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ÿำĀรับแอปตาเซ็นเซอร์ไฟฟ้าเคมีที่มีคüามไüÿูงในการüิเคราะĀ์อะฟลา
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บทคัดย่อ 

ด้üยจำนüนผู้ป่üยโรคตับแข็งและมะเร็งตับที่เพิ่มขึ้นอย่างมาก จากการบริโภคผลิตภัณฑ์ทางการเกþตรที่มี

การปนเปื้อนอะฟลาท็อกซิน บี1 (AFB1) การพัฒนาเทคนิคการตรüจคัดกรอง AFB1 ที่รüดเร็üจึงมี

คüามÿำคัญอย่างยิ่ง งานüิจัยนี้ได้เÿนอแอปตาเซ็นเซอร์ไฟฟ้าเคมีรูปแบบใĀม่ ซึ่งใช้อิเล็กโทรดที่ผลิตจาก

แผ่นทองคำเปลü (GLE) ซึ่งตกแต่งด้üยüัÿดุเชิงประกอบนาโนทองแพลทินัม-รูทิเนียม/รีดิüซ์กราฟีน

ออกไซด์ (AuPt-Ru/RGO) แบบใช้แล้üทิ้งและยังมีต้นทุนต่ำ üัÿดุเชิงประกอบนาโนโลĀะผÿม AuPt-Ru 

นั้นถูกÿังเคราะĀ์ขึ้นด้üยüิธีการเคมีรีดักชันทางเคมีร่üมกับการใช้คลื่นคüามถี่อัลตราโซนิก พบü่าอนุภาคที่

ÿังเคราะĀ์ได้มีรูปร่างคล้ายผลĀยางเĀมย โดยมีแกนกลางเป็นทอง แพลตินัมเป็นขนล้อมรอบและรูทิเนียม

กระจายอยู่รอบอนุภาค มีขนาดอนุภาคเฉลี่ย 57.35 ± 8.24 นาโนเมตร ทั้งนี้üัÿดุเชิงประกอบนาโนทอง

แพลทินัม-รูทิเนียมได้ถูกüางลงบนแผ่นรีดิüซ์กราฟีนออกไซด์ที่มีขนาดÿ้นผ่านÿูนย์กลางภายใน 0.5 – 1.6 

ไมโครเมตรเพื่อเพิ่มประÿิทธิภาพการถ่ายโอนอิเล็กตรอน และเพิ่มพื้นที่ผิüÿำĀรับการตรึงแอปตาเมอร์ 

(Apt) ซึ่งช่üยเพิ่มคüามÿามารถในการตรüจüัด AFB1 ได้อย่างแม่นยำ ด้üยปริมาณตำแĀน่งกัมมันต์ที่มี

ขนาดใĀญ่ และค่าคüามต้านทานในüงจรไฟฟ้ากระÿลับที่ต่ำแอปตาเซ็นเซอร์ไฟฟ้าเคมี GLEAuPt-Ru/RGO ที่

ÿร้างขึ้นแÿดงคüามไüÿูงในการตรüจüิเคราะĀ์ AFB1 ผลการüิเคราะĀ์ด้üยเทคนิคโüลแทมเมทรีพัลÿ์เชิง

อนุพันธ์ (DPV) ได้แÿดงค่าคüามเป็นเÿ้นตรงÿำĀรับการตรüจüัด AFB1 ในช่üงคüามเข้มข้น 0.3 – 30.0 พิ
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โคกรัมต่อมิลลิลิตร (R2 = 0.9972) โดยมีขีดจำกัดต่ำÿุดของการตรüจüัด (LOD, S/N = 3) และขีดจำกัด

ต่ำÿุดของการüิเคราะĀ์ (LOQ, S/N = 10) อยู่ที่ 0.009 พิโคกรัมต่อมิลลิลิตรและ 0.031 พิโคกรัมต่อ

มิลลิลิตร ตามลำดับ แอปตาเซ็นเซอร์ไฟฟ้าเคมี GLEAuPt-Ru/RGO ใĀ้ผลลัพธ์การüิเคราะĀ์ AFB1 ที่ดีใน

ตัüอย่างจริง โดยมีร้อยละค่าคืนกลับของÿัญญาณอยู่ในช่üง 94.6% ถึง 107.9% ในผลิตภัณฑ์ทาง

การเกþตร เช่น พริกแดงแĀ้ง กระเทียม ถั่üลิÿง พริกไทย และข้าüĀอมมะลิไทย ซึ่งชี้ใĀ้เĀ็นü่าแอปตา

เซ็นเซอร์ไฟฟ้าเคมีที่ÿร้างขึ้นมีคüามเฉพาะเจาะจงต่อ AFB1 ÿูง และยังแÿดงพฤติกรรมทางไฟฟ้าเคมีได้

อย่างยอดเยี่ยมซึ่งคล้ายกับขั้üไฟฟ้าในเชิงพาณิชย์อื่น ๆ โดยมีýักยภาพในการนำไปประยุกต์ใช้ในการตรüจ

üิเคราะĀ์ AFB1 ในผลิตภัณฑ์ทางการเกþตรอย่างดียิ่ง 
 
คำÿำคัญ: แอปตาเซ็นเซอร์เชิงไฟฟ้าเคมี, ขั้üไฟฟ้าทองคำเปลü, อนุภาคนาโน AuPt-Ru โครงÿร้างแบบ

เฮเทอโร, รีดิüซ์แกรฟีนออกไซด์, อะฟลาท็อกซิน บี 1 
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Abstract 

With the urgent need for rapid screening of Aflatoxin B1 (AFB1) due to its association with 

increased liver cirrhosis and hepatocellular carcinoma cases from contaminated 

agricultural foods, we propose a novel electrochemical aptasensor. This aptasensor is  

based on trimetallic nanoparticles AuPt-Ru supported by reduced graphene oxide (AuPt-

Ru/RGO) modified on a low-cost and disposable goldleaf electrode (GLEAuPt-Ru/RGO) for 

detection of AFB1. The trimetallic nanoparticle AuPt -Ru was synthesized using an 

ultrasonic-driven chemical reduction method. The synthesized AuPt -Ru exhibited a 

waxberry-like appearance, with AuPt core-shell structure and ruthenium dispersed over 

the particles. The average particle size was 57.35 ± 8.24 nm. The AuPt-Ru was integrated 

into RGO sheets (inner diameter of 0.5 to 1.6 µm) in order to enhance electron transfer 

efficiency and increase the specific immobilizing surface area of the thiol-5’-terminated 

modified aptamer (Apt) to target AFB1. With a large electrochemical surface area and low 

electrochemical impedance, GLEAuPt-Ru/RGO displays ultra-high sensitivity for AFB1 

detection. Differential pulse voltammetry (DPV) measurements revealed a linear range 

for AFB1 detection range from 0.3 to 30.0 pg mL-1 (R2 = 0.9972), with a limit of detection 

(LOD, S/N = 3) and a limit of quantification (LOQ, S/N = 10) of 0.009 pg mL-1 and 0.031 pg 

mL-1, respectively. The developed aptasensor also demonstrated excellent accuracy in 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



ง 
 
real agricultural products, including dried red chili, garlic, peanut, pepper, and Thai 

jasmine rice, achieving recovery rates between 94.6 and 107.9%. The fabricated aptamer-

based GLEAuPt-Ru/RGO performance is comparable to that of a modified commercial 

electrode, which has great potential application prospects for detecting AFB1 in 

agricultural products. 
 

Keywords: Electrochemical aptasensor; Low-cost goldleaf electrode; AuPt -Ru 

heterostructured nanoparticles; Reduced graphene oxide; Aflatoxin B1  
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กิตติกรรมประกาý 
  

üิทยานิพนธ์ฉบับนี้ÿำเร็จลุล่üงได้เป็นอย่างดี เนื่องจากได้รับคüามกรุณาและคüามอนุเคราะĀ์จาก 

รองýาÿตราจารย์ ดร. เอกรัฐ เดชýรี อาจารย์ที่ปรึกþาüิทยานิพนธ์ และ ผู้ช่üยýาÿตราจารย์ ดร. อาจ

ณรงค์ เมธาüีÿรรเÿริญ ผมขอขอบพระคุณอาจารย์ทั้งÿองท่านเป็นอย่างยิ่งที่ได้ใĀ้คüามรู้ ใĀ้คำปรึกþา

และดูแลอย่างใกล้ช ิด ตลอดจนเอื ้ออำนüยÿถานที ่และอุปกรณ์ต ่าง ๆ ในการทำงานüิจ ัยและ

ขอขอบพระคุณ ผู้ช่üยýาÿตราจารย์ ดร. คงอภิÿิทธิ์ ทองพูนÿมจิตถ์ ประธานกรรมการÿอบüิทยานิพนธ์ 

ที่ใĀ้ข้อคิด และคำแนะนำทำใĀ้งานüิจัยฉบับน้ีÿำเร็จลุล่üงไปได้ด้üยด ี
ขอขอบพระคุณ Āน่üยüิจัยเคมีประยุกต์เชิงบูรณาการ Āน่üยüิจัยเคมีüิเคราะĀ์เชิงประยุกต์  และ

ภาคüิชาเคมี คณะüิทยาýาÿตร์ ÿถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทĀารลาดกระบัง ที่  เอื้อเฟื้อ

ÿถานที่และอุปกรณ์üิทยาýาÿตร์รüมถึงÿารเคมีที่ใช้ในการทำüิจัย รüมถึงขอขอบพระคุณ  เจ้าĀน้าที่ 

นักüิทยาýาÿตร์ ภาคüิชาเคมี ที่ใĀ้คüามช่üยเĀลือในการใช้เครื่องมือ 
ขอขอบคุณเพื่อน ๆ นักýึกþาระดับปริญญาโทและปริญญาเอกที่ค่อยรับฟัง ใĀ้กำลังใจเÿมอมา 

โดยเฉพาะนางÿาüรัชนก การะเกด และนางÿาüอัมพิกา พ่üงýิริ ที่ค่อยใĀ้คำปรึกþา และอยู่ข้าง ๆ เÿมอ  
ÿุดท้ายขอขอบคุณครอบครัüของผมทุกท่านที่ค่อยเป็นกำลังใจใĀ้ผมÿามารถดำเนินงานüิจัยและ 

จัดทำüิทยานิพนธ์เล่มนีจ้นÿำเร็จ 
 
 

นายอัครรัฐ ขตัติยะ 
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ÿารบัญรูปภาพ 
    Āน้า 
รูปที่ 2.1 โครงÿร้างของ AFs ชนิดต่างๆ 6 
รูปที่ 2.2 กลไกการก่อมะเร็งของ AFB1 ในเซลล์ตับ 7 
รูปที่ 2.3 แผนภาพแĀล่งที่มาของการได้รับ AFB1 ของÿัตü์และมนุþย ์ 10 
รูปที่ 2.4 ขั้นตอนการÿร้างไบโอเซ็นเซอร์ไฟฟ้าเคม ี 13 
รูปที่ 2.5 (A) CV และ (B) EIS ของขั้นตอนการปรับปรุงพื้นผิüขั้üไฟฟ้า ภายใต้ 5 มิลลิโมลต่อลิตร 

K3[Fe(CN)6] ใน 0.1 โมลตอ่ลิตร KCl โดย (a) bare AuE, (b) AEPS/AuE, (c) AFB1-

BSA/AEPS/AuE, (d) BSA/AFB1-BSA/AEPS/AuE, (e) AuNP-SPA-mAb/BSA/AFB1-

BSA/AEPS/AuE, และ (f) IgG-HRP/AuN 15 
รูปที่ 2.6 (A) การตอบÿนอง DPV ของไบโอเซนเซอร์ไฟฟ้าเคมีที่พัฒนาขึ้นต่อคüามเข้มข้นต่างๆ ของ 

AFB1 ในช่üง 10 ถึง 8000 พิโคกรัมต่อมิลลิลิตร (B) คüามÿัมพันธ์เชิงเÿ้นระĀü่างกระแÿไฟ

และค่าล็อกคüามเข้มข้นต่างๆ ของ AFB1 16 
รูปที่ 2.7 ขั้นตอนการÿร้างไบโอเซ็นเซอร์เชิงไฟฟ้าเคมีÿำĀรับการตรüจüัด AFB1 16 
รูปที่ 2.8 (A) CV และ (B) EIS ที่ขั้นตอนการÿร้างไบโอเซ็นเซอร์ต่างๆ 17 
รูปที่ 2.9 (A) EIS การตอบÿนองทางไฟฟ้าเคมีของไบโอเซ็นเซอร์ NH2-Mo-MOF/Ti3C2/SPCE ต่อ 

AFB1 ที่คüามเข้มข้น ในช่üง 0.06 ถึง 50 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร และ (B) ÿมการเÿ้นตรงที่ใช้

การüิเคราะĀ์รีเกรÿชันแบบÿีพ่ารามิเตอร์ระĀü่างค่า Rct และคüามเข้มข้นของ AFB1 18 
รูปที่ 2.10 ขั้นตอนการเตรียม TSA-ELISA ÿำĀรับ AFB1 20 
รูปที่ 2.11 กราฟมาตรฐานเปรียบเทียบการตรüจüัด AFB1 ด้üยเทคนิค TSA-ELISA และ ELISA 21 
รูปที่ 2.12 โครงÿร้างทั่üไปÿำĀรับการจำแนกประเภทแต่ละมิติ 25 
รูปที่ 2.13 ภาพรüมของüิธีการÿังเคราะĀ์อนุภาคนาโนแบบใĀญ่ไปเล็กและเล็กไปใĀญ ่ 26 
รูปที่ 2.14 รูปแบบ XRD ของผลึกอนุภาคนาโนแม่เĀล็ก Fe3O4 (a) ก่อนและĀลังทำการบด (b) 6 

(c) 9 และ (d) 12 ชั่üโมง และเอกลักþณ์ผลึกมาตรฐานของ magnetite (ASTM card #11-614) 

และ goethite (ASTM card #3-249) 27 
รูปที่ 2.15 รูปภาพ SEM ของอนุภาคนาโนแม่เĀล็ก Fe3O4 ที่ทำการบดเป็นเüลา 12 ชั่üโมง 28 
รูปที่ 2.16 (A-B) รูป FE-SEM และ (C-D) รูป TEM ของüัÿดุเชิงประกอบนาโนโลĀะผÿม AuPtRu 

(E) ค่าýักย์ซีตาของ AuNPs, PtNPs, AuPt NPs และ AuPtRu NPs (F) คüามÿัมพันธ์กระแÿ-เüลา 

(i-t Curve) ของ (a) AuPt (b) AuRu (c) RuPt และ (d) AuPtRu 30 
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รูปที่ 2.17 ÿัญฐานüิทยาของüัÿดุเชิงประกอบนาโนโลĀะผÿม Auoct@PdPt NPs (a) SEM, (b) 

TEM, และ (c) HRTEM (d) รูปขยาย HRTEM ในบริเüณกรอบÿี่เĀลี่ยมใน (c), (e) รูป HAADF-

STEM และ (f) HAADF-STEM-DES element mapping 32 
รูปที่ 2.18 CV การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของ 0.5 โมลต่อลิตร เมทานอลใน 0.1 โมลต่อลิตร 

HClO4 ของตัüเร่งปฏิกิริยาชนิดต่างๆ ที่อัตราการÿแกน 50 มลิลิโüลต์ต่อüินาที  33 
รูปที่ 2.19 รูปภาพ TEM (a) แบบÿนามÿü่าง (b) แบบÿนามมืดของ Au@Pd@Pt รูปภาพการ

üิเคราะĀ์องค์ประกอบของธาตุ (c) Au (d) Pd และ (e) Pt และ (f) แÿดงการกระจายตัüของธาตุใน

อนุภาคนาโนที่ถูกเลือกตามกรอบในภาพ b ซึ่งแÿดงใĀ้เĀ็นรายละเอียดของธาตุที่มีอยู่ในอนุภาค

เดียü  34 
รูปที่ 2.20 (A1) HR-TEM ของ AuPdPt (A2) ภาพขยายบริเüณช่องÿี่เĀลี่ยมรูป A1 (B) XRD และ 

(C) CV ของüัÿดุเชิงประกอบนาโนโลĀะผÿม AuPdPt (เÿ้นÿีแดง) AuPt (เÿ้นÿีเขียü) และ Pt (เÿ้นÿี

น้ำเงิน) ภายใต้ 1 โมลต่อลิตร เมทานอล ใน 0.5 โมลต่อลติร กรดซัลฟิüริก  35 
รูปที่ 2.21 ÿถานะอิเล็กทรอนิกÿ์ของโลĀะในขนาดต่างๆ  36 
รูปที่ 2.22 โครงÿร้างของ graphite, GO และ RGO 37 
รูปที่ 2.23 XPS ÿเปกตรัม a) และ b) C1s ÿเปกตรัมของ raw graphite, GO, RGO ที่ 2, 4 และ 

10 ชั่üโมง และ c) ปริมาณออกซิเจนฟฟังก์ชันนอลภายในโครงÿร้างที่เüลาการรีดักชันต่างๆ  39 
รูปที่ 2.24 SSNMR ÿเปกตรมัของ a) GO และ b) RGO  40 
รูปที่ 2.25 กลไกการเกิดเกิดปฏิกิริยารีดักชันของ GO โดยใช้ Hydrazine เป็นÿารรีดิüซ ์ 41 
รูปที่ 2.26 XRD ÿเปกตรัมของ GO และ RGO ที่ได้จากการใช้ÿารÿกัดของขิงและกระเทียมที่ทำ

Āน้าที่เป็นÿารรีดิüซ์  42 
รูปที่ 2.27 ÿเปกตรัม FTIR ของ GO และ RGO ที่ใช้ไมโครเüฟช่üยในการรีดักชันเป็นเüลา 100 นาที 

 43 
รูปที่ 2.28 แÿดงคüามÿัมพันธ์ระĀü่างโครงÿร้างแถบพลังงานที่เกี่ยüข้องกับโครงÿร้างคาร์บอนแบบ

ไฮบริดในüัÿดุกราฟีน 44 
รูปที่ 2.29 (a) ขั้นตอนการÿร้าง GLE (b) ขนาดและรูปร่างของ GLE (c) รูปภาพชิ้นงานทองคำเปลü

ก่อนและ (d) Āลังทำการตัดด้üยเลเซอร์ และภาพพื้นผิü GLE (e) แบบÿองมิติและ (e) แบบÿามมิต ิ 45 
รูปที่ 2.30 เอกลักþณ์ทางไฟฟ้าของ GLE ที่ÿร้างขึ้น (a) CV ภายใต ้0.5 โมลต่อลิตร กรดซัลฟิüริก ที่

อัตราการÿแกน 0.5 โüลต์ต่อüินาที (b) CV ภายใต้ 10 มิลลิโมลต่อลิตร K3[Fe(CN)6]/K4[Fe(CN)6] 

ในÿารละลายบัฟเฟอร ์PBS ÿแกนจำนüน 25 รอบ (c) EIS ของ GLE จำนüน 5 ชิ้น ภายใต้ 10 มิลลิ

โมลต่อลิตร K3[Fe(CN)6]/K4[Fe(CN)6] ในÿารละลายบัฟเฟอร์ PBS 46 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



ฒ 
 
รูปที่ 2.31 (A) แผนภาพแÿดงกระบüนการผลิตขั้üไฟฟ้าแบบ planar-disc (ด้านขüา) และขั้üไฟฟ้า

แบบแถบนาโน (ด้านซ้าย) (B) ภาพมุมมองด้านĀน้าของขั้üไฟฟ้าทองคำเปลüแบบ planar-disc และ 

(C) ภาพมุมมองด้านข้างของขั้üไฟฟ้าทองคำเปลüขณะถูกทำใĀ้งอ 47 
รูปที่ 2.32 (A) CV ของ 3 มิลลิเมตร planar-disc GLE ภายใต้ 1 มิลลิโมลต่อลิตร K3[Fe(CN)6] ใน 

0.2 มิลลิโมลต่อลิตร KNO3 ที่อัตราการÿแกน (a) 10, (b) 20, (c) 50, (d) 100, และ (e) 200 มิลลิ

โüลต์ต่อüินาที ภายในรูปแÿดงคüามÿัมพันธ์ระĀü่างค่ากระแÿไฟกับรากที่ÿองของอัตราการÿแกน , 

(B) CV ของ 6 มิลลิเมตร planar-disc GLE ภายใต้ 1 มิลลิโมลต่อลิตร K3[Fe(CN)6] ใน 0.2 มิลลิ

โมลต่อลิตร KNO3 ที่อัตราการÿแกน 20 มิลลิโüลต์ต่อüินาที ĀลังจากทำใĀ้เกิดการเÿียรูปเชิงกล 15 

ครั้ง, (C) ชิ้นงานก่อนและĀลังทำใĀ้เกิดการเÿียรูปเชิงกล , (D) CV ของ nanoband GLE ภายใต้

เพิ่มขึ้นของคüามเข้มข้นของ K3[Fe(CN)6] (ตั้งแต่ (a) 0.5 ถึง (g) 5.0 มิลลิโมลต่อลิตร) ใน 0.2 มิลลิ

โมลต่อลิตร KNO3 ที่อัตราการÿแกน 20 มิลลิโüลต์ต่อüินาที, และ (E) CV ของ GLE ที่ทำการตัดÿ่üน

ปลาย: (a: ครั้งที่Āนึ่ง b: ครั้งที่ÿอง c: ครั้งที่ÿาม d: ครั้งที่ÿี่และ e: ครั้งที่Ā้า) ภายใต้ 2 มิลลิโมลต่อ

ลิตร K3[Fe(CN)6] ใน 0.2 มิลลิโมลต่อลิตร KNO3 ที่อัตราการÿแกน 20 มิลลิโüลต์ต่อüินาที 49 
รูปที่ 2.33 ขั้นตอนการÿร้างไบโอเซนเซอร์ÿำĀรับตรüจüัด AFB1 51 
รูปที่ 2.34 (A) CV และ (B) EIS การตอบÿนองทางไฟฟ้าเคมีของการÿร้างไบโอฌซ็นเซอร์ในแต่ละ

ขั้นตอน (i) PdNP-BN/CF, (ii) L-Cys/PdNP-BN/CF, (iii) anti-AFB1/L-Cys/PdNP-BN/CF, and 

(iv) BSA/ anti-AFB1/L-Cys/PdNP-BN/CF ภายใต้ 5 มิลลิโมลต่อลิตร [Fe(CN)6]3-/4- ใน 0.1 โมล

ต่อลิตร ÿารละลายบัฟเฟอร์ PBS และ 0.1 โมลต่อลิตร KCl ที่ pH 7.5 อัตราการÿแกน 20 มิลลิโüล์

ตต่อüินาที 52 
รูปที่ 2.35 (A) LSV curves ของไบโอเซ็นเซอร์ BSA/anti-AFB1/L-Cys/PdNP-BN/CF ที่คüาม

เข้มข้น AFB1 ต่างๆ ในช่üง 1.0 ถึง 10.0 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร และ (B) กราฟมาตรฐานÿำĀรับการ

ตรüจüัด AFB1 53 
รูปที่ 2.36 แÿดงขั้นตอนการÿร้างอปตาเซ็นเซอร์ทางไฟฟ้าเคมี 54 
รูปที่ 2.37 (A) EIS และ (B) CV การตอบÿนองทางไฟฟ้าที่แตกต่างกันในแต่ละขั้นตอนการปรับปรุง

พื้นผิüของอิเล็กโทรด ภายใต้ 5 มิลลิโมลต่อลิตร K3[Fe(CN)6] ใน 0.1 โมลต่อลิตร KCl: (a,a′) bare 

GCE, (b,b′) AuNPs/GCE, (c,c′) cDNA/AuNPs/GCE, (d,d′) Apt/cDNA/AuNPs/GCE, (e,e′) 

AFB1/Apt/cDNA/AuNPs/GCE, (f,f′) AFB1 (Exo I)/Apt/cDNA/AuNPs/GCE. 55 
รูปที่ 2.38 (A) DPV การตอบÿนองทางไฟฟ้าเคมีของแอปตาเซ็นเซอร์ ที่คüามเข้มข้นต่างๆ ของ 

AFB1 (ในช่üง 1 × 10−3 ถึง 200 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) (B) กราฟมาตรฐานÿำĀรับการตรüจüัด 

AFB1 56 
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รูปที่ 2.39 ขั้นตอนการÿร้างไบโอเซ็นเซอร์ÿำĀรับการตรüจüัด AFB1  57 
รูปที่ 2.40 (A) CV และ (B) EIS การตอบÿนองทางไฟฟ้าเคมีของขั้นตอนการÿร้างแอปตาเซ็นเซอร์

ÿำĀรับตรüจüัด AFB1: (a) Bare GCE, (b) GCE/THI-rGO, (c) GCE/THI-rGO/CS, (d) GCE/THI-

rGO/CS/Fc-apt, and (e) GCE/THI-rGO/CS/Fc-apt/AFB1 (C) ACV การตอบÿนองทางไฟฟ้าเคมี

ต่อคüามเข้มข้นต่างๆของ AFB1 ในช่üง 0.01 ถึง 100 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ใน 0.1 โมลต่อลิตร 

ÿารละลายบัฟเฟอร์ PBS (D) กราฟมาตรฐานระĀü่างค่าอัตราÿ่üนกระแÿไฟ ITHI/IFc กับค่าล็อกกาลิ

ทึมคüามเข้มข้น AFB1 58 
รูปที่ 2.41 ขั้นตอนการÿร้างไบโอเซ็นเซอร์ÿำĀรับการตรüจüัด AFB1 59 
รูปที่ 2.42 EIS การตอบÿนองทางไฟฟ้าเคมีของการไบโอเซ็นเซอร์แต่ละขั้นตอน A: (a) Bare GCE; 

(b) PABA-r-GO/GCE; (c) Anti-PABA-r-GO/GCE; (d) BSA-Anti-PABA-r-GO/GCE; (e) AFB1-

BSA-AntiPABA-r-GO/GCE. B: (a) Au-PPABA-r-GO/GCE; (b) Anti-Au-PPABA-r-GO/G CE; (c) 

BSA-Anti-Au-PPABA-r-GO/GCE; (d) AFB1-BSA-Anti-Au-PPABA-r-GO/GCE ภายใต้ 10 มิลลิโมล

ต่อลิตร์ [Fe(CN)6]3-/4- ใน 0.1 โมลต่อลิตร KCl ในช่üงคüามถี่ 0.1 ถึง 105 Hz 60 
รูปที่ 2.43 (A) EIS การตอบÿนองทางไฟฟ้าเคมีของไบโอเซ็นเซอร์ Au-PPABA-r-GO/GCE ต่อคüาม

เข้มข้นต่างๆของ AFB1 ในช่üง 0.01 ถึง 25 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร และ (B) กราฟมาตรฐานÿำĀรับ

การตรüจüัด AFB1 60 
รูปที่ 4.1 (A) การÿังเคราะĀ์อนุภาคนาโนคอมโพÿิต AuPt-Ru/RGO (B) ขั้นตอนการออกแบบและ

ÿร้าง GLE และ (C) ขั้นตอนการÿร้างแอปตาเซ็นเซอร์ไฟฟ้าเคมี GLEAuPt-Ru/RGO ในการตรüจüัด 

AFB1 78 
รูปที่ 4.2 (A) ภาพ TEM ของ Au@Pt ที่ใช ้PVP เขม้ข้น (A1) 1, (A2) 3, (A3) 12 และ (A4) 18 

มิลลิโมลต่อลิตร และ (B) ผล CV ของ ITO และ ITO ที่ถูกเคลือบด้üย Au@Pt ที่ใช ้PVP เข้มข้น (a) 

1, (b) 3, (c) 12 และ, (d) 18 มิลลิโมลต่อลติร ภายใต้ 5 มิลลิโมลต่อลิตร K3[Fe(CN)6] ใน 10 มิลลิ

โมลต่อลิตร ÿารละลายฟอÿเฟตบัฟเฟอร ์ที่อัตราการÿแกน 20 มิลลิโüลต์ต่อüินาที 81 
รูปที่ 4.3 (A) ภาพ TEM ของ Au@Pt เมื่อใช้ AA เข้มข้น (A1) 10, (A2) 20, (A3) 40 และ (A4) 80 

มิลลิโมลต่อลิตร และ (B) ผล CV ของ ITO และ ITO ที่ถูกเคลือบด้üย Au@Pt ที่ใช ้AA เข้มข้น (a) 

10, (b) 20, (c) 40 และ, (d) 80 มิลลิโมลตอ่ลิตร ภายใต้ 5 มลิลิโมลต่อลิตร K3[Fe(CN)6] ใน 10 

มิลลิโมลต่อลิตร ÿารละลายฟอÿเฟตบัฟเฟอร์ ที่อัตราการÿแกน 20 มิลลิโüลต์ต่อüินาที 83 
รูปที่ 4.4 (A) ภาพ TEM ของ AuPt-Ru เมือ่ใช้ Ru (A1) 0.10, (A2) 0.50, (A3) 1.00 และ (A4) 

1.25 โมล และ (B) ผล CV ของ ITO และ ITO ที่ถูกเคลือบด้üย AuPt-Ru เมื่อใช้ Ru ปริมาณ 0, 
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0.10, 0.50, 1.00 และ 1.25 โมล ภายใต้ 5 มิลลิโมลต่อลิตร K3[Fe(CN)6] ใน 10 มิลลิโมลต่อลิตร 

ÿารละลายฟอÿเฟตบัฟเฟอร์ ที่อัตราการÿแกน 20 มิลลิโüลต์ต่อüินาที 84 
รูปที่ 4.5 ÿมบตัิทางไฟฟ้า (A) CV และ (B) กราฟแÿดงค่ากระแÿไฟฟ้าÿงูÿุดของ ITO ที่ถูกเคลือบ

ด้üย AuPt-Ru ที่ระยะเüลาการÿังเคราะĀ์ 5, 10, 20, 30, และ 40 นาท ีภายใต้ 5 มิลลิโมลต่อลิตร 

K3[Fe(CN)6] ใน 10 มิลลิโมลต่อลิตร ÿารละลายบัฟเฟอร์ PBS ที่อัตราการÿแกน 20 มิลลิโüลต์ต่อ

üินาที 85 
รูปที่ 4.6 ÿมบตัิทางไฟฟ้า (A) CV และ (B) กราฟแÿดงค่ากระแÿไฟฟ้าÿงูÿุดของ ITO ที่ถูกเคลือบ

ด้üย AuPt-Ru ที่ใช้คüามแรงคลื่นอัลตราโซนิคในการÿังเคราะĀ์ 20, 25, 30, 35, และ 40% แอมป์ 

ภายใต้ 5 มิลลโิมลต่อลิตร K3[Fe(CN)6] ใน 10 มิลลิโมลตอ่ลิตร ÿารละลายบัฟเฟอร์ PBS ที่อัตรา

การÿแกน 20 มิลลิโüลต์ต่อüินาท ี 86 
รูปที่ 4.7 (A) FT-IR ของ AA, PVP และ AuPt-Ru, (B) XRD: B1) AuPt-Ru, B2) Au@Pt, และ B3) 

AuNPs, (C1) XPS survey และÿเปกตรัมคüามละเอียดÿูง XPS ของ (C2) Au 4f (C3) Pt 4f และ 

(C4) Ru 3d 89 
รูปที่ 4.8 (A) ภาพ TEM และอิÿโทแกรมการกระจายตัüของขนาดอนุภาค, (B) HR-TTEM, (C1) 

ภาพการทำแผนที่องค์ประกอบธาต,ุ (C2) Au, (C3) Pt, และ (C4) Ru และ (D) ÿเปกตรัม EDX 91 
รูปที่ 4.9 (A) ÿเปกตรัมการดูดกลืนแÿง UV-vis และ (B) ค่าýักย์ซีตาของ GO และ RGO ที่ได้จาก

การใช้ไฮดราซีนเป็นÿารรีดิüซ์ที่คüามเข้มขน้ 0.1%, 0.3%, และ 0.5% โดยปริมาตร 92 
รูปที่ 4.10 (A) ÿเปกตรัม FT-IR ของ Graphite, GO และ RGO, (B) XRD ของ RGO, และ รูปภาพ 

TEM (C1) GO, และ (C2) RGO 93 
รูปที่ 4.11 ขั้นตอนการÿร้าง Goldleaf electrode (GLE) 93 
รูปที่ 4.12 Cyclic voltammogram ของ GLE ในÿารละลายกรดซัลฟüิริก คüามเข้มข้น 0.1 โมล

ต่อลิตร ที่อัตราการÿแกน 0.1 โüลต์ต่อüินาท ีทั้งĀมด 25 รอบ 94 
รูปที่ 4.13 (A) CV และ (B) ค่าการนำไฟฟ้าÿูงÿุดของ GLE ที่ปรับปรุงพื้นผิüด้üย RGO ที่คüาม

เข้มข้น 0.10, 0.25, 0.50, 1.00 และ 2.00 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ภายใต้ 5 มลิลิโมลต่อลิตร 

K3[Fe(CN)6] ใน 10 มลิลิโมลต่อลิตร PBS (pH 7.4) ที่อัตราการÿแกน 20 มลิลิโüลต์ต่อüินาที 95 
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รูปที่ 4.14 (A) CV และ (B) ค่าการนำไฟฟ้าÿูงÿุดของ GLE ที่ปรับปรุงพื้นผิüด้üย AuPt-Ru/0RGO 

ที่คüามเข้มข้น AuPt-Ru 0.10, 0.25, 0.50, 1.00 และ 1.50 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร ภายใต้ 5 มิลลิ

โมลต่อลิตร K3[Fe(CN)6] ใน 10 มิลลิโมลตอ่ลิตร PBS (pH 7.4) ที่อัตราการÿแกน 20 มิลลิโüลต์ต่อ

üินาที 96 
รูปที่ 4.15 ค่ากระแÿไฟฟ้าÿูงÿุดของ GLEAuPt-Ru/RGO ที่คüามเข้มข้นต่างๆของ (A) Apt 0, 1, 10, 25, 

50, และ 75 นาโนโมลต่อลิตร และ (B) BSA 0.00, 0.10, 0.25, 0.50, 1.00 และ 2.00 %โดยมüล

ต่อปริมาตร 97 
รูปที่ 4.16 (A1) TEM, (A2) HR-TEM, (A3) SAED, (A4) EDX ของ AuPt-Ru/RGO (B) XRD ของ 

(B1) AuPt-Ru/RGO, (B2) AuPt-Ru และ (B3) RGO และ (C) FT-IR ของ (C1) AuPt-Ru/RGO, 

(C2) AuPt-Ru และ (C3) RGO 99 
รูปที่ 4.17 (A) AFM ของ GLE (A1) ก่อนทำคüามÿะอาดพื้นผิüด้üยกรด, (A2) Āลังทำคüามÿะอาด

พื้นผิüด้üยกรด, และ (A3) GLE ที่ปรับปรุงพื้นผิüด้üย AuPt-Ru/RGO และ (B) SEM ของ (B1) GLE, 

(B2) GLERGO, (B3) GLEAuPt-Ru และ (B4) GLEAuPt-Ru/RGO 100 
รูปที่ 4.18 (A) กราฟ CV แÿดงผลลัพธ์ของขั้üไฟฟ้า — GLE, — GLERGO, — GLEAuPt-Ru และ — 

GLEAuPt-Ru/RGO (B) CV ของ GLEAuPt-Ru/RGO แÿดงค่ากระแÿไฟฟ้าÿูงÿุดเป็นฟังก์ชันของ (B1) รากที่

ÿองของอัตราการÿแกนและ (B2) อัตราการÿแกนในช่üง 2.5 ถึง 40 มิลลิโüลต์ต่อüินาที, (C) กราฟ 

Nyquist และ (D) การüิเคราะĀ์ DPV ทีแ่ÿดงขั้นตอนการพัฒนาของแอปตาเซ็นเซอร์ไฟฟ้าเคมี

ÿำĀรับ a) GLE, b) GLERGO, c) GLEAuPt-Ru/RGO, d) GLEAuPt-Ru/RGO/Apt, e) GLEAuPt-Ru/RGO/Apt/BSA 

และ f) GLEAuPt-Ru/RGO/Apt/BSA/AFB1 การüิเคราะĀ์ทางไฟฟ้าเคมีดำเนินการในÿารละลาย PBS 10 มิลลิ

โมลต่อลิตร (pH 7.4) ที่มี 5 มิลลิโมลต่อลิตร K3[Fe(CN)6] 102 
รูปที่ 4.19 การýึกþาÿภาüะที่เĀมาะÿมในการตรüจüัด AFB1: (A) เüลาปฏิกิริยา, (B) ค่า pH ของ

ÿารละลายบัฟเฟอร์ PBS, และ (C) คüามเขม้ข้นของÿารละลายบัฟเฟอร์ PBS ตรüจüัดด้üยเทคนิค 

DPV ภายใต้ 5 มิลลิโมลต่อลิตร K3[Fe(CN)6] ใน 10 มิลลโิมลต่อลิตร PBS 104 
รูปที่ 4.20 การตอบÿนองทางไฟฟ้า DPV และกราฟเÿ้นตรงพล็อตระĀü่างคüามเข้มข้นของ AFB1 

และค่ากระแÿไฟฟ้าÿูงÿุดในช่üงการตรüจüัด AFB1 คüามเข้มข้น 0.3 - 30.0 พิโคกรัมต่อมิลลิลิตร 106 
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รูปที่ 4.21 การเลือกจำเพาะของแอปตาเซ็นเซอร์ทางไฟฟ้าเคมี GLEAuPt-Ru/RGO ÿำĀรับการตรüจüัด 

AFB1 ในผลิตภัณฑ์ทางการเกþตร โดยใช้คüามเข้มข้นของÿารรบกüนที่ 3 นาโนกรัมตอ่มิลลิลิตร (ÿูง

กü่าคüามเข้มข้นของ AFB1 100 เท่า) 108 
รูปที่ 4.22 ชุดเตรียมตัüอย่างและทดÿอบ AFB1 117 
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บทที่ 1 

บทนำ 
 

1.1 ที่มาและคüามÿำคัญ 

อะฟลาทอกซิน (AFs) เป็นÿารพิþที่ผลิตโดยเชื ้อรา Aspergillus flavus (A. flavus) และ 

Aspergillus parasiticus (A. parasiticus) โดยมาก AFs จะพบจากการปนเปื้อนในผลิตภัณฑ์ทาง

การเกþตรที่เก็บในÿภาพแüดล้อมที่มีคüามชื้นและอุณĀภูมิÿูง เช่น พริกแĀ้ง กระเทียม ถั่üลิÿง พริกไทย 

และข้าüÿาร เป็นต้น AFs ในธรรมชาติÿามารถพบได้Āลายชนิด ได้แก่ AFB1, AFB2, AFG1, AFG2 และ

ในรูปแบบเมตาบอไลต์คือ AFM1 และ AFM2 โดยเฉพาะ AFB1 เป็นที่รู้จักü่าเป็นÿารก่อมะเร็งที่มีคüาม

ร้ายแรงมากที่ÿุดและได้รับการจัดเป็นÿารก่อมะเร็งกลุ ่ม 1 โดยองค์กรüิจัยมะเร็งนานาชาติ (The 

international cancer research: IARC) เนื่องจากมีคüามเÿี่ยงÿูงต่อการเกิดมะเร็งตับ (Hepatocellular 

carcinoma: HCC) ÿ่งผลใĀ้การบริโภคอาĀารที่ปนเปื้อน AFB1 มีผลกระทบทางÿุขภาพต่อทั้งมนุþยแ์ละ

ÿัตü์ทั ่üโลก [1,2] ในĀลายประเทýได้ตั ้งข้อกำĀนดมาตรฐานปริมาณ AFB1 ในอาĀารไม่เกิน 20 

ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม (64.05 นาโนโมลต่อลิตร) [3] เพื่อคüบคุมคüามปลอดภัยด้านอาĀารและลดคüาม

เÿี่ยงจากÿารก่อมะเร็งนี ้
ดังนั้น การพัฒนาüิธีการตรüจüัดที่มีคüามไü  และคüามจำเพาะÿูงในการตรüจĀา AFB1 ใน

ตัüอย่างผลิตภัณฑ์ทางการเกþตรจึงมีคüามÿำคัญอย่างมากต่อการคüบคุมคุณภาพอาĀาร  เทคนิคการ

ตรüจüัดทางชีüภาพด้üยไบโอเซ็นเซอร์ไฟฟ้าเคมี (Electrochemical biosensing) ได้รับคüามÿนใจอย่าง

มากในปัจจุบัน เนื่องจากมีข้อดีĀลายประการ เช่น ตรüจüัดได้อย่างรüดเร็ü คüามจำเพาะÿูง คüามไüÿูง  

ใช้งานง่ายและมีต้นทุนการผลิตต่ำ งานüิจัยĀลายฉบับได้รายงานเกี่ยüกับการพัฒนาไบโอเซนเซอร์ไฟฟ้า

เคมีที่มีการใช้ร่üมกับÿารชีüภาพ เช่น แอนติบอดี [4-5], เอนไซม์ [6], แอปตาเมอร์ [7-8], และ DNA [9] 

ที่ใช้ในการตรüจ AFB1 โดยÿารชีüภาพเĀล่านี้จะถูกตรึงไü้กับ üัÿดุนาโน (Nanomaterials) ที่มีพื้นที่ผิü

จำเพาะÿูงและÿมบัติการนำไฟฟ้าที่ดีเยี ่ยม เช่น อนุภาคนาโนทอง (AuNPs) ได้ถูกนำมาใช้กันอย่าง

แพร่Āลายในการÿร้างüัÿดุตรüจüัดที่ใĀ้ÿัญญาณเชิงไฟฟ้าเคมี เนื่องจากมีเÿถียรภาพทางเคมีÿูงและคüาม

เข้ากันได้ทางชีüภาพ [10] อีกทั้งอนุภาคนาโนแพลทินัม (PtNPs) ซึ่งเป็นที่รู้จักกันมาอย่างยาüนานü่ามี

คüามÿามารถในการเร่งปฏิกิริยาที่ดีเยี่ยม [11] และรูทิเนียม (RuNPs) ยังมีคüามÿามารถในการเพิ่ม

เÿถียรภาพและÿมรรถนะในการเร่งปฏิกิริยาของüัÿดุเชิงประกอบนาโนโลĀะผÿม [12] ปัจจุบันมีการ

ÿังเคราะĀ์อนุภาคโลĀะผÿมĀลากĀลายชนิดมากขึ้น เช่น FePtCu [13] และ PtPdTe [14] ซึ่งมีคุณÿมบัติ
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ทางการเร่งปฏิกิริยาที่ดีกü่าอนุภาคนาโนโลĀะเดี่ยüและอนุภาคนาโนโลĀะคู่ ด้üยเĀตุนี้ การรüมข้อดีของ 

AuNPs, PtNPs และ RuNPs เข้าด้üยกัน แÿดงใĀ้เĀ็นถึงเÿถียรภาพ ÿมรรถนะในการเร่งปฏิกิริยา และ

คüามÿามารถในการตรึงโมเลกุลชีüภาพได้อย่างยอดเยี่ยม นอกจากนี้ รีดิüซ์กราฟีนออกไซด์ (RGO) เป็น

อีกĀนึ่งüัÿดุนาโนที่ได้รับคüามÿนใจในการใช้เป็นüัÿดุตรüจüัดทางไฟฟ้าเคมี ซึ่ง RGO นั้นเป็นคาร์บอนนา

โนที่เกิดจากการจัดเรียงชั้นของกราฟีนในโครงÿร้าง ซึ่งÿามารถปรับแต่งขนาดและรูปร่างได้ และมี

คุณÿมบัติที่น่าÿนใจĀลายประการ เช่น พื้นที่ผิüÿูง (มากกü่า 600 m²/g) [15] คüามทนทานเชิงกลที่ดี

เยี่ยม (200-500 MPa) [16] การนำคüามร้อน (30-2600 W/m·K) และÿมบัตินำไฟฟ้าÿูง (มากกü่า 667 

S/m) รüมถึงพฤติกรรมทางไฟฟ้าเคมีที่ดีเยี่ยม [17] ด้üยคุณÿมบัติดังกล่าüของüัÿดุนาโน ในงานüิจัยนี้ได้

ýึกþาÿภาüะที่เĀมาะÿมในการÿังเคราะĀ์และคุณÿมบัติทางไฟฟ้าของÿารประกอบนาโนโลĀะÿาม AuPt-

Ru ที่ยึดติดบนพื้นผิü RGO (AuPt-Ru/RGO) พบü่า AuPt-Ru/RGO ที่ÿังเคราะĀ์ขึ้นมีÿมบัตินำไฟฟ้าÿูง 

ช่üยเร่งการถ่ายโอนอิเล็กตรอน ทำใĀ้ปฏิกิริยาเกิดเร็üขึ้นและแÿดงÿมบัติเป็นตัüเร่งปฏิกิริยาที่ดี อีกทั้งยัง

ÿามารถเพิ่มประÿิทธิภาพการตรüจüัดที่มีคüามเฉพาะเจาะจงต่อ AFB1 มากยิ่งขึ้นด้üยการจับกับแอปตา

เมอร์ที่มีการดัดแปลงด้üยĀมู่ไทออล (Thiol-terminated modified aptamer: 5’-thiol- GTT GGG 

CAC GTG TTG TCT CTC TGT GTC TCG TGC CCT TCG CTA GGC CCA CA -3’; Apt) [18-19] ผ่าน

พันธะไทออลระĀü่างแอปตาเมอร์และüัÿดุเชิงประกอบ AuPt-Ru/RGO  
ในงานüิจัยนี้ยังมีการใช้ทองคำเปลü 24 กะรัต มาÿร้างเป็นขั้üไฟฟ้าแบบใช้แล้üทิ้ง (Goldleaf 

electrode: GLE) เพื่อทดแทนขั้üไฟฟ้าที่มีการจำĀน่ายในเชิงพาณิชย์ เช่น แท่งทองคำĀรือแพลทินัมที่มี

ราคาÿูง ทองคำเปลüที่นำมาใช้นั้นมีคüามบางและเกิดการฉีกขาดได้ง่าย แต่ด้üยข้อดีของทองคำเปลüที่มี

ÿมบัติการนำไฟฟ้าได้ดีและทนทานต่อÿารเคมี [20] การใช้เทปพอลิอิไมด์มาเป็นฐานรองในการผลิต GLE 

ช่üยเÿริมคüามแข็งแรงและคüามทนทานต่อการฉีกขาด รüมถึงมีการใช้งานแผ่นทองแดงนำไฟฟ้าเพื่อช่üย

เพิ่มชุดÿัมผัÿทางไฟฟ้าใĀ้กับ GLE โดยขั้üไฟฟ้า GLE ที่ÿร้างขึ้นมีขนาดอยู่ที่ 1.0 x 2.5 มิลลิเมตร และ

บริเüณจุดทำปฏิกิริยา (Planar-disc) มีเÿ้นผ่านýูนย์กลางอยู่ที่ 0.5 มิลลิเมตร และทำการปรับปรุงพื้นผิü

ด้üย AuPt-Ru/RGO ÿำĀรับการตรüจüัดทางไฟฟ้าเคมีของ AFB1 (GLEAuPt-Ru/RGO) ÿามารถตรüจüัด

ตัüอย่างได้ที่ปริมาตรเพียง 15 ไมโครลิตร อีกทั้งการใช้แผ่นทองคำเปลüเป็นขั้üไฟฟ้าที่มีราคาถูกยังเนน้ใĀ้

เĀ็นถึงýักยภาพในการÿร้างเซ็นเซอร์ที่มีต้นทุนต่ำ ใช้ปริมาณÿารตรüจüัดในปริมาณที่น้อย จึงเĀมาะ

ÿำĀรับการใช้งานแบบใช้แล้üทิ้งได้ 
 
1.2 üัตถุประÿงค์ของงานüิจัย 

1. เพื่อÿร้างและพัฒนาขั้üไฟฟ้าทองคำเปลüในการตรüจüัดÿารก่อมะเร็ง AFB1  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



3 

2. เพื่อÿังเคราะĀ์ üิเคราะĀ์และýึกþาคüามเป็นไปได้ในการใช้üัÿดุนาโนโลĀะÿามร่üมกับรีดิüซ์ก

ราฟีนออกไซด์ร่üมกับแอปตาเมอร์เพื่อเพิ่มคüามเฉพาะเจาะจง ปรับปรุงพื้นผิüของขั้üไฟฟ้าที่

ÿร้างขึ้นจากทองคำเปลü ในการตรüจüัดÿารก่อมะเร็งอะฟลาท็อกซิน บี 1 
3. เพื่อýึกþาประÿิทธิภาพ และประเมินคüามÿามารถในการตรüจüัดอะฟลาท็อกซิน บี 1 จาก 

GLEAuPt-Ru/RGO ในผลิตภัณฑ์ทางการเกþตร เช่น พริกแĀ้ง กระเทียม ถั่üลิÿง พริกไทย และข้าü

Āอมมะลิไทย 
4. เพื่อเปรียบเทียบกับüิธีการตรüจüัดมาตรฐานอื่นๆ เช่น HPLC-FLD 

 

1.3 ขอบเขตของงานüิจัย 
1. ýึกþาüิธีการÿังเคราะĀ์อนุภาคนาโนคอมโพÿิต AuPt-Ru/RGO และตรüจüิเคราะĀ์คุณÿมบัติ

ทางกายภาพและเคมี 
1.1 üัÿดุเชิงประกอบนาโนโลĀะผÿม AuPt-Ru ภายใต้การใช้ Polyvinylpyrrolidone (PVP) 

เป็นÿารรักþาเÿถียรภาพและ Ascorbic acid (AA) เป็นÿารรีดิüซ์ ÿังเคราะĀ์ผ่านüิธีการรีดักชัน

ทางเคมีที่อาýัยคลื่นคüามถี่อัลตราโซนิกซ์ในการช่üยทำปฏิกิริยา 
1.2 รีดิüซ์กราฟีนออกไซด์ (RGO) ที่ได้จากการรีดักชันทางเคมีของกราฟีนออกไซด์ (GO) ด้üย

ไฮดราซีน  
1.3 อนุภาคนาโนคอมโพÿิต AuPt-Ru/RGO ผ่านüิธีการใĀ้คลื่นคüามถี่ÿงูอัลตราโซนิค 

2. ýึกþาüิธีการÿร้างแอปตาเซ็นเซอร์ทางไฟฟ้าเคมี GLEAuPt-Ru/RGO ÿำĀรับการตรüจüัด AFB1และ

ตรüจüิเคราะĀ์คุณÿมบัติทางไฟฟ้า 
2.1 การÿร้างขั้üไฟฟ้าจากทองคำเปลü (GLE) โดยüิธี Planar lamination ภายใต้การใช้เทป

แคปทอนและเทปทองแดงนำไฟฟ้าเป็นพื้นผิüเÿริมคüามแขง็แรง 
2.2 การปรับปรุงพ้ืนผิü GLE ด้üยüัÿดุผÿมนาโนคอมโพÿิต AuPt-Ru/RGO ใĀ้มีคüามจำเพาะ

เจาะจงด้üยการใช้แอปตาเมอร ์
3. ýึกþาÿภาüะที่เĀมาะÿมÿำĀรับการตรüจüิเคราะĀ์ AFB1 เช่น เüลาการตรüจüัด pH และ คüาม

เข้มข้นของÿารละลายบัฟเฟอร ์
4. ประเมินประÿิทธิภาพแอปตาเซ็นเซอร์ที่ÿร้างขึ้นในการตรüจüัด AFB1 ทั้งจากตัüอย่างที่จำลองขึ้น

ในĀ้องปฏิบัติการ และตัüอย่างผลิตภัณฑ์ทางการเกþตร 
5. เปรียบเทียบประÿิทธิภาพแอปตาเซ็นเซอร์ที่ÿร้างขึ้นในการüิเคราะĀ์Āาคüามเข้มข้น AFB1 กับ

เครื่องมือมาตรฐานอื่น เช่น โครมาโทกราฟีของเĀลüÿมรรถนะÿูง (High performance liquid 

chromatography, HPLC) 
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1.4 ประโยชนท์ี่คาดü่าจะไดร้ับ 
1. ได้ต้นแบบผลิตภัณฑ์ (Prototype) ระดับภาคÿนาม แอปตาเซ็นเซอร์ทางไฟฟ้าเคมี GLEAuPt-

Ru/RGO ÿำĀรับการตรüจüัด AFB1 
2. ÿามารถนำต้นแบบประยุกต์ใช้ในการüิเคราะĀ์Āา AFB1 ในผลิตภัณฑ์ทางการเกþตร เช่น พริก

แĀ้ง กระเทียม ถั่üลิÿง พริกไทย และข้าüĀอมมะลิไทย 
  
  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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บทที่ 2 

ทฤþฎีและงานüิจัยที่เก่ียüข้อง 
 

2.1 อะฟลาทอ็กซิน (Aflatoxins; AFs) 

 ในช่üงทýüรรþที่ 1960 ในประเทýอังกฤþได้เกิดเĀตุการณ์การเÿียชีüิตของไก่งüงจำนüนมาก 

การเÿียชีüิตดังกล่าüเกิดจากโรคปริýนาที่เรียกü่า "X disease" จากการตรüจÿอบและýึกþาถึงÿาเĀตุ

พบü่า ไก่งüงที่เÿียชีüิตเกิดจากการบริโภคอาĀารป่นจากถั่üบราซิลที่ปนเปื้อนเชื้อรา Aspergillus flavus 

โดยÿารที่พบในถั่üบราซิลปนเปื้อนเชื้อราคือÿารประกอบอะฟลาท็อกซิน (Aflatoxins; AFs) AFs นั้นเป็น

ÿารพิþที่ÿ่งผลกระทบอย่างมากต่อการปนเปื้อนในผลิตภัณฑ์ทางการเกþตร ในธรรมชาติ AFs ÿามารถ

แบ่งเป็นĀลายชนิดที่ÿำคัญ (โครงÿร้างของ AFs ดังแÿดงรูปที่ 2.1) ได้แก่ AFB1, AFB2, AFG1, และ 

AFG2 ซึ่งที่มาของชื่อแต่ละชนิดนั้นแบ่งตามคุณÿมบัติการเรืองแÿงภายใต้แÿงอัลตราไüโอเลตที่ต่างกัน 

โดยÿารในกลุ่ม AFBs (AFB1 และ AFB2) แÿดงถึงคüามÿามารถในการเรืองแÿงÿีฟ้า (Blue) และในกลุ่ม 

AFGs (AFG1 และ AFG2) ÿามารถเรืองแÿงÿีเขียü (Green) อีกทั้งยังÿามารถพบÿารก่อมะเร็งในกลุ่ม 

AFMs (AFM1 และ AFM2) ที่รู้จักกันในชื่อ Milk-AFs ที่เกิดจากการเผาผลาญ AFB1 และ AFB2 ในÿัตü์

เลี้ยงลูกด้üยนมที่ได้รับอาĀารที่มีการปนเปื้อน ดังนั้น จึงมักพบ AFM1 และ AFM2 ในน้ำนมดิบและ

ผลิตภัณฑ์ที่มาจากนม เช่น นมผง นมข้นĀüาน เนย ชีÿ และโยเกิร์ต เป็นต้น [21, 22] โดยÿารเĀล่านี้มี

คüามเป็นพิþÿูง รüมถึงÿามารถมีฤทธิ์ก่อใĀ้เกิดมะเร็ง ก่อการกลายพันธุ์และเกิดการกดภูมิคุ้มกันอีกด้üย 

ซึ่งĀากผลิตภัณฑ์ทางการเกþตรมีการปนเปื้อน AFs ย่อมÿ่งผลเÿียต่อมนุþย์ในĀลายด้าน อาทิ ทาง

ÿุขภาพ ทางÿังคม เýรþฐกิจ และการเมือง [23] ตามรายงานขององค์การอาĀารและเกþตรแĀ่ง

ÿĀประชาชาติ (FAO) พบü่ามีการปนเปื้อนÿารพิþจากเชื้อรา (Aspergillus flavus) ในอาĀารÿูงถึง 25% 

ทั่üโลก [24] ซึ่งอาĀารที่มักปนเปื้อนได้ง่าย ได้แก่ ธัญพืช ข้าüโพด ข้าüÿาลี ข้าüเจ้า ถั่üลิÿง และเครื่องเทý

ต่าง ๆ  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 2.1 โครงÿร้างของ AFs ชนิดต่างๆ 
 

 2.1.1 ข้อมูลทัü่ไปของ AFB1 

AFB1 มีลักþณะเฉพาะทางโครงÿร้างโมเลกุล ซึ่งเกิดจากการเชื่อมต่อของüงแĀüนไซโคลเพนโทน

เข้ากับüงแĀüนแลคโตนในโครงÿร้างคูมารินและยังÿามารถเรืองแÿงฟลูออเรÿเซนÿ์ภายใต้แÿง

อัลตราไüโอเลตที่คüามยาüคลื่น 360 นาโนเมตร ทำใĀ้ÿามารถตรüจÿอบได้ด้üยเทคนิคการติดตามการ

เรืองแÿงของÿาร โดย AFB1 มีคุณÿมบัติในการละลายน้ำได้เพียงเล็กน้อย แต่ÿามารถละลายได้ดีในตัüทำ

ละลายอินทรีย์ที่มีขั้ü นอกจากนี้ ยังมีคüามคงตัüต่อคüามร้อนÿูง แม้ในอุณĀภูมิที่มากกü่า 100°C จึงไม่

ÿามารถถูกทำลายด้üยคüามร้อนในกระบüนการผลิตอาĀาร คุณÿมบัติทางเคมีอื่นๆ ของ AFB1 ได้แก่ เกิด

การÿลายตัüได้ง่ายภายใต้แÿงอัลตราไüโอเลตĀรือในÿภาüะ pH ที่รุนแรง (ต่ำกü่า 3 Āรือÿูงกü่า 10) และ

มีคüามไüในการเกิดปฏิกิริยากับแอมโมเนียĀรือไฮโปคลอไรต์ [25] 
 AFB1 ถูกจัดอยู่ในกลุ่มÿารก่อมะเร็งประเภท 1 เนื่องจากมีบทบาทÿำคัญในการก่อใĀ้เกิดมะเร็ง

ตับ (Hepatocellular carcinoma: HCC) โดยเป็นที่รู้จักü่า AFB1 มีพิþต่อตับ ทำใĀ้เกิดการเÿื่อมÿภาพ

ของเซลล์ตับและนำไปÿู่การเกิดเนื้อร้าย รüมถึงการเพิ่มการอักเÿบของเซลล์ตับในÿัตü์Āลายชนิด [26] 

กลไกการก่อมะเร็งของ AFB1 แÿดงดังรูปที่ 2.2 เริ่มแรกเมื่อได้รับ AFB1 เข้าÿู่ร่างกาย ÿารดังกล่าüจะ

ผ่านกระบüนการเมแทบอลิซึมระยะที่ 1 ผ่านเอนไซม์ตระกูลไซโตโครม CYP1A2/3A ซึ่งจะเปลี่ยน AFB1 

เป็นÿารเมแทบอลิซึมที่มีคüามเป็นพิþÿูงคือ AFB1-exo-8,9-epoxide Āรือ Epoxide AFB1 โดยÿารนี้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ÿามารถทำปฏิกิริยากับ DNA ได้ โดยเฉพาะที่ตำแĀน่ง guanine และก่อใĀ้เกิดการขัดขüางการÿร้างÿาย 

DNA ในรูปแบบ AFB1-N7-guanine ÿ่งผลใĀ้เกิดการกลายพันธุ์ในเซลล์ ซึ่งเป็นกลไกÿำคัญที่นำไปÿู่การ

เกิดมะเร็ง ในÿ่üนของการขจัดพิþ ร่างกายมีกลไกการทำลายพิþของ AFB1-exo-8,9-epoxide ผ่าน

เอนไซม์ในกระบüนการเมแทบอลิซึมระยะที่ 2 ซึ่งเอนไซม์กลูตาไธโอน เอÿ-ทรานÿเฟอเรÿ (GST) จะทำ

Āน้าที่จับกับÿารเมแทบอลิซึมของ AFB1 ด้üยกลูตาไธโอน (GSH) เพื่อทำใĀ้ÿารนี้เÿถียรและÿามารถขับ

ออกจากร่างกายได้ กระบüนการนี้เป็นüิธีĀลักในการป้องกันคüามเป็นพิþของ AFB1 อย่างไรก็ตาม การ

เกิดกลไกเมแทบอลิซึมที่ไม่ÿมบูรณ์อาจนำไปÿู่การÿะÿมของ AFB1-exo-8,9-epoxide ทำใĀ้ AFB1 เป็น

ÿารพิþที่อันตรายที่ÿุดในบรรดาÿารพิþ AFs อื่นๆ [27] 

รูปที่ 2.2 กลไกการก่อมะเร็งของ AFB1 ในเซลล์ตับ [27] 
 

2.1.2 ข้อกำĀนดขีดจำกัดของ AFB1 

ประเทýไทยมีกฎĀมายคüบคุมปริมาณ AFB1 ในอาĀาร โดยÿำนักงานคณะกรรมการอาĀารและ

ยา (อย.) ได้กำĀนดใĀ้ปริมาณ AFB1 ที่พบในอาĀารมีได้ไม่เกิน 20 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ÿำĀรับอาĀาร

ประเภท ธัญพืช ถั่ü และอาĀารแปรรูป เมื่อเปรียบเทียบกับกฎĀมายในต่างประเทý ÿĀภาพยุโรปมี

มาตรฐานที่เข้มงüดที่ÿุด โดยกำĀนดใĀ้ปริมาณ AFB1 มีได้ไม่เกิน 2 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัมในอาĀาร

ÿำĀรับการบริโภคของมนุþย์ และกำĀนดปริมาณ AFs รüมไม่เกิน 4 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ขณะที่

ÿĀรัฐอเมริกากำĀนดขีดจำกัด AFB1 ไü้ที่ 20 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ซึ่งÿอดคล้องกับมาตรฐานของ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ประเทýไทย ข้อกำĀนดเĀล่านี้ÿะท้อนใĀ้เĀ็นถึงคüามพยายามระดับÿากลในการลดคüามเÿี่ยงต่อÿุขภาพ

จากการบริโภคอาĀารที่ปนเปื้อน AFB1 ในĀลายประเทýทั่üโลกได้มีกฎระเบียบคüบคุมเกี่ยüกับปริมาณ 

AFB1 ในอาĀาร ซึ่งรüมถึงระดับÿูงÿุดที่อนุญาตÿำĀรับอาĀารบางประเภท โดยขีดจำกัดคüามปลอดภัย

อยู่ในช่üง 4–35 ไมโครกรัม/กิโลกรัม ดังตาราง 2.1 แÿดงข้อจำกัดของ AFs ในบางประเทýทั่üโลก 
 

ตารางที่ 2.1 ปริมาณขีดจำกัดของ AFB1 ตามกฎĀมายของแต่ละประเทý  

Country Type of AFs Maximum limit  
(µg kg-1) 

Type of foods Ref. 

USA Total 20 Corn, peanuts, cottonseed, etc. [28] 
Europe B1, Total 2, 4 Cereals, dried fruits, nuts, milk, etc. [29] 
China B1 20 Maize, peanut, etc. [30] 
Hong Kong Total 20 Peanut, etc. [30] 
India Total 30 Cereals, nuts, dairy products, etc. [30] 
Indonesia B1, total 20, 35 Cereals, nuts, milk, etc. [30] 
Japan Total 10 Grains, nuts, milk, etc. [30] 
South Korea B1 10 Grains, cereals, dried fruits, etc. [30] 
Malaysia Total 35 Grains, nuts, spices, etc. [30] 
Philippine Total 20 Grains, nuts, etc. [30] 
Singapore Total 5 Cereals, nuts, etc. [30] 
Sri Lanka Total 30 Grains, nuts, dairy products, etc. [30] 
Taiwan Total 10-15 Cereals, nuts, spices, etc. [30] 
Thailand Total 20 Grains, nuts, and milk, etc. [30] 
Vietnam Total 10 Cereals, nuts, and milk, etc. [30] 

ĀมายเĀตุ: Total = AFB1, AFB2, AFG1, AFG2, AFM1 และ AFM2 
 
 2.1.3 การปนเปื้อนของ AFB1 ในอาĀาร 

 ปัจจัยทางกายภาพที่ÿ่งผลต่อการเกิดเชื้อราและการปนเปื้อน AFs ในอาĀาร ประกอบด้üย pH 

แÿง คüามชื้น อุณĀภูมิ คüามชื้นÿัมพัทธ์และแก๊ÿในบรรยากาý โดยค่า pH 3–7 เป็นช่üงที่เĀมาะÿม

ÿำĀรับการผลิต AFs ของเชื้อรา โดยในช่üง pH 5 จะÿ่งเÿริมการผลิตอะฟลาท็อกซินกลุ่มบี (AFBs) 

ในขณะที่ค่า pH ÿูงขึ้น (pH 7) จะÿ่งเÿริมการผลิตอะฟลาท็อกซินกลุ่มจี (AFGs) การเจริญเติบโตของเชื้อ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ราและการผลิต AFs ยังได้รับอิทธิพลจากแÿง โดย AFs จะถูกผลิตได้ดีในที่มืดและลดลงในÿภาüะที่มี

แÿงแดด นอกจากนี้ ÿภาüะที่มีคüามชื้นÿูงจะÿ่งเÿริมการปนเปื้อนของ AFs เพราะÿภาüะที่ชื้นนั้นเอื้อต่อ

การเจริญเติบโตของเชื้อรา คüามชื้นÿัมพัทธ์ที่ 85% เĀมาะÿมที่ÿุดÿำĀรับการผลิต AFs และที่คüามชื้น

ÿัมพัทธ์ 95% จะมีการผลิตÿารก่อมะเร็งที่เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยÿำคัญ เชื้อรา Aspergillus flavus ÿามารถ

เจริญเติบโตได้ในช่üงอุณĀภูมิที่กü้าง ตั้งแต่ 12°C ถึง 48°C ÿ่üนการผลิต AFs อุณĀภูมิที่เĀมาะÿมที่ÿุดอยู่

ระĀü่าง 25-35°C โดยปกติที่อุณĀภูมิÿูง อัตราÿ่üนการผลิต AFBs จะมากกü่า AFGs แต่ที่อุณĀภูมิต่ำ 

การผลิต AFBs และ AFGs จะมีปริมาณที ่ใกล้เคียงกัน นอกจากนี ้ ระดับของแก๊ÿออกซิเจนและ

คาร์บอนไดออกไซด์ในบรรยากาýยังมีผลต่อการผลิตÿารก่อมะเร็งดังกล่าü โดยการผลิต AFs และการ

เจริญเติบโตของเชื้อราจะถูกยับย้ังเมื่ออยู่ในÿภาüะที่มีแก๊ÿคาร์บอนไดออกไซด์ÿูงและออกซิเจนต่ำ [31]  
กลไกการÿร้าง AFs โดยเชื้อรา A. flavus และ A. parasiticus เป็นกระบüนการซับซ้อนที่

เกี่ยüข้องกับการเมแทบอลิซึมระดับทุติยภูมิ ซึ่งถูกคüบคุมโดยยีนĀลายกลุ่ม โดยเฉพาะ aflR และ aflS ที่

ทำĀน้าที่คüบคุมการแÿดงออกของยีนในกลุ่มที่เกี ่ยüข้องกับการÿังเคราะĀ์ AFs ซึ่งเริ ่มต้นจากการ

ÿังเคราะĀ์ polyketide ผ่านการทำงานของเอนไซม์ในกระบüนการ Polyketide synthase (PKS) ที่เป็น

จุดเริ่มต้นของการÿร้างÿารตั้งต้นที่นำไปÿู่การÿร้าง AFB1, AFB2, AFG1 และ AFG2 กระบüนการเĀลา่นี้

ประกอบด้üยการออกซิเดชัน การรีดักชันและการเพิ่มĀมู่ฟังก์ชันต่างๆ เพื่อปรับเปลี่ยนโครงÿร้างใĀ้ได้ÿาร 

AFs ที่มีคüามเป็นพิþÿูง [32-33] ต่อมาเมื่อüัüĀรือÿัตü์เลี้ยงอื่นๆ ได้บริโภคอาĀารที่มีการปนเปื้อน AFB1 

ÿารนี้จะถูกเผาผลาญผ่านกระบüนการเมแทบอลิซึม เป็น AFM1 โดยการเพิ่มĀมู่ไฮดรอกซิลเข้าไปใน

โครงÿร้างโมเลกุล การเปลี่ยนแปลงนี้เกิดขึ้นได้ในÿัตü์เลี้ยงลูกด้üยนม และจะถูกขับออกมาทางน้ำนม  

[34] โดยüงจรการปนเปื้อนของ AFB1 และการบริโภคอาĀารที่มีการปนเปื้อนแÿดงดังรูปที่ 2.3 แผนภาพ

แĀล่งที่มาของการได้รับ AFB1 ในÿัตü์และมนุþย์ ซึ่งมนุþย์ÿามารถได้รับ AFs ได้ทั้งทางตรงและทางอ้อม

จากทั้งการกินผลิตภัณฑ์ทางการเกþตรที่มีการปนเปื้อนโดยตรงĀรือแม้กระทั่งการได้รับÿารปนเปื้อนจาก

อาĀารที่มีการแปรรูปแล้üนั่นเอง 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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รูปที่ 2.3 แผนภาพแĀล่งที่มาของการได้รับ AFB1 ของÿัตü์และมนุþย ์[34] 
 

2.2 การตรüจüัด AFB1 

 ในปัจจุบัน üิธีการตรüจüิเคราะĀ์ÿารก่อมะเร็ง AFB1 ÿ่üนใĀญ่นิยมใช้เครื่องÿเปกโทรโฟโต

มิเตอร์, การแยกของเĀลüÿมรรถนะÿูงร่üมกับการตรüจüัดฟลูออเรÿเซนซ์ (HPLC-FLD) และการแยก

ของเĀลüร่üมกับแมÿÿเปกโตรเมทรี (LC-MS/MS) แม้ü่าüิธีเĀล่านี้จะใĀ้คüามไüและคüามจำเพาะÿูง แต่ก็

มีข้อเÿียที่ÿำคัญ คือ มีขั้นตอนการเตรียมตัüอย่างที่ซับซ้อน , ใช้เüลานาน, มีค่าใช้จ่ายในการดำเนินการÿูง 

และต้องใช้เครื่องมือที่มีราคาแพง นอกจากนี้ยังได้มีการพัฒนาüิธีการตรüจüัดใĀ้มีคüามจำเพาะมากยิ่งขึ้น 

เช่น การüิเคราะĀ์เอนไซม์ลิงค์อิมมูโนซอร์เบนต์ (ELISA) โดยพัฒนาเป็นชุดทดÿอบเชิงพาณิชย์ÿำĀรับการ

üิเคราะĀ์ AFB1 โดยมีการนำÿารชีüโมเลกุล เช่น แอนติบอดีมาเพิ่มคüามเฉพาะเจาะจงกับÿารที่ต้องการ

ตรüจüัด แต่ ELISA นั้นก็ยังคงมีข้อเÿียในเรื่องของขั้นตอนในการเตรียมตüัอย่างĀรือการตรüจüัดท่ีมคีüาม

ซับซ้อนซึ่งÿ่งผลต่อผลการตรüจüัดได้เช่นเดียüกัน ดังนั้นการพัฒนาüิธีการĀรืออุปกรณ์การตรüจüัดที่ช่üย

แก้ไขข้อบกพร่องดังกล่าü จึงเป็นเรื่องÿำคัญอย่างมาก 
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 2.2.1 การüเิคราะĀ์ AFB1 ด้üยเทคนิค HPLC 
M. Namjoo และคณะ [35] ใช้เทคนิค HPLC ในการตรüจüัดปริมาณ AFs ในข้าüÿาลีในจังĀüัด

โกเลÿตาน ทางตอนเĀนือของประเทýอิĀร่าน ในการเตรียมตัüอย่าง เริ่มจากการÿกัด AFs จากข้าüÿาลี

บด 50 กรัม โดยใช้ÿารละลายเมทานอล 80% และเขย่าเป็นเüลา 30 นาทีที่คüามเร็ü 120 รอบต่อนาที 

จากนั้นกรองÿารละลายผ่านกระดาþกรอง จึงนำÿารละลาย 20 มิลลิลิตรที่กรองแล้üมาเจือจางด้üย

ÿารละลายบัฟเฟอร์ฟอÿเฟต (PBS) pH 7.4 ปริมาตร 80 มิลลิลิตร จากนั้นทำการปั่นเĀüี่ยงที่ 3400 รอบ

ต่อนาที เป็นเüลา 15 นาทีและกรองด้üยเมมเบรนไนลอนขนาดรูพรุน 0.45 ไมโครเมตร ต่อมาการทำใĀ้

ÿารบริÿุทธิ์ โดย AFs จะถูกแยกออกจากÿารÿกัดด้üยคอลัมน์โครมาโตกราฟี (Aflaclean, LCTech, 

Germany) เริ่มจากเทÿารÿกัด 50 มิลลิลิตรผ่านคอลัมน์ Aflaclean ในอัตราการไĀล 1 มิลลิลิตรต่อนาที 

AFs จะถูกดูดซับไü้ในคอลัมน์ ÿารที่ไม่ต้องการจะถูกล้างออกด้üยน้ำกลั่น จากนั้นชะ AFs ในคอลัมน์ด้üย

เมทานอล 2 มิลลิลิตร ÿารละลายที่ได้นี้ใช้ÿำĀรับตรüจüัด AFs ด้üยเครื่อง HPLC-FLD โดยÿภาüะการ

ตรüจüัดใช้เฟÿเคลื่อนที่เป็นÿารละลาย น้ำ: เมทานอล: อะซีโตไนไทรล์ (60: 30: 15 โดยปริมาตร) ตั้งค่า

คüามยาüคลื่นกระตุ้นที่ 360 นาโนเมตร และติดตามการเรืองแÿงที่คüามยาüคลื่น 440 นาโนเมตร อัตรา

การไĀล 1.2 มิลลิลิตรต่อนาที จากÿภาüะนี้ใĀ้ผล Rt อยู่ที่ 8–9 นาที ÿำĀรับ AFG2, 10.5–11.5 นาที

ÿำĀรับ AFG1, 13–14 นาทีÿำĀรับ AFB2 และ 16–17 นาทีÿำĀรับ AFB1 โดยระยะเüลาการüิเคราะĀ์

ทั้งĀมดคือ 25 นาทีต่อ 1 ตัüอย่าง จากผลการตรüจüัดตัüอย่างจำนüน 34 ตัüอย่าง พบü่า 10 ตัüอย่าง 

(คิดเป็น 29.4%) มีการปนเปื้อน AFs โดยอยู่ในระดับที่ยอมรับได้ตามกฎĀมายประเทýอิĀร่าน (AFs ไม่

เกิน 15 นาโนกรัมต่อกรัม) แต่ใน 1 ตัüอย่าง (คิดเป็น 2.9%) ตรüจพบ AFB1 มีปริมาณ 7.08 นาโนกรัม

ต่อกรัมซึ่งเกินกü่าที่กฎĀมายกำĀนดไü้ที่ 4 นาโนกรัมต่อกรัม โดยแบ่งเป็นปริมาณ AFB1 ที่ 6.91 นาโน

กรัมต่อกรัม AFB2 ที่ 0.29 นาโนกรัมต่อกรัม AFG1 ที่ 1.37 นาโนกรัมต่อกรัม และ AFG2 ที่ 0.23 นาโน

กรัมต่อกรัม 
T.D. Nguyen และคณะ [36] ได้ตรüจüัด AFB1 ด้üย HPLC-FLD และทำการติดฉลากอนุพันธ์

เพื่อใĀ้ได้üิธีการตรüจüิเคราะĀ์ที่ละเอียดมากขึ้น การเตรียมตัüอย่างเริ่มจากการÿกัดตัüอย่างจำนüน 

5,000 กรัม โดยถั่üลิÿงจะÿกัดด้üยอะซิโตไนไตรล์ 60% ปริมาตร 20 มิลลิลิตร และตัüอย่างลูกเกดจะ

ÿกัดด้üยเมทานอล 80% ภายใต้การใĀ้คลื่นอัลตราโซนิกเป็นเüลา 30 นาที จากนั้นนำไปĀมุนเĀüี่ยงที่

คüามเร็ü 9,000 รอบต่อนาที เป็นเüลา 3 นาที กรองÿารละลายผ่านกระดาþกรองขนาด 110 มิลลิเมตร 

จากนั้นนำÿารละลายที่กรองได้ปริมาตร 5 มิลลิลิตร มาเจือจางด้üยน้ำกลั่น 20 มิลลิลิตร ÿำĀรับตัüอย่าง

ถั่üลิÿง และÿารละลายบัพเฟอร์ PBS 20 มิลลิลิตร ÿำĀรับตัüอย่างลูกเกด จากนั้นเขย่าด้üยเครื่อง Vortex 

เป็นเüลา 1 นาที และนำไปĀมุนเĀüี่ยงที่คüามเร็ü 9000 รอบต่อนาที เป็นเüลา 3 นาที Āลังจากทำการ

แยกÿารเÿร ็จÿ ิ ้น นำÿารละลายที ่ได ้จำนüน 20 ม ิลล ิล ิตร มาทำใĀ้บร ิÿ ุทธ ิ ์ด ้üยคอลัมน์ IAC 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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(Immunoaffinity Column) เพื่อกำจัดÿิ่งเจือปนออก จากนั้นชะ AFB1 ออกจากคอลัมน์ด้üยเมทานอล

ปริมาตร 3 มิลลิลิตร และทำใĀ้แĀ้งภายใต้แก๊ÿไนโตรเจน ต่อมาขั้นตอนการติดอนุพันธ์ AFB1 จะถูก

ออกซิไดซ์ด้üยÿารละลายผÿมอะซิโตไนไตรล์ 60% กับ กรดฟอร์มิก 0.2% ในอัตราÿ่üน 1:1 โดยปริมาตร 

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผÿมÿารใĀ้เข้ากันด้üย vortex และกรองÿารละลายผ่านแผ่นกรอง PTFE ขนาด 

0.45 ไมโครเมตร ก่อนนำตัüอย่างเข้าÿู่ระบบ HPLC-FLD เพื่อทำการüิเคราะĀ์ โดยÿภาüะการตรüจüัดใช้

เฟÿเคลื่อนที่เป็นÿารละลายอะซิโตไนไตรล์: เมทานอล: น้ำกลั่น อัตราÿ่üนปริมาตร 46: 38: 16 อัตราการ

ไĀล 0.7 มิลลิลิตรต่อนาที ที่อุณĀภูมิĀ้อง และปริมาตรการฉีด 20 มิลลิลิตร ตั้งค่าคüามยาüคลื่นกระตุ้นที่ 

360 นาโนเมตร และติดตามการเรืองแÿงที่คüามยาüคลื่น 440 นาโนเมตร ทำการตรüจüัดตัüอย่างที่คüาม

เข้มข้นในช่üง 0.2 ˗ 20 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร โดยใĀ้ค่าคüามเป็นเÿ้นตรงอยู่ที่ 0.9999 และใĀ้ค่า Rt อยู่

ที่ 7.41 นาที ผลการตรüจüัดขีดจำกัดต่ำÿุดของ AFB1 (LODs) อยู่ที่ 0.1 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ถึงแม้ü่า

เทคนิคนี้จะมีคüามไüในการüิเคราะĀ์ÿูง แต่üิธีการเตรียมตัüอย่างมีคüามซับซ้อนและใช้เüลานาน ใน

ปัจจุบันมีการพัฒนาการตรüจüัดที่มีคüามละเอียดมากขึ้นและยังช่üยลดระยะเüลา รüมถึงลดต้นทุน

ÿำĀรับการตรüจüัด AFB1 ในผลิตภัณฑ์ทางการเกþตร  
 
2.2.2 การตรüจüัดเชิงไฟฟา้เคมÿีำĀรับ AFB1 

 เซ็นเซอร์ไฟฟ้าเคมี (Electrochemical sensors) ทำงานโดยอาýัยเอนไซม์Āรือüัÿดุที่กระตุ้น

ปฏิกิริยาเคมีซึ่งมีการจ่ายĀรือรับอิเล็กตรอน โครงÿร้างของเซนเซอร์ประกอบด้üยขั้üไฟฟ้าÿามขั้ü ได้แก่ 

ขั ้üไฟฟ้าอ้างอิง ขั ้üไฟฟ้าใช้งาน และขั้üไฟฟ้าช่üย โดยÿารที่ต้องการüิเคราะĀ์จะมีÿ่üนร่üมในการ

เกิดปฏิกิริยาบนผิüของขั้üไฟฟ้าที่ใช้งาน และไอออนที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยานี้จะÿร้างýักย์ไฟฟ้าในขั้üไฟฟ้า 

ทำใĀ้เกิดÿัญญาณไฟฟ้าที่ÿามารถüัดได้ การตรüจüัดด้üยเทคนิคไฟฟ้าเคมีมีข้อดี คือ ราคาถูก ÿัญญาณ

รบกüนต่ำ ใĀ้การตรüจüัดที่ละเอียดและรüดเร็ü แต่อย่างไรก็ตามüิธีนี้มีข้อจำกัดเกี่ยüกับÿมบัติการนำ

ไฟฟ้าของขั้üไฟฟ้า ดังนั้นจึงมีการพัฒนานำüัÿดุนาโนคอมโพÿิตมาใช้งานเพื่อเพิ่มพื้นที่ผิü ÿมบัติการนำ

ไฟฟ้าภายในโครงÿร้าง รüมถึงÿมบัติการเป็นตัüเร่งปฏิกิริยา ซึ่งÿมบัติดังกล่าüÿามารถใช้เพิ่มÿัญญาณการ

ตรüจüัดใĀ้มีคüามชัดเจน ถูกต้องมากยิ่งขึ้นได้ และยังนิยมใช้ร่üมกับÿารชีüโมเลกุลที่ช่üยใĀ้การตรüจüัดมี

คüามจำเพาะเจาะจงมากยิ่งขึ้น 
L. Xu และคณะ [37] ได้ÿร้างไบโอเซ็นเซอร์ÿำĀรับการüิเคราะĀ์ AFB1 ในน้ำมันรำข้าü โดย

อาýัยการเร่งปฏิกิริยาการเกิดออกซิเดชันของไฮโดรคüิโนนด้üยอนุภาคนาโน AuNPs ที่มีการปรับแต่ง

พื้นผิüด้üย Streptococcal protein A และ Antibody AFB1/IgG-HRP (AuNPs-SPA-mAb/IgG-HRP) 

ในÿภาüะที่มีไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ดังรูปที่ 2.4 แÿดงขั้นตอนการÿร้างไบโอเซ็นเซอร์ไฟฟ้าเคมี เริ่มจาก

การปรับปรุงพื้นผิüของขั้üไฟฟ้าทอง (AuE) ด้üย AFB1-BSA ที่ทำĀน้าที่เป็นแอนติเจนบนพื้นผิü (AFB1-

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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BSA/AuE) และทำการป้องกันผิüĀน้าขั้üไฟฟ้าด้üยการเคลือบ BSA (BSA/AFB1-BSA/AuE) ในบริเüณที่

พื้นผิüยังü่างเปล่า ต่อมาในการตรüจüัด AFB1 โพรบ AuNPs-SPA-mAb ถูกผÿมกับÿารละลายที่มี AFB1 

และĀยดลงบนĀน้าขั้üไฟฟ้า ในกระบüนการนี้ AFB1 จะจับกับโพรบที่ติดแอนติบอดี ÿ่งผลใĀ้โพรบไม่

ÿามารถยึดเกาะกับแอนติเจนที่เคลือบอยู่บนผิüขั้üไฟฟ้าได้ จะมีเพียงโพรบที่ไม่ได้ยึดติดกับ AFB1 เท่านั้น

ที่จะเกาะติดบนขั้üไฟฟ้า ÿ่งผลใĀ้ÿามารถจับกับเอนไซม์ IgG-HRP ได้น้อยลง และทำใĀ้การออกซิเดชัน

ของไฮโดรคüิโนนเกิดขึ้นน้อยลง ÿุดท้ายÿัญญาณไฟฟ้าที่üัดได้จะลดลงเมื่อเทียบกับกรณีที่ไม่มี AFB1 ใน

ÿารละลาย 

 

รูปที่ 2.4 ขั้นตอนการÿร้างไบโอเซ็นเซอร์ไฟฟ้าเคมี [37] 
 

 ในการตรüจเอกลักþณ์ทางไฟฟ้าเคมีของไบโอเซ็นเซอร์ที ่ÿร้างขึ ้น โดยใช้เทคนิค Cyclic 

voltammetry (CV) และ Electrochemical impedance spectroscopy (EIS) ภายใต้ 5 มิลลิโมลต่อ

ลิตร K3[Fe(CN)6] ใน 0.1 โมลต่อลิตร KCl โดยเทคนิค CV เป็นเทคนิคทางไฟฟ้าเคมีที่ใช้ในการýึกþา

ปฏิกิริยารีดอกซ์ของÿารประกอบทางเคมี โดยเป็นüิธีที่ใช้การเปลี่ยนแปลงýักย์ไฟฟ้าแบบüนซ้ำไปมา

ระĀü่างขั ้üไฟฟ้าอ้างอิง (Reference electrode) และขั้üไฟฟ้าใช้งาน (Working electrode) ใน

ÿารละลายอิเล็กโทรไลต์ ในกระบüนการüิเคราะĀ์ CV จะมีการÿแกนýักย์ไฟฟ้าจากค่าต่ำไปÿูง จากนั้นจึง

ÿแกนกลับมายังค่าต่ำอีกครั้งในลักþณะเป็นüงรอบ (Cyclic) กระแÿไฟฟ้าที่เกิดขึ้นจะถูกบันทึกเพื่อ

ตรüจÿอบการถ่ายโอนอิเล็กตรอนระĀü่างÿารละลายรีดอกซ์กับขั้üไฟฟ้าในระบบนั้น ข้อมูลที่ได้จาก CV 

ÿามารถบ่งบอกถึงÿมบัติของปฏิกิริยารีดอกซ์ของÿาร รüมถึงอัตราการเกิดปฏิกิริยาและคüามคงตัüของ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ÿารประกอบที่ýึกþา ดังนั้นเมื่ออิเล็กโทรดมีการปรับปรุงพื้นผิüพฤติกรรมทางไฟฟ้าจึงเปลี่ยนไปและ

ÿามารถýึกþาได้ดังแÿดงในรูปที่ 2.5A กราฟ a แÿดงพฤติกรรมของ AuE ที่ยังไม่ถูกปรับปรุงพื้นผิü พบ

กราฟที่แÿดงคüามÿัมพันธ์ค่ากระแÿไฟฟ้ากับค่าýักย์ไฟฟ้า โดยพบค่ากระแÿไฟฟ้าÿูงÿุดที่เป็นบüก 

(Anodic peak) ซึ่งเกิดขึ้นเมื่อมีการออกซิเดชันของÿารในÿารละลายและค่ากระแÿไฟฟ้าÿูงÿุดที่เป็นลบ 

(Cathodic peak) เกิดขึ้นเมื่อÿารที่ถูกออกซิไดซ์ถูกรีดิüซ์กลับมาเป็นÿภาพเดิมและยังพบอีกü่าพีคแอโน

ดิกและแคโทดิกมีคüามÿมมาตรกัน บ่งบอกถึงปฏิกิริยารีดอกซ์ที่เกิดขึ้นภายในระบบเป็นปฏิกิริยาที่

ÿามารถย้อนกลับได้ (Reversible reaction) แต่Āลังจากทำการปรับปรุงพื้นผิü AuE ด้üย Azido-PEG4-

NHS Ester (AEPS) ÿร้างตัüกลางที่ทำĀน้าที่เชื่อมแอนติเจน AFB1-BSA เข้ากับ AuE พบü่ากระแÿไฟฟ้า

ÿูงÿุดลดลงทั้งพีคแอโนดิกและแคโทดิก (กราฟ b) เนื่องจาก AEPS ที่ปรับแต่งบนพื้นผิü AuE ขัดขüางการ

ถ่ายโอนอิเล็กตรอน ต่อมาเมื่อเคลือบด้üย AFB1-BSA ค่ากระแÿไฟฟ้าเกิดการลดลง (กราฟ c) เนื่องจาก 

AFB1-BSA มีโมเลกุลขนาดใĀญ่ซึ่งเป็นฉนüนไฟฟ้าขัดขüางการถ่ายโอนอิเล็กตรอนมากยิ่งขึ้น จากนั้น

กระแÿไฟลดลงอย่างชัดเจนเนื่องจาก BSA เข้าจับกับพื้นผิüที่ไม่ได้ทำการปรับแต่ง ทำใĀ้เกิดการปิดกั้นจุด

ที่ÿามารถถ่ายโอนอิเล็กตรอนที่เĀลืออยู่ (กราฟ d) และĀลังจากที่ AuNP-SPA-mAb ถูกĀยดลงบนพื้นผิü

ของไบโอเซ็นเซอร์ กระแÿไฟฟฟ้าทั้งÿองพีคลดลงอย่างต่อเนื่อง (กราฟ e) ซึ่งบ่งบอกü่า AuNP-SPA-mAb 

จับกับ AFB1-BSA ÿำเร็จ ÿุดท้าย เมื่อ IgG-HRP ถูกเติมลงบนพื้นผิüของ AuE กระแÿไฟฟ้าเพิ่มขึ้น

เนื่องจากผลการเร่งปฏิกิริยาการออกซิเดชันไฮโดรคüิโนนของเอนไซม์  (กราฟ f) ในÿ่üนของ EIS เป็น

เทคนิคที่ใช้ในการüิเคราะĀ์กระบüนการถ่ายโอนประจุและการเคลื่อนที่ของไอออนในระบบไฟฟ้าเคมี ซึ่ง

ทำงานโดยการประยุกต์กระแÿĀรือýักย์เข้ากับคüามถี ่ที ่ในช่üงต่างๆ และüัดการตอบÿนองของ

กระแÿไฟฟ้าĀรือýักย์ไฟฟ้า ซ ึ ่งการตอบÿนองนี ้จะถูกนำมาแปลงใĀ้อยู ่ในรูปของอิมพีแดนซ์ 

(Impedance) ซึ่งเป็นคüามÿัมพันธ์ระĀü่างกระแÿและýักย์ไฟฟ้า การüิเคราะĀ์ค่าที่ได้จาก EIS ÿามารถ

บอกถึงกระบüนการต่างๆ เช่น การถ่ายโอนอิเล็กตรอนที่พื้นผิüขั้üไฟฟ้า คüามต้านทานไฟฟ้าของüัÿดุ 

และคüามÿามารถในการแพร่กระจายของไอออนในÿารละลายĀรือชั้นฟิล์มของüัÿดุที่เคลือบขั้üไฟฟ้าเพื่อ

ปรับปรุงพื้นผิü ข้อมูลที่ได้จาก EIS ดังรูปที่ 2.5B แÿดงกราฟ Nyquist จะเป็นกราฟที่แÿดงคüามÿัมพันธ์

ระĀü่างอิมพีแดนซÿ่üนจริง (Real Impedance Āรือ Z’) กับอิมพีแดนซ์เชิงจินตภาพ ( Imaginary 

Impedance Āรือ Z”) โดยทั่üไป Nyquist plot จะมีลักþณะเป็นครึ่งüงกลม ซึ่งบ่งบอกถึงกระบüนการ

ถ่ายโอนประจุที่พื้นผิüขั้üไฟฟ้า (Charge transfer resistance, Rct) และเÿ้นตรงที่ต่อจากครึ่งüงกลมเป็น

ÿ่üนของการแพร่กระจาย (Diffusion) ซึ่งบ่งบอกถึงการเคลื่อนที่ของไอออนในÿารละลายĀรือüัÿดุ พบü่า 

AuE ที่ถูกปรับแต่งด้üย AEPS, AFB1-BSA, BSA และ AuNP-SPA-mAb มีขนาดของครึ่งüงกลมที่ค่อนข้าง

กü้าง ÿื่อถึงค่าคüามต้านทานการถ่ายโอนประจุ (Rct) ที่เพิ่มขึ้นเรื่อยๆ ตามลำดับ และ Rct ลดลงเล็กน้อย

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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Āลักจากการเติม IgG-HRP ซึ่งผลที่ได้จากทั้งÿองüิธีนี้ÿอดคล้องกัน ทำใĀ้ยืนยันได้ü่าประÿบคüามÿำเร็จใน

การผลิตไบโอเซนเซอร์ทางไฟฟ้าเคมี 

 

รูปที่ 2.5 (A) CV และ (B) EIS ของขั้นตอนการปรับปรุงพื้นผิüขั้üไฟฟ้า ภายใต้ 5 มิลลิโมลต่อลิตร 

K3[Fe(CN)6] ใน 0.1 โมลต่อลิตร KCl โดย (a) bare AuE, (b) AEPS/AuE, (c) AFB1-BSA/AEPS/AuE, 

(d) BSA/AFB1-BSA/AEPS/AuE, (e) AuNP-SPA-mAb/ BSA/AFB1-BSA/AEPS/AuE, และ  
(f) IgG-HRP/AuN [37] 
 
 ในงานüิจัยนี้ได้ใช้เทคนิค Differential Pulse Voltammetry (DPV) ในการตรüจüัด AFB1 ซึ่ง

เป็นเทคนิคที่พัฒนาจาก CV กระแÿที่เกิดขึ้นในขณะที่ýักย์ไฟฟ้าถูกเปลี่ยนแปลงเป็นขั้นๆ (pulse) โดยใน

แต่ละช่üงจะมีการเพิ่มýักย์ไฟฟ้าขึ้นทีละน้อยและüัดกระแÿที่เปลี่ยนแปลงระĀü่างจุดเริ่มต้นพัลÿ์และ

จุดÿิ้นÿุด ทำใĀ้ÿามารถตรüจüัดคüามต่างของกระแÿที่เกิดขึ้นได้ละเอียดและแม่นยำกü่า CV ภายใต้

ÿภาüะที่เĀมาะÿมÿำĀรับการตรüจüัด AFB1 ใĀ้ผลดังรูปที่ 2.6A กราฟ DPV แÿดงคüามÿัมพันธ์ระĀü่าง

กระแÿ (I) กับýักย์ไฟฟ้า (V) ซึ่งแÿดงพีคที่ÿัมพันธ์กับýักย์ไฟฟ้าที่เกิดปฏิกิริยารีดอกซ์ของÿาร ทำการ

ตรüจüัด AFB1 ในช่üงคüามเข้มข้น 10 ถึง 8000 พิโคกรัมต่อมิลลิลิตร พบü่าค่ากระแÿไฟฟ้าลดลงอย่าง

ต่อเนื่องตามคüามเข้มข้นที่เพิ่มขึ้นของ AFB1 เนื่องมาจากการขัดขüางไม่ใĀ้ IgG-HPR เข้าจับกับโพรบที่

ขั้üไฟฟ้าและยับยั้งการเกิดออกซิเดชันของไฮโดรคüิโนนÿ่งผลใĀ้เกิดการลดลงของÿัญญาณไฟฟ้าเคมี เมื่อ

นำค่ากระแÿไฟฟ้ามาพล็อตกับค่าลอการิทึมของคüามเข้มข้น AFB1 ในช่üง 10 ถึง 8000 พิโคกรัมต่อ

มิลลิลิตร โดยÿมการรีเกรÿชันเชิงเÿ้นคือ I = -1.0671 lgCAFB1 + 10.5859 และมีค่าÿัมประÿิทธิ์แÿดง

การตัดÿินใจ (R2) อยู่ที่ 0.9954 และขีดจำกัดต่ำÿุดการตรüจüัดอยู่ 2.2 พิโคกรัมต่อมิลลิลิตร (รูปที่ 2.6B) 

เมื่อทำการตรüจüิเคราะĀ์ในน้ำมันรำข้าüพบü่า ใĀ้ค่าร้อยละการคืนกลับของÿัญญาณอยู่ในช่üง 88.0 ถึง 

105.4% ซึ่งบ่งบอกถึงคüามประÿบคüามÿำเร็จในการÿร้างไบโอเซ็นเซอร์ทางไฟฟ้าเคมีÿำĀรับการ

ตรüจüัด AFB1 ในตัüอย่างจริง 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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รูปที่ 2.6 (A) DPV ของไบโอเซนเซอร์ไฟฟ้าเคมีที่พัฒนาขึน้ต่อคüามเข้มข้นต่างๆ ของ AFB1 ในช่üง 10 

ถึง 8000 พิโคกรัมต่อมิลลิลิตร (B) คüามÿมัพันธ์เชิงเÿ้นระĀü่างกระแÿไฟและค่าล็อกคüามเข้มข้นต่างๆ 

ของ AFB1 [37] 
  
 G. Kaur และคณะ [4] ได้ใช้üัÿดุนาโนÿองมิติผÿมโมลิบดีนัม-MOF (NH2-Mo-MOF) ร่üมกับ 

Ti3C2 ซึ่งเป็นüัÿดุนาโนÿองมิติที่มีคüามแข็งแรง ยืดĀยุ่นและพื้นที่ผิüÿูง โครงÿร้างÿองมิติทั้งÿองชนิดนี้

ช่üยเพิ่มประÿิทธิภาพในการพัฒนาแพลตฟอร์มการตรüจüัดทางไฟฟ้าเคมีที่มีคüามเÿถียรและคüามไüÿูง

มากขึ้น เนื่องจากเป็นüัÿดุที่มีพื้นที่ผิüÿูง นำไฟฟ้าได้ดีและเพิ่มคüามแข็งแรงในการขึ้นฟิล์ม จากรูปที่ 2.7 

แÿดงขั้นตอนการÿร้างไบโอเซ็นเซอร์ไฟฟ้าเคมี üัÿดุผÿม NH2-Mo-MOF/Ti3C2 ถูกนำมาปรับปรุงพื้นผิü

บนอิเล็กโทรดพิมพ์ÿกรีน (Screen-printed electrode: SPE) โดยการĀยดลงบนพื้นผิüอิเล็กโทรดและ

ปล่อยใĀ้แĀ้งข้ามคืน จากนั้นตรึงแอนติบอดี AFB1 บนผิüอิเล็กโทรดผ่านปฏิกิริยาไฮโดรไลซิÿระĀü่าง

Āมู่อะมิโนบนüัÿดุผÿมและĀมู่คาร์บอกซิลิกของแอนติบอดี และทำการบล็อกพื้นที่ü่างที่เĀลือของ

อิเล็กโทรดด้üยÿารละลาย BSA จากนั้นปริมาณของ AFB1 ในตัüอย่างÿามารถตรüจüัดได้ด้üยเทคนิค EIS  

 

รูปที่ 2.7 ขั้นตอนการÿร้างไบโอเซ็นเซอร์เชิงไฟฟ้าเคมีÿำĀรับการตรüจüัด AFB1 [4] 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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 ÿำĀรับการตรüจÿอบการปรับปรุงพื้นผิüของอิเล็กโทรด ได้ใช้  CV และ EIS ในการตรüจüัด 

ภายใต้ 10 มิลลิโมลต่อลิตร K3[Fe(CN)6] ใน 10 มิลลิโมลต่อลิตร PBS (pH 7.4) การตรüจüัดด้üย CV ดัง

รูปที่ 2.8A แÿดงใĀ้เĀ็นü่ากระแÿไฟฟ้าÿูงÿุดของอิเล็กโทรดเปล่าและอิเล็กโทรดที่ถูกปรับแต่งด้üย NH2–

Mo-MOF Ti3C2 และ NH2–Mo-MOF/Ti3C2 มีค่า 53.9, 81.3, 98.5, และ 126 ไมโครแอมป์ ตามลำดับ 

ซึ่งแÿดงใĀ้เĀ็นถึงการปรับปรุงประÿิทธิภาพของอิเล็กโทรดที่ÿามารถช่üยเพิ่มการถ่ายโอนอิเล็กตรอนบน

พื้นผิüได้ นอกจากนี้จากการüิเคราะĀ์ด้üยเทคนิค EIS (รูปที่ 2.8B) พบü่า Rct (คüามต้านทานการถ่ายโอน

ประจุ) ของอิเล็กโทรดเปล่าเท่ากับ 418 โอĀ์ม และเมื ่อปรับแต่งพื ้นผิüอิเล็กโทรดด้üย NH2-Mo-

MOF/Ti3C2 ค่า Rct ลดลงเĀลือ 110 โอĀ์ม แÿดงถึงอิเล็กโทรดที่ได้รับการปรับปรุงพื้นผิüนั้นมีค่าการ

ต้านทานไฟฟ้าที่ลดลงและยังÿามารถบ่งชี้ได้ü่ามีการเพิ่มขึ้นของการถ่ายโอนอิเล็กตรอนในการแพร่ของคู่

ÿารละลายรีดอกซ์ [Fe(CN)6]3–/4– อีกทั้งเมื่อมีการตรึงแอนติบอดีค่า Rct เพิ่มขึ้นÿูงถึง 1.75 กิโลโอĀ์ม เป็น

ผลมาจากการการบดบังการถ่ายโอนอิเล็กตรอนของโครงÿร้างโปรตีนขนาดใĀญ่และการผลักกันของประจุ

ลบของĀมู่คาร์บอกซิลิกในโครงÿร้างแอนติบอดีกับประจุลบของคู่รีดอกซ์ [Fe(CN)6]3–/4– ซึ่งแÿดงถึงการ

เกิดอิมมูโนคอมเพล็กซ์ระĀü่างพื้นผิüอิเล็กโทรดกับแอนติบอดี จากผล CV และ EIS บ่งช้ีถึงคüามÿำเร็จใน

การÿร้างไบโอเซ็นเซอร์เชิงไฟฟ้าเคม ีAb/NH2-Mo-MOF/Ti3C2/SPCE 

 
รูปที่ 2.8 (A) CV และ (B) EIS ที่ขั้นตอนการÿร้างไบโอเซ็นเซอร์ต่างๆ [4] 

 
 จากการüิเคราะĀ์ EIS (รูปที่ 2.9A) พบü่าขนาดเÿ้นผ่านýูนย์กลางของüงกึ่งüงกลมเพิ่มขึ้นตาม

คüามเข้มข้นของ AFB1 ที่เพิ่มขึ้น พฤติกรรมนี้บ่งบอกถึงการขัดขüางกระบüนการถ่ายโอนประจุ เนื่องจาก

การก่อตัüของอิมมูโนคอมเพล็กซ์ระĀü่างแอนติเจนและแอนติบอดีบนพื้นผิüของเซนเซอร ์üงจรÿมมูลแบบ

แรนเดิลล์เป็นĀนึ่งในแบบจำลองที่ใช้กันอย่างแพร่Āลายที่ÿุดในการคำนüณพารามิเตอร์ที่ÿำคัญจากข้อมูล 

EIS ซึ่ง Randles model อธิบายกลไกการถ่ายโอนอิเล็กตรอนและการเคลื่อนที่ของไอออนในÿารละลาย
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Āรือที่พื้นผิüขั้üไฟฟ้าได้อย่างละเอียด โดยมีองค์ประกอบĀลักๆ คือ คüามต้านทานของอิเล็กโทรไลต์Āรือ 

Rs ตัüเก็บประจุไฟฟ้าÿองชั้นĀรือ Cdl เกิดขึ้นที่รอยต่อระĀü่างผิüอิเล็กโทรดและเมมเบรนแลกเปลี่ยน

โปรตอนชั้นประจุเชิงคู่ (Double layer) ซึ่งชั้นประจุเชิงคู่นี้จะเปรียบเÿมือนที่เก็บประจุ คüามต้านทาน

การถ่ายโอนประจุĀรือ Rct เกิดขึ้นที่พื้นผิüของขั้üอิเล็กโทรดและอิมพีแดนซ์แบบüาเบิร์กĀรือ W เป็น

อิมพีแดนซ์ที่เกิดขึ้นที่คüามถี่ต่ำแÿดงถึงช้ันการแพร่ที่ไม่จำกัดขอบเขต ภายในรูปที่ 2.9A แÿดงüงจรÿมมูล

แบบแรนเดิลล์ที่ใช้ในงานüิจัยนี้โดยที่ Cdl ถูกเชื่อมต่อแบบขนานกับ Rct เพื่อแÿดงถึงองค์ประกอบของไบ

โอเซ็นเซอร์ เช่น โมเลกุลตัüเชื่อม, แอนติบอดี และแอนติเจน Cdl เกิดขึ้นที่อินเทอร์เฟซระĀü่างอิเล็กโทรด

และอิเล็กโทรไลต์ ซึ่งเกี่ยüข้องกับการถ่ายโอนประจุระĀü่างโมเลกุลของแอนติบอดีและÿารอิเล็กโทรไลต์ 

Āลังจากการฟิตกราฟเข้ากับüงจรนี้เพื่อคำนüณค่า Rct ที่ได้จาก AFB1 ที่คüามเข้มข้นต่างๆ ÿมการเÿ้น

ตรงที่ใช้การüิเคราะĀ์รีเกรÿชันแบบÿี่พารามิเตอร์ (Four-Parameter Logistic Āรือ 4 PL) ดังแÿดงในรูป

ที่ 2.9B พบü่าผลการทดลองมีคüามÿอดคล้องกันดี (R2 = 0.9993) ระĀü่างค่า Rct และคüามเข้มข้นของ 

AFB1 ในช่üง 0.06–50 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร โดยมีขีดจำกัดการตรüจüัดต่ำÿุด (LOD) อยู่ที่ 8 พิโคกรัม

ต่อมิลลิลิตร และตรüจüิเคราะĀ์ตัüอย่างถั่üพิÿตาชิโอ พบü่ามีค่าร้อยละการคืนกลับอยู่ในช่üง 97.2-111.0 

จึงÿรุปได้ü่าไบโอเซ็นเซอร์เชิงไฟฟ้าเคม ีNH2-Mo-MOF/Ti3C2/SPCE ÿามารถใช้งานได้จริง 

 
รูปที่ 2.9 (A) EIS การตอบÿนองทางไฟฟ้าเคมีของไบโอเซ็นเซอร์ NH2-Mo-MOF/Ti3C2/SPCE ต่อ AFB1 

ที่คüามเข้มข้น ในช่üง 0.06 ถึง 50 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร และ (B) ÿมการเÿ้นตรงที่ใช้การüิเคราะĀ์รีเกรÿ

ชันแบบÿี่พารามิเตอร์ระĀü่างค่า Rct และคüามเข้มข้นของ AFB1 [4] 
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 2.2.3 การตรüจüัดด้üย ELIZA 

ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) คือเทคนิคที่ใช้ในการตรüจüัดÿารชีü

โมเลกุลต่างๆ โดยใช้แอนติบอดีและเอนไซม์เพื่อÿร้างÿัญญาณที่ÿามารถüัดได้ ซึ่งมักใช้ในการตรüจจับ

โปรตีน แอนติเจน Āรือแอนติบอดีในตัüอย่างชีüภาพ เช่น เลือด ซีรัม Āรือน้ำลาย 
M. Eslami และคณะ [38] ทำการตรüจüัด AFB1 ในตัüอย่างโดยใช้üิธีการแข่งขันทางอิมมูโน

เอนไซม์ (competitive enzyme immunoassay) โดยใช้ชุดทดÿอบ RIDASCREEN Aflatoxin B1 

30/15 (รĀัÿÿินค้า: R1211, R-Biopharm, Darmstadt, Germany) ขั้นตอนการเตรียมตัüอย่าง ข้าü 5 

กรัม ผÿมกับÿารละลายเมทานอล : น้ำ (70:30 โดยปริมาตร) ปริมาตร 25 มิลลิลิตร จากนั้นทำการเขย่า

เป็นเüลา 3 นาที และกรองÿารละลายที่ได้ผ่านกระดาþกรอง และเจือจางด้üยน้ำกลั่นในอัตราÿ่üน 1:1 

ÿุดท้ายปิเปตÿารละลายปริมาตร 50 ไมโครลิตรใÿ่ในแต่ละĀลุมของไมโครไทเทอร์เพลต 
ÿำĀรับขั้นตอนการüิเคราะĀ์ด้üย ELISA ทำการเติมÿารละลายตัüอย่างปริมาตร 50 ไมโครลิตร

ลงในแต่ละĀลุมของไมโครไทเทอร์เพลต จากนั้นเติมÿารเอนไซม์คอนจูเกต 50 ไมโครลิตร และÿารละลาย

แอนติบอดี AFB1 50 ไมโครลิตรลงในแต่ละĀลุม ทำการผÿมด้üยการเขย่าเบาๆและทิ้งไü้ใĀ้ทำปฏิกิริยา

เป็นเüลา 30 นาทีที่อุณĀภูมิĀ้อง (20-25°C) Āลังจากนั้น ทำการล้างĀลุมด้üยÿารละลายบัฟเฟอร์ 250 

ไมโครลิตร จำนüน 2 ครั้ง จากนั้นเติมÿารละลายซับÿเตรท/โครโมเจน 100 ไมโครลิตรลงในแต่ละĀลุม 

ผÿมและทิ้งไü้ในที่มืดเป็นเüลา 15 นาทีที่อุณĀภูมิĀ้อง ÿุดท้ายเติมÿารละลายĀยุดปฏิกิริยา (1 นอร์มอล 

H2SO4) ปริมาตร 100 ไมโครลิตรลงในแต่ละĀลุม แล้üüัดค่าการดูดกลืนแÿงที่คüามยาüคลื่น 450 นาโน

เมตรด้üยเครื่องอ่าน ELISA โดยทำการüิเคราะĀ์ทั้งĀมดÿองซ้ำ 
จากผลการüิเคราะĀ์ พบü่า AFB1 มีการปนเปื้อนอยู่ตัüอย่างข้าüทั้งĀมด โดยมีคüามเข้มข้น

ในช่üง 0.29 ถึง 2.92 มิลลิกรัม/กิโลกรัม อย่างไรก็ตาม มี 25 ตัüอย่างจาก 40 ตัüอย่างที่มีปริมาณ AFB1 

เกินค่ามาตรฐานÿูงÿุดที่กำĀนดโดยÿĀภาพยุโรป คือ 2 มิลลิกรัม/กิโลกรัม และไม่มีตัüอย่างใดที่มีปริมาณ 

AFB1 ÿูงถึง 5 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ซึ ่งเป็นขีดจำกัดÿูงÿุดตามข้อกำĀนดของÿถาบันมาตรฐานและ

อุตÿาĀกรรมแĀ่งอิĀร่าน (ISIRI) ÿำĀรับ AFB1 
Y. Zhang และคณะ [39] ได้ใช้เทคนิค Tyramine Signal Amplification (TSA) เพื่อเพิ่มคüาม

ไüในการตรüจจับ AFB1 ในตัüอย่างน้ำมันประกอบอาĀารด้üยüิธ ีELISA จากรูปที่ 2.10 แÿดงขั้นตอนการ

เตรียม TSA-ELISA โดยเริ่มจากการเคลือบแอนติเจน AFB1 บนไมโครเพลต (100 ไมโครลิตร/Āลุม ใน

ÿารละลายบัฟเฟอร์คาร์บอเนต) ทิ้งไü้ข้ามคืนที่อุณĀภูมิ 4°C จากนั้นล้างไมโครเพลตด้üยÿารละลาย

บัฟเฟอร์ฟอÿเฟตที่มี Tween-20 0.05% จำนüน 5 ครั้ง แล้üทำการบล็อกĀลุมด้üยโอüาลบูมิน 1% ใน 

PBS (200 ไมโครลิตร/Āลุม) ที ่อุณĀภูมิ 37°C เป็นเüลา 45 นาที Āลังจากนั้นเติมตัüอย่างĀรือÿาร

มาตรฐานของ AFB1 ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงในĀลุมพร้อมกับแอนติบอดี (McAb) (50 ไมโครลิตร/
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Āลุม) แล้üทำการบ่มเป็นเüลา 1 ชั่üโมงที่ 37°C จากนั้นล้างĀลุมและเติมเอนไซม์ GAM-IgG-HRP (100 

ไมโครลิตร/Āลุม) ลงไปและบ่มอีก 1 ชั่üโมงที่อุณĀภูมิ 37°C Āลังจากนั้น ทำการล้างอีกครั้งและเติมÿาร 

tyramine (T-B solution) (100 ไมโครลิตร/Āลุม) ลงไปเพ่ือขยายÿัญญาณการตรüจüัดและบ่มต่ออีกเป็น

เüลา 15 นาทีที่อุณĀภูมิ 37°C และüัดค่าการดูดกลืนแÿง 

 

รูปที่ 2.10 ขั้นตอนการเตรียม TSA-ELISA ÿำĀรับ AFB1 [39] 
 

 ÿำĀรับการเตรียมตัüอย่างน้ำมันที่ใช้ทดÿอบ โดยใช้น้ำมัน 5 กรัมทำการเติม AFB1 ที่คüาม

เข้มข้น 1, 2, 5, และ 10 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร และเก็บไü้ที่อุณĀภูมิĀ้องเป็นเüลา 2 ชั่üโมง จากนั้นเติม

ÿารละลายผÿมเมทานอล: PBS 20 มิลลิลิตร (อัตราÿ่üน 3: 2 โดยปริมาตร) และเฮกเซน 20 มิลลิลิตร 

และเขย่าด้üยเครื่องüอร์เท็กซ์เป็นเüลา 20 นาที ตั้งทิ้งไü้ 30 นาที Āลังจากนั้นทำการกรองÿารละลายและ

เจือจางก่อนนำไปüิเคราะĀ์ด้üยเทคนิค TSA-ELISA 
กราฟมาตรฐานของ AFB1 (รูปที่ 2.11) ถูกÿร้างขึ้นภายใต้ÿภาüะการตรüจüัดที่เĀมาะÿม โดย

กราฟแÿดงคüามÿัมพันธ์ระĀü่างเปอร์เซ็นต์การจับ (%B/B0) และลอการิทึมของคüามเข้มข้น AFB1  
üิธี ELISA แบบปกติÿำĀรับการตรüจจับ AFB1 แÿดงค่า IC50 ที่ 0.245 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร, LOD ที่ 

0.044 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร และช่üงคüามเป็นเÿ้นตรง ( IC10-IC90) ที่ 0.044–1.35 นาโนกรัมต่อ

มิลลิลิตร ในขณะที่ TSA-ELISA ใĀ้คüามละเอียดÿูงกü่า โดยมีค่า LOD, IC50 และช่üงคüามเป็นเÿ้นตรงที่ 

0.004, 0.039, และ 0.004–0.414 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลำดับ การทดÿอบการคืนกลับในตัüอย่าง

น้ำมันที่มีการเติม AFB1 ใĀ้ค่าการคืนกลับอยู่ในช่üง 81.4% ถึง 118.8% โดยมีค่า RSD อยู่ระĀü่าง 3.8% 

ถึง 9.0%  
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รูปที่ 2.11 กราฟมาตรฐานเปรียบเทียบการตรüจüัด AFB1 ด้üยเทคนิค TSA-ELISA และ ELISA [39] 

 
 การเปรียบเทียบüิธีการต่างๆในการตรüจüัด AFB1 เช่น HPLC-FLD, การตรüจüัดเชิงÿี, การ

ตรüจüัดการเรืองแÿง, ELISA และการตรüจüัดทางไฟฟ้าเคมี ดังแÿดงในตารางที่ 2.2 ซึ่งในตารางดังกล่าü

ได้รüบรüมüิธีต่างๆ มาเปรียบเทียบในกันในเรื่องของการพัฒนาเทคนิคการตรüจüัด ตัüอย่างที่ýึกþา ช่üง

คüามเข้มข้นของ AFB1 ในการตรüจüัด ค่าขีดจำกัดต่ำÿุดและค่าร้อยละการคืนกลับ จากการรüบรüม

พบü่าเทคนิคทางไฟฟ้าเคมีมีคüามละเอียดในการตรüจüัดÿูงที่ÿุด โดยมีขีดจำกัดการตรüจüัดในระดับพโิค

กรัมต่อมิลลิลิตร และใĀ้ค่าร้อยละการคืนกลับที่ดี ดังนั้นเทคนิคการตรüจüัดทางไฟฟ้าเคมีÿำĀรับ AFB1 

จึงเป็นที่น่าÿนใจในการพัฒนาต่อไป  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ 2.2 üิธีการตรüจüัด AFB1 ด้üยเทคนิคต่างๆ 

Method Modification Sample Linear range 

(ng/mL) 
LODs 

(ng/mL) 
Recovery 

(%) 
Ref 

HPLC-FLD Sample preparation: matrix 

solid-phase dispersion (MSPD) 
Chili powder, sesame and 

bean 
0.5˗10 0.250 88.0˗95.0 [40] 

Colorimetric Based on AuNPs Ten different kinds of 

miscellaneous beans 
0.2˗8.0 0.08 87.2˗110.2 [41] 

Fluorescent  based on AuNPs assisted CuNCs Cereals and peanuts 0.02˗20 0.69 93.4˗106.2

  
[42] 

ELIZA - Corn, peanuts, pistachio, 

and soybeans 
4.2˗99.9 4.20 70.8˗121.8 [43] 

ELIZA - Rice 0.1˗10 0.62 94.0˗113.0 [44] 
Electrochemistry AuNPs/ZIF-8 modified GCE Corn oil and peanut oil 1.0 × 10-2 ˗ 

1.0 × 102 
1.80 × 10-3 93.5˗106.9 [45] 

Electrochemistry Molybdenum disulfide-Au 

nanobipyramids (MoS2-AuNBPs) 

modified GCE 

Rice and wheat 1.0 x 10-3 ˗ 80.0 5.00 × 10−4 94.4˗106.5 [46] 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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แม้ ELISA จะเป็นüิธีที่นิยมใช้ในการตรüจüัดÿารก่อมะเร็งแต่ก็มีข้อเÿียที่คüรพิจารณา ดังนี ้
1. ใช้เüลานาน: ELISA มักใช้เüลาĀลายชั่üโมง เนื่องจากมีขั้นตอนĀลายขั้นตอน เช่น ระยะเüลาการ

บ่มแอนติเจน, แอนติบอดีĀรือÿารอื่นๆที่เกี่ยüข้อง จำเป็นต้องการล้างĀลายรอบเพื่อลดการ

ปนเป้ือน ทำใĀ้ไม่เĀมาะÿำĀรับการตรüจüัดที่ต้องการผลลัพธ์ในทันที 
2. คüามซับซ้อนในการเตรียมÿารตัüอย่าง: การเตรียมตัüอย่างที่ซับซ้อนและต้องการการคüบคุม

อย่างเข้มงüดในเรื่องของÿภาüะต่างๆ เช่น ค่า pH Āรือคüามเข้มข้นของÿารละลาย อาจÿ่งผลใĀ้

เกิดคüามคลาดเคลื่อนĀากไม่มีการปฏิบัติตามขั้นตอนอย่างถูกต้อง 
3. ค่าใช้จ่ายÿูง: แม้ü่า ELISA จะเป็นüิธีที่มีคüามแม่นยำ แต่ค่าใช้จ่ายในการใช้งานก็ÿูง เนื่องจาก

ต้องใช้แอนติบอดีเฉพาะ แผ่นไมโครเพลต และเครื่องมือüิเคราะĀ์ที่มีราคาแพง 
4. การรบกüนจากปัจจัยภายนอก: ÿัญญาณที่เกิดจาก ELISA อาจถูกรบกüนจากปัจจัยภายนอก 

เช่น ÿารปนเปื้อนในตัüอย่าง, ค่าแÿงที่ไม่เÿถียร Āรือปฏิกิริยาข้าม (cross-reactivity) ระĀü่าง

แอนติเจนและแอนติบอดีที่คล้ายกัน 
 
ในขณะเดียüกันแอปตาเมอร์ (Aptamer, Apt) กลับเป็นที่ÿนใจมากขึ้นในĀลายปีที่ผ่าน แอปตา

เมอร์เป็นÿายเด่ียüของกรดนิüคลีอิก (DNA Āรือ RNA) ที่มีจำนüนเบÿอยู่ในช่üง 20-90 ลำดับนิüคลีโอไทด์ 

และมีโครงÿร้างÿามมิติที่จำเพาะเจาะจง ทำใĀ้ÿามารถจับกับโมเลกุลเป้าĀมายได้ด้üยคüามแม่นยำÿูง จึง

ถูกนำมาÿร้างเป็นแอปตาเซ็นเซอร์ที่มีคüามÿามารถคล้ายกับอิมมูโนเซ็นเซอร์ที่ใช้แอนติบอดี แอปตาเมอร์

ได้ถูกใช้มากขึ้นเนื่องมาจากข้อได้เปรียบĀลายประการ เช่น 
1. ไม่จำเป็นต้องÿร้างภูมิคุ้มกันในÿัตü์ เนื่องจาก Apt ÿามารถÿังเคราะĀ์ได ้
2. มีต้นทุนการผลิตที่ต่ำกü่า 
3. มีเÿถียรภาพทางเคมีและคüามร้อนที่ดีกü่า 
4. มีคüามÿามารถในการผลิตซ้ำได้ÿูงกü่า 
5. ขนาดเล็กลง ทำใĀ้มีคüามÿามารถในการแทรกซึมเนื้อเยือ่และยึดเกาะกับโมเลกุลเป้าĀมายได้ดี 
6. ÿามารถปรับโครงÿร้างได ้
7. มีคüามเป็นพิþต่ำและก่อใĀ้เกิดการตอบÿนองภูมิคุ้มกันน้อย 
8. ไม่ไüต่อการเÿื่อมÿภาพในÿภาüะที่มีตัüทำละลายที่ใช้บ่อยในการÿกัดÿารก่อมะเร็ง 

ถึงแม้ü่าจะมีข้อดีมากมาย แต่จำนüน Apt ที่ถูกค้นพบเพื่อใช้ตรüจüัด AFs ยังมีอยู่อย่างจำกัด ใน

ปัจจุบัน ม ีApt ที่พัฒนามาÿำĀรับการตรüจจับ AFB1 ได้แก ่
5′- GTT GGG CAC GTG TTG TCT CTC TGT GTC TCG TGC CCT TCG CTA GGC CCA CA -3’ 
5′- TGG GGT TTT GGT GGC GGG TGG TGT ACG GGC GAG GG -3’ 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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5′- GAT CGG GTC TGG GTG GCG TAA AGG GAG CAT CGG ACA -3’ 
5′- GCA CGT GTT GTC TCT CTG TGT CTC GTG C -3’ [1] 
 

งานüิจัยในช่üงĀลายปีที่ผ่านมาได้พัฒนาเซ็นเซอร์เพื่อการตรüจจับ AFB1 โดยใช้ลำดับ Apt 

ตามที่กล่าüมาข้างต้น และในĀลายงานüิจัยได้ใช้ร่üมกับüัÿดุนาโน (เช่น อนุภาคนาโนโลĀะ GO RGO Āรือ

อนุภาคนาโนคอมโพÿิต) ในการปรับปรุงพื้นผิüอิเล็กโทรดเพื่อเพิ่มคüามÿามารถในการตรüจจับÿาร

ตัüอย่างที่มีคüามเฉพาะเจาะจงมากยิ่งขึ้น 
 
2.3 üัÿดุนาโน (Nanomaterials) 
 นาโนเทคโนโลยี เป็นการýึกþาที่เกี่ยüข้องกับอนุภาคขนาดนาโนตั้งแต่ 1 ถึง 100 นาโนเมตร เมื่อ

พิจารณาถึงÿมบัติของÿÿารที ่ถูกย่อขนาดลงไปจนถึงระดับĀนึ ่ง จะพบü่าÿมบัติของÿÿารนั ้นเริ่ม

เปลี่ยนแปลงไป โดยเฉพาะเมื่อขนาดของÿÿารอยู่ในระดับนาโนเมตร (น้อยกü่า 100 นาโนเมตร) ÿมบัติ

ของÿÿารจะไม่เĀมือนเดิมอีกต่อไป ตัüอย่างเช่น เมื่อÿÿารถูกลดขนาดจาก 1x1x1 ลูกบาýก์เมตร เป็น 

1x1x1 ลูกบาýก์มิลลิเมตร ÿมบัติของÿÿารอาจยังคงไม่เปลี่ยนแปลงมากนัก แต่เมื่อถูกย่อขนาดลงไปถึง 

1x1x1 ลูกบาýก์นาโนเมตร ซึ่งเป็นระดับนาโน ÿมบัติของÿÿารจะเปลี่ยนไปอย่ างชัดเจน เĀตุการณ์นี้

เกิดขึ ้นเนื ่องจากผลกระทบทางคüอนตัม (quantum effects) ซึ่งทำใĀ้เกิดการเปลี่ยนแปลงคüาม

Āนาแน่นของÿถานะของÿÿาร รüมถึงการเพิ่มอัตราÿ่üนพื้นที่ผิüต่อปริมาตรอย่างมĀาýาล ซึ่งÿ่งผลต่อ

ÿมบัติของÿÿารในĀลายๆ ด้าน เช่น การนำไฟฟ้า จุดĀลอมเĀลü และÿมบัติทางแม่เĀล็ก ปัจจุบันอนุภาค

นาโนได้รับบคüามÿนใจในการใช้งานในÿาขาต่างๆ เช่น ชีüüิทยาระดับโมเลกุล ฟิÿิกÿ์ เคมีอินทรีย์และอนิ

นทรีย์ การแพทย์ และüิทยาýาÿตร์üัÿดุ เป็นต้น [47] โดยอนุภาคนาโนถูกจัดอยู่ในระบบมิติต่ำ (Low-

dimensional system: LDSs) ที่มีการแบ่งออกเป็น ýูนย์มิติ Āนึ่งมิติและÿองมิติ  
1) üัÿดุนาโนýูนย์มิติ (Zero dimension: 0D) คือüัÿดุที่มีขนาดต่ำกü่า 100 นาโนเมตรทั้ง 3 

มิติ เป็นüัÿดุที่มีโครงÿร้างเป็นทรงกลม เช่น อนุภาคนาโนโลĀะ อย่างทองคำและเงิน อนุภาค

กึ่งตัüนำ เช่น คüอนตัมดอท และอนุภาคออกไซด์ เช่น ไททาเนียมไดออกไซด์ 
2) üัÿดุนาโนĀนึ่งมิติ (One dimension: 1D) คือüัÿดุที่มีĀนึ่งมิติที่มีขนาดมากกü่า 100 นาโน

เมตร ตัüอย่างได้แก่ nanowires, nanotubes และ nanorods เช่น ท่อนาโนคาร์บอน 

(carbon nanotubes), เÿ้นลüดนาโนซิลิคอน (silicon nanowires) และเÿ้นใยนาโนซิงก์

ออกไซด์ (zinc oxide nanorods) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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3) üัÿดุนาโนÿองมิติ (Two dimension: 2D) คือüัÿดุที่มีÿองมิติที่มีขนาดมากกü่า 100 นาโน

เมตร เช่น แผ่นฟิล์มบาง (Thin films), แผ่นกราฟีน (Graphene) และโมลิบดีนัมไดซัลไฟด์ 

(MoS2) 
นอกจากนี้ üัÿดุนาโนยังÿามารถแบ่งตามÿมบัติทางไฟฟ้า เช่น เป็นฉนüนไฟฟ้า กึ่งตัüนำ และ

โลĀะนำไฟฟ้า üัÿดุนาโนฉนüนไฟฟ้า เช่น ไททาเนียมไดออกไซด์ ซิงก์ออกไซด์ และอะลูมิเนียมออกไซด์ ไม่

ÿามารถนำไฟฟ้าได้เนื่องจากมีช่องü่างพลังงาน (band gap) ที่กü้าง üัÿดุเĀล่านี้จึงถูกนำไปใช้ในงาน

ĀลากĀลาย เช่น ตัüเร่งปฏิกิริยา การเก็บพลังงาน และการบำบัดÿิ่งแüดล้อม 

 

รูปที่ 2.12 โครงÿร้างทั่üไปÿำĀรับการจำแนกประเภทแต่ละมิติ [47] 
 

การลดขนาดของอนุภาคจนถึงระดับนาโนÿ่งผลใĀ้อนุภาคมีอัตราÿ่üนระĀü่างพื้นที่ผิüต่อปริมาตร

ÿูงเมื่อเปรียบเทียบกับüัÿดุชนิดเดียüกันที่มีขนาดใĀญ่กü่า ทำใĀ้มีจำนüนอะตอมที่อยู่บริเüณผิüĀน้าÿูง

ÿ่งผลใĀ้มีคุณÿมบัติที่โดดเด่น เช่น การเร่งการเกิดปฏิกิริยาทางเคมีบนพื้นผิü คüามÿามารถในการนำ

ไฟฟ้า คüามต้านทานการกัดกร่อน รüมถึงเอกลักþณ์ทางแÿง ตัüอย่างโลĀะที่นิยมนำมาใช้ในรูปของ

อนุภาคนาโน ได้แก่ ทองคำ (Au), แพลทินัม (Pt), เงิน (Ag) และโลĀะผÿมอื่นๆ  
 

 2.3.1 การÿังเคราะĀ์อนุภาคนาโนโลĀะ 

 มีüิธีที่ĀลากĀลายในการÿังเคราะĀ์อนุภาคนาโนโลĀะ ซึ่งÿามารถแบ่งออกเป็น 2 ประเภทĀลัก 

ได้แก่ üิธีการÿังเคราะĀ์จากใĀญ่ไปเล็ก (Top-down) และüิธีจากเล็กไปใĀญ่ (Bottom-up) ดังแÿดงใน

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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รูปที่ 2.13 คüามแตกต่างระĀü่างทั้งÿองüิธีคือüัÿดุเริ่มต้นในการเตรียมอนุภาคระดับนาโน üัÿดุขนาดใĀญ่

ใช้เป็นüัÿดุเริ่มต้นในüิธีการจากใĀญ่ไปเล็ก ขนาดของอนุภาคจะถูกทำใĀ้เล็กลงจนถึงระดับนาโนโดย

กระบüนการทางกายภาพและเคมี ในขณะที่üิธีการจากเล็กไปใĀญ่จะใช้อะตอมĀรือโมเลกุลเป็นüัÿ ดุ

เริ่มต้นทำใĀ้เกิดการรüมตัüกันเป็นคลัตเตอร์และอนุภาคระดับนาโน [48] 

 
รูปที่ 2.13 ภาพรüมของüิธีการÿังเคราะĀ์อนุภาคนาโนแบบใĀญ่ไปเล็กและเล็กไปใĀญ่ [49] 

 
   1. การÿังเคราะĀ์จากใĀญ่ไปเล็ก (Top-down) 
   üิธีนี้เป็นการทำใĀ้üัÿดุขนาดใĀญ่เปลี่ยนแปลงเป็นอนุภาคขนาดนาโน โดยกระบüนการ

ตัด แบ่ง แยก กัดกร่อนĀรือย่อยลงไปเรื่อย ๆ จนกระทั้งได้โครงÿร้างที่อยู่ในระดับนาโน ซึ่งการเตรียม

อนุภาคขนาดนาโนนั้นขึ้นอยู่กับขนาดของüัÿดุเริ่มต้นและกระบüนการทางกายภาพĀรือเคมีที่แตกต่างกัน 

[50] ยกตัüอย่างเช่น การแกะÿลักĀรือการบดย่อยüัตถุต่างๆ จากที่มีขนาดใĀญ่ใĀ้เล็กลงซึ่งเป็นüิธีที่

ÿามารถพบเĀ็นได้ในชีüิตประจำüัน Āรือการใช้ปฏิกิริยาเคมีเชิงกล üิธีการÿังเคราะĀ์ทางเคมีเชิงกลนั้น

เกี่ยüข้องกับการใĀ้แรงเชิงกลซ้ำๆ ÿ่งผลใĀ้อนุภาคเกิดการเÿียรูป การแตกของÿ่üนผÿมและการเชื่อมกัน

ของÿารตั้งต้น [51] 
   T. Iwasaki และคณะ [52] ได้นำüิธีการใช้ปฏิกิริยาเคมีเชิงกลร่üมกับการตกตะกอนร่üม

ในการÿังเคราะĀ์อนุภาคนาโนแม่เĀล็ก Fe3O4 โดยการÿังเคราะĀ์เริ่มจากละลาย 1.5 มิลลิโมลของเฟอร์

รัÿซัลเฟตและ 3.0 มิลลิโมลของเฟอริกคลอไรด์ในการกลั่น 60 มิลลิลิตร จากนั้นเติมÿารละลายโซเดียมไฮ

ดรอกไซด์ 30 มิลลิลิตร อัตราการเติมอยู่ที่ 3.0 มิลลิลิตรต่อนาที ÿารละลายดังกล่าüถูกปั่นกüนด้üยเครื่อง

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ปั่นกüนแม่เĀล็กภายใต้แก๊ÿอาร์กอนเพื่อใĀ้เกิดการตกตะกอนอย่างÿม่ำเÿมอ ระĀü่างการเตรียมÿาร

แขüนลอย อุณĀภูมิถูกคüบคุมใĀ้ต่ำกü่า 5°C เพื่อป้องกันการเกิดเฟอร์รัÿไฮดรอกไซด์และเกอไทต์ (α-

FeOOH) ÿารแขüนลอยที่เตรียมได้ถูกเทลงในภาชนะÿแตนเลÿที่มีเÿ้นผ่านýูนย์กลาง 90 มิลลิเมตร  
คüามจุ 500 มิลลิลิตร โดยมีลูกบอลÿแตนเลÿขนาด 3.2 มิลลิเมตร ใช้ÿำĀรับการบด ภาชนะถูกปิดผนึก

และĀมุนที่คüามเร็ü 35 รอบต่อนาที ภายใต้อุณĀภูมิภายในที่ 2°C Āลังจากการบด ตะกอนถูกล้างด้üยน้ำ

กลั่นและปั่นแยกด้üยคüามเร็ü 3000 รอบต่อนาที กระบüนการล้างถูกทำซ้ำ 3 ครั้ง จากนั้นทำใĀ้แĀ้งใน

ÿุญญากาýที่อุณĀภูมิ 30°C เป็นเüลา 5 ชั่üโมง ตะกอนที่ได้นำไปตรüจเอกลักþณ์ด้üย XRD ดังรูปที่ 2.14 

เปรียบเทียบเอกลักþณ์ทางผลึกของอนุภาคของก่อนและĀลังการบด พบü่าĀลังจากการเพิ่มเüลาบด α-

FeOOH ค่อยๆĀายไป และเกิดเฟÿของ Fe3O4 เพิ่มขึ้น และผลการüิเคราะĀ์ EDS ยังแÿดงใĀ้เĀ็นü่า

ÿัดÿ่üนอะตอมของเĀล็กและออกซิเจนในตัüอย่างใกล้เคียงกับค่าทางทฤþฎีของ Fe3O4  
 

 
รูปที่ 2.14 รูปแบบ XRD ของผลึกอนุภาคนาโนแม่เĀล็ก Fe3O4 (a) ก่อนและĀลังทำการบด (b) 6 และ 

(c) 9 ชั่üโมง และเอกลักþณ์ผลึกมาตรฐานของ magnetite (ASTM card #11-614) และ goethite 

(ASTM card #3-249) [52] 
 
   นอกจากนี้ การüิเคราะĀ์ SEM แÿดงดังรูปที่ 2.15 ใĀ้เĀ็นü่าอนุภาคมีขนาดประมาณ 10 

นาโนเมตร ซึ่งใกล้เคียงกับค่าที่คำนüณได้จากÿูตรของ Scherrer ที่ 10.2 นาโนเมตร ÿิ่งนี้แÿดงใĀ้เĀ็นü่า

อนุภาคนาโน Fe3O4 ที่มีคüามเป็นผลึกÿูงÿามารถÿังเคราะĀ์ได้โดยไม่ต้องใช้คüามร้อน  ถึงแม้ü่าจะเป็น

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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กระบüนการที่ง่ายในการÿังเคราะĀ์อนุภาคระดับนาโน แต่คüรคำนึงในเรื่องของการปนเปื้อนที่มาจาก

กระบüนการบดรüมถึงระยะเüลาที่ยาüนานĀากต้องการขนาดอนุภาคที่เล็กกü่า 20 นาโนเมตร [53] 

 
รูปที่ 2.15 รูปภาพ SEM ของอนุภาคนาโนแม่เĀล็ก Fe3O4 ที่ทำการบดเป็นเüลา 12 ชั่üโมง [52] 

 
   2. การÿังเคราะĀ์จากเล็กไปใĀญ่ (Bottom-up) 
   การÿังเคราะĀ์อนุภาคนาโนโดยใช้üิธีจากเล็กไปใĀญ่นั้นเกี่ยüกับการรüมตัüของอะตอม 

โมเลกุล Āรืออนุภาคขนาดเล็ก ในüิธีนี้ÿ่üนประกอบที่เป็นโครงÿร้างนาโนของอนุภาคนาโนจะก่อตัüขึ้น

ก่อนแล้üจึงประกอบเข้าด้üยกันและเป็นอนุภาคนาโนขั้นÿุดท้าย  โดยüิธีที่นิยมคือการใช้กระบüนการ

รีดักชันทางเคมี ซึ่งจะเกิดปฏิกิริยาĀลัก 2 ขั้นตอนคือ 
1) การใช้ÿารรีดิüซ์ เช่น โบโรไฮไดรด์ กรดแÿคอร์บิก กรดซิตริก ออกซาลิก โพลีออล 

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์และซัลไฟต์ เป็นต้น ÿารเĀล่านี้ÿามารถใĀ้อิเล็กตรอนเพื่อรีดิüซ์ไอออนของโลĀะ

ใĀ้กลายเป็นโลĀะที่มีเลขออกซิเดชันเป็นýูนย์ ดังแÿดงในÿมการที่ (2.1) การกลไกเกิดรีดักชันของ โลĀะ

ด้üยกรดแอÿคอร์บิก โดยเริ่มจากกรดแอÿคอร์บิก (C6H8O6) เกิดการออกซิเดชันไปอยู่ในรูปของกรดดี

ไฮโดรแอÿคอร์บิก (C6H6O6) ซึ่งมีการĀลุดออกของโปรตรอนและอิเล็กตรอน ต่อมาเมื่อในระบบมีไอออน

โลĀะ (M+) ไอออนดังกล่าüจะเกิดการรับอิเล็กตรอนĀรือถูกรีดิüซ์ไปเป็นโลĀะประจุýนูย์ (M0) [54] 
 

 C6H8O6  ↔   C6H6O6
      + 2H+   +  2e-  

   M+      +     e- → M0   (2.1) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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2) การใช้ÿารรักเÿถียรภาพ เช่น ไตรโซเดียมซิเตรตไดไฮเดรต ลิแกนด์ซัลเฟอร์ ลิแกนด์

ฟอÿฟอรัÿ โพลิเมอร์ ÿารลดแรงตึงผิü (เช่น เซทิลไตรเมทิลแอมโมเนียมโบรไมด์ CTAB) เป็นต้น [55] ซึ่ง

ÿารเĀล่านี้ช่üยใĀ้อนุภาคนาโนเพิ่มแรงผลักระĀü่างอนุภาค เช่นเพิ่มประจุบนพื้นผิüĀรือผลของคüาม

เกะกะÿ่งผลอนุภาคนาโนโลĀะมีเÿถียรภาพมากขึ้น มีการกระจายตัüในตัüกลางที่ดีขึ้นและลดการรüมตัü

กันจนตกตะกอน [56] 
 
 2.3.2 อนุภาคนาโนโลĀะ (Metal nanoparticles) 

 โลĀะมีตระกูล เช่น ทองคำ เงินและแพลทินัม นิยมนำมาÿังเคราะĀ์เป็นอนุภาคนาโนเนื่องจาก

อนุภาคนาโนดังกล่าüไม่เป็นพิþต่อมนุþย์ และยังมีคุณÿมบัติที่โดดเด่นซึ่งมีประโยชน์ในการเร่งปฏิกิริยา 

การใช้งานในรูปแบบคอมโพÿิตและใช้งานในรูปแบบเซ็นเซอร์ การเลือกüิธีการÿังเคราะĀ์อนุภาคนาโน

โลĀะมีคüามÿำคัญอย่างมาก เนื่องจากในกระบüนการภายในการÿังเคราะĀ์ต่างๆ เช่น จลนพลýาÿตร์ของ

ปฏิกิริยาระĀü่างไอออนของโลĀะกับÿารรีดิüซ์ กระบüนการดูดซับของÿารรักþาเÿถียรภาพกับอนุภาคนา

โนโลĀะ และเทคนิคการÿังเคราะĀ์ต่างๆ ล้üนÿ่งผลอย่างมากต่อÿัณฐานüิทยา (โครงÿร้างและขนาด) 

คüามเÿถียร และคุณÿมบัติทางเคมีฟิÿิกÿ์ üิธีที่ใช้กันอย่างแพร่ĀลายในการÿังเคราะĀ์อนุภาคนาโนคือ  

üิธีการรีดักชันทางเคมีĀนึ่งในการÿังเคราะĀ์แบบ Bottom-up ซึ่งเป็นการใช้ÿารรีดิüซ์เพื่อเปลี่ยนÿถานะ

ของไอออนโลĀะเป็นโลĀะüาเลนซ์ýูนย์ üิธีนี้นิยมใช้เนื่องจากÿามารถคüบคุมขนาดและรูปร่างของอนุภาค

นาโนได้ง่าย [57] 
 
   2.3.2.1 การÿังเคราะĀ์อนุภาคนาโนโลĀะ 

   X. Fu และคณะ [58] ได้ทำการýึกþาประÿิทธิภาพของüัÿดุเชิงประกอบนาโนโลĀะผÿม 

AuPtRu ในการขยายÿัญญาณการตรüจüัดเชิงไฟฟ้าเคมีของโปรตีนทรอมโบÿปอนดิน-1 และเปรียบเทียบ

ประÿิทธิภาพüัÿดุเชิงประกอบนาโนโลĀะผÿมชนิดต่างๆ โดยการÿังเคราะĀ์üัÿดุเชิงประกอบนาโนโลĀะ

ผÿม AuPtRu เริ ่มจากการผÿม RuCl3 (0.9 มิลลิลิตร, 20 มิลลิโมลต่อลิตร), HAuCl4 5% (53.2 

ไมโครลิตร), H2PtCl6 5% (88.4 ไมโครลิตร) ซึ่งอัตราÿ่üนโมลของโลĀะเท่ากับ 1: 1: 1 และ Pluronic 

F127 (0.01 กรัม) ใÿ่ในบีกเกอร์ จากนั้นค่อยๆ เติมกรดแอÿคอร์บิก (0.3 มิลลิลิตร, 0.4 โมลต่อลิตร) ลง

ไปในขณะที่ทำการปั่นกüนÿารด้üยคüามเร็ü 800 รอบต่อนาที ที่อุณĀภูมิ 4°C เป็นเüลา 3 ชั่üโมง ทำการ

ล้างÿารตกค้าง ด้üยการนำไปĀมุนเĀü่ียงและล้างÿามครั้ง จากนั้นตะกอนüัÿดุเชิงประกอบนาโนโลĀะผÿม 

AuPtRu ที่ได้นำไปกระจายตัüในน้ำกลั่นปริมาตร 500 ไมโครลิตร üัÿดุเชิงประกอบนาโนโลĀะผÿม AuPt, 

AuRu, และ PtRu ถูกÿังเคราะĀ์โดยใช้üิธีเดียüกัน โดยแทนที่ ÿารตั้งต้นโลĀะชนิดต่างๆด้üยน้ำกลั่น 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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   โครงÿร้าง รูปร่าง และขนาดของอนุภาคนาโน AuPtRu ถูกüิเคราะĀ์โดย FE-SEM (รูปที่ 

2.16A-D) ซึ่งแÿดงใĀ้เĀ็นü่า üัÿดุเชิงประกอบนาโนโลĀะผÿม AuPtRu มีโครงÿร้างเป็นทรงกลมเรียงตัü

กันเป็นลักþณะเÿ้นที่มีการกระจายตัüของขนาดอย่างÿม่ำเÿมอ ค่าýักย์ซีตาใช้เพื่อยืนยันการÿังเคราะĀ์

และคüามเÿถียรของ AuPtRu NPs รูปที่ 2.16E แÿดงใĀ้เĀ็นü่าการÿังเคราะĀ์ AuPtRu NPs ทำใĀ้เกิด

การเปลี่ยนแปลงýักย์ไฟฟ้าที่ชัดเจนเมื่อเปรียบเทียบกับýักย์ไฟฟ้าของ AuNPs, PtNPs, และ AuPt NPs 

ซึ่งการเพิ่มขึ้นของค่าÿัมบูรณ์ของýักย์ไฟฟ้าÿื่อถึงคüามเÿถียรของüัÿดุที่ดีขึ้น ค่าÿัมบูรณ์ของ AuPt NPs 

ÿูงกü่าโลĀะเดี่ยüที่ÿังเคราะĀ์ขึ้น และค่าÿัมบูรณ์ของ AuPtRu ÿูงกü่า AuPt Āลังจากการเติม Ru บ่งชี้ü่า 

Ru ÿามารถเพิ่มคüามเÿถียรใĀ้อนุภาคนาโนโลĀะได้ Āลังจากนั้น AuPtRu NPs ได้ทำการýึกþาเพิ่มเติม

ด้üยการเปรียบเทียบÿมบัติการเร่งปฏิกิริยาของอนุภาค AuPtRu NPs กับอนุภาคโลĀะผÿมชนิดอื่นๆ 

(AuPt, AuRu, และ PtRu) จากกราฟคüามÿัมพันธ์กระแÿ-เüลา (i-t curve) รูปที่ 2.16F แÿดงใĀ้เĀ็นü่า

อนุภาค AuPtRu NPs มีÿมบัติการเร่งปฏิกิริยาที่เĀนือกü่าอนุภาคนาโนผÿมชนิดอื่นๆ ÿามารถÿรุปได้ü่า 

Ru มีคüามÿามารถในการช่üยเพิ่มเÿถียรภาพและยังมีÿ่üนช่üยในการเร่งปฏิกิริยาอีกด้üย จากข้อมูล

ดังกล่าüบ่งบอกถึงคüามประÿบคüามÿำเร็จในการÿังเคราะĀ์ AuPtRu NPs ที่มีÿมบัติการเร่งปฏิกิริยาที่ดี

เยี่ยมและเÿถียรภาพÿูง 
 

 
รูปที่ 2.16 (A-B) รูป FE-SEM และ (C-D) รูป TEM ของüัÿดุเชิงประกอบนาโนโลĀะผÿม AuPtRu (E) ค่า

ýักย์ซีตาของ AuNPs, PtNPs, AuPt NPs และ AuPtRu NPs (F) คüามÿัมพันธ์กระแÿ-เüลา (i-t Curve) 

ของ (a) AuPt (b) AuRu (c) RuPt และ (d) AuPtRu [58] 
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   S.W. Kang และคณะ [59] ได้ýึกþาüิธีÿังเคราะĀ์üัÿดุเชิงประกอบนาโนโลĀะผÿม 

Au@PdPt ชนิดแกนเปลือก ที่มีโครงÿร้างแกนอนุภาคทองคำรูปทรงแปดĀน้าและเปลือกเป็นโลĀะผÿม 

Pd–Pt แบบโครงÿร้างขนยื่น (Auoct@PdPt NPs) ซึ่งอนุภาคนาโนที่ได้แÿดงประÿิทธิภาพทางไฟฟ้าเคมทีี่

ดีเยี่ยมในการเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชันของเมทานอล เมื่อเทียบกับตัüเร่งปฏิกิริยาอื่นๆ ในกระบüนการ

ÿังเคราะĀ์ Auoct@PdPt NPs นั้น ทำได้โดยเติมÿารละลาย 1 มิลลิลิตร ของ HAuCl4, K2PdCl4, และ 

K2PtCl6 ที่มีอัตราÿ่üน 1:1:1 ลงในÿารละลาย 5 มิลลิลิตร ของ CTAC (cetyltrimethylammonium 

chloride) จากนั้นทำการเติมÿารละลายกรดแอÿคอร์บิก 100 มิลลิโมลต่อลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 

และทำการเขย่าเบาๆ Āลังจากนั้นจึงเติมÿารละลายไฮดราซีน 50 ไมโครลิตร เพิ่มใĀ้โลĀะถูกรีดิüซ์มากขึ้น 

และนำÿารละลายที่ได้ไปใĀ้คüามร้อนในเตาอบที่อุณĀภูมิ 95°C นาน 150 นาที ÿารละลายที่ได้จะนำไป

ĀมุนเĀüี่ยงที่ 11,000 รอบต่อนาที เป็นเüลา 5 นาที ÿามครั้ง เพื่อล้างÿารตกค้างออก ÿำĀรับการ

ÿังเคราะĀ์üัÿดุเชิงประกอบนาโนโลĀะผÿมที่มีลักþณะทรงกลม (Ausph@PdPt NPs) มีüิธีที่ใกล้เคียงกับüิธี

ก่อนĀน้าแต่จะทำการรีดิüซ์ÿารละลาย HAuCl4/K2PdCl4/K2PtCl6 ร่üมกับ CTAC เพียงอย่างเดียüโดยไม่

ใช้ÿารรีดิüซ์เพิ่มเติม เช่น แอÿคอร์บิกและไฮดราซีนและใĀ้คüามร้อนในเตาอบที่ 95°C นาน 48 ชั่üโมง ซึ่ง

ใช้เüลาÿังเคราะĀ์ที่มากกü่า 
   จากรูปที่ 2.17a และ b แÿดงภาพ SEM และ TEM ของ Auoct@PdPt NPs ที่แÿดงใĀ้

เĀ็นü่าüัÿดุเชิงประกอบนาโนโลĀะผÿมมีขนาดที่ใกล้เคียงกัน โดยคüามยาüเฉลี่ยของขอบอนุภาคที่üัดได้

จากภาพ TEM คือ 61.0 ± 1.3 นาโนเมตร ขณะที่คüามยาüเฉลี่ยของแกนอยู่ที่ 38.3 ± 3.8 นาโนเมตร 

และคüามĀนาของเปลือกอยู่ที่ 13.6 ± 1.6 นาโนเมตร ÿ่üนในภาพขยาย ดังรูปที่ 2.17b และ c ยืนยันü่า

อนุภาคมีลักþณะแกนเป็นรูปทรงแปดĀน้าและเปลือกที่มีลักþณะเป็นขน ภาพ HRTEM ขยายใĀ้เĀ็นถึง

คüามเป็นผลึกเดี่ยüของเปลือก Pd-Pt ซึ่งมีระยะ d-spacing 0.22 นาโนเมตร ซึ่งÿอดคล้องกับระนาบ 

(111) ของโครงÿร้าง face-centered cubic (fcc) ของโลĀะผÿม Pd-Pt (รูปที่ 2.17d) การüัดÿเปกโตรÿ

โคปีรังÿีเอกซ์แบบกระจายพลังงาน (EDS) ของ HAADF-STEM ใช้เพื่อใĀ้เข้าใจการกระจายตัüของแต่ละ

องค์ประกอบในüัÿดุเชิงประกอบนาโนโลĀะผÿมได้ดียิ่งขึ้น ดังแÿดงรูปที่ 2.17e อีกทั้งรูป EDS mapping 

(รูปที่ 2.17f) ยังช่üยยืนยันโครงÿร้างการเรียงตัüของแต่ละอนุภาคโลĀะแบบแกน-เปลือก 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 2.17 ÿัญฐานüิทยาของüัÿดุเชิงประกอบนาโนโลĀะผÿม Auoct@PdPt NPs (a) SEM, (b) TEM, 

และ (c) HRTEM (d) รูปขยาย HRTEM ในบริเüณกรอบÿี่เĀลี่ยมใน (c) (e) รูป HAADF-STEM และ (f) 

HAADF-STEM-DES element mapping [59] 
 
   จากการทดÿอบพฤติกรรมทางไฟฟ้าเคมีในปฏิกิริยาออกซิเดชันของเมทานอลของ 

Auoct@PdPt เพื่อเปรียบเทียบกับตัüเร่งปฏิกิริยาอื่นๆ เช่น Ausph@PdPt NPs, dendritic Pd–Pt alloy 

NPs, and a commercial Pt/C จากรูปที่ 2.18 แÿดงผล CV การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของเมทานอล

ที่ได้จากตัüเร่งปฏิกิริยาต่างๆ แÿดงใĀ้เĀ็นลักþณะเฉพาะของปฏิกิริยาออกซิเดชันของเมทานอลทั้งในช่üง

การÿแกนไปข้างĀน้าและย้อนกลับ ผลการตรüจüัดถูกทำใĀ้เป็นมาตรฐานโดยอ้างอิงกับพื้นที่ผิüของตัüเร่ง

ปฏิกิริยาที่ÿามารถเกิดปฏิกิริยาทางไฟฟ้าเคมีได้ (ECSA) ซึ่งคำนüณจากการüัดประจุคูลอมบ์ที่เกิดจาก

กระบüนการ การแยกตัüออกของไฮโดรเจน ภายใต้การใช้ตัüเร่งปฏิกิริยาในÿารละลาย HClO4 คüาม

เข้มข้น 0.1 โมลต่อลิตร การพบü่า Auoct@PdPt NPs มีประÿิทธิภาพการเร่งÿูงกü่าอนุภาคนาโนชนิดอื่น

อย่างชัดเจน โดยคüามĀนาแน่นของกระแÿที่เกิดขึ้นÿูงกü่าüัÿดุเชิงประกอบนาโนโลĀะผÿมทรงกลม 

Au@PdPt, อนุภาคโลĀะผÿม Pd-Pt แบบขนและ Pt/C ถึง 2.7, 3.9, และ 5.2 เท่าตามลำดับ ซึ่งแÿดงใĀ้
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เĀ็นü่าอนุภาคนาโนที่มีโลĀะผÿม 3 ชนิดและรูปร่างของอนุภาคมีผลอย่างมากต่อประÿิทธิภาพในการเร่ง

ปฏิกิริยา 

 
รูปที่ 2.18 CV การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของ 0.5 โมลต่อลิตร เมทานอลใน 0.1 โมลตอ่ลิตร HClO4 ของ

ตัüเร่งปฏิกิริยาชนิดต่างๆ ที่อัตราการÿแกน 50 มิลลโิüลต์ต่อüินาที [59] 
 
   2.3.2.2 การÿังเคราะĀ์ด้üยüิธีการรีดักชันทางเคมีที่อาýัยคลื่นคüามถี่ÿูงในการช่üย

ทำปฏิกิริยา (Ultrasonic-driven chemical reduction method) 
  ในกระบüนการที่ใช้คลื่นเÿียงคüามถี่ÿูง ÿ่งผลใĀ้เกิด acoustic cavitation ซึ่งเป็น

ลักþณะเด่นของüิธีนี ้ Āมายถึงการเกิดฟองอากาý , การขยายตัü, และการยุบตัüอย่างรุนแรงของ

ฟองอากาýในของเĀลüเนื่องจากคลื่นเÿียงที่มีคüามเข้มÿูง การกระทบของคลื่นเÿียงคüามถี่ÿูงในของเĀลü

ทำใĀ้เกิดคลื่นขยายตัüและอัดตัüเป็นลำดับ ซึ่งทำใĀ้เกิดฟองอากาýและทำใĀ้ฟองอากาýเĀล่านั้นÿั่นและ

มีการÿร้างคüามดันและคüามร้อนÿูง รüมถึงอนุภาคอนุมูลอิÿระ เช่น e-
aq, H•, HO•, HO2

•, OH-, H3O+, 

H2, และ H2O2 [60]  
  L. Wang และคณะ [61] ได้พัฒนาüิธีการÿังเคราะĀ์üัÿดุเชิงประกอบนาโนโลĀะผÿม 

AuPdPt โดยใช้พอลิไüนิลไพร์โรลิโดน (PVP) เป็นÿารรักþาเÿถียรภาพและใช้เทคนิคการรีดักชันทางเคมีที่

อาýัยคลื่นคüามถี่ÿูงในการช่üยทำปฏิกิริยา การÿังเคราะĀ์เริ ่มจากการเตรียมÿารละลายตั้งต้น 9.0 

มิลลิลิตร ซึ่งประกอบด้üย 20 มิลลิโมลต่อลิตร HAuCl4 (2.5 มิลลิลิตร), 20 มิลลิโมลต่อลิตร Na2PdCl4 

(2.5 มิลลิลิตร), 20 มิลลิโมลต่อลิตร K2PtCl4 (2.5 มิลลิลิตร) และ PVP (0.1 กรัม) จากนั้นเติมÿารละลาย

กรดแอÿคอร์บิก 0.4 โมลต่อลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงไปอย่างรüดเร็üภายใต้การใĀ้คลื่นเÿียงคüามถี่ÿูง 

ทำใĀ้ปริมาณÿารตั้งต้นÿุดท้ายของ HAuCl4, Na2PdCl4 และ K2PtCl4 อยู่ที ่ 0.05 มิลลิโมลเท่ากัน 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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Āลังจากผ่านการใĀ้คลื่นเÿียงคüามถี่ÿูงเป็นเüลา 5 นาที ÿ่üนผÿมถูกüางทิ้งไü้ 6 ชั่üโมงที่อุณĀภูมิĀ้อง เมื่อ

ครบเüลาผลิตภัณฑ์ที่ได้นำไปปั่นเĀüี่ยงที่ 10,000 รอบต่อนาทีเป็นเüลา 20 นาที จากนั้นล้างÿาร PVP ที่

ตกค้างออกด้üยการล้างและปั่นเĀüี่ยงซ้ำอีก 2 ครั้ง ตะกอนที่ได้นำไปกระจายตัüอีกครั้งในน้ำกลั่นและ

ทำการýึกþาเอกลักþณ์เฉพาะรูปภาพจาก TEM (รูปที่ 2.19a และ b) แÿดงภาพของอนุภาคนาโนที่

ÿังเคราะĀ์ขึ้นซึ่งกระจายตัüได้ดีเป็นอนุภาคทรงกลมที่มีลักþณะโครงÿร้างนาโนแบบขนÿามมิติ การ

üิเคราะĀ์องค์ประกอบธาตุและการกระจายตัüของธาตุในโครงÿร้างนาโน ถูกนำมาใช้ในการตรüจÿอบüัÿดุ

เชิงประกอบนาโนโลĀะผÿม ทั้งÿองการüิเคราะĀ์แÿดงใĀ้เĀ็นü่าอนุภาคนาโนที่ได้เป็นโครงÿร้างÿามชั้น

ประกอบด้üยแกนทองคำ ชั้นในของโซเดียม และชั้นเปลือกนอกของแพลทินัมลักþณะขน (รูปที่ 2.19c-f) 

นอกจากนี้ การüิเคราะĀ์องค์ประกอบธาตุแÿดงใĀ้เĀ็นü่าÿัดÿ่üนธาตุ Au/Pd/Pt อยู่ที่ 1:1:1 ซึ่งตรงกับ

องค์ประกอบในÿารละลายตั้งต้น แÿดงใĀ้เĀ็นü่าÿารประกอบโลĀะทั้งĀมดถูกรีดิüซ์อย่างÿมบูรณ์ด้üย

ÿารละลายกรดแอÿคอร์บิก 

 
รูปที่ 2.19 รูปภาพ TEM (a) แบบÿนามÿüา่ง (b) แบบÿนามมืดของ Au@Pd@Pt รปูภาพการüิเคราะĀ์

องค์ประกอบของธาตุ (c) Au (d) Pd และ (e) Pt และ (f) แÿดงการกระจายตัüของธาตุในอนุภาคนาโนที่

ถูกเลือกตามกรอบในภาพ b ซึ่งแÿดงใĀ้เĀน็รายละเอียดของธาตุที่มีอยู่ในอนุภาคเดียü [61] 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ภาพ TEM คüามละเอียดÿูง (รูปที่ 2.20A1-2) แÿดงใĀ้เĀ็นü่าอนุภาคนาโนมีโครงÿร้าง

ขนที่เชื่อมโยงกันในทิýทางต่างๆ ขณะที่ d-spacing ของเÿ้นขอบที่อยู่ติดกันในชั้นเปลือกของ Pt มีค่า

เท่ากับ 0.23 นาโนเมตร ซึ่งตรงกับระนาบ (111) ของโครงÿร้าง Pt fcc แÿดงใĀ้เĀ็นü่าอนุภาคนาโน 

AuPdPt ถูกÿังเคราะĀ์ได้ÿำเร็จด้üยüิธีการÿังเคราะĀ์แบบขั้นตอนเดียüในÿารละลาย PVP ที่อุณĀภูมิĀ้อง 

การüิเคราะĀ์ XRD พบü่าüัÿดุเชิงประกอบนาโนโลĀะผÿม AuPdPt มีโครงÿร้างผลึกแบบ face-

centered cubic (fcc) ซึ่งแÿดงใĀ้เĀ็นถึงจุดพีคที่ÿัมพันธ์กับเฟÿ (111), (200), (220), และ (311) 

เนื่องจากคüามไม่ตรงกันของแลตทิซ (lattice mismatch) ที่ 0.77% ÿำĀรับ Pt−Pd และ 4.08% 

ÿำĀรับ Pt−Au ทำใĀ้การแยกจุดพีคของ Pt และ Pd ทำได้ยากในรูปแบบ XRD แต่จุดพีคของ Au และ 

Pt−Pd ÿามารถแยกแยะได้ชัดเจน (รูปที่ 2.20B) ÿำĀรับการทดÿอบพฤติกรรมทางไฟฟ้าของüัÿดุเชิง

ประกอบนาโนโลĀะผÿม AuPdPt และการเปรียบเทียบกับอนุภาคนาโน AuPt และ Pt โดยทำการเคลือบ 

GCE ด้üยอนุภาคนาโนที่ÿังเคราะĀ์ในปริมาณ 6.0 ไมโครกรัม แล้üปล่อยใĀ้แĀ้ง จากนั้นเคลือบด้üย 

Nafion ก่อนที่จะทำการทดลองทางไฟฟ้า ผลการทดลองแÿดงใĀ้เĀ็นü่า Au@Pd@Pt มีค่ากระแÿไฟฟ้า

ในการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของเมทานอล อยู่ที่ 1.02 มิลลิแอมป์ต่อตารางเซนติเมตร ซึ่งÿูงกü่า AuPt 

และ Pt อยู่ 1.5 และ 1.6 เท่าตามลำดับ บ่งชี ้ü่าüัÿดุเชิงประกอบนาโนโลĀะผÿม AuPdPt แÿดง

พฤติกรรมทางไฟฟ้าเร่งปฏิกิริยาที่ÿูงกü่าอนุภาคนาโน AuPt และ Pt 

 
รูปที่ 2.20 (A1) HR-TEM ของ AuPdPt (A2) ภาพขยายบริเüณช่องÿี่เĀลี่ยมรูป A1 (B) XRD และ (C) CV 

ของüัÿดุเชิงประกอบนาโนโลĀะผÿม AuPdPt (เÿ้นÿีแดง) AuPt (เÿ้นÿีเขยีü) และ Pt (เÿ้นÿีน้ำเงิน) ภายใต้ 

1 โมลต่อลิตร เมทานอล ใน 0.5 โมลต่อลิตร กรดซัลฟิüริก [61]  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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  2.3.2.3 ÿมบัติทางไฟฟ้าของอนุภาคนาโนโลĀะ (Electrical properties) 
 เมื่อขนาดของüัตถุถูกย่อจนอยู่ในระดับนาโนเมตร จะทำใĀ้ÿมบัติทางไฟฟ้าของüัÿดุนั้น

เปลี่ยนแปลงไปจากเดิม ตัüอย่างเช่น üงจรไฟฟ้าที่เกิดขึ้นจำเป็นต้องเป็นไปตามกฎของโอĀ์ม (Ohm's 

law) ซึ่งกำĀนดคüามÿัมพันธ์ระĀü่างกระแÿไฟฟ้า (I), แรงเคลื่อนไฟฟ้า (V) และคüามต้านทานไฟฟ้า (R) 

ในการนำไฟฟ้าระดับปกติ กระแÿไฟฟ้าเคลื ่อนที ่ผ่านÿื ่อนำไฟฟ้าอย่างต่อเนื ่อง แต่ในระดับนาโน 

อิเล็กตรอนจะไม่ÿามารถเคลื่อนที่อย่างอิÿระได้อีกต่อไป เนื่องจากมีการจำกัดขนาดของโครงÿร้างอย่าง

ชัดเจน üัÿดุระดับนาโนทุกประเภทจะมีอย่างน้อยĀนึ่งมิติทางกายภาพที่ถูกจำกัด อิเล็กตรอนจะต้อง

เคลื่อนที่จากอะตอมĀนึ่งไปยังอีกอะตอมĀนึ่งในพื้นที่ที่ถูกจำกัด ซึ่งนำไปÿู่ปรากฏการณ์  quantum 

confinement Āรือการกักขังคüอนตัม ÿ่งผลใĀ้ÿมบัติทางไฟฟ้าของüัÿดุเปลี่ยนแปลงไปจากเดิมโดย

ÿิ้นเชิง นอกจากการจำกัดขนาดที่เกิดขึ้นแล้ü อัตราÿ่üนพื้นที่ผิüต่อปริมาตรที่ÿูงขึ้นในอนุภาคนาโนยังเป็น

ปัจจัยÿำคัญอีกประการĀนึ่งที่ÿ่งผลต่อÿมบัติการนำไฟฟ้า เมื่ออนุภาคมีขนาดเล็กลง จำนüนอะตอมที่อยู่

บนผิüของอนุภาคจะมีÿัดÿ่üนÿูงขึ้น ซึ่งÿ่งผลใĀ้อิเล็กตรอนจำนüนมากอยู่บนพื้นผิü อิเล็กตรอนเĀล่านี้

ÿามารถมีปฏิÿัมพันธ์กับอิเล็กตรอนที่อยู่ใกล้เคียงและเคลื่อนที่ได้ง่าย ÿ่งผลใĀ้การถ่ายโอนประจุไฟฟ้า

เกิดขึ ้นอย่างมีประÿิทธิภาพมากขึ ้นในอนุภาคนาโนโลĀะ [62] ในโลĀะขนาดใĀญ่ แถบการนำ 

(Conduction band) ของอิเล็กตรอนจะเกิดจากการรüมตัüของระดับพลังงานที่ต่อเนื่องกัน แต่เมื่อขนาด

ของโลĀะลดลง ฟังก์ชันคลื่นของอิเล็กตรอนüงนอกจะถูกจำกัด ÿ่งผลใĀ้ระดับชั้นพลังงานต่างๆ แยกออก

จากกันอย่างชัดเจน คล้ายกับโครงÿร้างพลังงานของอะตอมเดี่ยü ซึ่งทำใĀ้ÿมบัติทางไฟฟ้าของโลĀะนาโน

มีคüามแตกต่างจากโลĀะในระดับที่ใĀญ่กü่าอย่างชัดเจน (รูปที่ 2.21) [63]  
 

 
รูปที่ 2.21 ÿถานะอิเล็กทรอนิกÿ์ของโลĀะในขนาดต่างๆ [63] 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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2.3.3 รีดิüซ์กราฟีนออกไซด์ (Reduced graphene oxide, RGO) 

กราฟีน (Graphene) คือแผ่นคาร์บอนÿองมิติที่ประกอบด้üยอะตอมคาร์บอนแบบ sp2 ที่จัดเรียง

ตัüในโครงÿร้างคริÿตัลรูปĀกเĀลี่ยมเĀมือนรังผึ้ง โดยแผ่นกราฟีนชั้นเดียüมีคüามĀนาเพียง 0.335 นาโน

เมตร กราฟีนÿามารถอยู่ในรูปแบบชั้นเดียü (mono-layer), ชั้นคู่ (double-layer), ĀรือĀลายชั้น 

(multi-layer) Āนึ่งในรูปแบบของกราฟีนที่ÿำคัญคืออนุพันธ์ของกราฟีน ได้แก่ กราไฟท์ (Graphite), 

กราฟีนออกไซด์ (Graphene Oxide, GO) และรีดิüซ์กราฟีนออกไซด์ (Reduced Graphene Oxide, 

RGO) โดยโครงÿร้างของ graphite, GO และ RGO ถูกแÿดงดังรูปที่ 2.22 จากรูปจะเĀ็นü่า Graphite จะ

มีโครงÿร้างเป็นชั้นเรียงซ้อนกัน และเมื่อทำการออกซิเดชันแผ่นกราฟีนจะถูกแยกออกจากกันเป็นแผ่น

บางๆ ต่อมาผ่านกระบüนการรีดิüซ์ด้üยเคมีในโครงÿร้างจะมีการถูกเติมด้üยĀมู่ฟังก์ชันต่างๆ  

รูปที่ 2.22 โครงÿร้างของ Graphite, GO และ RGO 
 

ÿำĀรับ  RGO นั้นเป็นอนุพันธ์ของกราฟีนที่มีคüามÿำคัญอย่างมากเนื่องจากมีคุณÿมบัติพิเýþที่

โดดเด่น ซึ่งเกิดจากโครงÿร้างและรูปทรงเฉพาะตัü RGO มีอัตราÿ่üนพื้นที่ผิüต่อปริมาตรÿูงและÿามารถ

เกิดปฏิกิริยาĀลายรูปแบบกับโมเลกุลอื ่นๆ เช่น ปฏิกิริยา π-π stacking, ปฏิกิริยาไฟฟ้าÿถิต, และ

ปฏิกิริยาไฮโดรโฟบิก ทำใĀ้ RGO เป็นüัÿดุที ่มีýักยภาพÿูงในการประยุกต์ใช้งานในด้านต่างๆ เช่น 

ไบโอเซนเซอร์ [64], ตัüเร่งปฏิกิริยา [65], และอุปกรณ์เก็บพลังงาน [66] นอกจากนี้ RGO ยังมีบทบาท

ÿำคัญในการปรับปรุงคุณÿมบัติทางไฟฟ้า ทำใĀ้มันเป็นที่นิยมในด้านการพัฒนาเทคโนโลยีอิเล็กทรอนิกÿ์

และพลังงาน เนื่องจากÿามารถนำไปใช้ในการเพิ่มพื้นที่ผิüÿำĀรับการจับคู่โมเลกุลĀรือเพิ่มการถ่ายโอน

อิเล็กตรอนได้อย่างมีประÿิทธิภาพ 
  
  2.3.3.1 การÿงัเคราะĀ ์RGO 

 GO เป็นÿารตั้งต้นที่ÿำคัญในการผลิต RGO โดย GO ได้มาจากการออกซิไดซ์กราไฟต์ 

ซึ่งüิธีการที่นิยมใช้มากที่ÿุดในการผลิต GO จากกราไฟต์คือüิธีของ Hummers [67,68] เนื่องจากมีคüาม

เรียบง่าย ÿามารถทำฟังก์ชันนอลได้ง่าย มีค่าใช้จ่ายที่ไม่ÿูงมาก และมีคüามเป็นไปได้ที่จะผลิตในปริมาณ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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มาก ซึ่งกระบüนการออกซิเดชันนี้มีการปรับปรุงเพิ่มเติมใĀ้เĀมาะÿมตามคüามต้องใช้งานได้ĀลากĀลาย

โดยพื้นฐานจะเกี่ยüข้องกับการใช้ÿารออกซิไดซ์ชนิดต่าง ๆ และมักใช้กรดที่มีคüามเข้มข้นÿูงในอุณĀภูมิที่

ค่อนข้างÿูง ตามด้üยการใช้คลื่นคüามถี่ÿูงอัลตราโซนิกÿ์ในการออกซิเดชัน เพื่อเพิ่มกลุ่มออกซิเจนฟังก์ชัน

นอลต่าง ๆ เข้าไปในโครงÿร้างของ GO เช่น ไฮดรอกซิล (-OH), คาร์บอนิล (-C=O), คาร์บอกซิล (-

COOH), และอีพ็อกไซด์ ซึ่งĀมู่ฟังก์ชันเĀล่านี้จะช่üยขยายระยะĀ่างระĀü่างชั้นกราฟีนและป้องกันการ

เรียงซ้อนของช้ันกราฟีนเนื่องจากปฏิกิริยา van der Waals  
 การรีดักชันของ GO ÿามารถเกิดผ่านĀลายกระบüนการเช่น  1) ทางคüามร้อน 

(Thermal reduction) 2) ทางเคมี (Chemical reduction) 3) การÿังเคราะĀ์แบบเคมีÿะอาด (Green 

synthesis) และ 4) การใช้ไมโครเüฟช่üยในการรีดักชัน (Microwave-assisted reduction) ซึ่งจะทำใĀ้

เกิดการกำจัดกลุ่มออกซิเจนฟังก์ชันนอลในโครงÿร้าง GO ออกไปบางÿ่üน และช่üยฟื้นคืนโครงÿร้าง

คาร์บอน sp2 เกิดการคอนจูเกตของอิเล็กตรอนภายในโครงÿร้างได้มากขึ้น ซึ่งคüามแตกต่างที่ÿำคัญ

ระĀü่าง GO และ RGO มาจากการมีอยู่ของกลุ่มออกซิเจนฟังก์ชันนอลที่แตกต่างกันผลใĀ้ RGO มี

คุณÿมบัติการนำไฟฟ้าและคüามร้อนที่ดีขึ้นและÿามารถนำมาใช้ในอุปกรณ์ต่างๆ ได้อย่างมีประÿิทธิภาพ 
 

1) การรีดักชันทางคüามร้อน (Thermal reduction) 
เป็นüิธีที่ใช้คüามร้อนÿูงในการทำลายกลุ่มฟังก์ชันออกซิเจนที่มีอยู่ในโครงÿร้างของ GO 

เป็นüิธีพื้นฐานที่มีประÿิทธิภาพเนื่องจากÿามารถคüบคุมคüามร้อนที่ใช้ได้อย่างแม่นยำ กระบüนการผลิตมี

คüามเÿถียรและยังปราýจากการใช้ÿารเคมีที่เป็นอันตรายแต่ทั้งนี้ยังต้องพิจารณาในเรื่องของการใช้

พลังงานที่ÿูงซึ่งอาจÿ่งผลต่อต้นทุนการผลิต อีกทั้งอาจต้องใช้ระยะเüลาทีย่าüนานกü่าเทคนิคอื่นๆ 
  H.-H. Huang และคณะ [69] ýึกþาละเอียดเกี่ยüกับการเปลี่ยนแปลงเชิงโครงÿร้างของ

การรีดิüซ์ GO ด้üยüิธีทางคüามร้อน ณ เüลาต่างๆ โดย RGO ถูกเตรียมขึ้นจาก การใĀ้คüามร้อนด้üยเตา

ไฟฟ้าที่อุณĀภูมิ 200 องýาเซลเซียÿ ในเทฟลอนออโตเคลฟ โดยýึกþาที่เüลา 0.5, 1, 2, 4, 6, 8, และ 10 

ชั่üโมง โดย RGO ที่ได้จะมีลักþณะเป็นผงตะกอนÿีดำ แต่ในการทดลองดังกล่าüที่ 0.5 และ 1 ชั่üโมง

พบü่าÿารยังคงมีการกระจายตัüที่ดีในน้ำไม่มีการจับกลุ่มและตกตะกอน จากนั้นตะกอนÿีดำที่ได้ถูกนำไป

กรองÿุญญากาýและทำใĀ้แĀ้งเพื่อทำการตรüจเอกลักþณ์ต่อไปด้üย XPS ดังแÿดงในรูปที่ 2.23 a-b 

พบü่าคüามเข้มของÿัญญาณ C1s ค่อยๆ เพิ่มขึ ้น ในขณะที่คüามเข้มของÿัญญาณ O1s ลดลงตาม

ระยะเüลาการรีดักชันที่เพิ่มขึ้น และในรูปที่ 2.23 c พบü่าพันธะ C-C ยังคงเÿถียรตลอดกระบüนการนี้ แต่

พันธะ C ที่เชื่อมต่อกับกลุ่มฟังก์ชันที่มีออกซิเจนลดลง ซึ่งทำใĀ้ปริมาณÿ่üนประกอบของ C-C (sp2 และ 

sp3) เพิ่มขึ้น เนื้อĀาออกซิเจนลดลงเĀลือต่ำÿุดที่ 14.7% โดยน้ำĀนัก ในตัüอย่าง RGO ที่รีดักชันนาน 10 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ชั่üโมง; ณ จุดนี้ เนื้อĀาÿ่üนของ C-O/C-OH ก็ลดลงเĀลือค่าต่ำÿุดเช่นกัน ซึ่งบ่งบอกü่าพันธะ C-OH เป็น

กลุ่มฟังก์ชันออกซิเจนที่เĀลืออยู่เป็นĀลัก ซึ่งถือเป็นตัüช้ีüัดÿำคัญในการกำĀนดระดับของการรีดักชัน 

 
รูปที่ 2.23 XPS ÿเปกตรัม a) และ b) C1s ÿเปกตรัมของ raw graphite, GO, RGO ที่ 2, 4 และ 10 

ชั่üโมง และ c) ปริมาณออกซิเจนฟฟังก์ชันนอลภายในโครงÿร้างที่เüลาการรีดักชันต่างๆ [69] 
 

2) การรีดักชันทางเคมี (Chemical reduction) 
เป็นกระบüนการทางเคมีที ่ใช้ÿารเคมีในการลดĀมู ่ฟังก์ชันในโครงÿร้าง GO เพื่อ

เปลี่ยนเป็น RGO โดยÿารรีดักชันที่ใช้ในกระบüนการนี้มักเป็นÿารเคมีที่ÿามารถเกิดการใĀ้อิเล็กตรอนกับ 

GO ได้ ตัüอย่างเช่น Hydrazine [70,71], Sodium borohydride [72], Hydroquinone [73], และ

ÿารละลายด่างเข้มข้น [74] โดยüิธีการนี้มีคüามง่ายและรüดเร็üในการผลิตเมื่อเทียบกับüิธีอื ่น และ

ÿามารถลดปริมาณออกซิเจนฟังชันนอลออกจากโครงÿร้างได้อย่างมีประÿิทธิภาพ รüมถึงÿามารถคüบคุม

ÿภาüะการเกิดปฏิกิริยาได้ ไม่ü่าจะเป็นอุณĀภูมิĀรือคüามเข้มข้นของÿารเคมี ทำใĀ้ได้  RGO ที่มีคุณภาพ

และÿม่ำเÿมอ แต่ในทางกลับกันคüรคำนึงถึงÿารเคมีที่เป็นอันตรายในการใช้งานเนื่องจากÿารเคมีที่ใช้ใน

การรีดักชันเป็นÿารที่มีคüามเป็นพิþÿูง อาจÿ่งผลต่อÿุขภาพของผู้ปฏิบัติได้Āากไม่มีการจักการอย่าง

เĀมาะÿม 
S. Park และคณะ [75] ได้üิเคราะĀ์โครงÿร้างทางเคมีของ GO และ RGO โดยใช้

เทคนิคÿเปกโทรÿโกปีÿภาüะแข็ง (Solid-State Nuclear Magnetic Resonance, SSNMR) RGO ถูก

เตรียมได้จากการเติม Hydrazine monohydrate ที่ปริมาณ 1 ไมโครลิตรต่อ 3 มก.ของ GO และตั้งปั่น

กüนที่ 80 องýาเซลเซียÿเป็นเüลา 1 üัน ซึ่งเมื่อนำÿารดังกล่าüไปตรüจเอกลักþณ์ด้üย SSNMR พบü่า ใน

ÿเปกตรัมของ GO (รูปที่ 2.24a) พบพีคที่ตำแĀน่ง 193 ppm ซึ่งเป็นพีคที่ÿัมพันธ์กับกลุ่มคีโต ที่อยู่

บริเüณขอบของแผ่นกราฟีน แต่Āลังจากทำการรีดิüซ์โดยใช้ Hydrazine ในรูปที่ 2.24b พบü่าพีคที่ 193 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ppm Āายไป ซึ่งแÿดงถึงการเปลี่ยนแปลงในโครงÿร้างทางเคมีที่ขอบของแผ่นกราฟีน การทดลองเพิ่มเติม

ที่ใĀ้ GO อยู่ในน้ำที่อุณĀภูมิ 80 องýาเซลเซียÿ โดยไม่ใช้ÿารรีดิüซ์พบü่าไม่มีการเปลี่ยนแปลงในโครงÿร้าง

ทางเคมีของ GO ดังนั้นการเปลี่ยนแปลงที่พบจึงเป็นผลมาจากการใช้ไฮดราซีนในการรีดิüซ์ GO 

 

รูปที่ 2.24 SSNMR ÿเปกตรมัของ a) GO และ b) RGO [75] 
 
  ÿำĀรับกลไกการรีดักชันด้üยเคมีÿามารถอธิบายได้ดังรูปที่ 2.25 กลไกการเกิดปฏิกิริยา

รีดักชันของ GO ภายใต้การใช้ Hydrazine เป็นÿารรีดิüซ์ โดย hydrazine จะทำĀน้าที่ในการเปิดüงของ

กลุ่ม epoxide ที่มีอยู่บนพื้นผิüของ GO ทำใĀ้เกิดการจัดเรียงตัüใĀม่ภายในโครงÿร้างของ GO ÿ่งผลใĀ้

โมเลกุลของน้ำĀลุดออกจากโครงÿร้าง และ hydrazine จะเปลี่ยนจาก N2H3 ไปเป็น N2H2 เป็นÿารที่มี

คüามไüในการเกิดปฏิกิริยามากขึ้น Āลังจากนั้นจะเกิดการจัดเรียงตัüใĀม่ในโครงÿร้าง N2H2 จะถูกแทนที่

ด้üยพันธะคู่คาร์บอน (C=C) ÿ่งผลใĀ้โครงÿร้างกลับมาเÿถียรและเพิ่มคุณÿมบัติทางไฟฟ้าได้มากขึ้น 

hydrazine ทำปฏิกิริยาต่อเนื่องกับกลุ่มฟังก์ชันออกซิเจนอื่น ๆ บนพ้ืนผิüของ GO เช่น กลุ่มคาร์บอกซิลิก 

(Carboxylic), ไฮดรอกซิล (Hydroxyl), และ คาร์บอนิล (Carbonyl) ทำใĀ้เกิดการรีดักชันต่อเนื่อง ÿ่งผล

ใĀ้ปริมาณออกซิเจนในโครงÿร้างของ GO ลดลง ซึ่งในที่ÿุดจะได้ผลิตภัณฑ์ที่เป็น RGO [76] ข้อดีของการ

เกิดปฏิกิริยาผ่านการใช้เคมี ÿามารถลดอุณĀภูมิที่ใช้เมื่อเทียบกับการรีดักชันทางคüามร้อน อีกทั้งยัง

ÿามารถปรับขนาดปริมาณการผลิตได้ง่าย แต่อย่างไรก็ตามการใช้ÿารเคมีที ่เป็นอันตรายÿามารถมี

ผลกระทบต่อÿุขภาพและÿิ่งแüดล้อมได้เช่นเดียüกัน 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 2.25 กลไกการเกิดเกิดปฏิกิริยารีดักชันของ GO โดยใช้ Hydrazine เป็นÿารรีดิüซ ์
  

3) การÿังเคราะĀ์แบบเคมีÿะอาด (Green synthesis) 
เป็นüิธีการที่ใช้ÿารÿกัดจากพืชĀรือÿารอินทรีย์อื่น ๆ เช่น ÿารÿกัดจากชาเขียü  [77], 

ü่านĀางจระเข้ [78], ขิง [79], Āรือÿารจากชีüมüลอื่น ๆ [80] เป็นต้น ซึ่งจะถูกนำมาใช้เป็นตัüรีดักชันแทน

ÿารเคมีที่เป็นพิþ ÿารเĀล่านี้มักมีÿารต้านอนุมูลอิÿระตามธรรมชาติที่ÿามารถลดĀมู่ฟังก์ชันออกซิเจนบน 

GO ใĀ้กลาย RGO 
S. Rattan และคณะ [81] ได้ทำการýึกþาüิธีการใĀม่ในการลดการใช้ÿารอันตรายในการ

รีดิüซ์ GO ใĀ้อยู่ในรูปของ RGO โดยใช้ÿารÿกัดจากธรรมชาติ เช่นขิงและกระเทียม เป็นÿารรีดิüซ์แทน

การใช้ Hydrazine ÿารÿกัดจากขิงและกระเทียมได้มาจากการใĀ้คลื่นคüามถี่พลังงานÿูงในน้ำกลั่นเป็น

เüลา 30 นาทีถึง 1 ชั่üโมง จากนั้นกรองÿารละลายเพื่อใĀ้ได้ÿารÿกัดที่มีคüามบริÿุทธิ์ ÿำĀรับขั้นตอนใน

การรีดักชัน GO เติม 10 มล. ของÿารÿกัดแต่ละชนิดลงในÿารละลาย GO ที่ปริมาตร 90 มล. และใĀ้คลื่น

คüามถี่พลังงานÿูงเป็นเüลา 30 นาที ÿารละลายที่ได้นำมาตรüจเอกลักþณ์ด้üยเทคนิค XRD ดังแÿดงรูปที่ 

2.26 พบü่า GO เริ่มต้นมีค่าĀักเĀอยู่ที่ 10.4º ในระนาบที่ 001 และพบพีคที่มีลักþณะกü้างที่ 28º ซึ่งเป็น

เอกลักþณ์ของ RGO โดยผลดังกล่าüÿามารถÿรุปได้ü่าÿารÿกัดจากขิงและกระเทียมÿามารถทำĀน้าที่เป็น

ÿารรีดิüซ์ได้เช่นเดียüกัน  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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รูปที่ 2.26 XRD ÿเปกตรัมของ GO และ RGO ที่ได้จากการใช้ÿารÿกัดของขิงและกระเทียมที่ทำĀน้าที่เป็น

ÿารรีดิüซ์ [81] 
 
  4) การใช้ไมโครเüฟช่üยในการรีดักชัน (Microwave-assisted reduction) 

  üิธีนี้เป็นüิธีที่มีประÿิทธิภาพÿูงและÿามารถลดเüลาในการรีดักชันได้อย่างมากเมื่อเทียบ

กับüิธีอื่นๆ มักไม่ต้องใช้ÿารเคมีที่เป็นอันตรายĀรือใช้ในปริมาณน้อย ทำใĀ้เป็นมิตรต่อÿิ่งแüดล้อมมากกü่า 

แต่ก็มีข้อเÿียที่ต้องพิจารณาเช่นกัน เช่น การใช้ไมโครเüฟอาจทำใĀ้เกิดปฏิกิ ริยาที่ไม่ÿมบูรณ์ เกิดคüาม

ร้อนที่ไม่ÿม่ำเÿมอในüัÿดุ Āรือปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นเร็üเกินไป จนทำใĀ้การคüบคุมคุณภาพของผลิตภัณฑ์ที่ได้

ยากขึ้น และอาจทำใĀ้โครงÿร้างของ RGO ที่ได้มีคüามไม่ÿม่ำเÿมอ ÿ่งผลต่อคุณÿมบัติทางกายภาพและ

เคมีที่ไม่เĀมือนกันทั่üทั้งแผ่น 
  Xu Xiang และคณะ [82] ได้ทำการýึกþาคüามเป็นได้ในการÿังเคราะĀ์ RGO ด้üย

เครื่องไมโครเüฟ โดยทำการเตรียม GO ที่คüามเข้มข้น 2.5 มก./มล. และใĀ้คลื่นคüามถี่ÿูงเป็นเüลา 30 

นาทีเพ่ือใĀ้ GO เกิดการกระจายได้ดีในน้ำ จากนั้นนำไปรีดิüซ์ด้üยเครื่องไมโครเüฟ ที่กำลัง 800 üัตต์ เป็น

เüลา 100 นาที ÿารที่ได้Āลังจากการรีดิüซ์นำไปตรüจüิเคราะĀ์เอกลักþณ์ด้üยเทคนิค FTIR เพื่อดูผลการ

เปลี่ยนแปลงทางโครงÿร้าง แÿดงดังรูปที่ 2.27 ÿเปกตรัม FTIR ของ GO เปรียบเทียบกับ RGO พบü่า ใน

ตัüอย่างของ RGO ที่ได้จากการรีดักชันของ GO พบü่าคüามเข้มของพีคการดูดซับที่ 1050 cm-1 อ่อนลง

อย่างมีนัยÿำคัญเมื่อเปรียบเทียบกับ GO ซึ่งบ่งบอกü่าĀมู่ไฮดรอกซิลใน RGO ลดลง ÿำĀรับ GO นั้นยังมี

Āมู่คาร์บอกซิลิกซึ่งปรากฏอยู่ในพีคการดูดซับĀลักที่ 1380 cm-1 (การÿั่นแบบยืดของ C–O), 1450 cm-1 

(การÿั่นแบบงอของ O–H), 1700 cm-1 (การÿั่นแบบยืดของ C=O), และ 3400 cm-1 (การÿั่นแบบยืดของ 
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O-H) เมื่อเปรียบเทียบกับ RGO คüามเข้มของพีคทั้งÿาม ยกเü้นที่ 1700 cm-1  ลดลงอย่างมีนัยÿำคัญ ซึ่ง

แÿดงใĀ้เĀ็นü่าปริมาณของĀมู่คาร์บอกซิลในโครงÿร้างลดลงอย่างมาก จากผลดังกล่าüÿรุปได้ü่าประÿบ

คüามÿำเร็จในการใช้ไมโครเüฟช่üยในการรีดักชันของ GO แต่ยังคงพบกลุ่มออกซิเจนฟังชันนอลอยู่บ้างใน

โครงÿร้างของ RGO เมื่อเทียบกับการรีดักชันด้üยüิธีทางเคมี 

รูปที่ 2.27 ÿเปกตรัม FTIR ของ GO และ RGO ที่ใช้ไมโครเüฟช่üยในการรีดักชันเป็นเüลา 100 นาท ี[82] 
 
  2.3.3.2 ÿมบตัิทางไฟฟ้าของ RGO (Electrical properties) 

  ÿมบัติทางไฟฟ้าของ RGO นั้นมีคüามเกี่ยüข้องอย่างมากกับโครงÿร้างและการจัดเรียง

ตัüของอะตอมคาร์บอนในรูปแบบของตาข่ายÿองมิติ โดยอะตอมของคาร์บอนแต่ละอะตอมจะÿร้างพันธะ

กับอะตอมข้างเคียงÿามอะตอมผ่านการจัดเรียงตัüของอิเล็กตรอนในอะตอม 12
6C ซึ่งมีการจัดอิเล็กตรอน

ในออร์บิทัล 1s2 2s2 2p2 ในกระบüนการนี้ ออร์บิทัล 2s และออร์บิทัล 2p (ประกอบด้üย 2px และ 2py) 

จะเกิดการผÿมกัน (Hybridization) กลายเป็นไฮบริดออร์บิทัลชนิด sp² ซึ่งจะอยู่ในระนาบเดียüกัน ทำใĀ้

คาร์บอนแต่ละอะตอมมีพันธะซิกมา (σ bond) กับอะตอมคาร์บอนข้างเคียงภายในระนาบเดียüกัน 

นอกจากนี้ยังมีออร์บิทัลü่างĀรือ 2pz (Unhybridized pz orbital) ที่ยื่นออกมาจากระนาบของตาข่าย 

ซึ่งทำใĀ้อิเล็กตรอนพาย (π -electrons) ÿามารถเคลื่อนที่ได้อย่างอิÿระภายในโครงÿร้าง ซึ่งÿ่งผลใĀ้  

RGO มีÿมบัติการนำไฟฟ้าที่ดี เนื่องจากอิเล็กตรอนเĀล่านี้ทำĀน้าที่เป็นตัüพาไฟฟ้า (Charge carriers) ที่

ÿามารถเคลื่อนที่ผ่านโครงÿร้างได้อย่างมีประÿิทธิภาพ ทั้งนั้น คüามÿามารถในการนำไฟฟ้าของ RGO ยัง

ขึ้นอยู่กับÿัดÿ่üนของคาร์บอน sp² และ sp³ ในโครงÿร้าง ดังรูปที่ 2.28 แÿดงแถบพลังงานของคาร์บอนที่

มีการจัดเรียงอิเล็กตรอนแบบต่างๆ การเปลี่ยนจาก sp3 ไปยัง sp2 ซึ่งเกิดจากการลดจำนüนของĀมู่

ฟังก์ชันที่มีออกซิเจนลงĀลักจากการรีดิüซ์ GO ไปเป็น RGO ซึ่งÿ่งผลใĀ้แถบพลังงานมีช่องü่างลดลงและ

การนำไฟฟ้าที่ดีขึ้น [83] 
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รูปที่ 2.28 แÿดงคüามÿัมพันธ์ระĀü่างโครงÿร้างแถบพลังงานที่เกี่ยüข้องกับโครงÿร้างคาร์บอนแบบ

ไฮบริดในüัÿดุกราฟีน [83] 
 
2.4 การÿร้างขั้üไฟฟ้า (Working electrode) 

 การใช้งานขั ้üไฟฟ้าอิเล็กโทรดโดยทั่üไปที ่Āาซื ้อได้ในเชิงพาณิชย์ เช่น gold electrode, 

platinum electrode, carbon electrode และ screen-printed electrode (SPE) มีข้อจำกัดĀลาย

ประการ ซึ่งÿำคัญที่ÿุดคือราคาที่ÿูง เนื่องจากüัÿดุที่ใช้ในการผลิตเป็นโลĀะมีค่าĀรือüัÿดุพิเýþที่ต้องการ

การผลิตที่ซับซ้อนและไร้ÿิ่งปนเปื้อน อีกทั้งยังต้องใช้งานด้üยคüามระมัดระüัง เพราะอิเล็กโทรดเĀล่านี้มี

โอกาÿเÿียĀายง่ายและจำเป็นต้องผ่านกระบüนการทำคüามÿะอาดที่ใช้เüลานานĀลังจากการใช้งาน 

โดยเฉพาะในกรณีที่มีการปรับปรุงพ้ืนผิüเพื่อเอื้อต่อการใช้งานในรูปแบบต่างๆ จึงทำใĀ้เกิดคüามยุ่งยากใน

การใช้งานÿำĀรับงานüิจัยที่ต้องการใช้อิเล็กโทรดĀรือจำเป็นใช้ในการตรüจüิเคราะĀ์จำนüนมาก ปัจจัย

เĀล่านี้ได้นำไปÿู่การค้นĀาüิธีการใĀม่ๆ ĀรือแĀล่งüัÿดุโลĀะที่มีราคาถูกกü่า เพื่อใช้ในการพัฒนาอุปกรณ์ที่

มีราคาประĀยัดและÿามารถใช้แล้üทิ้งได้ ทองคำเปลü 24 กะรัตจึงเป็นอีกĀนึ่งทางเลือกที่น่าÿนใจในการ

นำมาผลิตขั้üไฟฟ้าอิเล็กโทรดแบบใช้แล้üทิ้ง เนื่องจากทองคำเปลüมีคüามบริÿุทธิ์ÿูงถึง 99% และมีราคา

ไม่ÿูงนัก ไม่จำเป็นต้องใช้เครื่องมือการผลิตที่ซับซ้อนĀรือเทคโนโลยีขั้นÿูงรüมทั้งไม่ต้องใช้Ā้องปฏิบัติการที่

ต้องการการคüบคุมพิเýþ อีกทั้งยังÿามารถÿร้างขั้üไฟฟ้าในรูปแบบที่ซับซ้อนและปรับเปลี่ยนได้ตามคüาม

ต้องการของผู้ใช้งาน ทำใĀ้ทองคำเปลüจึงเป็นที่ÿนใจในนำมาประยุกต์ใช้ในการÿร้างขั้üไฟฟ้าอิเล็กโทรด

ทองคำเปลü (Goldleaf electrode Āรือ GLE) อย่างไรก็ตาม เนื่องจากทองคำเปลüเป็นüัÿดุที่มีคüามบาง

และเปราะบางมาก จึงเป็นอีกคüามท้าทายĀนึ่งในการพัฒนาüิธีการÿร้าง GLE ดังกล่าü ในช่üงปีที่ผ่านมา
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มีรายงานการพัฒนา GLE อยู่จำนüนĀนึ่ง เช่น I. Podunavac และคณะ [84] ได้ÿร้าง GLE แบบใช้แล้ü

ทิ้งขึ้นในĀ้องปฏิบัติการโดยใช้ทองคำบริÿุทธิ์ 24 กะรัต โดยใช้เทคนิคการขึ้นรูปด้üยเลเซอร์ ( laser 

ablation) รูปที่ 2.29a แÿดงภาพการÿร้างอิเล็กโทรด GLEs ทำโดยนำแผ่นทองคำ (ขนาด 80 มิลลิเมตร 

× 80 มิลลิเมตร) มาüางบนแผ่นÿติกเกอร์เÿริมแรง PVC/PTFE จากนั้นจึงนำแผ่นทองมารีดโดยใช้เครื่อง

เคลือบที่อุณĀภูมิ 180 °C เพื่อยึดติดทองคำเปลüเข้ากับแผ่นÿติกเกอร์ ต่อมาใช้เครื่องเลเซอร์ในการตัด

ลüดลายตามรูปแบบของอิเล็กโทรดที่ได้ออกแบบไü้ ที่กระแÿไฟ 26.2 แอมป,์ คüามถี่ 65 กิโลเฮิรตซ์, และ

อัตราเร็ü 500 มิลลิเมตรต่อüินาที ขนาดและรูปร่างของอิเล็กโทรดที่ผลิตได้แÿดงดังรูปที่ 2.29b ซึ่ง GLE 

ที่ได้ÿามารถทำปฏิกิริยาไฟฟ้าเคมีได้ในปริมาณตัüอย่างเพียง 50 ไมโครลิตร รูปที่ 2.29c และ d แÿดง

ภาพของชั้นแผ่นทองคำเปลüก่อนและĀลังทำการตัดด้üยเลเซอร์โดยอิเล็กโทรดเĀล่านี้ÿามารถÿร้างขึ้น

จากการผลิตครั้งเดียüได้ถึง 18 ชิ้น ภาพÿองมิติและÿามมิติของพ้ืนผิüอิเล็กโทรดแÿดงดังรูปที่ 2.29e และ 

f ซึ่งมีลักþณะเป็นคลื่นระดับไมโครเมตร 

 

รูปที่ 2.29 (a) ขั้นตอนการÿร้าง GLE (b) ขนาดและรูปร่างของ GLE (c) รูปภาพชิ้นงานทองคำเปลüก่อน

และ (d) Āลังทำการตัดด้üยเลเซอร์ และภาพพื้นผิü GLE (e) แบบÿองมิติและ (e) แบบÿามมิต ิ[84] 
 
 GLE ที่ÿร้างขึ้นถูกนำไปทำคüามÿะอาดผิüĀน้าและตรüจÿอบเอกลักþณ์ทางผลึกด้üยเทคนิค CV 

ภายใต้ 0.5 โมลต่อลิตร กรดซัลฟิüริก จำนüน 10 รอบ ที่อัตราการÿแกน 0.5 โüลต์ต่อüินาที จากผล CV 

ที่ได้ (รูปที่ 2.30a) แÿดงผลการเกิดออกซิเดชันของทองคำที่ตำแĀน่งýักย์ไฟฟ้าประมาณ +1.30 โüลต์ 

(เทียบกับขั้üอ้างอิง Ag/AgCl) และพีครีดักชันที่ตำแĀน่งýักย์ไฟฟ้าประมาณ +0.80 โüลต์ ซึ่งบ่งบอกถึง

การรีดักชันของชั้นทองออกไซด์ที่ผิüของอิเล็กโทรดที่เกิดขึ้นจากการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน นอกจากนี้

รูปแบบของ CV ที่ได้ถือเป็นลักþณะเฉพาะของผลึกทองคำที่มีพื้นผิüเป็นเนื้อเดียüกันĀมด ต่อมาทำการ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตรüจÿอบคüามเÿถ ียรของ GLE ท ี ่ÿร ้างข ึ ้นด ้üยเทคน ิค CV ภายใต ้  10 ม ิลล ิ โมลต ่อล ิตร 

K3[Fe(CN)6]/K4[Fe(CN)6] ในÿารละลายบัฟเฟอร์ PBS (รูปที่ 2.30b) แÿดงใĀ้เĀ็นü่าปฏิกิริยารีดอกซ์ 

Fe2+/Fe3+ แÿดงพีคของการออกซิเดชันและการรีดักชันที่ชัดเจน ค่ากระแÿไฟฟ้าที่üัดได้จากปฏิกิริยา

ทั้งÿองมีค่าคงที่Āลังจากการÿแกน 25 ครั้งติดต่อกัน ซึ่งบ่งช้ีü่า GLE มีคüามเÿถียรที่ดีมาก นอกจากนี้การ

ทดÿอบ EIS ในÿารละลาย [Fe(CN)6]3−/4− ได้แÿดงüงจร Nyquist plot ที่มีค่าคüามต้านทานในการถ่าย

โอนประจุ (Rct) ต่ำ ซึ่งบ่งบอกถึงคüามÿามารถในการนำไฟฟ้าที่ดีของอิเล็กโทรด และยังแÿดงผลการ

ทดÿอบที่ชี้เĀ็นถึงคüามÿามารถในการผลิตซ้ำของขั้üไฟฟ้า GLE ซึ่ง GLE ทั้ง 5 ชิ้นนี้ใĀ้ค่า Rct ที่มีค่า

ใกล้เคียงกันในช่üง 97.54 ถึง 117.66 โอĀ์ม (รูปที่ 2.30c) จากผลการตรüจÿอบทั้งĀมดนี้ÿามาถÿรุปได้

ü่ากระบüนการÿร้าง GLE นี้ไม่ต้องการอุปกรณ์ขั้นÿูง ÿามารถผลิตอิเล็กโทรดได้อย่างรüดเร็üและมีต้นทุน

ต่ำเพียงตกชิ้นละประมาณ 4 บาท โดยยังÿามารถผลิตอิเล็กโทรดได้ในเüลาเพียงไม่กี่นาทีต่อชิ้น อีกทั้งยัง

ÿามารถÿร้างอิเล็กโทรดได้Āลายชิ้นพร้อมกันในครั้งเดียü 

 

รูปที่ 2.30 เอกลักþณ์ทางไฟฟ้าของ GLE ที่ÿร้างขึ้น (a) CV ภายใต ้0.5 โมลต่อลิตร กรดซัลฟิüริก ที่อัตรา

การÿแกน 0.5 โüลต์ต่อüินาท ี(b) CV ภายใต้ 10 มิลลิโมลต่อลิตร K3[Fe(CN)6]/K4[Fe(CN)6] ในÿารละลาย

บัฟเฟอร ์ PBS ÿแกนจำนüน 25 รอบ (c) EIS ของ GLE จำนüน 5 ชิ้น ภายใต้ 10 มิลลิโมลต่อลิตร 

K3[Fe(CN)6]/K4[Fe(CN)6] ในÿารละลายบฟัเฟอร ์PBS [84] 
 
  M.S.F. Santos และคณะ [85] ได้พัฒนาüิธีการÿร้าง GLE ที่ง่ายและÿะดüกมากขึ้นด้üยการใช้

เทปพอลิอิไมด์เป็นüัÿดุเÿริมคüามแข็งแรง รูปแบบการÿร้าง planar-disc GLE และ nanoband GLE 

แÿดงดังรูปที่ 2.31A นำเทปพอลิอิไมด์ขนาด 10 มิลลิเมตร x 25 มิลลิเมตร มาติดบนทองคำเปลüและกด

เบาๆ เพื่อใĀ้üัÿดุทั้งÿองแนบติดกัน (ขั้นตอนที่ I ถึง iii) จากนั้นนำเทปพอลิอิไมด์อีกชิ้น (10 มิลลิเมตร x 

20 มิลลิเมตร) ที่ถูกเจาะด้üยเครื่องเจาะกระดาþขนาดเÿ้นผ่านýูนย์กลาง 3 มิลลิเมตร มาติดลงบนแผ่น

ทองคำเพื่อกำĀนดพื้นที่ผิüของอิเล็กโทรดในการทำปฏิกิริยา บริเüณที่ผิüเปลือยของแผ่นทองคำถูกเคลือบ

ด้üยĀมึกเงินนำไฟฟ้าที่ช่üยเÿริมคüามแข็งแรงและใช้ÿำĀรับเป็นจุดเชื่อมต่อทางไฟฟ้า ตามรายละเอียดใน

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ขั้นตอน iv และ v โดยพื้นที่ที่ถูกกำĀนดเป็นบริเüณที่เกิดปฏิกิริยาทางไฟฟ้า (planar-disc) ÿามารถ

ปรับเปลี่ยนได้โดยการเลือกใช้ขนาดต่างๆ Āรือรูปทรงที่ต้องการ ภาพมุมมองด้านĀน้าของของชิ้นงานจริง 

GLE และมุมมองด้านข้างระĀü่างการโค้งงอแÿดงในรูปที่ 2.31B และ C ตามลำดับ 

 

รูปที่ 2.31 (A) แผนภาพแÿดงกระบüนการผลิตขั้üไฟฟ้าแบบ planar-disc (ด้านขüา) และขั้üไฟฟ้าแบบ

แถบนาโน (ด้านซ้าย) (B) ภาพมุมมองด้านĀน้าของขั้üไฟฟ้าทองคำเปลüแบบ planar-disc และ (C) ภาพ

มุมมองด้านข้างของขั้üไฟฟ้าทองคำเปลüขณะถูกทำใĀ้งอ [85] 
 

ในการเปรียบเทียบพฤติกรรมทางไฟฟ้าเคมีของ GLE ที่ÿร้างขึ้นกับอิเล็กโทรดทองคำอื่นๆ ทำได้

การทดลองüัดด้üยเทคนิค CV ภายใต้ 0.2 โมลต่อลิตร กรดซัลฟิüริก จากการทดลองพบü่าพฤติกรรมทาง

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ไฟฟ้าเคมีของ GLE มีคüามคล้ายคลึงอิเล็กโทรดทองคำแบบอื่นๆที่มีจำĀน่ายเชิงพาณิชย์ ซึ่งÿอดคล้องกับ

โปรไฟล์ CV ที่มีลักþณะเอกลักþณ์เฉพาะตามที่มีรายงานในงานüิจัยอื่นๆ โดยในการÿแกนไปข้างĀน้า

Āรือปฏิกิริยาออกซิเดชันพบพีคที่ýักย์ไฟฟ้าประมาณ 1.35 โüลต์ ÿัมพันธ์กับการเกิดออกไซด์ของทอง 

และระĀü่างการÿแกนย้อนกลับพบพีครีดักชันที่ประมาณ 0.90 โüลต์ ÿัมพันธ์กับการรีดักชันของทอง

ออกไซด์ที่เกิดขึ้น ต่อมาเพื่อพฤติกรรมทางไฟฟ้าที่เป็นผลมาจากอัตราการÿแกนที่แตกต่างกันในช่üง 10 

ถึง 200 มิลลิโüลต์ต่อüินาที ภายใต้ 1 มิลลิโมลต่อลิตร K3[Fe(CN)6] ใน 0.2 มิลลิโมลต่อลิตร KNO3 แÿดง

ในรูปที่ 2.32A กราฟคüามÿัมพันธ์ของกระแÿไฟฟ้าÿูงÿุดกับรากที่ÿองของอัตราการÿแกนแÿดงคüามเป็น

เÿ้นตรง (ภายในรูปที่ 2.32A) ซึ่งบ่งบอกถึงกระบüนการไฟฟ้าเคมีที่เกิดขึ้นเป็นการเกิดแบบการแพร่ของ

ประจุบนผิüอิเล็กโทรด นอกจากนี้ GLE ถูกทำใĀ้เกิดการเปลี่ยนรูปเชิงกลอย่างรุนแรงจำนüน 15 ครั้ง

Āลังจากการเปลี่ยนรูปเชิงกลแต่ละครั้ง (เช่น การโค้งงอและการพับอิเล็กโทรด) ได้มีการทดÿอบด้üย CV 

ภายใต้ 1 มิลลิโมลต่อลิตร K3[Fe(CN)6] ใน 0.2 มิลลิโมลต่อลิตร KNO3 ดังที่แÿดงในรูปที่ 2.32B พบü่าไม่

แÿดงการÿูญเÿียการเชื่อมต่อทางไฟฟ้าĀรือการเปลี่ยนแปลงของการตอบÿนองของอิเล็กโทรด โดย

ตัüอย่างชิ้นงานก่อนและĀลังทำใĀ้เกิดการเÿียรูปเชิงกลแÿดงดังรูปที่ 2.32C และในประเมินประÿิทธิภาพ

ของอิเล็กโทรดชนิดแถบนาโน ด้üยเทคนิค CV ภายใต้คüามเข้มข้นของ K3[Fe(CN)6] ที่เพิ ่มขึ ้นใน

ÿารละลาย KNO3 ตามที่แÿดงในรูปที่ 2.32D จากกราฟแÿดงข้อมูลระĀü่างค่ากระแÿไฟฟ้าÿูงÿุดและ

คüามเข้มข้นÿารรีด็อกซ์ ภายในรูปที่ 2.32D พบü่าค่ากระแÿไฟฟ้าเพิ่มขึ้นอย่างเป็นเÿ้นตรงเมื่อคüาม

เข้มข้นของ K3[Fe(CN)6] เพิ่มจาก 0.5 ถึง 5.0 มิลลิโมลต่อลิตร โดยมีค่าÿัมประÿิทธิ์เÿ้นตรง (R²) เท่ากับ 

0.9998 เนื่องจากüัÿดุที่ใช้เป็นแผ่นฐานรองในการผลิตอิเล็กโทรดมีคüามยืดĀยุ่น การขัดพ้ืนผิüของทองคำ

จึงเป็นงานที่ทำได้ยาก อย่างไรก็ตาม การปรับปรุงพ้ืนผิüอิเล็กโทรดÿามารถทำได้อย่างง่ายดายและรüดเร็ü 

เพียงแค่ใช้มีดโกนตัดÿ่üนปลายของอิเล็กโทรดออกเล็กน้อย (ประมาณ 0.5 มม.) การทดÿอบด้üยเทคนิค 

CV ภายใต้ 2 มิลลิโมลต่อลิตร K3[Fe(CN)6] ใน 0.2 มิลลิโมลต่อลิตร KNO3 ถูกทดลองซ้ำทั้งĀมด 5 รอบ

Āลังจากการตัดÿ่üนปลายของอิเล็กโทรดแต่ละครั้ง ซึ ่งผลลัพธ์แÿดงในรูปที่ 2.32E พบü่าค่าคüาม

เบี่ยงเบนมาตรฐานÿัมพัทธ์ (RSD) ของค่ากระแÿไฟฟ้าÿูงÿุดมีค่าเท่ากับ 3.8% แÿดงใĀ้เĀ็นü่าพื้นที่พื้นผิü

มีการทำซ้ำได้ดี จากผลการทดลองทั้งĀมดบ่งชี้ü่าประÿบคüามÿำเร็จในการÿร้าง GLE แบบใช้แล้üทิ้งที่มี

ต้นทุนราคาถูกและยังคงใĀ้ประÿิทธิภาพที่ใกล้เคียงกับอิเล็กโทรดที่มีการจัดจำĀน่ายในเชิงพาณิชย์อีกด้üย 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 2.32 (A) CV ของ 3 มิลลิเมตร planar-disc GLE ภายใต้ 1 มิลลิโมลต่อลิตร K3[Fe(CN)6] ใน 0.2 

มิลลิโมลต่อลิตร KNO3 ที่อัตราการÿแกน (a) 10, (b) 20, (c) 50, (d) 100, และ (e) 200 มิลลิโüลต์ต่อ

üินาที ภายในรูปแÿดงคüามÿัมพันธ์ระĀü่างค่ากระแÿไฟกับรากที่ÿองของอัตราการÿแกน, (B) CV ของ 6 

มิลลิเมตร planar-disc GLE ภายใต้ 1 มิลลิโมลต่อลิตร K3[Fe(CN)6] ใน 0.2 มิลลิโมลต่อลิตร KNO3 ที่

อัตราการÿแกน 20 มิลลิโüลต์ต่อüินาที ĀลังจากทำใĀ้เกิดการเÿียรูปเชิงกล 15 ครั้ง, (C) ชิ้นงานก่อนและ

ĀลังทำใĀ้เกิดการเÿียรูปเชิงกล , (D) CV ของ Nanoband GLE ภายใต้เพิ่มขึ้นของคüามเข้มข้นของ 

K3[Fe(CN)6] (ตั้งแต่ (a) 0.5 ถึง (g) 5.0 มิลลิโมลต่อลิตร) ใน 0.2 มิลลิโมลต่อลิตร KNO3 ที่อัตราการ

ÿแกน 20 มิลลิโüลต์ต่อüินาที, และ (E) CV ของ GLE ที่ทำการตัดÿ่üนปลาย: (a: ครั้งที่Āนึ่ง b: ครั้งที่ÿอง 

c: ครั้งที่ÿาม d: ครั้งที่ÿี่และ e: ครั้งที่Ā้า) ภายใต้ 2 มิลลิโมลต่อลิตร K3[Fe(CN)6] ใน 0.2 มิลลิโมลต่อลิตร 

KNO3 ที่อัตราการÿแกน 20 มิลลิโüลต์ต่อüินาที [85] 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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2.5 งานüิจัยทีเ่กี่ยüข้อง 

 2.5.1 การüเิคราะĀ์เชิงปริมาณของ AFB1  

 Y. Wang และคณะ [86] ได้พัฒนาüิธีการüิเคราะĀ์ใĀม่ที่ใช้การÿกัดด้üยตัüดูดซับแบบเÿ้นใยนา

โน (Packed-nanofibers Solid-Phase Extraction: PFSPE) คüบคู่กับการüิเคราะĀ์ HPLC-FLD เพื่อ

ตรüจüัด AFs (G1 G2 B1 และ B2) ในอาĀารจากพืช (อัลมอนด์, แปะก๊üย, ถั่üลิÿง, เม็ดมะม่üงĀิมพานต์, 

อาĀารÿัตü์) และอาĀารจากÿัตü์ (ตับĀมู, ตับเป็ด, ตับไก่, เลือดĀมู, ลำไÿ้เป็ด, กึ๋นเป็ด) โดยกระบüนการ

เตรียมตัüอย่างเริ่มจากการบดและผÿมตัüอย่างใĀ้ละเอียด จากนั้นนำตัüอย่าง 5 กรัม ใÿ่ในĀลอดปั่น

เĀüี่ยงและเติมÿารละลายเมทานอล 70% ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ทำการüอร์เท็กซ์และอัลตราโซนิกเพื่อทำ

การÿกัดÿารตัüอย่าง จากนั้นปั่นเĀüี่ยงที่ 8000 รอบต่อนาทีเป็นเüลา 10 นาที เก็บÿารละลายÿ่üนบน

และดูดซับด้üย PFSPE และทำการล้างตัüดูดซับด้üยอะซีโตไนไตรล์ 750 ไมโครลิตร และเก็บÿารละลาย

ในĀลอดปั่นเĀüี่ยงขนาด 1 มิลลิลิตร และทำการติดอนุพันธ์โดยทำใĀ้แĀ้งภายใต้แก๊ÿไนโตรเจนที่อุณĀภูมิ 

50°C ĀลังจากÿารละลายแĀ้ง เติมเฮกเซน 200 ไมโครลิตร และกรดไตรฟลูออโรอะซิติก 100 ไมโครลิตร 

üอร์เท็กซ์และผÿมใĀ้เข้ากัน จากนั้นนำไปอบที่อุณĀภูมิ 40°C เป็นเüลา 15 นาทีเพื่อใĀ้ปฏิกิริยาการติด

อนุพันธ์โดยÿมบูรณ์ Āลังจากการติดอนุพันธ์เÿร็จÿิ้น ทำใĀ้แĀ้งอีกครั้งภายใต้แก๊ÿไนโตรเจนที่อุณĀภูมิ 

50°C และเติมÿารละลาย 200 ไมโครลิตร ของเฟÿเคลื่อนที่เพื่อนำไฟตรüจด้üย HPLC ÿำĀรับการ

ตรüจüัด AFB1 ด้üย HPLC-FLD โดยใช้คอลัมน์ Shimadzu Inertsustain C18 (5 μm, 4.6 × 150 mm) 

เฟÿเคลื่อนที่ประกอบด้üย น้ำกลั่น: เมทานอล: อะซิโตไนไตรล์ (67: 19: 14 โดยปริมาตร) อัตราการไĀล 

1 มิลลิลิตรต่อนาที ใช้เüลาทั้งĀมด 20 นาที คüามยาüคลื่นกระตุ้นและตรüจจับคüามยาüคลื่นการเรือง

แÿงที่ 360 และ 440 นาโนเมตร ตามลำดับ จากüิธีดังกล่าüในการตรüจüิเคราะĀ์ AFB1 ในช่üง 0.5–50.0 

นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ในค่า Rt อยู่ที่ประมาณ 13 นาที ÿมการเชิงเÿ้นของüิธีนี ้คือ y = 386061x - 

472765 โดยมีค่า R2 = 0.9993 และขีดจำกัดการตรüจüัดต่ำÿุด (LOD) คือ 0.08 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร 

üิธีนี้ใĀ้ผลการคืนกลับที่ดีในตัüอย่างจริงในช่üง 93.00% ถึง 106.00% 
 
 2.5.2 การปรบัปรุงพื้นผิüขัü้ไฟฟ้าด้üยอนุภาคนาโนโลĀะในการตรüจĀาปริมาณ AFB1 

 K. Kunene และคณะ [87] ได้ÿร้างอิเล็กโทรเคมีไบโอเซนเซอร์ÿำĀรับตรüจüัด AFB1 โดยการ

ตรึงแอนติบอดี AFB1 ไü้บนชั้นของ L-cysteine (L-Cys) ซึ่งใช้ตัüกลางเชื่อมโยงระĀü่างแอนติบอดีกับ

อิเล็กโทรดคาร์บอนเฟลต์ (CF) ที่ถูกปรับแต่งด้üยอนุภาคนาโนพาลาเดียม-โบรอนไนไตรด์ (PdNP-BN) ขั้น

ÿอนการÿร้างไบโอเซ็นเซอร์ดังแÿดงรูปที่ 2.33 โดยเริ่มจากการปรับพื้นผิüของ CF ด้üย BN และ PdNP 

ตามลำดับ ด้üยเทคนิคการเคลือบฟิล์มบาง (Atomic Layer Deposition, ALD) จากนั้นนำอิเล็กโทรด 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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PdNP-BN/CF แช่ในÿารละลาย L-Cys ข้ามคืนเพื่อÿร้างคอมเพล็กซ์ระĀü่าง Cys/PdNP ผ่านพันธะไท

ออล Āลังจากนั้นทำการปรับพื้นผิüเพิ่มเติมด้üย EDC และ NHS เพื่อเปลี่ยนĀมู่คาร์บอกซิลของ Cys ใĀ้

เป็นเอÿเทอร์ NHS ซึ่งมีคüามจำเพาะต่อĀมู่อะมิโนในแอนติบอดี AFB1 ÿุดท้ายเคลือบผิüด้üย BSA เพื่อ

บล็อกจุดจับที่เĀลืออยู่บนอิเล็กโทรด 

 
รูปที่ 2.33 ขั้นตอนการÿร้างไบโอเซนเซอร์ÿำĀรับตรüจüัด AFB1 [87] 

 
 ในการตรüจÿอบกระบüนการÿร้างไบโอเซนเซอร์ CV และ EIS ได้ถูกนำมาใช้ภายใต้ÿารละลาย

รีด็อกซ์ [Fe(CN)6] 3-/4- ใน 0.1 โมลต่อลิตร KCl จากผล CV (รูปที่ 2.34A) แÿดงใĀ้เĀ็นü่า PdNP-BN/CF 

(กราฟ i) การเกิดปฏิกิริยาไฟฟ้าเคมีแบบย้อนกลับได้ พร้อมกับกระแÿแอโนดิก (Ipa) 1.45 ไมโครแอมป์ซึ่ง

การเกิดขึ้นของกระแÿเกิดจากพฤติกรรมการเร่งปฏิกิริยาของ BN ที่ช่üยถ่ายโอนอิเล็กตรอนได้เร็üขึ้น และ

เมื่อทำการตรึง L-Cys บนพื้นผิüอิเล็กโทรด Ipa ลดลงเĀลือ 0.73 ไมโครแอมป์ (กราฟ ii) เนื่องจาก L-Cys 

ลดแรงต้านไฟฟ้าของประจุลบระĀü่าง –COOH ของ L-Cys และประจุลบของ [Fe(CN)6]3-/4- และเพิ่มขึ้น

อีกครั้งเมื่อทำการตรึงแอนติบอดีบนพื้นผิü Ipa เพิ่มขึ้นเป็น 0.97 ไมโครแอมป์ (กราฟ iii) แÿดงใĀ้เĀ็นü่า

แอนติบอดี AFB1 ทำĀน้าที่เป็นตัüกลางในการถ่ายโอนอิเล็กตรอนระĀü่าง L-Cys/PdNP-BN และ CF 

และÿุดท้ายเมื่อบล็อกด้üย BSA Ipa ลดลงเป็น 0.50 ไมโครแอมป์ (กราฟ iv) การüิเคราะĀ์ EIS ยังแÿดง

ใĀ้เĀ็นคüามÿำเร็จของการÿร้างไบโอเซ็นเซอร์ โดยใช้üงจร Randles ÿำĀรับการฟิตข้อมูลอิมพีแดนซ์ ซึ่ง

üงจรประกอบด้üยคüามต้านทานของอิเล็กโทรไลต์ (Rs), คาปาซิแตนซ์ชั้นคู่ไฟฟ้า (Cdl), คüามต้านทาน

การถ่ายโอนประจุ (Rct) และ Warburg impedance ดังรูปที่ 2.34B ใน PdNP-BN/CF (กราฟ i) ค่า Rct 

เพิ่มขึ้นเล็กน้อยเป็น 84 โอĀ์ม เนื่องจากคüามÿามารถในการเร่งปฏิกิริยาของ PdNPs และ BN เมื่อเติม 

L-Cys บนพื้นผิü Rct เพิ่มขึ้นเป็น 1200 โอĀ์ม (กราฟ ii) แÿดงใĀ้เĀ็นü่า L-Cys ÿามารถขัดขüางการถ่าย

โอนประจุ และĀลังจากตรึงแอนติบอดี ค่า Rct ลดลงเป็น 567 โอĀ์ม (กราฟ iii) บ่งชี ้ü่ามีการตรึง

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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แอนติบอดีบนพื้นผิüอิเล็กโทรด และค่า Rct ยังคงลดลงĀลังจากตรึง BSA (กราฟ iv) ยืนยันการÿร้างไบโอ

เซ็นเซอร์ได้ÿำเร็จ 

 
รูปที่ 2.34 (A) CV และ (B) EIS การตอบÿนองทางไฟฟ้าเคมีของการÿร้างไบโอฌซ็นเซอร์ในแต่ละขั้นตอน 

(i) PdNP-BN/CF, (ii) L-Cys/PdNP-BN/CF, (iii) anti-AFB1/L-Cys/PdNP-BN/CF, and (iv) BSA/ anti-

AFB1/L-Cys/PdNP-BN/CF ภายใต้ 5 มิลลิโมลต่อลิตร [Fe(CN)6]3-/4- ใน 0.1 โมลต่อลิตร ÿารละลาย

บัฟเฟอร์ PBS และ 0.1 โมลต่อลิตร KCl ที่ pH 7.5 อัตราการÿแกน 20 มิลลิโüล์ตต่อüินาที [87] 
 

ในการทดÿอบประÿิทธิภาพของไบโอเซ็นเซอร์ที่ÿร้างขึ้น ดังรูปที่ 2.35A และ B ทำการตรüจüัด 

AFB1 ในช่üงคüามเข้มข้น 1.0–10 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร โดยพบü่ากระแÿไฟฟ้าลดลงเมื่อคüามเข้มข้น

ของ AFB1 เพิ่มขึ้น และแÿดงคüามÿัมพันธ์เชิงเÿ้น (R2 = 0.9987) ค่าขีดจำกัดการตรüจüัดต่ำÿุด (LOD) 

คือ 0.834 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร นอกจากนี้ไบโอเซ็นเซอร์ยังถูกนำไปทดÿอบกับตัüอย่างไüน์ โดยพบü่ามี

ค่าการคืนกลับอยู่ในช่üง 93.00% ถึง 106.00% ซึ่งยืนยันได้ü่าไบโอเซ็นเซอร์นี้ÿามารถใช้ตรüจüัด AFB1 

ในไüน์ได้ 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 2.35 (A) LSV curves ของไบโอเซ็นเซอร์ BSA/anti-AFB1/L-Cys/PdNP-BN/CF ที่คüามเข้มข้น 

AFB1 ต่างๆ ในช่üง 1.0 ถึง 10.0 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร และ (B) กราฟมาตรฐานÿำĀรับการตรüจüัด 

AFB1 [87] 
 
 Y. Hui และคณะ [88] ได้ÿร้างอิเล็กโทรดทางไฟฟ้าเคมีแอปตาเซ็นเซอร์ÿำĀรับการตรüจüัด 

AFB1 โดยทำการปรับปรุงพื้นผิüของ GCE ด้üยการชุบโลĀะไฟฟ้า ซึ่ง GCE จะถูกแช่ไü้ในÿารละลาย 

HAuCl4 และทำการจ่ายกระแÿไฟต่อเนื่องที่ýักย์ไฟฟ้า -0.2 โüลต์เป็นเüลา 80 üินาที จากนั้นทำการตรึง 

DNA ที่มีการปรับปรุงด้üยĀมู่ไทออลที่ปลายÿาย (Thiolated complementary strand, cDNA) ไü้บน

ผิüอิเล็กโทรดผ่านพันธะ Au-S ของ AuNPs กับ cDNA และใช้ÿาร MCH เพื่อบล็อกบริเüณที่ไม่ได้ถูก

ดัดแปลงเพื่อป้องกันการดูดซับที่ไม่เฉพาะเจาะจง จากนั้น Apt ถูกเติมลงไปเพื่อใช้เป็นตัüจับที่จำเพาะกับ 

AFB1 และทำการเติมÿารละลาย AFB1 ที่มีคüามเข้มข้นต่างๆ พร้อมกับ Exo I เมื่อมี AFB1 อยู่ในระบบ 

Apt จะĀลุดออกจากอิเล็กโทรด ทำใĀ้เกิดคอนจูเกต Apt-AFB1 ในÿารละลาย ซึ่งคอนจูเกตนี้จะถูกย่อย

โดยเอนไซม์ Exonuclease I (Exo I) และในขั้นตอนÿุดท้าย นาโนโพรบ DNA-AuNPs-horseradish 

peroxidase (DNA-AuNPs-HRP) จะจับกับ cDNA ที่อยู่บนพื้นผิüอิเล็กโทรดผ่านการจับคู่เบÿ และ HRP 

จะเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชันของไฮโดรคüิโนน (HQ) ไปเป็นเบนโซคüิโนน (BQ) ด้üยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 

(H2O2) ทำใĀ้เกิดÿัญญาณทางไฟไฟฟ้าเคมีในการติดตามปริมาณของ AFB1 (รูปที่ 2.36) 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 2.36 แÿดงขั้นตอนการÿร้างอปตาเซ็นเซอร์ทางไฟฟ้าเคมี [88] 

 
 EIS และ CV ถูกใช้ÿำĀรับการตรüจเอกลักþณ์ทางไฟฟ้าของอิเล็กโทรดที่ÿร้างขึ้นÿำĀรับการ

üิเคราะĀ์ AFB1 ÿำĀรับการüิเคราะĀ์ EIS เÿ้นผ่านýูนย์กลางของüงครึ่งüงกลมÿามารถใช้ประเมินค่าคüาม

ต้านทานการถ่ายโอนอิเล็กตรอน (Rct) บนพื้นผิüของอิเล็กโทรด โดยใช้ [Fe(CN)6]3-/4- เป็นÿารละลายรี

ดอกซ์ ซึ่งการเพิ่มขึ้นของเÿ้นผ่านýูนย์กลางüงครึ่งüงกลมแÿดงถึงการเพิ่มขึ้นของค่า Rct จากรูปที่ 2.37A 

พบü่าที่อิเล็กโทรด GCE ที่ไม่ถูกปรับแต่งพื้นผิü มีเÿ้นผ่านýูนย์กลางüงครึ่งüงกลมเล็กมาก ซึ่งบ่งบอกถึง

กระบüนการถ่ายโอนอิเล็กตรอนที่รüดเร็ü (กราฟ a) เมื่อทำการปรับแต่งพื้นผิüด้üย AuNPs เÿ้นผ่าน

ýูนย์กลางลดลงอย่างมาก (กราฟ b) แÿดงใĀ้เĀ็นü่า AuNPs ช่üยเพิ่มคüามÿามารถในการถ่ายโอน

อิเล็กตรอนของอินเทอร์เฟซอิเล็กโทรด อย่างไรก็ตาม เมื่อ cDNA และ Apt ถูกตรึงเข้าบนผิüอิเล็กโทรด

เÿ้นผ่านýูนย์กลางüงครึ่งüงกลมเพิ่มขึ้นอย่างชัดเจน (กราฟ c และ d) ซึ่งเÿ้นผ่านýูนย์กลางนี้เพิ่มขึ้นตาม

คüามยาüของโอลิโกนิüคลีโอไทด์และอิเล็กโตรเนกาติüิตี้ เนื่องจากโครงÿร้างฟอÿเฟตที่มีประจุลบของโอลิ

โกนิüคลีโอไทด์ขัดขüางการถ่ายโอนอิเล็กตรอน ต่อมาเมื่อมีการเติมÿารละลาย AFB1 ที่มี Exo I (กราฟ f) 

เÿ้นผ่านýูนย์กลางüงครึ่งüงกลมลดลงอย่างชัดเจน ซึ่งอาจเนื่องจาก AFB1 ดึง Apt ออกจากพื้นผิü

อิเล็กโทรดเพื ่อÿร้างคอมเพล็กซ์ AFB1-Apt ทำใĀ้มี Apt เĀลือบนพื ้นผิüอิเล็กโทรดน้อยลง ใน

ขณะเดียüกัน Exo I ช่üยย่อยคอมเพล็กซ์นี้ ทำใĀ้ AFB1 ถูกปล่อยออกมาและĀมุนเüียนเพื่อตรึงกับ Apt 

อื่นต่อไป ในกรณีที่ไม่มี Exo I (กราฟ e) เÿ้นผ่านýูนย์กลางüงกึ่งüงกลมเพิ่มขึ้น แÿดงใĀ้เĀ็นü่า Exo I 

ทำงานได้ดีในกระบüนการĀมุนเüียน AFB1 ข้อมูลเĀล่านี้ยืนยันü่าอปตาเซ็นเซอร์ถูกÿร้างขึ้นÿำเร็จ ใน

ขณะเดียüกัน CV ถูกใช้ในการยืนยันกระบüนการปรับแต่งอิเล็กโทรดเช่นเดียüกัน จากรูปที่ 2.37B พบü่า 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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GCE เปล่าแÿดงค่ากระแÿที่ค่อนข้างÿูง (กราฟ a') และค่ากระแÿมีการเพิ่มขึ้นĀลังจากปรับแต่งพื้นผิüด้üย 

AuNPs เนื่องจากการนำไฟฟ้าที่ดีของ AuNPs (กราฟ b') อย่างไรก็ตาม เมื่อ cDNA และ Apt ถูกตรึงบน

พื้นผิüอิเล็กโทรด กระแÿที่ÿังเกตได้ลดลงอย่างชัดเจน (กราฟ c' และ d') เมื่อเติม AFB1 และ Exo I 

(กราฟ f') กระแÿเพิ่มขึ้นอย่างชัดเจน โดยกระแÿที่เกิดในÿภาüะที่มี Exo I ÿูงกü่าÿภาüะที่ไม่มี Exo I 

(กราฟ e') ผลลัพธ์นี้ÿอดคล้องกับที่ได้จากการüัด EIS ผลการทดลองทั้งĀมดนี้ยืนยันü่าไบโอเซ็นเซอร์ทาง

ไฟฟ้าเคมีถูกÿร้างขึ้นÿำเร็จ 

 
รูปที่ 2.37 (A) EIS และ (B) CV การตอบÿนองทางไฟฟ้าที่แตกต่างกันในแต่ละขั้นตอนการปรับปรุงพื้นผิü

ของอิเล็กโทรด ภายใต้ 5 มิลลิโมลต่อลิตร K3[Fe(CN)6] ใน 0.1 โมลต่อลิตร KCl: (a,a′) bare GCE, (b,b′) 

AuNPs /GCE ,  ( c , c ′ )  cDNA/AuNPs /GCE ,  ( d ,d ′ )  Ap t /cDNA/AuNPs /GCE ,  ( e , e ′ ) 

AFB1/Apt/cDNA/AuNPs/GCE, (f,f′) AFB1 (Exo I)/Apt/cDNA/AuNPs/GCE. [88] 
 
 ภายใต้ÿภาüะที่เĀมาะÿม แอปตาเซ็นเซอร์ที่พัฒนาขึ้นถูกนำมาใช้ตรüจüัดคüามเข้มข้นต่างๆ ของ 

AFB1 (ดังแÿดงในรูปที่ 2.38A) จากผลการตรüจüัดÿัญญาณทางไฟฟ้าเคมีเพิ่มขึ้นอย่างเป็นเÿ้นตรงเมื่อ

คüามเข้มข้นของ AFB1 เพิ่มขึ้น ในช่üง 1 × 10−3 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ถึง 200 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร 

ÿมการการถดถอยเชิงเÿ้นที่ได้คือ ip (ไมโครแอมป์) = 2.0826 log(คüามเข้มข้น AFB1/นาโนกรัมต่อ

มิลลิลิตร) + 13.944 โดยมีค่าÿัมประÿิทธิ์ÿĀÿัมพันธ์ (correlation coefficient) เท่ากับ 0.9924 (ดัง

แÿดงในรูปที่ 2.38B) ซึ่งบ่งชี้ถึงคüามÿัมพันธ์เชิงเÿ้นที่ดีระĀü่างค่ากระแÿ DPV และคüามเข้มข้นของ 

AFB1 ค่าขีดจำกัดการตรüจüัดต่ำÿุด (LOD) คำนüณได้เท่ากับ 3.3 × 10−4 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร จากการ

ทดÿอบแอปตาเซ็นเซอร์ในตัüอย่างถั่üลิÿงและข้าüโพด พบü่ามีค่าร้อยละการคืนกลับอยู่ในช่üง 88.5%–

110.2% และค่า RSD อยู่ระĀü่าง 3.25% ถึง 7.82% ผลลัพธ์เĀล่านี้ยืนยันคüามÿามารถของแอปตา

เซ็นเซอร์ที่ถูกÿร้างขึ้นÿำĀรับการตรüจüัด AFB1 โดยตรงในผลิตผลทางการเกþตร 
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รูปที่ 2.38 (A) DPV การตอบÿนองทางไฟฟ้าเคมีของแอปตาเซ็นเซอร์ ที่คüามเข้มข้นต่างๆ ของ AFB1 

(ในช่üง 1 × 10−3 ถึง 200 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) (B) กราฟมาตรฐานÿำĀรับการตรüจüัด AFB1 [88] 

 
 2.5.3 การปรบัปรุงพื้นผิüขัü้ไฟฟ้าด้üยรีดüิซ์กราฟีนออกไซด์ในการตรüจĀาปริมาณ AFB1 

 Li Yuye และคณะ [89] ได้ÿร้างไบโอเซ็นเซอร์เพื ่อการตรüจüัด AFB1 ในถั ่üลิÿง โดยใช้

อินเทอร์เฟซตรüจüัดที่ประกอบด้üย thionine-graphene (THI-rGO) และ aptamer ที่ติดฉลากด้üย

เฟอร์โรซีน (Fc-APT-Fc) เพื ่อÿ่งÿัญญาณกระแÿไฟฟ้าแบบÿัดÿ่üน ( ITHI และ IFc) ตามรูปที ่ 2.39 

อิเล็กโทรดคาร์บอนกลม (GCE) ถูกเคลือบด้üย THI-rGO และ Fc-APT-Fc ตามลำดับ AFB1 จะถูกจับกับ 

Fc-apt แบบจำเพาะเจาะจง ซึ่งทำใĀ้ Fc-apt Āลุดออกจากพื้นผิü GCE ÿ่งผลใĀ้ค่า IFc ลดลง ขณะที่ค่า 

ITHI คงที่ นอกจากนี้ อปตาเมอร์ที่เĀลืออยู่บนอิเล็กโทรดยังÿามารถจับกับ AFB1 และĀลุดออกจากพ้ืนผิü

อิเล็กโทรดเพื่อตรüจüัดÿารได้ต่อไป ทำใĀ้ÿามารถใช้เซ็นเซอร์นี้ซ้ำได้Āลายครั้ง 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 2.39 ขั้นตอนการÿร้างไบโอเซ็นเซอร์ÿำĀรับการตรüจüัด AFB1 [89] 
 
 ไบโอเซ็นเซอร์ที่ÿร้างขึ้นถูกตรüจÿอบด้üย CV และ EIS จากรูปที่ 2.40A แÿดงใĀ้เĀ็นพีคออกซิเด

ชัน-รีดักชันของ [Fe(CN)6]3−/4− ที่ได้จาก GCE เปล่า (กราฟ a) Āัลงจากปรับแต่งพื้นผิüด้üย THI-rGO ทำ

ใĀ้กระแÿไฟเพิ่มขึ้นการเพิ่มพื้นที่ผิüและการเพิ่มการนำไฟฟ้าของ rGO (กราฟ b) ขณะที่การตรึง Fc-apt 

บนผิüÿ่งผลใĀ้กระแÿไฟลดลงอย่างมาก (กราฟ d) เนื่องจากผลของขนาดโมเลกุลที่ใĀญ่ และมีการเพิ่มขึ้น

ของกระแÿไฟĀลังจากเกิดคอมเพล็กซ์ AFB1-Fc-apt และถูกลอกออกจากพื้นผิü GCE (กราฟ e) จากนั้น 

EIS ถูกใช้ยืนยันผลการÿร้างแอปตาเซ็นเซอร์โดยในรูปที่  2.40B ค่า Rct ของ THI-rGO/GCE (กราฟ b) 

ลดลงเมื่อเทียบกับ GCE เปล่า (กราฟ a) การตรึง Fc-apt บน THI-rGO/GCE ทำใĀ้ค่า Rct เพิ่มขึ้นอย่าง

ชัดเจน (522 โอĀ์ม, กราฟ d) แต่Āลังจากการเติม AFB1 บน Fc-apt/THI-rGO/GCE ค่า Rct ลดลงเĀลือ 

337 โอĀ์ม (กราฟ e) ซึ่งยืนยันü่าเกิดการลอกคอมเพล็กซ์ Fc-apt-AFB1 ออกจากผิüอิเล็กโทรด ผลของ 

EIS ÿอดคล้องกับผลจาก CV ซึ่งยืนยันคüามÿำเร็จในการปรับแต่งüัÿดุในแต่ละขั้นตอน 
 คüามÿามารถในการüิเคราะĀ์ AFB1 ของแอปตาเซ็นเซอร์ไฟฟ้าเคมีที่ÿร้างขึ้น ภายใต้ÿภาüะที่

เĀมาะ โดยพบü่าเมื่อคüามเข้มข้นของ AFB1 (CAFB1) เพิ่มขึ้น ค่า ITHI ยังมีค่าเท่าเดิม ในขณะที่ค่า IFc 

ลดลง (ดังแÿดงในรูปที่ 2.40C) ค่า ITHI/IFc แÿดงคüามÿัมพันธ์เชิงเÿ้นกับคüามเข้มข้นของ AFB1 ในช่üง 

0.01 ถึง 100 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร โดยมีขีดจำกัดการตรüจüัดต่ำÿุด (LOD) เท่ากับ 0.01 นาโนกรัมต่อ

มิลลิลิตร (ดังแÿดงในรูปที่ 2.40D) ÿมการการถดถอยที่ÿอดคล้องกันคือ ITHI/IFc = 0.16 log(คüามเข้มข้น 

AFB1) + 1.33 โดยมีค่าÿัมประÿิทธิ์การถดถอย (R2) เท่ากับ 0.998 ผลจากการตรüจüิเคราะĀ์ AFB1 ใน

ถั่üลิÿงใĀ้ค่าร้อยละการคืนกลับอยู่ที่ 94 ถึง 116% บ่งบอกถึงคüามประÿบคüามÿำเร็จในการÿร้างแอปตา

เซ็นเซอร์การตรüจüัด AFB1 ที่ÿามารถใช้ได้จริงในตัüอย่างจริงทางการเกþตร 
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รูปที่ 2.40 (A) CV และ (B) EIS การตอบÿนองทางไฟฟ้าเคมีของขั้นตอนการÿร้างแอปตาเซ็นเซอร์ÿำĀรับ

ตรüจüัด AFB1: (a) Bare GCE, (b) GCE/THI-rGO, (c) GCE/THI-rGO/CS, (d) GCE/THI-rGO/CS/Fc-

apt, and (e) GCE/THI-rGO/CS/Fc-apt/AFB1 (C) ACV การตอบÿนองทางไฟฟ้าเคมีต่อคüามเข้มข้น

ต่างๆของ AFB1 ในช่üง 0.01 ถึง 100 นาโนกรัมต่อมิลลลิิตร ใน 0.1 โมลต่อลิตร ÿารละลายบัฟเฟอร์ PBS 

(D) กราฟมาตรฐานระĀü่างค่าอัตราÿ่üนกระแÿไฟ ITHI/IFc กับค่าล็อกกาลิทึมคüามเข้มข้น AFB1 [89] 
 
 2.5.4 การปรบัปรุงพื้นผิüขัü้ไฟฟ้าด้üยนาโนคอมโพÿิตในการการตรüจĀาปริมาณ AFB1 

 L. Shi และคณะ [90] ได้ใช้รีดิüซ์กราฟีนออกไซด์ r-GO ที่ถูกปรับแต่งใĀ้มีĀมู่ฟังก์ชันที่เĀมาะÿม

ÿำการตรึงแอนติบอดี และยังมีคüามเข้ากันได้ดีกับอนุภาคนาโนโลĀะผ่านออกซิเจนในĀมู่ฟังก์ชันต่างๆบน

ผิü ที่ซึ่งอนุภาคนาโนดังกล่าüÿามารถช่üยเพิ่มการถ่ายโอนอิเล็กตรอนÿ่งผลใĀ้มีการตรüจüัดที่ละเอียด

มากยิ่งขึ้น จากรูปที่ 2.41 แÿดงขั้นตอนการเตรียมไบโออิเล็กโทรดÿำĀรับการตรüจüัด AFB1 เริ่มจากทำ

การเคลือบüัÿดุคอมโพÿิต Au-PPABA-r-GO ลงบน GCE ทิ้งไü้ใĀ้แĀ้งที่อุณĀภูมิĀ้องเพื่อÿร้าง Au-PPABA-

r -GO/GCE  จากน ั ้นทำการเตร ียมอ ิ เล ็ก โทรดด ้üย N-(3-d imethylaminopropyl ) -N’ -

ethylcarbodiimide (EDC) และ N-Hydroxysuccinimide (NHS) เพื ่อÿร้างตำแĀน่งในการตรึง

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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แอนติบอดี AFB1 Āลังจากตรึงแอนติบอดีแล้üใช้ BSA เพื่อบล็อกจุดจับที่เĀลืออยู่บนพื้นผิüอิเล็กโทรด 

จากนั้นทำการตรüจüัด AFB1 ด้üยเทคนิค EIS ภายใต้ÿารละลายรีด็อกซ์ [Fe(CN)6]-3/-4 

 
รูปที่ 2.41 ขั้นตอนการÿร้างไบโอเซ็นเซอร์ÿำĀรับการตรüจüัด AFB1 [90] 

 
 ทำการทดÿอบไบโอเซ็นเซอร์ที่ÿร้างขึ้นด้üย EIS โดยใช้ K3[Fe(CN)6] เป็นÿารละลายรีดอกซ์ จาก

รูปที่ 2.42 แÿดงใĀ้เĀ็นกระบüนการÿร้างไบโอเซนเซอร์ÿำĀรับ AFB1 โดยพบ GCE ที่ไม่ได้มีการปรับปรุง

พื้นผิüมีครึ่งüงกลมขนาดเล็ก (รูปที่ 2.42A(a)) ซึ่งบ่งชี้ü่าอิเล็กโทรดมีการนำไฟฟ้าที่ดี Āลังจากการ

ดัดแปลงrพื้นผิüด้üย PABA-r-GO (รูปที่ 2.42A(b)) ค่า Rct เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยÿำคัญ ซึ่งเป็นผลมาจากการ

ลดคüามÿามารถในการถ่ายโอนอิเล็กตรอนเนื่องจากการมีอยู่ของกลุ่มออกซิเจนในĀมู่Āมู่ฟังก์ชันบนüัÿดุ

นาโนคอมโพÿิต และค่า Rct เพิ่มขึ้นอย่างต่อเนื่องเมื่อทำการตรึงแอนติบอดีบนผิü BSA และ AFB1 (รูปที่ 

2.42A(c-e)) ซึ่งแÿดงใĀ้เĀ็นü่ามีขัดขüางกระบüนการแลกเปลี่ยนประจุระĀü่างÿารละลายรีด็อกซ์และ

อิเล็กโทรดเพิ่มขึ้นตามลำดับ เมื่อเปรียบเทียบกับการนำ AuNPs มาใช้ในการÿร้างเป็นüัÿดุคอมโพÿิตกับ 

r-GO และเคลือบบน GCE (Au-PPABA-r-GO/GCE) จากรูปที่ 2.42B พบü่า AuNPs ช่üยเพิ่มการนำไฟฟ้า

ของüัÿดุนาโนคอมโพÿิตผÿมและเพิ่มอัตราการถ่ายโอนอิเล็กตรอนระĀü่างอิเล็กโทรดและÿารละลายรี

ดอกซ์ [Fe(CN)6]3−/4− ซึ่ง Rct ที่üัดได้ของ Au-PPABA-r-GO/GCE (รูปที่ 2.42B(a-d)) มีค่าลดลงจาก 

PABA-r-GO/GCE (รูปที่ 2.42A(b-e))  
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รูปที่ 2.42 EIS การตอบÿนองทางไฟฟ้าเคมีของการไบโอเซ็นเซอรแ์ต่ละขั้นตอน A: (a) Bare GCE; (b) 

PABA-r-GO/GCE; (c) Anti-PABA-r-GO/GCE; (d) BSA-Anti-PABA-r-GO/GCE; (e) AFB1-BSA-

AntiPABA-r-GO/GCE. B: (a) Au-PPABA-r-GO/GCE; (b) Anti-Au-PPABA-r-GO/G CE; (c) BSA-Anti-

Au-PPABA-r-GO/GCE; (d) AFB1-BSA-Anti-Au-PPABA-r-GO/GCE ภายใต้ 10 มิลลิโมลต่อลิตร์ 

[Fe(CN)6]3-/4- ใน 0.1 โมลต่อลิตร KCl ในช่üงคüามถี่ 0.1 ถึง 105 Hz [90] 
 

ค่า Rct ของไบโอเซนเซอร์ที่ÿร้างขึ้นแÿดงคüามÿัมพันธ์เชิงเÿ้นกับคüามเข้มข้นของ AFB1 โดย

กราฟแÿดงคüามÿัมพันธ์เชิงเÿ้นระĀü่างอิมพีแดนซ์ Rct และคüามเข้มข้นของ AFB1 จากรูปที่ 2.43A และ 

B ซึ่งÿมการการถดถอยเชิงเÿ้นที่ได้คือ Z’(โอĀ์ม) = 3174 + 3105 C (นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) และ Z’(

โอĀ์ม) = 6729 + 537 C (นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) โดยมีค่าÿัมประÿิทธิ์การถดถอย (R2) เท่ากับ 0.9921 

และ 0.9961 ในช่üงคüามเข้มข้น 0.01 ถึง 1.0 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร และ 2.5 ถึง 25 นาโนกรัมต่อ

มิลลิลิตร ตามลำดับ ค่าขีดจำกัดการตรüจüัดต่ำÿุด (LOD) คำนüณได้เท่ากับ 0.001 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร  

 
รูปที่ 2.43 (A) EIS การตอบÿนองทางไฟฟ้าเคมีของไบโอเซ็นเซอร์ Au-PPABA-r-GO/GCE ต่อคüาม

เข้มข้นต่างๆของ AFB1 ในช่üง 0.01 ถึง 25 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร และ (B) กราฟมาตรฐานÿำĀรับการ

ตรüจüัด AFB1 [90]  
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บทที่ 3 

ขั้นตอนการดำเนินงาน 
 

 ในบทนี้กล่าüถึงรายละเอียดเกี่ยüกับอุปกรณ์ ÿารเคมี และกระบüนการที่ใช้ในการÿร้างแอปตา

เซ็นเซอร์ ขั้üไฟฟ้าทองคำเปลüที่ปรับปรุงพื้นผิüด้üยüัÿดุเชิงประกอบนาโนโลĀะผÿม AuPt-Ru ร่üมกับ 

RGO (GLEAuPt-Ru/RGO) เพื่อตรüจüิเคราะĀ์Āาปริมาณ AFB1 ด้üยเทคนิคไฟฟ้าเคมี ซึ่งÿามารถแบ่งขั้นตอน

การดำเนินงานออกเป็น ÿ่üน ดังนี ้
1. ýึกþาüิธีการÿังเคราะĀ์üัÿดุผÿมคอมโพÿิต AuPt-Ru/RGO และตรüจüิเคราะĀ์คุณÿมบัติ

ทางกายภาพและเคม ี
2. ýึกþาüิธีการÿร้างแอปตาเซ็นเซอร์ทางไฟฟ้าเคมี GLEAuPt-Ru/RGO ÿำĀรับการตรüจüัด AFB1

และตรüจüิเคราะĀ์คุณÿมบัติทางไฟฟ้า 
3. ýึกþาÿภาüะที่เĀมาะÿมÿำĀรับการตรüจüิเคราะĀ์ AFB1 เช่น เüลาการตรüจüัด pH และ 

คüามเข้มข้นของบัฟเฟอร์ 
4. ประเมินประÿิทธิภาพแอปตาเซ็นเซอร์ที่ÿรา้งขึ้น ในการตรüจüัด AFB1 ทั้งจากตัüอย่างที่

จำลองขึ้นในĀอ้งปฏิบัติการ และตัüอย่างผลิตภัณฑ์ทางการเกþตร 
5. เปรียบเทียบประÿิทธิภาพแอปตาเซ็นเซอร์ที่ÿร้างขึ้นในการüิเคราะĀ์Āาคüามเข้มข้น AFB1 

กับเครื่องมือมาตรฐานอ่ืน เช่น HPLC-FLD 
 
3.1 อุปกรณ์และเครื่องมือทีใ่ช้ในการทดลอง 

– บีกเกอร ์      –   ขüดรูปชมพู ่
– ĀลอดĀยด      –   จานเพาะเชื้อ 
– แท่งแก้üคนÿาร      –   ไมโครปิเปต 
– กระบอกน้ำกลั่น      –   ช้อนตักÿาร 
– เครื่องปั่นกüน      –   กระบอกตüง 
– ขüดปรับปริมาตร     –   เทปกาü Kapton 
– แผ่นทองคำเปลü 24K     –   เทปทองแดงนำไฟฟ้า 
– ยูü-ีüิÿิเบิล ÿเปกโตรโฟโตมิเตอร์ (Shimadzu UV–1800, Kyoto, Japan) 
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– ฟูเรียร์ทรานÿ์ฟอร์มอินฟราเรดÿเปกโตรโฟโตมิเตอร์ (IRTracer–100 Shimadzu, Kyoto, 

Japan)  
– เครื่องตรüจüัดเอกซเรย์ดิฟแฟรกชัน (Rikagu smartlab, Japan) ใช้ CuKα (λ= 0.15406 nm) 

ตรüจüัดด้üยมุม 2θ ระĀü่าง of 5°– 90° 
– กล้องจุลทรรýน์อิเล็กตรอนแบบÿ่องผ่าน (JEM–2010 model, JEOL Co., Ltd Japan) 
– กล้องจุลทรรýน์อิเล็กตรอนแบบÿ่องกราด (Hitachi S–4700, US) 
– กล้องจุลทรรýน์แรงอะตอม (Seiko Instruments Inc, SPI3800N/SPA-400 Japan) 
– เครื ่องÿเปกโทรมิเตอร์รังÿีเอ็กซ์แบบกระจายพลังงาน  (IXRF systems, EDS2006 550i 

Analyzer) 
– ýักย์ซีต้า (Malvern, UK) 
– เครื่องตรüจüิเคราะĀ์ทางไฟฟ้าเคมี (Potentiostat/Galvanostat AUT302N.MBA.S) 
– โครมาโทกราฟีของเĀลüประÿิทธิภาพÿูง ต่อกับระบบüัดค่าการเรืองแÿง (LC-20 series, 

Shimadzu, Kyoto, Japan) คอลัมน์ C18 (4.6 mm × 150 mm × 5 µm particle size, GL 

Sciences, Japan) ต่อเข้ากับการ์ดคอลัมน์ LC–18 (4.0 cm × 10 mm × 5 µm particle 

size) 
 
3.2 ÿารเคม ี
ตารางที่ 3.1 ÿารเคมีทีใ่ช้ในการทดลอง 
ÿารเคมี ÿูตรโมเลกุล บริþัทที่ผลิต 
Graphite Powder - Sigma-Aldrich 
Hydrazine 50 % N2H4 Sigma-Aldrich 
Gold (III) chloride trihydrate HAuCl4·3H2O Sigma-Aldrich 
Chloroplatinic (IV) acid hexahydrate H2PtCl6·6H2O Sigma-Aldrich 
Ruthenium Chloride RuCl2 Sigma-Aldrich 
L-ascorbic acid (AA) C6H8O6 Sigma-Aldrich 
Polyvinylpyrrolidone (PVP) C6H9NO Sigma-Aldrich 
Sulfuric acid 96 % H2SO4 Carlo Erba 
Aflatoxin B1 (AFB1) C17H12O6 Sigma-Aldrich 
Aflatoxin B2 (AFB2) C17H14O6 Trilogy 
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ÿารเคมี ÿูตรโมเลกุล บริþัทที่ผลิต 
Aflatoxin G1 (AFG1) C17H12O7 Trilogy 
Aflatoxin G2 (AFG2) C17H14O7 Trilogy 
Ochratoxin A (OTA) C20H18ClNO6 Trilogy 
Zearalenone (ZEN) C18H22O5 Trilogy 
Sodium Chloride NaCl Carlo Erba 
Potassium Chloride KCl Carlo Erba 
Di-sodium Hydrogen Phosphate dihydrate Na2HPO4·2H2O Carlo Erba 
Potassium dihydrogen Phosphate KH2PO4 Carlo Erba 
Bovine Serum Albumin (BSA) C8H21NOSi2 Sigma-Aldrich 
Thiol-terminated modified aptamer 5’-th iol -  GTT  GGG 

CAC  GTG  TTG  TCT 

CTC  TGT  GTC  TCG 

TGC  CCT  TCG  CTA 

GGC CCA CA -3 

Sigma-Aldrich 

Acetonitrile (HPLC grade) 99.5% CH3CN Sigma-Aldrich 
Methanol (HPLC grade) 99.5% CH3OH Carlo Erba 
Acetic acid CH3COOH J.T. Baker 
Trifluoroacetic acid (TFA) CF3CO2H Sigma-Aldrich 
Potassium Ferricyanide K3[Fe(CN)6] Carlo Erba 
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3.3 การÿังเคราะĀ์üÿัดุเชิงประกอบนาโนโลĀะผÿม AuPt-Ru  

 3.3.1 การÿังเคราะĀ์อนุภาคนาโน Au@Pt 
 อนุภาคนาโน Au@Pt ถูกÿังเคราะĀ์ผ่านüิธีการรีดักชันทางเคมีที่อาýัยคลื่นคüามถี่อัลตราโซนิกÿ์

ในการช่üยทำปฏิกิริยา โดยผÿมกรดไตรคลอโรออริค (III) ไตรไฮเดรต 20 มิลลิโมลต่อลิตร ปริมาตร 0.4 

มิลลิลิตร กรดคลอโรแพลทินิค (IV) เฮกซะไฮเดรต 20 มิลลิโมลต่อลิตร ปริมาตร 0.4 มิลลิลิตรและ PVP 5 

มิลลิกรัม จากนั้นเติมน้ำกลั่นปริมาตร 10 .0 มิลลิลิตร ลงในบีกเกอร์ขนาด 25 มิลลิลิตร ทำใĀ้ÿารเข้ากัน

ด้üยคลื่นคüามถี่อัลตราโซนิกÿ์ 25 %แอมป ์เป็นเüลา 5 นาที ตามด้üยเติมÿารละลาย AA 10 มิลลิโมลต่อ

ลิตร ปริมาตร 4.0 มิลลิลิตร ทีละĀยด ขณะใĀ้คลื่นคüามถี่อัลตราโซนิกÿ์ต่อเนื่อง 20 นาทึ เมื่อครบเüลา 

ปั่นกüนÿารละลายที่อุณĀภูมิĀ้องต่อเนื่องอีก 24 ชั่üโมง จากนั้นÿารละลายÿีดำที่ได้ นำไปล้างด้üยเอทา

นอล 60 %โดยปริมาตร ปั่นเĀüี่ยง 11,000 รอบต่อนาที เป็นเüลา 10 นาทีจำนüน 3 รอบ และอบใĀ้แĀ้ง

ที่อุณĀภูมิ 80°C เพื่อใĀ้ได้ตะกอนÿีดำของอนุภาคนาโน Au@Pt ÿุดท้ายนำไปกระจายตัüในเอทานอล 

60% ปริมาตร 2 มิลลิลิตร เพื่อใĀ้ได้ Au@Pt NPs คüามเข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และเก็บไü้ใน

ตู้เย็นที่อุณĀภูมิ 4°C  
 
  3.3.1.1 ýึกþาคüามเข้มขน้ของ PVP ที่เĀมาะÿมÿำĀรับใชเ้ป็นÿารรักþาเÿถียรภาพ 
  คüามเข้มข้นของ PVP ที่ใช้ในการÿังเคราะĀ์ Au@Pt ÿามารถÿ่งผลต่อขนาด คüามคงตัü 

และÿมบัติการนำไฟฟ้าของอนุภาคนาโนโลĀะ โดยคüามเข้มข้นของ PVP ที่ýึกþาและÿภาüะที่ใช้ในการ

ÿังเคราะĀ์ Au@Pt ดังแÿดงในตารางที่ 3.2  
 
ตารางที่ 3.2 คüามเข้มข้นต่างๆ ของ PVP ในการÿังเคราะĀ์อนุภาคนาโนผÿม Au@Pt  
ลำดับ น้ำĀนัก PVP  

(mg) 
ปริมาณของแต่ละองค์ประกอบ (mL) 

20 mM HAuCl4 20 mM H2PtCl6 10 mM AA H2O 
1 1 0.4 0.4 4.0 10.0 
2 5 0.4 0.4 4.0 10.0 
3 10 0.4 0.4 4.0 10.0 
4 20 0.4 0.4 4.0 10.0 
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  3.3.1.2 ýึกþาคüามเข้มข้นของ AA ที่เĀมาะÿมÿำĀรับใช้เปน็ÿารรีดิüซ์ 
  คüามเข้มข้นของ AA ที่ใช้ในการÿังเคราะĀ์ Au@Pt ÿามารถÿ่งผลต่อขนาด คüามคงตัü 

และÿมบัติการนำไฟฟ้าของอนุภาคนาโนโลĀะ โดยคüามเข้มข้นของ AA ที่ýึกþาและÿภาüะที่ใช้ในการ

ÿังเคราะĀ์ Au@Pt ดังแÿดงในตารางที่ 3.3 
 
ตารางที่ 3.3 คüามเข้มข้นต่างๆ ของ AA ในการÿังเคราะĀ์อนุภาคนาโน Au@Pt แบบแกนและเปลือก 
ลำดับ คüามเข ้มข ้น AA 

(mM) ปริมาตร 4.0 

mL 

ปริมาณของแต่ละองค์ประกอบ 
20 mM HAuCl4 

(mL) 
20 mM H2PtCl6 

(mL) 
H2O 

(mL) 
PVP 

(mg) 
1 10 0.4 0.4 10.0 5.0 
2 20 0.4 0.4 10.0 5.0 
3 40 0.4 0.4 10.0 5.0 
4 80 0.4 0.4 10.0 5.0 

 
 3.3.2 การÿังเคราะĀ์ภาคนาโน AuPt-Ru 
 อนุภาคนาโน AuPt-Ru ถูกÿังเคราะĀ์ผ่านüิธีการรีดักชันทางเคมีที่อาýัยคลื่นคüามถี่อัลตราโซ

นิกÿ์ในการช่üยทำปฏิกิริยา โดยผÿมกรดไตรคลอโรออริค ( III) ไตรไฮเดรต 20 มิลลิโมลต่อลิตร ปริมาตร 

0.4 มิลลิลิตร กรดคลอโรแพลทินิค (IV) เฮกซะไฮเดรต 20 มิลลิโมลต่อลิตร ปริมาตร 0.4 มิลลิลิตร รูทิ

เนียมคลอไรด์ 20 มิลลิโมลต่อลิตร ปริมาตร 40 ไมโครลิตรและ 5.0 มิลลิกรัม PVP จากนั้นเติมน้ำกลั่น

ปริมาตร 10.0 มิลลิลิตร ลงในบีกเกอร์ขนาด 25 มิลลิลิตร ทำใĀ้ÿารเข้ากันด้üยคลื่นคüามถี่อัลตราโซนิกÿ์ 

25 %แอมป์ เป็นเüลา 5 นาที ตามด้üยเติมÿารละลาย AA 10 มิลลิโมลต่อลิตร ปริมาตร 4.0 มิลลิลิตร ที

ละĀยด ขณะใĀ้คลื่นคüามถี่อัลตราโซนิกÿ์ต่อเนื่อง 20 นาทึ เมื่อครบเüลา ปั่นกüนที่อุณĀภูมิĀ้องต่อเนื่อง

อีก 24 ชั่üโมง จากนั้นÿารละลายÿีดำที่ได้ นำล้างด้üยเอทานอล 60 %โดยปริมาตร ปั่นเĀüี่ยง 11,000 

รอบต่อนาที เป็นเüลา 10 นาทีจำนüน 3 รอบ และอบใĀ้แĀ้งที่อุณĀภูมิ 80°C เพื่อใĀ้ได้ตะกอนÿีดำของ

อนุภาคนาโน AuPt-Ru ÿุดท้ายนำไปกระจายตัüในน้ำกลั่น ปริมาตร 2 มิลลิลิตร เพื่อใĀ้ AuPt-Ru มีคüาม

เข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และเก็บไü้ในตู้เย็นที่อุณĀภูมิ 4°C  
  3.3.2.1 ýึกþาคüามเข้มขน้ RuCl2 ที่ใช้ในการÿังเคราะĀ์ AuPt-Ru 
  คüามเข้มข้นของ RuCl2 ที่ใช้ในการÿังเคราะĀ์ AuPt-Ru ÿามารถÿ่งผลต่อÿมบัติการนำ

ไฟฟ้าของอนุภาคนาโนโลĀะ โดยคüามเข้มข้นของ RuCl2 ที่ýึกþาและÿภาüะที่ใช้ในการÿังเคราะĀ์ AuPt-

Ru ดังแÿดงในตารางที่ 3.4 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที่ 3.4 คüามเข้มข้นต่างๆ ของ PVP ในการÿังเคราะĀ์อนุภาคนาโน AuPt-Ru 
ลำดับ อัตราÿ่üน

คüามเข้มข้น  
A u :  P t :  R u 

(mM) 

ปริมาณของแต่ละองค์ประกอบ 
20 mM 
HAuCl4 

(mL) 

20 mM 
H2PtCl6 

(mL) 

20 mM 

RuCl2 

(mL) 

PVP 

(mg) 
H2O 

(mL) 
10 mM 
AA 

(mL) 
1 1: 1: 0.10 0.40 0.40 0.04 5.0 10.00 4.00 
2 1: 1: 0.25 0.40 0.40 0.10 5.0 10.00 4.00 
3 1: 1: 0.50 0.40 0.40 0.20 5.0 9.80 4.00 
4 1: 1: 1.00 0.40 0.40 0.40 5.0 9.60 4.00 
5 1: 1: 1.50 0.40 0.40 0.60 5.0 9.40 4.00 

 
  3.3.2.2 ýึกþา %Amplification power ที่ใช้ในการÿังเคราะĀ์ AuPt-Ru 
  ดำเนินการÿังเคราะĀ์ตามขั้นตอนในĀัüข้อ 3.3.2 โดยýึกþา %Amplification power 

ของคลื่นคüามถี่อัลตราโซนิกÿ์ที่แตกต่างกันคือ 20, 25, 30, 35 และ 40 %Amp 
 
  3.3.2.3 ýึกþาเüลาทีใ่ช้ในการÿังเคราะĀ์ AuPt-Ru 
 ดำเนินการÿังเคราะĀ์ตามขั้นตอนในĀัüข้อ 3.3.2 โดยýึกþาเüลาที่ใช้ในการใĀ้คลื่นคüามถี่อัล

ตราโซนิกÿ์ขณะเติม AA ที่แตกต่างกันคือ 10, 20, 30, 40 และ 60 นาที ดังแÿดงในตารางที่ 3.5 
 
ตารางที่ 3.5 เüลาต่างๆที่ใช้ในการÿังเคราะĀ์อนุภาคนาโน AuPt-Ru 
ลำดับ เüลาผÿมÿารĀลังจากเติม PVP (นาที) เüลาĀลังจากเติม AA (นาที) 
1 5 10 
2 5 20 
3 5 30 
4 5 40 
5 5 60 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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 3.3.3 การพิÿูจน์เอกลักþณ์ของอนุภาคนาโน AuPt-Ru แบบแกนและเปลือก 
 อนุภาคนาโน AuPt-Ru แบบแกนและเปลือกที่ÿังเคราะĀ์ได้ ทำการýึกþาเอกลักþณ์ทางกายภาพ

และเคมีต่างๆ เช่น ÿัญฐานüิทยาและÿมบัติทางไฟฟ้า โดยใช้เครื่องมือพิÿูจน์เอกลักþณ์ดังตารางที่ 3.6 
 
ตารางที่ 3.6 เครื่องมือที่ใช้ในการพิÿูจน์เอกลักþณ์ AuPt-Ru แบบแกนและเปลือก 

เครื่องมือ การพิÿจูน์เอกลักþณ ์
Transmission Electron Microscope, TEM ตรüจÿอบรูปร่าง ขนาด และการกระจายตัüของ

อนุภาค 
Zeta Potential Analyzer ตรüจÿอบประจุบนพื้นผิü 
X-ray Diffraction, XRD ตรüจÿอบผลึกของอนุภาคโลĀะ 
Fourier Transform Infrared Spectroscopy, 

FT-IR 
ตรüจÿอบĀมู่ฟังก์ชัน โครงÿร้างทางเคมีในอนุภาค 

X-ray Photoelectron Spectroscopy, XPS ตรüจÿอบÿถานะออกซิเดชันของอนุภาคโลĀะ 
Cyclic Voltammetry, CV ตรüจÿอบÿมบัติทางไฟฟ้า 

 

3.4 การÿังเคราะĀ์ RGO  
 3.4.1 คüามเขม้ข้นของไฮดราซีนที่เĀมาะÿมÿำĀรับใชเ้ป็นÿารรีดิüซ์ในการÿังเคราะĀ ์RGO 
 คüามเข้มข้นที่เĀมาะÿมของไฮดราซีนÿ่งผลโดยตรงต่อการรีดิüซ์Āมู่ฟังก์ชันบนโครงÿร้างโมเลกุล

ของ GO โดยทำการýึกþาคüามเข้มข้นของไฮดราซีนที่ 0.1, 0.3, และ 0.5%โดยปริมาตร เริ่มต้นด้üยการ

นำ GO ปริมาณ 3 กรัม มากระจายตัüในน้ำกลั่น 100 มิลลิลิตร โดยใช้คลื่นอัลตราโซนิกเพื่อช่üยในการ

กระจายตัüเป็นเüลา 30 นาที จนกระทั่ง GO กระจายตัüในน้ำได้อย่างÿมบูรณ์ จากนั้นแบ่งÿารละลายที่มี

คüามเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 10 มิลลิลิตรต่อบีกเกอร์ มาทำการรีดิüซ์ด้üยÿารไฮดราซี

นที่คüามเข้มข้นÿุดท้าย ได้แก่ 0.1%, 0.3%, และ 0.5%โดยปริมาตร โดยปั่นกüนที่อุณĀภูมิ 80°C เป็น

เüลา 12 ชั่üโมง เมื่อการรีดักชันเÿร็จÿิ้น ÿารละลายจะเปลี่ยนจากÿีน้ำตาลเป็นÿีดำ แÿดงü่าได้รีดิüซ์ GO

เป็น RGO โดยÿมบูรณ์ 

 3.4.2 การพิÿจูน์เอกลักþณ์ของ RGO 
 RGO ที่ÿังเคราะĀ์ได้ ทำการýึกþาเอกลักþณ์ทางกายภาพและเคมีต่างๆ เช่น ÿัญฐานüิทยา และ

ÿมบัติทางไฟฟ้า โดยใช้เครื่องมือพิÿูจน์เอกลักþณ์ดังตารางที่ 3.7 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที่ 3.7 เครื่องมือที่ใช้ในการพิÿูจน์เอกลักþณ ์RGO 
เครื่องมือ การพิÿจูน์เอกลักþณ ์

Transmission Electron Microscope, TEM ตรüจÿอบรูปร่าง ขนาด และการกระจายตัüของ

อนุภาค 
Zeta Potential Analyzer ตรüจÿอบประจุบนพื้นผิü 
X-ray Diffraction, XRD ตรüจÿอบผลึกของอนุภาคโลĀะ 
Fourier Transform Infrared Spectroscopy, 

FT-IR 
ตรüจÿอบĀมู่ฟังก์ชัน โครงÿร้างทางเคมีในอนุภาค 

UV-vis spectrophotometer ตรüจÿอบค่าการดูดกลืนแÿงของอนุภาค 
 
3.5 การÿร้างแอปตาเซน็เซอร์ทางไฟฟ้าเคม ีGLEAuPt-Ru/RGO 

3.5.1 การÿร้าง GLE 
 ในการÿร้างขั้üไฟฟ้าทองคำเปลü (Gold Leaf Electrode; GLE) ขั้นตอนแรกเริ่มจากการนำแผ่น

ทองคำเปลüขนาด 25 x 30 มิลลิเมตร มาติดลงบนแผ่นเทปพอลิอิไมด์Āรือเทปแคปตอน โดยกดเบาๆ 

เพื่อใĀ้ทองคำเปลüติดแนบÿนิทกับแผ่นเทป โดยขั้นตอนนี้คüรระมัดระüังไม่ใĀ้แผ่นทองคำเปลüฉีกขาด 

ซึ่งอาจÿ่งผลต่อการเชื่อมต่อทางไฟฟ้าĀรือการÿัมผัÿของพื้นผิüทองคำเปลü จากนั้นนำเทปพอลิอิไมด์ที่

เจาะรูขนาดเÿ้นผ่านýูนย์กลาง 5 มิลลิเมตรที่ปลายด้านĀนึ่ง มาüางทับบนแผ่นทองคำเปลü โดยเĀลือ

พื้นที่ปลายอีกด้านไü้ประมาณ 7.5 มิลลิเมตร เพื่อเป็นบริเüณÿำĀรับจุดÿัมผัÿทางไฟฟ้า ต่อมานำเทป

ทองแดงนำไฟฟ้าÿองĀน้าขนาดคüามกü้าง 7.5 มิลลิเมตร มาติดบริเüณปลายด้านที่เĀลือของแผ่น

ทองคำเปลü เพื่อเÿริมคüามแข็งแรงและป้องกันการĀลุดลอกของชั้นทองคำเปลü Āลังจากนั้นนำชิ้นงาน

ไปกดด้üยคüามร้อนผ่านเครื่อง Laminator ที่อุณĀภูมิ 180°C และÿุดท้ายทำการตัดชิ้นงานออกเป็น

ขนาดเล็กๆ ขนาด 1 x 25 มิลลิเมตร 
 
 3.5.2 คüามเขม้ข้นที่เĀมาะÿมของ RGO ในการปรับปรุงพื้นผิü GLE 
 RGO ที่ÿังเคราะĀ์ได้จากĀัüข้อ 3.4 นำมาýึกþาที่คüามเข้มข้นแตกต่างกันคือ 0.10 , 0.25, 0.50, 

1.00, และ 2.00 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และทำการเคลือบลงบน GLE ด้üยปริมาตร 15 ไมโครลิตร ทิ้งไü้ใĀ้

แĀ้งในตู้ดูดคüามชื้น จากนั้นล้างด้üยน้ำกลั่นและนำไปตรüจÿอบพฤติกรรมทางไฟฟ้าด้üยเทคนิค CV 

ภายใต้ 5 มิลลิโมลต่อลิตร K3[Fe(CN)6] ใน 10 มิลลิโมลต่อลิตร PBS ที่อัตราการÿแกน 20 มิลลิโüลต์ต่อ

üินาที 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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 3.5.3 คüามเข้มข้นที่เĀมาะÿมของ AuPt-Ru ÿำĀรบัÿารประกอบ AuPt-Ru/RGO ในการ

ปรับปรุงพื้นผüิ GLE 
 ýึกþาการเพิ่มประÿิทธิภาพการÿ่งเÿริมการนำไฟฟ้าของ GLE ด้üยการนำ AuPt-Ru มาใช้ร่üมกับ 

RGO เพื่อผลิตเป็นüัÿดุนาโนคอมโพÿิต AuPt-Ru/RGO โดยทำการผÿม 0.50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร RGO 

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร กับ AuPt-Ru ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ที่คüามเข้มข้น 0.10 , 0.25, 0.50, 1.00, และ 

1.50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นทำการใĀ้คลื่นคüามถี่ÿูงอัลตราโซนิคเป็นเüลา 20 นาที และทำการ

เคลือบลงบน GLE ด้üยปริมาตร 15 ไมโครลิตร ทิ้งไü้ใĀ้แĀ้งในตู้ดูดคüามชื้น จากนั้นล้างด้üยน้ำกลั่นและ

นำไปตรüจÿอบพฤติกรรมทางไฟฟ้าด้üยเทคนิค CV ภายใต้ 5 มิลลิโมลต่อลิตร K3[Fe(CN)6] ใน 10 มิลลิ

โมลต่อลิตร PBS ที่อัตราการÿแกน 20 มิลลิโüลต์ต่อüินาที รüมถึงเอกลักþณ์ทางÿัณฐานüิทยาด้üย SEM 

และ AFM 
 
 3.5.4 คüามเขม้ข้นที่เĀมาะÿมของ Apt 
 ทำการýึกþาคüามเข้มข้นที่เĀมาะÿมของ Apt ÿำĀรับการใช้งานเพื่อเพิ่มคüามเฉพาะเจาะจงต่อ 

AFB1 ซึ่งýึกþาที่คüามเข้มข้นในช่üง 1, 10, 25, 50, และ 75 นาโนโมลต่อลิตร ที่เตรียมใน 10 มิลลิโมล

ต่อลิตร PBS โดยนำ GLEAuPt-Ru/RGO ที่ได้มาทำการเคลือบด้üย Apt ที่คüามเข้มข้นต่างๆ ปริมาตร 15 

ไมโครลิตร และทิ้งไü้ใĀ้แĀ้งที่อุณĀภูมิ 4°C เพื่อป้องกันการÿลายตัüของ Apt นำไปตรüจÿอบพฤติกรรม

ทางไฟฟ้าด้üยเทคนิค CV ภายใต้ 5 มิลลิโมลต่อลิตร K3[Fe(CN)6] ใน 10 มิลลิโมลต่อลิตร PBS ที่อัตรา

การÿแกน 20 มิลลิโüลต์ต่อüินาที 
 
 3.5.5 คüามเขม้ข้นที่เĀมาะÿมของ BSA 
 ทำการýึกþาคüามเข้มข้นที่เĀมาะÿมของ BSA ซึ่งýึกþาที่คüามเข้มข้นในช่üง 0.10, 0.25, 0.50, 

1.00, และ 2.00 %น้ำĀนักต่อปริมาตร ที่เตรียมใน 10 มิลลิโมลต่อลิตร PBS โดยนำ GLEAuPt-Ru/RGO ที่

ผ่านการเคลือบด้üย Apt เรียบร้อยแล้üมาทำการเคลือบด้üย BSA ที่คüามเข้มข้นต่างๆ ปริมาตร 15 

ไมโครลิตร และทิ้งไü้เป็นเüลา 30 นาที จากนั้นนำไปตรüจÿอบพฤติกรรมทางไฟฟ้าด้üยเทคนิค CV 

ภายใต้ 5 มิลลิโมลต่อลิตร K3[Fe(CN)6] ใน 10 มิลลิโมลต่อลิตร PBS ที่อัตราการÿแกน 20 มิลลิโüลต์ต่อ

üินาที 
 3.5.6 การพิÿจูน์เอกลักþณ์ของแอปตาเซน็เซอรท์างไฟฟ้าเคม ีGLEAuPt-Ru/RGO 

 แอปตาเซ็นเซอร์ทางไฟฟ้าเคมี GLEAuPt-Ru/RGO ที่ÿร้างขึ้น ทำการýึกþาเอกลักþณ์ทางกายภาพ

และเคมีต่างๆ เช่น ÿัญฐานüิทยาและÿมบัติทางไฟฟ้า โดยใช้เครื่องมือพิÿูจน์เอกลักþณ์ดังตารางที่ 3.8 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ 3.8 เครื่องมือที่ใช้ในการพิÿูจน์เอกลักþณ์แอปตาเซ็นเซอร์ทางไฟฟ้าเคมี GLEAuPt-Ru/RGO 

เครื่องมือ การพิÿจูน์เอกลักþณ ์
Scanning Electron Microscopy, SEM ตรüจÿอบลักþณะพื้นผิü 
Atomic force microscope, AFM ตรüจÿอบลักþณะพื้นผิü 
Cyclic Voltammetry, CV ตรüจÿอบÿมบัติทางไฟฟ้า 
Differential pulse Voltammetry, DPV ตรüจÿอบÿมบัติทางไฟฟ้า 
Electrochemical Impedance Spectroscopy, EIS ตรüจÿอบÿมบัติทางไฟฟ้า 

 
3.6 การýึกþาÿภาüะทีเ่Āมาะÿมในการตรüจüัด AFB1 ด้üย GLEAuPt-Ru/RGO 
 3.6.1 ระยะเüลาในการทำปฏิกิริยาระĀü่าง AFB1 และ GLEAuPt-Ru/RGO 
 ในการýึกþาระยะเüลาการทำปฏิกิริยากับ AFB1 ได้มีการทดÿอบในช่üงเüลา 10, 20, 30, 45 

และ 60 นาที โดยทำการýึกþาในคüามเข้มข้นของ AFB1 ที่แตกต่างกัน 3 ระดับ คือ 0.3, 3.0, และ 30.0 

พิโคกรัมต่อมิลลิลิตร ÿำĀรับการทดÿอบนี้ใช้ GLE ที่ผ่านการปรับปรุงพื้นผิüด้üยüัÿดุนาโนคอมโพÿิต 

AuPt-Ru/RGO รüมถึง Apt และ BSA ในคüามเข้มข้นที่เĀมาะÿมแล้ü จากนั้นĀยดÿารละลาย AFB1 ที่

คüามเข้มข้นต่างๆ ลงบนขั้üไฟฟ้า GLE และตั้งทิ้งไü้ในตู้ดูดคüามชื้นตามระยะเüลาที่ต้องการýึกþา 

Āลังจากครบระยะเüลาที ่กำĀนด จึงทำการล้างขั ้üไฟฟ้าด้üยÿารละลาย PBS และนำไปüิเคราะĀ์

พฤติกรรมทางไฟฟ้าด้üยเทคนิค CV ภายใต้ 5 มิลลิโมลต่อลิตร K3[Fe(CN)6] ใน 10 มิลลิโมลต่อลิตร PBS 

ที่อัตราการÿแกน 20 มิลลิโüลต์ต่อüินาที 
  
 3.6.2 pH ของÿารละลายบฟัเฟอร์ PBS 
 ในการýึกþาอิทธิพลของ pH ของÿารละลายรีดอกซ์ที่ใช้ในการตรüจüัด ได้ทำการทดÿอบในช่üง

ค่า pH 5 6 7 8 และ 9 โดยทำการปรับค่า pH ของÿารละลายบัฟเฟอร์ PBS นอกจากนี้ ยังýึกþาภายใต้

คüามเข้มข้นของ AFB1 ที่แตกต่างกัน 4 ระดับ ได้แก่ 0, 0.3, 3.0, และ 30.0 พิโคกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้น

ดำเนินการตามขั้นตอนการทดÿอบที่อธิบายไü้ในข้อ 3.7.1 โดยใช้อิเล็กโทรดที่ปรับปรุงพื้นผิü และทำการ

üิเคราะĀ์พฤติกรรมทางไฟฟ้าด้üยเทคนิค CV ภายใต้ 5 มิลลิโมลต่อลิตร K3[Fe(CN)6] ใน 10 มิลลิโมลต่อ

ลิตร PBS ที่อัตราการÿแกน 20 มิลลิโüลต์ต่อüินาที 
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 3.6.3 PBS concentration 
 ในการýึกþาอิทธิพลของคüามเข้มข้นของÿารละลาย PBS ที่ใช้ในการตรüจüัด ได้ทำการทดÿอบ

ในช่üงคüามเข้มข้น 5, 10, 15, 20, และ 40 มิลลิโมลต่อลิตร โดยýึกþาในÿภาüะที่มีคüามเข้มข้นของ 

AFB1 ต่างกัน 4 ระดับ ได้แก่ 0, 0.3, 3.0, และ 30.0 พิโคกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นดำเนินการทดÿอบตาม

ขั้นตอนที่ระบุในข้อ 3.7.2 โดยใช้อิเล็กโทรดที่ผ่านการปรับปรุงพื้นผิüเรียบร้อยแล้ü นำไปตรüจÿอบ

พฤติกรรมทางไฟฟ้าด้üยเทคนิค เทคนิค CV ภายใต้ 5 มิลลิโมลต่อลิตร K3[Fe(CN)6] ใน 10 มิลลิโมลต่อ

ลิตร PBS ที่อัตราการÿแกน 20 มิลลิโüลต์ต่อüินาที 
 
3.7 การประเมินประÿิทธิภาพของแอปตาเซน็เซอร์ไฟฟ้าเคมี GLEAuPt-Ru/RGO 

3.7.1 การýึกþาคุณลักþณะของการüเิคราะĀ์ AFB1  
 ทำการปรับปรุงพื้นผิüของ GLE โดยการเคลือบüัÿดุนาโนคอมโพÿิต AuPt-Ru/RGO ปริมาตร 15 

ไมโครลิตรลงบนขั้üไฟฟ้า แล้üทิ้งไü้ในตู้ดูดคüามชื้นจนแĀ้งÿนิท จากนั้นทำการล้างด้üย PBS และĀยด 

Apt ที่คüามเข้มข้น 25 นาโนโมลต่อลิตร ปริมาตร 15 ไมโครลิตร ทิ้งไü้ใĀ้แĀ้งที่อุณĀภูมิ 4°C ต่อมาล้าง

และĀยด BSA ที่คüามเข้มข้น 0.25%น้ำĀนักต่อปริมาตร ปริมาตร 15 ไมโครลิตร แล้üทิ้งไü้ 30 นาที ก่อน

ทำการล้างออก จากนั้นĀยด AFB1 ที่คüามเข้มข้นต่างๆ ลงบนขั้üไฟฟ้า ทิ้งไü้ 30 นาที แล้üล้างออกและ

ตรüจüัดด้üยเทคนิค CV โดยใช้ÿารละลาย 5 มิลลิโมลต่อลิตร K3[Fe(CN)6] ใน20 มิลลิโมลต่อลิตร PBS 

(pH 7) ที่อัตราการÿแกน 20 มิลลิโüลต์ต่อüินาที คุณลักþณะของการýึกþาแÿดงในตารางที่ 3.9

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



72 

ตารางที่ 3.9 การýึกþาคุณลักþณะของüิธีการüิเคราะĀ ์
คุณลักþณะ ÿารละลายมาตรฐานที่ใช้ในการüิเคราะĀ์ รายละเอียดที่ใช้ในการประเมิน 
1. ýึกþาคüามเป็นเÿ้นตรงของการตรüจ 
üิเคราะĀ์ AFB1 (Linearity) 

AFB1 ทีค่üามเข้มข้น 0.30, 3.00, 6.00, 

12.50, 18.75, 25.00, และ 30.00 พิโคกรัม

ต่อมิลลิลิตร 

ÿร้างÿมการเÿ้นตรง: Y = mX + c  
เพื่อคํานüณค่าÿัมประÿิทธิ์การตัดÿินใจ (R2) 
ทดÿอบที่คüามเข้มข้นละ 2 ซ้ำ 

2. ýึกþาคüามเที่ยงของการüิเคราะĀ์ 
(Relative Standard Deviation; %RSD) 

RSD (%) = 
ୗୈ
୶̅

 x 100 
เมื่อ RSD = เมือ่ÿ่üนเบี่ยงเบนมาตรฐานÿัมพัทธ ์

          x̅ = คา่เฉลี่ยของชุดข้อมูล 
       SD = คา่ÿ่üนเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทำซ้ำ 5 ซ้ำ 

3. ýึกþาขีดจํากัดต่ำÿุดของการüิเคราะĀ์ 
(Limit of detection, LOD) และขีดจํากัด 
ต่ำÿุดของการüิเคราะĀ์เชิงปริมาณ (Limit 
of quantitation, LOQ) 

ÿารละลายบัฟเฟอร์ PBS LOD = 
ଷ (ୗୈ ของ ୋ୐୉ఽ౫ౌ౪ష౎౫/౎ృో)

ค่าคüามชัน (୫)
 

เมื่อ SD = ค่าÿ่üนเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทำซ้ำ 10 ซ้ำ 
โดยที่ÿัมประÿิทธิ์ของค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของ LOQ = 10 

4. ýึกþาการเลือกจําเพาะของüิธีüิเคราะĀ ์
(Selectivity study) 

AFB1, AFB2, AFG1, AFG2, ZEN, OTA, 

และÿารละลายผÿมของตัüรบกüนที ่คüาม

เข้มข้น 3 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร 

ทดÿอบที่คüามเข้มข้นละ 2 ซ้ำ 
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3.7.2 ýึกþารอ้ยละการคืนกลับของüธิีüิเคราะĀ์ในตัüอยา่งผลิตภัณฑ์ทางการเกþตร 
 การüิเคราะĀ์ปริมาณ AFB1 ในตัüอย่างผลิตภัณฑ์ทางการเกþตร เช่น พริกแดงแĀ้ง , กระเทียม, 

ถั่üลิÿง, พริกไทย, และข้าüĀอมมะลิไทย ที่ได้จากตลาดนัดและทำการเก็บรักþาภายใต้ÿภาüะที่มีคüามชื้น

ที่อุณĀภูมิĀ้อง (30 ± 5°C) เป็นเüลาอย่างน้อย 6 เดือน ขั้นตอนการเตรียมตัüอย่างเริ่มจากการบดตัüอย่าง

น้ำĀนัก 5.0 กรัม จากนั้นทำการÿกัดด้üยเมทานอล 60% ในปริมาตร 20 มิลลิลิตร พร้อมกับใĀ้คลื่น

คüามถี่ÿูงอัลตราโซนิคเป็นเüลา 20 นาที Āลังจากนั้น ทำการแยกÿารละลายโดยการĀมุนเĀüี่ยงที่

คüามเร็ü 11,000 รอบต่อนาที เป็นเüลา 15 นาที และกรองผ่านกระดาþกรอง Whatman No. 42 

จากนั้นกรองอีกครั้งผ่านเมมเบรนไนลอนขนาดรูพรุน 0.22 ไมโครเมตร และนำ 10 มิลลิลิตรÿารละลาย

ตัüอย่างมาปรับปริมาตรเป็น 50 มิลลิลิตรด้üย 10 มิลลิโมลต่อลิตร บัฟเฟอร์ PBS เมื่อได้ÿารÿกัดแล้ü จึง

ทำการเติมÿารมาตรฐาน AFB1 ใĀ้ได้คüามเข้มข้นÿุดท้ายที่ 3.0, 12.5, 25.0, 25.0 x 103, และ 50.0 x 

103 พิโคกรัมต่อมิลลิลิตร Āลังจากนั้น ตัüอย่างทุกชนิดจะถูกนำไปüิเคราะĀ์ด้üยแอปตาเซ็นเซอร์ไฟฟ้าเคมี  
GLEAuPt-Ru/RGO และผลลัพธ์จากการüิเคราะĀ์จะถูกคำนüณเป็นร้อยละการคืนกลับด้üยÿมการดังต่อไปน้ี 
 

ร้อยละการคืนกลับ (%) = 
ୗ୮୧୩ୣୢ ୱୟ୫୮୪ୣିୗୟ୫୮୪ୣ

ୗ୲ୟ୬ୢୟ୰ୢ
 x 100 

 
เมื่อ Spiked sample  คือ คüามเข้มข้นของ AFB1 ในตัüอย่างĀลังจากเติม AFB1 มาตรฐาน 
 Sample คือ คüามเข้มข้นของ AFB1 ในตัüอย่าง 
 Standard  คือ คüามเข้มข้นของ AFB1 มาตรฐาน 
 
 3.7.3 ตรüจÿอบคüามน่าเชื่อถือของแอปตาเซ็นเซอร์ไฟฟ้าเคมีที่ÿร้างขึ้นกับการüิเคราะĀ์

ปริมาณ AFB1 ด้üยเทคนิค HPLC-FLD 
 เปรียบเทียบคüามถูกต้องของของแอปตาเซ็นเซอร์ไฟฟ้าเคมีที่ÿร้างขึ้นกับการüิเคราะĀ์ปริมาณ 

AFB1 ในตัüอย่างผลิตภัณฑ์ทางการเกþตรกับüิธีมาตรฐาน HPLC-FLD โดยตัüอย่างจะต้องทำการติด

อนุพันธ์ก่อน โดยเริ่มจากบดตัüอย่างน้ำĀนัก 5.0 กรัม จากนั้นทำการÿกัดด้üยเมทานอล 60% ในปริมาตร 

20 มิลลิลิตร พร้อมกับใĀ้คลื ่นคüามถี ่ÿูงอัลตราโซนิคเป็นเüลา 20 นาที Āลังจากนั ้น ทำการแยก

ÿารละลายโดยการĀมุนเĀüี่ยงที่คüามเร็ü 11,000 รอบต่อนาที เป็นเüลา 15 นาที และกรองผ่านกระดาþ

กรอง Whatman No. 42 จากนั้นกรองอีกครั้งผ่านเมมเบรนไนลอนขนาดรูพรุน 0.22 ไมโครเมตร และนำ 

10 มิลลิลิตรÿารละลายตัüอย่างมาปรับปริมาตรเป็น 50 มิลลิลิตรด้üย 10 มิลลิโมลต่อลิตร บัฟเฟอร์ PBS 
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นำÿารละลายตัüอย่างปริมาตร 2.0 มิลลิลิตร มาระเĀยแĀ้งภายใต้แก๊ÿไนโตรเจนที่อุณĀภูมิĀ้อง Āลังจาก

นั้น ตัüอย่างที่แĀ้งแล้üนำมาเติม AFB1 ในคüามเข้มข้น 25.0 x 103 และ 50.0 x 103 พิโคกรัมต่อลิตร 

ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตรและทำการติดอนุพันธ์ด้üยÿารละลายผÿม กรดอะซิติกเข้มข้น: น้ำ: TFA ใน

อัตราÿ่üน 1: 7: 2 โดยปริมาตร ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ในอ่างอัลตราโซนิคที่อุณĀภูมิ 50°C เป็นเüลา 

30 นาที จากนั้นรอใĀ้อุณĀภูมิของÿารละลายเย็นจนถึงอุณĀภูมิĀ้องและกรองผ่านเมมเบรนไนลอนที่มี

ขนาดรูพรุน 0.45 ไมโครเมตร ก่อนการüิเคราะĀ์ด้üย HPLC-FLD โดยมีÿภาüะต่างๆ ดังตารางที่ 3.10 
 
ตารางที่ 3.10 ÿภาüะของ HPLC-FLD 
พารามิเตอร์ รายละเอียด 
Column C 18 – Reversed-phase 

4.6 mm × 150 mm × 5 µm particle size 
Column temperature 25°C 
Detector Fluorescence detector: excitation 365 nm and emission 430 

nm 
Mobile phase Pump A น้ำกลั่นปราýจากไอออน 0.7 มิลลิลิตรต่อนาที 

Pump B เมทานอล 99%: อะซิโตไนไตรล์ 99% (อัตราÿ่üน 1:1)  
0.3 มิลลิลิตรต่อนาที 

Stationary phase C 18 – Reversed-phase 
Flow rate 1 มิลลิลิตรต่อนาท ี
Separation time 0-15 นาที 
Injection volume 10 ไมโครลิตร 
Mode Isocratic 

 
3.8 การออกแบบชุดเตรียมตัüอย่างและทดÿอบ AFB1 

 การพัฒนาชุดเตรียมตัüอย่างและทดÿอบ AFB1 แอปตาเซ็นเซอร์ไฟฟ้าเคมี GLEAuPt-Ru/RGO ใน

ผลิตภัณฑ์ทางการเกþตร เพื่อเพิ่มคüามÿะดüกในการเตรียมตัüอย่างและใช้งานนอกĀ้องปฏิบัติการ โดย

ข้อมูลทั่üไปของชุดเตรียมตัüอย่างและทดÿอบ AFB1 แÿดงดังตารางที่ 3.11 ตัüอย่างที่ใช้ประกอบไปด้üย

ผลิตภัณฑ์ทางการเกþตร เช่น พริกแดงแĀ้ง, กระเทียม, ถั่üลิÿง, พริกไทย, และข้าüĀอมมะลิไทย ÿามารถ

ตรüจüัดได้ที่คüามเข้มข้นต่ำÿุด 9 × 10-3 พิโคกรัมต่อมิลลิลิตร โดยขั้üไฟฟ้า GLEAuPt-Ru/RGO คüรเก็บไü้ที่

อุณĀภูมิ 2 – 8ºC และเลี่ยงการโดนแÿงแดด เพื่อต้องกันการÿลายตัüอย่างแอปตาเมอร์ที่ใช้เป็นÿารที่

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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จำเพาะต่อ AFB1 ภายในชุดเตรียมตัüอย่างและทดÿอบ AFB1 ประกอบไปด้üย 1) ขั้üไฟฟ้า GLEAuPt-

Ru/RGO 2) ขüดพลาÿติกÿกัดตัüอย่าง 3) ขüดบรรจุÿารละลายเมทานอล 60% ÿำĀรับÿกัดตัüอย่าง 

(Reagent A) 4) ขüดบรรจุÿารละลายบัฟเฟอร์ PBS (Reagent B) 5) ไซริงค์ ขนาด 10 มิลลิลิตร จำนüน 

2 ชิ้น และ 6) ĀลอดĀยดÿารละลาย อุปกรณ์อื่นๆที่ต้องการ เช่น เครื่องบดตัüอย่าง, เครื่องชั่ง, บีกเกอร์

และที่กรองไซริงค์ขนาดรูพรุน 0.45 ไมโครเมตร  

üิธีการÿกัดและทดÿอบตัüอย่างทำได้ดังขั้นตอนต่อไปนี ้
1) บดตัüอย่างน้ำĀนัก 5.0 กรัม ใÿ่ลงในขüดพลาÿติกÿกัดตัüอย่าง  
2) ÿารÿำĀรับÿกัดตัüอย่าง (Reagent A) ในปริมาตร 20 มิลลิลิตร แล้üเขย่าประมาณ 5 นาที ตั้ง

ทิ้งไü้จนüัตถุดิบตัüอย่างตกตะกอน  
3) เก็บÿารละลายตัüอย่าง 1 มิลลิลิตร มาเจือจางเป็น 5 มิลลิลิตร ด้üยÿารละลายบัฟเฟอร์ 

(Reagent B)  
4) Āยดÿารละลายตัü 1 Āยด ลงบนขั้üไฟฟ้า GLEAuPt-Ru/RGO บริเüณจุดทำปฏิกิริยา (üงกลมÿีดำ) 

ด้üยĀลอดĀยดÿารละลาย 
5) ตั้งขั้üไฟฟ้าทิ้งไü้ 30 นาที ก่อนล้างด้üยÿารละลายบัฟเฟอร์ (Reagent B) และüัดค่าการนำ

ไฟฟ้าด้üยเครื่อง Potentiostat ด้üยเทคนิค DPV 
 

 
  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที่ 3.11 ข้อมูลทั่üไปของชุดเตรียมตัüอย่างและทดÿอบ AFB1 
Āัüข้อ รายละเอียด 
ตัüอย่างüัตถุดิบ ผลิตภัณฑ์ทางการเกþตร (พริกแดงแĀ้ง, กระเทียม, ถั่üลิÿง, พริกไทย, 

และข้าüĀอมมะลิไทย) 
ขีดจำกัดการตรüจüัด 9 × 10-3 พิโคกรัมต่อมิลลิลิตร 
การเก็บรักþา ในตู้เย็นที ่2 – 8ºC เลี่ยงการโดนแÿงแดด 
ระยะเüลาการเตรียมตัüอย่าง 40 นาท ี
ชุดอุปกรณ ์ 1) ขั้üไฟฟ้า GLEAuPt-Ru/RGO 

2) ขüดพลาÿติกÿกัดตัüอย่าง (Sample preparation cup) 
3) ขüดบรรจุÿารละลายเมทานอล 60% ÿำĀรับÿกัดตัüอย ่าง 

(Reagent A) 
4) ขüดบรรจุÿารละลายบัฟเฟอร์ PBS (Reagent B) 
5) ไซริงค์ ขนาด 10 มิลลิลิตร 2 ชิ้น 
6) ĀลอดĀยดÿารละลาย 

ข้อคüรระüัง 1) น้ำยาในชุดเตรียมตัüอย่าง มีการคüบคุมคุณภาพที ่เĀมาะÿม 

ระมัดระüังการปนเป้ือนระĀü่างกัน 
2) อย่าใช้ขั ้üไฟฟ้า GLE ซ้ำ อาจÿ่งผลใĀ้เกิดคüามผิดพลาดในการ

üิเคราะĀ ์
3) ระมัดระüังการเตรียมและทดÿอบตัüอย่าง อาจมีโอกาÿได้รับ

ÿารพิþจากตัüอย่าง 
  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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บทที่ 4 

ผลการüิจัยและการอภิปราย 
 
 งานüิจัยนี้เป็นการÿร้างแอปตาเซ็นเซอร์ขั ้üไฟฟ้าทองคำเปลüที่ปรับปรุงพื้นผิüด้üยüัÿดุเชิง

ประกอบนาโนโลĀะผÿม AuPt-Ru ร่üมกับ RGO (GLEAuPt-Ru/RGO) เพื่อตรüจüิเคราะĀ์Āาปริมาณ AFB1 

ในผลิตภัณฑ์ทางการเกþตรด้üยเทคนิคไฟฟ้าเคมี โดยüัÿดุเชิงประกอบนาโนโลĀะผÿมได้ถูกÿังเคราะĀ์

ผ่านüิธีการรีดักชันทางเคมีที่อาýัยคลื่นคüามถี่อัลตราโซนิกÿ์ในการช่üยทำปฏิกิริยาและนำมาปรับปรุง

พื้นผิüของ GLE เพื่อเพิ่มประÿิทธิภาพในการตรüจüัด AFB1 ĀลังจากการÿังเคราะĀ์üัÿดุเชิงประกอบนา

โนโลĀะผÿมและขึ้นรูปแอปตาเซ็นเซอร์เรียบร้อยแล้ü จึงทำการýึกþาเอกลักþณ์ต่างๆ ของแอปตา

เซ็นเซอร์และประยุกต์ใช้ในการตรüจüิเคราะĀ์ AFB1 ในผลิตภัณฑ์ทางการเกþตร 
 
รูปแบบการพัฒนาแอปตาเซ็นเซอร์ไฟฟ้าเคมี GLEAuPt-Ru/RGO 

1. ÿังเคราะĀ์อนุภาคนาโนคอมโพÿิต AuPt-Ru/RGO ด้üยüิธีการรีดักชันทางเคมีร่üมกับคลื่น

คüามถี่อัลตราโซนิค (รูปที่ 4.1A)  
2. ÿร้างขั้üอิเล็กโทรด GLE จากแผ่นทองคำเปลüภายใต้การใช้เทปแคปทอนและเทปทองแดงนำ

ไฟฟ้าเป็นพื้นผิüเÿริมคüามแข็งแรง (รูปที่ 4.1B) 
3. ÿร้างแอปตาเซ็นเซอร์ไฟฟ้าเคมี GLEAuPt-Ru/RGO ในการตรüจüัด AFB1 ภายใต้การเปลี่ยนแปลง

พฤติกรรมทางไฟฟ้าจากการเกิดÿารประกอบเชิงซ้อนระĀü่าง Apt-AFB1 บนพื้นผิüอิเล็กโทรด 

(รูปที่ 4.1C) 
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รูปที่ 4.1 (A) การÿังเคราะĀอนุภาคนาโนคอมโพÿิต AuPt-Ru/RGO (B) ขั้นตอนการออกแบบและÿราง 

GLE และ (C) ขั้นตอนการÿรางแอปตาเซ็นเซอรไฟฟาเคมี GLEAuPt-Ru/RGO ในการตรวจวัด AFB1  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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4.1 การÿังเคราะĀüÿัดุเชิงประกอบนาโนโลĀะผÿม AuPt-Ru 
 4.1.1 กลไกการÿังเคราะĀüÿัดุเชงิประกอบนาโนโลĀะผÿม AuPt-Ru 
 จากการÿังเคราะĀอนุภาคนาโน AuPt-Ru ผานไอออนเตตระคลอโรออเรต ([AuCl4]-), เฮกซะ

คลอโรแพลตติเนต ([PtCl6]2-), และไอออนรูทีเนียม ([Ru]2+) โดยใช PVP และ AA (C6H8O6) เปนÿาร

รักþาเÿถียรภาพและÿารรีดิüซ ตามลำดับ โดยÿามารถÿรุปปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นไดดังนี ้
ขั้นที่Āนึ่ง: การเกิดÿารประกอบเชิงซอนระĀüาง Au3+ และ PVP โดย [AuCl4]- จะเกิดการÿรางพันธะโค

ออดิเนทโคเüเลนตแบบไบเดนเทตกับĀมูคารบอกซิล (C=O) ในโครงÿรางโมเลกุลของ PVP 

เกิดเปนÿารประกอบเชิงซอนของ [Au(PVP)Cl4]- ดังÿมการที่ (4.1) 
 
 [AuCl4]-  +  PVP  →  [Au(PVP)Cl4]-   (4.1) 
 

ขั้นที่ÿอง: การรีดักชันของÿารประกอบเชิงซอน [Au(PVP)Cl4]- ดüย AA เพื่อเปลี่ยน Au3+ เปน Au0 โดย 

Au3+ จะถูกรีดิüซเปน Au0 ไดอยางรüดเร็üเนื่องจากคาýักยไฟฟารีดักชันของ Au3+ มีคาตาง

จาก AA คอนขางมาก (E0
Au3+/Au0 = +1.50 โüลต และ E0

C6H8O6/C6H6O6 = +0.35 โüลต เทียบ

กับขั้üมาตรฐานไฮโดรเจน (SHE)) โดย AA Āรือ C6H8O6 จะเกิดการแตกตัüไดเปน C6H6O6 + 

2e- + 2H+ ในลักþณะเชนเดียüกับÿมการที ่ 2.1 และเกิดการรีดิüซตอเนื ่องจนÿรางเปน

โครงÿรางแกนของอนุภาคนาโน ดังÿมการที่ (4.2) 
 
 [Au(PVP)Cl4]-  +  e-  →  Au0(PVP) (4.2) 
 

ขั้นที่ÿาม: Āลังจากการเกิดขึ้นของโครงÿรางแกน AuNPs แลü ÿารประกอบ [PtCl6]2- จะยึดจับบนผิüของ 

AuNPs ผานแรงแüนเดอรüาลÿ และมีการใชคลื่นเÿียงคüามถี่ÿูงที่ÿามารถÿรางอนุมูลอิÿระ

Āลายชนิดจากการแตกตัüของน้ำ ไดแก e-
aq, H•, HO•, HO2

•, OH-, H3O+, H2, และ H2O2 ซึ่ง

ชüยใĀเกิดการรีดิüซไอออนโลĀะอื่นๆในระบบไดงายมากขึ้น ซึ่งจะทำใĀ Pt4+ ถูกรีดüิซเปน Pt0 

ขึ้น ทำใĀเกิดอนุภาคนาโนแบบแกน-เปลือก Au@Pt Āลังจากนั้น ไอออน [Ru]2+ ถูกรีดิüซเปน 

Ru0 และเคลือบบนพื้นผิüของอนุภาคอีกชั้นĀนึ่ง จนไดเปนüัÿดุเชิงประกอบนาโนโลĀะผÿม 

AuPt-Ru ดังÿมการที่ (4.3 และ 4.4) ในการเกิดลำดับขั้นตอนการรีดิüซจนไดโครงÿรางแบบ

แกน-เปลือกนั้น ÿามารถพิจารณาไดจากคาýักยไฟฟาของการรีดักชัน โดย E0
Pt4+/Pt0 = +1.20 

โüลต และ E0
Ru2+/Ru0 = +0.45 โüลต จะพบüารูปแบบโครงÿรางมีการเรียงลำดับตามคา

ýักยไฟฟารีดักชัน Au3+ > Pt4+ > Ru2+ 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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 Au0(PVP)  +  [PtCl6]2-  +  อนุมูลอิÿระ•  →  Au@Pt(PVP) (4.3) 
 Au@Pt(PVP)  +  [Ru]2+  +  อนุมูลอิÿระ•  →  AuPt-Ru(PVP) (4.4) 
 

4.1.2 ýึกþาÿภาüะที่เĀมาะÿมในการÿังเคราะĀüัÿดุเชงิประกอบนาโนโลĀะผÿม AuPt-Ru 

 üัÿดุเชิงประกอบนาโนโลĀะผÿม AuPt-Ru ไดถูกÿังเคราะĀผานüิธีการรีดักชันทางเคมีที่อาýัย

คลื่นคüามถี่อัลตราโซนิกÿในการชüยทำปฏิกิริยา ซึ่งÿภาüะการÿังเคราะĀÿามารถÿงผลตอรูปราง ขนาด

อนุภาคและÿมบัติการนำไฟฟาของ AuPt-Ru ดังนั้นในการไดมาซึ่งÿภาüะที่เĀมาะÿมจึงไดทำการýึกþา

ÿภาüะในการÿังเคราะĀทั้งĀมด 5 ตัüแปรดังนี้ 1) คüามเขมขนของ PVP ที่ 1, 3, 12 และ 18 มิลลิโมลตอ

ลิตร ÿำĀรับรักþาเÿถียรภาพของüัÿดุเชิงประกอบนาโนโลĀะผÿม, 2) คüามเขมขนของ AA ในชüง 10 ถึง 

80 มิลลิโมลตอลิตร ใชÿำĀรับรีดิüซไอออนโลĀะ, 3) คüามเขมขนของ RuCl2 ในชüง 0.10 ถึง 1.25 มิลลิ

โมลตอลิตร, 4) ระยะเüลาในการÿังเคราะĀที่ 10, 20, 30, 45, และ 60 นาที และ 5) คüามแรงของ

คลื่นอัลตราโซนิคตั้งแต 20 ถึง 40%แอมป 
 
  4.1.2.1 ýึกþาคüามเขมขนของ PVP 
  จากรูปที่ 4.2A1-4 แÿดงรูปภาพ TEM ของอนุภาคนาโนโลĀะ Au@Pt เมื่อใช PV ที่

คüามเขมขนตางๆ (1, 3, 12 และ 18 มิลลิโมลตอลิตร) พบüา Au@Pt ที่ÿังเคราะĀไดมีลักþณะที่

เĀมือนกันคือเปนอนุภาคทรงกลมและขนลอมรอบคลายกับผล waxberry และอนุภาคจะมีขนาดเล็กลง

เล็กนอยเมื่อเพิ่มคüามเขมขนของ PVP ซึ่งมีขนาด 46.85 ± 6.25 นาโนเมตร, 45.87 ± 6.17 นาโนเมตร, 

43.89 ± 5.21 นาโนเมตร และ 42.58 ± 5.98 นาโนเมตร ตามลำดับ บงชี้üา PVP ÿามารถทำĀนาที่เปน

ÿารรักþาเÿถียรภาพและกำĀนดขนาดของอนุภาคในกระบüนการÿังเคราะĀไดตั้งแตที่คüามเขมข น 1 

มิลลิโมลตอลิตร อีกทั้งจากผลฮิÿโทแกรมการกระจายตัüของขนาดอนุภาค Au@Pt การเพิ่มคüามเขมขน

ของ PVP ทำใĀการกระจายตัüของขนาดอนุภาคบนฮิÿโทแกรมเบี่ยงเบนจากทรงระฆังคü่ำไปเปนลักþณะ

กระจายตัüไมÿมมาตร เนื่องจาก PVP เปนพอลิเมอรที่มีน้ำĀนักโมเลกุลÿูง ÿงผลใĀมีการจับตัüระĀüาง

อนุภาคนาโนĀลายๆ อนุภาคผานการเกิดพันธะที่ไมพึงประÿงค  ตอมาทำการüัดคาประจุบนพื้นผิüดüย

เครื่องüัดýักยซีตาพบüาไดคาประจุบนพื้นผิü Au@Pt อยูที่ -50.2 มิลลิโüลต, -56.4 มิลลิโüลต, -30.1 

มิลลิโüลตและ -34.0 มิลลิโüลต แÿดงใĀเĀ็นüาประจุลบที่ผิüอนุภาคลดลงเมื่อคüามเขมขนของ PVP 

ÿูงขึ้น นอกจากนี้ในการýึกþาพฤติกรรมทางไฟฟาของ Au@Pt ที่ÿังเคราะĀได ทำโดยนำกระจกนำไฟฟา 

ITO ขนาด 1 x 1 เซนติเมตรมาเคลือบดüย 40 ไมโครลิตร Au@Pt ที่ÿังเคราะĀดüยÿภาüะตางๆ แลüทิ้ง

ไüใĀแĀงในตูดูดคüามชื้น จากนั้นลางÿüนเกินดüยน้ำกลั่น และทำการüัดประÿิทธิภาพทางไฟฟาดüย

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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เทคนิค CV โดยใชÿารละลาย K3[Fe(CN)6] เขมขน 5 มิลลิโมลตอลิตร ในÿารละลายฟอÿเฟตบัฟเฟอร

เขมขน 10 มิลลิโมลตอลิตร ที่อัตราการÿแกน 20 มิลลิโüลตตอüินาที ผลแÿดงดังรูปที่ 4.2B ลักþณะการ

ตอบÿนองทางไฟฟาของ ITO เปลาและ ITO ที่ผานการปรับปรุงพื ้นผิüดüย Au@Pt ที่ÿภาüะการ

ÿังเคราะĀโดยใช PVP ที่คüามเขมขนตางๆ พบüา ITO เปลาใĀคากระแÿไฟฟาÿูงÿุดอยูที่ 284.82 ไมโคร

แอมป และเพิ่มขึ้นÿูงÿุดที่ 350.54 ไมโครแอมป อีกทั้งคาคüามตางýักย (∆E) ในการเกิดออกซิเดชัน (Ea) 

และรีดักชัน (Ec) ของÿารละลายรีดอกซยังลดลงจาก 0.11231 โüลตเปน 0.10742 โüลต ซึ่งผลเĀลานี้บง

บอกถึงคüามÿามารถในการถายโอนอิเล็กตรอนที่ดีขึ้นของ ITO Āลังจากทำการเคลือบดüย Au@Pt ที่ใช 

PVP คüามเขมขน 3 มิลลิโมลตอลิตร แตคากระแÿไฟฟาลดลงเมื่อทำการเคลือบ ITO ดüย Au@Pt ที่ใช 

PVP ตั้งแตคüามเขมขนที่ 12 มิลลิโมลตอลิตรเปนตนไป เนื่องมาจาก PVP เปนÿายพอลิเมอรที่มีโมเลกุล

ขนาดใĀญแÿดงพฤติกรรมเปนฉนüนทางไฟฟาได ÿงผลใĀเกิดการบดบังการถายโอนอิเล็กตรอนของ

อนุภาค Au@Pt ดังนั้น PVP ที่คüามเขมขน 3 มิลลิโมลตอลิตร จึงถูกเลือกเปนคüามเขมขนที่เĀมาะÿม

ÿำĀรับการใชเปนÿารรักþาเÿถียรภาพ Au@Pt ผลการüัดพฤติกรรมทางไฟฟาของ Au@Pt ที่ÿังเคราะĀ

ภายใตคüามเขมขนตางๆ ของ PVP ไดแÿดงดังตารางที่ 4.1  

 
รูปที่ 4.2 (A) ภาพ TEM ของ Au@Pt ที่ใช PVP เขมขน (A1) 1, (A2) 3, (A3) 12 และ (A4) 18 มิลลิโมล

ตอลิตร และ (B) ผล CV ของ ITO และ ITO ที่ถูกเคลือบดüย Au@Pt ที่ใช PVP เขมขน (a) 1, (b) 3, (c) 

12 และ, (d) 18 มิลลิโมลตอลิตร ภายใต 5 มิลลิโมลตอลิตร K3[Fe(CN)6] ใน 10 มิลลิโมลตอลิตร 

ÿารละลายฟอÿเฟตบัฟเฟอร ที่อัตราการÿแกน 20 มิลลิโüลตตอüินาที  
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ตารางที่ 4.1 ผลการüัดพฤติกรรมทางไฟฟาของ ITO และ ITO ที่ถูกเคลือบดüย Au@Pt ที่ÿังเคราะĀ

ภายใตการใช PVP ที่คüามเขมขนตางๆ 
 Ea Ec ∆E Ia Ic Ia/Ic 
ITO 0.26871 0.15640 0.11231 284.82 -279.38 -1.01947 
ITO-Au@Pt, PVP 1 mM 0.27359 0.16129 0.11230 334.83 -318.57 -1.05104 
ITO-Au@Pt, PVP 3 mM 0.27115 0.16373 0.10742 350.54 -341.44 -1.02665 
ITO-Au@Pt, PVP 12 mM 0.27847 0.15152 0.12695 290.04 -271.25 -1.06927 
ITO-Au@Pt, PVP 18 mM 0.27359 0.15884 0.11475 293.25 -282.76 -1.03710 

 
4.1.2.2 ýึกþาคüามเขมขนของกรดแอÿคอรบิก (AA) 

  จากรูปที่ 4.3A1-4 แÿดงรูปภาพ TEM ของอนุภาคนาโนโลĀะ Au@Pt ที่มีการใช AA ที่

คüามเขมขนตางๆ พบüาขนาดของ Au@Pt ที่ÿังเคราะĀไดมีขนาดที่ลดลงอยางเĀ็นไดชัด โดยพบที่ 65.24 

± 10.56 นาโนเมตร, 60.94 ± 7.57 นาโนเมตร, 43.24 ± 5.29 นาโนเมตร และ 41.37 ± 3.72 นาโน

เมตร เมื่อใช AA ที่คüามเขมขน 10, 20, 40 และ 80 มิลลิโมลตอลิตร ตามลำดับ ซึ่งเปนผลมาจาก AA 

เปนÿารรีดิüซ ชüยทำใĀไอออนโลĀะเกิดการรีดักชันกลายเปนโลĀะประจุýูนย ยิ่งเพิ่มคüามเขมขนของ 

AA มากขึ้น ก็ยิ ่งชüยใĀเกิดการรีดิüซไดดีขึ ้นดüย กลายเปนอนุภาคขนาดเล็ก จากนั้นจะถูกรักþา

เÿถียรภาพดüย PVP ตอมาไดทำการüัดýักยซีตา พบüาไมมีคüามแตกตางกันอยางมีนัยÿำคัญ ซึ่งไดคาอยู

ในชüง -51.0 มิลลิโüลต ถึง -57.8 มิลลิโüลต ÿำĀรับผลการýึกþาÿมบัติทางไฟฟาดüยเทคนิค CV พบüา

เมื่อใช AA ที่คüามเขมขน 10 มิลลิโมลตอลิตร จะใĀคากระแÿไฟฟาÿูงÿุด โดยไดคาเทากับ 375.90 ไมโคร

แอมป และÿูงกüาเมื่อเทียบกับ ITO เปลา (304.08 ไมโครแอมป) ซึ่งเปนผลมาจากการที่อนุภาคมีขนาดที่

เล็กลง ทำใĀคüามกüางของชองüางระĀüางแถบพลังงานกüางมากขึ้นดüย การถายโอนของอิเล็กตรอนจึง

เกิดไดยากขึ้น ÿงผลใĀคาการนำไฟฟาลดลง ผลการüัดพฤติกรรมทางไฟฟาของ Au@Pt ที่ÿังเคราะĀ

ภายใตคüามเขมขนตางๆ ของ AA แÿดงดังตารางที่ 4.2 ดังนั้นจึงเลือกใช AA ที่คüามเขมขน 10 มิลลิโมล

ตอลิตร เปนคüามเขมขนที่เĀมาะÿม 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 4.3 (A) ภาพ TEM ของ Au@Pt เมื่อใช AA เขมขน (A1) 10, (A2) 20, (A3) 40 และ (A4) 80 มิลลิ

โมลตอลิตร และ (B) ผล CV ของ ITO และ ITO ที่ถูกเคลือบดüย Au@Pt ที่ใช AA เขมขน (a) 10, (b) 20, 

(c) 40 และ, (d) 80 มิลลิโมลตอลิตร ภายใต 5 มิลลิโมลตอลิตร K3[Fe(CN)6] ใน 10 มิลลิโมลตอลิตร 

ÿารละลายฟอÿเฟตบัฟเฟอร ที่อัตราการÿแกน 20 มิลลิโüลตตอüินาที 
 
ตารางที่ 4.2 ผลการüัดพฤติกรรมทางไฟฟาของ ITO และ ITO ที่ถูกเคลือบดüย Au@Pt ที่ÿังเคราะĀ

ภายใตการใช AA ทีค่üามเขมขนตางๆ 
 Ea Ec ∆E Ia Ic Ia/Ic 
ITO 0.27359 0.16373 0.10986 304.08 -299.70 -1.01461 
ITO-Au@Pt, AA 10 mM 0.27603 0.15884 0.11719 375.90 -365.89 -1.02736 
ITO-Au@Pt, AA 20 mM 0.27847 0.15640 0.12207 335.32 -317.18 -1.05719 
ITO-Au@Pt, AA 40 mM 0.27115 0.15884 0.11231 331.95 -312.98 -1.06063 
ITO-Au@Pt, AA 80 mM 0.27847 0.15884 0.11963 326.57 -314.09 -1.03973 

 
  4.1.2.3 ýึกþาคüามเขมขน RuCl2 
  เพื่อเพิ่มคüามÿามารถในการนำไฟฟาของ Au@Pt ใĀดีขึ้น จึงทำการÿังเคราะĀอนุภาค

ของ Ru บนพื้นผิü Au@Pt จากรูปที่ 4.4A1-4 รูปภาพ TEM แÿดงใĀเĀ็นüาอนุภาค AuPt-Ru ที่ไดมี

รูปรางและขนาดที่ไมแตกตางอยางมีนัยÿำคัญ ไมüาจะใช RuCl2 ที่คüามเขมขนเทาไĀรก็ตาม (57.58 นา

โนเมตร - 58.37 นาโนเมตร) แตเมื่อทำการüัดคาýักยซีตา พบüาคาประจุบนพื้นผิüลดลงเมื่อปริมาณ Ru 

ÿูงขึ้น ตั้งแต 0, 0.10, 0.50, 1.00, และ 1.25 โมล โดยมีคาเทากับ -57.4, -66.5, -56.2, -51.5 และ, -

46.7 มิลลิโüลต ตามลำดับ ซึ่งชี้ใĀเĀ็นüาการเติม Ru ที่ปริมาณ 0.1 โมล ÿามารถเÿริมคüามเÿถียรใĀกับ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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üัÿดุเชิงประกอบนาโนโลĀะผÿม AuPt-Ru ได แตในทางกลับกันยิ่งปริมาณ Ru มากขึ้นÿงผลใĀประจุบน

พื้นผิüลดลงอยางตอเนื่อง และเมื่อนำ AuPt-Ru ที่ÿังเคราะĀไดมาตรüจÿอบÿมบัติทางไฟฟาดüยเทคนิค 

CV (รูปที่ 4.4B) พบüาเมื่อมีการเติม Ru จะใĀคากระแÿไฟฟาที่ÿูงขึ้น เมื่อเทียบกับ Au@Pt ที่ไมมีการเตมิ 

Ru โดยเมื่อใช Ru ที่ 0.10 โมล จะใĀคากระแÿไฟฟาÿูงที่ÿุด (405.70 ไมโครแอมป) แตเมื่อปริมาณ Ru 

ÿูงขึ้น คากระแÿไฟฟาจะลดต่ำลง เนื่องมาจากเกิดการÿะÿมของอนุภาค Ru บนพื้นผิüของ Au@Pt ที่มาก

ขึ ้น ทำใĀบริเüณที ่ÿามารถเกิดปฏิกิริยาไฟฟาเคมี (Electroactive area) ถูกบล็อก ซึ ่งÿงผลใĀ

ประÿิทธิภาพของเÿนทางการถายโอนอิเล็กตรอนลดลง โดยผลการüัดพฤติกรรมทางไฟฟาของ AuPt-Ru 

ที่ÿังเคราะĀภายใตปริมาณตางๆ ของ Ru ไดแÿดงดังตารางที่ 4.3 

 
รูปที่ 4.4 (A) ภาพ TEM ของ AuPt-Ru เมื่อใช Ru (A1) 0.10, (A2) 0.50, (A3) 1.00 และ (A4) 1.25 

โมล และ (B) ผล CV ของ ITO และ ITO ที่ถูกเคลือบดüย AuPt-Ru เมื่อใช Ru ปริมาณ 0, 0.10, 0.50, 

1.00 และ 1.25 โมล ภายใต 5 มิลลิโมลตอลิตร K3[Fe(CN)6] ใน 10 มิลลิโมลตอลิตร ÿารละลายฟอÿเฟต

บัฟเฟอร ที่อัตราการÿแกน 20 มิลลิโüลตตอüินาที 
 
ตารางที่ 4.3 ผลการüัดพฤติกรรมทางไฟฟาของ ITO และ ITO ที่ถูกเคลือบดüย AuPt-Ru ที่ÿังเคราะĀ

ภายใตปริมาณตางๆ ของ Ru 
เงื่อนไข Ea Ec ∆E Ia Ic Ia/Ic 
Au@Pt 0.26871 0.16373 0.10498 347.26 -330.93 -1.04935 
AuPt-Ru, Ru 0.10 mole 0.27359 0.16129 0.11230 405.70 -385.60 -1.05213 
AuPt-Ru, Ru 0.50 mole 0.27603 0.15884 0.11719 389.06 -368.32 -1.05631 
AuPt-Ru, Ru 1.00 mole 0.27603 0.15396 0.12207 376.98 -354.10 -1.06461 
AuPt-Ru, Ru 1.25 mole 0.27847 0.15396 0.12451 379.77 -358.64 -1.05892 
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  4.1.2.4 ýึกþาระยะเüลาการÿังเคราะĀ 
  จากรูปที่ 4.5A แÿดง Cyclic Voltammogram (CV) ของ AuPt-Ru ที่ÿังเคราะĀโดยใช

เüลาในการÿังเคราะĀผานüิธีการรีดักชันทางเคมีที่อาýัยคลื่นคüามถี่อัลตราโซนิกÿในการชüยทำปฏิกิริยา 

โดยใĀคüามแรงคลื่นอัลตราโซนิคที่ 25%แอมป เปนเüลา 5 , 10, 20, 30, และ 40 นาที และรูปที่ 4.5B 

แÿดงคากระแÿไฟฟาÿูงÿุดของแตละÿภาüะการÿังเคราะĀ จากผลการทดลองพบüาเมื่อใชเüลาในการ

ÿังเคราะĀที่นอย (5นาที) อาจÿงผลใĀเกิดปฏิกิริยาที่ไมÿมบูรณÿงผลใĀคากระแÿไฟฟาที่üัดไดต่ำ แตเมื่อ

ใชระยะเüลาในการÿังเคราะĀ 10 และ 20 นาที อนุภาคนาโนที่ไดจะใĀคากระแÿไฟฟาÿูงที่ÿุด คือ 

392.91 และ 393.55 ไมโครแอมป ตามลำดับ และเมื่อใชเüลามากเกินไปตั้งแต 30 นาทีเปนตนไป อาจ

ÿงผลใĀอนุภาคเกิดการÿลายตัüได เนื่องจากการใĀคลื่นเÿียงคüามถี่อัลตราโซนิคนอกจากจะมีการÿราง

ÿารอนุมูลอิÿระ เชน H• และ HO• ที่เกิดจากการทำลายพันธะของโมเลกุลน้ำแลüยังกอใĀเกิดอุณĀภูมิและ

คüามดันที่ÿูงภายในระบบดüยเชนเดียüกัน ดังนั้นระยะเüลาการÿังเคราะĀในชüง 10 ถึง 20 นาที จึง

เĀมาะÿมตอการÿังเคราะĀüัÿดุเชิงประกอบนาโนโลĀะผÿม AuPt-Ru ผลการüัดพฤติกรรมทางไฟฟาของ 

AuPt-Ru ที่ระยะเüลาการÿังเคราะĀตางๆ ไดแÿดงดังตารางที่ 4.4 

 
รูปที่ 4.5 ÿมบัติทางไฟฟา (A) CV และ (B) กราฟแÿดงคากระแÿไฟฟาÿูงÿุดของ ITO ที่ถูกเคลือบดüย 

AuPt-Ru ที ่ระยะเüลาการÿังเคราะĀ 5, 10, 20, 30, และ 40 นาที ภายใต 5 มิลลิโมลตอลิตร 

K3[Fe(CN)6] ใน 10 มิลลิโมลตอลิตร ÿารละลายบัฟเฟอร PBS ที่อัตราการÿแกน 20 มิลลิโüลตตอüินาที 
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ตารางที่ 4.4 ผลการüัดพฤติกรรมทางไฟฟาของ AuPt-Ru ที่ระยะเüลาการÿังเคราะĀตางๆ 
เงื่อนไข Ea Ec ∆E Ia Ic Ia/Ic 
AuPt-Ru, 5 min 0.26138 0.15396 0.10742 368.45 -345.16 -1.06748 
AuPt-Ru, 10 min 0.26871 0.15884 0.10987 392.91 -375.25 -1.04706 
AuPt-Ru, 20 min 0.26871 0.16129 0.10742 393.55 -379.83 -1.03612 
AuPt-Ru, 30 min 0.27115 0.15884 0.11231 352.98 -336.66 -1.04848 
AuPt-Ru, 40 min 0.27359 0.15640 0.11719 343.79 -332.45 -1.03411 

   
4.1.2.5 ýึกþาคüามแรงของคลื่นอัลตราโซนิค 

  จากรูปที่ 4.6A แÿดง CV  ของ AuPt-Ru ที่ÿังเคราะĀโดยใชคüามแรงคลื่นอัลตราโซนิค

ที่ 20, 25, 30, 35, และ 40%แอมป เปนเüลา 20 นาที และรูปที่ 4.6B แÿดงคากระแÿไฟฟาÿูงÿุดของแต

ละÿภาüะการÿังเคราะĀ จากผลพบüาที่คüามแรง 25%แอมป ÿามารถใĀคากระแÿไฟฟาÿูงที่ÿุด คือ 

390.55 ไมโครแอมป แตถาใชคüามแรงคลื่นอัลตราโซนิคที่นอยเกินไป (20%แอมป) อาจÿงผลใĀเกิดการ

รีดิüซที่ไมÿมบูรณไดเชนเดียüกับระยะเüลาการÿังเคราะĀ และเมื่อใชคüามแรงตั้งแต 30%แอมป ขึ้นไป 

ÿงผลใĀอนุภาคเกิดการÿลายตัüได ÿงผลใĀการนำไฟฟาลดลง ดังนั้นคüามแรงคลื่นอัลตราโซนิคที่ 25%

แอมป จึงเĀมาะÿมตอการÿังเคราะĀüัÿดุเชิงประกอบนาโนโลĀะผÿม AuPt-Ru ผลการüัดพฤติกรรมทาง

ไฟฟาของ AuPt-Ru ที่ใชคüามแรงคลื่นอัลตราโซนิคตางๆ ไดแÿดงดังตารางที่ 4.5 

 
รูปที่ 4.6 ÿมบัติทางไฟฟา (A) CV และ (B) กราฟแÿดงคากระแÿไฟฟาÿูงÿุดของ ITO ที่ถูกเคลือบดüย 

AuPt-Ru ที่ใชคüามแรงคลื่นอัลตราโซนิคในการÿังเคราะĀ 20, 25, 30, 35, และ 40% แอมป ภายใต 5 

มิลลิโมลตอลิตร K3[Fe(CN)6] ใน 10 มิลลิโมลตอลิตร ÿารละลายบัฟเฟอร PBS ที่อัตราการÿแกน 20 

มิลลิโüลตตอüินาท ี
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ตารางที่ 4.5 ผลการüัดพฤติกรรมทางไฟฟาของ AuPt-Ru ที่ใชคüามแรงคลื่นอัลตราโซนิคตางๆ ในการ

ÿังเคราะĀ 
เงื่อนไข Ea Ec ∆E Ia Ic Ia/Ic 
AuPt-Ru, 20% 0.26871 0.16373 0.10498 340.75 -320.27 -1.06395 
AuPt-Ru, 25% 0.27359 0.15884 0.11475 390.55 -377.53 -1.03449 
AuPt-Ru, 30% 0.27359 0.16129 0.1123 375.11 -362.64 -1.03439 
AuPt-Ru, 35% 0.27359 0.16373 0.10986 363.2 -351.67 -1.03279 
AuPt-Ru, 40% 0.27603 0.16129 0.11474 361.58 -352.77 -1.02497 

 
 4.1.3 การพิÿูจนเอกลักþณของüัÿดุเชิงประกอบนาโนโลĀะผÿม AuPt-Ru 
 ผลการüิเคราะĀÿเปกตรัม FT-IR ของüัÿดุเชิงประกอบนาโนโลĀะผÿม AuPt-Ru ที่ÿังเคราะĀ

โดยใช PVP เปนÿารรักþาเÿถียรภาพและ AA เปนÿารรีดิüซ แÿดงดังรูปที่ 4.7A โดย AA แÿดงพีค

เอกลักþณที่ 3600-3000 cm-1 (O-H stretching vibrations), 2914 cm-1 (C-H stretching), 1755 

cm-1 (C=O stretching vibration), 1668 cm-1 (C=C stretching vibration), 1321 และ 1024 cm-1 

(C-O-C asymmetric และ symmetric stretching vibration, ตามลำดับ) นอกจากนี้ยังพบพีคที่ 1119 

cm-1 (O-H in-plane bending vibration) [91] ÿüน PVP พบพีคเอกลักþณที่ 3455 cm-1 (O-H 

stretching vibration ของการดูดซับโมเลกุลน้ำที่พื้นผิü), 2957 cm-1 (C-H stretching vibrations), 

1663 cm-1 (C=O stretching vibration), 1431 cm-1 (N-C=O stretching vibration), 1373 cm-1 

(CH2- bending), 1285 cm-1 และ 1011 cm-1 (C-N stretching) [92] ÿำĀรับüัÿดุเชิงประกอบนาโน

โลĀะผÿม AuPt-Ru พบพีคเอกลักþณที่ 3450 cm-1 (O-H และ N-H stretching vibration), 3011 cm-

1 (C-H stretching vibrations), 1765 และ 1645 cm-1 (C=O stretching vibrations), 1512 cm-1 

(C=C stretching vibration), 1368 cm-1 (CH2 bending vibration), 1285 cm-1 และ 985 cm-1 (C-

N stretching) และ 669 cm-1 (O-H bending vibration). จากผลการüิเคราะĀของ AuPt-Ru พบüามี

การขยับของ C-O จาก 1163 cm-1 ไปยัง 1145 cm-1 รüมถึงการขยับของพีค C-N จาก 1011 cm-1 ไป

ยัง 985 cm-1 และการลดลงของคüามเขมพีคที่ 1285 cm-1 ซึ่งบงบอกถึงการเกิดอันตรกิริยาของอะตอม

ออกซิเจนและไนโตรเจนภายในโครงÿรางของ PVP ที่ทำĀนาที่เปนÿารรักþาเÿถียรภาพ นอกจากนี้ การ

ปรากฎของพีค C=O ที่ 1512 cm-1 และ O-H ที่ 669 cm-1 ยังชี้ใĀเĀ็นถึงการมีอยูของÿาร 2,3-diketo-

1-gulonic acid (DGA) ที่เกิดขึ้นจากการÿลายตัüของ AA ในขั้นตอนการรีดิüซไอออนโลĀะ DGA นี้มีĀมู

ฟงกชันที่ÿำคัญคือĀมูคารบอกซิล (-COOH) ที่ÿามารถจับกับอนุภาคแพลทินัมเพิ่มเพิ่มคüามเÿถียรของ

โครงÿรางüัÿดุนาโนได รüมถึงÿงผลใĀโครงÿรางนั้นมีลักþณะแบบขนลอมรอบ [93] โดยÿรุปคือใน

กระบüนการÿังเคราะĀüัÿดุเชิงประกอบนาโนโลĀะผÿม AuPt-Ru นั้นมี PVP และ AA ที่ชüยในการรักþา
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เÿถียรภาพของโครงÿรางอนุภาค ÿำĀรับผล XRD เปนการýึกþาโครงÿรางผลึกของ AuPt-Ru ดังรูปที่ 

4.7B โดยทำการüัดคาการเลี้ยüเบนที่มุม 2θ ตั้งแต 5° ถึง 90° พบคาการเลี้ยüเบนที่ 2θ = 38.2º, 44.4º, 

64.6º, 77.6º และ 81.7º ที่ÿอดคลองกับระนาบของอนุภาคทอง คือ (111), (200), (220), (311) และ 

(222) ซึ่งเปนโครงÿรางผลึกลูกบาýกแบบ face-centered cubic (fcc) ตาม JCPDF 04-0784 [94] ÿüน

มุมที่ 2θ = 39.8º (111), 46.3º (200), 67.5º (220), 81.3º (311) เปนจุดเลี้ยüเบนที่ตรงกับอนุภาค

แพลทินัม ที่มีโครงÿราง fcc ตาม JCPDF 04-0802 [95] ในขณะเดียüกัน อนุภาครูทีเนียมพบการ

เลี้ยüเบนที่มุม 2θ = 37.75°, 44.84°, และ 58.38° ซึ่งตรงกับระนาบ (100), (101) และ (102) โดยจุด

เลี้ยüเบนที่ 2θ = 43.8º ÿอดคลองกับโครงÿราง fcc ของ RuNPs ตาม JCPDS 06-0663 [96] จากผล

การüิเคราะĀแÿดงใĀเĀ็นüา üัÿดุเชิงประกอบนาโนโลĀะผÿม (B1: AuPt-Ru) และอนุภาคนาโนโลĀะคู 

(B2: Au@Pt) แÿดงการเลี้ยüเบนที่เปนการรüมกันของโลĀะทุกชนิด ซึ่งแÿดงใĀเĀ็นüา üัÿดุเชิงประกอบ

นาโนโลĀะผÿมถูกÿังเคราะĀไดÿำเร็จดüยüิธีการรีดักชั่นทางเคมีที่อาýัยคลื่นคüามถี่อัลตราโซนิกÿในการ

ชüยทำปฏิกิริยา อยางไรก็ตาม ไมÿามารถตรüจพบคาการเลี้ยüเบนของ RuNPs ได เนื่องจากปริมาณของ 

Ru ที่นอยและถูกบดบังÿัญญาณขององคประกอบ Au และ Pt การüิเคราะĀองคประกอบเชิงอะตอม 

ÿถานะทางเคมี และพลังงานยึดเĀนี่ยüของ AuPt-Ru ถูกตรüจÿอบโดยใชเทคนิค X-ray Photoelectron 

Spectroscopy (XPS) ÿเปกตรัม Full survey ของ AuPt-Ru พบÿัญญาณของ Au 4f, Pt 4f, และ Ru 

3d ดังที่แÿดงในรูปที่ 4.7C1 ÿเปกตรัม XPS ของ Au 4f แÿดงพลังงานยึดเĀนี่ยü (BE) ที่ตำแĀนง 

Au4f5/2 และ Au4f7/2 ที่ 87.5 eV และ 83.9 eV ตามลำดับ (รูปที่ 4.7C2) คาพลังงานยึดเĀนี่ยüที่ 89.7, 

88.9, 87.6, 87.2, 85.9, และ 83.9 eV แÿดงถึง Au3+ 4f5/2, Au1+ 4f5/2, Au0 4f5/2, Au3+ 4f7/2, Au1+ 

4f7/2 และ Au0 4f7/2 ตามลำดับ ซึ่งยืนยันการมีอยูของÿภาüะออกซิไดซของทองใน AuPt-Ru นอกจากนี้ 

ยังมีการขยายพีคของ Pt และ Ru ตามที่แÿดงในรูปที่ 4.7C3-4 ÿเปกตรัมในบริเüณ Pt 4f และการฟตติ้ง

แÿดงÿถานะการออกซิเดชันของแพลทินัม 3 ชนิด ไดแก Pt (0), Pt (II), และ Pt (IV) โดยมีพีคตำแĀนงที่ 

BE 74.7 eV และ 71.4 eV ซึ่งÿัมพันธกับ Pt4f7/2 และ Pt4f5/2 ของ Pt (0) ÿัญญาณอีก 4 พีคอยูที่ BE 

76.4 eV (Pt4f7/2), 75.5 eV (Pt4f7/2), 74.6 eV (Pt4f7/2), 73.2 eV (Pt4f7/2), 72.2 eV (Pt4f7/2) และ 

71.4 eV (Pt4f7/2) แÿดงถึง Pt ที่ถูกออกซิไดซเปน Pt (II) และ Pt (IV) ในขณะที่ในÿüนของ Ru ÿเปกตรัม

พบที่ BE 281.8 eV และ 285.1 eV ซึ่งÿัมพันธกับ 3d5/2 (Ru0) และ 3d3/2 (Ru0) ตามลำดับ ผลลัพธ

เĀลานี้ยืนยันการมีอยูของไอออนของโลĀะ Au, Pt และ Ru ใน AuPt-Ru นอกจากนี้การÿังเคราะĀ 

AuPt-Ru ที่ÿำเร็จÿามารถยืนยันไดจากการพบคาพลังงานของ C 1s และ O 1s ซึ่งมาจากÿาร PVP และ 

AA ที่เคลือบอยูบนพื้นผิüของอนุภาคนาโน แÿดงดังตารางที่ 4.6 
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รูปที่ 4.7 (A) FT-IR ของ AA, PVP และ AuPt-Ru, (B) XRD: B1) AuPt-Ru, B2) Au@Pt, และ B3) AuNPs, (C1) XPS survey และÿเปกตรัมคüามละเอียดÿูง 

XPS ของ (C2) Au 4f (C3) Pt 4f และ (C4) Ru 3d
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ตารางที่ 4.6 พลังงานพันธะของ C 1s และ O 1s และ ∆ (eV) ของ AuPt-Ru 
O 1s (eV) position ∆ (eV) Connection mode C 1s (eV) position ∆ (eV) Connection mode 

531.1 - C=O 285.0 - COO 

531.9 0.8 COOH 286.2 1.2 C-O/O-C-O 

532.9 1.8 C-OH 287.6 2.6 C-O/C-N 

534.2 3.1 C-O-C 288.5 3.5 C-C/C-H 
 
 การüิเคราะĀÿัณฐานüิทยาและโครงÿรางของ AuPt-Ru โดยเทคนิค TEM ดังแÿดงในรูปที่ 4.8A 

พบüา AuPt-Ru ที่ÿังเคราะĀไดมีลักþณะทรงกลมและมีรูปรางคลายขนลอมรอบ เÿนผานýูนยกลางเฉลี่ย 

57.35 ± 8.24 นาโนเมตร แกนกลางและขอบมีขนาดอยูที่ 42.17 ± 3.11 นาโนเมตร และ 8.1 ± 1.76 

นาโนเมตร ตามลำดับ เมื่อüัดจากภาพ HR-TEM (รูปที่ 4.8B) ระยะĀาง Lattice spacing ของ AuPt-Ru 

คือ 0.229 นาโนเมตร ซึ่งบงชี้ตามการĀักเĀที่ระนาบ (111) ของ Au@Pt ที่เปนโครงÿรางผลึกลูกบาýก

แบบ fcc และผล EDS ในรูปที่ 4.8C1-4  แÿดงการกระจายตัüของอนุภาคโลĀะตางๆ โดยแกนกลางของ

อนุภาคเปนทอง มีเปลือกนอกเปนอนุภาคแพลทินัมและมีอนุภาคของรูทิเนียมกระจายบนอนุภาคนาโน

โลĀะ Au@Pt อีกชั้นĀนึ่ง จากÿเปกตรัม EDS (รูปที่ 4.8D)  พบพีค 2.12 keV, 9.71 keV (Au), 2.05 

keV, 9.44 keV (Pt), และ 0.24 keV, 2.56 keV (Ru) จากผลทั้งĀมดชี้ใĀเĀ็นüาประÿบคüามÿำเร็จใน

การÿังเคราะĀüัÿดุเชิงประกอบนาโนโลĀะผÿม AuPt-Ru ผานüิธีการรีดักชันทางเคมีที ่อาýัยคลื่น

คüามถี่อัลตราโซนิกÿในการชüยทำปฏิกิริยา 
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รูปที่ 4.8 (A) ภาพ TEM และอิÿโทแกรมการกระจายตัüของขนาดอนุภาค, (B) HR-TTEM, (C1) ภาพการ

ทำแผนที่องคประกอบธาต,ุ (C2) Au, (C3) Pt, และ (C4) Ru และ (D) ÿเปกตรัม EDX 
 
4.2 การÿังเคราะĀ RGO 
 4.2.1 คüามเขมขนของไฮดราซีนที่เĀมาะÿมÿำĀรับใชเปนÿารรีดิüซในการÿังเคราะĀ RGO 
 จากรูปที่ 4.9A แÿดงÿเปกตรัมการดูดกลืนแÿง UV-vis ของ GO และ RGO ที่ไดจากการรีดิüซ 

GO ดüยไฮดราซีนที่คüามเขมขน 0.1, 0.3, และ 0.5%โดยปริมาตร ในÿเปกตรัมการดูดกลืนแÿงของ GO 

พบพีคการดูดกลืนÿองตำแĀนงที่ 230 นาโนเมตร และ 310 นาโนเมตร ซึ่งบงชี้ถึงการเปลี่ยนระดับ

พลังงานของอิเล็กตรอนจาก π-π* ในพันธะคูคารบอน C=C และที่ 310 นาโนเมตร ÿอดคลองกับการ

เปลี่ยนระดับพลังงานของอิเล็กตรอนจาก n-π* ในพันธะคารบอนิล C=O เมื่อนำ GO มาทำการรีดิüซดüย
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ÿารไฮดราซีนที่คüามเขมขนตางๆ พบüาÿเปกตรัมการดูดกลืนแÿงของ RGO ที่ 230 นาโนเมตร เกิดการ

เคลื่อนที่ไปที่ 265 นาโนเมตร และพีคที่ 310 นาโนเมตร Āายไป ซึ่งแÿดงใĀเĀ็นüาĀมูฟงกชันออกซิเจน

บางกลุม (-OH, -COOH, -C=O, และ -O-) ไดถูกกำจัดออกไปจากโครงÿราง โดยการใชÿารละลายไฮดรา

ซีนที่คüามเขมขนตางๆ พบลักþณะการดูดกลืนแÿงที่ใกลเคียงกัน ดังนั้นไฮดราซีนที่ 0.1% จึงเพียงพอใน

การÿังเคราะĀ RGO ผานüิธีการรีดิüซทางเคมี อีกทั้งผลการüัดประจุพื้นผิü (รูปที่ 4.9B) GO มีคาประจุบน

พื้นผิüที่ -52.3 มิลลิโüลต และลดลงĀลังจากทำการรีดิüซดüยไฮดราซีนเปน -40.9 มิลลิโüลต, -43.4 มิลลิ

โüลต และ -45.1 มิลลิโüลต ตามลำดับ ซึ่งÿอดคลองกับผลการดูดกลืนแÿงที่Āมูฟงกชันบนพื้นผิüลดลง จึง

ÿงผลใĀประจุบนพื้นผิüลดลงดüยเชนเดียüกัน  

 
รูปที่ 4.9 (A) ÿเปกตรัมการดูดกลืนแÿง UV-vis และ (B) คาýักยซีตาของ GO และ RGO ที่ไดจากการใช

ไฮดราซีนเปนÿารรีดิüซที่คüามเขมขน 0.1%, 0.3%, และ 0.5% โดยปริมาตร 
 
 4.2.2 การพิÿูจนเอกลักþณ RGO 
 จากผลการüิเคราะĀ FT-IR ในรูปที่ 4.10A ÿเปกตรัมของ RGO ที่ÿังเคราะĀขึ้นพบพีคที่ 1695 

cm-1 (C=O stretching vibration) และ 1514 cm-1 (C=C stretching vibration) ซึ่งเปนลักþณะเฉพาะ

ของ RGO และการĀายไปของพีคที่ 3402 cm-1 (O-H stretching) และ 1062 cm-1 (C-O stretching) 

ที่มีใน GO แÿดงถึงการÿังเคราะĀที่ประÿบคüามÿำเร็จในการรีดิüซไปเปน RGO อีกทั้งในรูปที่ 4.10B การ

üิเคราะĀคüามเปนผลึกดüย XRD พบคาการเลี้ยüเบนที่ 2θ = 26.5º (002) ผลการüิเคราะĀดüย TEM ยัง

แÿดงถึงลักþณะทางÿัณฐานüิทยาของ GO และ RGO อีกดüย โดย GO แÿดงลักþณะเปนแผนพับและมี

รอยยน (รูปที่ 4.10C1) ÿüน RGO ที่ไดจากการรีดิüซดüยไฮดราซีน แÿดงใĀเĀ็นüาแผน GO Āลายชั้นถูก

แยกออกเปนแผนบางของ RGO (รูปที่ 4.10C2) ซึ่งยืนยันการÿังเคราะĀ RGO ÿำเร็จ 
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รูปที่ 4.10 (A) ÿเปกตรัม FT-IR ของ Graphite, GO และ RGO, (B) XRD ของ RGO, และ รูปภาพ TEM 

(C1) GO, และ (C2) RGO 
 
4.3 การÿรางแอปตาเซน็เซอรทางไฟฟาเคม ีGLEAuPt-Ru/RGO 

4.3.1 การÿราง Goldleaf electrode (GLE) 

 
รูปที่ 4.11 ขั้นตอนการÿราง Goldleaf electrode (GLE) 
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 GLE ที่ÿรางขึ้นภายในĀองปฏิบัติการ (คüามยาü 25 มิลลิเมตร, คüามกüาง 10 มิลลิเมตร) มีการ

ออกแบบและÿรางขึ้นตามขั้นตอนในรูปที่ 4.11 ÿำĀรับใชเปนแอปตาเซ็นเซอรไฟฟาเคมีÿำĀรับการ

ตรüจüัด AFB1 โดย GLE ถูกนำมาทำคüามÿะอาดพื้นผิüภายใตเทคนิค CV ในÿารละลายกรดซัลฟüริก 

คüามเขมขน 0.1 โมลตอลิตร ที่อัตราการÿแกน 0.1 โüลตตอüินาท ีทั้งĀมด 25 รอบ ซึ่งผลการüัดดüย CV 

แÿดงในรูปที่ 4.12 พบพีคแอโนดิกที่ 1.35 โüลต (เทียบกับ Ag/AgCl) และพีคแคโทดิกที่ 0.90 โüลต ซึ่ง

เกิดจากการออกซิเดชันและรีดักชันของอะตอมทองคำที่อยูชั้นนอกÿุด พบüาพฤติกรรมทางไฟฟาเคมีของ 

GLE ที่ผลิตในĀองปฏิบัติการมีลักþณะคลายคลึงกับขั้üไฟฟาทองคำเชิงพาณิชย [97]  

 
รูปที่ 4.12 Cyclic voltammogram ของ GLE ในÿารละลายกรดซัลฟüริก คüามเขมขน 0.1 โมลตอลติร 

ที่อัตราการÿแกน 0.1 โüลตตอüินาท ีทั้งĀมด 25 รอบ 
 
 4.3.2 คüามเขมขนที่เĀมาะÿมของ RGO ในการปรับปรุงพื้นผิü GLE 
 ÿมบัติทางไฟฟาของ RGO ถูกüิเคราะĀดüยเทคนิค CV โดยใช RGO ที่คüามเขมขนแตกตางกัน 

ไดแก 0.10, 0.25, 0.50, 1.00 และ 2.00 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร มาปรับปรุงพื้นผิüของ GLE การüิเคราะĀ 

CV ทำในÿารละลาย K3[Fe(CN)6] เขมขน 5 มิลลิโมลตอลิตร ในÿารละลายบัฟเฟอร PBS 10 มิลลิโมลตอ

ลิตร (pH 7.4) ภายใตอัตราการÿแกน 20 มิลลิโüลตตอüินาที โดยการÿแกนýักยไฟฟาจาก -0.2 ถึง +0.6 

โüลต ผลการทดลอง (รูปที่ 4.13A และ 13B) แÿดงใĀเĀ็นüาเมื่อทำการปรับปรุงพื้นผิü GLE ดüย RGO 

คาการกระแÿไฟฟาÿูงÿุดเพิ่มขึ้นอยางตอเนื่องจาก 77.33, 80.81, 83.01 และ 88.89 ไมโครแอมป 

ÿำĀรับ GLE เปลาและ GLE ที่ถูกปรับปรุงพื้นผิüดüย RGO ที่คüามเขมขน 0.10, 0.25, และ 0.50 

มิลลิกรัมตอลิตร ตามลำดับ Āลังจากนั้นคากระแÿไฟฟาÿูงÿุดลดลงĀลังจากเพิ่มคüามเขมขนของ RGO ที่ 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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1.00 และ 2.00 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร การเพิ่มการนำไฟฟาĀลังจากปรับปรุงพื้นผิüดüย RGO เปนผลมา

จากโครงÿรางของ RGO ที่มีโครงÿราง π-conjugated ÿามารถเกิดการถายโอนอิเล็กตรอนไดดีภายใน

ระบบ ÿงผลใĀคากระแÿไฟฟาÿูงÿุดเพิ่มขึ้น และการลดลงของคากระแÿไฟฟาĀลังจากเพิ่มคüามเขมขน

ของ RGO เนื่องมาจากการÿะÿมชั้น RGO บนผิü GLE ที่Āนาเกินไป จึงÿงผลใĀขัดขüางการถายโอน

อิเล็กตรอนที่Āนาขั้ü ดังนั้น RGO ที่คüามเขมขน 0.50 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ที่ใĀคากระแÿไฟฟาÿูงÿุด จึง

เปนคüามเขมขนที่เĀมาะÿมÿำĀรับการปรับปรุง GLE 

 
รูปที่ 4.13 (A) CV และ (B) คาการนำไฟฟาÿูงÿุดของ GLE ที่ปรับปรุงพื้นผิüดüย RGO ที่คüามเขมขน 0.10, 

0.25, 0.50, 1.00 และ 2.00 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ภายใต 5 มิลลิโมลตอลิตร K3[Fe(CN)6] ใน 10 มิลลิโมล

ตอลิตร PBS (pH 7.4) ที่อัตราการÿแกน 20 มลิลิโüลตตอüินาที 
 

4.3.3 คüามเขมขนที่เĀมาะÿมของ AuPt-Ru ÿำĀรับÿรางเปนอนุภาคนาโนคอมโพÿิต 

AuPt-Ru/RGO ที่ใชในการปรับปรุงพื้นผิü GLE 
 อนุภาคนาโนคอมโพÿิต AuPt-Ru/RGO เตรียมดüยüิธีอัลตราโซนิค üัÿดุเชิงประกอบนาโนโลĀะ

ผÿม AuPt-Ru มีพื้นที่ผิüÿูงและคüามÿามารถในการนำไฟฟาที่ดีเยี่ยม เมื่อใชงานรüมกันระĀüาง RGO 

กับ AuPt-Ru ÿามารถชüยเพิ่มการถายโอนอิเล็กตรอนภายในระบบได ทำใĀเกิดการตอบÿนองทางไฟฟา

เคมีที่ดีขึ้น ÿมรรถนะทางไฟฟาของ AuPt-Ru/RGO ถูกüิเคราะĀดüยเทคนิค CV จากรูปที่ 4.14A และ 

14B โดยผÿม AuPt-Ru ที่มีคüามเขมขนตางกันคือ 0.10, 0.25, 0.50, 1.00 และ 1.5 มิลลิกรัมตอ

มิลลิลิตร กับ RGO ที่มีคüามเขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (อัตราÿüน 1: 1 โดยปริมาตร) จากนั้นใĀ

คลื่นอัลตราโซนิคที่ระดับ 25% เปนเüลา 20 นาที และเคลือบลงบน GLE ปริมาตร 15 ไมโครลิตร พบüา

คากระแÿแอโนดิกÿูงÿุดมีการเพิ่มขึ้นĀลังจากปรับแตงพื้นผิüดüย AuPt-Ru/RGO โดยเพิ่มขึ้นจาก 77.33, 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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86.94 และ 92.01 ไมโครแอมป ÿำĀรับ GLE เปลาและ GLE ที่ปรับปรุงพื้นผิüดüย AuPt-Ru/RGO ที่

คüามเขมขน 0.10 และ 0.25 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามลำดับ และคากระแÿไฟฟาÿูงÿุดเพิ่มขึ้นเพียง

เล็กนอยเมื่อเพิ่มคüามเขมขนÿูงขึ้น จากนั้นลดลงเมื่อคüามเขมขนÿูงถึง 1.50 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดย

การลดลงของคากระแÿไฟฟานี้เกิดมาจากปริมาณ AuPt-Ru ที่มากเกินไปÿงผลใĀüัÿดุเชิงประกอบนาโน

โลĀะผÿมเกิดการรüมตัüกัน จึงทำใĀเกิดการขัดขüางการถายโอนอิเล็กตรอนได จากผลการทดลองจึงÿรุป

ไดüาคüามเขมขนที่เĀมาะÿมÿำĀรับÿรางอนุภาคนาโนคอมโพÿิตคือ AuPt-Ru คüามเขมขน 0.25 

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

 
รูปที่ 4.14 (A) CV และ (B) คาการนำไฟฟาÿูงÿุดของ GLE ที่ปรับปรุงพื้นผิüดüย AuPt-Ru/0RGO ทีค่üาม

เขมขน AuPt-Ru 0.10, 0.25, 0.50, 1.00 และ 1.50 มิลลิกรัมตอมิลลลิิตร ภายใต 5 มิลลิโมลตอลิตร 

K3[Fe(CN)6] ใน 10 มลิลิโมลตอลิตร PBS (pH 7.4) ที่อัตราการÿแกน 20 มลิลิโüลตตอüินาที 
 
 4.3.4 คüามเขมขนที่เĀมาะÿมของแอปตาเมอร 
 จากรูปที่ 4.15A แÿดงคากระไฟฟาÿูงÿุดของ GLEAuPt-Ru/RGO ที่ไดจากการตอบÿนองทางไฟฟา 

CV Āลังจากปรับปรุงพื้นผิüอิเล็กโทรดดüยแอปตาเมอร (Apt) ที่ 0, 1, 10, 25, 50, และ 75 นาโนโมลตอ

ลิตร พบüาเมื่อทำการปรับปรุงพื้นผิüดüย Apt ÿงผลใĀคากระแÿไฟฟาÿูงÿุดลดลงตามคüามเขมขนที่

เพิ่มขึ้นของ Apt โดยคากระแÿไฟฟาÿูงÿุดลดลงจาก 66.62 ไมโครแอมป จนถึง 42.10 ไมโครแอมป 

ÿำĀรับ Apt ที่คüามเขมขนตั้งแต 0 ถึง 25 นาโนโมลตอลิตร การลดลงของคากระแÿไฟฟาÿูงÿุดเกิดขึ้น

เนื่องจาก Apt เปนโครงÿราง ssDNA ขนาดใĀญมีพฤติกรรมเปนฉนüนทางไฟฟาÿงผลใĀเกิดการขัดขüาง

การถายโอนอิเล็กตรอนที่พื้นผิüของอิเล็กโทรด และเมื่อคüามเขมขน Apt ÿูงตั้งแต 25 นาโนโมลตอลิตร 

ขึ้นไป พบüาคากระแÿไฟฟาคงที่ แÿดงถึง Apt ไดถูกตรึงบนอิเล็กโทรดอยางÿมบูรณแลü ดังนั้นไมüาจะ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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เพิ่มคüามเขมขนอีกเทาใด จึงไมÿงผลตอพฤติกรรมทางไฟฟาของอิเล็กโทรด  ดังนั้น ในการÿรางแอปตา

เซ็นเซอรไฟฟาเคมี GLEAuPt-Ru/RGO จึงเลือกใช Apt ที่คüามเขมขน 25 นาโนโมลตอลิตร ÿำĀรับเปนÿารที่มี

คüามเฉพาะเจาะจงตอ AFB1 
 

4.3.5 คüามเขมขนที่เĀมาะÿมของ BSA  
 จากรูปที่ 4.15B แÿดงคากระไฟฟาÿูงÿุดของ GLEAuPt-Ru/RGO ที่ไดจากการตอบÿนองทางไฟฟา 

CV Āลังจากปรับปรุงพื้นผิüอิเล็กโทรดดüย BSA ที่ 0.00, 0.10, 0.25, 0.50, 1.00 และ 2.00 %โดยมüล

ตอปริมาตร Āลังจากไดคüามเขมขนที่เĀมาะÿมของ Apt พบüาพฤติกรรมทางไฟฟาเคมีของอิเล็กโทรด

เปลี่ยนไปĀลังจากทำการเติม BSA โดยคากระแÿไฟฟาÿูงÿุดลดลงจาก 37.03 ไมโครแอมป ไปจนถึง 

27.76 ไมโครแอมป ÿำĀรับ BSA ที่ 0.00 ถึง 0.25%โดยมüลตอปริมาตร เนื่องมากจาก BSA  เปนโปรตีน

ขนาดใĀญจึงเกิดการขัดขüางการถายโอนอิเล็กตรอนที่ผิüของอิเล็กโทรด Āลังจากนั้น เมื่อเพิ่มคüาม

เขมขน BSA ตั้งแต 0.25 %โดยมüลตอปริมาตร เปนตนไป คากระแÿไฟฟาÿูงÿุดมีคาคงที่เนื่องจากพื้นผิü

ของอิเล็กโทรดเกิดการอิ ่มตัü BSA เขาปกคลุมโดยÿมบูรณแลü ทำใĀคากระแÿไฟฟาไมเกิดการ

เปลี่ยนแปลง ดังนั้น BSA ที่ 0.25 %โดยมüลตอปริมาตร จึงเปนคüามเขมขนที่เĀมาะÿมĀรับการÿราง

แอปตาเซ็นเซอรไฟฟาเคมี GLEAuPt-Ru/RGO 

 
รูปที่ 4.15 คากระแÿไฟฟาÿูงÿุดของ GLEAuPt-Ru/RGO ที่คüามเขมขนตางๆของ (A) Apt 0, 1, 10, 25, 50, 

และ 75 นาโนโมลตอลิตร และ (B) BSA 0.00, 0.10, 0.25, 0.50, 1.00 และ 2.00 %โดยมüลตอปริมาตร 
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 4.3.6 การพิÿจูนเอกลักþณของแอปตาเซน็เซอรทางไฟฟาเคม ีGLEAuPt-Ru/RGO 
จากผลการüิเคราะĀอนุภาคนาโนคอมโพÿิต AuPt-Ru/RGO ภาพ HR-TEM (รูปที่ 4.16A1) 

แÿดงใĀเĀ็นüาอนุภาค AuPt-Ru ฝงตัüอยูบนแผน RGO ที่มีโครงÿรางแผนบาง โดยอนุภาค AuPt-Ru มี

ลักþณะโครงÿรางแบบแกน-เปลือกคลายผล waxberry และในรูปที่ 4.16A2 พบระยะระĀüางชั้นผลึก

ขนาด 2.29 Å, 1.97 Å, 1.34 Å, และ 1.13 Å ซึ่งÿอดคลองกับระนาบ (111), (200), (220), และ (311) 

ของ AuPt-Ru ตามลำดับ ซึ่งตรงกับคาระยะระĀüางชั้นผลึกของ Au (111) (JCPDS card no. 04-0784) 

[94], Pt (111) (JCPDS card no. 04-0802) [95], และ Ru (101) ในโครงÿรางĀกเĀลี่ยม (JCPDS card 

no. 65-7646) [96] รüมถึงงานüิจัยที่ýึกþาเกี่ยüกับüัÿดุเชิงประกอบนาโนโลĀะผÿมแบบแกน-เปลือก 

Au@Pt [98] การüิเคราะĀ SAED ของ AuPt-Ru (รูปที่ 4.16A3) แÿดงüงแĀüนที่บงบอกถึงลักþณะพอลิ

คริÿตัลของ AuPt-Ru ที่ระนาบ (111), (200), (220), และ (311) ÿำĀรับโครงÿราง FCC ของ AuPt-Ru 

ÿเปกตรัม EDX (รูปที่ 4.16A4 และ A4.1-3) ยืนยันüาพื้นผิüของ RGO ประกอบดüยธาตุ Au, Pt และ Ru 

ซึ่งบงบอกถึงการÿังเคราะĀอนุภาคนาโนคอมโพÿิต AuPt-Ru/RGO อยางÿมบูรณ 
ในรูปที่ 4.16B การüิเคราะĀ XRD ยืนยันการÿราง AuPt-Ru/RGO โดยแÿดงรูปแบบการ

เลี้ยüเบนของ XRD ของ AuPt-Ru/RGO (B1), AuPt-Ru (B2), และ RGO (B3) เปรียบเทียบกัน ลักþณะ

ของ RGO พบจุดÿูงÿุดที่ระนาบ (002) ที่ 26.5º เนื่องจากลักþณะของ RGO ที่ไมเปนผลึก ซึ่งÿอดคลอง

กับ AuPt-Ru/RGO จุดÿูงÿุดที่เกี่ยüของกับ Au@Pt อยูที่ 38.6º (111), 44.8º (200), 65.6º (220), และ 

78.1º (311) ซึ่งระนาบอยูระĀüาง Au (111) และ Pt (111) บงชี้ถึงโครงÿรางแกน-เปลือก Au@Pt 

ขณะที่เÿนการเลี้ยüเบนของ Ru ไมปรากฏใน XRD ของ AuPt-Ru/RGO เนื่องจากปริมาณต่ำและถูกบด

บังดüยÿัญญาณของ AuPt 
ÿเปกตรัม FT-IR ถูกใชยืนยันการผÿม RGO กับ AuPt-Ru อยางÿมบูรณ ในรูปที่ 4.16C1 พบการ

ÿั่นที่แÿดงถึงĀมูของออกซิเจน เชน O-H (3428 cm-1), C=O (1641 cm-1 และ 1522 cm-1), และ O-H 

(664 cm-1) ซึ่งเปนลักþณะเฉพาะของ AuPt-Ru/RGO ÿเปกตรัม FTIR ของ AuPt-Ru (รูปที่ 4.16C2) 

และ RGO (รูปที่ 4.16C3) พบคุณÿมบัติที่ÿอดคลองกันใน AuPt-Ru/RGO ซึ่งยืนยันถึงคüามÿำเร็จในการ

ผÿมรüมของนาโนคอมโพÿิต 
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รูปที่ 4.16 (A1) TEM, (A2) HR-TEM, (A3) SAED, (A4) EDX ของ AuPt-Ru/RGO (B) XRD ของ (B1) 

AuPt-Ru/RGO, (B2) AuPt-Ru และ (B3) RGO และ (C) FT-IR ของ (C1) AuPt-Ru/RGO, (C2) AuPt-Ru 

และ (C3) RGO 
 

การüิเคราะĀโครงÿรางของขั้üไฟฟาไดใชเทคนิค AFM และ Fe-SEM ซึ่งแÿดงในรูปที่ 4.17A 

และ 17B ตามลำดับ โดยพบüาพื้นผิü GLE คอนขางขรุขระและมีคüามขรุขระเฉลี่ยอยูที่ 36.67 นาโน

เมตร (รูปที่ 4.17A1) Āลังจากผานกระบüนการทำคüามÿะอาดพื้นผิüดüยเทคนิค CV จำนüน 25 รอบ 

ภายใตÿารละลายกรดซัลฟüริก 0.5 โมลตอลิตร พบüาพื้นผิüของ GLE มีคüามเรียบขึ้นและคาคüาม

ขรุขระลดลงเปน 30.47 นาโนเมตร (รูปที่ 4.17A2) ซึ่งเกิดจากกรดซัลฟüริกเขมขนจะชüยทำใĀÿารเจือ

ปนตางๆ ถูกออกซิไดซและละลายออกไปจากพื้นผิüในระĀüางกระบüนการÿแกนýักยไฟฟา กระบüนการ

นี้ชüยใĀพื้นผิüอิเล็กโทรดมีคüามเรียบมากขึ้น และเมื่อทำการปรับปรุงพื้นผิüดüยอนุภาคนาโนคอมโพÿิต 

AuPt-Ru/RGO พื้นผิüของ GLEAuPt-Ru/RGO เพิ่มขึ้นมาที่ 60.41 นาโนเมตร 
ภาพถายพื ้นผิüของ GLE จาก Fe-SEM (รูปที ่ 4.17B) แÿดงการเปลี ่ยนแปลงที ่ชัดเจนใน

โครงÿรางพื้นผิüเมื่อมีการปรับปรุงดüยüัÿดุตางๆ โดยพื้นผิüของ GLE (รูปที่ 4.17B1) กอนการปรับปรุงมี

ลักþณะเรียบÿม่ำเÿมอ Āลังจากการเคลือบดüย RGO พบลักþณะของแผนขนาดใĀญซอนทับกัน (รูปที่ 

4.17B2) ซึ่งเปนคุณÿมบัติเดนของ RGO ที่ชüยเพิ่มพื้นที่ผิüไดดี เมื่อทำการปรับปรุงดüย AuPt-Ru พื้นผิü

แÿดงลักþณะของอนุภาคกลมเล็กๆ ที่กระจายตัüอยูและมีการเกาะกลุมของอนุภาคบางÿüน ซึ่งเกิดจาก

üิธีการเตรียมชิ้นงานโดยการĀยดÿารและปลอยใĀแĀง ทำใĀ AuPt-Ru รüมตัüกันเปนกลุมในบางÿüน ดัง

แÿดงในรูปที่ 4.17B3 ในขณะที่การปรับปรุงดüย AuPt-Ru/RGO (รูปที่ 4.17B4) แÿดงลักþณะเฉพาะ
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ของทั้ง RGO และ AuPt-Ru ปกคลุมพื้นผิüอยูรüมกัน ซึ่งคาดüาการเพิ่มของ RGO ทำใĀมีพื้นที่ผิüที่มาก

ขึ้น เปนผลดีตอการนำไปใชในงานดานอิเล็กโทรด 
 

 
รูปที่ 4.17 (A) AFM ของ GLE (A1) กอนทำคüามÿะอาดพื้นผิüดüยกรด, (A2) Āลังทำคüามÿะอาดพ้ืนผิü

ดüยกรด, และ (A3) GLE ที่ปรบัปรุงพื้นผิüดüย AuPt-Ru/RGO และ (B) SEM ของ (B1) GLE, (B2) GLERGO, 

(B3) GLEAuPt-Ru และ (B4) GLEAuPt-Ru/RGO 
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 จากการทดÿอบดüยเทคนิค CV, EIS และ DPV ในÿารละลาย K3[Fe(CN)6] 5 มิลลิโมลตอลิตร ที่

มีÿารละลายบัฟเฟอร PBS 10 มิลลิโมลตอลิตร (pH 7.4) (รูปที่ 4.18A-D) การüิเคราะĀ CV (รูปที่ 4.18A) 

พบüาการตอบÿนองทางไฟฟาเคมีของ GLE เปลาที่ไมไดถูกปรับปรุงพื้นผิüใĀคากระแÿไฟฟาÿูงÿุดอยูที่ 

53.12 ไมโครแอมป และเพิ่มขึ้นตอเนื่องเมื่อทำการปรับปรุงพื้นผิüดüยüัÿดุนาโน โดย GLEAuPt-Ru/RGO ใĀ

คากระแÿไฟฟาÿูงÿุดประมาณ 77.32 ไมโครแอมป ซึ่งเพิ่มขึ้น 45.56% เนื่องจากโครงÿรางนาโนของ 

AuPt-Ru/RGO ที ่มีระบบ π-อิเล็กตรอนแบบเคลื ่อนที ่อิÿระทั ้งโครงÿราง นอกจากนี ้ ผลการüัด

กระแÿไฟฟากับอัตราÿแกนตั้งแต 2.5 ถึง 40.0 มิลลิโüลตตอüินาทีในÿารละลายเดียüกัน (รูปที่ 4.18B) 

เมื่อเปรียบเทียบกราฟแÿดงคüามÿัมพันธระĀüางกระแÿไฟฟา (Ipa) กับรากที่ÿองของอัตราÿแกน (v-1/2) 

และคüามÿัมพันธระĀüางกระแÿไฟฟา (Ipa) กับอัตราÿแกน (v) ดังรูปที่ 4.18B1 และ B2 ตามลำดับ 

พบüากราฟทั้งÿองแบบเมื่อเพิ่มอัตราการÿแกน คากระแÿไฟฟาÿูงÿุดก็เพิ่มขึ้นเชนเดียüกัน ขณะเดียüกัน

กราฟการพล็อตระĀüางกระแÿกับรากที่ÿองของการÿแกนมีคüามเปนเÿนตรงÿูงกüาตามÿมการ Ipa (ไม

โครแอมป) = 16.389v-1/2 (มิลลิโüลตตอüินาที) - 0.8707 (R2 = 0.9991) ซึ่งบงบอกถึงพฤติกรรมที่

คüบคุมกลไกการถายโอนอิเล็กตรอนภายในระบบดüยดüยการแพรบนพื้นผิüอิเล็กโทรด (ตาม Randles-

Sevcik model) ในการüิเคราะĀ EIS (รูปที่ 4.18C) เพื่อüัดคüามตานทานการถายโอนประจุ (Rct) พบüา 

Rct ของ GLE เริ่มตนที่ 463 โอĀม (a) และลดลงเĀลือ 136 และ 62 โอĀมใน GLE ที่ปรับปรุงดüย RGO 

(b) และ AuPt-Ru/RGO (c) ตามลำดับ จากนั้นเมื่อเติม Apt (d), BSA (e) และ AFB1 (f) Rct เพิ่มขึ้นเปน 

74, 85 และ 141 โอĀม ตามลำดับ ซึ่งÿอดคลองกับผลการüิเคราะĀ DPV ในรูปที่ 4.18D ที่มีลักþณการ

เปลี่ยนแปลงทางพฤติกรรมทางไฟฟาที่เĀมือนกัน โดยüัÿดุนาโนคอมโพÿิตÿามารถชüยเพิ่มประÿิทธิภาพ

การถายโอนอิเล็กตรอนที่พื้นผิüอิเล็กโทรดและเมื่อทำการตรึง Apt, BSA และจับกับ AFB1 ซึ่งยับยั้งการ

ถายโอนอิเล็กตรอนทำใĀเกิดการลดลงของกระแÿไฟฟาÿูงÿุด โดยผลเĀลานี้แÿดงถึงคüามÿำเร็จในการ

ÿรางแอปตาเซ็นเซอรไฟฟาเคมี GLEAuPt-Ru/RGO 
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รูปที่ 4.18 (A) กราฟ CV แÿดงผลลัพธของขั้üไฟฟา — GLE, — GLERGO, — GLEAuPt-Ru และ — 

GLEAuPt-Ru/RGO (B) CV ของ GLEAuPt-Ru/RGO แÿดงคากระแÿไฟฟาÿูงÿุดเปนฟงกชันของ (B1) รากที่ÿอง

ของอัตราการÿแกนและ (B2) อัตราการÿแกนในชüง 2.5 ถึง 40 มิลลิโüลตตอüินาที, (C) กราฟ Nyquist 

และ (D) การüิเคราะĀ DPV ที่แÿดงขั้นตอนการพัฒนาของแอปตาเซ็นเซอรไฟฟาเคมีÿำĀรับ a) GLE, b) 

GLERGO, c) GLEAuPt-Ru/RGO, d) GLEAuPt-Ru/RGO/Apt, e) GLEAuPt-Ru/RGO/Apt/BSA และ f) GLEAuPt-

Ru/RGO/Apt/BSA/AFB1 การüิเคราะĀทางไฟฟาเคมีดำเนินการในÿารละลาย PBS 10 มิลลิโมลตอลิตร (pH 7.4) 

ที่มี 5 มิลลิโมลตอลิตร K3[Fe(CN)6]  

 

 พื้นที่ผิüที่มีคüามÿามารถทางไฟฟาเคมีของขั้üไฟฟา GLE ทั้งกอนและĀลังการปรับปรุง ได

คำนüณโดยใชÿมการ Randles-Sevcik (ÿมการที่ 4.5) 
 
 Ipa = 2.69 × 105 n3/2AC(Dv)1/2  (4.5) 
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โดยที่ Ipa แทนกระแÿไฟฟาÿูงÿุดขั้üแอโนดิก, n คือจำนüนอิเล็กตรอนที่ถายโอนในระบบ (ในที่นี้

ใชคา n เทากับ 1 ÿำĀรับ K3[Fe(CN)6]), A แทนพื้นที่ผิüที่มีคüามÿามารถทางไฟฟาเคมี (cm²), C คือ

คüาม เข  มข นของ  K3[Fe (CN) 6]  ( 5  ม ิลล ิ โมลต อล ิ ตร ) ,  D ค ือค  าÿ ั มประÿ ิทธ ิ ์ ก ารแพร   
(7.6 x 10−6 cm2s-1 ÿำĀรับ K3[Fe(CN)6] ที ่อ ุณĀภูมิ 25°C) และ v คืออัตราการÿแกน (Vs-1)  
จากการคำนüณ พื้นที่ผิüที่มีคüามÿามารถทางไฟฟาเคมีของ GLE, GLEAuPt-Ru, GLERGO และ GLEAuPt-

Ru/RGO ไดคาตามลำดับคือ 10.12 ± 0.27 ตารางมิลลิเมตร, 12.27 ± 0.30 ตารางมิลลิเมตร, 13.75 ± 

0.30 ตารางมิลลิเมตร และ 14.77 ± 0.30 ตารางมิลลิเมตร ซึ่งแÿดงใĀเĀ็นüาการปรับปรุงพื้นผิüดüย 

AuPt-Ru, RGO และ AuPt-Ru/RGO ชüยเพิ่มพ้ืนที่ผิüที่มีคüามÿามารถทางไฟฟาเคมีของขั้üไฟฟาได 
จากการýึกþาการÿรางแอปตาเซ็นเซอรทางไฟฟาเคมี GLEAuPt-Ru/RGO ÿามารถÿรุปคüามเขมขน

ขององคประกอบตางๆ ไดดังตารางที่ 4.7 
 
ตารางที่ 4.7 ÿภาüะที่เĀมาะÿมในการÿรางแอปตาเซ็นเซอรทางไฟฟาเคมี GLEAuPt-Ru/RGO 

ตัüแปรที่ýึกþา ÿภาüะที่เĀมาะÿม 
คüามเขมขนของ RGO 50 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
คüามเขมขนของ AuPt-Ru 25 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
คüามเขมขนของ Apt 25 นาโนโมลตอลิตร 
คüามเขมขนของ BSA 0.25 %โดยน้ำĀนักตอปริมาตร 

 
4.4 การýึกþาÿภาüะทีเ่Āมาะÿมในการตรüจüัด AFB1 
 4.4.1 ระยะเüลาในการทำปฏิกิริยากับ AFB1 
 การýึกþาผลของระยะเüลาในการทำปฏิกิริยาระĀüางแอปตาเซ็นเซอรกับ AFB1 ที่คüามเขมขน

ตางๆ ไดแก 0.30, 3.00 และ 30.00 พิโคกรัมตอมิลลิลิตร (รูปที่ 4.19A) พบüาเมื่อเüลาเพิ่มขึ้น กระแÿ 

DPV ของแอปตาเซ็นเซอรไฟฟาเคมีจะคอยๆ ลดลง เนื่องจาก Apt ที่ถูกตรึงไüบนผิüอิเล็กโทรดจะจับกับ 

AFB1 และÿราง Apt-AFB1-complex มากขึ้น เมื่อเüลาการบมเกินกüา 30 นาที กระแÿไฟฟาไมแตกตาง

กันอยางมีนัยÿำคัญ บงชี้üา Apt บนขั้üไฟฟามีการจับกับ AFB1 เต็มที่แลü ดังนั้นเüลาในการทำปฏิกิริยา

กับ AFB1 ที่ 30 นาทีจึงเปนเüลาที่เĀมาะÿมในการตรüจüัด 
 

4.4.2 pH ของÿารละลายบฟัเฟอร PBS 
 ผลของคา pH เปนปจจัยÿำคัญที่มีผลตอการตอบÿนองทางไฟฟาเคมี (รูปที่ 4.19B) Āลังจาก

ทำการýึกþาที่ pH 5-9 พบüาที่ pH 7 ใĀคüามÿัมพันธเชิงเÿนที่ดีที่ÿุด (คüามชันของเÿนเทากับ 0.3191 
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และคา R2 เทากับ 0.9982) แตเมื่อคา pH มากĀรือนอยกüา 7 คüามไüการตอบÿนองของเซ็นเซอรลดลง

อยางมาก เนื่องจากการการเปลี่ยนแปลง pH ÿามารถทำใĀโครงÿราง Apt เปลี่ยนแปลงĀรือถูกทำลาย 

ÿงผลใĀการเชื่อมตอระĀüาง aptamer และ AFB1 นอยลง ดังนั้น pH ที่เĀมาะÿำĀรับการตรüจüัดจึง

เปนÿารละลายบัฟเฟอร PBS ที่ pH 7.0 
 

4.4.3 คüามเขมขนของÿารละลายบฟัเฟอร PBS 
 อิทธิพลของคüามเขมขนของÿารละลาย PBS ตอการตรüจüัด AFB1 ถูกทดÿอบในชüงคüาม

เขมขน 5-40 มิลลิโมลตอลิตร (รูปที่ 4.19C) โดยที่คüามเขมขน 20 มิลลิโมลตอลิตร ใĀคüามชันในการ

ตรüจüัดที่ดีที่ÿุด (1.0325) และมีคา R2 ที่ 0.9960 ในทางกลับกันที่คüามเขมขนของÿารละลาย PBS ต่ำ 

(5, 10 และ 15 มิลลิโมลตอลิตร) มีผลทำใĀประÿิทธิภาพของการตอบÿนองทางไฟฟาเคมีลดลง เนื่องจาก

คüามเขมขนของÿารอิเล็กโทรไลตที่นอยĀรือไอออนในระบบนอย ÿงผลใĀการถายโอนอิเล็กตรอนนั้นไมมี

ประÿิทธิภาพ ในขณะที่คüามเขมขนที่มากเกินไป (PBS ที่ 40 มิลลิโมลตอลิตร) ใĀคากระแÿไฟฟาÿูงÿุดที่

ÿูงแตคüามชันและ R2 ลดลง เนื่องมาจากปริมาณไอออนที่มากเกินไปในÿารละลายอาจกอใĀเกิดการ

ÿะÿมและบดบังประจุที่พื้นผิüอิเล็กโทรดทำใĀการถายโอนอิเล็กตรอนลดลง ดังนั้นคüามเขมขน PBS (pH 

7.0) ที่คüามเขมขน 20 มิลลิโมลตอลิตร จึงเปนคüามเขมขนที่เĀมาะÿมĀรับการตรüจüัด AFB1 ดüยแอป

ตาเซ็นเซอรทางไฟฟาเคมี GLEAuPt-Ru/RGO 

 
รูปที่ 4.19 การýึกþาÿภาüะที่เĀมาะÿมในการตรüจüัด AFB1: (A) เüลาปฏิกิริยา, (B) คา pH ของ

ÿารละลายบัฟเฟอร PBS, และ (C) คüามเขมขนของÿารละลายบัฟเฟอร PBS ตรüจüัดดüยเทคนิค DPV 

ภายใต 5 มิลลิโมลตอลิตร K3[Fe(CN)6] ใน 10 มิลลิโมลตอลิตร PBS 
 
 จากการýึกþาÿภาüะที่เĀมาะÿมในการตรüจüัด AFB1 โดยใชแอปตาเซ็นเซอรทางไฟฟาเคมี 

GLEAuPt-Ru/RGO ÿามารถÿรุปÿภาüะที่เĀมาะÿมในการตรüจüัดไดดังตารางที่ 4.8 
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ตารางที่ 4.8 ÿภาüะที่เĀมาะÿมที่ÿงผลตอการตรüจüัด AFB1 ดüย GLEAuPt-Ru/RGO 
ตัüแปรที่ýึกþา ÿภาüะที่เĀมาะÿม 
ระยะเüลาในการทำปฏิกิริยา 30 นาท ี
pH ของÿารละลายบัฟเฟอร PBS 7.0 
คüามเขมขนของÿารละลายบัฟเฟอร PBS 20 มิลลิโมลตอลิตร 
ÿภาüะการตรüจüัดดüยเทคนิค DPV คาýักยไฟฟาชüง -0.2 – +0.5 โüลต 

ที่อัตราการÿแกน 20 มิลลิโüลตตอüินาที 
 
4.5 การประเมินประÿิทธิภาพของแอปตาเซน็เซอรไฟฟาเคมี GLEAuPt-Ru/RGO 

4.5.1 การýึกþาคุณลักþณะของüิธีในการüิเคราะĀ AFB1  
 1. ýึกþาคüามเปนเÿนตรงของการตรüจüัด AFB1 ดüย GLEAuPt-Ru/RGO โดยเทคนิค DPV 
 ประÿิทธิภาพของแอปตาเซ็นเซอรไฟฟาเคมีไดรับการตรüจÿอบโดยใช AFB1 ในคüามเขมขนที่

แตกตางกันระĀüาง 0.3 พิโคกรัมตอมิลลิลิตร ถึง 30.0 พิโคกรัมตอมิลลิลิตร กราฟ DPV ที่ดำเนินการใน

ÿารละลาย PBS คüามเขมขน 20 มิลลิโมลตอลิตร (pH 7.0) ที่มี K3[Fe(CN)6] คüามเขมขน 5 มิลลิโมลตอ

ลิตร แÿดงใĀเĀ็นüาคากระแÿไฟฟาÿูงÿุดลดลงเมื่อคüามเขมขนของ AFB1 เพิ่มขึ้นจาก 0.3 พิโคกรัมตอ

มิลลิลิตร เปน 30.0 พิโคกรัมตอมิลลิลิตร (รูปที่ 4.20) เมื่อนำผลที่ไดมาÿรางกราฟเÿนตรง ไดÿมการการ

ถดถอยดังนี้ กระแÿไฟฟา (ไมโครแอมป) = -1.1725 [AFB1, พิโคกรัมตอมิลลิลิตร] + 64.245 โดยมีคา

ÿัมประÿิทธิ์การตัดÿินใจ (R²) เทากับ 0.9984 
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รูปที่ 4.20 การตอบÿนองทางไฟฟา DPV และกราฟเÿนตรงพล็อตระĀüางคüามเขมขนของ AFB1 และคา

กระแÿไฟฟาÿูงÿุดในชüงการตรüจüัด AFB1 คüามเขมขน 0.3 - 30.0 พโิคกรัมตอมิลลลิิตร 
 

 2. การýึกþาคüามเที่ยงของการüิเคราะĀ 
 AFB1 ที่คüามเขมขน 0.3 - 30.0 พิโคกรัมตอมิลลิลิตร ทำการตรüจüัดดüยเทคนิค DPV จำนüน 

5 ครั้ง จากนั้นนำมาคำนüณĀาคาเบี่ยงเบนมาตรฐานÿัมพัทธ (%RSD) ดังตารางที่ 4.9 พบüาในการ

ตรüจüัด AFB1 มีคาเบี่ยงเบนมาตรฐานÿัมพัทธอยูในชüงรอยละ 0.88 ถึง 4.10 ซึ่งแÿดงใĀเĀ็นถึงแอปตา

เซ็นเซอรที่ÿรางขึ้นมีคüามเที่ยงÿูง 
 
ตารางที่ 4.9 แÿดงคาเบ่ียงเบนมาตรฐานÿัมพัทธของการตรüจüัด AFB1 

Standard added 
(µg mL-1) 

Found valued 
(Mean ± SD, µg mL-1) 

Accuracy 
(%) 

Precision 
(%RSD) 

0.30 0.32 ± 0.56 106.98 0.88 
3.00 3.05 ± 0.79 101.81 1.30 
6.00 6.10 ± 1.02 101.62 1.79 
12.50 12.43 ± 1.07 99.47 2.15 
18.75 18.87 ± 1.73 100.64 4.10 
25.00 25.21 ± 0.76 100.84 2.19 
30.00 30.08 ± 0.78 100.25 2.70 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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 3. ýึกþาขีดจำกัดต่ำÿุดของการตรüจüัด (Limit of detection, LOD) และขีดจำกัดต่ำÿุด

ของ การüิเคราะĀเชิงปริมาณ (Limit of quantitation, LOQ)  
ในการýึกþาĀาขีดจำกัดต่ำÿุดในการตรüจüัด (LOD) และขีดจำกัดต่ำÿุดในการüิเคราะĀ (LOQ) 

ไดทำ การตรüจüัดÿารละลายแบลงกซ้ำจำนüน 10 ครั้ง จากนั้นนำมาคำนüณĀาคา LOD และ LOQ โดย

ใชÿมการ ดังนี ้ 
 

LOD = 
ଷ (ୗୈ ୭୤ ୆୪ୟ୬୩ ୋ୐୉ఽ౫ౌ౪ష౎౫/౎ృో)

ୗ୪୭୮ୣ
 

และ 

LOQ = 
ଵ଴ (ୗୈ ୭୤ ୆୪ୟ୬୩ ୋ୐୉ఽ౫ౌ౪ష౎౫/౎ృో)

ୗ୪୭୮ୣ
 

 
ซึ่งไดคา LOD และ LOQ เทากับ 0.009 และ 0.031 พิโคกรัมตอมิลลิลิตร ตามลำดับ โดยใชคา

SD ของ blank GLEAuPt-Ru/RGO ในการคำนüณเทากับ 0.00359 พิโคกรัมตอมิลลิลิตร 
 4. การýึกþาคüามเลือกจำเพาะของแอปตาเซ็นเซอร 
 การýึกþาคüามเลือกจำเพาะของแอปตาเซ็นเซอรไฟฟาเคมีที่พัฒนาขึ้นในการตรüจüัด AFB1 ที่

ไดทำการตรüจüัดÿารรบกÿนตางๆ ไดแก AFB1, AFB2, AFG1, AFG2, ZEN และ OTA โดยทำการ

ตรüจüัดÿารรบกüนที่คüามเขมขน 3 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร (ซึ่งÿูงกüาคüามเขมขนของ AFB1 100 เทา) 

พบüาคากระแÿไฟฟาÿูงÿุดที่ไดจากการüัดÿารเĀลานี้ไมมีการเปลี่ยนแปลงอยางมีนัยยะÿำคัญ  เมื่อเทียบ

กับผลกระแÿไฟฟาÿูงของ blank GLEAuPt-Ru/RGO (รูปที่ 4.21) นอกจากนี้ แอปตาเซ็นเซอรไฟฟาที่

พัฒนาขึ้น GLEAuPt-Ru/RGO ยังถูกตรüจÿอบดüย AFB1 ที่คüามเขมขน 30 พิโคกรัมตอมิลลิลิตร ที่ผÿมอยู

กับÿารรบกüนทั้งĀมดขางตน ผลที่ไดแÿดงคüามแตกตางของกระแÿไฟฟาÿูงÿุดที่ชัดเจน ซึ่งบงบอกüา

แอปตาเซ็นเซอร GLEAuPt-Ru/RGO ที่พัฒนาขึ้นน้ีมีคüามจำเพาะที่ดีตอ AFB1 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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รูปที่ 4.21 การเลือกจำเพาะของแอปตาเซ็นเซอรทางไฟฟาเคมี GLEAuPt-Ru/RGO ÿำĀรับการตรüจüัด AFB1 

ในผลิตภัณฑทางการเกþตร โดยใชคüามเขมขนของÿารรบกüนที่ 3 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร (ÿูงกüาคüาม

เขมขนของ AFB1 100 เทา) 
 

4.5.2 ýึกþารอยละการคืนกลับของüธิีüิเคราะĀในตัüอยางผลิตภัณฑทางการเกþตร 
 เพื่อประเมินประÿิทธิภาพของแอปตาเซ็นเซอรไฟฟาเคมี GLEAuPt-Ru/RGO ÿำĀรับตรüจüัด AFB1 

ไดมีการใชüิธีเติมÿารมาตรฐาน AFB1 ที่คüามเขมขนตาง ๆ (3.0, 12.5, 25.0, 25.0 x 10³ และ 50.0 x 

10³ พิโคกรัมตอมิลลิลิตร) ] ลงในตัüอยางผลิตภัณฑการเกþตร เชน พริกแดงแĀง กระเทียม ถั่üลิÿง 

พริกไทย และขาüĀอมมะลิไทย จากนั้นทำการตรüจüัดและคำนüณĀาคารอยละการคืนกลับ (%) จากการ

ทดÿอบซ้ำ 3 ครั้ง และแÿดงผลในตารางที่ 4.10 ซึ่งผลการทดลองแÿดงใĀเĀ็นüาคารอยละการคืนกลับอยู

ในชüง 94.6-104.9%, 96.8-105.1%, 96.8-106.8%, 95.3-105.1% และ 99.3-107.9% ÿำĀรับพริก

แดงแĀง กระเทียม ถั่üลิÿง พริกไทย และขาüĀอมมะลิไทย ตามลำดับ ซึ่งบงชี้üาแอปตาเซ็นเซอรไฟฟา

เคมี GLEAuPt-Ru/RGO นี้มีýักยภาพในการนำไปใชตรüจüัด AFB1 ในผลิตภัณฑการเกþตรจริงได และเมื่อ

เปรียบเทียบผลการตรüจüัดปริมาณ AFB1 ดüยเครื่อง HPLC-FLD ที่ระดับคüามเขมขนของ AFB1 ที่ 

25.0 x 10³ และ 50.0 x 10³ พิโคกรัมตอมิลลิลิตร พบüาใĀผลที่ไมแตกตางกันอยางมีนัยÿำคัญ อีกทั้ง

แอปตาเซ็นเซอรไฟฟาเคมี GLEAuPt-Ru/RGO ที่ÿรางขึ้นนี้ÿามารถตรüจüัด AFB1 ไดในชüงคüามเขมขนที่ต่ำ

กüา HPLC-FLD ซึ่งแÿดงใĀเĀ็นถึงýักยภาพในการตรüจüัด AFB1 ไดอยางแมนยำและมีคüามไüÿูง

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ 4.10 การตรüจüิเคราะĀ AFB1 ในผลิตภัณฑทางการเกþตร  

Real samples Added (pg mL-1) Electrochemical aptasensor GLEAuPt-Ru/RGO HPLC-FLD 

Found (pg mL-1) Recovery (%) Found (pg mL-1) Recovery (%) 

Dried red chili 0 0.38  ± 0.61 - NDa.  - 
 3.00 3.35  ± 1.16 99.13 ND.  - 
 12.50 12.93  ± 0.49 100.50 ND.  - 
 25.00 24.03  ± 1.37 94.63 ND.  - 
 25.00 x 103 24.96 x 10

3  ± 1.01 99.43 26.32 x 10
3  ± 0.93 105.28 

 50.00 x 103 52.44 x 10
3 ± 0.48 104.89 53.54 x 10

3
  ± 0.52 107.07 

Garlic 0 0.93  ± 0.21 - ND.  - 
 3.00 4.02  ± 0.69 102.52 ND.  - 
 12.50 13.05  ± 0.57 96.84 ND.  - 
 25.00 25.54  ± 0.30 98.41 ND.  - 
 25.00 x 103 26.27 x 10

3  ± 0.40 105.09 27.24 x 10
3  ± 0.22 108.97 

 50.00 x 103 50.23 x 10
3 ± 0.60 100.45 53.33 x 10

3
  ± 0.13 106.65 

Peanuts 0 2.34  ± 0.78 - ND.  - 
 3.00 5.44  ± 0.32 103.20 ND.  - 
 12.50 14.44  ± 0.95 96.76 ND.  - 
 25.00 26.73  ± 0.78 97.55 ND.  - 
 25.00 x 103 26.70 x 10

3  ± 0.70 106.79 23.49 x 10
3  ± 0.50 93.97 

 50.00 x 103 52.32 x 10
3  ± 1.34 104.64 52.76 x 10

3
  ± 0.21 105.52 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ 4.11 การตรüจüิเคราะĀ AFB1 ในผลิตภัณฑทางการเกþตร (ตอ) 

Real samples Added (pg mL-1) Electrochemical aptasensor GLEAuPt-Ru/RGO HPLC-FLD 

Found (pg mL-1) Recovery (%) Found (pg mL-1) Recovery (%) 
Pepper 0 1.78  ± 0.38 - ND.  - 
 3.00 4.83  ± 0.69 102.03 ND.  - 
 12.50 13.68  ± 0.41 95.28 ND.  - 
 25.00 25.95  ± 0.23 96.72 ND.  - 
 25.00 x 103 26.27 x 10

3  ± 1.00 105.09 26.56 x 10
3  ± 0.48 106.26 

 50.00 x 103 50.23 x 10
3  ± 1.21 100.45 50.30 x 10

3
  ± 0.83 100.60 

Thai jasmine rice 0 0.46  ± 0.55 - ND.  - 
 3.00 3.56  ± 0.21 103.40 ND.  - 
 12.50 13.95  ± 0.60 107.93 ND.  - 
 25.00 25.29  ± 0.24 99.31 ND.  - 
 25.00 x 103 25.71 x 10

3  ± 0.60 102.84 23.52 x 10
3  ± 0.45 94.07 

 50.00 x 103 49.71 x 10
3  ± 1.03 99.43 48.49 x 10

3
  ± 0.85 97.39 

aND.: Not detected 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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4.5.3 ตรüจÿอบคüามนาเชือ่ถือของแอปตาเซน็เซอรไฟฟาเคมีที่ÿรางขึ้นกับการüิเคราะĀ

ปริมาณ AFB1 ดüยเทคนิค HPLC-FLD 
เมื่อเปรียบเทียบผลลัพธที่ไดจากแอปตาเซ็นเซอรไฟฟาเคมีกับ HPLC-FLD พบไมแตกตางอยางมี

นัยÿำคัญทางÿถิติ จากการทดÿอบ t-test ที่ระดับคüามเชื ่อมั ่น 95% (tstat = 1.0211 และ tcrit = 

2.2622) (ตารางที่ 4.11) ซึ่งÿนับÿนุนüาแอปตาเซ็นเซอรไฟฟาเคมีที่พัฒนาขึ้นมาใĀมมีคüามเทียบเทากับ

üิธี HPLC-FLD มาตรฐาน ในการตรüจüัดปริมาณ AFB1 และยืนยันถึงคüามÿามารถในการนำไปใชงานได

จริง 
 
ตารางที่ 4.12 t-Test: Paired Two Sample for Means 
 HPLC-FLD Electrochemical aptasensor  

GLEAuPt-Ru/RGO 
Mean 123.44064 121.09012 
Variance 2001.832669 1638.257073 
Observations 10 10 
Pearson Correlation 0.990394471 

 

Hypothesized Mean Difference 0 
 

df 9 
 

t Stat 1.021070085 
 

P(T<=t) one-tail 0.16694118 
 

t Critical one-tail 1.833112933 
 

P(T<=t) two-tail 0.33388236 
 

t Critical two-tail 2.262157163   
 
 นอกจากนี้ ไดมีการเปรียบเทียบกับงานüิจัยลาÿุดของเซ็นเซอรไฟฟาเคมีที่ใชÿำĀรับการตรüจüัด 

AFB1 โดยใช GLEAuPt-Ru/RGO ซึ่งเปนครั้งแรกที่ใชแอปตาเซ็นเซอรไฟฟาเคมีเพื่อตรüจüัด AFB1 และพบüา

แอปตาเซ็นเซอรนี้มีคา LOD ที่ต่ำกüาเมื่อเทียบกับüิธีการตรüจüัดทางไฟฟาเคมีอื่นๆ ที่มีรายงานไü

งานüิจัยกอนĀนา ดังแÿดงในตารางที่ 4.12

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ 4.13 แÿดงการเปรียบเทียบการพัฒนาอิเล็กโทรดในการตรüจüัด AFB1 ทีÿ่รางขึ้นกับงานüิจัยตางๆ  

Electrode Modified electrode Technique Analyte LOD  
(pg mL-1) 

Linearity 

range  
(pg mL-1) 

Recovery 

(%) 
Ref. 

Carbon felt PdNPs-boron nitride/L-cysteine/Anti AFB1 LSV Wine 830.0 103 - 104 93.0 - 106.0 [87] 

Gold electrode Chitosan-AuNPs/Anti-AFB1 CV Wheat 120.0 200 - 3.0 × 104 90.1 - 105.7 [99] 
Screen print 

carbon felt 
GO/Hexamethylenediamine/Aptamer DPV Beer and wine 50.0 50 - 6.0 × 103 84.0 - 89.0 [100] 

Indium tin oxide Mesoporous silicafilm/Aptamer DPV Peanut and corn 2.30 3.0 - 3.0 × 106 97.5 - 105.0 [101] 

Indium tin oxide RGO/Poly(5-formylindole)/Au PEC Peanut and wheat 2.00 10 - 1.0 × 105 97.2 - 110.0 [102] 
Glassy carbon  Graphene nanosheet Polystyrene-

COOH/Aptamer 
EIS Oil and soy sauce 2.00 1.0 - 1.0 × 102 94.5 - 103.3 [103] 

Glassy carbon  AuNPs-ZIF-8/Aptamer DPV Corn oil and peanut oil 1.82 10 - 1.0 × 105 93.5 - 106.9 [45] 
Glassy carbon  Highly porous gold/cDNA/ 

Methylcyclohexane/Zr-MOF/Aptamer 
DPV Corn 0.60 1.0 - 3.0 × 104 95.0 - 120.0 [104] 

Gold electrode MoS2-RGO/DNA-AFB1/Thionin DPV Corn oil and peanut oil 1.82 10 - 1.0 × 105 96.6 - 109.1 [105] 

Low-cost 

goldleaf (GLE) 
AuPt-Ru/RGO/Aptamer DPV Dried red chili, garlic, peanut, 

pepper, and Thai jasmine rice 
0.009 0.3 - 30.0 94.6 - 107.9 This 

work 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ในการผลิต GLE ในĀองปฏิบัติการนั้น มีตนทุนตอชิ้นอยูที่ 0.15 ดอลลาร ซึ่งถูกกüาขั้üไฟฟาเชิง

พาณิชย ทำใĀ GLE นี้ดูเĀมาะÿมกับการใชในĀองปฏิบัติการพกพาและĀองปฏิบัติการมาตรฐาน ดังตาราง

ที่ 4.13 
 
ตารางที่ 4.14 แÿดงการเปรียบราคาของอิเล็กโทรดประเภทตางๆ 

Electrode material Cost per 

piece ($) 
Ref. 

In-lab fabricated GLE 0.15 This work 

Carbon paste electrode 120.00 [106] 

Graphene-gold nanoparticles modified screen-

printed carbon electrode 
13.00 Metrohm Siam Ltd., 

Thailand 

Screen-printed gold electrode 7.40 Metrohm Siam Ltd., 

Thailand 
ĀมายเĀตุ: อิเล็กโทรดแบบทีไ่มไดรับการปรับแตงพ้ืนผิü 
 
 4.5.4 การออกแบบชุดเตรียมตัüอยางและทดÿอบ AFB1 
 คำÿำคัญ (Keyword): ชุดเตรียมตัüอยาง, การทดÿอบทางไฟฟาเคมี, AFB1, ผลิตภัณฑทาง

การเกþตร 

 องคคüามรูเกี่ยüกับผลิตภัณฑ 

- Khattiya, A., et al., Ultrasensitive electrochemical aptasensors based on 

trimetallic AuPt-Ru nanoparticles decorated RGO with disposable and low-

cost goldleaf electrode for aflatoxin B1 quantification in agricultural products. 

Microchemical Journal, 2024, 112631.  
DOI: https://doi.org/10.1016/j.microc.2024.112631 
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ที่มาและคüามÿำคัญ และรายละเอียดผลิตภัณฑ 
 ปจจุบัน คüามเÿี่ยงจากการบริโภคอาĀารเพิ่มÿูงขึ้น โดยเฉพาะüัตถุดิบทางการเกþตร เชน ถั่ü

ลิÿง พริก กระเทียม พริกไทย ขาü และเครื่องเทýอื่น ๆ ที่Āากเก็บรักþาในÿภาพแüดลอมที่มีคüามรอน

และคüามชื้น อาจทำใĀเกิดการปนเปอนของÿารพิþที่เปนอันตรายตอÿุขภาพ Āนึ่งในÿารพิþเĀลานี้คือ 

อะฟลาทอกซิน (AFs) ซึ่งมีคüามÿามารถกอมะเร็งได โดยเฉพาะ AFB1 เปนÿารเคมีมีพิþที่ถูกÿรางโดยเชื้อ

ราและพบไดบอยที่ÿุดในอาĀารที่มีการปนเปอน แมไดรับในปริมาณเล็กนอยก็อาจÿงผลกระทบตอÿุขภาพ

อยางรุนแรง เนื่องจากมีคüามเปนพิþÿูง 

การพัฒนาชุดเตรียมตัüอยางและการทดÿอบที่มีคüามไüและคüามจำเพาะÿูง โดยไมตองใช

อุปกรณซับซอน ชüยลดขั้นตอนในการเตรียมตัüอยาง รüมถึงลดปริมาณÿารที่ตองใชในการตรüจüัด มี

คüามÿำคัญอยางยิ ่งในกระบüนการตรüจüัด AFB1 เพื ่อคüามปลอดภัยของผู บริโภค ชุดทดÿอบที่

พัฒนาขึ้นประกอบดüยขั้üไฟฟาทองคำเปลüแบบใชแลüทิ้ง (GLEAuPt-Ru/RGO) ซึ่งออกแบบมาเพื่อใĀ

ÿามารถใชงานไดงาย พรอมทั้งอุปกรณการเตรียมตัüอยางที่เĀมาะÿำĀรับการใชงานในÿภาüะทั่üไป โดย

ไมจำเปนตองดำเนินการในĀองปฏิบัติการ โดยขอมูลทั่üไปของชุดเตรียมตัüอยางและทดÿอบแÿดงดัง

ตารางที่ 4.15 

ตัüอยางที่นำมาใชในการทดÿอบ ไดแก พริกแดงแĀง กระเทียม ถั่üลิÿง พริกไทย และขาüĀอม

มะลิไทย ชุดเตรียมตัüอยางและการทดÿอบน้ีÿามารถตรüจüัด AFB1 ไดที่คüามเขมขนต่ำÿุดถึง 9 × 10⁻³ 

พิโคกรัมตอมิลลิลิตร ÿำĀรับการเก็บรักþาขั้üไฟฟา GLEAuPt-Ru/RGO คüรเก็บที่อุณĀภูมิ 2–8ºC และ

Āลีกเลี่ยงการÿัมผัÿกับแÿงแดดโดยตรง เพื่อปองกันการเÿื่อมÿภาพของแอปตาเมอรที่ใชเปนÿารจำเพาะ

ตอ AFB1 ภายในชุดเตรียมตัüอยางและการทดÿอบ ประกอบดüย: 1) ขั้üไฟฟา GLEAuPt-Ru/RGO 2) ขüด

พลาÿติกÿำĀรับÿกัดตัüอยาง, 3) ขüดบรรจุÿารละลายเมทานอล 60% ÿำĀรับการÿกัดตัüอยาง 

(Reagent A), 4) ขüดบรรจุÿารละลายบัฟเฟอร PBS ÿำĀรับการเจือจางตัüอยางและลางขั ้üไฟฟา

(Reagent B), 5) ไซริงคขนาด 10 มิลลิลิตร จำนüน 2 ชิ้น และ 6) ĀลอดĀยดÿารละลาย แÿดงดังรูปที่ 

4.22 ชุดเตรียมตัüอยางและทดÿอบ AFB1 อุปกรณเพิ่มเติมที่อาจตองใช ไดแก เครื่องบดตัüอยาง เครื่อง

ชั่ง และบีกเกอร ทั้งĀมดนี้ไดรับการออกแบบเพื่อใĀผูใชงานÿามารถดำเนินการไดงายและมีประÿิทธิภาพ

ÿูงในทุกÿภาüะแüดลอม 
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üิธีการประยุกตใชชุดเตรียมตัüอยางและทดÿอบ AFB1 
บดตัüอยางน้ำĀนัก 1.0 กรัมจนละเอียดและใÿลงในขüดพลาÿติกÿำĀรับการÿกัด จากนั้นเติม

ÿารละลายเมทานอล 60% ÿำĀรับÿกัดตัüอยาง (Reagent A) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร แลüทำการเขยาเปน

เüลาประมาณ 5 นาที เพื่อใĀตัüอยางถูกÿกัดอยางÿมบูรณ จากนั้นเก็บÿารละลายตัüอยางปริมาตร 1 

มิลลิลิตร จากนั้นเติมดüยÿารละลายบัฟเฟอร PBS (Reagent B) (เพื่อทำการเจือจางคüามเขมขนÿารลง 

5 เทา) นำÿารละลายที่เจือจางแลüมาĀยดลงบนขั้üไฟฟา GLEAuPt-Ru/RGO บริเüณจุดทำปฏิกิริยา (üงกลมÿี

ดำ) ดüยĀลอดĀยดÿารละลาย 1 Āยด Āลังจากนั้นตั้งทิ้งไüเปนเüลา 30 นาที กอนลางดüยÿารละลาย

บัฟเฟอร (Reagent B) เพื่อรอนำไฟตรüจüัดดüยดüยเครื่อง Potentiostat โดยใชเทคนิค DPV ทั้งรูปแบบ

เครื่องมือแบบพกพา (Portable potentiostats) ĀรือในĀองปฏิบัติการ (Modular potentiostats) 

จากนั้นเปรียบเทียบผลการเปลี่ยนแปลงของคากระแÿไฟฟาที่ไดกับกราฟคüามเปนเÿนตรงของÿารละลาย

มาตรฐาน 

ผูที่เĀมาะนำผลิตภัณฑตอยอดเชิงพาณิชย 
ผูจัดจำĀนายÿินคาเกี่ยüกับผลิตภัณฑทางการเกþตร โดยผูใชตองการตรüจÿอบคüามปลอดภัย

ของผลิตภัณฑในฐานะผูใช ผูผลิตและจาĀนายจะใชเพื่อเปนÿüนĀนึ่งของ quality assurance ในขั้นตอน

ผลิตและจาĀนาย ใĀผูบริโภคเชื่อถือ 

ตลาด/กลุมเปาĀมาย 
- กลุมผูบริโภคที่ใÿใจในคüามปลอดภัยของÿินคาที่บริโภค 
- ผูผลิตและจัดจำĀนายที่รับผิดชอบและÿรางมาตรฐานคüามปลอดภัย 
- Āนüยงานคุมครองผูบริโภคของรัฐ 
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ตารางที่ 4.15 ขอมูลทั่üไปของชุดเตรียมตัüอยางและทดÿอบ AFB1 
Āัüขอ รายละเอียด 
ตัüอยางüัตถุดิบ ผลิตภัณฑทางการเกþตร (พริกแดงแĀง, กระเทียม, ถั่üลิÿง, พริกไทย, 

และขาüĀอมมะลิไทย) 
ขีดจำกัดการตรüจüัด 9 × 10-3 พิโคกรัมตอมิลลิลิตร 
การเก็บรักþา ในตูเย็นที ่2 – 8ºC เลี่ยงการโดนแÿงแดด 
ระยะเüลาการเตรียมตัüอยาง 40 นาท ี
ชุดอุปกรณ 1) ขั้üไฟฟา GLEAuPt-Ru/RGO 

2) ขüดพลาÿติกÿกัดตัüอยาง (Sample preparation cup) 
3) ขüดบรรจุÿารละลายเมทานอล 60% ÿำĀรับÿกัดตัüอย าง 

(Reagent A) 
4) ขüดบรรจุÿารละลายบัฟเฟอร PBS (Reagent B) 
5) ไซริงค ขนาด 10 มิลลิลิตร 2 ชิ้น 
6) ĀลอดĀยดÿารละลาย 

ÿภาüะที่เĀมาะÿมที่ÿงผลตอ

การตรüจü ัด AFB1  ด üย

เทคนิค Differential pulse 

voltammetry (DPV) 

1) ระยะเüลาในการทำปฏิกิริยา 30 นาท ี
2) pH ของÿารละลายบัฟเฟอร PBS 7.0 
3) คüามเขมขนของÿารละลายบัฟเฟอร PBS 20 มิลลิโมลตอลิตร 
4) ÿภาüะการตรüจüัดดüยเทคนิค DPV คาýักยไฟฟาชüง -0.2 – +0.5 

โüลต 
5) ที่อัตราการÿแกน 20 มิลลิโüลตตอüินาท ี

ขอคüรระüัง 1) น้ำยาในชุดเตรียมตัüอยาง มีการคüบคุมคุณภาพที ่เĀมาะÿม 

ระมัดระüังการปนเปอนระĀüางกัน 
2) อยาใชขั ้üไฟฟา GLE ซ้ำ อาจÿงผลใĀเกิดคüามผิดพลาดในการ

üิเคราะĀ 
3) ระมัดระüังการเตรียมและทดÿอบตัüอยาง อาจมีโอกาÿไดรับ

ÿารพิþจากตัüอยาง 
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รูปที่ 4.22 ชุดเตรียมตัüอยางและทดÿอบ AFB1 
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บทที่ 5 

ÿรุปผลการüิจัยและขอเÿนอแนะ 
 
 งานüิจัยนี้ประÿบคüามÿำเร็จในการÿรางแอปตาเซ็นเซอรทางไฟฟาเคมีแบบใชแลüทิ้ง  GLE ที่

ปรับปรุงพื้นผิüดüยอนุภาคนาโนคอมโพÿิต AuPt-Ru/RGO ที่ติดแอปตาเมอรÿำĀรับการประยุกตใชใน

การตรüจüัด AFB1 ในผลิตภัณฑทางการเกþตร โดยอนุภาคนาโนคอมโพÿิต AuPt-Ru/RGO ถูก

ÿังเคราะĀผานüิธีการรีดักชันทางเคมีรüมกับคลื่นคüามถี่อัลตราโซนิกÿในการชüยทำปฏิกิริยา 
1. üัÿดุเชิงประกอบนาโนโลĀะผÿม AuPt-Ru ถูกÿังเคราะĀภายใตการใช PVP เปนÿารรักþา

เÿถียรภาพและ AA เปนÿารรีดิüซรüมกับคลื่นคüามถี่อัลตราโซนิกซในการชüยทำปฏิกิริยา ÿภาüะที่

เĀมาะÿมในการÿังเคราะĀüัÿดุเชิงประกอบนาโนโลĀะผÿม AuPt-Ru ที่มีประÿิทธิภาพในการเพ่ิมการถาย

โอนอิเล็กตรอนมากที่ÿุด คือมีอัตราÿüนคüามเขมขนÿารตั้งตนโลĀะไอออน Au (III): Pt (III): Ru (II) อยูที่ 

1: 1: 0.10 มิลลิโมลตอลิตร ใช 5 มิลลิกรัม PVP ในน้ำกลั่นปริมาตร 10 มิลลิลิตร ในการรักþาเÿถียรภาพ

ของอนุภาคนาโนและใช 4 มิลลิลิตร ของ 10 มิลลิโมลตอลิตร AA ในการรีดิüซไอออนโลĀะรüมกับการใĀ

คลื่นคüามถี่อัลตราโซนิคที่พลังงาน 25%Amp เปนเüลา 20 นาที โดยอนุภาคที่ไดมีทรงกลมและมีลักþณะ

คลายขนลอมรอบ ลักþณะเปนอนุภาคแบบแกนและเปลือก โดยมีอนุภาคทองเปนแกน อนุภาคแพลทินัม

เปลือกและอนุภาครูทิเนียมกระจายตัüโดยรอบ มีขนาดเฉลี่ยอยูที่ 57.35 ± 8.24 นาโนเมตร แกนกลาง

และขอบมีขนาดอยูที่ 42.17 ± 3.11 นาโนเมตร และ 8.1 ± 1.76 นาโนเมตร ตามลำดับ 
2. RGO ถูกÿังเคราะĀขึ้นมาจากการรีดักชันทางเคมีของ 3 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร GO ปริมาตร 

10 มิลลิลิตร ดüยไฮดราซีนที่คüามเขมขน 0.1%โดยปริมาตร RGO 
3. แอปตาเซ็นเซอรทางไฟฟาเคมี GLEAuPt-Ru/RGO โดย GLE ถูกÿรางขึ้นจากแผนทองคำเปลü

ภายใตการใชเทปแคปทอนและเทปทองแดงนำไฟฟาเปนพื้นผิüเÿริมคüามแข็งแรง ซึ่งชิ้นงานที่ขนาดคüาม

ยาü 25 มิลลิเมตร, คüามกüาง 10 มิลลิเมตร และขนาดเÿนผานýูนยกลางของ gold-disc อยูที ่ 5 

มิลลิเมตร ซึ่งถูกปรับแตงพื้นผิüดüยอนุภาคนาโนคอมโพÿิต AuPt-Ru/RGO ที่คüามเขมขน 0.25 และ 

0.50 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ÿำĀรับ AuPt-Ru และ RGO ตามลำดับ ซึ่งใĀพื้นที่ผิüการเกิดปฏิกิริยาไฟฟา

เคมี 14.77 ± 0.30 ตารางมิลลิเมตร จากนั้นปรับปรุงพื้นผิüใĀมีคüามจำเพาะเจาะจงตอ AFB1 ดüยการ

ตรึง Apt คüามเขมขน 25 นาโนโมลตอมิลลิลิตร ตามดüย BSA 0.25%โดยมüลตอปริมาตร 
 แอปตาเซ็นเซอรทางไฟฟาเคมี GLEAuPt-Ru/RGO ที่ÿรางขึ้นในการตรüจüัดปริมาณ AFB1 โดยอาýัย

การเปลี่ยนแปลงพฤติกรรมทางไฟฟาจากการเกิดÿารประกอบเชิงซอนระĀüาง Apt-AFB1 บนพื้นผิü
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อิเล็กโทรดซึ่งทำใĀเกิดการขัดขüางการถายโอนอิเล็กตรอนและนำไปÿูงการลดลงของคากระแÿไฟฟา

ÿูงÿุดที่ตรüจüัดดüยเทคนิค DPV โดยÿภาüะที่เĀมาะÿมในการตรüจüัด AFB1 คือ ทำการบมÿารละลาย

ตัüอยางĀรือÿารละลายมาตรฐาน AFB1 เปนเüลา 30 นาที และทำการตรüจüัดภายใต 5 มิลลิโมลตอลิตร 

K3[Fe(CN)6] ใน 20 มิลลิโมลตอลิตร ÿารละลายบัฟเฟอร PBS (pH 7.0) ที่อัตราการÿแกน 20 มิลลิโüลต

ตอüินาที ซึ่งแÿดงประÿิทธิภาพการตรüจüัดในชüง AFB1 เขมขนตั้งแต 0.3 ถึง 30.0 พิโคกรัมตอมิลลิลิตร 

มีขีดจำกัดการตรüจüัด (LOD) และขีดจำกัดต่ำÿุดการüิเคราะĀ (LOQ) เทากับ 0.009 และ 0.031 พิโค

กรัมตอมิลลิลิตร ตามลำดับ มีอัตราการคืนกลับอยูในชüง 94.6-104.9%, 96.8-105.1%, 96.8-106.8%, 

95.3-105.1% และ 99.3-107.9% ÿำĀรับพริกแดงแĀง กระเทียม ถั่üลิÿง พริกไทย และขาüĀอมมะลิ

ไทย ตามลำดับ และคüามÿามารถในการทำซ้ำของแอปตาเซ็นเซอรทางไฟฟาเคมี GLEAuPt-Ru/RGO อยู

ในชüง 0.88-4.10 %RSD จากผลขางตนแÿดงใĀเĀ็นถึงýักยภาพในการตรüจüัด AFB1 ไดอยางแมนยำ

และมีคüามไüÿูงและÿามารถประยุกตใชในการตรüจüัด AFB1 ในผลิตภัณฑการเกþตรจริงได  
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ภาคผนüก ก 
โüลแทมโมแกรมและโครมาโตแกรม 

 
1. การÿรางแอปตาเซน็เซอรทางไฟฟาเคม ีGLEAuPt-Ru/RGO 

1.1 ýึกþาคüามเขมขนที่เĀมาะÿมของ Apt 
 

 
รูปที่ ก.1 DPV โüลแทมโมแกรมของ GLEAuPt-Ru/RGO ที่คüามเขมขนตางๆ ของ Apt 

 
 1.2 ýึกþาคüามเขมขนที่เĀมาะÿมของ BSA 
 

 
รูปที่ ก.1 DPV โüลแทมโมแกรมของ GLEAuPt-Ru/RGO ที่คüามเขมขนตางๆ ของ BSA 
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2. การýึกþาÿภาüะที่เĀมาะÿำĀรับการตรüจüัด AFB1 ดüยเทคนิค DPV 
 2.1 ระยะเüลาทำปฏิกิริยากับ AFB1 

 
รูปที่ ก.3 DPV โüลแทมโมแกรมของ GLEAuPt-Ru/RGO ที่เüลา 10, 20, 30, 45 และ 60 นาที โดยใชคüาม

เขมขน AFB1 (A) 0.3, (B) 3.0, และ (C) 30.0 พิโคกรัมตอมิลลิลิตร 
 

 2.2 pH ของÿารละลายบัฟเฟอร PBS 

 
รูปที่ ก.4 DPV โüลแทมโมแกรมของ GLEAuPt-Ru/RGO ที่คüามเขมขนตางๆ ของ AFB1 โดยใช pH (A) 5, 

(B) 6, (C) 7, (D) 8, และ (E) 9 
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 2.3 คüามเขมขนของÿารละลาย PBS 
 

 
รูปที่ ก.5 DPV โüลแทมโมแกรมของ GLEAuPt-Ru/RGO ที่คüามเขมขนตางๆ ของ AFB1 โดยใช PBS คüาม

เขมขน (A) 5, (B) 10, (C) 15, (D) 20, และ (E) 40 มิลลิโมลตอลิตร 
 

3. ýึกþารอยละการคืนกลับของüิธีüเิคราะĀในตัüอยางผลิตภณัฑทางการเกþตร 
 

 
รูปที่ ก.6 โครมาโตแกรมและกราฟÿมการเÿนตรงในการตรüจüัดÿารละลายมาตรฐาน AFB1 
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รูปที่ ก.7 DPV โüลแทม

โ ม แ ก ร ม แ ล ะ ก ร า ฟ

ÿมการเÿ นตรง ของ

ตัüอยางผลิตภัณฑทาง

การเกþตร (A) ขาüĀอม

มะลิไทย (B) พริกไทย 

( C )  ถ ั ่ ü ล ิ ÿ ง  ( D ) 

กระเทียมและ (E) พริก

แดงแĀง   
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