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บทคัดยอ 
  

การสรางไฮโดรเจนเปอรออกไซดเซนเซอร  โดยใชอนุภาคนาโนทอง  เพื่อวิเคราะหหาปริมาณ

ไฮโดรเจนเปอรออกไซด  โดยใชขั้วไฟฟาทํางานที่ทําจากไสดินสอชนิด  6H  และทําการสังเคราะห

อนุภาคนาโนทองโดยวีธีรีดักชัน  ตรวจสอบสมบัติทางกายภาพของอนุภาคนาโนทองโดยเทคนิคสเปก

โทรสโกปและเทคนิคภาพถายจากกลองจุลทรรศนชนิดทะลุผาน  พบวาไดอนุภาคนาโนทองขนาด  4.38 

+ 0.66  nm  เมื่อไดอนุภาคนาโนทองแลว  นําไปใชในการตรึงเอนไซม HRP  โดยข้ันแรกเกาะติดบน

ผิวหนาของขั้วไฟฟาดวยไคโตซาน   จากนั้นตรึงอนุภาคนาโนทองบนไคโตซาน  และตามดวยเอนไซม 

HRP  เมื่อเปรียบเทียบสัญญาณการตอบสนองที่ไดจากการใชอนุภาคนาโนทองกับไมใชอนุภาคนาโน

ทอง  พบวาการใชอนุภาคนาโนทองใหคากระแสไฟฟามากกวา  ดังนั้นจึงเลอืกใชอนุภาคนาโนทองเพิ่ม

ความไววิเคราะหสําหรับสรางไฮโดรเจนเปอรออกไซดเซนเซอรตอไป   

 ศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการสรางขั้วไฟฟาไสดินสอ   เพื่อวิเคราะหหาไฮโดรเจนเปอร

ออกไซด  โดยศึกษาผลของการกระตุน ผิวหนาของขั้วไฟฟาทํางาน  หาสภาวะที่เหมาะสมของการ

เกาะติด ไคโตซานบนขั้วไฟฟาทํางาน  ศึกษาจํานวนชั้นของการตรึง HRP ดวยอนุภาคนาโนทองที่

เหมาะสม โดยเทคนิค Layer-by-Layer  ศึกษาความเขมขนของเอนไซม HRP ที่เหมาะสม ศึกษาการให

ศักยไฟฟาแกขั้วไฟฟาทํางาน  ศึกษา pH ของสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร และศึกษาการทวนสอบวิธี 

โดยศึกษาความเที่ยง ความแมนยํา  ชวงความเปนเสนตรง  ขีดจํากัดในการตรวจพบ  ขีดจํากัดในการวัด

เชิงปริมาณและความเสถียร ภายใตสภาวะที่เหมาะสมนําไฮโดรเจนเปอรออกไซดเซนเซอรไปวิเคราะห

หาปริมาณไฮโดรเจนเปอรออกไซดในตัวอยางจริง โดยเปรียบเทียบผลการวิเคราะหที่ไดจากเทคนิค

ไบโอเซนเซอรเทียบกับวิธีไทเทรต พบวาผลการวิเคราะหทั้งสองวิธีไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญที่

ความเชื่อมั่น  95 % โดยใชสถิติแบบ  Wilcoxon signed rank test 

 
คําสําคัญ   ไฮโดรเจนเปอรออกไซด  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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 กับตรึงเอนไซม HRP)   โดยไมใชอนภุาคนาโนทอง                                                                         
4.17  Atomic force microscope (AFM) แสดงความขรุขระของการตรึงเอนไซม HRP   33                              
 โดยใชอนภุาคนาโนทอง 2 ชั้น กับไมใชอนภุาคนาโนทอง      
4.18 แสดงชวงความเปนเสนตรงของไฮโดรเจนเปอรออกไซด     36                
4.19 แสดงการศึกษาความเสถียรของขั้วไฟฟาทํางาน      37         
4.20 แสดงผลการเปรียบเทยีบวิธีไบโอเซนเซอรและวิธีไทเทรต     38         
4.21 กราฟมาตรฐานของการวัดไฮโดรเจนเปอรออกไซดในสารตัวอยาง    38 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  ญ

สารบัญตาราง 
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บทที่ 1 
บทนํา 

 

1.1 ความสําคัญของปญหาและที่มา 
 
ไฮโดรเจน เปอรออกไซด เปนสารสําคัญที่ใชในอุตสาหกรรมตางๆ เชน ใชในการฟอกยอมสี ใน

อุตสาหกรรมฟอกหนัง ทําความสะอาด และอื่นๆ ซ่ึงในปจจุบันนี้ไฮโดรเจน เปอรออกไซดไดถูกนํามาใช
ในผลิตภัณฑยอมสีผม ใชรวมกับผลิตภัณฑดัดผมและยืดผม และใชผสมเพื่อเปน oxidizer  กับผลิตภัณฑ
ยอมผมชนิดถาวร hydrogen peroxide เปนสารที่ถูกควบคุมปริมาณการใชตามประกาศกระทรวง
สาธารณสุข เรื่อง กําหนดชื่อ และปริมาณของวัตถุที่อาจใชเปนสวนผสมในการผลิตเครื่องสําอางตามราช
กิจจานุเบกษา เลม 125 ตอนพิเศษ 162 ง ลงวันที่ 9 ตุลาคม 2551 อัตราสวนสูงสุดที่ใชในผลิตภัณฑ
สําเร็จรูปเทากับ 12%  ถารางกายไดรับสารไฮโดรเจน เปอรออกไซดในปริมาณที่มากกวาปริมาณที่
กําหนดไวจะทําใหเกิดการแพ ระคายเคืองในบริเวณที่สําผัสกับสาร ถาเขาตาอาจจะทําใหตาบอดได ในป 
1998 นักวิชาการซึ่งเปนนักวิทยาศาสตรของมหาลัย California, San Franeisco ไดตั้งขอสงสัยจากการทําการ
ทดลองในคนที่ใชยายอมผมจํานวน 2,544 คน หลังจากการศึกษาแปรผลการศึกษากับสัตวทดลองทางดาน
ระบาดวิทยา สรุปไดวามีความเชื่อมโยงกับในเรื่องของการเกิด non-Hodgkin's lymphoma (มะเร็งตอม
น้ําเหลือง) กับยายอมผม ซ่ึงตีพิมพในวาสาร Oraerican Journal of Public Health ในเดอืนธันวาคม 1998  
 ดังนั้นการวิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจน เปอรออกไซดจึงมีความจําเปน วิธีทั่วไปที่ใชในการ
วิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจน เปอรออกไซด คือ Spectrophotometric (Masuoka et al., 1996), 
Fluorometric (Sakuragawa et al., 1998) Liquid chromatograpy (Oszwa et al., 2000) และ
Chemiluminescence (Lu et al., 2009) แตพบวาวิธีดังกลาวยังมีขอดอยเชน ใชเวลาในการวิเคราะหนาน มี
ผลของสารรบกวนตางๆ สารเคมีที่ใชมีราคาสูงและมีความเปนพิษ (Xiao et al., 1999) ในงานวิจัยนี้จึง
สนใจที่จะวิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจน เปอรออกไซด  เพื่อใหไดตัวตรวจวัดที่ใหผลการวิเคราะหรวดเร็ว 
และมีความถูกตองสูงดวยเทคนิคไบโอเซนเซอรและเพิ่มความไววิเคราะหดวยอนุภาคนาโนทอง  
 
2.    วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 

2.1 เพื่อสังเคราะหอนุภาคนาโนทอง 
2.2 เพื่อตรึงเอนไซม Horseradish   peroxidase บนอนุภาคนาโนทอง 
2.3 เพื่อสรางไฮโดรเจน เปอรออกไซดเซนเซอร 
2.4 เพื่อวิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจน เปอรออกไซดโดยใชเซนเซอรที่สรางขึ้น 
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3.    ขอบเขตของโครงการวิจัย 
3.1 สังเคราะหอนุภาคนาโนทองดวยเทคนิครีดักชันโดยใชสารละลาย Chloroauric acid เปน        

สารตั้งตนในการสังเคราะห 
3.2 หาสภาวะที่เหมาะสมของการเคลือบผิวของขั้วไฟฟาดวยสารละลายพอลิเมอรดวยเทคนิคทาง

เคมีไฟฟา เชน ความเขมขนและความเปนกรด-เบสของสารละลายพอลิเมอร  ความหนาของพอ
ลิเมอรที่เคลือบและอัตราความเร็ว (Scan rate) ที่ในการเกิดพอลิเมอรไรเซซัน  (Polymerization) 

3.3 ตรึงเอนไซม Horseradish   peroxidase บนอนุภาคนาโนทองดวยเทคนิคการดูดซับทางกายภาพ  
3.4 ตรวจสอบเอนไซม Horseradish peroxidase สภาวะตรึงบนอนุภาคนาโนทองดวยสารละลาย

มาตราฐานไฮโดรเจน เปอรออกไซด  
3.5 หาสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจน เปอรออกไซด โดยใชเซนเซอรที่

สรางขึ้น เชน ความเปนกรด-ดางและความเขมขนของสารละลายบัฟเฟอร 
3.6 ทดสอบประสิทธิภาพของเซนเซอรโดยทําการทวนสอบวิธี  (Validation method) เชน หา

เปอรเซ็นตการไดกลับคืน (% Recovery)  ชวงความเปนเสนตรง (Linear range) และขีดจํากัด
การตรวจวัด (Detection limit) 

 
 



 

บทที่ 2 
ทฤษฎีที่เกี่ยวของ 

 
ในปจจุบันไดมีการใชผลิตภัณฑยอมสีผม ดัดผมและยืดผมเพิ่มขึ้นเรื ่อยๆ ไฮโดรเจน เปอร

ออกไซด เปนสวนประกอบหลักของผลิตภัณฑดังกลาว ไฮโดรเจน  เปอรออกไซดเปนสารที ่ถูก
ควบคุมปริมาณการใชตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข เรื่อง กําหนดชื่อ และปริมาณของวัตถุที่อาจ
ใชเปนสวนผสมในการผลิตเครื่องสําอางตามราชกิจจานุเบกษา เลม 125 ตอนพิเศษ 162 ง ลงวันที่ 9 
ตุลาคม 2551 วิธีวิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจน เปอรออกไซด มีหลายวิธีเชน Spectrophotometric 
(Masuoka et al., 1996), Fluorometric (Sakuragawa et al., 1998) Liquid chromatograpy (Oszwa et al., 
2000) และChemiluminescence (Lu et al., 2009) แตพบวาวิธีดังกลาวยังมีขอจํากัด เชนใชเวลาในการ
วิเคราะหนาน มีผลของสารรบกวนตางๆ สารเคมีที่ใชมีราคาสูงและมีความเปนพิษ (Xiao et al., 1999)  

เทคนิคไบโอเซนเซอร (biosensor) เปนวิธีวิเคราะหหนึ่งที่สามารถวิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจน 
เปอรออกไซด  ที่ใหผลการวิเคราะหรวดเร็ว และมีความถูกตองสูงดวยและเพิ่มความไววิเคราะหดวย
อนุภาคนาโนทอง เพื่อนํามาสรางเปนไฮโดรเจน เปอรออกไซด เซนเซอรสําหรับวิเคราะหหาปริมาณ
ไฮโดรเจน เปอรออกไซด 

 
2.1 เทคนิคไบโอเซนเซอร  (Eggins, 1996) 

ปจจุบันมีการนําสารชีวโมเลกุลหรือสารทางชีวภาพไปติดเขากับตัวตรวจวัดหรือทรานสดิวเซอร
(transducer) ทําใหสามารถวิเคราะหหาปริมาณสารตัวอยางไดในเวลารวดเร็วและมีความจําเพาะเจาะจง 
เครื่องมือวัดนี้เรียกวาไบโอเซนเซอรซ่ึงประกอบดวยสวนสําคัญ 2 สวน คือสวนของสารชีวภาพและสวน
ของทรานสดิวเซอรหรือตัววัดสัญญาณ วัสดุชีวภาพตองมีความจําเพาะเจาะจงตอสารที่ตองการวัด 
ตัวอยางของสารชีวภาพ เชน เอนไซม จุลินทรีย เนื้อเยื่อพืชและสัตว แอนติเจน แอนติบอดี เปนตน เมื่อ
สารชีวภาพทําปฏิกิริยากับสารที่ตองการวัด จะทําใหเกิดเปนผลิตภัณฑหรือสัญญาณที่สามารถถูกตรวจวัด
ไดดวยตัวตรวจวัดที่เหมาะสม  ตัวตรวจวัดที่นิยมใชในเทคนิคไบโอเซนเซฮรมีหลายชนิดเชน ตัวตรวจวัด
ทางแสง (Jeon et al., 2010; Liu et al., 2010) ทางความรอน (Harborn et al., 1997; Bataillard  et al., 1993)  
ทางมวล (Lazerges et al., 2006; Chen et a., 2010) และทางเคมีไฟฟา  (Jin et al., 2011; Wang et al., 
2011; Song et al., 2001) ตัวตรวจวัดทางเคมีไฟฟามีขอเดนหลายขอเชน ใหคาการตอบสนองรวดเร็ว 
ถูกตองและใหความไววิเคราะห (sensitivity) สูง ตัวตรวจวัดทางเคมีไฟฟาเปนอุปกรณทางไฟฟา
อิเล็กทรอนิกสทําหนาที่รับและแปลงสัญญาณทางเคมี ฟกสิกส หรือชีวเคมี (สัญญาณที่เกิดจากปฏิกิริยา
ระหวางสารชีวภาพกับสารที่ตองการวัดวิเคราะห) ใหเปนสัญญาณทางไฟฟานี้จะเปนสัดสวนโดยตรงกับ
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ปริมาณของสารที่ตองการวิเคราะห สัญญาณดังกลาวนี้ถูกสงตอไปยังเครื่องมืออิเล็กทรอนิกสเชน นําไป
ขยาย เก็บ และแสดงผลดังแสดงในรูปที่ 2.1 

 
 

 
 
 
รูปที่ 2.1 แสดงหลักการของไบโอเซนเซอร 
 

2.2 เทคนิคแอมเพอโรเมตรี (amperometric) 
เทคนิคแอมเพอโรมิตรี เปนเทคนิคหนึ่งที่ใชหลักการวิเคราะหทางเคมีไฟฟา หลักการทํางาน

ของเทคนิคแอมเพอโรมิตรี เปนการปอนศักยไฟฟากับขั้วไฟฟาใชงานเทียบกับขั้วไฟฟาอางอิง เพื่อให
เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันหรือรีดักชันที่ผิวหนาของขั้วไฟฟาทํางาน และวัดคากระแสที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยา 
ปริมาณกระแสไฟฟาที่เกิดขึ้น จะเปนสัดสวนโดยตรงกับปริมาณของสารที่ตองการวิเคราะห ทําใหใน
ปจจุบันไดมีการประยุกตเทคนิคกลาวรวมกับเทคนิคไบโอเซนเซอร โดยทําการตรึงวัสดุชีวภาพบน
ขั้วไฟฟา  วัสดุชีวภาพจะเกิดปฏิกิริยากับไฮโดรเจนเปอรออกไซด ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงจํานวน
อิเล็กตรอนในสารละลาย และสงผานอิเล็กตรอนไปยังขั้วไฟฟาทํางาน (Tong et al., 2007; Ma et al., 
2009; Kafi et al., 2008)  ดังปฏิกิริยา 

 
 
 
 
 

สารชีวภาพ

เอนไซม

แอนติบอดี

แอนติเจน

เซลล

เน้ือเย่ือ

แสง

เคมีไฟฟา

ตัวตรวจวัด

สัญญาณทางไฟฟา

ความรอน

สี

มวล
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จากปฏิกิริยามีการใหและรับอิเล็กตรอน จึงทําใหไดกระแสไฟฟาเกิดขึ้น ปริมาณกระแสไฟฟาที่

ไดจะเปนสัดสวนโดยตรงกับปริมาณของสารที่ตองการวิเคราะห ลักษณะของสัญญาณที่ไดเปนดังรูปที่ 
2.2 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 2.2 สัญญาณของเทคนิคแอมเพอรโรเมตรีในการวิเคราะหหาปริมาณไฮโรเจน เปอรออกไซด 

 
 

2.3 ความไววิเคราะห 
ความไววิเคราะหเปนคุณสมบัติของวิธีที่แสดงถึงความสามารถในการตรวจวัดสารที่วิเคราะหใน 2 

ลักษณะ  คือ  ปริมาณต่ําสุดที่วัดได  ไดแก  ขีดจํากัดในการตรวจพบ (Limit  of  Detection ,LOD) และ
ขีดจํากัดในการวัดเชิงปริมาณ (Limit  of  Quantitation ,LOQ) และความสามารถในการแยกสารที่
วิเคราะหที่มีปริมาณแตกตางกันนอยๆ 

การวิเคราะหโดยใชเครื่องมือทางวิทยาศาสตรและวัดปริมาณโดยเทียบกับกราฟมาตรฐาน  สภาพไว  
ของวิธี  ไดจากความเขมขนของกราฟมาตรฐาน  เปนอัตราสวนของการเปลี่ยนสัญญาณ (X) เทียบกับการ
เปล่ียนปริมาณสารหรือความเขมขน (C) แสดงดวยสมการ 
                                                   S      =      ∂x       =   ∆x        
                                               ∂            ∆c   

เวลา (วินาที)

กร
ะแส

ไฟ
ฟา

 (แ
อม

ปแ
ปร

)

H2O2



 6 

จากที่กลาวมาถึงแมวาเทคนิคไบโอเซนเซอรมีขอดีเชนมีความจําเพาะเจาะจง  และมีความถูกตองสูง  
แตบางครั้งจะพบปญหา  คือ  การวิเคราะหสารบางอยางจะตองวัดในปริมาณนอยมากๆ เพราะสาร
ดังกลาวมีปริมาณนอยในตัวอยางและมีความสําคัญสูง  เชน  การวิเคราะหหาสารบงชี้มะเรง็  วิธีวิเคราะห
จะตองมีความไววิเคราะหสูงในระดับ สวนในพันสวน (part per thousand ; ppt)   เพื่อจะบงบอกวาผูปวย
เปนโรคมะเร็งหรือไม  ดังนั้นความไววิเคราะหเปนปจจัยหนึ่งที่สําคัญมากตอวิธีวิเคราะห  ในโครงงานนี้
จึงสนใจที่จะพัฒนาเทคนิคไบโอเซนเซอรใหมีความไววิเคราะหสูงโดยใชการตรวจวัดไฮโดรเจนเปอออก
ไซดเปนกรณีศึกษา  ซ่ึงใชเอนไซม Horseradish peroxidase (HRP)  เปนวัสดุชีวภาพและตัวตรวจวัดดวย
เทคนิคแอมเพอโรเมตริก  การเพิ่มความไววิเคราะหในเทคนิคไบโอเซนเซอร   สามารถทําไดโดยเพิ่ม
ปริมาณเอนไซมใหมากขึ้น  เพื่อเรงปฏิกิริยาทําใหสามารถวิเคราะหหาไฮโดรเจนเปอออกไซดในปริมาณ
นอยๆได  ในปจจุบันไดมีการนําอนุภาคนาโนทองมาใชรวมในเทคนิคไบโอเซนเซอรเพื่อเพิ่มความไว
วิเคราะห   

 
2.4 อนุภาคนาโนทอง (Gold particles) 

การสังเคราะหอนุภาคนาโนของสาร  สารหนึ่งใหมีขนาดเสนผานศูนยกลางเล็กกวา 100 นาโน
เมตรจะทําใหเกิดคุณสมบัติใหมๆหรือเพิ่มระดับความสามารถจากเดิม เชน อนุภาคนาโนเหล็กออกไซด 
เงิน แพลทินัม หรือทอง รูปที่ 2.3 แสดงอนุภาคนาโนทอง ที่ไดจากการสังเคราะหโดยใชปฏิกิริยารีดักชัน
ของ chloroauric acid และใช sodium citrate  เปนตัวรีดิวซ  ไดขนาดอนุภาคนาโนทอง 8±2 นาโนเมตร 
(Li et al., 2009) 

 
 

รูปที่ 2.3 ภาพถายจากกลองจุลทรรศนชนิดทะลุผาน  (Transmission electron microscopy) ของอนุภาคนา
โนทอง (ที่มา: Li et al., 2009) 
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ไดมีการนําอนุภาคนาโนทองไปใชในไบโอเซนเซอรมากกวาอนุภาคของสารอื่นๆ ทั้งนี้เพราะ

อนุภาคนาโนทองมีขอดีหลายขอเชน เปนโลหะที่เฉื่อยไมทําปฏิกิริยากับสิ่งแวดลอม ไมเปนพิษตอวัสดุ
ชีวภาพ และสารที่มีหมูฟงกชัน NH2  CN และ SH สามารถเกาะบนทองไดดวยตัวเอง (self assemble) ดวย
พันธะโควาเลนทบนอนุภาคนาโนทอง ซ่ึงเปนพันธะที่แข็งแรง จึงนิยมนําอนุภาคนาโนมาใชใน
ไบโอเซนเซอรเพื่อตรึงวัสดุชีวภาพ (โปรตีนมีหมูอะมิโนเปนองคประกอบหลัก) ไวบนผิวของอนุภาคนา
โนทองดวยพันธะโควาเลนท การประยุกตใชอนุภาคนาโนในไบโอเซนเซอรทําใหประสิทธิภาพของ
ไบโอเซนเซอรเพิ่มขึ้น ทั้งนี้เพราะอนุภาคนาโนมีสมบัติทางกายภาพและทางเคมีเดน ไดแก เพิ่มพื้นที่ผิว 
มีสมบัติในการสงผานอิเล็กตรอนไดดี และเหมาะสมที่จะนํามาใชรวมกับโปรตีน เชนเอนไซม เพราะทอง
จะไมมีผลตอการทํางานของโปรตีน (Protein activity) (Manso et al., 2008; Liu et al., 2008; Lan et al., 
2008) ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงสนใจที่จะพัฒนาไฮโดรเจน เปอรออกไซด เซนเซอรใหมีความไววิเคราะห
สูง เพื่อใหสามารถวิเคราะหสารตางๆไดในความเขมขนต่ําและมีความถูกตองสูงเพื่อวิเคราะหหาปริมาณ
ไฮโดรเจน เปอรออกไซดในตัวอยางน้ํายายอมผมและน้ํายาลางแผล     

 
2.5 น้ํายายอมสีผมและน้ํายาลางแผล (http://webdb.dmsc.moph.go.th/cosmetic/content1.asp?info_id=14) 

ปจจุบันมีผลิตภัณฑสําหรับยอมสีผมจําหนายหลายประเภท เปนที่นิยมใชกันอยางแพรหลาย 
และมักใชติดตอกันเปนเวลานาน อาจทําใหเปนอันตรายตอสุขภาพ หากขาดความระมัดระวังในการใช 
ดังนั้น ผูบริโภคควรไดรับความรูความเขาใจเกี่ยวกับขอควรระวังในการใช เพื่อปองกันอันตรายที่อาจจะ
เกิดขึ้นไดจากการยอมผม ผลิตภัณฑยายอมผมชนิดถาวรนี้ประกอบดวย 2 สวน 

สวนที่ 1  เปนสวนผสมของสารที่จะทําใหเกิดสีในตัวกลางที่เหมาะสม ซ่ึงมักเปนครีมหรือโลชั่น 
สวนที่ 2  ไฮโดรเจนเปอรออกไซด 
สารที่ทําใหเกิดสีเปนสีออกซิเดชั่นในยายอมผมชนิดถาวรมักทําใหเกิดปญหาใหญคือการระคาย

เคืองตอผิวหนัง หรืออาการแพและการเปนพิษตอระบบภายในรางกาย พาราฟนีลีนไดอะมีนเปน
สารสําคัญของสีออกซิเดชั่น ซ่ึงนิยมใชกันมากโดยเฉพาะอยางยิ่งยายอมผมชนิดถาวรที่ผลิต
ภายในประเทศ สารนี้ทําใหเกิดอาการแพและทําใหเกิดอาการทางผิวหนัง เพราะเหตุนี้หลายประเทศได
เสนอกฎหมายหรือระเบียบเพื่อใหผูใชทําแพทชเทสต(Patch test) กอนยอมผม และกําหนดปริมาณที่ใช
ในสูตรตํารับ ไดมีรายงานการวิจัยในทศวรรษ 1980 จํานวนมาก รายงานความเปนพิษของสีออกซิเดชั่น 
โดยเฉพาะอยางยิ่ง พาราฟนีลีนไดอะมีน เกลือ และอนุพันธของสารนี้ เปนสารกอกลายพันธุ และทําให
เกิดมะเร็งในสัตวทดลอง เชน ในป 1986 จากการศึกษาของ วรรณี   โรจนโพธิ์ โดยใชยายอมผมชนิดออก
ซิเดชั่นที่มีวางขายตามทองตลาดในประเทศไทย ซ่ึงมีพาราฟนีลีนไดอะมีนเปนสวนผสม โดยผสมกับ
ไฮโดรเจนเปอรออกไซด 20-30 นาที กอนการทดลองทาผิวหนังและฉีดเขาใตผิวหนังหนูทดลอง ผล
ปรากฏวาทั้งการทาและการฉีดเขาใตผิวหนังทําใหหนูทดลองตัวเมียเกิดกอนเนื้อชนิดรายแรง และชนิด
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ไมรายแรงที่กระเพาะปสสาวะและเนื้อเยื่อออน สวนการทาและฉีดเขาใตผิวหนังหนูทดลองตัวผู ไมทําให
เกิดกอนเนื้อที่ตอมน้ํานมและที่เนื้อเยื่อออน แตทําใหเกิดกอนเนื้อที่ตับ ไต ตอมไทรอยด และกระเพาะ
ปสสาวะบางในบางตัว การทดลองบางแหงพบวาสียอมผมประเภทสีออกซิเดชั่น ทําใหเกิดมะเร็ง สี
ดังกลาวที่เปนอันตรายมากไดแก 4-เมธทอกซี-เมตา-ฟนีลีนไดอะมีนหรือท่ีเรียกกันวา 2,4-ไดอะมิโนอะนิ
โซลและเกลือซัลเฟตของสารนี้   ซ่ึงตามขอกําหนดของ Code of Federal Regulations ของประเทศ
สหรัฐอเมริกา ที่ฉลากยายอมผมถามีสารดังกลาวตองมีคําเตือนดังนี้  "มีสวนผสมซึ่งสามารถซึมเขาสู
ผิวหนังผูใช และทดสอบแลวพบวาเปนสาเหตุใหเกิดมะเร็งในสัตวทดลอง" 

ตอมาในทศวรรษที่ 1990 คณะกรรมการวิทยาศาสตรดานเครื่องสําอางของประชาคมยโุรป ได
ศึกษาเรื่องซึ่งเปนความจําเปนทั่วไปสําหรบัการประเมินความเปนพษิของยายอมผมดงัตอไปนี ้
      1. ความเปนพิษอยางเฉียบพลัน 
      2. ความเปนพิษกึ่งเรื้อรัง (ทดลองนาน 28 วัน หรือ 90 วัน โดยใหทางปาก) 
      3. ความเปนพิษเรื้อรัง และการเกดิมะเร็ง 
      4. อาการระคายเคืองของผิวหนัง หรือเนื้อเยื่อออน และการแพ 
      5. การดูดซึม การเผาผลาญในรางกาย และการออกฤทธิ์ 
      6. การกลายพันธุ ทดสอบทั้งในรางกายสัตวทดลองและในหลอดทดลอง 
      7. การศึกษาการกอวิรูปและการสืบพนัธุ 

แมวาในการศึกษาดังกลาวบางเรื่องของสวนผสมยายอมผมชนิดออกซิเดชั่น ที่ไมไดถูกลางออก
แตปลอยทิ้งไวบนผิวหนังสัตวทดลองเปนการสัมผัสกับความเขมขนมาก ไมสอดคลองตอสภาวะการใช
ตามปกติ อยางไรก็ดีผลปรากฏวาไมพบการเปนพิษตอระบบภายในรางกายและการเกิดมะเร็งแตอยางใด 
เปนที่นาสังเกตไดวาการพบการเกิดมะเร็งที่เคยถูกนํามาวิจารณซํ้าแลวซํ้าอีกนั้น  ทั้งหมดเกิดจากสีออกซิ
เดชั่นชนิดที่ถูกหามใช นอกจากนี้ตํารับที่เคยนํามาใชทดลองไมสอดคลองกับยายอมผมที่ใชกันใน
ปจจุบัน 

ไฮโดรเจนเปอรออกไซดในน้ํายายอมสีผม เปนสารใชฟอกสีผมและฆาเชื้อโรค โดยปกติจะ
สลายตัวไปเองอยางชา ๆ ใหน้ําและออกซิเจนเกิดขึ้น ดังสมการ แสงสวางและความรอนจะชวยเรงใหเกิด
การสลายตัวเร็วข้ึน ดังนั้นจึงตองเก็บไวในที่มืด หรือในภาชนะสีน้ําตาลเขม และในที่เย็น                      

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

      น้ํายายอมสีผม  (Developer) หรือไฮโดรเจนเปอรออกไซด มีลักษณะเปนครีมหรือของเหลวใส ซ่ึง
สวนใหญนิยมใชขนาด 6% เพราะหากไฮโดรเจนเปอรออกไซดมากกวา 6% จะทําใหผมแหง อาจ
กอใหเกิดการระคายเคืองทีห่นังศีรษะ แตถาไฮโดรเจนเปอรออกไซดนอยกวา 6% กจ็ะไมสามารถ
ออกซิไดซสีอยางมีประสิทธิภาพ  
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น้ํายาลางแผล  ยาที่ใชสําหรับทําความสะอาดแผลหรือบาดแผลที่ผิวหนังในเบื้องตน มี
สวนประกอบหลักเปนไฮโดรเจนเปอรออกไซด  ชนิดความเขมขน 3% มีสมบัติฆาเชื้อโรคแบคทีเรีย 
 
2.6 ไฮโดรเจนเปอรออกไซด 

ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ซ่ึงเปนสารที่ไมอยูตัว สามารถสลายตัวใหออกซิเจนกับน้ํา ไฮโดรเจน
เปอรออกไซด คลายโอโซน (O3) มากในบางกรณีเชนใชเปนตัวฟอกจางสีใชฆาแบคทีเรีย สลายตัวให
ออกซิเจน ไดเหมือนกับน้ํา ไฮโดรเจนเปอรออกไซดมีสมบัติทางเคมีและทางกายภาพดังนี้ 

 

ชื่อเรียกอ่ืน Hydrogen dioxide; hydroperoxide; Albone; Hioxyl.  

CAS No. 7722-84-1 

สูตรโมเลกุล H2O2 

น้ําหนักโมเลกุล 34.02 

จุดเดือด 152 องศาเซลเซียส 

คุณสมบัต ิ
ของเหลวที่ไมคงตัว ไมมีสี มีรสขม มักทําอยูในรูปสารละลายในน้ํา
ความเขมขน 3-90 % 

การใชท่ีผดิกฎหมาย เปนตัว oxidizing ในขั้นตอนการผลิตโคเคน 

การใชท่ีถูกกฎหมาย 

สารละลายเขมขน 90 % ใชขับเคลื่อนจรวด (rocket propulsion) สาร
ฟอกสีในอาหาร เปนตัว oxidizer เปนสารทําความสะอาดและฆาเชื้อ
โรคที่ผิวหนัง ใชในทางเภสชักรรม ทําน้ํายาบวนปาก 
น้ํายาฆาเชื้อ (sanitary lotion) 

กฎหมายควบคุม 
จัดเปนวัตถุอันตรายชนิดที่ 1 ตามพระราชบญัญัติวัตถุอันตราย พ.ศ. 
2535 

บทลงโทษ 
ผูใดผลิต นําเขา สงออกหรือมีไวในครอบครองซึ่งวัตถุอันตรายชนดิที่ 1 
ไมปฏิบัติตามประกาศของรัฐมนตรีผูรับผิดชอบ ตองระวางโทษจําคกุ
ไมเกินหกเดือน หรือปรับไมเกินหาหมื่นบาท หรือทั้งจําทั้งปรับ  

หนวยงานที่รับผิดชอบ 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. กาวนําไฟฟา (Conductive Epoxy part A, Conductive Epoxy part B: USA) 

 
3.2 เคร่ืองมือและอุปกรณ 

1. เครื่องกวนแมเหล็ก 1 เครื่อง พรอม Magnetic bar ขนาด 3 เซนติเมตร 
2. Micro pipet ขนาด 100 μL  1,000 μL และ 5000 μL  
3. อะลูมิเนียมฟอย 
4. ไสดินสอ ยีห่อ STAEDTLER  ประเทศเยอรมัน   ชนดิ  HB  2B  1H  2H  3H  4H  5H  และ     
    6H  เสนผานศูนยกลาง 2 มิลลิเมตร 
5. กระดาษทราย แบบหยาบ และแบบละเอยีด 
6. เข็มเจาะรูไสดินสอ 
7. ฉนวนหุมขัว้ไฟฟา (ทอพลาสติก) 
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8. เครื่องมือวิเคราะหทางเคมีไฟฟา (663 VA Stand Ω Metrohm swiss made)  
- ขั้วไฟฟาทํางาน (Working electrode): ขั้วไฟฟาไสดินสอ 
- ขั้วไฟฟาอางอิง (Reference electrode): ขั้วไฟฟาซิลเวอร/ซิลเวอรคลอไรด 
- ขั้วไฟฟาชวย  (Auxillary electrode): ขั้วไฟฟาแพลทินัม 

9. เครื่องเขยาสารโดยใชเสียงความถี่สูง; Elma, ประเทศเยอรมัน 
10. เครื่องวัดกรดดาง (pH meter)  DENVER INSTRUCMENT  
11. Transmission Electron Microscope(TEM) :  JEOL รุน JEM-2010 
12. Atomic Force Microscope (AFM) : SEIKO รุน SPA 400 
 

3.3 การสังเคราะหอนุภาคนาโนทอง 
ผสมสารละลายโซเดียมโบโรไฮไดรด (NaBH4) ความเขมขน 125 mM ปริมาตร 1200 μL และ

สารละลาย Gold (III) Chloride hydrate (HAuCl4) ความเขมขน 0.3 mM ปริมาตร 153 μL ลงใน
สารละลายไตรโซเดียมซิเตรด (Na3C6H5O7)  ความเขมขน 0.38 mM  ปริมาตร 500 mL คนสารละลายให
เปนเนื้อเดียวกนัโดยใชเครื่องกวนแมเหล็ก เปนเวลา 12 ชั่วโมง เก็บสารละลายที่ไดไวที่อุณหภูมิ 4 °C 

 
3.4 การเตรียมขั้วไฟฟาทํางานจากขั้วไฟฟาไสดินสอ 

เตรียมขั้วไฟฟาทํางานจากไสดินสอ 5 ชนิด คือ HB   2B   1H   2H   3H   4H   5H  และ 6H 
ดังตอไปนี ้

3.4.1 ตัดไสดนิสอแตละชนดิใหไดความยาว 2 เซนติเมตร แลวเจาะรูไสดินสอใหลึกประมาณ 2  
         มิลลิเมตร 
 

 
 

 
3.4.2 ตัดทอพลาสติกยาว 10 เซนติเมตร และตัดลวดนําไฟฟายาว 20 เซนติเมตร 
3.4.3 เชื่อมตอลวดนําไฟฟา (ขอ 2.4.2) กับไสดินสอ (ขอ 2.4.1) ดวยกาวนําไฟฟา แลวทิ้งไวให
แหง  เพื่อใหลวดนําไฟฟากบัไสดินสอติดกัน 
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3.4.4 นําไสดนิสอที่มีลวดนาํไฟฟาติดอยู (ขอ 2.4.3) ไปใสในทอพลาสติก (ขอ 2.4.2) เพื่อใชเปน 
         ฉนวนหุมไฟฟา 
 

 
 
 

3.4.5 นําขั้วไฟฟาไสดินสอทีไ่ดมาขัดกับกระดาษทรายทั้งแบบหยาบ และแบบละเอียดตามลําดับ  
          เพื่อปรับผิวหนาของขั้วไฟฟาเรยีบ 
 

 
 
 

3.4.6 ขัดผิวหนาของขั้วไฟฟาไสดินสอทีไ่ดดวยผงอะลมูินา ขนาด 0.5 μm เพื่อทําใหผิวหนาของ 
         ขั้วไฟฟาไสดินสอเรียบ และกําจดัรอยที่เกิดจากการขัดดวยกระดาษทราย 
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3.4.7     นําขั้วไฟฟาไสดินสอ (ขอ 2.4.6) ไปเขยาโดยใชเครื่องเขยาสารดวยเสียงความถี่สูง เปน 
เวลา 2 นาที เพื่อกําจัดผงอะลูมินาที่เกาะอยูที่ผิวหนาขั้วไฟฟาไสดินสอ 

3.4.8     ลางขั้วไฟฟาดวยน้ํากล่ัน จึงไดขัว้ไฟฟาไสดินสอพรอมที่จะใชงานตอไป 
 

3.5 การเลือกขั้วไฟฟาทํางาน 
จัดชุดอุปกรณเซลลเคมีไฟฟาซึ่งประกอบดวยข้ัวไฟฟาอางอิง ขั้วไฟฟาชวย ขัว้ไฟฟาทํางานไส

ดินสอชนิดตางๆ (HB 2B 1H 2H 3H 4H 5H และ 6H) โดยจุมขั้วไฟฟาทั้งสามลงในสารละลาย
โพแทสเซียมเฟอรริกไซยาไนด (K3Fe(CN)6) ความเขมขน 10 mM ที่มีโพแทสเซียมคลอไรด ความเขมขน 
0.1 M โดยใหศักยไฟฟา -0.2 ถึง +0.6 โวลต แกขั้วไฟฟาทํางาน ใชอัตราการสแกน 50 มิลลิโวลต/วินาที 
จํานวน 3 รอบ วัดคากระแสไฟฟาที่เกิดขึน้ของกระแสแอโนดิก และแคโทดิกของขั้วไฟฟาทํางานแตละ
ชนิด 

 
3.6 ศึกษาผลของอนุภาคนาโนทองในการวเิคราะหหาไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) 

3.6.1 ตรึงเอนไซม Horseradish peroxidase (HRP) ดวยอนุภาคนาโนทอง 
จุมขั้วไฟฟาทํางานในสารละลายไคโตซาน ความเขมขน  0.5  %  w/v   pH   5    และ ให 

ศักยไฟฟา +1.5 โวลต เปนเวลา 5 นาที แกระบบ เพื่อทําใหไคโตซานเกาะติดบนผวิหนาของขัว้ไฟฟา 
จากนั้นนําขั้วไฟฟาที่ไดไปจุมในสารละลายอนุภาคนาโนทอง ปริมาตร 1 mL เปนเวลา 6 ชั่วโมง ลางสวน
ที่เหลือออกดวยน้ํากลั่น แลวนําขั้วไฟฟาไปจุมในสารละลายเอนไซม HRP ความเขมขน 5.0 mg/mL เปน
เวลา 12 ชั่วโมง ในแตละขัน้ตอนของการตรึงจะตรวจสอบการเกาะติดของไคโตซานบนขั้วไฟฟาทํางาน
ไสดินสอดวยเทคนิคไซคลิกไวลแทมมิทรี (Cyclic voltammetry)โดยจุมขั้วไฟฟาในสารละลาย
โพแทสเซียมเฟอริกไซยาไนด ความเขมขน 10 mM  ที่มีโพแทสเซียมคลอไรด ความเขมขน 0.1 M โดย
ใหศักยไฟฟา -0.2 ถึง +0.6 โวลต ใชอัตราการสแกน 50 มิลลิโวลต/วินาท ี จาํนวน 3 รอบ วัดคา
กระแสไฟฟาที่ไดแตละขัน้ตอน เมื่อไดขัว้ไฟฟาทํางานแลวนําขัว้ไฟฟาดังกลาวจุมในสารละลายฟอสเฟต
บัฟเฟอร ความเขมขน 0.1 M   pH 6.0  Methylene blue ใหศกัยไฟฟา -0.2 โวลต และเติมสารละลาย
ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ความเขมขน 0.5 mM ปริมาตร 50 μL แลววดัคากระแสไฟฟาที่ได 

3.6.2 ตรึงเอนไซม HRP โดยไมใชอนุภาคนาโนทอง 
               เกาะติดไคโตซานบนผิวหนาของขั้วไฟฟาทํางานไสดินสอ โดยใชสารละลายไคโตซาน

ความเขมขน 0.5 %w/v  pH  5  ใหศักยไฟฟา +1.5 โวลต นาน  3 นาที  จากนั้นจุมขั้วไฟฟาในสารละลายก
ลูตารัลดีไฮด (glutaraldehyde) ความเขมขน 2.5%v/v  เวลา 20 นาท ีตอไปตรึงเอนไซม HRP ความเขมขน 
5.0 mg/mL นาน 12 ชั่วโมง ในแตละขั้นตอนของการตรึงจะตรวจสอบเทคนิคไซคลิกไวลแทมมิทรี  นํา
ขั้วไฟฟาที่ไดจุมในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.1 M  pH 6.0 ใหศักยไฟฟา -0.2 โวลต 
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และเติมสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด ความเขมขน 0.5 mM ปริมาตร 50 μL วัดคากระแสไฟฟาที่
เกิดขึ้น 

 
3.7 ศึกษาผลของการกระตุน (Activation) ผิวหนาของขั้วไฟฟาทํางาน 

3.7.1 กระตุนผิวหนาของขั้วไฟฟา 
         ศึกษาผลของการกระตุนผิวหนาของขั้วไฟฟา ดวยการใหศักยไฟฟา +1.8 โวลต โดยจุม

ขั้วไฟฟาไสดินสอในสารละลายอะซิเตตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.5 M  pH 4.8  ปริมาตร 10 mL ที่มี
โซเดียมคลอไรดความเขมขน 0.02 M จากนั้นใหศักยไฟฟา +1.8 โวลต เปนเวลา 5 นาที นําขั้วไฟฟาที่ได
ไปตรึง HRP ดวยอนุภาคนาโนทอง ขั้นตอนตามการทดลองขอ 2.6.1 จากนั้นนําขั้วไฟฟาทํางานจุมใน
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.1 M  pH 6.0 ใหศักยไฟฟา -0.2 โวลต และเติมสารละลาย
ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ความเขมขน 0.5 mM ปริมาตร 50 μL แลววัดคากระแสไฟฟาที่ได 

3.7.2 ไมกระตุนผิวหนาของขั้วไฟฟา 
  ทําการทดลองเหมือนขอที่ 3.7.1 ยกเวนขั้นตอนการใหศักยไฟฟา +1.8 โวลต 
 
3.8 หาสภาวะที่เหมาะสมของการเกาะติด (deposition) ไคโตซานบนขั้วไฟฟาทํางาน 

3.8.1 ศึกษาศักยไฟฟาท่ีเหมาะสมสําหรับการเกาะติดไคโตซานบนขั้วไฟฟาทํางาน 
         ศึกษาศักยไฟฟาที่ +1.2    +1.5  และ +3.0 โวลต  โดยนําขั้วไฟฟาจุมในสารละลายไคโต

ซาน และใหศักยไฟฟาแกขั้วไฟฟาทํางานที่ศักยไฟฟาตางๆดังกลาว เปนเวลา 5 นาที และตรวจสอบการ
เกาะของไคโตซานโดยใชเทคนิคไซคลิกโวลแทมเมทรี เปรียบเทียบคากระแสไฟฟาที่เกิดจากปฏิกิริยารี
ดอกซของสารละลายโพแทสเซียมเฟอรริกไซยาไนด ของขั้วไฟฟาไสดินสอที่ใชศักยไฟฟาตางๆ 

3.8.2 ศึกษาเวลาที่เหมาะสมสําหรบัการเกาะติดไคโตซานบนขั้วไฟฟาทํางาน 
         ศึกษาเวลาที่ 1 3 5 10 และ 15 นาที โดยนําขั้วไฟฟาจุมในสารละลายไคโตซาน และให

ศักยไฟฟาที่ +1.5 โวลต (ไดจากผลการทดลองขอ 3.8.1) เปนเวลาตางๆ จากนั้นตรึงอนุภาคนาโนทองและ
เอนไซม HRP วัดคากระแสไฟฟาที่เกิดขึ้นจากการเติมไฮโดรเจนเปอรออกไซด ความเขมขน 0.5mM 
ปริมาตร 50 μL 

 
3.9 ศึกษาจํานวนชั้นของการตรึง HRP ดวยอนุภาคนาโนทองที่เหมาะสม โดยเทคนิค Layer-by-Layer  

ทําการกระตุนผิวหนาของขั้วไฟฟา (ตามการทดลอง ขอ 3.7.1) และทําการเกาะติดไคโตซานบน
ขั้วไฟฟาทํางาน (ตามการทดลอง ขอ 3.8) จากนั้นตรึงอนุภาคนาโนทองบนขั้วไฟฟาทํางานโดยจุมใน
สารละลายอนุภาคนาโนทอง เปนเวลา 6 ช่ัวโมง แลวตามดวยตรึงเอนไซม HRP  บนอนุภาคนาโนทอง 
เปนเวลา 12 ชั่วโมง เมื่อเสร็จสิ้นขั้นตอนนี้จะไดขั้วไฟฟาทํางาน 1 ชั้น (HRP/Au/Cs-electrode) จากนั้นจุม
ข้ัวไฟฟาทํางานในสารละลายอนุภาคนาโนทองและตามดวยสารละลายเอนไซมจะไดขั้วไฟฟาที่มี 2 ช้ัน 
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(HRP/Au/HRP/Au/Cs-electrode) ตอไปในชั้นที่ 3  4  6  และ  8  ทําการทดลองเหมือนกับชั้นที่ 2  
ขั้วไฟฟาที่ไดนําไปจุมในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.1 M  pH 6.0 ใหศักยไฟฟา -0.20 
โวลต และเติมสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด ความเขมขน 0.5 mM ปริมาตร 50 μL แลววัดคา
กระแสไฟฟาที่เกิดขึ้น 
 
3.10 ศึกษาความเขมขนของเอนไซม HRP ท่ีเหมาะสม 

ศกึษาเอนไซมที่ความเขมขนตางๆดังนี้  3   5   7  และ 9  mg/mL  โดยตรึงเอนไซม HRP ที่ความ
เขมขนตางๆ บนอนุภาคนาโนทองจํานวน 2 ชั้นบนขั้วไฟฟาทํางาน(ไดจากขอ 3.9) ขั้นตอนตอไปจุม
ขั้วไฟฟาทํางานที่ไดลงในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 6.0 ความเขมขน 0.1 M  เติมสารละลาย
ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ความเขมขน 0.5 mM ปริมาตร 50 μL ที่ศักยไฟฟา -0.20 โวลต  และวัดคา
กระแสไฟฟาที่เกิดขึ้น 

 
3.11 หาสภาวะที่เหมาะในระบบแอมเพอโรเมตริกสําหรับวัดไฮโดรเจนเปอรออกไซด 
         3.11.1 ศึกษาการใหศักยไฟฟาแกขั้วไฟฟาทํางาน 
              เตรียมขั้วไฟฟาที่ตรึงดวยอนุภาคนาโนทองและเอนไซม HRP 2 ช้ัน    โดยศึกษาการให
ศักยไฟฟาที่ -0.10   -0.15   -0.20   -0.25   -0.30  และ -0.35 โวลต เพื่อวิเคราะหหาไฮโดรเจนเปอร
ออกไซดในระบบแอมเพอโรเมตริก โดยจุมขั้วไฟฟาทํางานลงในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร  pH 6.0  
ความเขมขน 0.1 M  จากนั้นเติมสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด ความเขมขน 0.5 mM ปริมาตร 50 
μL และวัดคากระแสไฟฟาที่ไดจากการตอบสนองของเอนไซมที่ศักยไฟฟาตางๆ 
         3.11.2 ศึกษา pH ของสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 
              ศึกษาผลของสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรที่ pH  5.0   5.5  6.0   6.5   7.0 7.5  และ 8.0  โดยใช
ขั้วไฟฟาที่ตรึงดวยอนุภาคนาโนทองและเอนไซม HRP 2 ช้ัน จุมในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรที่ pH 
ตางๆ  โดยเติมสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด ความเขมขน 0.5 mM ปริมาตร 50 μL แลววัดคา
กระแสไฟฟาที่ได 

 
3.12 การศึกษาการทวนสอบวิธี (Validation method) 

3.12.1 ศึกษาความเที่ยงของวิธี (Precision) 
3.12.1.1 ศึกษาการทําซ้ําของการวัด (Repeatability) 

ใชขั้วไฟฟาทํางาน ขั้วเดียวในสําหรับการวัดไฮโดรเจนเปอรออกไซด   ที่มี 
ความเขมขน 0.5 mM จํานวน 7 คร้ัง โดยวัดคากระแสไฟฟาที่ไดในแตละครั้งและนําคากระแสไฟฟาที่ได
ไปคํานวณหาคาสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (Relative standard deviation ; RSD) ที่ไดจากการทําซ้ํา 

3.12.1.2 ศึกษาการทวนซ้ําของวิธี (Reproducibility) 
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วัดไฮโดรเจนเปอรออกไซด ความเขมขน 0.5 mM โดยใชขั้วไฟฟา 7 ขั้ว วัดคา 
กระแสไฟฟาที่ไดของขั้วไฟฟาทํางานแตละขั้ว และคํานวณคาสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ  

 
3.12.2 ศึกษาความแมนยําของวิธี (Accuracy) 

 ศึกษาความแมนยําของวิธีโดยการหาเปอรเซนตการไดกลับคืน (% Recovery) โดยเติม 
สารละลายมาตรฐานไฮโดรเจนเปอรออกไซด เขมขน 10  30  และ 50 mM ลงในตัวอยางน้ํายาลางแผล
และน้ํายายอมสีผม วัดคากระแสไฟฟาที่เกิดขึ้นจากกอนและหลังเติมไฮโดรเจนเปอรออกไซด   นําคาที่ได
ไปคํานวณหาคาเปอรเซนตการไดกลับคืน 
 

3.12.3   ศึกษาชวงความเปนเสนตรง (Linearity Range) 
วัดไฮโดรเจนเปอรออกไซด ที่ความเขมขนตางๆคือ 0.05  0.1   0.3   0.5   0.7   0.9    1.1    

1.3   1.5  และ  1.7 mM  วัดคากระแสไฟฟาที่ตอบสนองและนําขอมูลที่ไดไปเขียนกราฟแสดง
ความสัมพันธระหวางความเขมขนกับคากระแสไฟฟาที่วัดไดในแตละความเขมขน 

 
3.12.4  ขีดจํากัดในการตรวจพบ (Limit of Detection) 

ทําการวัด blank ของสารตัวอยาง จํานวน 12 คร้ัง นําคากระแสไฟฟาที่วัดไดคํานวณหา 
คาขีดจํากัดในการตรวจพบ 

 
3.12.5 ขีดจํากัดในการวัดเชิงปริมาณ (Limit of Quantitation) 

ทําการวัด blank ของสารตัวอยาง จํานวน 12 คร้ัง นําคากระแสไฟฟาที่วัดไดคํานวณหา 
คาขีดจํากัดในการตรวจวัดเชิงปริมาณ 

 
3.12.6 ศึกษาความเสถียร (Stability) 

3.13.6.1  Working stability 
    ใชขั้วไฟฟาไสดินสอที่ตรึงเอนไซม HRP และอนุภาคนาโนทองจํานวน 2 ช้ัน 
ในการวัดไฮโดรเจนเปอรออกไซด ความเขมขน 0.5 mM  ในแตละวัน วัดคากระแสไฟฟาที่ไดในแตละ
วันและเปรียบเทียบคากระแสไฟฟาที่ไดในวันแรกกับวันสุดทาย  

3.13.6.2 Storage stability 
วัดคาการตอบสนองของขั้วไฟฟาไสดินสอที่ตรึงเอนไซม HRP และอนุภาคนา 

โนทองจํานวน 2 ช้ันตอไฮโดรเจนเปอรออกไซด ความเขมขน 0.5 mM ในครั้งแรกและเก็บขั้วไฟฟานี้แช
ไวในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 6.0 ที่อุณหภูมิ 40 C  เปนเวลา  1 เดือน จากนั้นวัดคากระแสไฟฟา
อีกครั้งและนําคากระแสไฟฟาที่ไดไปเปรียบเทียบคากระแสไฟฟาที่ไดในครั้งแรก  
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3.13  เปรียบเทียบวิธีไบโอเซนเซอรและวิธีไทเทรต 

เปรียบเทียบผลที่ไดจากการวิเคราะหหาไฮโดรเจนเปอรออกไซด ที่ความเขมขน 0.20   
0.30  0.40  0.50  0.60  0.70  และ 0.80 mM  ที่ไดจากวิธีไบโอเซนเซอรกับวธีิไทเทรต โดยใชสถิติ 
Regression line 

 
3.14 วิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจนเปอรออกไซดในตัวอยาง  
 3.14.1 วิธีไบโอเซนเซอร 

สรางกราฟมาตราฐานของไฮโดรเจนเปอรออกไซดที่ความเขมขน    0.1  0.3   0.5   0.7  และ 0.9    
mM  จากนั้นวิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจนเปอรออกไซดในตัวอยางน้ํายายอมสีผมและน้ํายาลางแผล 
จํานวน 6 ตัวอยาง กรณีที่ตัวอยางขุน จะทําการเจือจางตัวอยางดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร ความ
เขมขน 0.1 M  pH 6.0  กอน จากนั้นนําตัวอยางที่ไดไปวิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจนเปอรออกไซดดวย
วิธีไบโอเซนเซอร ภายใตสภาวะที่เหมาะ นําผลที่ไดไปนําไปเปรียบเทียบกับผลที่ไดจากวิธีไทเทรต 
ทดสอบความแตกตางของสองวิธีดวยสถิติ Wilcoxon signed rank test 
               3.14.2 วิธีการไทเทรต 

เตรียมตัวอยางโดยการเจือจาง จากนั้นปเปตตัวอยางมา 10 mL ไทเทรตดวยสารละลายมาตรฐาน
ไทโอซัลเฟต    เติมกรดซัลฟูริกเขมขน  1  โมลาร  ปริมาตร 40  มิลลิลิตร  และโพแทสเซียมไอไดด  0.4  
กรัม  ผสมใหเขากัน  ปดดวยกระจานาฬิกาหรือจุกปด  ตั้งทิ้งไว  15 นาที  จากนั้นนําไปไทเทรตกับ
สารละลายมาตรฐานไทโอซัลเฟต  จนกระทั่งสีน้ําตาลจางลงเปนสีเหลืองจาง  แลวเติมอินดิเคเตอรน้ําแปง
ลงไป  2  มิลลิลิตร  จะเกิดสีน้ําเงินเขมของของน้ําแปงกับไอโอดีน ไทเทรตตอจนถึงจุดยุติ  คือ  จุดที่สีนํ้า
เงินหายไป บันทึกปริมาตรของสารละลายมาตรฐานไทโอซัลเฟต ที่ใชเพื่อนําไปคํานวณหาความเขมขน
ของไฮโดรเจนเปอรออกไซดในตัวอยาง 

 
 
 
 
 
 

 



บทที่ 4 
ผลการดําเนินงานวิจัย 

 

4.1 การสังเคราะหอนุภาคนาโนทอง 
สังเคราะหอนุภาคนาโนทอง จากสารสะลาย  Gold (III) Chloride hydrate โดยใชสารละลาย 

โซเดียมโบโรไฮไดรด และ ไตรโซเดียมซิเตรด เปนตัวรีดิวส โดยรีดิวส Au3+ ใหกลายเปน Au° หรือ
อนุภาคนาโนทอง จะไดสารละลายที่มีสีมวงแดงมีลักษณะเปนสารแขวนลอยด ดังรูปที่ 4.1 จากการ
ตรวจสอบสมบัติทางกายภาพของอนุภาคนาโนทองโดยเทคนิค Spectrophotometry พบวาใหคาความยาว
คล่ืนที่มีการดูดกลืนแสงสูงสุด (λmax )  เทากับ 533 nm แสดงวาในสารละลายมีอนุภาคนาโนทอง 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 แสดงขนาดของอนุภาคนาโนทองที่ตรวจสอบดวย Transmission Electron 

Microscope พบวาอนุภาคนาโนทองมีลักษณะเปนทรงกลม ขนาดโดยเฉลี่ย 4.38 ± 0.66 nm (n=200) และ
มีการกระจายตัวของขนาดอนุภาคนาโนทอง ดังรูปที่ 4.4 

 
4.2 การเตรียมขั้วไฟฟาทํางานจากขั้วไฟฟาไสดิน 

ใชขั้วไฟฟาไสดินสอ ชนิดตางๆ ไดแก  HB 2B 1H 2H 3H 4H 5H และ 6H  ที่สรางขึ้นเพื่อใชเปน
ขั้วไฟฟาทํางาน มีลักษณะดงัรูปที่ 4.5 
 

 
 

รูป 4.5 ขั้วไฟฟาไสดินสอ 
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4.3 การเลือกขั้วไฟฟาทํางาน 

การพิจารณาขัว้ไฟฟาทํางาน ขั้วไฟฟาที่ดจีะใหกระแสแอโนดิกและแคโทดิกเทากนั แสดงวาการ
เกิดปฏิกิริยารีดอกซของโพแทสเซียมเฟอรริกไซยาไนด ไดสมบูรณ (รูป 4.6) 

 

 
 

            รูปท่ี 4.6 เกณฑการพจิารณาขั้วไฟฟาทํางาน 
 
 

ตารางที่ 4.1   เปรียบเทียบกระแสแอโนดิกและกระแสแคโทดิก ของขั้วไฟฟา 2B  HB  1H  2H  3H  4H  
5H และ 6H  

ขั้วไฟฟา 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 แสดงอัตราสวนระหวางคา กระแสแอโนดิกและ กระแสแคโทดิก ของขั้วไฟฟา 

2B HB  1H  2H  3H  4H  5H และ 6H พบวาขั้วไฟฟาไสดินสอชนิด 6H ใหคา ipa/ipc(μA) เขาใกล 1 มาก
ที่สุด ดังนั้นจึงเลือกใชขั้วไฟฟาไสดินสอชนิด 6H เปนขัว้ไฟฟาทํางาน และแสดงไซคลิกโวแทมโมแกรม
ของขั้วไฟฟาไสดินสอ 6H ดังรูปที่ 4.7 ซ่ึงสอดคลองกับผลการวิเคราะหดวยเทคนิค XRD พบวา 6H มี
ปริมาณคารบอนมากที่สุด จงึทําใหขั้วไฟฟา 6H มีสมบัตินําไฟฟาไดดีที่สุด 

 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 4.7 ไซคลิกโวลแทมโมแกรม  ของขั้วไฟฟา 6H ในสารละลาย  โพแทสเซียมเฟอริก
ไซยาไนด ความเขมขน 10 mM ที่มีโพแทสเซียมคลอไรด ความเขมขน 0.1 M โดยใหศกัยไฟฟา -0.2 ถึง 
+0.6 โวลต แกขั้วไฟฟาทํางาน ใชอัตราการสแกน 50 มิลลิโวลต/วินาที จํานวน 3 รอบ 

 
ศึกษาการทําซ้าํของขั้วไฟฟาไสดินสอ 6H จํานวน 10 ขั้ว ผลการทดลองเปน ดังตารางที่  4.2   

พบวา มีคาสวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน เทากับ 0.1 แสดงวามกีารทําซ้ําของขั้วไฟฟาไดด ี
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 ตารางที่ 4.2   แสดงคาอัตราสวนระหวาง กระแสแอโนดิกและ กระแสแคโทดิก ของขั้วไฟฟา 6H (n=10)  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
4.4 ศึกษาผลของอนุภาคนาโนทองในการวเิคราะหหาไฮโดรเจนเปอรออกไซด  

4.4.1 ตรึงเอนไซม HRP ดวยอนุภาคนาโนทอง 
             การตรึงเอนไซม HRP โดยใชอนุภาคนานโนทอง บนผวิของขั้วไฟฟาทํางานนั้นทําไดโดยนํา
ขั้วไฟฟาทํางานที่ผานการกระตุนผิวหนาของขั้วไฟฟาและเกาะติดดวยไคโตซาน จุมในสารละลายอนุภาค
นาโนทอง และเอนไซม HRP ตามลําดับ เพื่อนําไปตรวจสอบดวยเทคนิคแอมเพอโรเมตรี วัดคา
กระแสไฟฟาที่เกิดขึ้น เปนดังรูป 4.8 (a) 

4.4.2 ตรึงเอนไซม HRP โดยไมใชอนุภาคนาโนทอง 
   การตรึงเอนไซม HRP โดยไมใชอนุภาคนานโนทอง บนผิวของขั้วไฟฟาทํางานนัน้ทําไดโดย
นําขั้วไฟฟาทํางานที่ผานการกระตุนผิวจุมลงในสารละลายกลูตารัลดีไฮด แลวจุมในสารละลายเอนไซม 
HRP เพื่อนําไปตรวจสอบดวยเทคนิคแอมเพอโรเมตรี วดัคากระแสไฟฟาที่เกิดขึ้น เปนดังรูปที่ 4.8 (b) 
 

ขั้วไฟฟา 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 ความเขมขน 0.1 M pH  6.0 ใหศกัยไฟฟา -0.20 โวลต และเตมิสารละลายไฮโดรเจน
เปอรออกไซด ความเขมขน 0.5 mM ปริมาตร 50 μL 
 

จากรูปที่ 4.8 เปรียบเทียบสัญญาณแอมเพอโรเมตรี ระหวางตรึงเอนไซม HRP ดวยอนุภาคนาโน
ทอง (a) และ ตรึงเอนไซม HRP โดยไมใชอนุภาคนาโนทอง (b) การใชอนุภาคนาโนทองใหคา
กระแสไฟฟามากกวาไมมีอนุภาคนาโนทอง ดังนั้นจึงเลือกใชอนุภาคนาโนทองเพื่อตรึงเอนไซม HRP ใน
การทดลองตอไป 
 
4.5 ศึกษาผลของการกระตุนผิวหนาของขัว้ไฟฟาทํางาน 
 รูปที่4.9 แสดงผลการกระตุนผิวหนาของขั้วไฟฟา พบวาการกระตุนผิวหนาจะทําใหมีคา
กระแสไฟฟามากกวาไมมีการกระตุนผิวหนาของขั้วไฟฟา เพราะกระบวนการกระตุนผิวหนาของ
ข้ัวไฟฟา เปนการเพิ่มรูพรุนของผิวขั้วไฟฟา เพื่อใหไคโตซานเกาะบนผิวหนาของขั้วไฟฟาไดดี 
 

a 

b 
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รูปท่ี  4.9  สัญญาณแอมเพอโรเมตรี (a) กระตุนผิวหนาของขั้วไฟฟา (b) ไมกระตุนผิวหนาของขั้วไฟฟา
เติม       0.5mM H2O2 50 μL ใหศักย -0.20 โวลต ในสาละลายฟอสเฟสบัฟเฟอร (pH =7) ที่มี Methylene 
blue 
 
4.6 หาสภาวะที่เหมาะสมของการเกาะติด ไคโตซานบนขัว้ไฟฟาทํางาน 

การศึกษาเวลาในการเกาะตดิของไคโตซาน โดยวิธี Electrochemical deposition ซ่ึงเปนขั้นตอน
ที่มีการสะสม analyte ที่ผิวของขั้วไฟฟาทํางาน ในสารละลายที่มีการคนเปนเวลาระยะหนึ่ง (แนนอน) 
เมื่อให ศักยไฟฟาเขาไปที่ขัว้ไฟฟาทํางาน จะทําใหสารละลายไคโตซานที่มี pH=5 มี pH เพิ่มขึ้นจน
มากกวา pI ของไคโตซาน (pI=6.3) ซ่ึงอยูในรูปที่ไมละลายจึงทําใหไคโตซานเกาะติดบนขั้วไฟฟาทํางาน
ได  

4.6.1 ศึกษาศักยไฟฟาท่ีเหมาะสมสําหรับการเกาะติดไคโตซานบนขั้วไฟฟาทํางาน 
        ศึกษาใหศักยไฟฟาที่ +1.2  +1.5 และ +3.0 โวลต ผลการทดลองดังตารางที่ 4.3 จากการ

ทดลองพบวา ที่ศักยไฟฟาเทากับ +1.5 โวลต ไคโตซาน สามารถเกาะติดบนขั้วไฟฟาทํางานไดด ี   เพราะ
คากระแสแอโนดิกและกระแสแคโทดิกลดลง แสดงวามีไคโตซานไปเกาะทําใหการสงผานอิเล็กตรอน
ลดลง ดังรูปที่ 4.10 
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ตารางที่ 4.3 ผลของการศึกษาศักยไฟฟาที่เหมาะสมสําหรับการเกาะตดิไคโตซานบนขั้วไฟฟาทํางาน 
 
 

 
 
 
 

 
 

 
 

รูปท่ี 4.10  แสดงไซคลิกโวลแทมโมแกรม  ของขั้วไฟฟาไสดินสอทีม่ีการเกาะติดของไคโตซานโดยให
ศักยไฟฟา +1.5 V. ในสารละลายโพแทสเซียมเฟอริกไซยาไนด ความเขมขน 10 mM ที่มีโพแทสเซียม
คลอไรด ความเขมขน 0.1 M โดยใหศักยไฟฟา -0.2 ถึง +0.6 โวลต แกขั้วไฟฟาทํางาน ใชอัตราการสแกน 
50 มิลลิโวลต/วินาที จํานวน 3 รอบ 

 
             4.6.2 ศึกษาเวลาที่เหมาะสมสําหรับการเกาะติดไคโตซานบนขัว้ไฟฟาทํางาน 

        ศึกษาเวลาที่ 1 5 10 และ 15 นาที  ดังตารางที่ 4.4 และรูปที่ 4.11 เพื่อหาเวลาที่เหมาะสม
สําหรับการเกาะติดไคโตซานบนขั้วไฟฟาทํางาน พบวาที่เวลา 5 นาที จะมีคากระแสไฟฟาสูงสุด  จึงเลือก
ทําการเกาะติดไคโตซานโดยใหศักยไฟฟาที่ +1.5 โวลต เปนเวลา 5 นาที 

 

ศักยไฟฟา (V) ผลการทดลอง 

+1.2 ไคโตซานไมเกาะติดบนขั้วไฟฟาทํางาน 

+3.0 เกิดฟองอากาศ 

+1.5 ไคโตซานสามารถเกาะติดบนขั้วไฟฟาทํางานได 
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ตารางที่ 4.4 ผลการศึกษาเวลาที่เหมาะสมสําหรับการเกาะติดไคโตซานบนขั้วไฟฟาทํางาน 
 

 

 
 

รูปท่ี 4.11 ผลการศึกษาเวลาที่เหมาะสมสําหรับการเกาะติดไคโตซานบนขั้วไฟฟาทาํงาน 
 
 

4.7 ศึกษาจํานวนชั้นของการตรึง HRP ดวยอนุภาคนาโนทอง โดยเทคนคิ Layer-by-Layer 
จากการศึกษาจํานวนชั้นของการตรึงเอนไซม HRP ดวยอนุภาคนาโนทอง โดยเทคนิค Layer-by-

Layer พบวาเมื่อจํานวนชั้นเพิ่มขึ้น คากระแสไฟฟาที่ไดก็เพิ่มขึ้นดวย เพราะมีปริมาณเอนไซม HRP และ
อนุภาคนาโนทองเพิ่มขึ้น และท่ีจํานวน 2 ชั้น ใหคากระแสไฟฟาสูงสุด เมื่อจํานวนชั้นมากกวา 2 ช้ัน (3 4 

เวลา (นาที) 
 กระแสไฟฟา (μA) 

  คาเฉล่ีย 
สวนเบี่ยงเบน
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) คากระแสไฟฟาลดลง ทั้งนี้เพราะเมื่อจํานวนชั้นเพิ่มมากขึ้นจะทําใหการสงผานอิเล็กตรอนจาก
สารละลายไปยังผิวหนาของขั้วไฟฟาไดนอยลง ดังนั้นจํานวนชั้นเทากับ 2 จึงเหมาะสมที่สุด ดังรูปที่ 4.12 
 
ตารางที่ 4.5 ผลศึกษาจํานวนชั้นของการตรึง HRP ดวยอนุภาคนาโนทอง โดยเทคนิค Layer-by-Layer 
 

จํานวน
ชั้น 

กระแสไฟฟา 
(μA) คาเฉล่ีย 

สวนเบี่ยงเบน
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 ดวยอนภุาคนาโนทอง โดยเทคนิค Layer-by-Layer 
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4.8 ศึกษาผลของความเขมขนของเอนไซม HRP 
จากตารางที่ 4.6 และรูปที ่ 4.13 แสดงผลการศึกษาของความเขมขนของเอนไซม HRP ที่

เหมาะสมในการตรวจวดัไฮโดรเจนเปอรออกไซด ในระบบแอมเพอโรเมตรี จากกราฟแสดง
ความสัมพันธหระหวางคากระแสไฟฟากบัความเขมขนของเอนไซมนี ้ พบวาที่ความเขมขนเทากับ 5 
mg/mL จะใหคากระแสไฟฟาสูงที่สุด เมื่อความเขมขนมากขึ้น คากระแสไฟฟาจะลดลง เพราะเมื่อ
ปริมาณเอนไซมเพิ่มขึ้นจะมกีารบดบังซึ่งมีผลทําใหการสงผานอิเล็กตรอนระหวางสารละลายกับผิวหนา
ของขั้วไฟฟาทํางานลดลง 
 
ตารางที่ 4.6 ผลของความเขมขนของเอนไซม HRP 

 

 
 

                 รูปท่ี 4.13 ผลของความเขมขนของเอนไซม HRP 

ความเขมขน 
(mg/ml)   

กระแสไฟฟา 
(μA)   คาเฉล่ีย 

สวนเบี่ยงเบน
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 หาสภาวะที่เหมาะในระบบแอมเพอโรเมตริกสําหรับวัดไฮโดรเจนเปอรออกไซด 
 
          4.9.1 ศึกษาการใหศักยไฟฟาแกขั้วไฟฟาทํางาน 
           จากตารางที่ 4.7  และรูปที่ 4.14  แสดงผลการศึกษาใหศกัยไฟฟาที่เหมาะสมสําหรับการวัด
ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ในระบบแอมเพอโรเมตรี พบวาที่ -0.20 โวลต จะใหคากระแสไฟฟาสูงที่สุด 
เพราะเปนศกัยไฟฟาที่เหมาะสมสําหรับวัดไฮโดรเจนเปอรออกไซด โดยใชเอนไซม HRP 
 
ตารางที่ 4.7 ผลศึกษาการใหศักยไฟฟาที่เหมาะสมสําหรับวัดไฮโดรเจนเปอรออกไซด  

 

 
 

                   รูปท่ี 4.14 ผลศึกษาการใหศักยไฟฟาทีเ่หมาะสมสําหรับวดัไฮโดรเจนเปอรออกไซด  

ศักยไฟฟา 
(V)   

กระแสไฟฟา
(μA)   คาเฉล่ีย 

สวนเบี่ยงเบน
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 

แสดงผลการศึกษาคา pH ที่เหมาะสมของสารละลายฟอสเฟสบัฟเฟอร ดังตารางที่ 4.8 และรูปที่ 
4.15 จากกราฟที่แสดงความสัมพันธระหวางกระแสไฟฟาและคา pH พบวา ที ่ pH ของสารละลาย
ฟอสเฟสบัฟเฟอรเทากับ 6.0 จะใหคากระแสไฟฟาสูงทีสุ่ด  
 
ตารางที่ 4.8  ผลการศึกษา pH ที่เหมาะสมของสารละลายฟอสเฟสบัฟเฟอร 

 

 
 

รูปท่ี 4.15 ผลการศึกษา pH ที่เหมาะสมของสารละลายฟอสเฟสบัฟเฟอร 
 
 

pH   
กระแสไฟฟา 

(μA)   คาเฉล่ีย 
สวนเบี่ยงเบน
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 
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4.10 เปรียบเทียบการตรงึเอนไซม HRP โดยใชอนุภาคนาโนทอง 2 ชัน้ กับไมใชอนภุาคนาโนทอง 
จากรูปที่ 4.16 แสดงกราฟมาตรฐานของการวัดไฮโดรเจนเปอรออกไซด โดยเปรียบเทียบการ

ตรึงเอนไซม  HRP ดวยอนภุาคนาโนทอง  2 ชั้น กับตรึงเอนไซม HRP โดยไมใชอนุภาคนาโนทอง พบวา
เมื่อใชอนุภาคนาโนทอง 2 ช้ัน จะมีความไววเิคราะห มากกวาไมใชอนุภาคนาโนทองถึง 6 เทา ซ่ึงแสดง
ใหเห็นวาอนุภาคนาโนทองสามารถชวยเพิม่ความไววิเคราะหของระบบแอมเพอโรเมตริก ไบโอเซนเซอร
ไดดี เพราะอนุภาคนาโนทองชวยเพิ่มพื้นที่ผิวทําใหมีปริมาณเอนไซมบนขั้วไฟฟามากขึ้นและอนภุาคนา
โนทองยังชวยในการสงผานอิเล็กตรอนไดดี ทําใหไดคากระแสไฟฟาเพิ่มขึ้น เมื่อเปรียบเทียบกบัไมใช
อนุภาคนาโนทอง 

 

 
 

รูปท่ี  4.16 กราฟมาตรฐานเปรียบเทียบการตรึงเอนไซม  HRP ดวยอนภุาคนาโนทอง กับตรึงเอนไซม 
HRP)   โดยไมใชอนุภาคนาโนทอง  
 
 
 
 
 
 
 



 33 

 

 
 
รูปท่ี  4.17  Atomic force microscope (AFM) แสดงความขรุขระของการตรึงเอนไซม HRP โดยใช
อนุภาคนาโนทอง 2 ช้ัน กับไมใชอนภุาคนาดนทอง 

 
จากรูปที่  4.17  แสดงความขรุขระของการตรึงเอนไซม HRP โดยใชอนุภาคนาโนทอง 2 ช้ัน กับ

ไมใชอนภุาคนาดนทอง  พบวาการใชอนุภาคนาโนทอง  2  ช้ันใหคา  RMS  (บงบอกความขรุขระ) 
มากกวาไมใชอนุภาคนาโนทอง  แสดงวาการใชอนภุาคนาโนทอง  2  ช้ันทําใหมีปริมาณเอนไซมเพิ่มขึ้น 
 
 
4.11 การทวนสอบวิธี  

4.11.1 ความเที่ยงของวิธี  
4.11.1.1 ศึกษาการทําซ้ําของวิธี  

                           ใชขั้วไฟฟาทํางาน ขั้วเดียว ในการวัดไฮโดรเจนเปอรออกไซด ความเขมขน 0.5 
mM จํานวน 7 ครั้ง โดยวัดคากระแสไฟฟาที่ไดในแตละครั้งและนําคากระแสที่ไดในแตละไปคํานวณหา
คาสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ พบวามีคาเทากับ 4 ซ่ึงอยูในชวงที่ยอมรับได โดยเกณฑปกติที่ความ
เขมขนของสาร  10 ppm  %RSD ตองนอยกวา 7 ดังตารางที่ 4.9 
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ตารางที่ 4.9 ผลการศึกษาการทําซ้ําของวิธี  
 

คร้ังท่ี กระแสไฟฟา (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  
                                       วัดไฮโดรเจนเปอรออกไซดความเขมขน 0.5 mM โดยใชขั้วไฟฟา 7 ขั้ว วัดคา
กระแสไฟฟาที่ไดของขั้วไฟฟาทํางานแตละขั้ว และคํานวณคาสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ พบวามีคา
เทากับ 6 ซ่ึงอยูในชวงที่ยอมรับได  โดยเกณฑปกติที่ความเขมขนของสาร 10 ppm  %RSD ตองนอยกวา 7 
ดังตารางที่ 4.10 
ตารางที่ 4.10 ผลศึกษาการทวนซ้ําของวิธี 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

คร้ังท่ี กระแสไฟฟา (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 ความแมนยําของวิธี   
ผลการทดลองพบวาใหเปอรเซ็นตการไดกลับคืน อยูในชวง 80-104 %  ซ่ึงอยูในชวงท

ยอมรับได ดังตารางที่ 3.11  
 
 ตารางที่ 4.11 ผลการศึกษาเปอรเซนตการไดกลับคืน (% Recovery) 

 
%recovery = (ความเขมขนของสารตัวอยางที่เติมสารมาตรฐาน – ความเขมขนของสารตัวอยาง)  × 100  

                                                  ความเขมขนของสารมาตรฐาน 
 

4.11.3  ชวงความเปนเสนตรง  
วัดไฮโดรเจนเปอรออกไซด ที่ความเขมขนตางๆคือ 0.05  0.1   0.3   0.5   0.7   0.9    1.1    

1.3   1.5  และ  1.7 mM   วัดคากระแสไฟฟาที่ตอบสนองและนําขอมูลท่ีไดไปเขียนกราฟแสดง
ความสัมพันธระหวางความเขมขนกับคากระแสไฟฟาที่วัดไดในแตละความเขมขน พบวาใหชวงความ
เปนเสนตรง ที่ความเขมขน 0.1-0.9 mM   มีคาสหสัมพันธ เทากับ 0.9993 และมีความไววิเคราะห 0.9667 
μA/mM ดังรูปที่ 4.18 
 
 
 
 

ตัวอยาง ความเขมขน (mM) %recovery สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
 
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 แสดงชวงความเปนเสนตรงของไฮโดรเจนเปอรออกไซด 
 
 

4.11.4 ขีดจํากัดในการตรวจพบ  
ทําการวัด blank ของสารตัวอยาง จํานวน 12 ครั้ง นําคากระแสไฟฟาที่วัดไดคํานวณหา

คาขีดจํากัดในการตรวจพบไดมีคาที่ต่ํา เทากับ 0.04  mM 
LOD  = mean + 3SDblank 
             = 0.01 + 3(0.01) 

     = 0.04 mM 
 

4.11.5 ขีดจํากัดในการวัดเชิงปริมาณ  
ทําการวัด blank ของสารตัวอยาง จํานวน 12 ครั้ง นําคากระแสไฟฟาที่วัดไดคํานวณหา

คาขีดจํากัดในการตรวจวัดเชิงปริมาณได เทากับ 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 เปนการศึกษาความเสถียรของขั้วไฟฟาทํางาน โดยวัดคา
กระแสไฟฟาที่ไดในแตละวันและเปรียบเทียบคากระแสไฟฟาที่ไดในวันแรกกับวันสุดทาย  แสดงใหเห็น
วาคาการตอบสนองลดลงเหลือ 80 % โดยวิเคราะหไดถึง 10 วัน จํานวน 50 คร้ัง 

 
 

 
 
 

             
 
 
 
 
 
 

 
                                  รูปท่ี 4.19 แสดงการศกึษาความเสถียรของขั้วไฟฟาทํางาน 

 
4.11.6.2 Storage stability 

                                       จาการทดลองพบวา ในการคาการตอบสนองของขั้วไฟฟาไสดินสอที่ตรึง
เอนไซม HRP และอนุภาคนาโนทองจํานวน 2 ชั้น ในครั้งแรกไดคากระแสไฟฟาเทากับ 0.64 μA และ
เก็บขั้วไฟฟานี้แชไวในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 6.0 ที่อุณหภูมิ 40 C  เปนเวลา  1 เดือนจากนั้นวัด
คากระแสไฟฟาอีกครั้งไดเทากับ 0.59 μA แสดงใหเห็นวาคาการตอบสนองลดลงเหลือ 90% หรือลดลง
เพียง 10% เทานั้น ดังนั้นขั้วไฟฟาทํางานจึงมีความเสถียรสูง 

 
4.12  เปรียบเทียบวิธีไบโอเซนเซอรและวิธีไทเทรต 
         จากรูปที่ 4.20 แสดงผลการเปรียบเทียบวิธีไบโอเซนเซอรและวิธีไทเทรต โดยเตรียมสารละลาย
มาตรฐานไฮโดรเจนเปอรออกไซด ที่ความเขมขนตางๆ แลวทดสอบผลที่ไดดวยวิธี Regression line 
พบวาใหคาสหสัมพันธ  0.9976 ซ่ึงมีคามากกวา 0.9950 แสดงใหเห็นวาวิธีวิเคราะหทั้งสองไมแตกตางกัน
อยางมีนัยสําคัญ 
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รูปท่ี 4.20 แสดงผลการเปรียบเทียบวิธีไบโอเซนเซอรและวิธีไทเทรต 

 
4.13 วิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจนเปอรออกไซดในตัวอยางน้ํายายอมสีผมและน้ํายาลางแผล 

จากการวิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจนเปอรออกไซดในน้ํายายอมสีผมและน้ํายาลางแผล นั้น ใน
ทุกๆตัวอยางจะสรางกราฟมาตราฐานของไฮโดรเจนเปอรออกไซดที่ความเขมขน    0.1  0.3   0.5   0.7  
และ 0.9    mM ดังรูปที่ 4.21  จากนั้นวิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจนเปอรออกไซดในตัวอยาง จํานวน 6 
ตัวอยาง พบวาความเขมขนที่วัดไดมีคาที่ใกลเคียงกับวิธีไทเทรต และใกลเคียงกับคาที่ระบุไวในฉลาก
ของสารตัวอยาง ดังตารางที่ 4.13 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                             รูปท่ี 4.21 กราฟมาตรฐานของการวัดไฮโดรเจนเปอรออกไซดในสารตัวอยาง 
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ตารางที่ 4.12  แสดงผลการเปรียบเทียบวิธีไบโอเซนเซอร วิธีไทเทรตและคาที่ระบุในฉลาก 
 

ตัวอยาง ความเขมขนของไฮโดรเจนเปอรออกไซด (%w/v) 

ไบโอเซนเซอร ไทเทรต ฉลากสารตัวอยาง 

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  การทดสอบผลการวิเคราะหดวย สถิต ิWilcoxon signed rank test 
 

ตัวอยาง ความเขมขนของ 
 ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (%w/v) 

ความแตกตางของสองวิธี ชวง 

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 

                          ที่เปอรเซ็นตความเชื่อมั่น 95% P=2(critical values) 
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เมื่อนําผลการวิเคราะหที่ไดจากวิธีไบโอเซนเซอรและวิธีไทเทรตมาทดสอบความแตกตางของ
สองวิธี ดวยสถิติ Wilcoxon signed rank test  ผลการทดสอบดังตารางที่ 4.13 พบวาคาที่คํานวณได (ใชคา
ต่ําสุด) มีคามากกวาคาที่ไดจากตาราง (คาจากตารางเทากับ 2) จึงสรุปไดวาวิธีวิเคราะหทั้งสองไมแตกตาง
กันอยางมีนัยสําคัญ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



บทที่ 5 

สรุปผลการดําเนินงานวิจัย 
 
 ในงานวิจัยนี้ไดสรางไฮโดรเจน เปอรออกไซดเซนเซอร เพื่อวิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจน เปอร
ออกไซด ดวยเทคนิคไบโอเซนเซอรและเพิ่มความไววิเคราะหในเทคนิคไบโอเซนเซอรดวยอนุภาคนาโน
ทอง ซ่ึงใชเอนไซม HRP เปนเอนไซมเพื่อเรงปฏิกิริยา  เมื่อใหศักยไฟฟาที่ - 0.2 โวลต  แกระบบแอมเพอ
โรเมตริก  จะทําใหเกิดปฏิกิริยารีดอกซเกิดขึ้นที่ผิวหนาของขั้วไฟฟาทํางาน จากนั้นวัดคากระแสไฟฟาที่
เกิดขึ้น  และทําการการเพิ่มความไววิเคราะหโดยใชอนุภาคนาโนทองดวยเทคนิค  Layer-by-layer   
 ขั้นตอนแรกเปนการสรางขั้วไฟฟาทํางานจากไสดินสอชนิดตางๆ  พบวาไสดินสอชนิด  6H  
เหมาะสมที่จะใชเปนขั้วไฟฟาทํางานมากที่สุด  ขั้นตอนตอไปเปนการสังเคราะหอนุภาคนาโนทองโดยวีธี
รีดักชัน  พบวา  ไดอนุภาคนาโนทองขนาด  4.38 + 0.66  nm  เมื่อไดอนุภาคนาโนทองแลว  นําไปใชใน
การตรึงเอนไซม HRP  โดยข้ันแรกเกาะติดบนผิวหนาของขั้วไฟฟาดวยไคโตซาน   จากนั้นตรึงอนุภาคนา
โนทองบนไคโตซาน  และตามดวยเอนไซม HRP  เมื่อเปรียบเทียบสัญญาณการตอบสนองที่ไดจากการ
ใชอนุภาคนาโนทองกับไมใชอนุภาคนาโนทอง  พบวาการใชอนุภาคนาโนทองใหคากระแสไฟฟา
มากกวา  ดังนั้นจึงเลือกใชอนุภาคนาโนทองเพิ่มความไววิเคราะหตอไป   
 ศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการสรางขั้วไฟฟาไสดินสอ   เพื่อวิเคราะหหาไฮโดรเจนเปอร
ออกไซด  พบวา  ไดสภาวะที่เหมาะสมคือ  กระตุนผิวหนาขั้วไฟฟาไสดินสอที่  +1.8 โวลต  เวลา  5  นาที  
เกาะติดไคโตซานบนผิวหนาขั้วไฟฟาโดยใหศักยไฟฟาที่  +1.5  โวลต  เปนเวลา  5  นาที   แกขั้วไฟฟา
ทํางาน  ใชอนุภาคนาโนทอง 2 ชั้น  ในการตรึงเอนไซม HRP  โดยใช HRP ความเขมขน 5  mg/mL   
 ศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมของระบบแอมเพอโรเมตริก  พบวาศักยไฟฟาที่เหมาะสมที่ใหกับ
ขั้วไฟฟาทํางาน  คือ  -0.2 โวลต  และ  pH  ที่เหมาะสมในการตรวจวัดคือ  สารละลายฟอสเฟสบัฟเฟอร  
pH  6 

ศึกษาการทวนสอบประสิทธิภาพของวิธี  วิธีไบโอเซนเซอรที่พัฒนาขึ้นมาเปนวิธีที่มีความเที่ยง
สูง ( %RSD ≤ 6 )  และความแมนยําสูง  (เปอรเซนตการไดกลับคืน  อยูในชวง 80-104) มีชวงความเปน
เสนตรงจาก  0.1  ถึง  0.9  mM  โดยคาสหสัมพันเปน  0.9993  ความไววิเคราะห  0.9667  mv/mM   มี
ขีดจํากัดการตรวจวัดเทากับ  0.04  mM  ขีดจํากัดในการวัดเชิงปริมาณ  คือ 0.1 mM  ความเสถียรของ
ขั้วไฟฟาทํางานไสดินสอที่ตรึงเอนไซม Horseradish peroxidase (HRP) ไว  พบวาสามารถตรวจหา
ไฮโดรเจนเปอรออกไซดไดถึง  50  ครั้ง  โดยท่ียังมีคาการตอบสนองของเอนไซม Horseradish 
peroxidase (HRP) เหลือมากกวา  80 %  และสามารถเก็บขั้วไฟฟาไวที่อุณหภูมิ  4 oC  ไดเปนเวลา 1 เดือน 
โดยที่ยังมีคาการตอบสนองของเอนไซม Horseradish peroxidase (HRP) เหลือมากกวา  90 %  แสดงวา
ขั้วไฟฟาทํางานมีความเสถียรสูง  และศึกษาผลการวิเคราะหหาไฮโดรเจนเปอรออกไซด  ดวยวิธี
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ไบโอเซนเซอรเทียบกับวิธีไทเทรต   ผลการทดลองพบวาใหผลที่สอดคลองกัน  โดยทดสอบดวยวิธี 
Regression line   
 เมื่อไดระบบและสภาวะการทดลองที่เหมาะสม  เปรียบเทียบผลการวิเคราะหไฮโดรเจนเปอร
ออกไซดโดยใชอนุภาคนาโนทอง 2 ชั้น  กับไมใชอนุภาคนาโนทอง  การใชอนุภาคนาโนทองสามารถ  
เพิ่มความไววิเคราะหไดถึง 6 เทา เมื่อเปรียบเทียบกับไมใชอนุภาคนาโนทอง  ซ่ึงยืนยันไดดวยผลการ
ทดสอบดวยเทคนิค Atomic force microscope  
 สุดทายนําไฮโดรเจน เปอรออกไซดเซนเซอรมาวิเคราะหหาไฮโดรเจนเปอรออกไซดในตัวอยาง
จริงจํานวน  6  ตัวอยาง  โดยเปรียบเทียบผลการวิเคราะหที่ไดจากเทคนิคไบโอเซนเซอรเทียบกับวิธี
ไทเทรต   พบวาผลการวิเคราะหทั้งสองวิธีไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญที่ความเชื่อมั่น  95 %   โดยใช
สถิติแบบ  Wilcoxon signed rank test  

จึงสรุปไดวาไฮโดรเจน เปอรออกไซดเซนเซอรที่สรางขึ้นมีประสิทธิภาพสูงสําหรับวิเคราะหหา
ไฮโดรเจนเปอรออกไซดในตัวอยางน้ํายายอมสีผมและน้ํายาลางแผล 
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              โครงการวิจัยตอเนื่องระยะเวลา….ป ปนี้เปนปที่….. รหสัโครงการวิจัย..…….....….. 
I  ระบุความสอดคลองของโครงการวิจัยกับยุทธศาสตรการพัฒนาประเทศตามแผน พัฒนา

เศรษฐกิจและสังคมแหงชาติ ฉบับที่ 10 (พ.ศ. 2550-2554) (กรุณาระบุความสอดคลอง
เพียง 1 ยุทธศาสตร ที่มีความสอดคลองมากที่สุด โดยโปรดดูรายละเอียดในผนวก 2) 
ยุทธศาสตร ...ยุทธศาสตรการปรับโครงสรางเศรษฐกิจใหสมดุลและยั่งยนื...... 

  - ระบุความสําค ัญกับเรื ่องที ่สอดคลองมากที ่ส ุดในยุทธศาสตรนั ้น  ๆ  (โปรดดู
รายละเอียดในผนวก 2) 

  การปรับโครงสรางการผลิตเพื่อเพิ่มผลิตภาพ และคุณคาของสินคาและ
   บริการบนฐานความรูและความเปนไทย 

 
II ระบุความสอดคลองของโครงการวิจัยกับนโยบายและยุทธศาสตรการวิจัยของชาติ (พ.ศ. 

2551-2553) (กรุณาระบุความสอดคลองเพียง 1 ยุทธศาสตร 1 กลยุทธ และ 1 แผนงานวิจัย
ที่มีความสอดคลองมากที่สุด โดยโปรดดูรายละเอียดในผนวก 3) 
- ยุทธศาสตรการวิจัยที่ 3 การสรางศักยภาพและความสามารถเพื่อการพัฒนา 

(ฉบับปรับปรุงป พ.ศ. 2551) 



                       ทางวิทยาการและทรัพยากรบุคคล 
-  กลยุทธการวิจัยที่ 1 พัฒนานวัตกรรมและองคความรูใหมทางวิทยาศาสตร  ทาง

สังคมศาสตร  และการพัฒนาองคความรูใหมในวิทยาการตาง ๆ  
- แผนงานวิจัยที่ 1.1 การวิจัยและพัฒนานวัตกรรมสิ่งประดิษฐและองคความรูใหมทาง

วิทยาศาสตรและเทคโนโลยี  เชน  เทคโนโลยชีวภาพ  วัสดุศาสตร  เทคโนโลยี
สารสนเทศและสื่อสาร  นาโนเทคโนโลยี วิทยาศาสตรการแพทยและสาธารณสุข 
สัตวทดลองและวิธีการอื่นเพื่อทดแทนการใชสัตว  เทคโนโลยีดานอาวุธยุทโธปกรณ  

 
III ระบุความสอดคลองของโครงการวิจัยกับกลุมเร่ืองที่ควรวิจัยเรงดวนตามนโยบาย 
  และยุทธศาสตรการวิจัยของชาติ (พ.ศ. 2551-2553) (โปรดดูรายละเอยีดในผนวก 3) 

- กลุมเรื่อง.เทคโนโลยีใหมและเทคโนโลยีท่ีสําคัญเพื่ออุตสาหกรรม 
 

IV ระบุความสอดคลองของโครงการวิจัยกับนโยบายรัฐบาล (กรุณาระบุความสอดคลองเพยีง 1 
หัวขอที่มีความสอดคลองมากที่สุด โดยโปรดดูรายละเอียดในผนวก 4) 

นโยบายเรงดวนที่จะเริ่มดําเนินการในปแรก : เร่ือง  1.1  การสรางความเชื่อม่ันและกระตุนเศรษฐกิจในภาพรวม
เพื่อใหเกิดความเชื่อม่ันแกภาคประชาชนและเอกชนในการลงทนและการบริโภค  

- นโยบายระยะการบริหารราชการ 4 ป ของรัฐบาล : นโยบายวิทยาศาสตร เทคโนโลยี 
การวิจัย และนวัตกรรม 

สวน  ข   : องคประกอบในการจัดทําโครงการวิจัย  
  1. ผูรับผิดชอบ [คณะผูวจิัย บทบาทของนักวจิัยแตละคนในการทําวจิัย และสัดสวนที่ทาํ การวิจยั 
(%)] และหนวยงาน  ประกอบดวย หนวยงานหลักและหนวยงานสนับสนุน 

ท่ีปรึกษาโครงการ  

                   ผศ. ดร. นิตยา โงววัฒนา 
(ใหคําปรึกษาแนะนําเกีย่วกบัการตรึงวัสดชุีวภาพ) 

หัวหนาโครงการ  
ดร. ศิริวรรณ   ตี้ภู                      สัดสวนที่ทําวิจยั   70 %  
(ตรึงวัสดุชวีภาพ สรางเซนเซอร) 

  ผูวิจัยหลัก  
  นาย พงษนรินทร ชุมแสง          สัดสวนที่ทําวจิัย   25% 

(สังเคราะหอนุภาคนาโนทอง) 



ผูรวมวิจัย  
  นางสาวสุภาวดี    ปาทาธนานนท    สัดสวนที่ทําวจิัย  5%  
  (ใหคําปรึกษาแนะนําเกีย่วกบัเอนไซม) 
 
ผูสนับสนุนงานวิจัย 
  ไมมี 
 
 

หนวยงานหลักท่ีรับผิดชอบงานวิจัย 
- คณะวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลธัญบุรี ต.คลองหก อ.ธัญบุรี จ.
ปทุมธานี 12110 โทรศัพท 02-549-3404   

 
2. ประเภทของการวิจัย (ผนวก 5) 

     การพัฒนาทดลอง (Experimental development)  
 

3. สาขาวิชาการและกลุมวิชาทีท่ําการวิจยั  (ผนวก 5) 
 สาขาวิชาการของสภาวิจยั สาขาวิทยาศาสตรเคมีและเภสัช 
 กลุมวิชา   เคมีวิเคราะห  

 
4. คําสําคัญ (keywords) ของโครงการวิจัย 

อนุภาคนาโนทอง, เซนเซอร, เอนไซม Horseradish peroxidase, ไฮโดรเจนเปอรออกไซด  
Gold nanoparticles, sensor, Horseradish peroxidase, hydrogen peroxide 
 

5. ความสําคัญและที่มาของปญหาที่ทําการวจิัย 
ไฮโดรเจน เปอรออกไซด เปนสารสําคัญที่ใชในอุตสาหกรรมตางๆ เชน ใชในการฟอกยอมสี ใน

อุตสาหกรรมฟอกหนัง ทําความสะอาด และอื่นๆ ซึ่งในปจจุบันนี้ไฮโดรเจน เปอรออกไซดไดถูกนํามาใชใน
ผลิตภัณฑโกรกผม ใชรวมกับผลิตภัณฑดัดผมและยืดผม และใชผสมเพื่อเปน oxidizer  กับผลิตภัณฑยอมผม
ชนิดถาวร hydrogen peroxide เปนสารที่ถูกควบคุมปริมาณการใชตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข เรื่อง 
กําหนดชื่อ และปริมาณของวัตถุที่อาจใชเปนสวนผสมในการผลิตเครื่องสําอางตามราชกิจจานุเบกษา เลม 
125 ตอนพิเศษ 162 ง ลงวันที่ 9 ตุลาคม 2551 อัตราสวนสูงสุดที่ใชในผลิตภัณฑสําเร็จรูปเทากับ 12%  ถา
รางกายไดรับสารไฮโดรเจน เปอรออกไซดในปริมาณที่มากกวาปริมาณที่กําหนดไวจะทําใหเกิดการแพ 
ระคายเคืองในบริเวณที่สําผัสกับสาร ถาเขาตาอาจจะทําใหตาบอดได ในป 1998 นักวิชาการซึ่งเปน



นักวิทยาศาสตรของมหาลัย California, San Franeisco ไดตั้งขอสงสัยจากการทําการทดลองในคนที่ใชยายอมผม
จํานวน 2,544 คน หลังจากการศึกษาแปรผลการศึกษากับสัตวทดลองทางดานระบาดวิทยา สรุปไดวามีความ
เชื่อมโยงกับในเรื่องของการเกิด non-Hodgkin's lymphoma (มะเร็งตอมน้ําเหลือง) กับยายอมผม ซ่ึงตีพิมพในวา
สาร Oraerican Journal of Public Health ในเดือนธันวาคม 1998  
 ดังนั ้นการวิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจน เปอรออกไซดจึงมีความจําเปน วิธีทั ่วไปที่ใชในการ
วิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจน เปอรออกไซด คือ Spectrophotometric (Masuoka et al., 1996), Fluorometric 
(Sakuragawa et al., 1998) Liquid chromatograpy (Oszwa et al., 2000) และChemiluminescence (Lu et al., 
2009) แตพบวาวิธีดังกลาวยังมีขอดอยเชน ใชเวลาในการวิเคราะหนาน มีผลของสารรบกวนตางๆ สารเคมีที่
ใชมีราคาสูงและมีความเปนพิษ (Xiao et al., 1999) ในงานวิจัยนี้จึงสนใจที่จะวิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจน 
เปอรออกไซด  เพื่อใหไดตัวตรวจวัดที่ใหผลการวิเคราะหรวดเร็ว และมีความถูกตองสูง  
 

6.   วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 
6.1 เพื่อสังเคราะหอนุภาคนาโนทอง 
6.2 เพื่อตรึงเอนไซม Horseradish   peroxidase บนอนุภาคนาโนทอง 
6.3 เพื่อสรางไฮโดรเจน เปอรออกไซดเซนเซอร 
6.4 เพื่อวิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจน เปอรออกไซดโดยใชเซนเซอรที่สรางขึ้น 

 
1. ขอบเขตของโครงการวิจัย 

7.1 สังเคราะหอนุภาคนาโนทองดวยเทคนิครีดักชันโดยใชสารละลาย Chloroauric acid เปน        
สารตั้งตนในการสังเคราะห 

7.2 หาสภาวะท่ีเหมาะสมของการเคลือบผิวของขั้วไฟฟาดวยสารละลายพอลิเมอรดวยเทคนิค
ทางเคมีไฟฟา เชน ความเขมขนและความเปนกรด-เบสของสารละลายพอลิเมอร  ความ
หนาของพอลิเมอรที่เคลือบและอัตราความเร็ว (Scan rate) ที่ในการเกิดพอลิเมอรไรเซซัน  
(Polymerization) 

7.3 ตรึงเอนไซม Horseradish   peroxidase บนอนุภาคนาโนทองดวยเทคนิคการดูดซับทาง
กายภาพ  

7.4 ตรวจสอบเอนไซม Horseradish peroxidase สภาวะตรึงบนอนุภาคนาโนทองดวย
สารละลายมาตราฐานไฮโดรเจน เปอรออกไซด  

7.5 หาสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจน เปอรออกไซด โดยใชเซนเซอร
ที่สรางขึ้น เชน ความเปนกรด-ดางและความเขมขนของสารละลายบัฟเฟอร 



7.6 ทดสอบประสิทธิภาพของเซนเซอรโดยทําการทวนสอบวิธี  (Validation method) เชน หา
เปอรเซ็นตการไดกลับคืน (% Recovery)  ชวงความเปนเสนตรง (Linear range) และ
ขีดจํากัดการตรวจวัด (Detection limit) 

 
  8. ทฤษฎี สมมุติฐาน (ถามี) และกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย  

ปจจุบันอนุภาคนาโนทองไดถูกทํามาประยุกตใชในกระบวนการทางเคมีวิเคราะห ทั้งนี้เพราะ
อนุภาคนาโนทองมีสมบัติเดนหลายประการเชน มีพื ้นที ่ผิวมาก ไมเปนพิษตอสิ่งมีชีวิต และที ่สําคัญ
สามารถชวยในการสงผานอิเล็กตรอนระหวางโปรตีนกับผิวขั้วไฟฟาไดดี (Song et al., 2010) ดวยขอดี
ดังกลาวจึงทําใหอนุภาค    นาโนทองไดรับความนิยมในการนํามาใชในดานการวิเคราะหทางเคมีไฟฟา 
นอกจากขอดีนี้แลวอนุภาคนาโนทองยังมีสมบัติอีกอยางคือ สารที่มีหมูฟงชัน (Functional group) ของ อะ
มิโน (-NH2), ซัลเฟอร (-SH) และไซยาไนท (-CN) สามารถเกาะบนผิวของอนุภาคนาโนทองไดดวย high 
affinity  (Song et al., 2010) จึงทําใหอนุภาคนาโนทองสามารถใชไดกับเทคนิคทางเคมีไฟฟารวมกับ
เทคนิคไบโอเซนเซอรได เชน ใชในการวิเคราะหหาปริมาณ DNA (Li et al., 2008), สารบงชื้มะเร็ง (Xu  et 
al., 2008) และสารปราบศัตรูพืชและสัตว (Du et al., 2007) เปนตน  
 หลักการของเทคนิคไบโอเซนเซอรเปน อาศัยการทํางานของสารชีวภาพ เชน เอนไซม สารปฏิชีวนะ 
จุลินทรีย หรือ ดีเอ็นเอ ทําหนาที่ในการตรวจวิเคราะหสารที่ตองการตรวจวัด  และสามารถตรวจวัดสารที่
ตองการตรวจวัดไดดวยตัวตรวจวัด (Detector) เชน ตัวตรวจวัดทางเคมีไฟฟา  
 งานวิจัยนี้จึงสนใจที่จะพัฒนาเซนเซอรที่ใชหลักการทางเคมี ไฟฟา โดยจะทําการตรึงวัสดุชีวภาพ เชน 
เอนไซม ไวบนผิวของอนุภาคนาโนทองโดยใชหมูอะมิโนของโปรตีนดูดซับบนผิวทองไดโดยตรง  ทําการ
เชื่อมอนุภาคนาโนทองที่มีโปรตีนเกาะอยูกับผิวของขั้วไฟฟาดวยสายโซของพอลิเมอร ดังรูปที่ 1 
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                                         รูปที่ 1  แสดงสวนประกอบของเซนเซอร 
 

9. การทบทวนวรรณกรรม/สารสนเทศ (information) ที่เกี่ยวของ  
การวิเคราะหทางเคมีไฟฟา (Electrochemistry)  เปนวิธีที่มีประโยชนอยางกวางขวางในการวิเคราะห

สารประเภทตางๆ ทั้งในการควบคุมคุณภาพและมาตรฐานยา การวิเคราะหทางคลินิก การวิเคราะหทาง
อุตสาหกรรม การวิเคราะหสารจากสิ่งแวดลอม และการศึกษาวิจัยทางวิทยาศาสตรในสาขาอื่นๆ เทคนิคแอ
มเพอโรมิตรี (Amperometry detection) เปนเทคนิคหนึ่งที่ใชหลักการวิเคราะหทางเคมีไฟฟา หลักการทํางาน
ของเทคนิค       แอมเพอโรมิตรี เปนการปอนศักยไฟฟากับขั้วไฟฟาใชงานเทียบกับขั้วไฟฟาอางอิง เพื่อให
เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันหรือรีดักชันที่ผิวหนาของขั้วไฟฟาทํางาน และวัดคากระแสที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยา 
ปริมาณกระแสไฟฟาที ่เกิดขึ ้น จะเปนสัดสวนโดยตรงกับปริมาณของสารที ่ตองการวิเคราะห ทําใหใน
ปจจุบันไดมีการประยุกตเทคนิคกลาวรวมกับเทคนิคไบโอเซนเซอร โดยทําการตรึงวัสดุชีวภาพบนขั้วไฟฟา  
วัสดุชีวภาพจะเกิดปฏิกิริยากับไฮโดรเจนเปอรออกไซด ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงจํานวนอิเล็กตรอนใน
สารละลาย และสงผานอิเล็กตรอนไปยังขั้วไฟฟาทํางาน ดังนั้นในกระบวนการเกิดปฏิกิริยาจะตองใชสารที่ทํา
หนาที่สงผานอิเล็กตรอน (electron transfer) ซ่ึงเรียกวา Mediator สารเคมีที่ทําหนาที่เปน Mediator เชน 1, 1′-
dimethylferricinium (Luong et al., 1994), Ferrocene (Schuhmann  1995), cobalt(II)phthalocyanine–
cobalt(II)tetraphenylporphyrin pentamer (Ozoemena et al., 2006) แตพบวาสารเคมีดังกลาวจะไปทําให
โครงสรางของเอนไซมเปล่ียนไป สงผลทําใหการทํางานของเอนไซมเสื่อมสภาพลง (Yi et al., 2000)      

อนุภาคทอง (Gold particles) เปนวัสดุชนิดหนึ่งที่มีสมบัติในการสงผานอิเล็กตรอนไดดี และเหมาะสม
ที่จะนํามาใชรวมกับโปรตีน เชนเอนไซม เพราะทองจะไมมีผลตอการทํางานของโปรตีน (Protein activity) 
ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงสนใจที่จะพัฒนาไฮโดรเจน เปอรออกไซด เซนเซอรใหมีความไววิเคราะหสูง เพื่อให
สามารถวิเคราะหสารตางๆไดในความเขมขนต่ําและมีความถูกตอง     
 ในงานวิจัยนี้จึงสนใจที่จะพัฒนาเซนเซอรสําหรับวิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจน เปอรออกไซด โดย
การใชหลักการทางเคมีไฟฟา ดวยเทคนิคแอมเพอโรมิตรี (Amperometry detection) หลักการทํางานของ
เทคนิค      แอมเพอโรมิตรี เปนการปอนศักยไฟฟากับขั้วไฟฟาใชงานเทียบกับขั้วไฟฟาอางอิง เพื่อให
เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันหรือรีดักชันที่ผิวหนาของขั้วไฟฟาทํางาน และวัดคากระแสที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยา 
ปริมาณกระแสไฟฟาที่เกิดขึ้น จะเปนสัดสวนโดยตรงกับปริมาณของสารที่ตองการวิเคราะห ในงานวิจัยนี้จะ
ทําการตรึงเอนไซม Horseradish   peroxidase บนขั้วไฟฟาทํางาน ดังรูปที่ 2 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     รูปที่ 2  แสดงกระบวนการเกิดปฏิกิริยาบนขั้วไฟฟา โดยใชเอนไซม Horseradish   peroxidase 
 

เมื่อใหศักยไฟฟาที่เหมาะสมกับขั้วไฟฟาทํางาน ทําใหเกิดปฏิกิริยารีดอกซที่ผิวหนา ผลจากปฏิกิริยา
ทําใหไดกระแสไฟฟา ในกระบวนการเกิดปฏิกิริยาจําเปนตองมีตัวสงผานอิเล็กตรอนใหกับขั้วไฟฟา ซึ่ง
เรียกวา Mediator เชน 1, 1′-dimethylferricinium (Luong et al., 1994), Ferrocene (Schuhmann  1995), 
cobalt(II)phthalocyanine–cobalt(II)tetraphenylporphyrin pentamer (Ozoemena et al., 2006) แตสารที่ใชนี้มี
ความเปนพิษตอเอนไซม ซึ่งจะมีผลทําใหโครงสรางของเอนไซมเปลี่ยนไป สงผลทําใหการทํางานของ
เอนไซมเส่ือมสภาพลง (Yi et al., 2000)     อนุภาคทอง (Gold particles) เปนวัสดุชนิดหนึ่งที่มีสมบัติในการ
สงผานอิเล็กตรอนไดดี และเหมาะสมที่จะนํามาใชรวมกับโปรตีนเชนเอนไซม เพราะทองจะไมมีผลตอการ
ทํางานของโปรตีน (Protein activity) ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงสนใจที่จะพัฒนาไฮโดรเจนเปอรออกไซดเซนเซอร
ใหมีความไววิเคราะหสูง เพื่อใหสามารถวิเคราะหสารตางๆไดในความเขมขนต่ําและมีความถูกตอง โดยทําการ
ตรึงเอนไซมไวบนอนุภาคทอง เชื่อมอนุภาคทองขนาดนาโนเมตรกับผิวของขั้วไฟฟาดวยสารพอลิเมอรโดยใช
กระบวนการทางเคมีไฟฟา 
 
         ผูรับผิดชอบ                                      งานที่รับผิดชอบ                        
ดร. ศิริวรรณ   สุวรรณสะอาด      สรางและตรวจสอบประสิทธิภาพเซนเซอร 
นาย พงษนรินทร ชุมแสง           สังเคราะหอนภุาคนาโนทอง 
นางสาวสุภาวดี    ปาทาธนานนท     ตรึงวัชดุชีวภาพบนขั้วไฟฟาทํางาน 
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11. ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ เชน การเผยแพรในวารสาร จดสิทธิบัตร ฯลฯ และหนวยงานที่นํา
ผลการวิจัยไปใชประโยชน 

11.1 ไดไฮโดรเจน เปอรออกไซดเซนเซอรที่มีความไววิเคราะหสูง 
11.2  เผยแพรงานวจิัยในวารสารตางๆในประเทศและหรือตางประเทศ 

 
12. แผนการถายทอดเทคโนโลยหีรือผลการวิจยัสูกลุมเปาหมาย 
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อุตสาหกรรมประเภทตาง ๆ ซ่ึงสามารถประยุกตใชเซนเซอรในดานตางๆ 

 
13. วิธีการดําเนนิการวิจยั และสถานที่ทําการทดลอง/เก็บขอมูล 

วิธีการดําเนนิการวิจยั 
13.1 สังเคราะหอนภุาคนาโนทองโดยใชเทคนิคตางๆ เชน เทคนิคการรีดักชนัดวย สารเคมี 

เพื่อใหไดอนภุาคที่มีขนาดเล็กที่สุด 
13.2 ตรวจสอบ (Characterization) อนุภาคนาโนทองที่สังเคราะหไดดวยเทคนิคสเปกโทรส

โกป (Spectroscopy) 
13.3 วัดขนาดของอนุภาคนาโนทองที่สังเคราะหไดดวยเทคนคิ Scanning electron 

microscopy (SEM)  และ/หรือ Zeta potential 
13.4 ตรึงเอนไซม Horseradish   peroxidase บนอนภุาคนาโนทองดวยเทคนิค Self- 

assemble adsorption  
13.5 ตรวจสอบเอนไซม Horseradish   peroxidase สภาวะตรึงบนอนุภาคนาโนทองดวย

เทคนิค FT-IR 
13.6 วิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจน เปอรออกไซด โดยใชเซนเซอรที่สรางขั้น 



13.7 ศึกษาอายกุารใชงานของเซนเซอร  
13.8 ทดสอบประสิทธิภาพของเซนเซอรโดยทําการทวนสอบวิธี (Validation  

method) เชน หาเปอรเซ็นตการไดกลับคนื (% Recovery)  ชวงความเปน 
เสนตรง (Linear range) และขีดจํากัดการตรวจวดั (Detection limit) 

สถานที่ทําการทดลอง/เก็บขอมูล 
คณะวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลธัญบุรี ต.คลองหก 
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14 ระยะเวลาทําการวิจัย และแผนการดําเนินงานตลอดโครงการวิจัย (ใหระบุขั้นตอนอยาง
ละเอียด) 

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

1. การเตรียมวัสดุ / สารเคมี / อุปกรณที่
ใชในงานวจิัยและคนควางานวิจยัที่
เกี่ยวของ 

            

2.  สังเคราะหอนภุาคนาโนทอง             

3.  ตรวจสอบ (Characterization) 
อนุภาคนาโนทอง 

            

4.  วัดขนาดของอนุภาคนาโนทองที่
สังเคราะห 

            

5.  ตรึงเอนไซม Horseradish   
peroxidase บนอนุภาคนาโนทองดวย
เทคนิค   Self- assemble adsorption  

            

6.  ตรวจสอบเอนไซม Horseradish   
peroxidaseสภาวะตรึงบนอนภุาคนา
โนทอง 

            

7.  วิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจน เปอร
ออกไซด โดยใชเซนเซอรที่สรางขั้น 

            

8.   ศึกษาอายกุารใชงานของเซนเซอร              
9.   ทดสอบประสิทธิภาพของเซนเซอร

โดยทําการทวนสอบวิธี เชน หา
เปอรเซ็นตการไดกลับคืน  ชวงความ
เปนเสนตรงและขีดจํากดัการ
ตรวจวดั 

            

10. สรุปผลและเขียนรายงานผลการวิจยั             
 
 
 
 



 
15 ปจจัยที่เอ้ือตอการวิจัย (อุปกรณการวิจัย, โครงสรางพื้นฐาน ฯลฯ) ระบุเฉพาะปจจัยที่ตองการ

เพิ่มเติม 
15.1 วัสดุและอุปกรณที่มีอยูแลว 

15.1.1 อุปกรณเครื่องแกวตาง ๆ 
15.1.2 เครื่องชั่งทศนิยม 4 ตําแหนง 
15.1.3 เครื่องเคมีไฟฟา 
15.1.4 เครื่องสเปกโทรสโกป 
15.1.5 ตูอบ 

15.2 วัสดุและอุปกรณที่ตองการเพิ่มเติม 
15.2.1 อุปกรณเครื่องแกวตาง ๆ 
15.2.2 วัสดุและสารเคมีที่ใชในการเตรียมนาโนทอง 
15.2.3 เอนไซม  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



16 งบประมาณของโครงการวิจยั 

รายการ จํานวนเงิน 

1.  งบบุคลากร 
      คาตอบแทนนักวิจยั  
2.  งบดําเนนิงาน 

2.1  คาตอบแทน  ใชสอยและวัสดุ 
2.1.1 คาตอบแทน เชน คาอาหารทําการนอกเวลา  
คาตอบแทนผูปฏิบัติงานใหราชการ  คาเบี้ยประชุมกรรมการ  
2.1.2 คาใชสอย  เชน 

    1)  คาซอมแซมครุภัณฑ 
  2)  คาจางเหมาบริการ 

                   - คาทดสอบตัวอยางโดย TEM (2 ตัวอยาง อัตรา
ตัวอยางละ 2,000 บาท) 

   3)  คาใชสอยอ่ืน ๆ 
     - คาใชจายในการนําเสนอผลงานวิชาการ การจด
สิทธิบัตร และการตีพิมพในวารสารทั้งในและตางประ- 
เทศ 
    -   คาจัดทํารูปเลมรายงาน คาถายเอกสาร 

2.1.3 คาวัสดุ  เชน 
1)  วัสดุสํานักงาน        
2)  วัสดุอ่ืน ๆ 

                    -  สารเคมี สารมาตรฐานตาง ๆ 
                    -  เอนไซม 
                    -  อุปกรณเครื่องแกวตาง ๆ 

2.2  คาสาธารณูปโภค   เชน 
             คาไฟฟา  คาน้ําประปา  คาโทรศัพท  คาไปรษณยี 
โทรเลข   คาบริการดานสื่อสารและโทรคมนาคม  

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 ุ * คาใชจายทั้งหมดขอถัวเฉลีย่จายทกุรายการ 
 



17 ผลสําเร็จและความคุมคาของการวิจยัที่คาดวาจะไดรับ 
17.1 ไดอนุภาคนาโนทองเพื่อใชในการสรางเซนเซอร 
17.2 ไดไฮโดรเจน เปอรออกไซด เซนเซอรที่มีความไววิเคราะหสูง 
17.3 ไดวิธีที่สามารถประยุกตใชในการสรางเซนเซอรชนิดอืน่ๆ 

 
18 โครงการวิจัยตอเนื่องปที่ 2 ขึ้นไป 

18.1 คํารับรองจากหัวหนาโครงการวิจัยวาโครงการวิจัยไดรับการจัดสรรงบประมาณจริงใน
ปงบประมาณที่ผานมา 

18.2 ระบุวาโครงการวิจัยนี้อยูระหวางเสนอของบประมาณจากแหลงเงินทุนอื่น หรือ
เปนการวิจัยตอยอดจากโครงการวิจัยอ่ืน (ถามี) 

18.3 รายงานความกาวหนาของโครงการวิจัย (แบบ ต-1ช/ด) 
 

19 คําชี้แจงอื่น ๆ (ไมม)ี 
20 ลงลายมือช่ือ หัวหนาโครงการวิจัย พรอมวนั เดอืน ป             

 
 
 

ลงชื่อ...................................................................หัวหนาโครงการวิจัย 
              (ดร.  ศิริวรรณ   ตี้ภู ) 
                   วันที ่ 12  มีนาคม พ.ศ. 2553 
                      
 
 
 
 
 
 
 
 
 



สวน  ค   : ประวัติคณะผูวิจัย 

1.  หัวหนาโครงการวิจัย 

  ชื่อ - นามสกุล (ภาษาไทย)   นางศิริวรรณ ตี้ภู 
    ชื่อ - นามสกุล (ภาษาอังกฤษ)   Mrs. Siriwan Teepoo 
2.      เลขหมายบัตรประจําตัวประชาชน  3930600220822 
3. ตําแหนงปจจบุัน    อาจารย ระดับ 5 คณะวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี 

 มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลธัญบุรี 
4. หนวยงานที่อยูที่สามารถติดตอไดสะดวก พรอมหมายเลขโทรศัพท โทรสาร และ e-mail 
  คณะวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี  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 
 
ปที่จบการศึกษา 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 (แตกตางจากวุฒกิารศึกษา) ระบุสาขาวิชาการ 

 Biosensor, Electrochemical detection, Surface plasmon resonance  
7.      ประสบการณที่เกี่ยวของกับการบริหารงานวิจัยทั้งภายในและภายนอกประเทศ โดยระบุสถานภาพใน
การทําการวิจัยวาเปนผูอํานวยการแผนงานวิจัย หัวหนาโครงการวิจยั หรือผูรวมวิจยัในแตละขอเสนอการวิจัย  

 
7.1 ผูอํานวยการแผนงานวจิยั: ชื่อแผนงานวิจัย 

- 
7.2 หัวหนาโครงการวิจยั: ชื่อโครงการวจิยั 
        - 
7.3 งานวิจัยที่ทาํเสร็จแลว : ชื่อผลงานวิจัย ปที่พิมพ การเผยแพร และแหลงทุน (อาจมากกวา 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: ชื่อขอเสนอการวิจัย แหลงทุน และสถานภาพในการทําวิจัยวาไดทําการ  
           วิจัยลุลวงแลวประมาณรอยละเทาใด 

(ไมมี) 
 

2.  ผูวิจัยหลัก 

1.    ช่ือ - นามสกุล (ภาษาไทย)   นาย พงษนรินทร ชุมแสง 
   ช่ือ - นามสกุล (ภาษาอังกฤษ)  Mr. Phongnarin Chumsaeng 
2. เลขหมายบัตรประจําตัวประชาชน  3 7097 00051 27 5 
3. ตําแหนงปจจุบัน   อาจารย คณะวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี 

มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลธัญบุรี 
4. หนวยงานที่อยูที่สามารถติดตอไดสะดวก พรอมหมายเลขโทรศัพท โทรสาร และ e-mail 
 คณะวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี  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 
 
 
 
 



ปที่จบการศึกษา 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 (แตกตางจากวุฒิการศึกษา) ระบุสาขาวิชาการ 
 Design and synthesis catalyst for polymerization of cyclic esters 

 
7.  ประสบการณที่เกี่ยวของกับการบริหารงานวิจัยทั้งภายในและภายนอกประเทศ โดยระบุสถานภาพในการ

ทําการวิจัยวาเปนผูอํานวยการแผนงานวิจัย หัวหนาโครงการวิจัย หรือผูรวมวิจัยในแตละขอการวิจัย  
7.1 ผูอํานวยการแผนงานวจิยั: ชื่อแผนงานวิจัย 

- 
 

7.2 หัวหนาโครงการวิจยั: ช่ือโครงการวิจยั  
 - 

7.3 งานวิจัยที่ทาํเสร็จแลว : ช่ือผลงานวิจัย ปที่พิมพ การเผยแพร และแหลงทุน (อาจมากกวา 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 
 

7.4 งานวิจัยที่กําลังทํา: ชื่อขอเสนอการวิจัย แหลงทุน และสถานภาพในการทําวิจัยวาไดทําการ  
             วิจัยลุลวงแลวประมาณรอยละเทาใด 

                    (ไมมี) 



 

3.  ผูรวมวิจัย 

1.    ชื่อ - นามสกุล (ภาษาไทย)   นางสาวสุภาวดี ปาทาธนานนท 
   ชื่อ - นามสกุล (ภาษาอังกฤษ)  Miss Supawadee Pathatananone 
6. เลขหมายบัตรประจําตัวประชาชน  3 4002 00072 961 
7. ตําแหนงปจจุบัน   อาจารย คณะวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี 

มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลธัญบุรี 
8. หนวยงานที่อยูที่สามารถติดตอไดสะดวก พรอมหมายเลขโทรศัพท โทรสาร และ e-mail 
 คณะวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี  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 
 
ปที่จบการศึกษา วุฒิการศึกษา สาขาวิชา สถาบัน ประเทศ 

2552 
 
 

2549 
 

M.Sc. 
 
 

Graduate Science 
 

Biochemistry program 
 
 

Biochemistry program 
 

มหาวิทยาลัยขอนแกน 
 
 
มหาวิทยาลัยขอนแกน 
 

ไทย 
 
 

ไทย 
 

 
6.     สาขาวิชาการที่มีความชํานาญพิเศษ (แตกตางจากวุฒิการศึกษา) ระบุสาขาวิชาการ 
 Biotechnology and Bio-control 

 
7.  ประสบการณที่เกี่ยวของกับการบริหารงานวิจัยทั้งภายในและภายนอกประเทศ โดยระบุสถานภาพในการ

ทําการวิจัยวาเปนผูอํานวยการแผนงานวิจัย หัวหนาโครงการวิจัย หรือผูรวมวิจัยในแตละขอการวิจัย  
 

7.1 ผูอํานวยการแผนงานวจิยั: ชื่อแผนงานวิจัย 
- 

7.2 หัวหนาโครงการวิจยั: ชื่อโครงการวิจยั  
  

7.4 งานวิจัยที่ทาํเสร็จแลว : ช่ือผลงานวิจัย ปที่พิมพ การเผยแพร และแหลงทุน (อาจมากกวา 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. 

 

การแยกบริสุทธ์ิเปปไทดท่ีมีฤทธ์ิตานเชื้อ S. typhi และ S. epidermidis จากสารสกัดเม็ดเลือดขาวของ
จระเขสายพันธุไทย  
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*
 

 
7.4 งานวิจัยที่กําลังทํา: ชื่อขอเสนอการวิจัย แหลงทุน และสถานภาพในการทําวิจัยวาไดทําการ  

 - 
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