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นางสาว ทอฝัน พูลทอง: การพัฒนาไบโอเซนเซอร์ส าหรับตรวจวัดกลูโคสเป็นเวลานาน
อย่างต่อเนื่องในกระบวนการทางชีวภาพ อาจารย์ท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก : อาจารย์ ดร. นาฏระพี 
แซนเชซ 

 
ในกระบวนการทางชีวภาพการหาปริมาณกลูโคสถือเป็นส่ิงท่ีต้องท าเป็นประจ า  ซึ่งใน

ปัจจุบันได้มีเทคนิคท่ีใช้วัดความเข้มข้นของน้ าตาลหลายวิธีส าหรับท้ังทางด้านการแพทย์ อุตสาหกรรม
และในห้องปฏิบัติการ ส่วนใหญ่จะนิยมใช้เทคนิคการวัดความเข้มข้นของน้ าตาลด้วยเครื่อง  High 
performance liquid chromatography (HPLC) แต่อย่างไรก็ตามการใช้ HPLC คือไม่สามารถวัด
ความเข้มข้นของกลูโคสได้ทันท่วงทีในปฏิกิริยา ใช้เวลานาน และมีค่าใช้จ่ายในการเตรียมตัวอย่างใน
การวิเคราะห์ ไบโอเซนเซอร์จึงเป็นเทคนิคท่ีน่าสนใจ  ไม่เพียงแต่ให้ความเข้มข้นของกลูโคสท่ี
เฉพาะเจาะจงและแม่นย า แต่ยังสามารถแสดงข้อมูลแบบทันท่วงทีอีกด้วย แต่ในปัจจุบันยังไม่มีการ
พัฒนาไบโอเซนเซอร์ท่ีใช้ส าหรับกระบวนการทางชีวภาพ ซึ่งเป็นกระบวนการท่ีมีการกวนตลอดเวลา
ในถังปฏิกรณ์ ดังนั้นจุดประสงค์ของงานวิจัยนี้คือการพัฒนากลูโคสไบโอเซนเซอร์ให้สามารถใช้งานได้
ในกระบวนการทางชีวภาพท่ีมีการกวนตลอดเวลา โดยท าการพัฒนากลูโคสไบโอเซนเซอร์โดยการ
น ามาเคลือบทับด้วยพอลิอะนีลีน (PANI) ท่ีเป็นตัวน าไฟฟ้าบนลวดทองค า จากนั้นเคลือบทับด้วย
สารละลายนาโนทองค า ในคาราจีแนน  (Carr-AuCl3) แล้วจึงน าไปจุ่มลงในเอนไซม์ 
Pyrroloquinoline Quinone Glucose Dehydrogenase (PQQ-GDH) ก่อนเคลือบช้ันสุดท้ายด้วย
พอลิยูรีเทน (PU) เพื่อป้องกันไม่ให้เอนไซม์หลุดออกจากไบโอเซนเซอร์ ผลการทดลองพบว่ามีการ
ตอบสนองของสัญญาณ 0.85 µA/mg/ml กลูโคส ด้วย R2 เท่ากับ 0.9973 และสามารถวัดความ
เข้มข้นกลูโคสได้สูงสุด 69±4 mg/ml หัววัดไบโอเซนเซอร์มีความเสถียรของสัญญาณหลังจากเก็บ
รักษาได้อย่างน้อย 4 วัน ในสภาวะท่ีมีการกวนท่ี 150 รอบต่อนาที ไบโอเซนเซอร์ยังแสดงค่า
สัญญาณไฟฟ้าท่ีคงท่ียาวนานอย่างน้อย 72 ช่ัวโมง ภายใต้สภาวะการย่อยชานอ้อยด้วยเอนไซม์เซลลู
เลส ด้วยความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที นาน 72 ช่ัวโมง พบว่า ค่าความเข้มข้นของกลูโคสจากหัววัด
ไบโอเซนเซอร์มีความใกล้เคียงกับค่าน้ าตาลท่ีได้จากวิธีการใช้ HPLC โดยสามารถได้ค่าน้ าตาลแบบ
ทันท่วงที ดังนั้นงานวิจัยนี้สามารถพัฒนาไบโอเซนเซอร์ท่ีมีความแม่นย าและคงทนต่อสภาวะการกวน
ส าหรับใช้ในกระบวนการทางชีวภาพได้ 
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บทคัดย่อภาษาอังกฤษ 

620920017 : Major (BIOTECHNOLOGY) 
Keyword : Glucose biosensor, Biosensor, PQQ-GDH enzyme, Polyurethane, Continuous 
monitoring, Agitated condition 

MISS THORFUN POOLTHONG : DEVELOPMENT CONTINUOUS LONG-TERM 
GLUCOSE MEASUREMENT BIOSENSOR FOR BIOCONVERSION PROCESSES THESIS 
ADVISOR :  NARDRAPEE SANCHEZ, Ph.D. 

Quantifying glucose is an important routine in bioconversion processes. At 
present, there are many methods to measure glucose concentrations for medical 
applications, food industries and laboratories. The most sensitive method for glucose 
quantification is using High Performance Liquid Chromatography (HPLC) method. However, 
HPLC is lack of ability to measure sugars in real-time in its native environment it requires 
intensive sample preparation which leads to time consuming and high-cost associated with 
the measurement. Biosensor is an interesting option. It does not only provide the specific 
and accurate glucose concentrations, but also displays data in real-time in its native 
environment. However, there is absence of study of applying glucose biosensor in agitative 
condition for long-time measurement in bioconversion processes (>72 hours) In this work, 
a glucose biosensor was developed to be accurate and robust for long period of measuring 
time in agitated conditions. The sensor probe was fabricated by electropolymerization of 
polymer polyaniline (PANI) nanofibers on a gold wire. Then the sensor was putting in gold 
nanoparticles (AuNPs) in carrageenan solution to make an PANI-carrageenan-AuNPs layer. 
Then the probe was soaked in PQQ-Glucose dehydrogenase (GDH) solution before coating 
with polyurethane (PU) to prevent the enzymes from leaching away from the sensor. The 
sensor probe showed a sensitivity of 0.85 µA/mg/ml of glucose with R2 of 0.9973 and 
detection limit of biosensor probe in 69±4 mg/ml.  The storage stability of the probe was 
up to 4 days with stable signal. In agitated conditions, steady signals from the sensor were 
still observed despite of being in 150 rpm for 72 hours. In sugarcane bagasse hydrolysis 
with 150 rpm for 72 hours, the biosensor continuously displayed glucose concentration in 
the hydrolysate similarly to the results from HPLC method in real-time. Therefore, the 
developed glucose biosensor performed accurate glucose measurement in bioconversion 
processes.  
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บทที่ 1 

บทน ำ 

1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

ในปัจจุบันการวัดความเข้มข้นของน้ าตาลถูกใช้ในด้านการแพทย์ อุตสาหกรรมอาหารและ

ห้องปฏิบัติการ เป็นส่วนใหญ่ ทางด้านการแพทย์เครื่องมือท่ีใช้ในการวัดความเข้มข้นของกลูโคสคือ 

Continuous blood glucose monitor ด้านอุตสาหกรรมอาหาร ส่วนใหญ่วัดความเข้มข้นของ

กลูโคสโดยใช้ Brix refractometer และในปฏิบัติการท่ัวไปวัดความเข้มข้นของกลูโคสโดยใช้ high 

performance liquid chromatography (HPLC) แต่อย่างไรก็ตามในการใช้ HPLC ก็ยังมีข้อเสียอยู่

มาก เช่น ไม่สามารถท่ีจะวัดความเข้มข้นของกลูโคสได้อย่างทันท่วงที ( real-time) ในสภาวะนั้น ๆ 

ต้องใช้ตัวอย่างในการวิเคราะห์ปริมาณมาก ใช้เวลานานในการวิเคราะห์ มีค่าใช้จ่ายสูงและต้องการ

ผู้เช่ียวชาญในการวิเคราะห์ผล (วีระวรรณ,2538) เนื่องจากข้อเสียท่ีกล่าวมาข้างต้น การวัดปริมาณ

น้ าตาลกลูโคสโดยวิธีไบโอเซนเซอร์เป็นเทคนิคท่ีน่าสนใจ นอกจากสามารถวัดความเข้มข้นของน้ าตาล

กลูโคสได้อย่างแม่นย าแล้วยังสามารถรายงานผลได้อย่างทันท่วงที  

แม้ว่าไบโอเซนเซอร์จะได้รับการพัฒนามาหลายทศวรรษ แต่ความสนใจในการพัฒนานั้นส่วน

ใหญ่จะอยู่ท่ีการตรวจระดับน้ าตาลกลูโคสในกระแสเลือดของผู้ป่วย (Scholten & Meng, 2018) 

หรือในอุตสาหกรรมอาหารท่ีเน้นให้ได้ผลแม่นย า รวดเร็ว ใช้ในการวัดในช่วงเวลาส้ันๆ (Stolarczyk, 

Rogalski, & Bilewicz, 2020) แต่ในกระบวนการทางชีวภาพ (กระบวนการย่อยด้วยเอนไซม์ 

(hydrolysis) และกระบวนการหมัก (fermentation)) นั้นจะต้องมีการกวนต่อเนื่องและใช้เวลานาน 

(72-120 ช่ัวโมง) นอกจากนี้ยังเป็นกระบวนการท่ีมี ท้ังของแข็งและของเหลว (heterogenous 

reactions) และยังไม่มีการพัฒนาไบโอเซนเซอร์ท่ีทนต่อแรงเฉือนจากการกวนได้เป็นระยะเวลานาน

เพื่อใช้ในกระบวนการทางชีวภาพ 

ดังนั้นงานวิจัยนี้  ดิฉันสนใจท่ีจะพัฒนากลูโคสไบโอเซนเซอร์ ท่ี เป็น Amperometric 

biosensors ซึ่งเป็น ทรานดิวเซอร์ท่ีอาศัยปฏิกิริยาออกซิเดช่ัน -รีดักช่ันท่ีเกิดขึ้นท่ีพื้นผิวของ

อิเล็คโทรดแล้วเกิดการถ่ายเทอิเล็คตรอนขึ้น โดยมีตัวกลาง ท าหน้าท่ีรับส่งอิเล็กตรอนให้เข้าสู่
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อิเล็คโทรด (พัฒนา, 2536) โดยเอนไซม์ PQQ-glucose hydrogenase (PQQ-GDH) จะถูกน ามาตรึง

เข้ากับหัววัด จากนั้นถูกเคลือบด้วยสารเพิ่มความแข็งแรงและถูกน ามาทดสอบ ภายใต้สภาวะการกวน

ตลอดเวลาอย่างต่อเนื่อง เพื่อน ามาประยุกต์ใช้ในกระบวนการชีวภาพต่อไป 

1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

1. เพื่อพัฒนาหัววัดกลูโคสไบโอเซนเซอร์ให้สามารถใช้งานได้นานขึ้นด้วยเอนไซม์ PQQ-
dependent glucose hydrogenase (PQQ-GDH) 

2. เพื่อศึกษาสัญฐานวิทยาของหัววัดไบโอเซนเซอร์โดย SEM 
3. เพื่อวิเคราะห์หัววัดทดสอบการรับส่งอิเล็กตรอนของหัววัดกลูโคสท่ีพัฒนาขึ้นโดยใช้ 

cyclic voltammetry และ Electrochemical impedance spectroscopy 
4. เพื่อทดสอบความเสถียรของหัววัดกลูโคสท่ีพัฒนาขึ้นในกระบวนการย่อยชีวมวลด้วย

เอนไซม์เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง 

1.3 ขอบเขตงานวิจัย 

พัฒนาหัววัดไบโอเซนเซอร์โดยการตรึงเอนไซม์ PQQ-GDHs ในรูปแบบการตรึงรูปด้วยและ

การห่อหุ้ม (Entrapment และ Encapsulation) เพิ่มความทนทานในการใช้งาน และวิเคราะห์

คุณสมบัติต่าง ๆ เพื่อใช้ติดตามปริมาณกลูโคสในปฏิกิริยาการย่อย 

1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1. หัววัดไบโอเซนเซอร์มีความเสถียรและสามารถใช้ได้นานขึ้น 
2. หัววัดไบโอเซนเซอร์แสดงผลการวัดได้อย่างถูกต้องแม่นย าและต่อเนื่อง 
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บทที่ 2 

เอกสำรและงำนวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

2.1 ไบโอเซนเซอร์ 

ไบโอเซนเซอร์เป็นเครื่องมือท่ีใช้ในการตรวจวัดปริมาณสารต่าง ๆ โดยวิธีไบโอเซนเซอร์จะมี

พื้นฐานจากการน าสารท่ีมีความไวทางชีวภาพ (Bioactive substance) หรือรีเซ็บเตอร์ (receptor) 

หรือไบโอคะตะลิสต์ (biocatalyst) มาใช้ร่วมกับเครื่องมืออิเ ล็คโทรนิค ซึ่งท าหน้าท่ีเป็น

ทรานส์ดิวเซอร์ (transducer) ท่ีสามารถรับและแปลงสัญญาณท่ีเกิดจากปฏิกิริยาทางเคมี ชีวเคมีหรือ

ฟิสิกส์ ระหว่างไบโอคะตะลิสต์กับสารท่ีต้องการวิเคราะห์ให้เป็นสัญญาณไฟฟ้าท่ีถูกน าไปขยายเก็บ

และแสดงผลต่อไปได้ (ภาพท่ี 1) สัญญาณไฟฟ้าท่ีแสดงออกมานี้จะมีความสัมพันธ์กับขนาดของ

สัญญาณท่ีเป็นผลของการเปล่ียนแปลงและจะมีความสัมพันธ์กับปริมาณตัวอย่างท่ีต้องการจะ

วิเคราะห์ 

 

 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 1 การท างานของไบโอเซนเซอร์ โดยประกอบไปด้วย 2 ส่วนท่ีส าคัญคือ ไบโอคะตะลิสต์ 
(biocatalyst) และทรานดิวเซอร์ (transducers) 

ท่ีมา : http://www.foodnetworksolution.com/uploaded/biosensor.JPG 

โดยท่ัว ๆ ไปแล้วไบโอเซนเซอร์จะประกอบไปด้วย 2 ส่วนท่ีส าคัญคือไบโอคะตะลิสต์ 

(biocatalyst) และ ทรานดิวเซอร์ (transducers)  

ไบโอคะตะลิสต์หรือตัวเร่งปฏิกิริยาทางชีวภาพ ท่ีน ามาใช้ในงานไบโอเซนเซอร์มีท้ังเอนไซม์

บริสุทธิ์ กลุ่มของเอนไซม์ เนื้อเยื่อของพืชและสัตว์หรือเซลล์จุลินทรีย์ ซี่งการท่ีจะเลือกใช้ไบโอคะตะ

http://www.foodnetworksolution.com/uploaded/biosensor.JPG
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ลิสต์ชนิดใดนั้น จะต้องเลือกใช้ให้จ าเพาะเจาะจงและไวต่อสารตัวอย่างท่ีต้องการวิเคราะห์และให้

สัญญาณทางเคมี หรือชีวเคมี โดยอาจจะเป็นการเปล่ียนแปลงความเข้มข้นของโปรตอน อิออนก๊าซ 

คุณสมบัติทางแสง หรืออิเล็คตรอนได้ อีกท้ังต้องมีความคงตัวสามารถเพาะเล้ียงหรือขยายปริมาณได้ 

โดยจะต้องน าเอาไบโอคะตะลิสต์มาตรึงกับทรานส์ดิวเซอร์โดยไม่ให้สูญเสียกิจกรรมของไบโอคะตะ

ลิสต์ไป 

ทรานส์ดิวเซอร์ เป็นตัวรับและตัวแปลงสัญญาณท่ีเป็นผลมาจากกระบวนการทางชีวเคมี

ระหว่างสารที่ต้องการวิเคราะห์กับไบโอคะตะลิสต์ โดยจะให้สัญญาณไฟฟ้าท่ีสามารถน าไปขยายเก็บ

และแสดงผลได้ ส าหรับการเลือกหรือออกแบบทรานส์ดิวเซอร์มาใช้นั้น ส่ิงท่ีต้ องค านึงถึงคือ

ความจ าเพาะเจาะจงกับผลหรือสารท่ีเกิดจากปฏิกิริยาท่ีใช้เป็นตัวช้ีน า (indicated species) การ

ตอบสนองในช่วงของปริมาณหรือความเข้มข้นที่เหมาะสม การรับสัญญาณต่ า ๆ ความสามารถในการ

ตอบสนองได้อย่างรวดเร็ว การชดเชย (compensation) เพื่อลดอิทธิพลของสัญญาณแทรกและ

สัญญาณเปล่ียนรูปท่ีมาจากส่ิงแวดล้อม อีกท้ังต้องค านึงถึงลักษณะช้ินงานของทรานส์ดิวเซอร์ต้อง

เหมาะสมต่อการน าไบโอคะตะลิสต์มาตรึงติดได้ 

แอมเพอโรเมตริกไบโอเซนเซอร์ (Amperometric biosensors) เป็นทรานส์ดิวเซอร์ประเภท

ท่ีอาศัยปฏิกิริยาออกซิเดช่ัน-รีดักช่ันท่ีเกิดขึ้นท่ีผิวหนังของอิเล็คโทรดแล้วเกิดการถ่ายเทอิเล็คตรอน

ขึ้น โดยมีตัวกลางหรือมีเดียเตอร์ (mediator) ท าหน้าท่ีรับส่งอิเล็คตรอนให้เข้าสู่อิเล็คโทรด กระแสท่ี

เกิดขึ้นจากการถ่ายเทอิเล็คตรอนนี้จะมีความสัมพันธ์กับปริมาณสารท่ีต้องการวิเคราะห์ปฏิกิริยาและ

ปริมาณกระแสท่ีเกิดขึ้นจะแปรผันไปตามความหนาและคุณสมบัติในการยอมให้สารผ่านได้มากน้อย

ของเมมเบรน (membrane) ท่ีใช้ตัวกลาง (พัฒนา เหล่าไพบูลย์, 2536) 

ไบโอเซนเซอร์สามารถแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มได้ ตามหลักการท างาน 1) เซนเซอร์ท่ีสารชีวภาพ

จับกับส่ิงท่ีต้องการวิเคราะห์โดยตรง (direct recognition sensor) และวัดปริมาณการเปล่ียนแปลง

จากสาร ชีวภาพโดยตรงซึ่งจะสัมพันธ์กับปริมาณส่ิงท่ีติดตาม 2) เซนเซอร์ท่ีติดตามปฏิกิริยาของ

สารชีวภาพทางอ้อม (indirect detection sensor) โดยติดตามจากผลิตภัณฑ์ท่ีเกิดขึ้นจากปฏิกิริยา

ระหว่างสารชีวภาพกับส่ิงท่ีต้องการวิเคราะห์ เมื่อท าการตรวจวัด สัญญาณของผลิตภัณฑ์สัญญาณท่ีได้

จะแปรตามปริมาณสารที่ติดตาม แสดงดังภาพที่ 2 
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ภาพที่ 2 องค์ประกอบของไบโอเซนเซอร์: (a) เซนเซอร์ท่ีติดตามจากสารชีวภาพจับกับสารวิเคราะห์
โดยตรง และ (b) เซนเซอร์ท่ีติดตามสารที่วิเคราะห์โดยตรวจวัดสัญญาณจากผลิตภัณฑ์ท่ีเกิดปฏิกิริยา
ของสารชีวภาพ (อัญชลี ส าเภา, 2554) 

2.2 เอนไซม์ Pyrroloquinoline quinone glucose dehydrogenase (PQQ-GDH) 

Pyrroloquinoline Quinone Glucose Dehydrogenase (PQQ-GDHs) เป็นเอนไซม์ใน

กลุ่ม oxidoreductases กลุ่มใหม่ท่ีมีศักยภาพในด้านไบโอเซนเซอร์ ท่ีได้รับการสนใจเมื่อไม่นานมานี้ 

เมื่อพบว่ามีประโยชน์ในด้านการถ่ายทอดอิเล็กตรอนได้โดยตรง (Direct electron transfer (DET)) 

จึงได้มีการน ามาออกแบบใช้เป็นขั้วไฟฟ้าประจุบวกเพราะ PQQ-GDH มีหลายเทคนิคท่ีสามารถใช้ใน

การตรึงเอนไซม์และพัฒนาการถ่ายเทอิเล็กตรอนให้มีประสิทธิภาพเพิ่มขึ้น (Babanova, Matanovic, 

Chavez, & Atanassov, 2015)  

รูปแบบการถ่ายทอดอิเล็กตรอนในระบบท่ีมีกลูโคส โดยท่ัวไปตัวรับอิเล็กตรอนใน PQQ 

dehydrogenases มักจะเป็นไซโตโครมหรือควิโนน ตัวรับอิเล็กตรอนโดยท่ัวไปสามารถแทนท่ีได้ด้วย

ตัวรับอิเล็กตรอนสังเคราะห์ เช่น เฟอร์โรซีนและอนุพันธ์ของมันฟีนาซีนเมทซัลเฟต (PMS) หรือฟี

นาซีนเอโธซัลเฟลแต่ไม่ใช่ออกซิเจน  เมื่อมีสารต้ังต้น (กลูโคส) ตัวเร่งปฏิกิริยาของ GDH จะถูกรีดิวซ์

โดยสารตั้งต้นและอิเล็กตรอนจะถูกถ่ายโอนจากสารต้ังต้นไปยัง PQQ ท่ีถูกฝากไว้ใน active center 

a b 
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ของเอนไซม์ โมเลกุลของเอนไซม์ท่ีถูกรีดิวซ์จะแพร่กระจาย (ถ้าเอนไซม์อยู่ในสารละลาย) ไปท่ีพื้นผิว

ของอิเล็กโทรดและถ่ายโอนอิเล็กตรอนไปยังโมเลกุลตัวกลางท่ีตรึงอยู่บนพื้นผิวของอิเล็กโทรดซึ่งจะ

ลดลงอย่างทันที (ภาพที่ 3) (Laurinavicius et al., 1999). 

 

ภาพที่ 3 รูปแบบของการถ่ายโอนอิเล็กตรอนในระบบท่ีมีกลูโคส 
เอนไซม์ PQQ-GDH เป็นเอนไซม์ท่ีไม่ไวต่อระดับออกซิเจนในตัวอย่างและมีฤทธิ์เร่งปฏิกิริยา

ทางกายภาพ ใน pH ท่ีสูง ด้วยเหตุนี้จึงเป็นเอนไซม์ท่ีมีความน่าสนใจในงานด้านวิศวกรรมกลูโคส

ไบโอเซนเซอร์ เมื่อไม่นานมานี้มี Sarauli และคณะ ได้แสดงให้เห็นถึงความสามารถของ copolymer 

ท่ีมี 2-methoxyaniline-5-sulfonic acid และอะนีลีนมอนอเมอร์ไม่เพียงแต่ท าปฏิกิริยาโดยตรงกับ 

PQQ-GDH เท่านั้น แต่ยังท าหน้าท่ีเป็นเมทริกซ์ท่ีไม่ยับยั้งการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ท่ีถูกกักไว้ 

PQQ-GDH เป็นเอนไซม์ท่ีเข้ากันได้กับส่ิงแวดล้อม สามารถท าหน้าท่ีเป็นเมทริกซ์และสามารถเข้าไป

จับกับพอลิเมอร์โดยท่ีไม่เกิดการสูญเสียการเกิดปฏิกิริยา ในด้านไฟฟ้าเมื่อเอนไซม์เข้าไปจับกับพอลิ

เมอร์จะไม่แสดงสัญญาณไฟฟ้าเคมีโดยตรงในกรณีท่ีไม่มีสารน้ าตาลกลูโคส (Sarauli, Xu, Dietzel, 

Schulz, & Lisdat, 2014)  

2.3 วิธีการตรึงเอนไซม์ (Immobilization) 

การตรึงเอนไซม์คือรูปแบบของเอนไซม์ตรึงรูปท่ีพฒันาเพื่อน ามาใช้ในการแปรรูป โดยการ

เปล่ียนสถานะของเอนไซม์จากสารเร่งปฏิกิริยาท่ีเป็นของเหลว ให้กลายมาเป็นสารเร่งปฏิกิริยาท่ีเป็น

ของแข็งท่ีไม่ละลายในน้ า หรือละลายในได้น้อยมาก โดยการน าเอาเอนไซม์อิสระมาจ ากัดให้อยู่ใน

ขอบเขตท่ีก าหนดหรือจัดไว้หรือน ามาจับยึดไว้กับตัวกลางท่ีไม่ละลายในน้ า หรือท าให้โมเลกุลเอนไซม์
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จับเช่ือมกันเองจนมีขนาดใหญ่ขึ้น ก่อนท าปฏิกิริยาเป็นของแข็ง ขณะท าปฏิกิริยาก็เป็นของแข็ง หลัง

ท าปฏิกิริยาก็ยังคงสภาวะเป็นของแข็งอยู่ (ผศ.ดร.พิมพ์เพ็ญ พรเฉลิมพงศ์และศาสตราจารย์เกียรติ

คุณ. (2564). การตรึงเอนไซม์. https://www.foodnetworksolution.com)  

เอนไซม์ตรึงรูปมีข้อดีคือ เมื่อใช้งานแล้วสามารถแยกน ากลับมาใช้งานได้อีกหลายครั้ง จนกว่า

ความสามารถในการเร่ง ปฏิกิริยาของเอนไซม์จะลดต่ าลงมาก ท าให้ประหยัดกว่าการใช้ในรูปเอนไซม์

อิสระ และสามารถใช้สภาวะในการท าปฏิกิริยาท่ีแตกต่างไปจากเอนไซม์อิสระด้ังเดิมได้ ท้ังนี้ขึ้นอยู่กับ

การเลือกชนิดของตัวกลางท่ีใช้จับยึด กับวิธีการตรึงรูป ดังนั้นจึงสามารถน าไปใช้ประโยชน์ได้

กว้างขวางมากกว่าการใช้เอนไซม์อิสระ ซึ่งจะต้องใช้สภาวะการท าปฏิกิริยาท่ีจุดหนึ่งท่ีเหมาะสม

เท่านั้น 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 4 การตรึงเอนไซม์วิธีการต่าง ๆ a) การตรึงเอนไซม์ด้วยการยึดด้วยตัวน า (Carrier-bound 
enzyme) b) การตรึงเอนไซม์แบบเช่ือมไขว้ (Cross-linked enzyme) c) การตรึงรูปด้วยการห่อหุ้ม 
(Enzyme inclusion) และ d) วิธีการท าแคปซูล (Microcapsule) 

a b 

c d 
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  2.3.1 วิธีการยึดด้วยตัวน า (Carrier-bound enzyme) 

 หมายถึงวิธีการตรึงโดยตรงกับตัวน าท่ีไม่ละลายน้ า ซึ่งอาจแบ่งย่อยได้ 2 วิธี 

 2.3.1.1 วิธีการแบบดูดซับ (Adsorption Method) 

วิธีการแบบดูดซับ (ภาพท่ี 4a) เป็นวิธีการตรึงเอนไซม์ด้วยการดูดซับเอนไซม์ไว้บนสารท่ีไม่

ละลายน้ า โดยอาศัยแรงไฮโดรโฟบิกอิเล็กโทสเตติก (Hydrophobic electrostatic) หรือแรงยึดจับ

อื่น ๆ ท่ีไม่ใช่พันธะโคเวเลนต์ (Noncovalent affinity) เป็นการดูดซับทางกายภาพเท่านั้น ท าให้

เอนไซม์ถูกตรึงติดอย่างหลวม ๆ และไม่แข็งแรง 

2.3.1.2 วิธีการเช่ือมไขว้ดว้ยพันธะโคเวเลนต์ (Covalent bonding) 

 ไคโตซานเป็นไบโอพอลิเมอร์ชนิดหนึ่งซึ่งมีองค์ประกอบท่ีส าคัญอยู่ในรูปของ D-

glucosamine (ภาพที่ 5) ไคโตซานมีหมู่เอมีนในสายโซ่และมีคุณสมบัติไม่เป็นพิษต่อสารชีวภาพ ด้วย

คุณสมบัติเหล่านี้จึงได้น าไคโตซานมาประยุกต์ส าหรับตรึงเอนไซม์ในเทคนิคไบโอเซนเซอร์ 

 

 
 
 

ภาพที่ 5 โครงสร้างไคโตซาน 

 2.3.2 การตรึงแบบเช่ือมไขว้ (Cross-linking) 

 การเช่ือมไขว้เป็นวิธีท่ีอาศัยสารชนิดไบฟังก์ชันนอล (Bifunctional) หรือมัลติฟังก์ชันนอล 

(Multifunctional) เพื่อท าหน้าท่ีเช่ือมสารชีวภาพให้ยึดติดกับตัวตรวจวัด 

 การเช่ือมไขว้กับเอนไซม์ (ภาพที่ 4b) ด้วยวิธีนี้สามารถท าได้ท้ังเอนไซม์ชนิดเดียวกันหรือท า

ให้เกิดลักษณะการเช่ือมติดกันแบบร่างแหของโปรตีนท่ีแตกต่างกันมากกว่าหนึ่งชนิด โดยสามารถ

น าไปประยุกต์ใช้ในการตรึงเอนไซม์ได้หลายชนิด 
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 การตรึงเอนไซม์โดยวิธีเช่ือมไขว้พบว่ามีข้อดีคือ เอนไซม์จะถูกยึดติดบนตัวตรวจวัดอย่าง

แข็งแรงเนื่องจากเกิดพันธะโคเวเลนต์ระหว่างเอนไซม์กับสารเช่ือมไขว้ท าให้เทคนิคไบโอเซนเซอร์มี

ความคงตัวสูงขึ้นเพราะพันธะโคเวเลนต์เป็นพันธะท่ีมีความแข็งแรง ตรึงง่ายและราคาถูก 

  2.3.3 การตรึงรูปด้วยการห่อหุ้มหรือท าแคปซูล (Entrapment and Encapsulation) 

การท าให้เอนไซม์ไม่ละลายน้ าด้วยวิธีห่อหุ้มหรือการท าแคปซูล  (microcapsule) โมเลกุล

ของเอนไซม์จะถูกห่อหุ้มเอาไว้ด้วยเจลท่ีเป็นรูปตาราง (Lattice) หรือแคปซูล (Capsule) (ภาพท่ี 4c 

และ 4d) สายโซ่พอลิเมอร์ท่ีห่อหุ้มเอนไซม์จะต้องสามารถป้องกันการสูญเสียเอนไซม์ได้ และใน

ขณะเดียวกันต้องยอมให้สารตั้งต้นเข้าไปท าปฏิกิริยากับเอนไซม์ได้ดี และผลิตภัณฑ์ท่ีได้จะต้องซึมผ่าน

แคปซูลได้ง่ายด้วย 

2.4 วัสดุที่ใช้ในการท าหัววัดไบโอเซนเซอร์ 

 2.4.1 คาราจีแนน 

คาราจีแนนเป็นพอลิแซ็คคาไรด์ธรรมชาติท่ีสกัดได้จากสาหร่ายสีแดงโดยเกิดการเปล่ียนแปลง

ระหว่าง D-galactose และ 3,6–anhydro–galactose (3,6 - AG) เช่ือมกันด้วยพันธะ α-1,3 และ 

β-1,4-glycosidic จึงได้เป็นคาราจีแนนออกมา คาราจีแนนเป็นสารประเภทโพลีแซคคาไรด์ท่ีมี

น้ าหนักโมเลกุลสูง คาราจีแนนเป็นพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีต่อกันเป็นสายยาว ประกอบด้วยไดแซ็กคาไรด์ท่ี

ท าซ้ าโดยมีการเปล่ียนแปลงระหว่าง   3-linked β-d-galactopyranose and 4-linked α-

galactopyranose หรือ 3,6-anhydro- α- galactopyranose   คาราจีแนนเป็นสารประเภทแอน

ไอออนพอลิแซ็กคาไรด์ มีประจุเป็นลบเนื่องจากมีหมู่ซัลเฟต (ภาพท่ี 6) (Zhu, Nakamura, Zhu, Xu, 

& Matsuo, 2015) 

เมื่อคาราจีแนนซึ่งมีประจุลบท างานร่วมกับเส้นใยพอลิอะนีลีนท่ีเป็นประจุบวก ท าให้สามารถ

ท างานร่วมกันได้อย่างดี เนื่องจากเส้นใยพอลิอะนีลีนมีความเป็นรูพรุนสูง คาราจีแนนจึงท าหน้าท่ี

ปกปิดรูพรุนนั้นและยังสามารถเคลือบบนตัวเซนเซอร์ได้ดีอีกด้วย  (Leppänen, 2013) ท้ังนี้คารา

จีแนนยังเป็นสารท าให้ไมโครแคปซูลมีความเสถียรและช่วยในการตรึงเอนไซม์ (Bener, Şen, Kaşgöz, 

& Apak, 2018)  
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ภาพที่ 6 โครงสร้างของคาราจีแนน (Rassas et al., 2019) 

2.4.2 อนุภาคนาโนทองค า 

อนุภาคนาโนทองค านิยมใช้กันอย่างแพร่หลายในทางด้านเทคโนโลยีชีวภาพโดยอาศัย

คุณสมบัติท่ีเป็นเอกลักษณ์ อนุภาคนาโนทองค ามีพื้นท่ีผิวท่ีหลากหลายซึ่งเหมาะส าหรับการใช้งานท่ี

หลากหลายในการรวมกับ สารประกอบจ าพวกชีวภาพนาโน (nanobiological composites), แอนติ

บอด้ีและโอลิโกนิวคลีโอไทด์  ในงานทางด้านการวิเคราะห์ อนุภาคนาโนทองค าสามารถเปล่ียนแปลง

คุณสมบัติทางเคมีกายภาพได้ เช่น พื้นผิวพลาสมาเรโซแนนซ์ การน าไฟฟ้า และปฏิกิริยารีดอกซ์ท่ีท า

ให้เกิดสัญญาณท่ีตรวจพบได้  

 อนุภาคนาโนทองค าท่ีมีลักษณะเป็นทรงกลม มีคุณสมบัติท่ีมีประโยชน์ เช่น ขนาดและรูปร่าง

ท่ีเกี่ยวข้องกับคุณสมบัติออปโตอิเล็กทรอนิกส์, อัตราส่วนพื้นผิวต่อปริมาตรขนาดใหญ่, ความเข้ากัน

ได้ทางชีวภาพท่ียอดเยี่ยมและความเป็นพิษต่ า ซึ่งคุณสมบัติของอนุภาคนาโนทองค าเป็นส่ิงท่ีส าคัญ

อย่างมากในด้านเทคโนโลยีชีวภาพ (Yeh, Creran, & Rotello, 2012) 

การประยุกต์ใช้อนุภาคนาโนทองค าในทางเทคโนโลยีชีวภาพ ด้านเซนเซอร์ อนุภาคนาโน

ทองค านั้นมีประจุเป็นลบ (J. Jia et al., 2002) และเป็นอนุภาคนาโนโลหะท่ีเสถียรท่ีสุดจึงได้รับ

การศึกษาอย่างกว้างขวาง (Chen, Wang, Wang, Dong, & Wang, 2006) เนื่องจากอนุภาคนาโน

ทองค ามีพื้นผิวที่สามารถท างานร่วมกับโมเลกุลชีวภาพ (Shaikh et al., 2017) จึงท าให้อนุภาคนาโน

ทองค าเป็นท่ีนิยมใช้กันอย่างแพร่หลาย  (Feng et al., 2012) ข้อดีของอนุภาคนาโนทองค าคือมี
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ความเข้ากันได้ทางชีวภาพสูง, เป็นตัวน าไฟฟ้าท่ีดี, ไม่มีความเป็นพิษและมีประโยชน์ในงานทางด้าน

วิเคราะห์ ซึ่งในงานทางด้านวิเคราะห์ก็ได้น ามาสู่การพัฒนาอนุภาคนาโนทองค าให้เข้ากับอิเล็กโทรด

หรือไบโอเซนเซอร์ เพราะอนุภาคนาโนทองค าสามารถท าหน้าท่ีเป็นศูนย์กลางการน าไฟฟ้าขนาดเล็ก

และสามารถอ านวยความสะดวกในการถ่ายโอนอิเล็กตรอน กลไกการถ่ายโอนอิเล็กตรอนของอนุภาค

นาโนทองค าได้รับการตรวจสอบอย่างกว้างขวาง ตัวอย่างเช่น Willner และคณะ., (2000) ได้ศึกษา

ระบบอิเล็กทรอนิกส์โฟโตอิเล็กทรอนิกส์และเซ็นเซอร์ซึ่งเกิดขึ้นจากการท างานของพื้นผิวอิเล็กโทรดท่ี

มีโครงสร้างนาโนทองค าระดับนาโน  โมเลกุลของสารชีวภาพยังคงมีอยู่อีกต่อไปเมื่อดูดซับบนอนุภาค

นาโนทองค ามีงานหลายช้ินท่ีแสดงให้เห็นว่าเอนไซม์หลายตัวยังคงท างานของเอนไซม์และ

เกิดปฏิกิริยาทางเคมีไฟฟ้าเมื่อถูกตรึงบนอนุภาคนาโนทองค า (Jia et al., 2002) 

อนุภาคนาโนทองค าท่ีมีขนาดเล็กสามารถท่ีจะบรรจุลงบนผิวของของแข็งได้ และสามารถ

แบ่งต าแหน่ง binding site ส าหรับการเกิดปฏิกิริยารีดอกซ์ โดยขนาดของอนุภาคนาโนทองค ามี

ความส าคัญอย่างมากส าหรับไบโอเซนเซอร์ จากงานวิจัยของ Yi และคณะ (2006) ได้รายงานว่า

อนุภาคนาโนทองค าท่ีมีขนาดเล็กส่งผลให้ความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาของไบโอเซนเซอร์ท่ีใช้ 

HRP (horseradish peroxidase) สูงกว่าการใช้อนุภาคนาโนทองค าขนาดใหญ่ ดังนั้นอนุภาคนาโน

ทองค าขนาดเล็กจึงเหมาะส าหรับใช้ในการดัดแปลงไบโอเซนเซอร์เพื่อเสริมประสิทธิภาพการถ่ายโอน

อิเล็กตรอนโดยตรงของโมเลกุลโปรตีนขนาดเล็ก  

อนุภาคนาโนทองค ามีความสามารถในการจ า เช่น แอนติบอด้ีหรือโอลิโกนิวคลีโอไทด์ส าหรับ

การตรวจหาสารชีวโมเลกุลเป้าหมาย ช่วยให้สามารถตรวจหาและวินิจฉัยโรคได้ ตัวอย่างเช่น อนุภาค

นาโนทองค ามีบทบาทส าคัญใน "การวิเคราะห์บาร์โค้ดชีวภาพ" ซึ่งเป็นวิธีการพิเศษส าหรับการ

ตรวจจับโปรตีนเป้าหมายและกรดนิวคลีอิก หลักการของ "การวิเคราะห์บาร์โค้ดชีวภาพ" ใช้ประโยชน์

จากอนุภาคนาโนทองค าท่ีผันแปรท้ังบาร์โค้ด โอลิโกนิวคลีโอไทด์และแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อ

เป้าหมายและ magnetic microparticles (MMPs) องค์ประกอบเหล่านี้สร้าง sandwich complex 

เมื่อตรวจจับโมเลกุลเป้าหมายท่ีปล่อยบาร์โค้ดของโอลิโกนิวคลีโอไทด์จ านวนมาก อนุภาคนาโน

ทองค าสามารถระบุและการวัดปริมาณของเป้าหมายได้ (Yeh et al., 2012) (ภาพที่ 7)          
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ภาพที่ 7 กลยุทธ์การวิเคราะห์บาร์โค้ดชีวภาพ โดยใช้อนุภาคนาโนทอง a) การแสดงแผนผังของโพรบ 

Prostate specific antigen (PSA) Au-NP และ b) ชุดวิเคราะห์ PSA (prostate specific antigen) 

bio-barcode (Yeh et al., 2012) 

 Au-NPs ใช้บาร์โค้ด DNA (30 nm) เช่ือมโยงกับแอนติบอดีจ าเพาะ PSA ผ่านการดัดแปลง

บาร์โค้ดด้วย tosyl (Ts) เพื่อสร้างโพรบ PSA Au-NP (ภาพที่ 7a) ในขั้นตอนท่ีสองโพรบ PSA Au-NP 

จะถูกส่งผ่านด้วย BSA   (ภาพท่ี 7b) การทดสอบ bio-barcode เป็น  sandwich immunoassay 

ขั้นแรก พื้นผิว MMPs ท าหน้าท่ีกับโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ PSA จับกับโปรตีนเป้าหมาย ถัดมา

เพิ่มโพรบ PSA Au-NP เพื่อท าให้เกิด MMP-bound PSA อีกครั้งหลังจากการแยกแม่เหล็กและ

ขั้นตอนการล้าง บาร์โค้ด DNA ท่ีจ าเพราะกับ PSA จะถูกปล่อยออกมาในสารละลายและตรวจโดยใช้

วิธีการสแกนแบบตรวจจับ (Thaxton et al., 2009) 

a 

b 
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2.4.3 พอลิอะนีลีน (Polyaniline) 

 พอลิอะนีลีน (Polyaniline) คือพอลิเมอร์น าไฟฟ้าท่ีสังเคราะห์จากอะนีลีนมอนอเมอร์ซึ่ง

ได้รับการตรวจสอบส าหรับการใช้งานท่ีหลากหลายรวมถึงเป็นวัสดุท่ีใช้งานส าหรับการตรวจจับทาง

ชีวภาพและทางเคมี (Blighe, Diamond, Coleman, & Lahiff, 2012) พอลิอะนีลีนถูกน ามาใช้อย่าง

กว้างขวางในการเคลือบป้องกันการเกิดสนิมของแบตเตอรี่, ตัวเก็บประจุยิ่งยวด (supercapacitors) 

และเซ็นเซอร์ เนื่องจากสังเคราะห์ง่าย ต้นทุนต่ าและยังมีความสามารถในการน าไฟฟ้าดีเยี่ยม ซึ่งการ

ประยุกต์ใช้พอลิอะนีลีนในวัสดุกักเก็บพลังงานมีแนวโน้มในทางท่ีดี เมื่อเร็ว ๆ นี้มีงานวิจัยน าพอลิอะนี

ลีนมาใช้ปรับเปล่ียนพื้นผิวส าหรับกักเก็บไฮโดรเจน เมื่อน าพอลิอะนีลีนไปตรวจวัดด้วยโวลแทมเมทรี

แบบการถ่ายโอนประจุแสดงให้เห็นว่าเกิดปฏิกิริยารีดอกซ์ท่ีสามารถย้อนกลับได้บนพื้นผิวของพอ

ลิอะนีลีน จึงท าให้เห็นว่าพอลิอะนีลีนมีประโยชน์ในการอ านวยความสะดวกในการแพร่กระจายของ

ไฮโดรเจนและการถ่ายโอนประจุเนื่องจากมีลักษณะเป็นรูพรุน  การเคลือบพอลิอะนีลีนบนวัสดุท าให้

ประสิทธิภาพในการจัดเก็บไฮโดรเจนของโลหะเพิ่มขึ้น (Liu et al., 2020) และยังช่วยเพิ่มอัตราส่วน

พื้นผิวต่อปริมาตรของวัสดุซึ่งเป็นคุณสมบัติท่ีส าคัญส าหรับเซนเซอร์ท่ีใช้งาน เนื่องจากการเพิ่ม

อัตราส่วนพื้นผิวสามารถน าไปสู่การปรับปรุงความไวของเซ็นเซอร์และเวลาในการตอบสนอง (Blighe, 

Diamond, Coleman, & Lahiff, 2012) 

พอลิอะนีลีนเป็นตัวอย่างของพอลิเมอร์น าไฟฟ้า พอลิอะนีลีนสามารถเปล่ียนแปลงรูปร่างทาง

ไฟฟ้าเคมีได้ ซึ่งสลับระหว่างสถานะรีดอกซ์ต้ังแต่สองสถานะขึ้นไปแต่ละสถานะมีลักษณะทางไฟฟ้า

เคมีท่ีแตกต่างกัน การน าไฟฟ้าเกิดขึ้นในพอลิอะนีลีนท่ีได้รับการกระตุ้นซึ่งโปรตอนจะยึดติดกับแกน

หลักของพอลิอะนีลีนท าให้เกิดการสร้าง bipolaron และท าให้สามารถถ่ายโอนประจุไปยังพอลิเมอร์

ได้ (ภาพที่ 8) 
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ภาพท่ี 8 การหดตัวและขยายตัวของพอลิไพโรล เมื่อเกิดปฏิกิริยารีดอกซ์จะเกิดการเข้าแทรกของ
ไอออนระหว่างสายโซ่พอลิเมอร์ 

โครงสร้างโมเลกุลของพอลิอะนีลีนขึ้นอยู่กับระบบ conjugated ของการพันธะเด่ียวและ

พันธะคู่รวมถึงแหวนอะโรมาติกและด้วยเหตุนี้จึงท าให้เกิดสีขึ้น โพลีเมอร์เหล่านี้เป็น polycations 

คุณสมบัติบางอย่างจะใช้ร่วมกับสีย้อมอินทรีย์ท่ีมีอยู่ในโครงสร้างโมเลกุลของ chromophores ตาม

ระบบ conjugated ของพันธะคู่ซึ่งมีลักษณะคล้ายกับไอออนประจุบวกหรือประจุลบเนื่องจากมีส่วน

ท่ีไม่ชอบน้ าอยู่มากและมีกลุ่มไอออนิกจึงมีลักษณะคล้ายกับสารลดแรงตึงผิว พอลิอะนีลีนถูกพบว่ามี

ปฏิกิริยากับสีย้อมอินทรีย์ โดยท่ัวไปแล้วการท างานร่วมกันระหว่างไอออนบวกและไอออนลบท้ังสอง

อาจถูกน าไปใช้ประโยชน์ในทิศทางท่ีแตกต่างกันส าหรับการควบคุมสัณฐานวิทยาของพอลิเมอร์และ

การน าไฟฟ้า ถ้ามีสีย้อมอินทรีย์อยู่ในปฏิกิริยาท่ีใช้ในการเตรียมโพลีเมอร์น าไฟฟ้า พอลิอะนีลีนจะ

ปล่อยโปรตอนออกมาอย่างรวดเร็วสลับไปยังรูปแบบท่ีไม่เหนี่ยวน าไฟฟ้า โดยท่ัวไปแล้วค่ าการน า

ไฟฟ้าของพอลิอะนีลีนเสถียรในช่วงเวลานาน  พอลิเมอร์น าไฟฟ้าเช่นพอลิอะนีลีนจึงกลายเป็นพอลิ

เมอร์ท่ีส าคัญเนื่องจากการผสมผสานทางอิเล็กทรอนิกและไอออนน าไฟฟ้า การตอบสนองต่อส่ิงเร้า

ภายนอกและคุณสมบัติอื่น ๆ ท่ีเหมาะสมส าหรับการใช้งานต่าง ๆ  

พอลิอะนีลีนมีสัณฐานวิทยาเป็นทรงกลมสันนิษฐานว่าโอลิโกเมอร์ท่ีผลิตในช่วงแรกของการ

เกิดออกซิเดชันเรียกว่านิวเคลียส ซึ่งจะไม่ละลายในตัวกลางท่ีรวมกับอนุภาคนาโนและกระตุ้นการ

เจริญเติบโตของพอลิเมอร์โซ่ท่ีสร้างจากทรงกลม (ภาพที่ 9) (Stejskal & Prokeš, 2020) 
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ภาพที่ 9 พอลิอะนีลีนเตรียมโดยการออกซิเดชันของพอลิเมอร์ 

2.4.4 พอลิยูรีเทน (Polyurethane) 

 พอลิยูรีเทน (Polyurethane: PU) มีคุณสมบัติทางกายภาพและทางเคมีท่ีมีเหมาะส าหรับ

การประดิษฐ์เซนเซอร์ ในช่วงไม่กี่ทศวรรษท่ีผ่านมาพอลิยูรีเทนได้รับความสนใจในฐานะตัวกลางท่ีมี

คุณค่าส าหรับการสร้างเครื่องมือวินิจฉัยท่ีมีประสิทธิภาพพร้อมกับการยกระดับความสามารถในการ

ตรวจจับและการเลือกสรรของเซนเซอร์ ดังนั้นโครงสร้างของพอลิยูรีเทน  และโครงสร้างทางเคมีจึง

แสดงให้เห็นว่ามีผลต่อประสิทธิภาพของเซ็นเซอร์ท่ีสร้างขึ้นโดยมีพอลิยูรีเทนจะใช้เป็นส่วนประกอบ

หลักในการตรวจจับ ในปัจจุบันมีการส ารวจการใช้พอลิยูรีเทนกับการผลิตไบโอเซนเซอร์ชนิดต่าง ๆ 

พอลิยูรี เทนเป็นการสังเคราะห์ผ่านปฏิกิริยาทางเคมีระหว่าง diols (หรือ polyols) และ 

diisocyanate น าไปสู่การก่อให้เกิดพอลิยูรีเทน (ภาพที่ 10)  

 

ภาพที่ 10 ปฏิกิริยาท่ัวไประหว่าง diols และ diisocyanates ในการสร้างพอลิยูรีเทน 
โดยท่ัวไปแล้วคุณสมบัติของพอลิยูรีเทน จะเปล่ียนไปโดยการเลือก diols ท่ีแตกต่างกันซึ่งมี

จ านวน diisocyanates อยู่อย่างจ ากัด  

 จากโครงสร้างรูปพื้นฐานท่ัวไปของหน่วยรีพีท (Repeating unit) จะสามารถแบ่งออกได้เป็น 

2 ส่วน คือส่วนนิ่ม (soft segment) และส่วนแข็ง (hard segment) (ภาพท่ี 11) ส่วนนิ่มจะเป็นส่วน

ในกลุ่ม Diol ส าหรับส่วนแข็งจะเป็นส่วนท่ีอยู่ในกลุ่ม Diisocyanate การท่ีพอลิยูรีเทนสามารถแสดง

ลักษณะพฤติกรรมได้เช่นนี้ เป็นเพราะ -C-O-C- ท่ีอยู่ในส่วน Diol ท่ีความยืดหยุ่นได้ส่วน -NH-CO- 

จาก Diisocyanate มีความแข็งแรงท่ีสูงกว่า นอกจากมุมพันธะท่ีมีความยืดหยุ่นต่ ากว่า ยังมีผลจาก
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การเกิดพันธะไฮโดรเจนจากหมู่ฟังก์ชันของส่วนนี้ได้อีกด้วย อย่างไรก็ตามลักษณะความนิ่มและความ

แข็งมีความแตกต่างกันได้ขึ้นกับลักษณะโครงสร้างโมเลกุลของหมู่อัลคิลท้ังสองกลุ่ม (ภาพท่ี 11 a) 

(การพัฒนาพอลิออลเรซินส าหรับการผลิตพอลิยูรีเทนโฟมแบบยืดหยุ่น, 2554) 

 

 

 

ภาพท่ี 11 โครงสร้างรูปพื้นฐานท่ัวไปของหน่วยรีพีทของพอลิยูรีเทน a) โครงสร้างโมเลกุลของ
หมู่อัลคิล และ b) แผนผังของส่วนท่ีแข็งและอ่อนนุ่มของพอลิยูรีเทน 
 

a 

b 
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2.5 วิธีการตรวจวัดทางเคมีไฟฟ้า (Electrochemistry) 

2.5.1 โวลแทมเมตรี (Voltammetry) 

 การวิเคราะห์ ด้วยหลักการโวลแทมเมตรี  อาศัยการให้ ค่าศักย์ไฟฟ้ากับวงจรเพื่อให้

เกิดปฏิกิริยาออกซิเดช่ันหรือรีดักช่ันของสารท่ีต้องการวิเคราะห์ แล้วท าการวัดค่ากระแสไฟฟ้าท่ี

เกิดขึ้นจากปฏิกิริยา การจัดเซลล์เคมีไฟฟ้าจะจัดแบบอิเล็กโทรไลติกเซลล์ (Electrolytic cells) 

เซลล์ไฟฟ้าจะประกอบด้วยขั้วไฟฟ้าและสารละลายอิเล็กโทรไลต์ ซึ่งขั้วไฟฟ้าในการท าโวลแทมเมตรี

จะประกอบไปด้วย ขั้วไฟฟ้าอ้างอิง (Reference electrode) ขั้วไฟฟ้าช่วย (Counter electrode) 

และขั้วไฟฟ้าท างาน (Working electrode) อุปกรณ์และเครื่องมือของเทคนิคโวลแทม-   เมตรี

ประกอบด้วย 2 ส่วนคือ เซลล์เคมีไฟฟ้าและเครื่องโพเทนชิโอสแตต 

 เซลล์เคมีไฟฟ้าจะประกอบด้วยขั้วไฟฟ้าและสารละลายอิเล็กโทรไลต์ ในส่วนของขั้วไฟฟ้า

ประกอบด้วยขั้วไฟฟ้า 3 ข้ัวคือ ข้ัวไฟฟ้าอ้างอิง ขั้วไฟฟ้าช่วยและช่ัวไฟฟ้าท างาน (ภาพที่ 12) 

1. ขั้วไฟฟ้าอ้างอิง (Reference electrode) 

ขั้วไฟฟ้าอ้างอิงจะเป็นขั้วไฟฟ้าท่ีมีค่าศักย์ไฟฟ้าคงท่ีตลอดการทดลอง โดยท าหน้าท่ี

ควบคุมค่าศักย์ของขั้วไฟฟ้าท างาน ขั้วไฟฟ้าอ้างอิงท่ีนิยมใช้ ได้แก่ ขั้วไฟฟ้าเงิน-เงินคลอ

ไรด์ (Silver-silver chloride electrode; Ag/AgCl) 

2. ขั้วไฟฟ้าช่วย (Counter electrode) 

ขั้วไฟฟ้าช่วยเป็นขั้วไฟฟ้าท่ีรับค่ากระแสไฟฟ้าจากขั้วไฟฟ้าอ้างอิง ส่ง ผ่าน

สารละลายอิเล็กโทรไลต์ไปยังขั้วไฟฟ้าท างาน ท าหน้าท่ีเป็นตัวน าไฟฟ้าท่ีดี เพื่อให้สาร

ตัวอย่างท่ีต้องการวิเคราะห์เกิดปฏิกิริยาเคมี โดยขั้วไฟฟ้าช่วยท่ีดีในขณะเกิดปฏิกิริยา

ของสารตัวอย่างจะต้องไม่มีการเปล่ียนแปลงใดๆ เกิดขึ้น 

3. ขั้วไฟฟ้าท างาน (Working electrode) 

ขั้วไฟฟ้าท างาน มีหน้าท่ีให้ความต่างศักย์หรือกระแสไฟฟ้า เพื่อให้เกิดปฏิกิริยาท่ี

ผิวหน้าของขั้วไฟฟ้า ผลจากการเกิดปฏิกิริยาขั้วไฟฟ้าท างานจะท าหน้าท่ีส่งความต่าง

ศักย์หรือกระแสไฟฟ้าไปยังตัวตรวจวัด และตัวแปลงสัญญาณต่อไป เพื่อให้ได้สัญญาณ

ทางไฟฟ้า 
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ภาพที่ 12 เซลล์ไฟฟ้าเคมีแบบสามข้ัว (ธนศาสตร์ สุขศรีเมือง, 2548) 

 

หลักการท างานของเทคนิคนี้ คือโพเทนชิโอสแตตจะให้ความต่างศักย์ไฟฟ้าไปท่ีขั้วไฟฟ้า โดย

ควบคุมให้ค่าความต่างศักย์ไฟฟ้าระหว่างขั้วไฟฟ้าท างานและขั้วไฟฟ้าอ้างอิงเปล่ียนแปลงในลักษณะ

เส้นตรงจากความค่างศักย์ค่าหนึ่งไปอีกค่าหนึ่ง เช่น V1 ไปยังอีกค่าหนึ่ง เช่น V2 เรียกค่าความต่างศักย์

สองค่านี้ว่า สวิตชิงโพเทนเชียล ความสัมพันธ์ของความต่างศักย์กับเวลาในการวิเคราะห์สามารถแสดง

ได้ (ภาพที่ 13)  
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ภาพที่ 13 ค่าความต่างศักย์ท่ีขั้วไฟฟ้า ณ เวลาต่าง ๆ (ธนศาสตร์ สุขศรีเมือง, 2548) 
เมื่อเริ่มการวิเคราะห์ ความต่างศักย์จะอยู่ท่ีค่า V1 และค่อย ๆ เปล่ียนไปในทางลบมากขึ้นไปสู่ค่า V2 

การเปล่ียนแปลงในลักษณะนี้เป็นการป้อนอิเล็กตรอนให้กับสารท่ีต้องการวิเคราะห์บริเวณขั้วไฟฟ้า

ท างาน ถ้าสารที่ท าการวิเคราะห์สามารถเกิดปฏิกิริยาในช่วงนี้จะเป็นปฏิกิริยารีดักช่ันดังสมการท่ี (1) 

การเกิดปฏิกิริยาดังกล่าวนี้ส่งผลท าให้เกิดกระแสไฟฟ้าขึ้น และเรียกกระแสไฟฟ้านี้ว่ากระแสแคโทด  

(Cathodic current) 

𝑂 +  𝑛𝑒−  →   𝑅               (1) 

𝑅 →   𝑂 +  𝑛𝑒−               (2) 

เมื่อค่าความต่างศักย์ได้เปล่ียนจนถึงค่าสวิตชิงโพเทนเชียลท่ีก าหนดไว้ หลังจากนั้นโพเทนชิโอสแตตจะ

เปล่ียนทิศทางของความต่างศักย์ในทิศทางตรงกันข้าม กล่าวคือจะเปล่ียนในทางบวกมากขึ้น จาก

ต าแหน่ง V2 กลับไปสู่ V1 และถ้าสารท่ีท าการวิเคราะห์สามารถเกิดปฏิกิริยาในช่วงท่ีสองนี้จะเป็น

ปฏิกิริยาออกซิเดช่ัน ดังสมการท่ี (2) และการเกิดปฏิกิริยาดังกล่าวนี้จะท าให้เกิดกระแสไฟฟ้าขึ้น

เช่นกันและเรียกกระแสไฟฟ้าในช่วงนี้ว่ากระแสแอโนด (Anodic current) 

 ผลของการวิเคราะห์โดยเทคนิคไซคลิกโวลแทมเมตตรีจะแสดงเป็นกราฟความสัมพันธ์

ระหว่าง ค่าความต่างศักย์ท่ีป้อนให้ขั้วไฟฟ้าและกระแสไฟฟ้าท่ีเกิดขึ้น หรือเรียกว่าไซคลิกโวลแทมโม

แกรม ดังรูป โวลแทมโมแกรมของสารประกอบสามารถเกิดได้ท้ังปฏิกิริยาออกซิเดช่ันและรีดักช่ัน โดย

ความต่างศักย์ตรงต าแหน่งท่ีกราฟสูงสุดเป็น ค่าความต่างศักย์ของปฏิกิริยารีดักช่ัน (Cathodic peak 

potential, Epc) และต าแหน่งท่ีต่ าท่ีสุดเป็นค่าความต่างศักย์ของปฏิกิริยาออกซิเดช่ัน (Anodic 

peak potential, Epa) ส าหรับปฏิกิริยาเคมีไฟฟ้าแบบย้อนกลับ (Electrochemically reversible 

reaction) นิยมรายงานเป็นค่าความต่างศักย์มาตรฐานของปฏิกิริยารีดักช่ัน (Formal electrode 

potential, E0) (ธนศาสตร์ สุขศรีเมือง, 2548) 

2.5.2 การวัดอิมพีแดนซ์สเปกโตรสโกปีเชิงเคมีไฟฟ้า (Electrochemical impedance 

spectroscopy) 

 อิมพีแดนซ์สเปกโตรสโกปีเชิงเคมีไฟฟ้า หรือ เรียกว่าอิเล็กโตรเคมีคอลอิมพีแดนซ์สเปกโตรส

โคปี (Electrochemical Impedance Spectroscopy, EIS) มีช่ือย่อเรียกว่าเทคนิค AC 
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Impedance เป็นเทคนิคการวิเคราะห์ทางเคมีไฟฟ้าชนิดหนึ่งท่ีมีประโยชน์อย่างมาก ในการวิเคราะห์

ลักษณะของระบบเซลเคมีไฟฟ้า ได้ถูกน า มาใช้อย่างแพร่หลายในงานด้านวัสดุศาสตร์ เช่น ใน

การศึกษาลักษณะ การเคลือบแบตเตอรี่ หรือเซลล์เช้ือเพลิง รวมไปถึงการวิเคราะห์การแพร่ของ

ไอออนผ่านเย่ือและการศึกษารอยต่อของสารกึ่งตัวน า 

 หลักการของ AC Impedance คือ การให้ทางกระแสไฟฟ้าสลับในรูปฟังก์ชันไซน์ (Sine 

wave) โดยการควบคุมศักย์ไฟฟ้าท่ีมีค่าแอมพลิจูดของศักย์ไฟฟ้า (Amplitude) ต่ าในระดับ 10 - 50 

มิลลิโวลต์ และปรับเปล่ียนความถ่ีได้ในช่วงระหว่าง 10-3–105  เฮิร์ต เมื่อก าหนดศักย์ไฟฟ้าคงท่ีค่าหนึ่ง

แล้วเพิ่มศักย์ไฟฟ้าในรูปกระแสสลับ   ป้อนให้แก่ระบบแล้ววัดค่ากระแส จากค่ากระแสท่ีได้สามารถ

น าไปวิเคราะห์ค่าอิมพีแดนซ์ของระบบเซลเคมีไฟฟ้านั้น ๆ ซึ่งค่าอิมพีแดนซ์สามารถใช้บ่งบอก

คุณลักษณะการตอบสนองของกระแสไฟฟ้า ศักย์ไฟฟ้า หรือสัญญาอื่น ๆ ทางไฟฟ้าของวัสดุท่ีสนใจได้ 

 โดยท่ัวไปการทดลองอิมพีแดนซ์ของระบบไฟฟ้าจะประกอบด้วย   

ก. เครื่องวัดศักย์ไฟฟ้า (Potentiostat) หรือเครื่องวัดกระแส (Galvanostat)  

ข. เครื่องวิเคราะห์การตอบสนองค่าความถ่ี (Frequency Response Analyzer, FRA)  

ค. เซลล์เคมีไฟฟ้า โดยเซลล์เคมีไฟฟ้า ประกอบด้วยขั้วไฟฟ้าพื้นฐาน แบบ 3 ขั้ว คือ ขั้วไฟฟ้า

ท างาน (Working Electrode, WE) ขั้วไฟฟ้าอ้างอิง (Reference Electrode, RE) และขั้วไฟฟ้าช่วย

หรือขั้วไฟฟ้าป้อนศักย์ไฟฟ้า (Counter Electrode, CE) 

อิมพีแดนซ์ (Impedance) คือ ความต้านทานของไฟฟ้ากระแสสลับ (Alternating Current, 

AC) ซึ่งสามารถแสดงค่าอิมพีแดนซ์ได้โดยอาศัยกฎของโอห์ม (Ohm law) ตามสมการที่ (3) 

𝐸 = 𝐼𝑍 (3) 

เมื่อ  E คือ ค่าศักย์ไฟฟ้า  

I คือ กระแสไฟฟ้า  

Z คือ อิมพีแดนซ์ หรือ ความต้านทานในรูปของกระแสสลับ 
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ค่าอิมพีแดนซ์จะเท่ากับความต้านทาน (Resistance, R) เมื่อค่าต่างเฟส (Phase shift) ของ

ศักย์ไฟฟ้า (E) และกระแส (I) มีค่าเท่ากับศูนย์ ซึ่งในไฟฟ้ากระแสสลับจะมีค่าต่างเฟสของศักย์ไฟฟ้า

และกระแส (ภาพที่ 14) 

 

ภาพที่ 14 แสดงค่าต่างเฟสของศักย์ไฟฟ้า (V , E) และกระแส (I) 
(ท่ีมา: การเหนี่ยวน าไฟฟ้าและวงจรไฟฟ้ากระแสสลับ : ออนไลน)์ 

ดังนั้น ในรูปของกระแสสลับ ขนาดอิมพีแดนซ์หาได้จากความสัมพันธ์ตามสมการท่ี (4) 

𝑍 =
𝐸0𝑠𝑖𝑛 𝜔𝑡

𝐼0sin (𝜔𝑡+𝜃𝑡)
  (4) 

เมื่อ   คือ ความถี่เชิงมุมต่อวินาที มีค่าเท่ากับ 2 เมื่อ  คือ ความถี่มีหน่วยเป็นเฮิร์ต 

(Hertz)  

  คือ ความต่างเฟสมีหน่วยเป็นเรเดียน (Radian) 

ขนาดอิมพีแดนซ์ประกอบด้วยอิมพีแดนซ์ส่วนจริง (Real Impedance) และอิมพีแดนซ์ส่วน

จินตภาพ (Imaginary Impedance) โดยอิมพีแดนซ์ส่วนจริง หมายถึงค่าศักย์ไฟฟ้า (E) และกระแส 

(I) จะอยู่เฟสเดียวกับกระแส (In phase) ในทางตรงข้ามอิมพีแดนซ์จินตภาพค่าศักย์ไฟฟ้า (E) และ

กระแส (I) จะอยู่ต่างเฟสกับกระแส (Out of phase) เมื่อน าค่าอิมพีแดนซ์ท้ังสองมาสร้างกราฟโดย 

ให้ค่าอิมพีแดนซ์จินตภาพ ( Imaginary Impedance) บนแกน Y และอิมพีแดนซ์จริง (Real 

Impedance ) บนแกน X จะได้กราฟที่มีลักษณะเฉพาะ เรียกการพล็อตว่า ไนควิสต์พล็อต (Nyquist 

plot) ท่ีมีลักษณะแตกต่างกัน 
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ภาพท่ี 15 ลักษณะของไนควิสต์พล็อตท่ีแสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่าอิมพีแดนซ์จินตภาพ 
(Imaginary Impedance) และอิมพีแดนซ์จริง (Real Impedance) (สมการท่ี 5) 
จะได้ว่า 

𝑍 = 𝑍′ + 𝑍′′ (5) 

เมื่อ  Z คือ ผลรวมอิมพีแดนซ์ของท้ังส่วนจริง( Z’) และส่วนจินตภาพ (Z”) และ tan 𝜃 =
𝑍′

𝑍′′ 

(วรพรรณ พรมศิลา, 2556) 

2.6 การตรวจสอบสัณฐานโดย Scanning Electron Microscopy (SEM) และ Energy dispersive 

X-ray Spectroscopy (EDS) 

เทคนิคจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสแกนนิ่ง  (Scanning Electron Microscopy (SEM))  ใช้

ศึกษาวัสดุโดยใช้การกวาดล าอิเล็กตรอนบนผิววัสดุนั้น แล้วน าสัญญาณท่ีได้ เช่น สัญญาณอิเล็กตรอน

ทุติยภูมิและสัญญาณอิเล็กตรอนกระเจิงกลับไปสร้างเป็นภาพ ภาพท่ีได้จากกล้อง SEM เป็นภาพท่ีมี

ก าลังขยายสูง และสามารถแยกแยะรายละเอียดของภาพได้ถึง 100 นาโนเมตร และมีลักษณะเสมือน 

3 มิติท่ีมีระยะชัดลึกสูง ท าให้สามารถระบุลักษณะของพื้นผิวของช้ินงานได้อย่างชัดเจน            
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Energy Dispersive X-Ray Spectroscopy (EDS) เป็นการวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมี

ด้วยสเปก โทรเมตรีรังสีเอกซ์แบบกระจายพลังงานท่ีใช้ร่วมกับกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่อง

กราด โดยหลักการของ EDS เมื่อตัวอย่างท่ีต้องการศึกษาถูกชนด้วยอิเล็กตรอนท าให้สามารถเกิดการ

แตกตัวเป็นไอออน (Ionization) ด้วยการผลักให้อิเล็กตรอนของตัวอย่างให้หลุดออกจากอะตอม 

ดังนั้นเพื่อเป็นการรักษาเสถียรภาพ อิเล็กตรอนท่ีอยู่ วงโคจรช้ันถัดไปจะลงเข้ามาแทนท่ีและ

ปลดปล่อยพลังงานออกมาในรูปรังสีเอกซ์  (X-ray) ซึ่งเรียกว่ารังสีเอกซ์แบบแคแรกเทอริสติก 

(Characteristic X-ray) โดยพลังงานของรังสีเอกซ์ชนิดนี้มีค่าเฉพาะตามชนิดของธาตุ จากนั้นเมื่อรังสี

เอกซ์เข้าสู่หัววัดชนิด Silicon drift detectors (SSD) หัววัดจะสร้างสัญญาณไฟฟ้าซึ่งเป็นสัดส่วน

โดยตรงกับพลังงานของรังสีท่ีตกกระทบและจะน าสัญญาณท่ีได้มาวิเคราะห์หาความสูงของสัญญาณ

ส่งไปยังระบบคอมพิวเตอร์เพื่อประเมิณและรายงานผลเป็นค่าสเปกตรัมรังสีเอกซ์ต่อไป 

2.7 เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวข้อง 

Fang และคณะ (2017) ในงานวิจัยนี้ได้พัฒนากลูโคสไบโอเซนเซอร์ให้สามารถติดตามความ

เข้มข้นของกลูโคสได้อย่างต่อเนื่อง โดยใช้วัสดุพอลิเมอร์ระดับนาโนท่ีน าไฟฟ้าได้ คือ Polyaniline 

(PANI) ในการตรึงเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสและเคลือบด้วย Polyurethane (PU) และ Epoxy-

enhanced polyurethane (E-PU) ส าหรับป้องกันการหลุดออกไปของเอนไซม์ พบว่า เมื่อท าการ

ทดสอบในสารละลายกลูโคสใน PBS และใน bovine serum กลูโคสเซนเซอร์มีความไวในการ

ตอบสนองเท่ากับ  63 nA/mM ภายใน 30 วินาทีและมีการตอบสนองเป็นเส้นตรงในช่วงความเข้มข้น

ของกลูโคส 0-20 mM ด้วย r2 = 0.9997 เมื่อเก็บหัววัดท่ี 37 °C ใน bovine serum ใน 13 วันแรก 

พบว่าความไวในการตอบสนองของกลูโคสเซนเซอร์เพิ่มขึ้น 30% ของความไวในการวัดเริ่มต้น และ

ยังคงรักษาความเสถียรได้ตลอดเวลาท่ีท าการทดลอง (53 วัน) เมื่อทดลองโดยการฝังหัววัดในหนู

พบว่า หัววัดสามารถตอบสนองตอความเข้มข้นของน้ าตาลกลูโคสท่ีหลากหลายในเลือดของหนู ด้วย

สัญญาณท่ีล่าช้าไปประมาณ 8 นาที เมื่อท าการวัดอย่างต่อเนื่อง พบว่าใน 12 วันแรก กลูโคสเซนเซอร์

มีค่าการตอบสนองเพิ่มขึ้น และเข้าสู่สภาวะเสถียรในวันท่ี 14 ของการทดลอง การตอบสนองใน in 

vivo ท่ีคงท่ีนี้ บ่งบอกว่า หัววัดท่ีได้พัฒนาขึ้น มีศักยภาพในการใช้ฝังส าหรับติดตามความเข้มข้นของ

กลูโคสในกระแสเลือดได้ (Lu Fang et al., 2017) 
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Çakıroğlu, B., และ Özacar, M. (2017) ได้สร้างกลูโคสไบโอเซนเซอร์แบบใหม่ผ่านการตรึง

กลูโคสออกซิเดส (GOx) บนอนุภาคทองค า (Au NPs) และแกร์ฟีนออกไซด์ท่ีถูกรีดิวซ์ด้วยสารเคมี 

(rGO) ในการสังเคราะห์กรดแทนนิก (TA) ถูกน ามาใช้เพื่อท าปฏิกิริยารีดักช่ันเพื่อเปล่ียน graphene 

oxide และ Au3+ เป็น rGO และ Au NPs ตามล าดับ รวมถึงการควบคุมปฏิกิริยา π-π ระหว่าง

graphene oxide และ TA และปฏิกิริยาระหว่างโปรตีนกับกรดแทนนิก สารประกอบนาโนใหม่เพื่อ

การผลิตไบโอเซนเซอร์เจนเนอเรช่ันท่ี 3 ถูกสร้างขึ้นอย่างส าเร็จ เมื่อปฏิกิริยา oxidation ของ TA 

เป็นquinone ซึ่งสามารถท าได้อย่างง่ายดายโดยให้กระแสท่ีอยู่ในช่วงติดลบ เป็นการเพิ่มการถ่ายโอน

อิเล็กตรอน ผลของการวัดการการถ่ายโอนอิเล็กตรอน โดยวงจรโวลแทมเมททรี (CV) แสดงให้เห็นถึง

คู่ของ redox peaks ท่ีแยกอย่างเห็นได้ชัดและแสดงการย้อนกลับได้ของอิเล็กตรอนท่ี active site 

ของ GOx ไบโอเซนเซอร์แสดงการตอบสนองเชิงเส้นต่อความเข้มข้นของกลูโคสท่ีแตกต่างกัน ต้ังแต่ 2 

ถึง 10 mM ด้วยความไว 18.73 mAmM-1cm-2 ไบโอเซนเซอร์ท่ีสร้างขึ้น ถูกใช้เพื่อหาความเข้มข้น

ของกลูโคสในเครื่องด่ืม (Çakıroğlu & Özacar, 2017) 

Fang และคณะ (2014) ได้รายงานว่าการยืดอายุการใช้งานของกลูโคสเซนเซอร์ท่ีถูกสร้างขึ้น

และเก็บไว้ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เลียนแบบสภาวะในร่างกายส่ิงมีชีวิต พอลิอะนิลีนนาโนไฟ

เบอร์ถูกใช้งานบนอิเล็กโทรด ส าหรับการตรึงเอนไซม์รวมถึงการยืดอายุการใช้งานของเซนเซอร์ ความ

ไวต่อการตอบสนองของเซนเซอร์ท่ีเก็บใน bovine serum อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสมีความเสถียร

เป็นเวลา 20 วันโดยไม่มีการลดลงและคงท่ี 45% ของค่าเริ่มต้นหลังจาก 44 วัน ในงานวิจัยนี้ยืดอายุ

การใช้งานของเซนเซอร์โดยใช้ poly lactic-co-glycolic acid (PLGA) มาเคลือบเป็นช้ันนอกสุดของ

กลูโคสเซนเซอร์ ผลลัพธ์ท่ีได้แสดงให้เห็นว่ากลูโคสเซนเซอร์ท่ีเคลือบด้วย PLGA มีการไวต่อการ

ตอบสนอง 80% ของความไวต่อการตอบสนองเริ่มต้นหลังจากเก็บไว้ 44 วันใน bovine serum ท่ี

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส (L. Fang et al., 2014) 

Wang และคณะ (2013) ได้วิจัยเรื่องกลูโคสไบโอเซนเซอร์แบบฝังท่ีเคลือบด้วยพอลิยูรีเทน 

กล่าวว่าความหนาท่ีเพิ่มขึ้นและขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของเส้นใยท าให้ความไวของกลูโคส

ไบโอเซนเซอร์ลดลงอย่างมีนัยส าคัญ linearity ของเซนเซอร์ส าหรับช่วงตรวจกลูโคสอยู่ท่ี 2-30 mM 

สรุปได้ว่าการเคลือบอิเล็กโทรสปันท่ีโครงสร้างของไฟเบอร์มีรูพรุนและหนา กลูโคสไบโอเซนเซอร์

แสดงให้เห็นว่ามีผลกระทบต่อความไวน้อยท่ีสุด (Wang et al., 2013) 
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Yu และคณะ (2006) ได้ท าการวิจัยเรื่องกลูโคสไบโอเซนเซอร์ท่ีสามารถฝังตัวในระยะยาวได้

แบบยืดหยุ่นโดยใช้ epoxy-enhance polyurethane membrane (E-PU) กล่าวว่า E-PU จะเป็นรู

พรุนและมีความทนทานสูง เซนเซอร์ท่ีมีเมมเบรนจะแสดงความเสถียรในระยะยาวท่ียอดเยี่ยมและใช้

งานได้นาน 4 ถึง 8 เดือนในสารละลายท่ีอุณหภูมิห้อง ในการตรวจสอบประสิทธิภาพการท างานของ

เซนเซอร์ท่ีฝังในหนูท้ังสามตัวแต่ละตัวฝังเซนเซอร์สามอัน เซนเซอร์แปดตัวท างานได้ดีเป็นเวลา 10 -

56 วัน เซนเซอร์ตัวที่เก้าเสียหายระหว่างการฝัง (Yu, Long, Moussy, & Moussy, 2006) 
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บทที่ 3 

วัสดุอปุกรณ์และวิธีกำรทดลอง 

3.1 สารเคมีที่ใช้ในการวิจัย 

 ตารางท่ี 1 สารเคมีท่ีใช้ในงานวิจัย 
สารเคมี บริษัท/ยี่ห้อและประเทศผู้ผลิต 

Aniline  Fluka, Switzerland 
Carrageenan Sigma-aldrich 
Gold (III) chloride Sigma-aldrich, USA 
Dimethylformamide (DMF) Sigma-aldrich 
Polyurethane Sigma-aldrich, USA 
Tetrahydrofuran (THF) Sigma-aldrich 
Sodium borohydride (NaBH4) Sigma-aldrich 
Brij® L4 Sigma-aldrich, USA 
Epoxy kits Sigma-aldrich, USA 
Glutaraldehyde solution Fluka, Switzerland 
Pyrroloquinoline quinone glucose 
dehydrogenase (PQQ-GDH) 

Toyoba, Japan 

 

3.2 อุปกรณ์และเคร่ืองมือที่ใช้ในการวิจัย 

ตารางท่ี 2 อุปกรณ์และเครื่องมือท่ีใช้ในงานวิจัย 
อุปกรณ์และเครื่องมือ บริษัท/ยี่ห้อและประเทศผู้ผลิต 

บีกเกอร์ (Beaker) Pyrex, Germany 

เครื่องกวนสาร (Stirrer) SCI LOGEX รุ่น MS7-H550-S, USA 

เครื่องช่ังดิจิตอลทศนิยม 3 ต าแหน่ง รุ่น 

Magnum Serirs 

BONITA, China 

Auto pipette SCI LOGEX, USA และ DLAB, USA 
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Intelligent Digital Multimeter, UNI-T 

รุ่น UT71E 

UNI-T, China 

 

3.3 วิธีวิจัย 

3.3.1 การสร้างหวัวดัไบโอเซนเซอร์ 

1. น าลวดทองค าท่ีมีความยาว 7.5 เซนติเมตร มาท า electropolymerization ใน

สารละลาย 0.4 M Aniline/ 0.1 M HCl เป็นเวลา 10 นาที โดยเปล่ียนการให้กระแสไฟฟ้าท่ี 0.05 

mA/cm2, 0.1 mA/cm2, 0.2 mA/cm2 และ 0.4 mA/cm2 

2 .  น า ล วดทอ ง ค า ท่ี ผ่ า น ก าร  electropolymerization ม า จุ่ ม ล ง ใ น สา ร ละ ล า ย 

carrageenan-GNPs โดยเตรียม 0.1% (w/v) คาราจีแนนก่อนน าไปกวนเป็นเวลา 10 นาที หลังงจาก

นั้นเติม 0.1 mM โกลด์ (III) คลอไรด์ จากนั้นเติมลงไปใน 0.1% (w/v) คาราจีแนนและท าการกวนต่อ

อีก 5 นาที ในอัตราส่วน 1:1 จากนั้นเติม 0.1 M NaBH4 โดยต้องเตรียมใหม่ทุกครั้งก่อนใช้ 

3 น าลวดทองค ามาจุ่มลงในเอนไซม์ PQQ-GDH เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง 

4 จากนั้นน ามาจุ่มใน 25% glutaraldehyde เป็นเวลา 3 ช่ัวโมง เพื่อให้เอนไซม์เข้าไปในพอ

ลิอะนีลีน 

5 จากนั้นปล่อยให้แห้งท่ีอุณหภูมิห้องประมาณ 5 นาที 

6 เมื่อแห้งแล้วน ามาจุ่มลงในสารละลาย 3% in 98% THF/2% DMF 2-3 ครั้ง โดยผ่าน

ขดลวดท่ีมีเส้นผ่านศูนย์กลาง 4-5 มิลลิเมตร ปล่อยให้แห้งท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 ช่ัวโมง 
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3.3.2 การวเิคราะห์ผลการทดลองหวัวดัอิเล็กโทรดที่พฒันาขึ้น 

3.3.2.1 การศึกษาสัณฐานของหัววัดไบโอเซนเซอร์ด้วยเทคนิค Scanning Electron Microscope 

(SEM) และศึกษาธาตุและองค์ประกอบของหัววัดไบโอเซนเซอร์ด้วยเทคนิค Energy Dispersive X-

ray Spectroscopy (EDS) 

ท าการวิเคราะห์ SEM และ EDS ท่ีศูนย์นาโนเทคโนโลยีแห่งชาติ (นาโนเทค) โดยน า
ไบโอเซนเซอร์ท่ีพัฒนาขึ้นวางบนฐานวางตัวอย่าง (sample holder) และปิดทับด้วยเทป
คาร์บอน (carbon tape) ก่อนน าไปวิเคราะห์ โดยเครื่องท่ีใช้วิเคราะห์คือ SU-8030 Field-
Emission Scanning Electron Microscope (Hitachi). 

3.3.2.2 การทดสอบการรับส่งอิเล็กตรอนของหัววัดกลูโคสท่ีพัฒนาขึ้นโดยใช้ cyclic voltammetry 

การวิเคราะห์การรับส่งอิเล็กตรอนของหัววัดไบโอเซนเซอร์ท่ีพัฒนาขึ้นโดยใช้ cyclic 

voltammetry ท่ีภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยศิลปากร  โดยเครื่อง 

potentiostat Auto lab 240 and NOVA 2.14 program โดยท่ีระบบเคมีไฟฟ้า

ประกอบด้วยขั้วไฟฟ้า 3 ส่วน โดยจะจุ่มกลูโคสไบโอเซนเซอร์ท่ีพัฒนาขึ้นไว้ในสารละลาย 

NaOAc pH 5 โดยตรวจวัดความเข้มข้นกลูโคส ใช้อัตราการสแกน 100 mVs-1 ด้วยเทคนิค

ไซคลิก ให้ศักย์ไฟฟ้าเริ่มต้นท่ี -0.2 จนถึง 0.8 mV ความเข้มข้นของกลูโคส 18 mg/ml เมื่อ

เติมกลูโคสจะเกิดค่ากระแสไฟฟ้าแคโทดิกขึ้น ซึ่งค่ากระแสไฟฟ้าจะแปรผันตรงกับความ

เข้มข้นของกลูโคส 

3.3.2.3 การทดสอบการรับส่งอิเล็กตรอนของไบโอเซนเซอร์ท่ีพัฒนาขึ้นโดยใช้ electrochemical 

impendent spectroscopy (EIS) 

การวิเคราะห์การรับส่งอิเล็กตรอนของหัววัดไบโอเซนเซอร์ท่ีพัฒนาขึ้นโดยใช้ 

electrochemical impendent spectroscopy ท่ีภาควิชาฟิสิกส์ คณะวิทยาศาสตร์ 

มหาวิทยาลัยศิลปากร เพื่อศึกษาความต้านทานไฟฟ้า โดยก าหนดค่าศักย์ไฟฟ้า 5 มิลลิโวลต์ 

ความถี่ 10 Hz ถึง 10 MHz โดยใช้เครื่อง Potentiostat Autolab model PGSTAT302N 

ในสารละลาย 5 mM โพแทสเซียมเฟอร์โรไซยาไนด์ (Potassium ferricyanide) 

(K3[Fe(CN6)]) ใน 0.1 M โพแทสเซียมคลอไรด์ (KCl) โดยต่อวงจรแบบ Warburg. 
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3.3.2.4 การทดสอบความเสถียรของหวัวดัไบโอเซนเซอร์ที่พฒันาขึ้นในสภาวะการกวนระดบัต่าง ๆ 

น าหัววัดไบโอเซนเซอร์ท่ีพัฒนาขึ้นมาทดสอบโดยใช้เทคนิคแอมเพอโรเมตริก 

(amperometric measurement) โดยใช้เครื่องคุมอุณหภูมิท่ีผลิตโดยนักศึกษาปริญญาตรี 

ภาควิชาวิศวกรรมไฟฟ้า คณะวิศวกรรมศาสตร์และเทคโนโลยีอุตสาหกรรม มหาวิทยาลัย

ศิลปากร ในการทดลองจะใช้ขวดแก้ว 2 ช้ัน เพื่อให้น้ าท่ีมีอุณหภูมิคงท่ีท่ี 37 องศาเซลเซียส 

ไหลผ่านช้ันนอก (ภาพท่ี 16a) ก าหนดให้ขั้วไฟฟ้าท างาน (working electrode) คือหัววัด

ไบโอเซนเซอร์ท่ีพัฒนาขึ้น ข้ัวไฟฟ้าอ้างอิง (reference electrode) คือซิลเวอร์-ซิลเวอร์คลอ

ไรด์ (Ag/AgCl) และขั้วไฟฟ้าช่วยคือลวดแพลทินัม (Platinum wire) จากนั้นท าการจุ่ม

ขั้วไฟฟ้าท้ังสามลงในขวดแก้วสองช้ันท่ีมีโซเดียมอะซิเตรทบัฟเฟอร์ 15 มิลลิลิตรโดยท่ีมีแท่ง

แม่เหล็กอยู่ข้างใน (ภาพที ่16b) จากนั้นเติมกลูโคสลงไปให้มีความเข้มข้น 25.6 mg/ml แล้ว

ท าการปรับความเร็วรอบในการกวนเป็น 0, 150, และ 500 รอบต่อนาที โดยท าความเร็ว

รอบละ 72 ช่ัวโมง 

 

 

 

       

 

 

 
 
ภาพท่ี 16 เครื่องมือวิเคราะห์เทคนิคแอมเพอโรเมตรี a) เครื่องมือวิเคราะห์เทคนิคแอมเพอโรเมตรี
และ b) การวิเคราะห์ด้วยเทคนิคแอมเพอโรเมตริก (I) ขั้วไฟฟ้าท างาน (II) ขั้วไฟฟ้าอ้างอิงและ (III) 
ขั้วไฟฟ้าช่วย 

a b 

II III 

I 
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3.3.2.5 การทดสอบความเสถียรหลงัจากเก็บรักษาหวัวดัไบโอเซนเซอร์ที่พฒันาขึ้นในระยะเวลา

ต่างๆ 

น าหัววัดไบโอเซนเซอร์ท่ีพัฒนาขึ้นท าการทดสอบวัดความเข้มข้นของกลูโคสในความเข้มข้น

ต่าง ๆ ภายใต้สภาวะท่ีมีกวน 150 รอบต่อนาที โดยใช้เครื่องมือวิเคราะห์เทคนิคแอมเพอโรเมตรี 

(ภาพที่ 16b) จากนั้นแช่ในโซเดียมอะซิเตรทบัฟเฟอร์และน าไปเก็บท่ี 4 องศาเซลเซียส จากนั้นวันท่ี 4 

น าออกมาทดสอบความสามารถในการวัดความเข้มข้นของกลูโคสในความเข้มข้นต่าง ๆ จากนั้นก็

น าไปเก็บท่ี 4 องศาเซลเซียสดังเดิม ท าซ้ าแบบนี้ในวันท่ี 7, 10 และ 13 นับจากวันท่ีสร้างหัววัด

ไบโอเซนเซอร์ ซึ่งสามารถหา Signal stability ได้จากสมการท่ี (6) 

𝑆𝑖𝑔𝑛𝑎𝑙 𝑠𝑡𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑡𝑦 =
𝑆𝑡𝑒𝑠𝑡

𝑆𝑖𝑛𝑖𝑡𝑖𝑎𝑙
× 100      (6) 

3.3.2.6 การปรับสภาพกากชานอ้อย 

น ากากชานอ้อย (10% solid loadings) มาปรับสภาพด้วย 7.5% โซเดียมไฮดรอก
ไซด์ (NaOH) ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที แล้วน ามาหยุดปฏิกิริยาทันที
ในถังน้ าแข็งเป็นเวลา 15 นาที จากนั้นน ามากรองปรับ pH ด้วยน้ ากล่ันให้ได้ pH 5-6 โดยท่ี
ท าการเติม 0.02% โซเดียมเอไซด์ลงไปเล็กน้อยเพื่อป้องกันไม่ให้เช้ือจุลินทรีย์ จากนั้นเก็บ
ส่วนของแข็งท่ีได้ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

3.3.2.7 การทดสอบความเสถียรของหัววัดอิเล็กโทรดท่ีพัฒนาขึ้น ในกระบวนการย่อยชีวมวลด้วย

เอนไซม์เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง 

ท าการทดสอบหัววัดไบโอเซนเซอร์ท่ีพัฒนาขึ้นโดยใช้เทคนิคแอมเพอโรเมตริก โดย
ภายในขวดแก้วสองช้ันประกอบไปด้วยชานอ้อย 5%, เอนไซม์เซลลูโลส 20 FPU/g 
cellulose, เอนไซม์ β-glucosidase 1 U/g cellulose, 0.02% sodium azide และอะซิ
เตรทบัฟเฟอร์ จากนั้นน าขั้วไฟฟ้าท้ังสามจุ่มลงไป โดยมีความเร็วรอบในการกวน 150 รอบ
ต่อนาทีเป็นเวลา 72 ช่ัวโมง อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

3.3.2.8 การทดสอบวัดน้ าตาลกลูโคสท่ีเกิดขึ้นในกระบวนการย่อยชีวมวลด้วยเอนไซม์ด้วย HPLC 

การทดสอบวัดน้ าตาลกลูโคสในกากชานอ้อย โดยการน าชานอ้อยท่ีผ่านการปรับ

สภาพแล้ว 5% loadings มาเติมเอนไซม์เซลลูเลส 20 FPU/g cellulose และเอนไซม์ β-

glucosidase 1 U/ml ในหลอดปั่นเหวี่ยง 15 มิลลิลิตร น าไปบ่มแบบเขย่าความเร็วรอบ 
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150 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง จากนั้นท าการเก็บ

ตัวอย่างในช่ัวโมงท่ี 0, 4, 8, 12, 24, 48 และ 72 โดยแต่ละตัวอย่างท่ีเก็บมาในแต่ละช่ัวโมง 

น ามาแช่ในน้ าเดือด 5 นาที เพื่อหยุดปฏิกิริยา จากนั้นท าการแยกของแข็งและของเหลวด้วย

การกรอง น าของเหลวท่ีได้มาวิเคราะห์หาความเข้มข้นของกลูโคสโดยการใช้ HPLC 

(Shimadzu Scientific Instruments, Columbia, MD) โดยใช้คอลัมม์ Rezex™ RPM-

Monosaccharide Pb+2 (8%) และ guard cartridges (Phenomenex Inc, Torrance, 

CA) ด้วยน้ าปราศจากไอออนเป็นเฟสเคล่ือนท่ี (mobile phase) ท่ีอุณหภูมิ 80 องศา

เซลเซียสและอัตราการไหล 0.5 มิลลิลิตรต่อนาที ด้วยเครื่องตรวจจับดัชนีการหักเหของแสง 

(refractive index detector) ในส่วนของกลูโคสมาตรฐานจาก Sigma-Aldrich (USA) 
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บทที่ 4 

ผลกำรทดลอง 

4.1  การพัฒนาหัววัดกลูโคสไบโอเซนเซอร์ให้สามารถใช้งานได้นานขึ้นด้วยเอนไซม์ PQQ-

dependent glucose hydrogenase (PQQ-GDH) 

ในการท่ีประดิษฐ์หัววัดน้ าตาลนั้น บนลวดทองค านั้นการเคลือบโดยพอลิอะนีลีน ตามด้วย

อนุภาคนาโนทองค าและคาราจีแนน จากนั้นหัววัดจะถูกน าไปแช่ในสารละลายเอนไซม์ PQQ-GDH 

เพื่อให้เอนไซม์เข้าไปอยู่ในร่างแหของพอลิอะนีลีน จากนั้นเอนไซม์จะถูกตรึงกับร่างแหด้วยกลูตารอล

ดีไฮด์ ต่อมาหัววัดจะถูกน าไปเคลือบด้วยพอลียูรีเทน (PU) เพื่อเพิ่มระยะเวลาในการใช้งาน (ภาพท่ี 

17) และหลังจากเสร็จกระบวนการ จะเห็นลวดทองค าถูกเคลือบอย่างชัดเจน (ภาพที่ 18)     

 

 

 

 

 
 a.                           b.                              c.                               d. 

ภาพท่ี 17 ภาพจ าลองหัววัดน้ าตาลท่ีพัฒนาขึ้น a) ลวดทองค าท่ีเคลือบด้วยพอลิอะนีลีน b) เคลือบ
ทับด้วยอนุภาคทองค า c) เคลือบทับด้วยเอนไซม์ PQQ-GDH และ 25% กลูตารอลดีไฮด์ และ d) 
เคลือบทับช้ันสุดท้ายด้วยพอลิยูรีเทน 
  ลวดทองค า    เส้นใยพอลิอะนีลีน   อนุภาคนาโนทองค าและคารจีแนน

 PQQ-GDHs enzyme            25 % กลูตารอลดีไฮด์  พอลิยูรีเทน 
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ภาพที่ 18 หัววัดน้ าตาลท่ีพัฒนาขึ้นบนลวดทองค าซึ่งวงกลมแสดงการเคลือบบนเส้นลวดทองค า 

4.2 การศึกษาสัณฐานของหัววัดไบโอเซนเซอร์โดย SEM 

รูปสัณฐานของเส้นใยพอลิอะนีลีนท่ีเคลือบอยู่บนหัววัดทองค า โครงสร้างของอนุภาค PANI 
มีหลากหลายรูปแบบ ประกอบไปด้วยรูปแบบเม็ด (granules) รูปแบบเส้นใย (nanofibers) รูปแบบ
ฟิล์ม (thin-films) เป็นต้น (Stejskal et al. 2010) ซึ่งในงานวิจัยนี้อนุภาค PANI ท่ีใช้มีรูปร่างแบบ
เม็ด  โดยในการทดลองได้ท าการให้กระแสไฟฟ้าในขั้นตอนการท า electropolymerization ท่ี
แตกต่างกัน คือ 0.05, 0.1, 0.2 และ 0.4 mA/cm2 ตามล าดับ (ภาพท่ี 19) โดยภาพท่ี 19a ไม่มี
ลักษณะของอนุภาคเม็ดพอลิอะนีลีนปรากฏ ซึ่งมีลักษณะคล้ายกับงานวิจัยของ Rajesh  ท่ีท าการ
ทดลองโดยการน าแผ่นฟิล์มแช่ลงไปในสารละลายพอลิอะนีลีนโดยไม่ใช้กระแสไฟฟ้า (Rajesh A, 
2016) ดังนั้นท่ีกระแสไฟฟ้า 0.05 mA/cm2  ไม่เพียงพอท่ีจะท าให้เกิดอนุภาคเม็ดพอลิอะนีลีนได้ 
ภาพท่ี 19b จะเห็นว่ามีลักษณะของอนุภาคเม็ดพอลิอะนีลีนปรากฏอยู่ ภาพท่ี 19c จะเห็นได้ว่าท่ี
กระแสไฟฟ้า 0.2 mA/cm2  พอลิอะนีลีนมีลักษณะเป็นอนุภาคเม็ด ซึ่งลักษณะท่ีเห็นคล้ายกับงานวิจัย
ของ Jia และคณะ (B. Jia & Zhang, 2016) และภาพท่ี 19d เส้นใยมีลักษณะเป็นวงกลมเล็ก ๆ อยู่
บนผิวอิเล็กโทรดซึ่งเกิดจากการสะสมของพอลิอะนีลีนหลายช้ันมากขึ้นท าให้ประสิทธิภาพในการคาย
ประจุลดลงจึงท าให้มีความสามารถในการสร้างเส้นใยได้น้อยลง (Hassan et al., 2020) ดังนั้นท่ี
กระแสไฟฟ้า 0.2 mA/cm2 จึงเป็นกระแสไฟฟ้าท่ีเหมาะสมในการท า electropolymerization ใน
งานทดลองนี้ 

 
 
 
 
 
 
 
 



  34 

 
 

 

 

 

 

 

 

 
ภาพท่ี 19 สัณฐานวิทยาของพอลิอะนีลีนท่ีเคลือบบนหัววัดน้ าตาล a) กระแสไฟฟ้า 0.05 mA/cm2 
b) กระแสไฟฟ้า 0.1 mA/cm2  c) กระแสไฟฟ้า 0.2 mA/cm2  และ d) กระแสไฟฟ้า 0.4 mA/cm2 

เมื่อท าการเคลือบช้ัน Carr-AuNPs/NaBH4 หัววัดทองค าท่ีมีพอลิอะนีลีนแล้วนั้น จะ
สังเกตเห็นได้ว่ามีคาราจีแนนมีลักษณะเป็นพื้นผิวและมีอนุภาคเล็ก ๆ อยู่บริเวณท่ัว (ลูกศรทึบสีน้ า
เงิน) และอนุภาคนาโนทองค ามีลักษณะเป็นอนุภาคขนาดใหญ่อยู่กระจายไปท่ัวคาราจีแนนท่ีเคลือบ
อยู่บนหัววัด (ลูกศรประสีแดง) (ภาพที่ 20) 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 20 สัญฐานวิทยาของ Carr-GNPs/NaBH4 ภายในและบนผิวของพอลิอะนีลีน 

b 

c 

a 

d 
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หลังจากท่ีหัววัดถูกน าไปแช่ในสารละลายเอนไซม์ PQQ-GDH และตรึงด้วย 25% กลูตารอล

ดีไฮด์ จะเห็นว่าอนุภาคนาโนทองค าถูกเคลือบกลบ จนไม่สามารถสังเกตเห็นได้ (ภาพท่ี 21a) และเมื่อ

เคลือบช้ันสุดท้ายด้วยพอลิยูรีเทน (PU) ซึ่งจะสังเกตว่าผิวหัววัดมีความเรียบขึ้น (ภาพท่ี 21b) และรู

พรุนของ PU เกิดจากการท าแห้ง มีขนาด 1-10 นาโนเมตร การท่ีมีรูพรุนนั้นช่วยให้กลูโคส ซึ่งมีขนาด 

1 นาโนเมตร ยังเข้าไปท าปฏิกิริยากับเอนไซม์ในไบโอเซนเซอร์ได้ นอกจากนี้ PU ยังป้องกันไม่ให้

เอนไซม์ออกจากไบโอเซนเซอร์ได้เพราะเอนไซม์ PQQ-GDH มีขนาดต้ังแต่ 90 ถึง 130 kDa (Satake, 

2015) 

 

 

 

 

 
 
ภาพที่ 21 สัญฐานวิทยาของหัววัดไบโอเซนเซอร์หลังจากเคลือบ a) กลูตารอลดีไฮด์ และ b) พอลิยูรี
เทน (PU) 

4.3  การศึกษาธาตุและองค์ประกอบของหัววัดไบโอเซนเซอร์โดยเทคนิค Energy Dispersive X-

ray Spectroscopy (EDS) 

ท าการวิเคราะห์ธาตุและองค์ประกอบของหัววัดไบโอเซนเซอร์ โดยน าหัววัดไบโอเซนเซอร์ท่ี

เคลือบด้วยพอลิอะนีลีนและสารละลาย carr-AuNPs มาท าการวิเคราะห์ EDS จากแรงระหว่าง

อะตอม จากผลการศึกษาพบว่า เมื่อเคลือบหัววัดไบโอเซนเซอร์ Au/PANI/Carr-AuNPs แล้วมี

ส่วนประกอบของอนุภาคทองค าอยู่ท่ี    45.14  % (รูปท่ี 22) 

 

 

 

a b 
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ภาพที่ 22 การวิเคราะห์ EDS ของหัววัดไบโอเซนเซอร์ท่ีเคลือบด้วย carr-AuNPs/NaBH4. 

4.4 การทดสอบหัววัดไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้น 

4.3.1 การตอบสนองน ้ าตาลกลูโคสของไบโอเซนเซอร์ที่พฒันาขึ้น 

จากผลการทดสอบหัววัดน้ าตาลท่ีพัฒนาได้บนลวดทองค า ท่ีแสดงความสัมพันธ์ระหว่าง

ความเข้มข้นน้ าตาล (mg/ml) กับกระแสไฟฟ้า (µA) ทดสอบใน 50 mM โซเดียมอะซิเตทบัฟเฟอร์ 

ในความเข้มข้นของน้ าตาลกลูโคส 0-40 mg/ml ทดสอบโดยใช้ไบโอเซนเซอร์ท่ีพัฒนาขึ้นบนลวด

ทองค า ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พบว่าเมื่อความเข้มข้นของน้ าตาลเพิ่มขึ้น กระแสไฟฟ้าเพิ่มขึ้น 

แสดงให้ทราบว่าหัววัดไบโอเซนเซอร์ท่ีพัฒนาขึ้น สามารถใช้ในการวัดปริมาณน้ าตาลได้จริง และเห็น

ได้ว่าหัววัดท่ีพัฒนาบนลวดทองค ามีความไวในการตอบสนอง 0.8526 µA/(mg/ml) และ R2 = 

0.9973 (ภาพที่ 23a) และ ภาพที่ 23b แสดงการตอบสนองของสัญญาณไฟฟ้าเมื่อเติมน้ าตาลกลูโคส 

แล้วกระแสไฟฟ้าท่ีตอบสนองเพิ่มข้ึนทันที จึงเป็นส่ิงท่ียืนยันได้ว่าหัววัดน้ าตาลท่ีพัฒนาขึ้นสามารถใช้

งานได้จริงในสภาวะท่ีมีการกวนท่ี 150 รอบต่อนาทีตลอดเวลา นอกจากนี้หัววัดไบโอเซนเซอร์ท่ีพัฒน

ขึ้นสามารถวัดความเข้มข้นของน้ าตาลได้สูงสุด 69±4 mg/ml  
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ภาพที่ 23 การตอบสนองของหัววัดน้ าตาลท่ีพัฒนาได้บนลวดทองค าต่อน้ าตาลกลูโคสท่ีความเข้มข้น
ต่าง ๆ โดย a) กราฟมาตรฐานกลูโคสท่ีแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นกลูโคส (mg/ml) กับ
กระแสไฟฟ้า (µA) และ b) กราฟแสดงความเข้มข้นท่ีเพิ่มขึ้นต่อเวลาท่ีแสดงความสัมพันธ์ระหว่าง
เวลา (วินาที) กับความเข้มข้นของกลูโคส (mg/ml) โดยท าการเติมกลูโคสความเข้มข้น 300 mg/ml 

ลงไปทุก ๆ 120 วินาที (→) 

4.3.2 ความเร็วในการตอบสนองของไบโอเซนเซอร์ที่พฒันาขึ้น 

ผลการทดสอบไบโอเซนเซอร์ท่ีพัฒนาขึ้นบนลวดทองค าต่อเวลาในการตอบสนองกับน้ าตาล

กลูโคสท่ีความเข้มข้นต่าง ๆ แสดงความสัมพันธ์ระหว่างเวลา (นาที) และกระแสไฟฟ้า (µA) ซึ่งในการ

ทดลองท าการเติมน้ าตาลกลูโคส 300 mg/ml ลงในอะซิเตรตบัฟเฟอร์ทุก 120 วินาที จากกราฟจะ

สังเกตเห็นว่าเวลาในการเติมน้ าตาล (■) กับเวลาท่ีไบโอเซนเซอร์ตอบสนองกับน้ าตาล (●) มีค่า

ต่างกัน แต่อยู่ในช่วงไม่เกิน 10 วินาที ดังนั้นไบโอเซนเซอร์จึงมีการตอบสนองต่อความเข้มข้นของ

น้ าตาลท่ีเปล่ียนไปได้อย่างรวดเร็ว (ภาพที่ 24) 

a b 

0

10

20

30

40

50

0 200 400 600 800

คว
าม

เข
้มข

้นข
อง

กล
ูโค

ส 
(m

g/
m

l) 

เวลา (วินาที) 

300 mg/ml 

กลูโคส y = 0.8526x + 37.574 
R² = 0.9973 

0

20

40

60

80

0 10 20 30 40 50

กร
ะแ

สไ
ฟฟ

้า (
µA

) 

ความเข้มข้นของกลูโคส (mg/ml) 



  38 

 

ภาพที่ 24 ผลการทดสอบไบโอเซนเซอร์ท่ีพัฒนาได้บนลวดทองค าต่อเวลาในการตอบสนองกับน้ าตาล
กลูโคสท่ีความเข้มข้นต่าง ๆ 

4.3.3 การทดสอบความเสถียรของการเก็บรักษาหวัวดัน ้ าตาลที่พฒันาขึ้น 

ผลการทดสอบความเสถียรของการเก็บรักษาหัววัดน้ าตาลท่ีพัฒนาขึ้นท่ีอุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส ในวันท่ี 0, 4, 7, 10 และ 13 นับจากวันท่ีสร้างหัววัดไบโอเซนเซอร์ (ภาพท่ี 25) พบว่าวันท่ี 

0 ถึงวันท่ี 4 หัววัดไบโอเซนเซอร์ท่ีพัฒนาขึ้นตอบสนองในการวัดน้ าตาลได้คงท่ี ในวันท่ี 4 ถึงวันท่ี 10 

หัววัดไบโอเซนเซอร์มีการตอบสนองต่อน้ าตาลเพิ่มขึ้น อาจเป็นเพราะรูพรุนของพอลิยูรีเทนมีขนาด

ใหญ่ขึ้น น้ าตาลจึงเข้าไปยังรูพรุนของพอลิอะนีลีนได้มากขึ้น จึงท าให้ท าปฏิกิริยากับเอนไซม์ได้มากขึ้น 

(Fang et al., 2017) และหลังจากวันท่ี 10 ความสามารถในการตอบสนองของหัววัดน้ าตาลลดลง

อาจเนื่องมาจากการท่ีเอนไซม์มีประสิทธิภาพในการท างานน้อยลงหรือเอนไซม์หลุดออกมาจากตัว

หัววัดน้ าตาล เนื่องจากความพอลิยูรีเทนท่ีเคลือบนั้นเกิดการเส่ือมสภาพ 

50
52
54
56
58
60
62
64
66
68
70
72
74
76

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26

กร
ะแ

สไ
ฟฟ้

า 
(µ

A)
 

เวลา (นาที) 



  39 

 

 

ภาพที่ 25 ผลการทดลองการทดสอบความเสถียรของการเก็บรักษาหัววัดน้ าตาลท่ีพัฒนาขึ้นหลังจาก
ท่ีเก็บรักษาในโซเดียมอะซิเตรทบัฟเฟอร์ ในวันท่ี 0 , 4, 7, 10, และ 13 หลังจากวันท่ีสร้างหัววัด
ไบโอเซนเซอร์ 

4.4 ผลจากการทดสอบปฏิกิริยารีดอกซ์บนหัววัดไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นจาก Cyclic 

Voltammetry 

ผลจากการทดสอบไซคลิกโวลแทมเมตรี (Cyclic Voltammetry) ท าการวิเคราะห์เพื่อ

ทดสอบความสามารถในการรับส่งอิเล็กตรอนของขั้วไฟฟ้าท างาน (working electrode) ซึ่งทดสอบ

ในโซเดียมอะซิเตรทบัฟเฟอร์ (ภาพท่ี 26 I) และในโซเดียมอะซิเตรทบัฟเฟอร์ท่ีมีกลูโคส 18 mg/ml 

(ภาพท่ี 26II) พบว่าไซคลิกโวลแทมโมแกรมท้ังสองคล้ายกัน คือการแสดงถึงการเกิด oxidation-

reduction ของหัววัดแบบย้อนกลับและเมื่อมีกลูโคสอยู่ในบัฟเฟอร์ การตอบสนองของกระแสไฟฟ้า

เพิ่มมากขึ้น ซึ่งเป็นผลมาจากการแลกเปล่ียนอิเล็กตรอนในปฏิกิริยาของเอนไซม์ PQQ-GDH จาก

ไบโอเซนเซอร์กับน้ าตาลกลูโคส (Jiaojiao et al., 2022, Gamella, 2019) และจะสังเกตเห็นพีค 

บริเวณ 0.5 V จึงเลือกท่ีจะท าการทดลองท่ี 0.5 V vs Ag/AgCl ในการวัดน้ าตาลจากหัววัด

ไบโอเซนเซอร์ตลอดการทดลอง 
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ภาพที่ 26 โวลแทมโมแกรมท่ีอัตราการสแกนท่ี 100 mVs-1 ของหัววัดไบโอเซนเซอร์ท่ีพัฒนาขึ้น โดย 
I) ทดสอบใน NaOAc บัฟเฟอร์ และ II) ทดสอบใน NaOAc บัฟเฟอร์ท่ีมีกลูโคส 0.6 mg/ml   

4.5 การวัดความต้านทานไฟฟ้าของหัววัดไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นโดย Electrochemical 

impedance spectroscopy 

ความต้านทานไฟฟ้าเนื่องจากการไหลผ่านของอิเล็กตรอน  (The electron transfer 

resistance (Rct)) (รูปท่ี 27) ท่ีพื้นผิวของอิเล็กโทรด โดย Rct  เป็นการวิเคราะห์ Potentiostat 

Autolab รุ่น PGSTAT302N ใน 5 mM K3[Fe(CN6)] ใน 0.1 M KCl ท่ี 10-1×107 Hz และ 5 mV. 

(ภาพที่ 26) ค่า Rct ของลวดทองค า (▲) คือ 57.903 โอห์ม เมื่อเคลือบลวดทองค าด้วยพอลิอะนีลีน    

( * ) ค่า Rct ลดลงเป็น 44.984 โอห์ม เนื่องจากมีพอลิอะนีนซึ่งน าไฟฟ้าได้ ลวดทองค าท่ีเคลือบด้วย

พอลิอะนีนและอนุภาคนาโนคลอไรด์ (♦) ค่า Rct ลดลงเป็น 39.169 โอห์ม เมื่อเปรียบเทียบกับ 

Au/AuNPs/PQQ-GDH (■) มีค่า Rct เพิ่มข้ึนเนื่องจากมีการเคลือบเอนไซม์ PQQ-GDH ท่ีไม่น าไฟฟ้า

ท าให้ค่าท่ีได้ใกล้เคียงกับลวดทองค าเปล่า และค่า Rct ของไบโอเซนเซอร์ท่ีพัฒนาขึ้น (●) นั้นมากกว่า

ค่า Rct ของท้ังหมด เนื่องจากพอลิยูรีเทนไม่น าไฟฟ้า (Bekir, 2017) อย่างไรก็ตามแม้ว่าจะมีความ

ต้านทานเพิ่มมากขึ้น แต่ค่าต้านทานของหัววัดไบโอเซนเซอร์ท่ีพัฒนาขึ้นก็อยู่ในช่วงเดียวกับหัววัดท่ี

พัฒนาขึ้นโดยงานวิจัยของ Sarauli และคณะ (2014) ได้ท าการสร้างอิเล็คโทรด (Au/(Poly(2-

Reduction 

Oxidation 

II 

I 
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methoxyaniline-5-sulfonic acid)-co-aniline polymer (PMSA1):PQQ-GDH)/(Poly(3-

aminobenzoic acid-co-2-methoxyaniline-5-sulfonic acid) (PABMSA1)-PMSA1:PQQ-GDH) 

พบว่าเมื่อท าการเมื่อท าการเคลือบ PABMSA1-PMSA1:PQQ-GDH ค่า Rct มีค่าเพิ่มขึ้น เนื่องจาก

ความหนาท่ีเพิ่มขึ้นของพอลิเมอร์และเอนไซม์ซึ่งเป็นอุปสรรคส าหรับการถ่ายโอนประจุของพื้นผิวของ

อิเล็กโทรด (Sarauli et ai., 2014) และงานวิจัยของ Yang และคณะ (2021) โดยท าการสร้าง

อิเล็กโทรด (Graphite oxide (GO)/Cobalt hydroxide (GCC)/Glucose oxidase 

(GOx)/chitosan) พบว่าเมื่อมีเอนไซม์ GOx บนอิเล็คโทรด ค่า Rct เพิ่มมากขึ้น เนื่องจากพันธะโพ

ลีเปปไทด์ไม่น าไฟฟ้า ท าให้มีค่าการต้านไฟฟ้าสูงขึ้น (Yang et al., 2021) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 27 ไนควิสต์พล็อต (Nyquist plot) ของ EIS ลวดทองค า (▲), Au/PANI ( * ), Au/AuNPs 

(♦),  Au/AuNPs/PQQ-GDH (■)  และ Au/AuNPs/PQQ-GDH/PU (●) 
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4.6 การทดสอบความเสถียรของไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาแล้วเป็นเวลา 72 ชั่วโมงภายใต้ความเร็ว

รอบที่แตกต่างกัน 

การทดสอบความเสถียรของไบโอเซนเซอร์ท่ีพัฒนาขึ้นภายใต้สภาวะท่ีมีการกวนท่ี 0, 150, 

และ 500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง ท าการทดลองโดยจุ่มไบโอเซนเซอร์ท่ีพัฒนาขึ้นในอะซิ

เตรตบัฟเฟอร์ท่ีมีกลูโคสความเข้มข้น 25 mg/ml โดยจะเห็นว่าไบโอเซนเซอร์แสดงกระแสไฟฟ้าท่ี

เพิ่มขึ้นเล็กน้อยในประมาณ 4 ช่ัวโมงแรก อาจะเป็นเพราะเมมเบรนของพอลิยูรีเทนได้รับความ

เสียหายจากการกวน ท าให้กลูโคสสามารถเข้าไปได้มากขึ้น (Fang et al., 2017) หลังจากช่ัวโมงท่ี 4 

หัววัดไบโอเซนเซอร์สามารถวัดค่าน้ าตาลได้คงท่ีได้ตลอด 72 ช่ัวโมงท้ังสามความเร็วรอบ ซึ่งถือว่าเป็น

ระยะคงท่ี (stationary phase) (Fang et al., 2014) และเมื่อมีความเร็วรอบสูงขึ้นกระแสไฟฟ้าท่ีวัด

ได้สูงขึ้นด้วยเช่นกัน (ภาพท่ี 28) อาจเป็นเพราะความเร็วรอบสูงขึ้น ช้ันของพอลิยูรีเทนท่ีเคลือบไว้

อาจได้รับความเสียหายมากขึ้น ท าให้กลูโคสเข้าไปท าปฏิกิริยากับไบโอเซนเซอร์ได้มากขึ้น  

 

ภาพที่ 28 การทดสอบความเสถียรของไบโอเซนเซอร์ท่ีพัฒนาขึ้นภายใต้สภาวะการกวนท่ีต่างกัน โดย

ท่ีความเร็วรอบในการกวนท่ี 0 รอบต่อนาที ( × ), 150 รอบต่อนาที ( — ) และ 500 รอบต่อนาที     

( ∆ ) โดยค่าความคลาดเคล่ือน (error bars) แสดงถึงค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานจากการท าซ้ า 3 ซ้ า 
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4.7 การทดสอบความเสถียรของหัววัดน้ าตาลที่พัฒนาแล้วเป็นเวลา 72 ชั่วโมงภายใต้สภาวะ

ไฮโดรไลซิส 

การทดสอบความเสถียรของหัววัดน้ าตาลในสภาวะไฮโดรไลซิสท่ีความเร็วรอบ 150 รอบต่อ

นาที ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ช่ัวโมงภายใต้ศักย์ไฟฟ้า 0.50 โวลต์ เทียบกับ 

Ag/AgCl โดยสภาวะไฮโดรไลซิสท าในขวดแก้วสองช้ัน ท่ีมีชานอ้อย 5%, เอนไซม์เซลลูโลส 20 FPU/g 

cellulose, เอนไซม์ β-glucosidase 1 U/g cellulose และ 0.02% โซเดียมเอไซด์ในโซเดียมอะซิ-

เตทบัฟเฟอร์ 

 

 

 

 

 

 
ภาพที่ 29 ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของชานอ้อยและเอนไซม์เซลลูเลสในขวดแก้วสองช้ัน ท่ีความเร็วรอบ 
150 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เมื่อเวลาผ่านไป 0, 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง 

จากภาพท่ี 29 หัววัดน้ าตาลถูกจุ่มในสภาวะไฮโดรไลซิส ท่ีสภาวะเริ่มต้น (ช่ัวโมงท่ี 0) ชาน

อ้อยไม่มีการฟุ้งกระจายเนื่องจากยังไม่ถูกย่อยด้วยเอนไซม์ หลังจากช่ัวโมงท่ี 24 ถึงช่ัวโมงท่ี 72 จะ

สังเกตว่ามีการฟุ้งกระจายของชานอ้อยท่ัว ขวดแก้วสองช้ัน เพราะเอนไซม์ท าการย่อยชานอ้อยจึงท า

ให้มีการเปล่ียนแปลงทางกายภาพและเมื่ออ่านกระแสไฟฟ้าท่ีเกิดขึ้น พบว่าในช่วงช่ัวโมงท่ี 0 ถึง 5 

หัววัดไบโอเซนเซอร์ท่ีพัฒนาขึ้นไม่สามารถอ่านค่ากระแสไฟฟ้าได้ อาจเนื่องมาจากกลูโคสท่ีเกิดมี

ปริมาณท่ีน้อยเกินกว่าความสามารถของไบโอเซนเซอร์จะวัดได้ แต่หลังจากช่ัวโมงท่ี 5 หัววัด

ไบโอเซนเซอร์เริ่มมีการตอบสนองต่อกลูโคสท่ีเกิดขึ้นได้และแสดงค่าเพิ่มขึ้นอย่างต่อเนื่อง เนื่องจาก

เกิดการย่อยชานอ้อยได้เพิ่มมากขึ้น จนถึงช่ัวโมงท่ี 41 จะสังเกตเห็นความไม่เสถียรของกระแสไฟฟ้าท่ี

วัด (ภาพที่ 30) อาจเนื่องจากการท าไฮโดรไลซิสท่ีมีการกวนตลอดเวลาท าให้ชานอ้อยฟุ้งกระจายเสียด

สีกับไบโอเซนเซอร์ แล้วไปท าลายช้ันพอลิยูรีเทนท่ีเคลือบนอกสุด ท าให้เกิดความเสียหายและรบกวน

0 ช่ัวโมง 24 ช่ัวโมง 48 ช่ัวโมง 72 ช่ัวโมง 
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การท างานของไบโอเซนเซอร์ ท่ีพัฒนาขึ้น อย่างไรก็ตามค่าน้ าตาลกลูโคสท่ีวัดได้จากหัววัด

ไบโอเซนเซอร์ท่ีพัฒนาขึ้นนั้นมีความใกล้เคียงกับค่าน้ าตาลกลูโคสท่ีวัดได้จากการใช้เทคนิค HPLC 

แสดงว่าหัววัดไบโอเซนเซอร์ ท่ีพัฒนาขึ้นสามารถใช้งานได้จริงในสภาวะไฮโดรซิสท่ีมีการกวน

ตลอดเวลาและสามารถรายงานผลน้ าตาลได้อย่างทันท่วงที (real-time) จากขวดปฏิกรณ์โดยท่ีค่า ซึ่ง

เทคนิค HPLC ไม่สามารถรายงานผลได้ทันท่วงทีได้ ซึ่งนอกจากจะเป็นการประหยัดเวลาและ

ค่าใช้จ่ายในการเตรียมตัวอย่างเพื่อวัดน้ าตาลจาก HPLC และยังประหยัดเวลาท่ีใช้ท้ังหมดในการ

วิเคราะห์จากปฎิกิริยาไฮโดรไลซิสในกระบวนการชีวภาพได้อีกด้วย  เพราะในการใช้ไบโอเซนเซอร์

สามารถเห็นปฏิกิริยาเริ่มคงท่ีในช่ัวโมงใด จึงสามารถหยุดปฏิกิริยาได้ทันที ไม่ต้องรอครบ 72 ช่ัวโมง 

แต่ถ้าใช้ HPLC จะไม่สามารถทราบว่าปฏิกิริยาเริ่มคงท่ีต้ังแต่ช่ัวโมงท่ีเท่าไหร่ ท าให้ต้องท าให้ครบ

ปฏิกิริยาตลอด 72 ช่ัวโมงก่อนถึงจะสามารถหยุดปฏิกิริยาได้ และจากการวิเคราะห์ข้อมูลแบบปกติ

โดยใช้สถิติแบบ Pair t-test ของ 7 ตัวอย่าง พบว่าค่า P-value มีค่าเท่ากับ 0.003 มีค่าน้อยกว่าค่า

นัยส าคัญทางสถิติ 0.05 แปรผลได้ว่าความเข้มข้นของน้ าตาลท่ีวัดโดยหัววัดไบโอเซนเซอร์ท่ีพัฒนาขึ้น

กับ HPLC แต่ต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือมั่นร้อยละ 95  
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ภาพที่ 30 การทดสอบความเสถียรของไบโอเซนเซอร์ท่ีพัฒนาขึ้น ทดสอบภายใต้สภาวะไฮโดรไลซิสท่ี
ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง โดยความเข้มข้น

ของกลูโคส (mg/ml) วิเคราะห์ด้วยหัววัดน้ าตาล (—) และด้วยเทคนิค HPLC ( * ) โดยค่าความ

คลาดเคล่ือน (error bars) แสดงถึงค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานจากการท าซ้ า 3 ซ้ า 
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บทที่ 5 

สรุปผลกำรทดลอง 

ในงานวิจัยนี้ได้พัฒนากลูโคสไบโอเซนเซอร์ (Au/AuNPs/PQQ-GDH/PU) จากลวดทองค า 

(Au) และเคลือบด้วยช้ันนาโนทองค า (AuNPs), เอนไซม์ (PQQ-GDH), และการป้องกันช้ันนอกสุด

ด้วยพอลิยูรีเทน (PU) ท่ีสามารถใช้งานได้นานถึงอย่างน้อย 72 ช่ัวโมงภายใต้สภาวะท่ีมีการกวน

ตลอดเวลา สามารถวัดความเข้มข้นของกลูโคสได้สูงสุด 69±4 mg/ml ท้ังนี้เอนไซม์ท่ีใช้ยังคง

คุณสมบัติการรับส่งอิเล็กตรอนแบบรีดอกซ์ (redox) และแม้ว่าเกิดการเพิ่มขึ้นของความต้านทาน

ไฟฟ้าเมื่อเคลือบหัววัดมากขึ้น แต่ก็ยังอยู่ในช่วงท่ียังสามารถส่งผ่านกระแสไฟฟ้าได้ เมื่อทดสอบความ

เสถียรหลังจากการเก็บรักษา พบว่าหัววัดไบโอเซนเซอร์มีความเสถียรได้อย่างน้อย 4 วัน เมื่อเก็บไว้ใน

บัฟเฟอร์ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นอกจากนี้ในสภาวะการกวนระดับต่าง ๆ หัววัดไบโอเซนเซอร์ท่ี

พัฒนาขึ้นสามารถท างานได้อย่างเสถียรยาวนานอย่างน้อย 72 ช่ัวโมง แม้จะอยู่ในสภาวะการกวนท่ี

เร็วถึง 500 รอบต่อนาทีและเมื่อทดสอบหัววัดไบโอเซนเซอร์ในสภาวะการย่อยชานอ้อยด้วยเอนไซม์ 

ซึ่งเป็นปฏิกิริยาระหว่างของแข็งกับของเหลว (heterogeneous phase) ค่าความเข้มข้นของกลูโคส

ของหัววัดไบโอเซนเซอร์มีความใกล้เคียงกับค่าน้ าตาลท่ีตรวจสอบได้จากวิธีการใช้ HPLC ซึ่งเป็นวิธี

มาตรฐานท่ีใช้กันท่ัวไป แต่ใช้เวลาในการวัดท่ีน้อยกว่าและได้ผลท่ีทันท่วงที ดังนั้นหัววัดไบโอเซนเซอร์

ท่ีพัฒนาขึ้นมีประสิทธิภาพ (efficiency), คงทน (Robust) และแม่นย า (accurate) ท่ีเหมาะกับการ

น ามาใช้วัดน้ าตาลกลูโคสในสภาวะท่ีมีการกวนต่อเนื่องในกระบวนการทางชีวภาพได้ 
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เอกสำรอ้ำงอิง 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

ประว ัติผู้เขียน 

 

ประวัติผู้เขียน 
 

ชื่อ-สกุล ทอฝัน พููลทอง 
วัน เดือน ปี เกิด 8 กันยายน 2539 
สถานที่เกิด พระนครศรีอยุธยา 
ที่อยู่ปัจจุบัน บ้านเลขท่ี 77 หมู ่5 ต าบลบางนางร้า อ าเภอบางปะหัน จังหวัด

พระนครศรีอยุธยา   
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ภำคผนวก



 

ภาคผนวก ก. 

สารเคมีและการเตรียม 

1. 50 mM Sodium acetate buffer pH.5 

1.1) ช่ัง Sodium acetate trihydrate 6.804 กรมั 

1.2) ละลายในน้ าปราศจากไอออน 0.8 ลิตร 

1.3) ปรับ pH ด้วย acetic acid 

1.4) ปรับปริมาตรให้เป็น 1 ลิตร 

2. ข้ันตอนการท า electropolymerization  

2.1) เตรียม 0.4 M aniline และ 0.1 M HCl ในอัตราส่วน 1:1  

2.2) ท าการให้กระแสไฟฟ้าขนาด 0.2 mA/cm2 เป็นเวลา 10 นาที ท้ังนี้การให้กระแสไฟฟ้าขึ้นกับ

ขนาดของลวดทองค า  

3. สารละลาย Carrageenan-GNPs  

3.1) เตรียม คาราจีแนน 0.1% (w/v) จากนั้นน าไปกวนเป็นเวลา 10 นาที 

3.2) เตรียมสารละลาย 0.1 mM AuCl3 โดยสารละลายในข้อ 3.1) และ 3.2) อัตราส่วนเป็น 1:1 

3.3) หลังจากขั้นตอนท่ี 3.1) ครบ 10 นาทีแล้ว ท าการเติมสารละลายในข้อ 3.2) ลงไปแล้วกวนต่ออีก 

5 นาที 

3.4) ได้สารละลาย Carrageenan-GNPs 

3.5) จากนั้นเติม 0.1 M NaBH4 ลงในสารละลาย Carrageenan-GNPs ในอัตราส่วน 1:1 

4. สารละลาย 3% (w/v) PU ใน 98% THF/ 2% DMF (v/v) 

 4.1) เตรียมสารละลาย 98% THF/ 2% DMF (v/v) 
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 4.2) เตรียม 3% พอลิยูรีเทน (w/v) จากนั้นน าไปให้ความร้อนท่ี 160-170 องศาเซลเซียสจน

พอลียูรีเทนเกิดความหยืดหยุ่น 

4.3) หลังจากนั้นเติมสารละลายในข้อ 4.1) ลงไป 

4.4) ท าการกวนโดยใช้แท่งกวนสาร กวนจนกว่าสารจะละลายหรือมีความหนืดเพิ่มข้ึน 
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ภำคผนวก ข. 

1. ตัวอย่างกราฟมาตรฐานของหัววัดไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้น ท่ียกมาแสดงบางส่วน 

     

           

          

 

ภาพท่ี 31 กราฟมาตรฐานบางส่วนท่ียกมา ท าการทดสอบใน 0.5 mM NaOAc บัฟเฟอร์ ภายใต้
สภาวะท่ีมีการกวนตลอดเวลา เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส 
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2.ตัวอย่างผลการทดสอบไบโอเซนเซอร์ท่ีพัฒนาได้บนลวดทองค าต่อเวลาในการตอบสนองกับน้ าตาล

กลูโคสท่ีความเข้มข้นต่าง ๆ 

 

        

        

       

 

ภาพที่ 32 ผลการทดสอบไบโอเซนเซอร์ท่ีพัฒนาขึ้นต่อเวลาในการตอบสนองกับน้ าตาลกลูโคสท่ีความ
เข้มข้น    ต่าง ๆ ท าการทดสอบใน 0.5 mM NaOAc บัฟเฟอร์ ภายใต้สภาวะท่ีมีการกวนตลอดเวลา 
เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
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