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บทคัดยอ
 งานวิจัยน้ีไดพัฒนากลูโคสไบโอเซนเซอรที่มีสภาพไวและสามารถตรวจวัดไดอยางรวดเร็วมาใชเปนตัวตรวจวัด
กลโูคสดวยเทคนคิวเิคราะหแอมเพอรโรเมทรใีนระบบโฟลอนิเจคชนั การเตรยีมกลโูคสไบโอเซนเซอรอาศยัการสรางพนัธะ
โคเวเลนตของเฟอรโรซีนคารบอกซัลดีไฮดกับทอนาโนคารบอนแบบผนังหลายช้ันที่มีหมูอะมิโนเพ่ือชวยปองกันการ
หลุดออกของเฟอรโรซีนออกจากเมทริกซและรักษาสมบัติของสารนําสงอิเล็กตรอน จากน้ันเอนไซมกลูโคสออกซิเดสจะ
ถกูตรงึโดยอาศยัการเชือ่มไขวดวยกลตูารลัดีไฮดในวสัดุเชงิประกอบทอนาโนคารบอนแบบผนงัหลายชัน้ทีม่หีมูอะมโิน-เฟอร
โรซีน-โบวีนซรีมัอัลบมูนิ แลวนาํไปเคลือบบนข้ัวไฟฟากลาสซีคารบอน กลูโคสไบโอเซนเซอรทีพ่ฒันาข้ึน (GC/MWCNTs-
NH

2
-FcCHO-BSA-GOx) นํามาประยุกตใชเปนตัวตรวจวัดกลูโคสแบบแอมเพอรเมทรีในระบบโฟลอินเจคชันที่ใชสาร

ละลายฟอตเฟตบัฟเฟอรพีเอช 7 เปนสารละลายตัวพา และใหศักยไฟฟา +0.6 โวลต ผลการศึกษาพบวาขั้วกลูโคสไบโอ
เซนเซอรที่พัฒนาข้ึนใหกราฟมาตรฐานท่ีมีการตอบสนองแบบเสนตรงอยูในชวง 2-16 มิลลิโมลาร คาความชันเทากับ 
323 นาโนแอมแปรตอมลิลิโมลาร คาสัมประสิทธ์ิสหสัมพนัธ (r2) เทากับ 0.9996 ขดีจาํกัดต่ําสดุในการตรวจวัดเทากบั 0.36 
มิลลิโมลาร (S/N=3) คากระแสท่ีไดจากการวัดมีความเที่ยงของการวิเคราะหกลูโคสเขมขน 0.6 มิลลิโมลารซํ้า 7 ครั้ง 
(%RSD) เทากับ 2.5% และสามารถวิเคราะหไดรวดเร็วถึง 72 ตัวอยางตอชั่วโมง

คําสําคัญ:  กลูโคสไบโอเซนเซอร มัลติวอลลคารบอนนาโนทวิบที่มีหมูอะมิโน เฟอรโรซีน แอมเพอรโรเมทรี 
 โฟลอินเจคชันอะนาลิซิส

Abstract
 In this work, a highly sensitive and rapid measurement of a glucose biosensor was developed for 
amperometric detection in a flow injection system. The biosensor was developed based on ferrocene carboxal-
dehyde (FcCHO) co-valently bound onto the NH

2
-functionalized multi-walled carbon nano-tubes (MWCNTs-NH

2
) 

to prevent ferrocene leakage from the matrix and retention of its activity as an electron mediator. Glucose oxidase 
(GOx) was immobilized to ferrocene-modified NH

2
-functionalized multi-walled carbon nano-tubes and bovine 

serum albumin (MWCNTs-NH
2
-FcCHO -BSA) composite film by using glutaraldehyde (Glu) before being coated 

on a glassy carbon (GC) electrode. The developed glucose biosensor (GC/MWCNTs-NH
2
-FcCHO-BSA-GOx) 

was applied in the flow injection analysis system for amperometric detection of glucose using a solution of 0.1 
M phosphate buffer (pH 7.0) as a carrier and applying a potential of +0.6 V. The proposed glucose biosensor 
exhibited linear calibration over the range of 2-16 mM of glucose with a slope of 323 nA/mM and a correlation 
coefficient of 0.9996. The detection limit, based on a signal-to-noise ratio (S/N) of three, was 0.36 mM. The 
developed biosensor also provided good precision (%RSD=2.5) for a glucose signal (0.6 mM, n=7) with a rapid 
sample throughout (72 samples/h).

Keywords: Glucose biosensor, MWCNTs-NH
2
, Ferrocene, Amperometry: Flow injection analysis 
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1. บทนํา

 การวิจัยเพ่ือพัฒนากลูโคสไบโอเซนเซอรใหมีความ

ถกูตอง แมนยาํและมสีภาพไวสงูไดรบัความสนใจเปนอยาง

มาก เนือ่งจากปรมิาณกลโูคสในปสสาวะและเลอืดสามารถ

บงช้ีถึงสภาวะของโรคเบาหวาน (diabetes) [1], [4] โดย

ปกติรางกายของมนุษยจะควบคุมระดับกลูโคสในเลือด

อยางเขมงวดซ่ึงเปนสวนหนึ่งของการรักษาสมดุลของ

รางกาย ใหมีคาอยูที่ประมาณ 3.6-5.8 มิลลิโมลาร หรือ 

64.8-104.4 มิลลิกรัมตอเดซิลิตร [5] สมาคมโรคเบาหวาน

แหงสหรัฐอเมริกาแนะนําวาระดับนํ้าตาลในเลือดหลังรับ
ประทานอาหารควรจะอยูที่ระดับนอยกวา 10 มิลลิโมลาร 
(180 มิลลิกรัมตอเดซิลิตร) และระดับกลูโคสในพลาสมา
กอนรับประทานอาหารควรอยูที่ระดับ 5.0-7.2 มิลลิโมลาร 
(90-130 มิลลิกรัมตอเดซิลิตร) [5] การวินิจฉัยวาเปนโรค
เบาหวานจะใชเมื่อระดับน้ําตาลในเลือดหลังการอดอาหาร
อยางนอย 8 ชั่วโมง สูงกวา 7.0 มิลลิโมลาร (126 มิลลิกรัม
ตอเดซิลิตร) การตรวจวัดปริมาณกลูโคสนอกจากจะใชใน
การตรวจและวนิจิฉยัทางการแพทยแลว ในขบวนการหมกั
และผลิตภัณฑอาหารปริมาณกลูโคสก็มีความสําคัญ
เนื่องจากสามารถใชเปนดัชนีในการช้ีบอกคุณภาพของ
อาหารและผลิตภัณฑ [4]
 กลูโคสออกซิเดส (glucose oxidase; GOx) เปน
เอนไซมที่ใชเปนตัวเรงปฏิกิริยาออกซิเดชันของกลูโคส
ที่ไดรับความสนใจและนิยมนํามาใชสรางกลูโคสไบโอ
เซนเซอรเนื่องจากมีความจําเพาะเจาะจงตอกลูโคสสูง [6] 
การปรับปรุงประสิทธิภาพของไบโอเซนเซอรที่อาศัยการ
ตรึง GOx ในสภาพแวดลอมท่ีเขากันไดดีทางชีวภาพและ
องคประกอบอ่ืนที่ชวยสงเสริมการถายโอนอิเล็กตรอน
ระหวางผิวหนาขั้วไฟฟากับ GOx เปนส่ิงจําเปนอยางย่ิง 

[4], [7] วัสดุที่นิยมนํามาใชเปนเมท-ริกซ (matrix) ในการ
ปรบัปรงุประสทิธภิาพของกลโูคสไบโอเซนเซอร ไดแก วสัดุ
ที่มีความสามารถสงเสริมการถายโอนอิเล็กตรอน เชน 

คารบอนนาโนทิวบ (carbon nanotube; CNTs) และ

เฟอรโรซีน (ferrocene; Fc) และวัสดุที่มีคุณสมบัติทาง
ชีวภาพท่ีเขากันไดกับเอนไซม เชน โบวีนซีรัมอัลบูมิน 
(bovine serum albumin; BSA) และไคโตซาน (chitosan; 

CS) [7], [12]
 CNTs ไดรับความสนใจเปนอยางมากในการนํามา

ดดัแปรขัว้ไฟฟา เนือ่งจากมีพืน้ทีผ่วิมาก นาํไฟฟาไดด ีและ

โดยเฉพาะอยางย่ิงสามารถเขากันไดดีกับเอนไซม CNTs 
จงึกลายเปนวสัดทุีเ่หมาะสมสําหรับชวยสนับสนุนการถาย

โอนอิเล็กตรอนระหวาง GOx กับผิวหนาของข้ัวไฟฟา 

[3],[4], [8], [10] สาํหรบัการประยกุตใชงาน CNTs สามารถ

นํามาดัดแปรใหมีคุณสมบัติที่ตองการโดยการสรางหมู

ฟงกชัน -OH, -COOH หรือ -NH
2
 เพ่ือปรับปรุงความ

สามารถในการตรึงสารทางชีวภาพ ไดแก โปรตีน เอนไซม 

หรือ ดีเอนเอ BSA เปนโปรตีนที่มีมากในพลาสมา เปนสาร

ชีวภาพที่ไมมีพิษ สามารถเขากันไดดีกับเอนไซมและชวย

สงเสริมการทํางานของเอนไซม จึงนิยมนํามาใชสรางไบโอ

เซนเซอรอยางกวางขวาง [13],[17]

 Fc และอนุพนัธเปนอกีวสัดหุนึง่ทีเ่ปนทีรู่จกักนัดแีละ

ถูกนํามาใชเปนสารนําสงอิเล็กตรอนในการพัฒนาไบโอ
เซนเซอร เนื่องจากสามารถเกิดปฏิกิริยาเคมีแบบผันกลับ
ได และชวยใหปฏิกริยิาออกซเิดชันเกดิทีศ่กัยไฟฟาตํา่ๆ ได 
[18],[19] ในการนํา Fc และอนุพันธมาดัดแปรข้ัวไฟฟาโดย
กระบวนการดูดซับจะทําใหขั้วไบโอเซนเซอรที่ไดมีความ
เสถียรคอนขางตํ่า เนื่องจากแรงยึดเหนี่ยวบนผิวขั้วไฟฟา
คอนขางออน ทําให Fc หลุดออกมาในสารละลายเมื่อใช
ไบโอเซนเซอรอยางตอเนือ่ง สงผลกระทบตอประสทิธภิาพ
การทํางานของไบโอเซนเซอรทําใหไดสัญญาณคากระแส
ตํา่ลงงานวิจยันีไ้ดเสนอวธิวีเิคราะหกลโูคสดวยกลโูคสไบโอ
เซนเซอรชนดิใหมทีส่ะดวก รวดเรว็และมปีระสทิธิภาพ โดย
การนําเทคนคิโฟลอนิเจคชันมาใชรวมกบัการตรวจวัดแบบ
แอมเพอรโรเมทรีที่ขั้วกลูโคสไบโอเซนเซอรที่พัฒนาขึ้น 
ไบโอเซนเซอรจะตรวจวัดกลูโคสโดยอาศัยการนําเฟอรโร
ซนีคารบอกซลัดไีฮด หรอื FcCHO มาสรางพันธะโคเวเลนต 
กับ MWCNTs-NH

2
 เพื่อปองกัน Fc หลุดออกจากเมทริกซ

และรักษาแอคทิวิตีทางเคมีไฟฟา และใช BSA เพื่อชวย
สงเสริมการทํางานของเอนไซม GOx โดยอาศัยการเชื่อม
ไขว (cross link) ของ GOx ดวยกลูตารัลดีไฮดเพื่อให
เอนไซมถูกตรึงไวในวัสดุเชิงประกอบ MWCNTs-NH

2
-

FcCHO-BSA-GOx กอนนําไปเคลือบบนขั้วไฟฟาชนิด
กลาสซีคารบอน เพื่อใชเปนตัวตรวจวัดกลูโคสในระบบ
โฟลอินเจคชัน ทําใหไดเทคนิควิเคราะหกลูโคสที่มีขอดีคือ

ใชสารปริมาณนอยชวยลดคาใชจายและสามารถตรวจวัด

ไดอยางตอเนื่อง รวดเร็วและมีความเที่ยงสูง

2. วัสดุอุปกรณและวิธีการวิจัย
 2.1 สารเคมี

 โบวีนซีรัมอัลบูมิน (BSA, non acetylated, 20 mg/

mL ในนํ้า) จาก Sigma-Aldrich (USA), ทอนาโนคารบอน

แบบผนังหลายช้ันที่มีหมูฟงกชันอะมิโน (MWCNTs-NH
2
, 

บริสุทธิ์ > 95%, เสนผานศูนยกลาง 15 + 5 นาโนเมตร, 

ยาว 1-5 ไมครอน) จาก NanoLab inc. (USA), เอนไซม
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กลูโคสออกซิเดส (GOx type X-S จาก Aspergillus niger), 

เฟอรโรซนีคารบอกซลัดไีฮด(Ferrocene-carboxaldehyde; 

FcCHO, บริสุทธิ์ 98%) กลูตารัลดีไฮด (Glu, บริสุทธิ์ 50%) 

และ กลูโคส (β-D(+)-glucose) จาก Sigma-Aldrich, 

โซเดียมไซยาโนบอโรไฮดไดร (NaCNBH
3
 บริสุทธิ์ 95%) 

จาก Acros organics

 2.2 อุปกรณ

 เครื่องมือและอุปกรณที่นํามาใชในการตรวจวัดทาง

เคมีไฟฟาประกอบดวย เคร่ืองโพเทนชิโอสแตท รุน EA 
161, e-corder 210 (บริษัท eDAQ, Australia) ระบบ 3 ขั้ว
ไฟฟา คือขั้วไฟฟาใชงาน (working electrode) ชนิดกลาส
ซีคารบอน (ขนาดเสนผาศูนยกลาง 3 มิลลิเมตร), ขั้วไฟฟา
อางอิงซิลเวอร-ซิลเวอรคลอไรด (Ag/AgCl) และข้ัวไฟฟา
ชวย (counter electrode) ชนิดลวดแพลทินัม (Pt) (บริษัท 
CH Instruments, USA.)
 ระบบโฟลอินเจคชันที่พัฒนาขึ้นเพื่อใชในการตรวจ
วดัปริมาณกลูโคสดวยเทคนิคแอมเพอรโรเมทรีทีข่ัว้กลูโคส
ไบโอเซนเซอรประกอบดวย ปมรุน LC-10A D (บริษัท 
Shimadzu, Japan) สารละลายตัวพา (ฟอสเฟตบัฟเฟอร 
พีเอช 7.0 ความเขมขน 0.1 โมลาร) injection valve ที่มี 
sample loop ขนาด 20 ไมโครลิตร (บริษัท Rheodyne, 
USA) thin layer flow cell ระบบ 3 ขั้วไฟฟา คือข้ัวไฟฟา
ใชงานกลูโคสไบโอเซนเซอร ขั้วไฟฟาอางอิงซิลเวอร-
ซิลเวอรคลอไรด (Ag/AgCl) และขั้วไฟฟาชวยชนิด stain-
less steel tube (บรษิทั CH Instruments, USA.) และระบบ
ตรวจวัดทางเคมีไฟฟา

 2.3 การสังเคราะหวสัดุเชิงประกอบของคารบอน
นาโนทิวบที่มีหมูอะมิโน-เฟอรโรซีน (MWCNTs-NH

2
-

FcCHO)

 MWCNTs-NH
2
-FcCHO เตรียมโดยพัฒนามาจาก

วิธีของ Qiu และคณะ [3] โดยนํา MWCNTs-NH
2
 30 

มิลลิกรัมมา ทําใหกระจายตัว ในน้ํากล่ันปริมาตร 10 

มิลลิลิตร ดวยเคร่ืองอัลตราโซนิก (รุน CT360D, บริษัท 
Scientific promotion) เปนเวลา 30 นาที นํามาเติม

สารละลาย FcCHO ความเขมขน 7 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
ปริมาตร 20 มิลลิลิตร แลวนําไป กวนท่ีอุณหภูมหิองเปน

เวลา 1 ชั่วโมงจากนั้นเติม NaCNBH
3
 20 มิลลิกรัมแลวนํา

ไปกวนตอท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 24 ชั่วโมง ทําเซน-
ตรฟิวจและลางตะกอนดวยเมทานอล 10 มลิลลิติร ตามดวย

นํ้าปราศจากไอออน 10 มิลลิลิตร ทิ้งใหแหงท่ีอุณหภูมิหอง 

จะไดวัสดุเชิงประกอบ MWCNTs-NH
2
-FcCHO 

 2.4 การเตรียมกลูโคสไบโอเซนเซอร GC/

MWCNTs-NH
2
-FcCHO-BSA-GOx

 นําขั้วไฟฟากลาสซีคารบอนมาทําความสะอาดโดย

ขัดผิวหนาของข้ัวไฟฟากับผาสักหลาดโดยใชผงอะลูมินา

ขนาด 1.0, 0.3, และ 0.05 ไมครอนตามลําดับ จากนั้นลาง

ใหสะอาดดวยนํา้กลัน่ และลางดวยนํา้ปราศจากไอออนโดย

ใชเครื่องอัลตราโซนิกเปนเวลา 5 นาที แลวเปาใหแหง 

การเตรยีมสารละลายดดัแปรขัว้ไฟฟาเริม่จากนาํ GOx 7.5 

มิลลิกรัม เติมลงในสารละลาย 1% BSA ปริมาตร 500 

ไมโครลิตร จากนั้นเติม Glu ความเขมขน 2.5% ปริมาตร 
500 ไมโครลติร นาํสารละลายทีไ่ดไปเกบ็ทีอ่ณุหภมู ิ4 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง หลังจากนั้นเติมสารละลาย 
MWCNTs-NH

2
-FcCHO เขมขน 7.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

ปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร แลวนําไปส่ันผสมดวยเคร่ือง
อัลตราโซนิก เปนเวลา 5 นาที จะไดสารละลายสําหรับ
ดัดแปรขั้วไฟฟา (MWCNTs-NH

2
-FcCHO-BSA-GOx) 

กลโูคสไบโอเซนเซอรเตรียมไดโดยปเปตสารละลายสําหรบั
ดดัแปรขัว้ไฟฟา ปรมิาตร 40 ไมโครลติร หยดลงบนผวิหนา
ขัว้ไฟฟาทีท่าํความสะอาดแลวทิง้ใหแหงท่ีอณุหภมู ิ4 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 1 คืน จะไดกลูโคสไบโอเซนเซอร (GC/
MWCNTs-NH

2
-FcCHO-BSA-GOx)

3 ผลการวิจัยและวิจารณผล
 3.1 คุณลักษณะของ MWCNTs-NH

2
-FcCHO

 รูปที่ 1 แสดง FTIR สเปคตรัม ของ MWCNTs-NH
2 

(กราฟ a), MWCNTs-NH
2
-FcCHO (กราฟ b) และ FcCHO 

(กราฟ c) จาก กราฟ a ในรูปที่1 พีคที่ 3,417 cm-1 เปน
ลักษณะการสั่นแบบยืด-หด (stretching) ของหมู N-H และ
การสั่นแบบกรรไกรในระนาบ (In-plane scissoring 

vibration) ที่ 1,647 cm-1 จากหมูเอมีนปฐมภูมิ (primary 
amine) สวนพีคที่ 2,868, 2,935 cm-1 เกิดจากการสั่นแบบ

ยืด-หด ของ C-H ใน FTIR สเปคตรัมของ FcCHO (กราฟ 
c) พีคที่ 1,680 cm-1 เกิดจากการสั่นของ C=O จากหมูอัล

ดีไฮด FTIR สเปคตรัม (กราฟ b) ของสารประกอบ MWC-

NTs-NH
2
-FcCHO เกิดจาก C=O จากหมูอัลดีไฮด เขาทํา

ปฏิกิริยากับ –NH
2
 บน MWCNTs-NH

2
 ที่ผานปฏิกิริยา 

Schiff-base และตามดวยปฏิกิริยารีดักชันโดยใช NaCN-
BH

3
 จะไดสารประกอบในรูป MWCNTs-NH

2
-FcCHO ซึ่ง

ยืนยันไดดวยผลจากสเปคตรัม (กราฟ b) จะไมปรากฎพีค

ที่ 1,647 cm-1 ของ MWCNTs-NH
2
 (เปรียบเทียบกับกราฟ 

a) และ พีคที่ 1,680 cm-1 ของ FcCHO (เปรียบเทียบกราฟ 

c) เนื่องจากเกิดปฏิกิริยา Schiff-base ระหวาง -NH
2
 และ

หมูอลัดีไฮด สอดคลองกับผลการทดลองของ Qiu และคณะ 
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[3] แสดงใหเห็นวา FcCHO ถูกตรึงลงบนวัสดุเชิงประกอบ 

MWCNTs-NH
2
-FcCHO ไดเปนผลสําเร็จ

รูปที่ 1  แสดง FTIR spectra ของ MWCNTs-NH
2
 

 (กราฟ a), MWCNTs-NH2-FcCHO (กราฟ b) และ 
 FcCHO (กราฟ c)

 3.2 การตอบสนองทางเคมีไฟฟาของขั้วกลูโคส
ไบโอเซนเซอร (GC/MWCNTs-NH

2
-FcCHO-BSA-GOx) 

ตอกลูโคส
 ผลการทดลองจากเทคนิคไซคลิกโวลแทมเมทรี 
(cyclic voltammetry) ในการศึกษาการตอบสนองของขั้ว
กลูโคสไบโอเซนเซอร GC/MWCNTs-NH

2
-FcCHO-BSA-

GOx แสดงดังรูปที่ 2

รูปที่ 2  แสดงไซคลิกโวลแทมโมแกรมของกลูโคส ความ

 เขมขน (a) 0, (b) 5, (c) 10 และ (d) 15 มิลลิโมลาร 

 ที่ขั้วกลูโคสไบโอเซนเซอร (GC/MWCNTs-NH
2
-

 FcCHO-BSA-GOx) ในสารละลายฟอสเฟต
 บัฟเฟอร เขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 7.0 (ภายใต

 บรรยากาศกาชอารกอน)

 จากรูปไซคลิกโวลแทมโมแกรม (CV) ที่ขั้วกลูโคส-

ไบโอเซนเซอร (รูปที่ 2) พบวา CV ของไบโอเซนเซอรที่มี

การเติมกลูโคส 5 มิลลิโมลาร ลงในสารละลาย (กราฟ b) 

ทําใหกระแสอาโนดิกเพิ่มขึ้นอยางเห็นไดชัดเมื่อเทียบกับ

สารละลายท่ีไมมกีลโูคส (กราฟ a) และคากระแสจะเพิม่ขึน้

ตามความเขมขนของกลูโคสที่เพิ่มขึ้น (กราฟ c-d) กลูโคส

สามารถเกิดออกซิเดชันไดโดยมีคาศักยที่ยอดพีคอาโนดิก 

(E
p,a

) ประมาณ 0.6 โวลต แสดงวาวัสดุเชิงประกอบ 

(MWCNTs-NH
2
-FcCHO-BSA) ทําให GOx สามารถเรง

ปฏกิริยิาออกซเิดชันของกลูโคสไดอยางมปีระสทิธิภาพ และ
สามารถตรวจวัดปริมาณกลูโคสไดที่ศักยตํ่าๆ โดยมี Fc-
CHO ที่สรางพันธะกับ MWCNTs เปนเมดิเอเตอรชวยนํา
สงอิเล็กตรอนระหวาง active site ของเอนไซมกับผิวหนา
ขัว้ไฟฟา ซึง่สอดคลองกบังานวจิยัของ Cass และคณะ [20] 
และ Liu และคณะ [11]

รูปที่ 3  กลไกปฏิกิริยาของไบโอเซนเซอรในการตรวจวัด
 กลูโคส

สมการที่เกี่ยวของ แสดงไดดังนี้
glucose + GOx

(ox)
 → gluconolactone + GOx

(red)
 (1)

GOx
(red)

 + 2FcCHO* → GOx
(ox)

 + 2FcCHO +2 H+ (2)

 2FcCHO           2FcCHO*   + 2e- (3)

 3.3 การศึกษาหาพีเอชของสารละลายอิเล็กโทร
ไลตที่เหมาะสม

 คาพเีอชของสารละลายอิเล็กโทรไลตมผีลอยางมาก
ตอสภาพไวของไบโอเซนเซอร เนื่องจากคาพีเอชมีผลตอ

พฤติกรรมทางเคมีไฟฟาของ Fc และไบโอแอคทิวิตี (bio-
activity) ของ GOx จากรายงานวิจัยที่ผานมาคาพีเอชท่ี

เหมาะสมตอการทํางานของ GOx มักอยูที่ชวงพีเอช 6.5-

7.5 [21-22] ทั้งนี้ขึ้นอยู กับวิธีและวัสดุที่ใชในการตรึง

เอนไซม การทดลองน้ีจึงทําการศึกษาผลของพีเอชในชวง 
4.0-9.0 ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4

Biosensor

glucose

gluconolactone

GOx

FcCHO

FcCHO*

→→
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รูปที่ 4 ความสัมพันธระหวางคากระแสจากปฏิกิริยา
 ออกซเิดชนัของกลโูคส กบัคาพเีอชของสารละลาย 
 อิเล็กโทรไลต ฟอสเฟตบัฟเฟอร เขมขน 0.1 
 โมลาร 

 ผลการทดลองจากรูปที่ 4 พบวาเมื่อพีเอชของ
สารละลายสูงขึ้น คากระแสจะเพ่ิมสูงขึ้นจนถึงพีเอช 7.0 
และลดลงเม่ือพเีอชของสารละลายมากข้ึน จากการทดลอง
แสดงใหเห็นอยางชัดเจนวาพีเอชของสารละลายมีผลตอ
การทาํงานของเอนไซม GOx กลโูคสไบโอเซนเซอรทีพ่ฒันา
ขึ้นนี้ใหคากระแสสูงสุดที่พีเอช 7.0 สอดคลองกับงานวิจัย
กอนหนานี้ [12], [17], [23],[24] ดังน้ันงานวิจัยนี้จึงเลือก
คาพีเอช 7.0 เปนพีเอชของสารละลายอิเล็กโทรไลตที่
เหมาะสม

 3.4 การศึกษาหาความเขมขนของวัสดุเชิง
ประกอบ MWCNTs-NH

2
-FcCHO ที่เหมาะสม 

 ในการ ศึกษาหาปริมาณวัสดุ เชิ งประกอบท่ี
เหมาะสมในการเตรียมกลูโคสไบโอเซนเซอร ผลของ

ปริมาณวัสดุเชิงประกอบ MWCNTs-NH
2
-FcCHO ตอการ

ตรวจวัดปฏิกิริยาออกซิเดชันของกลูโคสแสดงดังรูปท่ี 5 

คากระแสออกซิเดชันในรูป เปนคาเฉล่ียจากขั้วไฟฟา
ที่เตรียมขึ้น 3 ขั้วไฟฟา สวนแถบความคลาดเคล่ือน (error 

bar) แสดงคาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (S.D.) จากการวัด

รูปที่ 5 ความสัมพันธระหวางคากระแสจากปฏิกิริยา
 ออกซิเดชันของกลูโคสกับความเขมขนของวัสดุ
 เชิงประกอบMWCNTs-NH

2
-FcCHO ที่ใชในการ

 ดัดแปรกลูโคสไบโอเซนเซอร

 จากผลการทดลองในรูปที่ 5 พบวาเมื่อปริมาณวัสดุ
เชิงประกอบ MWCNTs-NH

2
-FcCHO เพ่ิมขึ้นจาก 0-5 

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรคากระแสที่ไดเพิ่มขึ้น ซึ่งเปนผลมา
จากวสัดเุชงิประกอบ MWCNTs-NH

2
-FcCHO ชวยปรับปรงุ

คุณสมบัติการนําไฟฟาของฟล มคอมโพสิทให ดีขึ้น
คากระแสท่ีไดจึงมีคาสูงขึ้น และใหคากระแสสูงสุดที่ความ
เขมขน 5 มลิลกิรมัตอมลิลลิติร จากนัน้คาลดลงและเร่ิมคงที่
ที่ความเขมขน 7.5 มิลลิกรัมตอมลิลิลิตร ดังนั้นในงานวิจัย
นี้จึงเลือกวัสดุเชิงประกอบ MWCNTs-NH

2
-FcCHO 

ความเขมขน 7.5 มลิลิกรมัตอมลิลิลติร ทีค่ากระแสเร่ิมคงท่ี 
เปนสภาวะที่เหมาะสมในการทดลองตอไป

 3.5 การศึกษาผลของปริมาณกลูโคสออกซิเดส

 ความเขมขนของเอนไซมที่ใชสรางไบโอเซนเซอร
เปนอกีปจจยัหนึง่ทีม่คีวามสาํคัญตอผลการตอบสนองของ

ไบโอเซนเซอร ผลการศึกษาความเขมขนของ GOx ที่ใช
สรางกลูโคสไบโอเซนเซอรตอสภาพไวของไบโอเซนเซอร 
แสดงดังรูปที่ 6
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รูปท่ี 6 ความสัมพันธระหวางคากระแสจากปฏิกิริยา
 ออกซิเดชันของกลูโคส กับความเขมขนของ
 เอนไซมกลูโคสออกซิเดส (GOx)

 จากรูปที่ 6 เมื่อเพ่ิมความเขมขนของเอนไซม GOx 
จาก 0-7.5 มลิลกิรัมตอมิลลลิติร จะใหคากระแสออกซิเดชัน
ของกลูโคสท่ีสูงข้ึนจนถึงที่ความเขมขน 7.5 มิลลิกรัมตอ
มลิลิลติร แตเมือ่เพ่ิมความเขมขนของ GOx ใหสงูข้ึนอีกคา
กระแสกลับลดลง ซึ่งอาจเกิดจากเมทริกซที่ใชตรึงเอนไซม
มีพื้นที่จํากัดจึงสามารถตรึงเอนไซมไดจํานวนหนึ่งเทานั้น 

เมื่อเติมเอนไซมที่มากเกินไปสงผลใหความสามารถใน
การนําไฟฟาของวัสดุเชิงประกอบลดลง ซึ่งสอดคลองกับ
ผลการศึกษาของ Tripathi และคณะ [17], [21] ดังน้ันใน
งานวิจัยนี้จึงเลือกความเขมขนของเอนไซมกลูโคสออก-
ซิเดสที่ 7.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ใชในการทดลองตอไป

 3.6 การศึกษาผลของปรมิาณสารละลายโบวนีซี
รัมอัลบูมิน
 ผลของปริมาณสารละลาย BSA ที่ใชในการดัดแปร
กลูโคสไบโอเซนเซอรตอคากระแสออกซิเดชันของกลูโคส

แสดงดังรูปที่ 7

รูปท่ี 7 ความสัมพันธระหวางคากระแสจากปฏิกิริยา
 ออกซิเดชันของกลูโคส กับความเขมขนของ

 สารละลายโบวีนซีรัมอัลบูมิน (BSA) ที่ใชในการ
 เตรียมกลูโคสไบโอเซนเซอร

 เมื่อเพ่ิมความเขมขนของสารละลาย BSA จาก 0 

จนถึง 1% คากระแสที่ไดจะเพิ่มขึ้นและใหคาสูงสุดที่ความ

เขมขน 0.5% แสดงวา BSA สามารถชวยสงเสริมการ

ทํางานของเอนไซม GOx ได สอดคลองกับผลการทดลอง

ของ Kulys และคณะ [15] ซึ่งพบวาอัลบูมินสามารถชวย

สงเสริมการทํางานของเอนไซมแลคเคสในการเรงปฏิริยา

การเกิดออกซิเดชันของสารประกอบฟโนลิคได จากนั้นคา

กระแสจะเร่ิมคงที่ที่ความเขมขน 1% และคอยลดลงเม่ือ

ความเขมขนเพิ่มขึ้น ทั้งนี้อาจเปนผลเนื่องมาจากการเพิ่ม

ปริมาณของ BSA ซึ่งเปนโปรตีนโมเลกุลใหญที่มากเกินไป
สงผลใหคาการนําไฟฟาลดลง คากระแสท่ีไดจึงลดลง 
ดังนั้นจึงเลือกใช 1% BSA ซึ่งเปนสภาวะที่คากระแสคงที่
ไดเริ่มคงที่ในการดัดแปรขั้วไฟฟา

 3.7 ศกึษาการตรวจวัดปรมิาณกลโูคสแบบเอม-
เพอรโรเมทรีในระบบโฟลอินเจคชัน
 3.7.1 ศึกษาหาศักยไฟฟาที่เหมาะสมในการ
ตรวจวัดกลูโคส
 การนําเทคนิคโฟลอินเจคชันมาใชรวมกับการตรวจ
วดัแบบแอมเพอรโรเมทรทีีข่ัว้กลโูคสไบโอเซนเซอรทีพ่ฒันา
ขึ้นจะทําใหไดเทคนิควิเคราะหที่สะดวก รวดเร็วและมี
ประสิทธิภาพในการตรวจวัดกลูโคส ในการศึกษาหาศักย
ไฟฟาที่เหมาะสมในการตรวจวัดกลูโคสที่ขั้วกลูโคสไบโอ
เซนเซอรผลการทดลองดังรูปที่ 8 

รูปที่ 8 ความสัมพันธระหวางคากระแสจากปฏิกิริยา
 ออกซิเดชันของกลูโคสกับศักยไฟฟาที่ใหแก

 ขั้วกลูโคสไบโอเซนเซอรในระบบโฟลอินเจคชัน

 จากผลการทดลองในรูปที่ 8 พบวาเมื่อเพิ่มศักย

ไฟฟาตั้งแต +0.3 ถึง +0.6 โวลต คากระแสที่ไดจะเพิ่มขึ้น
แสดงใหเห็นถึงการตอบสนองที่ดีขึ้นของขั้วกลูโคสไบโอ

เซนเซอรที่ถูกควบคุมโดยปฏิกิริยาออกซิเดชันของกลูโคส
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ที่เกิดข้ึน ทําใหคากระแสที่ไดเพิ่มมากขึ้น และเมื่อใหศักย

ไฟฟามากกวา +0.6 โวลต คากระแสจะลดลง ที่เปนเชนนี้

อาจเน่ืองมาจากเกิดการลดลงของแรงขับเคล่ือนสําหรับ

ปฏิกิริยาออกซิเดชันของ FcCHO ซึ่งเปนตัวกลางในการ

สงผานอิเล็กตรอน โดยที่ศักยไฟฟาท่ี +0.6 โวลต จะให

คากระแสสูงสุด จึงเปนศักยไฟฟาท่ีเหมาะสมในการวัด

การตอบสนองของกลูโคสไบโอเซนเซอร

 3.7.2 การศึกษาหาอัตราการไหลที่เหมาะสมใน

การตรวจวัดกลูโคส 
 อตัราการไหลของสารละลายตวัพามีผลตอการตอบ
สนองของไบโอเซนเซอรและจํานวนตัวอยางตอชั่วโมง 
(sample throughput) ของระบบวิเคราะหที่พัฒนาข้ึน 
ผลของอัตราการไหลตอสัญญาณจากการฉีดสารละลาย
กลูโคสความเขมขน 10 มิลลิโมลารที่วัดได และจํานวน
ตัวอยางตอชั่วโมง แสดงดังรูปท่ี 9 

รูปที่ 9 ความสัมพันธระหวางอัตราการไหลกับสัญญาณที่
 วัดได (peak area) จากปฏิกิริยาออกซิเดชันของ
 กลูโคส และจํานวนตัวอยางตอชั่วโมงท่ีวัดได 

 จากรูปที่ 9 เมื่อเพิ่มอัตราการไหลเพิ่มขึ้นจาก 0.3 
ถึง 1.5 มิลลิลิตรตอนาที พบวาพ้ืนท่ีใตพีคจะมีแนวโนม
ลดลง แตจํานวนตัวอยางตอชั่วโมงกลับเพิ่มข้ึน ดังน้ันเมื่อ

พิจารณาในแงของความไวในการวิเคราะห และสภาพไว

ของการวิเคราะห จุดที่เหมาะสมของระบบวิเคราะหในงาน
วิจัยนี้จึงเลือกอัตราการไหลท่ี 1 มิลลิลิตรตอนาทีใชในการ

ทดลองตอไป

 3.7.3 การวิเคราะหคุณลักษณะของระบบ

วิเคราะหแบบแอมเพอรโรเมทรีที่ขั้วกลูโคสไบโอ

เซนเซอร

 ในการศึกษาคุณลักษณะของระบบวิเคราะหแบบ

แอมเพอรโรเมทรทีีข่ัว้กลโูคสไบโอเซนเซอรทีพ่ฒันาข้ึน ผล

การทดลองแสดงดังรูปที่ 10 

รูปที่ 10 ตัวอยางสัญญาณของระบบวิเคราะหแบบแอม
 เพอรโรเมทรีที่ขั้วกลูโคสไบโอเซนเซอรที่พัฒนา
 ขึ้น และกราฟมาตรฐานของกลูโคส

 รูปที่ 10 แสดงตัวอยางสัญญาณ ที่ไดจากการตรวจ
วัดสารละลายมาตรฐานกลูโคสที่ความเขมขนตางๆ และ
กราฟมาตรฐานของกลูโคสที่ไดจากระบบโฟลอินเจคชันที่
มีการตรวจวัดแบบแอมเพอรโรเมทรีที่ขั้วกลูโคสไบโอ
เซนเซอรที่พัฒนาข้ึน พบวาชวงการตอบสนองแบบเปน
เสนตรงของสารละลายมาตรฐานกลูโคส อยูในชวงความ
เขมขน 2 ถึง 16 มิลลิโมลาร คาความชันเทากับ 323 นาโน
แอมแปรตอมิลลิโมลาร คาสมัประสิทธ์ิสหสัมพนัธ (correla-
tion coefficient, r2) เทากับ 0.9996 

 ขีดจํากัดต่ําสุดในการตรวจวัด (detection limit) มี
คาเทากับ 0.36 มิลลิโมลาร (S/N = 3) คากระแสที่ไดจาก
การวัดมีความเที่ยง (precision) ดีมากคือใหคา %RSD 

เทากับ 2.5 (วัดจากสัญญาณของกลูโคสความเขมขน 0.6 

มิลลิโมลาร, n = 7) และสามารถวิเคราะหได 72 ตัวอยาง
ตอช่ัวโมง (วัดจากสัญญาณของกลูโคสความเขมขน 2 
มิลลิโมลาร)
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 ระบบวิเคราะหแบบแอมเพอรโรเมทรีที่ขั้วกลูโคส

ไบโอเซนเซอรที่พัฒนาขึ้นมีชวงการตอบสนองแบบเปน

เสนตรงทีเ่หมาะสมและอาจเปนประโยชนสาํหรบัการนาํไป

ประยุกตใชในการตรวจวัดปริมาณกลูโคสในเลือด (ระดับ

กลูโคสในเลือดของคนปรกติมีคาอยูที่ประมาณ 3.6-5.8 

มิลลิโมลาร) เนื่องจากมีความเท่ียงในการวิเคราะหสูง และ

สามารถวัดปริมาณกลูโคสไดอยางรวดเร็ว

4. สรุปและเสนอแนะ 

 กลโูคสไบโอเซนเซอรทีพ่ฒันาขึน้โดยอาศยัการสราง
พันธะโคเวเลนตระหวางเฟอรโรซีนคารบอกซัลดีไฮด หรือ 
FcCHO มากับ MWCNTs-NH

2
 เพื่อปองกัน Fc หลุดออก

จากเมทริกซและรักษาแอคติวติทีางเคมีไฟฟา ม ีBSA เพือ่
ชวยสงเสริมการทํางานของเอนไซม GOx และใชกลูตารัล-
ดีไฮดในการการเช่ือมไขว (cross link) เพื่อใหเอนไซมถูก
ตรึงไวในวัสดุเชิงประกอบ MWCNTs-NH

2
-FcCHO-BSA-

GOx กอนนําไปเคลือบบนข้ัวไฟฟาชนิดกลาสซีคารบอน 
เพื่อใชเปนตัวตรวจวัดกลูโคสในระบบโฟลอินเจคชัน ทําให
ไดเทคนิควิเคราะหกลูโคสที่มีขอดีคือใชสารปริมาณนอย 
ขีดจํากัดตํ่าสุดในการตรวจวัดต่ํา (0.36 มิลลิโมลาร) ชวง
การตอบสนองแบบเปนเสนตรงกวาง (2-16 มิลลิโมลาร) 
เหมาะสําหรับการวิเคราะหปริมาณกลูโคส สามารถตรวจ
วัดไดอยางตอเนื่องรวดเร็ว ( 72 ตัวอยางตอชั่วโมง) และ
มีความเที่ยงสูง (%RSD=2.5)
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