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ตามดวยกลูโคสออกซิเดสและกลูตารัลดีไฮดตามลําดับ แลวนําไปฝงลงในรองของอุปกรณไมโคร

ฟลูอิดิคที่ทําจากแผนอะคริลิคซึ่งแกะสลักดวยแสงเลเซอรที่มีขนาดยาว 20 มิลลิเมตร กวาง 2 

มิลลิเมตร และลึก 150 ไมโครเมตร เม่ือฉีดสารละลายตัวอยางที่มีกลูโคสอยูเขาไปยังอุปกรณไมโคร
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เอนไซมกลูโคสออกซิเดสบนไบโอรีแอคเตอร จากนั้นไฮโดรเจนเปอรออกไซดก็จะถูกตรวจวัดดวย

ปฏิกิริยาเคมิลูมิเนสเซนตของลูมินอล/โคบอลต (II) ในสภาวะดาง สวนเพอริสตาลติกปมจะถูกใช
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มิเนสเซนตที่ใหประสิทธิภาพดีที่สุด โดยชวงความเปนเสนตรงของความเขมแสงเคมิลูมิเนสเซนตที่

สัมพันธกับความเขมขนของกลูโคสอยูในชวง 0.5 × 10-4 ถึง 12.0 × 10-4 โมลาร (r2 = 0.9941) และ

พบวามีขีดจํากัดของการตรวจวัด (3σ) เทากับ 1.0 × 10-5 โมลาร กลูโคสออกซิเดส/ทองนาโนไบโอ

รีแอคเตอรนี้สามารถใชได 15 วัน เมื่อยังคงมีการตอบสนองเคมิลูมิเนสเซนตมากกวา 50% เมื่อเก็บ

ไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส วิธีที่ไดนําเสนอนี้เปนวิธีที่มีความจําเพาะและวองไวสูงตอการ

วิเคราะหปริมาณกลูโคสในตัวอยางซีรัมเลือดและเครื่องดื่มใหพลังงานตางๆ 
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ABSTRACT 

   
A microfluidic (µFI) system incorporating a carbon rod immobilized with gold nano 

particle/glucose oxidase (AuNP/GODx) was developed as a bioreactor for the determination of 

glucose in biological fluids and beverages. The AuNP/GODx bioreactor was prepared by  drop 

casting gold nano particle solution on the surface of pencil carbon rod followed by glucose 

oxidase and glutaraldehyde activation. The AuNP/GODx bioreactor was then loaded into a laser 

engraved planar acrylic microfluidic device that was 20 mm long, 2 mm wide and 150 μm deep 

channel. When the sample containing glucose was injected into the microfluidic device, it reacted 

by changing into hydrogen peroxide due to enzymatic activity of AuNP/GODx bioreactor. From 

there, the chemiluminescence (CL) reaction of luminol/ Co2+ was examined in various conditions. 

After the carrier and reagent solutions, were pumped using the peristaltic pump, the appropriate 

physical and chemical parameters were thoroughly investigated to obtain the optimum µFI-CL 

conditions in a CL intensity linear relationship with glucose concentrations from 0.5 × 10-4 to 

12.0 × 10-4 mol L-1 (r2 = 0.9941) and was found that detection limit (3σ) was equivalent to 

1.0 × 10-5 mol L-1. The AuNP/GODx bioreactor could be used within 15 days when CL response 

was more than 50% at the storage temperature of 4°C. This method was shown to provide a high 

selectivity and sensitivity towards quantitative analysis of glucose in the blood serum and energy 

drink samples. 
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คํานํา 

 

วิธีการวิเคราะหแบบดั้งเดิมไมวาจะเปนวิธีวิเคราะหทางเคมีหรือการวิเคราะหโดย

ใชเครื่องมือ จะเปนวิธีการวิเคราะหแบบไมตอเนื่อง (batch wise methods) ตองอาศัยผูปฏิบัติการ

หรือนักวิจัยเปนจํานวนคอนขางมากในการชั่งตวงวัดสารละลาย ซึ่งอาจเปนสารตัวอยางและรีเอ

เจนต ชนิดตางๆ ใสในภาชนะที่เหมาะสม เชนบีกเกอร ขวดรูปชมพู ขวดวัดปริมาตร หลอดทดลอง 

หรือเซลลของเครื่องมือเฉพาะใดๆ โดยใชเครื่องมือตวงวัดที่เหมาะสม เชนบิวเรต ปเปต หรือ

กระบอกตวง เปนตน  การวัดผลเกิดจากปฏิกิริยาโดยอานจากมิเตอรของเครื่องตรวจวัดและการใช

นาฬิกาจับเวลา  เมื่อพิจารณาขั้นตอนของการวิเคราะหแบบดั้งเดิมจะเห็นไดวาความเท่ียง และความ

แมน ของผลท่ีไดจากการวิเคราะหแบบดั้งเดิมขึ้นอยูกับฝมือและความชํานาญของผูปฏิบัติการ  หรือ

กลาวอีกนัยหนึ่งวาความคลาดเคลื่อนจากการวิเคราะหแบบดั้งเดิมนั้นเกิดจากผูทําการทดลองเปน

สวนใหญ นอกจากนี้วิธีการวิเคราะหแบบดั้งเดิมตองใชเวลาในการทําการทดลองนาน  อีกทั้งตอง

ใชสารเคมีในปริมาณมากและมีการผลิตของทิ้งหรือเสียในปริมาณมาก ซึ่งสารเคมีที่ใชหลังจาก

วิเคราะหแตละครั้งยอมมีผลกระทบตอส่ิงแวดลอมได เชนเกิดมลภาวะทางน้ําและทางอากาศ ดังนั้น

นักวิทยาศาสตรจึงไดพัฒนาวิธีการวิเคราะหเชิงเคมีสะอาดเพื่อลดการใชสารเคมีและสารตัวอยาง 

ตลอดจนควบคุมใหเกิดของเสียนอยที่สุดทําไดดวยความรวดเร็วและใหขอมูลเปนที่เชื่อถือได 

แนวทางในการนําไปสูการบรรลุเปาหมายคือ การพัฒนาเทคนิคอัตโนมัติ 

การพัฒนาเครื่องมือวิเคราะหที่มีราคาถูกที่มีการลดการใชสารตัวอยางและสารเคมี

ที่มีพิษและหาสารทดแทนที่มีพิษนอยหรือไมมีพิษจึงเปนงานวิจัยที่ เปนที่สนใจในแวดวง

นักวิทยาศาสตรในปจจุบัน เทคนิคที่นักเคมีวิเคราะหมีความสนใจและแขงขันกันในการพัฒนามาก

ที่สุดคือเทคนิคการวิเคราะหแบบการไหลฉีด หรือโฟลอินเจคชันอะนาลิซีส (flow injection 

analysis) หรือนิยมเรียกยอ ๆ วาเอฟไอเอ (FIA) ซึ่งเปนจุดเริ่มตนของการพัฒนาเทคนิคการ

วิเคราะหแบบอัตโนมัติควบคูกับเทคนิคการไหลฉีด ซึ่งนําไปสูการพัฒนาเทคนิคการวิเคราะหเชิง

เคมีสะอาด (greener analytical chemistry) 

การพัฒนาเทคนิคการวิเคราะหเชิงเคมีสะอาดในปจจุบันที่ใชแนวทางในการวิจัย

โดยอาศัย การลดขนาดหรือการยอสวนเชิงเคมี (miniaturization in chemistry) หรือเรียกใหมวา

แลบ-ออน-อะ-ชิพ ซึ่งมีชื่อเรียกหลายรูปแบบคือ ระบบไมโครโททัลอะนาลิซีส (micro total 

analysis) หรือเรียกยอ ๆ เปน TAS ระบบไมโครฟลูอิดิค (microfluidic system) หรือไมโคร

โฟลอะนาลิซีส (micro flow analysis) สวนประกอบหลักสําคัญของเทคนิคนี้คือการออกแบบและ

ประดิษฐปฏิกรณสําหรับทําปฏิกิริยาขนาดจิ๋ว หรือที่เรียกวาไมโครรีแอคเตอร (micro reactor) ใน
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กรณีสวนมากจะทําการยอสวนระบบการไหลฉีดหรือเอฟไอเอไวบนแผนวัสดุที่เรียกวาชิพ (chip) 

ซึ่งอาจเปนแกว พลาสติกหรือโลหะเฉื่อยตอปฏิกิริยาเคมีซ่ึงมีขนาดเล็ก ๆ ไมเกิน 3-4 ซม. สารที่เขา

ทําปฏิกิริยาเคมีชนิดตางๆ จะไหลดวยอัตราการไหลที่ต่ํามากในระดับไมโครลิตรตอนาที ซึ่งจะมา

บรรจบกันที่ตําแหนงเดียวกันบนชิพ สงผลใหปฏิกิริยาเกิดขึ้นบนชิพ บนพื้นที่ขนาดเทากับเหรียญ

หนึ่งบาทเทานั้น ซึ่งเปนที่มาของชื่อเทคนิคนี้วาไมโครโททัลอะนาลิซีส  ระบบนี้ใชสําหรับนํา

สารเคมีเขาสูเครื่องตรวจวัดชนิดตางๆ เชนเดียวกับเทคนิคเอฟไอเอ แตประหยัดสารเคมีทั้งที่เปน

สารตัวอยางและรีเอเจนตตั้งแต 1,000 เทาขึ้นไป (จากไมโครลิตรเปนนาโนลิตร) สําหรับตัวตรวจวัด 

(detector) ที่ใชในไมโครโฟลอินเจคชันอะนาลิซีส มีไดหลากหลายชนิดคลายคลึงกับดีเทคเตอรที่

ใชในงานในระบบโฟลอินเจคชันอะนาลิซีส แตดีเทคเตอรที่เปนที่นิยมใชมากไดแก เครื่องตรวจวัด

เชิงไฟฟาเคมีและเครื่องตรวจวัดเชิงแสง 

การวดัระดับน้ําตาลในเลือดสามารถวัดไดโดยการใชเอนไซมกลูโคสออกซิเดสซึ่ง

จําเพาะตอ ด-ีกลูโคสเทานั้น เนื่องจากกลูโคสเปนน้ําตาลรดีิวซซึ่งหมายถึงวามันสามารถถูกออกซิ

ไดสไดโดยเอนไซมกลูโคสออกซิเดสจะกระตุนออกซิเดชนัของเบตา-ดี-กลูโคส (-D-glucose) ไป

เปนกรดด-ีกลูโคนคิ (D-gluconic acid) โดยอัลฟา-ดี-กลูโคส (-D-glucose) สามารถเปล่ียนไปอยู

ในรูปเบตา (beta form) ได ดังนัน้กลูโคสในเลือดทั้งหมดจงึวัดไดในคราวเดียวกนั ดังภาพ 1 
 

 
 

ภาพ 1 ปฏิกิริยาออกซิเดชันของเบตา-ดี-กลูโคส 

ที่มา : Swoboda and Massey (1965) 

 

จากภาพ 1ออกซิเจนสองอะตอมจากอากาศซึ่งเปน oxidizing agent จะเขาทําปฏิกิริยากับ glucose 

reducing agent เมื่อวงแหวนเปดออกและคารบอนตําแหนงที่ 1 ซ่ึงเปนหมูอัลดีไฮดกลายเปนกรดด-ี

กลูโคนคิ ในขณะเดียวกันออกซิเจนในน้ําก็จะกลายเปนไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) 
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นอกจากนั้นเมื่อนํา H2O2 ที่เกิดขึ้นมาทําปฏิกิริยากับลูมินอลสามารถเกิดปฏิกิริยา

โดยมีสารออกซิแดนทใหสารผลิตภัณฑที่สภาวะเรา  จากนั้นสารผลิตภัณฑที่สภาวะเราจะเปลง

พลังงานออกมาในรูปของพลังงานแสง  ซ่ึงสามารถที่จะวัดความเขมของคลื่นแสงที่เปลงออกมานี้

โดยใชตัวตรวจวัด (detector) ที่เหมาะสม  เชน  หลอดขยายสัญญาณแสง (photomultiplier tube) 

เปนตน  เรียกคลื่นแสงที่เปลงออกมานี้วาเคมิลูมิเนสเซนตซึ่งการตรวจวัดการเกิดเคมิลูมิเนสเซนตที่

คายออกมาดวยหลอด PMT  สามารถวัดปริมาณกระแสไฟฟาที่เกิดขึ้นหรือปริมาณศักยไฟฟาที่

เปล่ียนแปลงได  

ดวยความกาวหนาทางดานนาโนเทคโนโลยีสําหรับการพัฒนาโครงสรางขนาด

เล็กในระดับนาโนเมตร เชน  nanospheres, nanofibers และ nanotubes  เปนตน  ไดรับความสนใจ

สําหรับการนํามาใชตรึงเอนไซม ซึ่งชวยเพิ่มประสิทธิภาพของเอนไซมตรึงรูป คือ ลดขอจํากัดใน

การแพร และเพิ่มพื้นที่ผิวทําใหปริมาณเอนไซมที่ถูกตรึงเพิ่มมากขึ้น นอกจากนี้ ลักษณะทาง

กายภาพของอนุภาคขนาดนาโนชวยสงเสริมประสิทธิภาพในการตรึงเอนไซม 

 ดังนั้น ในงานวิจัยนี้จะอาศัยความสัมพันธของการเกิดไฮโดรเจนเปอรออกไซด

เมื่อทําการออกซิไดสกลูโคสในตัวอยางดวยเอนไซมกลูโคสออกซิเดสที่ถูกตรึงอยูบนวัสดุรองรับ

แทงคารบอนที่มี กลูตารัลดีไฮดและทองนาโนเปนตัวชวยในการปรับปรุงการติดของเอนไซมกับ

วัสดุรองรับ โดยที่ปริมาณไฮโดรเจนเปอรออกไซดที่เกิดขึ้นจะแปรผันโดยตรงกับแสงเคมิลูมิเนส

เซนตที่เปลงออกมากับปฏิกิริยาของลูมินอลในสารละลายดางที่ตรวจวัดไดดวยระบบไมโคร

ฟลูอิดิคที่มีระบบตรวจวัดชนิดเคมิลูมิเนสเซนต จากนั้นทําการประดิษฐไมโครโฟลอยางงายโดยใช

แผนอะคริลิกในการทดสอบปริมาณไฮโดรเจนเปอรออกไซด แลววิเคราะหหาสภาวะที่เหมาะสม

ของระบบเพื่อนําไปประยุกตใชสําหรับการวิเคราะหกลูโคสดวย AuNP/GODx ไบโอรีแอคเตอร

รวมกับการตรวจวัดดวยเคมิลูมิเนสเซนต โดยศึกษาตัวแปรทางกายภาพ เชน อัตราเร็วของกระแส

ตัวพา กระแสรีเอเจนตลูมินอล กระแสโคบอลตปริมาตรของสารตัวอยางที่ฉีดเขาไปในระบบ และ

ตัวแปรทางเคมีอื่นๆ เชน ความเขมขนของกระแสตัวพา กระแสรีเอเจนตลูมินอล กระแสโคบอลต 

เปนตน และทําการศึกษาผลของสารรบกวนตางๆ ที่อาจกระทบตอการวิเคราะห จากนั้นทําการ

วิเคราะหตัวอยางกลูโคสในอาหารและของเหลวทางชีวภาพเพื่อเปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐาน ใน

รายงานครั้งนี้จะนําไปสูวิธีการวิเคราะหกลูโคสที่มีความสะดวกและแมนยําถูกตองมากยิ่งขึ้น 
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วัตถุประสงคของการวิจัย 

 

1. เพ่ือออกแบบและสรางเครื่องมือราคาถูกแตมีประสิทธิภาพสูงสําหรับการตรวจ

วิเคราะหกลูโคสดวยเทคนิคไมโครโฟลอะนาลิซีสหรือแล็ปออนชิพ (Lab-on-chip) แบบใหมที่มี

สวนตรวจวัดที่มีสภาพไวสูงชนิดเคมิลูมิเนสเซนต 

2. เพื่อนําเอาเครื่องมือและเทคนิคที่พัฒนาขึ้น มาประยุกตใชกับการวิเคราะห

กลูโคสในสารตัวอยางทางชีวภาพ 

3. เพื่อศึกษาและสรางองคความรูใหม โดยเนนในดานเคมีวิเคราะหสมัยใหม ที่ใช

เครื่องมือราคาถูกและสารเคมีนอย และเปนมิตรตอส่ิงแวดลอม 

 

ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั 

 

งานวิจัยนี้ เปนงานวิจัยวิทยาศาสตรพื้นฐานในสาขาเคมีวิเคราะหที่ เปนการ

ปรับปรุงความไวของกลูโคสเซนเซอรสําหรับตรวจวัดปริมาณของน้ําตาลกลูโคส  ซึ่งสามารถนําไป

ประยุกตใชในการวิเคราะหปริมาณปริมาณกลูโคสอาหารและในเลือด  ซึ่งเปนการวิเคราะหที่ใช

สารตัวอยางในปริมาณนอย   
 

การตรวจเอกสาร 

 

ในการวิเคราะหสารตางๆ โดยใชไมโครโฟลไดมีงานวิจัยหลายงาน ที่ไดทําการ

วิเคราะหกลูโคสและสารตางๆ ในตัวอยางที่หลากหลายดวยกัน  เชน การวิเคราะหกลูโคสในซีรัม 

การวิเคราะหเซลลเม็ดเลือดแดงและเซลลเม็ดเลือดขาว ซึ่งเทคนิคที่นํามาใชในการตรวจวิเคราะห

นั้นจะขึ้นอยูกับสมบัติและปฏิกิริยาของสารที่ตองการวิเคราะห รวมดวยเครื่องตรวจวัดแบบตางๆ 

ซึ่งเปนเทคนิคการตรวจวัดหลายชนิดที่เหมาะสําหรับรูปแบบการวิเคราะหขนาดเล็กไดถูกนําไป

ประยุกตใชกับฟลูอิดิคไมโครชิพดวย ซ่ึงรวมถึงการตรวจวัดเชิงแสง การตรวจวัดเชิงเคมีไฟฟา และ 

เครื่องแมสสเปกโทรมิเตอรดวย (Karlinsey and Lander, 2008) ในการตรวจวัดเชิงแสง ระบบ

ตรวจวัดที่ถูกนํามาใชโดยทั่วไปมากที่สุดสําหรับการประยุกตใชกับไมโครชิพ คือ laser-induces 

fluorescence (LIF) โดยใน LIF ลําแสงกระตุนจะถูกผลิตจากเลเซอรเพื่อเพิ่มการเปลงแสงฟลูออเรส

เซนตที่จะถูกวัดและเพื่อลดจํานวนของลําแสงกระตุนที่จะเขาไปในโฟโตดีเทคเตอร จึงไดมีการใช 

band-pass emission filters ดังภาพ 2 
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ภาพ 2  ระบบการตรวจวัดแบบ laser-induces fluorescence ลําแสงกระตุนถูกผลิตดวย argon ion  

laser light ซึ่งจะถูกโฟกัสดวยเลนส  

(1)ไปบนรองสําหรับแยกในไมโครชิพซึ่งถูกยึดไวบน Plexiglas holder  

(2) การเปลงแสงฟลูออเรสเซนต  

(3) ซึ่งจะถูกรวมดวย microscope objective  (4) แลวถูกโฟกัสไปบน spatial filter  

(5) emission filter     (6) แลวจึงถูกตรวจวัดดวยหลอด PMT 

ที่มา : Karlinsey and Lander (2008) 

 

การตรวจวัดเชิงเคมีไฟฟาเปนเทคนิคการตรวจวัดที่อาศัยหลักการวัดทางเคมีไฟฟา

ซึ่งรวมถึงการวัดคาศักยไฟฟาในโพเทนชิโอเมตรี การวัดความตานทานในคอนดักติวิตี้ การวัด

กระแสในแอมเปอรโรเมตรี และการวัด current-voltage profile ในโวลตแทมเมตรี ตัวอยางเชนการ

ใชไมโครฟลูอิดิคโฟลเซลลรวมกับการตรวจวัดเชิงเคมีไฟฟา (โวลตแทมเมตรี) ในการวิเคราะห          

ไดไพโรนของกลุมวิจัย Daniel and Gutz (2003) ในตาราง 1 

แตเนื่องจากการตรวจวัดโดยใชเครื่องมือที่กลาวมาขางตนมักพบวามีราคาสูง จึง

นําไปสูการตรวจวัดที่มีราคายอมเยาวแตยังคงมีประสิทธิภาพที่ดีอยู จึงพบวามีงานวิจัยจํานวนมากที่

นําการตรวจวัดแบบเคมิลูมิเนสเซนตมาใชรวมกับฟลูอิดิคไมโครชิพเพื่อการประยุกตใชในการ

วิเคราะหสารตางๆ เชนไฮโดรเจนเปอรออกไซด กลูโคส เปนตน ซึ่งไดสรุปไวดังแสดงในตาราง 2  
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ตาราง 1 ตัวอยางการใชไมโครโฟลในการวิเคราะหกลูโคสและสารตางๆ ในของเหลวทางชีวภาพ 

 

ตัวอยางที่ศึกษา สารที่ใชทําปฏกิิริยา ระดับความเขมขนที่วดัได ขีดต่ําสดุของการวิเคราะห  เอกสารอางอิง 

กลูโคสในซีรัม Fluorescene isothiocyanate-labeled 

bovin serum albumin (FITC-BSA) 

0-0.8 และ 0-30.0 mmol L-1 6.5 mol L-1 Qing Zhang et al., 2006 

กลูโคส 4-amino antipyrine (4-AAP), N-

ethyl-N-sulfopropyl-m-toluidine 

(TOPS), peroxidase 

9-100 mg dL-1 9-15 mg dL-1 Vijay Srinivasav et al., 2004 

เซลลเม็ดเลือดแดงและ

เซลลเม็ดเลือดขาว 

EDTA-K2 และ 0.9% NaCl เซลลเม็ดเลือดแดง 95% 

เซลลเม็ดเลือดขาว 27.4% 

- Xing Chen et al., 2007 

กลูโคส Resolufin fluorescene, Horseradish 

peroxidase 

10-250 mg dL-1 - Jeong Y. Kim et al., 2006 

ไดไพโรน K3Fe(CN)6, KCl, 0.1 M NaAc/HAc  1.35 x 10-3 mol L-1 - Daniela Daniel et al., 2003 

กลูโคส Ferrocenecarboxylic acid 0-5 x 10-3 mol L-1 - Jingxian Yu et al., 2008 
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ตาราง 2 ตัวอยางการใชไมโครโฟลในการวิเคราะหสารตางๆ ที่มีการตรวจวัดแบบเคมิลูมิเนสเซนต 

 

ตัวอยางที่ศึกษา สารที่ใชทําปฏกิิริยา ระดับความเขมขนที่วดัได ขีดต่ําสดุของการวิเคราะห  เอกสารอางอิง 

ไฮโดรเจนเปอร

ออกไซด 

Peroxyoxalate 

9,10-diphenylanthracene (Cyalume blue) และ 

9,10-bis(phenylethynyl)anthracene (Cyalume 

green) 

- 10 mol L-1  Xuhua Wang et 

al., 2006 

C-reactive protein 

(CRP) cardiac และ 

inflammation marker 

CRP antigen, IgG, HRP (horseradish 

peroxidase) enzyme 

- 0.1 mg L-1 A. Bhattacharyya 

และ C.M. 

Klapperich 2007 

กลูโคส Glucose oxidase, luminol และ ferricyanide 1.1-110 mmol L-1 0.1 mmol L-1 Yi Lv et al., 2003 

ดีเอ็นเอ Horseradish peroxidase-conjugated 

streptavidin (HRP-SA) 

- 0.5 nmol L-1 Y. Sunaga et al., 

2007 

Alpha-fetoprotein 

(AFT) 

Rabbit AFT antibody, horseradish peroxidase 

labeled goat antirabbit AFT antibody, luminal 

1-800 ng mL-1 0.23 ng mL-1 Hui Huang et al., 

2008 

Promethazine Promethazine-luminol-potassium ferricyanide 

chemiluminescence system 

1.0  x 10-8  -1.0  x 10-6  g 

mL-1 

1.6  x 10-9  g mL-1 Yi Xu et al., 2009 
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อุปกรณและวิธีการ 

 

ในการศึกษาวจิัยนี้ มีเครื่องมือและอุปกรณ ที่ใชในการทดลองแสดงในตาราง 3 ตามลําดับ 
 

ตาราง 3 เครื่องมือและอุปกรณทีใ่ชในการทดลอง 
 

เครื่องมอื-อุปกรณ บริษัทผูผลิตและรุน ประเทศ 

1. Digital multimeter Uni-Trend, UT60D Hong Kong 

2. Flow-rated tygon pump tube TACS Australia 

3. Four-channeled peristaltic pump Gilson France 

4. High voltage power supply Sentech, PM20 UK 

5. Mars carbon 5B Staedtler Germany 

6. pH meter Metrohm, 827 pH lab Switzerland 

7. Photomultiplier tube Thorn-EMI 9878SB USA 

8. Platinum auxiliary electrode Sigma USA 

9. Six-port injection valve Upchurch Scientific France 

10. Ultrasonic bath Ney Dental Inc., 136H  

11. UV Spectrophotometer Hitachi, U-2900 Japan 
 

การสังเคราะหอนุภาคนาโนทองคํา 

สามารถเตรียมไดจากวิธีไมโครเวฟที่รายงานโดย Tangkuarum et al. 2007 ดังแผนภาพ 

ปเปตสารละลายทอง (III) คลอไรดไตรไฮเดรต เขมขน 0.01 เปอรเซน็ต  

มา 5.00 มิลลิลิตร ลงในเบาเทฟลอน แลวปดดวยแผนถนอมอาหาร 

นําเขาเตาอบไมโครเวฟโดยใชความรอน 200 วัตต นาน 2 นาท ี

นําเบาเทฟลอนออกมาจากจากเตาอบไมโครเวฟ เติมไตรโซเดียมซิเตรตไดไฮเดรตเขมขน 1 เปอรเซ็นต  

มา  18 ไมโครลิตร (อัตราสวน 1:1) 

นําเขาเตาอบไมโครเวฟโดยใชความรอน 200 วัตต นาน 4 นาท ี 

จะไดสารทอง (III) คลอไรดไตรไฮเดรตที่มีสีแดงเชอรี่ 

นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงสูงสุดดวยเครื่องยูวีสเปกโตรโฟโตมิเตอร 

เปลี่ยนอัตราสวนของการสังเคราะหตามตาราง 4 แลวทําการสังเคราะหเชนเดียวกับวิธีขางตน 
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ตาราง 4 อัตราสวนของทอง (III) คลอไรดไตรไฮเดรตตอไตรโซเดียมซิเตรตไดไฮเดรตในการ 

สังเคราะหอนุภาคนาโนทองคํา 
 

อัตราสวน ทอง (III) คลอไรดไตรไฮเดรต

เขมขน 0.01 เปอรเซ็นต (มิลลิลิตร) 

ไตรโซเดียมซิเตรตไดไฮเดรต 

เขมขน 1 เปอรเซ็นต (ไมโครลิตร) 

1:1 

1:5 

1:10 

1:15 

1:20 

5 

5 

5 

5 

5 

18 

92 

184 

276 

368 
 
 

การประดิษฐอุปกรณไมโครฟลูอดิิค 

1. อุปกรณไมโครฟลอูิดิคสําหรับการวิเคราะหไฮโดรเจนเปอรออกไซด 

  ไมโครฟลูอิดิคชิพประกอบดวยแผนอะคริลิค 2 แผน ที่แกะสลักลายวงจรดวยแสง

เลเซอรบนแผนใดแผนหนึ่ง การประดิษฐอุปกรณไมโครฟลูอิดิคทําโดยใชโปรแกรม Adobe 

illustration 10 ในการออกแบบลวดลาย จากนั้นนําไปเจาะดวยสวานเพื่อเชื่อมตอเขากับทอตอเชื่อม 

ดังภาพ 3 จากนั้นนําแผนอะคริลิคทั้งสองแผนนี้มาประกบกันแบบแซนดวิชโดยมีแผน PDMS 

แทรกระหวางกลาง จากนั้นขันใหพอดีดวยสกรู 

 

                         
                                            (a)                                                                     (b) 
 

ภาพ 3 ลายวงจรของไมโครฟลูอิดคิชิพสําหรับวิเคราะหไฮโดรเจนเปอรออกไซด  

             (a) ลายวงจรจากมุมมองดานบน (b) แผนชิพจากมมุมองดานขาง 
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2. อุปกรณไมโครฟลอูิดิคสําหรับการวิเคราะหกลูโคสดวย AuNP/GODx  

ไบโอรีแอคเตอร 

  การประดิษฐอุปกรณไมโครฟลูอิดิคสําหรับการวิเคราะหกลูโคสมีวิธีทําโดยเพิ่ม

สวนไมโครคอลัมนเพื่อทําการฝงแทงคารบอนที่ปรับปรุงดวยเอนไซมสําหรับใชเปนไบโอรีแอค

เตอรในการวิเคราะหกลูโคสลงไปในชิพ ดังภาพ 4 

 

                                                 (a)                                                                                     (b) 

ภาพ 4 ลายวงจรของไมโครฟลูอิดคิชิพสําหรับวิเคราะหกลโูคส  

             (a) ลายวงจรจากมุมมองดานบน (b) ภาพถายแผนชิพที่ใชในการศกึษา 

 

การประกอบระบบไมโครฟลอูิดิคโฟลอินเจคชนัเคมลิูมิเนสเซนซ  

1. ระบบ FI-CL สําหรับทดสอบระบบไมโครฟลูอดิิคดวยสารละลายไฮโดรเจน

เปอรออกไซด 

 นําไมโครฟลูอิดิคชิพที่ประดิษฐขึ้นมาประกอบเขากับอุปกรณตางๆ ใหเปนระบบ  

FI-CL ซึ่งประกอบดวยภาชนะบรรจุสารละลายตัวพา รีเอเจนต และสารละลายมาตรฐาน เพ

อริสตาลติกปม เครื่องตรวจวัดและเครื่องบันทึกสัญญาณ ดังภาพ 4 และวางกระจกเงาไวดานหลัง

ของไมโครฟลูอิดิคชิพ (Leanne Marle and Gillian M. Greenway, 2005) เพื่อเพิ่มสัญญาณที่เกิดขึ้น

เพื่อทดสอบการทํางานของระบบ FI-CL โดยใชสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดเปนสาร

ตัวอยางในการทดสอบ 

2. ระบบ FI-CL สําหรับวิเคราะหกลูโคส (AuNP/GODx) 

นําไมโครฟลูอิดคิชิพที่ประดษิฐขึน้มาประกอบเขากับอุปกรณตางๆ ใหเปนระบบ 

FI-CL ที่มีแทงคารบอนปรับปรุงดวย AuNP/GODx เปนสวนของไบโอรีแอคเตอรสําหรับใชใน

การวิเคราะหกลูโคส รวมกับการตรวจวัดแบบเคมิลูมิเนสเซนต ดังภาพ 5 
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(a) 

 
(b) 

ภาพ 5 ระบบ FI-CL สําหรับวิเคราะหกลูโคส และภาพถาย  

(a) ระบบ FI-CL สําหรับวิเคราะหกลูโคส     (b)  ภาพถาย 

P = peristaltic pump   S = standard  

PMT =   photomultiplier tube 

 

การตรึงเอนไซมกลูโคสออกซิเดสบนแทงคารบอนรวมกับอนุภาคทองนาโน 

เหลาแทงคารบอนใหเปนรูปสี่เหลี่ยมลูกบาศกใหมีความยาว 2.5 เซนติเมตร ขัด

ผิวหนาดวยกระดาษทรายอยางละเอียด ลางใหสะอาดดวยน้ําปราศจากไอออน ซับใหแหงดวย

กระดาษทิชชู  แลวนํามาเคลือบดวยสารละลายอนุภาคนาโนทองคําที่สังเคราะหไดปริมาตร 300 

ไมโครลิตร ทิ้งไวที่อุณหภูมิหองจนแหง ปเปตสารละลายเอนไซมกลูโคสออกซิเดสปริมาตร 100 

ไมโครลิตร ลงบนแทงคารบอนที่แหงแลวนี้ วางทิ้งไว  90 นาที จากนั้นปเปตสารละลายกลูตารัลดี

ไฮดเขมขน 2.5 เปอรเซ็นต มา 100 ไมโครลิตร ลงบนแทงคารบอนแลวเกลี่ยใหทั่ว ทิ้งไว 30 นาที 

นํามาลางดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรเขมขน 0.015 โมลาร (พีเอช 7.4) แลวเก็บไวใน

สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรนี้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสจนกวาจะนําออกมาใช ดังแสดงในภาพ 6 
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ภาพ 6 การตรึงเอนไซมกลูโคสออกซิเดสบนแทงคารบอนรวมกับอนภุาคทองนาโน 

 

การศึกษาความเปนไปไดของระบบไมโครฟลูอดิิคที่มกีารตรวจวัดแบบเคมิลูมเินสเซนต 

1. การศึกษาการตรวจวัดแบบเคมิลูมิเนสเซนตในระบบ FI-CLโดยใชไฮโดรเจน

เปอรออกไซดเปนตัวอยางในการทดสอบระบบ 

จากบทความวิจัยของ  Zhou et al. (1999) พบวาสารละลายไฮโดรเจนเปอร

ออกไซด สามารถเกิดปรากฏการณเคมิลูมิเนสเซนตไดกับสารละลายลูมินอลในสภาวะที่เปนดาง จึง

ไดทําการทดลองใชสารไฮโดรเจนเปอรออกไซดและสารละลายลูมินอลในสภาวะที่เปนดาง ที่ใช

เปนตัวตรวจวัดแบบเคมิลูมิเนสเซนตในระบบ FI-CL ดังแสดงในภาพ 5  เพื่อพัฒนาใหระบบ            

ไมโครฟลูอิดิครวมกับเคมิลูมิเนสเซนตมีประสิทธิภาพเพิ่มขึ้น โดยนําสารละลายมาตรฐาน

ไฮโดรเจนเปอรออกไซดเขมขน 5.0 x 10-5 โมลาร มาทดลองฉีดวิเคราะหดวยระบบ FI-CL   ดวย

สภาวะที่แสดงในตาราง 5 โดยมีกระแสตัวพาเปนฟอสเฟตบัฟเฟอร (พีเอช 7.4) 

 

ตาราง 5   สภาวะที่ใชในการฉีดวิเคราะหสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด ที่ความเขมขน                 

5.0 x 10-5 โมลาร ดวยระบบ FI-CL 

 

Parameter สภาวะที่ศึกษา 

1. Luminol solution 2.0 x 10-4 mol L-1 

2. Co (II)  solution 1.0 x 10-5 mol L-1 

3. Phosphate buffer solution 0.025  mol L-1 

 

 ในเบื้องตนของการศึกษาวิจัยครั้งนี้จะทําการหาสภาวะที่เหมาะสมของตัวแปร

ชนิดตางๆ ทั้งตัวแปรทางกายภาพและทางเคมีของระบบ FI-CL เพื่อเปนแนวทางในการใชเปน
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เครื่องมือตรวจวัดและประยุกตใชกับการวิเคราะหปริมาณกลูโคสโดยใชการตรวจวัดแบบเคมิ               

ลูมิเนสเซนตตอไป 

2.  การศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะหปริมาณไฮโดรเจนเปอร

ออกไซดเพื่อปรับปรุงประสิทธิภาพระบบ FI-CL 

หลังจากเลือกชนิดของระบบตรวจวัดที่เหมาะสมในระบบ FI-CL ไดจากงานวจิยั

ของ Zhou et al. (1999) แลว จึงทําการศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมของระบบการวิเคราะหดวยวิธี 

FI-CL จะตองมีการศึกษาถึงผลของตัวแปรตางๆ เชน ความเขมขนของรีเอเจนตตางๆที่ใช 

ปริมาตรสารที่ฉีดลงไปในระบบ ศักยไฟฟาที่จายแกหลอดโฟโตมัลติพลายเออร ฯลฯ ซึ่งใน

การศึกษาผลของตัวแปรเหลานี้ไดทําการศึกษาโดยกําหนดตัวแปรอื่นๆใหมีคาคงที่ไว แลวทําการ

ปรับตัวแปรหนึ่งใหไดสภาวะการทดลองที่ใหสภาพไวสูงสุด (เพื่อใชความเขมขนของกราฟ

มาตรฐานเปนดัชนีชี้บอก) โดยหากไดคาที่คงที่สําหรับตัวแปรนั้นๆ แลวก็จะเปล่ียนไปศึกษาผลของ

ตัวแปรชนิดอื่นๆ ตอไป ซึ่งวิธีนี้เรียกวา univariation method เพื่อทําการศึกษาสภาวะที่เหมาะสม

ของการวิเคราะห จึงตองมีการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของระบบ FI-CL ดังตอไปนี้ 

                                   2.1 การศึกษาหาคาศกัยไฟฟาทีจ่ายแกหลอดโฟโตมัลติพลายเออร  

                               ไดทําการศึกษาหาคาศักยไฟฟาที่เหมาะสมที่จายใหแกหลอดโฟโตมัลติพลาย

เออรในชวง 600-900 โวลต โดยทําการปรับศักยไฟฟาไปที่คาเริ่มตน 600 โดยมีโคบอลต (II) 

เขมขน 1.0×10-5 โมลาร กระแสตัวพาฟอสเฟตบัฟเฟอรเขมขน 0.025 โมลาร (พีเอช 7.4) กระแสรีเอ

เจนตลูมินอลเขมขน 2.0×10-4 โมลาร ละลายในสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซดความเขมขน 

0.1  โมลาร จากนั้นทําการฉีดสารละลายมาตรฐานไฮโดรเจนเปอรออกไซดเขมขน 5.0x10-5 โมลาร 

เขาไปเพ่ือวัดความเขมแสงเคมิลูมิเนสเซนตของระบบ FI-CL โดยทําการฉีดซ้ํา 3 ครั้ง โดยปรับ

ศักยไฟฟาเพิ่มขึ้นครั้งละ 50 โวลต นําคาที่ไดไปพล็อตกราฟระหวางสัญญาณตอพื้นหลัง (signal-to-

noise ratio) กับศักยไฟฟาที่จายใหแกหลอดโฟโตมัลติพลายเออร เพื่อหาคาศักยไฟฟาที่เหมาะสมที่

ใหคาสัญญาณตอพื้นที่หลังสูงสูดตอไป 

          2.2   การศึกษาหาความเขมขนที่เหมาะสมของสารละลายโคบอลต (II) 

           เมื่อไดคาศักยไฟฟาที่เหมาะสมที่จายแกหลอดโฟโตมัลติพลายเออรแลว (800 

โวลต) จึงไดทําการศึกษาหาความเขมขนที่เหมาะสมของโคบอลต (II) ในชวงความความเขมขน 

1.0×10-8-1.0×10-4 โมลาร โดยมีกระแสตัวพาฟอสเฟตบัฟเฟอรเขมขน 0.025 โมลาร (พีเอช 7.4)  

และกระแสรีเอเจนตลูมินอลเขมขน 2.0×10-4 โมลาร ละลายในสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอก

ไซดความเขมขน 0.1 โมลาร โดยฉีดสารละลายมาตรฐานไฮโดรเจนเปอรออกไซดเขมขน 5.0 x 10-5 

โมลาร เขาไปเพื่อวัดความเขมแสงเคมิลูมิเนสเซนตที่เกิดขึ้นภายในระบบ FI-CL ที่เกิดขึ้นโดยทํา
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การฉีดซ้ํา 3 ครั้งแลวนําคาความสูงของพีคที่ไดไปเขียนกราฟระหวางความสูงของพีคกับความ

เขมขนของไฮโดรเจนเปอรออกไซด เพื่อหาความเขมขนที่เหมาะสมของโคบอลต (II) ที่จะนําไปใช

ตอไป 

                                   2.3   การศึกษาหาความเขมขนที่เหมาะสมของสารละลายลูมินอล 

  เมื่อไดคาความเขมขนที่เหมาะสมของโคบอลต (II) แลว (1.0 × 10-6 โมลาร) 

จึงไดทําการศึกษาหาความเขมขนของลูมินอลที่ใชในชวงความเขมขน 1.0 × 10-4-5.0 × 10-4 โมลาร 

โดยตั้งคาศักยไฟฟาที่จายแกหลอดโฟโตมัลติพลายเออรเทากับ 800 โวลต กระแสตัวพาฟอสเฟต

บัฟเฟอรเขมขน 0.025 โมลาร (พีเอช 7.4) จากนั้นทําการฉีดสารละลายมาตรฐานไฮโดรเจนเปอร

ออกไซดเขมขน 5.0 x 10-5 โมลาร ลงไปเพื่อวัดความเขมแสงเคมิลูมิเนสเซนตที่เกิดขึ้นภายในระบบ 

FI-CL ที่เกิดขึ้นโดยทําการฉีดซ้ํา 3 ครั้ง แลวนําคาความสูงของพีคที่ไดไปเขียนกราฟระหวาง

ความสูงของพีคที่สัมพันธกับความเขมขนของไฮโดรเจนเปอรออกไซด เปรียบเทียบกับอัตราเร็วใน

การวิเคราะหตัวอยางตอชั่วโมง เพื่อหาความเขมขนที่เหมาะสมของสารละลายลูมินอลที่จะนําไปใช

ตอไป 

         2.4  การศึกษาหาความเขมขนที่เหมาะสมของกระแสตัวพาฟอสเฟตบัฟเฟอร 

(พีเอช 7.4)  

                              เมื่อไดคาความเขมขนที่เหมาะสมของลูมินอลแลว (5.0 × 10-4 โมลาร) ใน

การศึกษาความเขมขนของสารละลายกระแสตัวพาฟอสเฟตบัฟเฟอร (พีเอช 7.4) ไดกําหนดใหมี

ความเขมขนในชวง 0.001-0.05 โมลาร โดยตั้งคาศักยไฟฟาที่จายแกหลอดโฟโตมัลติพลายเออร

เทากับ 800 โวลต ความเขมขนของโคบอลต (II) เทากับ 1.0 × 10-6 โมลาร เมื่อฉีดสารละลาย

มาตรฐานไฮโดรเจนเปอรออกไซดเขมขน 5.0 x 10-5 โมลาร ซํ้า 3 ครั้ง โดยจะนําคาความสูงของพีค

ที่ไดไปเขียนกราฟระหวางความสูงของพีคที่สัมพันธกับความเขมขนของไฮโดรเจนเปอรออกไซด 

เพื่อหาความเขมขนที่เหมาะสมของกระแสตัวพาฟอสเฟตบัฟเฟอร (พีเอช 7) ที่จะนําไปใชตอไป 

          2.5  การศึกษาอัตราการไหลที่เหมาะสมของกระแสตวัพา 

           เมื่อไดคาความเขมขนที่เหมาะสมของกระแสตัวพาฟอสเฟตบัฟเฟอร (พีเอช 

7) แลว (0.015 โมลาร) ในการศึกษาอัตราการไหลของกระแสตัวพา จะควบคุมใหอัตราการไหลของ

กระแสรีเอเจนตใหมีคาคงที่ ซึ่งจะศึกษาอัตราการไหลในชวง 0.10-1.0 มิลลิลิตรตอนาที เพื่อ

นําไปใชศึกษาผลที่มีตอความเขมแสงเคมิลูมิเนสเซนต โดยตั้งคาศักยไฟฟาที่จายแกหลอดโฟโตมัล

ติพลายเออรเทากับ 800 โวลต ความเขมขนของโคบอลต (II) เทากับ 1.0 × 10-6 โมลาร และความ

เขมขนของลูมินอลเทากับ 5.0 × 10-4 โมลาร เมื่อฉีดสารละลายมาตรฐานไฮโดรเจนเปอรออกไซด

เขมขน 5.0 x 10-5 โมลาร ซ้ํา 3 ครั้ง เขาไปในระบบ FI-CL โดยจะนําคาความสูงของพีคที่ไดไป
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เขียนกราฟระหวางความสูงของพีคที่สัมพันธกับอัตราการไหลของกระแสตัวพา เพื่อหาอัตราการ

ไหลของกระแสตัวพาที่เหมาะสม  

                                   2.6  การศึกษาอัตราการไหลที่เหมาะสมของกระแสรีเอเจนตลูมินอล 

          ในการศึกษาอัตราการไหลของกระแสตัวรีเอเจนต จะศึกษาอัตราการไหล

ในชวง 0.10-1.0 มิลลิลิตรตอนาที โดยใชสภาวะเชนเดียวกับการศึกษาอัตราการไหลของกระแสตัว

พา เพ่ือนําไปใชศึกษาผลที่มีตอความเขมแสงเคมิลูมิเนสเซนต เพื่อหาอัตราการไหลของกระแสรีเอ

เจนตที่เหมาะสม  

                                   2.7  การศึกษาอัตราการไหลที่เหมาะสมของกระแสโคบอลต 

          ในการศึกษาอัตราการไหลของกระแสโคบอลต จะศึกษาอัตราการไหล

ในชวง 0.10-1.0 มิลลิลิตรตอนาที โดยใชสภาวะเชนเดียวกับการศึกษาอัตราการไหลของกระแส        

รีเอเจนตลูมินอล เพื่อนําไปใชศึกษาผลที่มีตอความเขมแสงเคมิลูมิเนสเซนต เพื่อหาอัตราการไหล

ของกระแสโคบอลตที่เหมาะสม  

                                   2.8  การศึกษาปริมาตรสารตัวอยางท่ีเหมาะสมที่ฉีดลงไประบบ 

           หลังจากปรับอัตราการไหลที่เหมาะสม จะทําการศึกษาหาปริมาตรสาร

ตัวอยางสําหรับฉีดลงไปในกระแสตัวพาในชวงปริมาตร 10-50 ไมโครลิตร เพื่อหาความสูงของพีค

ที่เกิดขึ้นจากการคายแสงเคมิลูมิเนสตกับปริมาตรสารตัวอยางที่ฉีดลงไประบบที่สัมพันธกับ

อัตราเร็วในการวิเคราะหตัวอยางตอชั่วโมงใหเหมาะสม เพ่ือท่ีจะทําใหไดพีคสัญญาณสูงสุด โดยตั้ง

คาศักยไฟฟาที่จายแกหลอดโฟโตมัลติพลายเออรเทากับ 800 โวลต ความเขมขนของโคบอลต (II) 

เทากับ 1.0 × 10-6 โมลาร และความเขมขนของลูมินอลเทากับ 5.0 × 10-5 โมลาร เมื่อฉีดสารละลาย 

มาตรฐานไฮโดรเจนเปอรออกไซดเขมขน 5.0 x 10-5 โมลาร ซํ้า 3 ครั้ง เขาไปในระบบ FI-CL 

3.  การศึกษาหาชวงความเขมขนที่เปนเสนตรงของการวิเคราะหไฮโดรเจนเปอร

ออกไซด 

  ทําไดโดยการเตรียมสารละลายมาตรฐานที่มีความเขมขนในชวง 1.0 x 10-5 ถึง                

5.0 x 10-5 โมลาร มาฉีดเขาระบบ FI-CL ที่มีสภาวะที่เหมาะสมตามที่ไดศึกษาไวแลว วัดความเขม

แสงเคมิลูมิเนสเซนตเพื่อหาความสูงของพีคแตละความเขมขนเพื่อนํามาสรางกราฟมาตรฐานและ

หาชวงความเปนเสนตรงของการวิเคราะห 
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การศึกษาความสามารถของระบบการวิเคราะหกลูโคสดวยการปรับปรุงแทงคารบอนดวย

เอนไซมกลูโคสออกซิเดสรวมกับอนุภาคนาโนทองคํา  สําหรับเปนไบโอรีแอคเตอรที่มีการตรวจวัด

แบบ FI-CL 

  1. การศึกษาการตรวจวัดแบบ FI-CL ในระบบที่มี AuNP/GODx ไบโอรีแอค

เตอร ในการหาปริมาณกลูโคส 

โดยนําสารละลายมาตรฐานกลูโคสเขมขน 20 มิลลิโมลาร มาทดลองฉีดวิเคราะห

ดวยระบบ AuNP/GODx ดังแสดงในภาพ 5 ดวยสภาวะที่แสดงในตาราง 6  

 

ตาราง 6   สภาวะที่ใชในการฉีดวิเคราะหสารละลายกลูโคส ที่ความเขมขน 20 มิลลิโมลาร ดวย

ระบบ AuNP/GODx 

 

Parameter สภาวะที่ศึกษา 

1. Luminol solution 2.0 x 10-4 molL-1 

2. Co (II)  solution 1.0 x 10-6 molL-1 

3. Phosphate buffer solution (pH 7.4) 0.015  molL-1 

 

 ในเบื้องตนของการศึกษาวิจัยครั้งนี้จะทําการหาสภาวะที่เหมาะสมของตัวแปร

ชนิดตางๆ ทั้งตัวแปรทางกายภาพและทางเคมีของระบบ FI-CL เพื่อเปนแนวทางในการใชเปน

เครื่องมือตรวจวัดและประยุกตใชกับการวิเคราะหปริมาณกลูโคสโดยใชการตรวจวัดแบบ                     

เคมิลูมิเนสเซนตที่มี AuNP/GODx ไบโอรีแอคเตอรรวมในการปรับปรุงคุณภาพของวิธีการ

วิเคราะห 

2.  การศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะหหาปริมาณกลูโคสในระบบ 

FI-CL 

หลังจากเลือกชนิดของระบบตรวจวัดที่เหมาะสมในระบบ AuNP/GODx แลว 

การศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมของระบบการวิเคราะหดวยวิธี AuNP/GODx จะตองมีการศึกษาถึง

ผลของตัวแปรตางๆ เชน ความเขมขนของรีเอเจนตตางๆ ที่ใช ปริมาตรสารที่ฉีดลงไปในระบบ 

ศักยไฟฟาที่จายแกหลอดโฟโตมัลติพลายเออร ฯลฯ ซึ่งในการศึกษาผลของตัวแปรเหลานี้ได

ทําการศึกษาโดยกําหนดตัวแปรอื่นๆ ใหมีคาคงที่ไว แลวทําการปรับตัวแปรหนึ่งใหไดสภาวะการ

ทดลองที่ใหสภาพไวสูงสุด (เพื่อใชความเขมขนของกราฟมาตรฐานเปนดัชนีชี้บอก) โดยหากได

คาที่คงที่สําหรับตัวแปรนั้นๆ แลวก็จะเปลี่ยนไปศึกษาผลของตัวแปรชนิดอื่นๆตอไป ซึ่งวิธีนี้
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เรียกวา univariation method เพื่อทําการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของการวิเคราะห จึงตองมี

การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของระบบ AuNP/GODx ไบโอรีแอคเตอรดังตอไปนี้ 

                                   2.1 การศึกษาหาศกัยไฟฟาที่จายแกหลอดโฟโตมัลติพลายเออร  

                               ไดทําการศึกษาหาศักยไฟฟาที่เหมาะสมที่จายใหแกหลอดโฟโตมัลติพลายเออร

ในชวง 700-1,000 โวลต ในการทดลองจะทําการปรับศักยไฟฟาไปที่คาเริ่มตน 700 โดยมีโคบอลต 

(II) เขมขน 1.0×10-6 โมลาร กระแสตัวพาฟอสเฟตบัฟเฟอรเขมขน 0.015 โมลาร (พีเอช 7.4) กระแส

รีเอเจนตลูมินอลเขมขน 2.0×10-4 โมลาร ละลายในสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซดความ

เขมขน 0.1  โมลาร จากนั้นทําการฉีดสารละลายมาตรฐานกลูโคสเขมขน 20 มิลลิโมลาร เขาไปเพื่อ

วัดความเขมแสงเคมิลูมิเนสเซนตของระบบ AuNP/GODx โดยทําการฉีดซ้ํา 3 ครั้ง โดยปรับ

ศักยไฟฟาเพิ่มขึ้นครั้งละ 50 โวลต นําคาที่ไดไปพล็อตกราฟระหวาง สัญญาณตอพื้นหลังกับ

ศักยไฟฟาที่จายใหแกหลอดโฟโตมัลติพลายเออร เพื่อหาคาศักยไฟฟาที่เหมาะสมที่ใหคาสัญญาณ

ตอพื้นที่หลังสูงสูดตอไป 

          2.2   การศึกษาหาความเขมขนที่เหมาะสมของโคบอลต (II) 

           เมื่อไดคาศักยไฟฟาที่เหมาะสมที่จายแกหลอดโฟโตมัลติพลายเออร (950 

โวลต)ที่ไดจากขอ  2.2 แลว จึงไดทําการศึกษาหาความเขมขนที่เหมาะสมของโคบอลต (II) ในชวง

ความความเขมขน  1.0 × 10-9 – 1.0 × 10-5 โมลาร โดยมีกระแสตัวพาฟอสเฟตบัฟเฟอรเขมขน 0.015 

โมลาร (พีเอช 7.4) กระแสรีเอเจนตลูมินอลเขมขน 2 x 10-4 โมลาร ละลายในสารละลาย

โพแทสเซียมไฮดรอกไซดความเขมขน 0.1 โมลาร โดยฉีดสารละลายมาตรฐานกลูโคสเขมขน 20  

มิลลิโมลาร เขาไปเพื่อวัดความเขมแสงเคมิลูมิเนสเซนตที่เกิดขึ้นภายในระบบ AuNP/GODx ที่

เกิดขึ้นโดยทําการฉีดซ้ํา 3 ครั้งแลวนําคาความสูงของพีคที่ไดไปเขียนกราฟระหวางความสูงของพีค

กับความเขมขนของกลูโคส เพื่อหาความเขมขนที่เหมาะสมของโคบอลต (II) ที่จะนําไปใชตอไป 

                                   2.3   การศึกษาหาความเขมขนที่เหมาะสมของลูมินอล 

  เมื่อไดคาความเขมขนที่เหมาะสมของโคบอลต (II) ที่ไดจากขอ  2.1-2.2 แลว 

(1.0 × 10-7 โมลาร) จึงไดทําการศึกษาความเขมขนของลูมินอลที่ใชในชวงความเขมขน 1.0 × 10-4 – 

5.0 × 10-4 โมลาร โดยตั้งคาศักยไฟฟาที่จายแกหลอดโฟโตมัลติพลายเออรเทากับ 950 โวลต มี

กระแสตัวพาฟอสเฟตบัฟเฟอรเขมขน 0.015 โมลาร (พีเอช 7.4) จากนั้นทําการฉีดสารละลาย

มาตรฐานกลูโคสเขมขน 20 มิลลิโมลาร ลงไปเพ่ือวัดความเขมแสงเคมิลูมิเนสเซนตที่เกิดขึ้นภายใน

ระบบ AuNP/GODx ที่เกิดขึ้นโดยทําการฉีดซ้ํา 3 ครั้ง แลวนําคาความสูงของพีคที่ไดไปเขียนกราฟ

ระหวางความสูงของพีคที่สัมพันธกับความเขมขนของกลูโคส เปรียบเทียบกับอัตราเร็วในการ
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วิเคราะหตัวอยางตอชั่วโมง เพื่อหาความเขมขนที่เหมาะสมของสารละลายลูมินอลที่จะนําไปใช

ตอไป 

         2.4 การศึกษาหาความเขมขนที่เหมาะสมของกระแสตัวพาฟอสเฟตบัฟเฟอร 

(พีเอช 7)  

                                       เมื่อไดคาความเขมขนที่เหมาะสมของลูมินอลที่ไดจากขอ 2.1-2.3 แลว  

(4.0 × 10-4 โมลาร) จึงทําการศึกษาความเขมขนของสารละลายกระแสตัวพาฟอสเฟตบัฟเฟอร      

(พีเอช 7)  กําหนดใหมีความเขมขนในชวงความเขมขน 0.01-0.07 โมลาร โดยตั้งคาศักยไฟฟาที่จาย

แกหลอดโฟโตมัลติพลายเออรเทากับ 950 โวลต ความเขมขนของโคบอลต (II) เทากับ 1.0 × 10-7 

โมลาร เมื่อฉีดสารละลายมาตรฐานกลูโคสเขมขน 20 มิลลิโมลาร ซ้ํา 3 ครั้ง โดยจะนําคาความสูง

ของพีคที่ไดไปเขียนกราฟระหวางความสูงของพีคที่สัมพันธกับความเขมขนของกลูโคส 

เปรียบเทียบกับอัตราเร็วในการวิเคราะหตัวอยางตอชั่วโมง เพื่อหาความเขมขนที่เหมาะสมของ

กระแสตัวพาฟอสเฟตบัฟเฟอร (พีเอช 7.4) ที่จะนําไปใชตอไป 

         2.5 การศึกษาหาความเขมขนที่เหมาะสมของสารละลายโพแทสเซียมไฮ         

ดรอกไซด 

                                       เมื่อไดคาความเขมขนที่ เหมาะสมของสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร          

(พีเอช 7.4) ที่ไดจากขอ  2.1-2.4 แลว (0.0.5 โมลาร) จึงทําการศึกษาความเขมขนของสารละลาย

โพแทสเซียมไฮดรอกไซดกําหนดใหมีความเขมขนในชวงความเขมขน 0.01-0.10 โมลาร โดยตั้งคา

ศักยไฟฟาที่จายแกหลอดโฟโตมัลติพลายเออรเทากับ 950 โวลต ความเขมขนของโคบอลต (II) 

เทากับ 1.0 × 10-7  โมลาร ความเขมขนของลูมินอลเทากับ 4.0 × 10-4 โมลาร เมื่อฉีดสารละลาย

มาตรฐานกลูโคสเขมขน 20 มิลลิโมลาร ซ้ํา 3 ครั้ง โดยจะนําคาความสูงของพีคที่ไดไปเขียนกราฟ

ระหวางความสูงของพีคที่สัมพันธกับความเขมขนของไฮโดรเจนเปอรออกไซด เปรียบเทียบกับ

อัตราเร็วในการวิเคราะหตัวอยางตอชั่วโมง เพื่อหาความเขมขนที่ เหมาะสมของสารละลาย

โพแทสเซียมไฮดรอกไซดที่จะนําไปใชตอไป 

          2.6 การศึกษาอัตราการไหลที่เหมาะสมของกระแสตวัพา 

           ในการศึกษาอัตราการไหลของกระแสตัวพา จะควบคุมใหอัตราการไหล 

ของกระแสรีเอเจนตใหมีคาคงที่ ซึ่งจะศึกษาอัตราการไหลในชวง 0.30-1.0 มิลลิลิตรตอนาที เพื่อ

นําไปใชศึกษาผลที่มีตอความเขมแสงเคมิลูมิเนสเซนต เมื่อฉีดสารละลายมาตรฐานกลูโคสเขมขน 

20 มิลลิโมลาร ซ้ํา 3 ครั้ง เขาไปในระบบ AuNP/GODx โดยจะนําคาความสูงของพีคที่ไดไปเขียน

กราฟระหวางความสูงของพีคที่สัมพันธกับอัตราการไหลของกระแสตัวพา เปรียบเทียบกับอัตราเร็ว

ในการวิเคราะหตัวอยางตอชั่วโมง เพื่อหาอัตราการไหลของกระแสตัวพาที่เหมาะสม  
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                                   2.7 การศึกษาอัตราการไหลที่เหมาะสมของกระแสรีเอเจนตลูมินอล 

          ในการศึกษาอัตราการไหลของกระแสตัวรีเอเจนต ซ่ึงจะศึกษาอัตราการไหล

ในชวง 0.10-0.90 มิลลิลิตรตอนาที โดยใชอัตราการไหลของกระแสตัวพา ตามที่ศึกษาไดศึกษาไว

แลว เพื่อนําไปใชศึกษาผลที่มีตอความเขมแสงเคมิลูมิเนสเซนต เพื่อหาอัตราการไหลของกระแส    

รีเอเจนตที่เหมาะสม  

                                   2.8 การศึกษาอัตราการไหลที่เหมาะสมของกระแสโคบอลต 

          ในการศึกษาอัตราการไหลของกระแสโคบอลต ซึ่งจะศึกษาอัตราการไหล

ในชวง 0.10-0.90 มิลลิลิตรตอนาที โดยใชอัตราการไหลของกระแสรีเอเจนตลูมินอลที่ไดจากขอ 

2.1-2.7 เพื่อนําไปใชศึกษาผลที่มีตอความเขมแสงเคมิลูมิเนสเซนต เพื่อหาอัตราการไหลของกระแส

โคบอลตที่เหมาะสม  

                                   2.9 การศึกษาปริมาตรสารตัวอยางท่ีเหมาะสมที่ฉีดลงไประบบ 

           หลังจากปรับอัตราการไหลที่ เหมาะสมแลวที่ไดจากขอ  2.1-2.8 จะ

ทําการศึกษาหาปริมาตรสารตัวอยางสําหรับฉีดลงไปในกระแสตัวพาในชวงปริมาตร 20-100 

ไมโครลิตร เพื่อหาความสูงของพีคที่เกิดขึ้นจากการคายแสงเคมิลูมิเนสตกับปริมาตรสารตัวอยาง   

ที่ฉีดลงไประบบที่สัมพันธกับอัตราเร็วในการวิเคราะหตัวอยางตอชั่วโมงใหเหมาะสมที่จะทําใหได

พีคสัญญาณสูงสุด 

3.  การศึกษาหาชวงความเขมขนที่เปนเสนตรงของการวิเคราะหกลูโคส 

  ทําไดโดยการเตรียมสารละลายมาตรฐานที่มีความเขมขนในชวงตั้งแต 1 x 10-4 – 

15 x 10-4 โมลาร มาฉีดเขาระบบ FI-CL รวมกับ AuNP/GODx ไบโอรีแอคเตอรที่มีสภาวะที่

เหมาะสมสูงสุดตามที่ศึกษาไวแลว โดยการวัดความเขมแสงเคมิลูมิเนสเซนตเพื่อหาความสูงของพคี

สําหรับใชเปรียบเทียบความเขมขนของกลูโคสแตละความเขมขนเพื่อนํามาสรางกราฟมาตรฐาน 

และหาชวงความเปนเสนตรงของการวิเคราะห 

4.   การศึกษาหาความแมนยําของเครื่องมือ 

  จากกราฟความเปนเสนตรงจะเลือกสารมาตรฐานความเขมขนของชวงที่เปน

เสนตรงหนึ่งความเขมขน เพื่อฉีดเขาไปในระบบ AuNP/GODx ทั้งหมด 12 ครั้ง เพื่อหาความ

แมนยําของเครื่องมือในการศึกษาวิจัยนี้เลือกใชที่ความเขมขนเทากับ 6 x 10-4 โมลาร 

5.  การศึกษาหาขดีจํากัดต่ําสุดของการวิเคราะห 

  เตรียมสารละลายมาตรฐานกลูโคสที่ความเขมขนต่ําๆ ระหวาง 1 x 10-6-1 x 10-3 

โมลาร มาฉีดเขาไปในระบบ AuNP/GODx เพื่อหาความเขมขนที่ต่ําที่สุดที่สามารถวิเคราะหได  
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โดยพิจารณาจากคาสัญญาณพื้นหลัง (signal-to-noise ratio) ที่มีคามากกวา 3 เทา เปรียบเทียบกับ

สัญญาณพื้นหลัง (3) 

การทดสอบความสามารถในการกลับมาใชไดอีกของ AuNP/GODx 

  หลังจากทําการตรึงเอนไซมกลูโคสออกซิ เดสบนแทงคารบอนแลว  นํ า 

AuNP/GODx ไบโอรีแอคเตอรที่ไดมาทดสอบความสามารถในการกลับมาใชไดอีกภายใน 1 วัน 

โดยทําการฉีดสารละลายมาตรฐานกลูโคสที่ความเขมขน 3 x 10-4 โมลาร เขาไปในระบบ 

AuNP/GODx เพื่อทดสอบวาใน 1 วัน ฉีดกี่ครั้งพีคจึงลดลง 5% และ 50% และฉีดวันละหนึ่งครั้ง ได

กี่วันพีคจึงลด 50% 

 

การศึกษาอิทธิพลของสารรบกวนที่สําคัญ 

  1. เตรียมสารละลายมาตรฐานกลูโคสที่ความเขมขน 3 x 10-4 โมลาร มาฉีดเขา

ระบบ FI-CL เพื่อใชเปนพีคเปรียบเทียบ 

  2. เตรียมสารละลายกลูโคสที่ความเขมขน 3 x 10-4 โมลาร ที่ผสมกับสารละลาย

กรดแอล-แอสคอรบิกเขมขน 3 x 10-4 โมลาร ลงไปในขวดวัดปริมาตรขนาด 25 มิลลิลิตร ในขวด

เดียวกัน (อัตราสวน 1:1) แลวนํามาฉีดเขาระบบ FI-CL เปรียบเทียบพีคที่ไดกับพีคจากขอ 1 หาก

พีคที่ไดมีความสูงเพิ่มขึ้นหรือลดต่ําลงเกินกวา 10 เปอรเซ็นต จะถือวาเกิดการรบกวนขึ้น 

  3. ทําการทดลองเชนเดียวกับขอ 2 โดยเปลี่ยนอัตราสวนเปน 1:10, 1:100 และ

1:1000 ตามลําดับ 

  4. ทําการทดลองเชนเดียวกับขอ 1-3 โดยเปลี่ยนสารละลายของสารรบกวนเปน

สารตางๆ ที่ตองการทดสอบ ไดแก ดี-กาแลกโตส กรดซิตริก กรดออกซาลิกคาเฟอีน 4-อะซีตา มิโด

ฟนอล กรดยูริก คอเลสเตอรอล และกรดซาลิไซลิก   

 

การวิเคราะหหาปริมาณกลูโคสในตัวอยางเลือด 

1.  การเก็บตัวอยางเลือด 

ไดเก็บตัวอยางเลือดของผูทําการทดลองและอาสาสมัครจํานวน 6 ตัวอยาง  

2.  ขั้นตอนการเตรียมตัวอยางกอนการวิเคราะหโดยวิธี AuNP/GODx 

                                     2.1 ตัวอยางซีรัม 

                                         เก็บตัวอยางเลือดของผูทําการทดลองและอาสาสมัครมาคนละ 10 

มิลลิลิตร บรรจุลงในหลอดเซนทริฟวซที่มีโซเดียมฟลูออไรดอยู เขยาใหเขากันแลวนําไปปนโดย

เครื่องปนเหวี่ยงดวยอัตราเร็ว 3,600 รอบตอวินาที เปนเวลา 30 นาที จึงนําไปวิเคราะหโดยวิธี                
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FI-CL ที่มี AuNP/GODx ไบโอรีแอคเตอร เพื่อวัดคาความเขมแสงเคมิลูมิเนสเซนตเทียบกับกราฟ

มาตรฐาน แลวนําไปเปรียบเทียบกับการวิเคราะหกลูโคสโดยวิธีมาตรฐาน 

  3.  การวิเคราะหหาปริมาณกลูโคสในตวัอยางเลือดโดยวธิีมาตรฐาน (Enzymatic 

assay)  

  การวิเคราะหปริมาณกลูโคสทั้งหมดในซีรัมอาศัยหลักการเกิดปฏิกิรยิาของ

เอนไซมดังสมการ 
 

-D-Glucose  +  O2  +  2H2O            D-Gluconic acid  +  H2O2 

 
 

  2H2O2  +  Phenol  Quinoneimine  +  4H2O   

 

จากสมการ เบตา-ดี -กลูโคส จะถูกออกซิไดสไปเปนกรดดี -กลูโคนิคและ

ไฮโดรเจนเปอรออกไซด จากนั้นไฮโดรเจนเปอรออกไซดจะถูกออกซิไดสดวย 4-อะมิโนแอนติ

ไพรีนและฟนอลโดยการทํางานของเปอรออกซิเดส เกิดสารควิโนนอิมีนที่มีสีแดง ซ่ึงความเขมของ

สารเชิงซอนที่มีสีนี้จะสัมพันธกับความเขมขนของกลูโคสที่มีอยู ซ่ึงมีขั้นตอนการวัดดังนี้ 

   3.1 ปเปตเอนไซมรีเอเจนต 1,000 ไมโครลิตรลงไปในคิวเวตต 

   3.2 เติมตัวอยางท่ีตองการทดสอบ (เลือดหรือสารมาตรฐาน) ปริมาตร 10 

ไมโครลิตร ลงไปในรีเอเจนตในขอ 3.1 เขยาใหเขากัน แลววางทิ้งไวที่อุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 5 นาที 
 

ตาราง 7 การปเปตสารทีน่ําไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยวิธมีาตรฐาน  
 

 แบลงค สารมาตรฐาน สารตัวอยาง 

สารมาตรฐาน 

สารตัวอยาง 

เอนไซมรีเอเจนต 

- 

- 

1,000 ไมโครลิตร 

10 ไมโครลิตร 

- 

1,000 ไมโครลิตร 

- 

10 ไมโครลิตร1,000 

ไมโครลิตร 

 

   3.3 วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 500 นาโนเมตร ดวยเครื่อง          

ยูวีสเปกโตรโฟโตมิเตอรเปรียบเทียบกับรีเอเจนตแบลงค 

   3.4 คํานวณปริมาณกลูโคสในตวัอยาง 

 

PAP 

POD 

GOD 

MUR 



 

 

22

การหารอยละการกลบัคืน 

  1.  การหารอยละการกลับคืนคาโดยวิธีการเติมสารมาตรฐาน  

ทําการเจือจางสารตัวอยางใหมีความเขมขนอยูในชวงความเปนเสนตรง มาทําการ

วิเคราะหหาคาความเขมแสงเคมิลูมิเนสเซนตโดยวิธีการเติมสารมาตรฐาน โดยปเปตสารละลาย

ตัวอยางในปริมาตรที่เทากันลงในขวดวัดปริมาตรแตละขวด จากนั้นปเปตสารละลายมาตรฐานที่

ทราบความเขมขนที่แนนอนลงในขวดวัดปริมาตรแตละขวดในปริมาตรที่แตกตางกัน ดวยวิธีเติม

สารมาตรฐาน (standard addition) ปรับปริมาตรดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร  แลวนําไป

วิเคราะหดวยวิธี FI-CL ที่มี AuNP/GODx ไบโอรีแอคเตอร เพื่อวัดคาความเขมแสงเคมิลูมิเนส

เซนตที่ไดมาสรางกราฟมาตรฐานแบบเติมสารมาตรฐาน แลวนําไปเทียบกับกราฟมาตรฐาน 

2.  คํานวณรอยละการกลับคืนของตัวอยางเลือด 

 

ผลการวิจัยและวิจารณผลการวิจัย 

 

ในการวิจัยฉบับนี้เบ้ืองตนไดทําการประดิษฐและทดสอบไมโครโฟลอยางงายโดย

ใชการตรวจวัดแบบเคมิลูมิเนสเซนต เพื่อใชในการทดสอบระบบไมโครฟลูอิดิคโดยใชสารละลาย

ไฮโดรเจนเปอรออกไซด โดยนําเครื่องมือที่มีในหองปฏิบัติการมาประยุกตใชเปนเครื่องมือตรวจ

วิเคราะหแบบเคมิลูมิเนสเซนต เนื่องจากเทคนิคนี้มีขอดีคือสามารถวิเคราะหไดอยางมีประสิทธิภาพ 

มีสภาพไวสูง รวดเร็ว ใชปริมาณสารตัวอยางและสารทําปฏิกิริยานอยมาก ทําใหเกิดของเสียที่เปน

พิษตอสิ่งแวดลอมนอย นอกจากนั้นระบบที่ใชวิเคราะหเปนระบบปด ผลดีใหผูปฏิบัติการทดลอง

ไมตองสัมผัสกับสารเคมีโดยตรง และยังชวยลดขั้นตอนการเตรียมสารตัวอยางใหนอยลง ทําใหการ

วิเคราะหทําไดอยางรวดเร็วมากยิ่งขึ้น ซึ่งวิธีการวิเคราะหดังกลาวประกอบไปดวย การศึกษาหา

สภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะหไฮโดรเจนเปอรออกไซดในระบบ FI-CL ของตัวแปรชนิด

ตางๆ ทั้งตัวแปรทางกายภาพและทางเคมีเพื่อเปนแนวทางในการใชเปนเครื่องมือตรวจวัดและ

ประยุกตใชกับการวิเคราะหปริมาณกลูโคสดวยการตรึงเอนไซมกลูโคสออกซิเดสบนแทงคารบอน

สําหรับเปนไบโอรีแอคเตอรในการวิเคราะหกลูโคส เบื้องตน Alamo (2010) ไดทดลองตรึง

เอนไซมกลูโคสออกซิเดสบนแทงคารบอนสําหรับเปนมินิคอลัมนไบโอรีแอคเตอรในการวิเคราะห

กลูโคสโดยใชการตรวจวัดแบบเคมิลูมิเนสเซนต หลังจากนั้นจึงนําวิธีการวิเคราะหนี้มาทดสอบหา

ปริมาณกลูโคสในตัวอยางเลือด ซ่ึงผลการทดลองมีดังนี้ 

  ในการทดลองขั้นตน ไดทําการศึกษาและออกแบบการตรวจวัดแบบ FI-CL ที่ใช 

ลูมินอลเปนรีเอเจนตเพื่อวิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจนเปอรออกไซดโดยมีกระแสตัวพาฟอสเฟต
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บัฟเฟอรเขมขน 0.025 โมลาร (พีเอช 7.4) สารละลายโคบอลต (II) เขมขน 1.0×10-5 โมลาร กระแส   

รีเอเจนตลูมินอลเขมขน 2.0×10-4 โมลาร ที่ละลายในสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซดความ

เขมขน 0.1 โมลาร  

ทฤษฎีของการวิเคราะหคือ เมื่อฉีดสารละลายมาตรฐานไฮโดรเจนเปอรออกไซด

เขาไปในกระแสตัวพา สารละลายตัวพาจะถูกปมนําเอาสารละลายผสมของตัวพาและสารละลาย

มาตรฐานเขาสูระบบ FI-CL โดยไฮโดรเจนเปอรออกไซดในสารผสมจะเขาทําปฏิกิริยากับ                

รีเอเจนตลูมินอลตรงบริเวณที่เชื่อมตอทันที โดยมีโคบอลต (II) เปนตัวเรงปฏิกิริยาในสภาวะดาง ดัง

ภาพ 7 

 
 

ภาพ 7 การออกซิไดสลูมินอลดวยไฮโดรเจนเปอรออกไซดและโคบอลต (II) ไปเปนสารตัวกลาง 

ที่มา : Van Dyke and Woodfork (2002) 

 

  แสงเคมิลูมิเนสเซนตที่เปลงออกมาจะถูกตรวจวัดโดยเครื่องลูมิโนมิเตอรอยางงาย

ที่ประกอบขึ้นเอง โดยใชหลอดวัดแสงโฟโตมัลติพลายเออร (PMT) ตรวจวัดแสงเคมิลูมิเนสเซนตที่

เปลงออกมาเมื่อมีการควบคุมศักยไฟฟาที่จายใหหลอดวัดแสง เพื่อสามารถวัดเคมิลูมิเนสเซนตที่

คายออกมาไดในเวลาท่ีเหมาะสม                                                                                      

  แสงเคมิลูมิเนสเซนตที่คายออกมามีความเขมแสงในชวงความยาวคลื่นประมาณ 

425 นาโนเมตร โดยแสงเคมิลูมิเนสเซนตที่ถูกผลิตขึ้นจะถูกตรวจวัดโดยหลอดวัดแสง PMT และสง

สัญญาณไปยังเครื่องบันทึกสัญญาณเพื่อบันทึกผลที่ไดออกมาในภาพของพีคสัญญาณ 

1.  การหาสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะหโดยระบบ FI-CL 

       ในการวิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจนเปอรออกไซดดวยระบบ FI-CL ไดกําหนด

สภาวะเริ่มตนกอนที่จะทําการศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมโดยเลียนแบบระบบการวิเคราะห

ไฮโดรเจนเปอรออกไซดโดยวิธี FI-CL ของ Zhou et al. (1999) ดังตาราง 8 
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ตาราง 8 สภาวะเริ่มตนในการทดสอบระบบ FI-CL ดวยสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด 
 

พารามิเตอร สภาวะเริ่มตน 

กระแสตัวพา  

      สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร (พีเอช 7.4) (โมลาร) 

กระแสรีเอเจนต 

      ความเขมขนของลูมินอล (โมลาร) 

      ความเขมขนของโพแทสเดียมไฮดรอกไซด (โมลาร) 

      ความเขมขนของโคบอลต (II) (โมลาร) 

ศักยไฟฟาที่จายแกหลอด PMT (โวลต) 

อัตราการไหลของกระแสรีเอเจนตและกระแสตวัพา (มิลลิลิตรตอนาที) 

ปริมาตรสารตัวอยาง (ไมโครลิตร) 

 

0.025  

 

2.0× 10-4  

0.10  

1.0× 10-5  

850  

0.4  

20  

 

          1.1  การศึกษาหาคาศักยไฟฟาที่จายแกหลอดโฟโตมัลติพลายเออร 

           การศึกษาหาคาศักยไฟฟาที่จายแกหลอดโฟโตมัลติพลายเออร ในชวง 

600-900 โวลต พบวาไดผลดังแสดงในภาพ 8 โดยคาศักยไฟฟาที่จายแกหลอดโฟโตมัลติพลายเออร

ที่เหมาะสมที่ทําใหสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดเกิดปฏิกิริยาคายแสงเคมิลูมิเนสเซนตกับลูมิ

นอลที่มีตอสัญญาณพื้นหลัง (signal-to-noise ratio) มีคาสูงสุดเทากับ 800 โวลต ซึ่งการเพิ่มคา

ศักยไฟฟามากกวา 800 โวลต ไมทําใหสัญญาณการคายแสงเพิ่มขึ้นแตกลับทําใหสัญญาณลดต่ําลง 

เนื่องจากสัญญาณรบกวนจากพื้นหลังมีมากขึ้น 

 

 
 

ภาพ 8   การศกึษาหาคาศักยไฟฟาที่จายแกหลอดโฟโตมัลติพลายเออร 
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         1.2  การศึกษาหาความเขมขนที่เหมาะสมของสารละลายโคบอลต (II) 

         จากสภาวะที่เหมาะสมที่ไดจากขอ  1.1 นํามาใชในการหาความเขมขนที่

เหมาะสมของสารละลายโคบอลต (II) ที่ใชเปนตัวเรงปฏิกิริยาของสารละลายไฮโดรเจนเปอร

ออกไซด ในชวงความเขมขน 1.0×10-8-1.0×10-4 โมลาร พบวาไดผลดังแสดงในภาพ 9 โดยความ

เขมขนที่เหมาะสมของสารละลายโคบอลต (II) ที่ชวยทําใหเกิดปฏิกิริยาคายแสงเคมิลูมิเนสเซนตได

สูงสุดมีคาเทากับ 1.0×10-6 โมลาร ซึ่งถาเพิ่มความเขมขนมากกวา 1.0×10-6 โมลาร ก็ไมทําให

สัญญาณการคายแสงเพิ่มขึ้นแตกลับทําใหสัญญาณลดต่ําลง ดังนั้นในการทดลองขั้นตอไปจึงจะ

กําหนดใหความเขมขนของสารละลายโคบอลต (II) มีคาเทากับ 1.0×10-6 โมลาร 
 
 

 
 

ภาพ 9  การศึกษาหาความเขมขนที่เหมาะสมของสารละลายโคบอลต (II) 

           1.3  การศึกษาหาความเขมขนที่เหมาะสมของสารละลายลูมินอล 

          จากการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมที่ไดจากขอ  1.1-1.2 มาใชในการหา

ความเขมขนที่เหมาะสมของสารละลายลูมินอลในกระแสรีเอเจนต ที่ถูกปรับใหมีสภาพเปนดางใน

สารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด ซ่ึงกําหนดการศึกษาในชวงความเขมขน 1.0 × 10-4-5.0 × 10-4      

โมลาร พบวาไดผลดังแสดงในภาพ 10 โดยความเขมขนที่เหมาะสมของสารละลายลูมินอล ที่ทําให

เกิดปฏิกิริยาคายแสงเคมิลูมิเนสเซนตไดสูงสุดมีคาเทากับ 5.0×10-4โมลาร เมื่อเปรียบเทียบกับคา

อัตราเร็วในการวิเคราะหตัวอยางตอชั่วโมง เนื่องจากปริมาณลูมินอลมากเกินไปจะทําใหพีคที่ไดมี

ฐานพีคกวาง จึงทําใหจํานวนครั้งในการวิเคราะหตัวอยางตอชั่วโมงมีคาลดลง จึงจะเลือกใชความ

เขมขนนี้ในการทดลองขั้นตอไป 
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 ภาพ 10  การศึกษาหาความเขมขนที่เหมาะสมของสารละลายลูมินอล  และอัตราเร็วในการ   

               วิเคราะหตวัอยางตอชั่วโมง  

               ( )  ความเขมขนที่เหมาะสมของสารละลายลูมินอล   

               ( ) อัตราเร็วในการวิเคราะหตวัอยางตอชั่วโมง 

 

   1.4  การศึกษาหาความเขมขนที่ เหมาะสมของกระแสตัวพาฟอสเฟต

บัฟเฟอร (พีเอช 7.4) 

   โดยใชสภาวะที่เหมาะสมที่ไดจากขอ ขอ 1.1-1.3 มาใชในการหาความ

เขมขนที่เหมาะสมของกระแสตัวพาฟอสเฟตบัฟเฟอร (พีเอช 7.4) ในชวงความเขมขน 0.001-0.05 

โมลาร พบวาไดผลดังแสดงในภาพ 11 โดยความเขมขนที่เหมาะสมของกระแสตัวพาฟอสเฟต

บัฟเฟอร (พีเอช 7.4) ที่ทําใหเกิดปฏิกิริยาคายแสงเคมิลูมิเนสเซนตไดสูงสุดมีปริมาณเทากับ 0.015 

ถึง 0.02 โมลาร  
 

 
 

ภาพ 11 การศึกษาหาความเขมขนที่เหมาะสมของกระแสตัวพาฟอสเฟตบัฟเฟอร (พีเอช 7.4)  
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   1.5  การศึกษาอัตราการไหลที่ เหมาะสมของกระแสตัวพาฟอสเฟต

บัฟเฟอร (พีเอช 7.4) 

   โดยใชสภาวะที่เหมาะสมที่ไดจากขอ ขอ 1.1-1.4 มาใชในการหาอัตรา

การไหลที่เหมาะสมของกระแสตัวพาฟอสเฟตบัฟเฟอร (พีเอช 7.4) ในชวง 0.10-1.0 มิลลิลิตรตอ

นาที พบวาไดผลดังแสดงในภาพ 12 โดยอัตราการไหลที่เหมาะสมของกระแสตัวพาที่ทําให

เกิดปฏิกิริยาคายแสงเคมิลูมิเนสเซนตไดสูงสุดมีคาเทากับ 0.40 มิลลิลิตรตอนาที  
 

 
 

ภาพ 12  การศึกษาอัตราการไหลที่เหมาะสมของกระแสตัวพา  
 

1.6 การศึกษาอัตราการไหลที่เหมาะสมของกระแสลูมินอลรีเอเจนต 

   โดยใชสภาวะที่เหมาะสมที่ไดจากขอ ขอ 1.1-1.5 มาใชในการหาอัตรา

การไหลที่เหมาะสมของกระแสตัวพา ในชวง 0.10-1.0 มิลลิลิตรตอนาที พบวาไดผลดังแสดงใน

ภาพ 13 โดยอัตราการไหลที่เหมาะสมของกระแสตัวพาที่ทําใหเกิดปฏิกิริยาคายแสงเคมิลูมิเนส

เซนตไดสูงสุดมีคาเทากับ 0.40 มิลลิลิตรตอนาที เนื่องจากอัตราการไหลที่มากเกินไปจําใหพีคมี

สัญญาณพื้นหลังสูงและเกิดการรั่วภายในแผนชิพไดงาย 
 

 
 

ภาพ 13  การศึกษาอัตราการไหลที่เหมาะสมของกระแสลูมินอลรีเอเจนต 
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1.7 การศึกษาอัตราการไหลที่เหมาะสมของสารละลายโคบอลต (II) 

   โดยใชสภาวะที่เหมาะสมที่ไดจากขอ 1.1-1.6 มาใชในการหาอัตราการ

ไหลที่เหมาะสมของสารละลายโคบอลต (II) ในชวง 0.10-1.0 มิลลิลิตรตอนาที พบวาไดผลดังภาพ 

14 โดยอัตราการไหลที่เหมาะสมของสารละลายโคบอลต (II) ที่ทําใหเกิดปฏิกิริยาคายแสง             

เคมิลูมิเนสเซนตไดสูงสุดมีคาเทากับ 0.40 มิลลิลิตรตอนาที  

 
 

ภาพ 14 การศึกษาอัตราการไหลที่เหมาะสมของสารละลายโคบอลต (II)  
 

1.8 การศึกษาปริมาตรสารตัวอยางที่เหมาะสมที่ฉีดลงไประบบ 

   โดยใชสภาวะที่เหมาะสมที่ไดจากขอ 1.1-1.7 มาใชในการหาปริมาตรสาร

ตัวอยางที่เหมาะสมที่ฉีดลงไประบบในชวง 10-50 ไมโครลิตร พบวาไดผลดังแสดงในภาพ 15โดย

ปริมาตรสารตัวอยางที่เหมาะสมที่ฉีดลงไประบบ ที่ทําใหเกิดปฏิกิริยาคายแสงเคมิลูมิเนสเซนตได

สูงสุดมีคาประมาณ 35 ไมโครลิตร เมื่อเปรียบเทียบกับอัตราเร็วในการวิเคราะหตัวอยางตอชั่วโมงที่

ทําใหอัตราเร็วในการวิเคราะหตัวอยางตอชั่วโมงมีคาเหมาะสม 
 

 

 
 

ภาพ 15 การศึกษาปริมาตรสารตัวอยางท่ีเหมาะสมที่ฉีดลงในระบบ และ อัตราเร็วในการ 

            วิเคราะหตัวอยางตอช่ัวโมง  

            ( ) ปริมาตรสารตัวอยางที่เหมาะสมที่ฉีดลงในระบบ  

            ( ) อัตราเร็วในการวิเคราะหตัวอยางตอชั่วโมง 
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   1.8  สรุปสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะหทดสอบระบบ FI-CL ดวย

ไฮโดรเจนเปอรออกไซด  

       จากการศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมเบื้องตนในการวิเคราะหหาปริมาณ

ไฮโดรเจนเปอรออกไซดดวยระบบ FI-CL สามารถสรุปไดวาสภาวะที่เหมาะสมเบื้องตนสามารถ

ทําใหระบบ FI-CL มีประสิทธิภาพสูงสุด จากปจจัยตาง ๆ ทั้งทางกายภาพและทางเคมีไดดังแสดง

ในตาราง 9 
 

ตาราง 9 สภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจนเปอรออกไซดดวยระบบ FI-CL 
 

พารามิเตอร ชวงการศึกษา สภาวะที่เหมาะสม 

กระแสตัวพา  

      สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร (พีเอช 7.4) (โมลาร) 

กระแสรีเอเจนต 

      ความเขมขนของลูมินอล (โมลาร) 

      ความเขมขนของโคบอลต (II) (โมลาร)  

ศักยไฟฟาที่จายแกหลอด PMT (โวลต) 

ปริมาตรสารตัวอยาง (ไมโครลิตร) 

อัตราการไหลของกระแสตัวพาและรีเอเจนต  

      (มิลลิลิตรตอนาที) 

 

0.001-0.05  

 

1.0x10-4-5.0x10-4 

1.0x10-8-1.5x10-4 

600-900 

10-50 

0.10-1.0 

 

0.015 

 

5.0x10-4 

1.0 ×10-6 

800 

35 

0.40 

 

    

1.9 การศึกษาหาชวงความเขมขนที่ เปนเสนตรงของการวิเคราะห

ไฮโดรเจนเปอรออกไซด 

   ในการหาชวงความเปนเสนตรงที่เหมาะสมในการวิเคราะหดวยระบบ 

FI-CL ไดทําการศึกษาโดยนําสารละลายมาตรฐานไฮโดรเจนเปอรออกไซดที่มีความเขมขน 

ในชวง 1.0 x 10-5-5.0 x 10-5 โมลาร มาฉีดเขาไปในระบบ FI-CL ภายใตสภาวะที่เหมาะสมตาม

ตาราง 10 พบวาไดผลดังตาราง 10 และเมื่อพล็อตกราฟความสัมพันธระหวางความสูงของพีค

สัญญาณกับความเขมขนของไฮโดรเจนเปอรออกไซด พบวาไดกราฟความสัมพันธดังภาพ 16 
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ตาราง 10 ผลการศึกษาหาชวงความเปนเสนตรงของการวิเคราะหไฮโดรเจนเปอรออกไซดดวย 

              ระบบ FI-CL 

 

ความเขมขนของไฮโดรเจนเปอรออกไซด (X 10-5 โมลาร) ความสูงของพีค (มลิลิโวลต)* 

1 

2 

3 

4 

5 

59.30±1.5 

136.00±1.7 

237.70±1.2 

349.00±3.6 

467.00±4.6 

หมายเหตุ *n=3 

 

 
  

ภาพ 16 ชวงความเปนเสนตรงของการวิเคราะหไฮโดรเจนเปอรออกไซดดวยระบบ FI-CL 

 

จากภาพ 16 เมื่อสรางกราฟมาตรฐานของการวิเคราะหระหวางสัญญาณเคมิลูมิเนส

เซนต (มิลลิโวลต) กับความเขมขนของไฮโดรเจนเปอรออกไซด พบวากราฟมาตรฐานมี

ความสัมพันธดังสมการ y = 102.83x – 58.7 โดยมีคาสัมประสิทธ์ิสัมพันธเทากับ 0.9939 โดย

ลักษณะสัญญาณ   FI-CL ที่ไดแสดงดังภาพ 17 ซึ่งสภาวะที่เหมาะสมนี้จะนําไปประยกุตใชในการ

วิเคราะหกลูโคสโดยวิธี AuNP/GODxโดยใชการตรวจวดัแบบเคมิลูมิเนสเซนตในขัน้ตอนตอไป 
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ภาพ 17  พีคสัญญาณ FI-CL ของไฮโดรเจนเปอรออกไซดที่ความเขมขนตาง ๆ 

 

การสังเคราะหอนุภาคนาโนทองคําสําหรับเปนตัวเชื่อมตอในการตรึงเอนไซม 

  การสังเคราะหอนุภาคนาโนทองคําโดยวิธีทางเคมีทําโดยใชสารละลายทอง (III) 

คลอไรดไตรไฮเดรตและตัวรีดิวซคือไตรโซเดียมซิเตรตไดไฮเดรตซึ่งทําหนาที่ใหอิเล็กตรอนกับ

ไอออนของทองคํา โดยไดรับความรอนจากเตาอบไมโครเวฟ จะไดสารทอง (III) คลอไรดไตรไฮ

เดรตที่มีสีแดงเชอรี่ที่อัตราสวนของทองคลอไรดตอไตรโซเดียมซิเตรตที่อัตราสวน 1 : 15 แลว

นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงสูงสุดดวยเครื่องยูวีสเปกโตรโฟโตมิเตอร โดยไดทําการทดลองที่

อัตราสวนตางๆ กัน ดังภาพ 18  

 

 
ภาพ 18 สารละลายอนุภาคนาโนทองคําที่สังเคราะหไดในอัตราสวนตาง ๆ 

   1:1 = (5:18)   1:5 = (5:92)  

1:10 = (5:184)   1:15= (5:276)  

1:20 = (5:368) 
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  จากนั้นนําสารละลายอนุภาคนาโนทองคําที่ไดเตรียมขึ้นจากทองคลอไรดกับไตร

โซเดียม ซิเตรตดวยอัตราสวนตางๆ  ไปวัดคาการดูดกลืนแสงสูงสุดดวยเครื่องยูวีสเปกโตรโฟโต

มิเตอรในชวงความยาวคลื่น 300-800 นาโนเมตร แลวนําขอมูลไปเขียนสเปกตรัมการดูดกลืน ซึ่ง

เปนความสัมพันธระหวางความยาวคลื่น (wavelength) และคาการดูดกลืน (absorbance) ไดผลดัง               

ภาพ 19 

 

 
 

ภาพ 19 สเปกตรัมการดูดกลืนแสงของสารละลายอนุภาคนาโนทองคําที่อัตราสวนตาง ๆ  

a = 1:1       b = 1:5                 

c = 1:10      d = 1:15 

e = 1:20 
   

จากภาพ 18 พบวาชุดขอมูล 4 ซ่ึงมีอัตราสวนของทอง (III) คลอไรดไตรไฮเดรต: 

ไตรโซเดียมซิเตรตไดไฮเดรต เทากับ 1:15 โดยโมล ใหคาการดูดกลืนแสงสูงที่สุด จึงไดนํา

สารละลายอนุภาคนาโนทองคําชุดนี้ไปใชในการตรึงเอนไซมกลูโคสออกซิเดสบนแทงคารบอน

ตอไป เนื่องจากเปนสารละลายที่มีคุณสมบัติของอนุภาคทองนาโนมากที่สุดสอดคลองกับรายงาน

ของ Tangkuarum et al. (2007) 
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การทดสอบการตรึงเอนไซมกลูโคสออกซิเดสบนแทงคารบอนดวยอนุภาคนาโนทองคําสําหรับใช

เปนไบโอรีแอคเตอรในการตรวจวัดแบบไมโครฟลอูิดิคโฟลอินเจคชันเคมลิูมิเนสเซนตสําหรบั

วิเคราะหปริมาณกลูโคส 

 

 
ภาพ 20   ระบบไมโครฟลูอิดิคโฟลอินเจคชันเคมิลูมิเนสเซนต สําหรับวิเคราะหกลูโคส  

หมายเหตุ CL reagent, 2.0 x 10–4 M luminol, 1.0 x 10–6 M Co(II); carrier solution, 0.015 M 

phosphate buffer solution (pH 7.4); sample standard, 5.0 x 10–5 M H2O2; sample 

injection volume, 35 µL. 

 

1.  การหาสภาวะที่ เหมาะสมในการวิ เคราะหโดยระบบ FI-CL รวมกับ

AuNP/GODx ไบโอรีแอคเตอร 

       ในการวิเคราะหหาปริมาณกลูโคสดดวยระบบ FI-CL รวมกับ AuNP/GODx              

ไบโอรีแอคเตอรจากแผนภาพการออกแบบระบบการทดลองในภาพ 20 ไดกําหนดสภาวะเริ่มตน

กอนที่จะทําการศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมโดยเลียนแบบจากผลการทดลองเบ้ืองตนที่ไดจากระบบ

การวิเคราะหไฮโดรเจนเปอรออกไซดโดยวิธี FI-CL ดังตาราง 11 
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ตาราง 11 สภาวะเริ่มตนในการวิเคราะหหาปริมาณกลูโคสดวยระบบ AuNP/GODx 
 

พารามิเตอร สภาวะเริ่มตน 

กระแสตัวพา  

      สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร (พีเอช 7.4) (โมลาร) 

กระแสรีเอเจนต 

      ความเขมขนของลูมินอล (โมลาร) 

      ความเขมขนของโคบอลต (II) (โมลาร) 

ศักยไฟฟาที่จายแกหลอด PMT (โวลต) 

ปริมาตรสารตัวอยาง (ไมโครลิตร) 

อัตราการไหลของกระแสตัวพาและรีเอเจนต (มิลลิลิตรตอนาที) 

 

0.015  

 

5.0x10-4  

1.0 ×10-6  

800  

35  

0.40 
   

  1.1 การศึกษาหาคาศักยไฟฟาที่จายแกหลอดโฟโตมัลติพลายเออร 

           การศึกษาหาคาศักยไฟฟาที่จายแกหลอดโฟโตมัลติพลายเออร ในชวง 

700-1,000 โวลต พบวาไดผลดังแสดงในภาพ 21 โดยคาศักยไฟฟาที่จายแกหลอดโฟโตมัลติพลาย

เออรที่เหมาะสมที่ทําใหการวัดแสงเคมิลูมิเนสเซนตดวยระบบ FI-CL รวมกับ AuNP/GODx          

ไบโอรีแอคเตอรที่มีตอสัญญาณพื้นหลังมีคาสูงสุดเทากับ 950 โวลต ซึ่งการเพิ่มคาศักยไฟฟา

มากกวา 950 โวลต ไมทําใหสัญญาณการคายแสงเพิ่มขึ้นแตกลับทําใหสัญญาณลดต่ําลง และจะทํา

ใหอายุการใชงานของหลอด PMT เสื่อมไดไวยิ่งขึ้นมากเกินไป 
 

 
 

ภาพ 21   การศกึษาหาคาศักยไฟฟาที่จายแกหลอดโฟโตมลัติพลายเออร 
 



 

 

35

         1.2  การศึกษาหาความเขมขนที่เหมาะสมของสารละลายโคบอลต (II)

         จากสภาวะที่เหมาะสมที่ไดจาก ขอ 1.1 นํามาใชในการหาความเขมขนที่

เหมาะสมของสารละลาย   โคบอลต (II)    ที่ใชเปนตัวเรงปฏิกิริยา   ในชวงความเขมขน   1.0×10-9- 

1.0x10-5 โมลาร พบวาไดผลดังแสดงในภาพ 22 โดยความเขมขนที่เหมาะสมของสารละลาย

โคบอลต (II) ที่ชวยทําใหเกิดปฏิกิริยาคายแสงเคมิลูมิเนสเซนตไดสูงสุดมีคาเทากับ 1.0×10-7 โมลาร 

ซึ่งถาเพิ่มความเขมขนมากกวา 1.0×10-7 โมลาร ก็ไมทําใหสัญญาณการคายแสงเพิ่มขึ้นแตกลับทํา

ใหสัญญาณลดต่ําลงอยางรวดเร็ว ดังนั้นในการทดลองขั้นตอไปจึงจะกําหนดใหความเขมขนของ

สารละลายโคบอลต (II) มีคาเทากับ 1.0×10-7 โมลาร 

 

 
 

ภาพ 22  การศึกษาหาความเขมขนที่เหมาะสมของสารละลายโคบอลต (II) 
 

           1.3  การศึกษาหาความเขมขนที่เหมาะสมของสารละลายลูมินอล 

          จากการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมที่ไดจากขอ 1.1-1.2 มาใชในการหาความ

เขมขนที่เหมาะสมของสารละลายลูมินอลในกระแสรีเอเจนต ที่ถูกปรับใหมีสภาพเปนดางดวย

สารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด ซ่ึงกําหนดการศึกษาในชวงความเขมขน 1.0 × 10-4-5.0 × 10-4      

โมลาร พบวาไดผลดังแสดงในภาพ 23 โดยความเขมขนที่เหมาะสมของสารละลายลูมินอล ที่ทําให

เกิดปฏิกิริยาคายแสงเคมิลูมิเนสเซนตไดสูงสุดมีคาเทากับ 4.0×10-4โมลาร เมื่อเปรียบเทียบกับ

อัตราเร็วในการวิเคราะหตัวอยางตอชั่วโมง ซึ่งมีเหตุผลจากความเขมขนของลูมินอลที่มีตอความ

กวางของพีคสัญญาณที่เพิ่มขึ้นเมื่อใชลูมินอลที่เขมขนมากเกินไป 
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 ภาพ 23 การศึกษาหาความเขมขนที่เหมาะสมของสารละลายลูมินอล และอัตราเร็วในการ 

              วิเคราะหตวัอยางตอชั่วโมง  

              ( ) ความเขมขนที่เหมาะสมของสารละลายลูมินอล  

              ( ) อัตราเร็วในการวิเคราะหตวัอยางตอชั่วโมง 
 

   1.4  การศึกษาหาความเขมขนที่ เหมาะสมของกระแสตัวพาฟอสเฟต

บัฟเฟอร (พีเอช 7.4) 

   โดยใชสภาวะที่เหมาะสมที่ไดจากขอ ขอ 1.1-1.3 มาใชในการหาความ

เขมขนที่เหมาะสมของกระแสตัวพาฟอสเฟตบัฟเฟอร (พีเอช 7.4) ในชวงความเขมขน 0.01-0.07 โม

ลาร พบวาไดผลดังแสดงในภาพ 24 โดยความเขมขนที่เหมาะสมของกระแสตัวพาฟอสเฟต

บัฟเฟอร (พีเอช 7.4) ที่ทําใหเกิดปฏิกิริยาคายแสงเคมิลูมิเนสเซนตไดสูงสุดมีคาเทากับ 0.035 โมลาร 

เมื่อเปรียบเทียบกับอัตราเร็วในการวิเคราะหตัวอยางตอชั่วโมง 
 

 
 

ภาพ 24 การศกึษาหาความเขมขนที่เหมาะสมของกระแสตวัพาฟอสเฟตบัฟเฟอร (พีเอช 7.4)  

              และอัตราเร็วในการวิเคราะหตวัอยางตอชั่วโมง  

              ( ) ความเขมขนที่เหมาะสมของกระแสตวัพาฟอสเฟตบัฟเฟอร (พีเอช 7.4)    

              ( ) อัตราเร็วในการวิเคราะหตวัอยางตอชั่วโมง 
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   1.5 การศึกษาหาความเขมขนที่เหมาะสมของสารละลายโพแทสเซียมไฮ

ดรอกไซด 

   โดยใชสภาวะที่เหมาะสมที่ไดจากขอ ขอ 1.1-1.4 มาใชในการหาความ

เขมขนที่เหมาะสมของสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด ในชวงความเขมขน 0.01-0.10 โมลาร 

พบวาไดผลดังแสดงในภาพ 25 โดยความเขมขนที่เหมาะสมของสารละลายโพแทสเซียม ไฮดรอก

ไซดที่ทําใหเกิดปฏิกิริยาคายแสงเคมิลูมิเนสเซนตไดสูงสุดมีคาเทากับ 0.06 โมลาร เมื่อเปรียบเทียบ

กับอัตราเร็วในการวิเคราะหตัวอยางตอชั่วโมง 

 

 
 

ภาพ 25  การศกึษาหาความเขมขนที่เหมาะสมของกระแสตัวพาฟอสเฟตบัฟเฟอร (พีเอช 7.4)  

              และอัตราเร็วในการวิเคราะหตวัอยางตอชั่วโมง 

            ( ) ความเขมขนที่เหมาะสมของกระแสตัวพาฟอสเฟตบัฟเฟอร (พีเอช 7.4)   

            ( ) อัตราเร็วในการวิเคราะหตัวอยางตอชั่วโมง 

 

   1.6  การศึกษาอัตราการไหลที่ เหมาะสมของกระแสตัวพาฟอสเฟต

บัฟเฟอร (พีเอช 7.4) 

   โดยใชสภาวะที่เหมาะสมที่ไดจากขอ ขอ 1.1-1.5 มาใชในการหาอัตรา

การไหลที่เหมาะสมของกระแสตัวพาฟอสเฟตบัฟเฟอร (พีเอช 7.4) ในชวง 0.30-1.0 มิลลิลิตรตอ

นาที พบวาไดผลดังแสดงในภาพ 26 โดยอัตราการไหลที่เหมาะสมของกระแสตัวพาที่ทําให

เกิดปฏิกิริยาคายแสงเคมิลูมิเนสเซนตไดสูงสุดมีคาเทากับ 0.50 มิลลิลิตรตอนาที เม่ือเปรียบเทียบกับ

อัตราเร็วในการวิเคราะหตัวอยางตอชั่วโมง 
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ภาพ 26 การศกึษาอัตราการไหลท่ีเหมาะสมของกระแสตัวพา และอัตราเร็วในการวิเคราะห 

              ตัวอยางตอชั่วโมง  

              ( )  อัตราการไหลที่เหมาะสมของกระแสตัวพา  

              ( ) อัตราเร็วในการวิเคราะหตวัอยางตอชั่วโมง 

 

1.7 การศึกษาอัตราการไหลที่เหมาะสมของกระแสลูมินอลรีเอเจนต 

   โดยใชสภาวะที่เหมาะสมที่ไดจากขอ 1.1-1.6 มาใชในการหาอัตราการ

ไหลที่เหมาะสมของกระลูมินอลรีเอเจนต ในชวง 0.40-0.90 มิลลิลิตรตอนาที พบวาไดผลดังภาพ   

27 โดยอัตราการไหลที่เหมาะสมของกระแสลูมินอลรีเอเจนตที่ทําใหเกิดปฏิกิริยาคายแสงเคมิ        

ลูมิเนสเซนตไดสูงสุดมีคาเทากับ 0.50 มิลลิลิตรตอนาที เมื่อเปรียบเทียบกับอัตราเร็วในการ

วิเคราะหตัวอยางตอชั่วโมง 
 

 
 

ภาพ 27 การศกึษาอัตราการไหลท่ีเหมาะสมของกระแสลูมินอลรีเอเจนต และอัตราเร็วในการ 

              วิเคราะหตวัอยางตอชั่วโมง  

              ( ) อัตราการไหลที่เหมาะสมของกระแสลูมินอลรีเอเจนต  

              ( ) อัตราเร็วในการวิเคราะหตวัอยางตอชั่วโมง 
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1.8 การศึกษาอัตราการไหลที่เหมาะสมของสารละลายโคบอลต (II) 

   โดยใชสภาวะที่เหมาะสมที่ไดจากขอ ขอ 1.1-1.7 มาใชในการหาอัตรา

การไหลที่เหมาะสมของสารละลายโคบอลต (II) ในชวง 0.10-1.0 มิลลิลิตรตอนาที พบวาไดผลดัง

ภาพ 28 โดยอัตราการไหลที่เหมาะสมของสารละลายโคบอลต (II) ที่ทําใหเกิดปฏิกิริยาคายแสง              

เคมิลูมิเนสเซนตไดสูงสุดมีคาเทากับ 0.40 มิลลิลิตรตอนาที เมื่อเปรียบเทียบกับอัตราเร็วในการ

วิเคราะหตัวอยางตอชั่วโมง 
 

 
 

ภาพ 28 การศกึษาอัตราการไหลท่ีเหมาะสมของสารละลายโคบอลต (II) และอัตราเร็วในการ 

             วิเคราะหตวัอยางตอชั่วโมง  

              ( ) อัตราการไหลที่เหมาะสมของสารละลายโคบอลต (II)  

              ( ) อัตราเร็วในการวิเคราะหตวัอยางตอชั่วโมง 

 

1.9 การศึกษาปริมาตรสารตัวอยางที่เหมาะสมที่ฉีดลงไประบบ 

   โดยใชสภาวะที่เหมาะสมที่ไดจากขอ 1.1-1.8 มาใชในการหาปริมาตรสาร

ตัวอยางที่เหมาะสมที่ฉีดลงไประบบในชวง 20-100 ไมโครลิตร พบวาไดผลดังแสดงในภาพ 29 

โดยปริมาตรสารตัวอยางท่ีเหมาะสมที่ฉีดลงไประบบ ที่ทําใหเกิดปฏิกิริยาคายแสงเคมิลูมิเนสเซนต

ไดสูงสุดมีคาเทากับ 30 ไมโครลิตร เม่ือเปรียบเทียบกับอัตราเร็วในการวิเคราะหตัวอยางตอชั่วโมง 

ซึ่งปริมาณสารที่ฉีดเขาไปในระบบแมวาจะฉีดเขาไปปริมาณมากก็ไมสามารถเพิ่มความไวในการ

วิเคราะหได เนื่องจากความจุของพื้นที่ผิวในการทําปฏิกิริยาของไบโอรีแอคเตอรในระบบ FI-CL 

มีพื้นผิวในการเรงปฏิกิริยาจํากัด 
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ภาพ 29 การศกึษาปริมาตรสารตวัอยางที่เหมาะสม  และอัตราเร็วในการวิเคราะหตัวอยางตอ 

             ชั่วโมง  

             ( ) ปริมาตรสารตัวอยางที่เหมาะสม      ( )  อัตราเร็วในการวิเคราะหตัวอยางตอชั่วโมง 
 

   1.10 สรุปสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะหหาปริมาณกลูโคสดวยระบบ 

FI-CL รวมกับ AuNP/GODx ไบโอรีแอคเตอร 

       จากการศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมเบื้องตนในการวิเคราะหหาปริมาณ

กลูโคสดวยระบบ FI-CL รวมกับ AuNP/GODx ไบโอรีแอคเตอร สามารถสรุปไดวาสภาวะที่

เหมาะสมเบ้ืองตนสามารถทําใหระบบ AuNP/GODx มีประสิทธิภาพสูงสุด จากปจจัยตางๆ ทั้งทาง

กายภาพและทางเคมีไดดังแสดงในตาราง 12 
 

ตาราง 12 สภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะหหาปริมาณกลโูคสดวยระบบ AuNP/GODx 
     

พารามิเตอร ชวงการศึกษา สภาวะที่เหมาะสม 

กระแสตัวพา  

      สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร (พีเอช 7.4) (โมลาร) 

กระแสรีเอเจนต 

      ความเขมขนของลูมินอล (โมลาร) 

      ความเขมขนของโคบอลต (II) (โมลาร)  

      ความเขมขนของโพแทสเซียมไฮดรอกไซด (โมลาร)  

ศักยไฟฟาที่จายแกหลอด PMT (โวลต) 

ปริมาตรสารตัวอยาง (ไมโครลิตร) 

อัตราการไหลของกระแสตัวพาและรีเอเจนต (มิลลิลิตร

ตอนาที) 

 

0.01-0.07 

 

1.0x10-4-5.0x10-4 

1.0x10-9-1.5x10-5 

0.01-0.10 

700-1,000 

20-100 

0.10-1.0 

 

0.035 

 

4.0x10-4 

1.0 ×10-7 

0.06 

950 

30 

0.50 
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   1.11 การศึกษาหาชวงความเขมขนที่เปนเสนตรงของการวิเคราะหกลูโคส 

   ในการหาชวงความเปนเสนตรงที่เหมาะสมในการวิเคราะหดวยระบบ 

FI-CL รวมกับ AuNP/GODx ไบโอรีแอคเตอร ไดทําการศึกษาโดยนําสารละลายมาตรฐานกลูโคส

ที่มีความเขมขนในชวง 1.0 x 10-4-15.0 x 10-4  โมลาร มาฉีดเขาไปในระบบ AuNP/GODx ภายใต

สภาวะที่เหมาะสมตามตาราง 13 พบวาไดผลดังตาราง 13 และเมื่อพล็อตกราฟความสัมพันธ

ระหวางความสูงของพีคสัญญาณกับความเขมขนของไฮโดรเจนเปอรออกไซด พบวาไดกราฟ

ความสัมพันธดังภาพ 30 
 

ตาราง 13 ผลการศึกษาหาชวงความเปนเสนตรงของการวิเคราะหกลูโคส 
 

ความเขมขนของกลูโคส (X 10-4โมลาร) ความสูงของพีค (มลิลิโวลต)*  

0.5 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

4.4±0.5 

7.9±0.3 

14.9±0.7 

21.6±1.6 

28.4±3.8 

36.8±4.1 

44.0±2.3 

55.0±3.3 

61.1±4.2 

74.3±0.9 

84.0±4.9 

90.5±2.1 

101.6±4.7 

139.8±3.4 

114.2±4.3 

142.2±4.0 

หมายเหตุ *n=3 
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y = 9.392x - 6.9354

R2 = 0.9655
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ภาพ 30 ผลการศึกษาหาชวงความเปนเสนตรงของการวิเคราะหกลูโคส 
 

   จะสังเกตไดวากราฟความสัมพันธของความสูงของพีคสัญญาณที่เกิดจาก

ปฏิกิริยาเคมิลูมิเนสเซนต มีสมการความสัมพันธคือ y = 9.392x – 6.9354 อยางไรก็ตามจากภาพ   

30 อาจพอกลาวไดวาชวงความเปนเสนตรงของการวิเคราะหปริมาณกลูโคสดวยเทคนิค FI-CL อยู

ในชวงความเขมขน 0.5x10-4-12.0x10-4 โมลาร ซึ่งเมื่อสรางกราฟมาตรฐานของการวิเคราะห

ระหวางสัญญาณเคมิลูมิเนสเซนต (มิลลิโวลต) กับความเขมขนของกลูโคส พบวากราฟมาตรฐานมี

ความสัมพันธดังสมการ y = 8.4689x – 3.1007 โดยมีคาสัมประสิทธิ์สัมพันธเทากับ 0.9941 ดัง

แสดงในภาพ 31 โดยลักษณะของพีคสัญญาณของ FI-CL ที่ไดแสดงดังภาพ 32 
 

y = 8.4689x - 3.1007

R2 = 0.9941
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ภาพ 31 กราฟมาตรฐานของการวิเคราะหหาปริมาณกลูโคส 
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ภาพ 32 พีคสัญญาณ FI-CL ของกลูโคสทีค่วามเขมขนตาง ๆ 
 

2. การศึกษาขีดจํากัดต่ําสุดของการวิเคราะห 

   การหาขีดจํากัดต่ําสุดของเครื่องมือวิเคราะหที่พัฒนาขึ้น เพื่อหาความเขมขนต่ําสุด

ที่สามารถเคราะหได   ทําไดโดยการนําสารมาตรฐานกลูโคสที่มีความเขมขนต่ําๆ ในชวง 1 x 10-6- 

1 x 10-3 โมลาร มาฉีดเขาไปในระบบเพื่อสังเกตความเขมขนที่ต่ําที่สุดที่สามารถตรวจพบพีค

สัญญาณไดโดยระบบ AuNP/GODx ที่พัฒนาขึ้น โดยพิจารณาจากความสูงของพีคสัญญาณ เทียบ

กับพื้นหลังพบวาไดผลดังภาพ 33 

 

 
 

ภาพ 33 การศึกษาขีดจํากัดต่ําสุดของเครื่องมือในการวิเคราะหกลูโคสโดยวิธี AuNP/GODx 
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  แมน  และอมร (2534) ไดกลาววา ขีดจํากัดของการตรวจหา หมายถึง ความเขมขน

ของสารที่ทําการวิเคราะหซึ่งสามารถใหสัญญาณเปน 2 หรือ 3 เทาของพื้นหลังหรือสัญญาณ

รบกวน ซึ่งอาจอนุมานไดจากกราฟระหวาง signal-to-noise ratio กับความเขมขนของกลูโคสใน

ภาพ 33 ดังนั้นความเขมขนที่ 1 x 10-5 โมลาร   จึงเปนขีดจํากัดต่ําสุดของการวิเคราะห และทําให

สามารถกลาวไดวา วิธี FI-CL รวมกับ AuNP/GODx ที่พัฒนาขึ้นไมสามารถนําไปใชในการ

วิเคราะหความเขมขนของกลูโคสที่ต่ํากวา 1 x 10-5 โมลาร ได 
 

3. การศึกษาหาความแมนยําของเครื่องมือ  

ในการศึกษาหาความแมนยําของเครื่องมือในการวิเคราะหแบบวิธี FI-CL 

รวมกับ AuNP/GODx ไดทําการทดสอบโดยการนําสารมาตรฐานกลูโคสที่ความเขมขน 6 x 10-4  

โมลาร มาฉีดเขาไปในระบบ AuNP/GODx ที่มีสภาวะดังตาราง 13 จํานวน 12 ครั้ง พบวา ไดผลดัง

ตาราง 14 และภาพ 34 มีคาเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพันธเทากับ 5.47 ซ่ึงเปนคาที่พอที่จะยอมรับได 
 

ตาราง 14 ผลการศึกษาหาความแมนยําของเครื่องมือ AuNP/GODx 
 

ครั้งที ่ คาความสูงของพีค (MV) 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

57.0±1.0 

56.8±1.3 

57.5±0.1 

53.2±0.1 

57.1±0.1 

58.9±2.0 

61.4±1.5 

62.5±0.5 

52.6±0.1 

56.0±1.0 

54.5±4.9 

53.3±0.0 

คาเฉลี่ย ( ) 

คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) 

เปอรเซ็นตคาเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพทัธ (%RSD) 

56.7 

3.1 

5.47 
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ภาพ 34 สัญญาณ FI-CL ในการศึกษาหาความแมนยําของเครื่องมือ 

 

  4. การทดสอบความสามารถในการกลับมาใชไดอีก 

   4.1 การทดสอบความสามารถในการกลับมาใชไดอีกใน 1 วัน 

   ไดนํา AuNP/GODx ไบโอรีแอคเตอรที่ไดมาทดสอบความสามารถในการ

กลับมาใชไดอีกภายใน 1 วัน โดยทําการฉีดสารละลายมาตรฐานกลูโคสที่ความเขมขน 3 x 10-4             

โมลาร เขาไปในระบบเพื่อทดสอบวาใน 1 วัน (ทุกๆ 10 นาที) ฉีดกี่ครั้งพีคจึงลดลง 5% และ 50% 

ซึ่งไดผลการทดสอบดังตาราง 15 และภาพ 35  

 

  ตาราง 15 การทดสอบความสามารถในการกลับมาใชไดอีกใน 1 วัน 
 

ครั้งที่ฉดี คาความสูงของพีค (mV) ความสูงของพีคที่

ลดลง 

เปอรเซ็นความสูงของพีคที่

ลดลง 

1 3.7 -  

2 2.9 0.8 21.6 

3 2.3 1.4 37.8 

4 2.4 1.3 35.1 

5 2.1 1.6 43.2 

6 2.1 1.6 43.2 

7 1.6 2.1 56.8 
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 โดยพบวาใน 1 วัน AuNP/GODx ไบโอรีแอคเตอร จะใหสัญญาณลดลง 50% หลังจาก

ฉีดไปได 7 ครั้ง 
 

 
 

ภาพ 35 สัญญาณ FI-CL ในการทดสอบความสามารถในการกลับมาใชไดอีกใน 1 วัน 
 

   4.2 การทดสอบความสามารถในการกลับมาใชไดอีกใน 15 วัน 

  ไดนํา AuNP/GODx ไบโอรีแอคเตอรที่ไดมาทดสอบความสามารถในการกลับมา

ใชไดอีกภายใน 15 วัน โดยทําการฉีดสารละลายมาตรฐานกลูโคสที่ความเขมขน 3 x 10-4 โมลาร เขา

ไปในระบบเพื่อทดสอบวาภายใน 15 วัน ฉีดกี่ครั้งพีคจึงลดลง 5% และ 50% ซึ่งไดผลการทดสอบ

ดังตาราง 16  และตัวอยางสัญญาณ FI-CL ดังภาพ 36  
 

 

  ตาราง 16 การทดสอบความสามารถในการกลับมาใชไดอีกใน 15 วัน 
 

ครั้งที่ฉดี คาความสูงของพีค (mV) ความสูงของพีคที่

ลดลง 

เปอรเซ็นความสูงของพีคที่

ลดลง 

1 3.7 -  

2 2.0 1.7 54.0 

3 1.6 2.1 56.8 

4 1.4 2.3 62.2 

5 1.5 2.2 59.5 

6 1.7 2.0 54.1 

7 1.5 2.2 59.5 

8 1.5 2.2 59.5 

9 1.7 2.0 54.1 
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10 1.3 2.4 64.9 

11 1.5 2.2 59.5 

12 1.6 2.1 56.8 

13 1.3 2.4 64.9 

14 1.5 2.2 59.5 

15 1.4 2.3 62.2 

 

  โดยพบวาเมื่อเวลาผานไปความสูงของพีคที่ลดลงมีแนวโนมคอนขางคงที่ตลอด 

15 วันที่ทําการทดสอบ ดังนั้นจึงเลือกใช AuNP/GODx ไบโอรีแอคเตอรภายหลังการตรึง 1 วันมา

ใชในการวิเคราะหกลูโคสตอไป 

 
 

ภาพ 36 ตัวอยางสัญญาณ FI-CL ในวันที่ 2 ของการทดสอบความสามารถในการกลับมาใชไดอีก 

           ใน 15 วัน 

 

  5. การศึกษาอิทธิพลของสารรบกวนที่สําคัญ 

  การศึกษาอิทธิพลของสารรบกวนที่สําคัญและพบไดในตัวอยางเลือด ไดแก กรด

แอล-แอสคอรบิก ดี-กาแลกโตส กรดซิตริก กรดออกซาลิกคาเฟอีน 4-อะซีตามิโดฟนอล กรดยูริก 

คอเลสเตอรอล และกรดซาลิไซลิก ซึ่งเปนตัวรบกวนที่สามัญในการวิเคราะหกลูโคสดวยวิธี 

enzymatic assay สามารถทําไดโดยการนําสารละลายมาตรฐานกลูโคสที่มีความเขมขน 3 x 10-4 โม

ลาร มาฉีดเขาระบบเพื่อใหเปนพีคมาตรฐานเปรียบเทียบ จากนั้นนําสารละลายอีก 1 ขวดที่ประกอบ

ไปดวยสารละลายมาตรฐานกลูโคสที่มีความเขมขน 3 x 10-4 โมลาร ผสมกับสารละลายมาตรฐาน

ของสารรบกวนที่ตองการศึกษาซ่ึงมีความเขมขน 3 x 10-4 โมลาร เชนกัน (อัตราสวน 1:1) มาฉีดเขา

ระบบเพื่อเปรียบเทียบพีคสัญญาณที่ไดกับพีคมาตรฐานเปรียบเทียบ หากพบวาพีคสัญญาณจาก

สารละลายผสมมีความสูงหรือต่ํากวาพีคมาตรฐานเปรียบเทียบ 10% จะถือวาเกิดการรบกวน โดย
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หากไมพบการรบกวนก็จะเพิ่มอัตราสวนความเขมขนของสารรบกวนเปน 1:10, 1:100 และ 1:1000 

ซึ่งผลของสารรบกวนในอัตราสวนตางๆ ที่ทําใหเกิดการรบกวนตอพีคสัญญาณของการวิเคราะห

แสดงดังตาราง 17 

 

ตาราง 17 ผลการศึกษาอิทธิพลของสารรบกวนที่สําคัญ 

 

Tolerance (ratio) Interferences 

1:1 L-ascorbic acid  4-acetamidophenol uric acid และ salicylic acid 

1:10 d-galactose citric acid และ cholesterol 

1:100 oxalic acid และ caffeine 

  จากผลการศึกษาอิทธิพลของสารรบกวนที่สําคัญซึ่งมีผลตอความเขมแสงเคมิลู

มิเนสเซนตในการวิเคราะหกลูโคสดวยระบบ AuNP/GODx เชน กรดแอล-แอสคอรบิก  4-อะซีตามิ

โดฟนอล กรดยูริก และกรดซาลิไซลิก มีผลทําใหความเขมของแสงเคมิลูมิเนสเซนตลดลง  

  6.  การวิเคราะหหาปริมาณกลูโคสในตัวอยาง 

         6.1 วิธีการหาปริมาณกลูโคสในตวัอยางเลือด 

           ในการหาปริมาณกลูโคสในตัวอยางเลือด ไดทําการศึกษาโดยวิธี

กราฟมาตรฐาน (Calibration curve) โดยเก็บตัวอยางจากอาสาสมัครและผูทําการทดลองเอง จากนั้น

นําไปปนเหวี่ยงเพื่อเก็บสวนที่เปนซีรัมมาวิเคราะหดวยวิธี FI-AuNP/GODx เปรียบเทียบกับวิธี

มาตรฐาน ชนิดสเปกโตรสโคป เอนไซม แอสเสย ซึ่งจากผลการศึกษาพบวาไดผลดังตาราง 18  

       6.2 วิธีการหาปริมาณกลูโคสในตัวอยางเครื่องดืมชูกําลัง 

        ในการหาปริมาณกลูโคสในตัวอยางเครื่องดื่มชูกําลังบางชนิดที่เก็บ

จากทองตลาดในอําเภอสันทราย จังหวัดเชียงใหม โดยวิธีกราฟมาตรฐาน เพื่อนํามาวิเคราะหดวยวิธี 

FI-AuNP/GODx จากการทดลองหาปริมาณกลูโคสในตัวอยางเครื่องดื่มจํานวน 9 ตัวอยาง พบวามี

คาระหวาง10.12±1.2 ถึง 98.92±0.2 กรัมตอหนวยบริโภค ตามลําดับ  

แตเปรียบเทียบกับกับปริมาณที่ระบุไวบนฉลากและวิธีมาตรฐานของ AOAC พบวายัง

ไดผลการตรวจวิเคราะหที่ยังไมสัมพันธกัน อาจมีสาเหตุเนื่องมาจากปริมาณน้ําตาลหรือสารเติมแตง

ชนิดอื่นที่มีอยูในเครื่องดื่มฯ ที่เกิดการรบกวนการวิเคราะหดวยเทคนิคดังกลาว ซึ่งตองทําการ

ทดลองเพิ่มเติมเพื่อแกไขผลการรบกวนดังกลาว หรือศึกษาวิธีการเตรียมสารตัวอยางที่เหมาะสมกับ

อาหารใหการวิเคราะหทดสอบดวยวิธีท่ีพัฒนาขึ้นมีความถูกตองและเชื่อถือไดตอไป 
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ตาราง 18 การวิเคราะหหาปริมาณกลูโคสในตัวอยางเลือด โดยวิธี AuNP/GODx เปรียบเทียบ 

                กับวิธีมาตรฐาน  
 

ตัวอยาง 
DILUTION 

FACTOR 

ความเขมขนของกลูโคส (มิลลโิมลาร) 

วิธี 

AuNP/GODx* 
วิธีมาตรฐาน* t-value (95%) 

S1 

S2 

S3 

S4 

S5 

S6 

2 

2 

- 

- 

- 

2 

14.0±0.4 

12.6±0.5 

9.0±0.2 

6.6±0.4 

2.4±0.2 

7.4±0.7 

14.79±0.64 

13.11±0.64 

9.81±0.64 

7.54±0.64 

2.57±0.32 

8.05±0.32 

1.813 

1.088 

2.093 

2.156 

0.779 

1.463 

หมายเหตุ * n=3 

 

  7. การหารอยละการกลับคืน 

   การหารอยละการกลับคืนสามารถหาไดจากการเปรียบเทียบผลที่ไดจากวิธีการ

เติมสารมาตรฐานกับวิธีกราฟมาตรฐานพบวาในตัวอยางซีรัมมีคารอยละการกลับคืนดังตาราง 19 

 

ตาราง 19 รอยละการกลับคืนของกลูโคสในตวัอยางซีรัม 
 

ความเขมขนของสารละลาย

มาตรฐานกลูโคสทีเ่ติมลงใน

ตัวอยาง (X 10-4 โมลาร) 

ความเขมขน 

ที่อานได 
ความเขมขน 

ที่กลับคืน 

รอยละการกลับคืน 

0 

2.0 

3.0 

4.0 

5.0 

0.06 - - 

1.98 1.92 96.0 

3.02 2.96 98.7 

3.90 3.84 96.0 

5.08 5.02 100.4 
 

หมายเหตุ โดยรอยละการกลับคืนเฉลี่ยของกลูโคสในซีรัมมีคาเทากับ 97.8 
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สรุปผลการวิจัย 

 

  ในการวิจัยนี้ไดออกแบบและประดิษฐระบบไมโครฟลูอิดิคโฟลอินเจคชันเคมิลู

มิเนสเซนต (FI-CL) เพื่อใชในการวิเคราะหไฮโดรเจนเปอรออกไซด จากนั้นไดนําไปประยุกตใช

ในการพัฒนาวิธีการวิเคราะหกลูโคสในอาหารและของเหลวทางชีวภาพ โดยการปรับปรุงแทง

คารบอนดวยเอนไซมกลูโคสออกซิเดสรวมกับอนุภาคนาโนทองคํา (AuNP/GODx) สําหรับเปน           

ไบโอรีแอคเตอรที่มีการตรวจวัดแบบ FI-CL ซึ่งเปนอีกหนึ่งวิธีท่ีจะสามารถพัฒนาเทคนิค FI-CL 

ใหมีประสิทธิภาพในการวิเคราะหเพิ่มสูงขึ้น เพื่อใหสามารถวิเคราะหสารตัวอยางไดในระดับความ

เขมขนต่ําๆ กลไกการเกิดแสงเคมิลูมิเนสเซนตเกิดไดดังปฏิกิริยาดังภาพ 37  

 

 
 

ภาพ 37 สรุปกลไกการเกิดปฏิกิริยาคายแสงเคมิลูมิเนสเซนตดวยไบโอรีแอคเตอรกลูโคสออกซิเดส/ 

            ทองนาโน 
 

การคายแสงจากปฏิกิริยาขางตน ซึ่งสัมพันธกับปริมาณของกลูโคสที่มีอยูใน

ตัวอยาง สามารถนํามาใชในการวิเคราะหสารตัวอยางไดในระดับความเขมขนตาง ๆ  การหาสภาวะ

ที่เหมาะสมในการวิเคราะห การหาความถูกตอง ความแมนยํา และปริมาณต่ําสุดของการตรวจวัด

กลูโคส จึงไดดําเนินการเพื่อศึกษาเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพของระบบ FI-CL ที่มีการควบคุมการแพร 
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อัตราการไหลและจลนศาสตร ซึ่งเปนสวนที่สําคัญในการวิเคราะหตัวอยาง โดยตองการใหไดการ

ตรวจวัดเกิดขึ้นในสภาวะที่ควบคุมไดและในการเกิดปฏิกิริยาขึ้นในระหวางการผสมโดยการแพร

นั้นจะทําใหความสูงของพีคสูงขึ้นเรื่อย ๆ เมื่อปฏิกิริยาไดดําเนินจนถึงจุด ๆ หนึ่ง จะไดคาการ

ตอบสนองที่สูงที่สุดของปฏิกิริยานั้น   

ในการทดสอบระบบ FI-CL ดวยสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดนั้นตัวแปร

ที่สําคัญที่มีผลตอการแพรของสารตัวอยางทางกายภาพ เชน อัตราการไหล ความเขมขนของสารที่

ทําใหเกิดปฏิกิริยา ปริมาตรของสารตัวอยางที่ใชในการฉีด เปนตน ตัวอยางเชน ปริมาตรของสาร

ตัวอยางที่ใชในการฉีด ถาเพิ่มปริมาตรของสารตัวอยาง ในการวิเคราะหโดยวิธี FI-CL พบวาไมมี

การเปลี่ยนตําแหนงที่พบสัญญาณในการวิเคราะหแตเวลาที่ใชในการวิเคราะหของแตละตัวอยางจะ

มีการเปล่ียนแปลงเพิ่มมากขึ้น หากปริมาตรสารตัวอยางเพิ่มขึ้นก็จะพบวาความกวางของสัญญาณ

จะเพิ่มขึ้นดวย แตถาในการศึกษานั้น ๆ มีการใชสารตัวอยางในปริมาตรที่สูงมากเกินไปจะพบวา

สัญญาณของ FI-CL จะมีลักษณะเปนพีคหัวตัด ซ่ึงเปนผลจากการเพิ่มปริมาตรของสารตัวอยางจึง

ทําใหความกวางของสัญญาณเพิ่มขึ้น  

ซึ่งภายหลังจากการทําการทดลองหาสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะหไฮโดรเจน

เปอรออกไซดเพื่อพัฒนาและนํามาใชประยุกตสําหรับการศึกษาหาปริมาณกลูโคสในอาหารบาง

ชนิดและของเหลวทางชีวภาพ โดยมี AuNP/GODx ไบโอรีแอคเตอรรวมดวย พบวาถาเพิ่มปริมาตร

ของสารตัวอยางในการวิเคราะหเมื่อเปรียบเทียบกับอัตราเร็วในการวิเคราะหตัวอยางตอชั่วโมง 

พบวาปริมาณสารที่ฉีดเขาไปในระบบแมวาจะฉีดเขาไปปริมาณมากก็ไมสามารถเพิ่มความไวใน

การวิเคราะหได เนื่องจากความจุของพื้นที่ผิวในการเรงปฏิกิริยาที่ตรึงเอนไซมไวนั้นมีจํากัด จึงไม

สามารถเรงปฏิกิริยาไดทั้งหมด 

ผลการศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะหปริมาณไฮโดรเจนเปอร

ออกไซดเพื่อปรับปรุงประสิทธิภาพระบบ FI-CL แสดงดังตาราง 9 และภายใตสภาวะดังกลาว 

สามารถนําไปประยุกตสําหรับการศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะหหาปริมาณกลูโคส

ดวยระบบ FI-CL รวมกับ AuNP/GODx ไบโอรีแอคเตอร ซ่ึงแสดงดังตาราง 12 และภายใตสภาวะ

ดังกลาว สามารถทําการศึกษาปริมาณกลูโคสในตัวอยางอาหารบางชนิดและของเหลวทางชีวภาพ

ได 

การศึกษาคุณลักษณะในการวิเคราะห โดยระบบ FI-CL รวมกับ AuNP/GODx 

ไบโอรีแอคเตอรที่พัฒนาขึ้น พบวาภายใตสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการหาปริมาณกลูโคสใน 

ตาราง 12 สามารถสรางกราฟมาตรฐานที่มีชวงความเปนเสนตรงของการวิเคราะหกลูโคสอยูในชวง 

0.5x10-4 -12.0x10-4 โมลาร โดยมีคาสัมประสิทธ์ิสัมพัทธเทากับ 0.9941  
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การศึกษาหาขีดจํากัดต่ําสุดของการวิเคราะหซึ่งอนุมานไดจากกราฟระหวาง 

signal-to-noise-ratio กับความเขมขนของกลูโคสในภาพ 24 พบวาที่ความเขมขน 1.0x10-6 โมลาร 

เปนขีดจํากัดต่ําสุดของการวิเคราะห และทําใหสามารถกลาวไดวาระบบ FI-CL รวมกับ 

AuNP/GODx ไบโอรีแอคเตอร ที่พัฒนาขึ้นไมสามารถนําไปใชในการวิเคราะหกลูโคสที่มีความ

เขมขนที่ต่ํากวา 1.0x10-6 โมลาร ได  

การศึกษาความแมนยําของระบบ FI-CL รวมกับ AuNP/GODx ไบโอรีแอคเตอร

ที่ใชในการวิเคราะหพบวาใหความแมนยําที่สามารถยอมรับได คือมีคาความเบี่ยงเบนมาตรฐาน

เทากับ 3.10 และเปอรเซนตคาเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธเทากับ 5.47  

การทดสอบความสามารถในการกลับมาใชไดอีกใน 1 วัน โดยทดสอบวาฉีดกี่ครั้ง

พีคจึงลดลง 5% และ 50% โดยทําการฉีดสารละลายมาตรฐานกลูโคสที่ความเขมขน 3.0 x 10-4                

โมลาร ทุกๆ 10 นาที พบวาเม่ือฉีดครั้งที่ 2 พีคลดลงไป 21.6% และเมื่อฉีดไปได 7 ครั้ง พีคลดลงไป 

56.8% และคงที่อยูเชนนั้น นอกจากนี้การทดสอบความสามารถในการกลับมาใชไดอีกของไบโอรี

แอคเตอรในระยะเวลา 15 วัน โดยฉีดสารละลายมาตรฐานกลูโคสที่ความเขมขน 3.0 x 10-4 โมลาร 

เชนเดียวกัน วันละครั้งเปนเวลา 15 วัน เปรียบเทียบกับครั้งสุดทายของวันแรกที่ฉีด พบวาพีคไม

ลดลงมากนัก โดยมีคาระหวาง 54.0% - 62.2% เฉล่ีย 52.2% ซ่ึงคอนขางคงที่ตลอด 15 วัน 

การศึกษาอิทธิพลของสารรบกวนที่สําคัญซึ่งมีผลตอการวิเคราะหปริมาณกลูโคส

ไดแก D-galactose, citric acid, cholesterol, oxalic acid และ caffeine สารเหลานี้จะมีผลตอการ

วิเคราะหเมื่อมีความเขมขนอยูในระบบ 1:10 ถึง 1:100 สวน L-ascorbic acid, 4-acetamidophenol, 

uric acid และ salicylic acid พบวาเกิดการรบกวนอยางมากแมวามีในอัตราสวนเพียง 1:1 จะมีผลตอ

การวิเคราะหแมวามีการเจือปนในระดับความเขมขนที่ต่ํา ซึ่งเกิดจากสารเหลานี้เปนตัวรบกวนที่

พบวามักจะเปนตัวรบกวนที่พบในการใชกลูโคสออกซิเดสในการวิเคราะหโดยวิธีสเปกโทรสโคป

ชนิดเอนไซมแอสเสย เชนกัน ซึ่งหากตัวอยางจริงมีสารเหลานี้เจือปนอยูจะมีผลทําใหการวิเคราะหมี

คาต่ําปลอม และการศึกษารอยละการกลับคืนของกลูโคสในตัวอยางเลือดดวยระบบ FI-CL 

รวมกับ AuNP/GODx ไบโอรีแอคเตอร ในตัวอยางซีรัม อยูในชวง 89.0-100.4  

จากการทดลองหาปริมาณกลูโคสในตัวอยางเลือดดวยระบบ FI-CL รวมกับ 

AuNP/GODx ไบโอรีแอคเตอร ไดแก S1, S2, S3, S4,S5 และ S6 พบวามีคาอยูในชวง 14.0±0.4 ถึง 

2.4±0.2 เมื่อนํามาเปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐานสเปกโทรสโคปชนิดเอนไซมแอสเสย พบวามีคา

แตกตางกันเล็กนอย อยางไรก็ตามจากการศึกษาหาความแตกตางของขอมูลที่ศึกษาไดทั้ง 2 วิธีดวย

คาที (t-test) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% และที่ระดับความเสรีเทากับ 4 ซึ่งทําการทดสอบโดย

คํานวณหาคา t จากผลของการทดลองทั้งสอง คือ ระบบ FI-CL รวมกับ AuNP/GODx ไบโอรีแอค
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เตอร  และวิธีมาตรฐานแลวนํามาเปรียบเทียบกับคา t ในตารางแจกแจงแบบที โดยคา t จากตาราง

แจกแจงแบบทีเทากับ 2.776 จากการคํานวณคา t ของทั้ง 6 ตัวอยาง พบวาคา t ที่คํานวณไดมีคาไม

มากกวาคา t จากตาราง ดังนั้นคาความเขมขนของกลูโคสที่ตรวจพบไมมีความแตกตางอยางมี

นัยสําคัญ จึงอาจกลาวไดวาระบบ FI-CL รวมกับ AuNP/GODx ไบโอรีแอคเตอรที่ไดพัฒนาขึ้นนี้

มีความแมนยําในการวิเคราะหที่ระดับความเชื่อมั่น 95%  

จากการทดลองหาปริมาณกลูโคสในตัวอยางเครื่องดื่มจํานวน 9 ตัวอยางโดยวิธี

กราฟมาตรฐานดวยระบบ FI-CL รวมกับ AuNP/GODx ไบโอรีแอคเตอร พบวามีคาระหวาง

10.12±1.2 ถึง 98.92±0.2 กรัมตอหนวยบริโภค ตามลําดับ  

 

ขอเสนอแนะ 
 

ไดทําการศึกษาและพัฒนาเทคนิคการวิเคราะหหาปริมาณกลูโคสโดยระบบ              

FI-CL รวมกับ AuNP/GODx ไบโอรีแอคเตอร พบวาเทคนิคที่พัฒนาขึ้นนี้มีความไว มีความถูก

ตอง และแมนยํา สามารถวิเคราะหไดงายและรวดเร็ว เครื่องมือและอุปกรณที่ใชมีราคาถูก และที่

สําคัญคือ สามารถวิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจนเปอรออกไซด ซึ่งนําไปสูการตรวจสอบหาปริมาณ

กลูโคสไดตามที่ตั้งจุดมุงหมายไวกอนทําการทดลอง นอกจากนี้ยังสามารถประหยัดการใชรีเอเจนต

ที่มีราคาแพงไดอีกดวย โดยระบบที่พัฒนาขึ้นยังสามารถดัดแปลงใหมเพื่อใชสําหรับการวิเคราะห

สารที่สนใจตัวอื่น ๆ ไดตามความเหมาะสมของปฏิกิริยาเคมีที่เกิดขึ้น 

ในระบบ FI-CL รวมกับ AuNP/GODx ไบโอรีแอคเตอร สําหรับการวิเคราะห

ปริมาณกลูโคสนั้นเปนระบบที่ใหผลการวิเคราะหที่รวดเร็ว มีสภาพไวสูง และมีคุณลักษณะในการ

วิเคราะหพื้นฐานอยูในเกณฑที่ดี ซ่ึงอาจประยุกตการตรึงเอนไซมชนิดอื่น เชน คลอเรสเตอรอลออก

ซิเดสมาตรึงบนไบโอรีแอคเตอร เพื่อสามารถประยุกตใชในการวิเคราะหคลอเรสเตอรอลใน

ตัวอยางอาหารหรือของเหลวทางชีวภาพชนิดอื่นๆ ได ดังนั้นจึงไมเปนที่แปลกใจที่พบวาบทความ

วิจัยและความสนใจในการวิเคราะหแบบ FI-CL มีเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็ว โดยการปรับปรุงพื้นผิว

ของระบบไมโครฟลูอิดิคดวยวัสดุชนิดตางๆ ซึ่งเปนที่คาดวาการวิเคราะหแบบ FI-CL จะมี

บทบาทสําคัญตอการวิเคราะหสารตัวอยางประเภทตางๆ ตอไปในสภาพปจจุบันและในอนาคตอัน

ใกล 
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