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บทคัดย่อ 
 งานวิจัยนีเ้ป็นการพฒันาไบโอเซนเซอร์โดยใช้ฮอสราดิช เปอร์ออกซิเดสตรึงบนพอลิไพโรล และอนุภาคนาโนทอง           
บนขัว้ไฟฟ้า ส าหรับวิเคราะห์หาปริมาณไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ โดยศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมที่มีผลต่อประสิทธิภาพ            
ของไบโอเซนเซอร์ ได้แก่ เวลาในการเกิดอิเล็กโตรพอลิเมอร์ไรเซซนัของพอลิไพโรล ความเข้มข้นของไพโรล ปริมาณอนุภาค        
นาโนทอง ศักย์ไฟฟ้า ความเข้มข้นและพีเอชของสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ ผลการทดลองพบว่าสภาวะที่เหมาะสมคือ                
ใช้เวลา 40 วินาที ในการเกิดอิเลก็โตรพอลเิมอร์ไรเซซนัของพอลไิพโรล ใช้ไพโรลความเข้มข้น 0.1 M  ปริมาณอนภุาคนาโนทอง 
500 µL  โดยให้ศกัย์ไฟฟ้า -0.15 โวลต์ และใช้สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ความเข้มข้น 0.1 M พีเอช 6.00  และพบว่าวิธีที่ได้
พฒันาขึน้มาสามารถตรวจหาปริมาณไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ในช่วงความเข้มข้น 0.1-0.9 mM มีขีดจ ากดัการตรวจวดัโดย
ประเมินจากความเข้มข้นของสารที่ให้สญัญาณเป็น 3 เท่าของสญัญาณรบกวน มีค่าเท่ากับ 0.02 mM และใช้เวลาในการ
ตอบสนองเพียง 5 วินาที  สดุท้ายน าวิธีนีไ้ปประยกุต์ใช้ส าหรับวิเคราะห์หาปริมาณไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ในตวัอย่างจริง           
ผลการทดลองพบวา่ผลวิเคราะห์ที่ได้เมื่อเปรียบเทียบกบัฉลากผลติภณัฑ์ไมม่ีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญั ที่ระดบัความ
เช่ือมัน่ 95 %  
 

ค าส าคัญ : ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์    ไบโอเซนเซอร์   อนภุาคนาโนทอง   พอลไิพโรล   แอมเพอโรเมทริกไบโอเซนเซอร์ 
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Abstract 
 

 In this research, a biosensor was developed for detection of hydrogen peroxide. Horseradish peroxidase 
was immobilized on electrode surface via polypyrole and gold nanoparticles. All affecting performances of 
biosensor were optimized such as electropolymerization time of polypyrole, concentration of pyrole, volume of 
gold nanoparticles, applied potential, concentration and pH of phosphate buffer. The optimum conditions were: 
40 second for electropolymerization time, 0.1 M of pyrole concentration, 500 µL of gold nanoparticles, -0.15 V  for 
applied potential, 0.1 M and pH 6.00 of phosphate buffer. This developed biosensor could detect the 
concentration of hydrogen peroxide in the range of 0.1-0.9 mM with the detection limit at 0.02 mM which was 
estimated as the analyte concentration that produced a signal of three times the background noise. The response 
time was only five second. Finally, the proposed method was applied to detect the concentration of hydrogen 
peroxide in real samples. When compared with the label, it was found that all results were no difference at 
significance level of 95 %.   
 

Keywords : Hydrogen peroxide, Biosensor, Gold nanoparticles, Polypyrole, Amperometric biosensor 
 

บทน า 
 ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (Hydrogen peroxide; H2O2) เป็นสารออกซิไดซ์ที่แรง โดยมีสมบัติสามารถฟอกสี               
และฆ่าเชือ้โรคได้ดี (Hu et al., 2012) ดงันัน้จึงนิยมน าไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ไปใช้ในอุตสาหกรรมต่างๆ ตวัอย่างเช่น            
น าไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ไปเป็นส่วนผสมในการผลิตน า้ยากัดสีผม ย้อมสีผม ยาสีฟัน อุตาสหกรรมฟอกหนัง เพื่อฟอกส ี            
หรือน าไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ไปเป็นสว่นผสมหลกัในน า้ยาล้างแผลเพื่อฆ่าเชือ้โรค (Elzanowska et al., 2004; Silva et al., 
2012; Korkut et al., 2008) นอกจากนีย้งัได้น าไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ไปใช้ในกระบวนการสเตอริไลซ์ และการกระบวนการ
พาสเจอร์ไรซ์นมเพื่อฆ่าเชือ้โรคในน า้นมดิบ (Haddadin  et al., 1996) เน่ืองจากไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์มีฤทธ์ิกดักร่อนสงู 
ดงันัน้ ถ้าหากร่างกายได้รับไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ในปริมาณที่มากเกินไป อาจท าให้เกิดการแพ้  ระคายเคือง (Suzuki            
et al., 1999)  วิธีทัว่ไปที่ใช้ในการวิเคราะห์หาปริมาณไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์มีหลายวิธีได้แก่ ไทเทรต (Titrate) (Hurdis,& 
Romeyn, 1954) สเปกโทรสโกปี (Spectroscopy) (Hoshino, et al., 2014) และโครมาโทกราฟฟี (Chromatography) (Yue,  
et al., 2009) แต่พบว่าวิธีดงักลา่วมีข้อจ ากัดได้แก่ มีหลายขัน้ตอน ใช้สารเคมีอนัตราย มีผลของตวัรบกวน และเคร่ืองมือ         
มีราคาสงู ท าให้มีคา่ใช้จ่ายในการวิเคราะห์ตอ่ตวัอยา่งคอ่นข้างสงู (Shi, et al., 2000) ดงันัน้ท าให้งานวิจยันีส้นใจที่จะพฒันา
วิธีวิเคราะห์หาปริมาณไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์โดยใช้เทคนิคไบโอเซนเซอร์ ทัง้นีเ้พราะเทคนิคนีม้ี ข้อดีคือ เป็นวิธีที่มี
ความจ าเพาะเจาะจงสงู ให้ผลวิเคราะห์ที่ถูกต้องและแม่นย า ไม่ต้องมีขัน้ตอนการเตรียมตวัอย่าง ท าให้ลดค่าใช้จ่ายในการ
วิเคราะห์ลง(Ghaderi, & Mehrgardi, 2014; Zhou et al., 2011; Cao et al., 2008) ที่ผ่านมาจึงได้มีการประยกุต์ใช้เทคนิค
ไบโอเซนเซอร์ในการวิเคราะห์หาปริมาณสารต่างๆ เช่น กลโูคส (Yang et al., 2014) ยาฆ่าแมลง (Shang et al., 2011)              
โลหะหนกั (Moyo   et al., 2014) และสารบง่ชีม้ะเร็ง (Hu et al., 2014) เป็นต้น เทคนิคไบโอเซนเซอร์เป็นการอาศยัการท างาน
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ร่วมกันระหว่างสารวสัดชีุวภาพ เช่น เอนไซม์ เนือ้เยือ้ หรือแอนติบอดี กบัตวัตรวจวดั เมื่อสารตวัอย่างที่ต้องการจะวิเคราะห์
เกิดปฏิกิริยาท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงทางกายภาพหรือทางเคมี ตรวจวดัการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึน้ด้วยตวัตรวจวดัตามการ
เปลี่ยนแปลงของปฏิกิริยาที่เกิดขึน้ ส าหรับการตรวจวดัหาปริมาณไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ด้วยเทคนิคไบโอเซนเซอร์นิยมใช้
เอนไซม์ฮอสราดิช เปอร์ออกซิเดส (Horseradish peroxidase; HRP) เป็นวสัดชีุวภาพ (Wang et al., 2003; Yao et al., 2005; 
Xin et al., 2013)   โดยตรึง (Immobilization) เอนไซม์ฮอสราดิช เปอร์ออกซิเดสไว้บนขัว้ไฟฟ้าท างาน และมีสารช่วยสง่ผ่าน
อิเล็กตรอน (Mediator; M) เช่น เมทิลลีนบรู (Methalene blue)  เฟอร์โรซีน (Ferocence)  ท าหน้าที่ช่วยในการส่งผ่าน
อิเล็กตรอนระหว่างเอนไซม์กบัขัว้ไฟฟ้า (Nakabayashi, & Yoshikawa, 2000; Tian et al., 2001)  ถ้าในตวัอย่างมีไฮโดรเจน
เปอร์ออกไซด์ จะเกิดปฏิกิริยาขึน้ท่ีผิวหน้าของขัว้ไฟฟ้าดงัสมการท่ี 1-3 จากสมการจะเห็นได้ว่ามีการถ่ายเทอิเล็กตรอนเกิดขึน้
ระหวา่งผิวหน้าของขัว้ไฟฟ้ากบัสารละลาย เมื่ออิเลก็ตรอนมีการเคลือ่นท่ีจะท าให้เกิดกระแสไฟฟ้าขึน้ และใช้เทคนิคแอมเพอโร
เมทริกเป็นตัวตรวจวัด  โดยที่กระแสไฟฟ้าที่ เกิดขึน้จะแปรผันโดยตรงกับความเข้มข้นของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์               
(Ernst et al., 2007) 

 
H2O2  +  HRPred    H2O   +   HRPox  …………….(1) 
HRPox  +  Mred               HRPred   +  Mox   …………….(2) 
Mox  +  2e-               Mred    …………….(3) 
 

อย่างไรก็ตามการตรึงเอนไซม์ฮอสราดิช เปอร์ออกซิเดสไว้บนขัว้ไฟฟ้าท างานโดยตรง มีข้อเสียคือ ท าให้สญูเสียการท างาน           
ของเอนไซม์ได้ง่าย ดงันัน้ที่ผ่านมาจึงได้มีงานวิจัยพบว่าวสัดุนาโน เช่น ท่อนาโนคาร์บอน (Odaci et al., 2008) อนภุาค            
นาโนเงิน (Ma  et al., 2008) และอนภุาคนาโนทอง (Shi et al., 2008) ถกูน ามาใช้ในการตรึงเอนไซม์ไว้บนขัว้ไฟฟ้าท างาน  
เพื่อรักษาไม่ให้กิจกรรม (Acivity) ของเอนไซม์สญูเสีย อนภุาคนาโนทองเป็นวสัดนุาโนที่ถกูน ามาใช้ในเทคนิคไบโอเซนเซอร์
มากที่สดุ เพราะอนุภาคนาโนทองมีข้อดีคือ ช่วยในการน าไฟฟ้า เพิ่มพืน้ที่ผิว และไม่เป็นพิษต่อเอนไซม์ (Xu  et al., 2006) 
นอกจากนีไ้ด้มีงานวิจัยที่น าพอลิเมอร์น าไฟฟ้า เช่น พอลิไพโรล (Tam,& Hieu, 2011)  มาใช้ในการตรึงร่วมกับอนุภาค              
นาโนทองบนขัว้ไฟฟ้าท างาน  พอลิเมอร์น าไฟฟ้านอกจากจะใช้เพื่อตรึงอนุภาคนาโนทองบนขัว้ไฟฟ้าท างานแล้ว  พอลิเมอร์           
น าไฟฟ้ายงัสามารถช่วยในการสง่ผา่นอิเลก็ตรอนได้อีกด้วย เนื่องจากเป็นพอลเิมอร์น าไฟฟ้า 
 ดงันัน้ในงานวิจยันีจ้ึงสนใจที่จะพฒันาเทคนิคไบโอเซนเซอร์เพื่อตรวจหาไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ โดยตรึงเอนไซม์     
ฮอสราดิช เปอร์ออกซิเดสไว้บนอนภุาคนาโนทองและพอลิไพโรล ดงัภาพที่ 1 จากนัน้น าขัว้ไฟฟ้าที่ได้พฒันาขึน้มาไปวิเคราะห์
ปริมาณไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ในตวัอยา่งจริง  
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ภาพที่ 1  ขัน้ตอนการตรึงเอนไซม์บนขัว้ไฟฟ้าท างาน 

 
 
วัสดุอุปกรณ์และวิธีการวิจัย 

เอนไซม์ฮอสราดิช เปอร์ออกซิเดส (Horseradish peroxidase, Sigma-Aldrich) ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์  (Sigma-

Aldrich) ไพโรล (Pyrrole, Sigma-Aldrich) โพแทสเซียม เฟอร์ริกไซยาไนด์ (Potassium Ferricyanide, Ajax Finechem) 

กลตูารอลดีไฮด์ (Glutaraldehyde, Fluka) ไฮโดรเจนเตตระคลอโรออเรต (Hydrogentetrachloroaurate(III), Sigma-Aldrich) 

ไตรโซเดียมซิเตรต (Trisodium citrate, Sigma-Aldrich) และโซเดียมโบโรไฮไดรด์ (Sodium borohydride, Sigma-Aldrich)  

เคร่ืองมือวิเคราะห์ทางเคมีไฟฟ้า (Auto lab PGSTAT10, Eco chemie, Netherland) ประกอบด้วยขัว้ไฟฟ้า 3 ขัว้ ได้แก่ 

ขัว้ไฟฟ้าแกร์ไฟต์เป็นขัว้ไฟฟ้าท างาน (Working electrode)  ขัว้ไฟฟ้าซิลเวอร์/ซิลเวอร์คลอไรด์เป็นขัว้ไฟฟ้าอ้างอิง (Reference 

electrode) และ ขัว้ไฟฟ้าแพลทินมัเป็นขัว้ไฟฟ้าช่วย (Auxiliary electrode) ใช้ส าหรับการตรวจวดัทางเคมีไฟฟ้า และเคร่ือง

สเปกโทรโฟโตมิเตอร์ รุ่น UV – 1601 จากบริษัท  SHIMADZU  ใช้ส าหรับตรวจสอบสมบตัิการดดูกลืนแสงของอนภุาค           

นาโนทอง 

 
การทดลอง 
การสังเคราะห์อนุภาคนาโนทอง 

ผสมสารละลายโซเดยีมโบโรไฮไดรด์ ความเข้มข้น 125 mM ปริมาตร 1,200 µL และสารละลาย ไฮโดรเจนเตตระ  
คลอโรออเรต ความเข้มข้น 0.3 mM ปริมาตร 153 µL ลงในสารละลายไตรโซเดียมซเิตรด ความเข้มข้น 0.38 mM  ปริมาตร 
500 mL คนสารละลายตอ่เนื่อง เป็นเวลา 12 ชัว่โมง เก็บสารละลายที่ได้ไว้ที่อณุหภมูิ 4 °C  และน าสารละลายที่ได้                     
ไปตรวจสอบสมบตัิการดดูกลนืแสงของอนภุาคนาโนทอง  ด้วยเคร่ืองสเปกโทรโพโตมิเตอร์ที่ความยาวคลืน่ 300-700 nm 

 

Working electrode

=  Pyrole =  Gold nanoparticles =  Enzyme 

Electropolymeriazation
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การตรึงเอนไซม์บนขัว้ไฟฟ้าท างาน  
  ขัน้แรกตรึงพอลิไพโรล   และอนุภาคนาโนทองบนขัว้ ไฟฟ้าท างานโดยวิ ธีอิ เล็ก โตรพอลิเมอร์ไร เซซัน 
(Electropolymerization) โดยจุ่มขัว้ไฟฟ้าท างานในสารละลายไพโรล ความเข้มข้น 0.1 M ผสมกบัอนภุาคนาโนทอง ปริมาตร  
500 µL ที่มีโซเดียมคลอไรด์ ความเข้มข้น 0.1 M ปริมาตร 5 mL ให้ศกัย์ไฟฟ้า + 0.7 โวลต์ เป็นเวลา 30 วินาที  ขัน้ต่อไป          
จุ่มขัว้ไฟฟ้าลงในสารละลายกลตูารัลดีไฮด์ความเข้มข้น 2.5% (v/v) เป็นเวลา 30 นาที และขัน้สดุท้ายเป็นขัน้ตอนการตรึง
เอนไซม์ โดยจุ่มขัว้ไฟฟ้าลงในเอนไซม์ฮอสราดิช เปอร์ออกซิเดส ความเข้มข้น 5 mg/ml เป็นเวลา 12 ชัว่โมง จะได้ขัว้ไฟฟ้า
ท างานที่ตรึงด้วยเอนไซม์เฮอสิราดิสเปอร์ออกซิเดส เพื่อวิเคราะห์หาปริมาณไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์  ในระบบไบโอเซนเซอร์
ต่อไป โดยขัน้ตอนการตรึงในแต่ละขัน้จะล้างขัว้ไฟฟ้าด้วยสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์  พีเอช 7.00 จ านวน 3 ครัง้ จากนัน้              
น าขัว้ไฟฟ้าที่ได้ไปตรวจสอบการเกาะติดด้วยเทคนิคไซคลิกโวลแทมเมทริก โดยจุ่มขัว้ไฟฟ้าลงในสารละลายโพแทสเซียม            
เฟอร์ริกไซยาไนด์ ความเข้มข้น 10 mM ที่มีโพแทสเซียมคลอไรด์ ความเข้มข้น 0.1 M โดยให้ศกัย์ไฟฟ้า -0.2 ถึง +0.6 โวลต์  
การวิเคราะห์หาปริมาณไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ด้วยเทคนิคแอมเพอโรเมทริก 

จุ่มขัว้ไฟฟ้าท างานที่ตรึงด้วยเอนไซม์เฮอสิราดิสเปอร์ออกซิเดส ขัว้ไฟฟ้าซิลเวอร์/ซิ ลเวอร์คลอไรด์ และขัว้ไฟฟ้า
แพลทินมั ลงในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ พีเอช 6.00 ความเข้มข้น 0.15 M ที่มีเมทิลลีนบรู ปริมาตร 30 µL เติมไฮโดรเจน
เปอร์ออกไซด์ 1.5 mM โดยให้ศกัย์ไฟฟ้า -0.15 โวลต์ แก่ขัว้ไฟฟ้าท างาน และวดัคา่กระแสไฟฟ้าตอบสนองที่ได้ 
 
ผลการวิจัยและวิจารณ์ผล 
การสังเคราะห์อนุภาคนาโนทอง  

อนุภาคนาโนทองที่สงัเคราะห์ได้ มีลกัษณะเป็นคอลลอยด์สีม่วงแดง  และเมื่อน าอนุภาคนาโนทองที่สงัเคราะห์ได้          

ไปตรวจสอบสมบตัิทางแสง พบพีคของการดดูกลืนของแสงที่มีค่าการดดูกลืนแสงสงูสดุที่ความยาวคลื่น 520 nm  ดงัภาพที่ 2 

โดยผลการวัดแสดงให้เห็นว่าอนุภาคนาโนที่สงัเคราะห์ได้เป็นอนุภาคนาโนทอง  เพราะอนุภาคนาโนทองมีสมบัติการ              

ดดูกลนืแสงอยูใ่นช่วงความยาวคลืน่ 500-600 nm (Hu et al., 2014) 

 
ภาพที่ 2  สเปกตรัมการดดูกลนืแสงของอนภุาคนาโนทอง 
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การตรวจสอบขัน้ตอนการตรึงและการตอบสนองของเอนไซม์บนขัว้ไฟฟ้าท างาน 
 ภาพที่ 3 แสดงผลการตรวจสอบการตรึงเอนไซม์ฮอสราดิช เปอร์ออกซิเดส บนขัว้ไฟฟ้าท างานแต่ละขัน้ตอน                 
ด้วยเทคนิคไซคลิกโวลแทมเมทริก พบว่าเมื่อตรึงพอลิไพโรลและอนภุาคนาโนทองไว้บนขัว้ไฟฟ้าท างาน ค่ากระแสไฟฟ้าที่ได้
เพิ่มขึน้ เมื่อเปรียบเทียบกับขัว้ไฟฟ้าที่ไม่ตรึงเอนไซม์ฮอสราดิช เปอร์ออกซิเดส พอลิไพโรลและอนุภาคนาโนทอง (ขัว้ไฟฟ้า
เปล่า) เพราะทัง้พอลิไพโรลและอนุภาคนาโนทองมีสมบตัิช่วยในการส่งผ่านอิเล็กตรอนจากเอนไซม์ไปยงัขัว้ไฟฟ้า จากนัน้            
เมื่อตรึงด้วยกลูตารอลดีไฮด์และเอนไซม์ ค่ากระแสไฟฟ้าที่ได้ลดลง เพราะผิวหน้าขัว้ไฟฟ้าถูกบดบัง ท าให้การส่งผ่าน
อิเลก็ตรอนได้น้อยลง แสดงวา่เอนไซม์สามารถตรึงอยูบ่นขัว้ไฟฟ้าท างานได้ จากนัน้น าขัว้ไฟฟ้าที่ได้ไปตรวจสอบการตอบสนอง
ต่อไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ด้วยเทคนิคไซคลิกโวลแทมเมทริกและเทคนิคแอมเพอโรเมทริก  ภาพที่ 4 แสดงไซคลิกโวลแทม     
โมแกรมของการตอบสนองของขัว้ไฟฟ้าต่อไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ที่ความเข้มข้นต่างๆ และภาพที่ 5 แสดงสญัญาณการ
ตอบสนองของขัว้ไฟฟ้าต่อไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ความเข้มข้น 1.5 mM ด้วยเทคนิคแอมเพอโรเมทริก แสดงว่าขัว้ไฟฟ้า
สามารถตอบสนองตอ่ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ได้ดี  
 

 
ภาพที่ 3  โวลแทมโมแกรมของ (a) ขัว้ไฟฟ้าเปลา่  (b) ขัว้ไฟฟ้าที่ตรึงด้วยพอลไิพโรลและอนภุาคนาโนทอง    
               (c) กลตูารอลดีไฮด์ และ (d) เอนไซม์ฮอสราดิช เปอร์ออกซิเดส  
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ภาพที่ 4   โวลแทมโมแกรมของขัว้ไฟฟ้าทีต่รึงด้วยพอลไิพโรลและอนภุาคนาโนทองตอ่ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 
                ที่ความเข้มข้นตา่งๆ (a) 0 mM (b) 0.5 mM  (c) 1.0 mM  และ (d) 1.5 mM  ทีอ่ตัราเร็วของการสเกน 50 mV/s 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 5    การตอบสนองของขัว้ไฟฟ้าที่ตรึงด้วยเอนไซม์ฮอสราดิช เปอร์ออกซิเดสตอ่ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์  
                 ความเข้มข้น 1.5 mM ในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ พีเอช 6.50 ความเข้มข้น 0.10 M ที่มีเมทิลลนีบรู  
                 ปริมาตร 30 µL และให้ศกัย์ไฟฟ้า -0.2 โวลต์  
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การหาสภาวะที่เหมาะสมของระบบไบโอเซนเซอร์ 
ผลของเวลาในการเกิดอิเล็กโตรพอลิเมอร์ไรเซซันของพอลิไพโรล 

 กระบวนการเกิดอิเล็กโตรพอลิเมอร์ไรเซซนัของพอลิเมอร์ขึน้อยู่กบัเวลาที่ใช้ในการเกิดปฏิกิริยา ในงานวิจยันีศ้ึกษา
เวลาที่ใช้ในการเกิดอิเล็กโตรพอลิเมอร์ไรเซซนัของพอลิไพโรล ที่   30  40  50 และ 60 วินาที โดยใช้ไพโรลความเข้มข้น 0.1 M 
ให้ศกัย์ไฟฟ้า +0.7 โวลต์ ตรวจวดัไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ความเข้มข้น 1.5 mM ที่ศกัย์ไฟฟ้า -0.2 โวลต์  ในสารละลาย
ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ ความเข้มข้น 0.10 M พีเอช 6.50 ผลการทดลองเป็นดงัภาพที่ 6(a) ที่เวลา 40 วินาที ให้กระแสไฟฟ้าสงูสดุ 
แต่หลงัจาก 40 วินาที ค่ากระแสไฟฟ้าลดลง ทัง้นีเ้พราะถ้าความหนาของชัน้พอลิไพโรลมากเกินไป เอนไซม์บนขัว้ไฟฟ้า              
มีปริมาณน้อยลง ท าให้กระแสไฟฟ้าที่ได้ลดลง ดงันัน้จึงเลอืกเวลาที่ใช้ในการเกิดอิเลก็โตรพอลเิมอร์ไรเซซนัท่ี 40 วินาที  

ผลของความเข้มข้นของไพโรล 
 ความเข้มข้นของมอนอเมอร์เป็นอีกปัจจยัหนึง่ที่มีผลตอ่การเกิดอิเลก็โตรพอลเิมอร์ไรเซซนัของพอลเิมอร์ ความเข้มข้น

ของไพโรลที่ศกึษา ได้แก่ 0.025, 0.05, 0.1, 0.15 และ 0.2 M โดยใช้เวลาในการเกิดอิเล็กโตรพอลิเมอร์ไรเซซนัของพอลิไพโรล 
40 นาที ให้ศักย์ไฟฟ้า +0.7 โวลต์ ตรวจวัดไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ความเข้มข้น 1.5 mM ที่ศักย์ไฟฟ้า -0.2 โวลต์                      
ในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ ความเข้มข้น 0.10 M พีเอช 6.50 ผลการทดลองพบว่าเมื่อความเข้มข้นของไพโรลเพิ่มขึน้              
จาก 0.025 ถึง 0.1 M ค่ากระแสไฟฟ้าที่ได้เพิ่มขึน้ด้วยทัง้นีเ้พราะสามารถเกิดเป็นชัน้พอลิไพโรลเพิ่มขึน้ สามารถตรึงเอนไซม์
ได้มาก จึงท าให้ค่ากระแสไฟฟ้าเพิ่มขึน้ แต่เมื่อความเข้มข้นของไพโรลมากกว่า 0.1 M ค่ากระแสไฟฟ้าลดลง ทัง้เพราะถ้าชัน้  
พอลิไพโรลบนขัว้ไฟฟ้าท างานหนาเกินไปจะเกิดการเกะกะของเอนไซม์ (Steric effect) ท าให้เกิดปฏิกิริยากบัไฮโดรเจนเปอร์
ออกไซด์ได้น้อยลง สง่ผลให้คา่กระแสไฟฟ้าที่ได้ลดลงด้วย (ภาพที่ 6b) จึงเลอืกใช้ไพโรลที่ความเข้มข้น 0.1 M  

ผลของปริมาณอนุภาคนาโนทอง 
 ศกึษาหาสภาวะที่เหมาะสมของปริมาณอนภุาคนาโนทอง เนื่องจากอนภุาคนาโนทองช่วยในการสง่ผ่านอิเล็กตรอน

และช่วยในการตรึงเอนไซม์ ศกึษาปริมาณอนภุาคนาโนทองที่ 300 – 1,000 µL   โดยใช้ไพโรลความเข้มข้น 0.1 M   เวลาในการ
เกิดอิเลก็โตรพอลเิมอร์ไรเซซนัของพอลไิพโรล 40 นาที ให้ศกัย์ไฟฟ้า +0.7 โวลต์ ตรวจวดัไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ความเข้มข้น 
1.5 mM ที่ศกัย์ไฟฟ้า -0.2 โวลต์ ในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ ความเข้มข้น 0.10 M พีเอช 6.50   ภาพที่ 6 (c) แสดงผลของ
ปริมาณอนภุาคนาโนทอง เมื่อปริมาณอนภุาคนาโนทองเพิ่มขึน้ คา่กระแสไฟฟ้าเพิ่มขึน้ และที่อนภุาคนาโนทอง 500 µL ให้ค่า
กระแสไฟฟ้าสงูสดุ จึงเลอืกปริมาณของอนภุาคนาโนทองที่ 500 µL เพื่อใช้ในการทดลองขัน้ตอ่ไป 

ผลของศักย์ไฟฟ้าส าหรับตรวจวัดไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 
 การวิเคราะห์หาไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ด้วยเทคนิคแอมเพอโรเมทริก  ศกัย์ไฟฟ้าที่ให้แก่ขัว้ไฟฟ้าท างานต้องเป็น

ศกัย์ไฟฟ้าที่เหมาะสมจึงท าให้เกิดปฏิกิริยาดีที่สดุ โดยงานวิจยันีศ้ึกษาศกัย์ไฟฟ้าในช่วง -0.1 ถึง -0.3 โวลต์ ในการตรวจวดั
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ความเข้มข้น 1.5 mM โดยใช้ไพโรลความเข้มข้น 0.1 M   เวลาในการเกิดอิเล็กโตรพอลิเมอร์ไรเซซนั
ของพอลิไพโรล 40 นาที ให้ศกัย์ไฟฟ้า +0.7 โวลต์ อนุภาคนาโนทองปริมาตร 500 µL ตรวจวดัไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์                
ความเข้มข้น 1.5 mM ในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ ความเข้มข้น 0.10 M พีเอช 6.50   ผลการทดลองที่ศกัย์ไฟฟ้า -0.15 
โวลต์ ให้ค่ากระแสไฟฟ้าสงูสดุ ดงัภาพที่ 6 (d) ส าหรับการวิเคราะห์หาปริมาณไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ในงานวิจยัจึงเลือกให้
ศกัย์ไฟฟ้าที่ -0.15 โวลต์ แก่ขัว้ไฟฟ้าท างาน 
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     ผลของความเข้มข้นของสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 
ความเข้มข้นของสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์  มีผลต่อการท างานของเอนไซม์  โดยศึกษาที่ความเข้มข้น                 

0.05-0.175 M  โดยใช้ไพโรลความเข้มข้น 0.1 M   เวลาในการเกิดอิเล็กโตรพอลิเมอร์ไรเซซนัของพอลิไพโรล 40 นาที             
ให้ศกัย์ไฟฟ้า +0.7 โวลต์  อนภุาคนาโนทองปริมาตร 500 µL และตรวจวดัไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ความเข้มข้น 0.15 mM            
ด้วยเทคนิคแอมเพอโรเมทริกที่ศกัย์ไฟฟ้า  -0.15 โวลต์  ในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ พีเอช 6.50 ผลการทดลองเป็น            
ดงัภาพที่ 6 (e) พบว่าที่ความเข้มข้นของสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 0.10 M เอนไซม์สามารถตอบสนองให้ค่ากระแสไฟฟ้า
สงูสดุ ในงานวิจยันีจ้ึงเลอืกความเข้มข้นของสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ที่ความเข้มข้น 0.10 M 
     ผลของพเีอชของสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 

การเปลี่ยนแปลงพีเอชของสารละลายบัฟเฟอร์มีผลต่อการท างานที่บริเวณเร่ง  (active site) ของเอนไซม์  ในงาน       
วิจยันี ้   จึงศกึษาหาพีเอชที่เหมาะสมที่พีเอช 5.50-7.00 โดยใช้ไพโรลความเข้มข้น 0.1 M   เวลาในการเกิดอิเล็กโตรพอลิเมอร์
ไรเซซนัของพอลิไพโรล 40 นาที ให้ศกัย์ไฟฟ้า +0.7 โวลต์   อนภุาคนาโนทองปริมาตร 500 µL และตรวจวดัไฮโดรเจนเปอร์
ออกไซด์ ความเข้มข้น 1.5 mM ทีศ่กัย์ไฟฟ้า  -0.15 โวลต์ ในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ความเข้มข้น 0.10 M ผลการทดลอง
พบว่าที่พีเอช 6.00 ให้ค่ากระแสไฟฟ้าสงูสดุ ดงันัน้ในงานวิจยันีจ้ึงเลือกใช้สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ความเข้มข้น 0.1 M           
พีเอช 6.00 ดงัภาพท่ี 6 (f) 
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ภาพที่ 6    การหาสภาวะที่เหมาะสมของ (a) เวลาในการเกิดอิเลก็โตรพอลเิมอร์ไรเซซนัของพอลไิพโรล  
                 (b) ความเข้มข้นของไพโรล  (c) ปริมาณของอนภุาคนาโนทอง (d)  ศกัย์ไฟฟ้า (e)  ความเข้มข้นของสารละลาย 
                 ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ และ (f) พีเอชของสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์  ส าหรับตรวจวดัหาปริมาณไฮโดรเจนเปอร์ 
                 ออกไซด์ ความเข้มข้น 1.5 mM ด้วยเทคนิคแอมเพอโรเมทริกไบโอเซนเซอร์ 
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การทวนสอบประสิทธิภาพของวิธีวิเคราะห์ (Validation method) 
ความเที่ยงของวิธีวิเคราะห์ (Precision) 
          ความเที่ยงของวิธีวิ เคราะห์หาจากการท าซ า้ของการวัด (Repeatability) และการทวนซ า้ของวิธี 

(Reproducibility) ส าหรับการท าซ า้ใช้ขัว้ไฟฟ้าท างานขัว้เดียวภายใต้สภาวะการทดลองเดียวกนั โดยตรวจวดัไฮโดรเจนเปอร์
ออกไซด์ความเข้มข้น 1 mM จ านวน 10 ซ า้ วดัค่ากระแสไฟฟ้าที่ได้จากการตอบสนองของเอนไซม์ในแต่ละครัง้  และน าค่า
กระแสไฟฟ้าที่ได้ไปค านวณหาค่าสว่นเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ (Relative standard deviation ; RSD) พบว่ามีค่าเท่ากบั 
3.8 %  และส าหรับการทวนซ า้ของวิธี ท าการทดลองภายใต้สภาวะการทดลองเดียวกนั โดยใช้ขัว้ไฟฟ้าท างานที่เตรียมใหม่
จ านวน 5 ขัว้ แตล่ะขัว้น าไปตรวจวดัไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ความเข้มข้น 1 mM จ านวน 1 ซ า้ พบวา่คา่สว่นเบี่ยงเบนมาตรฐาน
สมัพทัธ์มีค่าเท่ากบั 4.2 % ผลการทดลองทัง้การท าซ า้และการทวนซ า้พบว่าค่าที่ได้น้อยกว่าเกณฑ์ก าหนด จึงสรุปได้ว่าวิธี              
ที่พฒันาขึน้มามีความเที่ยงสงู (Taverniers et al., 2004) 

ความแม่นย าของวิธีวิเคราะห์ (Accuracy) 
ศึกษาความแม่นย าของวิธีโดยการหาเปอร์เซนต์การได้กลบัคืน (%Recovery) โดยเติมสารละลายมาตรฐาน

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ลงในตวัอย่างจริง วดัค่ากระแสไฟฟ้าที่เกิดขึน้จากก่อนและหลงัเติมไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์   น าค่า               
ที่ได้ไปค านวณหาคา่เปอร์เซนต์การได้กลบัคืน พบวา่คา่การได้กลบัคืนของวธีินีอ้ยูใ่นช่วง 87-117 % ซึง่อยูใ่นช่วงเกณฑ์ก าหนด 
(Taverniers et al., 2004) แสดงว่าวิธีนีม้ีความแม่นย าสงู มีประสิทธิภาพที่จะน าไปตรวจหาปริมาณไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์         
ในตวัอยา่งจริง 

ช่วงความเป็นเส้นตรง (Linear range) 
      ตรวจวดัไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ด้วยระบบแอมเพอโรเมทริกไบโอเซนเซอร์ ที่ความเข้มข้นต่างๆ  0.1 ถึง 1.7 mM  

ภาพที่  7 แสดงค่ากระแสไฟฟ้าที่ได้จากการตอบสนองของเอนไซม์ในแต่ละความเข้มข้น  พบว่าให้ช่วงความเป็นเส้นตรง               
ที่ความเข้มข้น  0.1 – 0.9 mM ให้ค่าค่าสมัประสิทธ์สหสมัพนัธ์เท่ากบั 0.9978 และมีความไววิเคราะห์ (Sensitivity) เท่ากบั  
0.395 µA/mM หมายถึงไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ความเข้มข้น 1 mM จะให้คา่กระแสไฟฟ้า 0.395 µA 

ขีดจ ากัดการตรวจวัด (Detection limit) 
      หาขีดจ ากัดการตรวจวดัของวิธี โดยตรวจวดัสารละลายแบลงค์ (ฟอสเฟตบฟัเฟอร์) จ านวน 10 ครัง้ น าค่า

กระแสไฟฟ้าที่ได้จากการตอบสนอง ไปค านวณหาขีดจ ากัดการตรวจวัดโดยใช้ทฤษฎีสามเท่าของสัญญาณรบกวน 
(Taverniers et al., 2004)  ผลการทดลองพบวา่วิธีที่พฒันามีคา่ขีดจ ากดัการตรวจวดัที่ความเข้มข้น 0.02 mM  
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ภาพที่ 7  กราฟมาตรฐานของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 

 
 

การวิเคราะห์หาปริมาณไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ในตัวอย่างจริง 
 ทดสอบประสิทธิภาพของวิ ธีไบโอเซนเซอร์ที่ได้พัฒนาขึน้มา  โดยใช้พอลิเมอร์น าไฟฟ้าและอนุภาคนาโนทอง                  
โดยวิเคราะห์หาปริมาณไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ในตวัอย่างจริง ได้แก่น า้ยากดัสีผม (bleach hair) น า้ยาล้างแผล (antiseptic 
solution) และนมสเตอริไลซ์  (Sterilized Milk) น าแต่ละตวัอย่างมาเจือจางกับสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ จากนัน้น าไป
ตรวจวดัหาปริมาณไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ โดยท าการทดลองตวัอย่างละ 3 ซ า้ ผลการวิเคราะห์เป็นดงัตารางที่ 1 เมื่อน าค่า           
ที่ตรวจวดัได้จากวิธีที่พฒันาขึน้เปรียบเทียบค่ากบัปริมาณไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ที่ระบไุว้ในฉลากของแต่ละตวัอย่าง น าค่า            
ที่ได้จากสองวิธีไปทดสอบด้วยสถิติที-เทส (t-test) พบวา่ปริมาณที่วิเคราะห์ได้จากวิธีไบโอเซนเซอร์กบัค่าที่ระบไุว้ในฉลากไม่มี
ความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคญั ที่ระดบัความเช่ือมัน่ 95% ดังนัน้จึงสรุปได้ว่าวิธีนีส้ามารถน าไปประยุกต์หาปริมาณ
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ในตวัอยา่งจริงได้ 
 
ตารางที่ 1  ผลการวิเคราะห์หาปริมาณไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ในตวัอยา่งจริงด้วยเทคนิคไบโอเซนเซอร์เปรียบเทียบกบัฉลาก 
                 ผลติภณัฑ์ที่ระบอุยูข้่างขวด 

Sample Concentration of hydrogen peroxide (%) 
Biosensor Label 

bleach hair 8.6±0.7 9 
antiseptic solution 2.8±0.2 3 
Sterilized Milk No detectable 0 
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สรุปผลการวิจัย 
ในงานวิจัยนีไ้ด้ท าการพฒันาระบบไบโอเซนเซอร์ด้วยพอลิเมอร์น าไฟฟ้าและอนุภาคนาโนทอง  เพื่อวิเคราะห์หา

ปริมาณไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ โดยใช้เอนไซม์เฮอสิราดิสเปอร์ ออกซิเดสเป็นวสัดชีุวภาพ ตรึงบนชัน้พอลิไพโรลและอนภุาค      
นาโนทองของขัว้ไฟฟ้าท างาน เมื่อเกิดปฏิกิริยารีดอกซ์ขึน้ที่ผิวหน้าของขัว้ไฟฟ้าท างาน ท าให้ค่ากระแสไฟฟ้าเพิ่มขึน้                   
และตรวจวดัค่ากระแสไฟฟ้าที่เกิดขึน้โดยเทคนิคแอมเพอโรเมทริก  ผลการทดลองพบว่าระบบไบโอเซนเซอร์ที่พฒันามีความ
แมน่ย า จ าเพาะเจาะจงและความถกูต้องสงู และสามารถน าไปประยกุต์ใช้ในการวิเคราะห์ในตวัอยา่งจริงได้ 
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