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บทสรุปผู้บริหาร (Executive summary) 

 
ชื่อโครงการวิจัย  การพัฒนาไบโอแคโทดและไบโอแอโนดชนิดใหม่โดยใช้เอนไซม์เพื่อการประยุกต์ใช้

ในเซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพ 
    Development of new enzyme-based biocathode and bioanodes for 
fuel cell application. 

ได้รับอนุมัติจัดสรรงบประมาณ      ประจ าปีงบประมาณ   2553   จ านวนเงิน 445,000 บาท    
                            ประจ าปีงบประมาณ  2554   จ านวนเงิน 528,000 บาท    

ระยะเวลาการด าเนินงาน 2  ปี เริ่มท าการวิจัยเมื่อ   ตุลาคม 2552   ถึง  กันยายน 2554 
รายนามหัวหน้าโครงการวิจัยและผู้ร่วมด าเนินการวิจัย 
1)  ดร. มะลิวรรณ  อมตธงไชย      2)  ดร. เสนอ ชัยรัมย์      3) น.ส. เสาวนีย์ เหล่าสิงห ์    
ที่ปรึกษาโครงการวิจัย    ผศ.ดร. ดวงใจ  นาคะปรีชา 
 
โครงการวิจัยนี้ศึกษาและพัฒนาขั้วไฟฟ้าชนิดใหม่ๆ โดยใช้เอนไซม์เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาเพ่ือน ามาใช้ใน

เซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพ  โดยแบ่งออกเป็น 2 ส่วนด้วยกัน  ส่วนแรกพัฒนาขั้วไบโอแคโทดชนิดใหม่ในเซลล์เชื้อเพลิง
ชีวภาพที่มีประสิทธิภาพในการท าให้ dioxygen (O2) เกิด electro-enzymatic reduction เป็นน้ า (H2O) โดยใช้ 
nano-composite ของเอนไซม์ laccase   และงานวิจัยส่วนที่สองศึกษาและพัฒนาขั้วแอโนด โดยการพัฒนา
กระบวนการส่งผ่านอิเล็กตรอนโดยใช้ตัวน าส่งอิเล็กตรอน (mediator) ที่เป็นโพลิเมอร์น าไฟฟ้า หรือคาร์บอนนาโนทิวบ์  
ซึ่งมีประสิทธิภาพที่ดีกว่าตัวน าส่งหลายชนิดที่ใช้กัน  biocatalyst ที่จะใช้ในขั้วไบโอแอโนดคือ glucose oxidase 
และใช้การโมดิฟายด์ด้วยโพลิเมอร์หรือคาร์บอนนาโนทิวบ์  ช่วยให้การน าส่งอิเล็กตรอนเป็นไปอย่างมีประสิทธิภาพ 
ช่วยในการ catalyze ให้ glucose เกิดปฏิกิริยา oxidation ได้ดีขึ้น ขั้วไฟฟ้าไบโอแคโทดและไบโอแอโนดชนิด
ใหม่ที่พัฒนาขึ้นนี้เมื่อน ามาใช้ในเซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพจะสามารถเพ่ิมประสิทธิภาพของเซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพได ้  
 
 วัตถุประสงค์ของการวิจัย   
 

งานวิจัยนี้แบ่งออกเป็น 2 ส่วน คือการพัฒนาขั้วไฟฟ้าไบโอแคโทดชนิดใหม่ และการพัฒนาขั้วไฟฟ้าไบโอ
แอโนดชนิดใหม่ โดยงานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือ 

การพัฒนาขั้วไฟฟ้าไบโอแคโทดชนิดใหม่ 
  1 ) ศึกษาและพัฒนาขั้วไบโอแคโทดเพ่ือหาองค์ประกอบของ nano composites และเอนไซม์ที่
เหมาะสมของ biocatalyst ในการการ catalyze ปฏิกิริยารีดักชันของ dioxygen (O2) ไปเป็นเป็นน้ า (H2O)    
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2) พัฒนาเทคนิคในการตรึง (immobilize) เอนไซม์ลงบน nano composites เพ่ือใช้เป็น biocatalyst 
ในการเกิดปฏิกิริยารีดักชันของ dioxygen (O2) ไปเป็นเป็นน้ า (H2O)   โดยคาดว่า nano structured 
biocatalysts ที่เตรียมได้จะมีความจุของเอนไซม์ (enzyme loading), ความคงตัวของเอนไซม์ (enzyme 
stability) และความสามารถในการส่งผ่านอิเล็กตรอนสูง  ท าให้ขั้วไฟฟ้าที่พัฒนาขึ้นมีประสิทธิภาพมากขึ้น  
สามารถน าไปใช้เป็นขั้วไบโอแคโทดในเซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพและให้ก าลังไฟฟ้าที่สูงขึ้นได้ 

3) ศึกษาตัวแปรที่มีผลต่อประสิทธิภาพของ biocatalyst ที่พัฒนาขึ้น เช่น ผลของปริมาณ carbon 
nanotube (CNT) ที่ใช้, ความจุของเอนไซม์ (enzyme loading) และความคงตัวของเอนไซม์ (enzyme 
stability) 

4) ประเมินคุณลักษณะของขั้วไบโอแคโทดที่พัฒนาขึ้น   โดยการเปรียบเทียบการน าไปใช้ในการ 
catalyze ปฏิกิริยารีดักชันของ dioxygen  

 
 การพัฒนาขั้วไฟฟ้าไบโอแอโนดชนิดใหม่ 
  1) ศึกษาและพัฒนาขั้วไบโอแอโนดเพ่ือหาองค์ประกอบของขั้วไฟฟ้าที่เหมาะสม โดยศึกษาถึงปริมาณ
เอนไซม์ที่เหมาะในการ catalyze ปฏิกิริยาออกซิเดชันของกลูโคส เพ่ือให้ได้สารตัวกลางทางไฟฟ้าซึ่งก็คือ H2O2  

2)  ศึกษาการท างานของขั้วไฟฟ้าไบโอแอโนดที่พัฒนาขึ้น โดยใช้เทคนิค cyclic voltammetry และ 
hydrodynamic amperometry  

3)  ศึกษาตัวแปรที่มีผลต่อประสิทธิภาพของไบโอแอโนดที่ พัฒนาขึ้น เช่นชนิดของสารน าส่งอิเล็กตรอน 
จ าพวกโพลิเมอร์หรือคาร์บอนนาโนทิวบ์ , ปริมาณของ substrate, ระบบบัพเฟอร์ที่เหมาะสมต่อการท างานของ
เอนไซม์, ศึกษาศักย์ไฟฟ้าที่เหมาะสม, ความแม่นย าของขั้วไฟฟ้าและอายุการใช้งานของขั้วไฟฟ้า 

4)  ประเมินคุณลักษณะของขั้วไบโอแอโนดที่พัฒนาขึ้น ของปฏิกิริยาออกซิเดชันของ glucose ไปเป็น 
gluconolactone และสารตัวกลางไฟฟ้า (H2O2) 

5)  ประยุกต์ขั้วไฟฟ้าทั้งสองชนิดที่ได้พัฒนาขึ้นน ามาเชื่อมต่อกันเพ่ือประเมินประสิทธิภาพการท างานของ
เซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพที่ได้พัฒนาขึ้น รวมทั้งศึกษาเบื้องต้นถึงระยะเวลาการใช้งานและเสื่อมสภาพของ Biofuel 
cell ที่ได้พัฒนาขึ้น  
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บทคัดย่อ 

  
โครงการวิจัยนี้ศึกษาและพัฒนาขั้วไฟฟ้าชนิดใหม่ๆ โดยใช้เอนไซม์เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาเพ่ือน ามาใช้ใน

เซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพ  โดยแบ่งออกเป็น 2 ส่วนด้วยกัน  ส่วนแรกพัฒนาขั้วไบโอแคโทดชนิดใหม่ในเซลล์เชื้อเพลิง
ชีวภาพที่มีประสิทธิภาพในการท าให้ dioxygen (O2) เกิด electro-enzymatic reduction เป็นน้ า (H2O) โดยใช้ 
วัสดุเชิงประกอบระดับนาโนของเอนไซม์แลคเคส งานวิจัยส่วนนี้ได้พัฒนาสภาพไวและความจ าเพาะเจาะจงของ
ไบโอเซนเซอร์ในการตรวจวัดปฏิกิริยารีดักชันของออกซิเจน  โดยการตรึงเอนไซม์แลคเคสในฟิล์มของวัสดุเชิง
ประกอบคาร์บอนนาโนทิวบ์-ไคโตซาน   เอนไซม์แลคเคสถูกตรึงบนพ้ืนผิวของขั้วไฟฟ้าชนิดกลาสซีคาร์บอนบน
วัสดุเชิงประกอบของคาร์บอนนาโนทิวบ์-ไคโตซานและสารละลายโบวีนซีรัมอัลบูมีน ท าให้สามารถใช้เป็นอุปกรณ์
ตรวจวัดออกซิเจน  ได้ศึกษาปฏิกิริยารีดักชันของออกซิเจนด้วยเทคนิคไซคลิกโวลแทมเมทรี  ในสารละลายซิเทรต
บัพเฟอร์ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ พีเอช 5.0 ที่ใช้เป็นสารละลายอิเล็กโทรไลต์เกื้อหนุน  โดยใช้ขั้วไฟฟ้าที่พัฒนาขึ้น
นี้เป็นขั้วไฟฟ้าท างาน   ขั้วไฟฟ้าซิลเวอร์-ซิลเวอร์คลอไรด์เป็นขั้วไฟฟ้าอ้างอิง และแพลทินัมเป็นขั้วไฟฟ้าช่วย    
พบว่าออกซิเจนเกิดรีดักชันที่ศักย์ไฟฟ้า -0.35 โวลต์ (เมื่อเทียบกับ Ag/AgCl)  จากการศึกษาความเสถียร พบว่า
ขั้วไบโอแคโทดที่ได้พัฒนาขึ้นมีความเสถียรดีมาก 

งานวิจัยส่วนที่สองศึกษาและพัฒนาขั้วแอโนด โดยการพัฒนากระบวนการส่งผ่านอิเล็กตรอนโดยใช้ตัวน าส่ง
อิเล็กตรอน (mediator) ที่เป็นโพลิเมอร์น าไฟฟ้าชนิด polyaniline (co-m-ferrocenylaniline) หรือ PFcANi และ
คาร์บอนนาโนทิวบ์ที ่ ซึ่งมีประสิทธิภาพที่ดีกว่าตัวน าส่งหลายชนิดที่ใช้กัน  biocatalyst ที่จะใช้ในขั้วไบโอแอโนดคือ
กลูโคสออกซิเดสและใช้การโมดิฟายด์ด้วยโพลิเมอร์หรือคาร์บอนนาโนทิวบ์  ช่วยให้การน าส่งอิเล็กตรอนเป็นไป
อย่างมีประสิทธิภาพ ช่วยในการเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชันของกลูโคสได้ดีขึ้น ขั้วไฟฟ้าไบโอแคโทดและไบโอแอโนด
ชนิดใหม่ที่พัฒนาขึ้นนี้เมื่อน ามาใช้ในเซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพจะสามารถเพ่ิมประสิทธิภาพของเซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพ
ได ้

 
 
 
 
 
 
 

Key words: ไบโอแคโทด, ไบโอแอโนด, เซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพ, แลคเคส, กลูโคสออกซิเดส 
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Abstract 
 
 
  This work presents a new approach for developing new enzyme-based bioanode and 
bioanodes for fuel cell application.  The work consists of two parts.  In the first part, biocathode 
using an effective biocatalyst to catalyse dioxygen reduction to water was developed.  Laccase 
enzyme was entrapped in carbon nanotubes-chitosan (CNT-CS) composite film for detection of 
oxygen reduction.  The nano-composite of CNT-CS could be conveniently cast on the glassy 
carbon (GC) electrode surfaces.  With the aid of the CNT-CS composite and bovine serum 
albumin (BSA), laccase was then immobilized on the nanostructure film to form an oxygen 
sensor.  Electrochemical reduction of oxygen was studied at the developed biosensor using 
cyclic voltammetry (CV).  The GC/CNT-CS/laccase/BSA electrode was used as a working 
electrode, Ag/AgCl as a reference electrode and Pt wire as a counter electrode.  Cyclic 
votammograms of oxygen were measured in a 0.1 M citrate buffer pH 5.0.  The reduction wave 
was observed at -0.35 V (Vs Ag/AgCl).  The results from stability study showed that the 
developed biocathode provided satisfactory stable. 
 In the second part of this work, effective electron transferring matrices for mediator was 
developed using nanocomposites of polyaniline (co-m-ferrocenylaniline) or PFcANi and carbon 
nanotubes.  These matrices were utilized to improve performance of glucose oxidase to 
catalyse glucose oxidation reaction. The develop biocathode and bioanodes are potential 
candidates for the development of efficient biofuel cells 
 
 
 
 
 
 

 
Key words: biocathode, bioanode, biofuel cell, laccase, glucose oxidase 
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บทที่ 1 
บทน า 

 
1.1   ความส าคัญและที่มาของงานวิจัย 
 

โครงการวิจัยนี้สนใจที่จะศึกษาและพัฒนาเซลล์เชื้อเพลิงทางชีวภาพเพ่ือเป็นพลังงานทดแทนอีกทางเลือก
หนึ่ง   โครงการวิจัยนี้จะท าการศึกษาและพัฒนาขั้วไฟฟ้าชนิดใหม่ๆ โดยใช้เอนไซม์เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาเพ่ือน ามาใช้
ในเซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพ  (ดังรูปที่ 1) โดยจะแบ่งงานออกเป็น 2 ส่วนด้วยกัน  ส่วนแรก จะพัฒนาขั้วไบโอแคโทด
ชนิดใหม่ในเซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพที่มีประสิทธิภาพในการท าให้ dioxygen (O2) เกิด electro-enzymatic 
reduction เป็นน้ า (H2O) โดยใช้ nano-composite ของเอนไซม์ laccase   และงานวิจัยในส่วนที่สอง จะศึกษา
และพัฒนาขั้วแอโนด โดยการพัฒนากระบวนการส่งผ่านอิเล็กตรอนโดยใช้ตัวน าส่งอิเล็กตรอน (mediator) ที่เป็น
สารจ าพวกโพลิเมอร์ หรือคาร์บอนนาโนทิวบ์  ซึ่งมีประสิทธิภาพที่ดีกว่าตัวน าส่งหลายชนิดที่ใช้กัน  biocatalyst 
ที่จะใช้ในขั้วไบโอแอโนดคือ glucose oxidase และใช้การโมดิฟายด์ด้วยโพลิเมอร์หรือคาร์บอนนาโนทิวบ์  ช่วยให้
การน าส่งอิเล็กตรอนเป็นไปอย่างมีประสิทธิภาพ ช่วยในการ catalyze ให้ glucose เกิดปฏิกิริยา oxidation ได้ดี
ขึ้น โดยคาดว่าขั้วไฟฟ้าไบโอแคโทดและไบโอแอโนดชนิดใหม่ที่พัฒนาขึ้นนี้เมื่อน ามาใช้ในเซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพจะ
สามารถเพ่ิมประสิทธิภาพของเซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพ  เป็นการใช้ประโยชน์จากเชื้อเพลิงชีวภาพอย่างสูงสุด  และ
เป็นอีกวิธีการหนึ่งในการพัฒนาเพ่ือเพ่ิมมูลค่าทางเศรษฐกิจของผลิตภัณฑ์ทางการเกษตรของไทย เช่น ข้าวโพด 
มันสัมปะหลัง อ้อย ฯลฯ  

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

รูปที่ 1.1 แสดงโครงสร้างของเซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพที่โครงการวิจัยนี้จะพัฒนาขึ้น โดยส่วนที่ 1 จะ
พัฒนาไบโอแคโทดโดยตรึงด้วย nano composite ของเอนไซม์ laccase และส่วนที่ 2 จะพัฒนาไบโอ
แอโนดโดยตรึงเอนไซม์ glucose oxidase ที่ขั้วแอโนดที่มี mediator เป็นพวกโพลิเมอร์หรือคาร์บอนนาโน
ทิวบ์ ท าหน้าที่น าส่งอิเล็กตรอนที่เกิดขึ้นแก่ขั้วไฟฟ้า 
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1.2  วัตถุประสงค์ 
 

งานวิจัยนี้แบ่งออกเป็น 2 ส่วน คือการพัฒนาขั้วไฟฟ้าไบโอแคโทดชนิดใหม่ และการพัฒนาขั้วไฟฟ้าไบโอ
แอโนดชนิดใหม่ โดยงานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือ 

การพัฒนาขั้วไฟฟ้าไบโอแคโทดชนิดใหม่ 
1 ) ศึกษาและพัฒนาขั้วไบโอแคโทดเพ่ือหาองค์ประกอบของ nano composites และเอนไซม์ที่เหมาะสม

ของ biocatalyst ในการการ catalyze ปฏิกิริยารีดักชันของ dioxygen (O2) ไปเป็นเป็นน้ า (H2O)    
2) พัฒนาเทคนิคในการตรึง (immobilize) เอนไซม์ลงบน nano composites เพ่ือใช้เป็น biocatalyst ใน

การเกิดปฏิกิริยารีดักชันของ dioxygen (O2) ไปเป็นเป็นน้ า (H2O)   โดยคาดว่า nano structured biocatalysts 
ที่เตรียมได้จะมีความจุของเอนไซม์ (enzyme loading), ความคงตัวของเอนไซม์ (enzyme stability) และ
ความสามารถในการส่งผ่านอิเล็กตรอนสูง  ท าให้ขั้วไฟฟ้าที่พัฒนาขึ้นมีประสิทธิภาพมากขึ้น  สามารถน าไปใช้เป็น
ขั้วไบโอแคโทดในเซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพและให้ก าลังไฟฟ้าท่ีสูงขึ้นได้ 

3) ศึกษาตัวแปรที่มีผลต่อประสิทธิภาพของ biocatalyst ที่พัฒนาขึ้น เช่น ผลของปริมาณ carbon 
nanotube (CNT) ที่ใช้, ความจุของเอนไซม์ (enzyme loading) และความคงตัวของเอนไซม์ (enzyme 
stability) 

4) ประเมินคุณลักษณะของขั้วไบโอแคโทดที่พัฒนาขึ้น   โดยการเปรียบเทียบการน าไปใช้ในการ catalyze 
ปฏิกิริยารีดักชันของ dioxygen  

 
การพัฒนาขั้วไฟฟ้าไบโอแอโนดชนิดใหม่ 
1) ศึกษาและพัฒนาขั้วไบโอแอโนดเพ่ือหาองค์ประกอบของขั้วไฟฟ้าที่เหมาะสม โดยศึกษาถึงปริมาณเอนไซม์

ที่เหมาะในการ catalyze ปฏิกิริยาออกซิเดชันของกลูโคส เพ่ือให้ได้สารตัวกลางทางไฟฟ้าซึ่งก็คือ H2O2  
2)  ศึกษาการท างานของขั้วไฟฟ้าไบโอแอโนดที่พัฒนาขึ้น โดยใช้เทคนิค cyclic voltammetry และ 

hydrodynamic amperometry  
3)  ศึกษาตัวแปรที่มีผลต่อประสิทธิภาพของไบโอแอโนดที่พัฒนาขึ้น เช่นชนิดของสารน าส่งอิเล็กตรอน จ าพวก

โพลิเมอร์หรือคาร์บอนนาโนทิวบ์ , ปริมาณของ substrate, ระบบบัพเฟอร์ที่เหมาะสมต่อการท างานของเอนไซม์, 
ศึกษาศักย์ไฟฟ้าที่เหมาะสม, ความแม่นย าของขัว้ไฟฟ้าและอายุการใช้งานของขั้วไฟฟ้า 

4)  ประเมินคุณลักษณะของขั้วไบโอแอโนดที่พัฒนาขึ้น ของปฏิกิริยาออกซิเดชันของ glucose ไปเป็น 
gluconolactone และสารตัวกลางไฟฟ้า (H2O2) 

5)  ประยุกต์ขั้วไฟฟ้าทั้งสองชนิดที่ได้พัฒนาขึ้นน ามาเชื่อมต่อกันเพ่ือประเมินประสิทธิภาพการท างานของ
เซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพที่ได้พัฒนาขึ้น รวมทั้งศึกษาเบื้องต้นถึงระยะเวลาการใช้งานและเสื่อมสภาพของ Biofuel 
cell ที่ได้พัฒนาขึ้น  
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1.3 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
 
เมื่อท างานวิจัยเสร็จแล้วผลที่คาดว่าจะได้รับคือ 

1. ได้ขั้วไฟฟ้าไบโอแคโทดและไบโอแอโนดชนิดใหม่ ที่สามารถน าไปในเซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพและให้
ก าลังไฟฟ้าที่สูงขึ้นได ้

1.1 ขั้วไฟฟ้าไบโอแคโทดชนิดใหม่ ที่พัฒนาขึ้นจากการตรึงเอนไซม์ลงบน nano composites ให้เป็น 
biocatalyst ในการเกิดปฏิกิริยารีดักชันของ dioxygen (O2) ไปเป็นน้ า (H2O)   โดยคาดว่า nano structured 
biocatalysts ที่เตรียมขึ้นมานี้จะมีความจุของเอนไซม์ (enzyme loading), ความคงตัวของเอนไซม์ (enzyme 
stability) และความสามารถในการส่งผ่านอิเล็กตรอนสูง   ท าให้อิเล็กโทรดที่พัฒนาขึ้นมีประสิทธิภาพมากขึ้น 
สามารถน าไปใช้เป็นขั้วไบโอแคโทดในเซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพและให้ก าลังไฟฟ้าที่สูงขึ้นได้ 

1.2 ขั้วไฟฟ้าไบโอแอโนดชนิดใหม่ ที่พัฒนามาจากวิธีการตรึงเอนไซม์ กลูโคสออกซิเดสบนโพลิเมอร์ หรือ 
carbon nanotube ซึ่งสารเหล่านี้ท าหน้าที่เป็นสารน าส่งอิเล็กตรอน โดยคาดว่าเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสที่ตรึงบน
โพลิเมอร์จะ catalyze สารละลายกลูโคสท าให้เกิดผลิตภัณฑ์เป็นสารตัวกลางทางไฟฟ้า (H2O2) ซึ่งจะเกิดปฏิกิริยา
ออกซิเดชันเมื่อมีการให้ศักย์ที่เหมาะสม เกิดการไหลของอิเล็กตรอน โพลิเมอร์ที่ใช้จะท าหน้าที่เป็นตัวตรึงเอนไซม์
และในขณะเดียวกันก็เป็นสารน าส่งอิเล็กตรอน ขั้วไฟฟ้าไบโอแอโนดที่พัฒนาจะเป็นขั้วไฟฟ้าที่มีประสิทธิภาพในการ
น าส่งอิเล็กตรอนสูง 

2. ผลงานที่ได้พัฒนาขึ้นจะถูกถ่ายทอดสู่กลุ่มเป้าหมาย โดยการน าผลการทดลองที่ได้ไปแสดงหรือบรรยายในที่
ประชุมวิชาการท่ีเกี่ยวข้องทั้งในและต่างประเทศ หรือน าไปตีพิมพ์เผยแพร่ในวารสารวิชาการ 
 3. ได้องค์ความรู้ที่สามารถน าไปใช้ ในการพัฒนาศักยภาพของเซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพเพ่ือเพ่ิมมูลค่าทาง
เศรษฐกิจของผลิตภัณฑ์ทางการเกษตรของไทย เช่น ข้าวโพด มันสัมปะหลัง อ้อย ฯลฯ รวมทั้งเป็นข้อมูลเบื้องต้น
ให้กับภาคอุตสาหกรรมที่ต้องการน าเทคนิคที่ได้พัฒนาขึ้นไปผลิตเซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพให้มีประสิทธิภาพในการให้
ก าลังไฟฟ้าที่สูงขึ้น และ/หรือสามารถน าไปใช้ในการย่อขนาดให้เซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพให้มีขนาดเล็กลงได้ 
 4. เพ่ือจัดท าฐานข้อมูลและเผยแพร่ความรู้ ความเข้าใจเกี่ยวกับเซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพเพ่ือใช้เป็นพลังงาน
ทางเลือก   หน่วยงานที่คาดว่าจะน าผลการวิจัยไปใช้ประโยชน์ 
 -คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยอุบลราชธานี 
 -คณะวิศวกรรมศาสตร์ มหาวิทยาลัยอุบลราชธานี 

 -อุตสาหกรรมที่เก่ียวข้องกับการผลิตเซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพ และ อุตสาหกรรมผลิตเชื้อเพลิง (Fuel) 
ที่ใช้ในเซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพ เช่น กลูโคส, เอทานอล ฯลฯที่ใช้ผลิตภัณฑ์ทางการเกษตรของไทย เช่น ข้าวโพด มัน
สัมปะหลัง อ้อย ฯลฯ เป็นวัตถุดิบ 
 
1.4 ขอบเขตของการวิจัย 

 
งานวิจัยนี้มีความสนใจที่จะศึกษาและพัฒนาขั้วไฟฟ้าชนิดใหม่ ๆ เพ่ือน ามาใช้ในเซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพ    

โดยจะแบ่งงานออกเป็น 2 ส่วนด้วยกันคือส่วนแรกจะพัฒนาคือการพัฒนาขั้วไบโอแคโทด ชนิดใหม่ในเซลล์
เชื้อเพลิงชีวภาพที่มีประสิทธิภาพในการท าให้ dioxygen (O2) เกิด electro-enzymatic reduction เป็นน้ า 
(H2O) โดยใช้ nano-composite ของเอนไซม์ laccase    และงานวิจัยในส่วนที่สองจะศึกษาและพัฒนาขั้วไบโอ 
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แอโนดที่ใช้ในเซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพโดยจะพัฒนากระบวนการส่งผ่านอิเล็กตรอนโดยใช้ตัวน าส่งอิเล็กตรอน 
(mediator) ที่เป็นสารจ าพวกโพลิเมอร์หรือคาร์บอนนาโนทิวบ์  ซึ่งมีประสิทธิภาพที่ดีกว่าตัวน าส่งหลายชนิดที่ใช้กัน 
biocatalyst และตรึงเอนไซม์ glucose oxidase บนโพลิเมอร์หรือคาร์บอนนาโนทิวบ์ ท าหน้าที่เป็น mediator   
ดังนั้นจึงคาดว่าขั้วไฟฟ้าไบโอแคโทดและไบโอแอโนดชนิดใหม่ที่พัฒนาขึ้นนี้เมื่อน ามาใช้ในเซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพจะ
สามารถเพ่ิมประสิทธิภาพของเซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพเป็นการใช้ประโยชน์จากเชื้อเพลิงชีวภาพอย่างสูงสุด และเป็น
อีกวิธีการหนึ่งในการน าเชื้อเพลิงชีวภาพมาใช้เป็นแหล่งพลังงานทดแทนพลังงานจากฟอสซิล อีกทั้งยังเป็นแหล่ง
พลังงานทดแทนที่มีศักยภาพอย่างยิ่งในการพัฒนาให้เป็นพลังงานหมุนเวียน (renewable energy) เนื่องจากใช้
พลังงานจากออกซิเจนซึ่งมีอยู่แล้วในอากาศทั่วไปและกลูโคสที่สามารถหาได้จากผลิตภัณฑ์ทางการเกษตรที่มีอยู่ใน
ท้องถิน่ เช่น ข้าวโพด มันส าปะหลัง อ้อย ฯลฯ 
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บทที่ 2 
การตรวจเอกสาร  (Literature Reviews) 

 
เซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพคือเครื่องมือที่เปลี่ยนสารทางเคมีอินทรีย์เป็นไฟฟ้าโดยใช้ microorganism เช่น 

เอนไซม์หรือแบคทีเรีย เป็นสารเร่งปฏิกิริยาให้เป็นงานทางไฟฟ้า1 ผลิตภัณฑ์ที่ได้ของกระบวนการคือ โปรตรอน 
อิเล็กตรอน เป็นต้น โดยโปรตรอนและอิเล็กตรอนที่ได้ถูกน าไปใช้ในการแปลงเป็นพลังงาน  เซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพ
จึงเป็นแหล่งก าเนิดไฟฟ้ารูปแบบใหม่เพ่ือทดแทนพลังงานที่มาจากฟอสซิลหรือเชื้อเพลิงชนิดอ่ืน งานวิจัยที่เกี่ยวกับ
เซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพเริ่มจากปี ค.ศ.1911 โดย Potter 2  และในปี ค.ศ. 1991 Benetto และคณะ 3  ได้สร้าง
แบบจ าลองที่พิสูจน์ว่าจุลินทรีย์สามารถน ามาใช้ในการผลิตพลังงานได้โดยใช้ E.Coli เป็นจุลินทรีย์และใช้กลูโคส
เป็นเชื้อเพลิง ซึ่งกระบวนการเผาผลาญกลูโคสดังแสดงในสมการ (1) 
 
 C6H12O6  +  6O2              6CO2  +   6H2O                  ………..(1) 
 
กระบวนการเผาผลาญอาหารที่เกิดจากจุลินทรีย์ของวัฏจักรเครบส์จะได้ผลผลิตเป็นคาร์บอนไดออกไซด์ โปรตรอน 
และอิเล็กตรอน ดังสมการ (2) 
 
 C6H12O6  +  6H2O             6CO2  +   24H+ + 24e-              ………..(2) 
 
จากนั้นโปรตรอนและอิเล็กตรอนจะถูกส่งไปยังระบบถ่ายทอดอิเล็กตรอน เพ่ือรวมตัวกับออกซิเจน ท าให้
กระบวนการเผาผลาญสารอาหารเกิดข้ึนอย่างสมบูรณ์ และให้ผลผลิตเป็นน้ า ดังสมการที่ (3) 
 
 6O2  +  24H+  + 24e-            12H2O               ………..(3) 
 
จากสมการที่ (2) และ (3) สามารถน ามาปรับปรุงใช้เป็นเซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพที่ประกอบด้วยขั้วไฟฟ้าแอโนดและ
แคโทดที่กั้นกลางด้วยเมมเบรน โดยโปรตรอนที่เกิดขึ้นจากขั้วแอโนดจะแพร่ผ่านเมมเบรนแลกเปลี่ยน ส่วน
อิเล็กตรอนไหลผ่านวงจรออกภายนอกเซลล์ เมื่อเกิดการเคลื่อนที่ของอิเล็กตรอนก็จะเกิดกระแสไฟฟ้าท าให้เกิด
งานขึ้น เมื่อน าเซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพไปต่อกับหลอดไฟฟ้าก็จะท าให้หลอดสว่างได้ หลักการท างานและ
ส่วนประกอบของเซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพแสดงได้ดังรูปที่ 2.1 
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รูปที่ 2.1 รูปแสดงส่วนประกอบเซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพ 4 

 
จากหลักการท างานของเซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพพบว่ามีตัวแปรหลายตัวแปรที่ส่งผลต่อประสิทธิภาพการ

ท างานของเซลล์ ได้แก่ โครงสร้างของเซลล์ ชนิดของเมมเบรน ชนิดและความเข้มข้นของเอนไซม์หรือจุลินทรีย์ ตัว
น าส่งอิเล็กตรอนหรือ mediator ชนิดและขนาดของอิเล็กโทรด และยังมีปัจจัยภายนอกเซลล์ซึ่งได้แก่ อุณหภูมิ ค่า
ความเป็นกรดเป็นเบสของสารละลายในส่วนของแอโนดและแคโทด     

ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงสนใจที่จะพัฒนาเซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพซึ่งเป็นเป็นแหล่งก าเนิดพลังงานไฟฟ้าทางเลือก
รูปแบบใหม่  โดยจะศึกษาและพัฒนาความเป็นไปได้ท่ีจะน าเซลล์เชื้อเพลิงจากชีวภาพมาผลิตเป็นพลังงานไฟฟ้าใน
อัตราที่สูง  และศึกษาถึงความเป็นไปได้ในการน ามาประยุกต์ใช้เพ่ือพัฒนาให้เป็นเซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพขนาดเล็ก
จากเอนไซม์ที่สามารถให้ก าเนิดพลังงานไฟฟ้าที่ใช้ได้ส าหรับอุปกรณ์ไฟฟ้าขนาดเล็ก  งานวิจัยนี้มีความสนใจที่จะ
ศึกษาและพัฒนาขั้วไฟฟ้าชนิดใหม่ ๆ เพ่ือน ามาใช้ในเซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพ    โดยจะแบ่งงานออกเป็น 2 ส่วน
ด้วยกัน  คือส่วนแรกจะพัฒนาขั้วไบโอแคโทด งานวิจัยในส่วนนี้จะศึกษาและพัฒนาขั้วแคโทดชนิดใหม่ในเซลล์
เชื้อเพลิงชีวภาพที่มีประสิทธิภาพในการท าให้ dioxygen (O2) เกิด electro-enzymatic reduction เป็นน้ า 
(H2O) โดยใช้ nano-composite ของเอนไซม์ laccase  การตรึงเอนไซม์ลงบนพ้ืนผิวของคาร์บอนนาโนทิวบ์ 
(carbon nanotube; CNT) ซึ่งเป็นวัสดุที่มีลักษณะที่เด่นเป็นพิเศษคือ มีพ้ืนที่ผิวมาก, สามารถบรรจุอะตอม หรือ
โมเลกุลชนิดอื่นไว้ภายในท่อได้และมีสภาพน าไฟฟ้าที่สูง5    จึงคาดว่า biocatalyst ที่เตรียมขึ้นได้จะสมบัติที่พิเศษ
คือมีความจุของเอนไซม์ (enzyme loading) และความคงตัวของเอนไซม์ (enzyme stability) สูง ซึ่งเป็น
คุณสมบัติของ biocatalyst ที่เป็นต้องการอย่างยิ่งในเซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพ    และในส่วนที่สองจะพัฒนาขั้วไบโอ
แอโนดที่ใช้ในเซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตและส่งผ่าน อิเล็กตรอนที่ขั้วไฟฟ้าแอโนด 
ปรับปรุงโดยตรึงเอนไซม์ glucose oxidase โดยมี glucose เป็น substrate การส่งผ่านอิเล็กตรอนจะใช้ตัวน าส่ง
อิเล็กตรอน (mediator) ที่เป็นสารจ าพวกโพลิเมอร์หรือคาร์บอนนาโนทิวบ์ ซึ่งมีประสิทธิภาพที่ดีกว่าตัวน าส่ง
หลายชนิดที่ใช้กันอยู่ทั่วไป     biocatalyst  ที่พัฒนานี้ขึ้นคาดว่าจะสามารถเพ่ิมประสิทธิภาพในการส่งผ่าน
อิเล็กตรอนในการ catalyze ให้ glucose เกิดปฏิกิริยา oxidation ได้อย่างมีประสิทธิภาพ   
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ดังนั้นจึงคาดว่าขั้วไฟฟ้าไบโอแอโนดและไบโอแคโทดชนิดใหม่ที่พัฒนาขึ้นนี้ เมื่อน ามาใช้ในเซลล์เชื้อเพลิง
ชีวภาพจะสามารถเพ่ิมประสิทธิภาพของเซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพเป็นการใช้ประโยชน์จากเชื้อเพลิงชีวภาพอย่างสูงสุด 
และเปน็อีกวิธีการหนึ่งในการน าเชื้อเพลิงชีวภาพมาใช้เป็นแหล่งพลังงานทดแทนพลังงานจากฟอสซิล อีกทั้งยังเป็น
แหล่งพลังงานทดแทนที่มีศักยภาพอย่างยิ่งในการพัฒนาให้เป็นพลังงานหมุนเวียน (renewable energy) 
เนื่องจากใช้พลังงานจากออกซิเจนซึ่งมีอยู่แล้วในอากาศทั่วไปและกลูโคสที่สามารถหาได้จากผลิตภัณฑ์ทาง
การเกษตรที่มีอยู่ในท้องถิ่น ประเทศไทยซึ่งเป็นประเทศที่ท าเกษตรกรรมเป็นหลักจึงมีศักยภาพในการน าวัตถุดิบที่
มีอยู่ในประเทศมาใช้ในการผลิตเพ่ือเป็นเชื้อเพลิงที่ใช้ในเซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพ ทั้งในระดับชุมชนและระดับ
อุตสาหกรรม การพัฒนาเซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพซึ่งใช้วัตถุดิบที่เป็นผลิตผลทางการเกษตรที่สามารถผลิตได้เองใน
ประเทศ มาใช้เป็นเชื้อเพลิงทดแทน จึงช่วยในการรักษาเงินตราต่างประเทศ เป็นการสร้างความมั่นคง และ
สามารถพ่ึงพาตนเองด้านพลังงานของประเทศอีกด้วย  
 แผนภาพทั่วไปของการท างานแสดงดังรูปที่ 2.2  เซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพประกอบด้วยขั้วไฟฟ้าแอโนดและ
แคโทดซึ่งถูกแยกออกจากกันด้วยแผ่นแมมเบรนที่มีเยื่อเลือกผ่าน  ขั้วแอโนดประกอบด้วยสารละลายเชื้อเพลิง 
(fuel) ที่มีเซลล์ของจุลินทรีย์ (microbial cell) หรือเอนไซม์ละลายอยู่ หรือถูกตรึงอยู่ที่ขั้วไฟฟ้าด้านแอโนด 
สารละลายเชื้อเพลิงที่ใช้ทั่วไปเช่น กลูโคส, เอทานอล, เมทานอล ฯลฯ จะเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นที่ขั้วแอโนด และ
อิเล็กตรอนที่เกิดขึ้นจะถูกออกซิเจนน าไปใช้ในการเกิดปฏิกิริยารีดักชันที่ขั้วแคโทด 6  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.2 เป็นรูปทั่วไปของ biofuel cell7 
 

การใช้เอนไซม์เป็นตัวคะตะลิสต์ หรือการใช้ biocatalyst ให้ข้อดีเหนือกว่าการใช้พวกโลหะทรานซิชัน
เป็นตัวคะตะลิสต์ 1 คือ  

1) สภาวะในการใช้ไม่รุนแรง เช่น อุณหภูมิที่ใช้งานอยู่ที่ 20-40C ค่า pH ของสารละลายที่ใช้ใกล้เคียงกับ 
7  

2) ท าให้ราคาของเซลล์เชื้อเพลิงถูกลง  
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3) สามารถน ากลับมาใช้ใหม่ได้  
4) สามารถพัฒนาให้เป็นเซลล์เชื้อเพลิงที่ใช้เชื้อเพลิง (fuel) ชนิดต่างๆ ได้หลากหลาย  

 
2.1 Enzyme-based biofuel cell 
 

เซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพเป็นแหล่งก าเนิดไฟฟ้ารูปแบบใหม่ เพ่ือทดแทนพลังงานที่มาจากถ่านหินหรือ
เชื้อเพลิงชนิดอ่ืน เชลล์เชื้อเพลิงชีวภาพได้เริ่มต้นจาก Galvani นักชีววิทยา ซึ่งค้นพบว่ากระแสไฟฟ้าสามารถ
เกิดข้ึนภายในสัตว์หลายๆชนิด เช่นกบ กบสามารถที่จะกระโดดได้เนื่องจากมีประจุไฟฟ้าภายในเซลล์กระดูกไขสัน
หลัง ปี ค.ศ. 1911 Potter 2 พบว่าเมื่อจุ่มขั้วไฟฟ้าแพลตินัม (Pt) ลงไปในสารละลายของเชื้อ E.Coli ท าให้เกิด
ศักย์ไฟฟ้าขึ้น จากนั้นปี ค.ศ. 1931 กลุ่มงานวิจัยของ Cohen ได้พัฒนาแบตเตอรี่เซลล์จากสารชีวภาพพบว่า
สามารถให้ค่าความต่างศักย์ถึง 35 โวลต์ 8 

ในทศวรรษที่ผ่านมามีหลายกลุ่มงานวิจัยได้ท าการพัฒนาและปรับปรุงขั้วไฟฟ้าไบโอแอโนดและไบโอ
แคโทดเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการผลิตอิเล็กตรอนและส่งผ่านอิเล็กตรอน   ในปี ค.ศ. 1999 Katz และคณะ 9 
สร้างระบบเซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพประกอบด้วย กลูโคสอิเล็กโทรดที่พัฒนาด้วย PQQ-FAD และ glucose oxidase 
เอนไซม์ บน Cu2+-poly(acrylic acid) film  และขั้วแคโทคปรับปรุงโดยใช้ cytochrome C/cytochrome 
oxidase electrode บน Cu2+-poly(acrylic acid) film องค์ประกอบของเซลล์แสดงดังรูปที่ 2.3  ระบบเซลล์
เชื้อเพลิงนี้ท าให้เกิดกระแส 550 A/cm2 และสามารถให้ก าลัง 21 W/cm2 มีอายุการใช้งาน 48 ชั่วโมง  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.3 แสดงองค์ประกอบของเซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพที่มีกลูโคสและออกซิเจนเป็นเชื้อเพลิงและออกซิ
แดนซ์ แสดงถึงการถ่ายเทอิเล็กตรอนจาก PQQ-FAD/GOx anode และ Cytochrom C/COx cathode9 
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2.2 Laccase-based biocathodes 
 

เอนไซม์หลายชนิดที่มี copper เป็นองค์ประกอบ เช่น ascorbate oxidase, laccase, ceruloplasmin 
สามารถใช้เป็นตัว catalyst ในการเกิดปฏิกิริยารีดักชันของ dioxygen (O2) ไปเป็นน้ า (H2O) ได้ (ผ่าน
กระบวนการ four-electron reduction)  laccase นับเป็นเอนไซม์ที่ใช้งานได้ง่ายที่สุดและน่าสนใจที่สุดใน
บรรดาเอนไซม์ทั้งหลายเหล่านี้  active site ของ laccase ประกอบด้วย copper ions 4 ตัว ( Cu(II/I) จากการ
ตรวจวัดโดยใช้เทคนิค EPR)10   เอนไซม์ laccase ที่ถูกดูดซับบนพ้ืนผิวของอิเล็กโทรดชนิดต่าง ๆ เช่น ทอง 
(gold), pyrolytic graphite และ carbon black สามารถ catalyze ปฏิกิริยารีดักชันของ dioxygen ได้  ซึ่งใน
กรณีนี้อิเล็กโทรดท าหน้าที่เสมือน substrate ส าหรับเอนไซม์ laccase11, 12 กระบวนการนี้เรียกว่า Direct 
electron transfer (DET)  อย่างไรก็ตามbiocatalyst เหล่านี้ยังมีข้อด้อยในการน าไปพัฒนาเป็น biocathodeใน
เซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพ  คือระดับของกระแสที่ให้ และความหนาแน่นของกระแส (current density) ของขั้วไฟฟ้า
ชนิดนี้มีค่าน้อย 

คุณสมบัติอีกข้อหนึ่งของเอนไซม์ laccase คือการไม่เฉพาะเจาะจงต่อ substrate ท าให้เกิดข้อดีตามมา
คือนอกจากกระบวนการ DET แล้ว laccase ยังสามารถ catalyze ปฏิกิริยารีดักชันของ dioxygen (O2) ผ่าน
กระบวนการ Mediated electron transfer (MET)  โดยในกระบวนการนี้เอนไซม์ laccase จะ catalyze 
ปฏิกิริยาออกซิเดชันของ substrate ชนิดต่าง ๆ เช่น mono-, di-  หรือ polyphenols, arylamines หรือสารอนิ
นทรีย์บางชนิด เมื่อ laccase ไปออกซิไซด์สารเหล่านี้แล้ว จะสามารถท าให้ปฏิกิริยารีดักชันของ dioxygen 
เกิดขึ้นได้ดังแสดงในรูปที่ 2.4  Substrate ในกรณีนี้ท าหน้าที่ส่งผ่านอิเล็กตรอนจากขั้วแคโทดของเซลล์เชื้อเพลิง
ชีวภาพไปยัง catalytic site ของ laccase เพ่ือให้ dioxygen เกิด electro-enzymatic reduction อย่าง
ต่อเนื่อง  ดังนั้นมักนิยมเรียก substrate ในกรณีนี้ว่า mediator 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.4 การใช้ laccase เป็น biocathode ในเซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพ โดย laccase ท าให้ dioxygen 
(O2) เกิด electro-enzymatic reduction เป็นน้ า 10 
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การพัฒนาประสิทธิภาพของเซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพ โดยการพัฒนาขั้วแคโทดให้การเกิดปฏิกิริยารีดักชัน
ของ dioxygen มีประสิทธิภาพสูงที่สุดเป็นอีกกระบวนการที่มีผู้วิจัยจ านวนมากให้ความสนใจ     ในปี ค.ศ. 1999 
Palmore และ Kim 10 พัฒนาขั้วแคโทดโดยใช้เอนไซม์ laccase เป็น catalyst และใช้ 2,2'-azinobis-3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonate (ABTS) เป็น mediator รูปที่ 2.5 เป็นการเปรียบเทียบประสิทธิภาพของ
ขั้วแคโทดชนิดต่างๆ ของเซลล์เชื้อเพลิง ได้แก่ ขั้วไฟฟ้าคาร์บอน, platinum และขั้วไฟฟ้าคาร์บอนที่โมดิฟายด์
ด้วยเอนไซม์ laccase และ ABTS   จากการศึกษาพบว่าขั้วไฟฟ้าคาร์บอนที่โมดิฟายด์ด้วยเอนไซม์ laccase และ 
ABTS ให้ประสิทธิภาพดี โดยสามารถให้ power density สูงถึง 42 W cm-2 ที่ค่าความต่างศักย์ 0.61 V (R= 1 
k)  

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.5 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพขั้วแคโทดชนิดต่าง ๆ ของเซลล์เชื้อเพลิงในเทอมของการให้ 
power density กับค่าความต่างศักย์ของเซลล์ 1  
 

- Porous bioelectrode 
ในปี ค.ศ. 2005 Farneth และคณะ.13 พัฒนาขั้วไฟฟ้า biocathode โดยใช้พอร์รัสคาร์บอน 

(porous carbon) ซึ่งมีพ้ืนผิวสูงเป็นขั้วไฟฟ้าใช้เอนไซม์ laccase เป็น catalyst และใช้ ABTS เป็น mediator  
ข้อดีของการใช้พอร์รัสคาร์บอนซึ่งมีพ้ืนที่ผิวที่สูงคือจะท าให้กระแสที่เกิดจากปฏิกิริยารีดักชันของออกซิเจนสูงขึ้น 3 
- 4 เท่า   ต่อมา Farneth และ D’More14 ได้พัฒนาประสิทธิภาพของ biocathode ชนิดนี้ให้ดีขึ้นโดยใช้
กระบวนการ encapsulation เพ่ือตรึงเอนไซม์ laccase โดยให้ท าปฏิกิริยากับ silica แล้วเอาใส่ไว้ในรูพรุนของ
พอร์รัสคาร์บอน ซึ่งกระบวนการ encapsulation นี้ท าให้ประสิทธิภาพของการเกิดรีดักชันของออกซิเจนสูงขึ้น
และขั้ว biocathode ที่เตรียมขึ้นได้มีความคงตัวสูงซึ่งเป็นลักษณะที่ต้องการอีกประการหนึ่งในการน าไปใช้เป็น
ขั้วไฟฟ้าในเซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพ 
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-Nano-structured biocatalyst 
คาร์บอนนาโนทิวบ์ (carbon nanotube; CNT) คือคาร์บอนที่มีรูปร่างเป็นโครงตาข่าย ม้วน

เชื่อมติดกันเป็นรูปทรงกระบอก และมีเส้นผ่าศูนย์กลางเพียงในระดับนาโนเมตร โครงสร้างของ CNT มีโครงสร้าง
เป็นแบบโมเลกุลเดี่ยว ที่มีลักษณะเป็นแถวยาวของคาร์บอนเรียงตัวกันเป็นแนวยาวนับล้านๆ  เท่าของขนาดเส้น
ผ่านศูนย์กลาง โครงสร้างของ CNT จะโค้งตัวม้วนเป็นแกนจากด้านหนึ่งไปบรรจบอีกด้านหนึ่ง    จากลักษณะการ
เรียงตัวของโมเลกุลดังกล่าวท าให้ CNT มีคุณสมบัติที่แตกต่างจาก carbon-based materials อ่ืน ๆ เช่น glassy 
carbon (GC), highly oriented pyrolytic graphited (HOPG), fullerene และเพชร 15  CNT มีลักษณะที่
พิเศษคือ แข็งแรงและเหนียวกว่าเหล็กกล้า มีพ้ืนที่ผิวมาก ความยืดหยุ่นสูง โค้งงอได้ สามารถบรรจุอะตอม หรือ
โมเลกุลชนิดอ่ืนไว้ภายในท่อได้ น าไฟฟ้า หรือกลายเป็นฉนวนได้ ขึ้นอยู่กับทิศทางของแนวการจัดเรียงตัวของ
อะตอมคาร์บอนบนผนังคาร์บอนนาโนทิวบ์ นอกจากนี้ยังมีความแข็งแรงและมีน้ าหนักเบา 5   ซึ่งคุณสมบัติที่พิเศษ
เหล่านี้สามารถน ามาประยุกต์ใช้ได้อย่างกว้างขวางทั้งในด้าน electrochemical sensors, protein 
electrochemistry, electrocatalysis และโดยเฉพาะอย่างยิ่งในด้านไบโอเซนเซอร์และเซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพ 15, 

16  
ในปี ค.ศ. 2008 Smolander และคณะ17 ท าการศึกษาเพ่ือพัฒนา printable biocathode โดยใช้ผง

หมึกพิมพ์ต่างๆ เช่น carbon-based ink หรือ silver-based ink ผสมกับ CNT  ใช้ ABTS เป็น mediator และ
เอนไซม์ laccase จากนั้นพิมพ์ลงบนกระดาษกรองให้มีความหนาประมาณ 50 m  biocathode ที่พัฒนาขึ้น
เมื่อใช้ร่วมกับขั้วแอโนดที่เป็น printed Zn layer ดังรูปที่ 2.6 พบว่าสามารถให้ค่าความต่างศักย์ของเซลล์ที่ 0.6 - 
0.8 V เป็นเวลา 2-3 วันเมื่อโหลดความต้านทานที่ 2.2 k 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.6 แผนภาพของเซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพที่ประกอบด้วย laccase-printed biocathode และครึ่ง
เซลล์ของ Zn17 
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Deng และคณะ18 ท าการศึกษาเพ่ือพัฒนาเซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพให้มีประสิทธิภาพมากขึ้น โดยพัฒนา
ขั้วไบโอแคโทดแบบหลายชั้น (multilayer) ซึ่งเตรียมโดยน า Indium-doped tin oxide (ITO) อิเล็กโทรดมา
เคลือบด้วยฟิล์มของ poly-L-lysine ที่มี CNT และ เอนไซม์ laccasse ผ่านกระบวนการ layer-by-layer-self-
assembly   

 
 
 
 
 

 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที 2.7 แผนภาพกระบวนการเตรียมไบโอแคโทดแบบ layer-by-layer-self-assembly  ของเซลล์
เชื้อเพลิงชีวภาพที่พัฒนาขึ้นโดย Deng และคณะ18   
 

ในกระบวนการเตรียมแสดงดังแผนภาพในรูปที่ 2.7 ขั้นตอนแรกจะท าการเคลือบขั้วอิเล็กโทรด ITO 
(solid support) ซึ่งมีประจุเป็นลบด้วย branched-polyethylenimeine (B-PEI)  จากนั้นน าอิเล็กโทรดที่ได้ไป
จุ่มในสารละลาย CNT และเอนไซม์ laccase ตามล าดับ    จากการศึกษาพบว่าเมื่อน าขั้วไบโอแคโทดแบบหลาย
ชั้น (multilayer) ที่พัฒนาขึ้นมาใช้ร่วมกับครึ่งเซล์ของ glucose ที่มีเอนไซมม์ glucose dehygrogenase (GDH) 
เป็น catalyst และ NAD+ เป็น cofactor  พบว่าเซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพที่ได้สามารถให้ power density สูงถึง 
329 W cm-2 ที่ค่าความต่างศักย์ 0.47 V 
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2.3 Glucose oxidase-based bioanodes 
 

ในปี ค.ศ. 2002  Pizzariello และคณะ 19 พัฒนาเซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพซึ่งประกอบด้วยขั้วแอโนดชนิด
คาร์บอนที่ตรึงด้วยเอนไซม์ glucose oxidase และใช้ ferrocene เป็นสารน าส่งอิเล็กตรอน กลไกการ
เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันดังรูปที่ 2.8  ส่วนแคโทดมีลักษณะคล้ายกันแต่ใช้เอนไซม์แตกต่างคือใช้ horseradish 
peroxidase แผนภาพขององค์ประกอบเซล์แสดงในรูปที่ 2.9  เซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพที่ได้พัฒนาขึ้นมานี้เมื่อให้ศักย์
แก่ระบบ 0.22 โวลต์  พบว่าสามารถที่จะให้ก าลังออกมา 0.15 W/cm2 เซลล์ที่ถูกพัฒนาขึ้นมานี้มีอายุการใช้
งานได้ 30 วัน  

 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.8 แสดงการส่งผ่านอิเล็กตรอนโดยมี Ferrocene เป็นตัวน าส่งอิเล็กตรอน 19 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที ่2.9 แผนภาพแสดงองค์ประกอบของเซลล์เชื้อเพลิงโดยมีกลูโคสและไฮโดรเจนเปร์ออกไซด์เป็น
เชื้อเพลิงและออกซิแดนซ์ตามล าดับ ใช้ glucose oxidase และ horseradish peroxidase ตรึงบนขั้วไฟฟ้า
แอโนดและแคโทดตามล าดับ19 
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ในปี ค.ศ. 2003 กลุ่มวิจัยของ Xiao20 ได้พัฒนาขั้วไฟฟ้าที่มีการตรึงเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสเพื่อพัฒนาไป

เป็นแอโนดในเซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพ โดยใช้ Flavin adenine dinucleotide (FAD) เชื่อมต่อกับ semiconductor 
nanoparticle เป็นตัวน าส่งอิเล็กตรอนและม ีdithio เป็นตัวเชื่อมระหว่างตัวน าส่งกับผิวหน้าอิเล็กโทรดที่ท าด้วย
ทองเพ่ือเพิมประสิทธิภาพการน าส่งอิเล็กตรอนแสดงดังรูปที่ 2.10 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.10 แสดงโครงสร้างของ Au-semiconductor nanoparticle glucose oxidase electrode20 
 

ปี ค.ศ. 2006 Barriere และคณะ 21 ไดศ้ึกษาเซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพทีป่ระกอบด้วยแอโนดตรึงด้วยเอนไซม์ 
glucose oxidase และขั้วแคโทดตรึงด้วยเอนไซม์ laccase โดยใช้ osmium-based redox polymer เป็นสาร
น าส่งอิเล็กตรอนบนแกรไฟต์อิเล็กโทรด ศึกษาภายใต้อุณหภูมิ 37 C เตรียมในสารละลายบัพเฟอร์ 0.1 M 
ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ ที่ pH 4.4-7.4 พบว่าสามารถให้พลังงาน 10 - 40 W/cm2  

ในปี ปี ค.ศ. 2006  Ivnitski และคณะ 22 ได้พัฒนาขั้วไฟฟ้าแอโนดที่มีการตรึงเอนไซม์ glucose oxidase 
ในระบบเซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพ โดยตรึงเอนไซม์บน multi-wall carbon nanotube (MWCNT) ซึ่งจะช่วยในการ
น าส่งอิเล็กตรอนโดยตรง ท าการทดลองภายใต้อุณหภูมิ 25 C ในสารละลาย ฟอสเฟตบัฟเฟอร์  pH 6.9  ใช้
ความเข้มข้นของกลูโส 20 mM  ในสารละลายอิเล็กโตรไลท์ 0.1 M KCl  ให้ศักย์แก่แอโนด -0.38 และ -0.4 โวลต์
เทียบกับขั้วไฟฟ้าอ้างอิง Ag/AgCl  ผลท าให้เกิดการไหลของอิเล็กตรอนโดยตรงในระบบโดยไม่ต้องใช้ตัวน าส่ง
อิเล็กตรอน  

ปี ค.ศ. 2007  Lui และ Dong 23, 24 ได้พัฒนาขั้วไฟฟ้าส าหรับเซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพ โดยการตรึงเอนไซม์ 
glucose oxidase และ laccase บน MWCNT เป็นแคตตาไลติกแอโนดและแคโทดตามล าดับ เซลล์เชื้อเพลิงที่
พัฒนาขึ้นใช้ ferrocence mono carboxylic acid เป็นตัวน าส่งอิเล็กตรอน ของขั้วแอโนด จากผลการท าลอง
สามารถให้พลังงาน 4.1 W  

ในปี ค.ศ. 2008  Togo และคณะ 25 ศึกษาและพัฒนาการย่อระบบเซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพให้มีขนาดไมโคร 
(micro fluidic biofuel cell) โดยระบบที่พัฒนาขึ้นประกอบด้วย กลูโคสแอโนดโดยตรึงเอนไซม์ glucose 
dehydrogenase, ไดอะฟลอเรส (diaphorase) และ VK3-pendent poly-L-lysine ส่วนขั้วแคโทดท าการตรึง
เอนไซม์ bilirubin oxidase บนออกซิเจนแคโทด ดังรูปที่ 2.11 ซึ่งสามารถเพ่ิมประสิทธิภาพในการผลิตกระแสได้
ดีขึ้นกว่าเซลล์ปกติ 10 %  
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รูปที่ 2.11 microfluidic biofuel cell 25 
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บทท่ี 3 
การทดลอง 

 
3.1 อุปกรณ์และสารเคมี 
 

ในการศึกษาวิจัยนี้ มีเครื่องมือและอุปกรณ์ที่ใช้ในการทดลองไซคลิกโวลแทมเมทรีและแอมเพอร์โรเมทรี 
ดังตารางที่ 3.1 และ  ระบบเอฟไอเอที่มีตัวตรวจวัดแบบแอมเพอร์โรเมทรี ดังตารางที่ 3.2 

 

ตารางท่ี 3.1   เครื่องมือและอุปกรณ์ที่ใช้ในการวัดไซคลิกโวลแทมเมทรีและแอมเพอร์โรเมทรี 
 

Instrument Model Company 

Potentiostat, e-Corder EA161,  210 eDAQ, Australia 

Data System e-Chem  

Working electrode Glassy carbon electrode (3 
mm) 

CH Instruments, USA 

Reference electrode Ag/AgCl electrode (3 M KCl) CH Instruments, USA 

Auxiliary electrode Pt wire CH Instruments, USA 

Thin layer flow cell CHI 130 CH Instruments, USA 

Flow meter 100624-103 Kofloc, Japan 

 
ตารางท่ี 3.2   เครื่องมือและอุปกรณ์ที่ใช้ในระบบเอฟไอเอที่มีตัวตรวจวัดแบบแอมเพอร์โรเมทรี 
 

Instrument Model Company 

Injection 20 µL injection loop Rheodyne, USA. 

Pump LC-10AD Shimadzu 

Detector EA161, 210 eDAQ, Australia 

Data system eDAQ-chart eDAQ, Australia 

Thin layer flow cell CHI 130 CH Instruments, USA 
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Cyclic voltammetry and amperometry 
 
การทดลองไซคลิกโวลแทมและแอมเพอร์โรเทรีแสดงดังรูปที่ 3.1 เครื่องโพเทนชิโอสเตท รุ่น EA 161 และ 

e-corder รุ่น 210 (บริษัท EDAQ) และ โวลแทมเมทริกเซลล์ ขนาด 25 mL (รูปแทรก, รูปที่ 3.1) ประกอบด้วย
ขั้วไฟฟ้า 3 ขั้ว ได้แก่ ขั้วไฟฟ้าชนิดกลาสซีคาร์บอน(GC) ธรรมดา (3 mm diameter) หรือ ขั้วไฟฟ้ากลาสซี
คาร์บอนที่โมดิฟายด์ด้วยคาร์บอนนาโนทิวบ์ (GC/CNT) เป็นขั้วไฟฟ้าใช้งาน  ขั้วไฟฟ้า Ag/AgCl  เป็นขั้วไฟฟ้า
อ้างอิงและ ใช้ลวด Pt เป็นขั้วไฟฟ้าช่วย   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

รูปที่ 3.1 เครื่องมือที่ใช้ในการทดลองไซคลิกโวลแทมเมทรีและแอมเพอร์โรเมทรี รูปแทรกแสดงโวลแทม
เมทริกเซลล์  
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Flow Injection system with amperometric detection 
 

ระบบเอฟไอเอที่มีตัวตรวจวัดแบบแอมเพอร์โรเมทรีแสดงดังรูปที่ 3.2 
 
 

  
 
 
 

 
 

 
 

รูปที่ 3.2  (a) แมนนิโฟล์ดของระบบเอฟไอเอที่มีตัวตรวจวัดแบบแอมเพอร์โรเมทรี (b) รูปเครื่องมือที่ใช้ที่ใช้ใน
การทดลอง 

 

a) 

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

โดยใช้คาร์บอนนาโนทิวบ์  ซึ่งเป็นสารที่มีพ้ืนที่ผิวสูงและสามารถจุสารต่างๆ  ในท่อคาร์บอนนาโนทิวบ์ได้  เป็นตัว
ช่วยให้สามารถตรึงเอนไซม์แลคเคสได้ในปริมาณท่ีสูงขึ้น ในการพัฒนาขั้วไบโอแคโทดโดยใช้เอมไซม์แลคเคสในการ
ตรวจวัดปฏิกิริยารีดักชันของออกซิเจน  โดยจะใช้เทคนิคไซคลิกโวลแทมเมทรีในการศึกษาท าการศึกษาหา
องค์ประกอบที่เหมาะสมของขั้วไบโอแคโทด  และเลือกใช้สารละลาย  0.1 M  ซิเทรตบัฟเฟอร์ pH 5.0   เป็น
สารละลายอิเล็กโทรไลต์เกื้อหนุน   ในการศกึษาไซคลิกโวลแทมโมแกรมของออกซิเจน   

 
สารเคมี 
เอนไซม์แลคเคส (Laccase, EC 1.10.3.2) จาก Tramestes Versicolor 22.4U/mg (Sigma-Aldrich) 

คาร์บอนนาโนทิวบ์ (Carbon nanotubes; CNT, บริสุทธิ์ 95%), (NanoLab), ไดเมธิลฟอร์มานไมน์ 
(DMF),(Fluka) ไคโตซาน (Chitosan; CS, medium molecular weight, 75-85% deacetylated) (Sigma-
Aldrich), โบวีนซีรัมอัลบูมีน (Bovine Serum Albumin; BSA, non acetylated), (Sigma-Aldrich), ซิเทรต
บัฟเฟอร์ เตรียมจากซิติกแอซิดโมโนไฮเดรต และไดโซเดียมซิเทรต 

 
การเตรียมสารเคมี 
สารละลายแลคเคสความเข้มข้น 4 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เตรียมโดยชั่งเอนไซม์แลคเคส 4 มิลลิกรัมใส่ใน

ขวดขนาด 2 มิลลิลิตร ปิเปตสารละลาย 0.1 โมลาร์ ซิเทรตบัพเฟอร์ พีเอช 5.0 ปริมาตร 1.00 มิลลิลิตร ใส่ลงใน
ขวด น าสารละลายไปเขย่าด้วย vertex mixer ประมาณ 5 นาที 

สารละลายโบวีนซีรัมอัลบูมีนความเข้มข้น 1% เตรียมโดยปิเปตโบวีนซีรัมอัลบูมีนมา 100 ไมโครลิตร ใส่
ในขวดวัดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร  ปรับปริมาตรจนถึงขีดด้วยน้ า 

สารละลายคาร์บอนนาโนทิวบ์ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร   เตรียมโดยพัฒนาจากวิธีของ J. 
Wang  และ M. Musameh26 โดยชั่งคาร์บอนนาโนทิวบ์ 3.0 มิลลิกรัม ใส่ในขวดขนาด 5 มิลลิลิตร ปิเปต
สารละลายไดเมธิลฟอร์มานมายด์ปริมาตร 1.00 มิลลิลิตร ใส่ลงในขวด น าไป sonicate ด้วยเครื่อง ultrasonic 
sonicator เป็นเวลา 3 ชั่วโมง   

สารละลายไคโตซานความเข้มข้น 1% เตรียมโดยพัฒนาจากวิธีของ T. Tangkuaram และคณะ27โดยชั่ง
ไคโตซาน 0.10 กรัม ใส่ในขวดขนาด 25 มิลลิลิตร ปิเปตกรดอะซิติกความเข้มข้น 2% ปริมาตร 10.00 มิลลิลิตรใส่
ในขวด น าไปกวนด้วย magnetic stirrer เป็นเวลา 2 ชั่วโมง  

สารละลายของวัสดุเชิงประกอบคาร์บอนนาโนทิวบ์-ไคโตซาน เตรียมโดยปิเปตสารละลายคาร์บอนนาโน
ทิวบ์ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และสารละลายไคโตซานความเข้มข้น 1% มาอย่างละ 500 ไมโครลิตร 
ใส่ในขวดขนาด 2 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่อง vertex mixer ประมาณ 5 นาท ี
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ก่อนน าขั้วไฟฟ้ากลาสซีคาร์บอนไปดัดแปรเป็นขั้วไฟฟ้าชนิดต่าง ๆ จะน าขั้วไฟฟ้ามาท าความสะอาด  โดย
ขัดผิวหน้าของขั้วไฟฟ้าด้วยผงอะลูมินากับผ้าสักหลาด  โดยใช้ผงอะลูมินาขนาด 1.0, 0.3 และ 0.05 ไมครอน 
ตามล าดับ จากนั้นล้างให้สะอาดด้วยน้ ากลั่น น าไป sonicate ในน้ าเป็นเวลา 2 นาที แล้วเป่าให้แห้ง  

 
การเตรียมขั้วไฟฟ้า  
ก่อนน าขั้วไฟฟ้ากลาสซีคาร์บอนไปดัดแปรเป็นขั้วไฟฟ้าชนิดต่าง ๆ จะน าขั้วไฟฟ้ามาท าความสะอาด  โดย

ขัดผิวหน้าของขั้วไฟฟ้าด้วยผงอะลูมินากับผ้าสักหลาด  โดยใช้ผงอะลูมินาขนาด 1.0, 0.3 และ 0.05 ไมครอน 
ตามล าดับ จากนั้นล้างให้สะอาดด้วยน้ ากลั่น น าไป sonicate ในน้ าเป็นเวลา 2 นาที แล้วเป่าให้แห้ง  

 
ขั้วไฟฟ้า GC/laccase 
หยดสารละลายเอนไซม์แลคเคสความเข้มข้น 4 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรปริมาตร 40 ไมโครลิตร ทิ้งไว้ให้แห้ง

ที่อุณหภูมิห้อง ทิ้งไว้ให้แห้งที่อุณหภูมิห้องจะได้ขั้วไฟฟ้าขั้วไฟฟ้ากลาสซีคาร์บอนที่ดัดแปรด้วยเอนไซม์แลคเคส 
(GC/laccase) 

 
ขั้วไฟฟ้า GC/CNT 
หยดสารละลายคาร์บอนนาโนทิวบ์ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  บนขั้วไฟฟ้ากลาสซีคาร์บอน 20 

ไมโครลิตร ทิ้งไว้ในแห้งที่อุณหภูมิห้องจะได้ขั้วไฟฟ้าขั้วไฟฟ้ากลาสซีคาร์บอนที่ดัดแปรด้วยคาร์บอนนาโนทิวบ์ 
(GC/CNT)  

 
ขั้วไฟฟ้า GC/CNT-CS 
หยดสารละลายของวัสดุเชิงประกอบคาร์บอนนาโนทิวบ์ -ไคโตซาน บนขั้วไฟฟ้ากลาสซีคาร์บอน 20 

ไมโครลิตร ทิ้งไว้ในแห้งที่อุณหภูมิห้องจะได้ขั้วไฟฟ้าขั้วไฟฟ้ากลาสซีคาร์บอนที่ดัดแปรด้วยวัสดุเชิงประกอบ
คาร์บอนนาโนทิวบ์-ไคโตซาน (GC/CNT-CS) 

 
การตรึงเอนไซม์แลคเคสและสารละลายโบวีนซีรัมอัลบูลมีนบนขั้วไฟฟ้า GC/CNT-CS 
น าขั้วไฟฟ้า GC/CNT-CS ที่ได้จากการเตรียมมาตรึงเอนไซม์โดยการหยดเอนไซม์แลคเคสความเข้มข้น 4 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 40 ไมโครลิตร ทิ้งไว้ให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง และหยดสารละลายโบวีนซีรัมอัลบูมีน
ความเข้มข้น 1% ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ทิ้งไว้ให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง จะได้ขั้วไฟฟ้ากลาสซีคาร์บอนที่ดัดแปรด้วย
วัสดุเชิงประกอบคาร์บอนนาโนทิวบ์ -ไคโตซาน เอนไซม์แลคเคส และโบวีนซีรัมอัลบูมีน (GC/CNT-
CS/laccase/BSA) 

 
การตรวจวัดปริมาณออกซิเจน 
ศึกษาปฏิกิริยารีดักชันของออกซิเจนด้วยเทคนิคไซคลิกโวแทมเมทรีโดยใช้เครื่อง โพเทนชิโอสเตท และ

ระบบ 3 ขั้วไฟฟ้า ใช้ขั้วไฟฟ้ากลาสซีคาร์บอน (GC) หรือขั้วไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นมา เป็นขั้วไฟฟ้าท างาน โดย
การให้ศักย์ไฟฟ้าในช่วง 0.0 ถึง -0.6 โวลต์ เทียบกับขั้วไฟฟ้าอ้างอิง ให้แก่ขั้วไฟฟ้าท างาน ในสารละลายของ ซิ
เทรตบัพเฟอร์ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ พีเอช 5.0 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร  
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การทดลองในสภาวะที่ไม่มีแก๊สออกซิเจน จะน าสารละลายซิเทรตบัพเฟอร์ปริมาตร 10 มิลลิลิตรที่อ่ิมตัว
ด้วยแก๊สอาร์กอน (Ar) มาท าการวัดด้วยเทคนิคไซคลิกโวแทมเมทรีภายใต้บรรยากาศแก๊สอาร์กอน  ส่วนในสภาวะ
ที่มีออกซิเจนจะน าสารละลายซิเทรตบัพเฟอร์ปริมาตร 10 มิลลิตร ที่อ่ิมตัวด้วยแก๊สออกซิเจน มาท าการทดลอง
ภายใต้อัตราการไหลของออกซิเจน 40 มิลลิลิตรต่อนาที 

 

3.3 การพัฒนาขั้วไบโอแอโนดชนิดใหม่ในเซลล์เชื้อเพลิงชีวภาพที่มีประสิทธิภาพในการ catalyze ปฏิกิริยา
ออกซิเดชันของกลูโคส 

 
 3.3.1 การพัฒนาขั้วไบโอแอโนดโดยใช้โพลิเมอร์ชนิด polyaniline (co-m-ferrocenylaniline) ใน
การตรึงเอนไซม์กลูโคสออกซิเดส 
 

งานวิจัยในส่วนนี้ได้พัฒนากลูโคสไบโอเซนเซอร์ที่มีความจ าเพาะเจาะจง และมีสภาพไวสูงโดยการ
โมดิฟายด์ขั้วไฟฟ้ากลาสซีคาร์บอนด้วยโพลิเมอร์น าไฟฟ้าชนิด polyaniline (co-m-ferrocenylaniline) และไคโต
ซานซึ่งเป็นไบโอโพลิเมอร์ธรรมชาติมาช่วยในการท าให้เอนไซม์กลูโคสออกซิเดสมีความคงตัวมากขึ้น  เพ่ือพัฒนา
เป็นไบโอเซนเซอร์ส าหรับตรวจวัดปริมาณของกลูโคส 

 
 การเตรียมสารละลายที่ใช้ในการโมดิฟายด์ขั้วไฟฟ้า 
 
 สารละลาย ไคโตซาน ความเข้มข้น 0.5% เตรียมโดย  ชั่งไคโตซานมา 0.0500 g ละลายด้วยสารละลาย 
acetic acid ความเข้มข้น 2% ปริมาตร 10 mL น าไปกวนเป็นเวลานาน 2 ชั่วโมง จะได้สารละลายไคโตซาน 
ความเข้มข้น 0.5% 

สารละลายโพลิเมอร์ poly (aniline-co-m-ferrocenlyaniline)  ความเข้มข้น 2.5 mg/mL  เตรียม
โดย  ชั่ง poly (aniline-co-m-ferrocenlyaniline) หรือ PFcANi มา 0.0050 g ละลายใน tetrahydrofuran 
(THF) 2 mL น าไป sonicate เป็นเวลาประมาณ 1 ชั่วโมง 
 สารละลายกลูโคสออกซิเดส ความเข้มข้น  2 mg/mL เตรียมโดยชั่งกลูโคสออกซิเดสมา 0.0020 g 
ละลายด้วยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7 ปริมาตร 1 mL (เก็บไว้ในตู้เย็น) 

สารละลาย Sodium Citrate ความเข้มข้น 1%  เตรียมโดย ชั่ง sodium citrate มา 0.1000 g ละลาย
ด้วยน้ า DI ปริมาณเล็กน้อยแล้วปรับปริมาตรเป็น 10 mLด้วยน้ า DI 

สารละลายอนุภาคทองนาโน (AuNPs) ความเข้มข้น 0.01%  เตรียมโดย ปิเปตสารละลาย HAuCl4 มา 10 
µL เจือจางด้วยน้ า DI แล้วปรับปริมาตรเป็น   10 mL ด้วยน้ า DI จากนั้นปิเปต สารละลาย HAuCl4 มาปริมาตร 5 
mL น ามาให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 65◦C เป็นเวลา 10 นาที พร้อมกวนตลอดเวลา จากนั้นเติมสารละลาย Sodium 
Citrate ความเข้มข้น 1% ปริมาตร 170 µL ให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 125◦C พร้อมกวนตลอดเวลา เป็นเวลา 30 
นาที จะได ้AuNPs ความเข้มข้น 10 mM 
 สารละลายมาตรฐานกลูโคส (glucose standard solution) ความเข้มข้น 0.2 M  เตรียมโดยชั่งกลูโคส
มา 1.8000 g ละลายด้วยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7 ปริมาณเล็กน้อย แล้วปรับปริมาตรด้วยสารละลาย 
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ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7 ให้ครบ 50 mL จะได้สารละลายมาตรฐานกลูโคส (glucose standard solution) ความ
เข้มข้น 0.2 M ปริมาตร 50 mL ซึ่งใช้เป็น stock solution ในการเตรียมสารละลายมาตรฐานกลูโคสความเข้มข้น
ต่างๆ 
 

การเตรียมขั้วไฟฟ้าไบโอแอโนดชนิดต่างๆ โดยใช้โพลิเมอร์ ชนิด polyaniline (co-m-
ferrocenylaniline) 
 

GC/PFcANi 
เตรียมโดยหยดสารละลาย PFcANi ความเข้มข้น 2.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร บนขั้วไฟฟ้ากลาสซีคาร์บอน 

40 ไมโครลิตรไมโครลิตร ทิ้งไว้ให้แห้งที่อุณหภูมิห้องจะได้ขั้วไฟฟ้ากลาสซีคาร์บอนที่โมดิฟายด์ด้วยสารละลาย 
polyaniline (co-m-ferrocenylaniline) หรือ GC/PFcANi  
 

GC/PFcANi/GOx 
น าขั้วไฟฟ้า GC/PFcANi ที่ได้จากการเตรียมมาตรึงเอนไซม์โดยการหยดเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสความ

เข้มข้น 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 40 ไมโครลิตรไมโครลิตร ทิ้งไว้ให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง  จะได้ขั้วไฟฟ้า
กลาสซีคาร์บอนที่โมดิฟายด์ด้วยสารละลาย PFcANi และ กลูโคสออกซิเดส  (GC/PFcANi/GOx) 
 

GC/CS/PFcANi 
หยดสารละลายไคโตซานความเข้มข้น 0.5% บนขั้วไฟฟ้ากลาสซีคาร์บอน 20 ไมโครลิตร ทิ้งไว้ให้แห้งที่

อุณหภูมิห้อง จากนั้นหยดสารละลาย PFcANi ความเข้มข้น 2.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร บนขั้วไฟฟ้า 40 ไมโครลิตร
ไมโครลิตร ทิ้งไว้ให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง จะได้ขั้วไฟฟ้า GC/CS/PFcANi 

 
GC/CS/PFcANi/GOx 

น าขั้วไฟฟ้า GC/CS/PFcANi มาตรึงเอนไซม์โดยการหยดเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสความเข้มข้น 40 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 40 ไมโครลิตรไมโครลิตร ทิ้งไว้ให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง  จะได้ขั้วไฟฟ้ากลาสซี
คาร์บอนที่โมดิฟายด์ด้วยสารละลาย CS, PFcANi และ กลูโคสออกซิเดส  (GC/PFcANi/GOx) 

 
GC/CS/PFcANi/AuNPs/GOx 

น าขั้วไฟฟ้า GC/CS/PFcANi มาหยดสารละลายอนุภาคทองนาโน  ปริมาตร 40 ไมโครลิตรไมโครลิตร 
ทิ้งไว้ให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง จานั้นน ามาตรึงเอนไซม์โดยการหยดเอนไซมก์ลูโคสออกซิเดสความเข้มข้น 40 มิลลิกรัม
ต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 40 ไมโครลิตรไมโครลิตร ทิ้งไว้ให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง  จะได้ขั้วไฟฟ้ากลาสซีคาร์บอนที่
โมดิฟายด์ด้วยสารละลาย CS, PFcANi, AuNPs และ กลูโคสออกซิเดส  (GC/PFcANi/AuNPs/GOx) 
 

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

วงเบนซีนด้วยวิธีการสังเคราะห์ทางไฟฟ้า (electrochemical synthesis) เพ่ือศึกษาถึงความเป็นไปได้ในการ
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Electrochemical synthesis for 20 cycles 

Immersed 

Overnight 

น ามาช่วยตรึงเอนไซม์กลูโคสออกซิเดส โดยการแสกนค่าศักย์ไฟฟ้าจาก -0.3 ถึง 0.9 โวลต์ จ านวน 10 รอบ   
รายละเอียดแสดงดัง Flow diagram  
 

0.1 M aniline + 0.005 M m-ferrocenylaniline + 0.5 M sulfuric acid 
 

 
GC_Poly(aniline-co-m-ferroceneylaniline) 

 
 

30 mg/mL GOx solution 
 

   
GC_Poly(aniline-co-m-ferroceneylaniline)/GOx 

 
เรียกขั้วไฟฟ้าที่เตรียมได้นี้ว่า GC_poly(Ani-co-m-FcAni) จากนั้นน าไปตรึงเอนไซม์ GOx โดยการแช่

ขั้วไฟฟ้าในสารละลาย 30 mg/mL GOx เป็นเวลา 1 คืน ก่อนน าไปวิเคราะห์กลูโคส 
 

3.3.2 การพัฒนาขั้วไบโอแอโนดโดยใช้นาโนคอมโพสิตของคาร์บอนนาโนทิวบ์ และไคโตซานในการตรึง
เอนไซม์กลูโคสออกซิเดส 

 
สารเคมี 
ไคโตซาน (Chitosan; CS, medium  molecular weight)(Sigma), คาร์บอนนาโนทิว (Carbon 

nanotube : MWCNT, บริสุทธิ์ 95%), (Nanolabinc., MA, USA), เอนไซม์กลูโคสออกซิเดส (glucose oxidese) 
เฟอร์โรซีนคาร์บอกซัลดีไฮด์ (Ferrocenecarboxaldehyde; FcCHO, AR เกรด)(Sigma), ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 
เตรียมจากไดโ้ซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต และโพรเทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (pH 7.0, 0.1M) 

 
การเตรียมสารเคมี 
สารละลาย ไคโตซาน ความเข้มข้น 0.5 %  (0.5 % chitosan)  เตรียมโดย ชั่งไคโตซาน มา 0.0500 g  

ละลายด้วยสารละลาย กรดอะซีติก ความเข้มข้น 2%   ปริมาตร 10 mL จากนั้นกวนเป็นเวลา 2 ชั่วโมง จะได้
สารละลายไคโตซานที่มีลักษณะ ข้น ใส ไม่มีสี 

การเตรียม MWCNT-FcCHO และ MWCNT-NH2-FcCHO ชั่ง MWCNT มา 15 mg แล้วเติมน้ ากลั่น
ปริมาตร 5 mL  น าไป sonicate เป็นเวลา 30 นาที จากนั้น เติม FcCHO ความเข้มข้น 7 mg/mL ปริมาตร 10 
mL น าไป stirred ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24 ชั่วโมงแล้วน าไป sonicate เป็นเวลา 30 นาทีอีกครั้ง    หลังจาก
นั้นน าไป centrifuge 15 นาทีตั้งทิ้งไว้ให้ตกตะกอน ล้างด้วยเมทานอล 10 mL และล้างด้วยน้ า DI 10 mL น า
ตะกอน MWCNT ที่ได้ไปอบให้แห้งการเตรียม MWCNT-NH2-FcCHO ก็สามารถเตรียมได้ในท านองเดียวกัน โดย
ใช้  MWCNT-NH2  แทน MWCNT 
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การเตรียม MWCNT-FcCHO-NaCNBH3 และ MWCNT-NH2-FcCHO-NaCNBH3 โดยชั่ง MWCNT มา 
15 mg แล้วเติมน้ ากลั่นปริมาตร 5 mL  น าไป sonicate เป็นเวลา 10 นาที จากนั้น เติม 7 mg/mL FcCHO 
ปริมาตร 10 mL น าไป stirred ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ชั่วโมงแล้วเติม NaCNBH3  200 mg น าไป stirred ที่
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24 ชั่วโมงแล้วน าไป sonicate  เป็นเวลา 30 นาทีอีกครั้งหลังจากนั้นน าไป centrifuge 15 
นาทีตั้งทิ้งไว้ให้ตกตะกอน ล้างด้วย เมทานอล 10 mL และล้างด้วยน้ า DI 10 mL น าผงที่ได้ไปอบให้แห้ง จะได้ 
MWCNT-FcCHO-NaCNBH3  การเตรียมMWCNT-NH2-FcCHO-NaCNBH3   ก็สามารถเตรียมได้ในท านอง
เดียวกัน 

สารละลายผสม MWCNT-CS  เตรียมโดยชั่งคาร์บอนนาโนทิวบ์ (MWCNT) มา 4 mg เติมสารละลาย 
ไคโตซาน  ความเข้มข้น 0.5 % ปริมาตร 1 mL แล้วน าไป sonicate เป็นเวลา 30 นาที คาร์บอนนาโนทิวบ์ชนิด
อ่ืนสามารถท าการเตรียมได้ท านองเดียวกัน 

สารละลายคาร์บอนนาโนทิวบ์ความเข้มข้น 4 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยชั่งคาร์บอนนาโนทิวบ์ 
(MWCNT) มา 4 mg ลงในขวด เติม DMF ปริมาตร 1 mL น าไป sonicate เป็นเวลา 30 นาที  คาร์บอนนาโน
ทิวบ์ชนิดอื่นสามารถท าการเตรียมได้ท านองเดียวกัน 

สารละลายเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสความเข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรโดยชั่งเอนไซม์กลูโคสออกซิเดส
มา 2 mg ละลายในสารละลาย ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ ปริมาตร 1 mLสารละลายเฟอร์โรซีนคาร์บอกซัลดีไฮด์ 
(FcCHO) สามารถเตรียมได้โดย ชั่ง FcCHO  0.2140 ± 0.0005 g ละลายด้วยเมทานอล 10 mL เทลงในขวดวัด
ปริมาตร 50 mL ปรับปริมาตรให้ครบด้วยเมทานอลจะได้สารละลาย FcCHO ความเข้มข้น 20 mM ซึ่งใช้เป็น 
stock solution 

การตรึง FcCHO ในคาร์บอนนาโนทิวบ์โดยใช้การดูดซับทางกายภาพร่วมกับวิธีการทางเคมี    เตรียม 
MWCNT-FcCHO โดยชั่ง MWCNT มา 15 mg แล้วเติมน้ ากลั่นปริมาตร 5 mL  น าไป sonicate ด้วยเครื่อง 
ultrasonicate เป็นเวลา 10 นาที จากนั้น เติม 7mg/mL FcCHO ปริมาตร 10 mL น าไป stirr ที่อุณหภูมิห้อง
เป็นเวลา 1 ชั่วโมงแล้วเติม NaCNBH3  200 mg น าไป stirred ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24 ชั่วโมงแล้วน าไป 
sonicate ด้วยเครื่อง ultrasonicate เป็นเวลา 30 นาทีอีกครั้งหลังจากนั้นน าไป centrifuge 15 นาทีตั้งทิ้งไว้ให้
ตกตะกอนแล้วดูดส่วนที่ใสทิ้ง น าสารที่เตรียมได้ล้างด้วย เมทานอล 10 mL สองครั้ง และล้างด้วยน้ า DI 10 mL 
สองครั้ง น าผงที่ได้ไปอบให้แห้งเราจะได้ผงที่เรียกว่า MWCNT-FcCHO 

 
การเตรียมขั้วไฟฟ้า 
ก่อนที่จะน าขั้วไฟฟ้ากลาสซีคาร์บอนไปดัดแปลงไปเป็นขั้วไฟฟ้าชนิดต่างๆ ต้องน าขั้วไฟฟ้ามาท าความ

สะอาดโดยขัดผิวหน้าของขั้วไฟฟ้าด้วยผงอะลูมินากับผ้าสักหลาดโดยใช้ผงอะลูมินาขนาด 1.0, 0.3, และ 0.05 
ไมครอนตามล าดับ จากนั้นล้างให้สะอาดด้วยน้ ากลั่น น าไป sonicate กับน้ าปราศจากไอออน 5 นาที แล้วเป่าให้
แห้ง 

 
ขั้วไฟฟ้า GC/GOx 
หยดสารละลายเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสความเข้มข้น 2มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 40 ไมโครลิตรบน

ขั้วไฟฟ้ากลาสซีคาร์บอน ทิ้งไว้ให้แห้งที่ อุณหภูมิห้องจะได้ขั้วไฟฟ้ากลาสซีคาร์บอนที่ดัดแปลงด้วย
เอนไซม์กลูโคสออกซิเดส (GC/GOx) 
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ขั้วไฟฟ้า GC/CS 
หยดสารละลายไคโตซานความเข้มข้น 0.5% ปริมาตร 40 ไมโครลิตรบนขั้วไฟฟ้ากลาสซีคาร์บอน ทิ้งไว้ให้

แห้งที่อุณหภูมิห้อง  จะได้ขั้วไฟฟ้ากลาสซีคาร์บอนที่ดัดแปลงด้วยไคโตซาน (GC/CS) 
 
ขั้วไฟฟ้า GC/MWCNT 
หยดสารละลายคาร์บอนนาโนทิวบ์ความเข้มข้น 4 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 40 ไมโครลิตรบน

ขั้วไฟฟ้ากลาสซีคาร์บอน ทิ้งไว้ให้แห้งที่อุณหภูมิห้องจะได้ขั้วไฟฟ้ากลาสซีคาร์บอนที่ดัดแปลงด้วยคาร์บอนนาโน
ทิวบ์ (GC/MWCNT) 

 
ขั้วไฟฟ้า GC/MWCNT-CS 
 
หยดสารละลาย MWCNT-CS ปริมาตร 40 ไมโครลิตรบนขั้วไฟฟ้ากลาสซีคาร์บอน ทิ้งไว้ให้แห้งที่

อุณหภูมิห้องจะได้ขั้วไฟฟ้ากลาสซีคาร์บอนที่ดัดแปลงด้วยคาร์บอนนาโนทิวบ์และเอนไซม์กลูโคสออกซิเดส 
(GC/MWCNT-CS) 

 
ขั้วไฟฟ้าGC/MWCNT-CS-GOx 
น าสารละลาย MWCNT-CS ปริมาตร 50 ไมโครลิตรและสารละลายเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสความ

เข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร  มาผสมกันในขวดให้เข้ากันด้วย vertex mixer เป็น
เวลา 5 นาที จะได้สารละลายผสม MWCNT-CS-GOx 

น าสารละลาย MWCNT-CS-GOx 40 ไมโครลิตรไมโครลิตรบนขั้วไฟฟ้ากลาสซีคาร์บอน ทิ้งไว้ให้แห้งที่
อุณหภูมิห้องจะได้ขั้วไฟฟ้ากลาสซีคาร์บอนที่ดัดแปรด้วยคาร์บอนนาโนทิวบ์ไคโตซานและเอนไซม์กลูโคสออกซิเดส 
(GC/MWCNT-CS-GOx) 

 
การตรวจวัดปริมาณกลูโคส 
ศึกษาปฏิกิริยาออกซิเดซันของกลูโคสด้วยเทคนิคไซคลิกโวแทมเมทรี (cyclic voltammetry ; CV) โดย

ใช้เครื่องโพเทนชิโอสเตท และระบบ 3 ขั้วไฟฟ้า ใช้ขั้วไฟฟ้ากลาสซีคาร์บอน (GC) หรือขั้วไบโอเซนเซอร์ที่
พัฒนาขึ้น เป็นขั้วไฟฟ้าท างาน โดยใช้ศักย์ไฟฟ้าในช่วง +0.15 ถึง +0.50 V เทียบกับขั้วไฟฟ้าอ้างอิง ให้ขั้วไฟฟ้า
ท างานในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ พีเอช 7.0 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร มีเฟอร์โรซีนคาร์
บอกซัลดีไฮด์ (FcCHO) ความเข้มข้น 0.5 มิลลิโมลาร์ เป็นเมดิเอเตอร์ ทั้งหมดท าท าภายใต้สภาวะที่ไม่มีออกซิเจน 
(ภายใต้บรรยากาศก๊าชอาร์กอน) 
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