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บทคดัย่อ 

 งานวิจยัน้ีแสดงการเปรียบเทียบวิธีการตรึงรูปเอนไซม์กาแล็กโทสออกซิเดส 2 วิธี บนลวดแพลินัมท่ีเป็น
ขั้วไฟฟ้าใชง้าน  
 วิธีการตรึงรูปใชว้ิธีการกกัเก็บในอิเล็กโทรพอลิเมอไรซ์ฟิล์มของพอลิไพโรล (ENPPy) และวิธีการกกัเก็บ
ในอิเล็กโทรพอลิเมอไรซ์ฟิล์มของพอลิไพโรลแลว้ตามดว้ยวิธีการเช่ือมไขวด้้วยกลูทารัลดีไฮด์และโบวีนซีรัมอลับูมิน  
(ENPPy/CL)   
 ไบโอเซนเซอร์ท่ีเตรียมโดยการตรึงรูปเอนไซมด์ว้ยวธีิ ENPPy และวธีิ ENPPy/CL แสดงสัญญาณตอบสนอง
เชิงเสน้ตรงต่อแลก็โทสในช่วง 210-4 ถึง 110-3โมลาร์ เช่นเดียวกนั อยา่งไรก็ตาม ไบโอเซนเซอร์ท่ีเตรียมโดยการตรึงรูป
เอนไซมด์ว้ยวธีิ ENPPy/CL มีความไวในการตรวจวดัสูงกวา่ไบโอเซนเซอร์ท่ีเตรียมโดยการตรึงรูปเอนไซมด์ว้ยวิธี ENPPy 
จากการศึกษาความคงตวัต่อการใชง้านไบโอเซนเซอร์ พบว่า หลงัการใชง้านซ ้ า 20 คร้ัง ไบโอเซนเซอร์ท่ีเตรียมดว้ยวิธี 
ENPPy/CL สามารถรักษาสัญญาณตอบสนองได ้76 % ของสัญญาณตอบสนองเร่ิมตน้ ในขณะท่ีสัญญาณตอบสนองของ
ไบโอเซนเซอร์ท่ีเตรียมดว้ยวธีิ ENPPy ลดลงเหลือ 60 % ของสญัญาณตอบสนองเร่ิมตน้ 
 

Abstract 
 
 A comparison between two galactose oxidase immobilization methods on 

platinum wire working electrode is presented in this article.  

 The immobilization methods employed entrapment into electropolymerized film 

of polypyrrole (ENPPy) and entrapment into electropolymerized film of polypyrrole followed 

by cross-linking with glutaraldehyde in the presence of BSA (ENPPy/CL).  

 Biosensors fabricated by ENPPy and ENPPy/CL methods showed similar linear 

response from 210
-4

 to  110
-3 

M lactose. However, biosensor prepared by ENPPy/CL 

method exhibited higher sensivity than that prepared by ENPPy method. Operational stability 

was tested. The results showed that after repeated use for 20 assays, biosensors fabricated by 

ENPPy/CL method can retain 76% of its original response while the current response of 

biosensor prepared by ENPPy method decreased to 60% of its initial response.  
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บทน า 

นมสามารถแปรรูปได้เป็นผลิตภณัฑ์หลายชนิด นมพร้อมด่ืมเป็นผลิตภณัฑ์ท่ีไดรั้บความนิยมอย่างมาก
ประเภทหน่ึงในประเทศไทย อยา่งไรก็ตามผูบ้ริโภคบางรายตอ้งถูกจ ากดัปริมาณการบริโภคผลิตภณัฑน์มโดยเป็นผลมาจาก
อาการของโรคการแพแ้ล็กโทส หรือ lactose intolerance   (นฤมล และคณะ, 2547) การตรวจสอบแล็กโทสท่ีมีอยูใ่นนมมี
หลายวิธีเช่น สเปกโทรโฟโตเมตรี (spectrophotometry) โพลาริเมตรี (polarimetry) อินฟราเรด สเปกโทรสโกปี (infared 
spectroscopy) ไททริเมตรี (titrimetry) และโครมาโทกราฟี (chromatography) วธีิการเหล่าน้ีมีความยุง่ยากและใชเ้วลาในการ
เตรียมตวัอยา่งนานซ่ึงประกอบไปดว้ยการสกดัแลก็โทสและการกรอง ไบโอเซนเซอร์คือเคร่ืองมือตรวจวดัสารชนิดหน่ึงท่ี
ประกอบดว้ยส่วนส าคญั 2 ส่วน คือ ส่วนของสารชีวภาพ และส่วนของทรานส์ดิวเซอร์หรือตวัรับสัญญาณ สารชีวภาพมี
ความจ าเพาะเจาะจงต่อสารท่ีตอ้งการวดั ตวัอยา่งของสารชีวภาพ เช่น เอนไซม์ จุลินทรีย ์เน้ือเยื่อพืชและสัตว ์แอนติเจน 
แอนติบอดี เป็นตน้ เม่ือสารชีวภาพท าปฏิกิริยากบัสารท่ีตอ้งการวดั จะก่อให้เกิดเป็นผลิตภณัฑห์รือสัญญาณท่ีสามารถถูก
ตรวจวดัไดด้ว้ยทรานส์ดิวเซอร์ท่ีเหมาะสมกบัชนิดและรูปแบบของสัญญาณนั้น (โสภา, 2546) การตรึงรูปสารชีวภาพเป็น
ขั้นตอนท่ีส าคญัมากในการเตรียมไบโอเซนเซอร์ วิธีการตรึงรูปเอนไซมมี์หลายวิธีเช่น การดูดซบั (adsorption) การกกัเก็บ
ทางกายภาพ (physical entrapment) การเช่ือมไขว ้(cross-linking) และการเช่ือมดว้ยพนัธะโคเวเลนซ์ (covalent binding) 
เป็นต้น (Eggins,1996) ดังนั้ นในงานวิจัยน้ีมีวตัถุประสงค์เพ่ือศึกษาวิธีการตรึงรูปเอนไซม์ท่ีเหมาะสมในการพฒันา
ไบโอเซนเซอร์ส าหรับตรวจวดัแล็กโทสซ่ึงอาจเป็นอีกทางเลือกหน่ึงในการตรวจสอบแล็กโทสในผลิตภณัฑน์มไดอ้ยา่ง
รวดเร็ว มีความถูกตอ้ง แม่นย  า อีกทั้งขั้นตอนในการเตรียมตวัอยา่งก่อนการวเิคราะห์ไม่ยุง่ยาก 
 
วตัถุประสงค์การวจิยั 

เพื่อศึกษาวิธีการตรึงรูปเอนไซม์กาแล็กโทสออกซิเดสท่ีเหมาะสมในการเตรียมไบโอเซนเซอร์ส าหรับ
ตรวจวดัแลก็โทสโดยเปรียบเทียบวธีิการตรึงรูปเอนไซมด์ว้ยวธีิการกกัเก็บทางกายภาพกบัวธีิการตรึงรูปเอนไซมด์ว้ยวิธีการ
กกัเก็บทางกายภาพร่วมกบัวธีิการเช่ือมไขว ้
 
วธีิด าเนินการวจิยั 

1. การ pretreatment ขั้วไฟฟ้าใช้งานชนิดลวดแพลทนิัม 
เตรียมขั้ วไฟฟ้าใช้งานชนิดลวดแพลทินัม โดยการตัดลวดแพลทินัมท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.5 

มิลลิเมตร ใหมี้ความยาวประมาณ 8 เซนติเมตร น าไปแช่ในสารละลายเมทานอล (methanol) ร้อนเป็นเวลา 15 นาที แลว้น า
ข้ึนลา้งดว้ยน ้ ากลัน่ให้สะอาดแลว้แช่ในสารละลายกรดซลัฟิวริก (H2SO4) ท่ีไดจ้ากการผสมกรดซลัฟิวริกเขม้ขน้กบัน ้ าใน
อตัราส่วน 1 ต่อ 1 เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นแช่ในน ้ ากลัน่วางใน ultrasonic bath เป็นเวลา 15 นาที จ านวน 2 คร้ัง แลว้ลา้ง
ดว้ย acetone อีกคร้ัง เป่าให้แห้งแลว้พนัดว้ยเทปชนิดพอลิเททระฟลูออโรเอทิลีน โดยให้เหลือความยาวเพ่ือใชใ้นการตรึง
รูปเอนไซม์ 4 เซนติเมตร (พ้ืนท่ีในการตรึงรูปเอนไซม์ 0.628 ตารางเซนติเมตร) จากนั้ นน าลวดแพลทินัมท่ีผ่านการ 
pretreatment แลว้ไปใชใ้นการเตรียมเอนไซมอิ์เลก็โทรดต่อไป 

2. การเตรียมเอนไซม์อเิลก็โทรด 
 2.1 การเตรียมเอนไซม์อิเลก็โทรดโดยการตรึงรูปเอนไซม์กาแลก็โทสออกซิเดสด้วยวิธี ENPPy เตรียม

สารละลายโดยชัง่เอนไซม์กาแล็กโทสออกซิเดส 50 มิลลิกรัม (365 ยนิูต) และโพแทสเซียมคลอไรด์ (KCl) 0.0268 กรัม 
(ความเขม้ขน้ 0.06 โมลาร์) ใส่ลงในบีกเกอร์ขนาด 10 มิลลิลิตร เติมน ้ ากลัน่ 6 มิลลิลิตร จากนั้นเติมไพโรล (pyrrole) 21 
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ไมโครลิตร กวนผสมเบาๆ ประมาณ 20 นาที จดัขั้วไฟฟ้าโดยใชล้วดแพลทินมัท่ีผ่านการ pretreatment เป็นขั้วไฟฟ้าใชง้าน 
ใชข้ั้วไฟฟ้าอา้งอิงชนิดซิลเวอร์-ซิลเวอร์คลอไรด ์(Ag/AgCl/KCl(0.06 M)) และใชข้ดลวดแพลทินมัแบล็คเป็นขั้วไฟฟ้าช่วย 
ให้กระแสคงท่ี +0.100 mA/cm2 แก่ขั้วไฟฟ้าใชง้านเป็นเวลา 50 วินาที ซ่ึงคิดเป็นปริมาณไฟฟ้า 5 มิลลิคูลอมบ์ต่อตาราง
เซนติเมตร (5 mC/cm2) จากนั้นน าลวดแพลทินมัท่ีเคลือบฟิลม์ของพอลิไพโรลโดยมีเอนไซมก์าแล็กโทสออกซิเดสถูกกกั
เก็บอยูภ่ายในไปลา้งใหส้ะอาดดว้ยสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ ค่าความเป็นกรด-เบส 7.0  
การเตรียมเอนไซมอิ์เลก็โทรดโดยการตรึงรูปเอนไซมก์าแลก็โทสออกซิเดสดว้ยวธีิ ENPPy/CL 

เตรียมเอนไซมอิ์เล็กโทรดดงัวิธีการในขอ้ 2 จากนั้นเตรียมสารละลายของเอนไซมก์าแล็กโทสออกซิเดส
โดยการชัง่เอนไซมก์าแล็กโทสออกซิเดส 5 มิลลิกรัม (36.5 ยนิูต) และ bovine serum albumin (BSA) 0.0016 กรัม น าไป
ละลายในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ ค่าความเป็นกรด-เบส 7.0 ปริมาตร 300 ไมโครลิตร จากนั้น
เติมสารละลายกลูทารัลดีไฮด์ (glutaraldehyde) ความเขม้ขน้ 2.5% ปริมาตร 30 ไมโครลิตรท่ีไดจ้ากการเจือจางสารละลาย
กลู-ทารัลดีไฮดค์วามเขม้ขน้ 25% ดว้ยสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ ค่าความเป็นกรด-เบส 7.0 กวน
ผสมให้เขา้กัน แช่เอนไซม์อิเล็กโทรดท่ีเตรียมไวข้า้งตน้ในสารละลายท่ีได้ ท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 ชัว่โมง ซับ
สารละลายออก แลว้ท้ิงใหแ้หง้เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ก่อนน าไปตรวจสอบสญัญาณตอบสนองต่อไป เม่ือไม่ใชง้านเก็บเอนไซม์
อิเล็กโทรดในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ ค่าความเป็นกรด-เบส 7.0 ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
น าเอนไซมอิ์เล็กโทรดทั้ง 2 ชนิดไปตรวจสอบสัญญาณตอบสนองต่อแล็กโทส เม่ือไม่ใชง้านเก็บเอนไซมอิ์เล็กโทรดใน
สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ ค่าความเป็นกรด-เบส 7.0 ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

2.2 การวัดสัญญาณตอบสนองของเอนไซม์อิเล็กโทรด การวดัสัญญาณตอบสนองท าในสารละลาย
ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ ค่าความเป็นกรด-เบส 7.0 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร โดยใชเ้อนไซมอิ์เล็กโทรดท่ี
เตรียมข้ึนเป็นขั้วไฟฟ้าใชง้าน ใชข้ั้วไฟฟ้าซิลเวอร์-ซิลเวอร์คลอไรด์ โพแทสเซียมคลอไรด์อ่ิมตวั (Ag/AgCl/KCl(sat)) เป็น
ขั้วไฟฟ้าอา้งอิง และใชข้ดลวดแพลทินัมแบล็คเป็นขั้วไฟฟ้าช่วย โดยให้ความต่างศกัยค์งท่ี + 600 มิลลิโวลตก์บัเอนไซม์
อิเล็กโทรดเทียบกบัขั้วไฟฟ้าอา้งอิง Ag/AgCl/KCl(sat) รอจนกระแสไฟฟ้าคงท่ีท าให้ได ้background current จากนั้นหยด
สารละลายแลก็โทสลงในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ กวนผสมเป็นเวลา 20 วินาที ปิดเคร่ืองกวนผสมแลว้รอจนสัญญาณ
ตอบสนองคงท่ีอีกคร้ังจึงบนัทึกกระแสไฟฟ้าท่ีได ้โดยสญัญาณตอบสนองต่อแลก็โทสท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ หาไดจ้ากการน า
กระแสไฟฟ้าท่ีไดล้บดว้ย background current เติมสารละลายมาตรฐานของแลก็โทสลงในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์จนมี
ความเขม้ขน้เพ่ิมข้ึนตามล าดบั ในช่วงความเขม้ขน้ 110-4 ถึง 810-3 โมลาร์  บนัทึกสญัญาณตอบสนองแลว้น าขอ้มูลท่ีได้
ไปสร้างกราฟมาตรฐานเพ่ือหาช่วงท่ีสญัญาณตอบสนองของไบโอเซนเซอร์มีความสมัพนัธ์เชิงเส้นตรงต่อความเขม้ขน้ของ
แลก็โทสและหาความไวในการตรวจวดั (sensitivity) ท าการทดลอง 3 ซ ้ า (เตรียมอิเลก็โทรดจ านวน 3 อิเลก็โทรด) 
การศึกษาความคงตวัต่อการใชง้านของเอนไซมอิ์เลก็โทรด (operational stability) 
เตรียมเอนไซมอิ์เล็กโทรดโดยการตรึงรูปเอนไซมก์าแล็กโทสออกซิเดสดว้ยวิธี ENPPy และวิธี ENPPy/CL ดังวิธีการใน
ขอ้ 2.1 และ 2.2 จากนั้นน าเอนไซม์อิเล็กโทรดท่ีได้ไปตรวจวดัสัญญาณตอบสนองต่อแล็กโทสความเขม้ขน้ 610-4 
โมลาร์ในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ ค่าความเป็นกรด-เบส 7.0 ท่ีอุณหภูมิห้องทุกวนัๆ ละ 5 คร้ัง 
รวม 20 คร้ัง ท าการทดลอง 3 ซ ้ า (เตรียมอิเล็กโทรดจ านวน 3 อิเล็กโทรด) เม่ือไม่มีการใชง้าน เก็บเอนไซมอิ์เล็กโทรดใน
สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ ค่าความเป็นกรด-เบส 7.0 ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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ผลการวจิยั 

ไบโอเซนเซอร์ส าหรับตรวจวดัแล็กโทสท่ีพฒันาข้ึนใช้เอนไซม์กาแล็กโทสออกซิเดสเป็นสารชีวภาพ 
โดยเอนไซม์กาแล็กโทสออกซิเดสเร่งปฏิกิริยาการเปล่ียนแล็กโทสให้เป็นผลิตภณัฑ์และเกิดไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์
(H2O2)  ดงัภาพท่ี 1 (Handan et al. 2002) โดยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ท่ีเกิดข้ึนสามารถถูกออกซิไดซ์บนพ้ืนผิวอิเล็กโทรด
เม่ือมีการใหศ้กัยไ์ฟฟ้าท่ีเหมาะสมคือ +600 มิลลิโวลต ์เทียบกบัขั้วไฟฟ้าอา้งอิงชนิดซิลเวอร์-ซิลเวอร์คลอไรด-์โพแทสเซียม
คลอไรดอ่ิ์มตวั 
 
            Galactose oxidase 
                             Lactose + O2           H2O2 + oxidation product 
 

ภาพท่ี 1 ปฏิกิริยาการยอ่ยสลายแลก็โทสดว้ยเอนไซมก์าแลก็โทสออกซิเดส 
 

สัญญาณตอบสนองของเอนไซมอิ์เล็กโทรด เม่ือน าเอนไซม์อิเล็กโทรดท่ีเตรียมโดยการตรึงรูปเอนไซม์กา
แล็กโทสออกซิเดสดว้ยวิธี ENPPy และดว้ยวิธี ENPPy/CL ชนิดละ3 อิเล็กโทรด ไปตรวจวดัสัญญาณตอบสนองต่อ
แลก็โทสในช่วงความเขม้ขน้ 110-4ถึง 810-3โมลาร์ ในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ ค่าความเป็น
กรด-เบส 7.0โดยให้ความต่างศักย์คงท่ี +600 มิลลิโวลต์ เทียบกับขั้ วไฟฟ้าอ้างอิงชนิดซิลเวอร์-ซิลเวอร์คลอไรด์-
โพแทสเซียมคลอไรด์อ่ิมตวั พบวา่ สัญญาณตอบสนองของเอนไซมอิ์เล็กโทรดท่ีเตรียมโดยใชว้ิธีการตรึงรูปเอนไซมท์ั้ง 2 
แบบ มีค่าสูงข้ึนเม่ือความเขม้ขน้ของแลก็โทสเพ่ิมข้ึน (ภาพท่ี 2) และสญัญาณตอบสนองท่ีไดมี้ความสมัพนัธ์เชิงเส้นตรงต่อ
ความเขม้ขน้ของแลก็โทสในช่วง 210-4ถึง 110-3โมลาร์ (ภาพท่ี 3)โดยมีขีดจ ากดัในการตรวจวดั (limit of detection) ต่อ
แลก็โทสท่ีความเขม้ขน้ 210-4โมลาร์เช่นเดียวกนั อยา่งไรก็ตาม เอนไซมอิ์เลก็โทรดท่ีเตรียมโดยการตรึงรูปเอนไซมด์ว้ยวธีิ 
ENPPy/CL มีความไวในการตรวจวดั (sensitivity) 23.55 นาโนแอมแปร์ต่อตารางเซนติเมตรต่อมิลลิโมลาร์ ซ่ึงสูงกว่า
เอนไซมอิ์เลก็โทรดท่ีเตรียมโดยการตรึงรูปเอนไซมด์ว้ยวิธี ENPPy ท่ีมีค่าความไวในการตรวจวดั 14.71 นาโนแอมแปร์ต่อ
ตารางเซนติเมตรต่อมิลลิโมลาร์ เน่ืองจากเอนไซมอิ์เล็กโทรดท่ีเตรียมโดยการตรึงรูปเอนไซมด์ว้ยวิธี ENPPy/CL มีปริมาณ
เอนไซมท่ี์ถูกตรึงรูปสูงกวา่  
 

  
ภาพท่ี 2  สญัญาณตอบสนองของเอนไซมอิ์เลก็โทรดท่ีเตรียมโดยการตรึงรูปเอนไซมก์าแลก็โทสออกซิเดสดว้ยวธีิ ENPPY 
             และวธีิ ENPPy/CL 

Δ
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A 
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-2 
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ภาพท่ี 3  กราฟมาตรฐานของเอนไซมอิ์เลก็โทรดท่ีเตรียมโดยการตรึงรูปเอนไซมก์าแลก็โทสออกซิเดสดว้ยวธีิ ENPPY และ 
             วธีิ ENPPy/CL 
 

เอนไซมอิ์เล็กโทรดท่ีเตรียมดว้ยวิธีการตรึงรูปทั้ง 2 แบบ มีประสิทธิภาพการท างาน (sensor performance)
ใกลเ้คียงกบัเอนไซมอิ์เล็กโทรดท่ีพฒันาโดย Goktugetal. (2005) ซ่ึงเตรียมโดยการตรึงรูปเอนไซมก์ลูโคสออกซิเดสและ
เอนไซมเ์บตา้กาแล็กโทซิเดสดว้ยวิธีการกกัเก็บในเจลของเจลาตินแลว้เช่ือมไขวด้ว้ยกลูทารัลดีไฮด์ลงบนกลาสซีคาร์บอน
อิเล็กโทรดท่ีมีการเคลือบฟิล์มบางของปรอท และจากการตรวจวดัสัญญาณตอบสนอง พบว่าเอนไซม์อิเล็กโทรดมี
ความสัมพนัธ์เชิงเส้นตรงต่อแล็กโทสในช่วง 110-4ถึง 3.510-3โมลาร์ และมีขีดจ ากดัของการตรวจวดัแล็กโทสท่ีความ
เขม้ขน้ 110-4โมลาร์  

การศึกษาความคงตวัต่อการใชง้านของเอนไซม์อิเล็กโทรด จากการศึกษาความคงตวัต่อการใช้งานของ
เอนไซมอิ์เลก็โทรดท่ีเตรียมโดยการตรึงรูปเอนไซมก์าแล็กโทสออกซิเดส ดว้ยวิธี ENPPy และเอนไซมอิ์เล็กโทรดท่ีเตรียม
โดยการตรึงรูปเอนไซมก์าแล็กโทสออกซิเดสดว้ยวิธี ENPPy/CL โดยการตรวจสอบสัญญาณตอบสนองต่อแล็กโทสความ
เขม้ขน้ 610-4โมลาร์ ในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ท่ีความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ ค่าความเป็นกรด-เบส 7.0 ท่ีอุณหภูมิห้อง
ทุกวนัๆ ละ 5 คร้ัง รวม 20 คร้ัง พบวา่ ในช่วงแรกของการใชง้านสัญญาณตอบสนองของไบโอเซนเซอร์ท่ีเตรียมดว้ยวิธี 
ENPPy และวธีิ ENPPy/CL มีค่าใกลเ้คียงกนัโดยเพ่ิมข้ึนเลก็นอ้ยจากนั้นสญัญาณตอบสนองค่อยๆ ลดลง จนกระทัง่หลงัการ
วดัคร้ังท่ี 10 สัญญาณตอบสนองของเอนไซม์อิเล็กโทรดท่ีเตรียมดว้ยวิธี ENPPy และวิธี ENPPy/CL เร่ิมลดลงดว้ยอตัราท่ี
แตกต่างกนั (ภาพท่ี 4)โดยสญัญาณตอบสนองของเอนไซมอิ์เลก็โทรดท่ีเตรียมวธีิ ENPPy ลดลงดว้ยอตัราท่ีเร็วกวา่สัญญาณ
ตอบสนองของเอนไซมอิ์เล็กโทรดท่ีเตรียมดว้ยวิธี ENPPy/CL โดยหลงัการใชง้าน 20 คร้ัง พบวา่ เอนไซม์อิเล็กโทรดท่ี
เตรียมดว้ยวธีิ ENPPy/CL ยงัคงแสดงสัญญาณตอบสนองสูงถึง 76 เปอร์เซ็นต ์โดยสัญญาณตอบสนองลดลงเหลือ 11.4 นา
โนแอมแปร์ต่อตารางเซนติเมตรต่อมิลลิโมลาร์ จากสัญญาณตอบสนองเร่ิมตน้ 14.7 นาโนแอมแปร์ต่อตารางเซนติเมตรต่อ
มิลลิโมลาร์ ในขณะท่ีเอนไซมอิ์เลก็โทรดท่ีเตรียมดว้ยวิธี ENPPy แสดงสัญญาณตอบสนองลดลงเหลือเพียง 60 เปอร์เซ็นต ์
โดยสัญญาณตอบสนองลดลงเหลือ 5.2 นาโนแอมแปร์ต่อตารางเซนติเมตรต่อมิลลิโมลาร์ จากสัญญาณตอบสนองเร่ิมตน้ 
8.2 นาโนแอมแปร์ต่อตารางเซนติเมตรตอ่มิลลิโมลาร์ โดยทั้งน้ีอาจเกิดจากเอนไซมอิ์เลก็โทรดท่ีเตรียมดว้ยวธีิ ENPPy/CL มี
ปริมาณเอนไซมท่ี์ถูกตรึงรูปสูงกวา่ และยงัอาจเกิดจากผลของวิธีการตรึงรูปเอนไซม ์โดยการตรึงรูปเอนไซมด์ว้ยการเช่ือม
ไขวจ้ะใชส้ารไบฟังก์ชนันอลหรือมลัติฟังก์ชนันอล (bi-or multifunctional agent) ท าให้เกิดการเช่ือมระหวา่งเอนไซมก์บั

y = 14.717x - 0.59 
R² = 0.9983 

y = 23.55x - 0.55 
R² = 0.9994 

y = 23.55x - 0.55 
R² = 0.9994 
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เอนไซม ์หรือเอนไซมก์บัโปรตีนท่ีเติมลงไป เช่น BSA (Canh, T.M., 1993) เอนไซมจึ์งหลุดออกจากพ้ืนผิวอิเล็กโทรดได้
ยาก ดงันั้นเอนไซมอิ์เลก็โทรดท่ีเตรียมดว้ยวธีิ ENPPy/CL จึงมีความคงตวัสูงกวา่เอนไซมอิ์เลก็โทรดท่ีเตรียมดว้ยวธีิ ENPPy  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4  ความคงตวัต่อการใชง้านของเอนไซมอิ์เลก็โทรดท่ีเตรียมโดยการตรึงรูปเอนไซมก์าแลก็โทสออกซิเดสดว้ย 
             วธีิENPPy และวธีิ ENPPy/CL 
 
อภิปรายผลการวจิยั 

ไบโอเซนเซอร์ท่ีเตรียมโดยการตรึงรูปเอนไซมก์าแล็กโทสออกซิเดสดว้ยวิธี ENPPy/CL มีความไวในการ
ตรวจวดัเท่ากบั 23.55 นาโนแอมแปร์ต่อตารางเซนติเมตรต่อมิลลิโมลาร์ ซ่ึงสูงกวา่เอนไซมอิ์เล็กโทรดท่ีเตรียมโดยการตรึง
รูปเอนไซมก์าแล็กโทสออกซิเดสดว้ยวิธี ENPPy ท่ีมีค่าความไวในการตรวจวดัเท่ากบั 14.71 นาโนแอมแปร์ต่อตาราง
เซนติเมตรต่อมิลลิโมลาร์ 

ไบโอเซนเซอร์ท่ีพฒันาข้ึนในการศึกษาน้ีโดยใชว้ธีิการตรึงรูปทั้ง 2 แบบ มีประสิทธิภาพการท างานใกลเ้คียง
กบัเอนไซมอิ์เลก็โทรดท่ีมีการรายงานก่อนหนา้น้ี  (Goktug et al., 2005) 

จากการศึกษาความคงตวัต่อการใชง้านของเอนไซมอิ์เลก็โทรด พบวา่ หลงัการใชง้าน 20 คร้ัง ไบโอเซนเซอร์
ท่ีเตรียมโดยการตรึงรูปเอนไซม์กาแล็กโทสออกซิเดสดว้ยวิธี ENPPy/CL ยงัคงรักษาสัญญาณตอบสนองไดสู้งถึง 76 
เปอร์เซ็นต์ของสัญญาณตอบสนองเร่ิมตน้ ในขณะท่ีเอนไซมอิ์เล็กโทรดท่ีเตรียมโดยการตรึงรูปเอนไซมด์ว้ยวิธี ENPPy 
แสดงสญัญาณตอบสนองลดลงเหลือเพียง 60 เปอร์เซ็นตข์องสญัญาณตอบสนองเร่ิมตน้ 
 
ข้อเสนอแนะ 

ไบโอเซนเซอร์ส าหรับตรวจวดัแล็กโทสท่ีพฒันาข้ึนในงานวิจยัน้ีควรมีการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการ
เตรียมและการใชง้านของไบโอเซนเซอร์ต่อไป ซ่ึงจะท าใหไ้ดไ้บโอเซนเซอร์ท่ีมีประสิทธิภาพการท างานดีข้ึน 
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