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บทท่ี 1 
บทนํา 

 

1.1 ความเปนมาของงานวิจัย 
 

การศึกษากระบวนการสังเคราะหอนุภาคนาโนของโลหะบนอิเลคโทรดใชงานในการ

วิเคราะหไบโอเซนเซอร จะมีขอดีหลายประการเมื่อนํามาเปรียบเทียบกับแมคโครอิเลคโทรดที่ไมมี

การดัดแปลงคือ สามารถเพิ่มพื้นที่ผิวของอิเลคโทรด ความวองไวและเวลาในการตอบสนองทาง

สัญญาณทางไฟฟาของอิเลคโทรดไดดีขึ้น การสังเคราะหอนุภาคของโลหะตางๆ สามารถ

สังเคราะหไดหลายวิธี  แตวิธีที่นิยมใชกันมากวิธีหนึ่ งคือ การสังเคราะหดวยเคมีไฟฟา 

(electrodeposition) วิธีนี้มีขอดีคือ อนุภาคโลหะที่สังเคราะหมีความบริสุทธิ์ และสามารถควบคุม

ขนาดของอนุภาคไดเปนอยางดี อนุภาคโลหะที่นิยมสังเคราะหไดแก ทอง เงิน คารบอนนาโนทิวบ 

เปนตน อนุภาคของโลหะเหลานี้มีคุณสมบัติที่มีความเขากันไดทางชีวภาพ (biocompatibility)   

คะตะไลติก (catalytic) และการนําไฟฟา (conductivity) ซึ่งชวยในการถายโอนอิเลคตรอนบริเวณ

พื้นผิวของอิเลคโทรด  

ดวยเหตุนี้จึงไดทําการศึกษาวิธีการสังเคราะหอนุภาคนาโนของโลหะเพื่อเพิ่มประสทิธภิาพ

ของเซนเซอร โดยจากการศึกษาของ Dai และคณะ(2004) ทําการศึกษาวิธีการสังเคราะหอนุภาค

นาโนทองบนกลาสสิคารบอนอิเลคโทรดดวยเคมีไฟฟาในสารละลายโดยศึกษาถึงความเขมขน 

และเวลาในการใหศักยไฟฟาเพื่อตรวจวัดสารหนู (arsenic) โดยใชเทคนิคสทริปปงโวลแทมเมตรี 

ในสวน Simm และคณะ (2005) ไดศึกษาวิธีการสังเคราะหไมโครอิเลคโทรดอารเรยของเงินบน

กลาสสิคารบอนอิเลคโทรด โดยเปรียบเทียบกัน 2 วิธี คือวิธีอัลตราซาวด (ultrasound) และวิธี

เคมีไฟฟาเพื่อตรวจวัดปฏิกิริยารีดักชันของฮาโลเทน นอกจากนี้ Dai และคณะ(2006) ไดศึกษา

วิธีการสังเคราะหอนุภาคนาโนทองบนอินเดียมทินออกไซดอิเลคโทรด โดยการใหศักยไฟฟาใน

สารละลายโดยศึกษาถึงความเขมขน และเวลาในการใหศักยไฟฟา เพื่อศึกษาการตรวจวัดสารหนู 

และจากกลุมวิจัยเดียวกัน Ward-Jones และคณะ (2006) ศึกษาการสังเคราะหไมโครอิเลคโทรด

อารเรยของอนุภาคโลหะตางๆ คือ บิสมัต เงิน คอปเปอรและทังสเตนโดยใชวิธีอัลตราซาวด พบวา

บิสมัต เงิน คอปเปอร และทังสเตนสามารถเกาะติดบนอิเลคโทรดได 
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การศึกษาอนุภาคนาโนของโลหะที่มีคุณสมบัติเขากันไดกับสารชีวภาพรวมกับเอนไซม

ชนิดตางๆ สามารถปรับปรุงปญหาในเรื่องความเขมขนต่ําสุดที่วิเคราะหได (detection limit) และ

ความไวตอการตอบสนองไมมากของไบโอเซนเซอร ซึ่งมีการนําอนุภาคนาโนของโลหะใชกันอยาง

แพรหลาย จากการศึกษาของ Wu และคณะ (2006) ไดศึกษาการนําอนุภาคนาโนเงินและดีเอนเอ 

ปรับปรุงกลาสสิคารบอนอิเลคโทรดโดยใชวิธีเคมีไฟฟา เพื่อตรวจวัดไฮโดรเจนเปอรออกไซด และ

ตรึงเอนไซมกลูโคสออกซิเดสเพื่อตรวจวัดกลูโคส และจากการศึกษา Du และคณะ (2007) ศึกษา

กลูโคสไบโอเซนเซอรที่มีอนุภาคนาโนทอง และไคโต-ซานโดยใชวิธีเคมีไฟฟาบนกลาสสิคารบอน

อิเลคโทรดเพื่อตรวจวัดกลูโคส สวนจากงานวิจัยของ Kim และคณะ (2008) ศึกษาการนําอนุภาค

นาโนทอง ปรับปรุงกลาสสิคารบอนอิเลคโทรดโดยวิธีเคมีไฟฟา และตรึงเอนไซมไทโรซิเนสเพื่อ

ตรวจวัดยาฆาแมลง การศึกษาของ Zeng และคณะ (2009) ศึกษาการสังเคราะหนาโนอิเลคโทรด

ของทองดวยวิธีเคมีไฟฟา และตรึงเอนไซมกลูโคสออกซิเดสเพื่อตรวจวัดกลูโคส และจาการศึกษา

ของ Yang และคณะ (2009) ศึกษาการสังเคราะหนาโนอิเลคโทรดของทอง โดยการสังเคราะห

คารบอนนาโนทิวบบนกลาสสิคารบอนอิเลคโทรด แลวสังเคราะหอนุภาคนาโนทองบนคารบอนนา

โนทิวบดวยวิธีเคมีไฟฟา และตรึงเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดสเพื่อตรวจวัดไฮโดรเจนเปอร

ออกไซด นอกจากนี้ Orozco และคณะ (2009) ไดมีการศึกษาการปรับปรุงอัลตราไมโครอิเลคโทรด

อารเรย โดยการใชวิธีเคมีไฟฟานําอนุภาคทองสังเคราะหบนซิลิกอน/ ซิลิกอนออกไซด (Si/SiO2) 

อิเลคโทรดแลวตรึงรูปเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส เพื่อตรวจวัดแคทาชอล (catechol)  

ในการศึกษาครั้งนี้จะเปนการสังเคราะหอนุภาคนาโนทองดวยวิธีเคมีไฟฟา และตรึง

เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส (HRP, EC 1.11.1.7) รวมกับพอลิไพรอลซึ่งเปนพอลิเมอรนํา

ไฟฟาดวยวิธีอิเลคโทรพอลิเมอรไรเซชัน เพื่อใชเปนฟนอลไบโอเซนเซอร ซึ่งการศึกษาที่ผานมายัง

ไมพบรายงานการศึกษาการสังเคราะหอนุภาคนาโนทอง/ พอลิไพรอล/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอร

ออกซิเดสสําหรับตรวจวัดฟนอล นอกจากนี้เปนสิ่งที่นาสนใจเปนอยางยิ่ง เนื่องจากฟนอลเปน

สารเคมีที่มีพิษซึ่งใชอยางแพรหลายในโรงงานอุตสาหกรรม เมื่อฟนอลรั่วไหลจะสามารถ

แพรกระจายไปสูส่ิงแวดลอมไดอยางรวดเร็ว ฟนอลจึงเปนสารอันตรายตอสิ่งมีชีวิตและสิ่งแวดลอม  
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1.2 วัตถุประสงคของงานวิจัย 

 เพื่อศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของการสังเคราะหอนุภาคนาโนทองกับพอลิไพรอลสําหรับใช

เปนฟนอลไบโอเซนเซอร 

 

1.3 ขอบเขตงานวิจัย 

การทดลองใชอิเลคโทรด 3 ชนิด เปนองคประกอบคือใชกลาสสิคารบอนเปน

อิเลคโทรดใชงาน (working electrode) สวน Ag/AgCl เปนอิเลคโทรดอางอิง (reference 

electrode) และแพลทินัมเปนอิเลคโทรดเคาทเตอร (counter electrode) 

1.3.1 การสังเคราะหอนุภาคนาโนทองโดยใชเคมีไฟฟาบนอิเลคโทรดใชงาน 

ตามรูปที่ 1.1 

1.3.1.1 ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของการสังเคราะหอนุภาคนาโนทองบนอิเลคโท

รดใชงาน 

  ใชสารละลายไฮโดรเจน เตตระคลอโรออเรต ไตรไฮไดรด 

(HAuCl4•3H2O) ที่ความเขมขนระหวาง 0.1-1 มิลลิโมลตอลิตร และ

โพแทสเซียมไนเตรต (KNO3) 0.1 โมลตอลิตร ทําการใหศักยไฟฟาที่ -0.2 

โวลท และใชเวลาในการใหศักยไฟฟาระหวาง 0-60 วินาที ตามลําดับ 

1.3.1.2 ศึกษาสมบัติทางกายภาพของอนุภาคนาโนทองบนอิเลคโทรดใชงาน 

1.3.1.2.1 ลักษณะทางกายภาพของอนุภาคนาโนทองโดยใชเทคนิค 

scanning electron microscopy (SEM) เพื่อศึกษาลักษณะ

พื้นผิว 

1.3.1.2.2 ลักษณะทางกายภาพของอนุภาคนาโนทองโดยใชเทคนิค 

atomic force microscopy (AFM) เพื่อศึกษาความขรุขระ 

(roughness) ของพื้นผิว 

1.3.1.3 ศึกษาสมบัติทางเคมีไฟฟาอนุภาคนาโนทองบนอิเลคโทรดใชงาน 

ใชเทคนิค cyclic voltammetry ทดสอบในสารละลาย 10 mM 

K4Fe(CN)6/ 0.1 M K2SO4  ความตางศักยระหวาง -1.0 ถึง 1.0 โวลท 

และใชอัตราการสแกน (scan rate)  50 มิลลิโวลท/ วินาที 
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1.3.2 การสังเคราะหอนุภาคนาโนทอง/ พอลิไพรอล/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิ-   

เดสบนอิเลคโทรดใชงานสําหรับฟนอลไบโอเซนเซอร 

 

1.3.2.1   ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของการสังเคราะหอนุภาคนาโนทอง/ พอลิ   

ไพรอล/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดสบนอิเลคโทรดใชงาน 

โดยกําหนดตัวแปรคงที่ของปริมาณเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออก

ซิเดส  250 ยูนิต/ มิลลิลิตร ในสารละลายฟอสเฟสบัฟเฟอร (pH 7.4) 

ตลอดการทดลอง  

 การทดลองจะใชวิธีการอิเลคโทรพอลิเมอรไรเซชันระหวาง          

พอลิไพรอล/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส ซึ่งกําหนดใชความตาง

ศักยระหวาง 0.0 ถึง 1.0 โวลท โดยใชอัตราการสแกน (scan rate) 10 

มิลลิโวลท/ วินาที และตัวแปรที่ตองการศึกษาคือ ความเขมขนของ      

ไพรอล และจํานวนรอบการสังเคราะห 

1.3.2.1.1 ความเขมขนของไพรอลมอนอเมอร 0.03, 0.05, 0.07, 0.09, 

0.11, และ 0.13 โมลตอลิตร 

1.3.2.1.2 จํานวนรอบของการสังเคราะห 5, 10, 15, 20, 25 รอบ 

 

1.3.2.2   ศึกษาสมบัติทางกายภาพของอนุภาคนาโนทอง/ พอลิไพรอล/     

เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดสบนอิเลคโทรดใชงาน 

1.3.2.2.1 ลักษณะทางกายภาพของอนุภาคนาโนทอง/ พอลิไพรอล/ 

เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส โดยใชเทคนิค scanning 

electron microscopy (SEM) เพื่อศึกษาลักษณะพื้นผิว 

  1.3.2.2.2 ลักษณะทางกายภาพของอนุภาคนาโนทอง/ พอลิไพรอล/ 

เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส โดยใชเทคนิค atomic force 

microscopy (AFM) เพื่อศึกษาความขรุขระ (roughness) ของ

พื้นผิว 
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1.3.2.3 ศึกษาลักษณะทางเคมีไฟฟาของอนุภาคนาโนทอง/ พอลิไพรอล/   

เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดสบนอิเลคโทรดใชงาน 

  ใชเทคนิค Amperometry วิเคราะหอนุภาคนาโนทอง/ พอลิ    

ไพรอล/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส โดยใชความเขมขนของ       

ฟนอลระหวาง 1×10-6 - 1×10-3 โมลตอลิตร เพื่อศึกษาชวงความเปน

เสนตรง (linear range) ความวองไวตอการตอบสนอง (sensitivity) เวลา

การตอบสนอง (response time) เขมขนต่ําสุดที่สารมารถวัดได 

(detection limit) 

 

1.3.2.4 ศึกษาคาการผลิตซ้ํา (reproducibility) 

 1.3.2.5 ศึกษาคาการนํากลับมาใชใหม (reusability) 

1.3.2.5 ศึกษาคาการจัดเก็บ (storage stability) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



6 

  

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

รูปที่ 1.1 การสังเคราะหอนุภาคนาโนทอง/ พอลิไพรอล สําหรับฟนอลไบโอเซนเซอร 

 

 

 อนุภาคนาโนทอง 

พอลิไพรอล/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส 

อนุภาคนาโนทอง 

กลาสสิคารบอนอิเลคโทรด 

กลาสสิคารบอนอิเลคโทรด 

Electropolymerization 

Electrodeposition 

กลาสสิคารบอนอิเลคโทรด 
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บทท่ี 2 
ทฤษฎี 

 

 ในบทนี้จะเปนการอธิบายถึงทฤษฎีและหลักการตางๆ ประกอบดวยการเกิดปฏิกิริยาของ

เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส (HRP) ที่เกิดขึ้นซึ่งใชในการทดลองครั้งนี้ รวมถึงวิธีการตรึงรูป

ของเอนไซม วิธีวิเคราะหเชิงเคมีไฟฟา การศึกษาทฤษฎีรวมถึงหลักการทํางานของสวนตางๆ และ

การวิเคราะหประสิทธิภาพของไบโอเซนเซอร 

 

2.1 เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส (Horseradish peroxidase)  

 เอนไซมเปนตัวเรงปฏิกิริยาชนิดหนึ่งที่มีความสามารถในการลดพลังงานกระตุนของ

ปฏิกิริยานั้นๆ ทําใหอัตราการเกิดปฏิกิริยาสูงข้ึนไดเมื่อเทียบกับกรณีที่ไมมีตัวเรงปฏิกิริยา แตไมมี

ผลในการเปลี่ยนแปลงพลังงานอิสระ (free energy) หรือคาคงที่สมดุลของปฏิกิริยาเอนไซม การ

ทํางานของเอนไซมมีความจําเพาะเจาะจงในการทํางานกลาวคือ เมื่อมีการจับกับสารตั้งตนเกิด

เปนสารประกอบเชิงซอนของเอนไซมและสารตั้งตนขึ้น โดยแรงที่ยึดระหวางเอนไซมกับสารตั้งตน

เปนเพียงแรงออนๆ เชน แรงแวนเดอรวาลวหรือพันธะไฮโดรเจน โดยสารตั้งตนจะจับกับเอนไซมได

ที่ตําแหนงกัมมันต (active site) ซึ่งเปนเพียงสวนยอยๆ ของโมเลกุลเอนไซมเทานั้น ความจําเพาะ

เจาะจงตอสารตั้งตนนั้นอาจมีมากนอยแตกตางกันเอนไซมที่มีความจําเพาะเจาะจงมากอาจมีสาร

ตั้งตนไดเพียงชนิดเดียว แตเอนไซมที่มีความจําเพาะเจาะจงนอยอาจจะมีสารตั้งตนที่มีพันธะเคมี

หรือหมูที่เหมือนกันไดหลายตัว เชน เอนไซมที่มีความจําเพาะเจาะจงโดยเด็ดขาด (absolute 

specificity) เอนไซมที่มีความจําเพาะเจาะจงตอชนิดของหมูธาตุ (group specificity) เอนไซมที่มี

ความจําเพาะเจาะจงตอชนิดของปฏิกิริยาหรือชนิดของพันธะ (reaction or linkage specificity) 

และเอนไซมที่มีความจําเพาะเจาะจงตอลักษณะการวางตัวของหมูธาตุ (stereochemical 

specificity) การที่เอนไซมสามารถเรงปฏิกิริยาได เนื่องจากความสามารถของเอนไซมในการจับ

โมเลกุลของสารตั้งตนใหสวนที่มีความวองไวตอการเกิดปฏิกิริยาไดมีโอกาสใกลชิดกัน และใกลชิด

กับตําแหนงกัมมันตของเอนไซมได 

เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส เปนเอมไซมที่ถูกจัดอยูในกลุมออกซิเดส ซึ่งมีการทํางาน

ของเอนไซมเพื่อเรงปฏิกิริยาออกซิเดชัน-รีดักชัน โดยการเคลื่อนยายอะตอมของออกซิเจน 

ไฮโดรเจนหรืออิเลคตรอน จากสารตั้งตนตัวหนึ่งไปยังอีกตัวหนึ่ง เปนเอนไซมที่สกัดแยกจาก 

horseradish roots (Amoracia rusticana) มีน้ําหนักโมเลกุล 44,000 ดัลตัน (dalton) ( Xu และ
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คณะ 2006) เอนไซมชนิดนี้จะเปนสายโซเดี่ยวโพลีเปปไทดประกอบไปดวย 4 สายของ

สารประกอบไดซัลไฟด ซึ่งจะเปนไกลโคโปรตีนที่มีคารโบไฮเดรต 18 % และในคารโบไฮเดรตจะมี

องคประกอบยอยๆ เชน กาแลคโตส อะราบิโนส ไซโรส แมสโนส ฟูโคส แมนโนสซามีน และกาแลค

โตสซามีน เปนตน ทั้งนี้ขึ้นอยูกับความจําเฉพาะของเอมไซมแตละชนิด โดยเอมไซมนี้จะเปนตัวเรง

ปฏิกิริยาออกซิเดชันของสารตั้งตน เชน ไพโรแกลลอล ฟนอล เปนตน สภาวะความเปนกรดดางที่

เหมาะสมของเอนไซมอยูในชวง 6.5-8.0 (Fernades และคณะ2003) โดยเอนไซมชนิดนี้จะถูก

นําไปใชประโยชนหลายดาน ไดแก การตรวจวิเคราะหหาสารเคมีที่ปนเปอนในอาหาร ใชใน

กระบวนการบําบัดน้ําเสีย (Cheng และคณะ2006) เปนตน 

เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส (HRP) เปนตัวเรงปฏิกิริยาทางชีวเคมีที่มีความจําเพาะ

เจาะจงในการตรวจวัดสารตั้งตนซึ่งปฏิกิริยาที่ เกิดขึ้นนี้สามารถอธิบายไดตามสมการดังนี้ 

(Rosatto และคณะ 1999) 

HRP(Fe3+) + H2O2                HRP(Fe5+) + H2O       (1) 

HRP(Fe5+) + AH2    HRP(Fe4+) + AH*       (2) 

HRP(Fe4+) + AH2    HRP(Fe3+) + AH* + H2O      (3) 

 

 โดยปฏิกิริยาเกิดขึ้นเมื่อเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส HRP (Fe3+) ทําปฏิกิริยากับ 

H2O2 (สมการที่ 1) โดยที่ HRP (Fe3+) จะเปนตัวรีดิวซ ใหอิเลคตรอนแก H2O2 ซึ่งจะไดเอนไซม

ฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส อยูในรูป HRP (Fe5+) หรือ (oxidation state +5) และ H2O ตอจากนั้น

สมการที่ 2 HRP (Fe5+) จะอยูในรูปของตัวออกซิไดซซึ่งจะไดรับอิเลคตรอนจากผูใหอิเลคตรอน 

AH2 ทําใหเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส อยูในรูปฟอรม HRP (Fe4+) หรือ (oxidation state 

+4) และขั้นตอนสุดทายสมการที่ 3  เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดสที่อยูในรูป HRP (Fe4+) จะ

รับอิเลคตรอนจากผูใหอิเลคตรอน AH2 อีกครั้งทําใหเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดสกลับมาใน

รูปเดิมของเอนไซมคือ HRP (Fe3+) (Ruzgas และคณะ 1995; Ruzgas และคณะ 1996) 
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2.2 วิธีการตรึงเอนไซม 

 กระบวนการศึกษาการตรึงเอนไซมมีการพัฒนาอยางตอเนื่องเพื่อความสะดวกและมี

ประสิทธิภาพเพิ่มขึ้นในการใชงาน การนําเอนไซมมาเกาะหรือฝงตัวอยูในวัสดุที่อยูคนละวัฏภาค

กับสารละลายปฏิกิริยา จึงทําใหสามารถนําเอนไซมตรึงรูปกลับมาใชใหมไดงายเปนการลดตนทุน

การดําเนินงาน (operating cost) เพราะเอนไซมมักมีราคาแพงนอกจากนี้การที่เอนไซมอยูคน

ละวัฏภาคกับสารละลายปฏิกิริยา และผลิตภัณฑทําใหสามารถแยกและทําใหบริสุทธิ์ผลิตภัณฑได

งายขึ้น การตรึงเอนไซมในหลายๆ กรณียังชวยทําใหเอนไซมมีความเสถียรมากขึ้น ทั้งในแงของ

ความเสถียรภาพในการเรงปฏิกิริยา (operating stability) เสถียรภาพในการเก็บรักษา 

(maintenance/ storage stability) และเสถียรภาพตอพลังงานภายนอก เชน พลังงานความรอน 

เปนตน นอกจากนี้ในบางกรณีการตรึงรูปเอนไซมยังสามารถทําใหเราควบคุมพฤติกรรมการทาํงาน

ของเอนไซมได แตขอเสียที่พบโดยทั่วไปคือการตรึงรูปเอนไซมมีผลทําใหเรงปฏิกิริยาไดชาลง โดย

อาจมีสาเหตุมาจากการสูญเสียความสามารถในการเรงปฏิกิริยาของเอนไซม หรือมาจากปญหา

ดานการถายเทมวลสารซึ่งเปนขั้นตอนที่จํากัดอัตราการเกิดปฏิกิริยา 

 เอนไซมสามารถถูกตรึงรูปอยูในหรือบนวัสดุตรึงที่อยูคนละวัฏภาคกับน้ําไดหลายๆวิธี เชน 

วิธีการดูดซับทางกายภาพ (adsorption) การยึดเหนี่ยวกับวัสดุตรึงดวยพันธะโควาเลนซ 

(covalent binding) และการกักยึด (entrapment) การจัดจําพวกวิธีการตรึงเอนไซม ซึ่งสามารถ

แบงเปน 2 กรณี คือการตรึงรูปเอนไซมโดยการยึดจับดวยแรงทางกายภาพหรือพันธะเคมี 

(immobilization by binding) และการกักเก็บเอนไซมภายในวัสดุตรึง (physical retention)  

2.2.1 การตรึงเอนไซมดวยการยึดเหนี่ยว (immobilization by binding) 

  2.2.1.1 การดูดซับ (adsorption) 

 การตรึงเอนไซมดวยวิธีการดูดซับเอนไซมบนวัสดุตรึงถือเปนการเทคนิคการตรึงเอนไซมที่

งายที่สุด ซึ่งสามารถทําไดโดยอาศัยแรงระหวางประจุ เชน พันธะอิออนิก แรงวาลเดอรวาลส พนัธะ

ไฮโดรเจนหรือการดูดซับดวยแรงทางกายภาพซึ่งเปนแรงออนๆของการยึดเหนี่ยว วิธีการตรึง

เอนไซมสามารถทําไดโดยการนําเอาสารละลายกับเอนไซมไปสัมผัสกับวัสดุตรึงที่จะใชดูดซับ

ภายใตสภาวะที่เหมาะสม บมทิ้งเอนไซมไวจะทําใหเกิดกระบวนการยายวัฏภาคของเอนไซมขึ้น 

เอนไซมบางสวนในวัฏภาคของเหลวจะยายไปยึดบนวัสดุตรึงในวัฏภาคของแข็ง และจะสิ้นสุดการ

ยายวัฏภาคเมื่อเกิดปริมาณสมดุลของเอนไซมในวัฏภาคทั้งสองซึ่งจะไดเอนไซมที่สามารถยึดติด

กับวัสดุตรึงได การตรึงเอนไซมดวยวิธีการดูดซับมีขอเสียคือแรงยึดจับระหวางเอนไซมและวัสดุตรึง

เปนแรงอยางออนๆ ทําใหเกิดการหลุดของเอนไซมจากวัสดุตรึงไดงาย  
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  2.2.1.2 การยึดเหนี่ยวดวยพันธะโคเวเลนซ (covalent binding) 

 การตรึงเอนไซมดวยวิธีการยึดเหนี่ยวพันธะโคเวเลนซเปนการนําโมเลกุลของเอนไซมถูก

ยึดเหนี่ยวดวยพันธะโคเวเลนซ กับวัสดุตรึงโดยอาศัยหมูฟงชันตางๆ ของเอนไซม เชน หมูอะมิโน 

คารบอกซิล ไฮดรอกซิล และซัลไฮดริล ซึ่งจะทําใหเกิดการยึดเหนี่ยวกันอยางเหนียวแนนมากขึ้น

ทําใหปญหาเกี่ยวกับการหลุดของเอนไซมนอยลงสามารถใชงานไดในระยะเวลายาวนานมากขึ้น

โดยมีขอแมวาหมูฟงกชันเหลานี้ตองไมอยูในตําแหนงกัมมันตของเอนไซม ซึ่งอาจปองกันไดโดย

การบล็อกตําแหนงกัมมันตดวยการใสสารยับยั้งชนิดแข็งขันเขาไปกอนการตรึงเอนไซม ในการตรึง

โดยอาศัยพันธะโคเวเลนซนี้วัสดุตรึงตองมีการเติมหมูฟงกชันดวยการทําปฏิกิริยากับสารบางชนิด 

เชน ไซยาโนเจนโบรไมด (CNBr) และกลูเตอรัลดีไฮด (glutaraldehyde) เปนตน 

  2.2.1.3 การครอสลิงคเอนไซม (closs-linking)  

 การตรึงดวยวิธีการครอสลิงคเอนไซม เปนการเชื่อมโยงโมเลกุลของเอนไซมเขาดวยกัน 

โดยอาศัยการจับดวยพันธะโคเวเลนซของเอนไซมกับหมูฟงกชันของสารเคมีเชื่อมโยงตอกันไป

เรื่อยๆ จนเกิดเปนรางแหของพอลิเมอรของเอนไซมซึ่งเมื่อขนาดโมเลกุลที่ใหญขึ้นจึงไมสามารถ

ละลายน้ําได สารเคมีที่ใชในการครอสลิงค เชน กลูเตอรัลดีไฮล บิส-ไดอะโซเบนซิดีน (bis-

diazobenidine) และกรด 2,2 ไดซัลโฟนิค (2,2 disulfonic acid) เปนตน  

 ขอดีที่ชัดเจนของการยึดเหนี่ยวเอนไซมดวยพันธะโคเวเลนซ ไมวาจะเปนการยึดเหนีย่วกบั

วัสดุตรึง หรือการทําครอสลิงคเอนไซม คือเปนวีธีการที่งายและสามารถควบคุมคุณสมบัติทาง

กายภาพ และขนาดของรูหรือชองวางระหวางพันธะของสารชีวภาพกับสารที่ใชเชื่อมขวางได 

รวมทั้งมีความคงตัวสูง ความแข็งแรงของการยึดเหนี่ยวทําใหการหลุดของเอนไซมจากวัสดุตรึง 

หรือจากโมเลกุลอื่นเปนเรื่องยากมาก แตขอเสียที่สําคัญที่ละเลยไมไดคือ การที่เอนไซมตองทํา

ปฏิกิริยาเคมีเพื่อสรางพันธะโคเวเลนซขึ้นนั้นอาจทําใหเกิดการเสื่อมสภาพของเอนไซมงาย และ

พบวาการตรึงเอนไซมดวยวิธีการสรางพันธะโคเวเลนซทําใหเกิดการเสื่อมสภาพของเอนไซมได

มากกวาการตรึงรูปดวยวิธีการทางกายภาพอยางชัดเจนสงผลตอคาแอคติวิตีของเอนไซมต่ําลง

และเอนไซมเสื่อมสภาพไปบางสวน 
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2.2.2 การกักเก็บเอนไซมภายในวัสดุตรึง (physical retention) 

การกักเก็บเอนไซมทําไดโดยการหอมลอมเอนไซมไวในที่จํากัด อาจทําไดโดยการกกัเกบ็ไว

ในมทริกซ (matrix) ของวัสดุตรึง หรือกักเก็บไวดวยแผนเยื่อ (membrane) ที่เอนไซมไมสามารถ

หลุดลอดออกไปได แมทริกซที่ใชในการกักเก็บเอนไซมมักเปนวัสดุประเภทพอลิเมอร เชน 

แคลเซียมอัลจีเนต (Ca-alginate) วุน(agar) แคปปา-คารราจีนิน (K-carrageenin) และคอลลา

เจน (collagen) เปนตน  

 

  2.2.2.1 การกักยึด (entrapment) 

 การตรึงเอนไซมดวยวิธีการกักยึดมีความแตกตางจากวิธีการดูดซับและวิธีการตรึงดวย

พันธะโคเวเลนซ เนื่องจากโมเลกุลเอนไซมเปนอิสระแตถูกจํากัดดวยโครงสรางของวัสดุที่กักยึดไว 

โครงสรางรูพรุนของเจลจะปองกันไมใหเอนไซมหลุดออกมาไดแตขณะเดียวกันสามารถเคลื่อนที่ได

อยางอิสระ การตรึงรูปเอนไซมไวในแมทริกซของพอลิเมอร ทําไดโดยการนําสารละลายเอนไซมไป

ผสมกับสารละลายพอลิเมอร แลวอาจเติมสารเรงปฏิกิริยาเพื่อใหเกิดปฏิกิริยาพอลิเมอรไรเซชัน

เกิดขึ้น จนในที่สุดเมื่อปฏิกิริยาสิ้นสุดเกิดเปนโครงสรางของพอลิเมอรที่มีโมเลกุลของเอนไซมถูก

บรรจุอยูในชองวางภายในที่ไมสามารถแพรออกจากรูที่มีขนาดเล็กกวาขนาดของเอนไซม แตรูนี้

ยอมใหสารตัวอยางที่มีขนาดโมเลกุลที่มีรูขนาดเล็กกวารูแพรผานเขาไปได แตปญหาที่เกิดขึ้นของ

การตรึงเอนไซมดวยวิธีการกักยึดคือ วัสดุตรึงจะทําใหการถายเทมวลเกิดไดไมดี ทําใหการแพรเขา

มาเพื่อทําใหเกิดปฏิกิริยาระหวางเอนไซมกับสารตั้งตนเกิดขึ้นไดยาก 

  2.2.2.2 การหุมหอ (encapsulation) 

 การตรึงเอนไซมดวยวิธีการหุมหอเปนการนําเอนไซมมาตรึงไวในแผนเยื่อ หรือในไมโคร

แคปซูล ซึ่งมีลักษณะคลายกับวิธีการตรึงเอนไซมดวยวิธีการกักยึด คือโมเลกุลเอนไซมมีความ

อิสระแตถูกจํากัดอยูในพื้นที่ โดยการกักเก็บนี้จะใชแผนเยื่อที่มีขนาดรูพรุนเล็กกวาโมเลกุลของ

เอนไซม ทําใหสามารถกักเก็บเอนไซมไวภายในแตในขณะเดียวกันสารตั้งตน และผลิตภัณฑ

สามารถถายเทเขาและออกผานแผนเยื่อได ดังนั้นในกรณีนี้จะเห็นไดวาเอนไซมยังอยูในวัฏภาคน้ํา 

เปนการหลีกเลี่ยงปญหาการหลุดของเอนไซมจากวัสดุตรึงในกรณีของวิธีดูดซับ และการ

เสื่อมสภาพของเอนไซมอันเนื่องมาจากการสรางพันธะโคเวเลนซกับวัสดุตรึงในวิธีการยึดจับพันธะ

โคเวเลนซหรือการครอสลิงคเอนไซม 
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2.3 จลนพลศาสตรของเอนไซมตรึงรูป 

 ความรูจลนพลศาสตรของเอนไซมตรึงรูปเปนพื้นฐานสําคัญ สําหรับออกแบบถังปฏิกรณที่

ใชเอนไซมในการตรึงรูปเปนตัวเรงปฏิกิริยา และเราไมสามารถนําความรูของจลนพลศาสตรของ

เอนไซมอิสระชนิดเดียวกันนี้มาใชได ทั้งนี้เนื่องจากการตรึงรูปเอนไซมอาจทําใหเกิดความแตกตาง

ในการเรงปฏิกิริยาเมื่อเปรียบเทียบกับเอนไซมอิสระดังประเด็นดังตอไปนี้ 

 ผลจากการเปลี่ยนแปลงโครงรางสามมิติของเอนไซม การตรึงรูปเอนไซมอาจทําใหเกิดการ

เปลี่ยนแปลงโครงสรางสามมิติของเอนไซมได ทําใหคาคงที่ทางจลนพลศาสตร และความสามารถ

ในการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมตรึงรูปแตกตางจากเอนไซมอิสระ 

 ผลจากแรงทางไฟฟา และการกระจายตัวระหวางวัฏภาคของสารตั้งตน เนื่องจากในระบบ

ของเอนไซมตรึงรูปปรากฏมีวัฏภาคมากกวา 1 วัฏภาค ทําใหสารตั้งตนของปฏิกิริยามีการกระจาย

ตัวอยูในแตละวัฏภาคตามสมดุลทางเทอรโมไดนามิกส ดังนั้นความเขมขนของสารตั้งตน ณ 

ตําแหนงของการทําปฏิกิริยากับเอนไซมอาจมีคาแตกตางจากคาความเขมขนในสารละลายสาย

ปอน ทั้งนี้ขึ้นกับสมบัติทางเคมีฟสิกสของวัสดุตรึง 

 ผลจากการแพร หรือการถายเทมวลสาร เนื่องจากเอนไซมตรึงรูปอยูคนละวัฏภาคกับสาร

ตั้งตน ดังนั้นปฏิกิริยาจะเกิดขึ้นไดตองอาศัยการถายเทมวลของสารตั้งตนจากสารละลายในสาย

ปอนมายังตําแหนงเรงปฏิกิริยาของเอนไซม ดังนั้นอัตราการถายเทมวลสารอาจเปนขั้นตอนในการ

กําหนดอัตราการเกิดปฏิกิริยาแทนจลนพลศาสตรที่แทจริงของเอนไซมได 

 รูปที่ 2.1 แสดงลักษณะโดยทั่วไปของเอนไซมที่ถูกตรึง รูปในวัสดุพรุน ที่มีประจุ ซึ่งสารตั้ง

ตนจะตองมีการถายเทมวลจากสารละลายภายนอก ผานเขาไปในรูพรุนของวัสดุตรึง และเขาจับ

กับเอนไซมที่ถูกตรึงอยูภายใน 

 
รูปที่ 2.1 เอนไซมทริปซนิทีถู่ตรึงอยูในวัสดุพรุนที่มีประจุ (Blanch และ Clark, 1997) 
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2.4 ไบโอเซนเซอร  

  ไบโอเซนเซอรเปนเครื่องมือที่ใชวิเคราะหปริมาณสารเคมีโดยใชหลักการทางชีวเคมี ซึ่ง

เปนอุปกรณที่พัฒนาขึ้นเพื่อตรวจวิเคราะหสารตัวอยางไดอยางเฉพาะเจาะจง และสามารถใช

ตรวจวิเคราะหสารตางๆไดหลากหลายชนิด องคประกอบของไบโอเซนเซอรที่ใชโมเลกุลที่ไดจาก

สารชีวภาพ (biological substance) เปนสวนประกอบ เชน เอนไซม แอนติเจน แอนติบอดี ออร

กาเนลล เซลลหรือเนื้อเยื่อ สารปฏิชีวนะ จุลินทรีย หรือดีเอนเอ เปนตน นํามาตรึงกับตัวตรวจจับ

ของไบโอเซนเซอร 

สารเคมีที่นํามาวิเคราะหจะสามารถตรวจวัดไดตอเมื่อเซนเซอร ประกอบดวยองคประกอบ

สองสวนคือสวนแรก คือสารชีวภาพ เปนสารที่มีความสามารถทําปฏิกิริยากับสารที่ตองการ

วิเคราะหอยางจําเพาะเจาะจง และสวนที่สองคือ ตัวแปลงสัญญาณ (transducer) เปนอุปกรณ

สําหรับแปลงสัญญาณเฉพาะตางๆ และตรวจจับสัญญาณที่สามารถตรวจวัดได เชน อิเลคตรอน 

โปรตอน อิออน หรือแสง เปนตนที่เหมาะสมกับชนิดและรูปของสัญญาณที่เกิดขึ้นจากการทํา

ปฏิกิริยา หรือการจับกันระหวางสารชีวภาพกับสารตัวอยาง เพื่อเปนดัชนีระบุถึงปริมาณสารที่

ตองการวิเคราะห และประมวลผลตอไปดังแสดงในรูปที่ 2.2 

 

 

รูปที่ 2.2 หลักการทํางานของไบโอเซนเซอร  

(ที่มา: www.il.mahidol.ac.th/web/Eanal) 
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2.5 วิธีวิเคราะหเชิงเคมีไฟฟา (Electrochemical method) 

 วิธีการทางเคมีวิเคราะหเชิงไฟฟาเปนสวนที่ทําหนาที่แปลงสัญญาณชี้นําที่เกิดจาก

ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น หรือการจับกันระหวางสารชีวภาพกับสารตัวอยางที่ตองการวิเคราะหใหเปน

สัญญาณทางไฟฟา ตัวแปลงสัญญาณที่ดีจะตองมีความวองไว มีความจําเพาะเจาะจงหรือ

คัดเลือกสัญญาณชี้นําไดดี และสามารถตอบสนองไดในชวงปริมาณสัญญาณชี้นําที่เกิดขึ้นได

อยางเหมาะสม กระบวนการแปลงเปนสัญญาณทางไฟฟาแบงเปน 4 ประเภท ดังนี้ 

2.5.1 โพเทนชิออเมตรี (potentiometry) 

 วิธีโพเทนชิออเมตรี เปนวิธีการวิเคราะหหาปริมาณสารตัวอยางโดยใชความตางศักยทาง

ไฟฟาที่เกิดขึ้นระหวางขั้วของเซลลเคมีไฟฟาที่ประกอบดวยขั้วไฟฟาที่จุมในสารละลายตัวอยาง ณ 

สภาวะสมดุลของการดําเนินปฏิกิริยาเคมีแบบผันกลับของสารละลายตัวอยางนั้นซึ่งเปนสภาวะที่

ไมมีการไหลของกระแสที่เกิดขึ้นในวงจร 

 การเกิดปฏิกิริยาเคมีของสารตัวอยางเกิดที่บริเวณผิวหนาของขั้วไฟฟาใชงาน ดังนั้น

เฉพาะศักยขั้วไฟฟาใชงานที่สัมพันธกับความเขมขนของสารละลาย เนื่องจากศักยที่วัดคาไดของ

วงจรเซลลเคมีไฟฟาเปนศักยเซลล หลักการสําคัญของโพเทนชิออเมตรีในการที่จะวิเคราะหหา

ปริมาณสารตัวอยางได จึงเปนการหาคาศักยไฟฟาใชงานจากคาศักยเซลลที่วัดได โดยใชผลศักย

ของขั้วไฟฟาอางอิง และศักยรอยตอสารละลายมีคาคงที่ หรือมีการเปลี่ยนแปลงนอยที่สุดที่เปนไป

ได 

 2.5.2 โวลแทมเมตรี (voltammetry) 

 วิธีโวลแทมเมตรี เปนวิธีการวิเคราะหทั้งเชิงปริมาณและเชิงคุณภาพวัดศักยไฟฟาและ

กระแสไฟฟาพรอมกันโดยตองมีการใหศักยไฟฟาแกอิเลคโทรด ศักยไฟฟาที่ใหแกอิเลคโทรดจะทํา

ใหขั้วไฟฟาที่มีการเปลี่ยนแปลงศักยไปตามความตางศักยภายนอกที่ใหเขาไป  การที่ขั้วมีการ

เปลี่ยนแปลงศักยจะทําใหสารเคมีในสารละลายของเซลลสามารถมารับหรือมาใหอิเลคตรอนที่

ขั้วไฟฟา นั่นคือการเกิดปฏิกิริยารีดอกซ หรือ electron transfer reaction อิเลคตรอนขางตนจะ

ไหลผานวงจรไฟฟาดังนั้นจึงสามารถวัดออกมาเปนกระแสไฟฟาไดและศักยไฟฟาที่ไหลผานอิเลค

โทรดใชงานได โวลแทมเมตรีมีความแตกตางจากการวิเคราะหดวยวิธีโพเทนชิออเมตรี กลาวคือ 

การทําโวลแทมเมตรีเปนการใหพลังงานไฟฟาในรูปศักยแกวงจร เพื่อใหเกิดปฏิกิริยาเคมีของสาร
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ตัวอยาง สําหรับโพเทนชิออเมตรีสารตัวอยางเกิดปฏิกิริยาเคมีไดเองในสารละลายอยางตอเนื่อง 

โดยสภาวะการทดลองเปนสภาวะที่กระแสมีคาเปนศูนย และไมมีโพลาไรเซชันเกิดขึ้น 

 รูปแบบฟอรมที่ใชในการวิเคราะหกระแสและความตางศักยที่เกิดขึ้นจากการทดลองที่

เปนที่นิยมรูปแบบหนึ่งคือ cyclic voltammetry แสดงในรูปที่ 2.3 เปนการใหศักยไฟฟาเปนรอบ

ระหวางคาสองคาในการศึกษาเชิงกลไกของระบบรีดอกซโดยเฉพาะในการกําหนดและการหา

คุณสมบัติของคูรีดอกซ การศึกษาในงานวิจัยนี้จะใชเทคนิคโวลแทมเมตรีในการวิเคราะห คือเปน

วิธีการวิเคราะหทางเคมีไฟฟาที่ขอมูลของการวิเคราะหไดจากความสัมพันธของการเกิดกระแสกับ

การใหพลังงานศักยแกวงจรเพื่อใหเกิดปฏิกิริยาเคมีแกวงจร ดังนั้นจะกลาวถึงเทคนิควิธีวิเคราะห

และรายละเอียดของวิธีนี้ตอไป  

 

รูปที่ 2.3 ลักษณะของ cyclic voltammogram  

(ที่มา: www.biol.paisley.ac.uk/chapter1) 

 อุปกรณและเครื่องมือการทําโวลแทมเมตรีหรือไมวาเปนเทคนิควิธีวิเคราะหแบบใดยอม

ประกอบดวยสวนสําคัญ 2 สวนคือ สวนของเซลลเคมีไฟฟา และสวนของเครื่องมือของการควบคุม

สัญญาณไฟฟา เซลลเคมีไฟฟาในการทําโวลแทมเมตรีมักเรียกเปน เซลลโวลแทมเมตรี เพราะมี

ความแตกตางจากเซลลเคมีไฟฟาธรรมดาอยูบาง สําหรับเครื่องมือในการควบคุมสัญญาณไฟฟา

มักประกอบไปดวยอุปกรณในการควบคุมศักยใหแกขั้วไฟฟาเรียกวา โพเทนชิออสแตท 

(potentiostat)  และอุปกรณในการอานคากระแสของวงจรอาจเรียกสวนของการควบคุม
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สัญญาณไฟฟานี้วา โวลแทมเมตริก อะนาไลเซอร (voltammetric analyzer) ในเครื่องมือของการ

ทําโวลแทมเมตรีที่ใชในการวิเคราะหตางๆ ยังมักประกอบดวยอุปกรณบันทึกแปรผลขอมูล และ

อาจสรางเสนกราฟไดดวย 

 เซลลโวลแทมเมตรี มักใชเรียกเซลลเคมีไฟฟาในกลุมการวิเคราะหโวลแทมเมตรี ประกอบ

ไปดวยขั้วไฟฟา และสารละลายอิเลคโทรไลตที่แตกตางไปจากการทําโพเทนชิออเมตรีตรงที่วา 

ขั้วไฟฟาในการทําโวลแทมเมตรี มักประกอบดวยขั้วไฟฟาอางอิง ขั้วไฟฟาใชงาน และขั้วไฟฟารวม 

จุมในสารละลายที่มีสารละลายตัวอยางที่ตองการวิเคราะห และสารอิเลคโทรไลตที่ไมมีผลตอการ

เกิดปฏิกิริยา มักเรียกเปนสารอิเลคโทรไลตชวยหรือเกื้อหนุน (supporting electrolyte) โดยสาร

อิเลคโทรไลตมักจะใชในปริมาณที่มากเกินพอ  

ขั้วไฟฟาอางอิงตองมีคาศักยขั้วไฟฟาคงที่ตลอดการทดลอง และควบคุมคาศักยของ

ขั้วไฟฟาใชงานดวย แมข้ัวไฟฟาคาโลเมลจถูกจัดเปนขั้วไฟฟาอางอิงที่ใชไดทั่วไป แตดวยเหตุผล

ดานความเปนพิษและผลตอมลพิษของปรอท ทําใหขั้วไฟฟาซิลเวอร-ซิลเวอรคลอไรดเปนที่ยอมรับ

ในการเปนขั้วไฟฟาอางอิงแทน สวนขั้วไฟฟารวมหรือข้ัวไฟฟาชวย จัดเปนขั้วไฟฟาที่สามของวงจร

โวลเทมเมตรีที่มีคุณลัษณะเฉพาะ คือ ทําหนาที่เปนตัวนําไฟฟาที่ดี เปนขั้วไฟฟาที่ไดรับพลังงาน

ไฟฟาจากขั้วไฟฟาอางอิง วางตอผานสารละลายไปยังขั้วไฟฟาใชงาน เพื่อใหเกิดปฏิกิริยาเคมีของ

สารตัวอยางที่ขั้วไฟฟาจุมอยู โดยขั้วไฟฟารวมนี้ไมมีสวนเกี่ยวของหรือไมมีการเปลี่ยนแปลงใดๆ

เกิดขึ้น ในขณะเกิดปฏิกิริยาของสารตัวอยางระหวางการวิเคราะห ข้ัวไฟฟารวมมักมีพื้นที่ผิวมากๆ 

เพื่อใหการนําไฟฟาเปนไปไดดี ลดการเกิดศักยจากโอหม (E = iR) ของวงจร ขดลวดแพลทินัมหรือ

แผนแพลทินัม หรืออางปรอท มักใชเปนขั้วไฟฟารวมได โดยอยูในสารละลายที่แยกเฉพาะจาก

สารละลายตัวอยางดวยสะพานเกลือ หรือแผนแกวพรุน นอกจากนี้ขั้วไฟฟาใชงานในกลุมการ

วิเคราะหโวลแทมเมตรี ขั้วไฟฟาใชงานจะแตกตางจาการวิเคราะหอ่ืนๆ ที่วาขนาดของขั้วไฟฟาตอง

เล็ก ซึ่งมักเปนขั้วไฟฟาจุลภาค ทั้งนี้เพื่อใหพื้นที่ผิวของข้ัวไฟฟาในการสัมผัสกับสารตัวอยางมีนอย 

เกิดสภาวะของโพลาไรเซชันตลอดการวิเคราะห 

สวนประกอบหลักของขั้วไฟฟาจุลภาคที่ใชกันในทางปฏิบัติมักเปนโลหะเฉื่อย เชน 

แพลทินัม ทอง ไพโรไลตกราไฟต กลาสสิคารบอน และปรอท รูปแบบของขั้วไฟฟาที่ผลิตออกสู

ทองตลาดมีไดแตกตางกันไปขึ้นกับชนิดของสวนประกอบของขั้วไฟฟานั้นที่กะทัดรัด เหมาะแกการ

ใชงานวิเคราะหทั่วไป หรือนําไปประยุกตใชกับการวิเคราะหอ่ืนๆ ไดแก ขั้วไฟฟาที่สวนประกอบอัด

เปนแผนแบนเล็กๆ นอกจากอาจเปนแพลทินัม หรือคารบอน ยังอาจใชเปนพวกโลหะกึ่งตัวนํา เชน 
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ดีบุก อินเดียมออกไซดดวย โดยแผนที่ทําหนาที่เปนขั้วไฟฟานี้ถูกฝงอยูในแทงวัสดุที่ไมนําไฟฟา 

เชน เทปลอน และมีลวดตะกั่วเปนตัวนําไฟฟาเสียบติดไวตอกับวงจรของเซลลเคมีไฟฟา ปรอท

นํามาทําเปนขั้วไฟฟาแบบแผนได โดยการทําเปนแผนฟลมเลือบบนแผนโลหะอีกทีแตไมคอยนิยม

ทํากันนัก 

ในสวนเทคนิควิธีวิเคราะหแอมเพอโรเมตรีเปนเทคนิควิธีวิเคราะหที่ประยุกตหลักการของ

โวลแทมเมตรี โดยใหศักยที่คงที่ใหแกขั้วไฟฟาจุลภาคที่เพียงพอในการทําใหเกิดปฏิกิริยาของสาร

ตัวอยางที่ผิวหนาของข้ัวไฟฟาไดวัดคากระแสที่คาตางๆ ของความเขมขนของสารตัวอยางคาศักย

คงที่ที่ใหกับวงจรไดมาจากศักยบนโวลแทมโมแกรม ซึ่งกระแสจํากัดมีคาแปรไปกับความเขมขน

ของสารที่เกิดปฏิกิริยานั้น 

2.5.3 คอนดักโตเมตรี (conductometry) 

 คอนดักโตเมตรีเปนวิธีที่เกี่ยวกับการวัดการนําไฟฟาของสารละลาย และมีการพัฒนาเพื่อ

ใชประโยชนที่หลากหลาย คอนดักโตเมตรีจัดอยูในการวิเคราะหเชิงเคมีไฟฟาของสารประกอบ     

อิออนิก วิธีคอนดักโตเมตรีแตกตางจากวิธีเชิงอิเลคโทรดในวิธีโพเทนชิออเมตรี วิธีเชิงโวลแทมเมตรี

และวิธีคูลอมเมตรี ซึ่งเกี่ยวของกับการวัดคุณสมบัติที่พื้นผิวขณะเกิดปฏิกิริยารีดอกซที่อิเลคโทรด

ใชงาน 

 นอกจากนี้การนําไฟฟาเปนคุณสมบัติที่ไมเจาะจงของอิเลคโทรไลตที่มีประโยชนในการวัด

ความเขมขนของอิออนิกสปชีส ในการพิสูจนสารประกอบอิออนิกที่ละลายในตัวทําละลาย และใน

การพัฒนาทฤษฎีของสารละลายอิเลคโทรไลต การนําไฟฟาของอิออนในสารละลายจะเกิดจาก

การเรียงตัวของประจุบนพื้นผิวของอิเลคโทรด เปนกระบวนการเปลี่ยนแปลงทางเคมีไฟฟาของสาร 

การวัดการนําไฟฟาจึงใชเซลลอิเลคโทรดตอกับวงจรทําใหเกิดกระแสที่ไหลผานอิเลคโทรดเกิดเปน

กระแสซึ่งเกิดจากการนําไฟฟาของอิออน หรือความสามารถในการนําไฟฟา 

2.5.4 คูลอมเมตรี (coulometry) 

 วิธีคูลอมเมตรี เปนเทคนิควิธีวิเคราะหที่เกี่ยวของกับการวัดปริมาณประจุไฟฟาทั้งหมด 

(อิเลคตรอน) ที่ใชในการทําใหสารตัวอยางเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันหรือรีดักชัน แยกสลายใหผล

ปฏิกิริยาอยางสมบูรณ การวิเคราะหหาปริมาณสารตัวอยางดวยวิธีคูลอมเมตรีทําไดโดยอาศัย

ความสัมพันธระหวางปริมาณประจุไฟฟาที่ใชกับจํานวนกรัมสมมูล หรือกรัมโมเลกุลของสารนั้น

ตามกฎของฟาราเดย 
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 คูลอมเมตรีจัดอยูในกลุมการวิเคราะหเดียวกับอิเลคโทรแกรวิเมตรีคือ การจัดเซลลเพื่อ

การวิเคราะหเปนแบบอิเลคโทรไลตซึ่งตองอาศัยพลังงานไฟฟาจากภายนอก ลักษณะการวิเคราะห

เปนมหัพภาควิเคราะหเชนเดียวกัน และที่สําคัญคือการวิเคราะหหาปริมาณสารดวยวิธีคูลอมเมตรี

และอิเลคโทรแกรวิเมตรีตองมีการแยกสลายของสารวิเคราะหเกิดเปนผลปฏิกิริยาอยางสมบูรณ 

แมการวัดผลปฏิกิริยาเพื่อหาปริมาณสารตัวอยางจะแตกตางกัน โดยคูลอมเมตรีวัดประจุไฟฟา 

และอิเลคโทรแกรวิเมตรีเปนการชั่งน้ําหนักสารพอกพูนที่ขั้วไฟฟา แตทั้งสองวิธีสามารถหาปริมาณ

สารตัวอยางไดโดยตรง โดยไมจําเปนตองสรางเคริฟมาตรฐานหรือเทียบสารมาตรฐาน 

 

2.6 การวิเคราะหประสิทธิภาพของไบโอเซนเซอร (performance factor) 

 2.6.1 ชวงความเปนเสนตรง (linear range) 

 ชวงความเปนเสนตรง (linear range) หมายถึง ความสามารถของวิธีการวิเคราะหที่จะทํา

ใหวิเคราะหแลวไดผลการวิเคราะหที่เปนสัดสวนกับความเขมขนของสารที่วิเคราะหในชวงความ

เขมขนที่กําหนด สวน range หมายถึงชวงความเขมขนของสารที่จะวัดตั้งแตความเขมขนต่ําสุดถึง

ความเขมขนสูงสุดที่วัดแลวมี accuracy precision และ linearity อยูในระดับที่มีความถูกตอง

ยอมรับได 

 2.6.2 ความวองไวตอการตอบสนอง (sensitivity) 

 ความวองไวตอการตอบสนอง (sensitivity) หมายถึง ความสามารถในการวัดความเขมขน

ที่แตกตางกันนอยที่สุดวิธีการวิเคราะหที่มีความไวสูงจะสามารถตรวจวิเคราะหสารในปริมาณนอย

มาก หรือเปนวิธีที่สามารถแยกความเขมขนของสารที่แตกตางกันนอยมากไดถูกตอง ความวองไว

ตอการตอบสนองของวิธีทดสอบหรือของเครื่องมือเปนอัตราสวนของการเปลี่ยนแปลงของ

สัญญาณ (response)  ตอการเปลี่ยนแปลงความเขมขน (concentration)  

    S = dR/dc 

    R = f (C) 

ถาเขียนกราฟระหวาง R หรือ dR/dc กับ C จะไดกราฟเสนตรงนั่นคือ R = kc แสดงวาความวองไว

ตอการตอบสนอง จะมีคาคงที่ตลอดชวงความเขมขนถาความชัน แสดงวามีความวองไวตอการ

ตอบสนองสูง (high sensitivity) ความวองไวตอการตอบสนอง (sensitivity) ของการวิเคราะหหา

ไดจากคาความชันของ calibration curve 
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 2.6.3 ความจําเพาะ (selectivity) 

 ความจําเพาะ (selectivity) หมายถึง ความสามารถของวิธีวิเคราะหที่จะวิเคราะหเฉพาะ

สารที่ตองการจะวิเคราะห โดยที่สารนั้นเปนเพียงสวนประกอบหนึ่งในสารละลายนั้นๆ หรือวิธีการ

วิเคราะหที่มีความสามารถในการเลือกวัดเฉพาะสารที่ตองการจะวัด จึงกลาวไดวาวิธีวิเคราะหนั้น

มีความจําเพาะ(specific) การศึกษา specificity ของวิธีการวิเคราะหทําไดโดยการวิเคราะห

ตัวอยางที่มีหรือเติมสารรบกวนอื่น แลวตรวจสอบดูวาสารรบกวนเหลานั้นมีผลกระทบตอการ

วิเคราะหหรือไม และสารรบกวนเหลานั้นทําใหการตรวจวัด หรือการหาปริมาณสารที่ตองการทราบ

ผิดไป (มากขึ้น หรือนอยลง ) หรือไม 

 2.6.4 การผลิตซ้ํา (reproducibility) 

 การผลิตซ้ํา (reproducibility) หมายถึง ความแมนยําที่เกิดจากการวิเคราะหซ้ําๆ โดยใช

วิธีเดียวกัน ในสภาวะเดียวกันโดย มักจะวิเคราะหซ้ําโดยใชชวงเวลายาวพอสมควร การหาระดับ

ความแมนยําโดยหาคาเปอรเซ็นของสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (%RSD)  

 2.6.5 เวลาการตอบสนอง (response time) 

 เวลาการตอบสนอง (response time) หมายถึง เวลาในการตอบสนองทางสัญญาณทาง

ไฟฟาที่ระบบเขาสูสภาวะคงที่ (steady state) การตอบสนองทางสัญญาณทางไฟฟาของ

ไบโอเซนเซอรจะใชเวลาในการตอบสนองระหวาง 5-10 นาที 

 2.6.6 การจัดเก็บ (life time)  

 การจัดเก็บ (life time) หมายถึง การทดสอบประสิทธิภาพของสารชีวภาพที่ถูกตรึงไวที่มี

การเสื่อมสภาพไปตามระยะเวลาในการใชไบโอเซนเซอร และระยะเวลาการจัดเก็บสารชีวภาพที่

ถูกตรึงไวบนอิเลคโทรด 
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บทท่ี 3 
วารสารปริทรรศน 

 

 การวิเคราะหดวยการใชไบโอเซนเซอร เปนการนําสารชีวภาพที่มีความวองไวในการ

ตอบสนองมาทําหนาที่ตรวจจับ หรือทําปฏิกิริยากับสารตัวอยางที่ตองการตรวจไดอยางจําเพาะ

เจาะจงซึ่งจุดมุงหมายในการศึกษาครั้งนี้ มีความมุงเนนในเรื่องของการสังเคราะหอนุภาคนาโน

ของโลหะบนอิเลคโทรดและนําไปประยุกตใชกับไบโอเซนเซอร เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพของ

ไบโอเซนเซอรที่ใชในการตรึงเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส (HRP) สําหรับตรวจวัดฟนอล 

ศึกษาถึงวิธีการตรึงเอนไซมของโดยวิธีตางๆ รวมไปถึงการใชอนุภาคนาโนของโลหะ และ           

พอลิเมอรนําไฟฟาที่ใชกับไบโอเซนเซอร  

 

3.1 เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส (HRP) สําหรับตรวจวัดฟนอล และไฮโดรเจน 
เปอรออกไซด (H2O2)  

 เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส (horseradish peroxidase) เปนตัวเรงปฏิกิริยาทาง

ชีวเคมีที่มีความไวในการตรวจวัดฟนอล และไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) เนื่องจากฟนอลและ

ไฮโดรเจนเปอรออกไซด เปนสารเคมีที่มีพิษซึ่งใชอยางแพรหลายในโรงงานอุตสาหกรรม เมื่อฟนอล

และไฮโดรเจนเปอรออกไซด รั่วไหลจะสามารถแพรกระจายไปสูสิ่งแวดลอมไดอยางรวดเร็ว จึงเปน

สารอันตรายตอสิ่งมีชีวิตและสิ่งแวดลอมได 

การศึกษาของ Rosatto และคณะ 1999 ไดทําการตรึงเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเด

สบนซิลิกาเจล (silica gel) กับไททาเนียม ออกไซด (titanium oxide) เพื่อตรวจวัดฟนอล ซึ่ง

ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นของเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส สามารถทําปฏิกิริยาได 2 รูปแบบคือ การ

เกิดปฏิกิริยาที่มีตัวกลางเปนตัวถายโอนอิเลคตรอน (mediated electron transfer) ระหวาง

เอนไซม และอิเลคโทรดตามรูปที่ 3.1 จะมีการรับอิเลคตรอนจากสารอื่นๆ ซึ่งในที่นี้คือ ฟนอลเปน

ผูใหอิเลคตรอนแกเอนไซม โดยเริ่มจากการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของเอนไซม HRP (Fe3+) โดย

เอนไซมจะเปนผูใหอิเลคตรอนแก ไฮโดรเจนเปอรออกไซด แลวเอนไซมอยูในรูปฟอรม HRP (Fe5+) 

ตอมาเอนไซม HRP (Fe5+) จะรับอิเลคตรอนจากผูใหอิเลคตรอนคือ ฟนอล หรือ Mred แลว HRP 

(Fe4+) และขั้นตอนสุดทายเอนไซม HRP (Fe4+) จะรับอิเลคตรอนจากผูใหอิเลคตรอนอีกครั้ง (Mred) 

ซึ่งจะไดรับอิเลคตรอนจากอิเลคโทรด ทําใหเอนไซมจะอยูในรูปฟอรมเดิมอีกคือ HRP (Fe3+) และ

อีกรูปแบบคือ ปฏิกิริยาการถายโอนอิเลคตรอนโดยตรง (direct electron transfer) ระหวาง 
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เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส และอิเลคโทรด โดยจะมีการรับอิเลคตรอนจากอิเลคโทรด

โดยตรงแสดงตามรูปที่ 3.2 

 
 

รูปที่ 3.1 กลไกการเกดิปฏิกิริยาทีม่ีตัวกลางเปนตัวถายโอนอิเลคตรอน (mediated electron 

transfer) ระหวางเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซเิดสและอเิลคโทรด(Rosatto และคณะ 1999) 

 

 

 
 

 

รูปที่ 3.2 กลไกการการถายโอนอิเลคตรอนโดยตรง (direct electron transfer) ระหวาง เอนไซม

ฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส และอิเลคโทรด (Rosatto และคณะ 1999) 
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3.1.1 วิธีการตรึงเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส สําหรับไบโอเซนเซอร 

 การศึกษาการพัฒนาวิธีการตรึงเอมไซม ซึ่งมีหลายวิธี เชน การดูดซับ การยึด

เหนี่ยวดวยพันธะโคเวเลนซ การครอสลิงคเอนไซม การกักเก็บเอนไซมภายในวัสดุตรึง เปนตน ทัง้ที่

กลาวมาทั้งหมดนี้เพื่อใหเอมไซมสามารถตรึงอยูบนวัสดุไดโดยไมหลุดออกมา  ซึ่งจะสงผลตอ 

ไบโอเซนเซอรโดยจะแสดงใหเห็นไดดวยคาวองไวในการตอบสนอง (sensitivity) ความเสถียร  

(stability)  และการผลิตซ้ําใหม (reproducibility) 

3.1.1.1 การดูดซับ (adsorption) 

 การดูดซับเอนไซมบนวัสดุตรึงโดยอาศัยพันธะอิออนิก หรือการดูดซับดวยแรงทาง

กายภาพถือเปนเทคนิคการตรึงเอนไซมที่งายที่สุด โดยที่ Bai และคณะ (2008) รายงานการศึกษา

แอมเพอโรเมตริกไบโอเซนเซอรเพื่อตรวจวัดไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) ดวยวิธีการดูดซับดวย

แรงทางกายภาพเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส บนกลาสสิคารบอนอิเลคโทรดที่ทําการ

ปรับปรุงดวยซิงคออกไซด (ZnO) ที่ใชวิธีการเกาะตัวดวยเคมีไฟฟา (electrodeposition) บนมัลติ

วอล คารบอนนาโนทิวบ (multi-wall carbon nanotube) พบวาเวลาในการทําปฏิกิกิริยาเคมีไฟฟา 

มีผลตอการตอบสนองของไบโอเซนเซอร อนุภาคนาโนของโลหะมีผลตอการตอบสนองที่ดีขึ้น  และ

ในสวนของ Xu และคณะ (2004) ไดรายงานการศึกษาอนุภาคของเงินที่อยูในฟลมของโซลเจล 

(sol-gel) สามารถดูดซับเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดสดวยแรงทางกายภาพบนกลาสสิ

คารบอนอิเลคโทรด และสามารถแสดงผลที่ดีของกิจกรรมของเอนไซมตรึงรูปเอนไซมฮอรสแรดิช

เปอรออกซิเดส มีเสถียรภาพในการเก็บรักษาและการนําไฟฟาที่ดี  

3.1.1.2 การยึดเหนี่ยวดวยพันธะโคเวเลนซ (covalent binding) 

 เอนไซมถูกยึดเหนี่ยวกับวัสดุตรึงโดยอาศัยหมูฟงกชันตางๆของเอนไซม โดย Li และคณะ 

(2009) ทําการทดลองการตรึงเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส โดยใชการยึดเหนี่ยวดวยพันธะ 

โคเวเลนซของแมทริกซของไคโตซานกับ โซลเจล (sol-gel) ซึ่งมีหมูเอมีนของไคโตซาน และอีพอกซี

ของโซลเจล โดยมีไซลอกเซน (siloxane) เปนตัวครอสลิงคระหวางไคโตซานกับโซลเจล พบวา

อัตราสวนระหวางไซลอกเซน และไคโตซาน คา pH และศักยไฟฟามีผลตอการตอบสนองของ

ไบโอเซนเซอร นอกจากนี้ Kong และคณะ (2003) รายงานวา การตรึงเอนไซมฮอรสแรดิชเปอร

ออกซิเดส โดยใชการยึดเหนี่ยวดวยพันธะโคเวเลนซดวยหมูคารบอกซิลิกของ 5,2':5',2''-

terthiophene-3'-carboxylic acid polymer (TCAP) บนกลาสสิคารบอนอิเลคโทรดซึ่งผล

การศึกษาเมื่อเปรียบเทียบเมื่อไมมีพอลิเมอรชนิดนี้อยูพบวามีการถายเทอิเลคตรอนไดดียิ่งขึ้น 
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3.1.1.3 การกักยึด (entrapment) 

 การกักยึดเอนไซมทําไดโดยการหอมลอมเอนไซมไวในที่จํากัด อาจทําไดโดยการกักยึดไว

ในแมทริกซ (matrix) ของวัสดุตรึง ซึ่งการทดลองของ Kang และคณะ (2009) การกักยึดเอนไซม

ฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส ภายในไคโตซาน/ โซลเจล/ คารบอนนาโนทิวบบนกลาสสิคารบอนอิเลค

โทรด ผลที่ไดคือโครงสรางของฟลมมีความเหมาะสมในการตรึงเอนไซม มีความเสถียร และการ

ตอบสนองสัญญาณทางไฟฟาของไฮโดรเจนเปอรออกไซดที่ดี  จาการทดลองของ Cao และคณะ 

(2009) ซึ่งนําเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดสตรึงภายในวัสดุตรึงมีโซพอรคือ mesoporous 

silica hollow sphere (MSHS) พบวา MSHS สามารถบรรจุปริมาณเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิ

เดสไดในปริมาณมากและชี้ใชเห็นวาเปนแมทริกซที่ดีในการตรึงเอนไซม นอกจากนี้ Li และคณะ 

(2008) ไดทดลองศึกษาไฮโดรเจนเปอรออกไซดไบโอเซนเซอรซึ่งกักเก็บเอนไซมฮอรสแรดิชเปอร

ออกซิเดสภายใน ไคโตซาน/ ซิลิกา-โซลเจล ไฮบริทเมมเบรน (silica sol–gel hybrid membranes 

หรือ CSHMs) ซึ่งมี K3Fe(CN)6 และอนุภาคของทองบนแพลทินัมอิเลคโทรด พบวา CSHMs มี

ความพรุนสูงแตในทางตรงขามจะทําใหลดกิจกรรม (activity) ความเสถียร (stability) ของเอนไซม  

สวนการศึกษาของ Xi และคณะ (2009) ศึกษาการตรึงเอนไซมฮอสแรดิชเปอรอกซิเดส/ ไคโตซาน/ 

ไนลบลู (nile blue) โดยใชวิธีเคมีไฟฟา ซึ่งมีขอดีคืองายและสะดวกในการวิธีการทํา นอกจากนี้ยัง

สามารถคงไวของสารชีวภาพ (bioactivity) และการนําไฟฟา (conductivity) 

3.1.1.4 การครอสลิงคเอนไซม (closs-linking) 

 การครอสลิงคเอนไซมเปนการเชื่อมโยงโมเลกุลของเอนไซมเขาดวยกัน โดยอาศัยการจับ

ดวยพันธะโคเวเลนซของเอนไซมกับหมูฟงกชันของสารเคมีเชื่อมโยงตอกันไปเรื่อยๆจนเกิดเปน

รางแหของพอลิเมอรของเอนไซมซึ่งเมื่อมีขนาดโมเลกุลใหญขึ้นจึงไมสามารถละลายน้ําได จาก 

Rosatto และคณะ (1999) รายงานการครอสลิงคเอมไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดสกับซิลิกาที่

ปรับปรุงดวย ไททาเนียมออกไซดและกลูตารัลดีไฮด พบวาไบโอเซนเซอรมีการตอบสนองที่ดีของ

ปฏิกิริยาการถายโอนอิเลคตรอนโดยตรง (direct electron transfer) ของไฮโดรเจนเปอรออกไซด 

และมีการตอบสนองสัญญาณทางไฟฟาของฟนอลที่ดี สวนผลการศึกษา Wang และคณะ (2009) 

ศึกษาไฮโดรเจนเปอรออกไซดไบโอเซนเซอร การตรึงเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดสดวย

การครอสลิงคเอนไซมกับพอลิอะนิลีน (PANI) ดวยกลูตารัลดีไฮดบน เอฟ-โดปทินออกไซด (F-

doped tin oxide หรือ FTO) ตามรูปที่ 3.3 พบวาไบโอเซนเซอรสามารถแสดงความเปนเชิงเสนได

ถึงความเขมขน 20 มิลลิโมลตอลูกบาศกเดซิเมตร ของไฮโดรเจนเปอรออกไซด และมีความเสถียร
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ที่ดี นอกจากนี้ ElKaoutit และคณะ (2008) ศึกษาการครอสลิงคเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส

ดวยกลูตาริกไดออลดีไฮด ซึ่งพบวาสามารถประเมินคาการเลือก (selectivity) ของอิเลกโทรดสาร

ตั้งตนตางๆ คือ กรดแอสคอบิก (ascorbic acid) กรดยูริก (uric acid) โดพามีน (dopamine) และ 

อีพิเนฟรีน (epinephrine)  

 

 
 

รูปที่ 3.3 การตรึงเอนไซมฮอสแรดชิเปอรอกซิเดสบนอเิลคโทรด (Wang และคณะ 2009) 

 

3.2 พอลิเมอรนําไฟฟาและอิทธิพลที่มีผลตอพอลิเมอรตอการตรึงเอนไซม 

 พอลิเมอรนําไฟฟา (conducting polymer) จะมีคุณสมบัติที่เดนชัดอยางหนึ่ง คือมีความ

แข็งแรงสามารถเขากันไดกับสารชีวภาพ และนําไฟฟาไดดี (Chen และคณะ 2008) เปนวัสดุใชที่

ใชกันอยางแพรหลายและสามารถนํามาใชกับไบโอเซนเซอร ตัวอยางของพอลิเมอรนําไฟฟา เชน 

พอลิไพรอล (Tian และคณะ 2001; Razola และคณะ 2002; Li และคณะ 2007)  พอลิอะนิลีน 

(Barton และคณะ 2004; Pritchard และคณะ 2004; Myler และคณะ 2005ว Law และคณะ 

2005 ) พอลิเอน-เมทิว ไพรอล (Garcia-Moreno และคณะ 2001)   เปนตน  

สําหรับการศึกษาในงานวิจัยนี้ จะเปนการนําพอลิไพรอลมาใชเนื่องจากมอนอเมอรของไพ

รอลสามารถเขากันไดกับเอนไซมตลอดจนสารชีวภาพตางๆ และสามารถละลายน้ํา (water 

solubility) หรือสารละลายอิเลคโทรไลตเกื้อหนุน (supporting electrolyte) ทําใหงายตอการ

สังเคราะหพอลิเมอร (Tian และคณะ 2001; Li และคณะ 2007; Elkoutit และคณะ 2009 ) และ

พอลิเมอรชนิดนี้มีสายโซหลักมีโครงสรางเปนพันธะคูสลับพันธะเดี่ยวแบบตอเนื่อง (conjugated 

system) ทําใหอิเลคตรอนสามารถเคลื่อนที่ภายในโครงสรางจึงเกิดการนําไฟฟาได สําหรับ

กระบวนการอิเลคโทรพอลิเมอรไรเซชันเปนกระบวนการเกิดพอลิเมอรแบบโซโดยใชไฟฟากระตุน

มอนอเมอรที่อยูในสารละลายอิเลคโทรไลตเกื้อหนุนที่สามารถทําใหแคตไอออนหรือแอนไอออนทีม่ี

ความวองไว และสามารถทําปฏิกิริยากับมอนอเมอรตอไปโดยผานกลไกการเกิดพอลิเมอรซึ่ง
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กระบวนการอิเลคโทรพอลิเมอรไซชันของพอลิไพรอลสามารถแสดงกระบวนการไดดังรูปที่ 3.4 คือ 

มอนอเมอรของไพรอลจะทําปฏิกิริยาออกซิเดชันรับอิเลคตรอนจากอิเลคโทรดตอกับมอนอเมอร

ของไพรอลกลายเปนไดเมอร และจะมีการฟอรมตอไปเรื่อยๆ กลายเปนพอลิเมอรเคลือบบนพื้นผิว

อิเลคโทรด (Umana และคณะ 1986) 

 

 
 

รูปที่ 3.4 กระบวนการอิเลคโทรพอลเิมอรไรเซชันพอลิไพรอล (Umana และคณะ 1986) 

  

  พอลิไพรอลเปนพอลิเมอรที่ไดรับความสนใจอยางตอเนื่องจากงานวิจัยตางๆ Garcia-

Moreno และคณะ (2001) เปนการศึกษาวิธีการตรึงเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดสพรอมกับ 

พอลิเอนเมทิวไพรอล (poly-N-methylpyrrole) ดวยวิธีเคมีไฟฟาซึ่งจะนําไปประยุกตใชเปน

ไบโอเซนเซอรเพื่อตรวจวัดออรแกนิกเปอรออกไซด โดยตัวแปรที่ทําการศึกษาคือ ขนาดของ

ศักยไฟฟา ความเขมขนของพอลิเมอร ปริมาณเอนไซมและคา pH ของฟอสเฟสบัฟเฟอรเพื่อหา

สภาวะที่เหมาะสม เมื่อตรวจวัดดวยเทคนิคแอมเพอโรเมตรี พบวาพอลิเอนเมทิวไพรอล/ เอนไซม

ฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส สามารถตรวจวัดไฮโดรจนเปอรออกไซดและมีคาการตอบสนองไดเปน

อยางดี  

 Gaspar และคณะ (2001) ศึกษาแอมเพอโรเมตรีไบโอเซนเซอรเพื่อตรวจวัดไฮโดรเจน

เปอรออกไซด โดยการตรึงเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส พรอมกับพอลิไพรอลที่มีหมูฟงกชัน 

Osmium (Os-Py) เมื่อทําการตรวจวัดดวยวิธีแอมเพอโรเมตรี พบวา Os-Py ที่มีการตรึงเอนไซมไว

นั้นสามารถแสดงปฏิกิริยารีดอกซไดดีกวาในกรณีที่มีพอลิไพรอลเพียงอยางเดียว  

 Tian และคณะ (2001) ศึกษาการปรับปรุงไบโอเซนเซอร เพื่อทําการวัดไฮโดรเจนเปอร

ออกไซดวยวิธีแอมเพอโรเมตรี ซึ่งตรึงเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส กับพอลิไพรอลดวยวิธี

เคมีไฟฟาบนคารบอนอิเลคโทรดที่มีกรดเฟอโรซีนคารบอกซิลิก (ferrocenecarboxylic acid) เปน

ตัวกลางการถายโอนอิเลคตรอน (mediator) ที่สังเคราะหดวยวิธีโซลเจล พบวาไบโอเซนเซอร

สามารถตรวจวัด และมีคาการตอบสนองของไฮโดรเจนเปอรออกไซดไดดี  สามารถเพิ่ม

ประสิทธิภาพของไบโอเซนเซอรเพิ่มขึ้น  
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  Razola และคณะ (2002) ไดใชวิธีการอิเลคโทรพอลิเมอรไรเซชันพอลิไพรอลกับเอนไซม

ฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดสบนแพลทินัมอิเลคโทรด พบวาการทําชั้นพื้น (pre-layer) กอนทํา

ปฏิกิริยาอิเลคโทรพอลิเมอรไรเซชัน จะมีผลตอการตอบสนองของไบโอเซนเซอร เนื่องการทําชั้นพืน้

จะชวยไมใหขัดขวางการทํางานของเอนไซม และปจจัยที่มีตอการตรึงเอนไซมคือ อัตราการสแกน 

(scan rate) ความเขมขนของสารอิเลคโทรไลตเกื้อหนุน (supporting electrolyte) ความเขมขน

ของพอลิไพรอล จํานวนรอบของการสังเคราะห และปริมาณเอนไซม 

 Shao และคณะ (2005) ศึกษาการสังเคราะหพอลิไพรอลดวยวิธีเคมีไฟฟาบนผิวหนา

อิเลคโทรดเพื่อเปนชั้นฟลมฐานของการสังเคราะหชั้นฟลม (bilayer lipid membrane) พบวาพอลิ

ไพรอลสามารถสามารถเปนฐานสําหรับการสังเคราะหชั้นฟลมไดเปนอยางดี นอกจากนี้สามารถ

นําไปประยุกตใชในการตรึงเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส ซึ่งสามารถตรวจวัดปฏิกิริยารีดักชัน

ของไฮโดรเจนเปอรออกไซดได   

 Li และคณะ (2007) ศึกษาการทําไบโอเซนเซอรเพื่อตรวจวัดไฮโดรเจนเปอรออกไซดโดย

การตรึงเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส พรอมกับพอลิไพรอลบนสกรีนปรินทคารบอนอิเลคโทรด 

(screen print carbon paste) ที่มีโพแทสเซียมเฟอรโรไซยาไนด (potassium ferrocyanide) เปน

ตัวกลางการถายโอนอิเลคตรอน (mediator) โดยหาสภาวะที่เหมาะสมจากตัวแปรตางๆ คือ ความ

เขมขนของพอลิเมอร สารละลายอิเลคโทรไลต ปริมาณเอนไซม ความหนาของชั้นพอลิเมอร วิธีการ

ดังกลาวนี้เปนวิธีการที่งายและมีราคาถูก 

 Kurkut และคณะ (2008) ไดศึกษาแอมเพอโรเมตรีไบโอเซนเซอรเพื่อตรวจวัดอนุพันธ

ของฟนอล โดยทําการตรึงเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส พรอมกับคารบอนนาโนทิวบ และพอ

ลิไพรอลดวยวิธีเคมีไฟฟา เมื่อทําการตรวจวัดดวยเทคนิคแอมเพอโรเมตรี เพื่อหาสภาวะที่

เหมาะสมสําหรับการตรึงเอนไซมแลว พบวาสามารถตรวจวัดอนุพันธของฟนอลไดถึง 18 ชนิด 

และสามารถตรวจสารที่ความเขมขนต่ําไดดี 

 Sulak และคณะ (2009) ศึกษาแอมเพอโรเมตรีไบโอเซนเซอรเพื่อตรวจวัดอนุพันธของฟ

นอล ซึ่งมีการนําพอลิไวนิลเฟอรโรซีน (polyvinylferrocene, PVF) เปนตัวกลางการถายโอน

อิเลคตรอน (mediator) แลวทําการตรึงเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส และพอลิไพรอลดวยวิธี

เคมีไฟฟา พบวาสามรถตรวจวัดอนุพันธของฟนอลไดหลากหลายชนิด มีความไวตอการตอบสนอง

และสามารถสารไดที่ความเขมขนต่ําไดดี  
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อิทธิพลที่มีผลตอพอลเิมอรในการตรึงเอนไซม 

  3.2.1 ศักยไฟฟา 

จากการศึกษาของ Yang และคณะ (1997) ศึกษาการตรึงเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิ

เดส บนพอลิอะนิลีนฟลมโดยใชความตางศักยที่แตกตางกันในการทําปฏิกิริยาเคมีไฟฟาของ

เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส พบวาเมื่อใชความตางศักยที่ต่ําลงจะทําใหเกิดปฏิกิริยาเคมีฟา

ที่ไดกระแสไฟฟาที่สูงขึ้น ทั้งนี้เนื่องจากเมื่อใหศักยไฟฟาที่นอยลงทําใหการเสื่อมของเอนไซมฮอรส

แรดิชเปอรออกซิเดสชาลง และการศึกษาของ Wang และคณะ (2009) เปนการตรึงเอนไซมฮอรส

แรดิชเปอรออกซิเดสดวยการครอสลิงคเอนไซมกับพอลิอะนิลีน (PANI) ดวยกลูตารัลดีไฮดโดยใช

ความตางศักยตางๆ พบวาเมื่อใชศักยไฟฟาที่ลดลงจะทําใหกระแสไฟฟาที่เพิ่มขึ้น เนื่องจากเมือ่ลด

ศักยไฟฟาจะมีผลตอเรงปฏิกิริยาของเอนไซม 

  3.2.2 คา pH 

คา pH เปนอีกหนึ่งปจจัยที่สําคัญซึ่งจากการศึกษาของ Yang และคณะ 1997 ศึกษาการ

ตรึงเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดสบนพอลิอะนิลีนฟลมโดยใชคา pH ที่แตกตางกัน พบวาเมื่อ

คา pH เพิ่มขึ้นจะทําใหมีกระแสไฟฟาที่เกิดจากปฏิกิริยาเคมีไฟฟาเพิ่มขึ้น เนื่องจากเกิดจากการ

เพิ่มขึ้นของแอกติวิตี (activity) ของเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส และการนําไฟฟาของพอ

ลิอะนิลีน และจากการศึกษา Wang และคณะ (2009) เปนการตรึงเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิ

เดส ดวยการครอสลิงคเอนไซมและพอลิอะนิลีน (PANI) ดวยกลูตารัลดีไฮดโดยการเติม

สารละลายอิออนิก เพื่อใหไบโอเซนเซอรสามารถทํางานไดในคา pH ที่สูงได ซึ่งทําการทดลองที่คา 

pH ระหวาง 6-12 ทดสอบดวยวิธี cyclic voltammetry พบวาคากระแสไฟฟาที่เกิดขึ้นมีคาลดลง

เพียงเล็กนอย 

  3.2.3 อุณหภูมิ 

 จากการศึกษาของ Yang และคณะ (1997) ศึกษาการตรึงเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิ

เดส บนพอลิอะนิลีนฟลมโดยใชอุณหภูมิระหวาง 0-40 องศาเซลเซียลเซส พบวาเมื่อเพิ่มอุณหภูมิ

จะทําใหมีคากระแสไฟฟาสูงข้ึน เนื่องจากเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส มีคาแอกตีวิตีของการ

ตรึงเอนไซมที่ดี แตจะมีคาลดลงเมื่ออุณหภูมิเพิ่มขึ้นสูงขึ้นถึงอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และจาก

การศึกษาของ Wang และคณะ (2009) ศึกษาการปรับปรุงการนําไฟฟาของพอลิอะนิลีนโดยการ

เติมสารละลายอิออนิกและตรึงเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส ดวยการครอสลิงคเอนไซมกับ

พอลิอะนิลีน (PANI) ดวยกลูตารัลดีไฮด โดยใชอุณหภูมิระหวาง 10-40 องศาเซลเซียส พบวาเมื่อ
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อุณหภูมิเพิ่มขึ้นกระแสไฟฟามีคาเพิ่มขึ้น ทั้งนี้เนื่องจากสารละลายอิออนิกสามารถปองกันการ

เสื่อมสภาพเอนไซมได 

3.2.4 ความเขมขนของสารอิเลคโทรไลตเกื้อหนุน (supporting electrolyte) 

 ความเขมขนของสารละลายอิเลคโทรไลตเกื้อหนุนเปนเปนปจจัยสําคัญอีกปจจัยหนึ่งตอ

การฟอรมตัวของพอลิเมอร  (Li และคณะ 2007) ความเขมขนของสารละลายอิเลคโทรไลต

เกื้อหนุนตองมีคาเพียงพอตอการถายเทประจุในสารละลาย Razola และคณะ (2002) ได

ทําการศึกษาความเขมขนของลิเทียมเปอรคลอเรต (LiClO4) ซึ่งเปนสารละลายอิเลคโทรไลต

ระหวาง 0.01-0.5 โมลตอลิตร พบวาความเขมขนของลิเทียมเปอรคลอเรต 0.1 โมลตอลิตร มีคา

เพียงพอตอการฟอรมตัวของพอลิเมอร 

  3.2.5 ความเขมขนของพอลิเมอร  

 จากการศึกษาของ Razola และคณะ (2002) พบวาความเขมขนของพอลิไพรอลเปนสิ่ง

สําคัญตอการตรึงเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส เนื่องจากหากใชความเขมขนของพอลิเมอรที่

นอยเกินไปอาจไมเพียงพอตอการฟอรมตัวเปนฟลมพอลิเมอรและกักเก็บเอนไซมฮอรสแรดิชเปอร

ออกซิเดสบนพื้นผิวอิเลคโทรด ซึ่งจะสงผลตอคาตอบสนองของกระแสไฟฟาในการตรวจวัดได  

  3.2.6 ปริมาณของเอนไซม 

 ปริมาณของเอนไซมมีผลตอการผลิตใหม (reproducibility) การนํากลับมาใชใหม 

(repeatability) และความเสถียร (stability) ของไบโอเซนเซอร (Tian และคณะ 2001; Li และคณะ 

2007)  จากการศึกษาของ Razola และคณะ (2002) พบวาการตรึงเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิ

เดสดวยวิธีอิเลคโทรพอลิเมอรไรเซชันพรอมกับพอลิไพรอลตองมีปริมาณมากพอเพื่อคาตอบสนอง

ของกระแสไฟฟา แตหากมีคามากเกินการตอบสนองอาจมีคาลดลงไป และความเสถียรของ

ไบโอเซนเซอรมีคาลดลง 

  3.2.7 จํานวนรอบของการสังเคราะหพอลิเมอร 

 จากการศึกษาของ Razola และคณะ 2002 ศึกษาจํานวนรอบของการสังเคราะหพอลิไพ

รอล/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส ซึ่งจะมีความสัมพันธตอความหนาของชั้นฟลมที่เกิดขึ้นซึ่ง

จะสงผลตอการตอบสนองของกระแสไฟฟาของไบโอเซนเซอร ทั้งนี้เนื่องจากเมื่อใชเวลาในการ

สังเคราะหนอยเกินไปความหนาของชั้นฟลมอาจมีคาไมเพียงพอตอการตรึงเอนไซมฮอรสแรดิช

เปอรออกซิเดส แตหากใชเวลาในการสังเคราะหนานเกินไปจะทําใหมีชั้นฟลมที่มีความหนา และ

เอนไซมอาจเกิดการเสื่อมสภาพไดไมเหมาะสมตอการถายโอนอิเลคตรอนระหวางอิเลคโทรดและ

เอนไซม 
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  3.2.8 อัตราการสแกน (scan rate) 

 การศึกษาของ Razola และคณะ 2002 ทําการศึกษาการตรึงเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออก

ซิเดส ดวยวิธีอิเลคโทรพอลิเมอรไรเซชันพรอมกับพอลิไพรอล ซึ่งทําการศึกษาอัตราการสแกน

ในชวง 1, 5, 10, 20 และ 50 มิลลิโวลท/ วินาที พบวาอัตราการสแกน 1 มิลลิโวลท/ วินาที ไม

สามารถดึงเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส เขาไปกักยึดในพอลิเมอรได แตเมื่อเปลี่ยนคาเปน 5 

และ 10 มิลลิโวลท/ วินาที สามารถดึงเอนไซมเขาไปกักยึดในพอลิเมอรไดเปนอยางดี
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3.3 อนุภาคนาโนของโลหะและอิทธิพลที่มีผลตอการสังเคราะหอนุภาคนาโนของโลหะ 

 การสังเคราะหอนุภาคนาโนของโลหะมีการนําไปศึกษาอยางกวางขวาง ซึ่งสามารถนําไป

ประยุกต ใชในลักษณะงานดานตาง เชน สิ่งแวดลอม อุตสาหกรรม และการแพทย ซึ่งงานเหลานี้

เปนลักษณะงานที่ตองมีการตรวจวัดสารตัวอยางที่มีความเขมขนต่ํา และมีปริมาณสารนอย แสดง

ใหเห็นวาอนุภาคนาโนของโลหะบนอิเลคโทรดมีความสามารถในการตรวจวัดสารเหลานี้ได  

 การศึกษาของการนําอนุภาคนาโนของโลหะตางๆ เชน ทอง (Liu และคณะ 2005; Li และ

คณะ 2007; Liu และคณะ 2007; Shulga และคณะ 2007; Feng และคณะ 2009; Wang และ

คณะ 2009; Zeng และคณะ 2009) เงิน (Ng และคณะ 2000; Welch และคณะ 2005; 

Khaydarov และคณะ 2009) บิสมัต คอปเปอรและทังสเตน (Ward-Jones และคณะ 2006) 

แพลทินัม (Yang และคณะ 2006) และอนุภาคของโลหะอีกหลายชนิดมาปรับปรุงความสามารถ

ทางไฟฟาแกอิเลคโทรด ซึ่งจะมีผลดีในทางดานความไวในการตอบสนองสัญญาณทางไฟฟา 

(sensitivity)  

 

 3.3.1 อนุภาคนาโนของโลหะ 

 อนุภาคนาโนของโลหะชนิดตางๆ เชน ทอง เงิน คารบอนนาโนทิวบ เปนตน อนุภาคนาโน

ของโลหะเหลานี้มีคุณสมบัติที่มีความเขากันไดทางชีวภาพ (biocompatibility) คะตะไลติก 

(catalytic) และการนําไฟฟา (conductivity) นอกจากนี้ยังมีการเติมพวกอนุภาคขนาดเล็ก 

(nanoparticle) ลงไปในการตรึงเอมไซมในวัสดุดวย เพราะจะเปนตัวที่ทําใหมีการมีการถายโอน

อิเลคตรอนที่ดีระหวางเอมไซมกับอิเลคโทรด  

3.3.1.1 อนุภาคนาโนทอง 

  อนุภาคนาโนทองสามารถนําไปประยุกตใชในหลากหลายดาน โดยจากการศึกษาของ 

Dai และคณะ(2004) ทําการศึกษาวิธีการสังเคราะหอนุภาคนาโนทองบนกลาสิคารบอน ตามรูปที่ 

3.5 โดยมีปจจัยการศึกษาความเขมขน และเวลาในการใหศักยไฟฟาที่ตางกัน พบวาเมื่อใชเทคนิค

สทริปปงโวลแทมเมตรีสามารถนําอิเลคโทรดมาตรวจวัดสารหนูได และสามารถตรวจวัดสารไดที่

ความเขมขนต่ําๆ ไดดี และจากกลุมวิจัยเดียวกันการศึกษาของ Dai และคณะ(2006) ไดศึกษา

วิธีการสังเคราะหอนุภาคนาโนทองบนอินเดียมทินออกไซด โดยการใหศักยไฟฟาในสารละลายโดย

ศึกษาถึงความเขมขน และเวลาในการใหศักยไฟฟาเชนเดียวกันซึ่งผลการทดลองที่ไดจะทําใหมี

ขนาดอนุภาคนาโนทองที่แตกตางกัน และสามารถตรวจวัดสารหนูไดที่ความเขมขนต่ําๆไดดเีชนกนั 

และสามารถนําไปประยุกตใชกับการตรวจวัดสารหนูได 
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 นอกจากนี้ไดมีการนําอนุภาคนาโนทองมาประยุกตใชกับการตรวจสารตางๆ อีกมากมาย

เชน  Liu และคณะ (2005) ไดทํ าการ เปรียบ เทียบโครงสรางและคุณสมบัติของ 

meracaptopropionic acids (MPA) ดวยการสังเคราะหโดยการจัดวางโมเลกุลอยางเปนระเบียบ

ไดดวยตนเอง (self assembly, SAM) บนอิเลคโทรดของทอง และนาโนอิเลคโทรดของทองโดยการ

สังเคราะหจากวิธีเคมีไฟฟา (electrodeposition) พบวา MPA SAM สามารถถายโอนอิเลคตรอน

ไดเปนอยางดีและชี้ใหเห็นวา MPA เกิดการเรียงตัวแบบ SAM บนอิเลคโทรดของทอง และจะมีคา

การนําไฟฟาที่ดีขึ้นเมื่อนํา MPA สังเคราะหบนนาโนอิเลคโทรดของทอง  

 Liu และคณะ (2007) ศึกษาการสังเคราะหอนุภาคนาโนทองบนอิเลคโทรดกอนการทําการ

ปลูกฟลมของ dodecanethiol (DDT) ดวยวิธี SAM เมื่อทําการทดสอบดวยเทคนิค cyclic 

voltammtry โดยใชเฟอรริกไซยาไนด (ferricyanide) ที่มีเมททิวบลู (methyl blue, MB) เปน

ตัวกลางกาถายโอนอิเลคตรอน (mediator) เพื่อเรงการเกิดปฏิกิริยารีดอกซ พบวาเมททิวบลู

สามารถแสดงเปน mediator เพื่อชวยในการถายเทอิเลคตรอนใหกับเฟอรริกไซยาไนดได และเมื่อ

เปรียบเทียบกับแมคโครอิเลคโทรดกับการสังเคราะหอนุภาคนาโนทองกอนการปลูกพอลิเมอร 

พบวาการสังเคราะหอนุภาคนาโนทองกอนการปลูกพอลิเมอรจะมีสัญญาณทางไฟฟาในการ

วิเคราะหดวยเทคนิคโวลแทมเมตรี (voltammetry)  ในขณะที่เมื่อใชแมคโครอิเลคโทรดจะไมมี

สัญญาณทางไฟฟาเกิดขึ้นมากนัก   

 El-Deab และคณะ (2002) ศึกษาปฏิกิริยารีดักชันของออกซิเจนในชวง cathodic 

reduction เพื่อตรวจวัดอนุภาคนาโนทองที่ถูกสังเคราะหบนอิเลคโทรดทองดวยสารละลาย

ซัลฟวริก (H2SO4) ซึ่งสามารถชี้ใหเห็นไดวาอนุภาคนาโนทอง สามารถเปนตัวเรงปฏิกิริยารีดักชัน

ของออกซิเจน โดยออกซิเจนจะรับอิเลคตรอนกลายเปนไฮโดรเจนเปอรออกไซดตามลําดับ 

 Li และคณะ (2007) ศึกษาการนําอนุภาคนาโนทองซึ่งทําการสังเคราะหบนเสนใยนาโน

ของพอลิไพรอล (polypyrrole nanowire) ซึ่งเกิดการฟอรมตัวเปนแมทริกซบนกลาสสิคารบอน

อิเลคโทรด พบวาอนุภาคสามารถเรงปฏิกิริยาออกซิเดชันของไฮดราซีน (hydrazine) และไฮดรอซิ

ลามีน (hydroxylamine) ทําใหมีคาการตอบสนองของการตรวจวัดสารที่ความเขนต่ําสุดไดต่ําลง 

ซึ่งการสังเคราะหดวยวิธีการดังกลาวสามารถตอบสนองสัญญาณทางไฟฟาไดดีขึ้น และงายตอ

การสังเคราะห 

 Tsai และคณะ (2008) ศึกษาการตรวจวัดเฮกซะวาเลนท โครเมียม (hexavalent 

chromium, CrVI) โดยใชทินออกไซดอิเลคโทรด และการปรับปรุงประสิทธิภาพของอิเลคโทรดดวย

การปลูกอนุภาคนาโนทองดวยวิธีไฟฟาเคมีบนทินออกไซดอิเลคโทรด ซึ่งอนุภาคนาโนทองมี
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คุณสมบัติเปนตังเรงปฏิกิริยาไดดี พบวาสามารถเปนตังเรงปฏิกิริยาไดเปนอยางดี การตอบสนองดี

ขึ้นสําหรับการตรวจวัดการทําปฏิกิริยารีดักชันของ Cr(VI) ไดเปนอยางดี  

  

 

 
 

รูปที่ 3.5 AFM (500 nm) ของอนุภาคทองบน GCE (a) bare GCE (b) 0.1 mM AuCl4
-/5 s (c) 

0.1 mM AuCl4
-/15 s (d) 0.1 mM AuCl4

-/30 s (e) 0.1 mM AuCl4
-/150 s และ (f) 1.0 mM AuCl4

-

/15 s. (Dai  และคณะ2004) 
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3.3.1.2 อนุภาคนาโนเงนิ 

 การใชอนุภาคนาโนเงินเพื่อการปรับปรุงประสิทธิภาพของไบโอเซนเซอรนั้นมีการ

ใชกันอยางแพรหลาย โดย Xu และคณะ (2004) ไดรายงานของการนําอนุภาคนาโนเงิน

เพื่อปรับปรุงฟลมของโซลเจล ที่ใชในการตรึงเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดสบนกลาสสิ

คารบอนอิเลคโทรดซึ่งอนุภาคของเงินมีขอดีในการปรับปรุงไบโอเซนเซอรคือ อนุภาคเงินมี

คุณสมบัติทางโลหะสามารถนําไฟฟาได และยังสามารถเพิ่มการเกาะติดกันของเอนไซม

ฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดสกับอิเลคโทรด นอกจากนี้การศึกษาของ Simm และคณะ 

(2005) ไดศึกษาการสังเคราะห ไมโครอิเลคโทรดของเงิน โดยมีวิธีการสังเคราะหไม

โครอิเลคโทรดเปรียบเทียบกัน ซึ่งวิธีแรกจะเปนการสังเคราะหไมโครอิเลคโทรดของเงิน

ดวยวิธีการอัลตราซาวด  (ultrasound) และวิธีที่ สองจะเปนการใช วิธี เคมี ไฟฟา 

(electrodeposition) ซึ่งจากการศึกษาลักษณะทางกายภาพโดยใช atomic force 

microscopy (AFM) พบวาพื้นผิวที่ใชวิธีการอัลตราซาวด มีลักษณะอนุภาคที่มีขนาดใหญ

กวาการใชเคมีไฟฟา และพบวาเวลาที่ใชในเทคนิคสทริปปงเพื่อนําอนุภาคนาโนเงินออก

จากอิเลคโทรดสามารถลดขนาดอนุภาคนาโนเงินบนอิเลคโทรดไดตามรูปที่ 3.6 และยัง

สามารถนําไปประยุกตใชในการตรวจวัดสารหนู (arsenic) นอกจากนี้ไมโครอิเลคโทรด

ของเงินสามารถตรวจวัดปฏิกิริยารีดักชันของฮาโลเทนได ซึ่งทั้งสองแบบสามารถวัด

ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นไดคลายกัน และจากกลุมวิจัยเดียวกันนี้  Welch และคณะ (2005) ได

ทําการศึกษาการสังเคราะหอนุภาคนาโนเงินบนกลาสสิคารบอนโดยใชวิธีเคมีไฟฟา 

(electrodeposition) เพื่อนําไปประยุกตใชในการตรวจวัดไฮโดรเจนเปอรออกไซด พบวา

อนุภาคนาโนเงินสามารถเพิ่มคาการตอบสนองของการตรวจวัดไดดีขึ้น สามารถตรวจวัด

คาต่ําสุดของการตรวจวัด (limit detection) ไดถึงความเขมขนต่ําสุด 2.0x10-6 โมลตอลิตร 

และมีคาการตอบสนอง (sensitivity) ที่ดีกวาแมคโครอิเลคโทรดของเงิน 
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รูปที่ 3.6 ลักษณะพื้นผิวของไมโครอิเลคโทรดอารเรยของเงินโดยใชเทคนิค AFM โดยการทํา

ปฏิกิริยาไฟฟาเคมี (electrodeposition) บนกลาสสิคารบอนอิเลคโทรดดวยซิลเวอรไนเตรต 

(AgNO3) 1 มิลลิโมลตอลิตร ที่ความตางศักย -0.5 โวลท ระหวาง Ag wire (a) ระยะเวลาการ 

stripping ที่ความตางศักย 0.5 โวลท ระหวาง Ag wire ที่เวลา 1 (b), 2(c), 5(d) และ 10 (e) นาที 

ตามลําดับ (Simm และคณะ 2005) 
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3.1.1.3 คารบอนนาโนทิวบ 

 คุณสมบัติพิเศษของคารบอนนาโนทิวบ คือเปนโมเลกุลของคารบอนที่สามารถนําไฟฟาได 

เปนวัสดุใชที่ใชกันอยางแพรหลาย และสามารถนํามาใชกับไบโอเซนเซอรไดดีในการปรับปรุงอิเลค

โทรด โดย Korkut และคณะ (2008) ศึกษาการนําคารบอนนาโนทิวบ (CNT)/ พอลิไพรอล (PPy)/ 

เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส ซึ่งสังเคราะหฟลมดวยวิธีเคมีไฟฟา เพื่อตรวจวัดอนุพันธของฟ

นอลทั้งหมด 18 ชนิด และพบวา CNT สามารถชวยการถายโอนของอิเลคตรอนไดดี สําหรับ Xi 

และคณะ (2009) รายงานการศึกษา ไคโตซาน/ คารบอนนาโนทิวบ/ ไนลบลู ปรับปรุงอิเลคโทรด

ดวยเคมีไฟฟา พบวาฟลมที่เกิดขึ้นสามารถปรับปรุงการนําไฟฟาและมีความเหมาะสมสําหรับการ

ตรึงเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส นอกจากนี้ Bai และคณะ (2008) ทําการปรับปรุงกลาสสิ

คารบอนอิเลคโทรดดวยซิงคออกไซด (ZnO) โดยใชเคมีไฟฟาบนคารบอนนาโนทิวบ จะพบวาฟลม

ที่เกิดขึ้นสามารถปรับปรุงการตอบสนองของไฮโดรเจนเปอรออกไซด นอกจากนี้ Luo และคณะ 

(2006) ศึกษาการปรับปรุงอิเลคโทรด เพื่อตรวจวัดไฮโดรเจนเปอรออกไซด โดยการสังเคราะหฟลม

ของพอลิอะนิลีนบนคารบอนนาโนทิวบ พบวาจํานวนชั้นความหนาของฟลม และความเขมขนของ

คารบอนนาโนทิวบ มีผลตอความวองไวตอการตอบสนอง ซึ่งการมีคารบอนนาโนทิวบอยูบนอิเลค

โทรดสามารถเพิ่มคาการตอบสนองทางสัญญาณไฟฟาของเซนเซอรไดถึง 8 เทา 
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3.3.2 อิทธิพลที่มีผลตอการสังเคราะหอนุภาคโลหะดวยวิธีเคมีไฟฟา 

ใน การศึ กษ าการสั ง เ คราะห อนุ ภาคน าโน ของโลห ะตางๆ  ด วย วิ ธี ไฟฟ าเ คมี 

(electrodeposition) คือ การทําใหโลหะที่อยูในสารละลายอิเลคโทรไลตเกื้อหนุน (supporting 

electrolyte) ไปสะสมอยูบนผิวหนาชิ้นงานโดยการใหศักยไฟฟา หรือกระแสไฟฟาซึ่งผิวหนา

ชิ้นงานในที่นี้เปนอิเลคโทรดใชงาน โดยอิเลคโทรดใชงานจะถูกจุมลงในสารละลาย ซึ่งมีโลหะที่

ตองการใหเกิดการสะสมตอกับอุปกรณจะประกอบดวยขั้วไฟฟา 3 ขั้ว คือขั้วใชงาน (working 

electrode) ขั้วอางอิง (reference electrode) และ ขั้วชวยหรือเคาทเตอรอิเลคโทรด (counter 

electrode) ในการเกิดการสะสมจะเกิดที่ขั้วใชงาน จากการศึกษาหนาที่ของสารเคมีที่นํามาใช ซึ่ง

ในการทดลองโดยวิธีดังกลาวนี้จะใชสารละลายอิเลคโทรไลตเกื้อหนุน ซึ่งจะทําใหสารละลายนั้น

สามารถนําไฟฟาได เนื่องจากมีอิออนซึ่งเปนอิออนบวกหรืออิออนลบเคลื่อนที่อยูในสารละลาย 

นอกจากนี้สารละลายอิเลคโทรไลตเกื้อหนุนยังทําหนาที่เปนสารใหความคงตัว (stabilizer) ซึ่งชวย

ใหอิออนของอนุภาคโลหะอยูในลักษณะที่เปนคอลลอยดในสารละลายได (Rodriguez-Sanchez 

และคณะ 2000) 

ในการศึกษากระบวนการสังเคราะหอนุภาคนาโนทองจะเกิดจากปฏิกิริยารีดักชันของคลอ

โรออเรตอิออน (AuCl4
-) ซึ่งมีการแตกตัวของโมเลกุลเชิงซอนตามสมการดังนี้ (Komsiyska และ

คณะ 2008) 

 

    ClAuClAuCl 2][][ 24    (3.1) 

    ][2][ 22 AuCleAuCl     (3.2) 

    ClAueAuCl 2][ 2     (3.3) 

ปฏิกิริยารวมคือ   ClAueAuCl 43][ 4    (3.4) 

 

โดยคลอโรออเรตอิออนจะรับอิเลคตรอนจากกลาสสิคารบอนอิเลคโทรดเกิดเปนอะตอม

ของแข็งขึ้นมากอน (nucleation) จากนั้นจะเกิดเปนกลุมของอนุภาคทองโดยการรวมตัว 

(aggregate) ขึ้น และมีการขยายขนาด (growth) เพิ่มขึ้นในเวลาตอมาและจะเพิ่มขนาดขึ้นตาม

เวลาในการใหศักยไฟฟา นอกจากนี้ยังมีปจจัยที่มีผลตอการควบคุมขนาดของอนุภาคนาโนเงิน 

เชน ความเขมขนและเวลา ศักยไฟฟาหรือกระแสไฟฟา ตัวทําละลาย สารละลายอิเลคโทรไลต 

ชนิดของอิเลคโทรด และอุณหภูมิ เปนตน 
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3.3.2.1 ความเขมขนและเวลา 

การศึกษาเรื่องความเขมขนและเวลาดวยวิธีเคมีไฟฟาสามารถนํามาใชกับอนุภาคโลหะ 

ตางๆ การศึกษาโดยวิธีเคมีไฟฟาของอนุภาคนาโนทอง (El- Deab และคณะ 2002; Liu และคณะ 

2005; Liu และคณะ 2007) บนอิเลคโทรดของทอง El- Deab และคณะ (2003) แพลทินัมอิเลค

โทรด (Dai และคณะ 2004; Du และคณะ 2007; He และคณะ 2007; Huang และคณะ 2007; 

Kim และคณะ 2008; Yang และคณะ 2009 ) บนกลาสสิคารบอนอิเลคโทรด ( Dai และคณะ 

2006; Tsai และคณะ 2008) บนอินเดียมทินออกไซดอิเลคโทรด การศึกษาโดยวิธีเคมีไฟฟาของ

อนุภาคนาโนเงินของ Wu และคณะ (2006) บนกลาสสิคารบอนอิเลคโทรด พบวาที่ความเขมขน

เดียวกันแตใชเวลาในการใหศักยไฟฟาเพิ่มขึ้นเรื่อยๆ จะทําใหมีอนุภาคนาโนทองเพิ่มขึ้น และเมื่อ

เพิ่มความเขมขนจะทําใหอนุภาคนาโนทองที่เกิดขึ้นมีขนาดอนุภาคใหญขึ้น ทั้งนี้เนื่องจากเมื่อเพิ่ม

ความเขมขนของทองในสารละลาย จะทําใหระยะหางระหวางอิออนของทองใกลชิดกันมากขึ้น 

และมีผลทําใหการรวมตัวเปนไมโครอิเลคโทรดบนอิเลคโทรดใชงานมีขนาดอนุภาคที่ใหญขึ้น

ตามลําดับ 

 

3.3.2.2 ศักยไฟฟา (voltage) และกระแสไฟฟา (current density) 

  การใหศักยไฟฟาหรือกระแสไฟฟาเปนปจจัยสําคัญอีกปจจัยหนึ่งของวิธีเคมีไฟฟาโดย Du 

และคณะ 2007 ศึกษาการนําอนุภาคนาโนทอง/ ไคโตซาน โดยการใหศักยไฟฟาที่ความตางศักย

ตางๆ บนกลาสสิคารบอนอิเลคโทรด โดยใชความตางศักยที่  -0.5, -1.0, -1.5, -2.0,   -2.5 และ     

-3.0 โวลท พบวาม่ือศักยไฟฟาเพิ่มขึ้นจะทําใหความหนาของชั้นฟลมเพิ่มขึ้น แตเมื่อความหนาของ

ชั้นฟลมหนามากเกินไปอาจจะไดกระแสที่เกิดขึ้นนอยลง นอกจากนี้ Rodriguez-Sanchez และ

คณะ (2000) ศึกษาการนําอนุภาคนาโนเงินแลวใหกระแสไฟฟา (current density) แก

แพลทินัมอิเลคโทรด พบวาจะไดอนุภาคนาโนเงินที่มีขนาด รูปราง และสีที่แตกตางกัน โดยเมื่อใช

ไฟฟากระแสต่ํา (low current density) จะทําใหไดฟลมที่มีลักษณะอัดตัวแนน ในขณะที่เมื่อใช

ไฟฟากระแสสูงขึ้น (high current density) จะทําใหไดฟลมที่มีลักษณะที่ไมเปนระเบียบมากนัก

ตามรูป 3.7  
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รูปที่ 3.7 ภาพ SEM อนุภาคนาโนเงินเกาะแพลทินัมอิเลคโทรด (A) ความหนาแนนของ

กระแสไฟฟาระดับต่ํา (-1.4 mA cm-2) (B) ความหนาแนนของกระแสไฟฟาระดับสูง (-7 mA cm-2) 

(C) ภาพขยาย B 

 

  3.3.2.3 ตัวทําละลายและสารละลายอิเลคโทรไลต (supporting electrolyte) 

การศึกษาเรื่องของตัวทําละลายเปนเรื่องสําคัญอีกเรื่องหนึ่งสําหรับการสังเคราะหอนุภาค

นาโนโลหะ จากการศึกษาของ Rodriguez-Sanchez และคณะ (2000) ไดสังเคราะหอนุภาคนาโน

เงินจากซิลเวอรไนเตรท (AgNO3) โดยใชอะซิโตนไนไตรด เปนตัวทําละลายเนื่องจากอะซิโตไน

ไตรดเปนตัวทําละลายชนิดอะโพรติก (aprotic solvent) เปนตัวทําละลายที่ไมมีโฮโดรเจนอะตอม

ชนิดที่มีความเปนกรดไมสามารถสรางพันธะไฮโครเจนได ซึ่งจะไมทําใหอิออนของเงินรวมตวักบัตวั

ทําละลาย และในสวนของสารละลายอิเลคโทรไลตจะใชเตตระเอนบิวทิวแอมโมเนียมโบรไมด หรือ

เตตระเอนบิวทิวแอมโมเนียมอะซิเตต เปนสารละลายอิเลคโทรไลตเกื้อหนุน ซึ่งเมื่อละลายในตวัทาํ

ละลายแลวสามารถนําไฟฟาได เนื่องจากมีไอออนซึ่งอาจจะเปนไอออนบวกหรือไอออนลบ

เคลื่อนที่อยูในสารละลาย  สารละลายอิเลคโทรไลตนี้อาจเปนสารละลายกรด เบส หรือเกลือ 

นอกจากนี้ยังทําหนาที่เปนสารใหความคงตัว (stabilizer) ซึ่งชวยใหอนุภาคของเงินอยูในลักษณะ

ที่เปนคอลลอยด และไมทําใหอนุภาคเงินเกิดการตกตะกอนดวย 
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3.3.2.4 ชนิดของอิเลคโทรด 

ชนิดของอิเลคโทรดเปนอีกปจจัยหนึ่งของปฏิกิริยาเคมีไฟฟา ซึ่งจากการศึกษาของ 

Rodriguez-Sanchez และคณะ (2000) ไดทําการสังเคราะหอนุภาคนาโนเงินดวยปฏิกิริยา

เคมีไฟฟาซึ่งใชแพลทินัมและอลูมิเนียมอิเลคโทรด พบวาเมื่อใชแฟลทินัมอิเลคโทรดจะสามารถ

สังเคราะหอนุภาคนาโนเงินได แตเมื่อใชอลูมิเนียมอิเลคโทรดจะไมสามารถสังเคราะหอนภุาคนาโน

เงินไดเนื่องจากอนุภาคเงินและอลูมิเนียมมีโครงรางผลึก (crystallographic structure) และรัศมี

ของอนุภาค (atomic radius) ที่ใกลเคียงกันจึงเปนสาเหตุสําคัญในการฟอรมตัวของอนุภาคนาโน

เงิน  

    

 3.3.2.5 อุณหภูมิ 

การศึกษาของ Khaydarov และคณะ (2009) ไดทําการศึกษาการสังเคราะหอนุภาคนาโน

เงินโดยใชอุณหภูมิที่แตกตางกัน พบวาเมื่ออุณหภูมิเพิ่มขึ้นจะทําใหเกิดปฏิกิริยาเร็วขึ้นและมี

กระแสไฟฟ าที่สูงขึ้น ทั้งนี้เนื่องจากจะชวยลดคุณสมบัติของการมีขั้ว (polarity) ระหวางขั้วอิเลค- 

โทรดและกระแสไฟฟาได 
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3.4 การนําอนุภาคนาโนของโลหะมาประยุกตใชกับไบโอเซนเซอร 

  การนําอนุภาคนาโนของโลหะมาประยุกตใชกับไบโอเซนเซอร จะสามารถใชเพื่อตรวจ

วิเคราะหสารตางๆ ไดหลากหลายชนิด เมื่อพิจารณาการนําอนุภาคนาโนของโลหะดวยวิธี

เคมีไฟฟา (electrodeposition) และมีการตรึงเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส สามารถศึกษาได

จากหลากหลายงานวิจัย ยกตัวอยางเชน Orozco และคณะ (2009) ไดมีการศึกษาการปรับปรงุอลั

ตราไมโครอิเลคโทรดอารเรย โดยนําอนุภาคนาโนทองมาสังเคราะหติดกับอิเลคโทรดซึ่งเปนอัลตรา

ไมโครอิเลคโทรดโดยใชวิธีเคมีไฟฟา แลวตรึงรูปเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดสดวยการยึด

เหนี่ยวดวยพันธะโคเวเลนซกับ dithiobis-N-succinimidyl propionate (DTSP) ซึ่งจากผลการ

ทดลองพบวาสามารถตรวจวัดแคทาชอล (catechol) ที่ความตางศักย 0.1 โวลท และอัลตรา      

ไมโครอิเลคโทรดอารเรยของทองสามารถเพิ่มความไวตอการตอบสนอง (sensitivity) เมื่อ

เปรียบเทียบกับอัลตราไมโครอิเลคโทรดอารเรย และไมโครอิเลคโทรดอารเรย นอกจากนี้สามารถ

ตรวจวัดแคทาชอล ในชวงที่เปนเชิงเสนระหวาง 0.1 ถึง 0.4 มิลลิโมลตอลิตร และสามารถตรวจวัด

คาต่ําสุดของการตรวจวัด (limit detection) ไดถึง 0.05 มิลลิโมลตอลิตร นอกจากนี้จากการศึกษา

ของ Yang และคณะ (2009) ศึกษานาโนอิเลคโทรดของทองซึ่งทําการสังเคราะหดวยวิธีเคมีไฟฟา 

โดยมีคารบอนนาโนทิวบเปนเทมเพลท และทําการตรึงเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดสดวย

วิธีการดูดซับ (adsorption) เพื่อตรวจวัดไฮโดรเจนเปอรออกไซด พบวานาโนอิเลคโทรดของทอง/ 

คารบอนนาโนทิวบสามารถตรวจวัดไฮโดรเจนเปอรออกไซดที่มีการตอบสนองที่ดี และเทคนิค

วิธีการสังเคราะหดวยวิธีดังกลาวสามารถทําไดงายและรวดเร็วมีการตอบสนองที่ดี และในการวิจัย

ของ Shi และคณะ (2008) ศึกษาการนําพอลิไทโอนีน (poly-thionine nanowire หรือ PTHNWs) 

PTHNWs / เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส / อนุภาคนาโนทอง ทําการตรวจวัดไฮโดรเจนเปอร

ออกไซดไบโอเซนเซอร โดยนํา PTHNWs มาเกาะบนพื้นผิวของอิเลคโทรดวยวิธีเคมีไฟฟา แลวใช

การเอนแคบซูลเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดสกับอนุภาคนาโนทอง ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกัน

ระหวาง (PTHNWs)/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส/ อนุภาคนาโนทอง และ PTHNWs/ 

เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส จะมีการตอบสนองสัญญาณทางไฟฟาที่มีขนาดใหญกวา 2 เทา 

และมีเวลาการตอบสนองสัญญาณทางไฟฟา (response time) ที่นอยกวา 5 วินาที 

 นอกจากนี้ไดมีการนําอนุภาคนาโนของโลหะตางๆ เหลานี้มาใชรวมกับการตรึงเอนไซม

ชนิดตางๆ และสารชีวภาพอีกมากมายหลากหลายชนิดดวยกัน เชน  Wu และคณะ (2006) ได

ศึกษาการนําอนุภาคนาโนเงินและดีเอนเอ โดยวิธีเคมีไฟฟาบนกลาสสิคารบอนอิเลคโทรด พบวามี

การกระจายตัวของอนุภาคเงินมีลักษณะเปนไมโครอิเลคโทรดบนอิเลคโทรด ซึ่งสามารถตรวจวัด
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ไฮโดรเจนเปอรออกไซด และเมื่อทําการตรึงเอนไซมกลูโคสออกซิเดสเพื่อวัดปริมาณกลูโคสไดเปน

อยางดี จากงานวิจัยของ Zeng และคณะ (2009) ไดทําการศึกษาการสังเคราะหนาโนอิเลคโทรด

ของอนุภาคนาโนทองดวยวิธีเคมีไฟฟา แลวตรึงเอนไซมกลูโคสออกซิเดสเพื่อตรวจวัดกลูโคส 

นอกจากนี้จากรายงานการวิจัยของ Du และคณะ (2007) ศึกษาการปลูกฟลมไคโตซาน และ

อ นุ ภ า ค น า โ น ท อ ง ด ว ย วิ ธี เ ค มี ไ ฟ ฟ า บ น ก ล า ส สิ ค า ร บ อ น อิ เ ล ค โ ท ร ด นํ า ไ ป ต รึ ง

เอนไซมกลูโคสออกซิเดส เพื่อประยุกตใชเปนกลูโคสไบโอเซนเซอร การสังเคราะหดวยวิธีการ

ดังกลาวสามารถทําไดงายและสะดวกรวดเร็ว โดยการผสมสารละลายไคโตซานและอนุภาคนาโน

ทองแลวทําการสังเคราะหดวยการใหศักยไฟฟา และตรึงเอนไซมกลูโคสออกซิเดสดวยวิธีการจัด

วางโมเลกุลอยางเปนระเบียบดวยตัวเอง (self assembly) บนฟลมไคโตซานและอนุภาคนาโนทอง 

พบวาความเขมขนของไคโตซานและอนุภาคนาโนทอง เวลาในการใหศักยไฟฟา และขนาดของ

ศักยไฟฟามีผลตอการตอบสนองตอสัญญาณทางไฟฟาของไบโอเซนเซอร 

 Shulga และคณะ (2007) ศึกษาการสังเคราะหอนุภาคนาโนทองบนอิเลคโทรดทองเพื่อ

เพิ่มประสิทธิภาพของการยึดติดของการตรึงเอนไซมอะเซตทิลโคลินเอสเตอรเรส (AChE) เมื่อไมมี

อนุภาคนาโนทองบนอิเลคโทรดการตรวจวัดการตอบสนองของเอนไซมอะเซตทิลโคลินเอสเตอรเรส 

เพื่อตรวจวัดสารอะเซตทิลโคลิน จะมีคานอยและวัดคาไดจํากัด ความสามารถของอนุภาคนาโนที่

ถูกสังเคราะหบนอิเลคโทรดสามรถเพิ่มความสามารถในการตรวจวัดสารได เพื่อใชในการวัดความ

เขมขนของสารประกอบออกาโนฟอสเพส (organophosphate peticide carbofuran) ซึ่งสามารถ

วัดความเขมขนไดระดับต่ําถึงหนวยนาโนโมลตอลิตร ซึ่งวิธีการสังเคราะหดังกลาวมีวิธีการที่งายใน

การสังเคราะหและสามารถพัฒนาเพื่อวัดสารพิษที่เปนอันตรายตอสิ่งมีชีวิตและสิ่งแวดลอมได 

สวน Kim และคณะ (2009) ศึกษาการสังเคราะหอนุภาคนาโนทองบนกลาสสิคารบอนอิเลคโทรด

ดวยวิธีเคมีไฟฟา เพื่อเพิ่มคาการตอบสนองของเอนไซมไทโรซิเนส (TYR) โดยควบคุมดวย

ศักยไฟฟาและเวลา พบวาเมื่อทําการวัดดวยเทคนิค voltammetric สามารถตรวจวัดการ

ตอบสนองปฏิกิริยาที่ เกิดขึ้นของเอนไซมไทโรซิเนส สามารถตรวจวัดฟนอลและแคทาชอล 

(catechol) และจะไดผลการตอบสนองที่ดีขึ้น เมื่อมีอนุภาคนาโนทองบนกลาสสิคารบอน        

อิเลคโทรด  

   Liu และคณะ (2005) ศึกษาการปรับปรุงอิเลคโทรดของทอง โดยใชวิธีเคมีไฟฟาในการ

สังเคราะหนาโนอิเลคโทรดของทอง แลวทําการตรึงดีเอนเอ (DNA) โดยใชเทคนิค cyclic 

voltammetry และปรับปรุงการจัดลําดับดีเอนเอ เพื่อเพิ่มความวองไวในการตอบสนอง พบวา    

นาโนอิเลคโทรดของทองสามารถเพิ่มจํานวนของการตรึงดี เอนเอ มากกวาการตรึงบน              
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แมคโครอิเลคโทรดของทอง และ Wu และคณะ (2006) ศึกษาการสังเคราะหไฮบริทของอนุภาค  

นาโนเงิน-ดีเอนเอ โดยใชวิธีเคมีไฟฟาบนกลาสสิคารบอนอิเลคโทรด ไฮบริทของอนุภาคนาโนเงิน-

ดีเอนเอ สามารถเปนตัวเรงปฏิกิริยารีดักชัน ในการตรวจวัดไฮโดรเจนเปอรออกไซด และยังพบอีก

วาความเขมขนของดีเอนเอ และเวลาในการใหศักยไฟฟามีผลตอการกระจายตัวของอนุภาคนาโน

เงินที่ เกิดขึ้น ซึ่งการมีดีเอนเอแบงกั้นระหวางอนุภาคนาโนเงินจะชวยใหอนุภาคเงิน แสดง

คุณสมบัติเปนตัวเรงการเกิดปฏิกิริยาได นอกจากนี้ He และคณะ (2007) ศึกษาการสังเคราะห

อนุภาคนาโนทองบนกลาสสิคารบอนที่มีการปรับปรุงอิเลคโทรดดวยพราสเชียลบลู (prussian 

blue) เพื่อทําการตรึงแอนติบอดี (hepatitis B surface antigen, HBsAg) ที่ความเขมขนตางๆ 

ของแอนติบอดี HBsAg พบวากระแสมีคาลดลงเมื่อความเขมขนของแอนติบอดี HBsAg เพิ่มขึ้น 

ซึ่งอนุภาคนาโนทองสามารถเขากันไดกับสารชีวภาพไดและสามารถดูดซับแอนติบอดี HBsAg ได

เพิ่มขึ้น และพราสเชียลบลูสามารถเปน mediator ในการถายเทอิเลคตรอนแกอิเลคโทรดไดเปน

อยางดี  
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บทท่ี 4 
สารเคมี และวิธีการทดลอง 

 
4.1 อุปกรณและเคมีภัณฑ 

4.1.1 อุปกรณ 

1. ไมโครปเปต (micropipette ) รุน P100 ,1000 และP5000 บริษัท Gilson,  

ประเทศสหรัฐอเมริกา 

2. เครื่องวัดคาความเปนกรดดาง (pH meter) รุน MP220 บริษัท Mettler Toledo,ประเทศ

สวิตเซอรแลนด  

3. เครื่องอัลตราโซนิค คลีนเนอร (ultrasonic cleaner) รุน CREST-MODEL HT บริษัท      

ไซแอนดิฟตโปรโมชั่น จํากัด ประเทศมาเลเซีย 

4. เครื่องโพเทนชิออสแตท Potentiostat (AUTOLAB รุน PGSTAT30) บริษัท Metrohm 

จํากัด  

5. เครื่อง scanning electron microscopy (SEM) ยี่หอ JEOL รุน JSM-5410LV  

6. เครื่อง scanning prove microscope ยี่หอ Veeco, nanoscope รุน IV  

 

4.1.2 เคมีภัณฑ 

1. เอนไซมฮอรสแรดชิเปอรออกซิเดส EC. 1.11.1.7 (horseradish peroxidase เกรด 1 PEO 

-131 , 131 U/mg ) บริษัท Toyobo , ประเทศญี่ปุน              

2. ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) 30 % บริษัท E.Merck, Darmstadt,ประเทศเยอรมนี1 

3. ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) บริษัท Fisher Scientific1 

4. โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (NaH2PO4) บริษัท Fisher Scientific1 

5. ไฮโดรเจน เตตระคลอโรออเรต ไตรไฮไดรด (HAuCl4•3H2O) บริษัท Sigma Aldrich1 

6. ไพรอล (C4H5N) 98% บริษัท Sigma ประเทศเยอรมนี1 

7. โพแทสเซยีมไนเตรต (KNO3) บริษัท Ajax Chemical1 

8. โพแทสเซยีมเฟอริกไซยาไนด (K4Fe(CN)6) บริษัท BDH laboratory supplies 
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9. โซเดียมคลอไรด (NaCl) บริษัท Asia Pacific Spacialty Chemical limited1 

10. โพแทสเซยีมซัลเฟต (K2SO4) บริษัท บริษัท Fisher Scientific1 

11. ฟนอล (C6H5OH) บริษัท Carlo Regent1 

หมายเหตุ  1 สารเคมีมีความบริสุทธิ์ในระดับหองปฏิบัติการ 

 

4.2 วิธีการทดลอง 
 4.2.1 การทําความสะอาดอิเลคโทรด 

 การทดลองทางเคมีไฟฟาทั้งเทคนิค cyclic voltammetry และ amperometry ใชเครื่องโพ

เทนชิออสแตท โดยการทดลองใชอิเลคโทรด 3 อิเลคโทรดเปนองคประกอบ คือใช กลาสสิคารบอน

เปนอิเลคโทรดใชงาน (working electrode) สวน Ag/AgCl เปนอิเลคโทรดอางอิง (reference 

electrode) และแพลทินัมเปนเคาทเตอรอิเลคโทรด (counter electrode) กอนการทดลองจะทํา

การขัดอิเลคโทรดใชงาน (working electrode) ดวยผงอะลูมินาขนาด 0.3 และ 0.05 ไมครอน 

ตามลําดับ เปนเวลาอยางละ 5 นาที แลวลางดวยน้ํากลั่น และทําความสะอาดอิเลคโทรดใชงาน

ดวยเครื่องอัลตราโซนิคคลีนเนอรในเอทานอลและน้ํากลั่น ตามลําดับ เปนเวลาอยางละ 5 นาที 

แลวทิ้งอิเลคโทรดใชงานไวใหแหงที่อุณหภูมิหอง 

 

 4.2.2 การสังเคราะหอนุภาคนาโนทอง 

 ใชสารละลายที่ประกอบดวยไฮโดรเจน เตตระคลอโรออเรต ไตรไฮไดรด (HAuCl4•3H2O) 

ในชวงความเขมขนระหวาง 0.1, 0.5 และ 1 มิลลิโมลตอลิตรในน้ํากลั่น และโพแทสเซียมไนเตรต 

(KNO3) 0.1 โมลตอลิตรในน้ํากลั่น ทําการใหศักยไฟฟาที่ -0.2 โวลท (Lui และคณะ 2005; Huang 

และคณะ 2007; Lui และคณะ 2007) และใชเวลาในการใหศักยไฟฟาเปนเวลา 5, 30 และ 60 

วินาที ตามลําดับ หลังจากนั้นนําอิเลคโทรดออกจากสารละลายแลวลางดวยน้ํากลั่น และวางอิเลค

โทรดใชงานใหแหงที่อุณหภูมิหองประมาณ 30 นาที แลวจึงนําไปทําการทดสอบทางเคมีไฟฟา

ตอไป 
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 4.2.3 การวิเคราะหเสนผาศูนยกลาง ความสูงและจํานวนอนุภาคนาโนทอง 

 การวัดขนาดเสนผาศูนยกลางและจํานวนอนุภาคนาโนทองจากภาพ AFM สองมิติขนาด 

5x5 ไมครอน สามารถวิเคราะหโดยใชโปรแกรม Immage Pro plus (บริษัท Adept Electronic 

Solutions จํากัด) จากศูนย เทคโนโลยีโลหะและวัสดุแหงชาติ แลวแบงเปนชวงความถี่

เสนผาศูนยกลางของอนุภาคเพื่อคํานวณเสนผาศูนยกลางเฉลี่ย และการวิเคราะหจํานวนอนุภาค

นาโนทองโดยสามารถคํานวณไดจากจํานวนอนุภาคทั้งหมดตอพื้นที่ขนาด 5x5 ไมครอน   

 การวัดความสูงของอนุภาคนาโนทองจากภาพ AFM สองมิติขนาด 5x5 ไมครอน ใช

โปรแกรมของเครื่อง scanning probe microscope (SPM) บริษัท Metrohm จํากัด ณ ศูนย

เครื่องมือวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย โดยใชอนุภาคนาโนทองจํานวน 

50 อนุภาค แลวแบงเปนชวงความถี่ความสูงของอนุภาคเพื่อคํานวณเสนผาศูนยกลางเฉลี่ย 

  

 ความสูงเฉลี่ย, เสนผาศูนยกลางเฉลี่ย  =    ความถี่ x คากึ่งกลางของชั้น            (4.1) 

                           จํานวนอนุภาคทั้งหมด 

 

4.2.4 อิเลคโทรพอลิเมอรไรเซชันของ ไพรอล/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิ
เดส 

 สําหรับการเตรียมปริมาณเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส จะใชปริมาณเอนไซมคงที่

ตลอดการทดลองคือ 250 ยูนิต/ มิลลิลิตร สําหรับการตรึงเอนไซมดวยวิธีอิเลคโทรพอลิเมอรไรเซ

ชันระหวางพอลิไพรอลและ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส 

 ในการเตรียมไพรอลเพื่อใชในการตรึงเอนไซมดวยวิธีอิเลคโทรพอลิเมอรไรเซชันระหวางพอ

ลิไพรอลและ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส สามารถทําการเตรียมไพรอลมอนอเมอรใน

ฟอสเฟสบัฟเฟอร pH 7.4 ที่ความเขมขนตางๆ คือ 0.03, 0.05, 0.07, 0.09, 0.11 และ 0.13 โมล

ตอลิตร ตามลําดับ ปริมาณ 5 มิลลิลิตร โดยใชเทคนิคอิเลคโทรพอลิเมอรไรเซชันไพรอล/ เอนไซม

ฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส เปนจํานวนรอบที่แตกตางกันเปนจํานวน 5, 10, 15, 20 และ 25 รอบ 

ตามลําดับ 

 โดยกําหนดการอิเลคโทรพอลิเมอรไรเซชันของ ไพรอล/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส 

ที่ความตางศักยระหวาง 0.0 ถึง 1.0 โวลท และใชอัตราการสแกน (scan rate) 10 มิลลิโวลท/ 

วินาที (Razola และคณะ 2002) และเก็บอิเลคโทรดใชงานในฟอสเฟสบัฟเฟอร pH 7.4 ที่

อุณหภูมิหองเพื่อปองกันการเสื่อมสภาพของเอนไซมกอนนําไปทดสอบทางเคมีไฟฟา 
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 4.2.5 การศึกษาสมบัติทางเคมีไฟฟาของอนุภาคนาโนทอง และอนุภาคนาโน
 ทอง/ พอลิไพรอล/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส 

 

  4.2.5.1 อนุภาคนาโนทอง 

 การศึกษาสมบัติทางเคมีไฟฟาของอนุภาคนาโนทองบนพื้นผิวของกสาสสิคารบอนอิเลค

โทรด โดยใชเทคนิค cyclic voltammetry ทดสอบใน K4Fe(CN)6  10 mM ละลายในตัวทําละลาย 

K2SO4  0.1 M  ใชความตางศักยระหวาง -1.0 ถึง 1.0 โวลท และใชอัตราการสแกน (scan rate) 

50 มิลลิโวลท/ วินาที ทําจากการวัดซ้ํา 3 ครั้งจากสารละลาย K4Fe(CN)6  10 mM/ K2SO4  0.1 M  

ทําการเตรียมใหมทุกครั้ง คํานวณสวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (S.D) และสวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน

สัมพัทธ (%RSD)  จากสมการ 4.2 และ 4.3 ตามลําดับ 

 สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน = 
N

XX 2)(


      (4.2) 

 

 สวนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ  = 


X

SD ×100%    (4.3) 

   

4.2.5.2 อนุภาคนาโนทอง/ พอลิไพรอล/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส 

 การทดสอบสัญญาณทางเคมีไฟฟาของอนุภาคนาโนทอง/ พอลิไพรอล/ เอนไซมฮอรส

แรดิชเปอรออกซิเดส โดยใชไฮโดรเจนเปอรออกไซดตอฟนอลความเขมขน 50/ 50 ไมโครโมลตอ

ลิตร ทดสอบโดยเทคนิคแอมเพอโรเมตรี ซึ่งใชความตางศักยที่ -0.05 โวลท ทําจากการวัดซ้ํา 3 

ครั้งจากสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดตอฟนอลความเขมขน 50/ 50 ไมโครโมลตอลิตรทําการ

เตรียมใหมทุกครั้ง คํานวณคํานวณสวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (S.D) และสวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน

สัมพัทธ (%RSD) จากสมการ 4.2 และ 4.3 ตามลําดับ 
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 4.2.6 การศึกษาสมบัติทางกายภาพของอนุภาคนาโนทอง และอนุภาคนาโน
 ทอง/ พอลิไพรอล/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส บนอิเลคโทรดใชงาน 

 ลักษณะทางกายภาพของอนุภาคนาโนทอง และอนุภาคนาโนทอง/ พอลิไพรอล/ เอนไซม

ฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส บนพื้นผิวของอิเลคโทรดใชงานโดยใชเทคนิค scanning electron 

microscopy (SEM) เพื่อศึกษาพื้นผิวโดยใชกําลังขยาย 40,000 เทา และลักษณะพื้นผิวอนุภาค

นาโนทอง และอนุภาคนาโนทอง/ พอลิไพรอล/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส บนพื้นผิวของ

อิเลคโทรดใชงานดวยเทคนิค atomic force microscopy (AFM) โดยใชเครื่อง scanning prove 

microscope ยี่หอ Veeco, nanoscope รุน IV เพื่อศึกษาลักษณะพื้นผิว (mophology) ที่มีความ

เรียบมากโดยใชพื้นผิวในการวิเคราะหขนาด 5x5 ไมครอน 

 
 
4.2.7 การวิเคราะหประสิทธิภาพของไบโอเซนเซอร (performance factor) 

  4.2.7.1 ชวงความเปนเสนตรง (linear range) 

 ใชความเขมขนของฟนอลระหวาง 1×10-6 - 1×10-3 โมลตอลิตร เพื่อศึกษาชวงความเปน

เสนตรง (linear range) ของกราฟ calibration curve ความเขมขนของฟนอล โดยใชไฮโดรเจน

เปอรออกไซดความเขมขนคงที่ 50 ไมโครโมลตอลลิตร วัดกระแสไฟฟาดวยเทคนิคแอมเพอโรเมตรี 

ความตางศักยที่  -0.05 โวลท 

 

  4.2.7.2 ความวองไวตอการตอบสนอง (sensitivity) 

 ความวองไวตอการตอบสนองสามารถตรวจวัดจากความชันของการเปลี่ยนแปลงของ

สัญญาณทางไฟฟา ตอการเปลี่ยนแปลงความเขมขนของฟนอล (concentration) ในชวงความ

เปนเสนตรง (linear range) ของกราฟ calibration curve  

  

  4.2.7.3 ความเขมขนต่ําสุดที่สามารถวัดได (detection limit) 

 ความเขมขนต่ําสุดที่สามารถวัดไดวิเคราะหจาก 3sb/m โดยที่ sb คือคาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

(standard deviation) ที่ความเขมขนต่ําสุดของชวงความเปนเสนตรง และ m คือความชันของคา

ความวองไวตอการตอบสนอง (sensitivity) ในชวงความเปนเสนตรง (linear range) ของกราฟ 

calibration curve 
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  4.2.7.4 เวลาการตอบสนอง (response time) 

 เวลาการตอบสนอง (response time)  โดยสามารถหาจากกระแสที่เริ่มเขาสูสภาวะสมดุล 

(steady-state) โดยใชสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดตอฟนอลความเขมขน 50/ 50 ไมโครโมล

ตอลิตร วัดกระแสไฟฟาดวยเทคนิคแอมเพอโรเมตรี ความตางศักยที่  -0.05 โวลท 

 

  4.2.7.5 การนํากลับมาใชใหม (reusability) 

 การนํากลับมาใชใหมเปนการตรวจวัดซ้ําจากอิเลคโทรดแทงเดิมซึ่งอิเลคโทรดแทงเล็ก

สําหรับการวิเคราะห เมื่อนําไปวัดซ้ําเปนจํานวน 10 ครั้งซึ่งใชสารละลายใหมทุกครั้งโดยใชโดยใช

สารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดตอฟนอลความเขมขน 50/ 50 ไมโครโมลตอลิตร วัด

กระแสไฟฟาดวยเทคนิคแอมเพอโรเมตรี ความตางศักยที่  -0.05 โวลท คํานวณสวนเบี่ยงเบน

มาตรฐานสัมพัทธ (%RSD) จากสมการ 4.3 

   

  4.2.7.6 การผลิตซ้ํา (reproducibility) 

 การผลิตซ้ําเปนการทําอิเลคแบบเดียวกันขึ้นมาใหมตามกระบวนการเดิมที่ไดทําการผลิต 

โดยทําการผลิตซ้ํากันจํานวน 5 ครั้งซึ่งใชสารละลายใหมทุกครั้ง โดยใชอิเลคโทรดแทงเล็กสําหรับ

การวิเคราะหครั้ง และใชโดยใชสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดตอฟนอลความเขมขน 50/ 50 

ไมโครโมลตอลิตร วัดกระแสไฟฟาดวยเทคนิคแอมเพอโรเมตรี ความตางศักยที่  -0.05 โวลท และ

คํานวณสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (%RSD) จากสมการ 4.3 

   

  4.2.7.7 การจัดเก็บ (storage stability)  

 การทดสอบประสิทธิภาพของสารชีวภาพที่ถูกตรึงไวที่มีการเสื่อมสภาพไปตามระยะเวลา

ในการใชไบโอเซนเซอร และระยะเวลาการจัดเก็บสารชีวภาพที่ถูกตรึงไวบนอิเลคโทรด โดยจัดเก็บ

อิเลคโทรดที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 7.4  โดยทําการ

ทดสอบทางเคมีไฟฟาโดยใชโดยใชสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดตอฟนอลความเขมขน 50/ 

50 ไมโครโมลตอลิตร วัดกระแสไฟฟาดวยเทคนิคแอมเพอโรเมตรี ความตางศักยที่  -0.05 โวลท 

เมื่อจัดเก็บไวเปนเวลา 3, 5, 10, 15 และ 30 วัน  
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 4.2.8 การทําอเิลคโทรดแทงเลก็ 

  4.2.8.1 การเชื่อมตอกลาสสิคารบอนอิเลคโทรดแทงเล็ก 

 การทําอิเลคโทรดแทงเล็กเปนการดัดแปลงกลาสสิคารบอนอิเลคโทรดจากแทงใหญเพือ่ให

สามารถทําการวิเคราะหลักษณะทางกายภาพดวยเครื่อง SEM และ AFM โดยสามารถทําไดโดย

นําแทงกลาสสิคารบอนตัดเปนแทงเล็กๆ ความยาว 0.5 มิลลิเมตร ทําการหลอเรซิน รอบๆ พื้นผิว

ดานขางของอิเลคโทรดทั้งหมดกลาสสิคารบอนอิเลคโทรดเพื่อหลีกเลี่ยงผลกระทบจากพื้นผิวการ

นําไฟฟาดานขางของอิเลคโทรด จากนั้นกลาสสิคารบอนอิเลคโทรดขนาดเล็กจะถูกเชื่อมตอกับ

สายไฟที่หุมดวยสายยางพลาสติกไวรอบนอกและปดรอยตอดวยกาวซิลิโคน และนําไปเชื่อมตอกับ

แผนโลหะเพื่อเปนที่จับของปากจระเขสาหรับใชเปนที่เชื่อมตอกับเครื่องโพเทนชิออสแตท ตามรปูที ่

4.1  

 

     
 

รูปที่ 4.1 แสดงกลาสสิคารบอนอเิลคโทรดแทงเล็กที่ทําการเชื่อมตอกับสายไฟ 

 

 4.2.8.2 การทดสอบอิเลคโทรดแทงเล็ก 

 การทดสอบกลาสสิคารบอนอิเลคโทรดแทงเล็กสามารถทําการทดสอบดวยเทคนิค cyclic 

voltammetry ที่อัตราการสแกน (scan rate) ตางๆ เพื่อนํามาสรางกราฟแสดงความสัมพันธ

ระหวางคากระแสไฟฟาสูงสุด (peak current) กับอัตราการสแกน (scan rate) ยกกาลัง 0.5 โดย

ความสัมพันธที่ไดตองมีลักษณะเปนแบบเชิงเสน โดยจากการทดสอบที่อัตราการสแกน 20, 50, 

80, 100 และ 150 มิลลิโวลตตอวินาที และตองมีคาความสัมพันธ R2 มีคาไมนอยวา 0.99 แสดงวา

กลาสสิคารบอนแทงนั้นมีคุณสมบัติทางเคมีไฟฟาที่ดี และสามารถนําอิเลคโทรดแทงนั้นมาใชใน

การทดลอง 

 

(ก) (ข) 
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บทท่ี 5  
ผลการทดลองและวิจารณการทดลอง 

 
การศึกษาการดัดแปลงอนุภาคนาโนทอง/ พอลิไพรอลเพื่อใชสําหรับตรวจวัดฟนอล

สามารถแบงการทดลองออกเปน 2 สวน โดยในสวนแรกศึกษากลไกการสังเคราะหอนุภาค  นาโน

ทอง และวิเคราะหผลการสังเคราะหดวยเทคนิค scanning electron microscopy (SEM) และ 

atomic force microscopy (AFM) รวมกับทดสอบดวยเทคนิค cyclic voltammetry เพื่อหา

สภาวะที่เหมาะในการดัดแปลงอิเลคโทรด โดยขอมูลที่ไดนี้จะนําไปศึกษาตอในสวนที่สองคือ 

ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการตรึงเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส/ พอลิไพรอล ซึ่งศึกษาปจจยั

จากความเขมขนของพอลิไพรอล จํานวนรอบของการสังเคราะห  และวิเคราะหประสิทธิภาพของ

ไบโอเซนเซอร 

 

5.1 การสังเคราะหอนุภาคนาโนทองดวยเทคนิคเคมไีฟฟาบนพื้นผิวของอิเลคโทรด
 5.1.1 การศกึษากลไกการสังเคราะหอนุภาคนาโนทอง 

ในการศึกษาการสังเคราะหอนุภาคนาโนทองบนอิเลคโทรดใชงาน เมื่อศึกษาหนาที่ของ

สารเคมีที่นํามาใชสําหรับการทดลองซึ่งประกอบดวยโพแทสเซียมไนเตรต (KNO3) จะเปน

สารละลายอิเลคโทรไลตเกื้อหนุน (supporting electrolyte) จะทําหนาที่เปนตัวกลางในการทํา

ใหอิออนของทองมีการเคลื่อนที่ในสารละลายได สวนในการใหศักยไฟฟาที่มีคา -0.2 โวลท จะใช

ศักยไฟฟาที่มีคาเพียงพอสามารถเกิดปฏิริยารีดักชัน และเหนี่ยวนําอิออนของทองมาที่อิเลคโทรด 

(Orozso และคณะ 2009) ในการศึกษากระบวนการสังเคราะหอนุภาคนาโนทองจะเกิดจาก

ปฏิกิริยารีดักชันของคลอโรออเรตอิออน (AuCl4
-) ซึ่งมีการแตกตัวของโมเลกุลเชิงซอนตามสมการ

ดังนี้ (Komsiyska และคณะ 2008) 

 

    ClAuClAuCl 2][][ 24    (5.1) 

    ][2][ 22 AuCleAuCl     (5.2) 

    ClAueAuCl 2][ 2     (5.3) 

ปฏิกิริยารวมคือ   ClAueAuCl 43][ 4    (5.4) 
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โดยคลอโรออเรตอิออน (AuCl4
-) ซึ่งมีการแตกตัวของโมเลกุลเชิงซอนเปน AuCl2

+  ตาม

สมการที่ 5.1 และจะรับอิเลคตรอนจากกลาสสิคารบอนอิเลคโทรด (สมการที่ 5.2 ) เกิดเปนอะตอม

ของแข็งขึ้นมากอน (nucleation) ตามสมการที่  5.3 ซึ่งมีสมการรวม (overall deposition 

reaction) เมื่อมีการเปลี่ยนสถานะจากอิออนในสารละลายไปเปนของแข็งเกิดขึ้นโดยมีการให

กําเนิดนิวเคลียสที่เปนของแข็งขึ้นมากอนจากกลุมอะตอมโลหะที่ไดถายเทพลังงานจํานวนหนึ่ง

ออกไปจากนั้นจะเกิดเปนกลุมของอนุภาคทองโดยการรวมตัว (aggregate) ขึ้น และเมื่อกลุม

อะตอมอื่นๆ ที่ถายเทพลังงานออกไปแลวไดจับตัวกับนิวเคลียสทําใหมีการขยายขนาด (growth) 

เพิ่มขึ้นในเวลาตอมาและจะเพิ่มขนาดขึ้นตามเวลาในการใหศักยไฟฟา จนเกิดเปนผลึกตอไป 

 

5.1.2 การศกึษาคณุสมบตัิทางกายภาพของอนุภาคนาโนทอง 

ในการศึกษาลักษณะพื้นผิวทางกายภาพของอนุภาคนาโนทองดวยเทคนิค scanning 

electron microscopy (SEM) ใชสําหรับการวิเคราะหโครงสรางทางจุลภาคและลักษณะพื้นผิว

ของตัวอยาง โดยการวัดสัญญาณอิเลคตรอนทุติยภูมิที่หลุดจากผิวตัวอยางจากการชนของ

อิเลคตรอนปฐมภูมิภายใตสภาวะสุญญกาศ การศึกษาพื้นผิวของกลาสสิคารบอนอิเลคโทรดที่ถูก

ปลูกดวยอนุภาคนาโนทองดวยวิธีเคมีไฟฟา (electrodeposition)  ซึ่งใชสารละลายที่ประกอบดวย

ไฮโดรเจน เตตระคลอโรออเรต  ไตรไฮไดรด (HAuCl4•3H2O) ที่ความเขมขนระหวาง 0.1-1 มิลลิ

โมลตอลิตร และโพแทสเซียมไนเตรต (KNO3) 0.1 โมลตอลิตร ทําการใหศักยไฟฟาที่ -0.2 โวลท 

(Lui และคณะ 2005; Huang และคณะ 2007; Lui และคณะ 2007)  และใชเวลาในการให

ศักยไฟฟาระหวาง 0-60 วินาที ตามลําดับ จากรูปที่ 5.1 เปนรูป SEM อนุภาคนาโนทองบนกลาสสิ

คารบอนอิเลคโทรดที่ใชความเขมขน AuCl4
- 0.1 มิลลิโมลตอลิตร พบวาเมื่อทําการใหความตาง

ศักยไฟฟาเพียง 5 วินาที ตามรูป 5.1ก สามารถสังเคราะหอนุภาคนาโนทองเกิดขึ้นสอดคลองกับ

งานวิจัยของ Dai และคณะ (2004) และ Dai และคณะ (2006) และเมื่อนําเวลาในการให

ศักยไฟฟาทั้ง 3 เวลามาเปรียบเทียบสามารถเห็นความแตกตางกันของอนุภาคนาโนทองบนพื้นผิว

กลาสสิคารบอนอิเลคโทรด โดยที่เวลาในการใหศักยไฟฟาที่ 5 วินาที (รูป 5.1ก) จะมีขนาดและ

จํานวนอนุภาคนาโนทองบนพื้นผิวกลาสสิคารบอนอิเลคโทรดนอยกวาที่เวลาในการใหศักยไฟฟา

ระหวาง 30 (รูป 5.1ข) และ 60 วินาที (รูป 5.1ค) จะเห็นไดวาที่เวลาในการใหศักยไฟฟา 30 วินาที 

(รูป 5.1ข) นั้นจะมีอนุภาคนาโนทองเกิดขึ้นจํานวนมากบนกลาสสิคารบอนอิเลคโทรดซึ่งเกิดจาก

การเกิดเปนอะตอมของแข็ง(nucleation) ขึ้นมาและจะเกิดเปนกลุมของอนุภาคทองโดยการรวมตวั 
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(aggregate) ขึ้น ในขณะที่การใหศักยไฟฟาที่เวลา 60 วินาที (รูป 5.1ค) มีการขยายขนาด 

(growth) เพิ่มขึ้นในเวลาตอมาและจะเพิ่มขนาดขึ้นตามเวลาในการใหศักยไฟฟา 

เมื่อเพิ่มความเขมขน  AuCl4
- เปน 0.5 มิลลิโมลตอลิตร จะเห็นไดวาขนาดอนุภาคนาโน

ทอง มีขนาดใหญขึ้นมากกวาที่ความเขมขน  AuCl4
-  0.1 มิลลิโมลตอลิตร เมื่อใชเวลาในการให

ศักยไฟฟาเปนเวลา 5, 30 และ 60 วินาที ตามรูปที่ 5.1ง 5.1จ และ 5.1ฉ ตามลําดับ ในสวนของ

จํานวนอนุภาคจะมีจํานวนนอยลงตามเวลาในการใหศักยไฟฟาที่มากขึ้น เนื่องจากเกิดเปนกลุม

ของอนุภาคทองโดยการรวมตัว (aggregate) ขึ้น และมีการขยายขนาด (growth) เพิ่มขึ้นในเวลา

ตอมาและจะเพิ่มขนาดขึ้นตามเวลาในการใหศักยไฟฟา และมีแนวโนมเชนเดียวกันเมื่อเพิ่มความ

เขมขน  AuCl4
- 1.0 มิลลิโมลตอลิตร และใชเวลาในการใหศักยไฟฟาเปนเวลา 5, 30 และ 60 

วินาที ตามรูปที่ 5.1ช 5.1ซ และ 5.1ฌ ตามลําดับ  

ดังนั้นจากการศึกษาถึงแนวโนมสามารถกลาวไดวา ที่ความเขมขนต่ําๆ (AuCl4
-  0.1 มิลลิ

โมลตอลิตร) เมื่อพิจารณาที่ความเขมขนเดียวกัน แตเวลาในการใหศักยที่ตางกัน พบวาขนาดและ

จํานวนอนุภาคจะมีคาเพิ่มมากขึ้น เนื่องจากเวลาในการใหศักยไฟฟาที่นานขึ้นจะทําใหมีปริมาณอิ

ออนของทองมาเกาะบนอิเลคโทรดเพิ่มขึ้น อยางไรก็ตามเมื่อพิจารณาที่ความเขมขนสูงๆ (AuCl4
-  

0.5 และ 1.0 มิลลิโมลตอลิตร) จะมีขนาดอนุภาคที่มีขนาดใหญขึ้นตามความเขมขนและมีแนวโนม

ของจํานวนอนุภาคที่นอยลง ซึ่งเกิดจากกลุมของอนุภาคทองโดยการรวมตัว (aggregate) ขึ้น และ

มีการขยายขนาด (growth) รวมตัวของอนุภาคทองทําใหมีขนาดอนุภาคที่มีขนาดใหญขึ้นได และ

เมื่อพิจารณาถึงความเขมขน พบวาเมื่อเพิ่มความเขมขนขึ้นขนาดของอนุภาคทองที่เกิดขึ้นมีขนาด

ที่เพิ่มขึ้น เนื่องจากความเขมขนของทอง จะทําใหระยะหางระหวางอิออนของทองใกลชิดกันมาก

ขึ้น และมีผลทําใหการรวมตัว (aggregate) เปนอนุภาคทองบนกลาสสิคารบอนอิเลคโทรดมีขนาด

อนุภาคที่ใหญขึ้น และมีการขยายขนาด (growth) เพิ่มขึ้น ผลการทดลองดังกลาวสอดคลองกับ

การศึกษาของ Dai และคณะ (2004) ที่ปลูกอนุภาคทองบนกลาสสิคารบอนอิเลคโทรดและ Dai 

และคณะ (2006) ปลูกอนุภาคนาโนทองบนอินเดียมทินออกไซดอิเลคโทรด คือเมื่อความเขมขน

เดียวกันแตใชเวลาในการใหศักยไฟฟาเพิ่มขึ้นเรื่อยๆ จะทําใหมีขนาดอนุภาคนาโนทองเพิ่มขึ้น 

และเมื่อเพิ่มความเขมขนจะทําใหอนุภาคนาโนทองที่เกิดขึ้นมีขนาดอนุภาคใหญขึ้นเชนเดียวกัน 
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รูปที่ 5.1 ภาพ SEM ของอนุภาคนาโนทองบนกลาสสิคารบอนอิเลคโทรด มิลลิโมลตอลิตร และให

ศักยไฟฟา -0.2 โวลท ดวยความเขมขน AuCl4
- และเวลาในการใหศักยไฟฟาแตกตางกัน           

(ก) AuCl4
-  0.1mM/ 5 วินาที (ข) AuCl4

-  0.1 mM/ 30 วินาที (ค) AuCl4
-  0.1 mM / 60 วินาที           

(ง) AuCl4
-  0.5 mM/ 5 วินาที (จ) AuCl4

- 0.5 mM/ 30 วินาที (ฉ) AuCl4
-  0.5 mM/ 60 วินาที      

(ช) AuCl4
-  1.0 mM/ 5 วินาที (ซ) AuCl4

-  1.0 mM/ 30 วินาที (ฌ) AuCl4
-  1.0 mM/ 60 วินาที 

ตามลําดับ 

 

 

 

 

 

 

(ก) 

(ข) 

(ค) 

(ง) 

(จ) 

(ฉ) 

(ช) 

(ซ) 

(ฌ) 
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เมื่อศึกษาลักษณะพื้นผิวทางกายภาพของอนุภาคนาโนทองบนพื้นผิวของกลาสสิคารบอน

อิเลคโทรดดวยเทคนิค atomic force microscopy (AFM) ซึ่งมีความแตกตางจากเทคนิค SEM คอื 

จะใชโพรบวัดสแกนไปบนพื้นผิวของตัวอยาง โดยจะมีแสงเลเซอรที่ตกกระทบกับฉากของโพรบวัด

แลวสะทอนเขาสูตัววัด (detector) ซึ่งจะแปรผลแสดงเปนภาพพื้นผิวตามการเปลี่ยนแปลงระดับ

ของโพรบวัดที่เคลื่อนที่ผานพื้นผิว พบวาผลการทดลองสอดคลองกับการศึกษาลักษณะพื้นผิวทาง

กายภาพของอนุภาคนาโนทองดวยเทคนิค SEM จากรูปที่ 5.2 เปนภาพ AFM ของอนุภาคนาโน

ทองบนกลาสสิคารบอนอิเลคโทรด โดยใชความเขมขน  AuCl4
-  0.1 มิลลิโมลตอลิตร และใชเวลา

ในการใหศักยไฟฟาเปนเวลา 5, 30 และ 60 วินาที ตามรูปที่ 5.2ก, 5.2ข และ 5.2ค ตามลําดับ จะ

มีอนุภาคนาโนทองกระจายตัวบนพื้นผิวกลาสสิคารบอนอิเลคโทรด มีขนาดใหญขึ้นตามเวลาใน

การใหศักยไฟฟา (วิธีการวัดเสนผาศูนยกลาง ความสูงและจํานวนอนุภาคตามหัวขอ 4.2.3) โดยมี

เสนผาศูนยกลางของอนุภาคที่เกิดขึ้นเฉลี่ย 43.27, 30.35 และ 45.86 นาโนเมตร ความสูงของ

อนุภาคนาโนทองเฉลี่ย 33.54 20.54 และ 52.50 นาโนเมตร และมีจํานวนอนุภาคนาโนทองเฉลี่ย 

1.47x109, 8.06 x109 และ 7.74x109 อนุภาค/ ซม2 ตามลําดับ และเมื่อเพิ่มความเขมขน  AuCl4
- 

0.5 มิลลิโมลตอลิตร และใชเวลาในการใหศักยไฟฟาเปนเวลา 5 30 และ 60 วินาที ตามรูปที่ 5.3ก, 

5.3ข และ 5.3ค ตามลําดับ โดยมีเสนผาศูนยกลางของอนุภาคที่เกิดขึ้นเฉลี่ย 30.22, 56.22 และ 

62.24 นาโนเมตร ความสูงของอนุภาคนาโนทองเฉลี่ย 31.19, 33.27 และ 63.70 นาโนเมตร และมี

จํานวนอนุภาคนาโนทองเฉลี่ย 5.56x109, 4.05 x109 และ 2.97x109 อนุภาค/ ซม2 ตามลําดับ 

นอกจากนี้ เมื่อเพิ่มความเขมขน  AuCl4
- 1.0 มิลลิโมลตอลิตร และใชเวลาในการใหศักยไฟฟาเปน

เวลา 5, 30 และ 60 วินาที ตามรูปที่ 5.4ก, 5.4ข และ 5.4ค ตามลําดับ โดยมีเสนผาศูนยกลางของ

อนุภาคที่เกิดขึ้นเฉลี่ย 37.41, 69.69 และ 101.35 นาโนเมตร ความสูงของอนุภาคนาโนทองเฉลี่ย 

22.71, 50.90 และ 64.90 นาโนเมตร และมีจํานวนอนุภาคนาโนทองเฉลี่ย 1.42x1010, 4.84 x109 

และ 2.06x109อนุภาค/ ซม2 ตามลําดับ จะเห็นไดวาสามารถสรุปถึงแนวโนมของการสังเคราะห

อนุภาคนาโนทองไดคือ เมื่อเพิ่มเวลาในการใหศักยไฟฟาจะทําใหจะทําใหมีขนาดเสนผาศูนยกลาง

และความสูงเพิ่มขึ้นตามเวลาในการใหศักยไฟฟา และเมื่อเพิ่มความเขมขนของ AuCl4
- จะทําใหมี

ขนาดเสนผาศูนยกลางและความสูงเพิ่มขึ้นตามความเขมขนที่เพิ่มขึ้นตามลําดับ 

ในสวนของจํานวนอนุภาคนาโนทอง โดยใชที่ความเขมขน AuCl4
-  0.1, 0.5 และ 1.0 มิลลิ

โมลตอลิตร พบวาจะมีความแตกตางกันไปตามความเขมขนและระยะเวลาที่ใหศักยไฟฟา ซึ่งที่

ความเขมขน  AuCl4
- 0.1 มิลลิโมลตอลิตร จะมีจํานวนเพิ่มขึ้นตามระยะเวลาที่ใหศักยไฟฟาทั้งนี้ 

เนื่องจากที่ความเขมขนต่ําอิออนแตละอิออนของทองอยูในระยะที่หางกันทําใหอิออนเกิดการ
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อนุภาคเพิ่มขึ้นเมื่อเวลาในการใหศักยไฟฟาเพิ่มขึ้น  และเพิ่มความเขมขน AuCl4
-  0.5 มิลลิโมลตอ

ลิตร จะทําใหอิออนแตอิออนของทองอยูกันอยางใกลชิดกันมากขึ้น ทําใหไดจํานวนอนุภาคที่

เกิดขึ้นสามารถเกิดการรวมกันอนุภาคที่มีขนาดใหญขึ้น ทําใหมีจํานวนอนุภาคนาโนทองนอยลง

อยางเห็นไดชัด และเมื่อเพิ่มความเขมขนของ AuCl4
-  เปน 1.0 มิลลิโมลตอลิตร จะมีจํานวน

อนุภาคทองที่เกิดขึ้นนอยลง แตจะมีขนาดอนุภาคที่มีขนาดใหญขึ้นเชนเดียวกัน นอกจากนี้อาจมี

จํานวนของอนุภาคจํานวนมากเกิดขึ้นหากมีเวลาในการใหศักยไฟฟาที่นอยหรืออาจไมเพียงพอตอ

การรวมตัวกันของอนุภาค อยางไรก็ตามจํานวนอนุภาคอาจมีจํานวนมากนอยแตกตางกัน หาก

อนุภาคนาโนทองมีจํานวนนอยจะแสดงผลในสวนของขนาดอนุภาคที่มีขนาดใหญขึ้น นอกจากนี้

เมื่อพิจารณาถึงการกระจายตัวของขนาดอนุภาคนาโนทองบนกลาสสิคารบอนอิเลคโทรด จะเห็น

ไดวาที่ความเขมขน  AuCl4
-  0.1 มิลลิโมลตอลิตร จะมีการกระจายตัวของขนาดอนุภาคมากขึ้น

ตามเวลาในการใหศักยไฟฟา คือเมื่อใชเวลาในการใหศักยไฟฟานอย ขนาดของอนุภาคจะมีการ

กระจายตัวอยูในชวงแคบๆ และหากเพิ่มเวลาในการใหศักยไฟฟามากขึ้น อนุภาคที่เกิดขึ้นจะมกีาร

กระจายตัวอยูในชวงที่กวางมากขึ้นตามลําดับ และใหผลเชนเดียวกันเมื่อเพิ่มความเขมขนของ 0.5 

และ 1.0 มิลลิโมลตอลิตร ซึ่งจะทําใหไดขนาดของอนุภาคทองที่มีขนาดแตกตางกันมากขึ้นเมื่อเพืม่

เวลาในการใหศักยไฟฟา โดยสามารถสรุปผลเปนตาราง 5.1 ดังนี้ 
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ตางรางที่ 5.1 การเปรยีบเทียบเสนผาศนูยกลางเฉลี่ย จํานวนอนุภาคนาโนทองและพื้นที่ผิว ที่ความเขมขน AuCl4
- 0.1, 0.5 และ 1.0 โมลตอลิตร และใชเวลาในการ

ใหศักยไฟฟา 5, 30 และ 60 วินาที ตามลําดับ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ความเขมขน AuCl4
- 

0.1 มิลลิโมลตอลิตร 0.5 มิลลิโมลตอลิตร 1.0 มิลลิโมลตอลิตร  

เวลา 

(วินาที) 

เสนผาศูนย 

กลางเฉล่ีย 

(นาโนเมตร) 

จํานวนอนุภาค 

อนุภาค/ ซม2 

Surface  

area 

(um2) 

เสนผาศูนย 

กลางเฉล่ีย 

(นาโนเมตร) 

จํานวนอนุภาค 

อนุภาค/ ซม2 

Surface  

 area 

(um2) 

เสนผาศูนย 

กลางเฉล่ีย 

(นาโนเมตร) 

Surface  

 area 

(um2) 

Surface  

 area 

(um2) 

5 43.27 1.47x109 26.099 30.22 5.56x109 27.397 37.41 1.42x1010 28.422 

30 30.35 8.06x109 25.832 56.22 4.05x109 27.447 69.69 4.84x109 30.993 

60 45.86 7.74x109 29.922 62.24 2.97x109 28.840 101.35 2.06x109 28.858 
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รูปที่ 5.2 ภาพ AFM และการกระจายตัวของอนุภาคนาโนทองบนกลาสสิคารบอนอิเลคโทรด โดย

ใชความเขมขน AuCl4
- 0.1 มิลลิโมลตอลิตร และโพแทสเซียมไนเตรต (KNO3) 0.1 โมลตอลิตร ทํา

การใหศักยไฟฟาที่ -0.2 โวลท และใชเวลาในการใหศักยไฟฟาเปนเวลา 5, 30 และ 60 วินาที ตาม

รูปที่ 5.2ก, 5.2ข และ 5.2ค ตามลําดับ 

(ก) 

(ข) 

(ค) 



58 
 

  

 

 

 
รูปที่ 5.3 ภาพ AFM และการกระจายตัวของอนุภาคนาโนทองบนกลาสสิคารบอนอิเลคโทรด โดย

ใชความเขมขน AuCl4
- 0.5 มิลลิโมลตอลิตร และโพแทสเซียมไนเตรต (KNO3) 0.1 โมลตอลิตร ทํา

การใหศักยไฟฟาที่ -0.2 โวลท และใชเวลาในการใหศักยไฟฟาเปนเวลา 5 30 และ 60 วินาที ตาม

รูปที่ 5.3ก, 5.3ข และ 5.3ค ตามลําดับ 

(ก) 

(ข) 

(ค) 
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รูปที่ 5.4 ภาพ AFM และการกระจายตัวของอนุภาคนาโนทองบนกลาสสิคารบอนอิเลคโทรด โดย

ใชความเขมขน AuCl4
- 1.0 มิลลิโมลตอลิตร และโพแทสเซียมไนเตรต (KNO3) 0.1 โมลตอลิตร ทํา

การใหศักยไฟฟาที่ -0.2 โวลท และใชเวลาในการใหศักยไฟฟาเปนเวลา 5 30 และ 60 วินาที ตาม

รูปที่ 5.4ก, 5.4ข และ 5.5ค ตามลําดับ 

 

 
 

(ข) 

(ค) 

(ก) 
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5.1.3 การศกึษาคณุสมบตัิทางเคมีไฟฟาของอนุภาคนาโนทอง 

 การศึกษาสมบัติทางเคมีไฟฟาของอนุภาคนาโนทองบนพื้นผิวของกสาสสิคารบอนอิเลค

โทรด โดยใชเทคนิค cyclic voltammetry ทดสอบในสารละลาย 10 mM K4Fe(CN)6/ 0.1 M 

K2SO4  ความตางศักยระหวาง -1.0 ถึง 1.0 โวลท และที่ใชอัตราการสแกน (scan rate)   50 มิลลิ

โวลท/ วินาที พบวาสามารถเกิดปฏิกิริยารีดอกซไดดังนี้  

ปฏิกิริยาออกซิเดชัน (กระแสแอโนดิก):  [Fe(CN)6]
-4   [Fe(CN)6]

-3 + e-1 (5.5) 

ปฏิกิริยารีดักชัน (กระแสแคโทดิก):  [Fe(CN)6]
-3 + e-1   [Fe(CN)6]

-4  (5.6) 

 จากรูปที่ 5.5ก แสดง cyclic voltammetry ของกลาสสิคารบอนอิเลคโทรดที่ถูกดัดแปลง

ดวยอนุภาคนาโนทอง โดยความเขมขน AuCl4
-  0.1 มิลลิโมลตอลิตร เมื่อเปรียบเทียบกับกลาสสิ

คารบอนอิเลคโทรดธรรมดา (bare) พบวาสามารถเกิดปฏิกิริยารีดอกซขึ้น เมื่อเวลาในการให

ศักยไฟฟาเพื่อปลูกอนุภาคนาโนทองเพิ่มขึ้นทําใหมีกระแสไฟฟาที่เกิดขึ้นเพิ่มขึ้น เมื่อพิจารณา

เวลาในการใหศักยไฟฟาเปนเวลา 5, 30 และ 60 วินาที anodic peak current หรือ oxidation 

current (ipa) มีคา 65.06, 85.05 และ 95.61 ไมโครแอมแปร ตามลําดับ และเมื่อพิจารณาเวลาใน

การใหศักยไฟฟาเปนเวลา 5, 30 และ 60 วินาที cathodic peak current หรือ reduction current 

(ipc) มีคา -42.10, -57.25 และ -66.25  ไมโครแอมแปร ตามลําดับ เนื่องจากอนุภาคนาโนทองจะ

สามารถเพิ่มพื้นที่ผิว (surface area) ทําใหอิเลคโทรดมีพื้นที่ผิวสําหรับการถายโอนอิเลคตรอน

เพิ่มขึ้นทําใหเกิดปฏิกิริยารีดอกซไดสูงขึ้น กระแสไฟฟาที่ไหลระหวางขั้วไฟฟาจึงสูงขึ้น (Dai และ

คณะ 2004; Lui และคณะ 2005; Liu และคณะ 2007) สอดคลองกับการศึกษาคุณสมบัติทาง

กายภาพดวยเทคนิค SEM และ AFM ในหัวขอ 5.1.2 และเมื่อเพิ่มความเขมขน  AuCl4
-  เปน 0.5 

มิลลิโมลตอลิตร และใชเวลาในการใหศักยไฟฟาเปนเวลา 5, 30 และ 60 วินาที ตามลําดับ จากรูป

ที่ 5.5ข กระแสไฟฟาที่เกิดขึ้นมีคาเทากันทั้ง 3 เวลา คือ anodic peak current หรือ oxidation 

current (ipa) มีคาประมาณ 105.50 ไมโครแอมแปร และ cathodic peak current หรือ reduction 

current (ipc) มีคาประมาณ -80.38 ไมโครแอมแปร นอกจากนี้เมื่อเพิ่มความเขมขน  AuCl4
-  เปน 

1.0 มิลลิโมลตอลิตร และใชเวลาในการใหศักยไฟฟาเปนเวลา 5, 30 และ 60 วินาที ตามลําดับ 

จากรูปที่ 5.5ค กระแสไฟฟาที่เกิดขึ้นมีคาเทากันทั้ง 3 เวลาเชนกัน และมีคาใกลเคียงกันเมื่อใช

ความเขมขน  AuCl4
-  0.5 มิลลิโมลตอลิตร คือ anodic peak current หรือ oxidation current (ipa) 

มีคาประมาณ 103.40 ไมโครแอมแปร  และ cathodic peak current หรือ reduction current (ipc) 

มีคาประมาณ -80.32 ไมโครแอมแปร  
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 ดังนั้นสามารถกลาวไดวาอนุภาคนาโนทองที่เกิดขึ้นที่ความเขมขน AuCl4
- 0.5 และ 1 มลิลิ

โมลตอลิตร จะเห็นไดวาที่ความเขมขนของ AuCl4
-  0.5 มิลลิโมลตอลิตร เปนคาความเขมขนที่

เหมาะสมที่สุดเนื่องจากเมื่อเพิ่มความเขมขนเปน 1 มิลลิโมลตอลิตร จะมีคาใกลเคียงเชนกันซึ่ง

แสดงใหเห็นวาอาจมีปริมาณความเขมขนที่มีคามากเกินพอ มีคาสัญญาณทางไฟฟาใกลเคียงกัน

ซึ่งแสดงถึงการมีพ้ืนที่ผิว (surface area) ที่ใกลเค ียงกันซึ่งแสดงไวในตารางที่ 5.1 ที่ความเขมขน

ของ AuCl4
-  0.5 มิลลิโมลตอลิตร มีคาเฉลี่ยของ surface area คือ 27.90 ตารางไมโครเมตร และ

ที่ความเขมขนของ AuCl4
-  1.0 มิลลิโมลตอลิตร มีคาเฉลี่ยของ surface area คือ 29.42 ตาราง

ไมโครเมตร ซึ่งเมื่อนํามาทดสอบทางเคมีไฟฟามีคาไกลเคียงกัน ในสวนของการศึกษาเวลาในการ

ใหศักยไฟฟา (deposition time) ซึ่งเปนปจจัยสําคัญตอขนาดของอนุภาคที่เกิดขึ้น จะเห็นไดวาที่

ความเขมขนของทอง 0.5 มิลลิโมลตอลิตร และใชเวลาในการใหศักยไฟฟาเปนเวลา 5, 30 และ 60 

วินาที ซึ่งจะมีคากระแสไฟฟาใกลเคียงกัน ซึ่งจากการศึกษาของ Dai และคณะ 2004 เปน

การศึกษาการสังเคราะหอนุภาคนาโนทองบนกลาสสิคารบอนอิเลคโทรด เมื่อทําการใหศักยไฟฟา

แบบ step potential  พบวาการใหศักยไฟฟาเปนเวลา 15 วินาที เปนเวลาที่เหมาะสม เนื่องจาก

เมื่อมีการใหศักยไฟฟาเปนเวลา 60 วินาที จะเริ่มเกิดเปนฟลมของทองเกิดขึ้นบนพื้นผิวกลาสสิ

คารบอนอิเลคโทรด นอกจากนี้พบวาการใหศักยไฟฟาเปนเวลา 15 หรือ 30 วินาที มีคา

กระแสไฟฟาไมแตกตางกัน (Dai และคณะ 2004) ซึ่งจากการศึกษาดังกลาวสอดคลองกับงานวิจัย

นี้คือ เลือกใชเวลาในการใหศักยไฟฟาเปนเวลา 30 วินาที เนื่องจากเวลาในการใหศักยไฟฟาเปน

เวลา 60 วินาที เปนเวลาที่มีคามากเกินพอตอการใหศักยไฟฟา และเวลาในการใหศักยไฟฟาเปน

เวลา 5 วินาที อาจมีการฟอรมตัวของอนุภาคที่ไมแมนยําในการทําแตละครั้งและยากตอการ

ควบคุม ดังนั้นสภาวะที่เหมาะสมที่สุดที่ใหกระแสไฟฟาคือ ความเขมขน AuCl4
-  0.5 มิลลิโมลตอ

ลิตร และใชเวลาในการใหศักยไฟฟาเปนเวลา 30 วินาที  
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 เมื่อนําผลการทดลองการสังเคราะหอนุภาคนาโนทองเปรียบเทียบกับการศึกษาการ

สังเคราะหไมโครอิเลคโทรดอารเรยของอนุภาคโลหะจากงานวิจัยตางๆ พบวาคุณสมบัติทาง

เคมีไฟฟาที่สําคัญของไมโครอิเลคโทรดอารเรยคือ มีสัญญาณทางไฟฟามีลักษณะเปน sigmodal 

เมื่อทําการทดลองดวยเทคนิค cyclic voltammetry ซึ่งจะแสดงคุณสมบัติของ     ไมโครอิเลคโทรด

อารเรยซึ่งสามารถเกิดปฏิกิริยาและเขาสูสภาวะสมดุลไดอยางรวดเร็วทําใหไมมีลักษณะกระแส

สูงสุดเกิดขึ้น (peak current) หากนํามาเปรียบเทียบกับการศึกษาการสังเคราะหอนุภาคนาโนทอง

บนกลาสสิคารบอนครั้งนี้จะมีลักษณะเปนแมคโครอิเลคโทรด เนื่องจากเมื่อทําการทดลองดวย

เทคนิค cyclic voltammetry จะมีลักษณะของ peak current ทั้งนี้เนื่องจากพื้นผิวอิเลคโทรดที่ใช

คือกลาสสิคารบอนซึ่งสามารถนําไฟฟาไดทั่วพื้นผิวอิเลค โทรดอยูแลวเชนเดียวกัน และเมื่อทําการ

ปลูกอนุภาคทองบนกลาสสิคารบอนจะมีผลทําใหมีคากระแสไฟฟามีคาเพิ่มขึ้นซึ่งเปนเพียงแคการ

ดัดแปลงอิเลคโทรดเพื่อเพิ่มกระแสไฟฟาใหดีขึ้นเทานั้นจึงไมแสดงคุณสมบัติของไมโครอิเลคโทรด

อารเรย 
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รูปที่ 5.5 Cyclic voltammetry ของกลาสสิคารบอนอิเลคโทรดที่ถูกดัดแปลงดวยอนุภาคนาโน

ทอง โดยใชความเขมขน AuCl4
-  0.1, 0.5 และ 1.0 มิลลิโมลตอลิตร การใหศักยไฟฟาที่  -0.2 

โวลท และใชเวลาในการใหศักยไฟฟาเปนเวลา 5 30 และ 60 วินาท ีตามรูป 5.5ก, 5.5ข และ 5.5ค 

ตามลําดับ  

 

(ค) 

(ก) 

(ข) 



64 
 

  

5.2 สภาวะที่เหมาะสมการตรึงเอนไซมฮอสแรดิชเปอรอกซิเดส (HRP)/ พอลิไพรอล 

 จากการทดลองเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพพื้นผิวของอิเลคโทรดดวยอนุภาคนาโนทองในหัวขอ 

5.1 อนุภาคนาโนทองที่เหมาะสมและใหกระแสไฟฟาที่ดี ใชเวลานอยในการสังเคราะห ซึ่งจะเพิ่ม

พื้นที่ผิวของอิเลคโทรด คือ ความเขมขน AuCl4
- 0.5 มิลลิโมลตอลิตร ทําการใหศักยไฟฟาที่ -0.2 

โวลท และใชเวลาในการใหศักยไฟฟา 30 วินาที ตลอดทุกๆ ครั้งกอนขั้นตอนอิเลคโทรพอลิเมอร  

ไรเซชันระหวางพอลิไพรอล/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส 

 พอลิไพรอลเปนพอลิเมอรชนิดนําไฟฟาที่ไดรับความสนใจสําหรับการตรึงเอนไซมเพื่อ

นําไปใชประโยชนในไบโอเซนเซอร เนื่องจากมอนอเมอรของไพรอลสามารถละลายน้ํา (water 

solubility)หรือสารละลายอิเลคโทรไลด (supporting electrolyte) ไดดีจึงทําใหสามารถสังเคราะห

ไดงายในกระบวนการอิเลคโทรพอลิเมอรไรเซชัน (Tian และคณะ 2001; Li และคณะ 2007) 

นอกจากนี้สามารถเขากันไดกับเอนไซมตลอดจนสารชีวภาพตางๆ สําหรับงานวิจัยนี้ไดศึกษา     

ตัวแปรเพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการตรึงเอนไซม 2 ตัวแปรคือ ความเขมขนของพอลิไพรอล

และจํานวนรอบหรือเวลาของการตรึงเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส และพอลิไพรอลดวยวิธี

อิเลคโทรพอลิเมอรไรเซชัน เนื่องจากความเขมขนของไพรอลมีผลตอความสามารถที่จะกักเก็บ

เอนไซม และจํานวนรอบของการตรึงเอนไซมพรอมกับพอลิไพรอลจะมีผลตอความหนาของชั้น

ฟลมที่เกิดขึ้น ตลอดจนอนุภาคนาโนทองที่ไดทําการสังเคราะหบนพื้นผิวอิเลคโทรดเพื่อเพิ่ม

สัญญาณทางไฟฟา 

 กระบวนการอิเลคโทรพอลิเมอรไรเซชันของพอลิไพรอลจะมีลักษณะเชนเดียวกับการอิเลค

โทรพอลิเมอรไรเซชันของพอลิเมอรนําไฟฟาตางๆ สามารถแสดงกระบวนการไดตามสมการ 5.5-

5.8 คือ มอนอเมอรของไพรอลจะทําปฏิกิริยาออกซิเดชันกลายเปน RH2
+ (radical cation) ที่

บริเวณพื้นผิวของอิเลคโทรดตามสมการที่ 5.5 จากนั้น RH2
+ ที่มีอยูจะรวมตัวและเกิดการสูญเสีย

โปรตอนกลายเปนไดเมอรของไพรอลดังสมการที่ 5.6 ตอมาจะเกิดการฟอรมตัวกันเปนไตรเมอร

ตามสมการที่ 5.7 และจะมีการฟอรมตอไปเรื่อยๆ กลายเปนพอลิไพรอลเคลือบบนพื้นผิวอิเลค    

โ ท ร ด ซึ่ ง มี ส ม ก า ร ร ว ม ข อ ง ก า ร เ กิ ด ป ฏิ กิ ริ ย า อิ เ ล ค โ ท ร พ อ ลิ เ ม อ ร ไ ร เ ซ ชั น  (overall 

electropolymerization) ดังสมการที่ 5.8 (Waltman และคณะ 1986) สําหรับการตรึงเอนไซมดวย

วิธีการกักเก็บ (entrapment) ในพอลิไพรอลดวยวิธีอิเลคโทรพอลิเมอรไรเซชันสามารถใชวิธีการ

เดียวกันนี้สําหรับตรึงเอนไซมเชนกัน คือ เอนไซมจะมีการแทรกตัวพรอมกับมอนอเมอรของไพรอล 
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 


22 RHRH e        (5.5) 

 RHHRRHRHRH H  
 2

222 ][2    (5.6) 

 RHRHRRHRHHRRHHRRHHR HRHe  
  22

2][][ 2  (5.7) 

   eXHxRHRHRRHx x )22()22()()2( 2  (5.8) 

 

 ในการทดลองเพื่อเปรียบเทียบความสามารถของการทําปฏิกิริยาเคมีของอนุภาคนาโน

ทอง  พอลิไพรอล เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส โดยศึกษาการเปรียบเทียบการดัดแปลง  

อิเลคโทรด 6 ชนิด คือ กลาสสิคารบอนอิเลคโทรด (bare) อนุภาคนาโนทอง (Gold) พอลิไพรอล 

(PPy) อนุภาคนาโนทอง/ พอลิไพรอล (Gold/ PPy)   พอลิไพรอล/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิ

เดส (PPy/ HRP) และอนุภาคนาโนทอง/ พอลิไพรอล/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส (Gold/ 

PPy/ HRP) ตามรูปที่ 5.6ก, 5.6ข, 5.6ค, 5.6ง, 5.6จ และ 5.6ฉ ตามลําดับ โดยการสังเคราะห

อนุภาค นาโนทองใชสภาวะที่เหมาะสมที่สุดตามหัวขอ 5.1 ในสวนของการสังเคราะหพอลิไพรอล

จะใชความเขมขน 0.05 โมลตอลิตร ใชปริมาณเอนไซมคงที่ทุกการทดลอง 250 ยูนิต/ มิลลิลิตร ใช

เทคนิค cyclic voltammetry ในการอิเลคโทรพอลิเมอรไรเซชันไพรอล และไพรอล/ เอนไซมฮอรส

แรดิชเปอรออกซิเดส ในชวงความตางศักย 0.0 - 1.0 โวลท และอัตราการสแกน (scan rate) 10 

มิลลิโวลท/ วินาทีจํานวน 15 รอบ ตามรูปที่ 5.6 
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รูปที่ 5.6 แสดงภาพการเปรียบเทียบการดัดแปลงอิเลคโทรดชนิดตางๆ (ก) กลาสสิคารบอนอิเลค

โทรด (bare) (ข) อนุภาคนาโนทอง (Gold)  (ค) พอลิไพรอล (PPy) (ง) อนุภาคนาโนทอง/ พอลิไพ

รอล (Gold/ PPy)   (จ) พอลิไพรอล/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส (PPy/ HRP) และ (ฉ) 

อนุภาคนาโนทอง/ พอลิไพรอล/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส (Gold/ PPy/ HRP) ตามลําดับ 

 

 การศึกษาสมบัติทางเคมีไฟฟาในสารละลายฟอสเฟสบัฟเฟอร (PBS) ไฮโดรเจนเปอร

ออกไซด (H2O2) ความเขมขน 50 ไมโครโมลตอลิตร ฟนอล (Phenol) ความเขมขน 50 ไมโครโมล

ตอลิตร และไฮโดรเจนเปอรออกไซดตอฟนอลความเขมขน 50/ 50 ไมโครโมลตอลิตร ทดสอบโดย

เทคนิคแอมเพอโรเมตรี ซึ่งใชความตางศักยที่ -0.05 โวลท ซึ่งที่ความตางศักยดังกลาวจะทําให

สารละลายตางๆ ที่ไดกลาวไวในขางตนเกิดปฏิกิริยาขึ้นได จากการทดลอง เมื่อเปรียบเทียบอิเลค

โทรดชนิดตางๆ ดวยสารละลายแตละชนิด พบวากลาสสิคารบอนอิเลคโทรดที่ไมมีการดัดแปลง 

(bare) มีคากระแสไฟฟาต่ําสุด เมื่อเปรียบเทียบกับอิเลคโทรดชนิดอื่นๆ เมื่อทําการทดสอบใน

สารละลายฟอสเฟสบัฟเฟอร (PBS) จะมีคากระแสไฟฟานอยมากเนื่องจาก PBS ไมมีสารตั้งตน

สําหรับการทําปฏิกิกริยาและกลาสสิคารบอนอิเลคโทรดเองมีคาการนําไฟฟาไมมากเมื่อเทียบกับ

การดัดแปลงอิเลคโทรดชนิดอื่น ๆ และเมื่อนําไปเปรียบเทียบกับสารละลายชนิดตางๆ คือ H2O2 

และ Phenol และ H2O2/ Phenol จะมีกระแสไฟฟาที่มีคาใกล เคียงกันเนื่องจากสามารถ

เกิดปฏิกิริยารับอิเลคตรอนจากอิเลคโทรดเพียงอยางเดียว  

 

 

(ก) 

(จ) 

(ค) 

(ข) 

(ง) 

(ฉ) 

Au 

PPy 

PPy 
HPR 

PPy 
HPR 

Au HRP HRP 
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Au 

(ฉ) (จ) 
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เมื่อพิจารณากลาสสิคารบอนอิเลคโทรดที่มีการดัดแปลงดวยอนุภาคนาโนทองพบวา ใน

สารละฟอสเฟสบัฟเฟอรจะมีกระแสไฟฟาเพิ่มขึ้นเนื่องจากอนุภาคทองมีการถายเทอิเลคตรอนจาก

ผิวหนาอิเลคโทรดไปยังสารละลายที่ดีเมื่อเปรียบเทียบกับสารละลายชนิดอื่นคือ H2O2, Phenol 

และ H2O2/ Phenol กระแสไฟฟาดีขึ้นเนื่องจากอนุภาคนาโนทองที่เกิดพื้นผิวกลาสสิคารบอนอิเลค

โทรดทําใหพื้นที่ในการถายเทอิเลคตรอนมีคาเพิ่มขึ้น ตามรูปที่ 5.10 

เมื่อพิจารณากลาสสิคารบอนที่ เคลือบดวยพอลิไพรอลพบวาเมื่อนําไปทดสอบใน

สารละลาย H2O2, Phenol และ H2O2/ Phenol  มีคาการนําไฟฟามากกวาการทดสอบใน

สารละลายฟอสเฟสบัฟเฟอร เนื่องจากพอลิไพรอลมีคุณสมบัติในการนําไฟฟาและมีสารตั้งตน 

(H2O2, Phenol) ที่สามารถรับอิเลคตรอนจากอิเลคโทรดทําใหเกิดกระแสไฟฟามากขึ้นเมื่อเทียบ

กับฟอสเฟสบัฟเฟอร ในกรณีของการดัดแปลงอิเลคโทรดดวย Gold/PPy แสดงคาการนําไฟฟาของ

อิเลคโทรดเมื่อนําไปทดสอบในสารละลาย H2O2, Phenol และ H2O2/ Phenol มีคาสูงกวาฟอสเฟส

บัฟเฟอรเชนเดียวกับ Gold, PPy อยางไรก็ตามความหนาของไพรอลอาจมีผลตอการแพรของสาร

ตั้งตนไปยังบริเวณพื้นผิวของอนุภาคนาโนทองซึ่งเกิดการถายเทอิเลคตรอนมีผลทําใหกระแสไฟฟา

ที่เกิดขึ้นไมมาก  

เมื่อทําการตรึงเอนไซม HRP รวมกับพอลิไพรอล (PPy/ HRP) พบวาเมื่อทดสอบใน

สารละลาย H2O2/ Phenol กระแสไฟฟามีคาสูงขึ้นอยางชัดเจนทั้งนี้เนื่องจากเอนไซม HRP ที่ถูก

ตรึงในพอลิไพรอลสามารถเปนตัวเรงปฏิกิริยารีดักชันของ H2O2 และมี Phenol เปน mediator 

(mediated electron transfer) ทําใหมีการถายโอนอิเลคตรอนไดดีขึ้นตามรูปที่ 5.7 อยางไรก็ตาม

เมื่อพิจารณา H2O2, Phenol และฟอสเฟสบัฟเฟอร มีคากระแสนอยกวาเนื่องการทําปฏิกิริยาของ

เอนไซม HRP ตองอาศัย H2O2 และ Phenol ในการเกิดปฏิกิริยาเปนสารตั้งตั้น ซึ่งในกรณีที่ H2O2 

เปนสารตั้งตนเพียงอยางเดียวนั้น เมื่อเอนไซม HRP ทําปฏิกิริยากับ H2O2 จะสามารถเกิดปฏิกิริยา

รับอิเลคตรอนจากอิเลคโทรดไดโดยตรง (direct electron transfer) แตอยางไรก็ตามกระแสที่

เกิดขึ้นอาจมีคาไดไมเทากับกรณีที่มี Phenol เปน mediator เนื่องจากเอนไซม HRP เกิดการ

ถายเทอิเลคตรอนระหวางอิเลคโทรดเพียงอยางเดียวตามรูปที่ 5.8 
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รูปที่ 5.7 กลไกการเกดิปฏิกิริยาทีม่ีตัวกลางเปนตัวถายโอนอิเลคตรอน (mediated electron 

transfer) ระหวางเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซเิดสและอเิลคโทรด (Rosatto และคณะ 1999) 

 

 
รูปที่ 5.8 กลไกการการถายโอนอิเลคตรอนโดยตรง (direct electron transfer) ระหวาง เอนไซม

ฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส และอิเลคโทรด (Rosatto และคณะ 1999) 

 

นอกจากนี้เมื่อดัดแปลงอิเลคโทรดดวย Gold/ PPy/ HRP เมื่อทดสอบในสารละลาย H2O2/ 

Phenol สารตั้งตนซึ่งคือ H2O2/ Phenol จะแพรผานชั้นฟลมพอลิไพรอลที่มีการตรึงเอนไซม HRP 

และเขาไปทําปฏิกิริยากับเอนไซม HRP โดยมี Phenol ทําหนาที่เปน mediator ในการถายเท

อิเลคตรอนตามรูปที่ 5.9 ซึ่งพบวาการทําปฏิกิริยาของเอนไซม HRP ที่เกิดขึ้นสามารถทําใหเกิด

กระแสไฟฟาไดดีที่สุดทั้งนี้เนื่องจากอนุภาคนาโนทองบนอิเลคลคโทรดสามารถทําใหมีการถายเท

อิเลคตรอนระหวางเอนไซมและอิเลคโทรดไดเปนอยางดี เมื่อเปรียบเทียบกับกรณีที่ไมมีการ

ดัดแปลงอนุภาคทองบนอิเลคโทรด อยางไรก็ตามเมื่อทําการทดสอบดวย H2O2 และ Phenol 

แยกกันแตละสารกระแสที่เกิดขึ้นจะมีคาลดลงเนื่องจากการทําปฏิกิริยาของเอนไซม HRP ตอง
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อาศัยทั้ง H2O2 และ Phenol เปนสารตั้งตน และ mediator ตามลําดับ หากนําไปทดสอบใน

สารละลายนอกจากนี้หากทดสอบในฟอสเฟสบัฟเฟอรจะมีกระแสไฟฟานอยลงเนื่องจากไมมีสาร

ตั้งตนในการทําปฏิกิริยา  

 

 
รูปที่ 5.9 แสดงภาพกระบวนการทําปฏิกิริยาของเอนไซม HRP 

 

จากคําบรรยายขางตนสามารถสรุปไดวา อนุภาคนาโนทองมีผลตอการนําไฟฟาของอิเลค

โทรดโดยชวยเพิ่มพื้นที่ผิวในการถายเทอิเลคตรอน และเมื่อทําการตรึงเอนไซม HRP/ PPy ดวย

วิธีการอิเลคโทรพอลิเมอรไรเซชันพบวา กระแสไฟฟาที่เกิดขึ้นเปนปฏิกิริยาที่เกิดจากการทํา

ปฏิกิริยาของเอนไซมกับสารตั้งตน และวิธีการนี้จะทําใหเอนไซมสามารถถูกกักเก็บไวดวยพอลิไพ

รอลไดเปนอยางดี นอกจากนี้พอลิไพรอลสามารถทําใหอิเลคโทรดนําไฟฟาไดเพิ่มขึ้นเชนเดียวกัน 

โดยที่พอลิเมอรชนิดนี้มีสายโซหลักมีโครงสรางเปนพันธะคูสลับพันธะเดี่ยวแบบตอเนื่อง 

(conjugated system) ทําใหอิเลคตรอนสามารถเคลื่อนที่ภายในโครงสรางไดจึงเกิดการนําไฟฟา

ไดตามรูปที่ 5.10 
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รูปที่ 5.10 การเปรียบเทียบกลาสสิคารบอนอิเลคโทรดที่ไมมีการดัดแปลง (bare) อนุภานาโนทอง 

(Gold) พอลิไพรอล (PPy) อนุภาคนาโนทอง/พอลิไพรอล (Gold/ PPy)  พอลิไพรอล/ เอนไซมฮอรส

แรดิชเปอรออกซิเดส (PPy/ HRP) และอนุภาคนาโนทอง/ พอลิไพรอล/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอร

ออกซิเดส (Gold/ PPy/ HRP) ตามลําดับ ในสารละลายฟอสเฟสบัฟเฟอร (PBS) ไฮโดรเจนเปอร

ออกไซด (H2O2) ความเขมขน 50 ไมโครโมลตอลิตร ฟนอล (Phenol) ความเขมขน 50 ไมโครโมล

ตอลิตร และ ไฮโดรเจนเปอรออกไซดตอฟนอลความเขมขน 50/ 50 ไมโครโมลตอลิตร ทดสอบโดย

เทคนิคแอมเพอโรเมตรีที่ความตางศักยที่ -0.05 โวลท 

 

5.2.1 อิทธิพลของความเขมขนของไพรอล 

 ความเขมขนของพอลิไพรอลเปนอีกปจจัยที่สําคัญหนึ่งตอการตรึงเอนไซม HRP ในการ

ทดลองจะใชความเขมขนของไพรอลมอนอเมอร 0.03, 0.05, 0.07, 0.09, 0.11 และ 0.13 โมลตอ

ลิตร ตามลําดับ ใชปริมาณเอนไซมคงที่ตลอดการทดลองคือ 250 ยูนิต/ มิลลิลิตร ใชเทคนิค cyclic 

voltammetry ในการอิเลคโทรพอลิเมอรไรเซชันไพรอล/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส ในชวง

ความตางศักย 0.0 - 1.0 โวลท และอัตราการสแกน 10 มิลลิโวลท/ วินาทีจํานวน 15 รอบ ซึ่งเปน

สภาวะที่เหมาะสมตามการศึกษาของ Razola และคณะ (2002) วัดกระแสไฟฟาดวยเทคนิคแอม

เพอรโรเมตรี ความตางศักยที่ -0.05 โวลท ในสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดตอฟนอลความ

เขมขน 50/ 50 ไมโครโมลตอลิตร 



71 
 

  

 

 5.2.1.1 อิทธิพลจากความเขมขนของไพรอลตอคุณสมบัติทางกายภาพของอนุภาค  

  นาโนทอง/ พอลิไพรอล/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส 

ในการศึกษาลักษณะพื้นผิวทางกายภาพของอนุภาคนาโนทอง/ พอลิไพรอล/ เอนไซม

ฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดสดวยเทคนิค SEM พบวาที่ความเขมขนของไพรอลมอนอเมอร 0.03, 

0.05 และ 0.07 โมลตอลิตร ดังรูป 5.11ก 5.11ข และ 5.11ค ตามลําดับ  ลักษณะฟลมของพอลิไพ

รอลที่เกิดขึ้นมีลักษณะเปนเม็ดขนาดเล็ก จากนั้นเมื่อความเขมขนของไพรอลมอนอเมอรเปน 0.09, 

0.11 และ 0.13 โมลตอลิตร ดังรูป 5.11ง, 5.11จ และ 5.11ฉ ตามลําดับ พอลิไพรอลที่ไดมีลักษณะ

ยาวขึ้นคลายกับแทงนาโน (nanorod) ทั้งนี้เนื่องจากเมื่อพิจารณาสมการ 5.5 พบวาอัตราการ

เกิดปฏิกิริยาอิเลคโทรพอลิเมอรไรเซชันที่บริเวณพื้นผิวอิเลคโทรด (electrode/solution interface) 

ขึ้นอยูกับความเขมขนของไพรอลมอนอเมอร ซึ่งผลิตภัณฑที่ไดจากสมการคือ RH2
+  ซึ่ง radical 

cation ที่เกิดขึ้นนี้จะสงผลตออัตราของปฏิกิริยาในสมการที่ 5.6 และ 5.7 นอกจากนี้อิทธิพลจาก

การแพรของไพรอลมอนอเมอรจากสารละลาย (bulk solution) ไปยังบริเวณผิวหนาอิเลคโทรด 

(electrode/solution interface) ทําใหเกิดปฏิกิริยาอิเลคโทรพอลิเมอรไรเซชันอัตราเร็วที่ตางกัน  

จากการศึกษาอิทธิพลความเขมขนของไพรอลมีลักษณะคลายกับการศึกษาของ 

Debiemme-Chouvy และคณะ (2009) ศึกษาการคุณสมบัติการนําไฟฟาของสารละลาย        

อิเลคโทรไลตที่แตกตางกัน คือ ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) และไดโซเดียมเปอร  

คลอเรต (Na2ClO4) พบวา สารละลายอิเลคโทรไลตไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) ซึง่มี

หมู HPO4
-2 (weak acid anion) ปริมาณ 0.2 โมลตอลิตร มีการนําไฟฟาในปริมาณต่ํา และพบวา

เมื่อมีไดโซเดียมเปอรคลอเรตซึ่งมีหมู ClO4
- (non acid anion) ปริมาณ 1x10-3 โมลตอลิตร      

ผสมอยูดวยในสารละลายจะทําใหมีการนําไฟฟาที่ดีขึ้น นอกจากนี้ยังพบวา การสังเคราะห        

พอลิไพรอลในไดโซเดียมไฮโดรเจนออโทรฟอสเฟต (Na2HPO4) ซึ่งใชเปนสารละลายอิเลคโทรไลต

เกื้อหนุนจะทําใหพอลิไพรอลที่ไดมีลัษณะเปนฟลมบางบนอิเลคโทรด เนื่องจากในกระบวนเกิด  

พอลิไพรอลจะเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไพรอลทําใหเกิดโปรตอนในสารละลายบริเวณนั้น 

(สมการ 5.6 และ 5.7) ซึ่ง HPO4
-2 จะทําหนาที่เปนตัวจับโปรตอนที่เกิดขึ้นทําใหแอนอิออนใน

สารละลายบริเวณผิวหนาอิเลคโทรด (electrode/solution interface) นั้นมีปริมาณนอยลงทําให

กระบวนการออกซิ เดชันของไพรอลสูญหายไป เมื่อใชสารละลายอิเลคโทรไลตเกื้อหนุน

ประกอบดวย ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) ปริมาณ 0.2 โมลตอลิตร และไดโซเดียม
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เปอรคลอเรต (Na2ClO4) ปริมาณ 1x10-3 โมลตอลิตรจะทําใหพอลิไพรอลที่ไดมีลักษณะเปนแทง

นาโน (nanorod) สามารถอธิบายไดดังนี้ 

เมื่อมีศักยไฟฟาที่เพียงพอจะทําใหเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของน้ําทําใหเกิดการแตกตัว

เปน hydroxyl radical ตามสมการ 5.9 และเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของพอลิไพรอลฟลมตาม

สมการ 5.10 

 
 eOHOH 2       (5.9) 

43
12

4 )( POHOPPyOHHPOPPy k      (5.10) 

 

นอกจากนี้ hydroxyl radical สามารถทําปฏิกิริยาดวยตัวเองทําใหเกิด H2O2 และจะถูก

ออกซิไดซเปนออกซิเจนอยางรวดเร็ว ตามสมการ 5.11 และ 5.12 

22
22 OHOH k       (5.11) 

  eHOOH 22222      (5.12) 

 

เมื่อการเกิด hydroxyl radical มีอัตราต่ํา พบวาปฏิกิริยาในสมการที่ 5.10 จะมีอิทธิพล

เดนกวาปฏิกิริยาในสมการที่ 5.11 ซึ่งเปนสมการอันดับสอง จากขอความขางตนที่ไดกลาวสามารถ

เสนอกลไกการเกิดพอลิไพรอลได 3 ขั้นตอน คือ ขั้นตอนแรกการเกิดฟลมของพอลิไพรอล (เกิด

โปรตอนและแอนอิออนมีความเขมขนลดลงตรงบริเวณ electrode/electrolyte interface) ขั้นตอน

ที่สองเกิดขึ้นในชวงสั้น คือการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของน้ํานําไปสูการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน

ของพอลิไพรอลดวย hydroxyl radical ปฏิกิริยาในสมการที่ 5.10 และการเกิดฟองออกซิเจน (O2 

nanobubble) ปฏิกิริยาในสมการที่ 5.12 และการเพิ่มขึ้นของแอนอิออนบริเวณ film/electrolyte 

interface เนื่องจากการแพรของแอนอิออนจากสารละลายอิเลคโทรไลตไปยัง และขั้นตอนสุดทาย

การโตของแทงพอลิไพรอลเนื่องจากการเกิดฟองออกซิเจน เมื่อพิจารณากลไกที่ไดเสนอขางตนเรา

สามารถสมมุติฐานกลไกการเกิด โครงสรางพอลิไพรอลดังนี้  โครงสรางแบบโพรง (hollow หรือ 

like cup) เนื่องจากการเกิดพอลิไพรอลรอบฟองออกซิเจน และเมื่อฟองออกซิเจนหลุดออกจาก

พื้นผิวอิเลคโทรดพอลิไพรอลจะเกิดขึ้นอยางตอเนื่องภายในโพรงทําใหเกิดเปนแทงนาโน 

(nanorod) 
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จากผลการทดลองการสังเคราะหพอลิไพรอลโดยใชสารละลายอิเลคโทรไลตเกื้อหนุน 

(supporting electrolyte) คือ ฟอสเฟสบัฟเฟอร มีคา pH 7.4 ของสารละลายไดโซเดียมไฮโดรเจน

ฟอสเฟต (Na2HPO4) โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (NaH2PO4) มีหมู  HPO4
-2  และ H2PO4

-  มี

คุณสมบัติเปน weak acid anion และ โซเดียมคลอไรด (NaCl) มีคุณสมบัติเปน non acid anion 

อยูในสารละลายอิเลคโทรไลดเกื้อหนุน ใหผลสอดคลองกับ Debiemme-Chouvy และคณะ 

(2009) ดังกลาวไวขางตนคือ ลักษณะของพอลิไพรอลที่ไดปนแทงนาโน โดยเมื่อความเขมขนของ

ไพรอลมอนอเมอรเพิ่มขึ้นจะทําใหแทงนาโนยาวขึ้น ตามสมการที่ 5.8 จะเห็นวาอัตราการเกิดพอลิ

ไพรอลขึ้นอยูกับความเขมขนของไพรอลมอนอเมอร และ hydroxyl radical 
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รูปที่ 5.11 ภาพ SEM (30 องศา) อนุภาคนาโนทอง/ พอลิไพรอล/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิ

เดสที่มีไพรอลมอนอเมอรความเขมขนของตางๆ (ก) 0.03 (ข) 0.05 (ค) 0.07 (ง) 0.09 (จ) 0.11 

และ (ฉ) 0.13 โมลตอลิตร ตามลําดับ 

 

 

 

 

 

(ง) 

(ฉ) 

(ค) 

(จ) 

(ข) (ก) 
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5.2.1.2 อิทธิพลจากความเขมขนของไพรอลตอคุณสมบัติทางเคมีไฟฟาของอนุภาค      

นาโนทอง/ พอลิไพรอล/  เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส 

 ความเขมขนของพอลิเมอรเปนสิ่งสําคัญตอการตรึงเอนไซม เนื่องจากหากใชความเขมขน

ของไพรอลมอนอเมอรที่นอยเกินไปอาจไมเพียงพอตอการฟอรมตัวเปนฟลมพอลิเมอรและกักเก็บ

เอนไซมบนพื้นผิวอิเลคโทรด และไพรอลมอนอเมอรมีคามากเกินไปซึ่งจะเกิดปฏิกิริยาเปนพอลิไพ

รอลฟลมที่มีความหนามากเกิน (สมการที่ 5.5-5.8) ซึ่งจะสงผลตอการแพรของสารตั้งตนไปยัง

เอนไซม และมีสวนปองกันการถายเทอิเลคไปยังอิเลคโทรด จะมีผลตอคาตอบสนองของ

กระแสไฟฟาในการตรวจวัดฟนอลได จากการทดลองพบวาความเขมขนของไพรอลมอนอเมอรที่ 

0.09 โมลตอลิตร มีความเหมาะสมตอการตรึงเอนไซม มีผลคาตอบสนองของกระแสไฟฟาสูงที่สุด 

ตามรูปที่ 5.12 โดยพบวาความเขมขนของไพรอลมอนอเมอรมีคาสูงกวา 0.09 โมลตอลิตร จะมี

คากระแสลดลงเนื่องจากพอลิไพรอลที่เกิดขึ้นจะมีลักษณะเปนแทงนาโนที่มีความยาวขึ้นและ

ขนาดใหญขึ้นตามรูปที่ 5.11 ซึ่งจะสงผลตอการแพรผานของสารตั้งตนไปยังเอนไซมที่อยูภายใน

แทงพอลิไพรอล 
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รูปที่ 5.12 คาตอบสนองของกระแสไฟฟาดวยเทคนิคแอมเพอโรเมตรี ความเขมขนพอลิไพรอล 

0.03, 0.05, 0.07, 0.09, 0.11 และ 0.13 โมลตอลิตร ตามลําดับ 
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5.2.2 อิทธิพลของจํานวนรอบ 

 สภาวะที่เหมาะสมของความเขมขนไพรอลมอนอเมอรตอการตรึงเอนไซมฮอรสแรดิชเปอร

ออกซิเดส คือ 0.09 โมลตอลิตร มีผลคาตอบสนองของกระแสไฟฟาสูงที่สุด นอกจากนี้อีกปจจัย

หนึ่งที่มีความสําคัญตอคาตอบสนองสัญญาณทางไฟฟา คือ จํานวนรอบของการสังเคราะหพอลิ

ไพรอล/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส ซึ่งจะมีความสัมพันธตอความหนาของชั้นฟลมที่เกิดขึน้

คือเมื่อจํานวนรอบเพิ่มขึ้น (เวลาการเกิดอิเลคโทรพอลิเมอรไรเซชันเพิ่มขึ้น) ทําใหเกิดพอลิไพรอล

ฟลมที่มีความหนามากขึ้น ซึ่งจะสงผลตอการตอบสนองของกระแสไฟฟาของไบโอเซนเซอร 

เนื่องจากการทําปฏิกิริยาของเอนไซมจะมีการถายโอนอิเลคตรอนไปที่อิเลคโทรด ซึ่งปฏิกิริยา

ดังกลาวอาจถูกกําหนดโดยการขนถายสารไปยังอิเลคโทรด การมีฟลมที่มีความหนาเกินไปสงผล

ตอการขนสงสารหรือการแพรของสารละลายไปยังพื้นผิวอิเลคโทรด (Razola และคณะ 2002) จาก

การทดลองสังเคราะหพอลิไพรอล/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส จํานวน 5, 10, 15, 20 และ 

25 รอบ ตามลําดับ  

 

5.2.2.1 อิทธิพลของจํานวนรอบตอคุณสมบัติทางกายภาพของอนุภาคนาโนทอง/   พอลิ

ไพรอล/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส 

 ในการศึกษาลักษณะพื้นผิวทางกายภาพของอนุภาคนาโนทอง/ พอลิไพรอล/ เอนไซม

ฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดสดวยเทคนิค SEM จํานวนรอบของการสังเคราะห 5, 10, 15, 20 และ 25 

รอบ ดังรูป 5.13ก, 5.13ข, 5.13ค, 5.13ง และ 5.13จ ตามลําดับ พบวาเมื่อเพิ่มจํานวนรอบทําให

ความยาวของแทงนาโนเพิ่มขึ้น เนื่องจากจํานวนรอบเพิ่มขึ้นทําใหระยะเวลาในการเกิดปฏิกิริยา

อิเลคโตรพอลิเมอรไรเซชันเพิ่มขึ้นสอดคลองตาม Debiemme-Chouvy และคณะ (2009)  
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รูปที่ 5.13 ภาพ SEM (30 องศา) อนุภาคนาโนทอง/ พอลิไพรอล/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิ

เดสที่มี จํานวนรอบตางๆ (ก) 5 (ข) 10 (ค) 15 (ง) 20 (จ) 25 รอบตามลําดับ 
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5.2.2.2 อิทธิพลของจํานวนรอบตอคุณสมบัติทางเคมีไฟฟาของอนุภาคนาโนทอง/  พอลิ

ไพรอล/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส 

 เมื่อทําการวัดกระแสไฟฟาดวยเทคนิคแอมเพอโรเมตรี ความตางศักยที่ -0.05 โวลท ใน

สารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดตอฟนอลความเขมขน 50/ 50 ไมโครโมลตอลิตร พบวาจํานวน

รอบของการสังเคราะหพอลิไพรอล/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส มีคาการตอบสนองของ

กระแสไฟฟาสูงที่สุด คือ 10 รอบ ทั้งนี้เนื่องจากเมื่อใชเวลาในการสังเคราะหนอยเกินไปจํานวน

เอนไซมที่ถูกตรึงไวในพอลิไพรอลอาจมีคานอยเกินไป แตหากใชเวลาในการสังเคราะหนานเกินไป 

จะทําใหมีชั้นฟลมที่มีความหนาและเอนไซมอาจเกิดการเสื่อมสภาพไดและไมเหมาะสมตอการ

ถายโอนอิเลคตรอนระหวางอิเลคโทรดและเอนไซม นอกจากนี้หากใชเวลาในการสังเคราะห        

พอลิเมอร/ เอนไซมมากเกินไปความหนาของชั้นฟลมพอลิไพรอลอาจสงผลตอการถายเท

อิเลคตรอนผานอนุภาคทองไปยังอิเลคโทรดที่มีผลตอการตอบสนองของไบโอเซนเซอร ดังนั้น

จํานวนรอบของการสังเคราะหพอลิไพรอล/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส สภาวะที่เหมาะสม

ที่สุดและมีผลคาตอบสนองของกระแสไฟฟาสูงที่สุด 10 รอบ ตามรูปที่ 5.14 
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รูปที่ 5.14 คาตอบสนองของกระแสไฟฟาดวยเทคนิคแอมเพอรโรเมตรีของจํานวนรอบของ      

การสังเคราะหพอลิไพรอล/ เอนไซมฮอสแรดิชเปอรอกซิเดส 5, 10, 15, 20 และ 25 รอบ ตามลําดับ 
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5.2.3 การศกึษาคณุสมบตัิทางกายภาพของอนุภาคนาโนทอง/ พอลิไพรอล/  เอนไซม
ฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส 

 ในการศึกษาลักษณะพื้นผิวทางกายภาพของชั้นฟลมบนพื้นผิวของกลาสสิคารบอนอิเลค

โทรดดวยเทคนิค scanning electron microscopy (SEM) จากรูปที่ 5.15ก เปนการสังเคราะหพอ

ลิไพรอลโดยใชไพรอลมอนอเมอรความเขม 0.09 โมลตอลิตร ใชเทคนิค cyclic voltammetry ใน

การอิเลคโทรพอลิเมอรไรเซชันไพรอล ในชวงความตางศักย 0.0 - 1.0 โวลทและอัตราการสแกน 10 

มิลลิโวลท/ วินาที จํานวน 10 รอบ รูปที่ 5.15ข เปนการปลูกอนุภาคนาโนทอง ซึ่งใชความเขมขน 

AuCl4
- 0.5 มิลลิโมลตอลิตร ซึ่งเปนสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการปลูกอนุภาคนาโนทองตามหัวขอ 

5.1 แลวสังเคราะหพอลิไพรอลบนพื้นผิวของกลาสสิคารบอนที่ไดทําการสังเคราะหอนุภาคนาโน

ทองเชนเดียวกันตามลําดับ รูปที่ 5.15ค เปนการสังเคราะหพอลิไพรอลรวมกับการตรึงเอนไซม

ฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส ซึ่งใชปริมาณเอนไซม 250 ยูนิต/ มิลลิลิตร และรูปที่ 5.15ง เปนการ

สังเคราะหอนุภาคนาโนทอง และพอลิไพรอลรวมกับการตรึงเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส 

 การทดลองจากรูปที่ 5.15ก พบวาฟลมของพอลิไพรอลที่เกิดขึ้นมีลักษณะโครงสรางซึ่งมี

การอัดตัวอยางหนาแนน (compact) และมีลักษณะฟลมที่เปนแบบเดียวกัน (homogeneous)    

มีลักษณะพื้นผิวคลายกับแทงนาโน (nanorod) ดังนั้นสารละลายอิเลคโทรไลตเกื้อหนุนและความ

เขมขนของไพรอลมอนอเมอรจึงมีผลตอลักษณะโครงสรางของพอลิเมอรที่เกิดขึ้น เนื่องจาก

สารละลายอิเลคโทรไลตเกื้อหนุนแตละชนิดมีการนําไฟฟาที่แตกตางกันสงผลตอโครงสรางของ  

พอลิเมอรที่เกิดขึ้น และความเขมขนของไพรอลมอนอเมอรโดยพบวาเมื่อความเขมขนของไพรอล    

มอนอเมอรมีคาต่ําลักษณะของพอลิไพรอลที่ไดคือเม็ดเล็กๆกระจายอยูบนพื้นผิวของอิเลคโทรด 

และเมื่อความเขมขนของไพรอลมอนอเมอรมีคามากพอพอลิไพรอลที่ไดมีลักษณะเปนแทงนาโนซึ่ง

ไดกลาวไวในหัวขอ 5.2.1  

จากรูปที่ 5.15ข เปนการสังเคราะหอนุภาคนาโนทอง/ พอลิไพรอล จะพบวาโครงสราง

อนุภาคของพอลิไพรอลมีขนาดเล็กลงและมีความหนาแนนเพิ่มขึ้น (homogeneous) ทั้งนี้

เนื่องจากอนุภาคนาโนทองที่ผิวของอิเลคโทรดชวยเพิ่มอัตราการถายเทอิเลคตรอนในกระบวนการ

อิเลคโทรพอลิเมอรไรเซชันของไพรอล  และรูปที่ 5.15ค เปนการสังเคราะหพอลิไพรอล/ เอนไซม

ฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส จะพบวาโครงสรางอนุภาคของพอลิไพรอลมีขนาดเล็กลงและเปนเนื้อ

เดียวกัน ทั้งนี้เนื่องจากเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดสที่ถูกตรึงภายในพอลิไพรอลมีสวนชวยให

เกิดนิวคลิเอชันของแทงพอลิไพรอลขึ้นบริเวณใหมบนพื้นผิวอิเลคโทรด และหนวงการเติบโตของ

พอลิไพรอล ทําใหพอลิไพรอลมีขนาดเล็กลง (Tian และคณะ 2001)  
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นอกจากนี้รูปที่ 5.15ง เปนการสังเคราะหอนุภาคนาโนทอง/ พอลิไพรอล/ เอนไซมฮอรส

แรดิชเปอรออกซิเดส พบวาโครงสรางอนุภาคของพอลิไพรอลมีขนาดเล็กเปนเนื้อเดียวกัน ทั้งนี้

เนื่องการกระจายของอนุภาคนาโนทองที่ดีมีสวนชวยในกระจายตัวของนิวคลิเอชัน และเอนไซมมี

ผลตอการหนวงการเติบโตของพอลิไพรอล อยางไรก็ตามพอลิไพรอลอาจมีขนาดใหญในบาง

บริเวณทั้งนี้เนื่องพอลิไพรอลที่เกิดจากการนิวคลิเอชันขึ้นใหมเกิดการซอนทับและรวมตัวกับ

อนุภาคเดิมของชั้นพอลิไพรอล (ElKaoutit และคณะ 2009) 

 

 

     
 

        
 

รูปที่ 5.15 ภาพ SEM โครงสรางของฟลมชนิดตางๆ (ก) พอลิไพรอล (ข) อนุภาคนาโนทอง/ พอลิ

ไพรอล (ค) เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส/ พอลิไพรอล (ง) อนุภาคนาโนทอง/ พอลิไพรอล/ 

เอนไซมฮอรสแรดชิเปอรออกซิเดส  

 

 

 

 

(ก) 

(ง) (ค) 

(ข) 
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 สําหรับการศึกษาลักษณะพื้นผิวทางกายภาพบนพื้นผิวของกลาสสิคารบอนอิเลคโทรด

ดวยเทคนิค atomic force microscopy (AFM) ตามรูปที่ 5.16 มีความสอดคลองกับการศึกษา

ลักษณะพื้นผิวทางกายภาพดวยเทคนิค SEM ซึ่งจากการศึกษาอาจมองเห็นลักษณะของเอนไซม

ฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดสไดไมเดนชัดมากนัก ซึ่งจากการศึกษาของElKaoutit และคณะ (2009) 

ถึงแมจะใชเทคนิค FTIR หรือ XRD ยังไมสามารถยืนยันไดแนชัด ทั้งนี้เนื่องจากมีปริมาณเอนไซม

นอยมากจึงไมสามารถวิเคราะหพันธะพอลิเปปไทดได อยางไรก็ตามเมื่อนํารูปที่ 5.16ก รูปที่ 5.16

ข รูปที่ 5.16ค และรูปที่ 5.16ง มาเปรียบเทียบจะสามารถเห็นไดอยางชัดเจนวาขนาดอนุภาคของ

พอลิไพรอลมีขนาดที่เล็กลง ทั้งนี้เนื่องจากมีเอนไซมเขามาฝงแทรก และไมอาจที่จะทําใหเกิดการ

รวมกันของอนุภาคพอลิไพรอลเปนอนุภาคที่มีขนาดใหญขึ้นได 
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รูปที่ 5.16 ภาพ AFM โครงสรางของฟลมชนิดตางๆ (ก) พอลิไพรอล (ข) อนุภาคนาโนทอง/ พอลิ

ไพรอล (ค) เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส / พอลิไพรอล (ง) อนุภาคนาโนทอง/ พอลิไพรอล/ 

เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส 

(ก) 

(ข) 

(ง) 

(ค) 
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5.2.4 การวเิคราะหประสิทธิภาพของไบโอเซนเซอร (performance factor) 

  5.2.4.1 ชวงความเปนเสนตรง (linear range) 

 จากรูปที่ 5.17 พบวาในชวงแรกปริมาณของฟนอลมีคาความเขมขนนอยจึงทําใหมีคาการ

ตอบสนองทางไฟฟามีคาใกลเคียงกันมาก และหากเพิ่มความเขมขนของฟนอลเพิ่มขึ้นเรื่อยๆ จะมี

ชวงความเปนเสนตรงอยูในชวงๆ หนึ่งสามารถวัดปริมาณความเขมขนของฟนอลไดอยางดี 

เนื่องจากฟนอลซึ่งทําหนาที่เปนตัวกลางการถายโอนอิเลคตรอน (mediator) มีคาความเขมขนที่

เพียงพอตอความเขมขนของไฮโดรเจนเปอรออกไซด และเมื่อเพิ่มความเขมขนของฟนอลเพิ่มขึ้น

อยางตอเนื่องจะทําใหมีคาการตอบสนองทางไฟฟาที่ไมเปนเชิงเสน เนื่องจากเมื่อมีปริมาณความ

เขมขนของฟนอลมากขึ้นแตความเขมขนของไฮโดรเจนเปอรออกไซดเทาเดิม ซึ่งเปนไปไดที่

ไฮโดรเจนเปอรออกไซดอาจมีตัวกําหนดการเกิดปฏิกิริยา (limiting substrate) และเกิดการเสื่อม

ของเอนไซม ดังนั้นชวงความเปนเสนตรงเปนความสามารถของวิธีการวิเคราะหแลวไดผลการ

วิเคราะหที่เปนสัดสวนกับความเขมขนของสารที่วิเคราะหในชวงความเขมขน มีคาความเปน

เสนตรงอยูในชวง 3.0x10-5- 2.1x10-4 โมลตอลิตร  

 

 
 

รูปที่ 5.17 (ก) calibration curve ความเขมขนของฟนอล (ข) ชวงความเปนเสนตรง โดยใช

ไฮโดรเจนเปอรออกไซดความเขมขน 50 ไมโครโมลตอลิตร วัดกระแสไฟฟาดวยเทคนิคแอมเพอโร

เมตรี ความตางศักยที่ -0.05 โวลท  

 

(ก) 

(ข) 
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 5.2.4.2 ความวองไวตอการตอบสนอง (sensitivity) 

 ความวองไวตอการตอบสนองสามารถตรวจวัดจากอัตราสวนของการเปลี่ยนแปลงของ

สัญญาณทางไฟฟา ตอการเปลี่ยนแปลงความเขมขนของฟนอล (concentration) โดยสามารถหา

ไดจากความชันของชวงความเปนเสนตรง (linear range) จากรูปที่ 5.17ข พบวา ความวองไวตอ

การตอบสนอง (sensitivity) คือ 7.277 nA/µM (R2= 0.992) 

 

  5.2.4.3 ความเขมขนต่ําสุดที่สามารถวัดได (detection limit) 

 ความเขมขนต่ําสุดที่สามารถวัดไดวิเคราะหจาก 3sb/m โดยที่ sb คือคาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

(standard deviation) ที่ความเขมขนต่ําสุดของชวงความเปนเสนตรง และ m คือความชันของคา

ความวองไวตอการตอบสนอง (sensitivity) พบวาความเขมขนต่ําสุดที่สามารถวัดไดมีคา 

2.54x10-5 โมลตอลิตร (n=5), (S/N=3) 

 

  5.2.4.4 เวลาการตอบสนอง (response time) 
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รูปที่ 5.18 เวลาการตอบสนองดวยเทคนิคแอมเพอโรเมตรี ความตางศักยที่ -0.05 โวลท            

ในสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดตอฟนอลความเขมขน 50/ 50 ไมโครโมลตอลิตร 

 

 เวลาการตอบสนอง (response time)  โดยสามารถหาจากกระแสที่เริ่มเขาสูสภาวะสมดุล 

(steady-state) พบวามีคาการตอบสนองทางสัญญาณไฟฟาเริ่มเขาสูสภาวะสมดุลที่เวลา 50 

วินาที ตามรูปที่ 5.18 
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  5.2.4.5 การนํากลับมาใชใหม (reusability) 

 การนํากลับมาใชใหมเปนการตรวจวัดซ้ําจากอิเลคโทรดแทงเดิมซึ่งอิเลคโทรดแทงเล็ก

สําหรับการวิเคราะห เมื่อนําไปวัดซ้ําเปนจํานวน 10 ครั้งพบวา กระแสไฟฟามีคาลดลงเรื่อยๆ 

หลังจากการวัดครั้งที่ 1-5 ซึ่งมีกระแสไฟฟาลดลง 72.38% จากการวัดครั้งแรก และมีกระแสไฟฟา

ลดลงเหลือ 67.45% หลังจากการวัดครั้งที่ 10 ตามรูปที่ 5.19 กระแสไฟฟาที่เกิดขึ้นจะมีคาลดลง 

หลังจากการวัดแตละครั้งทั้งนี้เนื่องจากเอนไซมที่ถูกกักเก็บนั้นอาจมีสวนที่เสื่อมสภาพลงไปเมื่อมี

การทําปฏิกิริยากับ H2O2 ทําใหมีคากระแสลดลงตามจํานวนครั้งที่ทําการวัด นอกจากนี้โมเลกุล

ของเอนไซม HRP อาจจะหลุดออกจากพอลิไพรอลฟลมได เนื่องจากพอลิไพรอลฟลมมีการ

เสื่อมสภาพไดเมื่อมีการสัมผัสกับ H2O2 (Umana และคณะ 1986) 

-1000

-800

-600

-400

-200

0

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Number of repeated uses

R
es

id
ua

l a
ct

iv
ity

 (
%

)

 
รูปที่ 5.19 การวัดกระแสไฟฟาของอิเลคโทรดจากแทงเดิมซ้ําจํานวน 10 ครั้งดวยเทคนิคแอมเพอ

โรเมตรี ความตางศักยที่  -0.05 โวลท ในสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดตอฟนอลความเขมขน 

50/ 50 ไมโครโมลตอลิตร 
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  5.2.4.6 การผลิตซ้ํา (reproducibility) 

 เมื่อทําการผลิตซ้ําตามกระบวนการเดิมซึ่งใชอิเลคโทรดแทงเล็กสําหรับการวิเคราะห 

พบวา กระแสไฟฟามีคาใกลเคียงกัน และมีคาสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (%RSD) เทากับ 

10.67 ตามรูปที่ 5.20 
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รูปที่ 5.20 การวัดกระแสไฟฟาของอิเลคโทรดที่ผลิตซ้ํา จํานวน 5 ครั้ง ดวยเทคนิคแอมเพอโรเมตรี 

ความตางศักยที่ -0.05 โวลท ในสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดตอฟนอลความเขมขน 50/ 50 

ไมโครโมลตอลิตร 

  

  5.2.4.7 การจัดเก็บ (storage stability) 

 การทดสอบประสิทธิภาพของสารชีวภาพที่ถูกตรึงไวที่มีการเสื่อมสภาพไปตามระยะเวลา

ในการใชไบโอเซนเซอร และระยะเวลาการจัดเก็บสารชีวภาพที่ถูกตรึงไวบนอิเลคโทรด โดยจัดเก็บ

อิเลคโทรดที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 7.4 พบวาเมื่อจัดเก็บ

เปนเวลา 3, 5, 10, 15 และ 30 วัน พบวาเอนไซมมีประสิทธิภาพลดลงเหลือ 68.34%, 31.83%, 

17.68%, 16.42%, 15.34% จากการวัดครั้งแรก ตามรูป 5.21 

 เมื่อทําการเปรียบเทียบการนํากลับมาใชใหมและการจัดเก็บ พบวากระแสไฟฟาที่เกิดขึ้น

จะมีคาลดลงตามหลังจากการวัดแตละครั้งทั้งนี้เนื่องจากเอนไซมที่ถูกกักเก็บนั้นอาจมีสวนที่

เสื่อมสภาพลงไปเมื่อมีการทําปฏิกิริยากับ H2O2 และเมื่อทําการจัดเก็บจะมีคาลดลงจะมีคาลดลง

ตามระยะเวลาในการจัดเก็บที่เพิ่มขึ้น 
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รูปที่ 5.21 การวัดกระแสไฟฟาของอิเลคโทรดที่จัดเก็บเปนเวลา 30 วัน ดวยเทคนิคแอมเพอโร    

เมตรี ความตางศักยที่ -0.05 โวลท ในสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดตอฟนอลความเขมขน 

50/ 50 ไมโครโมลตอลิตร 

 

5.2.4.8 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของไบโอเซนเซอร  

           (performance factor) 

 การเปรียบเทียบการวิเคราะหประสิทธิภาพของไบโอเซนเซอร (performance factor) กับ

งานวิจัยอื่นๆ ที่มีการตรวจวัดฟนอลเชนเดียวกัน ซึ่งไดทําการเปรียบเทียบคาตางๆ ตามตารางที่ 

5.2 พบวามีชวงความเปนเสนตรง (linear range) ที่มีความกวางกวางานวิจัยอื่นๆ มีเวลาการ

ตอบสนอง (response time) และความวองไวตอการตอบสนอง (sensitivity) มีคานอยกวาบาง

งานวิจัย อยางไรก็ตามความเขมขนต่ําสุดที่สามารถวัดได (detection limit) อาจมีคาที่ไมต่ํามาก

นักจึงตองมีการปรับปรุงตอไป  

จากการทดลองในการตรวจวัดฟนอลดังกลาวสามารถที่จะทําไปประยุกตใชกับ

สารประกอบฟนอลอื่นๆ หรือสามารถนําอิเลคโทรดตรวจวัดฟนอลจากตัวอยางน้ําจากแหลงน้ํา

ตางๆ เชน แมน้ํา ลําคลอง หรือน้ําที่ผานการบําบัดจากโรงงาน เพื่อตรวจวัดฟนอลที่มีโอกาสปลอย

ออกสูแหลงน้ําตางๆ 
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ตางรางที่ 5.2 การเปรียบเทียบการวเิคราะหประสิทธิภาพของไบโอเซนเซอร    

        (performance factor) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Working electrode 

Detection 

Limit 

Linear 

range Sensitivity 

Response 

time เอกสารอางอิง 

Silica-titanium / HRP/ 

carbon paste  
- 10-50 µM 1 µM 3 s 

Rosatto และคณะ 

(1999) 

SiO2/Nb2O5 sol-gel/ 

HRP/ carbon SPE 
0.5 µM dm-3 

5-25 µM 

dm-3 
3.2 nA dm3 - 

Rosatto และคณะ 

(2002) 

PVF/ PPy/ HRP/ GCE 
0.17 µM 

0.5-10 

µM 

29.91nA 

µM-1 
5 min 

Sulak และคณะ 

(2009) 

Poly(GMA-co-MTM)/ 

polypyrrole/HRP/GCE 
0.3 µM 2-12 µM 90 nA µM-1 3 s 

Korkut และคณะ 

(2009) 

CNT/ PPy/ HRP/ Au 
3.52 µM 16-24 µM 1 nA µM-1 2 s 

Korkut และคณะ 

(2009) 

Gold/ PPy/ HRP/ 

GCE 
25.4  µM 

30-210 

µM 

7.277 nA 

µM-1 
50 s 

จากงานวิจัย 
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บทท่ี 6 
สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 

 
6.1 สรุปผลการทดลอง 

6.1.1 ขนาดอนุภาคนาโนทอง  

1. ความเขมขนที่เหมาะสมสําหรับการสังเคราะหอนุภาคนาโนทองใชสารละลายที่

ประกอบดวยไฮโดรเจน เตตระคลอโรออเรต  ไตรไฮไดรด (HAuCl4•3H2O) ที่

ความ เขมขนระหวาง 0.5 มิลลิโมลตอลิตร และโพแทสเซียมไนเตรต (KNO3) 

0.1 โมลตอลิตร ทําการใหศักยไฟฟาที่ -0.2 โวลท และใชเวลาในการใหศักยไฟฟา 

30 วินาที เสนผาศูนยกลางและความสูงของอนุภาคนาโนทอง 56.22, 33.27    

นาโนเมตร ตามลําดับ และมีจํานวนอนุภาคนาโนทอง 4.05 x109  อนุภาค/ ซม2 

 

6.1.2 ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของการสังเคราะหอนุภาคนาโนทอง/ พอลิไพรอล/  

          เอนไซมฮอสแรดิชเปอรอกซิเดสบนอิเลคโทรดใชงาน 

1. ความเขมขนของไพรอลมอนอเมอร 0.09 โมลตอลิตร มีความเหมาะสมตอการ

ตรึงเอนไซมฮอสแรดิชเปอรอกซิเดส  

2. จํานวนรอบของการสังเคราะหพอลิไพรอล/ เอนไซมฮอสแรดิชเปอรอกซิเดส มีคา

การตอบสนองของกระแสไฟฟาสูงที่สุด คือ 10 รอบ 

 

 6.1.3 การวิเคราะหประสิทธิภาพของไบโอเซนเซอร (performance factor) 

1. ชวงความเปนเสนตรง (linear range) มีคาในชวงความเขมขนของฟนอลระหวาง 

3.0x10-5- 2.1x10-4 โมลตอลิตร 

2. ความวองไวตอการตอบสนอง (sensitivity)มีคา 7.277 nA/µM (R2= 0.992) 

3. เขมขนต่ําสุดที่สารมารถวัดได (detection limit) มีคา 2.54x10-5  โมลตอลิตร 

(n=5), (S/N=3) 

4. เวลาการตอบสนอง (response time) เปนเวลา 50 วินาที 

5. การนํากลับมาใชใหม (reusability) หลังจากการวัดครั้งที่ 1-5 ซึ่งมีกระแสไฟฟา

ลดลง 72.38% จากการวัดครั้งแรก และมีกระแสไฟฟาลดลงเหลือ 67.45% 

หลังจากการวัดครั้งที่ 10  
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6. การผลิตซ้ํา (reproducibility) มีคาสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (%RSD) 

เทากับ 10.67 

7. การจัดเก็บ (storage stability) พบวาเมื่อจัดเก็บเปนเวลา 3, 5, 10, 15 และ 30 

วัน พบวาเอนไซมมีประสิทธิภาพลดลงเหลือ 68.34%, 31.83%, 17.68%, 

16.42%, 15.34% จากการวัดครั้งแรก 

 
6.2 ขอเสนอแนะ 

1. ปจจัยของการตรึงเอนไซมดวยวิธีอิเลคโทรพอลิเมอรไรเซชันมีหลายปจจัยดวยกัน 

ดั้งนั้นควรมีการศึกษาปจจัยตางๆ ที่มีผลตอการตรึงเอนไซมใหมีสภาวะที่

เหมาะสมเพิ่มเติมตอไป 

2. การทดลองเสถียรภาพการนํากลับมาใชใหม และการเก็บรักษาของเอนไซมตรึง

รูปในงานวิจัยนี้พบวามีเสถียรภาพไมมากนัก ดังนั้นจึงควรมีการศึกษาเพิ่มเติม

เกี่ยวกับวัสดุที่จะชวยในการรักษาเสถียรภาพเอนไซม และควรมีการปรับปรุง

รูปแบบการเก็บรักษาใหมีความเหมาะสมตอไป 
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ขอมูลผลการทดลอง 
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ภาคผนวก ก 

 ก.1 ขนาดอนุภาคนาโนทอง 
 

 อนุภาคทองบนกลาสสิคารบอนอิเลคโทรด โดยใชสารละลายไฮโดรเจน เตตระคลอโร

ออเรตไตรไฮไดรด (HAuCl4•3H2O) 0.1-1 มิลลิโมลตอลิตร ใชเวลาในการใหศักยไฟฟาเปนเวลา 5 

30 และ 60 วินาที ตามลําดับ 

ตารางท่ี ก.1 เสนผาศูนยกลางอนุภาคทองบนกลาสสิคารบอนอิเลคโทรด ในสารละลายไฮโดรเจน 

เตตระคลอโรออเรตไตรไฮไดรด (HAuCl4•3H2O) 0.1 มิลลิโมลตอลิตร ใชเวลาในการใหศักยไฟฟา

ที่เวลาตางๆ 

ความถี่ 
เสนผาศูนยกลาง 

5 วินาที 30 วินาท ี 60 วินาท ี

0-30 136 1054 623 

31-60 162 922 846 

61-90 42 26 301 

91-120 15 14 140 

120-150 9 0 24 

151-180 3 0 1 
 
 

ตารางท่ี ก.2 เสนผาศูนยกลางอนุภาคทองบนกลาสสิคารบอนอิเลคโทรด ในสารละลายไฮโดรเจน 

เตตระคลอโรออเรตไตรไฮไดรด (HAuCl4•3H2O) 0.5 มิลลิโมลตอลิตร ใชเวลาในการใหศักยไฟฟา

ที่เวลาตางๆ 
 

ความถี่ 
เสนผาศูนยกลาง 

5 วินาที 30 วินาท ี 60 วินาท ี

0-30 765 114 196 

31-60 567 453 267 

61-90 48 415 112 

91-120 8 30 57 

120-150 2 1 56 

151-180 0 0 55 
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ตารางท่ี ก.3 เสนผาศูนยกลางอนุภาคทองบนกลาสสิคารบอนอิเลคโทรด ในสารละลายไฮโดรเจน 

เตตระคลอโรออเรตไตรไฮไดรด (HAuCl4•3H2O) 1 มิลลิโมลตอลิตร ใชเวลาในการใหศักยไฟฟาที่

เวลาตางๆ 
 
 

ความถี่ 
เสนผาศูนยกลาง 

5 วินาที 30 วินาท ี 60 วินาท ี

0-30 1093 143 24 

31-60 2323 366 89 

61-90 132 376 81 

91-120 4 251 119 

120-150 4 53 146 

151-180 0 21 57 
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 ก.2 การดัดแปลงอิเลคโทรดแตละชนดิ 

 การวัดกระแสฟ าดวยเทคนคิแอมเพอโรเมตรี ที่ศักยไฟฟา -0.05 โวลท หนวยของ

สัญญาณทางไฟฟาเปนนาโนแอมแปร (nA) ของการดัดแปลงอิเลคโทรดแตละชนดิ 

 

ตารางท่ี ก.4 กระแสไฟฟาของกลาสสิคารบอนอิเลคโทรด (นาโนแอมแปร) 

BARE I(1) I(2) I(3) คาเฉลี่ย SD %RSD 

PBS -19.203 -15.560 -14.810 -16.524 2.350 -14.221 

H2O2 -16.528 -15.274 -15.034 -15.612 0.802 -5.139 

Phenol -15.007 -13.474 -13.188 -13.890 0.978 -7.043 

H2O2/ Phenol -22.594 -21.306 -20.978 -21.626 0.854 -3.950 

 
 

ตารางท่ี ก.5 กระแสไฟฟาของกลาสสิคารบอนอิเลคโทรดที่มีการปลูกอนุภาคทอง (นาโนแอมแปร) 

GOLD I(1) I(2) I(3) คาเฉลี่ย SD %RSD 

PBS -33.630 -31.944 -30.103 -31.893 1.764 -5.531 

H2O2 -135.048 -89.708 -65.951 -96.902 35.105 -36.228 

Phenol -36.346 -34.730 -32.749 -34.609 1.802 -5.206 

H2O2/ Phenol -57.723 -50.317 -46.258 -51.433 5.813 -11.303 

 

 

ตารางท่ี ก.6 กระแสไฟฟาของกลาสสิคารบอนอิเลคโทรดที่มีการปลูกฟลมพอลิไพรอล (นาโนแอมแปร) 

Pyrrole I(1) I(2) I(3) คาเฉลี่ย SD %RSD 

PBS -21.023 -20.619 -20.204 -20.615 0.409 -1.985 

H2O2 -78.214 -46.560 -37.491 -54.088 21.380 -39.527 

Phenol -31.132 -26.720 -25.196 -27.683 3.083 -11.137 

H2O2/ Phenol -25.622 -23.725 -23.302 -24.217 1.235 -5.101 
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ตารางท่ี ก.7 กระแสไฟฟาของกลาสสิคารบอนอิเลคโทรดที่มีการปลูกอนุภาทอง/ พอลิไพรอล 

         (นาโนแอมแปร) 

GOLD/PPy I(1) I(2) I(3) คาเฉลี่ย SD %RSD 

PBS -34.896 -33.844 -33.459 -34.066 0.744 -2.184 

H2O2 -42.839 -40.829 -39.587 -41.085 1.641 -3.994 

Phenol -46.056 -42.822 -40.545 -43.141 2.769 -6.419 

H2O2/Phenol -107.738 -67.700 -57.272 -77.570 26.641 -34.345 

 
 

ตารางท่ี ก.8 กระแสไฟฟาของกลาสสิคารบอนอิเลคโทรดที่มีการปลูกฟลมพอลิไพรอล/  

      เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส (นาโนแอมแปร) 

HRP/PPy I(1) I(2) I(3) คาเฉลี่ย SD %RSD 

PBS -17.482 -17.116 -16.806 -17.135 0.338 -1.974 

H2O2 -26.046 -24.107 -22.806 -24.320 1.630 -6.704 

Phenol -31.343 -25.289 -23.241 -26.624 4.213 -15.823 

H2O2/ Phenol -258.848 -175.781 -159.690 -198.106 53.215 -26.862 

 

 

ตารางท่ี ก.9 กระแสไฟฟาของกลาสสิคารบอนอิเลคโทรดที่มีการปลูกอนุภาคทอง/  

                    พอลิไพรอล/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส (นาโนแอมแปร) 

GOLD/HRP/PPy I(1) I(2) I(3) คาเฉลี่ย SD %RSD 

PBS -63.518 -60.486 -58.735 -60.913 2.420 -3.972 

H2O2 -160.495 -121.710 -100.017 -127.407 30.639 -24.048 

Phenol -79.973 -75.058 -73.073 -76.035 3.552 -4.672 

H2O2/ Phenol -1020.048 -613.300 -831.914 -821.754 203.564 -24.772 
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ก.3 สภาวะที่เหมาะสมในการตรึงเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดสที่ความ  
 เขมขนของพอลิไพรอลตางๆ 

 เทคนิคแอมเพอโรเมตรีที่ศักยไฟฟา -0.05 โวลท หนวยของสัญญาณทางไฟฟาเปน 

นาโนแอมแปร (nA) โดยกอนการอิเลคโทรพอลิเมอรไรเซชันระหวางพอลิไพรอลและเอนไซมฮอรส

แรดิชเปอรออกซิเดส จะทําการสังเคราะหอนุภาคทองกอนทุกครั้ง ความเขมขนของพอลิไพรอลมอ

นอเมอร 0.03, 0.05, 0.07, 0.09, 0.11 และ 0.13 โมลตอลิตร ตามลําดับ 

 

ตารางท่ี ก.10 กระแสไฟฟาของกลาสสิคารบอนอิเลคโทรดที่มีการปลูกอนุภาคทอง/  

 พอลิไพรอล/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส (นาโนแอมแปร) 

 I(1) I(2) I(3) คาเฉลี่ย SD %RSD 

0.03 M -374.257 -300.505 -250.062 -308.275 62.461 -20.262 

0.05 M -972.714 -707.062 -831.914 -837.230 132.906 -15.874 

0.07 M -1878.476 -1478.524 -1241.524 -1532.841 321.931 -21.002 

0.09 M -2026.952 -1439.524 -1249.714 -1572.063 405.216 -25.776 

0.11 M -1316.857 -1039.429 -1675.238 -1343.841 318.763 -23.720 

0.13 M -1440.000 -1192.190 -890.500 -1174.230 275.190 -23.436 
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 ก.4 สภาวะที่เหมาะสมในการตรึงเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดสที่จํานวน
 รอบของการสังเคราะหพอลิไพรอล/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส  

 เทคนิคแอมเพอโรเมตรี ที่ศักยไฟฟา -0.05 โวลท หนวยของสัญญาณทางไฟฟาเปน 

นาโนแอมแปร (nA) โดยกอนการอิเลคโทรพอลิเมอรไรเซชันระหวางพอลิไพรอล และเอนไซมฮอรส

แรดิชเปอรออกซิเดส จะทําการสังเคราะหอนุภาคทองกอนทุกครั้ง จากจํานวนรอบของการ

สังเคราะหพอลิไพรอล/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส 5, 10, 15, 20 และ 25 รอบ ตามลําดับ 

 

ตารางท่ี ก.11 กระแสไฟฟาของกลาสสิคารบอนอิเลคโทรดที่มีการปลูกอนุภาคทอง/  

        พอลิไพรอล/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส (นาโนแอมแปร) 

cycle I(1) I(2) I(3) คาเฉลี่ย SD %RSD 

5 cycle -1784.52 -1494.62 -1286.762 -1521.968 250.005 -16.427 

10 cycle -2307.48 -1876.29 -1675.238 -1953.000 323.025 -16.539 

15 cycle -2026.95 -1439.52 -1249.714 -1572.063 405.216 -25.776 

20 cycle -1176.81 -925.886 -821.619 -974.771 182.572 -18.729 

25 cycle -867.338 -702.567 -613.214 -727.706 128.914 -17.715 
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ก.5 calibration curve ความเขมขนของฟนอล โดยใชไฮโดรเจนเปอรออกไซด
ความเขมขน 50 ไมโครโมลตอลลิตร วดักระแสไฟฟาดวยเทคนิคแอมเพอโรเมตรี 

ความตางศกัยที่ -0.05 โวลท 
  

ความขมขนฟนอล  

(µM) 

I 

(nA) 

1 -1052.545 

10 -1050.364 

30 -1136.091 

50 -1279.364 

70 -1399.273 

90 -1600.545 

110 -1763.182 

130 -1840.000 

150 -2048.545 

170 -2228.364 

190 -2298.000 

210 -2390.000 

250 -2414.364 

500 -2751.727 

1000 -3036.455 
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ก.6 การนํากลับมาใชใหม (reusability) โดยใชไฮโดรเจนเปอรออกไซดความ
เขมขน 50 ไมโครโมลตอลลิตร วัดกระแสไฟฟาดวยเทคนิค  แอมเพอโรเมตรี 

ความตางศักยที่ -0.05 โวลท 
   

No. I(nA) 

1 -836.500 

2 -740.700 

3 -668.600 

4 -628.700 

5 -605.500 

6 -592.700 

7 -585.000 

8 -573.400 

9 -572.800 

10 -564.300 

avg -6.37E-07 

SD 8.87E-08 

RSD -13.921 

ก.7 การผลิตซ้ํา (reproducibility) โดยใชไฮโดรเจนเปอรออกไซดความเขมขน 50 
ไมโครโมลตอลลิตร วัดกระแสไฟฟาดวยเทคนิคแอมเพอโรเมตรี ความตางศักยที่ 
-0.05 โวลท 

No. I (nA) 

1 -1003.484 

2 -918.167 

3 -1107.062 

4 -851.786 

5 -891.713 

avg -954.442 

SD 101.842 

RSD -10.670 
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ก.8 การจัดเก็บ (storage stability) โดยใชไฮโดรเจนเปอรออกไซดความเขมขน 50 
ไมโครโมลตอลลิตร วัดกระแสไฟฟาดวยเทคนิคแอมเพอโรเมตรี ความตางศักยที่ 

-0.05 โวลท 
 

วัน I(nA) 

1 -1151.480 

3 -786.880 

5 -366.550 

10 -203.550 

15 -189.100 

30 -176.700 

 
  

  
  
  

  
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 



 

 

111 

 

ภาคผนวก ข 
Conference 

 

ยุสราน ดาโอะ, ชัญชนา  ธนชยานนท และ สีรุง ปรีชานนท “การสังเคราะหไมโครอิเลคโทรด

อารเรยของเงินโดยวิธีไฟฟาเคมี” การประชุมวิชาการวิศวกรรมเคมีและเคมีประยุกตแหงประเทศ

ไทย ครั้งที่ 19 ความรวมมือทางการวิจัยระหวางภาคการศึกษาและภาคอุตสาหกรรมในประเทศ

ไทย ระหวางวันที่ 26-27 ตุลาคม 2552 ณ เฟลิกซ ริเวอร แคว รีสอรท จ.กาญจนบุรี 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

นายยุสราน ดาโอะ เกิดวันที่ 9 มิถุนายน พ.ศ.2528 จังหวัด นราธิวาส สําเร็จการศึกษา

ระดับมัธยมศึกษาที่โรงเรียนนราธิวาส และเขาศึกษาตอในหลักสูตรวิศวกรรมศาสตรบัณฑิต 

สาขาวิชาวิศวกรรมเคมี คณะวิศวกรรมศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร โดยสําเร็จการศึกษา

ในปการศึกษา 2550 หลังจากนั้นไดเขาศึกษาตอในหลักสูตรวิศวกรรมศาสตรมหาบัณฑิต 

ภาควิชาวิศวกรรมเคมี คณะวิศวกรรมศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัยในปการศึกษา 2551 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 


	ปกภาษาไทย
	ปกภาษาอังกฤษ
	หน้าอนุมัติ
	บทคัดย่อภาษาไทย
	บทคัดย่อภาษาอังกฤษ
	กิตติกรรมประกาศ
	สารบัญ
	บทที่ 1 บทนำ
	1.1 ความเป็นมาของงานวิจัย
	1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย
	1.3 ขอบเขตงานวิจัย

	บทที่ 2 ทฤษฎี
	2.1 เอนไซม์ฮอร์สแรดิชเปอร์ออกซิเดส
	2.2 วิธีการตรึงเอนไซม์
	2.3 จลนพลศาสตร์ของเอนไซม์ตรึงรูป
	2.4 ไบโอเซนเซอร์
	2.5 วิธีวิเคราะห์เชิงเคมีไฟฟ้า
	2.6 การวิเคราะห์ประสิทธิภาพของไบโอเซนเซอร์

	บทที่ 3 วารสารปริทรรศน์
	3.1 เอนไซม์ฮอร์สแรดิชเปอร์ออกซิเดส สำหรับตรวจวัดฟีนอลและไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์
	3.2 พอลิเมอร์นำไฟฟ้าและอิทธิพลที่มีผลต่อพอลิเมอร์ต่อการตรึงเอนไซม์
	3.3 อนุภาคนาโนของโลหะและอิทธิพลที่มีผลต่อการสังเคราะห์อนุภาคนาโนโลหะ
	3.4 การนำอนุภาคนาโนของโลหะมาประยุกต์ใช้กับไบโอเซนเซอร์

	บทที่ 4 วิธีการดำเนินการวิจัย
	4.1 อุปกรณ์และเคมีภัณฑ์
	4.2 วิธีการทดลอง

	บทที่ 5 ผลการทดลองและวิจารณ์การทดลอง
	5.1 การสังเคราะห์อนุภาคทองโดยใช้เคมีไฟฟ้าบนพื้นผิวของอิเลคโทรดใช้งาน
	5.2 สภาวะที่เหมาะสมของการตรึงเอนไซม์ฮอร์สแรดิชเปอร์ออกซิเดส (HRP)/ไพรอล

	บทที่ 6 สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ
	6.1 สรุปผลการทดลอง
	6.2 ข้อเสนอแนะ

	รายการอ้างอิง
	ภาคผนวก
	ประวัติผู้เขียน



