9996) แตถาความเขมขนของซัลไฟตเกิน 2 mg/L จะเกินขีดความสามารถในการ
ตรวจวัดทําใหสัญญาณจากตัวตรวจวัดไมข้ึนกับปริมาณ  ขณะท่ีเม่ือ0ใชซัลไฟตออกซิเดสจากสัตว (cSO)  0ท่ีชวง 
ความเขมขน 0.04– 2 mg/L  การตอบสนองไมเปนเสนตรง (r2 = 0.8809) เม่ือนําเทคนิคท่ีพัฒนาข้ึนไปวิเคราะห
ปริมาณซัลไฟตในตัวอยางผลไม เชน องุน, พีช และมะนาว พบวาใหผลดี  
 ในป 0ค.ศ. 2008  Franchini และคณะ [24] ไดพัฒนาเทคนิคในการวิเคราะหปริมาณไฮโดรเจนเปอร
ออกไซดในน้ําผึ้งโดยใชเทคนิควิเคราะหแบบอัติโนมัติท่ีอาศัยการไหลควบคูกับ enzymatic reactor โดยการนํา
เอนไซมเปอรออกซิเดสมาตรึงในเรซินชนิด Amberlite (IRA-173)  โดยชั่งเรซินมา 250 mg เติม 0.1% กลูตารัลดี
ไฮดปริมาตร 100 µL ลงไปผสมใหเขากันโดยการกวนเปนเวลา 5 นาที จากนั้นติมเอนไซมเปอรออกซิเดส 200 
units กวนของผสมเปนเวลา 10 นาที  จากนั้นนําเรซินไปบรรจุในทอ (tygon tubing) ปดปลายดวยใยแกวและ
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นําไปใชเปน enzymatic reactor ในระบบวิเคราะหแบบ Flow Injection Analysis (FIA) ท่ีมีการตรวจวัดดวย
เทคนิคแอมเพอรโรเมทรีท่ีข้ัวไฟฟาทองท่ีมีการดัดแปรดวยแพลทตินัม (Platinum-modified gold electrode)  
โดยใชศักยไฟฟา 0.60 V ในการวัด   สัญญาณท่ีไดจากการวัดแสดงดังรูปท่ี 2.6 

 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 

 

0รูปท่ี 2.6 สัญญาณท่ีไดจากเทคนิคในการวัด0 ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ท่ีใช enzymatic reactor ใน
ระบบวิเคราะหแบบ FIA ท่ีมีการตรวจวัดดวยเทคนิคแอมเพอรโรเมทรีท่ีข้ัวไฟฟาทองท่ีมีการดัดแปรดวยแพลท
ตินัม (Platinum-modified gold electrode)  ความเขมขนของ H2O2 จาก (a) 1µM –(e) 10 µM รูปแทรก
แสดงกราฟมาตรฐานท่ีได [24]  

 
2.8 ซัลไฟตไบโอเซนเซอร 

Abass และคณะ [25] พัฒนาแอมเพอรโรเมทริกไบโอเซนเซอรสําหรับวิเคราะหปริมาณซัลไฟต 
โดยใชสารผสมระหวางเอนไซมซัลไฟตออกซิเดส และ cytochrome c ซึ่งใชเปนตัวรับอิเล็กตรอนผสมลงใน
หมึกคารบอน และนําไปพิมพเปน screen printed electrode เพื่อเตรียมเปนไบโอเซนเซอร  กลไกในการ
เกิดปฏิกิริยาที่ screen printed carbon electrode (SPCE) แสดงดังรูปที่ 2.7 ซัลไฟตเกิด oxidation โดย
การ catalyze ดวยซัลตไฟตออกซิเดส (SOD) และ cytochrome c (Cyt c) ซึ่งในโมเลกุลจะมี heme ซึ่งมี
เหล็กเปนองคประกอบมาใชเปนตัวรับอิเล็กตรอน (Fe2+/Fe3+) 

 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 2.7  ไดอะแกรมแสดงปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนท่ีผิวหนาของซัลไฟตไบโอเซนเซอรท่ีพัฒนาข้ึน 

เม่ือ SOD คือซัลตไฟตออกซิเดส และ Cyt c คือ cytochrom c  [25] 
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เมื่อศึกษาผลของ pH ของสารละลายที่ใชในการวัดในชวง 6.5 - 8.7  ผลการทดลองแสดงดัง
รูปท่ี 1.7(A) ซึ่งพบวาเมื่อคา pH เพิ่มขึ้น จาก 6.5  ถึง 7.5  คากระแสที่ไดเพิ่มขึ้นอยางมาก และเริ่มคงที่เมื่อ 
pH อยูในชวง 7.5 -8.0 คากระแสเริ่มลดลงเม่ือ pH ของสารละลายมีคาเกิน 8.0  จากผลการทดลองในรูป 2.8 
(B) พบวา pH ท่ีเหมาะสมในการวิเคราะหปริมาณซัลไฟต คือ 8.0 เนื่องจากท่ี pH 8.7  สัญญาณท่ีไดจะไมคงท่ี
และคากระแสท่ีไดมีคาลดลง  ซ่ึง Abass และคณะอภิปรายไววาอาจเกิดเนื่องมาท่ี pH เกิน 8.0  ซัลตไฟตออก
ซิเดส และ cytochrom c  เปลี่ยนโครงสรางเนื่องจากเกิดการขดตัว (folding) ทําให specific activity ลดลง 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

(A)                      (B) 
 

รูปที่ 2.8  (A) แสดงผลของ pH ของสารละลายฟอสเฟตบัฟเอรที่ใชในการวัดสัญญาณและ 
(B) คากระแสท่ีไดจากการวัดดวยเทคนิคแอมเพอรโรเมทรีโดยใชซัลไฟตไบโอเซนเซอรท่ีพัฒนาข้ึน เม่ือเติม 0.1 
M Na2SO3 ทีละ 20 µL ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร (a) pH = 8.0 และ (b) pH = 8.7 [25] 

 
 ในป ค.ศ. 2002  คณะผูวิจัย [26] ไดนําแนวความคิดในการพัฒนาไบโอเซนเซอรโดยใช

เอนไซมซัลไฟตออกซิเดส (SOD) และ cytochrom c ตรึงบน screen printed electrode (SPE) มาใชใน
การวิเคราะหหาปริมาณแกส SO2 การเตรียมไบโอเซนเซอรทําไดโดยการนํา 1.2 mg cytochrom c และ 
เอนไซมซัลไฟตออกซิเดส ละลายในสารละลายบัฟเฟอร และนําไป deposite บน polycarbonate 
membrane โดยออกแบบ SPE 2 ชนิดคือ s-type และ b-type biosensor รูปแบบดังรูปท่ี 2.9 
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 รูปท่ี 2.9  ไดอะแกรมแสดงดานขาง (side view) ของไบโอเซนเซอรท่ีพัฒนาข้ึน (A) s-type 
biosensor และ (B) b-type biosensor [26] 
  
 จากผลการทดลองพบวา ไบโอเซนเซอรท่ีพัฒนาขึ้นชนิด s-type มีสภาพไวในการวิเคราะหสูงและ
การตอบสนอง (response time) ท่ีเร็วกวาชนิด b-type  เนื่องจาก cytochrom c และ เอนไซมซัลไฟตออก
ซิเดสอยูบนผิวหนาของทรานสดิวเซอร (อิเล็กโทรด) เมื่อนําไบโอเซนเซอรที่พัฒนาขึ้นมาตรวจวัดปริมาณ
ซัลเฟอรไดออกไซดดวยเทคนิคแอมเพอรโรเมทรีผลการทดลองแสดงไดดังรูปท่ี 2.10 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

0รูปท่ี 2.10 สัญญาณท่ีไดจากการวัด SO2 ดวยเทคนิคแอมเพอรโรเมทรีท่ีไบโอเซนเซอรท่ีพัฒนาข้ึน (s-
type) [26]  
 
 ในป ค.ศ. 2010 Bahmani และคณะ [19] เสนอวิธีในการพัฒนาซัลไฟตไบโอเซนเซอรโดยตรึง
เอนไซมซัลไฟตออกซิเดสในฟลมของ polyaniline บนขั้วไฟฟาอะลูมิเนียม  ไบโอเซนเซอรที่พัฒนาขึ้นเตรียม
ไดโดยการทํา electropolymerization ของ สารละลาย 0.1 M aniline ที่มี 2.5 mg/mL เอนไซมซัลไฟต
ออกซิเดสใน ตัวทําละลาย HCl-NaH2PO4 (pH 8.5) ใหศักยไฟฟาโดยสแกนคาระหวาง 1.2 ถึง -0.5 V (เทียบ
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กับข้ัวไฟฟา SCE) เปนเวลา 30 นาที เอนไซมซัลไฟตออกซิเดสจะถูกตรึงไวในฟลมของ polyaniline ระหวาง
กระบวนการ electropolymerization  รูปท่ี 2.11 แสดงโครงสรางของ polyaniline  

 
 
 
 
 
 
0รูปท่ี 2.11 แสดงสูตรโครงสรางของ polyaniline [19]. 
 
Dinckaya และคณะ [27] รายงานการเตรียมซัลไฟตไบโอเซนเซอร  โดยการตรึงเอนไซมซัล

ไฟตออกซิเดส บนขั้วไฟฟาชนิดกลาสซีคารบอนที่ถูกเคลือบดวยฟลมบางของปรอท ขั้นตอนในการเตรียม
ไบโอเซนเซอรเริ่มจากการนําขั้วไฟฟากลาสซีคารบอนที่ทําความสะอาดมาแลวมาจุมในสารละลาย mercury 
plating solution (200 mg/L Hg2Cl2 ใน 2M HCl)  พนไนโตรเจนแกสในสารละลาย 5 นาที จากนั้นให
ศักยไฟฟาแกขั้วกลาสซีคารบอนที่ศักย -0.1 ถึง 1.2 V สองถึงสามครั้งเพื่อเตรียมผิวหนาขั้วไฟฟา จากนั้นให
ศักยไฟฟาที่ -0.8 V พรอมกวนสารละลายดวยอัตราการกวนสาร 1,800 รอบตอนาที เพื่อให mercury ไป 
deposit ท่ีข้ัวไฟฟาเปนเวลา 90 วินาที นําข้ัวไฟฟากลาสซีคารบอนท่ีมีฟลมบางของปรอทมาตรึงเอนไซม  โดย
นําเอนไซมซัลไฟตออกซิเดส (0.5 U) ที่เตรียมในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรมาผสมกับ gelatin (1mg/50 
µL)  จากนั้นนําสารละลายท่ีเตรียมได 50 µL มาหยดลงบนาข้ัวไฟฟากลาสซีคารบอนท่ีมีฟลมบางของปรอทท้ิง

ไวใหแหงในท่ีเย็น (4 οC) เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นนําขั้วไฟฟาไปจุมในสารละลาย 2.5% glutaraldehyde 
ที่เตรียมใน 0.05 M ฟอสเฟตบัฟเฟอร เปนเวลา 5 นาที จะไดซัลไฟตไบโอเซอรโดยหลักการในการวัดคือ
ออกซิเจนท่ีละลายในสารละลายจะถูกรีดิวซท่ีข้ัวไฟฟาชนิดกลาสซีคารบอนท่ีถูกเคลือบดวยฟลมบางของปรอท  
ไบโอเซนเซอรจะวัดการลดลงของออกซิเจนที่เอนไซมซัลไฟตออกซิเดสนําไปใชในการเกิดปฏิกิริยาซัลไฟต
ออกซิเดช ัน  ด ังนั ้นการว ัดปร ิมาณออกซิเจนที ่ใช ไปในการทําปฏิกิร ิยาจ ึงนําไปสู ปร ิมาฯของซัลไฟต  
ไบโอเซนเซอรที่พัฒนาขึ้นมานี้ใชวัดที่ศักยไฟฟา -0.24 V และสามารถใชกับตัวอยางอาหาร เชน ขนมปง, ซุป 
และ น้ําสม 
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บทที่ 3 

การทดลอง 
 

3.1 วัสดุอุปกรณและสารเคมี 
 

อุปกรณและเครื่องมือท่ีใชในการทดลองแสดงดังตารางท่ี 3.1 
 

ตารางท่ี 3.1 เครื่องมือท่ีใชในการทดลอง 
 

อุปกรณและเครื่องมือท่ีใชในการทดลอง บริษัท (รุน) 

Potentiostat eDAQ (EA 161) 
 eDAQ (e-corder 210) 
Ultrasonicator Scientific promotion (CT360D) 
Glassy carbon electrode (3 mm diameter) CH Instrument 
Reference electrode : Ag/AgCl CH Instrument 
Counter electrode : (Pt wire) CH Instrument 
Vertex LMS (VTX-3000L) 
Magnetic stirrer IKA (color squid ikamag) 

 
 

3.1.1 ไซคลิกโวลแทมเมทรี 
 

การทดลองไซคลิกโวลแทมแสดงดังรูปท่ี 3.1  เครื่องโพเทนชิโอสเตท รุน EA 161 และ e-
corder รุน 210 (บริษัท eDAQ) และ โวลแทมเมทริกเซลล ขนาด 25 mL (รูปแทรก, รูปท่ี 1) ประกอบดวย
ข้ัวไฟฟา 3 ข้ัว ไดแก ข้ัวไฟฟาชนิดกลาสซีคารบอน (GC) ธรรมดา (3 mm diameter) หรือ ข้ัวไฟฟากลาสซี
คารบอนท่ีโมดิฟายดดวยคอมโพสิตของคารบอนนาโนทิวปโพลีอะนิลีนและอนุภาคทองนาโนเปนข้ัวไฟฟาใชงาน 
(AuNPs_MWCNT-COOH_PANi_GC),  ข้ัวไฟฟา Ag/AgCl  เปนข้ัวไฟฟาอางอิง และใชลวด Pt เปนข้ัวไฟฟาชวย   
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รูปท่ี 3.1 การทดลองไซคลิกโวลแทมโมแกรมเครื่องมือท่ีใชในการทดลอง รูปแทรกแสดงโวลแทมเมทริก

เซลล  

 

 

3.1.2  ระบบวิเคราะหแบบแอมเพอรโรเมทรใีนระบบท่ีมีการไหล (Flow injection analysis with 
amperometric detection) 

 
 

ระบบวิเคราะหแบบแอมเพอรโรเมทรีท่ีข้ัวไฟฟาท่ีพัฒนาข้ึน แสดงดังรูปท่ี 3.2  HPLC ปม รุน 
LC-10AD  (บริษัท Shimadzu), Injector ปริมาตร loop 20 µL (บริษัท Rheodyne), เครื่องโพเทนชิโอสเตท รุน 
EA 161 และ e-corder รุน 210 (บริษัท eDAQ) และ thin layer flow cell  (รูปแทรก, รูปท่ี 3.2) ประกอบดวย
ข้ัวไฟฟา 3 ข้ัว ไดแกข้ัวไฟฟากลาสซีคารบอนท่ีโมดิฟายดดวยคารบอนนาโนคอมโพสิตเปนข้ัวไฟฟาใชงาน, 
ข้ัวไฟฟา Ag/AgCl เปนข้ัวไฟฟาอางอิง และใชทอ stainless steel เปนข้ัวไฟฟาชวย  active area สําหรับ
ข้ัวไฟฟาใชงานเทากับ 0.06 cm2  ใชสารละลายฟอสเฟตความเขมขน 0.1 M เปนสารละลายตัวพา (carrier 
solution)  
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รูปท่ี 3.2 แมนิโฟลดของระบบโฟลอินเจคชันอะนาลิซิสท่ีตรวจวัดดวยเทคนิคแอมเพอรโรเมทรีท่ีข้ัวไฟฟา 
ท่ีพัฒนาข้ึน  รูปแทรกแสดงภาพของ thin layer flow cell  

 
 

สารเคมีท่ีใช เกรดของสารเคมีและบริษัทผูผลิตสารเคมีแสดงดังตารางท่ี 3.2 
 
ตารางท่ี 3.2 สารเคมีท่ีใชในการทดลอง 

 

สารเคมี เกรด บริษัท 

aniline (C6H5NH2) AR Sigma-Aldrich 
o-Aminobenzoic acid (C7H7NO2) AR Sigma-Aldrich 
Ammonium persulfate ((NH4)2S2O8) AR Fluka 
Chitosan, CS (C6H11O4N)n AR Sigma-Aldrich 
di-Sodium hydrogen phosphate anhydrous (Na2HPO4) AR Carlo Erba 
Hydrogen peroxide (H2O2) AR Merck 
Potassium di-hydrogen phosphate (KH2PO4) AR Sigma-Aldrich 

Horseradish peroxidase (HRP) EC 1.11.1.7 Mr ˜ 40,000 
(Lit.) Unit 969.65 U/mg 

AR Fluka 

Ascorbic acid (C6H8O6) AR Sigma-Aldrich 
Dopamine (C8H11NO2) AR Sigma-Aldrich 
Uric acid (C5H4N4O3) AR Acros 
D(+)-glucose AR Sigma-Aldrich 
Multiwall carbon nanotubes, MWCNT (95%) - NanoLab 
Carboxylic functionalized MWCNT - NanoLab 

Carrier solution 

https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=0CDMQFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FHorseradish_peroxidase&ei=GXlxUaOgEYfLrQfhsYHoBw&usg=AFQjCNHWZiuvbltQmnWSk0dXm8bmNc2TpA&sig2=DWNhuzJvuc2Zo9XoqXT-NQ&bvm=bv.45373924,d.bmk
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ตารางท่ี 3.2 สารเคมีท่ีใชในการทดลอง (ตอ) 

 

สารเคมี เกรด บริษัท 

Amino functionalized MWCNT - NanoLab 
Hydrogen tetrachloro aurate (HAuCl4) AR Sigma-Aldrich 
Sodium sulfite (Na2SO3) AR Acros 
Glutaraldehyde AR Sigma-Aldrich 

 

3.2 การเตรียมสารเคมี 

 
สารละลายอะนิลีน  ความเขมขน 0.1 M  เตรียมโดยปเปตอะนิลีนบริสุทธมา  ปริมาตร  46 µL 

ละลายดวยสารละลาย  H2SO4  ความเขมขน  0.5 M  ปริมาตรเล็กนอย  ปรับปริมาตรใหครบ  5 mL ในขวดวัด
ปริมาตร    

สารละลาย  MWCNT  ความเขมขน  10 mg/mL  เตรียมโดยชั่ง MWCNT (หรือ MWCNT-COOH 
หรือ MWCNT-NH2) มา 0.01 ± 0.0005 g ละลายในสารละลายกรดผสมระหวาง H2SO4/HNO3 (3:1) ปริมาตร 
1.00 mL  นําไป sonicate ดวยเครื่อง  ultrasonicate  เปนเวลา 2 ชั่วโมง 

สารละลายผสม  MWCNT-COOH/aniline  เตียมโดยปเปตสารละลายอะนิลีน  ความเขมขน 0.5 
mM  ปริมาตร 1.00 mL  เตมิลงในสารละลาย  MWCNT-COOH  ความเขมขน 10 mg/mL ปริมาตร 1.50 mL  
ผสมใหเขากันโดยนําไป sonicate ดวยเครื่อง ultrasonicate เปนเวลา 10 นาที 

สารละลาย  Na3C6H5O7  ความเขมขน  38.8 mM    เตรียมโดยชั่ง  Na3C6H5O7 • 2H2O  มา  
0.5 ± 0.005 g ละลายดวยน้ํา  DI  ปรับปริมาตรใหครบ  50 mL   

สารละลายอนุภาคทองนาโน  ความเขมขน  0.02 % เตรียมจากสารละลาย HAuCl4  ความเขมขน  
1.0 mM  โดยชั่ง  HAuCl4  มา  0.01 ± 0.0005 g  ละลายดวยน้ํา  DI-ปรับปริมาตรใหครบ 50  mL  จากนั้นป
เปตสารละลาย  HAuCl4 ความเขมขน  1.0 mM  ปริมาตร  20 mL เติมลงในขวดแกว ใสแทงแมเหล็กสําหรับ
กวนสาร  กวนสารละลายท่ี  1,000  รอบตอนาที (rpm)  พรอมกับใหความรอนท่ี 75 ˚C  เปนเวลา 10 นาที จะ
สังเกตเห็นไอน้ําเกาะท่ีผิวดานขางของขวดแกว  คอยๆ เติมสารละลาย  Na3C6H5O7  ความเขมขน  38.8 mM  
ปริมาตร   2.00 mL    เม่ือเติมครบแลวเพ่ิมอุณหภูมิเปน  125 ˚C  พรอมกับกวนสารละลายตอไป  20  นาที  จะ
ได สารละลายอนุภาคทองนาโน (AuNPs) ท่ีมีสีแดง  ท้ิงใหสารละลายเย็นลงท่ีอุณหภูมิหอง  จากนั้นนําสารละลาย
อนุภาคทองนาโน  AuNPs  ท่ีไดไปเก็บไวในตูเย็นท่ีอุณหภูมิ 4 ˚C 

สารละลายอนุภาคเงินนาโน  (AgNPs) คอยๆ เติมสารละลาย silver nitrate ความเขมขน 1.0 mM  
ปริมาตร 10 mL อยางชาๆลงในสารละลาย  sodiumborohydride ความเขมขน  2.0 mM  ปริมาตร 30 mL  
ภายใตสภาวะท่ีมีการกวนตลอดเวลา  สารละลายท่ีไดจะมีสีเหลืองสวาง   ทําการกวนตอไปอีก 3 นาที  เก็บ
สารละลายอนุภาคเงินนาโน (AgNPs)  ในขวดแกวท่ีอุณหภูมิ 4 ˚C 

สารละลายซัลไฟต  ความเขมขน  1 M  ชั่ง  Na2SO3  มา 12.604 ± 0.005 g  ละลายดวยน้ํา  DI  
ปริมาตรเล็กนอย  เทสารละลายลงในขวดวัดปริมาตรขนาด  100  mL  ปรับปริมาตรใหถึงขีดดวยน้ํา DI  เก็บ
สารละลายท่ีไดในขวดแกวสีชา  ท่ีอุณหภูมิ 4˚C 
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สารละลายไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขน 0.1 M เตรียมโดยชั่ง Na2HPO4 มา 14.196 ± 
0.05 g ละลายดวยน้ํา DI ปริมาณเล็กนอย เทลงในขวดปริมาตรขนาด 1,000 mL ปรับปริมาตรจนถึงขีดดวยน้ํา 
เก็บไวในขวดแกวเก็บสาร 

สารละลายโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต ความเขมขน 0.1 M เตรียมโดยชั่ง KH2PO4 มา 
13.607 ± 0.005 g ละลายดวยน้ํา DI ปริมาณเล็กนอย เทลงในขวดปริมาตรขนาด 1,000 mL ปรับปริมาตรจนถึง
ขีดดวยน้ํา เก็บไวในขวดแกวเก็บสาร 

สารละลายเอนไซมฮอรสเเรดิชเปอรออกซิเดส (HRP) เตรียมโดยชั่งเอนไซม HRP จํานวน 4 mg 
ละลายในน้ํา DI ปริมาตร 1 mL จะไดสารละลายเอนไซมฮอรสเเรดิชเปอรออกซิเดส ความเขมขน 4 mg/mL 

สารละลายกรดอะซิติก ความเขมขน 2 % เตรียมโดยตวงสารละลาย 99.9 % กรดอะซิติก ปริมาตร 
0.2 mL เทลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 10 mL ปรับปริมาตรจนถึงขีดดวยน้ํา DI 

สารละลาย 0.4% chitosan (CS) เตรียมโดยชั่ง CS จํานวน 0.2 g ละลายใน 5 mL 1.0 M HCl ตั้ง
กวนท้ิงไวจนกระท่ัง CS ละลายเปนเจลหมด จากนั้นปรับปริมาตรใหได 50 mL จะไดสารละลายความเขมขน 
0.4% CS 

สารละลายมาตรฐานไฮโดรเจนเปอรออกไซด ความเขมขน 1 M เตรียมโดยตวงสารละลายมาตรฐาน
ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ความเขมขน 30% ปริมาณ 9.99 mL เทลงในขวดปรับปริมาตรขนาด 100 mL ปรับ
ปริมาตรดวยน้ํา DI เก็บไวในขวดแกวเก็บสาร 
 

 
3.3 การพัฒนาซัลไฟตเคมิคัลเซนเซอร และข้ัวไฟฟาไฮโดรเจนเปอรออกไซดสําหรับวิเคราะหปริมาณ 

ซัลไฟต 
 

3.3.1 การทําอิเล็กโทรโพลิเมอรเซชันของโพลิอะนิลีน 
3.3.1.1  การทําความสะอาดข้ัวไฟฟากลาสซีคารบอน 

ทําความสะอาดข้ัวไฟฟากลาสซีคารบอน  โดยขัดผิวหนาข้ัวไฟฟาดวยผงอะลูมินากับผา

สักหลาด  ขัดข้ัวไฟฟาโดยใชผงอลูมินาขนาด 1.0 , 0.3  และ 0.05 ไมครอน ตามลําดับ จากนั้นลางใหสะอาดดวย

น้ํากลั่น นําไป sonicate กับน้ํา DI เปนเวลา 2 นาที แลวเปาใหแหงหยดสารละลายคารบอนนาโนทิวป-ไคโตซาน

คอมโพสิตบนข้ัวไฟฟากลาสซีคารบอน 20 ไมโครลิตร ท้ิงไวในแหงท่ีอุณหภูมิหอง 

   

3.3.1.2  การเตรียมข้ัวไฟฟา  MWCNT-COOH_GC  
 จุมข้ัวไฟฟากลาสซีคารบอนท่ีทําความสะอาดแลวลงในสารละลายผสมระหวาง  
MWCNT-COOH  ความเขมขน  10 mg/mL  ปริมาตร 1.00 mL และสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร  ความเขมขน  
0.067 M  (pH 7)  ปริมาตร 11.50  mL  ใหศักยไฟฟาแบบไซคลิกระหวาง  0.0 – 1.0 V. (RE: Ag/AgCl, AE: Pt) 
30  รอบ  ในอัตราการแสกน 50 mV/s  พรอมท้ังกวนสารละลาย  650 รอบตอนาที  ตลอดเวลา  ลางข้ัวไฟฟา
ดวยน้ํา  DI  จะไดข้ัวไฟฟา  MWCNT-COOH_GC  ท้ิงใหผิวหนาข้ัวไฟฟาแหงท่ีอุณหภูมิหอง   
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3.3.1.3  การเตรียมข้ัวไฟฟา  AuNPs_GC   
 จุมข้ัวไฟฟากลาสซีคารบอนท่ีทําความสะอาดแลวลงในสารละลายผสมระหวาง  AuNPs 
ความเขมขน 0.02 % ปริมาตร  1.50 mL และสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอ  ความเขมขน  0.067 M  pH 7 
ปริมาตร  11.00 mL ใหศักยไฟฟาแบบไซคลิกระหวาง  -0.3  ถึง  + 0.9 V. (RE: Ag/AgCl, AE: Pt) 10 รอบ  
ดวยอัตราการแสกน 50 mV/s พรอมท้ังกวนสารละลาย 650 รอบตอนาที ตลอดเวลา จะไดข้ัวไฟฟา  AuNPs_GC  
ลางข้ัวไฟฟาดวยน้ํา  DI  แลวท้ิงใหแหงท่ีอุณหภูมิหอง 
 

3.3.1.4 การเตรียมข้ัวไฟฟา  MWCNT-COOH_PANi_GC   
 จุมข้ัวไฟฟากลาสซีคารบอนท่ีทําความสะอาดแลวลงในสารละลายผสมระหวาง  
MWCNT-COOH/aniline  (1.5:1)  ปริมาตร 1.00 mL และสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร  ความเขมขน  0.067 
M  (pH 7)  ปริมาตร 11.50  mL  ใหศักยไฟฟาแบบไซคลิกระหวาง  0.0 – 1.0 V. (RE: Ag/AgCl, AE: Pt) 30  
รอบ  ในอัตราการแสกน 50 mV/s  พรอมท้ังกวนสารละลาย  650 รอบตอนาที  ตลอดเวลา  จะเกิดการพอลี
เมอรไรเซชันของอะนิลีน เกิดเปนพอลีอะนิลีน (PANi)  ลางข้ัวไฟฟาดวยน้ํา  DI  จะไดข้ัวไฟฟา  MWCNT-
COOH_PANi_GC  ท้ิงใหผิวหนาข้ัวไฟฟาแหงท่ีอุณหภูมิหอง   

 
3.3.1.5 การเตรียมข้ัวไฟฟา  AuNPs_MWCNT-COOH_PANi_GC  

  จุมข้ัวไฟฟา MWCNT-COOH_PANi_GC ท่ีเตรียมดังหัวขอท่ี  2.4.4  ลงในสารละลาย
ผสมระหวาง  0.02 % AuNPs ปริมาตร  1.50 mL และสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร  ความเขมขน  0.067 M  
pH 7 ปริมาตร  11.00 mL ใหศักยไฟฟาแบบไซคลิกระหวาง  -0.3  ถึง  + 0.9 V. (RE: Ag/AgCl, AE: Pt)  10  
รอบ  ในอัตราการแสกน 50 mV/s พรอมท้ังกวนสารละลาย 650 รอบตอนาที ตลอดเวลา จะไดข้ัวไฟฟา  
AuNPs_MWCNT-COOH_PANi_GC  ลางข้ัวไฟฟาดวยน้ํา  DI  แลวท้ิงใหแหงท่ีอุณหภูมิหอง 

 

การเตรียมข้ัวไฟฟาชนิด AuNPs_MWCNT-COOH_PANi_GC  ในข้ันตอนการโมดิฟายดข้ัวไฟฟาดวย

กระบวนการ electropolymerization อะนิลีน (PANi)  และ electro-deposit อนุภาคทองนาโนบนผิวหนาของ

ข้ัวไฟฟากลาสซีคารบอน แสดงดังรูปท่ี 3.3  
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รูปท่ี 3.3  ข้ันตอนการโมดิฟายดข้ัวไฟฟาดวยกระบวนการ (A) electropolymerization อะนิลีน (PANi)  

และ (b) electro-deposit อนุภาคทองนาโนบนผิวหนาของข้ัวไฟฟากลาสซีคารบอน 

 
3.3.2 การเตรียมข้ัวไฟฟาชนิดกลาสซีคารบอนท่ีดัดแปรดวยมัลติวอลลคารบอนนาโนทิวป-พีดีดีเอ-

อนุภาคทองนาโน (CNTs-PDDA-AuNPs/GC) 
 

  3.3.2.1  สารละลายอนุภาคทองนาโน ความเขมขน 0.02% (0.02% AuNPs) 
  สารละลาย HAuCl4 ความเขมขน 1.0 mM โดยชั่ง HAuCl4 มา 0.01 ± 0.0005 g ละลายดวย
น้ํา DI ปริมาตรเล็กนอย เทสารละลายลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 50  mL ปรับปริมาตรใหถึงขีดดวยน้ํา DI  
  สารละลาย Na3C6H5O7 ความเขมขน 38.8 mM โดยชั่ง Na3C6H5O7 .2H2O มา 0.5 ± 0.005 
g ละลายดวยน้ํา DI ปริมาตรเล็กนอย เทสารละลายลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 50 mL ปรับปริมาตรใหถึงขีดดวย
น้ํา DI 
  ปเปตสารละลาย HAuCl4 ความเขมขน 1.0 mM ปริมาตร 20 mL เติมลงในขวดแกวเก็บสาร ใส
แทงแมเหล็กสําหรับกวนสาร กวนสารละลายท่ี 1,000 รอบตอนาที (rpm) พรอมกับใหความรอนท่ี 75 ˚C เปน
เวลา 10 นาที จากนั้นเติมสารละลาย Na3C6H5O7 ความเขมขน  38.8 mM ปริมาตร 2.00 mL เม่ือเติมครบแลว
เพ่ิมอุณหภูมิเปน 125 ˚C พรอมกับกวนสารละลายตอไป 20 นาที จะไดสารละลายอนุภาคทองนาโน (AuNPs) ท่ีมี
สีแดง ท้ิงใหสารละลายเย็นลงท่ีอุณหภูมิหอง จากนั้นนําสารละลายอนุภาคทองนาโนท่ีไดไปเก็บไวในตูเย็นท่ี
อุณหภูมิ 4 ˚C แผนภาพข้ันตอนการเตรียมสารละลายอนุภาคทองนาโนแสดงดังรูปท่ี 3.4 
 

 

A B
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รูปท่ี 3.4 ข้ันตอนวิธีการเตรียมสารละลายอนุภาคทองนาโน 

 

3.3.2.2 สารละลาย MWCNT-COOH  
  ชั่งคารบอนนาโนทิวปมา 20 mg แลวละลายในสารละลายกรดผสมระหวาง H2SO4/HNO3 
(3:1) ปริมาตร 10 mL นําไปนําไปผานการใชคลื่นเสียงความถ่ีสูง (sonicate) ดวยเครื่อง ultrasonicator เปน
เวลา 5 ชั่วโมง จากนั้นนํามาทําการหมุนเหวี่ยง (centrifuge) แลวลางดวยน้ํา DI จนมี pH 7.0 ตรวจสอบโดยใช
กระดาษลิตมัสแลวนํามาอบท่ีอุณหภูมิ 110 ˚C แผนภาพข้ันตอนการเตรียมสารละลายมัลติวอลลคารบอนนาโน
ทิวปท่ีมีหมูฟงกชันคารบอกซิลิกแสดงดังรูปท่ี 3.5     
  

 
                                                  

 
 
 
 
รูปท่ี 3.5 ข้ันตอนวิธีการเตรียมสารละลายมัลติวอลลคารบอนนาโนทิวปท่ีมีหมูฟงกชันคารบอกซิลิก 

 
3.3.2.3  สารละลาย MWCNT-PDDA และ MWCNT-PDDA-AuNPs 

  ชั่งมัลติวอลลคารบอนนาโนทิวปท่ีมีหมูฟงกชันคารบอกซิลิก ท่ีสังเคราะหไดดังหัวขอ 3.3.2.2 มา 
10 mg แลวเติมสารละลาย 0.25% PDDA (0.5 M NaCl) ปริมาตร 20 mL นําไปผานการใชคลื่นเสียงความถ่ีสูง 
(sonicate) เปนเวลา 30 นาที จากนั้นนําไปหมุนเหวี่ยง (centrifuge) เปนเวลา 30 นาที ลางดวยน้ํา DI 3 ครั้ง 
แลวทําใหแหงโดยอบอุณหภูมิ 70-80 ˚C จะได MWCNT-PDDA แลวชั่ง MWCNT-PDDA มา 4 mg/mL แลวเติม
น้ํา DI 1 mL นําไปผานคลื่นความถ่ีสูง (sonicate) 3 ชั่วโมง จะได MWCNT-PDDA แผนภาพการเตรียม
สารละลาย MWCNT-PDDA แสดงดังรูปท่ี 3.6 
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0.25% PDDA (0.5 M NaCl) 20 mL

Sonicate 30 minute Centrifuge 30 minute wash with DI water 
(3 time) dried 
at 70-80 oC

10 mg MWCNT-COOH

MWCNT-PDDA

 
 
รูปท่ี 3.6 ข้ันตอนการเตรียมสารละลาย MWCNT-PDDA 
 

สารละลาย CNT-PDDA-AuNPs เตรียมโดย ฃั่ง CNT-PDDA มา 4 mg/mL แลวเติมสารละลาย 
AuNPs  ความเขมขน 0.02%  1 mL แลว sonicate 3 ชั่วโมงจะได MWCNT-PDDA-AuNPs  

 

3.3.2.4 การดัดแปรข้ัวไฟฟากลาสซีคารบอน 
   การเตรียมข้ัวไฟฟา GC/MWCNT-PDDA 

นําข้ัวไฟฟาท่ีทําความสะอาดแลวมาหยดสารละลาย MWCNT-PDDA ความเขมขน 4 
mg/mL ปริมาตร 40 µL ลงบนผิวหนาข้ัวไฟฟาจากนั้นท้ิงใหแหงท่ีอุณหภูมิหองจะไดข้ัวไฟฟา GC/MWCNT-
PDDA 

การเตรียมข้ัวไฟฟา GC/MWCNT-PDDA-AuNPs  
นําข้ัวไฟฟาท่ีทําความสะอาดแลวมาหยดสารละลาย MWCNT-PDDA-AuNPs ปริมาตร 

40 µL ลงบนผิวหนาข้ัวไฟฟาจากนั้นท้ิงใหแหงท่ีอุณหภูมิหองจะไดข้ัวไฟฟา GC/MWCNT-PDDA-AuNPs 
 
การเตรียมข้ัวไฟฟา GC/MWCNT-PDDA/AuNPs 
นําข้ัวไฟฟาท่ีทําความสะอาดแลวมาหยดสารละลาย MWCNT-PDDA ความเขมขน  4 

mg/mL ปริมาตร 40 µL ลงบนผิวหนาข้ัวไฟฟาจากนั้นท้ิงใหแหงท่ีอุณหภูมิหอง แลวหยดสารละลาย AuNPs  
ความเขมขน 0.02% ปริมาตร 40 µL แลวท้ิงใหแหงท่ีอุณหภูมิหองอีกครั้ง จะไดข้ัวไฟฟา GC/MWCNT-
PDDA/AuNPs 

การเตรียมข้ัวไฟฟา GC/ AuNPs/MWCNT-PDDA 
นําข้ัวไฟฟาท่ีทําความสะอาดแลวมาหยดสารละลาย AuNPs ความเขมขน 0.02% 

ปริมาตร 40 µL ลงบนผิวหนาข้ัวไฟฟาจากนั้นท้ิงใหแหงท่ีอุณหภูมิหอง แลวหยดสารละลาย MWCNT-PDDA 
ความเขมขน 4 mg/mL ปริมาตร 40 µL แลวท้ิงใหแหงท่ีอุณหภูมิหองอีกครั้ง จะไดข้ัวไฟฟา GC/AuNPs 
/MWCNT-PDDA 
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3.3.3 การเตรียมข้ัวไฟฟาไฮโดรเจนเปอรออกไซดไบโอเซนเซอร CS/HRP-p(Ani-co-o-Aba)/GCE 
 

3.3.3.1 การสังเคราะห Polyaniline-co-aminobenzoic acid หรือ p(Ani-co-o-Aba) 
   โคพอลิเมอรของ p(Ani-co-o-Aba) ดวยวิธี Interfacical copolymerization ไดสังเค
ระหตามข้ันตอนซ่ึงมีรายละเอียดดังนี้ เตรียมสารละลายของ aniline (Ani) และ o-aminobenzoic acid (o-Aba) 
ใน 5 mL คลอโรฟอรม (CHCl3) โดยใชอัตราสวนโมล 0.8:0.2, 0.6:0.4, 0.4:0.6 และ 0.2:0.8 ตามอัตราสวนดัง
ตารางท่ี 3.3 
 

ตารางท่ี 3.3 แสดงปริมาณของ Anix : Abay  ในอัตราสวนตางๆ  
 

AnixAbay Aniline (ml) o-Aminobenzoic acid (g) 

Ani0.2Aba0.8 0.036 0.2192 
Ani0.4Aba0.6 0.073 0.1645 
Ani0.6Aba0.4 0.109 0.1097 
Ani0.8Aba0.2 0.140 0.0584 

 
จากนั้นเตรียมสารละลาย (NH4)2S2O8 ใน 5 mL 1.0 M HCl เสร็จแลวเทสารละลาย 

(NH4)2S2O8 ลงบนสารละลายของ Ani และ o-Aba ท้ิงสารละลายของผสมไว 24 ชั่วโมง ท่ีอุณหภูมิหอง เพ่ือให
เกิดตะกอนของโคพอลิเมอรของ p(Ani-co-o-Aba) จากนั้นลางตะกอนของ p(Ani-co-o-Aba) ท่ีเกิดข้ึนดวย
สารละลาย 1.0 M HCl น้ําปราศจากไอออน (DI H2O) และเอทานอล ตามลําดับ แลวท้ิงไวใหแหง จะไดโคพอลิ
เมอรของ p(Ani-co-o-Aba) ตามสัดสวนท่ีตองการ (รูปท่ี 3.7) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 3.7 แสดงสารละลาย Anix : Abay  ท่ีเตรียมไดโดยใชการผสมในอัตราสวนตางๆ  
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3.3.3.2 ไฮโดรเจนเปอรออกไซดไบโอเซนเซอร CS/HRP-p(Ani-co-o-Aba)/GCE 

   นําข้ัวไฟฟากลาสซีคารบอน (GCE) ท่ีแหงแลวนี้มาเตรียมข้ัว CS/HRP-p(Ani-co-o-
Aba)/GCE ซ่ึงมีรายละเอียดดังนี้ ผสม 20 µL ของ p(Ani-co-o-Aba) ความเขมขน 10 mg/mL และ 20 µL ของ 
HRP ความเขมขน 4 mg /mL นําไปผานกระบวนการผสม (vertex) เปนเวลา 30 นาที หลังจากนั้น นํา 10 µL 
ของสารละลายผสมระหวาง HRP-p(Ani-co-o-Aba) หยดลงบนข้ัว GCE หลังจากท่ีตัวทําละลายระเหยออกไปแลว 
เคลือบข้ัวไฟฟาดวย 5 µL ของ CS ความเขมขน 0.4% เม่ือท้ิงไวจนข้ัวไฟฟาแหง ใหลางดวยสารละลายฟอสเฟส
บัฟเฟอร (ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร , pH 6.5) ความเขมขน 0.1 M  การเตรียมข้ัวไฟฟาอ่ืนๆ ทําในลักษณะ
เชนเดียวกัน เพียงแคเปลี่ยนชนิดของ p(Ani-co-o-Aba)  จากนั้น เก็บข้ัวไฟฟาท่ีไดไวท่ีอุณหภูมิ 4 oC เม่ือไมไดใช
งาน  ข้ันตอนการทดลองแสดงดังรูปท่ี 3.8 
 

 

 

 

 

 

 
รูปท่ี 3.8 ข้ันตอนเตรียมข้ัว CS/HRP-p(Ani-co-o-Aba)/GCE 

 
  ทําการวิเคราะหทางเคมีไฟฟาดวยระบบ 3 ข้ัวไฟฟา ไดแก CS/HRP-p(Ani1-x-co-o-Abax)/GCE 

เปนข้ัวไฟฟาใชงาน (WE) Ag/AgCl (sat. 3.0 M KCl) เปนข้ัวไฟฟาอางอิง (RE) และ Pt เปนข้ัวไฟฟาชวย (CE) 
ศึกษาคุณสมบัติทางไฟฟา โดยการแสกนคาศักยไฟฟาจาก -0.6 V and +0.4 V (vs. Ag/AgCl) ในสารละลาย ใน
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร  (pH 6.5) ความเขมขน 0.1 M ท่ีอ่ิมตัวดวย N2 ในสภาวะท่ีไมเติมและเติม 
ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ดังแสดงในรูปท่ี 3.9 

 

   
 

รูปท่ี 3.9 การวิเคราะหดวยเทคนิคทางเคมีไฟฟา 

30 นาที 

vertex 

20 µL 

10 µL PAnix:Abay/HRP 

p(Ani1-x-co-o-Abax)  

HRP  

CS/HRP-p(Ani1-x-co-o-Abax)/GCE 

20 µL 

5 µL 0.4%CS 

WE 

Electrolytic solution 

Magnetic stirrer 

RE 

CE 
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บทที่ 4 
ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 

 
 
4.1 การทําอิเล็กโทรโพลิเมอรเซชันของโพลิอะนิลีน 

 
 จากการศึกษาหาองคประกอบท่ีเหมาะสมในการโมดิฟายดข้ัวไฟฟากลาสซีคารบอนใหเปนซัลไฟต
เซนเซอร  ไดทําการทดลองโดยเปรียบเทียบข้ัวไฟฟาจํานวน 5 ชนิด (A-E) ไดแก A) GC, B) AuNPs_GC ,C)  
MWCNT-COOH_GC, D) MWCNT-COOH_PANI_GC และ E) AuNPs_MWCNT-COOH_PANI_GC โดยใช
เทคนิคไซคลิกโวลแทมเมทรีในการศึกษาปฏิกิริยาออกซิเดชันของซัลไฟตท่ีความเขมขน 5, 10 และ 15 mM  
 ผลการทดลองศึกษาหาองคประกอบท่ีเหมาะสมตอการพัฒนาซัลไฟตเซนเซอรแสดงดัง รูปท่ี 4.1  และ
ศักยไฟฟาท่ียอดพีกแสดงดังตารางท่ี 4.1 
 

ตารางท่ี 4.1  แสดงคาศักยไฟฟาท่ียอดพีกอาโนดิก (Ep,a)  และคากระแสอาโนดิก (i0.6 V) ของซัลไฟตท่ี
ความเขมขน  15 mM  

 
Electrode  code Modified  electrode Ep,a (V) I 0.6 V  (µA) 

A GC 0.93 10.17 
B AuNPs_GC 0.80 18.66 
C MWCNT-COOH_GC 0.85 26.97 
D MWCNT-COOH_PANi_GC - 22.07 
E AuNPs_MWCNT-COOH_PANi_GC 0.75 60.49 

* I 0.6 V  คือ  คากระแสไฟฟาท่ีศักยไฟฟา 0.6 V  ของสารละลายมาตรฐานซัลไฟตท่ีความเขมขน  15 mM 

 
 เม่ือพิจารณาผลการทดลองจากไซคลิกโวลแทมโมแกรม  (รูปท่ี 4.1)  และศักยไฟฟาท่ียอดพีกจาก
ปฏิกิริยาออกซิเดชันของซัลไฟตจากตารางท่ี 4.1  จะเห็นไดวาข้ัวไฟฟา (A) , (C) และ (D) ซัลไฟตเกิดปฏิกิริยา
ออกซิเดชันท่ีศักยไฟฟาสูงกวา  0.80 V  ในขณะท่ีข้ัวไฟฟา (B) และ (E) เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของซัลไฟตท่ี
ศักยไฟฟาเทากันท่ี 0.80 และ 0.75 V ตามลําดับ ซ่ึงในการตรวจวัดปฏิกิริยาออกซิเดชันของซัลไฟตนั้นถาใช
ศักยไฟฟาท่ีสูงเกินไปจะทําใหองคประกอบอ่ืนๆ ท่ีมีอยูในตัวอยางและสามารถเกิดออกซิเดชันไดรบกวนการ
วิเคราะห   

เม่ือพิจารณากระแสไฟฟาท่ีศักยไฟฟา  0.6 V (i 0.6 V) ของสารละลายมาตรฐานซัลไฟตท่ีความเขมขน 15 
mM  พบวาข้ัวไฟฟา (E) หรือ AuNPs_MWCNT-COOH_PANi_GC ซ่ึงมีการ electropolymerization 
polyaniline โดยใชสารละลายอะนิลีนในเมทริกของ MWCNT และมีการ electro-deposit อะนุภาคทองนาโน 
ลงบนข้ัวไฟฟา ใหคากระแสท่ีสูงท่ีสุด คือ 60.49 µA   องคประกอบของข้ัวไฟฟาชนิดนี้จึงเหมาะสมในการนํามา
พัฒนาเปนเซนเซอรเพ่ือใชในการวิเคราะหซัลไฟตตอไป 
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รูปท่ี 4.1 ไซคลิกโวลแทมโมแกรมของสารละลายมาตรฐานซัลไฟตท่ีความเขมขน  5, 10 และ 15 mM  
ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร  pH 7.0  ความเขมขน  0.067 M  ใหศักยไฟฟาแบบไซคลิก  แสกนจาก 0.0 – 
1.0 V ดวยอัตราเร็วในการแสกน  20 mV/s (RE : Ag/AgCl , AE : Pt)  ของข้ัวไฟฟาแตละชนิดท่ีพัฒนาข้ึน 



  

 
-การศึกษาหาชนิดของอนุภาคโลหะนาโน (metal nanoparticles) ท่ีเหมาะสมตอการพัฒนาซัล

ไฟตเซนเซอร 
 ในการศึกษาชนิดของโลหะนาโนท่ีเหมาะสมตอการพัฒนาซัลไฟตเซนเซอรโดยใชเทคนิคไซคลิกโวลแทม
เมทรี  และแอมเพอรโรเมทรี   จากการศึกษาโดยใชเทคนิคไซคลิกโวลแทมเมทรีในการศึกษาปฏิกิริยา
ออกซิเดชันของซัลไฟตท่ีความเขมขน  5 , 10 และ 15  mM  โดยใชสารละลายสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร  
pH 7.0   ความเขมขน  0.067 mM  เปนสารอิเล็กโตรไลตเก้ือหนุน  โดยเปรียบเทียบการเกิดปฏิกิริยาท่ี
ข้ัวไฟฟาท่ีพัฒนาดวยอนุภาคโลหะเงินและทองนาโน (ข้ัวไฟฟา AgNPs_MWCNT_PANi_GC และข้ัวไฟฟา  
AuNPs_MWCNT_PANi_GC)  ผลการทดลองแสดงไดดังรูปท่ี  4.2   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 4.2  ไซคลิกโวลแทมโมแกรมของสารละลายมาตรฐานซัลไฟตความเขมขน 5, 10 และ 15 mM ท่ี
ข้ัวไฟฟา A) AgNPs_MWCNT_PANi_GC และ B) AuNPs_MWCNT_PANi_GC (ในสารละลายฟอสเฟต
บัฟเฟอร pH 7.0 ความเขมขน 0.067 M  ดวยอัตราเร็วในการแสกน  20 mV/s, RE : Ag/AgCl และ AE : Pt)   
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 เม่ือพิจารณาไซคลิกโมแทมโมแกรม  จากรูปท่ี 4.2  จะเห็นไดวาในการใหศักยไฟฟาแสกนจาก  0.0 – 
1.0 V  ข้ัวไฟฟา  A) AgNPs_MWCNT_PANi_GC  ซัลไฟตสามารถเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันท่ีศักยไฟฟาสูงกวา  
1.0 V  แตเม่ือใชข้ัวไฟฟา  B) AuNPs_MWCNT_PANi_GC  ซัลไฟตเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันไดท่ีศักยไฟฟา 
0.85 V  ในการตรวจวัดปฏิกิริยาออกซิเดชันของซัลไฟตนั้น   
 จากการศึกษาสัญญาณคากระแสท่ีไดจากการเกิดออกซิเดชันโดยของซัลไฟตใชเทคนิคแอมเพอรโรเมทรี 
(ท่ี ศักยไฟฟา 0.6 V)  โดยเติมสารละลายมาตรฐานซัลไฟตครั้งละ 1 mM  ลงในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร  
pH 7.0 ความเขมขน 0.067 M  ภายใตสภาวะท่ีมีการกวนตลอดเวลา (อัตราเร็ว 500 rpm)  ท่ีข้ัวไฟฟา  
AgNPs_MWCNT_PANi_GC และข้ัวไฟฟา  AuNPs_MWCNT_PANi_GC  ผลการทดลองแสดงดังรูปท่ี  4.3 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 4.3  แอมเพอรโรแกรมของสารละลายมาตรฐานซัลไฟตท่ีความเขมขน  1-7 mM  ในสารละลาย
ฟอสเฟตบัฟเฟอร  pH 7.0  ความเขมขน  0.067 M  ใหศักยไฟฟา 0.6 V ดวยอัตราเร็วในการแสกน  20 mV/s 
(RE : Ag/AgCl , AE : Pt) ภายใตสภาวะท่ีมีการกวน  500  รอบตอนาที  รูป A) -ข้ัวไฟฟา
AgNPs_MWCNT_PANi_GC และ รูป B) AuNPs_MWCNT_PANi_GC 
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 เม่ือพิจารณาผลจากแอมเพอรโรแกรมจากรูปท่ี 4.3  จะเห็นไดวาสัญญาณคากระแสไฟฟาท่ีวัดไดจาก
ข้ัวไฟฟา AuNPs_MWCNT_PANi_GC มีสภาพไวท่ีต่ํากวาข้ัวไฟฟา  AgNPs_MWCNT_PANi_GC แตมีความ
เสถียรมากกวาสัญญาณท่ีวัดไดจากข้ัวไฟฟา AgNPs_MWCNT_PANi_GCE  ท่ีศักยไฟฟาท่ี  0.6 V  และมีการ
กวนตลอดเวลาดวยอัตราเร็ว  สัญญาณคากระแสท่ีวัดไดในข้ันท่ี  6 -7 (ประมาณ 800-1,000s) พบวาสัญญาณ
คากระแสท่ีไดจากข้ัวไฟฟาท่ีโมดิฟายดดวยอนุภาคทองนาโน  (AuNPs)  ใหสัญญาณท่ีเรียบกวาสัญญาณ
คากระแสท่ีตรวจวัดไดดวยข้ัวไฟฟาท่ีโมดิฟายดดวยอนุภาคเงินนาโน (AgNPs)  ข้ัวไฟฟา 
AuNPs_MWCNT_PANi_GC เหมาะสมในการพัฒนาเปนซัลไฟตเซนเซอรมากกวา 

 

-การศึกษาหาชนิดของของมัลติวอลคารบอนนาโนทิวป  (MWCNT) ท่ีเหมาะสม 

 จากผลการทดลองเพ่ือศึกษาหาองคประกอบและชนิดของอนุภาคโลหะนาโนท่ีเหมาะสมตอการ
พัฒนาซัลไฟตเซนเซอร  พบวาข้ัวไฟฟาชนิด AuNPs_MWCNT_PANi_GC เหมาะสมท่ีสุดการพัฒนาเปน
เซนเซอร  ในการทดลองนี้จะศึกษาชนิดของมัลติวอลคารบอนนาโนทิวปท่ีเหมาะสมตอการพัฒนาข้ัวไฟฟา 
คารบอนนาโนทิวปท่ีศึกษา  ไดแก  MWCNT, MWCNT-NH2  และ MWCNT-COOH 
 ผลการทดลองศึกษาหาชนิดของมัลติวอลคารบอนนาโนทิวป  ท่ีเหมาะสมตอการวัดปริมาณซัลไฟต
เซนเซอรดวยเทคนิคไซคลิกโวลแทมเมทรี  แสดงไดดังรูปท่ี 4.4 

 เม่ือนําผลการทดลองจากไซคลิกโวลแทมโมแกรม (รูปท่ี 4.4) คาศักยไฟฟาท่ียอดพีกแอโนดิก (Ep,a) 
และคากระแสท่ีศักย 0.6 V (i0.6 V)   จากผลการทดลองจะเห็นวาข้ัวไฟฟาท่ีพัฒนาดวย  MWCNT ธรรมดา  ซัล
ไฟตเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของท่ีศักยไฟฟาประมาณ 0.85 V  ในขณะท่ีข้ัวไฟฟาท่ีพัฒนาดวย  MWCNT-NH2  
และ  MWCNT-COOH  ซัลไฟตสามารถเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันท่ีศักยไฟฟาต่ํากวา คือ 0.80 V  เม่ือพิจารณา
กระแสไฟฟาท่ีศักยไฟฟา  0.6 V (i 0.6 V) ของสารละลายมาตรฐานซัลไฟตท่ีความเขมขน 15 mM  ของข้ัวไฟฟา
ท้ัง 3 ชนิด  พบวาคากระแสท่ีศักยไฟฟา  0.6 V  ท่ีตรวจวัดดวยข้ัวไฟฟาท่ีพัฒนาดวย  MWCNT-NH2  ให
คากระแสท่ีสูงท่ีสุด รองลงมาคือ  MWCNT-COOH และ  MWCNT โดยใหคากระแสเทากับ 22.56, 12.33 และ 
7.31 µA ตามลําดับ 
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รูปท่ี  4.4  ไซคลิกโวลแทมโมแกรม ของสารละลายมาตรฐานซัลไฟตท่ีความเขมขน  5,10 และ 15 
mM ท่ีข้ัวไฟฟาท่ีโมดิฟายดโดยใชมัลติวอลคารบอนนาโนทิวปชนิดตาง ๆ (MWCNT, MWCNT-NH2  และ 
MWCNT-COOH)  ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร  pH 7.0  ความเขมขน  0.067 M  อัตราเร็วในการสแกน  
20 mV/s (RE : Ag/AgCl , AE : Pt)   
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 จากการศึกษาโดยใชเทคนิคแอมเพอรโรเมทรีในการตรวจวัดสัญญาณคากระแสจากปฏิกิริยาออกซิเดชัน
ของซัลไฟต  เม่ือนําคากระแสเฉลี่ยท่ีไดจากการตรวจวดวัดซัลไฟต 3  ซํ้า  และคาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD)  มา
เปรียบเทียบคากระแสท่ีได  โดยใชข้ัวไฟฟาท่ีโมดิฟายดจากมัลติวอลลคารบอนนาโนทิวปท้ัง 3  ชนิด  ผลการ
ทดลองแสดงไดดังกราฟแทงรูปท่ี 4.5 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 4.5  กราฟแทงแสดงผลการเปรียบเทียบคากระแสของสารละลายมาตรฐานซัลไฟตความเขมขน 1 
mM  ท่ีตรวจวัดไดจากข้ัวไฟฟาท่ีพัฒนาดวย  MWCNT  ชนิดตางๆ 
 

 เม่ือพิจารณาผลการทดลองจากแอมเพอรโรแกรมและคากระแสเฉลี่ยท่ีแสดงดังกราฟแทงในรูปท่ี 4.5  
พบวาท่ีศักยไฟฟา 0.6 V  ข้ัวไฟฟาท่ีพัฒนาดวย MWCNT-NH2 และ MWCNT-COOH  ใหคากระแสเฉลี่ยท่ี
คอนขางใกลเคียงกันคือ 0.350 และ 0.323 µA  ตามลําดับ  แตคาเบี่ยงเบนเฉลี่ยในการตรวจวัดของข้ัวไฟฟาท่ี
โมดิฟายดดวย MWCNT-NH2  มีคาสูงกวาข้ัวไฟฟาท่ีโมดิฟายดดวย MWCNT-COOH  ดังนั้นมัลติวอลลคารบอน
นาโนทิวปท่ีเหมาะสมตอการพัฒนาซัลไฟตเซนเซอรคือ  คารบอนนาโนทิวปท่ีมีหมูฟงกชันคารบอกซิลิก 
(MWCNT-COOH) ซ่ึงชวยใหสัญญาณคากระแสท่ีวัดไดมีความเสถียร  เหมาะสมตอการพัฒนาซัลไฟตเซนเซอร
มากกวาคารบอนนาโททิวปชนิดอ่ืน   

 

-การศึกษาสภาวะการทดลองท่ีเหมาะสม 
 ในการศึกษาหาปริมาณอะนิลีนท่ีเหมาะสมในการโมดิฟายดข้ัวไฟฟากลาสซีคารบอน จะใชสารละลาย
ผสมของ MWCNT-COOH:aniline ในอัตราสวนท่ีแตกตางกันแตกตางกันดังนี้ 1.0:0.5, 1.0:1.0 , 1.0:1.5  และ 
1.0:2.0 ผลการทดลองศึกษาหาปริมาณของอะนิลีนท่ีเหมาะสมตอการพัฒนาซัลไฟตเซนเซอรดวยเทคนิคแอม
เพอรโรเมทรี  แสดงไดดังรูปท่ี  4.6 
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รูปท่ี  4.6 แอมเพอรโรแกรมของสารละลายมาตรฐานซัลไฟตท่ีความเขมขน  1-7 mM ท่ีวัดไดจาก
ข้ัวไฟฟาท่ีโมดิฟายดดวยสารละลาย MWCNT-COOH:aniline  ในอัตราสวนท่ีแตกตางกัน (A) 1.0:0.5, (B) 
1.0:1.0 , (C) 1.0:1.5  และ (D) 1.0:2.0   (ท่ีศักยไฟฟา 0.6 V ในฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.067 M pH 
7.0 , RE : Ag/AgCl , AE : Pt)   

 

 จากผลการทดลองในรูปท่ี 4.6 เม่ือนําคากระแสท่ีไดจากการท่ีตรวจวัดโดยใชข้ัวไฟฟาท่ีโมดิฟายดดวย
สารละลาย  MWCNT-COOH:aniline  ในอัตราสวนท่ีแตกตางกันท้ัง  4 สภาวะ  มาเฉลี่ยและหาคาเบี่ยงเบน
มาตรฐาน  (SD)  มาเปรียบเทียบคากระแสท่ีตรวจวัดซัลไฟตได  ผลท่ีไดแสดงดังกราฟแทงรูปท่ี 4.7 
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รูปท่ี 4.7  กราฟแทงแสดงผลการเปรียบเทียบคากระแสของสารละลายมาตรฐานซัลไฟตความเขมขน 1 
mM  ท่ีตรวจวัดไดจากข้ัวไฟฟาท่ีพัฒนาดวย MWCNT-COOH:aniline  ในอัตราสวนตางๆ  โดยเปลี่ยนแปลง
ปริมาณของอะนิลีน 
 

จากแอมเพอรโรแกรม  (รูปท่ี 4.6)  และคากระแสเฉลี่ยท่ีแสดงดังกราฟแทงในรูปท่ี 4.7  พบวาท่ี
ศักยไฟฟา  0.6 V  ข้ัวไฟฟา (B) ท่ีมีอัตราสวนระหวาง  MWCNT-COOH:aniline  (1.0:1.0)  ซ่ึงมีปริมาณ
ของอะนิลีน  (aniline)  อยู 0.02 mM ใหคากระแสเฉลี่ย  0.318  µA    ซ่ึงมีคาสูงกวาข้ัวไฟฟา  (A), (C) และ 
(D)  แสดงใหเห็นวาปริมาณของอะนิลีนท่ีเหมาะสมตอการพัฒนาข้ัวไฟฟากลาสซีคารบอนคือ ในอัตราสวน
ระหวาง  MWCNT-COOH:aniline  (1.0:1.0)  ซ่ึงมีปริมาณของอะนิลีนอยู  0.02  mM  ชวยใหสัญญาณ
คากระแสท่ีวัดไดมีคาสูง  และมีความเสถียรดี 
 

ในการศึกษาปริมาณของ MWCNT-COOH  ท่ีเหมาะสมตอการพัฒนาข้ัวไฟฟากลาสซีคารบอน  โดยจะ
ศึกษาการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของซัลไฟตท่ีข้ัวไฟฟาท่ีพัฒนาดวยสารละลายผสมระหวาง MWCNT-
COOH:aniline ในอัตราสวนท่ีแตกตางกันดังนี้ 0.5:1.0, 1.0:1.0, 1.5:1.0  และ 2.0:1.0  จากผลการทดลอง
ศึกษาหาปริมาณของ MWCNT-COOH  ท่ีเหมาะสมตอการพัฒนาซัลไฟตเซนเซอรดวยเทคนิคแอมเพอรโรเมทรี  
เม่ือนําคากระแสท่ีไดจากการท่ีตรวจวัดโดยใชข้ัวไฟฟาท่ีโมดิฟายดดวยสารละลาย  MWCNT-COOH:aniline  
ในอัตราสวนท่ีแตกตางกันท้ัง  4 สภาวะ  มาเฉลี่ยและหาคาเบี่ยงเบนมาตรฐาน  (SD)  มาเปรียบเทียบคากระแส
ท่ีตรวจวัดซัลไฟตได  ผลท่ีไดแสดงดังกราฟแทงรูปท่ี 4.8 
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รูปท่ี 4.8 กราฟแทงแสดงผลการเปรียบเทียบคากระแสของสารละลายมาตรฐานซัลไฟตความเขมขน 1 
mM  ท่ีตรวจวัดไดจากข้ัวไฟฟาท่ีพัฒนาดวย  MWCNT-COOH:aniline ในอัตราสวนตาง ๆ  โดยเปลี่ยนแปลง
ปริมาณของ  MWCNT-COOH 
 
 

เม่ือพิจารณาคากระแสเฉลี่ยท่ีแสดงดังกราฟแทงในรูปท่ี 4.8  พบวาท่ีศักยไฟฟา 0.6 V  ข้ัวไฟฟา (D)  
ใหคากระแสเฉลี่ยสูงท่ีสุด  แตมีคาเบี่ยงเบนเฉลี่ยท่ีสูงกวาคากระแสท่ีวัดไดจากข้ัวไฟฟา (C) ซ่ึงใหคากระแสเฉลี่ย
ท่ีใกลเคียงกัน  ข้ัวไฟฟา (C) ท่ีมีอัตราสวนระหวาง MWCNT-COOH:aniline (1.5:1.0) ซ่ึงมีปริมาณของ  
MWCNT-COOH อยู 0.48 mg/mL ชวยใหสัญญาณคากระแสท่ีท่ีตรวจวัดไดมีความเสถียร  เปนสภาวะท่ี
เหมาะสมตอการพัฒนาซัลไฟตเซนเซอรไดดีท่ีสุด 

ในการศึกษาปริมาณของอนุภาคทองนาโนท่ีเหมาะสมตอการพัฒนาข้ัวไฟฟากลาสซีคารบอน  โดยศึกษา
การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของซัลไฟตท่ีข้ัวไฟฟาท่ีพัฒนาดวยสารละลายท่ีมีปริมาณของอนุภาคทองนาโน
แตกตางกันดังนี้ 0.08, 0.12, 0.16, และ 0.24 mM ผลการทดลองศึกษาหาปริมาณของอนุภาคทองนาโน 
(AuNPs) ท่ีเหมาะสมตอการพัฒนาซัลไฟตเซนเซอรดวยเทคนิคแอมเพอรโรเมทรี  เม่ือนําคากระแสท่ีไดจากการ
ท่ีตรวจวัดโดยใชข้ัวไฟฟาท่ีโมดิฟายดดวยสารละลายอนุภาคทองนาโน (AuNPs) ความเขมขนท่ีแตกตางกันท้ัง  4 
สภาวะ  มาเฉลี่ยและหาคาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD)  มาเปรียบเทียบคากระแสท่ีตรวจวัดซัลไฟตได  ผลท่ีได
แสดงดังกราฟแทงรูปท่ี 4.9 
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รูปท่ี 4.9  กราฟแทงแสดงผลการเปรียบเทียบคากระแสของสารละลายมาตรฐานซัลไฟตความเขมขน 1 
mM ท่ีตรวจวัดไดจากข้ัวไฟฟาท่ีโมดิฟายดดวยอนุภาคทองนาโนในปริมาณตางกัน 
 
 

เม่ือพิจารณาคากระแสเฉลี่ยท่ีแสดงดังกราฟแทงในรูปท่ี 4.9  พบวาท่ีศักยไฟฟา  0.6 V  ข้ัวไฟฟา (B) 
ซ่ึงมีปริมาณ AuNPs  อยู 0.12 mM  ใหคากระแสเฉลี่ยสูงท่ีสุด  คือ  0.854 µA  ดังนั้นปริมาณของอนุภาคนาโน
ทองคํา  (AuNPs)  0.12  mM เหมาะสมตอการพัฒนาข้ัวไฟฟากลาสซีคารบอนสําหรับวิเคราะหซัลไฟตมากท่ีสุด   
 

ในการศึกษาชวง  pH  ของสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร  ความเขมขน  0.067 M  ท่ีเหมาะสมตอการ
ใชเปนสารละลายอิเล็กโตรไลตเก้ือหนุนในการตรวจวัดซัลไฟตท่ีใชซัลไฟตเซนเซอรท่ีพัฒนาข้ึนเปนตัวตรวจวัด
ดวยเทคนิคแอมเพอรโรเมทรี  โดยใชสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร  ท่ีมี pH  5.0 , 6.0 , 7.0 , 8.0 และ  9.0  
ตามลําดับ  เปนสารละลายอิเล็กโตรไลตเก้ือหนุน  ผลการทดลองแสดงดังรูปท่ี 4.10 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.10  แสดงคากระแสเฉลี่ยของสารละลายมาตรฐานซัลไฟต  ความเขมขน  1 mM  ท่ีใช 

สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร  ความเขมขน  0.067 M  ท่ีมีคา pH  ตางกันเปนสารละลายอิเล็กโตรไลตเก้ือหนุน 
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จากผลการทดลองดังรูปท่ี 3.10  จะเห็นไดวาสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร  ความเขมขน  0.067 M  ท่ี  

pH 7.0  สามารถตรวจวัดคากระแสของสารละลายมาตรฐานซัลไฟต  ความเขมขน 1 mM  ไดสูงท่ีสุดคือ  
0.463 µA  ดังนั้น  คา  pH  ของสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร  ท่ีเหมาะสมตอการใชเปนสารละลายอิเล็กโตร
ไลตเก้ือหนุนในการตรวจวัดซัลไฟตท่ีใชซัลไฟตเซนเซอรท่ีพัฒนาข้ึนเปนตัวตรวจวัด คือสารละลายฟอสเฟต
บัฟเฟอร  pH 7.0  ความเขมขน  0.067 M 

 
-การศึกษาคุณลักษณะของซัลไฟตเซนเซอร 
จากการทดลองและคํานวณหาคาความเขมขนท่ีขีดจํากัดต่ําสุดในการวิเคราะห  โดยในการทดลองไดทํา

การวิเคราะหสารละลายมาตรฐานซัลไฟต  จํานวน 5 ซํ้า  คํานวณหาขีดจํากัดต่ําสุดในการวิเคราะหไดเทากับ 
0.0927  mM  มีคาความเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธเทากับ  4.12  (n = 5)  แสดงใหเห็นวาซัลไฟตเซนเซอรท่ี
พัฒนาไดมีขีดจํากัดในการวิเคราะหปริมาณซัลไฟตไดท่ีความเขมขนต่ําสุดถึงระดับมิลลิโมลาร  และมีความ
เท่ียงตรง   

จากการศึกษาการตอบสนองแบบเปนเสนตรงของสารละลายมาตรฐานซัลไฟตผลการทดลองแสดงดังรูป
ท่ี 4.11 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 4.11 แอมเพอรโรแกรม แสดงการตอบสนองแบบเปนเสนตรงของซัลไฟต  ท่ีไดจากการเติม
สารละลายมาตรฐานซัลไฟตท่ีความเขมขน  1 – 16 mM  รูป A)  รูปสัญญาณแอมเพอรโรแกรม รูป B)  แสดง
กราฟมาตรฐานและสมการเสนตรงของกราฟมาตรฐานของซัลไฟต 

 
จากรูปท่ี 4.11  แสดงสัญญาณท่ีไดจากการใชเทคนิคแอมเพอรโรเมทรีในการหาชวงการตอบสนองแบบ

เปนเสนตรงของสารละลายมาตรฐานซัลไฟตความเขมขน  1 – 16 mM  เม่ือทําการสรางกราฟมาตรฐานแสดง
ความสัมพันธระหวางความเขมขนของสารละลายมาตรฐานซัลไฟตกับคากระแส  (ดังรูป B)  ไดสมการเสนตรง  
คือ  y = 0.4296x – 0.1214  ( r2 = 0.9964) 
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ในการศึกษาผลของตัวรบกวนท่ีมีผลตอระบบการวิเคราะหแบบแอมเพอรโรเมทรีท่ีไดพัฒนาข้ึน  โดย
สารละลายมาตรฐานของตัวรบกวนท่ีทําการศึกษาไดแก ascorbic  acid, sodium sulfate, sodium nitrate 
และ potassium  iodide  ท่ีความเขมขนตางๆ  จากการทดลองแอมเพอรโรแกรม   นําสัญญาณคากระแสท่ีได
จากการทดลองตรวจวัดสารละลายผสมท่ีเติมตัวรบกวนท่ีความเขมขนตางๆมาเปรียบเทียบกับสัญญาณกระแสท่ี
ไดจากการตรวจวัดสารละลายมาตรฐานซัลไฟตท่ีไมมีตัวรบกวน  ถาสัญญาณกระแสท่ีตรวจวัดไดมีความแตกตาง
กัน ± 5 % แสดงวามีการรบกวนของสารตัวรบกวนท่ีเติมลงไปตอระบบการวิเคราะห  ผลการทดลองแสดงดัง
ตารางท่ี 4.2 

 
ตารางท่ี 4.2  แสดงผลการศึกษาผลของตัวรบกวน 
 

ตัวรบกวน ชวงความเขมขนท่ีศึกษา  
(mM) 

Tolerance  limita  (mM) 

ascorbic  acid 0.01 – 0.15 0.05a 
sodium  sulfate 1.00 – 50.00 10.00a 
sodium  nitrate 0.10 – 50.00 20.00a 
potassium  iodide 0.01 – 0.30 0.20a 
Tolerance limit a  พิจารณา  จากสัญญาณการเปล่ียนแปลงคากระแส ± 5 % 

 
 
 จากตารางท่ี 4.2  พบวาตัวรบกวนท่ีทําการศึกษา  ไดแก  ascorbic  acid , sodium  sulfate , 
sodium  nitrate และ potassium  iodide  มีการรบกวนตอระบบการวิเคราะห  โดยมี  Tolerance  limit  
คือ  0.05 , 10.00 , 20.00 และ  0.20  mM  ตามลําดับ  สําหรับ ascorbic  acid ท่ีมี  Tolerance  limit  ต่ํา  
มีคาเพียง  0.05 mM อาจเปนผลเนื่องมาจากสารนี้เปนสารอินทรียท่ีสามารถเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันไดท่ี
ศักยไฟฟาท่ีใกลเคียงกับการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของซัลไฟต  จึงทําใหเกิดการรบกวนการวิเคราะหท่ีความ
เขมขนต่ําๆ  สําหรับ  potassium iodide  ซ่ึงเปนสารอิเล็กโตรไลต  การรบกวนตอระบบการวิเคราะหอาจเกิด
เนื่องจาก  เม่ือละลายในตัวทําละลายจะแตกตัวเปนไอออนบวก (K+) และไอออนลบ (I-)  ทําใหสามารถนําไฟฟา
ได  ซ่ึงอาจมีผลตอสัญญาณคากระแสท่ีตรวจวัดได 

ในการศึกษาความเท่ียงของการทําซํ้า (reproducibility) ของซัลไฟตเซนเซอรท่ีพัฒนาข้ึน  โดยศึกษา
จากผลการทดลองตรวจวัดซัลไฟตดวยเทคนิคแอมเพอรโรเมทรี  ท่ีวัดสัญญาณคากระแสของซัลไฟตท่ีความ
เขมขน 1 mM  จํานวน 3 ซํ้า  จากแอมเพอรโรแกรมท่ีไดสามารถหาคากระแสเฉลี่ยและนํามาสรางเปนกราฟ
แทงเพ่ือเปรียบเทียบคากระแสท่ีวัดไดจากข้ัวไฟฟาท้ัง  3 ข้ัว  แสดงดัง  รูปท่ี 4.12 
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รูปท่ี 4.12  แสดงกราฟแทงเปรียบเทียบคากระแสของซัลไฟตท่ีความเขมขน 1 mM  ท่ีตรวจวัดไดจาก

ข้ัวไฟฟา  ท่ีใชสําหรับศึกษาชวงการตอบสนองแบบเปนเสนตรง  และศึกษาตัวรบกวน 
  
จากรูปท่ี 4.12  แสดงคากระแสเฉลี่ยท่ีไดจากการตรวจวัดดวยข้ัวไฟฟาท้ัง 3 ข้ัว  ท่ีเตรียมข้ึนโดยใช

วิธีการเดียวกัน  ใหคากระแสท่ีวัดไดมีคาใกลเคียงกัน คือ 0.453, 0.432 และ 0.443 µA ตามลําดับ  เม่ือนํา
คากระแสเฉลี่ยท่ีไดมาคํานวณหาคาสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (% RSD)  พบวาคาเบี่ยงเบนมาตรฐาน
สัมพัทธในการศึกษาความเท่ียงของการทําซํ้าของซัลไฟตเซนเซอร  (reproducibility)  ท่ีพัฒนาข้ึนมีคาเทากับ  
2.37   
 
4.2 ข้ัวไฟฟาชนิดกลาสซีคารบอนท่ีดัดแปรดวยมัลติวอลลคารบอนนาโนทิวป-พีดีดีเอ-อนุภาคทองนาโน 

 
-การศึกษาหาองคประกอบท่ีเหมาะสม 

 การศึกษาองคประกอบท่ีเหมาะสมตอการพัฒนาซัลไฟตเซนเซอร โดยดัดแปรข้ัวไฟฟากลาสซีคารบอน
ดวยวิธีการ drop casting  จากการศึกษาปฏิกิริยาออกซิเดชันของซัลไฟตท่ีมีความเขมขน 4 mM โดยใชเทคนิค
ไซคลิกโวลแทมเมทรี โดยใชข้ัวไฟฟาท่ีพัฒนาดวยองคประกอบท่ีตางกันท้ัง 4 ชนิด (a-d) เปนข้ัวไฟฟาใชงาน ผล
การทดลองแสดงดังรูปท่ี 4.13 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

#1 #2 #3 
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รูปท่ี 4.13 ไซคลิกโวลแทมโมแกรมของสารละลายมาตรฐานซัลไฟตความเขมขน 4 mM ท่ีข้ัวไฟฟาแต

ละชนิด (a) กลาสซีคารบอน (GC), (b) CNTs/GC, (c) CNTs-PDDA/GC และ (d) CNTs-PDDA-AuNPs/GC  
โดยใชสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 M (pH 7.0) เปนสารละลายอิเล็กโตรไลตเก้ือหนุน, 
อัตราเร็วในการสแกน 50 mVs-1    

 
 
เม่ือพิจารณาผลการทดลองจากไซคลิกโวลแทมโมแกรมในรูป 4.13 จะเห็นวาท่ีข้ัวไฟฟา (a) กลาสซี

คารบอน ปฏิกิริยาออกซิเดชันของซัลไฟตเกิดท่ีศักยไฟฟาสูง (ประมาณ 0.85 V)  ในขณะท่ี ข้ัวไฟฟา (b) 
CNTs/GC (c) CNTs-PDDA/GC และ (d) CNTs-PDDA-AuNPs/GC  ใหคายอดพีกอาโนดิกศักยไฟฟา 0.40, 
0.33 และ 0.25 V ตามลําดับ ข้ัวไฟฟา CNTs-PDDA/GC และ CNTs-PDDA-AuNPs/GC ทําใหปฏิกิริยา
ออกซิเดชันของซัลไฟตเกิดท่ีศักยไฟฟาท่ีต่ําลง 0.45 และ 0.52 V ตามลําดับเม่ือเทียบกับข้ัวไฟฟากลาสซี
คารบอนธรรมดา นอกจากนี้สัญญาณของคากระแสแอโนดิกท่ีไดจาก ข้ัวไฟฟา CNTs/GC, CNTs-PDDA/GC 
และ CNTs-PDDA-AuNPs/GC มีคามากกวาเม่ือเทียบกับข้ัวไฟฟากลาสซีคารบอนธรรมดา ผลการทดลองแสดง
ใหเห็นวา CNTs สงเสริมใหการถายเทอิเล็กตรอนเกิดไดดีข้ึน เนื่องจากคุณสมบัติการนําไฟฟาท่ีดี มีพ้ืนท่ีผิวสูง
และมีความทนทานตอปฏิกิริยาเคมี สวน CNTs-PDDA มีบทบาทในการเรงปฏิกิริยาออกซิเดชันของซัลไฟตให
เกิดไดท่ีศักยไฟฟาท่ีต่ําลง และ CNTs-PDDA-AuNPs มีประสิทธิภาพในการเรงปฏิกิริยามากกวา CNTs-PDDA 
เนื่องจาก AuNPs ซ่ึงมีคุณสมบัติคือมีสภาพนําไฟฟาท่ีสูง มีพ้ืนท่ีผิวมากทําใหเกิดการถายเทอิเล็กตรอนไดดียิ่งข้ึน  
จากผลการทดลอง ข้ัวไฟฟา CNTs-PDDA-AuNPs/GC จึงเปนข้ัวไฟฟาท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการนําไปวัด
ปริมาณซัลไฟต 

ในการศึกษา pH ของสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 M ท่ีเหมาะสมตอการใชเปน
สารละลายอิเล็กโตรไลตเก้ือหนุนในการตรวจวัดซัลไฟตดวยเทคนิคโวลแทมเมทรีวัดคากระแสของซัลไฟตความ
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เขมขน 4 mM ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 M ท่ี pH 5.0, 6.0, 7.0 และ 8.0 ตามลําดับ ผล
การทดลองแสดงดังรูปท่ี 4.14 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 4.14 (a) ไซคลิกโวลแทมโมแกรมท่ีไดจากการวัดคากระแสไฟฟาสารละลายมาตรฐานซัลไฟต
ความเขมขน 2 mM ท่ีมีคา pH ของสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรเขมขน 0.1 M ท่ีตางกัน (b) กราฟแสดง
ความสัมพันธระหวางคาสัญญาณศักยไฟฟากับคา pH และ (c) กราฟแสดงความสัมพันธระหวางสัญญาณ
คากระแสกับคา pH 

 
ผลการทดลองจากรูปท่ี 4.14 พบวาเม่ือพีเอชของสารละลายสูงข้ึนพบวาเม่ือพีเอชของสารละลาย

สูงข้ึนซัลไฟตสามารถเกิดออกซิเดชันไดท่ีศักยไฟฟาท่ีต่ําลง สวนคากระแสจะเพ่ิมสูงข้ึนเม่ือพีเอชสารละลายสูงข้ึน
จนถึงพีเอช 7.0 และคากระแสจะลดลงเม่ือพีเอชของสารละลายมากกวา 7.0 จากการทดลองแสดงใหเห็นอยาง
ชัดเจนวาพีเอชของสารละลายมีผลตอการทํางานของนาโนคอมโพสิตบนซัลไฟตเซนเซอรท่ีพัฒนาข้ึน  และคาพี
เอชท่ีเหมาะสมท่ีใหคากระแสสูงสุดคือพีเอช 7.0  ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงเลือกคาพีเอช 7.0 เปนพีเอชของ
สารละลายอิเล็กโทรไลตเก้ือหนุนท่ีเหมาะสม 

ในการศึกษาผลของอัตราเร็วในการสแกนตอไซคลิกโวลแทมโทแกรมเพ่ือศึกษาปฏิกิริยาท่ีผิวของข้ัวไฟฟา
ใชงาน ผลการทดลองแสดงดังรูปท่ี 4.15a  พบวาเม่ือใชอัตราเร็วในการสแกนท่ีสูงข้ึน คากระแสท่ีไดมีคาสูงข้ึน 
โดยเม่ือนําคากระแสท่ียอดแอโนดิกมาพลอตกับคาสแควรูทของอัตราเร็วในการสแกน (ดังภาพแทรกในรูป 
4.15a) จะไดกราฟท่ีมีความสัมพันธแบบเปนเสนตรง (r2 = 0.996) แสดงวาปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนถูกควบคุมจาก
กระบวนการแพร (diffusion control process) และไมเกิดการดูดซับท่ีผิวข้ัวไฟฟาใชงาน CNTs-PDDA-
AuNPs/GC ท่ีพัฒนาข้ึน  
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รูปท่ี 4.15 a) ไซคลิกโวลแทมโมแกรมของซัลไฟต ความเขมขน 2mM ท่ีอัตราเร็วในการสแกนคาตางๆ 
(0.01- 0.15 Vs-1) และ b) ท่ีอัตราเร็วในการสแกน 0.05 Vs-1เม่ือมีของซัลไฟตความเขมขน 2-10 mM   
 

 

จากผลการทดองในรูปท่ี 4.15b จะเห็นวาเม่ือเพ่ิมความเขมขนของซัลไฟตจะไดคากระแสท่ีสูงข้ึน  เม่ือนํา
คากระแสท่ีไดมาพล็อตกับคาความเขมขนของซัลไฟต (ดังรูปแทรก 3.15b) พบวาคากระแสแปรผันตรงกับ ความ
เขมขนของซัลไฟต (r2=0.999) แสดงวาข้ัวไฟฟาใชงาน CNTs-PDDA-AuNPs/GC ท่ีพัฒนาข้ึนเหมาะสมสําหรับ
นํามาตรวจวัดปริมาณซัลไฟต 
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 -เอมเพอรโรเมทรีท่ีข้ัวซัลไฟตเซนเซอรท่ีพัฒนาข้ึน (CNTs-PDDA-AuNPs/GC) ในระบบท่ีมีการ
ไหล 
   การศึกษาหาศักยไฟฟาท่ีเหมาะสมใน 

 การนําเทคนิคโฟลอินเจคชันมาใชรวมกับการตรวจวัดแบบแอมเพอรโรเมทรีท่ีข้ัวซัลไฟตเซนเซอรท่ี
พัฒนาข้ึน (CNTs-PDDA-AuNPs/GC) จะทําใหไดเทคนิควิเคราะหท่ีสะดวก รวดเร็วและมีประสิทธิภาพในการ
ตรวจวัดซัลไฟต ในการศึกษาหาศักยไฟฟาท่ีเหมาะสมในการตรวจวัดซัลไฟตท่ีข้ัวซัลไฟตเซนเซอรผลการทดลอง
ดังรูปท่ี 4.16 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 4.16 ความสัมพันธระหวางคากระแสจากปฏิกิริยาออกซิเดชันของซัลไฟตกับศักยไฟฟาท่ีใหแกข้ัว
ข้ัวซัลไฟตเซนเซอรท่ีพัฒนาข้ึน (CNTs-PDDA-AuNPs/GC) ในระบบโฟลอินเจคชัน 

 
 จากผลการทดลองในรูปท่ี 4.16 พบวาเม่ือเพ่ิมศักยไฟฟาตั้งแต +0.0 ถึง +0.4 โวลต คากระแสท่ีไดจะเพ่ิมข้ึน
แสดงใหเห็นถึงการตอบสนองท่ีดีข้ึนของข้ัวข้ัวซัลไฟตเซนเซอรท่ีถูกควบคุมโดยปฏิกิริยาออกซิเดชันของซัลไฟตท่ี
เกิดข้ึน ทําใหคากระแสท่ีไดเพ่ิมมากข้ึน และเม่ือใหศักยไฟฟามากกวา +0.4 โวลต คากระแสจะลดลง โดยท่ี
ศักยไฟฟาท่ี +0.4 โวลต จะใหคากระแสสูงสุด จึงเปนศักยไฟฟาท่ีเหมาะสมในการวัดการตอบสนองของข้ัวซัล
ไฟตเซนเซอร 

 
คุณลักษณะของซัลไฟตเซนเซอร 

ไดทดลองเพ่ือหาคุณลักษณะของระบบโฟลอินเจคชันอะนาลิซิสท่ีมีระบตรวจวัดแบบแอมเพอรโรเมทรีท่ี
ข้ัวซัลไฟตเซนเซอรท่ีพัฒนาข้ึน (CNTs-PDDA-AuNPs/GC) ตัวอยางสัญญาณท่ีไดจากการทดลองแสดงดังรูปท่ี 
4.17 
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รูปท่ี 4.17  ตัวอยางสัญญาณท่ีไดจากการวิเคราะหดวยระบบโฟลอินเจคชันอะนาลิซิสท่ีมีระบบ
ตรวจวัดแบบแอมเพอรโรเมทรี ข้ัวซัลไฟตเซนเซอร ท่ีพัฒนาข้ึน (CNTs-PDDA-AuNPs/GC) ไดพัฒนาข้ึน 
ศักยไฟฟาในการวัด: +0.4 V (เทียบกับ Ag/AgCl), สารละลายตัวพา: ฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.0, อัตราการ
ไหล: 1.0 mL.min-1 

 
 ในการศึกษาคุณลักษณะของระบบวิเคราะหแบบแอมเพอรโรเมทรีท่ีข้ัวซัลไฟตเซนเซอรท่ีพัฒนาข้ึน 

พบวากราฟมาตรฐานของข้ัวซัลไฟตมีการตอบสนองแบบเปนเสนตรงของสารละลายมาตรฐานซัลไฟต อยูในชวง
ความเขมขน 0.1 ถึง 200 mg.mL-1  คาความชันเทากับ 10.054 นาโนแอมแปรตอ mg/mL 1คาสัมประสิทธิ์
สหสัมพันธ1 (correlation coefficient, r2) เทากับ 0.998 

ขีดจํากัดต่ําสุดในการตรวจวัด (detection limit) มีคาเทากับ 0.03 mg.mL-1 (3σ) คากระแสท่ีไดจาก
การวัดมีความเท่ียง (precision) ดีมากคือใหคา %RSD เทากับ 1.5 (วัดจากสัญญาณของซัลไฟตความเขมขน 
mg/mL, n = 10) และสามารถวิเคราะหได 23 ตัวอยางตอชั่วโมง ระบบวิเคราะหแบบแอมเพอรโรเมทรีท่ีข้ัว
ข้ัวซัลไฟตเซนเซอรท่ีพัฒนาข้ึนมีชวงการตอบสนองแบบเปนเสนตรงท่ีเหมาะสมและอาจเปนประโยชนสําหรับ
การนําไปประยุกตใชในการตรวจวัดปริมาณซัลไฟตในเครื่องดื่มเชน ไวน น้ําผลไม เปนตน  

 
การศึกษาผลของตัวรบกวนและการประยุกตใชในตัวอยางจริง 

 ในการศึกษาผลของตัวรบกวนท่ีมีผลตอระบบการวิเคราะหแบบแอมเพอรโรเมทรีท่ีพัฒนาข้ึน ตัวรบกวน
ท่ีทําการศึกษาไดแก fructose, glucose, sucrose, ethanol, sodium nitrate, sodium sulfate, 
potassium chloride และ ascorbic acid ท่ีความเขมขนตางๆ เม่ือนําผลการทดลองของเอฟไอแอแกรมท่ีได
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จากการทดลองตรวจวัดสารละลายผสมท่ีเติมตัวรบกวนท่ีความเขมขนตางๆมาเปรียบเทียบกับสัญญาณกระแสท่ี
ไดจากการตรวจวัดสารละลายมาตรฐานซัลไฟตท่ีไมมีตัวรบกวน ถาสัญญาณกระแสท่ีตรวจวัดไดมีความแตกตาง
กัน ± 5 % แสดงวามีการรบกวนของสารตัวรบกวนท่ีเติมลงไปตอระบบการวิเคราะห  ผลการทดลองแสดงดัง
ตารางท่ี 4.3 

 
ตารางท่ี 4.3 แสดงผลการศึกษาผลของตัวรบกวน เม่ือฉีดสารละลายมาตรฐานซัลไฟต ความเขมขน 10 

mg/mL (n=3) 
Foreign species/added as Resultsa  

Fructose  

Glucose  

Sucrose  

Ethanol/C2H6O Does not interfere 

NO3
-/NaNO3 (Studied up to 1,000 mg L-1) 

SO4
2-/Na2SO4  

Cl-/NaCl  

Ascorbic acid/C8H8O6 Interfere (at 50 mg L-1) 

a  พิจารณาจากสัญญาณการเปลี่ยนแปลงสัญญาณคากระแส ± 5 % 

 
จากตารางท่ี 4.4 พบวาตัวรบกวนท่ีทําการศึกษาท้ัง 8 ชนิด มีตัวรบกวน 5 ชนิดไดแก 

fructose, glucose, sucrose, ethanol, sodium nitrate, sodium sulfate และ potassium chloride ท่ีไม
แสดงการรบกวนตอระบบการวิเคราะห (แมจะมีความเขมขนท่ีสูงถึง 1,000 mg/mL) สวน ascorbic acid 
รบกวนการิวเคราะหโดยใหคา Tolerance limit เทากับ 50 mg/ L 

  ประเมินประสิทธิภาพของระบบโฟลอินเจคชันอะนาลิซิสท่ีตรวจวัดดวยเทคนิคแอมเพอรโรเมท
รีท่ีข้ัวซัลไฟตเซนตเซอรท่ีพัฒนาข้ึน (CNTs-PDDA-AuNPs/GC) โดยการนําไปประยุกตใชในการวิเคราะห
ปริมาณซัลไฟตในตัวอยางน้ําผลไม (A-E) ตัวอยางไวนขาว (F-H) และไวนแดง (I-L) นําผลลัพธวิเคราะหท่ีไดจาก
ระบบโฟลอินเจคชันอะนาลิซิสท่ีตรวจวัดดวยเทคนิคแอมเพอรโรเมทรีท่ีข้ัวซัลไฟตเซนตเซอรท่ีพัฒนาข้ึน มา
เปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐานไดแก วิธีวัดแบบไอโอโดเมทรี (Iodometry) พบวาไดผลการทดลองดังรูปท่ี 4.18 
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รูปท่ี 4.18 คาผลลัพธวิเคราะหของปริมาณซัลไฟตท่ีวิเคราะหไดจากตัวอยางน้ําผลไม (A-E) ตัวอยาง
ไวนขาว (F-H) และไวนแดง (I-L) จากการวิเคราะหดวยระบบโฟลอินเจคชันอะนาลิซิสท่ีมีระบบตรวจวัดแบบ
แอมเพอรโรเมทรีท่ีข้ัวไฟฟา CNTs-PDDA-AuNPs/GC และวิธีวิธีมาตรฐานแบบไอโอโดเมทรี (ตัวอยางละ 3 
replicate)   
 

 
จากการทดลองพบวาปริมาณซัลไฟตท่ีวิเคราะหไดจากตัวอยางน้ําผลไม (A-E) ตัวอยางไวนขาว (F-H) 

และไวนแดง (I-L) จากการวิเคราะหดวยระบบโฟลอินเจคชันอะนาลิซิสท่ีมีระบบตรวจวัดแบบแอมเพอรโรเมทรีท่ี
ข้ัวไฟฟา CNTs-PDDA-AuNPs/GC ไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญกับผลลัพธวิเคราะหท่ีไดจากเทคนิคมาตรฐาน 
(Iodometric method) ท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95% ( tobserved = 1.7276, เม่ือ tcritical = 2.2009) 
 

 
4.3 การเตรียมข้ัวไฟฟาไฮโดรเจนเปอรออกไซดไบโอเซนเซอร CS/HRP-p(Ani-co-o-Aba)/GCE 
 

4.1.3.1  การสังเคราะห p(Ani-co-o-Aba)  
   ก า ร สั ง เ ค ร า ะ ห โ ค พ อ ลิ เ ม อ ร ข อ ง  p(Ani-co-o-Aba) ด ว ย วิ ธี  Interfacical 
copolymerization จากสารละลายผสมของ aniline (Ani) และ o-aminobenzoic acid (o-Aba) ในตัวทํา
ละลายอินทรียดวยคลอโรฟอรม (CHCl3) โดยใชอัตราสวนโมลของมอนอเมอร 0.8:0.2, 0.6:0.4, 0.4:0.6 และ 
0.2:0.8 ตามลําดับ และใช (NH4)2S2O8 ซ่ึงละลายในตัวทําละลายน้ําเปนตัวริเริ่ม (initiator) เพ่ือให
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เกิดปฏิกิริยาพอลิเมอไรเซชันแบบอนุมูลอิสระ (radical polymerization) เม่ือไดตะกอนของโคพอลิเมอรของ 
p(Ani-co-o-Aba) แลว ใหลางตะกอนของ p(Ani-co-o-Aba) ท่ีเกิดข้ึนดวยสารละลาย HCl น้ําปราศจากไอออน 
(DI H2O) และเอทานอล ตามลําดับ เพ่ือกําจัดมอนอเมอรและสิ่งปนเปอนอ่ืนๆ ออกไป แลวท้ิงไวใหแหง จะไดโค
พอลิเมอรของ p(Ani-co-o-Aba) ตามท่ีตองการ โดยยิ่งเพ่ิมปริมาณ aminobenzoic acid (o-Aba) ในโคพอลิ
เมอร ยิ่งทําใหโคพอลิเมอรท่ีไดมีสีน้ําตาลเหลืองมากเทานั้น   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 4.19 สารละลายผสม p(Ani-co-o-Aba) ในอัตราสวนตางๆ  เม่ือปฏิกิริยาดําเนินผานไป (a) 1 
นาที และ (b) 10 นาที 
 

จากกระบวนการท่ีเกิดข้ึน  คณะผูวิจัยจึงขอนําเสนอสมการปฏิกิริยาพอลิเมอไรเซชันของ 
aniline (Ani) และ o-aminobenzoic acid (o-Aba) ท่ีเกิดข้ึนไดดังนี้ 

 
 
 

NH2 NH2X1-X

COOH

(NH4)2S2O8
in HCl

Ani Aba p(Ani1-x-co-o-Abax)

N N N
H

N
H

1-X

N
H

X

COOH

Cl- Cl- Cl-

in CHCl3 at interface

 
รูปท่ี 4.20 ปฏิกิริยาพอลิเมอไรเซชันของ aniline (Ani) และ o-aminobenzoic acid (o-Aba) ดวยวิธี 

Interfacical copolymerization เม่ือ x (0 ≤ x ≤ 1) เปนอัตราสวนโมลของ o-Aba ในโคพอลิเมอรของ p(Ani-
co-o-Aba) 
 
  การวิเคราะหเอกลักษณ 
 เม่ือพิจารณาจากโครงสรางของโคพอลิเมอรของ p(Ani-co-o-Aba) ท่ีมีหมูคารบอกซิลิก (carboxylic  
acid  group) เปนองคประกอบ คณะผูวิจัยสามารถศึกษาคุณสมบัติของการดูดกลืนแสงโดยละลายในตัวทํา
ละลายอินทรียบางตัวได เชน ไดเมทิลฟอรมาไมด (dimethylformamid: DMF) หรือ ไดเมทิลซัลฟอกไซด 

(a) (b) 



การพัฒนาเทคนิคแอมเพอรโรเมทรีแบบใหมสําหรับวิเคราะหปริมาณซัลไฟตฯ 

 

55 

(dimethyl sulfoxide: DMSO)  ในการทดลองนี้ คณะผูวิจัยไดนําโคพอลิเมอรของ p(Ani-co-o-Aba) ในแตละ
อัตราสวนท่ีสังเคราะหไดมาละลายดวย DMSO (dimethyl sulfoxide) จากนั้น นําไปศึกษาการดูดกลืนแสงดวย
เครื่อง Perkin Elmer Lambda25  UV-Visible spectrophotometer ดวย quartz cuvette (10 x 10 mm, 
Hellma Analytics) จากนั้นแสกนในชวงความยาวคลื่นตั้งแต 300 ถึง 800 nm 
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รูปท่ี 4.21 UV-visible spectra ของ p(Ani-co-o-Aba) ในแตละอัตราสวนท่ีสังเคราะหได (a) 0.2, (b) 
0.4, (c) 0.6 and (d) 0.8  mol ของ o-Aba ตอ Ani  
 
 เม่ือพิจารณา UV-visible spactra ท่ีไดจาก p(Ani-co-o-Aba) ในแตละอัตราสวน  พบชวงการดูดกลืน
แสงในชวงความยาวคลื่นตั้งแต 400 ถึง 700 nm ซ่ึงเปนลักษณะการดูดกลืนแสงของพอลิเมอรในกลุมพอลิอนิน
ลีน และสอดคลองกับงานวิจัยตางๆ ท่ีผานมา เม่ือเพ่ิมปริมาณ aminobenzoic acid (o-Aba) ในโคพอลิเมอร  
คณะผูวิจัยพบการดูดกลืนแสงในท่ีความยาวคลื่นประมาณ 390 nm  ซ่ึงเปนกระบวนการ π-π* ของระบบวง
เบนซีน (benzenoid  ring)  นอกจากนี้ยังพบการดูดกลืนแสงในท่ีความยาวคลื่นประมาณ 620 nm  ของ
กระบวนการ n-π*  ของอิเล็กตรอนคูโดดเดี่ยวบนอะตอมไนโตรเจนซ่ึงเปนระดับออรบิทัลสูงสุดท่ีมีอิเล็กตรอน
ครอบครองอยู (HOMO) ไปยัง π* ซ่ึงเปนระดับออรบิทัลต่ําสุดท่ีไมมีอิเล็กตรอนครอบครองอยู (LOMO) [28] 
 เม่ือนําข้ัวไฟฟา p(Ani-co-o-Aba)/GCE, HRP-p(Ani-co-o-Aba)/GCE และ CS/HRP-p(Ani-co-o-
Aba)/GCE ไปศึกษาลักษณะของพ้ืนผิวดวยเครื่อง Atomic  force  microscope  (AFM, Park Systems 
Corp., Korea) ท่ีควบคุมการแสกนดวย XEI software จากนั้นทําการแสกนผิวหนาข้ัวไฟฟาดวยการสุมในพ้ืนท่ี
แสกน 5x5 µm จากนั้น นําผลท่ีไดมาวิเคราะหลักษณะของพ้ืนผิวโดยพิจารณาจากแถบบอกระดับความสูง 
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รูปท่ี 4.22 ภาพ AFM ของ (A) p(Ani-co-o-Aba)/GCE, (B) HRP-p(Ani-co-o-Aba)/GCE และ (C) 
CS/HRP-p(Ani-co-o-Aba)/GCE 

 จากภาพ AFM จะเห็นวา ข้ัวไฟฟาท่ีดัดแปรดวย p(Ani-co-o-Aba), HRP-p(Ani-co-o-Aba) และ 
CS/HRP-p(Ani-co-o-Aba) จะมีลักษณะความพ้ืนทีผิวแตกตางกันอยางสิ้นเชิง  ข้ัวไฟฟาท่ีดัดแปรดวย p(Ani-
co-o-Aba) ประกอบไปดวยอนุภาคกลุมกอน (cluster) ของอนุภาคระดับนาโนท่ีมีขนาดไมเกิน 100 nm ซ่ึงมี
ประโยชนอยางตอการตรึงเอนไซมลงบนข้ัวไฟฟา เม่ือพิจารณาข้ัวไฟฟาท่ีดัดแปรดวย HRP-p(Ani-co-o-Aba) 
และ CS/HRP-p(Ani-co-o-Aba) ลักษณะของพ้ืนท่ีผิวยิ่งมีความเรียบมากข้ึน ท่ีเปนเชนนี้เพราะเกิดจากการ
ลักษณะทางกายภาพของสารชีวโมเลกุล (CS และ HRP) นั่นเอง ซ่ึงสอดคลองกับงานวิจัยท่ีผานมาหลายฉบับ28  
ท่ีไดรายงานไวเก่ียวกับการใช CS และ HRP มาดัดแปรข้ัวไฟฟา 

 
การเตรียมไฮโดรเจนเปอรออกไซดไบโอเซนเซอร 

วิธีในการเตรียมข้ัว CS/HRP-p(Ani-co-o-Aba)/GCE จากการดัดแปรดวยของผสมระหวาง p(Ani-co-
o-Aba) และ HRP หลังจากนั้น นําสารละลายผสมระหวาง HRP-p(Ani-co-o-Aba) หยดลงบนข้ัว GCE หลังจาก
ท่ีตัวทําละลายระเหยออกไปแลว ใหเคลือบข้ัวไฟฟาดวยสารละลาย CS เม่ือท้ิงไวจนข้ัวไฟฟาแหง ใหลางดวย

(A) (B) (C) 

(C) 
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สารละลายฟอสเฟสบัฟเฟอร (PBS, pH 6.5) จะไดข้ัวไฟฟา CS/HRP-p(Ani-co-o-Aba)/GCE ตามท่ีตองการ  
ในการตรึงเอนไซม HRP ลงบน HRP-p(Ani-co-o-Aba)  คณะผูวิจัยอาศัยกลไกการตรึงดวยวิธีแรงดึงดูดทาง
ไฟฟาสถิต (electrostic attraction) ระหวางหมู -COO- บนโครงโคพอลิเมอรกับ -NH2

+ บนโครงสรางของ 
HRP แลวเคลือบดวยชั้นฟลมของ CS  ซ่ึงสรุปเปนข้ันตอนดังรูป 4.23 
 

p(Ani1-x-co-o-Abax)

HRP

HRP-p(Ani1-x-co-o-Abax)

CS/HRP-p(Ani-co-o-Aba)/GCE
(2). CS film coating

GCE

(1). HRP-p(Ani-co-o-Aba)

 
 
รูปท่ี 4.23 การดัดแปรข้ัวไฟฟา CS/HRP-p(Ani-co-o-Aba)/GCE โดยอาศัย (A) การตรึง HRP ลงบน 

p(Ani-co-o-Aba) โดยอาศัยกลไกการตรึงดวยวิธีแรงดึงดูดทางไฟฟาสถิต (electrostic attraction) (B) เคลือบ
ดวยชั้นฟลมของ CS 

 
 

การวิเคราะหทางเคมีไฟฟา 
 

 เม่ือทําการทดลองเพ่ือศึกษาคุณสมบัติทางเคมีไฟฟาของโคพอลิเมอรของพอลิอะนิลีนและอะมิโนเบนโซ
อิก แอซิด ดวยเทคนิคไซคลิกโวลแทมเมทรี (cyclic voltammetry: CV) ซ่ึงควบคุมศักยไฟฟาดวยเครื่องโพเทน
ชิโอสเตท  โดยใชข้ัวไฟฟาท่ีดัดแปรดวย p(Ani-co-o-Aba) เปนข้ัวไฟฟาใชงาน (A-D) ใช Ag/AgCl เปนข้ัวไฟฟา
อางอิง  ใชลวดแพลทินัม (Pt) เปนข้ัวไฟฟาชวย ตามลําดับ  สารละลายอิเล็กโตรไลตเก้ือหนุนท่ีใชเปนสารละลาย
ฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 6.5 ความเขมขน 0.1 M  โดยทําการทดลองในสภาวะภายใตบรรยากาศกาซ N2 จากนั้น
นําข้ัวไฟฟาท้ัง 4 ชนิด (A-D) มาศึกษาคุณสมบัติโดยใชเทคนิค cyclic voltammetry ทําการสแกนศักยไฟฟา
ตั้งแต +1.0 ถึง -1.0 V ในสารละลาย ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร  (pH 6.5) ความเขมขน 0.1 M ท่ีอ่ิมตัว
ดวย N2  ไดผลการทดลองดังตอไปนี้ 

 

(B) 

(A) 

electrostatic 
attraction 
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รูปท่ี 4.24 ไซคลิกโวลแทมโมแกรม ของ p(Ani1-x-co-o-Abax)  เม่ือ x (0 ≤ x ≤ 1) เปนอัตราสวนโม

ลของ o-Aba ในโคพอลิเมอรของ p(Ani-co-o-Aba) 
 
 เม่ือพิจารณาผลการทดลองจาก cyclic voltamogram พบวาคาศักยไฟฟาท่ียอดพีคคาโนดิก (Ep,c) ท่ี
เกิดจากปฏิกิริยาออกซิเดชันและคาศักยไฟฟาท่ียอดพีคอาโนดิก (Ep,a) จากการเกิดปฏิกิริยารีดักชัน สรุปไดดัง
ตารางท่ี 4.4 
 

ตารางท่ี 4.4 ศักยไฟฟาท่ียอดพีคคาโนดิก (Ep,c) และคาศักยไฟฟาท่ียอดพีคอาโนดิก (Ep,a) จากการ
เกิดปฏิกิริยาของไฮโดรเจนเปอรออกไซดท่ีข้ัวไฟฟาท่ีดัดแปรดวยโพลิเมอร 

 

Electrode code  Ep,c (V) Ep,a (V) i -0.30V* (µA) 

A (Ani0.2Aba0.8) > 1.0 > -1.0 -1.51 

B (Ani0.4Aba0.6) 0.53 -0.51 -58.30 

C (Ani0.6Aba0.4) 0.21 -0.28 -174.00 

D (Ani0.8Aba0.2) 0.19 -0.56 -42.40 

i -0.30V  * คือ คากระแสท่ีศักยไฟฟา -0.30 V 

 
  เม่ือพิจารณาคากระแส พบวา ข้ัวไฟฟา A (Ani0.2Aba0.8) ใหคากระแสไฟฟาเทากับ -1.51 µA ข้ัวไฟฟา 
B (Ani0.4Aba0.6) ใหคากระแสไฟฟาเทากับ -58.30 µA  ข้ัวไฟฟา C (Ani0.6Aba0.4) ใหคากระแสไฟฟาเทากับ -
174.00 µA ข้ัวไฟฟา D (Ani0.8Aba0.2) ใหคากระแสเทากับ -42.40 µA ผลการทดลองนี้แสดงใหเห็นวา 
ข้ัวไฟฟา C (Ani0.6Aba0.4) เปนข้ัวไฟฟาท่ีใหคาการตอบสนองของกระแสไฟฟาสูงท่ีสุด ดังนั้นจึงเลือกข้ัวไฟฟา C 
ซ่ึงมี Ani0.6Aba0.4 เปนพอลิเมอรสําหรับการตรึงเอนไซม HRP บนข้ัวไฟฟาสําหรับทําการทดลองในข้ันตอนตอไป 
  เม่ือนํา p(Ani0.6-co-o-Aba0.4) มาเปนพอลิเมอรเพ่ือตรึงเอนไซม HRP แลวเคลือบดวยชั้นฟลม
ของ CS ไดข้ัวไฟฟา CS/HPR-p(Ani0.6-co-o-Aba0.4)/GCE เปนข้ัวไฟฟาใชงาน แลวเปรียบเทียบกับข้ัวไฟฟา
อ่ืนๆ อีก 3 ข้ัว ไดแก GCE, p(Ani0.6-co-o-Aba0.4)/GCE และ HPR-p(Ani0.6-co-o-Aba0.4)/GCE  ใช Ag/AgCl 
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เปนข้ัวไฟฟาอางอิง  ใชลวดแพลทินัม (Pt) เปนข้ัวไฟฟาชวย ตามลําดับ  สารละลายอิเล็กโตรไลตเก้ือหนุนท่ีใช
เปนสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 6.5 ความเขมขน 0.1 M  โดยทําการทดลองในสภาวะภายใตบรรยากาศ
กาซ N2 จากนั้นนําข้ัวไฟฟาท้ัง 4 ชนิด มาศึกษาคุณสมบัติทางไฟฟาเคมีโดยใชเทคนิค cyclic voltammetry 
ทําการสแกนศักยไฟฟาตั้งแต +0.40 ถึง -0.60 V ในสารละลาย ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร  (pH 6.5) 
ความเขมขน 0.1 M ท่ีอ่ิมตัวดวย N2  ไดผลการทดลองดังรูปท่ี 4.25 
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รูปท่ี 4.25 ไซคลิกโวลแทมโมแกรมของ (a) GCE (black dot line), (b) p(Ani0.6-co-o-Aba0.4)/GCE 
(red dash line), (c) HPR-p(Ani0.6-co-o-Aba0.4)/GCE (green short dash line) และ (d) CS/HPR-
p(Ani0.6-co-o-Aba0.4)/GCE (blue solid line) 
 
 ผลการทดลองท่ีไดพบวา ข้ัวไฟฟา GCE (black dot line) ไมแสดงลักษณะของพีคใดๆ ในสารละลายอิ
เล็กโตรไลตเก้ือหนุน ข้ัวไฟฟา p(Ani0.6-co-o-Aba0.4)/GCE (red dash line) ใหยอดพีคคาโนดิก (Ep,c) ท่ียอด
พีคอาโนดิก (Ep,a) ท่ีชัดเจน (ดังท่ีกลาวมาขางตน) และเปนข้ัวท่ีใหคากระแสไฟฟาตอบสนองท่ีสูงท่ีสุด ท้ังนี้เปน
ผลมาจากสมบัติรีดอกซของพอลิเมอรกลุมพอลิอะนิลีน [29-31] หลังจากท่ีตรึงเอนไซม HRP ลงบน p(Ani0.6-
co-o-Aba0.4) ข้ัวไฟฟา HPR-p(Ani0.6-co-o-Aba0.4)/GCE (green short dash line) ยังใหยอดพีคคาโนดิก 
(Ep,c) ท่ียอดพีคอาโนดิก (Ep,a) แตคากระแสไฟฟาตอบสนองมีคาลดลง และหลังจากเคลือบข้ัวไฟฟาชั้นนอกสุด
ดวย CS คากระแสไฟฟาตอบสนองมีคาต่ําท่ีสุด  สาเหตุท่ีคากระแสไฟฟาตอบสนองมีคาต่ําลงเปนผลมาจาก
สมบัติไมนําไฟฟาของสารชีวโมเลกุล (CS และ HRP)  ซ่ึงสอดคลองกับรายงานวิจัยของ Gao et al [32] ท่ีได
รายงานไววา สมบัติการนําไฟฟาของข้ัวไฟฟาจะลดลงเม่ือดัดแปรดวย CS และ HRP 

หลังจากท่ีนําข้ัว CS/HRP-p(Ani0.6-co-o-Aba0.4)/GCE ไปศึกษาการตอบสนองตอ ไฮโดรเจนเปอร
ออกไซด ท่ีความเขมขน 0.2 และ 0.4 mM  โดยการแสกนคาศักยไฟฟาจาก -0.6 V and +0.4 V (vs. Ag/AgCl) 
ในสารละลาย ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร  (pH 6.5) ท่ีอ่ิมตัวดวย N2 ในสภาวะท่ีไมเติมและเติม ไฮโดรเจน
เปอรออกไซด ผลการทดลองแสดงในรูปตอไปนี้ 

(a) 

(b) 

(c) 
(d) 
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รูปท่ี 4.26 ไซคลิกโวลแทมโมแกรมของ CS/HRP-p(Ani0.6-co-o-Aba0.4)/GCE คาศักยไฟฟาจาก -0.6 
V and +0.4 V (vs. Ag/AgCl) ในสารละลาย ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร  (pH 6.5) ท่ีอ่ิมตัวดวย N2 ใน
สภาวะท่ีไมเติม (curve  a,  black  dot  line) และเติม ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ท่ีความเขมขน 0.2  mM 
(curve b, red dash line) และ 0.4 mM (curve c, blue solid line) ใช scan rate 50 mV/s ท่ี
อุณหภูมิหอง 

 
ผลการทดลองพบวา กระแสออกซิเดชันมีแนวโนมลดลง  ในขณะท่ีกระแสรีดักชันเพิมข้ึนท่ีคาศักยไฟฟา

ประมาณ -0.25 V ไปจนถึง -0.6 V ซ่ึงผลการทดลองดังกลาวบงบอกวา กระแสท่ีเกิดข้ึนนี้เกิดจากการเรง
ปฏิกิริยาทางไฟฟาเคมีดวยข้ัว CS/HRP-p(Ani0.6-co-o-Aba0.4)/GCE  จากกระบวนการท่ีเกิดข้ึน  คณะผูวิจัยจึง
เสนอสมการท่ีเกิดข้ึนท่ีไดดังนี้ 

 

HRPred  +  H2O2  +  2H+  →  HRPox  +  2H2O      (4.1) 

HRPox  +  p(Ani-co-o-Aba)red   →  HRPred  + poly(Ani-co-o-Aba)ox  (4.2) 

poly(Ani-co-o-Aba)ox  +  e- →  p(Ani-co-o-Aba)red     (4.3) 
 

สมการรวม : 
 

H2O2  +  2H+  + 2e- →  +  2H2O      (4.4) 
 

 จากรายงานวิจัยของ Berglund et al. [33] คณะผูวิจัยจึงขอนําเสนอแผนภาพแสดงกลไกของปฏิกิริยา
ท่ีเกิดข้ึนไดดังตอไปนี้ 

 
 
 
 
 

(a) 

(b) 

(c) 



การพัฒนาเทคนิคแอมเพอรโรเมทรีแบบใหมสําหรับวิเคราะหปริมาณซัลไฟตฯ 

 

61 

 
 

 

GCE

p(Ani-co-o-Aba)(red)

p(Ani-co-o-Aba)(ox)

e-

HOOH

H2O

FeIV=O

FeIV-OH

H+

FeIII

H2O
e-

p(Ani-co-o-Aba)(red)

p(Ani-co-o-Aba)(ox)

Compound I

Compound II

H+

HRP

 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 4.27 แผนภาพแสดงกลไกการเรงปฏิกิริยารีดักชันของ ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ทางไฟฟาเคมีดวย
ข้ัว CS/HRP-p(Ani0.6-co-o-Aba0.4)/GCE  
 
 
 

ศึกษาหาสภาวะในการทดลองท่ีเหมาะสม 
เพ่ือยืนยันวา p(Ani0.6-co-o-Aba0.4) เปนชนิดของโคพอลิเมอรท่ีดี ท่ีสุดในการตรึงเอนไซม HRP 

คณะผูวิจัยไดทําการทดลองวัดการเรงปฏิกิริยาการสลายตัวของ ไฮโดรเจนเปอรออกไซด โดยทําการทดลอง
เปรียบเทียบกับโคพอลิเมอร p(Ani1-x-co-o-Abax) ท้ังสี่ชนิด  ไดแก p(Ani0.2-co-o-Aba0.8), p(Ani0.4-co-o-
Aba0.6), p(Ani0.6-co-o-Aba0.4) และ p(Ani0.8-co-o-Aba0.2) ท่ีใชตรึงเอนไซม HRP แลวเคลือบดวยชั้นฟลม 
CS และศึกษาคุณสมบัติทางเคมีไฟฟาโดยใชเทคนิค cyclic voltammetry (CV) ทําการสแกนศักยไฟฟาตั้งแต 
+0.40 ถึง -0.60 V ในสภาวะท่ีเติม 0.2 mM ไฮโดรเจนเปอรออกไซด บนข้ัวไฟฟา CS/HRP-p(Ani1-x-co-o-
Abax)/GCE เม่ือ x (0 ≤ x ≤ 1) เปนอัตราสวนโมลของ o-Aba ในสารละลาย ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร  
(pH 6.5) ความเขมขน 0.1 M ใช scan rate 50 mV/s ทําการทดลองท่ีอุณหภูมิหอง  ไดผลการทดลองดังรูปท่ี 
4.28 

 
 

 

CS film coating 

Supporting electrolyte solution 
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รูปท่ี 4.28 คากระแสท่ีตอบสนองตอ 0.2 mM ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ท่ีศักยไฟฟา -0.3 V บน
ข้ัวไฟฟา CS/HRP-p(Ani1-x-co-o-Abax)/GCE เม่ือ x (0 ≤ x ≤ 1) เปนอัตราสวนโมลของ o-Aba ในสารละลาย 
ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร  (pH 6.5) ความเขมขน 0.1 M ใช scan rate 50 mV/s 
 
 ผลการทดลองพบวา  เม่ือใช p(Ani0.8-co-o-Aba0.2) เปนตัวตรึงเอนไซม HRP คากระแสท่ีตอบสนอง
ตอ ไฮโดรเจนเปอรออกไซดความเขมขน 0.2 mM มีคาประมาณ -0.2 µA และมีคาเพ่ิมข้ึนเม่ือใช p(Ani0.6-co-
o-Aba0.4) และเปนคากระแสท่ีสูงท่ีสุดท่ีอานได หลังจากนั้น คากระแสท่ีตอบสนองมีคาลดลงเม่ือใช p(Ani0.4-
co-o-Aba0.6) และ p(Ani0.2-co-o-Aba0.8) ตามลําดับ ผลการทดลองนี้ชวยยืนยันวา p(Ani0.6-co-o-Aba0.4) 
เปนชนิดของโคพอลิเมอรท่ีดีท่ีสุดในการตรึงเอนไซม HRP  เม่ือพิจารณาถึงกลไกท่ีใชในการตรึงเอนไซม จะเห็น
ไดวา การตรึงเอนไซม HRP ดวยแรงไฟฟาสถิต (electrostatic attraction) ตองอาศัยหมู –COO- บนโครงสราง
ของโคพอลิเมอร  คณะผูวิจัยอธิบายไดวา  ถาโคพอลิเมอรมีหมู –COO- อยูในปริมาณท่ีมาก  ปริมาณเอนไซม 
HRP ท่ีตรึงบนข้ัวไฟฟานั้นจะมีปริมาณมากเชนกัน  ลักษณะดังกลาวมีผลทําใหเกิดการขัดขวางการนําสง
กระแสไฟฟาระหวางข้ัวไฟฟาของสารชีวโมเลกุลของเอนไซม  ในทางตรงกันขาม  ถาโคพอลิเมอรมีหมู –COO- 
อยูในปริมาณท่ีนอยกวาปกติ ปริมาณเอนไซม HRP ท่ีตรึงบนข้ัวไฟฟานั้นจะมีปริมาณนอยลงตามไปดวย ดังนั้น 
คณะผูวิจัยจึงเลือกใช p(Ani0.6-co-o-Aba0.4) เปนชนิดของโคพอลิเมอรท่ีใชในการตรึงเอนไซม HRP ท่ีตรึงบน
ข้ัวไฟฟา 
 ในการศึกษาปริมาตร %CS ท่ีเหมาะสม โดยใช %CS ท่ีแตกตางกันท้ังหมด 5 ชนิด คือ 0.2, 0.4, 0.6, 
0.8 และ 1.0%CS ตามลําดับ ทําการศึกษาโดยใชเทคนิค cyclic voltammetry (CV) ทําการสแกนศักยไฟฟา
ตั้งแต +0.40 ถึง -0.60 V ในสภาวะท่ีเติม ไฮโดรเจนเปอรออกไซดความเขมขน 0.2 mM บนข้ัวไฟฟา CS/HRP-
p(Ani0.6-co-o-Aba0.4)/GCE ในสารละลาย ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร  (pH 6.5) ความเขมขน 0.1 M ใช 
scan rate 50 mV/s ทําการทดลองท่ีอุณหภูมิหอง ไดผลการทดลองดังรูป 4.29 
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รูปท่ี 4.29 คากระแสท่ีตอบสนองตอ 0.2 mM ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ท่ีศักยไฟฟา -0.3 V เม่ือเปลี่ยน
ความเขมขนของ CS จาก 1.0-0.2 %wt. บนข้ัวไฟฟา CS/HRP-p(Ani0.6-co-o-Aba0.4)/GCE ในสารละลาย ใน
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร  (pH 6.5) ความเขมขน 0.1 M ใช scan rate 50 mV/s 
 
 การตรึงเอนไซม HRP ดวยแรงไฟฟาสถิต (electrostatic attraction) โดยอาศัยหมู –COO- บน
โครงสรางของโคพอลิเมอร  อาจทําใหข้ัวไฟฟาท่ีไดไมมีความเสถียรมากพอ  เพราะเอนไซม HRP ท่ีถูกตรึงนั้นซ่ึง
อยูในสวนชั้นนอกสุด อาจจะเกิดการหลุดออกจากข้ัวไฟฟาได  ดังนั้นคณะผูวิจัยจึงเลือกท่ีจะเคลือบชั้นนอกสุด
ของข้ัวไฟฟาดวยชั้นฟลมของ CS เพราะนอกจากจะเปนสารท่ีชวยตรึงเอนไซมบนข้ัวไฟฟาไดอยางดีแลว ยังเปน
สารท่ีมีความสามารถเขากันได (compatibility) เปนอยางดี  ผลการทดลองท่ีไดพบวา เม่ือเพ่ิมความเขมขนของ 
CS จาก 0.2% เปน 0.4% คากระแสท่ีตอบสนองมีคาเพ่ิมข้ึน และมีแนวโนมลดลงเรื่อยๆ อยางเห็นไดชัด 
จนกระท่ังต่ําสุดท่ีความเขมขน 1.0%CS ผลการทดลองดังกลาวสอดคลองกับ  Li et al [34]  ซ่ึงไดรายงานไววา 
ความเขมขนของ CS ท่ีใชในการตรึงเอนไซมจะมีคาเหมาะสมท่ีคาหนึ่งเทานั้น  ยิ่งมีการเพ่ิมปริมาณ CS ลงไป
มากเทาไหร  ยิ่งทําใหข้ัวไฟฟาท่ีไดไมเสถียรมากเทานั้น ซ่ึงมีสาเหตุเนื่องมาจากการหลุดลอกของชั้นฟลม CS 
นั่นเอง  ดังนั้น คณะผูวิจัยจึงเลือกใช ความเขมขนของ CS ท่ี 0.4% ในการตรึงเอนไซม HRP ท่ีตรึงบนข้ัวไฟฟา 
CS/HRP-p(Ani0.6-co-o-Aba0.4)/GCE สําหรับการวิเคราะหตัวแปรอ่ืนตอไป 
 ในการศึกษาหาปริมาณ HRP ท่ีเหมาะสม โดยใช HRP ท่ีแตกตางกันท้ังหมด 5 ชนิด คือ 2, 4, 6, 8 และ 
10 mg/mL HRP โดยใชเทคนิค cyclic voltammetry (CV) ทําการสแกนศักยไฟฟาตั้งแต +0.40 ถึง -0.60 V 
ในสารละลาย ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร  (pH 6.5) ความเขมขน 0.1 M ในสภาวะท่ีเติม 0.2 mM 
ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ใช scan rate 50 mV/s ทําการทดลองท่ีอุณหภูมิหอง ผลการทดลองแสดงดังรูป 4.30 
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รูปท่ี 4.30 คากระแสท่ีตอบสนองตอ 0.2 mM ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ท่ีศักยไฟฟา -0.3 V เม่ือเปลี่ยน
ความเขมขนของ HRP จาก 2-10 mg/mL บนข้ัวไฟฟา CS/HRP-p(Ani0.6-co-o-Aba0.4)/GCE ในสารละลาย 
ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร  (pH 6.5) ความเขมขน 0.1 M ใช scan rate 50 mV/s 
 
 
 เปนท่ีทราบกันดีวาคากระแสท่ีตอบสนองจะข้ึนอยูกับปริมารณของเอนไซมบนข้ัวไฟฟา  คณะผูวิจัยจึง
ทําการผลดังกลาวโดยการเปลี่ยนความเขมขนของเอนไซม HRP จาก 2-10 mg/mL บนข้ัวไฟฟา CS/HRP-
p(Ani0.6-co-o-Aba0.4)/GCE  ผลการทดลองท่ีไดพบวา เม่ือเพ่ิมความเขมขนของเอนไซม HRP จาก 2 mg/mL 
เปน 4 mg/mL คากระแสท่ีเพ่ิมข้ึน หลังจากนั้น ยิ่งเพ่ิมความเขมขนของเอนไซม HRP มากข้ึนเทาไหร  
คากระแสท่ีไดยิ่งมีคาต่ําลงมากเทานั้น ท้ังนี้เปนผลมาจากสมบัติท่ีเปนสารไมนําไฟฟาของเอนไซม ดังนั้น  
คณะผูวิจัยจึงเลือกใชความเขมขนของเอนไซม HRP ท่ี 4 mg/mL ในการสรางข้ัวไฟฟา CS/HRP-p(Ani0.6-co-o-
Aba0.4)/GCE  สําหรับการวิเคราะหตัวแปรอ่ืนตอไป   

ในการศึกษาผลของ pH ของสารละลายอิเล็กโตรไลตเก้ือหนุน phosphate buffer ความเขมขน 0.1 
M ท่ีมี pH แตกตางกัน คือ pH 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0 จากนั้น นํามาวิเคราะหดวยเทคนิค cyclic 
voltammetry (CV) ทําการใหศักยแกข้ัวไฟฟาใชงานตั้งแต +0.40 ถึง -0.60 V  ในสภาวะท่ีเติม 0.2 mM 
ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ใช scan rate 50 mV/s ทําการทดลองท่ีอุณหภูมิหอง ผลการทดลองแสดงดังรูป 4.31 
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รูปท่ี 4.31 คากระแสท่ีตอบสนองตอ 0.2 mM ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ท่ีศักยไฟฟา -0.3 V บน
ข้ัวไฟฟา CS/HRP-p(Ani0.6 -co-o-Aba0.4 )/GCE เม่ือเปลี่ยน pH ของสารละลายอิเล็กโตรไลตเก้ือหนุน 
phosphate buffer ความเขมขน 0.1 M ท่ี 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0 ใช scan rate 50 mV/s 
 
 
 pH ของสารละลายอิเล็กโตรไลตเก้ือหนุนเปนปจจัยหนึ่งท่ีมีผลอยางยิ่งตอการทํางานของเอนไซม HRP 
เม่ือพิจารณาคากระแสท่ีตอบสนองท่ีศักยไฟฟา -0.3 V บนข้ัวไฟฟา CS/HRP-p(Ani0.6-co-o-Aba0.4)/GCE ผล
การทดลองท่ีไดพบวา เม่ือเพ่ิมคา pH ของสารละลายอิเล็กโตรไลตเก้ือหนุนจาก 5.0 ถึง 6.0 คากระแสท่ีไดมีคา
เพ่ิมข้ึนเพียงเล็กนอย และจะมีคาสูงท่ีสุดท่ี pH เทากับ 6.5 แตหลังจากท่ีเพ่ิมคา pH สูงข้ึนจนถึง 8.0 คากระแส
ท่ีไดมีแนวโนมลดลงตามลําดับ ผลการทดลองท่ีไดสอดคลองกับ Tangkuaram et al. [35] ซ่ึงไดรายงานไววา 
กระบวนการเรงการสลายตัวของ ไฮโดรเจนเปอรออกไซด  ไปเปน H2O จะเกิดข้ึนไดดีในสภาวะท่ีมีความเปน
กรดเล็กนอย เพราะเอนไซม HPR จําเปนตองใช H+ ในปฏิกิริยาการรีดักชันของ ไฮโดรเจนเปอรออกไซด  ดังนั้น  
คณะผูวิจัยจึงเลือกใช pH ของสารละลายอิเล็กโตรไลตเก้ือหนุนท่ี pH เทากับ 6.5 ในการเรงปฏิกิริยาการรีดักชัน
ของ ไฮโดรเจนเปอรออกไซด  บนข้ัวไฟฟา CS/HRP-p(Ani0.6-co-o-Aba0.4)/GCE  สําหรับการทดลองอ่ืนตอไป 
 การทดลองนี้เปนการศึกษาคาศักยไฟฟาท่ีเหมาะสม ทําการศึกษาโดยใชเทคนิค cyclic voltammetry 
(CV) โดยเติมสารละลายมาตรฐาน ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ลงในสารละลาย ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร  
(pH 6.5)  ความเขมขน 0.1 M จากนั้น นํามาวิเคราะหดวยเทคนิค cyclic voltammetry (CV) ทําการสแกน
ศักยไฟฟาตั้งแต +0.40 ถึง -0.60 V ในสภาวะท่ีเติม 0.2 mM ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ใช scan rate 50 mV/s 
ทําการทดลองท่ีอุณหภูมิหอง ผลการทดลองดังรูป 4.32 
 



การพัฒนาเทคนิคแอมเพอรโรเมทรีแบบใหมสําหรับวิเคราะหปริมาณซัลไฟตฯ 

 

66 

-0.20 -0.25 -0.30 -0.35 -0.40 -0.45 -0.50 -0.55

0.0

-0.1

-0.2

-0.3

-0.4

 

 

i/µ
A

E/V (vs. Ag/AgCl)  
 

รูปท่ี 4.32 คากระแสท่ีตอบสนองตอ 0.2 mM ไฮโดรเจนเปอรออกไซด บนข้ัวไฟฟา CS/HRP-p(Ani0.6-
co-o-Aba0.4)/GCE ในสารละลาย ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร  (pH 6.5) ความเขมขน 0.1 M ใช scan 
rate 50 mV/s 
 
 
 คาศักยไฟฟาท่ีใชกระตุนการทํางานของเอนไซมบนข้ัวไฟฟาก็เปนปจจัยหนึ่งท่ีมีผลตอการเรงปฏิกิริยา
การสลายตัวของ ไฮโดรเจนเปอรออกไซด คณะผูวิจัยจึงพิจารณาคากระแสท่ีตอบสนองตอ 0.2 mM ไฮโดรเจน
เปอรออกไซด บนข้ัวไฟฟา CS/HRP-p(Ani0.6 -co-o-Aba0.4 )/GCE  ผลการทดลองท่ีไดพบวา ยิ่งเพ่ิมคา
ศักยไฟฟาท่ีใชกระตุนบนข้ัวไฟฟา CS/HRP-p(Ani0.6-co-o-Aba0.4)/GCE มากเทาไหร  คากระแสท่ีไดยิ่งมีคา
เพ่ิมข้ึนมากเทานั้น ถึงแมวา คาศักยไฟฟาท่ีใชกระตุนสูงจะทําใหเกิดการเรงปฏิกิริยาการรีดักชันของ ไฮโดรเจน
เปอรออกไซด ไดดี  แตก็มีความนาจะเปนท่ีสูงเชนกันท่ีอาจจะถูกรบกวนดวยตัวรบกวนท่ีสามารถเกิดปฏิกิริยา
การรีดักชันท่ีคาศักยไฟฟาใกลเคียง  ดังนั้น  คณะผูวิจัยจึงเลือกใชคาศักยไฟฟาท่ีใชกระตุนท่ี  -0.3 V ในการเรง
ปฏิกิริยาการรีดักชันของ ไฮโดรเจนเปอรออกไซด  บนข้ัวไฟฟา CS/HRP-p(Ani0.6-co-o-Aba0.4)/GCE  สําหรับ
การวิเคราะหดวยเทคนิคอ่ืนตอไป 

 
 
-การวัดสัญญาณแบบแอมเพอรโรเมทรีท่ีไฮโดรเจนเปอรออกไซดไบโอเซนเซอร (CS/HRP-

p(Ani0.6-co-o-Aba0.4)/GCE) 
 
ในการทดลองนี้ ศึกษาการเกิดปฏิกิริยารีดักชันของไฮโดรเจนเปอรออกไซด ท่ีศักยไฟฟา -0.3 V โดยใช

เทคนิคแอมเพอรโรเมทรีโดยใชข้ัวไฟฟา CS/HRP-p(Ani1-x-co-o-Abax)/GCE เปนข้ัวไฟฟาใชงาน (WE) ใช 
Ag/AgClเปนข้ัวไฟฟาอางอิง  (RE) ใชลวดแพลทินัม (Pt) เปนข้ัวไฟฟาชวย (CE) ในสารละลาย ในสารละลาย
ฟอสเฟตบัฟเฟอร  (pH 6.5) ความเขมขน 0.1 M ทําการทดสอบภายใตบรรยากาศกาซ N2 ในสารละลายท่ีมี
การกวน ไดผลการทดลองแสดงดังรูปท่ี 4.33 
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รูปท่ี 4.33 (A) กราฟแสดงความสัมพันธ กระแส-เวลา (i-t) บนข้ัวไฟฟา CS/HRP-p(Ani0.6-co-o-
Aba0.4)/GCE คาศักยไฟฟาท่ี -0.3 V (vs. Ag/AgCl) ท่ีตอบสนองตอไฮโดรเจนเปอรออกไซด ในสารละลาย
ฟอสเฟตบัฟเฟอร (pH 6.5) ท่ีอ่ิมตัวดวย N2 และกวนตลอดเวลา (B) กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวาง
กระแสกับความเขมขนของ ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ท่ีเติมลงไป 
 

 
จากผลการทดลองในรูปท่ี 4.33  พบวาข้ัวไฟฟา CS/HRP-p(Ani0.6-co-o-Aba0.4)/GCE มีสภาพไวสูง 

ใหการตอบสนองท่ีเร็วตอไฮโดรเจนเปอรออกไซด  โดยใหสัญญาณท่ีเพ่ิมสูงข้ึนเม่ือเพ่ิมความเขมขนของ
ไฮโดรเจนเปอรออกไซดท่ีเติมลงไปในสารละลาย ในชวงตั้งแต 10 µM ถึง 4 mM กราฟมาตรฐานแสดง
ความสัมพันธระหวางกระแสกับความเขมขนของไฮโดรเจนเปอรออกไซด แสดงดังรูปท่ี 4.33B 
 
 
 
 
 
 
 

(B) 

(A) 
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คาคงท่ี Michaelis-Menten ( ) ท่ีบงบอกถึงจลนศาสตรของเอนไซม-ซับสเทรต คํานวณหาไดจาก

สมการของ Lineweaver-Burk ดังสมการ 
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เม่ือ Iss คือคากระแสท่ีสภาวะ steady-state เม่ือมีการเติมซับสเทรต, Imax คือคากระแสสูงสุดท่ีไดเม่ือ
เติมซับสเทรตจนอ่ิมตัว และ C คือความเขมขนของซับสเทรต จากการทดลองพบวา  ของข้ัวไฟฟา 
CS/HRP-p(Ani0.6-co-o-Aba0.4)/GCE ท่ีไดจากการคํานวณมีคาเทากับ 5.14 แสดงใหเห็นวา การจับของ
เอนไซม HRP-ไฮโดรเจนเปอรออกไซดมีความแรงพอทําใหเอนไซมสามารถเรงปฏิกิริยาการเกิดรีดักชันของ
ไฮโดรเจนเปอรออกไซดไดดี 
 ในการศึกษาความเสถียรของไฮโดรเจนเปอรออกไซดไบโอเซนเซอรท่ีได โดยนํามาศึกษาการ
เกิดปฏิกิริยารีดักชันของ ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ความเขมขน 0.2 mM ท่ีศักยไฟฟา -0.3 V ทําการศึกษา
ท้ังหมดรวมเปนระยะเวลา 2 สัปดาห ผลการทดลองแสดงดังรูปท่ี 4.34 
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รูปท่ี 4.34 การศึกษาความเสถียรของไฮโดรเจนเปอรออกไซดไบโอเซนเซอร จากคากระแสรีดักชันของ 
ไฮโดรเจนเปอรออกไซดความเขมขน 0.2 mM ท่ีศักยไฟฟา -0.3 V mM ในสารละลายในสารละลายฟอสเฟต
บัฟเฟอร (pH 6.5). 
 
 ในการศึกษาผลของตัวรบกวนท่ีมีผลตอการวิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจนเปอรออกไซด โดยเติม
สารละลายมาตรฐาน ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ความเขมขน 0.2 mM แลวเติมสารละลายมาตรฐานตัวรบกวน 
ไดแก โดปามีน (dopamine: DA) กรดเอสคอบิก (ascorbic acid: AA) กลูโคส (glucose: Glu) และ กรดยูริก 
(uric acid: UA) ท่ีความเขมขนความเขมขน  1.0 mM หลังจากนั้นเปรียบเทียบสัญญาณกระแสท่ีไดจากการ
ตรวจวัดสารละลายมาตรฐาน ไฮโดรเจนเปอรออกไซด และสัญญาณท่ีไดจากการเติมตัวรบกวน   ผลการทดลอง
แสดงดังรูปท่ี 4.35 
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รูปท่ี 4.35 การศึกษาผลของตัวรบกวนของไฮโดรเจนเปอรออกไซดไบโอเซนเซอร จากคากระแสรีดักชัน
ของ ไฮโดรเจนเปอรออกไซดความเขมขน 0.2 mM ท่ีศักยไฟฟา -0.3 V mM ในสารละลายในสารละลาย
ฟอสเฟตบัฟเฟอร (pH 6.5) เม่ือมีการเติม (a) 0.2 mM H2O2, (b) 1 mM DA, (c) 1 mM AA, (d) 1 mM Glu 
and (e) 1 mM UA  
 
 

จากผลการทดลองจะเห็นวา เม่ือมีการเติมตัวรบกวน DA, AA, Glu และ UA ความเขมขนสูงกวา 
ไฮโดรเจนเปอรออกไซถึง 5 เทา (1 mM) คากระแสท่ีไดไมมีการเปลี่ยนแปลง แสดงใหเห็นวาตัวรบกวนท่ีศึกษา
ดังกลาวท้ัง 4 ชนิดไมรบกวนการวิเคราะห 
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บทที่ 5 

สรุปผลการทดลอง 
 

 ในงานวิจัยนี้การพัฒนาซัลไฟตเคมิคัลเซนเซอรและข้ัวไฟฟาไฮโดรเจนเปอรออกไซดสําหรับวิเคราะห
ปริมาณซัลไฟตแบงออกเปน 3 สวนดังนี้ 

 
1) การทําอิเล็กโทรโพลิเมอรเซชันของโพลิอะนิลีน 

 การพัฒนาซัลไฟตเซนเซอรโดยการทําอิเล็กโตรพอลีเมอรไรเซชันอะนิลีนใหเกิดพอลีอะนิลีนในเมทริกซ
ของมัลติวอลลคารบอนนาโนทิวป (MWCNTs) และการทําอิเล็กโตรเดพโพสิทอนุภาคโลหะนาโน  (metal 
nanoparticles) บนข้ัวไฟฟากลาสซีคารบอน   เพ่ือใชเปนตัวตรวจวัดในเทคนิคแอมเพอรโรเมทรีท่ีใชงานงาย  
สะดวก  มีความเท่ียงและมีสภาพไวสูงข้ึน  โดยติดตามคากระแสจากปฏิกิริยาออกซิเดชันของซัลไฟต  จาก
การศึกษาชนิดของอนุภาคโลหะนาโนและชนิดของมัลติวอลลคารบอนนาโนทิวปท่ีเหมาะสมตอการพัฒนาซัลไฟต
เซนเซอร  โดยใชเทคนิคไซคลิกโวลแทมเมทรี  และเทคนิคแอมเพอรโรเมทรี  พบวาอนุภาคโลหะนาโนท่ี
เหมาะสมตอการพัฒนาซัลไฟตเซนเซอรคือ  อนุภาคทองนาโน (AuNPs)  และชนิดของมัลติวอลลคารบอนนาโน
ทิวปท่ีเหมาะสมตอการพัฒนาซัลไฟตเซนเซอรคือ  MWCNT-COOH  จากนั้นทําการศึกษาปริมาณความเขมขน
ของอะนิลีน  (aniline) , MWCNT-COOH  และปริมาณของ AuNPs  ท่ีเหมาะสมตอการพัฒนาซัลไฟตเซนเซอร 
พบวาปริมาณความเขมขนขององคประกอบตางๆ ในสารละลายท่ีใชในการดัดแปรข้ัวไฟฟากลาสซีคารบอนท่ี
เหมาะสมตอการวัดปริมาณซัลไฟต  คือ  อะนิลีนความเขมขน 0.02 mM, MWCNT-COOH  ความเขมขน 0.48 
mg/mL  และ AuNPs  ความเขมขน 0.12 mM  ในการศึกษาหา pH ของสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความ
เขมขน 0.067 M ท่ีเหมาะสมตอการทํางานของซัลไฟตเซนเซอรโดยใชเทคนิคแอมเพอรโรเมทรี (ศักยไฟฟา 
+0.6 V)  พบวา  pH ของสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรท่ีเหมาะสมตอการใชเปนสารละลายอิเล็กโตรไลต
เก้ือหนุนในการตรวจวัดซัลไฟต pH  เทากับ 7.0 

ในการศึกษาคุณลักษณะของเทคนิควิเคราะหแอมเพอรโรเมทรี  โดยใชซัลไฟตเซนเซอรท่ีพัฒนาไดเปน
ตัวตรวจวัด  ใช  Ag/AgCl  เปนข้ัวไฟฟาอางอิง ลวดแพลทินัม (Pt) เปนข้ัวไฟฟาชวย และใชสารละลายฟอสเฟต
บัฟเฟอร  pH 7.0  ความเขมขน 0.067 M  เปนสารละลายอิเล็กโตรไลตเก้ือหนุน  ใหศักยไฟฟา  0.6 V  แก
ข้ัวไฟฟาใชงาน  พบวาคากระแสท่ีไดจากการตรวจวัดแปรผันตรงกับความเขมขนของซัลไฟต  โดยมีชวงการ
ตอบสนองแบบเปนเสนตรงอยูในชวง 1 –16 mM  (r2 = 0.9964)  ซัลไฟตเซนเซอรท่ีพัฒนาข้ึนมีขีดต่ําสุดในการ
วิเคราะหไดเทากับ 0.0927  mM  มีคาความเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธเทากับ  4.12  (n = 5)  แสดงใหเห็น
วาซัลไฟตเซนเซอรท่ีพัฒนาไดมีขีดจํากัดในการวิเคราะหปริมาณซัลไฟตไดท่ีความเขมขนต่ําสุดถึงระดับมิลลิโม
ลาร  และมีความเท่ียงสูง   ในการศึกษาผลของตัวรบกวนดวยเทคนิคแอมเพอรโรเมทรีท่ีพัฒนาข้ึน  พบวาตัว
รบกวนท่ีศึกษา  ascorbic  acid , sodium  sulfate , sodium  nitrate และ potassium  iodide  มีคา 
tolerance  limit  เทากับ  0.05 , 10.00 , 20.00 และ  0.20  mM  ตามลําดับ  งานวิจัยในสวนนี้สามารถ
พัฒนาซัลไฟตเซนเซอรท่ีมีสภาพไว  ความจําเพาะเจาะจง  และมีความเท่ียงตรงสูง  สําหรับใชในการ
วิเคราะหซัลไฟตดวยเทคนิคแอมเพอรโรเมทรี  การท่ีจะนําซัลไฟตเซนเซอรท่ีพัฒนาข้ึนไปใชในการวิเคราะหซัล
ไฟตในตัวอยางจริงดวยเทคนิคแอมเพอรโรเมทรีไดนั้น  อาจจําเปนตองมีกระบวนการในการแยกเอาตัวรบกวน
ออกกอนทําการวิเคราะห  จากปญหานี้จึงตองมีการศึกษาและพัฒนาระบบวิเคราะหตอไปเพ่ือลดผลของตัว
รบกวน 
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  2) ข้ัวไฟฟาชนิดกลาสซีคารบอนท่ีดัดแปรดวยมัลติวอลลคารบอนนาโนทิวป-พีดีดีเอ-อนุภาคทองนาโน 

การพัฒนาซัลไฟตเซนเซอรโดยการวิธีการเคลือบ (drop casting) ดวยวัสดุขนาดนาโนลูกผสมของ
คารบอนนาโนทิวป-โพลิเมอรนําไฟฟา-อนุภาคโลหะขนาดนาโนลงบนผิวหนาของข้ัวไฟฟากลาสซีคารบอนจาก
การศึกษาองคประกอบตางๆ ท่ีเหมาะสมตอการพัฒนาซัลไฟตเซนเซอร โดยใชเทคนิคไซคลิกโวลแทมเมทรี  
พบวาวัสดุขนาดนาโนลูกผสมท่ีเหมาะสมคือ คารบอนนาโนทิวบท่ีมีหมูฟงกชันคารบอกซิลิก (CNTs-COOH)-โพลี
ไดแอลลิลไดเมทิล (PDDA) และอนุภาคทองนาโน (AuNPs) จะไดข้ัวไฟฟาท่ีเหมาะสมคือ CNTs-PDDA-
AuNPs/GC จากนั้นทําการศึกษาปริมาณความเขมขนของคารบอนนาโนทิวบท่ีมีหมูฟงกชันคารบอกซิลิกและ
ปริมาณความเขมขนของอนุภาคทองนาโนท่ีเหมาะสมตอการพัฒนาซัลไฟตเซนเซอรโดยใชเทคนิคไซคลิกโว
ลแทมเมทรีและเทคนิคแอมเพอรโรเมทรี พบวาปริมาณความเขมขนขององคประกอบตางๆในสารละลายท่ีใชใน
การดัดแปรข้ัวไฟฟากลาสซีคารบอนท่ีเหมาะสมตอการวัดปริมาณซัลไฟต คือ CNTs-PDDA ความเขมขน 4 
mg/mL และ AuNPs ความเขมขน 0.02 % จากนั้นนําข้ัวไฟฟาท่ีพัฒนาดวยองคประกอบท่ีเหมาะสมเปน
ข้ัวไฟฟาใชงาน ในการศึกษาหา pH ของสารละลายเฟสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.1 M ท่ีเหมาะสมตอการ
ทํางานของซัลไฟตเซนเซอรโดยใชเทคนิคไซคลิกโวลแทมเมทรี ผลการศึกษาพบวา pH ท่ีเหมาะสมในการ
ตรวจวัดซัลไฟตคือ 7.0 

 เม่ือนําเทคนิคโฟลอินเจคชันอะนาลิซิสมาใชรวมกับการตรวจวัดแบบแอมเพอรโรเมทรีท่ีข้ัวซัลไฟต
เซนเซอร ท่ี พัฒนาข้ึน (CNTs-PDDA-AuNPs/GC) จะทําใหได เทคนิควิ เคราะห ท่ีสะดวก รวดเร็วและมี
ประสิทธิภาพในการตรวจวัดซัลไฟต  ในการศึกษาคุณลักษณะของเทคนิควิเคราะหแอมเพอรโรเมทรี โดยใชซัล
ไฟตเซนเซอรท่ีพัฒนาข้ึนไดเปนตัวตรวจวัด ใช Ag/AgCl เปนข้ัวไฟฟาอางอิง  ใชลวดแพททินัม (Pt) เปนข้ัวไฟฟา
ชวย และใชสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 1 M (pH 7.0) เปนสารละลายตัวพา ในการศึกษาหา
ศักยไฟฟาท่ีเหมาะสมในการตรวจวัดซัลไฟตท่ีข้ัวซัลไฟตเซนเซอรพบวาศักยไฟฟาท่ีเหมาะสมคือ 0.4 V 
คากระแสท่ีไดจากการตรวจวัดแปรผันกับความเขมขนของซัลไฟต  โดยมีชวงการตอบสนองแบบเปนเสนตรงอยู
ในชวง 1-200 ppm  (r2 = 0.9997)  ซัลไฟตเซนเซอรท่ีพัฒนาข้ึนมีขีดจํากัดต่ําสุดในการวิเคราะห เทากับ 0.03 
ppm  ซัลไฟตเซนเซอรท่ีพัฒนาข้ึนสามารถนําไปประยุกตใชวิเคราะหซัลไฟตในตัวอยางน้ําผลไม และไวน 
 

3) การเตรียมข้ัวไฟฟาไฮโดรเจนเปอรออกไซดไบโอเซนเซอร CS/HRP-p(Ani-co-o-Aba)/GCE 
 งานวิจัยในสวนนี้ไดพัฒนาแอมเพอรโรเมทริกไบโอเซนเซอรแบบใหมสําหรับวิเคราะหปริมาณไฮโดรเจน
เปอรออกไซดโดยการตรึงเอนไซมฮอรชแรดิชเปอรออกซิเดส (HRP) ลงบนโพลิเมอร ชนิด poly(aniline-co-o-
aminobenzoic acid) หรือ p(Ani-co-o-Aba)  โดยการสังเคราะหโคพอลิเมอรของ p(Ani-co-o-Aba) ดวยวิธี 
Interfacical copolymerization จากสารละลายผสมของ aniline (Ani) และ o-aminobenzoic acid (o-
Aba) ในตัวทําละลายอินทรียดวยคลอโรฟอรม (CHCl3)  ผลการทดลองพบวา p(Ani0.6-co-o-Aba0.4) เปนชนิด
ของโคพอลิเมอรท่ีดีท่ีสุดในการตรึงเอนไซม HRP  การตรึงเอนไซม HRP ดวยแรงไฟฟาสถิต (electrostatic 
attraction) โดยอาศัยหมู –COO- บนโครงสรางของโคพอลิเมอร  อาจทําใหข้ัวไฟฟาท่ีไดไมมีความเสถียรมาก
พอ  เพราะเอนไซม HRP ท่ีถูกตรึงนั้นซ่ึงอยูในสวนชั้นนอกสุด อาจจะเกิดการหลุดออกจากข้ัวไฟฟาได  ดังนั้น
คณะผูวิจัยจึงเลือกท่ีจะเคลือบชั้นนอกสุดของข้ัวไฟฟาดวยชั้นฟลมของ CS เพราะนอกจากจะเปนสารท่ีชวยตรึง
เอนไซมบนข้ัวไฟฟาไดอยางดีแลว ยังเปนสารท่ีมีความสามารถเขากันได (compatibility) เปนอยางดี  ผลการ
ทดลองท่ีไดพบวาความเขมขนของ CS ท่ี 0.4% เหมาะสมท่ีสุดในการตรึงเอนไซม HRP ท่ีตรึงบนข้ัวไฟฟา 
CS/HRP-p(Ani0.6-co-o-Aba0.4)/GCE  

 



การพัฒนาเทคนิคแอมเพอรโรเมทรีแบบใหมสําหรับวิเคราะหปริมาณซัลไฟตฯ 

 

72 

ในการศึกษาการเกิดปฏิกิริยารีดักชันของไฮโดรเจนเปอรออกไซด ท่ีศักยไฟฟา -0.3 V โดยใชเทคนิค
แอมเพอรโรเมทรีโดยใชข้ัวไฟฟา CS/HRP-p(Ani1-x-co-o-Abax)/GCE เปนข้ัวไฟฟาใชงาน (WE) ใช Ag/AgCl
เปนข้ัวไฟฟาอางอิง  (RE) ใชลวดแพลทินัม (Pt) เปนข้ัวไฟฟาชวย (CE) ในสารละลาย ในสารละลายฟอสเฟต
บัฟเฟอร  (pH 6.5) ความเขมขน 0.1 M  ผลการทดลองพบวาข้ัวไฟฟา CS/HRP-p(Ani0.6-co-o-Aba0.4)/GCE 
มีสภาพไวสูง ใหการตอบสนองท่ีเร็วตอไฮโดรเจนเปอรออกไซด  โดยใหสัญญาณท่ีเพ่ิมสูงข้ึนเม่ือเพ่ิมความเขมขน
ของไฮโดรเจนเปอรออกไซดท่ีเติมลงไปในสารละลาย ในชวงตั้งแต 10 µM ถึง 1,000 µM ไฮโดรเจนเปอร
ออกไซดไบโอเซนเซอรท่ีพัฒนาข้ึนมีขีดจํากัดต่ําสุดในการวิเคราะห เทากับ 1.8 µM  ในการศึกษาผลของตัว
รบกวนท่ีมีผลตอการวิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจนเปอรออกไซด  พบวาข้ัวไบโอเซนเซอรท่ีพัฒนาข้ึนใหคา 
tolerance ตอโดปามีน (dopamine: DA) กรดแอสคอบิก (ascorbic acid: AA) กลูโคส (glucose: Glu) และ 
กรดยูริก (uric acid: UA) เปนท่ีนาพอใจ ข้ัวไบโอเซนเซอรท่ีพัฒนาข้ึนมีความความเสถียรดีมากถึงสองสัปดาห 
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 4.  โครงการวิจัยนี้สามารถเอ้ือใหมีการผลิตมหาบัณฑิต ทางดานเคมี จํานวน 2 คน  องคความรูจาก
งานวิจัยสามารถนําไปใชในการวิจัยตอยอดเปนสารนิพนธสําหรับนักศึกษาหลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต 
สาขาเคมี  จํานวน 2 เรื่อง   
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