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บทคัดย่อภาษาไทย 

ยุทธพงศ์ กลิ่นธงชัย : อิทธิพลของขนาดรูพรุนของเมโซเซลลูลาร์โฟมซิลิกา/อนุภาคนาโนทองต่อ
ประสิทธิภาพของกลูโคสไบโอเซนเซอร์  (Effects of pore sizes of mesocellular foam 
silica/gold nanoparticles on efficiency of glucose biosensor) อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์
หลัก: รศ. ดร.สีรุ้ง ปรีชานนท์{, 80 หน้า. 

งานวิจัยนี้ได้มุ่งเน้นศึกษาอิทธิพลขนาดรูพรุนของวัสดุเมโซเซลลูลาร์โฟมซิลิกา/อนุภาคนาโนทอง 
(MCF/AuNPs) โดยใช้กลูโคสไบโอเซนเซอร์เป็นตัวทดสอบ โดยงานวิจัยนี้ได้แบ่งการศึกษาออกเป็น 3 ส่วน 
ในส่วนที่ 1 เป็นการสังเคราะห์วัสดุเมโซเซลลูลาร์โฟมซิลิกา  5 ชนิด ที่มีอัตราส่วนโดยน้้าหนักของ 
TMB/P123 เป็น 0.5 1.0 1.5 2.5 และ 2.5 ที่มีการเติมแอมโมเนียมฟลูออไรด์ แล้วท้าการวิเคราะห์
คุณสมบัติของวัสดุเหล่านี้ โดยผลที่ได้นั้นเมื่อเพิ่มอัตราส่วนโดยมวลของ TMB/P123 แล้วจะท้าให้ขนาดรู
พรุนของวัสดุใหญ่ขึ้น อีกทั้งเมื่อเพิ่มสารเติมแต่ง (แอมโมเนียมฟลูออไรด์) จะท้าให้ขนาดหน้าต่างของ MCF 
ใหญ่ขึ้นเช่นกัน  และเมื่อท้าการสังเคราะห์ทองลงบนวัสดุ จากการส่อง TEM พบว่าอนุภาคนาโนทองมีการ
กระจายลงบนวัสดุได้ดี ในส่วนที่ 2 ได้น้าวัสดุทั้ง 5 ชนิด มาท้าการตรึงเอนไซม์กลูโคสออกซิเดส (GOx) 
ปริมาณ  10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่า MCF/AuNPs ที่สังเคราะห์จากอัตราส่วนโดยน้้าหนักของ 
TMB/P123 ที่เพิ่มมากขึ้นจะสามารถตรึงเอนไซม์ได้ปริมาณที่สูงขึ้น  เนื่องจากขนาดรูพรุนที่ใหญ่ท้าให้
เอนไซม์ที่มีขนาดเล็กกว่าเข้าไปได้ง่าย และเมื่อมีอนุภาคนาโนทองบนวัสดุจะยิ่งท้าให้ตรึงเอนไซม์ได้มากขึ้น
และในส่วนที่ 3 ท้าการทดสอบทางไฟฟ้าเคมีโดยใช้กลไกของกูลโคสไบโอเซนเซอร์ในการทดสอบด้วยวิธีไซ
คลิกโวลแทมเมตรี (CV) และแอมโพโรเมตรี ในระบบปราศจากออกซิเจนพบว่าการใช้ MCF/AuNP เป็นตัว
รองรับ GOx ไม่ช่วยให้เกิดกลูโคสไบโอเซนเซอร์รุ่นที่ 3 แต่ได้กลูโคสไบโอเซนเซอร์รุ่นที่ 1 โดยจากผลการ
ทดสอบด้วย CV ในระบบอิ่มตัวด้วยอากาศที่มีการเปลี่ยนแปลงความเข้มข้นของสารละลายกลูโคสโดยใช้
วัสดุที่มีขนาดรูพรุนใหญ่ที่สุดพบการลดลงของกระแสรีดักชันเมื่อเพิ่มความเข้มข้นของกลูโคสที่ศักย์ไฟฟ้า  
0.064 โวล์ต และพบว่าขนาดรูพรุนที่ใหญ่ซึ่งบรรจุเอนไซม์ได้มากขึ้นท้าให้ได้กระแสไฟฟ้าตอบสนองที่สูงขึ้น 
อีกทั้งเมื่ออัตราส่วนของ TMB/P123 มากขึ้นท้าให้ได้ค่า LOD และ Km ที่ต่้าลงอีกด้วย 
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บทคัดย่อภาษาอังกฤษ 

# # 5770453121 : MAJOR CHEMICAL ENGINEERING 
KEYWORDS: GLUCOSE BIOSENSOR / MESOCELLULAR SILICA FOAM 

YOOTTAPONG KLINTHONGCHAI: Effects of pore sizes of mesocellular foam 
silica/gold nanoparticles on efficiency of glucose biosensor. ADVISOR: ASSOC. 
PROF. SEEROONG PRICHANONT {, 80 pp. 

This research focused on the effect of pore sizes of mesocellular foam silica/gold 
nanoparticle (MCF/AuNP) based on glucose biosensor.This research was seperated into 3 
parts. The first part was the synthesis of 5 different types of mesocellular foam silica by 
changing the TMB/P123 ratio (w/w) to 0.5 1 1.5 2.5 and 2.5 with ammonium fluoride. 
Then,the synthesized materials were characterized to examine physical properties. 
When TMB/P123 ratio (w/w) was increased, the pore sizes of MCFs were found to increase. 
Moreover, adding ammonium fluoride as an additive resulted in larger window 
sizes. Next,gold nanoparticles were synthesized on MCF. TEM images showed that gold 
nanoparticles were evenly distributed in MCF. The second part, GOx immobilization 
in MCFs were achieved. The results showed that increasing TMB/P123 ratio caused higher 
enzyme loadings. In addition, when the gold nanoparticles were synthesized on MCF,the 
enzyme loading was increased.The third part, electrochemistry of glucose biosensor was 
tested by cyclic voltammetry (CV) and amperometry in nitrogen saturated conditions.The 
results showed that the thrid generation of glucose biosensor was not achieved by using 
MCF/AuNPs as reaction matrices. Subsequently,the first generation of glucose biosensor 
was applied. The results of CV show the current responses on reduction peak with higher 
glucose concentration in air saturated the system at the potential of 0.064 V. After that,the 
modified electrodes (TMB/P123 0.5 to 2.5 with ammoniumfluoride) was tested by 
varying glucose concentration at air saturation using amperometric method. The results 
showed that increasing TMB/P123 ratio resulted in the higer current responses. LOD and 
Km were also lower when the TMB/P123 ratio was increased. 
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บทที่ 1 
บทน า 

ในปัจจุบันไบโอเซนเซอร์คืออุปกรณ์ตรวจจับที่มีการบูรณาการณ์องค์กระทางชีววิทยา 
(เอนไซม์ เซลล์ หรือแอนติบอดี้)  และตัวแปลงสัญญาณที่เหมาะสม (ทางกลหรือทางไฟฟ้า) [8] ซึ่ง
นับตั้งแต่อดีตจนถึงปัจจุบันมีการพัฒนาไบโอเซนเซอร์มาอย่างต่อเนื่อง โดยหนึ่งในไบโอเซนเซอร์ที่
น่าสนใจนั้นคือ กลูโคสไบโอเซนเซอร์เนื่องจากมีปฏิกิริยาที่ซับซ้อน [9-11] และมีการพัฒนามา
ต่อเนื่องเช่นกัน โดยการพัฒนากลูโคสไบโอเซนเซอร์รุ่นที่ 1 ท้าได้ไม่แม่นย้าด้วยมีการใช้ออกซิเจนเป็น
ตัวกลางในการถ่ายเทอิเลคตรอนจากปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นไปยังอิเลคโทรดซึ่งอาจจะเกิดปฏิกิริยาข้างเคียง
ได ้[3] ดังนั้นจึงมีการพัฒนากลูโคสไบโอเซนเซอร์รุ่นที่ 2 คือ มีการใช้พอลิเมอร์ตัวกลางสังเคราะห์เช่น 
เฟอโรซีน (ferrocene) เป็นต้น มาท้าหน้าที่เป็นตัวรับ-ส่งอิเลคตรอนแทนออกซิเจนเพื่อป้องกันไม่ให้
เกิดปฏิกิริยาข้างเคียง โดยที่  พอลิเมอร์สังเคราะห์ต้องมีความว่องไวต่อการรับ-ส่งอิเลคตรอนมากกว่า
ออกซิเจน เพราะมิฉะนั้นออกซิเจนจะท้าหน้าที่เป็นตัวรับอิเลคตรอนแทนพอลิเมอร์สังเคราะห์ ซึ่ง
ยังคงท้าให้เกิดความผันผวนต่อการตรวจวัดเช่นเดียวกับกลูโคสไบโอเซนเซอร์รุ่นที่ 1 [8-9] จึงได้มีการ
พัฒนามาเป็นกลูโคสไบโอเซนเซอร์รุ่นที่ 3 คือไม่มีการใช้ตัวกลางใดๆ ซึ่งจะท้าให้เกิดการถ่ายเท
อิเลคตรอนจากปฏิกิริยาไปยังอิเลคโทรดได้โดยตรงซึ่งท้าให้เกิดความว่องไวและความจ้าเพาะต่อ
กลูโคสที่มากขึ้น [8-9] งานวิจัยนี้ ได้สนใจในการพัฒนากลูโคสไบโอเซนเซอร์รุ่นที่  3 เพื่อให้
เอนไซม์กลูโคสออกซิเดสมีการถ่ายเทอิเลคตรอนได้โดยตรงจากปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นเพราะในเอนไซม์นั้น
มีหมู่ฟลาวินที่อยู่ในใจกลางของเอนไซม์ที่ถูกปกคลุมไปด้วยเปลือกโปรตีนซึ่งท้าหน้าที่รับและจ่าย
อิเลคตรอนซึ่งยากต่อการถ่ายเทอิเลคตรอน [7-9] เพราะฉะนั้นเพื่อให้อิเลคตรอนจากหมู่ฟลาวินที่อยู่
ลึกในเอนไซม์ถ่ายเทอิเลเคตรอนได้ง่ายขึ้นจึงมีการน้าวัสดุรองรับ  (enzyme carrier) มาช่วย 
เนื่องจากคาดว่าการที่มีวัสดุรองรับมาช่วยลดระยะการเดินทางของอิเลครตรอนท้าให้อิเลคตรอน
เดินทางได้ง่ายขึ้น (electron hoping) มีงานวิจัยมากมายที่น้าวัสดุนาโนมาเป็นตัวรองรับเอนไซม์ เช่น 
ท่อคาร์บอนนาโน (carbon nanotube) [4,6,8,69] อนุภาคนาโนทอง (gold nanoparticles) [21] 
พอลิฟีแนนโทรลีน (polyphenanthroline) [58] กราฟีน [53,66-67] เป็นต้น โดยวัสดุรองรับเหล่านี้
ท้าให้เกิดการถ่ายเทอิเลคตรอนโดยตรงแต่ไม่ท้าให้เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของกลูโคส โดยอีกวัสดุ
รองรับหนึ่งที่น่าสนใจ คือ เมโซเซลลูลาร์โฟมซิลิกา (mesocellular foam silica;MCF) เป็นวัสดุเมโซ
พอรัสชนิดหนึ่งที่มีคุณสมบัติที่ดีต่อการน้ามาตรึงเอนไซม์เป็นอย่างมาก เนื่องจากวัสดุชนิดน้ีมีพื้นที่ผิว
ที่สูง 500-1000 ตารางเมตรต่อกรัม มีเส้นผ่านศูนย์กลางขนาด 2-50 นาโนเมตร อีกทั้งยังมีปริมาตร
ของ    รูพรุนสูง 1 ลูกบาศก์เมตรต่อกรัม ซึ่งคุณสมบัติที่ดีเหล่านี้สามารถที่จะช่วยรักษาคุณสมบัติของ
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เอนไซม์ไว้ได้ [12-18] โดยสันนิษฐานว่าขนาดของรูพรุนที่แตกต่างกันของวัสดุอาจจะส่งผลต่อการ
รูปร่างของเอนไซม์ซึ่งอาจจะท้าให้เกิดการถ่ายเทอิเลครตรอนโดยตรงและเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของ
กลูโคส 

 โดยการเปลี่ยนแปลงขนาดของรูพรุนของ MCF ต้องเริ่มจากการสังเคราะห์เมโซเซลลูลาร์โฟม
ซิลิกาประกอบไปด้วย 3 ขั้นตอนหลักๆ คือ 1.การขึ้นไมเซลล์โดยทางเคมี (micelle chemistry) โดย
ใช้พลูโรนิค พี 123 (pluronic P123) ท้าหน้าที่ เป็นตัวก้าหนดโครงสร้าง (structure-directing 
agent) ของวัสดุและใช้ตัวท้าละลาย (solvent) เช่น น้้าและ เอทานอล (ethanol)  สารที่ท้าให้เกิด
การเปลี่ยนแปลงขนาดของรูพรุนที่อยู่ภายตัวของโครงสร้างวัสดุ  (swelling agent) [19] คือ            
1,3,5 ไตรเมทิลเบนซิน  (1,3,5- trimethylbezene;TMB) และมีแหล่งซิลิกาเป็น เตตระเอทิลออโธซิ
ลิเคต (tetraethyl orthosilicate;TEOS) อีกทั้งยังมีสารเติมแต่ง คือ แอมโมเนียมฟลูออไรด์ที่ท้าให้
ขนาดของหน้าต่างเกิดการเปลี่ยนแปลง [20] 2.กระบวนการโซลเจล (sol-gel process) เพื่อท้าให้
เกิดเป็นโครงข่ายเมโซเซลลูลาร์โฟมซิลิกาและ 3.การก้าจัดตัวก้าหนดโครงสร้างโดยวิธีการสกัดตัวท้า
ละลาย (solvent extraction) เพื่อก้าจัดสารตั้งต้นที่เหลืออยู่บริเวณรูพรุนออกไป [59] โดยจากการ
สืบค้นงานวิจัยพบว่าการที่เปลี่ยนแปลงอัตราส่วนเชิงน้้าหนักของ TMB/P123 ท้าเกิดการขยายตัวของ
รูพรุนที่อยู่ภายในโครงสร้าง โดยที่อัตราส่วนระหว่าง TMB/P123 มากขึ้น ท้าให้ขนาดของรูพรุนใหญ่
ขึ้นด้วยเช่นกัน [20-23] 
 แม้ว่าเมโซเซลลูลาร์โฟมซิลิกาจะมีคุณสมบัติที่ดีมากส้าหรับการน้าไปเป็นตัวรองรับเพื่อตรึง
เอนไซม์ แต่อย่างไรก็ตามข้อเสียหลักคือ มีคุณสมบัติของการน้าไฟฟ้าที่ค่อนข้างต่้ามากท้าให้ส่งผลเสีย
ต่อการน้าไปใช้ทางไบโอเซนเซอร์ เพราะฉะนั้นจึงต้องใช้วัสดุอื่นๆที่มีคุณสมบัติในการน้าไฟฟ้ามาช่วย
ปรับเปลี่ยนให้สามารถน้าไฟฟ้าได้ดียิ่งขิ้น อนุภาคนาโนทองเป็นหนึ่งในอนุภาคนาโนที่มีคุณสมบัติของ
การน้าไฟฟ้าที่ดี มีความเสถียร และเข้ากับสารชีวโมเลกุลได้ดี ซึ่งงานวิจัยนี้จะน้าอนุภาคนาโนทองมา
ตรึงเข้ากับ MCF เพื่อให้วัสดุรองรับมีความสามารถในการน้าไฟฟ้าที่ดีขึ้น [24-26] เพราะฉะนั้น
งานวิจัยจะท้าการศึกษาการเปลี่ยนแปลงขนาดของรูพรุนของเมโซเซลลูลาร์โฟมซิลิกา/อนุภาคนาโน
ทองต่อประสิทธิภาพของกลูโคสไบโอเซนเซอร์ 

1.1 วัตถุประสงค ์

 ศึกษาอิทธิพลของรูพรุนของเมโซเซลลูลาร์โฟมซิลิกา/อนุภาคนาโนทองต่อประสิทธิภาพของ
กลูโคสไบโอเซนเซอร์ 



3 
 

 

1.2 ขอบเขตงานวจิัย 

 1.2.1 สังเคราะห์วัสดุรองรับเอนไซม์ชนิด MCF/AuNPs ที่มีขนาดรูพรุนของ MCF แตกต่าง
กัน 5 ขนาด โดยการเปลี่ยนแปลงอัตราส่วนระหว่าง TMB:P123 และคงอัตราส่วนเชิงมวลระหว่าง 
TEOS:P123 คงที่ที่ 2:1 
 1.2.2 วิเคราะห์ลักษณะทางกายภาพของวัสดุรองรับที่สังเคราะห์ได้ เช่น พื้นผิว ขนาดรูพรุน 
ปริมาตรรูพรุน เป็นต้น โดยใช้เทคนิค TEM SEM และ BET 
 1.2.3 ทดสอบประสิทธิภาพของวัสดุรองรับในการตรึงเอนไซม์กลูโคสออกซิเดส ในด้าน
ความสามารถในการบรรจุเอนไซม์ (enzyme loading) แอคทิวิตี้ของเอนไซม์ที่ถูกตรึง และการรักษา
โครงสร้างทางโมเลกุลของเอนไซม ์
 1.2.4 ทดสอบประสิทธิภาพการท้างานของกลูโคสออกซิเดสไบโอเซนเซอร์ ด้วยเทคนิคไซ
คลิกโวลท์แอมเมตรี (CV) 
  1.2.4.1 ความสามารถในการส่ งถ่ ายอิ เลคตรอนโดยตรงระหว่างเอนไซม์ 
และอิเลคโทรด 
  1.2.4.2 ช่วงความเป็นเส้นตรง (linear range) 
  1.2.4.3 ค่าการตรวจวัดต่้าที่สุด (limit of detection) 
  1.2.4.4 เสถียรภาพของการเก็บรักษา (storage stability)   

1.3 ผลที่คาดหวัง 

 1.3.1 ได้รับความรู้ในการศึกษาผลประสิทธิภาพจากการพัฒนาอิเลคโทรดจากการหาความ
เข้มข้นของกลูโคสโดยใช้กลูโคออกซิเดส 

 1.3.2 สามารถเลือกปริมาณสารตั้งต้นที่ใช้ในการสังเคราะห์ตัวรองรับส้าหรับการตรึงเอนไซม์
ที่เหมาะสม 
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บทที่ 2 
ทฤษฎี 

2.1 ไบโอเซนเซอร์ (biosensor) 

 ไบโอเซนเซอร์เป็นเครื่องมือส้าหรับการตรวจวิเคราะห์ความเข้นข้นของสารเป้าหมายหรือตัว
แปรอื่นๆ โดยมีสารชีวโมเลกุลเป็นองค์ประกอบอยู่ในส่วนของสารตรวจจับชีวภาพ (biorecepter) 

 2.1.1 องค์ประกอบของไบโอเซนเซอร ์

  ไบโอเซนเซอร์ทั่วไปนั้นประกอบไปด้วย  
  1. สารตรวจจบัชีวภาพ (biorecepter)  
  2.ตัวแปลงสัญญาณ (transducer)  

 กลไกของไบโอเซนเซอร์แสดงให้เห็นในรูปที่ 2.1  

 

รูปที่ 2.1 องคป์ระกอบชองไบโอเซนเซอร ์[27] 

 สารตรวจจับชีวภาพ เช่น เอนไซม์ (enzyme) เซลล์ (cell) หรือ แอนติบอดี้ (antibody) 
และจุลินทรีย์ (microorganism) เป็นต้น โดยสารตรวจจับชีวภาพเหล่านี้มีความจ้าเพาะต่อสาร
เป้าหมายสูง เนื่องจากองค์ประกอบเหล่านี้ สามารถสร้างสัญญาณขึ้นเมื่อมีการท้าปฏิกิริยากับ
เป้าหมายที่ต้องการวิเคราะห์ โดยที่สัญญาณที่เกิดขึ้นอาจจะมาอยู่ในรูปของไอออน อิเลคตรอน ความ
ร้อน แก๊สต่างๆ หรือ เกิดการเปลี่ยนแปลงของมวล ซึ่งสามารถถูกตรวจสอบได้โดยผ่านเครื่องแปลง
สัญญาณ 
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 โดยตัวแปลงสัญญาณหรือเครื่องตรวจวัดจะท้าการแปลงสัญญาณเฉพาะต่างๆ เช่น 
อิเลคตรอน แสง เป็นต้น ไปเป็นตัวเลขแสดงผล โดยการตอบสนองทั่วไปที่ใช้ในการวิเคราะห์คือ  
ปริมาณสัญญาณทางไฟฟ้าที่เป็นสัดส่วนกับความเข้มข้นของสารตั้งต้น นั่นหมายความว่า ถ้าเกิดการ
เปลี่ยนแปลงอิเลคตรอนขึ้นในระบบแล้วจะท้าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงทางกระแสไฟฟ้าด้วย และแสดง
ค่าเป็นตัวเลข 
 การตอบสนองทางไฟฟ้าที่ได้จะถูกเปลี่ยนไปเป็นสัญญาณดิจิตอล ซึ่งสัญญาณในการ
ด้าเนินการจะแสดงผลที่หน้าจอท้าให้สามารถน้าค่าเหล่านี้ไปค้านวณสารเคมีเป้าหมายโดยผู้ใช้ 

  2.1.1.1 ส่วนประกอบของแอมป์โพโรมิทริคไบโอเซนเซอร์มี 3 อิเลคโทรด ใน
เซลล์ไฟฟ้าเคมตีัวเดียวกันซึ่งประกอบไปด้วย  

  ก.) อิเลคโทรดใช้งาน (working electrode) 

  อิเลคโทรดใช้งานเป็นตัวแปลงสัญญาณและตอบสนองสัญญาณกระตุ้นให้มีความไว
ต่อการเปลี่ยนแปลงความเข้มข้นของสารเป้าหมาย โดยอิเลคโทรดใช้งานควรมีความสามารถในการน้า
ไฟฟ้าที่ดี ทนต่อการกัดกร่อนในสารเคมี และรักษาประสิทธิภาพการท้างานของไบโอเซนเซอร์ ซึ่ง
สามารถท้าจากสารประกอบของโลหะเฉื่อย เช่น ทองค้า เงิน หรือทองค้าขาว เป็นต้น 
  ข.) อิเลคโทรดอ้างอิง (reference electrode)  

  อิเลคโทรดอ้างอิงเป็นตัวที่ช่วยให้ศักย์ไฟฟ้าของครึ่งเซลล์ชนิดนี้มีค่าคงที่ ไม่
เปลี่ยนแปลงตามความเข้มข้นของสารใดๆในสารละลายที่ท้าการวิเคราะห์ ใช้เป็นตัวเปรียบเทียบค่า
ศักย์ไฟฟ้ากับศักย์ไฟฟ้าท้างานเพื่อควบคุมให้ศักย์ไฟฟ้าภายในเซลล์คงที่ วัสดุ ที่นิยมใช้ท้าเป็น 
อิเลคโทรดอ้างอิง คือ ซิลเวอร์ – ซิลเวอร์คลอไรด์ (Ag/Agcl Reference Electrodes) 

  ค.) อิเลดโทรดช่วย (counter electrode)  

  อิเลดโทรดช่วยควรใช้วัสดุที่มีค่าการน้าไฟฟ้าที่ดี ความเป็นรูพรุนสูง เพื่อเพิ่มพื้นที่ผิว
ในการเกิดปฏิกิริยา จะต้องเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาที่ดีด้วย วัสดุที่นิยมใช้ท้าเป็นอิเลคโทรดช่วยคือ โลหะ
แพลทินัม (Pt) แต่เนื่องจากโลหะแพลทินัมมีราคาแพงอาจใช้วัสดุอื่นแทนได้เช่น ผงคาร์บอน         
ท่อคาร์บอนนาโน เป็นต้น 

 2.1.2 หลักการท้างานของไบโอเซนเซอร์ทางไฟฟ้าเคมี (electrochemical biosensor)  

  ดังที่ได้กลา่วในหัวข้อ 2.1.1 ข้างต้น ไบโอเซนเซอร์ซึ่งประกอบด้วยสองส่วน คือ ส่วน
การตรวจจับทางชีวภาพ และ ตัวแปลงสัญญาณ มีการท้างานร่วมกันเพื่อการตรวจวัดปริมาณสารเคมี
เป้าหมาย ดังนี้สารเคมีเป้าหมายถูกตรวจจับด้วยตัวโมเลกุลทางชีวภาพที่มีความจ้าเพาะเจาะจงต่อ
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สารเคมีนั้นๆ  เช่น เอนไซม์ แอนตีบอดี้ หรือ จุลินทรีย์ เป็นต้น การจับกันของโมเลกุลของสารเคมี
เป้าหมายกับโมเลกุลทางชีวภาพอาจท้าให้เกิดปฏิกิริยาเคมี มีการปลดปล่อย หรือรับอิเล็กตรอน ไปยัง
ตัวแปลงสัญญาณ รายงานผลออกมาเป็นค่าการตอบสนองทางไฟฟ้าเคมีที่แตกต่างกัน ซึ่งมีความ
สอดคล้องกับความเข้มข้นของสารเคมีเป้าหมายในสารละลาย  

  ตัวอย่างหนึ่งของการท้างานของไบโอเซ็นเซอร์ชนิดไฟฟ้าเคมี แสดงได้ดังรูปที่ 2.2 
สารตั้งต้น ซึ่งในที่นี้หมายถึง สารเคมีเป้าหมาย ถูกเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชั่นโดยเอนไซม์ชนิดหนึ่งท้าให้
เกิดเป็นผลิตภัณฑ์ และเอนไซม์ที่ถูกเปลี่ยนจากสภาวะออกซิไดซ์ (oxidized form) เป็นสภาวะรีดิวซ์ 
(reduced form) ซึ่งพร้อมที่จะถูกออกซิไดซ์ต่อด้วยตัวกลางน้าอิเล็กตรอน (electron mediator) ใน
ระบบ ในขั้นตอนต่อมาตัวกลางน้าอิเล็กตรอนในสภาวะรีดิวซ์จะถ่ายเทอิเล็กตรอนที่ผิวหน้าของ
อิเล็กโทรด และท้าให้เกิดการตอบสนองทางกระแสไฟฟ้าขึ้นจากการท้างานของตัวแปลงสัญญาณ จะ
เห็นได้ว่าเอนไซม์ และตัวกลางน้าอิเล็กตรอนมีการเปลี่ยนแปลงสภาวะทางประจุอย่างต่อเนื่องเพราะ
เป็นปฏิกิริยารีดอกซ์ ดังนั้นปริมาณกระแสไฟฟ้าที่เกิดขึ้นจึงมีความสัมพันธ์โดยตรงกับอัตราการ
เกิดปฏิกิริยา และความเข้มข้นของสารต้ังต้นในสารละลาย  

 
 
 
 
 
 

   
รูปที่ 2.2 กลไกการส่งผ่านของอิเลคตรอนของปฏิกิริยาออกซิเดชัน-รีดักชัน ระหว่างเอนไซม์และ

อิเลคตรอนที่เข้าใกล้พื้นผิวอิเลคโทรด [28] 

 2.1.2 การทดสอบทางไฟฟ้าเคมี (electrochemical method) 

  โวลแทมเมตรี (voltammetry) เป็นวิธีการวิเคราะห์ทางไฟฟ้าเคมีที่เกี่ยวข้องกับการ
ให้ศักย์ไฟฟ้าแก่ระบบ ศักย์ไฟฟ้าที่ให้นี้ท้าให้อิเลคโทรดใช้งานมีค่าศักย์ไฟฟ้าเปลี่ยนแปลงไปจากเดิม 
ซึ่งขึ้นอยู่กับผู้ใช้จะก้าหนดค่าศักย์ไฟฟ้าที่ให้กับอิเลคโทรดใช้งาน โดยท้าให้สารเคมีบางชนิดที่อยู่ใน
สารละลายสามารถเกิดปฏิกิริยาบนผิวของขั้วไฟฟ้าได้ นั่นคือ มีการให้ หรือ รับอิเลคตรอนที่      
อิเลคโทรดใช้งานท้าให้เกิดกระแสไฟฟ้าไหลผ่านของอิเลคโทรดใช้งาน กระแสที่เกิดขึ้นนี้จะถูก
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ตรวจวัดโดยเครื่องอิเลคทรอนิคส์ ซึ่งขนาดของกระแสมีความสัมพันธ์กับความเข้มข้นของสารที่
เกิดปฏิกริิยาที่เกิดขึ้น 

  2.1.2.1 ไซคลิคโวล์แทมเมตรี (cyclic voltammetry;CV) 

  ไซคลิกโวลแทมเมตรี (CV) เป็นเทคนิคหนึ่งน่าสนใจส้าหรับการศึกษากลไกของ
ปฏิกิริยาไฟฟ้าเคมีเนื่องจากพีคที่เกิดขึ้นได้จากวิธีนี้สามารถบ่งบอกพฤติกรรมที่เกิดขึ้นภายในระบบ
ของได้ โดย CV มีการให้ศักย์ไฟฟ้าเป็นรอบๆ ดังรูปที่  2.3 ไปยังอิเลคโทรดใช้งานที่จุ่มอยู่ใน
สารละลาย แล้ววัดกระแสที่เกิดขึ้นจากปฏิกิรยาในระบบ โดยศักย์ไฟฟ้าที่อิเลคโทรดท้างานจะถูก
เทียบกับอิเลคโทรดอ้างอิงได้แก่ อิเลคโทรดซิลเวอร์ซิลเวอร์คลอไรด์ (Ag/AgCl) เป็นต้น เมื่อให้
ศักย์ไฟฟ้าเข้าไปในระบบด้วยอัตราคงการสแกนคงที่ (scan rate)  ไปเรื่อยๆเรียกว่า การสแกนไป
ข้างหน้า (forward scan) พอถึงจุดที่เราก้าหนดไว้ ระบบจะกลับทิศทางการให้ศักย์ไฟฟ้าด้วยอัตรา
การสแกนที่ปริมาณไฟฟ้าเท่าเดิมเรียกว่า การสแกนย้อนกลับ (reverse scan) จนศักย์ไฟฟ้าเท่ากับ
ศักย์เริ่มต้นจะได้เป็นหนึ่งรอบ ดังรูปที่ 2.3 โดยรอบที่สองก็จะเริ่มเหมือนกับศักย์ไฟฟ้าที่รอบแรก โดย
ขึ้นอยู่กับเราว่าจะต้องการที่จะสแกนกี่รอบเพื่อที่จะดูพฤติกรรมของระบบ 

 
 

  
 
 
 
 

รูปที่ 2.3 แบบของศักย์ไฟฟ้าที่ให้ในไซคลิกโวลแทมเมทรี [27] 

  2.1.2.2.  ไซคลิกโวลแทมโมแกรม (Cyclie Voltammogram)  

   CV ที่วัดได้จากกระแสที่อิเลคโทรดท้างานในระหว่างการสแกนศักย์ไฟฟ้าเมื่อน้ามา
พลอตกราฟระหว่างกระแสกับศักย์ไฟฟ้า จะได้ดังรูปที่ 2.4 ศักย์ไฟฟ้าสูงสุดคือพีคแอโนดิก (anodic 
peak potential ; Epa) ในท้านองเดียวกันพีคด้านล่างเป็นศักย์ ไฟฟ้าต่้ าสุดเป็นพีคแคโทดิก 
(cathodic peak potential ;Epc) ส่วนความสูงของพีคทางด้านบนคือกระแสของพีคแอโนดิก 
(anodic peak current ;ipa) และความสูงของพีคด้านล่างเป็นกระแสของพีคแคโทดิก  (cathodic 
peak current ;ipc) ซึ่งกระแสไฟฟ้าของพีคแคโทดิกและแอโนดิกจะแปรผันตามความเข้มข้นของสาร
ตั้งต้นที่ได้น้ามาทดสอบ [23] 
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รูปที่ 2.4 ไซคลิกโวลแทมโมแกรม โดยที ่Epa  Epc และ ipa ipc คือ ศักย์ไฟฟ้าสูงสุด และ กระแสไฟฟ้า
สูงสุด ของสัญญาณแบบแคโทดิกและแอโนดิก ตามล้าดับ [27] 

 โดยพารามิเตอร์ที่สาคัญในไซคลิกโวลแทมโมแกรมคือ ค่าศักย์ไฟฟ้าสูงสุด (Epc, Epa) และ
กระแสสูงสุด (ipc, ipa) ของสัญญาณแบบแคโทดิกและแอโนดิก [27] โดยค่าเหล่านี้สามารถน้าไป
วิเคราะห์ เพื่อพัฒนาอิเลคโทรดดัดแปลงได้ เนื่องจากสามารถจะศึกษาพฤติกรรมที่ เกิดขึ้น 
ภายในระบบได ้

 2.1.3 ปัจจัยทีแ่สดงต่อประสิทธิภาพการตรวจวัดทางไฟฟ้าเคมี  

  ปัจจัยที่ส่งผลต่อประสิทธิภาพทางไฟฟ้าเคมีสามารถที่จะบ่งบอกถึงคุณสมบัติและ
ความสามารถของเครื่องมือวัดนั้นๆ จากผลการทดลองโดยน้ามาหาค่าต่างๆดังนี้ 

  2.1.3.1 ช่วงความเป็นเส้นตรง (linear range) 

  ช่วงความเป็นเส้นตรงจะมีความสัมพันธ์กับความเข้มข้นของตัวอย่างที่อยู่ในช่วงที่
สามารถวัดได้จากการท้ากราฟมาตรฐาน (calibration curve) โดยสามารถค้านวณได้จากการพลอต
ความสัมพันธ์ระหว่างสัญญาณและความเข้มข้นที่น้ามาวิเคราะห์โดยใช้สมการเส้นตรง อีกทั้งยังแสดง
ถึงค่าความแม่นย้าและเที่ยงตรงเพ่ือชี้ให้เห็นว่าค่าที่ได้จากการทดลองเป็นค่าที่น่าเชื่อถือ 

  2.1.3.2 ขีดจ้ากัดการตรวจสอบ (limit of detection;LOD) 

  ขีดจ้ากัดของการตรวจสอบคือความเข้มข้นที่ต่้าที่สุดที่สามารถวัดได้   
  2.1.3.3 ความว่องไว (sensitivity) 
  ความว่องไวคือปัจจัยที่แสดงถงึความสัมพันธ์ระหว่างการตอบสนองของสัญญาณ
ทางไฟฟ้าและการเปลี่ยนแปลงความเข้มขน้ของสารเป้าหมาย ค่าความว่องไวสามารถหาได้จากความ
ชันของสมการเส้นตรงระหว่างค่าการตอบสนองของสัญญาณที่วัดได้กับความเข้มข้นของสารที่ต้องการ
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วัด  ความชันสามารถที่จะอธิบายได้ถึงการแสดงของความว่องไว ดังนั้นถ้าค่าความชันมีค่ามาก นั่นก็
หมายถึงความว่องไวส้าหรับเครื่องมือตรวจวัดมีความว่องไวที่สูง 

  2.1.3.4 ความจ้าเพาะ (selectivity)  

  ความจ้าเพาะเจาะจงคือการแสดงของสารที่ต้องการตรวจสอบในสารเจือปน โดย
ท้าการศึกษาเพื่อตรวจสอบการก่อให้เกิดของผลิตภัณฑ์ตัวอื่นๆที่อาจจะส่งผลรบกวนต่อการตรวจสอบ 
อย่างไรก็ตามเครื่องมือตรวจสอบนี้ต้องตรวจสอบช่วงของความเข้มข้นที่รู้ค่าเพราะถ้าตรวจสอบช่วง
ของความเข้มข้นอื่นอาจจะไม่ทราบว่าเกิดการเจือปน ซึ่งชี้ให้เห็นว่าเครื่องมือมีความจ้าเพาะต่อสารที่
ต้องการเป้าหมาย 

  2.1.3.5 การทดลองซ้้า (Reproducibility) 

  การทดลองซ้้าคือ ระดับความใกล้ของค่าที่อ่านได้จากเครื่องมือวัด (Instrument) ใน
การทดลองแบบเดียวกัน แต่ท้าการทดลองอีกครั้งหนึ่ง โดยการวัดครั้งหนึ่งๆสามารถเปลี่ยนแปลง
เงื่อนไขดังต่อไปนี้ได้ เช่น วิธีการวัด ผู้วัด รวมถึงสภาพแวดล้อม 

  2.1.3.6 เวลาทีท่้าการตอบสนอง (response time) 

                    เวลาที่ท้าการตอบสนองคือ เวลาที่ต้องการส้าหรับระบบเพื่อที่จะเข้าไปสู่สมดุลหรือ
ระบบที่คงที่ เวลาที่ตอบสนองนี้ของแต่ละไบโอเซนเซอร์ไม่เท่ากัน  

2.2 กลูโคสไบโอเซนเซอร ์(glucose biosensor) 

 กลูโคสไบโอเซนเซอร์มีการพัฒนาตั้งแต่ปี 1962 โดยคลาร์กและลีออน การศึกษากลูโคส
ไบโอเซนเซอร์มีความน่าสนใจส้าหรับนักชีวเคมีและนักชีววิทยาเป็นอย่างมาก เนื่องจากมีความส้าคัญ
ต่อชีวิตและสุขภาพของมนุษย์ เพราะว่านักวิทยาศาสตรเหล่านี้สามารถน้าความรู้ไปประยุกต์  
เพื่อสร้างอุปกรณ์ส้าหรับการตรวจวัดน้้าตาลในเลือดโดยใช้หลักการของกลูโคสไบโอเซนเซอร์  [1,5]  
ในปัจจุบันมีกลูโคสไบโอเซนเซอร์ 3 รุ่นด้วยกัน โดยขึ้นอยู่กับการพัฒนาระบบการถ่ายเทอิเลคตรอน 
ของแต่ละรุ่น  

 2.2.1. กลูโคสเซนเซอร์รุ่นแรก (the first generation glucose sensors)  
  กลู โคส เซน เซอร์ รุ่น แรก  (the first generation glucose sensors) มี การใช้
ออกซิเจน (oxygen) เป็นตัวกลางในการรับและให้อิเลคตรอนจากปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นไปยังพื้นผิวอิเลค
โทรด โดยที่เอนไซม์ท้าการเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชันของกลูโคส จากนั้นเอนไซม์ที่รับอิเลคตรอนกลาย
มาอยู่ ในรูปโมเลกุลรีดิ วซ์  (FADH2) และกลู โคสถูก เปลี่ ยนให้กลายเป็นกลู โคลโนแลคโตน 
(gluconolactone) ดังสมการที่ 1 หลังจากนั้นเอนไซม์ที่อยู่ในรูปรีดิวซ์จะให้อิเลคตรอนแก่ออกซิเจน 
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ได้เป็นโฮโดรเจนเปอออกไซด์ (H2O2) เป็นไปตามสมการที่ 2 แล้วไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์จะถูกออกซิ
ไดส์ได้โมเลกุลของออกซิเจนกลับคืนมาและกระแสออกซิเดชันที่เกิดขึ้นจึงเป็นสัดส่วนต่อความเข้มข้น
ของกลูโคสซึ่งสามารถที่จะหาได้จากการวัดปริมาณไฮโดรเจนเปอออกไซด์หรือออกซิเจน ดังสมการที่ 
2.3 และ 2.4 [29] 

GOx(FAD)  +   Glucose →  GOx(FADH2) + Gluconolactone  (2.1) 
GOx(FADH2) +O2  → GOx(FAD) + H2O2           (2.2) 

 H2O2   →  O2 + 2H+  +  2e-         (2.3) 
 O2  +  H+  +  2e- →  H2O2     (2.4) 

 2.2.2 กลูโคสเซนเซอร์รุ่นที่ 2 (the second generation glucose sensors)  

            กลูโคสเซนเซอร์รุ่นที่ 2 (the second generation glucose sensors) ได้ปรับปรุง
มาจากกลูโคสเซนเซอร์รุ่นที่ 1 โดยมีการแทนที่ออกซินเจนซึ่งเป็นตัวรับและให้อิเลคตรอนในการท้า
ปฏิกิริยาด้วยการใช้ตัวกลางสังเคราะห์  (artificial mediator;M) เช่น เฟอโรซีน (ferrorcene)       
เฟอริไซยาไนด์ (ferricyanide) เทธิลฟูวาลีน (tethielfuvalene) โดยท้าหน้าที่เสมอเป็นตัวรับและส่ง
อิเลคตรอน (shuttle electron) ระหว่างเอนไซม์กับพื้นผิวอิเลคโทรด  โดยที่ตัวกลางสังเคราะห์ควรที่
จะท้าปฏิกิริยาอย่างทันทีทันใดกับรีดิวซ์เอนไซม์ เพื่อหลีกเลี่ยงออกซิเจนที่เป็นตัวกลางอีกตัวหนึ่งซึ่ง
อาจจะมาท้าหน้าที่รับอิเลคตรอนแทนตัวกลางสังเคราะห์ได้ สมการที่ 1 5 และ 6 คือกลไกลของ
กลูโคสเซนเซอร์รุ่นที่ 2 [29] 

GOx(FAD)  +   Glucose → GOx(FADH2) + Gluconolactone   (2.1) 
 GOx(FADH2)+ 2M+ → GOx(FAD) + 2M + 2H+   (2.6) 
 2M    → 2M+  +  2e-    (2.7) 

 2.2.3 กลูโคสเซนเซอร์รุ่นที่ 3 (the third generation glucose sensors) 
   กลูโคสเซนเซอร์รุ่นที่ 3 (the third generation glucose sensors) ไม่มีการอาศัย
ตัวกลางในการแลกเปลี่ยนอิเลคตรอน อิเลคตรอนจะถูกถ่ายเทโดยตรงจากปฏิกิริยาออกซิเดชันของ
กลูโคสที่เกิดขึ้นไปยังอิเลคโทรด ดังสมการที่ 1 และ 7 ซึ่งการที่ไม่มีตัวกลางถือเป็นข้อดีส้าหรับกลูโคส
เซนเซอร์รุ่นที่ 3 เนื่องจากมีความว่องไวที่สูงและไม่ท้าให้เกิดปฏิกิริยาข้างเคียง [29] 

GOx(FAD)  +   Glucose → GOx(FADH2) + Gluconolactone   (2.1) 
GOx(FADH2)  → GOx(FAD) + 2H+  +  2e-   (2.8) 
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 2.2.4 กลูโคสออกซิเดส (glucose oxidase;GOx) 
  เอนไซม์กลูโคสออกซิเดสเป็นฟลาวินโปรตีน (flavinprotein) ที่ถูกรู้จักกันในชื่อ โน
เตติน (notatin) (EC number 1.1.3.4) เป็นออกซิโด-รีดักเตส (oxido-reductase) ชนิดหนึ่ง ซึ่ง
สามารถเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชันของกลูโคสไปเป็นไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (hydrogen peroxide) 

และดีกลูโคลโนเบต้าแลคโตน (D-glucono-δ-lactone) กลูโคสออกซิเดสประกอบไปด้วยไกลโค-
โปรตีน (glycoprotein) ที่เปรียบเสมือนเป็นเปลือกคอยหุ้มโคแฟเตอร์ (cofactor) ที่อยู่ด้านในสุด
ของเอนไซม์อย่างหมู่ฟลาวิน (flavin group) สังเกตได้จากรูปที่ 2.5 ซึ่งท้าหน้าที่ช่วยเอนไซม์เร่ง
ปฏิกิริยาออกซิเดชันข้างต้น ปัจจุบันกลูโคสออกซิเดสถูกน้ามาใช้เพื่อหาปริมาณของกลูโคสที่อยู่ใน
ของเหลวของร่างกายส้าหรับการวินิจฉัยโรคเบาหวานหรือน้ามาเป็นต้นแบบในการศึกษากลไกการ
เกิดปฏิกิริยาทางไฟฟ้าเคมี [29] โดยทั่วไปแล้วกลูโคสออกซิเดสจะถูกสกัดจาก แอสเพอไจลัส ไนเกอร์ 
(Aspergillus niger)  

 

 

รูปที่ 2.5 เอนไซม์กลูโคสออกซิเดส (glucose oxidase) 

2.3 เมโซพอรสัซิลิกา (mesoporous silica) 

 2.3.1 ลักษณะของเมโซพอลัสซิลิกา 
  เมโซพอรัสซิลิกาเป็นวัสดุจ้าพวกอนินทรีย์ที่ความพรุนค่อนข้างสูง  พื้นที่ผิวที่
ประมาณ 500-1000 ตารางเมตรต่อกรัม ปริมาตรรูพรุนประมาณ 1 ลูกบาศก์เมตรต่อกรัม [14] วัสดุ
เมโซพอลัสมีหลายชนิดด้วยกัน โดยขึ้นอยู่กับความแตกต่างของขนาดรูพรุน เช่น MCM-41 SBA-15 
และ MCF เป็นต้น วัสดุเหล่านี้ถูกน้ามาศึกษาอย่างแพร่หลายและน้ามาใช้เป็นตัวรองรับในการท้างาน
ที่แตกต่างกัน [15, 16] ปัจจุบันวัสดุรูพรุนสามารถถูกแบ่งได้เป็น 3 ชนิด 1.รูพรุนขนาดเล็ก 
(microporous) โดยมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางน้อยกว่า 2 นาโนเมตร 2.รูพรุนขนาดกลาง 
(mesoporous) มีเส้นผ่านศูนย์กลาง 2-50 นาโนเมตร และ 3.รูพรุนใหญ่ (macroporous) มีเส้นผ่าน
ศูนย์กลางมากกว่า 50 นาโนเมตร [30]  

หมู่ฟลาวิน 
(flavin group) 

ไกลโค-โปรตีน 
(glycoprotein) 
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 2.3.2 คุณสมบัติของเมโซพอรัสซิลิกา 
  เมโซพอลัสซิลิกามีขนาดรูพรุนที่สูงและพื้นที่ผิวที่สูงเช่นกันซึ่งเหมาะกับการตรึง
เอนไซม์ในปริมาณมาก เมโซพอลัสซิลิกาเหมาะสมส้าหรับการตรึงเอนไซม์เพราะว่าขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลางของรูพรุน 2-50 นาโนเมตร ซึ่งพอเหมาะกับเอนไซม์ที่มีช่วงขนาดประมาณ 2 -20 นาโน
เมตร [17, 18] วัสดุเหล่านี้ส่งผลต่อเสถียรภาพของเอนไซม์ โดยเสมือนสิ่งที่หุ้มเอนไซม์อยู่ซึ่งท้าให้
โครงสร้างของเอนไซม์ไม่ผิดไปจากเดิมและรักษาสภาวะแวดล้อมที่ดีต่อเอนไซม์เพื่อให้เอนไซม์ท้างาน
ได้อย่างมีประสิทธิภาพ เนื่องจากอาจจะมีปัจจัยบางอย่าง เช่น พีเอช (pH) อุณหภูมิ หรือสภาวะ
แวดล้อมที่ไม่เหมาะสม ส่งผลให้เอนไซม์เกิดการสูญเสียรูปร่างทางธรรมชาติ แล้วท้าให้เอนไซม์ไม่
สามารถท้างานได้อย่างเต็มประสิทธิภาพ 

 2.3.3 วสัดุเมโซพอรัสซลิิกาทีม่ีขนาดรูพรุนตา่งๆ 
  โดยทั่วไปแล้วการสังเคราะห์เมโซพอรัสซิลิกาถูกน้าไปใช้ในลักษณะงานที่แตกต่าง
กัน เพราะโครงสร้างและขนาดรูพรุนที่แตกต่างกัน เช่น เอ็มซีเอ็ม 41 (MCM-41) เอ็มซีเอ็ม 48 
(MCM-48) เอสบีเอ 15 (SBA-15) และเอมซีเอฟ (MCF) [16, 31] ความแตกต่างของวัสดุเหล่านี้คือ 
โครงสร้างของรูพรุนและขนาดของรูพรุน โดย Chi และคณะ [32] ได้สังเคราะห์ MCM-41 MCM-48 
SBA-15 ซึ่งได้ขนาดของรูพรุน 2.9 2.3 และ 5.5 นาโนเมตรตามล้าดับ W.Chouyyok และคณะ [1] 
ได้ท้าการสังเคราะห์ MCM-41 SBA-15 และ MCF โดยขนาดของรูพรุนที่ได้ คือ 3.2  5.4 และ 14.6 
นาโนเมตร รูปที่ 2.6 แสดงให้เห็นถึงโครงสร้างรูพรุนของแต่ละวัสดุ คือ MCM-41 มีโครงสร้างเป็นหก
เหลี่ยมและมิติของรูพรุนเป็นทรงกระบอก SBA-15 มีความคล้ายคลึงกับ MCM-41 แต่มีขนาดรูพรุนที่
ใหญ่กว่า MCM-41 ประมาณ 6-15 นาโนเมตร โดยอันสุดท้ายคือ MCF ซึ่งมีรูปร่างเป็นลูกบาศก์และ
มีขนาดรูพรุนที่ใหญ่ที่สุดเมื่อเทียบ MCM หรือ SBA ซึ่งสามารถเรียงล้าดับได้ตามนี้ MCF > SBA-15 
> MCM-41 ตามรูปที่ 2.5 

 

 
 
 

 
 

รูปที่ 2.5  แผนภาพของโครงสร้างรูพรุนและภาพ TEM ของ (a) MCM-41 , (b) SBA-15  
และ (c) MCF [1] 
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 2.3.4 การสังเคราะห์เมโซพอรัสซิลิกา 
  การสังเคราะห์เมโซพอรัสซิลิกาประกอบไปด้วย 3 ขั้นตอนหลักๆ คือ 1.การขึ้นไม
เซลล์โดยทางเคมี (micelle chemistry) 2.กระบวนการโซลเจล (sol gel process) และ 3.การก้าจัด
แม่แบบ (template removal)  โดยสารเคมีตั้งต้นที่ใช้ในการสังเคราะห์ คือ (1).ตัวก้าหนดโครงสร้าง 
(structure-directing agent) ที่ท้าหน้าที่เหมือนเป็นแม่แบบ เพื่อจะท้าให้เกิดโครงสร้างรูพรุนที่
จ้าเพาะของเมโซพอรัสซิลิกา เช่น ซีทิลไตรเมทิลแอมโมเนียมโบรไมด์ (cetyltrimethyl ammonium 
bromine;CTAB) โซเดียมโดดีซิลซัลโฟเนต (SDS) และ พลูโรนิค พี 123 (pluronic P123) (2).ตัวท้า
ละลาย (solvent) เช่น น้้าและ เอทานอล (ethanol) (3).ตัวท้าละลายอินทรีย์ร่วมหรือสารที่ท้าให้รู
พรุนเกิดการขยายตัว (organic cosolvent or swelling agent) เช่น 1,3,5 ไตรเมทิลเบนซิน เป็นต้น 
(4).สารอนินทรีย์ที่มีแหล่งซิลิกาเช่น โซเดียมซิลิเคต (sodium silicate) หรือ เตตระเอทิลออโธซิลิเคต 
(tetraethyl orthosilicate;TEOS) (5).ตัวเร่งปฏิกิริยา (catalyst) เช่น ไฮโดรคลอลิก (HCl) หรือ 
โซเดียมไฮดรอไซด์ (NaOH) เป็นต้น 

 วิธีในการสังเคราะห์เริ่มจาก การขึ้นไมเซลล์ที่เป็นก้าหนดโครงสร้างเช่น P123 จะถูก
ละลายอยู่ในตัวท้าละลายอย่างเช่น น้้าหรือ เอทานอล ซึ่งเป็นโมเลกุลมีขั้ว โดยที่ตัวก้าหนดโครงสร้าง
จะติดกันเป็นกลุ่มและจัดเรียงกันรอบๆโมเลกุลที่ไม่มีขั้วอย่างเป็นระเบียบ หลังจากนั้นเกิดโครงสร้าง
ต่างๆ เช่น ทรงกลม วงรี และเป็นแท่ง ซึ่งขึ้นอยู่กับปริมาณและชนิดของสารก้าหนดโครงสร้างในตัว
ท้าละลาย สารอนินทรีย์ที่เป็นแหล่งซิลิกา เช่น เตตระเอทิลออโธซิลิเกต จะถูกใส่เข้าไปในสารละลาย
ที่เป็นเนื้อเดียวกัน ซึ่งมีสารก้าหนดโครงสร้างและตัวท้าละลายอยู่ แหล่งซิลิกาจะติดบนพื้นผิวของ
ตัวก้าหนดโครงสร้าง ซึ่งเรียกกระบวนการนี้ว่า กระบวนการโซลเจล โดยเริ่มจากไฮโดรไลสิส 
(hydrolysis) ซึ่งเกิดกับอนุภาคของแข็ง เรียกว่า โซล (sol) อนุภาคของแข็งเหล่านี้จะไหลไปรวมกัน
เหมือนเป็นโครงข่ายและกลายมาเป็นเจล (gel) โดยกระบวนการพอลิเมอร์ควบแน่นซึ่งท้าให้รูพรุนแต่
ละรูชนกันโดยจุดที่เชื่อมกันนั้นเกิดเป็นหน้าต่าง (window) ภายในวัสดุ ในขั้นสุดท้ายเจลจะถูกท้าให้
แห้งที่ 100 องศาเซลเซียสเพื่อให้โครงสร้างเป็นระเบียบมากขึ้นและท้าการก้าจัดตัวก้าหนดโครงสร้าง 
แล้วน้าไปท้าให้แห้งที่อุณหภูมิห้องก็จะได้วัสดุเมโซพอลัสซิลิกา [20, 33] 
  2.3.4.1  การตรีงเอนไซม์ลงบนเมโซพอรัสซลิิกา 

  ตัวรองรับที่เหมาะสมต่อการตรึงเอนไซม์มีความส้าคัญอย่างมากส้าหรับการรักษา
กิจกรรมของเอนไซม์ [30] โดยคุณสมบัติทางเคมีและทางกายภาพ เช่น พื้นผิว หมู่ฟังก์ชัน ประจุบน
พื้นที่ผิวในรู ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและเสถียรภาพ เป็นต้น ซึ่งเป็นปัจจัยเหล่านี้เป็นสิ่งส้าคัญของ
ตัวรองรับต่อประสิทธิภาพของการตรึงเอนไซม์ 
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  เมโซพอรัสซิลิกามีเส้นผ่านศูนย์กลางของรูอยู่ในช่วง 2-50 นาโนเมตร มีคุณสมบัติที่
ดีส้าหรับการใช้เป็นตัวรองรับของชีวโมลกุล เพราะว่าเมโซพอรัสซิลิกามีขนาดของรูพรุนใหญ่และเป็น
ระเบียบเหมือนๆกัน พื้นที่ผิวที่สูง มีความเสถียรภาพทางเคมีและทางกล อีกทั้งยังปกป้องเอนไซม์ต่อ
จุลินทรีย์ที่เข้ามาในระบบ [30, 34, 35] 
  คุณสมบัติทางเคมีแสดงให้เห็นถึงคุณสมบัติของพื้นผิว เช่น หมู่ฟังก์ชัน และ ประจุ
บนพื้นผิวตัวรองรับ วัสดุตัวรองรับแตกต่างกันมีหมู่ฟังก์ชันและประจุบนพื้นผิวที่แตกต่าง แรงกระท้า
ระหว่างกันของเอนไซม์และตัวรองรับขึ้นอยู่กับธรรมชาติของหมู่ฟังก์ชันบนผิวของตัวรองรับ [36]  
แรงกระท้าระหว่างเอนไซม์และวัสดุรองรับอาจจะส่งผลต่อกิจกรรมเอนไซม์ (enzyme activity) การ
ชะล้าง (leaching) และเสถียรภาพของเอนไซม์ (enzyme stability) ซึ่งแรงกระท้าระหว่างเอนไซม์
และพื้นผิวของเมโซพอรัสซิลิกาด้วยการดูดซับถูกอธิบายในย่อหน้าตามนี้ 

  ก.) พันธะไฮโดรเจน (hydrogen bond) 

            พันธะไฮโดรเจนคือแรงที่ยึดติดระหว่างอะตอมขั้วลบและพันธะไฮโดรเจนต่ออะตอม
ประจุลบอื่นๆ โดยให้ผลลัพธ์จากแรงที่มีขั้วด้วยพันธะอะตอมไฮโดรเจนต่อไนโตรเจน (nitrogen) 
ออกซิเจน (oxygen) หรือ ฟลูออรีน (fluorine) จึงเป็นที่มาของชื่อ ‘พันธะไฮโดรเจน’’ ในกรณีของ
การตรึงเอนไซม์นั้นมีคุณสมบัติของหมู่ฟังก์ชันบนพื้นผิวซิลิกาคือหมู่ซิลานอล ซึ่งมีเหมาะสมต่อการดูด
ซับทางกายภาพต่อโมเลกุลของเอนไซม์โดยพันธะไฮโดรเจน ตามรูปที่ 2.6 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.6 พันธะไฮโดรเจนระหว่างเอนไซม์กับพื้นผิวซิลิกา [37] 

  พันธะไฮโดรเจนถูกเกิดขึ้นโดยอะตอมของไฮโดรเจนต่อหมู่อะ มิ โนหรือหมู่ 
คาร์บอกซิลิกของการผูกติดเอนไซม์ด้วยไฮโดรเจนอะตอมของหมู่ซิลานอล แม้กระนั้นพันธะไฮโดรเจน
ค่อนข้างอ่อน ซึ่งเป็นผลให้การตรึงเอนไซม์ง่ายต่อการชะล้าง 
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  ข.) ปฏิกิริยาไฮโดรโฟบิค (hydrophobic reaction) 
  แรงกระท้าระหว่างไฮโดรโฟบิกคือแรงระหว่างโมเลกุลอินทรีย์ ตัวรองรับต้องมี
คุณสมบัติของโฮโดรโฟบิก (hydrophobic) และไฮโดรฟิลิก (hydrophilic) โดยมีผลต่อการดูดซับของ
บางโปรตีนบนเมโซพอลัสซิลิกาเป็นอย่างมาก ซึ่งมากกว่าแรงระหว่างไฟฟ้าสถิตย์   (electrostatic 
interaction) [38, 39] คุณสมบัติของไฮโดรฟิลิกของพื้นผิวซิลิกาสามารถที่จะเสริมโดยการใส่ฟังก์ชัน
ด้วยออกาโนไซเลน (organosilanes) หรือหมู่ไฮดรอซิลเนื่องจากพื้นผิวซิลิกาเต็มไปด้วยออกาโนไซ
เลนซึ่งเหมาะแก่การตรึงเอนไซม์หรือเสริมฟังก์ชันอื่นๆ แรงกระท้าของไฮโดรโฟบิก ระหว่างเอนไซม์
และพื้นผิวซิลิกาถูกแสดงให้เห็นในรูปที่ 2.7 

 

รูปที่ 2.7 โฮโดรโฟบิกระหว่างเอนไซม์และซิลิกา [37] 

พื้นผิวเอนไซม์ที่มีการพัฒนาแล้วสามารถที่จะเสริมแรงกระท้าระหว่างเอนไซม์และพื้นผิวซิลิกา อีกทั้ง
ยังเสริมประจุทางไฟฟ้าสถิตย์ของเอนไซม์และพื้นผิวซิลิกาด้วยเช่นกัน [37] 

  ค.) แรงกระท้าระหว่างกันทางไฟฟ้าสถิตย์ (electrostatic interaction) 

  แรงกระท้าระหว่างไฟฟ้าสถิตย์คือการกระท้าที่ประจุของเอนไซม์และพื้นผิวซิลิกา
เป็นไปตามรูปที่ 2.9 โดยขึ้นอยู่กับหลายๆปัจจัย เช่น (1).คุณสมบัติของประจุของเอนไซม์และตัว
รองรับถูกพิจารณาจากไอโซอิเลคทริคพอยท์ (isoelectric point;PI) พื้นผิวซิลิกามีค่าพีไอประมาณ 2 
และเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสมีค่าพีโอประมาณ 4 ซึ่งส่งผลต่อการดูดซับบนื้นผิว ถ้าค่าของพีไอทั้งสอง
ต่างกันมากจะท้าให้การจับกันทางกายภาพยากขึ้น (2).พื้นผิวที่ใส่หมู่ฟังชันก์ทางเคมีบนพื้นผิวซิลิกา 
[40] (3).ชนิดของแบบ (template) ที่ใช้ [41] 
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รูปที่ 2.8 แรงระหว่างกันทางไฟฟ้าสถิตย์ของเอนไซม์และพืน้ผิวซิลิกา [38] 

2.4 อนุภาคนาโนทอง (gold nanoparticles;AuNPs) 

 2.4.1 คุณสมบัติของอนุภาคนาโนทอง 

  อนุภาคนาโนทองนั้นมีคุณสมบัติที่เฉื่อย ไม่เป็นพิษและสามารถเข้ากับชีวภาพได้ดี 
ซึ่งท้าให้มีความน่าสนใจส้าหรับการสร้างตัวรองรับ อนุภาคนาโนทองมีขนาดช่วง 1 -50 นาโนเมตร 
และง่ายต่อการขึ้นรูปด้วยการควบคุมการกระจายตัว อนุภาคทองสามารถที่จะท้าการขึ้นรูปด้วยขนาด
ที่เป็นสัดส่วนกับชีวะโมเลกุล เช่น เอนไซม์ และ ดีเอ็นเอ (deoxyribonucleic acid;DNA) เป็นต้น    

  การเชื่อมของชีวโมเลกุลกับอนุภาคนาโนทองคือ การสังเคราะห์จากประจุลบน 
อนุภาคนาโนทองทอง (เกิดขึ้นจาก AuCl2 บนพื้นผิวอนุภาค) ซึ่งมีค่าแอฟินิตี้ (affinity) ของโปรตีนที่
เป็นประจุลบ โดยบางโปรตีน เช่น เอนไซม์ แอนติบอดี้ และดีเอ็นเอ สามารถที่จะดูดซับได้ดีต่อ
อนุภาคนาโนทองที่เป็นคอลลอยด์ (colloidal) จึงท้าให้เกิดรูปร่างของโปรตีนที่เสถียรและท้าให้
คุณสมบัติของเอนไซม์ท้างานได้สมบูรณ์แบบ การดูดซับของเอนไซม์ต่ออนุภาคทองนั้นคือเป็น
กระบวนการที่ไม่มีพันธะโควาเลนซ์ [26] ดังรูปที่ 2.11  
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รูปที่ 2.9 กลไกการดูดซับของเอนไซม์บนอนุภาคนาดนทองโดยอาศัยแรง  
a) แรงยึดเหนี่ยวทางประจุ   b) แรงยึดเหนี่ยวระหว่างส่วนที่ไม่มีขั้ว และ c) แรงยึดเหนี่ยวระหว่าง
พื้นผิวของ ทองกับอะตอมของซัลเฟอร์ (sulphur) หรือไนโตรเจน (nitrogen) ของเอนไซม์ [26] 
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บทที่ 3 
วารสารปริทรรศน์ 

3.1 อิทธิพลของขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางของวัสดุเมโซพอรัสซิลิกาส าหรบัการตรึงเอนไซม ์

 3.1.1 ปริมาณเอนไซม์ที่ถูกตรงึ (enzyme loading) 
  Anees Y.Khan และคณ ะ [42] ได้ท้ าการทดสอบการตรึ งเอน ไซม์ กลู โคส 
ออกซิเดสบนวัสดุพอรัสซิลิกา 2 ชนิด คือไมโครพอรัสซิลิกา ( NH2 – MS ) และ เมโซพอรัสซิลิกา  
(NH2 – SBA – 15) จากผลการทดลองพบว่า กลูโคสออกซิเดสถูกตรึงทั้งภายนอกและภายในพื้นผิว
ของวัสดุพอรัสซิลิกา โดยที่ไมโครพอรัสซิลิกาสามารถตรึงเอนไซม์ได้ในปริมาณ 512.5 มิลลิกรัมต่อ
กรัม ขณะที่เมโซพอรัสซิลิกาสามารถตรึงเอนไซม์ได้ปริมาณ 634 มิลลิกรัมต่อกรัม แสดงให้เห็นว่า  
เมโซพอรัสซึ่งมีขนาดของรูพรุนที่ใหญ่กว่าสามารถที่จะตรึงเอนไซม์ได้ในปริมาณที่มากกว่า เนื่องจาก
เอนไซม์กลูโคสออกซิเดสอาจมีขนาดที่ใหญ่กว่าไมโครพอรัสซิลิกา ท้าให้เอนไซม์อาจจะถูกตรึงอยู่บน
พื้นผิวภายนอกของวัสดุไมโครพอรัสซิลิกาเท่านั้น แต่ในขณะเดียวกันเอนไซม์สามารถที่จะเข้าไปใน
พื้นผิวภายในของเมโซพอรัสซิลิกา ท้าให้สามารถตรึงเอนไซม์ได้ในปริมาณที่มากกว่าแบบไมโครพอรัส
ซิลิกา ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Haruo Takahashi และคณะ[9] ที่ ได้ท้าการตรึงเอนไซม์ 
ฮอสเรดิชเปอออกซิเดสบนวัสดุเมโซพอรัสซิลิการที่มีเส้นผ่าศูนย์กลางของรูที่แตกต่างกัน คือ FSM-16 
และ MCM-41 จากผลการทดลองพบว่า ยิ่งขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางของรูพรุนมีขนาดใหญ่มากขึ้น ยิ่ง
ท้าให้สามารถที่จะตรึงเอนไซม์ได้ในปริมาณที่มากกว่าขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางของรูพรุนที่น้อยกว่า  
Jie Lei และคณะ [35] ได้ท้าการทดสอบการตรึงเอนไซม์ไลโซ-ไซม์ (lysozyme) ลงบนพ้ืนผิวของวัสด ุ
เมโซพอรัสที่มีการสังเคราะห์แตกต่างกัน คือ เมโซพอรัสแบบแท่ง (rod-like SBA-15) และ เมโซ
พอรัสแบบดั้งเดิม (Conventional SBA-15) พบว่า เมโซพอรัสแบบแท่งสามารถตรึงเอนไซม์ได้ใน
ปริมาณ 482 มิลลิกรัมต่อกรัม และเมโซพอรัสแบบดั้งเดิมตรึงเอนไซม์ได้ปริมาณ 199 มิลลิกรัมต่อ
กรัม เนื่องจากเมโซพอรัสแบบแท่งซึ่งมีขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางของรูพรุนที่มากกว่าสามารถที่จะตรึง
เอนไซม์ได้มากกว่าเมโซพอรัสที่ใช้วิธีการสังเคราะห์แบบดั้งเดิม เพราะฉะนั้นขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง
ของรูพรุนส่งผลต่อปริมาณของการตรึงเอนไซม์ 

 3.1.2 เสถียรภาพของเอนไซม์ (enzyme activity) 
  ความแตกต่างของวัสดุรูพรุนถูกใช้ส้าหรับการตรึงเอนไซม์ ซึ่งส่งผลกระทบในแง่ของ
เสถึยรภาพของเอนไซม์ ตัวอย่างเช่น ได้ท้าการตรึงเอนไซม์ฮอสเรดิชเปอออกซิเดส (horseradish 
peroxidase) กับวัสดุเมโซพอรัสซิลิกาที่ขนาดรูพรุนต่างๆกัน คือ MCM-14 SBA-15 และ MCF ซึงมี
ขนาดรูพรุน 3.2 5.4 และ 14.6 นาโนเมตร ผลลัพธ์แสดงให้เห็นว่าการตรึงเอนไซม์สามารถช่วยให้เก็บ



19 
 

 

รักษาเอนไซม์แอคทิวิตีได้ถึง 6 สัปดาห์ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และที่อุณหภูมิห้อง MCF สามารถ
รักษาแอคทิวิตี้ของเอนไซม์ได้สูงที่สุด คือ 90 % ขณะที่ MCM-41 และ SBA-15 ได้แค่ 60 % [1] 
Haruo Takahashi และคณะ [9] ได้ท้าการทดสอบการตรึงเอนไซม์ ฮอสเรดิสเปอออกซิ เดส 
(Horseradish peroxidase) บนเมโซพอรัสซิลิกาซึ่งในที่นี้คือ FSM-16 โดยมีขนาดของรูพรุนที่
แตกต่างกันอันเนื่องมาจากการเปลี่ยนแปลงปริมาณตัวท้าละลายร่วม (cosolvent) หรือสารที่ท้าให้
เกิดการพองตัว (swelling agent) เช่น 1,3,5 ไตรเมทิลเบนซีน (1,3,5-trimethylbezene;TMB) 
จากผลการทดสอบเอนไซม์แอคทิวิตี้ในแง่ของเสถียรภาพทางความร้อน พบว่า เมื่อขนาดของรูพรุน
กว้างมากขึ้นเท่าไร ยิ่งท้าให้การรักษาแอควิตี้ได้ดีขึ้น แต่อย่างไรก็ตามถ้ารูพรุนมีขนาดกว้างมากเกินไป
อาจท้าให้สภาวะแวดล้อมในรูพรุนเหมือนสภาวะแวดล้อมภายนอกได้  แต่ถ้าเล็กเกินไปจะท้าให้
เอนไซม์ไม่สามารถถูกตรึงในรูพรุนและอาจเกิดการสูญเสียแอคทิวิตี้ได้เช่นกัน และเมื่อท้าการทดสอบ
ในตัวท้าละลายอินทรีย์ (organic solvent) ผลที่ได้เป็นเช่นเดียวกับผลข้างต้น โดยที่ผลการทดสอบ
สอดคล้องกับ Jie Lei และคณะ [10] ซึ่งได้ท้าการตรึงเอนไซม์ไลโซไซม์ (lysosyme) บนวัสดุเมโซ
พอรัสชนิดเดียวกันแต่ลักษณะทางกายภาพแตกต่างกันคือ SBA-15 โดยใช้วิธีสังเคราะห์แบบดั้งเดิม 
(conventional SBA-15;Con-SBA-15) และแบบแท่ง (rod-like SBA-15;rod-SBA-15) จากผลการ
ทดลองพบว่า SBA-15 ลักษณะแบบแท่งที่มีเส้นผ่านศูนย์กลางของรูสูงกว่าท้าให้สามารถจุเอนไซม์ได้
ในปริมาณสูงกว่า อีกทั้งเอนไซม์ที่ถูกตรึงยังมีแอควิทิตี้ที่สูงกว่าอีกด้วย  

  Priti H. Pandya และคณะ [11] ได้ท้าการทดสอบเสถียรภาพทางความร้อนและค่า
pH ของการตรึงเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส (alpha-amylase) บนตัวรองรับเมโซพอรัสซิลิกาที่มีขนาดรู
แตกต่างกันตามล้าดับจากน้อยไปมากคือ MCM-41 SBA-15 MCF-153 และ MCF-335  ผลการ
ทดลองพบว่า MCF-335 ซึ่งมีเส้นผ่าศูนย์กลางของรูพรุนที่ใหญ่ที่สุด มีเอนไซม์แอควิทิตี้สูงที่สุด ไม่ว่า
จะทดสอบทางด้านเสถียรภาพทางความร้อน pH หรือการเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชันของแป้งก็ตาม ซึ่ง
สอดคล้องกับ  Tory Orita และคณะ [2] โดยใช้ เอนไซม์   คอเลสทิลิ วเอสเทอร์ โฮโดรเลส 
(cholesteryl ester hydrolase (EC 3.1.1.13)) ตรึงในเมโซพอรัสซิลิกา คือ MCM-41 SBA-15 
MCF โดยมีขนาดรูพรุที่แตกต่างกัน 2.7 9.5 และ 22.5 ตามล้าดับ ผลที่ได้คือ ขนาดของรูพรุนยิ่งใหญ่
ยิ่งสามารถรักษาเสถียรภาพของเอนไซม์ไว้ได้ดี Haruo Takahashi และคณะ [9] ได้ท้าการศึกษา
อิทธิพลของรูที่ส่งผลต่อเสถียรภาพของเอนไซม์โดยใช้วัสดุเมโซพอรัสซิลิกาต่างชนิดกัน คือ FSM-16 
และ MCM-41 พบว่าขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางของรูส่งผลต่อเสถียรภาพของเอนไซม์ โดยที่ยิ่งมีขนาด
ของรูพรุนมากก็จะท้าให้รักษาเสถียรภาพได้ดี แต่ว่าถ้าขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางมีขนาดใหญ่เกิ นไป
อาจจะท้าให้สูญเสียเสถียรภาพของเอนไซม์ได้ เนื่องจากสภาวะภายนอกอาจจะส่งผลต่อส่งสภาวะ
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ภายในมากท้าให้ไม่สามารถรักษารูปร่างสามมิติซึ่งอาจท้าให้เสียคุณสมบัติของการเร่งปฏิกิริยาของ
เอนไซม์ได้ 

3.2 อิทธิพลของอนุภาคนาโนทองต่อการตรึงเอนไซม ์
 Yonghai Song และคณะ [24] ได้ท้าทดสอบการตรึงเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสลงบนอนุภาค
นาโนทอง ซึ่งจากการทดสอบพบว่า อนุภาคนาโนทองท้าให้เอนไซม์กลูโคสเกิดการเสียรูปร่างเนื่องจาก

แอลฟาเฮลิค (α-helix) และเบต้าชีท (β-sheet) ที่เป็นโครงสร้างทางเคมีเกิดการเปลี่ยนแปลงจึงท้า
ให้เอนไซม์ไม่สามารถท้างานได้เต็มที่ ยิ่งอนุภาคนาโนทองเข้าใกล้เอนไซม์กลูโคสออกซิเดสมากก็จะ
ส่งผลให้เอนไซม์กลูโคสออกซิเดสเกิดการเสียรูปร่างมากเช่นกัน เพราะฉะนั้นระยะห่างระหว่างอนุภาค
นาโนทองและกลูโคสออกซิเดสควรมีระยะห่างระหว่างกันที่เหมาะสม Ke-Hsuan Wang และคณะ 
[43] ได้ท้าการทดสอบการตรึงเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสบนอนุภาคนาโนทอง จากผลการทดลองพบว่า 
เมื่อน้าเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสมาตรึงลงบนอนุภาคนาโนทองซึ่งเป็นชั้นที่สองและชั้นแ รกเป็น
เอนไซม์กลูโคสออกซิเดส (AuNPs/GOx) ท้าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของเอนไซม์ ซึ่ง
เหมือนกับงานวิจัยข้างต้น แต่ถ้าท้าการตรึงเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสลงบนอนุภาคทอง แล้วท้าการใส่
อนุภาคทองอีกครั้งหนึ่ง (AuNPs/GOx-AuNPs) โดยการดูดซับร่วม (co-adsorption) ท้าให้ไม่เกิด
การเปลี่ยนแปลงของโครงสร้างของเอนไซม์กลูโคสออกซิเดส ซึ่งท้าให้เอนไซม์กลูโคสออกซิเดส
สามารถที่จะท้างานได้เต็มประสิทธิภาพ ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Zhenyu และคณะ [44] 

3.3. การสังเคราะห์เมโซเซลลูลาร์โฟมซิลิกา 
 จากบทที่ 2 ที่ได้อธิบายวิธีการสังเคราะห์เมโซพอรัสซิลิกาประกอบไปด้วย 3 ขั้นตอนหลักๆ 
คือ 1.การขึ้นไมเซลล์โดยทางเคมี (micelle chemistry) 2.กระบวนการโซลเจล (sol gel process) 
และ 3.การก้าจัดแม่แบบ (template removal)  โดยสารเคมีตั้งต้นที่ ใช้ในการสังเคราะห์ คือ 
(1).ตัวก้าหนดโครงสร้าง (structure-directing agent) ที่ท้าหน้าที่เหมือนเป็นแม่แบบ เพื่อจะท้าให้
เกิดโครงสร้างรูพรุนที่จ้าเพาะของเมโซพอรัสซิลิกา เช่น ซีทิลไตรเมทิลแอมโมเนียมโบมาย 
(cetyltrimethyl ammonium bromine;CTAB) โซเดียมโดดีซิลซัลโฟเนต (SDS) และ พลูโรนิค พี 
123 (pluronic P123) (2).ตัวท้าละลาย (solvent) เช่น น้้าและ เอทานอล (ethanol) (3).ตัวท้า
ละลายอินทรีย์ร่วมหรือสารที่ท้าให้รูพรุนเกิดการขยายตัว (organic cosolvent or swelling agent) 
เช่น 1,3,5 ไตรเมทิลเบนซิน เป็นต้น (4).สารอนินทรีย์ที่มีแหล่งซิลิกาเช่น โซเดียมซิลิเคต (sodium 
silicate) หรือ เตตระเอทิลออโธซิลิ เคต (tetraethyl orthosilicate;TEOS) (5).ตัวเร่งปฏิกิริยา 
(catalyst) เช่น ไฮโดรคลอลิก (HCl) หรือ โซเดียมไฮดรอไซด์ (NaOH) เป็นต้น ซึ่งงานวิจัยนี้ได้ท้าการ
เปลี่ยนแปลงปริมาณของสารอินทรีย์ที่เป็นตัวท้าละลายร่วม เช่น TMB ซึ่งท้าให้เกิดการขยายของรู
พรุนโดยการซึมผ่านไปยังใจกลางของตัวก้าหนดโครงสร้าง เพื่อศึกษาการเปลี่ยนแปลงขนาดของรูพรุน
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ซึ่งอาจจะส่งผลต่อเอนไซม์แอคทิวิตี้ ความเสถียร และปริมาณเอนไซม์ที่ถูกตรึง โดยความแตกต่างใน
การเลือกสารอนินทรีย์ สารละลาย สภาวะ และอื่นๆส้าหรับการสังเคราะห์เมโซพอลัสซิลิกา โดยส่งผล
ต่อลักษณะทางกายภาพซึ่งแสดงให้เห็นในตารางที่ 3.1 

 3.3.1 อิทธิพลที่ส่งผลต่อลักษณะของเมโซเซลลูลาร์โฟมซลิิกา 

  3.3.1.1 ตัวก้าหนดโครงสร้าง (structure-directing agent) และตัวท้าละลายร่วมที่
เป็นสารอินทรีย์ (organic cosolvent) 

  ปัจจัยนี้เน้นไปในเรื่องของสารอินทรีย์ที่เป็นตัวท้าละลายร่วม (organic cosolvent) 
หรือสารที่ท้าให้โครงสร้างขยายตัว (swelling agents) และสารก้าหนดโครงสร้างซึ่งส่งผลกระทบต่อ
ลักษณะทางกายภาพและอนุภาคของเมโซพอรัสโฟมซิลิกา เช่น ปริมาตรรูพรุน เส้นผ่านศูนย์ของรู
พรุน พื้นที่ผิว อีกทั้งยังมีเส้นผ่านศูนย์กลางของเซลล์ (cell) และ หน้าต่าง (window) เป็นต้น 
[49,66,67,68,69] Patrick Schmidt-Wingkel และคณะ [21] ได้ท้าการสังเคราะห์เมโซเซลลูลาร์
โฟมซิลิกาโดยใช้อัตราส่วนระหว่าง พลูโรนิค123 (Pluronic123) ที่เป็นตัวก้าหนดโครงสร้าง และไตร
เมทิลเบนซิน ที่เป็นสารที่ท้าให้รูพรุนเกิดการขยาย โดยใช้อัตราส่วนระหว่างพลูโรนิค 123 คงที่แต่ท้า
การเปลี่ยนแปลงไตรเมทิลเบนซิลที่ปริมาณต่างๆ จากผลการทดลองพบว่า เมื่อท้าการเพิ่มปริมาณของ
ไตรเมทิลเบนซินจะท้าให้ขนาดของเส้นผ่าศูนย์กลางของรูใหญ่ขึ้น อีกทั้งยังท้าให้ขนาดเส้นผ่ าน
ศูนย์กลางของวินโดว์ (window) มีขนาดเพิ่มขึ้นอย่างเห็นได้ชัด ซึ่งสอดคล้องกับผลการทดลองของ 
Yukito Oda และคณะ [20] ที่ได้ท้าการสังเคราะห์เมโซเซลลูลาร์โฟมซิลิกาโดยการเพิ่มปริมาณไตร
เมทิลเบนซินและคงที่ P123 ที่อัตราส่วนจาก 0.5 ไปจนถึง 2.5 ตามล้าดับ จากผลการทดลองพบว่า
เมื่อปริมาณไตรเมทิลเบนซินเพิ่มขึ้นจะท้าให้เส้นผ่านศูนย์กลางของวัสดุรองรับนี้เพิ่มขึ้นเช่นกันตาม
ตารางที่ 3.2 โดยที่ T.Sen และคณะ [23] ได้ผลการทดลองซึ่งสอดคล้างกับผลข้างต้น ท้าให้สามารถ
สรุปได้ว่าการเพิ่มปริมาณของไตรเมทิลเบนซินสามารถที่จะช่วยเพิ่มขนาดของเส้นผ่านศูนย์กลางของ
เมโซเซลลูลาร์โฟมซิลิกาได้ โดยสามารถยืนยันด้วยภาพถ่ายอิเลคตรอนแบบส่องผ่าน ในรูปที่ 3.2ที่ท้า
การเปลี่ยนแปลงอัตราส่วนของ TMB/P123 จากน้อยไปมาก ซึ่งเห็นได้ชัดว่าขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง
ของวงกลมแต่ละวงมีขนาดที่ใหญ่ขึ้น แต่อย่างไรก็ตามถ้าใช้อัตราส่วนระหว่างไตรเมทิลเบนซินต่อพลู
โรนิคมากเกินไปจะท้าให้ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของวินโดว์เล็กลงได้ เนื่องจากไตรเมทิลเบนซิน
สามารถไปละลายตัวก้าหนดโครงสร้าง (structure-directing agent) ที่รวมตัวกันอยู่ภายใน แล้ว
ส่งผลให้ขนาดของวินโดว์เล็กลง [22] สังเกตได้จาก รูปที่ 3.1 (a)-(d) ที่เปลี่ยนแปลงปริมาณอัตราส่วน
ของ TMB/P123 จากน้อยไปมาก จะเห็นได้ว่า ภาพ (d) นั้นลักษณะความเป็นทรงกลมเริ่มสูญเสียท้า
ให้เส้นผ่านศูนย์เส้นผ่านศูนย์กลางลดลงซึ่งเป็นไปตามเหตุผลข้างต้นที่ได้กล่าวไว้แล้ว 



22 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ตา
รา

งท
ี่ 3

.1 
ลัก

ษณ
ะท

าง
กา

ยภ
าพ

ขอ
งว

ัสด
ุเม

โซ
พอ

ลัส
ซิล

ิกา
 

ชน
ิด 

ตัว
ก้า

หน
ดโ

คร
งส

ร้า
ง 

(St
ru

ct
ur

e-
dir

ec
tin

g 
ag

en
t) 

แห
ล่ง

ซิล
ิกา

 
(Si

lic
a 

so
ur

ce
) 

ตัว
เร่ง

ปฏ
ิกิร

ิยา
 

(ca
ta

lys
t) 

พื้น
ที่ผ

ิว 
(su

rfa
ce

s 
ar

ea
(ต

าร
าง

เม
ตร

ต่อ
กร

ัม)
 

ขน
าด

รู
พร

ุน 
(p

or
e 

siz
e)

   
(น

าโ
น

เม
ตร

) 

ปร
ิมา

ตร
รูพ

รุน
 

(p
or

e 
vo

lu
m

e)
 

(ล
ูกบ

าศ
ก์

เซ
นต

ิเม
ตร

ต่อ
กร

ัม)
 

อ้า
งอ

ิง 
(re

fe
re

nc
e)

 

MC
M-

41
 

CT
AB

 
TE

OS
 

Na
OH

 
88

8 
3.2

 
0.8

4 
[1

] 
CT

AB
+P

12
3 

TM
OS

+T
EO

S 
NH

3 
11

74
 

2.7
 

1.1
 

[2
] 

CT
AB

+ 
SiO

2 
TM

AO
H 

14
90

 
3.3

2 
0.9

9 
[3

] 

SB
A-

15
 

P1
23

 
TE

OS
 

HC
l 

80
1 

6.4
2 

1.1
2 

[4
] 

CT
AB

+P
12

3 
TM

OS
+T

EO
S 

NH
3 

65
6 

9.5
 

1.3
 

[2
] 

P1
23

 
TE

OS
 

HC
l 

89
4 

8.5
 

1.0
6 

[5
] 

MC
F 

P1
23

 
TE

OS
 

HC
l 

53
7 

26
 

1.0
2 

[6
] 

CT
AB

+P
12

3+
TM

B 
TM

OS
+T

EO
S 

NH
3 

61
8 

22
.5 

2.3
 

[2
] 

P1
23

+T
M

B 
TE

OS
 

HC
l 

70
0 

21
.5 

1.9
5 

[7
] 

หม
าย

เห
ตุ 

 C
TA

B 
: C

et
ylt

rim
et

hy
l a

m
m

on
ium

 b
ro

m
ine

, P
12

3 
: P

ol
y(e

th
yle

ne
 gl

yc
ol

)-B
-p

ol
y(p

ro
py

le
ne

 G
) 

 
  T

M
B 

 : 
1,3

,5-
tri

m
et

hy
lb

en
ze

ne
, T

EO
S 

: (
Te

trm
et

hy
l o

rth
os

ilic
at

e)
, T

M
OS

: T
et

ra
m

et
ho

xy
sil

an
e 



23 
 

 

ตารางที่ 3.2 ลักษณะโครงสรา้งของเมโซพอรัสโฟมซลิิกา-ซิลิกา [20] 

 หมายเหตุ เอส : ตัวอย่างแต่ละชนิดที่มีการเปลี่ยนแปลงอัตราส่วนของ TMB/P123 

  นอกเหนือจากน้ัน จากรูป TEM ที่แสดงดังรูปที่ 3.2 ชี้ให้เห็นว่าการเพ่ิม TMB ที่
ปริมาณใดๆเขา้ไปในกระบวนการสังเคราะห์ จะส่งผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลงต่อโครงสร้างของเมโซ
พอรัสได้ 

 

รูปที่ 3.1 ภาพ SEM ของ วัสดุเมโซพอลัสโดยการเตรียมปริมาณของ TMB ที่แตกต่างกัน (a) S0, (b) 
S1, (c) S2 แล (d) S3 โดยที่ S0, S1, S2 และS3 เรียงปริมาณ TMB จากน้อยไปมากตามล้าดับ [22] 

 

ซิลิกา 

อัตราส่วน  

TMB/P123  

(โดยมวล) 

เส้นผ่าน

ศูนย์กลาง 

ของรูพรุนดูด

ซับ 

(นาโนเมตร) 

[Cell] 

เส้นผ่าน

ศูนย์กลางรู

พรุน(คายซับ) 

(นาโนเมตร) 

[Window] 

พื้นที่ผิว (BET) 

(ตารางเมตรต่อ

กรัม) 

ปริมาตรรูพรุน 

(ลูกบาศก์เมตร

ต่อกรัม) 

เอส1 0.5 16 9.8 649 3.3 

เอส2 1 24 9.8 477 2.3 

เอส3 1.5 24 10 769 3 

เอส4 2.5 30 14 569 2.3 
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รูปที่ 3. 2 ภาพ TEM ของตัวรองรับเมโซพอลัสซิลิกาซึ่งเตรียมโดยใช้ปริมาณของ TMB ที่ต่างกัน คือ 

(a) S0, (b) S1, (c) S2 และ (d) S3 โดยที่ S0, S1, S2 และS3 เรียงปริมาณ TMB  
จากน้อยไปมากตามล้าดับ[22] 

  3.3.1.3 วิธีการก้าจัดแม่แบบ (methods for template removal) 

  หัวข้อนี้ท้าการศึกษาการก้าจัดแบบโดยการเผา (calcination) หรือ การสกัดโดยใช้
เอทานอล (ethanol extraction) ซึ่งส่งผลต่อลักษณะของเมโซเซลลูลาร์โฟมซิลิกา Yao และคณะ 
[45] ได้ท้าการวิจัยเกี่ยวกับการเผาและการสกัดโดยเอทานอล ซึ่งจากผลการทดลองพิสูจน์ว่ามี
ความสามารถในการก้าจัดแม่แบบ P123 จากการสังเคราะห์ MCF เพื่อที่จะเตรียม MCF เป็นตัว
รองรับของตัวดูดซับที่มีการต่อของเอมีน (amine-grafted) ดังรูปที่ 3.5 

 
 
   
 

 

รูปที่ 3. 3 แผนภาพของการขจัดแม่แบบจากการสังเคราะห์ MCF  
และ มีการใส่หมู่ฟังก์ชันบนพื้นผิว MCF [45] 
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 จากรูป 3.5 พบว่าการวิธีการก้าจัดแม่แบบแต่ละวิธีมีผลกระทบของการต่อหมู่ซิลานอล 
(sylanol group) บนพื้นผิว MCF จากรูปจะเป็นวิธีการก้าจัดตัวก้าหนดโครงสร้างด้วยการสกัดตัวท้า
ละลายที่เหลือหมู่ซิลานอลที่เยอะกว่า ซึ่งดีต่อการน้าไปต่อหมู่ฟังก์ชันต่างๆได้ เช่น หมู่เอมีน หรือ หมู่
คาบอกซิล นอกจากนี้ การเพิ่มหมู่ฟังก์ชันจะท้าให้พื้นทีผิวลดลง ซึ่งสามารถสังเกตได้จาก MCF-e 
APS-MCF-e(มี ก ารต่ อหมู่ ฟั งก์ ชั น ) คุณ สมบั ติ ท างเนื้ อสั มผั ส  (textural properties) มี ก าร
เปลี่ยนแปลงอย่างมีนัยส้าคัญของพื้นผิวรูพรุนหลังจากการต่อหมู่เอมีนเป็นไปตามตางรางที่ 2.3 

ตารางที่ 3. 3 คุณสมบัติเนื้อสารส้าหรับวัสด ุMCF ก่อนและหลังการต่อหมู่เอมีน 

หมายเหตุ e : Ethanol extraction process  

  3.3.1.4  การใส่สารเติมแต่ง (additives)    

  หัวข้อนี้กล่าวถึงความส้าคัญของการใส่สารเติมแต่งเพื่อจะปรับปรุงรูปร่างของเซลล์
ปกติของเมโซเซลลูลาร์โฟมซิลิกา (MCF) จากการรายงานที่มีอยู่พบว่า สารอนินทรีย์ที่มีแร่ธาตุ 
(inorganic mineralizing) เช่น แอมโมเนียมฟลูออไรด์ (ammonium fluoride) เป็นสารที่มีบทบาท
ส้าคัญส้าหรับการขยายขนาดของรูพรุนและปรับปรุงรูปร่างเดิมที่เป็นปัญหาของเมโซเซลลูลาร์โฟมซิลิ
กา [46-50] การสังเคราะห์มีความคล้ายคลึงกับวิธีดั้งเดิม แต่ท้าการเพิ่มแอมโมเนียมฟลูออไรด์ถูกใส่
เข้าไปในสารละลายก่อนน้าไปบ่มด้วยความร้อน Ping และคณะ [48] ได้ท้าการศึกษาการสังเคราะห์
ตัวรองรับ MCF ซึ่งมีพื้นผิวที่สูง 720 ตารางเมตรต่อกรัม และมีปริมาตรรูพรุนที่ใหญ่มาก 3.0 
ลูกบาศก์เซนติเมตรต่อกรัม การวิเคราะห์ขนาดรูพรุนของ MCF แสดงถึงเส้นผ่านศูนย์กลางที่ใหญ่ของ

ตัวอย่าง 

พื้นที่ผิว BET  

(ตารางเมตรต่อ

กรัม) 

ปริมาตรรู

พรุน 

(ลูกบาศก์

เมตรต่อกรัม) 

เส้นผ่าน

ศูนย์กลาง

เซลล ์ 

(นาโนเมตร) 

เส้นผ่าน

ศูนย์กลาง

หน้าต่าง  

(นาโนเมตร) 

ปริมาณเอมี

ที่บรรจุได ้

(มิลลิโมลต่อ

กรัม) 

MCF-e 573 1.85 21.4 13.4 
ไม่ปรากฏ

ข้อมูล 

APS-MCF-e 381 1.34 21.4 11.1 2.47 

APMS-MCF-e 338 1.26 21.4 11.1 3.23 
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เซลล์ 36 นาโนเมตร และหน้าต่างที่เชื่อมต่อกัน 11 นาโนเมตร แต่หลังจากที่มีการเติมสารเติมแต่ง
แอมโอมเนียมฟลูออไรด์แล้ว เส้นผ่านศูนย์กลางของเซลล์มีขนาดแทบจะไม่เปลี่ยนเท่าไร แต่หน้าต่างที่
ท้าการเชื่อมกันนั้นมีขนาดที่กว้างขึ้นจาก 11 ไปเป็น 18 นาโนเมตร เพราะฉะนั้นการที่มีการเติม
สารเติมแต่งลงไปจะท้าให้หน้าต่างของ MCF มีขนาดที่กว้างขึ้น  

3.4 กลูโคสไบโอเซนเซอร ์

 3.4.1 การถ่ายเทอิเลคตรอนโดยตรง (Direct electron transfer) 

  กระบวนการถ่ายเทอิเลคตรอนโดยตรงระหว่างเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสและพื้นผิว
อิเลคโทรดนั้น มีความส้าคัญส้าหรับการพัฒนาอิเลคโทรดที่ไม่ใช้ตัวกลางในการแลกเปลี่ยนอิเล็กตรอน
ระหว่างเอนไซม์และอิเลคโทรด [51] เนื่องจากตัวกลางที่ใช้ช่วยในการแลกเปลี่ยนอิเลคตรอนนั้น
อาจจะมีผลยับยั้งการท้างานของเอนไซม์ที่น้ามาใช้หรืออาจจะเกิดปฏิกิริยาข้างเคียงอื่นได้ [29] ดังนั้น
การไม่มีตัวกลางจะท้าให้มีความว่องไวต่อการตรวจวัดสารเป้าหมายได้ดีขึ้น เนื่องจากกระบวนการนี้
สามารถช่วยเพิ่มความแม่นย้าของการตรวจวัดภายใต้ศักย์ไฟฟ้าที่ต่้าได้ [44] อย่างไรก็ตามการถ่ายเท
อิเล็กตรอนโดยตรงกับเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสท้าได้ยาก เนื่องจากแอคทีฟโปรตีนหรือที่เรียกว่า ฟลา
วินกรุ๊ป (flavin group) อยู่ลึกลงไปในโครงสร้างของเอนไซม์ซึ่งมีเปลือกของโปรตีนหุ้มอยู่ ท้าให้
ทางการถ่ายเทอิเล็กตรอนค่อนข้างยากมาก จึงต้องมีการน้าวัสุดนาโนมาช่วยท้าให้เกิดการถ่ายเท
อิเลคตรอนให้ดีขึ้น [52] 

3.4.1.1 กลไกการเกิดการถ่ายเทอิเลคตรอนโดยตรง 

  กลไกการถ่ายเทอิเลคตรอนโดยตรงของกลูโคสออกซิเดสในปัจจุบันมีอยู่   2 รูปแบบ 
คือ 1.การถ่ายเทอิเลคตรอนโดยตรงแบบไม่เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของกลูโคส และ 2. การถ่ายเท
อิเลคตรอนโดยตรงแบบเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของกลูโคส  

  ก.) การถ่ายเทอิเลคตรอนโดยตรงแบบไม่เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของกลูโคส 
  การถ่ายเทอิเลคตรอนโดยตรงแบบไม่เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของกลูโคสนั้นเป็นการ
ถ่ายเทของอิเลคตรอนและโปรตรอนที่อยู่ในสารละลายฟอสเฟสบัพเฟอร์ ซึ่งการถ่ายเทอิเลคตรอนจะ
ท้าการส่งผ่าน ฟลาวินกรุ๊ป ซึ่งอยู่ภายในตัวเอนไซม์ จาก FAD+ กลายเป็น FADH2 แล้วท้าการส่งผ่าน
อิเลคตรอนไปส่งขั้วอิเลคโทรด โดยไม่เกิดปฏิกิริยา แคทาไลติคของเอนไซม์ ซึ่งสมการที่ 1 แสดงถึง
กระบวนทางไฟ้ฟ้าเคมีที่เกิดขึ้นในระบบ [53] 

      GOx(FAD)  +   2H+  +  2e- → GOx(FADH2) + Gluconolactone   (3.1) 
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  ข.) การถ่ายเทอิเลคตรอนโดยตรงแบบเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของกลูโคส 
  การถ่ายเทอิเลคตรอนโดยตรงแบบเอนไซม์แคทาไลติคนั้นเป็นการเกิดการเร่ง
ปฏิกิริยาของกลูโคสออกซิเดสต่อกลูโคส ซึ่งให้ผลิตภัณฑ์เป็นกลูโคโนแลคโตนและ GOx(FADH2) 
จากนั้น GOx(FADH2)จะท้าการแลกเปลี่ยนอิเลคตรอนไปที่ขั้วอิเลคโทรดเลย ซึ่งเป็นไปตามสมการที่ 
2 และ 3 [29] 

 GOx(FAD)  +   Glucose → GOx(FADH2) + Gluconolactone   (3.2) 

 GOx(FADH2)      → GOx(FAD) +  2H+  +  2e-   (3.2) 

 3.4.2 วัสดุที่ใชใ้นการตรึงเอนไซม ์

  ดั งที่ ได้ ท ราบ โดยทั่ ว ไป ว่ าก ารถ่ าย เท อิ เลคตรอน โดยตรงจากแอคที ฟ
เอนไซม์กลูโคสออกซิเดสไปยังพื้นผิวอิเลคโทรดท้าได้ยาก อันเนื่องมาจากการที่ฟลาวินกรุ๊ปของ
เอนไซม์อยู่ลึกลงไปภายในโครงสร้างเอนไซม์ [54] ดังนั้นจึงมีการน้าวัสดุจ้าพวกอนุภาคนาโน 
(nanoparticle materials) [24, 25, 51, 53, 55] พอลิ เมอร์น้ า ไฟ ฟ้ า  (conductive polymer 
materterials) [54, 56, 57] เม โซพ อรั ส  ( mesoporous materials) [12, 13] และวั ส ดุ ผ สม 
(nanocomposites materials) [58-64] มามีส่วนร่วมในการท้าให้เกิดการถ่ายเทอิเลคตรอนที่ดีขึ้น 
เพราะว่าวัสดุเหล่านี้มีการน้าไฟฟ้าดี พื้นผิวสูง อีกทั้งยังเข้ากันได้กับทางชีวะภาพซึ่งเหมาะแก่การ
น้ามาตรึงเอนไซม์ ดังข้างต้นที่กล่าวมาการพัฒนาพื้นผิวของอิเลคโทรดจึงมีความส้าคัญอย่างยิ่งต่อการ
ตอบสนองของกระแสไฟฟ้า 

  3.4.2.1 วัสดุพอลิเมอร์น้าไฟฟ้า 

  ในปี  2011 Yasemin Oztekin และคณะ  [58]  ได้ท้ าการศึกษาการถ่ายเท
อิเลคตรอนโดยตรง โดยใช้พอลิเมอร์ที่มีความสามารถในการน้าไฟฟ้าคือ พอลิฟีแนนโทรลีน 
(polyphenanthroline) ซึ่ งจากผลการทดลองพบว่า พอลิฟีแนนโทรลีนนั้นแสดงให้ เห็นถึง
ความสามารถในการน้าไฟฟ้าที่ดีขึ้นในสภาวะที่ไม่มีออกซิเจน ซึ่งเป็นผลจากการถ่ายเทอิเลตรอน
โดยตรงผ่านฟลาวินกรุ๊ปไปยังอิเลคโทรดโดยผ่านพอลิฟีแนนโทรลีน สามารถสังเกตได้จากการพบ
กระแสเการตอบสนองมากขึ้นจากเปรียบเทียบกับอิเลคโทรดแบบต่างๆ คือ อิเลคโทรดเปล่า อิเลคโท
รดที่มีพอลิฟีแนนโทรลีน และอิเลคโทรดที่มีกลูโคสออกซิเดสอยู่บนแมทริกของพอลิฟีแนนโทรลีน 
เพราะฉะนั้นพอลิฟีแนนโทรลีนจึงเป็นหนึ่งในตัวเลือกส้าหรับพอลิเมอร์น้าไฟฟ้า เพื่อที่จะน้ามาพัฒนา
ให้เกิดงานวิจัยส้าหรับการถ่ายเทอิเลคตรอนโดยตรง งานวิจัยพอลิเมอร์ที่น้าไฟฟ้าข้างต้นมีความ
สอดคล้องกับงานวิจัยของ Xiuli Xiaoและคณะในปี 2012 [65] ซึ่งได้ผลการทดลองเช่นเดียวกัน คือ 
พบกระแสไฟฟ้าตอบสนองมากขึ้นเมื่อมีการใช้พอลิเมทิลีนบลู (polymethylene blue) โดยมีการ
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ตรึงเอนไซม์บนพอลิเมอร์ที่อยู่บนอิเลคโทรดซึ่งมีการเพิ่มความเข้มข้นของกลูโคสในสภาวะไม่มี
ออกซิเจน อีกทั้งพอลิเมทิลีนบลูยังช่วยให้กลูโคสออกซิเดสมีความเสถียรต่อการถูกตรึงเมื่อมีการ
ทดสอบทางไฟฟ้าเคมีหลายๆครั้ง ซึ่งจากการทดสอบเป็นเวลา 2 สัปดาห์ แอคทิวิตี้ของเอนไซม์ที่อยู่ใน
พอลิเมทิลีนบลูยังคงเสถียรภาพในการเกิดการถ่ายเทอิเลคตรงโดยตรงอยู่ นอกจากนี้พบว่ามีพอลิเมอร์
ที่น้าไฟฟ้าหลายชนิดที่ท้าให้เกิดการถ่ายเทอิเลคตรอนโดยตรงเมื่อมีเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสตรึงอยู่ 
ไม่ว่าจะเป็น ฟิล์มพอลิไพรอล (polypyrrole) [59] พอลิเอทิลีนไดออกซิไทโอฟีนและพอลิสไตลีน :
ซัลโฟนิคเอสิด (poly(3,4-ethylenedioxythiophene):polystyrene sulfonic acid) [66] พอลิอนิ
ลีน (polyaniline) [2] และ พอลิกลูตามิคเอสิด (poly(glutamic acid)) [56] เพราะฉะนั้นพอลิเมอร์
เหล่านี้ล้วนท้าให้เกิดการถ่ายเทอิเลคตรอนโดยตรงพร้อมกับการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของกลูโคสได้ 

  3.4.2.2 วัสดุอนุภาคนาโน 
   Cuicui Qiu และคณะ (2012) [6] ได้ศึกษาว่าเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสที่
ถูกตรึงอยู่บนอนุภาคนาโนทองว่าเกิดการถ่ายเทอิเลคตรอนโดยตรงจากแอคทีฟเอนไซม์ไปสู่อิเลคโท
รดหรือไม่ ซึ่งผลที่ได้จากการทดสอบทางไฟฟ้าเคมี พบว่าอนุภาคนาโนทองช่วยให้เกิดการถ่ายเท
อิเลคตรอนโดยตรงโดยไม่เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันกับกลูโคส อันเนื่องมาจากฟลาวินกรุ๊ปที่อยู่ภายใน
เอนไซม์ส่งอิเลคตรอนไปยังอนุภาคทองแล้วส่งต่อที่อิเลคโทรดในสภาวะที่ไม่มีออกซิเจน เพราะเมื่อท้า
การทดสอบโดยการเพิ่มกลูโคสลงไปในสภาวะแวดล้อมที่มีแต่ไนโตรเจนไม่เกิดการเปลี่ยนแปลงของ
กระแสตอบสนองใดๆเกิดขึ้น แสดงว่ามีการถ่ายเทอิเลคตรอนโดยตรงเฉพาะจากฟราวินกรุ๊ปเท่านั้น 
อย่างไรก็ตามความเสถียรของเอนไซม์ยังมีประสิทธิภาพดีอยู่เพราะฉะนั้นทองจึงมีความสามารถที่จะ
ช่วยให้เกิดการถ่ายเทอิเลคตรอนโดยตรง ซึ่งผลที่ได้นี้มีความสอดคล้องกับงานของ Yonghai Song
และคณะ (2015) [22] ซึ่งพบว่าอนุภาคนาโนทองช่วยให้เกิดการถ่ายเทอิเลคตรอนโดยตรงได้ อย่างไร
ก็ตามทองอาจจะช่วยให้เกิดการถ่ายเทอิเลคตรอนที่ดี แต่ว่าอนุภาคนาโนทองนั้นไปลดเอนไซม์แอคทิ

วิตี้ อนุภาคทองท้าให้เอนไซม์เกิดการเสียรูปร่างเนื่องจากแอลฟาเฮลิค (α-helix) และเบต้าชีท (β-
sheet) ที่เป็นโครงสร้างของเอนไซม์เกิดการเปลี่ยนแปลงจึงท้าให้ ไม่สามารถท้าให้เกิดปฏิกิริยา
ออกซิเดชันของกลูโคสได้ เพราะปกติแล้วเอนไซม์จะท้างานได้ก็ต่อเมื่ออยู่ในโครงสร้างที่สมบูรณ์แบบ 
แต่โดยทั่วไปพบว่าอนุภาคนาโนทองมีผลต่อปฏิกิริยาในทางที่ดี  

  3.4.2.3 วัสดุนาโน 

  ก.) กราฟีน (graphene) 
 กราฟีนถูกน้าเสนอโดยพบว่ามีความสามารถช่วยให้เกิดการถ่ายเทอิเลคตรอนได้

โดยตรงจากแอคทีฟเอนไซม์ไปสู่อิเลคโทรด จากผลการทดลองในสภาวะแก๊สในโตรเจนอิ่มตัว พบว่า
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เกิดการถ่ายเทอิเลคตรอนโดยตรงโดยไม่เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันกับกลูโคส เนื่องจากเกิดการเสียรูป
ของเอนไซม์เมื่อเอนไซม์ถูกตรึงอยู่บนกราฟีน ซึ่งสังเกตุจากการที่กราฟีนกับกลูโคสออกซิเดสในสาร
ละลายฟอสเฟตบัพเฟอร์ท้าให้เกิดการตอบสนองของกระแสเกิดขึ้นสูงที่สุดเมื่อท้ากับอิเลคโทรดที่มีก
ราฟีน แต่เมื่อใส่กลูโคสที่ความเข้มข้นต่างๆแล้ว ยังไม่พบการเปลี่ยนแปลงของการตอบสนองของ
กระแสไฟฟ้า เพราะฉะนั้นการถ่ายเทอิเลคตรอนโดยตรงจึงเกิดขึ้นโดยไม่เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของ
กลูโคส [53 , 67 , 68] ซึ่ งต่อมา Bo Liang และคณะ ในปี 2015 [4] ได้รายงานว่ากราฟีนที่มี
เอนไซม์กลูโคสออกซิเดสตรึงอยู่นั้น มีส่วนช่วยให้เกิดการถ่ายเทอิเลคตรอนโดยตรงโดยไม่เกิดปฏิกิริยา
ออกซิเดชันกับกลูโคสเช่นกัน แต่ในขณะเดียวกันก็ได้ท้าการทดสอบโดยการใส่ตัวกลางเข้าไปคือ เฟอ
โรซีน (ferrocene) จากผลการทดสอบในสภาวะที่มีสารละลายอิ่ มตัวด้วยแก๊สไนโตรเจนหรือ
ออกซิเจน พบว่าการตอบสนองของกระแสไฟฟ้าสูงสุดที่ศักย์ไฟฟ้า -0.48 โวลต์ไม่ เกิดการ
เปลี่ยนแปลงแต่อย่างใด แต่การตอบสนองของกระแสไฟฟ้าที่ศักย์ 0.3 โวลต์เกิดการเปลี่ยนแปลงเมื่อ
เพิ่มความเข้มขั้นของกลูโคส จึงสันนิษฐานว่า เอนไซม์ที่ตรึงอยู่กับกราฟีนได้สูญเสียแอคทิวิตี้แล้ว แต่
จะมีบางส่วนที่ไม่ได้เกาะที่พื้นผิวกราฟีนท้าให้ยังเกิดกระแสแล้วส่งผ่านตัวกลางไปยังอิเลคโทรดได้
เพราะฉะนั้นจึงสรุปได้ว่ากราฟีนมีส่วนช่วยให้เกิดการถ่ายเทอิเลคตรอนโดยตรงเช่นเดียวกันกับอนุภาค
นาโนทอง แต่อาจจะท้าให้บางส่วนของเอนไซม์ที่ตรึงอยู่นั้นสูญเสียแอคทิวิตี้ได้  

  ข.) วัสดุเมโซพอรัส (mesoporous materilas) 
  ในปี 2009 นั้น Kunqi Wang และคณะ[13] ได้ทดสอบวัสดุเมโซพอรัสคาร์บอนเอฟ
ดียู 15 (mesoporous FDU-15) กับกลูโคสออกซิเดสว่าวัสดุดังกล่าวส่งผลต่อการเกิดการถ่ายเท
อิเลคตรอนโดยตรงอย่างไร โดยทั่วไปแล้ววัสดุเมโซพอรัสคาร์บอนนั้นมีพื้นที่ผิวสู ง อีกทั้งยังมี
ความสามารถในการน้าไฟฟ้าที่ดีเมื่อเทียบกับวัสดุเมโซพอรัสชนิดอื่นๆ ซึ่งผลจากการทดลองพบว่าเม
โซพอรัสคาร์บอนเอฟดียู 15 ช่วยให้เกิดการถ่ายเทอิเลคตรอนโดยตรงโดยไม่เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน
กับกลูโคสในสภาวะที่ไม่มีออกซิเจน อีกทั้งเมโซพอรัสนั้นยังมีความสามารถที่จะรักษาแอคทีวิตี้ของ
เอ น ไซ ม์ ได้ ดี ด้ ว ย  ใน ปี  2 0 1 3  เม โซ พ อ ลั ส ซิ ลิ ก า น า โน ส เฟี ย ร์  (mesoporous silica 
nanosphene;MSN) ถูกน้ามาพัฒนาอิเลคโทรดส้าหรับการตรึงเอนไซม์ โดยใช้โมเดลของกลูโคสออก
ซิเดสในการทดสอบการถ่ายเทอิเลคตรอนโดยตรง คุณสมบัติของ เมโซพอลัสซิลิกานาโนสเฟียร์ นั้นคือ 
มีพื้นที่ผิวมากและชอบภาวะแวดล้อมจุลภาค เพื่อเอื้อต่อการเกิดการถ่ายเทอิเลคตรอนโดยตรง
ระหว่างอิเลคโทรดกับแอคทีฟเอนไซม์ ซึ่งจากผลการทดสอบใช้เครื่องมือยูวี-วิสิเบิล สเปกโทรโฟโต
มิเตอร์ (UV-Visible spectrophotometer) นั้นไม่เกิดการเปลี่ยนแปลงของโครงสร้างของเอนไซม์ไป
จากเดิม และการทดสอบทางไฟฟ้าเคมีนั้น มีโซพอลัสนาโนสเฟียร์ช่วยให้เกิดการถ่ายเทอิเลคตรอน
โดยตรงได้ดี [12]   
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  ค.) ท่อคาร์บอนนาโน (carbon nanotubes;CNTs) 
  ท่อคาร์บอนนาโนเป็นวัสดุนาโนชนิดหนึ่งซึ่งได้ถูกรายงานว่ามีความสามารถที่จะช่วย
ให้เกิดการถ่ายเทอิเลคตรอนโดยตรงได้เช่นกัน เนื่องจากท่อคาร์บอนนาโนนั้นเป็นหนึ่งในวัสดุที่มี
คุณสมบัติการน้าไฟฟ้าที่ดีเหมือนกับอนุภาคนาโนทองและกราฟีน แต่เป็นการถ่ายเทอิเลคตรอน
โดยตรงโดยที่ไม่เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันกับกลูโคส เนื่องจากการที่กลูโคสออกซิเดสถูกตรึงอยู่บน
คาร์บอนนาโนทูปนั้นเกิดการเสียโครงสร้างของเอนไซม์เช่นเดียวกับการตรึงอยู่บนกราฟีนที่ได้กล่าวถึง
ในข้างต้น[4,6,68,69] จึงท้าให้กระแสที่วัดได้น FAD+ กระแสที่เกิดจากการถ่ายเทจากอิเลคโทรด โดย
ไม่เกิดกลไกเอนไซม์แคทาไลติค [55, 69] เพราะฉะนั้นยังไม่มีอนุภาคนาโนชนิดใดที่ท้าให้เกิดการ
ถ่ายเทอิเลคตรอนโดยตรงในแบบอิเลคโตรแคทาไลติคและเอนไซม์แคทาไลติกไปพร้อมๆกันได้ 
  ง.) วัสดุนาโนผสม 
  วัสดุนาโนผสมหลายชนิดถูกใช้เพื่อรักษาแอคทิวิตี้ของเอนไซม์และเพื่อที่จะปรับปรุง
ให้เกิดการถ่ายเทอิเลคตรอนโดยตรงได้ดีขึ้นระหว่างแอคทีฟเอนไซม์และอิเลคโทรด เนื่องจากวัสดุที่
น้ามาผสมกันเกิดคุณสมบัติที่เสริมกันและกัน จึงท้าให้มีคุณสมบัติของวัสดุที่ดีขึ้น [62] วัสดุนาโนผสม
ระหว่างซิงค์ออกไซด์ (ZnO) และท่อคาร์บอนนาโน (CNTs) ถูกน้าเสนอในปี 2011 เพื่อท้าการ
ทดสอบการถ่ายเทอิเลคตรอนโดยตรงซึ่งใช้กลูโคสออกซิเดสเป็นโมเดลในการทดสอบ จากผลการ
ทดสอบทางไฟฟ้าเคมีที่เกิดขึ้นพบว่า เป็นการถ่ายเทอิเลคตรอนโดยตรงโดยไม่เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน
ของกลูโคส เนื่องจากวัสดุนาโนผสมนี้อาจจะเข้าไปใกล้กับฟลาวินกรุ๊ปซึ่งเป็นตัวรับอิเลคตรอนแล้ว
ถ่ายเทไปสู่วัสดุนาโนผสม จึงท้าให้ระยะทางระหว่างต้าแหน่งกัมมันต์ของเอนไซม์กับพื้นผิวอิเลคโทรด
ใกล้กันมากขึ้น [63] ซึ่งในปีถัดๆมาก็ยังคงมีการน้าวัสดุนาโนผสมหลายๆชนิดมาท้าการทดสอบ
เพื่อที่จะพัฒนาอิเลคโทรดให้สามารถที่จะเอื้อต่อการเกิดการถ่ายเทอิเลคตรอนโดยตรง ไม่ว่าจะเป็น
การผสมระหว่าง คาร์บอนนาโนทูบและอะลูมินาหุ้มกับซิลิกา (Alumina coated silica) (2012) [65] 
กราฟีนกับอนุภาคนาโนทอง (2013) [3] ฟิล์มไททาเนียมออกไซด์บนเมทอโลฟทาโลไซยาไนด์กับท่อ
คาร์บอนนาโน (Titania flim on metallophthalocyanine and CNTs) (2013) [61] รีดิวซ์กราฟีน
ออกไซด์กับอนุภาคนาโนเงิน (reduced graphene oxide and silver nanoparticles) (2014) 
[64] อนุภาคนาโนทองกับท่อนาโนไททาเนต (AuNPs and titanate nanotube) (2015) [62] และ 
กราฟีนกับท่อคาร์บอนนาโน(2015) [60] ซึ่งวัสดุนาโนผสมนี้ให้ผลการทดลองไปในทิศทางเดียวกันคือ 
ช่วยให้เกิดการถ่ายเทอิเลคตรอนโดนตรงโดยไม่เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของกลูโคส อันเนื่องจาก
คุณสมบัติที่มีการเสริมกันของวัสดุนาโนทั้งสองเพราะฉะนั้นวัสดุเหล่านี้จึงเป็นหนึ่งในทางเลือกส้าหรับ
การพัฒนาอิเลคโทรดเพื่อให้เกิดการตอบสนองที่ดีของกระแสและความเสถียรภาพอีกด้วย แต่ไม่
เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของกลูโคส  
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บทที่ 4 
วัสดแุละวิธกีารทดลอง 

4.1 วัสดุและสารเคม ี

  1.กลูโคออกซิเดส (Glucose oxidase)  จาก Aspergillus niger (E.C. 1.13.4)   
บริษัท Sigma-Aldrich   
  2.ไคโตซาน (Deacetylation degree 85 % , MW 2000 kDa)   
บริษัท Seafresh chitosan ประเทศไทย  
  3. ไดโซเดียมไฮโดรเจนออโทรฟอสเฟต ( Na2HPO4) บริษทั Fisher Scientific   

  4. ไฮโดรเจนเตตระคลอโรออเรต (hydrogen tetrachloroaurate, (HAuCl3-
4 . 3H2O) 

หรือเรียกอีกชื่อว่า กรดคลอโรออริก ความบริสุทธิ์ 98 เปอร์เซ็นต์ บริษทั Sigma-Aldrich  
  5. พลูโรนิค พ1ี23 (pluronic P123) บริษัท BASF corporation ประเทศ USA  
  6. เตตระเอททอกซีไซเลน (tetraethoxysilane, TEOS) ความบริสุทธิ์ 98 เปอร์เซ็นต์  
บริษัท Sigma-Aldrich   
  7. 1,2,3-ไตรเมทิลเบนซีน (1,3,5-trimethylbenzene, TMB) ความบริสุทธิ์ 98 เปอรเ์ซ็นต์ 
บริษัท SigmaAldrich    
  8. 3-อะมิโนโพรพิลไตรเอทอกซีไซเลน (3-aminopropyl triethoxysilane, APTS) ความ
บริสุทธิ์ 97 เปอร์เซ็นต์ บริษทั Fluka  
  9. กรดอะซิตริก (acetic acid) บริษัท BDH laboratory supplies, ประเทศอังกฤษ  
 10. โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) บริษัท Ajax  Chemical  
 11. น้้าปราศจากไอออน (deionized water)  

4.2 วิธีการทดลอง  

 4.2.1 การสังเคราะห์วัสดุเมโซเซลลูลาร์โฟมซิลิกา  
  การสังเคราะห์วัสดุเมโซเซลลูลาร์โฟมซิลิกา (mesocellular foam silica, MCF) 
ท้าได้โดยน้าสารก้าหนดโครงสร้างพลูโรนิค พี 123 (pluronic P123) จ้านวน 2 กรัม ลงในสารละลาย
กรดไฮโดรคลอริกที่มีน้้าปราศจากไอออนเป็นตัวท้าละลายที่ความเข้มข้น 1.6 โมลาร์ ปริมาตร 75 
มิลลิลิตร แล้วปั่นกวนจนกระทั่งสารละลายเป็นเนื้อเดียวกัน แล้วจึงให้ความร้อนด้วยเครื่อง hotplate 
ควบคุมอุณหภูมิคงที่ 40 องศา พร้อมกับปั่นกวนต่อเนื่อง จากนั้นเติมสาร 1,3,5-ไตรเมทิลเบนซีน  
(1,3,5 trimethylbenzene, TMB) โดยมีการเปลี่ยนแปลงปริมาณของสารในแต่ละการทดลองเป็น
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ปริมาณ 1,2,3,5 และ 5 กรัม ที่มีการเติมสารเติมแต่งตามลงไป ท้าการปั่นกวนจนสารละลายผสมเข้า
เป็นเนื้อเดียวกันที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง หลังจากนั้นเติมสารเตตระเอททอก
ซีไซเลน (tetraethoxysilane, TEOS) ซึ่งเป็นแหล่งของซิลิกาลงไป 4 กรัม ท้าการผสมปั่นกวนอย่าง
รวดเร็วเพื่อให้ซิลิกากระจายตัวลงบนพื้นผิวของตัวก้าหนดโครงสร้างได้ดี ที่อุณหภูมิ 40 องศา
เซลเซียส ต่อเนื่องเป็นเวลา 5 นาที หลังจากนั้นน้าสารละลายที่ได้ไปใส่ในขวดเทฟลอนและปิดฝาให้
สนิท แล้วน้าไปใส่ไว้ในตู้อบความร้อน (SNOL 58/350) ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 
ชั่วโมง และเพิ่มอุณหภูมิเป็น 100 องศาเซลเซียส ต่อเนื่องอี ก 24 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาที่จะได้
ผลิตภัณฑ์เป็นตะกอนลักษณะสีขาวขึ้นในสารละลาย ซึ่งจะต้องน้ามาผ่านการกรองด้วยกระดาษกรอง
วอทแมน (whatman) เบอร์ 5 ที่มีความละเอียดของรูของกระดาษกรองสูง เนื่องจากต้องแยกเอา
เฉพาะตะกอนที่เกิดขึ้นเท่านั้น โดยใช้น้้าที่ปราศจากไอออนปริมาตร 50 มิลลิลิตร ช่วยล้างผลิตภัณฑ์
ก่อนในการกรองครั้งแรก ส้าหรับการกรองครั้งที่สองใช้ เอทานอลปริมาตร 50 มิลลิลิตร  เมื่อกรอง
เสร็จเรียบร้อยแล้วจึงปล่อยกระดาษกรองพร้อมอนุภาคซิลิกาบนกระดาษกรองทิ้งไว้ให้แห้งที่
อุณหภูมิห้อง แล้ว น้ามาผ่านกระบวนสุดท้ายคือ การก้าจัดแม่แบบโดยวิธีการสกัดด้วยตัวท้าละลายเอ
ทานอล ที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ด้วยเครื่องมือสกัดแบบซ็อกเล็ต 
(soxhlet extractor) เพื่อก้าจัดน้้า สารอินทรีย์ และไอออนบวกหรือลบต่างๆที่ปนเปื้อนอยู่ใน
โครงสร้างซิลิกาออกไป ซึ่งจะให้ผลผลิตเป็นเมโซเซลลูลาร์โฟมซิลิกาที่มีลักษณะเป็นผงสีขาว แล้วจึง
น้าไปอบแห้งที่อุณหภูมิ  80 องศาเซลเซียส และเก็บในภาชนะปิดในโถดูดความชื้น (desiccator) 

 4.2.2 การวิเคราะห์คุณสมบัติของเมโซเซลลูลาร์โฟมซลิิกา            
  การตรวจสอบคุณสมบัติทางกายภาพของวัสดุเมโซเซลลูลาร์โฟมซิลิกา (MCF)       
ที่สังเคราะห์ขึ้น สามารถท้าได้โดยใช้เครื่องมือวิเคราะห์ดังต่อไปนี้ ส้าหรับ MCF คุณสมบัติแรกที่เมื่อ
ท้าการสังเคราะห์วัสดุนี้แล้วจะต้องน้ามาตรวจวัดคือ พื้นที่ผิว (sueface area) ปริมาตรรูพรุน (pore 
volume)  และขนาดรูพรุน (pore diameter) ซึ่งคุณสมบัตินี้สามารถตรวจสอบได้โดยใช้ เครื่อง
วิเคราะห์พื้นผิว (quantachrome corporation ,USA) ซึ่งจะใช้เทคนิคของการดูดซับก๊าซไนโตรเจน 
(nitrogen adsorption isotherm) ของวัสดุที่ต้องการวิเคราะห์  

 4.2.3 การสังเคราะห์วัสดุเมโซเซลลูลาร์โฟมซิลิกา/อนุภาคนาโนทอง  
  ส้าหรับการสั งเคราะห์อนุภาคนาโนทองในวัสดุ เมโซเซลลูลาร์ โฟมซิลิกา 
(MCF/AuNP) จะแบ่งการด้าเนินงานออกเป็น 3 ขั้นตอนคือ 1.ขั้นตอนการใส่ตัวเชื่อม (linker) 
ระหว่าง AuNP และ MCF  2.ขั้นตอนการดูดซับทองไอออนบนพื้นผิวของวัสดุ MCF  และ 3.ขั้นตอน
การรีดิวซ์ทองไอออนที่ดูดซับอยู่ในรูพรุนของวัสดุ MCF ให้กลายเป็นอนุภาคอนุภาคของทองยึดเกาะ
พื้นที่ผิววัสดุ  
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  4 .2 .3 .1  ขั้ น ตอนการใส่ ตั ว เชื่ อ ม  (linker) ของเม โซ เซลลู ล าร์ โฟ มซิ ลิ ก า 
ด้วยสารก่อฟังก์ช่ัน   

  การใส่ตัวเชื่อมส้าหรับการปรุงปรุงพื้นที่ผิวของ MCF โดยเริ่มจากการเตรียม APTS 
ปริมาณ 1.5 มิลลิลิตร ในเอทานอลปริมาตร 20 มิลลิลิตร จากนั้นน้ามาปั่นกวนที่อุณหภูมิห้องเป็น
เวลา 5 นาที ในขั้นตอนต่อมาน้า MCF ปริมาณ 1.2 กรัม มาใส่ลงสารละลายที่ปั่นกวนไว้ในขั้นต้นและ
ท้าการปั่นกวนต่อเพิ่มอีก 30 นาที ที่อุณหภูมิห้อง เมื่อครบเวลาที่ก้าหนดน้าสารแขวนลอยมาใส่ขวด
เทฟลอนแล้วไล่ก๊าซภายในขวดด้วยก๊าซไนโตรเจน จากนั้นปิดฝาให้สนิทน้าไปอบที่ 85 องศาเซลเซียส 
(SNOL 58/350) เป็นเวลา 24 ชั่วโมง และน้ามากรองด้วยกระดาษ Whatman เบอร์ 5 อีกทั้งยังต้อง
ล้างด้วยเอทานอลปริมาตร 50 มิลลิลิตร แล้วจึงน้าไปอบที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 
ชั่วโมง จึงจะได้ MCF/APTS ใช้ส้าหรับตรึงอนุภาคนาโนทองในขั้นตอนต่อไป                   

  4.2.3.2 การดูดซับทองไอออนในพื้นผิวของเมโซเซลลูลาร์โฟมซิลิกา                      

  การดูดซับทองไอออนบนพื้นผิวของวัสดุ MCF นั้นไอออนของทองที่ถูกดูดซับจะอยู่
ในรูปของทองคลอไรด์ไอออน (AuCl4-) โดยเริ่มจากน้าทองคลอไรด์ไอออน 5  มิลลิโมลาร์ ปริมาณ
50 มิลลิลิตร ผสมกับ MCF/APTS ปริมาณ  1.0 กรัม และน้ าไปใส่ ในเครื่องล้างความถี่สู ง    
(sonicator bath) ที่ 40 กิโลเฮิร์ต เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นน้าไปกรองด้วย whatman เบอร์ 5 
แล้วล้างออกด้วยน้้าที่ปราศจากไอออน 50 มิลลิลิตร แล้วน้าไปอบที่ 110 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 2 
ชั่วโมง พร้อมน้าไปรีดิวซ์ทองในครั้งตอนถัดไป 

  4.2.3.3 การรดีิวซ์ทองไอออนที่ดูดซับอยู่บนพ้ืนผิวของเมโซเซลลูลาร์โฟมซิลิกาให้
กลายเป็นอนุภาค                      

  การรีดิวซ์ทองจะเริ่มจากการที่ เติมโซเดียมโบโรไฮไดร์ 0.1 โมลาร์ ปริมาณ 1 
มิลลิลิตร ผสมกับกับวัสดุที่ยังไม่ได้ถูกรีดิวซ์ปริมาณ 0.5 กรัม ในสารละลายเอทานอลปริมาตร 25 
มิลลิลิตร และปั่นกวนเป็นเวลา 10 นาที หลังจากนั้นน้าผลิตภัณฑ์ที่ได้ไปกรองด้วยน้้าปราศจาก
ไอออน 3 ครั้ง ครั้งละ 1 ลิตร  และน้าวัสดุที่อยู่บนกระดาษกรองไปท้าให้แห้งโดยการตากที่
อุณหภูมิห้อง สุดท้ายก็จะได้วัสดุ MCF/AuNP ที่พร้อมใช้งาน 
 4.2.4 การวิเคราะห์คุณสมบัติลักษณะทางกายภาพของวัสดุรองรับที่สังเคราะห์ได้ MCF 
MCF/AuNP ทัง้ 5แบบ 
  การค้านวณพื้นที่ผิว ขนาดของรูพรุนและปริมาตรของรูพรุนของวัสดุที่สังเคราะห์ได้ 
น้าไปทดสอบด้วยการดูซับและการคายซับของไนโตรเจนโดยการค้านวณจากวิธีของ Brunauer-
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Emmett-Teller (BET) กล้องอิเลคตรอนแบบส่องผ่าน (transmission electron microscope ; 
TEM, ยี่ห้อ Jeol รุ่น  JEM 2010) และกล้องอิ เลคตรอนแบบส่องกราด (scanning electron 
microscope ; SEM, ยี่ห้อ Jeol รุ่น JSM 7800F) ถูกใช้เพื่อวิเคราะห์โครงสร้างระดับนาโนของวัสดุ 
ที่สังเคราะห์ได ้

 4.2.5 การตรึงเอนไซม์ในวัสดเุมโซเซลลูลาร์โฟมซิลิกา              
  ขั้นตอนต่อมาเป็นการตรึงเอนไซม์กลูโคสออกซิเดส (glucose oxidase ; GOx) ลง
ในรูพรุนของวัสดุ MCF ทั้ง 5 ชนิด คือ วัสดุ MCF ที่เปลี่ยนแปลงอัตราส่วนของ P123/TMB  จะใช้วิธี
ในการตรึงเดียวกัน โดยเริ่มจากการท้าการละลายเอนไซม์ปริมาณ 0.01 กรัม ลงในสารละลาย
ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ ค่า pH 7.0 ปริมาณ 1 มิลลิลิตรในบีกเกอร์ขนาด 10 
มิลลิลิตร   แล้วเติมวัสดุที่จะใช้ส้าหรับตรึงปริมาณ 0.1 กรัม ลงในสารละลายเอนไซม์นั้นแล้วปั่นกวน
ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ต่อเนื่องเป็นเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นท้าการแยกส่วนของเอนไซม์ที่ถูกตรึง
รูปออกจากเอนไซม์ที่ยังเหลืออยู่ในสารละลายโดยใช้วิธีการกรอง แล้วล้างเพื่อแยกเอาเอนไซม์ที่อยู่
ภานนอกวัสดุตรึงออกด้วยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร จากนั้นน้า
วัสดุที่ใช้ตรึงเอนไซม์ซึ่งมีเอนไซม์ตรึงรูปที่ค้างอยู่บนกระดาษกรอง น้ากลับไปละลายในสารละลาย
ฟอสเฟสบัฟเฟอร์ ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ pH 7.0 ด้วยปริมาณ 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งจะถูก
น้าไปใช้ในการดัดแปลงอิเลคโทรดในขั้นตอนถัดไป การค้านวณปริมาณของเอนไซม์ที่ยังมีเหลืออยู่ 
โดยการน้าเอนไซม์ที่ผ่านกระดาษกรองไปวัดค่าการดูดกลืนแสงโดยใช้เครื่อง Ultraviolet-visible 
spectroscopy ที่ความยาวคลื่น 510 นาโนเมตร และเทียบกับกราฟมาตรฐานซึ่งทราบความเข้มข้นที่
แน่นอน ก็จะทราบปริมาณของเอนไซม์ที่ไม่ถูกตรึง 
 4.2.6 การเตรียมสารละลายไคโตซาน             
   ไคโตซานจะใช้เป็นสารเชื่อมประสานให้วัสดุตรึงที่ผ่านการตรึงเอนไซม์สามารถยึด
เกาะกับพื้นผิวของอิเลคโทรดได้ดี โดยจะใช้ไคโตซานที่มีความเข้มข้นที่ 5% โดยน้้าหนักต่อปริมาตร    
โดยเตรียมจากการละลายไคโตซานจ้านวน 0.5 กรัม ในกรดอะซิตริกเข้มข้น 0.05 โมลต่อลิตร ที่มีน้้า
ปราศจากไอออนเป็นตัวท้าละลาย ปริมาตร 100 มิลลิลิตร จากนั้นท้าการผสมปั่นกวนที่อุณหภูมิห้อง
เป็นเวลา 12 ชั่วโมง ซึ่งจะได้สารละลายไคโตซานเนื้อเดียวที่มีลักษณะใส หลังจากนั้นท้าการปรับค่า 
pH ให้เหมาะสมกับเอนไซม์คือ pH 7.0 โดยใช้สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 1 โมลต่อ
ลิตร เป็นสารปรับค่า pH (ซึ่งค่า pH ของ ไคโตซานที่สามารถปรับค่าได้สูงสุดคือ pH 7 เพราะถ้าค่า 
pH มากกว่านี้จะท้าให้ไคโตซานเปลี่ยน จากลักษณะที่ใสเป็นขุ่น) ซึ่งสารละลายไคโตซานที่เตรียม     
1 ครั้ง จะเก็บไว้ใช้ได้นาน 3 วัน โดยเก็บที่อุณหภูมิห้องด้วยการกวนผสมที่ความเร็วรอบช้าๆ
ตลอดเวลา  
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 4.2.7 การท้าอิเลคโทรดดัดแปลง             
  เอนไซม์ GOx ที่ถูกตรึงในวัสดุ MCF/AuNPs จะถูกน้ามาประกอบเข้ากับส่วนของ
อิเลคโทรดขั้วท้างาน (working electrode) แบบฟิล์มทองบนปริ้นท์เซอคิตบอร์ด (Au-PCB) ซึ่ง
พื้นผิวใช้งานมีเส้นผ่านศูนย์กลางขนาด 3 มิลลิเมตร โดยจะใช้สารละลายไคโตซานที่เตรียมได้ใน 
หัวข้อที่ 4.2.6 เป็นตัวช่วยในการยึดประสานระหว่าง MCF/AuNPs/GOx กับพื้นผิวของอิเลคโทรด ขั้ว
ท้างาน ขั้นตอนนี้สามารถท้าได้โดยการหยดสารแขวนลอย MCF/AuNPs/GOx ปริมาตร 3 ไมโครลิตร 
ลงบนพื้นผิวของ Au-PCB แล้วปล่อยให้แห้งที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 20 นาที จากนั้นท้าการหยดทับ
อีกชั้นด้วยสารละลายไคโตซานปริมาตร 3 ไมโครลิตร ปล่อยให้แห้งใช้เวลา 20 นาที หลังจากนั้น 
อิ เล ค โท ร ด ที่ ถู ก ดั ด แ ป ล ง พ ร้ อ ม ใช้ ง า น  โด ย มี ลั ก ษ ณ ะ ชั้ น  ข อ ง อิ เล ค โท ร ด เป็ น                                  
Au-PCB/MCF/APTS/AuNPs/GOx/chitosan ซึ่งสามารถน้าไปใช้งานได้ทันที ส่วนวิธีการเก็บรักษา
จะเก็บไว้ภาชนะปิดมิดชิดในสภาวะแห้ง แล้วแช่เย็นไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

 4.2.8 การทดลองเปรียบเทียบผลของชนิดอิเลคโทรดใช้งานดัดแปลงต่อการตอบสนองทาง
ไฟฟ้าเพ่ือศึกษาการถ่ายเทอิเลคตรอนโดยตรงในระบบอ่ิมตัวด้วยไนโตรเจน                      
  การทดลองนี้ท้าเพื่อทดสอบความสามารถในการตอบสนองทางไฟฟ้าของอิเลคโทรด
ดั ด แ ป ล ง  คื อ  ไค โต ซ า น  GOx/chitosan,MCF/GOx/Chitosan,MCF/AuNP/GOx/Chitosan    
ดังนั้นจึงเป็นอิเลคโทรดของไบโอเซนเซอร์ เมื่อเตรียมอิเลคโทรดเสร็จสิ้นแล้ววิธีการวัดค่าจะใช้เทคนิค
ของไซคลิกโวลแทมเมตรี โดยใช้เครื่อง Potentiostat PST103 ที่เป็นระบบ 3 ขั้วไฟฟ้า คือ 1.อิเลค
โทรดท้ างาน  (working electrode) 2 .อิ เลคโทรดอ้ างอิ ง (reference electrode) ซึ่ งใช้ เป็ น 
(Ag/AgCl) และ 3.อิเลคโทรดเคาน์เตอร์ (counter electdoe) ใช้เป็นโลหะแพลตทินัม (Pt) ซึ่งเป็น
การให้ศักย์ไฟฟ้าแบบสแกนระหว่าง -0.6 ถึง 0.6 โวลต์ อัตราการสแกน 50 มิลลิโวลต์ต่อวินาที      
ในระบบวัดที่เป็นสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ pH 7.0 ปริมาตร 6 มิลลิลิตร 
ในบีกเกอร์ขนาด 10 มิลลิลิตร โดยจะท้าการทดลองที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ในระบบที่อิ่มตัว
ด้วยก๊าซไนโตรเจนเป็นเวลา 15 นาที  

 4.2.9 การทดสอบอิทธิพลของวัสดุสังเคราะห์ต่อกลูโคสไบโอเซนเซอร์ 
  การทดลองนี้ท้าเพ่ือทดสอบความสามารถในการตอบสนองทางไฟฟ้าของอิเลคโทรด
ดัดแปลงโดยการน้าวัสดุที่สังเคราะห์ได้แต่ละแบบนั้นมาท้าตามข้อ 4.2.7 โดยท้าอิเลคโทรดดัดแปลง
ดังนี้    
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  1. MCF124/AuNP/GOx/Chitosan  
  2. MCF224/AuNP/GOx/Chitosan       
  3. MCF324/AuNP/GOx/Chitosan 
  4. MCF524/AuNP/GOx/Chitosan  
  5. MCF524+add/AuNP/GOx/Chitosan  

   ซึ่งทดสอบตามข้อ 4.2.8 แต่เปลี่ยนจากสารละลายบัพเฟอร์เป็นสารละลายกลูโคสที่
มีความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ ในระบบอิ่มตัวด้วยอากาศ เพื่อสังเกตพฤติกรรมและเปรียบเทียบของ
แต่ละอิเลคโทรดดัดแปลงว่าอิเลคโทรดดัดแปลงชนิดใดให้กระแสไฟฟ้าตอบสนองที่สูงที่สุด 

 4.2.10 การทดสอบปจัจัยที่มีผลต่อการตรวจวัดความเข้มข้นของกลูโคส              
  ส้าหรับการตรวจวัดของไบโอเซนเซอร์นั้นจะใช้หลักการของแอมเพอร์โรเมตริก  
ซึ่งเป็นการให้ศักย์ไฟฟ้าที่ค่าคงที่ค่าหนึ่งในระบบที่ประกอบด้วยสารตั้งต้นที่ท้าการเปลี่ยนแปลงความ
เข้มข้นของกลูโคส 0.2 0.4 0.6 และ 0.9 มิลลิโมลาร์ และสารละลายบัฟเฟอร์ที่จะท้า หน้าที่รักษาค่า 
pH โดยศักย์ไฟฟ้าที่ใส่เข้าไปนี้จะไปกระตุ้นให้เกิดการส่งถ่ายอิเล็กตรอนที่เกิดจาก การท้าปฏิกิริยา
ของเอนไซม์กับสารตั้งต้นให้ถ่ายเทมายังอิเลคโทรด ซึ่งอิเลคตรอนนั้นจะถูกเปลี่ยนแปลงไปเป็นค่า
กระแสไฟฟ้าด้วยวงจรอิเลคทรอนิคส์ ซึ่งการทดลองในส่วนนี้จะเป็นการหาปัจจัยที่ส่งผลต่อการวัดนั่น
คือ ค่าความว่องไว (sensitivity) ค่าการตรวจวัดต่้าสุด (lower of detection limitation)  เป็นต้น 
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บทที่ 5 
ผลการทดลองและวิจารณ์ผลการทดลอง 

 โครงการวิจัยนี้ท้าขึ้นเพื่อศึกษาอิทธิพลของขนาดของรูพรุนของเมโซเซลลูลาร์โฟม 
ซิลิกา/อนุภาคนาโนทอง (MCF/AuNP) ต่อประสิทธิภาพของกลูโคสไบโอเซนเซอร์ โดยแบ่งการศึกษา
ทั้งหมดออกเป็น 3 ส่วน  ส่วนที่หนึ่งเป็นการวิเคราะห์ลักษณะสมบัติทางกายภาพของวัสดุที่ได้
สังเคราะห์ขึ้น ได้แก่ ขนาดพื้นที่ผิวและขนาดของรูพรุนด้วยวิธีดูดซับและคายซับก๊าซไนโตรเจน 
โครงสร้างของวัสดุโดยใช้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (Transmission Electron 
Microscopy: TEM) และลักษณะพื้นผิวภายนอกโดยใช้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด  
(Scanning Electron Microscopy: SEM) ส่วนที่ สองเป็นการศึกษาการตรึงเอนไซม์ ในวัสดุ ที่
สังเคราะห์ได้ เพื่อศึกษาอิทธิพลของวัสดุรองรับต่อการบรรจุเอนไซม์ และส่วนที่สามเป็นการน้า
เอนไซม์กลูโคสออกซิเดส (GOx) ที่ถูกตรึงใน MCF/AuNP ไปประกอบกับอิเลคโทรดฟิล์มทองบน 
ปริ้นท์เซอคิตบอร์ด (Print circuit board; Au-PCB) เพื่อสร้างเป็นไบโอเซนเซอร์ส้าหรับศึกษาการ
เปลี่ยนแปลงขนาดของรูพรุนของวัสดุที่สังเคราะห์ขึน้โดยใช้กระบวนการทางไฟฟ้าเคมี  

5.1 การวิเคราะห์ลักษณะทางกายภาพของวัสดุสังเคราะห์นาโนคอมโพสิต MCF/AuNPs ที่มีการ
เปลี่ยนแปลงขนาดรูพรุน  

 วัสดุที่ใช้ส้าหรับตรึงเอนไซม์ GOx เพื่อศึกษาอิทธิพลของขนาดของรูพรุนเป็นวัสดุชนิด 
เมโซพอร์ที่มีขนาดอนุภาคอยู่ในช่วง 2 ถึง 50 นาโนเมตร [49] โดยวัสดุชนิดนี้มีคุณสมบัติที่ดีเหมาะ
ส้าหรับการตรึงเอนไซม์เนื่องจากมีขนาดรูพรุนที่เหมาะสมต่อการตรึงเอนไซม์ GOx ซึ่งมีขนาด 6 x 5.2 
x 7.7  นาโนเมตร [52] อีกทั้งยังมีข้อดีที่ช่วยให้เอนไซม์สามารถรักษาเสถียรภาพไว้ได้ [53,54] 
อย่างไรก็ตามวัสดุเมโซเซลลูลาร์โฟมซิลิกาน้าไฟฟ้าได้ไม่ดีจึงต้องมีการปรับปรุงโดยการสังเคราะห์
อนุภาคนาโนทองลงบนพื้นผิวของเมโซเซลลูลาร์โฟมซิลิกา ในเริ่มแรกได้ท้าการสังเคราะห์วัสดุรองรับ
ขึ้นจากสารก้าหนดโครงสร้าง พลูโรนิค พี123 (pluronic P123) และสารที่ท้าให้ขนาดของรูพรุนเกิด
การเปลี่ ยนแปลง คือ 1,3,5 ไตรเมทิลเบนซิน (1,3,5-trimethylbenzene, TMB)  ซึ่ งท้ าการ
เปลี่ยนแปลงอัตราส่วนโดยมวลของ TMB/P123 จ้านวน 5 ค่า ตั้งแต่ 0.5 1.0 1.5 2.5 และ 2.5 ที่ได้
ใส่ ส าร เติ ม แ ต่ ง เข้ า ไป  (additive) โด ย ส าร เติ ม แ ต่ ง ใน ที่ นี้ คื อ  แ อ ม โม เนี ย ม ฟ ลู อ อ ไรด์       
(ammonium fluoride) ทั้งนี้การสังเคราะห์ที่มีการเปลี่ยนแปลงอัตราส่วนโดยมวล TMB/P123    
จะได้วัสดุ MCF ที่มีลักษณะทางกายภาพที่แตกต่างกัน โดยการที่มีอัตราส่วนโดยมวลที่มากขึ้นจะท้า
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ให้ขนาดของรูพรุนวัสดุใหญ่ขึ้น [18-21] ซึ่งอาจจะส่งผลต่อความสามารถในการบรรจุเอนไซม์และ
รูปร่างของเอนไซม์ อีกทั้งอาจจะส่งผลต่อการแพร่ของสารตั้งต้นได้  

ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงได้เริ่มจากการสังเคราะห์วัสดุทั้ง 5 ชนิด ที่มีอัตราส่วนโดยมวลของ 
TMB/P123 เป็น 0.5 1 1.5 2.5 และ 2.5 ที่มีการเติมแอมโมเนียมฟลูออไรด์ โดยเริ่มจากการน้ามา
วิเคราะห์ลักษณะโครงสร้างรูพรุน โดยใช้วิธีการดูดซับและการคายซับด้วยก๊าซไนโตรเจน แสดงดังรูป
ที่ 5.1 

 

รูปที่ 5.1 ไอโซเทอมของการดูดซับ และการคายซับแกส๊ไนโตรเจนบนพ้ืนผิวของ MCF  
ที่สังเคราะห์ขึ้นของแต่ละอัตราส่วนโดยมวล TMB/P123 โดย MCF124:TMB/P123=0.5 
MCF224:TMB/P123=1.0 MCF324:TMB/P123=1.5 MCF524:TMB/P123=2.5 และ

MCF524add:TMB/P123 =2.5 ที่มีแอมโมเนียมฟลูออไรด์ 

 จากรูปที่  5.1 ไอโซเทอมของการดูดซับและการคายซับซึ่งเป็นความสัมพันธ์ระหว่าง      
ความดันย่อย (relative pressure, P/P0) กับปริมาณการดูดซับที่สภาวะสมดุล (adsorption 
volume) จากผลการทดสอบพบว่ามีลักษณะของกราฟของแต่ละอัตราส่วนโดยมวลที่ได้ท้าการ
เปลี่ยนแปลง 5 ชนิด ซึ่งลักษณะของไอโซเทอมการดูดซับของวัสดุรองรับเหล่านี้เป็นแบบฮิสเทอรีซิส
ลูป (hysteresis loop) ซึ่ งตรงกับชนิดที่  4 (type IV)  แสดงลักษณะของวัสดุที่ มี รูพรุนแบบ          
เมโซพอรัส (mesoporous) มีขนาดระหว่าง 2 ถึง 50 นาโนเมตร [15,16] โดยลักษณะรูพรุนแบบ   
เมโซพอร์ที่พบของ MCF124 MCF224 MCF324 และMCF524 ซึ่งมีอัตราส่วนโดยมวล TMB/P123 
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เท่ากับ 0.5 1.0 1.5 และ 2.5 เป็นแบบ H2 โดยลักษณะแบบ H2 ของรูพรุนนี้เป็นมีลักษณะคล้ายขวด
หมึก (ink bottle) และเป็นโครงข่ายเช่ือมต่อกันผ่านหน้าต่าง (window) [50] ดังรูปที่ 5.2 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 5.2 ลักษณะรูพรุนของ MCF [50] 

ส่วน MCF524add ที่มีอัตราส่วนโดยมวล TMB/P123 เท่ ากับ 2.5 ที่ มีแอมโมเนียม
ฟลูออไรด์ มีลักษณะของรูพรุนเมโซพอร์แบบ H1 ซึ่งแสดงรูปร่างของรูพรุนคล้ายทรงกระบอก ซึ่งเป็น
ผลมาจากการที่มีสารเติมแต่งจ้าพวกแอมโมเนียมฟลูออไรด์ที่ท้าให้เกิดการผันกลับ (reversible) ของ
ปฏิกิริยาการควบแน่น (condensation) และไฮโดรไลสิส (hydrolysis) ของ ซิลิกาบริเวณหน้าต่าง 
ซึ่งท้าให้เกิดการสลายตัวของซิลิกาบริเวณนั้น [19, 70] โดยท้าให้บริเวณที่รูพรุนเชื่อมกันขยายขนาด
ใหญ่ขึ้นจากวงกลมที่ชัดเจนติดกัน จนกลายมาเป็นวงกลมที่ติดกันที่มีลักษณะเกือบจะเป็น
ทรงกระบอกดังรูปที่ 5.3 

 

 

 

 

รูปที่ 5.3 โครงสร้างของรูพรุนมีการเปลี่ยนแปลงเมื่อใส่แอมโมเนียมฟลอูอไรด์ 

(ammonium fluoride) 
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 ข้อมูลไอโซเทอมของการดูดซับและการคายซับแก๊สไนโตรเจนนี้สามารถน้าไปค้านวณพื้นที่ผิว
ของวัสดุด้วยวิธี BET ส่วนขนาดของรูพรุนและปริมาตรของรูพรุนหาได้โดยวิธี BJH ดังตารางที่ 5.1 
 
ตารางที่  5.1 คุณสมบัติทางกายภาพของ MCF ที่สังเคราะห์ขึ้นของแต่ละอัตราส่วนโดยมวล 
TMB/P123 ที่ได้จากการค้านวณจากวิธี BJH (Barrett-Joyner-Halenda) ส้าหรับขนาดรูพรุนและ
ป ริ ม า ต ร รู พ รุ น  ส่ ว น พื้ น ผิ ว ห า จ า ก วิ ธี  BET (Brunauer-Emmett) [

ตัวอย่าง 
วัสด ุ

อัตราส่วน 
TMB/ 
P123 

เส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 
รูพรุนจาก 
การดูดซับ  

(นาโนเมตร) 

เส้นผ่าน
ศูนย์กลาง

หน้าต่างจาก 
การคายซับ 
(นาโนเมตร) 

พื้นที่ผิว 
(ม.2/กรัม) 

ปริมาตรรูพรุน  
(ซม.3/กรัม) 

MCF 124 0.5 14.52±4.27 5.91±0.07 446.84±16.78 0.66±0.02 
MCF 224 1 16.14±6.01 4.88±0.05 505.58±5.88 0.62±0.01 
MCF 324 1.5 19.21±4.88 5.85±0.11 449.05±12.55 0.60±0.09 

MCF 524 2.5 22.21±5.57 9.27±0.06 638.77±15.99 1.48±0.04 
ใส่สารเติมแต่ง (แอมโมเนียมฟลูออไรด์) 

MCF 524 
add 

2.5 22.23±5.66 19.13±0.08 488.81±14.63 2.34±0.06 

  จากตารางที่ 5.1 วัสดุ MCF ที่สังเคราะห์ได้ในแต่ละอัตราส่วนโดยมวล TMB/P123 มีขนาด
ของหน้าต่างที่ใกล้เคียงกับงานวิจัยของ Patrick Schmidt และคณะ [19] แต่อย่างไรก็ตามขนาดของ
รูพรุนยังไม่ค่อยใกล้เคียง จากการสังเกตพบว่าการที่มีอัตราส่วนโดยมวลเพิ่มมากขึ้นจาก 0.5 ถึง 2.5 
ที่มีแอมโมเนียมฟลูออไรด์ ขนาดของรูพรุนมีขนาดใหญ่ขึ้นเนื่องจาก TMB ได้ซึมผ่านเข้าไปยังใจกลาง
แม่แบบ (P123) มากขึ้นเมื่ออัตราส่วนของ TMB/P123 เพิ่มขึ้น ท้าให้ปริมาตรช่องว่างของรูพรุนเกิด
การขยายเนื่องจากปริมาตรในใจกลางของแม่แบบมีปริมาตรของ TMB ที่เพิ่มเข้าไปจากปริมาตรเดิม 
จึงท้าให้ เกิดการเปลี่ยนแปลงขนาดของรูพรุนที่ ใหญ่มากขึ้น ซึ่ งจะพบว่าอัตราส่วนโดยมวล 
TMB/P123 ที่ 2.5 ให้ขนาดของรูพรุนที่ใหญ่ที่สุดและเมื่อมีการเพิ่มสารเติมแต่ง คือ แอมโมเนียม
ฟลูออไรด์ ผลปรากฏว่าแอมโมเนียมฟลูออไรด์ไม่มีผลต่อขนาดของรูพรุนซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ 
W. Na และคณะ [70] โดยปกติแล้วหน้าต่างเกิดจากขอบของรูพรุนมีการสัมผัสกันระหว่างรูพรุน
บริเวณใกล้เคียงกัน ซึ่งจากผลการทดลองตามตารางที่ 5.1 เมื่อมีการเปลี่ยนแปลงอัตราส่วนโดยมวล
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ในช่วง 0.5-1.5 ไม่ท้าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของขนาดหน้าต่างที่มากขึ้น แต่เมื่อมีอัตราส่วนโดยมวล 
TMB/P123 เท่ากับ 2.5 จะเห็นการเปลี่ยนแปลงขนาดของหน้าต่างอย่างชัดเจนจาก 5.86 เป็น 9.27 
นาโนเมตร อีกทั้งการที่แอมโมเนียมฟลูออไรด์เพิ่มเข้าไปในอัตราส่วนโดยมวล TMB/P123 ที่ 2.5 ยิ่ง
ท้าให้ขนาดของหน้าต่างใหญ่ขึ้นจาก 9.27 นาโนเมตร เป็น 19.13 นาโนเมตร เนื่องจากการที่เติม
แอมโมเนียมฟลูออไรด์ไปท้าให้เกิดการสลายตัวของซิลิกาบริเวณหน้าต่างท้าให้หน้าต่างมีขนาดที่ใหญ่
ขึ้น [70] ปริมาตรของรูเพิ่มมากขึ้นจากการเปลี่ยนแปลงอัตราส่วนโดยมวล TMB/P123 จาก 0.5 ถึง 
2.5 ที่มีแอมโมเนียมฟลูออไรด์เนื่องจากขนาดของรูพรุนและหน้าต่างใหญ่มากขึ้น ซึ่งการที่มีขนาดรู
พรุน ขนาดของหน้าต่างและปริมาตรของรูพรุนที่ เพิ่มมากขึ้นอาจจะเป็นผลดีต่อการบรรจุ
เอนไซม์กลูโคสออกซิเดสที่มีขนาด 6 x 5.2 x 7.7  นาโนเมตร เพราะอาจจะท้าให้เอนไซม์เข้าไปใน
วัสดุได้ง่าย  
 ในส่วนถัดมานั้น ได้ท้าการวิเคราะห์โครงสร้างภายในโดยใช้ TMB โดยจากรูปที่ 5.4 แสดง
ภาพถ่ายโครงสร้างของวัสดุ MCF จาก TEM โดยรูป ก-จ เป็นรูปที่มีการเปลี่ยนแปลงอัตราส่วนของ 
TMB/P123 ตั้งแต่ 0.5-2.5 และ 2.5 ที่มีแอมโมเนียฟลูออไรด์ จากการวัดขนาดของรูพรุนโดยใช้
โปรแกรม Image J พบว่าการที่มีปริมาณของอัตราส่วน TMB/P123 เพิ่มขึ้นนั้นส่งผลให้ขนาดของรู
พรุนมีขนาดใหญ่ขึ้นจาก 14.52 ไปเป็น 22.23 นาโนเมตร แต่อย่างไรก็ตาม ภาพที่ ก-ค ไม่แสดง
โครงสร้างของรูพรุนที่ชัดเจนสม่้าเสมอ กล่าวคือรูพรุนมีการทับซ้อนกันจนไม่เป็นระเบียบ เมื่อเทียบ
กับภาพ ง และ จ  
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รูปที่ 5.4 ภาพถ่ายจาก TEM ของวัสดุ MCF ที่อัตราส่วนโดยมวลของ TMB/P123 เท่ากับ ก) 0.5 
ข) 1.0 ค) 1.5 ง) 2.5 จ) 2.5 ที่เติมแอมโมเนียมฟลูออไรด์ เส้นสีขาวแสดงสเกลบาร์ 

ขนาด 100 นาโนเมตร 
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รูปที่ 5.5 ภาพถ่ายจาก SEM ของวัสดุ MCF ที่อัตราส่วนโดยมวลของ TMB/P123 เท่ากับ ก) 0.5 ข) 
1.0 ค) 1.5 ง) 2.5 จ) 2.5 ที่เติมแอมโมเนียมฟลูออไรด์ เส้นสีขาวแสดงสเกลบาร์ขนาด 10 ไมโครเมตร 

หลังจากที่ได้เห็นโครงสร้างภายในจาก TEM แล้ว ในส่วนถัดมาจึงได้ท้าการศึกษาโครงสร้าง
ภายนอกรูปที่ 5.5 แสดงภาพถ่ายพื้นผิวภายนอกของวัสดุ MCF จาก SEM โดยรูป ก-จ เป็นรูปที่มีการ
เปลี่ยนแปลงอัตราส่วนของ TMB/P123 ตั้งแต่ 0.5-2.5 จากการทดสอบพบว่า การที่มีปริมาณของ
อัตราส่วน TMB/P123 เพิ่มมากขึ้น ได้ขนาดของอนุภาคจากโปรแกรม Image J เท่ากับ 2.11 2.15 
2.17 2.14 และ 2.25 ไมโครเมตร การเปลี่ยนแปลงทางรูปร่างของอนุภาคของเมโซเซลลูลาร์โฟม 
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ซิลิกาไม่ต่างกันมากนัก อีกทั้งแต่ละอนุภาคนั้นยังมีลักษณะทีมีการเชื่อมต่อซึ่งกันและกัน และเมื่อได้
ทราบถึงลักษณะโครงสร้างของ MCF แล้ว  

ในส่วนถัดไปจะมีการน้าไปตรึงอนุภาคนาโนทองและวิเคราะห์พื้นที่ผิวเพื่อสังเกตว่า ถ้ามีการ
เปลี่ยนแปลงของพื้นที่ผิวนั่นอาจจะหมายถึงอนุภาคนาโนทองถูกตรึงอยู่บน MCF ซึ่งท้าให้พื้นที่ผิว
ลดลง 

ตารางที่ 5. 2 เปรียบเทียบพื้นที่ผิว MCF และ MCF/AuNP ที่สังเคราะห์ขึ้นของแต่ละอัตราส่วนโดย
มวล TMB/P123 ที่ค้านวณพ้ืนผิวจากวิธี BET (Brunauer-Emmett) [

วัสด ุ
อัตราส่วนโดยมวล 

TMB/P123  
พื้นที่ผิว (ม.2/กรัม) 

ก่อนตรึงทอง 
พื้นที่ผิว (ม.2/กรัม) 

หลังตรึงทอง 

MCF 124 0.5 446.84 305.73 

MCF 224 1 505.58 286.85 

MCF 324 1.5 449.05 230.69 

MCF 524 2.5 638.77 324.41 

ใส่สารเติมแต่ง (แอมโมเนียมฟลูออไรด์) 

MCF 524add 2.5 488.81 257.49 

 

จากตารางที่ 5.2 เมื่อ MCF ถูกน้ามาตรึงอนุภาคนาโนทองลงบนพื้นผิวแล้วจะสังเกตได้ว่า 
พื้นที่ผิวของทุกวัสดุลดลงอย่างเห็นได้ชัดเจน ซึ่งผลดังกล่าวที่ได้อาจจะหมายถึงการที่มีอนุภาคนาโน
ทองมาเกาะบนพื้นผิวของ MCF ภายนอกซึ่งท้าพื้นผิวมีค่าลดลง แต่อย่างไรก็ตามต้องท้าการส่องกล้อง 
TEM เพื่อให้เห็นว่ามีอนุภาคนาโนทองอยู่บนวัสดุ โดยส่วนถัดมาเป็นการศึกษาอนุภาคนาโนทองที่ถูก
สังเคราะห์ลงบน MCF เพื่อสังเกตการกระจายตัวของอนุภาคนาโนทองบน MCF จากการภาพ TEM 
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รูปที่ 5.6 ภาพถ่ายจาก TEM ของวัสดุ MCF/AuNP ที่อัตราส่วนโดยมวลของ TMB/P123 เท่ากับ   ก) 
0.5   ข) 1.0 ค) 1.5 ง) 2.5 จ) 2.5 ที่เติมแอมโมเนียมฟลูออไรด์ เส้นสีขาวแสดงสเกลบาร์ขนาด   50 

นาโนเมตร 

     50 nm 

     50 nm 

     50 nm      50 nm 

     50 nm 

ก ข 

ง ค 

จ 
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โดยจากรูปที่ 5.6 แสดงภาพถ่าย TEM ของโครงสร้างของวัสดุ MCF/AuNP โดยรูป ก-จ เป็น
รูปที่มีการเปลี่ยนแปลงอัตราส่วนของ TMB/P123 ตั้งแต่ 0.5-2.5 และ 2.5 ที่มีแอมโมเนียมฟลูออไรด์ 
โดยปริมาณอนุภาคนาโนทองที่ใช้สังเคราะห์ลงบน MCF เท่ากับ 0.5 มิลลิโมลาร์ ต่อ MCF 1 กรัม 
จากการทดสอบพบว่าอนุภาคนาโนทองนั้นกระจายตัวได้ดีในทุกๆวัสดุรองรับที่สังเคราะห์ได้สังเกตได้
จากลูกศรสีแดง ซึ่งจะสามารถท้าให้ MCF นั้นมีความสามารถในการน้าไฟฟ้าที่ดียิ่งขึ้น เนื่องจากทุก
ขนาดของวัสดุทั้ง 5 ชนิดที่น้ามาปรับปรุงด้วยอนุภาคนาโนทองมีการกระจายตัวของอนุภาคนาโนทอง
ที่ดี [23] 

5.2 การศึกษาผลของการตรึงเอนไซม์กลูโคออกซิเดสในวัสดุตรึง 
 ในหัวข้อนี้ศึกษาผลของการตรึงเอนไซม์กลูโคสออกซิเดส ในวัสดุเมโซเซลลูลาร์โฟมซิลิกาที่
แตกต่างกัน 5 ชนิด โดยมีการเปลี่ยนแปลงอัตราส่วนโดยมวลของ TMB/P123 เพื่อเปรียบเทียบ
ประสิทธิภาพในการตรึงเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสซึ่งมีขนาด 6 x 5.2 x 7.7  นาโนเมตร ในแง่ของ
ปริมาณที่ถูกตรึงได้ในแต่ละวัสุดที่สังเคราะห์ขึ้น ซึ่งแสดงดังรูปที่ 5.7 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 5.7 ร้อยละของปริมาณเอนไซม์ที่ถูกตรึงในวัสดุเมโซเซลลูลาร์โฟมซลิิกา ต่างชนิดกัน 5 ชนิด  
คือ โดยมีอัตราส่วนโดยน้้าหนักของ TMB/P123=0.5,1,1.5,2.5 และ 2.5 กับสารเติมแต่งใน

สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 0.1 โมลาร์ pH 7.0 ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง 

 รูปที่ 5.7 แสดงปริมาณเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสที่ถูกตรึงเข้าไปในวัสดุเมโซเซลลูลาร์โฟมซิลิ

กาที่มีขนาดรูพรุนแตกต่างกัน โดยเปรียบเทียบจากสภาวะเริ่มต้นของเอนไซม์ที่ใช้ตรึงปริมาณ 10 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยจากผลการทดลองพบว่า ปริมาณเอนไซม์ที่ถูกตรึงใน MCF แต่ละชนิดที่มี
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การเปลี่ยนแปลงอัตราส่วนโดยมวลของ TMB/P123 จาก 0.5 1.0 1.5 2.5 และ 2.5 ที่มีแอมโมเนียม

ฟลูออไรด์ผสมอยู่ด้วยนั้น มีปริมาณร้อยละ 42.2 48.2 52.5 69.7 และ 74.4 เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ

จากปริมาณเอนไซม์เริ่มต้นในสารละลาย เมื่อพิจารณาความสามารถในการตรึงเอนไซม์ของวัสดุตรึง

ทั้ง 5 ชนิด เปรียบเทียบกันแล้วพบว่า MCF ที่มีอัตราส่วนของ TMB/P123 สูงสุดคือ 2.5 ที่มี

แอมโมเนียมฟลูออไรด์จะให้ปริมาณของการตรึงเอนไซม์ที่สูงที่สุดเมื่อเทียบกับตัวอื่นๆ โดยสันนิษฐาน

ว่าขนาดของรูพรุนที่ใหญ่ที่สุดจะท้าให้เอนไซม์ที่มีขนาด 6 x 5.2 x 7.7  นาโนเมตร สามารถที่จะเข้า

ไปถูกตรึงอยู่ในวัสดุได้มากกว่าเมื่อเทียบกับวัสดุที่มีขนาดรูพรุนเล็กกว่าซึ่งสามารถสังเกตได้จากตาราง

ที่ 5.1 ดังที่เคยกล่าวมา เนื่องจากการที่มีปริมาตรของรูพรุนเพิ่มมากขึ้นจะสามารถท้าให้ตรึงเอนไซม์

ได้มากกว่า อีกทั้งการที่ขนาดของหน้าต่างใหญ่ขึ้นจนถึงใหญ่กว่าขนาดของเอนไซม์นั้นอาจจะไม่ได้ช่วย

เพิ่มการตรึงเอนไซม์มากนักโดยสามารถสังเกตได้จากอัตราส่วนเชิงน้้าหนัก TMB/P123 ที่ 2.5 และ 

2.5 ที่มีแอมโอมเนียมฟลูออไรด์ จากรูป 5.8 ซึ่งมีขนาดของหน้าต่างระหว่างรูพรุนของวัสดุ 2 ชนิด คือ 

9.27 และ 19.13 นาโนเมตร ซึ่งใหญ่กว่าเอนไซม์ 6 x 5.2 x 7.7 นาโนเมตร จากข้อมูลตารางที่ 5.1 

โดยปริมาณของเอนไซม์ที่ถูกตรึงลงบนวัสดุนั้นเพิ่มขึ้นจากการที่ไม่มีแอมโอมเนียมฟลูออไรด์เพียงร้อย

ละ 11.04 เท่านั้น เพราะฉะนั้นการที่มีขนาดของหน้าต่างใหญ่กว่าขนาดของเอนไซม์แล้วนั้น ช่วยให้

เกิดการตรึงเอนไซม์เพิ่มขึ้นเล็กน้อยเท่านั้น 

 เมื่อมีการน้ามาสังเคราะห์ทองเพิ่มเพื่อให้เกิดการน้าไฟฟ้าที่ดีขึ้น ส่งผลให้มีปริมาณเอนไซม์ที่

ถูกตรึงบนวัสดุเมโซเซลลูลาร์โฟมซิลิกามากขึ้นด้วยเช่นกัน โดยสามารถสังเกตุได้จากรูปที่ 5.8 ที่มี

อัตราส่วนของ TMB/P123 จาก 0.5 ไปจนถึง 2.5 ที่มีแอมโมเนียมฟลูออไรด์ โดยมีการน้าอนุภาคนา

โนทองมาสังเคราะห์ในปริมาณ 0.5 มิลลิโมลาร์ จะท้าให้ปริมาณการตรึงเอนไซม์เพิ่มมากขึ้นจากเดิม

ขณะที่ยังไม่มีการตรึงอนุภาคทองเป็นร้อยละ 11.4 8.5 5.14 3.4 และ 7.62 ตามล้าดับ โดยจากผล 

BET ดังตารางที่ 5.2 จะเห็นได้ถึงการลดลงพื้นที่ผิวของกรณีที่อนุภาคนาโนทองแต่ท้าให้การตรึง

เอนไซม์กลับตรึงได้มากขึ้นนั่นอาจจะหมายความว่าพื้นที่ผิวของอนุภาคนาโนทองมีความสามารถใน

การดูดซับเอนไซม์ได้ดีกว่าพื้นผิวของ MCF เพราะฉะนั้นการที่มีทองอาจจะช่วยให้เกิดการดูดซับของ

เอนไซม์ลงบนพื้นผิวของวัสดุได้ดีมากยิ่งขึ้น เนื่องจากอนุภาคนาโนทองสามารถเข้ากับสารจ้าพวกชีวะ

โมเลกุลได้ด ี[23,59] 
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5.3 อิทธิพลของ MCF/AuNPs ต่อประสิทธิภาพของกลูโคสไบโอเซนเซอร ์

 หัวข้อนี้ศึกษาอิทธิพลของอิเลคโทรดดัดแปลงชนิด MCF/AuNP ต่อประสิทธิภาพการท้างาน
ของกลูโคสไบโอเซนเซอร์ โดยกลูโคสไบโอเซนเซอร์รุ่นที่ 1 มีการใช้ออกซิเจนเป็นตัวรับและส่ง
อิเลคตรอน (natural mediator) โดยกระแสออกซิเดชันที่เกิดขึ้นจะเป็นสัดส่วนกับความเข้มข้นของ
กลูโคสซึ่งสามารถวัดได้จากการวัดปริมาณออกซิเจนหรือปริมาณไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ซึ่งเป็นไป
ตามสมการ 5.1-5.4 [5] แต่อย่างไรก็ตามปริมาณของออกซิเจนมีความผันผวนในกระแสเลือด จึงท้า
ให้อาจเกิดความไม่แม่นย้าในการตรวจวัดปริมาณน้้าตาล [5] 

GOx(FAD+)     +Glucose      → GOx(FADH2) + Gluconolactone  (5.1) 
GOx(FADH2)  +O2       → GOx(FAD+)     + H2O2           (5.2) 
H2O2        → O2     + 2H+ +  2e-              (5.3) 
O2 + 2H+ +  2e-             → H2O2     (5.4) 

 จึงมีการพัฒนามาเป็นกลูโคสเซนเซอร์รุ่นที่ 2 ซึ่งใช้ตัวกลางรับและส่งอิเลคตรอนชนิด
สังเคราะห์ (artificial electron mediator) อย่างเช่น เฟอโรซีน (ferrocene) [5] เป็นต้น แต่อย่างไร
ก็ตามตัวกลางสังเคราะห์จะต้องมีประสิทธิภาพในการรับและส่งถ่ายอิเลคตรอนที่ว่องไวกว่าออกซิเจน
ที่อยู่ในระบบเดียวกัน เพื่อที่จะลดการแข่งขันของออกซิเจนที่พร้อมรับอิเลคตรอนจาก GOx(FAD) 
เช่นกัน ดังนั้นการตรวจวัดน้้าตาลยังคงขาดความแม่นย้า ปฏิกิริยาที่เกี่ยวข้องกับกลูโคสไบโอเซนเซอร์
รุ่นที่ 2 แสดงได้ดังสมการที่ 5.1 5.5 และ 5.6 [5] 

GOx(FAD+) + glucose  → GOx(FADH2) + gluconolactone  (5.1) 
GOx(FADH2)+ 2M+ → GOx(FAD+) + 2M + 2H+   (5.5) 
2M    → 2M+ +  2e-     (5.6) 

 โดยในงานวิจัยนี้จึงได้พยายามสร้างกลูโคสไบโอเซนเซอร์รุ่นที่ 3 คือ การถ่ายเทอิเลคตรอน
โดยตรงจากเอนไซม์ไปยังอิเลคโทรดเพื่อน้าไปสู่ความว่องไวและความแม่นย้าต่อการตรวจวัดกลูโคส 
ตามสมการที่ 5.1 และ 5.7 [5] 

GOx(FAD+) + glucose → GOx(FADH2) + gluconolactone  (5.1) 
GOx(FADH2)  ↔ GOx(FAD+) + 2H+  +  2e-    (5.7) 
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รูปที่ 5.8 เปรียบเทียบกลไกการเกิดของกลูโคสไบโอเซนเซอร์ในแต่ละรุ่น จากรุ่นที (A) 1 (B) 2  

และ (C) 3 [5] 

รูปที่ 5.8 แสดงให้เห็นว่ากลูโคสไบโอเซนเซอร์รุ่นที่ 3 มีการถ่ายเทอิเลคตรอนโดยตรงโดยไม่
เกิดปฏิกิริยาข้างเคียง โดยงานวิจัยนี้คาดว่าการเปลี่ยนแปลงของขนาดของรูพรุนของวัสดุรองรับ 5 
ชนิด อาจท้าให้เกิดกลูโคสไบโอเซนเซอร์รุ่นที่ 3 เพราะจากที่ได้วิเคราะห์ลักษณะทางกายภาพของวัสดุ
ที่สังเคราะห์ได้ทั้ง 5 ชนิด มีลักษณะที่แตกต่างกันในแง่ของขนาดของรูพรุนซึ่งมีอิทธิพลต่อการบรรจุ
เอนไซม์ อีกทั้งอาจจะส่งผลในแง่ของการแพร่ของสารตั้งต้นเนื่องจากมีขนาดรูพรุนและขนาดของ
หน้าต่างที่แตกต่างกัน หรืออาจท้าให้เกิดการบิดตัวของเอนไซม์ในทิศทางที่ท้าให้ FAD+/FADH2 ถูก
เผยออกและอาจจะท้าให้ระยะทางการส่งผา่นอิเลคตรอนระหว่างเอนไซม์และอิเลคโทรดสั้นลง 

5 .3 .1  ก า ร ศึ ก ษ าพ ฤ ติ ก ร รม ข อ งอิ เล ค โท รด ใน ระ บ บ ป ร าศ จ าก อ อ ก ซิ เจ น               
(nitrogen saturation) 
  ส้าหรับในหัวข้อนี้จะศึกษาพฤติกรรมของแต่ละอิเลคโทรดในการน้าไฟฟ้า เพื่อ
ทดสอบความแตกต่างที่เกิดขึ้น โดยสังเกตจากการตอบสนองของแต่ละอิเลคโทรดดัดแปลง ในรูปของ
สัญญาณไฟฟ้าด้วยวิธีไซคลิกโวลแทมเมตรี เมื่อท้าการดัดแปลงอิเลคโทรดต่างชนิดกัน 3 ชนิด คือ
1.chitosan 2.MCF524+add/chitosan 3.MCF524+add/AuNP/Chitosan ต าม รู ป ที่  5 .9  ใน
สภาวะที่ปราศจากออกซิเจนและไม่มีกลูโคส โดยสันนิษฐานว่าการที่มีอนุภาคนาโนทองมาช่วยอาจจะ
ท้าให้เกิดการน้าไฟฟ้าได้ดีย่ิงขึ้น 
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รูปที่ 5.9 ไซคลิกโวลแทมโมแกรมในฟอสเฟตบัฟเฟอร์ความ เข้มข้น 0.1 โมลาร์ pH 7.0  
ที่ระบบอิ่มตัวด้วยก๊าซไนโตรเจน โดยใข้ศักย์ไฟฟ้าระหว่าง -0.6 ถึง 0.6 โวล์ต 

อัตราการสแกน 50 มิลลิโวลต์ต่อวินาที 

 จากรูปที่ 5.9 แสดงผลการทดลองด้วยเทคนิค CV ในสารละลายฟอสเฟสบัฟเฟอร์ที่ระบบ
ปราศจากออกซิเจนและไม่มีกลูโคส พบว่าอิเลคโทรดดัดแปลงทั้ง 3 ชนิด เกิดรีดักชันและออกซิเดชัน
พีคทั้งๆที่ไม่มีเอนไซม์ในระบบ แสดงว่าในช่วงศักย์ไฟฟ้าที่ท้าการศึกษาคือ -0.6 ถึง 0.6 โวล์ต ที่
ผิวหน้าของอิเล็คโทรดมีปฏิกิริยารีดอกซ์เกิดขึ้น   แต่พีคออกซิเดชันที่สูงที่สุดเมื่อเปรียบเทียบ      
อิเลคโทรดทั้ง 3 แบบ คือ MCF/524+add/AuNP/Chitosan แต่อย่างไรก็ตามพีคที่เกิดขึ้นอาจจะมา
จากผลของฟิล์มทองที่อยู่บนอิเลคโทรดแบบปริ้นท์เซอร์คิตบอร์ด (Au-PCB) ที่ค่อนข้างว่องไวต่อ
กระแสไฟฟ้า เพราะฉะนั้นจึงสรุปได้ว่าการที่มีอนุภาคนาโนทองช่วยน้าไฟฟ้าได้ดีขึ้นในส่วนของ       
พีคออกซิเดชัน 

5.3.2 อทิธิพลของออกซิเจนต่ออิเลคโทรดดัดแปลง 

  ในหัวข้อนี้ได้ท้าการศึกษาอิทธิพลของออกซิเจนต่อพฤติกรรมทางไฟฟ้าเคมีใน  
ระบบที่ปราศจากออกซิเจน โดยสังเกตการเปลี่ยนแปลงของกระแสไฟฟ้าที่เกิดขึ้นและเปรียบเทียบกับ
ระบบที่ปราศจากออกซิเจน เพื่อศึกษาผลของออกซิเจนที่มีแต่อิเลคโทรดดัดแปลง โดยการทดลองนี้
จะเลือกใชอ้ิเลคโทรด MCF524+add/AuNP/Chitosan เป็นตัวแทน 
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รูปที่ 5.10 ไซคลิกโวลแทมโมแกรมในฟอสเฟตบัฟเฟอร์ความ เข้มข้น 0.1 โมลาร ์pH 7.0 ทีร่ะบบ
อิ่มตัวด้วยก๊าซไนโตรเจน (เสน้สีแดง) และอากศ (สีน้้าเงิน) โดยใข้ศักย์ไฟฟา้ระหว่าง -0.6 ถึง 0.6 

โวล์ต อัตราการสแกน 50 มิลลิโวลต์ต่อวินาที 

 จากรูปที่  5.10 พบว่าอิเลคโทรดดัดแปลงที่ใช้ในระบบอิ่มตัวด้วยออกซิเจนให้พีคของ
ออกซิเดชันที่ต่้ากว่าไม่มากนักและในส่วนของพีครีดักชันแทบจะไม่เปลี่ยนแปลง เพราะฉะนั้นการที่
เราจะใช้ MCF/AuNP/Chitosan ในทั้งสอบระบบไม่มีผลต่อการตรวจวัดในพีค reversible redox 
เนื่องจากต่างกันน้อยมาก แต่เมื่อสังเกตศักย์ไฟฟ้า  -0.2 โวล์ต ระบบอิ่มตัวด้วยก๊าซไนโตรเจนกลับ
เกิดพีครีดักชันอีกพีคขึ้นมา โดยที่พีคที่พบเพิ่มเติมเป็นพีคอะไรยังไม่ทราบแน่ชัด ซึ่งอาจจะเป็น
สัญญาณรบกวนที่เกิดขึ้นในระบบ เพราะฉะนั้นการใช้ระบบที่มีออกซิเจนไม่ส่งผลต่อกระแสไฟฟ้าเมื่อ
มีการใช้อิเลคโทรดดัดแปลงชนิด MCF/AuNP/Chitosan ซึ่งแสดงว่าในช่วงศักย์ไฟฟ้าที่ป้อนไม่ได้ท้า
ให้เกิดปฏิกิริยารีดักชันของออกซิเจนในระบบ 

5 .3 .3  อิท ธิพ ลของชนิ ดอิ เลค โทรดดั ดแปลงต่ อการถ่ าย เทอิ เลคตรอน โดยตรง             
(direct electron transfer ; DET) 

  ส้าหรับในหัวข้อนี้จะท้าการแสดงผลของการศึกษาพฤติกรรมการถ่ายเทอิเลคตรอน 
ของแต่ละอิเลคโทรดเมื่อมีการตรึง GOx ลงบนวัสดุที่สังเคราะห์ได้ในสภาวะที่ปราศจากออกซิเจนและ
กลูโคส โดยการถ่ายเทอิเลคตรอนโดยตรงหมายถึงมีการถ่ายเทอิเลคตรอนจากเอนไซม์ไปยังพื้นผิว
อิเลคโทรดโดยไม่มีการผ่านตัวกลาง ซึ่งถ้ามีโอกาสที่จะเกิดการถ่ายเทอิเลคตรอนโดยตรงได้นั้นแสดง
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ว่ามีโอกาสที่จะพัฒนากลูโคสไบโอเซนเซอร์รุ่นที่ 3 เพื่อให้เกิดความว่องไวและความจ้าเพาะต่อการ
ตรวจวัดกลูโคสที่มากขึ้น โดยในการทดลองนี้จะสังเกตจากการตอบสนองของแต่ละอิเลคโทรด
ดัดแปลงในรูปของสัญญาณไฟฟ้าด้วยวิธีไซคลิกโวลแทมเมตรีของแต่ละอิเลคโทรดเพื่อเปรียบเทียบ
วัสดุที่มีการตรึงเอนไซม์และไม่ตรึงเอนไซม์ และถ้าหากเกิดการถ่ายเทอิเลคตรอนได้นั้นวัสดุที่มี     
การตรึงเอนไซม์ควรจะมีกระแสไฟฟ้าทั้งออกซิเดชันและรีดักชันพีคที่มากขึ้น ซึ่งเป็นไปตามสมการที่ 
5.7 เพราะฉะนั้นอิเลคโทรดแต่ละชนิดที่มีลักษณะทางกายภาพที่แตกต่างกันเช่น ขนาดรูพรุนหรือ
หน้าต่าง เป็นต้น อาจจะส่งผลต่อการถ่ายเทอิเลคตรอนโดยตรงได้ ดังรูปที่ 5.11 

จากผลการทดสอบอิเลคโทรดดัดแปลงในรูปที่ 5.11ก แสดงให้เห็นว่าการทดสอบของอิเลค
โทรดที่มี chitosan และ GOx/Chitosan ในสภาวะสารละลายบัฟเฟอร์ระบบปราศจากออกซิเจนไม่
ท้าให้พีคออกซิเดชันและรีดักชันเกิดความต่างกัน เพราะฉะนั้น GOx ที่อยู่บนอิเลคโทรดไม่สามารถที่
จะถ่ายเทอิเลคตรอนได้โดยตรง เนื่องจากเมื่อเอนไซม์ถูกตรึงลงบนผิวหน้าอิเลคโทรดโดยตรงอาจจะ
ท้าให้เอนไซม์เกิดการเสียเสถียรภาพได้ซึ่งอาจท้าให้ FAD ที่เป็นตัวรับและส่งอิเลคตรอนไม่สามารถที่
จะท้างานได้ [51] 

ดังนั้นจึงท้าการดัดแปลงอิเลคโทรดแบบต่างชนิดกัน 5 ชนิด เพื่อศึกษาความสามารถ        
ในการถ่ายเทอิเลคตรอนโดยตรงเมื่อมีการน้าวัสดุที่สังเคราะห์ได้ (MCF/AuNP) มาใช้ตรึงเอนไซม์เพื่อ
ดูการเปลี่ยนแปลงของกระแสไฟฟ้าที่เกิดขึ้นกับวัสดุที่ไม่มีการตรึงเอนไซม์ โดยรูปที่ 5.11ข-ฉ เป็นการ
เปรียบเทียบกันระหว่างวัสดุที่ตรึงและไม่ตรึงเอนไซม์ ซึ่งจากผลที่ได้พีคออกซิเดชันและรีดักชันไม่
ต่างกันมากนัก เพราะฉะนั้นพีคที่เกิดขึ้นอาจจะไม่ได้มาจาก GOx แต่อาจจะเป็นผลของปฏิกิริยาหนึ่ง
ที่เกิดขึ้นที่อิเลคโทรดที่ท้าให้มีพีคออกซิเดชันและรีดักชันเกิดขึ้น 

จากการทดลองข้างต้นจึงสรุปได้ว่าการที่มีวัสดุ MCF/AuNP น้ามาใช้เป็นตัวรองรับของ GOx 
ไม่ท้าให้เกิดการถ่ายเทอิเลคตรอนโดยตรง (Direct electron transfer) เพราะแท้จริงแล้วถ้าเกิดการ
ถ่ายเทอิเลคตรอนโดยตรงได้จะท้าให้พีคออกซิเดชันและรีดักชันควรจะสูงขึ้นเนื่องจากมีการถ่ายเท       
อิเลคตรอนจากเอนไซม์ไปยังอิเลคโทรดได้ ดังสมการที่ 5.7 [51] อีกทั้งการที่มีขนาดของรูพรุนที่
แตกต่างกันไม่ท้าให้เกิดความแตกต่างของพีครีดักชันและออกซิเดชันเช่นกัน เพราะฉะนั้นการที่มี
ขนาดรูพรุนและหน้าต่างที่ใหญ่ขึ้นไม่ผลต่อการถ่ายเทอิเลคตรอนโดยตรง 
 
 
 
 
 
 



53 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 5.11 ไซคลิกโวลแทมโมแกรมในฟอสเฟตบัฟเฟอร์ความ เข้มข้น 0.1 โมลาร ์pH 7.0 ทีร่ะบบ
อิ่มตัวด้วยก๊าซไนโตรเจน โดยใข้ศักย์ไฟฟ้าระหว่าง -0.6 ถงึ 0.6 โวล์ต อตัราการสแกน 50 มิลลิโวลต์
ต่อวินาที ก) การเปรียบเทียบ chitosan และ GOx/Chitosan และ ข-ฉ เป็นการเปรียบเทียบวัสดุ
แบบมี GOx และไม่มี GOx ที่อัตราส่วนโดยมวลของ TMB/P123 เท่ากับ ข) 0.5   ค) 1.0 ง) 1.5     

จ) 2.5 ฉ) 2.5 ที่เติมแอมโมเนียมฟลูออไรด ์
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5.3.4 อิทธิพลของความเข้มข้นของกลูโคสต่อการท้างานของไบโอเซนเซอร์ในระบบปราศจาก
ออกซิเจนด้วยวิธีไซคลิกโวลแทมแมตรี 
  จากหัวข้อที่แล้วเป็นการทดสอบการถ่ายเทอิเลคตรอนโดยตรงซึ่งผลที่ได้นั้นไม่พบ
การถ่ายเทอิเลคตรอนโดยตรงจากเอนไซม์มายังอิเลคโทรด ในการทดลองนี้จึงเป็นการทดสอบกลูโคส
ไบโอเซนเซอร์รุ่นที่ 3 เพื่อให้แน่ใจว่าแท้จริงแล้วมีหรือไม่มีการถ่ายเทอิเลคตรอนโดยตรง เพราะถ้า
หากสามารถที่จะเกิดกลูโคสไบโอเซนเซอร์รุ่นที่ 3 ได้นั้น กระแสไฟฟ้าส่วนของออกซิเดชันต้องเพิ่มขึ้น
เมื่อมีการเพ่ิมความเข้มข้นของกลูโคสในระบบที่ปราศจากออกซิเจนดังสมการที่ 5.6 และ 5.7 โดยการ
ทดลองนี้ใช้อิเลคโทรดดัดแปลงชนิด MCF524+add/AuNP/GOx/Chitosan ด้วยวิธีไซคลิกโวลแทรม
เมตรี ในสารละลายกลูโคสที่มีความเข้มข้น 0 5 และ 10 มิลลิโมลาร์ ในสภาวะปราศจากออกซิเจน 
ดังรูปที่ 5.12 

 
 
 
 
 
 
  
 
 
  
 

รูปที่ 5.12 ไซคลิกโวลแทมโมแกรมในสารละลายกลูโคสความเข้มข้น 0 5 และ 10 มิลลิโมลาร ์ 
ในระบบอ่ิมตัวด้วยก๊าซไนโตรเจน  โดยใข้ศักย์ไฟฟ้าระหว่าง -0.6 ถึง 0.6 โวล์ต อัตราการสแกน        

50 มิลลิโวลต์ตอ่วินาท ี

 จากรูปที่  5.12 แสดงผลของการเปลี่ยนแปลงความเข้มข้นของสารละลายกลู โคส 
เพื่อศึกษาความเป็นไปได้ในการเกิดของกลูโคสไบโอเซนเซอร์รุ่นที่  3 ผลปรากฏว่าเมื่อท้าการ
เปลี่ยนแปลงปริมาณกลูโคสแล้วพีครีดักชันและพีคออกซิเดชันไม่มีการเปลี่ยนแปลงที่ชัดเจน ซึ่งใน
ความเป็นจริงแล้วหากมีการถ่ายเทอิเลคตรอนโดยตรงระหว่างเอนไซม์และอิเลคโทรด กระแสไฟฟ้าใน
ส่วนของ     พีคออกซิ เดชันจะเพิ่มขึ้นเนื่องจากเกิดปฏิกิริยาออกซิ เดชันของ GOx(FADH2)  
เมื่อปริมาณของกลูโคสเพิ่มขึ้น (สมการที่ 5.6 และ 5.7) [51] แต่ไม่เป็นเช่นนั้น เพราะฉะนั้นวัสดุ 
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MCF/AuNP/GOx/Chitosan ไม่สามารถท้าให้เกิดกลูโคสไบโอเซนเซอร์รุ่นที่ 3 ได้ แต่อย่างไรก็ตาม
ยังคงมีการท้าทดสอบทางไฟฟ้าเคมีด้วยวิธีแอมโพโรเมตรีด้วยศักย์ไฟฟ้าที่คงที่เพื่อยืนยันให้แน่ชัดว่าไม่
เกิดการเปลี่ยนแปลงใดๆเมื่อมีการเปลี่ยนแปลงความเข้มข้นของกลูโคสในระบบที่ปราศจากออกซิเจน 

5.3.5 อิทธพลของความเข้มข้นของกลูโคสต่อการตอบสนองทางกระแสไฟฟ้าด้วยวิธี      
แอมโพโรเมตรี 

 ในการทดลองนี้เป็นการทดสอบการเปลี่ยนแปลงความเข้มข้นของสารละลายกลูโคส
ด้วยวิธีแอมโพโรเมตรีเนื่องจากวิธีแอมโพโรเมตรีเป็นการวิเคราะห์ทางไฟฟ้าเคมีที่มีการให้ศักย์ไฟฟ้า
คงที่ค่าหนึ่งโดยใช้ศักย์ไฟฟ้าที่ 0.259 โวล์ต ค่าศักย์ไฟฟ้าดังกล่าวน้ามาจากไซคลิกโวลแอมเมตรีที่    
พีคออกซิเดชันในระบบก๊าซไนโตรเจนที่ท้าการทดสอบการเปลี่ยนแปลงปริมาณน้้าตาลจาก รูปที่ 5.12 
ซึ่งจะวัดออกมาในรูปของสัญญาณของค่ากระแสไฟฟ้าที่เปลี่ยนแปลงไปต่อเวลาในขณะที่เกิดปฏิกิริยา 
โดยถ้าเกิดกลูโคสไบโอเซนเซอร์รุ่นที่ 3 นั้น จะต้องมีกระแสไฟฟ้าที่เปลี่ยนแปลงเมื่อมีความเข้มข้นของ
กลูโคสที่แตกต่างกันในระบบที่ปราศจากออกซิเจน โดยการใช้อิเลคโทรดดัดแปลง 3 ชนิด คือ 
1.Chitosan 2 .MCF524+add/AuNP/GOx/Chitosan แ ล ะ  3.MCF524+add/GOx/Chitosan 
(TMB/P123 = 2.5 ที่มีแอมโมเนียมฟลูออไรด์) ในสารละลายกลูโคสที่มีความเข้มข้น 0.2 0.4 0.6 
และ 0.9 มิลลิโมลาร์ ในสภาวะอิ่มตัวด้วยก๊าซไนโตรเจน ดังรูปที่ 5.13 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 5.13 ผลการตรวจวัดสารละลายกลูโคสชนิดที่ความเข้มข้นต่างๆในแต่ละวัสดุในระบบอิ่มตัวด้วย
ก๊าซไนโตรเจน โดยใช้ศักย์ไฟฟ้าที่ 0.259 โวล์ต 
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จากรูปที่ 5.13 ได้ท้าการทดสอบในระบบที่อิ่มตัวด้วยก๊าซไนโตรเจนกับวัสดุที่มีขนาดรูพรุน
ใหญ่ที่สุดแบบมีอนุภาคนาโนทองและไม่มีอนุภาคนาโนทองเพื่อทดสอบการเกิดปฏิกิริยาของกลูโคส 
พบว่าเมื่อมีการเพิ่มความเข้มข้นของสารละลายกลูโคสแล้ว ไม่ท้าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของ
กระแสไฟฟ้าในอิเลคโทรดทั้ง 3 ชนิด เนื่องจากอาจจะไม่เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของกลูโคสในระบบ
ที่อิ่มตัวด้วยก๊าซไนโตรเจนจึงท้าให้ไม่เกิดการเปลีย่นแปลงของกระแสไฟฟ้า เพราะฉะนั้นอาจจะไม่เกิด
กลูโคสไบโอเซนเซอร์รุ่นที่  3 จาก อิเลคโทรดได้ที่ได้ท้าการดัดแปลง เนื่องจากการเกิดกลูโคส
ไบโอเซนเซอร์รุ่นที่ 3 กระแสไฟฟ้าจะเกิดมากขึ้นเมื่อเพิ่มปริมาณของกลูโคสและต้องเกิดในสภาวะที่
ไม่มีตัวกลางในการรับและส่งอิเลคตรอนซึ่งเป็นไปตามสมาการที่ 5.7 [51] 

5.3.6 อิทธิพลของอิเลคโทรดดัดแปลงต่อกลูโคสไบโอเซนเซอร์รุ่นที่ 1 

  ในหัวข้อที่ผ่านมาแสดงให้เห็นว่าไม่สามารถสร้างกลูโคสเซ็นเซอร์รุ่นที่ 3 โดยการ
ดัดแปลงอิเลคโทรดด้วย MCF/AuNP ได้ ดังนั้นในหัวข้อนี้จึงจะทดสอบการท้างานของกลูโคส
ไบโอเซนเซอร์รุ่นที่ 1 ซึ่งมีออกซิเจนเป็นตัวกลางในการรับและส่งอิเลคตรอนจากเอนไซม์ไปยัง 
อิเลคโทรด เพื่อศึกการเปลี่ยนแปลงของกระแสไฟฟ้าที่เกิดขึ้นเมื่อมีการตรึงเอนไซม์ลงบนวัสดุใน
สารละลายกลูโคสและอิ่มตัวด้วยอากาศ ซึ่งถ้ามีการเปลี่ยนแปลงของกระแสไฟฟ้าในส่วนของพีค
รีดักชันอาจจะหมายถึงมีการใช้ออกซิเจนในระบบ แสดงว่าเกิดการท้าปฏิกิริยาของกลูโคสเกิดขึ้น ซึ่ง
เป็นไปตามสมการที่ 5.1-5.4 โดยในการทดสอบผลของขนาดของรูพรุนได้ท้าการเปรียบเทียบอิเลคโท
รด 5 ชนิดที่มีขนาดของรูพรุนที่แตกต่างกัน โดยการเปลี่ยนแปลงอัตราส่วนโดยมวลของ TMB/P123 
ที่ 0.5 1.0 1.5 2.5 และ 2.5 ที่มีแอมโมเนียมฟลูออไรด์ ในสารละลายกลูโคสที่มีความเข้มข้น 10 มิลลิ
โมลาร์ ในระบบอ่ิมตัวด้วยอากาศ แสดงดังรูปที่ 5.14   

โดยจากรูปที่ 5.14 ผลปรากฏว่าเกิดพีคของออกซิเดชันและรีดักชันที่ไม่ต่างกันมากระหว่าง
วัสดุที่มีเอนไซม์และไม่มีเอนไซม์ เพราะฉะนั้นปฏิกิริยาของกลูโคสอาจจะไม่สามารถที่จะเกิดขึ้นใน
ระบบแบบอากาศโดยใช้ MCF/AuNP เป็นวัสดุรองรรับ เพราะถ้าปฏิกิริยาสามารถที่จะเกิดขึ้นได้นั้น
ต้องเห็นการเปลี่ยนแปลงในวัสดุที่มีการตรึงเอนไซม์อยู่ ดังนั้นจึงได้ท้าการน้าวัสดุที่มีอัตราส่วนโดย
มวลของ TMB/P123 เท่ากับ 2.5 แบบมีแอมโมเนียมฟลูออไรด์ซึ่งมีปริมาณการบรรจุเอนไซม์สูงสุด
น้ามาท้าการทดสอบโดยท้าการเปลี่ยนแปลงความเข้มข้นของกลูโคส 5 ค่า คือ 0 1 5 8 และ 10   
มิลลิโมลาร์ ดังรูปที่ 5.15 
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รูปที่ 5. 14 ไซคลิกโวลแทมโมแกรมในสารละลายกลูโคสความเข้มข้น 10 มลิลิโมลาร์ ที่ระบบอิ่มตัว
ด้วยอากาศ โดยใชศ้ักย์ไฟฟ้าระหว่าง -0.6 ถึง 0.6 โวล์ต อัตราการสแกน 50 มิลลิโวลต์ต่อวินาที   
โดยรูป 5.14ก-จ เป็นการเปรียบเทียบวัสดแุบบมี GOx และไม่มี GOx ทีอ่ัตราส่วนโดยมวลของ 

TMB/P123 เท่ากับ ข) 0.5 ค) 1.0 ง) 1.5 จ) 2.5 ฉ) 2.5 ที่เติมแอมโมเนียมฟลูออไรด ์
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รูปที่ 5. 15 ไซคลิกโวลแทรมโมแกรมของวัสดุ MCF524+add/AuNP/GOx/Chitosan ซึ่งมีอัตราส่วน
โดยมวลของ TMB/P123 เท่ากับ 2.5 แบบมีแอมโมเนียมฟลูออไรด์ โดยมีความเข้มข้นที่แตกต่างกัน 
คือ 0 1 5 8 และ 10 มิลลิโมลาร์ ในระบบอิม่ตัวด้วยอากาศ ด้วยอัตราการแสกนที ่50 มิลลิโวล์ต 

ต่อวินาที ที่ช่วงศักย์ไฟฟ้า -0.6 ถึง 0.6 โวล์ต 

จากรูปที่ 5.15 ผลปรากฏว่าเมื่อมีการเปลี่ยนแปลงความเข้มข้นของกลูโคสจาก 0 ถึง 10 
มิลลิโมลาร์ พีคของออกซิเดชันสูงขึ้นเล็กน้อยและพีคของรีดักชันลดลงเรื่อยๆ โดยการลดลงของพีค
รีดักชันที่ลดลงเรื่อยๆนั้นเนื่องจากเกิดการใช้ของออกซิเจนที่มีปริมาณลดลงเมื่อเกิดปฏิกิริยาของ
กลูโคสกับ GOx ดังสมการที่ 5.1-5.4 เพราะฉะนั้นการใช้ MCF/AuNP มาเป็นตัวรองรับ GOx เมื่อมี
การใส่สารละลายกลูโคสที่ความเข้มข้นต่างๆ ท้าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของพีครีดักชันที่ชัดเจนที่
ศักย์ไฟฟ้า 0.064 โวล์ต ดังนั้นในขั้นตอนถัดไปจึงจะท้ากราฟมาตรฐาน (calibration curve) ของ
กลูโคสเพื่อดูความแตกต่างกระแสไฟฟ้าที่เกิดขึ้นในแต่ละวัสดุและน้าไปเปรียบเทียบประสิทธิภาพของ
แต่ละวัสดุที่มีขนาดของรูพรุนที่แตกต่างกัน 

5.3.7  กราฟมาตรฐาน (calibration curve) ของกลูโคส 

  ในขั้นตอนนี้ได้ท้าทดสอบความว่องไวของตอบสนองของอิเลคโทรดดัดแปลงแต่ละ
ชนิดต่อกลูโคสและค่าการตรวจวัดที่ต่้าที่สุดเพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพของวัสดุที่มีขนาดของรูพรุน
ที่แตกต่างกัน โดยจะท้าการเปรียบเทียบอิเลคโทรดดัดแปลง 5 ชนิด ที่มีขนาดของรูพรุนที่แตกต่างกัน 
โดยใช้วิธีแอมโพโรเมตรีใช้ศักย์ไฟฟ้าขนาด 0.064 โวล์ต ศักย์ไฟฟ้าดังกล่าวมาจากศักย์ไฟฟ้าที่เกิด  
พีครีดักชันของรูปที่ 5.15 ในระบบที่อิ่มตัวด้วยอากาศ  
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รูปที่ 5. 16 ผลการตรวจวัดสารละลายกลูโคสชนิดที่ความเข้มข้นต่างๆในแต่ละวัสดุในระบบอิ่มตัวด้วย
อากาศ โดยใช้ศักย์ไฟฟ้าที่ 0.064 โวล์ต 

จากรูปที่  5 .16  ได้ท้ าการทดสอบการตรวจวัดส ารละลายกลู โคสที่ ความเข้มข้น 
0 .2  0 .4  0 .6  แ ล ะ  0 .9  มิ ล ลิ โ ม ล า ร์  กั บ วั ส ดุ ที่ สั ง เค ร า ะ ห์ ไ ด้ ช นิ ด ต่ า ง ๆ พ บ ว่ า 
MCF524+add/AuNP/GOx/Chitosan นั้นให้ค่ากระแสไฟฟ้าที่ตอบสนองมากที่สุดเมื่อเทียบกับอิเลค
โทรดชนิดอื่นๆ เพราะว่าอาจจะเกิดจากการที่มีขนาดรูพรุนและหน้าต่างที่ใหญ่ขึ้นท้าให้เกิดการแพร่
ของสารละลายกลูโคสเข้าไปหาตัวเอนไซม์ได้ง่ายกว่าวัสดุชนิดอื่นๆที่มีขนาดรูพรุนและหน้าต่างที่เล็ก
กว่า และอาจจะเกิดจากการที่มีปริมาณเอนไซม์ที่สูงท้าให้สามารถเกิดปฏิกิริยาได้เร็วกว่าอิเลคโทรด
ชนิดอื่นๆ อีกทั้งเมื่อเปรียบเทียบกรณีมีเอนไซม์และไม่มีเอนไซม์ของ MCF524+add/AuNP แล้วผล
ปรากฎว่าอิเลคโทรดดัดแปลงกรณีที่ไม่มีเอนไซม์นั้นไม่เกิดการเปลี่ยนแปลงใดๆของกระแส ซึ่งท้าให้
มั่นใจว่ากระแสไฟฟ้าที่เกิดขึ้นมาจากการท้าปฏิกิริยาของกลูโคสและเอนไซม์โดยมีออกซิเจนเป็นตัวรับ
และส่งผ่านอิเลคตรอนไปยังอิเลคโทรด 
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ดังนั้นความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารตั้งต้นกับกระแสไฟฟ้าที่เกิดขึ้นมีลักษณะที่
สอดคล้องกับ Michaelis-Menten kinetics เมื่อใช้หลักการของ Lineweaver-Burk plot เพื่อหาค่า
ค่าคงที่ Michaelis-Menten (Km) ดังสมการที่ 5.8 

1

V
=

Km

Vm[S]
+

1

Vm
                                         (5.8) 

   
เมื่อ V คือ กระแสไฟฟา้ หน่วย ไมโครแอมแปร ์ 

S คือ ความเข้มข้นของสารตั้ง ต้น หน่วยมิลลิโมลาร ์    

ซึ่งจากกราฟความสัมพันธ์ระหว่าง 1/V และ 1/[s] จะได้ค่า Vm และ Km จะได้ดังรูปที่ 5.17 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 5. 17 Lineweaver-Burk plot เพื่อหาค่าคงที่ของ การเกิดปฏิกิริยา (Km) โดยมีวัสดุที่มี
อัตราส่วนโดยมวลของ TMB/P123 คือ ก.) 0.5 ข.) 1.0 ค.) 1.5 ง.) 2.5 และ จ.) 2.5 ที่มีแอมโมเนียม

ฟลูออไรด ์
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ตารางที่ 5. 3 การเปรียบเทียบค่า Michaelis–Menten (M–M) constant (Km) และ Vm ของแต่
ละอิเลคโทรดดัดแปลง  

วัสด ุ Km (มิลลิโมลาร)์ 
Vm  

(ไมโครแอมแปร์) 
MCF124/AuNP/Gox/Chitosan 7.17 0.12 
MCF224/AuNP/Gox/Chitosan 2.05 0.32 
MCF324/AuNP/Gox/Chitosan 2.45 1.54 
MCF524/AuNP/Gox/Chitosan 3.07 8.42 

MCF524+add/AuNP/Gox/Chitosan 0.17 4.16 

 ตารางที่ 5.3 นั้นมาจากการพลอตกราฟข้างต้นซึ่งจะหาค่า Km และ Vm ได้ แสดงให้เห็นว่า 
MCF524+add/AuNP/GOx/Chitosan (TMB/P123 = 2.5 ที่มีแอมโมเนียมฟลูออไรด์) ให้ค่า Km ที่
ต่้าที่สุด คือ 0.17 มิลลิโมลาร์ โดยค่า Km สามารถหาได้จากการพลอตสมการ Lineweaver–Burk 
(1/กระแสไฟฟ้า กับ 1/ความเข้มข้นของสารละลายกลูโคส) โดยยิ่งค่า Km น้อยยิ่งดี เพราะบ่งบอก
การจ้ากัดของการถ่ายเทมวลสาร (masstransfer limitation) ที่ต่้าซึ่งท้าให้สารตั้งต้นแพร่เข้าไปได้ดี
ยิ่งขึ้น [66] โดยสังเกตว่า MCF124/AuNP/GOx/Chitosan (TMB/P123 = 0.5) ที่มีรูพรุนขนาดเล็ก
ที่สุดได้ค่า Km ที่มากที่สุดแต่เมื่อขนาดรูพรุนใหญ่ขึ้นเรื่อยๆจนถึง MCF524/AuNP/GOx/Chitosan 
(TMB/P123 = 2.5) จะเห็นว่ามีค่าไม่ต่างกันมาก เพราะฉะนั้นการที่มีรูพรุนขนาดใหญ่จนถึงระดับ
หนึ่งอาจจะไม่ส่งผลให้มีความสามารถในการถ่ายเทมวลสารที่ดีขึ้นมาก แต่เมื่อขนาดของหน้าต่างของ
วัสดุเพิ่มขึ้น (MCF524+add/AuNP/GOx/Chitosan) นั้นท้าให้ Km ต่้าที่สุด เพราะฉะนั้นการที่มี
ขนาดของหน้าต่างใหญ่ขึ้นจะท้าสารตั้งตั้งต้นแพร่เข้าไปดีที่สุด แต่อย่าไงรก็ตามเมื่อสังเกตจากค่า Vm 
ของวัสดุที่มีอัตราส่วนโดยมวล TMB/P123 ที่ 0.5 ถึง 2.5 เห็นได้ชัดเลยว่าเมื่ออัตราส่วนโดยมวลมาก
ขึ้นท้าให้ขนาดของรูพรุนกว้างมากขึ้นและท้าให้มีปริมาณเอนไซม์ถูกบรรจุในวัสดุตรึงได้มากขึ้ นจะ 
ส่งผลให้มีกระแสไฟฟ้าที่สูงขึ้นเช่นกัน นั่นหมายความว่ายิ่งมีปริมาณเอนไซม์มากยิ่งขึ้นจะเกิดปฏิกิริยา
ได้มาก ณ เวลานั้นๆที่ความเข้มข้นเดียวกัน แต่เมื่อวัสดุที่มีปริมาณเอนไซม์ที่สูงที่สุดของอัตราส่วนโดย
มวล TMB/P123 เท่ากับ 2.5 ที่มีแอมโมเนียมฟลูออไรด์ นั้นกลับให้ค่า Vm ที่ต่้ากว่าวัสดุ TMB/P123 
= 2.5 นั่นหมายความว่าการที่มีเอนไซม์ที่มากอาจจะไม่ได้ดีที่สุดเพราะอาจจะเกิดจากเอนไซม์ที่ถูก
ตรึงนั้นไปบดบังกันและกัน ซึ่งส่งผลให้เอนไซม์ที่อยู่ในวัสดุนั้นไม่สามารถท้าปฏิกิริยาได้อย่างมี
ประสิทธิภาพโดยเฉพาะอย่างยิ่งกลุ่มของเอนไซม์ที่ถูกบรรจุอยู่ภายในกึ่งกลางของรูพรุน ดังนั้นการที่มี
ขนาดหน้าต่างที่ใหญ่มากขึ้นจะส่งผลต่อการถ่ายเทมวลสารที่อยู่ภายในวัสดุรับรองที่ได้สังเคราะห์ดีแต่
อาจจะไม่ได้ท้าให้เกิดอัตราการปฏิกิริยาสูงที่สุด เพราะฉะนั้นการเลือกใช้วัสดุขึ้นอยู่กับงานที่จะน้าใช้
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ว่าต้องการปริมาณเอนไซม์สูงสุด หรือต้องการให้มีอัตราการเกิดปฏิกิริยาสูงที่สุด และเมื่อเทียบค่า  
Km ของงานวิจัยนี้ เท่ากับ 0.17 มิลลิโมลาร์ กับงานวิจัยของ Yu-Chen Tsai และคณะ ใช้ ท่อนาโน
คาร์บอน-อะลูมินาที่ไปอยู่บนซิลิกา (MWCNT-alumina-coated silica [64] มาตรึงเอนไซม์ ซึ่งได้ค่า 
Km เท่ากับ 0.5 มิลลิโมลาร์ ซึ่งค่า Km ของงานวิจัยนี้น้อยกว่า และงานวิจัยของ Ruo Yuan และ
คณะ [62] ที่ ใช้ อนุภาคนาโนซิงค์ออกไซด์และท่อนาโนคาร์บอน (ZnO nanoparticle and 
MWCNT) มาตรึงเอนไซม์ มีค่า Km เท่ากับ 2.48 มิลลิโมลาร์ ซึ่งสูงกว่างานวิจัยนี้เช่นกัน  

ตารางที่ 5. 4 เปรียบเทียบอิเลคโทรดดัดแปลงเพื่อวัดสารละลายกลูโคส 

วัสดุที่สังเคราะห์ได้ 
ค่าต่้าสุดที่สามารถวัดได้ 
(lower of detection 
limit), (ไมโครโมลาร์) 

MCF124/AuNP/Gox/Chitosan 0.257 
MCF224/AuNP/Gox/Chitosan 0.091 
MCF324/AuNP/Gox/Chitosan 0.021 
MCF524/AuNP/Gox/Chitosan 0.01 

MCF524+add/AuNP/Gox/Chitosan 0.009 

จากตารางที่ 5.4 ความเข้มข้นต่้าสุดที่สามารถตรวจวัดได้ (limit of detection) ซึ่งค้านวณ
จากสูตร 3(S.D.)/sensitivity เมื่อ S.D. คือ ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานของข้อมูลการวัดที่ค่าความเข้มข้น
กลูโคส 0.2 มิลลิโมลาร์ (n=3) โดยค่าที่ได้เป็นไปตามตารางที่ 5.4 จะเห็นได้ว่ายิ่งมีขนาดของรูพรุน
และหน้าต่างมากขึ้นจะให้ผลของความว่องไวในการตรวจวัดที่เพิ่มขึ้นเรื่อยๆ เพราะฉะนั้นขนาดของรู
พรุนและหน้าต่างมากเป็นปัจจัยส้าคัญที่ท้าให้การตรวจวัดดีขึ้น และเมื่อเปรียบเทียบจากวัสดุทั้ง 5 
ชนิด วัสดุที่มีขนาดรูพรุนที่ใหญ่มีค่า LOD ที่ต่้าที่สุด ซึ่งสามารถวัดความเข้มข้นของกลูโคสต่้าๆได้ดี 
เมื่อน้ามาเปรียบเทียบกับงานวิจัยอื่นๆ ดังตารางที่ 5.5 จะเห็นว่างานวิจัยนี้สามารถวัดน้้าตาลในช่วง
ต่้าๆได้ดีเมื่อเทียบกับงานวิจัยอื่น เพราะสามารถที่จะได้ถึงขนาด 0.009   ไมโครโมลาร์ โดยปกติระดับ
น้้าตาลในเลือดของคนที่เป็นเบาหวานจะอยู่ในช่วง 4.4-6.6 มิลลิโมลาร์ ซึ่งงานวิจัยนี้นั้นยังคงต้องมี
การพัฒนาเพ่ิมขึ้นไปในแง่ของช่วงคนที่เป็นน้้าตาลเบาหวานเพราะงานวิจัยนี้ท้าในช่วงที่ค่อนข้างต้่าคือ 
0.196-0.901 มิลลิโมลาร์ ซึ่งยังไม่ใช่ค่าที่แท้จริงเพราะที่ท้าการทดลองยังไม่พบช่วงที่เบี่ยงเบนจาก
เส้นตรง แต่ยังคงสามารถใช้เป็นแนวทางในการพัฒนาต่อไปได้ในอนาคต 
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ตารางที่ 5. 5 การเปรียบอิเลคโทรดดัดแปลงในงานวิจัยนี้กับงานวิจัยอ่ืนๆ 

อิเลคโทรดดัดแปลง 

ช่วงของความเข้มข้นที่
สามารถวัดได ้(linear 
range) (มิลลิโมลาร์) 

ค่าต่้าสุดที่สามารถวัดได้ 
(lower of detection 

limit) (มิลลิโมลาร์) 

อ้างอิง 
(reference) 

Au-
PCB/MCF/AuNP/Gox 

0.196-0.9 0.000009 งานวิจัยน้ี 

GCE/PGA/Gox 0.5-5.5 0.12 [54] 

GCE/GR-
MWNTs/AuNP/Gox 

0.001-2 0.0041 [58] 

GCE/Nafion/MGF/Gox 1.0-12 0.25 [71] 

GCE/Gox/Gr/Chitosan 0.08-12 0.02 [53] 

GCE/Nafion/MSN/Gox 0.04-2.0 0.02 [12] 

 

5.3.8 การทดสอบเสถียรภาพในการเก็บรักษา (storage stability) 

  ในหัวข้อนี้ได้ท้าการศึกษาการเก็บรักษาอิเลคโทรดดัดแปลงที่บรรจุด้วยเอนไซม์ที่
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน ในระบบอิ่มตัวด้วยอากาศ เพื่อเปรียบเทียบเสถียรภาพ
ของเอนไซม์ในอิเลคโทรดดัดแปลงที่แตกต่างกัน โดยปกติแล้วถ้าวัสดุนั้นมีความสามารถในการรักษา
เสถียรภาพที่ดีเมื่อเวลาผ่านไปกระแสไฟฟ้าควรจะลดลงในปริมาณที่ไม่มากนัก แต่ถ้ากระแสไฟฟ้าเกิด
การเปลี่ยนแปลงมากแสดงว่าวัสดุนั้นมีความสามารถที่จะเก็บรักษาเสถียรภาพของเอนไซม์ที่ต่้า โดย
ศึกษาการเปลี่ยนแปลงของกระแสไฟฟ้าที่เกิดขึ้นในสารละลายกลูโคส 0.9 มิลลิโมลาร์ ด้วยวิธีแอมโพ
โรแมตรี โดยเปรียบเทียบอิเลคโทรดที่มีแต่เอนไซม์และอิเลคโทรดดัดแปลงด้วย MCF/AuNP ที่
อัตราส่วนโดยมวลของ TMB/P123 5 ค่า คือ 0.5 1.0 1.5 2.5 และ 2.5 ที่มีแอมโมเนียมฟลูออไรด์ 
ดังรูปที่ 5.18 
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รูปที่ 5. 18 ผลของการตรวจวัดสารละลายกลูโคสความเข้มข้น 0.9 มิลลิโมลาร์ ทีร่ะบบอิ่มตัวด้วย
อากาศโดยใช้ศักย์ไฟฟ้า 0.064 โวล์ต อัตราการสแกน 50 มิลลิโวลต์ต่อวินาที ใน 7 วัน                 

ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 

 จากรูปที่ 5.18 ผลปรากฏว่ากระแสไฟฟ้าของอิเลคโทรดที่มีแต่เอนไซม์ GOx โดยไม่มีตัว
รองรับ (GOx/Chitosan) ให้ผลการเปลี่ยนแปลงเมื่อเวลาผ่านไป 7 วัน กระแสไฟฟ้าในวันที่ 7 เหลือ
ร้อยละ 3 จากวันแรก แต่เมื่อเทียบกับวัสดุที่ใช้เป็นตัวรองรับมาท้าการตรึงด้วยแล้ว เห็นได้ชัดเจน
กระแสไฟฟ้าลดลงน้อยกว่าแบบไม่มีวัสดุรองรับที่มีการเปลี่ยนแปลงอัตราส่วน  TMB/P123 เท่ากับ 
0.5 1.0 1.5 2.5 และ 2.5 ที่มีแอมโมเนียมฟลูออไรด์ คือ ร้อยละ 54.23 50.83 91.18 75.08 และ 
94.77 ตามล้าดับ เพราะฉะนั้นการที่มีตัวรอบรับ (MCF/AuNP) ท้าให้สามารถรักษาเสถียรภาพได้ดี
ขึ้นและเมื่อเทียบกับวัสดุที่มีขนาดของอัตราส่วนโดยมวลของ TMB/P123 ต่างกัน พบว่าอัตราส่วนโดย
มลของ TMB/P123 ที่มากที่สุดที่มีแอมโมเนียมฟลูออไรด์ให้ประสิทธิภาพในการเก็บรักษาได้สูงที่สุด
เมื่อเวลาผ่านไป 7 วัน คือ ร้อยละ 94.77 เพราะฉะนั้นการที่มีขนาดของรูพรุนที่ใหญ่และขนาดของ
หน้าต่างที่ใหญ่สามารถที่จะช่วยให้การเก็บรักษาเสถียรภาพของเอนไซม์ได้ดี 
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บทที่ 6 
สรุปผลการทดลอง 

6.1 สรุปผลการทดลอง 

 6.1.1 การวิเคราะห์ลักษณะทางกายภาพวัสดุสังเคราะห์นาโนคอมโพสิต MCF /AuNPs ที่มี
การเปลี่ยนแปลงขนาดรูพรุน 5 ชนิด 

         ซิลิกาที่สังเคราะห์ได้เป็นชนิดเมโซพอรัส (mesoporous) โดยมีลักษณะโครงสร้างเป็น
แบบ H2 และ H1 (กรณี อัตราส่วนโดยมวล TMB/P123 เท่ากับ 0.5 1.0 1.5 และ 2.5)จากภาพถ่าย
โครงสร้างของวัสดุ MCF จากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่านพบว่าการที่มีปริมาณของ
อัตราส่วน TMB/P123 เพิ่มขึ้นนั้นส่งผลให้ขนาดของรูพรุนมีขนาดใหญ่ขึ้น แต่อย่างไรก็ตามยิ่งมี
อัตราส่วนของ TMB/P123 น้อยนั้นการกระจายตัวของรูพรุนยังไม่ค่อยดีนักเมื่อเทียบกับแบบ
อัตราส่วน TMB/P123 มาก อีกทั้งภาพถ่ายโครงสร้างของวัสดุ MCF จากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน
แบบส่องกราด โดยการเปลี่ยนแปลงอัตราส่วนของ TMB/P123 ไม่ส่งผลต่อลักษณะของอนุภาคเมโซ
เซลลูลาร์แต่ว่าส่งผลต่อลักษณะทางกายภาพภายในอนุภาคนั้นๆ เช่น พื้นที่ผิว ขนาดรูพรุนและ
ปริมาตรรูพรุน เป็นต้น และเมื่อมีการใส่อนุภาคนาโนทองจะท้าให้พื้นที่ผิวลดลงเนื่องจากอนุภาคนาโน
ทองนั้นไปถูกสังเคราะห์ลงบนพื้นผิวของ MCF  
 6.1.2 การศึกษาผลของการตรึงกลูโคสออกซิเดสในวัสดตุรึง 

  พบว่าวัสดุที่มีอัตราส่วนโดยมวล TMB/P123 มากขึ้น ท้าให้บรรจุเอนไซม์ได้ปริมาณ

สูงขึ้น เนื่องจากขนาดของรูพรุนและหน้าต่างที่กว้างกว่าซึ่งสามารถท้าให้เอนไซม์เข้าไปได้ง่ายกว่า 

และเมื่อมีการใส่อนุภาคนาโนทองยิ่งท้าให้การตรึงเอนไซม์ได้มากขึ้นเนื่องจากอนุภาคนาโนทองมีความ

เข้ากันกับสารชีวโมเลกุลได้ดีกว่า MCF  

 6.1.3 อิทธิพลขนาดของร ูMCF/AuNP ต่อประสิทธิภาพของกลูโคสไบโอเซนเซอร์ 

  ในส่วนที่หนึ่งผลการทดสอบวัสดุที่สังเคราะห์ได้ทั้ง 5 ชนิด ที่มีอัตราส่วนโดยมวล 
TMB/P123 ที่แตกต่างกันเท่ากับ 0.5 1.0 1.5 2.5 และ 2.5 ที่มีแอมโมเนียมฟลูออไรด์ ด้วยวิธี 
 CV ใน ส า ร ล ะ ล า ย ฟ อ ส เฟ ส บั ฟ เฟ อ ร์  0 .1  โม ล า ร์  pH 7.0 ใน ร ะ บ บ อิ่ ม ตั ว ด้ ว ย 
ก๊าซไนโตรเจนพบว่าไม่เกิดการเปลี่ยนแปลงใดๆของกระแสไฟฟ้าเมื่อเทียบระหว่างวัสดุที่ตรึงและ  
ไม่ตรึงเอนไซม์กลูโคสออกซิเดส อีกทั้งเมื่อท้าการเปลี่ยนความเข้มข้นด้วยวิธีแอมโพโรเมตรีแล้วไม่เห็น
ความแตกต่างของพีคออกซิเดชันและรีดักชัน เพราะฉะนั้นการที่มี MCF/AuNP มาใช้เป็นตัวรองรับ
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เอนไซม์กลูโคสออกซิเดสนั้นไม่ท้าเกิดการถ่ายเทอิเลคตรอนโดยตรงจากเอนไซม์ไปยังพ้ืนผิวหน้าอิเลค
โทรดได้ 

 ในส่วนที่สองท้าการทดสอบด้วยไซคลิกโวล์ตแทรมเมตรีกับความเข้มข้นที่ 10 มิลลิโมลาร์   
ในระบบอิ่มตัวด้วยอากาศ โดยน้าอิเลคโทรดดัดแปลง MCF/AuNP/Chitosan ในแบบต่างๆ 5 ชนิด  คือ 
วัสดุที่มีอัตราส่วนโดยมวล TMB/P123 จาก 0.5 1.0 1.5 2.5 และ 2.5 แบบมีแอมโมเนียมฟลูออไรด์ 
ที่มีและไม่มีเอมไซม์ จากการทดลองพบว่าพีคออกซิเดชันและรีดักชันไม่มีความแตกต่างกันมาก และ
เมื่อน้าวัสดุที่มีขนาดรูพรุนใหญ๋ที่สุดคือ TMB/P123 เท่ากับ 2.5 ที่มีแอมโมเนียมฟลูออไรด์ มาท้าการ
เปลี่ยนแปลงความเข้มข้นของกลูโคส พบว่าเมื่อมีปริมาณกลูโคสที่สูงขึ้นจะท้าให้พีครีดักชันต่้าลง
เนื่องจากเกิดการใช้ของออกซิเจนที่มีปริมาณลดลงเช่นกันที่พีครีดักชันของศักย์ไฟฟ้า 0.064 โวล์ต 
เมื่ อ น้ าวั ส ดุ ทั้ ง  5  แบ บ  ม าท ดสอบ ด้ วย วิ ธี แ อม โพ โร เมตรีที่ ศั ก ย์ ไฟ ฟ้ า  0 .0 64  โวล์ ต  
ซึ่งเป็นพีครีดักชันที่มีการเปลี่ยนแปลงของกระแสไฟฟ้าเมื่อมีการเปลี่ยนแปลงขนาดของวั สด ุ
ที่มีอัตราส่วนของ TMB/P123 ตั้งแต่ 0.5 ถึง 2.5 ที่มีสารเติมแต่ง โดยเปลี่ยนแปลงความเข้มข้น 
ของกลูโคส ซึ่งพบว่าตัวที่ว่องไวต่อการวัดมากที่สุดคือคือ อัตราส่วน TMB/P123 เท่ากับ 2.5 ที่มี
สารเติมแต่ง อีกทั้งค่าการตรวจวัดที่ต่้าที่สุดที่สามารถวัดได้ของวัสดุที่มีอัตราส่วน TMB/P123 เท่ากับ 
2.5 ที่มีสารเติมแต่งนั้นยังให้ค่าการตรวจวัดที่ต่้าที่สุดที่สามารถวัดได้ต่้าสุดที่ 0.009 ไมโครโมลาร์ 
เพราะฉะนั้นจึงสรุปว่ายิ่งมีขนาดรูพรุนและหน้าต่างที่ใหญ่จะให้ผลของความว่องไวและค่าการตรวจวัด
ที่ต่้าที่สุดได้ดีที่สุด  
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ภาคผนวก ก 

ตารางที่ ก.1 ไอโซเทอมของการดูดซับและการคายซับก๊าซไนโตรเจน 

MCF124 MCF224 MCF324 MCF524 MCF524+Add 

P/P0 
ปริมาตร 

STP(cc/g) 
P/P0 

ปริมาตร 

STP(cc/g) 
P/P0 

ปริมาตร 

STP(cc/g) 
P/P0 

ปริมาตร 

STP(cc/g) 
P/P0 

ปริมาตร 

STP(cc/g) 

0.02 82.94 0.02 93.45 0.02 82.02 0.02 114.55 0.02 87.43 

0.05 99.17 0.05 109.46 0.05 95.57 0.05 133.29 0.05 103.84 

0.07 106.01 0.08 119.32 0.07 102.06 0.08 144.45 0.07 111.33 

0.10 112.79 0.10 125.82 0.10 108.70 0.10 152.32 0.10 118.94 

0.15 124.47 0.15 137.19 0.15 119.98 0.15 166.79 0.15 131.78 

0.20 132.90 0.20 146.24 0.20 128.18 0.20 179.14 0.20 141.13 

0.25 141.11 0.25 155.10 0.25 136.58 0.25 190.31 0.25 150.47 

0.30 149.11 0.30 163.51 0.30 144.58 0.30 199.39 0.30 159.68 

0.40 164.82 0.40 179.39 0.40 160.50 0.40 220.74 0.40 177.82 

0.50 181.36 0.50 197.80 0.50 178.54 0.50 242.50 0.50 198.76 

0.60 201.98 0.60 217.26 0.60 198.39 0.60 267.08 0.60 221.96 

0.70 229.27 0.70 244.37 0.70 225.55 0.70 300.91 0.70 253.29 

0.80 282.25 0.80 292.09 0.80 271.93 0.80 352.47 0.80 300.18 

0.90 398.33 0.90 375.00 0.90 371.71 0.90 473.42 0.90 401.97 

0.99 440.15 0.99 396.36 0.99 422.13 0.99 930.37 0.99 1544.09 

1.00 441.84 1.00 397.38 1.00 424.10 1.00 932.55 0.99 1548.08 

0.90 429.13 0.90 386.09 0.90 408.45 0.90 910.55 0.90 1403.89 

0.80 418.87 0.80 379.06 0.80 397.96 0.80 851.90 0.80 387.98 

0.70 394.54 0.69 373.10 0.70 388.58 0.70 484.70 0.70 273.37 

0.60 369.20 0.59 367.61 0.60 379.52 0.60 365.38 0.60 227.58 

0.50 348.85 0.50 296.31 0.50 265.85 0.50 311.24 0.50 202.82 

0.39 165.65 0.40 182.60 0.40 163.61 0.40 222.75 0.40 180.66 
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ตารางที่ ก.2(ต่อ) ไอโซเทอมของการดูดซับและการคายซับก๊าซไนโตรเจน 

MCF124 MCF224 MCF324 MCF524 MCF524+Add 

P/P0 
ปริมาตร 

STP(cc/g) 
P/P0 

ปริมาตร 

STP(cc/g) 
P/P0 

ปริมาตร 

STP(cc/g) 
P/P0 

ปริมาตร 

STP(cc/g) 
P/P0 

ปริมาตร 

STP(cc/g) 

0.30 151.05 0.30 166.69 0.30 147.58 0.30 201.28 0.29 161.63 

0.19 133.75 0.20 148.95 0.20 131.24 0.20 179.90 0.20 144.31 

0.10 114.32 0.10 128.94 0.10 112.57 0.10 153.63 0.10 121.46 

0.05 99.44 0.05 114.42 0.05 98.56 0.05 136.04 0.05 104.96 

0.02 85.81 0.02 98.53 0.02 84.27 0.02 116.01 0.02 88.88 

0.30 151.05 0.30 166.69 0.30 147.58 0.30 201.28 0.29 161.63 

 

ตารางที่ ก.3 การตรงึเอนไซม์ลงบน MCF  

MCF 
อัตราส่วน 

TMB/P123 

การบรรจุ
เอนไซม์
ครั้งที่ 1 

การบรรจุ
เอนไซม์
ครั้งที่ 2 

การบรรจุ
เอนไซม์
ครั้งที่ 3 

เฉลี่ย 
ส่วน

เบี่ยงเบน
มาตรฐาน 

เปอร์เซ็น
การบรรจุ
เอนไซม์ 

MCF124 0.50 41.50 42.60 42.50 4.22 0.61 42.20 

MCF224 1.00 47.60 48.35 48.70 4.82 0.561 48.22 

MCF324 1.50 51.90 52.60 53.10 5.25 0.60 52.532 

MCF524 2.50 70.20 69.10 69.80 6.97 0.56 69.70 

MCF524 
+additive 

2.50 74.30 74.10 74.80 7.44 0.36 74.40 
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ตารางที่ ก.4  การตรึงเอนไซม์ลงบน MCF/AuNP 

MCF 

/AuNP 

อัตราส่วน 
TMB/P123 

การบรรจุ
เอนไซม์
ครั้งที่ 1 

การบรรจุ
เอนไซม์
ครั้งที่ 2 

การบรรจุ
เอนไซม์
ครั้งที่ 3 

เฉลี่ย 
ส่วน

เบี่ยงเบน
มาตรฐาน 

เปอร์เซ็น
การบรรจุ
เอนไซม์ 

MCF124 0.50 46.60 46.90 47.20 4.69 0.30 46.90 

MCF224 1.00 50.60 51.80 52.10 5.15 0.79 51.50 

MCF324 1.50 54.20 54.80 56.60 5.52 1.25 55.20 

MCF524 2.50 70.80 72.90 72.60 7.21 1.14 72.10 

MCF524 
+additive 

2.50 79.85 80.20 80.10 8.01 0.18 80.05 

 
การหาปริมาณเอนไซม์ที่ถูกตรึงในวสัดุตรึง  

สูตรค านวณ :  

ปรมิาณเอนไซม์ที่ถูกตรึง = ปริมาณเอนไซม์เริ่มต้น – ปริมาณเอนไซม์อิสระที่ไม่ถูกตรึง   

โดยปริมาณเอนไซม์อิสระที่ไม่ถูกตรึงสามารถเทียบหาได้จากกราฟมาตรฐาน (โดยเอนไซม์จะมีการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 510 นาโนเมตร 

 

รูปที่ ก. 1 กราฟมาตรฐานการดูดกลืนแสงทีค่วามยาวคลื่น  510 นาโนเมตร  
ของเอนไซม์ที่ความเข้มข้น ตา่งๆ 

y = 0.0234x - 0.0059

R² = 0.9957
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ความเข้มข้นของเอนไซม์ (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร)
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ตารางที่ ก.5 การค้านวณมาตรฐานการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  510 นาโนเมตร ของเอนไซม์ที่
ความเข้มข้น ตา่งๆ 

ความเข้มข้น
เอนไซม์ 

(มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร) 

การดูดกลืน
ครั้งที่ 1 

การดูดกลืน
ครั้งที่ 2 

การดูดกลืน
ครั้งที่ 3 

ค่าเฉลี่ย 
ส่วนเบี่ยงเบน

มาตรฐาน 

10 0.189 0.188 0.188 0.188 0.00057735 
9 0.178 0.179 0.179 0.1787 0.00057735 
8 0.17 0.171 0.171 0.171 0.00057735 
7 0.157 0.156 0.156 0.156 0.00057735 
6 0.137 0.137 0.137 0.137 0 
5 0.113 0.113 0.113 0.113 0 
4 0.087 0.087 0.087 0.087 1.69967E-17 
3 0.064 0.064 0.064 0.064 0 
2 0.034 0.034 0.034 0.034 0 
1 0.016 0.015 0.015 0.015 0.00057735 
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ตัวอย่างการค้านวณการหาปริมาณเอนไซม์ทีถู่กตรึง  

สูตรค านวณ :      

ปริมาณเอนไซม์ที่ถูกตรงึ = ปริมาณเอนไซม์เริ่มต้นในสารละลาย – ปริมาณเอนไซม์อสิระที่ไม่ถูกตรึง 

โดยที ่   ปริมาณเอนไซมเริ่มต้นในสารละลายเตรียมมีความเข้มข้น   10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  
 ปริมาณ เอนไซม์อสิ ระที่ ไม่ ถู กตรึ งในวัสดุ  MCF เมื่ อน้ ามาวัดค่ าการดูดกลืนแสง 
 ที่ความยาวคลื่น 510 นาโนเมตร 
   มีค่าการดูดกลืนแสง (absorbance)  ครั้งที่ 1: 0.095 
          ครั้งที่ 2: 0.096 
          ครั้งที่ 3: 0.098  
             มีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 0.0963 

เทียบจากกราฟมาตรฐานที่ค่าการดูดกลืนแสง 0.0963  
 จะมีความเข้มข้นของเอนไซม์: 4.37 มิลลิกรมัต่อมิลลลิิตร ดังนั้น 
ปริมาณเอนไซม์ที่ถูกตรึง  = ปริมาณเอนไซม์เริ่มต้นในสารละลาย – ปริมาณเอนไซม์อิสระที่ไม่ถูกตรึง                                       
            =    10-4.37     มิลลิกรัมต่อมลิลิลิตร                                         
            =    5.63  มิลลิกรัมต่อมลิลิลิตร (คิดเป็นร้อยละ 56.30 %) 
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