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บทคัดย่อ 

 

งานวิจัยนีพฒันาและทดสอบประสิทธิภาพของระบบไบโอเซนเซอร์สําหรับตรวจหา

กลโูคสในตวัอยา่งจริง โดยใชเ้อนไซมก์ลโูคสดีไฮโดรจีเนสเป็นสารชีวภาพ  และใชข้วัไฟฟ้าแกรไฟต์

วดัปริมาณกระแสไฟฟ้าทีเปลียนแปลงของสารละลายตวัอยา่งหลงัเกิดปฏิกิริยาของกลูโคส ศึกษาการ

เพิมประสิทธิภาพความไววิเคราะห์ของวิธีดว้ยอนุภาคนาโนพอลิไพโรล  

ศึกษาหาสภาวะทีเหมาะสมของปัจจัยต่างๆทีมีผลต่อประสิทธิภาพของไบโอเซนเซอร์

ได้แก่ปริมาณอนุภาคนาโนพอลิไพโรล ความเข้มข้นของเอนไซม์ ความเข้มข้นและพีเอชของ

สารละลายบฟัเฟอร์ ภายใตส้ภาวะทีเหมาะสม วิธีวิเคราะห์สามารถตรวจหากลูโคสไดใ้นช่วงความ

เป็นเสน้ตรง 1 ถึง 25 มิลลิโมลาร์ มีขีดจาํกดัในการตรวจวดั 0.46 มิลลิโมลาร์ วิธีทีพฒันานีมีความไว-

วิเคราะห์เท่ากบั  0.2  ไมโครแอมแปร์ต่อมิลลิโมลาร์  ขวัไฟฟ้าทีตรึงเอนไซมส์ามารถใชซ้าํได ้55 ครัง

และเวลาทีใชใ้นการวิเคราะห์เพียง  3 นาที  นอกจากนีนาํวิธีทีไดพ้ฒันาขึนมาไปวิเคราะห์หาปริมาณ

กลโูคสในตวัอยา่งซีรัมจาํนวน 5 ตวัอยา่ง พบว่าผลวิเคราะห์ทีไดจ้ากวิธีนีสอดคลอ้งกบัวิธีมาตรฐาน 

เมือทดสอบดว้ยสถิติ ที-เทส  ทีระดบัความเชือมนั 95 % (P=0.05) 

ดงันนัแสดงว่าวิธีไบโอเซนเซอร์ทีพฒันาขึนมาสามารถนาํไปประยุกต์ใชใ้นการวิเคราะห์

หาปริมาณกลูโคสในตัวอย่างจริงได ้โดยมีขอ้ดีคือ สามารถใชซ้าํได ้ราคาถูก ไม่มีผลรบกวนจาก

ออกซิเจน และไม่ตอ้งมีขนัตอนการเตรียมตวัอยา่ง 

 

คาํสําคญั: กลโูคส ไบโอเซนเซอร์ กลโูคสดีไฮโดรจีเนส นาโนพอลิไพโรล 
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ABSTRACT 

 

In this study, a biosensor system was developed and evaluated for glucose detection in 

real samples. Glucose dehydrogenase was used a biological element.  The graphite electrode was 

selected to detect the current change of the sample solution due to the reaction of glucose. The 

sensitivity of analytical method was enhanced with nanopolypyrroles. 

Parameters, such as the amount of nanopolypyrroles, enzyme concentration, buffer 

solution concentration and pH, which affected the performance of the biosensor were optimized.  

Under the optimized experimental conditions, this method could detect glucose concentration in a 

linear range from 1 to 25 mM with a detection limit of 0.46 mM.  The sensitivity of the developed 

method was 0.2 µA/mM.  The number of reuse for enzyme immobilized electrode was 55 times and 

analysis time was only 3 min.  In addition, the developed method was applied for glucose 

determination in 5 serum samples.  When compared with the standard method by t-test, it was found 

that there was no difference between the results from the two methods at the statistically significant 

level of 95% (P=0.05). 

Therefore, the developed biosensor can be successfully applied for determination of 

glucose concentration in real samples with the following advantages: reuse, low cost, no 

interference from oxygen and no need for sample preparations. 

 

Keywords: glucose, biosensor, glucose dehydrogenase, nanopolypyrroles. 
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กิตติกรรมประกาศ 

 

งานวิจยัฉบบันีสาํเร็จลุล่วงไปไดด้ว้ยดี เนืองจากผูว้ิจยัไดรั้บความช่วยเหลือ ดูแลเอาใจใส่

เป็นอยา่งดีจากหลายๆฝ่ายโดยเฉพาะอาจารยที์ปรึกษา คือ อาจารยศิ์ริวรรณ  ตีภู่  และ อาจารยส์มพร  

มูลมงัมีในการแนะนาํ  ตรวจสอบแก้ไข  ตลอดจนให้ข้อเสนอแนะ  ติดตามความกา้วหน้าในการ

ดาํเนินงานวิจัยผูว้ิจยัรู้สึกซาบซึงในความกรุณาของท่านอาจารยท์ังสองท่านนีเป็นอย่างยิง  และ

ขอขอบพระคุณเป็นอยา่งสูงไว ้ณ โอกาสนี 

ขอขอบคุณอาจารยฉ์ัตรชัย  พลเชียว  ประธานในการสอบวิทยานิพนธ์ทีได้กรุณาให้

ขอ้เสนอแนะ  แกไ้ขและใหแ้นวคิดต่างๆทีเป็นประโยชน์ 

ขอขอบพระคุณอาจารยด์วงทิพย ์ มูลมงัมี  ผูท้รงคุณวุฒิทีเสียสละเวลาในการตรวจทาน

แก้ไขข้อบกพร่องของวิทยานิพนธ์  และกรุณาให้คาํแนะนําและให้คาํปรึกษา  ตลอดจนให้ความ

ช่วยเหลือแก้ไขข้อบกพร่องต่างๆ  เพือให้วิทยานิพนธ์ฉบับนีมีความสมบรูณ์  ซึงผูว้ิจัยขอกราบ

ขอบพระคุณเป็นอยา่งสูงไว ้ณ โอกาสนี 

ขอขอบคุณ สถาบนัวิจยัวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยแีห่งประเทศไทยทีใหค้วามอนุเคราะห์

ให้ทุนการศึกษาในโครงการภาคีบณัฑิตศึกษา  ตลอดจนให้ความอนุเคราะห์ต่างๆ  ทีเกียวขอ้งกับ

งานวิจยัและทาํใหง้านวิจยันีสาํเร็จลุล่วงไปไดด้ว้ยดี 

ขอขอบคุณ โรงพยาบาลเกษมราษฎร์ สุขาภิบาล 3 และโรงพยาบาลทองผาภูมิ ทีให้ความ

อนุเคราะห์ตวัอยา่งซีรัมและขอ้มลูต่างๆทีเป็นประโยชน์สาํหรับงานวิจยันี 

ขอขอบพระคุณคณาจารยทุ์กท่าน  ทีไดป้ระสิทธิประสาทวิชา  บ่มเพาะความรู้จนผูว้ิจัย

สามารถนําเอาความรู้และหลักการต่างๆ  มาประยุกต์ใช้ให้เป็นประโยชน์ในงานวิจัยนี  ทําให้

วิทยานิพนธส์าํเร็จลุล่วงไปไดด้ว้ยดี  นอกจากนีผูว้ิจยัยงัไดรั้บความช่วยเหลือและกาํลงัใจจาก  คุณพ่อ  

คุณแม่  พีนอ้ง  และเพือนๆ  ตลอดจนบุคคลต่างๆทีคอยให้ความช่วยเหลืออีกมากทีผูว้ิจยัไม่สามารถ

กล่าวนามไดท้งัหมดในทีนี  ผูว้ิจยัรู้สึกซาบซึงในความกรุณาและความปรารถนาดีของทุกท่านเป็น

อยา่งยงิ  ซึงกราบขอบพระคุณไวใ้นโอกาสนี 
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บทที 1 

บทนํา 

 

1.1  ความเป็นมาและความสําคญัของปัญหา 

เบาหวานเป็นโรคเรือรังทีเป็นปัญหาสาํคญัทางดา้นสาธารณสุขของประเทศไทยและของ

โลก ซึงสถานการณ์ของผูป่้วยโรคเบาหวานในประเทศไทยและทั วโลกมีแนวโน้มเพิมขึนเรือยๆ    

จากขอ้มลูรายงานจากองคก์ารอนามยัโลกไดป้ระมาณการว่าจะมีจาํนวนผูเ้ป็นโรคเบาหวานทวัโลก

เพิมขึนมากกว่า 366 ลา้นราย ในปี พ.ศ. 2573 [1] โรคเบาหวานเกิดจากความผิดปกติของร่างกายทีมี

การผลิตฮอร์โมนอินซูลินไดน้อ้ยกว่าปกติ ซึงจะส่งผลทาํใหร้ะดบันาํตาล (กลโูคส) ในกระแสเลือดสูง

กว่าปกติ (ผูที้ป่วยเป็นโรคเบาหวานมีปริมาณกลูโคสเฉลียมากกว่า 126 mg/dl) เมือร่างกายมีปริมาณ

กลูโคสมากส่งผลให้ร่างกายไม่สามารถนาํกลูโคสไปใช้ไดห้มด ซึงโดยปกติกลูโคสจะเข้าสู่เซลล์

ร่างกายเพือใชเ้ป็นพลงังานภายใตก้ารควบคุมของฮอร์โมนอินซูลิน ซึงผูที้เป็นโรคเบาหวานร่างกายจะ

ไม่สามารถนาํกลโูคสไปใชง้านไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ ผลทีเกิดขึนทาํใหร้ะดบักลูโคสในเลือดสูงขึน 

ในระยะยาวจะมีผลในการทาํลายหลอดเลือด ถา้หากไม่ไดรั้บการรักษาอย่างเหมาะสม อาจนาํไปสู่

สภาวะแทรกซอ้นทีรุนแรงได ้

ดงันนัจึงตอ้งมีวิธีการตรวจวดัระดบักลูโคสในเลือด วิธีการตรวจวดักลูโคสทีดีตอ้งให้ผล

การวิเคราะห์ทีถูกตอ้งแม่นยาํ และรวดเร็ว จึงทาํให้มีการพฒันาวิธีสาํหรับวิเคราะห์ปริมาณกลูโคส 

เช่น วิธีเบเนดิกต์ วิธีวิเคราะห์โดยใชเ้อนไซม ์และวิธีอืนๆ สาํหรับวิธีทวัไปทีโรงพยาบาลใชใ้นการ

ตรวจวดักลูโคสคือ วิธีเอนไซมเ์มตริกคลัเลอร์รีเมตริก  (Enzymatic colorimetric method) เป็นวิธีที

อาศยัเอนไซมใ์นการเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชนัของกลโูคส เมือเติมสารสบัสเตรทจะไดผ้ลิตภณัฑซึ์งเป็น

สารละลายทีมีสีเกิดขึนแต่วิธีดงักล่าวมีขอ้จาํกดั เช่น  ใชเ้วลาในการวิเคราะห์นาน และใชส้ารเคมีมาก  

จากขอ้จาํกดัดงักล่าวจึงไดมี้การพฒันาวิธีตรวจวดักลโูคสโดยนาํเทคโนโลยมีาประยกุต์ใชเ้พือช่วยใน

การวินิจฉยัโรคทาํใหส้ามารถลดระยะเวลาในการวินิจฉยัโรคลงไดแ้ละทาํใหผู้ป่้วยไดรั้บการรักษาได้

อยา่งรวดเร็ว ซึงเทคโนโลยทีีนิยมนาํมาใชใ้นการวินิจฉยัโรคเบาหวานนีคือ เทคนิค “ไบโอเซนเซอร์” 

ทีใชส้าํหรับตรวจวดักลูโคสในเลือด เทคนิคไบโอเซนเซอร์เป็นเทคนิคทีมีความจาํเพาะเจาะจงสูง 

โดยทวัไปแลว้การตรวจวดักลโูคสโดยใชเ้ทคนิคไบโอเซนเซอร์จะนิยมใชเ้อนไซมก์ลูโคสออกซิเดส 

(Glucose oxidase; GOX) เป็นสารวสัดุชีวภาพ แต่พบว่าเมือใชเ้อนไซมก์ลูโคสออกซิเดสจะมีผลการ

รบกวนของออกซิเจน ทาํใหผ้ลการวิเคราะห์คลาดเคลือนได ้ดงันันในงานวิจยันีจึงสนใจทีจะพฒันา

วิธีการตรวจหาปริมาณกลูโคสด้วยเทคนิคไบโอเซนเซอร์โดยใช้เอนไซม์กลูโคสดีไฮโดรจีเนส 
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(Glucose dehydrogenase; GDH) เพือลดผลการรบกวนของออกซิเจน และใชอ้นุภาคนาโนเพือเพิม

ความไววิเคราะห์ 

 

1.2  วตัถุประสงค์การวจิยั 

1.2.1  เพือสังเคราะห์นาโนพอลิไพโรลสาํหรับนาํมาประยุกต์ใช้เป็นส่วนประกอบของ

ขวัไฟฟ้าแกรไฟต ์

1.2.2  เพือศึกษาวิธีการตรึงนาโนพอลิไพโรลกบัเอนไซมก์ลโูคสดีไฮโดรจีเนสบนขวัไฟฟ้า 

แกรไฟต ์

1.2.3  เพือศึกษาหาสภาวะทีเหมาะสมของวิธีวิเคราะห์ 

1.2.4  เพือหาประสิทธิภาพของขวัไฟฟ้าทาํงานสาํหรับวิเคราะห์หากลโูคส 

1.2.5  เพือวิเคราะห์หากลโูคสในตวัอยา่งจริง 

 

1.3  ขอบเขตของการวจิยั 

1.3.1  สงัเคราะห์นาโนพอลิไพโรลดว้ยวิธีอิมลัชนัพอลิเมอร์ไรเซชนั  (Emulsion 

polymerization) 

1.3.2  ตรึงเอนไซมก์ลโูคสดีไฮโดรจีเนสบนขวัไฟฟ้าแกรไฟต์ทีประกอบดว้ยนาโนพอลิ-

ไพโรล 

1.3.3  หาสภาวะทีเหมาะสมในการตรวจวดัปริมาณกลโูคสและหาประสิทธิภาพของวิธี

วิเคราะห์ 

1.3.4  ตรวจหากลโูคสในตวัอยา่งจริง 
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1.4  กรอบแนวคดิในการวจิยั 

ในทางการแพทยก์ารตรวจวดัปริมาณกลูโคสมีความจาํเป็นอย่างมากทีจะต้องทาํการ

ตรวจวดัเพือใหผ้ลทีไดมี้ประสิทธิภาพ ความถกูตอ้ง แม่นยาํและ รวดเร็ว โดยสามารถนาํขอ้มูลนันมา

ใชป้ระกอบกบัการวินิจฉยัโรคได ้[2-4] และมีผูป่้วยโรคเบาหวานจาํนวนมากจาํเป็นทีจะตอ้งทาํการ

ควบคุมและรักษาระดับกลูโคสในเลือดเพือป้องกนัการเกิดโรคแทรกซอ้นต่างๆ ดังทีไดก้ล่าวไว้

ข้างต้น [5-8] สําหรับการตรวจวดัปริมาณกลูโคสในผูป่้วยโรคเบาหวานนันมีหลายวิธีซึงได้ถูก

ออกแบบและพฒันาขึนเรือยๆตามความเจริญกา้วหนา้ทางเทคโนโลย ีโดยเทคนิคทีไดรั้บความสนใจ

และถูกนาํมาประยุกต์ใชใ้นการตรวจวดักลูโคสคือเทคนิค “ไบโอเซนเซอร์” เพราะเป็นเทคนิคทีมี

ความจาํเพาะเจาะจงสูง เป็นวิธีทีง่าย และให้ผลการวิเคราะห์รวดเร็วเหมาะสาํหรับนาํมาใช้ในการ

ตรวจวดักลโูคส 

จากขอ้ดีต่างๆของเทคนิคไบโอเซนเซอร์จึงไดน้าํมาประยกุตใ์ชส้าํหรับตรวจวดักลโูคสโดย

ใช้ว ัสดุนาโนมาช่วยเพิมประสิทธิภาพการตรวจวดัให้ดียิงขึน เนืองจากวสัดุนาโนมีคุณสมบัติ

โครงสร้างขนาดเลก็มากในระดบันาโนเมตร (ประมาณ 1-100 นาโนเมตร) ดว้ยโครงสร้างทีมีขนาด

เลก็ระดบันาโนนีจึงทาํใหว้สัดุนาโนมีพืนทีผวิมาก สามารถตรึงกบัเอนไซมบ์นตวัตรวจวดัไดเ้พิมขึน 

โดยมีแนวความคิดในการตรึงเอนไซมแ์สดงดงัรูปที 1.1โดยสามารถตรึงนาโนพอลิไพโรลกบัไคโต-

ซานไวบ้นขวัไฟฟ้าดว้ยเทคนิค Electrodeposition ใหศ้กัยไ์ฟฟ้าคงที +1.5 V และเนืองจากนาโนพอลิ-

ไพโรลและไคโตซานมีหมู่ เอมีนจึงใชส้ารเชือมไขวก้ลูตารอลดีไฮด์เพือให้เกิดพนัธะโคเวเลนต์กบั

เอนไซม ์ทาํใหไ้ดข้วัไฟฟ้าทีตรึงดว้ยเอนไซมก์ลโูคสดีไฮโดรจีเนสเพือใชว้ิเคราะห์หาปริมาณกลูโคส

ต่อไป 
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รูปท ี1.1  วิธีตรึงเอนไซมก์ลโูคสดีไฮโดรจีเนสบนขวัไฟฟ้าแกรไฟต ์
 

1.5  ประโยชน์ทีคาดว่าจะได้รับ 

1.5.1  ไดพ้อลิไพโรลทีมีขนาดนาโนเมตร 

1.5.2  ไดข้วัไฟฟ้าทีตรึงเอนไซมก์ลโูคสดีไฮโดรจีเนส 

1.5.3  ไดส้ภาวะทีเหมาะสมในการวิเคราะห์หาปริมาณกลโูคส 

1.5.4  ไดว้ิธีวิเคราะห์หากลโูคสทีสามารถตรวจวดัปริมาณกลโูคสในตวัอยา่งจริง 
 

กลูโคสดีไฮโดรจีเนส

กลูตารอลดีไฮด์

นาโนพอลิไพโรล/ไคโตซาน

ขัวไฟฟาแกรไฟต์
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บทที 2 

วรรณกรรมหรืองานวิจัยทีเกียวข้อง 

 

2.1  กลูโคส (Glucose) 

กลโูคสเป็นสารชีวโมเลกุลจดัอยูใ่นประเภทของคาร์โบไฮเดรต ประกอบดว้ยหมู่อลัดีไฮด์

และคาร์บอนจาํนวน 6 อะตอม (ดงัรูปที 2.1) กลูโคสเป็นนาํตาลโมเลกุลเดียวทีพบมากในธรรมชาติ

และมีความสาํคญัเพราะเป็นนาํตาลพืนฐานของคาร์โบไฮเดรตทุกตวั หรือเป็นสารผลิตพลงังาน แหล่ง

อาหารธรรมชาติทีพบกลูโคส คือ แป้ง ขา้ว ผกั นาํตาล และผลไม ้โดยเมือนาํตาลโมเลกุลเดียวเขา้สู่

ร่างกายจะถกูเปลียนเป็นกลโูคสเพือใหร่้างกายสามารถนาํไปใชป้ระโยชน์ได ้ดว้ยเหตุนีกลโูคสจึงเป็น

นาํตาลทีพบมากในร่างกาย ระดบักลูโคส หรือกลูโคสในเลือดโดยปกติจะมีค่าประมาณ 100-125 

mg/dl กลูโคสเป็นแหล่งพลงังานทีร่างกายสามารถนําไปใช้ โดยฮอร์โมนทีนํากลูโคสไปใช้คือ 

ฮอร์โมนอินซูลิน แต่ถา้ป่วยเป็นโรคเบาหวานในร่างกายจะมีปริมาณอินซูลินตาํกว่าปกติจึงทาํให้

ร่างกายไม่สามารถนาํกลโูคสไปใชไ้ดส่้งผลใหร่้างกายมีระดบักลโูคสสะสมอยูใ่นกระแสเลือดสูง 
 

 
 

รูปที 2.1  แสดงสูตรโครงสร้างกลโูคส 
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2.1.1.  โรคเบาหวาน (Diabetes) 

โรคเบาหวานเกิดจากการทีร่างกายไม่สามารถสร้างฮอร์โมนอินซูลินได้อย่าง

เพียงพอ หรือร่างกายตอบสนองต่ออินซูลินไดน้้อยกว่าปกติ ส่งผลให้ร่างกายไม่สามารถเผาผลาญ

คาร์โบไฮเดรตไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ ทาํให้ระดบักลูโคสในเลือดสูงกว่าปกติ กลุ่มเสียงทีอาจป่วย

เป็นโรคเบาหวาน ได้แก่ ผูที้ป่วยเป็นโรคอว้น ผูที้มีบุคคลในครอบครัวทีป่วยเป็นโรคเบาหวาน 

(กรรมพนัธุ์) ผูสู้งอายุ ผูที้ป่วยเป็นโรคเกียวกับตบัอ่อน ผูที้ตังครรภ์ และผูที้ได้รับยาบางชนิดมาก

เกินไป เช่น ยาประเภท สเตียรอยด์ ยาคุมกาํเนิดบางชนิด และยาขบัปัสสาวะ เป็นตน้ ซึงถา้หากป่วย

เป็นโรคเบาหวานอาจก่อให้เกิดโรคแทรกซอ้นต่างๆตามมาได ้เช่น หัวใจวาย ตาบอด ไตวาย อมั-

พฤกษ ์อมัพาต เป็นตน้ 

โดยปกติก่อนรับประทานอาหารในร่างกายจะมีระดบักลูโคสในเลือด 100-125 mg/dl  และเมือหลงั

รับประทานอาหารแลว้ 2 ชวัโมง ทาํการตรวจวดัความคงทนของกลูโคส(oral glucose tolerance test;-

OGTT) ระดบักลโูคสในร่างกายจะตอ้งไม่เกิน 140-199 mg/dl โดยปกติค่าเฉลียในร่างกายถา้มีระดบั

กลโูคสมากกว่า 126 mg/dl จดัว่าป่วยเป็นโรคเบาหวาน [9] 

 

2.2  วธีิวเิคราะห์ทัวไปสําหรับตรวจวดัปริมาณกลูโคส 

2.2.1  วิธีการวิเคราะห์ทางเคมี 

2.2.1.1  การตรวจวดักลูโคสดว้ยกรดฟอสโฟโมลิปดิก (Phosphomolybdic acid) 

[10] วิธีนีเป็นการตรวจวดัหาปริมาณกลโูคสในเลือดของผูป่้วยทีโรงพยาบาลใชท้วัไป อาศยัหลกัการ

เกิดปฏิกิริยาระหว่างกลูโคสกบัสารละลายคอปเปอร์ในสารละลายเบสแก่ พร้อมทังให้ความร้อน 

หลงัจากนนัผลิตภณัฑที์ไดเ้กิดปฏิกิริยาต่อกบัสารละลายกรดฟอสโฟโมลิปดิก เกิดเป็นสารเชิงซอ้น

ฟอสโฟโม-ลิปดินมัออกไซด ์(Phosphomolybdenum oxide) ซึงเป็นสารเชิงซอ้นสีนาํเงิน ดงัสมการที -

(2.1) และสามารถตรวจวดัความเขม้ของสีไดด้ว้ยเครืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ (Spectrophotometer) 

พบว่าวิธีนีมีขอ้จาํกดัคือ สารเชิงซอ้นสีนาํเงินทีเกิดขึนไม่เสถียร ความเขม้ของสีจะลดลงตามเวลาที

เพิมขึน 

 

         Glucose + Cu2+ + Phosphomolybdic acid         Phosphomolybdenum oxide      (2.1) 
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2.2.1.2  การตรวจวัดด้วยวิธีเบเนดิกต์ (Benedict test) [11] โดยอาศัยหลักการ

เกิดปฏิกิริยาของกลโูคสทีมีสมบติัเป็นตวัรีดิวซ์ ซึงกลูโคสจะไปทาํปฏิกิริยากบัคอปเปอร์ (Cu2+) ใน

สภาวะเป็นเบสแก่ ไดผ้ลิตภณัฑ์เป็นคอปเปอร์ (I) ออกไซด์ (Cu2O) มีลกัษณะเป็นตะกอนสีแดงอิฐ  

แต่พบว่าวิธีนีมีขอ้ดอ้ยคือ มีความจาํเพาะเจาะจงตาํ สามารถเกิดผลบวก (positive test) กบันาํตาลและ

สารอินทรียอื์นทีมีหมู่อลัดีไฮดด์ว้ย  

2.2.2  วิธีการวิเคราะห์โดยใชเ้อนไซม ์

2.2.2.1  วิเคราะห์ดว้ยเอนไซมอ์อกซิเดส (Glucose oxidase; GOX) [12] เอนไซม-์

กลโูคสออกซิเดสจะเปลียนกลโูคสไปเป็นกลโูคโนแลคโตน (Gluconolactone) และไฮโดรเจนเปอร์-

ออกไซด ์(H2O2) จากนนัไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ทีไดท้าํปฏิกิริยาต่อกบัรีดิวซ์โครโมเจน (Reduce-

chromogen)  มีเอนไซมเ์ปอร์ออกซิเดส (Peroxidase; POD) เป็นตวัเร่งปฏิกิริยา เกิดผลิตภณัฑ์เป็น

ออกซิไดซโ์ครโมเจน (Oxidised chromogen) ทีมีสีนาํเงินอมเขียว ดงัสมการ (2.2) และ (2.3) ปริมาณ

ของกลโูคสจะเป็นสดัส่วนโดยตรงกบัความเขม้ของสีทีเกิดขึน วิธีนีมีขอ้ดีคือมีความจาํเพาะเจาะจงต่อ

กลโูคส แต่มีขอ้จาํกดั เช่น  การทาํงานของเอนไซมอ์อกซิเดสขึนอยูก่บัปริมาณของออกซิเจนทีละลาย

อยูใ่นสารละลาย  และถา้ในตวัอยา่งมีกรดยริูก (Uric acid)  บิลิรูบิน (Billirubin) และกรดแอสคอร์บิก 

(Ascorbic acid) สารดงักล่าวจะไปจบักบัโครโมเจนทาํใหผ้ลการวิเคราะห์ทีไดต้าํกว่าค่าจริง  

 

  Glucose + O2                          Gluconolactone + H2O2     (2.2) 

 

 H2O2 + Reduce chromogen                        Oxidised chromogen + 4H2O    (2.3) 

 

2.2.2.2  วิเคราะห์ดว้ยเอนไซมเ์ฮกโซไคเนส (Hexokinase) [13] การวิเคราะห์ดว้ยวิธี

นีมีข้อดีคือมีความไววิเคราะห์สูงสามารถตรวจหาปริมาณกลูโคสในความเข้มข้นตาํๆได้ โดยมี

หลกัการคือเอนไซมเ์ฮกโซไคเนสจะเร่งปฏิกิริยาของกลโูคสทีมีอะดีโนซีน ไตรฟอสเฟต (Adenosine-

triphosphate; ATP ) ไดเ้ป็น กลูโคส-6-ฟอสเฟต (Glucose-6-phosphate; Glucose-6-PO4)  และ อะดี-

โนซีน ไดฟอสเฟต (Adenosine diphosphate; ADP) หลงัจากนันเอนไซม์กลูโคส-6-ฟอสเฟต ดี-

ไฮโดรจีเนส (Glucose-6-phosphate dehydrogenase; G6PD) จะเร่งปฏิกิริยาต่อเกิดผลิตภัณฑ์เป็น

กลโูคส-6-ฟอสเฟต และ NADH  ดงัสมการที (2.4) และ (2.5) จากปฏิกิริยาปริมาณ NADH ทีเกิดขึน

จะแปรผนัตรงตามความเขม้ขน้ของกลโูคสในตวัอยา่ง ซึงสามารถตรวจวดัไดด้ว้ยเครืองสเปกโตรโฟ-

GOX 

Peroxidase 
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โตมิเตอร์ ทีความยาวคลืน 340 นาโนเมตร แต่วิธีนีมีขอ้จาํกดัคือ ถา้ในตวัอย่างมีเม็ดเลือดแดงแตก    

จะทาํใหป้ริมาณกลโูคสทีวดัไดใ้นตวัอยา่งมีค่านอ้ยกว่าค่าจริง 

 

  Glucose + ATP                                    Glucose-6-PO4  + ADP     (2.4) 

 

 Glucose-6-PO4+ NAD+                        NADH + H+ + 6-Phosphogluconate       (2.5) 

 

2.2.2.3  วิเคราะห์ดว้ยเอนไซมก์ลโูคสดีไฮโดรจีเนส (glucose dehydrogenase; GDH) 

[14-17] เอนไซมก์ลูโคสดีไฮโดรจีเนส เป็นเอนไซมที์ถูกพฒันามาแทนทีเอนไซมก์ลูโคสออกซิเดส 

เพือกาํจดัปัญหาทีเกิดจากการรบกวนของปริมาณออกซิเจนในสารละลาย การทาํงานของเอนไซม์

กลูโคสดีไฮโดรจีเนสจะต้องทาํงานร่วมกับโคเอนไซม ์(Co-enzyme) เช่น Nicotinamide adenine-

dinucleotide (NAD+) [18-22] ,Flavin adenine dinucleotide (FAD) [23-25] และPyrroloquinoline- 

quinine (PQQ) [26-30]  เป็นตน้  ตวัตรวจวดัทางเคมีไฟฟ้า เป็นตวัตรวจวดัทีนิยมใชก้ารวิเคราะห์หา

ปริมาณกลูโคสดว้ยเอนไซมก์ลูโคสดีไฮโดรจีเนส  ทงันีเพราะหลงัจากเกิดปฏิกิริยาของกลูโคสกบั

เอนไซมก์ลโูคสดีไฮโดรจีเนสจะมีอิเล็กตรอนเกิดขึน ทาํให้สามารถตรวจวดัไดด้ว้ยตวัตรวจวดัทาง

เคมีไฟฟ้า [31-34] 

ในปี ค.ศ. 2012  Hoshino และคณะ [35] ไดว้ิเคราะห์หาปริมาณกลูโคสโดยใชเ้อนไซม์กลูโคสดี-

ไฮโดรจีเนส  และตรวจวดัดว้ยเทคนิคแอมเพอโรเมตริก (Amperometric)  ซึงเป็นตวัตรวจวดัทาง

เคมีไฟฟ้า และใชฟี้โนไทเอซีน (Phenothiazine; PT) เป็นตวัส่งผ่านอิเล็กตรอน (Mediator) ดงัสมการ

ที (2.6) (2.7) และ(2.8)  เอนไซม์กลูโคสดีไฮโดรจีเนสเร่งปฏิกิริยากลูโคส โดยมี NAD+ เป็นโค-

เอนไซม์ ได้ผลิตภัณฑ์เป็นกลูโคโนแลคโตน (Gluconolactone) และ NADH บนขัวไฟฟ้าตรึง 

คาร์บอนนาโนทิว (Carbon nanotube) ซึงคาร์บอนนาโนทิวจะทาํหน้าทีเป็นตวัออกซิไดซ์ NADH ให้

เป็น NAD+ และอิเล็กตรอน (e-) จากนันตวัส่งผ่านอิเล็กตรอนจะไปรับอิเล็กตรอนทีเกิดขึนส่งไปยงั

ผวิหนา้ขวัไฟฟ้า ตรวจวดัอิเลก็ตรอนทีเกิดขึนดว้ยเทคนิคแอมเพอโรเมตริก ทีศกัยไ์ฟฟ้า +0.2 V 

 

     Glucose   +  NAD+                           gluconolactone  +   NADH                      (2.6) 

                                    NADH                             NAD+ +  e-                                 (2.7) 

                    NADH  +  PTox                                NAD+  +  H+  +  PTred                       (2.8) 

 

G6PD 

Hexokinase 
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นอก จาก นีย ัง ใช้เ ทค นิคโ วลแ ทมเ มตริ ก เ ป็นตัวตร วจวัด  [36-40] 

ตวัอย่างเช่น Bai และคณะ [41] ได้พฒันาวิธีวิเคราะห์หาปริมาณกลูโคสในตัวอย่างเลือด โดยใช้

เอนไซมก์ลโูคสดีไฮโดรจีเนส และ NAD+ เป็น โคเอนไซม ์ตรวจวดัอิเลก็ตรอนทีเกิดขึนจากปฏิกิริยา

ดว้ยเทคนิคโวลแทมเมตริก ผลการทดลองพบว่าเกิดกระแสแอโนดิกทีศกัยไ์ฟฟ้า 0.06 V เมือนาํวิธีนี

ไปตรวจหาปริมาณกลโูคสในตวัอย่างซีรั มจาํนวน 3 ตวัอย่าง พบว่าให้เปอร์เซ็นต์การไดก้ลบัคืนสูง 

(% Recovery) ในช่วง 99-103 % 

ขอ้ดีของการใชเ้อนไซมก์ลูโคสดีไฮโดรจีเนสในการวิเคราะห์หาปริมาณ

กลูโคสในตวัอย่างคือ เป็นเอนไซมที์มีกิจกรรมสูง (High acitivity) และการทาํงานของเอนไซมไ์ม่

ขึนกบัปริมาณออกซิเจนในสารละลาย  (ในสารละลายทีมีออกซิเจนละลายอยู่ในปริมาณมากจะทาํให้

การส่งผา่นอิเลก็ตรอนจากกลโูคสไปยงัตวัส่งผา่นอิเลก็ตรอนทาํไดย้าก) [42] 

 

2.3  ไบโอเซนเซอร์ (Biosensor) 

ไบโอเซนเซอร์เป็นเทคนิคทีมีการนําสารชีวโมเลกุลหรือสารชีวภาพ (Biological-

substance) ไปติดกบัตวัตรวจวดัทางไฟฟ้าหรือทรานส์ดิวเซอร์ (Transducer) ทาํให้วดัปริมาณสาร

ตวัอยา่งไดภ้ายในเวลาอนัรวดเร็วและมีความจาํเพาะเจาะจง  ซึงภายในระบบจะประกอบดว้ย  2  ส่วน

ทีสําคัญคือ ส่วนของสารชีวภาพทีเชือมต่อกับส่วนของตัวตรวจวดัสัญญาณ  ซึงทาํหน้าทีแปลง

สัญญาณทางไฟฟ้า [43] ดังรูป 2.2  หลักการทํางานของไบโอเซนเซอร์ ขันแรกจะทําการตรึง

สารชีวภาพบนตวัตรวจวดั สารทีตอ้งการตรวจวดัจะจบักบัสารชีวภาพอย่างจาํเพาะเจาะจงโดยเรียก

ขนัตอนนีว่ากลไกการจดจาํทางชีวภาพ (Biological recognition mechanism) จากการเขา้จบักนัของ

สารทีตอ้งการตรวจวดักบัสารชีวภาพทาํให้เกิดปฏิกิริยาทางชีวเคมี ผลจากการเกิดปฏิกิริยาเกิดการ

เปลียนแปลง เช่น อิเล็กตรอน แสงและอืนๆ การเปลียนแปลงดังกล่าวจะเข้าสู่ตัวแปลงสัญญาณ 

หลงัจากนันตัวแปลงสัญญาณรับและเปลียนสัญญาณเฉพาะเป็นสัญญาณไฟฟ้า ผ่านเครืองอ่าน

สัญญาณทาํให้สามารถอ่านค่าได ้ซึงเรียกขนัตอนนีว่า เทคนิคของการรับและแปลงสัญญาณทาง

กายภาพ (Physical transduction technique) และค่าทีได้ก็ทําให้ทราบปริมาณของสารทีต้องการ

ตรวจวดั 
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รูปท ี2.2  องคป์ระกอบของไบโอเซนเซอร์ 

 

2.3.1  สารชีวภาพ 

สารชีวภาพหรือสารไบโอคะตะลิสต์ (Biocatalyst) ทีมีความไวทางชีวภาพถูก

นาํมาใชใ้นงานทางดา้นไบโอเซนเซอร์ตอ้งเป็นสารทีมีคุณสมบติัว่องไวและจาํเพาะเจาะจงต่อสารที

ตอ้งการวดัเท่านนั สารทางชีวภาพเหล่านีสามารถแบ่งออกเป็น 4 กลุ่ม ดงัต่อไปนี 

 

  1.  เอนไซม ์(Enzyme) 

  2.  แอนติบอดี (Antibody) 

  3.  กรดนิวคลีอิค (Nucleic acid) 

  4.  รีเชพเตอร์ (Receptors) 

สารชีวภาพทีนิยมนํามาใช้ทางไบโอเซนเซอร์ส่วนใหญ่คือ เอนไซม์ เนืองจาก

เอนไซมเ์ป็นสารทีมีความจาํเพาะเจาะจงสูง และยงัสามารถนาํมาตรึงบนตวัตรวจวดัไดง่้าย เอนไซมจ์ะ

ทาํหนา้ทีเร่งปฏิกิริยาทีเฉพาะโดยจะเขา้จบักบัสบัสเตรทอยา่งจาํเพาะเจาะจง สารชีวภาพทีนาํมาใชใ้น

สารชีวภาพ

ทรานส์ดิวเซอร์

สัญญาณ

สารทีต้องการตรวจวัด

ระบบประมวลผล
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เทคนิคไบโอเซนเซอร์สาํหรับตรวจวดัปริมาณกลโูคส ไดแ้ก่ เอนไซมก์ลูโคสออกซิเดส และเอนไซม์

กลูโคสดีไฮโดรจีเนส เอนไซมก์ลูโคสออกซิเดสเป็นเอนไซมช์นิดหนึงทีมีความจาํเพาะเจาะจงกบั

กลโูคส โดยเอนไซมก์ลโูคสออกซิเดสจะเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชนัของกลูโคสในสภาวะทีมีออกซิเจน

เป็นสบัสเตรทร่วม (Co-substrate) จากปฏิกิริยาเกิดเป็นผลิตภณัฑ์กลูโคโนแลคโตน และไฮโดรเจน

เปอร์ออกไซด ์ดงัสมการ (2.9) 

 

 β-D-glucose + O2 + H2O  
GOX

  gluconolactone + H2O2                  (2.9) 

 

จากปฏิกิริยามีการใช้ออกซิเจนไปเพือทาํให้เกิดปฏิกิริยาดังกล่าว ดงันันปริมาณ

ออกซิเจนทีถูกใชไ้ปจะสัมพนัธ์กบัปริมาณของกลูโคสทีมีในตวัอย่าง ซึงสามารถตรวจวดัปริมาณ

กลโูคสของออกซิเจนไดโ้ดยใชข้วัไฟฟ้าออกซิเจน (Oxygen electrode) แต่วิธีดงักล่าวนีมีขอ้จาํกดัคือ

ตอ้งใหศ้กัยไ์ฟฟ้าสูงแก่ขวัไฟฟ้าออกซิเจน ส่งผลใหก้รดแอสคอร์บิก และกรดยริูก ซึงเป็นสารทีพบได้

ในตวัอยา่งจะไปรบกวนผลการวิเคราะห์ [44] นอกจากนีการตรวจวดัปริมาณออกซิเจนในสารละลาย

นนัทาํไดย้ากเพราะปริมาณของออกซิเจนขึนอยูก่บัอุณหภูมิ ดงันนัในการทดลองตอ้งควบคุมอุณหภูมิ

จึงไม่เหมาะสมกบัการนาํมาตรวจวดักลโูคสในตวัอยา่งจริง  

เอนไซมก์ลโูคสดีไฮโดรจีเนสเป็นเอนไซมที์ถกูพฒันาขึนมาแทนทีเอนไซมก์ลูโคส- 

ออกซิเดส เพือแกปั้ญหาทีเกิดเนืองจากผลของออกซิเจนทีละลายอยู่ในสารละลาย เอนไซมก์ลูโคสดี-

ไฮโดรจีเนสเป็นเอนไซมที์มีความจาํเพาะเจาะจงกบักลโูคสและไม่มีผลของปริมาณออกซิเจนรบกวน    

ทาํใหผ้ลการตรวจวดัมีความถูกตอ้งสูง [45-47] โดยเอนไซมก์ลูโคสดีไฮโดรจีเนสจะทาํงานร่วมกบั       

โคเอนไซม ์(Coenzyme) เปลียนนาํตาลกลโูคสใหเ้ป็นกลโูคโนแลคโตน ดงัสมการ (2.10) และ (2.11) 

ในระหว่างการเกิดปฏิกิริยาจะเกิดการเปลียนแปลงอิเลก็ตรอนในสารละลายทาํใหเ้กิดกระแสไฟฟ้าขึน

และสามารถตรวจวดัสญัญาณไดโ้ดยตวัตรวจวดัทางไฟฟ้า 

 

 β-D-glucose + Med(ox)        
  GDH-(Co-enzyme)

 gluconolactone + Med(red)  (2.10) 

  Med(red) + e-    Med(ox)                 (2.11) 
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2.3.2  ตวัตรวจวดัสญัญาณหรือทรานส์ดิวเซอร์ (Transducers) 

ตัวตรวจวดัสัญญาณทาํหน้าทีเป็นตัวแปลงสัญญาณทางเคมี ฟิสิกส์ และชีวเคมี 

(สญัญาณทีเกิดขึนจากปฏิกิริยาระหว่างสารชีวภาพกบัสารตวัอยา่งทีตอ้งการตรวจวดั) ใหเ้ป็นสญัญาณ

ทางไฟฟ้าทีสามารถตรวจวดัไดน้าํไปขยายหรือแสดงผลออกมาในรูปของขอ้มูลทีสามารถอ่านค่าได้

ตวัตรวจวดัสญัญาณทีนิยมนาํมาใชใ้นเทคนิคไบโอเซนเซอร์สามารถแบ่งออกตามลกัษณะการทาํงาน

ไดด้งันีคือ ทางเคมีไฟฟ้า (Electrochemical) เช่น โพเทนทิโอเมตริก (Potentiometric) โวลแทมเมตริก

(Voltemmetric) ทางแสง (Optical)  เช่น ออปติกคอลเซนเซอร์ (Opticalsensor) คอนดักเมตริก

(Conductimetric) ทางความร้อน (Calorimetric) เช่น เทอร์มิสเตอร์ (Thermister) ทางคลืนเสียงหรือ

ความถี (Acoustic) เช่น พิโซอิเลก็ตริกคริสตลัเซนเซอร์ (Piezoelectric cystals sensor) เป็นตน้ สาํหรับ

ตวัตรวจทีนิยมใช้สาํหรับตรวจวดักลูโคสในเทคนิคไบโอเซนเซอร์คือ ตัวตรวจวดัสัญญาณทาง

เคมีไฟฟ้า ทงันีเพราะมีขอ้ดี คือ มีความจาํเพาะเจาะจง ให้ผลการวิเคราะห์ทีรวดเร็วใชเ้วลาน้อย และ

ความไววิเคราะห์สูง [48-50] 

 

2.4  วธีิการตรึงเอนไซม์ (Immobilization) 

การตรึงเอนไซมห์มายถึง การกาํหนดหรือการทาํให้เอนไซม์อยู่ในขอบเขตทีจดัไว ้โดย

โมเลกุลอาจใหญ่ขึนดว้ยการเชือมพนัธะทางเคมีหรือไม่เกิดพนัธะเคมี ขอ้ดีของการตรึงเอนไซมใ์ห้อยู่

กบัทีคือ สามารถนาํเอนไซมม์าใชซ้าํได ้การตรึงเอนไซมมี์หลายวิธีไดแ้ก่ การห่อหุม้และทาํแคปซูล 

( Entrapment and Encapsulation) แรงยึดร่วม (Covalent linking) การดูดซับ (adsorption) และการ

เชือมไขว ้(Aggregation) [51] 

2.4.1  การตรึงรูปดว้ยการห่อหุม้หรือทาํแคปซูล ( Entrapment and Encapsulation) 

การทาํให้เอนไซม์ไม่ละลายนําด้วยวิธีห่อหุ้มหรือการทาํแคปซูล โมเลกุลของ

เอนไซมจ์ะถกูห่อหุม้เอาไวด้ว้ยเจลทีเป็นรูปตาราง (Lattice) หรือแคปซูล (Capsule) สายโซ่พอลิเมอร์

ทีห่อหุม้เอนไซมจ์ะตอ้งสามารถป้องกนัการสูญเสียเอนไซมไ์ด ้และในขณะเดียวกนัก็ตอ้งยอมให้สาร

สับสเตรทเขา้ไปทาํปฏิกิริยากบัเอนไซม์ไดดี้ และผลิตภัณฑ์ทีได้จะตอ้งซึมผ่านแคปซูลได้ง่ายดว้ย    

ดงัรูปที 2.3 
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รูปที 2.3  การตรึงเอนไซมแ์บบการห่อหุม้และการทาํแคปซูล 

 

2.4.2  การดูดซบั (Adsorption) 

เป็นการตรึงเอนไซมด์ว้ยการดูดซบัเอนไซมไ์วบ้นสารทีไม่ละลายนาํโดยอาศยัแรง

ไฮโดรโฟบิกอิเลก็โทสเตติก (Hydrophobic electrostatic) หรือแรงยดึจบัอืนๆทีไม่ใช่พนัธะโคเวเลนต ์

(Noncovalent affinity) เป็นการดูดซบัทางกายภาพเท่านนั ทาํใหเ้อนไซมถ์ูกตรึงติดอย่างหลวมๆ และ

ไม่แข็งแรง ดงัรูปที 2.4  
 

 
 

รูปที 2.4  การตรึงเอนไซมแ์บบดูดซบั 

 

 

Lattice type Microcapsule type

EE

E E

E
E

E E
E

E
E

E =  เอนไซม์

Adsorption

E E E E E
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2.4.3  การตรึงแบบเชือมไขว ้(Cross-linking) 

การเชือมไขวเ้ป็นวิธีทีอาศยัสารชนิดไบฟังก์ชันนอล (Bifunctional) หรือมลัติ-

ฟังกช์นันอล (Multifunctional) เพือทาํหนา้ทีเชือมสารชีวภาพใหย้ดึติดกบัตวัตรวจวดั 

การเชือมไขวก้บัเอนไซมด์ว้ยวิธีนีสามารถทาํไดท้งัเอนไซมช์นิดเดียวกนั หรือทาํให้

เกิดลกัษณะการเชือมติดกนัแบบร่างแหของโปรตีนทีแตกต่างกนัมากกว่าหนึงชนิด ตวัอย่างเช่น การ

เชือมพนัธะระหว่างเอนไซมก์บัเอนไซม ์เอนไซมก์บัโปรตีน หรือเอนไซมที์มีมากกว่าหนึงชนิดกบั

โปรตีนชนิดทีมีนาํหนกัโมเลกุลสูง ทาํใหเ้กิดการเชือมติดกนัในลกัษณะร่างแหหรือตาข่าย ดงัรูป 2.5 

โดยสามารถนาํไปประยกุตใ์ชใ้นการตรึงเอนไซมไ์ดห้ลายชนิด 

กลูตารอลดีไฮด์เป็นสารชนิดไบฟังก์ชันนอลทีนิยมนํามาใชเ้ป็นสารเชือมไขวใ้น

เทคนิคไบโอเซนเซอร์ [52] โครงสร้างของกลตูารอลดีไฮดป์ระกอบดว้ยหมู่อลัดีไฮด ์2 หมู่ ทีปลายทงั 

2 ข้างสามารถทําปฏิกิริยากับหมู่อะมิโนของเอนไซม์หรือโปรตีนได้ด้วยพนัธะโคเวเลนต์ การ

เกิดปฏิกิริยาระหว่างสารกลตูารอลดีไฮดก์บัเอนไซมโ์ปรตีน แสดงดงัรูปที 2.6 

การตรึงเอนไซม์โดยวิธีเชือมไขว้พบว่ามีข้อดีคือ เอนไซม์จะถูกยึดติดบนตัว

ตรวจวดัอย่างแข็งแรงเนืองจากเกิดพนัธะโคเวเลนต์ระหว่างเอนไซมก์บัสารเชือมไขวท้าํให้เทคนิค

ไบโอเซนเซอร์มีความคงตวัสูงขึนเพราะพนัธะโคเวเลนต์เป็นพนัธะทีมีความแข็งแรง ตรึงง่ายและ

ราคาถกู [53] ดงันนัในงานวิจยันีจึงสนใจทีจะตรึงเอนไซมก์ลโูคสดีไฮโดรจีเนสไวบ้นตวัตรวจวดัโดย

ใชส้ารเชือมไขวก้ลตูารอลดีไฮด ์

 

 
รูปที 2.5  การตรึงเอนไซมแ์บบเชือมไขว ้

Cross-linking

E E

E

E
E E

E
E
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รูปที 2.6  การเกิดปฏิกิริยาของสารเชือมไขวก้ลตูารอลดีไฮดก์บัเอนไซม ์

 

2.5  การเชือมไขว้ด้วยพนัธะโคเวเลนต์ (Covalant bonding) 

ไคโตซานเป็นไบโอพอลิเมอร์ชนิดหนึงซึงมีองค์ประกอบทีสาํคญัอยู่ในรูปของ ดี-กลูโค-

ซามีน (D-glucosamine) ดังรูปที  2.7 ไคโตซานมีหมู่เอมีนในสายโซ่ และมีสมบัติไม่เป็นพิษต่อ

สารชีวภาพด้วยคุณสมบัติเหล่านีจึงได้นําไคโตซานมาประยุกต์สําหรับตรึงเอนไซม์ในเทคนิค

ไบโอเซนเซอร์ [54-55] 

 

 
รูปที 2.7  โครงสร้างไคโตซาน 

 

เนืองดว้ยพืนทีผวิหนา้ทีจาํกดัของขวัไฟฟ้า (พืนทีหนา้ตดั ~3 mm) ทาํใหไ้คโตซานสามารถ

จบักับเอนไซมไ์ดน้้อย ดังนันจึงไดน้ําวสัดุนาโนมาประยุกต์ใช้เนืองจากวสัดุนาโนมีพืนทีผิวมาก   

และสามารถจับกับเอนไซม์ไดดี้จะช่วยเพิมปริมาณของเอนไซม์บนผิวหน้าขัวไฟฟ้า จึงทาํให้วิธี

NH2+OCH-(CH2)3 –CHO+H2NEnzyme Enzyme

N=CH-(CH2)3 –CH=NEnzyme Enzyme
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วิ เค รา ะห์มี ปร ะสิท ธิภ าพเ พิ ม ขึน ซึง ว ัสดุ นา โนที สน ใจในง านนี คือ  นา โน พอลิ ไพ โร ล 

(Nanopolypyrroles) โดยการนาํพอลิไพโรลมาสงัเคราะห์ใหมี้ขนาดเลก็ระดบันาโนเมตร พอลิไพโรล

ทีนาํมาสงัเคราะห์นีมีสมบติันาํไฟฟ้าและเป็นไบโอพอลิเมอร์ทีนิยมนาํมาใชอ้ยา่งแพร่หลายในเทคนิค

ไบโอเซนเซอร์ เพราะพอลิไพโรลมีคุณสมบัติเป็นตัวนําไฟฟ้าทีดีปลอดภัยต่อสิงแวดลอ้มและ

สงัเคราะห์ไดง่้าย [56-59]   การสังเคราะห์พอลิเมอร์จากมอนอเมอร์ไพโรล ดงัรูปที 2.8 โดยเมือเกิด

เป็นพอลิไพโรลแลว้จะมีโครงสร้างแบบพนัธะคู่สลบัพนัธะเดียว (conjugated polymers) ซึงภายใน

โครงสร้างจะเกิดการเคลือนทีของอิเลก็ตรอนในโมเลกุลได ้ดงันันพอลิเมอร์ทีไดจึ้งมีสมบติันาํไฟฟ้า

ได ้(electrically conducting polymers) [60] 

การทาํใหพ้อลิเมอร์พอลิไพโรล (Ppy) มีขนาดเลก็ลงในระดบันาโนเมตรนนัสามารถเตรียม

ด้วยวิธีอิมัลชันพอลิเมอร์ไรเซชัน  (Emulsion polymerization) [61-63] เช่น มาโครอิมัลชัน

(macroemulsion) มินิอิมลัชัน (miniemulsion) และไมโครอิมลัชัน (microemulsion) โดยขึนอยู่กับ

ปริมาณของสารลดแรงตึงผิว (surfactant) หรือ steric stabilizer [64-66] ทีใช้ในการสังเคราะห์        

เมือพอลิไพโรลมีขนาดเลก็ในระดบันาโนเมตรทาํใหส้มบติัเด่นขึน เช่น มีพืนทีผวิต่อปริมาตรสูง ช่วย

ในการส่งผ่านอิเล็กตรอน และสามารถนาํไฟฟ้าได ้[67] จึงมีแนวโน้มทีจะช่วยในการเพิมความไว-

วิเคราะห์ในเทคนิคไบโอเซนเซอร์ได ้ซึงเป็นงานวิจยัแรกทีสงัเคราะห์พอลิเมอร์ใหมี้ขนาดนาโนเมตร

แลว้นาํมาประยกุตใ์ชใ้นเทคนิคไบโอเซนเซอร์ 

 

 
 

รูปที 2.8  โครงสร้างมอนอเมอร์ไพโรล 
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สาํหรับปฏิกิริยาการเกิดพนัธะในแต่ละขันตอนของการตรึงเอนไซม์ เมือพิจารณาจาก

โครงสร้างของไคโตซานทีผสมกบันาโนพอลิไพโรล ซึงมีหมู่เอมีน (R-NH2) เป็นองค์ประกอบหลกั

ทาํใหส้ามารถเกิดการเชือมต่อกนัดว้ยพนัธะโคเวเลนตข์องสารเชือมไขวก้ลูตารอลดีไฮด์ ซึงปลายอีก

ขา้งหนึงของกลตูารอลดีไฮดจ์ะไปเกิดพนัธะโคเวเลนต์กบัหมู่อะมิโนของเอนไซม ์จึงทาํให้การตรึง

เอนไซมด์ว้ยวิธีนีมีขอ้ดีคือ มีความแข็งแรงสูง สามารถนาํเอนไซมใ์นสภาวะทีถกูตรึงไปใชซ้าํไดห้ลาย

ครัง [68-69] ดงัรูป 2.9 

 

 
 

รูปท ี2.9  การตรึงเอนไซมด์ว้ยพนัธะโคเวเลนตโ์ดยใชส้ารเชือมไขวก้ลตูารอลดีไฮด ์
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2.6  ตวัตรวจวดัทางเคมีไฟฟ้า (Electrochemical) 

หลกัการทางเคมีไฟฟ้าทีถกูนาํมาใชเ้ป็นตวัตรวจวดัสาํหรับเทคนิคไบโอเซนเซอร์ไดแ้ก่ 

2.6.1  โพเทนทิโอเมตรี (Potentiometry) 

เทคนิคนีเกียวข้องกับการวัดค่าศักย์ไฟฟ้า ซึงในการวัดศักย์ไฟฟ้าจะต้อง

ประกอบดว้ย 2 ครึงเซลล ์(Half-cell) รวมกนัเรียกว่าเซลลเ์คมีไฟฟ้า (Electrochemical cell) ในแต่ละ

ครึงเซลลจ์ะประกอบดว้ย ขวัไฟฟ้า (Electrode) และสารละลายอิเลก็โทรไลต์ (Electrode-electrolyte -

solution)  

ครึงเซลล์ไฟฟ้าทังสองจะมีการเชือมกันภายในสะพานนําไฟฟ้า (Electrically-

conduting bridge) หรือแมมแบรน (Membrane) และมีการเชือมกันภายนอกดว้ยอุปกรณ์ทีวดัค่า

ศกัยไ์ฟฟ้า เช่น ดิจิตอลโวลลมิ์เตอร์ (Digital voltmeter) หรือ DMV ซึงค่าความตา้นทานภายในสูง 

(1012 Ω) และมีกระแสไหลผ่านน้อยมาก ตัวอย่างเช่น การตรวจวดัยเูรีย (Urea) โดยตรึงเอนไซม ์       

ยูเรียเอส (Urease) บนขัวไฟฟ้าทาํงานทีประกอบมัลติ-วอลคาร์บอนนาโนทิวป์ (Multi-walled-

carbonnanotubes)  และซิลิก้า  (Siliga)  โดยตรวจวัดด้วย เทคนิคโพเทนทิโอเมตรี ผลทีได้คือ                 

มีค่ากระแสตอบสนองทีดีในการตรวจวดัปริมาณยเูรีย ใชเ้วลาในการรวดเร็ว และมีความไววิเคราะห์

สูง [70] 

2.6.2  แอมเพอโรเมตรี (Amperometry) 

แอมเพอโรเมตรีเป็นวิธีวิเคราะห์ทีอาศยัหลกัการคือ ใหศ้กัยไ์ฟฟ้าทีคงทีแก่ขวัไฟฟ้า

ทาํงานเทียบกบัขวัไฟฟ้าอา้งอิง เพือใหเ้กิดปฏิกิริยาออกซิเดชนัหรือรีดกัชนับนผิวหน้าขวัไฟฟ้า และ

วดัค่ากระแสไฟฟ้าทีเกิดขึนจากปฏิกิริยา การวดัดว้ยวิธีแอมเพอโรเมตรีถกูนาํมาประยกุตใ์ชใ้นเทคนิค

ไบโอเซนเซอร์สําหรับการตรวจวัดกลูโคส ด้วยขัวไฟฟ้าทีมีความไวต่อกลูโคส โดยการตรึง

เอนไซมก์ลโูคสออกซิเดสบนขวัไฟฟ้าออกซิเจน (Oxygen electrode) [71] ซึงขวัไฟฟ้านีจะวดัปริมาณ

ออกซิเจนทีถูกใชใ้นปฏิกิริยา นอกจากนันยงัได้นาํวิธีวิเคราะห์ทางแอมเพอโรเมตรีมาประยุกต์ใช้

สาํหรับวดัออกซิเจน โดยตรึงเอนไซมก์ลโูคสออกซิเดสบนขวัไฟฟ้าออกซิเจนแลว้นาํขวัไฟฟ้าไปจุ่ม

ในสารตวัอยา่งทีมีกลโูคส ออกซิเจนบางส่วนจะถกูนาํใชใ้นปฏิกิริยาการเร่งของเอนไซม ์ (ออกซิไดซ-์

กลโูคส) และปริมาณออกซิเจนบางส่วนจะเขา้สู่ตวัตรวจวดั สาํหรับการวดัปริมาณของออกซิเจนดว้ย

ตวัตรวจวดัทางเคมีไฟฟ้า อตัราเร็วของการเกิดปฏิกิริยานีจะแปรผนัตรงกบัปริมาณของออกซิเจน 

ดงันัน การตอบสนองของไบโอเซนเซอร์ต่อกลูโคส [19] จะขึนกบัปริมาณของออกซิเจนในสาร

ตวัอย่าง หรือช่วงการตอบสนองต่อปริมาณนาํตาลกลูโคสจะเพิมขึนเมือเพิมปริมาณของออกซิเจน   

ซึงสามารถทาํไดโ้ดยการใชส้ารตวัอยา่งทีมีปริมาตรมากๆ หรือมีการใหอ้อกซิเจนใหก้บัสารตวัอย่างที
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ต้องการวดั นอกจากนียงัได้นําเทคนิคแอมเพอโรเมตรีมาใช้ในการตรวจวดัสารชนิดอืนๆ เช่น 

ตรวจวดัวิตามิน ซี (Ascorbic acid) ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์หรือตรวจวดัไนตริกออกไซด ์(NO) เป็น

ตน้ [72-74] 

2.6.3  โวลแทมเมตรี (Voltammetry)  

การวิเคราะห์ดว้ยหลกัการโวลแทมเมตรี อาศยัการให้ค่าศกัยไ์ฟฟ้ากบัวงจรเพือให้

เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันหรือรีดกัชนัของสารทีตอ้งการวิเคราะห์ แลว้ทาํการวดัค่ากระแสไฟฟ้าที

เกิดขึนจากปฏิกิริยา การจัดเซลล์เคมีไฟฟ้าจะจัดแบบอิเล็กโทรไลติกเซลล์ (Electrolytic cells) 

เซลลไ์ฟฟ้าจะประกอบดว้ยขวัไฟฟ้าและสารละลายอิเลก็โทรไลต ์ซึงแตกต่างจากโพเทนทิโอเมตรี คือ

ขวัไฟฟ้าในการทาํโวลแทมเมตรีจะประกอบดว้ย ขวัไฟฟ้าอา้งอิง (Reference electrode) ขวัไฟฟ้าช่วย 

(Counter electrode) และขัวไฟฟ้าทาํงาน (Working electrode) อุปกรณ์และเครืองมือของเทคนิค      

โวลแทมเมตรีประกอบดว้ย 2 ส่วนคือ เซลลเ์คมีไฟฟ้าและเครืองมือในการควบคุมสญัญาณไฟฟ้า โดย

ทีเซลลเ์คมีไฟฟ้าประกอบดว้ย 

2.6.3.1  เซลลโ์วลแทมเมตรี หรือเรียกว่าเซลลเ์คมีไฟฟ้าจะประกอบดว้ยขวัไฟฟ้า 

และสารละลายอิเล็กโทรไลต์ ในส่วนของขวัไฟฟ้าประกอบดว้ยขวัไฟฟ้า 3 ขวัคือ ขวัไฟฟ้าอา้งอิง 

ขวัไฟฟ้าช่วยและขวัไฟฟ้าทาํงาน โดยขวัไฟฟ้าทงั 3 ชนิดจะจุ่มในสารละลายทีมีสารตวัอยา่งทีตอ้งการ

วิเคราะห์ และสารละลายอิเลก็โทรไลตที์ไม่มีผลในเกิดปฏิกิริยาดงัรูปที 2.10 

1)  ขวัไฟฟ้าอา้งอิง (Reference electrode) 

ขวัไฟฟ้าอา้งอิงจะต้องเป็นขวัไฟฟ้าทีมีค่าศกัยไ์ฟฟ้าคงทีตลอดการ

ทดลองโดยทาํหน้าทีควบคุมค่าศกัย์ของขัวไฟฟ้าทํางาน ขัวไฟฟ้าอา้งอิงทีนิยมนํามาใช้ ได้แก่ 

ขวัไฟฟ้าเงิน-เงินคลอไรด์ (Silver-silver chloride electrode; Ag/AgCl) และขวัไฟฟ้าคาโลเมลอิมตวั 

(Saturated-calomel electrode; SCE) 

2)  ขวัไฟฟ้าช่วย (Courter electrode) 

ขวัไฟฟ้าช่วยเป็นขัวไฟฟ้าทีรับค่ากระแสไฟฟ้าจากขัวไฟฟ้าอา้งอิง

ส่งผ่านสารละลายอิเล็กโทรไลต์ไปยงัขัวไฟฟ้าทาํงาน ทาํหน้าทีเป็นตัวนําไฟฟ้าทีดี เพือให้สาร

ตวัอยา่งทีตอ้งการวิเคราะห์เกิดปฏิกิริยาเคมี โดยขวัไฟฟ้าช่วยทีดีในขณะเกิดปฏิกิริยาของสารตวัอย่าง

จะตอ้งไม่มีการเปลียนแปลงใดๆเกิดขึน 

3)  ขวัไฟฟ้าทาํงาน (Working electrode) 

ขวัไฟฟ้าทาํงาน มีหน้าทีให้ความต่างศกัย ์หรือกระแสไฟฟ้า เพือให้

เกิดปฏิกิริยาทีผวิหนา้ของขวัไฟฟ้า ผลจากการเกิดปฏิกิริยาขวัไฟฟ้าทาํงานจะทาํหน้าทีส่งความต่าง
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ศกัย ์หรือกระแสไฟฟ้าไปยงัตวัตรวจวดั และตัวแปลงสัญญาณต่อไป เพือให้ไดส้ัญญาณทางไฟฟ้า 

ขวัไฟฟ้าทีนิยมนาํมาใชเ้ป็นขวัไฟฟ้าทาํงาน เช่น แกรไฟต ์ทอง และแก๊สซีคาร์บอน เป็นตน้ [75-80] 

ในเทคนิคไบโอเซนเซอร์จะนาํขวัไฟฟ้าทาํงานมาปรับแปลง (Modified electrode) ดว้ยการ

ตรึงวสัดุชีวภาพเพือใหเ้กิดปฏิกิริยากบัสารทีตอ้งการตรวจวดัไดโ้ดยตรง [81-83] 

 

 
 

รูปที 2.10  เซลลไ์ฟฟ้าในเทคนิคโวลแทมเมตรี 

 

2.6.3.2  สารละลายอิเลก็โทรไลตคื์อ สารทีเติมลงไปในสารละลายตวัอยา่งทีตอ้งการ

วิเคราะห์โดยเติมสารละลายอิเล็กโทรไลต์ในปริมาณทีมากกว่าตวัอย่างประมาณ 50-100 เท่า ทงันี

สารละลายอิเล็กโทรไลต์ตอ้งไม่มีผลรบกวนในการเกิดปฏิกิริยาของสารตัวอย่าง แต่ทาํหน้าทีเป็น

ตวักลางในการเคลือนทีของไอออนในสารละลาย ในเทคนิคไบโอเซนเซอร์ นิยมใช้สารละลาย

บฟัเฟอร์เป็นสารละลายอิเลก็โทรไลต ์ทงันีนอกจากสารละลายบฟัเฟอร์จะทาํหนา้ทีเป็นอิเลก็โทรไลต์

ในสารละลายแลว้ยงัทาํหน้าทีควบคุมการทาํงานของสารชีวภาพอีกดว้ย การเลือกใช้สารละลาย

บฟัเฟอร์ขึนอยูก่บัชนิดและประเภทของสารชีวภาพ สาํหรับเอนไซมก์ลโูคสดีไฮโดรจีเนส สารละลาย

บฟัเฟอร์ทีนิยมใชคื้อ สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ เนืองจากเอนไซมท์าํหน้าทีเป็นตวัเร่งปฏิกิริยาใน

สารละลายลายอิเลก็โทรไลต ์ซึงการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซมจ์ะเกิดไดดี้นนัขึนอยูก่บั พีเอช และความ

เขม้ขน้ของสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ [84] 

 

ขัวไฟฟาอ้างอิง

ขัวไฟฟาทํางาน

ขัวไฟฟาช่วย

สารละลายอิเล็กโทรไลต์
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2.7  คุณลักษณะของไบโอเซนเซอร์ 

คุณลกัษณะของไบโอเซนเซอร์มีดงันี 

2.7.1  ความสามารถในการคดัเลือก (Selectivity) เป็นค่าทีแสดงให้เห็นถึงความสามารถ

ของเทคนิคไบโอเซนเซอร์ในการจับสับสเตรททีแตกต่างกัน การจับกันขึนกับธรรมชาติของ

สารชีวภาพทีใช้ เช่น เอนไซม์จะมีความจําเพาะเจาะจงกับสับสเตรททีต้องการตรวจวัด หรือ

แอนติบอดีจะมีความจาํเพาะเจาะจงกบัแอนติเจนทีคู่ของมนัในบางครังตวัตรวจวดัก็มีส่วนช่วยในการ

คดัเลือกของเทคนิคไบโอเซนเซอร์ดียงิขึน 

2.7.2  ความไววิเคราะห์ในการตรวจวดั (Sensitivity) เป็นค่าทีแสดงถึงขีดความสามารถ

ของเทคนิคไบโอเซนเซอร์ในการตรวจวดั เพิมความไววิเคราะห์ของเทคนิคไบโอเซนเซอร์ส่วนมาก

ทาํไดห้ลายวิธี เช่น การเพิมปริมาณสารชีวภาพโดยใชว้สัดุนาโน 

2.7.3  เวลาในการตอบสนอง (Response time) ขึนกับวิธีทีใชใ้นการตรึงสารชีวภาพ       

การตรึงสารชีวภาพบนตวัตรวจวดั ทาํใหเ้วลาในการตอบสนองเร็ว เช่นการตรึงสารชีวภาพไวภ้ายใน

ฟิลม์บางของชนัพอลิเมอร์นาํไฟฟ้าบนขวัไฟฟ้าทาํงาน [85] 

2.7.4  อายกุารใชง้าน (Working lifetime) ขึนอยูก่บัความคงตวัของสารชีวภาพ 

2.7.5  ความสามารถในการวดัซาํ (Repoducibility) ขึนอยูก่บัคุณภาพในการตรึงสารชีวภาพ 

วิธีการตรึงสารชีวภาพ และอืนๆ เป็นตน้ 
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บทที 3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

 

3.1  สารเคมีและอุปกรณ์ 

3.1.1  สารเคมี 

3.1.1.1  ไพโรล (Pyrrole, SAFC) 

3.1.1.2  โซเดียมโดเดกซิลซลัเฟต (Sodium dodecyl sulfate ; SDS, Sigma) 

3.1.1.3  ไอโซออกทิลฟีนิลเอสเทอร์ (Isooctyl phenyl ether; Triton X-100, Lobachemie) 

3.1.1.4  เฟอร์ริกคลอไรด ์เฮกซะไฮเดรต (Iron(III) chloride hexahydrate, Analytical reagent, 

Ajax Finechem) 

3.1.1.5  ไคโตซานโอลิโกแซคคาไรด์แลคเตต (Chitosan Oligosaccharide Lactate;CS 

(C99HOOOO), Sigma) 

3.1.1.6  กลตูารอลดีไฮด ์(Glutaradehyde;HCO(CH2)3CHO,Sigma) 

3.1.1.7  เนฟิออน (Nafion, Sigma) 

3.1.1.8  เฟอร์โรซีน (Ferrocene, Sigma) 

3.1.1.9  กลโูคสดีไฮโดรจีเนส (Glucose dehydrogenase (GDH, from pseudomonas sp., >200 

unit mg-1), Sigma) 

3.1.1.10  เบตา้นิโคตินมายด ์อะดีนิน ไดนิวคลีโอไทด ์(β-Nicotinamide adenine dinucleotide 

(NAD+), Sigma) 

3.1.1.11  ดี-กลโูคส (D-glucose, Analytical reagent, Ajax Finechem) 

3.1.1.12 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนออโทฟอสเฟต (Di-Potassium hydrogen orthophosphate; 

K2HPO4, Analytical reagent , Ajax Finechem) 

3.1.1.13  โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนออโทฟอสเฟต (Potassium dihydrogen orthophosephate; 

KH2PO4, Analytical reagent , Ajax Finechem) 

3.1.1.14  ผงอะลมิูนา (Alumina powder; Al2O3(0.05µm), Metkon) 

3.1.1.15  กรดอะซิติก (Acetic acid; CH3COOH, Analytical reagent, J.T.Baker) 

3.1.1.16  เมทานอล (Methanol; CH3OH, HPLC grad, Carloerba) 

3.1.1.17  กรดซลัฟิวริก (Sulfuric acid; H2SO4, Analytical reagent, J.T.Baker) 

3.1.1.18  กาวนาํไฟฟ้า (Conductive Epoxy part A, Conductive Epoxy part B: USA) 
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3.1.1.19  เตรียมสารละลายโพแทสเซียมฟอสเฟตบฟัเฟอร์ความเขม้ขน้  0.05 M  พีเอช 6.5 

เตรียมจากสารละลาย A คือ K2HPO4 ชงัมา 43.55 กรัม ปรับปริมาตร 500 ml และสารละลาย B คือ KH2PO4    

ชงัมา 34.02 กรัม ปรับปริมาตร 500 ml นาํสารละลาย A ปริมาตร 38.1 ml ผสมกบั สารละลาย B ปริมาตร     

61.9 ml ปรับปริมาตรสุดทา้ย 1000 ml ดว้ยนาํกลนัตามวิธีของ K.M. Deangelis 

3.1.1.20  สารละลายอะซิเตตบฟัเฟอร์ความเขม้ขน้  0.5 M พีเอช 4.8 เตรียมจากสารละลาย A 

คือ กรดอะซิติก ปิเปตมา 2.87 ml ปรับปริมาตร 50 ml สารละลาย B คือโซเดียมอะซิเตต ชงัมา 6.81 กรัม      

ปรับปริมาตร 50 ml นาํสารละลาย A ปริมาตร 20 ml ผสมกบั สารละลาย B ปริมาตร 30 ml ปรับปริมาตร

สุดทา้ย 100 ml ดว้ยสารละลายโซเดียมคลอไรด ์ความเขม้ขน้ 0.02 M ชงัมา  0.1168 กรัม ปรับปริมาตร 100 ml  

3.1.1.21  สารละลายกลโูคสความเขม้ขน้  3 M ปริมาตร 50 ml เตรียมจากการชงัดี-กลูโคส 

29.7256 g แลว้ปรับปริมาตร 50 ml ดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์ (3.1.1.19) ทิงไวข้า้มคืนก่อนนาํมาใชง้าน  

3.1.1.22  ตวัอยา่งซีรัมไดจ้ากโรงพยาบาลเกษมราษฎร์ 

 

3.1.2  เครืองมือและอุปกรณ์  

3.1.2.1  เครืองกวนแม่เหล็ก (Magnetic stirrer) พร้อมแท่งแม่เหล็ก (Magnetic bar) ขนาด       

3 cm2 

3.1.2.2  ไมโครปิเปต (Micro pipet) ขนาด 100, 1,000 และ 5,000 µl 

3.1.2.3  ไสดิ้นสอ (STAEDTLER เยอรมนั) ชนิด 6H เสน้ผา่นศนูยก์ลาง  2  mm 

3.1.2.4  กระดาษทรายแบบหยาบ และแบบละเอียด 

3.1.2.5  เข็มเจาะรูไสดิ้นสอ 

3.1.2.6  ฉนวนหุม้ไฟฟ้า (ท่อพลาสติก) 

3.1.2.7  เครืองวดักรดด่าง  (pH meter, Denver instrucment) 

3.1.2.8  เครืองวดัขนาดอนุภาค (Particle size analyzer, Delsa nano C, Beckman) 

3.1.2.9  กลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning electron microscopy; SEM,  

JSM-6340F, JEOL) 

3.1.2.10  เครืองมือวิเคราะห์ทางเคมีไฟฟ้า (663 VA Stand Ω Metrohm swiss made) 

1)  ขวัไฟฟ้าแกรไฟตเ์ป็นขวัไฟฟ้าทาํงาน (Working electrode) 

2)  ขวัไฟฟ้าซิลเวอร์/ซิลเวอร์คลอไรดเ์ป็นขวัไฟฟ้าอา้งอิง (Reference-electrode) 

3)  ขวัไฟฟ้าแพลทินมัเป็นขวัไฟฟ้าช่วย (Auxillary electrode) 
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3.2  การทดลอง 

3.2.1  การสงัเคราะห์อนุภาคนาโนพอลิไพโรลดว้ยวิธีอิมลัชนัพอลิเมอร์ไรเซชนั 

ผสมโซเดียมโดเดกซิลซลัเฟต จาํนวน  4.1818 g และไอโซออกทิลฟีนิลเอสเทอร์ ปริมาตร 

3,529 µl ลงในนาํกลนัปริมาตร 40 ml ทีอุณหภูมิ 3 °C ภายใตส้ภาวะการคนตลอดเวลา จากนันหยดไพโรล    

0.5 g ลงในสารละลายดงักล่าวผสมใหเ้ป็นสารละลายเนือเดียวกนั ต่อไปเติมเฟอร์ริกคลอไรด์ เฮกซะไฮเดรต 

17.39 mM  ปริมาตร 5 ml คนสารละลายตลอดเวลาเป็นเวลา  3 ชวัโมงหลงัจากนันลา้งดว้ย นาํกลนั อะซีโตน 

และเมทานอล ตามลาํดบั สุดทา้ยนาํไปอบในตูอ้บสุญญากาศ  ทีอุณหภูมิหอ้ง 

3.2.2  ประดิษฐข์วัไฟฟ้าทาํงานแกรไฟต ์ 

เตรียมขวัไฟฟ้าทาํงานโดยการตดัไสดิ้นสอ 6H ขนาดเสน้ผ่านศูนยก์ลาง 2 mm ให้มีความ

ยาว 2 cm2 แลว้เจาะรูไสดิ้นสอใหลึ้ก 2 mm หลงัจากนนันาํลวดนาํไฟฟ้ามาต่อลงไปกบัไส้ดินสอแลว้ทาดว้ย

กาวนาํไฟฟ้า ทิงไวใ้ห้แห้งแลว้นาํท่อพลาสติกความยาว 10 cm2 ซึงเป็นฉนวนมาหุ้ม นาํขวัไฟฟ้าทาํงานที

เตรียมไดไ้ปขดัดว้ยกระดาษทรายทงัแบบหยาบและละเอียด จากนันนาํมาขดักบัผงอะลูมินา 0.5 µm แลว้

นาํไปเขยา่ดว้ยเครืองเขยา่สารดว้ยคลืนเสียงความถีสูง ลา้งดว้ยนาํกลนัก็จะไดข้วัไฟฟ้าทาํงานจากไส้ดินสอ 

ก่อนใชง้านตอ้งนาํไปกระตุน้ผวิหน้าของขวัไฟฟ้า โดยจุ่มขวัไฟฟ้าทาํงานในสารละลายอะซิเตตบฟัเฟอร์

ความเขม้ขน้  0.02 M และใหศ้กัยไ์ฟฟ้าที +1.8 V เป็นเวลา 5 นาที 

3.2.3  ตรึงเอนไซมก์ลโูคสดีไฮโดรจีเนสบนขวัไฟฟ้าทาํงาน 

ขนัตอนการตรึงเอนไซมก์ลโูคสดีไฮโดรจีเนส ดงัรูปที 3.1 โดยขนัแรกนาํขวัไฟฟ้าทาํงาน

จุ่มลงในสารละลายทีประกอบดว้ยสารละลายไคโตซานความเขม้ขน้ 0.5% (w/v) ปริมาตร 2,000 µl ผสมกบั

อนุภาคนาโนพอลิไพโรลปริมาตร 1,000 µl  และให้ศกัยไ์ฟฟ้าที +1.5 V เป็นเวลา 5 นาที โดยใชเ้ทคนิค         

แอมเพอโรเมตรี ขนัที 2 นาํขวัไฟฟ้าดงักล่าวไปจุ่มในสารละลาย กลตูารอลดีไฮดค์วามเขม้ขน้ 2.5% (v/v) เป็น

เวลา 30 นาที ขนัที 3 นาํขวัไฟฟ้าทาํงานมาจุ่มลงในเอนไซมก์ลูโคสไฮโดรจีเนส ความเขม้ขน้ 2.50 mg/ml  

เป็นเวลา 24  ชวัโมง หลงัจากนนัหยดโคเอนไซมเ์บตา้-นิโคตินนามายดอ์ะดีนีนไดนิวคลีโอไทด ์ความเขม้ขน้ 

0.15 mM ปริมาตร 10 µl ลงบนผวิหนา้ของขวัไฟฟ้าทาํงาน ขนัสุดทา้ยหยดสารละลายเนฟิออนความเขม้ขน้ 

1% (V/V) ปริมาตร 5 µl ทิ งไวใ้ห้แห้งทีอุณหภูมิห้อง จะไดข้วัไฟฟ้าทาํงานสําหรับวิเคราะห์หาปริมาณ

กลโูคส 
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รูปที 3.1  การตรึงเอนไซมก์ลโูคสดีไฮโดรจีเนส บนขวัไฟฟ้าทาํงาน ขนัที 1 ตรึงนาโนพอลิไพโรล 

ผสมกบัสารละลายไคโตซานบนขวัไฟฟ้า ขนัที  2 ขวัไฟฟ้าแกรไฟต/์อนุภาคนาโนพอลิไพโรลผสม

กบัสารละลายไคโตซานจุ่มลงในสารละลายกลตูารอลดีไฮด์ ขนัที  3 ขวัไฟฟ้าแกรไฟต/์อนุภาคนา-

โนพอลิไพโรลผสมกบัสารละลายไคโตซาน/สารละลายกลตูารอลดีไฮด์จุ่มลงในเอนไซมก์ลูโคสดี-

ไฮโดรจีเนส 

 

3.2.4  การวิเคราะห์หาปริมาณกลโูคสดว้ยเทคนิคทางเคมีไฟฟ้า 

ระบบเคมีไฟฟ้าประกอบดว้ยขวัไฟฟ้า 3 ขวั ดงัรูปที 3.2 ขวัไฟฟ้าทีตรึงเอนไซมก์ลโูคสดี-

ไฮโดรจีเนส  (ขวัไฟฟ้าทาํงาน) ขวัไฟฟ้าซิลเวอร์/ซิลเวอร์คลอไรด ์(ขวัไฟฟ้าอา้งอิง) และขวัไฟฟ้าแพลทินัม 

(ขวัไฟฟ้าช่วย) โดยจุ่มขวัไฟฟ้าทงัหมดไวใ้นสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ ความเขม้ขน้ 0.10 M พีเอช 7.00 ทีมี

สารละลายเฟอร์โรซีน ความเข้มขน้  0.1 mM ปริมาตร 50 µl โดยตรวจวดัความเขม้ขน้ของกลโูคส 3 M 

ปริมาตร 50 µl ดว้ยเทคนิคไซคลิกโวลแทมเมตรี โดยใหศ้กัยไ์ฟฟ้าในช่วง  -0.2 ถึง +0.6 V ดว้ยอตัราการสแกน 

50 mV/s  และเมือเติมกลโูคสจะเกิดค่ากระแสไฟฟ้าแคโทดิกขึน ดงัรูป 3.3 ค่ากระแสไฟฟ้าทีไดจ้ะแปรผนั

ตรงกบัความเขม้ขน้ของกลโูคส 

 

ขัวไฟฟาแกรไฟต์ พอลิไพโรล-ไคโตซาน
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รูปที 3.2  แสดงระบบเคมีไฟฟ้าประกอบดว้ยขวัไฟฟ้า 3 ขวั ขวัไฟฟ้าทีตรึงเอนไซมก์ลโูคสดีไฮโดรจีเนส  

(ขัวไฟฟ้าทาํงาน) ขัวไฟฟ้าซิลเวอร์/ซิลเวอร์คลอไรด์ (ขัวไฟฟ้าอ้างอิง) ขัวไฟฟ้าแพลทินัม 

(ขวัไฟฟ้าช่วย) ในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ ความเขม้ขน้  0.10 M พีเอช 7.00 ทีมีสารละลาย 

เฟอร์โรซีน ความเขม้ขน้  0.1 mM โดยตรวจวดัความเขม้ขน้ของกลูโคส 3 M ปริมาตร 50 µl โดยให้

ศกัยไ์ฟฟ้าในช่วง  -0.2 ถึง +0.6 V ดว้ยอตัราการสแกน 50 mV/s  

 

 
 

รูปที 3.3  แสดงไซคลิกโวลแทมโมแกรม ของขวัไฟฟ้าแกรไฟตใ์นสารละลายโพแทสเซียมเฟอร์ริกไซยาไนด ์ 

ความเขม้ขน้  10 mM ทีมีโพแทสเซียมคลอไรด์ ความเขม้ขน้  0.10 M โดยให้ศกัยไ์ฟฟ้า  -0.2 ถึง-

+0.6 V แก่ขวัไฟฟ้าทาํงาน ใชอ้ตัราการสแกน  50 mV/s 
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3.2.5  หาสภาวะทีเหมาะสมของระบบไบโอเซนเซอร์ 

3.2.5.1  หาปริมาณอนุภาคนาโนพอลิไพโรลทีเหมาะสมในการตรึง 

ศึกษาปริมาณของอนุภาคนาโนพอลิไพโรลทีปริมาตร 100  500  1,000 และ    

1,500 µl  โดยใชป้ริมาตรของสารละลายไคโตซานคงทีทีปริมาตร 2,000 µl ผสมกบัอนุภาคนาโนพอลิไพโรลที

ปริมาตรต่าง  ๆจากนันให้ศกัยไ์ฟฟ้า +1.5 V แก่ขวัไฟฟ้าทาํงาน นาํขวัไฟฟ้าแต่ละขวัไปจุ่มในสารละลาย-

กลูตารอลดีไฮด์ความเขม้ขน้ 2.5% (v/v) เป็นเวลา 30 นาที และเอนไซมก์ลูโคสดีไฮโดรจีเนสความเขม้ขน้  

2.50 mg/ml เป็นเวลา 24 ชั วโมง ตามลาํดับ และหยดสารละลายโคเอนไซม์ความเข้มข้น 0.15 mM          

ปริมาตร 10 µl  และสารละลายเนฟิออนลงบนผิวหน้าขวัไฟฟ้าความเข้มข้น 5% (v/v) ปริมาตร 5 µl         

จากนันนาํขวัไฟฟ้าไปวิเคราะห์หาปริมาณกลูโคสความเขม้ขน้  3 M ปริมาตร 50 µl ดว้ยเทคนิคไซคลิก-

โวแทมเมตรี โดยจุ่มขวัไฟฟ้าทาํงาน ขวัไฟฟ้าอา้งอิง และขวัไฟฟ้าช่วย ลงในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 

ความเขม้ขน้ 0.10 M  พีเอช 7.00 ทีมีสารละลายเฟอร์โรซีน ความเขม้ขน้  0.1 mM ปริมาตร 50 µl ใหศ้กัยไ์ฟฟ้า

ในช่วง  -0.2 ถึง-   +0.6 V อตัราการสแกน 50 mV/s วดัค่ากระแสไฟฟ้าทีไดใ้นแต่ละขวัไฟฟ้า 

 

3.2.5.2  หาความเขม้ขน้ของเอนไซมก์ลโูคสดีไฮโดรจีเนสทีเหมาะสม 

ศึกษาหาความเขม้ขน้ของเอนไซมที์เหมาะสมสาํหรับตรึงลงบนผวิหน้าขวัไฟฟ้า

ทาํงานดว้ยเทคนิคการตรึงแบบสารเชือมไขวก้บัสารละลายกลตูารอลดีไฮด ์โดยศึกษาเอนไซมที์ความเขม้ขน้ 

0.80, 1.25, 2.50 และ 5.00 mg/ml โดยนาํขวัไฟฟ้าทาํงานจุ่มในสารละลายไค-โตซานปริมาตร 2,000 µl  ผสมกบั

อนุภาคนาโนพอลิไพโรลปริมาตร 1,000 µl ไดจ้าก (3.2.5.1) ให้ศกัยไ์ฟฟ้า +1.5 V นาน 5 นาที  นาํขวัไฟฟ้า

ทาํงานแต่ละขัวจุ่มในสารละลายกลูตารอลดีไฮด์ความเขม้ขน้ 2.5% (v/v) เป็นเวลา 30 นาที และเอนไซม์

กลโูคสดีไฮโดรจีเนสทีความเขม้ขน้ต่าง  ๆเป็นเวลา  24 ชวัโมง ตามลาํดบั จากนันนาํขวัไฟฟ้าแต่ละขวัหยด 

โคเอนไซมก์บัสารละลายเนฟิออนลงบนผิวหน้าขวัไฟฟ้า  ขนัต่อไปนาํขวัไฟฟ้าไปวิเคราะห์หาปริมาณ

กลูโคสความเข้มข้น 3 M ปริมาตร 50 µl โดยจุ่มขัวไฟฟ้าทํางานลงในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์             

ความเขม้ขน้ 0.10 M พีเอช 7.00 ทีมีสารละลายเฟอร์โรซีน ความเขม้ขน้  0.1 mM ปริมาตร 50 µl ใหศ้กัยไ์ฟฟ้า

ในช่วง  -0.2 ถึง +0.6 V อตัราการสแกน 50 mV/s วดัค่ากระแสไฟฟ้าทีไดใ้นแต่ละขวั 

 

3.2.5.3  หาความเขม้ขน้ของสารละลายฟอสเฟสบฟัเฟอร์ทีเหมาะสม 

ในการทดลองทาํการศึกษาหาความเขม้ขน้ของสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที

เหมาะสมสาํหรับวิเคราะห์หาปริมาณกลโูคสโดยศึกษาความเขม้ขน้ของสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ทีความ

เขม้ขน้ 0.01, 0.025, 0.05, 0.10, 1.50 และ 2.00 M  พีเอช 7.00 นาํขวัไฟฟ้าทาํงานแต่ละขวัจุ่มลงในสารละลาย
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ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ทีความเขม้ขน้ต่างๆ ซึงมีสารละลายเฟอร์โรซีน ความเขม้ขน้  0.1 mM ปริมาตร 50 µl ให้

ศกัยไ์ฟฟ้าในช่วง -0.2 ถึง +0.6 V อตัราการสแกน 50 mV/s และเติมสารละลายกลูโคสความเข้มข้น 3 M 

ปริมาตร 50 µl เพือหาค่ากระแสการตอบสนองของขวัไฟฟ้าทาํงาน 

 

3.2.5.4  หาพีเอชของสารละลายฟอสเฟสบฟัเฟอร์ทีเหมาะสม 

ศึกษาหาค่าพีเอชของสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ทีเหมาะสมต่อการวิเคราะห์หา

ปริมาณกลูโคสด้วยเทคนิคไซคลิกโวลแทมเมตรีทีพีเอช  5.00, 5.50, 6.00, 6.50, 7.00,7.50 และ 8.00                  

นาํขวัไฟฟ้าทาํงานจุ่มลงในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ความเขม้ขน้ (3.2.5.3) ทีพีเอชค่าต่าง  ๆซึงมีสารละลาย

เฟอร์โรซีน ความเขม้ขน้ 0.1 mM ปริมาตร 50 µl ใหศ้กัยไ์ฟฟ้าในช่วง -0.2 ถึง +0.6 V อตัราการสแกน 50 mV/s

และเติมสารละลายกลูโคสความเขม้ขน้ 3 M ปริมาตร 50 µl เพือหาค่ากระแสการตอบสนองของขวัไฟฟ้า

ทาํงาน 

 

3.2.6  หาประสิทธิภาพของวิธีไบโอเซนเซอร์ 

ภายใตส้ภาวะทีเหมาะสมแสดงดงัตารางที 3.1 เพือทาํการหาประสิทธิภาพของขวัไฟฟ้า

ทาํงานดงัต่อไปนี 

ตารางท ี3.1  แสดงสภาวะของการทดลองเพือวิเคราะห์หาปริมาณกลโูคส 

การทดลอง สภาวะทีเหมาะสม 

1.  ความเขม้ขน้ของเอนไซมก์ลโูคสดีไฮโดรจีเนส 2.5 mg/ml 

2.  พีเอชของสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ พีเอช 6.50 

3.  ความเขม้ขน้ของสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 0.05 M 

4.  ศกัยไ์ฟฟ้า -0.2 ถึง +0.6 V 

5.  สารละลายอิเลก็โทรไลต ์ 10 mM Fe(CN)6
4-/3- 

6.  อตัราการสแกน 50 mV/s 
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3.2.6.1  ศึกษาการทาํซาํของการวิเคราะห์ (Repeatability) 

นาํขวัไฟฟ้าทาํงานมาวิเคราะห์หาปริมาณกลูโคส ทีความเขม้ขน้ 0.6  M ดว้ย

เทคนิคไซคลิกโวลแทมเมตรี ทาํการวดัซาํ  5  ครัง โดยสารละลายในเซลลไ์ฟฟ้าเคมีประกอบดว้ยสารละลาย

ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ ความเขม้ขน้ 0.05 M พีเอช 6.50 ทีผสมดว้ยสารละลายเฟอร์โรซีน ความเขม้ขน้  0.1 mM 

ปริมาตร 50 µl ให้ศักย์ไฟฟ้าในช่วง -0.2 V ถึง +0.6 V อตัราการสแกน 50 mV/s นําค่ากระแสไฟฟ้าที

ตอบสนองต่อกลโูคสในแต่ละครังคาํนวณหาค่าส่วนเบียงเบนมาตรฐาน  

 

3.2.6.2  ศึกษาการทวนซาํของการวิเคราะห์ (Reproducibility) 

ทาํการทวนสอบวิธีโดยใชข้วัไฟฟ้าทาํงาน 5 ขวั เพือวิเคราะห์หาปริมาณกลูโคส 

ทีความเขม้ขน้ 0.6  M แลว้นาํค่ากระแสการตอบสนองของขวัไฟฟ้าทาํงานแต่ละขวัไปคาํนวณหาค่าส่วน

เบียงเบนมาตรฐาน 

 

3.2.6.3  ศึกษาความถกูตอ้งของวิธี 

ทาํการหาเปอร์เซ็นตก์ารไดก้ลบัคืนของวิธี (% Recovery) เพือศึกษาความถูกตอ้ง

แม่นยาํของวิธี โดยเติมสารละลายมาตรฐานกลูโคส ความเขม้ข้น 5.00  mM ลงในตัวอย่างเลือดจาํนวน               

3 ตวัอยา่ง แลว้นาํค่ากระแสทีวดัไดจ้ากการเติมสารมาตรฐานลงในตวัอยา่งมาคาํนวณหาค่าเปอร์เซ็นตก์ารคืน

กลบั 

 

3.2.6.4  ขีดจาํกดัในการตรวจพบ 

ทาํการวดัแบลงค์สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ของสารตัวอย่าง (สารละลาย-

ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ ความเขม้ขน้  0.05 M ทีพีเอช 6.50)  จาํนวน  7 ครัง นาํค่ากระแสไฟฟ้าทีวดัไดค้าํนวณหาค่า

ขีดจาํกดัในการตรวจพบ 

 

3.2.6.5  ขีดจาํกดัในการตรวจวดัเชิงปริมาณ 

ทาํการวดัแบลงค์สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ของสารตัวอย่าง (สารละลาย-

ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ ความเขม้ขน้  0.05  M ทีพีเอช  6.50)  จาํนวน  7 ครัง นาํค่ากระแสไฟฟ้าทีวดัไดค้าํนวณ     

หาค่าขีดจาํกดัในการตรวจวดัเชิงปริมาณ จากนนัหาความถกูตอ้งของวธีิและความเทียงของวิธีทีความเขม้ขน้

กลโูคสทีเป็นขีดจาํกดัในการตรวจวดัเชิงปริมาณ 
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3.2.6.6  ช่วงความเป็นเสน้ตรง 

นาํขวัไฟฟ้าทาํงานมาวิเคราะห์หาปริมาณกลโูคสทีความเขม้ขน้ต่าง  ๆดงันี 0.10, -

0.50, 1.00, 5.00, 10.00, 15.00, 20.00, 25.00, 30.00, 35.00, 40.00, 45.00, 50.00, 55.00 และ60.00 mM แลว้นาํ

ค่ากระแสทีไดม้าสร้างกราฟความสมัพนัธร์ะหว่างค่ากระแสไฟฟ้ากบักลูโคสในแต่ความเขม้ขน้ เพือหาค่า

สมัประสิทธิการกาํหนดและสมการเสน้ตรง 

 

3.2.6.7  ศึกษาผลของตวัรบกวน 

ทาํการศึกษาผลของตวัรบกวนโดยนาํขวัไฟฟ้าทาํงานมาวิเคราะห์หาปริมาณตวั

รบกวนทีสามารถพบไดใ้นตวัอยา่งเลือด เช่น ซูโครส, ฟรุกโทส, กรดยริูก และ แอสคอร์บิก ทีความเขม้ขน้

เดียวกันคือ  0.6 M ปริมาตร 50 µl แลว้นําค่ากระแสทีวดัได้จากตัวรบกวนแต่ละตวัมาเปรียบเทียบกับ

ค่ากระแสทีวดัได้จากกลูโคส ความเขม้ขน้ 10 mM ปริมาตร 50 µl ในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ ความ

เข้มข้น  0.05 M พีเอช 6.50 ทีผสมด้วยสารละลายเฟอร์โรซีน ความเข้มข้น 0.1 mM ปริมาตร 50 µl                    

ใหศ้กัยไ์ฟฟ้าในช่วง -0.2V ถึง +0.6V อตัราการสแกน 50 mV/s 

 

3.2.6.8  ศึกษาความเสถียรของขวัไฟฟ้า 

นําขัวไฟฟ้าทาํงานมาวิเคราะห์ปริมาณกลูโคส ความเข้มข้น 0.6 M แลว้นํา

ค่ากระแสทีไดม้าเปรียบเทียบกนัระหว่างค่ากระแสไฟฟ้าทีวดัไดใ้นครังแรกและค่ากระแสทีวดัไดใ้นครัง

สุดทา้ย 

 

3.2.6.9  ศึกษาการเพิมประสิทธิภาพดว้ยวสัดุนาโนพอลิไพโรล 

 นาํขวัไฟฟ้าแกรไฟต์จาํนวน 2 ขวั มาทาํการตรึงเอนไซม์กลูโคสดีไฮโรจีเนส   

โดยขวัไฟฟ้าขวัแรกใชส้ารละลายไคโตซานปริมาตร 3,000 µl และขวัไฟฟ้าขวัทีสองใชส้ารละลายไคโตซาน

ทีปริมาตร 2,000 µl ผสมกบัอนุภาคนาโนพอลิไพโรลทีปริมาตร 1,000 µl ตามลาํดบั จากนนันาํขวัไฟฟ้าแต่ละ

ขวัไปใหศ้กัยไ์ฟฟ้า +1.5 V และจุ่มในสารละลาย กลูตารอลดีไฮด์ความเขม้ขน้ 2.5% (v/v) เป็นเวลา 30 นาที 

และเอนไซมก์ลโูคสดีไฮโดรจีเนสความเขม้ขน้ 2.50 mg/ml เป็นเวลา 24 ชวัโมง ตามลาํดบั หยดสารละลายโค-

เอนไซมค์วามเขม้ขน้ 0.15 mM ปริมาตร 10 µl และสุดทา้ยหยดสารละลายเนฟิออนลงบนผิวหน้าขวัไฟฟ้า

ความเขม้ขน้ 5% (v/v) ปริมาตร 5 µl นาํขวัไฟฟ้าทงั 2 ขวัไปทาํการวิเคราะห์ปริมาณกลูโคส ความเขม้ขน้      

0.6  M แลว้นาํค่ากระแสทีไดม้าเปรียบเทียบกนั 
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3.2.6.10  หาความเขม้ขน้ของกลโูคสในตวัอยา่งเลือด 

สร้างกราฟมาตรฐานของกลูโคสทีความเขม้ขน้ 1, 5, 10, 15 และ 20 mM จากนัน

ทาํการวิเคราะห์หาปริมาณกลูโคสในตวัอย่างเลือด จาํนวน 5 ตวัอย่าง โดยทาํการเจือจางตวัอย่างเลือดดว้ย

สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ ความเขม้ขน้  0.05 M พีเอช  6.50 ก่อนทาํการวิเคราะห์ แลว้นาํผลการวิเคราะห์ที

ไดจ้ากกลูโคสในตวัอย่างเลือดมาเปรียบเทียบกบัวิธีมาตรฐาน  (Enzymatic Colorimetric method) ทดสอบ

ความแตกต่างของสองวิธีดว้ยค่าทางสถิติ t-test 
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บทที 4 

ผลการทดลองและวิจัยหรือวิเคราะห์ผล 

 

4.1  การสังเคราะห์อนุภาคนาโนพอลิไพโรลด้วยวธีิอิมัลชันพอลิเมอร์ไรเซชัน 

การสงัเคราะห์อนุภาคนาโนพอลิไพโรลจากมอนอเมอร์ของไพโรล รูปที 4.1 ดว้ยวิธีการ

สงัเคราะห์แบบอิมลัชนัพอลิเมอร์ไรเซชนัโดยอาศยัการเกิดปฏิกิริยาของสารลดแรงตึงผิว 2 ชนิดคือ          

สารลดแรงตึงผิวทีมีประจุลบ (โซเดียมโดเดกซิลซลัเฟต) และสารลดแรงตึงผิวชนิดทีไม่มีประจุ      

(ไอโซออกทิลฟีนิล เอสเทอร์) ในอตัราส่วน 0.3 M และ 0.15 M ตามลาํดบั ภายใตส้ภาวะทีเหมาะสม 

ผลการสงัเคราะห์เมือนาํอนุภาคทีไดจ้ากการสงัเคราะห์ไปตรวจสอบลกัษณะทางกายภาพ

ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดดังรูปที 4.2 พบว่าอนุภาคมีลกัษณะเป็นทรงกลม     

และมีขนาดเฉลีย 100 nm 

 

 
 

รูปที 4.1  แสดงสูตรโครงสร้างมอนอเมอร์ของไพโรล 
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รูปที 4.2  ภาพกลอ้งจุลทรรศน์อิเลก็ตรอนแบบส่องกราดแสดงรูปร่างลกัษณะของอนุภาคนาโนพอลิ-

ไพโรล 

 

4.2  การประดิษฐ์ขัวไฟฟ้าทํางานแกรไฟต์ 

ประสิทธิภาพของขัวไฟฟ้าทาํงานแกรไฟต์ทีประดิษฐ์ขึนสําหรับนาํมาใชเ้ป็นขวัไฟฟ้า

ทาํงานต่อไป โดยพิจารณาจากค่ากระแสแอโนดิกและแคโทดิกทีเกิดขึน ดว้ยเทคนิคโวลแทมเมตรี    

ในสารละลายโพแทสเซียมเฟอร์ริกไซยาไนด ์ผลการทดลองพบว่าค่ากระแสไฟฟ้าทีเกิดขึนทงักระแส

แอโนดิก และแคโทดิกมีค่าเท่ากันดังรูปที 4.3 เกิดเนืองจากในสารละลายโพแทสเซียมเฟอร์ริก-

ไซยาไนด์สามารถส่งผ่านอิเล็กตรอนระหว่างสารละลายไปยงัผิวหน้าของขัวไฟฟ้าได้ดีหรือ

เกิดปฏิกิริยารีดอกซ์ได้สมบรูณ์แสดงว่าขวัไฟฟ้าแกรไฟต์ทีประดิษฐ์ขึนมาสามารถทาํหน้าทีเป็น

ขวัไฟฟ้าทาํงานไดดี้ 
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รูปท ี4.3  แสดงโวลแทมโมแกรม ของขวัไฟฟ้าแกรไฟตใ์นสารละลายโพแทสเซียมเฟอร์ริกไซยาไนด ์ 

ความเข้มขน้ 10 mM ทีมีโพแทสเซียมคลอไรด์ ความเขม้ข้น 0.1 M โดยให้ศกัยไ์ฟฟ้า             

-0.2 ถึง +0.6 V แก่ขวัไฟฟ้าทาํงาน ใชอ้ตัราการสแกน 50 mV/s 

 

4.3  ผลการตรึงเอนไซม์กลูโคสดีไฮโดรจเีนสบนขัวไฟฟ้าแกรไฟต์ 

การตรึงเอนไซมก์ลูโคสดีไฮโดรจีเนสบนขวัไฟฟ้าแกรไฟต์ดว้ยพนัธะโคเวเลนต์ โดยใช ้

กลตูารอลดีไฮดเ์ป็นสารเชือมไขวเ้ชือมต่อระหว่างเอนไซมก์บัอนุภาคนาโนพอลิไพโรลแต่ละขนัตอน

ของการตรึงเอนไซม์สามารถตรวจสอบการเกาะติดบนผิวหน้าขัวไฟฟ้าทํางานด้วยเทคนิค                

โวลแทมเมตรี โดยนําขัวไฟฟ้าทํางานจุ่มลงในสารละลายโพแทสเซียมเฟอร์ริกไซยาไนด์ที มี

โพแทสเซียมคลอไรด ์ผลการทดลอง  ดงัรูปที 4.4 ขวัไฟฟ้าเปล่าใหค่้ากระแสไฟฟ้ารีดอกซไ์ดส้มบรูณ์ 

(4.4 a) ทงันีเพราะทีผวิหนา้ของขวัไฟฟ้าไม่มีสิงใดปกคลุมจึงสามารถเกิดปฏิกิริยารีดอกซ์ไดส้มบรูณ์ 

เมือตรึงขวัไฟฟ้าดว้ยไคโตซานทีผสมกบัอนุภาคนาโนพอลิไพโรลและกลูตารอลดีไฮด์ (4.4 b และ- 

4.4 c) ค่ากระแสไฟฟ้าทีแคโทดิกและแอโนดิกลดลง ตามลาํดับ แสดงว่าทังไคโตซานทีผสมกับ

อนุภาคนาโนพอลิไพโรลและกลตูารอลดีไฮดส์ามารถตรึงบนขวัไฟฟ้าได ้ทาํให้เกิดปฏิกิริยารีดอกซ์

ไดล้ดน้อยลง จากนันขนัสุดทา้ยตรึงเอนไซมก์ลูโคสดีไฮโดรจีเนสบนขวัไฟฟ้า ค่ากระแสไฟฟ้าที    

แคโทดิกและแอโนดิกลดลง แสดงว่าเอนไซมส์ามารถตรึงบนขวัไฟฟ้าทาํงานไดแ้ละสามารถนาํไป

ประยกุตใ์ชเ้ป็นขวัไฟฟ้าทาํงานเพือวิเคราะห์หาปริมาณกลโูคสไดต่้อไป 
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รูปท ี4.4  แสดงโวลแทมโมแกรม ของขวัไฟฟ้าแกรไฟตเ์ปล่า (a), ตรึงดว้ยไคโตซานและนาโนพอลิ- 

ไพโรล/ขวัไฟฟ้าแกรไฟต ์(b), ตรึงกลตูารอลดีไฮดบ์นไคโตซานและนาโนพอลิไพโรล/ 

ขวัไฟฟ้าแกรไฟต ์(c) และเอมไซน/์กลตูารอลดีไฮด/์ไคโตซานและนาโนพอลิไพโรล/ 

ขวัไฟฟ้าแกรไฟต ์(d) ในสารละลายอิเลก็โทรไลต:์ 10 mM Fe(CN)6
4-/3- ในสารลาย 0.1 M  

KCl อตัราการสแกน 50 mV/s 

 

4.4  การวเิคราะห์หาปริมาณกลูโคสด้วยเทคนิคไซคลิกโวลแทมเมตรี 

ผลจากการวิเคราะห์หาปริมาณกลูโคสโดยนาํขัวไฟฟ้าทาํงานทีตรึงเอนไซม์กลูโคสดี-

ไฮโดรจีเนส จุ่มลงในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ทีมีสารละลายเฟอร์โรซีนทาํหน้าทีเป็นสารส่งผ่าน

อิเล็กตรอน ในช่วงศกัยไ์ฟฟ้า -0.2 ถึง +0.6 V ดงัรูปที 4.5 เมือเติมฟอสเฟตบฟัเฟอร์กระแสไฟฟ้า     

แคโทดิกไม่เกิดการเปลียนแปลง ทงันีเพราะฟอสเฟตบฟัเฟอร์ไม่สามารถเกิดปฏิกิริยากบัเอนไซม์

กลโูคสดีไฮโดรจีเนสไดจึ้งไม่เกิดปฏิกิริยารีดอกซ์ค่ากระแสไฟฟ้าจึงไม่เปลียนแปลง ในขณะทีเติม

สารละลายกลูโคสจะเกิดค่ากระแสไฟฟ้าแคโทดิก 15.0 µA ทีศกัยไ์ฟฟ้า  0.31 V แสดงให้เห็นว่า

ขัวไฟฟ้าทํางานทีตรึงด้วยเอนไซม์กลูโคสดีไฮโดรจีเนสมีการตอบสนองกับกลูโคสสามารถ

เกิดปฏิกิริยารีดอกซไ์ดจึ้งมีการเปลียนแปลงของอิเลก็ตรอนทาํให้เกิดค่ากระแสไฟฟ้าขึนทีศกัยไ์ฟฟ้า  

0.31 V ดงันนัสญัญาณกระแสไฟฟ้าตอบสนองของกลโูคสจึงวดัที 0.31 V ตลอดการทดลอง 
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รูปท ี4.5  แสดงโวลแทมโมแกรม ของขวัไฟฟ้าทาํงานในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ ความเขม้ขน้ 

0.05 M พีเอช  6.50 เมือเติมสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ (a) และเมือเติมสารละลายกลโูคส  

(b) ทีมีสารละลายเฟอร์โรซีน ความเขม้ขน้  0.1 mM โดยใหศ้กัยไ์ฟฟ้า -0.2 ถึง +0.6 V          

แก่ขวัไฟฟ้าทาํงาน ใชอ้ตัราการสแกน 50 mV/s 
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4.5  ผลการหาสภาวะทีเหมาะสมของระบบไบโอเซนเซอร์ 

วตัถุประสงค์ของการทดลองนีเพือศึกษาหาสภาวะทีเหมาะสมของวิธีไบโอเซนเซอร์

สาํหรับตรวจวดัปริมาณกลูโคสในตัวอย่างจริงได้ โดยสภาวะทีทาํการศึกษาไดแ้ก่ การหาปริมาณ

อนุภาคนาโนพอลิไพโรลทีเหมาะสมในการตรึง การหาความเขม้ขน้ของเอนไซมก์ลูโคสดีไฮโดร-

จีเนสทีเหมาะสม  การหาความเขม้ขน้ของสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ทีเหมาะสม และการหาพีเอช

ของสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ สรุปได้ดังตารางที 4.1 ทุกสภาวะทีศึกษาทาํการทดลองโดย

เปลียนแปลงสภาวะทีตอ้งการศึกษาส่วนสภาวะอืนๆคงที 

 

ตารางที 4.1  การหาสภาวะทีเหมาะสมของวิธีวิเคราะห์ 

สภาวะทีศึกษา การทดลอง 

1.  การหาปริมาณอนุภาคนาโนพอลิไพโรลที

เหมาะสมในการตรึงดว้ยวิธี Deposition 

100  500  1,000 และ 1,500 µl 

2.  การหาความเข้มข้นของเอนไซม์กลูโคสดี-

ไฮโดรจีเนสทีเหมาะสม 

0.80, 1.25, 2.50 และ 5.00 mg/ml 

3.  การหาความเขม้ขน้ของสารละลายฟอสเฟต-

บฟัเฟอร์ทีเหมาะสม 

0.01, 0.025, 0.05, 0.10, 1.50 และ 2.00 M   

พีเอช  7.00 

4.   การหาพีเอชของสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 5.00, 5.50, 6.00, 6.50, 7.00 และ 7.50 

 

4.5.1  ผลการหาปริมาณอนุภาคนาโนพอลิไพโรลทีเหมาะสมในการตรึง  

อนุภาคนาโนพอลิไพโรลมีสมบัติทีสามารถนําไฟฟ้าได้จึงช่วยในการส่งผ่าน

อิเลก็ตรอนจากปฏิกิริยาทีไดไ้ปยงัขวัไฟฟ้าทาํงาน แต่เนืองดว้ยพืนทีหนา้ตดัของขวัไฟฟ้ามีจาํกดัทาํให้

อนุภาคนาโนพอลิไพโรลสามารถเกาะติดไดใ้นปริมาณทีเหมาะสมเท่านัน จากตารางที 4.2 และ       

รูปที 4.6 เมือปริมาณอนุภาคนาโนพอลิไพโรลเพิมขึนค่ากระแสไฟฟ้าทีไดเ้พิมขึน และทีปริมาตร

อนุภาคนาโนพอลิไพโรล 1,000 µl ใหค่้าการตอบสนองสูงสุดแต่เมือปริมาณอนุภาคนาโนพอลิไพโรล

มากกว่า 1,000 µl ค่ากระแสไฟฟ้าลดลง ทังนีอาจเนืองมาจากผลความเกะกะ (Steric effect )           

และความหนาในการเกาะติดของเอนไซมแ์ละอนุภาคนาโนพอไพโรลบนขวัไฟฟ้า ซึงอาจทาํให้

ประสิทธิภาพในการส่งผา่นอิเลก็ตรอนเป็นไปไดย้ากจึงทาํใหค่้ากระแสลดลงเมือใส่นาโนพอลิไพโรล

มากกว่า 1,000 µl 
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ดงันันจึงเลือกอนุภาคนาโนพอลิไพโรลทีปริมาตร 1,000 µl สาํหรับใชใ้นการตรึง

เอนไซมบ์นขวัไฟฟ้าต่อไป 

 

ตารางที 4.2  ผลการศึกษาปริมาตรของอนุภาคนาโนพอลิไพโรลสาํหรับตรึงบนขวัไฟฟ้าแกรไฟต ์

ปริมาณนาโนพอลิไพ-

โรล (µl) 
กระแสไฟฟ้า (µA) ค่าเฉลีย 

ส่วนเบียงเบน

มาตรฐาน 

100 13.2 13.7 13.0 13.3 0.0 

500 25.3 24.0 24.8 24.7 0.1 

1,000 43.4 44.9 45.2 44.5 0.0 

1,500 13.9 12.7 12.0 12.9 0.1 

 

 
 

รูปที 4.6  ผลการศึกษาปริมาตรของอนุภาคนาโนพอลิไพโรลสาํหรับตรึงบนขวัไฟฟ้าแกรไฟต ์

 

4.5.2  ผลการหาความเขม้ขน้ของเอนไซมก์ลโูคสดีไฮโดรจีเนสทีเหมาะสม 

จากการศึกษาปริมาณของเอนไซมพ์บว่ามีผลต่อการวดัปริมาณกลโูคส ซึงถา้ปริมาณ

ของเอนไซมมี์นอ้ยจะส่งผลใหป้ระสิทธิภาพการทาํงานของขวัไฟฟ้าลดลง เนืองจากเกิดปฏิกิริยาได้

นอ้ยและถา้ปริมาณของเอนไซมมี์มากอาจจะทาํใหบ้ดบงัการส่งผา่นอิเลก็ตรอนระหว่างสารละลายกบั

ขวัไฟฟ้า จึงตอ้งศึกษาหาสภาวะทีเหมาะสมโดยการศึกษาเอนไซมที์ความเขม้ขน้ 0.80-5.00 mg/ml  

ผลการทดลองเป็นดงัตารางที 4.3 และรูปที 4.7 พบว่าความเขม้ขน้ของเอนไซมก์ลูโคสดีไฮโดรจีเนส 
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ที 2.50 mg/ml ให้ค่าการตอบสนองมากทีสุดและเมือความเข้มข้นมากกว่า 2.50 mg/ml ค่าการ

ตอบสนองลดลง ทงันีเพราะพืนทีบนผวิหนา้ของขวัไฟฟ้ามีจาํกดัจึงทาํใหไ้ม่มีผลเมือเพิมความเขม้ขน้

ไปมากขึน และนอกจากนียงัอาจเกิดจากการบดบงัทาํให้การเกิดปฏิกิริยากบักลูโคสและการส่งผ่าน

อิเลก็ตรอนเกิดขึนไดย้ากอีกดว้ยทาํใหส้ญัญาณการตอบสนองลดลง ดงันันในการทดลองจึงเลือกใช้

เอนไซมก์ลโูคสดีไฮโดรจีเนสทีความเขม้ขน้ 2.5 mg/ml สาํหรับทาํการทดลองครังต่อไป 

 

ตารางที 4.3  ผลความเขม้ขน้ของเอนไซมก์ลโูคสดีไฮโดรจีเนส 

ความเขม้ขน้

เอนไซม ์
กระแสไฟฟ้า (µA) ค่าเฉลีย 

ส่วนเบียงเบน

มาตรฐาน 

0.80 7.3 8.6 7.8 7.9 0.1 

1.25 18.7 17.1 16.4 17.4 1.2 

2.50 24.2 24.3 24.3 24.2 0.0 

5.00 20.6 22.5 20.6 21.2 1.1 

 

 
 

รูปท ี4.7  ผลการศึกษาความเขม้ขน้ของเอนไซมที์เหมาะสมสาํหรับตรึงบนขวัไฟฟ้าทาํงาน 
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4.5.3  ผลการหาความเขม้ขน้ของสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ทีเหมาะสม 

ตารางที 4.4 และรูปที 4.8 แสดงค่ากระแสไฟฟ้าทีวดัไดเ้มือใชส้ารละลายฟอสเฟต

บฟัเฟอร์ทีความเขม้ขน้ต่างๆ ความเขม้ขน้ของสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์มีผลต่อค่ากระแสไฟฟ้า ถา้

ความเขม้ขน้ของสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์น้อยเกินไปทาํให้สารละลายมีความเป็นอิเล็กโทรไลต์

น้อยค่ากระแสน้อยแต่ถา้ความเข้มขน้ของฟอสเฟตบฟัเฟอร์มากเกินไปจะทาํให้ในสารละลายมีค่า   

buffer capacity มากเกินไปทาํใหต้รวจวดัการเปลียนแปลงของค่ากระแสไดย้าก ผลการทดลองพบว่า

สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ความเขม้ขน้ 0.05 M ใหค่้ากระแสการตอบสนองมากทีสุด ดงันันในการ

ทดลองจึงเลือกใชส้ารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ทีความเขม้ขน้ 0.05 M 

 

ตารางที 4.4  ผลการหาความเขม้ขน้ของสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ทีเหมาะสม 

ความเขม้ขน้

(M) 
กระแสไฟฟ้า (µA) ค่าเฉลีย 

ส่วนเบียงเบน

มาตรฐาน 

0.01 16.9 18.0 17.4 17.4 0.5 

0.025 20.2 18.0 19.5 19.2 1.1 

0.050 27.6 22.7 22.2 24.2 2.9 

0.100 22.1 20.6 21.7 21.5 0.7 

0.150 22.3 18.5 21.8 20.9 2.0 

0.200 20.7 21.5 21.1 21.1 0.4 
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รูปท ี4.8  ผลการหาความเขม้ขน้ของสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ทีเหมาะสม 

 

4.5.4  ผลการหาพีเอชของสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 

การทาํงานของเอนไซมขึ์นอยู่กบัพีเอชของสารละลาย เอนไซม์ กลูโคสดีไฮโดร-

จีเนส มีพีเอชทีเหมาะสมที พีเอช 7.00 แต่เมือนาํเอนไซมม์าตรึงบนขวัไฟฟ้าทาํให้พีเอชทีเหมาะสม

สาํหรับการทาํงานของเอนไซมเ์ปลียนแปลงไปจึงจาํเป็นตอ้งหาพีเอชทีเหมาะสมของเอนไซมส์ภาวะ

ตรึงใหม่ ผลการทดลองแสดงดังตารางที 4.5 และรูปที 4.9 พบว่าทีพีเอช 6.50 ให้ค่ากระแสการ

ตอบสนองสูงสุด ดงันนัในการทดลองจึงเลือกใชส้ารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ทีพีเอช  6.50 

 

ตารางที 4.5  ผลการหาค่าพีเอชของสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ทีเหมาะสม  

พีเอช กระแสไฟฟ้า (µA) ค่าเฉลีย 
ส่วนเบียงเบน

มาตรฐาน 

5.00 26.1 24.7 24.4 25.0 0.9 

5.50 25.7 24.7 24.0 24.8 0.8 

6.00 27.2 25.3 24.8 25.7 1.2 

6.50 32.0 26.8 28.3 29.0 2.6 

7.00 26.5 26.3 25.8 26.2 0.3 

7.50 27.3 25.2 24.5 25.6 1.4 

8.00 26.9 25.0 24.2 25.3 1.3 
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รูปที 4.9  ผลการหาค่าพีเอชของสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ทีเหมาะสม 

 

4.6  ผลการหาประสิทธิภาพของวธีิไบโอเซนเซอร์ 

การทดลองนีมีวตัถุประสงค์เพือหาประสิทธิภาพของวิธีทีพฒันาขึนมา โดยทาํการศึกษา

การทาํซาํของการวิเคราะห์ การทวนซาํของการวิเคราะห์ ความแม่นยาํของวิธี ช่วงความเป็นเส้นตรง 

ขีดจาํกดัในการตรวจพบ ขีดจาํกดัในการวดัเชิงปริมาณ ตวัรบกวน และความเสถียรของขวัไฟฟ้า       

มีขนัตอนการทดลองดงั 3.2.4 ซึงทาํการทดลองภายใตส้ภาวะทีเหมาะสมดงันี 

 1.  ปริมาณของอนุภาคนาโนพอลิไพโรล 1,000 µl 

 2.  ความเขม้ขน้ของเอนไซมก์ลโูคสดีไฮโดรจีเนส  2.50 mg/ml 

 3.  ความเขม้ขน้ของสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์  0.05 M 

 4.  พีเอชของสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์  6.50 

 5.  ศกัยไ์ฟฟ้า -0.2 ถึง +0.6 V อตัราการสแกน  50 mV/s 

 

4.6.1  ผลการทาํซาํของการวิเคราะห์ 

ใชข้วัไฟฟ้าทาํงานขวัเดียวกนัวดัปริมาณกลโูคสทีความเขม้ขน้ 0.6 M โดยทาํการวดั

ซาํจาํนวน 5 ครัง แลว้นาํค่ากระแสทีวดัไดม้าคาํนวณหาค่าส่วนเบียงเบนมาตรฐาน จากตารางที 4.6 

พบว่ามีค่าส่วนเบียงเบนมาตรฐานสัมพทัธ์เท่ากบั 2.6 สอดคลอ้งกบัเกณฑ์มาตรฐานการยอมรับโดย

เกณฑป์กติ % RSD ≤ 5 [86] ซึงค่าทีไดจ้ากการวดัซาํกนัหลายๆครังมีค่าใกลเ้คียงหรือเท่ากนัแสดงว่า
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วิธีทีไดพ้ฒันาขึนมามีความแน่นอนจากการวดัสูงสามารถนาํไปใชใ้นการวิเคราะห์หาปริมาณกลูโคส

ในตวัอยา่งจริงได ้

 

ตารางที 4.6  ผลการศึกษาการทาํซาํของวิธี 

ครังที กระแสไฟฟ้า (µA) 

1 29.2 

2 28.3 

3 28.3 

4 28.9 

5 27.2 

%RSD = 2.6 

 

4.6.2  ผลการทวนซาํของการวิเคราะห์  

ใช้ขัวไฟฟ้าทํางานจํานวน 5 ขัว ว ัดปริมาณกลูโคสทีความเข้มข้น 0.6 M นํา

ค่ากระแสทีวดัไดม้าคาํนวณหาค่าส่วนเบียงเบนมาตรฐานสัมพทัธ์ จากตารางที 4.7 พบว่ามีค่าส่วน

เบียงเบนมาตรฐานสัมพทัธ์เท่ากบั 2.3 ซึงสอดคลอ้งกบัเกณฑ์มาตรฐานการยอมรับโดยเกณฑ์ปกติ    

% RSD ≤ 5 [86] ซึงถา้ค่า %RSD มีค่าน้อยกว่าเกณฑ์มาตรฐานแสดงว่าวิธีทีไดพ้ฒันาขึนมามีความ

เทียงสูงสามารถนาํไปใชใ้นการวิเคราะห์หาปริมาณกลโูคสในตวัอยา่งจริงได ้

 

ตารางที4.7  ผลการศึกษาการทวนซาํของวิธี 

ครังที กระแสไฟฟ้า (µA) 

1 26.9 

2 26.7 

3 27.6 

4 28.3 

5 27.6 

%RSD = 2.3 
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4.6.3  ผลศึกษาความแม่นยาํของวิธี 

จากการศึกษาพบว่าเปอร์เซ็นตก์ารไดก้ลบัคืนของกลูโคสในตวัอย่างซีรั มอยู่ในช่วง         

96-108 % ซึงสอดคลอ้งกบัเกณฑม์าตรฐานการยอมรับทีอยูใ่นช่วง 80-110% [86] แสดงดงัตาราง 4.8 

 

ตารางที 4.8  ผลการศึกษาการเปอร์เซ็นตก์ารไดก้ลบัคืน (% Recovery) 

ตวัอยา่ง 
ความเขม้ขน้ของสารละลายกลโูคส (mM) 

% การไดก้ลบัคืน 
ก่อนเติม เติม หลงัเติม 

1 3.79 5.00 8.58 96 

2 3.82 5.00 8.76 99 

3 5.06 5.00 10.47 108 
 

4.6.4  ผลศึกษาช่วงความเป็นเสน้ตรง 

ผลการศึกษาช่วงความเป็นเสน้ตรงของสารละลายกลโูคส จากตารางที 4.9 และรูปที 

4.10 กราฟแสดงความสัมพนัธ์ระหว่างค่ากระแสไฟฟ้ากบักลูโคสทีความเขม้ขน้ต่างๆ พบว่ามีช่วง

ความเป็นเส้นตรงทีความเขม้ขน้ 1.00 ถึง 25.00 mM ซึงระดบักลูโคสในเลือดโดยปกติ 100-125  

mg/dl (5.5-6.9 mM) มีค่าอยู่ในช่วงความเป็นเส้นตรงนี มีความไววิเคราะห์มีค่า 0.200 µA/mM       

และค่าสหสมัพนัธเ์ท่ากบั  0.9983 
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ตารางที 4.9  ผลศึกษาช่วงความเป็นเสน้ตรง 

ความเขม้ขน้ของกลโูคส 

(mM) 

ค่ากระแสไฟฟ้าทีเปลียนแปลงไป 

(µA) 
ค่าเฉลีย 

ส่วนเบียงเบน

มาตรฐาน 

Blank 0 0 0 0 0 

0.10 0.1 0.1 0.4 0.2 0.3 

0.50 1.0 1.0 1.2 1.1 0.1 

1.00 1.7 1.4 1.8 1.7 0.2 

5.00 2.6 2.3 2.5 2.5 0.1 

10.00 3.6 3.1 3.0 3.3 0.3 

15.00 4.4 4.0 3.6 4.0 0.4 

20.00 4.8 5.2 4.2 4.7 0.5 

25.00 5.6 5.3 5.4 5.5 0.1 

30.00 6.3 5.2 5.6 5.7 0.6 

35.00 5.6 6.1 5.1 5.6 0.5 

40.00 6.2 5.0 5.2 5.5 0.6 

45.00 6.0 5.0 5.4 5.5 0.5 

50.00 5.9 4.9 5.6 5.5 0.5 

55.00 5.6 4.9 5.4 5.3 0.3 

60.00 5.4 4.9 5.6 5.3 0.4 
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รูปท ี4.10  แสดงช่วงความเป็นเสน้ตรงของสารละลายกลโูคส 

 

4.6.5  ขีดจาํกดัในการตรวจพบ 

จากการวดัแบลงคส์ารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ของสารจาํนวน 7 ครัง นาํค่ากระแส 

ทีวดัไดม้าคาํนวณพบว่าขีดจาํกดัในการตรวจพบมีค่าเท่ากบั 0.46 mM 

LOD = mean + 3SDblank 

LOD = 0 + (3x0.15) 

LOD = 0.46 
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4.6.6  ขีดจาํกดัในการวดัเชิงปริมาณ 

จากการวดัแบลงคส์ารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ของสารจาํนวน 7 ครัง นาํค่ากระแส 

ทีวดัไดม้าคาํนวณพบว่าขีดจาํกดัในการวดัเชิงปริมาณมีค่าเท่ากบั 4.60 mM โดยมีความเทียง (%RSD) 

เท่ากบั 1.36 และมีความแม่นยาํ (% Recovery) เท่ากบั 96% แสดงว่าวิธีนีมีขีดจาํกดัในการตรวจวดัเชิง

ปริมาณเท่ากบั 4.60 mM 

LOQ = mean + 10SDblank 

LOQ = 0+ (10x0.46) 

LOQ = 4.6 

 

4.6.7  ผลของตวัรบกวน 

ศึกษาผลของตวัรบกวนทีมีโอกาสพบในตวัอยา่งซีรัมคือ กรดยริูก ซูโครส ฟรุกโทส 

และแอสคอร์บิก ซึงกรดยกูริกและแอสคอร์บิก เป็นสารทีสามารถถูกออกซิไดซ์ไดที้ผิวหน้าของ

ขวัไฟฟ้า [87] ส่วนซูโคส และฟรุกโตส เป็นนาํตาลทีมีโครงสร้างคลา้ยนาํตาลกลูโคส ดงันันในการ

ทดลองจึงไดเ้ลือกสารดงักล่าวนํามาศึกษาเพือทดสอบความจาํเพาะเจาะจงของเอนไซมก์ลูโคสดี-

ไฮโดรจีเนสต่อกลโูคส โดยนาํค่ากระแสไฟฟ้าทีวดัไดม้าเปรียบเทียบกบัค่ากระแสไฟฟ้าของกลูโคส 

ทีความเข้มข้นเดียวกันคือ 0.6 M ดังตารางที 4.10 และรูปที 4.11 แสดงให้เห็นค่ากระแสการ

ตอบสนองของกลูโคสมีค่าสูงกว่าตวัรบกวน ดงันันจึงสรุปได้ว่า กรดยริูก ซูโครส ฟรุกโทส และ

แอสคอร์บิก ไม่มีผลรบกวนต่อการวิเคราะห์หาปริมาณกลโูคส 

 

ตารางที 4.10  ผลการศึกษาของตวัรบกวน 

สารตวัอยา่ง ค่ากระแสไฟฟ้า (µA) 

Blank 0.1 

ยริูก 0.3 

ซูโครส 0.3 

ฟรุกโทส 0.2 

แอสคอร์บิก 0.4 

กลโูคส 11.6 
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รูปที 4.11  แสดงผลของตวัรบกวนเปรียบเทียบกบักลโูคส 

 

4.6.8  ผลการหาความเสถียรของขวัไฟฟ้า 

ผลการหาความเสถียรของขวัไฟฟ้าในการวิเคราะห์หาปริมาณกลโูคสทีความเขม้ขน้  

0.6 M โดยนาํค่ากระแสไฟฟ้าทีวดัไดใ้นแต่ละครังเปรียบเทียบกบัค่ากระแสไฟฟ้าทีไดใ้นครังแรก   

ผลการทดลองทีได้พบว่าขัวไฟฟ้าทาํงานสามารถวิเคราะห์หาปริมาณกลูโคสได้มากถึง 55 ครัง 

ในขณะทีการทาํงานของเอนไซมล์ดลงเพียง 20% แสดงให้เห็นว่าขวัไฟฟ้าทีพฒันาขึนมีความเสถียร

สูงสาํหรับการตรวจวดักลโูคสดงัตารางที 4.11  และรูปที 4.12 
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ตารางที 4.11  ผลการหาความเสถียรของขวัไฟฟ้า 

จาํนวนครัง ค่ากระแสไฟฟ้า (µA) 

1-5 18.7-17.6 

6-10 17.5 -17.0 

11-15 17.0 -16.8 

16-20 17.6 -16.6 

21-25 16.5 -16.4 

26-30 16.4 -16.4 

31-35 16.4 -16.1 

36-40 16.1 -16.1 

41-45 16.0 -15.9 

46-50 15.8 -15.7 

51-55 15.7 -15.5 

 

 
 

รูปท ี4.12  ผลการหาความเสถียรของขวัไฟฟ้าทาํงาน 
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4.6.9  ผลการเพิมความวิเคราะห์ดว้ยวสัดุนาโนพอลิไพโรล 

 ผลการเพิมความไววิเคราะห์ดว้ยการเกาะติดของวสัดุนาโนพอลิไพโรลทีผสมกบัไค-

โตซานบนขวัไฟฟ้าแกรไฟต์ เปรียบเทียบกบัการใชไ้คโตซานเพียงอย่างเดียวเพือวิเคราะห์ปริมาณ

กลโูคสทีความเขม้ขน้ 0.6 M ปริมาตร 50 µl ทาํการเปรียบเทียบค่ากระแสทีได ้พบว่าเมือมีการเพิมนา-

โนพอลิไพโรลงบนขวัไฟฟ้าทาํงานให้ค่ากระแสไฟฟ้าสูงกว่าขวัไฟฟ้าทีมีเพียงแต่ไคโตซาน ทงันี

เพราะนาโนพอลิไพโรลสามารถช่วยในการเพิมพืนทีผิวทาํให้สามารถตรึงเอนไซมก์ลูโคสดีไฮโดร-

จีเนสไดม้ากขึนทาํให้สามารถเกิดปฏิกิริยากบักลูโคสไดม้ากขึน และนอกจากนีนาโนพอลิไพโรล      

ยงัสามารถช่วยในการส่งผา่นอิเลก็ตรอนทีไดจ้ากปฏิกิริยาไปยงัผิวหน้าขวัไฟฟ้าอีกดว้ยจึงทาํให้นา-

โนพอลิไพโรลสามารถเพิมความไววิเคราะห์ในการตรวจวดัปริมาณกลโูคส 

 

 
รูปท ี4.13  ผลการเพิมความไววิเคราะห์ดว้ยวสัดุนาโนพอลิไพโรลผสมกบัไคโตซานเปรียบเทียบค่า

กระแสไฟฟ้ากบัไคโตซานทีเกาะติดบนขวัไฟฟ้าทาํงานแกรไฟต ์

 

4.6.10  ผลการหาความเขม้ขน้ของกลโูคสในตวัอยา่งซีรัม 

รูปที 4.14 กราฟมาตรฐานแสดงความสมัพนัธร์ะหว่างค่ากระแสไฟฟ้ากบักลโูคสทีความเขม้ขน้ต่างๆ 

(3.2.6.9) นาํสมการเสน้ตรงมาคาํนวณหาความเขม้ขน้ของกลูโคสในตวัอย่างซีรั มจาํนวน 5 ตวัอย่าง 

ผลการทดลองเป็นดงัตารางที 4.12 ความเขม้ขน้ของกลโูคสทีวดัไดด้ว้ยวิธีทีพฒันากบัค่าทีวดัโดยใช้

วิธีมาตรฐานซึงตรวจวดัดว้ยเครือง Shappire 400 เมือนาํผลการวิเคราะห์ทงัสองมาเปรียบเทียบกนัโดย

ใชส้ถิติ t-test [88] พบว่าวิธีทงัสองไม่มีความแตกต่างกนัอย่างมีนัยสาํคญัทีความเชือมนั 95% สรุปว่า

วิธีทีพฒันาขึนมีประสิทธิภาพในการตรวจหากลโูคสในตวัอยา่งซีรัมไดดี้เทียบเท่ากบัวิธีทีโรงพยาบาล
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ใชแ้ต่มีขอ้ดีกว่าคือ ใชส้ารในปริมาณนอ้ย สามารถนาํขวัไฟฟ้ากลบัมาใชใ้หม่ได ้และประหยดัเวลาที

ใชใ้นการตรวจวดัโดยเมือเปรียบเทียบกบังานวิจยัอืนๆ ดงัตารางที 4.13 พบว่าวิธีทีพฒันาขึนมามี

ขอ้เด่นคือ มีช่วงความเป็นเสน้ตรงทีกวา้งสามารถนาํไปประยกุตใ์ชไ้ดห้ลากหลาย และใหขี้ดจาํกดัการ

ตรวจวดัทีตาํ 0.46 mM แสดงว่าสามารถตรวจวดักลูโคสในตวัอย่างทีมีความเขม้ขน้ตาํๆได ้แต่เมือ

พิจารณาความไววิเคราะห์ เปรียบเทียบกับการใช้ท่อนาโนคาร์บอนและลวดนาโนพอลิอะนีลีน    

พบว่าวิธีทีพฒันาขึนมามีความไววิเคราะห์ทีตาํกว่า ทงันีเพราะท่อนาโนคาร์บอนและลวดนาโนพอ-

ลิอะนีลีนสามารถนาํไฟฟ้าไดดี้กว่าไพโรล ซึงเป็นพอลิเมอร์มาก แต่การใชท่้อนาโนคาร์บอนและลวด

นาโนพอลิอะนีลีนมีขอ้จาํกดัหลายดา้นเช่น ราคาสูง สังเคราะห์ไดย้าก และให้ค่ากระแสไฟฟ้าพืน 

(Background current) สูง ทาํใหว้ิธีมีขีดจาํกดัในการตรวจวดัสูง 

 

 
 

รูปท ี4.14  แสดงช่วงความเป็นเสน้ตรงสาํหรับการวิเคราะห์หาปริมาณกลโูคส 
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ตารางที 4.12  แสดงผลการเปรียบเทียบวิธีไบโอเซนเซอร์กบัวิธีมาตรฐาน (Enzymatic Colorimetric 

method) และผลการวิเคราะห์ดว้ยสถิติ (t-test) 

ตวัอยา่ง 
ความเขม้ขน้ของกลโูคส (mM) 

D D2 
ไบโอเซนเซอร์ วิธีมาตรฐาน 

1 11.3 9.4 1.9 3.6 

2 16.9 15.2 1.7 3.0 

3 14.6 15.3 -0.7 0.5 

4 19.6 16.0 3.6 13.0 

5 17.2 17.3 -0.03 0.0009 

 ΣD = 6.44 ΣD2=19.9938 

t-test (Calculate)  = 1.3452 

t-test (Table.)  = 2.776 
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ตารางที 4.13  ผลการเปรียบเทียบวิธีทีพฒันาขึนกบัวิธีอืนๆ 

 
 

ประสิทธิภาพ

ของวิธี

วิเคราะห์ 

เทคนิค

ไบโอเซนเซอร์ที

พฒันาขึน 

ท่อนาโนคาร์บอน

ผสมกบันาโนทิน

ฟิลม์
35

 

วสัดุผสมระหว่าง

ท่อนาโนคาร์บอน

กบัเจลาติน
90 

ลวดนาโนพอลิ 

อะนีลีน
89

 

 

Sensitivity 0.2 μA/mM 5.1 ± 0.9 μA/mM 2.47 μA/mM 2.5 μA/mM 
 

Linearity 1-25 mM 4.9–19 mM, 6.3-20 mM 0.25-8 mM 
 

Detection limit 0.46 mM ไม่มีขอ้มลู ไม่มีขอ้มลู 50 µM 
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บทที 5 

สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

 

5.1  สรุปผลการทดลอง 

ในงานวิจัยนีได้ศึกษาการสร้างไบโอเซนเซอร์สําหรับวิเคราะห์หาปริมาณกลูโคส          

ดว้ยเทคนิคโวลแทมเมตรี โดยใชเ้อนไซมก์ลูโคสดีไฮโดรจีเนสซึงมีความจาํเพาะเจาะจงกบักลูโคส 

และเพิมความไววิเคราะห์ดว้ยวสัดุนาโนพอลิไพโรล ซึงจะทาํใหก้ารวิเคราะห์ในระบบไบโอเซนเซอร์

มีประสิทธิภาพดียงิขึน 

เตรียมอนุภาคนาโนพอลิไพโรลโดยสงัเคราะห์ดว้ยกระบวนการอิมลัชนัพอลิเมอร์ไรเซชนั 

โดยอาศยัการเกิดปฏิกิริยาของสารลดแรงตึงผวิ 2 ชนิดคือ โซเดียมโดเดกซิลซลัเฟต เป็นสารลดแรงตึง

ผิวชนิดทีมีประจุลบ และ ไอโซออกทิลฟีนิล เอสเทอร์ เป็นสารลดแรงตึงผิวชนิดทีไม่มีประจุ           

ในการสงัเคราะห์อนุภาคนาโนพอลิไพโรลจะทาํการผสมสารลดแรงตึงผวิทงั 2 ชนิดในอตัราส่วน 2:1 

โดยละลายดว้ยนาํกลนั ภายใตส้ภาวะการคนตลอดเวลา ทาํการเติมมอนอเมอร์ไพโรล และเติมตัว

ยบัยงั ทาํให้ไดอ้นุภาคนาโนพอลิไพโรลสาํหรับการวิเคราะห์ ตรวจสอบลกัษณะทางกายภาพและ

ขนาดของอนุภาคนาโนพอลิไพโรล ดว้ยเทคนิคกลอ้งจุลทรรศน์แบบส่องกราด พบว่าอนุภาคมีทรง

กลมและขนาดเฉลีย 100 นาโนเมตร  

อนุภาคนาโนพอลิไพโรลทีสงัเคราะห์จะถกูนาํมาตรึงบนขวัไฟฟ้าแกรไฟตโ์ดยขนัแรกจะทาํการศึกษา

ผลการตรึงเอนไซมก์ลโูคสดีไฮโดรจีเนสบนขวัไฟฟ้าแกรไฟต์โดยใชส้ารเชือมไขวเ้ชือมต่อระหว่าง

อนุภาคนาโนพอลิไพโรลทีผสมกบัไคโตซานกบัเอนไซม ์จากการศึกษาพบว่าเมือทาํการตรึงอนุภาค

นาโนพอลิไพโรลผสมกบัไคโตซาน ตรึงสารเชือมไขวก้ลูตารอลดีไฮด์ และตรึงเอนไซมก์ลูโคสดี-

ไฮโดรจีเนสบนขวัไฟฟ้าแกรไฟต ์ค่ากระแสไฟฟ้าทีแคโทดิกและแอโนดิกลดลง ตามลาํดบั แสดงให้

เห็นว่าในแต่ละขนัของการตรึงสามารถเกาะติดบนผิวหน้าของขวัไฟฟ้าแกรไฟต์ได ้นําขัวไฟฟ้า

ทาํงานทีเตรียมไดม้าวิเคราะห์หาปริมาณกลโูคสโดยจุ่มในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ทีมีสารละลาย

เฟอร์โรซีนทาํหน้าทีเป็นสารส่งผ่านอิเล็กตรอน โดยให้ศกัยไ์ฟฟ้า -0.2 ถึง +0.6 V อตัราการสแกน    

50 mV/s ใช้เป็นสภาวะทีคงที พบว่าเมือเติมสารละลายกลูโคสเกิดค่ากระแสไฟฟ้าแคโทดิกได ้      

15.0 µA ทีศกัยไ์ฟฟ้า 0.31 V  

หาสภาวะทีเหมาะสมของระบบไบโอเซนเซอร์โดยศึกษาปริมาณของอนุภาคนาโนพอลิ-

ไพโรลทีเหมาะสมในการตรึง พบว่าอนุภาคนาโนพอลิไพโรลปริมาตร 1,000 ไมโครลิตรทีผสมกบั 

ไคโตซานปริมาตร 2,000 ไมโครลิตร ให้ค่ากระแสไฟฟ้าตอบสนองสูงสุด เมือไดข้วัไฟฟ้าทีถูกตรึง
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ดว้ยอนุภาคนาโนพอลิไพโรลต่อไปจะทาํการศึกษาหาความเขม้ขน้ของเอนไซมก์ลโูคสดีไฮโดรจีเนส

ทีเหมาะสมในการตรึงบนขวัไฟฟ้า ซึงพบว่าความเขม้ขน้ของเอนไซมที์ 2.50 mg/ml มีความเหมาะสม

ในการตรึงเพราะมีค่ากระแสการตอบสนองทีดีทีสุดเมือเทียบกบัเอนไซมที์ความเขม้ขน้อืนๆ หลงัจาก

นนันาํขวัไฟฟ้าทาํงานมาศึกษาหาสภาวะทีเหมาะสมดว้ยเทคนิคโวลแทมเมตรีสาํหรับตรวจวดัปริมาณ

กลโูคส พบว่าความเขม้ขน้และพีเอชของสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ทีเหมาะสมคือ ความเขม้ขน้ที 

0.05 M และพีเอช 6.5 ตามลาํดบั 

ศึกษาประสิทธิภาพของวิธีไบโอเซนเซอร์ พบว่าวิธีทีพฒันาขึนมีความเทียง (% RSD ≤ 3) 

และความแม่นยาํสูง (เปอร์เซ็นต์การไดก้ลบัคืน) อยู่ในช่วง 96-108% สามารถตรวจหาปริมาณของ

กลูโคสไดใ้นช่วง 1 ถึง 25 mM ความไววิเคราะห์มีค่า 0.200 µA/mM ค่าสหสัมพนัธ์เท่ากบั 0.9983 

ขีดจาํกดัการตรวจพบของวิธีเท่ากบั 0.46 mM และขีดจาํกดัในการตรวจพบเชิงปริมาณคือ 4.6 mM 

ศึกษาผลของสารรบกวนทีสามารถพบไดใ้นซีรั มโดยสารรบกวนทีเลือกศึกษาคือ กรดยริูก ซูโครส 

ฟรุกโทส และแอสคอร์บิก   พบว่าไม่มีผลต่อการวิเคราะห์หาปริมาณกลูโคส ความเสถียรของ

ขวัไฟฟ้าทาํงานทีตรึงด้วยเอนไซมก์ลูโคสดีไฮโดรจีเนสสามารถวิเคราะห์หาปริมาณกลูโคสไดถึ้ง    

55 ครัง โดยมีค่าการตอบสนองเหลือที 80%  

เมือไดส้ภาวะการทดลองทีเหมาะสมจึงนาํวิธีไบโอเซนเซอร์ทีพฒันาขึนมาวิเคราะห์หา

ปริมาณกลูโคสในตัวอย่างซีรั มจาํนวน 5 ตัวอย่างโดยเปรียบเทียบผลการวิเคราะห์ทีได้จากวิธี

ไบโอเซนเซอร์เทียบกบัวิธีมาตรฐาน พบว่าไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสําคญัทีความเชือมนั 95% 

โดยใชส้ถิติ (วิธี t-test) แสดงวิธีทีพฒันาขึนนีสามารถตรวจหาปริมาณกลูโคสในตวัอย่างซีรั มไดจ้ริง  

มีข้อดีคือ ใช้สารตัวอย่างในปริมาณน้อย ไม่มีขันตอนการเตรียมสารทียุ่งยาก ประหยดัเวลาการ

วิเคราะห์ สามารถนาํขวัไฟฟ้ากลบัมาใชว้ิเคราะห์ซาํใหม่ได ้และมีค่าใชจ่้ายในการวิเคราะห์ถูกกว่าวิธี

มาตรฐาน 
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5.2  ข้อเสนอแนะ 

5.2.1  ขวัไฟฟ้าแกรไฟต์ทีประดิษฐ์ขึนชาํรุดง่าย ดงันันจึงตอ้งศึกษาวิธีการตรึงหลายๆวิธี

เพือเพิมความเสถียรใหก้บัขวัไฟฟ้า 

5.2.2  การสงัเคราะห์อนุภาคนาโนพอลิไพโรลตอ้งควบคุมอุณหภูมิให้คงทีตลอดเวลาการ

สงัเคราะห์ในการทดลองควรใชอ่้างสาํหรับคุมควบอุณหภูมิในการสงัเคราะห์ 
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Fig 1. The SEM image of polypyrrole nanoparticles 

        In this work showed the synthesis of nanoconducting polymer by emulsion polymerization. Resulting  

the polypyrrole particles were obtained in the range of nanometer.  The nanopolypyrrole has been to used in 

biosensor system. The nanopolypyrrole based on biosensor was enhance the current response because ability 

of nanopolypyrrole high conductivity, increasing the electroactive surface area for higher enzyme loading 

and non toxic to the environment.

Results

Characteristic of nanopolypyrrole

Characteristics of electrochemistry on electrode surface

Conclusion

Fig. 3 Cyclic voltammograms of the electrode at different stages: (a) bare electrode, (b) 

nanopolypyrrole modified electrode, (c) enzyme/nanopolypyrrole modified electrode. 

Supporting electrolyte: 10 mM Fe(CN)6
4-/3- solution containing 0.1 M KCl; scan rate, 50 mV/s.Application in biosensor system

Synthesis and characterizations of nanopolypyrrole by emulsion polymerization
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Introduction

Nowadays, nanotechnology is rapidly evolving to open new materials useful in solving 

challenging bioanalytical problems, including specificity, stability and sensitivity. Here conducting 

polymers can be exploited as an excellent tool for the preparation of  nanoparticles. In this work 

we have been focused on the synthesis and characterization of nanopolypyrrole.      In addition, 

these nanoconducting polymers were applied in biosensor technique. 

Objective

To synthesize and characterize the nanopolypyrrole   

SDS and Triton X-100 were dissolve in distilled water at 38 °C  with mechanical stirring

Monomer of  pyrrole was added drop wise into the SDS/Triton X-100

Iron(III) chloride dissolved in distilled water was added to the mixture solution

The precipitated nanoparticles were washed with distilled water, acetone, and methanol 

Dried in a vacuum oven at room temperature to obtain the nanopolypyrrole

Method

The nanopolypyrrole was used for enhancement in the sensitivity of biosensor for glucose 

detection. The synthesis of nanopolypyrrole was investigated using emulsion polymerization based 

on the interaction of surfactants. The sodium dodecyl sulfate (SDS) and isooctylphenyl ether 

(Triton X-100) were choosed as anionic and nonionic surfactants, respectively. The size and shape 

of nanopolymer were controlled by the surfactants ratio. The optimum ratio between anionic and 

cationic surfactants was 0.3 to 0.15M. Under optimum condition, the nanopolypyrrole size  of  20-

200 nm was obtained by using dynamic light scattering (DLS).  The scanning electron microscopy 

(SEM) showed spherical shape of nanopolymer.

Reference

Fig. 2  Dynamic light scattering of  polypyrrole nanoparticles
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Application in biosensor system

NH2 =  Nanopolypyrole =  Glutaroldehyde =  Enzyme

Scheme. 1. Fabrication process of nanopolypyrrole  modified  electrode

Kwon W.J, Suh D.H, Chin B.D , Yu J-W, (2008), Applied Polymer Science, Vol. 110, 1324–1329
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1  การคาํนวณหาประสิทธิภาพของวธีิไบโอเซนเซอร์ 

1.1  การทาํซาํของวิธี (Repeatibility) 

สูตรการคาํนวณ  

%RSD =
SD × 100

X
 

 

% RSD = ส่วนเบียงเบนมาตรฐานสมัพทัธ ์

SD = ส่วนเบียงเบนมาตรฐาน 

X = ค่าเฉลียของขอ้มลูทงัหมด  

 

ตารางที 4.6  ผลการศึกษาการทาํซาํของวิธี 

ครังที กระแสไฟฟ้า (µA) 

1 29.2 

2 28.3 

3 28.3 

4 28.9 

5 27.2 

 

X = 28.40 

   SD = 0.74 

   %RSD = 
. ×

.
 

%RSD = 2.6  
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1.2  การทวนซาํของวิธี (Repeatibility) 

สูตรการคาํนวณ  

%RSD =
SD × 100

X
 

 

RSD = ส่วนเบียงเบนมาตรฐานสมัพทัธ ์

SD = ส่วนเบียงเบนมาตรฐาน 

X = ค่าเฉลียของขอ้มลูทงัหมด  

 

ตารางที4.7  ผลการศึกษาการทวนซาํของวิธี 

ครังที กระแสไฟฟ้า (µA) 

1 26.9 

2 26.7 

3 27.6 

4 28.3 

5 27.6 

 

x = 27.42 

  SD = 0.64 

   

%RSD = 
. ×

.
 

%RSD = 2.3 
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1.3  ความแม่นยาํของวิธี (Recovery) 

 

%Recovery  =  
(คาจากสารตัวอยางที่เติมสารมาตรฐาน) – (คาจากตัวอยางที่ไมเติม) 

คาความเขมขนของสารมาตรฐานที่เติม
 

 
ตารางที 4.8  ผลการศึกษาการเปอร์เซ็นตก์ารไดก้ลบัคืน (% Recovery) 

ตวัอยา่ง 
ความเขม้ขน้ของสารละลายกลโูคส (mM) 

% การไดก้ลบัคืน 
ก่อนเติม เติม หลงัเติม 

1 3.79 5.00 8.58 96 

2 3.82 5.00 8.76 99 

3 5.06 5.00 10.47 108 

 

แสดงการคาํนวณตวัอยา่งที 1. %Recovery   = 
. .

.
×100 

 %Recovery   = 96% 

 

 

1.4  ขีดจาํกดัในการตรวจพบ 

LOD = mean + 3SDblank 

LOD = 0 + (3x0.15) 

LOD = 0.46 

 

1.5  ขีดจาํกดัในการวดัเชิงปริมาณ 

LOQ = mean + 10SDblank 

LOQ = 0 + (10x0.46) 

LOQ = 4.6 
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1.6  สถิติ t-test 

t = 
∑

∑ ∑

( )

 

 

D = ค่าความแตกต่างระหว่างวิธีมาตรฐานกบัวิธีไบโอเซนเซอร์ 

D2 = ค่าความแตกต่างระหว่างวิธีมาตรฐานกบัวิธีไบโอเซนเซอร์ยกกาํลงั

สอง 

n  = จาํนวนครังของการตรวจวดั 

 

ตารางที 4.12  แสดงผลการเปรียบเทียบวิธีไบโอเซนเซอร์กบัวิธีมาตรฐาน (Enzymatic Colorimetric 

method) และผลการวิเคราะห์ดว้ย สถิติ (t-test) 

ตวัอยา่ง 

ความเขม้ขน้ของกลโูคส  

D D2 ไบโอเซนเซอร์ 

mM : mg/dL 

วิธีมาตรฐาน 

mM : mg/dL 

1 11.3 : 203.6 9.4 : 170 1.9 3.6 

2 16.9 : 304.5 15.2 :273.8 1.7 3.0 

3 14.6 : 263 15.3 : 275.6 -0.7 0.5 

4 19.6 : 353.1 16.0 : 288.3 3.6 13.0 

5 17.2 : 309.9 17.3 : 312 -0.03 0.0009 

 ΣD = 6.44 ΣD2 = 19.9938 
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t =  

 t =  

t = 1.3452 

เปรียบเทียบค่า t ทีคาํนวณไดก้บัค่า t ในตาราง tTable =   2.776 

 

1.7  หน่วยของการวดัจาก มิลลิกรัมต่อเดซิลิตรแปลงเป็นมิลลิโมลต่อลิตร 

ใน 1mg/dLของกลโูคสเปลียนเป็น mmol/L (MW=180.156)  

 

mmol/L =
1mg
1dl ×

10dl
1L ×

1g
1000mg ×

1mol
180.56g ×

1000mmol
1mol  

 

ดงันนั กลโูคส 1 mg/dL เท่ากบั 0.0555 mmol/L  

ตวัอยา่งเช่น : ในตวัอยา่งเลือดมีปริมาณกลโูคส 273 mg/dL จะมีค่ากี mmol/L 

ใน  1mg/dL      มีค่าเท่ากบั     0.0555 mmol/L 

ใน  273 mg/dL  มีค่าเท่ากบั    
/ × . /

/
 

ดงันนั กลโูคส 273 mg/dL มีค่าเท่ากบั 15 mmol/L  

  

 

 

 

 

1.2888 

19.9938-1.6589 

5(5-1) 
1.288 

0.9575 
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