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บทคัดยอ 
  

การสรางไฮโดรเจนเปอรออกไซดเซนเซอร  โดยใชอนุภาคนาโนทอง  เพื่อวิเคราะหหาปริมาณ

ไฮโดรเจนเปอรออกไซด  โดยใชขั้วไฟฟาทํางานที่ทําจากไสดินสอชนิด  6H  และทําการสังเคราะห

อนุภาคนาโนทองโดยวีธีรีดักชัน  ตรวจสอบสมบัติทางกายภาพของอนุภาคนาโนทองโดยเทคนิคสเปก

โทรสโกปและเทคนิคภาพถายจากกลองจุลทรรศนชนิดทะลุผาน  พบวาไดอนุภาคนาโนทองขนาด  4.38 

+ 0.66  nm  เมื่อไดอนุภาคนาโนทองแลว  นําไปใชในการตรึงเอนไซม HRP  โดยข้ันแรกเกาะติดบน

ผิวหนาของขั้วไฟฟาดวยไคโตซาน   จากนั้นตรึงอนุภาคนาโนทองบนไคโตซาน  และตามดวยเอนไซม 

HRP  เมื่อเปรียบเทียบสัญญาณการตอบสนองที่ไดจากการใชอนุภาคนาโนทองกับไมใชอนุภาคนาโน

ทอง  พบวาการใชอนุภาคนาโนทองใหคากระแสไฟฟามากกวา  ดังนั้นจึงเลอืกใชอนุภาคนาโนทองเพิ่ม

ความไววิเคราะหสําหรับสรางไฮโดรเจนเปอรออกไซดเซนเซอรตอไป   

 ศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการสรางขั้วไฟฟาไสดินสอ   เพื่อวิเคราะหหาไฮโดรเจนเปอร

ออกไซด  โดยศึกษาผลของการกระตุน ผิวหนาของขั้วไฟฟาทํางาน  หาสภาวะที่เหมาะสมของการ

เกาะติด ไคโตซานบนขั้วไฟฟาทํางาน  ศึกษาจํานวนชั้นของการตรึง HRP ดวยอนุภาคนาโนทองที่

เหมาะสม โดยเทคนิค Layer-by-Layer  ศึกษาความเขมขนของเอนไซม HRP ที่เหมาะสม ศึกษาการให

ศักยไฟฟาแกขั้วไฟฟาทํางาน  ศึกษา pH ของสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร และศึกษาการทวนสอบวิธี 

โดยศึกษาความเที่ยง ความแมนยํา  ชวงความเปนเสนตรง  ขีดจํากัดในการตรวจพบ  ขีดจํากัดในการวัด

เชิงปริมาณและความเสถียร ภายใตสภาวะที่เหมาะสมนําไฮโดรเจนเปอรออกไซดเซนเซอรไปวิเคราะห

หาปริมาณไฮโดรเจนเปอรออกไซดในตัวอยางจริง โดยเปรียบเทียบผลการวิเคราะหที่ไดจากเทคนิค

ไบโอเซนเซอรเทียบกับวิธีไทเทรต พบวาผลการวิเคราะหทั้งสองวิธีไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญที่

ความเชื่อมั่น  95 % โดยใชสถิติแบบ  Wilcoxon signed rank test 

 
คําสําคัญ   ไฮโดรเจนเปอรออกไซด  ไบโอเซนเซอร  อนภุาคนาโนทอง 
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ABSTRACT 

The hydrogen peroxide sensor was fabricated using gold nanoparticles for hydrogen peroxide 
determination. Firstly, 6H of pencil lead was used as working electrode. The gold nanoparticles were 
then synthesized via reduction reaction and were characterized with spectrophotometry and 
transmission electron microscope. The particle size of gold nanoparticles was 4.38 + 0.66 nm. After 
that, gold nanoparticles were applied to immobilize HRP on chitosan modified electrode surface. The 
signals obtained from using gold nanoparticles and without gold nanoparticles were compared.   The 
result found that with gold nanoparticles provided higher current signal than without gold 
nanoparticles. Therefore, gold nanoparticles were selected to enhance sensitivity of hydrogen peroxide 
sensor.  

Next, the optimizations for pencil lead electrode fabrication  were studied such as  activation 
effect, deposition of chitosan on working electrode surface, the number of HRP and gold nanoparticles 
layers on electrode surface with layer-by-layer technique, concentration of HRP, applied potential and 
pH of phosphate buffer. The validation method was also studied including precision, accuracy linearity, 
limit of detection, limit of quanlitation and stability. Finally, hydrogen peroxide sensor was evaluated 
to analyze hydrogen peroxide concentration in real samples under optimized conditions. The results 
obtained from hydrogen peroxide sensor are good relatively to titration method at significant level of 
95% by using Wilcoxon signed rank test. 
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4.9  สัญญาณแอมเพอโรเมตรี (a) กระตุนผิวหนาของขัว้ไฟฟา (b) ไมกระตุนผิวหนา   25                            
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 ไคโตซานโดยใหศักยไฟฟา +1.5 V. ในสารละลายโพแทสเซียมเฟอริกไซยาไนด                         
 ความเขมขน 10 mM ที่มีโพแทสเซียมคลอไรด ความเขมขน 0.1 M โดยให                              
 ศักยไฟฟา -0.2 ถึง +0.6 โวลต แกขั้วไฟฟาทํางาน ใชอัตราการสแกน 50                                           
 มิลลิโวลต/วินาที จํานวน 3 รอบ  
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บทที่ 1 
บทนํา 

 

1.1 ความสําคัญของปญหาและที่มา 
 
ไฮโดรเจน เปอรออกไซด เปนสารสําคัญที่ใชในอุตสาหกรรมตางๆ เชน ใชในการฟอกยอมสี ใน

อุตสาหกรรมฟอกหนัง ทําความสะอาด และอื่นๆ ซ่ึงในปจจุบันนี้ไฮโดรเจน เปอรออกไซดไดถูกนํามาใช
ในผลิตภัณฑยอมสีผม ใชรวมกับผลิตภัณฑดัดผมและยืดผม และใชผสมเพื่อเปน oxidizer  กับผลิตภัณฑ
ยอมผมชนิดถาวร hydrogen peroxide เปนสารที่ถูกควบคุมปริมาณการใชตามประกาศกระทรวง
สาธารณสุข เรื่อง กําหนดชื่อ และปริมาณของวัตถุที่อาจใชเปนสวนผสมในการผลิตเครื่องสําอางตามราช
กิจจานุเบกษา เลม 125 ตอนพิเศษ 162 ง ลงวันที่ 9 ตุลาคม 2551 อัตราสวนสูงสุดที่ใชในผลิตภัณฑ
สําเร็จรูปเทากับ 12%  ถารางกายไดรับสารไฮโดรเจน เปอรออกไซดในปริมาณที่มากกวาปริมาณที่
กําหนดไวจะทําใหเกิดการแพ ระคายเคืองในบริเวณที่สําผัสกับสาร ถาเขาตาอาจจะทําใหตาบอดได ในป 
1998 นักวิชาการซึ่งเปนนักวิทยาศาสตรของมหาลัย California, San Franeisco ไดตั้งขอสงสัยจากการทําการ
ทดลองในคนที่ใชยายอมผมจํานวน 2,544 คน หลังจากการศึกษาแปรผลการศึกษากับสัตวทดลองทางดาน
ระบาดวิทยา สรุปไดวามีความเชื่อมโยงกับในเรื่องของการเกิด non-Hodgkin's lymphoma (มะเร็งตอม
น้ําเหลือง) กับยายอมผม ซ่ึงตีพิมพในวาสาร Oraerican Journal of Public Health ในเดอืนธันวาคม 1998  
 ดังนั้นการวิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจน เปอรออกไซดจึงมีความจําเปน วิธีทั่วไปที่ใชในการ
วิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจน เปอรออกไซด คือ Spectrophotometric (Masuoka et al., 1996), 
Fluorometric (Sakuragawa et al., 1998) Liquid chromatograpy (Oszwa et al., 2000) และ
Chemiluminescence (Lu et al., 2009) แตพบวาวิธีดังกลาวยังมีขอดอยเชน ใชเวลาในการวิเคราะหนาน มี
ผลของสารรบกวนตางๆ สารเคมีที่ใชมีราคาสูงและมีความเปนพิษ (Xiao et al., 1999) ในงานวิจัยนี้จึง
สนใจที่จะวิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจน เปอรออกไซด  เพื่อใหไดตัวตรวจวัดที่ใหผลการวิเคราะหรวดเร็ว 
และมีความถูกตองสูงดวยเทคนิคไบโอเซนเซอรและเพิ่มความไววิเคราะหดวยอนุภาคนาโนทอง  
 
2.    วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 

2.1 เพื่อสังเคราะหอนุภาคนาโนทอง 
2.2 เพื่อตรึงเอนไซม Horseradish   peroxidase บนอนุภาคนาโนทอง 
2.3 เพื่อสรางไฮโดรเจน เปอรออกไซดเซนเซอร 
2.4 เพื่อวิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจน เปอรออกไซดโดยใชเซนเซอรที่สรางขึ้น 
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3.    ขอบเขตของโครงการวิจัย 
3.1 สังเคราะหอนุภาคนาโนทองดวยเทคนิครีดักชันโดยใชสารละลาย Chloroauric acid เปน        

สารตั้งตนในการสังเคราะห 
3.2 หาสภาวะที่เหมาะสมของการเคลือบผิวของขั้วไฟฟาดวยสารละลายพอลิเมอรดวยเทคนิคทาง

เคมีไฟฟา เชน ความเขมขนและความเปนกรด-เบสของสารละลายพอลิเมอร  ความหนาของพอ
ลิเมอรที่เคลือบและอัตราความเร็ว (Scan rate) ที่ในการเกิดพอลิเมอรไรเซซัน  (Polymerization) 

3.3 ตรึงเอนไซม Horseradish   peroxidase บนอนุภาคนาโนทองดวยเทคนิคการดูดซับทางกายภาพ  
3.4 ตรวจสอบเอนไซม Horseradish peroxidase สภาวะตรึงบนอนุภาคนาโนทองดวยสารละลาย

มาตราฐานไฮโดรเจน เปอรออกไซด  
3.5 หาสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจน เปอรออกไซด โดยใชเซนเซอรที่

สรางขึ้น เชน ความเปนกรด-ดางและความเขมขนของสารละลายบัฟเฟอร 
3.6 ทดสอบประสิทธิภาพของเซนเซอรโดยทําการทวนสอบวิธี  (Validation method) เชน หา

เปอรเซ็นตการไดกลับคืน (% Recovery)  ชวงความเปนเสนตรง (Linear range) และขีดจํากัด
การตรวจวัด (Detection limit) 

 
 



 

บทที่ 2 
ทฤษฎีที่เกี่ยวของ 

 
ในปจจุบันไดมีการใชผลิตภัณฑยอมสีผม ดัดผมและยืดผมเพิ่มขึ้นเรื ่อยๆ ไฮโดรเจน เปอร

ออกไซด เปนสวนประกอบหลักของผลิตภัณฑดังกลาว ไฮโดรเจน  เปอรออกไซดเปนสารที ่ถูก
ควบคุมปริมาณการใชตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข เรื่อง กําหนดชื่อ และปริมาณของวัตถุที่อาจ
ใชเปนสวนผสมในการผลิตเครื่องสําอางตามราชกิจจานุเบกษา เลม 125 ตอนพิเศษ 162 ง ลงวันที่ 9 
ตุลาคม 2551 วิธีวิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจน เปอรออกไซด มีหลายวิธีเชน Spectrophotometric 
(Masuoka et al., 1996), Fluorometric (Sakuragawa et al., 1998) Liquid chromatograpy (Oszwa et al., 
2000) และChemiluminescence (Lu et al., 2009) แตพบวาวิธีดังกลาวยังมีขอจํากัด เชนใชเวลาในการ
วิเคราะหนาน มีผลของสารรบกวนตางๆ สารเคมีที่ใชมีราคาสูงและมีความเปนพิษ (Xiao et al., 1999)  

เทคนิคไบโอเซนเซอร (biosensor) เปนวิธีวิเคราะหหนึ่งที่สามารถวิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจน 
เปอรออกไซด  ที่ใหผลการวิเคราะหรวดเร็ว และมีความถูกตองสูงดวยและเพิ่มความไววิเคราะหดวย
อนุภาคนาโนทอง เพื่อนํามาสรางเปนไฮโดรเจน เปอรออกไซด เซนเซอรสําหรับวิเคราะหหาปริมาณ
ไฮโดรเจน เปอรออกไซด 

 
2.1 เทคนิคไบโอเซนเซอร  (Eggins, 1996) 

ปจจุบันมีการนําสารชีวโมเลกุลหรือสารทางชีวภาพไปติดเขากับตัวตรวจวัดหรือทรานสดิวเซอร
(transducer) ทําใหสามารถวิเคราะหหาปริมาณสารตัวอยางไดในเวลารวดเร็วและมีความจําเพาะเจาะจง 
เครื่องมือวัดนี้เรียกวาไบโอเซนเซอรซ่ึงประกอบดวยสวนสําคัญ 2 สวน คือสวนของสารชีวภาพและสวน
ของทรานสดิวเซอรหรือตัววัดสัญญาณ วัสดุชีวภาพตองมีความจําเพาะเจาะจงตอสารที่ตองการวัด 
ตัวอยางของสารชีวภาพ เชน เอนไซม จุลินทรีย เนื้อเยื่อพืชและสัตว แอนติเจน แอนติบอดี เปนตน เมื่อ
สารชีวภาพทําปฏิกิริยากับสารที่ตองการวัด จะทําใหเกิดเปนผลิตภัณฑหรือสัญญาณที่สามารถถูกตรวจวัด
ไดดวยตัวตรวจวัดที่เหมาะสม  ตัวตรวจวัดที่นิยมใชในเทคนิคไบโอเซนเซฮรมีหลายชนิดเชน ตัวตรวจวัด
ทางแสง (Jeon et al., 2010; Liu et al., 2010) ทางความรอน (Harborn et al., 1997; Bataillard  et al., 1993)  
ทางมวล (Lazerges et al., 2006; Chen et a., 2010) และทางเคมีไฟฟา  (Jin et al., 2011; Wang et al., 
2011; Song et al., 2001) ตัวตรวจวัดทางเคมีไฟฟามีขอเดนหลายขอเชน ใหคาการตอบสนองรวดเร็ว 
ถูกตองและใหความไววิเคราะห (sensitivity) สูง ตัวตรวจวัดทางเคมีไฟฟาเปนอุปกรณทางไฟฟา
อิเล็กทรอนิกสทําหนาที่รับและแปลงสัญญาณทางเคมี ฟกสิกส หรือชีวเคมี (สัญญาณที่เกิดจากปฏิกิริยา
ระหวางสารชีวภาพกับสารที่ตองการวัดวิเคราะห) ใหเปนสัญญาณทางไฟฟานี้จะเปนสัดสวนโดยตรงกับ
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ปริมาณของสารที่ตองการวิเคราะห สัญญาณดังกลาวนี้ถูกสงตอไปยังเครื่องมืออิเล็กทรอนิกสเชน นําไป
ขยาย เก็บ และแสดงผลดังแสดงในรูปที่ 2.1 

 
 

 
 
 
รูปที่ 2.1 แสดงหลักการของไบโอเซนเซอร 
 

2.2 เทคนิคแอมเพอโรเมตรี (amperometric) 
เทคนิคแอมเพอโรมิตรี เปนเทคนิคหนึ่งที่ใชหลักการวิเคราะหทางเคมีไฟฟา หลักการทํางาน

ของเทคนิคแอมเพอโรมิตรี เปนการปอนศักยไฟฟากับขั้วไฟฟาใชงานเทียบกับขั้วไฟฟาอางอิง เพื่อให
เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันหรือรีดักชันที่ผิวหนาของขั้วไฟฟาทํางาน และวัดคากระแสที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยา 
ปริมาณกระแสไฟฟาที่เกิดขึ้น จะเปนสัดสวนโดยตรงกับปริมาณของสารที่ตองการวิเคราะห ทําใหใน
ปจจุบันไดมีการประยุกตเทคนิคกลาวรวมกับเทคนิคไบโอเซนเซอร โดยทําการตรึงวัสดุชีวภาพบน
ขั้วไฟฟา  วัสดุชีวภาพจะเกิดปฏิกิริยากับไฮโดรเจนเปอรออกไซด ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงจํานวน
อิเล็กตรอนในสารละลาย และสงผานอิเล็กตรอนไปยังขั้วไฟฟาทํางาน (Tong et al., 2007; Ma et al., 
2009; Kafi et al., 2008)  ดังปฏิกิริยา 

 
 
 
 
 

สารชีวภาพ

เอนไซม

แอนติบอดี

แอนติเจน

เซลล

เน้ือเย่ือ

แสง

เคมีไฟฟา

ตัวตรวจวัด

สัญญาณทางไฟฟา

ความรอน

สี

มวล
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จากปฏิกิริยามีการใหและรับอิเล็กตรอน จึงทําใหไดกระแสไฟฟาเกิดขึ้น ปริมาณกระแสไฟฟาที่

ไดจะเปนสัดสวนโดยตรงกับปริมาณของสารที่ตองการวิเคราะห ลักษณะของสัญญาณที่ไดเปนดังรูปที่ 
2.2 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 2.2 สัญญาณของเทคนิคแอมเพอรโรเมตรีในการวิเคราะหหาปริมาณไฮโรเจน เปอรออกไซด 

 
 

2.3 ความไววิเคราะห 
ความไววิเคราะหเปนคุณสมบัติของวิธีที่แสดงถึงความสามารถในการตรวจวัดสารที่วิเคราะหใน 2 

ลักษณะ  คือ  ปริมาณต่ําสุดที่วัดได  ไดแก  ขีดจํากัดในการตรวจพบ (Limit  of  Detection ,LOD) และ
ขีดจํากัดในการวัดเชิงปริมาณ (Limit  of  Quantitation ,LOQ) และความสามารถในการแยกสารที่
วิเคราะหที่มีปริมาณแตกตางกันนอยๆ 

การวิเคราะหโดยใชเครื่องมือทางวิทยาศาสตรและวัดปริมาณโดยเทียบกับกราฟมาตรฐาน  สภาพไว  
ของวิธี  ไดจากความเขมขนของกราฟมาตรฐาน  เปนอัตราสวนของการเปลี่ยนสัญญาณ (X) เทียบกับการ
เปล่ียนปริมาณสารหรือความเขมขน (C) แสดงดวยสมการ 
                                                   S      =      ∂x       =   ∆x        
                                               ∂            ∆c   

เวลา (วินาที)

กร
ะแส

ไฟ
ฟา

 (แ
อม

ปแ
ปร

)

H2O2
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จากที่กลาวมาถึงแมวาเทคนิคไบโอเซนเซอรมีขอดีเชนมีความจําเพาะเจาะจง  และมีความถูกตองสูง  
แตบางครั้งจะพบปญหา  คือ  การวิเคราะหสารบางอยางจะตองวัดในปริมาณนอยมากๆ เพราะสาร
ดังกลาวมีปริมาณนอยในตัวอยางและมีความสําคัญสูง  เชน  การวิเคราะหหาสารบงชี้มะเรง็  วิธีวิเคราะห
จะตองมีความไววิเคราะหสูงในระดับ สวนในพันสวน (part per thousand ; ppt)   เพื่อจะบงบอกวาผูปวย
เปนโรคมะเร็งหรือไม  ดังนั้นความไววิเคราะหเปนปจจัยหนึ่งที่สําคัญมากตอวิธีวิเคราะห  ในโครงงานนี้
จึงสนใจที่จะพัฒนาเทคนิคไบโอเซนเซอรใหมีความไววิเคราะหสูงโดยใชการตรวจวัดไฮโดรเจนเปอออก
ไซดเปนกรณีศึกษา  ซ่ึงใชเอนไซม Horseradish peroxidase (HRP)  เปนวัสดุชีวภาพและตัวตรวจวัดดวย
เทคนิคแอมเพอโรเมตริก  การเพิ่มความไววิเคราะหในเทคนิคไบโอเซนเซอร   สามารถทําไดโดยเพิ่ม
ปริมาณเอนไซมใหมากขึ้น  เพื่อเรงปฏิกิริยาทําใหสามารถวิเคราะหหาไฮโดรเจนเปอออกไซดในปริมาณ
นอยๆได  ในปจจุบันไดมีการนําอนุภาคนาโนทองมาใชรวมในเทคนิคไบโอเซนเซอรเพื่อเพิ่มความไว
วิเคราะห   

 
2.4 อนุภาคนาโนทอง (Gold particles) 

การสังเคราะหอนุภาคนาโนของสาร  สารหนึ่งใหมีขนาดเสนผานศูนยกลางเล็กกวา 100 นาโน
เมตรจะทําใหเกิดคุณสมบัติใหมๆหรือเพิ่มระดับความสามารถจากเดิม เชน อนุภาคนาโนเหล็กออกไซด 
เงิน แพลทินัม หรือทอง รูปที่ 2.3 แสดงอนุภาคนาโนทอง ที่ไดจากการสังเคราะหโดยใชปฏิกิริยารีดักชัน
ของ chloroauric acid และใช sodium citrate  เปนตัวรีดิวซ  ไดขนาดอนุภาคนาโนทอง 8±2 นาโนเมตร 
(Li et al., 2009) 

 
 

รูปที่ 2.3 ภาพถายจากกลองจุลทรรศนชนิดทะลุผาน  (Transmission electron microscopy) ของอนุภาคนา
โนทอง (ที่มา: Li et al., 2009) 
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ไดมีการนําอนุภาคนาโนทองไปใชในไบโอเซนเซอรมากกวาอนุภาคของสารอื่นๆ ทั้งนี้เพราะ

อนุภาคนาโนทองมีขอดีหลายขอเชน เปนโลหะที่เฉื่อยไมทําปฏิกิริยากับสิ่งแวดลอม ไมเปนพิษตอวัสดุ
ชีวภาพ และสารที่มีหมูฟงกชัน NH2  CN และ SH สามารถเกาะบนทองไดดวยตัวเอง (self assemble) ดวย
พันธะโควาเลนทบนอนุภาคนาโนทอง ซ่ึงเปนพันธะที่แข็งแรง จึงนิยมนําอนุภาคนาโนมาใชใน
ไบโอเซนเซอรเพื่อตรึงวัสดุชีวภาพ (โปรตีนมีหมูอะมิโนเปนองคประกอบหลัก) ไวบนผิวของอนุภาคนา
โนทองดวยพันธะโควาเลนท การประยุกตใชอนุภาคนาโนในไบโอเซนเซอรทําใหประสิทธิภาพของ
ไบโอเซนเซอรเพิ่มขึ้น ทั้งนี้เพราะอนุภาคนาโนมีสมบัติทางกายภาพและทางเคมีเดน ไดแก เพิ่มพื้นที่ผิว 
มีสมบัติในการสงผานอิเล็กตรอนไดดี และเหมาะสมที่จะนํามาใชรวมกับโปรตีน เชนเอนไซม เพราะทอง
จะไมมีผลตอการทํางานของโปรตีน (Protein activity) (Manso et al., 2008; Liu et al., 2008; Lan et al., 
2008) ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงสนใจที่จะพัฒนาไฮโดรเจน เปอรออกไซด เซนเซอรใหมีความไววิเคราะห
สูง เพื่อใหสามารถวิเคราะหสารตางๆไดในความเขมขนต่ําและมีความถูกตองสูงเพื่อวิเคราะหหาปริมาณ
ไฮโดรเจน เปอรออกไซดในตัวอยางน้ํายายอมผมและน้ํายาลางแผล     

 
2.5 น้ํายายอมสีผมและน้ํายาลางแผล (http://webdb.dmsc.moph.go.th/cosmetic/content1.asp?info_id=14) 

ปจจุบันมีผลิตภัณฑสําหรับยอมสีผมจําหนายหลายประเภท เปนที่นิยมใชกันอยางแพรหลาย 
และมักใชติดตอกันเปนเวลานาน อาจทําใหเปนอันตรายตอสุขภาพ หากขาดความระมัดระวังในการใช 
ดังนั้น ผูบริโภคควรไดรับความรูความเขาใจเกี่ยวกับขอควรระวังในการใช เพื่อปองกันอันตรายที่อาจจะ
เกิดขึ้นไดจากการยอมผม ผลิตภัณฑยายอมผมชนิดถาวรนี้ประกอบดวย 2 สวน 

สวนที่ 1  เปนสวนผสมของสารที่จะทําใหเกิดสีในตัวกลางที่เหมาะสม ซ่ึงมักเปนครีมหรือโลชั่น 
สวนที่ 2  ไฮโดรเจนเปอรออกไซด 
สารที่ทําใหเกิดสีเปนสีออกซิเดชั่นในยายอมผมชนิดถาวรมักทําใหเกิดปญหาใหญคือการระคาย

เคืองตอผิวหนัง หรืออาการแพและการเปนพิษตอระบบภายในรางกาย พาราฟนีลีนไดอะมีนเปน
สารสําคัญของสีออกซิเดชั่น ซ่ึงนิยมใชกันมากโดยเฉพาะอยางยิ่งยายอมผมชนิดถาวรที่ผลิต
ภายในประเทศ สารนี้ทําใหเกิดอาการแพและทําใหเกิดอาการทางผิวหนัง เพราะเหตุนี้หลายประเทศได
เสนอกฎหมายหรือระเบียบเพื่อใหผูใชทําแพทชเทสต(Patch test) กอนยอมผม และกําหนดปริมาณที่ใช
ในสูตรตํารับ ไดมีรายงานการวิจัยในทศวรรษ 1980 จํานวนมาก รายงานความเปนพิษของสีออกซิเดชั่น 
โดยเฉพาะอยางยิ่ง พาราฟนีลีนไดอะมีน เกลือ และอนุพันธของสารนี้ เปนสารกอกลายพันธุ และทําให
เกิดมะเร็งในสัตวทดลอง เชน ในป 1986 จากการศึกษาของ วรรณี   โรจนโพธิ์ โดยใชยายอมผมชนิดออก
ซิเดชั่นที่มีวางขายตามทองตลาดในประเทศไทย ซ่ึงมีพาราฟนีลีนไดอะมีนเปนสวนผสม โดยผสมกับ
ไฮโดรเจนเปอรออกไซด 20-30 นาที กอนการทดลองทาผิวหนังและฉีดเขาใตผิวหนังหนูทดลอง ผล
ปรากฏวาทั้งการทาและการฉีดเขาใตผิวหนังทําใหหนูทดลองตัวเมียเกิดกอนเนื้อชนิดรายแรง และชนิด
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ไมรายแรงที่กระเพาะปสสาวะและเนื้อเยื่อออน สวนการทาและฉีดเขาใตผิวหนังหนูทดลองตัวผู ไมทําให
เกิดกอนเนื้อที่ตอมน้ํานมและที่เนื้อเยื่อออน แตทําใหเกิดกอนเนื้อที่ตับ ไต ตอมไทรอยด และกระเพาะ
ปสสาวะบางในบางตัว การทดลองบางแหงพบวาสียอมผมประเภทสีออกซิเดชั่น ทําใหเกิดมะเร็ง สี
ดังกลาวที่เปนอันตรายมากไดแก 4-เมธทอกซี-เมตา-ฟนีลีนไดอะมีนหรือท่ีเรียกกันวา 2,4-ไดอะมิโนอะนิ
โซลและเกลือซัลเฟตของสารนี้   ซ่ึงตามขอกําหนดของ Code of Federal Regulations ของประเทศ
สหรัฐอเมริกา ที่ฉลากยายอมผมถามีสารดังกลาวตองมีคําเตือนดังนี้  "มีสวนผสมซึ่งสามารถซึมเขาสู
ผิวหนังผูใช และทดสอบแลวพบวาเปนสาเหตุใหเกิดมะเร็งในสัตวทดลอง" 

ตอมาในทศวรรษที่ 1990 คณะกรรมการวิทยาศาสตรดานเครื่องสําอางของประชาคมยโุรป ได
ศึกษาเรื่องซึ่งเปนความจําเปนทั่วไปสําหรบัการประเมินความเปนพษิของยายอมผมดงัตอไปนี ้
      1. ความเปนพิษอยางเฉียบพลัน 
      2. ความเปนพิษกึ่งเรื้อรัง (ทดลองนาน 28 วัน หรือ 90 วัน โดยใหทางปาก) 
      3. ความเปนพิษเรื้อรัง และการเกดิมะเร็ง 
      4. อาการระคายเคืองของผิวหนัง หรือเนื้อเยื่อออน และการแพ 
      5. การดูดซึม การเผาผลาญในรางกาย และการออกฤทธิ์ 
      6. การกลายพันธุ ทดสอบทั้งในรางกายสัตวทดลองและในหลอดทดลอง 
      7. การศึกษาการกอวิรูปและการสืบพนัธุ 

แมวาในการศึกษาดังกลาวบางเรื่องของสวนผสมยายอมผมชนิดออกซิเดชั่น ที่ไมไดถูกลางออก
แตปลอยทิ้งไวบนผิวหนังสัตวทดลองเปนการสัมผัสกับความเขมขนมาก ไมสอดคลองตอสภาวะการใช
ตามปกติ อยางไรก็ดีผลปรากฏวาไมพบการเปนพิษตอระบบภายในรางกายและการเกิดมะเร็งแตอยางใด 
เปนที่นาสังเกตไดวาการพบการเกิดมะเร็งที่เคยถูกนํามาวิจารณซํ้าแลวซํ้าอีกนั้น  ทั้งหมดเกิดจากสีออกซิ
เดชั่นชนิดที่ถูกหามใช นอกจากนี้ตํารับที่เคยนํามาใชทดลองไมสอดคลองกับยายอมผมที่ใชกันใน
ปจจุบัน 

ไฮโดรเจนเปอรออกไซดในน้ํายายอมสีผม เปนสารใชฟอกสีผมและฆาเชื้อโรค โดยปกติจะ
สลายตัวไปเองอยางชา ๆ ใหน้ําและออกซิเจนเกิดขึ้น ดังสมการ แสงสวางและความรอนจะชวยเรงใหเกิด
การสลายตัวเร็วข้ึน ดังนั้นจึงตองเก็บไวในที่มืด หรือในภาชนะสีน้ําตาลเขม และในที่เย็น                      

                                     2H2O2  (aq)       →      2H2O(l)   +   O2(g) 

      น้ํายายอมสีผม  (Developer) หรือไฮโดรเจนเปอรออกไซด มีลักษณะเปนครีมหรือของเหลวใส ซ่ึง
สวนใหญนิยมใชขนาด 6% เพราะหากไฮโดรเจนเปอรออกไซดมากกวา 6% จะทําใหผมแหง อาจ
กอใหเกิดการระคายเคืองทีห่นังศีรษะ แตถาไฮโดรเจนเปอรออกไซดนอยกวา 6% กจ็ะไมสามารถ
ออกซิไดซสีอยางมีประสิทธิภาพ  
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น้ํายาลางแผล  ยาที่ใชสําหรับทําความสะอาดแผลหรือบาดแผลที่ผิวหนังในเบื้องตน มี
สวนประกอบหลักเปนไฮโดรเจนเปอรออกไซด  ชนิดความเขมขน 3% มีสมบัติฆาเชื้อโรคแบคทีเรีย 
 
2.6 ไฮโดรเจนเปอรออกไซด 

ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ซ่ึงเปนสารที่ไมอยูตัว สามารถสลายตัวใหออกซิเจนกับน้ํา ไฮโดรเจน
เปอรออกไซด คลายโอโซน (O3) มากในบางกรณีเชนใชเปนตัวฟอกจางสีใชฆาแบคทีเรีย สลายตัวให
ออกซิเจน ไดเหมือนกับน้ํา ไฮโดรเจนเปอรออกไซดมีสมบัติทางเคมีและทางกายภาพดังนี้ 

 

ชื่อเรียกอ่ืน Hydrogen dioxide; hydroperoxide; Albone; Hioxyl.  

CAS No. 7722-84-1 

สูตรโมเลกุล H2O2 

น้ําหนักโมเลกุล 34.02 

จุดเดือด 152 องศาเซลเซียส 

คุณสมบัต ิ
ของเหลวที่ไมคงตัว ไมมีสี มีรสขม มักทําอยูในรูปสารละลายในน้ํา
ความเขมขน 3-90 % 

การใชท่ีผดิกฎหมาย เปนตัว oxidizing ในขั้นตอนการผลิตโคเคน 

การใชท่ีถูกกฎหมาย 

สารละลายเขมขน 90 % ใชขับเคลื่อนจรวด (rocket propulsion) สาร
ฟอกสีในอาหาร เปนตัว oxidizer เปนสารทําความสะอาดและฆาเชื้อ
โรคที่ผิวหนัง ใชในทางเภสชักรรม ทําน้ํายาบวนปาก 
น้ํายาฆาเชื้อ (sanitary lotion) 

กฎหมายควบคุม 
จัดเปนวัตถุอันตรายชนิดที่ 1 ตามพระราชบญัญัติวัตถุอันตราย พ.ศ. 
2535 

บทลงโทษ 
ผูใดผลิต นําเขา สงออกหรือมีไวในครอบครองซึ่งวัตถุอันตรายชนดิที่ 1 
ไมปฏิบัติตามประกาศของรัฐมนตรีผูรับผิดชอบ ตองระวางโทษจําคกุ
ไมเกินหกเดือน หรือปรับไมเกินหาหมื่นบาท หรือทั้งจําทั้งปรับ  

หนวยงานที่รับผิดชอบ กรมโรงงานอุตสาหกรรม กระทรวงอุตสาหกรรม 

 



บทที่ 3 
การดําเนินงานวิจัย 

 
3.1 สารเคมี 

1. Sodium borohydride (NaBH4, SIGMA-ALDICH)  
2. Gold (III) Chloride hydrate ( HAuCl4, SIGMA-ALDICH)  
3. Trisodium citrate (Na3C6H5O7, VWR International) 
4. ผงอะลูมินา ขนาด 0.5 μm 
5. Chitosan Oligosaccharide Lactate;Cs (C99HOOOO, SIGMA-ALDICH)  
6. Acetic Acid (CH3COOH, Analytical reagent, J.T.Baker) 
7. Hydrogenperoxide (H2O2, Analytical reagent, SIGMA-ALDICH) 
8. Horseradish from peroxidase (HRP; SIGMA-ALDICH) 
9. Sodium Acetate (trihydrate)( C2H2NaO2.3H2O, Laboratory reagent, LOBA CHEMIE) 
10. Di-sodium hydrogen orthophosphate (Na2HPO4, Analytical reagent, Ajex Finechem) 
11. Sodium dihydrogen orthophosphate (NaH2PO4, Analytical reagent, Ajex Finechem) 
12. Sodium Chloride (NaCl, Analytical reagent, Ajex Finechem) 
13. Potassium Ferricyanide (K3Fe(CN)6, Analytical reagent, Ajex Finechem) 
14. Potassium Chloride (KCl, Analytical reagent, Ajex Finechem) 
15. Glutaraldehyde (HCO(CH2)3CHO, Fluka) 
16. Sodium hydroxide (NaOH, Analytical reagent, Ajex Finechem) 
17. กาวนําไฟฟา (Conductive Epoxy part A, Conductive Epoxy part B: USA) 

 
3.2 เคร่ืองมือและอุปกรณ 

1. เครื่องกวนแมเหล็ก 1 เครื่อง พรอม Magnetic bar ขนาด 3 เซนติเมตร 
2. Micro pipet ขนาด 100 μL  1,000 μL และ 5000 μL  
3. อะลูมิเนียมฟอย 
4. ไสดินสอ ยีห่อ STAEDTLER  ประเทศเยอรมัน   ชนดิ  HB  2B  1H  2H  3H  4H  5H  และ     
    6H  เสนผานศูนยกลาง 2 มิลลิเมตร 
5. กระดาษทราย แบบหยาบ และแบบละเอยีด 
6. เข็มเจาะรูไสดินสอ 
7. ฉนวนหุมขัว้ไฟฟา (ทอพลาสติก) 
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8. เครื่องมือวิเคราะหทางเคมีไฟฟา (663 VA Stand Ω Metrohm swiss made)  
- ขั้วไฟฟาทํางาน (Working electrode): ขั้วไฟฟาไสดินสอ 
- ขั้วไฟฟาอางอิง (Reference electrode): ขั้วไฟฟาซิลเวอร/ซิลเวอรคลอไรด 
- ขั้วไฟฟาชวย  (Auxillary electrode): ขั้วไฟฟาแพลทินัม 

9. เครื่องเขยาสารโดยใชเสียงความถี่สูง; Elma, ประเทศเยอรมัน 
10. เครื่องวัดกรดดาง (pH meter)  DENVER INSTRUCMENT  
11. Transmission Electron Microscope(TEM) :  JEOL รุน JEM-2010 
12. Atomic Force Microscope (AFM) : SEIKO รุน SPA 400 
 

3.3 การสังเคราะหอนุภาคนาโนทอง 
ผสมสารละลายโซเดียมโบโรไฮไดรด (NaBH4) ความเขมขน 125 mM ปริมาตร 1200 μL และ

สารละลาย Gold (III) Chloride hydrate (HAuCl4) ความเขมขน 0.3 mM ปริมาตร 153 μL ลงใน
สารละลายไตรโซเดียมซิเตรด (Na3C6H5O7)  ความเขมขน 0.38 mM  ปริมาตร 500 mL คนสารละลายให
เปนเนื้อเดียวกนัโดยใชเครื่องกวนแมเหล็ก เปนเวลา 12 ชั่วโมง เก็บสารละลายที่ไดไวที่อุณหภูมิ 4 °C 

 
3.4 การเตรียมขั้วไฟฟาทํางานจากขั้วไฟฟาไสดินสอ 

เตรียมขั้วไฟฟาทํางานจากไสดินสอ 5 ชนิด คือ HB   2B   1H   2H   3H   4H   5H  และ 6H 
ดังตอไปนี ้

3.4.1 ตัดไสดนิสอแตละชนดิใหไดความยาว 2 เซนติเมตร แลวเจาะรูไสดินสอใหลึกประมาณ 2  
         มิลลิเมตร 
 

 
 

 
3.4.2 ตัดทอพลาสติกยาว 10 เซนติเมตร และตัดลวดนําไฟฟายาว 20 เซนติเมตร 
3.4.3 เชื่อมตอลวดนําไฟฟา (ขอ 2.4.2) กับไสดินสอ (ขอ 2.4.1) ดวยกาวนําไฟฟา แลวทิ้งไวให
แหง  เพื่อใหลวดนําไฟฟากบัไสดินสอติดกัน 
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3.4.4 นําไสดนิสอที่มีลวดนาํไฟฟาติดอยู (ขอ 2.4.3) ไปใสในทอพลาสติก (ขอ 2.4.2) เพื่อใชเปน 
         ฉนวนหุมไฟฟา 
 

 
 
 

3.4.5 นําขั้วไฟฟาไสดินสอทีไ่ดมาขัดกับกระดาษทรายทั้งแบบหยาบ และแบบละเอียดตามลําดับ  
          เพื่อปรับผิวหนาของขั้วไฟฟาเรยีบ 
 

 
 
 

3.4.6 ขัดผิวหนาของขั้วไฟฟาไสดินสอทีไ่ดดวยผงอะลมูินา ขนาด 0.5 μm เพื่อทําใหผิวหนาของ 
         ขั้วไฟฟาไสดินสอเรียบ และกําจดัรอยที่เกิดจากการขัดดวยกระดาษทราย 
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3.4.7     นําขั้วไฟฟาไสดินสอ (ขอ 2.4.6) ไปเขยาโดยใชเครื่องเขยาสารดวยเสียงความถี่สูง เปน 
เวลา 2 นาที เพื่อกําจัดผงอะลูมินาที่เกาะอยูที่ผิวหนาขั้วไฟฟาไสดินสอ 

3.4.8     ลางขั้วไฟฟาดวยน้ํากล่ัน จึงไดขัว้ไฟฟาไสดินสอพรอมที่จะใชงานตอไป 
 

3.5 การเลือกขั้วไฟฟาทํางาน 
จัดชุดอุปกรณเซลลเคมีไฟฟาซึ่งประกอบดวยข้ัวไฟฟาอางอิง ขั้วไฟฟาชวย ขัว้ไฟฟาทํางานไส

ดินสอชนิดตางๆ (HB 2B 1H 2H 3H 4H 5H และ 6H) โดยจุมขั้วไฟฟาทั้งสามลงในสารละลาย
โพแทสเซียมเฟอรริกไซยาไนด (K3Fe(CN)6) ความเขมขน 10 mM ที่มีโพแทสเซียมคลอไรด ความเขมขน 
0.1 M โดยใหศักยไฟฟา -0.2 ถึง +0.6 โวลต แกขั้วไฟฟาทํางาน ใชอัตราการสแกน 50 มิลลิโวลต/วินาที 
จํานวน 3 รอบ วัดคากระแสไฟฟาที่เกิดขึน้ของกระแสแอโนดิก และแคโทดิกของขั้วไฟฟาทํางานแตละ
ชนิด 

 
3.6 ศึกษาผลของอนุภาคนาโนทองในการวเิคราะหหาไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) 

3.6.1 ตรึงเอนไซม Horseradish peroxidase (HRP) ดวยอนุภาคนาโนทอง 
จุมขั้วไฟฟาทํางานในสารละลายไคโตซาน ความเขมขน  0.5  %  w/v   pH   5    และ ให 

ศักยไฟฟา +1.5 โวลต เปนเวลา 5 นาที แกระบบ เพื่อทําใหไคโตซานเกาะติดบนผวิหนาของขัว้ไฟฟา 
จากนั้นนําขั้วไฟฟาที่ไดไปจุมในสารละลายอนุภาคนาโนทอง ปริมาตร 1 mL เปนเวลา 6 ชั่วโมง ลางสวน
ที่เหลือออกดวยน้ํากลั่น แลวนําขั้วไฟฟาไปจุมในสารละลายเอนไซม HRP ความเขมขน 5.0 mg/mL เปน
เวลา 12 ชั่วโมง ในแตละขัน้ตอนของการตรึงจะตรวจสอบการเกาะติดของไคโตซานบนขั้วไฟฟาทํางาน
ไสดินสอดวยเทคนิคไซคลิกไวลแทมมิทรี (Cyclic voltammetry)โดยจุมขั้วไฟฟาในสารละลาย
โพแทสเซียมเฟอริกไซยาไนด ความเขมขน 10 mM  ที่มีโพแทสเซียมคลอไรด ความเขมขน 0.1 M โดย
ใหศักยไฟฟา -0.2 ถึง +0.6 โวลต ใชอัตราการสแกน 50 มิลลิโวลต/วินาท ี จาํนวน 3 รอบ วัดคา
กระแสไฟฟาที่ไดแตละขัน้ตอน เมื่อไดขัว้ไฟฟาทํางานแลวนําขัว้ไฟฟาดังกลาวจุมในสารละลายฟอสเฟต
บัฟเฟอร ความเขมขน 0.1 M   pH 6.0  Methylene blue ใหศกัยไฟฟา -0.2 โวลต และเติมสารละลาย
ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ความเขมขน 0.5 mM ปริมาตร 50 μL แลววดัคากระแสไฟฟาที่ได 

3.6.2 ตรึงเอนไซม HRP โดยไมใชอนุภาคนาโนทอง 
               เกาะติดไคโตซานบนผิวหนาของขั้วไฟฟาทํางานไสดินสอ โดยใชสารละลายไคโตซาน

ความเขมขน 0.5 %w/v  pH  5  ใหศักยไฟฟา +1.5 โวลต นาน  3 นาที  จากนั้นจุมขั้วไฟฟาในสารละลายก
ลูตารัลดีไฮด (glutaraldehyde) ความเขมขน 2.5%v/v  เวลา 20 นาท ีตอไปตรึงเอนไซม HRP ความเขมขน 
5.0 mg/mL นาน 12 ชั่วโมง ในแตละขั้นตอนของการตรึงจะตรวจสอบเทคนิคไซคลิกไวลแทมมิทรี  นํา
ขั้วไฟฟาที่ไดจุมในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.1 M  pH 6.0 ใหศักยไฟฟา -0.2 โวลต 
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และเติมสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด ความเขมขน 0.5 mM ปริมาตร 50 μL วัดคากระแสไฟฟาที่
เกิดขึ้น 

 
3.7 ศึกษาผลของการกระตุน (Activation) ผิวหนาของขั้วไฟฟาทํางาน 

3.7.1 กระตุนผิวหนาของขั้วไฟฟา 
         ศึกษาผลของการกระตุนผิวหนาของขั้วไฟฟา ดวยการใหศักยไฟฟา +1.8 โวลต โดยจุม

ขั้วไฟฟาไสดินสอในสารละลายอะซิเตตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.5 M  pH 4.8  ปริมาตร 10 mL ที่มี
โซเดียมคลอไรดความเขมขน 0.02 M จากนั้นใหศักยไฟฟา +1.8 โวลต เปนเวลา 5 นาที นําขั้วไฟฟาที่ได
ไปตรึง HRP ดวยอนุภาคนาโนทอง ขั้นตอนตามการทดลองขอ 2.6.1 จากนั้นนําขั้วไฟฟาทํางานจุมใน
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.1 M  pH 6.0 ใหศักยไฟฟา -0.2 โวลต และเติมสารละลาย
ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ความเขมขน 0.5 mM ปริมาตร 50 μL แลววัดคากระแสไฟฟาที่ได 

3.7.2 ไมกระตุนผิวหนาของขั้วไฟฟา 
  ทําการทดลองเหมือนขอที่ 3.7.1 ยกเวนขั้นตอนการใหศักยไฟฟา +1.8 โวลต 
 
3.8 หาสภาวะที่เหมาะสมของการเกาะติด (deposition) ไคโตซานบนขั้วไฟฟาทํางาน 

3.8.1 ศึกษาศักยไฟฟาท่ีเหมาะสมสําหรับการเกาะติดไคโตซานบนขั้วไฟฟาทํางาน 
         ศึกษาศักยไฟฟาที่ +1.2    +1.5  และ +3.0 โวลต  โดยนําขั้วไฟฟาจุมในสารละลายไคโต

ซาน และใหศักยไฟฟาแกขั้วไฟฟาทํางานที่ศักยไฟฟาตางๆดังกลาว เปนเวลา 5 นาที และตรวจสอบการ
เกาะของไคโตซานโดยใชเทคนิคไซคลิกโวลแทมเมทรี เปรียบเทียบคากระแสไฟฟาที่เกิดจากปฏิกิริยารี
ดอกซของสารละลายโพแทสเซียมเฟอรริกไซยาไนด ของขั้วไฟฟาไสดินสอที่ใชศักยไฟฟาตางๆ 

3.8.2 ศึกษาเวลาที่เหมาะสมสําหรบัการเกาะติดไคโตซานบนขั้วไฟฟาทํางาน 
         ศึกษาเวลาที่ 1 3 5 10 และ 15 นาที โดยนําขั้วไฟฟาจุมในสารละลายไคโตซาน และให

ศักยไฟฟาที่ +1.5 โวลต (ไดจากผลการทดลองขอ 3.8.1) เปนเวลาตางๆ จากนั้นตรึงอนุภาคนาโนทองและ
เอนไซม HRP วัดคากระแสไฟฟาที่เกิดขึ้นจากการเติมไฮโดรเจนเปอรออกไซด ความเขมขน 0.5mM 
ปริมาตร 50 μL 

 
3.9 ศึกษาจํานวนชั้นของการตรึง HRP ดวยอนุภาคนาโนทองที่เหมาะสม โดยเทคนิค Layer-by-Layer  

ทําการกระตุนผิวหนาของขั้วไฟฟา (ตามการทดลอง ขอ 3.7.1) และทําการเกาะติดไคโตซานบน
ขั้วไฟฟาทํางาน (ตามการทดลอง ขอ 3.8) จากนั้นตรึงอนุภาคนาโนทองบนขั้วไฟฟาทํางานโดยจุมใน
สารละลายอนุภาคนาโนทอง เปนเวลา 6 ช่ัวโมง แลวตามดวยตรึงเอนไซม HRP  บนอนุภาคนาโนทอง 
เปนเวลา 12 ชั่วโมง เมื่อเสร็จสิ้นขั้นตอนนี้จะไดขั้วไฟฟาทํางาน 1 ชั้น (HRP/Au/Cs-electrode) จากนั้นจุม
ข้ัวไฟฟาทํางานในสารละลายอนุภาคนาโนทองและตามดวยสารละลายเอนไซมจะไดขั้วไฟฟาที่มี 2 ช้ัน 
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(HRP/Au/HRP/Au/Cs-electrode) ตอไปในชั้นที่ 3  4  6  และ  8  ทําการทดลองเหมือนกับชั้นที่ 2  
ขั้วไฟฟาที่ไดนําไปจุมในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.1 M  pH 6.0 ใหศักยไฟฟา -0.20 
โวลต และเติมสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด ความเขมขน 0.5 mM ปริมาตร 50 μL แลววัดคา
กระแสไฟฟาที่เกิดขึ้น 
 
3.10 ศึกษาความเขมขนของเอนไซม HRP ท่ีเหมาะสม 

ศกึษาเอนไซมที่ความเขมขนตางๆดังนี้  3   5   7  และ 9  mg/mL  โดยตรึงเอนไซม HRP ที่ความ
เขมขนตางๆ บนอนุภาคนาโนทองจํานวน 2 ชั้นบนขั้วไฟฟาทํางาน(ไดจากขอ 3.9) ขั้นตอนตอไปจุม
ขั้วไฟฟาทํางานที่ไดลงในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 6.0 ความเขมขน 0.1 M  เติมสารละลาย
ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ความเขมขน 0.5 mM ปริมาตร 50 μL ที่ศักยไฟฟา -0.20 โวลต  และวัดคา
กระแสไฟฟาที่เกิดขึ้น 

 
3.11 หาสภาวะที่เหมาะในระบบแอมเพอโรเมตริกสําหรับวัดไฮโดรเจนเปอรออกไซด 
         3.11.1 ศึกษาการใหศักยไฟฟาแกขั้วไฟฟาทํางาน 
              เตรียมขั้วไฟฟาที่ตรึงดวยอนุภาคนาโนทองและเอนไซม HRP 2 ช้ัน    โดยศึกษาการให
ศักยไฟฟาที่ -0.10   -0.15   -0.20   -0.25   -0.30  และ -0.35 โวลต เพื่อวิเคราะหหาไฮโดรเจนเปอร
ออกไซดในระบบแอมเพอโรเมตริก โดยจุมขั้วไฟฟาทํางานลงในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร  pH 6.0  
ความเขมขน 0.1 M  จากนั้นเติมสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด ความเขมขน 0.5 mM ปริมาตร 50 
μL และวัดคากระแสไฟฟาที่ไดจากการตอบสนองของเอนไซมที่ศักยไฟฟาตางๆ 
         3.11.2 ศึกษา pH ของสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 
              ศึกษาผลของสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรที่ pH  5.0   5.5  6.0   6.5   7.0 7.5  และ 8.0  โดยใช
ขั้วไฟฟาที่ตรึงดวยอนุภาคนาโนทองและเอนไซม HRP 2 ช้ัน จุมในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรที่ pH 
ตางๆ  โดยเติมสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด ความเขมขน 0.5 mM ปริมาตร 50 μL แลววัดคา
กระแสไฟฟาที่ได 

 
3.12 การศึกษาการทวนสอบวิธี (Validation method) 

3.12.1 ศึกษาความเที่ยงของวิธี (Precision) 
3.12.1.1 ศึกษาการทําซ้ําของการวัด (Repeatability) 

ใชขั้วไฟฟาทํางาน ขั้วเดียวในสําหรับการวัดไฮโดรเจนเปอรออกไซด   ที่มี 
ความเขมขน 0.5 mM จํานวน 7 คร้ัง โดยวัดคากระแสไฟฟาที่ไดในแตละครั้งและนําคากระแสไฟฟาที่ได
ไปคํานวณหาคาสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (Relative standard deviation ; RSD) ที่ไดจากการทําซ้ํา 

3.12.1.2 ศึกษาการทวนซ้ําของวิธี (Reproducibility) 
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วัดไฮโดรเจนเปอรออกไซด ความเขมขน 0.5 mM โดยใชขั้วไฟฟา 7 ขั้ว วัดคา 
กระแสไฟฟาที่ไดของขั้วไฟฟาทํางานแตละขั้ว และคํานวณคาสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ  

 
3.12.2 ศึกษาความแมนยําของวิธี (Accuracy) 

 ศึกษาความแมนยําของวิธีโดยการหาเปอรเซนตการไดกลับคืน (% Recovery) โดยเติม 
สารละลายมาตรฐานไฮโดรเจนเปอรออกไซด เขมขน 10  30  และ 50 mM ลงในตัวอยางน้ํายาลางแผล
และน้ํายายอมสีผม วัดคากระแสไฟฟาที่เกิดขึ้นจากกอนและหลังเติมไฮโดรเจนเปอรออกไซด   นําคาที่ได
ไปคํานวณหาคาเปอรเซนตการไดกลับคืน 
 

3.12.3   ศึกษาชวงความเปนเสนตรง (Linearity Range) 
วัดไฮโดรเจนเปอรออกไซด ที่ความเขมขนตางๆคือ 0.05  0.1   0.3   0.5   0.7   0.9    1.1    

1.3   1.5  และ  1.7 mM  วัดคากระแสไฟฟาที่ตอบสนองและนําขอมูลที่ไดไปเขียนกราฟแสดง
ความสัมพันธระหวางความเขมขนกับคากระแสไฟฟาที่วัดไดในแตละความเขมขน 

 
3.12.4  ขีดจํากัดในการตรวจพบ (Limit of Detection) 

ทําการวัด blank ของสารตัวอยาง จํานวน 12 คร้ัง นําคากระแสไฟฟาที่วัดไดคํานวณหา 
คาขีดจํากัดในการตรวจพบ 

 
3.12.5 ขีดจํากัดในการวัดเชิงปริมาณ (Limit of Quantitation) 

ทําการวัด blank ของสารตัวอยาง จํานวน 12 คร้ัง นําคากระแสไฟฟาที่วัดไดคํานวณหา 
คาขีดจํากัดในการตรวจวัดเชิงปริมาณ 

 
3.12.6 ศึกษาความเสถียร (Stability) 

3.13.6.1  Working stability 
    ใชขั้วไฟฟาไสดินสอที่ตรึงเอนไซม HRP และอนุภาคนาโนทองจํานวน 2 ช้ัน 
ในการวัดไฮโดรเจนเปอรออกไซด ความเขมขน 0.5 mM  ในแตละวัน วัดคากระแสไฟฟาที่ไดในแตละ
วันและเปรียบเทียบคากระแสไฟฟาที่ไดในวันแรกกับวันสุดทาย  

3.13.6.2 Storage stability 
วัดคาการตอบสนองของขั้วไฟฟาไสดินสอที่ตรึงเอนไซม HRP และอนุภาคนา 

โนทองจํานวน 2 ช้ันตอไฮโดรเจนเปอรออกไซด ความเขมขน 0.5 mM ในครั้งแรกและเก็บขั้วไฟฟานี้แช
ไวในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 6.0 ที่อุณหภูมิ 40 C  เปนเวลา  1 เดือน จากนั้นวัดคากระแสไฟฟา
อีกครั้งและนําคากระแสไฟฟาที่ไดไปเปรียบเทียบคากระแสไฟฟาที่ไดในครั้งแรก  
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3.13  เปรียบเทียบวิธีไบโอเซนเซอรและวิธีไทเทรต 

เปรียบเทียบผลที่ไดจากการวิเคราะหหาไฮโดรเจนเปอรออกไซด ที่ความเขมขน 0.20   
0.30  0.40  0.50  0.60  0.70  และ 0.80 mM  ที่ไดจากวิธีไบโอเซนเซอรกับวธีิไทเทรต โดยใชสถิติ 
Regression line 

 
3.14 วิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจนเปอรออกไซดในตัวอยาง  
 3.14.1 วิธีไบโอเซนเซอร 

สรางกราฟมาตราฐานของไฮโดรเจนเปอรออกไซดที่ความเขมขน    0.1  0.3   0.5   0.7  และ 0.9    
mM  จากนั้นวิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจนเปอรออกไซดในตัวอยางน้ํายายอมสีผมและน้ํายาลางแผล 
จํานวน 6 ตัวอยาง กรณีที่ตัวอยางขุน จะทําการเจือจางตัวอยางดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร ความ
เขมขน 0.1 M  pH 6.0  กอน จากนั้นนําตัวอยางที่ไดไปวิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจนเปอรออกไซดดวย
วิธีไบโอเซนเซอร ภายใตสภาวะที่เหมาะ นําผลที่ไดไปนําไปเปรียบเทียบกับผลที่ไดจากวิธีไทเทรต 
ทดสอบความแตกตางของสองวิธีดวยสถิติ Wilcoxon signed rank test 
               3.14.2 วิธีการไทเทรต 

เตรียมตัวอยางโดยการเจือจาง จากนั้นปเปตตัวอยางมา 10 mL ไทเทรตดวยสารละลายมาตรฐาน
ไทโอซัลเฟต    เติมกรดซัลฟูริกเขมขน  1  โมลาร  ปริมาตร 40  มิลลิลิตร  และโพแทสเซียมไอไดด  0.4  
กรัม  ผสมใหเขากัน  ปดดวยกระจานาฬิกาหรือจุกปด  ตั้งทิ้งไว  15 นาที  จากนั้นนําไปไทเทรตกับ
สารละลายมาตรฐานไทโอซัลเฟต  จนกระทั่งสีน้ําตาลจางลงเปนสีเหลืองจาง  แลวเติมอินดิเคเตอรน้ําแปง
ลงไป  2  มิลลิลิตร  จะเกิดสีน้ําเงินเขมของของน้ําแปงกับไอโอดีน ไทเทรตตอจนถึงจุดยุติ  คือ  จุดที่สีนํ้า
เงินหายไป บันทึกปริมาตรของสารละลายมาตรฐานไทโอซัลเฟต ที่ใชเพื่อนําไปคํานวณหาความเขมขน
ของไฮโดรเจนเปอรออกไซดในตัวอยาง 

 
 
 
 
 
 

 



บทที่ 4 
ผลการดําเนินงานวิจัย 

 

4.1 การสังเคราะหอนุภาคนาโนทอง 
สังเคราะหอนุภาคนาโนทอง จากสารสะลาย  Gold (III) Chloride hydrate โดยใชสารละลาย 

โซเดียมโบโรไฮไดรด และ ไตรโซเดียมซิเตรด เปนตัวรีดิวส โดยรีดิวส Au3+ ใหกลายเปน Au° หรือ
อนุภาคนาโนทอง จะไดสารละลายที่มีสีมวงแดงมีลักษณะเปนสารแขวนลอยด ดังรูปที่ 4.1 จากการ
ตรวจสอบสมบัติทางกายภาพของอนุภาคนาโนทองโดยเทคนิค Spectrophotometry พบวาใหคาความยาว
คล่ืนที่มีการดูดกลืนแสงสูงสุด (λmax )  เทากับ 533 nm แสดงวาในสารละลายมีอนุภาคนาโนทอง ดังรูปที่ 
4.2 

 
 
 

 
 
 

รูปท่ี 4.1 สารละลายอนุภาคนาโนทอง 
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รูปท่ี 4.2 การตรวจสอบสมบัติทางกายภาพของอนุภาคนาโนทองโดยเทคนิค Spectrophotometry 

 
 
 

 
 

รูปท่ี 4.3 Transmission Electron Microscope(TEM) แสดงขนาดอนภุาคนาโนทอง 
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           รูปท่ี 4.4 การกระจายตัวของขนาดอนุภาคนาโนทอง (n=200) 

 
จากรูปที่ 4.3 แสดงขนาดของอนุภาคนาโนทองที่ตรวจสอบดวย Transmission Electron 

Microscope พบวาอนุภาคนาโนทองมีลักษณะเปนทรงกลม ขนาดโดยเฉลี่ย 4.38 ± 0.66 nm (n=200) และ
มีการกระจายตัวของขนาดอนุภาคนาโนทอง ดังรูปที่ 4.4 

 
4.2 การเตรียมขั้วไฟฟาทํางานจากขั้วไฟฟาไสดิน 

ใชขั้วไฟฟาไสดินสอ ชนิดตางๆ ไดแก  HB 2B 1H 2H 3H 4H 5H และ 6H  ที่สรางขึ้นเพื่อใชเปน
ขั้วไฟฟาทํางาน มีลักษณะดงัรูปที่ 4.5 
 

 
 

รูป 4.5 ขั้วไฟฟาไสดินสอ 
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4.3 การเลือกขั้วไฟฟาทํางาน 

การพิจารณาขัว้ไฟฟาทํางาน ขั้วไฟฟาที่ดจีะใหกระแสแอโนดิกและแคโทดิกเทากนั แสดงวาการ
เกิดปฏิกิริยารีดอกซของโพแทสเซียมเฟอรริกไซยาไนด ไดสมบูรณ (รูป 4.6) 

 

 
 

            รูปท่ี 4.6 เกณฑการพจิารณาขั้วไฟฟาทํางาน 
 
 

ตารางที่ 4.1   เปรียบเทียบกระแสแอโนดิกและกระแสแคโทดิก ของขั้วไฟฟา 2B  HB  1H  2H  3H  4H  
5H และ 6H  

ขั้วไฟฟา ipa (μA) ipc(μA) ipa/ipc(μA) 
2B 85.3 38.3 2.2 
HB 60.2 0.57 105 
1H 16 0 - 
2H 9.31 1.4 6.6 
3H 25.2 0 - 
4H 26 35.5 0.7 
5H 20 17.3 1.2 
6H 25.7 28 0.9 
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จากตารางที่ 4.1 แสดงอัตราสวนระหวางคา กระแสแอโนดิกและ กระแสแคโทดิก ของขั้วไฟฟา 

2B HB  1H  2H  3H  4H  5H และ 6H พบวาขั้วไฟฟาไสดินสอชนิด 6H ใหคา ipa/ipc(μA) เขาใกล 1 มาก
ที่สุด ดังนั้นจึงเลือกใชขั้วไฟฟาไสดินสอชนิด 6H เปนขัว้ไฟฟาทํางาน และแสดงไซคลิกโวแทมโมแกรม
ของขั้วไฟฟาไสดินสอ 6H ดังรูปที่ 4.7 ซ่ึงสอดคลองกับผลการวิเคราะหดวยเทคนิค XRD พบวา 6H มี
ปริมาณคารบอนมากที่สุด จงึทําใหขั้วไฟฟา 6H มีสมบัตินําไฟฟาไดดีที่สุด 

 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 4.7 ไซคลิกโวลแทมโมแกรม  ของขั้วไฟฟา 6H ในสารละลาย  โพแทสเซียมเฟอริก
ไซยาไนด ความเขมขน 10 mM ที่มีโพแทสเซียมคลอไรด ความเขมขน 0.1 M โดยใหศกัยไฟฟา -0.2 ถึง 
+0.6 โวลต แกขั้วไฟฟาทํางาน ใชอัตราการสแกน 50 มิลลิโวลต/วินาที จํานวน 3 รอบ 

 
ศึกษาการทําซ้าํของขั้วไฟฟาไสดินสอ 6H จํานวน 10 ขั้ว ผลการทดลองเปน ดังตารางที่  4.2   

พบวา มีคาสวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน เทากับ 0.1 แสดงวามกีารทําซ้ําของขั้วไฟฟาไดด ี
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 ตารางที่ 4.2   แสดงคาอัตราสวนระหวาง กระแสแอโนดิกและ กระแสแคโทดิก ของขั้วไฟฟา 6H (n=10)  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
4.4 ศึกษาผลของอนุภาคนาโนทองในการวเิคราะหหาไฮโดรเจนเปอรออกไซด  

4.4.1 ตรึงเอนไซม HRP ดวยอนุภาคนาโนทอง 
             การตรึงเอนไซม HRP โดยใชอนุภาคนานโนทอง บนผวิของขั้วไฟฟาทํางานนั้นทําไดโดยนํา
ขั้วไฟฟาทํางานที่ผานการกระตุนผิวหนาของขั้วไฟฟาและเกาะติดดวยไคโตซาน จุมในสารละลายอนุภาค
นาโนทอง และเอนไซม HRP ตามลําดับ เพื่อนําไปตรวจสอบดวยเทคนิคแอมเพอโรเมตรี วัดคา
กระแสไฟฟาที่เกิดขึ้น เปนดังรูป 4.8 (a) 

4.4.2 ตรึงเอนไซม HRP โดยไมใชอนุภาคนาโนทอง 
   การตรึงเอนไซม HRP โดยไมใชอนุภาคนานโนทอง บนผิวของขั้วไฟฟาทํางานนัน้ทําไดโดย
นําขั้วไฟฟาทํางานที่ผานการกระตุนผิวจุมลงในสารละลายกลูตารัลดีไฮด แลวจุมในสารละลายเอนไซม 
HRP เพื่อนําไปตรวจสอบดวยเทคนิคแอมเพอโรเมตรี วดัคากระแสไฟฟาที่เกิดขึ้น เปนดังรูปที่ 4.8 (b) 
 

ขั้วไฟฟา ipa (μA) ipc(μA) ipa/ipc(μA) 
6H-1 25.7 28 0.92 

6H-2  30.8 25.7 1.2 

6H-3  28.5 23.2 1.23 

6H-4  33.9 26.3 1.29 

6H-5  29.9 24.4 1.23 

6H-6  33.9 26.3 1.29 

6H-7  28 24.5 1.14 

6H-8 35.1 29.8 1.18 

6H-9  35 29.9 1.17 

6H-10  30.8 25.6 1.2 

Mean ± SD = 1.18 ± 0.10  (1.08-1.28) 
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รูปท่ี 4.8 สัญญาณแอมเพอโรเมตรี (a) Au/HRP/Cs-electrode (b) HRP/Glu/Cs-electrode  ในสารละลาย
ฟอสเฟสบัฟเฟอร ความเขมขน 0.1 M pH  6.0 ใหศกัยไฟฟา -0.20 โวลต และเตมิสารละลายไฮโดรเจน
เปอรออกไซด ความเขมขน 0.5 mM ปริมาตร 50 μL 
 

จากรูปที่ 4.8 เปรียบเทียบสัญญาณแอมเพอโรเมตรี ระหวางตรึงเอนไซม HRP ดวยอนุภาคนาโน
ทอง (a) และ ตรึงเอนไซม HRP โดยไมใชอนุภาคนาโนทอง (b) การใชอนุภาคนาโนทองใหคา
กระแสไฟฟามากกวาไมมีอนุภาคนาโนทอง ดังนั้นจึงเลือกใชอนุภาคนาโนทองเพื่อตรึงเอนไซม HRP ใน
การทดลองตอไป 
 
4.5 ศึกษาผลของการกระตุนผิวหนาของขัว้ไฟฟาทํางาน 
 รูปที่4.9 แสดงผลการกระตุนผิวหนาของขั้วไฟฟา พบวาการกระตุนผิวหนาจะทําใหมีคา
กระแสไฟฟามากกวาไมมีการกระตุนผิวหนาของขั้วไฟฟา เพราะกระบวนการกระตุนผิวหนาของ
ข้ัวไฟฟา เปนการเพิ่มรูพรุนของผิวขั้วไฟฟา เพื่อใหไคโตซานเกาะบนผิวหนาของขั้วไฟฟาไดดี 
 

a 

b 
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รูปท่ี  4.9  สัญญาณแอมเพอโรเมตรี (a) กระตุนผิวหนาของขั้วไฟฟา (b) ไมกระตุนผิวหนาของขั้วไฟฟา
เติม       0.5mM H2O2 50 μL ใหศักย -0.20 โวลต ในสาละลายฟอสเฟสบัฟเฟอร (pH =7) ที่มี Methylene 
blue 
 
4.6 หาสภาวะที่เหมาะสมของการเกาะติด ไคโตซานบนขัว้ไฟฟาทํางาน 

การศึกษาเวลาในการเกาะตดิของไคโตซาน โดยวิธี Electrochemical deposition ซ่ึงเปนขั้นตอน
ที่มีการสะสม analyte ที่ผิวของขั้วไฟฟาทํางาน ในสารละลายที่มีการคนเปนเวลาระยะหนึ่ง (แนนอน) 
เมื่อให ศักยไฟฟาเขาไปที่ขัว้ไฟฟาทํางาน จะทําใหสารละลายไคโตซานที่มี pH=5 มี pH เพิ่มขึ้นจน
มากกวา pI ของไคโตซาน (pI=6.3) ซ่ึงอยูในรูปที่ไมละลายจึงทําใหไคโตซานเกาะติดบนขั้วไฟฟาทํางาน
ได  

4.6.1 ศึกษาศักยไฟฟาท่ีเหมาะสมสําหรับการเกาะติดไคโตซานบนขั้วไฟฟาทํางาน 
        ศึกษาใหศักยไฟฟาที่ +1.2  +1.5 และ +3.0 โวลต ผลการทดลองดังตารางที่ 4.3 จากการ

ทดลองพบวา ที่ศักยไฟฟาเทากับ +1.5 โวลต ไคโตซาน สามารถเกาะติดบนขั้วไฟฟาทํางานไดด ี   เพราะ
คากระแสแอโนดิกและกระแสแคโทดิกลดลง แสดงวามีไคโตซานไปเกาะทําใหการสงผานอิเล็กตรอน
ลดลง ดังรูปที่ 4.10 
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ตารางที่ 4.3 ผลของการศึกษาศักยไฟฟาที่เหมาะสมสําหรับการเกาะตดิไคโตซานบนขั้วไฟฟาทํางาน 
 
 

 
 
 
 

 
 

 
 

รูปท่ี 4.10  แสดงไซคลิกโวลแทมโมแกรม  ของขั้วไฟฟาไสดินสอทีม่ีการเกาะติดของไคโตซานโดยให
ศักยไฟฟา +1.5 V. ในสารละลายโพแทสเซียมเฟอริกไซยาไนด ความเขมขน 10 mM ที่มีโพแทสเซียม
คลอไรด ความเขมขน 0.1 M โดยใหศักยไฟฟา -0.2 ถึง +0.6 โวลต แกขั้วไฟฟาทํางาน ใชอัตราการสแกน 
50 มิลลิโวลต/วินาที จํานวน 3 รอบ 

 
             4.6.2 ศึกษาเวลาที่เหมาะสมสําหรับการเกาะติดไคโตซานบนขัว้ไฟฟาทํางาน 

        ศึกษาเวลาที่ 1 5 10 และ 15 นาที  ดังตารางที่ 4.4 และรูปที่ 4.11 เพื่อหาเวลาที่เหมาะสม
สําหรับการเกาะติดไคโตซานบนขั้วไฟฟาทํางาน พบวาที่เวลา 5 นาที จะมีคากระแสไฟฟาสูงสุด  จึงเลือก
ทําการเกาะติดไคโตซานโดยใหศักยไฟฟาที่ +1.5 โวลต เปนเวลา 5 นาที 

 

ศักยไฟฟา (V) ผลการทดลอง 

+1.2 ไคโตซานไมเกาะติดบนขั้วไฟฟาทํางาน 

+3.0 เกิดฟองอากาศ 

+1.5 ไคโตซานสามารถเกาะติดบนขั้วไฟฟาทํางานได 
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ตารางที่ 4.4 ผลการศึกษาเวลาที่เหมาะสมสําหรับการเกาะติดไคโตซานบนขั้วไฟฟาทํางาน 
 

 

 
 

รูปท่ี 4.11 ผลการศึกษาเวลาที่เหมาะสมสําหรับการเกาะติดไคโตซานบนขั้วไฟฟาทาํงาน 
 
 

4.7 ศึกษาจํานวนชั้นของการตรึง HRP ดวยอนุภาคนาโนทอง โดยเทคนคิ Layer-by-Layer 
จากการศึกษาจํานวนชั้นของการตรึงเอนไซม HRP ดวยอนุภาคนาโนทอง โดยเทคนิค Layer-by-

Layer พบวาเมื่อจํานวนชั้นเพิ่มขึ้น คากระแสไฟฟาที่ไดก็เพิ่มขึ้นดวย เพราะมีปริมาณเอนไซม HRP และ
อนุภาคนาโนทองเพิ่มขึ้น และท่ีจํานวน 2 ชั้น ใหคากระแสไฟฟาสูงสุด เมื่อจํานวนชั้นมากกวา 2 ช้ัน (3 4 

เวลา (นาที) 
 กระแสไฟฟา (μA) 

  คาเฉล่ีย 
สวนเบี่ยงเบน
มาตรฐาน 

1 1.2 1.5 1.5 1.4 0.17 
5 3.6 3.2 3 3.3 0.31 
10 1.8 1.8 2 1.9 0.12 
15 0.8 0.9 1.1 0.9 0.15 
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6 และ 8) คากระแสไฟฟาลดลง ทั้งนี้เพราะเมื่อจํานวนชั้นเพิ่มมากขึ้นจะทําใหการสงผานอิเล็กตรอนจาก
สารละลายไปยังผิวหนาของขั้วไฟฟาไดนอยลง ดังนั้นจํานวนชั้นเทากับ 2 จึงเหมาะสมที่สุด ดังรูปที่ 4.12 
 
ตารางที่ 4.5 ผลศึกษาจํานวนชั้นของการตรึง HRP ดวยอนุภาคนาโนทอง โดยเทคนิค Layer-by-Layer 
 

จํานวน
ชั้น 

กระแสไฟฟา 
(μA) คาเฉล่ีย 

สวนเบี่ยงเบน
มาตรฐาน 

1 1.5 1.3 1.6 1.47 0.15 
2 3.3 3.6 3.1 3.33 0.25 
3 0.9 1 0.9 0.93 0.06 
4 1.1 0.7 0.9 0.90 0.20 
6 0.3 0.3 0.2 0.27 0.06 
8 0.06 0.04 0.02 0.04 0.02 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 4.12 ผลศึกษาจํานวนชัน้ของการตรึง HRP ดวยอนภุาคนาโนทอง โดยเทคนิค Layer-by-Layer 
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4.8 ศึกษาผลของความเขมขนของเอนไซม HRP 
จากตารางที่ 4.6 และรูปที ่ 4.13 แสดงผลการศึกษาของความเขมขนของเอนไซม HRP ที่

เหมาะสมในการตรวจวดัไฮโดรเจนเปอรออกไซด ในระบบแอมเพอโรเมตรี จากกราฟแสดง
ความสัมพันธหระหวางคากระแสไฟฟากบัความเขมขนของเอนไซมนี ้ พบวาที่ความเขมขนเทากับ 5 
mg/mL จะใหคากระแสไฟฟาสูงที่สุด เมื่อความเขมขนมากขึ้น คากระแสไฟฟาจะลดลง เพราะเมื่อ
ปริมาณเอนไซมเพิ่มขึ้นจะมกีารบดบังซึ่งมีผลทําใหการสงผานอิเล็กตรอนระหวางสารละลายกับผิวหนา
ของขั้วไฟฟาทํางานลดลง 
 
ตารางที่ 4.6 ผลของความเขมขนของเอนไซม HRP 

 

 
 

                 รูปท่ี 4.13 ผลของความเขมขนของเอนไซม HRP 

ความเขมขน 
(mg/ml)   

กระแสไฟฟา 
(μA)   คาเฉล่ีย 

สวนเบี่ยงเบน
มาตรฐาน 

3 1.6 1.5 1.4 1.50 0.10 
5 3.7 3.7 3.5 3.63 0.12 
7 2.7 2.3 2.5 2.50 0.20 
9 1.5 1.7 1.7 1.63 0.12 
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4.9 หาสภาวะที่เหมาะในระบบแอมเพอโรเมตริกสําหรับวัดไฮโดรเจนเปอรออกไซด 
 
          4.9.1 ศึกษาการใหศักยไฟฟาแกขั้วไฟฟาทํางาน 
           จากตารางที่ 4.7  และรูปที่ 4.14  แสดงผลการศึกษาใหศกัยไฟฟาที่เหมาะสมสําหรับการวัด
ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ในระบบแอมเพอโรเมตรี พบวาที่ -0.20 โวลต จะใหคากระแสไฟฟาสูงที่สุด 
เพราะเปนศกัยไฟฟาที่เหมาะสมสําหรับวัดไฮโดรเจนเปอรออกไซด โดยใชเอนไซม HRP 
 
ตารางที่ 4.7 ผลศึกษาการใหศักยไฟฟาที่เหมาะสมสําหรับวัดไฮโดรเจนเปอรออกไซด  

 

 
 

                   รูปท่ี 4.14 ผลศึกษาการใหศักยไฟฟาทีเ่หมาะสมสําหรับวดัไฮโดรเจนเปอรออกไซด  

ศักยไฟฟา 
(V)   

กระแสไฟฟา
(μA)   คาเฉล่ีย 

สวนเบี่ยงเบน
มาตรฐาน 

-0.10 0.4 0.5 0.5 0.47 0.06 

-0.15 0.7 0.6 0.5 0.60 0.10 

-0.20 1.0 0.9 1.0 0.97 0.06 

-0.25 0.7 0.8 0.7 0.73 0.06 

-0.30 0.7 0.7 0.6 0.67 0.06 

-0.35 0.4 0.5 0.4 0.43 0.06 
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            4.9.2 ศึกษา pH ของสารละลายฟอสเฟสบัฟเฟอร 

แสดงผลการศึกษาคา pH ที่เหมาะสมของสารละลายฟอสเฟสบัฟเฟอร ดังตารางที่ 4.8 และรูปที่ 
4.15 จากกราฟที่แสดงความสัมพันธระหวางกระแสไฟฟาและคา pH พบวา ที ่ pH ของสารละลาย
ฟอสเฟสบัฟเฟอรเทากับ 6.0 จะใหคากระแสไฟฟาสูงทีสุ่ด  
 
ตารางที่ 4.8  ผลการศึกษา pH ที่เหมาะสมของสารละลายฟอสเฟสบัฟเฟอร 

 

 
 

รูปท่ี 4.15 ผลการศึกษา pH ที่เหมาะสมของสารละลายฟอสเฟสบัฟเฟอร 
 
 

pH   
กระแสไฟฟา 

(μA)   คาเฉล่ีย 
สวนเบี่ยงเบน
มาตรฐาน 

5.0 0.6 0.5 0.6 0.57 0.06 
5.5 0.7 0.6 0.6 0.63 0.06 
6.0 1.1 1 1 1.03 0.06 
6.5 0.6 0.5 0.5 0.53 0.06 
7.0 0.4 0.5 0.4 0.43 0.06 
7.5 0.6 0.4 0.5 0.50 0.10 
8.0 0.5 0.6 0.5 0.53 0.06 



 32 

4.10 เปรียบเทียบการตรงึเอนไซม HRP โดยใชอนุภาคนาโนทอง 2 ชัน้ กับไมใชอนภุาคนาโนทอง 
จากรูปที่ 4.16 แสดงกราฟมาตรฐานของการวัดไฮโดรเจนเปอรออกไซด โดยเปรียบเทียบการ

ตรึงเอนไซม  HRP ดวยอนภุาคนาโนทอง  2 ชั้น กับตรึงเอนไซม HRP โดยไมใชอนุภาคนาโนทอง พบวา
เมื่อใชอนุภาคนาโนทอง 2 ช้ัน จะมีความไววเิคราะห มากกวาไมใชอนุภาคนาโนทองถึง 6 เทา ซ่ึงแสดง
ใหเห็นวาอนุภาคนาโนทองสามารถชวยเพิม่ความไววิเคราะหของระบบแอมเพอโรเมตริก ไบโอเซนเซอร
ไดดี เพราะอนุภาคนาโนทองชวยเพิ่มพื้นที่ผิวทําใหมีปริมาณเอนไซมบนขั้วไฟฟามากขึ้นและอนภุาคนา
โนทองยังชวยในการสงผานอิเล็กตรอนไดดี ทําใหไดคากระแสไฟฟาเพิ่มขึ้น เมื่อเปรียบเทียบกบัไมใช
อนุภาคนาโนทอง 

 

 
 

รูปท่ี  4.16 กราฟมาตรฐานเปรียบเทียบการตรึงเอนไซม  HRP ดวยอนภุาคนาโนทอง กับตรึงเอนไซม 
HRP)   โดยไมใชอนุภาคนาโนทอง  
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รูปท่ี  4.17  Atomic force microscope (AFM) แสดงความขรุขระของการตรึงเอนไซม HRP โดยใช
อนุภาคนาโนทอง 2 ช้ัน กับไมใชอนภุาคนาดนทอง 

 
จากรูปที่  4.17  แสดงความขรุขระของการตรึงเอนไซม HRP โดยใชอนุภาคนาโนทอง 2 ช้ัน กับ

ไมใชอนภุาคนาดนทอง  พบวาการใชอนุภาคนาโนทอง  2  ช้ันใหคา  RMS  (บงบอกความขรุขระ) 
มากกวาไมใชอนุภาคนาโนทอง  แสดงวาการใชอนภุาคนาโนทอง  2  ช้ันทําใหมีปริมาณเอนไซมเพิ่มขึ้น 
 
 
4.11 การทวนสอบวิธี  

4.11.1 ความเที่ยงของวิธี  
4.11.1.1 ศึกษาการทําซ้ําของวิธี  

                           ใชขั้วไฟฟาทํางาน ขั้วเดียว ในการวัดไฮโดรเจนเปอรออกไซด ความเขมขน 0.5 
mM จํานวน 7 ครั้ง โดยวัดคากระแสไฟฟาที่ไดในแตละครั้งและนําคากระแสที่ไดในแตละไปคํานวณหา
คาสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ พบวามีคาเทากับ 4 ซ่ึงอยูในชวงที่ยอมรับได โดยเกณฑปกติที่ความ
เขมขนของสาร  10 ppm  %RSD ตองนอยกวา 7 ดังตารางที่ 4.9 
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ตารางที่ 4.9 ผลการศึกษาการทําซ้ําของวิธี  
 

คร้ังท่ี กระแสไฟฟา (μA) 

1 1.84 

2 1.75 

3 1.86 

4 1.77 

5 1.68 

6 1.64 

7 1.77 

%RSD=4  (n=7) 
 

4.11.1.2 ศึกษาการทวนซ้ําของวิธี  
                                       วัดไฮโดรเจนเปอรออกไซดความเขมขน 0.5 mM โดยใชขั้วไฟฟา 7 ขั้ว วัดคา
กระแสไฟฟาที่ไดของขั้วไฟฟาทํางานแตละขั้ว และคํานวณคาสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ พบวามีคา
เทากับ 6 ซ่ึงอยูในชวงที่ยอมรับได  โดยเกณฑปกติที่ความเขมขนของสาร 10 ppm  %RSD ตองนอยกวา 7 
ดังตารางที่ 4.10 
ตารางที่ 4.10 ผลศึกษาการทวนซ้ําของวิธี 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

คร้ังท่ี กระแสไฟฟา (μA) 

1 0.92 

2 0.85 

3 0.91 

4 0.77 

5 0.86 

6 0.88 

7 0.84 

%RSD= 6  (n=7) 
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4.11.2 ความแมนยําของวิธี   
ผลการทดลองพบวาใหเปอรเซ็นตการไดกลับคืน อยูในชวง 80-104 %  ซ่ึงอยูในชวงท

ยอมรับได ดังตารางที่ 3.11  
 
 ตารางที่ 4.11 ผลการศึกษาเปอรเซนตการไดกลับคืน (% Recovery) 

 
%recovery = (ความเขมขนของสารตัวอยางที่เติมสารมาตรฐาน – ความเขมขนของสารตัวอยาง)  × 100  

                                                  ความเขมขนของสารมาตรฐาน 
 

4.11.3  ชวงความเปนเสนตรง  
วัดไฮโดรเจนเปอรออกไซด ที่ความเขมขนตางๆคือ 0.05  0.1   0.3   0.5   0.7   0.9    1.1    

1.3   1.5  และ  1.7 mM   วัดคากระแสไฟฟาที่ตอบสนองและนําขอมูลท่ีไดไปเขียนกราฟแสดง
ความสัมพันธระหวางความเขมขนกับคากระแสไฟฟาที่วัดไดในแตละความเขมขน พบวาใหชวงความ
เปนเสนตรง ที่ความเขมขน 0.1-0.9 mM   มีคาสหสัมพันธ เทากับ 0.9993 และมีความไววิเคราะห 0.9667 
μA/mM ดังรูปที่ 4.18 
 
 
 
 

ตัวอยาง ความเขมขน (mM) %recovery สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
 
1 

10 104 0.01 
30 81 0.04 
50 80 0.03 

 
2 

10 83 0.02 
30 80 0.02 
50 82 0.04 
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                          รูปท่ี 4.18 แสดงชวงความเปนเสนตรงของไฮโดรเจนเปอรออกไซด 
 
 

4.11.4 ขีดจํากัดในการตรวจพบ  
ทําการวัด blank ของสารตัวอยาง จํานวน 12 ครั้ง นําคากระแสไฟฟาที่วัดไดคํานวณหา

คาขีดจํากัดในการตรวจพบไดมีคาที่ต่ํา เทากับ 0.04  mM 
LOD  = mean + 3SDblank 
             = 0.01 + 3(0.01) 

     = 0.04 mM 
 

4.11.5 ขีดจํากัดในการวัดเชิงปริมาณ  
ทําการวัด blank ของสารตัวอยาง จํานวน 12 ครั้ง นําคากระแสไฟฟาที่วัดไดคํานวณหา

คาขีดจํากัดในการตรวจวัดเชิงปริมาณได เทากับ 0.1  mM  
LOQ  =  mean + 10SDblank 

              =   0.01 + 10(0.01) 
     =   0.10 mM 
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4.11.6 ศึกษาความเสถียร  
4.11.6.1 Working stability 

                                        จากรูปที่ 4.19 เปนการศึกษาความเสถียรของขั้วไฟฟาทํางาน โดยวัดคา
กระแสไฟฟาที่ไดในแตละวันและเปรียบเทียบคากระแสไฟฟาที่ไดในวันแรกกับวันสุดทาย  แสดงใหเห็น
วาคาการตอบสนองลดลงเหลือ 80 % โดยวิเคราะหไดถึง 10 วัน จํานวน 50 คร้ัง 

 
 

 
 
 

             
 
 
 
 
 
 

 
                                  รูปท่ี 4.19 แสดงการศกึษาความเสถียรของขั้วไฟฟาทํางาน 

 
4.11.6.2 Storage stability 

                                       จาการทดลองพบวา ในการคาการตอบสนองของขั้วไฟฟาไสดินสอที่ตรึง
เอนไซม HRP และอนุภาคนาโนทองจํานวน 2 ชั้น ในครั้งแรกไดคากระแสไฟฟาเทากับ 0.64 μA และ
เก็บขั้วไฟฟานี้แชไวในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 6.0 ที่อุณหภูมิ 40 C  เปนเวลา  1 เดือนจากนั้นวัด
คากระแสไฟฟาอีกครั้งไดเทากับ 0.59 μA แสดงใหเห็นวาคาการตอบสนองลดลงเหลือ 90% หรือลดลง
เพียง 10% เทานั้น ดังนั้นขั้วไฟฟาทํางานจึงมีความเสถียรสูง 

 
4.12  เปรียบเทียบวิธีไบโอเซนเซอรและวิธีไทเทรต 
         จากรูปที่ 4.20 แสดงผลการเปรียบเทียบวิธีไบโอเซนเซอรและวิธีไทเทรต โดยเตรียมสารละลาย
มาตรฐานไฮโดรเจนเปอรออกไซด ที่ความเขมขนตางๆ แลวทดสอบผลที่ไดดวยวิธี Regression line 
พบวาใหคาสหสัมพันธ  0.9976 ซ่ึงมีคามากกวา 0.9950 แสดงใหเห็นวาวิธีวิเคราะหทั้งสองไมแตกตางกัน
อยางมีนัยสําคัญ 
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รูปท่ี 4.20 แสดงผลการเปรียบเทียบวิธีไบโอเซนเซอรและวิธีไทเทรต 

 
4.13 วิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจนเปอรออกไซดในตัวอยางน้ํายายอมสีผมและน้ํายาลางแผล 

จากการวิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจนเปอรออกไซดในน้ํายายอมสีผมและน้ํายาลางแผล นั้น ใน
ทุกๆตัวอยางจะสรางกราฟมาตราฐานของไฮโดรเจนเปอรออกไซดที่ความเขมขน    0.1  0.3   0.5   0.7  
และ 0.9    mM ดังรูปที่ 4.21  จากนั้นวิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจนเปอรออกไซดในตัวอยาง จํานวน 6 
ตัวอยาง พบวาความเขมขนที่วัดไดมีคาที่ใกลเคียงกับวิธีไทเทรต และใกลเคียงกับคาที่ระบุไวในฉลาก
ของสารตัวอยาง ดังตารางที่ 4.13 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                             รูปท่ี 4.21 กราฟมาตรฐานของการวัดไฮโดรเจนเปอรออกไซดในสารตัวอยาง 
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ตารางที่ 4.12  แสดงผลการเปรียบเทียบวิธีไบโอเซนเซอร วิธีไทเทรตและคาที่ระบุในฉลาก 
 

ตัวอยาง ความเขมขนของไฮโดรเจนเปอรออกไซด (%w/v) 

ไบโอเซนเซอร ไทเทรต ฉลากสารตัวอยาง 

1 

2 

3 

5.9 5.7 6.0 

2.9 2.6 3.0 

3.1 2.9 3.0 

4 

5 

6 

4.7 4.3 6.0 

8.7 8.9 9.0 

10.1 10.6 12.0 

 
 
ตารางที่ 4.13  การทดสอบผลการวิเคราะหดวย สถิต ิWilcoxon signed rank test 
 

ตัวอยาง ความเขมขนของ 
 ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (%w/v) 

ความแตกตางของสองวิธี ชวง 

ไบโอเซนเซอร ไทเทรต 
1 5.9 5.7 0.2 -1 
2 2.9 2.6 0.3 2 
3 3.1 2.9 0.2 3 
4 4.7 4.3 0.4 4 
5 8.7 8.9 -0.2 -5 
6 10.1 10.6 -0.4 6 

ผลรวมทางลบ 6 
ผลรวมทางบวก 15 

                          ที่เปอรเซ็นตความเชื่อมั่น 95% P=2(critical values) 
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เมื่อนําผลการวิเคราะหที่ไดจากวิธีไบโอเซนเซอรและวิธีไทเทรตมาทดสอบความแตกตางของ
สองวิธี ดวยสถิติ Wilcoxon signed rank test  ผลการทดสอบดังตารางที่ 4.13 พบวาคาที่คํานวณได (ใชคา
ต่ําสุด) มีคามากกวาคาที่ไดจากตาราง (คาจากตารางเทากับ 2) จึงสรุปไดวาวิธีวิเคราะหทั้งสองไมแตกตาง
กันอยางมีนัยสําคัญ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



บทที่ 5 

สรุปผลการดําเนินงานวิจัย 
 
 ในงานวิจัยนี้ไดสรางไฮโดรเจน เปอรออกไซดเซนเซอร เพื่อวิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจน เปอร
ออกไซด ดวยเทคนิคไบโอเซนเซอรและเพิ่มความไววิเคราะหในเทคนิคไบโอเซนเซอรดวยอนุภาคนาโน
ทอง ซ่ึงใชเอนไซม HRP เปนเอนไซมเพื่อเรงปฏิกิริยา  เมื่อใหศักยไฟฟาที่ - 0.2 โวลต  แกระบบแอมเพอ
โรเมตริก  จะทําใหเกิดปฏิกิริยารีดอกซเกิดขึ้นที่ผิวหนาของขั้วไฟฟาทํางาน จากนั้นวัดคากระแสไฟฟาที่
เกิดขึ้น  และทําการการเพิ่มความไววิเคราะหโดยใชอนุภาคนาโนทองดวยเทคนิค  Layer-by-layer   
 ขั้นตอนแรกเปนการสรางขั้วไฟฟาทํางานจากไสดินสอชนิดตางๆ  พบวาไสดินสอชนิด  6H  
เหมาะสมที่จะใชเปนขั้วไฟฟาทํางานมากที่สุด  ขั้นตอนตอไปเปนการสังเคราะหอนุภาคนาโนทองโดยวีธี
รีดักชัน  พบวา  ไดอนุภาคนาโนทองขนาด  4.38 + 0.66  nm  เมื่อไดอนุภาคนาโนทองแลว  นําไปใชใน
การตรึงเอนไซม HRP  โดยข้ันแรกเกาะติดบนผิวหนาของขั้วไฟฟาดวยไคโตซาน   จากนั้นตรึงอนุภาคนา
โนทองบนไคโตซาน  และตามดวยเอนไซม HRP  เมื่อเปรียบเทียบสัญญาณการตอบสนองที่ไดจากการ
ใชอนุภาคนาโนทองกับไมใชอนุภาคนาโนทอง  พบวาการใชอนุภาคนาโนทองใหคากระแสไฟฟา
มากกวา  ดังนั้นจึงเลือกใชอนุภาคนาโนทองเพิ่มความไววิเคราะหตอไป   
 ศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการสรางขั้วไฟฟาไสดินสอ   เพื่อวิเคราะหหาไฮโดรเจนเปอร
ออกไซด  พบวา  ไดสภาวะที่เหมาะสมคือ  กระตุนผิวหนาขั้วไฟฟาไสดินสอที่  +1.8 โวลต  เวลา  5  นาที  
เกาะติดไคโตซานบนผิวหนาขั้วไฟฟาโดยใหศักยไฟฟาที่  +1.5  โวลต  เปนเวลา  5  นาที   แกขั้วไฟฟา
ทํางาน  ใชอนุภาคนาโนทอง 2 ชั้น  ในการตรึงเอนไซม HRP  โดยใช HRP ความเขมขน 5  mg/mL   
 ศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมของระบบแอมเพอโรเมตริก  พบวาศักยไฟฟาที่เหมาะสมที่ใหกับ
ขั้วไฟฟาทํางาน  คือ  -0.2 โวลต  และ  pH  ที่เหมาะสมในการตรวจวัดคือ  สารละลายฟอสเฟสบัฟเฟอร  
pH  6 

ศึกษาการทวนสอบประสิทธิภาพของวิธี  วิธีไบโอเซนเซอรที่พัฒนาขึ้นมาเปนวิธีที่มีความเที่ยง
สูง ( %RSD ≤ 6 )  และความแมนยําสูง  (เปอรเซนตการไดกลับคืน  อยูในชวง 80-104) มีชวงความเปน
เสนตรงจาก  0.1  ถึง  0.9  mM  โดยคาสหสัมพันเปน  0.9993  ความไววิเคราะห  0.9667  mv/mM   มี
ขีดจํากัดการตรวจวัดเทากับ  0.04  mM  ขีดจํากัดในการวัดเชิงปริมาณ  คือ 0.1 mM  ความเสถียรของ
ขั้วไฟฟาทํางานไสดินสอที่ตรึงเอนไซม Horseradish peroxidase (HRP) ไว  พบวาสามารถตรวจหา
ไฮโดรเจนเปอรออกไซดไดถึง  50  ครั้ง  โดยท่ียังมีคาการตอบสนองของเอนไซม Horseradish 
peroxidase (HRP) เหลือมากกวา  80 %  และสามารถเก็บขั้วไฟฟาไวที่อุณหภูมิ  4 oC  ไดเปนเวลา 1 เดือน 
โดยที่ยังมีคาการตอบสนองของเอนไซม Horseradish peroxidase (HRP) เหลือมากกวา  90 %  แสดงวา
ขั้วไฟฟาทํางานมีความเสถียรสูง  และศึกษาผลการวิเคราะหหาไฮโดรเจนเปอรออกไซด  ดวยวิธี
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ไบโอเซนเซอรเทียบกับวิธีไทเทรต   ผลการทดลองพบวาใหผลที่สอดคลองกัน  โดยทดสอบดวยวิธี 
Regression line   
 เมื่อไดระบบและสภาวะการทดลองที่เหมาะสม  เปรียบเทียบผลการวิเคราะหไฮโดรเจนเปอร
ออกไซดโดยใชอนุภาคนาโนทอง 2 ชั้น  กับไมใชอนุภาคนาโนทอง  การใชอนุภาคนาโนทองสามารถ  
เพิ่มความไววิเคราะหไดถึง 6 เทา เมื่อเปรียบเทียบกับไมใชอนุภาคนาโนทอง  ซ่ึงยืนยันไดดวยผลการ
ทดสอบดวยเทคนิค Atomic force microscope  
 สุดทายนําไฮโดรเจน เปอรออกไซดเซนเซอรมาวิเคราะหหาไฮโดรเจนเปอรออกไซดในตัวอยาง
จริงจํานวน  6  ตัวอยาง  โดยเปรียบเทียบผลการวิเคราะหที่ไดจากเทคนิคไบโอเซนเซอรเทียบกับวิธี
ไทเทรต   พบวาผลการวิเคราะหทั้งสองวิธีไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญที่ความเชื่อมั่น  95 %   โดยใช
สถิติแบบ  Wilcoxon signed rank test  

จึงสรุปไดวาไฮโดรเจน เปอรออกไซดเซนเซอรที่สรางขึ้นมีประสิทธิภาพสูงสําหรับวิเคราะหหา
ไฮโดรเจนเปอรออกไซดในตัวอยางน้ํายายอมสีผมและน้ํายาลางแผล 
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Gold  nanoparticles  
ชื่อแผนงานวิจัย (ภาษาไทย) (กรณีเปนโครงการวิจยัภายใตแผนงานวิจยั) ................................................ 
              (ภาษาอังกฤษ) ................................................................................................................. 

สวน ก    : ลักษณะโครงการวิจัย               

                โครงการวิจยัใหม         

              โครงการวิจัยตอเนื่องระยะเวลา….ป ปนี้เปนปที่….. รหสัโครงการวิจัย..…….....….. 
I  ระบุความสอดคลองของโครงการวิจัยกับยุทธศาสตรการพัฒนาประเทศตามแผน พัฒนา

เศรษฐกิจและสังคมแหงชาติ ฉบับที่ 10 (พ.ศ. 2550-2554) (กรุณาระบุความสอดคลอง
เพียง 1 ยุทธศาสตร ที่มีความสอดคลองมากที่สุด โดยโปรดดูรายละเอียดในผนวก 2) 
ยุทธศาสตร ...ยุทธศาสตรการปรับโครงสรางเศรษฐกิจใหสมดุลและยั่งยนื...... 

  - ระบุความสําค ัญกับเรื ่องที ่สอดคลองมากที ่ส ุดในยุทธศาสตรนั ้น  ๆ  (โปรดดู
รายละเอียดในผนวก 2) 

  การปรับโครงสรางการผลิตเพื่อเพิ่มผลิตภาพ และคุณคาของสินคาและ
   บริการบนฐานความรูและความเปนไทย 

 
II ระบุความสอดคลองของโครงการวิจัยกับนโยบายและยุทธศาสตรการวิจัยของชาติ (พ.ศ. 

2551-2553) (กรุณาระบุความสอดคลองเพียง 1 ยุทธศาสตร 1 กลยุทธ และ 1 แผนงานวิจัย
ที่มีความสอดคลองมากที่สุด โดยโปรดดูรายละเอียดในผนวก 3) 
- ยุทธศาสตรการวิจัยที่ 3 การสรางศักยภาพและความสามารถเพื่อการพัฒนา 

(ฉบับปรับปรุงป พ.ศ. 2551) 



                       ทางวิทยาการและทรัพยากรบุคคล 
-  กลยุทธการวิจัยที่ 1 พัฒนานวัตกรรมและองคความรูใหมทางวิทยาศาสตร  ทาง

สังคมศาสตร  และการพัฒนาองคความรูใหมในวิทยาการตาง ๆ  
- แผนงานวิจัยที่ 1.1 การวิจัยและพัฒนานวัตกรรมสิ่งประดิษฐและองคความรูใหมทาง

วิทยาศาสตรและเทคโนโลยี  เชน  เทคโนโลยชีวภาพ  วัสดุศาสตร  เทคโนโลยี
สารสนเทศและสื่อสาร  นาโนเทคโนโลยี วิทยาศาสตรการแพทยและสาธารณสุข 
สัตวทดลองและวิธีการอื่นเพื่อทดแทนการใชสัตว  เทคโนโลยีดานอาวุธยุทโธปกรณ  

 
III ระบุความสอดคลองของโครงการวิจัยกับกลุมเร่ืองที่ควรวิจัยเรงดวนตามนโยบาย 
  และยุทธศาสตรการวิจัยของชาติ (พ.ศ. 2551-2553) (โปรดดูรายละเอยีดในผนวก 3) 

- กลุมเรื่อง.เทคโนโลยีใหมและเทคโนโลยีท่ีสําคัญเพื่ออุตสาหกรรม 
 

IV ระบุความสอดคลองของโครงการวิจัยกับนโยบายรัฐบาล (กรุณาระบุความสอดคลองเพยีง 1 
หัวขอที่มีความสอดคลองมากที่สุด โดยโปรดดูรายละเอียดในผนวก 4) 

นโยบายเรงดวนที่จะเริ่มดําเนินการในปแรก : เร่ือง  1.1  การสรางความเชื่อม่ันและกระตุนเศรษฐกิจในภาพรวม
เพื่อใหเกิดความเชื่อม่ันแกภาคประชาชนและเอกชนในการลงทนและการบริโภค  

- นโยบายระยะการบริหารราชการ 4 ป ของรัฐบาล : นโยบายวิทยาศาสตร เทคโนโลยี 
การวิจัย และนวัตกรรม 

สวน  ข   : องคประกอบในการจัดทําโครงการวิจัย  
  1. ผูรับผิดชอบ [คณะผูวจิัย บทบาทของนักวจิัยแตละคนในการทําวจิัย และสัดสวนที่ทาํ การวิจยั 
(%)] และหนวยงาน  ประกอบดวย หนวยงานหลักและหนวยงานสนับสนุน 

ท่ีปรึกษาโครงการ  

                   ผศ. ดร. นิตยา โงววัฒนา 
(ใหคําปรึกษาแนะนําเกีย่วกบัการตรึงวัสดชุีวภาพ) 

หัวหนาโครงการ  
ดร. ศิริวรรณ   ตี้ภู                      สัดสวนที่ทําวิจยั   70 %  
(ตรึงวัสดุชวีภาพ สรางเซนเซอร) 

  ผูวิจัยหลัก  
  นาย พงษนรินทร ชุมแสง          สัดสวนที่ทําวจิัย   25% 

(สังเคราะหอนุภาคนาโนทอง) 



ผูรวมวิจัย  
  นางสาวสุภาวดี    ปาทาธนานนท    สัดสวนที่ทําวจิัย  5%  
  (ใหคําปรึกษาแนะนําเกีย่วกบัเอนไซม) 
 
ผูสนับสนุนงานวิจัย 
  ไมมี 
 
 

หนวยงานหลักท่ีรับผิดชอบงานวิจัย 
- คณะวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลธัญบุรี ต.คลองหก อ.ธัญบุรี จ.
ปทุมธานี 12110 โทรศัพท 02-549-3404   

 
2. ประเภทของการวิจัย (ผนวก 5) 

     การพัฒนาทดลอง (Experimental development)  
 

3. สาขาวิชาการและกลุมวิชาทีท่ําการวิจยั  (ผนวก 5) 
 สาขาวิชาการของสภาวิจยั สาขาวิทยาศาสตรเคมีและเภสัช 
 กลุมวิชา   เคมีวิเคราะห  

 
4. คําสําคัญ (keywords) ของโครงการวิจัย 

อนุภาคนาโนทอง, เซนเซอร, เอนไซม Horseradish peroxidase, ไฮโดรเจนเปอรออกไซด  
Gold nanoparticles, sensor, Horseradish peroxidase, hydrogen peroxide 
 

5. ความสําคัญและที่มาของปญหาที่ทําการวจิัย 
ไฮโดรเจน เปอรออกไซด เปนสารสําคัญที่ใชในอุตสาหกรรมตางๆ เชน ใชในการฟอกยอมสี ใน

อุตสาหกรรมฟอกหนัง ทําความสะอาด และอื่นๆ ซึ่งในปจจุบันนี้ไฮโดรเจน เปอรออกไซดไดถูกนํามาใชใน
ผลิตภัณฑโกรกผม ใชรวมกับผลิตภัณฑดัดผมและยืดผม และใชผสมเพื่อเปน oxidizer  กับผลิตภัณฑยอมผม
ชนิดถาวร hydrogen peroxide เปนสารที่ถูกควบคุมปริมาณการใชตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข เรื่อง 
กําหนดชื่อ และปริมาณของวัตถุที่อาจใชเปนสวนผสมในการผลิตเครื่องสําอางตามราชกิจจานุเบกษา เลม 
125 ตอนพิเศษ 162 ง ลงวันที่ 9 ตุลาคม 2551 อัตราสวนสูงสุดที่ใชในผลิตภัณฑสําเร็จรูปเทากับ 12%  ถา
รางกายไดรับสารไฮโดรเจน เปอรออกไซดในปริมาณที่มากกวาปริมาณที่กําหนดไวจะทําใหเกิดการแพ 
ระคายเคืองในบริเวณที่สําผัสกับสาร ถาเขาตาอาจจะทําใหตาบอดได ในป 1998 นักวิชาการซึ่งเปน



นักวิทยาศาสตรของมหาลัย California, San Franeisco ไดตั้งขอสงสัยจากการทําการทดลองในคนที่ใชยายอมผม
จํานวน 2,544 คน หลังจากการศึกษาแปรผลการศึกษากับสัตวทดลองทางดานระบาดวิทยา สรุปไดวามีความ
เชื่อมโยงกับในเรื่องของการเกิด non-Hodgkin's lymphoma (มะเร็งตอมน้ําเหลือง) กับยายอมผม ซ่ึงตีพิมพในวา
สาร Oraerican Journal of Public Health ในเดือนธันวาคม 1998  
 ดังนั ้นการวิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจน เปอรออกไซดจึงมีความจําเปน วิธีทั ่วไปที่ใชในการ
วิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจน เปอรออกไซด คือ Spectrophotometric (Masuoka et al., 1996), Fluorometric 
(Sakuragawa et al., 1998) Liquid chromatograpy (Oszwa et al., 2000) และChemiluminescence (Lu et al., 
2009) แตพบวาวิธีดังกลาวยังมีขอดอยเชน ใชเวลาในการวิเคราะหนาน มีผลของสารรบกวนตางๆ สารเคมีที่
ใชมีราคาสูงและมีความเปนพิษ (Xiao et al., 1999) ในงานวิจัยนี้จึงสนใจที่จะวิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจน 
เปอรออกไซด  เพื่อใหไดตัวตรวจวัดที่ใหผลการวิเคราะหรวดเร็ว และมีความถูกตองสูง  
 

6.   วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 
6.1 เพื่อสังเคราะหอนุภาคนาโนทอง 
6.2 เพื่อตรึงเอนไซม Horseradish   peroxidase บนอนุภาคนาโนทอง 
6.3 เพื่อสรางไฮโดรเจน เปอรออกไซดเซนเซอร 
6.4 เพื่อวิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจน เปอรออกไซดโดยใชเซนเซอรที่สรางขึ้น 

 
1. ขอบเขตของโครงการวิจัย 

7.1 สังเคราะหอนุภาคนาโนทองดวยเทคนิครีดักชันโดยใชสารละลาย Chloroauric acid เปน        
สารตั้งตนในการสังเคราะห 

7.2 หาสภาวะท่ีเหมาะสมของการเคลือบผิวของขั้วไฟฟาดวยสารละลายพอลิเมอรดวยเทคนิค
ทางเคมีไฟฟา เชน ความเขมขนและความเปนกรด-เบสของสารละลายพอลิเมอร  ความ
หนาของพอลิเมอรที่เคลือบและอัตราความเร็ว (Scan rate) ที่ในการเกิดพอลิเมอรไรเซซัน  
(Polymerization) 

7.3 ตรึงเอนไซม Horseradish   peroxidase บนอนุภาคนาโนทองดวยเทคนิคการดูดซับทาง
กายภาพ  

7.4 ตรวจสอบเอนไซม Horseradish peroxidase สภาวะตรึงบนอนุภาคนาโนทองดวย
สารละลายมาตราฐานไฮโดรเจน เปอรออกไซด  

7.5 หาสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจน เปอรออกไซด โดยใชเซนเซอร
ที่สรางขึ้น เชน ความเปนกรด-ดางและความเขมขนของสารละลายบัฟเฟอร 



7.6 ทดสอบประสิทธิภาพของเซนเซอรโดยทําการทวนสอบวิธี  (Validation method) เชน หา
เปอรเซ็นตการไดกลับคืน (% Recovery)  ชวงความเปนเสนตรง (Linear range) และ
ขีดจํากัดการตรวจวัด (Detection limit) 

 
  8. ทฤษฎี สมมุติฐาน (ถามี) และกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย  

ปจจุบันอนุภาคนาโนทองไดถูกทํามาประยุกตใชในกระบวนการทางเคมีวิเคราะห ทั้งนี้เพราะ
อนุภาคนาโนทองมีสมบัติเดนหลายประการเชน มีพื ้นที ่ผิวมาก ไมเปนพิษตอสิ่งมีชีวิต และที ่สําคัญ
สามารถชวยในการสงผานอิเล็กตรอนระหวางโปรตีนกับผิวขั้วไฟฟาไดดี (Song et al., 2010) ดวยขอดี
ดังกลาวจึงทําใหอนุภาค    นาโนทองไดรับความนิยมในการนํามาใชในดานการวิเคราะหทางเคมีไฟฟา 
นอกจากขอดีนี้แลวอนุภาคนาโนทองยังมีสมบัติอีกอยางคือ สารที่มีหมูฟงชัน (Functional group) ของ อะ
มิโน (-NH2), ซัลเฟอร (-SH) และไซยาไนท (-CN) สามารถเกาะบนผิวของอนุภาคนาโนทองไดดวย high 
affinity  (Song et al., 2010) จึงทําใหอนุภาคนาโนทองสามารถใชไดกับเทคนิคทางเคมีไฟฟารวมกับ
เทคนิคไบโอเซนเซอรได เชน ใชในการวิเคราะหหาปริมาณ DNA (Li et al., 2008), สารบงชื้มะเร็ง (Xu  et 
al., 2008) และสารปราบศัตรูพืชและสัตว (Du et al., 2007) เปนตน  
 หลักการของเทคนิคไบโอเซนเซอรเปน อาศัยการทํางานของสารชีวภาพ เชน เอนไซม สารปฏิชีวนะ 
จุลินทรีย หรือ ดีเอ็นเอ ทําหนาที่ในการตรวจวิเคราะหสารที่ตองการตรวจวัด  และสามารถตรวจวัดสารที่
ตองการตรวจวัดไดดวยตัวตรวจวัด (Detector) เชน ตัวตรวจวัดทางเคมีไฟฟา  
 งานวิจัยนี้จึงสนใจที่จะพัฒนาเซนเซอรที่ใชหลักการทางเคมี ไฟฟา โดยจะทําการตรึงวัสดุชีวภาพ เชน 
เอนไซม ไวบนผิวของอนุภาคนาโนทองโดยใชหมูอะมิโนของโปรตีนดูดซับบนผิวทองไดโดยตรง  ทําการ
เชื่อมอนุภาคนาโนทองที่มีโปรตีนเกาะอยูกับผิวของขั้วไฟฟาดวยสายโซของพอลิเมอร ดังรูปที่ 1 
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                                         รูปที่ 1  แสดงสวนประกอบของเซนเซอร 
 

9. การทบทวนวรรณกรรม/สารสนเทศ (information) ที่เกี่ยวของ  
การวิเคราะหทางเคมีไฟฟา (Electrochemistry)  เปนวิธีที่มีประโยชนอยางกวางขวางในการวิเคราะห

สารประเภทตางๆ ทั้งในการควบคุมคุณภาพและมาตรฐานยา การวิเคราะหทางคลินิก การวิเคราะหทาง
อุตสาหกรรม การวิเคราะหสารจากสิ่งแวดลอม และการศึกษาวิจัยทางวิทยาศาสตรในสาขาอื่นๆ เทคนิคแอ
มเพอโรมิตรี (Amperometry detection) เปนเทคนิคหนึ่งที่ใชหลักการวิเคราะหทางเคมีไฟฟา หลักการทํางาน
ของเทคนิค       แอมเพอโรมิตรี เปนการปอนศักยไฟฟากับขั้วไฟฟาใชงานเทียบกับขั้วไฟฟาอางอิง เพื่อให
เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันหรือรีดักชันที่ผิวหนาของขั้วไฟฟาทํางาน และวัดคากระแสที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยา 
ปริมาณกระแสไฟฟาที ่เกิดขึ ้น จะเปนสัดสวนโดยตรงกับปริมาณของสารที ่ตองการวิเคราะห ทําใหใน
ปจจุบันไดมีการประยุกตเทคนิคกลาวรวมกับเทคนิคไบโอเซนเซอร โดยทําการตรึงวัสดุชีวภาพบนขั้วไฟฟา  
วัสดุชีวภาพจะเกิดปฏิกิริยากับไฮโดรเจนเปอรออกไซด ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงจํานวนอิเล็กตรอนใน
สารละลาย และสงผานอิเล็กตรอนไปยังขั้วไฟฟาทํางาน ดังนั้นในกระบวนการเกิดปฏิกิริยาจะตองใชสารที่ทํา
หนาที่สงผานอิเล็กตรอน (electron transfer) ซ่ึงเรียกวา Mediator สารเคมีที่ทําหนาที่เปน Mediator เชน 1, 1′-
dimethylferricinium (Luong et al., 1994), Ferrocene (Schuhmann  1995), cobalt(II)phthalocyanine–
cobalt(II)tetraphenylporphyrin pentamer (Ozoemena et al., 2006) แตพบวาสารเคมีดังกลาวจะไปทําให
โครงสรางของเอนไซมเปล่ียนไป สงผลทําใหการทํางานของเอนไซมเสื่อมสภาพลง (Yi et al., 2000)      

อนุภาคทอง (Gold particles) เปนวัสดุชนิดหนึ่งที่มีสมบัติในการสงผานอิเล็กตรอนไดดี และเหมาะสม
ที่จะนํามาใชรวมกับโปรตีน เชนเอนไซม เพราะทองจะไมมีผลตอการทํางานของโปรตีน (Protein activity) 
ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงสนใจที่จะพัฒนาไฮโดรเจน เปอรออกไซด เซนเซอรใหมีความไววิเคราะหสูง เพื่อให
สามารถวิเคราะหสารตางๆไดในความเขมขนต่ําและมีความถูกตอง     
 ในงานวิจัยนี้จึงสนใจที่จะพัฒนาเซนเซอรสําหรับวิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจน เปอรออกไซด โดย
การใชหลักการทางเคมีไฟฟา ดวยเทคนิคแอมเพอโรมิตรี (Amperometry detection) หลักการทํางานของ
เทคนิค      แอมเพอโรมิตรี เปนการปอนศักยไฟฟากับขั้วไฟฟาใชงานเทียบกับขั้วไฟฟาอางอิง เพื่อให
เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันหรือรีดักชันที่ผิวหนาของขั้วไฟฟาทํางาน และวัดคากระแสที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยา 
ปริมาณกระแสไฟฟาที่เกิดขึ้น จะเปนสัดสวนโดยตรงกับปริมาณของสารที่ตองการวิเคราะห ในงานวิจัยนี้จะ
ทําการตรึงเอนไซม Horseradish   peroxidase บนขั้วไฟฟาทํางาน ดังรูปที่ 2 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     รูปที่ 2  แสดงกระบวนการเกิดปฏิกิริยาบนขั้วไฟฟา โดยใชเอนไซม Horseradish   peroxidase 
 

เมื่อใหศักยไฟฟาที่เหมาะสมกับขั้วไฟฟาทํางาน ทําใหเกิดปฏิกิริยารีดอกซที่ผิวหนา ผลจากปฏิกิริยา
ทําใหไดกระแสไฟฟา ในกระบวนการเกิดปฏิกิริยาจําเปนตองมีตัวสงผานอิเล็กตรอนใหกับขั้วไฟฟา ซึ่ง
เรียกวา Mediator เชน 1, 1′-dimethylferricinium (Luong et al., 1994), Ferrocene (Schuhmann  1995), 
cobalt(II)phthalocyanine–cobalt(II)tetraphenylporphyrin pentamer (Ozoemena et al., 2006) แตสารที่ใชนี้มี
ความเปนพิษตอเอนไซม ซึ่งจะมีผลทําใหโครงสรางของเอนไซมเปลี่ยนไป สงผลทําใหการทํางานของ
เอนไซมเส่ือมสภาพลง (Yi et al., 2000)     อนุภาคทอง (Gold particles) เปนวัสดุชนิดหนึ่งที่มีสมบัติในการ
สงผานอิเล็กตรอนไดดี และเหมาะสมที่จะนํามาใชรวมกับโปรตีนเชนเอนไซม เพราะทองจะไมมีผลตอการ
ทํางานของโปรตีน (Protein activity) ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงสนใจที่จะพัฒนาไฮโดรเจนเปอรออกไซดเซนเซอร
ใหมีความไววิเคราะหสูง เพื่อใหสามารถวิเคราะหสารตางๆไดในความเขมขนต่ําและมีความถูกตอง โดยทําการ
ตรึงเอนไซมไวบนอนุภาคทอง เชื่อมอนุภาคทองขนาดนาโนเมตรกับผิวของขั้วไฟฟาดวยสารพอลิเมอรโดยใช
กระบวนการทางเคมีไฟฟา 
 
         ผูรับผิดชอบ                                      งานที่รับผิดชอบ                        
ดร. ศิริวรรณ   สุวรรณสะอาด      สรางและตรวจสอบประสิทธิภาพเซนเซอร 
นาย พงษนรินทร ชุมแสง           สังเคราะหอนภุาคนาโนทอง 
นางสาวสุภาวดี    ปาทาธนานนท     ตรึงวัชดุชีวภาพบนขั้วไฟฟาทํางาน 
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11.1 ไดไฮโดรเจน เปอรออกไซดเซนเซอรที่มีความไววิเคราะหสูง 
11.2  เผยแพรงานวจิัยในวารสารตางๆในประเทศและหรือตางประเทศ 

 
12. แผนการถายทอดเทคโนโลยหีรือผลการวิจยัสูกลุมเปาหมาย 
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อุตสาหกรรมประเภทตาง ๆ ซ่ึงสามารถประยุกตใชเซนเซอรในดานตางๆ 

 
13. วิธีการดําเนนิการวิจยั และสถานที่ทําการทดลอง/เก็บขอมูล 

วิธีการดําเนนิการวิจยั 
13.1 สังเคราะหอนภุาคนาโนทองโดยใชเทคนิคตางๆ เชน เทคนิคการรีดักชนัดวย สารเคมี 

เพื่อใหไดอนภุาคที่มีขนาดเล็กที่สุด 
13.2 ตรวจสอบ (Characterization) อนุภาคนาโนทองที่สังเคราะหไดดวยเทคนิคสเปกโทรส

โกป (Spectroscopy) 
13.3 วัดขนาดของอนุภาคนาโนทองที่สังเคราะหไดดวยเทคนคิ Scanning electron 

microscopy (SEM)  และ/หรือ Zeta potential 
13.4 ตรึงเอนไซม Horseradish   peroxidase บนอนภุาคนาโนทองดวยเทคนิค Self- 

assemble adsorption  
13.5 ตรวจสอบเอนไซม Horseradish   peroxidase สภาวะตรึงบนอนุภาคนาโนทองดวย

เทคนิค FT-IR 
13.6 วิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจน เปอรออกไซด โดยใชเซนเซอรที่สรางขั้น 



13.7 ศึกษาอายกุารใชงานของเซนเซอร  
13.8 ทดสอบประสิทธิภาพของเซนเซอรโดยทําการทวนสอบวิธี (Validation  

method) เชน หาเปอรเซ็นตการไดกลับคนื (% Recovery)  ชวงความเปน 
เสนตรง (Linear range) และขีดจํากัดการตรวจวดั (Detection limit) 

สถานที่ทําการทดลอง/เก็บขอมูล 
คณะวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลธัญบุรี ต.คลองหก 

อ.ธัญบุรี  จ.ปทุมธานี 12110 โทรศัพท 0 2549 3404   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



14 ระยะเวลาทําการวิจัย และแผนการดําเนินงานตลอดโครงการวิจัย (ใหระบุขั้นตอนอยาง
ละเอียด) 

การดําเนนิงานวิจยั ระยะเวลา (เดอืน) 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

1. การเตรียมวัสดุ / สารเคมี / อุปกรณที่
ใชในงานวจิัยและคนควางานวิจยัที่
เกี่ยวของ 

            

2.  สังเคราะหอนภุาคนาโนทอง             

3.  ตรวจสอบ (Characterization) 
อนุภาคนาโนทอง 

            

4.  วัดขนาดของอนุภาคนาโนทองที่
สังเคราะห 

            

5.  ตรึงเอนไซม Horseradish   
peroxidase บนอนุภาคนาโนทองดวย
เทคนิค   Self- assemble adsorption  

            

6.  ตรวจสอบเอนไซม Horseradish   
peroxidaseสภาวะตรึงบนอนภุาคนา
โนทอง 

            

7.  วิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจน เปอร
ออกไซด โดยใชเซนเซอรที่สรางขั้น 

            

8.   ศึกษาอายกุารใชงานของเซนเซอร              
9.   ทดสอบประสิทธิภาพของเซนเซอร

โดยทําการทวนสอบวิธี เชน หา
เปอรเซ็นตการไดกลับคืน  ชวงความ
เปนเสนตรงและขีดจํากดัการ
ตรวจวดั 

            

10. สรุปผลและเขียนรายงานผลการวิจยั             
 
 
 
 



 
15 ปจจัยที่เอ้ือตอการวิจัย (อุปกรณการวิจัย, โครงสรางพื้นฐาน ฯลฯ) ระบุเฉพาะปจจัยที่ตองการ

เพิ่มเติม 
15.1 วัสดุและอุปกรณที่มีอยูแลว 

15.1.1 อุปกรณเครื่องแกวตาง ๆ 
15.1.2 เครื่องชั่งทศนิยม 4 ตําแหนง 
15.1.3 เครื่องเคมีไฟฟา 
15.1.4 เครื่องสเปกโทรสโกป 
15.1.5 ตูอบ 

15.2 วัสดุและอุปกรณที่ตองการเพิ่มเติม 
15.2.1 อุปกรณเครื่องแกวตาง ๆ 
15.2.2 วัสดุและสารเคมีที่ใชในการเตรียมนาโนทอง 
15.2.3 เอนไซม  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



16 งบประมาณของโครงการวิจยั 

รายการ จํานวนเงิน 

1.  งบบุคลากร 
      คาตอบแทนนักวิจยั  
2.  งบดําเนนิงาน 

2.1  คาตอบแทน  ใชสอยและวัสดุ 
2.1.1 คาตอบแทน เชน คาอาหารทําการนอกเวลา  
คาตอบแทนผูปฏิบัติงานใหราชการ  คาเบี้ยประชุมกรรมการ  
2.1.2 คาใชสอย  เชน 

    1)  คาซอมแซมครุภัณฑ 
  2)  คาจางเหมาบริการ 

                   - คาทดสอบตัวอยางโดย TEM (2 ตัวอยาง อัตรา
ตัวอยางละ 2,000 บาท) 

   3)  คาใชสอยอ่ืน ๆ 
     - คาใชจายในการนําเสนอผลงานวิชาการ การจด
สิทธิบัตร และการตีพิมพในวารสารทั้งในและตางประ- 
เทศ 
    -   คาจัดทํารูปเลมรายงาน คาถายเอกสาร 

2.1.3 คาวัสดุ  เชน 
1)  วัสดุสํานักงาน        
2)  วัสดุอ่ืน ๆ 

                    -  สารเคมี สารมาตรฐานตาง ๆ 
                    -  เอนไซม 
                    -  อุปกรณเครื่องแกวตาง ๆ 

2.2  คาสาธารณูปโภค   เชน 
             คาไฟฟา  คาน้ําประปา  คาโทรศัพท  คาไปรษณยี 
โทรเลข   คาบริการดานสื่อสารและโทรคมนาคม  

3.  งบลงทุน 

 
14,700 

 
 
- 
 

 
5,000 

 
4,000 

 
 

5,000 
 
 

4,000 
 

5,450 
 

50,000 
40,000 
11,000 

 
7,850 

รวมงบประมาณที่เสนอขอ 147,000 

หมายเหต ุ * คาใชจายทั้งหมดขอถัวเฉลีย่จายทกุรายการ 
 



17 ผลสําเร็จและความคุมคาของการวิจยัที่คาดวาจะไดรับ 
17.1 ไดอนุภาคนาโนทองเพื่อใชในการสรางเซนเซอร 
17.2 ไดไฮโดรเจน เปอรออกไซด เซนเซอรที่มีความไววิเคราะหสูง 
17.3 ไดวิธีที่สามารถประยุกตใชในการสรางเซนเซอรชนิดอืน่ๆ 

 
18 โครงการวิจัยตอเนื่องปที่ 2 ขึ้นไป 

18.1 คํารับรองจากหัวหนาโครงการวิจัยวาโครงการวิจัยไดรับการจัดสรรงบประมาณจริงใน
ปงบประมาณที่ผานมา 

18.2 ระบุวาโครงการวิจัยนี้อยูระหวางเสนอของบประมาณจากแหลงเงินทุนอื่น หรือ
เปนการวิจัยตอยอดจากโครงการวิจัยอ่ืน (ถามี) 

18.3 รายงานความกาวหนาของโครงการวิจัย (แบบ ต-1ช/ด) 
 

19 คําชี้แจงอื่น ๆ (ไมม)ี 
20 ลงลายมือช่ือ หัวหนาโครงการวิจัย พรอมวนั เดอืน ป             

 
 
 

ลงชื่อ...................................................................หัวหนาโครงการวิจัย 
              (ดร.  ศิริวรรณ   ตี้ภู ) 
                   วันที ่ 12  มีนาคม พ.ศ. 2553 
                      
 
 
 
 
 
 
 
 
 



สวน  ค   : ประวัติคณะผูวิจัย 

1.  หัวหนาโครงการวิจัย 

  ชื่อ - นามสกุล (ภาษาไทย)   นางศิริวรรณ ตี้ภู 
    ชื่อ - นามสกุล (ภาษาอังกฤษ)   Mrs. Siriwan Teepoo 
2.      เลขหมายบัตรประจําตัวประชาชน  3930600220822 
3. ตําแหนงปจจบุัน    อาจารย ระดับ 5 คณะวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี 

 มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลธัญบุรี 
4. หนวยงานที่อยูที่สามารถติดตอไดสะดวก พรอมหมายเลขโทรศัพท โทรสาร และ e-mail 
  คณะวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี  ม.เทคโนโลยีราชมงคลธัญบุรี ต.คลองหก  อ.ธัญบุรี  จ.

 ปทุมธานี  12110 โทรศัพท  02-549-3529   โทรสาร 02-549-3526 E-mail address 
 suwansa_ard@hotmail.com 

5.  ประวัติการศึกษา 
 
ปที่จบการศึกษา วุฒิการศึกษา สาขาวิชา สถาบัน ประเทศ 
2552 
2545 
2542 

วท.ด 
วท.ม.  
วท.บ. 
(ศึกษาศาสตร) (เกียรติ
นิยมอันดับ 2) 

เคมีวิเคราะห 
เคมีวิเคราะห 
เคมี 

สงขลานครินทร 
สงขลานครินทร
สงขลานครินทร 

ไทย 
ไทย 
ไทย 

                 
6.       สาขาวิชาการที่มีความชํานาญพิเศษ (แตกตางจากวุฒกิารศึกษา) ระบุสาขาวิชาการ 

 Biosensor, Electrochemical detection, Surface plasmon resonance  
7.      ประสบการณที่เกี่ยวของกับการบริหารงานวิจัยทั้งภายในและภายนอกประเทศ โดยระบุสถานภาพใน
การทําการวิจัยวาเปนผูอํานวยการแผนงานวิจัย หัวหนาโครงการวิจยั หรือผูรวมวิจยัในแตละขอเสนอการวิจัย  

 
7.1 ผูอํานวยการแผนงานวจิยั: ชื่อแผนงานวิจัย 

- 
7.2 หัวหนาโครงการวิจยั: ชื่อโครงการวจิยั 
        - 
7.3 งานวิจัยที่ทาํเสร็จแลว : ชื่อผลงานวิจัย ปที่พิมพ การเผยแพร และแหลงทุน (อาจมากกวา 1 เร่ือง) 

 



 Publications 
  
 Siriwan Suwansa-ard, Proespichaya Kanatharana, Punnee Asawatreratanakul, 

Chusak Limsakul, Booncharoen Wongkittisuksa, Panote Thavarungkul. 2005. 
Semi disposable reactor biosensors for detecting carbamate pesticides in water. Biosensors and 
Bioelectronics. 21: 445-454. 

 Siriwan Suwansa-ard, Yun Xiang, Ralph Bash, Panote Thavarungkul, Proespichaya  
Kanatharana, Joseph Wang. 2008. Prussian Blue Dispersed Sphere Catalytic   
Labels for Amplified Electronic Detection  of DNA. Electroanalysis. 20(3): 308-312. 

 Siriwan Suwansa-ard, Proespichaya Kanatharana, Punnee Asawatreratanakul,  
      BooncharoenWongkittisuksa, Chusak Limsakul, Panote Thavarungkul. 2009. 
             Comparison of surface plasmon resonance and capacitive immunosensors for  

cancer antigen 125 detection in human serum sample. Biosensor and Bioelectronic. In press.  
 
 Presentations 

 Oral presentations 

1. Siriwan Suwansa-ard, Yun Xiang, Ralph Bash, Panote Thavarungkul,  

Proespichaya Kanatharana, Joseph Wang. 2008. Prussian-Blue Dispersed Polymeric Sphere 

Catalytic Labels for Amplification of DNA Detection. RGJ-Ph.D  Congree IX. Jomtein Plam 

Beach Pattaya, Chonburi. 4th-6th April, 2008. 

 Poster presentations 

1. Suchera Loyprasert, Siriwan Suwansa-ard, Supaporn Dawan, Proespichaya  

Kanatharana, Panote Thavarungkul. 2008. Nanoparticles-Enhanced  Capacitive Detection of 

Affinity Binding. 1st Regional Electrochemistry Meeting of South-East Asia REMSEA, National 

University of Singapore, 5th – 7th August, 2008. 

2. Siriwan Suwansa-ard, Proespichaya Kanatharana,Punnee Asawatreratanakul, 



Panote Thavarungkul. 2009. Label-free surface plasmon resonance immunosensor for human 

serum albumin detection. Pure and Applied Chemistry International Conference PACCON 2009, 

Naresuan University, Phitsanulok, Thailand. 14th-16th January, 2009. 

 3.   Siriwan Suwansa-ard, Proespichaya Kanatharana, Punnee Asawatreratanakul,  

      Panote Thavarungkul. 2009. Label-free surface plasmon resonance     

      immunosensor for cancer antigen 125 detection in human serum samples. The    

      International Congress for Innovation in Chemistry PERCH-CIC Congress  

      VI., Jomtein Plam Beach Hotel & Resort, Pattaya, Thailand. 3rd-6th May,    

      2009. 

7.4 งานวิจัยที่กําลังทํา: ชื่อขอเสนอการวิจัย แหลงทุน และสถานภาพในการทําวิจัยวาไดทําการ  
           วิจัยลุลวงแลวประมาณรอยละเทาใด 

(ไมมี) 
 

2.  ผูวิจัยหลัก 

1.    ช่ือ - นามสกุล (ภาษาไทย)   นาย พงษนรินทร ชุมแสง 
   ช่ือ - นามสกุล (ภาษาอังกฤษ)  Mr. Phongnarin Chumsaeng 
2. เลขหมายบัตรประจําตัวประชาชน  3 7097 00051 27 5 
3. ตําแหนงปจจุบัน   อาจารย คณะวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี 

มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลธัญบุรี 
4. หนวยงานที่อยูที่สามารถติดตอไดสะดวก พรอมหมายเลขโทรศัพท โทรสาร และ e-mail 
 คณะวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี  ม.เทคโนโลยีราชมงคลธัญบุรี ต.คลองหก  อ.ธัญบุรี  จ.ปทุมธานี  12110 

โทรศัพท  02-549-3529   โทรสาร 02-549-3526 E-mail address p_chumsaeng@hotmail.com 
5. ประวัติการศึกษา 
 
 
 
 



ปที่จบการศึกษา วุฒิการศึกษา สาขาวิชา สถาบัน ประเทศ 
2551 

 
 

2548 
2547 

M.Sc. 
 
 

Graduate Diploma  
B.Sc. 

Applied Analytical and 
Inorganic Chemistry 

program 
Teaching sciences 

Chemistry 

มหาวิทยาลัยมหิดล 
 
 
มหาวิทยาลัยมหิดล 
มหาวิทยาลัยศลิปากร 

ไทย 
 
 

ไทย 
ไทย 

 
6.     สาขาวิชาการที่มีความชํานาญพิเศษ (แตกตางจากวุฒิการศึกษา) ระบุสาขาวิชาการ 
 Design and synthesis catalyst for polymerization of cyclic esters 

 
7.  ประสบการณที่เกี่ยวของกับการบริหารงานวิจัยทั้งภายในและภายนอกประเทศ โดยระบุสถานภาพในการ

ทําการวิจัยวาเปนผูอํานวยการแผนงานวิจัย หัวหนาโครงการวิจัย หรือผูรวมวิจัยในแตละขอการวิจัย  
7.1 ผูอํานวยการแผนงานวจิยั: ชื่อแผนงานวิจัย 

- 
 

7.2 หัวหนาโครงการวิจยั: ช่ือโครงการวิจยั  
 - 

7.3 งานวิจัยที่ทาํเสร็จแลว : ช่ือผลงานวิจัย ปที่พิมพ การเผยแพร และแหลงทุน (อาจมากกวา 1 เร่ือง) 
 
Publications 
1) Khamphee Phomphrai, Phongnarin Chumsaeng, Samran Prabpai, Palangpon Kongsaeree, 

Preeyanuch Sangtrirutnugul and Manat Pohmakotr: Reverse Orders of Reactivities in the Polymerization of 
Cyclic Esters using N2O2 Aluminium Alkoxide Complexes, Dalton Trans., in press  

 
 Proceedings 
 1) Phongnarin Chumsaeng “Synthesis of aluminum alkoxide complexes for ring-opening 
polymerization of cyclic esters”,“10th National Graduate Research Conference” ,   September 2008, 
Bangkok, Thailand 
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1.    ชื่อ - นามสกุล (ภาษาไทย)   นางสาวสุภาวดี ปาทาธนานนท 
   ชื่อ - นามสกุล (ภาษาอังกฤษ)  Miss Supawadee Pathatananone 
6. เลขหมายบัตรประจําตัวประชาชน  3 4002 00072 961 
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8. หนวยงานที่อยูที่สามารถติดตอไดสะดวก พรอมหมายเลขโทรศัพท โทรสาร และ e-mail 
 คณะวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี  ม.เทคโนโลยีราชมงคลธัญบุรี ต.คลองหก  อ.ธัญบุรี  จ.ปทุมธานี  12110 

โทรศัพท  02-549-3529   โทรสาร 02-549-3526 E-mail address Jikkalo_03042526@hotmail.com 
9. ประวัติการศึกษา 
 
ปที่จบการศึกษา วุฒิการศึกษา สาขาวิชา สถาบัน ประเทศ 
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M.Sc. 
 
 

Graduate Science 
 

Biochemistry program 
 
 

Biochemistry program 
 

มหาวิทยาลัยขอนแกน 
 
 
มหาวิทยาลัยขอนแกน 
 

ไทย 
 
 

ไทย 
 

 
6.     สาขาวิชาการที่มีความชํานาญพิเศษ (แตกตางจากวุฒิการศึกษา) ระบุสาขาวิชาการ 
 Biotechnology and Bio-control 

 
7.  ประสบการณที่เกี่ยวของกับการบริหารงานวิจัยทั้งภายในและภายนอกประเทศ โดยระบุสถานภาพในการ

ทําการวิจัยวาเปนผูอํานวยการแผนงานวิจัย หัวหนาโครงการวิจัย หรือผูรวมวิจัยในแตละขอการวิจัย  
 

7.1 ผูอํานวยการแผนงานวจิยั: ชื่อแผนงานวิจัย 
- 

7.2 หัวหนาโครงการวิจยั: ชื่อโครงการวิจยั  
  

7.4 งานวิจัยที่ทาํเสร็จแลว : ช่ือผลงานวิจัย ปที่พิมพ การเผยแพร และแหลงทุน (อาจมากกวา 1 เร่ือง) 
 



 
Publications 

   Supawadee Pata, Sakda Daduang, Jisnuson Svasti and Sompong Thammasirirak. 2007. 

Isolation of lysozyme like protein from crocodile leukocyte extracts  (Crocodylus 

siamensis). KMITL Science and Technology Journal. S1 (7), 70-85. 

 

การแยกบริสุทธ์ิเปปไทดท่ีมีฤทธ์ิตานเชื้อ S. typhi และ S. epidermidis จากสารสกัดเม็ดเลือดขาวของ
จระเขสายพันธุไทย  
PURIFICATION ANTIMICROBIAL PEPTIDE WHICH SHOWS ACTIVITY TO S. 
TYPHI AND S. EPIDERMIDIS FROM CROCODILE (CROCODYLUS SIAMENSIS) 
WHITE BLOOD CELL EXTRACTS.  

สุภาวด ีปาทา1 , ศักดา ดาดวง
1
, ชิษณุสรร สวัสดิวัตน

2
, สมปอง ธรรมศิริรักษ

1*
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