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บทท่ี 1 
บทนํา 

 

1.1 ความเปนมาของงานวิจัย 
 

การศึกษากระบวนการสังเคราะหอนุภาคนาโนของโลหะบนอิเลคโทรดใชงานในการ

วิเคราะหไบโอเซนเซอร จะมีขอดีหลายประการเมื่อนํามาเปรียบเทียบกับแมคโครอิเลคโทรดที่ไมมี

การดัดแปลงคือ สามารถเพิ่มพื้นที่ผิวของอิเลคโทรด ความวองไวและเวลาในการตอบสนองทาง

สัญญาณทางไฟฟาของอิเลคโทรดไดดีขึ้น การสังเคราะหอนุภาคของโลหะตางๆ สามารถ

สังเคราะหไดหลายวิธี  แตวิธีที่นิยมใชกันมากวิธีหนึ่ งคือ การสังเคราะหดวยเคมีไฟฟา 

(electrodeposition) วิธีนี้มีขอดีคือ อนุภาคโลหะที่สังเคราะหมีความบริสุทธิ์ และสามารถควบคุม

ขนาดของอนุภาคไดเปนอยางดี อนุภาคโลหะที่นิยมสังเคราะหไดแก ทอง เงิน คารบอนนาโนทิวบ 

เปนตน อนุภาคของโลหะเหลานี้มีคุณสมบัติที่มีความเขากันไดทางชีวภาพ (biocompatibility)   

คะตะไลติก (catalytic) และการนําไฟฟา (conductivity) ซึ่งชวยในการถายโอนอิเลคตรอนบริเวณ

พื้นผิวของอิเลคโทรด  

ดวยเหตุนี้จึงไดทําการศึกษาวิธีการสังเคราะหอนุภาคนาโนของโลหะเพื่อเพิ่มประสทิธภิาพ

ของเซนเซอร โดยจากการศึกษาของ Dai และคณะ(2004) ทําการศึกษาวิธีการสังเคราะหอนุภาค

นาโนทองบนกลาสสิคารบอนอิเลคโทรดดวยเคมีไฟฟาในสารละลายโดยศึกษาถึงความเขมขน 

และเวลาในการใหศักยไฟฟาเพื่อตรวจวัดสารหนู (arsenic) โดยใชเทคนิคสทริปปงโวลแทมเมตรี 

ในสวน Simm และคณะ (2005) ไดศึกษาวิธีการสังเคราะหไมโครอิเลคโทรดอารเรยของเงินบน

กลาสสิคารบอนอิเลคโทรด โดยเปรียบเทียบกัน 2 วิธี คือวิธีอัลตราซาวด (ultrasound) และวิธี

เคมีไฟฟาเพื่อตรวจวัดปฏิกิริยารีดักชันของฮาโลเทน นอกจากนี้ Dai และคณะ(2006) ไดศึกษา

วิธีการสังเคราะหอนุภาคนาโนทองบนอินเดียมทินออกไซดอิเลคโทรด โดยการใหศักยไฟฟาใน

สารละลายโดยศึกษาถึงความเขมขน และเวลาในการใหศักยไฟฟา เพื่อศึกษาการตรวจวัดสารหนู 

และจากกลุมวิจัยเดียวกัน Ward-Jones และคณะ (2006) ศึกษาการสังเคราะหไมโครอิเลคโทรด

อารเรยของอนุภาคโลหะตางๆ คือ บิสมัต เงิน คอปเปอรและทังสเตนโดยใชวิธีอัลตราซาวด พบวา

บิสมัต เงิน คอปเปอร และทังสเตนสามารถเกาะติดบนอิเลคโทรดได 
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การศึกษาอนุภาคนาโนของโลหะที่มีคุณสมบัติเขากันไดกับสารชีวภาพรวมกับเอนไซม

ชนิดตางๆ สามารถปรับปรุงปญหาในเรื่องความเขมขนต่ําสุดที่วิเคราะหได (detection limit) และ

ความไวตอการตอบสนองไมมากของไบโอเซนเซอร ซึ่งมีการนําอนุภาคนาโนของโลหะใชกันอยาง

แพรหลาย จากการศึกษาของ Wu และคณะ (2006) ไดศึกษาการนําอนุภาคนาโนเงินและดีเอนเอ 

ปรับปรุงกลาสสิคารบอนอิเลคโทรดโดยใชวิธีเคมีไฟฟา เพื่อตรวจวัดไฮโดรเจนเปอรออกไซด และ

ตรึงเอนไซมกลูโคสออกซิเดสเพื่อตรวจวัดกลูโคส และจากการศึกษา Du และคณะ (2007) ศึกษา

กลูโคสไบโอเซนเซอรที่มีอนุภาคนาโนทอง และไคโต-ซานโดยใชวิธีเคมีไฟฟาบนกลาสสิคารบอน

อิเลคโทรดเพื่อตรวจวัดกลูโคส สวนจากงานวิจัยของ Kim และคณะ (2008) ศึกษาการนําอนุภาค

นาโนทอง ปรับปรุงกลาสสิคารบอนอิเลคโทรดโดยวิธีเคมีไฟฟา และตรึงเอนไซมไทโรซิเนสเพื่อ

ตรวจวัดยาฆาแมลง การศึกษาของ Zeng และคณะ (2009) ศึกษาการสังเคราะหนาโนอิเลคโทรด

ของทองดวยวิธีเคมีไฟฟา และตรึงเอนไซมกลูโคสออกซิเดสเพื่อตรวจวัดกลูโคส และจาการศึกษา

ของ Yang และคณะ (2009) ศึกษาการสังเคราะหนาโนอิเลคโทรดของทอง โดยการสังเคราะห

คารบอนนาโนทิวบบนกลาสสิคารบอนอิเลคโทรด แลวสังเคราะหอนุภาคนาโนทองบนคารบอนนา

โนทิวบดวยวิธีเคมีไฟฟา และตรึงเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดสเพื่อตรวจวัดไฮโดรเจนเปอร

ออกไซด นอกจากนี้ Orozco และคณะ (2009) ไดมีการศึกษาการปรับปรุงอัลตราไมโครอิเลคโทรด

อารเรย โดยการใชวิธีเคมีไฟฟานําอนุภาคทองสังเคราะหบนซิลิกอน/ ซิลิกอนออกไซด (Si/SiO2) 

อิเลคโทรดแลวตรึงรูปเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส เพื่อตรวจวัดแคทาชอล (catechol)  

ในการศึกษาครั้งนี้จะเปนการสังเคราะหอนุภาคนาโนทองดวยวิธีเคมีไฟฟา และตรึง

เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส (HRP, EC 1.11.1.7) รวมกับพอลิไพรอลซึ่งเปนพอลิเมอรนํา

ไฟฟาดวยวิธีอิเลคโทรพอลิเมอรไรเซชัน เพื่อใชเปนฟนอลไบโอเซนเซอร ซึ่งการศึกษาที่ผานมายัง

ไมพบรายงานการศึกษาการสังเคราะหอนุภาคนาโนทอง/ พอลิไพรอล/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอร

ออกซิเดสสําหรับตรวจวัดฟนอล นอกจากนี้เปนสิ่งที่นาสนใจเปนอยางยิ่ง เนื่องจากฟนอลเปน

สารเคมีที่มีพิษซึ่งใชอยางแพรหลายในโรงงานอุตสาหกรรม เมื่อฟนอลรั่วไหลจะสามารถ

แพรกระจายไปสูส่ิงแวดลอมไดอยางรวดเร็ว ฟนอลจึงเปนสารอันตรายตอสิ่งมีชีวิตและสิ่งแวดลอม  
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1.2 วัตถุประสงคของงานวิจัย 

 เพื่อศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของการสังเคราะหอนุภาคนาโนทองกับพอลิไพรอลสําหรับใช

เปนฟนอลไบโอเซนเซอร 

 

1.3 ขอบเขตงานวิจัย 

การทดลองใชอิเลคโทรด 3 ชนิด เปนองคประกอบคือใชกลาสสิคารบอนเปน

อิเลคโทรดใชงาน (working electrode) สวน Ag/AgCl เปนอิเลคโทรดอางอิง (reference 

electrode) และแพลทินัมเปนอิเลคโทรดเคาทเตอร (counter electrode) 

1.3.1 การสังเคราะหอนุภาคนาโนทองโดยใชเคมีไฟฟาบนอิเลคโทรดใชงาน 

ตามรูปที่ 1.1 

1.3.1.1 ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของการสังเคราะหอนุภาคนาโนทองบนอิเลคโท

รดใชงาน 

  ใชสารละลายไฮโดรเจน เตตระคลอโรออเรต ไตรไฮไดรด 

(HAuCl4•3H2O) ที่ความเขมขนระหวาง 0.1-1 มิลลิโมลตอลิตร และ

โพแทสเซียมไนเตรต (KNO3) 0.1 โมลตอลิตร ทําการใหศักยไฟฟาที่ -0.2 

โวลท และใชเวลาในการใหศักยไฟฟาระหวาง 0-60 วินาที ตามลําดับ 

1.3.1.2 ศึกษาสมบัติทางกายภาพของอนุภาคนาโนทองบนอิเลคโทรดใชงาน 

1.3.1.2.1 ลักษณะทางกายภาพของอนุภาคนาโนทองโดยใชเทคนิค 

scanning electron microscopy (SEM) เพื่อศึกษาลักษณะ

พื้นผิว 

1.3.1.2.2 ลักษณะทางกายภาพของอนุภาคนาโนทองโดยใชเทคนิค 

atomic force microscopy (AFM) เพื่อศึกษาความขรุขระ 

(roughness) ของพื้นผิว 

1.3.1.3 ศึกษาสมบัติทางเคมีไฟฟาอนุภาคนาโนทองบนอิเลคโทรดใชงาน 

ใชเทคนิค cyclic voltammetry ทดสอบในสารละลาย 10 mM 

K4Fe(CN)6/ 0.1 M K2SO4  ความตางศักยระหวาง -1.0 ถึง 1.0 โวลท 

และใชอัตราการสแกน (scan rate)  50 มิลลิโวลท/ วินาที 
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1.3.2 การสังเคราะหอนุภาคนาโนทอง/ พอลิไพรอล/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิ-   

เดสบนอิเลคโทรดใชงานสําหรับฟนอลไบโอเซนเซอร 

 

1.3.2.1   ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของการสังเคราะหอนุภาคนาโนทอง/ พอลิ   

ไพรอล/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดสบนอิเลคโทรดใชงาน 

โดยกําหนดตัวแปรคงที่ของปริมาณเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออก

ซิเดส  250 ยูนิต/ มิลลิลิตร ในสารละลายฟอสเฟสบัฟเฟอร (pH 7.4) 

ตลอดการทดลอง  

 การทดลองจะใชวิธีการอิเลคโทรพอลิเมอรไรเซชันระหวาง          

พอลิไพรอล/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส ซึ่งกําหนดใชความตาง

ศักยระหวาง 0.0 ถึง 1.0 โวลท โดยใชอัตราการสแกน (scan rate) 10 

มิลลิโวลท/ วินาที และตัวแปรที่ตองการศึกษาคือ ความเขมขนของ      

ไพรอล และจํานวนรอบการสังเคราะห 

1.3.2.1.1 ความเขมขนของไพรอลมอนอเมอร 0.03, 0.05, 0.07, 0.09, 

0.11, และ 0.13 โมลตอลิตร 

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

 

1.3.2.2   ศึกษาสมบัติทางกายภาพของอนุภาคนาโนทอง/ พอลิไพรอล/     

เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดสบนอิเลคโทรดใชงาน 

1.3.2.2.1 ลักษณะทางกายภาพของอนุภาคนาโนทอง/ พอลิไพรอล/ 

เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส โดยใชเทคนิค scanning 

electron microscopy (SEM) เพื่อศึกษาลักษณะพื้นผิว 

  1.3.2.2.2 ลักษณะทางกายภาพของอนุภาคนาโนทอง/ พอลิไพรอล/ 

เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส โดยใชเทคนิค atomic force 

microscopy (AFM) เพื่อศึกษาความขรุขระ (roughness) ของ

พื้นผิว 
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1.3.2.3 ศึกษาลักษณะทางเคมีไฟฟาของอนุภาคนาโนทอง/ พอลิไพรอล/   

เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดสบนอิเลคโทรดใชงาน 

  ใชเทคนิค Amperometry วิเคราะหอนุภาคนาโนทอง/ พอลิ    

ไพรอล/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส โดยใชความเขมขนของ       

ฟนอลระหวาง 1×10-6 - 1×10-3 โมลตอลิตร เพื่อศึกษาชวงความเปน

เสนตรง (linear range) ความวองไวตอการตอบสนอง (sensitivity) เวลา

การตอบสนอง (response time) เขมขนต่ําสุดที่สารมารถวัดได 

(detection limit) 

 

1.3.2.4 ศึกษาคาการผลิตซ้ํา (reproducibility) 

 1.3.2.5 ศึกษาคาการนํากลับมาใชใหม (reusability) 

1.3.2.5 ศึกษาคาการจัดเก็บ (storage stability) 
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รูปที่ 1.1 การสังเคราะหอนุภาคนาโนทอง/ พอลิไพรอล สําหรับฟนอลไบโอเซนเซอร 

 

 

 อนุภาคนาโนทอง 

พอลิไพรอล/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส 

อนุภาคนาโนทอง 

กลาสสิคารบอนอิเลคโทรด 

กลาสสิคารบอนอิเลคโทรด 

Electropolymerization 

Electrodeposition 

กลาสสิคารบอนอิเลคโทรด 
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บทท่ี 2 
ทฤษฎี 

 

 ในบทนี้จะเปนการอธิบายถึงทฤษฎีและหลักการตางๆ ประกอบดวยการเกิดปฏิกิริยาของ

เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส (HRP) ที่เกิดขึ้นซึ่งใชในการทดลองครั้งนี้ รวมถึงวิธีการตรึงรูป

ของเอนไซม วิธีวิเคราะหเชิงเคมีไฟฟา การศึกษาทฤษฎีรวมถึงหลักการทํางานของสวนตางๆ และ

การวิเคราะหประสิทธิภาพของไบโอเซนเซอร 

 

2.1 เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส (Horseradish peroxidase)  

 เอนไซมเปนตัวเรงปฏิกิริยาชนิดหนึ่งที่มีความสามารถในการลดพลังงานกระตุนของ

ปฏิกิริยานั้นๆ ทําใหอัตราการเกิดปฏิกิริยาสูงข้ึนไดเมื่อเทียบกับกรณีที่ไมมีตัวเรงปฏิกิริยา แตไมมี

ผลในการเปลี่ยนแปลงพลังงานอิสระ (free energy) หรือคาคงที่สมดุลของปฏิกิริยาเอนไซม การ

ทํางานของเอนไซมมีความจําเพาะเจาะจงในการทํางานกลาวคือ เมื่อมีการจับกับสารตั้งตนเกิด

เปนสารประกอบเชิงซอนของเอนไซมและสารตั้งตนขึ้น โดยแรงที่ยึดระหวางเอนไซมกับสารตั้งตน

เปนเพียงแรงออนๆ เชน แรงแวนเดอรวาลวหรือพันธะไฮโดรเจน โดยสารตั้งตนจะจับกับเอนไซมได

ที่ตําแหนงกัมมันต (active site) ซึ่งเปนเพียงสวนยอยๆ ของโมเลกุลเอนไซมเทานั้น ความจําเพาะ

เจาะจงตอสารตั้งตนนั้นอาจมีมากนอยแตกตางกันเอนไซมที่มีความจําเพาะเจาะจงมากอาจมีสาร

ตั้งตนไดเพียงชนิดเดียว แตเอนไซมที่มีความจําเพาะเจาะจงนอยอาจจะมีสารตั้งตนที่มีพันธะเคมี

หรือหมูที่เหมือนกันไดหลายตัว เชน เอนไซมที่มีความจําเพาะเจาะจงโดยเด็ดขาด (absolute 

specificity) เอนไซมที่มีความจําเพาะเจาะจงตอชนิดของหมูธาตุ (group specificity) เอนไซมที่มี

ความจําเพาะเจาะจงตอชนิดของปฏิกิริยาหรือชนิดของพันธะ (reaction or linkage specificity) 

และเอนไซมที่มีความจําเพาะเจาะจงตอลักษณะการวางตัวของหมูธาตุ (stereochemical 

specificity) การที่เอนไซมสามารถเรงปฏิกิริยาได เนื่องจากความสามารถของเอนไซมในการจับ

โมเลกุลของสารตั้งตนใหสวนที่มีความวองไวตอการเกิดปฏิกิริยาไดมีโอกาสใกลชิดกัน และใกลชิด

กับตําแหนงกัมมันตของเอนไซมได 

เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส เปนเอมไซมที่ถูกจัดอยูในกลุมออกซิเดส ซึ่งมีการทํางาน

ของเอนไซมเพื่อเรงปฏิกิริยาออกซิเดชัน-รีดักชัน โดยการเคลื่อนยายอะตอมของออกซิเจน 

ไฮโดรเจนหรืออิเลคตรอน จากสารตั้งตนตัวหนึ่งไปยังอีกตัวหนึ่ง เปนเอนไซมที่สกัดแยกจาก 

horseradish roots (Amoracia rusticana) มีน้ําหนักโมเลกุล 44,000 ดัลตัน (dalton) ( Xu และ
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คณะ 2006) เอนไซมชนิดนี้จะเปนสายโซเดี่ยวโพลีเปปไทดประกอบไปดวย 4 สายของ

สารประกอบไดซัลไฟด ซึ่งจะเปนไกลโคโปรตีนที่มีคารโบไฮเดรต 18 % และในคารโบไฮเดรตจะมี

องคประกอบยอยๆ เชน กาแลคโตส อะราบิโนส ไซโรส แมสโนส ฟูโคส แมนโนสซามีน และกาแลค

โตสซามีน เปนตน ทั้งนี้ขึ้นอยูกับความจําเฉพาะของเอมไซมแตละชนิด โดยเอมไซมนี้จะเปนตัวเรง

ปฏิกิริยาออกซิเดชันของสารตั้งตน เชน ไพโรแกลลอล ฟนอล เปนตน สภาวะความเปนกรดดางที่

เหมาะสมของเอนไซมอยูในชวง 6.5-8.0 (Fernades และคณะ2003) โดยเอนไซมชนิดนี้จะถูก

นําไปใชประโยชนหลายดาน ไดแก การตรวจวิเคราะหหาสารเคมีที่ปนเปอนในอาหาร ใชใน

กระบวนการบําบัดน้ําเสีย (Cheng และคณะ2006) เปนตน 

เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส (HRP) เปนตัวเรงปฏิกิริยาทางชีวเคมีที่มีความจําเพาะ

เจาะจงในการตรวจวัดสารตั้งตนซึ่งปฏิกิริยาที่ เกิดขึ้นนี้สามารถอธิบายไดตามสมการดังนี้ 

(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) 

 

 โดยปฏิกิริยาเกิดขึ้นเมื่อเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส HRP (Fe3+) ทําปฏิกิริยากับ 

H2O2 (สมการที่ 1) โดยที่ HRP (Fe3+) จะเปนตัวรีดิวซ ใหอิเลคตรอนแก H2O2 ซึ่งจะไดเอนไซม

ฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส อยูในรูป HRP (Fe5+) หรือ (oxidation state +5) และ H2O ตอจากนั้น

สมการที่ 2 HRP (Fe5+) จะอยูในรูปของตัวออกซิไดซซึ่งจะไดรับอิเลคตรอนจากผูใหอิเลคตรอน 

AH2 ทําใหเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส อยูในรูปฟอรม HRP (Fe4+) หรือ (oxidation state 

+4) และขั้นตอนสุดทายสมการที่ 3  เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดสที่อยูในรูป HRP (Fe4+) จะ

รับอิเลคตรอนจากผูใหอิเลคตรอน AH2 อีกครั้งทําใหเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดสกลับมาใน

รูปเดิมของเอนไซมคือ HRP (Fe3+) (Ruzgas และคณะ 1995; Ruzgas และคณะ 1996) 
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2.2 วิธีการตรึงเอนไซม 

 กระบวนการศึกษาการตรึงเอนไซมมีการพัฒนาอยางตอเนื่องเพื่อความสะดวกและมี

ประสิทธิภาพเพิ่มขึ้นในการใชงาน การนําเอนไซมมาเกาะหรือฝงตัวอยูในวัสดุที่อยูคนละวัฏภาค

กับสารละลายปฏิกิริยา จึงทําใหสามารถนําเอนไซมตรึงรูปกลับมาใชใหมไดงายเปนการลดตนทุน

การดําเนินงาน (operating cost) เพราะเอนไซมมักมีราคาแพงนอกจากนี้การที่เอนไซมอยูคน

ละวัฏภาคกับสารละลายปฏิกิริยา และผลิตภัณฑทําใหสามารถแยกและทําใหบริสุทธิ์ผลิตภัณฑได

งายขึ้น การตรึงเอนไซมในหลายๆ กรณียังชวยทําใหเอนไซมมีความเสถียรมากขึ้น ทั้งในแงของ

ความเสถียรภาพในการเรงปฏิกิริยา (operating stability) เสถียรภาพในการเก็บรักษา 

(maintenance/ storage stability) และเสถียรภาพตอพลังงานภายนอก เชน พลังงานความรอน 

เปนตน นอกจากนี้ในบางกรณีการตรึงรูปเอนไซมยังสามารถทําใหเราควบคุมพฤติกรรมการทาํงาน

ของเอนไซมได แตขอเสียที่พบโดยทั่วไปคือการตรึงรูปเอนไซมมีผลทําใหเรงปฏิกิริยาไดชาลง โดย

อาจมีสาเหตุมาจากการสูญเสียความสามารถในการเรงปฏิกิริยาของเอนไซม หรือมาจากปญหา

ดานการถายเทมวลสารซึ่งเปนขั้นตอนที่จํากัดอัตราการเกิดปฏิกิริยา 

 เอนไซมสามารถถูกตรึงรูปอยูในหรือบนวัสดุตรึงที่อยูคนละวัฏภาคกับน้ําไดหลายๆวิธี เชน 

วิธีการดูดซับทางกายภาพ (adsorption) การยึดเหนี่ยวกับวัสดุตรึงดวยพันธะโควาเลนซ 

(covalent binding) และการกักยึด (entrapment) การจัดจําพวกวิธีการตรึงเอนไซม ซึ่งสามารถ

แบงเปน 2 กรณี คือการตรึงรูปเอนไซมโดยการยึดจับดวยแรงทางกายภาพหรือพันธะเคมี 

(immobilization by binding) และการกักเก็บเอนไซมภายในวัสดุตรึง (physical retention)  

2.2.1 การตรึงเอนไซมดวยการยึดเหนี่ยว (immobilization by binding) 

  2.2.1.1 การดูดซับ (adsorption) 

 การตรึงเอนไซมดวยวิธีการดูดซับเอนไซมบนวัสดุตรึงถือเปนการเทคนิคการตรึงเอนไซมที่

งายที่สุด ซึ่งสามารถทําไดโดยอาศัยแรงระหวางประจุ เชน พันธะอิออนิก แรงวาลเดอรวาลส พนัธะ

ไฮโดรเจนหรือการดูดซับดวยแรงทางกายภาพซึ่งเปนแรงออนๆของการยึดเหนี่ยว วิธีการตรึง

เอนไซมสามารถทําไดโดยการนําเอาสารละลายกับเอนไซมไปสัมผัสกับวัสดุตรึงที่จะใชดูดซับ

ภายใตสภาวะที่เหมาะสม บมทิ้งเอนไซมไวจะทําใหเกิดกระบวนการยายวัฏภาคของเอนไซมขึ้น 

เอนไซมบางสวนในวัฏภาคของเหลวจะยายไปยึดบนวัสดุตรึงในวัฏภาคของแข็ง และจะสิ้นสุดการ

ยายวัฏภาคเมื่อเกิดปริมาณสมดุลของเอนไซมในวัฏภาคทั้งสองซึ่งจะไดเอนไซมที่สามารถยึดติด

กับวัสดุตรึงได การตรึงเอนไซมดวยวิธีการดูดซับมีขอเสียคือแรงยึดจับระหวางเอนไซมและวัสดุตรึง

เปนแรงอยางออนๆ ทําใหเกิดการหลุดของเอนไซมจากวัสดุตรึงไดงาย  
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  2.2.1.2 การยึดเหนี่ยวดวยพันธะโคเวเลนซ (covalent binding) 

 การตรึงเอนไซมดวยวิธีการยึดเหนี่ยวพันธะโคเวเลนซเปนการนําโมเลกุลของเอนไซมถูก

ยึดเหนี่ยวดวยพันธะโคเวเลนซ กับวัสดุตรึงโดยอาศัยหมูฟงชันตางๆ ของเอนไซม เชน หมูอะมิโน 

คารบอกซิล ไฮดรอกซิล และซัลไฮดริล ซึ่งจะทําใหเกิดการยึดเหนี่ยวกันอยางเหนียวแนนมากขึ้น

ทําใหปญหาเกี่ยวกับการหลุดของเอนไซมนอยลงสามารถใชงานไดในระยะเวลายาวนานมากขึ้น

โดยมีขอแมวาหมูฟงกชันเหลานี้ตองไมอยูในตําแหนงกัมมันตของเอนไซม ซึ่งอาจปองกันไดโดย

การบล็อกตําแหนงกัมมันตดวยการใสสารยับยั้งชนิดแข็งขันเขาไปกอนการตรึงเอนไซม ในการตรึง

โดยอาศัยพันธะโคเวเลนซนี้วัสดุตรึงตองมีการเติมหมูฟงกชันดวยการทําปฏิกิริยากับสารบางชนิด 

เชน ไซยาโนเจนโบรไมด (CNBr) และกลูเตอรัลดีไฮด (glutaraldehyde) เปนตน 

  2.2.1.3 การครอสลิงคเอนไซม (closs-linking)  

 การตรึงดวยวิธีการครอสลิงคเอนไซม เปนการเชื่อมโยงโมเลกุลของเอนไซมเขาดวยกัน 

โดยอาศัยการจับดวยพันธะโคเวเลนซของเอนไซมกับหมูฟงกชันของสารเคมีเชื่อมโยงตอกันไป

เรื่อยๆ จนเกิดเปนรางแหของพอลิเมอรของเอนไซมซึ่งเมื่อขนาดโมเลกุลที่ใหญขึ้นจึงไมสามารถ

ละลายน้ําได สารเคมีที่ใชในการครอสลิงค เชน กลูเตอรัลดีไฮล บิส-ไดอะโซเบนซิดีน (bis-

diazobenidine) และกรด 2,2 ไดซัลโฟนิค (2,2 disulfonic acid) เปนตน  

 ขอดีที่ชัดเจนของการยึดเหนี่ยวเอนไซมดวยพันธะโคเวเลนซ ไมวาจะเปนการยึดเหนีย่วกบั

วัสดุตรึง หรือการทําครอสลิงคเอนไซม คือเปนวีธีการที่งายและสามารถควบคุมคุณสมบัติทาง

กายภาพ และขนาดของรูหรือชองวางระหวางพันธะของสารชีวภาพกับสารที่ใชเชื่อมขวางได 

รวมทั้งมีความคงตัวสูง ความแข็งแรงของการยึดเหนี่ยวทําใหการหลุดของเอนไซมจากวัสดุตรึง 

หรือจากโมเลกุลอื่นเปนเรื่องยากมาก แตขอเสียที่สําคัญที่ละเลยไมไดคือ การที่เอนไซมตองทํา

ปฏิกิริยาเคมีเพื่อสรางพันธะโคเวเลนซขึ้นนั้นอาจทําใหเกิดการเสื่อมสภาพของเอนไซมงาย และ

พบวาการตรึงเอนไซมดวยวิธีการสรางพันธะโคเวเลนซทําใหเกิดการเสื่อมสภาพของเอนไซมได

มากกวาการตรึงรูปดวยวิธีการทางกายภาพอยางชัดเจนสงผลตอคาแอคติวิตีของเอนไซมต่ําลง

และเอนไซมเสื่อมสภาพไปบางสวน 
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2.2.2 การกักเก็บเอนไซมภายในวัสดุตรึง (physical retention) 

การกักเก็บเอนไซมทําไดโดยการหอมลอมเอนไซมไวในที่จํากัด อาจทําไดโดยการกกัเกบ็ไว

ในมทริกซ (matrix) ของวัสดุตรึง หรือกักเก็บไวดวยแผนเยื่อ (membrane) ที่เอนไซมไมสามารถ

หลุดลอดออกไปได แมทริกซที่ใชในการกักเก็บเอนไซมมักเปนวัสดุประเภทพอลิเมอร เชน 

แคลเซียมอัลจีเนต (Ca-alginate) วุน(agar) แคปปา-คารราจีนิน (K-carrageenin) และคอลลา

เจน (collagen) เปนตน  

 

  2.2.2.1 การกักยึด (entrapment) 

 การตรึงเอนไซมดวยวิธีการกักยึดมีความแตกตางจากวิธีการดูดซับและวิธีการตรึงดวย

พันธะโคเวเลนซ เนื่องจากโมเลกุลเอนไซมเปนอิสระแตถูกจํากัดดวยโครงสรางของวัสดุที่กักยึดไว 

โครงสรางรูพรุนของเจลจะปองกันไมใหเอนไซมหลุดออกมาไดแตขณะเดียวกันสามารถเคลื่อนที่ได

อยางอิสระ การตรึงรูปเอนไซมไวในแมทริกซของพอลิเมอร ทําไดโดยการนําสารละลายเอนไซมไป

ผสมกับสารละลายพอลิเมอร แลวอาจเติมสารเรงปฏิกิริยาเพื่อใหเกิดปฏิกิริยาพอลิเมอรไรเซชัน

เกิดขึ้น จนในที่สุดเมื่อปฏิกิริยาสิ้นสุดเกิดเปนโครงสรางของพอลิเมอรที่มีโมเลกุลของเอนไซมถูก

บรรจุอยูในชองวางภายในที่ไมสามารถแพรออกจากรูที่มีขนาดเล็กกวาขนาดของเอนไซม แตรูนี้

ยอมใหสารตัวอยางที่มีขนาดโมเลกุลที่มีรูขนาดเล็กกวารูแพรผานเขาไปได แตปญหาที่เกิดขึ้นของ

การตรึงเอนไซมดวยวิธีการกักยึดคือ วัสดุตรึงจะทําใหการถายเทมวลเกิดไดไมดี ทําใหการแพรเขา

มาเพื่อทําใหเกิดปฏิกิริยาระหวางเอนไซมกับสารตั้งตนเกิดขึ้นไดยาก 

  2.2.2.2 การหุมหอ (encapsulation) 

 การตรึงเอนไซมดวยวิธีการหุมหอเปนการนําเอนไซมมาตรึงไวในแผนเยื่อ หรือในไมโคร

แคปซูล ซึ่งมีลักษณะคลายกับวิธีการตรึงเอนไซมดวยวิธีการกักยึด คือโมเลกุลเอนไซมมีความ

อิสระแตถูกจํากัดอยูในพื้นที่ โดยการกักเก็บนี้จะใชแผนเยื่อที่มีขนาดรูพรุนเล็กกวาโมเลกุลของ

เอนไซม ทําใหสามารถกักเก็บเอนไซมไวภายในแตในขณะเดียวกันสารตั้งตน และผลิตภัณฑ

สามารถถายเทเขาและออกผานแผนเยื่อได ดังนั้นในกรณีนี้จะเห็นไดวาเอนไซมยังอยูในวัฏภาคน้ํา 

เปนการหลีกเลี่ยงปญหาการหลุดของเอนไซมจากวัสดุตรึงในกรณีของวิธีดูดซับ และการ

เสื่อมสภาพของเอนไซมอันเนื่องมาจากการสรางพันธะโคเวเลนซกับวัสดุตรึงในวิธีการยึดจับพันธะ

โคเวเลนซหรือการครอสลิงคเอนไซม 
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2.3 จลนพลศาสตรของเอนไซมตรึงรูป 

 ความรูจลนพลศาสตรของเอนไซมตรึงรูปเปนพื้นฐานสําคัญ สําหรับออกแบบถังปฏิกรณที่

ใชเอนไซมในการตรึงรูปเปนตัวเรงปฏิกิริยา และเราไมสามารถนําความรูของจลนพลศาสตรของ

เอนไซมอิสระชนิดเดียวกันนี้มาใชได ทั้งนี้เนื่องจากการตรึงรูปเอนไซมอาจทําใหเกิดความแตกตาง

ในการเรงปฏิกิริยาเมื่อเปรียบเทียบกับเอนไซมอิสระดังประเด็นดังตอไปนี้ 

 ผลจากการเปลี่ยนแปลงโครงรางสามมิติของเอนไซม การตรึงรูปเอนไซมอาจทําใหเกิดการ

เปลี่ยนแปลงโครงสรางสามมิติของเอนไซมได ทําใหคาคงที่ทางจลนพลศาสตร และความสามารถ

ในการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมตรึงรูปแตกตางจากเอนไซมอิสระ 

 ผลจากแรงทางไฟฟา และการกระจายตัวระหวางวัฏภาคของสารตั้งตน เนื่องจากในระบบ

ของเอนไซมตรึงรูปปรากฏมีวัฏภาคมากกวา 1 วัฏภาค ทําใหสารตั้งตนของปฏิกิริยามีการกระจาย

ตัวอยูในแตละวัฏภาคตามสมดุลทางเทอรโมไดนามิกส ดังนั้นความเขมขนของสารตั้งตน ณ 

ตําแหนงของการทําปฏิกิริยากับเอนไซมอาจมีคาแตกตางจากคาความเขมขนในสารละลายสาย

ปอน ทั้งนี้ขึ้นกับสมบัติทางเคมีฟสิกสของวัสดุตรึง 

 ผลจากการแพร หรือการถายเทมวลสาร เนื่องจากเอนไซมตรึงรูปอยูคนละวัฏภาคกับสาร

ตั้งตน ดังนั้นปฏิกิริยาจะเกิดขึ้นไดตองอาศัยการถายเทมวลของสารตั้งตนจากสารละลายในสาย

ปอนมายังตําแหนงเรงปฏิกิริยาของเอนไซม ดังนั้นอัตราการถายเทมวลสารอาจเปนขั้นตอนในการ

กําหนดอัตราการเกิดปฏิกิริยาแทนจลนพลศาสตรที่แทจริงของเอนไซมได 

 รูปที่ 2.1 แสดงลักษณะโดยทั่วไปของเอนไซมที่ถูกตรึง รูปในวัสดุพรุน ที่มีประจุ ซึ่งสารตั้ง

ตนจะตองมีการถายเทมวลจากสารละลายภายนอก ผานเขาไปในรูพรุนของวัสดุตรึง และเขาจับ

กับเอนไซมที่ถูกตรึงอยูภายใน 

 
รูปที่ 2.1 เอนไซมทริปซนิทีถู่ตรึงอยูในวัสดุพรุนที่มีประจุ (Blanch และ Clark, 1997) 
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2.4 ไบโอเซนเซอร  

  ไบโอเซนเซอรเปนเครื่องมือที่ใชวิเคราะหปริมาณสารเคมีโดยใชหลักการทางชีวเคมี ซึ่ง

เปนอุปกรณที่พัฒนาขึ้นเพื่อตรวจวิเคราะหสารตัวอยางไดอยางเฉพาะเจาะจง และสามารถใช

ตรวจวิเคราะหสารตางๆไดหลากหลายชนิด องคประกอบของไบโอเซนเซอรที่ใชโมเลกุลที่ไดจาก

สารชีวภาพ (biological substance) เปนสวนประกอบ เชน เอนไซม แอนติเจน แอนติบอดี ออร

กาเนลล เซลลหรือเนื้อเยื่อ สารปฏิชีวนะ จุลินทรีย หรือดีเอนเอ เปนตน นํามาตรึงกับตัวตรวจจับ

ของไบโอเซนเซอร 

สารเคมีที่นํามาวิเคราะหจะสามารถตรวจวัดไดตอเมื่อเซนเซอร ประกอบดวยองคประกอบ

สองสวนคือสวนแรก คือสารชีวภาพ เปนสารที่มีความสามารถทําปฏิกิริยากับสารที่ตองการ

วิเคราะหอยางจําเพาะเจาะจง และสวนที่สองคือ ตัวแปลงสัญญาณ (transducer) เปนอุปกรณ

สําหรับแปลงสัญญาณเฉพาะตางๆ และตรวจจับสัญญาณที่สามารถตรวจวัดได เชน อิเลคตรอน 

โปรตอน อิออน หรือแสง เปนตนที่เหมาะสมกับชนิดและรูปของสัญญาณที่เกิดขึ้นจากการทํา

ปฏิกิริยา หรือการจับกันระหวางสารชีวภาพกับสารตัวอยาง เพื่อเปนดัชนีระบุถึงปริมาณสารที่

ตองการวิเคราะห และประมวลผลตอไปดังแสดงในรูปที่ 2.2 

 

 

รูปที่ 2.2 หลักการทํางานของไบโอเซนเซอร  

(ที่มา: www.il.mahidol.ac.th/web/Eanal) 
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2.5 วิธีวิเคราะหเชิงเคมีไฟฟา (Electrochemical method) 

 วิธีการทางเคมีวิเคราะหเชิงไฟฟาเปนสวนที่ทําหนาที่แปลงสัญญาณชี้นําที่เกิดจาก

ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น หรือการจับกันระหวางสารชีวภาพกับสารตัวอยางที่ตองการวิเคราะหใหเปน

สัญญาณทางไฟฟา ตัวแปลงสัญญาณที่ดีจะตองมีความวองไว มีความจําเพาะเจาะจงหรือ

คัดเลือกสัญญาณชี้นําไดดี และสามารถตอบสนองไดในชวงปริมาณสัญญาณชี้นําที่เกิดขึ้นได

อยางเหมาะสม กระบวนการแปลงเปนสัญญาณทางไฟฟาแบงเปน 4 ประเภท ดังนี้ 

2.5.1 โพเทนชิออเมตรี (potentiometry) 

 วิธีโพเทนชิออเมตรี เปนวิธีการวิเคราะหหาปริมาณสารตัวอยางโดยใชความตางศักยทาง

ไฟฟาที่เกิดขึ้นระหวางขั้วของเซลลเคมีไฟฟาที่ประกอบดวยขั้วไฟฟาที่จุมในสารละลายตัวอยาง ณ 

สภาวะสมดุลของการดําเนินปฏิกิริยาเคมีแบบผันกลับของสารละลายตัวอยางนั้นซึ่งเปนสภาวะที่

ไมมีการไหลของกระแสที่เกิดขึ้นในวงจร 

 การเกิดปฏิกิริยาเคมีของสารตัวอยางเกิดที่บริเวณผิวหนาของขั้วไฟฟาใชงาน ดังนั้น

เฉพาะศักยขั้วไฟฟาใชงานที่สัมพันธกับความเขมขนของสารละลาย เนื่องจากศักยที่วัดคาไดของ

วงจรเซลลเคมีไฟฟาเปนศักยเซลล หลักการสําคัญของโพเทนชิออเมตรีในการที่จะวิเคราะหหา

ปริมาณสารตัวอยางได จึงเปนการหาคาศักยไฟฟาใชงานจากคาศักยเซลลที่วัดได โดยใชผลศักย

ของขั้วไฟฟาอางอิง และศักยรอยตอสารละลายมีคาคงที่ หรือมีการเปลี่ยนแปลงนอยที่สุดที่เปนไป

ได 

 2.5.2 โวลแทมเมตรี (voltammetry) 

 วิธีโวลแทมเมตรี เปนวิธีการวิเคราะหทั้งเชิงปริมาณและเชิงคุณภาพวัดศักยไฟฟาและ

กระแสไฟฟาพรอมกันโดยตองมีการใหศักยไฟฟาแกอิเลคโทรด ศักยไฟฟาที่ใหแกอิเลคโทรดจะทํา

ใหขั้วไฟฟาที่มีการเปลี่ยนแปลงศักยไปตามความตางศักยภายนอกที่ใหเขาไป  การที่ขั้วมีการ

เปลี่ยนแปลงศักยจะทําใหสารเคมีในสารละลายของเซลลสามารถมารับหรือมาใหอิเลคตรอนที่

ขั้วไฟฟา นั่นคือการเกิดปฏิกิริยารีดอกซ หรือ electron transfer reaction อิเลคตรอนขางตนจะ

ไหลผานวงจรไฟฟาดังนั้นจึงสามารถวัดออกมาเปนกระแสไฟฟาไดและศักยไฟฟาที่ไหลผานอิเลค

โทรดใชงานได โวลแทมเมตรีมีความแตกตางจากการวิเคราะหดวยวิธีโพเทนชิออเมตรี กลาวคือ 

การทําโวลแทมเมตรีเปนการใหพลังงานไฟฟาในรูปศักยแกวงจร เพื่อใหเกิดปฏิกิริยาเคมีของสาร
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ตัวอยาง สําหรับโพเทนชิออเมตรีสารตัวอยางเกิดปฏิกิริยาเคมีไดเองในสารละลายอยางตอเนื่อง 

โดยสภาวะการทดลองเปนสภาวะที่กระแสมีคาเปนศูนย และไมมีโพลาไรเซชันเกิดขึ้น 

 รูปแบบฟอรมที่ใชในการวิเคราะหกระแสและความตางศักยที่เกิดขึ้นจากการทดลองที่

เปนที่นิยมรูปแบบหนึ่งคือ cyclic voltammetry แสดงในรูปที่ 2.3 เปนการใหศักยไฟฟาเปนรอบ

ระหวางคาสองคาในการศึกษาเชิงกลไกของระบบรีดอกซโดยเฉพาะในการกําหนดและการหา

คุณสมบัติของคูรีดอกซ การศึกษาในงานวิจัยนี้จะใชเทคนิคโวลแทมเมตรีในการวิเคราะห คือเปน

วิธีการวิเคราะหทางเคมีไฟฟาที่ขอมูลของการวิเคราะหไดจากความสัมพันธของการเกิดกระแสกับ

การใหพลังงานศักยแกวงจรเพื่อใหเกิดปฏิกิริยาเคมีแกวงจร ดังนั้นจะกลาวถึงเทคนิควิธีวิเคราะห

และรายละเอียดของวิธีนี้ตอไป  

 

รูปที่ 2.3 ลักษณะของ cyclic voltammogram  

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

 อุปกรณและเครื่องมือการทําโวลแทมเมตรีหรือไมวาเปนเทคนิควิธีวิเคราะหแบบใดยอม

ประกอบดวยสวนสําคัญ 2 สวนคือ สวนของเซลลเคมีไฟฟา และสวนของเครื่องมือของการควบคุม

สัญญาณไฟฟา เซลลเคมีไฟฟาในการทําโวลแทมเมตรีมักเรียกเปน เซลลโวลแทมเมตรี เพราะมี

ความแตกตางจากเซลลเคมีไฟฟาธรรมดาอยูบาง สําหรับเครื่องมือในการควบคุมสัญญาณไฟฟา

มักประกอบไปดวยอุปกรณในการควบคุมศักยใหแกขั้วไฟฟาเรียกวา โพเทนชิออสแตท 

(potentiostat)  และอุปกรณในการอานคากระแสของวงจรอาจเรียกสวนของการควบคุม



16 

  

สัญญาณไฟฟานี้วา โวลแทมเมตริก อะนาไลเซอร (voltammetric analyzer) ในเครื่องมือของการ

ทําโวลแทมเมตรีที่ใชในการวิเคราะหตางๆ ยังมักประกอบดวยอุปกรณบันทึกแปรผลขอมูล และ

อาจสรางเสนกราฟไดดวย 

 เซลลโวลแทมเมตรี มักใชเรียกเซลลเคมีไฟฟาในกลุมการวิเคราะหโวลแทมเมตรี ประกอบ

ไปดวยขั้วไฟฟา และสารละลายอิเลคโทรไลตที่แตกตางไปจากการทําโพเทนชิออเมตรีตรงที่วา 

ขั้วไฟฟาในการทําโวลแทมเมตรี มักประกอบดวยขั้วไฟฟาอางอิง ขั้วไฟฟาใชงาน และขั้วไฟฟารวม 

จุมในสารละลายที่มีสารละลายตัวอยางที่ตองการวิเคราะห และสารอิเลคโทรไลตที่ไมมีผลตอการ

เกิดปฏิกิริยา มักเรียกเปนสารอิเลคโทรไลตชวยหรือเกื้อหนุน (supporting electrolyte) โดยสาร

อิเลคโทรไลตมักจะใชในปริมาณที่มากเกินพอ  

ขั้วไฟฟาอางอิงตองมีคาศักยขั้วไฟฟาคงที่ตลอดการทดลอง และควบคุมคาศักยของ

ขั้วไฟฟาใชงานดวย แมข้ัวไฟฟาคาโลเมลจถูกจัดเปนขั้วไฟฟาอางอิงที่ใชไดทั่วไป แตดวยเหตุผล

ดานความเปนพิษและผลตอมลพิษของปรอท ทําใหขั้วไฟฟาซิลเวอร-ซิลเวอรคลอไรดเปนที่ยอมรับ

ในการเปนขั้วไฟฟาอางอิงแทน สวนขั้วไฟฟารวมหรือข้ัวไฟฟาชวย จัดเปนขั้วไฟฟาที่สามของวงจร

โวลเทมเมตรีที่มีคุณลัษณะเฉพาะ คือ ทําหนาที่เปนตัวนําไฟฟาที่ดี เปนขั้วไฟฟาที่ไดรับพลังงาน

ไฟฟาจากขั้วไฟฟาอางอิง วางตอผานสารละลายไปยังขั้วไฟฟาใชงาน เพื่อใหเกิดปฏิกิริยาเคมีของ

สารตัวอยางที่ขั้วไฟฟาจุมอยู โดยขั้วไฟฟารวมนี้ไมมีสวนเกี่ยวของหรือไมมีการเปลี่ยนแปลงใดๆ

เกิดขึ้น ในขณะเกิดปฏิกิริยาของสารตัวอยางระหวางการวิเคราะห ข้ัวไฟฟารวมมักมีพื้นที่ผิวมากๆ 

เพื่อใหการนําไฟฟาเปนไปไดดี ลดการเกิดศักยจากโอหม (E = iR) ของวงจร ขดลวดแพลทินัมหรือ

แผนแพลทินัม หรืออางปรอท มักใชเปนขั้วไฟฟารวมได โดยอยูในสารละลายที่แยกเฉพาะจาก

สารละลายตัวอยางดวยสะพานเกลือ หรือแผนแกวพรุน นอกจากนี้ขั้วไฟฟาใชงานในกลุมการ

วิเคราะหโวลแทมเมตรี ขั้วไฟฟาใชงานจะแตกตางจาการวิเคราะหอ่ืนๆ ที่วาขนาดของขั้วไฟฟาตอง

เล็ก ซึ่งมักเปนขั้วไฟฟาจุลภาค ทั้งนี้เพื่อใหพื้นที่ผิวของข้ัวไฟฟาในการสัมผัสกับสารตัวอยางมีนอย 

เกิดสภาวะของโพลาไรเซชันตลอดการวิเคราะห 

สวนประกอบหลักของขั้วไฟฟาจุลภาคที่ใชกันในทางปฏิบัติมักเปนโลหะเฉื่อย เชน 

แพลทินัม ทอง ไพโรไลตกราไฟต กลาสสิคารบอน และปรอท รูปแบบของขั้วไฟฟาที่ผลิตออกสู

ทองตลาดมีไดแตกตางกันไปขึ้นกับชนิดของสวนประกอบของขั้วไฟฟานั้นที่กะทัดรัด เหมาะแกการ

ใชงานวิเคราะหทั่วไป หรือนําไปประยุกตใชกับการวิเคราะหอ่ืนๆ ไดแก ขั้วไฟฟาที่สวนประกอบอัด

เปนแผนแบนเล็กๆ นอกจากอาจเปนแพลทินัม หรือคารบอน ยังอาจใชเปนพวกโลหะกึ่งตัวนํา เชน 
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ดีบุก อินเดียมออกไซดดวย โดยแผนที่ทําหนาที่เปนขั้วไฟฟานี้ถูกฝงอยูในแทงวัสดุที่ไมนําไฟฟา 

เชน เทปลอน และมีลวดตะกั่วเปนตัวนําไฟฟาเสียบติดไวตอกับวงจรของเซลลเคมีไฟฟา ปรอท

นํามาทําเปนขั้วไฟฟาแบบแผนได โดยการทําเปนแผนฟลมเลือบบนแผนโลหะอีกทีแตไมคอยนิยม

ทํากันนัก 

ในสวนเทคนิควิธีวิเคราะหแอมเพอโรเมตรีเปนเทคนิควิธีวิเคราะหที่ประยุกตหลักการของ

โวลแทมเมตรี โดยใหศักยที่คงที่ใหแกขั้วไฟฟาจุลภาคที่เพียงพอในการทําใหเกิดปฏิกิริยาของสาร

ตัวอยางที่ผิวหนาของข้ัวไฟฟาไดวัดคากระแสที่คาตางๆ ของความเขมขนของสารตัวอยางคาศักย

คงที่ที่ใหกับวงจรไดมาจากศักยบนโวลแทมโมแกรม ซึ่งกระแสจํากัดมีคาแปรไปกับความเขมขน

ของสารที่เกิดปฏิกิริยานั้น 

2.5.3 คอนดักโตเมตรี (conductometry) 

 คอนดักโตเมตรีเปนวิธีที่เกี่ยวกับการวัดการนําไฟฟาของสารละลาย และมีการพัฒนาเพื่อ

ใชประโยชนที่หลากหลาย คอนดักโตเมตรีจัดอยูในการวิเคราะหเชิงเคมีไฟฟาของสารประกอบ     

อิออนิก วิธีคอนดักโตเมตรีแตกตางจากวิธีเชิงอิเลคโทรดในวิธีโพเทนชิออเมตรี วิธีเชิงโวลแทมเมตรี

และวิธีคูลอมเมตรี ซึ่งเกี่ยวของกับการวัดคุณสมบัติที่พื้นผิวขณะเกิดปฏิกิริยารีดอกซที่อิเลคโทรด

ใชงาน 

 นอกจากนี้การนําไฟฟาเปนคุณสมบัติที่ไมเจาะจงของอิเลคโทรไลตที่มีประโยชนในการวัด

ความเขมขนของอิออนิกสปชีส ในการพิสูจนสารประกอบอิออนิกที่ละลายในตัวทําละลาย และใน

การพัฒนาทฤษฎีของสารละลายอิเลคโทรไลต การนําไฟฟาของอิออนในสารละลายจะเกิดจาก

การเรียงตัวของประจุบนพื้นผิวของอิเลคโทรด เปนกระบวนการเปลี่ยนแปลงทางเคมีไฟฟาของสาร 

การวัดการนําไฟฟาจึงใชเซลลอิเลคโทรดตอกับวงจรทําใหเกิดกระแสที่ไหลผานอิเลคโทรดเกิดเปน

กระแสซึ่งเกิดจากการนําไฟฟาของอิออน หรือความสามารถในการนําไฟฟา 

2.5.4 คูลอมเมตรี (coulometry) 

 วิธีคูลอมเมตรี เปนเทคนิควิธีวิเคราะหที่เกี่ยวของกับการวัดปริมาณประจุไฟฟาทั้งหมด 

(อิเลคตรอน) ที่ใชในการทําใหสารตัวอยางเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันหรือรีดักชัน แยกสลายใหผล

ปฏิกิริยาอยางสมบูรณ การวิเคราะหหาปริมาณสารตัวอยางดวยวิธีคูลอมเมตรีทําไดโดยอาศัย

ความสัมพันธระหวางปริมาณประจุไฟฟาที่ใชกับจํานวนกรัมสมมูล หรือกรัมโมเลกุลของสารนั้น

ตามกฎของฟาราเดย 
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 คูลอมเมตรีจัดอยูในกลุมการวิเคราะหเดียวกับอิเลคโทรแกรวิเมตรีคือ การจัดเซลลเพื่อ

การวิเคราะหเปนแบบอิเลคโทรไลตซึ่งตองอาศัยพลังงานไฟฟาจากภายนอก ลักษณะการวิเคราะห

เปนมหัพภาควิเคราะหเชนเดียวกัน และที่สําคัญคือการวิเคราะหหาปริมาณสารดวยวิธีคูลอมเมตรี

และอิเลคโทรแกรวิเมตรีตองมีการแยกสลายของสารวิเคราะหเกิดเปนผลปฏิกิริยาอยางสมบูรณ 

แมการวัดผลปฏิกิริยาเพื่อหาปริมาณสารตัวอยางจะแตกตางกัน โดยคูลอมเมตรีวัดประจุไฟฟา 

และอิเลคโทรแกรวิเมตรีเปนการชั่งน้ําหนักสารพอกพูนที่ขั้วไฟฟา แตทั้งสองวิธีสามารถหาปริมาณ

สารตัวอยางไดโดยตรง โดยไมจําเปนตองสรางเคริฟมาตรฐานหรือเทียบสารมาตรฐาน 

 

2.6 การวิเคราะหประสิทธิภาพของไบโอเซนเซอร (performance factor) 

 2.6.1 ชวงความเปนเสนตรง (linear range) 

 ชวงความเปนเสนตรง (linear range) หมายถึง ความสามารถของวิธีการวิเคราะหที่จะทํา

ใหวิเคราะหแลวไดผลการวิเคราะหที่เปนสัดสวนกับความเขมขนของสารที่วิเคราะหในชวงความ

เขมขนที่กําหนด สวน range หมายถึงชวงความเขมขนของสารที่จะวัดตั้งแตความเขมขนต่ําสุดถึง

ความเขมขนสูงสุดที่วัดแลวมี accuracy precision และ linearity อยูในระดับที่มีความถูกตอง

ยอมรับได 

 2.6.2 ความวองไวตอการตอบสนอง (sensitivity) 

 ความวองไวตอการตอบสนอง (sensitivity) หมายถึง ความสามารถในการวัดความเขมขน

ที่แตกตางกันนอยที่สุดวิธีการวิเคราะหที่มีความไวสูงจะสามารถตรวจวิเคราะหสารในปริมาณนอย

มาก หรือเปนวิธีที่สามารถแยกความเขมขนของสารที่แตกตางกันนอยมากไดถูกตอง ความวองไว

ตอการตอบสนองของวิธีทดสอบหรือของเครื่องมือเปนอัตราสวนของการเปลี่ยนแปลงของ

สัญญาณ (response)  ตอการเปลี่ยนแปลงความเขมขน (concentration)  

    S = dR/dc 

    R = f (C) 

ถาเขียนกราฟระหวาง R หรือ dR/dc กับ C จะไดกราฟเสนตรงนั่นคือ R = kc แสดงวาความวองไว

ตอการตอบสนอง จะมีคาคงที่ตลอดชวงความเขมขนถาความชัน แสดงวามีความวองไวตอการ

ตอบสนองสูง (high sensitivity) ความวองไวตอการตอบสนอง (sensitivity) ของการวิเคราะหหา

ไดจากคาความชันของ calibration curve 
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 2.6.3 ความจําเพาะ (selectivity) 

 ความจําเพาะ (selectivity) หมายถึง ความสามารถของวิธีวิเคราะหที่จะวิเคราะหเฉพาะ

สารที่ตองการจะวิเคราะห โดยที่สารนั้นเปนเพียงสวนประกอบหนึ่งในสารละลายนั้นๆ หรือวิธีการ

วิเคราะหที่มีความสามารถในการเลือกวัดเฉพาะสารที่ตองการจะวัด จึงกลาวไดวาวิธีวิเคราะหนั้น

มีความจําเพาะ(specific) การศึกษา specificity ของวิธีการวิเคราะหทําไดโดยการวิเคราะห

ตัวอยางที่มีหรือเติมสารรบกวนอื่น แลวตรวจสอบดูวาสารรบกวนเหลานั้นมีผลกระทบตอการ

วิเคราะหหรือไม และสารรบกวนเหลานั้นทําใหการตรวจวัด หรือการหาปริมาณสารที่ตองการทราบ

ผิดไป (มากขึ้น หรือนอยลง ) หรือไม 

 2.6.4 การผลิตซ้ํา (reproducibility) 

 การผลิตซ้ํา (reproducibility) หมายถึง ความแมนยําที่เกิดจากการวิเคราะหซ้ําๆ โดยใช

วิธีเดียวกัน ในสภาวะเดียวกันโดย มักจะวิเคราะหซ้ําโดยใชชวงเวลายาวพอสมควร การหาระดับ

ความแมนยําโดยหาคาเปอรเซ็นของสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (%RSD)  

 2.6.5 เวลาการตอบสนอง (response time) 

 เวลาการตอบสนอง (response time) หมายถึง เวลาในการตอบสนองทางสัญญาณทาง

ไฟฟาที่ระบบเขาสูสภาวะคงที่ (steady state) การตอบสนองทางสัญญาณทางไฟฟาของ

ไบโอเซนเซอรจะใชเวลาในการตอบสนองระหวาง 5-10 นาที 

 2.6.6 การจัดเก็บ (life time)  

 การจัดเก็บ (life time) หมายถึง การทดสอบประสิทธิภาพของสารชีวภาพที่ถูกตรึงไวที่มี

การเสื่อมสภาพไปตามระยะเวลาในการใชไบโอเซนเซอร และระยะเวลาการจัดเก็บสารชีวภาพที่

ถูกตรึงไวบนอิเลคโทรด 
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บทท่ี 3 
วารสารปริทรรศน 

 

 การวิเคราะหดวยการใชไบโอเซนเซอร เปนการนําสารชีวภาพที่มีความวองไวในการ

ตอบสนองมาทําหนาที่ตรวจจับ หรือทําปฏิกิริยากับสารตัวอยางที่ตองการตรวจไดอยางจําเพาะ

เจาะจงซึ่งจุดมุงหมายในการศึกษาครั้งนี้ มีความมุงเนนในเรื่องของการสังเคราะหอนุภาคนาโน

ของโลหะบนอิเลคโทรดและนําไปประยุกตใชกับไบโอเซนเซอร เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพของ

ไบโอเซนเซอรที่ใชในการตรึงเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส (HRP) สําหรับตรวจวัดฟนอล 

ศึกษาถึงวิธีการตรึงเอนไซมของโดยวิธีตางๆ รวมไปถึงการใชอนุภาคนาโนของโลหะ และ           

พอลิเมอรนําไฟฟาที่ใชกับไบโอเซนเซอร  

 

3.1 เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส (HRP) สําหรับตรวจวัดฟนอล และไฮโดรเจน 
เปอรออกไซด (H2O2)  

 เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส (horseradish peroxidase) เปนตัวเรงปฏิกิริยาทาง

ชีวเคมีที่มีความไวในการตรวจวัดฟนอล และไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) เนื่องจากฟนอลและ

ไฮโดรเจนเปอรออกไซด เปนสารเคมีที่มีพิษซึ่งใชอยางแพรหลายในโรงงานอุตสาหกรรม เมื่อฟนอล

และไฮโดรเจนเปอรออกไซด รั่วไหลจะสามารถแพรกระจายไปสูสิ่งแวดลอมไดอยางรวดเร็ว จึงเปน

สารอันตรายตอสิ่งมีชีวิตและสิ่งแวดลอมได 

การศึกษาของ Rosatto และคณะ 1999 ไดทําการตรึงเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเด

สบนซิลิกาเจล (silica gel) กับไททาเนียม ออกไซด (titanium oxide) เพื่อตรวจวัดฟนอล ซึ่ง

ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นของเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส สามารถทําปฏิกิริยาได 2 รูปแบบคือ การ

เกิดปฏิกิริยาที่มีตัวกลางเปนตัวถายโอนอิเลคตรอน (mediated electron transfer) ระหวาง

เอนไซม และอิเลคโทรดตามรูปที่ 3.1 จะมีการรับอิเลคตรอนจากสารอื่นๆ ซึ่งในที่นี้คือ ฟนอลเปน

ผูใหอิเลคตรอนแกเอนไซม โดยเริ่มจากการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของเอนไซม HRP (Fe3+) โดย

เอนไซมจะเปนผูใหอิเลคตรอนแก ไฮโดรเจนเปอรออกไซด แลวเอนไซมอยูในรูปฟอรม HRP (Fe5+) 

ตอมาเอนไซม HRP (Fe5+) จะรับอิเลคตรอนจากผูใหอิเลคตรอนคือ ฟนอล หรือ Mred แลว HRP 

(Fe4+) และขั้นตอนสุดทายเอนไซม HRP (Fe4+) จะรับอิเลคตรอนจากผูใหอิเลคตรอนอีกครั้ง (Mred) 

ซึ่งจะไดรับอิเลคตรอนจากอิเลคโทรด ทําใหเอนไซมจะอยูในรูปฟอรมเดิมอีกคือ HRP (Fe3+) และ

อีกรูปแบบคือ ปฏิกิริยาการถายโอนอิเลคตรอนโดยตรง (direct electron transfer) ระหวาง 
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เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส และอิเลคโทรด โดยจะมีการรับอิเลคตรอนจากอิเลคโทรด

โดยตรงแสดงตามรูปที่ 3.2 

 
 

รูปที่ 3.1 กลไกการเกดิปฏิกิริยาทีม่ีตัวกลางเปนตัวถายโอนอิเลคตรอน (mediated electron 

transfer) ระหวางเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซเิดสและอเิลคโทรด(Rosatto และคณะ 1999) 

 

 

 
 

 

รูปที่ 3.2 กลไกการการถายโอนอิเลคตรอนโดยตรง (direct electron transfer) ระหวาง เอนไซม

ฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส และอิเลคโทรด (Rosatto และคณะ 1999) 
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3.1.1 วิธีการตรึงเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส สําหรับไบโอเซนเซอร 

 การศึกษาการพัฒนาวิธีการตรึงเอมไซม ซึ่งมีหลายวิธี เชน การดูดซับ การยึด

เหนี่ยวดวยพันธะโคเวเลนซ การครอสลิงคเอนไซม การกักเก็บเอนไซมภายในวัสดุตรึง เปนตน ทัง้ที่

กลาวมาทั้งหมดนี้เพื่อใหเอมไซมสามารถตรึงอยูบนวัสดุไดโดยไมหลุดออกมา  ซึ่งจะสงผลตอ 

ไบโอเซนเซอรโดยจะแสดงใหเห็นไดดวยคาวองไวในการตอบสนอง (sensitivity) ความเสถียร  

(stability)  และการผลิตซ้ําใหม (reproducibility) 

3.1.1.1 การดูดซับ (adsorption) 

 การดูดซับเอนไซมบนวัสดุตรึงโดยอาศัยพันธะอิออนิก หรือการดูดซับดวยแรงทาง

กายภาพถือเปนเทคนิคการตรึงเอนไซมที่งายที่สุด โดยที่ Bai และคณะ (2008) รายงานการศึกษา

แอมเพอโรเมตริกไบโอเซนเซอรเพื่อตรวจวัดไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) ดวยวิธีการดูดซับดวย

แรงทางกายภาพเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส บนกลาสสิคารบอนอิเลคโทรดที่ทําการ

ปรับปรุงดวยซิงคออกไซด (ZnO) ที่ใชวิธีการเกาะตัวดวยเคมีไฟฟา (electrodeposition) บนมัลติ

วอล คารบอนนาโนทิวบ (multi-wall carbon nanotube) พบวาเวลาในการทําปฏิกิกิริยาเคมีไฟฟา 

มีผลตอการตอบสนองของไบโอเซนเซอร อนุภาคนาโนของโลหะมีผลตอการตอบสนองที่ดีขึ้น  และ

ในสวนของ Xu และคณะ (2004) ไดรายงานการศึกษาอนุภาคของเงินที่อยูในฟลมของโซลเจล 

(sol-gel) สามารถดูดซับเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดสดวยแรงทางกายภาพบนกลาสสิ

คารบอนอิเลคโทรด และสามารถแสดงผลที่ดีของกิจกรรมของเอนไซมตรึงรูปเอนไซมฮอรสแรดิช

เปอรออกซิเดส มีเสถียรภาพในการเก็บรักษาและการนําไฟฟาที่ดี  

3.1.1.2 การยึดเหนี่ยวดวยพันธะโคเวเลนซ (covalent binding) 

 เอนไซมถูกยึดเหนี่ยวกับวัสดุตรึงโดยอาศัยหมูฟงกชันตางๆของเอนไซม โดย Li และคณะ 

(2009) ทําการทดลองการตรึงเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส โดยใชการยึดเหนี่ยวดวยพันธะ 

โคเวเลนซของแมทริกซของไคโตซานกับ โซลเจล (sol-gel) ซึ่งมีหมูเอมีนของไคโตซาน และอีพอกซี

ของโซลเจล โดยมีไซลอกเซน (siloxane) เปนตัวครอสลิงคระหวางไคโตซานกับโซลเจล พบวา

อัตราสวนระหวางไซลอกเซน และไคโตซาน คา pH และศักยไฟฟามีผลตอการตอบสนองของ

ไบโอเซนเซอร นอกจากนี้ Kong และคณะ (2003) รายงานวา การตรึงเอนไซมฮอรสแรดิชเปอร

ออกซิเดส โดยใชการยึดเหนี่ยวดวยพันธะโคเวเลนซดวยหมูคารบอกซิลิกของ 5,2':5',2''-

terthiophene-3'-carboxylic acid polymer (TCAP) บนกลาสสิคารบอนอิเลคโทรดซึ่งผล

การศึกษาเมื่อเปรียบเทียบเมื่อไมมีพอลิเมอรชนิดนี้อยูพบวามีการถายเทอิเลคตรอนไดดียิ่งขึ้น 
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3.1.1.3 การกักยึด (entrapment) 

 การกักยึดเอนไซมทําไดโดยการหอมลอมเอนไซมไวในที่จํากัด อาจทําไดโดยการกักยึดไว

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

ฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส ภายในไคโตซาน/ โซลเจล/ คารบอนนาโนทิวบบนกลาสสิคารบอนอิเลค

โทรด ผลที่ไดคือโครงสรางของฟลมมีความเหมาะสมในการตรึงเอนไซม มีความเสถียร และการ

ตอบสนองสัญญาณทางไฟฟาของไฮโดรเจนเปอรออกไซดที่ดี  จาการทดลองของ Cao และคณะ 

(2009) ซึ่งนําเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดสตรึงภายในวัสดุตรึงมีโซพอรคือ mesoporous 

silica hollow sphere (MSHS) พบวา MSHS สามารถบรรจุปริมาณเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิ

เดสไดในปริมาณมากและชี้ใชเห็นวาเปนแมทริกซที่ดีในการตรึงเอนไซม นอกจากนี้ Li และคณะ 

(2008) ไดทดลองศึกษาไฮโดรเจนเปอรออกไซดไบโอเซนเซอรซึ่งกักเก็บเอนไซมฮอรสแรดิชเปอร

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

หรือ CSHMs) ซึ่งมี K3Fe(CN)6 และอนุภาคของทองบนแพลทินัมอิเลคโทรด พบวา CSHMs มี

ความพรุนสูงแตในทางตรงขามจะทําใหลดกิจกรรม (activity) ความเสถียร (stability) ของเอนไซม  

สวนการศึกษาของ Xi และคณะ (2009) ศึกษาการตรึงเอนไซมฮอสแรดิชเปอรอกซิเดส/ ไคโตซาน/ 

ไนลบลู (nile blue) โดยใชวิธีเคมีไฟฟา ซึ่งมีขอดีคืองายและสะดวกในการวิธีการทํา นอกจากนี้ยัง

สามารถคงไวของสารชีวภาพ (bioactivity) และการนําไฟฟา (conductivity) 

3.1.1.4 การครอสลิงคเอนไซม (closs-linking) 

 การครอสลิงคเอนไซมเปนการเชื่อมโยงโมเลกุลของเอนไซมเขาดวยกัน โดยอาศัยการจับ

ดวยพันธะโคเวเลนซของเอนไซมกับหมูฟงกชันของสารเคมีเชื่อมโยงตอกันไปเรื่อยๆจนเกิดเปน

รางแหของพอลิเมอรของเอนไซมซึ่งเมื่อมีขนาดโมเลกุลใหญขึ้นจึงไมสามารถละลายน้ําได จาก 

Rosatto และคณะ (1999) รายงานการครอสลิงคเอมไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดสกับซิลิกาที่

ปรับปรุงดวย ไททาเนียมออกไซดและกลูตารัลดีไฮด พบวาไบโอเซนเซอรมีการตอบสนองที่ดีของ

ปฏิกิริยาการถายโอนอิเลคตรอนโดยตรง (direct electron transfer) ของไฮโดรเจนเปอรออกไซด 

และมีการตอบสนองสัญญาณทางไฟฟาของฟนอลที่ดี สวนผลการศึกษา Wang และคณะ (2009) 

ศึกษาไฮโดรเจนเปอรออกไซดไบโอเซนเซอร การตรึงเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดสดวย

การครอสลิงคเอนไซมกับพอลิอะนิลีน (PANI) ดวยกลูตารัลดีไฮดบน เอฟ-โดปทินออกไซด (F-

doped tin oxide หรือ FTO) ตามรูปที่ 3.3 พบวาไบโอเซนเซอรสามารถแสดงความเปนเชิงเสนได

ถึงความเขมขน 20 มิลลิโมลตอลูกบาศกเดซิเมตร ของไฮโดรเจนเปอรออกไซด และมีความเสถียร
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ที่ดี นอกจากนี้ ElKaoutit และคณะ (2008) ศึกษาการครอสลิงคเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส

ดวยกลูตาริกไดออลดีไฮด ซึ่งพบวาสามารถประเมินคาการเลือก (selectivity) ของอิเลกโทรดสาร

ตั้งตนตางๆ คือ กรดแอสคอบิก (ascorbic acid) กรดยูริก (uric acid) โดพามีน (dopamine) และ 

อีพิเนฟรีน (epinephrine)  

 

 
 

รูปที่ 3.3 การตรึงเอนไซมฮอสแรดชิเปอรอกซิเดสบนอเิลคโทรด (Wang และคณะ 2009) 

 

3.2 พอลิเมอรนําไฟฟาและอิทธิพลที่มีผลตอพอลิเมอรตอการตรึงเอนไซม 

 พอลิเมอรนําไฟฟา (conducting polymer) จะมีคุณสมบัติที่เดนชัดอยางหนึ่ง คือมีความ

แข็งแรงสามารถเขากันไดกับสารชีวภาพ และนําไฟฟาไดดี (Chen และคณะ 2008) เปนวัสดุใชที่

ใชกันอยางแพรหลายและสามารถนํามาใชกับไบโอเซนเซอร ตัวอยางของพอลิเมอรนําไฟฟา เชน 

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)   เปนตน  

สําหรับการศึกษาในงานวิจัยนี้ จะเปนการนําพอลิไพรอลมาใชเนื่องจากมอนอเมอรของไพ

รอลสามารถเขากันไดกับเอนไซมตลอดจนสารชีวภาพตางๆ และสามารถละลายน้ํา (water 

solubility) หรือสารละลายอิเลคโทรไลตเกื้อหนุน (supporting electrolyte) ทําใหงายตอการ

สังเคราะหพอลิเมอร (Tian และคณะ 2001; Li และคณะ 2007; Elkoutit และคณะ 2009 ) และ

พอลิเมอรชนิดนี้มีสายโซหลักมีโครงสรางเปนพันธะคูสลับพันธะเดี่ยวแบบตอเนื่อง (conjugated 

system) ทําใหอิเลคตรอนสามารถเคลื่อนที่ภายในโครงสรางจึงเกิดการนําไฟฟาได สําหรับ

กระบวนการอิเลคโทรพอลิเมอรไรเซชันเปนกระบวนการเกิดพอลิเมอรแบบโซโดยใชไฟฟากระตุน

มอนอเมอรที่อยูในสารละลายอิเลคโทรไลตเกื้อหนุนที่สามารถทําใหแคตไอออนหรือแอนไอออนทีม่ี

ความวองไว และสามารถทําปฏิกิริยากับมอนอเมอรตอไปโดยผานกลไกการเกิดพอลิเมอรซึ่ง
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กระบวนการอิเลคโทรพอลิเมอรไซชันของพอลิไพรอลสามารถแสดงกระบวนการไดดังรูปที่ 3.4 คือ 

มอนอเมอรของไพรอลจะทําปฏิกิริยาออกซิเดชันรับอิเลคตรอนจากอิเลคโทรดตอกับมอนอเมอร

ของไพรอลกลายเปนไดเมอร และจะมีการฟอรมตอไปเรื่อยๆ กลายเปนพอลิเมอรเคลือบบนพื้นผิว

อิเลคโทรด (Umana และคณะ 1986) 

 

 
 

รูปที่ 3.4 กระบวนการอิเลคโทรพอลเิมอรไรเซชันพอลิไพรอล (Umana และคณะ 1986) 

  

  พอลิไพรอลเปนพอลิเมอรที่ไดรับความสนใจอยางตอเนื่องจากงานวิจัยตางๆ Garcia-

Moreno และคณะ (2001) เปนการศึกษาวิธีการตรึงเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดสพรอมกับ 

พอลิเอนเมทิวไพรอล (poly-N-methylpyrrole) ดวยวิธีเคมีไฟฟาซึ่งจะนําไปประยุกตใชเปน

ไบโอเซนเซอรเพื่อตรวจวัดออรแกนิกเปอรออกไซด โดยตัวแปรที่ทําการศึกษาคือ ขนาดของ

ศักยไฟฟา ความเขมขนของพอลิเมอร ปริมาณเอนไซมและคา pH ของฟอสเฟสบัฟเฟอรเพื่อหา

สภาวะที่เหมาะสม เมื่อตรวจวัดดวยเทคนิคแอมเพอโรเมตรี พบวาพอลิเอนเมทิวไพรอล/ เอนไซม

ฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส สามารถตรวจวัดไฮโดรจนเปอรออกไซดและมีคาการตอบสนองไดเปน

อยางดี  

 Gaspar และคณะ (2001) ศึกษาแอมเพอโรเมตรีไบโอเซนเซอรเพื่อตรวจวัดไฮโดรเจน

เปอรออกไซด โดยการตรึงเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส พรอมกับพอลิไพรอลที่มีหมูฟงกชัน 

Osmium (Os-Py) เมื่อทําการตรวจวัดดวยวิธีแอมเพอโรเมตรี พบวา Os-Py ที่มีการตรึงเอนไซมไว

นั้นสามารถแสดงปฏิกิริยารีดอกซไดดีกวาในกรณีที่มีพอลิไพรอลเพียงอยางเดียว  

 Tian และคณะ (2001) ศึกษาการปรับปรุงไบโอเซนเซอร เพื่อทําการวัดไฮโดรเจนเปอร

ออกไซดวยวิธีแอมเพอโรเมตรี ซึ่งตรึงเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส กับพอลิไพรอลดวยวิธี

เคมีไฟฟาบนคารบอนอิเลคโทรดที่มีกรดเฟอโรซีนคารบอกซิลิก (ferrocenecarboxylic acid) เปน

ตัวกลางการถายโอนอิเลคตรอน (mediator) ที่สังเคราะหดวยวิธีโซลเจล พบวาไบโอเซนเซอร

สามารถตรวจวัด และมีคาการตอบสนองของไฮโดรเจนเปอรออกไซดไดดี  สามารถเพิ่ม

ประสิทธิภาพของไบโอเซนเซอรเพิ่มขึ้น  
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  Razola และคณะ (2002) ไดใชวิธีการอิเลคโทรพอลิเมอรไรเซชันพอลิไพรอลกับเอนไซม

ฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดสบนแพลทินัมอิเลคโทรด พบวาการทําชั้นพื้น (pre-layer) กอนทํา

ปฏิกิริยาอิเลคโทรพอลิเมอรไรเซชัน จะมีผลตอการตอบสนองของไบโอเซนเซอร เนื่องการทําชั้นพืน้

จะชวยไมใหขัดขวางการทํางานของเอนไซม และปจจัยที่มีตอการตรึงเอนไซมคือ อัตราการสแกน 

(scan rate) ความเขมขนของสารอิเลคโทรไลตเกื้อหนุน (supporting electrolyte) ความเขมขน

ของพอลิไพรอล จํานวนรอบของการสังเคราะห และปริมาณเอนไซม 

 Shao และคณะ (2005) ศึกษาการสังเคราะหพอลิไพรอลดวยวิธีเคมีไฟฟาบนผิวหนา

อิเลคโทรดเพื่อเปนชั้นฟลมฐานของการสังเคราะหชั้นฟลม (bilayer lipid membrane) พบวาพอลิ

ไพรอลสามารถสามารถเปนฐานสําหรับการสังเคราะหชั้นฟลมไดเปนอยางดี นอกจากนี้สามารถ

นําไปประยุกตใชในการตรึงเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส ซึ่งสามารถตรวจวัดปฏิกิริยารีดักชัน

ของไฮโดรเจนเปอรออกไซดได   

 Li และคณะ (2007) ศึกษาการทําไบโอเซนเซอรเพื่อตรวจวัดไฮโดรเจนเปอรออกไซดโดย

การตรึงเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส พรอมกับพอลิไพรอลบนสกรีนปรินทคารบอนอิเลคโทรด 

(screen print carbon paste) ที่มีโพแทสเซียมเฟอรโรไซยาไนด (potassium ferrocyanide) เปน

ตัวกลางการถายโอนอิเลคตรอน (mediator) โดยหาสภาวะที่เหมาะสมจากตัวแปรตางๆ คือ ความ

เขมขนของพอลิเมอร สารละลายอิเลคโทรไลต ปริมาณเอนไซม ความหนาของชั้นพอลิเมอร วิธีการ

ดังกลาวนี้เปนวิธีการที่งายและมีราคาถูก 

 Kurkut และคณะ (2008) ไดศึกษาแอมเพอโรเมตรีไบโอเซนเซอรเพื่อตรวจวัดอนุพันธ

ของฟนอล โดยทําการตรึงเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส พรอมกับคารบอนนาโนทิวบ และพอ

ลิไพรอลดวยวิธีเคมีไฟฟา เมื่อทําการตรวจวัดดวยเทคนิคแอมเพอโรเมตรี เพื่อหาสภาวะที่

เหมาะสมสําหรับการตรึงเอนไซมแลว พบวาสามารถตรวจวัดอนุพันธของฟนอลไดถึง 18 ชนิด 

และสามารถตรวจสารที่ความเขมขนต่ําไดดี 

 Sulak และคณะ (2009) ศึกษาแอมเพอโรเมตรีไบโอเซนเซอรเพื่อตรวจวัดอนุพันธของฟ

นอล ซึ่งมีการนําพอลิไวนิลเฟอรโรซีน (polyvinylferrocene, PVF) เปนตัวกลางการถายโอน

อิเลคตรอน (mediator) แลวทําการตรึงเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส และพอลิไพรอลดวยวิธี

เคมีไฟฟา พบวาสามรถตรวจวัดอนุพันธของฟนอลไดหลากหลายชนิด มีความไวตอการตอบสนอง

และสามารถสารไดที่ความเขมขนต่ําไดดี  
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อิทธิพลที่มีผลตอพอลเิมอรในการตรึงเอนไซม 

  3.2.1 ศักยไฟฟา 

จากการศึกษาของ Yang และคณะ (1997) ศึกษาการตรึงเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิ

เดส บนพอลิอะนิลีนฟลมโดยใชความตางศักยที่แตกตางกันในการทําปฏิกิริยาเคมีไฟฟาของ

เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส พบวาเมื่อใชความตางศักยที่ต่ําลงจะทําใหเกิดปฏิกิริยาเคมีฟา

ที่ไดกระแสไฟฟาที่สูงขึ้น ทั้งนี้เนื่องจากเมื่อใหศักยไฟฟาที่นอยลงทําใหการเสื่อมของเอนไซมฮอรส

แรดิชเปอรออกซิเดสชาลง และการศึกษาของ Wang และคณะ (2009) เปนการตรึงเอนไซมฮอรส

แรดิชเปอรออกซิเดสดวยการครอสลิงคเอนไซมกับพอลิอะนิลีน (PANI) ดวยกลูตารัลดีไฮดโดยใช

ความตางศักยตางๆ พบวาเมื่อใชศักยไฟฟาที่ลดลงจะทําใหกระแสไฟฟาที่เพิ่มขึ้น เนื่องจากเมือ่ลด

ศักยไฟฟาจะมีผลตอเรงปฏิกิริยาของเอนไซม 

  3.2.2 คา pH 

คา pH เปนอีกหนึ่งปจจัยที่สําคัญซึ่งจากการศึกษาของ Yang และคณะ 1997 ศึกษาการ

ตรึงเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดสบนพอลิอะนิลีนฟลมโดยใชคา pH ที่แตกตางกัน พบวาเมื่อ

คา pH เพิ่มขึ้นจะทําใหมีกระแสไฟฟาที่เกิดจากปฏิกิริยาเคมีไฟฟาเพิ่มขึ้น เนื่องจากเกิดจากการ

เพิ่มขึ้นของแอกติวิตี (activity) ของเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส และการนําไฟฟาของพอ

ลิอะนิลีน และจากการศึกษา Wang และคณะ (2009) เปนการตรึงเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิ

เดส ดวยการครอสลิงคเอนไซมและพอลิอะนิลีน (PANI) ดวยกลูตารัลดีไฮดโดยการเติม

สารละลายอิออนิก เพื่อใหไบโอเซนเซอรสามารถทํางานไดในคา pH ที่สูงได ซึ่งทําการทดลองที่คา 

pH ระหวาง 6-12 ทดสอบดวยวิธี cyclic voltammetry พบวาคากระแสไฟฟาที่เกิดขึ้นมีคาลดลง

เพียงเล็กนอย 

  3.2.3 อุณหภูมิ 

 จากการศึกษาของ Yang และคณะ (1997) ศึกษาการตรึงเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิ

เดส บนพอลิอะนิลีนฟลมโดยใชอุณหภูมิระหวาง 0-40 องศาเซลเซียลเซส พบวาเมื่อเพิ่มอุณหภูมิ

จะทําใหมีคากระแสไฟฟาสูงข้ึน เนื่องจากเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส มีคาแอกตีวิตีของการ

ตรึงเอนไซมที่ดี แตจะมีคาลดลงเมื่ออุณหภูมิเพิ่มขึ้นสูงขึ้นถึงอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และจาก

การศึกษาของ Wang และคณะ (2009) ศึกษาการปรับปรุงการนําไฟฟาของพอลิอะนิลีนโดยการ

เติมสารละลายอิออนิกและตรึงเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส ดวยการครอสลิงคเอนไซมกับ

พอลิอะนิลีน (PANI) ดวยกลูตารัลดีไฮด โดยใชอุณหภูมิระหวาง 10-40 องศาเซลเซียส พบวาเมื่อ
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อุณหภูมิเพิ่มขึ้นกระแสไฟฟามีคาเพิ่มขึ้น ทั้งนี้เนื่องจากสารละลายอิออนิกสามารถปองกันการ

เสื่อมสภาพเอนไซมได 

3.2.4 ความเขมขนของสารอิเลคโทรไลตเกื้อหนุน (supporting electrolyte) 

 ความเขมขนของสารละลายอิเลคโทรไลตเกื้อหนุนเปนเปนปจจัยสําคัญอีกปจจัยหนึ่งตอ

การฟอรมตัวของพอลิเมอร  (Li และคณะ 2007) ความเขมขนของสารละลายอิเลคโทรไลต

เกื้อหนุนตองมีคาเพียงพอตอการถายเทประจุในสารละลาย Razola และคณะ (2002) ได

ทําการศึกษาความเขมขนของลิเทียมเปอรคลอเรต (LiClO4) ซึ่งเปนสารละลายอิเลคโทรไลต

ระหวาง 0.01-0.5 โมลตอลิตร พบวาความเขมขนของลิเทียมเปอรคลอเรต 0.1 โมลตอลิตร มีคา

เพียงพอตอการฟอรมตัวของพอลิเมอร 

  3.2.5 ความเขมขนของพอลิเมอร  

 จากการศึกษาของ Razola และคณะ (2002) พบวาความเขมขนของพอลิไพรอลเปนสิ่ง

สําคัญตอการตรึงเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส เนื่องจากหากใชความเขมขนของพอลิเมอรที่

นอยเกินไปอาจไมเพียงพอตอการฟอรมตัวเปนฟลมพอลิเมอรและกักเก็บเอนไซมฮอรสแรดิชเปอร

ออกซิเดสบนพื้นผิวอิเลคโทรด ซึ่งจะสงผลตอคาตอบสนองของกระแสไฟฟาในการตรวจวัดได  

  3.2.6 ปริมาณของเอนไซม 

 ปริมาณของเอนไซมมีผลตอการผลิตใหม (reproducibility) การนํากลับมาใชใหม 

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

2007)  จากการศึกษาของ Razola และคณะ (2002) พบวาการตรึงเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิ

เดสดวยวิธีอิเลคโทรพอลิเมอรไรเซชันพรอมกับพอลิไพรอลตองมีปริมาณมากพอเพื่อคาตอบสนอง

ของกระแสไฟฟา แตหากมีคามากเกินการตอบสนองอาจมีคาลดลงไป และความเสถียรของ

ไบโอเซนเซอรมีคาลดลง 

  3.2.7 จํานวนรอบของการสังเคราะหพอลิเมอร 

 จากการศึกษาของ Razola และคณะ 2002 ศึกษาจํานวนรอบของการสังเคราะหพอลิไพ

รอล/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส ซึ่งจะมีความสัมพันธตอความหนาของชั้นฟลมที่เกิดขึ้นซึ่ง

จะสงผลตอการตอบสนองของกระแสไฟฟาของไบโอเซนเซอร ทั้งนี้เนื่องจากเมื่อใชเวลาในการ

สังเคราะหนอยเกินไปความหนาของชั้นฟลมอาจมีคาไมเพียงพอตอการตรึงเอนไซมฮอรสแรดิช

เปอรออกซิเดส แตหากใชเวลาในการสังเคราะหนานเกินไปจะทําใหมีชั้นฟลมที่มีความหนา และ

เอนไซมอาจเกิดการเสื่อมสภาพไดไมเหมาะสมตอการถายโอนอิเลคตรอนระหวางอิเลคโทรดและ

เอนไซม 
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  3.2.8 อัตราการสแกน (scan rate) 

 การศึกษาของ Razola และคณะ 2002 ทําการศึกษาการตรึงเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออก

ซิเดส ดวยวิธีอิเลคโทรพอลิเมอรไรเซชันพรอมกับพอลิไพรอล ซึ่งทําการศึกษาอัตราการสแกน

ในชวง 1, 5, 10, 20 และ 50 มิลลิโวลท/ วินาที พบวาอัตราการสแกน 1 มิลลิโวลท/ วินาที ไม

สามารถดึงเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส เขาไปกักยึดในพอลิเมอรได แตเมื่อเปลี่ยนคาเปน 5 

และ 10 มิลลิโวลท/ วินาที สามารถดึงเอนไซมเขาไปกักยึดในพอลิเมอรไดเปนอยางดี
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3.3 อนุภาคนาโนของโลหะและอิทธิพลที่มีผลตอการสังเคราะหอนุภาคนาโนของโลหะ 

 การสังเคราะหอนุภาคนาโนของโลหะมีการนําไปศึกษาอยางกวางขวาง ซึ่งสามารถนําไป

ประยุกต ใชในลักษณะงานดานตาง เชน สิ่งแวดลอม อุตสาหกรรม และการแพทย ซึ่งงานเหลานี้

เปนลักษณะงานที่ตองมีการตรวจวัดสารตัวอยางที่มีความเขมขนต่ํา และมีปริมาณสารนอย แสดง

ใหเห็นวาอนุภาคนาโนของโลหะบนอิเลคโทรดมีความสามารถในการตรวจวัดสารเหลานี้ได  

 การศึกษาของการนําอนุภาคนาโนของโลหะตางๆ เชน 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 คอปเปอรและทังสเตน (Ward-Jones และคณะ 2006) 

แพลทินัม (Yang และคณะ 2006) และอนุภาคของโลหะอีกหลายชนิดมาปรับปรุงความสามารถ

ทางไฟฟาแกอิเลคโทรด ซึ่งจะมีผลดีในทางดานความไวในการตอบสนองสัญญาณทางไฟฟา 

(sensitivity)  

 

 3.3.1 อนุภาคนาโนของโลหะ 

 อนุภาคนาโนของโลหะชนิดตางๆ เชน ทอง เงิน คารบอนนาโนทิวบ เปนตน อนุภาคนาโน

ของโลหะเหลานี้มีคุณสมบัติที่มีความเขากันไดทางชีวภาพ (biocompatibility) คะตะไลติก 

(catalytic) และการนําไฟฟา (conductivity) นอกจากนี้ยังมีการเติมพวกอนุภาคขนาดเล็ก 

(nanoparticle) ลงไปในการตรึงเอมไซมในวัสดุดวย เพราะจะเปนตัวที่ทําใหมีการมีการถายโอน

อิเลคตรอนที่ดีระหวางเอมไซมกับอิเลคโทรด  

3.3.1.1 อนุภาคนาโนทอง 

  อนุภาคนาโนทองสามารถนําไปประยุกตใชในหลากหลายดาน โดยจากการศึกษาของ 

Dai และคณะ(2004) ทําการศึกษาวิธีการสังเคราะหอนุภาคนาโนทองบนกลาสิคารบอน ตามรูปที่ 

3.5 โดยมีปจจัยการศึกษาความเขมขน และเวลาในการใหศักยไฟฟาที่ตางกัน พบวาเมื่อใชเทคนิค

สทริปปงโวลแทมเมตรีสามารถนําอิเลคโทรดมาตรวจวัดสารหนูได และสามารถตรวจวัดสารไดที่

ความเขมขนต่ําๆ ไดดี และจากกลุมวิจัยเดียวกันการศึกษาของ Dai และคณะ(2006) ไดศึกษา

วิธีการสังเคราะหอนุภาคนาโนทองบนอินเดียมทินออกไซด โดยการใหศักยไฟฟาในสารละลายโดย

ศึกษาถึงความเขมขน และเวลาในการใหศักยไฟฟาเชนเดียวกันซึ่งผลการทดลองที่ไดจะทําใหมี

ขนาดอนุภาคนาโนทองที่แตกตางกัน และสามารถตรวจวัดสารหนูไดที่ความเขมขนต่ําๆไดดเีชนกนั 

และสามารถนําไปประยุกตใชกับการตรวจวัดสารหนูได 
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 นอกจากนี้ไดมีการนําอนุภาคนาโนทองมาประยุกตใชกับการตรวจสารตางๆ อีกมากมาย

เชน  Liu และคณะ (2005) ไดทํ าการ เปรียบ เทียบโครงสรางและคุณสมบัติของ 

meracaptopropionic acids (MPA) ดวยการสังเคราะหโดยการจัดวางโมเลกุลอยางเปนระเบียบ

ไดดวยตนเอง (self assembly, SAM) บนอิเลคโทรดของทอง และนาโนอิเลคโทรดของทองโดยการ

สังเคราะหจากวิธีเคมีไฟฟา (electrodeposition) พบวา MPA SAM สามารถถายโอนอิเลคตรอน

ไดเปนอยางดีและชี้ใหเห็นวา MPA เกิดการเรียงตัวแบบ SAM บนอิเลคโทรดของทอง และจะมีคา

การนําไฟฟาที่ดีขึ้นเมื่อนํา MPA สังเคราะหบนนาโนอิเลคโทรดของทอง  

 Liu และคณะ (2007) ศึกษาการสังเคราะหอนุภาคนาโนทองบนอิเลคโทรดกอนการทําการ

ปลูกฟลมของ dodecanethiol (DDT) ดวยวิธี SAM เมื่อทําการทดสอบดวยเทคนิค cyclic 

voltammtry โดยใชเฟอรริกไซยาไนด (ferricyanide) ที่มีเมททิวบลู (methyl blue, MB) เปน

ตัวกลางกาถายโอนอิเลคตรอน (mediator) เพื่อเรงการเกิดปฏิกิริยารีดอกซ พบวาเมททิวบลู

สามารถแสดงเปน mediator เพื่อชวยในการถายเทอิเลคตรอนใหกับเฟอรริกไซยาไนดได และเมื่อ

เปรียบเทียบกับแมคโครอิเลคโทรดกับการสังเคราะหอนุภาคนาโนทองกอนการปลูกพอลิเมอร 

พบวาการสังเคราะหอนุภาคนาโนทองกอนการปลูกพอลิเมอรจะมีสัญญาณทางไฟฟาในการ

วิเคราะหดวยเทคนิคโวลแทมเมตรี (voltammetry)  ในขณะที่เมื่อใชแมคโครอิเลคโทรดจะไมมี

สัญญาณทางไฟฟาเกิดขึ้นมากนัก   

 El-Deab และคณะ (2002) ศึกษาปฏิกิริยารีดักชันของออกซิเจนในชวง cathodic 

reduction เพื่อตรวจวัดอนุภาคนาโนทองที่ถูกสังเคราะหบนอิเลคโทรดทองดวยสารละลาย

ซัลฟวริก (H2SO4) ซึ่งสามารถชี้ใหเห็นไดวาอนุภาคนาโนทอง สามารถเปนตัวเรงปฏิกิริยารีดักชัน

ของออกซิเจน โดยออกซิเจนจะรับอิเลคตรอนกลายเปนไฮโดรเจนเปอรออกไซดตามลําดับ 

 Li และคณะ (2007) ศึกษาการนําอนุภาคนาโนทองซึ่งทําการสังเคราะหบนเสนใยนาโน

ของพอลิไพรอล (polypyrrole nanowire) ซึ่งเกิดการฟอรมตัวเปนแมทริกซบนกลาสสิคารบอน

อิเลคโทรด พบวาอนุภาคสามารถเรงปฏิกิริยาออกซิเดชันของไฮดราซีน (hydrazine) และไฮดรอซิ

ลามีน (hydroxylamine) ทําใหมีคาการตอบสนองของการตรวจวัดสารที่ความเขนต่ําสุดไดต่ําลง 

ซึ่งการสังเคราะหดวยวิธีการดังกลาวสามารถตอบสนองสัญญาณทางไฟฟาไดดีขึ้น และงายตอ

การสังเคราะห 

 Tsai และคณะ (2008) ศึกษาการตรวจวัดเฮกซะวาเลนท โครเมียม (hexavalent 

chromium, CrVI) โดยใชทินออกไซดอิเลคโทรด และการปรับปรุงประสิทธิภาพของอิเลคโทรดดวย

การปลูกอนุภาคนาโนทองดวยวิธีไฟฟาเคมีบนทินออกไซดอิเลคโทรด ซึ่งอนุภาคนาโนทองมี
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คุณสมบัติเปนตังเรงปฏิกิริยาไดดี พบวาสามารถเปนตังเรงปฏิกิริยาไดเปนอยางดี การตอบสนองดี

ขึ้นสําหรับการตรวจวัดการทําปฏิกิริยารีดักชันของ Cr(VI) ไดเปนอยางดี  

  

 

 
 

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 

 การใชอนุภาคนาโนเงินเพื่อการปรับปรุงประสิทธิภาพของไบโอเซนเซอรนั้นมีการ

ใชกันอยางแพรหลาย โดย Xu และคณะ (2004) ไดรายงานของการนําอนุภาคนาโนเงิน

เพื่อปรับปรุงฟลมของโซลเจล ที่ใชในการตรึงเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดสบนกลาสสิ

คารบอนอิเลคโทรดซึ่งอนุภาคของเงินมีขอดีในการปรับปรุงไบโอเซนเซอรคือ อนุภาคเงินมี

คุณสมบัติทางโลหะสามารถนําไฟฟาได และยังสามารถเพิ่มการเกาะติดกันของเอนไซม

ฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดสกับอิเลคโทรด นอกจากนี้การศึกษาของ Simm และคณะ 

(2005) ไดศึกษาการสังเคราะห ไมโครอิเลคโทรดของเงิน โดยมีวิธีการสังเคราะหไม

โครอิเลคโทรดเปรียบเทียบกัน ซึ่งวิธีแรกจะเปนการสังเคราะหไมโครอิเลคโทรดของเงิน

ดวยวิธีการอัลตราซาวด  (ultrasound) และวิธีที่ สองจะเปนการใช วิธี เคมี ไฟฟา 

(electrodeposition) ซึ่งจากการศึกษาลักษณะทางกายภาพโดยใช atomic force 

microscopy (AFM) พบวาพื้นผิวที่ใชวิธีการอัลตราซาวด มีลักษณะอนุภาคที่มีขนาดใหญ

กวาการใชเคมีไฟฟา และพบวาเวลาที่ใชในเทคนิคสทริปปงเพื่อนําอนุภาคนาโนเงินออก

จากอิเลคโทรดสามารถลดขนาดอนุภาคนาโนเงินบนอิเลคโทรดไดตามรูปที่ 3.6 และยัง

สามารถนําไปประยุกตใชในการตรวจวัดสารหนู (arsenic) นอกจากนี้ไมโครอิเลคโทรด

ของเงินสามารถตรวจวัดปฏิกิริยารีดักชันของฮาโลเทนได ซึ่งทั้งสองแบบสามารถวัด

ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นไดคลายกัน และจากกลุมวิจัยเดียวกันนี้  Welch และคณะ (2005) ได

ทําการศึกษาการสังเคราะหอนุภาคนาโนเงินบนกลาสสิคารบอนโดยใชวิธีเคมีไฟฟา 

(electrodeposition) เพื่อนําไปประยุกตใชในการตรวจวัดไฮโดรเจนเปอรออกไซด พบวา

อนุภาคนาโนเงินสามารถเพิ่มคาการตอบสนองของการตรวจวัดไดดีขึ้น สามารถตรวจวัด

คาต่ําสุดของการตรวจวัด (limit detection) ไดถึงความเขมขนต่ําสุด 2.0x10-6 โมลตอลิตร 

และมีคาการตอบสนอง (sensitivity) ที่ดีกวาแมคโครอิเลคโทรดของเงิน 
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รูปที่ 3.6 ลักษณะพื้นผิวของไมโครอิเลคโทรดอารเรยของเงินโดยใชเทคนิค AFM โดยการทํา

ปฏิกิริยาไฟฟาเคมี (electrodeposition) บนกลาสสิคารบอนอิเลคโทรดดวยซิลเวอรไนเตรต 

(AgNO3) 1 มิลลิโมลตอลิตร ที่ความตางศักย -0.5 โวลท ระหวาง Ag wire (a) ระยะเวลาการ 

stripping ที่ความตางศักย 0.5 โวลท ระหวาง 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 คารบอนนาโนทิวบ 

 คุณสมบัติพิเศษของคารบอนนาโนทิวบ คือเปนโมเลกุลของคารบอนที่สามารถนําไฟฟาได 

เปนวัสดุใชที่ใชกันอยางแพรหลาย และสามารถนํามาใชกับไบโอเซนเซอรไดดีในการปรับปรุงอิเลค

โทรด โดย Korkut และคณะ (2008) ศึกษาการนําคารบอนนาโนทิวบ (CNT)/ พอลิไพรอล (PPy)/ 

เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส ซึ่งสังเคราะหฟลมดวยวิธีเคมีไฟฟา เพื่อตรวจวัดอนุพันธของฟ

นอลทั้งหมด 18 ชนิด และพบวา CNT สามารถชวยการถายโอนของอิเลคตรอนไดดี สําหรับ Xi 

และคณะ (2009) รายงานการศึกษา ไคโตซาน/ คารบอนนาโนทิวบ/ ไนลบลู ปรับปรุงอิเลคโทรด

ดวยเคมีไฟฟา พบวาฟลมที่เกิดขึ้นสามารถปรับปรุงการนําไฟฟาและมีความเหมาะสมสําหรับการ

ตรึงเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส นอกจากนี้ Bai และคณะ (2008) ทําการปรับปรุงกลาสสิ

คารบอนอิเลคโทรดดวยซิงคออกไซด (ZnO) โดยใชเคมีไฟฟาบนคารบอนนาโนทิวบ จะพบวาฟลม

ที่เกิดขึ้นสามารถปรับปรุงการตอบสนองของไฮโดรเจนเปอรออกไซด นอกจากนี้ Luo และคณะ 

(2006) ศึกษาการปรับปรุงอิเลคโทรด เพื่อตรวจวัดไฮโดรเจนเปอรออกไซด โดยการสังเคราะหฟลม

ของพอลิอะนิลีนบนคารบอนนาโนทิวบ พบวาจํานวนชั้นความหนาของฟลม และความเขมขนของ

คารบอนนาโนทิวบ มีผลตอความวองไวตอการตอบสนอง ซึ่งการมีคารบอนนาโนทิวบอยูบนอิเลค

โทรดสามารถเพิ่มคาการตอบสนองทางสัญญาณไฟฟาของเซนเซอรไดถึง 8 เทา 
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3.3.2 อิทธิพลที่มีผลตอการสังเคราะหอนุภาคโลหะดวยวิธีเคมีไฟฟา 

ใน การศึ กษ าการสั ง เ คราะห อนุ ภาคน าโน ของโลห ะตางๆ  ด วย วิ ธี ไฟฟ าเ คมี 

(electrodeposition) คือ การทําใหโลหะที่อยูในสารละลายอิเลคโทรไลตเกื้อหนุน (supporting 

electrolyte) ไปสะสมอยูบนผิวหนาชิ้นงานโดยการใหศักยไฟฟา หรือกระแสไฟฟาซึ่งผิวหนา

ชิ้นงานในที่นี้เปนอิเลคโทรดใชงาน โดยอิเลคโทรดใชงานจะถูกจุมลงในสารละลาย ซึ่งมีโลหะที่

ตองการใหเกิดการสะสมตอกับอุปกรณจะประกอบดวยขั้วไฟฟา 3 ขั้ว คือขั้วใชงาน (working 

electrode) ขั้วอางอิง (reference electrode) และ ขั้วชวยหรือเคาทเตอรอิเลคโทรด (counter 

electrode) ในการเกิดการสะสมจะเกิดที่ขั้วใชงาน จากการศึกษาหนาที่ของสารเคมีที่นํามาใช ซึ่ง

ในการทดลองโดยวิธีดังกลาวนี้จะใชสารละลายอิเลคโทรไลตเกื้อหนุน ซึ่งจะทําใหสารละลายนั้น

สามารถนําไฟฟาได เนื่องจากมีอิออนซึ่งเปนอิออนบวกหรืออิออนลบเคลื่อนที่อยูในสารละลาย 

นอกจากนี้สารละลายอิเลคโทรไลตเกื้อหนุนยังทําหนาที่เปนสารใหความคงตัว (stabilizer) ซึ่งชวย

ใหอิออนของอนุภาคโลหะอยูในลักษณะที่เปนคอลลอยดในสารละลายได (Rodriguez-Sanchez 

และคณะ 2000) 

ในการศึกษากระบวนการสังเคราะหอนุภาคนาโนทองจะเกิดจากปฏิกิริยารีดักชันของคลอ

โรออเรตอิออน (AuCl4
-) ซึ่งมีการแตกตัวของโมเลกุลเชิงซอนตามสมการดังนี้ (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) 

 

โดยคลอโรออเรตอิออนจะรับอิเลคตรอนจากกลาสสิคารบอนอิเลคโทรดเกิดเปนอะตอม

ของแข็งขึ้นมากอน (nucleation) จากนั้นจะเกิดเปนกลุมของอนุภาคทองโดยการรวมตัว 

(aggregate) ขึ้น และมีการขยายขนาด (growth) เพิ่มขึ้นในเวลาตอมาและจะเพิ่มขนาดขึ้นตาม

เวลาในการใหศักยไฟฟา นอกจากนี้ยังมีปจจัยที่มีผลตอการควบคุมขนาดของอนุภาคนาโนเงิน 

เชน ความเขมขนและเวลา ศักยไฟฟาหรือกระแสไฟฟา ตัวทําละลาย สารละลายอิเลคโทรไลต 

ชนิดของอิเลคโทรด และอุณหภูมิ เปนตน 
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3.3.2.1 ความเขมขนและเวลา 

การศึกษาเรื่องความเขมขนและเวลาดวยวิธีเคมีไฟฟาสามารถนํามาใชกับอนุภาคโลหะ 

ตางๆ การศึกษาโดยวิธีเคมีไฟฟาของอนุภาคนาโนทอง (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 ) บนกลาสสิคารบอนอิเลคโทรด ( Dai และคณะ 

2006; Tsai และคณะ 2008) บนอินเดียมทินออกไซดอิเลคโทรด การศึกษาโดยวิธีเคมีไฟฟาของ

อนุภาคนาโนเงินของ Wu และคณะ (2006) บนกลาสสิคารบอนอิเลคโทรด พบวาที่ความเขมขน

เดียวกันแตใชเวลาในการใหศักยไฟฟาเพิ่มขึ้นเรื่อยๆ จะทําใหมีอนุภาคนาโนทองเพิ่มขึ้น และเมื่อ

เพิ่มความเขมขนจะทําใหอนุภาคนาโนทองที่เกิดขึ้นมีขนาดอนุภาคใหญขึ้น ทั้งนี้เนื่องจากเมื่อเพิ่ม

ความเขมขนของทองในสารละลาย จะทําใหระยะหางระหวางอิออนของทองใกลชิดกันมากขึ้น 

และมีผลทําใหการรวมตัวเปนไมโครอิเลคโทรดบนอิเลคโทรดใชงานมีขนาดอนุภาคที่ใหญขึ้น

ตามลําดับ 

 

3.3.2.2 ศักยไฟฟา (voltage) และกระแสไฟฟา (current density) 

  การใหศักยไฟฟาหรือกระแสไฟฟาเปนปจจัยสําคัญอีกปจจัยหนึ่งของวิธีเคมีไฟฟาโดย Du 

และคณะ 2007 ศึกษาการนําอนุภาคนาโนทอง/ ไคโตซาน โดยการใหศักยไฟฟาที่ความตางศักย

ตางๆ บนกลาสสิคารบอนอิเลคโทรด โดยใชความตางศักยที่  -0.5, -1.0, -1.5, -2.0,   -2.5 และ     

-3.0 โวลท พบวาม่ือศักยไฟฟาเพิ่มขึ้นจะทําใหความหนาของชั้นฟลมเพิ่มขึ้น แตเมื่อความหนาของ

ชั้นฟลมหนามากเกินไปอาจจะไดกระแสที่เกิดขึ้นนอยลง นอกจากนี้ Rodriguez-Sanchez และ

คณะ (2000) ศึกษาการนําอนุภาคนาโนเงินแลวใหกระแสไฟฟา (current density) แก

แพลทินัมอิเลคโทรด พบวาจะไดอนุภาคนาโนเงินที่มีขนาด รูปราง และสีที่แตกตางกัน โดยเมื่อใช

ไฟฟากระแสต่ํา (low current density) จะทําใหไดฟลมที่มีลักษณะอัดตัวแนน ในขณะที่เมื่อใช

ไฟฟากระแสสูงขึ้น (high current density) จะทําใหไดฟลมที่มีลักษณะที่ไมเปนระเบียบมากนัก

ตามรูป 3.7  
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รูปที่ 3.7 ภาพ SEM อนุภาคนาโนเงินเกาะแพลทินัมอิเลคโทรด (A) ความหนาแนนของ

กระแสไฟฟาระดับต่ํา (-1.4 mA cm-2) (B) ความหนาแนนของกระแสไฟฟาระดับสูง (-7 mA cm-2) 

(C) ภาพขยาย B 

 

  3.3.2.3 ตัวทําละลายและสารละลายอิเลคโทรไลต (supporting electrolyte) 

การศึกษาเรื่องของตัวทําละลายเปนเรื่องสําคัญอีกเรื่องหนึ่งสําหรับการสังเคราะหอนุภาค

นาโนโลหะ จากการศึกษาของ Rodriguez-Sanchez และคณะ (2000) ไดสังเคราะหอนุภาคนาโน

เงินจากซิลเวอรไนเตรท (AgNO3) โดยใชอะซิโตนไนไตรด เปนตัวทําละลายเนื่องจากอะซิโตไน

ไตรดเปนตัวทําละลายชนิดอะโพรติก (aprotic solvent) เปนตัวทําละลายที่ไมมีโฮโดรเจนอะตอม

ชนิดที่มีความเปนกรดไมสามารถสรางพันธะไฮโครเจนได ซึ่งจะไมทําใหอิออนของเงินรวมตวักบัตวั

ทําละลาย และในสวนของสารละลายอิเลคโทรไลตจะใชเตตระเอนบิวทิวแอมโมเนียมโบรไมด หรือ

เตตระเอนบิวทิวแอมโมเนียมอะซิเตต เปนสารละลายอิเลคโทรไลตเกื้อหนุน ซึ่งเมื่อละลายในตวัทาํ

ละลายแลวสามารถนําไฟฟาได เนื่องจากมีไอออนซึ่งอาจจะเปนไอออนบวกหรือไอออนลบ

เคลื่อนที่อยูในสารละลาย  สารละลายอิเลคโทรไลตนี้อาจเปนสารละลายกรด เบส หรือเกลือ 

นอกจากนี้ยังทําหนาที่เปนสารใหความคงตัว (stabilizer) ซึ่งชวยใหอนุภาคของเงินอยูในลักษณะ

ที่เปนคอลลอยด และไมทําใหอนุภาคเงินเกิดการตกตะกอนดวย 
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3.3.2.4 ชนิดของอิเลคโทรด 

ชนิดของอิเลคโทรดเปนอีกปจจัยหนึ่งของปฏิกิริยาเคมีไฟฟา ซึ่งจากการศึกษาของ 

Rodriguez-Sanchez และคณะ (2000) ไดทําการสังเคราะหอนุภาคนาโนเงินดวยปฏิกิริยา

เคมีไฟฟาซึ่งใชแพลทินัมและอลูมิเนียมอิเลคโทรด พบวาเมื่อใชแฟลทินัมอิเลคโทรดจะสามารถ

สังเคราะหอนุภาคนาโนเงินได แตเมื่อใชอลูมิเนียมอิเลคโทรดจะไมสามารถสังเคราะหอนภุาคนาโน

เงินไดเนื่องจากอนุภาคเงินและอลูมิเนียมมีโครงรางผลึก (crystallographic structure) และรัศมี

ของอนุภาค (atomic radius) ที่ใกลเคียงกันจึงเปนสาเหตุสําคัญในการฟอรมตัวของอนุภาคนาโน

เงิน  

    

 3.3.2.5 อุณหภูมิ 

การศึกษาของ Khaydarov และคณะ (2009) ไดทําการศึกษาการสังเคราะหอนุภาคนาโน

เงินโดยใชอุณหภูมิที่แตกตางกัน พบวาเมื่ออุณหภูมิเพิ่มขึ้นจะทําใหเกิดปฏิกิริยาเร็วขึ้นและมี

กระแสไฟฟ าที่สูงขึ้น ทั้งนี้เนื่องจากจะชวยลดคุณสมบัติของการมีขั้ว (polarity) ระหวางขั้วอิเลค- 

โทรดและกระแสไฟฟาได 
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3.4 การนําอนุภาคนาโนของโลหะมาประยุกตใชกับไบโอเซนเซอร 

  การนําอนุภาคนาโนของโลหะมาประยุกตใชกับไบโอเซนเซอร จะสามารถใชเพื่อตรวจ

วิเคราะหสารตางๆ ไดหลากหลายชนิด เมื่อพิจารณาการนําอนุภาคนาโนของโลหะดวยวิธี

เคมีไฟฟา (electrodeposition) และมีการตรึงเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส สามารถศึกษาได

จากหลากหลายงานวิจัย ยกตัวอยางเชน Orozco และคณะ (2009) ไดมีการศึกษาการปรับปรงุอลั

ตราไมโครอิเลคโทรดอารเรย โดยนําอนุภาคนาโนทองมาสังเคราะหติดกับอิเลคโทรดซึ่งเปนอัลตรา

ไมโครอิเลคโทรดโดยใชวิธีเคมีไฟฟา แลวตรึงรูปเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดสดวยการยึด

เหนี่ยวดวยพันธะโคเวเลนซกับ dithiobis-N-succinimidyl propionate (DTSP) ซึ่งจากผลการ

ทดลองพบวาสามารถตรวจวัดแคทาชอล (catechol) ที่ความตางศักย 0.1 โวลท และอัลตรา      

ไมโครอิเลคโทรดอารเรยของทองสามารถเพิ่มความไวตอการตอบสนอง (sensitivity) เมื่อ

เปรียบเทียบกับอัลตราไมโครอิเลคโทรดอารเรย และไมโครอิเลคโทรดอารเรย นอกจากนี้สามารถ

ตรวจวัดแคทาชอล ในชวงที่เปนเชิงเสนระหวาง 0.1 ถึง 0.4 มิลลิโมลตอลิตร และสามารถตรวจวัด

คาต่ําสุดของการตรวจวัด (limit detection) ไดถึง 0.05 มิลลิโมลตอลิตร นอกจากนี้จากการศึกษา

ของ Yang และคณะ (2009) ศึกษานาโนอิเลคโทรดของทองซึ่งทําการสังเคราะหดวยวิธีเคมีไฟฟา 

โดยมีคารบอนนาโนทิวบเปนเทมเพลท และทําการตรึงเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดสดวย

วิธีการดูดซับ (adsorption) เพื่อตรวจวัดไฮโดรเจนเปอรออกไซด พบวานาโนอิเลคโทรดของทอง/ 

คารบอนนาโนทิวบสามารถตรวจวัดไฮโดรเจนเปอรออกไซดที่มีการตอบสนองที่ดี และเทคนิค

วิธีการสังเคราะหดวยวิธีดังกลาวสามารถทําไดงายและรวดเร็วมีการตอบสนองที่ดี และในการวิจัย

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

PTHNWs / เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส / อนุภาคนาโนทอง ทําการตรวจวัดไฮโดรเจนเปอร

ออกไซดไบโอเซนเซอร โดยนํา PTHNWs มาเกาะบนพื้นผิวของอิเลคโทรดวยวิธีเคมีไฟฟา แลวใช

การเอนแคบซูลเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดสกับอนุภาคนาโนทอง ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกัน

ระหวาง (PTHNWs)/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส/ อนุภาคนาโนทอง และ PTHNWs/ 

เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส จะมีการตอบสนองสัญญาณทางไฟฟาที่มีขนาดใหญกวา 2 เทา 

และมีเวลาการตอบสนองสัญญาณทางไฟฟา (response time) ที่นอยกวา 5 วินาที 

 นอกจากนี้ไดมีการนําอนุภาคนาโนของโลหะตางๆ เหลานี้มาใชรวมกับการตรึงเอนไซม

ชนิดตางๆ และสารชีวภาพอีกมากมายหลากหลายชนิดดวยกัน เชน  Wu และคณะ (2006) ได

ศึกษาการนําอนุภาคนาโนเงินและดีเอนเอ โดยวิธีเคมีไฟฟาบนกลาสสิคารบอนอิเลคโทรด พบวามี

การกระจายตัวของอนุภาคเงินมีลักษณะเปนไมโครอิเลคโทรดบนอิเลคโทรด ซึ่งสามารถตรวจวัด
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ไฮโดรเจนเปอรออกไซด และเมื่อทําการตรึงเอนไซมกลูโคสออกซิเดสเพื่อวัดปริมาณกลูโคสไดเปน

อยางดี จากงานวิจัยของ Zeng และคณะ (2009) ไดทําการศึกษาการสังเคราะหนาโนอิเลคโทรด

ของอนุภาคนาโนทองดวยวิธีเคมีไฟฟา แลวตรึงเอนไซมกลูโคสออกซิเดสเพื่อตรวจวัดกลูโคส 

นอกจากนี้จากรายงานการวิจัยของ Du และคณะ (2007) ศึกษาการปลูกฟลมไคโตซาน 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

เอนไซมกลูโคสออกซิเดส เพื่อประยุกตใชเปนกลูโคสไบโอเซนเซอร การสังเคราะหดวยวิธีการ

ดังกลาวสามารถทําไดงายและสะดวกรวดเร็ว โดยการผสมสารละลายไคโตซานและอนุภาคนาโน

ทองแลวทําการสังเคราะหดวยการใหศักยไฟฟา และตรึงเอนไซมกลูโคสออกซิเดสดวยวิธีการจัด

วางโมเลกุลอยางเปนระเบียบดวยตัวเอง (self assembly) บนฟลมไคโตซานและอนุภาคนาโนทอง 

พบวาความเขมขนของไคโตซานและอนุภาคนาโนทอง เวลาในการใหศักยไฟฟา และขนาดของ

ศักยไฟฟามีผลตอการตอบสนองตอสัญญาณทางไฟฟาของไบโอเซนเซอร 

 Shulga และคณะ (2007) ศึกษาการสังเคราะหอนุภาคนาโนทองบนอิเลคโทรดทองเพื่อ

เพิ่มประสิทธิภาพของการยึดติดของการตรึงเอนไซมอะเซตทิลโคลินเอสเตอรเรส (AChE) เมื่อไมมี

อนุภาคนาโนทองบนอิเลคโทรดการตรวจวัดการตอบสนองของเอนไซมอะเซตทิลโคลินเอสเตอรเรส 

เพื่อตรวจวัดสารอะเซตทิลโคลิน จะมีคานอยและวัดคาไดจํากัด ความสามารถของอนุภาคนาโนที่

ถูกสังเคราะหบนอิเลคโทรดสามรถเพิ่มความสามารถในการตรวจวัดสารได เพื่อใชในการวัดความ

เขมขนของสารประกอบออกาโนฟอสเพส (organophosphate peticide carbofuran) ซึ่งสามารถ

วัดความเขมขนไดระดับต่ําถึงหนวยนาโนโมลตอลิตร ซึ่งวิธีการสังเคราะหดังกลาวมีวิธีการที่งายใน

การสังเคราะหและสามารถพัฒนาเพื่อวัดสารพิษที่เปนอันตรายตอสิ่งมีชีวิตและสิ่งแวดลอมได 

สวน Kim และคณะ (2009) ศึกษาการสังเคราะหอนุภาคนาโนทองบนกลาสสิคารบอนอิเลคโทรด

ดวยวิธีเคมีไฟฟา เพื่อเพิ่มคาการตอบสนองของเอนไซมไทโรซิเนส (TYR) โดยควบคุมดวย

ศักยไฟฟาและเวลา พบวาเมื่อทําการวัดดวยเทคนิค voltammetric สามารถตรวจวัดการ

ตอบสนองปฏิกิริยาที่ เกิดขึ้นของเอนไซมไทโรซิเนส สามารถตรวจวัดฟนอลและแคทาชอล 

(catechol) และจะไดผลการตอบสนองที่ดีขึ้น เมื่อมีอนุภาคนาโนทองบนกลาสสิคารบอน        

อิเลคโทรด  

   Liu และคณะ (2005) ศึกษาการปรับปรุงอิเลคโทรดของทอง โดยใชวิธีเคมีไฟฟาในการ

สังเคราะหนาโนอิเลคโทรดของทอง แลวทําการตรึงดีเอนเอ (DNA) โดยใชเทคนิค cyclic 

voltammetry และปรับปรุงการจัดลําดับดีเอนเอ เพื่อเพิ่มความวองไวในการตอบสนอง พบวา    

นาโนอิเลคโทรดของทองสามารถเพิ่มจํานวนของการตรึงดี เอนเอ มากกวาการตรึงบน              
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แมคโครอิเลคโทรดของทอง และ Wu และคณะ (2006) ศึกษาการสังเคราะหไฮบริทของอนุภาค  

นาโนเงิน-ดีเอนเอ โดยใชวิธีเคมีไฟฟาบนกลาสสิคารบอนอิเลคโทรด ไฮบริทของอนุภาคนาโนเงิน-

ดีเอนเอ สามารถเปนตัวเรงปฏิกิริยารีดักชัน ในการตรวจวัดไฮโดรเจนเปอรออกไซด และยังพบอีก

วาความเขมขนของดีเอนเอ และเวลาในการใหศักยไฟฟามีผลตอการกระจายตัวของอนุภาคนาโน

เงินที่ เกิดขึ้น ซึ่งการมีดีเอนเอแบงกั้นระหวางอนุภาคนาโนเงินจะชวยใหอนุภาคเงิน แสดง

คุณสมบัติเปนตัวเรงการเกิดปฏิกิริยาได นอกจากนี้ He และคณะ (2007) ศึกษาการสังเคราะห

อนุภาคนาโนทองบนกลาสสิคารบอนที่มีการปรับปรุงอิเลคโทรดดวยพราสเชียลบลู (prussian 

blue) เพื่อทําการตรึงแอนติบอดี (hepatitis B surface antigen, HBsAg) ที่ความเขมขนตางๆ 

ของแอนติบอดี HBsAg พบวากระแสมีคาลดลงเมื่อความเขมขนของแอนติบอดี HBsAg เพิ่มขึ้น 

ซึ่งอนุภาคนาโนทองสามารถเขากันไดกับสารชีวภาพไดและสามารถดูดซับแอนติบอดี HBsAg ได

เพิ่มขึ้น และพราสเชียลบลูสามารถเปน mediator ในการถายเทอิเลคตรอนแกอิเลคโทรดไดเปน

อยางดี  
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บทท่ี 4 
สารเคมี และวิธีการทดลอง 

 
4.1 อุปกรณและเคมีภัณฑ 

4.1.1 อุปกรณ 

1. ไมโครปเปต (micropipette ) รุน P100 ,1000 และP5000 บริษัท Gilson,  

ประเทศสหรัฐอเมริกา 

2. เครื่องวัดคาความเปนกรดดาง (pH meter) รุน MP220 บริษัท Mettler Toledo,ประเทศ

สวิตเซอรแลนด  

3. เครื่องอัลตราโซนิค คลีนเนอร (ultrasonic cleaner) รุน CREST-MODEL HT บริษัท      

ไซแอนดิฟตโปรโมชั่น จํากัด ประเทศมาเลเซีย 

4. เครื่องโพเทนชิออสแตท Potentiostat (AUTOLAB รุน PGSTAT30) บริษัท Metrohm 

จํากัด  

5. เครื่อง scanning electron microscopy (SEM) ยี่หอ JEOL รุน JSM-5410LV  

6. เครื่อง scanning prove microscope ยี่หอ Veeco, nanoscope รุน IV  

 

4.1.2 เคมีภัณฑ 

1. เอนไซมฮอรสแรดชิเปอรออกซิเดส EC. 1.11.1.7 (horseradish peroxidase เกรด 1 PEO 

-131 , 131 U/mg ) บริษัท Toyobo , ประเทศญี่ปุน              

2. ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (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. ฟนอล (C6H5OH) บริษัท Carlo Regent1 

หมายเหตุ  1 สารเคมีมีความบริสุทธิ์ในระดับหองปฏิบัติการ 

 

4.2 วิธีการทดลอง 
 4.2.1 การทําความสะอาดอิเลคโทรด 

 การทดลองทางเคมีไฟฟาทั้งเทคนิค cyclic voltammetry และ amperometry ใชเครื่องโพ

เทนชิออสแตท โดยการทดลองใชอิเลคโทรด 3 อิเลคโทรดเปนองคประกอบ คือใช กลาสสิคารบอน

เปนอิเลคโทรดใชงาน (working electrode) สวน Ag/AgCl เปนอิเลคโทรดอางอิง (reference 

electrode) และแพลทินัมเปนเคาทเตอรอิเลคโทรด (counter electrode) กอนการทดลองจะทํา

การขัดอิเลคโทรดใชงาน (working electrode) ดวยผงอะลูมินาขนาด 0.3 และ 0.05 ไมครอน 

ตามลําดับ เปนเวลาอยางละ 5 นาที แลวลางดวยน้ํากลั่น และทําความสะอาดอิเลคโทรดใชงาน

ดวยเครื่องอัลตราโซนิคคลีนเนอรในเอทานอลและน้ํากลั่น ตามลําดับ เปนเวลาอยางละ 5 นาที 

แลวทิ้งอิเลคโทรดใชงานไวใหแหงที่อุณหภูมิหอง 

 

 4.2.2 การสังเคราะหอนุภาคนาโนทอง 

 ใชสารละลายที่ประกอบดวยไฮโดรเจน เตตระคลอโรออเรต ไตรไฮไดรด (HAuCl4•3H2O) 

ในชวงความเขมขนระหวาง 0.1, 0.5 และ 1 มิลลิโมลตอลิตรในน้ํากลั่น และโพแทสเซียมไนเตรต 

(KNO3) 0.1 โมลตอลิตรในน้ํากลั่น ทําการใหศักยไฟฟาที่ -0.2 โวลท (Lui และคณะ 2005; Huang 

และคณะ 2007; Lui และคณะ 2007) และใชเวลาในการใหศักยไฟฟาเปนเวลา 5, 30 และ 60 

วินาที ตามลําดับ หลังจากนั้นนําอิเลคโทรดออกจากสารละลายแลวลางดวยน้ํากลั่น และวางอิเลค

โทรดใชงานใหแหงที่อุณหภูมิหองประมาณ 30 นาที แลวจึงนําไปทําการทดสอบทางเคมีไฟฟา

ตอไป 
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 4.2.3 การวิเคราะหเสนผาศูนยกลาง ความสูงและจํานวนอนุภาคนาโนทอง 

 การวัดขนาดเสนผาศูนยกลางและจํานวนอนุภาคนาโนทองจากภาพ AFM สองมิติขนาด 

5x5 ไมครอน สามารถวิเคราะหโดยใชโปรแกรม Immage Pro plus (บริษัท Adept Electronic 

Solutions จํากัด) จากศูนย เทคโนโลยีโลหะและวัสดุแหงชาติ แลวแบงเปนชวงความถี่

เสนผาศูนยกลางของอนุภาคเพื่อคํานวณเสนผาศูนยกลางเฉลี่ย และการวิเคราะหจํานวนอนุภาค

นาโนทองโดยสามารถคํานวณไดจากจํานวนอนุภาคทั้งหมดตอพื้นที่ขนาด 5x5 ไมครอน   

 การวัดความสูงของอนุภาคนาโนทองจากภาพ AFM สองมิติขนาด 5x5 ไมครอน ใช

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

เครื่องมือวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย โดยใชอนุภาคนาโนทองจํานวน 

50 อนุภาค แลวแบงเปนชวงความถี่ความสูงของอนุภาคเพื่อคํานวณเสนผาศูนยกลางเฉลี่ย 

  

 ความสูงเฉลี่ย, เสนผาศูนยกลางเฉลี่ย  =    ความถี่ x คากึ่งกลางของชั้น            (4.1) 

                           จํานวนอนุภาคทั้งหมด 

 

4.2.4 อิเลคโทรพอลิเมอรไรเซชันของ ไพรอล/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิ
เดส 

 สําหรับการเตรียมปริมาณเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส จะใชปริมาณเอนไซมคงที่

ตลอดการทดลองคือ 250 ยูนิต/ มิลลิลิตร สําหรับการตรึงเอนไซมดวยวิธีอิเลคโทรพอลิเมอรไรเซ

ชันระหวางพอลิไพรอลและ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส 

 ในการเตรียมไพรอลเพื่อใชในการตรึงเอนไซมดวยวิธีอิเลคโทรพอลิเมอรไรเซชันระหวางพอ

ลิไพรอลและ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส สามารถทําการเตรียมไพรอลมอนอเมอรใน

ฟอสเฟสบัฟเฟอร pH 7.4 ที่ความเขมขนตางๆ คือ 0.03, 0.05, 0.07, 0.09, 0.11 และ 0.13 โมล

ตอลิตร ตามลําดับ ปริมาณ 5 มิลลิลิตร โดยใชเทคนิคอิเลคโทรพอลิเมอรไรเซชันไพรอล/ เอนไซม

ฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส เปนจํานวนรอบที่แตกตางกันเปนจํานวน 5, 10, 15, 20 และ 25 รอบ 

ตามลําดับ 

 โดยกําหนดการอิเลคโทรพอลิเมอรไรเซชันของ ไพรอล/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส 

ที่ความตางศักยระหวาง 0.0 ถึง 1.0 โวลท และใชอัตราการสแกน (scan rate) 10 มิลลิโวลท/ 

วินาที (Razola และคณะ 2002) และเก็บอิเลคโทรดใชงานในฟอสเฟสบัฟเฟอร pH 7.4 ที่

อุณหภูมิหองเพื่อปองกันการเสื่อมสภาพของเอนไซมกอนนําไปทดสอบทางเคมีไฟฟา 
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 4.2.5 การศึกษาสมบัติทางเคมีไฟฟาของอนุภาคนาโนทอง และอนุภาคนาโน
 ทอง/ พอลิไพรอล/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส 

 

  4.2.5.1 อนุภาคนาโนทอง 

 การศึกษาสมบัติทางเคมีไฟฟาของอนุภาคนาโนทองบนพื้นผิวของกสาสสิคารบอนอิเลค

โทรด โดยใชเทคนิค cyclic voltammetry ทดสอบใน K4Fe(CN)6  10 mM ละลายในตัวทําละลาย 

K2SO4  0.1 M  ใชความตางศักยระหวาง -1.0 ถึง 1.0 โวลท และใชอัตราการสแกน (scan rate) 

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

ทําการเตรียมใหมทุกครั้ง คํานวณสวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (S.D) และสวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน

สัมพัทธ (%RSD)  จากสมการ 4.2 และ 4.3 ตามลําดับ 

 สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน = 
N

XX 2)(


      (4.2) 

 

 สวนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ  = 


X

SD ×100%    (4.3) 

   

4.2.5.2 อนุภาคนาโนทอง/ พอลิไพรอล/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส 

 การทดสอบสัญญาณทางเคมีไฟฟาของอนุภาคนาโนทอง/ พอลิไพรอล/ เอนไซมฮอรส

แรดิชเปอรออกซิเดส โดยใชไฮโดรเจนเปอรออกไซดตอฟนอลความเขมขน 50/ 50 ไมโครโมลตอ

ลิตร ทดสอบโดยเทคนิคแอมเพอโรเมตรี ซึ่งใชความตางศักยที่ -0.05 โวลท ทําจากการวัดซ้ํา 3 

ครั้งจากสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดตอฟนอลความเขมขน 50/ 50 ไมโครโมลตอลิตรทําการ

เตรียมใหมทุกครั้ง คํานวณคํานวณสวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (S.D) และสวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน

สัมพัทธ (%RSD) จากสมการ 4.2 และ 4.3 ตามลําดับ 
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 4.2.6 การศึกษาสมบัติทางกายภาพของอนุภาคนาโนทอง และอนุภาคนาโน
 ทอง/ พอลิไพรอล/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส บนอิเลคโทรดใชงาน 

 ลักษณะทางกายภาพของอนุภาคนาโนทอง และอนุภาคนาโนทอง/ พอลิไพรอล/ เอนไซม

ฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส บนพื้นผิวของอิเลคโทรดใชงานโดยใชเทคนิค scanning electron 

microscopy (SEM) เพื่อศึกษาพื้นผิวโดยใชกําลังขยาย 40,000 เทา และลักษณะพื้นผิวอนุภาค

นาโนทอง และอนุภาคนาโนทอง/ พอลิไพรอล/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส บนพื้นผิวของ

อิเลคโทรดใชงานดวยเทคนิค atomic force microscopy (AFM) โดยใชเครื่อง scanning prove 

microscope ยี่หอ Veeco, nanoscope รุน IV เพื่อศึกษาลักษณะพื้นผิว (mophology) ที่มีความ

เรียบมากโดยใชพื้นผิวในการวิเคราะหขนาด 5x5 ไมครอน 

 
 
4.2.7 การวิเคราะหประสิทธิภาพของไบโอเซนเซอร (performance factor) 

  4.2.7.1 ชวงความเปนเสนตรง (linear range) 

 ใชความเขมขนของฟนอลระหวาง 1×10-6 - 1×10-3 โมลตอลิตร เพื่อศึกษาชวงความเปน

เสนตรง (linear range) ของกราฟ calibration curve ความเขมขนของฟนอล โดยใชไฮโดรเจน

เปอรออกไซดความเขมขนคงที่ 50 ไมโครโมลตอลลิตร วัดกระแสไฟฟาดวยเทคนิคแอมเพอโรเมตรี 

ความตางศักยที่  -0.05 โวลท 

 

  4.2.7.2 ความวองไวตอการตอบสนอง (sensitivity) 

 ความวองไวตอการตอบสนองสามารถตรวจวัดจากความชันของการเปลี่ยนแปลงของ

สัญญาณทางไฟฟา ตอการเปลี่ยนแปลงความเขมขนของฟนอล (concentration) ในชวงความ

เปนเสนตรง (linear range) ของกราฟ calibration curve  

  

  4.2.7.3 ความเขมขนต่ําสุดที่สามารถวัดได (detection limit) 

 ความเขมขนต่ําสุดที่สามารถวัดไดวิเคราะหจาก 3sb/m โดยที่ sb คือคาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

(standard deviation) ที่ความเขมขนต่ําสุดของชวงความเปนเสนตรง และ m คือความชันของคา

ความวองไวตอการตอบสนอง (sensitivity) ในชวงความเปนเสนตรง (linear range) ของกราฟ 

calibration curve 
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  4.2.7.4 เวลาการตอบสนอง (response time) 

 เวลาการตอบสนอง (response time)  โดยสามารถหาจากกระแสที่เริ่มเขาสูสภาวะสมดุล 

(steady-state) โดยใชสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดตอฟนอลความเขมขน 50/ 50 ไมโครโมล

ตอลิตร วัดกระแสไฟฟาดวยเทคนิคแอมเพอโรเมตรี ความตางศักยที่  -0.05 โวลท 

 

  4.2.7.5 การนํากลับมาใชใหม (reusability) 

 การนํากลับมาใชใหมเปนการตรวจวัดซ้ําจากอิเลคโทรดแทงเดิมซึ่งอิเลคโทรดแทงเล็ก

สําหรับการวิเคราะห เมื่อนําไปวัดซ้ําเปนจํานวน 10 ครั้งซึ่งใชสารละลายใหมทุกครั้งโดยใชโดยใช

สารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดตอฟนอลความเขมขน 50/ 50 ไมโครโมลตอลิตร วัด

กระแสไฟฟาดวยเทคนิคแอมเพอโรเมตรี ความตางศักยที่  -0.05 โวลท คํานวณสวนเบี่ยงเบน

มาตรฐานสัมพัทธ (%RSD) จากสมการ 4.3 

   

  4.2.7.6 การผลิตซ้ํา (reproducibility) 

 การผลิตซ้ําเปนการทําอิเลคแบบเดียวกันขึ้นมาใหมตามกระบวนการเดิมที่ไดทําการผลิต 

โดยทําการผลิตซ้ํากันจํานวน 5 ครั้งซึ่งใชสารละลายใหมทุกครั้ง โดยใชอิเลคโทรดแทงเล็กสําหรับ

การวิเคราะหครั้ง และใชโดยใชสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดตอฟนอลความเขมขน 50/ 50 

ไมโครโมลตอลิตร วัดกระแสไฟฟาดวยเทคนิคแอมเพอโรเมตรี ความตางศักยที่  -0.05 โวลท และ

คํานวณสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (%RSD) จากสมการ 4.3 

   

  4.2.7.7 การจัดเก็บ (storage stability)  

 การทดสอบประสิทธิภาพของสารชีวภาพที่ถูกตรึงไวที่มีการเสื่อมสภาพไปตามระยะเวลา

ในการใชไบโอเซนเซอร และระยะเวลาการจัดเก็บสารชีวภาพที่ถูกตรึงไวบนอิเลคโทรด โดยจัดเก็บ

อิเลคโทรดที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 7.4  โดยทําการ

ทดสอบทางเคมีไฟฟาโดยใชโดยใชสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดตอฟนอลความเขมขน 50/ 

50 ไมโครโมลตอลิตร วัดกระแสไฟฟาดวยเทคนิคแอมเพอโรเมตรี ความตางศักยที่  -0.05 โวลท 

เมื่อจัดเก็บไวเปนเวลา 3, 5, 10, 15 และ 30 วัน  
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 4.2.8 การทําอเิลคโทรดแทงเลก็ 

  4.2.8.1 การเชื่อมตอกลาสสิคารบอนอิเลคโทรดแทงเล็ก 

 การทําอิเลคโทรดแทงเล็กเปนการดัดแปลงกลาสสิคารบอนอิเลคโทรดจากแทงใหญเพือ่ให

สามารถทําการวิเคราะหลักษณะทางกายภาพดวยเครื่อง SEM และ AFM โดยสามารถทําไดโดย

นําแทงกลาสสิคารบอนตัดเปนแทงเล็กๆ ความยาว 0.5 มิลลิเมตร ทําการหลอเรซิน รอบๆ พื้นผิว

ดานขางของอิเลคโทรดทั้งหมดกลาสสิคารบอนอิเลคโทรดเพื่อหลีกเลี่ยงผลกระทบจากพื้นผิวการ

นําไฟฟาดานขางของอิเลคโทรด จากนั้นกลาสสิคารบอนอิเลคโทรดขนาดเล็กจะถูกเชื่อมตอกับ

สายไฟที่หุมดวยสายยางพลาสติกไวรอบนอกและปดรอยตอดวยกาวซิลิโคน และนําไปเชื่อมตอกับ

แผนโลหะเพื่อเปนที่จับของปากจระเขสาหรับใชเปนที่เชื่อมตอกับเครื่องโพเทนชิออสแตท ตามรปูที ่

4.1  

 

     
 

รูปที่ 4.1 แสดงกลาสสิคารบอนอเิลคโทรดแทงเล็กที่ทําการเชื่อมตอกับสายไฟ 

 

 4.2.8.2 การทดสอบอิเลคโทรดแทงเล็ก 

 การทดสอบกลาสสิคารบอนอิเลคโทรดแทงเล็กสามารถทําการทดสอบดวยเทคนิค cyclic 

voltammetry ที่อัตราการสแกน (scan rate) ตางๆ เพื่อนํามาสรางกราฟแสดงความสัมพันธ

ระหวางคากระแสไฟฟาสูงสุด (peak current) กับอัตราการสแกน (scan rate) ยกกาลัง 0.5 โดย

ความสัมพันธที่ไดตองมีลักษณะเปนแบบเชิงเสน โดยจากการทดสอบที่อัตราการสแกน 20, 50, 

80, 100 และ 150 มิลลิโวลตตอวินาที และตองมีคาความสัมพันธ R2 มีคาไมนอยวา 0.99 แสดงวา

กลาสสิคารบอนแทงนั้นมีคุณสมบัติทางเคมีไฟฟาที่ดี และสามารถนําอิเลคโทรดแทงนั้นมาใชใน

การทดลอง 

 

(ก) (ข) 
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บทท่ี 5  
ผลการทดลองและวิจารณการทดลอง 

 
การศึกษาการดัดแปลงอนุภาคนาโนทอง/ พอลิไพรอลเพื่อใชสําหรับตรวจวัดฟนอล

สามารถแบงการทดลองออกเปน 2 สวน โดยในสวนแรกศึกษากลไกการสังเคราะหอนุภาค  นาโน

ทอง และวิเคราะหผลการสังเคราะหดวยเทคนิค scanning electron microscopy (SEM) และ 

atomic force microscopy (AFM) รวมกับทดสอบดวยเทคนิค cyclic voltammetry เพื่อหา

สภาวะที่เหมาะในการดัดแปลงอิเลคโทรด โดยขอมูลที่ไดนี้จะนําไปศึกษาตอในสวนที่สองคือ 

ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการตรึงเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส/ พอลิไพรอล ซึ่งศึกษาปจจยั

จากความเขมขนของพอลิไพรอล จํานวนรอบของการสังเคราะห  และวิเคราะหประสิทธิภาพของ

ไบโอเซนเซอร 

 

5.1 การสังเคราะหอนุภาคนาโนทองดวยเทคนิคเคมไีฟฟาบนพื้นผิวของอิเลคโทรด
 5.1.1 การศกึษากลไกการสังเคราะหอนุภาคนาโนทอง 

ในการศึกษาการสังเคราะหอนุภาคนาโนทองบนอิเลคโทรดใชงาน เมื่อศึกษาหนาที่ของ

สารเคมีที่นํามาใชสําหรับการทดลองซึ่งประกอบดวยโพแทสเซียมไนเตรต (KNO3) จะเปน

สารละลายอิเลคโทรไลตเกื้อหนุน (supporting electrolyte) จะทําหนาที่เปนตัวกลางในการทํา

ใหอิออนของทองมีการเคลื่อนที่ในสารละลายได สวนในการใหศักยไฟฟาที่มีคา -0.2 โวลท จะใช

ศักยไฟฟาที่มีคาเพียงพอสามารถเกิดปฏิริยารีดักชัน และเหนี่ยวนําอิออนของทองมาที่อิเลคโทรด 

(Orozso และคณะ 2009) ในการศึกษากระบวนการสังเคราะหอนุภาคนาโนทองจะเกิดจาก

ปฏิกิริยารีดักชันของคลอโรออเรตอิออน (AuCl4
-) ซึ่งมีการแตกตัวของโมเลกุลเชิงซอนตามสมการ

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
-) ซึ่งมีการแตกตัวของโมเลกุลเชิงซอนเปน AuCl2

+  ตาม

สมการที่ 5.1 และจะรับอิเลคตรอนจากกลาสสิคารบอนอิเลคโทรด (สมการที่ 5.2 ) เกิดเปนอะตอม

ของแข็งขึ้นมากอน (nucleation) ตามสมการที่  5.3 ซึ่งมีสมการรวม (overall deposition 

reaction) เมื่อมีการเปลี่ยนสถานะจากอิออนในสารละลายไปเปนของแข็งเกิดขึ้นโดยมีการให

กําเนิดนิวเคลียสที่เปนของแข็งขึ้นมากอนจากกลุมอะตอมโลหะที่ไดถายเทพลังงานจํานวนหนึ่ง

ออกไปจากนั้นจะเกิดเปนกลุมของอนุภาคทองโดยการรวมตัว (aggregate) ขึ้น และเมื่อกลุม

อะตอมอื่นๆ ที่ถายเทพลังงานออกไปแลวไดจับตัวกับนิวเคลียสทําใหมีการขยายขนาด (growth) 

เพิ่มขึ้นในเวลาตอมาและจะเพิ่มขนาดขึ้นตามเวลาในการใหศักยไฟฟา จนเกิดเปนผลึกตอไป 

 

5.1.2 การศกึษาคณุสมบตัิทางกายภาพของอนุภาคนาโนทอง 

ในการศึกษาลักษณะพื้นผิวทางกายภาพของอนุภาคนาโนทองดวยเทคนิค scanning 

electron microscopy (SEM) ใชสําหรับการวิเคราะหโครงสรางทางจุลภาคและลักษณะพื้นผิว

ของตัวอยาง โดยการวัดสัญญาณอิเลคตรอนทุติยภูมิที่หลุดจากผิวตัวอยางจากการชนของ

อิเลคตรอนปฐมภูมิภายใตสภาวะสุญญกาศ การศึกษาพื้นผิวของกลาสสิคารบอนอิเลคโทรดที่ถูก

ปลูกดวยอนุภาคนาโนทองดวยวิธีเคมีไฟฟา (electrodeposition)  ซึ่งใชสารละลายที่ประกอบดวย

ไฮโดรเจน เตตระคลอโรออเรต  ไตรไฮไดรด (HAuCl4•3H2O) ที่ความเขมขนระหวาง 0.1-1 มิลลิ

โมลตอลิตร และโพแทสเซียมไนเตรต (KNO3) 0.1 โมลตอลิตร ทําการใหศักยไฟฟาที่ -0.2 โวลท 

(Lui และคณะ 2005; Huang และคณะ 2007; Lui และคณะ 2007)  และใชเวลาในการให

ศักยไฟฟาระหวาง 0-60 วินาที ตามลําดับ จากรูปที่ 5.1 เปนรูป SEM อนุภาคนาโนทองบนกลาสสิ

คารบอนอิเลคโทรดที่ใชความเขมขน AuCl4
- 0.1 มิลลิโมลตอลิตร พบวาเมื่อทําการใหความตาง

ศักยไฟฟาเพียง 5 วินาที ตามรูป 5.1ก สามารถสังเคราะหอนุภาคนาโนทองเกิดขึ้นสอดคลองกับ

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

ศักยไฟฟาทั้ง 3 เวลามาเปรียบเทียบสามารถเห็นความแตกตางกันของอนุภาคนาโนทองบนพื้นผิว

กลาสสิคารบอนอิเลคโทรด โดยที่เวลาในการใหศักยไฟฟาที่ 5 วินาที (รูป 5.1ก) จะมีขนาดและ

จํานวนอนุภาคนาโนทองบนพื้นผิวกลาสสิคารบอนอิเลคโทรดนอยกวาที่เวลาในการใหศักยไฟฟา

ระหวาง 30 (รูป 5.1ข) และ 60 วินาที (รูป 5.1ค) จะเห็นไดวาที่เวลาในการใหศักยไฟฟา 30 วินาที 

(รูป 5.1ข) นั้นจะมีอนุภาคนาโนทองเกิดขึ้นจํานวนมากบนกลาสสิคารบอนอิเลคโทรดซึ่งเกิดจาก

การเกิดเปนอะตอมของแข็ง(nucleation) ขึ้นมาและจะเกิดเปนกลุมของอนุภาคทองโดยการรวมตวั 
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(aggregate) ขึ้น ในขณะที่การใหศักยไฟฟาที่เวลา 60 วินาที (รูป 5.1ค) มีการขยายขนาด 

(growth) เพิ่มขึ้นในเวลาตอมาและจะเพิ่มขนาดขึ้นตามเวลาในการใหศักยไฟฟา 

เมื่อเพิ่มความเขมขน  AuCl4
- เปน 0.5 มิลลิโมลตอลิตร จะเห็นไดวาขนาดอนุภาคนาโน

ทอง มีขนาดใหญขึ้นมากกวาที่ความเขมขน  AuCl4
-  0.1 มิลลิโมลตอลิตร เมื่อใชเวลาในการให

ศักยไฟฟาเปนเวลา 5, 30 และ 60 วินาที ตามรูปที่ 5.1ง 5.1จ และ 5.1ฉ ตามลําดับ ในสวนของ

จํานวนอนุภาคจะมีจํานวนนอยลงตามเวลาในการใหศักยไฟฟาที่มากขึ้น เนื่องจากเกิดเปนกลุม

ของอนุภาคทองโดยการรวมตัว (aggregate) ขึ้น และมีการขยายขนาด (growth) เพิ่มขึ้นในเวลา

ตอมาและจะเพิ่มขนาดขึ้นตามเวลาในการใหศักยไฟฟา และมีแนวโนมเชนเดียวกันเมื่อเพิ่มความ

เขมขน  AuCl4
- 1.0 มิลลิโมลตอลิตร และใชเวลาในการใหศักยไฟฟาเปนเวลา 5, 30 และ 60 

วินาที ตามรูปที่ 5.1ช 5.1ซ และ 5.1ฌ ตามลําดับ  

ดังนั้นจากการศึกษาถึงแนวโนมสามารถกลาวไดวา ที่ความเขมขนต่ําๆ (AuCl4
-  0.1 มิลลิ

โมลตอลิตร) เมื่อพิจารณาที่ความเขมขนเดียวกัน แตเวลาในการใหศักยที่ตางกัน พบวาขนาดและ

จํานวนอนุภาคจะมีคาเพิ่มมากขึ้น เนื่องจากเวลาในการใหศักยไฟฟาที่นานขึ้นจะทําใหมีปริมาณอิ

ออนของทองมาเกาะบนอิเลคโทรดเพิ่มขึ้น อยางไรก็ตามเมื่อพิจารณาที่ความเขมขนสูงๆ (AuCl4
-  

0.5 และ 1.0 มิลลิโมลตอลิตร) จะมีขนาดอนุภาคที่มีขนาดใหญขึ้นตามความเขมขนและมีแนวโนม

ของจํานวนอนุภาคที่นอยลง ซึ่งเกิดจากกลุมของอนุภาคทองโดยการรวมตัว (aggregate) ขึ้น และ

มีการขยายขนาด (growth) รวมตัวของอนุภาคทองทําใหมีขนาดอนุภาคที่มีขนาดใหญขึ้นได และ

เมื่อพิจารณาถึงความเขมขน พบวาเมื่อเพิ่มความเขมขนขึ้นขนาดของอนุภาคทองที่เกิดขึ้นมีขนาด

ที่เพิ่มขึ้น เนื่องจากความเขมขนของทอง จะทําใหระยะหางระหวางอิออนของทองใกลชิดกันมาก

ขึ้น และมีผลทําใหการรวมตัว (aggregate) เปนอนุภาคทองบนกลาสสิคารบอนอิเลคโทรดมีขนาด

อนุภาคที่ใหญขึ้น และมีการขยายขนาด (growth) เพิ่มขึ้น ผลการทดลองดังกลาวสอดคลองกับ

การศึกษาของ Dai และคณะ (2004) ที่ปลูกอนุภาคทองบนกลาสสิคารบอนอิเลคโทรดและ Dai 

และคณะ (2006) ปลูกอนุภาคนาโนทองบนอินเดียมทินออกไซดอิเลคโทรด คือเมื่อความเขมขน

เดียวกันแตใชเวลาในการใหศักยไฟฟาเพิ่มขึ้นเรื่อยๆ จะทําใหมีขนาดอนุภาคนาโนทองเพิ่มขึ้น 

และเมื่อเพิ่มความเขมขนจะทําใหอนุภาคนาโนทองที่เกิดขึ้นมีขนาดอนุภาคใหญขึ้นเชนเดียวกัน 
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รูปที่ 5.1 ภาพ SEM ของอนุภาคนาโนทองบนกลาสสิคารบอนอิเลคโทรด มิลลิโมลตอลิตร และให

ศักยไฟฟา -0.2 โวลท ดวยความเขมขน AuCl4
- และเวลาในการใหศักยไฟฟาแตกตางกัน           

(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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เมื่อศึกษาลักษณะพื้นผิวทางกายภาพของอนุภาคนาโนทองบนพื้นผิวของกลาสสิคารบอน

อิเลคโทรดดวยเทคนิค atomic force microscopy (AFM) ซึ่งมีความแตกตางจากเทคนิค SEM คอื 

จะใชโพรบวัดสแกนไปบนพื้นผิวของตัวอยาง โดยจะมีแสงเลเซอรที่ตกกระทบกับฉากของโพรบวัด

แลวสะทอนเขาสูตัววัด (detector) ซึ่งจะแปรผลแสดงเปนภาพพื้นผิวตามการเปลี่ยนแปลงระดับ

ของโพรบวัดที่เคลื่อนที่ผานพื้นผิว พบวาผลการทดลองสอดคลองกับการศึกษาลักษณะพื้นผิวทาง

กายภาพของอนุภาคนาโนทองดวยเทคนิค SEM จากรูปที่ 5.2 เปนภาพ AFM ของอนุภาคนาโน

ทองบนกลาสสิคารบอนอิเลคโทรด โดยใชความเขมขน  AuCl4
-  0.1 มิลลิโมลตอลิตร และใชเวลา

ในการใหศักยไฟฟาเปนเวลา 5, 30 และ 60 วินาที ตามรูปที่ 5.2ก, 5.2ข และ 5.2ค ตามลําดับ จะ

มีอนุภาคนาโนทองกระจายตัวบนพื้นผิวกลาสสิคารบอนอิเลคโทรด มีขนาดใหญขึ้นตามเวลาใน

การใหศักยไฟฟา (วิธีการวัดเสนผาศูนยกลาง ความสูงและจํานวนอนุภาคตามหัวขอ 4.2.3) โดยมี

เสนผาศูนยกลางของอนุภาคที่เกิดขึ้นเฉลี่ย 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 และเมื่อเพิ่มความเขมขน  AuCl4
- 

0.5 มิลลิโมลตอลิตร และใชเวลาในการใหศักยไฟฟาเปนเวลา 5 30 และ 60 วินาที ตามรูปที่ 5.3ก, 

5.3ข และ 5.3ค ตามลําดับ โดยมีเสนผาศูนยกลางของอนุภาคที่เกิดขึ้นเฉลี่ย 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 เมื่อเพิ่มความเขมขน  AuCl4
- 1.0 มิลลิโมลตอลิตร และใชเวลาในการใหศักยไฟฟาเปน

เวลา 5, 30 และ 60 วินาที ตามรูปที่ 5.4ก, 5.4ข และ 5.4ค ตามลําดับ โดยมีเสนผาศูนยกลางของ

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 จะเห็นไดวาสามารถสรุปถึงแนวโนมของการสังเคราะห

อนุภาคนาโนทองไดคือ เมื่อเพิ่มเวลาในการใหศักยไฟฟาจะทําใหจะทําใหมีขนาดเสนผาศูนยกลาง

และความสูงเพิ่มขึ้นตามเวลาในการใหศักยไฟฟา และเมื่อเพิ่มความเขมขนของ AuCl4
- จะทําใหมี

ขนาดเสนผาศูนยกลางและความสูงเพิ่มขึ้นตามความเขมขนที่เพิ่มขึ้นตามลําดับ 

ในสวนของจํานวนอนุภาคนาโนทอง โดยใชที่ความเขมขน AuCl4
-  0.1, 0.5 และ 1.0 มิลลิ

โมลตอลิตร พบวาจะมีความแตกตางกันไปตามความเขมขนและระยะเวลาที่ใหศักยไฟฟา ซึ่งที่

ความเขมขน  AuCl4
- 0.1 มิลลิโมลตอลิตร จะมีจํานวนเพิ่มขึ้นตามระยะเวลาที่ใหศักยไฟฟาทั้งนี้ 

เนื่องจากที่ความเขมขนต่ําอิออนแตละอิออนของทองอยูในระยะที่หางกันทําใหอิออนเกิดการ



55 
 

  

อนุภาคเพิ่มขึ้นเมื่อเวลาในการใหศักยไฟฟาเพิ่มขึ้น  และเพิ่มความเขมขน AuCl4
-  0.5 มิลลิโมลตอ

ลิตร จะทําใหอิออนแตอิออนของทองอยูกันอยางใกลชิดกันมากขึ้น ทําใหไดจํานวนอนุภาคที่

เกิดขึ้นสามารถเกิดการรวมกันอนุภาคที่มีขนาดใหญขึ้น ทําใหมีจํานวนอนุภาคนาโนทองนอยลง

อยางเห็นไดชัด และเมื่อเพิ่มความเขมขนของ AuCl4
-  เปน 1.0 มิลลิโมลตอลิตร จะมีจํานวน

อนุภาคทองที่เกิดขึ้นนอยลง แตจะมีขนาดอนุภาคที่มีขนาดใหญขึ้นเชนเดียวกัน นอกจากนี้อาจมี

จํานวนของอนุภาคจํานวนมากเกิดขึ้นหากมีเวลาในการใหศักยไฟฟาที่นอยหรืออาจไมเพียงพอตอ

การรวมตัวกันของอนุภาค อยางไรก็ตามจํานวนอนุภาคอาจมีจํานวนมากนอยแตกตางกัน หาก

อนุภาคนาโนทองมีจํานวนนอยจะแสดงผลในสวนของขนาดอนุภาคที่มีขนาดใหญขึ้น นอกจากนี้

เมื่อพิจารณาถึงการกระจายตัวของขนาดอนุภาคนาโนทองบนกลาสสิคารบอนอิเลคโทรด จะเห็น

ไดวาที่ความเขมขน  AuCl4
-  0.1 มิลลิโมลตอลิตร จะมีการกระจายตัวของขนาดอนุภาคมากขึ้น

ตามเวลาในการใหศักยไฟฟา คือเมื่อใชเวลาในการใหศักยไฟฟานอย ขนาดของอนุภาคจะมีการ

กระจายตัวอยูในชวงแคบๆ และหากเพิ่มเวลาในการใหศักยไฟฟามากขึ้น อนุภาคที่เกิดขึ้นจะมกีาร

กระจายตัวอยูในชวงที่กวางมากขึ้นตามลําดับ และใหผลเชนเดียวกันเมื่อเพิ่มความเขมขนของ 0.5 

และ 1.0 มิลลิโมลตอลิตร ซึ่งจะทําใหไดขนาดของอนุภาคทองที่มีขนาดแตกตางกันมากขึ้นเมื่อเพืม่

เวลาในการใหศักยไฟฟา โดยสามารถสรุปผลเปนตาราง 5.1 ดังนี้ 
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ตางรางที่ 5.1 การเปรยีบเทียบเสนผาศนูยกลางเฉลี่ย จํานวนอนุภาคนาโนทองและพื้นที่ผิว ที่ความเขมขน AuCl4
- 0.1, 0.5 และ 1.0 โมลตอลิตร และใชเวลาในการ

ใหศักยไฟฟา 5, 30 และ 60 วินาที ตามลําดับ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ความเขมขน AuCl4
- 

0.1 มิลลิโมลตอลิตร 0.5 มิลลิโมลตอลิตร 1.0 มิลลิโมลตอลิตร  

เวลา 

(วินาที) 

เสนผาศูนย 

กลางเฉล่ีย 

(นาโนเมตร) 

จํานวนอนุภาค 

อนุภาค/ ซม2 

Surface  

area 

(um2) 

เสนผาศูนย 

กลางเฉล่ีย 

(นาโนเมตร) 

จํานวนอนุภาค 

อนุภาค/ ซม2 

Surface  

 area 

(um2) 

เสนผาศูนย 

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 และการกระจายตัวของอนุภาคนาโนทองบนกลาสสิคารบอนอิเลคโทรด โดย

ใชความเขมขน AuCl4
- 0.1 มิลลิโมลตอลิตร และโพแทสเซียมไนเตรต (KNO3) 0.1 โมลตอลิตร ทํา

การใหศักยไฟฟาที่ -0.2 โวลท และใชเวลาในการใหศักยไฟฟาเปนเวลา 5, 30 และ 60 วินาที ตาม

รูปที่ 5.2ก, 5.2ข และ 5.2ค ตามลําดับ 

(ก) 

(ข) 

(ค) 
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รูปที่ 5.3 ภาพ AFM และการกระจายตัวของอนุภาคนาโนทองบนกลาสสิคารบอนอิเลคโทรด โดย

ใชความเขมขน AuCl4
- 0.5 มิลลิโมลตอลิตร และโพแทสเซียมไนเตรต (KNO3) 0.1 โมลตอลิตร ทํา

การใหศักยไฟฟาที่ -0.2 โวลท และใชเวลาในการใหศักยไฟฟาเปนเวลา 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 และการกระจายตัวของอนุภาคนาโนทองบนกลาสสิคารบอนอิเลคโทรด โดย

ใชความเขมขน AuCl4
- 1.0 มิลลิโมลตอลิตร และโพแทสเซียมไนเตรต (KNO3) 0.1 โมลตอลิตร ทํา

การใหศักยไฟฟาที่ -0.2 โวลท และใชเวลาในการใหศักยไฟฟาเปนเวลา 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 การศกึษาคณุสมบตัิทางเคมีไฟฟาของอนุภาคนาโนทอง 

 การศึกษาสมบัติทางเคมีไฟฟาของอนุภาคนาโนทองบนพื้นผิวของกสาสสิคารบอนอิเลค

โทรด โดยใชเทคนิค cyclic voltammetry ทดสอบในสารละลาย 10 mM K4Fe(CN)6/ 0.1 M 

K2SO4  ความตางศักยระหวาง -1.0 ถึง 1.0 โวลท และที่ใชอัตราการสแกน (scan rate)   50 มิลลิ

โวลท/ วินาที พบวาสามารถเกิดปฏิกิริยารีดอกซไดดังนี้  

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 ของกลาสสิคารบอนอิเลคโทรดที่ถูกดัดแปลง

ดวยอนุภาคนาโนทอง โดยความเขมขน AuCl4
-  0.1 มิลลิโมลตอลิตร เมื่อเปรียบเทียบกับกลาสสิ

คารบอนอิเลคโทรดธรรมดา (bare) พบวาสามารถเกิดปฏิกิริยารีดอกซขึ้น เมื่อเวลาในการให

ศักยไฟฟาเพื่อปลูกอนุภาคนาโนทองเพิ่มขึ้นทําใหมีกระแสไฟฟาที่เกิดขึ้นเพิ่มขึ้น เมื่อพิจารณา

เวลาในการใหศักยไฟฟาเปนเวลา 5, 30 และ 60 วินาที anodic peak current หรือ oxidation 

current (ipa) มีคา 65.06, 85.05 และ 95.61 ไมโครแอมแปร ตามลําดับ และเมื่อพิจารณาเวลาใน

การใหศักยไฟฟาเปนเวลา 5, 30 และ 60 วินาที cathodic peak current หรือ reduction current 

(ipc) มีคา -42.10, -57.25 และ -66.25  ไมโครแอมแปร ตามลําดับ เนื่องจากอนุภาคนาโนทองจะ

สามารถเพิ่มพื้นที่ผิว (surface area) ทําใหอิเลคโทรดมีพื้นที่ผิวสําหรับการถายโอนอิเลคตรอน

เพิ่มขึ้นทําใหเกิดปฏิกิริยารีดอกซไดสูงขึ้น กระแสไฟฟาที่ไหลระหวางขั้วไฟฟาจึงสูงขึ้น (Dai และ

คณะ 2004; Lui และคณะ 2005; Liu และคณะ 2007) สอดคลองกับการศึกษาคุณสมบัติทาง

กายภาพดวยเทคนิค SEM และ AFM ในหัวขอ 5.1.2 และเมื่อเพิ่มความเขมขน  AuCl4
-  เปน 0.5 

มิลลิโมลตอลิตร และใชเวลาในการใหศักยไฟฟาเปนเวลา 5, 30 และ 60 วินาที ตามลําดับ จากรูป

ที่ 5.5ข กระแสไฟฟาที่เกิดขึ้นมีคาเทากันทั้ง 3 เวลา คือ anodic peak current หรือ oxidation 

current (ipa) มีคาประมาณ 105.50 ไมโครแอมแปร และ cathodic peak current หรือ reduction 

current (ipc) มีคาประมาณ -80.38 ไมโครแอมแปร นอกจากนี้เมื่อเพิ่มความเขมขน  AuCl4
-  เปน 

1.0 มิลลิโมลตอลิตร และใชเวลาในการใหศักยไฟฟาเปนเวลา 5, 30 และ 60 วินาที ตามลําดับ 

จากรูปที่ 5.5ค กระแสไฟฟาที่เกิดขึ้นมีคาเทากันทั้ง 3 เวลาเชนกัน และมีคาใกลเคียงกันเมื่อใช

ความเขมขน  AuCl4
-  0.5 มิลลิโมลตอลิตร คือ anodic peak current หรือ oxidation current (ipa) 

มีคาประมาณ 103.40 ไมโครแอมแปร  และ cathodic peak current หรือ reduction current (ipc) 

มีคาประมาณ -80.32 ไมโครแอมแปร  
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 ดังนั้นสามารถกลาวไดวาอนุภาคนาโนทองที่เกิดขึ้นที่ความเขมขน AuCl4
- 0.5 และ 1 มลิลิ

โมลตอลิตร จะเห็นไดวาที่ความเขมขนของ AuCl4
-  0.5 มิลลิโมลตอลิตร เปนคาความเขมขนที่

เหมาะสมที่สุดเนื่องจากเมื่อเพิ่มความเขมขนเปน 1 มิลลิโมลตอลิตร จะมีคาใกลเคียงเชนกันซึ่ง

แสดงใหเห็นวาอาจมีปริมาณความเขมขนที่มีคามากเกินพอ มีคาสัญญาณทางไฟฟาใกลเคียงกัน

ซึ่งแสดงถึงการมีพ้ืนที่ผิว (surface area) ที่ใกลเค ียงกันซึ่งแสดงไวในตารางที่ 5.1 ที่ความเขมขน

ของ AuCl4
-  0.5 มิลลิโมลตอลิตร มีคาเฉลี่ยของ surface area คือ 27.90 ตารางไมโครเมตร และ

ที่ความเขมขนของ AuCl4
-  1.0 มิลลิโมลตอลิตร มีคาเฉลี่ยของ surface area คือ 29.42 ตาราง

ไมโครเมตร ซึ่งเมื่อนํามาทดสอบทางเคมีไฟฟามีคาไกลเคียงกัน ในสวนของการศึกษาเวลาในการ

ใหศักยไฟฟา (deposition time) ซึ่งเปนปจจัยสําคัญตอขนาดของอนุภาคที่เกิดขึ้น จะเห็นไดวาที่

ความเขมขนของทอง 0.5 มิลลิโมลตอลิตร และใชเวลาในการใหศักยไฟฟาเปนเวลา 5, 30 และ 60 

วินาที ซึ่งจะมีคากระแสไฟฟาใกลเคียงกัน ซึ่งจากการศึกษาของ Dai และคณะ 2004 เปน

การศึกษาการสังเคราะหอนุภาคนาโนทองบนกลาสสิคารบอนอิเลคโทรด เมื่อทําการใหศักยไฟฟา

แบบ step potential  พบวาการใหศักยไฟฟาเปนเวลา 15 วินาที เปนเวลาที่เหมาะสม เนื่องจาก

เมื่อมีการใหศักยไฟฟาเปนเวลา 60 วินาที จะเริ่มเกิดเปนฟลมของทองเกิดขึ้นบนพื้นผิวกลาสสิ

คารบอนอิเลคโทรด นอกจากนี้พบวาการใหศักยไฟฟาเปนเวลา 15 หรือ 30 วินาที มีคา

กระแสไฟฟาไมแตกตางกัน (Dai และคณะ 2004) ซึ่งจากการศึกษาดังกลาวสอดคลองกับงานวิจัย

นี้คือ เลือกใชเวลาในการใหศักยไฟฟาเปนเวลา 30 วินาที เนื่องจากเวลาในการใหศักยไฟฟาเปน

เวลา 60 วินาที เปนเวลาที่มีคามากเกินพอตอการใหศักยไฟฟา และเวลาในการใหศักยไฟฟาเปน

เวลา 5 วินาที อาจมีการฟอรมตัวของอนุภาคที่ไมแมนยําในการทําแตละครั้งและยากตอการ

ควบคุม ดังนั้นสภาวะที่เหมาะสมที่สุดที่ใหกระแสไฟฟาคือ ความเขมขน AuCl4
-  0.5 มิลลิโมลตอ

ลิตร และใชเวลาในการใหศักยไฟฟาเปนเวลา 30 วินาที  
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 เมื่อนําผลการทดลองการสังเคราะหอนุภาคนาโนทองเปรียบเทียบกับการศึกษาการ

สังเคราะหไมโครอิเลคโทรดอารเรยของอนุภาคโลหะจากงานวิจัยตางๆ พบวาคุณสมบัติทาง

เคมีไฟฟาที่สําคัญของไมโครอิเลคโทรดอารเรยคือ มีสัญญาณทางไฟฟามีลักษณะเปน sigmodal 

เมื่อทําการทดลองดวยเทคนิค cyclic voltammetry ซึ่งจะแสดงคุณสมบัติของ     ไมโครอิเลคโทรด

อารเรยซึ่งสามารถเกิดปฏิกิริยาและเขาสูสภาวะสมดุลไดอยางรวดเร็วทําใหไมมีลักษณะกระแส

สูงสุดเกิดขึ้น (peak current) หากนํามาเปรียบเทียบกับการศึกษาการสังเคราะหอนุภาคนาโนทอง

บนกลาสสิคารบอนครั้งนี้จะมีลักษณะเปนแมคโครอิเลคโทรด เนื่องจากเมื่อทําการทดลองดวย

เทคนิค cyclic voltammetry จะมีลักษณะของ peak current ทั้งนี้เนื่องจากพื้นผิวอิเลคโทรดที่ใช

คือกลาสสิคารบอนซึ่งสามารถนําไฟฟาไดทั่วพื้นผิวอิเลค โทรดอยูแลวเชนเดียวกัน และเมื่อทําการ

ปลูกอนุภาคทองบนกลาสสิคารบอนจะมีผลทําใหมีคากระแสไฟฟามีคาเพิ่มขึ้นซึ่งเปนเพียงแคการ

ดัดแปลงอิเลคโทรดเพื่อเพิ่มกระแสไฟฟาใหดีขึ้นเทานั้นจึงไมแสดงคุณสมบัติของไมโครอิเลคโทรด

อารเรย 
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รูปที่ 5.5 Cyclic voltammetry ของกลาสสิคารบอนอิเลคโทรดที่ถูกดัดแปลงดวยอนุภาคนาโน

ทอง โดยใชความเขมขน AuCl4
-  0.1, 0.5 และ 1.0 มิลลิโมลตอลิตร การใหศักยไฟฟาที่  -0.2 

โวลท และใชเวลาในการใหศักยไฟฟาเปนเวลา 5 30 และ 60 วินาท ีตามรูป 5.5ก, 5.5ข และ 5.5ค 

ตามลําดับ  

 

(ค) 

(ก) 

(ข) 
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5.2 สภาวะที่เหมาะสมการตรึงเอนไซมฮอสแรดิชเปอรอกซิเดส (HRP)/ พอลิไพรอล 

 จากการทดลองเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพพื้นผิวของอิเลคโทรดดวยอนุภาคนาโนทองในหัวขอ 

5.1 อนุภาคนาโนทองที่เหมาะสมและใหกระแสไฟฟาที่ดี ใชเวลานอยในการสังเคราะห ซึ่งจะเพิ่ม

พื้นที่ผิวของอิเลคโทรด คือ ความเขมขน AuCl4
- 0.5 มิลลิโมลตอลิตร ทําการใหศักยไฟฟาที่ -0.2 

โวลท และใชเวลาในการใหศักยไฟฟา 30 วินาที ตลอดทุกๆ ครั้งกอนขั้นตอนอิเลคโทรพอลิเมอร  

ไรเซชันระหวางพอลิไพรอล/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส 

 พอลิไพรอลเปนพอลิเมอรชนิดนําไฟฟาที่ไดรับความสนใจสําหรับการตรึงเอนไซมเพื่อ

นําไปใชประโยชนในไบโอเซนเซอร เนื่องจากมอนอเมอรของไพรอลสามารถละลายน้ํา (water 

solubility)หรือสารละลายอิเลคโทรไลด (supporting electrolyte) ไดดีจึงทําใหสามารถสังเคราะห

ไดงายในกระบวนการอิเลคโทรพอลิเมอรไรเซชัน (Tian และคณะ 2001; Li และคณะ 2007) 

นอกจากนี้สามารถเขากันไดกับเอนไซมตลอดจนสารชีวภาพตางๆ สําหรับงานวิจัยนี้ไดศึกษา     

ตัวแปรเพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการตรึงเอนไซม 2 ตัวแปรคือ ความเขมขนของพอลิไพรอล

และจํานวนรอบหรือเวลาของการตรึงเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส และพอลิไพรอลดวยวิธี

อิเลคโทรพอลิเมอรไรเซชัน เนื่องจากความเขมขนของไพรอลมีผลตอความสามารถที่จะกักเก็บ

เอนไซม และจํานวนรอบของการตรึงเอนไซมพรอมกับพอลิไพรอลจะมีผลตอความหนาของชั้น

ฟลมที่เกิดขึ้น ตลอดจนอนุภาคนาโนทองที่ไดทําการสังเคราะหบนพื้นผิวอิเลคโทรดเพื่อเพิ่ม

สัญญาณทางไฟฟา 

 กระบวนการอิเลคโทรพอลิเมอรไรเซชันของพอลิไพรอลจะมีลักษณะเชนเดียวกับการอิเลค

โทรพอลิเมอรไรเซชันของพอลิเมอรนําไฟฟาตางๆ สามารถแสดงกระบวนการไดตามสมการ 5.5-

5.8 คือ มอนอเมอรของไพรอลจะทําปฏิกิริยาออกซิเดชันกลายเปน RH2
+ (radical cation) ที่

บริเวณพื้นผิวของอิเลคโทรดตามสมการที่ 5.5 จากนั้น RH2
+ ที่มีอยูจะรวมตัวและเกิดการสูญเสีย

โปรตอนกลายเปนไดเมอรของไพรอลดังสมการที่ 5.6 ตอมาจะเกิดการฟอรมตัวกันเปนไตรเมอร

ตามสมการที่ 5.7 และจะมีการฟอรมตอไปเรื่อยๆ กลายเปนพอลิไพรอลเคลือบบนพื้นผิวอิเลค    

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) สําหรับการตรึงเอนไซมดวย

วิธีการกักเก็บ (entrapment) ในพอลิไพรอลดวยวิธีอิเลคโทรพอลิเมอรไรเซชันสามารถใชวิธีการ

เดียวกันนี้สําหรับตรึงเอนไซมเชนกัน คือ เอนไซมจะมีการแทรกตัวพรอมกับมอนอเมอรของไพรอล 

 

 



65 
 

  

 


22 RHRH e        (5.5) 

 RHHRRHRHRH H  
 2

222 ][2    (5.6) 
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  22

2][][ 2  (5.7) 

   eXHxRHRHRRHx x )22()22()()2( 2  (5.8) 

 

 ในการทดลองเพื่อเปรียบเทียบความสามารถของการทําปฏิกิริยาเคมีของอนุภาคนาโน

ทอง  พอลิไพรอล เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส โดยศึกษาการเปรียบเทียบการดัดแปลง  

อิเลคโทรด 6 ชนิด คือ กลาสสิคารบอนอิเลคโทรด (bare) อนุภาคนาโนทอง (Gold) พอลิไพรอล 

(PPy) อนุภาคนาโนทอง/ พอลิไพรอล (Gold/ PPy)   พอลิไพรอล/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิ

เดส (PPy/ HRP) และอนุภาคนาโนทอง/ พอลิไพรอล/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส (Gold/ 

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

อนุภาค นาโนทองใชสภาวะที่เหมาะสมที่สุดตามหัวขอ 5.1 ในสวนของการสังเคราะหพอลิไพรอล

จะใชความเขมขน 0.05 โมลตอลิตร ใชปริมาณเอนไซมคงที่ทุกการทดลอง 250 ยูนิต/ มิลลิลิตร ใช

เทคนิค cyclic voltammetry ในการอิเลคโทรพอลิเมอรไรเซชันไพรอล และไพรอล/ เอนไซมฮอรส

แรดิชเปอรออกซิเดส ในชวงความตางศักย 0.0 - 1.0 โวลท และอัตราการสแกน (scan rate) 10 

มิลลิโวลท/ วินาทีจํานวน 15 รอบ ตามรูปที่ 5.6 
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รูปที่ 5.6 แสดงภาพการเปรียบเทียบการดัดแปลงอิเลคโทรดชนิดตางๆ (ก) กลาสสิคารบอนอิเลค

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

รอล (Gold/ PPy)   (จ) พอลิไพรอล/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส (PPy/ HRP) และ (ฉ) 

อนุภาคนาโนทอง/ พอลิไพรอล/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส (Gold/ PPy/ HRP) ตามลําดับ 

 

 การศึกษาสมบัติทางเคมีไฟฟาในสารละลายฟอสเฟสบัฟเฟอร (PBS) ไฮโดรเจนเปอร

ออกไซด (H2O2) ความเขมขน 50 ไมโครโมลตอลิตร ฟนอล (Phenol) ความเขมขน 50 ไมโครโมล

ตอลิตร และไฮโดรเจนเปอรออกไซดตอฟนอลความเขมขน 50/ 50 ไมโครโมลตอลิตร ทดสอบโดย

เทคนิคแอมเพอโรเมตรี ซึ่งใชความตางศักยที่ -0.05 โวลท ซึ่งที่ความตางศักยดังกลาวจะทําให

สารละลายตางๆ ที่ไดกลาวไวในขางตนเกิดปฏิกิริยาขึ้นได จากการทดลอง เมื่อเปรียบเทียบอิเลค

โทรดชนิดตางๆ ดวยสารละลายแตละชนิด พบวากลาสสิคารบอนอิเลคโทรดที่ไมมีการดัดแปลง 

(bare) มีคากระแสไฟฟาต่ําสุด เมื่อเปรียบเทียบกับอิเลคโทรดชนิดอื่นๆ เมื่อทําการทดสอบใน

สารละลายฟอสเฟสบัฟเฟอร (PBS) จะมีคากระแสไฟฟานอยมากเนื่องจาก PBS ไมมีสารตั้งตน

สําหรับการทําปฏิกิกริยาและกลาสสิคารบอนอิเลคโทรดเองมีคาการนําไฟฟาไมมากเมื่อเทียบกับ

การดัดแปลงอิเลคโทรดชนิดอื่น ๆ และเมื่อนําไปเปรียบเทียบกับสารละลายชนิดตางๆ คือ H2O2 

และ Phenol และ H2O2/ Phenol จะมีกระแสไฟฟาที่มีคาใกล เคียงกันเนื่องจากสามารถ

เกิดปฏิกิริยารับอิเลคตรอนจากอิเลคโทรดเพียงอยางเดียว  

 

 

(ก) 

(จ) 

(ค) 

(ข) 

(ง) 

(ฉ) 

Au 

PPy 

PPy 
HPR 

PPy 
HPR 

Au HRP HRP 

PPy 
Au 

(ฉ) (จ) 
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เมื่อพิจารณากลาสสิคารบอนอิเลคโทรดที่มีการดัดแปลงดวยอนุภาคนาโนทองพบวา ใน

สารละฟอสเฟสบัฟเฟอรจะมีกระแสไฟฟาเพิ่มขึ้นเนื่องจากอนุภาคทองมีการถายเทอิเลคตรอนจาก

ผิวหนาอิเลคโทรดไปยังสารละลายที่ดีเมื่อเปรียบเทียบกับสารละลายชนิดอื่นคือ H2O2, Phenol 

และ H2O2/ Phenol กระแสไฟฟาดีขึ้นเนื่องจากอนุภาคนาโนทองที่เกิดพื้นผิวกลาสสิคารบอนอิเลค

โทรดทําใหพื้นที่ในการถายเทอิเลคตรอนมีคาเพิ่มขึ้น ตามรูปที่ 5.10 

เมื่อพิจารณากลาสสิคารบอนที่ เคลือบดวยพอลิไพรอลพบวาเมื่อนําไปทดสอบใน

สารละลาย H2O2, Phenol และ H2O2/ Phenol  มีคาการนําไฟฟามากกวาการทดสอบใน

สารละลายฟอสเฟสบัฟเฟอร เนื่องจากพอลิไพรอลมีคุณสมบัติในการนําไฟฟาและมีสารตั้งตน 

(H2O2, Phenol) ที่สามารถรับอิเลคตรอนจากอิเลคโทรดทําใหเกิดกระแสไฟฟามากขึ้นเมื่อเทียบ

กับฟอสเฟสบัฟเฟอร ในกรณีของการดัดแปลงอิเลคโทรดดวย Gold/PPy แสดงคาการนําไฟฟาของ

อิเลคโทรดเมื่อนําไปทดสอบในสารละลาย H2O2, Phenol และ H2O2/ Phenol มีคาสูงกวาฟอสเฟส

บัฟเฟอรเชนเดียวกับ Gold, PPy อยางไรก็ตามความหนาของไพรอลอาจมีผลตอการแพรของสาร

ตั้งตนไปยังบริเวณพื้นผิวของอนุภาคนาโนทองซึ่งเกิดการถายเทอิเลคตรอนมีผลทําใหกระแสไฟฟา

ที่เกิดขึ้นไมมาก  

เมื่อทําการตรึงเอนไซม HRP รวมกับพอลิไพรอล (PPy/ HRP) พบวาเมื่อทดสอบใน

สารละลาย H2O2/ Phenol กระแสไฟฟามีคาสูงขึ้นอยางชัดเจนทั้งนี้เนื่องจากเอนไซม HRP ที่ถูก

ตรึงในพอลิไพรอลสามารถเปนตัวเรงปฏิกิริยารีดักชันของ H2O2 และมี Phenol เปน mediator 

(mediated electron transfer) ทําใหมีการถายโอนอิเลคตรอนไดดีขึ้นตามรูปที่ 5.7 อยางไรก็ตาม

เมื่อพิจารณา H2O2, Phenol และฟอสเฟสบัฟเฟอร มีคากระแสนอยกวาเนื่องการทําปฏิกิริยาของ

เอนไซม HRP ตองอาศัย H2O2 และ Phenol ในการเกิดปฏิกิริยาเปนสารตั้งตั้น ซึ่งในกรณีที่ H2O2 

เปนสารตั้งตนเพียงอยางเดียวนั้น เมื่อเอนไซม HRP ทําปฏิกิริยากับ H2O2 จะสามารถเกิดปฏิกิริยา

รับอิเลคตรอนจากอิเลคโทรดไดโดยตรง (direct electron transfer) แตอยางไรก็ตามกระแสที่

เกิดขึ้นอาจมีคาไดไมเทากับกรณีที่มี Phenol เปน mediator เนื่องจากเอนไซม HRP เกิดการ

ถายเทอิเลคตรอนระหวางอิเลคโทรดเพียงอยางเดียวตามรูปที่ 5.8 
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รูปที่ 5.7 กลไกการเกดิปฏิกิริยาทีม่ีตัวกลางเปนตัวถายโอนอิเลคตรอน (mediated electron 

transfer) ระหวางเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซเิดสและอเิลคโทรด (Rosatto และคณะ 1999) 

 

 
รูปที่ 5.8 กลไกการการถายโอนอิเลคตรอนโดยตรง (direct electron transfer) ระหวาง เอนไซม

ฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส และอิเลคโทรด (Rosatto และคณะ 1999) 

 

นอกจากนี้เมื่อดัดแปลงอิเลคโทรดดวย Gold/ PPy/ HRP เมื่อทดสอบในสารละลาย H2O2/ 

Phenol สารตั้งตนซึ่งคือ H2O2/ Phenol จะแพรผานชั้นฟลมพอลิไพรอลที่มีการตรึงเอนไซม HRP 

และเขาไปทําปฏิกิริยากับเอนไซม HRP โดยมี Phenol ทําหนาที่เปน mediator ในการถายเท

อิเลคตรอนตามรูปที่ 5.9 ซึ่งพบวาการทําปฏิกิริยาของเอนไซม HRP ที่เกิดขึ้นสามารถทําใหเกิด

กระแสไฟฟาไดดีที่สุดทั้งนี้เนื่องจากอนุภาคนาโนทองบนอิเลคลคโทรดสามารถทําใหมีการถายเท

อิเลคตรอนระหวางเอนไซมและอิเลคโทรดไดเปนอยางดี เมื่อเปรียบเทียบกับกรณีที่ไมมีการ

ดัดแปลงอนุภาคทองบนอิเลคโทรด อยางไรก็ตามเมื่อทําการทดสอบดวย H2O2 และ Phenol 

แยกกันแตละสารกระแสที่เกิดขึ้นจะมีคาลดลงเนื่องจากการทําปฏิกิริยาของเอนไซม HRP ตอง
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อาศัยทั้ง H2O2 และ Phenol เปนสารตั้งตน และ mediator ตามลําดับ หากนําไปทดสอบใน

สารละลายนอกจากนี้หากทดสอบในฟอสเฟสบัฟเฟอรจะมีกระแสไฟฟานอยลงเนื่องจากไมมีสาร

ตั้งตนในการทําปฏิกิริยา  

 

 
รูปที่ 5.9 แสดงภาพกระบวนการทําปฏิกิริยาของเอนไซม HRP 

 

จากคําบรรยายขางตนสามารถสรุปไดวา อนุภาคนาโนทองมีผลตอการนําไฟฟาของอิเลค

โทรดโดยชวยเพิ่มพื้นที่ผิวในการถายเทอิเลคตรอน และเมื่อทําการตรึงเอนไซม HRP/ PPy ดวย

วิธีการอิเลคโทรพอลิเมอรไรเซชันพบวา กระแสไฟฟาที่เกิดขึ้นเปนปฏิกิริยาที่เกิดจากการทํา

ปฏิกิริยาของเอนไซมกับสารตั้งตน และวิธีการนี้จะทําใหเอนไซมสามารถถูกกักเก็บไวดวยพอลิไพ

รอลไดเปนอยางดี นอกจากนี้พอลิไพรอลสามารถทําใหอิเลคโทรดนําไฟฟาไดเพิ่มขึ้นเชนเดียวกัน 

โดยที่พอลิเมอรชนิดนี้มีสายโซหลักมีโครงสรางเปนพันธะคูสลับพันธะเดี่ยวแบบตอเนื่อง 

(conjugated system) ทําใหอิเลคตรอนสามารถเคลื่อนที่ภายในโครงสรางไดจึงเกิดการนําไฟฟา

ไดตามรูปที่ 5.10 
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รูปที่ 5.10 การเปรียบเทียบกลาสสิคารบอนอิเลคโทรดที่ไมมีการดัดแปลง (bare) อนุภานาโนทอง 

(Gold) พอลิไพรอล (PPy) อนุภาคนาโนทอง/พอลิไพรอล (Gold/ PPy)  พอลิไพรอล/ เอนไซมฮอรส

แรดิชเปอรออกซิเดส (PPy/ HRP) และอนุภาคนาโนทอง/ พอลิไพรอล/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอร

ออกซิเดส (Gold/ PPy/ HRP) ตามลําดับ ในสารละลายฟอสเฟสบัฟเฟอร (PBS) ไฮโดรเจนเปอร

ออกไซด (H2O2) ความเขมขน 50 ไมโครโมลตอลิตร ฟนอล (Phenol) ความเขมขน 50 ไมโครโมล

ตอลิตร และ ไฮโดรเจนเปอรออกไซดตอฟนอลความเขมขน 50/ 50 ไมโครโมลตอลิตร ทดสอบโดย

เทคนิคแอมเพอโรเมตรีที่ความตางศักยที่ -0.05 โวลท 

 

5.2.1 อิทธิพลของความเขมขนของไพรอล 

 ความเขมขนของพอลิไพรอลเปนอีกปจจัยที่สําคัญหนึ่งตอการตรึงเอนไซม HRP ในการ

ทดลองจะใชความเขมขนของไพรอลมอนอเมอร 0.03, 0.05, 0.07, 0.09, 0.11 และ 0.13 โมลตอ

ลิตร ตามลําดับ ใชปริมาณเอนไซมคงที่ตลอดการทดลองคือ 250 ยูนิต/ มิลลิลิตร ใชเทคนิค cyclic 

voltammetry ในการอิเลคโทรพอลิเมอรไรเซชันไพรอล/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส ในชวง

ความตางศักย 0.0 - 1.0 โวลท และอัตราการสแกน 10 มิลลิโวลท/ วินาทีจํานวน 15 รอบ ซึ่งเปน

สภาวะที่เหมาะสมตามการศึกษาของ Razola และคณะ (2002) วัดกระแสไฟฟาดวยเทคนิคแอม

เพอรโรเมตรี ความตางศักยที่ -0.05 โวลท ในสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดตอฟนอลความ

เขมขน 50/ 50 ไมโครโมลตอลิตร 
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 5.2.1.1 อิทธิพลจากความเขมขนของไพรอลตอคุณสมบัติทางกายภาพของอนุภาค  

  นาโนทอง/ พอลิไพรอล/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส 

ในการศึกษาลักษณะพื้นผิวทางกายภาพของอนุภาคนาโนทอง/ พอลิไพรอล/ เอนไซม

ฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดสดวยเทคนิค SEM พบวาที่ความเขมขนของไพรอลมอนอเมอร 0.03, 

0.05 และ 0.07 โมลตอลิตร ดังรูป 5.11ก 5.11ข และ 5.11ค ตามลําดับ  ลักษณะฟลมของพอลิไพ

รอลที่เกิดขึ้นมีลักษณะเปนเม็ดขนาดเล็ก จากนั้นเมื่อความเขมขนของไพรอลมอนอเมอรเปน 0.09, 

0.11 และ 0.13 โมลตอลิตร ดังรูป 5.11ง, 5.11จ และ 5.11ฉ ตามลําดับ พอลิไพรอลที่ไดมีลักษณะ

ยาวขึ้นคลายกับแทงนาโน (nanorod) ทั้งนี้เนื่องจากเมื่อพิจารณาสมการ 5.5 พบวาอัตราการ

เกิดปฏิกิริยาอิเลคโทรพอลิเมอรไรเซชันที่บริเวณพื้นผิวอิเลคโทรด (electrode/solution interface) 

ขึ้นอยูกับความเขมขนของไพรอลมอนอเมอร ซึ่งผลิตภัณฑที่ไดจากสมการคือ RH2
+  ซึ่ง radical 

cation ที่เกิดขึ้นนี้จะสงผลตออัตราของปฏิกิริยาในสมการที่ 5.6 และ 5.7 นอกจากนี้อิทธิพลจาก

การแพรของไพรอลมอนอเมอรจากสารละลาย (bulk solution) ไปยังบริเวณผิวหนาอิเลคโทรด 

(electrode/solution interface) ทําใหเกิดปฏิกิริยาอิเลคโทรพอลิเมอรไรเซชันอัตราเร็วที่ตางกัน  

จากการศึกษาอิทธิพลความเขมขนของไพรอลมีลักษณะคลายกับการศึกษาของ 

Debiemme-Chouvy และคณะ (2009) ศึกษาการคุณสมบัติการนําไฟฟาของสารละลาย        

อิเลคโทรไลตที่แตกตางกัน คือ ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) และไดโซเดียมเปอร  

คลอเรต (Na2ClO4) พบวา สารละลายอิเลคโทรไลตไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) ซึง่มี

หมู HPO4
-2 (weak acid anion) ปริมาณ 0.2 โมลตอลิตร มีการนําไฟฟาในปริมาณต่ํา และพบวา

เมื่อมีไดโซเดียมเปอรคลอเรตซึ่งมีหมู ClO4
- (non acid anion) ปริมาณ 1x10-3 โมลตอลิตร      

ผสมอยูดวยในสารละลายจะทําใหมีการนําไฟฟาที่ดีขึ้น นอกจากนี้ยังพบวา การสังเคราะห        

พอลิไพรอลในไดโซเดียมไฮโดรเจนออโทรฟอสเฟต (Na2HPO4) ซึ่งใชเปนสารละลายอิเลคโทรไลต

เกื้อหนุนจะทําใหพอลิไพรอลที่ไดมีลัษณะเปนฟลมบางบนอิเลคโทรด เนื่องจากในกระบวนเกิด  

พอลิไพรอลจะเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไพรอลทําใหเกิดโปรตอนในสารละลายบริเวณนั้น 

(สมการ 5.6 และ 5.7) ซึ่ง HPO4
-2 จะทําหนาที่เปนตัวจับโปรตอนที่เกิดขึ้นทําใหแอนอิออนใน

สารละลายบริเวณผิวหนาอิเลคโทรด (electrode/solution interface) นั้นมีปริมาณนอยลงทําให

กระบวนการออกซิ เดชันของไพรอลสูญหายไป เมื่อใชสารละลายอิเลคโทรไลตเกื้อหนุน

ประกอบดวย ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) ปริมาณ 0.2 โมลตอลิตร และไดโซเดียม
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เปอรคลอเรต (Na2ClO4) ปริมาณ 1x10-3 โมลตอลิตรจะทําใหพอลิไพรอลที่ไดมีลักษณะเปนแทง

นาโน (nanorod) สามารถอธิบายไดดังนี้ 

เมื่อมีศักยไฟฟาที่เพียงพอจะทําใหเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของน้ําทําใหเกิดการแตกตัว

เปน hydroxyl radical ตามสมการ 5.9 และเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของพอลิไพรอลฟลมตาม

สมการ 5.10 

 
 eOHOH 2       (5.9) 

43
12

4 )( POHOPPyOHHPOPPy k      (5.10) 

 

นอกจากนี้ hydroxyl radical สามารถทําปฏิกิริยาดวยตัวเองทําใหเกิด H2O2 และจะถูก

ออกซิไดซเปนออกซิเจนอยางรวดเร็ว ตามสมการ 5.11 และ 5.12 

22
22 OHOH k       (5.11) 

  eHOOH 22222      (5.12) 

 

เมื่อการเกิด hydroxyl radical มีอัตราต่ํา พบวาปฏิกิริยาในสมการที่ 5.10 จะมีอิทธิพล

เดนกวาปฏิกิริยาในสมการที่ 5.11 ซึ่งเปนสมการอันดับสอง จากขอความขางตนที่ไดกลาวสามารถ

เสนอกลไกการเกิดพอลิไพรอลได 3 ขั้นตอน คือ ขั้นตอนแรกการเกิดฟลมของพอลิไพรอล (เกิด

โปรตอนและแอนอิออนมีความเขมขนลดลงตรงบริเวณ electrode/electrolyte interface) ขั้นตอน

ที่สองเกิดขึ้นในชวงสั้น คือการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของน้ํานําไปสูการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน

ของพอลิไพรอลดวย hydroxyl radical ปฏิกิริยาในสมการที่ 5.10 และการเกิดฟองออกซิเจน (O2 

nanobubble) ปฏิกิริยาในสมการที่ 5.12 และการเพิ่มขึ้นของแอนอิออนบริเวณ film/electrolyte 

interface เนื่องจากการแพรของแอนอิออนจากสารละลายอิเลคโทรไลตไปยัง และขั้นตอนสุดทาย

การโตของแทงพอลิไพรอลเนื่องจากการเกิดฟองออกซิเจน เมื่อพิจารณากลไกที่ไดเสนอขางตนเรา

สามารถสมมุติฐานกลไกการเกิด โครงสรางพอลิไพรอลดังนี้  โครงสรางแบบโพรง (hollow หรือ 

like cup) เนื่องจากการเกิดพอลิไพรอลรอบฟองออกซิเจน และเมื่อฟองออกซิเจนหลุดออกจาก

พื้นผิวอิเลคโทรดพอลิไพรอลจะเกิดขึ้นอยางตอเนื่องภายในโพรงทําใหเกิดเปนแทงนาโน 

(nanorod) 
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จากผลการทดลองการสังเคราะหพอลิไพรอลโดยใชสารละลายอิเลคโทรไลตเกื้อหนุน 

(supporting electrolyte) คือ ฟอสเฟสบัฟเฟอร มีคา pH 7.4 ของสารละลายไดโซเดียมไฮโดรเจน

ฟอสเฟต (Na2HPO4) โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (NaH2PO4) มีหมู  HPO4
-2  และ H2PO4

-  มี

คุณสมบัติเปน weak acid anion และ โซเดียมคลอไรด (NaCl) มีคุณสมบัติเปน non acid anion 

อยูในสารละลายอิเลคโทรไลดเกื้อหนุน ใหผลสอดคลองกับ Debiemme-Chouvy และคณะ 

(2009) ดังกลาวไวขางตนคือ ลักษณะของพอลิไพรอลที่ไดปนแทงนาโน โดยเมื่อความเขมขนของ

ไพรอลมอนอเมอรเพิ่มขึ้นจะทําใหแทงนาโนยาวขึ้น ตามสมการที่ 5.8 จะเห็นวาอัตราการเกิดพอลิ

ไพรอลขึ้นอยูกับความเขมขนของไพรอลมอนอเมอร และ hydroxyl radical 
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รูปที่ 5.11 ภาพ SEM (30 องศา) อนุภาคนาโนทอง/ พอลิไพรอล/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิ

เดสที่มีไพรอลมอนอเมอรความเขมขนของตางๆ (ก) 0.03 (ข) 0.05 (ค) 0.07 (ง) 0.09 (จ) 0.11 

และ (ฉ) 0.13 โมลตอลิตร ตามลําดับ 

 

 

 

 

 

(ง) 

(ฉ) 

(ค) 

(จ) 

(ข) (ก) 
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5.2.1.2 อิทธิพลจากความเขมขนของไพรอลตอคุณสมบัติทางเคมีไฟฟาของอนุภาค      

นาโนทอง/ พอลิไพรอล/  เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส 

 ความเขมขนของพอลิเมอรเปนสิ่งสําคัญตอการตรึงเอนไซม เนื่องจากหากใชความเขมขน

ของไพรอลมอนอเมอรที่นอยเกินไปอาจไมเพียงพอตอการฟอรมตัวเปนฟลมพอลิเมอรและกักเก็บ

เอนไซมบนพื้นผิวอิเลคโทรด และไพรอลมอนอเมอรมีคามากเกินไปซึ่งจะเกิดปฏิกิริยาเปนพอลิไพ

รอลฟลมที่มีความหนามากเกิน (สมการที่ 5.5-5.8) ซึ่งจะสงผลตอการแพรของสารตั้งตนไปยัง

เอนไซม และมีสวนปองกันการถายเทอิเลคไปยังอิเลคโทรด จะมีผลตอคาตอบสนองของ

กระแสไฟฟาในการตรวจวัดฟนอลได จากการทดลองพบวาความเขมขนของไพรอลมอนอเมอรที่ 

0.09 โมลตอลิตร มีความเหมาะสมตอการตรึงเอนไซม มีผลคาตอบสนองของกระแสไฟฟาสูงที่สุด 

ตามรูปที่ 5.12 โดยพบวาความเขมขนของไพรอลมอนอเมอรมีคาสูงกวา 0.09 โมลตอลิตร จะมี

คากระแสลดลงเนื่องจากพอลิไพรอลที่เกิดขึ้นจะมีลักษณะเปนแทงนาโนที่มีความยาวขึ้นและ

ขนาดใหญขึ้นตามรูปที่ 5.11 ซึ่งจะสงผลตอการแพรผานของสารตั้งตนไปยังเอนไซมที่อยูภายใน

แทงพอลิไพรอล 
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รูปที่ 5.12 คาตอบสนองของกระแสไฟฟาดวยเทคนิคแอมเพอโรเมตรี ความเขมขนพอลิไพรอล 

0.03, 0.05, 0.07, 0.09, 0.11 และ 0.13 โมลตอลิตร ตามลําดับ 
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5.2.2 อิทธิพลของจํานวนรอบ 

 สภาวะที่เหมาะสมของความเขมขนไพรอลมอนอเมอรตอการตรึงเอนไซมฮอรสแรดิชเปอร

ออกซิเดส คือ 0.09 โมลตอลิตร มีผลคาตอบสนองของกระแสไฟฟาสูงที่สุด นอกจากนี้อีกปจจัย

หนึ่งที่มีความสําคัญตอคาตอบสนองสัญญาณทางไฟฟา คือ จํานวนรอบของการสังเคราะหพอลิ

ไพรอล/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส ซึ่งจะมีความสัมพันธตอความหนาของชั้นฟลมที่เกิดขึน้

คือเมื่อจํานวนรอบเพิ่มขึ้น (เวลาการเกิดอิเลคโทรพอลิเมอรไรเซชันเพิ่มขึ้น) ทําใหเกิดพอลิไพรอล

ฟลมที่มีความหนามากขึ้น ซึ่งจะสงผลตอการตอบสนองของกระแสไฟฟาของไบโอเซนเซอร 

เนื่องจากการทําปฏิกิริยาของเอนไซมจะมีการถายโอนอิเลคตรอนไปที่อิเลคโทรด ซึ่งปฏิกิริยา

ดังกลาวอาจถูกกําหนดโดยการขนถายสารไปยังอิเลคโทรด การมีฟลมที่มีความหนาเกินไปสงผล

ตอการขนสงสารหรือการแพรของสารละลายไปยังพื้นผิวอิเลคโทรด (Razola และคณะ 2002) จาก

การทดลองสังเคราะหพอลิไพรอล/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส จํานวน 5, 10, 15, 20 และ 

25 รอบ ตามลําดับ  

 

5.2.2.1 อิทธิพลของจํานวนรอบตอคุณสมบัติทางกายภาพของอนุภาคนาโนทอง/   พอลิ

ไพรอล/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส 

 ในการศึกษาลักษณะพื้นผิวทางกายภาพของอนุภาคนาโนทอง/ พอลิไพรอล/ เอนไซม

ฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดสดวยเทคนิค SEM จํานวนรอบของการสังเคราะห 5, 10, 15, 20 และ 25 

รอบ ดังรูป 5.13ก, 5.13ข, 5.13ค, 5.13ง และ 5.13จ ตามลําดับ พบวาเมื่อเพิ่มจํานวนรอบทําให

ความยาวของแทงนาโนเพิ่มขึ้น เนื่องจากจํานวนรอบเพิ่มขึ้นทําใหระยะเวลาในการเกิดปฏิกิริยา

อิเลคโตรพอลิเมอรไรเซชันเพิ่มขึ้นสอดคลองตาม Debiemme-Chouvy และคณะ (2009)  
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รูปที่ 5.13 ภาพ SEM (30 องศา) อนุภาคนาโนทอง/ พอลิไพรอล/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิ

เดสที่มี จํานวนรอบตางๆ (ก) 5 (ข) 10 (ค) 15 (ง) 20 (จ) 25 รอบตามลําดับ 

 

 

 

 

 

 

(ก) (ข) 

(ค) (ง) 

(จ) 
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5.2.2.2 อิทธิพลของจํานวนรอบตอคุณสมบัติทางเคมีไฟฟาของอนุภาคนาโนทอง/  พอลิ

ไพรอล/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส 

 เมื่อทําการวัดกระแสไฟฟาดวยเทคนิคแอมเพอโรเมตรี ความตางศักยที่ -0.05 โวลท ใน

สารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดตอฟนอลความเขมขน 50/ 50 ไมโครโมลตอลิตร พบวาจํานวน

รอบของการสังเคราะหพอลิไพรอล/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส มีคาการตอบสนองของ

กระแสไฟฟาสูงที่สุด คือ 10 รอบ ทั้งนี้เนื่องจากเมื่อใชเวลาในการสังเคราะหนอยเกินไปจํานวน

เอนไซมที่ถูกตรึงไวในพอลิไพรอลอาจมีคานอยเกินไป แตหากใชเวลาในการสังเคราะหนานเกินไป 

จะทําใหมีชั้นฟลมที่มีความหนาและเอนไซมอาจเกิดการเสื่อมสภาพไดและไมเหมาะสมตอการ

ถายโอนอิเลคตรอนระหวางอิเลคโทรดและเอนไซม นอกจากนี้หากใชเวลาในการสังเคราะห        

พอลิเมอร/ เอนไซมมากเกินไปความหนาของชั้นฟลมพอลิไพรอลอาจสงผลตอการถายเท

อิเลคตรอนผานอนุภาคทองไปยังอิเลคโทรดที่มีผลตอการตอบสนองของไบโอเซนเซอร ดังนั้น

จํานวนรอบของการสังเคราะหพอลิไพรอล/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส สภาวะที่เหมาะสม

ที่สุดและมีผลคาตอบสนองของกระแสไฟฟาสูงที่สุด 10 รอบ ตามรูปที่ 5.14 
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รูปที่ 5.14 คาตอบสนองของกระแสไฟฟาดวยเทคนิคแอมเพอรโรเมตรีของจํานวนรอบของ      

การสังเคราะหพอลิไพรอล/ เอนไซมฮอสแรดิชเปอรอกซิเดส 5, 10, 15, 20 และ 25 รอบ ตามลําดับ 
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5.2.3 การศกึษาคณุสมบตัิทางกายภาพของอนุภาคนาโนทอง/ พอลิไพรอล/  เอนไซม
ฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส 

 ในการศึกษาลักษณะพื้นผิวทางกายภาพของชั้นฟลมบนพื้นผิวของกลาสสิคารบอนอิเลค

โทรดดวยเทคนิค scanning electron microscopy (SEM) จากรูปที่ 5.15ก เปนการสังเคราะหพอ

ลิไพรอลโดยใชไพรอลมอนอเมอรความเขม 0.09 โมลตอลิตร ใชเทคนิค cyclic voltammetry ใน

การอิเลคโทรพอลิเมอรไรเซชันไพรอล ในชวงความตางศักย 0.0 - 1.0 โวลทและอัตราการสแกน 10 

มิลลิโวลท/ วินาที จํานวน 10 รอบ รูปที่ 5.15ข เปนการปลูกอนุภาคนาโนทอง ซึ่งใชความเขมขน 

AuCl4
- 0.5 มิลลิโมลตอลิตร ซึ่งเปนสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการปลูกอนุภาคนาโนทองตามหัวขอ 

5.1 แลวสังเคราะหพอลิไพรอลบนพื้นผิวของกลาสสิคารบอนที่ไดทําการสังเคราะหอนุภาคนาโน

ทองเชนเดียวกันตามลําดับ รูปที่ 5.15ค เปนการสังเคราะหพอลิไพรอลรวมกับการตรึงเอนไซม

ฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส ซึ่งใชปริมาณเอนไซม 250 ยูนิต/ มิลลิลิตร และรูปที่ 5.15ง เปนการ

สังเคราะหอนุภาคนาโนทอง และพอลิไพรอลรวมกับการตรึงเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส 

 การทดลองจากรูปที่ 5.15ก พบวาฟลมของพอลิไพรอลที่เกิดขึ้นมีลักษณะโครงสรางซึ่งมี

การอัดตัวอยางหนาแนน (compact) และมีลักษณะฟลมที่เปนแบบเดียวกัน (homogeneous)    

มีลักษณะพื้นผิวคลายกับแทงนาโน (nanorod) ดังนั้นสารละลายอิเลคโทรไลตเกื้อหนุนและความ

เขมขนของไพรอลมอนอเมอรจึงมีผลตอลักษณะโครงสรางของพอลิเมอรที่เกิดขึ้น เนื่องจาก

สารละลายอิเลคโทรไลตเกื้อหนุนแตละชนิดมีการนําไฟฟาที่แตกตางกันสงผลตอโครงสรางของ  

พอลิเมอรที่เกิดขึ้น และความเขมขนของไพรอลมอนอเมอรโดยพบวาเมื่อความเขมขนของไพรอล    

มอนอเมอรมีคาต่ําลักษณะของพอลิไพรอลที่ไดคือเม็ดเล็กๆกระจายอยูบนพื้นผิวของอิเลคโทรด 

และเมื่อความเขมขนของไพรอลมอนอเมอรมีคามากพอพอลิไพรอลที่ไดมีลักษณะเปนแทงนาโนซึ่ง

ไดกลาวไวในหัวขอ 5.2.1  

จากรูปที่ 5.15ข เปนการสังเคราะหอนุภาคนาโนทอง/ พอลิไพรอล จะพบวาโครงสราง

อนุภาคของพอลิไพรอลมีขนาดเล็กลงและมีความหนาแนนเพิ่มขึ้น (homogeneous) ทั้งนี้

เนื่องจากอนุภาคนาโนทองที่ผิวของอิเลคโทรดชวยเพิ่มอัตราการถายเทอิเลคตรอนในกระบวนการ

อิเลคโทรพอลิเมอรไรเซชันของไพรอล  และรูปที่ 5.15ค เปนการสังเคราะหพอลิไพรอล/ เอนไซม

ฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส จะพบวาโครงสรางอนุภาคของพอลิไพรอลมีขนาดเล็กลงและเปนเนื้อ

เดียวกัน ทั้งนี้เนื่องจากเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดสที่ถูกตรึงภายในพอลิไพรอลมีสวนชวยให

เกิดนิวคลิเอชันของแทงพอลิไพรอลขึ้นบริเวณใหมบนพื้นผิวอิเลคโทรด และหนวงการเติบโตของ

พอลิไพรอล ทําใหพอลิไพรอลมีขนาดเล็กลง (Tian และคณะ 2001)  
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นอกจากนี้รูปที่ 5.15ง เปนการสังเคราะหอนุภาคนาโนทอง/ พอลิไพรอล/ เอนไซมฮอรส

แรดิชเปอรออกซิเดส พบวาโครงสรางอนุภาคของพอลิไพรอลมีขนาดเล็กเปนเนื้อเดียวกัน ทั้งนี้

เนื่องการกระจายของอนุภาคนาโนทองที่ดีมีสวนชวยในกระจายตัวของนิวคลิเอชัน และเอนไซมมี

ผลตอการหนวงการเติบโตของพอลิไพรอล อยางไรก็ตามพอลิไพรอลอาจมีขนาดใหญในบาง

บริเวณทั้งนี้เนื่องพอลิไพรอลที่เกิดจากการนิวคลิเอชันขึ้นใหมเกิดการซอนทับและรวมตัวกับ

อนุภาคเดิมของชั้นพอลิไพรอล (ElKaoutit และคณะ 2009) 

 

 

     
 

        
 

รูปที่ 5.15 ภาพ SEM โครงสรางของฟลมชนิดตางๆ (ก) พอลิไพรอล (ข) อนุภาคนาโนทอง/ พอลิ

ไพรอล (ค) เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส/ พอลิไพรอล (ง) อนุภาคนาโนทอง/ พอลิไพรอล/ 

เอนไซมฮอรสแรดชิเปอรออกซิเดส  

 

 

 

 

(ก) 

(ง) (ค) 

(ข) 
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 สําหรับการศึกษาลักษณะพื้นผิวทางกายภาพบนพื้นผิวของกลาสสิคารบอนอิเลคโทรด

ดวยเทคนิค atomic force microscopy (AFM) ตามรูปที่ 5.16 มีความสอดคลองกับการศึกษา

ลักษณะพื้นผิวทางกายภาพดวยเทคนิค SEM ซึ่งจากการศึกษาอาจมองเห็นลักษณะของเอนไซม

ฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดสไดไมเดนชัดมากนัก ซึ่งจากการศึกษาของElKaoutit และคณะ (2009) 

ถึงแมจะใชเทคนิค FTIR หรือ XRD ยังไมสามารถยืนยันไดแนชัด ทั้งนี้เนื่องจากมีปริมาณเอนไซม

นอยมากจึงไมสามารถวิเคราะหพันธะพอลิเปปไทดได อยางไรก็ตามเมื่อนํารูปที่ 5.16ก รูปที่ 5.16

ข รูปที่ 5.16ค และรูปที่ 5.16ง มาเปรียบเทียบจะสามารถเห็นไดอยางชัดเจนวาขนาดอนุภาคของ

พอลิไพรอลมีขนาดที่เล็กลง ทั้งนี้เนื่องจากมีเอนไซมเขามาฝงแทรก และไมอาจที่จะทําใหเกิดการ

รวมกันของอนุภาคพอลิไพรอลเปนอนุภาคที่มีขนาดใหญขึ้นได 
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รูปที่ 5.16 ภาพ AFM โครงสรางของฟลมชนิดตางๆ (ก) พอลิไพรอล (ข) อนุภาคนาโนทอง/ พอลิ

ไพรอล (ค) เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส / พอลิไพรอล (ง) อนุภาคนาโนทอง/ พอลิไพรอล/ 

เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส 

(ก) 

(ข) 

(ง) 

(ค) 
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5.2.4 การวเิคราะหประสิทธิภาพของไบโอเซนเซอร (performance factor) 

  5.2.4.1 ชวงความเปนเสนตรง (linear range) 

 จากรูปที่ 5.17 พบวาในชวงแรกปริมาณของฟนอลมีคาความเขมขนนอยจึงทําใหมีคาการ

ตอบสนองทางไฟฟามีคาใกลเคียงกันมาก และหากเพิ่มความเขมขนของฟนอลเพิ่มขึ้นเรื่อยๆ จะมี

ชวงความเปนเสนตรงอยูในชวงๆ หนึ่งสามารถวัดปริมาณความเขมขนของฟนอลไดอยางดี 

เนื่องจากฟนอลซึ่งทําหนาที่เปนตัวกลางการถายโอนอิเลคตรอน (mediator) มีคาความเขมขนที่

เพียงพอตอความเขมขนของไฮโดรเจนเปอรออกไซด และเมื่อเพิ่มความเขมขนของฟนอลเพิ่มขึ้น

อยางตอเนื่องจะทําใหมีคาการตอบสนองทางไฟฟาที่ไมเปนเชิงเสน เนื่องจากเมื่อมีปริมาณความ

เขมขนของฟนอลมากขึ้นแตความเขมขนของไฮโดรเจนเปอรออกไซดเทาเดิม ซึ่งเปนไปไดที่

ไฮโดรเจนเปอรออกไซดอาจมีตัวกําหนดการเกิดปฏิกิริยา (limiting substrate) และเกิดการเสื่อม

ของเอนไซม ดังนั้นชวงความเปนเสนตรงเปนความสามารถของวิธีการวิเคราะหแลวไดผลการ

วิเคราะหที่เปนสัดสวนกับความเขมขนของสารที่วิเคราะหในชวงความเขมขน มีคาความเปน

เสนตรงอยูในชวง 3.0x10-5- 2.1x10-4 โมลตอลิตร  

 

 
 

รูปที่ 5.17 (ก) calibration curve ความเขมขนของฟนอล (ข) ชวงความเปนเสนตรง โดยใช

ไฮโดรเจนเปอรออกไซดความเขมขน 50 ไมโครโมลตอลิตร วัดกระแสไฟฟาดวยเทคนิคแอมเพอโร

เมตรี ความตางศักยที่ -0.05 โวลท  

 

(ก) 

(ข) 
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 5.2.4.2 ความวองไวตอการตอบสนอง (sensitivity) 

 ความวองไวตอการตอบสนองสามารถตรวจวัดจากอัตราสวนของการเปลี่ยนแปลงของ

สัญญาณทางไฟฟา ตอการเปลี่ยนแปลงความเขมขนของฟนอล (concentration) โดยสามารถหา

ไดจากความชันของชวงความเปนเสนตรง (linear range) จากรูปที่ 5.17ข พบวา ความวองไวตอ

การตอบสนอง (sensitivity) คือ 7.277 nA/µM (R2= 0.992) 

 

  5.2.4.3 ความเขมขนต่ําสุดที่สามารถวัดได (detection limit) 

 ความเขมขนต่ําสุดที่สามารถวัดไดวิเคราะหจาก 3sb/m โดยที่ sb คือคาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

(standard deviation) ที่ความเขมขนต่ําสุดของชวงความเปนเสนตรง และ m คือความชันของคา

ความวองไวตอการตอบสนอง (sensitivity) พบวาความเขมขนต่ําสุดที่สามารถวัดไดมีคา 

2.54x10-5 โมลตอลิตร (n=5), (S/N=3) 

 

  5.2.4.4 เวลาการตอบสนอง (response time) 
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รูปที่ 5.18 เวลาการตอบสนองดวยเทคนิคแอมเพอโรเมตรี ความตางศักยที่ -0.05 โวลท            

ในสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดตอฟนอลความเขมขน 50/ 50 ไมโครโมลตอลิตร 

 

 เวลาการตอบสนอง (response time)  โดยสามารถหาจากกระแสที่เริ่มเขาสูสภาวะสมดุล 

(steady-state) พบวามีคาการตอบสนองทางสัญญาณไฟฟาเริ่มเขาสูสภาวะสมดุลที่เวลา 50 

วินาที ตามรูปที่ 5.18 
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  5.2.4.5 การนํากลับมาใชใหม (reusability) 

 การนํากลับมาใชใหมเปนการตรวจวัดซ้ําจากอิเลคโทรดแทงเดิมซึ่งอิเลคโทรดแทงเล็ก

สําหรับการวิเคราะห เมื่อนําไปวัดซ้ําเปนจํานวน 10 ครั้งพบวา กระแสไฟฟามีคาลดลงเรื่อยๆ 

หลังจากการวัดครั้งที่ 1-5 ซึ่งมีกระแสไฟฟาลดลง 72.38% จากการวัดครั้งแรก และมีกระแสไฟฟา

ลดลงเหลือ 67.45% หลังจากการวัดครั้งที่ 10 ตามรูปที่ 5.19 กระแสไฟฟาที่เกิดขึ้นจะมีคาลดลง 

หลังจากการวัดแตละครั้งทั้งนี้เนื่องจากเอนไซมที่ถูกกักเก็บนั้นอาจมีสวนที่เสื่อมสภาพลงไปเมื่อมี

การทําปฏิกิริยากับ H2O2 ทําใหมีคากระแสลดลงตามจํานวนครั้งที่ทําการวัด นอกจากนี้โมเลกุล

ของเอนไซม HRP อาจจะหลุดออกจากพอลิไพรอลฟลมได เนื่องจากพอลิไพรอลฟลมมีการ

เสื่อมสภาพไดเมื่อมีการสัมผัสกับ H2O2 (Umana และคณะ 1986) 
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รูปที่ 5.19 การวัดกระแสไฟฟาของอิเลคโทรดจากแทงเดิมซ้ําจํานวน 10 ครั้งดวยเทคนิคแอมเพอ

โรเมตรี ความตางศักยที่  -0.05 โวลท ในสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดตอฟนอลความเขมขน 

50/ 50 ไมโครโมลตอลิตร 
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  5.2.4.6 การผลิตซ้ํา (reproducibility) 

 เมื่อทําการผลิตซ้ําตามกระบวนการเดิมซึ่งใชอิเลคโทรดแทงเล็กสําหรับการวิเคราะห 

พบวา กระแสไฟฟามีคาใกลเคียงกัน และมีคาสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (%RSD) เทากับ 

10.67 ตามรูปที่ 5.20 
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รูปที่ 5.20 การวัดกระแสไฟฟาของอิเลคโทรดที่ผลิตซ้ํา จํานวน 5 ครั้ง ดวยเทคนิคแอมเพอโรเมตรี 

ความตางศักยที่ -0.05 โวลท ในสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดตอฟนอลความเขมขน 50/ 50 

ไมโครโมลตอลิตร 

  

  5.2.4.7 การจัดเก็บ (storage stability) 

 การทดสอบประสิทธิภาพของสารชีวภาพที่ถูกตรึงไวที่มีการเสื่อมสภาพไปตามระยะเวลา

ในการใชไบโอเซนเซอร และระยะเวลาการจัดเก็บสารชีวภาพที่ถูกตรึงไวบนอิเลคโทรด โดยจัดเก็บ

อิเลคโทรดที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 7.4 พบวาเมื่อจัดเก็บ

เปนเวลา 3, 5, 10, 15 และ 30 วัน พบวาเอนไซมมีประสิทธิภาพลดลงเหลือ 68.34%, 31.83%, 

17.68%, 16.42%, 15.34% จากการวัดครั้งแรก ตามรูป 5.21 

 เมื่อทําการเปรียบเทียบการนํากลับมาใชใหมและการจัดเก็บ พบวากระแสไฟฟาที่เกิดขึ้น

จะมีคาลดลงตามหลังจากการวัดแตละครั้งทั้งนี้เนื่องจากเอนไซมที่ถูกกักเก็บนั้นอาจมีสวนที่

เสื่อมสภาพลงไปเมื่อมีการทําปฏิกิริยากับ H2O2 และเมื่อทําการจัดเก็บจะมีคาลดลงจะมีคาลดลง

ตามระยะเวลาในการจัดเก็บที่เพิ่มขึ้น 
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รูปที่ 5.21 การวัดกระแสไฟฟาของอิเลคโทรดที่จัดเก็บเปนเวลา 30 วัน ดวยเทคนิคแอมเพอโร    

เมตรี ความตางศักยที่ -0.05 โวลท ในสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดตอฟนอลความเขมขน 

50/ 50 ไมโครโมลตอลิตร 

 

5.2.4.8 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของไบโอเซนเซอร  

           (performance factor) 

 การเปรียบเทียบการวิเคราะหประสิทธิภาพของไบโอเซนเซอร (performance factor) กับ

งานวิจัยอื่นๆ ที่มีการตรวจวัดฟนอลเชนเดียวกัน ซึ่งไดทําการเปรียบเทียบคาตางๆ ตามตารางที่ 

5.2 พบวามีชวงความเปนเสนตรง (linear range) ที่มีความกวางกวางานวิจัยอื่นๆ มีเวลาการ

ตอบสนอง (response time) และความวองไวตอการตอบสนอง (sensitivity) มีคานอยกวาบาง

งานวิจัย อยางไรก็ตามความเขมขนต่ําสุดที่สามารถวัดได (detection limit) อาจมีคาที่ไมต่ํามาก

นักจึงตองมีการปรับปรุงตอไป  

จากการทดลองในการตรวจวัดฟนอลดังกลาวสามารถที่จะทําไปประยุกตใชกับ

สารประกอบฟนอลอื่นๆ หรือสามารถนําอิเลคโทรดตรวจวัดฟนอลจากตัวอยางน้ําจากแหลงน้ํา

ตางๆ เชน แมน้ํา ลําคลอง หรือน้ําที่ผานการบําบัดจากโรงงาน เพื่อตรวจวัดฟนอลที่มีโอกาสปลอย

ออกสูแหลงน้ําตางๆ 
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ตางรางที่ 5.2 การเปรียบเทียบการวเิคราะหประสิทธิภาพของไบโอเซนเซอร    

        (performance factor) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Working electrode 

Detection 

Limit 

Linear 

range Sensitivity 

Response 

time เอกสารอางอิง 

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 
สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 

 
6.1 สรุปผลการทดลอง 

6.1.1 ขนาดอนุภาคนาโนทอง  

1. ความเขมขนที่เหมาะสมสําหรับการสังเคราะหอนุภาคนาโนทองใชสารละลายที่

ประกอบดวยไฮโดรเจน เตตระคลอโรออเรต  ไตรไฮไดรด (HAuCl4•3H2O) ที่

ความ เขมขนระหวาง 0.5 มิลลิโมลตอลิตร และโพแทสเซียมไนเตรต (KNO3) 

0.1 โมลตอลิตร ทําการใหศักยไฟฟาที่ -0.2 โวลท และใชเวลาในการใหศักยไฟฟา 

30 วินาที เสนผาศูนยกลางและความสูงของอนุภาคนาโนทอง 56.22, 33.27    

นาโนเมตร ตามลําดับ และมีจํานวนอนุภาคนาโนทอง 4.05 x109  อนุภาค/ ซม2 

 

6.1.2 ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของการสังเคราะหอนุภาคนาโนทอง/ พอลิไพรอล/  

          เอนไซมฮอสแรดิชเปอรอกซิเดสบนอิเลคโทรดใชงาน 

1. ความเขมขนของไพรอลมอนอเมอร 0.09 โมลตอลิตร มีความเหมาะสมตอการ

ตรึงเอนไซมฮอสแรดิชเปอรอกซิเดส  

2. จํานวนรอบของการสังเคราะหพอลิไพรอล/ เอนไซมฮอสแรดิชเปอรอกซิเดส มีคา

การตอบสนองของกระแสไฟฟาสูงที่สุด คือ 10 รอบ 

 

 6.1.3 การวิเคราะหประสิทธิภาพของไบโอเซนเซอร (performance factor) 

1. ชวงความเปนเสนตรง (linear range) มีคาในชวงความเขมขนของฟนอลระหวาง 

3.0x10-5- 2.1x10-4 โมลตอลิตร 

2. ความวองไวตอการตอบสนอง (sensitivity)มีคา 7.277 nA/µM (R2= 0.992) 

3. เขมขนต่ําสุดที่สารมารถวัดได (detection limit) มีคา 2.54x10-5  โมลตอลิตร 

(n=5), (S/N=3) 

4. เวลาการตอบสนอง (response time) เปนเวลา 50 วินาที 

5. การนํากลับมาใชใหม (reusability) หลังจากการวัดครั้งที่ 1-5 ซึ่งมีกระแสไฟฟา

ลดลง 72.38% จากการวัดครั้งแรก และมีกระแสไฟฟาลดลงเหลือ 67.45% 

หลังจากการวัดครั้งที่ 10  
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6. การผลิตซ้ํา (reproducibility) มีคาสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (%RSD) 

เทากับ 10.67 

7. การจัดเก็บ (storage stability) พบวาเมื่อจัดเก็บเปนเวลา 3, 5, 10, 15 และ 30 

วัน พบวาเอนไซมมีประสิทธิภาพลดลงเหลือ 68.34%, 31.83%, 17.68%, 

16.42%, 15.34% จากการวัดครั้งแรก 

 
6.2 ขอเสนอแนะ 

1. ปจจัยของการตรึงเอนไซมดวยวิธีอิเลคโทรพอลิเมอรไรเซชันมีหลายปจจัยดวยกัน 

ดั้งนั้นควรมีการศึกษาปจจัยตางๆ ที่มีผลตอการตรึงเอนไซมใหมีสภาวะที่

เหมาะสมเพิ่มเติมตอไป 

2. การทดลองเสถียรภาพการนํากลับมาใชใหม และการเก็บรักษาของเอนไซมตรึง

รูปในงานวิจัยนี้พบวามีเสถียรภาพไมมากนัก ดังนั้นจึงควรมีการศึกษาเพิ่มเติม

เกี่ยวกับวัสดุที่จะชวยในการรักษาเสถียรภาพเอนไซม และควรมีการปรับปรุง

รูปแบบการเก็บรักษาใหมีความเหมาะสมตอไป 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

91 

 

รายการอางอิง 
 

Bai H, P., Lu, X. X., Yang, G. M., Yang, Y. H. Hydrogen peroxide biosensor based on 

electrodeposition of zinc oxide nanoflowers onto carbon nanotubes film 

electrode. Chinese Chemical Letters 19 (2008): 314–318. 

Barton, A. C., Collyer, S. D., Davis, F., Gornall, D. D., Law, K. A., Lawrence, E. C.D., 

Mills, D. W., Myler, S., Pritchard, J. A., Thompson, M., Higson, S.P.J. 

Sonochemically fabricated microelectrode arrays for biosensors offering 

widespread applicability: Part I. Biosensors and Bioelectronics 20 (2004): 328–

337. 

Blanch, H.W., and Clark, D.S. Biochemical Engineering. Marcel Dekker, Inc., USA, 1997. 

Cao, Z., Zhang, J., Zeng, J., Sun, L., Xu, F., Cao, Z., Zhang, L., Yang, D. Mesoporous 

silica hollow sphere (MSHS) for the bioelectrochemistry of horseradish 

peroxidase. Talanta 77 (2009): 943–947. 

C. G. Zoski, Handbook of Electrochemistry 2007. 

Chen, Ch-Ch., Gu Y. Enhancing the sensitivity and stability of HRP/PANI/Pt electrode by 

implanted bovine serum albumin. Biosensors and Bioelectronics 23 (2008): 

765–770. 

Cheng, J, Yu, SM, Zuo, P. Horseradish peroxidase immobilized on aluminum-pillared 

interlayered clay for the catalytic oxidation of phenolic wastewater .water 

research 40 (2006): 283-290. 

Dai, X., Compton, R. G. Direct Electrodeposition of gold nanoparticles onto indium tin 

oxide film coated glass: application to the detection of arsenic(III). 

ANALYTICAL SCIENCES 22 (2006): 567-570. 

Dai, X., Nekrassova, O., Hyde, M. E., Compton, R. G., Anodic stripping voltammetry of 

arsenic(III) using gold nanoparticle-modified electrodes. Anal. Chem. 76 

(2004): 5924-5929. 



 

 

92 

 

Debiemme-Chouvy, Catherine. Template-free one-step electrochemical formation of 

polypyrrole nanowire array. Electrochemistry Communications 11 (2009): 298–

301. 

Du, Y., Luo, X-L., Xu, J-J., Chen, H-Y. A simple method to fabricate a chitosan-gold 

nanoparticles film and its application in glucose biosensor Bioelectrochemistry 

70 (2007): 342–347. 

Eggins, B. R., Biosensors: An Introduction. John Wiley & Sons Ltd, chichester, 1999. 

El- Deab, M. S., Ohsaka, T. An extraordinary electrocatalytic reduction of oxygen on 

gold nanoparticles-electrodeposited gold electrodes. Electrochemistry 

Communications 4 (2002): 288–292. 

El- Deab, M. S., Ohsaka, T. Electrocatalysis by nanoparticles: oxygen reduction on gold 

nanoparticles-electrodeposited platinum electrodes. Journal of 

Electroanalytical Chemistry 553 (2003): 107-115. 

ElKaoutit, M., N-R., I., Dominguez, M., Hernandez-Artiga, M. P., Bellido-Milla, D., 

Cisnerosa, J. A third-generation hydrogen peroxide biosensor based on 

horseradish peroxidase (HRP) enzyme immobilized in a nafion–sonogel–

carbon composite. Electrochimica Acta 53 (2008): 7131–7137. 

ElKaoutit, M., Naggar, A. H., Naranjo-Rodrigueza, I., Dominguezc, M., José, Luis, 

Hidalgo-Hidalgo, de Cisnerosa. Electrochemical AFM investigation of 

horseradish peroxidase enzyme electro-immobilization with polypyrrole 

conducting polymer. Synthetic Metals 159 (2009): 541–545. 

Feng, D., Wang, F., Chen, Z. Electrochemical glucose sensor based on one-step 

construction of gold nanoparticle–chitosan composite film. Sensors and 

Actuators B 138 (2009): 539–544. 

Fernandes, KF, Lima, CS, Pinho, H, Collins, CH. Immobilization of horseradish 

peroxidase onto polyaniline polymers .Process Biochemistry 38 (2003): 1379-

1384. 



 

 

93 

 

Garcia-Moreno, E., Ruiz, M.A., Barbas, C., Pingarron, J.M. Determination of organic 

peroxides in reversed micelles with a poly-N-methylpyrrole horseradish 

peroxidase amperometric biosensor. Analytica Chimica Acta 448 (2001): 9–17. 

Gaspar, S., Habermuller, K., Csoregi, E., Schuhmann W. Hydrogen peroxide sensitive 

biosensor based on plant peroxidases entrapped in Os-modified polypyrrole 

films. Sensors and Actuators B 72 (2001): 63-68. 

He, X., Yuan, R., Chai, Y., Zhang, Y., Shi, Y. A new antibody immobilization strategy 

based on electro-deposition of gold nanoparticles and prussian blue for label-

free amperometric immunosensor. Biotechnol Lett 29 (2007): 149-155. 

Huang, H., Ran, P., Liu, Zh. Impedance sensing of allergen–antibody interaction on 

glassy carbon electrode modified by gold electrodeposition. 

Bioelectrochemistry 70 (2007): 257-262. 

Kang, X., Wang, J., Tang, Z., Wub, H., Linb, Y. Direct electrochemistry and 

electrocatalysis of horseradish peroxidase immobilized in hybrid organic–

inorganic film of chitosan/sol–gel/carbon nanotubes. Talanta 78 (2009): 120–

125. 

Khaydarov, R. A., Khaydarov, R. R., Gapurova, O., Estrin, Y., Scheper, Th. 

Electrochemical method for the synthesis of silver nanoparticles. J Nanopart 

Res 11 (2009): 1193–1200. 

Kim, Gh-Y., Shim, J., Kang, M-S., Moon, S-H. Optimized coverage of gold nanoparticles 

at tyrosinase electrode formeasurement of a pesticide in various water 

samples. Journal of Hazardous Materials 156 (2008): 141–147. 

Komsiyska, L, Staikov, G. Electrocrystallization of Au nanoparticles on glassy carbon 

 from HClO4 solution containing [AuCl 4]
-. Electrochimica Acta 54 (2008): 168–

172. 

Kong, Y-T, Boopathi, M., Shim, Y-B. Direct electrochemistry of horseradish peroxidase 

bonded on a conducting polymer modified glassy carbon electrode. 

Biosensors and Bioelectronics 19 (2003): 227-232. 



 

 

94 

 

Korkut, S., Keskinler, B., Erhan, E. An amperometric biosensor based on multiwalled 

carbon nanotube-poly(pyrrole)- horseradish peroxidase nanobiocomposit film 

for determination of phenol derivatives. Talanta 76 (2008): 1147–1152. 

Law, K. A., Higson, S.P.J. Sonochemically fabricated acetylcholinesterase micro-

electrode arrays with in a flow injection analyser for the determination of 

organophosphate pesticides. Biosensors and Bioelectronics 20 (2005): 1914–

1924. 

Li, F., Chen, W., Tang, C., S H. Development of hydrogen peroxide biosensor based on 

in situ covalent immobilization of horseradish peroxidase by one-pot 

polysaccharide-incorporated sol-gel process. Talanta 77 (2009): 1304–1308. 

Li, G., Wang, Y., Xu, H. A hydrogen peroxide sensor prepared by electropolymerization 

of pyrrole based on screen-printed carbon paste electrodes. Sensors 7 (2007): 

239-250. 

Li, J., Lin, X., Electrocatalytic oxidation of hydrazine and hydroxylamine at gold 

nanoparticle—polypyrrole nanowire modified glassy carbon electrode. 

Sensors and Actuators B 126 (2007): 527–535. 

Li, W, Yuan, R., Chai, Y., Zhou, L., Chen, S., Li, N. Immobilization of horseradish 

peroxidase on chitosan/silica sol–gel hybrid membranes for the preparation of 

hydrogen peroxide biosensor. Biochem. Biophys. Methods 70 (2008): 830–

837. 

Liu, Sh-f., Li, X-H., Li, Y-C., Li, Y-F., Li, J-R., Jiang, L. The influence of gold nanoparticle 

modified electrode on the structure of mercaptopropionic acid self-assembly 

monolayer. Electrochimica Acta 51 (2005): 427-431.  

Liu, Sh-f., Li, Y-f., Li, J-r., Jiang, L. Enhancement of DNA immobilization and 

hybridization on gold electrode modified by nanogold aggregates. Biosensors 

and Bioelectronics 21 (2005): 789-795. 

Liu, Sh-f., Wang, L., Zhao, F. Influence of gold nanoparticle modified electrode on the 

mediation reduction of ferricyanide by methylene blue. Journal of 

Electroanalytical Chemistry 602 (2007): 55–60. 



 

 

95 

 

Luo, X., Killard, A. J., Morrin, A. Smyth M. R. Enhancement of a conducting polymer-

based biosensor using carbon nanotube-doped polyaniline. Analytica Chimica 

Acta 575 (2006): 39-44. 

Lui, Y-Ch, Yang, K-H. Catalytic electroxidation pathway for electropolymerization of 

polypyrrole in solutions containing gold nanoparticles. Electrochimica Acta 51 

(2006): 5376–5382. 

Myler, S., Collyer, S. D., Davis, F., Gornall, D. D., Higson, S.P.J. Sonochemically 

fabricated microelectrode arrays for biosensors Part III. AC impedimetric study 

of aerobic and anaerobicresponse of alcohol oxidase within polyaniline. 

Biosensors and Bioelectronics 21 (2005): 666–671. 

Myler, S., Davis, F., Collyer, S. D., Higson S.P.J.. Sonochemically fabricated 

microelectrode arrays for biosensors-part II modification with a polysiloxane 

coating. Biosensors and Bioelectronics 20 (2004): 408–412. 

Ng, H. Kwok., Lui, H., Penner, R. M. Subnanometer silver clusters exhibiting unexpected 

electrochemical metastability on graphite. Langmuir 16 (2000): 4016-4023. 

Ordeig, O., Banks, C. E., Davies, T. J., Campo, J. D., Munoz, F. X., Compton, R. G. The 

linear sweep voltammetry of random arrays of microdisc electrodes: Fitting of 

experimental data. Electroanalytical Chemistry 592 (2006): 126–130. 

Orozco, J., Fernández-Sánchez, C., Jiménez-Jorquera, C. Gold nanoparticle-modified 

ultramicroelectrode arrays: A suitable transducer platform for the development 

of biosensors. Procedia Chemistry 1 (2009): 666–669. 

Orozco, J., Jiménez-Jorquera, C., Fernández-Sánchez, C. Gold nanoparticle-modified 

ultramicroelectrode arrays: A comparative assessment. Bioelectrochemistry 75 

(2009): 176-181. 

Ozoner, S. K., Erhan E., Yilmaz ,F., Celik, A., Keskinler, B., Newly synthesized poly 

(glycidylmethacrylate-co-3-thienylmethylmethacrylate)-based electrode 

designs for phenol biosensors. Talanta (2009)   



 

 

96 

 

Pritchard, J., Law, K., Vakurov, A., Millner, P., Higson, S.P.J. Sonochemically fabricated 

enzyme microelectrode arrays for the environmental monitoring of pesticides. 

Biosensors and Bioelectronics 20 (2004): 765–772. 

Razola, S. S., Ruiz, B. L., Diez, N. M., Mark, H. B., Jr, Kauffmann, J-M. Hydrogen 

peroxide sensitive amperometric biosensor based on horseradish peroxidase 

entrapped in a polypyrrole electrode. Biosensors and Bioelectronics 17 (2002) 

921-928. 

Reetz, M. T., Helbig, W. Size-selective synthesis of nanostructured transition metal 

clusters. Am. Chem. SOC 116. (1994), 1401-1402. 

Rodríguez-Sánchez, L., Blanco, M.C., López-Quintela, M.A. Electrochemical    synthesis 

of silver nanoparticles. Phys. Chem. B 104 (2000), 9683-9688. 

Rodríguez-Sánchez, M. L.,Rodríguez, M. J., Blanco, M.C., Rivas, J., López-Quintela, 

M.A. Kinetic and mechanism of the formation of Ag nanoparticles by 

electrochemical techniques: A Plasmon and cluster time-resolved 

spectroscopic study. J. Phys. Chem. B 109 (2005): 1183-1191. 

Rosatto, S. S., Kubota, L. T., Neto, G. D. O. Biosensor for phenol based on the direct 

electron transfer blocking of peroxidase immobilising on silica-titanium. 

Analytica Chimica Acta 390(1999): 65-72. 

Ruzgas, T., Emnéus, J., Gorton, L. Marko-Varka, G. The development of a peroxidase 

biosensor for monitoring phenol and related aromatic compounds. Analytica 

Chimica Acta 311(1995): 245-253. 

Ruzgas, T., Csöregi, E., Emnéus, J., Gorton, L., Marko-Varka, G. Review Peroxidase-

modified electrodes: Fundamentals and application. Analytica Chimica Acta 

330(1996): 123-138. 

Ruzgas, T., Gorton, L., Emneus, J., Marko-Varga, G. Kinetic models of horseradish 

peroxidase action on a graphite electrode. Journal of Electroanalytical 

Chemistry 391(1995): 41-49. 

Sawyer, D. T., Roberts, Jr. J. L.  Experimental electrochemistry for chemists 1979. 



 

 

97 

 

Scheper, T., Khaydarov, R.A., Khaydarov, R.R., Gapurova, O., Estrin, Y., 

Electrochemical method for the synthesis of silver nanoparticles. Nanopart Res 

11 (2009): 1193–1200. 

Shao, Y., Jin, Y., Wang, J., Wang, L., Zhao, F., Dong, Sh. Conducting polymer 

polypyrrole supported bilayer lipid membranes. Biosensors and Bioelectronics 

20 (2005): 1373–1379. 

Shi, A. W., Qu, F. L., Yang, M. H., Shen, G. L., Yu, R. Q. Amperometric H2O2 biosensor 

based on poly-thionine nanowire/HRP/nano-Au-modified glassy carbon 

electrode. Sensors and Actuators B 129 (2008): 779–783. 

Shulga, O., Kirchhoff, J.R. An acetylcholinesterase enzyme electrode stabilized by an 

electrodeposited gold nanoparticle layer. Electrochemistry Communications 9 

(2007): 935–940. 

Simm, A. O., Ward-Jones, S., Banks, C. E., Compton, R. G. Novel method for the 

production of silver microelectrode arrays. Characterisation by atomic force 

microscopy and application to the eletro-reduction of halothane. Analytical 

science 21 (2005). 

Sulak, M. T., Erhan, E.  Keskinler, B. Amperometric phenol biosensor based on 

horseradish peroxidase entrapped PVF and PPy composite film coated GC 

electrode. Appl Biochem Biotechnol (2009): 10.1007/s12010-009-8534-y. 

Tian, F., Xu, B., Zhu, L., Zhu, G. Hydrogen peroxide biosensor with enzyme 

entrappedwithin electrodeposited polypyrrole based on mediated sol–gel 

derived composite carbon electrode. Analytica Chimica Acta 443 (2001): 9–

16. 

Tsai, M-C., Chen, P-Y., Voltammetric study and electrochemical detection of hexavalent 

chromium at gold nanoparticle-electrodeposited indium tinoxide (ITO) 

electrodes in acidic media. Talanta 76 (2008): 533–539. 

Umanã, M., Walle, J., Protein-modified electrodes. The glucose oxidase/ polypyrrole 

 system. Anal. Chem 58 (1986): 2979-2983. 



 

 

98 

 

Wang, J, Wang, L, Di, J., Tu, Y. Electrodepostion of gold nanoparticles on indium/tin 

oxide eletrde for fabrication of a disosable hydrogen peroxide biosensor. 

Talanta 77 (2009): 1454-1459. 

Wang, P., Li, S., Kan, J. A hydrogen peroxide biosensor based on polyaniline/FTO. 

Sensors and Actuators B 137 (2009): 662–668. 

Wang, Y., Deng, J., Di, J., Tu  Y. Electrodeposition of large size gold nanoparticles on 

indium tin oxide glassand application as refractive index sensor. 

Electrochemistry Communications 11 (2009): 1034–1037. 

Ward-Jones, S., Simm, A. O.,Banks, C. E., Compton, R. C. Acoustically fabricated 

random microelectrode assemblies. Ultrasonics Sonochemistry 13 (2006): 

261–270. 

Welch, C. M., Bank, C. E., Simn, A. O., Compton, R.G. Silver nanoparticle assemblies 

supported on glassy-carbon electrodes for the electro-analytical detection of 

hydrogen peroxide. Anal Bioanal Chem 382 (2005): 12-21. 

Wu, S., Zhao, H., Ju, H., Shi, C., Zhao, J. Electrodeposition of silver–DNA hybrid 

nanoparticles for electrochemical sensing of hydrogen peroxide and glucose. 

Electrochemistry Communications 8 (2006): 1197–1203. 

Xi, F., Liu, L., Chen, Z., Lin, X. One-step construction of reagentless biosensor based on 

chitosan-carbon nanotubes-nile blue-horseradish peroxidase biocomposite 

formed by electrodeposition. Talanta 78 (2009): 1077–1082. 

Xiao, L., Streeter, I., Wildgoose, G. G., Compton, R. G. Fabricating random arrays of 

boron doped diamond nano-disc electrodes: Towards achieving maximum 

Faradaic current with minimum capacitive charging. Sensors and Actuators B 

133 (2008): 118–127. 

Xu, J-Z, Zhang, Y., Li, G-X, Zhu, J-J. An electrochemical biosensor constructed by 

nanosized silver particles doped sol–gel film. Materials Science and 

Engineering C 24 (2004): 833–836. 



 

 

99 

 

Xu Q, Mao C, Liu N-N , Zhu J-J , Sheng J . Direct electrochemistry of horseradish 

peroxidase based on biocompatible carboxymethyl chitosan–gold 

nanoparticle nanocomposite. Biosensors and Bioelectronics (2006) 

Yang, M., Qu, F., Lu, Y., He, Y., Shen, G., Yu, R., Platinum nanowire nanoelectrode array 

for the fabrication of biosensors. Biomaterials 27 (2006): 5944–5950.  

Yang, Y., Mu, Sh. Bioelectrochemical responses of the polyaniline horseradish 

peroxidase electrodes. Journal of Electroanalytical Chemistry 432 (1997): 71-

78. 

Yang, Y., Yang, G., Huang ,Y., Bai, H., Lu, X. A new hydrogen peroxide biosensor based 

on gold nanoelectrode ensembles/ multiwalled carbon nanotubes/ chitosan 

film-modified electrode. Colloids and Surfaces A: Physicochem. Eng. Aspects 

340 (2009): 50–55. 

Zeng, X., Li, X., Xing, L., Liu, X., Luo, Sh. Electrodeposition of chitosan-ionic liquid-

glucose oxidase biocomposite onto nano-gold electrode for amperometric 

glucose sensing. Biosensors and Bioelectronics 24 (2009): 2898-2903. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

100 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

101 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก ก 

ขอมูลผลการทดลอง 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

102 

 

ภาคผนวก ก 

 ก.1 ขนาดอนุภาคนาโนทอง 
 

 อนุภาคทองบนกลาสสิคารบอนอิเลคโทรด โดยใชสารละลายไฮโดรเจน เตตระคลอโร

ออเรตไตรไฮไดรด (HAuCl4•3H2O) 0.1-1 มิลลิโมลตอลิตร ใชเวลาในการใหศักยไฟฟาเปนเวลา 5 

30 และ 60 วินาที ตามลําดับ 

ตารางท่ี ก.1 เสนผาศูนยกลางอนุภาคทองบนกลาสสิคารบอนอิเลคโทรด ในสารละลายไฮโดรเจน 

เตตระคลอโรออเรตไตรไฮไดรด (HAuCl4•3H2O) 0.1 มิลลิโมลตอลิตร ใชเวลาในการใหศักยไฟฟา

ที่เวลาตางๆ 

ความถี่ 
เสนผาศูนยกลาง 

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 เสนผาศูนยกลางอนุภาคทองบนกลาสสิคารบอนอิเลคโทรด ในสารละลายไฮโดรเจน 

เตตระคลอโรออเรตไตรไฮไดรด (HAuCl4•3H2O) 0.5 มิลลิโมลตอลิตร ใชเวลาในการใหศักยไฟฟา

ที่เวลาตางๆ 
 

ความถี่ 
เสนผาศูนยกลาง 

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 เสนผาศูนยกลางอนุภาคทองบนกลาสสิคารบอนอิเลคโทรด ในสารละลายไฮโดรเจน 

เตตระคลอโรออเรตไตรไฮไดรด (HAuCl4•3H2O) 1 มิลลิโมลตอลิตร ใชเวลาในการใหศักยไฟฟาที่

เวลาตางๆ 
 
 

ความถี่ 
เสนผาศูนยกลาง 

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 การดัดแปลงอิเลคโทรดแตละชนดิ 

 การวัดกระแสฟ าดวยเทคนคิแอมเพอโรเมตรี ที่ศักยไฟฟา -0.05 โวลท หนวยของ

สัญญาณทางไฟฟาเปนนาโนแอมแปร (nA) ของการดัดแปลงอิเลคโทรดแตละชนดิ 

 

ตารางท่ี ก.4 กระแสไฟฟาของกลาสสิคารบอนอิเลคโทรด (นาโนแอมแปร) 

BARE I(1) I(2) I(3) คาเฉลี่ย 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 กระแสไฟฟาของกลาสสิคารบอนอิเลคโทรดที่มีการปลูกอนุภาคทอง (นาโนแอมแปร) 

GOLD I(1) I(2) I(3) คาเฉลี่ย 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 กระแสไฟฟาของกลาสสิคารบอนอิเลคโทรดที่มีการปลูกฟลมพอลิไพรอล (นาโนแอมแปร) 

Pyrrole I(1) I(2) I(3) คาเฉลี่ย 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 กระแสไฟฟาของกลาสสิคารบอนอิเลคโทรดที่มีการปลูกอนุภาทอง/ พอลิไพรอล 

         (นาโนแอมแปร) 

GOLD/PPy I(1) I(2) I(3) คาเฉลี่ย 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 กระแสไฟฟาของกลาสสิคารบอนอิเลคโทรดที่มีการปลูกฟลมพอลิไพรอล/  

      เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส (นาโนแอมแปร) 

HRP/PPy I(1) I(2) I(3) คาเฉลี่ย 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 กระแสไฟฟาของกลาสสิคารบอนอิเลคโทรดที่มีการปลูกอนุภาคทอง/  

                    พอลิไพรอล/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส (นาโนแอมแปร) 

GOLD/HRP/PPy I(1) I(2) I(3) คาเฉลี่ย 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 สภาวะที่เหมาะสมในการตรึงเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดสที่ความ  
 เขมขนของพอลิไพรอลตางๆ 

 เทคนิคแอมเพอโรเมตรีที่ศักยไฟฟา -0.05 โวลท หนวยของสัญญาณทางไฟฟาเปน 

นาโนแอมแปร (nA) โดยกอนการอิเลคโทรพอลิเมอรไรเซชันระหวางพอลิไพรอลและเอนไซมฮอรส

แรดิชเปอรออกซิเดส จะทําการสังเคราะหอนุภาคทองกอนทุกครั้ง ความเขมขนของพอลิไพรอลมอ

นอเมอร 0.03, 0.05, 0.07, 0.09, 0.11 และ 0.13 โมลตอลิตร ตามลําดับ 

 

ตารางท่ี ก.10 กระแสไฟฟาของกลาสสิคารบอนอิเลคโทรดที่มีการปลูกอนุภาคทอง/  

 พอลิไพรอล/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส (นาโนแอมแปร) 

 I(1) I(2) I(3) คาเฉลี่ย 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 สภาวะที่เหมาะสมในการตรึงเอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดสที่จํานวน
 รอบของการสังเคราะหพอลิไพรอล/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส  

 เทคนิคแอมเพอโรเมตรี ที่ศักยไฟฟา -0.05 โวลท หนวยของสัญญาณทางไฟฟาเปน 

นาโนแอมแปร (nA) โดยกอนการอิเลคโทรพอลิเมอรไรเซชันระหวางพอลิไพรอล และเอนไซมฮอรส

แรดิชเปอรออกซิเดส จะทําการสังเคราะหอนุภาคทองกอนทุกครั้ง จากจํานวนรอบของการ

สังเคราะหพอลิไพรอล/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส 5, 10, 15, 20 และ 25 รอบ ตามลําดับ 

 

ตารางท่ี ก.11 กระแสไฟฟาของกลาสสิคารบอนอิเลคโทรดที่มีการปลูกอนุภาคทอง/  

        พอลิไพรอล/ เอนไซมฮอรสแรดิชเปอรออกซิเดส (นาโนแอมแปร) 

cycle I(1) I(2) I(3) คาเฉลี่ย 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 ความเขมขนของฟนอล โดยใชไฮโดรเจนเปอรออกไซด
ความเขมขน 50 ไมโครโมลตอลลิตร วดักระแสไฟฟาดวยเทคนิคแอมเพอโรเมตรี 

ความตางศกัยที่ -0.05 โวลท 
  

ความขมขนฟนอล  

(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 การนํากลับมาใชใหม (reusability) โดยใชไฮโดรเจนเปอรออกไซดความ
เขมขน 50 ไมโครโมลตอลลิตร วัดกระแสไฟฟาดวยเทคนิค  แอมเพอโรเมตรี 

ความตางศักยที่ -0.05 โวลท 
   

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) โดยใชไฮโดรเจนเปอรออกไซดความเขมขน 50 
ไมโครโมลตอลลิตร วัดกระแสไฟฟาดวยเทคนิคแอมเพอโรเมตรี ความตางศักยที่ 
-0.05 โวลท 

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) โดยใชไฮโดรเจนเปอรออกไซดความเขมขน 50 
ไมโครโมลตอลลิตร วัดกระแสไฟฟาดวยเทคนิคแอมเพอโรเมตรี ความตางศักยที่ 

-0.05 โวลท 
 

วัน I(nA) 

1 -1151.480 

3 -786.880 

5 -366.550 

10 -203.550 

15 -189.100 

30 -176.700 
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ภาคผนวก ข 
Conference 

 

ยุสราน ดาโอะ, ชัญชนา  ธนชยานนท และ สีรุง ปรีชานนท “การสังเคราะหไมโครอิเลคโทรด

อารเรยของเงินโดยวิธีไฟฟาเคมี” การประชุมวิชาการวิศวกรรมเคมีและเคมีประยุกตแหงประเทศ

ไทย ครั้งที่ 19 ความรวมมือทางการวิจัยระหวางภาคการศึกษาและภาคอุตสาหกรรมในประเทศ

ไทย ระหวางวันที่ 26-27 ตุลาคม 2552 ณ เฟลิกซ ริเวอร แคว รีสอรท จ.กาญจนบุรี 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

นายยุสราน ดาโอะ เกิดวันที่ 9 มิถุนายน พ.ศ.2528 จังหวัด นราธิวาส สําเร็จการศึกษา

ระดับมัธยมศึกษาที่โรงเรียนนราธิวาส และเขาศึกษาตอในหลักสูตรวิศวกรรมศาสตรบัณฑิต 

สาขาวิชาวิศวกรรมเคมี คณะวิศวกรรมศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร โดยสําเร็จการศึกษา

ในปการศึกษา 2550 หลังจากนั้นไดเขาศึกษาตอในหลักสูตรวิศวกรรมศาสตรมหาบัณฑิต 

ภาควิชาวิศวกรรมเคมี คณะวิศวกรรมศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัยในปการศึกษา 2551 
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