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บทคดัย่อ 
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และไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ท่ีตกคา้งในนม ไดพ้ฒันาวิธีวิเคราะห์หาความเขม้ขน้ของเพนนิซิลีนจี
โดยใชเ้ทคนิคอิมมูโนเซนเซอร์แบบแข่งขนั ไดผ้ลิตภณัฑ์เป็นสารละลายสีเหลือง ส าหรับวิธีวิเคราะห์
หาไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์อาศัยเทคนิคคะตะไลติกไบโอเซนเซอร์ โดยใช้เปอร์ออกซิเดสเป็น     
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พฒันาข้ึนไปประยกุตใ์ชต้รวจหาเพนนิซิลีนจีและไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดใ์นตวัอยา่งนม 
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ABSTRACT 
 
 Nowadays, penicillin G was used to treat dairy cattle’s diseases while hydrogen peroxide 
was used for producing milk. Therefore, this research aimed to develop analytical methods to   
detect penicillin G and hydrogen peroxide residues in milk. The analytical method for detecting 
penicillin G concentration was developed using competitive immunosensor technique. This resulted 
in yellow solution. Catalytic biosensor technique using peroxidase as catalyst was employed for 
analytical method of hydrogen peroxide. The absorbance was detected with UV-visible 
spectrophotometer. 
 All parameters influencing the analytical methods were optimized. The performances of 
analytical methods were evaluated. Then the developed methods were applied to detect penicillin G 
and hydrogen peroxide in milk samples. 
 Under the optimum conditions for the detection of penicillin G, this method provided the 
linear range concentration of 0.0005-0.05 ppb. The limit of detection and limit of quantitation were 
0.008 ppb and 0.025 ppb respectively. In the developed analytical method for hydrogen peroxide 
detection, the results showed that the calibration curve was linear in concentration range of          
0.4-3.0 ppm. The analysis time was 5 min. Finally, these methods were applied for detections of 
penicillin G and hydrogen peroxide in milk samples. The results showed that both developed 
methods were corresponded with such standard methods. This could be summed up that the 
developed methods were of great advantages in terms of its easy use, no sample preparation step, 
short-time analysis and low detection limit. 
 
Keywords: penicillin G, hydrogen peroxide, competitive immunosensor, biosensor, milk sample 
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บทที ่1 
บทน ำ 

 

1.1  ควำมเป็นมำและควำมส ำคญัของปัญหำ 

 ประเทศไทยเป็นประเทศท่ีมีภูมิประเทศท่ีเหมาะกบัการท าเกษตรกรรมและการเล้ียงสัตว ์
โดยอาชีพเล้ียงสัตวท่ี์ส าคญัในประเทศไทยคือ การเล้ียงโคนมเพื่อน าน ้ านมมาบริโภค ซ่ึงการเล้ียง    
โคนมนั้นมีมาตั้งแต่อดีต โดยในปี พ.ศ./2505 พระบาทสมเด็จพระเจา้อยู่หัวภูมิพลอดุลยเดชไดท้รง
สถาปนาศูนย์ฝึกอบรมการเ ล้ียงโคนมไทย-เดนมาร์ก ร่วมกับสมเด็จพระเจ้า เฟรเดอริก ท่ี 9               
แห่งประเทศเดนมาร์ก (King  Frederick IX) พนัธ์ุโคนมท่ีนิยมเล้ียงในประเทศไทยคือพนัธ์ุโฮลสไตน์ 
(Holstein) หรือเรียกง่ายๆ วา่ โคนมพนัธ์ุขาวด า (Black & White  Holstein) เป็นโคนมท่ีมีลกัษณะเด่น
คือ มีลายสีด าตดักบัสีขาว และมีการให้น ้ านมอยูใ่นปริมาณท่ีสูงประมาณ 5000 กิโลกรัมต่อปี มีไขมนั
นมประมาณ 3.5 % (เป็นไขมนัสีขาวเหมาะสมท่ีจะน าไปบริโภค) 
 ส าหรับอุตสาหกรรมการผลิตท่ีเป็นผลิตภัณฑ์นมเพื่อการบริโภคและการส่งออกของ
ประเทศไทย ได้ประสบกับปัญหาหน่ึงซ่ึงเป็นปัญหาส าคัญและส่งผลกระทบต่อคุณภาพของ
ผลิตภณัฑน์มคือ ปัญหาการตกคา้งของยาปฏิชีวนะและไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ในผลิตภณัฑ์ท่ีมาจาก
น ้ านม เน่ืองจากมีการน ายาปฏิชีวนะมาใช้ในการป้องกันและรักษาโรคในโคนม โดยเฉพาะ              
เพนนิซิลีนจีท่ีใชส้ าหรับรักษาโรคเตา้นมอกัเสบหรือโรคทอ้งเดินของโคนม 

   เพนนิซิลีนจีเป็นยาปฏิชีวนะท่ีมีความคงทนสูง สลายตวัได้ยากและไม่ถูกท าลายด้วย
กระบวนการพาสเจอร์ไรซ์ ท าให้เกิดการตกค้างในผลิตภัณฑ์ท่ีได้จากโคนม มาตรฐานของ                  
มกอช. 6003-2548 ไดก้  าหนดปริมาณการตกคา้งของเพนนิซิลีนจีในนมไดไ้ม่เกิน 4 ppb ดงันั้นจึงตอ้ง
มีการตรวจวิเคราะห์หาปริมาณเพนนิซิลีนจีท่ีตกคา้งในน ้ านมดิบก่อนท่ีจะเขา้สู่กระบวนการแปรรูป
เพื่อท่ีจะไดผ้ลิตภณัฑน์มท่ีมีคุณภาพและมีความปลอดภยัต่อผูบ้ริโภค 

 วิ ธีทั่วไปท่ีนิยมใช้ในการตรวจวิ เคราะห์หาปริมาณเพนนิซิ ลีนจี คือ เทคนิคทาง               
โครมาโตกราฟี เช่น เคร่ืองโครมาโตกราฟฟีของเหลวสมรรถนะสูง (High1Performance1Liquid 
Chromatography;1HPLC) แต่พบว่าวิธีน้ีมีขอ้จ ากดัคือ เคร่ืองมือท่ีใช้วิเคราะห์มีราคาสูง ผูว้ิเคราะห์
จะตอ้งมีความช านาญในการใชเ้คร่ืองมือเป็นอย่างดี ตอ้งมีการเตรียมตวัอย่างก่อนการวิเคราะห์ และ
ตอ้งส่งตวัอยา่งไปวเิคราะห์ในหอ้งปฏิบติัการเท่านั้น 

https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%AA%E0%B8%A1%E0%B9%80%E0%B8%94%E0%B9%87%E0%B8%88%E0%B8%9E%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B9%80%E0%B8%88%E0%B9%89%E0%B8%B2%E0%B9%80%E0%B8%9F%E0%B8%A3%E0%B9%80%E0%B8%94%E0%B8%AD%E0%B8%A3%E0%B8%B4%E0%B8%81%E0%B8%97%E0%B8%B5%E0%B9%88_9_%E0%B9%81%E0%B8%AB%E0%B9%88%E0%B8%87%E0%B9%80%E0%B8%94%E0%B8%99%E0%B8%A1%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B9%8C%E0%B8%81
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%AA%E0%B8%A1%E0%B9%80%E0%B8%94%E0%B9%87%E0%B8%88%E0%B8%9E%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B9%80%E0%B8%88%E0%B9%89%E0%B8%B2%E0%B9%80%E0%B8%9F%E0%B8%A3%E0%B9%80%E0%B8%94%E0%B8%AD%E0%B8%A3%E0%B8%B4%E0%B8%81%E0%B8%97%E0%B8%B5%E0%B9%88_9_%E0%B9%81%E0%B8%AB%E0%B9%88%E0%B8%87%E0%B9%80%E0%B8%94%E0%B8%99%E0%B8%A1%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B9%8C%E0%B8%81
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 นอกจากน้ียงัพบปัญหาเก่ียวกบัการตกคา้งของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ในน ้ านม เน่ืองจาก
มีการใชส้ารไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์มาเป็นสารฆ่าเช้ือในเคร่ืองจกัร เช่น อุปกรณ์ท่ีใชแ้ปรรูปอาหาร 
อุปกรณ์ท่ีใช้บรรจุอาหาร และเคร่ืองจกัรท่ีใช้ในกระบวนการผลิตต่างๆ และยงัมีการใช้ไฮโดรเจน
เปอร์ออกไซด์มาช่วยในการควบคุมคุณภาพของน ้ านมดิบก่อนน าไปแปรรูปอีกดว้ย ท าให้เกิดการ
ตกคา้งของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดใ์นผลิตภณัฑน์ม มาตรฐานของ มกอช. 6003-2548 จึงก าหนดห้าม
มีสารตกคา้งไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดท์ั้งในผลิตภณัฑ์นมและน ้านมดิบ 

 วิธี ท่ีนิยมใช้ในการวิเคราะห์หาปริมาณของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ท่ีตกค้างใน    
ผลิตภณัฑ์นม ไดแ้ก่  เทคนิคทางโครมาโตกราฟี เช่น เคร่ืองโครมาโตกราฟฟีของเหลวสมรรถนะสูง
เทคนิคทางเคมีไฟฟ้า (Electrochemistry) แต่วิธีวิเคราะห์เหล่าน้ีต้องใช้ค่าใช้จ่ายสูง มีการเตรียม
ตวัอยา่งก่อนการวเิคราะห์ และใชเ้วลาในการวเิคราะห์นาน  

 ดังนั้ นในงานวิจัยน้ีจึงสนใจท่ีจะพัฒนาวิธีวิเคราะห์หาปริมาณเพนนิซิลีนจีท่ีตกค้าง          
ในน ้านม โดยอาศยัหลกัการของอิมมูโนเซนเซอร์ ประเภทอิมมูโนเซนเซอร์แบบแข่งขนั (Competitive 
Immunosensor)1และสนใจท่ีจะพฒันาวิธีการวิเคราะห์หาปริมาณของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์          
ท่ีตกคา้งในน ้ านม โดยใชห้ลกัการของไบโอเซนเซอร์ ประเภทคะตะไลติกไบโอเซนเซอร์ (Catalytic 
Biosensor) เพื่อใหไ้ดเ้ทคนิคท่ีมีความจ าเพาะเจาะจงและไม่ตอ้งมีขั้นตอนในการเตรียมตวัอยา่ง 
 

1.2  วตัถุประสงค์ของกำรวจิัย 
 1.2.1  การวเิคราะห์หาปริมาณเพนนิซิลีนจีโดยใชเ้ทคนิคอิมมูโนเซนเซอร์แบบแข่งขนั 
 1.2.1.1  เพื่อพฒันาวธีิวเิคราะห์หาปริมาณเพนนิซิลีนจี โดยใชห้ลกัการของเทคนิค
อิมมูโนเซนเซอร์แบบแข่งขนั 
 1.2.1.2  เพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการตรวจวเิคราะห์หาปริมาณเพนนิซิลีนจี 
 1.2.1.3  เพื่อหาประสิทธิภาพของวธีิวเิคราะห์ในการตรวจวเิคราะห์หาปริมาณ      
เพนนิซิลีนจี 
 1.2.1.4  เพื่อวิเคราะห์หาปริมาณเพนนิซิลีนจีในตวัอยา่งนม 
 1.2.2  การวเิคราะห์หาปริมาณไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดโ์ดยใชเ้ทคนิคคะตะไลติก
ไบโอเซนเซอร์ 
 1.2.2.1  เพื่อพฒันาวธีิวเิคราะห์หาปริมาณไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ โดยใชห้ลกัการ
ของเทคนิคคะตะไลติกไบโอเซนเซอร์ 
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 1.2.2.2  เพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการตรวจวเิคราะห์หาปริมาณไฮโดรเจน       
เปอร์ออกไซด ์
 1.2.2.3  เพื่อหาประสิทธิภาพของวธีิวเิคราะห์ในการตรวจวเิคราะห์หาปริมาณ
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 
 1.2.2.4  เพื่อวิเคราะห์หาปริมาณไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดใ์นตวัอยา่งนม 
 

1.3  ขอบเขตของกำรวจิัย 
 1.3.1  การวเิคราะห์หาปริมาณเพนนิซิลีนจีโดยใชเ้ทคนิคอิมมูโนเซนเซอร์แบบแข่งขนั 
 1.3.1.1  เตรียมเพนนิซิลีนจีท่ีติดฉลากดว้ยโบวีนซีร่ัมอลับูมิน 
 (1)  ศึกษาวธีิการเตรียมเพนนิซิลีนจีท่ีติดฉลากโบวนีซีร่ัมอลับูมินโดยใชส้าร
เช่ือมไขว ้
  (2)  ทดสอบการเกาะติดของเพนนิซิลีนจีกบัโบวีนซีร่ัมอลับูมิน  
 1.3.1.2  ตรวจสอบการตอบสนองของแอนติเจนกบัแอนติบอดี  
 1.3.1.3  เตรียมแอนติบอดีของเพนนิซิลีนจีท่ีติดฉลากดว้ยไบโอติน 
 (1)  ศึกษาวธีิการติดฉลากแอนติบอดีของเพนนิซิลีนจีดว้ยไบโอติน 
 (2)  ทดสอบการเกาะติดของแอนติบอดีของเพนนิซิลีนจีกบัไบโอตินดว้ย
เคร่ืองยวูี-วสิิเบิล สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ (UV-visible spectrophotometer)  
 1.3.1.4  หาสภาวะท่ีเหมาะสมในการตรวจวิเคราะห์หาเพนนิซิลีนจี ไดแ้ก่ 
 (1)  ศึกษาหาเวลาในการตรึงเพนนิซิลีนจีท่ีติดฉลากดว้ยโบวนีซีร่ัมอลับูมิน 
ลงในไมโครเพลท 
 (2)  ศึกษาหาความเขม้ขน้ของแอนติดบอดีของเพนนิซิลีนจีท่ีติดฉลาก
ดว้ยไบโอติน 
 (3)  ศึกษาเวลาในการจบักนัระหวา่งแอนติเจนและแอนติบอดี    
 (4)  ศึกษาหาความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของสเตร็ปตาวดิิน-เปอร์ออกซิเดส 
 (5)  ศึกษาพีเอชท่ีเหมาะสมของสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 
 1.3.1.5  หาประสิทธิภาพของวธีิวเิคราะห์ ไดแ้ก่ 
 (1)  ความเท่ียงของวธีิวเิคราะห์ (Precision)   
 (2)  การท าซ ้ าของวธีิวเิคราะห์ (Repeatability)  
 (3)  การทวนซ ้ าของวธีิวเิคราะห์ (Reproducibility)  
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 (4)  ความแม่นย  าของวธีิวเิคราะห์ (Accuracy) 
 (5)  ช่วงความเป็นเส้นตรง (Linear range) 
 (6)  หาขีดจ ากดัในการตรวจพบ (Limit of Detection; LOD) และขีดจ ากดัใน
การตรวจพบเชิงคุณภาพ (Limit of Quantitation; LOD) 
 (7)  หาความจ าเพาะเจาะจงของวธีิวเิคราะห์ (Selectivity) 
 1.3.1.6  วเิคราะห์หาปริมาณเพนนิซิลีนจีในตวัอยา่งนม โดยน าผลท่ีไดจ้ากการ
วเิคราะห์ดว้ยวธีิท่ีพฒันาข้ึนเปรียบเทียบกบัการวเิคราะห์ดว้ยชุดทดสอบส าเร็จรูป 
 1.3.2  การวเิคราะห์หาปริมาณไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดโ์ดยใชเ้ทคนิคคะตะไลติก
ไบโอเซนเซอร์ 
 1.3.2.1  หาวธีิท่ีเหมาะสมท่ีใชใ้นการวเิคราะห์หาปริมาณไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 
โดยใชห้ลกัการของคะตะไลติกไบโอเซนเซอร์ 
 1.3.2.2 หาสภาวะท่ีเหมาะสมในการวิเคราะห์หาปริมาณไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 
ไดแ้ก่ 
 (1)  ศึกษาเวลาท่ีเหมาะสมท่ีใชใ้นการเกิดปฏิกิริยา   
 (2)  ศึกษาหาความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของเอนไซมเ์ปอร์ออกซิเดส 
 (3)  ศึกษาหาพีเอชท่ีเหมาะสมของสารลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 
 (4)  ศึกษาหาความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของโอ-ไดอะนิซิดีน 
 1.3.2.3  หาประสิทธิภาพของวธีิวเิคราะห์ ไดแ้ก่ 
 (1)  ความเท่ียงของวธีิวเิคราะห์   
 (2)  การท าซ ้ าของวธีิวเิคราะห์   
 (3)  การทวนซ ้ าของวธีิวเิคราะห์   
 (4)  ความแม่นย  าของวธีิวเิคราะห์  
 (5)  ช่วงความเป็นเส้นตรง  
 (6)  หาขีดจ ากดัในการตรวจพบและขีดจ ากดัในการตรวจพบเชิงคุณภาพ 
 (7)  หาความจ าเพาะเจาะจงของวธีิวเิคราะห์  
 1.3.2.4  วเิคราะห์หาปริมาณไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ในตวัอยา่งนม และเปรียบเทียบ
ผลการทดลองท่ีไดจ้ากวธีิท่ีพฒันาข้ึนกบัการวเิคราะห์ดว้ยวธีิไทเทรต 
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1.4  กรอบแนวคดิของกำรวจิัย 
 1.4.1  การวเิคราะห์หาปริมาณเพนนิซิลีนจีโดยใชเ้ทคนิคอิมมูโนเซนเซอร์แบบแข่งขนั 
 เน่ืองจากปริมาณของเพนนิซิลีนจีในน ้ านมจะพบไดใ้นปริมาณท่ีนอ้ย ดงันั้นงานวิจยั
น้ีจึงมีแนวความคิดเพื่อท่ีจะพฒันาวธีิวเิคราะห์ใหมี้ความไววิเคราะห์ท่ีสูง (High Sensitivity) โดยอาศยั
หลกัการของอิมมูโนเซนเซอร์ ประเภทแข่งขนั (Competitive Immunosensor) โดยมีแนวความคิด     
ดังรูปท่ี 1.1 อาศัยการจับกันของแอฟฟินิต้ีไบโอเซนเซอร์แบบแข่งขันระหว่างแอนติบอดีของ         
เพนนิซิลีนจีกับแอนติเจนของเพนนิซิลีนจี เพื่อวิเคราะห์หาปริมาณเพนนิซิลีนจี โดยในขั้นแรก       
(รูป 1.1 (ก)) ตรึงเพนนิซิลีนจีท่ีติดฉลากดว้ยโบวีนซีร่ัมอลับูมินในไมโครเพลทดว้ยแรงดึงดูดระหวา่ง
โมเลกุลท่ีไม่ชอบน ้ า1(Hydrophobic1interaction)1จากนั้ นจะเติมตัวอย่างนม /(ท่ีมี เพนนิซิลีนจี )           
และแอนติบอดีของเพนนิซิลีนจีท่ีติดฉลากด้วยไบโอติน (ท่ีมีปริมาณท่ีมากเกินพอ)1(รูป 1.11(ข))    
เพนนิซิลีนจีท่ีมีอยูใ่นตวัอยา่งนมจะไปจบักบัแอนติบอดีของเพนนิซิลีนจีท่ีติดฉลากดว้ยไบโอตินส่วน
แอนติบอดีของเพนนิซิลีนจีท่ีติดฉลากดว้ยไบโอตินท่ีเหลือจะไปจบักบัเพนนิซิลีนจีท่ีถูกตรึงอยู่ใน   
ไมโครเพลท ต่อมาเติมสเต็ปตาวิดิน-เปอร์ออกซิเดส (รูป 1.1 (ค)) ในขั้นตอนน้ีสเต็ปตาวิดินจะไปจบั
กับไบโอตินของแอนติบอดีท่ีจับกับเพนนิซิลีนจีท่ีตรึงอยู่ในไมโครเพลท แล้วเติมสารละลาย
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์และ 3,3’,5,5’-เตตระเมทิลเบนซิดีน1(รูป 1.11(ง)) เปอร์ออกซิเดสจะไปเร่ง
ปฏิกิริยาของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์ท าให ้3,3’,5,5’-เตตระเมทิลเบนซิดีนท่ีอยูใ่นรูปรีดิวซ์ (TMBred) 
เปล่ียนไปอยู่ในรูปออกซิไดส์ (TMBox) เกิดผลิตภณัฑ์เป็นสารละลายสีฟ้า ดงัสมการท่ี 1.1 ขั้นตอน
สุดท้ายจะเติมสารละลายกรดซัลฟิวริก (รูป 1.1 (จ))1เพื่อหยุดการท างานของเปอร์ออกซิเดส เม่ือ 
3,3’,5,5’-เตตระเมทิลเบนซิดีนอยู่ในสภาวะท่ีเป็นกรดจะได้เป็นสารละลายสีเหลือง ตรวจวดัค่าการ
ดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองยูวี-วิสิเบิล สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ ท่ีความยาวคล่ืน 450 nm ถา้ในตวัอยา่งนมมี
ปริมาณของเพนนิซิลีนจีมาก จะท าให้มีแอนติบอดีของเพนนิซิลีนจีท่ีติดฉลากดว้ยไบโอตินเหลือไป
จบักบัเพนนิซิลีนจีท่ีถูกตรึงอยู่ในไมโครเพลทน้อย ท าให้ไดค้่าการดูดกลืนแสงน้อย ค่าการดูดกลืน
แสงท่ีไดจ้ะแปรผกผนักบัความเขม้ขน้ของเพนนิซิลีนจีท่ีมีอยูใ่นตวัอยา่งนม 
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รูปที ่1.1  ขั้นตอนการตรวจหาปริมาณเพนนิซิลีนจีท่ีตกคา้งในนมโดยใชเ้ทคนิคอิมมูโนเซนเซอร์แบบ

แข่งขนั1(ก) ตรึงเพนนิซิลีนจีท่ีติดฉลากดว้ยโบวีนซีร่ัมอลับูมินลงในไมโครเพลท (ข) เติม
ตวัอยา่งนม (ท่ีมีเพนนิซิลีนจี)1และแอนติบอดีของเพนนิซิลีนจีท่ีติดฉลากดว้ยไบโอติน (ค) 
เติมสเตร็ปตาวิดิน-เปอร์ออกซิเดส (ง)1เติม 3,3’,5,5’-เตตระเมทิลเบนซิดีนและไฮโดรเจน
เปอร์ออกไซด์ (จ) เติมกรดซัวฟิวริก และ (ฉ)1ตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงด้วยเคร่ืองยูวี-        
วสิิเบิล สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน 450 nm 
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 1.4.2  การวเิคราะห์หาปริมาณไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดโ์ดยใชเ้ทคนิคคะตะไลติก
ไบโอเซนเซอร์ 
 แนวความคิดท่ีจะพฒันาวิธีวิเคราะห์ท่ีสามารถหาปริมาณของไฮโดรเจนเปอร์ -
ออกไซดท่ี์ตกคา้งในน ้านม โดยอาศยัหลกัการของไบโอเซนเซอร์ ประเภทคะตะไลติกไบโอเซนเซอร์ 
ดงัรูปท่ี 1.2 ซ่ึงถา้ในตวัอยา่งนมมีไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (ก)ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์จะท าปฏิกิริยา
กบัโอ-ไดอะนิซิดีน โดยมีเอนไซม์เปอร์ออกซิเดสเป็นตวัเร่งปฏิกิริยาท าให้โอ-ไดอะนิซิดีนท่ีอยู่ใน     
รูปรีดิวซ์เปล่ียนไปอยู่ในรูปออกซิไดส์ ได้ผลิตภัณฑ์เป็นสารละลายสีน ้ าตาล ดังสมการท่ี 1.2     
จากนั้นจะเติมสารละลายกรดซัลฟิวริก (ง) เพื่อหยุดการท างานของเอนไซม์เปอร์ออกซิเดส เม่ือ      
โอ-ไดอะนิซิดีนอยู่ในสภาวะท่ีเป็นกรดสารละลายจะท่ีได้มีสีชมพู จากนั้นท าการตรวจวดัค่าการ
ดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองยูวี-วิสิเบิล สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน 540 nm (ฉ) ถา้ในตวัอยา่งมี
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์มาก ค่าการดูดกลืนแสงท่ีไดก้็จะมาก ค่าการดูดกลืนแสงท่ีไดจ้ะแปรผนัตรง
กบัความเขม้ขน้ของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์
 

 
 
 

 
 
รูปที ่1.2  ขั้นตอนการวเิคราะห์หาปริมาณไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์โดยใชเ้ทคนิคคะตะไลติก 

ไบโอเซนเซอร์ (ก) เติมไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ลงในไมโครเซนติฟิวจทิ์วป์  (ข) เติมโอ-
ไดอะนิซิดีน (ค) เติมเอนไซม์เปอร์ออกซิเดส (ง) เติมกรดซัลฟิวริก และ (ฉ) วดัค่าการ
ดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองยวู-ีวสิิเบิล สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน 540 nm 
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1.5  ประโยชน์ทีค่ำดว่ำจะได้รับ 
 1.5.1  ไดว้ธีิวเิคราะห์หาปริมาณเพนนิซิลีนจีท่ีตกคา้งในตวัอยา่งนม โดยใชเ้ทคนิคอิมมูโน- 
 เซนเซอร์แบบแข่งขนั 
 1.5.2  ไดว้ธีิวเิคราะห์หาปริมาณไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดท่ี์ตกคา้งในตวัอยา่งนม โดยใช ้
 เทคนิคคะตะไลติกไบโอเซนเซอร์ 
  



 

 

บทที ่2 
วรรณกรรมหรืองานวจิยัที่เกีย่วข้อง 

 

2.1  อตุสาหกรรมการผลติทีเ่กีย่วกบัผลติภัณฑ์นม 
 ประเทศไทยเร่ิมมีการเล้ียงโคนมกันอย่างจริงจงั เม่ือพระบาทสมเด็จพระบาทสมเด็จ     
พระเจา้อยูห่วัภูมิพลอดุลยเดช รัชกาลท่ี 9 ไดท้รงสถาปนาศูนยฝึ์กอบรมการเล้ียงโคนมไทย-เดนมาร์ก
ข้ึนท่ีต าบลมวกเหล็ก อ าเภอมวกเหล็ก จงัหวดัสระบุรี ร่วมกบัพระเจา้เฟรดเดอริกท่ี 9 แห่งประเทศ
เดนมาร์ก วนัท่ี 16 มกราคม พ.ศ.2505 [1] ซ่ึงพนัธ์ุโคนมท่ีนิยมเล้ียงในประเทศไทยคือ พนัธ์ุโฮลสไตน์  
มีลกัษณะเด่นคือ มีลายสีด าตดักบัสีขาวชดัเจน และสามารถให้น ้ านมประมาณ 5000 กิโลกรัมต่อปี มี
ไขมนันมประมาณ 3.5 %  เป็นไขมนัสีขาวเหมาะสมท่ีจะน าไปบริโภค  
 ประเทศไทยเป็นประเทศท่ีเหมาะแก่การท าเกษตรกรรมและการเล้ียงสัตว์ เน่ืองจากมี
สภาพแวดล้อมท่ีเหมาะสม ตวัอย่างเช่น การเล้ียงโคนมเพื่อน าน ้ านมท่ีไดไ้ปแปรรูปเป็นผลิตภณัฑ์
ต่างๆ ไดแ้ก่ นมพร้อมด่ืม นมพาสเจอไรส์ (Pasteurized milk) นมสเตอริไลส์ (Sterilized milk)          
นมยู.เอช.ที (Ultra High Temperature, UHT) นมขน้หวาน (Sweeten condensed milk) นมขน้จืด 
(Evaporated milk) เนย (Butter) เนยแข็ง (Cheese) นมเปร้ียว (Fermented milk) โยเกิร์ต (Yogurt)    
เป็นตน้ ดังนั้นจึงตอ้งมีการควบคุมคุณภาพของน ้ านมดิบและผลิตภณัฑ์นมชนิดต่างๆ ปัจจุบนัใน
ประเทศไทยไดมี้หน่วยงานท าหน้าท่ีควบคุมคุณภาพของน ้ านมอยู่สองหน่วยงานคือ องค์การอาหาร
และยา (อย.) และมาตรฐานสินคา้เกษตรและอาหารแห่งชาติ (มกอช.) มาตรฐานคุณภาพขององคก์าร
อาหารและยาจะท าหน้าท่ีควบคุมคุณภาพของผลิตภณัฑ์นม ส่วนมาตรฐานสินคา้เกษตรและอาหาร
แห่งชาติมีหนา้ท่ีควบคุมคุณภาพของน ้านมดิบ  
 อุตสาหกรรมการผลิตท่ีเก่ียวกับผลิตภัณฑ์นมเพื่อการบริโภคภายในประเทศและ            
เพื่อส่งออกต่างประเทศ ในยุคปัจจุบนัประสบความส าเร็จอย่างมาก แต่ก็พบปัญหาท่ีส าคญัท่ีส่งผล
กระทบต่อคุณภาพของน ้ านมและส่งผลกระทบต่อการบริโภคและการส่งออกคือ ปัญหาการตกคา้ง
ของสารตอ้งหา้มในน ้านม ทั้งยาปฏิชีวนะโดยเฉพาะอยา่งยิง่เพนนิซิลีนจีและไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์
ซ่ึงเป็นผลเน่ืองมาจากประเทศไทยเป็นประเทศเขตร้อน ท าให้มีสภาพอากาศร้อนช้ืนเหมาะส าหรับ
การเจริญเติบโตของเช้ือโรคและเช้ือแบคทีเรียชนิดต่างๆ จึงไดมี้การน ายาเพนนิซิลีนจีมาใช้ในการ
รักษาโคนม เช่น โรคเต้านมอกัเสบหรือโรคท้องเดินในโคนม นอกจากน้ียงัมีการใช้ไฮโดรเจน     
เปอร์ออกไซด์เพื่อช่วยในการควบคุมคุณภาพของน ้ านมดิบก่อนน าไปแปรรูป รวมถึงใช้เป็นสารฆ่า
เช้ือแบคทีเรียในเคร่ืองจกัรท่ีใชใ้นกระบวนการผลิตต่างๆ   

http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/3178/pasteurized-milk-%E0%B8%99%E0%B8%A1%E0%B8%9E%E0%B8%B2%E0%B8%AA%E0%B9%80%E0%B8%88%E0%B8%AD%E0%B9%84%E0%B8%A3%E0%B8%8B%E0%B9%8C
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1454/sweeten-condensed-milk-%E0%B8%99%E0%B8%A1%E0%B8%82%E0%B9%89%E0%B8%99%E0%B8%AB%E0%B8%A7%E0%B8%B2%E0%B8%99
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0750/butter-%E0%B9%80%E0%B8%99%E0%B8%A2
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0232/cheese-%E0%B9%80%E0%B8%99%E0%B8%A2%E0%B9%81%E0%B8%82%E0%B9%87%E0%B8%87
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1076/fermented-milk-%E0%B8%99%E0%B8%A1%E0%B9%80%E0%B8%9B%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B9%89%E0%B8%A2%E0%B8%A7
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1077/yogurt-%E0%B9%82%E0%B8%A2%E0%B9%80%E0%B8%81%E0%B8%B4%E0%B8%A3%E0%B9%8C%E0%B8%95
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2.2  ยาปฏชีิวนะ (Antibiotic) 
 2.2.1  ความหมายและประเภทของยาปฏิชีวนะ 
 ยาปฏิชีวนะเป็นสารท่ีได้จากธรรมชาติของส่ิงมีชีวิตขนาดเล็กท่ีเรียกว่า จุลินทรีย ์    
มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งและป้องกนัการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียท่ีเป็นสาเหตุท าให้เกิดโรค1ซ่ึงใน
ปัจจุบนันิยมใชย้าปฏิชีวนะในการรักษาโรคท่ีเกิดจากเช้ือแบคทีเรียทั้งในมนุษยแ์ละสัตว ์[2]  
 ยาปฏิชีวนะเร่ิมมีข้ึนตั้งแต่ปี ค.ศ. 1928 โดยเซอร์อเล็กซานเดอร์ เฟลมมิง (Alexander 
Fleming) ไดค้น้พบราชนิดหน่ึงท่ีมีช่ือว่า ราเพนนิซิเลียม (Pennicillium) และไดน้ าราชนิดน้ีมาสกดั
เป็นยาเพนนิซิลีน (Penicillin) ยาปฏิชีวนะส่วนใหญ่จะผลิตจากเช้ือแบคทีเรียหรือเช้ือรา จึงอาจท าให้
เกิดผลขา้งเคียงกบัผูท่ี้ไดรั้บยาชนิดน้ีทั้งทางตรงและทางออ้ม อาการท่ีสามารถเกิดข้ึนไดคื้อ เกิดอาการ
แพย้า (Allergy) เช่น มีผืน่แดง แต่ในผูท่ี้เกิดอาการแพย้าขั้นรุนแรงอาจท าใหเ้สียชีวิตได ้นอกจากน้ีอาจ
ส่งผลเสียในระยะยาวเน่ืองจากเป็นสารท่ีก่อให้เกิดโรคมะเร็ง สารก่อให้เกิดการกลายพนัธ์ุ และ
ก่อใหเ้กิดความผดิปกติของทารกในครรภ์ [3] ยาปฏิชีวนะสามารถแบ่งไดเ้ป็นหลายประเภท ในแต่ละ
ประเภทจะใชป้้องกนัหรือรักษาโรคท่ีแตกต่างกนั ดงัน้ี 
 (1) เพนนิซิลีน (Penicillin)1เป็นยาปฏิชีวนะท่ีอยู่ในกลุ่มท่ีเรียกว่า เบตา้-แลคแทม 
(Beta-lactam) ท่ีผลิตจากเช้ือรา ใชรั้กษาโรคท่ีเกิดจากเช้ือแบคทีเรีย เช่น คออกัเสบ ยาในกลุ่มน้ีแบ่งได้
เป็นหลายประเภท ได้แก่ เพนนิซิลีนจี (Penicillin1G)1เพนนิซิลีนวี (Penicillin1V)1แอมพิซิลีน 
(Ampicillin) อะมอกซีซิลีน (Amoxicillin) คาร์เบนิซิลีน (Carbenicillin) คลอกซาซิลีน (Cloxacillin) 
และฟลูคลอซาซิลีน (Flucloxacillin) 
 (2) อะมิโนไกลโคไซด์  (Aminoglycosides)1เป็นยาท่ีใช้รักษาโรคท่ีเกิดจากเช้ือ
แบคทีเรียกลุ่มแบคทีเรียแกรมลบ เช่น การติดเช้ือแบคทีเรียท่ีผิวหนงั ขอ้ และกระดูก เป็นตน้ โดยยา
จะออกฤทธ์ิรบกวนการท างานของสารพนัธุกรรมของแบคทีเรีย ท าให้แบคทีเรียไม่สามารถสร้างสาร
พนัธุกรรมข้ึนมาใหม่ได้ ตัวอย่างยาในกลุ่มอะมิโนไกลโคไซด์คือ เจนตามัยซิน (Gentamycin)        

โทบรามยัซิน (Tobramycin) อะมิคาซิน (Amikacin) สเตรปโตมยัซิน (Streptomycin) สเปคทิโนมยัซิน 
(Spectinomycin) กานามยัซิน (Kanamycin) และนีโอมยัซิน (Neomycin) 
 (3) เซฟาโลสปอริน1(Cephalosporin)1เป็นยาปฏิชีวนะท่ีมาจากเช้ือราท่ีมีช่ือว่า
Cephalosporium ยาชนิดน้ีใช้รักษาโรคท่ีเกิดจากเช้ือแบคทีเรียไดห้ลายชนิดทั้งแกรมบวกและแกรม
ลบ เช่น แบคทีเรียท่ีก่อใหเ้กิดการอกัเสบของระบบทางเดินอาหารหรือระบบทางเดินหายใจ   
 (4) แมคโครไลด ์(Macrolide) เป็นยาท่ีใชย้บัย ั้งเช้ือแบคทีเรียชนิดแกรมบวกท่ีมกัจะ
เกิดจากการติดเช้ือของเน้ือเยื่อต่างๆ ในร่างกายและระบบทางเดินหายใจ โดยยาชนิดน้ีจะไปรบกวน

http://haamor.com/th/%E0%B8%AD%E0%B8%B0%E0%B8%A1%E0%B8%AD%E0%B8%81%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B8%A5%E0%B8%A5%E0%B8%B4%E0%B8%99
http://haamor.com/th/%E0%B8%84%E0%B8%A5%E0%B8%AD%E0%B8%81%E0%B8%8B%E0%B8%B2%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B8%A5%E0%B8%A5%E0%B8%B4%E0%B8%99
http://haamor.com/th/%E0%B8%AD%E0%B8%B0%E0%B8%A1%E0%B8%B4%E0%B9%82%E0%B8%99%E0%B9%84%E0%B8%81%E0%B8%A5%E0%B9%82%E0%B8%84%E0%B9%84%E0%B8%8B%E0%B8%94%E0%B9%8C/
http://haamor.com/th/%E0%B8%AD%E0%B8%B0%E0%B8%A1%E0%B8%B4%E0%B9%82%E0%B8%99%E0%B9%84%E0%B8%81%E0%B8%A5%E0%B9%82%E0%B8%84%E0%B9%84%E0%B8%8B%E0%B8%94%E0%B9%8C/
http://haamor.com/th/%E0%B8%AD%E0%B8%B0%E0%B8%A1%E0%B8%B4%E0%B9%82%E0%B8%99%E0%B9%84%E0%B8%81%E0%B8%A5%E0%B9%82%E0%B8%84%E0%B9%84%E0%B8%8B%E0%B8%94%E0%B9%8C/
http://haamor.com/th/%E0%B8%95%E0%B8%B2/
http://haamor.com/th/%E0%B9%82%E0%B8%97%E0%B8%9A%E0%B8%A3%E0%B8%B2%E0%B8%A1%E0%B8%B1%E0%B8%A2%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B8%99/
http://haamor.com/th/%E0%B8%AD%E0%B8%B0%E0%B8%A1%E0%B8%B4%E0%B8%84%E0%B8%B2%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B8%99
http://haamor.com/th/%E0%B8%99%E0%B8%B5%E0%B9%82%E0%B8%AD%E0%B8%A1%E0%B8%B1%E0%B8%A2%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B8%99/
http://haamor.com/th/%E0%B8%99%E0%B8%B5%E0%B9%82%E0%B8%AD%E0%B8%A1%E0%B8%B1%E0%B8%A2%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B8%99/
http://haamor.com/th/%E0%B8%A2%E0%B8%B2%E0%B9%80%E0%B8%8B%E0%B8%9F%E0%B8%B2%E0%B9%82%E0%B8%A5%E0%B8%AA%E0%B8%9B%E0%B8%AD%E0%B8%A3%E0%B8%B4%E0%B8%99/
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การท างานของสารพนัธุกรรม ส่งผลให้ไม่สามารถสังเคราะห์โปรตีนท่ีใช้ในการด ารงชีวิตได ้          
ตวัยาในกลุ่มของแมคโครไลด์ ไดแ้ก่  อีรีโทรมยัซิน (Erythromycin) อะซิโทรมยัซิน (Azithromycin)            
คลาริโธรมยัซิน (Clarithromycin) และรอซิโทรมยัซิน (Roxithromycin)  
 (5) เตตราไซคลีน (Tetracyclines) เป็นยาปฏิชีวนะท่ีถูกสังเคราะห์ข้ึนเพื่อใชโ้รคท่ี
เกิดจากการติดเช้ือแบคทีเรีย เช่น โรคติดเช้ือในล าไส้และโรคท่ีติดเช้ือในทางเดินกระเพาะปัสสาวะ 
เป็นตน้  
 (6) ควิโนโลน (Quinolones) เป็นยาท่ีใชรั้กษาโรคท่ีเกิดจากการติดเช้ือแบคทีเรียใน
ระบบทางเดินปัสสาวะและต่อมลูกหมาก โดยท่ียากลุ่มน้ีจะไปรบกวนการสร้างโปรตีนในสาร
พนัธุกรรมของเช้ือแบคทีเรีย 
 2.2.2  เพนนิซิลีนจี  
 เพนนิซิลีนจีหรือมีช่ือเรียกอีกอย่างหน่ึงว่า เบนซิลเพนนิซิลีน (Benzylpenicillin)             
มีสูตรโครงสร้างดงัรูปท่ี 2.1 [4] เป็นยาปฏิชีวนะในกลุ่มเบตา้-แลคแทม (Beta-Lactam) ท่ีสัตวแพทย์
นิยมใชใ้นการป้องกนัและรักษาโรคท่ีเกิดจากเช้ือแบคทีเรียในสัตว ์[5] โดยเฉพาะอยา่งยิ่งโรคเตา้นม
อกัเสบในววั (Bovine mastitis) โรคทอ้งร่วงท่ีเกิดจากเช้ือแบคทีเรีย (Bacterial diarrhea) โรคปอด
อกัเสบ (Pneumonia) และโรคขอ้อกัเสบ (Bacterial arthritis) เป็นตน้ [6] เพนนิซิลีนจีเป็นยาท่ีสลายตวั
ยากจึงอาจเกิดการตกคา้งของเพนนิซิลีนจีในน ้านม ถา้ผูบ้ริโภคไดรั้บสารน้ีเขา้ไปในร่างกายถึงแมจ้ะมี
ปริมาณท่ีนอ้ยมากก็สามารถส่งผลก่อให้เกิดโรคในมนุษยไ์ด ้เช่น ความดนัโลหิตต ่า หลอดเลือดหยุด
การท างาน ภูมิแพ ้ผื่นคนั หายใจล าบาก ปวดขอ้และผิวหนงัลอก [7] เพื่อหลีกเล่ียงอนัตรายท่ีเกิดจาก
การตกค้างของเพนนิซิลีนจีในอาหารและน ้ านม มาตรฐานของ มกอช. 6003-25481จึงได้ก าหนด
ปริมาณของเพนนิซิลีนจีท่ีตกคา้งในผลิตภณัฑน์มใหมี้ค่าไม่เกิน 4 ppb [8] 
 

 
 
รูปที ่2.1  สูตรโครงสร้างทางเคมีของเพนนิซิลีนจี [4] 
 
 

http://haamor.com/th/%E0%B8%84%E0%B8%A5%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%B4%E0%B9%82%E0%B8%98%E0%B8%A3%E0%B8%A1%E0%B8%B1%E0%B8%A2%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B8%99
http://haamor.com/th/%E0%B9%80%E0%B8%95%E0%B8%95%E0%B8%A3%E0%B8%B2%E0%B9%84%E0%B8%8B%E0%B8%84%E0%B8%A5%E0%B8%B5%E0%B8%99/
http://haamor.com/th/%E0%B8%84%E0%B8%A7%E0%B8%B4%E0%B9%82%E0%B8%99%E0%B9%82%E0%B8%A5%E0%B8%99/
http://haamor.com/th/%E0%B8%84%E0%B8%A7%E0%B8%B4%E0%B9%82%E0%B8%99%E0%B9%82%E0%B8%A5%E0%B8%99/
http://haamor.com/th/%E0%B9%81%E0%B8%9A%E0%B8%84%E0%B8%97%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2
http://haamor.com/th/%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B8%9A%E0%B8%9A%E0%B8%97%E0%B8%B2%E0%B8%87%E0%B9%80%E0%B8%94%E0%B8%B4%E0%B8%99%E0%B8%9B%E0%B8%B1%E0%B8%AA%E0%B8%AA%E0%B8%B2%E0%B8%A7%E0%B8%B0
http://haamor.com/th/%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B8%9A%E0%B8%9A%E0%B8%AD%E0%B8%A7%E0%B8%B1%E0%B8%A2%E0%B8%A7%E0%B8%B0%E0%B8%AA%E0%B8%B7%E0%B8%9A%E0%B8%9E%E0%B8%B1%E0%B8%99%E0%B8%98%E0%B8%B8%E0%B9%8C%E0%B8%8A%E0%B8%B2%E0%B8%A2
http://haamor.com/th/%E0%B9%82%E0%B8%9B%E0%B8%A3%E0%B8%95%E0%B8%B5%E0%B8%99/
http://haamor.com/th/%E0%B9%81%E0%B8%9A%E0%B8%84%E0%B8%97%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2
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 2.2.3  วธีิวเิคราะห์หาเพนนิซิลีนจี 
 การวเิคราะห์หาปริมาณเพนนิซิลีนจีมีหลายเทคนิค เช่น เทคนิคทางโครมาโตกราฟฟี 
(Chromatography) [9] เช่น การวิเคราะห์หาเพนนิซิลีนจีโดยใช้เคร่ืองโครมาโตกราฟฟีของเหลว
สมรรถนะสูง (High Performance Liquid Chromatography; HPLC) ในปี ค.ศ. 1998 Luo และคณะ 
[10]1ได้วิเคราะห์หาปริมาณเพนนิซิลีนจีในพลาสมาและปัสสาวะของมา้ โดยใช้เคร่ืองโครมาโต-
กราฟฟีของเหลวสมรรถนะสูง ท าการเตรียมตวัอย่างของเพนนิซิลีนจีดว้ยวิธีการสกดัโดยใชเ้ทคนิค
การสกดัดว้ยวฎัภาคของเข็ง (Solid-phase extraction) จากผลการทดลองพบวา่ วิธีน้ีสามารถวิเคราะห์
หาปริมาณเพนนิซิลีนจีไดอ้ยา่งรวดเร็ว มีความจ าเพาะเจาะจงสูง และสามารถวิเคราะห์หาเพนนิซิลีนจี
ไดท่ี้ความเขม้ขน้ต ่าสุดคือ 0.05 µg/ml (50 ppb) 
 ต่อมาในปี ค.ศ. 2012 Kukusamude และคณะ [7] ไดว้ิเคราะห์หาปริมาณเพนนิซิลีนจี
ท่ีตกคา้งในน ้ านมววัและเน้ือววั มีการเตรียมตวัอย่างด้วยวิธีการสกดัโดยใช้เทคนิคคู่ไอออน (Ion-
paired extraction) เพื่อแยกเพนนิซิลีนจีออกจากตวัอยา่ง จากนั้นน าตวัอยา่งท่ีไดไ้ปวิเคราะห์ดว้ยเคร่ือง
โครมาโตกราฟฟีของเหลวสมรรถนะสูง และใชต้วัตรวจวดัทางแสงท่ีความยาวคล่ืน 215 nm พบวา่วิธี
ท่ีพฒันาข้ึนสามารถตรวจวดัเพนนิซิลีนจีไดท่ี้ความเขม้ขน้ต ่าสุดคือ 1-2 ng/ml (1-2 ppb) 
 จากนั้นในปี ค.ศ. 2013 Evaggelopoulou และคณะ [11] ไดพ้ฒันาวธีิส าหรับวิเคราะห์
หาปริมาณเพนนิซิลีนจีและอนุพนัธ์ในเน้ือปลา ใช้เทคนิคการสกดัของเหลว-ของเหลว และเทคนิค
การสกดัดว้ยวฎัภาคของเข็ง เพื่อสกดัเพนนิซิลีนจีและอนุพนัธ์ออกจากตวัอยา่ง จากนั้นน าตวัอยา่งท่ี
ไดไ้ปวิเคราะห์ดว้ยเคร่ืองโครมาโตกราฟฟีของเหลวสมรรถนะสูง ตรวจวดัท่ีความยาวคล่ืน 225 nm 
พบวา่สามารถตรวจวดัเพนนิซิลีนจีท่ีมีความเขม้ขน้ต ่าสุดคือ 16.8 µg/kg (16.8 ppb) 
 นอกจากน้ีการวเิคราะห์หาปริมาณเพนนิซิลีนจีดว้ยเคร่ืองโครมาโตกราฟฟีของเหลว
สมรรถนะสูง ยงัสามารถใชต้วัตรวจวดัชนิดอ่ืนได ้เช่น Tandem mass spectrometry detection เช่น ใน
ปี ค.ศ. 2012  Macarov และคณะ [12] ไดพ้ฒันาวิเคราะห์หาปริมาณเพนนิซิลีนจีท่ีตกคา้งในเน้ือสัตว ์
และใชเ้ทคนิคการสกดัดว้ยตวัดูดซบัของแข็ง (Solid Phase Extraction; SPE) ในการเตรียมตวัอยา่ง 
พบวา่วธีิน้ีตรวจวดัเพนนิซิลีนจีไดท่ี้ความเขม้ขน้ 0.2 µg/kg (0.2 ppb) 
 จากวิธีท่ีได้กล่าวมาข้างต้น จะพบว่าการใช้เทคนิคโครมาโตกราฟฟีของเหลว
สมรรถนะสูงวิเคราะห์หาปริมาณเพนนิซิชีนจียงัมีข้อจ ากัดคือ เคร่ืองมือท่ีใช้วิเคราะห์มีราคาสูง          
ผูว้เิคราะห์ตอ้งมีความช านาญในการใชเ้คร่ืองมือ ตอ้งส่งตวัอยา่งไปวิเคราะห์ในห้องปฏิบติัการเท่านั้น 
และตอ้งเตรียมตวัอยา่งก่อนน าไปวเิคราะห์ [13]  
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 นอกจากน้ียงัสามารถวเิคราะห์หาเพนนิซิลีนจีดว้ยเทคนิคทางเคมีไฟฟ้า โดยตรวจวดั
ค่ากระแสไฟฟ้าท่ีไดจ้ากการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (Hydrolysis) ของเพนนิซิลีนจีโดยมีเอนไซม์
เพนนิซิลินเนส (Penicillinase) ท่ีตรึงอยู่บนผิวหน้าของขั้วไฟฟ้าทอง ท าหน้าท่ีเป็นตวัเร่งปฏิกิริยา    
ผลการทดลองพบว่า สามารถตรวจวดัหาปริมาณเพนนิซิลีนจีได้ท่ีความเขม้ข้นต ่าสุดคือ 4.51nM      
(1.50 ppb) [14]  
 อีกวิธีหน่ึงท่ีใช้วิเคราะห์หาปริมาณเพนนิซิลีนจีคือ อาศยัหลกัการทางจุลชีววิทยา   
เช่น ในปี ค.ศ. 2012 Nagel และคณะ [15] ไดว้ิเคราะห์หาปริมาณเพนนิซิลีนจีโดยอาศยัการเปล่ียนสี
ของบรอมกรีซอล (Bromcresol purple) ในอาหารท่ีมีเช้ือจุลินทรีย ์ Geobacillus stearothermophilus      
แต่พบว่าวิธีน้ีมีข้อจ ากัดคือ ผูว้ิเคราะห์ต้องมีทกัษะในการเพาะเล้ียงเช้ือจุลินทรีย์ ใช้เวลาในการ
วิเคราะห์นาน เน่ืองจากวิธีวิเคราะห์มีหลายขั้นตอน และอาจมีผลของตวัรบกวนอ่ืนๆ ท าให้วิธีน้ี
สามารถวิเคราะห์หาเพนนิซิลีนจีได้เบ้ืองต้นเท่านั้น ซ่ึงถ้าตอ้งการผลการวิเคราะห์ในเชิงปริมาณ
จะตอ้งส่งตวัอยา่งวเิคราะห์ในหอ้งปฏิบติัการต่อไป 
 นอกจากวิธีดงักล่าวยงัไดมี้การพฒันาชุดทดสอบเพื่อตรวจหาเพนนิซิลีนจี [16] โดย
อาศยัหลกัการเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย Bacillus sterothermophilus var. calidolactis. ในอาหารเล้ียงเช้ือ เม่ือ
แบคทีเรียเจริญเติบโตจะผลิตกรด ท าให้อินดิเคเตอร์ Bromcresol purple เปล่ียนสีเป็นสีเหลือง แต่ถา้
ในตวัอย่างน ้ านมมียาปฏิชีวนะ ยาปฏิชีวนะน้ีจะไปยบัย ั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียท าให้ไม่
สามารถผลิตกรดได ้อินดิเคเตอร์เปล่ียนเป็นสีม่วง แสดงวา่ตวัอยา่งมียาปฏิชีวนะ แต่ถา้ตอ้งการทราบ
วา่เป็นยาปฏิชีวนะประเภทเพนนิซิลีนจีหรือไม่ สามารถน าไปตรวจสอบโดยเติมเอนไซม ์Penicilinase 
ถา้ในตวัอยา่งมีเพนนิซิลีนจีจะเปล่ียนจากสีม่วงเป็นสีเหลือง เน่ืองจาก Penicilinase จะเร่งปฏิกิริยาของ
เพนนิซิลีนจีไดผ้ลิตภณัฑ์เป็นกรด จึงท าให้อินดิเคเตอร์เปล่ียนเป็นสีเหลือง ชุดทดสอบมีขอ้จ ากดัคือ
ไม่สามารถระบุความเขม้ขน้ของเพนนิซิลีนจีไดแ้น่นอนและมีขั้นตอนหลายขั้นตอน 
 ดงันั้นในงานวิจยัน้ีจึงมีแนวคิดท่ีจะพฒันาหาวิธีวิเคราะห์หาเพนนิซิลีนจี เพื่อให้ได้
วิธีวิเคราะห์ท่ีมีความจ าเพาะเจาะจง สามารถหาปริมาณเพนนิซิลีนจีท่ีความเขม้ขน้ต ่าได้ ไม่ตอ้งมี
ขั้นตอนการเตรียมตวัอยา่ง ราคาถูก และใหผ้ลการวเิคราะห์ท่ีรวดเร็ว 
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2.3  ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (Hydrogen peroxide) 
 2.3.1  ความหมายของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 
 ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ มีโครงสร้างดงัรูปท่ี 2.2 และมีสูตรทางเคมีว่า H2O2 เป็น
สารประกอบเปอร์ออกไซด์ (สารท่ีประกอบด้วยออกซิเจนสองตวัและเช่ือมกันด้วยพนัธะเด่ียว)         
ซ่ึงเป็นสารออกซิไดซ์ท่ีแรง มีฤทธ์ิในการฆ่าเช้ือและยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรีย [17-18] 
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์มีลกัษณะเป็นของเหลวใส หนืด มีรสขม และไม่อยูต่วั สามารถสลายตวัเป็น
ออกซิเจนกับน ้ า เม่ือเจือจางจะเป็นสารละลายไม่มีสี โดยปกติไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์สามารถ
สลายตวัไดเ้องแต่ตอ้งใชร้ะยะเวลานาน แต่ถา้มีแสงสวา่งและความร้อนจะช่วยให้การสลายตวัเกิดได้
เร็วข้ึน นอกจากน้ีหากมีส่วนผสมของโลหะ โดยเฉพาะเหล็ก แมงกานีส ทองแดง จะท าให้เกิดการ
สลายตวัเร็วยิง่ข้ึน  
 

 
 

รูปที ่2.2  โครงสร้างทางเคมีของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์  
 
 ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์เป็นสารไวไฟ ซ่ึงภาชนะบรรจุสารอาจระเบิดไดเ้ม่ือสัมผสั
กบัอุณหภูมิสูง ในกรณีเกิดเพลิงไหมใ้ห้ใชน้ ้ าฉีดเป็นฝอย  ผงเคมีแห้ง โฟม หรือคาร์บอนไดออกไซด ์
โดยทัว่ไปไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์จะอยูใ่นรูปสารละลายความเขม้ขน้ตั้งแต่ 3-90 % มกัใชเ้ป็นสาร
ฟอกสีในอาหาร สารท าความสะอาด น ้ ายาฆ่าเช้ือ ใชฆ่้าเช้ือโรคบนผิวหนงั ใช้ลา้งภาพสีน ้ ามนัเก่าๆ 
ให้สดใสข้ึน ท าน ้ ายาบ้วนปาก ส่วนไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ท่ีใช้เป็นเช้ือเพลิงขบัเคล่ือนจรวด         
จะมีความเขม้ขน้เขม้ขน้สูงถึง 90 % นอกจากน้ีไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ยงัสามารถใช้ลา้งแผลได ้ 
เน่ืองจากเป็นยาท่ีมีฤทธ์ิฆ่าเช้ืออ่อนๆ เฉพาะท่ี เช่น บาดแผลเล็กๆ แต่อาจเกิดผลขา้งเคียงคือ ท าให้แผล
แสบและเกิดการระคายเคือง [19-20] 
 ในด้านอุตสาหกรรมอาหารนิยมใช้ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ เป็นสารฆ่าเช้ือ
(Sanitizer) เช่น เคร่ืองจักร อุปกรณ์แปรรูปอาหารและบรรจุภัณฑ์อาหาร (Packaging) เน่ืองจาก
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์มีฤทธ์ิในการย ับย ั้ งการเจริญของแบคทีเรีย โดยท าให้เกิดปฏิกิริยา            
เปอร์ออกซิเดชนั (Peroxidation) ของลิพิดท่ีเป็นองค์ประกอบอยู่ในชั้นเยื่อหุ้มเซลล์ของแบคทีเรีย ท า
ให้ความสามารถในการซึมผา่นเขา้และออกจากเยื่อหุ้มเซลล์ของสารต่างๆ เสียไป ส่วนใหญ่จะส่งผล
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ต่อแบคทีเรียแกรมลบมากกว่าแบคทีเรียแกรมบวก และนอกจากน้ียงัส่งผลกบัเช้ือรา (Mold) ไดอี้ก
ดว้ย โดยจะไปท าลายโครงสร้างโมเลกุลของโปรตีนภายในเซลล์ [21-22] 
 ดงันั้นโรงงานอุตสาหกรรมเก่ียวกบัผลิตภณัฑ์นมจึงนิยมน าไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์      
ท่ีความเขม้ขน้ 35 % มาใชใ้นการฆ่าเช้ือภาชะท่ีใชใ้นการบรรจุ เช่น ขวดพลาสติกท่ีท ามาจากโพลี-   
โพรพิลีน (Polypropylene: PP) หรือโพลีเอทิลลีน (Polyethylene: PE) เป็นตน้ [23-24] นอกจากน้ี
เกษตรกรยงัมีการลกัลอกเติมไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ลงในน ้ านมดิบ เพื่อป้องกนัไม่ให้นมเกิดการ 
เน่าเสียในระหวา่งการขนส่ง จึงอาจท าให้เกิดการตกคา้งของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ทั้งในน ้ านมดิบ
และผลิตภณัฑ์นมได ้ส านกังานมาตรฐานสินคา้เกษตรและอาหารแห่งชาติในประเทศไทยจึงก าหนด
หา้มมีการปนเป้ือนของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดต์กในน ้านมดิบและผลิตภณัฑน์ม [25]  
 วิธีทั่วไปท่ีนิยมใช้หาปริมาณไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์  ได้แก่ ฟลูออโรเมทรี
(Fluorometry) เทคนิคทางเคมีไฟฟ้า (Electrochemistry) เคมิลูมิเนสเซนต ์(Chemiluminescence) และ
เทคนิคทางโครมาโตรกราฟี ในปี ค.ศ. 2009 Yue และคณะ [26] ศึกษาวิธีการวิเคราะห์หาไฮโดรเจน
เปอร์ออกไซด์ ในตวัยาคอสโพวิโดน (Crospovidone) และผลิตภณัฑ์ยา ดว้ยเทคนิคโครมาโตกราฟฟี
ของเหลวสมรรถนะสูง ท าการเตรียมตวัอย่างโดยการสกดัโดยใช้น ้ าเป็นตวัท าละลาย จากนั้นน า
ตวัอยา่งท่ีไดไ้ปวเิคราะห์ดว้ยเคร่ืองโครมาโตกราฟฟีของเหลวสมรรถนะสูง โดยใชส้ภาวะการทดลอง
คือ คอลมัน์เป็น C18 เฟสเคล่ือนท่ีท่ีใช้คือแอมโมเนียมอะซิเตต อตัราการไหล 1 ml/min ผลการ
ทดลองพบว่าวิธีน้ีสามารถตรวจวิเคราะห์ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ในช่วงความเขม้ขน้ 0.6-90 µg/g 
และมีขีดจ ากดัในการตรวจวดัท่ี 0.2 µg/ml 
 ต่อมาในปี ค.ศ. 2007 Chen และคณะ [27] ได้วิเคราะห์หาปริมาณไฮโดรเจน        
เปอร์ออกไซด์ในตวัอย่างน ้ าฝน ดว้ยวิธี Fluorescent quenching ซ่ึงจะอาศยัการเกิดปฏิกิริยาระหว่าง
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์กบั 3,3’-diethyloxadicarbocyanine iodide (DI) ผลท่ีเกิดข้ึนคือความเขม้แสง
ของ 3,3’-diethyloxadicarbocyanine iodide จะลดลงตามความเขม้ขน้ของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ท่ี
เพิ่มข้ึน ตรวจวดัค่าความเขม้แสงท่ีความยาวคล่ืนคายพลงังาน (Emission wavelength) ท่ี 604 nm   
และค่าความเขม้แสงท่ีความยาวคล่ืนกระตุน้ (Excitation wavelength) ท่ี 5701nm ตวัอย่างท่ีน ามา
วิเคราะห์จะเก็บในช่วงเวลาท่ีแตกต่างกนัและตอ้งน ามากรองก่อนน าไปวิเคราะห์ จากผลการทดลอง
พบวา่วิธีน้ีสามารถตรวจวดัไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ไดใ้นช่วงความเขม้ขน้ 5.0×10-7 ถึง 9.0×10-4 M 
นอกจากน้ีในปี ค.ศ. 2007 Hu และคณะ [28] ไดว้ิเคราะห์หาไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ในบุหร่ี ดว้ย
วิธีเคมิลูมิเนสเซนต์ (Chemiluminescence) พบว่าวิธีน้ีสามารถตรวจวดัไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ท่ี
ความเขม้ขน้ต ่าสุดคือ 4.1×10-11 M 
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 จากวิธีวิเคราะห์หาไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ท่ีไดก้ล่าวมาขา้งตน้จะพบวา่มีขอ้จ ากดั
คือ ผูว้ิเคราะห์ตอ้งมีความเช่ียวชาญในการใช้เคร่ืองมือเน่ืองจากเป็นเคร่ืองมือขั้นสูง เคร่ืองมือมีราคา
แพง ตอ้งเตรียมตวัอยา่งก่อนการทดลอง ใชเ้วลาในการวิเคราะห์นาน และตอ้งส่งตวัอยา่งไปวิเคราะห์  
ในหอ้งปฏิบติัการเท่านั้น 
 นอกจากน้ีการใช้ชุดทดสอบแบบกระดาษเป็นอีกวิธีหน่ึงท่ีสามารถวิเคราะห์หา
ไฮโดรเจอเปอร์ออกไซด์ได้โดยอาศยัหลักการการเกิดปฏิกิริยาทางเคมีท าให้เกิดสี จากนั้นน าสีท่ี
เกิดข้ึนไปเปรียบเทียบกับแถบสีมาตรฐาน แต่วิธีน้ีมีข้อเสียคือ จะให้ผลท่ีแสดงช่วงความเข้มข้น
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์เท่านั้น ไม่สามารถบอกปริมาณไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ในตวัอย่างได ้   
และไม่สามารถตรวจวดัไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดท่ี์มีความเขม้ขน้ต ่าๆ ได ้ 
 ดังนั้ นในงานวิจัย น้ี จึงสนใจท่ีจะพัฒนาวิ ธีวิ เคราะห์หาปริมาณไฮโดรเจน             
เปอร์ออกไซด์ท่ีตกคา้งในนมโดยใช้เทคนิคคะตะไลติกไบโอเซนเซอร์ ท่ีมีความจ าเพาะเจาะจงต่อ
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ไม่มีขั้นตอนในการเตรียมตวัอย่าง และสามารถระบุความเขม้ขน้ของ
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดใ์นเชิงปริมาณได ้
 

2.4  ไบโอเซนเซอร์ (Biosensor) 

 ไบโอเซนเซอร์หรือเรียกอีกอย่างว่า ตวัตรวจวดัชีวภาพ เป็นอุปกรณ์ตรวจวดัทางชีวภาพ
ชนิดหน่ึงท่ีนกัวิทยาศาสตร์ไดพ้ฒันาข้ึนเพื่อใช้ในการตรวจวิเคราะห์สารต่างๆ อย่างจ าเพาะเจาะจง 
โดยอาศัยหลักการท างานของการเกิดปฏิกิริยาของส่ิงมีชีวิต (Biologocal) ไบโอเซนเซอร์มี
องคป์ระกอบหลกัอยู ่2 ส่วนคือ วสัดุชีวภาพ (Biological element) และตวัแปลงสัญญาณ (Transducer) 
ดงัรูปท่ี 2.3 โดยท่ีวสัดุชีวภาพจะสามารถจบักบัสารท่ีตอ้งการวิเคราะห์ (Analyte) อยา่งเฉพาะเจาะจง 
ตวัอย่างสารชีวภาพ ไดแ้ก่ เอนไซม์ กรดนิวคลีอิก แอนติบอดี เป็นตน้ วสัดุชีวภาพจะท าปฏิกิริยากบั
สารท่ีต้องการวิเคราะห์อย่างจ าเพาะเจาะจง ท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงข้ึน เช่น ความร้อน แสง สี 
อิเล็กตรอน มวล เป็นตน้ จากนั้นการเปล่ียนแปลงท่ีเกิดข้ึนน้ีจะถูกเปล่ียนไปเป็นสัญญาณต่างๆ แลว้
ตรวจวดัสัญญาณท่ีเกิดข้ึนด้วยตวัตรวจวดัท่ีเหมาะสม สัญญาณท่ีได้จะมีความสัมพนัธ์กับสารท่ี
ตอ้งการวิเคราะห์ การแบ่งประเภทของไบโอเซนเซอร์ตามวสัดุชีวภาพท่ีใช ้แบ่งออกเป็น 2 ประเภท 
คือ แอฟฟินิตีไบโอเซนเซอร์ (Affinity biosensor) กบัคะตะไลติกไบโอเซนเซอร์ (Catalytic biosensor) 
[29]  
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รูปที ่2.3  หลกัการท างานของไบโอเซนเซอร์ ท่ีมาของรูปดดัแปลงมาจาก [29] 
 
 2.4.1  แอฟฟินิตีไบโอเซนเซอร์  
 เป็นวธีิท่ีอาศยัหลกัการจบักนัอยา่งจ าเพาะเจาะจงของคู่แอฟฟินิตี เช่น การจบักนัของ
ดีเอน็เอกบัดีเอน็เอ หรือการจบักนัของแอนติเจนกบัแอนติบอดี ซ่ึงเป็นการจบักนัแบบแม่กุญแจกบัลูก
กุญแจ (Lock and Key)1ผลของการจบักนัจะท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงของสมบติัทางกายภาพ       
แลว้ตรวจวดัการเปล่ียนแปลงท่ีเกิดข้ึนดว้ยตวัตรวจวดัท่ีเหมาะสม 
 2.4.1.1  อิมมูโนเซนเซอร์ (Immunosensor) 
 เป็นแอฟฟินิตีไบโอเซนเซอร์ประเภทหน่ึงท่ีอาศยัการจบักนัของคู่แอฟฟินิตี
ระหวา่งแอนติบอดีกบัแอนติเจนอยา่งจ าเพาะเจาะจง เช่น แอนติเจนเพนนิซิลีนจีจะจบักบัแอนติบอดี
ของเพนนิซิลีนจี เป็นตน้  
 แอนติบอดี  (Antibody;1Ab) เ รียกอีกอย่า งหน่ึงว่า  อิมมูโนโกลบู ลิน 
(Immunoglobulin;1Ig) เป็นสารท่ีร่างกายสร้างข้ึนหลังจากมีส่ิงแปลกปลอมท่ีเรียกว่า แอนติเจน 
(Antigen) เขา้สู่ร่างกาย แอนติบอดีเป็นโปรตีนชนิดหน่ึงท่ีมีน ้ าตาลเป็นองค์ประกอบ สร้างจาก  
plasma cell ชนิดของแอนติบอดีจะแบ่งออกเป็น 5 ชนิด คือ IgA  IgD  IgE  IgG และ IgM ซ่ึงแต่ละ
ชนิดจะมีลกัษณะการเคล่ือนท่ี การเรียงตวัของกรดอะมิโน และมีน ้ าหนกัโมเลกุลท่ีแตกต่างกนั ส่วน
ใหญ่เทคนิคอิมมูโนเซนเซอร์นิยมใชแ้อนติบอดีประเภท IgG [30] 
 แอนติบอดีจะมีรูปร่างคลา้ยตวัวาย (Y shape) (ดงัรูปท่ี 2.4) จะประกอบดว้ย
สายพอลีเปปไทด์ทั้งหมด 4 สาย ประกอบดว้ย สายพอลีเปปไทด์สายหนกั (Heavy chain) 2 สาย และ
สายพอลีเปปไทด์สายเบา (Light chain หรือ L chain) 2 สาย แต่ละสายเช่ือมกนัดว้ยพนัธะไดซลัไฟล ์
(disulfide bond) บริเวณท่ีใชจ้บักบัแอนติเจนจะเรียกวา่ Variable region ส่วนบริเวณท่ีบ่งบอกถึงชนิด
ของแอนติบอดีจะเรียกวา่ Constant region 
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รูปที ่2.4  โครงสร้างของแอนติบอดี ท่ีมาของรูปดดัแปลงมาจาก [31] 
 
 แอนติเจน (Antigen;1Ag)1เป็นส่ิงแปลกปลอมท่ีร่างกายไม่ต้องการเม่ือ
แอนติเจนเขา้สู่ร่างกายแลว้จะกระตุน้ใหร่้างกายสร้างแอนติบอดีข้ึนมาเพื่อท าปฏิกิริยาอยา่งจ าเพาะกบั
แอนติเจนนั้นๆ หรืออาจกล่าวได้ว่าแอนติเจนเป็นสารท่ีกระตุ้นให้ร่างกายเกิดการตอบสนองทาง
ภูมิคุม้กนัอย่างจ าเพาะเจาะจง  แหล่งของแอนติเจนได้แก่ องค์ประกอบของจุลินทรีย ์เช่น สารพิษ  
แฟกเจลลา ผนงัเซลล ์รวมถึงอนุภาคของไวรัสอีกดว้ย 
 การจบักบัของแอนติเจนและแอนติบอดี แอนติเจนและแอนติบอดีจะจบักนั
อยา่งจ าเพาะเจาะจงดว้ยแรงอ่อนๆ ไม่ใช่พนัธะโควาเลนต ์(Non-covalent) ไดแ้ก่ 
  (1) แรงวนัเดอร์วาลส์ (Van der Waals force) เป็นแรงดึงดูดระหว่าง
โมเลกุลท่ีอยูใ่กลเ้คียงกนัซ่ึงถือวา่เป็นแรงยดึเหน่ียวระหวา่งโมเลกุลแบบอ่อน แบ่งออกเป็น 3 ประเภท
คือ แรงลอนดอน (London force) แรงเหน่ียวน า (Dipole-Induced dipole force) และแรงดึงดูดระหวา่ง
ขั้ว (Dipole-dipole force) 
  (2) แรงจากประจุไฟฟ้า (Electrostatic force) เป็นแรงท่ีเกิดจากการจบักนั
ระหวา่งโมเลกุลท่ีมีประจุท่ีแตกต่างกนั 
  (3) แรงจากพนัธะไฮโดรเจน (Hydrogen bond) เป็นแรงท่ีเกิดจากการจบั
กนัระหวา่งไฮโดรเจนกบัธาตุท่ีมีค่าอิเล็กโตรเนกาติวตีิสูงๆ 
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 หลกัการของเทคนิคอิมมูโนเซนเซอร์คือ ถา้ตอ้งการวิเคราะห์หาแอนติเจน 
จะท าการตรึงแอนติบอดีไวบ้นตวัตรวจวดั จะเกิดการจบักนัอย่างจ าเพาะเจาะจงของแอนติเจนและ
แอนติบอดี เม่ือแอนติบอดีจบักบัแอนติเจนท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงของสมบติัทางกายภาพหรือทาง
เคมี แลว้ตรวจวดัการเปล่ียนแปลงท่ีเกิดข้ึนดว้ยตวัตรวจวดัท่ีเหมาะสม [31] (ดงัรูปท่ี 2.5) 
 

 
 
รูปที ่2.5  หลกัการจบักนัของแอนติเจนและแอนติบอดีในเทคนิคอิมมูโนเซนเซอร์ ท่ีมาของรูปภาพ

ดดัแปลงมาจาก [29] 
 
 2.4.1.2  ประเภทของอิมมูโนเซนเซอร์ [31] 
 (1)  อิมมูโนเซนเซอร์แบบตรง (Direct immunosensor) 
 เป็นวธีิท่ีใชใ้นการวเิคราะห์หาแอนติเจนท่ีมีอยูใ่นตวัอยา่ง โดยอาศยัการ
จบักันโดยตรงระหว่างแอนติเจนกับแอนติบอดีโดยตรง (ดังรูปท่ี 2.6) ผลท่ีได้จากการจบักนัของ
แอนติบอดีกับแอนติเจน จะท าให้สมบัติทางกายภาพ เช่น มวลเปล่ียนไป แล้วตรวจวดัความ
เปล่ียนแปลงท่ีเกิดข้ึนดว้ยตวัตรวจวดัท่ีเหมาะสม ขอ้ดีของอิมมูโนเซนเซอร์แบบตรงคือ เป็นวิธีท่ีง่าย
และมีขั้นตอนท่ีไม่ซบัซ้อน [32] แต่วิธีน้ีมีขอ้จ ากดัคือ ตอ้งใชต้วัตรวจวดัท่ีมีความไววิเคราะห์สูงมาก
และสารท่ีน ามาวเิคราะห์ตอ้งมีน ้าหนกัโมเลกุลสูง จึงจะเห็นการเปล่ียนแปลงท่ีเกิดข้ึนชดัเจน  
 

 
 

รูปที ่2.6  หลกัการของอิมมูโนเซนเซอร์แบบตรง 
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  (2)  อิมมูโนเซนเซอร์แบบแซนวชิ (Sandwich immunosensor) 
 เป็นวิธีทางอ้อมท่ีใช้ในการตรวจหาแอนติเจนในตัวอย่างโดยตรึง
แอนติบอดีตวัท่ีหน่ึง (Primary antibody) ไวบ้นตวัตรวจวดัเพื่อจบักบัแอนติเจนท่ีตอ้งการวิเคราะห์ 
แลว้เติมแอนติบอดีตวัท่ีสอง (Secondary antibody) ท่ีติดฉลากดว้ยสารติดฉลาก เช่น เอนไซม ์อนุภาค
นาโนทอง เป็นตน้ แอนติบอดีตวัท่ีสองน้ีจะเขา้จบักบัปลายขา้งหน่ึงของแอนติเจน (ดงัรูปท่ี 2.7) 
จากนั้นติดตามผลของการจบักนัจากสารติดฉลากท่ีติดอยูก่บัแอนติบอดีตวัท่ีสอง สัญญาณท่ีไดจ้ะแปร
ผนัตรงกบัปริมาณของสารท่ีตอ้งการวิเคราะห์ ขอ้ดีของวิธีน้ีคือ มีความจ าเพาะเจาะจงและให้ความไว
วเิคราะห์สูง [31] แต่วธีิน้ียงัมีขอ้จ ากดัคือ มีขั้นตอนในการวเิคราะห์หลายขั้นตอนและใชส้ารเคมีมาก 
 

 
 

รูปที ่2.7  หลกัการของอิมมูโนเซนเซอร์แบบแซนวชิ 
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 (3)  อิมมูโนเซนเซอร์แบบแข่งขนั (Competitive immunosensor) 
 เป็นวิธีท่ีอาศยัการแข่งขนักนัเขา้จบักนัระหวา่งแอนติบอดีท่ีติดฉลากดว้ยสาร
ติดฉลากกบัแอนติเจนท่ีตอ้งการวิเคราะห์และแอนติเจนท่ีถูกตรึงอยูบ่นตวัตรวจวดั ผลท่ีไดจ้ะติดตาม
จากสารติดฉลากท่ีติดอยู่กับแอนติบอดี (ดังรูปท่ี 2.8)1ถ้าในตัวอย่างมีสารท่ีต้องการวิเคราะห์ 
(แอนติเจน)1มาก จะท าให้สามารถจบักบัแอนติบอดีท่ีติดฉลากด้วยสารติดฉลากได้มาก ส่งผลให้
แอนติบอดีท่ีติดฉลากดว้ยสารติดฉลากเหลือนอ้ย แอนติบอดีท่ีติดฉลากดว้ยสารติดฉลากท่ีเหลือจะไป
จบักบัแอนติเจนท่ีถูกตรึงอยูบ่นตวัตรวจวดั ท าใหไ้ดส้ัญญาณนอ้ย ดงันั้นถา้ในตวัอยา่งมีแอนติเจนมาก
สัญญาณท่ีไดจ้ะน้อย1ขอ้ดีของเทคนิคอิมมูโนเซนเซอร์แบบแข่งขนัคือ สามารถตรวจวิเคราะห์สาร
ตวัอยา่งท่ีมีมวลโมเลกุลต ่าๆ ได ้[31] 
 

 
 

รูปที ่2.8  หลกัการของอิมมูโนเซนเซอร์แบบแข่งขนั 
 
 2.4.1.3  การวเิคราะห์หาเพนนิซิลีนจีโดยใชเ้ทคนิคอิมมูโนเซนเซอร์แบบแข่งขนั 
 ได้มีงานวิจยัท่ีใช้เทคนิคอิมมูโนเซนเซอร์แบบแข่งขนัในการหาปริมาณ   
เพนนิซิลีนจี เช่น ในปี ค.ศ. 2014 Merola และคณะ [33] ไดพ้ฒันาวิเคราะห์หาปริมาณเพนนิซิลีนจี 
และยาปฏิชีวะนะในกลุ่มเบต้าแลกแทมชนิดอ่ืนๆ ในตัวอย่างน ้ าเสียจากแม่น ้ า โดยใช้เทคนิค         
แอมเพอร์โรเมตริกอิมมูโนเซนเซอร์ งานวจิยัน้ีอาศยัหลกัการของเทคนิคอิมมูโนเซนเซอร์แบบแข่งขนั 
ซ่ึงได้ท าการทดลอง 21แบบ1โดยแบบท่ี 1 (ดังรูปท่ี 2.9)1จะตรึงแอนติบอดีของเพนนิซิลีนจีบน         
เมมเบรน แลว้เติมเพนนิซิลีนจีและเพนนิซิลีนจีท่ีติดฉลากดว้ยอะวดิิน-ไบโอติน เปอร์ออกซิเดสจะเกิด
การจบักนัอยา่งแข่งขนัระหวา่งเพนนิซิลีนจีและเพนนิซิลีนจีท่ีติกฉลากกบัแอนติบอดีของเพนนิซิลีนจี
ท่ีตรึงบนเมมเบรน จากนั้นจะเติมไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดล์งไป ท าการตรวจวดัสัญญาณท่ีเกิดข้ึนโดย
ใช้ขั้วไฟฟ้าแอมเพอร์โรเมทริกท่ีใช้ส าหรับวิเคราะห์หาไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์  สัญญาณท่ีได้จะ
ติดตามจากไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดท่ี์ใชไ้ป และแบบท่ี 2 (ดงัรูปท่ี 2.10) ตรึงเพนนิซิลีนจีบนเมมเบรน 
แลว้เพนนิซิลีนจีกบัแอนติบอดีของเพนนิซิลีนจีท่ีติดฉลากดว้ยอะวิดิน-ไบโอติน เปอร์ออกซิเดส ขั้น
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ต่อไปเติมไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ลงไป ท าการตรวจวดัการสัญญาณท่ีเกิดข้ึนโดยใช้ขั้วไฟฟ้า      
แอมเพอร์โรเมทริกท่ีใช้ส าหรับวิเคราะห์หาไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ สัญญาณท่ีไดจ้ะแปรผกผนักบั
ปริมาณเพนนิซิลีนจีในตวัอยา่ง จากผลท่ีไดพ้บวา่มีขีดจ ากดัในการตรวจวดัเพนนิซิลีนจีเท่ากบั 10-10 M 
และเป็นวธีิท่ีง่าย มีความจ าเพาะเจาะจงสูง 
 

 
 
รูปที ่2.9  อิมมูโนเซนเซอร์แบบแข่งขนัเพื่อวเิคราะห์หาปริมาณเพนนิซิลีนจี [33] 
 

 
 

รูปที ่2.10  อิมมูโนเซนเซอร์แบบแข่งขนัเพื่อวเิคราะห์หาปริมาณเพนนิซิลีนจี [33] 
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 2.4.2  คะตะไลติกไบโอเซนเซอร์ 
 คะตะไลติก มีท่ีมาจากค าว่า คะตะลิส (Catalyst)1มีความหมายว่าตวัเร่งปฏิกิริยา 
ดงันั้น คะตะไลติกไบโอเซนเซอร์จึงเป็นวิธีท่ีใชเ้อนไซมเ์ป็นวสัดุชีภาพ เอนไซมเ์ป็นสารท่ีมีโมเลกุล
ใหญ่ มีโปรตีนเป็นองคป์ระกอบหลกั เอนไซมจ์ะท าหนา้ท่ีเป็นตวัเร่งปฏิกิริยาเคมีต่างๆ ของส่ิงมีชีวิต 
มีบริเวณท่ีเรียกว่า บริเวณเร่ง (Active1site)1ท่ีมีลักษณะจ าเพาะเจาะจงกับสับสเตรท (Substrate) 
เหมือนกบัลกัษณะของแม่กุญแจ (เอนไซม)์ กบัลูกกุญแจ (สับสเตรท) เม่ือเสร็จส้ินปฏิกิริยาเอนไซมจ์ะ
กลบัมาอยูใ่นสภาพเดิม และตรวจวดัผลิตภณัฑท่ี์เกิดข้ึนดว้ยตวัตรวจวดัท่ีเหมาะสม [34] ดงัรูปท่ี 2.11  
  

 
 
รูปที ่2.11  หลกัการของคะตะไลติกไบโอเซนเซอร์ 
 
 2.4.2.1  การตรวจวดัไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์โดยใชเ้ทคนิคคะตะไลติก
ไบโอเซนเซอร์ 
 มีงานวิจัย ท่ีอาศัย เทคนิคคะตะไลติกไบโอเซนเซอร์ในการตรวจวัด
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ เช่น ในปี ค.ศ. 2003 Xu และคณะ [35] ท าการตรวจวดัไฮโดรเจนเปอร์-
ออกไซด์ โดยใช้เทคนิคทางเคมีไฟฟ้าเป็นตวัตรวจวดั โดยจะตรึงฮอสราดิซเปอร์ออกซิเดสไวบ้น
ขั้วไฟฟ้าคาร์บอนสกรีนปร้ิน (Screen-printed carbon) ซ่ึงใชเ้ป็นขั้วไฟฟ้าท างาน ขั้วไฟฟ้าคาโลเมล   
เป็นขั้ วไฟฟ้าอ้างอิง และขั้ วไฟฟ้าแพลตตินัมเป็นขั้ วไฟฟ้าช่วย ท าการตรวจวดัหาไฮโดรเจน         
เปอร์ออกไซดโ์ดยใช้ไซคลิกโวลแทมเมตรี ให้ศกัยไ์ฟฟ้าท่ีอตัราการสแกน 50 mV/s สัญญาณท่ีไดจ้ะ
เพิ่มข้ึนตามความเข้มข้นของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ จากผลการทดลองพบว่าสามารถตรวจวดั
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ไดใ้นช่วงความเขม้ขน้ 0.8 µM ถึง 1.0 mM และมีขีดจ ากดัในการตรวจวดัท่ี 
0.4 µM และในปี ค.ศ. 2005 Sun และคณะ [36] ไดว้ิเคราะห์หาปริมาณไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ดว้ย

https://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%8B%E0%B8%B1%E0%B8%9A%E0%B8%AA%E0%B9%80%E0%B8%95%E0%B8%A3%E0%B8%95_(%E0%B8%8A%E0%B8%B5%E0%B8%A7%E0%B9%80%E0%B8%84%E0%B8%A1%E0%B8%B5)&action=edit&redlink=1
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เทคนิคทางเคมีไฟฟ้า ในงานวิจยัน้ีจะอาศยัการเกิดปฏิกิริยาระหว่างไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์และ    
โอ-ไดอะซินิดีนโดยมีฮีโมโกลบิน (Hemoglobin)1เป็นตวัเร่งปฏิกิริยา ในการตรวจวดัไฮโดรเจน   
เปอร์ออกไซด์จะให้ศกัยฟ้์าเร่ิมตน้ท่ี -0.40 V อตัราการสแกนท่ี 1000 mV/s จากผลการทดลองพบวา่ 
ช่วงความเป็นเส้นตรงของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ท่ีไดเ้ท่ากบั 2.0×10-7 ถึง 1.0×10-4 mol/l และมี
ขีดจ ากดัในการตรวจวดัเท่ากบั 5.0×10-8 mol/l 
 ต่อมาในปี ค.ศ. 2005 Fernandes และคณะ [37] ท าการวิเคราะห์หไฮโดรเจน
เปอร์ออกไซด์ในตวัอยา่งของเหลวโดยอาศยัระบบโฟลว ์(Flow system) ดว้ยเทคนิคสเปกโตรโฟโต-
เมตริกไบโอเซนเซอร์ ท าการตรึงฮอสราดิซเปอร์ออกซิเดสบนพอลีอะนิลีน ในการวิเคราะห์นั้นจะใช้
อตัราการไหลท่ี 3.0 ml/min และใช้ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ปริมาตร 100 µl เม่ือฉีดสารเขา้ไปใน
ระบบแลว้จะตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 420 nm จากผลท่ีไดพ้บวา่วิธีน้ีสามารถหา
ปริมาณไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดใ์นช่วงความเขม้ขน้ 55 ถึง 2730 nmol/l จากผลการทดลองท่ีไดพ้บวา่
ไดค้่าร้อยละของส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน (% RSD) อยูใ่นช่วง 0.3 ถึง 2.3 %          
 
 



บทที ่3 
วธีิด ำเนินกำรวจิยั 

 

3.1  กำรวเิครำะห์หำปริมำณเพนนิซิลนีจี โดยใช้เทคนิคอมิมูโนเซนเซอร์แบบแข่งขนั 
 3.1.1  สารเคมี 
 3.1.1.1  แอนติ-เพนนิซิลีนจี ชนิดโพลีโคนอล แอนติบอดี (anti-Penicillin G,  
Polyclonal Antibody Type, Bioss Antibodies, USA) 
 3.1.1.2  เพนนิซิลีนจี (Penicillin G, US Biological, United State) 
 3.1.1.3  3,3’,5,5’-เตตระเมทิลเบนซิดีน (3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine, Sigma-
Aldrich, USA) 
 3.1.1.4  ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์(Hydrogen peroxide, Sigma-Aldrich, USA) 
 3.1.1.5  ไบโอติน 3-ซลัโฟ-เอ็น-ไฮดรอกซิซกัซินิไมด ์เอสเทอร์ โซเดียม ซอลต ์
(Biotin 3-sulfo-N-hydroxxysuccinimide ester sodium salt, Sigma-Aldrich, USA) 
 3.1.1.6  1-[3-(ไดเมทิลอะมิโน)โพรพิล]-3-เอทิลคาร์โบไดไมล ์เมไทโอไดล์           
(1-[3-(Dimethylamino)propyl]-3-ethylcarbodiimide methiodide, Sigma-Aldrich, USA) 
 3.1.1.7  สเตร็ปตาวดิิน-เปอร์ออกซิเดส (Streptavidin-peroxidase, Sigma-Aldrich, 
USA) 
 3.1.1.8  โบวนีซีร่ัมอลับูมิน (Bovine Serum albumin; BSA, Sigma-Aldrich, USA) 
 3.1.1.9  โซเดียมไฮดรอกไซด ์(Sodium hydroxide, Ajex Finechem, Germany) 
 3.1.1.10  โซเดียมไฮโดรเจนคาร์บอเนต (Sodium hydrogen carbonate, Ajex 
Finechem, New Zealand) 
 3.1.1.11  ไดโซเดียมคาร์บอเนต (Di-sodium carbonate, Ajex Finechem,               
New Zealand) 
 3.1.1.12  โซเดียมไดไฮโดรเจนออร์โทฟอสเฟต (Sodium di-hydrogen 
orthophosphase, Ajex Finechem, New Zealand) 
 3.1.1.13  ไดโซเดียมไฮโดรเจนออร์โทฟอสเฟต (Di-sodium hydrogen 
orthophosphase, Ajex Finechem, New Zealand) 
 3.1.1.14  กรดซลัฟิวริก (Sulfuric acid, RCI Labscan Ltd., Thailand) 
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 3.1.1.15  โพลีออกซีเอทิลลีนซอบิแทน โมโนเลท (Polyoxyethylenesorbitan 
monoleate, Sigma-Aldrich, USA) 

 3.1.1.16  สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ความเขม้ขน้ 0.1 M พีเอช 7.40   
  สารละลาย A1: ชั่งโซเดียมไดไฮโดรเจนออร์โทฟอสเฟต 15.601/g ปรับ
ปริมาตรเป็น 500 ml ดว้ยน ้ากลัน่ 
 สารละลาย B1: ชัง่ไดโซเดียมไฮโดรเจนออร์โทฟอสเฟต 28.392/g ปรับ
ปริมาตรเป็น 1,000 ml ดว้ยน ้ากลัน่ 
   ผสมสารละลาย A ปริมาตร 95 ml ลงในสารละลาย B ปริมาตร 405 ml 
ปรับปริมาตรเป็น 1,000 ml ดว้ยน ้ากลัน่ และปรับพีเอชใหไ้ด ้7.40 
 3.1.1.17  สารละลายคาร์บอเนตบฟัเฟอร์ความเขม้ขน้ 0.1 M พีเอช 9.60  
  ผสมโซเดียมไฮโดรเจนคาร์บอเนต 0.2831g กับไดโซเดียมคาร์บอเนต  
0.159 g ละลายและปรับปริมาตรเป็น 100 ml ดว้ยน ้ ากลัน่ ปรับพีเอชเป็น 9.60 ดว้ย 0.1 M โซเดียม 
ไฮดรอกไซด ์
 3.1.1.18  เมมเบรนไดอะไลซิส (Seamless cellulose tubing, size 20/32, lot: 
009001,Viskase Sales Corp, USA) 
 3.1.1.19  ชุดทดสอบยาปฏิชีวนะตกคา้งในนม ผลิตภณัฑ์นมและเน้ือสัตว ์           
(หา้งหุน้ส่วนจ ากดั โรจนารักษเ์ภสัช) 
 3.1.1.20  ตวัอยา่งน ้านมดิบ 
 3.1.1.21  ตวัอยา่งนมพาสเจอร์ไรซ์ 
 3.1.1.22  ตวัอยา่งนมผง 
 3.1.2  เคร่ืองมือและอุปกรณ์ 
 3.1.2.1  ไมโครเพลท (Micro plate, TPP Techno Plastic Products AG, Switzerland) 
 3.1.2.2  เขยา่รุ่น VORTEX-GENIE 2 (Scientific Industries, USA) 
 3.1.2.3  ไมโครปิเปต ขนาด 100 200 และ 1000 µl (BRAND, Germany) 
 3.1.2.4  เคร่ืองกวนแม่เหล็กพร้อม Magnetic Bar ขนาด 10 เซนติเมตร                  
(IKA RH basic 1, Canada) 
 3.1.2.5  เคร่ืองมือวดัความเป็นกรดด่าง (pH meter) รุ่น Model UB-10               
(DENVER INSTRUMENT, UK) 
 3.1.2.6  เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าทศนิยมส่ีต าแหน่ง รุ่น AZ Series (SARTORIUS, USA) 
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 3.1.2.7  เคร่ืองยวูี-วสิิเบิล สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ (UV-visible/Spectrophotometer)  
รุ่น UV-1601 (SHIMATSU, Japan) 

3.1.3  การทดลอง 
 3.1.3.1  การเตรียมเพนนิซิลีนจีติดฉลากดว้ยโบวนีซีร่ัมอลับูมิน (ดงัรูป 3.1) 
 ขั้นแรกท าการผสมสารละลายเพนนิซิลีนจีกับสารละลายโบวีนซีร่ัม         
อลับูมิน โดยชัง่เพนนิซิลีนจี 25 mg ละลายใน 10 mM ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ พีเอช 7.40 ปริมาตร 5 ml 
ผสมกบัสารละลายโบวีนซีร่ัมอลับูมิน โดยชัง่โบวีนซีร่ัมอลับูมิน 10 mg ละลายใน 10 mM ฟอสเฟต
บฟัเฟอร์ พีเอช 7.40 ปริมาตร 51ml จากนั้นเติมสารละลาย/1-[3-(ไดเมทิลอะมิโน)โพรพิล]-3-เอทิล  
คาร์โบไดไมล์ เมไทโอไดล์ ปริมาตร 2/ml คนอย่างต่อเน่ืองท่ีอุณหภูมิ 4/oC เป็นเวลา 241ชัว่โมง 
หลงัจากนั้นน าสารละลายผสมท่ีได้ไปไดอะไลซิส (Dialysis) ด้วยสารละลาย 101mM1ฟอสเฟต
บฟัเฟอร์ พีเอช 7.40 คนอยา่งต่อเน่ืองท่ีอุณหภูมิ 4 oC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เก็บสารละลายดงักล่าวไวท่ี้
อุณหภูมิ 4 oC เพื่อใช้ในการท าการทดลองในขั้นต่อไป ซ่ึงเพนนิซิลีนจีสามารถเช่ือมกบัโบวีนซีร่ัม
อลับูมินได้ด้วยพนัธะโควาเลนต์ โดยใช้ 1-[3-(ไดเมทิลอะมิโน)โพรพิล]-3-เอทิล คาร์โบไดไมล์         
เมไทโอไดล ์เป็นสารเช่ือมไขว ้
 

 
 
รูปที ่3.1  การติดฉลากแอนติเจนเพนนิซิลีนจีดว้ยโบวนีซีร่ัมอลับูมิน 
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 3.1.3.2  การเตรียมแอนติบอดีของเพนนิซิลีนจีท่ีติดฉลากดว้ยไบโอติน (ดงัรูปท่ี 3.2) 
 ผสมแอนติบอดีของเพนนิซิลีนจีความเขม้ขน้ 1 µg/µl ปริมาตร 100 µl และ
สารละลายไบโอติน ความเข้มข้น 10 mM1ปริมาตร 100 µl คนอย่างต่อเน่ืองเป็นเวลา 30 นาที             
ท่ีอุณหภูมิห้อง ในขั้นน้ีจะได้แอนติบอดีของเพนนิซิลีนจีท่ีติดฉลากด้วยไบโอติน เก็บสารละลาย
ดงักล่าวไวท่ี้อุณหภูมิ 4 oC ก่อนท าการทดลองในขั้นต่อไป 
 
 

  
รูปที ่3.2  การติดฉลากแอนติบอดีของเพนนิซิลีนจีดว้ยไบโอติน 
 
 3.1.3.3  วธีิการวเิคราะห์หาปริมาณเพนนิซิลีนจี (ดงัรูปท่ี 3.3) 
 ขั้นท่ี 1 เติมเพนนิซิลีนจีท่ีติดฉลากดว้ยโบวีนซีร่ัมอลับูมินลงในไมโครเพลท 
(ดงัรูปท่ี 3.3 (ก)) โดยปิเปตสารละลายเพนนิซิลีนจีท่ีติดฉลากดว้ยโบวีนซีร่ัมอลับูมิน ปริมาตร 30 µl 
ลงในไมโครเพลทท่ีมีสารละลาย 0.1 M คาร์บอเนตบฟัเฟอร์ พีเอช 9.60 ปริมาตร 100 µl ตั้งทิ้งไวท่ี้
อุณหภูมิ 4 oC เป็นเวลา 12 ชัว่โมง จากนั้นลา้งดว้ยสารละลาย 0.1 M ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ พีเอช 7.40 ท่ีมี 
1 % (w/v) โบวีนซีร่ัมอลับูมิน จ านวน 5 คร้ัง แลว้เติมสารละลาย 0.1 M ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ พีเอช 7.40 
ท่ีมี 5 % (w/v) โบวีนซีร่ัมอลับูมิน (Blocking buffer) ปริมาตร 30 µl ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิ 4 oC เป็นเวลา 
1 ชัว่โมง ลา้งดว้ยสารละลาย 0.1 M ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ พีเอช 7.40 ท่ีมี 1 % (w/v) โบวีนซีร่ัมอลับูมิน 
จ านวน 5 คร้ัง 
 ขั้นท่ี 2 ผสมสารละลายเพนนิซิลีนจีท่ีตอ้งการวิเคราะห์และแอนติบอดีของ
เพนนิซิลีนจีท่ีติดฉลากด้วยไบโอติน (ดงัรูปท่ี 3.3/(ข)) โดยปิเปตสารละลายเพนนิซิลีนจี ปริมาตร     
30 µl และสารละลายแอนติบอดีของเพนนิซิลีนจีท่ีติดฉลากดว้ยไบโอติน ความเขม้ขน้ 0.006 µg/µl  
ปริมาตร 30 µl1ลงในทิวป์ ตั้ งทิ้งไว้ท่ี อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 60 นาที จากนั้ นน าไปเติมลงใน               
ไมโครเพลท ทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 60 นาที แลว้ลา้งดว้ยสารละลาย 0.1 M ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 
พีเอช 7.40 ท่ีมี 1 % (w/v) โบวนีซีร่ัมอลับูมิน จ านวน 5 คร้ัง  
 ขั้นท่ี 3 เติมสเตร็ปตาวิดิน-เปอร์ออกซิเดส (ดงัรูปท่ี 3.3/(ค)) ความเขม้ขน้ 
0.0041mg/ml ปริมาตร 30 µl ลงในไมโครเพลทท่ีได้จากขั้นท่ี 2 ตั้ งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้องเป็นเวลา       
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60 นาที แล้วล้างด้วยสารละลาย 0.11M1ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ พีเอช 7.40 ท่ีมี10.051%1(w/v)1โพลี-             
ออกซีเอทิลลีนซอบิแทนโมโนเลต จ านวน 5 คร้ัง  
 ขั้นท่ี 4 (ดงัรูปท่ี 3.3/(ง)) ปิเปตสารละลาย 3,3’,5,5’-เตตระเมทิลเบนซิดีน 
ปริมาตร 50 µl และสารละลาย 0.5 M ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์ปริมาตร 50 µl ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้อง
เป็นเวลา 101นาที1ในขั้นน้ีจะได้สารละลายสีฟ้า1จากนั้ นหยุดปฏิกิริยาด้วยสารละลาย 0.5 M            
กรดซลัฟิวริก ปริมาตร 100 µl จะไดส้ารละลายสีเหลือง น าสารละลายท่ีไดไ้ปวดัค่าการดูดกลืนแสง
ดว้ยเคร่ืองยวู-ีวสิิเบิล สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ ท่ีความยาวคล่ืน 450 nm  
 

  
รูปที ่3.3  ขั้นตอนการวเิคราะห์หาปริมาณเพนนิซิลีนจี โดยอาศยัเทคนิคอิมมูโนเซนเซอร์แบบแข่งขนั 

(ก)/ตรึงเพนนิซิลีนจีท่ี ติดฉลากด้วยโบวีนซีร่ัมอัลบูมินลงในไมโครเพลท (ข) เ ติม            
เพนนิซิลีนจีท่ีตอ้งการวิเคราะห์และแอนติบอดีของเพนนิซิลีนจีท่ีติดฉลากด้วยไบโอติน   
(ค) เติมสเตร็ปตาวดิิน-เปอร์ออกซิเดส (ง) เติม 3,3’,5,5’-เตตระเมทิลเบนซิดีนกบัไฮโดรเจน
เปอร์ออกไซด์ /(จ) เติมกรดซัวฟิวริก และ (ฉ) ตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 
450 nm 
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 3.1.3.4  การหาสภาวะท่ีเหมาะสมของวธีิวเิคราะห์ 
 ในงานวิจยัน้ีมีวตัถุประสงค์เพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมของวิธีการตรวจหา  
เพนนิซิลีนจี โดยอาศยัเทคนิคอิมมูโนเซนเซอร์แบบแข่งขนั ให้สามารถตรวจหาเพนนิซิลีนจีท่ีตกคา้ง
ในนมท่ีมีความเขม้ขน้ต ่าตามท่ีมาตรฐานก าหนด (4 ppb) สภาวะท่ีท าการศึกษา ไดแ้ก่  ศึกษาหาเวลา
ในการตรึงเพนนิซิลีนจีท่ีติดฉลากดว้ยโบวีนซีร่ัมอลับูมินลงในไมโครเพลท  ศึกษาหาความเขม้ขน้
ของแอนติดบอดีของเพนนิซิลีนจีท่ีติดฉลากด้วยไบโอติน  ศึกษาหาเวลาในการจับกันระหว่าง        
เพนนิซิลีนจีและแอนติบอดีของเพนนิซิลีนจีท่ีติดฉลากด้วยไบโอติน  ศึกษาหาความเข้มข้นของ  
สเตร็ปตาวิดิน-เปอร์ออกซิเดส และศึกษาหาพีเอชท่ีเหมาะสมของสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ สรุป
สภาวะท่ีศึกษาไดด้งัตารางท่ี 3.1 
 
ตำรำงที ่3.1  แสดงสภาวะท่ีตอ้งการศึกษาในการวเิคราะห์หาเพนนิซิลีนจี 

สภาวะท่ีศึกษา การทดลอง 

1. ศึกษาเวลาในการตรึงเพนนิซิลีนจีท่ีติดฉลากดว้ย       
โบวนีซีร่ัมอลับูมินลงในไมโครเพลท 

9  12  16  18  และ 24 ชัว่โมง 

2. ศึกษาเวลาในการจบักนัระหวา่งเพนนิซิลีนจีและ
แอนติบอดีของเพนนิซิลีนจีท่ีติดฉลากดว้ยไบโอติน 

0.003  0.006  และ 0.012  µg/µl 

3. ศึกษาเวลาในการจบักนัระหวา่งเพนนิซิลีนจีและ
แอนติบอดีของเพนนิซิลีนจีท่ีติดฉลากดว้ยไบโอติน 

20  40  60  และ  80  นาที 

4. ศึกษาความเขม้ขน้ของสเตร็ปตาวิดิน-เปอร์ออกซิเดส 0.001  0.002  0.004  และ 0.006 mg/ml 

5. ศึกษาพีเอชของสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 6.50  7.00  7.50  และ  8.00 
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 (1)  ศึกษาเวลาในการตรึงเพนนิซิลีนจีท่ีติดฉลากดว้ยโบวีนซีร่ัมอลับูมินลง
ในไมโครเพลท 
 ศึกษาเวลาในการตรึงเพนนิซิลีนจีท่ีติดฉลากดว้ยโบวีนซีร่ัมอลับูมินลง
ในไมโครเพลท ท าการทดลองท่ีเวลา  9  12  16  18  และ 24 ชัว่โมง ท าการตรึงเพนนิซิลีนจีท่ีติดฉลาก
ดว้ยโบวนีซีร่ัมอลับูมินลงในไมโครเพลท โดยปิเปตสารละลายเพนนิซิลีนจีท่ีติดฉลากดว้ยโบวีนซีร่ัม
อลับูมิน ปริมาตร 30 µl ลงในไมโครเพลทท่ีมีสารละลาย 0.11M1คาร์บอเนตบฟัเฟอร์ พีเอช 9.60 
ปริมาตร 1001µl ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิ 4 oC ท่ีเวลาต่างๆ จากนั้นลา้งดว้ยสารละลาย 0.1 M ฟอสเฟต
บฟัเฟอร์ พีเอช 7.40 ท่ีมี/1/%/(w/v) โบวีนซีร่ัมอลับูมิน จ านวน 5 คร้ัง แลว้เติมสารละลาย 0.1 M 
ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ พีเอช 7.40 ท่ีมี 5/%/(w/v) โบวีนซีร่ัมอลับูมิน (Blocking buffer) ปริมาตร 30 µl    
ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิ 4 oC เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ลา้งดว้ยสารละลาย 0.1 M ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ พีเอช 7.40 ท่ี
มี 1/%/(w/v) โบวีนซีร่ัมอลับูมิน จ านวน 5 คร้ัง ขั้นต่อไปเติมสารละลายเพนนิซิลีนจี ความเขม้ขน้    
0.5 ppb/ปริมาตร 30 µl และสารละลายแอนติบอดีของเพนนิซิลีนจีท่ีติดฉลากด้วยไบโอติน ความ
เขม้ขน้ 0.0061µg/µl1ปริมาตร 30 µl1ลงในไมโครเพลท ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 60 นาที 
แล้วล้างด้วยสารละลาย 0.1 M1ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ พีเอช 7.40 ท่ีมี/1/%/(w/v)/โบวีนซีร่ัมอัลบูมิน 
จ านวน 5 คร้ัง จากนั้นเติมสเตร็ปตาวดิิน-เปอร์ออกซิเดส ความเขม้ขน้ 0.004 mg/ml ปริมาตร 30 µl ตั้ง
ทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 60 นาที แลว้ลา้งดว้ยสารละลาย 0.1 M ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ พีเอช 7.40 ท่ี
มี 0.05 % (w/v) โพลีออกซีเอทิลลีนซอบิแทน โมโนเลต จ านวน 5 คร้ัง ต่อมาเติมสารละลาย 3,3’,5,5’-
เตตระเมทิลเบนซิดีน ปริมาตร 50 µl และสารละลาย 0.5 M ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ปริมาตร 50 µl 
ตั้ งทิ้งไว้ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 101นาที ในขั้นน้ีจะได้สารละลายฟ้า แล้วหยุดปฏิกิริยาด้วย
สารละลาย 0.5 M กรดซลัฟิวริก ปริมาตร 100 µl จะไดส้ารละลายสีเหลือง น าสารละลายท่ีไดไ้ปวดัค่า
การดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองยวู-ีวสิิเบิล สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน 450 nm 
  (2)  ศึกษาความเขม้ขน้ของแอนติดบอดีเพนนิซิลีนจีท่ีติดฉลากดว้ยไบโอติน 
 ศึกษาความเข้มข้นของแอนติดบอดี เพนนิซิลีนจีท่ี ติดฉลากด้วย          
ไบโอตินท่ีความเข้มข้นต่างๆ คือ/0.003//0.0061และ 0.012/µg/µl แต่ละความเข้มข้น ท าการตรึง      
เพนนิซิลีนจีท่ีติดฉลากดว้ยโบวีนซีร่ัมอลับูมินลงในไมโครเพลท โดยปิเปตสารละลายเพนนิซิลีนจีท่ี
ติดฉลากดว้ยโบวีนซีร่ัมอลับูมิน ปริมาตร 30 µl ลงในไมโครเพลทท่ีมีสารละลาย 0.1 M คาร์บอเนต
บฟัเฟอร์ พีเอช 9.60/ปริมาตร 100/µl ตั้ งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิ 4 oC/เป็นเวลา 12 ชั่วโมง แล้วล้างด้วย
สารละลาย 0.1 M ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ พีเอช 7.40 ท่ีมี/1/%/(w/v)/โบวีนซีร่ัมอลับูมิน/จ านวน 5 คร้ัง       
แลว้เติมสารละลาย 0.1 M ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ พีเอช 7.40 ท่ีมี 5 % (w/v) โบวีนซีร่ัมอลับูมิน (Blocking 
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buffer) ปริมาตร 30 µl ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิ 4 oC เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ลา้งดว้ยสารละลาย 0.1 M ฟอสเฟต
บัฟเฟอร์ พีเอช 7.40/ท่ีมี/1/%/(w/v)/โบวีนซีร่ัมอัลบูมิน/จ านวน 5 คร้ัง ขั้นต่อไปเติมสารละลาย        
เพนนิซิลีนจี ความเขม้ขน้ 0.5 ppb/ปริมาตร 30 µl และสารละลายแอนติบอดีของเพนนิซิลีนจีท่ีติด
ฉลากดว้ยไบโอตินท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ ปริมาตร 30 µl ลงในไมโครเพลท ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้อง เป็น
เวลา 60 นาที แลว้ลา้งดว้ยสารละลาย 0.1 M ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ พีเอช 7.40 ท่ีมี 1 % (w/v) โบวีนซีร่ัม
อลับูมิน จ านวน 5 คร้ัง จากนั้นเติมสเตร็ปตาวิดิน-เปอร์ออกซิเดส ความเขม้ขน้ 0.004 mg/ml ปริมาตร 
30 µl ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 60 นาที แลว้ลา้งดว้ยสารละลาย 0.1 M ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ พีเอช 
7.40 ท่ีมี 0.05/%/(w/v)/โพลีออกซีเอทิลลีนซอบิแทนโมโนเลต/จ านวน 5 คร้ัง ต่อมาเติมสารละลาย 
3,3’,5,5’-เตตระเมทิลเบนซิดีน ปริมาตร 50 µl และสารละลาย 0.5 M/ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์
ปริมาตร 50 µl/ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10/นาที ในขั้นน้ีจะได้สารละลายสีฟ้า แล้วหยุด
ปฏิกิริยาดว้ยสารละลาย 0.5 M กรดซลัฟิวริก ปริมาตร 100 µl จะไดส้ารละลายสีเหลืองน าสารละลาย
ท่ีไดไ้ปวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองยวู-ีวสิิเบิล สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน 450 nm 
 (3) ศึกษาเวลาในการจับกันระหว่างเพนนิซิลีนจีและแอนติบอดีของ       
เพนนิซิลีนจีท่ีติดฉลากดว้ยไบโอติน 
 ศึกษาเวลาในการจับกันระหว่างเพนนิซิลีนจีและแอนติบอดีของ      
เพนนิซิลีนจีท่ีติดฉลากดว้ยไบโอตินท่ีเวลาต่างๆ คือ  20  40  60 และ 80 นาที ท าการตรึงเพนนิซิลีนจีท่ี
ติดฉลากดว้ยโบวีนซีร่ัมอลับูมินลงในไมโครเพลท โดยปิเปตสารละลายเพนนิซิลีนจีท่ีติดฉลากดว้ย 
โบวีนซีร่ัมอลับูมิน ปริมาตร 30 µl ลงในไมโครเพลทท่ีมีสารละลาย 0.11M1คาร์บอเนตบฟัเฟอร์        
พีเอช 9.60/ปริมาตร 100/µl ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิ 4 oC/เป็นเวลา 12 ชั่วโมง แล้วล้างด้วยสารละลาย         
0.1 M/ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ พีเอช 7.40 ท่ีมี/1/%/(w/v)/โบวีนซีร่ัมอัลบูมิน/จ านวน 5 คร้ัง แล้วเติม
สารละลาย 0.1 M ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ พีเอช 7.40 ท่ีมี 5 % (w/v) โบวีนซีร่ัมอลับูมิน (Blocking buffer) 
ปริมาตร 30 µl ตั้ งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิ 4 oC เป็นเวลา 11ชั่วโมง ล้างด้วยสารละลาย 0.1 M/ฟอสเฟต
บัฟเฟอร์ พีเอช 7.40/ท่ีมี 1/%/(w/v)/โบวีนซีร่ัมอัลบูมิน/จ านวน 5 คร้ัง ขั้นต่อไปเติมสารละลาย        
เพนนิซิลีนจี ความเขม้ขน้ 0.5/ppb/ปริมาตร 30 µl และสารละลายแอนติบอดีของเพนนิซิลีนจีท่ีติด
ฉลากด้วยไบโอติน ความเข้มข้น 0.006 µg/µ l1ปริมาตร 30 µ l1ลงในไมโครเพลท ตั้ งทิ้งไว้ท่ี
อุณหภูมิห้อง ท่ีเวลาต่างๆ แล้วล้างด้วยสารละลาย 0.1 M1ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ พี เอช 7.40 ท่ี มี                   
1/%/(w/v)โบวีนซีร่ัมอลับูมิน1จ านวน 5 คร้ัง จากนั้นเติมสเตร็ปตาวิดิน-เปอร์ออกซิเดสความเขม้ขน้            
0.004 mg/ml ปริมาตร 30 µl ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 60 นาที แลว้ลา้งดว้ยสารละลาย 0.1 M 
ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ พีเอช 7.40 ท่ีมี 0.05 % (w/v) โพลีออกซีเอทิลลีนซอบิแทนโมโนเลต จ านวน 5 คร้ัง 
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ต่อมาเติมสารละลาย 3,3’,5,5’-เตตระเมทิลเบนซิดีน ปริมาตร 50 µl และสารละลาย 0.5 M ไฮโดรเจน
เปอร์ออกไซด์ ปริมาตร 50 µl ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที ในขั้นน้ีจะไดส้ารละลายสีฟ้า
แลว้หยุดปฏิกิริยาดว้ยสารละลาย 0.5 M กรดซลัฟิวริก ปริมาตร 100 µl จะไดส้ารละลายสีเหลือง น า
สารละลายท่ีไดไ้ปวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองยูวี-วิสิเบิล สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน 
450 nm 
 (4)  ศึกษาความเขม้ขน้ของสเตร็ปตาวดิิน-เปอร์ออกซิเดส 
 ศึกษาความเขม้ข้นของสเตร็ปตาวิดิน-เปอร์ออกซิเดส ท่ีความเขม้ข้น
ต่างๆ คือ  0.001  0.002  0.004  และ 0.006 mg/ml ท าการเคลือบเพนนิซิลีนจีท่ีติดฉลากดว้ยโบวีนซีร่ัม
อลับูมินลงในไมโครเพลท โดยปิเปตสารละลายเพนนิซิลีนจีท่ีติดฉลากด้วยโบวีนซีร่ัมอัลบูมิน 
ปริมาตร 30 µl ลงในไมโครเพลทท่ีมีสารละลาย 0.1/M1คาร์บอเนตบฟัเฟอร์ พีเอช 9.60/ปริมาตร      
100 µl ลงในไมโครเพลทตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิ 4 oC เป็นเวลา 12 ชัว่โมง แลว้ลา้งดว้ยสารละลาย 0.1 M 
ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ พีเอช 7.40 ท่ีมี/1/%1(w/v)/โบวีนซีร่ัมอลับูมินจ านวน 5 คร้ัง แล้วเติมสารละลาย   
0.1 M ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ พีเอช 7.40 ท่ีมี 5/% (w/v) โบวีนซีร่ัมอลับูมิน (Blocking buffer) ปริมาตร     
30 µl ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิ 4 oC เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ลา้งดว้ยสารละลาย 0.1 M ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ พีเอช 
7.40 ท่ีมี 1/%/(w/v) โบวีนซีร่ัมอลับูมิน จ านวน 5 คร้ัง ขั้นต่อไปเติมสารละลายเพนนิซิลีนจี ความ
เขม้ขน้10.5 ppb1ปริมาตร 30 µl และสารละลายแอนติบอดีของเพนนิซิลีนจีท่ีติดฉลากดว้ยไบโอติน 
ความเขม้ขน้ 0.006 µg/µl ปริมาตร 30 µl ลงในไมโครเพลท ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 60 นาที 
แลว้ลา้งดว้ยสารละลาย 0.1 M ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ พีเอช 7.40 ท่ีมี 1 % (w/v) โบวีนซีร่ัมอลับูมิน จ านวน 
5 คร้ัง จากนั้นเติมเอนไซม์ สเตร็ปตาวิดิน-เปอร์ออกซิเดส ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ ปริมาตร 30 µl ตั้งทิ้ง
ไวท่ี้อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 60 นาที แลว้ลา้งดว้ยสารละลาย 0.1 M ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ พีเอช 7.40 ท่ีมี 
0.05 % (w/v) โพลีออกซีเอทิลลีนซอบิแทนโมโนเลท จ านวน 5 คร้ัง ต่อมาเติมสารละลาย 3,3’,5,5’-  
เตตระเมทิลเบนซิดีน ปริมาตร 50 µl และสารละลาย 0.5 M ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ปริมาตร 50 µl 
ตั้ งทิ้งไว้ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา/10/นาที/ในขั้นน้ีจะได้สารละลายสีฟ้า/แล้วหยุดปฏิกิริยาด้วย
สารละลาย 0.5 M กรดซลัฟิวริก ปริมาตร 100 µl จะไดส้ารละลายสีเหลือง น าสารละลายท่ีไดไ้ปวดัค่า
การดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองยวู-ีวสิิเบิล สเปกโตรโฟโต-มิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน 450 nm 
 (5)  ศึกษาหาพีเอชท่ีเหมาะสมของสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 
 ศึกษาพีเอชท่ีเหมาะสมของสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ โดยศึกษาท่ี    
พีเอชต่างๆ คือ  6.50//7.00//7.50  และ 8.00/ท าการเคลือบเพนนิซิลีนจีท่ีติดฉลากด้วยโบวีนซีร่ัม       
อลับูมินลงในไมโครเพลท โดยปิเปตสารละลายเพนนิซิลีนจีท่ีติดฉลากด้วยโบวีนซีร่ัมอัลบูมิน 
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ปริมาตร 30 µl ลงในไมโครเพลทท่ีมีสารละลาย 0.1 M คาร์บอเนตบฟัเฟอร์ พีเอช 9.60 ปริมาตร     
100 µl ลงในไมโครเพลทตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิ 4 oC เป็นเวลา 12 ชัว่โมง แลว้ลา้งดว้ยสารละลาย 0.1 M 
ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ พีเอช 7.40 ท่ีมี/1/%/(w/v)/โบวีนซีร่ัมอลับูมิน/จ านวน 5 คร้ัง แล้วเติมสารละลาย  
0.1 M ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ พีเอช 7.40 ท่ีมี 5/% (w/v)/โบวีนซีร่ัมอลับูมิน (Blocking buffer) ปริมาตร    
30 µl ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิ 4 oC เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ลา้งดว้ยสารละลาย 0.1 M ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ พีเอช 
7.40 ท่ีมี 1/%/(w/v)/โบวีนซีร่ัมอลับูมิน จ านวน 5 คร้ัง/ขั้นต่อไปเติมสารละลายเพนนิซิลีนจี ความ
เขม้ขน้ 0.5 ppb/ปริมาตร 30 µl และสารละลายแอนติบอดีของเพนนิซิลีนจีท่ีติดฉลากด้วยไบโอติน 
ความเขม้ขน้ 0.006 µg/µl ปริมาตร 30 µl ลงในไมโครเพลท ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 60 นาที 
แลว้ลา้งดว้ยสารละลาย 0.1 M ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ พีเอช 7.40 ท่ีมี 1 % (w/v) โบวีนซีร่ัมอลับูมิน จ านวน 
5 คร้ัง1จากนั้ นเติมสเตร็ปตาวิดิน-เปอร์ออกซิเดส ท่ีละลายในฟอสเฟตบัพเฟอร์ท่ีพีเอชต่างๆ         
ความเข้มขน้ 0.0041mg/ml ปริมาตร 30 µl ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 60 นาที แล้วล้างด้วย
สารละลาย 0.1 M/ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ พีเอช 7.40 ท่ีมี 0.05/%/(w/v)/โพลีออกซีเอทิลลีนซอบิแทน       
โมโนเลท จ านวน 5 คร้ัง ต่อมาเติมสารละลาย 3,3’,5,5’-เตตระเมทิลเบนซิดีน ปริมาตร 50 µl และ
สารละลาย 0.5 M ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ปริมาตร 50 µl ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที 
ในขั้นน้ีจะไดส้ารละลายสีฟ้า แลว้หยุดปฏิกิริยาดว้ยสารละลาย 0.5 M กรดซลัฟิวริก ปริมาตร 100 µl 
จะไดส้ารละลายสีเหลือง น าสารละลายท่ีไดไ้ปวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองยูวี-วิสิเบิล สเปกโตร-
โฟโตมิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน 450 nm 
 3.1.3.5  การหาประสิทธิภาพของวธีิวเิคราะห์ 
 ในการทดลองน้ีมีวตัถุประสงค์เพื่อหาประสิทธิภาพของวิธีวิเคราะห์ท่ี
พฒันาข้ึน โดยท าการศึกษาความเท่ียงของวิธีวิเคราะห์  ความถูกตอ้งของวิธีวิเคราะห์  ช่วงความเป็น
เส้นตรง  ขีดจ ากดัในการตรวจพบ  ขีดจ ากดัในการตรวจพบเชิงคุณภาพ  และความจ าเพาะเจาะจง   
ของวธีิ ซ่ึงท าการทดลองตามขอ้ 3.1.3.3 โดยท าการทดลองภายใตส้ภาวะท่ีเหมาะสม 
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ตำรำงที ่3.2  แสดงสภาวะการทดลองส าหรับหาประสิทธิภาพของวธีิวเิคราะห์ 

การทดลอง ผลการทดลอง 

1. เวลาในการเคลือบเพนนิซิลีนจีท่ีติดฉลากดว้ยโบวนีซีร่ัม 
อลับูมินลงในไมโครเพลท 

12 ชัว่โมง 

2. ความเขม้ขน้ของแอนติบอดีของเพนนิซิลีนจีท่ีติดฉลาก
ดว้ยไบโอติน 

0.006 µg/µl 

3. เวลาในการจบักนัระหวา่งเพนนิซิลีนจีและแอนติบอดีของ
เพนนิซิลีนจีท่ีติดฉลากดว้ยไบโอติน 

60 นาที 

4. ความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของสเตร็ปตาวิดิน-เปอร์ออกซิเดส 0.004 mg/ml 

5. พีเอชท่ีเหมาะสมสารละลายฟอตเฟสบฟัเฟอร์ 7.00 

 
 (1)  การหาความเท่ียงของวธีิวเิคราะห์ 
 1)  ศึกษาการท าซ ้ าของวธีิวเิคราะห์ 
 ศึกษาการท าซ ้ าของวิธีวิเคราะห์โดยใช้เพนนิซิลีนจีความเข้มข้น    
0.5 ppb ปริมาตร 30 µl ท าการทดลองซ ้ า 7 คร้ังภายในสภาวะการทดลองเดียวกนั น าสารละลายท่ีได้
ไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 450 nm แลว้ค านวณหาส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพทัธ์ 
 2)  ศึกษาการทวนซ ้ าของวธีิวเิคราะห์ 
 ศึกษาการทวนซ ้ าของวิธีวิเคราะห์โดยใช้เพนนิซิลีนจีความเขม้ขน้   
0. 5 ppb ปริมาตร 30 µl ท าการทดลองภายใตส้ภาวะท่ีต่างกนั เป็นเวลา 7 วนั น าสารละลายท่ีไดไ้ปวดั
ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 450 nm แลว้แลว้ค านวณหาส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพทัธ์ 
 (2)  ศึกษาความถูกตอ้งของวิธีวเิคราะห์ 
 ศึกษาความถูกตอ้งของวิธีวิเคราะห์โดยหาเปอร์เซ็นต์การได้กลับคืน 
โดยเติมสารละลายมาตรฐานเพนนิซิลีนจีจ านวน 3 ความเขม้ขน้ ลงในตวัอยา่งจริงจ านวน 4 ตวัอยา่ง 
น าสารละลายท่ีได้ไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเคร่ืองยูวี-วิสิ เบิล สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ ท่ี             
ความยาวคล่ืน 450 nm แลว้น าค่าท่ีไดค้  านวณหาเปอร์เซ็นตก์ารไดก้ลบัคืน โดยอาศยักราฟมาตรฐาน
ของเพนนิซิลีนจี 
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 (3)  ศึกษาช่วงความเป็นเส้นตรง 
 ศึกษาความเป็นเส้นตรงโดยใช้แอนติบอดีของเพนนิซิลีนจีท่ีติดฉลาก
ดว้ยไบโอติน ความเขม้ขน้ 0.006 µg/µl และเพนนิซิลีนจีท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ คือ  0.0005  0.005  0.05  
0.025//0.5//0.25 และ 5.0 ppb น าสารละลายท่ีไดไ้ปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 450 nm       
และน าข้อมูลท่ีได้เขียนกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของเพนนิซิลีนจีกับค่า           
การดูดกลืนแสง 
 (4)  ศึกษาขีดจ ากดัในการตรวจพบ 
 ขีดจ ากัดการตรวจพบหาได้จากการค านวณ ขีดจ ากัดการตรวจพบ 
เท่ากบั 3.3 (SD)/S [38] โดยท่ี SD คือ ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพทัธ์ (Standard Deviation) หาได้
จากการตรวจวดัสารละลายแบลงค์/จ านวน 7/ซ ้ า และ S/คือ ความชันของกราฟมาตรฐานท่ีความ
เขม้ขน้ของเพนนิซิลีนจี 0.0005-0.05 ppb 
 (5)  ศึกษาขีดจ ากดัในการตรวจพบเชิงคุณภาพ 
 หาขีดจ ากดัในการตรวจพบเชิงคุณภาพไดจ้าก 10 (SD)/S [38] โดยท่ี SD      
คือ ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพทัธ์ หาไดจ้ากการตรวจวดัสารละลายมาตรฐานแบลงค ์จ านวน 7 ซ ้ า 
และ S คือ ความชนัของกราฟมาตรฐานท่ีความเขม้ขน้ของเพนนิซิลีนจี 0.0005-0.051ppb ซ่ึงขีดจ ากดั
ในการตรวจพบเชิงคุณภาพจะตอ้งมีความถูกตอ้งและความเท่ียงท่ียอมรับได ้
 (6)  ศึกษาความจ าเพาะเจาะจงของวธีิ 
 ศึกษาความจ าเพาะเจาะจงของวิธีโดยใช้ยาปฏิชีวนะชนิดอ่ืน เช่น      
อะมอกซิซิลลิน  แอมพิซิลลิน  เพนิซิลลินวี  เปรียบเทียบกบัยาปฏิชีวนะเพนนิซิลีนจีท่ีความเขม้ขน้
เดียวกนั โดยท าการทดลองเช่นเดียวกบัการวเิคราะห์หาเพนนิซิลีนจีภายใตส้ภาวะท่ีเหมาะสม แต่ใชย้า
ปฏิชีวนะตวัอ่ืนแทนเพนนิซิลีนจี น าสารละลายท่ีได้ไปวดัค่าการดูดกลืนแสงด้วยเคร่ืองยูวี-วิสิเบิล 
สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน 450 nm 
 (7)  การวเิคราะห์หาเพนนิซิลีนจีในตวัอยา่งจริง 
 เม่ือไดว้ิธีและสภาวะท่ีเหมาะสมในการวิเคราะห์แลว้จึงน าไปวิเคราะห์
หาปริมาณเพนนิซิลีนจีในตวัอยา่งจริง ตวัอยา่งท่ีใชคื้อ ตวัอยา่งนมพาสเจอร์ไรซ์ A และ B  ตวัอยา่ง
นมผง A และ B และตวัอยา่งน ้ านมดิบ รวมทั้งหมด 5 ตวัอยา่ง ท าการทดลองตามขอ้ 3.1.3.3 โดยใช้
ตวัอยา่งจริงแทนเพนนิซิลีนจี จากนั้นน าสารละลายท่ีไดไ้ปวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองยูวี-วิสิเบิล 
สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน 4501nm1แล้วค านวณหาความเขม้ข้นของเพนนิซิลีนจีจาก
สมการเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน และเปรียบเทียบผลการทดลองท่ีได้กบัชุดทดสอบ (Test kit) 
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ทัว่ไป โดยวิธีทดลองของชุดทดสอบคือ หยดตวัอย่างนม131หยด ลงในหลอดทดสอบ จากนั้นบ่ม
เพาะเช้ือหลอดทดสอบในตูอ้บควบคุมอุณหภูมิ (Incubator) ท่ีอุณหภูมิ 64±2 oC จบัเวลาจนหลอด
ทดสอบเปล่ียนสีจากสีม่วงเป็นสีเหลืองทั้งหมด (ประมาณ 3 ชัว่โมง) แลว้อ่านผลการเปล่ียนสีของ
ตวัอยา่ง  
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3.2  กำรวเิครำะห์หำปริมำณไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์โดยใช้เทคนิคคะตะไลตกิ
ไบโอเซนเซอร์ 

 3.2.1  สารเคมี 
 3.2.1.1  ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์(Hydrogen peroxide, Sigma-Aldrich, USA) 
 3.2.1.2  เปอร์ออกซิเดส (Peroxidase, Sigma-Aldrich, USA) 
 3.2.1.3  โอ-ไดอะนิซิดีน (o-Dianisidine, Sigma-Aldrich, USA) 
 3.2.1.4  โซเดียมไดไฮโดรเจนออร์โทฟอสเฟต (Sodium di-hydrogen 
orthophosphase, Ajex Finechem, New Zealand) 
 3.2.1.5  ไดโซเดียมไฮโดรเจนออร์โทฟอสเฟต (Di-sodium hydrogen 
orthophosphase, Ajex Finechem, New Zealand) 
 3.2.1.6  กรดซลัฟิวริก (Sulfuric acid, RCI Labscan Ltd., Thailand) 
 3.2.1.7  สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ความเขม้ขน้ 0.1 M, พีเอช 7.00  
 สารละลาย A : สารละลาย 0.2 M โซเดียมไดไฮโดรเจนออร์โทฟอสเฟต โดย
ชัง่โซเดียมไดไฮโดรเจนออร์โทฟอสเฟต 15.601 g ปรับปริมาตรเป็น 500 ml ดว้ยน ้ากลัน่ 
 สารละลาย B : สารละลาย 0.2 M ไดโซเดียมไฮโดรเจนออร์โทฟอสเฟต  
โดยชัง่ไดโซเดียมไฮโดรเจนออร์โทฟอสเฟต 28.392 g ปรับปริมาตรเป็น 1,000 ml ดว้ยน ้ากลัน่ 
 ผสมสารละลาย A ลงในสารละลาย B ปรับปริมาตรเป็น 1,000 ml ดว้ย      
น ้ากลัน่ แลว้ปรับพีเอชเป็น 7.00 
 3.2.1.8  โพแทสเซียมเปอร์แมงกาเนต (Potassium permanganage, Ajex Finechem, 
New Zealand) 
 3.2.1.9  ตวัอยา่งน ้านมดิบ 
 3.2.1.10  ตวัอยา่งนมพาสเจอร์ไรซ์ 
 3.2.1.11  ตวัอยา่งนมผง 
 3.2.2  เคร่ืองมือและอุปกรณ์ 
 3.2.2.1  ไมโครเซนติฟิวจทิ์วบ ์ขนาด 600 และ 2000 µl (Molecular Bio Product, 
USA) 
 3.2.2.2  เคร่ืองเขยา่รุ่น VORTEX-GENIE 2 (Scientific Industries, USA) 
 3.2.2.3  ไมโครปิเปต ขนาด 100  200 และ 1000 µl (BRAND, Germany) 
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 3.2.2.4  เคร่ืองกวนแม่เหล็กพร้อม Magnetic Bar ขนาด 10 เซนติเมตร                  
(IKA RH basic 1, Canada) 
 3.2.2.5  เคร่ืองมือวดัความเป็นกรดด่าง (pH meter) รุ่น Model UB-10               
(DENVER INSTRUMENT, UK) 
 3.2.2.6  เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าทศนิยมส่ีต าแหน่ง รุ่น AZ Series (SARTORIUS, USA)
 3.2.2.7  เคร่ืองยวูี-วสิิเบิล สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ (UV-visible spectrophotometer) 
รุ่น UV-1601 (SHIMATSU, Japan) 
 3.2.3  การทดลอง 
 3.2.3.1  วธีิวเิคราะห์หาปริมาณไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (รูปท่ี 3.4) 
 ขั้นท่ีแรกเติมสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์  ความเข้มข้น 101ppm      
ลงในไมโครเซนติฟิวจ์ทิวบ์ ขนาด 600/µl ปริมาตร/30 µl (ก) ต่อมาเติมเอนไซม์เปอร์ออกซิเดส    
ความเขม้ขน้ 0.002 mg/ml ปริมาตร 30 µl (ข) และสารละลายโอ-ไดอะนิซิดีน ความเขม้ขน้ 0.5 mM 
ปริมาตร 30 µl ทิ้งไวใ้หเ้กิดปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 5 นาที (ค) ในขั้นตอนน้ีจะไดส้ารละลาย
สีน ้ าตาล จากนั้นหยุดปฏิกิริยาดว้ยกรดซัลฟิวริก (ง) ไดส้ารละลายสีชมพู แลว้น าสารละลายท่ีไดไ้ป 
วดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองยวู-ีวสิิเบิล สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ ท่ีความยาวคล่ืน 540 nm 

 

 
 
รูปที่ 3.4  ขั้นตอนการวิเคราะห์หาปริมาณไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์  โดยใช้เทคนิคคะตะไลติก

ไบโอเซนเซอร์/(ก)/เติมไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ลงในไมโครเซนติฟิวจ์ทิวป์ (ข)/เติม
เอนไซมเ์ปอร์ออกซิเดส (ค) เติมโอ-ไดอะนิซิดีน (ง) เติมกรดซลัฟิวริก และ (ฉ) วดัค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 540 nm 
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 3.2.3.2  การหาสภาวะท่ีเหมาะสมของวธีิวเิคราะห์ 
 ในงานวจิยัน้ีไดท้  าการศึกษาหาวิธีท่ีใชใ้นการวิเคราะห์หาปริมาณไฮโดรเจน
เปอร์ออกไซด์ท่ีตกค้างในน ้ านม สภาวะท่ีได้ท าการศึกษา ได้แก่ เวลาท่ีเหมาะสมท่ีใช้ในการท า
ปฏิกิริยา  ความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของเอนไซม์เปอร์ออกซิเดส  พีเอชท่ีเหมาะสมของสารละลาย   
ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ และความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของสารละลายโอ-ไดอะนิซิดีน สรุปสภาวะท่ีจะศึกษา
ไดด้งัตารางท่ี 3.3 
 
ตำรำงที ่3.3  แสดงสภาวะท่ีตอ้งการศึกษาในการวิเคราะห์หาปริมาณไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 

สภาวะท่ีศึกษา การทดลอง 

1. เวลาท่ีเหมาะสมท่ีใชใ้นการท าปฏิกิริยา   3   5  10 และ 15 นาที 

2. ความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของเอนไซม ์        
เปอร์ออกซิเดส 

0.001  0.002  0.004  0.006   
และ 0.008 mg/ml 

3. พีเอชท่ีเหมาะสมของสารละลาย
ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 

6.50  7.00  7.50 และ 8.00 

4. ความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของสารละลาย         
โอ-ไดอะนิซิดีน 

0.1  0.3  0.5 และ 0.7 mM 

 
 (1)  ศึกษาเวลาท่ีเหมาะสมท่ีใชใ้นการท าปฏิกิริยา 
 ท าการทดลองโดยเติมสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ความเขม้ขน้ 
10 ppm ลงในไมโครเซนติฟิวจทิ์วบ ์ปริมาตร 30 µl จากนั้นเติมเอนไซมเ์ปอร์ออกซิเดส ความเขม้ขน้ 
0.002 mg/ml ปริมาตร 30 µl และสารละลายโอ-ไดอะนิซิดีน ความเขม้ขน้ 0.5 mM ปริมาตร 30 µl    
ตั้งทิ้งไวใ้ห้เกิดปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิห้อง ท่ีเวลาต่างๆ คือ 3//5//10 และ/15 นาที ในขั้นตอนน้ีจะได้
สารละลายสีน ้าตาล หยดุปฏิกิริยาดว้ยกรดซลัฟิวริก ไดส้ารละลายสีชมพู แลว้น าสารละลายท่ีไดไ้ปวดั
ค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองยวู-ิวสิิเบิล สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ ท่ีความยาวคล่ืน 540 nm 
 (2)  ศึกษาความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของเอนไซมเ์ปอร์ออกซิเดส 
 ท าการทดลองโดยเติมสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ความเขม้ขน้ 
10 ppm ลงในไมโครเซนติฟิวจ์ทิวบ์ ปริมาตร 30 µl1จากนั้นเติมเอนไซมเ์ปอร์ออกซิเดส ท่ีความ
เขม้ขน้ต่างๆ คือ 0.001//0.002//0.004//0.006 และ 0.008 mg/ml ปริมาตร 30 µl และสารละลาย         
โอ-ไดอะนิซิดีน ความเข้มข้น 0.51mM1ปริมาตร 301µl1ตั้ งทิ้งไวใ้ห้เกิดปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิห้อง        
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เป็นเวลา 5 นาที ในขั้นตอนน้ีจะไดส้ารละลายสีน ้ าตาล หยุดปฏิกิริยาดว้ยกรดซลัฟิวริก ไดส้ารละลาย
สีชมพู แลว้น าสารละลายท่ีไดไ้ปวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองยูวิ-วิสิเบิล สเปกโตรโฟโตมิเตอร์   
ท่ีความยาวคล่ืน 540 nm 
 (3)  ศึกษาพีเอชท่ีเหมาะสมของสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 
 โดยเติมสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ความเขม้ขน้ 10 ppm ลงใน
ไมโครเซนติฟิวจทิ์วบ์ ปริมาตร 30 µl  จากนั้นเติมเอนไซมเ์ปอร์ออกซิเดส ความเขม้ขน้ 0.002 mg/ml 
ท่ีละลายในฟอสเฟตบฟัเฟอร์ท่ีมีค่าพีเอชต่างๆ คือ 6.50//7.00//7.50 และ 8.00 ปริมาตร 30 µl และ
สารละลายโอ-ไดอะนิซิดีน ความเข้มข้น 0.51mM1ปริมาตร 301µl ตั้ งทิ้งไว้ให้เกิดปฏิกิริยาท่ี
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 นาที ในขั้นตอนน้ีจะไดส้ารละลายสีน ้ าตาล หยุดปฏิกิริยาดว้ยกรดซลัฟิวริก 
ไดส้ารละลายสีชมพู แลว้น าสารละลายท่ีไดไ้ปวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองยูวิ-วิสิเบิล สเปกโตร-
โฟโตมิเตอร์ ท่ีความยาวคล่ืน 540 nm 
 (4)  ศึกษาความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของสารละลายโอ-ไดอะนิซิดีน 
 ทดลองโดยเติมสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ความเข้มข้น         
10 ppm ลงในไมโครเซนติฟิวจทิ์วบ์ ปริมาตร 30 µl จากนั้นเติมเอนไซมเ์ปอร์ออกซิเดสความเขม้ขน้ 
0.002 mg/ml ท่ีละลายในฟอสเฟตบฟัเฟอร์ท่ีมีค่าพีเอช 7.001ปริมาตร 30 µl และสารละลายโอ-    
ไดอะนิซิดีน ความเขม้ขน้ต่างๆ คือ  0.1  0.3  0.5 และ 0.7 mM ปริมาตร 30 µl  ตั้งทิ้งไวใ้หเ้กิดปฏิกิริยา
ท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 5 นาที ในขั้นตอนน้ีจะไดส้ารละลายสีน ้าตาล หยุดปฏิกิริยาดว้ยกรดซลัฟิวริก 
ไดส้ารละลายสีชมพู แลว้น าสารละลายท่ีไดไ้ปวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองยูวิ-วิสิเบิล สเปกโตร-
โฟโตมิเตอร์ ท่ีความยาวคล่ืน 540 nm 
 3.2.3.3  การหาประสิทธิภาพของวธีิวเิคราะห์ 
 (1)  การหาความเท่ียงของวธีิวเิคราะห์ 
 1)  ศึกษาการท าซ ้ าของวธีิวเิคราะห์ 
 ศึกษาการท าซ ้ าของวิธีวิเคราะห์โดยใช้ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์
ความเข้มข้น 101ppm/ปริมาตร/30/µl ท าการทดลองซ ้ า 51คร้ัง ภายในสภาวะการทดลองเดียวกัน        
น าสารละลายท่ีไดไ้ปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 540 nm แลว้ค านวณหาส่วนเบ่ียงเบน
มาตรฐานสัมพทัธ์ 
 2)  ศึกษาการทวนซ ้ าของวธีิวิเคราะห์ 
 ศึกษาการทวนซ ้ าของวิธีวิเคราะห์โดยใช้ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์
ความเข้มข้น 101ppm ปริมาตร 301µl ท าการทดลองภายใต้สภาวะท่ีต่างกัน เป็นเวลา151วัน                 
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น าสารละลายท่ีไดไ้ปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 540/nm แลว้ค านวณหาส่วนเบ่ียงเบน
มาตรฐานสัมพทัธ์ 
 (2)  ศึกษาความถูกตอ้งของวิธีวเิคราะห์ 
 ศึกษาความถูกตอ้งของวิธีวิเคราะห์โดยหาเปอร์เซ็นต์การได้กลับคืน 
โดยเติมสารละลายมาตรฐานไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ จ  านวน 41ความเข้มขน้ ลงในตวัอย่างจริง 
จ านวน 4 ตวัอยา่ง น าสารละลายท่ีไดไ้ปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 540 nm แลว้น าค่าท่ีได้
ค  านวณหาเปอร์เซ็นตก์ารไดก้ลบัคืน โดยอาศยักราฟมาตรฐานของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 
 (3)  ศึกษาความเป็นเส้นตรง 
 ศึกษาความเป็นเส้นตรงโดยใช้ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ท่ีความเขม้ขน้
ต่างๆ คือ  0.1  0.2  0.4  0.6  0.8  1.0  3.0  5.0  10.0  15.0  20.0  30.0 และ 40.0 ppm แลว้น าสารละลาย
ท่ีได้ไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 5401nm1จากนั้นน าข้อมูลท่ีได้เขียนกราฟแสดง
ความสัมพนัธ์ระหวา่งความเขม้ขน้ของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์กบัค่าการดูดกลืนแสง 
 (4)  ศึกษาขีดจ ากดัในการตรวจพบ 
 ขีดจ ากัดการตรวจพบหาได้จากการค านวณ ขีดจ ากัดการตรวจพบ 
เท่ากับ13.31(SD)/S1[38]โดยท่ี SD1คือ ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ หาได้จากการตรวจวดั
สารละลายแบลงค ์จ านวน 7 ซ ้ า และ S คือ ความชนัของกราฟมาตรฐานของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์
ท่ีความเขม้ขน้ 0.4-3.0 ppm 
 (5)  ศึกษาขีดจ ากดัในการตรวจพบเชิงคุณภาพ 
 หาขีดจ ากดัในการตรวจพบเชิงคุณภาพไดจ้าก 10 (SD)/S [38] โดยท่ี SD      
คือ ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพทัธ์ หาไดจ้ากการตรวจวดัสารละลายแบลงค ์จ านวน 7 ซ ้ า และ S คือ 
ความชนัของกราฟมาตรฐานของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ท่ีความเขม้ขน้ 0.4-3.0 ppm ซ่ึงขีดจ ากดัใน
การตรวจพบเชิงคุณภาพจะตอ้งมีความถูกตอ้งและความเท่ียงท่ียอมรับได ้
 (6)  ศึกษาความจ าเพาะเจาะจงของวธีิ 
 ศึกษาความจ าเพาะเจาะจงของวธีิโดยใช้สารท่ีเป็นตวัออกซิไดส์ชนิดอ่ืน 
เปรียบเทียบกบัไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ท่ีความเขม้ขน้เดียวกนั โดยท าการทดลองเช่นเดียวกบัการ
วิเคราะห์หาไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ในขอ้ 3.2.3.11ภายใตส้ภาวะท่ีเหมาะสม แต่ใช้สารท่ีตอ้งการ
ศึกษาแทนไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ น าสารละลายท่ีได้ไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน      
540 nm 
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 3.2.3.4  การวเิคราะห์หาไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดใ์นตวัอยา่งจริง 
 เม่ือไดว้ิธีและสภาวะท่ีเหมาะสมในการวิเคราะห์แลว้จึงน าไปวิเคราะห์หา
ปริมาณไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ในตวัอยา่งจริง ตวัอยา่งท่ีใชคื้อ ตวัอยา่งนมพาสเจอร์ไรซ์ A และ B 
ตวัอยา่งนมผง A และ B และตวัอยา่งน ้ านมดิบ รวมทั้งหมด 5 ตวัอยา่ง ท าการทดลองตามขอ้ 3.2.3.1 
โดยใชต้วัอยา่งจริงแทนไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ จากนั้นน าสารละลายท่ีไดไ้ปวดัค่าการดูดกลืนแสง
ดว้ยเคร่ืองยวู-ิวสิิเบิล สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ ท่ีความยาวคล่ืน 540 nm แลว้ค านวณหาความเขม้ขน้ของ
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์จากสมการเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน และน าตวัอยา่งจริงทั้ง 5 ตวัอยา่งไป
วิเคราะห์ด้วยวิธีไทเทรต ท าการทดลองโดยน าตวัอย่างนมผสมกับสารละลายกรดซัลฟิวริก แล้ว
ไทเทรตดว้ยสารละลายโพแทสเซียมเปอร์แมงกาเนต อ่านผลการทดลองท่ีไดจ้ากนั้นน าผลการทดลอง
มาเปรียบเทียบกบัวธีิท่ีไดพ้ฒันาข้ึน 



บทที ่4 
ผลการวจิยัและอภปิรายผล 

 

4.1  การวเิคราะห์หาปริมาณเพนนิซิลนีจีโดยใช้เทคนิคอมิมูโนเซนเซอร์แบบแข่งขนั 
 4.1.1  ผลของการหาสภาวะท่ีเหมาะสมของวธีิวเิคราะห์ 
 4.1.1.1  ผลของเวลาท่ีใชใ้นการตรึงเพนนิซิลีนจีท่ีติดฉลากดว้ยโบวีนซีร่ัมอลับูมินใน    
ไมโครเพลท 
 ประสิทธิภาพการตรึงเพนนิซิลีนจีท่ีติดฉลากดว้ยโบวีนซีร่ัมอลับูมินลงใน     
ไมโครเพลทจะข้ึนอยู่กบัเวลา ดงันั้นจึงศึกษาเวลาในการตรึงเพนนิซิลีนจีท่ีติดฉลากดว้ยโบวีนซีร่ัม
อลับูมินในไมโครเพลทท่ีเวลา 9//12//16//18/และ/24/ชั่วโมง เม่ือน าสารละลายท่ีได้ไปวดัค่าการ
ดูดกลืนแสงด้วยเคร่ืองยูวิ-วิสิเบิล สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน/450/nm1พบว่าท่ีเวลา 9 
ชัว่โมง ค่าการดูดกลืนแสงท่ีไดมี้ค่าน้อย เน่ืองจากเพนนิซิลีนจีท่ีติดฉลากดว้ยโบวีนซีร่ัมอลับูมินถูก
ตรึงอยูใ่นไมโครเพลทไดน้อ้ย ท าให้สัญญาณท่ีไดมี้ค่านอ้ย และเม่ือใชเ้วลาในการตรึงเป็น 12 ชัว่โมง 
พบว่าสัญญาณท่ีไดมี้ค่าสูงสุด เน่ืองจากเม่ือเวลาเพิ่มข้ึนท าให้เพนนิซิลีนจีท่ีติดฉลากดว้ยโบวีนซีร่ัม       
อลับูมินถูกตรึงในไมโครเพลทไดเ้พิ่มขน้ แต่เม่ือเวลาหลงัจาก 12 ชัว่โมง จะเห็นวา่ค่าการดูดกลืนแสง
ลดลง เน่ืองจากพื้นท่ีในไมโครเพลทมีจ ากดั เม่ือเวลาเพิ่มข้ึนท าใหเ้กิดการซ้อนทบักนัของเพนนิซิลีนจี
ท่ีติดฉลากดว้ยโบวนีซีร่ัมอลับูมิน สัญญาณท่ีไดจึ้งมีค่านอ้ย (ดงัรูปท่ี 4.1) ดงันั้นจึงเลือกใชเ้วลาในการ
ตรึงเพนนิซิลีนจีท่ีติดฉลากดว้ยโบวนีซีร่ัมอลับูมินลงในไมโครเพลทคือ 12 ชัว่โมง ในการทดลองคร้ัง
ต่อไป 
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รูปที ่4.1  ผลของเวลาในการตรึงเพนนิซิลีนจีท่ีติดฉลากดว้ยโบวนีซีร่ัมอลับูมิน 
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 4.1.1.2  ผลของความเขม้ขน้ของแอนติบอดีของเพนนิซิลีนจีท่ีติดฉลากดว้ยไบโอติน 
 ปริมาณของแอนติบอดีท่ีติดฉลากด้วยไบโอตินมีผลต่อการวิเคราะห์หา    
เพนนิซิลีนจี1เพราะแอนติบอดีท่ีติดฉลากด้วยไบโอตินจะต้องมีปริมาณท่ีมากเกินพอเพื่อท่ีจะให ้    
เพนนิซิลีนจีจบักบัแอนติบอดีไดส้มบูรณ์ ดงันั้นจึงศึกษาความเขม้ขน้ของแอนติบอดีของเพนนิซิลีนจี
ท่ีติดฉลากดว้ยไบโอตินท่ีความเขม้ขน้ 0.003//0.006 และ 0.012 µg/µl เม่ือน าสารละลายท่ีไดไ้ปวดัค่า
การดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองยูวี-วิสิเบิล สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน/450/nm/พบว่าท่ีความ
เข้มข้น 0.003/µg/µl/ค่าการดูดกลืนแสงท่ีได้มีค่าน้อย เน่ืองจากปริมาณของแอนติบอดีท่ีติดฉลาก
ดว้ยไบโอตินมีไม่เพียงพอท่ีจะเขา้จบักบัแอนติเจนท่ีตอ้งการวิเคราะห์ (เพนนิซิลีนจี)/เม่ือเพิ่มความ
เขม้ขน้ถึง 0.006 µg/µl พบวา่ ค่าการดูดกลืนแสงมีค่าสูงสุด เพราะมีปริมาณของแอนติบอดีท่ีติดฉลาก
ดว้ยไบโอตินเพียงพอท่ีจะเขา้จบักบัแอนติเจนท่ีตอ้งการวิเคราะห์ (เพนนิซิลีนจี) และเม่ือความเขม้ขน้ 
0.012 µg/µl พบวา่ค่าการดูดกลืนแสงท่ีไดมี้ค่านอ้ยลง อาจเกิดเน่ืองจากแอนติบอดี ท าให้มีแอนติบอดี
ท่ีติดฉลากดว้ยไบโอตินท่ีมากเกินไปกีดกนัการเขา้จบักบัแอนติเจน ท าให้ไดค้่าการดูดกลืนแสงลดลง 
ดงันั้นในงานวิจยัน้ีจึงเลือกใชค้วามเขม้ขน้ของแอนติบอดีของเพนนิซิลีนจีท่ีติดฉลากดว้ยไบโอตินท่ี
ความเขม้ขน้ 0.006 µg/µl ในการทดลองคร้ังต่อไป 

 

 
 
รูปที ่4.2  ผลของความเขม้ขน้ของแอนติบอดีของเพนนิซิลีนจีท่ีติดฉลากดว้ยไบโอติน 
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 4.1.1.3  ผลของเวลาในการจบักนัระหวา่งเพนนิซิลีนจีและแอนติบอดีของ            
เพนนิซิลีนจีท่ีติดฉลากดว้ยไบโอติน 
 การจบักนัระหว่างแอนติบอดีและแอนติเจนตอ้งใช้เวลาท่ีเหมาะสม เพื่อให้
เกิดการจบักนัไดอ้ย่างสมบูรณ์ จึงศึกษาเวลาท่ีใช้ในเขา้จบักนัของแอนติบอดีและแอนติเจน ดงันั้น   
จึงศึกษาท่ีเวลาท่ีใช้ในการจบักันระหว่างแอนติเจนกับแอนติบอดีท่ีเวลา 20//40//60/และ/80/นาที          
น าสารละลายท่ีได้ไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเคร่ืองยูวิ-วิสิ เบิล สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ท่ี             
ความยาวคล่ืน 450 nm ผลการทดลองแสดงดงัรูปท่ี 4.3 พบวา่ท่ีเวลา 20 และ 40 นาที ค่าการดูดกลืน
แสงท่ีไดมี้ค่านอ้ย เน่ืองจากการจบักนัของแอนติเจนและแอนติบอดียงัไม่สมบูรณ์ แต่เม่ือเวลาเพิ่มข้ึน
เป็น/60/นาที ค่าการดูดกลืนแสงท่ีไดมี้ค่าสูง แต่เม่ือเวลา/80/นาที ค่าการดูดกลืนแสงท่ีไดมี้ค่าลดลง 
เน่ืองจากการจบักนัของแอนติเจนและแอนติบอดีจะข้ึนอยูก่บัเวลา ถา้ใชเ้วลาในการจบักนันานเกินไป
จะท าให้เกิดการหลุดของแอนติเจนและแอนติบอดี ดังนั้ นจึงเลือกใช้เวลาในการจบักันระหว่าง
แอนติบอดีและแอนติเจนท่ี 60 นาที ในการทดลองในขั้นต่อไป 
 

 
 
รูปที ่4.3  ผลของเวลาในการจบักนัระหวา่งเพนนิซิลีนจีและแอนติบอดีของเพนนิซิลีนจีท่ีติดฉลาก

ดว้ยไบโอติน 
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 4.1.1.4  ผลของความเขม้ขน้ของสเตร็ปตาวิดิน-เปอร์ออกซิเดส 
 เน่ืองจากปริมาณของสเตร็ปตาวิดิน-เปอร์ออกซิเดสมีผลต่อการวิเคราะห์
หาเพนนิซิลีนจี ดงันั้นจึงศึกษาความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของสเตร็ปตาวิดิน-เปอร์ออกซิเดสท่ีความ
เขม้ขน้ 0.001//0.002//0.004 และ 0.006 mg/ml จากผลการทดลองพบวา่ ค่าการดูดกลืนแสงท่ีไดจ้ะ
เพิ่มข้ึนตามความเขม้ขน้ของสเตร็ปตาวิดิน-เปอร์ออกซิเดส จนถึงท่ีความเขม้ขน้ 0.004 mg/ml ค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ีได้มีค่าสูงสุด เพราะปริมาณของสเตร็ปตาวิดิน-เปอร์ออกซิเดสมีเพียงพอท่ีจะเขา้จบั
กบัไบโอติน (รูปท่ี 4.4) ดงันั้นในงานวิจยัน้ีจึงเลือกใชค้วามเขม้ขน้ของสเตร็ปตาวิดิน-เปอร์ออกซิเดส
เท่ากบั 0.004 mg/ml ในการทดลองขั้นต่อไป 
 

 
 
รูปที ่4.4  ผลของความเขม้ขน้ของสเตร็ปตาวดิิน-เปอร์ออกซิเดส 
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 4.1.1.5  ผลของพีเอชของสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 
 การท างานเปอร์ออกซิเดสจะตอ้งอยู่ในสภาวะท่ีเหมาะสม เช่น พีเอชของ
สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ เพื่อให้เกิดประสิทธิภาพในการท างานสูงท่ีสุด ดงันั้นจึงศึกษาพีเอชของ
สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์คือ 6.50//7.00//7.50 และ 8.00 น าสารละลายท่ีไดไ้ปวดัค่าการดูดกลืน
แสงดว้ยเคร่ืองยูวี-วิสิเบิล สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน 450 nm ผลการทดลองพบวา่ค่าการ
ดูดกลืนแสงจะเพิ่มข้ึนตามพีเอชจนถึงท่ีพีเอช/7.00/แต่หลังจากพีเอช/7.00/ค่าการดูดกลืนแสง
เปล่ียนแปลงนอ้ยลง (ดงัรูปท่ี 4.5) เน่ืองจากเปอร์ออกซิเดสมีพีเอชท่ีเหมาะสมในการท างานอยูใ่นช่วง 
5.00-9.00 [39] แสดงว่าพีเอชของสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ท่ีเหมาะสมในการทดลองน้ีคือ 7.00 
ดงันั้นในการทดลองน้ีจึงเลือกใช้พีเอชของสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์เท่ากบั/7.00/ในการทดลอง
คร้ังต่อไป 
 

 
 
รูปที ่4.5  ผลของพีเอชท่ีเหมาะสมของสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 
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ตารางที ่4.1  สรุปสภาวะท่ีเหมาะสมของวธีิวเิคราะห์หาเพนนิซิลีนจีโดยใชเ้ทคนิคอิมมูโนเซนเซอร์
แบบแข่งขนั  

การทดลอง สภาวะท่ีเหมาะสม 

1. เวลาในการตรึงเพนนิซิลีนจีท่ีติดฉลากดว้ยโบวนีซีร่ัมอลับูมิน 12 ชัว่โมง 

2. ความเขม้ขน้ของแอนติบอดีของเพนนิซิลีนจีท่ีติดฉลากดว้ยไบโอติน 0.006 µg/µl 

3. เวลาในการจบักนัระหวา่งเพนนิซิลีนจีกบัแอนติบอดีของเพนนิซิลีนจีท่ี  
ติดฉลากดว้ยไบโอติน 

60 นาที 

4. ความเขม้ขน้ของสเตร็ปตาวดิิน-เปอร์ออกซิเดส 0.004 mg/ml 

5. พีเอชท่ีเหมาะสมของสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 7.00 
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 4.1.2  ประสิทธิภาพของวธีิวเิคราะห์ 
 4.1.2.1  ความเท่ียงของวธีิวิเคราะห์ 
 1)  การท าซ ้ าของวธีิวเิคราะห์ 
 ศึกษาการท าซ ้ าของวิธีวิเคราะห์ โดยใชส้ารละลายมาตรฐานเพนนิซิลีนจี     
ความเข้มข้น 0.5/ppb/ท าการทดลอง/7/คร้ัง ภายใต้สภาวะเดียวกัน จากนั้นน าสารละลายท่ีได้ไป
ตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงด้วยเคร่ืองยูวี-วิสิเบิล สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน/450/nm     
จากนั้นน าค่าการดูดกลืนแสงท่ีไดไ้ปค านวณหาค่าร้อยละส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพทัธ์ (%/RSD) 
พบวา่มีค่าเท่ากบั 9 เป็นค่าท่ีอยูใ่นช่วงท่ียอมรับได ้เน่ืองจากท่ีระดบัความเขม้ขน้ ppb (µg/l) ตอ้งมีค่า
ร้อยละส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพทัธ์ไม่เกิน 30 [40] ผลการทดลองแสดงดงัตารางท่ี 4.2 
 
ตารางที ่4.2  แสดงผลของการศึกษาการท าซ ้ าของวธีิวเิคราะห์หาเพนนิซิลีนจีโดยใชเ้ทคนิคอิมมูโน-

เซนเซอร์แบบแข่งขนั 

คร้ังท่ี ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 450 nm 

1 2.114 

2 2.358 

3 2.051 

4 2.088 

5 2.301 

6 2.591 

7 2.436 

ค่าเฉล่ีย 2.277 

SD 0.202 

% RSD  9 
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 2)  การทวนซ ้ าของวธีิวเิคราะห์ 
 ศึกษาการทวนซ ้ าของวิ ธีวิ เคราะห์  โดยใช้สารละลายมาตรฐาน             
เพนนิซิลีนจี ความเข้มข้น/0.5/ppb/ท าการทดลองซ ้ า/7/คร้ัง ภายใต้สภาวะท่ีแตกต่างกัน จากนั้น        
น าสารละลายท่ีไดไ้ปตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองยูวี-วิสิเบิล สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ท่ีความ
ยาวคล่ืน 450/nm/แล้วน าค่าการดูดกลืนแสงท่ีได้ไปค านวณหาค่าร้อยละส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน
สัมพทัธ์ พบวา่มีค่าเท่ากบั 11 เป็นค่าท่ีอยูใ่นช่วงท่ียอมรับได ้เน่ืองจากท่ีระดบัความเขม้ขน้ ppb (µg/l) 
ตอ้งมีค่าร้อยละส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพทัธ์ไม่เกิน 30 [40] ผลการทดลองแสดงดงัตารางท่ี 4.3 
 
ตารางที ่4.3  แสดงผลของการศึกษาการทวนซ ้ าของวธีิวเิคราะห์หาเพนนิซิลีนจีโดยใชเ้ทคนิคอิมมูโน

เซนเซอร์แบบแข่งขนั 

คร้ังท่ี ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 450 nm 

1 1.984 

2 2.094 

3 1.817 

4 2.214 

5 2.088 

6 2.114 

7 2.591 

ค่าเฉล่ีย 2.129 

SD 0.239 

% RSD  11 

 
 
 
 
 



67 
 

 4.1.2.2  ความถูกตอ้งของวธีิวเิคราะห์ 
 การศึกษาความถูกตอ้งของวธีิวเิคราะห์ โดยการหาเปอร์เซ็นตก์ารไดก้ลบัคืน 
(%/Recovery)/น าค่าการดูดกลืนแสงท่ีได้ค  านวณหาเปอร์เซ็นต์การไดก้ลบัคืนเปรียบเทียบกบักราฟ
มาตรฐานของเพนนิซิลีนจี (รูปท่ี 4.6)/ผลการทดลองท่ีได้พบว่า เปอร์เซ็นต์การได้กลับคืนมีค่า          
อยู่ในช่วง 116-118/%/ดงัตารางท่ี 4.4 ถือว่าอยู่ในช่วงท่ียอมรับได ้แสดงว่าวิธีน้ีมีความถูกตอ้ง โดย
เกณฑ์ปกติของเปอร์เซ็นต์การไดก้ลบัคืนท่ีระดบัความเขม้ขน้ /ppb/(µg/l) มีค่าอยู่ในช่วง 40-120/% 
[40]  
 
ตารางที ่4.4  แสดงผลการหาเปอร์เซ็นตก์ารไดก้ลบัคืนในการวเิคราะห์หาเพนนิซิลีนจีโดยใชเ้ทคนิค

อิมมูโนเซนเซอร์แบบแข่งขนั 

ตวัอยา่ง 
ความเขม้ขน้ของเพนนิซิลีนจี (ppb) เปอร์เซ็นต ์

การไดก้ลบัคืน ก่อนเติม เติม หลงัเติม 

1 0 0.025 0.029 116 

2 0 0.04 0.047 118 

 

 
 

รูปที ่4.6  กราฟมาตรฐานของเพนนิซิลีนจีท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ 
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 4.1.2.3  ช่วงความเป็นเส้นตรง 
 ศึกษาช่วงความเป็นเส้นตรงของวิธีวิเคราะห์ ทดลองโดยใช้สารละลาย
มาตรฐานเพนนิซิลีนท่ีความเขม้ขน้ 0.0005//0.005//0.025//0.05//0.25//0.5 และ 5.0 ppb วดัค่าการ
ดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองยูวี-วิสิเบิล สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน 450 nm จากผลการทดลอง
พบวา่ เม่ือความเขม้ขน้ของเพนนิซิลีนจีเพิ่มข้ึนค่าการดูดกลืนแสงจะลดลง (ตารางท่ี 4.5) น าขอ้มูลท่ี
ได้มาสร้างกราฟมาตรฐานระหว่างค่าการดูดกลืนแสงกับความเขม้ข้นของเพนนิซิลีนจี แสดงดัง        
รูปท่ี 4.7 เม่ือเปรียบเทียบค่าการดูดกลืนแสงระหวา่งสารละลายแบลงคแ์ละสารละลายเพนนิซิลีนจีท่ี
ความเขม้ขน้ 0.0005 ppb โดยทดสอบดว้ยสถิติ t-test ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95/% ผลการค านวณท่ีได้
พบวา่ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายแบลงคแ์ละสารละลายเพนนิซิลีนจีท่ีความเขม้ขน้ 0.0005 ppb 
มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ จึงสรุปได้ว่าวิธี น้ีมีช่วงความเป็นเส้นตรงท่ีความเข้มข้น      
0.0005-0.05 ppb และมีค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพนัธ์ (Correlation coefficient; r) เท่ากบั 0.995 
 
ตารางที ่4.5  แสดงผลการศึกษาช่วงความเป็นเส้นตรงในการวเิคราะห์หาเพนนิซิลีนจีท่ีความเขม้ขน้

ต่างๆ 

ความเขม้ขน้ของ 
เพนนิซิลีนจี (ppb) 

ค่าการดูดกลืนแสง 
ท่ีความยาวคล่ืน 450 nm ส่วนเบ่ียงเบน

มาตรฐาน 
คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 ค่าเฉล่ีย 

แบลงค ์(reagent blank) 2.834 2.834 2.767 2.812 0.039 

0.0005 2.683 2.683 2.683 2.683 0.000 

0.005 2.571 2.591 2.571 2.578 0.012 

0.025 2.382 2.395 2.358 2.378 0.019 

0.05 1.984 1.888 2.094 1.989 0.103 

0.25 1.704 1.531 1.324 1.520 0.190 

0.5 1.055 1.146 1.157 1.119 0.056 

5 1.08 0.901 0.994 0.992 0.090 
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รูปที่ 4.7  แสดงช่วงความเป็นเส้นตรงของวิธีวิเคราะห์หาเพนนิซิลีนจีโดยใชเ้ทคนิคอิมมูโนเซนเซอร์

แบบแข่งขนั 
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 4.1.2.4  ขีดจ ากดัในการตรวจพบ 
 ขีดจ ากัดในการตรวจพบหาได้จากการค านวณ ขีดจ ากัดในการตรวจพบ 
เท่ากบั 3.3 (SD)/S ซ่ึง SD = 0.034 และ S = 13.485 ซ่ึงผลการทดลองพบวา่วิธีวิเคราะห์น้ีมีขีดจ ากดัใน
การตรวจพบเท่ากบั 0.008 ppb 

 
 4.1.2.5  ขีดจ ากดัในการตรวจพบเชิงคุณภาพ 
 ผลการทดลองพบว่าวิธีน้ีมีขีดจ ากัดในการตรวจพบเชิงคุณภาพ เท่ากับ    
0.025 ppb ซ่ึงท่ีความเขม้ขน้น้ีมีความถูกตอ้งโดยหาจากเปอร์เซ็นตก์ารไดก้ลบัคืนมีค่าเท่ากบั 116 % 
และมีความเท่ียงซ่ึงพิจารณาจากส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพทัธ์ มีค่าเท่ากบั 5  

 
 4.1.2.6  ความจ าเพาะเจาะจงของวธีิวเิคราะห์ 
 ศึกษาความจ าเพาะเจาะจงของวิธีวิเคราะห์ด้วยยาปฏิชีวนะชนิดอ่ืนท่ีมี
โครงสร้างอยู่ในก ลุ่ม เดียวกับ เพนนิซิ ลีนจี  ได้แก่  แอมพิ ซิ ลีน (Ampicillin) อะมอกซีซิ ลีน 
(Amoxicillin) และคลอกซาซิลีน (Cloxacillin)/เปรียบเทียบกับค่าการดูดกลืนแสงของเพนนิซิลีนจี      
ท่ีความเขม้ขน้เดียวกนัคือ 0.5 ppb ผลการทดลองเป็นดงัตารางท่ี 4.6 และรูปท่ี 4.8 พบวา่แอมพิซิลีน 
อะมอกซีซิลีน และคลอกซาซิลีน ให้ค่าการดูดกลืนแสงใกล้เคียงกับแบลงค์ แสดงว่ายาปฏิชีวนะ      
ทั้ ง 3/ชนิดน้ีไม่มีผลต่อการวิเคราะห์หาเพนนิซิลีนจี เน่ืองจากไม่สามารถจับกับแอนติบอดีของ       
เพนนิซิลีนจีได ้จากผลการทดลองแสดงใหเ้ห็นวา่วธีิวเิคราะห์น้ีมีความจ าเพาะเจาะจงสูง 
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ตารางที ่4.6  แสดงผลของความจ าเพาะเจาะจงของวธีิวเิคราะห์หาเพนนิซิลีนจีโดยใชเ้ทคนิคอิมมูโน-
เซนเซอร์แบบแข่งขนั 

สารตวัอยา่ง ความเขม้ขน้ (ppb) 
ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 
ความยาวคล่ืน 450 nm 

เพนนิซิลีนจี 0.5 2.082 

แอมพิซิลีน 0.5 2.711 

อะมอกซีซิลีน 0.5 2.748 

คลอกซาซิลีน 0.5 2.731 

แบลงค ์ - 2.721 

 

 
 

รูปที ่4.8  แสดงผลของความจ าเพาะเจาะจงของวธีิวเิคราะห์ 
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 4.1.3  การวเิคราะห์หาเพนนิซิลีนจีในตวัอยา่งจริง 
 เม่ือไดว้ิธีวิเคราะห์หาเพนนิซิลีนจีท่ีเหมาะสมแลว้ จึงใชว้ิธีวิเคราะห์น้ี เพื่อวิเคราะห์
หาเพนนิซิลีนจีในตวัอยา่งจริง โดยใชต้วัอยา่งนมจ านวน 5 ตวัอยา่ง ไดแ้ก่ ตวัอยา่งนมพาสเจอร์ไรซ์  
A และ B ตวัอยา่งนมผง A และ B และตวัอยา่งน ้ านมดิบ จากผลการทดลองท่ีไดด้งัตารางท่ี 4.7 พบวา่ 
ในตวัอย่างนมทั้ง/5/ตวัอยา่ง ไม่มีการปนเป้ือนของเพนนิซิลีนจี โดยพิจารณาจากค่าการดูดกลืนแสง
ของตวัอยา่งมีค่าใกลเ้คียงกบัสารละลายแบลงค ์และเม่ือเปรียบเทียบผลท่ีไดร้ะหวา่งวิธีท่ีพฒันาข้ึนกบั
ชุดทดสอบผลการทดลองเป็นดังรูปท่ี/4.9/จะเห็นว่าไม่มีการปนเป้ือนของเพนนิซิลีนจีในนมทั้ง 5 
ตวัอยา่ง แสดงวา่วธีิท่ีพฒันาข้ึนใหผ้ลท่ีสอดคลอ้งกบัชุดทดสอบ 
 นอกจากน้ีเพื่อยืนยนัผลการทดลองของการวิเคราะห์หาเพนนิซิลีนจีในตวัอย่างจริง 
จึงศึกษาผลของการหาเปอร์เซ็นตก์ารไดก้ลบัคืนโดยใชต้วัอยา่งจริง ผลการทดลองท่ีไดแ้สดงดงัตาราง
ท่ี 4.8 จะเห็นวา่ไม่พบการปนเป้ือนของเพนนิซิลีนจีในตวัอยา่งจริง 
 
ตารางที ่4.7  ผลของการหาวเิคราะห์หาเพนนิซิลีนจีในตวัอยา่งจริง 

ตวัอยา่ง 
ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 450 nm 

เพนนิซิลีนจี 
คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 ค่าเฉล่ีย 

นมพาสเจอร์ไรซ์ A 2.739 2.709 2.659 2.702 ไม่พบ 

นมพาสเจอร์ไรซ์ B 2.799 2.709 2.709 2.739 ไม่พบ 

นมผง A 2.683 2.659 2.767 2.703 ไม่พบ 

นมผง B 2.834 2.737 2.709 2.760 ไม่พบ 

น ้านมดิบ 2.834 2.659 2.737 2.743 ไม่พบ 

แบลงคข์องสารเคมี 
(Reagent blank) 

2.767 2.737 2.752 2.752 ไม่พบ 
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ตารางที ่4.8  ผลของการหาสารละลายแบลงค ์ 

สารละลาย 
ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 450 nm 

1 2 3 ค่าเฉล่ีย 

แบลงคข์องสารเคมี (reagent blank) 2.767 2.737 2.752 2.752 
แบลงคข์องตวัอยา่ง (sample blank) 2.834 2.659 2.737 2.743 

 

 
 

รูปที ่4.9  แสดงผลของการวเิคราะห์หาเพนนิซิลีนจีดว้ยชุดทดสอบ 
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4.2  การวเิคราะห์หาปริมาณไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์โดยใช้เทคนิคคะตะไลตกิ
ไบโอเซนเซอร์ 

 4.2.1  ผลของค่าการดูดกลืนแสงของการวิเคราะห์หาปริมาณไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์
 ศึกษาหาความยาวคล่ืนท่ีเหมาะสมของการวิ เคราะห์หาปริมาณไฮโดรเจน           
เปอร์ออกไซด์ โดยน าสารละลายสีชมพู (รูปท่ี 4.10)/ท่ีไดจ้ากปฏิกิริยาของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์
และโอ-ไดอะนิซิดีนท่ีมีเอนไซม์เปอร์ออกซิเดสเป็นตวัเร่งปฏิกิริยา สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์           
(แบลงค)์/ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์และโอ-ไดอะนิซิดีน วดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองยูวี-วิสิเบิล 
สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ ท่ีความยาวคล่ืนตั้งแต่ 350-700 nm ผลการทดลองพบวา่สารละลายท่ีไดจ้าก
ปฏิกิริยาของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์และโอ-ไดอะนิซิดีนท่ีมีเอนไซม์เปอร์ออกซิเดสเป็นตวัเร่ง
ปฏิกิริยาให้ค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดท่ีความยาวคล่ืน 540 nm (รูปท่ี 4.11) ในขณะท่ีสารละลายอ่ืนๆ 
ไม่สามารถดูดกลืนแสงไดใ้นช่วงความยาวคล่ืนน้ี ดงันั้นในงานวิจยัน้ีจึงเลือกวดัค่าการดูดกลืนแสง   
ท่ี 540 nm เพื่อตรวจวเิคราะห์หาไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดต์่อไป  

 

 
 

รูปที ่4.10  สารละลายสีชมพท่ีูไดจ้ากปฏิกิริยาของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดก์บัโอ-ไดอะนิซิดีนท่ีมี
เอนไซมเ์ปอร์ออกซิเดสเป็นตวัเร่งปฏิกิริยา 
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รูปที ่4.11  ค่าการดูดกลืนแสงของ ก) สารละลายสีชมพูท่ีไดจ้ากการเกิดปฏิกิริยาของไฮโดรเจน   

เปอร์ออกไซด์กบัโอ-ไดอะนิซิดีนท่ีมีเอนไซมเ์ปอร์ออกซิเดสเป็นตวัเร่งปฏิกิริยา              
ข) สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ (แบลงค)์  ค) ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ และ  
ง) โอ-ไดอะนิซิดีน 
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 4.2.2  ผลของการหาสภาวะท่ีเหมาะสมของวธีิวเิคราะห์ 
 4.2.2.1  ผลของเวลาท่ีใชใ้นการเกิดปฏิกิริยา 
 การวิเคราะห์หาปริมาณของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์จะตอ้งใช้เวลาในการ
เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์และโอ-ไดอะนิซิดีน โดยมีเอนไซม ์            
เปอร์ออกซิเดสเป็นตวัเร่งปฏิกิริยา ดงันั้นจึงไดศึ้กษาเวลาท่ีใชใ้นการเกิดปฏิกิริยาท่ีเหมาะสม เพื่อให้
ไดก้ารเกิดปฏิกิริยาท่ีสมบูรณ์ โดยศึกษาท่ีเวลา 3  5  10  และ 15 นาที เม่ือตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี
ความยาวคล่ืน 540 nm เปรียบเทียบท่ีเวลาต่างๆ ผลการทดลองเป็น ดงัรูปท่ี 4.12 พบวา่เม่ือเวลาเพิ่มข้ึน
จาก 3/ถึง 5/นาที ค่าการดูดกลืนแสงท่ีได้มีค่าเพิ่มข้ึน แต่หลงัจากท่ีเวลา/5/นาทีเป็นต้นไป ค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ีได้เร่ิมคงท่ี แสดงว่าการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์และ      
โอ-ไดอะนิซิดีนเกิดปฏิกิริยาสมบูรณ์ท่ีเวลา 5 นาที ดงันั้นจึงเลือกใชเ้วลาในการเกิดปฏิกิริยาท่ี 5 นาที  
เป็นเวลาท่ีใชใ้นการทดลองคร้ังต่อไป 
 

 
 
รูปที ่4.12  ผลของเวลาท่ีใชใ้นการเกิดปฏิกิริยา 
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 4.2.2.2  ผลของความเขม้ขน้ของเอนไซมเ์ปอร์ออกซิเดส 
 ในการตรวจวิ เคราะห์หาปริมาณไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์  เอนไซม ์           
เปอร์ออกซิเดสท าหน้าท่ีเป็นตวัเร่งปฏิกิริยาระหว่างไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์กบัโอ-ไดอะนิซิดีน 
ดงันั้นปริมาณของเปอร์ออกซิเดสตอ้งมีมากเพียงพอเพื่อให้ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์เกิดปฏิกิริยาได้
สมบูรณ์ จึงศึกษาหาความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของเอนไซม์เปอร์ออกซิเดสท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ คือ 
0.001//0.002//0.004//0.006 และ 0.008 mg/ml จากผลการทดลองท่ีไดพ้บวา่ ท่ีความเขม้ขน้ 0.001 ถึง 
0.002/mg/ml/ให้ค่าการดูดกลืนแสงจะเพิ่มข้ึนตามความเขม้ขน้ของเอนไซม์เปอร์ออกซิเดส เพราะ
ความเข้มข้นของเอนไซม์เปอร์ออกซิเดสมาก สามารถเกิดปฏิกิริยาของสารตั้ งต้น (ไฮโดรเจน       
เปอร์ออกไซด์และโอ-ไดอะนิซิดีน)ไดม้าก ค่าการดูดกลืนแสงจึงมีค่าเพิ่มข้ึน แต่เม่ือเพิ่มความเขม้ขน้
ของเอนไซม์เปอร์ออกซิเดสจะเห็นว่าค่าการดูดกลืนแสงท่ีได้เร่ิมมีค่าคงท่ี (รูปท่ี 4.13) เน่ืองจาก
เอนไซมเ์ปอร์ออกซิเดสเร่งปฏิกิริยาของสารตั้งตน้จนหมด ท าให้ปฏิกิริยาเกิดข้ึนอยา่งสมบูรณ์ ถึงแม้
จะเพิ่มความเขม้ขน้ของเอนไซม์เปอร์ออกซิเดสให้มากข้ึนก็ไม่สามารถเร่งปฏิกิริยาไดอี้ก ดงันั้นใน
การทดลองน้ีจึงใชค้วามเขม้ขน้ของเอนไซมเ์ปอร์ออกซิเดสคือ 0.002 mg/ml 
 

 
 
รูปที ่4.13  ผลของความเขม้ขน้ของเอนไซมเ์ปอร์ออกซิเดส 
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 4.2.2.3  ผลของพีเอชของสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 
 การท างานของเอนไซม์ข้ึนอยู่กับพีเอชของสารละลาย เพื่อให้เอนไซม ์  
เปอร์ออกซิเดสเกิดประสิทธิภาพในการเร่งปฏิกิริยาไดสู้งสุด จึงศึกษาพีเอชของสารละลายฟอสเฟต
บฟัเฟอร์ท่ีพีเอชต่างๆ คือ 6.50//7.00//7.50 และ 8.00 ผลการทดลองจะเห็นว่าท่ีพีเอชเท่ากบั 7.00     
เป็นค่าพีเอชท่ีเอนไซม์เปอร์ออกซิเดสท างานได้ดีท่ีสุดค่าการดูดกลืนแสงจะมีค่าสูงสุด/และท่ีพีเอช 
มากกวา่ 7.00 ค่าการดูดกลืนแสงจะลดลง (รูปท่ี 4.14) เน่ืองจากเอนไซมเ์ปอร์ออกซิเดสจะมีพีเอชท่ี
เหมาะสมในการท างานอยู่ในช่วง 5.00-9.00/[39]/ดังนั้ นในการทดลองน้ีจึงเลือกใช้พี เอชของ
สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์เท่ากบั 7.00 ใชใ้นการทดลองคร้ังต่อไป 
 

 
 
รูปที ่4.14  ผลของพีเอชของสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 
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 4.2.2.4  ผลของความเขม้ขน้ของสารละลายโอ-ไดอะนิซิดีน 
 ปริมาณของโอ-ไดอะนิซิดีนจะมีผลต่อความไววิเคราะห์ของการตรวจวดัหา
ปริมาณไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ เน่ืองจากโอ -ไดอะนิซิดีนเป็นสารตั้งตน้ท่ีใช้ในการเกิดปฏิกิริยา 
ดงันั้นจึงศึกษาความเขม้ขน้ของสารละลายโอ-ไดอะนิซิดีนท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ คือ 0.1//0.3//0.5 และ 
0.7/mM/จากผลการทดลองพบว่า ค่าการดูดกลืนแสงเพิ่มข้ึนเม่ือความเขม้ขน้ของโอ-ไดอะนิซิดีน
เพิ่มข้ึน เพราะสารตั้งตน้มีความเขม้ขน้สูงสามารถเกิดปฏิกิริยาไดม้าก ท าใหค้่าการดูดกลืนแสงเพิ่มข้ึน 
จนถึงความเขม้ขน้ 0.5 mM ดงัรูปท่ี 4.15 และเม่ือความเขม้ขน้ของโอ-ไดอะนิซิดีนมากกวา่ 0.5 mM   
ค่าการดูดกลืนแสงท่ีไดไ้ม่เปล่ียนแปลง เพราะปริมาณของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ซ่ึงเป็นสารตั้งตั้นมี
จ านวนจ ากดั ท าให้โอ-ไดอะนิซิดีนท่ีเหลือไม่สามารถท าปฏิกิริยาได้ จึงสรุปได้ว่าความเขม้ขน้ท่ี
เหมาะสมของสารละลายโอ-ไดอะนิซิดีนคือ 0.5 mM 
 

 
 
รูปที ่4.15  ผลของความเขม้ขน้ของสารละลายโอ-ไดอะนิซิดีน  
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ตารางที ่4.9  สรุปสภาวะท่ีเหมาะสมของวธีิวเิคราะห์หาไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์โดยใชเ้ทคนิค          
คะตะไลติกไบโอเซนเซอร์  

การทดลอง สภาวะท่ีเหมาะสม 

1. ค่าการดูดกลืนแสงท่ีเหมาะสม 540 nm 

2. เวลาท่ีเหมาะสมท่ีใชใ้นการเกิดปฏิกิริยา 5 นาที 

3. ความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของเอนไซมเ์ปอร์ออกซิเดส 0.002 mg/ml 

4. พีเอชท่ีเหมาะสมของสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 7.00 

5. ความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของสารละลายโอ-ไดอะนิซิดีน 0.5 mM 
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 4.2.3  ประสิทธิภาพของวธีิวเิคราะห์ 
 การหาประสิทธิภาพของวธีิวเิคราะห์ เป็นการตรวจสอบและการยืนยนัการใช้ไดข้อง
วธีิท่ีไดพ้ฒันาข้ึน ดงันั้นจึงท าการหาประสิทธิภาพของวิธีวิเคราะห์หาไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์โดยใช้
เทคนิคคะตะไลติกไบโอเซนเซอร์ เป็นดงัน้ี 
 4.2.3.1  ความเท่ียงของวธีิวิเคราะห์ 
 1)  การท าซ ้ าของวธีิวเิคราะห์ 
 ศึกษาการท าซ ้ าของวิธีวิเคราะห์ โดยใช้สารละลายมาตรฐานไฮโดรเจน  
เปอร์ออกไซด ์ความเขม้ขน้ 10 ppm ท าการทดลองซ ้ าจ  านวน 5 คร้ัง ภายใตส้ภาวะเดียวกนั จากนั้นน า
สารละลายท่ีไดไ้ปตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองยูวี-วิสิเบิล สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ท่ีความยาว
คล่ืน 540 nm แลว้น าค่าการดูดกลืนแสงท่ีไดไ้ปค านวณหาค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพทัธ์ พบวา่มี
ค่าเท่ากบั 1 ดงัตารางท่ี 4.10 ซ่ึงเป็นค่าท่ีอยูใ่นช่วงท่ียอมรับไดเ้พราะเกณฑ์การยอมรับไดข้องค่าส่วน
เบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพทัธ์ (% RSD) ในช่วงความเขม้ขน้ระดบั ppm (mg/l) ตอ้งมีค่าไม่เกิน 11 [40] 
แสดงวา่วธีิน้ีมีความเท่ียงสูง 
 
ตารางที ่4.10  แสดงผลของการศึกษาการท าซ ้ าของวธีิวเิคราะห์หาไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดโ์ดยใช้

เทคนิคคะตะไลติกไบโอเซนเซอร์ 

คร้ังท่ี ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 540 nm 

1 0.451 

2 0.463 

3 0.461 

4 0.467 

5 0.461 

ค่าเฉล่ีย 0.461 

SD 0.006 

% RSD 1 
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 2)  การทวนซ ้ าของวธีิวเิคราะห์ 
 ศึกษาการทวนซ ้ าของวิธีวิเคราะห์ โดยใช้สารละลายโดยใช้สารละลาย
มาตรฐานไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ความเข้มขน้/10/ppm/ท าการทดลองซ ้ าจ  านวน/5/คร้ัง ภายใต้
สภาวะท่ีแตกต่างกนั จากนั้นน าสารละลายท่ีไดไ้ปตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงด้วยเคร่ืองยูวี-วิสิเบิล        
สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน/540/nm/แล้วน าค่าการดูดกลืนแสงท่ีได้ไปค านวณหาค่า     
ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพทัธ์ พบว่ามีค่าเท่ากับ/2/ดังตารางท่ี 4.11/ค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน
สัมพทัธ์ท่ีไดอ้ยูใ่นช่วงท่ียอมรับได ้เกณฑก์ารยอมรับไดข้องค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพทัธ์ในช่วง     
ความเขม้ขน้ระดบั ppm (mg/l) ตอ้งมีค่าไม่เกิน 11 [40] จากผลท่ีไดจ้ะเห็นวา่วธีิวิเคราะห์หาไฮโดรเจน
เปอร์ออกไซดโ์ดยใชเ้ทคนิคคะตะไลติกไบโอเซนเซอร์มีความเท่ียงสูง 
 
ตารางที ่4.11  แสดงผลของการศึกษาการทวนซ ้ าของวธีิวเิคราะห์หาไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดโ์ดยใช้

เทคนิคคะตะไลติกไบโอเซนเซอร์ 

คร้ังท่ี ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 540 nm 

1 0.435 

2 0.452 

3 0.453 

4 0.444 

5 0.428 

ค่าเฉล่ีย 0.442 

SD 0.0097 

% RSD  2 
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 4.2.3.2  ความถูกตอ้งของวธีิวเิคราะห์ 
 ศึกษาความถูกตอ้งของวิธีวิเคราะห์ โดยการหาเปอร์เซ็นต์การได้กลบัคืน    
(%/Recovery)/น าค่าการดูดกลืนแสงท่ีได้ค  านวณหาเปอร์เซ็นต์การได้กลับคืนเปรียบเทียบกับ            
กราฟมาตรฐานของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (รูปท่ี 4.16)/จะพบว่าเปอร์เซ็นต์การไดก้ลบัคืนมีค่าอยู่
ในช่วง 91-108 % ดงัตารางท่ี 4.12 ถือวา่อยูใ่นช่วงท่ียอมรับได ้ซ่ึงเกณฑ์การยอมรับไดข้องเปอร์เซ็นต์
การไดก้ลบัคืนท่ีระดบัความเขม้ขน้ ppm มีค่าอยูใ่นช่วง 80-110 % [40] แสดงวา่วิธีวิเคราะห์มีน้ีความ
ถูกตอ้งสูง  
 

 
 

รูปที ่4.16  กราฟมาตรฐานของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดท่ี์ความเขม้ขน้ต่างๆ 
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ตารางที ่4.12  แสดงผลการหาเปอร์เซ็นตก์ารไดก้ลบัคืนในการวเิคราะห์หาไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์
โดยใชเ้ทคนิคคะตะไลติกไบโอเซนเซอร์ 

ตวัอยา่ง 
ความเขม้ขน้ของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์(ppm) เปอร์เซ็นต ์

การไดก้ลบัคืน ก่อนเติม เติม หลงัเติม 

1 0.00 0.50 0.54 108 

2 0.00 0.60 0.59 98 

3 0.00 1.00 0.91 91 

4 0.00 3.00 2.98 99 
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 4.2.3.3  ช่วงความเป็นเส้นตรง 
 ศึกษาช่วงความเป็นเส้นตรงของวิธีวิเคราะห์ โดยใช้สารละลายมาตรฐาน
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ความเขม้ขน้ 0.1  0.2  0.4  0.6  0.8  1.0  3.0  5.0  10.0  15.0  20.0  30.0  และ 
40.0/ppm/แล้ววดัค่าการดูดกลืนแสงด้วยเคร่ืองยูวี-วิสิเบิล สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน    
540 nm ผลการทดลองท่ีไดเ้ป็นดงัตารางท่ี 4.13 เม่ือความเขม้ขน้ของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์เพิ่มข้ึน 
ค่าการดูดกลืนแสงท่ีไดจ้ะเพิ่มข้ึน เม่ือน าขอ้มูลท่ีไดม้าสร้างกราฟมาตรฐานระหวา่งค่าการดูดกลืนแสง
กบัความเขม้ขน้ของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์ผลท่ีไดเ้ป็นดงัรูปท่ี 4.17 วธีิน้ีมีช่วงความเป็นเส้นตรงอยู่
ในช่วงความเขม้ขน้ 0.4-3.0 ppm และมีค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพนัธ์เท่ากบั 0.999 
 
ตารางที ่4.13  แสดงผลการศึกษาช่วงความเป็นเส้นตรงในการวเิคราะห์หาไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดท่ี์

ความเขม้ขน้ต่างๆ 

ความเขม้ขน้ของไฮโดรเจน 
เปอร์ออกไซด ์(ppm) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 540 nm ส่วนเบ่ียงเบน
มาตรฐาน คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 ค่าเฉล่ีย 

0.1 0.050 0.053 0.050 0.051 0.002 

0.2 0.058 0.054 0.057 0.056 0.002 

0.4 0.032 0.033 0.033 0.033 0.001 

0.6 0.049 0.047 0.048 0.048 0.001 

0.8 0.063 0.063 0.063 0.063 0.000 

1.0 0.078 0.078 0.079 0.078 0.001 

3.0 0.238 0.242 0.240 0.240 0.002 

5.0 0.285 0.285 0.289 0.286 0.002 

10.0 0.380 0.373 0.379 0.3787 0.004 

15.0 0.428 0.421 0.433 0.427 0.006 

20.0 0.450 0.444 0.450 0.448 0.003 

30.0 0.476 0.471 0.468 0.472 0.004 

40.0 0.476 0.477 0.474 0.476 0.002 
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รูปที ่4.17  แสดงช่วงความเป็นเส้นตรงของวธีิวเิคราะห์หาไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดโ์ดยใชเ้ทคนิค      

คะตะไลติกไบโอเซนเซอร์ 
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 4.2.3.4  ขีดจ ากดัในการตรวจพบ 
 ขีดจ ากัดในการตรวจพบ ค านวณได้จาก 3.3×(SD)/S/โดยท่ี SD/=/0.0042 
และ S = 0.08 ผลการทดลองพบวา่วธีิน้ีมีขีดจ ากดัในการตรวจพบเท่ากบั 0.2 ppm 

 
 4.2.3.5  ขีดจ ากดัในการตรวจพบเชิงคุณภาพ 
 ขีดจ ากัดในการตรวจพบเชิงคุณภาพค านวณได้จาก 10×(SD)/S1ผลการ
ทดลองพบวา่วิธีน้ีมีขีดจ ากดัในการตรวจพบเชิงคุณภาพ เท่ากบั 0.5 ppm และน าความเขม้ขน้น้ีมาหา
ความถูกตอ้งพบวา่ให้เปอร์เซ็นตก์ารไดก้ลบัคืนเท่ากบัเท่ากบั/108/% และหาความเท่ียงพบว่าให้ค่า    
ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพทัธ์ เท่ากบั 2  

 
 4.2.3.6  ความจ าเพาะเจาะจงของวธีิวเิคราะห์ 
 ศึกษาความจ าเพาะเจาะจงของวิธีวิเคราะห์โดยศึกษาจากผลของตวัรบกวน   
ท่ีคาดว่าจะมีผลต่อการวิเคราะห์หาไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์  [41]/ได้แก่ โพแทสเซียมไอโอไดด ์
กลูโคส และวิตามินซี เปรียบเทียบกบัค่าการดูดกลืนแสงของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ท่ีความเขม้ขน้
เดียวกันคือ/10/ppm/ผลการทดลองดังตารางท่ี/4.14/และรูปท่ี/4.18/พบว่าโพแทสเซียมไอโอไดด ์
กลูโคส และวิตามินซีไม่สามารถเกิดปฏิกิริยาได้ เน่ืองจากเอนไซม์เปอร์ออกซิเดสไม่สามารถเร่ง
ปฏิกิริยาได้ เกิดปฏิกิริยาเฉพาะไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์เท่านั้น ซ่ึงแสดงให้เห็นว่าวิธีวิเคราะห์น้ีมี
ความจ าเพาะเจาะจงต่อการวเิคราะห์หาไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดสู์ง 
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ตารางที ่4.14  แสดงผลของความจ าเพาะเจาะจงของวธีิวเิคราะห์หาไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดโ์ดยใช้
เทคนิคคะตะไลติกไบโอเซนเซอร์ 

สารตวัอยา่ง ความเขม้ขน้ (ppm) 
ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 
ความยาวคล่ืน 540 nm 

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) 10 0.288 

โพแทสเซียมไอโอไดด์ (KI) 10 0.002 

กลูโคส (Glucose) 10 0.004 

วติามินซี (Vitamin C) 10 0.005 

 

 
 

รูปที ่4.18  แสดงผลของความจ าเพาะเจาะจงของวธีิวเิคราะห์ 
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 4.2.3  การวเิคราะห์หาไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดใ์นตวัอยา่งจริง 
 เ ม่ือได้วิ ธีวิ เคราะห์หาไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ท่ี เหมาะสมและพบว่าวิธี น้ี มี
ประสิทธิภาพ จึงใช้วิธีน้ีเพื่อวิเคราะห์หาไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ในตวัอย่างจริง โดยใช้ตวัอย่างนม
จ านวน 5 ตวัอยา่ง ไดแ้ก่ คือ ตวัอยา่งนมพาสเจอร์ไรซ์ A และ B ตวัอยา่งนมผง A และ B และตวัอยา่ง
น ้ านมดิบ ผลการทดลองท่ีได้พบว่าในตวัอย่างทั้ง/5/ตวัอย่างไม่พบการปนเป้ือนของไฮโดรเจน     
เปอร์ออกไซด์ (ดงัตารางท่ี 4.15)/และน าตวัอย่างจริงไปวิเคราะห์ด้วยวิธีไทเทรต จะเห็นว่าผลการ
ทดลองท่ีไดมี้ความสอดคลอ้งกนัคือ ไม่พบการปนเป้ือนของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ในตวัอย่างนม
ทั้ง 5 ตวัอยา่ง แสดงวา่ตวัอยา่งนมท่ีน ามาวเิคราะห์มีคุณภาพและมีความปลอดภยัต่อผูบ้ริโภค 
 
ตารางที ่4.15  ผลของการตรวจหาไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดใ์นตวัอยา่งจริงโดยใชว้ธีิคะตะไลติก

ไบโอเซนเซอร์ 

ตวัอยา่ง 
ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 540 nm ไฮโดรเจน 

เปอร์ออกไซด ์1 2 3 ค่าเฉล่ีย 

นมพาสเจอร์ไรซ์ A 0.019 0.019 0.019 0.019 ไม่พบ 

นมพาสเจอร์ไรซ์ B 0.004 0.005 0.004 0.004 ไม่พบ 

นมผง A 0.008 0.009 0.009 0.009 ไม่พบ 

นมผง B 0.005 0.006 0.006 0.006 ไม่พบ 

น ้านมดิบ 0.009 0.008 0.009 0.009 ไม่พบ 

แบลงค ์ 0.006 0.007 0.005 0.006 ไม่พบ 

 
 

 

 
 
 
 



บทที ่5 
สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

 

5.1  สรุปผลการทดลอง 
 งานวจิยัน้ีไดพ้ฒันาวธีิวเิคราะห์หาเพนนิซิลีนจีและไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ท่ีตกคา้งในนม
โดยใช้เทคนิคไบโอเซนเซอร์ การวิเคราะห์หาเพนนิซิลีนจีจะอาศยั เทคนิคอิมมูโนเซนเซอร์แบบ
แข่งขนั ซ่ึงเป็นการจบักนัอย่างจ าเพาะเจาะจงระหว่างแอนติเจน/(เพนนิซิลีนจี)/กบัแอนติบอดีของ  
เพนนิซิลีนจีท่ีติดฉลากดว้ยไบโอติน โดยจะตรึงเพนนิซิลีนจีท่ีติกฉลากดว้ยโบวีนซีร่ัมอลับูมินลงใน
ไมโครเพลท แลว้เติมแอนติบอดีท่ีติดฉลากดว้ยไบโอตินลงไป เพนนิซิลีนจีท่ีตรึงอยูบ่นไมโครเพลท
กบัเพนนิซิลีนจีท่ีอยู่ในตวัอย่างจะแข่งขนักนัจบักบัแอนติบอดีท่ีติดฉลากด้วยไบโอติน ตรวจวดัหา
ปริมาณเพนนิซิลีนจี ได้จากการติดตามการเกิดปฏิกิริยาของเปอร์ออกซิเดสท่ีติดอยู่กบัแอนติบอดี   
โดยมี 3,3’,5,5’-เตตระเมทิลเบนซิดีนและไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดเ์ป็นสับสเตรท เกิดเป็นสารละลายสี
ฟ้า เม่ือเติมกรดซลัฟิวริกจะไดส้ารละลายสีเหลือง ตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองยูวี-วิสิเบิล 
สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ พบวา่ให้ค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดท่ีความยาวคล่ืน 450 nm ค่าการดูดกลืนแสง
ท่ีไดจ้ะแปรผกผนักบัความเขม้ขน้ของเพนนิซิลีนจี 
 ท าการศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมของวิธีวิเคราะห์ในการวิเคราะห์หาปริมาณเพนนิซิลีนจี
พบว่า ใช้เวลาในการตรึงเพนนิซิลีนจีท่ีติดฉลากด้วยโบวีนซีร่ัมอัลบูมินลงในไมโครเพลทคือ            
12/ชั่วโมง ความเขม้ขน้ของแอนติบอดีของเพนนิซิลีนจีท่ีติดฉลากด้วยไบโอติน 0.006/µg/µl เวลา    
ในการจบักนัระหวา่งเพนนิซิลีนจีกบัแอนติบอดีของเพนนิซิลีนจีท่ีติดฉลากดว้ยไบโอตินคือ 60 นาที 
ความเขม้ขน้ของสเตร็ปตาวดิิน-เปอร์ออกซิเดสและพีเอชท่ีเหมาะสมของสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์
ท่ีใชคื้อ 0.004 mg/ml และ 7.00 ตามล าดบั 
 ศึกษาประสิทธิภาพของวิธีวิเคราะห์ พบว่า การวิเคราะห์หาเพนนิซิลีนจีโดยอาศยัเทคนิค       
อิมมูโนเซนเซอร์แบบแข่งขนัมีความเท่ียงสูง (% RSD นอ้ยกวา่  30) และมีความถูกตอ้งสูง (เปอร์เซ็นต์
การไดก้ลบัคืนมีค่าอยูใ่นช่วง 116-118 %) มีช่วงความเป็นเส้นตรง 0.0005-0.05 ppb มีค่าสัมประสิทธ์ิ
สหสัมพันธ์เท่ากับ 0.995 มีขีดจ ากัดในการตรวจพบและขีดจ ากัดในการตรวจพบเชิงคุณภาพ      
เท่ากบั 0.008 และ 0.025 ppb ตามล าดบั และเม่ือศึกษาความจ าเพาะเจาะจงของวิธีวิเคราะห์พบวา่ วิธีน้ี
มีความจ าเพาะเจาะจงต่อเพนนิซิลีนจีสูง จากนั้นน าวิธีท่ีได้ไปตรวจวิเคราะห์หาเพนนิซิลีนจีใน
ตวัอย่างจริงทั้งหมด/5/ตวัอย่าง ได้แก่ นมพาสเจอร์ไรซ์/A/และ B นมผง A และ B และตวัอย่าง    
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น ้ านมดิบ ผลการทดลองท่ีได้พบว่าไม่มีการตกค้างของเพนนิซิลีนจีในตวัอย่างจริงซ่ึงให้ผลการ
วเิคราะห์ท่ีสอดคลอ้งกบัชุดทดสอบ 
 ส าหรับการวิเคราะห์หาโฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ท่ีตกค้างในนมจะอาศยัหลักการของ
เทคนิคคะตะไลติกไบโอเซนเซอร์ ซ่ึงเป็นวิธีท่ีใช้เอนไซม์เป็นวสัดุชีวภาพ ท าหน้าท่ีเป็นตัวเร่ง
ปฏิกิริยา โดยเอนไซม์เปอร์ออกซิเดสจะเร่งปฏิกิริยาระหว่างไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์และโอ-       
ไดอะนิซิดีน ไดผ้ลิตภณัฑ์เป็นสารละลายสีชมพู ภายใตส้ภาวะกรดสารละลายจะเปล่ียนเป็นสีน ้ าตาล 
จากผลการทดลองพบวา่ท่ีความยาวคล่ืน 540 nm ให้ค่าการดูดกลืนแสงสูงสุด ค่าการดูดกลืนแสงท่ีได้
พบวา่แปรผนัตรงตามความเขม้ขน้ของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์
 ศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมของวธีิวเิคราะห์ พบวา่ ใชเ้วลาในการเกิดปฏิกิริยา 5 นาที ความ
เขม้ขน้ของเอนไซม์เปอร์ออกซิเดสเท่ากบั 0.0021mg/ml พีเอชของสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์คือ 
7.00 และความเขม้ขน้ของโอ-ไดอะนิซิดีนท่ีเหมาะสมคือ 0.5 mM จากนั้นหาประสิทธิภาพของวิธี
วิเคราะห์พบว่าวิธีวิเคราะห์หาไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ด้วยวิธีคะตะไลติกไบโอเซนเซอร์  ให้
เปอร์เซ็นตก์ารไดก้ลบัคืนมีค่าอยูใ่นช่วง 91-108 % มีช่วงความเป็นเส้นตรงท่ีความเขม้ขน้ 0.4-3.0 ppm 
มีค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพนัธ์เท่ากบั 0.999 ใหขี้ดจ ากดัในการตรวจพบเท่ากบั 0.2 ppm และขีดจ ากดัใน
การตรวจพบเชิงคุณภาพเท่ากับ 0.51ppm1นอกจากน้ียงัพบว่าวิธีน้ีมีความจ าเพาะเจาะจงต่อการ
วิเคราะห์หาไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ เม่ือน าวิธีท่ีได้ไปวิเคราะห์หาโฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ใน
ตวัอยา่งจริงทั้งหมด 5 ตวัอยา่ง ไดแ้ก่ นมพาสเจอร์ไรซ์ A และ B  นมผง A และ B  และตวัอยา่งน ้ านม
ดิบ และเปรียบเทียบผลการทดลองท่ีไดก้บัวธีิการไทเทรต พบวา่ทั้งสองวธีิใหผ้ลท่ีสอดคลอ้งกนัคือไม่
มีการตกคา้งของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดใ์นตวัอยา่งจริง 
 จึงสรุปไดว้า่วิธีวิเคราะห์หาปริมาณเพนนิซิลีนจีและไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ท่ีตกคา้งใน
นมโดยใชเ้ทคนิคไบโอเซนเซอร์เป็นวธีิท่ีมีประสิทธิภาพสูง และสามารถน าไปวิเคราะห์หาเพนนิซิลีน
จีและไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ท่ีตกคา้งในนมได้ โดยพบว่าวิธีท่ีพฒันาข้ึนมีขอ้ดีคือ ไม่ตอ้งเตรียม
ตวัอยา่งก่อนการวเิคราะห์และใหขี้ดจ ากดัการตรวจพบท่ีความเขม้ขน้ต ่า 
 

5.2  ข้อเสนอแนะ 
 วิธีการตรวจหาเพนนิซิลีนจีโดยใช้หลักการของอิมมูโนเซนเซอร์แบบแข่งขนั สามารถ
น าไปประยุกต์ใช้ในการตรวจหาสารท่ีมีมวลโมเลกุตต ่าอ่ืนๆ ได้ โดยเปล่ียนคู่แอนติเจนและ
แอนติบอดี 
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บทคัดย่อ  

งานวิจยัน้ีเป็นการพฒันาวิธีวิเคราะห์หาความเขม้ขน้ของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ในนมดว้ยเทคนิค

ไบโอเซนเซอร์ โดยใชเ้อนไซมเ์ปอร์ออกซิเดสและเคร่ืองสเปกโทรโฟโตมิเตอร์เป็นวสัดุชีวภาพและตวัตรวจวดั

ตามลาํดบั หลกัการของวิธีน้ีอาศยัการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนัของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ดว้ยเอนไซมเ์ปอร์

ออกซิเดส เอนไซมเ์ปอร์ออกซิเดสเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชนัของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์และโอ-ไดอะนิซิดีนได้

ผลิตภณัฑเ์ป็นสารละลายสีนํ้ าตาล และเม่ืออยูใ่นสภาวะกรดสารละลายสีนํ้ าตาลจะเปล่ียนเป็นสารละลายสีชมพ ู

ตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร ผลการทดลอง

พบวา่ค่าการดูดกลืนแสงแปรผนัตรงตามความเขม้ขน้ของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ภายใตส้ภาวะท่ีเหมาะสม

ของวธีิวเิคราะห์พบวา่ให้กราฟมาตรฐานท่ีเป็นเส้นตรงอยูใ่นช่วงความเขม้ขน้ 0.4-3.0 ppm และใชเ้วลาในการ

วิเคราะห์ 5 นาที วิธีไบโอเซนเซอร์ท่ีพัฒนาข้ึนน้ีมีข้อดีคือ เป็นวิธีท่ี ง่าย ใช้เวลาในการวิเคราะห์น้อย                   

มีความจาํเพาะเจาะจงและความถูกตอ้งสูง 

คาํสําคญั: ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด,์ ไบโอเซนเซอร์, เอนไซมเ์ปอร์ออกซิเดส 

Vol.5 No.1 (2015) : 22–31 

www.sci.rmutt.ac.th/stj 

Online ISSN 2229-1547 

102



Sci. & Tech. RMUTT J. Vol.5 No.1 (2015)                                                                                  23 

 

Abstract  

An analytical method was developed for detection of hydrogen peroxide concentration in milk using 

biosensor technique. Peroxidase enzyme and a spectrophotometer were used as biological sensing element and 

detector, respectively. The principle of this method is based on the oxidation reaction of hydrogen peroxide 

by peroxidase enzyme. The oxidation reaction of hydrogen peroxide and o-dianisidine were catalyzed by 

peroxidase enzyme, which results in brown solution. Under acidic condition, the color of solution turns from 

brown to pink. The absorptions were detected with spectrophotometer at the wavelength of 540 nm. The 

results were found that the absorbance were proportional to the concentrations of hydrogen peroxide. Under 

optimum conditions, the calibration curves were linear in the range of concentrations 0.4-3.0 ppm with the 

analysis time of 5 min. The advantages of a developed biosensor were simple, short analysis time, high 

sensitivity and accuracy method. 

Keywords: Hydrogen peroxide, Peroxidase enzyme, Biosensor 

 

1. บทนํา  

 ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (Hydrogen 

peroxide) มีสูตรทางเคมีคือ H2O2 เป็นของเหลวใส 

ไม่มีสี  มีรสขม เป็นสารออกซิไดซ์ท่ีแรง มีฤทธ์ิใน

การฆ่าเช้ือโรค และยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรีย  

[ 1 -2 ]  ไ ฮโ ด ร เ จ น เ ป อ ร์ อ อ ก ไ ซด์จ ะ ไ ป ทําใ ห้

เ กิ ด ป ฏิ กิ ริ ย า  Pe r o x i d a t i o n  ข อ ง ลิ พิ ด ท่ี เ ป็ น

องค์ประกอบอยู่ในชั้นเยื่อหุ้มเซลล์ของแบคทีเรีย 

ส่งผลทาํใหค้วามสามารถในการซึมผา่นเขา้และออก

จากเยื่อ หุ้ม เซล ล์ของสารต่ าง ๆ  เ สีย ไปทําใ ห้

แบคทีเรียตายลงในท่ีสุด เน่ืองจากในประเทศไทย 

อยู่ ใ น เข ตร้อ นช้ืน  มี อุ ณหภู มิ ท่ี เ หมาะกับ การ

เจริญเติบโตของแบคทีเรีย เกษตรกรจึงมีการลกัลอบ

เติมไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ลงในนํ้ านมดิบเพ่ือ

ป้องกนัเจริญเติบโตของแบคทีเรีย ช่วยในการรักษา

คุณภาพนํ้ านมดิบ นอกจากไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์

มีโอกาสตกคา้งในนํ้ านมดิบแลว้ยงัสามารถเกิดการ

ปนเป้ือนไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ในระหว่าง

กระบวนการแปรรูปผลิตภณัฑ์นมอีกด้วย เช่น ใน

กระบวนการผลิตนมยเูอชที มีการใชไ้ฮโดรเจนเปอร์

ออกไซด์เขม้ข้น 35% เพ่ือฆ่าเช้ือโรคภาชนะท่ีใช้

บรรจุผลิตภัณฑ์นม เช่น กล่องกระดาษและขวด

พลาสติกชนิด PE หรือ PP เป็นตน้ [3-4] จึงทาํให้

ผลิตภัณฑ์นมท่ีได้มีโอกาสเกิดการตกค้างของ

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดใ์นผลิตภณัฑไ์ด ้ไฮโดรเจน

เปอร์ออกไซด์จัดเป็นวตัถุอันตรายชนิดท่ี 1 ตาม

พระราชบัญญัติว ัตถุอันตราย พ.ศ.  2535 สาร

ออกซิไดซ์ชนิดรุนแรงเป็นอันตราย เม่ือกลืนกิน 

สัมผสัผิวหนัง และเป็นพิษเม่ือหายใจเขา้ไปโดยมี

ฤทธ์ิทาํให้ผิวหนังไหม้อย่างรุนแรงทําลายดวงตา 

เกิดอนัตรายต่อการเจริญพนัธ์ุหรือทารกในครรภ ์  

ทาํอนัตรายต่อระบบทางเดินหายใจ ระบบประสาท

ส่วนกลางปอด และระบบเลือดเป็นตน้ [5] เม่ือเดือน

พฤศจิกายน พ.ศ. 2551 ในประเทศจีน ไดมี้รายงาน

ข่าวว่ามีเกษตรกรลกัลอบเติมสารไฮโดรเจนเปอร์

ออกไซด์ เพ่ือฟอกสีและฆ่าเช้ือโรคลงในนํ้ านมดิบ 

[6] ทาํใหอ้งคก์ารอาหารและยาสหรัฐอเมริกา เตือน

ผู ้บริโภคไม่ให้ซ้ือผลิตภัณฑ์นมจากประเทศจีน 

ส่งผลเสียหายคร้ังยิง่ใหญ่ต่ออุตสาหกรรมผลิตนมใน
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ประเทศ นอกจากน้ียงัตรวจพบการปนเป้ือนของ

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ในผลิตภัณฑ์นม  ใน

ประเทศบราซิล ในเ ดือนกันยายน คศ .  2007 

เกษตรกรไดเ้ติมไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ลงไปใน

นํ้ าน ม ดิ บ ก่ อ น ส่ ง ข าย ใ ห้กับ โ ร ง ง าน ผ ลิ ต น ม 

เน่ืองจากไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์มีราคาถูก เติมลง

ไปเพ่ือป้องกันการเจริญของแบคทีเรีย ช่วยในการ

รักษาอายุของนํ้ านมดิบ และช่วยเพ่ิมปริมาณนํ้ านม

ดิบได้อีกด้วย [7]  ทําให้บริษัทผู ้ผลิต เ รียกคืน

ผลิตภณัฑจ์ากนมจาํนวนมากจากหลายประเทศคู่คา้ 

ส่งผลกระทบทาํใหเ้กิดความเสียหายแก่บริษทัผูผ้ลิต 

รวมถึงความน่าเช่ือถือของผลิตภณัฑน์มของประเทศ

ดว้ย 

จึงทาํใหอ้งคก์รต่างๆท่ีเก่ียวขอ้งไดก้าํหนด

มาตรฐานค่ า สูง สุด ท่ียอมให้ไฮโดรเจนเปอร์

ออกไซด์มีไดใ้นนํ้ านมดิบและผลิตภณัฑจ์ากนม ใน

ประเทศไทยสํานักงานมาตรฐานสินคา้เกษตรและ

อาหารแห่งชาติ (มกอช.) ไดก้าํหนดมาตรฐานการรับ

ซ้ือนํ้ านมดิบ ห้ามมีการปนเป้ือนไฮโดรเจนเปอร์

ออกไซด์ในนํ้ านมดิบ ในส่วนการกาํหนดมาตรฐาน

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ในผลิตภณัฑ์นม องค์การ

อ า ห าร แ ล ะ ย า สห รั ฐ อ เ ม ริ ก า ไ ด้กําห น ด ใ ห้ มี

ไฮโดรเจนเปอร์-ออกไซดต์กคา้งในผลิตภณัฑน์มได้

ไม่เกิน 0.5 ppm [8] ดงันั้นจึงจาํเป็นท่ีจะตอ้งมีการ

ตรวจสอบปริมาณไฮโดรเจนเปอร์-ออกไซด์ท่ี

ตกคา้งในทั้งนํ้ านมดิบและผลิตภณัฑน์ม เพ่ือควบคุม

คุณภาพให้ผ่านเกณฑ์กาํหนดได ้สามารถผลิตเพ่ือ

การส่งออกขายไปยงัประเทศต่างๆได ้ 

วิธีตรวจวิเคราะห์หาปริมาณไฮโดรเจน

เปอร์-ออกไซด์โดยทั่วไป ได้แก่ ฟลูออโรเมตรี 

(Fluorometry) [9] เคมีไฟฟ้า (Electrochemistry) 

[10] และเคมิลูมิเนสเซนต์ (Chemiluminescence) 

[11] แต่พบว่าเทคนิคเหล่าน้ีมีข้อจํากัดคือ ใช้

เคร่ืองมือขั้นสูง มีราคาแพง ผูว้ิเคราะห์ตอ้งมีความ

เช่ียวชาญในการใช้เคร่ืองมือ และตอ้งส่งตัวอย่าง

นํ้ านมไปวิเคราะห์ยงัห้องปฏิบัติการเท่านั้น จึงไม่

เหมาะสมท่ีจะนํามาตรวจหาปริมาณของของ

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ในนม จากขอ้จาํกัดต่างๆ

ของวิธีข้างต้น จึงทําให้ในงานวิจัยน้ีสนใจท่ีจะ

พฒันาวิธีวิเคราะห์หาปริมาณของไฮโดรเจนเปอร์

ออกไซด์ท่ีตกคา้งในนมและผลิตภณัฑน์มโดยอาศยั

หลกัการของไบโอเซนเซอร์ และตรวจวดัสีท่ีเกิดข้ึน 

ท่ีผ่านมาได้มีงานวิจัยในการหาตรวจวดัปริมาณ

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์และกลูโคส โดยจะใช้

เอนไซม์เปอร์ออกซิเดส (Peroxidase) เป็นตัวเร่ง

ปฏิกิริยาและมีซับสเตรทเป็น 3,3,5,5-เตตระเมทิล-   

เบนซิดีน (3, 3, 5, 5-tetramethylbenzidine; TMB) 

เม่ือเกิดปฏิกิริยาข้ึนจะไดส้ารละลายสีฟ้า แลว้นาํไป

วดัค่าการดูดกลืนแสงด้วยเคร่ืองสเปกโทรโฟโต

มิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน 655 nm พบวา่วิธีน้ีมีขอ้ดีคือ

มีความจําเพาะเจาะจงสูง ค่าการดูดกลืนแสงท่ีได้

แปรผันตรงกับปริมาณของไฮโดรเจนเปอร์ -

ออกไซด ์[12] การพฒันาวธีิวิเคราะห์หาปริมาณของ

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ดว้ยเทคนิคไบโอเซนเซอร์

โดยทั่วไปจะใช้เอนไซม์เปอร์ออกซิเดสเป็นวสัดุ

ชีวภาพ เป็นการอาศัยการเกิดปฏิกิริยาเคมีของ

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดก์บัเอนไซมเ์ปอร์ออกซิเดส 

ถ้าในตัวอย่างนมมีไฮโดรเจนเป อร์ออกไซด ์

เ อ น ไ ซม์ เ ป อ ร์ อ อ ก ซิ เ ด สจ ะ เ ร่ ง ป ฏิ กิ ริ ย าข อ ง

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์และโอ-ไดอะนิซิดีน(O-

dianisidine) ได้ผลิตภณัฑ์เป็นสารโอ-ไดอะนิซิดี

นท่ีอยู่ในรูปออกซิไดส์จะได้สารละลายสีนํ้ าตาล 

เม่ืออยู่ในสภาวะกรดจะได้สารละลายเป็นสีชมพ ู

[13] ความเขม้ของสารละลายสีชมพูท่ีเกิดข้ึน แปร

ผันตรงตามความเข้มข้นของไฮโดรเจนเปอร์

ออกไซดใ์นตวัอยา่ง 
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ดังนั้ นในงานวิจัยน้ีจึงสนใจท่ีจะพัฒนา

เทคนิคไบโอเซนเซอร์เพ่ือตรวจหาไฮโดรเจนเปอร์

ออกไซด์ โดยใช้เอนไซม์เปอร์ออกซิเดส โดยจะ

ศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมของวิธีได้แก่ เวลาท่ี

เหมาะสมในการทําปฏิ กิ ริยา  ความเข้มข้น ท่ี

เหมาะสมของเอนไซม์เปอร์ออกซิเดส  พีเอชท่ี

เหมาะสมของเอนไซม์เปอร์ออกซิเดส  และความ

เขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของสารละลายโอ-ไดอะนิซิดีน 

สุดท้ายนําวิธีท่ีได้พฒันาข้ึน ไปวิเคราะห์ปริมาณ

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดใ์นตวัอยา่งนม 

2. วสัดุอุปกรณ์และวธีิดําเนินการวจัิย  

2.1 สารเคมแีละอุปกรณ์ 

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (Hydrogen 

peroxide;  Sigma-Aldrich) เอนไซมเ์ปอร์ออกซิเดส 

(Peroxidase; Sigma-Aldrich) โอ-ไดอะนิซิดีน 

(o-Dianisidine; Sigma-Aldrich) โซเดียมได

ไฮโดรเจนออร์โทฟอสเฟต (Sodium di-hydrogen 

orthophosphase; AjexFinechem) ไดโซเดียม

ไฮโดรเจนออร์โทฟอสเฟต (Di-sodium hydrogen 

orthophosphase; AjexFinechem) กรดซัลฟิวริก 

(Sulfuric acid; J.T.Baker) เคร่ืองสเปกโทรโฟโต

มิเตอร์ รุ่น UV-1601 จากบริษทั SHIMADZU ใช้

สาํหรับวดัค่าการดูดกลืนแสง  

2.2 วธีิการวเิคราะห์หาปริมาณไฮโดรเจนเปอร์

ออกไซด์ด้วยเทคนิคไบโอเซนเซอร์ 

ขั้นแรกเติมสารละลายไฮโดรเจนเปอร์

ออกไซด ์ความเขม้ขน้ 10 ppm ปริมาตร 30 µl ลงใน

ไมโครเซนติฟิวจ์ทิวบ์ ต่อมาเติมเอนไซม์เปอร์-      

ออกซิเดส ความเขม้ขน้ 0.002 mg/ml ปริมาตร 30 µl 

และโอ-ไดอะนิซิดีน ความเขม้ขน้  0.5 mM ปริมาตร 

30 µl ท้ิงไวใ้ห้เกิดปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 

5 นาที ในขั้นตอนน้ีจะได้สารละลายสีนํ้ าตาล 

จากนั้ นหยุดปฏิกิริยาด้วยกรดซัลฟิวริก  ได้

สารละลายสีชมพู แลว้นําสารละลายท่ีได้ไปวดัค่า

การดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ท่ี

ความยาวคล่ืน 540 nm [14] 

2.3 การหาสภาวะทีเ่หมาะสมของวธีิวเิคราะห์ 

ได้ทําการศึกษาหาสภาวะท่ี เหมาะสม 

ได้แก่ เวลาท่ีใช้ในการทาํปฏิกิริยา ความเขม้ขน้ท่ี

เหมาะสมของเอนไซม์เปอร์ออกซิเดส พีเอชท่ี

เหมาะสมของเอนไซม์เปอร์ออกซิเดสและความ

เขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของโอไดอะนิซิดีน สรุปสภาวะท่ี

จะศึกษาไดด้งัตารางท่ี 1 

ตารางที ่1 สภาวะท่ีศึกษาในการวิเคราะห์หาปริมาณ

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์

สภาวะทีศึ่กษา ช่วงทีศึ่กษา 

1. เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 0  3  5  10 และ 15 นาที 

2. ความเขม้ขน้ของเอนไซม ์

    เปอร์ออกซิเดส 

0.001  0.002  0.004  

0.006 และ 0.008 mg/ml 

3. พีเอชของเอนไซม ์

    เปอร์ออกซิเดส 
6.50  7.00  7.50 และ 8.00 

4. ความเขม้ขน้ของโอ-ไดอะ 

    นิซิดีน 
0.1  0.3  0.5 และ 0.7 mM 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่1  ผลิตภณัฑท่ี์เกิดจากปฏิกิริยาออกซิเดชนัของ

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ โดยใชเ้อนไซมเ์ปอร์ออก-

ซิเดสเป็นตวัเร่งปฏิกิริยา  
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3. ผลการวจัิยและวจิารณ์ผลการวจัิย 

3.1 การหาค่าการดูดกลนืแสงสูงสุด 

ผลการทดลองพบวา่เม่ือเอนไซมเ์ปอร์ออก

ซิเดสเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชันของไฮโดรเจนเปอร์

ออกไซดแ์ละโอ-ไดอะนิซิดีน ทาํใหโ้อ-ไดอะนิซิดีน

เปล่ียนไปอยู่ในรูปออกซิไดส์ ดงัสมการท่ี 1 ทาํให้

สารละลายเปล่ียนเป็นสีนํ้ าตาลและเม่ืออยูใ่นสภาวะ

กรดสารละลายสีนํ้ าตาลจะเปล่ียนเป็นสารละลายสี

ชมพู (รูปท่ี 1) และเม่ือนาํสารละลายดงักล่าวไปวดั

ค่าการดูดกลืนแสง พบว่าให้ค่าการดูดกลืนแสง

สูงสุดท่ี 540 nm ดงัรูปท่ี 2 ดงันั้นในการตรวจวดัหา

ปริมาณไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์จึงเลือกตรวจวดัค่า

การดูดกลืนแสงท่ี 540 nm 

o-Dianisidinered+ H2O2
Peroxidase o-Dianisidineoxi+ 2H2O..(1) 

    (ไม่มีสี)                              (สีนํ้ าตาล) 

3.2 การหาสภาวะทีเ่หมาะสมของวธีิวเิคราะห์ 

3.2.1 เวลาที่ เหมาะสมที่ ใ ช้ ในการ

เกดิปฏิกริิยา 

การตรวจวัดไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์

จะต้องอาศัย เวลาในการ เ กิดปฏิกิ ริยา  เ พ่ือให้

เกิดปฏิกิริยาท่ีสมบูรณ์ จึงไดศึ้กษาเวลาท่ีเหมาะสมท่ี

ใชใ้นการเกิดปฏิกิริยา ทาํการศึกษาท่ีเวลา  0  3  5  

10  และ 15 นาที โดยใชไ้ฮโดรเจนเปอร์-ออกไซด ์

ความเขม้ขน้ 10 ppm โอ-ไดอะนิซิดีน ความเขม้ขน้ 

0.5 mM และเอนไซมเ์ปอร์ออกซิเดส ความเขม้ขน้ 

0.002 mg/ml จากนั้นนาํสารละลายท่ีไดไ้ปวดัค่าการ

ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 540 nm จะพบวา่ค่าการ

ดูดกลืนแสงมีค่าเพ่ิมข้ึนตามเวลาท่ีเพ่ิมข้ึน (รูปท่ี 3) 

จนถึงเวลาท่ี 5 นาทีเป็นตน้ไปค่าการดูดกลืนแสงเร่ิม

คงท่ี แสดงวา่ปฏิกิริยาไดเ้กิดข้ึนสมบูรณ์แลว้ท่ีเวลา 

5 นาที ดงันั้นจึงสรุปไดว้า่เวลาท่ีเหมาะสมท่ีใชใ้น

การเกิดปฏิกิริยาคือ 5 นาที 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2  ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายต่างๆใน

ปฏิกิริยา โดยใชไ้ฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 10 ppm  

ผสมกบัโอ-ไดอะนิซิดีน 0.5 mM และเอนไซมเ์ปอร์

ออกซิเดส 0.002 mg/ml ละลายในฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 

พีเอช 7.00  และเวลาในการทาํปฏิกิริยาคือ 5 นาที 

  3.2.2 ความเข้มข้นที่ เหมาะสมของ

เอนไซม์เปอร์ออกซิเดส 

  เอนไซม์เปอร์ออกซิเดสจะทาํหน้าท่ีเป็น

ตวัเร่งปฏิกิริยาระหวา่งไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์กบั

สารละลาย   โอ-ไดอะนิซิดีน ดงันั้นจึงทาํการศึกษา

หาความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของเอนไซมเ์ปอร์ออกซิ

เดสท่ี 0.001  0.002  0.004  0.006  และ 0.008 mg/ml 

โดยใชไ้ฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ท่ี ความเขม้ขน้ 10 

ppm โอ-ไดอะนิซิดีน ความเขม้ขน้ 0.5 mM จากผล

การทดลองพบวา่ ค่าการดูดกลืนแสงมีค่าเพ่ิมข้ึนตาม

ความเข้มข้นของเอนไซม์เปอร์ออกซิเดส จนถึง

ความเขม้ขน้ 0.002 mg/ml ค่าการดูดกลืนแสงเร่ิม

คงท่ี เน่ืองจากปริมาณของสารตั้งตน้ (ไฮโดรเจน

เปอร์ออกไซด์และสารละลายโอ-ไดอะนิซิดีน) ถูก

ใช้ไปในการเกิดปฏิกิริยาหมด ปฏิกิริยาเกิดอย่าง

สมบรูณ์ ถึงแมว้่าจะเพ่ิมความเขม้ขน้ของเอนไซม์

เปอร์ออกซิเดสมากข้ึน ก็ไม่สามารถเกิดปฏิกิริยาได้

อีกแลว้ ดงันั้นจึงสรุปไดว้า่ ความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสม

ของเอนไซม ์ เปอร์ออกซิเดสคือ 0.002 mg/ml (รูปท่ี 

4) 
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รูปที่ 3 ผลของเวลาท่ีใช้ในการทาํปฏิกิริยาโดยใช้

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์ความเขม้ขน้ 10 ppm ผสม

กบัโอ-ไดอะนิซิดีน ความเขม้ขน้ 0.5 mM และ

เอนไซมเ์ปอร์ออกซิเดส ความเขม้ขน้ 0.002 mg/ml 

ละลายในฟอสเฟตบฟัเฟอร์ พีเอช 7.00 

 

 

 

 

 

รูปที ่4 ผลของความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของเอนไซม์

เปอร์ออกซิเดสโดยใช้ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ท่ี 

ความเขม้ขน้ 10 ppm ผสมกบัโอ-ไดอะนิซิดีน ความ

เขม้ขน้ 0.5 mM  และเวลาในการทาํปฏิกิริยาคือ 5 

นาที 

 3.2.3 พเีอชทีเ่หมาะสมของเอนไซม์เปอร์

ออกซิเดส 

 การทาํงานของเอนไซมข้ึ์นอยูก่บัพีเอชของ

สารละลายบฟัเฟอร์ ดงันั้นจึงทาํการศึกษาพีเอช โดย

ใชส้ารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ ความเขม้ขน้ 0.1 M 

ท่ีพีเอชต่างๆ คือ 6.50  7.00  7.50  และ  8.00  โดยใช้

ไฮโดรเจนเปอร์ออกซด์ ความเขม้ขน้ 10 ppm โอ-

ไดอะนิซิดีน ความเขม้ขน้ 0.5 mM เอนไซมเ์ปอร์

ออกซิเดส ความเขม้ขน้ 0.002 mg/ml และใชเ้วลาใน

การเกิดปฏิกิริยา 5 นาที จากผลการทดลองพบวา่ ค่า

การดูดกลืนแสงสูงสุดท่ีพีเอช 7.00 (รูปท่ี 5)เน่ืองจาก

เอนไซม์เปอร์ออกซิเดสมีพีเอชท่ีเหมาะสมในการ

ทาํงานอยูใ่นช่วงพีเอช 6.0-8.0 [15] 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 5 ผลของพีเอชท่ีเหมาะสมของเอนไซมเ์ปอร์

ออกซิเดสโดยใชไ้ฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ท่ี ความ

เขม้ขน้ 10 ppm ผสมกับโอ-ไดอะนิซิดีน ความ

เขม้ขน้ 0.5 mM  เอนไซม์เปอร์ออกซิเดส ความ

เขม้ขน้ 0.002 mg/ml และเวลาในการทาํปฏิกิริยาคือ 

5 นาที 

3.2.4 ความเข้มข้นทีเ่หมาะสมของโอ-

ไดอะนิซิดนี 

ความเขม้ขน้ของโอ-ไดอะนิซิดีนมีผลต่อ

การตรวจวัดหาไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์  จึ ง

ทาํการศึกษาหาความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของของ

สารละลายโอ-ไดอะนิซิดีนตั้งแต่ความเขม้ขน้ 0.1  

0.3  0.5 และ  0.7  mM โดยใชไ้ฮโดรเจนเปอร์

ออกไซด์ 10 ppm   เอนไซมเ์ปอร์ออกซิเดส ความ

เขม้ขน้ 0.002 mg/ml และเวลาในการเกิดปฏิกิริยา 5 

นาที จากผลการทดลองพบวา่ ค่าการดูดกลืนแสงจะ

เพ่ิมข้ึนตามความเขม้ขน้ของโอ-ไดอะนิซิดีนจนถึงท่ี
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ความเขม้ขน้ 0.5 mM พบวา่ค่าการดูดกลืนแสงท่ีได้

คงท่ี เพราะปริมาณของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดแ์ละ

เอนไซม์เปอร์ออกซิเดสมีปริมาณจํากัด ทาํให้โอ-

ไดอะนิซิดีนท่ีความเขม้ขน้มากกวา่ 0.5 mM เหลือ

ไม่สามารถเกิดปฏิกิริยาได ้ดงันั้นจึงสรุปไดว้า่ความ

เขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของโอ-ไดอะนิซิดีน คือ 0.5 mM 

(รูปท่ี 6) 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่  6 ผลของความเข้มข้นท่ี เหมาะสมของ

สารละลายโอ-ไดอะนิซิดีนโดยใชไ้ฮโดรเจนเปอร์

ออกไซด์ท่ี ความเขม้ขน้ 10 ppm ผสมกบัเอนไซม์

เปอร์ออกซิเดส ความเขม้ขน้ 0.002 mg/ml และเวลา

ในการทาํปฏิกิริยาคือ 5 นาที 

สรุปสภาวะท่ีเหมาะสมของวธีิวเิคราะห์หา

ปริมาณไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์โดยใช้เทคนิค

ไบโอเซนเซอร์  ดงัตารางท่ี 2 

ตารางที ่2 สภาวะท่ีเหมาะสมของวธีิวเิคราะห์ 
 

สภาวะท่ีศึกษา 
สภาวะท่ี

เหมาะสม 

1. เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 5 นาที 

2. ความเขม้ขน้ของเอนไซม ์

    เปอร์ออกซิเดส 
0.002 mg/ml 

3. พีเอชของเอนไซมเ์ปอร์ออก    

    ซิเดส 
7.00 

4. ความเขม้ขน้ของโอ-ไดอะนิ  

    ซิดีน 
0.5 mM 

3.3 การทวนสอบประสิทธิภาพของวิธี

วเิคราะห์ 

3.3.1 ความเทีย่งของวธีิวเิคราะห์ 

ความเท่ียงของวิธีวิเคราะห์สามารถหาได้

จ าก ก าร ทําซํ้ าข อ ง วิ ธี  (Repeatability) แ ล ะ ก า ร

ทวนซํ้ าของวิธี (Reproducibility) การทาํซํ้ าของวิธี

วิเคราะห์จะทําการทดลองภายใต้สภาวะเดียวกัน 

โดยตรวจวดัไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ท่ีความเขม้ขน้ 

10 ppm จาํนวน 5 ซํ้ า วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีไดใ้น

แต่ละคร้ังและนําค่า ท่ีได้ไปคํานวณหาค่าส่วน

เบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (Relative standard 

deviation ; RSD) พบวา่มีค่าเท่ากบั 1 และสาํหรับ

การทวนซํ้ าของวิธีวิเคราะห์ ทาํการทดลองภายใต้

สภาวะท่ีแตกต่างกัน โดยตรวจวดัไฮโดรเจนเปอร์

ออกไซด์ท่ีความเขม้ขน้ 10 พีพีเอ็ม จาํนวน 5 ซํ้ า 

พบว่ามีค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์มีค่า

เท่ากบั 2 จากผลการทดลองสรุปไดว้า่วิธีท่ีพฒันาข้ึน

มีความเท่ียงสูง [16] 

ตารางที ่3 แสดงผลเปอร์เซ็นตก์ารไดก้ลบัคืนในการ

ตรวจวดัปริมาณไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์

 

ตวั 

อยา่ง 

ความเขม้ขน้ของไฮโดรเจน 

เปอร์ออกไซด ์(ppm) 

การได้

กลบัคืน 

(%) ก่อนเติม         เติม      หลงัเติม 

1 0.00 0.50 0.54 108 

2 0.00 0.60 0.59 98 

3 0.00 1.00 0.91 91 

4 0.00 3.00 2.98 99 

 

3.3.2 ความแม่นยาํของวธีิวเิคราะห์ 

 ความแม่นยาํของวิธีวิเคราะห์จะศึกษาโดย

การหาเปอร์เซ็นต์การได้กลบัคืน (% Recovery) 

ทดลองโดยการเติมสารละลายมาตรฐานไฮโดรเจน
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เปอร์ออกไซด์ลงในตวัอย่างจริง วดัค่าการดูดกลืน

แสงท่ีความยาวคล่ืน540 nm แล้วนําค่าท่ีได้ไป

คําน วณห า เ ป อ ร์ เ ซ็น ต์ก า ร ไ ด้ก ลับ คื น  พ บ ว่ า

เปอร์เซ็นต์การได้กลบัคืนมีค่าอยู่ในช่วง 91-108 

เปอร์เซ็นต ์ดงัตารางท่ี 3 ซ่ึงอยูใ่นเกณฑท่ี์ยอมรับได ้

แสดงวา่วิธีน้ีมีความแม่นยาํของวิธีวิเคราะห์สูง [15] 

สามารถนาํไปตรวจวดัไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ใน

ตวัอยา่งจริงได ้

3.3.3 ช่วงความเป็นเส้นตรง 

 วิ เคราะห์หาปริมาณไฮโดรเจนเปอร์

ออกไซด์โดยอาศยัวิธีท่ีไดพ้ฒันาข้ึนท่ีความเขม้ขน้

ต่างๆ คือ 0.1-40.0 ppm (รูปท่ี 7) แสดงค่าการ

ดูดกลืนแสงของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดท่ี์ความยาว

คล่ืน 540 nm จากผลการทดลองพบวา่ ให้ช่วงความ

เป็นเส้นตรงท่ีช่วงความเขม้ขน้ 0.4-3.0 ppm ให้ค่า

สหสมัพนัธ์เท่ากบั 0.9999 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 7 ช่วงความเป็นเส้นตรงของไฮโดรเจนเปอร์

ออกไซด ์

3.3.4 ขีดจาํกดัในการตรวจวดั 

การหาขีดจาํกดัในการตรวจวดัของวิธี จะ

ทาํการทดลองโดยการตรวจวดัสารละลายท่ีมีความ

เขม้ขน้ตํ่าสุดของช่วงความเป็นเสน้ตรง ทาํการวดัซํ้ า

จาํนวน 10 คร้ัง จากนั้นนาํค่าการดูดกลืนแสงท่ีไดไ้ป

คาํนวณหาขีดจาํกดัในการตรวจวดัโดยใชท้ฤษฎีสาม

เท่าของสัญญาณรบกวน [16]  ผลการทดลองพบว่า

วิธีท่ีพัฒนาข้ึนมีขีดจํากัดในการตรวจวดัท่ีความ

เขม้ขน้เท่ากบั 0.06 ppm 

            3.3.5 ความจาํเพาะเจาะจงของวธีิ 

ศึกษาผลของตัวรบกวนท่ีคาดว่าจะมีผล

รบกวนต่อการทาํงานของเอนไซม์เปอร์ออกซิเดส 

ไดแ้ก่ โพแทสเซียมไอโอไดด์ กลูโคส และวิตามินซี 

[17] เปรียบเทียบกับค่าการดูดกลืนแสงท่ีได้จาก

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ทาํการทดลองโดยใชต้วั

รบกวนแทนไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ท่ีความเขม้ขน้

เท่ากนัคือ 10 ppm ผลของตวัรบกวนเปรียบเทียบกบั

ค่าการดูดกลืนแสงของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์

พบวา่โพแทสเซียมไอโอไดด์ กลูโคส และวิตามินซี 

ไม่มีผลต่อการตรวจวดัไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์

แสดงวา่วธีิน้ีมีความจาํเพาะเจาะจงสูง ดงัรูปท่ี 8  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่8 ผลการศึกษาผลของตวัรบกวน โพแทสเซียม

ไอโอไดด์ กลูโคส และวิตามินซี เปรียบเทียบกับ

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์ท่ีความเขม้ขน้ 10 ppm 

3.4  การวิเคราะห์หาปริมาณไฮโดรเจนเปอร์

ออกไซด์ในนม 

 ทดสอบประสิทธิภาพของวธีิวเิคราะห์ท่ีได้

พฒันาข้ึนโดยการวิเคราะห์หาปริมาณไฮโดรเจน

เปอร์ออกไซด์ในตวัอย่าง นม ทั้งหมด 5 ตวัอย่าง 
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ไดแ้ก่ นํ้ านมดิบ 1 ตวัอย่าง นมยูเอชที 2 ตวัอย่าง 

และนมผง 2 ตวัอยา่ง โดยนาํตวัอยา่งมาเจือจางดว้ย

สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ จากนั้ นนําตัวอย่าง

ปริมาตร 30 µl  ผสมกบัสารลายโอ-ไดอะนิซิดีน 

ความเขม้ขน้ 0.5 mM และเอนไซมเ์ปอร์ออกซิเดส 

ความเขม้ขน้ 0.002 mg/ml  จากนั้นนาํไปตรวจวดัค่า

การดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 540 nm จากผลการ

ทดลองจะพบวา่ ในตวัอยา่งนมทั้ง 5 ตวัอยา่งนั้นไม่

พบการปนเป้ือนของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ซ่ึง

แสดงว่าตวัอย่างนมท่ีนาํมาวิเคราะห์มีคุณภาพและ

ไม่เป็นอนัตรายต่อผูบ้ริโภค 

4. สรุปผลการวจัิย 

ในงานวิจยัน้ีไดท้าํการพฒันาวิธีวิเคราะห์

หาความเขม้ขน้ของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ด้วย

เทคนิคไบโอเซนเซอร์ โดยอาศัยการเกิดปฏิกิริยา

ออกซิเดชันของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์และโอ-

ไดอะนิซิดีน โดยมีเอนไซม์เปอร์ออกซิเดสเป็น

ตวัเร่งปฏิกิริยา จากผลการทดลองขา้งตน้พบวา่วิธีท่ี

ได้พัฒนาข้ึนมีความถูกต้อง แม่นยาํสูง ไม่ต้องมี

ขั้นตอนการเตรียมตวัอยา่งและสามารถวิเคราะห์หา

ปริมาณไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดใ์นตวัอยา่งจริงได ้

5. กติติกรรมประกาศ 

งานวิจัยน้ีได้รับเงินสนับสนุนจากคณะ

วิ ท ย า ศ า ส ต ร์ แ ล ะ เ ท ค โ น โ ล ยี  ม ห า วิ ท ย า ลัย

เทคโนโลยีราชมงคลธญับุรี และโครงการการสร้าง

ภาคีในการผลิตบัณฑิตระดับปริญญาโท -เอก 

สถาบนัวจิยัวทิยาศาสตร์และเทคโนโลยแีห่งประเทศ

ไทย 
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