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บทที่ 4 
ผลการทดลองและวิจารณ์ผลการทดลอง 

4.1 การพัฒนาขั้วไบโอแคโทดชนิดใหม่ในเซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพที่มีประสิทธิภาพในการท าให้ dioxygen 
(O2) เกิด electro-enzymatic reduction เป็นน้ า (H2O) โดยใช้ nano-composite ของเอนไซม์ 
laccase 
  

4.1.1 การศึกษาหาองค์ประกอบท่ีเหมาะสมของไบโอแคโทด 
การศึกษาหาองค์ประกอบที่เหมาะสมของไบโอแคโทดโดยใช้แลคเคสในการท าให้ dioxygen 

(O2) เกิด electro-enzymatic reduction เป็นน้ า (H2O) จะศึกษาการเกิดปฏิกิริยาที่ขั้วไฟฟ้าทั้ง 5 ชนิด (a-e)  
ได้แก่  a: ขั้วไฟฟ้ากลาสซีคาร์บอน (GC), b: ขั้วไฟฟ้ากลาสซีคาร์บอนที่โมดิฟายด์ด้วยสารละลายเอนไซม์แลคเคส 
(GC/laccase), c: ขั้วไฟฟ้ากลาสซีคาร์บอนที่โมดิฟายด์ด้วยสารละลายคาร์บอนนาโนทิวบ์ (GC/CNT), d: ขั้วไฟฟ้า
กลาสซีคาร์บอนที่โมดิฟายด์ด้วยคาร์บอนนาโนทิวบ์-ไคโตซานคอมโพสิต (GC/CNT-CS) และ e: กลาสซีคาร์บอนที่
โมดิฟายด์ด้วยคาร์บอนนาโนทิวบ์-ไคโตซานคอมโพสิต สารละลายเอนไซม์แลคเคส  และสารละลายโบวีนซีรัมอัลบู
มีน (GC/CNT-CS/laccase/ BSA) ผลการทดลองดังรูปที่ 4.1   

 พบว่าปฎิกิริยารีดักชันของออกซิเจนเกิดที่ศักย์ไฟฟ้าสูงกว่า -0.6 V เมื่อใช้ GC และ GC/laccase 
เป็นขั้วไฟฟ้า  แต่เมื่อใช้ขั้ว GC/CNT, ขั้วGC/CNT-CS และขั้ว GC/CNT-CS/laccase/BSA เป็นขั้วไฟฟ้าใช้งาน
ปฎิกิริยารีดักชันเกิดที่ศักย์ไฟฟ้าประมาณ -0.3 ถึง -0.4 V  จากผลการทดลอง (ภาพที่ 4.1 c  , d และ e) พบว่า
ค่ากระแสพ้ืน (background current; B) ของขั้วไฟฟ้า GC/CNT สูงที่สุดตามด้วย GC/CNT-CS และขั้วไฟฟ้า
GC/CNT-CS/laccase/BSA ตามล าดับ เมื่อพิจารณาที่ขั้วไฟฟ้า GC/CNT-CS/laccase/BSA พบว่าให้สัญญาณ 
(Signal; S) จากค่ากระแสรีดักชันของออกซิเจนเมื่อลบด้วยค่ากระแสพ้ืน (S/B) ที่มีค่ามากที่สุด แสดงว่ามีสภาพไว
สูงที่สุด และให้ค่าศักย์ที่ยอดพีค (Ep) ที่ศักย์ไฟฟ้า -0.35 V แสดงว่าปฏิกิริยารีดักชันของออกซิเจนถูก catalyzed 
ด้วยประสิทธิภาพสูงที่สุด   ทั้งนี้เนื่องจากคุณสมบัติของคาร์บอนนาโนทิวบ์ที่มีพ้ืนที่ผิวสูงและน าไฟฟ้าได้ดี และ
สมบัติที่เข้ากันได้ดีกับสารชีวภาพของไคโตซานจึงท าให้สามารถตรึงเอนไซม์ได้ดี และส่ง เสริมการท างานของ
เอนไซม์ อีกทั้งยังสนับสนุนด้วยสารละลายโบวีนซีรัมอัลบูมีนที่ช่วยให้เอนไซม์มีประสิทธิภาพในการท างานมากขึ้น 
ส่งผลให้ค่ากระแสมีค่ามากที่สุด  นอกจากนี้ยังพบว่า ขั้วขั้วไฟฟ้า GC/CNT-CS/laccase/BSA ที่เตรียมได้มี
ลักษณะทางกายภาพที่เสถียร คือเมื่อล้างด้วยน้ ากลั่นก่อนท าการวัดจะไม่ท าให้เกิดการหลุดร่อนของสารละลายที่
น ามาโมดิฟายด์ที่ผิวหน้าของขั้วไฟฟ้า 
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รูปที่ 4.1 ไซคลิกโวลแทมโมแกรมของ (a) ขั้วไฟฟ้า GC ในสภาวะที่ไม่มีแก๊สออกซิเจน (เส้นประ) 
และในสภาวะที่มีออกซิเจน (เส้นทึบ), (b) ขั้วไฟฟ้า GC/laccase, (c) ขั้วไฟฟ้า GC/CNT, (d)ขั้วไฟฟ้า
GC/CNT-CS  และ( e) ขั้วไฟฟ้าGC/CNT-CS/laccase/BSA ในสารละลายอิเล็กโทรไลต์ซิเทรตบัพเฟอร์
ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ พีเอช 5.0 (อัตราการไหลของออกซิเจนเหนือสารละลายเป็น 40 มิลลิลิตรต่อนาที) 
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4.1.2 การศึกษาหาองค์ประกอบสารละลายที่ใช้โมดิฟายด์ขั้วไฟฟ้ากลาสซีคาร์บอนและ
สภาวะท่ีเหมาะสมของการวัดค่ากระแสรีดักชันของออกซิเจน 
 

   การศึกษาหาพีเอชของสารละลายอิเล็กโทรไลต์เกื้อหนุนที่เหมาะสม 
ขั้วไฟฟ้า GC/CNT-CS/laccase/BSA จะถูกน าไปตรวจวัดปฏิกิริยารีดักชันของออกซิเจน

ในสารละลายซิเทรตบัพเฟอร์ ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ ที่พีเอช 4.0, 4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 6.5 และ 7.0 
ตามล าดับ   ผลการทดลองดังรูปที่ 4.2  ค่ากระแสรีดักชันในรูปเป็นค่าเฉลี่ยจาก ขั้วไฟฟ้าที่เตรียมขึ้น 3 
ขั้วไฟฟ้า ส่วนแถบความคลาดเคลื่อน (error bar) แสดงค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (S.D.) จากการวัด 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

รูปที่ 4.2 ความสัมพันธ์ระหว่างค่ากระแสจากปฏิกิริยารีดักชันของออกซิเจน กับค่าพีเอช ของ
สารละลายอิเล็กโทรไลต์ 0.1 โมลาร์ ซิเทรตบัพเฟอร์     

 
พบว่าความเป็นกรด-เบสของสารละลายมีผลต่อการท างานของเอนไซม์ ที่พีเอช 5.0 ให้

ค่ากระแสที่สูงที่สุด แสดงว่าเอนไซม์แลคเคสท างานได้ดีในสารละลายอิเล็กโทรไลต์ พีเอช 5.0  สอดคล้อง
กับผลการทดลองของ B. Haghighi28 และ M. Portaccio 29 ซึ่งใช้เอนไซม์แลคเคสในการพัฒนา
ไบโอเซนเซอร์ส าหรับวัดสารประกอบฟีโนลิก (phenolic compounds) และพบว่าเอนไซม์แลคเคส
สามารถท างานได้ดีที่สุดที่พีเอช 5.0   

เมื่อเพ่ิมพีเอชของสารละลายให้สูงขึ้นค่ากระแสที่ได้ลดลง  สอดคล้องกับงานวิจัยของ S. 
K. Lee และคณะ30 และ R. Santucci และคณะ31 ซึ่งพบว่าในขั้นตอนการเร่งปฏิกิริยารีดักชันของ
ออกซิเจนไปเป็นน้ าของแลคเคส  การเกิดรีดักชันของออกซิเจนที่ต าแหน่ง T2 และT3 ไฮดรอกซิลและ
ไซยาไนด์สามารถยับยั้งการเข้าไปจับของออกซิเจนกับคอปเปอร์ที่ต าแหน่ง T2 และT3  ของเอนไซม์แลค
เคสได้ ท าให้แลคเคสสูญเสียสมบัติการเป็นตัวเร่งปฏิกิริยา ค่ากระแสจึงลดลงเมื่อพีเอชของสารละลาย
เพ่ิมข้ึน    ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงเลือกพีเอช 5.0  เป็นพีเอชของสารละลายอิเล็กโทรไลต์เกื้อหนุนที่เหมาะสม 
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การศึกษาปริมาณคาร์บอนนาโนทิวบ์ที่เหมาะสมในเมทริกซ์ของวัสดุเชิงประกอบ
คาร์บอนนาโนทิวบ์-ไคโตซานคอมโพสิต 

ในการศึกษาหาปริมาณคาร์บอนนาโนทิวบ์ในเมทริกซ์ของวัสดุเชิงประกอบคาร์บอนนาโน
ทิวบ์-ไคโตซานที่เหมาะสม จะเตรียม ไบโอเซนเซอร์ GC/CNT-CS/laccase/BSA โดยใช้สารละลายของ
คาร์บอนนาโนทิวบ์  1.0, 2.0, 3.0, 4.0 และ 5.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ผสมกับสารละลายไคโตซานความ
เข้มข้น 1.0% ผลของปริมาณคาร์บอนนาโนทิวบ์ ต่อการตรวจวัดปฏิกิริยารีดักชันของออกซิเจนแสดงดังรูป
ที่ 4.3   
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 4.3  ความสัมพันธ์ระหว่างค่ากระแสจากปฏิกิริยารีดักชันของออกซิเจนกับความเข้มข้นของ

คาร์บอนนาโนทิวบ์ที่ใช้ในเมทริกซ์ของวัสดุเชิงประกอบคาร์บอนนาโนทิวบ์-ไคโตซาน 
 

จากผลการทดลอง เมื่อปริมาณของคาร์บอนนาโนทิวบ์เพ่ิมขึ้นจาก 1- 3 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร ค่ากระแสที่ได้เพ่ิมขึ้น  ซึ่งเป็นผลมาจากสมบัติของคาร์บอนนาโนทิวบ์ซึ่งเป็นสารที่มีพ้ืนที่ผิวสูง
และมีความสามารถในการน าไฟฟ้าได้ดี เมื่อมีปริมาณของคาร์บอนนาโนทิวบ์มากขึ้นจึงท าให้สามารถตรึง
เอนไซม์ได้มากขึ้น ค่ากระแสที่ได้จึงมีค่าเพ่ิมสูงขึ้น  แต่ถ้าปริมาณของคาร์บอนนาโนทิวบ์มีมากเกินไปกลับ
ท าให้ค่ากระแสลดลง ซึ่งเป็นผลจากการน าไฟฟ้าได้ดีของคาร์บอนนาโนทิวบ์  ท าให้ค่ากระแสพ้ืน 
(background; B) มีขนาดใหญ่ขึ้น  สัญญาณ (Signal; S) จากค่ากระแสรีดักชันของออกซิเจนเมื่อลบด้วย
ค่ากระแสพ้ืน (S/B) จึงมีค่าลดลง ดังนั้นจึงเลือกปริมาณคาร์บอนนาโนทิวบ์ 3 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งให้
ค่ากระแสที่สูงที่สุดใช้ในการทดลองต่อไป 

 
การศึกษาปริมาณไคโตซานที่เหมาะสมในเมทริกซ์ของวัสดุเชิงประกอบคาร์บอนนาโนทิวบ์-

ไคโตซานคอมโพสิต 
 

ในการศึกษาหาปริมาณของไคโตซานที่เหมาะสมในเมทริกซ์ของวัสดุเชิงประกอบคาร์บอน
นาโนทิวบ์-ไคโตซาน ใช้ปริมาณของไคโตซานเข้มข้น 0.05, 0.1, 0.25, 0.5, 1.0, 1.25 และ 1.5 % ใน
คาร์บอนนาโนทิวบ์ 3 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4.4   



30 
 

  
การพัฒนาไบโอแคโทดและไบโอแอโนดฯ  ปีงบประมาณ 2553- 2554 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

รูปที่ 4.4  ความสัมพันธ์ระหว่างค่ากระแสจากปฏิกิริยารีดักชันของออกซิเจน กับความเข้มข้นของ
ไคโตซานในเมทริกซ์ของวัสดุเชิงประกอบคาร์บอนนาโนทิวบ์-ไคโตซาน  
 

พบว่าเมื่อความเข้มข้นของไคโตซานเพ่ิมมากขึ้นค่ากระแสที่ได้เพ่ิมขึ้น  เนื่องจากสมบัติที่เข้า
กันได้ดีของไคโตซานกับสารชีวภาพ  จึงช่วยส่งเสริมการท างานของเอนไซม์แลคเคส  ค่ากระแสที่ได้จึง
เพ่ิมขึ้น  แต่เมื่อความเข้มข้นสูงขึ้นมากกว่า 1.0 % พบว่าค่ากระแสเริ่มลดลง เนื่องจากถ้ามีปริมาณไคโต
ซานมากขึ้นจะมีความหนืดเพ่ิมขึ้นและมีความสามารถในการน าไฟฟ้าลดลง ปริมาณไคโตซานที่มากขึ้นกว่า 
1.0% ท าให้ประสิทธิภาพในการท างานของเอนไซม์ลดลง ดังนั้นจึงเลือก 1.0% ไคโตซานซึ่งให้ค่ากระแสที่
สูงที่สุดเป็นค่าที่เหมาะสม 

 

การศึกษาผลของปริมาณเอนไซม์แลคเคส 
เมื่อได้อัตราส่วนของเมทริกซ์วัสดุเชิงประกอบคาร์บอนนาโนทิวบ์ -ไคโตซานที่เหมาะสม

แล้ว จึงท าการศึกษาผลของปริมาณเอนไซม์แลคเคส ความเข้มข้นที่ศึกษาคือ 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 และ 5.0 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ผลการทดลองแสดงรูปที่ 4.5   

 
 

 
 

 
 
 
 
 

 

รูปที่ 4.5  ความสัมพันธ์ระหว่างค่ากระแสจากปฏิกิริยารีดักชันของออกซิเจน กับความเข้มข้นของ
เอนไซม์แลคเคสที่ใช้ในการเตรียมข้ัวไฟฟ้า GC/CNT-CS/laccase/BSA 
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จากผลการทดลองในรูปที่ 4.5  เมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของเอนไซม์แลคเคสจาก 1 - 4  

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จะได้ค่ากระแสรีดักชันของออกซิเจนที่สูงขึ้น  เนื่องจากปริมาณเอนไซม์สูงขึ้นช่วยเร่ง
ปฏิกิริยาได้ดีขึ้น จึงเพิ่มความสามารถในการตรวจวัดสูงขึ้น  ค่ากระแสที่ได้จึงสูงขึ้น  โดยปริมาณเอนไซม์ 4 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จะให้ค่ากระแสที่มากที่สุด  แต่เมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของเอนไซม์สูงขึ้นมากกว่า 4 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ค่ากระแสได้ไม่เพ่ิมข้ึน ทั้งนี้อาจเป็นผลเนื่องจากพ้ืนที่ผิวในการตรึงเอนไซม์แลคเคสใน
เมทริกซ์วัสดุเชิงประกอบมีปริมาณจ ากัด   ดังนั้นปริมาณที่เติมมากเกินพอของเอนไซม์แลคจึงไม่มีผลต่อ
ค่ากระแส หรืออาจเกิดเนื่องมาจากปริมาณเอนไซม์ที่เติมเพ่ิมมากเกินพอ  ส่งผลให้เกิดการต้านทานการ
ถ่ายเทอิเล็กตรอนได้  ดังนั้นจึงเลือกความเข้มข้นของเอนไซม์แลคเคสที่ 4 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ใช้ในการ
ทดลองต่อไป 
 

การศึกษาผลของปริมาณสารละลายโบวีนซีรัมอัลบูมีน 
การศึกษาปริมาณสารละลายโบวีนซีรัมอัลบูมีน จะใช้ความเข้มข้นของสารละลายโบวีน

ซีรัมอัลบูมีน 0.25, 0.5, 1.0, 1.25, 3 และ 5%  ผลของปริมาณสารละลายโบวีนซีรัมอัลบูมีนต่อขั้วไฟฟ้า 
GC/CNT-CS/laccase/BSA ต่อค่ากระแสรีดักชันของออกซิเจน  แสดงดังรูปที่ 4.6   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.6  ความสัมพันธ์ระหว่างค่ากระแสจากปฏิกิริยารีดักชันของออกซิเจนกับความเข้มข้นของ
สารละลายโบวีนซีรัมอัลบูมีนที่ใช้ในการเตรียมไบโอเซนเซอร์  
 

เมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของสารละลายโบวีนซีรัมอัลบูมีนจาก 0.25 จนถึง 1.0% จะได้ค่ากระแส
ที่เพ่ิมขึ้น (เพ่ิมขึ้นจากเดิมถึงประมาณ 120%) โดยค่าความเข้มข้นที่ 1.0% ให้ค่ากระแสสูงที่สุด แสดงว่า
สารละลายโบวีนซีรัมอัลบูมีนมีส่วนช่วยในการท างานของเอนไซม์  สอดคล้องกับงานวิจัยของ J. Kulys และ
คณะ32 ซึ่งใช้แลคเคสเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชันของ methyl syringates และพบว่าโบวีนซีรัมอัลบูมีน
สามารถป้องกันการเกิด inactivate ของเอนไซม์แลคเคส 
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จากการทดลองเมื่อความเข้มข้นเพ่ิมมากกว่า 1.0% ค่ากระแสที่ได้กลับลดลง ทั้งนี้อาจเป็นผล
เนื่องจากปริมาณของโบวีนซีรัมอัลบูมีนที่มีมากเกินไปท าให้เกิดการขัดขวางการถ่ายเทอิเล็กตรอนได้  
ค่ากระแสที่ได้จึงลดลง ดังนั้นจึงเลือกใช้ 1% โบวีนซีรัมอัลบูมีนในการดัดแปรขั้วไฟฟ้า 
 

4.13 การศึกษาสัญญาณการตอบสนองของขั้วไฟฟ้า GC/CNT-CS/laccase/BSA ต่อ
ปริมาณแก๊สออกซิเจน 

จากผลการทดลองในการศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสม พบว่าองค์ประกอบต่าง ๆ ที่
เหมาะสมในการเตรียมข้ัวไฟฟ้า GC/CNT-CS/laccase/ BSA คือใช้สารละลายของคาร์บอนนาโนทิวบ์  3.0 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ผสมกับสารละลายไคโตซานความเข้มข้น 1.0% น ามาหยดบนขั้วไฟฟ้ากลาสซี
คาร์บอน 20 ไมโครลิตร ทิ้งไว้ในแห้งที่อุณหภูมิห้อง จากนั้นน ามาตรึงเอนไซม์โดยการหยดเอนไซม์แลคเคส
ความเข้มข้น 4 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรปริมาตร 40 ไมโครลิตร ทิ้งไว้ให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง และหยด
สารละลายโบวีนซีรัมอัลบูมีนความเข้มข้น 1% ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ทิ้งไว้ให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง จะได้
ขั้วไฟฟ้า GC/CNT-CS/laccase/BSA  เมื่อน ำขั้วไฟฟ้ำ GC/CNT-CS/laccase/BSA มาศึกษาการตอบสนอง
ต่อปริมาณแก๊สออกซิเจน  โดยในการทดลองจะควบคุมอัตราการไหลของออกซิเจนเหนือระดับสารละลายที่ 
20, 40 และ 80 มิลลิลิตรต่อนาที  ผลการทดลองแสดงดังภาพที่ รูปที่ 4.7  
 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.7 ความสัมพันธ์ระหว่างค่ากระแสจากปฏิกิริยารีดักชันของออกซิเจนกับอัตราการไหลของแก๊ส
ออกซิเจน 



33 
 

  
การพัฒนาไบโอแคโทดและไบโอแอโนดฯ  ปีงบประมาณ 2553- 2554 
 
 
 

 
ค่ากระแสรีดักชันของออกซิเจนจะสัมพันธ์กับอัตราการไหลของแก๊สออกซิเจนที่เพ่ิมขึ้นแบบ

เป็นเส้นตรง (r2 = 0.9996, ค่าความชันของสมการเส้นตรงเป็น 0.279) ที่ช่วงของอัตราการไหลที่ท าการ
ทดลอง 20 – 80 มิลลิลิตรต่อนาที  ค่ากระแสที่ได้จากการวัดซ้ า ๆ มีความเที่ยง (precision) ดีมากคือให้ค่า 
%RSD เท่ากับ 3.89 (n=5 ) 

ผลการทดลองจากเทคนิคทคนิคไซคลิกโวแทมเมทรี แสดงให้เห็นว่า ขั้วไฟฟ้า GC/CNT-
CS/laccase/BSA ที่พัฒนาขึ้นตอบสนองต่อปริมาณออกซิเจน   สามารถใช้เป็นตัวตรวจวัดออกซิเจน   และ
อาจจะน ามาประยุกต์ใช้เป็นตัวตรวจวัดในการวิเคราะห์ปริมาณออกซิเจนในระบบที่มีการไหลด้วยเทคนิค
แอมเพอร์โรเมทรี  เพ่ือพัฒนาให้เป็นระบบวิเคราะห์ปริมาณออกซิเจนที่สะดวก รวดเร็ว และใช้สารปริมาณ
น้อย ต่อไป 

 

4.14 ศึกษาความเสถียรของไบโอเซนเซอร์ 
ศึกษาความเสถียรของขั้วไฟฟ้า GC/CNT-CS/laccase/BSA โดยการเตรียมขั้วไฟฟ้า 3 ขั้ว 

และน ามาวัดค่ากระแสจากปฏิกิริยารีดักชันของออกซิเจน  หลังจากเตรียมขั้วไฟฟ้าไว้เป็นระยะเวลา  0, 1, 
2, 3, 4, 5, 6, 7, และ 14 วัน 

จากรูปที่ 4.8 พบว่าขั้วไฟฟ้าGC/CNT-CS/laccase/BSA มีความเสถียร โดยค่ากระแสรีดักชัน
ของออกซิเจนที่ได้จากการวัดเมื่อเตรียมได้ใหม่ ๆ หลังจากเตรียมไบโอเซนเซอร์ไว้ 1, 2 และ 3 วัน  มีค่าที่
ค่อนข้างคงที่และใกล้เคียงกับค่าเริ่มต้น (100%) และเริ่มลดลงเมื่อวัดในวันที่ 4 โดยวัดค่ากระแสได้
ประมาณ 85% และเมื่อทิ้งไว้ 7 วันค่ากระแสลดลงเหลือประมาณ 76% และลดลงเหลือประมาณ 70% 
เมื่อทิ้งไว้ 14 วัน 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.8 ความเสถียรของขั้วไฟฟ้า GC/CNT-CS/laccase/BSA ที่ระยะเวลาต่าง ๆ ในการเก็บรักษา 
(เก็บที่อุณหภูมิ 4C)  
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เมื่อเปรียบเทียบกับความเสถียรของขั้วไฟฟ้า จากงานวิจัยของ H. L. Pang33  ซึ่งศึกษา
ขั้วไฟฟ้า  2 ชนิด ได้แก่ ชนิดที่ 1 กลาสซีคาร์บอนที่ดัดแปรด้วยสารละลายคาร์บอนนาโนทิวบ์และเอนไซม์
แลคเคส (GC/CNT/laccase) และขั้วไฟฟ้าชนิดที่ 2 ขั้วไฟฟ้ากลาสซีคาร์บอนที่ดัดแปรด้วยสารละลาย
คาร์บอนนาโนทิวบ์ที่มีหมู่ฟังก์ชันเป็น 1-aminopyrene (CNT-AP) และน ามาตรึงเอนไซม์แลคเคสโดยใช้ก
ลูตารัลดีไฮด์เป็นตัวช่วย (GC/CNT-AP/laccase) ซึ่งพบว่าเมื่อเก็บไว้เป็นเวลา  7 วัน ค่ากระแสที่ได้จากการ
วัดขั้วไฟฟ้าชนิดที่ 1 จะลดลงเหลือประมาณ 69.3% และในขั้วไฟฟ้าชนิดที่ 2 เหลือประมาณ 85.3 %   
ขั้วไฟฟ้าที่พัฒนาขึ้นในงานวิจัยนี้ซึ่งตรึงเอนไซม์ในเมทริกของคาร์บอนนาโนทิวบ์ -ไคโตซานที่มีโบวีน
ซีรัมอัลบูมีนจึงมีความเสถียรดีกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับการตรึงเอนไซม์ในคาร์บอนนาโนทิวบ์ (ขั้วไฟฟ้าชนิด
ที่ 1 , GC/CNT/laccase) และมีความเสถียรน้อยกว่าขั้วไฟฟ้าชนิดที่ 2  (GC/CNT-AP/laccase) เล็กน้อย 
แต่เมื่อเปรียบเทียบวิธีการในการเตรียมข้ัวไฟฟ้าซึ่งในขั้วไฟฟ้าชนิดที่ 2 ต้องมีขั้นตอนในการเตรียมคาร์บอน
นาโนทิวบ์ให้มีหมู่ฟังก์ชันเป็น 1-aminopyrene (CNT-AP) ซึ่งเป็นกระบวนการที่ค่อนข้างยุ่งยาก ซับซ้อน  
ขั้วไฟฟ้าที่พัฒนาขึ้นในงานวิจัยนี้จึงมีความสะดวก และง่ายในการเตรียมมากกว่า   ขั้วไฟฟ้าที่พัฒนาขึ้นมี
ความเสถียรดีสามารถใช้เป็นตัวตรวจวัดออกซิเจน  และอาจจะน ามาประยุกต์ใช้เป็นไบโอแคโทดในเซลล์
เชื้อเพลิงชีวภาพได้   

 
 
4.2 การพัฒนาขั้วไบโอแอโนดชนิดใหม่ในเซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพที่มีประสิทธิภาพในการ catalyze 
ปฏิกิริยาออกซิเดชันของกลูโคส 

 
4.2.1 การพัฒนาขั้วไบโอแอโนดโดยใช้โพลิเมอร์ชนิด polyaniline (co-m-

ferrocenylaniline) ในการตรึงเอนไซม์กลูโคสออกซิเดส 
 
4.2.1.1  ศึกษาหาองค์ประกอบท่ีเหมาะสมของไบโอแอโนด 

งานวิจัยในส่วนนี้ใช้โพลิเมอร์น าไฟฟ้าชนิด polyaniline (co-m-ferrocenylaniline) 
หรือ PFcANi, ไคโตซาน และเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสมาใช้ในการโมดิฟายด์ขั้วไฟฟ้าชนิดกลาสซีคาร์บอน 
เพ่ือพัฒนามาใช้ในการตรวจวัดปริมาณของน้ าตาลกลูโคส โดยในการศึกษาหาองค์ประกอบที่เหมาะสมจะ
ศึกษาการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของกลูโคสที่ขั้วไฟฟ้าทั้ง 5 ชนิด  (A-E)  คือ A: ขั้วไฟฟ้ากลาสซีคาร์บอน 
(GC), B : ขั้วไฟฟ้ากลาสซีคาร์บอนที่โมดิฟายด์ด้วยโพลิเมอร์ PFcANi (GC/PFcANi), ขั้วไฟฟ้า C : ขั้วไฟฟ้า
กลาสซีคาร์บอนที่โมดิฟายด์ด้วยโพลิเมอร์ PFcANi และกลูโคสออกซิเดส (GC/PFcANi/GOx), D : ขั้วไฟฟ้า    
กลาสซีคาร์บอนที่โมดิฟายด์ด้วยไคโตซาน, โพลิเมอร์ PFcANi และเอนไซม์กลูโคสออกซิเดส 
(GC/CS/PFcANi/GOx) และขั้วไฟฟ้า E : ขั้วไฟฟ้ากลาสซีคาร์บอนที่โมดิฟายด์ด้วยไคโตซาน, โพลิเมอร์ 
PFcANi, อนุภาคทองนาโน (AuNPs) และกลูโคสออกซิเดส (GC/CS/PFcANi/AuNPs/GOx) โดย
ท าการศึกษาในสภาวะที่ไม่มีออกซิเจน (ทดลองภายใต้บรรยากาศก๊าซอาร์กอน) ผลการศึกษาหา
องค์ประกอบที่เหมาะสมของไบโอเซนเซอร์ แสดงได้ดังรูปที่ 4.9 
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รูปที่ 4.9 ไซคลิกโวลแทมโมแกรมของสารละลายกลูโคสความเข้มข้น 10 mM ที่ขั้วไฟฟ้า (A) กลาสซี

คาร์บอน ; GC (เส้นประ) และขั้วไฟฟ้ากลาสซีคาร์บอนที่ดัดแปรด้วยวัสดุนาโนเชิงประกอบต่าง ๆ (B) 
GC/PFcANi,  (C) GC/PFcANi/GOx, (D) GC/CS/PFcANi/GOx และ (E) GC/CS/PFcANi/AuNPs/GOx 
 

พบว่าทีข่ั้วไฟฟ้าชนิด A (GC) และขั้วไฟฟ้าชนิด B (GC/PFcANi) กลูโคสเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันที่
ศั กย์ ไฟฟ้าสู ง   และไม่ เห็นสัญญาณค่ ากระแสอาโนดิก ในช่ ว งที่ สแกน ส่ วนขั้ ว ไฟฟ้าชนิด  C  
(GC/PFcANi/GOx) กลูโคสเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันที่ค่าศักย์ไฟฟ้า +0.65 V และให้ค่ากระแสอาโนดิกเป็น 
0.50 µA แสดงให้เห็นว่าโพลิเมอร์ PFcANi และเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสช่วยเร่งปฏิกิริยาการเกิด
ออกซิเดชันของกลูโคส ท าให้ปฏิกิริยาเกิดที่ศักย์ไฟฟ้าต่ าลง ส่วนขั้วไฟฟ้าชนิด D (GC/CS/PFcANi/GOx) 
ออกซิเดชันของกลูโคสเกิดท่ีค่าศักย์ไฟฟ้า +0.61 V และให้ค่ากระแสอาโนดิกเป็น 0.90 µA  แสดงให้เห็นว่า
การโมดิฟายด์ข้ัวไฟฟ้า โดยเพิ่มไคโตซานจากเดิมที่มีเฉพาะโพลิเมอร์ PFcANi และเอนไซม์กลูโคสออกซิเดส 
ช่วยให้ขั้วไฟฟ้ามีสภาพไวขึ้น  ส่วนขั้วไฟฟ้าชนิด E (GC/CS/PFcANi/AuNPs/GOx)   ให้ค่ากระแสอาโนดิก
ที่สูงที่สุดคือ 1.20 µA ที่ศักย์ไฟฟ้า  +0.60 V  แสดงให้เห็นว่า AuNPs เป็นตัวช่วยท าให้ปฏิกิริยา
ออกซิ เดชันของกลู โคส เกิดได้ดีขึ้ นท า ให้ ค่ ากระแสอาโนดิกสู งขึ้น   ดั งนั้นขั้ ว ไฟฟ้า E 
(GC/CS/PFcANi/AuNPs/GOx) จึงเป็นขั้วไฟฟ้าที่มีสภาพไวในการตรวจวัดที่สูงที่สุด เหมาะกับการพัฒนา
เป็นกลูโคสไบโอเซนเซอร์ดังนั้นจึงเลือกขั้วไฟฟ้าชนิด E เป็นองค์ประกอบที่เหมาะสมของไบโอแอโนด 
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4.2.1.2 ศึกษาผลของปริมาณอนุภาคทองนาโน (AuNPs) ในการโมดิฟายด์ขั้วไฟฟ้า 
 

ในการทดลองนี้จะท าการศึกษาหาปริมาณ AuNPs ที่เหมาะสมในการโมดิฟายด์ขั้วไฟฟ้า
ชนิด GC/PFcANi/AuNPs/CS/GOx ผลการทดลองในการศึกษาหาปริมาณ AuNPs ที่เหมาะสมในการ
โมดิฟายด์ขั้วไฟฟ้ากลาสซีคาร์บอน แสดงดังรูปที่ 4.10 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 4.10 กราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่ากระไฟฟ้าเฉลี่ย (สัญญาณจาก 3 ขั้วไฟฟ้า) ของกลูโคส 

ความเข้มข้น 10 mM กับปริมาตรของ AuNPs ทีใ่นการโมดิฟายด์ขั้วไฟฟ้า GC/PFcANi/AuNPs/CS/GOx 
 

จากรูป 4.10 พบว่าเมื่อปริมาณของ AuNPs เพ่ิมสูงขึ้น  จาก 0 -30 µL ค่ากระแสที่ได้มี
แนวโน้มสูงขึ้น ทั้งนี้อาจเนื่องจาก AuNPs มีคุณสมบัติในการน าไฟฟ้าและเร่งปฏิกิริยาท าให้ปฏิกิริยา
ออกซิเดชันของกลูโคสเกิดได้ดีขึ้นค่ากระแสที่ได้จึงเพ่ิมสูงขึ้น และเมื่อเพ่ิมปริมาณ AuNPs มากขึ้นกว่า 30 
µL สัญญาณของกลูโคสมีแนวโน้มลดลง   อาจเนื่องจากพ้ืนที่ผิวหน้าของขั้วไฟฟ้าสามารถบรรจุ AuNPs ได้
จ ากัด เมื่อเพ่ิมปริมาณ AuNPs ให้มีปริมาณมากขึ้นเกิน 30 µL ค่ากระแสที่ได้จึงมีค่าลดลง ผลการศึกษา
พบว่าปริมาตรของ AuNPs ที่ใช้ในการโมดิฟายด์ข้ัวไฟฟ้า 30 µL เป็นค่าที่เหมาะสม 
 

4.2.1.3 ศึกษาผลของความเข้มข้นของสารละลาย polyaniline (co-m-
ferrocenylaniline) ในการโมดิฟายด์ขั้วไฟฟ้า 

การทดลองนี้จะศึกษาผลของความเข้มข้นของสารละลายโพลิ  PFcANi ที่ ในการ
โมดิฟายด์ขั้วไฟฟ้า GC/PFcANi/AuNPs/CS/GOx โดยจะวัดสัญญาณของกลูโคส โดยใช้ขั้วไฟฟ้าโมดิฟายด์
ด้วยสารละลายโพลิเมอร์ PFcANi (ใน THF) ความเข้มข้นต่าง ๆ 1, 1.5, 2, 2.5 และ 3 mg/mL ปริมาตร 
40 µL  ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4.11 
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รูปที่ 4.11  กราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่ากระไฟฟ้าเฉลี่ย (สัญญาณจาก 3 ขั้วไฟฟ้า) ของกลูโคส

ความเข้มข้น 10 mM กับความเข้มข้นของโพลิเมอร์  PFcANi ในการโมดิฟายด์ขั้วไฟฟ้า 
GC/PFcANi/AuNPs/CS/GOx 

 
ผลการทดลองในรูปที่ 4.11 พบว่าเมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของโพลิเมอร์  PFcANi จาก 1.0 

ถึง 2.5 mg/mL ค่ากระแสอาโนดิกที่ได้มีค่าเพ่ิมขึ้น และให้ค่ากระแสสูงที่สุดที่ความเข้มข้น 2.5 mg/mL  
ทั้งนี้อาจเนื่องจากโพลิเมอร์ PFcANi มีคุณสมบัติในการน าไฟฟ้าที่ดี มีความสามารถเร่งการเกิดปฏิกิริยาทาง
ไฟฟ้าได้ดี และในโพลิเมอร์ยังมีเฟอร์โรซีนิลผสมอยู่ ซึ่ง เฟอร์โรซีนเป็นสารน าส่ง อิเล็กตรอน ช่วยให้กลูโคส
สามารถเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันที่ศักย์ไฟฟ้าต่ าๆ ได้ดีขึ้น  ผลจากการทดลองพบว่าความเข้มข้นของโพลิ
เมอร์ PFcANi ที่เหมาะสม คือ 2.5 mg/mL  
 

4.2.1.4 ศึกษาผลของความเข้มข้นของไคโตซานที่ใช้ในการโมดิฟายด์ขั้วไฟฟ้า 
 

ในการศึกษาผลของความเข้มข้นของสารละลายไคโตซานไคโตซาน หรือ CS ที่ในการ
โมดิฟายด์ขั้วไฟฟ้า GC/PFcANi/AuNPs/CS/GOx ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4.12 
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รูปที่ 4.12  กราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่ากระไฟฟ้าเฉลี่ย (สัญญาณจาก 3 ขั้วไฟฟ้า) ของกลูโคสความ
เข้ มข้ น  10 mM กั บคว าม เข้ มข้ นของสารละลาย ไค โตซาน  ในการ โมดิ ฟายด์ ขั้ ว ไฟ ฟ้ า 
GC/PFcANi/AuNPs/CS/GOx 
 

ผลการทดลองในรูปที่ 4.12 พบว่าที่ความเข้มข้นของสารละลายไคโตซาน 0.5% จะให้
ค่ากระแสที่มากที่สุด คือ 1.18 µA โดยปกติหากความเข้มข้นของสารละลายไคโตซานมากขึ้นจะท าให้
ความสามารถในการตรวจวัดสูงขึ้น เนื่องจากคุณสมบัติที่เข้ากันได้ดีของไคโตซานกับสารชีวภาพ ช่วยให้เอนไซม์มี
ความความคงตัวมากขึ้นและส่งเสริมการท างานของเอนไซม์กลูโคสออกซิเดส แต่เมื่อความเข้มข้นสูงมากเกินไป
ค่ากระแสจะลดลง ทั้งนี้อาจเนื่องจากถ้ามีปริมาณไคโตซานมากขึ้นจะมีความหนืดเพ่ิมขึ้นและมีความสามารถใน
การน าไฟฟ้าลดลง   ความเข้มข้นของไคโตซานทีเ่หมาะสมในการโมดิฟายด์ขั้วไฟฟ้าคือ  0.5 % 
 

4.2.1.5 ศึกษาผลของความเข้มข้นของเอนไซม์กลูโคสออกซิเดส (GOx) 
 

ในการทดลองนี้จะศึกษาผลของความเข้มข้นเอนไซม์กลูโคสออกซิเดส (Gox) ที่ใช้ในการ
โมดิฟายด์ขั้วไฟฟ้า GC/PFcANi/AuNPs/CS/GOx  ผลการทดลองแสดงในรูปที่ 4.13 

ผลจากการทดลองจากรูปที่ 4.12 พบว่าเมื่อเพ่ิมความเข้มข้นเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสจาก 1 
เป็น 2 mg/mL จะได้ค่ากระแสที่เพ่ิมสูงขึ้น  ทั้งนี้เนื่องมาจากพ้ืนที่ผิวหน้าของขั้วไฟฟ้าสามารถจุ
เอนไซม์กลูโคสออกซิเดสได้เพ่ิมมากขึ้น แต่เมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสมากขึ้น (2-4 
mg/mL) พบว่าค่ ากระแสที่ ได้ เริ่มคงที่   ทั้ งนี้อาจเนื่ องมาจากผิวหน้าของขั้ ว ไฟฟ้าสามารถจุ
เอนไซม์กลูโคสออกซิเดสได้ในปริมาณจ ากัด การเพิ่มความเข้มข้นของเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสในสารละลายที่ใช้ใน
การโมดิฟายด์จึงไม่มีผลต่อค่ากระแส  ดังนั้นความเข้มข้นของเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสที่เหมาะสมคือ 2 mg/mL  
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รูปที่ 4.13 กราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่ากระไฟฟ้าเฉลี่ย (สัญญาณจาก 3 ขั้วไฟฟ้า) ของกลูโคสความ
เข้มข้น 10 mM กับความเข้มข้นของสารละลายเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสในการโมดิฟายด์ขั้วไฟฟ้า 
GC/PFcANi/AuNPs/CS/GOx 

 
 

 4.2.1.6 ศึกษาผลของ pH ที่เหมาะสมของสารละลายอิเล็กโทรไลต์เกื้อหนุน (supporting 
electrolyte) 

 
ผลจากการศึกษา pH ของสารละลายอิเล็กโทรไลต์เกื้อหนุน แสดงดังรูปที่ 4.12 
จากรูปที่ 4.14 a) พบว่าในการปฏิกิริยาออกซิเดชันของกลูโคสจะเกิดที่ศักย์ไฟฟ้าที่ต่ าลง  เมื่อ 

pH ของสารละลายอิเล็กโตรไลต์เกื้อหนุนเพ่ิมขึ้น  แสดงว่าความเป็นกรด-เบส ของสารละลายอิเล็กโตรไลต์
เกื้อหนุนมีผลต่อการท างานของเอนไซม์   จากรูปที่ 4.14 b) พบว่าสารละลายอิเล็กโทรไลต์เกื้อหนุน pH 7.0 จะให้
ค่ากระแสที่สูงที่สุด   แสดงเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสที่น ามาใช้ในการพัฒนาเป็นกลูโคสไบแอโนดนี้ สามารถท างาน
ได้ดีในฟอสเฟตบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 0.1 M pH 7.0  
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รูปที่ 4.14 การศึกษาผลของ pH ของสารละลายอิเล็กโทรไลต์เกื้อหนุนต่อการตรวจวัดกลูโคส  a) ไซคลิก
โวลแทมโมแกรมของสารละลายกลูโคส ความเข้มข้น 10 mM ในสารละลายอิเล็กโทรไลต์เกื้อหนุนเป็นฟอสเฟต
บัฟเฟอร์ ความเข้มข้น 0.1 M pH 5, 6, 7, 8  b) กราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่ากระแสอาโนดิก pH ต่างๆของ
สารละลายอิเล็กโทรไลต์เกื้อหนุนในการโมดิฟายด์ขั้วไฟฟ้ากลาสซีคาร์บอน  
 
  

4.2.1.7 การศึกษาคุณลักษณะของกลูโคสไบโอเซนเซอร์ 
 

ความเสถียรของกลูโคสไบโอเซนเซอร์ 
ในการศึกษาความเสถียรของกลูโคสไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นจะใช้เทคนิคแอมเพอร์โร

เมทรีโดยใช้กลูโคสไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้น (GC/CS/PFcANi/AuNPs/GOx) เป็นขั้วไฟฟ้าใช้งาน ให้ศักย์ไฟฟ้าแก่
ขั้วไฟฟ้าใช้งานที่ +0.7 V  ในการทดสอบความเสถียรของกลูโคสไบโอเซนเซอร์ท าการทดลองโดยเติมสารละลาย
มาตรฐานกลูโคสความเข้มข้นทีละ 1 mM  (12 ครั้ง) ลงในสารละลาย ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 0.1 M pH 
7.0 ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4.15 

pH 8 

pH 7 

pH 6 

pH 5 

background 

b) 

a)  
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รูปที่ 4.15 แอมเพอร์โรแกรมของกลูโคสไบโอเซนเซอร์ในการศึกษาความเสถียรของกลูโคสไบโอเซนเซอร์ 
 
จากรูปที่ 4.15  พบว่าเมื่อความเข้มข้นของกลูโคสเพิ่มขึ้นค่ากระแสที่ได้จะสูงขึ้นโดยเมื่อเติมกลูโคสความ

เข้มข้น 1 mM กลูโคสไบโอเซนเซอร์สามารถตรวจวัดกระแสที่เกิดขึ้นได้อย่างรวดเร็ว ขณะที่เวลาผ่านไปค่ากระแส
ที่ตรวจวัดได้จะคงที่ และการตอบสนองค่ากระแสที่ได้เมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของกลูโคสมีค่าใกล้เคียงกัน  

 
ศึกษาขีดจ ากัดต่ าสุดในการตรวจวัด (limit of detection; LOD) 
ในการศึกษาขีดจ ากัดต่ าสุดในการตรวจวัดโดยใช้เทคนิคโครโนแอมเพอร์โรเมทรี     ท าการ

ทดลองโดยเติมสารละลายมาตรฐานกลูโคสความเข้มข้น 1 mM (5 ครั้ง) ลงในสารละลาย ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ความ
เข้มข้น 0.1 M pH 7.0   น าค่ากระแสที่ได้จากการวัดจ านวน 5 ครั้ง ค านวณหาค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (S.D.) ใน
การวัดสารละลายมาตรฐานกลูโคสโดยค านวณจาก น า 3 S.D. มาค านวณหาค่าความเข้มข้นที่เป็นขีดจ ากัดต่ าสุด
ในการตรวจวัด ซึ่งค านวณหาขีดจ ากัดในการตรวจวัดได้ เท่ากับ 0.125 mM มีค่า RSD เท่ากับ 4.34 % แสดงว่า
กลูโคสไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นมีขีดจ ากัดในการตรวจวัดปริมาณกลูโคสได้ที่ความเข้มข้นต่ าถึงระดับ mM และมี
ความเที่ยงสูง 

 
ศึกษาผลของตัวรบกวน  
ในการศึกษาผลของตัวรบกวนที่มีผลต่อการตรวจวัดปริมาณกลูโคสด้วยเทคนิค   แอมเพอร์โร

เมทรีโดยใช้ไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้น โดยสารละลายมาตรฐานของตัวรบกวนที่ท าการศึกษา ได้แก่ sucrose, 
fructose, ascorbic acid และ dopamine  จะวัดสัญญาณของกลูโคส และสัญญาณของกลูโคสที่มีตัวรบกวน
ความเข้มข้นค่าต่างๆ น าสัญญาณของค่ากระแสที่ได้จากการทดลองในสารละลายผสมที่มีสารละลายมาตรฐานของ
ตัวรบกวนมาเปรียบเทียบกับสัญญาณของค่ากระแสที่ได้จากสารละลายมาตรฐานกลูโคสที่ไม่มีตัวรบกวน  ซึ่งถ้า
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สัญญาณของค่ากระแสแตกต่างกันเกิน ±5% ถือว่าสารละลายมาตรฐานของตัวรบกวนมีการรบกวนระบบ
วิเคราะห์ ผลการทดลองแสดงดังตารางที่ 3  
 

ตารางท่ี 4.1 ผลการศึกษาผลของตัวรบกวน 
 

ตัวรบกวน
(interferences) 

ช่วงความเข้มข้นที่ศึกษา 
(concentration range ; mM) 

Tolerance limit (mM) 

Sucrose 0.1-11.1 1.1 
Fructose 0.1-10    11.1* 
Dopamine 0.1-0.2 0.1 
Ascorbic acid 0.05-0.15  0.05 

   *ดแทนสัญญาณเปลี่ยนแปลงน้อยกวา่ ±5% 

 
จากตารางที่ 4.1 พบว่าสารละลายมาตรฐานของตัวรบกวน sucrose และ fructose มีการรบกวนระบบ 

tolerance limit ของ sucrose และ fructose คือ 1.1, 10 mM ส่วน ตัวรบกวน dopamine และ ascorbic 
acid มีการรบกวนการตรวจวัดกลูโคส tolerance limit  ของ dopamine และ ascorbic ซึ่งมีค่าเพียง 0.1, 0.05 
mM ตามล าดับ ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากสารทั้งสองชนิดนี้เป็นสารอินทรีย์ที่สามารถเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันได้ที่
ศักย์ไฟฟ้าที่ใกล้เคียงกับกลูโคส ซึ่งอาจมีผลต่อสัญญาณของค่ากระแสที่ตรวจวัดได้   

 
การศึกษาหาช่วงการตอบสนองเป็นเส้นตรง (linearity range) 
ในการศึกษาช่วงการตอบสนองเป็นเส้นตรงของสารละลายมาตรฐานกลูโคส โดยการศึกษา

สารละลายมาตรฐานกลูโคสที่ช่วงความเข้มข้น 2 – 20 mM ได้ผลการทดลองดังรูปที่ 4.16 
จากรูปที่ 4.16 พบว่าค่ากระแสที่ศักย์ไฟฟ้า + 0.7 V เพ่ิมขึ้นแบบเป็นเส้นตรงเมื่อความเข้มข้น

ของสารละลายมาตรฐานกลูโคสเพ่ิมขึ้น เมื่อพลอตกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลาย
กลูโคสที่ความเข้มข้น 2 ถึง 20 mM กับค่ากระแสจะได้กราฟเส้นตรง แสดงดังรูป 4.14 b) ได้สมการเส้นตรงเป็น 
y = 5.5588x+28.27 มีค่า  r2 = 0.990 ซึ่งมีค่าใกล้เคียงกับ 1 ซึ่งถือว่ายอมรับได้ นั่นคือ ค่ากระแสแปรผันตรงกับ
ความเข้มข้นของกลูโคส มีช่วงการตอบสนองเป็นเส้นตรงของสารละลายมาตรฐานกลูโคส คือ 2 ถึง 20 mM  
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รูปที่ 4.16 ผลการศึกษาช่วงการตอบสนองเป็นเส้นตรง a) แอมเพอร์โรแกรมของกลูโคสในการศึกษาช่วง
การตอบสนองเป็นเส้นตรงของกลูโคสไบโอเซนเซอร์ที่ความเข้มข้น 2-20 mM   b) กราฟแสดงช่วงการตอบสนอง
เป็นเส้นตรง 

 
 4.2.1.8 การสังเคราะห์ poly(aniline-co-m-ferroceneylaniline) ด้วยวิธีการทางไฟฟ้า 
 

คณะผู้วิจัยได้ศึกษาและพัฒนาขั้วไฟฟ้าโดยใช้โพลิเมอร์ในกลุ่มโพลิอนิลีนที่มีหมู่เฟอโรซีนเป็นหมู่
แทนที่บนวงเบนซีนด้วยวิธีการสังเคราะห์ทางไฟฟ้า เพ่ือศึกษาถึงความเป็นไปได้ในการน ามาช่วยตรึง
เอนไซม์กลูโคสออกซิเดส โดยน าขั้วไฟฟ้า GC_poly(Ani-co-m-FcAni ที่เตรียมได้ไปจุ่มในสารละลายกลูโคสออกซิ
เดส (30 mg/mL) เป็นเวลา 1 คืน จะได้ขั้วไฟฟ้า GC_poly(Ani-co-m-FcAni_Gox   ผลการทดลองเบื้องต้น
พ บ ว่ า ขั้ ว ไ ฟ ฟ้ า  GC_poly(Ani-co-m-FcAni_Gox ที่ เ ต รี ย ม ขึ้ น ไ ม่ ต อ บ ส น อ ง ต่ อ ก า ร ใ ช้ ง า น ข อ ง
เอนไซม์กลูโคสออกซิเดส ในสารละลายบัฟเฟอร์ของฟอสเฟต ที่ pH 7.0 ดังแสดงในรูปที ่4.17 
 
 
 

b
) 

a
) 
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รูปที่ 4.17 ไซคลิกโวลแทมโมแกรมของขั้วไฟฟ้า GC_poly(Ani-co-m-FcAni)_GOx ในสารละลาย

บัฟเฟอร์ของฟอสเฟต ที่ pH 7.0 ความเข้มข้นของ glucose ต่างๆ เป็น 0, 1 และ 2 mM ตามล าดับ 
 

โพลิอนิลีนที่มีหมู่เฟอโรซีนเป็นหมู่แทนที่บนวงเบนซีนซึ่งสังเคราะห์ด้วยวิธีการทางไฟฟ้า ไม่
สามารถช่วยในการตรึงเอนไซม์กลูโคสออกซิเดส ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากโครงสร้างของโพลิอนิลีนบนขั้วกลาสซี
คาร์บอน ไม่มีความเป็นรูปพรุน ดังนั้น เมื่อน า GC_poly(Ani-co-m-FcAni ไปตรึงเอนไซม์กลูโคสออกซิเดส  โดย
การแช่ขั้วไฟฟ้าในสารละลายกลูโคสออกซิเดส  ท าให้เอนไซม์กลูโคสออกซิเดส ไม่สามารถแพร่เข้าไปแทรกตัว
ระหว่างชั้นฟิลม์ของโพลิอนิลีนบนขั้วกลาสซีคาร์บอน จึงส่งผลให้ขั้วไฟฟ้านี้ไม่ตอบสนองต่อการวิเคราะห์กลูโคส 

อย่างไรก็ตามข้ัวไฟฟ้าดังกล่าวสามารถตอบสนองต่อ กรดแอสคอร์บิค หรือวิตตามินซีได้เป็นอย่าง
ดี  การทดลองต่อไปจึงเป็นการพัฒนาขั้วไฟฟ้า GC_poly(Ani-co-m-FcAni เพ่ือเป็นขั้วไฟฟ้าในการวัดกรด
แอสคอร์บิค 

 
การประยุกต์ใช้ใช้โพลิเมอร์ชนิด PFcANi ในการวิเคราะห์กรดแอสคอร์บิค 
 

กลไกในการสังเคราะห์ poly(Ani-co-m-FcAni ที่ข้ัวไฟฟ้ากลาสซีคาร์บอนแสดงได้ดังรูปที่ 4.18 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.18 กลไกในการสังเคราะห์ poly(Ani-co-m-FcAni ที่ข้ัวไฟฟ้ากลาสซีคาร์บอน 
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 ขั้วไฟฟ้า GC_poly(Ani-co-m-FcAni ที่พัฒนาขึ้น   สามารถน ามาประยุกต์ใช้เป็นขั้วไฟฟ้าใน

การวัดกรดแอสคอร์บิคได้   เนื่องจากขั้วไฟฟ้านี้ตอบสนองต่อกรดแอสคอร์บิค โดยค่ากระแสที่วัดได้ที่ศักย์ไฟฟ้า 
+0.25 V เพ่ิมขึ้นตามความเข้มข้นของกรดแอสคอร์บิค ดังรูปที่ 4.19 (a)  ขั้วไฟฟ้า  GC_poly(Ani-co-m-FcAni 
ที่พัฒนาขึ้นมีความจ าเพาะเจาะจงต่อกรดแอสคอร์บิค  เนื่องจากสารรบกวนต่างๆ  เช่น โดปามีน และกลูโคส จะ
ไม่ให้สัญญาณท่ีขั้วไฟฟ้านี้ ดังรูปที่ 4.19 (b) 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.19 แอมเพอร์โรแกรมที่ได้จากขั้วไฟฟ้า GC_poly(Ani-co-m-FcAni ที่วัดที่ศักย์ไฟฟ้า +0.25 V 
(a) เมื่อมีการเติมแอสคอร์บิคแอซิด (AA) ให้มคีวามเข้มข้นเพ่ิมข้ึนครั้งละ 0.1 mM จ านวน 5 ครั้ง ลงในสารละลาย 
0.1 M ซิเทรตบัฟเฟอร์ (pH 5.0) และ (b) สัญญาณของแอสคอร์บิคแอซิด ความเข้มข้น 0.1 mM และ 0.2 mM
เมื่อมีการเติม โดปามีน (DA) และกลูโคส (Glu) ให้มีความเข้มข้นเพิ่มขึ้นครั้งละ 1.0 mM 

 
 

4.2.2 การพัฒนาขั้วไบโอแอโนดโดยใช้นาโนคอมโพสิตของคาร์บอนนาโนทิวบ์ และไคโตซานในการ
ตรึงเอนไซม์กลูโคสออกซิเดส 
 

 
  4.2.2.1 การศึกษาหาองค์ประกอบท่ีเหมาะสมของไบโอแอโนด 

งานวิจัยนี้ได้พัฒนาเทคนิคในการตรึงเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสบนผิวหน้าของขั้วไฟฟ้าชนิด
กลาสซีคาร์บอน โดยใช้คาร์บอนนาโนทิวบ์  ซึ่งเปน็สารที่มีพ้ืนที่ผิวสูงและสามารถจุสารต่างๆ  ในท่อคาร์บอนนาโน
ทิวบ์ได้  เป็นตัวช่วยให้สามารถตรึงเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสได้ในปริมาณที่สูงขึ้น ใช้สารละลายไคโตซานในการ
ช่วยให้เอนไซม์มีความคงตัวสูงขึ้น ในการพัฒนาขั้วไบโอแอโนดโดยใช้เอนไซม์กลูโคสออกซิเดสในการตรวจวัด
ปฏิกิริยาออกซิเดชันของกลูโคส  ผลการศึกษาหาองค์ประกอบที่เหมาะสมของขั้วไบโอแอโนดแสดงดังรูปที่ 4.20 
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รูปที่ 4.20 ไซคลิกโลแทมโมแกรมของกลูโคสความเข้มข้น 5, 10 และ 15 mM ที่ข้ัวไฟฟ้ากลาสซี

คาร์บอน (A) และข้ัวไฟฟ้ากลาสซีคาร์บอนที่ถูกโมดิฟายด์ทั้ง 5 ชนิด  (B-F) ท าการทดลองในสารทดลองใน
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 ที่มี FcCHO ความเข้มข้น  0.5 mM เป็นเมดิเอเตอร์ 
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E) GC/MWCNT-CS 
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   เมื่อพิจารณาไซคลิกโวลแทมโมแกรมของกลูโคสในรูปที่ 4.20 ที่ขั้วไฟฟ้าทั้ง 6 ชนิด (A-
F) ได้แก่  A ขั้วไฟฟ้ากลาสซีคาร์บอน (GC), B ขั้วไฟฟ้ากลาสซีคาร์บอนที่โมดิฟายด์ด้วยกลูโคสออกซิเดส 
(GC/GOx), C ขั้วไฟฟ้ากลาสซีคาร์บอนที่โมดิฟายด์ด้วยสารละลายไคโตซาน (GC/CS), D ขั้วไฟฟ้ากลาสซีคาร์บอน
ที่โมดิฟายด์ด้วยสารละลายคาร์บอนนาโนทิวบ์ (GC/MWCNT), E ขั้วไฟฟ้ากลาสซีคาร์บอนที่โมดิฟายด์ด้วย
สารละลายคาร์บอนนาโนทิวบ์/ไคโตซาน (GC/MWCNT-CS) และ F ขั้วไฟฟ้ากลาสซีคาร์บอนที่โมดิฟายด์ด้วย
สารละลายผสมของคาร์บอนนาโนทิวบ์-ไคโตซานและเอนไซม์กลูโคสออกซิเดส(GC/MWCNT-CS-GOx)  ท าการ
ทดลองโดยมี FcCHO ความเข้มข้น 0.5 mM  เป็นเมดิเอเตอร์  จะเห็นได้ว่าขั้วไฟฟ้าทั้ง 5 ชนิด (A-E) กลูโคส
เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันที่ศักย์ไฟฟ้าที่สูงกว่า 0.50 V ในขณะที่ขั้วไฟฟ้า F (GC/MWCNT+CS+GOx) กลูโคส
เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันที่ศักย์ไฟฟ้า 0.32 V และให้ค่ากระแสไฟฟ้าสูงสุดที่สุด  เนื่องจากขั้วไฟฟ้าชนิด F มี
เอนไซม์กลูโคสออกซิเดสเป็นตัวช่วยเร่งปฏิกิริยา ท าให้สามารถตรวจวัดกลูโคสที่ศักย์ต่ าๆได้ มีไคโตซานช่วยให้
เอนไซม์มีความคงตัวมากข้ึน ส่วนคาร์บอนนาโนทิวบ์ช่วยให้สามารถน าไฟฟ้าได้ดี และเพ่ิมพ้ืนที่ผิวในการจุเอนไซม์ 
ท าให้มีอัตราการขนส่งอิเล็กตรอนสูงจึงช่วยให้กลูโคสเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันได้เร็วที่ศักย์ไฟฟ้าต่ า ดังนั้นขั้วไฟฟ้า
ชนิด GC/MWCNT-CS-GOx จึงเป็นขั้วไฟฟ้าไบโอโอแอโนดที่เหมาะสม 

 
4.2.2.2 ศึกษาหาเมดิเอเตอร์ที่เหมาะสม 

ในการทดลองนี้จะศึกษาเมดิเอเตอร์ที่เหมาะสมในการช่วยน าส่งอิเล็กตรอน ในขั้วไฟฟ้าชนิด 
GC/MWCNT-CS-GOx โดยเมดิเอเตอร์ที่จะท าการศึกษาได้แก่ ferrocenecarboxadehyde (FcCHO), 
ferrocene (Fc) , potassium heaxacyano ferrate (K3 Fe(CN)6) และ prussiun blue ความเข้มข้น 0.5 mM 
ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4.21 

จากผลการทดลองในรูปที่ 4.21  พบว่าในการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของกลูโคส จะเกิดที่ศักย์ต่ าลง
เมื่อมีเมดิเอเตอร์ท าหน้าที่ในการน าส่งอิเล็กตรอน  ซึ่งพบว่าเมื่อมี FcCHO เป็นเมดิเอเตอร์จะให้ค่ากระแสที่สูงที่สุด 
แสดงว่า FcCHO ท าหน้าที่ในการน าส่งอิเล็กตรอนได้ดีที่สุด และพบว่าศักย์ไฟฟ้าที่ยอดพีคอาโนดิกมีค่าแตกต่างกัน 
ขึ้นอยู่กับความสามารถในการน าส่งอิเล็กตรอนของเมดิเอเตอร์แต่ละชนิด  K3 Fe(CN)6 และ Prussian blue ให้ค่า
ศักย์ที่ยอดพีคอาโนดิกที่สูง (มากกว่า 0.50 V) และให้สัญญาณของกระแสค่อนข้างต่ า ส่วน Fc และ FcCHO จะให้
ค่าศักย์ที่ยอดพีคอาโนดิกต่ ากว่า คือ ที่ 0.25 และ 0.30 V ตามล าดับ  อย่างไรก็ตามเมื่อเปรียบเทียบกับ FcCHO 
เมื่อใช้ FcCHO เป็นเมดิเอเตอร์  จะเห็นว่า FcCHO ให้ค่ากระแสที่สูงกว่า แสดงว่า FcCHO ช่วยในการถ่ายเท
อิเล็กตรอนระหว่างบริเวณเร่ง (active site) ของเอนไซม์กับผิวหน้าของขั้วไฟฟ้าได้ดีกว่า  จึงท าให้ได้สัญญาณ
กระแสที่สูงที่สุดและช่วยให้เกิดปฏิกิริยาที่ศักย์ไฟฟ้าท่ีลดต่ าลง ดังนั้น FcCHO จึงเป็นเมดิเอเตอร์ที่เหมาะสม 
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รูปที่ 4.21 ไซคลิกโวลแทมโมแกรมของสารละลายกลูโคสความเข้มข้น 5, 10 และ 15 mM ที่ข้ัวไฟฟ้า 
GC/MWCNT-CS-GOx และ background current (เส้นประ) ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 ความเข้มข้น 0.1 M 
และเม่ือเติมสารละลายเมดิเอเตอร์ชนิดต่างๆ (Prussiam blue, K3Fe(CN6), Fc และ FcCHO) ความเข้มข้น 0.5 
mM 
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4.2.2.3 การศึกษาหาชนิดของคาร์บอนนาโนทิวบ์ที่เหมาะสม 
ในการศึกษาถึงชนิดของคาร์บอนนาโนทิวบ์ที่เหมาะสมในการเตรียมไบโอแอโนด  ชนิดคาร์บอน

นาโนทิวบ์ที่ใช้ในการศึกษาได้แก่ MWCNT, MWCNT-NH2, MWCNT-COOH   และ SWNT-NH2  ผลการทดลอง
แสดงได้ดังรูปที่ 4.22    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.22 กราฟแท่งแสดงผลการเปรียบเทียบขั้วไบโอแอโนดที่ใช้คาร์บอนนาโนทิวบ์ชนิดต่างๆ ในการ
โมดิฟายด์ขั้วไฟฟ้า 

 
จากผลการทดลองในรูปที่ 4.22 ที่ได้จะเห็นว่าที่ศักย์ไฟฟ้าที่ 0.35 V ขั้วไบโอแอโนดที่โมดิฟายด์

ด้วย MWCNT-NH2 จะให้ค่ากระแสที่สูงที่สุดรองลงมาเป็นขั้ว MWCNT ขั้ว SWNT-NH2 และ ขั้ว MWCNT-
COOH ตามล าดับ แสดงว่าคาร์บอนนาโนทิวบ์ชนิด MWCNT และ MWCNT-NH2  ช่วยในการถ่ายโอนอิเล็กตรอน
ระหว่างสารละลายกับผิวหน้าขั้วไฟฟ้าได้ดีกว่า คาร์บอนนาโนทิวบ์ชนิดอื่นๆ 
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D ขั้ว MWCNT-COOH-CS-GOx 
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4.2.2.4 การเพิ่มประสิทธิภาพของขั้วไบโอแอโนดโดยการตรึง FcCHO ในคาร์บอนนาโน
ทิวบด์้วยการดูดซับทางกายภาพร่วมกับวิธีการทางเคมี 

 
การทดลองนี้จะศึกษาการเพ่ิมประสิทธิภาพในการตรึง FcCHO ในคาร์บอนนาโนทิวบ์ 2 

ชนิด (MWCNT และ MWCNT-NH2) โดยใช้วิธีการดูดซับทางกายภาพร่วมกับวิธีทางเคมีก่อนน ามาโมดิฟายด์
ขั้วไฟฟ้า  จะขั้วไฟฟ้า GC/MWCNT-FcCHO-CS-GOx และ ขั้วไฟฟ้า GC/ MWCNT-NH2-FcCHO-CS-GOx  เป็น
ขั้วไฟฟ้าใช้งาน  เมื่อน าข้ัวไฟฟ้าทั้งสองชนิดที่เตรียมได้ มาใช้ศึกษาปฏิกิริยาออกซิเดชันของกลูโคส ผลการทดลอง
แสดงดังรูปที่ 4.23 

จากผลการทดลองในกราฟรูปที่ 4.23 ทั้งสองกราฟจะเห็นว่าค่ากระแสของกลูโคสความ
เข้มข้น 10 mM  ที่ได้จากขั้วไฟฟ้าที่มีการตรึง FcCHO ในท่อคาร์บอนนาโนทิวบ์   (MWCNT-FcCHO และ 
MWCNT-NH2-FcCHO) ให้สัญญาณค่ากระแสที่สูงกว่าคาร์บอนนาโนทิวบ์ ที่ไม่มีการตรึง FcCHO  (MWCNT และ
MWCNT-NH2) อย่างเห็นได้ชัด  แสดงว่าตรึง FcCHO ในโครงสร้างของคาร์บอนนาโนทิวบ์ ส่งผลให้การน าส่ง
อิเล็กตรอนเกิดขึ้นได้ดีขึ้นท าให้ค่ากระแสออกซิเดชันของกลูโคสที่ วัดได้เพ่ิมมากขึ้นอย่างเห็นได้ชัด  เมื่อ
เปรียบเทียบชนิดของคาร์บอนนาโนทิวบ์ระหว่าง  MWCNT  และ MWCNT-NH2  พบว่าคาร์บอนนาโนทิวบ์ที่ไม่มี
หมู่ฟังก์ชัน (MWCNT)  สามารถตรึง FcCHO ได้ดีกว่าคาร์บอนนาโนทิวบ์ที่มีหมูฟังก์ชันอะมิโน (MWCNT-NH2 ) 
ท าให้สัญญาณของกลูโคสที่ได้จากข้ัวไฟฟ้าที่ใช้ MWCNT-FcCHO  มีค่าสูงกว่า  
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รูปที่ 4.23 ไซคลิกโวลแทมโมแกรมของสารละลายกลูโกสความเข้มข้น 10 mM ที่ข้ัวไฟฟ้าที่ใช้คาร์บอน

นาโนทิวบ์ที่ตรึง FcCHO (A) MWCNT-FcCHO และ (B) MWCNT-NH2-FcCHO และ คาร์บอนนาโนทิวบ์ที่ไม่ผ่าน
กระบวนการ MWCNT และ MWCNT-NH2 (control) เส้นประแสดงกระแสพ้ืน (ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 ความ
เข้มข้น 0.1 M) 
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4.2.2.5 การศึกษาคุณลักษณะกลูโคสไบโอเซนเซอร์ 
 

น าขั้วไฟฟ้า GC/MWCNT-FcCHO-CS-GOx มาศึกษาโดยใช้เทคนิคแอมเพอร์โรเมทรี เพ่ือ
ศึกษาการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของกลูโคสที่ศักย์ไฟฟ้า +0.4 V ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7 ความ
เข้มข้น 0.1 M   ท าการศึกษาโดยเติม FcCHO ความเข้มข้น 0.5 mM ลงในสารละลายเพ่ือใช้เป็นเป็นเมดิเอเตอร์
แล้วเติมกลูโคสที่ละ 0.5 mM ในสารละลาย  ผลการทดลองแสดงได้ดังรูปที่ 4.24a 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 4.24 a) แอมเพอร์โรแกรมและ b) กราฟมาตรฐานของกลูโคสความเข้มข้น 0.5- 5 mM (สมการ

เส้นตรงคือ y = 3.697x – 0.866 มีค่า r2 = 0.992 ) 
 

จากรูปที่ 4.24a พบว่าเมื่อเพ่ิมความเข้มข้นองกลูโคสความเข้มข้นค่ากระแสที่ได้จะเพ่ิมสูงขึ้น  
โดยเมื่อเติมกลูโคสความเข้มข้น 0.5 mM กลูโคสไบโอเซนเซอร์สามารถตรวจวัดให้ค่ากระแสที่เพ่ิมขึ้นอย่างรวดเร็ว
และคงที่อย่างรวดเร็ว และเมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของกลูโคสทีละ 0.5 mM ไปจนถึง 5 mM ค่ากระแสที่ได้เพ่ิมมาก
ขึ้นแสดงว่ากลูโคสไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นมีการตอบสนองต่อความเข้มข้นของกลูโคสที่เติมลงไปและสัญญาณที่
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ได้จากการวัดมีความเสถียรดี   ดังนั้นนอกจากจะเหมาะส าหรับน าไปใช้เป็นขั้วไบโอแอโนดในเซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพ
แล้วยังสามารถน าไปประยุกต์ใช้เป็นตัวตรวจวัดกลูโคสโดยใช้เทคนิคเอมเพอร์โรเมทรีได้ด้วย 

จากรูปที่ 4.24 b เมื่อพลอตกราฟความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายกลูโคสกับ
ค่ากระแส จะได้สมการเส้นตรงคือ y = 3.697x – 0.866 มีค่า r2 = 0.992  ระบบวิเคราะห์แอมเพอร์โรเมทรีที่ขั้ว
กลูโคสไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นมีสภาพไวและความเที่ยงตรงสูง สามารถตรวจวัดกลูโคสในระดับต่ าถึง 0.081 
mM และ RSD เท่ากับ 3.01% (n=5)   

ดังนั้นขั้ว GC/MWCNT-FcCHO-CS-GOx ที่พัฒนาขึ้นมานี้นอกจากจะสามารถใช้เป็นไบโอ
แอโนดในเซลล์เขื้อเพลิงชีวภาพแล้ว ยังสามารถน ามาประยุกต์ใช้ในการตรวจวัดปริมาณกลูโคสด้วยเทคนิคเอม
เพอรโ์รเมทรีได ้

 
4.2.2.6  การศึกษาความเสถียรของไบโอแอโนด 
 
ผลการศึกษาความเสถียรของขั้วไฟฟ้า GC/MWCNT-FcCHO-CS-GOx แสดงดังรูปที่ 4.25  ผลการ

ทดลองพบว่าขั้วไฟฟ้า GC/MWCNT-FcCHO-CS-GOx มีความเสถียร โดยค่ากระแสออกซิเดชันของกลูโคสที่ได้
จากการวัดเมื่อเตรียมได้ใหม่ ๆ หลังจากเตรียมไบโอเซนเซอร์ไว้ 1-7วัน  มีค่าที่ค่อนข้างคงที่และใกล้เคียงกับค่า
เริ่มต้น (90%) และเริ่มลดลงเมื่อวัดในวันที่ 14 โดยวัดค่ากระแสได้ประมาณ 71% และเมื่อทิ้งไว้ 30 วัน
ค่ากระแสยังคงเหลือประมาณ 71% ของค่าเริ่มต้น 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

รูปที่ 4.25 ความเสถียรของขั้วไฟฟ้า GC/MWCNT-FcCHO-CS-GOx ที่ระยะเวลาต่าง ๆ ในการเก็บรักษา 
(เก็บที่อุณหภูมิ 4C)  
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บทที่ 5 

สรุปผลการทดลอง 
 

ในการพัฒนาขั้วไบโอแคโทดชนิดใหม่ในเซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพที่มีประสิทธิภาพในการท าให้ dioxygen 
(O2) เกิด electro-enzymatic reduction เป็นน้ า (H2O) โดยใช้ nano-composite ของเอนไซม์ laccase 
สามารถพัฒนาขึ้นโดยการตรึงเอนไซม์แลคเคสไว้ในเมทริกซ์ของวัสดุเชิงประกอบคาร์บอนนาโนทิวบ์-ไคโตซาน  ท า
ให้ได้ไบโอเซนเซอร์ที่มีสภาพไว มีความจ าเพาะเจาะจง และมีความเสถียรที่ดี  เนื่องจากวัสดุเชิงประกอบคาร์บอน
นาโนทิวบ์-ไคโตซานมีความสามารถเข้ากับสารชีวโมเลกุล (biocompatibility) สามารถช่วยเพ่ิมพ้ืนที่ผิวส าหรับ
การตรึงเอนไซม์ให้สูงขึ้น และน าไฟฟ้าได้ดี  เอนไซม์แลคเคสถูกตรึงที่พ้ืนผิวของขั้วไฟฟ้าชนิดกลาสซีคาร์บอนบน
วัสดุเชิงประกอบของคาร์บอนนาโนทิวบ์-ไคโตซานและสารละลายโบวีนซีรัมอัลบูมีน  ท าให้สามารถใช้ เป็นตัว
ตรวจวัดออกซิเจน  และมีศักยภาพในการน ามาประยุกต์ใช้เป็นไบโอแคโทดในเซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพได้ต่อไป 

ในการพัฒนาขั้วไบโอแอโนด  โดยพัฒนากระบวนการส่งผ่านอิเล็กตรอนด้วยตัวน าส่งอิเล็กตรอนที่เป็นโพลิ
เมอร์น าไฟฟ้า polyaniline (co-m-ferrocenylaniline) หรือ PFcANi เพ่ือช่วยให้ปฏิกิริยาออกซิเดชันของกลูโคส
ที่ถูกเร่งด้วยเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสเกิดขึ้นได้อย่างมีประสิทธิภาพ   ขั้วไบโอแอโนดไบโอแอโนดชนิดใหม่ที่
พัฒนาขึ้นได้โดยน าขั้วไฟฟ้ากลาสซีคาร์บอนมาดัดแปรด้วยวัสดุเชิงประกอบไคโตซาน-PFcANi และอนุภาคทองนา
โน (GC/PFcANi/AuNPs/CS/GOx) มีความจ าเพาะเจาะจง และมีความเสถียรที่ดี เมื่อน ามาใช้ในเซลล์เชื้อเพลิง
ชีวภาพจะสามารถเพ่ิมประสิทธิภาพของเซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพได้  

ในการพัฒนาขั้วไบโอแอโนดชนิดใหม่  โดยอาศัยการตรึงเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสในเมทริกซ์ของคาร์บอน
นาโนทิวบ์และไคโตซานก่อนน าไปโมดิฟายด์ขั้วไฟฟ้ากลาสซีคาร์บอน  พบว่าการการตรึงเฟอร์โรซีนคาร์บอกซัลดี
ไฮด์ (FcCHO) บนคาร์บอนนาโนทิวป์ด้วยวิธีดูดซับทางกายภาพร่วมกับวิธีทางเคมี  สามารถให้สัญญาณค่ากระแส
ที่สูงขึ้น ท าให้สภาพไวของขั้วไฟฟ้าเพ่ิมขึ้น ขั้วไฟฟ้า GC/MWCNT-FcCHO-CS-GOx ที่พัฒนาขึ้นมีความเสถียรดี
มาก โดยค่ากระแสออกซิเดชันของกลูโคสที่ได้จากการวัดหลังจากเก็บไว้ 1 สัปดาห์มีค่า 90% ของค่าเริ่มต้น 
และหลังจาก 1 เดือนค่ากระแสมีค่า 70% ของค่าเริ่มต้น   คุณสมบัติในการมีความเสถียรที่ดีของขั้วไฟฟ้าที่
พัฒนาขึ้น ท าให้สามารถน ามาประยุกต์ใช้เป็นไบโอแอโนดในเซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
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รายงานสรุปการเงิน 
โครงการ: การพัฒนาไบโอแคโทดและไบโอแอโนดชนิดใหม่โดยใช้เอนไซม์เพ่ือการประยุกต์ใช้ในเซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพ 

ชื่อหัวหน้าโครงการวิจัยผู้รับทุน นางสาว มะลิวรรณ  อมตธงไชย 
รายงานในช่วงตั้งแต่วันที่  1 ต.ค.2552 ถึงวันที่    30  ก.ย.  2554 

 
รายการ ปี 2553 รายจ่าย ปี 2554 รายจ่าย คงเหลือ 

1.  งบด าเนินการ 
 1.1 ค่าตอบแทน  และค่าใช้สอย 
 1.1.1 ค่าตอบแทน  (ค่าอาหารท าการนอก
เวลา) 
 1.1.2 ค่าใช้สอย  
  -ค่าจ้างเหมาผู้ช่วยวิจัย  (12X 8,000 บาท) 
  -ค่าจ้างอ่ืน ๆ เช่น เหมาพิมพ์/จัดท ารูปเล่ม
รายงาน, วิเคราะห์ผลทางห้องปฏิบัติการ  
  -ค่ า เ ดิ น ท า ง เ พ่ื อ เ ส น อ ผ ล ง า น
ภายในประเทศ 
  -ค่าสืบค้นข้อมูลทั้งในและต่างประเทศ 

155,000 
 

40,000 
 
 

96,000 
9,000 
 
5,000 

 
5,000 

 
 

10,000 
 
 

96,500 
6,589.20 

 
0 
 

0 

160,400 
 

20,000 
 
 

96,000 
30,000 

 
10,000 

 
4,400 

 
 

4,980 
 
 

96,000 
5,820 

 
11,912 

 
0 

 
 

15,020 
 
 

0 
24,180 

 
-1,912 

 
4,400 

 2.   ค่าวัสดุและสารเคมี  
  -สารเคมีและเครื่องแก้ว  
  - อุปกรณ์และวัสดุวิทยาศาสตร์ 
  - วัสดุสื่อสารและวัสดุส านักงาน 
  -วัสดุหนังสือ วารสารและต ารา 
  -วัสดุสิ้นเปลืองในห้องปฏิบัติการ/ส านักงาน 

249,500 
100,000 
109,500 
10,000 
5,000 

25,000 
 

 
91,835.13 

175,556.67 
4,917 

0 
19,102 
 

319,600 
175,600 
110,000 
19,000 

0 
15,000 

 
215,477.01 
116,279.88 

6,538 
1,586 

21,406.38 
 

 
-39,877.01 

-6,279.88 
12,462 
-1,586 

-6,406.38 
 

    2.2 ค่าสาธารณูปโภค 
 -ค่าสาธารณูปโภค (คณะ 5% ,มหาวิทยาลัย 5%) 

 
40,500 

 
40,500 

 
48,000 

 
48,000 

 
0 

                        รวมงบประมาณทั้งสิ้น 445,000 445,000 528,000 527,999.27 0.73    
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ผลผลิต (Output)ของโครงการ 
 

1  ผลผลิตของโครงการในเรื่องของการตีพิมพ์สรุปได้ดังต่อไปนี้ 
 

1.1 วารสารระดับชาติ  1  เรื่อง 
-ยุวากร เสนศรี, เสนอ ชัยรัมย์, ดวงใจ นาคะปรีชา และ มะลิวรรณ อมตธงไชย “การพัฒนา

ไบโอเซนเซอร์ด้วยเมทริกซ์ของวัสดุเชิงประกอบคาร์บอนนาโนทิวป์-ไคโตซานเร่งปฏิกิริยารีดักชันของออกซิเจน
ด้วยแลคเคส” วารสารวิทยาศาสตร์บูรพา 16 (2554) 2: 40-50. 

 

1.2 วารสารนานาชาติ  1  เรื่อง 
-S. Chairam, W. Sriraksa, M. Amatatongchai and E. Somsook “Electrocatalytic Oxidation 

of Ascorbic Acid Using a Poly(aniline-co-m-ferrocenylaniline) Modified Glassy Carbon 
Electrode” Sensors, 2011, 11(11), 10166-10179. 

 

1.3 น าเสนอในงานประชุม 
1.3.1 ระดับชาติ  

-ยุวากร เสนศรี, เสนอ ชัยรัมย์ และ มะลิวรรณ อมตธงไชย “การพัฒนาไบโอแคโทดเพ่ือน ามา
ประยุกต์ใช้ในเซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพด้วยเอนไซม์แลคเคส” การประชุมวิชาการ มอบ.วิจัย ครั้งที่ 4, 9-10 
สิงหาคม 2553 (อุบลราชธานี, ประเทศไทย). 

-Y. Sensri, S. Chairam, D. Nacapricha and M. Amatatongchai “Development of 
biosensor based on the matrix of carbon nanotubes-chitosan composite for laccase-catalyzed 
oxygen reduction” 36th Congress on Science and Technology of Thailand (STT36) 26 - 28 
October 2010 (Bangkok, Thailand).  

1.3.2 ระดับนานาชาติ   
-M. Amatatongchai, J.  Phanthuwat and D.  Nacapricha “Development of 

glucose biosensor based on glucose oxidase entrapped in the matrix of carbon 
nanotube/chitosan modified glassy carbon electrode” 16th International Conference on Flow 
Injection Analysis (ICFIA 2010) including related techniques  25-30 April  2010 (Pattaya, 
Thailand). 

 
2  Output ของโครงการในเรื่องของผลการวิจัยสรุปได้ดังต่อไปนี้ 
 

1. ได้ขั้วไฟฟ้าไบโอแคโทดและไบโอแอโนดชนิดใหม่ ที่สามารถน าไปในเซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพและให้
ก าลังไฟฟ้าที่สูงขึ้นได ้

1.1 ขั้วไฟฟ้าไบโอแคโทดชนิดใหม่ ที่พัฒนาขึ้นจากการตรึงเอนไซม์แลคเคสลงบนเมทริกซ์ของวัสดุเชิง
ประกอบคาร์บอนนาโนทิวป์-ไคโตซาน และให้เป็น biocatalyst ในการเกิดปฏิกิริยารีดักชันของ dioxygen (O2) 
ไปเป็นน้ า (H2O)   ทีมี่ความคงตัวของเอนไซม์และความสามารถในการส่งผ่านอิเล็กตรอนสูง   ท าให้อิเล็กโทรดที่
พัฒนาขึ้นมีประสิทธิภาพมากขึ้น สามารถน าไปใช้เป็นขั้วไบโอแคโทดในเซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพและให้ก าลังไฟฟ้า
ที่สูงขึ้นได ้
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1.2 ขั้วไฟฟ้าไบโอแอโนดชนิดใหม่ ที่พัฒนามาจากวิธีการตรึงเอนไซม์กลูโคสออกซิเดส  1) บนโพลิเม
อร์น าไฟฟ้าชนิด polyaniline (co-m-ferrocenylaniline) หรือ PFcANi และ 2) ในเมทริกซ์ของวัดสุเชิง
ประกอบของคาร์บอนนาโนทิวบ์ที่มีการตรึงตรึงเฟอร์โรซีนคาร์บอกซัลดีไฮด์ (FcCHO) และไคโตซานก่อนน าไป
โมดิฟายด์ ขั้ ว ไฟ ฟ้ากลาสซีคาร์ บอน  โดยสารดั งกล่ าวท าหน้ าที่ เป็ นสารน าส่ ง อิ เล็ กตรอนท า ให้
เอนไซม์กลูโคสออกซิเดสที่ตรึงบนโพลิเมอร์และเมทริกซ์ของวัดสุเชิงประกอบสามารถ catalyze การเกิดปฏิกิริยา
ออกซิเดชันของสารละลายกลูโคสท าให้เกิดผลิตภัณฑ์เป็นสารตัวกลางทางไฟฟ้า (H2O2) ท าให้สามารถ
เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันได้ที่ศักย์ไม่สูงนัก ท าให้ได้ขั้วไฟฟ้าไบโอแอโนดชนิดใหม่ที่ให้สัญญาณค่ากระแสที่สูงขึ้น 
ท าให้สภาพไวของขั้วไฟฟ้าเพ่ิมขึ้น มีความเสถียร สามารถน าไปประยุกต์ใช้เป็นขั้วไบโอแอโนดในเซลล์เชื้อเพลิง
ชีวภาพและให้ก าลังไฟฟ้าที่สูงขึ้นได้ 

2. ผลงานที่ได้พัฒนาขึ้นได้ถูกถ่ายทอดสู่กลุ่มเป้าหมาย  โดยการน าผลการทดลองที่ได้ไปแสดงหรือ
บรรยายในที่ประชุมวิชาการท่ีเกี่ยวข้องทั้งในและต่างประเทศ และน าไปตีพิมพ์เผยแพร่ในวารสารวิชาการ 
 3. ได้องค์ความรู้ที่สามารถน าไปใช้ในการพัฒนาศักยภาพของเซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพเพ่ือเพ่ิมมูลค่าทาง
เศรษฐกิจของผลิตภัณฑ์ทางการเกษตรของไทย เช่น ข้าวโพด มันสัมปะหลัง อ้อย  ฯลฯ รวมทั้งเป็นข้อมูล
เบื้องต้นให้กับภาคอุตสาหกรรมที่ต้องการน าเทคนิคท่ีได้พัฒนาขึ้นไปผลิตเซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพให้มีประสิทธิภาพ
ในการให้ก าลังไฟฟ้าที่สูงขึ้น และ/หรือสามารถน าไปใช้ในการย่อขนาดให้เซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพให้มีขนาดเล็กลง
ได ้
 4.  โครงการวิจัยนี้สามารถเอ้ือให้มีการผลิตมหาบัณฑิต ทางด้านเคมี จ านวน 2 คน  องค์ความรู้จาก
งานวิจัยสามารถน าไปใช้ในการวิจัยต่อยอดเป็นสารนิพนธ์ส าหรับนักศึกษาหลักสูตรวิทยาศาสตร์มหาบัณฑิต 
สาขาเคมี  จ านวน 2 เรื่อง   
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