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บทคดัย่อ 

งานวิจัยน้ีเป็นการพฒันาวิธีตรวจวดัไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) อย่างง่ายด้วยเทคนิคสเปกโตร- 
โฟโตเมตรีโดยใช ้Fe(II) ร่วมกบันอร์ฟลอกซาซินเป็นรีเอเจนต ์มีวตัถุประสงคเ์พ่ือศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมของวิธีการ
ตรวจวดั ได้แก่ ความยาวคล่ืนท่ีเหมาะสมสําหรับใช้ในการตรวจวดั ลาํดับการเติมรีเอเจนต์ในการทาํปฏิกิริยา 
ความเขม้ขน้ของรีเอเจนตท่ี์ใช ้และเวลาในการทาํปฏิกิริยา รวมทั้งการนาํไปใชใ้นการตรวจวดัปริมาณ H2O2 ท่ีความ
เขม้ขน้ต่างๆ ผลการวิจยัพบวา่สภาวะท่ีเหมาะสมสาํหรับการตรวจวดัดว้ยวิธีน้ี คือ นาํ H2O2 ไปตรวจวดัดว้ยสารละลาย 
Fe(II) ความเขม้ขน้ 2.25 mM ทาํปฏิกิริยาเป็นเวลา 5 นาที จากนั้นจึงเติมสารละลายนอร์ฟลอกซาซิน ความเขม้ขน้ 4.00 
mM เพ่ือทาํปฏิกิริยาต่อเป็นเวลา 3 นาที จะไดผ้ลิตภณัฑ์เป็นสารประกอบเชิงซ้อน ซ่ึงสามารถดูดกลืนแสงไดท่ี้ความ
ยาวคล่ืน 440 นาโนเมตร นอกจากน้ียงัสามารถนาํวิธีการตรวจวดัน้ีไปใชห้าปริมาณ H2O2 ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ ได ้โดย
ไดช่้วงความเป็นเส้นตรงท่ีความเขม้ขน้ 6.25 - 300 μM มีขีดจาํกดัในการตรวจพบ (LOD) และขีดจาํกดัในการตรวจวดั
เชิงปริมาณ (LOQ) เท่ากบั 0.402 μM และ 1.33 μM ตามลาํดบั การตรวจวดั H2O2 ดว้ยวิธีการน้ีมีขอ้ดีคือ เป็นวิธีท่ีง่าย 
ใชเ้วลาในการวเิคราะห์นอ้ย และสามารถตรวจวดัปริมาณ H2O2 ในระดบัความเขม้ขน้ตํ่าได ้

 
คาํสําคญั: ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ นอร์ฟลอกซาซิน เหลก็(II) สเปกโตรโฟโตเมตรี 

 
Abstract 
 This study presents a simple spectrophotometric method for hydrogen peroxide (H2O2) determination using 
Fe(II) with Norfloxacin as a reagent. The aim was to optimize parameters affecting the quantitative analysis including 
the suitable wavelength for measurement, order of reagent adding, concentration of each reagent and reaction time. 
Detection of H2O2 content at various concentration was also investigated. The result of the optimal condition for H2O2 
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determination showed that H2O2 was mixed with 2.25 mM Fe(II) for 5 minutes, followed by adding 4.00 mM 
norfloxacin for 3 minutes. The colored complex was produced and measured with the absorbance at 440 nm. In 
addition, this method could be applied to the determination of the various concentration of H2O2. Linear range of the 
developed method was at 6.25 - 300 μM. Limit of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ) of this method 
were 0.402 μM and 1.33 μM, respectively. In conclusion, this method for H2O2 determination is simple, less time-
consuming and able to determine the low concentration of H2O2.  

 
Keywords: Hydrogen peroxide, Norfloxacin, Fe(II), Spectrophotometry 

 
1. บทนํา 

 ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (Hydrogen peroxide; H2O2) เป็นตวัออกซิไดซ์ท่ีนิยมนําไปใช้ในกระบวนการ
อุตสาหกรรมต่าง ๆ เช่น นาํไปใชฟ้อกสีในการผลิตนํ้ ายากดัสีผม เป็นส่วนประกอบหลกัของนํ้ ายาลา้งแผล  และใชใ้น
กระบวนการสเตอริไลซ์หรือพาสเจอไรส์นํ้ านมดิบเพ่ือฆ่าเช้ือโรค (Toyoda, Ito, Iwaida, & Fujii, 1982) โดย H2O2  

จะทาํใหเ้กิดปฏิกิริยาเปอร์ออกซิเดชนั (Peroxidation) ของลิพิดในชั้นเยือ่หุม้เซลลข์องแบคทีเรีย ส่งผลใหก้ารแพร่ของ
สารต่าง ๆ ผ่านเยื่อหุ้มเซลล์เกิดความผิดปกติ จนทาํให้แบคทีเรียตายไดใ้นท่ีสุด (Ansari & Datta, 2003) นอกจากน้ี 
H2O2 ยงัจดัเป็นสารอนัตรายต่อมนุษย ์โดย H2O2 ท่ีความเขม้ขน้สูงจะก่อใหเ้กิดอนัตรายเม่ือรับประทานหรือสัมผสัทาง
ผวิหนงั และเป็นพิษเม่ือสูดดมไอระเหย (Wei & Guo, 2007)  

วิธีการตรวจวดัปริมาณ H2O2 สามารถทาํไดห้ลายวิธี เช่น การใชว้ิธีทางเคมีไฟฟ้า (Electrochemistry) การทาํ
โครมาโทกราฟี  (Chromatography) ตลอดจนการใช้วิ ธีฟลูออโรเมตรี  (Fluorometry) และเคมิลู มิ เนสเซนต์  
(Chemiluminescence) แต่พบวา่วิธีเหล่าน้ีต่างก็มีขอ้จาํกดั เน่ืองจากตอ้งใชเ้คร่ืองมือขั้นสูงท่ีมีราคาแพง และตอ้งอาศยั
ผูเ้ช่ียวชาญในการวิเคราะห์ ผูว้ิจยัจึงศึกษาคน้ควา้เพ่ิมเติมพบวา่การวิเคราะห์หาปริมาณ H2O2 ดว้ยการใชเ้ทคนิคสเปก
โตรโฟโตเมตรี (Spectrophotometry) เป็นอีกหน่ึงวิธีท่ีมีความน่าสนใจ เน่ืองจากใชอุ้ปกรณ์ท่ีมีราคาไม่สูง ทาํไดง่้าย 
และสะดวกกว่าวิธีอ่ืน ๆ โดยท่ีผ่านมาไดมี้งานวิจยัท่ีพฒันาวิธีการวิเคราะห์หาปริมาณ H2O2 โดยอาศยัหลกัการของ
ไบโอเซนเซอร์ (Biosensor) และตรวจวดัความเขม้สีท่ีเกิดข้ึน โดยมีเอนไซม์เปอร์ออกซิเดส (Peroxidase) เป็นตวัเร่ง
ปฏิกิริยา และใชส้ารชนิดต่างๆเป็นสารตั้งตน้เพ่ือทาํปฏิกิริยากบั H2O2 เกิดผลิตภณัฑ์เป็นสารประกอบเชิงซ้อนในรูป
สารละลายท่ีมีสี ซ่ึงสามารถตรวจวดัไดด้ว้ยเคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์(Holt & Palcic, 2006; Szutowicz, Kobes, & 
Orsulak, 1984) อยา่งไรก็ตามวิธีการน้ียงัคงมีขอ้จาํกดัเน่ืองจากตอ้งใชเ้อนไซมซ่ึ์งมีราคาสูงเป็นตวัเร่งในปฏิกิริยา จึงมี
งานวิจัยใหม่ ๆ ท่ีพฒันาวิธีการตรวจวดัโดยอาศัยปฏิกิริยาการเปล่ียนสีของสารละลาย ซ่ึงไม่ตอ้งอาศยัเอนไซม ์
เปอร์ออกซิเดสในการเร่งปฏิกิริยา โดยนาํ H2O2 มาทาํปฏิกิริยากบัสารต่างๆ เพ่ือทาํใหไ้ดส้ารประกอบเชิงซอ้นท่ีมีสีข้ึน 
เช่น การใชก้รดไนโตรฟีนิลโบโรนิก (4-Nitrophenyl boronic acid) (Su, Wei, & Guo, 2011) การใชว้านาเดียม- เพน 
ทอกไซด์ (Vanadium pentoxide) (Zhang, Fu, Li, & Liu, 2013) และการพัฒนาวิธีการตรวจวดัไอระเหยของ H2O2  
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บนกระดาษท่ีเคลือบดว้ยสารสกดัแอนโทไซยานิน (Anthocyanin) จากกะหลํ่าปลีม่วง (สุกญัญา เพชรศิริเวทย,์ ปียนนัท ์
นอ้ยรอด และกรรณิการ์ แกว้ก้ิม, 2560) 

จากสาเหตุขา้งตน้ ผูว้ิจยัจึงตอ้งการพฒันาวิธีการตรวจวดัไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดด์ว้ยปฏิกิริยาการเปล่ียนสี
ของสารละลายซ่ึงไม่ตอ้งอาศยัเอนไซม์เปอร์ออกซิเดสเป็นตวัเร่ง เพ่ือเป็นการขยายขอบเขตของวิธีการตรวจวดั และ 
ลดค่าใชจ่้าย แต่ยงัคงให้ประสิทธิภาพในการตรวจวดัสูง โดยในงานวิจยัน้ีไดพ้ฒันาวิธีการตรวจวดั H2O2 โดยการใช ้
Fe(II) ร่วมกบันอร์ฟลอกซาซิน (Norfloxacin) เพ่ือให้เกิดผลิตภณัฑ์เป็นสารประกอบเชิงซ้อนท่ีสามารถตรวจวดัดว้ย
วธีิสเปกโตรโฟโตเมตรีได ้ 
 
2. วตัถุประสงค์ 
 งานวิจัยน้ีมีวตัถุประสงค์เพ่ือพฒันาวิธีการตรวจวดั H2O2 โดยวิธีสเปกโตรโฟโตเมตรีซ่ึงมีการใช้ Fe(II) 
ร่วมกบันอร์ฟลอกซาซินเป็นรีเอเจนต์ โดยจะศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมของวิธีการตรวจวดัน้ี ไดแ้ก่ ความยาวคล่ืนท่ี
เหมาะสมเพ่ือใชใ้นการตรวจวดั H2O2 ลาํดบัในการทาํปฏิกิริยาท่ีเหมาะสมของรีเอเจนต ์ความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของ 
Fe(II) และนอร์ฟลอกซาซิน และเวลาท่ีเหมาะสมในการทาํปฏิกิริยา รวมทั้งนาํไปหาช่วงความเป็นเส้นตรงหรือช่วงการ
ใชง้าน (Working range) ของวธีิตรวจวดั  
 
3. วธีิการดาํเนินการวจิัย 
  3.1 อุปกรณ์และสารเคมี 
 30% (w/w) H2O2 (Carlo Erba), นอร์ฟลอกซาซิน (TCI) ละลายใน 50 mM CH3COOH, Fe(II) เตรียมจาก 
FeSO4·7H2O ใน 50 mM HNO3, Fe(III) เตรียมจาก FeCl3 ใน 50 mM HNO3, เคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์แบบ Double-
beam จากบริษทั Shimadzu ใชส้ําหรับหาสเปกตรัมค่าดูดกลืนแสงท่ีช่วงความยาวคล่ืนระหว่าง 300 – 800 nm และ
เคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ รุ่น UV-1200 จากบริษทั Mapada ใชส้ําหรับวดัค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 440 nm 
เพ่ือใชใ้นการตรวจวดัเชิงปริมาณของ H2O2 
 3.2 วธีิดาํเนินการวจิยั 
 3.2.1 การหาสเปกตรัม (spectrum) ในการดูดกลืนแสงของสาร 
 เตรียมสารตวัอย่าง เพ่ือใชใ้นการหาสเปกตรัมในการดูดกลืนแสง โดยผสมสารต่างๆ เขา้ดว้ยกนั ทั้งหมด        
6 กลุ่มการทดลอง ดงัแสดงในตารางท่ี 1 จากนั้นนาํสารละลายแต่ละกลุ่มการทดลองไปบ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา       
5 นาที แลว้จึงนาํไปวดัค่าดูดกลืนแสงในช่วงความยาวคล่ืน 300 – 800 นาโนเมตร 
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ตารางที ่1 กลุ่มการทดลองเพื่อใชใ้นการหาสเปกตรัมในการดูดกลืนแสง โดยผสมสารต่างๆ เขา้ดว้ยกนั 
กลุ่มการทดลองที ่ องค์ประกอบของสารตัวอย่าง 

1 1.00 mM Fe(II) 
2 1.00 mM Fe(II) + 2.00 mM H2O2 
3 1.00 mM Fe(II) +  2.00 mM นอร์ฟลอกซาซิน 
4 1.00 mM Fe(II) + 2.00 mM H2O2 + 2.00 mM นอร์ฟลอกซาซิน 
5 1.00 mM Fe(III) +  2.00 mM นอร์ฟลอกซาซิน 
6 2.00 mM นอร์ฟลอกซาซิน 

 
 3.2.2 การหาลาํดบัท่ีเหมาะสมในการทาํปฏิกิริยาของรีเอเจนต ์
 เตรียมสารละลาย 1.35 mM H2O2 สารละลาย 2.25 mM Fe(II) และสารละลาย 4.50 mM นอร์ฟลอกซาซิน 
จากนั้นนาํสารละลายทั้ง 3 ชนิดมาปริมาตรอยา่งละ 1.00 cm3 ผสมเขา้ดว้ยกนั โดยมีลาํดบัการผสมทั้งหมด 2 ขั้นตอน 
ดงัแสดงในตารางท่ี 2 ซ่ึงหลงัจากผสมสารในขั้นตอนท่ี 1 เขา้ดว้ยกนั และบ่มปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที
แลว้ จึงนาํสารผสมในขั้นตอนท่ี 1 มาเติมสารในขั้นตอนท่ี 2 ลงไป จากนั้นบ่มปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 5 นาที 
นาํสารผสมทั้งหมดไปวดัค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 440 nm โดยใชส้ารละลายผสมระหวา่งสารละลาย 2.25 mM 
Fe(III) กบัสารละลาย 4.50 mM นอร์ฟลอกซาซินเป็นตวัควบคุมเชิงบวก ซ่ึงการทดลองน้ีทาํซํ้ าทั้งหมด 3 คร้ัง 
 

ตารางที่ 2 กลุ่มการทดลองท่ีผสมสารละลาย 1.35 mM H2O2 สารละลาย 2.25 mM Fe(II) และสารละลาย 4.50 mM นอร์ฟลอกซาซินเขา้
ดว้ยกนั โดยมีลาํดบัการผสมทั้งหมด 2 ขั้นตอน 
กลุ่มการทดลองที ่ สารทีผ่สมเข้าด้วยกนัในขั้นตอนที ่1 สารทีเ่ติมเพิม่เข้าไปในขั้นตอนที ่2 

1 Fe(II) และนอร์ฟลอกซาซิน H2O2 
2 นอร์ฟลอกซาซิน และ H2O2 Fe(II) 
3 Fe(II) และ H2O2 นอร์ฟลอกซาซิน 

 

 3.2.3 การหาความเขม้ขน้ของ Fe(II) และนอร์ฟลอกซาซินท่ีเหมาะสมในการทาํปฏิกิริยา 
 3.2.3.1 การหาความเขม้ขน้ของ Fe(II) ท่ีเหมาะสมในการทาํปฏิกิริยา 
 นาํสารละลาย 0.225 mM H2O2 ปริมาตร 1.00 cm3 มาเติมสารละลาย Fe(II) ปริมาตร 1.00 cm3 ท่ีความเขม้ขน้
ต่าง ๆ ได้แก่ 0.14   0.28   0.56   1.13   2.25 และ 3.38 mM ตามลาํดับ  จากนั้นบ่มปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 
5 นาที จึงเติมสารละลาย 4.50 mM นอร์ฟลอกซาซิน ปริมาตร 1.00 cm3 และทาํปฏิกิริยาต่อท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 
5 นาที แลว้นาํไปวดัค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 440 nm ซ่ึงการทดลองน้ีทาํซํ้ าทั้งหมด 3 คร้ัง 
 3.2.3.2 การหาความเขม้ขน้ของนอร์ฟลอกซาซินท่ีเหมาะสมในการทาํปฏิกิริยา 
 นาํสารละลาย 0.225 mM H2O2 ปริมาตร 1.00 cm3 มาเติมสารละลาย 2.25 mM Fe(II) ปริมาตร 1.00 cm3 ลงไป 
จากนั้นบ่มปฏิกิริยาท่ีอุณหภมิูหอ้งเป็นเวลา 5 นาที จึงเติมสารละลายนอร์ฟลอกซาซิน ปริมาตร 1.00 cm3 ท่ีความเขม้ขน้
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ต่าง ๆ ไดแ้ก่ 0.14, 0.28, 0.56, 1.13, 2.25 และ 3.38 mM ตามลาํดบั และทาํปฏิกิริยาต่อท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที 
แลว้นาํไปวดัค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 440 nm ซ่ึงการทดลองน้ีทาํซํ้ าทั้งหมด 3 คร้ัง 
 3.2.4 การหาเวลาในการทาํปฏิกิริยาท่ีเหมาะสมระหวา่ง H2O2 Fe(II) และนอร์ฟลอกซาซิน 
 3.2.4.1 การหาเวลาในการทาํปฏิกิริยาท่ีเหมาะสมระหวา่ง H2O2 และ Fe(II) 
 นาํสารละลาย 0.225 mM H2O2 ปริมาตร 1.00 cm3 มาเติมสารละลาย 2.25 mM Fe(II) ปริมาตร 1.00 cm3 ลงไป 
จากนั้นบ่มปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 3, 5 และ 10 นาที จึงเติมสารละลาย 4.00 mM นอร์ฟลอกซาซิน ปริมาตร 

1.00 cm3 และทาํปฏิกิริยาต่อท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที แลว้นาํไปวดัค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 440 nm ซ่ึง
การทดลองน้ีทาํซํ้ าทั้งหมด 3 คร้ัง  
 3.2.4.2 การหาเวลาในการทาํปฏิกิริยาท่ีเหมาะสมระหวา่ง H2O2 Fe(II) และนอร์ฟลอกซาซิน 
 นาํสารละลาย 0.225 mM H2O2 ปริมาตร 1.00 cm3 มาเติมสารละลาย 2.25 mM Fe(II) ปริมาตร 1.00 cm3 ลงไป 
จากนั้นบ่มปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็น 5 นาที จึงเติมสารละลาย 4.00 mM นอร์ฟลอกซาซิน ปริมาตร 1.00 cm3 และทาํ
ปฏิกิริยาต่อท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 3, 5 และ 10 นาที แลว้นาํไปวดัค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 440 nm ซ่ึงการ
ทดลองน้ีทาํซํ้ าทั้งหมด 3 คร้ัง 
 3.2.5 การตรวจวดัปริมาณ H2O2 โดยใช ้Fe(II) ร่วมกบันอร์ฟลอกซาซิน รวมทั้งการหาคุณลกัษณะของระบบ
วเิคราะห์ท่ีพฒันาข้ึน 
 นํา  H2O2 ท่ีความเข้มข้นต่างๆ  ได้แก่  6.25, 12.5, 25.0, 50.0, 100, 200, 300, 400 และ  500 μM ตามลําดับ 
ปริมาตร 1.00 cm3 มาเติมสารละลาย 2.25 mM Fe(II) ปริมาตร 1.00 cm3 ลงไป จากนั้นบ่มปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิห้องเป็น 
5 นาที จึงเติมสารละลาย 4.00 mM นอร์ฟลอกซาซิน ปริมาตร 1.00 cm3 และทาํปฏิกิริยาต่อท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 
3 นาที แลว้นาํไปวดัค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 440 nm จากนั้นคาํนวณค่าต่างๆ ไดแ้ก่ ช่วงความเป็นเส้นตรงหรือ
ช่วงการใช้งาน (Working range)  ขีดจาํกดัในการตรวจพบ (Limit of Detection; LOD) ขีดจาํกดัในการตรวจวดัเชิง
ปริมาณ (Limit of Quantification; LOQ) ความแม่น (Accuracy) และความเท่ียง (Precision) ของวิธีตรวจวัด โดย 
ความแม่นของวิธีตรวจวดัรายงานในรูปร้อยละความคลาดเคล่ือน(Percentage error) สามารถหาไดจ้ากวิธีทดสอบ
เปรียบเทียบกับวสัดุอา้งอิง (Reference material) ส่วนความเท่ียงของวิธีตรวจวดัรายงานในรูปสัมประสิทธ์ิความ
แปรปรวน (Coefficient of Variation; CV) คาํนวณไดจ้ากการตรวจวดัความเขม้ขน้ของสารละลาย H2O2 ท่ีความเขม้ขน้ 
0.15 mM โดยทาํการทดลองซํ้ า 10 คร้ัง  
 

4. ผลการวจิัย 
 4.1 การหาสเปกตรัมในการดูดกลืนแสงของสาร 
 ผลสเปกตรัมของสารละลายชนิดต่างๆ ท่ีใชเ้ป็นรีเอเจนตใ์นช่วงความยาวคล่ืน 300 – 800 nm แสดงดงัรูปท่ี 1 
โดยผลการทดลองท่ีไดพ้บว่า สารละลายท่ีมีส่วนผสมเฉพาะสารละลาย Fe(II) และ/หรือสารละลายนอร์ฟลอกซาซิน 
พบความสามารถในการดูดกลืนแสงในช่วงความยาวคล่ืนท่ีตํ่ากวา่ 400 nm ซ่ึงใหผ้ลการทดลองเช่นกบัสารละลายผสม
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ระหวา่ง Fe(II) และ H2O2 แต่เม่ือทาํการผสมสารละลายทั้ง 3 ชนิดเขา้ดว้ยกนัประกอบดว้ย Fe(II) H2O2 และนอร์ฟลอก
ซาซิน ผลการทดลองท่ีไดพ้บวา่ มีการเปล่ียนแปลงความสามารถในการดูดกลืนแสง โดยสามารถดูดกลืนแสงในช่วง
ความยาวคล่ืน 400-500 nm ได ้โดยสเปกตรัมของสารผสมจากปฏิกิริยาระหว่าง Fe(II) H2O2 และนอร์ฟลอกซาซิน 
ใหผ้ลการทดลองสอดคลอ้งไปในทางเดียวกนักบัการสารผสมระหวา่งสารละลาย Fe(III) และสารละลายนอร์ฟลอกซา
ซิน จึงแสดงใหเ้ห็นวา่ ความสามารถในการดูดกลืนแสงในช่วงความยาวคล่ืน 400-500 nm เกิดจากการเกิดสารประกอบ
เชิงซ้อนระหวา่ง Fe(III) และนอร์ฟลอกซาซิน โดย H2O2 สามารถไปออกซิไดซ์ Fe(II) ให้กลายเป็น Fe(III) ได ้ดงันั้น
จึงสามารถเกิดเป็นสารประกอบเชิงซ้อนกับนอร์ฟลอกซาซิน และสามารถดูดกลืนแสงในช่วงความยาวคล่ืน  
400-500 nmได ้จากการทดลองน้ีผูว้ิจยัจึงเลือกใชค้วามยาวคล่ืนท่ี 440 nm เพ่ือใชติ้ดตามปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนระหว่าง 
H2O2 และ Fe(II) ร่วมกบัการใชน้อร์ฟลอกซาซิน ในการหาปริมาณของ H2O2 ต่อไป 
 

 
รูปที ่1 ค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนต่างๆของสารละลายในปฏิกิริยา  

 

 4.2 การหาลาํดบัท่ีเหมาะสมในการทาํปฏิกิริยาของรีเอเจนต ์
 ในการหาลาํดบัท่ีเหมาะสมในการทาํปฏิกิริยาโดยการสลบัลาํดบัในการผสมรีเอเจนตช์นิดต่างๆ ดงัตารางท่ี 2 
และใชส้ารละลายผสมระหว่าง Fe(III) กบันอร์ฟลอกซาซินเป็นตวัควบคุมเชิงบวก ผลการทดลองท่ีไดพ้บว่า ถา้นาํ 
Fe(II) ไปทาํบ่มกบันอร์ฟลอกซาซิน หรือนาํ H2O2 ไปทาํบ่มกบันอร์ฟลอกซาซิน ก่อนท่ีจะนาํ Fe(II) ไปบ่มกบั H2O2  

จะทาํใหค้่าการดูดกลืนแสงท่ี 440 nm ลดลง เม่ือเทียบกบัการบ่ม Fe(II) กบั H2O2 ก่อนท่ีจะเติมนอร์ฟลอกซาซินเพ่ิมลง
ไป ซ่ึงมีค่าดูดกลืนแสงใกลเ้คียงกบัสารละลายผสมระหว่าง Fe(III) กบันอร์ฟลอกซาซิน ดงัแสดงในรูปท่ี 2 แสดงให้
เห็นวา่ลาํดบัการผสมสารท่ีใชท้าํปฏิกิริยาส่งผลต่อความสามารถในการตรวจวดัเช่นกนั โดยการผสม H2O2 กบั Fe(II) 
ก่อนแลว้จึงเติมนอร์ฟลอกซาซินจะส่งผลให้ Fe(II) ถูกออกซิไดส์เป็น Fe(III)  ไดอ้ยา่งสมบูรณ์ ผูว้ิจยัจึงเลือกใชล้าํดบั
ในการทาํปฏิกิริยาดงักล่าว ในการนาํไปใชว้เิคราะห์หาปริมาณ H2O2 
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รูปที ่2 ผลของลาํดบัการทาํปฏิกิริยาต่อค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 440 nm โดยแบ่งการทดลองเป็น 2 ขั้นตอน คือ ขั้นตอนท่ี 1 ผสม
สารละลายสองชนิดเขา้ดว้ยกนัก่อน แลว้ขั้นตอนท่ี 2 จึงเติมสารละลายอีกชนิดหน่ึงเพิ่มลงไป โดยใชเ้วลาทาํปฏิกิริยาขั้นตอนละ 5 นาที 

 

 4.3 การหาความเขม้ขน้ของ Fe(II) และนอร์ฟลอกซาซินท่ีเหมาะสมในการทาํปฏิกิริยา 
 ผลของความเขม้ขน้ของ Fe(II) ท่ีเหมาะสมต่อการเกิดปฏิกิริยาสําหรับการหาปริมาณของ H2O2 เร่ิมจาก 
การนาํ H2O2 มาเติมดว้ยสารละลาย Fe(II) ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ จากนั้นจึงค่อยเติมสารละลายนอร์ฟลอกซาซินลงไปต่อ 
และนาํสารผสมท่ีไดไ้ปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 440 nm  ผลการทดลองท่ีไดพ้บวา่ เม่ือเพ่ิมความเขม้ขน้ของสารละลาย 
Fe(II) จะทาํใหส้ามารถวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 440 nm เพ่ิมข้ึนดว้ย จนกระทัง่ความเขม้ขน้ของสารละลาย Fe(II) มีค่า
เท่ากบั 1.125 mM ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 440 nm ท่ีวดัไดเ้ร่ิมคงท่ี ดงัแสดงในรูปท่ี 3 ดงันั้นผูว้ิจยัจึงเลือกใชส้ารละลาย 
Fe(II) ท่ีความเขม้ขน้เท่ากบั 2.25 mM สาํหรับใชใ้นการหาปริมาณของ H2O2 

 หลงัจากท่ีทราบความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของสารละลาย Fe(II) ท่ีใชส้าํหรับหาปริมาณของ H2O2 แลว้ จึงไดท้าํ
การหาความเขม้ขน้ของสารละลายนอร์ฟลอกซาซินท่ีเหมาะสมต่อไป โดยนาํ H2O2 มาเติมดว้ยสารละลาย 2.25 mM 
Fe(II) จากนั้นจึงเติมสารละลายนอร์ฟลอกซาซินท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ และนาํสารผสมท่ีไดไ้ปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 
440 nm  ผลการทดลองท่ีได้พบว่า เม่ือเพ่ิมความเข้มข้นของสารละลายนอร์ฟลอกซาซิน จะทําให้สามารถวดั 
ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 440 nm เพ่ิมข้ึนดว้ย จนกระทัง่ความเขม้ขน้ของสารละลายนอร์ฟลอกซาซินมีค่าเท่ากบั 2.25 mM 
ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 440 nm ท่ีวดัไดเ้ร่ิมคงท่ี ดงัแสดงในรูปท่ี 3 ดงันั้นผูว้ิจยัจึงเลือกใชส้ารละลายนอร์ฟลอกซาซินท่ี
ความเขม้ขน้เท่ากบั 4.00 mM สาํหรับใชใ้นการหาปริมาณของ H2O2 
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รูปที ่3 ผลของความเขม้ขน้ของสารละลาย Fe(II)  และนอร์ฟลอกซาซินต่อการเกิดปฏิกิริยากบั 0.225 mM H2O2  

ซ่ึงสามารถติดตามปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึน โดยการวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 440 nm 
 

 4.4 การหาเวลาในการทาํปฏิกิริยาท่ีเหมาะสมระหวา่ง H2O2 Fe(II) และนอร์ฟลอกซาซิน 
 การศึกษาผลของเวลาท่ีเหมาะสมในการบ่มปฏิกิริยา เร่ิมจากนาํ H2O2 Fe(II) และนอร์ฟลอกซาซิน มาผสมกนั
ตามลาํดบั โดยมีการบ่มปฏิกิริยาท่ีเวลาต่างๆ ระหวา่ง H2O2 และ Fe(II) และระหวา่งสารผสมของ H2O2 กบั Fe(II) และ
นอร์ฟลอกซาซิน จากนั้นจึงนาํสารผสมทั้งหมดไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 440 nm ผลการทดลองท่ีไดพ้บวา่ ถา้ใชเ้วลา
ในการบ่มปฏิกิริยาระหว่าง H2O2 และ Fe(II) เพียง 3 นาที จะทาํให้วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 440 nm ลดลง แต่ถา้เพ่ิม
เวลาในการบ่มปฏิกิริยาระหว่าง H2O2 และ Fe(II) เป็น 5 นาที จะไดค้่าการดูดกลืนแสงท่ี 440 nm ท่ีเพ่ิมข้ึน ซ่ึงไม่
แตกต่างกับการใช้เวลาในการบ่มปฏิกิริยาระหว่าง H2O2 และ Fe(II) เป็น 10 นาที ดังแสดงในรูปท่ี 4 (ก) ซ่ึงผล 
การทดลองท่ีไดจ้ะแตกต่างกบัผลการทดลองท่ีไดจ้ากศึกษาเวลาท่ีใชบ่้มปฏิกิริยาระหวา่งสารผสมของ H2O2 กบั Fe(II) 
และนอร์ฟลอกซาซิน โดยทั้ง 3 เวลา คือ 3, 5 และ 10 นาที มีค่าการดูดกลืนแสงท่ี 440 nm ไม่แตกต่างกนั ดงัแสดงใน
รูปท่ี 4 (ข) ดังนั้นเวลาท่ีใช้บ่มปฏิกิริยาระหว่าง H2O2 และ Fe(II) และระหว่างสารผสมของ H2O2 กับ Fe(II) และ 
นอร์ฟลอกซาซิน คือ 5 และ 3 นาที ตามลาํดบั ซ่ึงเพียงพอสาํหรับใชต้รวจวดัปริมาณของ H2O2 
 

 
รูปที ่4  (ก) ผลของเวลาท่ีใชใ้นการบ่มปฏิกิริยาในขั้นท่ี 1 คือ การผสมสารละลาย  Fe(II) และ H2O2 เขา้ดว้ยกนั  

(ข) ผลของเวลาท่ีใชใ้นการบ่มปฏิกิริยาในขั้นท่ี 2 คือ การเติมสารละลายนอร์ฟลอกซาซินลงในสารละลายผสมระหวา่ง Fe(II) และ H2O2  
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 4.5 การตรวจวดัปริมาณ H2O2 โดยใช ้Fe(II) ร่วมกบันอร์ฟลอกซาซิน รวมทั้งการหาคุณลกัษณะของระบบ
วเิคราะห์ท่ีพฒันาข้ึน 
 การตรวจวดัหาปริมาณของ H2O2 ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ เร่ิมจากนาํ H2O2 ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ มาทาํปฎิกิริยากบั
สารละลาย 2.25 mM Fe(II) จากนั้นบ่มปฏิกิริยาเป็นเวลา 5 นาที จึงเติมสารละลาย 4.00 mM นอร์ฟลอกซาซิน และ 
บ่มปฏิกิริยาเป็นเวลา 3 นาที แลว้นาํไปวดัค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 440 nm ผลการทดลองท่ีไดพ้บว่าสามารถ
ตรวจวดัหาปริมาณของ H2O2 ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ ได  ้ดงัแสดงในรูปท่ี 5 โดยพบว่ามีช่วงความเป็นเส้นตรงหรือ 
ช่วงการใชง้านท่ีช่วงความเขม้ขน้ 6.25 - 300 μM ให้ค่าสหสัมพนัธ์ (r2) เท่ากบั 0.9974 คาํนวณหา LOD และ LOQ ได้
เท่ากบั 0.402 μM และ 1.33 μM ตามลาํดบั ความแม่นของวิธีตรวจวดัไดร้้อยละความคลาดเคล่ือนเท่ากบั 0.11% และ
ความเท่ียงของวธีิการตรวจวดัซ่ึงแสดงในรูปสัมประสิทธ์ิความแปรปรวน (CV) มีค่าเท่ากบั 5.87 % 
 

 
รูปที ่5 ความสมัพนัธ์ระหวา่งความเขม้ขน้ของ H2O2 ท่ีความเขม้ขน้ 6.25 - 300 μM กบัค่าดูดกลืนแสงท่ี 440 nm  

เม่ือตรวจวดัปริมาณ H2O2 โดยใช ้Fe(II) ร่วมกบันอร์ฟลอกซาซิน 
 

5. การอภิปรายผล 

การทดลองตรวจวดั H2O2 ดว้ยวิธีท่ีพฒันาข้ึนน้ีเป็นการประยกุตใ์ชค้วามรู้เร่ืองการบาํบดันํ้ าเสียดว้ยปฏิกิริยา
เฟนตนั (Fenton reaction) ซ่ึงเป็นการใชป้ระโยชน์จาก H2O2 และ Fe(II) ในการปรับปรุงคุณภาพของนํ้ า โดย H2O2 จะ
กระตุ้นปฏิกิริยาออกซิเดชันของ Fe(II) ให้เปล่ียนเป็น Fe(III) พร้อมทั้ งสร้างอนุมูลอิสระไฮดรอกซิล (Hydroxyl 
Radical; OH) ปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนเป็นดงัสมการท่ี 1 ซ่ึงอนุมูลอิสระไฮดรอกซิลน้ีจะเขา้ไปเหน่ียวนาํทาํให้เกิดปฏิกิริยา
ออกซิเดชนัของสารอินทรียใ์นนํ้ า และจะเกิดการเหน่ียวนาํต่อไปเร่ือย ๆ ในลกัษณะปฏิกิริยาลูกโซ่ ทาํใหโ้มเลกุลของ
สารอินทรียท์ั้งหมดในนํ้ามีขนาดและความเป็นพิษลดลง (สุชนม ์แกว้มาตย ์และบุญสร้าง ดิเรกสถาพร, 2555) 

จากสมการท่ี 1 จะสังเกตเห็นไดว้า่ปริมาณ Fe(III) ท่ีเกิดข้ึนจะแปรผนัตรงกบัปริมาณ H2O2 เม่ืออยูใ่นสภาวะท่ี
มี Fe(II) มากเกินพอ ผูว้ิจยัจึงนาํหลกัการดงักล่าวน้ีมาประยุกต์ใชโ้ดยการใชป้ระโยชน์จากปฏิกิริยาจาํเพาะระหว่าง 
Fe(III) และนอร์ฟลอกซาซินซ่ึงเป็นยาปฏิชีวนะชนิดหน่ึง สารทั้ งสองสามารถทาํปฏิกิริยาคีเลชัน (Chelation) กนั  
โดยนอร์ฟลอกซาซินท่ีมีหมู่คาร์บอกซิล (-COOH)  และหมู่คีโตน (-C=O) ในโครงสร้างจะทาํหน้าท่ีเป็นสารคีเลต 
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(Chelating agent) ลอ้มรอบ Fe(III) ไว ้และเกิดเป็นสารประกอบเชิงซ้อนสีส้ม ซ่ึงสามารถนาํไปตรวจวดัการดูดกลืน
แสงในช่วงความยาวคล่ืนท่ีตามองเห็นดว้ยวิธีสเปกโตรโฟโตเมตรีได ้ดงัแสดงในสมการท่ี 2 (Bhowal & Das, 1991) 

โดยค่าดูดกลืนแสงจะแปรผนัตรงกบัปริมาณของสารประกอบเชิงซ้อนท่ีเกิดข้ึน ทาํให้สามารถวิเคราะห์หาปริมาณ 
Fe(III) ทั้งหมดท่ีอยูใ่นสารละลายได ้ดงันั้นหากทดลองนาํสารมาทาํปฏิกิริยาตามสมการท่ี 1 และ 2 แบบต่อเน่ืองกนั
โดยให้ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์เป็นสารกาํหนดปริมาณ จะไดว้่าค่าดูดกลืนแสงท่ีไดซ่ึ้งเป็นผลจากสารประกอบ
เชิงซอ้นท่ีเกิดข้ึนจะแปรผนัตรงกนักบัปริมาณ H2O2 

 

Fe2+ + H2O2        Fe3+ + OH- + OH    (สมการท่ี 1) 
Fe3+ + Norfloxacin     Norfloxacin - Fe3+ Complex  (สมการท่ี 2) 
 

ทั้งน้ีผลการวิจยัแสดงให้เห็นวา่วิธีการตรวจวดั H2O2 ท่ีพฒันาข้ึนมีจุดเด่น คือ สามารถใชต้รวจวดั H2O2 ไดท่ี้
ความเขม้ขน้ตํ่า มีความแม่นของวิธีตรวจวดัสูง (ร้อยละความคลาดเคล่ือน เท่ากบั 0.11%) อย่างไรก็ตามงานวิจยัน้ีก็
ยงัคงมีขอ้จาํกดัในดา้นความเท่ียง (CV = 5.87%) และเม่ือพิจารณาสมการท่ี 1 จะสังเกตไดว้า่เม่ือ H2O2 ออกซิไดส์ Fe(II) 
จะไดผ้ลิตภณัฑเ์ป็น OH- ซ่ึงอาจทาํใหค้่าพีเอช (pH) ของระบบเปล่ียนแปลงไป และส่งผลต่อการตกตะกอนของ Fe(II) 
และ Fe(III) ได ้ดงันั้นผูว้จิยัเห็นวา่ควรจะศึกษาผลของพีเอชท่ีมีผลต่อวธีิตรวจวดั และพฒันาวธีิตรวจวดัใหมี้ความเท่ียง
สูงข้ึนเพ่ือใหส้ามารถนาํไปประยกุตใ์ชก้บัการตรวจวดัปริมาณ H2O2 ในตวัอยา่งจริงไดต่้อไป  

 
6. บทสรุป 

 การทดลองน้ีไดพ้ฒันาวิธีตรวจวดัปริมาณ H2O2 อยา่งง่ายโดยใชเ้ทคนิคสเปกโตรโฟโตเมตรี ซ่ึงสารท่ีใชท้าํ
ปฏิกิริยากบั H2O2 และทาํให้เกิดเป็นสารประกอบเชิงซ้อนท่ีมีสีข้ึน คือ Fe(II) และนอร์ฟลอกซาซิน โดยสภาวะท่ี
เหมาะสมสาํหรับวิธีการตรวจวดั H2O2 คือ นาํสารละลาย H2O2 ท่ีตอ้งการตรวจวดัปริมาณมาทาํปฏิกิริยากบัสารละลาย 
Fe(II) ความเขม้ขน้ 2.25 mM เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นเติมสารละลายนอร์ฟลอกซาซิน ความเขม้ขน้ 4.00 mM เพ่ือทาํ
ปฏิกิริยาต่อเป็นเวลา 3 นาที แลว้จึงนาํไปวดัค่าดูดกลืนแสงท่ี 440 นาโนเมตร ผลจากการศึกษาคุณลกัษณะของวิธี
ทดสอบให้ค่าช่วงความเป็นเส้นตรงท่ีความเขม้ขน้ 6.25 - 300 μM ซ่ึงให้ค่าสหสัมพนัธ์เท่ากบั 0.9974 มีขีดจาํกดัใน 
การตรวจพบ (LOD) และขีดจาํกดัในการตรวจวดัเชิงปริมาณ (LOQ) เท่ากบั 0.402 μM และ 1.33 μM ตามลาํดบั ดงันั้น
จะเห็นวา่วธีิท่ีพฒันาข้ึนน้ีสามารถตรวจวดัปริมาณ H2O2 ไดจ้ริง 
 
7. กติตกิรรมประกาศ  

งานวิจยัคร้ังน้ีไดรั้บทุนสนบัสนุนจากเงินรายไดม้หาวิทยาลยัศรีนครินทรวิโรฒ ประจาํปีงบประมาณ 2562 
(089/2563) และทุนการศึกษาสาํหรับนายธีรนนท ์ออประยรู จากโครงการส่งเสริมการผลิตครูท่ีมีความสามารถพิเศษ
ทางวทิยาศาสตร์และคณิตศาสตร์ (สควค.) โดยสถาบนัส่งเสริมการสอนวทิยาศาสตร์และเทคโนโลย ี(สสวท.) 
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