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บทคัดยอ 
 

โครงงานวิจัยนี้เปนการพัฒนาระบบไหลสําหรับวิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจนเปอรออกไซด โดย
ใชอนุภาคเงินระดับนาโนเปนตัวติดตาม  ซ่ึงอาศัยหลักการที่วาไฮโดรเจนเปอรออกไซดจะไปออกซิไดซ
อนุภาคเงินระดับนาโนใหกลายเปนไอออนของเงิน ซ่ึงเกิดเปนสารประกอบที่ไมมีสีกับไอออนของซิเตรต  
สงผลใหสีของสารละลายอนุภาคเงินระดับนาโนเปลี่ยนจากสีเหลืองกลายเปนใสไมมีสี  ซ่ึงตรวจวัดการ
เปลี่ยนแปลงดวยเครื่อง UV-vis spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 398 nm ในการวิเคราะหหาปริมาณ
ไฮโดรเจนเปอรออกไซดทําไดโดยการสรางกราฟมาตรฐาน  ซ่ึงใหชวงความเปนเสนตรงในการตรวจวัด
ไฮโดรเจนเปอรออกไซดในชวงความเขมขน 9.9 – 19.8 มิลลิกรัมตอลิตร ใหสมการเสนตรงคือ  ความสูงของ
พีค  = 0.008[ไฮโดรเจนเปอรออกไซด] + 0.230 (R2 = 0.990) มีคาขีดจํากัดตํ่าสุดสําหรับการตรวจวัดและการ
วิเคราะหเชิงปริมาณ  เทากับ 1.38 และ 4.60 มิลลิกรัมตอลิตร  ตามลําดับ  มีคา %RSD เทากับ 2.96 % วิธีที่
พัฒนาข้ึนน้ีเปนวิธีท่ีงาย  การดําเนินการไมยุงยากซํ้าซอน  สามารถพัฒนาใหเปนระบบอัตโนมัติได  มีความ
แมนยําสูง  ใชปริมาณสารตัวอยางนอย  เปนวิธีท่ีมีราคาไมแพง  และมีความรวดเร็วในการการวิเคราะห (18 
ตัวอยางตอช่ัวโมง)  วิธีท่ีพัฒนาขึ้นสามารถนําไปประยุกตในการวิเคราะหปริมาณไฮโดรเจนเปอรออกไซด
ในตัวอยางยา  และผลิตภัณฑซักผาขาว  ผลท่ีไดเม่ือเปรียบเทียบกับวิธีการไทเทรตพบวา ไมมีความแตกตาง
กันอยางมีนัยสําคัญ 
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ABSTRACT 

 
 The purpose of this special project was to develop a simple flow method for determination of 
hydrogen peroxide using silver nanoparticles as a colorimetric probe. This method is based on the 
oxidation of silver nanoparticles by hydrogen peroxide. This results in a color change of silver 
nanoparticles solution from yellow to colorless. The spectrophotometric detection was carried out at 398 
nm. Under the optimum condition, the linear calibration was obtained in range of 9.9 - 19.8 ppm of 
hydrogen peroxide (peak height = 0.008[hydrogen peroxide] + 0.230, r2 = 0.990). The detection limit and 
quantitation limit are 1.38 and 4.6 ppm, respectively. The system provides high precision (2.96% RSD) and 
rapid analysis (18 samples/hour).  The developed method is simple, easy to operation and amendable to 
automation.  The developed method could be successfully applied to the determination of hydrogen 
peroxide content in pharmaceutical and bleaching products.  The obtained results were validated with the 
results from titration method, there is no significant difference between two methods. 
 
Keywords :  hydrogen peroxide, silver nanoparticles, flow system 
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0.5, 1, 2.5, 5, 10, 12.5, 15, 17.5 และ 20 ppm ความเขมขนละ 2 พีค  และ 6 พีคสุดทายเปน 
สัญญาณของตัวอยางยา และผลิตภณัฑซักผาขาว 2 ตัวอยาง ตัวอยางละ 2 ซํ้า       49 
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บทที่ 1 

บทนํา 

  
1.1 ความเปนมาและความสําคัญของการวิจัย 

ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (hydrogen peroxide) มีสูตรทางเคมีวา H2O2  มีโครงสรางดังรูปที่ 1.1 เปน
สารประกอบเปอรออกไซด (สารท่ีประกอบดวยออกซิเจนสองตัวและเช่ือมกันดวยพันธะเดี่ยว)  มีสภาพเปน
ของ เหลวใส  หนืดนอยกวานํ้าเล็กนอย  มีรสขม  เปนตัวออกซิไดซที่แรง เม่ือถูกแสงและความรอนจะ
สลายตัวกลายเปนออกซิเจนและน้ํา  โดยท่ัวไปไฮโดรเจนเปอรออกไซดจะอยูในรูปของสารละลายเขมขน
ต้ังแต 3 – 90 wt% ถูกนํามาใชประโยชนอยางแพรหลายในดานการเปนสารฟอกสีในอาหาร  ผลิตภัณฑทําสี
ผมและส่ิงทอ  เภสัชกรรม  ผลิตภัณฑทางทันตกรรม  สารทําความสะอาด  และยังมีสวนเกี่ยวของใน
กระบวนการออกซิเดชันข้ันสูง (AOPs) และกระบวนการทางชีวเคมีตางๆ 

 
รูปท่ี  1.1  แสดงโครงสรางของไฮโดรเจนเปอรออกไซด  (H2O2) 

 
แตอยางไรก็ตาม ไฮโดรเจนเปอรออกไซดก็มีอันตรายตอมนุษยเม่ือสัมผัสหรือเขาสูรางกาย 

เน่ืองจากไฮโดรเจนเปอรออกไซดมีฤทธิ์ในการกัดกรอนสูง หากหายใจเอาไฮโดรเจนเปอรออกไซดเขาไปจะ
ทําใหเจ็บคอ ไอ หายใจติดขัด  เม่ือสัมผัสถูกผิวหนังจะทําใหเกิดผื่นแดง  รูสึกปวดแสบปวดรอน  หากสัมผัส
ถูกดวงตาจะกอใหเกิดการระคายเคือง  ตาแดง  ปวดตา สายตาพรามัว  หากรับประทานเขาไปจะทําใหระคาย
เคืองในคอ ทําใหเจ็บคอ  ปวดทองและอาเจียน  และถา H2O2 สะสมในรางกายมากจะกอใหเกิดโรคมะเร็งได 

เพื่อเปนการตรวจสอบและควบคุมปริมาณ H2O2 ในผลิตภัณฑตางๆใหอยูในระดับที่ไมกอใหเกิด
อันตรายตอมนุษย  ปจจุบันจึงมีหลายเทคนิคที่ถูกพัฒนาข้ึนเพื่อใชวิเคราะหหาปริมาณ H2O2 ไดแก  High 
performance liquid chromatography (HPLC), Gas chromatography (GC), Spectrophotometry, 
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Luminescence, Electrochemical technique, Capillary  electrophoresis (CE) , Enzyme immunoassay เปนตน  
ซ่ึงเทคนิคเหลาน้ีมีความวองไว ( sensitivity )  ตอการตรวจวัด H2O2สูง  แตมีขอเสียคือ  มีการใชเครื่องมือ
วิเคราะหท่ีมีราคาแพง  และการดําเนินการวิเคราะหมีความยุงยากซับซอน 

ในปจจุบันไดมีการพัฒนาวิธีวิเคราะหที่อาศัยระบบการไหล (Flow injection analysis : FIA) ซ่ึง
เทคนิคน้ีอาศัยการฉีดสารละลายตัวอยางเขาสูกระแสพาหะ (carrier)  ซ่ึงมีการไหลตลอดเวลา  โดยการ
กระจาย (disperse) ของสารละลายตัวอยาง  และเวลาที่ใชในการเกิดปฏิกิริยาจะถูกควบคุมใหเทากันทุก
ตัวอยาง  ทําใหวิธีวิเคราะหท่ีอาศัยระบบ FIA เปนเทคนิคที่มีความแมนยําสูง ประหยัดสารเคมี เกิดของเสีย
นอยลง ทําไดอยางอัตโนมัติและรวดเร็ว  เนื่องจากไมจําเปนตองรอใหปฏิกิริยาเขาสูสมดุล 

เม่ือเร็วๆน้ี ไดมีผูพัฒนาวิธีการวิเคราะหหาปริมาณกรดไฮโดรคลอริกโดยใชอนุภาคทองระดับนาโน 
(Gold nanoparticles : AuNPs) เปนตัวติดตาม  โดยวิธีน้ีอาศัยการเกิดปฏิกิริยา oxidation ของ AuNPs ภายใต
สภาวะที่มีตัวออกซิไดซที่แรงอยูดวย  เชน  กรดไนตริก  หรือไฮโดรเจนเปอรออกไซด  ทําใหเกิดเปนไอออน
ของทอง  สงผลทําใหสัญญาณ surface plasmon resonance peak ของ AuNPs ลดลง  และสีของสารละลาย 
AuNPs ซ่ึงมีสีแดงมีสีจางลงจนกลายเปนใสไมมีสี  ซ่ึงความเขมของสีที่เปลี่ยนแปลงไปจะเปนสัดสวน
โดยตรงกับความเขมขนของกรดไฮโดรคลอกริก  ทําใหสามารถใชหลักการน้ีในการวิเคราะหหาไฮโดรเจน
เปอรออกไซดไดเชนกัน  โดยจะตรวจวัดการเปลี่ยนของสีดวยเทคนิค  UV – vis  Spectroscopy 

ดังนั้นโครงการวิจัยน้ีจึงมีแนวคิดที่จะพัฒนาระบบ FIA สําหรับวิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจนเปอร
ออกไซด  โดยใชอนุภาคเงินระดับนาโน ( silver nanoparticles : AgNPs ) เปนตัวติดตาม  เนื่องจาก AgNPs มี
ตนทุนในการเตรียมที่ถูกกวา AuNPs ซ่ึงระบบท่ีพัฒนาขึ้นมีจุดเดนคือ เปนระบบท่ีมีความเปนอัตโนมัติ  ทํา
ใหการวิเคราะหมีความแมนยําสูง (precision)  ลดภาระแรงงาน (labor work) ของผูทําการทดลอง  และระบบ
ที่พัฒนาข้ึนจะนําไปประยุกตใชในการวิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจนเปอรออกไซดในผลิตภัณฑซักผาขาว  
และผลิตภัณฑยา 

 
1.2  วัตถุประสงคของการวิจัย 
       1.2.1   ศึกษาการสังเคราะหอนุภาคเงินระดับนาโน 

1.2.2  พัฒนาระบบการไหลสําหรับวิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจนเปอรออกไซด โดยใชอนุภาคเงิน
ระดับนาโนเปนตัวติดตาม 

1.2.3  นําระบบท่ีพัฒนาข้ึนไปประยุกตใชในการวิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจนเปอรออกไซดใน
ตัวอยางผลิตภัณฑซักผาขาว  และผลิตภัณฑยา 
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1.3  ขอบเขตของการวิจัย 
1.3.1  สังเคราะหอนุภาคเงินระดับนาโน  
1.3.2  ศึกษาคุณลักษณะ ( characteristics ) ของอนุภาคเงินระดับนาโนท่ีสังเคราะหได  โดยใชเทคนิค  

Transmission  Electron  Microscopy ( TEM )  และเทคนิค UV – vis Spectroscopy 
1.3.3  ศึกษากลไกการเกิดปฏิกิริยาระหวางไฮโดรเจนเปอรออกไซดและอนุภาคเงินระดับนาโน 
1.3.4  พัฒนาระบบการไหลสําหรับวิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจนเปอรออกไซดโดยใชอนุภาคเงินระดับ

นาโนเปนตัวติดตาม  และตรวจวัดการเปลี่ยนแปลงดวยเทคนิค  UV – vis  Spectroscopy 
1.3.5  ศึกษาสภาวะการทดลองท่ีเหมาะสมสําหรับวิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจนเปอรออกไซดโดยใช

อนุภาคเงินระดับนาโนเปนตัวติดตาม  และตรวจวัดการเปลี่ยนแปลงดวยเทคนิค  UV – vis  
Spectroscopy 

1.3.5  นําวิธีที่ไดพัฒนาขึ้นไปประยุกตใชหาปริมาณไฮโดรเจนเปอรออกไซดในตัวอยางผลิตภัณฑ
ผลิตภัณฑซักผาขาว  และผลิตภัณฑยา 

1.3.6  ตรวจสอบผลการวิเคราะหที่ไดจากวิธีใหมท่ีพัฒนาข้ึนกับวิธีการไทเทรต 
 
1.4  ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 
       1.4.1  สามารถสังเคราะหอนุภาคเงินระดับนาโนได 
       1.4.2  เขาใจกลไกการเกิดปฏิกิริยาระหวางไฮโดรเจนเปอรออกไซดและอนุภาคเงินระดับนาโน 
       1.4.3  ไดวิธีใหมสําหรับวิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจนเปอรออกไซดโดยใชอนุภาคเงินระดับนาโนเปน

ตัวติดตาม 
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บทที่ 2  
ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 
2.1 แนวคิด   

ผูวิจัยไดพบงานวิจัย 2 งานวิจัย ซ่ึงเปนแนวคิดในการพัฒนาวิธีใหมในการวิเคราะหหาปริมาณ
ไฮโดรเจนเปอรออกไซด  ซ่ึงงานวิจัยแรก  You Sang และคณะ  [1]  ไดพัฒนาวิธีสําหรับวิเคราะหหา H2O2 
โดยอาศัยการ Aggregation ของ gold nanoparticles (AuNPs)  ซ่ึง AuNPs สามารถเสถียรอยูไดใน single-
stranded DNA (ss-DNA) ซ่ึง ss-DNA ชวยปองกันการ Aggregation ของ AuNPs อันเนื่องมาจากแรง 
electrostatic repulsion ทําใหสีของสารละลาย AuNPs มีสีแดง ดูดกลืนแสงที่ 520 nm แตเม่ือมี H2O2 และมี
การเติม Fe2+ (Fenton reagent) ลงในสารละลาย AuNPs ปฏิกิริยา Fenton ทําใหเกิด hydroxyl radical (HO·) 
ซ่ึงสามารถแยก ss-DNA ออกจาก AuNPs ได จึงทําให AuNP เกิดการ Aggregation ดังรูปท่ี 2.1  สีของ
สารละลายของ AuNPs จึงเปลี่ยนจากสีแดงไปเปนสีน้ําเงิน และเกิด Plasmon resonance band shift เปลี่ยนไป
ดูดกลืนแสงสูงสุดที่ 650 nm ซ่ึงปริมาณของ H2O2  จะเปนสัดสวนโดยตรงกับคาการดูดกลืนแสงที่ลดลงที 
520 nm และคาการดูดกลืนแสงที่เพิ่มข้ึนท่ี 650 nm  

 
รูปท่ี 2.1 แสดงกลไกในการเปล่ียนแปลงสีของ AuNPs เม่ือมีและไมมี H2O2 

 
และอีกหนึ่งงานวิจัยคือ Suraj Kumar Tripathy และคณะ [2] ไดพัฒนาวิธีเพื่อใชวิเคราะหหา

ปริมาณ HCl  โดยใช AuNPs และ H2O2 หรือ HNO3 เปนตัวเรงปฏิกิริยา  (oxidizer)  ในงานวิจัยน้ีพบวาถา
หากเติม HCl และ oxidizer ลงไปเปนตัวเรงปฏิกิริยา  สีแดงของสารละลาย AuNPs จะเปลี่ยนไปเปนสีชมพู
หรือใส  ดังรูปที่ 2.2 เทคนิคน้ีจึงหาปริมาณ HCl ไดจากการติดตามการลดลงของสีแดง  โดยปฏิกิริยาที่เกิดข้ึน
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คือ AuNPs ถูกออกซิไดซใหกลายเปนไอออน  และไอออนของ Au ก็จับอยูกับคลอไรดไอออน เกิดเปน
สารประกอบท่ีไมมีสี 
 

 
 

รูปท่ี 2.2 แสดงกลไกในการเปลี่ยนแปลงสีของ AuNPs เม่ือมีและไมมี HCl และ oxidizer 
 

        ผูวิจัยจึงแนวคิดที่จะพัฒนาวิธี ใหมในการวิเคราะหหาปริมาณ H2O2 โดยใช AgNPs เปนตัวติดตาม  
ซ่ึง AgNPs อาจเกิดการ Aggregation  หรือเกิดปฏิกิริยา oxidation เม่ือมี H2O2 ในปฏิกิริยา 
 
2.2  สมบัติของอนุภาคระดบันาโน   

"ท่ีความเล็กระดับนาโนเมตร เราจะคนพบแรงชนิดใหมๆ  ปรากฏการณใหมๆ และความเปนไปได
รูปแบบใหมๆ" ขอความดังกลาวเปนคําพดูของ ริชารด ฟายนแมน (Richard Feynman) ซ่ึงเปนบุคคลที่ไดรับ
การยกยอง ใหเปนบิดาของนาโนเทคโนโลย ี ซ่ึงเขาไดกลาวไวต้ังแตป ค.ศ. 1959 ระหวางการบรรยายทาง
วิชาการอันโดงดัง เรื่อง "There’s Plenty of Room at the Bottom" ณ สมาคมฟสิกส สหรัฐอเมรกิา จากคําพูด
ของฟายนแมนดังกลาว ทําใหเห็นอยางชัดเจนวาความสําคัญของนาโนศาสตร และนาโนเทคโนโลย ี ไมได
จํากัดอยูเพียงแค การท่ีเราสามารถสรางส่ิงตางๆ ที่มีขนาดเลก็ในระดับนาโนเมตร ไดอยางถูกตองและแมนยํา
เทานั้น แตยังรวมถึงการทีเ่ราสามารถนําสมบัติใหมๆ และปรากฏการณใหมๆ ที่เกิดข้ึนเฉพาะในระดับนาโน
มาใชใหเปนประโยชนไดอีกดวย  

วัสดุนาโนเปนวัสดุท่ีไดจากการสังเคราะหหรือบดอนุภาคที่มีขนาดใหญใหละเอียดและมีขนาดเล็ก
ในระดับนาโนเมตร รวมทั้งวัสดุที่ถูกสังเคราะหข้ึนจากการจัดเรียงตัวของอะตอมหรือโมเลกุลเขาดวยกัน
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อยางแมนยําในชวงขนาด 1-100 นาโนเมตร คุณสมบัติและพฤติกรรมตางๆ เชน การนําไฟฟา สมบัติเชิงกล 
สมบัติทางแมเหล็ก จะแตกตางไปจากวัสดุชนิดเดียวกันเม่ือมีขนาดใหญข้ึน และเน่ืองจากวัสดุนาโนถูก
สังเคราะหข้ึนมาจากการจัดเรียงอะตอมหรือโมเลกุลเขาดวยกันอยางถูกตองและแมนยําจึงทําใหวัสดุนาโน
จัดเปนวัสดุท่ีมีโครงสรางสมบูรณแบบท่ีสุดและมีประสิทธิภาพสูงท่ีสุด 

วัสดุนาโนสามารถแบงยอยออกเปน 5 ประเภทหลัก ไดแก 
(1)  อนุภาคนาโน (nanoparticles) เชน ไททาเนียมไดออกไซด นาโนซิลเวอร เปนตน 
(2)  นาโนคอมพอสิต (nanocomposites) เชน ทอคารบอนนาโน เปนตน 
(3)  ตัวเรงปฏกิิรยิานาโน (nanocatalysts) เชน ซีโอไลต เปนตน 
(4)  ฟลมบางนาโน (nano-thin film)  
(5)  เสนใยนาโน (nanofiber) โครงสรางนาโน (nanostructures) ทอนาโน (nanotubes) โพรงนาโน 
(nanopores) และหมุดควอนตัม (quantum dots) เปนตน  
 
        2.2.1  คุณสมบัติในการดูดกลืนแสงและสีท่ีเปลี่ยนแปลงไปตามขนาดของอนุภาคระดับนาโน   
        ปกติแลวการที่สารประกอบหรือโมเลกุลของธาตุทรานซิชันมีสี สีของสารจะเกิดเน่ืองจากการบรรจุ  
อิเล็กตรอนใหกับออรบิทัลท้ังหาของ  d-orbital  ที่มีระดับพลงังานเทากันตามรูป 
 
 
 
 
 

 

แตเม่ือใชทฤษฎีที่เรียกวา Crystal field มาอธิบายวาดวยโครงสรางแบบ Octahedral tetrahedral และ Square 
planer โดยแบงระดับทั้งหาของ d-orbital ตามรูปท่ี  2.3 
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รูปท่ี 2.3    แสดงลักษณะการแยกออกของ d-orbital ใน A)  โครงสรางแบบ Octahedral   
B)  โครงสรางแบบ Tetrahedral  C) โครงสรางแบบ Square planar 

 
เชน  22 Ti มีอิเล็กตรอนคอนฟกุเรชัน = [18Ar] 3d2 4s2  และ  22 Ti3+ มีอิเล็กตรอนคอนฟกุเรชัน = [18Ar] 3d1 
4s0 หน่ึงอิเล็กตรอนใน 3d-orbital ของ Ti3+ ใน [Ti(H2O)6]

3+  บรรจุอยูในระดับพลังงานต่ําสุด t2g ตามรูปที่ 2.4  
เม่ือแสงขาวผานลงในสารละลาย ไอออนในสารละลายจะดูดกลืนรังสีของแสงขาวท่ีมีพลังงานเพียงพอที่จะ
ใหอิเล็กตรอนจาก t2g ข้ึนไปอยูในระดับพลังงาน eg ได 
 

 
 
 
 

 
 
 

รูปท่ี 2.4  การบรรจุอิเล็กตรอนของ Ti3+  ใน 3d-orbital ซ่ึงมีโครงสรางแบบ octahedral 
 
       

C 

BA 

Ground state Excited  state 
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รังสีของแสงที่ถูกดูดกลืนไปน้ันจะมีพลังงานมากหรือนอยข้ึนอยูกับขนาดของ ΔO (delta) ระหวาง

ระดับพลังงานของ หา–d-orbital ซ่ึงของ Ti3+ ใน [Ti(H2O)6]
3+  (aq) ดูดกลืนรังสีที่ความยาวคลื่น 510 nm  

(3.9x10-19y/molecule ) ซ่ึงตรงกับแสงสีเขียวของสเปกตรัม เม่ือ [Ti(H2O)6]
3+  ดูดกลืนแสงสีเขียวไป ก็จะคาย

แสงท่ีเหลือออกมาเปนสีมวงแดง 
เชนโดยปกติแลวเรามองเห็นทองคํามีสีเหลือง อันเนื่องมาจากทองคําดูดกลืนแสงสีน้ําเงิน ท่ีอยู

ในชวงปลายของสเปกตรัมคลื่นแสงที่มองเห็นได แตถายอขนาดทองคําใหเล็กลงไปเรื่อยๆ จนมีขนาดอนุภาค
เล็กกวาความยาวคลื่นแสงท่ีมากระทบมากๆ จะทําใหปรากฏการณที่เรียกวา “เซอรเฟจ พลาสมอน   เร
โซแนนซ (surface plasmon resonance, SPR)” ซ่ึงจะทําใหอนุภาคทองคํา เปลี่ยนไปดูดกลืนแสงสีเขียว 
(ความยาวคลื่นประมาณ 520 นาโนเมตร) แทน ซ่ึงจะสงผลใหอนุภาคนาโนของทองคํา มีสีแดงทับทิม    
(ruby red)    

surface plasmon resonance (SPR)  คือเม่ืออนุภาคของสารมีขนาดเล็กลงจะทําใหมีอัตราสวน
ระหวางพื้นท่ีผิวตอปริมาตร (surface-to-volume) สูงมาก เม่ือเปรียบเทียบกับวัสดุชนิดเดียวกันที่มีขนาดใหญ
กวา  ทําใหอิเล็กตรอนสวนมากอยูท่ีผิวหนาจึงสามารถถูกกระตุนไดงายข้ึน  สเปคตรัมที่ดูดกลืนจึงมีความยาว
คลื่นยาวข้ึน  เม่ืออนุภาคนาโนมีขนาดใหญข้ึนปริมาณพ้ืนผิวตอปริมาตรก็ลดลง  อิเล็กตรอนท่ีผิวหนาก็ลดลง
ทําใหถูกกระตุนไดยากมากข้ึน สเปคตรัมที่ดูดกลืนกเ็ปลี่ยนแปลงไป   

ดังนั้นแลวเม่ือวัตถุมีขนาดเกรนของวัตถุอยูในระดับนาโนเมตรแลว คุณสมบัติอยางหนึ่งที่เกิดข้ึน
ผิดแปลกไปจากเดิม  ก็คือชวงสเปกตรัมที่ถูกดูดกลืนของวัตถุนาโน โดยชวงความยาวคล่ืนของแถบดูดกลืน
ของวัตถุนาโนจะเปนชวงความยาวคลื่นที่ส้ันลงกวาเดิม (คือมีแนวโนมไปสูชวง แถบสเปกตรัมสีน้ําเงิน) และ
พบวาชวงความยาวคลื่นที่ถูกดูดกลืนนี้แปรผันตรงตามขนาดของวัตถุนาโน ตัวอยางเชน อนุภาคนาโนของ
สารกึ่งตัวนําแคดเมียมเซลิไนด (CdSe) จะมีชวงสเปกตรัมที่ถูกดูดกลืนที่ส้ันลงไปเรื่อยๆ ตามขนาดรัศมีของ
อนุภาคนาโน  เปนตน  

 
2.2.2  ความวองไวในการเกดิปฏิกริิยาท่ีเปลี่ยนแปลงไป 
วัตถุท่ีมีขนาดในระดับนาโนเมตรจะมีอัตราสวนระหวางพื้นที่ผิวตอปริมาตรสูงมาก  เม่ือเปรียบ 

เทียบกับวัสดุชนิดเดียวกันท่ีมีขนาดใหญกวา ดังที่แสดงในรูปที่ 2.5 ตัวอยางเชน อนุภาคนาโนของธาตุทองคํา
ที่มีขนาดเสนผานศูนยกลาง 2 นาโนเมตร จะมีพ้ืนท่ีผิวของอนุภาคสูงถึง 150 ตารางเมตรตอกรัม ดวยเหตุน้ีจึง
ทําใหวัตถุที่มีขนาดระดับนาโนจะมีจํานวนอะตอมท่ีอยูบริเวณผิวหนาสูงมาก สงผลใหเกิดปฏิกิริยาเคมีบน
พื้นผิวหนาวัสดุไดงายมากข้ึน และยังเอ้ือตอการเกิดปรากฎการณตางๆ อันเนื่องมาจากความเร็วตอการ
เกิดปฏิกิริยาทางเคมีของบริเวณผิวหนาของวัตถุ ตัวอยางเชน  ธาตุทองคําที่ปกติจะเฉ่ือยชาตอการเกิดปฏิกิริยา
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เคมี แตเม่ืออนุภาคมีขนาดเล็กในระดับนาโนเมตรแลว  กลับมีคุณสมบัติเปลี่ยนไปเปนตัวเรงปฏิกิริยาเคมีไดที่
ดีได   

 

 
 

 

  

 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 2.5 (A) แสดงการประมาณจํานวนอะตอมและพ้ืนท่ีผิวของอนภุาคทองคํานาโนท่ีมีขนาดแตก ตางกัน 

(B) เปรยีบเทยีบจํานวนอะตอมผิวหนา (สีแดง) ของวัสดขุนาดปกติกับอนุภาคท่ีมีขนาดในระดับนาโน 
 

การเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติทางเคมีของวัสดุ เม่ือวัสดุมีปริมาณอะตอมผิวหนามากข้ึน  อาจมีสาเหตุ
มาจากอิทธิพลอิเล็กทรอนิกสและและอิทธิพลสเตอริก (electronic and steric effects) โดยท่ีอิทธิพล
อิเล็กทรอนิกส (electronic effect) จะเกี่ยวของกับความหนาแนนของอิเล็กตรอนที่บริเวณศูนยกลางปฏิกิริยา 
(reaction center) เชนการเกิดประจุบวกหรือประจุลบข้ึน  สวนอิทธิพลสเตอริก (steric effect) จะเก่ียวของกับ
ลักษณะ รูปรางและความเกะกะภายในโครงสราง  ทําใหอนุภาคขนาดนาโนมีความวองไวในการทําปฏิกิริยา
เคมีตางๆมาก โดยเฉพาะการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน ยก ตัวอยางเชน ในกรณีของสารโลหะบางชนิด ซ่ึงปกติ

A 

B 
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แลวมักจะมีช้ันผิวนอกสุด เปนสารประกอบออกไซด ที่มีความหนาอยางนอยหลายไมโครเมตร  ดังนั้นถานํา
สารโลหะชนิดเดียวกันนี้มาสังเคราะหเปนโครงสรางในระดับนาโนเมตร ก็จะทําใหโครงสรางนาโนของ
โลหะชนิดนี้เกิด ปฏิกิริยาออกซิเดชันท้ังโครงสราง ดังนั้นจึงไมมีปญหาในการนําอนุภาคนาโน หรือฟลมบาง
นาโนท่ีเปนสารประกอบออกไซดหรือซิลิเกตไปใชประโยชน เพราะวาทุกสวนของโครงสรางนาโนเหลานี้
ลวนแลวแตทําปฏิกิริยากับออกซิเจนในอากาศไปเรียบรอยแลวท้ังส้ิน  ตัวอยางการนําโครงสรางนาโน ที่เปน
สารประกอบออกไซดไปใชประโยชนไดแก การใชเปนสวนผสมของครีมกันแดด (ZnO, TiO2) การใชเปน
วัตถุดิบสําหรับอุตสาหกรรมแผนเวเฟอรซิลิกอน ใชเปนฟลเลอร (filler) สําหรับพอลิเมอรและใชเคลือบ
ผิวหนาของวัสดุตางๆใหกลายเปนวัสดุทําความสะอาดตัวเอง เปนตน  แตในทางกลับกัน ถาตองการให
โครงสรางนาโนเหลานี้สามารถนําไฟฟาได หรือตองการนําโครงสรางนาโน ไปเช่ือมติดกับโมเลกุล
สารอินทรียที่ซับซอนชนิดตางๆ ก็จําเปนตองหาวิธีการท่ีปองกัน ไมใหผิวหนาของโครงสรางนาโนเหลานี้ 
เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน ยกตัวอยางเชนการปกปองผิวหนา ของโครงสรางนาโนท่ีเปนสารประกอบซิลิเกต
ดวยการเคลือบดวยฟลมท่ีเปนช้ันโมเลกุลไฮโดรเจน 

 
2.3 สมบัติของอนภุาคเงินระดับนาโน  

2.3.1ลกัษณะเฉพาะอนุภาคเงินระดับนาโน 
 
 
 
 
 
 

 
 

รูปท่ี 2.6  High Resolution Transmission Electron Microscope (HRTEM) Images  
ของอนุภาคเงนิระดับนาโน (Silver Nanoparticles) 

 
1. อนุภาคเงินระดับนาโน (Silver Nanoparticle) ขนาด 5–40 นาโนเมตร ความเขมขนสูง (1,000 – 

10,000 สวนในลานสวน) แขวนลอยอยูในนํ้า มี Biocompatible Stabilizer ชวยใหอนุภาคนาโนของเงินไม 
ตกตะกอน และ/หรือ ไมรวมตัวกันเปนอนุภาคขนาดใหญข้ึน  
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2. อนุภาคเงินระดับนาโนมีประสิทธิภาพสูงสุดในการกําจัดแบคทีเรีย เช้ือรา และไวรัส เนื่องจากมี

อัตราสวน พื้นผิวตอน้ําหนักที่สูงมาก และพื้นผิวไมไดถูกปกปองโดย Surfactant หรือ Capping Agent  
3. คอลลอยดน้ําของอนุภาคเงินระดับนาโน สามารถละลายและกระจายตัวไดดีในของเหลวท่ีมีตัว

ทําละลาย เปนน้ํา หรือ สารอินทรยีที่มีข้ัว  
4. ท่ีความเขมขนสูงมากกวา 1000 สวนในลานสวน คอลลอยดอนุภาคเงินระดับนาโนจะมีสีน้ําตาล

เขม และ เปลี่ยนเปนสีเหลืองใสเม่ือทําใหเจือจางและมีความเขมขนตํ่ากวา 50 สวนในลานสวน 
 

2.3.2 จุดเดนหรือขอดีของอนุภาคเงินระดับนาโน (ADVANTAGES) 
1. คอลลอยดนํ้าอนุภาคเงินระดับนาโนความเขมขนสูง 1,000 – 100,000 สวนในลานสวน (0.1 – 

10% wt./vol.) มีความเสถียรสูง สามารถเก็บไวไดนานมากกวา 6 เดือน ที่อุณหภูมิหอง ความดันบรรยากาศ 
โดยไมมีการเปลียนแปลงท้ังขนาดและรูปรางของอนุภาค  

2. มี Stabilizer ท่ีมีสมบัติ Biocompatible ทําใหสามารถนําไปใชกับเครื่องสําอางและบรรจุภัณฑ
สําหรับ อาหารไดทันทโีดยไมตองมีการปรับปรุงหรือทําปฏิกิริยาเพิ่มเติมใดๆ  

3. คอลลอยดน้ําของอนุภาคเงินระดับนาโนนี้ใชงานไดงาย โดยไมตองมีการปรับปรุงหรือเปลี่ยน 
แปลงระบบ การทํางานของกระบวนการผลิต เพียงใชคอลลอยดน้ําอนุภาคเงินระดับนาโนเปนสาร เติมแตง 
(Additive) เทานั้น  

4. สมบัติทางฟสิกสและสมบัติทางเคมีของอนุภาคเงินระดับนาโนในคอลลอยด เชน ขนาด รูปราง 
ความ เขมขน และสมบัติเชิงพื้นผิวนั้นทราบแนนอน ทําใหสามารถออกแบบและควบคุมสมบัติของ
ผลิตภัณฑ ไดอยางแมนยํา  

5. อนุภาคเงินระดับนาโนมีความปลอดภัยสูง และไมเปนพิษ ความเขมขนที่ใชในการกําจัดแบคที 
เรียน้ันตํ่า มากเม่ือเทียบกับยาปฏิชีวนะ  

6.  อนุภาคเงินระดับนาโนมีกลไกในการกําจัดแบคทีเรียที่ซับซอน  และมีการทํางานหลายกลไก
พรอมๆ กัน จึงไมกอใหเกิดการตอตานเช้ือเหมือนในกรณีของยาปฏิชีวนะ 

7. ใชเปนเซนเซอรสําหรับงานวิจัยดานชีวภาพและดานเคมีไดโดยไมตองปรับแตงพ้ืนผิวหนา  และ
มีราคาถูก 
 

2.3.3  การประยกุตใชงาน (POTENTIAL APPLICATIONS)  
1.  เทคโนโลยีคอลลอยดน้ําของอนุภาคเงินระดับนาโนเปนเทคโนโลยีตนนํ้า ท่ีผลิตสารต้ังตน

อนุภาคเงินระดับนาโนสําหรับที่เปนสวนประกอบหลักของการพัฒนาผลิตภัณฑที่ตองการเพ่ิมหรือทําใหมี
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สมบัติยับยั้งการ เจริญเติบโตของแบคทีเรีย เช้ือรา และ ไวรัส รวมไปถึงการทําใหผลิตภัณฑปลอดเชื้อ 
อุตสาหกรรมที่ สามารถใชประโยชนจากสมบัติพิเศษของอนุภาคเงินระดับนาโนเชน ส่ิงทอ กอสราง บรรจุ
ภัณฑ เฟอรนิเจอร สุขภัณฑ เครื่องประดับ อาหาร การแพทย และ ฯลฯ  

2. อนุภาคเงินระดับนาโนนิยมใชเปนเซนเซอร สําหรับงานวิจัยดานชีวภาพและเคมี  เนื่องจากการ
ใชงานไมยุงยาก  สังเคราะหไดงาย  และราคาไมแพง 

3.  ใชเปนสวนผสมในการพัฒนาผลิตภัณฑที่ตองการสมบัติการยับยั้งการเจริญเติบโตของ
แบคทีเรีย เช้ือรา และ ไวรัส  

4.  ใชเปนสวนผสมสําหรับเคลือบพื้นผิวผลิตภัณฑที่ตองการสมบัติการยับย้ังการเจริญเติบโตของ
แบคทีเรีย เช้ือรา และ ไวรัส 
 
2.4  การนาํอนุภาคเงินระดับนาโนนาํไปประยกุตใชในงานดานเคมวีิเคราะห 

Hong Ping และคณะ[3] ไดพัฒนาวธิีการตรวจวดัปริมาณเมลามีนโดยใช AgNPs  เปนข้ัว (probe) 
หรือเซนเซอรสี  และตรวจวดัดวยเทคนิค UV-vis spectroscopy  ซ่ึงวธิทีี่พัฒนาข้ึนใหมนี้เปนวิธีท่ีงาย  รวดเรว็  
ประหยดั  และเหมาะสมสําหรับการใชในภาคสนาม  โดยอาศัยการเปลี่ยนแปลงสีของ AgNPs  สําหรับการ
คัดกรองเมลามีน   โดยอาศัยขนาดหรือระยะหางระหวางอนภุาคท่ีแตกตางกัน แลวทําใหไดสเปคตรัมการ
ดูดกลืนแสง  (absorption spectrum) และสีของสารละลายที่แตกตางกนัดวย  เม่ือ  AgNPs  เขาใกลกนั  หรือ
เรยีกวาเกดิการ  Aggregation  สีของ  AgNPs  จะเปลีย่นจากสีเหลืองไปเปนสีแดงหรือสีเขียวคล้ํา ซ่ึงเปนผล
มาจากการเลื่อนของ  surface  Plasmon  band ไปยังความยาวคลืน่ที่ยาว เม่ือเติมเมลามีนลงในสารละลาย 
lebel – free AgNPs จะสามารถสังเกตเห็นสีท่ีเปลี่ยนไปจากสีเหลืองไปเปนสีแดงไดอยางชัดเจน  เทคนิคนี้
สามารถตรวจ วัดเมลามีนในน้ํานมดิบไดโดยการตรวจสอบดวยตาเปลา หรือใชเทคนิค UV-vis spectroscopy 
ที่อุณหภูมิหอง  กระบวนการตรวจสอบท้ังหมดเสร็จสมบูรณภายใน 30 นาที  ขีดจํากัดตํ่าสุดในการตรวจวดั
เมลามีน (LOD) คือ 2.32  μM (  0.29 mg/L)  ซ่ึงเปนคาที่ตํ่ากวาปริมาณปลอดภยัในการนําเขาสูรางกายท่ีถูก
กําหนดไว (2.5 ppm ใน USA และ EU  และ  1 ppm  สําหรับผลิตภณัฑอาหารสําหรับทารกในประเทศจีน)  
และมีคา LOD ตํ่ากวาคา LOD ที่ไดจากเทคนิคอ่ืนๆ  นอกจากนี้  เทคนิคการทดสอบสีที่นําเสนอน้ีสะดวกกวา 
Kjeldahl และ Dumas test  ดังนั้นจึงสามารถตรวจวัดเมลามีนในน้ํานมดิบไดอยางรวดเรว็ 
 

Wiphawee Leesutthiphonchai และคณะ [4] ไดพัฒนาวิธีการที่จําเพาะสําหรับวิเคราะหหาปริมาณ
โฮโมซิสเตอีน (Homocysteine : Hcy)  ในตัวอยางเลือด  โดยใช AgNPs เปนตัวเซนเซอรสี  และตรวจวัดดวย
เทคนิค UV-vis spectroscopy  ซ่ึงผูวิจัยไดศึกษา Hcy รวมกับกรดอะมิโนอีก 5 ชนิดไดแก  Cys, Glutathione, 
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Methionine, Histidine และ Alanine โดยจะอาศัยความสามารถในการเหนี่ยวนําให AgNPs เกิดการรวมตัวกัน 
(aggregation) ทางจลนศาสตรที่แตกตางกันของ Hcy และกรดอะมิโนอีก 5 ชนิด ซ่ึงเกิดการเลื่อนตําแหนง
ของสเปคตรัมการดูดกลืนในชวง visible  วิธีนี้ใหความเปนเสนตรงของการตรวจวัด Hcy อยูในชวง  2 – 12 
μM (R2 = 0.9936) ขีดจํากัดตํ่าสุดของการตรวจวัด (LOD) และขีดจํากัดตํ่าสุดของการวิเคราะห (LOQ) คือ 0.5 
μM และ 1.7 μM ตามลําดับ เม่ือเปรียบเทียบคาที่วิเคราะหไดจากวิธีใหมนี้กับเทคนิค Chemiluminescent  
Microparticle Immunoassay (CMIA) พบวาไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ  จากผลการทดลอง พบวา 
วิธีวิเคราะหที่ไดนําเสนอน้ีมีความเลือกจําเพาะ (selectivity) ที่ดี    มีขั้นตอนการวิเคราะหที่งาย สะดวก 
รวดเร็ว และราคาไมแพง 

Sadanand Pandey, Gopal K. Goswami และ  Karuna K. Nanda [5] ไดพัฒนาวิธีวิเคราะหหา
ปริมาณแอมโมเนีย (Ammonia : NH3)  โดยใช AgNPs เปนตัวเซนเซอรสี  และตรวจวัดดวยเทคนิค UV-vis 
spectroscopy    เน่ืองจากมีการใช NH3 กันอยางแพรหลายในอุตสาหกรรม ซ่ึง NH3 เปนอันตรายตอรางกาย
ของมนุษยและสัตว  จึงตองมีการตรวจวัดและควบคุมปริมาณ NH3 ท่ีอาจร่ัวไหลออกมาจากกระบวนการผลิต
ในอุตสาหกรรม เพื่อเปนการปองกันผูผลิตและชุมชนรอบขาง  ในงาน วิจัยนี้จึงไดนําเสนอการตรวจวัด
สารละลาย NH3 โดยใช Ag NPs เปนตัวเซนเซอรสี โดยอาศัยการเปลี่ยนแปลง surface plasmon resonance 
(SPR) ของ AgNPs เม่ือมีสารละลาย NH3 และตรวจวัดการเปลี่ยนแปลงดวยเทคนิค UV-vis spectroscopy  ซ่ึง
ผูวิจัยไดสังเคราะห AgNPs โดยใช polysaccharide Cyamopsis tetragonaloba  หรือเปนที่รูจักกันในนามของ 
guar gum (GG) จากพืชมาเปนตัวรีดิวซ ในข้ันตอนการเตรียม AgNPs ซ่ึงพบวาไดขนาด AgNPs นอยกวา  10 
นาโนเมตร และเปนวิธีการเตรียม AgNPs ท่ีไมสงผลกระทบตอส่ิงแวดลอม  และเทคนิคใหมนี้สามารถ
วิเคราะห NH3 เสร็จภายในเวลา  3 วินาที  และใหคา  LOD เทากับ  1 ppm สามารถนําไปใชวิเคราะหหา
ปริมาณ  NH3  ในตัวอยางของเหลวทางชีวภาพได  เชน  เลือด  เหง่ือ  นํ้าลาย  ของเหลวในสมองงและไขสัน
หลัง  หรือตัวอยางทางชีวภาพดานการแพทยทั่วไป   

Zeid Abdullah Alothman และคณะ [6] ไดพัฒนาวิธกีารวิเคราะหหาปริมาณ fexofenadine  
hydrochloride (FEX) ในตัวอยางยา  โดยใช  AgNPs เปน fluorescence probe  ซ่ึง FEX เปนสวนประกอบ
สําคัญในยา antihistamine ซ่ึงใชในการโรคเย่ือจมูกอักเสบที่เกิดจากโรคลมพิษเรื้อรงัและการแพตามฤดูกาล 
กอนหนานี้เทคนิคที่ใชวิเคราะห FEX สวนใหญเปน HPLC และ HPLC-MS  ซ่ึงเปนเทคนิคที่ใชเวลาในการ
แยกนาน  ใชปริมาณตัวอยางมาก  ใชตนทุนทางบุคลากรสูง และเครื่องมือที่ใชมีราคาแพง  ดังนัน้ผูวิจัยจึงได
พัฒนาวธิีการหาปริมาณ FEX โดยใช  AgNPs เปน fluorescence probe  โดยอาศัยการลดลงหรือ quenching 
ของสเปคตรัมการคายแสง (emission band)  ของสารละลาย AgNPs เม่ือเติม  FEX ลงไป  และตรวจวัดการ
เปลี่ยนแปลงดวยเทคนิค Spectrofluorimetry ซ่ึงเปนผลมาจากการเกิดเปนสารเชิงซอน (complex)  ระหวาง 
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FEX และ AgNPs หรืออาจเรียกวา  FEX เปน quencher  ซ่ึงการเกดิ quenching ของ FEX บนสเปคตรัมการ
คายแสงของ AgNPs  น้ันถกูอธิบายดวยกฎของ Stern–Volmer   AgNPs ถูกเตรยีมไดจากการรดีวิซ AgNO3 
ดวย NaBH4  ในสารละลายท่ีละลายดวยน้าํ โดยไมตองมีการเติมสาร  organic stabilizers  โดย AgNPs จะ
เสถียรอยูไดและให emission spectrum ท่ีแคบ  ภายใตสภาวะการทดลองท่ีเหมาะสม  เทคนิคนี้ใหความเปน
เสนตรงของการตรวจวดั FEX ในชวงความเขมขน  1×10-7 ถึง   2.5×10-5 mol L-1 และใหคา LOD เทากับ  1.2 
×10-8 mol L-1  วิธีท่ีพัฒนาข้ึนนี้เปนวธิีท่ีงาย  รวดเรว็  และวองไวสามารถนําไปวิเคราะห FEX ในตัวอยางยา
โดยไมจําเปนตองทําการแยกสารใดๆ  และสามารถนําไปประยุกตใชวเิคราะห FEX ในตัวอยางของเหลวทาง
ชีวภาพ  เชน  ตัวอยางเลือดสามารถเตรียมตัวอยางโดยการกําจัดโปรตีนและสารรบกวนโดยการตกตะกอน
ดวย  acetonitrile  และสามารถวิเคราะห FEX ในตัวอยางปสสาวะไดโดยตรง  แตตองทําการเจือจางตัวอยาง
สูงๆ 

S. Gunduz , S. Akman , A. Baysal , M. Kahraman [7] ไดพัฒนาวิธกีารวเิคราะหหาปริมาณสารหนู 
(arsenic: As) และพลวง (antimony: Sb)  ในสารละลาย  NaCl  หรือ Na2SO4  และในน้ําทะเล  โดยใช  AgNPs 
เปนตัว modifier  ที่วิเคราะหดวยเทคนิค electrothermal atomic absorption spectrometry (ETAAS)  ซ่ึงสาร 
modifier เปนส่ิงสําคัญสําหรับเทคนิค ETAAS  เพราะสาร modified จะทําใหเกิดปฏิกิรยิาดังนี ้(i) เปลี่ยนเมท
ริกซใหระเหยออกไปจากตัวอยางหรือกลายเปนรูปที่ไมรบกวนการวิเคราะห (ii)  ไมเกิดเปนสารประกอบท่ี
ระเหยไดกับ analyte (iii) สามารถปองกันไมให analyte ถูกกําจัดดวยเตาเผา   

การมี silver อยูในเตาเผาแกรไฟตทําใหมีความเสถยีรทางความรอนของสารที่จะระเหยนําไปสูการ
ได pyrolysis temperature ที่สูงข้ึน  นอกจากนี้ AgNO3 ก็เคยถกูใชเปน modifier สําหรับการวเิคราะห 
cadmium ในอัลลอยดของนิกเกลิ ซ่ึงทําให pyrolysis temperature สูงข้ึน 100 °C สงผลใหสามารถลดคาการ
ดูดกลืนที่ไมจําเพาะจากเมทริกซของอัลลอยด  นอกจากน้ี AgNO3 มีความวองไวสูงตอ As ในน้ําทะเลที่ทําข้ึน
เอง  รูปแบบทางเคมีของสาร modifier สงผลตอความเสถียรของสารที่สนใจอยางมาก เชน  แมวา นิกเกิลใน
รูปของไนเตรตจะเปนสาร modifier ที่มีประสิทธิภาพ โดยเฉพาะตอโลหะ  แต Nickel chloride เปนตัว
รบกวนที่ทําใหเกิดการสูญเสียความวองไวอยางมาก  ทําให AgNPs อาจเปนสาร modifier ไดดกีวา AgNO3

ดวยเหตุผลท่ีวา AgNO3 อาจเกิดปฏิกริยิากับเมทรกิซในตัวอยาง เชน คลอไรดไอออนได ซ่ึงกอใหเกิดการ
รบกวนการวิเคราะห  แต AgNPs ซ่ึงเปน Ag0 จะไมเกิดปฏกิริิยากบัเมทริกซในตัวอยาง  ซ่ึงจากการทดลอง
พบวา  AgNPs เปน modifier สําหรับการวิเคราะห As และ Pb ในเมกทริกซตางๆ(สารละลาย NaCl , Na2SO4  
และในน้ําทะเล) ให pyrolysis temperature ในชวง 1100 -1600 °C และ 900 – 1300 °C ตามลําดับ  ขอดีของ 
AgNPs modifier คือ background มีคาตํ่า สัญญาณจาก blank มีคาตํ่า  และราคาไมแพง แตกําลังในการรกัษา
ความเสถยีรไมไดดีไปกวา modifier ตัวเดมิ 
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2.5 ระบบการไหล (Flow  Injection  Analysis; FIA) 

2.5.1  หลักการของ FIA 
FIA มีหลักการพ้ืนฐานจากการฉีดสารละลายตัวอยางเขาสูกระแสพาหะ (carrier stream) ซ่ึงมีการ

ไหลตลอดเวลา  สารละลายตัวอยางจะเกิดเปนโซนข้ึนภายในทอลําเลียง  อาจมีกระบวนการตางๆ ทาง
กายภาพ  และทางเคมีบางอยางกอนถูกพาไปยังระบบตรวจวัดสัญญาณ (detection system) ที่สามารถบันทึก
สัญญาณไดอยางตอเน่ือง  หลักการที่สําคัญของ FIA สรุปไดเปน 4 ขอดังนี้ 
(1) ในระบบจะไมมีฟองอากาศเขามาเกี่ยวของจัดเปน  unsegmented - flow method  ซ่ึงถือวาเปนขอ
แตกตางจาก segmented – flow method ที่สําคัญ 
(2) สารละลายตัวอยางจะถูกฉีดหรือสอดแทรกเขาสูกระแสของพาหะโดยตรง 
(3) การกระจาย (dispersion) ของสารละลายตัวอยางจะถูกควบคุมโดยระบบท้ังหมด  โดยที่ระบบไม
จําเปนตองเขาสูสมดุลใดๆ ทั้งส้ิน 
(4) การทํางานของระบบจะถูกควบคุมใหใชชวงเวลาที่เทากันตลอด  ซ่ึงหมายความวาต้ังแตฉีดสารละลาย
ตัวอยางจนถึงการบันทึกสัญญาณจะใชเวลาเทากันทุกครั้ง ทําใหผลท่ีไดมีความแมนยําสูง 
 

2.5.2 เครือ่งมือพ้ืนฐานของระบบ FIA  

ระบบ FIA สามารถแบงออกไดเปน 4 สวน แสดงดังรูปท่ี 2.7 

 
รูปท่ี 2.7 แสดงสวนประกอบของระบบ FIA 

(1) หนวยลําเลียงสารละลาย (Propelling unit) เปนหนวยซ่ึงสามารถลําเลียงสารละลายต้ังแตหนึ่งสารละลาย
ข้ึนไป  การลําเลียงตองใหมีอัตราการไหลท่ีคงท่ีตลอดการทดลอง  ซ่ึงในการปฏิบัติจะใช peristaltic pump 
หรือใชระบบความดันของแกส  แตท่ีนิยมกันอยางแพรหลาย  ไดแก  peristaltic pump ซ่ึงปมชนิดนี้จะ
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ประกอบดวยชุดของตัวหมุน (rotors) ซ่ึงสามารถควบคุมใหมีความเร็วคงท่ีหมุนบีบสายยาง (pump tube) ทํา
ใหสารละลายถูกลําเลียงไปไดตามทิศทางการหมุนของตัวหมุน  ดังแสดงในรูปที่ 2.8 โดยท่ีสายยางที่ใช
จําเปนตองเลือกใหเหมาะสมกับสารละลายหรือตัวทําละลายที่จะถูกลําเลียง 

 

 
 

รูปท่ี 2.8 แสดงการทํางานของ Peristaltic pump 
 
(2) ระบบฉีดสารละลาย (Injection system) เปนระบบที่ใชฉีดสารละลายตัวอยางเขาสูระบบ FIA โดยท่ี
สามารถควบคุมใหการฉีดแตละครั้งใหมีปริมาตรเทากันตลอดการทดลอง  ในปจจุบันจะใชวิธีการสอดแทรก
แทนการฉีดและเครื่องมือที่นิยมใช ไดแก rotary valve ซ่ึงการทํางานของ six – port injection valve แสดงดัง
รูปที่ 2.9 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี 2.9 แสดงการทํางานของ six – port injection valve 

(3) หนวยท่ีทําใหเกิดปฏิกิริยาตางๆ และอาจรวมถึงกระบวนการตางๆท่ีเติมเขาไปในระบบ (Reaction zone 
and additional process)  ในหนวยนี้ประกอบดวยสายลําเลียงสารละลายตางๆ ซ่ึงอาจทําดวยแกวหรือ
พลาสติกที่ทนตอสารเคมีตางๆ เชน PTFE tubing ซ่ึงมีเสนผานศูนยกลางประมาณ 0.5-0.8 mm i.d . เปนตน  
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สวนขอตอจะมีหลายรูปแบบ เชน ขอตอ 2 ทาง ขอตอ 3 ทาง และขอตอ 4 ทาง ซ่ึงข้ึนอยูกับลักษณะการใช
งาน รูปแบบของสายลําเลียงที่ตองการใหมีการเกิดปฏิกิริยาในสายน้ันมีทําไวหลายแบบ ดังแสดงในรูปที่ 
2.10 สวนกระบวนการอื่นที่เติมเขาไปในระบบ เชน mini – column ใชในกรณีที่มีการ preconcentration 
แสดงดังรูปท่ี 2.11 หรือ phase separator ใชในกรณีที่มีการสกัด แสดงดังรูปท่ี 2.12 
(4) หนวยวัดสัญญาณ (Sensing system หรือ Detection system) เปนหนวยที่วัดสัญญาณจากสารตัวอยางท่ีเรา
สนใจ detection limit ที่ใชในระบบ  FIA  มีหลายรูปแบบ  การเลือกใชจะข้ึนกับธรรมชาติของปฏิกิริยาของ
ระบบที่กําลังศึกษา  โดยท่ัวไปพบวาเครื่องมือท่ีใชในเคมีวิเคราะหเกือบทุกชนิดสามารถนํามาใชเปน 
detection system  ใน FIA  ไดเชน spectrophotometer, spectrofluorometer, atomic absorption spectrometer, 
ICP และเครื่องมือทางดานไฟฟาเคมีบางชนิด  เปนตน 

 
A = Straight open tube  B = Coil tube  C = Mixing chamber 
D = Single – bead string reactor (SBSR)  E = Knitted reactor 

 
รูปท่ี 2.10 แสดงรูปแบบตางๆ ของ reactors 
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P = Pump  S = Sample  E = Eluent 
CH-100 = Chelex-100  D = Detector  W = Waste 

 
รูปท่ี 2.11 แสดงการใช mini – column ในการ preconcentration ในระบบ FIA 

 
S = Sample    A = Segmentor    b = Extraction coil 
C = Membrane phase separator    FC = flow cell 
W = Waste    AQ = Aqueous phase    ORG = Organic phase 

 
รูปท่ี 2.12 แสดงการใช phase separatorในการสกดัในระบบ FIA 
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2.6  วธิีดั้งเดิมท่ีใชวิเคราะหหาปริมาณไฮโรเจนเปอรออกไซด 

 2.6.1  เทคนิค  gas chromatography 
Hui-Chao Hu, Hui-Jun Jin และ Xin-Sheng Chai [8] ไดพัฒนาวิธ ีheadspace gas chromatography 

(HS-GC) สําหรับวิเคราะหหาปริมาณ H2O2 โดยอาศัยการเกิดปฏิกิริยาระหวาง H2O2 และ Permanganate ใน
สารละลายกรด ภายใน headspace sample vial ที่ 60°C เปนเวลา 10 นาทีพรอมกับเขยา  หลังจากนัน้
ออกซิเจนท่ีเกดิจากปฏิกริยิาซ่ึงอยูในสวน headspace ของ vial จะถูกเก็บไปฉีดเขาเครื่อง GC โดยอัตโนมัต ิ
และตรวจวดัดวย thermal conductivity detector เทคนิคน้ีเปนเทคนิคท่ีงาย รวดเรว็ วองไว เปนระบบ
อัตโนมัติ  และถกูนําไปใชในการวิเคราะหหาปริมาณ H2O2 ในผลิตภัณฑฟอกฟนขาว โดยใหชวงความเปน
เสนตรงในการตรวจวัด H2O2 ในชวงความเขมขน 1-100 μmol ซ่ึงมีคา LOD เทากับ 0.96 μmol และให 
recovery ในชวง 98-103 เปอรเซ็นต  

เทคนิค GC ไมสามารถใชวิเคราะหหาปริมาณ H2O2 ไดโดยตรง  เนื่องจาก H2O2 เกดิการสลายตัว
เม่ือไดรับความรอน  จึงจําเปนตองหา H2O2 โดยทางออม เชน ตรวจวดัปริมาณ O2 ท่ีไดจากการสลายตวัของ 
H2O2 เทคนิคนี้ใชเวลาในการวเิคราะหนาน ทําใหไมสะดวกในการวิเคราะหสารตัวอยางมากๆ  เครื่องมือที่ใช
มีราคาแพง และยากตอการวเิคราะหในภาคสนามเนื่องจากเครื่องมือมีขนาดใหญ   

 
2.6.2  เทคนิค  liquid chromatography 
Hongfei Yue และคณะ [9] ไดพัฒนาวิธีการวิเคราะหหาปริมาณ H2O2 โดยใชการแยกดวยเทคนิค 

reverse phase high performance liquid chromatography (reverse-phase HPLC) คือใช stationary phase เปน 
C-18 column และใช mobile phase เปนสารละลาย 50 mM ammunium acetate และตรวจวัดดวย 
coulorimetric detector เทคนิคนี้ถูกนําไปประยุกตใชวิเคราะหหาปริมาณ H2O2 ในตัวอยางพวก crospovidone 
และตัวอยางยา โดยเทคนิคน้ีใหชวงความเปนเสนตรงในชวงความเขมขน 0.6-4.5 ppm (μg/g) และ 6-90 ppm 
(μg/g) สําหรับตัวอยางยาและตัวอยาง crospovidone ตามลําดับ 

Spencer M.Steinberg [10] ไดพัฒนาวิธีการวิเคราะหหาปริมาณ H2O2 โดยให H2O2  ทําปฏิกิริยากับ 
iodide ในสารละลาย ammonium molybdate และ vanillic acid ซ่ึงทําใหเกิดเปน iodovanillic acid ซ่ึงหา
ปริมาณโดยแยกดวยเทคนิค reverse-phase HPLC และตรวจวัดดวยวิธีการวัดคาการดูดกลืนแสง UV ที่ 280 
nm เทคนิคนี้มีขอดีท่ี iodovanillic acid ท่ีเกิดข้ึนนั้นมีความเสถียร ทําใหวิธีวิเคราะหมี precision ที่ดี  เทคนิคนี้
ถูกประยุกตใชสําหรับวิเคราะหหาปริมาณ H2O2 ในสารละลาย suspension ของตัวอยางพวกแรและดิน โดย
ใหชวงความเปนเสนตรงในการตรวจวัด H2O2 ในชวงความเขมขน 0.2-100 μM และมีคา LOD ประมาณ 0.1 
μM 
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อยางไรก็ตาม HPLC มีขอจํากัดคลายกับเทคนิค GC คือ เทคนิคน้ีใชเวลาในการวเิคราะหนาน ทํา

ใหไมสะดวกในการวิเคราะหสารตัวอยางมากๆ  เครื่องมือที่ใชมีราคาแพง และยากตอการวเิคราะหใน
ภาคสนามเนื่องจากเครื่องมือมีขนาดใหญ   
 

2.6.3  เทคนิค  spectrophotometry 
E.I.Morosanova, M.V. Belyakov และ Yu.A.Zolotov [11] ไดพัฒนาวิธีสําหรับวิเคราะหหาปริมาณ 

H2O2 โดยอาศัยหลักการที่วา titamium (VI) ที่เช่ือมกับ silica titania สามารถเกิดเปนสารประกอบเชิงซอน 
กับ H2O2  ไดใน PH ชวง 3-12 เกิดเปนผลิตภัณฑท่ีมีสีและดูดกลืนแสงสูงสุดที่ความยาวคลื่น 390 nm เทคนิค
นี้นําไปประยุกตในการวิเคราะหหาปริมาณ H2O2 ในน้ํายาฆาเช้ือ ซ่ึงใหชวงความเปนเสนตรงในการตรวจวัด 
H2O2 ในชวงความเขมขน 0.6-15 mg/L และ 3-190 g/L 

P.Nagaraja และคณะ [12] ไดพัฒนาวิธี spectrophotometric method สําหรับวิเคราะหหา H2O2 โดย
อาศัยปฏิกิริยา oxidative coupling ระหวาง ampyrone และ dibenzazepin hydrochloride โดยเช่ือมดวย H2O2 
ในสารละลายบัฟเฟอร pH 4 และมี ferrous iron เปน catalyst ทําใหเกิดเปนผลิตภัณฑที่มีสีนํ้าเงินดูดกลืนแสง
ไดสูงสุดท่ีความยาวคลื่นแสง 620 nmโดยคาการดูดกลืนแสงจะแปรผันตรงกับปริมาณ H2O2 ในปฏิกิริยา 
เทคนิคนี้สามารถวิเคราะห H2O2 ได ใหชวงความเปนเสนตรงในชวงความเขมขน 0.03-0.42 μg/mL และนํา
เทคนิคนี้ไปประยุกตใชสําหรับวิเคราะหหา H2O2 ในตัวอยางพืชสีเขียวไดอยางนาพอใจ 

การวิเคราะหหาปริมาณ  H2O2 ดวยเทคนิค spectrophotometry  มีขอดีคือ  งาย  ใชเครื่องมือราคาไม
แพง  แตก็มีขอเสียที่มี selectivity ตํ่า ไมสามารถวิเคราะห H2O2 ไดโดยตรง  จําเปนตองอาศัยการทําปฏิกิริยา
ตางๆเพื่อเพ่ิม selectivity และ sensitivity 

 
2.6.4  เทคนิค  Luminescence 
Xiaoyan Yang, Yingshu Guo และ Zhenhua Mei [13] ไดพัฒนาวิธีสําหรับวิเคราะหหาปริมาณ 

H2O2 โดยใช p-phenol derivative,4-(1,2,4-triazol-1-yl) phenol (TRP) เปนตัวชวยเพ่ิมสัญญาณของระบบ 
Luminol- H2O2-HRP chemiluminescence (CL) เทคนิคน้ีนําไปประยุกตใชสําหรับวิเคราะหหาปริมาณ H2O2 
ในน้ําฝนโดย immobilize HRP ไวบน magnetic bead เพื่อเปน solid support ซ่ึงวิธีนี้ใหชวงความเปนเสนตรง
ในการตรวจวัด H2O2 ในชวงความเขมขน 2×10-6-1×10-3 M และมีคา LOD เทากับ 2×10-6 M 

Baiging Yuan, Hongwei Du และ Tianyan You [14] ไดพัฒนาวิธีสําหรับวิเคราะหหาปริมาณ H2O2 
โดยการผลิต tris (2,2’-bipyridine) ruthenium (II) (Ru(bpy)3

2+) Cathodic electrochemiluminescence (ECL) 
ข้ึนท่ีขั้ว Pt ในสารละลาย acetonitrile (ACN) เม่ือใหศักยไฟฟาเขาไปที่ -0.78 V และมีการเติม tripropylamine 
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(TPrA) ลงไปในสารละลายเพื่อชวยเพิ่มสัญญาณ cathodic ECL แต H2O2 สามารถยับยั้งสัญญาณ cathodic 
ECL ได ทําใหสามารถวิเคราะหหาปริมาณ H2O2 ไดดวยวิธีออม (indirect determination) ซ่ึงใหชวงความเปน
เสนตรงในการตรวจวัด H2O2 ในชวงความเขมขน 27-540 μM โดยใหคา RSD เทากับ 0.87 เปอรเซ็นต 

Ting Wen และคณะ [15] ไดพัฒนา fluorescence probe สําหรับวิเคราะหหา H2O2 และ glucose ใน
ตัวอยางเลือด โดยการวิเคราะห polyethyleneimine-capped silver nanochuster (PEI-Ag nanochuster) ที่มี
ขนาดอนุภาคเฉลี่ย 2 nm ซ่ึงจะคายแสงสีนํ้าเงินที่ 455 nm ซ่ึง fluorescence ของ PEI-Ag nanochuster สามารถ
ถูก quench ไดโดย H2O2  จากปฏิกิริยาออกซิเดชันของ glucose โดย glucose oxidase ซ่ึงจะทําใหเกิดเปน 
H2O2 ทําใหสามารถใชการ fluorescence quenchimg ของ PEI-Ag nanochuster โดย H2O2 ในการตรวจวัด 
glucose ได  เทคนิคนี้มี Sensitivity ท่ีดี ใหชวงความเปนเสนตรงสําหรับการวิเคราะห H2O2  ในชวงความ
เขมขน 500 nM–100 μM ดวย LOD เทากับ 400 nM และใหชวงความเปนเสนตรงสําหรับการตรวจวัด 
glucose ในชวงความเขมขน 1×10-6-1×10-5 Mและ 1×10-5-1×10-3 M ดวย LOD เทากับ 8×10-7 M 

Xiangyi huang ,Tao Lan ,Bocheng Zhang และ Jicun Ren [16] ไดพัฒนาวิธีการวิเคราะหหา
ปริมาณ H2O2  โดยใชหลักการสงผานหรือยายพลังงาน fluorescence resonance (FRET) gold nanoparticle 
(AuNPs) เปนตัวรับพลังงาน โดยเตรียม AuNPs โดยการลิงคดวย horseradish peruxibase (HRP) และ Bis 
(Trimethylsilyl) Acetamide (BSA) สวน tyramide จะ conjugate อยูกับ tetramethyl rhodumine (TMR) เม่ือ
ไมมี H2O2  ในระบบก็จะไปเกิดการ conjugate ระหวาง tyramide labeled (TMR) และ HRP- conjugate 
AuNPs และ FRET ก็จะไมเกิดข้ึน ซ่ึง TMR จะให fluorescence spectrum overlap กับ visible absorption 
band ของ AuNPs อยูบางสวน (EXMAX 575 nm) แตเม่ือมี H2O2  จะทําใหเกิด FRET ระหวาง tyramide labeled 
TMR (เปน energy donors) และ HRP (หรือ BSA) – conjugate AuNPs (เปน energy acceptors) เนื่องมาจาก
การเกิด complex TMR- labeled HRP- AuNPs หรือ TMR- labeled BSA –AuNPs ทําให fluorescence 
emission ของ TMR ถูก quench โดย AuNPs สัญญาณ fluorescent จึงลดลงตามปริมาณ H2O2  เทคนิคน้ีให
ชวงความเปนเสนตรงในการวิเคราะหหาปริมาณ H2O2    ในชวงความเขมขน 25-400 nM และใหคา LOD 
เทากับ 10 nM      

Estefania Ortega, Susana de Marcos และ Javier Galban [17] พัฒนาวิธีดาน biosensor สําหรับ
วิเคราะหหาปริมาณ H2O2 โดยอาศัยปฏิกิริยาการผันกลับของ H2O2 ไปเปน O2 และ H2O ซ่ึง bioreceptor  ที่ใช
คือ Catalase–liked-Ruthenium O2 –sensitive fluorophore (Cat-Ru) โดยจะตรวจวัด O2  ที่เกิดจาก H2O2 ซ่ึง O2 
จะทําใหเกิด fluorescent และถูกตรวจวัดที่ 600 nm ซ่ึงความเขมขนของ H2O2 จะแปรผันตรงกับความเขมของ 
fluorescent เทคนิคนี้ใหชวงความเปนเสนตรงในการวิเคราะหหาปริมาณ H2O2 ในชวงความเขมขน 1×10-4 - 
1×10-3 M  ซ่ึงเทคนิคน้ีถูกรบกวนจาก interference ตางๆ นอยกวาวิธีอ่ืนๆที่ใชวิเคราะหหา H2O2 และ 
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bioreceptor สามารถใชไดมากกวา 1  เดือน นอกจากน้ีเทคนิคนี้ยังสามารถประยุกตใชในการตรวจวัดสาร
จําพวก clinical substrate เชน glucose, cholesterol, lactic acid และอ่ืนๆโดยการปรับสารท่ีใช link กับ 
catalase 

Zhiliang Jiang [18] ไดพัฒนาวิธีการวิเคราะหหาปริมาณ H2O2 โดยใช Rhodamine B ซ่ึงให 
fluorescence ที่ 584 nm เม่ือกระตุนดวยความยาวคลื่นท่ี 584 nm ซ่ึง fluorescence quenching จะเกิดข้ึนเม่ือ
เกิดปฏิกิริยา Oxidation ของ Rhodamine B กับ H2O2  โดยมี Fe304 nanoparticles เปน catalyst ซ่ึงความเขม
ของ fluorescenceที่ 584 nm จะลดลงเม่ือมีปริมาณ H2O2 เพ่ิมมากข้ึน วิธีน้ีใหชวงความเปนเสนตรงในการ
ตรวจวัด H2O2 ในชวงความเขมขน 10 – 200 nmol/L และถูกนําไปประยุกตใชวิเคราะหหาปริมาณ H2O2 ใน 
synthetic sample 3 ตัวอยาง 

Yuan Gao และคณะ [19] ไดพัฒนาวิธีการวิเคราะหหาปริมาณ H2O2 และ glucose โดยใช Fe304 
magnetic nanoparticles (MNPs) เปน peroxidase mimetic catalyst ที่ทําให H2O2 เปลี่ยนไปอยูในรูปของ 
radical ซ่ึงสามารถ quench fluorescence ของ CdTe QDs ได และปฏิกิริยาออกซิเดชันของ glucose โดย 
glucose oxidase ถูกใชรวมกับหลักการของ fluorescence quenching ของ CdTe QDs ที่เกิดโดย H2O2 ซ่ึงมี 
Fe304 MNPs เปน catalyst ทําใหสามารถใชวิธีนี้ตรวจวัด glucose ไดดวย เทคนิคน้ีถูกประยุกตใชในการ
วิเคราะหหาปริมาณ glucose ในตัวอยางเซรัมของมนุษย โดยใหชวงความเปนเสนตรงในการตรวจวัด H2O2 
ในชวงความเขมขน 1.8×10-7-9×10-4 mol/L ใหคา LOD เทากับ 1.8×10-8 mol/L และใหชวงความเปนเสนตรง
ในการตรวจวัด glucose ในชวง 1.6×10-6-1.6×10-4 mol/L ซ่ึงมีคา LOD เทากับ 1.0×10-6 mol/L  

Wei Luo และคณะ [20] ไดพัฒนาวิธีการวิเคราะหหาปริมาณ H2O2 โดยใช BiFeO3 magnetic 
nanoparticles (BFO MNPs) กระตุนให H2O2 สลายตัวไปอยูในรูป  OH radical ซ่ึง radical ท่ีเกิดข้ึนจะไป 
Oxidize benzoic acid ซ่ึงเปน weakly fluorescent ใหอยูในรูป hydroxylate ซ่ึงเปน strongly fluorescent คาย
แสงออกมาสูงสุด ที่ 405 nm ดังนั้นหากมีปริมาณ H2O2 ในตัวอยางมาก ปริมาณแสงที่คายออกมาที่ 405 nm ก็
จะมีความเขมแสงมากดวย เทคนิคนี้ใหชวงความเปนเสนตรงในการตรวจวัด H2O2 ในชวงความเขมขน 2×10-

8- 2×10-5 mol/L ซ่ึงมีคา LOD เทากับ 4.5×10-9 mol/L นอกจากน้ีเทคนิคนี้ยังถูกพัฒนาไปใชตรวจวัด glucose 
โดยใช glucose oxidase และ BFO MNPs เปน catalyst โดยใหชวงความเปนเสนตรงในการตรวจวัด glucose 
ในชวงความเขมขน 1×10-6-1×10-4 mol/L ซ่ึงมีคา LOD เทากับ 5×10-7 mol/L วิธีน้ีถูกนําไปประยุกตใช
ตรวจวัด H2O2 ในนํ้าฝนและตรวจวัด glucose ในตัวอยางเซรัมของมนุษย   

Ryosuke Nakahara และคณะ [21] ไดพัฒนาวิธีการวิเคราะหหาปริมาณ H2O2 โดยอาศัยปฏิกิริยา
ออกซิเดชันของ fluorescein เม่ือ fluorescein ทําปฏิกิริยากับ H2O2 จะเกิดการคายแสงออกมาที่ความยาวคลื่น 
525 nm ทําใหสามารถหา H2O2 ไดจากปริมาณแสงที่ fluorescein คายออกมา เทคนิคน้ีไดถูกนําไปประยุกตใช
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วิเคราะหหาปริมาณ H2O2 ในตัวอยางเซรัมลูกวัว นํ้าลายมนุษย น้ําฝน และกวยเต๋ียว โดยใหชวงความเปน
เสนตรงในการตรวจวัด H2O2 ในชวงความเขมขน 1.5-310 ng/mL และมีคา LOD เทากับ 1.9 ng/mL     

M.E. Abbas และคณะ [22] ไดพัฒนาวิธีการวิเคราะหหาปริมาณ H2O2 โดยอาศัยปฏิกิริยา Fenton 
หลักการคือ non- fluorescent coumarin จะถูกออกซิไดซ โดย hydroxyl radical ( OH) ซ่ึงเกิดข้ึนจากปฏิกิริยา 
Fenton ของ H2O2 ใหกลายเปน 7-hydroxycoumarin ซ่ึงมีความสามารถในการเรืองแสงสูง ท่ี 456 nm ดังนั้น
หากมีปริมาณ H2O2 ในตัวอยางสูง ปริมาณแสงที่ถูกคายออกมาก็สูงเชนกัน เทคนิคนี้ถูกประยุกตใชในการ
วิเคราะหหาปริมาณ H2O2  ในตัวอยางนม โดยใหชวงความเปนเสนตรงในการตรวจวัด H2O2 ในชวงความ
เขมขน 2×10-8-2×10-5 mol/L และมีคา LOD เทากับ 5×10-9 mol/L     

การวิเคราะห H2O2 ดวยเทคนิค Chemiluminescence นั้นมีขอดีคือ มีsensitivityสูง  ทําใหไดคา 
LOD ตํ่า  การใชงานเครื่องมืองาย  และราคาไมแพง  แต reagent ที่ใชทําใหเกิด luminescence สวนใหญเปน
สารจําพวกเอนไซม  ซ่ึงมีราคาแพงและไมเสถียร   
 

2.6.5  เทคนิค  Electrochemical technique 
Halimeh Rajabzade  และคณะ [23] ไดพฒันาเทคนิค  electrochemical  เพื่อใชวิเคราะหปริมาณ 

H2O2 โดยการสังเคราะห AuNPs ขนาดประมาณ 20 – 25 nm ใหเกาะอยูบน Carbon nanotubes (CNT) โดยใช
เทคนิค cyclic voltammetry  ซ่ึงขณะสังเคราะหจะตองควบคุมศักยไฟฟาทีใ่หและระยะเวลาในการเคลือบ  
เพ่ือให AuNPs เกาะเปน monolayer อยูบน CNT แลวเคลอืบดวย ionic liquid อีกครั้งหนึ่ง  การตรวจวัดอาศัย
การเกิดปฏิกริยิาออกซิเดชันของ AuNPs และ H2O2 เม่ือใหศักยไฟฟาเขาไป  จะเกิดกระแสไฟฟาข้ึนซ่ึงถูก
ตรวจวดัดวย Amperometor ซ่ึงสัญญาณทีไ่ดจะแปรผันตรงกับปริมาณ H2O2 modified electrode ที่สังเคราะห
ข้ึนใหสัญญาณสูงกวา unmodified electrode  เทคนิคนีใ้หชวงความเปนเสนตรงในการตรวจวัด H2O2 ในชวง
ความเขมขน 0.02 μM – 0.3 mM และมีคา LOD ตํ่ากวา 0.4 μM. 

Afsaneh Safavi, Norouz Maleki และ Elaheh Farjami [24] ไดพัฒนาเทคนิค electrochemical เพ่ือ
ใชวิเคราะหหาปริมาณ H2O2โดยการเคลือบ AgNPs ไวบนผวิของ carbon ionic liquid electrode (CILE) โดย
ใชเทคนิค Potentiostatic double pulse เพื่อควบคุมขนาดและสัณฐานของ AgNPs  modified electrode ท่ี
สังเคราะหข้ึนตอบสนองตอปฏิกริิยารดีักชันของ H2O2 เปนอยางด ี  เทคนิค voltammetry ที่พัฒนาข้ึนเพ่ือ
ตรวจวดั H2O2 ใชระบบ 3 electrode ไดแก  Ag/AgCl/KCl เปน reference electrode , platinum disk เปน 
counter electrode และ AgNPs- CILE เปน working electrode   เทคนิคน้ีใหชวงความเปนเสนตรงในการ
ตรวจวดั H2O2 ในชวงความเขมขน 2 – 200 μM และมีคา LOD เทากับ 0.7 μM. 
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Bin Xu, Min-Ling Ye, Yu-Xiang Yu และ Wei-De Zhang [25] ไดพฒันาอิเลก็โทรดโดยการเช่ือม 

Cu electrode ดวย MnO2-modified vertically aligned multiwalled -carbon nanotubes (MnO2/VACNTs) เพ่ือ
ใชวิเคราะหหาปริมาณ H2O2  ในการวเิคราะหเริ่มตนดวย H2O2 จะ adsorb บน active site ของ 
MnO2/VACNTs แลว MnO2 จะถกูรีดวิซโดย H2O2 ตัวที่ adsorb และถูกออกซิไดซโดยไฟฟาไปเปน MnO2 
หรือ Mn2O3 บนผวิ electrode แลว MnO2 และ Mn2O3 จะถกูออกซิไดซโดยไฟฟาไปอยูในสถานะท่ีตํ่ากวา  
ซ่ึงการเติม H2O2 ทําให oxidation current เพิ่มข้ึนจากเดมิมาก  ในขณะที่  reduction current เพ่ิมข้ึนเพียง
เล็กนอย  เทคนิคนี้จึงเลือกตรวจวดั H2O2 โดยการตรวจวัด oxidation current  เทคนิคนี้ใหชวงความเปน
เสนตรงในการตรวจวัด H2O2 ในชวงความเขมขน 1.2×10-6 – 1.8×10-3 M  และมีคา LOD เทากับ 8×10-7 M. 

Bing Zhang  และคณะ [26] ไดพัฒนาเทคนิค electrochemical เพื่อใชวเิคราะหหาปรมิาณ H2O2โดย
การ modified glassy carbon electrode ดวยการสังเคราะห  gold nanoparticles ใหกระจายตัวอยูบน graphene 
oxide (AuNP-GO) ดวยปฏิกริิยารดีอกซระหวาง AuCl4

_ และ GO  และเคลือบผวิ AuNP-GO ท่ีอยูบน glassy 
carbon electrode ดวย thionine-catalase conjugates ซ่ึง reduction current ที่เกิดขึ้นจากการเติม H2O2 จะเปน
สัดสวนโดยตรงกับปริมาณ H2O2 ที่มีในปฏิกริิยาหรือในตัวอยาง  เทคนิคน้ีใหชวงความเปนเสนตรงในการ
ตรวจวดั H2O2 ในชวงความเขมขน0.1 μM - 2.3 μM  และมีคา LOD เทากับ 0.01 μM. 

Chia-Yu Lin และคณะ [27] ไดพัฒนาเทคนิค electrochemical เพื่อใชวเิคราะหหาปรมิาณ H2O2โดย
การ modified fluorine-doped tin oxide (FTO) electrode  เริ่มตนดวยการ เคลือบผวิ electrode ดวย ZnO เปน
ฟลมบางๆเพ่ือเปน seeding layer แลวจึงเช่ือม seeding layer ดวย zinc oxide nanorods (ZnONRs) แลวนําไป
อบ  หลังจากน้ัน deposite ZnONRs ดวย AgNPs โดยใชปฏกิิรยิา photoreduction ซ่ึง reduction current ท่ี
เกิดข้ึนจากการเติม H2O2 จะเปนสัดสวนโดยตรงกับปรมิาณ H2O2 เม่ือใชเทคนิค cyclic voltammetry  เทคนิค
นี้ใหชวงความเปนเสนตรงในการตรวจวัด H2O2 ในชวงความเขมขนถงึ 1 mM โดยมคีา LOD เทากบั 0.9 μM. 

Feyza S. Yardımcı, Mehmet Senel และ Abdülhadi Baykal [28] ไดพัฒนาเทคนิค amperometric 
เพ่ือใชวเิคราะหหาปริมาณ H2O2โดยการ modified glassy carbon electrode (GCE)  ดวย horseradish 
peroxidase (HRP) immobilized into Chitosan-CoFe2O4 nanocomposite ในการวเิคราะห reduction current ที่
เกิดข้ึนจากการเติม H2O2 จะเปนสัดสวนโดยตรงกับปริมาณ H2O2  ซ่ึงใหชวงความเปนเสนตรงในการ
ตรวจวดั H2O2 ในชวงความเขมขน 0.03 - 8 mM และมีคา LOD เทากับ 0.02 μM. 

H. Razmi, R. Mohammad-Rezaei และ H. Heidari [29] ไดพัฒนาเทคนิค electrochemical เพื่อใช
วิเคราะหหาปริมาณ H2O2โดยการเคลือบ Prussian blue nanoparticles (PBNPs) บนผิวของ carbon ceramic 
electrode (CCE) ดวยการจุมและแชข้ัวในสารละลาย 0.2 M K3[Fe(CN)6], Fe(NO3)3·9H2O and 0.5 M KNO3 
ซ่ึงในการวเิคราะหจะติดตาม reduction current  ซ่ึง reduction current  ท่ีวัดไดจะแปรผันตรงกบัปริมาณ  
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H2O2 ที่มีในตัวอยาง  เทคนิคนี้ใหชวงความเปนเสนตรงในการตรวจวัด H2O2 ในชวงความเขมขน 1 μM – 
0.26 mM และมีคา LOD เทากับ 0.07 μM เทคนิคน้ีเหมาะสําหรับการนําไปประยุกตกบังาน routine analysis 

Haesang Jeong  และคณะ [30] ไดพัฒนาเทคนิค electrochemical เพื่อใชวิเคราะหหาปริมาณ H2O2

โดยการ Modified glassy carbon electrode (GCE)  ดวยการเคลือบ Polytetrakis(2-aminophenyl)porphyrin 
Nanowire (PTAPPNW) บนผิวของGCE  โดยเริ่มตนเตรยีม PTAPPNW โดยการเท TAPP (1 mg) solution of 
CH3CN:CH3Cl (1:1, 1 mL)  ลงในรพูรนุของ PT-coated multiporous anodic aluminum oxide (AAO) 
membrane  แลวใหศักยไฟฟาเขาไป  เรียกวาการ coat ดวยวธิี electrochemical polymerization  สวน AAO 
membrane กําจัดออกไดโดยการแชในสารละลาย 1.0 M NaOH  และลางใหสะอาดดวยน้าํกลั่น  หลังจากนั้น
จึงนํา GCE มาเคลือบดวยสารละลาย 0.5% Nafion ที่มี PTAPPNW (1 mg/mL) และ SWNT (1 mg/mL)  อยู  
ซ่ึงหลังจากการเคลือบตัวทําละลายจะ evaporate ออกไป  จะได PTAPPNW modified GCE ที่ใชเปน 
working electrode สําหรับวเิคราะหหาปริมาณ H2O2ในเทคนิค electrochemical ซ่ึงในการตรวจวัดจะติดตาม 
electrocatalytic reduction current  ซ่ึงสัญญาณทีว่ัดไดจะแปรผันตรงกับปริมาณ  H2O2 ที่มีในตัวอยาง  
เทคนิคนี้ใหชวงความเปนเสนตรงในการตรวจวดั H2O2 ในชวงความเขมขน 100 μM – 1.0 mM และมีคา 
LOD เทากับ 1 μM. 

Huaan Zhong และคณะ [31] ไดพัฒนาเทคนิค Amperometric biosensor  เพื่อใชวิเคราะหหา
ปริมาณ H2O2โดยการ Modified gold electrode ดวย horseradish peroxidase ท่ีเกาะบน gold nanowires และ 
TiO2 nanoparticles ซ่ึงเริ่มตนดวยการเคลอืบ gold electrode ดวยสารละลาย 5 μL of nano-TiO2 (5%) แลวทํา
ใหแหงดวยอากาศ  หลังจากนั้นแช electrode ที่เคลือบ TiO2 แลวในสารละลาย gold nanowires (Au NWs) 
เปนเวลา  8 ช่ัวโมง ซ่ึง Au NWs เตรยีมจากการเติม 20 mL ของสารละลายผสมของ  0.05 M 
Cetyltrimethylammonium bromide with 5 μmol chloroauric acid (1.0 mL of 5 mM solution) and 5.5 μmol 
ascorbic acid (1.0 mL of 5.5 mM solution) ลงใน 75 mL ของสารละลาย 1 M NaOH ขณะที่กําลังปนกวนอยู  
กระบวนการเติมโตของ Au NWs ใชเวลาประมาณ 5 นาที  โดยการสังเกตการเปลี่ยนแปลงสีของสารละลาย
จากสีเหลืองไปเปนสีแดง  ถือวาการสังเคราะห Au NWs เสร็จเรยีบรอย ข้ันตอนสุดทายแช Au NWs/nano- 
TiO2/Au modified electrode  ในสารละลาย 2.5 mg/mL HRP (PBS, pH 7) ที่อุณหภูมิ 4 °C เปนเวลา 12 
ช่ัวโมง  เพื่อใหโมเลกุลของเอนไซมจับอยูบนผวิของ electrode  electrode ท่ีพัฒนาข้ึนถูกในไปใชวิเคราะห
หาปริมาณ H2O2 ในระบบ cyclic voltammetry  โดยใช saturated calomel electrode (SCE) เปน  reference 
electrode , Pt wire เปน counter electrode  มิ bare gold electrode และ Modified gold electrode เปน working 
electrode โดยการติดตาม reduction current  ซ่ึงสัญญาณทีว่ัดไดจะแปรผันตรงกับปริมาณ  H2O2 ซ่ึงเม่ือ
เปรยีบระหวาง bare gold electrode และ Modified gold electrode พบวา Modified gold electrode มี 
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sensitivity และ stability ดีกวา  นอกจากน้ียังใหชวงความเปนเสนตรงกวางกวา  และมีคา LOD ตํ่ากวาอีกดวย 
ซ่ึงใหชวงความเปนเสนตรงในการตรวจวดั H2O2 ในชวงความเขมขน 2.3×10-6 – 2.4×10-3 M และมีคา LOD 
เทากับ 7×10-7 M.  

Jagriti Narang, Nidhi Chauhan และ  C. S. Pundir [32] ไดพัฒนา non-enzymatic sensor ใน 
Electrochemical technique เพ่ือใชวิเคราะหหาปริมาณ H2O2 โดยการ modified polyaniline (PANI), 
multiwalled carbon nanotubes (MWCNTs) and gold nanoparticles (AuNPs) ลงบนผิว Au electrode เริ่มตน
ดวยการเติม Aniline (50 ml) ลงใน 10.0 ml ของสารละลาย 1 N HCl แลวเคลือบไปบน Au electrode ดวย 
cyclic voltammetric technique หลังจากนั้นเตรยีม Carboxylated multiwalled carbon nanotubes (c-
MWCNTs)  โดยการเติม 1 mg c-MWCNT ลงในสารละลายผสมของ H2SO4 และ HNO3 ในอัตราสวน 3 : 1 
(v/v) ปริมาณ 1 mL แลว ultrasonicated เปนเวลา 2 ช่ัวโมง จะสารละลายสีดําที่มี c-MWCNTs กระจายตัวอยู  
กําจัดกรดทิ้งไปโดยการลางดวย  Double distilled water (DW) หลังจากนั้นนํา PANI modified electrode แช
ในสารละลาย c-MWCNTs เปนเวลา 24 ช่ัวโมง c-MWCNTs จะยึดกับ PANI layer ดวย –CO–NH–bond 
ระหวาง –COOH group ของ c-MWCNTs และ free –NH2 group  ของ  PANI หลังจากน้ันลางดวย DW และ
ทําใหแหงที่ 4 °C หลังจากนั้นแช c-MWCNT/PANI/Au electrode ในสารละลาย Au NPs ท่ีอุณหภูมิ 4 °C 
เปนเวลา 12 ช่ัวโมง สุดทายจะได AuNPs/c-MWCNT/PANI modified Au electrode ที่มี sensitivity สูงในการ
ตรวจวดั  H2O2  ซ่ึงเทคนิคนี้ถูกนําไปประยกุตใชวิเคราะหหาปริมาณ H2O2 ในตัวอยางปสสาวะ นมผง  และ
นม sterilized โดยใหชวงความเปนเสนตรงในการตรวจวัด H2O2 ในชวงความเขมขน 3 – 600 μM และมีคา 
LOD เทากับ 0.3 μM.  

Jianfeng Ping  และคณะ [33] ไดพัฒนาเทคนิค non-enzymatic  electrochemical sensing เพื่อใช
วิเคราะหหาปริมาณ H2O2โดยการ modified  carbon electrode ดวย Copper oxide nanoparticles (CuO NPs) 
และ ionic liquid  โดยเริ่มตนดวยการผสม Ionic liquid n-octylpyridium hexafluorophosphate (OPPF6), 
graphite powder และ CuO NPs เขาดวยกันดวยอัตราสวนท่ีเหมาะสม  จะไดของผสมที่มีลักษณะเปน paste  
แลว pack ของผสมใสใน electrode cavity (1.8 mm diameter) แลวอบที่อุณหภูมิสูงกวา melting point ของ 
OPPF6 (mp 65 °C)  CuO NPs-CILE  ที่ไดจะไมเหมือนกับ film-modified electrode  ซ่ึงมีวิธีการทํางายกวา  
และมี reproducibility  สูงกวาดวย เทคนิคน้ีติดตาม  reduction current ซ่ึงแปรผันตรงกับปริมาณ H2O2  เม่ือ
เปรยีบเทียบกบั non-modified CILE  และ bulk modified carbon paste electrodes (CPEs) แลวให sensitivity  
ที่ดีกวา เทคนคินี้ถูกนําไปประยุกตใชสําหรับตรวจวัดH2O2 ในตัวอยางนม และเหมาะกับงาน routine analysis  
ซ่ึงใหชวงความเปนเสนตรงในการตรวจวดั H2O2 ในชวงความเขมขน 1 μM – 2.5 mM และมีคา LOD เทากับ 
0.5 μM.  



27 

 
Jianfeng Ping, Jian Wu, Kai Fan และ Yibin Ying [34] ไดพัฒนาเทคนิค amperometric sensor  

เพ่ือใชวเิคราะหหาปริมาณ H2O2โดยการ modified glassy carbon electrode (GCE) ดวย Prussian blue (PB) 
และpoly(o-phenylenediamine) (POPD) โดยเริ่มตนดวยการละลายฟลม PB ในสารละลาย 2.5 mM FeCl3, 
2.5 mM K3Fe(CN)6, 0.1 M KCl และ 0.1 M HCl แลวจุม GCE ลงไปในสารละลายนั้นเพื่อเคลือบ PB ดวย
เทคนิค cyclic voltammetry  โดยใหศักยในชวง 0.35 and -0.05 V และ scan rate 0.05 V/s เปนเวลา 20 นาที 
หลังจากน้ันลางดวยนํ้า DI และอบที่อุณหภูมิ 100 °C เปนเวลา  1 ช่ัวโมง  หลังจากนั้นเคลือบ POPD layer 
บน PB film อีกช้ันหน่ึง  โดยจุม POPD-GCE ในสารละลาย phosphate buffer (PBS, pH 5.5, 0.01 M) ที่มี5.0 
mM OPD monomer อยู เคลอืบดวยวธิี electropolymerisation  โดยใหศักยในชวง -0.05 - 0.8 V ทั้งหมด 15 
cycles โดยใชscan rate  0.01 V/s  GCE/PB/POPD ท่ีไดถูกนําไปประยกุตใชในการวิเคราะหหาปริมาณ H2O2 
ในเครื่องดื่มตางๆ  โดยการติดตาม reduction current ซ่ึงแปรผันตรงกับปริมาณ H2O2 ซ่ึงใหชวงความเปน
เสนตรงในการตรวจวัด H2O2 ในชวงความเขมขน 0.1 μM – 0.12 mM และมีคา LOD เทากับ 0.05 μM. 

ขอดีของเทคนิค Electrochemical คือมี sensitivity และ selectivity สูง เม่ือมีการ modified electrode 
สะดวกตอการนําไปวิเคราะหนอกหองปฏิบัติการ แตเทคนิคนี้มีความเสถียรของสัญญาณตํ่าและมีความ
ยุงยากและซับซอนในการเตรียม electrode 

 
2.6.6  เทคนิค  Capillary  electrophoresis 
Zhenzhen chen และคณะ [35] ไดพัฒนาเทคนิคการวิเคราะหหาปริมาณ Glutatione (GSH) และ 

H2O2 ในไมโทอนเดรียของ Apoptodic Cell โดยใชการแยกดวยเทคนิค Microchip Electro โดยใช 
Organoselemium probe Rh-Se-2 และ bis (p-methylbenzenesulfonate) dichlorofluorescein (FS) เปน probe-
fluorescent สําหรับ GSH และ H2O2 ตามลาํดับ ซ่ึง RH-SE-2 เปน nonfluorescent แตเม่ือทําปฏิกริิยากับ GSH 
แลวจะเกดิเปน rhodamine 110 ซ่ึงเปนสารที่มี Quantum yield สูง สวน FS ก็เปน nonfluorescent เชนกัน เม่ือ
ทํา ปฏิกริยิากับ H2O2 แลวเกิดเปน dichlorofluorescein ทําใหมี fluorescence เพิ่มมากข้ึน ทําใหสารที่ใชเปน 
Probe ทั้งสองมี Sensitivity ที่ดีสําหรับตรวจวัดโมเลกุลเปาหมายของตัวมันเอง เทคนคินี้ใหการวิเคราะหที่เรว็ 
งาย และวองไว สามารถวิเคราะหเสร็จภายใน 37 S เม่ือใช 50 mM mannitol และ 40 mM HEPES (pH 7.4) 
เปน running buffer ใชศักยไฟฟา 360V/cm ในการแยกไดชวงความเปนเสนตรง 3.3×10-9-1.0×10-7M และ 
2.7×10-9-4.0×10-7M และ LOD เทากับ 1.3 nM และ 1.0 nM สําหรับวิเคราะห GSH และ H2O2 ตามลําดับ 

เทคนิค  CE  สามารถแยก H2O2 ในตัวอยางไดอยางมีประสิทธิภาพ ใหคา LOD ต่ํา  เนื่องจากมีการ
แยกสารกอนแลวจึงตรวจวัด ทําใหไมมีการรบกวนจากเมทริกซในตัวอยาง และสามารถพัฒนาใหเปนเครื่อง
วิเคราะหนอกหองปฏิบัติการได แตก็เปนเทคนิคที่มีราคาแพง  จําเปน ตองใชบุคลากรท่ีมีความชํานาญและ
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เช่ียวชาญสูง และเทคนิค CE  ก็ไมสามารถแยก H2O2 ไดโดยตรงอีกดวย จําเปนตองทําปฏิกริิยาตางๆแลวจึง
แยกและตรวจวัดผลิตภณัฑที่ไดจากปฏกิริิยานั้น 

 
2.6.7  เทคนิค  flow injection analysis 
Makeoto Kurihara, Miyuki Muramatsu, Mari Yamda, และ Naoya Kitamura [36] ไดพัฒนาวิธ ี

flow injection สําหรับวิเคราะหหาปริมาณ H2O2 โดยอาศัยการกระตุนปฏิกริิยา Oxidation ดวย cobolt (II)-
catalyzed รวมกับ 3-methyl-2-benzothiazolinone hydrazone (MBTH) และ N-ethyl-N-(2-hydroxy-3-
sulfopropyl )-3,5-dimethoxyaniline (DAOS) เปน modified Trinder’s reagent ซ่ึงทําให เกิดเปนสียอมที่
ดูดกลืนแสงสูง (λmax = 530 nm) เม่ือมี H2O2 ที่ pH 8.4  ทําใหสามารถติดตามปริมาณ   H2O2 โดยการตดิตาม
ปริมาณความเขมแสงที่เกิดข้ึน ที่ 530 nm เทคนิคนี้สามารถนําไปประยุกตใชวิเคราะหหาปริมาณ H2O2  ใน
น้ําฝน โดยมีชวงความเปนเสนตรงในการตรวจวัด H2O2 ในชวงความเขมขน  5×10-8 – 2.2×10-6 M สามารถ
วิเคราะหได 20 ตัวอยางตอช่ัวโมง นอกจากนี้ยังมีความวองไว และราคาไมแพง 

Hui Chen และคณะ [37] ไดพัฒนาวิธกีาร flow –injection chemiluminescence (CL) สําหรับ
วิเคราะหหาปริมาณ H2O2 โดยอาศัยปฏิกริิยาระหวาง H2O2 และ hydrogen carbonate โดยมี Carbon 
nanospheres (CNSs) เปน catalyst ซ่ึง CNSs เตรียมจากสารละลาย glucose เพื่อเพิม่สัญญาณ CL ใหสูงข้ึน 
และความเขมของ CL ท่ีตรวจวัดไดจะเปนสัดสวนโดยตรงกับความเขมขนของ H2O2  ที่มีในตัวอยาง  เทคนิค
นี้โดยใหชวงความเปนเสนตรงในการตรวจวัด H2O2 ในชวงความเขมขน 5×10-8-3×10-6 mol/L และมีคา LOD 
เทากับ 1×10-9 mol/L เทคนิคนี้ถูกประยุกตใชสําหรับวิเคราะหหาปริมาณ H2O2 ในตัวอยางนํ้ากอกและน้ําหิมะ 
ดวยเปอรเซ็นต recovery 80-110 เปอรเซ็นต 

Zhihua Wang และคณะ [38] ไดพัฒนาวิธีสําหรับวิเคราะหหาปริมาณ H2O2 โดยใช Mg-Al-
carbonate layered double hydroxide (Mg-Al-CO3LDHs) เปน green catalyst ของ luminol 
chemiluminescence (CL) สัญญาณ CL ทีไ่ดจะแปรผันตรงกับปริมาณ H2O2 ที่มีในตัวอยาง โดยเทคนิคน้ีให
ชวงความเปนเสนตรงในการวิเคราะห H2O2  ชวงความเขมขน 0.05-10 μM และมีคา LOD เทากับ 0.02 μM  
เทคนิคนี้ถกูนาํไปประยกุตใชสําหรับวิเคราะหหาตัวอยางน้ําฝนซึ่งให  accuracy และ precision ท่ีดี โดยให 
RSD เทากับ 2.9 เปอรเซ็นต ในการวิเคราะหซํ้า 1.0 μM H2O2         

การใชเทคนิค  flow injection analysis  ในการวิเคราะหหาปริมาณ H2O2 สวนมากจะพัฒนาโดยการ
ตรวจวัดสีของผลิตภัณฑท่ีเกิดข้ึนจากปฏิกิริยา โดย reagent ท่ีนํามาใชทําใหเกิดผลิตภัณฑที่มีสีเปนสารที่ 
select ตอ H2O2ทําใหเทคนิคน้ีมี sensitivity และ selectivity ที่ดี และเปนระบบอัตโนมัติ  เหมาะแกการ
นําไปใชวิเคราะหตัวอยางมากๆ แต reagent มีราคาแพง  และมีการเตรียม reagent ที่คอนขางยุงยาก 
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2.6.8  เทคนิคอื่นๆ 
You Sang และคณะ [1] ไดพัฒนาวิธีสําหรับวิเคราะหหา H2O2 โดยอาศัยการ Aggregation ของ 

gold nanoparticles (AuNPs)  AuNPs สามารถเสถียรอยูไดใน single-stranded DNA (ssDNA) ซ่ึง ssDNA 
ชวยปองกันการ Aggregation ของ AuNPs ทําใหสีของสารละลาย AuNPs มีสีแดง ดูดกลืนแสงท่ี 520 nm 
เน่ืองมาจากแรง electrostatic repulsion แต hydroxyl radical (HO·) ที่เกิดจากปฏิกิริยา Fenton สามารถแยก 
ssDNA ออกจาก AuNPs ได จึงทําให AuNP เกิดการ Aggregation สีของสารละลายของ AuNPs จึงเปลี่ยน
จากสีแดงไปเปนสีนํ้าเงิน และเกิด Plasmon resonance band shift เปลี่ยนไปดูดกลืนแสงสูงสุดที่ 650 nm ซ่ึง
ปริมาณของ H2O2  จะเปนสัดสวนโดยตรงกับคาการดูดกลืนแสงที่ลดลงที 520 nm และคาการดูดกลืนแสงที่
เพ่ิมข้ึนที่ 650 nm เม่ือพลอต calibration curve ระหวาง A650/A520 กับความเขมขนของ H2O2 จะไดชวง
ความเปนเสนตรงในชวงความเขมขน 2×10-7-8×10-6 และมีคา LOD เทากับ 40 nmol/L เทคนิคน้ีนําไป
ประยุกตใชในการตรวจวัด H2O2 ในตัวอยางสมองของหนู ให recovery ในชวง 98-103 เปอรเซ็นต  
 
        
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



30 

 

บทที่ 3 
วิธีการดําเนินงานวิจัย 

 
3.1  สารเคมีและอุปกรณ 

3.1.1  สารเคม ี
               3.1.1.1  ซิลเวอรไนเตรต (AgNO3) 
               3.1.1.2  โซเดยีมโบโรไฮดรายด (NaBH4) 
                3.1.1.3  โซเดยีมซิเตรต (Na3C6H5O7.2H2O) 
               3.1.1.4  ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (Hydrogen peroxide : H2O2) 
               3.1.1.5  โซเดยีมออกซาเลต (Na2C2O4) 
               3.1.1.6  กรดซลัฟวรกิ (H2SO4) 
         3.1.1.7  โปแทสเซียมเปอรแมงกาเนต (KMNO4) 
        

3.1.2  อุปกรณและเครือ่งมอื 
               3.1.2.1  บีกเกอร (ขนาด  25 , 50 , 100 , 250 , 1000 มิลลิลิตร) 
               3.1.2.2  ปเปต (ขนาด  5 , 10 , 25 มิลลิลิตร) 
               3.1.2.3  ไมโครปเปต (ขนาด  1000 ไมโครลิตร) 
               3.1.2.4  ขวดวดัปริมาตร (ขนาด  10 , 50 , 100 , 250 , 500 มิลลลิิตร) 
               3.1.2.5  บิวเรต (ขนาด 50 มิลลลิิตร) 
         3.1.2.6  ขวดรปูชมพู (ขนาด 250 มิลลลิิตร) 
               3.1.2.7  หลอดหยด 
               3.1.2.8  ชอนตักสาร 
               3.1.2.9  แทงแกวคนสาร 
               3.1.2.10  กรวยกรอง 
               3.1.2.11  จุกยาง 
               3.1.2.12  กระบอกนํ้ากลั่น 
  3.1.2.13  กระบอกตวง 
  3.1.2.14  peristaltic pump 
   3.1.2.15  6-Portsl Injection Valve 
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         3.1.2.16  เครื่องช่ังนํ้าหนักความละเอียด 4 ตําแหนง 
         3.1.2.17  เครื่องปนกวน 
         3.1.2.18  เครื่อง UV-visible spectrophotometer  (UV-1800-Shimadzu) 
         3.1.2.19  เครื่อง  Transmission  Electron  Microscope (TEM) 
  3.1.2.20  นาฬิกาจับเวลา 

 
3.2  การเตรียมสารเคมี 

3.2.1  การเตรยีมสารละลายสําหรับการสังเคราะหอนุภาคเงินระดับนาโน  
(1)  การเตรยีมสารละลายซิลเวอรไนเตรตความเขมขน 1 mM 
ช่ังซิลเวอรไนเตรต  42.5 มิลลิกรัม  ละลายดวยน้ํากลั่นเล็กนอย  แลวถายสารละลายใสขวดวัด

ปริมาตรขนาด  250 มิลลิลิตร  ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่น 
(2)  การเตรียมสารละลายโซเดียมโบโรไฮดรายดความเขมขน 2 mM 
ช่ังโซเดยีมโบโรไฮดรายด  37.80 มิลลกิรมั  ละลายดวยน้าํกลั่นเลก็นอย  แลวถายสารละลายใสขวด

วัดปริมาตรขนาด  500 มิลลิลิตร  ปรับปริมาตรดวยนํ้ากลั่น 
(3)  การเตรียมสารละลายโซเดียมซิเตรตความเขมขน 1 %w/w 
ช่ังโซเดยีมซิเตรตจํานวน  0.25  กรัม ลงในบีกเกอรขนาด  50  มิลลิลิตร  ละลายดวยนํ้ากลัน่จํานวน  

24.75  กรัม 
 
3.2.2 การเตรียมสารละลายสําหรับการวิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจนเปอรออกไซด  

              (1)  การเตรียมสารละลายมาตรฐานไฮโดรเจนเปอรออกไซด  ความเขมขน 3300 ppm โดย  ปเปต
สารละลายมาตรฐานไฮโดรเจนเปอรออกไซดความเขมขน  30 %w/v ปริมาตร 1 มิลลิลิตรใสขวดวัดปริมาตร
ขนาด  100 มิลลิลิตร  ปรับปริมาตรดวยนํ้ากลั่น (สารละลายมาตรฐานไฮโดรเจนเปอรออกไซดจะตองเตรียม
ใหมทุกวัน) 
              (2)  การเตรียมสารละลายมาตรฐานไฮโดรเจนเปอรออกไซด  ความเขมขน 100 ppm โดย   ปเปต
สารละลายมาตรฐานไฮโดรเจนเปอรออกไซดความเขมขน  3300 ppm ปริมาตร 300 ไมโครลิตร ใสขวดวัด
ปริมาตรขนาด  10 มิลลิลิตร  ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่น (สารละลายมาตรฐานไฮโดรเจนเปอรออกไซดจะตอง
เตรียมใหมทุกวัน) 
              (3)  การเตรียมสารละลายมาตรฐานไฮโดรเจนเปอรออกไซด  ความเขมขน 20.0, 17.5, 15.0, 12.5, 
10.0, 5.0, 2.5, 1.0 และ 0.5  ppm โดยปเปตสารละลายมาตรฐานไฮโดรเจนเปอรออกไซดความเขมขน 100 
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ppm ปริมาตร 2000, 1750, 1500, 1250, 1000, 500,250 ไมโครลิตร และความเขมขน 10 ppm  ปริมาตร 1000 
และ 500  ไมโครลิตร  ตามลําดับ ใสขวดวัดปริมาตรขนาด  10 มิลลิลิตร  ปรับปริมาตรดวยนํ้ากลั่น 
(สารละลายมาตรฐานไฮโดรเจนเปอรออกไซดจะตองเตรียมใหมทุกวัน) 
              (4)  การเตรียมสารละลายมาตรฐานโปแทสเซียมเปอรแมงกาเนต ความเขมขน 0.1 M  ช่ังสาร
มาตรฐานโปแทสเซียมเปอรแมงกาเนตน้ําหนัก 15.8034 กรัม  ละลายดวยน้ํากลั่นปริมาตร  250 มิลลิลิตร  เท
สารละลายใสในขวดวัดปริมาตรขนาด  1000 มิลลิลิตร  ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่น 
                
3.3  วธิีดําเนินการทดลอง 

3.3.1  การสังเคราะหอนภุาคเงินระดับนาโน 
การสังเคราะหอนุภาคเงินระดับนาโนไดดําเนินตามวิธีของ Behzad Haghighi และ Somayyeh 

Bozorgzadeh [39] โดยใชกระบวนการการสังเคราะหโดยปฏิกริิยารีดกัชัน  ทําไดโดยนําสารละลายซิลเวอร
ไนเตรต (เขมขน 1 mM) มา  50  มิลลิลติร ใสลงในบกีเกอรขนาด  1000  มิลลลิิตร  แลวปนกวนที่  1000  
รอบตอนาที  เติมสารละลายโซเดียมซิเตรต (เขมขน 1 %w/w)  จํานวน  10  มิลลลิิตร  จากน้ันคอยๆหยด
สารละลายโซเดียมโบโรไฮดรายด (เขมขน 2 mM)  จํานวน 150  มิลลลิิตร จากบวิเรตลงในสารละลายผสม  
พรอมกับปนกวนไปดวย  จนสารละลายโซเดียมโบโรไฮดรายดหมดจะสังเกตเห็นสารละลายสีเหลืองใส
ปรากฏข้ึน  ปนกวนตออีก 20 นาที  จากนั้นถายสารละลายผสมใสขวด  นําไปเกบ็ไวท่ีอุณหภูมิ  4 องศา
เซลเซียส  เปนเวลาอยางนอย  2 วัน  กอนนําไปใชงาน (ความเขมขน AgNPs หลังการสังเคราะหเทากับ  0.24 
mM)  ทําการเจือจาง AgNPs ลง 4 เทา (ความเขมขน 0.06 mM) เวลาท่ีนําไปวิเคราะหจริง (ดูการเลือกความ
เขมขนของ AgNPs ที่เหมาะสม) 

 
3.3.2  ศึกษาขนาดของอนุภาคเงินระดับนาโน 
ศึกษาขนาดของ AgNPs  ทําไดโดยการนาํสารละลาย AgNPs ความเขมขน 0.24 mM ไปวิเคราะห

ดวยเครื่อง Transmission  Electron  Microscope (TEM)  
 
3.3.3  ศึกษาความยาวคลื่นสูงสุดของอนภุาคเงินระดับนาโน 
วิธีทีพั่ฒนาข้ึนน้ีเปนการวิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจนเปอรออกไซดโดยการติดตามการลดลงของ

คาการดดูกลืนแสงของสารละลาย AgNPs ดังน้ันคาความยาวคลื่นสูงสุดที่ใชในการตรวจวัดปริมาณ
ไฮโดรเจนเปอรออกไซดจึงเปนคาความยาวคลืน่สูงสุดของสารละลาย AgNPs 
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              ทําการศึกษาความยาวคลื่นสูงสุดของ AgNPs  โดยเทสารละลาย AgNPs ความเขมขน 0.24 mM ใส
คิวเวท  ทําการสแกนสเปคตรัมตั้งแตความยาวคลื่น 200 nm ถึง 800 nm  แลวนําสเปกตรัมท่ีไดหาคาความยาว
คลื่นที่สูงสุดเพ่ือใชติดตามการลดลงของคาการดูดกลืนแสงของสารละลาย AgNPs 
 

3.3.4  การวิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจนเปอรออกไซดโดยระบบไหล (FIA) อยางงาย  
เม่ือทําการศึกษาความเปนไปไดของปฏิกิริยาในการวิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจนเปอรออกไซด

โดยใชอนุภาคเงินระดับนาโนแลวไดนําหลักการวิเคราะหขางตนมาประยุกตรวมกับระบบ FIA  โดยในข้ัน
แรกไดออกแบบระบบ FIA ดังรูปที่  3.1  รูปแสดงระบบ FIA สําหรับวิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจนเปอร
ออกไซด 
 

 
 
รูปท่ี  3.1  รูปแสดงระบบ FIA สําหรับวิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจนเปอรออกไซด  โดยสารละลาย AgNPs 

ใชเปน carrier, P คือ peristaltic pump, IV คือ injection valve, MC คือ สวนที่เกดิปฏกิิรยิาในทอ  
(ใชทอ PTFE), D คือ spectrophotometer และ W คือภาชนะใสของเสีย 

 
สารละลาย AgNPs ถูกปมเขามาเปน carrier  แลวสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดจะถูกฉีดเขา

มาทาง injection valve  เพ่ือทําปฏิกิริยากับ AgNPs ในสวนทอเกิดปฏิกิริยา  สุดทายสารจะถูกตรวจวัดดวย 
spectrophotometer 
 

3.3.5  การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมของระบบ FIA สําหรับวิเคราะหหาปริมาณ 
ไฮโดรเจนเปอรออกไซด 
ในการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมจะทําการปรับเปลี่ยนอิทธิพลที่ตองการศึกษาในขณะท่ีกําหนดให

อิทธิพลอ่ืนๆ คงที่ 
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ตารางท่ี  3.1  แสดงตัวแปรในการศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมของระบบ  FIA สําหรับวิเคราะหหาปริมาณ
ไฮโดรเจนเปอรออกไซด 
 

พารามิเตอร ชวงในการศึกษา 
ความเขมขนของสารละลาย AgNPs 0.06 , 0.12 และ 0.24 mM 
อิทธิพลของอัตราการไหล 0.5 และ 1 mL/min. 
อิทธิพลของความยาวของ mixing coil 100 และ 200 cm 
อิทธิพลของขนาด sample loop 100 , 300 และ 400 μL 

 
3.3.6  การศึกษาคุณลักษณะเดนของระบบ FIA ท่ีพัฒนาขึ้นสําหรับวิเคราะหหาปริมาณ 
ไฮโดรเจนเปอรออกไซด 

3.3.6.1  ศึกษาชวงความเปนเสนตรง 
(1) ฉีดสารละลายมาตรฐานไฮโดรเจนเปอรออกไซดความเขมขน  0.5, 1.0, 2.5, 5.0, 10.0, 

12.5, 15.0,  17.5  และ 20.0 ppm เขาสูระบบ FIA ท่ีพัฒนาข้ึน โดยฉีดความเขมขนละ 2 ซํ้า 
   (2) นําคาสัญญาณท่ีบันทึกไดจากเครื่องตรวจวัดคาการดูดกลืนแสงมาสรางกราฟมาตรฐาน 
 

3.3.6.2  ศึกษาขีดจํากัดต่ําสุดสําหรับการตรวจวัดและการวิเคราะหเชิงปริมาณ 
               ฉีดสารละลายแบลงค (นํ้ากลั่น)  เขาสูระบบ FIA ท่ีพัฒนาข้ึนซํ้า 10 ครั้ง นําคาสัญญาณที่
บันทึกไดจากเครื่องตรวจวัดคาการดูดกลืนแสง มาคํานวณเปนความเขมขน แลวหาคาเฉลี่ยของความเขมของ
แบลงค  จะได   

LOD      =     3 × (ความเขมขนของแบลงค) 
                                          LOQ      =     10 × (ความเขมขนของแบลงค) 
 

3.3.6.3  ศึกษาความเท่ียง 
               ฉีดสารละลายแบลงค (นํ้ากลั่น)  เขาสูระบบ FIA ท่ีพัฒนาข้ึนซํ้า 10 ครั้ง  นําคาสัญญาณที่
บันทึกไดจากเครื่องตรวจวัดคาการดูดกลืนแสง มาคํานวณเปนความเขมขน แลวคํานวณหาคา RSD 
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3.3.7  นําระบบ FIA ท่ีไดพฒันาขึน้มาประยุกตใชวิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจนเปอรออกไซดใน

ตัวอยางยาลางแผลและน้าํยาซักผาขาว 
3.3.7.1  การเตรียมตวัอยาง 

                -  ตัวอยางยาลางแผล (3 %w/v)   
                      (1) ปเปตตัวอยางมา 100 μL ใสขวดวัดปริมาตรขนาด 10 mL  ปรับปริมาตรดวยนํ้ากลั่น 
                      (2) ปเปตสารละลายจากขอ 1 มา 400 μL ใสขวดวัดปริมาตรขนาด 10 mL  ปรับปริมาตร
ดวยน้ํากลั่น 
               -  ตัวอยางนํ้ายาซักผาขาว (5 %w/v)   
                      (1) ปเปตตัวอยางมา 100 μL ใสขวดวัดปริมาตรขนาด 10 mL  ปรับปริมาตรดวยนํ้ากลั่น 
                      (2) ปเปตสารละลายจากขอ 1 มา 200 μL ใสขวดวัดปริมาตรขนาด 10 mL  ปรับปริมาตร
ดวยน้ํากลั่น 
                -  ตัวอยางนํ้ายาซักผาขาว (7.5 %w/v)   
                      (1) ปเปตตัวอยางมา 100 μL ใสขวดวัดปรมิาตรขนาด 10 mL  ปรับปรมิาตรดวยน้ํากลั่น 
                    (2) ปเปตสารละลายจากขอ 1 มา 200 μL ใสขวดวัดปริมาตรขนาด 10 mL  ปรับปริมาตร
ดวยน้ํากลั่น 
 
               3.3.7.2  การวิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจนเปอรออกไซดท่ีมีในตวัอยาง 
                      (1)  ฉีดสารตัวอยางท่ีเจือจางแลวเขาสูระบบ FIA ที่พัฒนาข้ึน โดยฉีดตัวอยางละ 2 ซํ้า โดย
จะตองทําวันเดียวกันกับการสรางกราฟมาตรฐาน 
                      (2)  นําคาสัญญาณท่ีบันทึกไดจากเครื่องตรวจวัดคาการดูดกลืนแสงมาคํานวณหาปริมาณ
ไฮโดรเจนเปอรออกไซดจากกราฟมาตรฐาน 
 

3.3.8  วธิี  titration method (validation) [40] 
3.3.8.1  การ standardization สารละลายมาตรฐานโปแทสเซียมเปอรแมงกาเนตความ
เขมขน  0.1 M 

                      (1)  ช่ังสารมาตรฐานปฐมภูมิโซเดียมออกซาเลต 0.3350 กรัม ใสขวดรูปชมพูขนาด  250 
มิลลิลิตร   
                      (2)  เติมกรดซัลฟวริกความเขมขน  0.75 M. ปริมาตร  75 มิลลิลิตร  ลงไปในขวดรูปชมพู
เพ่ือละลายสารมาตรฐานปฐมภูมิโซเดียมออกซาเลต 
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                      (3)  ใหความรอนแกสารละลายมาตรฐานจนมีอุณหภูมิ  80 – 90 °C 
                         (4)  ไทเทรตดวยสารละลายโปแทสเซียมเปอรแมงกาเนตความเขมขน  0.1 M ขณะที่
สารละลายยังรอนอยู  และจะตองควบคุมอุณหภูมิไมใหตํ่ากวา 60 °C  ตลอดการไทเทรต (ท่ีจุดยุติจะเห็นสี
ของสารละลายเปลี่ยนจากใสไปเปนสีชมพูออน) 
        
         ปฏิกิริยาการไทเทรต  2MnO4

- +  C2O4
2-+ 16H+                 2Mn2++ 10CO2 + 8H2O  

 
3.3.8.2  การหาปริมาณไฮโดรเจนเปอรออกไซดท่ีมีในตัวอยางโดยการไทเทรตดวย
สารละลายมาตรฐานโปแทสเซียมเปอรแมงกาเนตความเขมขน  0.1 M 

                       (1)  ปเปตสารตัวอยาง  10 มิลลิลิตร  ใสขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร 
                       (2)  เติมนํ้ากลั่น  50  มิลลิลิตร 
                       (3)  คอยๆเติมกรดซัลฟวริกความเขมขน 3.0 M ปริมาตร  15 มิลลิตรลงไป  แลวผสม
สารละลายทั้งหมดใหเขากัน 
                       (4)  ไทเทรตดวยสารละลายโปแทสเซียมเปอรแมงกาเนตความเขมขน  0.1 M (ที่จดุยุติจะ
เห็นสีของสารละลายเปลีย่นจากใสไปเปนสีชมพูออน) 
 
         ปฏิกริิยาการไทเทรต    2MnO4

- + 6H+ + 5H2O2                 5O2 + 8H2O + 2Mn2+  
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บทที่ 4 
ผลการวิจัยและอภิปรายผล 

 
4.1  การศึกษาคุณลกัษณะของอนุภาคเงินระดับนาโน  

หลังจากเตรียมอนุภาคเงินระดับนาโนไดเปนเวลา 2 วัน  แลวจึงนําอนุภาคเงินท่ีสังเคราะหไดไป
ตรวจวัดดวยเครื่อง TEM  เพื่อดูขนาดของอนุภาคเงินระดับนาโนที่สังเคราะหได  และเครื่อง UV-vis 
spectrophotometer  เพื่อศึกษาสเปกตรัมการดูดกลืนแสงของสาร  พบวา  อนุภาคเงินระดับนาโนที่สังเคราะห
ไดมีความเขมขนของอนุภาค  0.24 mM  สีของสารละลายมีสีเหลืองใส  ขนาดของอนุภาคมีเสนผาน
ศูนยกลางเฉลี่ย  10.66 ± 3.96 nm  ดังแสดงในรูปท่ี 4.1 ซ่ึงอนุภาคแตละอนุภาคสามารถเสถียรจากการ 
Aggregate เขาหากันในสารละลายอยูไดดวยประจุลบของไอออนซิเตรตท่ีลอมรอบอนุภาคนาโนอยู  ซ่ึงแรง
ทางไฟฟาจะตานแรงแวนเดอรวาลระหวางโมเลกุล  จึงทําให  Ag NPs กระจายอยูในสารละลายอยางเปน
อิสระกัน  ดังแสดงในรูปท่ี 4.2 และพบคาการดูดกลืนแสงสูงสุดที่ความยาวคลื่น (λmax) เทากับ  398 nm  ดัง
แสดงในรูปที่ 4.3  ดังนั้นวิธีที่พัฒนาข้ึนน้ีจะหาปริมาณไฮโดรเจนเปอรออกไซดโดยการติดตามการลดลงของ
คาการดูดกลืนแสง (absorbance) ของสารละลาย AgNPs ที่ความยาวคลื่น 398 nm. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี  4.1  แสดงภาพท่ีถายไดดวยเครื่อง TEM ของอนุภาคเงินระดับนาโนที่สังเคราะหได 

50 nm
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รูปท่ี 4.2  แสดงใหเห็นถึง AgNPs ท่ีเสถยีรดวยประจลุบของไอออน citrate 
 
 

 
 

รูปท่ี 4.3  แสดงสเปกตรัมการดดูกลืนแสงของสารละลายของอนุภาคเงินระดับนาโนท่ีสังเคราะหได 
 

4.2  การศึกษาปฏิกิริยาเคมีระหวางอนุภาคเงินระดับนาโนกับไฮโดรเจนเปอรออกไซด 
การศึกษาปฏิกิริยาเคมีระหวาง AgNPs กับ H2O2    3%w/v ของสารละลาย H2O2  ไดถูกเติมลงไปใน

สารละลาย AgNPs ความเขมขน 0.24 และ 0.06 mM  พบวา  เม่ือเติม 3%w/v H2O2  ลงใน สารละลาย AgNPs 
ความเขมขน 0.24 mM  สีของสารละลายเปล่ียนจากสีเหลืองไปเปนสีนํ้าเงิน ดังรูปที่ 4.4 (A)  เม่ือนํา
สารละลายผลิตภัณฑที่ไดไปตรวจวัดดวยเครื่อง TEM  พบวา  AgNPs มีขนาดใหญข้ึน มีเสนศูนยกลางเฉลี่ย

Ab
s. 

Wavelength (nm) 
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มากกวา 50 nm  ดังรูปที่ 4.4 (B) ซ่ึงเปนผลมาจากการเติม H2O2 ทําให AgNPs เกิดการ Aggregation เขาหากัน 
จึงทําใหสีของสารละลาย AgNPs เปลี่ยนจากสีเหลืองไปเปนสีน้ําเงิน 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.4  แสดงสีของสารละลาย และภาพถาย TEM  เม่ือเติม 3%w/v H2O2  ลงในสารละลาย AgNPs ความ
เขมขน 0.24 mM (A,B) และ 0.06 mM (C,D) ตามลําดับ 
 

เม่ือเติม 3%w/v H2O2  ลงใน สารละลาย AgNPs ความเขมขน 0.06 mM  สีของสารละลายเปลี่ยน
จากสีเหลืองไปเปนใสไมมีสี ดังรูปที่ 4.4 (C)  เม่ือนําสารละลายผลิตภัณฑที่ไดไปตรวจวัดดวยเครื่อง TEM  ก็

A 
B 

C 
D 
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ไมพบอนุภาคใดปรากฏอยู  ดังรูปท่ี 4.4 (D) ซ่ึงเปนผลมาจาก H2O2 ที่เติมลงไปนั้นไปออกซิไดซ AgNPs 
(Ag0) ใหกลายเปนไอออน (Ag+) จึงทําใหสีเหลืองของสารละลาย AgNPs ลดลง 

ดังนั้นเราจึงสามารถวิเคราะหหาปริมาณ H2O2 ไดโดยใชสารละลาย AgNPs ความเขมขน  0.06 
หรือ 0.24 mM ก็ได  โดยหากใชสารละลาย AgNPs ความเขมขน  0.06 mM ก็จะหาปริมาณ H2O2 ไดโดยการ
ติดตามการลดลงของสีเหลือง  หรือหากใชสารละลาย AgNPs ความเขมขน  0.06 mM ก็จะหาปริมาณ H2O2 
ไดโดยการติดตามการลดลงของสีเหลือง หรือการเพ่ิมข้ึนของสีน้ําเงิน 
 
4.3  การพัฒนาระบบ FIA สําหรับวิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจนเปอรออกไซด 

เม่ือทําการศึกษาความเปนไปไดของปฏิกิริยาในการวิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจนเปอรออกไซด
โดยใชอนุภาคเงินระดับนาโนแลวไดนําหลักการวิเคราะหขางตนมาประยุกตรวมกับระบบ FIA  โดยในข้ัน
แรกไดออกแบบระบบ FIA ดังรูปท่ี  4.5  รูปแสดงระบบ FIA สําหรับวิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจนเปอร
ออกไซด 
 

 
 
รูปท่ี  4.5  รูปแสดงระบบ FIA สําหรับวิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจนเปอรออกไซด  โดยสารละลาย AgNPs 

ใชเปน carrier, P คือ peristaltic pump, IV คือ injection valve, MC คือ สวนที่เกดิปฏกิิรยิาในทอ  
(ใชทอ PTFE), D คือ spectrophotometer และ W คือภาชนะใสของเสีย 

 
สารละลาย AgNPs ถูกปมเขามาเปน carrier  แลวสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดจะถูกฉีดเขา

มาทาง injection valve  เพื่อทําปฏิกิริยากับ AgNPs ในสวนทอเกิดปฏิกิริยา  และการลดลงของสีเหลืองของ
สารละลาย AgNPs จะถูกตรวจวัดดวย spectrophotometer 
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4.4  การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมของระบบ FIA สําหรับวิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจนเปอรออกไซด 

4.4.1  ความเขมขนของอนุภาคเงินระดับนาโน 
              จากการศึกษาปฏิกิริยาเคมีระหวาง AgNPs กับ H2O2 ในขางตน  จึงไดคัดเลือกความเขมขนของ 
AgNPs ท่ีเหมาะสม  โดยการเติม 3, 0.03, 0.003 %w/v H2O2 ลงในสารละลาย AgNPs ความเขมขน 0.06 , 
0.12 และ 0.24 mM  พบวา  สีของสารละลาย AgNPs ความเขมขน  0.06 mM  เปลี่ยนจากสีเหลืองไปเปนใส
ไมมีสีในทุกความเขมขนของ H2O2 ท่ีเติมลงไป  สวนสีของสารละลาย AgNPs ความเขมขน  0.12 mM  
เปลี่ยนจากสีเหลืองไปเปนใสไมมีสี  และสีของสารละลาย AgNPs ความเขมขน  0.24 mM เปลี่ยนจากสี
เหลืองไปเปนสีน้ําเงินเฉพาะการเติม 3 %w/v H2O2 ลงไปเทานั้น  ดังน้ันจึงเลือกใช 0.06 mM AgNPs สําหรับ
วิเคราะหหาปริมาณ H2O2 เน่ืองจากทําใหเห็นการเปลี่ยนแปลงในชวงความเขมขนที่กวางกวา ดังแสดงใน
ตารางท่ี 4.1 โดยปฏิกิริยาที่ใชในการวิเคราะหคือ  AgNPs หรือ Ag0 ถูก H2O2 ออกซิไดซใหเปนเงินไอออน 
(Ag+) และจับกับประจุลบของไอออน citrate เปนสารประกอบที่ไมมีสี ดังแสดงในรูปท่ี 4.6 ดังนั้นวิธีที่
พัฒนาข้ึนนี้จึงวิเคราะหหาปริมาณ H2O2 โดยการติดตามการลดลงของสีเหลืองของสารละลาย AgNPs 
 
ตารางที่  4.1  สรุปการเปลี่ยนแปลงสีของสารละลาย AgNPs ความเขมขน 0.06, 0.12 และ 0.24 mM เม่ือมีการ
เติม 0.003, 0.03 และ 3 %w/v H2O2 
 

Conc.of H2O2 (%w/v) 0.06 mM AgNPs 0.12 mM AgNPs 0.24 mM AgNPs 

0.003 Yellow to colorless No change No change 
0.030 Yellow to colorless No change No change 
3.000 Yellow to colorless Yellow to colorless Yellow to blue 

 
 

 
 

รูปท่ี 4.6  แสดงปฏิกริิยาระหวางอนุภาคเงนิระดับนาโนและไฮโดรเจนเปอรออกไซด 

- -

-
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       4.4.2  การศึกษา kinetic ของปฏิกิริยาระหวางอนุภาคเงินระดับนาโนและไฮโดรเจนเปอรออกไซด 
              ทําการทดลองโดยเติม H2O2 ความเขมขน 0.01 , 0.1, 1, 10, 100 ppm จํานวน  300 μL ลงใน
สารละลาย 0.06 mM AgNPs จํานวน 2700 μL ที่อยูในคิวเวท  ใสคิวเวทลงในเครื่อง UV-vis 
spectrophotometer  แลวกดบันทึกสัญญาณภายใน 10 วินาที  โดยใชโปรแกรม time course measurement  
และใชน้ํากลั่นเปน control  พบวาคาการดูดกลืนแสง (Absorbance) ที่ 398 nm คอยๆลดลงตามเวลาท่ีเพิ่มมาก
ข้ึน  และจะคงท่ีท่ีคา Absorbance หนึ่ง โดยการเติม H2O2 ความเขมขนสูงสุดคือ  100 ppm จะมีอัตราการ
ลดลงของคา Absorbance มากที่สุด  และจะคงท่ีที่คา Absorbance ที่ตํ่าที่สุด  ดังแสดงในรูปท่ี 4.7  เม่ือนําคา 
peak height ที่เวลา 100, 200, 300, 400 และ  500 วินาที  มาพลอตกราฟเทียบกับความเขมขนของ H2O2 พบวา
ใหชวงความเปนเสนตรงในชวงความเขมขน 0.01 – 10 ppm และพบวาการตรวจวัดที่ 100 วินาที ให 
sensitivity ตํ่าท่ีสุด  แตต้ัง 200 วินาทีข้ึนไปมี sensitivity ที่ไมแตกตางกันอยางนัยสําคัญ ดังแสดงในรูปที่ 4.8  
ดังน้ันจึงเลือกที่จะตรวจวัดที่ 200 วินาที  เพื่อใหมี sensitivity ในการวิเคราะหท่ีดี  และใชเวลาในการ
วิเคราะหนอยท่ีสุด  สําหรับการวิเคราะหแบบ batch  แตจะใชหลักการนี้ไปใชสําหรับการคัดเลือกความยาว
ของ mixing coil , อัตราการไหล  และขนาดของ sample loop ในระบบ FIA ตอไป 
 

 
 

รูปท่ี 4.7 แสดง Absorption kinetic ของปฏิกริิยาระหวาง AgNPs กับ H2O2 
 
 

Times (second) 

Ab
s. 
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รูปท่ี 4.8 แสดงความสัมพันธระหวางความสูงของสัญญาณการดูดกลนืแสงกับความเขมขนของ H2O2 
 

4.4.3  อิทธิพลของความยาวของ mixing coil 
              ทําการทดลองใช Mixing coil ความยาว 100  และ  200 เซนติเมตร  โดยใชสารละลาย 0.06 mM 
AgNPs เปน carrier  ที่มีอัตราการไหล  0.5 ,1 และ 2 มิลลิลิตรตอนาที  และใช  sample loop  ขนาด 300 
ไมโครลิตร  พบวา Mixing coil ความยาว 100 เซนติเมตรนั้นใหสัญญาณไมเปนสัดสวนกับความเขมขนของ 
H2O2 ซ่ึงเปนผลมาจากเวลาในการผสมกันระหวาง AgNPs และ H2O2 นอยเกินไป  เนื่องจากระยะทางสั้น
เกินไป  ดังน้ันจึงเลือกใช mixing coil ความยาว 200 เซนติเมตร  เพ่ือใหมีเวลาและระยะทางมากพอสําหรับ
การผสมกันและเกิดปฏิกิริยา  และพบความเปนเสนตรงเม่ือใชอัตราการไหล 0.5 และ 1 มิลลิลิตรตอนาที  
หากใช mixing coil ที่ยาวกวาน้ีจะทําใหใชเวลาในการวิเคราะหนาน  และเกิดการ disperse ทอนสารตัวอยาง
กลายเปนทอนโซนท่ีกวางมากข้ึนเกินไป  ซ่ึงจะทําใหพีคสัญญาณที่ไดมีสัญญาณตํ่าและเปนพีคหัวแตก 
  

4.4.4  อิทธิพลของอัตราการไหล 
              ทําการทดลองซํ้าจากการทดลองเพื่อเลือกความยาว mixing coil ที่เหมาะสม โดยการฉีดสารละลาย
มาตรฐาน H2O2 ความเขมขน 0.01, 0.1, 0.5, 1, 2.5, 5 และ 10 ppm เขาสูระบบท่ีมีสารละลาย 0.06 mM 
AgNPs เปน carrier  ดวยอัตราการไหล  0.5 และ 1 มิลลิลิตรตอนาที  ใช  sample loop  ขนาด 300 ไมโครลิตร 
และใช mixing coil ยาว 200 เซนติเมตร พบวาอัตราการไหลท้ังสองใหชวงความเปนเสนตรง 2 ชวง

Conc. of H2O2 

Pe
ak

  h
eig

ht 

Conc. of H2O2 (ppm) 
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เหมือนกัน คือชวง 0.01 – 2.5 ppm และชวง 2.5 – 10 ppm ดังแสดงในรูปที่ 4.9 (B,D)  แตการใชอัตราการ
ไหล 0.5 มิลลิลิตรตอนาที ทําใหพีคที่ไดเปนพีคหัวแตก ดังแสดงในรูปท่ี 4.9 (A) ซ่ึงเปนผลมาจากการ 
disperse ทําใหทอนโซนของสารละลายมาตรฐาน H2O2 กวางมากข้ึน  จึงทําใหการผสมกันเกิดข้ึนไดไมดี  
สงผลสัญญาณที่ไดเปนพีคหัวแตก  ดังนั้นจึงเลือกใชอัตราการไหล 1 มิลลิลิตรตอนาที เน่ืองจากใหพีค
สัญญาณที่เปน sharp peak   ดังแสดงในรูปที่ 4.9 (C) และใหชวงความเปนเสนตรงในชวงเดียวกันกับการใช
อัตราการไหล 0.5 มิลลิลิตรตอนาที 
 

4.4.5  อิทธิพลของขนาด sample loop 
              ทําการทดลองโดยการสารละลายมาตรฐาน H2O2 ความเขมขน 0.01, 0.1, 0.5, 1, 2.5, 5 และ 10 ppm 
ปริมาตร  100 , 300 และ 400 μL เขาสูระบบท่ีมีสารละลาย 0.06 mM AgNPs เปน carrier  ดวยอัตราการไหล 
1 มิลลิลิตรตอนาที  และใช mixing coil ยาว 200 เซนติเมตร  พบวา  การใช sample loop ขนาด 100 μL  ทําให
สัญญาณที่ไดไมเปนสัดสวนกับความเขมขนของ H2O2 ดังแสดงในรูปท่ี 4.10 (A) จึงไมใช sample loop ขนาด 
100 μL สวนการใช sample loop ขนาด 300 และ 400 μL นั้นใหชวงความเปนเสนตรง 2 ชวง เชนเดียวกัน  
โดยการใช sample loop ขนาด 300 μL ใหชวงความเปนเสนตรงในชวงความเขมขน 0.01 – 2.5 และ 2.5 – 10 
ppm ดังแสดงในรูปที่ 4.10 (B) และการใช sample loop ขนาด 400 μL ใหชวงความเปนเสนตรงในชวงความ
เขมขน 0.01 – 1 และ 1 – 10 ppm ดังแสดงในรูปที่ 4.10 (C) ซ่ึงเนื่องจากการใช sample loop ขนาด 400 μL 
ให sensitivity ในการตรวจวัดที่สูงกวา  และใหชวงความเปนเสนตรงในชวงความเขมขนท่ีกวางกวา  จึง
เลือกใช sample loop  ขนาด 400 μL 
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รูปท่ี 4.9 (A) และ (C) แสดงสัญญาณทีว่ัดไดจากการฉีดสารละลายมาตรฐาน H2O2 ความเขมขน 0.01, 0.1, 
0.5, 1, 2.5, 5 และ 10 ppm เขาสูระบบ FIA ท่ีมีสารละลาย 0.06 mM AgNPs เปน carrier  ดวยอัตราการไหล  

0.5 และ 1 mL/min ตามลําดบั โดยใช mixing coil ยาว 200 cm. และ sample loop ขนาด 300 μL  (B) และ (D) 
แสดงความสัมพันธระหวาง peak height และความเขมขนของ H2O2 ที่ใชอัตราการไหลของ carrier เทากับ 

0.5 และ 1 mL/min ตามลําดบั 
 
 

A B 

C D 

Ab
s. 

Ab
s. 

Times (second) 

Times (second) 

Conc. of H2O2 (ppm) 

Conc. of H2O2 (ppm) 

Peak height 

Peak height 
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รูปท่ี 4.10 กราฟแสดงความสัมพันธระหวางความสูงของสัญญาณการดูดกลืนแสงและความเขมขนของ H2O2 
เม่ือใช sample loop ขนาด 100 (A) , 300 (B) และ 400 μL (C) ในระบบ FIA ที่มีสารละลาย 0.06 mM AgNPs 

เปน carrier  ที่ไหลดวยอัตราการไหล  1 mL/min. และใช mixing coil ยาว 200 cm. 

A 

B 

C 

Pe
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  h
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ht 

Conc. of H2O2 (ppm) 
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Conc. of H2O2 (ppm) 
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ht 

Conc. of H2O2 (ppm) 
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จากการศึกษาพารามิเตอรตางๆเพื่อหาคาที่เหมาะสมสําหรับระบบ FIA ท่ีใชสําหรับวิเคราะหหา

ปริมาณ H2O2 โดยใช AgNPs เปนตัวติดตาม  เพื่อใหวิธีที่พัฒนาข้ึนมีประสิทธิในการวิเคราะหสูงสุด  พบวา  
พารามิเตอรตางๆ ควรใชคาดังตารางที่ 4.2  
 
ตารางที่  4.2  

พารามิเตอร คาท่ีไดจากการวิเคราะห 
ความเขมขนของสารละลาย AgNPs 0.06  mM 

ความยาวของ mixing coil 200 cm 
อัตราการไหล 1 mL/min. 

ขนาด sample loop 400 μL 
 

ดังนั้นระบบ FIA ท่ีพัฒนาข้ึนเพื่อใชสําหรับวิเคราะหหาปริมาณ H2O2 โดยใช AgNPs เปนตัว
ติดตาม  จึงมีระบบดังรูปท่ี 4.11  
 

 
 
รูปท่ี 4.11 แสดงระบบ FIA ที่พัฒนาขึ้นอยางสมบูรณสําหรับวิเคราะหหาปริมาณ H2O2 โดยใช AgNPs เปนตัว

ติดตาม ซ่ึงใชสารละลาย 0.06 mM AgNPs เปน carrier  , P = Peristaltic pump (flow rate 1 ml/min) 
IV  =  Injection valve  (sample  loop  400 μL), MC  =  Mixing coil (1 mm i.d.× 200 cm.),                            

D  =  spectrophotometer detect at 398 nm., W  =  waste 
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4.5  การศึกษาคุณลักษณะเดนของระบบ FIA ท่ีพัฒนาข้ึน 

4.5.1  ชวงความเปนเสนตรง (Linearity range) 
              ทําการทดลองโดยการฉีดสารละลายมาตรฐาน H2O2 ความเขมขน 0.5, 1, 2.5, 5, 10, 12.5, 15, 17.5 
และ 20 ppm เขาสูระบบ FIA ที่พัฒนาข้ึนและบันทึกสัญญาณ ซํ้าความเขมขนละ 2 ครั้ง โดยใชนํ้ากลั่นเปนตัว
ควบคุม  ดังแสดงในรูปที่ 4.12  เม่ือนํามาพลอตกราฟความสัมพันธระหวางความสูงของพีคการดูดกลืนแสง
และความเขมขน H2O2 พบวามีชวงความเปนเสนตรง 2 ชวง  คือชวง 0.495 – 4.95 ppm และชวง 9.9 – 19.8 
ppm  ดังแสดงในรูปท่ี 4.13 แตเนื่องจากจุดแรกของชวงความเปนเสนชวงแรกท่ีสัญญาณใกลเคียงกับแบลงค
มากเกินไป  และชวงความเขมขนตํ่ากวาคา LOQ (ดูการหา LOD และ LOQ) จึงเลือกใชชวงความเปนเสนตรง
ในการตรวจวัด ในชวงความเขมขน  9.9 – 19.8 ppm ในการนําไปวิเคาะหหาปริมาณ H2O2 ในตัวอยางตอไป 
โดยมีสมการเสนตรง     peak height   =   0.008 × [H2O2] + 0.230 

 
4.5.2  ขีดจํากัดต่ําสุดของการตรวจวัด (LOD) และการวิเคราะหเชิงปริมาณ (LOQ) 
จากการศึกษาชวงความเปนเสนตรงก็ไดทําการทดลองเพ่ือหาคา LOD และ LOQ ไปพรอมๆกัน  

ทําการศึกษาโดยการฉีดสารละลายแบลงค (น้ํากลั่น) เขาสูระบบ FIA ที่พัฒนาข้ึนและบันทึกสัญญาณซํ้า 10 
ครั้ง  ดังแสดงในรูปที่ 4.12 ซ่ึงไดสัญญาณดังตารางท่ี  4.3 
 

ตารางที่ 4.3 แสดงคาสัญญาณที่ไดจากสารละลายแบลงค 
 

No 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mean  
Peak 
height 

0.24 0.238 0.245 0.232 0.23 0.25 0.247 0.237 0.242 0.251 0.241 

Conc. 0.462 0.458 0.471 0.446 0.442 0.481 0.475 0.456 0.465 0.482 0.463 

 
เม่ือสารละลายมาตรฐาน H2O2 ความเขมขน 0.5 ppm ใหสัญญาณ  0.260  Abs. 
การคํานวณ   
สัญญาณ   0.260    Abs     ความเขมขน   = 0.5       ppm 
สัญญาณ   0.24      Abs     ความเขมขน   = 0.462    ppm 
 
จากคาเฉลี่ยการทําซํ้า 10 ครั้ง  LOD  = 3(0.463)   = 1.38     ppm 
         LOQ  = 10(0.463)   = 4.6     ppm 
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รูปท่ี 4.12  แสดงสัญญาณทีไ่ดจากการวิเคราะหดวยระบบ FIA ที่พัฒนาขึ้น  โดย 10 พีคแรกเปนเสนสัญญาณ
ของแบลงค  16 พีคตอมาเปนสัญญาณของสารละลายมาตรฐาน H2O2 ความเขมขน 0.5, 1, 2.5, 5, 10, 12.5, 

15, 17.5 และ 20 ppm ความเขมขนละ 2 พีค  และ 6 พีคสุดทายเปนสัญญาณของตัวอยางยา  
และผลิตภัณฑซักผาขาว 2 ตัวอยาง  ตัวอยางละ 2 ซํ้า 

 

 
 

รูปท่ี 4.13  กราฟแสดงความสัมพันธระหวางความสูงของสัญญาณการดูดกลืนและความเขมขนของ H2O2 

Ab
s. 

Times (second) 

Pe
ak

 he
igh

t 

Conc. of H2O2 
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4.5.3  ความเที่ยงของวิธี 

              จากทดลองเพื่อหาคา LOD และ LOQ จึงไดนําสัญญาณของสารละลายแบลงคทั้ง10 ครั้ง  มา
คํานวณหาคา RSD ดวย  ซ่ึงไดสัญญาณดังตารางที่  4.3 
              จากคาความเขมขนของสารละลายแบลงคที่คํานวณไดทั้ง 10 ครั้ง  นํามาหาคา  SD ไดเทากับ 0.0137 
และมีคาเฉลี่ยเทากับ  0.463 ppm 
จาก                         %RSD =    (SD/X bar)×100 
    =     (0.0137/0.463) ×100 
    =     2.96     % 
 
4.6  การประยุกตใชวิธีท่ีพัฒนาขึ้นในการวิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจนเปอรออกไซดในตัวอยางจริง 
             เม่ือเตรียมสารตัวอยางเสร็จเรียบรอยแลว ฉีดตัวอยางเขาสูระบบ FIA ที่พัฒนาข้ึน และบันทึก
สัญญาณไดดังรูปท่ี 4.12  และไดผลดังตารางที่ 4.4 
 
ตารางที่ 4.4  แสดงสัญญาณ  และความเขมขนของ H2O2 ที่มีในตัวอยาง 
ตัวอยาง Labeled 

(%w/v) 
Peak 
height 

Conc. H2O2 
(ppm) 

Conc. H2O2 
(%w/v) 

Mean 
(%w/v) 

SD 
(%w/v) 

ยาลางแผล 3.0 0.317 27234.38 2.72 2.74 0.02 
  0.318 27468.75 2.75   
น้ํายาซักผาขาว 5.0 0.298 42500.00 4.25 4.36 0.15 
  0.302 44687.50 4.47   
น้ํายาซักผาขาว 7.5 0.342 70006.25 7.00 7.03 0.04 
  0.343 70543.75 7.05   
  
การคํานวณ 
ตัวอยางยาลางแผล  ครั้งที่ 1 
 จากสมการเสนตรง peak height   =   0.008 × [H2O2] + 0.230 
 จะได   0.317        =   0.008 × [H2O2] + 0.230 
    [H2O2]        =   10.89   ppm 
จากข้ันตอนการเตรียม  ปเปตมา 100 μL(1)      ปรับปริมาตรเปน  10000 μL(1)      
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                           แลวปเปต 10000 μL(1)       มา  400 μL(2)      ปรับปริมาตรเปน  10000 μL(2)      
คิดยอนกลับ          10000 μL(2)   ไปหา  400 μL(2)       
จาก                       M1V1  = M2V2 
      M1(400 μL) = (10.89 ppm)(10000 μL) 
      M1  = 272.34   ppm 
แสดงวาใน 400 μL(2)      มี [H2O2]  = 272.34   ppm 
และใน  10000 μL(1)     ก็มี [H2O2]  = 272.34   ppm 
คิดยอนกลับ          10000 μL(1)   ไปหา  100 μL(1)       
จาก                       M1V1  = M2V2 
      M1(100 μL) = (272.34 ppm)(10000 μL) 
      M1  = 27234.38   ppm 
แสดงวาใน 100 μL(1)      มี [H2O2]  = 27234.38   ppm 
และในตัวอยางท่ีไมไดเจือจางก็มี [H2O2]  = 27234.38   ppm 
 
ในตัวอยาง    1000 mL         มี [H2O2]  อยู  27234.38×10-3   กรัม 
ในตัวอยาง    100 mL         มี [H2O2]  อยู  2.72    กรัม 
 
ดังน้ัน  ในตัวอยางยาลางแผลมีไฮโดรเจนเปอรออกไซดอยู   2.72  %w/v 
หมายเหตุ  สําหรับตัวอยางอ่ืนๆก็คํานวณในแนวทางเดียวกัน 
 
4.7  การเปรียบเทียบผลการวิเคราะห 

ผลการวิเคราะหท่ีไดจากวิธีที่พัฒนาข้ึนจะถูกเปรียบเทียบกับผลการวิเคราะหจากวิธีการไทเทรต
ดวยสารละลายโปแทสเซียมเปอรแมงกาเนต   

 
4.7.1  การ standardization ของสารละลายมาตรฐานโปแทสเซียมเปอรแมงกาเนต   

               จากการทดลองการหาความเขมขนของสารละลายมาตรฐานโปแทสเซียมเปอรแมงกาเนต  ดวยสาร
มาตรฐานปฐมภูมิโซเดียมออกซาเลต  ไดผลการทดลองดังตารางที่ 4.5 
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ตารางที่ 4.5  แสดงผลการไทเทรต Na2C2O4 ดวยสารละลายมาตรฐาน KMnO4  
 

No. Na2C2O4 (g) KMnO4 (ml) Conc. KMnO4 (M) Ave. (M) 
1 0.3351 10.10 0.0990  

0.0995 
2 0.3350 10.00 0.1000 

 
การคํานวณ 
 ปฏิกริิยาการไทเทรต  2MnO4

- +  5C2O4
2-+ 16H+                 2Mn2++ 10CO2 + 8H2O  

การไทเทรตครั้งที่ 1 
จะได   5 mol of MnO4

-  = 2 mol of  C2O4
2- 

    (5CV)/1000  = 2 (g / Mw) 
   (5×C×10.10)/1000 = 2 (0.3351/134) 
   C of MnO4

-  = 0.0990     M. 
 
หมายเหตุ การไทเทรตครั้งที่ 2  คํานวณเหมือนกับการไทเทรตครั้งท่ี 1 แลวหาคาเฉลี่ยความเขมขนของ 
MnO4

- ไดผลดังตารางท่ี 4.5  
 

4.7.2  การหาปริมาณไฮโดรเจนเปอรออกไซดท่ีมีในตัวอยางโดยการไทเทรตดวยสารละลาย
มาตรฐานโปแทสเซียมเปอรแมงกาเนต   
               จากการทดลองการหาปริมาณไฮโดรเจนเปอรออกไซดที่มีในตัวอยางโดยการไทเทรตดวย
สารละลายมาตรฐานโปแทสเซียมเปอรแมงกาเนต  ไดผลการทดลองดังตารางท่ี 4.6 
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ตารางที่ 4.6  แสดงผลการไทเทรตตัวอยางดวยสารละลายมาตรฐาน KMnO4  
ใชตัวอยางปริมาตร 10  ml 

ตัวอยาง Labeled 
(%w/v) 

KMnO4 
(ml) 

Conc. H2O2 
(M) 

Conc. H2O2 
(%w/v) 

Mean 
(%w/v) 

SD 
(%w/v) 

ยาลางแผล 3.0 36.55 0.9092 2.78 2.77 0.02 
  36.20 0.9004 2.76   
นํ้ายาซักผาขาว 5.0 56.05 1.3942 4.27 4.30 0.04 
  56.70 1.4104 4.32   
นํ้ายาซักผาขาว 7.5 92.30 2.2960 7.03 7.04 0.01 
  92.50 2.3009 7.05   

 
การคํานวณ 
 ปฏิกริิยาการไทเทรต    2MnO4

- + 6H+ + 5H2O2                 5O2 + 8H2O + 2Mn2+  
ตัวอยางยาลางแผล 
การไทเทรตครั้งที่ 1 
จะได   5 mol of MnO4

-  = 2 mol of  H2O2 
    (5CV)/1000  = (2CV)/1000 
   (5×0.0995×36.55)/1000 = (2×C×10)/1000 
   C of H2O2  = 0.9092     M. 
 
จากสูตร   Molar   = (%w/v × 10 × D) / Mw 
   %w/v   = (Molar × Mw)/(10×D) 
จะได   C of H2O2 (%w/v) = (0.9092 × 34)/(10×1.11) 
      = 2.78   %w/v 
 

หมายเหตุ  สําหรับตัวอยางอ่ืนๆก็คํานวณในแนวทางเดียวกัน 
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4.7.3  การเปรียบเทียบผลการวิเคราะห 

              เม่ือเปรียบเทียบผลการวิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจนเปอรออกไซดที่ไดจากวิธีที่พัฒนาข้ึน  กับ
วิธีการไทเทรตดวยสารละลายมาตรฐานโปแทสเซียมเปอรแมงกาเนตดวยวิธี paired - t test  พบวาท้ัง 2 วิธี
ใหผลการวิเคราะหท่ีไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ  ดังแสดงในตารางที่ 4.7 
 
ตารางที่  4.7  ตารางเปรียบเทียบผลการวิเคราะหท่ีไดจากวธิีที่พัฒนาข้ึนและวิธีการไทเทรต 
 

ตัวอยาง Labeled H2O2 (%w/v) Our method (%w/v) Titration method (%w/v) 
ยาลางแผล 3.0 2.74 ± 0.02 2.77 ± 0.02 
น้ํายาซักผาขาว 5.0 4.36 ± 0.15 4.30 ± 0.04 
น้ํายาซักผาขาว 7.5 7.03 ± 0.04 7.04 ± 0.01 
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บทที่ 5 
สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 

 
5.1  สรุปการผลวจิัย 

โครงการวิจัยนี้เปนการพัฒนาระบบไหลสําหรับวิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจนเปอรออกไซด  โดย
ใชอนุภาคเงินระดับนาโนเปนตัวติดตาม  ซ่ึงทําการสังเคราะหอนุภาคเงินระดับนาโนข้ึนตามวิธีของ Behad  
Haghighi และ Somayyeh Bozorgzadeh จากการศึกษาคุณลักษณะของอนุภาคเงินระดับนาโนที่สังเคราะหได
พบวามีขนาดเฉลี่ยเทากับ 10.66 ± 3.96 nm และมีคาการดูดกลืนแสงสูงสุดที่ความยาวคลื่น 398 nm  การ
วิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจนเปอรออกไซดอาศัยปฏิกิริยาออกซิเดชันของอนุภาคเงินระดับนาโน  โดย
ไฮโดรเจนเปอรออกไซดจะออกซิไดซอนุภาคเงินระดับนาโน (Ag0) ใหกลายเปนไอออนของเงิน (Ag+) ซ่ึงมี
ผลทําใหสีของสารละลายอนุภาคเงินระดับนาโนเปลี่ยนจากสีเหลืองไปเปนใสไมมีสี  ระบบไหลท่ีพัฒนาข้ึน
นั้นไดออกแบบใหสารละลายอนุภาคเงินระดับนาโนถูกปมเขามาในระบบเพ่ือเปนสารละลายตัวพา หลังจาก
นั้นสารตัวอยางจะถูกฉีดเขาไปทําปฏิกิริยากับสารละลายอนุภาคเงินระดับนาโนท่ีไหลอยูตลอดเวลาในทอ
สวนเกิดปฏิกิริยา  และตรวจวัดดวย spectrophotometer 
       เพื่อใหมีประสิทธิภาพในวิเคราะหดีท่ีสุดจึงตองมีการควบคุมพารามิเตอรตางๆใหเหมาะสม  ซ่ึงผล
การศึกษาไดสรุปสภาวะการทดลองที่เหมาะสมไวในตารางท่ี 5.1   
 

ตารางที่  5.1  แสดงคาที่เหมาะสมของพารามิเตอรตางๆ 
 

พารามิเตอร คาท่ีไดจากการวิเคราะห 
ความเขมขนของสารละลาย AgNPs 0.06  mM 
ความยาวของ mixing coil 200 cm 
อัตราการไหล 1 mL/min. 
ขนาด sample loop 400 μL 

 
จากการทดลองพบวา  คาการดูดกลืนแสงของสารละลายอนุภาคเงินระดับนาโนท่ี  398 nm จะ

ลดลงเปนสัดสวนกับความเขมขนของไฮโดรเจนเปอรออกไซด  การหาปริมาณไฮโดรเจนเปอรออกไซดทํา
ไดโดยการสรางกราฟมาตรฐาน  โดยพลอตกราฟความสัมพันธระหวางความสูงของสัญญาณ กับความ
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เขมขนของไฮโดรเจนเปอรออกไซด จะไดชวงความเปนเสนตรงในการตรวจวัดไฮโดรเจนเปอรออกไซด
ในชวงความเขมขน  9.9 – 19.8 ppm  สมการเสนตรง คือ  

Peak height  =  0.008 [ไฮโดรเจนเปอรออกไซด] + 0.23   (R2 = 0.990) 
ภายใตสภาวะที่เหมาะสมทําใหไดคุณลักษณะเดนของวิธีการตรวจวัดไฮโดรเจนเปอรออกไซดดังนี้  คา
ขีดจํากัดตํ่าสุดของการตรวจวัดเทากับ 1.38 มิลลิกรัมตอลิตร ขีดจํากัดต่ําสุดของการวิเคราะหเชิงปริมาณ
เทากับ 4.60 มิลลิกรัมตอลิตร  สําหรับความเที่ยงของวิธีประเมินจากคา RSD ซ่ึงมีคาเทากับ 2.96 %  และเม่ือ
เปรียบเทียบปริมาณไฮโดรเจนเปอรออกไซดในตัวอยางผลิตภัณฑซักผาขาว 2 ตัวอยาง และผลิตภัณฑยา 1 
ตัวอยาง ที่ไดจากวิธีท่ีพัฒนาข้ึนกับวิธีไทเทรต  พบวาผลที่ไดไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ  

ขอดีของระบบไหลที่พัฒนาข้ึนนี้ คือ  ใชปริมาณสารตัวอยางในการวิเคราะหตอครั้งในปริมาณท่ี
นอย (400 ไมโครลิตร) เปนวิธีที่งาย  ระบบการทํางานทําไดอยางอัตโนมัติและมีความรวดเร็วในการวิเคราะห 
(18 ตัวอยางตอหน่ึงช่ัวโมง)  มีความแมนยํา (presision) สูง  ราคาถูกเนื่องจากสามารถสังเคราะหอนุภาคเงิน
ระดับนาโนไดเอง ซ่ึงมีตนทุนถูกกวาการส่ังซ้ืออนุภาคเงินระดับนาโนสําเร็จรูป  ซ่ึงอาจเปนอีกทางเลือกหนึ่ง
ที่จะนําวิธีที่ไดพัฒนาข้ึนไปประยุกตใชวิเคราะหหาปริมาณไฮโดรเจนเปอรออกไซดในตัวอยางผลิตภัณฑยา  
และผลิตภัณฑซักผาขาว 
 
5.2  ขอเสนอแนะ 
       1.  การเตรียมสารละลายมาตรฐานไฮโดรเจนเปอรออกไซดสําหรับสรางกราฟมาตรฐานควรเตรียมใหม
ทุกครั้ง  ไมควรเตรียมสารละลายมาตรฐานไฮโดรเจนเปอรออกไซด stock เก็บไว  เน่ืองจากไฮโดรเจนเปอร
ออกไซดมีการสลายตัวกลายเปนน้ําและออกซิเจนตลอดเวลา  และอัตราการสลายตัวจะเพิ่มข้ึนเม่ือมีแสงหรือ
ความรอนเปนตัวกระตุน 
       2.  การสรางกราฟมาตรฐานควรทําใหมทุกวัน  และทําในวันเดียวกันกับการวิเคราะหตัวอยาง 
       3.  ควรทํา standardization ความเขมขนของสารละลายมาตรฐานไฮโดรเจนเปอรออกไซด (stock 30 
%w/v) สัปดาหละครั้ง  โดยการไทเทรตดวยโปแทสเซียมเปอรแมงกาเนต 
       4.  หลังจากทําการทดลองทุกครั้ง  จะตองลางทอและ injection valve ใหสะอาดโดยการ flow ดวยน้ํา
กลั่น  และทําใหแหงโดยการ flow ดวยอากาศ  เพื่อปองกันสนิมที่จะเกิดกับ injection valve 
        5.  ทําการตรวจสอบวิธีที่พัฒนาข้ึนกับวิธีไทเทรต เพ่ือประเมินความถูกตองของวิธี 
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