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1.บทคัดย่อภาษาไทยและภาษาอังกฤษ 

 รหัสโครงการ: MRG5380269 

 ช่ือโครงการ: การปรบัปรงุผิวอิเล็กโทรดด้วยฟิล์มเสน้ใยนาโนพอลิเมอร์โดยเทคนิคอิเล็กโทรสปิน    

                   นิงสําหรบัประยุกต์ใช้ทางไบโอเซนเซอร์ 

ชื่อนักวิจัย: ดร. อาภรณ์ นุ่มนว่ม 

Email Address: apon.n@psu.ac.th 

 

บทคัดย่อ 

งานวิจัยนี้พฒันาไบโอเซนเซอร์ที่อาศัยทรานสดิวเซอร์ทางเคมีไฟฟ้า โดยเตรียมเส้นใยนาโนคอมโพสิท

ระหว่างไคโตซานผสมคาร์บอนนาโนทิวป์ด้วยเทคนิคอิเล็กโตรสปินนิ่งบนอนุภาคนาโนซิลเวอรที์่อยู่บนอิเล้

โทรดทอง  ซ่ึงฟิล์มของเส้นใยนาโนที่เตรียมได้มีพื้นที่ผิวต่อปริมาตรสูงและมีความเป็นรพูรนุ จึงประยุกต์ใช้

เป็นวัสดุรองรับสําหรับการตรึงเอ็นไซม์ยูริกเคส (uricase) เพือ่ใช้ในการตรวจวัดกรดยรูิกด้วยเทคนิค      

แอมเพอโรเมทรี  โดยตรวจวัดสัญญาณของปฏิกิริยารีดักชันของออกซิเจนที่ลดลงโดยให้ศักย์ไฟฟ้าที่ป้อน

ในระบบ -0.35 โวลต์  ซ่ึงจะแปรผนัตรงตามความเข้มข้นของกรดยูริก ภายใตส้ภาวะที่เหมาะสม เทคนิคนี้

ให้ช่วงความเป็นเส้นตรงระหว่าง 0.001-0.4 มิลลิโมลาร์ และขีดจาํกัดของการตรวจวัดคือ  1 ไมโครโมลาร์ 

อิเล็กโทรดท่ีพัฒนาขึ้นสารมารถตรวจวดักรดยูริกซ้าํได้ถึง 205 ครั้ง โดยไม่มีสัญญาณรบกวนเมื่อมีการ

ทดสอบผลของตัวรบกวนทีมี่อยู่ในตัวอย่าง เช่น กรดแอสคอบิก น้าํตาลกลูโคส และกรดแลกติก เมื่อ

วิเคราะห์ความเข้มข้นของกรดยูริกในตวัอย่างซีรัมพบว่าให้ผลที่สอดคล้องกับทางโรงพยาบาลซ่ึงใช้วิธี

มาตรฐานเอนไซเมติกคัลเลอริเมทริก (enzymatic colorimetric method)  (P> 0.05) 

 

Keywords: กรดยรูิกไบโอเซนเซอร์; นาโนคอมโพสิทของไคโตซานและคาร์บอนนาโนทิวป์; เส้นใยนาโน;  

                อิเล็กโตรสปินนิง 
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Project code: MRG5380269 

Project Title: Modification of  electrode surface with polymer nanofiber film through   

                   electrospinning for biosensor application 

Investigator: Dr. Apon Numnuam 

Email Address: apon.n@psu.ac.th 

 

Abstract 

Nanofibrous film was fabricated from mixed chitosan/carbon nanotube solution by 

electrospinning method on silver nanoparticles (AgNPs) layer that electrodeposition on gold electrode. 

The nanocomposite of chitosan/carbon nanotube nanofiber was used as support for uricase enzyme 

immobilization due to the characteristics of excellent biocompatibility, high surface to volume ration 

and large porosity. This modified electrode was used for uric acid  detect by using amperometric 

system.  Uric acid response was determined at applied potential of -0.35 V vs Ag/AgCl in flow 

injection system based on the decrease in reduction current of dissolving oxygen during the oxidation 

of uric acid by immobilized uricase, which is directly proportional to uric acid concentration. Under 

optimum conditions, the fabricated  uric acid biosensor provide the linear range from  0.001-0.4 mM  

with limit of detection (S/N ≥ 3) of 1 μM. The amperometric uric acid biosensor demonstrated high 

operation stability up to 205 times (%RSD = 3.2).  In the presence of the common interference, 

ascorbic acid, glucose, urea and lactic acid, in physiological level, have negligible effect on the 

performance of this biosensor. When applied to analyze uric acid  in serum samples, the results 

agreed well with the standard enzymatic colorimetric method (P > 0.05). 

Keywords: uric acid biosensor; chitosan /carbon nanotube  nanocomposite; nanofiber; electrospinning 
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2. Executive summary 

ไบโอเซนเซอร์ เป็นเทคนิควิเคราะห์ท่ีอาศัยการทํางานร่วมกนัระหว่างวัสดุชีวภาพ (biological 

sensing element) และทรานดิวเซอร์ (transducer) โดยวัสดุชีวภาพจะตอบสนองอย่างจําเพาะเจาะจงกับ

สารท่ีต้องการวิเคราะห์ (analyte) เกิดการการเปล่ียนแปลงทางกายภาพ  และทรานสดิวเซอร์ทําหน้าท่ี

ตรวจวัดการเปลี่ยน แปลงท่ีเกิดขึ้น (Eggins, 1996) ตวัอย่างของวสัดุชีวภาพท่ีใช้ได้แก ่ เอ็นไซม์ เซลล์   ดี

เอ็นเอ แอนติแจน และแอนติบอดี ส่วนทรานดิวเซอร์ที่นิยมใช้ได้แก่ทรานสดิวเซอร์ทางเคมีไฟฟ้า แสง และ

มวล (Eggins, 1996; Thèvenot et al., 1999)  ข้อดีของไบโอเซนเซอร์คือ มีความจาํเพาะเจาะจงและความ

ไววิเคราะห์สูง และใช้เวลาในการตรวจวัดส้ัน  จากข้อดีดังกล่าวจึงได้มีการนาํเทคนิคไบโอเซนเเซอรไ์ป

ตรวจวิเคราะห์สารท้ังในทางการแพทย์ อุตสาหกรรม  หรือส่ิงแวดล้อม (Turner, 1987) 

           การพัฒนาไบโอเซนเซอร์ในปัจจุบันมีวัตถุประสงค์เพื่อให้ได้เทคนิคท่ีมีความไววิเคราะห์และ

เสถียรภาพสูงขึ้นและราคาไม่แพง การศึกษาด้านหนึ่งที่ได้รับความสนใจคือการพัฒนาการตรึงวัสดุชีวภาพ

บนทรานสดิวเซอร์หรือวัสดุรองรับโดยการปรับปรุงผิวอิเล็กโทรด (modified electrode) กล่าวคือหากมีวัสดุ

ชีวภาพตรึงในปริมาณท่ีมากขึ้นจะทําให้สามารถเพิ่มความไวในการวิเคราะห์ปริมาณสารได้อย่างมี

ประสิทธิภาพมากย่ิงขึ้นด้วย (Ren et al., 2006)  โดยวัสดุรองรับท่ีนํามาใช้ในการตรึงและปรับปรุงผิวหน้า

อิเล็กโทรดนั้นควรมีอัตราส่วนระหว่างพื้นท่ีผิวต่อปริมาตรสูง จึงได้มีการนําวัสดุโครงสร้างนาโน 

(nanostructured material) เช่น   ซิลิการูพรุน (mesoporous silica) (Shimomura et al., 2008) มาใช้ร่วมกับ

ไบโอเซนเซอร์   อย่างไรก็ตามพบว่ามีข้อด้อยคือ เอ็นไซม์ท่ีเข้าไปอยู่ในรูพรุนของซิลิกาทําให้ความสามารถ

ในการทํางานของเอ็นไซม์ (enzyme activity) ลดลง นอกจากนี้ชั้นผิวของซิลิกายังขัดขวางการแพร่ของสาร

ตัวอย่างท่ีจะเข้าทําปฏิกิริยากับเอนไซม์ (Wang et al., 2009) เพื่อแก้ปัญหาดังกล่าวจึงมีการนําเส้นใยนาโน

ซ่ึงเตรียมได้ด้วยเทคนิคอิเล็กโทรสปินนิง (electrospinning nanofiber)  มาใช้มากข้ึน เทคนิคนี้อาศัยแรงทาง

ไฟฟ้าที่เกิดจากการให้ศักย์ไฟฟ้าแรงสูง (high voltage) กับสารละลายพอลิเมอร์ที่บรรจุอยู่ในกระบอกฉีด

ยา เม่ือแรงทางไฟฟ้ามีค่ามากกว่าแรงตึงผิวจะทําให้สารละลายพอลิเมอร์พุ่งออกมาจากปลายเข็ม ซ่ึงจะทํา

ให้ได้เส้นใยที่มีขนาดเล็กและบาง การซ้อนทับกันของเส้นใยจะทําให้ได้ฟิล์มบางท่ีมีความเป็นรูพรุนสูง มี

พื้นท่ีผิวมากเหมาะสําหรับการเป็นวัสดุรองรับสําหรับการตรึงวัสดุชีวภาพ และผิวของเส้นใยนาโนสามารถ

ตรึงวัสดุชีวภาพได้โดยที่ความสามารถในการทํางานของเอ็นไซม์ (enzyme activity)      ไม่ลดลง (Wang et 

al., 2009)  นอกจากน้ีเส้นใยท่ีเตรียมได้จากเทคนิคอิเล็กโทรสปินนิงสามารถทําได้ง่าย    ไม่ซับซ้อน ราคา

ถูก  และสามารถเตรียมได้จากพอลิเมอร์หลายชนิด (Kim et al., 2005)   

ในการผลิตเส้นใยนาโนสําหรับใช้เป็นวัสดุรองรับสําหรบัการตรึงเอ็นไซม์ มีการใช้พอลิเมอร์หลาย

ชนิดเช่น polyvinyl alcohol  (PVA) (Rent et al., 2006),  polymethylme- thacrylate (PMMA) (Manesh et 

al. 2008), polyvinylpyrrolidone (PVP) (Sawicka et al., 2005)  โดยการตรึงเอ็นไซม์สามารถทําได้ท้ังการ
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กักเอ็นไซม์ไว้ในเส้นใยนาโนของพอลิเมอร์ (encapsulation immobilization of enzyme in nanofiber) หรือ

ตรึงอยู่บนผิวของเส้นใยนาโน (surface attachment of enzyme on nanofiber) แต่การตรึงเอ็นไซม์แบบกักไว้

ในเส้นใยมีข้อด้อยคือ มีเสถียรภาพต่าํเนื่องจากเอ็นไซม์หลุดจากเส้นใยได้ง่ายระหว่างการตรวจวัดหรือการ

เก็บรักษา ส่วนการตรึงเอ็นไซม์บนเส้นใยนาโนไม่ว่าจะเป็นพนัธะโคเวเลนต์ (covalent) หรือการเชื่อมไขว ้

(crosslink) พนัธะท่ีเกิดขึ้นระหว่างเอ็นไซม์และเส้นใยค่อนข้างแข็งแรง จึงลดการสูญเสียของเอ็นไซม์ใน

ระหว่างการตรวจวัดหรือการเก็บรกัษาและสารตวัอย่างสามารถทําปฏิกริยากับเอ็นไซม์ได้ง่ายโดยไม่ต้อง

แพร่เข้าไปในเส้นใย จึงช่วยให้การวิเคราะห์เรว็ขึ้น (Wang et al., 2009; Ye et al., 2005)  

 การตรึงเอ็นไซม์ด้วยพันธะโคเวเลนต์หรือการเชื่อมไขว้บนชั้นเส้นใยนาโนนั้น เส้นใยนาโนของ        

พอลิเมอร์ต้องมีหมู่ฟังก์ชัน (functional group) ท่ีช่วยให้เอ็นไซม์สามารถตรึงติดอยู่ได้ เช่น หมู่คาร์บอกซิลิก 

(-COOH) หรือหมู่อะมิโน (-NH2) วัสดุชนิดหนึ่งท่ีน่าจะนํามาประยุกต์ใช้ได้คือ ไคโตซาน (chitosan) ซ่ึงเป็น

พอลิเมอร์ชีวภาพชนิดหน่ึงที่สกัดได้จากไคติน โดยในโครงสร้างของสายพอลิเมอร์ประกอบด้วยอนุพันธ์ของ

น้ําตาลกลูโคส ท่ีมีหมู่อะมิโนติดอยู่ (Homayoni et al., 2009;Yi et al., 2005) เหมาะสมกับการใชัเป็นวัสดุ

รองรับสําหรับการตรึงเอ็นไซม์ (Abdullah et al, 2006; Liu et al., 2005; Yang et al., 2008; Zhang et al., 

2006; Zou et al., 2008)   

ในกรณีของระบบไบโอเซนเซอร์ที่อาศัยทรานสดิวเซอร์ทางเคมีไฟฟ้า ปัจจุบันมีการนาํคาร์บอนนา

โนทิวป์ (carbon nanotube) มาใช้เพื่อให้ได้ค่าความไววิเคราะห์หรือสัญญาณการตอบสนองสูงขึ้นและเวลา

การตอบสนองส้ันลง เน่ืองจากคาร์บอนนาโนทิวป์เป็นวัสดุนาโนทีช่่วยในการส่งผ่านอิเล็กตรอน (electron 

transfer) ดังนั้นจึงทําให้สัญญาณท่ีได้สูงขึ้น นอกจากนี้ยังช่วยลดศักย์ไฟฟ้าในการเกิดปฏิกิริยารีดอกซ์ของ

สารตวัอย่าง ซ่ึงมีข้อดีคือ ช่วยในการลดสัญญาณท่ีเกิดมาจากตวัรบกวน (Lee et al., 2006; Manesh et 

al., 2008;  Muasameh et al., 2006; Wang et al, 2002) 

 ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงสนใจท่ีจะพัฒนาไบโอเซนเซอร์ท่ีอาศัยทรานสดิวเซอร์ทางเคมีไฟฟ้า โดยการ

เตรียมเส้นใยนาโนของไคโตซานร่วมกับคาร์บอนนาโนทิวป์ด้วยเทคนิคอิเล็กโตรสปินนิงเพื่อใช้ในการ

ปรับปรุงผิวอิเล็กโทรด และเป็นวัสดุรองรับสําหรับการตรึงวัสดุชีวภาพ เช่นเอ็นไซม์   โดยจะนําไป

ประยุกต์ใช้สําหรับการตรวจวัดกรดยูริก (uric acid) ซ่ึงการวิเคราะห์หาปริมาณกรดยูริกในเลือด หรือใน

ปัสสาวะมีความสําคัญ เพราะหากร่างกายมีปริมาณกรดยูริกสะสมมากเกินจะเป็นสาเหตุทําให้เกิดโรค

เกาต์ นอกจากนี้ปริมาณของกรดยูริกในกระแสเลือดยังเป็นตัวบ่งช้ีความผิดปกติของไต จึงมีความ

จําเป็นต้องมีการตรวจวัดปริมาณกรดยูริกในร่างกายเพื่อเป็นการเฝ้าระวังในการเกิดโรคท่ีมีสาเหตุมาจาก

กรดยูริก สําหรับวิธีวิเคราะห์ปริมาณกรดยูริกท่ัวไปใช้เทคนิคทางแสง (colorimetric)  ซ่ึงพบว่าค่อนข้าง

ซับซ้อนและไม่จําเพาะเจาะจง (Huang et al., 2004)  อีกวิธีท่ีนิยมใช้คือ โครมาโทกราฟี ซ่ึงพบว่าให้ความ

ไวในการวิเคราะห์ต่ํา ใช้เวลาในการวิเคราะห์นาน ต้องมีการเตรียม สารตัวอย่างก่อนการวิเคราะห์
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นอกจากนี้เครื่องมือมีราคาแพงและต้องอาศัยผู้ชํานาญการในการวิเคราะห์ (Kafi et al., 2008; Zhao et 

al., 2008) ดังนั้นระบบไบโอเซนเซอร์ที่จะพัฒนาข้ึนจึงเป็นทางเลือกหนึ่งท่ีสามารถนํามาใช้เพื่อการตรวจ

วิเคราะห์หากรดยูริกได้ โดยการตรึงเอ็นไซม์ยูริเคส (uricase enzyme) ซ่ึงมีความจําเพาะ ไว้บนเส้นใยนาโน

ของสารผสมไคโตซานและคาร์บอนนาโนทิวป์ โดยเอ็นไซม์ยูริเคสจะช่วยเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชัน (oxidation) 

ของกรดยูริก ซ่ึงแสดงได้ดังปฏิกิริยา 

                                       

Uric acid + O2 + H2O                                            Allantion + CO2 + H2O2 
   

จากปฏิกิริยาจะสามารถวดัปริมาณออกซิเจนที่ลดลงได้                                             

สามารถเกิดปฏิกิริยารีดักชนัได้ดังปฏิกิริยาซึ่งสามารถตรวจวัดการเปลี่ยนแปลงจากปฏิกิริยาท่ีเกิดขึ้นได้ 

เมื่อให้ศักย์ไฟฟ้าที่เหมาะสม โดยใช้เทคนิคแอมเพอโรมิทร ี  

             O2 + 2e- + 2H+           H2O2 
 

ในการตรวจวดัปริมาณออกซิเจนที่ลดลงนั้น ได้มีงานวิจัยพบว่าอนุภาคนาโนซิลเวอร์เป็นวัสดุนาโน

ท่ีสามารถเร่งการเกิดปฏิกิริยารีดักชันของออกซิเจนได้ดี (Singh and Buttry, 2012; Wu et al., 2006) เพื่อ

เพิม่ประสิทธิภาพในการตรวจวัดกรดยูริกให้ดีขึ้นจึงใช้ดัดแปลงขั้วไฟฟ้าอนภุาคนาโนซิลเวอร์ร่วมกับเส้นใย

นาโนคอมโพสิทระหว่างไคโตซานผสมคาร์บอนนาโนทิวป์ 
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3. วัตถุประสงค ์

พัฒนาการตรึงวัดุชีวภาพบนทรานสดิวเซอร์หรือวัสดุรองรับโดยอาศัยการปรับปรุงผิวอิเล็กโทรด 

(modified electrode) ด้วยการเตรียมเส้นใยนาโนของไคโตซานร่วมกับคาร์บอนนาโนทิวป์ด้วยเทคนิค

อิเล็กโตร สปินนิงบนอนุภาคนาโนซิลเวอร์ท่ีอยู่บนขั้วไฟฟ้าทอง  สําหรับระบบไบโอเซนเซอร์ที่อาศัย

ทรานสดิวเซอร์ทางเคมีไฟฟ้า เพื่อให้ได้ความไววิเคราะห์ในการตรวจวัดสูง รวดเร็ว มีเสถียรภาพสูง และนํา

ระบบที่พัฒนาขึ้นไปประยุกต์ใช้สําหรับการตรวจวิเคราะห์หาปริมาณกรดยูริก 
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4. วิธีการทดลอง 

4.1 เตรียมเส้นใยนาโนไคโตซานร่วมกับคาร์บอนนาโนทิวป์ด้วยเทคนิคอิเล็กโตรสปินนิงบนอนุภาค   

     นาโนซิลเวอร์ที่อยู่บนอิเล็กโทรดทอง 

     ซ่ึงมีขั้นตอนในการเตรียมดังน้ี 

      4.1.1 เตรียมอนุภาคนาโนซิลเวอร์บนอิเล็กโทรดทอง 

    เตรียมได้โดยการเกาะติดทางเคมีไฟฟ้า (electrodeposition) โดยใช้เทคนิคโครโนคูลอมเมทรี 

(chronocoulometry) ดังแสดงได้ดังรูปท่ี 1  ซ่ึงประกอบด้วยอิเล็กโทรดทํางาน (working electrode) ซ่ึงเป็น

อิเล็กโทรดทอง อิเล็กโทรดอ้างอิง (reference electrode) เป็นซิลเวอร์/ซิลเวอร์คลอไรด์ และอิเล็กโทรดช่วย 

(auxiliary electrode)  เป็นแพลททินัม ในการทดลองให้ค่าศักย์ไฟฟ้า -0.4 โวลต์เทียบกับขั้วไฟฟ้าอ้างอิงซิล

เวอร์/ซิลเวอร์คลอไรค์ ในสารละลายซิลเวอร์ไนเตรตความเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ โดยใช้เวลา 30 วินาที 

(Chen et al., 2007) 

 

 

                                      
รูปที่ 1 ชุดอุปกรณ์การเตรียมอนุภาคนาโนซิลเวอร์ด้วยการเกาะติดทางเคมีไฟฟ้าโดยใช้เทคนิคโครโนคู

ลอมเมทรี 

 

 4.1.2 เตรียมเส้นใยนาโนไคโตซานร่วมกับคาร์บอนนาโนทิวป์ด้วยเทคนิคอิเล็กโตรสปินนิง 

ชุดอุปกรณ์สําหรับการอิเล็กโตรสปินนิงแสดงดังรูปท่ี 2 ซ่ึงประกอบเคร่ืองกําเนิดศักย์ไฟฟ้าแรงสูง 

(high voltage power supply)  อุปกรณ์สําหรับบรรจุสารละลายพอลิเมอร์ซ่ึงเป็นกระบอกฉีดยา โดยมีเข็ม

ฉีดยาทําหน้าท่ีเป็นอิเล็กโทรด และอุปกรณ์รองรับเส้นใยซ่ึงเป็นอิเล็กโทรดที่เตรียมได้จากขั้นตอนท่ี 1 วาง

POTENTIOSTAT

Ag/AgCl
Reference 
Electrode

Pt Auxillary
Electrode Working 

Electrode

1 mM AgNO3
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บนอะลูมิเนียมฟอยล์  โดยให้ปลายเข็มฉีดยาห่างจากอิเล็กโทรด 15 เซนติเมตร การจ่ายศักย์ไฟฟ้าจาก

เครื่องกําเนิดไฟฟ้าแรงสูงสามารถทําได้โดยผ่านวัสดุท่ีเป็นตัวนําคือเข็มฉีดยา และต่อสายดินกับอิเล็กโทรด

และอลูมิเนียมฟอยล์ โดยให้ศักย์ไฟฟ้าแรงสูง 15 กิโลโวลต์  

 
  

 รูปที่ 2 ชุดอุปกรณ์ของการทําอิเล็กโตรสปินนิง 

 สําหรับสารละลายพอลิเมอร์ท่ีบรรจุในกระบอกฉีดยาท่ีบรรจุในกระบอกฉีดยาจะประกอบด้วย 

สารละลายไคโตซาน ผสมกับสารละลายโพลีไวนิลแอลกอฮอล์ซ่ึงเตรียมได้ดังนี้ 

  4.1.2.1 สารละลายไคโตซาน  เตรียมโดยชั่งไคโตซาน 1.5 กรัม ละลายใน 90% กรดอะซิติก 50 d

กรัม คนจนละลายหมด ทําให้ได้ความเข้มข้นของไคโตซาน  3 wt%  

  4.1.2.2 สารละลายโพลีไวนิลแอลกอฮอล์ เตรียมได้โดยชั่งโพลีไวนิลแอลกอฮอล์ 4.5 กรัม ละลาย

ด้วยน้ําอุณหภูมิประมาณ 80 °C คนจนละลายหมด ทําให้ได้ความเข้มข้นของโพลีไวนิลแอลกอฮอล์ 9 wt %  

  4.1.2.3 ผสมไคโตซานและโพลีไวนิลแอลกอฮอล์ โดยศึกษาอัตราส่วนท่ีเหมาะสมของไคโตซาน: 

โพลีไวนิลแอลกอฮอล์ที่ 70:30, 60:40 50:50,  และ 40:60  w/w โดยทุกอัตราส่วนจะมีคาร์บอนนาโน

ทิวป์  0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร     

 โดยเมื่อได้อัตราส่วนของไคโตซานต่อโพลีไวนิลแอลกอฮอล์ท่ีเหมาะสม จะทําการล้างโพลีไวนิล

แอลกอฮอล์ออกโดยการแช่ด้วย 0.5 โมลาร์ โซเดียมไฮดรอกไซด์เป็นเวลา 4 ชั่วโมง (Huang et al., 2007). 

 

4.2 ตรึงเอ็นไซม์ยูริกเคสบนเส้นใยนาโนคอมโพสิทของไคโตซานและคาร์บอนนาโนทิวป์ 

  การตรึงเอ็นไซม์ยูริเคสมี 3 ขั้น ในขั้นแรกจะเป็นการดัดแปลงผิวอิเล็กโทรดทองด้วยชั้นของอนุภาค

นาโนซิลเวอร์และชั้นของเส้นใยนาโนคอมโพสิทของไคโตซานและคาร์บอนนาโนทิวป์ ซ่ึงเตรียมได้จาก

ขั้นตอน 4.1 สําหรับขั้นตอนท่ี 2 เป็นการ activated หมู่อะมิโน (R-NH2) บนสายโซ่ของไคโตซาน โดยการจุ่ม

High voltage power supply

Grounding

Electrode

Aluminium foil

Syringe
Chitosan/PVA/CNT solution

Electric line
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อิเล็กโทรดใน glutaraldehyde 5% (v/v)  ใน 10 mM โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.00 ท่ีอุณหภูมิห้องเป็น

เวลา 20 นาที จากนั้นล้างอิเล็กโทรดด้วย 10 mM โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.00 ขั้นตอนสุดท้ายจะ

เป็นขั้นตอนการตรึงเอ็นไซม์ยูริเคส โดยการหยด 5 ไมโครลิตรของเอนไซม์ริเคสท่ีความเข้มข้น 5-25 ยูนิต 

ต่อไมโครลิตร ท่ีอุณภูมิ 4 °C เป็นเวลา 1 คืน จากนั้นทําการป้องกันการเกิด unspecific binding ต่อหมู่ฮัล

ดีไฮล์ท่ีเหลืออยู่ของ glutaraldehyde โดยการนําอิเล็กโทรดจุ่มในในสารละลาย 0.1 M ethanoamine pH 

8.00 เป็นเวลา 30 นาที  

 

4.3 ตรวจวัดกรดยูริกด้วยเทคนิคทางเคมีไฟฟ้า 

  4.3.1 ศึกษาการตรวจวัดปฏิกิริยารีดักชันของออกซิเจนด้วยเทคนิคไซคลิกโวลแทมมิทรี 

        จากปฏิกิริยาออกซิเดชันของกรดยูริกโดยเอนไซม์ยูริเคสเป็นตัวเร่งปฏิกิริยา จะสามารถ

ตรวจวัดกรดยูริกได้โดยวัดการลดลงของออกซิเจนท่ีลดลงซ่ึงจะแปรผันตามความเข้มข้นของกรดยูริก  

ศึกษาศักย์ไฟฟ้าสําหรับปฏิกิริยารีดักชันของออกซิเจนเบ้ืองต้นในระบบ batch โดยการใช้อิเล็กโทรดท่ีมีการ

ปรับปรุงผิว 4 แบบ คือ   (1) ปรับปรุงด้วยเส้นใยนาโนไคโตซาน (Chi/Au)  (2) ปรับปรุงด้วยเส้นใยนาโน

คอมโพสิทของไคโตซานและคาร์บอนนาโนทิวป์  (Chi-CNT/Au) (3) ปรับปรุงด้วยชั้นอนุภาคนาโนซิลเวอร์

และชั้นเส้นใยนาโนไคโตซาน (Chi/AgNP/Au) และ (4)ปรับปรุงด้วยชั้นอนุภาคนาโนซิลเวอร์และชั้นเส้นใยนา

โนคอมโพสิทของไคโตซานและคาร์บอนนาโนทิวป์  (Chi-CNT/AgNP/Au) โดยสแกนศักย์ไฟฟ้าในช่วง 0.0 

โวลต์ ถึง -0.6 โวลต์ ในสารละลาย 0.1 โมลาร์ โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.00 โดยเริ่มต้นจะทําการ

เติมแก๊สไนโตรเจนลงไปในสารละลายเป็นเวลา 10 นาที เพื่อไล่ออกซิเจนออกจากสารละลาย จากนั้นทํา

การเติมอากาศเป็นเวลา 5 นาที และเปรีบเทียบสัญญาณท่ีได้จากอิเล็กโทรดท้ัง 4แบบ 

 

 4.3.2 ศึกษาการตรวจวัดกรดยูริกด้วยระบบโฟลว์อินเจคชันแอมเพอโรเมทรี 

 นําอิเล็กโทรดท่ีมีการปรับปรุงด้วยชั้นอนุภาคนาโนซิลเวอร์และชั้นเส้นใยนาโนคอมโพสิทของไคโต

ซานและคาร์บอนนาโนทิวป์ท่ีมีการตรึงเอ็นไซม์ยูริกเคส มาต่อเข้ากับระบบโฟลว์อินเจคชันแอมเพอโรเมทรี

ดังรูปท่ี 3 ซ่ึงจะประกอบด้วยป๊ัม  สําหรับขับเคล่ือนสารละลายในระบบโดยใช้สารละลายโซเดียมฟอสเฟต

บัฟเฟอร์ท่ีมีการเติมอากาศให้อ่ิมตัวตลอดเวลลาเป็นสารละลายตัวพา   อินเจคชันวาล์วสําหรับฉีด

สารละลายมาตรฐานกรดยูริกและสารตัวอย่าง และ โฟลว์เซลล์ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ซ่ึงมีอิเล็กโทรด 3 

อิเล็กโทรดอยู่ภายใน คืออิเล็กโทรดทํางาน (working electrode) ซ่ึงเป็นอิเล็กโทรดท่ีได้ทีการปรับด้วยชั้น

เส้นใยนาโนคอมโพสิทของไคโตซานและคาร์บอนนาโนทิวป์และตรึงเอ็นไซม์ยูริกเคส  อิเล็กโทรดอ้างอิง 

(reference electrode) เป็นซิลเวอร์/ซิลเวอร์คลอไรด์ และอิเล็กโทรดช่วย (Auxiliary electrode) เป็นท่อ 

สแตนเลน ซ่ึงท้ังสามอิเล็กดทรคจ่อเข้ากับเครื่องวิเคราะห์ทางเคมีไฟฟ้าโพเทนทิโอสเตท (potentiostat) 
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((Autolab PGSTAT30 electrochemical impedance analyzer and potentiostat/galvanostat (Eco Chemie 

B.V., Netherlands)) 

 

                
 

  รูปที่ 3 ระบบตรวจวัดกรดยูริกด้วยระบบโฟลว์อินเจคชันแอมเพอโรเมทรี 

 

 4.3.2.1 ศักย์ไฟฟ้าที่เหมาะสมในระบบโฟลว์อินเจคชันแอมเพอโรเมทรี 

        ศึกษาศักย์ไฟฟ้าท่ีเหมาะสมสําหรับการเกิดปฏิกิริยารีดักชันของออกซิเจนที่ลดลงเนื่องจาก

การออกซิเดชันของกรดยูริกด้วยเอ๋นไซม์ยูริกเคสในระบบโฟลว์อินเจคชันด้วยเทคนิคแอมเพอโรเมทรีที่      

-0.20  -0.30 -0.35 -0.40 -0.45 และ -0.50 โวลต์ โดยการฉีดสารละลายมาตรฐานกรดยูริกท่ีความ

เข้มข้น 0.05-0.2 มิลลิโมลาร์ ความเข้มข้นละ 3 ซํ้า ปริมาตรตัวอย่าง 250 ไมโครลิตร และใช้อัตราการ

ไหลของสาร 0.25 มิลลิลิตรต่อนาที 

 

 4.3.2.2 ผลของพีเอชและความเข้มข้นของเฟสเคล่ือนที่  

               โดยในการทดลองนี้ใช้โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์เป็นเฟสเคล่ือนท่ี โดยทําการศึกษาผลของ

ความเข้มข้นและพีเอชควบคู่กัน โดยศึกษาผลของความเข้มข้นท่ี 0.1 0.2 และ 0.3 โมลาร์ และท่ีทุกความ

เข้นข้นจะทําการศึกษาท่ี พีเอช 6.00 6.50 7.00 7.50 และ 8.00  โดยฉีดสารละลายมาตรฐานกรดยูริกท่ี

Working electrode

Reference electrode

Injection valve

Auxiliary electrode

Pump
Carrier buffer

Waste

WasteSample

Loop

Computer
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ความเข้มข้น 0.05-0.2 มิลลิโมลาร์ ความเข้มข้นละ 3 ซํ้า ปริมาตรตัวอย่าง 250 ไมโครลิตร และใช้อัตรา

การไหลของสาร 0.25 มิลลิลิตรต่อนาที 

 

 4.3.2.5 ปริมาตรและอัตราการไหลของสารตัวอย่าง 

                ศึกษาอัตราการไหลและปริมาตรของสารตัวอย่างควบคู่กัน โดยจะทําการศึกษาท่ีอัตราการ

ไหล 0.25 0.3 0.4 0.5 0.6 และ 0.7 มิลลิลิตรต่อนาที  และท่ีทุกอัตราการไหลจะศึกษาผลของปริมาตร

สารตัวอย่าง ท่ี 250 300 และ 400 ไมโครลิตร โดยฉีดสารละลายมาตรฐานกรดยูริกท่ีความเข้มข้น 0.05-

0.2 มิลลิโมลาร์ ความเข้มข้นละ 3 ซํ้า นําความไววิเคราะห์ไปเปรียบเทียบ เพื่อหาปริมาตรและอัตราการ

ไหลของสารตัวอย่างท่ีเหมาะสม 

 

 

    4.3.3 ช่วงการตอบสนองที่เป็นเส้นตรงและขีดจํากัดการตรวจวัด 

  ช่วงการตอบสนองที่เป็นเส้นตรงจะต้องให้ค่าสหสัมพันธ์เชิงปริมาณ (R2) เข้าใกล้ 1 และ

ทําการศึกษาโดยการฉีดสารละลายมาตรฐานยูริกท่ีความเข้มข้น 0.001-0.6 มิลลิโมลาร์ และขีดจํากัดของ

การตรวจวัดคือความเข้มข้นที่ให้สัญญาณการตรวจวัดเป็น 3 เท่าของสัญญาณรบกวน (S/N ≥ 3) 

 

 4.3.4 ความสามารถในการเลือก (selectivity) ของอิเล็กโทรด 

 ศึกษาความสามารถในการเลือกของอิเล็กโทรดในระบบแอมเพอโรเมทริกสําหรับการตรวจวัดกรด

ยูริก  เนื่องจากในการตรวจวเคราะห์กรดยูริกในซีรัมอาจมีสารอ่ืนท่ีมีผลต่อสัญญาณการตรวจวิเคราะห์

กรดยูริก ดังนั้นในการทดลองจึงทดสอบสารที่มีอยู่ในตัวอย่างซีรัม เช่น กรดแอสคอบิก น้ําตาลกลูโคส และ

กรดแลกติก ท่ีระดับความเข้มข้นปกติท่ีมีอยู่ในซีรัม และท่ีความเข้มข้นสูงกว่ากรดยูริก 100 เท่า หากไม่มี

การเปล่ียนแปลงสัญญาณแสดงว่าระบบมีความสามารถในการเลือกสูง 

 

 4.3.5 ความเสถียรในการใช้งานของข้ัวไฟฟ้า 

         ภายใต้สภาวะท่ีเหมาะสม ฉีดสารละลายมาตรฐานกรดยูริกความเข้มข้น 0.1 มิลลิโมลาร์ 

ต่อเนื่องหลายครั้ง ในระบบโฟลว์อินเจคชันแอมเพอโรเมทรีท่ีมีอิเล็กโทรดท่ีมีการปรับปรุงด้วยชั้นของ

อนุภาคนาโนซิลเวอร์ และชั้นของเส้นใยนาโนคอมโพสิทของไคโตซานและคาร์บอนนาโนทิวป์และมีการตรึง

เอนไซม์ยูริกเคสบนอิเล็โทรด  โดยให้สัญญาณการฉีดครั้งแรกเป็น 100 %  จากนั้นจึงเขียนกราฟระหว่าง
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จํานวนครั้งท่ีฉีดกับเปอร์เซนต์ของสัญญาณท่ีได้แล้วหาค่าเฉล่ียและค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานของงการทําซํ้าท่ี

ได้ 

 

 4.3.6 ระยะเวลาการงานของขั้วไฟฟ้า 

            ศึกษาอายุการใช้งานของขั้วไฟฟ้าสําหรับการตรวจวัดยูริก โดยทําการเก็บอิเล็กโทรดท่ี

อุณหภูมิ      4 °C เป็นเวลา 6 สัปดาห์ โดยในแต่ละสัปดาห์จะนําอิเล็กโทรดมาทดสอบการตรวจวัดกรด

ยูริกภายใต้สภาวะที่เหมาะสม โดยฉีดสารละลายมาตรฐานกรดยูริกท่ีความเข้มข้น 0.05-0.2  มิลลิโมลาร์  

ความเข้มข้นละ 3 ซํ้า นําความไววิเคราะห์ท่ีได้ในแต่ละสัปดาห์มาเปรียบเทียบกัน 

 

 4.3.7 ความสามารถในการทําซํ้าได้ในการปรับปรุงผิวขั้วอิเล็กโทรด 

  ทําการศึกษาโดยการเตรียมข้ัวอิเล็กโทรดที่มีการปรับปรุงด้วยชั้นของอนุภาคนาโนซิลเวอร์ 

และชั้นของเส้นใยนาโนคอมโพสิทของไคโตซานและคาร์บอนนาโนทิวป์ที่มีการตรึงเอนไซม์ยูริกเคส  

ท้ังหมด 6 อิเล็กโทรด จากนั้นนาํแต่ละอิเล็กโทรดมาต่อเข้ากับระบบโฟลอินเจคชนัแอมเพอโรเมทรี แล้วฉีด

สารละลายมาตรฐานกรดยูริกความเข้มข้น 0.05-0.2 มิลลิโมลาร์นาํสัญญาณที่ได้มาเขียนกราฟมาตรฐาน 

แล้วเปรียบเทียบค่าความไววิเคราะห ์ท่ีได้จากอิเล็กโทรดแต่ละอัน 

 

 4.3.8 วิเคราะห์ตัวอย่างจริง 

      ได้ความอนุเคราะห์ตวัอย่างซีรัม จํานวน 20 ตวัอย่าง จากโรงพยาบาลสงขลานครินทร์ โดยในการ

วิเคราะห์จะทําการเจือจางสารตวัอยา่ง 20 เท่าพื่อลดการรบกวนของสารต่างๆท่ีอาจปนเปื้อนในตวั  และ

ก่อนจะวิเคราะห์ตวัอย่างจริงจะทําการศึกษาสารอ่ืน ๆ ท่ีมีอยู่ในตวัอย่างรบกวนการวิเคราะห์หรือไม่

หลังจากเจือจาง 20 เท่า สามารถทําการศึกษาได้ด้วยการเตรียมสารละลายมาตรฐานกรดยูริก 2 แบบ  

แบบท่ี 1 คือ เติมสารละลายมาตรฐานกลูโคส ท่ีความเข้มข้นต่างๆลงไปในตวัอย่างซีร่ัม  และเจือจาง 20 

เท่า เพื่อให้ได้ตัวอย่างซีรัมท่ีมีความเข้มข้นของกรดยูริกที่ความเข้มข้นต่างๆ  แบบนี้เรียกว่า matric match 

calibration curve ส่วนแบบท่ี 2 จะเป็นการเตรียมสารละลายมาตรฐานปกต ิคือ เตรียมในฟอสเฟตบัฟเฟอร ์

และทําการเจือจาง 20 เท่า เพื่อให้ได้ความเข้มข้นเดียวกันกับท่ีเติมในซีรัม่  แบบนี้จะเรียก standard curve  

โดยช่วงความเข้มข้นของกรดยูริกที่เตรียมท้ังสองแบบ หลังจากเจือจาง 20 เท่า จะอยู่ในช่วงเดียวกัน คือ 

0.010  0.015  0.020  0.025 และ 0.030 มิลลิโมลาร ์

 ทําการวิเคราะห์สารละลายท่ีเตรียมขึ้นท้ังหมดด้วยระบบโฟลว์อินเจคชันแอมเพอโรเมทรี แล้วเขียน

กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของกรดยูริกกับสัญญาณการตอบสนองที่ได้ นําค่าความชัน
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ท่ีได้มาเปรียบเทียบกัน เมื่อทดสอบทางสถิติแล้วถ้าพบว่าความชันท่ีได้จากการฟท้ังสองไม่มีความเตกต่าง

อย่างมีนัยสําคัญ ในการวิเคราะห์ตัวอย่างจริงจึงสามารถใช้ standard curve ในการวิเคราะห์กรดยูริในซีรัม 

 จากนั้นจึงทําการเปรียบเทียบผลท่ีได้จากการวิเคราะห์ตัวอย่างจริงด้วยเทคนิคกรดยูริก

ไบโอเซนเซอร์ท่ีพัฒนาขึ้นดับผลการวิเคราะห์ตัวอย่างเดียวกันด้วยวิธีมาตรฐานเอนไซเมติกคัลเลอริเมทริก 

(enzymatic colorimetric method)  ท่ีได้จากโรงพยาบาลสงขลานครินทร ์อ.หาดใหญ่ จ.สงขลา เพื่อเป็นการ

ยืนยันว่าวิธีท่ีพัฒนาข้ึนให้ผลการวิเคราะห์ท่ีเทียบเท่ากับวิธีท่ีใช้จริงทางโรงพยาบาล 

 

5. ผลการทดลองและวิจารณ์ผลการทดลอง 

 5.1 ผลการเตรียมเส้นใยนาโนไคโตซานร่วมกับคาร์บอนนาโนทิวป์ด้วยเทคนิคอิเล็กโตรสปินนิงบน

อนุภาคนาโนซิลเวอร์ที่อยู่บนอิเล็กโทรดทอง 

 

 5.1.1 ผลของเตรียมอนุภาคนาโนซิลเวอร์บนอิเล็กโทรดทอง 

        อนุภาคนาโนซิลเวอร์บนอิเล็กโทรดท่ีเตรียมได้ด้วยเทคนิคการเกาะติดทางเคมีไฟฟ้า 

ทําการศึกษาคุณลักษณะพื้นท่ีผิวด้วย กล้องจุลทรรรศน์แบบส่องกราด (scanning electron microscopy 

(SEM) (Quanta 400, FEI)  (รูปที่ 4)  จากรูป SEM  จะเห็นอนุภาคนาโนซิลเวอร์เกาะอยู่บนท่ัวบริเวณ

ผิวหน้าอิเล็ดโทรด มื่อทําการวัดขนาอนุภาคนาโนซิลเวอร์  จํานวน 250 อนุภาค พบว่ามีขนาด 80-120 นา

โนเมตร    

                                      
 

รูปที่ 4   ภาพถ่ายจากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบส่องกราดของชั้นอนุภาคนาโนซิลเวอร์บนอิเล็กโทรด

ทองที่เตียมได้จากการเกาะติดทางเคมีไฟฟ้าด้วยเทคนิคโครโนคูลอมเมทรี 
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5.1.2 ผลของการเตรียมเส้นใยนาโนไคโตซานร่วมกับคาร์บอนนาโนทิวป์ด้วยเทคนิคอิเล็กโตร   

สปินนิง 

โดยศึกษาอัตราส่วนท่ีเหมาะสมของไคโตซาน (3 % w/v): โพลีไวนิลแอลกอฮอล์ (9% w/v) ที่  

80:20 70:30, 60:40 50:50,  และ 40:60  w/w  โดยทุกอัตราส่วนจะมีคาร์บอนนาโนทิวป์  0.5 มิลลิกรัม

ต่อมิลลิลิตร  ซ่ึงจากศึกษาคุณลักษณะของเส้นใยนาโนท่ีอัตราส่วนต่างๆด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน

แบบส่องกราด (รูปท่ี4 ) พบว่า เมื่ออัตราส่วนของปริมาณไคโตซานสูงจะทําให้ได้ลักษณะเป็นหยด รูปท่ี 4 

(a) (chitosan: PVA =80: 20 w/w)  และเมื่อมีปริมาณของโคโตซานลดลง จะได้หยดท่ีมีขนาดเล็กลงและมี

ความเป็นเส้นใยนาโนเพิ่มขึ้น รูปที่ 5 (b)-4 (d) จนกระท่ังท่ีอัตราส่วนของไคโตซานต่อโพลีไวนิลแอลกอฮอล์

ท่ี 40: 60 w/w จะได้เส้นใยนาโนท่ีต่อเนื่องและไม่มีหยดเกิดข้ึน ท้ังนี้ที่ไคโตซานปริมาณสูงทําให้ความหนืด

สูง ทําให้ในช่วงขั้นตอนการสปิน สารละลายจะหลุดออกจากปลายเข็มฉีดยายากกว่าท่ีปริมาณต่ํา ดังนั้นจึง

ทําให้ได้ลักษณะเป็นเม็ดไม่เป็นเส้นใยนาโน ดังนั้นจากผลการทดลองจึงสรุปได้ว่า  ท่ีอัตราส่วนของโคโต

ซานต่อโพลีไวนิลแอลกอฮอล์ที่  40: 60 w/w เป็นอัตตราส่วนท่ีเหมาะสมสําหรับการเตรียมเส้นใยนาโน                     

                     
รูปที่ 5  ภาพถ่ายจากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดของเส้นใยนาโนที่เตรียมได้เทคนิคอิเล็กโต

รสปินนิง ของสารละลายผสมโคโตซานและโพลีไวนิลแอลกอฮอล์ท่ีอัตราส่วนต่างๆ  
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เมื่อได้อัตราส่วนของไคโตซานต่อโพลีไวนิลแอลกอฮอล์ท่ีเหมาะสม คือท่ีอัตราส่วน 40: 60 w/w จะ

ทําการล้างโพลีไวนิลแอลกอฮอล์ออกโดยการแช่ด้วย 0.5 โมลาร์ โซเดียมไฮดรอกไซด์เป็นเวลา 4 ชั่วโมง 

และเม่ือเปรียบเทียบขนาดของเส้นใยนาโนก่อนและหลังแช่ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบส่องกราดดัง

รูปที่ 5 พบว่าขนาดของเส้นใยนาโนโดยเฉล่ียมีขนาดเล็กลงจาก  240 ± 15 เป็น 145 ± 15 นาโนเมตร 
 

          
 

 รูปที่ 6 ภาพถ่ายจากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดของเส้นใยนาโนที่เตรียมได้เทคนิคอิเล็กโต

รสปิน นิง ของสารละลายผสมโคโตซานและโพลีไวนิลแอลกอฮอล์ท่ีอัตราส่วน 40: 60 (w/w)   (a) ก่อน 

และ (b) หลังแช่ใน 0.5 โมลาร์โซเดียมไฮดรอกด์ 4 ชั่วโมง  

 นอกจากนี้ได้ทําการศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (transmission  electron 

microscopy  (TEM) เพื่อดูมีคาร์บอนนาโนทิวป์อยู่ภายในเส้นใยนาโนทีเ่ตรียมได้ ดังแสดงในรูปท่ี 7 จะเห็นได้

ว่ามีคาร์บอนนาโนทิวป์ภายในเส้นใยนาโน  

                                        
 

รปูที่ 7 ภาพถ่ายจากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน เปรียบเทียบเส้นใยนาโน (a) ไม่มี และ (b) มี

การเติมคาร์บอนนาโนทิวป์ 

Carbon nanotube
(a) (b)



-20- 
 

5.2 ตรวจวัดกรดยูริกด้วยเทคนิคทางเคมีไฟฟ้า 

5.2.1 ผลศึกษาการตรวจวัดปฏิกิริยารีดักชันของออกซิเจนด้วยเทคนิคไซคลิกโวลแทมมิทรี 

        ศึกษาศักย์ไฟฟ้าสําหรับปฏิกิริยารีดักชนัของออกซิเจนเบ้ืองต้นในระบบ batch โดย

การใช้อิเล็กโทรดท่ีมีการปรับปรุงผิว 4 แบบ คือ   (1) ปรับปรุงด้วยเส้นใยนาโนไคโตซาน (Chi/Au)  (2) 

ปรับปรุงด้วยเส้นใยนาโนคอมโพสิทของไคโตซานและคาร์บอนนาโนทิวป์ (Chi-CNT/Au)  (3) ปรับปรุงด้วย

ชั้นอนุภาคนาโนซิลเวอร์และชั้นเส้นใยนาโนไคโตซาน (Chi/AgNP/Au) และ (4)ปรับปรุงด้วยชัน้อนุภาคนาโน

ซิลเวอร์และชั้นเส้นใยนาโนคอมโพสิทของไคโตซานและคาร์บอนนาโนทิวป์  (Chi-CNT/AgNP/Au) โดยสแกน

ศักย์ไฟฟ้าในช่วง 0.0 โวลต์ ถึง -0.6 โวลต์ ในสารละลาย 0.1 โมลาร์ โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.00 

โดยเริ่มต้นจะทําการเติมแก๊สไนโตรเจนลงไปในสารละลายเป็นเวลา 10 นาที เพื่อไล่ออกซิเจนจาก

สารละลาย จากนั้นทําการเติมอากาศเป็นเวลา 5 นาที และเปรีบเทียบสัญญาณที่ได้จากอิเล็กโทรดท้ัง 4 

แบบ ดังรูปท่ี 8  

 
รูปที่ 8 โวลแทมโมแกรมของอิเล็กโทรดทองท่ีมีการปรับปรุงด้วย  (a) Chi/Au (b) Chi-CNT/Au (c) 

Chi/AgNP/Au และ (d) Chi-CNT/AgNP/Au ต่อสัญญาณการตรวจวัดปฏิกิริยารีดักชันของออกซิเจน 
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 จากผลการทดลองพบว่าอิเล็กโทรดท่ีมีการปรับปรุงผิวด้วยชัน้ของอนุภาคนาโนซิลเวอร์

และเส้นใยนาโนไคโตซาน (Chi/AgNP/Au)  รูปท่ี 8(c) และ อิเล็กโทรดที่ปรับปรุงผิวด้วยชั้นของอนุภาคนาโน

ซิลเวอร์ และเส้นใยนาโนคอมโพสิทของไคโตซานและคาร์บอนนาโนทิวป์ (Chi-CNT/AgNP/Au)  รูปที่ 8(d)  

จะพบสญัาณการเกิดปฏิริยารีดักชันอย่างชัดเจน ท่ีศักย์ไฟฟ้าประมาณ -0.4 โวลต ์ แต่ในกรณีของ

อิเล็กโทรดทีไม่มีชั้นของอนภุาคนาโนซิลเวอร ์รูปที่ 8 (a) และ 8 (b) จะไม่ปรากฏพีค ท้ังนี้เนื่องจากได้มีการ

รายงานพบว่าอนุภาคนาโนซิลเวอร์สามารถเร่งการเกิดปฏิกิริยารีดักชนัของออกซิเจนได้ดี (Wang et al., 

2009; Ye et al., 2005)   และนอกจากนี้เมื่อเปรียบเทียบอิเล็กโทรดท่ีมีการปรับปรุงผิวด้วยชั้นของอนุภาค

นาโนซิลเวอร์และเส้นใยนาโนไคโตซาน (Chi/AgNP/Au)  รูปท่ี 4 (c) และ อิเล็กโทรดที่ปรับปรุงผิวด้วยชั้นของ

อนุภาคนาโนซิลเวอร์ และเส้นใยนาโนคอมโพสิทของไคโตซานและคาร์บอนนาโนทิวป์ (Chi-CNT/AgNP/Au)  

รูปที่ 4(d) พบว่าในกรณีทีการเติมคาร์บอนนาโนทิวป์ จะให้สัญาณที่สูงกว่ากรณีที่ไม่มีการเติม ท้ังนี้

เนื่องจากคาร์บอนนาโนทิวป์เป็นวัสดุนาโนท่ีช่วยในการส่งผ่านอิเล็กตรอน (electron transfer) ดังนั้นจึงทําให้

สัญญาณท่ีได้สูงขึ้น (Lee et al., 2006; Manesh et al., 2008;  Muasameh et al., 2006; Wang et al, 

2002) ดังนั้นจากผลการศึกษาพบว่าอิเล็กโทรดท่ีมีการปรับปรุงด้วยอิเล็กโทรดท่ีปรับปรุงผิวด้วยชั้นของ

อนุภาคนาโนซิลเวอร์และเส้นใยนาโนคอมโพสิทของไคโตซานและคาร์บอนนาโนทิวป์ (Chi-CNT/AgNP/Au) 

จะให้สัญาณการตอบสนองต่อการเกิดปฏฺกิริยารีดกัชนัของออกซิเจนได้ดีท่ีสุด ดังนั้นจึงเลือกใช้อิเล็กโทรด

ดังกล่าว มาประยกุต์ใช้ทางไบโอเซนเซอร์ เพื่อในการนาํมาใช้เพือ่ตรึงเอ็นไซม์ยูริเคสสําหรบัตรวจวัดกรด

ยูริกด้วยระบบโฟลว์อินเจคชนัแอมเพอโรเมทร ี

 

5.2.2 การตรวจวัดกรดยูริกด้วยระบบโฟลว์อินเจคชันแอมเพอโรเมทรี 

 5.2.2.1 ผลของศักย์ไฟฟ้าที่เหมาะสมในระบบโฟลว์อินเจคชันแอมเพอโรเมทรี 

         จากผลการทดลองท่ีได้จาก ข้อ 5.2.1 อิเล็กโทรดท่ีปรับปรุงด้วยอนุภาคนาโนซิลเวอร์และเส้น

ใยนาโนคอมโพสิทของไคโตซานและคาร์บอนนาโนทิวป์ (Chi-CNT/AgNP/Au) ถูกนํามาใช้เพื่อตรึงเอ็นไซม์ยู

รึกเคส โดยเบ้ืองต้นใช้ปริมาณเอ็นไมซ์  เข้มข้น 2 ยูนิตต่อไมโครลิตร ปริมาตร 5 ไมโครลิตร (ปริมาณ

เอ็นไซม์ 10  ยูนิต)   และจากไซคลิกโวลแทมโมแกรมท่ีได้จากหัวข้อ 5.2.1 พบว่าออกซิเจนจะเกิดปฏิกิริยา

ออกซิเดชันท่ี -0.20 ถึง -0.50 โวลต์  จึงเลือกศักย์ไฟฟ้า ช่วง -0.20 ถึง -0.5 โวลต์ ในการศึกษา

ศักย์ไฟฟ้าท่ีเหมาะสมในการเกิดปฺกิริยารีดักชันของออกซิเจนในระบบโฟลว์อินเจคชันแอมเพอโรเมทรี ผล

การทดลองแสดงได้ดังรูปท่ี  9 จะเห็นได้ว่า ท่ีศักย์ไฟฟ้า -0.35 โวลต์ ให้ค่าความไววิเคราะห์ต่อการ

ตรวจวัดกรดยูริกได้สูงสุด ดังจึงเลือกศักย์ไฟฟ้าท่ี  -0.35 โวลต์ในการศึกษาต่อไป 
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รูปที่ 9 ผลของศักย์ไฟฟ้าต่อการตรวจวัดกรดยูริกโดยวัดจากการปฎฺกิริยารีดักชันของการลดลงของ

ออกซิเจนท่ีใช้ในการเกิดออกซิเดชันของกรดยูริกใอใช้เอนไซม์ยูริเคส โดยมีสภาวะในการทดลองคือ ฉีด

สารละลายมาตรฐานกรดยูริกท่ีความเข้มข้น 0.05-0.2 มิลลิโมลาร์ ความเข้มข้นละ 3 ซํ้า ปริมาตรตัวอย่าง 

250 ไมโครลิตร และใช้อัตราการไหลของสาร 0.25 มิลลิลิตรต่อนาที 

 5.2.2.2 ผลของปริมาณเอนไซม์ยูริเคสที่ตรึงบนผิวอิเล็กโทรด  

          จากการศึกษาปริมาณการตรึงเอ็นไซม์บนผิวของอิเล็กโทรดท่ีปรับปรุงด้วยปรับปรุงด้วย

อนุภาคนาโนซิลเวอร์และเส้นใยนาโนคอมโพสิทของไคโตซานและคาร์บอนนาโนทิวป์ (Chi-CNT/AgNP/Au) 

ท่ี ความเข้มข้น 1 2 3 4 และ 5 ยนูิตต่อไมโครลิตร ปริมาตร 5 ไมโครลิตร หรือคิดเป็นปริมาณเอ็นไซม์ยูริ

เคสได้ 5 10 15 20 และ 25 ยูนิต ตามลําดับ พบว่าท่ี 25 ยนูิต จะให้ค่าความวิเคราะห์ของการวิเคราะห์สูง

ท่ีสุด (รูปท่ี 10)  แต่เมื่อปริมาณเอ็นไซม์มากขึ้นจะทําให้ความไววิเคราะห์ลดต่าํลง  ท้ังนี้เนื่องจากปริมาณ

เอนไซม์ที่มากเกินไป อาจทําให้อิเล็กโทรดมีความหนาเพิม่ขึ้นส่งผลให้การส่งผ่านอิเล็กตรอนบริเวณ

ขั้วไฟฟ้าเกิดได้ยากขึ้น ค่าความไววิเคราะห์จึงต่ําลง (Liu et al.,2006)  
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รูปที่ 10 ผลของปริมาณเอ็นไซม์ยูริเคสท่ีถูกตรึงบนอิเล็กโทรดที่ปรับปรุงด้วยอนุภาคนาโนซิลเวอร์และเส้น

ใยนาโนคอมโพสิทของไคโตซานและคาร์บอนนาโนทิวป์ ท่ีมีต่อความไววิเคราะห์ของการตรวจวัดกรดยูริก 

โดยฉีดสารละลายมาตรฐานยูริกท่ีความเข้มข้น 0.05-0.2 มิลลิโมลาร์ ความเข้มข้นละ 3 ซํ้า ปริมาตร

ตัวอย่าง 250 ไมโครลิตร และใช้อัตราการไหลของสาร 0.25 มิลลิลิตรต่อนาที  ทําการตรวจวัดท่ี

ศักย์ไฟฟ้า -0.35 โวลต์ 

 

 

 5.2.2.3 ผลของพีเอชและความเข้มข้นของสารละลายตัวพา  

               โดยในการทดลองนี้ใช้โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์เป็นสารละลายตัวพา ทําการศึกษาผลของ

ความเข้มข้นและพีเอชควบคู่กัน โดยศึกษาผลของความเข้มข้นท่ี 0.1 0.2 และ 0.3 โมลาร์ และท่ีทุกความ

เข้นข้นจะทําการศึกษาท่ี พีเอช 6.00 6.50 7.00 7.50 และ 8.00  ผลการทดลองแสดงได้ดังรูปท่ี 11 จะเห็น

ได้ว่าท่ีความเข้มข้นของบัฟเฟอร์ 0.2 โมลาร์จะให้ความวิเคราะห์สูงท่ีสุด และพบว่าท่ีทุกความเข้มข้นของ

บัฟเฟอร์  เม่ือพีเอชสูงขึ้น ความไววิเคราะห์ของการตรวจวัดกรดยูริกจะมีค่าสูงขึ้น จนกระท้ังท่ี พีเอช 7.50 

แต่เมื่อพีเอชสูงข้ึน พีเอช 8.00 ทําให้ความไวไววิเคราะห์ต่ําลง ท้ังนี้ เนื่องจากกรดยูริกมีโครงสร้างหลาย
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โครงสร้างขึ้นอยู่กับพีเอช ซ่ึงการแตกตัวของยูริกท่ีพีเอชสูงอาจมีผลต่อค่าความไววิเคราะห์ของการ

ตรวจวัดกรดยูริก  

 
รูปที่ 11 ผลของความเข้มข้นและพีเอชของโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์ท่ีมีผลต่อความไววิเคราะห์ในการ

ตรวจวัดกรดยูริกโดยฉีดสารละลายมาตรฐานยูริกท่ีความเข้มข้น 0.05-0.2 มิลลิโมลาร์ ความเข้มข้นละ 3 

ซํ้า ปริมาตรตัวอย่าง 250 ไมโครลิตร และใช้อัตราการไหลของสาร 0.25 มิลลิลิตรต่อนาที  ทําการ

ตรวจวัดที่ศักย์ไฟฟ้า -0.35 โวลต์ 

          

 5.2.2.4  ปริมาตรและอัตราการไหลของสารตัวอย่าง 

                ศึกษาอัตราการไหลและปริมาตรของสารตัวอย่างควบคู่กัน โดยจะทําการศึกษาท่ีอัตราการ

ไหล 0.25 0.3 0.4 0.5 0.6 และ 0.7 มิลลิลิตรต่อนาที  และท่ีทุกอัตราการไหลจะศึกษาผลของปริมาตร

สารตัวอย่าง ท่ี 250 300 และ 400  ไมโครลิตร โดยฉีดสารละลายมาตรฐานกรดยูริกที่ความเข้มข้น 0.05-

0.2 มิลลิโมลาร์ ความเข้มข้นละ 3 ซํ้า นําความไววิเคราะห์ไปเปรียบเทียบ เพื่อหาปริมาตรและอัตราการ

ไหลของสารตัวอย่างท่ีเหมาะสม จากผลการทดลองพบว่าปริมาตรที่เหมาะสมของสารตัวอย่างคือ  300 

ไมโครลิตร ดังรูปท่ี 12 จากผลของอัตรไหลพบว่าเมื่ออัตราไหลเพิ่มข้ึนตั้งแต่ 0.25 0.3 0.4 และ 0.5 

มิลลิลิตรต่อนาที  จะให้ค่าความไววิเคราะห์สูงขึ้น แต่หลังจาก 0.5  มิลลิลิตรต่อนาที ค่าความไววิเคราะห์

จะลดลง ท้ังน้ีท่ีอัตราการไหลที่ต่ํากว่า 0.5 มิลลิตรต่อนาที สารเกิดการแพร่ได้ช้าทําให้สารตัวอย่างเกิดการ

เจือจางได้ ส่วนท่ีอัตราเร็วท่ีสูงกว่า 0.5  มิลลิลิตรต่อนาที  สารอาจจะเคล่ือนท่ีได้เร็วทําให้ปฏิกิริยา
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ระหว่างกรดยูริกและเอ็นไซม์เกิดไม่สมบูรณ์  ดังนั้นเพื่อให้ค่าความไววิเคราะห์สูงและใช้เวลาส้ัน จึงเลือกใช้

อัตราการไหลท่ี 0.5 มิลลิลิตรต่อนาที และใช้ปริมาตรกรดยูริก 300 ไมโครลิตร 

 
                    

  รูปที่ 12 ผลของปริมาตรและอัตราการไหลของสารตัวอย่างทท่ีมีผลต่อความไววิเคราะห์ในการตรวจวัด

กรดยูริกโดยฉีดสารละลายมาตรฐานยูริกท่ีความเข้มข้น 0.05-0.2 มิลลิโมลาร์ ความเข้มข้นละ 3 ซํ้า ทํา

การตรวจวัดท่ีศักย์ไฟฟ้า -0.35 โวลต์ 

 

 จากการศึกษาสภาวะท่ีเหมาสมะของการตรวจวัดกรดยูริกด้วยระบบโฟลว์อินเจคชันแอมเพอโร

เมทรี สามารถสรุปได้ว่า ปริมาณเอนไซม์ยูริเคสในการตึงบนอิเล็กโทรด 15 ยูนิต  ศักย์ไฟฟ้าท่ีป้อน -0.35 

โวลต์    ใช้ 0.2 โมลาร์โซเดียมฟอตเฟตบัฟเฟอร์ พีเอช 7.50  เป็นสารละลายตัวพา  ปริมาตรในการฉีด

สารตัวอย่าง 300 ไมโครลิตร และอัตราการไหลของสารตัวอย่าง 0.5 มิลลิลลิตรต่อนาที 

 

5.2.3 ช่วงการตอบสนองที่เป็นเส้นตรงและขีดจํากัดการตรวจวัด 

        หลังจากได้สภาวะท่ีเหมาะสมของการทดลองในระบบโฟลวอินเจคชันแอมเพอโรเมทริกแล้ว จึงใช้

สภาวะดังกล่าวในการศึกษาช่วงการตอบสนองเชิงเส้นตรงและขีดจํากัดในการตรวจวัด โดยการฉีด
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สารละลายมาตรฐานกรดยูริกในช่วงความเข้มข้น 0.001-0.6 มิลลิโมลาร์ โดยลักษณะแอมเพอโรแกรมท่ีได้

จากการฉีดสารละลายมาตรฐานกรดยูริกแสดงได้ดังรูปท่ี 13 

 

                         

  
 

 รูปที่ 13 ตัวอย่างของสัญญาณการตอบสนองท่ีได้จากการฉีดสารละลายมาตรฐานกรดยูริก ช่วงความ

เข้มข้น 0.01 mM ถึง 0.3 มิลลิโมลาร์ ในระบบโฟลว์อินเจคชันแอมเพอโรเมทรี ภายใต้สภาวะท่ีเหมาะสม 

    

  จากผลการทดลองพบว่าระบบโฟลว์อินเจคชันแอมเพอโรเมทรีที่มีการตรึงเอนไซม์ยูริเคสบน

อิเล็กโทรดทองท่ีปรับปรุงผิวด้วยอนุภาคนาโนซิลเวอร์และเส้นใยนาโนคอมโพสิทของไคโตซานและคาร์บอน

นาโนทิวป์ ให้ช่วงการตอบสนองเชิงเส้นตรงในช่วงความเข้มข้น 0.001-0.4 มิลลิโมลาร์  (รูปที่ 14) โดยให้ค่า

ขีดจํากัดของการตจรวจวัดท่ี 1 ไมโครโมลาร์ (S/N ≥3) 
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รูปที่ 14 กราฟมาตรฐานที่ได้จากการวิเคราะห์ปริมาณกรดยูริกในระบบโฟลว์อินเจคชันแอมเพอโรเมทรี 

ช่วงความเข้มข้น 0.01 mM ถึง 0.6 มิลลิโมลาร์ ในระบบโฟลว์อินเจคชันแอมเพอโรเมทรี ภายใต้สภาวะท่ี

เหมาะสม 

    

5.2.4 ความสามารถในการเลือก (selectivity) ของอิเล็กโทรด 

 ศึกษาความสามารถในการเลือกของอิเล็กโทรดในระบบแอมเพอโรเมทริกสําหรับการตรวจวัดกรด

ยูริก  ในการทดลองจึงทดสอบสารที่มีอยู่ในตัวอย่างซีรัม เช่น กรดแอสคอบิก (ascorbic acie, AA) น้ําตาล

กลูโคส (Glucose, GC)  และกรดแลกติก (lactic acid, LA) โดยเติมสารดังกล่าวท่ีระดับความเข้มข้นปกติท่ีมี

อยู่ในซีรัม และท่ีความเข้มข้นสูงกว่ากรดยูริก 100 เท่า ผสมกับสารละลายมาตรฐานกรดยูริกที่ความเช้มข้น 

0.1 มิลลิโมลาร์ ผลการทดลองแสดงได้ดังรูป 14 จะเห็นได้ว่า สัญญาณที่ได้จากการผสมสารดังกล่าว ไม่มี

ความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญจาก 0.1 มิลลิโมลาร์กรดยูริก ดังน้ันจึงสรุปได้ว่า เอ็นไซม์ยูริเคสท่ีตรึงบน

อิเล็กโทรดที่ดัดแปลงด้วยชั้นของอิเล็กโทรดท่ีปรับปรุงผิวด้วยอนุภาคนาโนซิลเวอร์และเส้นใยนาโน

คอมโพสิทของไคโตซานและคาร์บอนนาโนทิวป์ มีความจําเพาะเจาะจงต่อกรดยูริก 
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รูปที่ 15 สัญญาณของเอ็นไซม์ยูริเคสท่ีตรึงบนอิเล็กโทรดท่ีปรับปรุงผิวด้วยอนุภาคนาโนซิลเวอร์และเส้นใย

นาโนคอมโพสิทของไคโตซานและคาร์บอนนาโนทิวป์สําหรับการวิเคราะห์กรดยูริก และการผสมของกรด

ยูริกกับกรดแอสคอบิก (ascorbic acie, AA) นํ้าตาลกลูโคส (Glucose, GC)  และกรดแลกติก (lactic acid, 

LA) โดยทําการทดลองภายใต้สภาวะท่ีเหมาะสม 

 

5.2.5 ความเสถียรในการใช้งานของขั้วไฟฟ้า 

         เพื่อความถูกต้องและความน่าเชื่อถือของข้อมูลท่ีได้ จึงศึกษาความเสถียรของอิเล็กโทรดที่

ปรับปรุงผิวด้วยอนุภาคนาโนซิลเวอร์และเส้นใยนาโนคอมโพสิทของไคโตซานและคาร์บอนนาโนทิวป์ท่ีมี

การตรึงเอ็นไซมยูริเคส ภายใต้สภาวะท่ีเหมาะสม ฉีดสารละลายมาตรฐานกรดยูริกความเข้มข้น 0.1 มิลลิ

โมลาร์ ต่อเนื่องหลายครั้ง จากการศึกษาพบว่าอิเล็กโทรดสามารถใช้ซํ้าอย่างต่อเนื่องได้ 205 ครั้ง  (รูปท่ี 

16) โดยท่ีค่าเฉลี่ยของ % สัญญาณการตอบสนองอยู่ท่ี 98±3 % สัญญาณการตอบสนองท่ีได้ยังอยู่ในช่วง 

± 10 % (TL10) (Thverniers er al., 2004) ของสัญญาณการตอบสนองท่ีได้จากการฉีดครั้งแรก การลดลง

ของสัญญาณจากการฉีดแต่ละคร้ังมีค่าเพียง  0.022%   ซ่ึงแสดงให้เห็นว่าเอ็นไซม์ยูริเคสท่ีตรึงบน

อิเล็กโทรดท่ีปรับปรุงผิวด้วยอนุภาคนาโนซิลเวอร์และเส้นใยนาโนคอมโพสิทของไคโตซานและคาร์บอนนา

โนทิวป์ท่ีพัฒนาขึ้นมีเสถียรภาพสูงและให้ค่าการทําซํ้าทีดี (ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ 3%) 
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รูปที่16 ความเสถียรในการใช้งานของเอ็นไซม์ยูริเคสท่ีตรึงบนอิเล็กโทรดท่ีปรับปรุงผิวด้วยอนุภาคนาโนซิล

เวอร์และเส้นใยนาโนคอมโพสิทของไคโตซานและคาร์บอนนาโนทิวป์ ภายใต้สภาวะท่ีเหมาะสมฉีดสารลาย

มาตรฐานกรดยูริกความเข้มข้น 0.1 โมลาร์  

 

 5.2.6  ระยะเวลาการใช้งานของอิเล็กโทรด 

            ศึกษาอายุการใช้งานของอิเล็กโทรดสําหรับการตรวจวัดยูริก โดยทําการเก็บอิเล็กโทรดท่ี

อุณหภูมิ      4 °C เป็นเวลา 6 สัปดาห์ โดยในแต่ละสัปดาห์จะนําอิเล็กโทรดมาทดสอบการตรวจวัดกรด

ยูริกภายใต้สภาวะที่เหมาะสม  จากการศึกษาพบว่าการเก็บรักษาอิเล็กโทรดท่ีปรับปรุงผิวด้วยอนุภาคนาโน

ซิลเวอร์และเส้นใยนาโนคอมโพสิทของไคโตซานและคาร์บอนนาโนทิวป์ท่ีสัปดาห์ท่ี 6 ยังคงให้ค่าความไว

วิเคราะห์ 93.7 %  หรือลดลงเพียง 6.3 % เมื่อเทียบกับความไววิเคราะห์ท่ีได้จากการเตรียมอิเล็กโทรด

แล้วนํามาใช้เลย (0 สัปดาห์)  จากผลการศึกษาสามารถสรุปได้ว่าอิเล็กโทรดสามารถเก็บรักษาได้ถึง 6 

สัปดาห์ 
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รูปที่ 17 ผลของเก็บรักษาอิเล็กโทรดรักษาอิเล็กโทรดที่ปรับปรุงผิวด้วยอนุภาคนาโนซิลเวอร์และเส้นใยนา

โนคอมโพสิทของไคโตซานและคาร์บอนนาโนทิวป์ท่ีตรึงเอ็นไซม์ยูริกเคส ท่ีมีผลต่อความไววิเคราะห์ของ

การตรวจวัดกรดยูริก 

 

5.2.7 ความสามารถในการทําซํ้าได้ในการปรับปรุงผิวขั้วอิเล็กโทรด 

  จากการเตรียมข้ัวอิเล็กโทรดท่ีมีการปรับปรุงด้วยชั้นของอนุภาคนาโนซิลเวอร ์ และชั้นของ

เส้นใยนาโนคอมโพสิทของไคโตซานและคาร์บอนนาโนทิวป์ท่ีมีการตรึงเอนไซม์ยูริกเคส  ท้ังหมด 6 

อิเล็กโทรด  โดยแต่ละอิเล็กโทรดวิเคราะห์ด้วยการฉีดสารละลายมาตฐานกรดยูริกความเข้มข้น 0.05-0.2 

มิลลิโมลาร์ แล้วเปรียบเทียบค่าความไววิเคราะห์  ดังรูปท่ี  18 ความไววิเคราะห์ท่ีได้จากอิเล็กโทรดแต่ละ

อัน ท้ัง 6 อัน พบว่าไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสําคญั (P>0.05) 
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  รูปท่ี 18 ความไววิเคราะห์ท่ีได้จากการเตรียมขั้วอิเล็กโทรดท่ีมีการปรับปรุงด้วยชั้นของอนุภาคนาโนซิล

เวอร์ และชั้นของเส้นใยนาโนคอมโพสิทของไคโตซานและคาร์บอนนาโนทิวป์ที่มีการตรึงเอนไซม์ยูริกเคส  

ท้ังหมด 6 อิเล็กโทรด  

 

5.2.8 วิเคราะห์ค่าความเข้มขน้ของกรดยูริกในตัวอย่างซีรั่ม 

      เพื่อป็นการยืนยันวา่ขั้วอิเล็กโทรดท่ีมีการปรับปรุงด้วยชั้นของอนุภาคนาโนซิลเวอร์ และชั้นของเส้น

ใยนาโนคอมโพสิทของไคโตซานและคาร์บอนนาโนทิวป์ท่ีมีการตรึงเอนไซม์ยริูกเคสที่พัฒนาขึ้น สามารถ

นาํมาใช้ในการวิเคราะห์ตัวอย่างจริงได้ จึงได้รับความอนุเคราะห์ตวัอย่างซีรัม จาํนวน 20 ตวัอย่าง จาก

โรงพยาบาลสงขลานครินทร์ โดยในการวิเคราะห์จะทําการเจือจางสารตวัอย่าง 20 เท่าเพื่อลดการรบกวน

ของสารต่างๆท่ีอาจปนเปื้อนใน   และจากการศึกษาผลของตวัรบกวนอ่ืนท่ีมีในตวัอย่างหลังจากเจือจงลง 

20 เท่า โดยการเปรียบเทียบความชันที่ได้จาก  matrix matched calibration curve  กับ standard 

carlibration curve โดยวิเคราะห์ความแตกต่างของค่าความชนัด้วยเทคนิค two way ANOVA  โดยใช้

โปรแกรม R (R Development Core Team, 2006) พบว่าค่าความชนัของกราฟมาตรฐานท้ังสองไม่มีความ

แตกต่างอย่างมีนัยสําคัญท่ีระดับความเชื่อมัน่ 95 % (P>0.05) ซ่ึงแสดงว่าหลังจากเจือจางตัวอย่าง 20 เท่า 

องค์ประกอบอ่ืน ๆ ท่ีมีอยู่ในตวัอย่างม่มีผลรบกวนการวิเคราะห์กรดยูริก ดังนั้นในการวิเคราะห์กรดยูริกใน

ตวัอย่างซีรัมจึงใช้ standard calibration curve     
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 จากนั้นได้ทําการวิเคราะห์กรดยูริกในซีรัม 20 ตวัอย่าง เปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐานเอนไซเมติกคัล

เลอริเมทริก (enzymatic colorimetric method)  ซ่ึงระดับความเข้มข้นของกรดยูริกในซีรมัพบอยู่ในช่วง 

0.15-0.55 มิลลิโมลาร์ ดังแสดงในตารางที่ 1  และรูปที่ 19 โดยได้ทดสอบผลการวิเคราะห์ตวัอย่างท่ีจาก

ท้ังสองวิธี ด้วยวิธี Wilcoxon signed test พบว่าผลการวิเคราะห์ท้ังสองให้ผลท่ีสอดคล้องกัน (P>0.05) 

 

 ตารางท่ี 1 เปรียบเทียบค่าความเข้มข้นของกรดยริูกที่วิเคราะห์ได้ด้วยเทคนิคไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นและ

วิธีมาตรฐานเอนไซเมติกคัลเลอริเมทริก (enzymatic colorimetric method) 

  

 

       

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

No. 
Sample 

Uric acid concentration 
(mM) 

Hospital Biosensor
1  0.21 0.22±0.01
2  0.15 0.15±0.008
3  0.30 0.30±0.008
4  0.24 0.25±0.006
5  0.48 0.49±0.007
6  0.54 0.55±0.006
7  0.39 0.39±0.008
8  0.31 0.32±0.009
9  0.55 0.55±0.01
10  0.43  0.43±0.008
11  0.49 0.48±0.009
12  0.51 0.50±0.015
13  0.29 0.29±0.01
14  0.30 0.30±0.009
15  0.21 0.22±0.008
16  0.15 0.15±0.008
17  0.37 0.37±0.009
18  0.38 0.39±0.008
19  0.39 0.39±0.01
20  0.23 0.23±0.01
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รูปที่ 19 เปรียบเทียบค่าความเข้มข้นของกรดยูริกที่วิเคราะห์ได้ด้วยเทคนิคไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นและวิธี

มาตรฐานเอนไซเมติกคัลเลอริเมทริก (enzymatic colorimetric method) 

 

6. สรุปผลการทดลอง และข้อเสนอแนะสําหรับงานวิจัยในอนาคต 

6.1 สรุปผลการทดลอง 

 จากการศึกษาสรุปได้ว่าผลการวิจัยเป็นไปตามวัตถุประสงค์ที่ตั้งไว้คือได้การปรับปรุงผิว

อิเล็กโทรด (modified electrode) ด้วยการเตรียมเส้นใยนาโนของไคโตซานร่วมกับคาร์บอนนาโนทิวป์ด้วย

เทคนิคอิเล็กโตรสปินนิงบนอนุภาคนาโนซิลเวอร์ท่ีอยู่บนขั้วไฟฟ้าทอง เพื่อใช้เป็นวัสดุรองรับสําหรับการ

ประยุกต์ใช้ทางไบโอเซนเซอร์  โดยนํามาใช้ในการตรึงเอนไซม์ยูริเคส เพื่อตรวจวัดกรดยูริกในซีรัม ให้ช่วง

การตอบสนองท่ีเป็นเส้นตรงต่อกรดยูริกตั้งแต่ 0.001-0.4 มิลลิโมลาร์ และมีขีดจํากัดของการตรวจวัดท่ี 

1.0 ไมโครโมลาร์  โยมีเสถียรภาพในการใช้งานดี สามารถวิเคราะห์กรดยูริกได้อย่างต่อเนื่อง 205 ครั้ง โดย

ท่ีเปอร์เซ็นต์การลดลงของการฉีดแต่ละคร้ังมีค่าเพียง0.022 %  ใช้เวลาในการวิเคราะห์ไม่นาน  4 นาที มี

ความสมารถในการเลือก (selectivity) สูง และจําเพาะเจาะจงต่อกรดยูริก  นอกจากนี้จากค่าขีดจํากัดของ

การตรวจวัดท่ีมีค่าต่ํา ในการวิเคราะห์กรดยูริกในตัวอย่างซีรัม สามารถลดสัญญาณของตัวรบกวนได้โดย

การเจือจางสารตัวอย่างลง 20 เท่า และจากผลการวิเคราะห์ค่าความเข้มข้นของกรดยูริกในตัวอย่างซีรัม
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โดยใช้ระโฟลวอินเจคชันแอมเพอโรเมทรีพบว่าให้ผลที่สอดคล้องกับวิธีมาตรฐานเอนไซเมติกคัลเลอริเมท

ริก (enzymatic colorimetric method) ซ่ึงเป็นวิธีท่ีใช้ในโรงพยาบาล (P>0.05)  

 

6.2 ข้อเสนอแนะสําหรับงานวิจัยในอนาคต 

 ผลการวิจัยนี้สามารถนําไปประยุกต์ใช้สําหรับการตรวจวิเคราะห์กรดยูริกในทางเคมีคลินิกได้ แต่

เนื่องจากเคร่ืองมือมีขนาดใหญ่ จึงยังเป็นการตรวจวัดในระดับห้องปฏิบัติการ  ซ่ึงอาจจะพัฒนาให้ขนาด

เล็กลงได้ และนอกจากนี้อิเล็กโทรดท่ีใช้เป็นอิเล็กโทรดซ่ึงมีราคาค่อนข้างแพงซึ่งอาจจะใช้อิเล็กโทรดท่ีมี

ราคาถูกลง และมีขนาดเล็กลงได้ เช่น สกรีนพรินต์อิเล็กโทรด (screen print electrode) ซ่ึงเป็นอิเล็กโทรด

ขนาดเล็ก และเหมาะกับการใช้งานแบบใช้แล้วท้ิง (dipossible electrode)  

 

7. Output จากโครงการวิจัยที่ได้รับทุน สกว. 

7.1 ผลงานตีพิมพ์ในวารสารวิชาการนานาชาติ (ระบุชื่อผู้แต่ง ช่ือเรื่อง ชื่อวารสาร ปี เล่มที่ เลขที่ 

และหน้า หรือผลงานตามที่คาดไว้ในสัญญาโครงการ 

 

1. Numnuam. A, Thavarungkul, P, Kanaharanna, P. An Amperometric Uric Acid Biosensor based on 

Chitosan-Carbon Nanotube  Electrospun Nanofiber/ Siver Nanoparticle  ดังแสดงในภาคผนวกที่ 1 ((คาด

ว่าจะส่งตีพิมพ์ ใน Electrochimica Acta  (impact factor 3.832) ช่วง เดือน มิถุนายน 2556) 

 

7.2 การเสนอผลงานในที่ประชุมวิชาการแบบโปสเตอร์ 

1. Numnuam. A, Thavarungkul, P, Kanaharanna, P. “An Amperometric Uric Acid Biosensor based on 

Chitosan-Carbon Nanotube  Electrospun Nanofiber/ Siver Nanoparticle”. การประชุมนักวิจัยรุ่นใหม่ พบ 

เมธีวิจัยอาวุโส สกว. ครั้งท่ี 12 ณ Holiday Inn Regent Beach Cha-Am, Petchburi, Thailand. 10-12 

October 2012.  
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