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กรดกลโูคนิคเป็นสารออกฤทธิ์เรง่การผลดัเซลลผ์ิว ลดการเกิดริว้รอย คงความชุ่มชืน้ 

และเป็นบัฟเฟอร  ์รกัษา pH ที่เหมาะสมต่อสภาพผิวของมนุษย์ งานวิจัยนีจ้ึงมีจุดมุ่งหมายเพื่อ
พฒันาวิธีวิเคราะหป์ริมาณกรดกลูโคนิค ดว้ยอปุกรณต์รวจวิเคราะหข์องไหลจุลภาคฐานกระดาษ
แบบ 3 มิติ (3D-µPADs) ร่วมกับการตรวจวัดความเขม้สี โดยพัฒนา 3D-µPADs 2 รูปแบบ โดย
รูปแบบแรกประกอบดว้ย µPADs 2 ชั้น ชั้นบนไวส้  าหรบัเกิดปฏิกิริยาสารประกอบเชิงซอ้น Cu-
Glu2 ชัน้ล่างไวส้  าหรบัวัดความเขม้สีสารละลาย Cu-Glu2 ที่ถูกชะลงมา จากวิธีการดังกล่าวช่วง
ความเป็นเสน้ตรงคือ 0.3 – 1.0 mol/L ของความเขม้ขน้กลูโคเนต มีค่าขีดจ ากัดต ่าสุดที่สามารถ
ตรวจวัดได้ (n = 10, 3SD) และค่าขีดจ ากัดต ่าสุดที่สามารถวิเคราะห์ปริมาณได ้(n = 10, 5SD) 
เท่ากับ 0.12 mol/L และ 0.20 mol/L ตามล าดับ ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ที่ได้จากการ
วิเคราะหก์ลโูคเนต 0.5 mol/L (10 ครัง้) คือรอ้ยละ 4.80 รูปแบบที่สองประกอบดว้ย µPADs 4 ชัน้ 
ถกูพฒันาขึน้เพื่อเพิ่มความไวในการวิเคราะห์ โดยตรวจวดัสารประกอบเชิงซอ้น Cu – 5-Br-PSAA 
แทนการตรวจวัด  Cu-Glu2 โดยตรง วิธีนี ้สามารถตรวจวัดปริมาณกลูโคเนตได้ในช่วง  3 – 7 
mmol/L มีค่าขีดจ ากัดต ่าสุดที่สามารถตรวจวัดได้ และค่าขีดจ ากัดต ่าสุดที่สามารถวิเคราะห์
ปริมาณได ้เท่ากับ 2.25 mmol/L และ 2.86 mmol/L ตามล าดับ ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพัทธ์
ของกลูโคเนต 4 mmol/L (10 ครัง้) เท่ากับรอ้ยละ 3.68 วิธีการที่พัฒนาขึน้ถูกประยุกต์ใชใ้นการ
วิเคราะหป์ริมาณกลโูคเนตในตัวอย่างผลิตภณัฑบ์ ารุงผิว โดยมีรอ้ยละการคืนกลบัอยู่ในช่วง 81 – 
116 
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Gluconic acid is an active substance for exfoliating, anti-aging, moisturizing 

and maintaining pH which is suitable for human skin. This study aims to develop 
analytical methods for the determination of gluconic acid using three-dimensional 
microfluidic paper-based analytical devices (3D-µPADs) with color intensity detection. 
Two types of 3D-µPADs were developed. The first 3D-µPADs consisted of two layers of 
µPADs. The top layer was for allowing the complexometric reaction of Cu-Glu2 to occur, 
while the bottom layer was for color intensity detection obtained from an eluting solution 
containing Cu-Glu2 complex. The use of method had a linear range of 0.3–1.0 mol/L of 
gluconate was attained with a limit of detection (n = 10, 3SD) and limit of quantitation (n 
= 10, 5SD) of 0.12 mol/L and 0.2 mol/L, respectively. The relative standard deviation of 
0.5 mol/L of gluconate (n=10) was 4.80%. Later, the second 3D-µPADs composed of 
four layers of µPADs was developed in order to increase the sensitivity of analysis. The 
detection of Cu – 5-Br-PSAA complex was employed instead of the direct detection of 
Cu-Glu2 complex. The developed method could detect amount of gluconate in a range 
of 3 to 7 mmol/L with a limit of detection and a limit of quantitation of 2.25 mmol/L and 
2.86 mmol/L respectively. The relative standard deviation of 4 mmol/L (n=10) was 
3.68%. The application of the proposed methods of gluconate determination in skin care 
products was studied and recoveries were found in the range of 81-116% 

 
Keyword : Gluconic acid, Microfluidic paper-based analytical device, µPADs, Skincare 
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ปริญญานิพนธ์ฉบับนี ้ส  าเร็จลุล่วงไปได้ด้วยดี  ด้วยความกรุณาและความอนุเคราะห์
ช่วยเหลืออย่างยิ่งจากผูช้่วยศาสตราจารย์ ดร.นวลละออ รตันวิมานวงศ ์อาจารยท์ี่ปรกึษาหลกัของ
ปริญญานิพนธ์  ที่ใหค้  าปรกึษา ค าแนะน า แนวทางในการแกปั้ญหาต่าง ๆ ชีใ้หเ้ห็นขอ้บกพร่อง เพื่อ
น าไปสู่การแกปั้ญหาและพฒันางานวิจยัต่อไป รวมถึงใหค้วามช่วยเหลือในการเขียนปริญญานิพนธ์
ในครัง้นีไ้ดเ้ป็นอย่างดี อีกทัง้ท าใหผู้ว้ิจัยตะหนกัถึงคุณค่าในงานวิจัย และไดร้บัประสบการณ์ที่ดีใน
การด าเนินงานวิจยั ผูว้ิจยัทราบซึง้และขอกราบขอบพระคณุเป็นอย่างยิ่งไว ้ณ โอกาสนี ้
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ศาสตราจารย ์ดร. แพน ทองเรือง และ ดร.ชชัฎาภรณ ์พิณทอง ที่ใหค้วามกรุณามาเป็นกรรมการสอบ
เคา้โครงปรญิญานิพนธ ์พรอ้มทัง้ใหค้  าแนะน าและชีแ้นะเพื่อพฒันาและด าเนินการวิจยัต่อไป 

ขอขอบคณุผูช้่วยศาสตราจารย ์ดร.ณัฐวฒุิ เชิงชัน้ อาจารยจ์ากสถาบนัเทคโนโลยีพระจอม
เกลา้เจา้คณุทหารลาดกระบงั ที่ใหค้วามกรุณาเป็นประธานกรรมการในการสอบปากเปล่าปริญญา
นิพนธ ์และผูช้่วยศาสตรจารย์ ดร. ปิยะดา จิตรตัง้ประเสริฐ ที่ใหค้วามกรุณาเป็นกรรมการการสอบ
ปากเปล่าปริญญานิพนธ์ พรอ้มทัง้กรุณาใหค้ าแนะน าและชีแ้นะขอ้บกพร่อง เพื่อการปรบัปรุงพฒันา
วิทยานิพนธต่์อไป 

ขอขอบคุณนางสาวนุชจรินทร  ์สนิท นิสิตระดับปริญญาโท สาขาวิชาเคมี หลักสูตรวิทยา
ศาสตรมหาบัณฑิต ที่ให้ความช่วยเหลือในการตรวจวิเคราะห์ปริมาณกรดกลูโคนิคในตัวอย่าง
ผลิตภณัฑบ์ ารุงผิวดว้ยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู (HPLC) 

ขอขอบคุณโครงการส่งเสริมการผลิตครูที่มีความสามารถพิเศษทางวิทยาศาสตรแ์ละ
คณิตศาสตร ์(สควค.) ที่สนับสนุนทุนการศึกษาและทุนวิจัยเพื่อใชใ้นการด าเนินการวิจัยนีไ้ดอ้ย่าง
ราบรื่น และมีประสิทธิภาพ 

ขอขอบพระคณุอาจารยภ์าควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร ์มหาวิทยาลยัศรีนครินทรวิโรฒทุก
ท่าน ที่ได้ถ่ายทอดความรู  ้เอาใจใส่และให้ความช่วยเหลือเสมอมา ตลอดจนบุคลากร เจา้หน้าที่
ห้องปฏิบัติการ ภาควิชาเคมี  ที่ให้การสนับสนุนทางด้านสถานที่  เครื่องมือ และอุปกรณ์ในการ
ด าเนินการวิจัย ให้ความช่วยเหลือ ค าแนะน า และอ านวยความสะดวกแก่ผู้วิจัยตลอดการศึกษา 
ผูว้ิจยัรูส้กึซาบซึง้ในความกรุณาและขอขอบพระคณุทกุ ๆ ท่านไว ้ณ โอกาสนี ้

และขอขอบคุณเพื่อนนิสิต ตลอดอจนครอบครัว และบุคคลรอบข้าง ที่คอยช่วยเหลือ 
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บทที ่1 
บทน า 

ภูมิหลัง 
กรดกลูโคนิค (Gluconic acid ,C6H12O7) เป็นโพลี ไฮดรอกซีคาร์บอกซิลิกแอซิด 

(Polyhydroxy carboxylic acid หรือ PHA) จัดเป็นกรดอินทรียอ่์อนชนิดหนึ่ง ไม่ระเหย ไม่มีกลิ่น 
ไม่มีฤทธิ์กัดกร่อน และไม่มีพิษ สามารถพบไดม้ากในสารสกัดจากพืช ผลไม ้และอาหารประเภท
ต่าง ๆ เช่น ขา้ว น า้นมของสัตวเ์ลีย้งลูกดว้ยนม ไวน์ น า้ผึง้ น า้สม้สายชู เนือ้สตัว ์และเห็ดเยื่อไผ่ 
(Seeman & Wiemer, 2010; ส านักงานพัฒนาวิทยาศาสตรแ์ละเทคโนโลยีแห่งชาติ , 2561) 
 กรดกลูโคนิค และอนุพันธ์ของกรดกลูโคนิคถูกน าไปใชป้ระโยชนใ์นอุตสาหกรรมหลายประเภท 
เช่น  อุตสาหกรรมอาหาร ยา และเครื่องส าอาง โดยในอุตสาหกรรม เครื่องส าอางนั้น  
กรดกลูโคนิคซึ่งเป็นโพลีไฮดรอกซีคารบ์อกซิลิกแอซิดจะมีคุณสมบัติในการเร่งการผลดัเซลลผ์ิว  
ลดการเกิดริว้รอยได้คล้ายกับกรดผลไม้ประเภทแอลฟาไฮดรอกซีแอซิด (Alpha hydroxy acid 
หรือ AHA) เช่น กรดไกลโคลิค (Glycolic acid) และกรดแลคติค  (Lactic acid) นอกจากนี ้ยัง
พบว่ากรดกลูโคนิคยังมีผลต่อการระคายเคืองนอ้ยกว่ากรดแอลฟาไฮดรอกซีแอซิดอีกดว้ย  (Hira, 
2017) และเนื่องจากกรดกลูโคนิคมีขนาดโมเลกุลใหญ่ และมีหมู่ไฮดรอกซิลจ านวนมาก จึงช่วย  
กักเก็บน า้ที่ผิวได้ดี ท าให้ผิวคงความชุ่มชืน้ได้นาน ในปัจจุบันกรดกลูโคนิคจึงถูกน ามาใช้เป็น
องคป์ระกอบในการผลิตเครื่องส าอางหรือผลิตภัณฑ์บ ารุงผิวส าหรบัผู้ที่มีผิวแพ้ง่ายหลายชนิด 
นอกจากนีก้ลูโคนิคยังจัดเป็นกรดอินทรีย์มีคุณสมบัติเป็นเป็นบัฟเฟอรเ์อเจนต์ (Buffer agent)  
ช่วยรกัษาค่า pH ของเครื่องส าอางและผลิตภัณฑบ์ ารุงผิวใหอ้ยู่ในช่วงกรดอ่อนๆ ประมาณ pH 
4.50 – 5.75 ซึ่งเป็นสภาวะที่เหมาะสมกับสภาพผิวของมนุษย ์ช่วยกกัเก็บความชุ่มชืน้ของผิวและ
ช่วยให้แบคทีเรียที่ผิวสามารถท างานได้ดี ปกป้องผิวจากอันตรายอ่ืนจากแบคทีเรียชนิดอ่ืน  
(Lambers, Piessens, Bloem, & Pronk, 2006) และยังช่ วยชะลอการเสื่ อมคุณ ภาพของ
เครื่องส าอางและผลิตภัณฑไ์ดอี้กดว้ย จึงสามารถเรียกไดว้่ากรดกลูโคนิคเป็นส่วนประกอบที่ท า
หน้าที่หลายอย่าง (Multifunctional ingredients) ในเครื่องส าอางและผลิตภัณฑ์บ ารุงผิว ดังนั้น
การเลือกใช ้กรดกลโูคนิคในผลิตภณัฑบ์ ารุงผิวจะช่วยใหล้ดองคป์ระกอบในเครื่องส าอางลงส่งผล
ใหผ้ลิตภณัฑม์ีราคาที่ถกูลง 

ส านกังานคณะกรรมการอาหารและยา ไม่ไดม้ีการก าหนดหรือควบคุมความเขม้ขน้ของ
การใชส้ารประกอบจ าพวกโพลีไฮดรอกซีคารบ์อกซิลิกแอซิด (PHA) ในเครื่องส าอาง แต่ไดม้ีการ
ก าหนดค่าความเป็นกรด – เบสของเครื่องส าอางไม่ใหม้ีค่า pH ต ่ากว่า 3.5 ซึ่งการใชก้รดกลโูคนิค
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ในปริมาณมากจะท าใหผ้ลิตภัณฑเ์ครื่องส าอางมีความเป็นกรดสูง ค่า pH ต ่า ซึ่งค่าความเขม้ขน้ 
ที่เหมาะสมของสาร PHA ควรอยู่ในช่วง 5 – 15 เปอรเ์ซ็นต์ (พิมพร ลีลาพรพิสิฐ , 2551) การ
ตรวจวัดปริมาณกรดกลูโคนิคจึงมีความส าคัญเพื่อตรวจสอบและควบคุมคุณภาพการผลิต
ผลิตภัณฑบ์ ารุงผิวใหไ้ดต้ามมาตรฐานที่ก าหนด ซึ่งในการตรวจวัดปริมาณกรดกลโูคนิคสามารถ
ท าได้หลากหลายวิธี เช่น  เทคนิคโครมาโทกราฟี เช่น liquid chromatography (LC), High-
performance liquid Chromatography (HPLC) , Fourier-transform infrared 
spectroscopy (FTIR) หรือ Enzymatic assays เช่น ในงานวิจยัของ Alt (1955) ที่ท าการตรวจวดั
กรดกลูโคนิคดว้ยเทคนิคสเปกโตรโฟโตเมทรี (Spectrophotometry) ไดร้ายงานว่า กรดกลูโคนิค
สามารถเกิดสารประกอบเชิงซอ้นกับไอออนของโลหะ เช่น ไอออนของทองแดง (Cu2+) ในสภาวะ
เบส เกิดเป็นสารประกอบเชิงซ้อนกลูโคเนต-ทองแดง (Cu-Glu2) ที่มีสีฟ้า สามารถวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงไดท้ี่ความยาวคลื่น 660 nm ปริมาณ Cu 2+  ที่มากเกินพอเกิดเป็นตะกอนคอปเปอร์
ไฮดรอกไซด ์(Cu(OH)2)และถูกกรองออกจากสารละลาย ก่อนน าสารละลายไปตรวจวัดค่าการ
ดูดกลืนแสง (Alt, 1955) ซึ่งเทคนิคการตรวจวัดเหล่านีม้ักมีความยุ่งยากและจ าเป็นต้องอาศัย
ผูเ้ชี่ยวชาญในการตรวจวัด รวมถึงตอ้งใชเ้ครื่องมือที่ขนาดใหญ่ มีราคาสูง ส่งผลใหต้น้ทุนในการ
ตรวจวิเคราะห์สูงขึน้ดว้ย จึงมีนักวิจัยพยายามสังเคราะห์ตัวตรวจวัดที่สามารถสังเกตเห็นการ
เปลี่ยนแปลงไดง้่าย เช่น ตัวตรวจวัดประเภทโลหะอินทรีย ์(Organometallic) จากสารประกอบท
ริส -อะมิ โน (tris-amino compound) กรดโบโรนิค  (Boronic acid) ร่วมกับไอออนของโลหะ
แคดเมียม (Cd2+) ซึ่งมีการรายงานว่าตัวตรวจวดัที่สงัเคราะหข์ึน้สามารถจับกับกรดกลูโคนิคไดดี้ 
และเกิดสารประกอบเชิงซอ้นที่มีสี ท าใหส้ามารถสงัเกตการเปลี่ยนแปลงได ้(T. Zhang & Anslyn, 
2006) นอกจากนีย้ังมีนักวิจัยพัฒนาการตรวจวัดกรดกลูโคนิคโดยใช้ตัวตรวจวัดทางชีวภาพ
ร่วมกับเทคนิคไฟฟ้าเคมี (Electrochemical Biosensing) เพื่อใหเ้กิดความสะดวกในการตรวจวัด
มากยิ่งขึน้ โดยใชเ้อนไซมก์ลโูคเนตไคเนส (gluconate kinase) และเอนไซม ์6-ฟอสโฟ-ดีกลโูคเนต 
ดีไฮโดรจิ เนส (6-phospho-D-gluconate dehydrogenase) เป็นเอนไซม์ในการตรวจวัดบน
อิเล็กโทรดคารบ์อน (screen-printed carbon electrodes) และวดักระแสไฟฟ้าที่เกิดจากปฏิกิรยิา
รีดอกซข์องสาร โดยตวัอปุกรณท์ี่พัฒนาขึน้มีขนาดเล็กเพียง 12.56 mm2 (Del Torno-de Román, 
Alonso-Lomillo, Domínguez-Renedo, & Arcos-Martínez, 2013) 

อุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ของไหลจุลภาคฐานกระดาษ (Microfluidic paper-based 
analytical devices หรือ µPADs) เป็นอุปกรณ์ที่มีขนาดเล็ก ใชส้ารปริมาณน้อยในการตรวจวัด 
มีราคาถูกกว่าการใชเ้ครื่องมือในหอ้งปฏิบัติการ สามารถสรา้งไดง้่าย และสะดวกต่อการใชง้าน  
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ไม่จ าเป็นต้องอาศัยผู้เชี่ยวชาญในการตรวจวัด อุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ของไหลจุลภาคฐาน
กระดาษอาศัยการไหลของสารละลายและการเกิดปฏิกิริยาบนกระดาษซึ่งเป็นบริเวณที่มี
คุณสมบัติชอบน ้า (Hydrophilic area) ที่อาจถูกก าหนดขอบเขตของบริเวณการไหลหรือการ
เกิดปฏิกิริยาดว้ยสารที่มีคุณสมบัติไม่ชอบน า้ (Hydrophobic barrier)  กั้นสารละลายไม่ใหไ้หล
ออกนอกบริเวณที่ก าหนด โดยเทคนิคที่ใชใ้นการก าหนดขอบเขตลงบนกระดาษสามารถท าได้
หลายวิธี เช่น พิมพ์สกรีน (Screen printing), พิมพ์ด้วยแวกซ์ (Wax printing), พิมพ์ด้วยแสง 
(Photolithography) หรือการประทับตรา (Stamping)  ซึ่งอุปกรณ์ตรวจวิเคราะหข์องไหลจุลภาค
ฐานกระดาษ สามารถน ามาประยุกต์ใชก้ับการตรวจวิเคราะห์ได้หลายวิธี ยกตัวอย่ างเช่นการ
ตรวจวัดทางเคมีไฟฟ้า (Electrochemical µPADs) ซึ่งจ าเป็นต้องต่อเข้ากับอุปกรณ์ต่อพ่วง
ภายนอก ไดแ้ก่ ขัว้ อิเล็กโทด และเครื่องวดัค่าทางไฟฟ้า เช่น ความต่างศกัยไ์ฟฟ้า ค่าการน าไฟฟ้า 
หรือ ค่ากระแสไฟฟ้า หรือการวัดระยะทาง (Distance-based µPADs) โดยอาศัยการเกิด
สารประกอบที่มีสีไปตามช่องการไหลของสารละลาย สามารถมองเห็นดว้ยตาเปล่า ซึ่งระยะทางที่
สารแพร่ไปไดห้รือระยะทางเกิดสีจะขึน้อยู่กบัความเขม้ขน้ของสารที่ตอ้งการตรวจวดั  (Cai, Fang, 
Mo, & Huang, 2017; Tian et al., 2017) แต่วิธีที่ไดร้บัความนิยมใชใ้นการตรวจวิเคราะห ์คือ การ
ติดตามการเปลี่ยนแปลงของสี (Colorimetric determination) ซึ่งสามารถติดตามไดจ้ากการวดัค่า
ความเขม้สีที่เปลี่ยนไป สามารถท าไดด้ว้ยการอาศยัปฏิกิรยิาที่มีสี หรือการเติมใชร้ีเอเจนตท์ี่มีสีเพื่อ
ใช้ในการติดตามปฏิกิริยา โดยอาจเทียบสีกับสีมาตรฐาน และวิเคราะห์ความเข้มของสีด้วย
โปรแกรมในคอมพิวเตอร ์เช่น ImageJ และ Adobe Photoshop หรือการวัดความเขม้สีโดยใช้
แอพพิเคชันบนโทรศัพท์มือถือเพื่อให้สามารถตรวจวัดได้สะดวกมากยิ่งขึน้ ไม่ต้องใช้อุปกรณ์
จ าเพาะที่ มี ราคาสูง และผลการตรวจวัดมีความถูกต้อง  (Puangbanlang, Sirivibulkovit, 
Nacapricha, & Sameenoi, 2019; จฬุาลกัษณ ์นอ้ยพ่วง, 2555) 

ผูว้ิจัยจึงสนใจพัฒนาเทคนิคการตรวจวัดปริมาณกลูโคนิคในผลิตภัณฑ์บ ารุงผิวดว้ย
อุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ของไหลจุลภาคฐานกระดาษ (Microfluidic paper-based analytical 
devices, µPADs) ร่วมกับการตรวจวัดเชิงสีที่แตกต่างกนัสองปฏิกิริยาคือ การติดตามความเขม้สี
สารละลายสีน า้เงินของ Cu-Glu2  ที่เกิดขึน้จากปฏิกิริยาระหว่างสารละลายคอปเปอรซ์ลัเฟตและ
กลูโคเนตในสภาวะเบส  และการติดตามวัดความเขม้สีของสารประกอบเชิงซอ้นของ Cu2+ กับ  
2-(5-bromo-2-pyridylazo)-5-[N-n-propyl-N-(3-sulfopropyl)amino]aniline (5-Br-PSAA)   ซึ่ ง 
5-Br-PSAA สามารถจับกับ Cu2+ ใน Cu-Glu2 เกิดเป็นสารเชิงซอ้น Cu - 5-Br-PSAA ที่มีสีม่วงขึน้ 
(Ohno, Teshima, Sakai, Grudpan, & Polasek, 2006) สามารถสงัเกตเห็นการเปลี่ยนแปลงของ
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สีได้ด้วยตาเปล่า และท าการวิเคราะห์ความเข้มของสีของทั้ง Cu-Glu2 และ 5-Br-PSAA ผ่าน
โปรแกรม ImageJ  เพื่อศึกษาความเป็นไปได้ในการใช้งานจริง นอกจากนี ้ยังได้ท าการศึกษา
รูปแบบของอปุกรณ ์µPADs ที่เหมาะสม ไดแ้ก่ ความเขม้ขน้และปริมาณของสารละลายรีเอเจนต ์
ระยะเวลาในการตรวจวดั เพื่อท าใหก้ารวิเคราะหก์รดกลโูคนิคในผลิตภณัฑบ์ ารุงผิวสามารถท าได้
ง่าย สะดวก ใชส้ารปรมิาณนอ้ย ลดตน้ทนุและไม่สิน้เปลืองในการตรวจวิเคราะห ์  

ความมุ่งหมายของงานวิจัย 
1. พัฒนาอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ของไหลจุลภาคฐานกระดาษร่วมกับการตรวจวดัเชิงสี 

ส  าหรบัตรวจวดัปรมิาณกรดกลโูคนิค 
2. น าอปุกรณต์รวจวิเคราะหท์ี่พฒันาขึน้ไปใชใ้นการตรวจวิเคราะหป์ริมาณกรดกลโูคนิค

ในตวัอย่างผลิตภณัฑบ์ ารุงผิว 

ความส าคัญของงานวิจัย 
1. อุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ของไหลจุลภาคฐานกระดาษ ส าหรบัตรวจวัดปริมาณกรด 

กลโูคนิคที่สามารถใชง้านไดง้่าย สะดวก และประหยดั  
2. วิธีการวัดปริมาณกรดกลูโคนิค ด้วยอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ของไหลจุลภาคฐาน

กระดาษร่วมกบัการตรวจวดัเชิงสี ที่เหมาะสมในการตรวจสอบและควบคมุคณุภาพของผลิตภณัฑ์
บ ารุงผิวเบือ้งตน้ 

ขอบเขตของงานวิจัย 
ในงานวิจัยนีผู้ว้ิจยัไดท้ าการออกแบบและพฒันาอปุกรณต์รวจวิเคราะหข์องไหลจุลภาค

ฐานกระดาษรว่มกบัการวดัเชิงสีเพื่อวิเคราะหป์รมิาณกรดกลโูคนิค โดยอาศยัการเกิดสารประกอบ
เชิงซ้อน Cu-Glu2  และการตรวจวัดสีของ Cu – 5-Br-PSAA  โดยมีขอบเขตการวิจัย 4 ประการ 
ดงันี ้

1. การศกึษาปฏิกิรยิาท่ีใชใ้นการตรวจวดักรดกลโูคนิค 
2. การออกแบบและสร้างอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ของไหลจุลภาคฐานกระดาษ 

 ที่เหมาะสมกบัปฏิกิรยิาท่ีใชใ้นการตรวจวดักรดกลโูคนิคในรูปของสารกลโูคเนต 
2.1 ออกแบบรูปแบบของ µPADs  
2.2 ขึน้รูปอปุกรณ ์µPADs 
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3. การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการตรวจวิเคราะหป์ริมาณกลูโคนิคบน µPADs 
ส  าหรบัวดัความเขม้สี Cu-Glu2 และ Cu – 5-Br-PSAA 

4. ตรวจสอบประสิทธิภาพของอุปกรณ์ตรวจวิเคราะหข์องไหลจุลภาคฐานกระดาษ  
ที่พฒันาขึน้  

4.1 ช่วงความความเขม้ขน้ของกลูโคเนตที่สามารถท าการตรวจวัดได ้(Working 
range) 

4.2 ค่าขีดจ ากัดต ่าสุดที่อุปกรณ์สามารถตรวจวัดกลูโคนิค (Limit of detection, 
LOD)  

4.3 ค่าขีดจ ากัดต ่าสุดที่อุปกรณ์สามารถตรวจวิเคราะหป์ริมาณกลูโคนิค (Limit 
of quantitation, LOQ) 

4.4 ความเที่ยงของวิธีวิเคราะห ์(Precision, %RSD) 
5. ประยุกตใ์ชอ้ปุกรณต์รวจวิเคราะหข์องไหลจุลภาคฐานกระดาษที่พฒันาขึน้ในการ

ตรวจวิเคราะหป์รมิาณกรดกลโูคเนตในตวัอย่างผลิตภณัฑบ์ ารุงผิว 
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บทที ่2 
เอกสารและงานวิจัยทีเ่ก่ียวข้อง 

งานวิจยันีผู้ว้ิจยัมุ่งพฒันาวิธีการตรวจวิเคราะหป์ริมาณกรดกลโูคนิคในผลิตภณัฑบ์ ารุง
ผิว โดยใชอุ้ปกรณต์รวจวิเคราะหข์องไหลจุลภาคฐานกระดาษ ร่วมกับการตรวจวัดเชิงสี ซึ่งผูว้ิจัย
ไดท้ าการศึกษา ทบทวนเอกสารวรรณกรรม และงานวิจยัที่เก่ียวขอ้งกบักรดกลูโคนิคและอปุกรณ์
ตรวจวิเคราะหข์องไหลจลุภาคฐานกระดาษ 

1. เอกสารและงานวิจยัที่เก่ียวของกบักรดกลโูคนิค 
1.1 กรดกลโูคนิค 
1.2 กรดกลโูคนิคในเครื่องส าอางหรือผลิตภณัฑบ์ ารุงผิว 
1.3 การตรวจวดัปรมิาณกรดกลโูคนิค 

2. เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวขอ้งกับอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ของไหลจุลภาคฐาน
กระดาษ (µPADs) 

2.1 ความเป็นมาของอปุกรณต์รวจวิเคราะหข์องไหลจลุภาคฐานกระดาษ  
2.2 ความหมายและหลกัการท างานของอุปกรณต์รวจวิเคราะหข์องไหลจุลภาค

ฐานกระดาษ  
2.3 การขึน้รูปอปุกรณต์รวจวิเคราะหข์องไหลจลุภาคฐานกระดาษ 
2.4 ประเภทของอปุกรณต์รวจวิเคราะหข์องไหลจลุภาคฐานกระดาษ 
2.5 การตรวจวดับนอปุกรณต์รวจวิเคราะหข์องไหลจลุภาคฐานกระดาษ 
2.6 การประยุกตใ์ชอุ้ปกรณ์ตรวจวิเคราะหข์องไหลจุลภาคฐานกระดาษในดา้น

เคมีวิเคราะห ์ 
3. การตรวจวดัปรมิาณทองแดง 
4. ประเด็นของงานวิจยัที่พฒันา 

1. เอกสารและงานวิจัยทีเ่กี่ยวของกับกรดกลูโคนิค 
1.1 กรดกลูโคนิค 

ก ร ด ก ลู โ ค นิ ค  (Gluconic acid) ห รื อ ก ร ด เพ น ต ะ ไ ฮ ด ร อ ก ซี ค า โป อิ ก 
(Pentahydroxycapoic acid) เป็นสารโพลีไฮดรอกซีคารบ์อกซิลิกแอซิด (Polyhydroxy acid ; 
PHA) มีสูตรโมเลกุลคือ C6H12O7 และมีโครงสรา้งเป็นดังภาพประกอบ 1 กรดกลโูคนิคจดัเป็นกรด
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อ่อนอินทรีย ์มีค่าคงที่การแตกตวั (pKa) เท่ากบั 3.86 เป็นสารไม่ระเหย ไม่มีฤทธิ์กดักรอ่น และไม่
มีพิษต่อสิ่งมีชีวิต สามารถพบไดใ้นพืช ผลไม ้และอาหารประเภทต่าง ๆ เช่น ขา้ว น า้นมของสตัว์
เลีย้งลูกดว้ยนม ไวน ์น า้ผึง้ น า้สม้สายชู เนือ้สตัว ์และเห็ดเยื่อไผ่ (ส านักงานพัฒนาวิทยาศาสตร์
และเทคโนโลยีแห่งชาติ , 2561) โดยกรดกลูโคนิคเป็นสารเมทาบอไลต์  เกิดจากปฏิกิริยา
ออกซิเดชนัของน า้ตาลกลโูคส โดยหมู่แอลดีไฮด ์(-CHO) ถูกเปลี่ยนเป็นหมู่คารบ์อกซิล (-COOH) 
ดว้ยเอนไซมก์ลโูคสออกซิเดส (Glucose oxidase) หรือเกิดจากการปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของกลโูค
โนแลคโตน (Glucono-lactone) นอกจากนี ้กรดกลูโคนิคยังเป็นคีเลติงเอเจนต์ที่ ดี  (Strong 
chelating agent) ในสารละลายด่าง เช่น สารละลายของแคลเซียมไอออน  (Ca2+), อะลูมิเนียม
ไอออน (Al3+), คอปเปอรไ์อออน (Cu2+) หรือสารละลายโลหะหนกัอ่ืน ๆ กรดกลูโคนิคละลายน า้ได้
ดีมาก และยงัละลายไดใ้นแอลกอฮอล ์เนื่องจากมีหมู่ไฮดรอกซิล (-OH) ในโมเลกลุเป็นจ านวนมาก 
(Ramachandran, Fontanille, Pandey, & Larroche, 2006) 

 

(ก)     (ข) 

ภาพประกอบ 1 โครงสรา้งของ (ก) กรดกลโูคนิค (D-Gluconic acid)  
(ข) กลโูคโนแลคโตน (Glucono-lactone) 

ที่มา : Ramachandran et al. (2006) 

กรดกลูโคนิค และอนุพันธ์ของกรดกลูโคนิคถูกน าไปใช้ประโยชน์ในอุตสาหกรรม
หลากหลายประเภท เช่น อตุสาหกรรมอาหาร ยา และ เครื่องส าอาง (พรพรรณ เลิศทวีสินธุ,์ 2544) 
ในอตุสาหกรรมอาหารมกัใชใ้นรูปกลโูคเนต เช่น โซเดียมกลโูคเนตถูกใชเ้ป็นสารใหค้วามเสถียรใน
การเกิดอีมัลชันระหว่างเนือ้บดละเอียดกับไขมัน (meat emulsion) ควบคุมความเป็นกรดของไส้
กรอกชนิดแหง้ (Salami-type sausages) หรือแฮม นอกจากนี ้โซเดียมกลูโคเนตยังช่วยลดความ
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ขมของหญ้าหวานและสารทดแทนความหวาน และใชเ้ป็นสารบฟัเฟอรร์กัษาสมดลุระหว่างความ
หวานและความเค็มในเครื่องดื่มหลายชนิด (AG, 2019) 

1.2 กรดกลูโคนิคในเคร่ืองส าอางหรือผลิตภัณฑบ์ ารุงผิว 
เครื่องส าอาง หมายถึง ผลิตภัณฑท์ี่ใชบ้นผิวหนัง หรือส่วนใดส่วนหนึ่งของร่างกาย 

เพื่อท าความสะอาด หรือส่งเสริมให้เกิดความสวยงาม โดยเครื่องส าอางที่ใช้กันอยู่ในปัจจุบัน
สามารถจ าแนกไดเ้ป็นหลายประเภทตามวัตถุประสงคก์ารใชง้าน ไดแ้ก่ เครื่องส าอางท าความ
สะอาด (Cleansing cosmetics) เช่น สบู่ แชมพ ูยาสีฟัน โฟมลา้งหนา้ เครื่องส าอางบ ารุงผิว (Skin 
care)  เช่น ครีม โลชั่น ซีรั่มบ ารุงผิว ลิปบาลม์ที่ไม่มีสี  และเครื่องส าอางส าหรบัตกแต่ง (Make 
up)  เช่น ครีมรองพื ้น ลิปสติก เป็นต้น โดยเครื่องส าอางและผลิตภัณฑ์บ ารุงผิวที่ใช้กันอยู่ใน
ปัจจุบันมีส่วนผสมอยู่หลายชนิด ทั้งสารเคมีที่ไดจ้ากการสังเคราะห ์และสารสกัดจากธรรมชาติ 
โดยเฉพาะสารออกฤทธิ์ต่าง ๆ เช่น กรดไฮยาลโูรนิค (Hyaluronic acid), กรดกลโูคนิค (Gluconic 
acid), ไฮโดรควิโนน (Hydroquinone), เรตินอลหรือวิตามินเอ (Retinol) ที่ท าหน้าที่ในการลดริว้
รอย และยกกระชับผิว ช่วยให้ผิวกระจ่างใส และ กรดแอสคอรบ์ิก (Ascorbic), สารกลุ่มกรด
แอลฟาลิพิด (Alpha lipid acid) ท าหนา้ที่เป็นสารตา้นอนมุลูอิสระช่วยชะลอการเกิดริว้รอยตามวยั 
นอกจากนีย้ังมีส่วนผสมของสารปรบัแต่งอ่ืน ๆ เช่น สารปรบัแต่งกลิ่น สี ความคงตัว สารกันเสีย 
และสารที่มีคณุสมบติัเป็นบฟัเฟอรช์่วยควบคมุค่า pH ของเครื่องส าอาง 

กรดกลโูคนิค เป็นกรดอ่อนอินทรียจ์  าพวก PHA ซึ่งช่วยเรง่การผลดัเซลลผ์ิว ลดการเกิดริว้
รอยไดค้ลา้ยกบักรดผลไมป้ระเภทแอลฟาไฮดรอกซีแอซิด (Alpha hydroxy acid ; AHA) เช่น กรด
ไกลโคลิค (Glycolic acid) และกรดแลคติค (Lactic acid) แต่ท าใหเ้กิดการระคายเคืองนอ้ยกว่า
กรดแอลฟาไฮดรอกซีแอซิด (AHA)  เนื่องจากมีขนาดโมเลกุลที่ใหญ่กว่าท าให้มีข้อจ ากัดใน
ความสามารถของการทะลุผ่านผิวที่นอ้ยกว่า AHA (Hira, 2017; พิมพร ลีลาพรพิสิฐ, 2551) และ
เนื่องจากกรดกลโูคนิคมีขนาดโมเลกุลใหญ่ และมีหมู่ไฮดรอกซิลจ านวนมาก จึงช่วยในการกกัเก็บ
น า้ไวท้ี่ผิวไดดี้ ท าใหผ้ิวคงความชุ่มชืน้ไดน้าน ดังนัน้ในปัจจุบนัจึงมีการน ากรดกลูโคนิคมาใชเ้ป็น
องคป์ระกอบหนึ่งในการผลิตผลิตภัณฑ์ส าหรบัผูท้ี่มีผิวแพง้่ายหลายชนิด นอกจากนีก้ลโูคนิคยังมี
คุณสมบัติเป็นบัฟเฟอรเ์อเจนต์ (Buffer agent) ช่วยรกัษาระดับ pH ของสารละลายให้คงที่อยู่
ในช่วงกรดอ่อน  ๆ ประมาณ pH 4.50 – 5.75 โดยส่วนใหญ่ผลิตภัณฑ์บ ารุงผิวจะมี ค่า pH 
ประมาณ 5.5 ซึ่งเหมาะสมกับสภาพผิวของมนุษย ์(Lambers et al., 2006) นอกจากนีคุ้ณสมบติั
บฟัเฟอรข์องกรดกลูโคนิคยังช่วยชะลอการเสื่อมคุณภาพของเครื่องส าอางไดอี้กดว้ย จึงสามารถ
เรียกไดว้่ากรดกลโูคนิคเป็นส่วนประกอบที่ท าหนา้ที่หลายอย่าง (Multifunctional ingredients) ใน
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เครื่องส าอาง ดงันัน้การเลือกใชบ้ฟัเฟอรเ์อเจนตด์งักลา่วจะช่วยใหอ้งคป์ระกอบในผลิตภณัฑล์ดลง
สง่ผลใหม้ีราคาที่ถกูลง  

ถึงแม้ว่าส านักงานคณะกรรมการอาหารและยา ยังไม่ได้มีการก าหนดหรือควบคุม
ปรมิาณการใชส้ารประกอบพวก PHA ในเครื่องส าอาง แต่ไดม้ีการก าหนดค่า pH ของเครื่องส าอาง
ไม่ใหต้  ่ากว่า pH 3.5 ซึ่งการใชก้รดกลโูคนิคในความเขม้ขน้สงูจะท าใหม้ีค่า pH ที่ต  ่าลงและอาจต ่า
กว่าค่าที่มาตรฐานก าหนด ดังนั้นจึงตอ้งรกัษาความเขม้ข้นของ PHA ให้อยู่ในช่วงที่เหมาะสม  
5 – 15% (พิมพร ลีลาพรพิสิฐ, 2551) 

1.3 การตรวจวัดปริมาณกรดกลูโคนิค 
1.3.1 การตรวจวัดด้วยเทคนิคโครมาโครมาโทกราฟี 

ในการตรวจวิเคราะห์กรดกลูนิคและอนุพันธ์ของกรดกลูโคนิคด้วยเทคนิค  
โครมาโทรกราฟีสามารถท าได้โดยเทคนิคแก๊สโครมาโทกราฟี (Gas chromatography) และ 
เทคนิคโครมาโทรกราฟีของเหลว (Liquid Chromatography)(Sweeley, Wells, & Bentley, 1966) 
เช่น งานวิจยัของ (Chen, Imanari, Yamamoto, & Kwan, 1968) ไดท้ าการวิเคราะห  ์ดี-กลูโคเนต 
และ แอล-ไอโดเนต โดยการฉีดสารผสมระหว่างกลูโคเนตและไอโดเนตลงในคอลมัน ์Amberlite 
CG-120, H+ เพื่อเปลี่ยนใหอ้ยู่ในรูปกรด ก่อนถูกเปลี่ยนใหเ้ป็นแก๊สที่อณุหภูมิ 75 – 85 °C ภายใต้
ความดันต ่า แล้วจึงฉีดเข้าคอลัมน์ shimadzu chromatography CG1-1B ใช้อุณหภูมิคอลัมน์
เท่ากบั190 °C โดยมีแก๊สไนโตรเจนท าหนา้ที่เป็นแก๊สตวัพาดว้ยอตัราการไหล 90 mL/min   

เนื่องจากกรดกลโูคนิคและอนพุนัธข์องกลโูคนิคเป็นสารปะกอบที่มีขัว้ค่อนขา้งสงู 
ในการตรวจวิเคราะห์ด้วยเทคนิคโคมาโทกราฟี ของเหลวจึงนิยมใช้สารขั้วต ่าเป็นเฟสคงที่ 
( Reversed-phase column) เ ช่ น  Rakotomanga, Baillet, Pellerin, and Baylocq-Ferrier 
(1991) ไดท้ าการตรวจวิเคราะหผ์ลิตภัณฑร์วมที่ไดจ้ากกระบวนการเมทาบอลิซึมในปัสสาวะของ
ผู้ป่วยที่มีอาการแพ้นม (galactosemic patients) โดยใช้คอลัมน์ Brownlee Labs. ODS 224 
RPI8 ใหค่้าความเป็นเสน้ตรงของกรดกลูโคนิคในช่วงความเขม้ขน้ 0.1 – 0.6 mg/mL และมีค่า
ขีดจ ากดัต ่าสดุที่อปุกรณส์ามารถวิเคราะหไ์ดอ้ยู่ในช่วง 0.05 – 0.10 mg/mL  

นอกจากนีย้ังสามารถใช้เทคนิคโครมาโทกราฟีชนิดแลกเปลี่ยนไอออน ( Ion-
exchange chromatography) ในการวิเคราะห์กรดกลูโคนิคได้ด้วย ยกตัวอย่างเช่น Rajakyla 
(1981) ไดเ้สนอวิธีการแยกกรดกลูโคนิคออกจากกรดอินทรียช์นิดอ่ืน ดว้ยคอลมัน ์Hamilton HC-
XS.00 strong cation-exchange resin column, H+, Aminex HPX-87 strong cation-
exchange resin column, H+ และ Nucleosil 10 NH2 ร่วมกับการตรวจวัดด้วยการวัดค่าการ
ดดูกลืนแสงอลัตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 210 nm ซึ่งพบว่าสามารถวิเคระหก์ลโูคเนตไดท้ัง้เชิง
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คุณภาพและเชิงปริมาณ โดยมีช่วงความเป็นเสน้ตรงอยู่ที่ 0.5 – 1.0 g/100 mL และค่าขีดจ ากัด
ต ่าสดุที่อปุกรณส์ามารถตรวจวิเคราะหไ์ดอ้ยู่ในช่วง 0.3 – 0.5 g/100 mL  

Maquille et al. (2015)ได้พัฒนาเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 
(HPLC) ที่ ใช้คอลัมน์ส  าหรับแลกเปลี่ยนไอออนลบ (Anion exchange column) ร่วมกับการ
ตรวจวดัดว้ยแมสสเปกโตรเมตรี (Mass spectrometry) เพื่อตรวจวัดกลโูคเนตในระบบการจดัการ
กากกมัมนัตรงัสี (Radioactive waste) ค่าขีดจ ากดัต ่าสดุที่อปุกรณส์ามารถตรวจวิเคราะหป์รมิาณ
ไดอ้ยู่ที่ 2.6 × 10-5 mol/L 

Andrew (1991)ได้ท าการตรวจวิเคราะห์โซเดียมกลูโคเนตในตัวอย่างสาร 
ท าความสะอาดชนิดเบส (Alkaline clearner) โดยท าการก าจดัไอออนบวกที่ส่งผลรบกวนต่อการ
ตรวจวดัออกก่อนดว้ยการผ่านสารละลายลงในระบบ  Ion exchange clean-up system หลงัจาก
นั้นชะสารละลายออกจากคอลัมน ์แลว้ผ่านลงในคอลัมนส์  าหรบัแยกไอออนลบ (Dionex AS-1 
anion exclusion column) โดยมีกรดซัลฟิวริกเป็นตัวชะ และวัดค่าการดูดกลืนแสง UV ที่ความ
ยาวคลื่น 215 nm  

การตรวจวิเคราะหก์ลโูคเนตดว้ยเทคนิคโครมาโทกราฟีมีความถูกตอ้งแม่นย าสูง 
ทัง้ในเชิงปริมาณและคณุภาพ มีความว่องไวในการตรวจวดั และเป็นที่ยอมรบัอย่างแพร่หลาย แต่
อย่างไรก็ตามการตรวจวดัดว้ยเทคนิคดังกล่าวจ าเป็นตอ้งใชเ้ครื่องมือที่มีขนาดใหญ่ ราคาสูง จึง
เป็นขอ้จ ากดัของการตรวจวดัที่ไม่สามารถท าไดอ้ย่างสะดวก รวดเรว็  

1.3.2 การตรวจวัดด้วยเทคนิคสเปกโตรสโกปี 
การตรวจวดักรดกลโูคนิคโดยอาศยัการเกิดสารประกอบเชิงซอ้นที่มีสีร่วมกบัการ

ตรวจวัดค่าการดูดกลืนแสง (Spectrophotometric method) ท าได้โดยอาศัยปฏิกิริยาระหว่าง 
กรดกลโูคนิคกบัไอออนของโลหะ เช่น ทองแดง (Cu2+) ในสภาวะเบส เกิดเป็นสารประกอบเชิงซอ้น
กลูโคเนต - ทองแดง (Cu-Glu2) ที่มีสีน า้เงิน สามารถละลายน า้ไดดี้ และน าไปวัดค่าการดูดกลืน
แสงที่ 660 nm โดย Alt (1955) ไดเ้สนอวิธีการตรวจวดักลโูคนิคโดยการวดัค่าการดดูกลืนแสงของ
สาร Cu-Glu2 โดยอาศยัปฏิกิรยิาดงัสมการที่ (1) และ (2)  

        2Glu(aq)   +   Cu2+
(aq)                    Cu-Glu2                                    …(1) 

Cu2+
(aq)    +   2OH-

(aq)                  Cu(OH)2(s)                                    …(2) 

ในการศึกษาได้ท าการทดลอง 2 วิธี คือ วิ ธีที่  1 ผสมสารละลายตัวอย่าง 
กลู โค เนตกับคอป เปอร์ซัล เฟต  (CuSO4) เข้าด้วยกัน  แล้วจึ ง เติมสารละลาย โซ เดียม 
ไฮดรอกไซด์ (NaOH) ลงไป ไอออนของทองแดง  (Cu2+) ที่มากเกินพอ จะท าปฏิกิริยากับ 
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ไฮดรอกไซดไ์อออน (OH-) เกิดเป็นตะกอนคอปเปอรไ์ฮดรอกไซด์ (Cu(OH)2) แลว้น าไปป่ันเหวี่ยง 
(Centrifuged) เพื่อแยกตะกอนออก น าสารละลายที่ไดไ้ปวดัค่าการดดูกลืนแสง วิธีที่ 2 คือ ค่อย ๆ 
ผสมสารละลายเบส NaOH กับ CuSO4 เพื่อให้เกิดตะกอน Cu(OH)2 หลังจากนั้นค่อย ๆ เติม
สารละลายตวัอย่างพรอ้มกบัคนสารตลอดเวลา เพื่อละลายตะกอน Cu(OH)2 อีกครัง้ เพื่อให ้Cu2+ 
เกิดสารประกอบเชิงซอ้นกับกลูโคเนต น าไปใหค้วามรอ้นและทิง้ไวใ้หเ้ย็นที่อุณหภูมิหอ้ง แลว้จึง
กรองเอาตะกอนที่ เหลือออก น าสารละลายที่ได้จากการกรองไปวัดค่าการดูดกลืนแสง เมื่อ
เปรียบเทียบการทดลองทัง้ 2 วิธีพบว่า วิธีที่ 2 สามารถเพิ่มความแม่นย าจาก ± 10% เป็น ± 5% 
และให้ค่าความเป็นเส้นตรงตาม Beer’s law ที่ 1 – 10 mmol/L ซึ่งกวา้งกว่าวิธีที่ 1 ที่อยู่ในช่วง  
1 – 6 mmol/L นอกจากนี ้การให้ความร้อนแก่สารละลายท าให้เกิดการรวมตัวของตะกอน 
Cu(OH)2 ท าใหส้ามารถกรองตะกอนออกไดง้่ายขึน้ ไม่มีตะกอนเหลือในสารละลายรบกวนการ
ตรวจวดั รวมถึงสารประกอบเชิงซอ้นอ่ืน ๆ มีความเสถียรต ่าเมื่อไดร้บัความรอ้นจึงเกิดการสลายตวั 
สามารถช่วยเพิ่มความจ าเพาะของวิธีตรวจวดัดว้ย 

Tianzhi Zhang และทีมวิจัยไดท้ าการพัฒนาตัวตรวจวัดเชิงสีที่สังเคราะหจ์าก
กรดโบโรนิค ส าหรบัการวิเคราะหน์ า้ตาลจ าพวกคารบ์อกซีและฟอสโฟ (Carboxy and Phospho 
Sugars) และพบว่า ตัวตรวจวัดที่พัฒนาขึน้สามารถจับน า้กลุ่มคารบ์อกซีได้ดี และสามารถจับ
กับกลูโคเนตไดดี้ที่สุด โดยตัวเซนเซอรท์ี่พัฒนาขึน้จะมีประสิทธิภาพสูงขึน้เมื่อสงัเคราะหร์่วมกับ
ไอออนของโลหะแคดเมียม (Cd2+) เกิดเป็นตวัตรวจวดัเชิงโลหะอินทรีย ์(Organometallic sensor) 
และเกิดการเปลี่ยนสีจากสีม่วงเป็นสีเหลืองเมื่อท าการทดสอบกับกรดกลู โคนิค (T. Zhang & 
Anslyn, 2006) 

1.3.3 การตรวจวัดโดยใช้ตัวตรวจวัดทางชีวภาพหรือไบโอเซนเซอร ์ 
ปี 2013 Lorena del Torno-de Romána และทีมวิจัยได้ท าการพัฒนาอุปกรณ์ 

ไมโครชิป (Micro chip) ร่วมกับการวัดทางไฟฟ้าเคมีเพื่อวิเคราะห์กลูโคนิคในไวน์ ดังแสดงใน
ภาพประกอบ 2 โดยใช้เอนไซม์กลูโคเนตไคเนส (Gluconate kinase; GK) ร่วมกับเอนไซม์ 6-
ฟอสเฟต-ดี-กลูโคเนต ดีไฮโดรจิเนส (6-phospho-d-gluconate dehydrogenase; 6PGDH) ที่
เชื่อมต่ออยู่กับกลูทาราแอลดีไฮด์ (Glutaraldehyde) และ โบวินเซรั่มอัลบูมิน (Bovine serum 
albumin) ที่บนขั้วอิเล็กโทรดคารบ์อนที่ได้จากการพิมพ์ (Screen-printed carbon electrode; 
SPCE) เมื่อปฏิกิริยาที่ ใช้ในการตรวจวิเคราะห์เกิดขึน้ จะเกิด NADPH ที่ขั้วอิเล็กโทรด และ 
กระแสไฟฟ้าที่เกิดขึน้จากปฏิกิริยานีจ้ะถูกเปลี่ยนเป็นสัญญาณในการตรวจวัด (Del Torno-de 
Román et al., 2013) 
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   (ก)       (ข) 

ภาพประกอบ 2 (ก) อปุกรณไ์มโครชิปส าหรบัตรวจวดักลโูคนิค (ข) ปฏิกิรยิาของเอนไซมท์ี่
เก่ียวขอ้งกบัการตรวจวดักลโูคนิค 

 ที่มา : Del Torno-de Román et al. (2013) 

ในปี 2014 กลุ่มผูว้ิจัยเดิมไดท้ าการพัฒนาตัวตรวจวัดทางชีวภาพที่ใชเ้อนไซม์
กลูโคเนต ดีไฮโดรจิเนส (Gluconate dehydrogenase) เพื่อตรวจวัดปริมาณกรดกลูโคนิคในไวน์
โดยปราศจากการเตรียมตัวอย่าง การขึน้รูปตัวตรวจวัดทางชีวภาพท าได้โดยการตรึงเอนไซม ์
กลูโคเนตดีไฮโดรจิเนสลงบนขั้วคารบ์อนที่ได้จากการพิมพ์ ในตัวกลางเตตระไทอะฟูลวาลีน 
(media-tor tetrathiafulvalene ; TTF) และวัดค่ากระแสไฟฟ้าที่เกิดขึน้ที่ขัว้อิเล็กโทรด ดงัแสดงใน
ภาพประกอบ 3 (Roman, Alonso-Lomillo, Dominguez-Renedo, Jaureguibeitia, & Arcos-
Martinez, 2014) 

 

 
 

ภาพประกอบ 3 ปฏิกิริยาของเอนไซมท์ี่เก่ียวขอ้งกบัการตรวจวดักลโูคนิคบนผิวของอิเล็กโทรด 

ที่มา : Roman et al. (2014) 
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จากการทบทวนงานวิจัยและวรรณกรรมที่เก่ียวขอ้งกับการตรวจวิเคราะหก์รด  
กลโูคนิคพบว่าสามารถท าไดห้ลายวิธี ซึ่งวิธีการตรวจวดัโดยอาศยัการเกิดสารประกอบเชิงซอ้นที่มี
สี สามารถท าไดส้ะดวก ไม่ซับซ้อน ไม่จ าเป็นตอ้งใชเ้ครื่องมือขนาดใหญ่ และค่อนข้างมีความ
ถูกต้องแม่นย า อีกทั้งยังสามารถติดตามการเปลี่ยนของสีได้ด้วยตาเปล่า ผู้วิจัยจึงสนใจน า
ปฏิกิริยาการเกิดสารประกอบเชิงซอ้นที่มีสีระหว่างกรดกลโูคนิคกบัสารละลายทองแดงในสภาวะ
เบส มาประยุกตใ์ชใ้นการพฒันาเทคนิคการตรวจวิเคราะหป์รมิาณกรดกลโูคนิคใหม้ีความง่ายมาก
ยิ่งขึน้ 

2. เอกสารและงานวิจัยทีเ่กี่ยวข้องกับอุปกรณต์รวจวิเคราะหข์องไหลจุลภาคฐานกระดาษ 
(µPADs) 

2.1. ความเป็นมาของอุปกรณต์รวจวิเคราะหข์องไหลจุลภาคฐานกระดาษ  
อุปกรณ์ ตรวจวัดของไหลจุลภาคฐานกระดาษ  (microfluidic paper-based 

analytical device หรือ µPADs) เป็นอุปกรณ์ที่ถูกคิดคน้และพัฒนาขึน้ครัง้แรกโดยกลุ่มวิจัยของ 
Whitesides  (Martinez, Phillips, Butte, & Whitesides, 2007) เพื่อใชใ้นการตรวจวดัทางชีวภาพ 
ซึ่งอุปกรณ์ที่กลุ่มผูว้ิจัยพัฒนาขึน้มีราคาถูก ขนาดเล็ก สามารถพกพาไดส้ะดวก ใชส้ารปริมาณ
นอ้ยในการตรวจวดั สะดวกต่อการวิเคราะห ์และไม่จ าเป็นตอ้งใชเ้ครื่องมือที่มีราคาแพง เครื่องมือ
ใหญ่ในหอ้งปฏิบัติการในการตรวจวัด ท าใหอุ้ปกรณ์ตรวจวัดของไหลจุลภาคฐานกระดาษไดร้บั
ความสนใจจากผูว้ิจยัท่านอ่ืน ๆ เป็นจ านวนมาก และไดม้ีการน าเทคนิคการตรวจวดัที่หลากหลาย
มาประยุกตใ์ชก้ับอปุกรณต์รวจวดัของไหลจุลภาคฐานกระดาษนีเ้พื่อใหส้ะดวก และเหมาะสมกับ
สารตวัอย่างหรือสารที่ตอ้งการวิเคราะหม์ากที่สดุ ยกตวัอย่างเช่น การตรวจวิเคราะหโ์ดยอาศยัการ
วิเคราะหเ์ชิงสี (Colorimetric) การตรวจวัดทางเคมีไฟฟ้า (Electrochemistry) หรือการตรวจวัด
ระยะทางสารที่เคลื่อนที่บนกระดาษ (Distance-based analysis) นอกจากนีผู้ ้วิจัยยังสามารถ
ออกแบบรูปแบบและลักษณะของอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ของไหลจุลภาคฐานกระดาษให้
สอดคลอ้งกับปฏิกิริยา เทคนิคการตรวจวิเคราะห ์และอ านวยความสะดวกในการตรวจวิเคราะห์
มากยิ่งขึน้  

2.2. ความหมายและหลักการท างานของอุปกรณต์รวจวิเคราะหข์องไหลจุลภาค
ฐานกระดาษ  

อุปกรณ์ ตรวจวัดของไหลจุลภาคฐานกระดาษ  (microfluidic paper-based 
analytical device ; µPADs) คือ อปุกรณท์ี่ใชใ้นการตรวจวดัสารโดยอาศยัการไหลของสารละลาย
ที่มีปริมาณนอ้ยในกระดาษที่มีความหนาในระดบัไมโครเมตรดว้ยแรงคลัปิลารี่  (capillary action) 
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ในขอบเขตที่ถูกก าหนดขึน้บนกระดาษ ซึ่งลกัษณะที่ส  าคัญของอุปกรณ์ตรวจวัดของไหลจุลภาค
ฐานกระดาษนัน้คือ การก าหนดขอบเขตหรือจ ากดัพืน้ที่ที่ใชใ้นการเคลื่อนที่ของสารละลาย การท า
ปฏิกิริยาของสาร และพื ้นที่ส  าหรบัตรวจวัดสารบนกระดาษ ซึ่งบริเวณนีจ้ะต้องเป็นบริเวณที่มี
คณุสมบติัชอบน า้ (Hydrophilic region) สารละลายจึงสามารถไหลบนกระดาษดว้ยแรงคลัปิลารี่
และเกิดปฏิกิริยาได้ ซึ่งบริเวณนี ้อาจถูกก าหนดด้วยรูปร่างของกระดาษที่เกิดจากการตัด เช่น 
กระดาษลิตมัสที่มีลกัษณะเป็นแผ่นสี่เหลี่ยม ซึ่งสารละลายสามารถเคลื่อนที่และเกิดปฏิกิริยาได้ 
ทั่ วทั้งบริเวณบนกระดาษ หรือ  การก าหนดขอบเขตด้วยสารที่ มี คุณ สมบั ติ ไม่ ชอบน ้า 
(Hydrophobic barrier) ซึ่งสารละลายไม่สามารถไหลผ่านขอบเขตนีอ้อกไปนอกบริเวณที่ก าหนด
ได(้กนกวรรณ ฟีสนัเทียะ & ยภุาพร สมีนอ้ย, 2557; จฬุาลกัษณ ์นอ้ยพ่วง, 2555) 

 

 

ภาพประกอบ 4 อปุกรณต์รวจวิเคราะหข์องไหลจลุภาคฐานกระดาษ (µPADs) 

อปุกรณ์ µPADs นีส้ามารถใชว้ิเคราะหส์ารไดท้ัง้เชิงปริมาณและเชิงคุณภาพ และมี
การใชง้านอย่างแพรห่ลาย เนื่องจากเป็นอปุกรณท์ี่ใชง้านไดอ้ย่างสะดวก ไม่ยุ่งยาก ใชเ้วลาไม่นาน
ในการตรวจวิเคราะห ์เหมาะส าหรบัการตรวจวดัสารในปรมิาณนอ้ย ท าใหเ้ป็นมิตรต่อสิ่งแวดลอ้ม
มากยิ่งขึน้ อีกทั้งตัวอุปกรณ์ยังมีขนาดเล็ก พกพาได้สะดวก และสามารถใช้ส  าหรบัการตรวจ
วิเคราะหแ์บบภาคสนามไดด้ว้ยเช่นกนั เช่น การประยุกตใ์ชท้างการแพทย ์ไดน้ าอปุกรณ์ µPADs 
นีม้าใชใ้นการตรวจระดับน า้ตาลในเลือดของผูป่้วย เรียกว่า  Point-of-care testing (Tian et al., 
2017) 

2.3 การขึน้รูปอุปกรณต์รวจวิเคราะหข์องไหลจุลภาคฐานกระดาษ 
ในปัจจุบันได้มีนักวิจัยสนใจพัฒนาวิธีการในการขึน้รูปอุปกรณ์ตรวจวัดของไหล

จุลภาคฐานกระดาษ เพื่อใชใ้นการก าหนดขอบเขตหรือรูปแบบของบริเวณตรวจวัดบนกระดาษ 
โดยวิธีที่ใชใ้นการขึน้รูปอปุกรณ ์µPADs ที่นิยมกนัอย่างแพรห่ลายมีหลายวิธี  ยกตวัอย่างเช่น  
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การพิมพ์ด้วยแสง (Photolithography) เป็นวิธีการขึน้รูปอุปกรณ์ µPADs ที่
พฒันาขึน้โดยเคลือบสารที่ไวต่อแสง (photoresist) ไวท้ั่วทัง้กระดาษ แลว้ท าการฉายแสง UV ผ่าน
แผ่นฟิล์มที่มีลวดลาย สารเคลือบในบริเวณที่ได้รบัแสง  UV จะเกิดการเชื่อม (Crosslink) กับ
กระดาษ เกิดเป็นสารที่มีสมบติัไม่ชอบน า้ท าหนา้ที่เป็นขอบเขต (Hydrophobic barrier) และเมื่อ
ท าการเติมน า้ยาดีเวลล็อป (develop) และลา้งดว้ยโพรพานอล (propan-2-ol) ลงไปจะท าใหส้าร
เคลือบที่อยู่ ในบริเวณที่ ไม่สัมผัสกับอัลตราไวโอเลตถูกชะออกจากกระดาษดังแสดงใน
ภาพประกอบ 5 

 

ภาพประกอบ 5 การขึน้รูปอปุกรณ ์µPADs การพิมพด์ว้ยแสง 

ที่มา : จฬุาลกัษณ ์นอ้ยพ่วง (2555) 

การพิมพด์้วยแว็กซ ์(Wax printing) เป็นการขึน้รูปที่สะดวก ง่าย โดยสามารถ
ออกแบบรูปแบบในโปรแกรมคอมพิวเตอรแ์ลว้สั่งพิมพล์งบนกระดาษกรองผ่านเครื่องพิมพ ์จากนัน้
น ากระดาษที่ไดไ้ปใหค้วามรอ้น เพื่อใหห้มึกพิมพท์ี่เป็นแว็กซซ์ึมลงในกระดาษ (Karita & Kaneta, 
2014) 

การสกรีนด้วยแว็กซผ์่านบล็อกสกรีน (Wax screen printing) เป็นการสรา้ง
รูปแบบบนกระดาษโดยใชส้ารจ าพวกที่มีคุณสมบติัไม่ชอบน า้สกรีนผ่านแบบที่อยู่บนบล็อกสกรีน
ลงไปบนกระดาษกรอง (Yetisen, Akram, & Lowe, 2013) สารจะผ่านรูขนาดเล็กของบล็อกสกรีน
ลงไปยงักระดาษตามรูปแบบที่ปรากฏในบล็อกสกรีน  
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ภาพประกอบ 6 ตวัอย่างการขึน้รูปอปุกรณ ์µPADs การสกรีนดว้ยแว็กซ ์(Wax screen printing) 

ที่มา : Yetisen et al. (2013) 

การจุ่มลงในแว็กซ ์(Wax dipping) เป็นวิธีการสรา้งรูปแบบบนกระดาษโดยใช้
แม่แบบที่ปิดทับกระดาษไวแ้ลว้จุ่มลงในแว็กซท์ี่หลอมเหลว หลงัจากนัน้ทิง้ใหเ้ย็นที่อุณหภูมิหอ้ง
แลว้ก าจดัแว็กซส์ว่นเกินออก 

การประทับตรา (Stamping) เป็นการขึน้รูปอุปกรณ์ที่ ค่อนข้างสะดวกและ
รวดเรว็โดยใชแ้ม่แบบจุ่มลงในของเหลวที่มีสมบติัไม่ชอบน า้ เช่น พาราฟินหลอมเหลว  หมกึกนัน า้ 
เป็นตน้ แลว้ประทบัลงบนกระดาษ (Y. Zhang et al., 2014) 

จากเอกสารข้างต้น พบว่าการขึน้รูป µPADs ด้วยการสกรีนด้วยวิธี Wax screen 
printing สามารถท าไดง้่าย ไม่ยุ่งยากซบัซอ้นเช่นเดียวกบัการพิมพด์ว้ยแสง   และสามารถก าหนด
ขอบเขตของบริเวณตรวจวดัไดดี้กว่าการจุ่มลงในแว็กซ ์อย่างไรก็ตาม ถึงแมว้่าการก าหนดขอบเขต
บริเวณตรวจวัดจะมีประสิทธิภาพน้อยกว่าการขึน้รูป µPADs โดยใชก้ารพิมพ์ด้วยแว็กซ ์(Wax 
printing) แต่ก็มีราคาที่ถูกกว่า และสามารถสรา้ง µPADs จ านวนมากได้ในการสกรีนหนึ่งครัง้
เช่นเดียวกบัการพิมพด์ว้ยแว็กซ ์

2.4. ประเภทของอุปกรณต์รวจวิเคราะหข์องไหลจุลภาคฐานกระดาษ 
อุปกรณ์ µPADs มักถูกพัฒนาขึน้ใหม้ีความสอดคลอ้งกับการใชง้าน สารที่ตอ้งการ

วิเคราะห์ ปฏิกิริยาและเทคนิคการตรวจวิเคราะห ์หรืออาจรวมไปถึงชนิดของตัวอย่าง และการ
เตรียมตวัอย่าง  โดยสามารถจ าแนก µPADs ออกเป็น 2 กลุม่ใหญ่ ๆ ไดด้งันี ้
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2.4.1 อุปกรณ ์µPADs แบบ 2 มิติ  
อุปกรณ์ µPADs แบบ 2 มิติ  (2 Dimensaional µPADs หรือ 2D µPADs) 

เป็นอปุกรณท์ี่อาศยัการไหลของสารละลายไปตามความยาวและความกวา้งของขอบเขตที่ก าหนด
บนระนาบกระดาษเพียงระนาบเดียว ซึ่งถือเป็นลักษณะพืน้ฐานของ µPADs และอุปกรณ์ตรวจ
วิเคราะหแ์ต่ละชิน้แตกต่างกันขึน้อยู่กบัลกัษณะของขอบเขตบริเวณตรวจวัดที่ผ่านการขึน้รูปแลว้
ใหเ้หมาะสมกับการใชง้าน ยกตวัอย่างเช่น การออกแบบ µPADs ใหม้ีลกัษณะเป็นวงกลมเพื่อใช้
เป็นบริ เวณ ส าหรับหยดสารละลายและท าการตรวจวัด  เช่ น  Namwong, Jarujamrus, 
Amatatongchai, and Chairam (2018) ท าการพัฒนาและออกแบบ µPADs เพื่อใชใ้นการเรียน
วิชาเคมี เรื่องสารก าหนดปริมาณในปฏิกิริยากรดแอซิติก (CH3COOH) และโซเดียมคารบ์อเนต 
(Na2CO3) โดยใชฟี้นอลฟ์ทาลีนเป็นอินดิเคเตอรด์ังภาพประกอบ 7 แลว้วัดค่าการเปลี่ยนแปลง
ความเขม้ของสี  

 

ภาพประกอบ 7 ตวัอย่างการใช ้µPADs แบบ 2 มิติที่มีลกัษณะเป็นวงกลม 

ที่มา : Namwong et al. (2018) 

อีกทั้งยังมีการออกแบบ µPADs แบบ 2 มิติ ใหม้ีช่องทางการไหล เพื่อเพิ่ม
ประสิทธิภาพ และความสะดวกในการวิเคราะห์ เช่น สามารถตรวจวิเคราะหส์ารหลายชนิดได้
พรอ้มกนั หรือสามารถใชว้ิธีการตรวจวดัหลายวิธีในการตรวจวดัเพียงครัง้เดียว ซึ่งท าใหเ้กิดความ
สะดวกในการตรวจวิเคราะห์ ลดเวลา และสารเคมีที่ใช้ในการตรวจวิเคราะห์ได้ดีอีกด้วย เช่น 
Puangbanlang et al. (2019) ได้ท าการวิ เคราะห์สารต้านอนุมูลอิสระด้วย ABTS assay, 
CUPRAC assay และ FC assay พรอ้มกันในตัวอย่างเครื่องด่ืม ร่วมกับการตรวจวัดเชิงสี โดย
อุปกรณ์ µPADs ที่พัฒนาขึน้ถูกออกแบบให้มีบริเวณตรวจวัดถึง 4 บริเวณ กระจายออกจาก
บรเิวณหยดสารตวัอย่าง ดงัแสดงในภาพประกอบ 8 
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ภาพประกอบ 8 ตวัอย่างการใช ้µPADs แบบ 2 มิติที่มีช่องทางการไหลของสารในการวิเคราะห ์
สารตา้นอนมุลูอิสระ 

ที่มา : Puangbanlang et al. (2019)  

2.4.2 อุปกรณ ์µPADs แบบ 3 มิต ิ
อปุกรณ ์µPADs แบบ 3 มิติ (3 Dimensional µPADs หรือ 3D-µPADs) เป็น

อปุกรณท์ี่มีการดดัแปลงเพิ่มเติมมาจาก µPADs แบบ 2 มิติ โดยเพิ่มทิศทางการไหลของสารใหม้ี
การไหลในแนวด่ิงจากกระดาษแผ่นหนึ่งสู่กระดาษอีกแผ่นหนึ่ง ซึ่งอาจจะมี 2 ชัน้หรือมากกว่าก็ได ้
ซึ่งการใช ้µPADs แบบ 3 มิติมีขอ้ดีหลายประการ คือ อาจช่วยลดขัน้ตอนในการเตรียมตวัอย่างลง 
สามารถเตรียมตวัอย่างไดบ้นอปุกรณช์ิน้เดียวกนั สามารถกรองตะกอนที่ปนอยู่ในสารละลายก่อน
ท าการตรวจวดั ซึ่งช่วยลดความคลาดเคลื่อนได ้ย่ิงไปกว่านัน้ การเพิ่มมิติการไหลใหม้ากขึน้ยงัช่วย
ใหส้ารละลายไหลไดดี้และเรว็ขึน้ดว้ย (De Oliveira, Camargo, Pesquero, & Faria, 2017) 

 

 

ภาพประกอบ 9 ตวัอย่างการใช ้µPADs แบบ 3 มิติ เพื่อใชเ้ป็นอปุกรณร์ตรวจวดัทาง
หอ้งปฏิบติัการอย่างง่าย (Point of care testing) 

ที่มา : Tian et al. (2017) 
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2.5. การตรวจวัดบนอุปกรณต์รวจวิเคราะหข์องไหลจุลภาคฐานกระดาษ 
2.5.1 อุปกรณ ์µPADs ร่วมกับการตรวจวัดเชิงสี (Colorimetric µPADs)  

โดยทั่วไปการตรวจวัดความเข้มข้นของสีในอุปกรณ์ µPADs ใช้ระบบสี RGB 
(Red-Green-Blue system) หรือ สเกลสี เทา (Gray scale) โดยใช้โปรแกรมวิ เคราะห์สี  เช่ น 
ImageJ หรือ Adobe Photoshop หรืออาจเทียบสีกบัสารละลายมาตรฐานหรือสีมาตรฐานในการ
ตรวจวิเคราะห ์(Namwong et al., 2018; Puangbanlang et al., 2019) 

ปี 2557 ได้มีการพัฒนาอุปกรณ์ µPADs เพื่อตรวจวิเคราะห์แอลกอฮอล์โดย
อาศยัการตรวจวดัทางเอนไซมร์่วมกับการวิเคราะหเ์ชิงสี ซึ่งผูว้ิจยัไดใ้ชเ้ทคนิคการสกรีนพอลิเมอร์
พอลีสไตรีน ผ่านบล็อกสกรีน คล้ายกับการใช้แว็กซ ์และใชเ้อนไซม์ออกซิเดส (Oxidase) และ
เอนไซม์ฮอรส์ราดิสเปอรอ์อกซิเดส  (Horseradish peroxidase) เปลี่ยนสีสารตั้งต้น 3,3',5,5’- 
เตตระเมทิลเบนซิดิน (3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine) ที่บริเวณตรวจวัดจากไม่มีสีเป็นสีเขียว 
น า้เงิน และตรวจวดัค่าความเขม้ของสีที่เกิดขึน้ โดยการถ่ายภาพอปุกรณ์และวิเคราะหค์วามเขม้
ของสีโดยใชโ้ปรแกรมคอมพิวเตอร ์พบว่ากราฟมาตรฐานที่ไดเ้ป็นเสน้ตรงในช่วงความเขม้ขน้ 50-
1,000 µmol/L และมีค่าขีดจ ากดัต ่าสดุที่อปุกรณส์ามารถตรวจวดัไดอ้ยู่ที่ 1.50 µmol/L ซึ่งแสดงให้
เห็นว่าอุปกรณ์ที่พัฒนาขึน้สามารถตรวจวิเคราะหป์ริมาณแอลกอฮอลไ์ดท้ี่ความเขม้ขน้ต ่า และ
สามารถน าไปใชง้านไดจ้รงิ (กนกวรรณ ฟีสนัเทียะ & ยภุาพร สมีนอ้ย, 2557) 

 2.5.2 อุปกรณ ์µPADs ร่วมกับการตรวจวัดทางเคมีไฟฟ้า (Electrochemical 
µPADs) 

อปุกรณ ์µPADs รว่มกบัการตรวจวดัทางเคมีไฟฟ้า จะติดตามปฏิกิริยารีด็อกซท์ี่
เกิดในบริเวณตรวจวัด โดยบริเวณตรวจวัดของอุปกรณ์จะต้องต่ออยู่กับขั้ วไฟฟ้าเพื่ อวัด
กระแสไฟฟ้าหรือความต่างศกัยท์ี่เกิดขึน้ 

ปี พ.ศ. 2555 อุปกรณ์ตรวจวิเคราะหข์องไหลจุลภาคฐานกระดาษไดถู้กพัฒนาขึน้
ส าหรบัตรวจวดัระดบักลโูคสในเลือดดว้ยหลกัการเคมีไฟฟ้า ซึ่งบริเวณชอบน า้ที่ใชใ้นการไหลของ
สารละลาย (Hydrophobic region) ของ µPADs นี ้ถูกออกแบบเป็นรูปดมัเบลและขึน้รูปดว้ยการ
จุ่มลงในแว็กซ  ์ โดยที่ปลายทัง้สองขา้งและตรงกลางเป็นวงกลมส าหรบัวดั เชื่อมต่อกบัขัว้ไฟฟ้าที่
ใช้ในการถ่ายเทอิเล็กตรอน และส าหรบัแยกเลือดสองบริเวณ เมื่อน าอุปกรณ์ที่พัฒนาขึน้มา
ทดสอบกบัตวัอย่างเลือด พบว่า ใชเ้วลาในการแยกพลาสมาออกจากเลือดภายใน 4 นาที และไหล
ไปเกิดปฏิกิรยิากบัเอนไซมก์ลโูคสออกซิเดส (Glucose oxidase) ที่ถกูตรงึไวท้ี่บริเวณตรวจวดัก่อน
ท าการหยดตัวอย่างเลือด และเกิดผลิตภัณฑ์เป็นไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด์ (H2O2) และวัดค่า
กระแสไฟฟ้าที่เกิดขึน้จากปฏิกิริยา ซึ่ง H2O2 ที่เกิดขึน้จะมีความจ าเพาะกับขัว้อิเล็กโทรดที่ใชใ้น
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การวัดค่าการน าไฟฟ้า และเปรียบเทียบผลที่ไดจ้ากอุปกรณท์ี่พัฒนาขึน้กับวิธีมาตรฐานที่ พบว่า
ทัง้สองวิธีไม่แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญั (จฬุาลกัษณ ์นอ้ยพ่วง, 2555) 

 

 

ภาพประกอบ 10 ตวัอย่างการใช ้µPADs ร่วมกบัการตรวจวดัทางเคมีไฟฟ้าเพื่อวิเคราะหก์ลโูคส
ตวัอย่างเลือด 

ที่มา : จฬุาลกัษณ ์นอ้ยพ่วง (2555) 

2.5.3 อุปกรณ ์µPADs ร่วมกับการตรวจวัดระยะทาง (Distance-based 
µPADs) 

µPADs รว่มกบัการตรวจวดัระยะทาง เหมาะส าหรบัการตรวจวดัสารที่อาศยัการ
ท าปฏิกิริยากับรีเอเจนตแ์ลว้เกิดสารประกอบที่เป็นตะกอนและมีสี สามารถสงัเกตไดด้ว้ยตาเปล่า 
โดยปริมาณตะกอนสีที่เกิดขึน้จะตอ้งแปรผนัตามความเขม้ของสารและแสดงเป็นระยะทางไปตาม
ช่องทางที่ก าหนด หรืออาจกล่าวไดว้่า ระยะทางของสีที่เกิดขึ ้นควรแปรผันตามความเขม้ขน้ของ
สารที่ตอ้งการตรวจวัด ซึ่งการตรวจวัดดว้ยระยะทางนีไ้ม่จ าเป็นตอ้งใชอุ้ปกรณเ์สริมอ่ืน ๆ ในการ
วิเคราะห ์ 

Cai et al. (2017) ได้ท าการพัฒนา µPADs เพื่อท าการตรวจวิเคราะห์ปริมาณ
ปรอทดว้ยการวดัระยะทางการเกิดสารประกอบเชิงซอ้นที่มีสีและละลายน า้ระหว่างไดไทโซนและ
ปรอท (Dithaizone-Hg) โดยผูว้ิจยัไดอ้อกแบบ µPADs ใหม้ีช่องทางไหลของสารละลายและหยด
ไดไทโซนไว้ จากนั้นหยดสารละลายปรอทลงในวงกลม ปล่อยให้สารละลายแพร่ไปตามช่อง
ดังกล่าว และเปลี่ยนสีไดไทโซนจากเหลืองเป็นชมพู  โดยมีขีดจ ากัดต ่าสุดที่อุปกรณ์สามารถ
ตรวจวดัไดเ้ท่ากบั 0.93 µg/mL หรือ 1.395 mg/kg 
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ภาพประกอบ 11 ตวัอย่างการใช ้µPADs ร่วมกบัการตรวจวดัระยะทาง (Distance-based 
µPADs) เพื่อวิเคราะหป์รมิาณปรอท 

ที่มา : Cai et al. (2017) 

2.6 การประยุกตใ์ช้อุปกรณ์ตรวจวิเคราะหข์องไหลจุลภาคฐานกระดาษในด้าน
เคมีวิเคราะห ์ 

ในปัจจุบันไดม้ีการพัฒนาการขึน้รูปอุปกรณ์ตรวจวัดของไหลจุลภาคฐานกระดาษ 
(µPADs) และน าอุปกรณ์ µPADs มาใชใ้นงานเคมีวิเคราะหแ์ทนการใชเ้ครื่องแกว้ เครื่องมือ หรือ
อุปกรณ์ที่ใชใ้นการตรวจวัดอย่างแพร่หลาย เนื่องจากอุปกรณ์ µPADs มีราคาไม่แพง สามารถ
ตรวจสอบสารได้ทั้งเชิงปริมาณและเชิงคุณภาพ สะดวกต่อการใช้งานเนื่องจากมีขนาดเล็ก 
สามารถพกพาไดอ้ย่างสะดวก ไม่จ าเป็นตอ้งใชอุ้ปกรณ์ขนาดใหญ่ ไม่จ าเป็นตอ้งใชผู้เ้ชี่ยวชาญ  
ในการทดสอบ รวมถึงอุปกรณ์ µPADs มีขนาดเล็ก และใชเ้วลานอ้ยในการทดสอบ ยิ่งไปกว่านัน้ 
µPADs ยงัเหมาะสมต่อกาวิเคราะหส์ารในปริมาณนอ้ย ใชส้ารละลายตวัอย่างและสารละลายที่ใช้
ในการเกิดปฏิกิรยิาเพื่อท าการตรวจวิเคราะหใ์นปริมาณที่นอ้ยในระดบัไมโครลิตร จึงส่งผลใหเ้ป็น
มิตรต่อสิ่งแวดลอ้มมากกว่าการตรวจวิเคราะหใ์นหลอดทดลองหรือหอ้งปฏิบติัการจรงิ ซึ่งผูท้  าการ
วิเคราะหส์ามารถออกแบบ µPADs ได ้ซึ่งการประยุกตใ์ชอุ้ปกรณ์ตรวจวิเคราะหข์องไหลจุลภาค
ฐานกระดาษนีม้ีอย่างแพรห่ลายทัง้ต่างประเทศและนอกประเทศ ดงันี ้ 

Y. Zhang et al. (2014) ท าการพฒันาวิธีการขึน้รูปและลกัษณะของอปุกรณต์รวจวดั
ของไหลจุลภาคฐานกระดาษ (µPADs) เพื่อตรวจวัดปริมาณของสารโดยไม่จ าเป็นต้องใช้
อปุกรณเ์สรมิอ่ืน ๆ ในการตรวจวดั โดยผูว้ิจยัท าการขึน้รูปอปุกรณห์รือก าหนดขอบเขตของบรเิวณ
ตรวจวดัดว้ยการใชเ้ทคนิคประทบัแม่พิมพท์ี่มีแว็กซ์หลอมเหลวบนกระดาษ คลา้ยกับการประทับ
ตัวอักษรของจีนแบบโบราณ (Chinese movable-type printing)  และน ากระดาษที่ผ่านการ
ประทับแม่พิมพ์แลว้ไปให้ความรอ้นเพื่อใหแ้ว็กซเ์กิดการหลอมเหลวอีกครัง้และซึมลงกระดาษ  
ท าใหข้อบเขตที่สรา้งขึน้สามารถกัน้สารละลายไดอ้ย่างสมบูรณ ์ไม่เกิดการรั่วไหล และผูว้ิจยัไดท้ า
การออกแบบรูปแบบของอปุกรณห์ลายรูปแบบเพื่อวดัปรมิาณไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด ์(H2O2)  
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ปี ค.ศ. 2015 ไดม้ีการพัฒนาการขึน้รูปอุปกรณ์ตรวจวิเคราะหข์องไหลจุลภาคฐาน
กระดาษให้ง่าย โดยใช้ฟาราฟิล์มเป็นขอบเขตที่ไม่ชอบน ้า (Hydrophobic barrier) และใช้กับ 
การตรวจวัดเชิงสี (Colorimetry)ไดอ้ย่างหลากหลาย โดยท าการวดัความเขม้สีที่เป็นแม่สีของแสง 
(RGB) ที่เปลี่ยนแปลงไปโดยถ่ายรูปบรเิวณตรวจวิเคราะหบ์นอปุกรณท์ี่เกิดปฏิกิริยาเรียบรอ้ยแลว้ 
และวิเคราะหค์วามเขม้ของสีดว้ยโปรแกรมวิเคราะหส์ี ศึกษาความสัมพันธ์ของความเขม้สีและ
ปริมาณสารที่ตอ้งการวัด ซึ่งผูว้ิจัยไดอุ้ปกรณ์ตรวจวัดที่พัฒนาขึน้ร่วมกับเทคนิคการตรวจวัดเชิง
สีมาประยุกตใ์ชก้ับการเรียนการสอนในระดับมัธยมศึกษาเพื่อวิเคราะหป์ริมาณไอออนของโลหะ 
ไดแ้ก่ เหล็กไอออน (Fe2+) กบั ทองแดงไอออน (Cu2+) (Koesdjojo et al., 2015) 

De Oliveira et al. (2017) ได้น าเสนอวิธีการที่ง่ายต่อการขึน้รูป µPADs ทั้งแบบ  
2 มิติ และ 3 มิติ เพื่อใชใ้นการตรวจวัดปริมาณกลูโคส โปรตีน และไนไตรทใ์นเลือดและปัสสาวะ 
โดยใช้เครื่องพิมพ์แบบตัด (home cutter printer) ที่ราคาไม่แพงในการตัดกระดาษกรองให้ได้
บริเวณตรวจวัด (hydrophilic region) และพลาสติกเพื่อใช้ติดลงบน µPADs เพื่อเพิ่มความ
แข็งแรงและสะดวกต่อการหยิบใช้งาน ดังแสดงในภาพประกอบ 12 ซึ่ง µPADs ทั้ง 2 แบบถูก
ออกแบบใหม้ีบริเวณตรวจวดั 3 บรเิวณส าหรบัการตรวจวดัเชิงสี ซึ่งผูว้ิจยัประยุกตใ์ช ้µPADs แบบ 
2 มิติในการตรวจปัสสาวะ และมีขีดจ ากดัการตรวจวดัเมื่อใช ้µPADs แบบ 2 มิติ อยู่ที่ 0.54, 5.19 
และ 2.34 mmol/L ส  าหรบักาตรวจวดักลโูคส โปรตีน และไนไตรท ์ตามล าดบั สว่น µPADs แบบ 3 
มิติถูกน ามาใชก้ับการตรวจสารเติมแต่งในเลือด มีขีดจ ากัดการตรวจวัดเท่ากับ 0.44, 1.26 และ 
4.35 mmol/L ตามล าดบั 

 

ภาพประกอบ 12 การขึน้รูป µPADs แบบ 2 มิติ และ 3 มิติ ดว้ยเครื่องพิมแบบตดัเพื่อตรวจวดั 
ทางการแพทย ์
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ที่มา : De Oliveira et al. (2017) 

Tian et al. (2017)  ออกแบบ µPADs แบบ 3 มิติ โดยการพับกระดาษ (Origami) 
รว่มกบัการตรวจวดัระยะทาง เพื่อใชเ้ป็นอปุกรณใ์นการตรวจวิเคราะหน์ า้ตาลอย่างง่าย ณ จดุดแูล
ผู้ป่วย (Point of care testing) โดยมีบริเวณส าหรับหยดสารละลาย 2 ชั้น ชั้นบนเป็นวงกลม
ส าหรบัเตรียมตัวอย่าง ส่วนชัน้ล่างเป็นช่องทางการไหลเพื่อใชใ้นการวัดระยะทาง หลักการการ
ตรวจวดัดงัแสดงในภาพประกอบ 13 เมื่อหยดสารที่ตอ้งการตรวจวดัลงบน µPADs ชัน้บน สารจะ
จับกับ aptamer ที่ จับอยู่กับเม็ดบีด แล้วปลดปล่อยเอนไซม์อินเวอร์เทส ( Invertase-DNA 
conjugate)  ออกมา หลงัจากนัน้พบั µPADs ชัน้บนใหล้งมาสมัผสักบัชัน้ล่าง เอนไซมอิ์นเวอรเ์ทส
ถูกปลดปล่อยออกจะแพร่ผ่านกระดาษกรองลงมาสู่ชั้นล่างและกระตุน้การท างานของเอนไซม ์
ในขณะที่  aptamer และเม็ดบีด จะติดอยู่ชั้นบนของกระดาษกรอง หลังจากนั้นท าการตรวจ
วิเคราะหร์ะยะทางสีน า้ตาลของ 3,3’-diaminobenzidine (poly DAB) ซึ่งระยะทางจะแปรผนัตาม
ความเขม้ขน้ของสารที่ตอ้งการตรวจวดั  

 

ภาพประกอบ 13 หลกัการตรวจวิเคราะหด์ว้ย µPADs แบบ 3 มิติ รว่มกบัการตรวจวดัระยะทาง 

ที่มา : Tian et al. (2017) 

Wu et al. (2019)ไดท้ าการตรวจวิเคราะหป์รมิาณ Cu2+ โดยใช ้µPADs ร่วมกบั Solid 
phase extraction (SPE)  column โด ย ใช้พ อลิ ส ไต รีน  - ได ไวนิ ล เบ น ซี น  (poly(styrene–
divinylbenzene) ในการดดูซบัไอออนของโลหะหนกัชนิดอ่ืนที่รบกวนต่อการตรวจวดั หลงัจากนัน้ 
Cu2+ ที่ถกูชะออกจากคอลมันจ์ะเกิดสารประกอบกบัแพน (1-(2-pyridylazo)-2-naphthol; PAN) ที่
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หยดอยู่บน µPADs และเปลี่ยนสีจากสีสม้เป็นสีแดง วิธีที่ผูว้ิจัยพัฒนาขึน้มีขีดจ ากัดการตรวจวัด
เท่ากับ 0.340 µmol/L ซึ่งต ่ากว่าค่าความเข้มข้นมาตรฐานของ Cu2+ ที่มี ได้ในน ้าด่ืมตามที่
กฎหมายก าหนด 

จากการทบทวนงานวิจัยที่เก่ียวข้องขา้งต้น พบว่าอุปกรณ์ตรวจวิเคราะหข์องไหล
จุลภาคฐานกระดาษสามารถน าไปประยุกต์ใช้เพื่อตรวจวิเคราะห์สารได้อย่างหลากหลาย 
เนื่องจากสามารถออกแบบและขึน้รูปอุปกรณ์ µPADs และสามารถใชก้ับการตรวจวัดไดอ้ย่าง
หลากหลาย เช่น วดัค่ากระแสไฟฟ้า วดัความเขม้ของสี หรือวดัระยะของตะกอนที่เกิดขึน้ ย่ิงไปกว่า
นั้นอุปกรณ์ µPADs ยังถูกใชอ้ย่างแพร่หลายในหมู่นักวิจัยในปัจจุบัน เนื่องมาจากขอ้ไดเ้ปรียบ
หลายประการ เช่น อปุกรณม์ีขนาดเล็ก สะดวกต่อการตรวจวิเคราะห ์ไม่จ าเป็นตอ้งใชผู้เ้ชี่ยวชาญ
ในการทดสอบ และไม่จ าเป็นต้องใช้เครื่องมือวิเคราะห์ที่มีขนาดใหญ่และราคาสูง ส่งผลให้
ประหยดัตน้ทนุในการตรวจวดั 

3. การตรวจวัดปริมาณทองแดง 
ในการตรวจวิเคราะห์ปริมาณกรดกลูโคนิคโดยอาศัยปฏิกิริยาการเกิดสารประกอบ

เชิงซ้อนระหว่างกลูโคเนตและ Cu2+ นั้น จะติดตามความเข้มสีฟ้าของสารประกอบเชิงซ้อน  
Cu-Glu2 ที่ เกิดขึน้ ตามที่ได้กล่าวมาแล้ว (Alt, 1955) และยังสามารถน าสารประกอบเชิงซ้อน  
Cu-Glu2 ไปท าปฏิกิรยิาต่อ เพื่อใหไ้ดผ้ลิตภณัฑท์ี่มีความเขม้สีมากขึน้ เพื่อเพิ่มขีดความสามารถใน
การตรวจวิเคราะห ์ผูว้ิจัยจึงไดศ้ึกษาเอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวขอ้งเก่ียวกับการตรวจวิเคราะห์
ปริมาณ Cu2+ โดยการตรวจวัดเชิงสี ซึ่งพบว่า Cu2+ สามารถเกิดสารประกอบที่มีสีกับสารหลาย
ชนิด เช่น  ในงานของ Gouda and Amin (2010) ใช้สาร neocuproine (2,9-dimethyl-1,10-
phenanthroline) ท าปฏิกิริยากับ Cu2+ ในสภาวะที่เป็นกรดอ่อน เกิดเป็นสารประกอบเชิงซ้อน 
Cu(II)–neocuproine ใหส้ีฟ้าอ่อน และท าการตรวจวัดแคปโตพริล โดยแคปโคพริลสามารถรีดิวซ ์
Cu2+ เปลี่ยนเป็น Cu+ ซึ่ง Cu(I)–neocuproine จะใหส้ีเหลือง วัดค่าการดูดกลืนแสงไดท้ี่ 448 nm 
นอกจากนี ้Cu2+  ยงัเกิดสารประกอบกบั 1-(2-pyridylazo)-2-naphthol; PAN) แลว้เปลี่ยนสีจากสี
สม้เป็นสีแดง (Puangbanlang et al., 2019; Thakur & Deb, 1999) 

นอกจากนี ้Cu2+  ยังสามารถเกิดสารประกอบกับ 2-(5-bromo-2-pyridylazo)-5-[N-
n-propyl-N-(3-sulfopropyl)amino]aniline (5-Br-PSAA) แลว้เปลี่ยนสีจากสีเหลืองสม้เป็นสีม่วง
ในสภาวะกรด สามารถวดัค่าการดูดกลืนแสงที่ 580 nm โดยมีค่า molar absorptivity ของ Cu-5-
Br-PSAA เท่ า กั บ  6.5 X 10 4    l /mol.cm (Makino, 1989 ; Ohno et al., 2006 ; Sakai & 
Teshima, 2008) 5-Br-PSAA เป็นรีเอเจนต์ที่ สะดวกต่อการใช้งานมากกว่ารีเอเจนต์ที่ เป็น
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สารอินทรียช์นิดอ่ืน เนื่องจากสามารถละลายน า้ได้ดีกว่าสารอินทรีย์ชนิดอ่ืน  (Rinda, Uraisin, 
Sabarudin, & Nacapricha, 2018) 

 

ภาพประกอบ 14 โครงสรา้งของ 2-(5-bromo-2-pyridylazo)-5-[N-n-propyl-N-(3-
sulfopropyl)amino]aniline (5-Br-PSAA) 

ที่มา : Rinda et al. (2018) 

Ohno et al. (2006) ได้เสนอวิ ธีการตรวจวิ เคราะห์ด้วยระบบการไหลแบบ 
sequential injection (SI) เพื่อตรวจวัดทองแดงและเหล็กในน า้ทิง้จากโรงงานอุตสาหกรรม โดย
รายงานว่า Cu2+ สามารถเกิดสารประกอบเชิงซ้อนกับ 5-Br-PSAA ที่  pH 4.6 แล้ววัดค่าการ
ดดูกลนืที่ 580 nm ในขณะที่ Fe3+ ไม่สามารถเกิดปฏิกิรยิาท่ีสภาวะนีไ้ด ้จ าเป็นตอ้งเปลี่ยน Fe3+ ให้
อยู่ในรูป Fe2+ ก่อน แลว้จึงวดัค่าการดดูกลืนที่ 558 nm ภายใตส้ภาวะที่เหมาะสมพบว่าช่วงความ
เขม้ขน้ที่สามารถตรวจวัดไดส้  าหรบั Cu2+ อยู่ในช่วง 0.1 – 2.0 mg/L และมีขีดจ ากดัการตรวจวดัที่ 
50 µg/L  

4. ประเด็นของงานวิจัยทีพั่ฒนา 
จากการทบทวนวรรณกรรม และศึกษาเอกสารงานวิจยัที่เก่ียวขอ้งขา้งตน้ ผูว้ิจยัจึงสนใจ

ที่จะพัฒนาเทคนิคการตรวจวิเคราะหป์ริมาณกลูโคนิคในเครื่องส าอางโดยใช้ µPADs เนื่องจาก
สะดวก มีขนาดเล็ก และใชส้ารปริมาณน้อย เหมาะส าหรบัการวิเคราะห์กลูโคนิคในผลิตภัณฑ์
บ ารุงผิวเบือ้งตน้เพื่อตรวจสอบและควบคมุคณุภาพการผลิต โดยอาศยัปฏิกิรยิาระหว่างกลโูคเนต
และ Cu2+ ในสภาวะเบสเกิดเป็น Cu-Glu2 ที่สามารถละลายน ้าได้ สามารถสังเกตเห็นการ
เปลี่ยนแปลงไดด้ว้ยตา 
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ภาพประกอบ 15 โครงสรา้งของสารประกอบ Cu-Glu2  

การตรวจวดัปรมิาณกรดกลโูคนิคในผลิตภณัฑบ์ ารุงผิวดว้ยวิธีการดงักลา่วสามารถท าได ้
2 วิธี ได้แก่ วิธีที่หนึ่ง ตรวจวัดความเขม้สีฟ้าของสารประกอบเชิงซอ้นที่เกิดขึน้ด้วยใชโ้ปรแกรม 
ImageJ โดยความเขม้สีจะขึน้อยู่กับความเขม้ข้นของกลูโคเนต และอีกวิธีหนึ่งคือการตรวจวัด
ความเข้มของสีสารประกอบเชิงซ้อนระหว่าง Cu2+ และ 5-Br-PSAA ที่เปลี่ยนจากสีเหลืองเป็น 
สีม่ วง โดยความ เข้มสีม่ วงจะขึ ้นอยู่ กับ ปริม าณ  Cu2+ ที่ เกิ ดสารประกอบ เชิ งซ้อนกับ 
กลโูคเนต ดงันัน้ในงานวิจยันีผู้ว้ิจยัจึงท าการศึกษารูปแบบของอปุกรณ ์µPADs ที่เหมาะสมต่อการ
ตรวจวัด ความเข้มข้นและปริมาตรของสารละลายที่เหมาะสมที่ใช้ในการตรวจวัด และขึน้รูป
อปุกรณ ์µPADs โดยใชก้ารสกรีนผ่านบล็อกสกรีน (Wax screen printing) 

ผูว้ิจัยหวังอย่างยิ่งว่าวิธีการวิเคราะหด์ังกล่าวที่พัฒนาขึน้จะสามารถวิเคราะหป์ริมาณ 
กรดกลูโคนิคในเครื่องส าอางหรือผลิตภัณฑบ์ ารุงผิวไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ คือ มีความถูกตอ้ง 
แม่นย า และใชเ้วลาในการตรวจววิเคราะหน์อ้ย ในราคาที่ประหยดักว่าการใชเ้ครื่องมือใหญ่ ซึ่งจะ
ช่วยให้การตรวจวัดปริมาณกรดกลูโคนิคซึ่งท าหน้าท่ีเป็นสารออกฤทธิ์ในผลิตภัณฑ์บ ารุงผิว
สามารถท าไดส้ะดวกมากขึน้ และเหมาะสมต่อการใชใ้นการตรวจวดัเบือ้งตน้ 
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บทที ่3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

ในการศึกษาเพื่อพัฒนาอุปกรณ์ตรวจวิเคราะหข์องไหลจุลภาคฐานกระดาษ (µPADs) 
ส  าหรบัตรวจวัดปริมาณกรดกลูโคนิคในผลิตภัณฑบ์ ารุงผิว ดว้ยการตรวจวัดเชิงสี ประกอบดว้ย
หวัขอ้ต่าง ๆ ดงันี ้  

1. อปุกรณเ์ครื่องมือและสารเคมีที่ใชใ้นการวิจยั 
2. วิธีด าเนินการวิจยั ประกอบดว้ย 

2.1 การศกึษาปฏิกิรยิาท่ีใชใ้นการตรวจวดักลโูคนิค 
2.2 การออกแบบและสรา้ง µPADs ที่เหมาะสมกับปฏิกิริยาที่ใชใ้นการตรวจวัด

กรดกลโูคนิค 
2.3 การศกึษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการตรวจวิเคราะหป์ริมาณกรดกลโูคเนตบน 

µPADs 
2.4 การตรวจสอบประสิทธิภาพของวิธีวิเคราะห์ปริมาณกรดกลูโคนิคด้วย 

µPADs ที่พฒันาขึน้ 
2.5 การประยุกต์ใช้ µPADs ที่พัฒนาขึน้ในการตรวจวิเคราะห์ปริมาณกรด 

กลโูคนิคในตวัอย่างผลิตภณัฑบ์ ารุงผิว  

1. อุปกรณเ์คร่ืองมือและสารเคมีทีใ่ช้ในการวิจัย 
1.1 อุปกรณแ์ละเคร่ืองมือทีใ่ช้ในงานวิจัย 

- เครื่องสเปกโทรมิเตอร ์จากบรษิัท Mapada ประเทศจีน 
- เครื่องชั่งอย่างละเอียด 4 ต าแหน่ง จากบรษิัท Mettier Toledo, ประเทศไทย 
- ชดุบล็อกสกรีน จากบรษิัท Silkcut LP., ประเทศไทย 
- ไมโครปิเปตต ์ขนาด 10-100 µL จากบรษิัท Boeco, ประเทศ Germany 
- ไมโครปิเปตต ์ขนาด 0.5-10 µLจากบรษิัท Boeco, ประเทศ Germany 
- ตวักรอง Nylon syringe filter ขนาด 0.45 µm จากบรษิัท KIMA, ประเทศ China 
- กระดาษกรอง เบอร ์1 จากบรษิัท Whatman, ประเทศ UK  
- กระดาษกรอง เบอร ์4 จากบรษิัท Whatman, ประเทศ UK 
- แท่นใหค้วามรอ้น 
- เทปพลาสติกใส  



  28 

- ชดุกลอ่งส าหรบัถ่ายรูป  
- โทรศพัทส์มารท์โฟน รุน่ Galaxy S8 จากบรษิัท Samsung 
- คอมพิวเตอร ์รุน่ Surface Pro new จากบรษิัท Microsoft 

1.2 สารเคมีทีใ่ช้ในงานวิจัย 
- โซเดียมกลโูคเนต (99%, C6H11NaO7) จากบรษิัท Sigma-Aldrich, ประเทศ USA 
- คอปเปอรซ์ลัเฟตเพนตะไฮเดรต (98%, CuSO4.5H2O) จากบริษัท CARLO ERBA 

reagents, ประเทศ France 
- โซเดียมไฮดรอกไซด ์(98.5%, NaOH) จากบรษิัท Sigma-Aldrich, ประเทศ USA 
- กรดแอซิติก (99.7%, CH3COOH) จากบรษิัท Sigma-Aldrich, ประเทศ USA 
- โซเดียมแอซิเตตไตรไฮเดรต (CH3COONa.3H2O) จากบริษัท Merck, ประเทศ 

Germany 
- กรดHCl (37%, HCl) จากบรษิัท CARLO ERBA reagents, ประเทศ France 
- 5-Br-PSAA (C17H21BrN5NaO3S) จากบรษิัท Dojindo, ประเทศ Japan 
- สีอีพ็อกซี ่
- เรซิ่น 
- ฮารด์เดนเนอร ์ 
- สีผสมอาหาร 

1.3 การเตรียมสารละลาย  
1.3.1 สารละลายกลโูคเนตมาตรฐานเขม้ขน้ 0.1, 0.25, 0.5 และ 1.0 mol/L 

ชั่งโซเดียมกลโูคเนต 1.09, 2.73, 5.45 และ 10.09 g ละลายในน า้กลั่น แลว้ปรบั
ปริมาตรจนเป็น 50 mL โดยใช้ขวดปรับปริมาตร จะได้สารละลายกลูโคเนตมาตรฐานเข้มข้น 
0.1,0.25, 0.5 และ 1.0 mol/L 

1.3.2 สารละลายกลโูคเนตมาตรฐานเขม้ขน้ 0.3 และ 0.7 mol/L 
ปิเปตตส์ารละลายกลโูคเนตมาตรฐานเขม้ขน้ 1.0 mol/L จากขอ้ 1.3.1 ปริมาตร 

12.5 mL ลงในขวดปรบัปรมิาตรขนาด 10 mL แลว้ปรบัปรมิาตรดว้ยน า้กลั่นจนถึงขีดบอกปรมิาตร 
1.3.3 สารละลายกลโูคเนตมาตรฐานเขม้ขน้ 0.05 mol/L  

ปิเปตตส์ารละลายกลโูคเนตมาตรฐานเขม้ขน้ 0.1 mol/L จากขอ้ 1.3.1 ปริมาตร 
12.5 mL ลงในขวดปรบัปรมิาตรขนาด 25 mL แลว้ปรบัปรมิาตรดว้ยน า้กลั่นจนถึงขีดบอกปรมิาตร 
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1.3.4 สารละลายกลโูคเนตมาตรฐานเขม้ขน้ 10 mmol/L   
ปิเปตตส์ารละลายกลโูคเนตมาตรฐานเขม้ขน้ 0.1 mol/L จากขอ้ 1.3.1 ปริมาตร 

2.5 mL ลงในขวดปรบัปรมิาตรขนาด 25 mL แลว้ปรบัปรมิาตรดว้ยน า้กลั่นจนถึงขีดบอกปรมิาตร 
1.3.5 สารละลายกลโูคเนตมาตรฐานเขม้ขน้ 1, 2, 3, 4, 5, 6 และ 7 mmol/L 

ปิเปตตส์ารละลายกลโูคเนตมาตรฐานเขม้ขน้ 10 mmol/L จากขอ้ 1.3.4 ปรมิาตร 
, 2, 3, 4, 5, 6 และ 7  mLลงในขวดปรบัปริมาตรขนาด 10 mL ตามล าดับ แลว้ปรบัปริมาตรดว้ย
น า้กลั่นจนถึงขีดบอกปริมาตร จะไดส้ารละลายกลโูคเนตมาตรฐานเขม้ขน้ 1, 2, 3, 4, 5, 6 และ 7 
mmol/Lตามล าดบั 

1.3.6 สารละลาย CuSO4 1.0 mol/L  
ชั่ง CuSO4 จ านวน 24.95 g ละลายในน า้กลั่น แลว้ปรบัปริมาตรจนเป็น 100 mL 

โดยใชข้วดปรบัปรมิาตรขนาด 100 mL 
1.3.7 สารละลาย CuSO4 0.1, 0.2, 0.3, 0.5 และ 0.7 mol/L 

ปิเปตตส์ารละลาย CuSO4 1.0 mol/L จากขอ้ 1.3.6 ปริมาตร 1, 2, 3 , 5 และ 7 
mL ลงในขวดปรบัปริมาตรขนาด 10 mL ตามล าดับ แลว้ปรบัปริมาตรดว้ยน า้กลั่นจนถึงขีดบอก
ปรมิาตร จะไดส้ารละลาย CuSO4 0.1, 0.2, 0.3, 0.5 และ 0.7 mol/L ตามล าดบั 

1.3.8 สารละลาย CuSO4 0.05 mol/L 
ปิเปตตส์ารละลาย CuSO4  0.1 mol/L จากขอ้ 1.3.7 ปริมาตร 25 mL ลงในขวด

ปรบัปรมิาตร ขนาด 50 mL หลงัจากนัน้ปรบัปรมิาตรโดยเติมน า้กลั่นจนถึงขีดบอกปรมิาตร  
1.3.9 สารละลาย NaOH 1.0, 2.0 และ 2.5 mol/L 

ชั่ง NaOH 2.0, 4.0 และ 5.0 ลงในบีกเกอร ์ละลายในน า้กลั่นและปรบัปริมาตร 
50 mL ในบีกเกอร ์ไดส้ารละลายNaOH1.0, 2.0, 2.5 และ 3.0 mol/L ตามล าดบั 

1.3.10 สารละลาย NaOH 1.5 mol/L  
ตวงสารละลาย NaOH 2.5 mol/L จากขอ้ 1.3.9 ปริมาตร 30 mLด้วยกระบอก

ตวง ลงในขวดบีกเกอร ์แลว้เติมน า้กลั่นปรมิาตร 20 mL  
1.3.11 สารละลาย NaOH 0.1, 0.2 และ 0.5 mol/L  

ตวงสารละลาย NaOH 1.0 mol/L จากขอ้ 1.3.9 ปริมาตร 1, 2 และ 5 mL ลงใน
ขวดปรบัปรมิาตรขนาด 10 mL แลว้เติมน า้เพื่อปรบัปรมิาตรจนถึงขีดบอกปรมิาตร 

1.3.12 สารละลาย CH3COOH 1 mol/L  
เจือจาง CH3COOH เขม้ขน้ ปรมิาตร 5.7 mL ลงน า้กลั่นปรมิาตร 100 mL 
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1.3.13 สารละลายบฟัเฟอรแ์อซิเตต pH 4 เขม้ขน้ 0.5 mol/L  
ชั่งโซเดียมแอซิเตต 0.5 g ละลายในน า้กลั่นปริมาตรเล็กน้อยประมาณ 15 mL 

แลว้เติมกรดแอซิติกเขม้ขน้ 1 mol/L จากขอ้ 1.3.12 ปริมาตร  21 mL ปรบัค่า pH ใหไ้ดเ้ท่ากับ 4 
หลงัจากนัน้เทสารละลายผสมลงในขวดปรบัปริมาตร ขนาด 50 mL แลว้ปรบัปริมาตรโดยเติมน า้
กลั่นจนถึงขีดบอกปรมิาตร  

1.3.14 สารละลายบฟัเฟอรแ์อซิเตต pH 4 เขม้ขน้ 0.1 mol/L  
ชั่งโซเดียมแอซิเตต 0.204 g แลว้เติมกรดแอซิติกเขม้ขน้ 1 mol/L จากขอ้ 1.3.12 

ปริมาตร  8.5 mL เติมน ้ากลั่นปริมาตร 50 mL หลังจากนั้นเทสารละลายผสมลงในขวดปรับ
ปรมิาตร ขนาด 100 mL  แลว้ปรบัปรมิาตรโดยเติมน า้กลั่นจนถึงขีดบอกปรมิาตร  

1.3.15 สารละลาย 5-Br-PSAA เขม้ขน้ 1 mmol/L  
ชั่ง 5-Br-PSAA 0.0120 g  ละลายในน า้กลั่น แลว้ปรบัปริมาตรเป็น 25 mL โดย

ใชข้วดปรบัปรมิาตร 
1.3.16 สารละลาย 5-Br-PSAA เขม้ขน้ 0.4, 0.6 และ 0.8 mmol/L  

ปิเปตตส์ารละลาย 5-Br-PSAA เขม้ขน้ 1 mmol/L จากขอ้ 1.3.14 ปริมาตร 200 , 
300 และ 400 µL ผสมกับสารละลายบัฟเฟอรแ์อซิเตต pH 4.0 ความเขม้ขน้ 0.5 mol/L จากขอ้ 
1.3.13 ปรมิาตร 60 µL และน า้ปรมิาตร 240, 140 และ 40 µL ตามล าดบั  

1.3.16 สารละลาย 5-Br-PSAA เขม้ขน้ 0.03 mmol/L 
ปิเปตตส์ารละลาย 5-Br-PSAA เขม้ขน้ 1 mmol/L จากขอ้ 1.3.14 ปริมาตร 750 

µL ลงในขวดปรบัปริมาตรขนาด 25 mL และปรบัปริมาตรดว้ย สารละลายบฟัเฟอรแ์อซิเตต pH 
4.0 ความเขม้ขน้ 0.1 mol/L จนถึงขีดบอกปรมิาตร 

1.3.18 สารละลาย HCl เขม้ขน้ 1.0 mol/L 
ตวง HCl เขม้ขน้ 12 mol/L 4.2 mLใส่ลงในบีกเกอรท์ี่มีน า้อยู่เล็กนอ้ย และปรบั

ปรมิาตรดว้ยน า้จนได ้50 mL 
1.3.19 สารละลาย HCl เขม้ขน้ 0.2, 0.5 และ 0.7 mol/L 

ปิเปตตส์ารละลาย HCl เขม้ขน้ 1.0 mol/Lจากขอ้ 1.3.17 ปริมาตร 2, 5 และ 7 
mLลงในขวดปรบัปริมาตรขนาด 10 mL ปรบัปริมาตรด้วยน า้กลั่นจนถึงขีดบอกปริมาตร จะได้
สารละลายHClเขม้ขน้ 0.2, 0.5 และ 0.7 mol/L ตามล าดบั 
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2. วิธีด าเนินการวิจัย  
2.1 การศึกษาปฏิกิริยาทีใ่ช้ในการตรวจวัดกรดกลูโคนิค 

การศึกษาปฏิกิริยาการตรวจวดักลโูคนิค อาศัยปฏิกิริยาการแทนที่ของกรดกลูโคนิค 
ใน Cu(OH)2  ได้ผลิตภัณฑ์เป็น Cu-Glu2 ที่ละลายน า้ได้ หลังจากท าการกรองเพื่อแยกตะกอน 
Cu(OH)2 ที่เหลืออยู่ออกไป จะสามารถวัดปริมาณกรดกลูโคนิคได้โดยการติดตามวัดค่าการ
ดดูกลืนแสงของสารละลาย Cu-Glu2  ซึ่งมีสีน า้เงิน ปฏิกิริยาที่ใชใ้นการตรวจวดักรดกลโูคนิค แสดง
ในสมการท่ี (1) และ (2) ตามล าดบั (Alt, 1955) 

 2Glu-
(aq)   +   Cu2+

(aq)                  Cu-Glu2 +   SO4
2-

(aq)                           …(1) 

 Cu2+
(aq)    +   2OH-

(aq)                   Cu(OH)2(s)   +   2Na+
(aq)                          …(2) 

2.1.1 การติดตามการเปล่ียนแปลงสารประกอบเชิงซ้อน Cu-Glu2  
ในงานวิจัยนี ้จะศึกษาการวัดปริมาณกรดกลูโคนิค โดยการตรวจวัดค่าการ

ดูดกลืนแสงของสารประกอบเชิงซ้อน Cu-Glu2 ที่ ได้จากความเข้มข้นต่าง ๆ ของสารละลาย
มาตรฐานกลโูคเนตในช่วงความยาวคลื่น 400 – 900 nm และเปรียบเทียบสเปกตรมัของ Cu-Glu2 
กับสเปกตรัมของสารละลาย CuSO4 ในน ้าที่ความเข้มข้น Cu2+ เท่ากัน  โดยผู้วิจัยได้ท าการ
ตรวจสอบตามขัน้ตอนที่ดัดแปลงมาจากการทดลองของ Alt (1955) ซึ่งมีขัน้ตอนการทดลองโดย
ละเอียดดงัแสดงในตาราง 1  

ตาราง 1 ขัน้ตอนการศึกษาปฏิกิรยิาการเกิดสารประกอบเชิงซอ้น Cu-Glu2  

ล าดับ ขั้นตอนในการวิเคราะห ์

1 ปิเปตตส์ารละลาย NaOH 2.5 mol/L ปรมิาตร 5 mLลงในบีกเกอรข์นาด 50 mL  

2 ค่อย ๆ เติมสารละลาย CuSO4 เขม้ขน้ 0.5 mol/L ปรมิาตร 7.5 mL จากบิวเรตต ์

เขย่าตลอดเวลาขณะเติมสารละลาย 

3 ปิเปตตส์ารละลายกลโูคเนตมาตรฐานเขม้ขน้ต่าง ๆ (0.05, 0.10, 0.25 และ 0.50  

mol/L) ปรมิาตร 2.5 mL ลงในบีกเกอร ์

4 น าสารละลายที่ผสมแลว้ไปใหค้วามรอ้นจนเดือด เป็นเวลา 5 นาที หลงัจากนัน้

ปลอ่ยใหส้ารละลายเย็นลงที่อณุหภมูิหอ้ง 
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ตารางที่ 1 (ต่อ) 

ล าดับ ขั้นตอนในการวิเคราะห ์

5 กรองตะกอนดว้ยกระดาษกรอง Whatman เบอร ์1 และลา้งตะกอนดว้ยสารละลาย

NaOH 0.1 mol/L 

6 ปรบัปรมิาตรสารละลายที่กรองไดด้ว้ยน า้ในขวดปรบัปรมิาณขนาด 25 mL 

7 กรองสารละลายที่ไดด้ว้ยตวักรอง (nylon syringe filter) ขนาด 0.45 µM ปรมิาตร 

ประมาณ 2 mL  

8 เจือจางสารละลายที่ไดจ้ากการกรองผ่านตวักรอง 2 เท่า แลว้น าไปวดัค่าการ

ดดูกลืนแสง สแกนสเปกตรมัในช่วงความยาวคลื่น 400 – 900 nm  

 
หลกัจากนัน้ตรวจสอบประสิทธิภาพของวิธีวิเคราะหใ์นการวดัปริมาณกลูโคเนต 

และประยุกตใ์ชว้ิธีการนีใ้นการตรวจวดัปริมาณกรดกลโูคนิคในตวัอย่างผลิตภณัฑบ์ ารุงผิว จ านวน 
4 ชนิด 

2.1.2 การติดตามการเปล่ียนแปลงสารประกอบเชิงซ้อน Cu – 5-Br-PSAA  
เนื่องจากมีงานวิจยัของ Ohno et al. (2006) พบว่า Cu2+ สามารถท าปฏิกิรยิากบั 

5-Br-PSAA เกิดเป็น  Cu – 5-Br-PSAA ที่ มี ค่า molar absorptivity สูง และมีความไวในการ
วิเคราะหท์ี่ดี ท าใหผู้ว้ิจัยสนใจที่จะน า 5-Br-PSAA มาใชเ้ป็นรีเอเจนตใ์นการตรวจวดัปริมาณกรด 
กลูโคนิค โดยน า 5-Br-PSAA ไปผสมกับ Cu-Glu2 ที่ได้มาจากการทดลองในข้อ 2.1.1 เกิดเป็น
สารประกอบเชิงซ้อนสีม่วงของ Cu – 5-Br-PSAA แล้วน าไปตรวจวัดค่าการดูดกลืนแสงในช่วง
ความยาวคลื่น 400 – 900 nm ต่อไป 

การศึกษาความเป็นไปได้ในการใช้ 5-Br-PSAA มาใช้เป็นรีเอเจนต์ในการ
ตรวจวดัปรมิาณกลโูคนิค ท าไดโ้ดยการแบ่งสารละลายสดุทา้ยท่ีไดจ้ากขอ้ 2.1.1 มา 8 µL ใส่ลงใน
ภาชนะที่บรรจุสารละลาย 5-Br-PSAA เขม้ขน้ 0.03 mmol/L ในสารละลายบฟัเฟอรแ์อซิเตต pH 4 
เขม้ขน้ 0.1 mol/L 2.5 mL เขย่า แลว้ตัง้ทิง้ไว ้5 นาที (Makino, 1989) จากนัน้น าสารละลายที่ได้
ไปวดัค่าการดดูกลืนที่ 400 - 900 nm  
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2.2 การออกแบบและสร้าง µPADs ที่เหมาะสมกับปฏิกิริยาที่ใช้ในการตรวจวัด
กรดกลูโคนิค 

2.2.1 การออกแบบอุปกรณ ์µPADs 
อุปกรณ ์µPADs ส าหรับวัดความเข้มสีของสารประกอบเชิงซ้อน Cu-Glu2  

อุปกรณ์ µPADs แบบที่  1 เป็นแบบที่ท าได้ง่ายและไม่ยุ่งยาก  คือ แบบ  
2D-µPADs โดยออกแบบเป็นรูปดัมเบลแบบไม่สมมาตร ประกอบดว้ยวงกลมขนาดใหญ่มีขนาด
เสน้ผ่านศนูยก์ลาง 8.0 mm ส าหรบัเป็นบรเิวณหยดสารละลายต่าง ๆ วงกลมขนาดเล็กมีขนาดเสน้
ผ่านศูนยก์ลาง 4.0 mm ส าหรบัเป็นบริเวณที่รองรบัสารละลายที่ไหลมา ตามช่องสี่เหลี่ยมยาว 
22.0 mm และกวา้ง 3.0 mm ดงัแสดงในภาพประกอบ 16 อปุกรณม์ีขนาด 42.0 mm × 17.0 mm 
ในการตรวจวัดจะท าการหยดสารละลาย CuSO4 ลงในบริเวณวงกลมใหญ่ รอจนแหง้ประมาณ  
7 นาที ตามด้วย NaOH รอจนแห้งประมาณ 7 นาที หลังจากนั้นหยดสารละลายกลูโคเนต
มาตรฐาน หรือสารตวัอย่าง  น าไปใหค้วามรอ้น แลว้ชะดว้ย NaOH 0.1 mol/L เพื่อชะ Cu-Glu2 ให้
ไหลออกมาตามช่องทางที่ก าหนด และตรวจวดัความเขม้สีบรเิวณช่องทางการไหล 

 

      

        (ก)           (ข) 

ภาพประกอบ 16 (ก) รูปแบบ 2D-µPADs 1 ชัน้ส  าหรบัวดัค่าความเขม้สีของสารประกอบ  
Cu-Glu2 (ข) การหยดสารละลายที่ใชใ้นการตรวจวดั 

อปุกรณ์ µPADs แบบที่ 2 เป็นแบบที่มีความซบัซอ้นมากขึน้เล็กนอ้ย โดยใช้
อุปกรณ์ 3D-µPADs แบบ 2 ชั้น ดังแสดงในภาพประกอบ 17 ประกอบด้วย µPADs 2 ส่วน คือ 
ส่วน  A ที่ มี ลักษณะเป็น รูปดัมเบลแบบไม่สมมาตร มีขนาดเท่ากับ µPADs ในแบบที่  1 
(ภาพประกอบ 16) และส่วน B ที่ภายในมีวงกลมขนาดเสน้ผ่านศูนยก์ลาง 8.0 mm ส าหรบัหยด
สารละลาย และเกิดปฏิกิริยาดังที่อธิบายไวด้า้นบน ในการตรวจวัดกลูโคเนตสามารถท าไดต้าม
ขัน้ตอนที่แสดงในตาราง 2 
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ภาพประกอบ 17 3D-µPADs 2 ชัน้ เพื่อวดัค่าความเขม้สีของสารประกอบ Cu-Glu2  

ตาราง 2 ล  าดบัขัน้ตอนตรวจวิเคราะหป์รมิาณกลโูคนิคโดย 3D-µPADs 2 ชัน้ ส  าหรบัวดั Cu-Glu2 

ล าดับ ขั้นตอนในการวิเคราะห ์

1 หยดสารละลาย NaOH 1.5 mol/L ปริมาตร 6 µL ลงในบริเวณวงกลม B รอแห้ง

เป็นเวลาประมาณ 7 นาที  

2 หยดสารละลาย CuSO4 0.7 mol/L ปริมาตร 6 µL ลงในบริเวณวงกลม B และรอ

สารละลายแหง้ประมาณ 7 นาที  

3 หยดสารละลายกลูโคเนตมาตรฐานหรือสารตัวอย่าง 6 µL ลงบนวงกลม B รอให้

สารละลายกระจายตวัและซมึลงกระดาษประมาณ 2 นาท ี

4 น า µPADs ใสถ่งุพลาสติกและใหค้วามรอ้นในน า้ 80 °C เป็นเวลา 3 นาท ี

5 ทิง้ไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้องประมาณ 2-3 นาที แล้วพับให้วงกลม B ซ้อนทับกับ

วงกลม A  

6 หยดสารละลาย  NaOH 0.1 mol/L 15 µL ลงบนวงกลม B เพื่ อท าการชะให้

สารละลายไหลลงสู่ชั้นล่างและแพร่ออกตามช่องทางการไหล ทิง้ไวป้ระมาณ 10 

นาท ี
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ตาราง 2 (ต่อ) 

ล าดับ ขั้นตอนในการวิเคราะห ์

7 คลี่อุปกรณ์ µPADs 2 ชัน้ออก ถ่ายรูปส่วน A ในกล่องส าหรบัถ่ายรูปดว้ยโทรศัพท์

สมารท์โฟน และวิเคราะหค์วามเขม้สีแดงที่ลดลง (Inverted red intensity) ในระบบ 

RGB ที่บรเิวณวงกลม A ดว้ยโปรแกรม ImageJ 

 
อุปกรณ ์µPADs ส าหรับวัดความเข้มสีของสารประกอบเชิงซ้อน Cu –  

5-Br-PSAA 
อปุกรณ ์µPADs แบบที่ 3 ใช ้3D-µPADs แบบ 2 ชัน้ เหมือนกบัแบบที่ 2 แต่

มีการหยดสาร 5-Br-PSAA ลงในวงกลมของส่วน A ดงัแสดงในภาพประกอบ 18 ส  าหรบัวัดความ
เขม้สี Cu – 5-Br-PSAA ในการตรวจวิเคราะหจ์ะเริ่มดว้ยการหยด 5-Br-PSAA ลงในบรเิวณวงกลม
ของส่วน A และหยด NaOH ลงในวงกลม A รอจนแห้งประมาณ 7 นาที ตามด้วยสารละลาย 
CuSO4 และรอจนสารละลายแหง้อีกครัง้ หลงัจากนัน้หยดสารละลายกลโูคเนตมาตรฐานหรือสาร
ตัวอย่าง ลงในวงกลม B น าไปให้ความรอ้น และพับวงกลม  B มาทับส่วน A ให้วงกลมทั้ง 2 
ซอ้นทับกันพอดี แล้วชะดว้ยสารละลาย NaOH 0.1 mol/L เพื่อชะ Cu-Glu2 จากวงกลม B  ลงสู่
ส่วน A ท าปฏิกิริยากับ 5-Br-PSAA และไหลออกตามช่องที่ก าหนด ท าการวัดค่าความเข้มสี  
Cu – 5-Br-PSAA ที่บรเิวณวงกลมของสว่น A 

 

 

ภาพประกอบ 18 3D-µPADs 2 ชัน้เพื่อวดัค่าความเขม้สีของ Cu – 5-Br-PSAA 
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อปุกรณ ์µPADs แบบที่ 4 มีการออกแบบใหม้ีความซบัซอ้นมากขึน้เล็กนอ้ย 
เพื่อป้องกันการสมัผัสกันโดยตรงระหว่างตะกอน Cu(OH)2 กับ 5-Br-PSAA ที่ท าการหยดไวก้่อน 
ใช ้3D- µPADs แบบ 4 ชั้น ดังแสดงในภาพประกอบ 19 ประกอบดว้ย ส่วน A B C และ D โดย
ส่วน A, B และ C มีรูปร่างเหมือนกันคือเป็นวงกลมที่มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 8.0 mm และ
บริเวณ  D ที่มีลักษณะเป็นรูปดัมเบลแบบไม่สมมาตร มีขนาดเท่ากับ µPADs ในแบบที่  1 
(ภาพประกอบ 16) ในการตรวจวัดปริมาณกรดกลูโคนิคสามารถท าได้ตามขั้นตอนดังแสดงใน
ตาราง 3 

 

ภาพประกอบ 19 การพบั 3D-µPADs 4 ชัน้เพื่อวดัค่าความเขม้สีของ Cu – 5-Br-PSAA 

ตาราง 3 ล  าดบัขัน้ตอนตรวจวิเคราะหป์รมิาณกลโูคนิคโดย 3D-µPADs 4 ชัน้ ส าหรบัวดัความเขม้
สีของสารประกอบเชิงซอ้น Cu-5-Br-PSAA 

ล าดับ ขั้นตอนในการวิเคราะห ์

1 หยดสารละลาย 5-Br-PSAA 0.8 mmol/L ในบัฟเฟอร์แอซิ เตต ปริมาตร 5 µL 

สารละลายคอปเปอรซ์ลัเฟต 0.5 mol/L ปริมาตร 6 µL และสารละลายNaOH 1.0 

mol/L ปริมาตร 6 µL ลงในวงกลม A, B และ C ตามล าดับ รอแห้งเป็นเวลา

ประมาณ 7 นาท ี
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ตาราง 3 (ต่อ) 

ล าดับ ขั้นตอนในการวิเคราะห ์

2 หยดสารละลาย HCl 0.2 mol/L ปรมิาตร 5 µL ลงในวงกลม A 

3 พับครึ่งระหว่างวงกลม B และ C โดยวงกลม C ซอ้นทับวงกลม B และ วงกลม D 

ซอ้นทบัวงกลม A 

4 หยดสารละลาย NaOH 1.0 mol/L ปริมาตร 12 µL ลงบนวงกลม C เพื่อให้เกิด

ตะกอน Cu(OH)2 รอแหง้ประมาณ 7 นาท ี

5 หยดสารละลายกลูโคเนตมาตรฐานหรือสารละลายตัวอย่างปริมาตร 6 µL ลงบน

วงกลม C รอใหส้ารละลายแพร่ประมาณ 1 นาที แลว้หยดซ า้อีก 6 µL และรอเวลา

อีกประมาณ 1 นาที  

6 น า µPADs ใส่ถุงพลาสติกและใหค้วามรอ้นในน า้อณุหภูมิ 80 °C เป็นเวลา 3 นาที 

และทิง้ไวใ้หเ้ย็นที่อณุหภมูิหอ้งประมาณ 2 นาที  

7 พบัครึ่งอุปกรณ ์µPADs อีกครัง้ โดยพับครึ่งระหว่างวงกลม C และ D ใหว้งกลมทัง้ 

4 ซอ้นทบักนัพอดี (ล าดบัวงกลมจากชัน้บนลงชัน้ลา่งคือ B C D A) 

8 ชะดว้ยน า้ 25 µL ลงที่วงกลม B ใหส้ารละลายไหลลงสู่ดา้นล่างและแพร่ออกตาม

ช่องทางการไหล รอเวลา 10 นาที  

9 คลี่อุปกรณ์ที่ซ้อนกันอยู่ 4 ชั้นออก ถ่ายรูปอุปกรณ์ชั้นล่างสุด  (ส่วน A) ในกล่อง

ส าหรับถ่ายรูปด้วยโทรศัพท์สมาร์ทโฟน และวิเคราะห์ความ เข้มสีฟ้า (Blue 

intensity) ในระบบ RGB ที่บรเิวณวงกลม A ดว้ยโปรแกรม ImageJ 

 
2.2.2 การขึน้รูปอุปกรณ ์µPADs  

ในการออกแบบอปุกรณ ์µPADs ในงานวิจยันี ้ผูว้ิจยัจะท าการออกแบบ µPADs 
โดยใชโ้ปรแกรม Adobe illustrator เพื่อสรา้งแบบส าหรบัขอบเขตที่ไม่ชอบน า้ (Hydrophobic wax 
barrier) แสดงดว้ยสีน า้เงินในภาพประกอบ 16-19 ก่อนน าไปสรา้งแม่พิมพ ์(block screen) เพื่อ
ใชใ้นการขึน้รูปอปุกรณ ์µPADs บนกระดาษกรอง โดยอาศยัเทคนิคการสกรีนสารที่มีคณุสมบติัไม่
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ชอบน า้ผ่านบล็อกสกรีน (Wax screen printing) เพื่อขึน้รูปอปุกรณ ์µPADs วิธีการดงักล่าวผูว้ิจยั
ไดด้ดัแปลงมาจาก Buking et al. (2018) โดยมีขัน้ตอนดงัแสดงในตาราง 4 

ตาราง 4 ขัน้ตอนการขึน้รูปอปุกรณ ์ µPADs  

ล าดับ ขั้นตอนในการวิเคราะห ์

1 วางบล็อกสกรีนที่มีลวดลายของรูปแบบ µPADs ที่ออกแบบไว้บนกระดาษกรอง 

Whatman เบอร ์4 

2 ผสมสีอีพ็อกซี 0.4 g เรซิ่น 4.0 g และฮารด์เดนเนอร ์4.0 g (อตัราส่วน 0.1 : 1.0 : 1.0) 

คนใหเ้ขา้กนั และทิง้ไวป้ระมาณ 6 นาที 

3 เทสีผสมในขอ้ 2 ลงบนบล็อกสกรีน แลว้สกรีนผ่านลวดลายของบล็อก 

4 น าบล็อกสกรีนออกจากกระดาษกรอง ทิง้กระดาษไวป้ระมาณ 1 วัน เพื่อใหส้ีซึมลง

กระดาษและแหง้สนิท เกิดเป็นขอบเขตที่ไม่ชอบน า้ตามลายท่ีก าหนด 

5 ติดเทปพลาสติกใสดา้นหลงัของอปุกรณ ์µPADs เฉพาะชัน้ล่างของ µPADs (ส่วน A) 

เพื่อปอ้งกนัการรั่วไหลของสารละลายออกนอกบรเิวณตรวจวดั  

 
ในการตรวจสอบและควบคมุคณุภาพการขึน้รูปของอปุกรณ ์µPADs ที่ขึน้รูปดว้ย

วิธีดงักล่าวสามารถท าไดห้ลายวิธี เบือ้งตน้คือการสงัเกตดว้ยตาเปล่า อปุกรณ ์µPADs ที่ดี สีของ
ขอบเขตที่ไม่ชอบน า้ที่ไดจ้ากการสกรีนจะตอ้งสม ่าเสมอและชัดเจนทัง้ดา้นหนา้และดา้นหลงัของ 
µPADs ไม่มีรอยรั่ว หรือการขาดหายของสี ไม่มีการกระจายของจุดสีเล็ก ๆ โดยเฉพาะอย่างยิ่งใน
บริเวณตรวจวัด และสามารถสุ่มตรวจอุปกรณ์บางชิน้ไดด้ว้ยการหยดน า้สีผสมอาหารลงบริเวณ
ตรวจวัด จะตอ้งไม่มีการรั่วไหลของสีผสมอาหารออกนอกขอบเขต  หลงัจากนั้นท าการวัดขนาด
ของบริเวณชอบน า้ ทัง้บริเวณวงกลม และช่องทางการไหลของสารละลาย แลว้จึงท าการคดัแยก
อปุกรณ ์µPADs ตามขนาดของบรเิวณชอบน า้ 

หลงัจากท าการสกรีนทุกครัง้ควรท าความสะอาดใหเ้รียบรอ้ย ซึ่งในการท าความ
สะอาดบล็อกสกรีนจะใชก้ารสเปรยโ์ทลอีูนลงบนบล็อกแลว้เช็ดดว้ยกระดาษเช็ดอเนกประสงคจ์น
ไม่มีสีหลดุออกมาทัง้ดา้นหนา้และดา้นหลงัของบล็อกสกรีน 
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2.3 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการตรวจวิเคราะหป์ริมาณกรดกลูโคนิคบน 
µPADs 

ผูว้ิจัยท าการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการตรวจวิเคราะหโ์ดยใช ้µPADs 2 แบบ 
ประกอบดว้ย µPADs ส าหรบัวดัความเขม้สีของ Cu-Glu2 และ Cu – 5-Br-PSAA ดงันี ้ 

2.3.1 อุปกรณ ์3D-µPADs 2 ชั้น ส าหรับวัดความเข้มสี Cu-Glu2  

2.3.1.1 ศกึษาความเขม้ขน้ขอสารละลาย CuSO4 ที่ 0.5, 0.7 และ 1.0 mol/L 
โดยตรวจวิเคราะหก์ับแบลงค ์(น า้) และสารละลายกลโูคเนตมาตรฐานเขม้ขน้ 0.1, 0.3, 0.5, 0.7 
และ 1.0 mol/L 

2.3.1.2 ศึกษาความเข้มข้นของสารละลาย  NaOH ที่  1.0, 1.5 และ 2.0 
mol/L โดยตรวจวิเคราะหก์ับแบลงค์ (น า้) และสารละลายกลูโคเนตมาตรฐานเขม้ขน้ 0.1, 0.3, 
0.5, 0.7 และ 1.0 mol/L 

2.3.1.3 ศึกษาอุณหภูมิ ในการเกิดปฏิกิริยาของสารประกอบเชิงซ้อน  
Cu-Glu2 ที่อณุหภูมิ 60, 80 และ 100 °C เป็นเวลา 3 นาที โดยตรวจวิเคราะหก์บัแบลงค ์(น า้) และ
สารละลายกลโูคเนตมาตรฐาน 0.3 และ 1.0 mol/L 

2.3.1.4 ศึกษาเวลาในการใหค้วามรอ้นในการเกิดปฏิกิริยาของสารประกอบ

เชิงซอ้น Cu-Glu2 ที่อณุหภมูิ 80 °C เป็นเวลา 1, 3 และ 5 นาที โดยตรวจวิเคราะหก์บัแบลงค ์(น า้) 
และสารละลายกลโูคเนตมาตรฐาน 0.3 และ 1.0 mol/L 

2.3.1.5 ศึกษาเวลาที่ใชใ้นการถ่ายรูปเพื่อวิเคราะหค์วามเขม้สี หลงัจากชะ
สารละลาย Cu-Glu2 ด้วยสารละลาย NaOH 0.1 mol/L ปริมาตร 15 µL ท าการถ่ายรูปอุปกรณ ์
µPADs ที่เวลา 5, 7, 10, 12 และ 15 นาที โดยตรวจวิเคราะห์กับแบลงค์ (น า้) และสารละลาย 
กลโูคเนตมาตรฐาน 0.3 และ 1.0 mol/L  

2.3.1.6 ศกึษาปรมิาตรการชะดว้ยสารละลายNaOH 0.1 mol/L ที่ปรมิาตร 6, 
10 และ 15 µL โดยตรวจวิเคราะหก์ับแบลงค ์(น า้) และสารละลายกลูโคเนตมาตรฐาน 0.3 และ 
1.0 mol/L 

2.3.2 อุปกรณ ์3D-µPADs 4 ชั้น ส าหรับบวัดความเข้มสี Cu – 5-Br-PSAA  
2.3.2.1 ศึกษาความเข้มข้นของสารละลาย HCl ที่  0.0, 0.2, 0.5 และ 0.7 

mol/L โดยตรวจวิเคราะหก์บัสารละลายกลโูคเนตมาตรฐานเขม้ขน้ 1 และ 4 mmol/L  
2.3.2.2 ศึกษาอุณหภูมิ ในการเกิดปฏิกิริยาของสารประกอบเชิงซ้อน  

Cu-Glu2 โดยให้ความร้อนในน ้าที่อุณหภูมิ  60, 80 และ 100 °C เป็นเวลา 1 นาที โดยตรวจ
วิเคราะหก์บัแบลงค ์(น า้) และสารละลายกลโูคเนตมาตรฐานเขม้ขน้ 1 และ 4 mmol/L 
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2.3.2.3 ศกึษาเวลาในการใหค้วามรอ้นที่อณุหภูมิ 80 °C เป็นเวลา 30 วินาที, 
1.0, 2.0, 30 และ 5.0 นาที ตรวจวิเคราะหแ์บลงค ์(น า้) และสารละลายกลโูคเนตมาตรฐานเขม้ขน้ 
1 และ 4 mmol/L 

2.3.2.4 ศึกษาเวลาที่ใช้ในการวิเคราะห์ความเข้มสี โดยถ่ายรูปอุปกรณ ์
µPADs ที่เวลา 10, 12, 15 และ 17 นาทีหลงัจากท าการชะสารละลาย Cu-Glu2 ดว้ยน า้ปริมาตร 
25 µL โดยตรวจวิเคราะห์กับแบลงค ์(น า้) และสารละลายกลูโคเนตมาตรฐานเขม้ขน้ 1 และ 4 
mmol/L  

2.3.2.5 ศึกษาความเขม้ขน้ของสารละลาย NaOH ที่ความเขม้ขน้ 0.2, 05, 
0.7 และ 1.0 mol/L โดยตรวจวิเคราะหก์บัแบลงค ์(น า้) และสารละลายกลโูคเนตมาตรฐานเขม้ขน้ 
1, 2, 4 และ 6 mmol/L 

2.3.2.6 ศึกษาความเขม้ขน้ของสารละลาย 5-Br-PSAA ที่ความเขม้ขน้ 0.4, 
0.6 และ 0.8 mmol/Lในสารละลายบัฟเฟอรแ์อซิเตต pH 4 โดยตรวจวิเคราะห์กับแบลงค์ (น า้) 
และสารละลายกลโูคเนตมาตรฐานเขม้ขน้ 1, 2, 4 และ 6 mmol/L 

2.3.2.7 ศึกษาความเข้มขน้สารละลาย CuSO4 ที่  0.1, 0.5 และ 1.0 mol/L 
โดยตรวจวิเคราะหส์ารละลายกลโูคเนตมาตรฐานเขม้ขน้ 1, 2, 4, 6 และ 8 mmol/L 

2.4 การตรวจสอบประสิทธิภาพของวิธีวิเคราะห์ปริมาณกรดกลูโคนิคด้วย 
µPADs ทีพั่ฒนาขึน้ 

ในการศึกษาประสิทธิภาพของวิธีการวิเคราะห์ปริมาณกรดกลูโคนิค µPADs ที่
พัฒนาขึน้ส าหรบัติดตามความเขม้สี Cu-Glu2 และ 5-Br-PSAA ทัง้ 2 แบบ จะถูกน ามาใหใ้นการ
วิเคราะห์สารละลายกลูโคเนตมาตรฐานภายใต้สภาวะที่ เหมาะสมจากข้อ  2.3 และศึกษา
ประสิทธิภาพของวิธีการวิเคราะหท์ี่พฒันาขึน้ในดา้นต่าง ๆ ดงัต่อไปนี ้

2.4.1 ช่วงความความเข้มข้นของกรดกลูโคนิคที่สามารถท าการตรวจวัดได ้
(Working range)  

2.4.2 ค่าขีดจ ากัดต ่าสุดที่อุปกรณ์สามารถตรวจวัดกรดกลูโคนิคได้  (Limit of 
detection, LOD) ค านวณไดจ้ากการแทนค่าของผลรวม 3 เท่าของส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานและ
สญัญาณเฉลี่ยของแบลงค ์ลงในสมการเสน้ตรงของกราฟมาตรฐาน 

2.4.3 ค่าขีดจ ากดัต ่าสดุที่อปุกรณส์ามารถตรวจวิเคราะหป์รมิาณกรดกลโูคนิคได ้
(Limit of quantitation, LOQ) ค านวณได้จากการแทนค่าของผลรวม 5 เท่าของส่วนเบี่ยงเบน
มาตรฐานและสญัญาณเฉลี่ยของแบลงค ์ลงในสมการเสน้ตรงของกราฟมาตรฐาน 
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2.4.4 ความเที่ยงของวิธีวิ เคราะห์ (Precision) ค านวณจากความเข้มข้นที่
วิเคราะห์ได้ของสารละลายกลูโคเนตมาตรฐาน จ านวน 10 ซ า้ แล้วรายงานในรูปของ ค่าส่วน
เบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ ์(%RSD) 

2.5 การประยุกต์ใช้ µPADs ที่ พัฒนาขึ้นในการตรวจวิเคราะห์ปริมาณกรด 
กลูโคนิคในตัวอย่างผลิตภัณฑบ์ ารุงผิว 

อปุกรณต์รวจวิเคราะหข์องไหลจุลภาคฐานกระดาษ (µPADs) ที่พฒันาขึน้ทัง้ 2 แบบ
ถูกน ามาประยุกตใ์ชใ้นการตรวจวดัปริมาณกลโูคนิคในผลิตภณัฑเ์ครื่องส าอาง ซึ่งตวัอย่างที่ใชใ้น
งานวิจยันีคื้อ เซรั่มบ ารุงผิวที่วางขายในหา้งสรรพสินคา้ทั่วไป ในจงัหวดักรุงเทพมหานคร จ านวน 3 
ชนิด การเตรียมตัวอย่างสามารถท าได้โดยเจือจางเซรั่มในน ้า สารละลายตัวอย่างถูกน าไป
วิเคราะหป์ริมาณของกรดกลโูคนิค ดว้ยอปุกรณ์ µPADs ทัง้ 2 แบบที่พฒันาขึน้ภายใตส้ภาวะการ
ทดลองที่เหมาะสม  แลว้ศกึษาประสิทธิภาพของวิธีวิเคราะหท์ี่พฒันาขึน้ ดงันี ้

 รอ้ยละการคืนกลับ (%Recovery) โดยวิเคราะหป์ริมาณตัวอย่างที่เติม
และไม่ไดเ้ติมสารละลายมาตรฐานกลโูคนิคดว้ยวิธีที่พฒันาขึน้ แลว้น าผลวิเคราะหม์าค านวณค่า
รอ้ยละการคืนกลบัตามสมการท่ี (3)     

% recovery   =    
(ความเขม้ขน้ของสารตวัอย่างท่ีเติมกลโูคเนต – ความเขม้ขน้ของตวัอย่างเริ่มตน้) × 100

ความเขม้ขน้ของสารกลโูคเนตท่ีเติมลงไป
     ...(3) 
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บทที ่4 
ผลการทดลอง  

จากการศึกษาและพัฒนาวิธีการตรวจวิเคราะหป์ริมาณกรดกลูโคนิคโดยอาศัยอุปกรณ์
ตรวจวิเคราะหข์องไหลจุลภาคฐานกระดาษ (µPADs) ผูว้ิจยัไดแ้บ่งผลการทดลองออกเป็นหัวขอ้ 
ดงันี ้ 

1. การศกึษาปฏิกิรยิาท่ีใชใ้นการตรวจวดักรดกลโูคนิค 
2. การออกแบบและสร้าง  µPADs ที่ เหมาะสมกับปฏิกิริยาที่ ใช้ในการตรวจวัด 

กรดกลโูคนิค 
3. การศึกษาสภาวะที่ เหมาะสมต่อการตรวจวิเคราะห์ปริมาณกรดกลูโคนิค  

บน µPADs 
4. การตรวจสอบประสิทธิภาพของวิธีวิเคราะห์ปริมาณกลูโคนิคด้วย µPADs  

ที่พฒันาขึน้ 
5. การประยุกต์ใช ้µPADs ที่พัฒนาขึน้ในการตรวจวิเคราะห์ปริมาณกรดกลูโคนิค 

ในตวัอย่างผลิตภณัฑบ์ ารุงผิว 

1. การศึกษาปฏิกิริยาทีใ่ช้ในการตรวจวัดกรดกลูโคนิค 
1.1 การติดตามการเปล่ียนแปลงสารประกอบเชิงซ้อน Cu-Glu2 

การศึกษาปฏิกิริยาการตรวจวดักลโูคนิค โดยอาศยัปฏิกิริยาการแทนที่ของกลโูคเนต 
กับ Cu2+ ในสารประกอบ Cu(OH)2(s) ไดผ้ลิตภัณฑ์เป็น Cu-Glu2ที่ละลายน า้ได้ หลังจากท าการ
กรองเพื่อแยกตะกอน Cu(OH)2 ที่เหลืออยู่ออกไป ก็จะสามารถวัดความเขม้แสงของ Cu-Glu2 ที่
เกิดขึน้ได ้ปรมิาณของ Cu-Glu2 นีจ้ะสมัพนัธโ์ดยตรงกบัความเขม้ขน้ของกรดกลโูคนิค  

ในการทดลองจะเริ่มจากการผสมสารละลาย NaOH และสารละลาย CuSO4 เข้า
ดว้ยกนั จะเกิดตะกอน Cu(OH)2 ขึน้ ซึ่งตะกอนดงักล่าวมีลกัษณะเป็นตะกอนวุน้ สีฟ้า กระจายอยู่
ในสารละลาย จากนั้นเมื่อเติมสารละลายกรดกลูโคนิคในรูปของโซเดียมกลูโคเนต แลว้น าไปให้
ความรอ้นในน า้เดือดเป็นเวลา 5 นาที จะสงัเกตเห็นสารละลายเปลี่ยนเป็นสีน า้เงินเขม้ขึน้แสดงถึง
ปฏิกิรยิาการเกิดสารประกอบ Cu-Glu2 ที่มากขึน้  ในขณะเดียวกนั Cu(OH)2 ที่เหลือจะเปลี่ยนเป็น
ตะกอนสีด าของคอปเปอรอ์อกไซด ์(CuO)   ซึ่งเป็นตะกอนที่มีขนาดใหญ่สามารถตกลงมาอยู่ที่กน้
ภาชนะ จากนัน้ท าการกรองตะกอนออกจากสารละลายก่อนน าไปวดัสเปกตรมัการดดูกลืนแสง 
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อย่างไรก็ดีเพื่อยืนยันการด าเนินไปของปฏิกิริยาการเกิดสารประกอบเชิงซ้อน  
 Cu-Glu2 ผู้วิจัยได้จึงเปรียบเทียบสเปกตรมัของสารละลายที่ได้จากการท าปฏิกิริยา เทียบกับ
สารละลาย CuSO4 เริ่มต้น ที่ความเข้มข้น 12.5 mmol/L ดังแสดงในภาพประกอบ 20  พบว่า

สารละลายทัง้สองมีค่าความยาวคลื่นที่มีการดดูกลืนแสงสงูสุด (max) ที่แตกต่างกัน คือ 650 nm 

และ 800 nm โดยมีค่าการดดูกลืนแสงที่ max  เท่ากบั 0.45 และ 0.15 ส าหรบัสารละลาย Cu-Glu2 

และคอปเปอรซ์ลัเฟต ตามล าดับ ค่า max ของสารที่ไดห้ลงัท าปฏิกิริยาที่เปลี่ยนไปจากสารตัง้ตน้ 

(CuSO4) ยืนยันไดว้่ามีปฏิกิริยาเคมีเกิดขึน้ และค่า max ที่ 650 nm ก็ใกลเ้คียงกับค่า max ของ
สารประกอบ Cu-Glu2 เกิดขึน้ตามที่มีผูเ้คยเสนอไว ้(Alt, 1955) แสดงว่าปฏิกิริยาที่เกิดขึน้ในการ
ทดลองน่าจะเป็นดงัแสดงในสมการท่ี (4) และ (5) ตามล าดบั 

 

Cu2+
(aq)    +   2 OH-

(aq)     →            Cu(OH)2(s)                                  …(4) 

2Glu-
(aq)   +   Cu(OH)2(s)      →        Cu-Glu2                       …(5) 

 

 

ภาพประกอบ 20 สเปกตรมัของสารละลาย CuSO4 เริ่มตน้และสารละลาย Cu-Glu2 ที่เตรียมได ้  

นอกจากนีผู้ว้ิจยัไดศ้ึกษาความสมัพนัธร์ะหว่างสเปกตรมัของสารละลาย Cu-Glu2 ที่
เตรียมไดก้บัความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐานกลโูคเนตที่ความเขม้ขน้ 0.05, 0.10, 0.25 และ 



  44 

0.50  mol/L ได้ผลการทดลองดังแสดงในภาพประกอบ 21 พบว่าทุกสเปกตรมัที่ได้มีค่า max 

เท่ากันที่ 650 nm และค่าการดูดกลืนแสงที่  max นีแ้ปรผันตามความเขม้ขน้ของกลูโคเนต จึงมี
แนวโน้มที่สามารถใชค่้าการดูดกลืนแสงนี ้ในการสรา้งกราฟมาตรฐานเพื่อหาความเขม้ขน้ของ  
กรดกลโูคนิคในตวัอย่างได ้ 

 

 

ภาพประกอบ 21 สเปกตรมัของสารละลาย Cu-Glu2 เมื่อใชส้ารละลายกลโูคเนตมาตรฐาน 
ที่ความเขม้ขน้ 0.05 - 0.50 mol/L  

ต่อมาผูว้ิจยัไดท้ าการศึกษาช่วงความเป็นเสน้ตรงของกราฟมาตรฐานที่ได้ดงัแสดงใน
ภาพประกอบ 22 พบว่าสามารถตรวจวิเคราะห์ปริมาณกลูโคเนตไดใ้นช่วงความเขม้ขน้ 0.03 – 
0.70 mol/L ไดส้มการเสน้ตรง y = 1.800(±0.012)x – 0.025(±0.008) ใหค่้าสมัประสิทธิ์ความเป็น
เสน้ตรง (Coefficient of determination, r2) เท่ากบั 0.998 ค่าขีดจ ากดัต ่าสดุที่สามารถตรวจวดัได ้
(LOD, 3SD) เท่ากับ 0.024 mol/L และค่าขีดจ ากัดต ่าสุดที่สามารถตรวจวิเคราะห์ปริมาณได ้
(LOQ, 10SD) เท่ากับ 0.03 mol/L ค่าความเที่ยงของวิธีวิเคราะห์ (%RSD, n=10)  ได้เท่ากับ 
รอ้ยละ 2.57 คิดจากสารละลายกลโูคเนตมาตรฐานเขม้ขน้ 0.5 mol/L  
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ภาพประกอบ 22 กราฟมาตรฐานที่ไดจ้ากการวดัค่าการดดูกลืนแสงของ Cu-Glu2 ที่ 660 nm 

เมื่อท าการประยุกต์ใช้วิธีวิเคราะห์ด้วยเทคนิคสเปกโตรสโกปีนี ้ในการวิเคราะห์
ปริมาณกลูโคเนตในตัวอย่างเซรั่มบ ารุงผิวที่จ  าหน่วยทั่ วไปในห้างสรรพสินค้า ในจังหวัด
กรุงเทพมหานคร จ านวน 4 ชนิด โดยเจือจางตัวอย่างสองเท่า และสี่เท่าก่อนท าการวิเคราะห์ และ
ศึกษารอ้ยละการคืนกลับดว้ยการเติมกลูโคเนตมาตรฐาน 0.2 mol/L ลงในสารละลายตัวอย่าง 
ไดผ้ลดงัตาราง 5  

ตาราง 5 ปรมิาณกรดกลโูคเนตในตวัอย่างที่วิเคราะหไ์ดด้ว้ยเทคนิคสเปกโตรสโกปี  

ตัวอย่าง การเจือจาง 
ความเข้มข้นกลูโคเนต (mol/L) 

ร้อยละการคืนกลับ 
ตัวอย่างเร่ิมต้น เมื่อเติม Std.Glu  

A 2x 0.308 ± 0.054 0.525 ± 0.017 120.3 
 4x 0.142 ± 0.007 0.366 ± 0.016 107.6 

B 2x 0.053 ± 0.004 0.230 ± 0.005 98.3 
 4x 0.039 ± 0.004 0.225 ± 0.011 103.2 

C 2x 0.031 ± 0.002 0.221 ± 0.006 105.1 
 4x n.d. 0.206 ± 0.003 100.7 

D 2x n.d. 0.173 ± 0.011 81.7 
 4x n.d. 0.180 ± 0.012 87.8 

n.d. คือ ไม่สามารถตรวจวิเคราะหป์รมิาณได ้ 
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จากผลการทดลองพบว่ามีตัวอย่าง A และตัวอย่าง B เท่านั้นที่มีปริมาณกรด 
กลูโคนิคอยู่ในช่วงที่วิเคราะหไ์ด ้โดยมีปริมาณกลูโคเนตอยู่  0.56 และ 0.15 mol/L ในตัวอย่าง A 
และ B ตามล าดับ เมื่อท าการเปรียบเทียบผลวิเคราะหท์ี่ได้ของตัวอย่าง A กับผลวิเคราะห์ดว้ย
เทคนิค HPLC ซึ่งวิเคราะหไ์ดเ้ท่ากบั 0.56 mol/L พบว่ามีค่าใกลเ้คียงกนั และใกลเ้คียงกบัค่าที่ระบุ
ไวท้ี่ฉลากผลิตภัณฑท์ี่ 0.56 mol/L แสดงว่าผลวิเคราะหท์ี่ไดม้ีความถูกตอ้ง และเมื่อท าการศึกษา
ค่ารอ้ยละการคืนกลับในตัวอย่างเครื่องส าอางทั้งสี่ชนิดโดยเติมสารละลายกลูโคเนตมาตรฐาน
เข้มขน้ 0.2 mol/L พบว่าได้ค่า 80 – 120% แสดงว่าองคป์ระกอบของตัวอย่างไม่รบกวนวิธีการ
วิเคราะหป์รมิาณกรดกลโูคนิคในเครื่องส าอาง 

1.2 การติดตามการเปล่ียนแปลงสารประกอบเชิงซ้อน Cu – 5-Br-PSAA  
จากการศึกษาเพิ่มเติมพบว่า Cu2+ สามารถเกิดปฏิกิริยากับ 5-Br-PSAA ได้ใน

สภาวะที่เป็นกรดอ่อน และใหค่้าการดูดกลืนแสงที่สูง ผูว้ิจัยจึงน า 5-Br-PSAA มาใชเ้ป็นรีเอเจนต์
ในการตรวจวดัปรมิาณกลโูคนิคเพื่อเพิ่มความไวในการตรวจวิเคราะห ์ 

ท าการทดลองโดยเติมสารละลาย Cu-Glu2  ที่ไดจ้ากการท าปฏิกิริยาในขอ้ 1 มา 8 
µL ลงในสารละลาย 5-Br-PSAA เขม้ขน้ 0.03 mmol/L ปรมิาตร 2.5 mL พบว่า สารละลายเปลี่ยน
สีจากสีเหลืองสม้เป็นสีม่วง แลว้น าสารละลายที่ไดไ้ปวัดสเปกตรมัที่ความยาวคลื่น 400 ถึง 900 
nm ภาพประกอบ 23 แสดงสเปกตรมัของสารละลายที่ได้เปรียบเทียบกับสเปกตรมัของ 5-Br-

PSAA ที่ไม่ไดผ้สมกับสารละลาย Cu-Glu2 พบว่า  max ของสารประกอบ Cu – 5-Br-PSAA อยู่ที่

ความยาวคลื่น 580 nm ซึ่งแตกต่างไปจาก max ของรีเอเจนต ์5-Br-PSAA ที่ 460 nm แสดงว่า 5-
Br-PSAA เข้าจับกับ Cu2+  ใน Cu-Glu2 ได้ และเกิดเป็น Cu – 5-Br-PSAA ที่ มีสีม่ วงได้ และ
แนวโน้มค่าการดูดกลืนแสงเพิ่มสูงขึน้เมื่อใชส้ารละลายกลูโคเนตมาตรฐานที่ความเขม้ขน้สูงขึน้ 
สามารถน ามาสรา้งกราฟมาตรฐานเพื่อใชใ้นการวิเคราะหป์รมิาณกลโูคเนตหรือกรดกลโูคนิคได ้ 
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ภาพประกอบ 23 สเปกตรมัของสารละลาย 5-Br-PSAA ในบฟัเฟอรแ์อซิเตต pH 4 และสารละลาย  
Cu – 5-Br-PSAA ที่เกิดจากสารละลายกลโูคเนตมาตรฐานเขม้ขน้ 0.05 – 0.25 mol/L 

จากผลของการศึกษาเบือ้งตน้ในช่วงความเขม้ขน้ 0.05 – 0.25 mol/L พบว่าไดก้ราฟ
มาตรฐานดังแสดงในภาพประกอบ 24 สมการเสน้ตรง y = 4.340x + 0.107 และมีสัมประสิทธิ์

ความเป็นเส้นตรง (r2) เท่ากับ 0.997 ซึ่งจะเห็นได้ว่าการใช้  5-Br-PSAA มาช่วยในการติดตาม
ปรมิาณกลโูคเนตจะช่วยใหส้ามารถวดัปรมิาณกลโูคเนตที่ระดบัความเขม้ขน้ต ่าลงได ้

 

 

ภาพประกอบ 24 กราฟมาตรฐานที่ไดจ้ากการวดัค่าการดดูกลืนแสงของสารละลาย  
Cu – 5-Br-PSAA ที่ความยาวคลื่น 580 nm  



  48 

2. การออกแบบและสร้าง µPADs ที่ เหมาะสมกับปฏิกิ ริยาที่ ใช้ ในการตรวจวัด 
กรดกลูโคนิค 

2.1 ออกแบบอุปกรณ ์µPADs  
2.1.1 อุปกรณ ์µPADs ส าหรับวัดความเข้มสีของสารประกอบเชิงซ้อน 

 Cu – Glu2   
ในการติดตามความเขม้สีของสารประกอบ Cu-Glu2 ที่เกิดขึน้ ผูว้ิจยัไดอ้อกแบบ 

µPADs ทั้งหมดสองแบบ โดย µPADs แบบที่  1 เป็น 2D-µPADs มีรูปร่างเป็นดัมเบลแบบไม่
สมมาตร (ภาพประกอบ 16) โดยใหว้งกลมขนาดใหญ่เป็นบรเิวณส าหรบัเกิดปฏิกิริยา แลว้ท าการ
ชะสารประกอบ Cu-Glu2 ออกมาตามช่องทางการไหล ท าการติดตามความเขม้สีที่บรเิวณช่องทาง
การไหล พบว่าสารละลายที่แพรอ่อกมาตามช่องทางการไหลมีระยะทางการแพรไ่ม่สม ่าเสมอในแต่
ละครัง้ถึงแมท้ าการชะดว้ยสารละลาย NaOH ที่ปริมาตรเท่ากนั  ซึ่งมีผลต่อความเขม้สีที่ตรวจวัด
ได ้สารละลายที่แพร่ไปไดไ้กลจะมีความเขม้สีที่นอ้ยกว่าสารละลายที่แพร่ไดใ้กล ้ทั้งนีเ้นื่องจาก
ตะกอนที่เกิดขึน้ในบรเิวณเกิดปฏิกิริยาขดัขวางการไหลของสารละลายออกสูช่่องทางการไหล และ
ตะกอนกระจายตวัอย่างไม่สม ่าเสมอ ท าใหก้ารไหลของสารละลายในแต่ละครัง้แตกต่างกนัออกไป 
ดังผลการทดลองที่แสดงในภาพประกอบ 25 ดังนั้น 2D-µPADs จึงไม่เหมาะสมต่อการตรวจ
ติดตามความเขม้สีของสารประกอบ Cu-Glu2  

µPADs แบบที่ 2 เป็น 3D-µPADs  2 ชัน้ (ภาพประกอบ 17) ถูกพัฒนาเพิ่มเติม
เพื่อลดปัญหาระยะทางการไหลของสารละลายที่ไม่สม ่าเสมอที่ส่งผลต่อความเข้มสี โดยเพิ่ม
วงกลม B  เป็นบริเวณส าหรบัหยดสารละลายต่าง ๆ เพื่อควบคมุใหป้ฏิกิริยาทัง้หมดเกิดขึน้เฉพาะ
ภายในวงกลม B ก่อน แลว้จึงท าการชะ Cu-Glu2 ที่เกิดขึน้ใหไ้หลในแนวด่ิงลงสู่วงกลม A ดา้นล่าง 
และแพร่ออกสู่ช่องทางการไหล จากผลการทดลองที่ไดพ้บว่าสามารถควบคุมระยะทางการไหล
ของสารละลายไดดี้ขึน้ ดงัแสดงในภาพประกอบ 25  ผูว้ิจยัจึงพิจารณาว่า µPADs ที่เหมาะสมกบั
การตรวจวดัความเขม้สีของสารละลาย Cu-Glu2 คือ 3D-µPADs แบบ 2 ชัน้ 
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    (ก)                       (ข)  

ภาพประกอบ 25 ภาพถ่ายแสดงระยะทางการไหลของสารละลายตามช่องทางการไหลของ
อปุกรณ ์(ก) 2D-µPADs และ (ข) 3D-µPADs แบบ 2 ชัน้ 

2.1.2 อุปกรณ ์µPADs ส าหรับวัดความเข้มสีของสารประกอบเชิงซ้อน  
Cu – 5-Br-PSAA 

ในการติดตามความเขม้สีของสารประกอบ Cu – 5-Br-PSAA ส  าหรบัวิเคราะห์
ปรมิาณกรดกลโูคนิคนัน้ ผูว้ิจยัไดอ้อกแบบ µPADs ทัง้หมดสองแบบคือ µPADs แบบที่ 3 และ 4 

µPADs แบบที่  3 คือ 3D-µPADs 2 ชั้นที่มีการหยดสารละลาย 5-Br-PSAA ที่
บริเวณกลม A (ชั้นล่าง)เพื่อใช้ในการติดตามความเข้มสีของสารประกอบ Cu – 5-Br-PSAA 
(ภาพประกอบ 18) โดยใหป้ฏิกิริยาทัง้หมดเกิดขึน้ภายในวงกลม B (ชัน้บน) เช่นเดียวกับแบบที่ 2 
พบว่าเมื่อพับ µPADs ใหว้งกลม B ซอ้นทับวงกลม A ตะกอนคอปเปอรไ์ฮดรอกไซดจ์ะสมัผัสกับ  
5-Br-PSAA ไดโ้ดยตรง ท าใหม้ีการเปลี่ยนสีของ 5-Br-PSAA จากสีเหลืองเป็นสีม่วงไดแ้มเ้มื่อไม่มี
สารกลูโคเนต (แบลงค์) ดังแสดงในภาพประกอบ 26(ก) ดังนั้น 3D-µPADs แบบ 2 ชั้น จึงไม่
เหมาะสมต่อการติดตาม Cu – 5-Br-PSAA  

µPADs แบบที่ 4 คือ 3D-µPADs แบบ 4 ชัน้ (ภาพประกอบ 19) ถูกออกแบบมา
เพื่อใชใ้นการติดตามความเขม้สีของ Cu – 5-Br-PSAA โดยหยด 5-Br-PSAA ที่บริเวณวงกลม A 
ซึ่งเป็นชั้นล่างสุดของอุปกรณ์ และหยดสารละลาย CuSO4 ตลงในวงกลม B และสารละลาย
NaOH ลงในวงกลม  C ทั้งนี ้การหยดสารละลายลงในวงกลมแต่ละวงกลมแยกกันก็เพื่อให้
สารละลายกระจายทั่วทัง้พืน้ที่วงกลม และเมื่อท าการพับครัง้ที่  1 แลว้หยดสารละลาย NaOH ซ า้
อีกครั้งตะกอน Cu(OH)2 จะเกิดขึน้อย่างสม ่าเสมอ ส่วนวงกลม D เป็นชั้นกระดาษเปล่าที่กั้น
ระหว่างตะกอนของคอปเปอรท์ี่เกิดขึน้จากปฏิกิริยาไม่ใหส้มัผัสกับ 5-Br-PSAA โดยตรงเมื่อพับ 
µPADs เป็น 4 ชั้น สามารถป้องกันปัญหาการเปลี่ยนสีของ 5-Br-PSAA ดังเช่นภาพที่แสดงใน
ภาพประกอบ 26(ข) ดงันัน้ µPADs ที่เหมาะสมต่อการติดตามการวดัความเขม้สีของ 5-Br-PSAA 
คือ 3D-µPADs แบบ 4 ชัน้ 
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    (ก)                                      (ข) 

ภาพประกอบ 26 ภาพถ่ายแสดงสี 5-Br-PSAA ที่ผ่านการทดสอบดว้ยแบลงค ์3 ซ  า้เมื่อใช ้ 
(ก) 3D-µPADs แบบ 2 ชัน้ และ (ข) 3D-µPADs แบบ 4 ชัน้ 

2.2 การขึน้รูปอุปกรณ ์µPADs  
ในการขึน้รูปอุปกรณ์ µPADs ดว้ยเทคนิค Wax screen printing พบว่าสามารถขึน้

รูปได้ง่าย สะดวก และได้อุปกรณ์  µPADs เป็นจ านวนมาก  ซึ่งในปริมาณสารผสมระหว่างสี
อีพ็อกซี เรซิ่น และฮารด์เดนเนอร ์ในอตัราสว่น 0.4 : 4 : 4 g สามารถขึน้รูป 3D-µPADs แบบ 4 ชัน้ 
ไดค้รัง้ละประมาณ 160 ชิน้ ภายในเวลาประมาณ 15 นาที และในการสกรีนแต่ละครัง้ ไดอ้ปุกรณ์
ที่สีซึมลงกระดาษจนถึงดา้นหลงั ขนาดของบริเวณตรวจวดัเป็นไปตามที่ก าหนด สามารถน าไปใช้
งานได ้คิดเป็นรอ้ยละ 90  ของจ านวน µPADs ทัง้หมดที่สกรีนได ้ 

 

              

   (ก)            (ข) 

ภาพประกอบ 27 ตวัอย่างอปุกรณ ์3D-µPADs แบบ 4 ชัน้ ไดจ้ากสกรีน (ก) ดา้นหนา้ 
และ (ข) ดา้นหลงัของ µPADs 

3. การศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมต่อการตรวจวิเคราะหป์ริมาณกรดกลูโคนิค 
3.1 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของอุปกรณ์ 3D-µPADs 2 ชั้น ส าหรับวัดความ

เข้มสี Cu-Glu2 

3.1.1 ความเข้มข้นสารละลาย CuSO4  

เนื่องด้วยสารละลาย CuSO4 เป็นรีเอเจนต์ที่ส  าคัญในการเกิด Cu-Glu2  และ
ความเขม้ขน้ของสารละลายส่งผลต่อสญัญาณการวิเคราะห ์และช่วงความเป็นเสน้ตรงของกราฟ
มาตรฐาน ดังนัน้ ผูว้ิจัยจึงท าการศึกษาความเขม้ขน้ของ CuSO4 ที่ 0.5 , 0.7 และ 1.0 mol/L ผล
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การทดลองดังแสดงในภาพประกอบ 28 พบว่า เมื่อใชค้อปเปอรซ์ลัเฟต 0.7 mol/L จะใหแ้นวโนม้
ความสมัพนัธร์ะหว่างสญัญาณและความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐานกลโูคเนตที่มีความเป็น
เสน้ตรงมากที่สดุ การใช ้CuSO4 0.5 mol/L ไม่สามารถท าการตรวจวิเคราะหส์ารละลายกลโูคเนต
ที่ความเข้มข้นสูงได้ เนื่องจากปริมาณของ Cu2+ ไม่เพียงพอต่อการเกิดปฏิกิริยา ส่วนการใช้
สารละลาย CuSO4 ที่ 1.0 mol/L จะท าใหเ้กิดตะกอน Cu(OH)2 จ านวนมาก และขัดขวางการแพร่
ของสารละลายลงสู่กระดาษ ท าใหเ้มื่อท าการหยดสารละลายกลูโคเนตจะมีสารละลายบางส่วน
สามารถไหลออกนอกบริเวณตรวจวิเคราะห์ ส่งผลใหส้่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานที่ค่อนขา้งสูง จึงไม่
เหมาะสมต่อการตรวจวิเคราะห ์ดังนัน้ ความเขม้ขน้ของสารละลายคอปเปอรซ์ลัเฟตที่เหมาะสม
ต่อการตรวจวิเคราะหคื์อที่ 0.7 mol/L 

 

 
(สภาวะการทดลอง : [NaOH] = 1.5 M, eluted = 0.1 M NaOH 15 µL, Heating 80°C, 

2 min, Capture time 10 min, n = 3) 

ภาพประกอบ 28 ผลของความเขม้ขน้ CuSO4 ที่มีต่อการวิเคราะหป์รมิาณกลโูคเนตดว้ยการวดั
ความเขม้สี Cu-Glu2  

3.1.2 ความเข้มข้นของสารละลาย NaOH 
ความเขม้ขน้ของสารละลาย NaOH มีผลต่อการตรวจวิเคราะห ์เนื่องจากการเกิด 

Cu-Glu2 จะตอ้งเกิดในสภาวะเบส ดงันัน้ผูว้ิจยัจึงท าการศึกษาความเขม้ขน้ของสารละลาย NaOH 
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ที่ 1.0, 1.5 และ 2.0  mol/L ภาพประกอบ 29(ก) แสดงแนวโนม้ค่าสญัญาณที่ไดจ้ากการวิเคราะห์
สารละลายกลูโคเนตมาตรฐานในช่วงความเข้มข้น 0.0 – 1.0 mol/L พบว่า เมื่อใช้สารละลาย 
NaOH ที่ 1.0 mol/L ไม่สามารถวิเคราะห์สารละลายกลูโคเนตที่ความเขม้ขน้สูง 0.5 – 1.0  mol/L
ได ้ทั้งนีอ้าจเนื่องมาจากในการเกิด Cu-Glu2 จะตอ้งเกิดในสภาวะที่เป็นเบสคือมี OH- เหลือใน
ระบบ แต่ตามปรมิาณสารสมัพนัธส์ารละลาย NaOH 1.0 mol/L จะเป็นสารก าหนดปริมาณในการ
เกิดตะกอน Cu(OH)2 จึงไม่เหมาะสมที่จะใช้ในการตรวจวิเคราะห์ ส่วนการใช้ NaOH ที่ความ
เข้มขน้ 1.5 และ 2.0 mol/L ในสัญญาณสีที่ไม่แตกต่างกัน แต่ในทางปฏิบัติ การใช้ NaOH 2.0 
mol/L มีโอกาสที่ตะกอน Cu(OH)2 ที่เกิดขึน้หลงัจากหยด CuSO4 กระจายตวัอย่างไม่สม ่าเสมอทั่ว
ทัง้บริเวณที่ท าการวิเคราะหบ์น µPADs ดังแสดงในภาพประกอบ 29(ข) ดังนัน้ 1.5 mol/L จึงเป็น
ความเขม้ขน้ที่เหมาะสมของสารละลาย NaOH ในการตรวจวิเคราะหป์รมิาณกลโูคเนต 

 

 
(สภาวะการทดลอง : [CuSO4] = 0.7 M, eluted = 0.1 M NaOH 15 µL, Heating 80 °C, 

2 min, Capture time 10 min, n = 3) 

ภาพประกอบ 29 ผลของความเขม้ขน้ NaOH ที่มีต่อการตรวจวดัปรมิาณกลโูคเนตดว้ยการวดั
ความเขม้สี Cu-Glu2  

(ก) แนวโน้มของความเขม้สีแปรผันตามความเขม้ขน้ของกลูโคเนตเมื่อใช้สารละลาย
โซเดียม-ไฮดรอกไซดท์ี่ความเขม้ขน้ต่าง ๆ  

(ข) ลกัษณะของตะกอนที่เกิดขึน้ 

(ข) 

(ก) 
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3.1.3 อุณหภูมิในการเกิดปฏิกิริยา 
การใหค้วามรอ้นช่วยใหป้ฏิกิริยาการเกิดสารประกอบ Cu-Glu2 เกิดขึน้ไดเ้ร็วขึน้ 

และช่วยให้ตะกอน Cu(OH)2 ที่มีลักษณะเป็นตะกอนวุ้นเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันเปลี่ยนเป็น
ตะกอน CuO และรวมตัวเป็นตะกอนด าติดอยู่บนกระดาษ ไม่ถูกชะ ลงสู่กระดาษชัน้ล่าง ดังนั้น
ผูว้ิจยัจึงท าการศึกษาการใหค้วามรอ้นดว้ยการน า µPADs ใส่ถุงพลาสติกและตม้ในน า้ที่อณุหภูมิ 
60, 80 และ 100 °C ผลดังแสดงในภาพประกอบ 30 พบว่า การใหค้วามรอ้นที่อุณหภูมิ 60 °C 
เฉพาะที่สารละลายกลโูคเนตเขม้ขน้ 0.3 mol/L มีค่าไม่แตกต่างจากแบลงค ์น่าจะเป็นผลจากการ
ที่ปฏิกิริยาการเกิดสารประกอบเชิงซอ้น Cu-Glu2 เกิดขึน้ไดไ้ม่สมบูรณ์ การใหค้วามรอ้นที่ 60 °C 
จึงไม่สามารถใชใ้นการตรวจวิเคราะหไ์ด ้ส่วนการใหค้วามรอ้นที่ 80 และ 100 °C ใหค่้าเฉลี่ยของ
สญัญาณความเขม้สีที่ไม่แตกต่างกนั ดงันัน้จึงเลือกใชก้ารใหค้วามรอ้น 80 °C ในการเกิดปฏิกิรยิา
ส าหรบัการตรวจวิเคราะห ์

 
(สภาวะการทดลอง : [NaOH] = 1.5 M, [CuSO4] = 0.7 M, eluted = 0.1 M NaOH 15 

µL, Heating time = 3 min, capture time = 10 min, n = 3) 

ภาพประกอบ 30 ผลของอณุหภมูิในการเกิดปฏิกิริยาท่ีมีต่อการตรวจวดัวดัความเขม้สี Cu-Glu2 

3.1.4 เวลาในการให้ความร้อน 
ผูว้ิจยัศึกษาเพิ่มเติมเก่ียวกบัเวลาในการใหค้วามรอ้นที่อณุหภูมิ 80 °C เป็นเวลา 

1, 3 และ 5 นาที แนวโนม้ดงัแสดงในภาพประกอบ 31 พบว่าการใหค้วามรอ้นในช่วงเวลาที่ศึกษา
ใหผ้ลการทดลองที่ใกลเ้คียงกัน ผูว้ิจัยไดเ้ลือกเวลาในการใหค้วามรอ้นที่ 3 นาทีเพื่อให้แน่ใจว่า
ปฏิกิรยิาการเกิด Cu-Glu2 เกิดขึน้ไดส้มบรูณ ์และไม่นานจนเกินไป  
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(สภาวะการทดลอง : [NaOH] = 1.5 M, [CuSO4] = 0.7 M, eluted = 0.1 M NaOH  

15 µL, Heating temp. = 80 °C, capture time = 10 min, n = 3) 

ภาพประกอบ 31 ผลของเวลาในการใหค้วามรอ้นที่มีต่อการตรวจวดัวดัความเขม้สี Cu-Glu2 

3.1.5 เวลาทีใ่ชใ้นการถ่ายรูป 

เวลาที่ใชใ้นการถ่ายรูปมีความส าคัญต่อค่าความเขม้สีของภาพถ่ายที่ไดบ้น µPADs 
ในงานวิจัยนีเ้วลาที่ใชใ้นการถ่ายรูปหมายถึงช่วงเวลาที่นับจากท าการชะดว้ยสารละลาย  NaOH  
จนกระทั่งท าการบนัทึกภาพถ่าย µPADs ในกล่องถ่ายรูปดว้ยสมารท์โฟน ผูว้ิจัยจึงท าการศึกษา
เวลาในการถ่ายรูปที่เหมาะสมที่เวลา 5, 7, 10, 12 และ 15 นาที ภาพประกอบ 32 แสดงแนวโนม้
ของค่าความเขม้สีที่ไดจ้ากการถ่ายภาพที่เวลาต่าง ๆ พบว่าค่าสัญญาณลดลงเมื่อเวลาผ่านไป 
ทัง้นีเ้ป็นเพราะสารละลายบนกระดาษแหง้ขึน้เรื่อย ๆ ความเขม้สีที่สงัเกตเห็นจึงลดลงตามล าดับ 
จึงเลือกใชก้ารถ่ายรูปที่เวลา 10 นาทีในการตรวจวิเคราะหเ์นื่องจากมีส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานต ่า
กว่าการถ่ายรูปที่ 5 และ 7 นาที และยงัสามารถแยกสญัญาณระหว่างแบลงคก์บักลโูคเนตที่ความ
เขม้ขน้ต ่าไดดี้กว่าการถ่ายรูปที่ 12 และ 15 นาที นอกจากนีย้ังเป็นการท าใหม้ั่นใจว่าสารละลาย
สามารถแพรล่งสูช่ัน้ลา่งไดอ้ย่างสมบรูณ ์
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(สภาวะการทดลอง : [NaOH] = 1.5 M, [CuSO4] = 0.7 M, eluted = 0.1 M NaOH 15 

µL, Heating 80°C, 3 min, n = 3) 

ภาพประกอบ 32 ผลของเวลาที่ใชใ้นการถ่ายรูปที่มีต่อการตรวจวดัความเขม้สี Cu-Glu2 

3.1.6 ปริมาตรในการชะ 
ในการตรวจวิเคราะห ์สารประกอบ Cu-Glu2 ที่เกิดขึน้จะอยู่บริเวณวงกลม B ซึ่ง

เป็นชัน้บนของ 3D-µPADs จะถูกชะลงสู่ดา้นล่างดว้ย สารละลาย NaOH เขม้ขน้ 0.1 mol/L เพื่อ
ป้องกนัการละลายของตะกอน Cu(OH)2 ที่เหลือจากปฏิกิรยิา ทัง้นีป้ริมาตรของสารละลายที่ใช้ใน
การชะจะส่งผลต่อระยะทางการไหลของสารละลาย และความเขม้สีของ Cu-Glu2  ที่จะปรากฏบน 
µPADs ชั้นล่าง ผูว้ิจัยจึงท าการศึกษาปริมาตรของสารละลาย  NaOH ดังกล่าวที่ปริมาตร 6, 10 
และ 15 µL แนวโนม้ดงัปรากฏในภาพประกอบ 33 เมื่อท าการชะดว้ยปริมาตรเพียง 6 µL พบว่าไม่
สามารถชะสารละลายลงมาชัน้ล่างไดอ้ย่างสมบูรณ์ แต่เมื่อท าการชะดว้ยสารละลายที่ปริมาตร
มากขึ ้นพบว่าสามารถชะสารละลาย Cu-Glu2 และให้ความเข้มสีที่สูงขึ ้น ดังนั้นปริมาตรที่
เหมาะสม คือ 15 µL 
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(สภาวะการทดลอง : [NaOH] = 1.5 M, [CuSO4] = 0.7 M, eluted = 0.1 M NaOH, 

Heating 80 °C, 3 min, capture time = 10 min, n = 3) 

ภาพประกอบ 33 ผลของปริมาตรตวัชะที่มีต่อการตรวจวดัความเขม้สี Cu-Glu2 

3.2 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของอุปกรณ์ 3D-µPADs 4 ชั้น ส าหรับวัดความ
เข้มสี Cu – 5-Br-PSAA  

3.2.1 ความเข้มข้นของสารละลาย HCl  
เนื่องจากปฏิกิริยาการเกิดสารประกอบ Cu-Glu2 จะเกิดในสภาวะที่เป็นเบส 

ดงันัน้เมื่อท าการชะดว้ยน า้ สารละลาย Cu-Glu2 ที่แพรจ่ากดา้นบนลงมาสูด่า้นล่างจึงอยู่ในสภาวะ
ที่เป็นเบส แต่สารประกอบเชิงซอ้น Cu – 5-Br-PSAA เกิดขึน้ไดดี้และถูกตรวจวัดในสภาวะที่เป็น
กรดอ่อน ดังนั้นจึงต้องหยดสารละลายกรด HCl ที่บริเวณวงกลม A หลังจากหยดสารละลาย  
5-Br-PSAA เพื่อปรบัให้อยู่ในสภาวะที่เป็นกรดเพื่อให้ 5-Br-PSAA สามารถแทนที่กลูโคเนตใน  
Cu-Glu2 ไดดี้ ประกอบกบัสภาวะความเป็นกรดเบสส่งผลต่อสี 5-Br-PSAA ดงันัน้ความเขม้ขน้ของ
กรด HCl จึงสง่ผลต่อสญัญาณการตรวจวิเคราะห ์ภาพประกอบ 34(ก) แสดงค่าความเขม้สีฟ้าที่ได้
จากการตรวจวิเคราะหส์ารละลายมาตรฐานกลูโคเนตที่ความเขม้ขน้ 1 และ 4 mmol/L เมื่อหยด
ด้วยน ้า  และ  HCl เข้มข้น  0.2, 0.5 และ  0.7 mol/L พบว่า การหยด  HCl จะช่วยให้สีของ  
5-Br-PSAA กระจายตวัอย่างสม ่าเสมอทั่วทัง้บริเวณวงกลมมากกว่าการหยดน า้ที่ปริมาตรเท่ากัน   
ดังแสดงในภาพประกอบ 34(ข) และที่ความเขม้ขน้ 0.2 mol/L ให้สัญญาณค่าความเข้มสีฟ้าที่
แตกต่างกันระหว่างสารละลายกลูโคเนตมาตรฐานที่ความเข้มข้น 1 และ 4 mmol/L มากที่สุด 
ดงันัน้ ความเขม้ขน้ที่เหมาะสมของกรด HCl ที่ใชใ้นการตรวจวิเคราะหคื์อ 0.2 mol/L 
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(สภาวะการทดลอง : [CuSO4] = 0.1 M, [NaOH] = 0.5 M, [5-Br-PSAA] = 0.4 mM, 

Heating 80 °C , 1 min, capture time = 15 min, n = 3) 

ภาพประกอบ 34 ผลของความเขม้ขน้ HCl ที่มีต่อการตรวจวดัความเขม้สี Cu – 5-Br-PSAA  

(ก) แนวโนม้ค่าความเขม้สีเมื่อใชH้Clที่ความเขม้ขน้ต่าง ๆ  
(ข) ลกัษณะของ 5-Br-PSAA หลงัการทดลองหยดน า้และHClที่ความเขม้ขน้ต่าง ๆ เมื่อ

วิเคราะหก์ลโูคเนต 1 mmol/L 
3.2.2 อุณหภูมิในการเกิดปฏิกิริยา 

จากการศกึษาผลของอณุหภมูิที่มีต่อค่าสญัญาณพบว่าอณุหภมูิที่เหมาะสมที่สุด 
คือ 80 °C เนื่องจากให้ค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานที่ต  ่าที่สุด และสามารถระบุความแตกต่าง
ระหว่างความเขม้สีที่ไดจ้ากการวิเคราะหแ์บลงค ์และสารละลายกลโูคเนตมาตรฐานเขม้ขน้ 1 และ 
4 mmol/L ไดช้ดัเจนที่สดุ ดงัแสดงในภาพประกอบ 35 

(ข) 

(ก) 
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(สภาวะการทดลอง : [CuSO4] = 0.1 M, [NaOH] = 0.5 M, [5-Br-PSAA] = 0.4 mM, 

[HCl] = 0.2 M, Heating time = 1 min, capture time = 15 min, n = 3) 

ภาพประกอบ 35 ผลของอณุหภมูิในการเกิดปฏิกิริยาท่ีมีต่อการตรวจวดัความเขม้สี  
Cu – 5-Br-PSAA 

3.2.3 เวลาในการให้ความร้อน 
ผูว้ิจัยไดท้ าการศึกษาเพิ่มเติมถึงเวลาในการใหค้วามรอ้นที่อุณหภูมิ 80 °C ดัง

แสดงในภาพประกอบ 36 เมื่อพิจารณาที่สัญญาณของแบลค์กับที่กลูโคเนตเขม้ข้น 1 mmol/L 
พบว่าสญัญาณมีค่าเพิ่มขึน้เมื่อเพิ่มเวลาในการใหค้วามรอ้นจาก 30 วินาที ถึง 2 นาทีก่อนจะเริ่ม
คงที่ ในขณะที่แนวโน้มของสญัญาณเมื่อใชก้ลูโคเนตเขม้ขน้ 4 mmol/L มีแนวโนม้ค่อย ๆ ลดลง
เมื่อเวลาเพิ่มขึน้ และเมื่อพิจารณาความแตกต่างของสญัญาณที่ไดร้ะหว่าง แบลงคแ์ละกลโูคเนต
เขม้ขน้ 1 และ 4 mmol/L พบว่า การใหค้วามรอ้นในช่วงเวลา 30 วินาที ถึง 2 นาที จะใหค่้าความ
เขม้สีเมื่อวิเคราะหแ์บลงค ์และสารละลายกลูโคเนตมาตรฐานที่แตกต่างกันมาก แต่กลับมีส่วน
เบี่ยงเบนมาตรฐานที่สงู ในขณะที่การใหค้วามรอ้นที่ 3 นาที ใหค่้าความแตกต่างของสญัญาณที่ได้
ระหว่างแบลงค์และกลูโคเนตเข้มข้น 1 และ 4 mmol/Lที่ลดลงเล็กน้อย แต่มีค่าส่วนเบี่ยงเบน
มาตรฐานที่ต  ่าลง ดังนั้น การให้ความรอ้นเป็นเวลา 3 นาทีจึงเหมาะสมต่อการใชใ้นการตรวจ
วิเคราะหม์ากที่สดุ 
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(สภาวะการทดลอง : [CuSO4] = 0.1 M, [NaOH] = 0.5 M, [5-Br-PSAA] = 0.4 mM, 

[HCl] = 0.2 M, Heating temp. = 80°C, capture time = 10 min, n = 3) 

ภาพประกอบ 36 ผลของเวลาในการใหค้วามรอ้นที่มีต่อการตรวจวดัความเขม้สี Cu – 5-Br-PSAA 

3.2.4 เวลาทีใ่ช้ในการถ่ายรูป 
เวลาที่ใช้ในการถ่ายรูปส่งผลต่อการวิเคราะห์ความเข้มสี ซึ่งเวลาดังกล่าวคือ

ช่วงเวลาหลงัจากท าการชะสารละลายดว้ยน า้จนถึงเวลาที่ท าการบนัทึกภาพถ่าย ผลการทดลอง
ในภาพประกอบ 37 แสดงแนวโน้มของค่าความเขม้สีที่ ไดจ้ากการถ่ายภาพที่เวลาต่าง ๆ ตั้งแต่  
10 – 17 นาที พบว่าค่าความเขม้สีที่วดัไดม้ีแนวโนม้ที่จะเพิ่มขึน้เมื่อใชเ้วลาในการถ่ายภาพนานขึน้ 
แต่ที่เวลามากกว่า 15 นาทีขึน้ไป พบว่าสัญญาณของสารมาตรฐานกลูโคเนต 1 mmol/L มีค่า
เท่ากัน ทัง้นีอ้าจเป็นผลมาจากการเปลี่ยนสีของ 5-Br-PSAA ที่ไม่เสถียรหลงัท าการตม้แลว้รอจน
แหง้แลว้ ดงันัน้เวลาที่ใชใ้นการถ่ายรูปที่เหมาะสมคือ 10 นาที เนื่องจากแยกความแตกต่างระหว่าง
ความเขม้สีที่ไดจ้ากการวิเคราะหแ์บลงค ์สารละลายกลโูคเนตมาตรฐาน 1 และ 4 mmol/L ไดดี้  
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(สภาวะการทดลอง : [CuSO4] = 0.1 M, [NaOH] = 0.5 M, [5-Br-PSAA] = 0.4 mM, 

[HCl] = 0.2 M, eluted H2O 25 µL, Heating = 80°C, 3 min, n = 3) 

ภาพประกอบ 37 ผลของเวลาในการถ่ายภาพที่มีต่อการวดัความเขม้สี Cu – 5-Br-PSAA 

3.2.5 ความเข้มข้นของสารละลาย NaOH 
ความเข้มข้นของ NaOH ส่งผลการเกิดปฏิกิริยาสารประกอบเชิงซ้อน  Cu-Glu2 ที่

เกิดขึน้ อีกทัง้ปรมิาณ NaOH ที่เหลือจากปฏิกิรยิาการเกิด Cu(OH)2 สามารถถกูชะลงมาในชัน้ลา่ง 
สง่ผลต่อสีของสารประกอบ 5-Br-PSAA  อีกดว้ย ผูว้ิจยัจึงไดท้ าการศกึษาความเขม้ขน้ของ NaOH 
ที่ 0.2, 0.5, 0.7 และ 1.0 mol/L โดยศึกษาที่ความเขม้ขน้ของสารละลายกลโูคเนตมาตรฐานตัง้แต่ 
0 ถึง 6 mmol/L จากผลการทดลอง ดังแสดงในภาพประกอบ 38 พบว่าที่ NaOH 0.2 mol/Lใหค่้า
ความเขม้สีฟ้าที่ไม่แตกต่างกนัเมื่อความเขม้ขน้ของกลโูคเนตเปลี่ยนไป แสดงถึงปรมิาณ  NaOH ที่
ไม่เพียงพอในการเขา้ท าปฏิกิรยิา ในขณะที่ความเขม้ขน้ตัง้แต่ 0.5 mol/L ขึน้ไป มีแนวโนม้ว่าความ
เขม้แสงที่วดัไดจ้ะมีค่าเพิ่มขึน้อย่างชดัเจนในช่วงแรก ก่อนที่การเปลี่ยนแปลงจะนอ้ยลงเมื่อความ
เขม้ขน้ของกลูโคเนตเพิ่มขึน้ ความกวา้งของช่วงที่มีการเพิ่มขึน้อย่างชัดเจนนีจ้ะไม่เท่ากัน โดยจะ
กวา้งมากขึน้เมื่อความเขม้ขน้ของ NaOH เพิ่มขึน้ อาจเป็นเพราะที่ความเขม้ขน้ NaOH สงู ๆ ช่วย
ใหส้มดลุของการเกิด Cu-Glu2 ดงัสมการที่ 5 เกิดไดม้ากขึน้ ท าใหส้ามารถติดตามกลโูคเนตในช่วง
ที่กวา้งขึน้ได ้ดงันัน้ความเขม้ขน้ของ NaOH ที่เหมาะสมคือ 1.0 mol/L 

2Glu-
(aq)   +   Cu(OH)2(s)              Cu-Glu2                 …..(5) 
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(สภาวะการทดลอง : [CuSO4] = 0.1 M, [5-Br-PSAA] = 0.4 mM, [HCl] = 0.2 M, 

Heating = 80°C, 3 min, eluted H2O 25 µL,  Capture time 10 min, n = 3)  

ภาพประกอบ 38 ผลของความเขม้ขน้ NaOH ที่ต่อการตรวจวดัความเขม้สี Cu – 5-Br-PSAA 

3.2.6 ความเข้มข้นของสารละลาย 5-Br-PSAA 
ผู้วิจัยท าการศึกษาความเข้มข้นของสารละลาย 5-Br-PSAA ในสาระละลาย

บฟัเฟอรแ์อซิเตต pH 4 ที่มีผลต่อสญัญาณความเขม้สีที่ความเขม้ขน้ 0.4, 0.6 และ 0.8 mmol/L 
แนวโนม้ดงัแสดงในภาพประกอบ 39 พบว่าเมื่อใช ้5-Br-PSAA ที่ความเขม้ขน้เพิ่มขึน้ค่าความเขม้
สีฟ้าที่วัดได้จะลดลง เนื่องจากสารละลาย 5-Br-PSAA มีสีเหลือง ดังนั้นที่ความเข้มข้นของ  
5-Br-PSAA ส่งผลใหค่้าความเขม้สีฟ้าที่วัดไดม้ีค่าต ่าลง อย่างไรก็ดีพบว่าความเขม้แสงสีฟ้าที่วัด
ได้ แปรผันตามปริมาณกลูโคเนตในช่วง 1 ถึง 6 mmol/Lในทุกความเข้มข้นของ 5-Br-PSAA ที่
ศึกษา ผู้วิจัยจึงเลือกใช้ 5-Br-PSAA ที่ความเข้มข้น 0.8 mmol/L ในการตรวจวิเคราะห์ เพื่อให้
แน่ใจว่า 5-Br-PSAA มีเพียงพอในการตรวจวดักลโูคเนตในช่วงที่ท าการศกึษา 
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(สภาวะการทดลอง : [CuSO4] = 0.1 M, [NaOH] = 1.0 M, [HCl] = 0.2 M, Heating = 

80°C, 3 min, eluted = H2O 25 µL, Capture time 10 min, n = 3) 

ภาพประกอบ 39 ผลของความเขม้ขน้ 5-Br-PSAA ที่มีต่อการตรวจวดัความเขม้สี  
Cu – 5-Br-PSAA 

3.2.7 ความเข้มข้นสารละลาย CuSO4 

สารละลาย CuSO4 เป็นรีเอเจนต์ในการท าปฏิกิริยากับกลูโคเนต จึงจ าเป็นที่
จะต้องท าการศึกษาเพื่อให้ได้ความเข้มข้นที่ เหมาะสมส าหรับการวิเคราะห์ ในงานวิจัยนี ้ได้
ท าการศึกษาความเข้มข้นของสารละลายคอปเปอรซ์ัลเฟต ที่  0.1, 0.5 และ 1.0 mol/L โดยใช้
สารละลายกลูโคเนตมาตรฐานในช่วง 1 ถึง 8 mmol/L ภาพประกอบ 40 แสดงผลการทดลอง 
พบว่าความเขม้สีที่วดัไดจ้ะมีค่าลดลงเมื่อความเขม้ขน้ CuSO4 เพิ่มขึน้ แสดงถึงปริมาณ Cu-Glu2 
ที่ถกูชะลงมาท าปฏิกิรยิากบั 5-Br-PSAA ไดล้ดลง ทัง้นีเ้นื่องมาจากท่ีความเขม้ขน้ของ CuSO4มาก
ขึน้จะท าใหเ้กิดตะกอนของ Cu(OH)2 มีจ านวนมากขึน้ในชัน้บนของกระดาษ ส่งผลใหไ้ปขวางการ
ชะสารประกอบ Cu-Glu2 ท าให้มีปริมาณ Cu-Glu2 ที่ถูกชะลงมาถึงชั้นล่าง (ที่เป็นส่วนของการ
ตรวจวดั)ลดลง สมมติฐานนีส้อดคลอ้งกบัผลที่ไดจ้ากสงัเกตสีของ Cu – 5-Br-PSAA ที่ไดจ้ากการ
ใชส้ารละลาย CuSO4 1.0 mol/L ดังแสดงในภาพประกอบ 40(ข) ในขณะท าการหยดในขั้นแรก
พบว่าเกิดตะกอน Cu(OH)2 รวดเร็วและไม่สม ่าเสมอทั่ววงกลม แต่ส่วนใหญ่จะเกิดอยู่บริเวณตรง
กลางที่หยดสารละลาย และขวางการไหลของสารละลาย เมื่อท าการชะสารละลายดว้ย NaOH 
เจือจางจึงสงัเกตไดว้่า สีม่วงของ Cu –5-Br-PSAA ที่เกิดขึน้ก็ไม่สม ่าเสมอตามไปดว้ย จึงเลือกใช ้
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CuSO4 ที่  0.5 mol/L ในการวิเคราะห์ต่อไป เนื่องจากให้ค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานที่ไม่มาก
จนเกินไป และมีแนวโนม้ที่จะใหช้่วงความเป็นเสน้ตรงของกลูโคเนตในช่วง 2 – 8 mol/L ซึ่งกวา้ง
กว่าช่วงความเป็นเส้นตรงที่ได้จากความเข้มข้นคอปเปอรซ์ัลเฟตที่ 0.1 mol/L (ช่วงความเป็น
เสน้ตรง: 1 – 4 mmol/L) 

 
(สภาวะการทดลอง : [NaOH] = 1.0 M, [5-Br-PSAA] = 0.8 mM, [HCl] = 0.2 M, 

Heating = 80 °C , 3 min, eluted H2O 25 µL, capture time = 10 min, n = 3) 

ภาพประกอบ 40 ผลของความเขม้ขน้ CuSO4 ที่มีผลต่อการตรวจวดัความเขม้สี Cu – 5-Br-PSAA 

(ก) ความเขม้สีที่ตรวจวดัได ้เมื่อใช ้CuSO4 ที่ความเขม้ขน้ต่าง ๆ  
(ข) ลกัษณะสีของ 5-Br-PSAA ที่ไดจ้ากการวิเคราะหก์ลโูคเนตเขม้ขน้ 4 mmol/L เมื่อใช ้

CuSO4 ที่ความเขม้ขน้ต่าง ๆ  

4. การตรวจสอบประสิทธิภาพของวิธีวิเคราะห์ปริมาณกรดกลูโคนิคด้วย µPADs ที่
พัฒนาขึน้ 

ในการศึกษาประสิทธิภาพของวิธีการวิเคราะห์ 3D-µPADs ที่พัฒนาขึน้ส าหรบัติดตาม
ความเข้มสี Cu-Glu2 และ Cu – 5-Br-PSAA ทั้ง 2 แบบ ถูกน ามาใชใ้นการวิเคราะหส์ารละลาย
กลโูคเนตมาตรฐานภายใตส้ภาวะที่เหมาะสม แลว้สรา้งกราฟมาตรฐานส าหรบัการตรวจวิเคราะห์
ปริมาณกลโูคเนตดังแสดงในภาพประกอบ 41 – 42 โดยการติดตาม Cu-Glu2 ซึ่งมีสีน า้เงิน ผูว้ิจัย
เลือกวิเคราะหส์ญัญาณความเขม้สีแดงที่ลดลง (Inverted red intensity) และส าหรบัการติดตาม

(ก) 

(ข) 
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ความเข้มสีของ Cu – 5-Br-PSAA ซึ่งมีสีม่วง จะวิเคราะห์สัญญาณความเข้มสีน ้าเงิน (Blue 
Intensity) เนื่องจากช่องสีทัง้สองใหก้ารเปลี่ยนแปลงของสญัญาณที่แปรผันตามความเขม้ขน้ของ
สารละลายไดช้ดัเจนและมีแนวโนม้เป็นเสน้ตรงมากท่ีสดุ  

 

 
(สภาวะการทดลอง : [NaOH] = 1.5 M, [CuSO4] = 0.7 M, eluted = 0.1 M NaOH  

15 µL, Heating 80°C, 3 min, capture time = 10 min, n = 3) 

ภาพประกอบ 41 กราฟมาตรฐานส าหรบัติดตามความเขม้สีของสารประกอบเชิงซอ้น Cu-Glu2 
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(สภาวะการทดลอง : [CuSO4] = 0.5 M, [NaOH] = 1.0 M, [5-Br-PSAA] = 0.8 mM, 

[HCl] = 0.2 M, Heating = 80 °C , 3 min, eluted H2O 25 µL, capture time = 10 min, n = 3) 

ภาพประกอบ 42 กราฟมาตรฐานส าหรบัติดตามความเขม้สีของสารประกอบเชิงซอ้น  
Cu – 5-Br-PSAA  

จากผลการทดลองที่ไดท้ี่สภาวะที่เหมาะสมของทัง้สองวิธี สามารถสรุปประสิทธิภาพของ
วิธีวิเคราะหท์ี่พฒันาขึน้ดงั ตาราง 6 วิธีวิเคราะหโ์ดยใชอ้ปุกรณ ์3D-µPADs โดยการตรวจวดัสีของ 
Cu-Glu2 โดยตรง สามารถตรวจวิเคราะหป์รมิาณกลโูคเนตไดใ้นช่วงความเขม้ขน้ 0.3 – 1.0  mol/L 
ใหค่้าขีดจ ากัดต ่าสุดที่สามารถตรวจวัดได้ (LOD, 3SD) เท่ากับ 0.12 mol/L ค่าขีดจ ากัดต ่าสุดที่
สามารถตรวจวิเคราะห์ปริมาณได้ (LOQ, 5SD) เท่ากับ 0.20 mol/L และค่าความเที่ยงของวิธี
วิเคราะห ์(%RSD, n=10) ไดเ้ท่ากบัรอ้ยละ 4.80 

ส่วนการวิเคราะหโ์ดยอาศยัการติดตามความเขม้สีของสารประกอบเชิงซอ้น Cu – 5-Br-
PSAA ภายใตส้ภาวะที่เหมาะสม พบว่าสามารถตรวจวิเคราะหป์ริมาณกลูโคเนตไดใ้นช่วงความ
เข้มข้น 3 – 7 mmol/L ให้ค่าขีดจ ากัดต ่าสุดที่ สามารถตรวจวัดได้ (LOD, 3SD) เท่ากับ 2.25 
mmol/L และค่าขีดจ ากัดต ่าสุดที่สามารถตรวจวิเคราะห์ปริมาณได้ (LOQ, 5SD) เท่ากับ 2.86 
mmol/L ค่าความเที่ยงของวิธีวิเคราะห ์(%RSD, n=10) ไดเ้ท่ากบั รอ้ยละ 3.68 
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ตาราง 6 ประสิทธิภาพของวิธีวิเคราะหด์ว้ย 3D-µPADs 2 ชัน้ พี่พฒันาขึน้ ส  าหรบัวดัความเขม้สี 
Cu-Glu2 และ 3D-µPADs 4 ชัน้ ส าหรบัวดัความเขม้สี Cu – 5-Br-PSAA 

คุณลักษณะ 
ค่าทีไ่ด ้

3D-µPADs 2 ชัน้ 3D-µPADs 4 ชัน้ 

ช่วงความความเข้มข้นที่สามารถ 

ท าการตรวจวดัได ้(Working range)  
0.3 – 1.0 mol/L 3 – 7 mmol/L 

สมการเสน้ตรงของกราฟมาตรฐาน y = 51.24(±1.75)x  

+ 77.37(±1.27) 

y = 8.88(±1.49)x  

+ 83.80(±0.29) 

สมัประสิทธ์ิความเป็นเสน้ตรง (r2) 0.996 0.997 

ค่าต ่าสดุที่สามารถตรวจวดัได ้ 

(LOD, 3SD), 
0.12 mol/L 2.25 mmol/L 

ค่าต ่าสดุที่สามารถวิเคราะห ์

ปรมิาณได ้(LOQ, 5SD), 
0.20 mol/L 2.86 mmol/L 

ความเที่ยงของวิธีวิเคราะห ์ 

(%RSD, n=10) 

4.80 % 

(0.5 mol/L) 

3.68 % 

(4 mmol/L) 

5. การประยุกต์ใช้อุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ของไหลจุลภาคฐานกระดาษ (µPADs) ที่
พัฒนาขึน้ในการตรวจวิเคราะหป์ริมาณกรดกลูโคนิคในตัวอย่างผลิตภัณฑบ์ ารุงผิว 

วิธีการที่พฒันาขึน้ร่วมกบัการใช้อปุกรณต์รวจวิเคราะหข์องไหลจุลภาคฐานกระดาษ ถูก
น ามาใชใ้นการตรวจวิเคราะหป์รมิาณกรดกลโูคนิคในตวัอย่างผลิตภณัฑเ์ซรั่มบ ารุงผิวที่มีจ าหน่าย
ในรา้นค้าทั่วไป ภายในเขตกรุงเทพมหานคร การเตรียมตัวอย่างท าได้โดยการเจือจางด้วยน ้า
ปราศจากไอออนก่อนการวิเคราะห ์แลว้ศึกษาประสิทธิภาพของวิธีวิเคราะหโ์ดยรายงานเป็นรอ้ย
ละการคืนกลบั (%Recovery) ดงันี ้ 

3D-µPADs 2 ชั้น ที่พัฒนาขึน้ส าหรบัติดตามความเข้มสี Cu-Glu2 ถูกน ามาใช้ในการ
ตรวจวิเคราะหป์ริมาณกลโูคเนตในตวัอย่างผลิตภณัฑบ์ ารุงผิว 3 ชนิด ที่เจือจาง 2, 4 และ 10 เท่า 
เมื่อท าการตรวจวิเคราะหด์ว้ยวิธีที่พฒันาขึน้ ไดผ้ลการวิเคราะหด์งัแสดงในตาราง 7 เมื่อศกึษารอ้ย
ละการคืนกลบัของวิธีวิเคราะหโ์ดยการเติมสารละลายกลโูคเนตมาตรฐาน 0.5 mol/Lลงในตวัอย่าง
พบว่า ที่การเจือจางตัวอย่าง 2 เท่า จะมีรอ้ยละการคืนกลับต ่ากว่าการเจือจางที่ 4 เท่า และ 10 
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เท่าตามล าดบั นั่นแสดงว่ามีสารรบกวนในตวัอย่าง เมื่อท าการเจือจางตวัอย่างใหม้ากขึน้ ปริมาณ
สารรบกวนจึงลดลง รอ้ยละการคืนกลบัขึน้มีค่าเขา้ใกลร้อ้ยละ 100 มากขึน้  

ตาราง 7 ปรมิาณกรดกลโูคนิคในตวัอย่างที่วิเคราะหไ์ดด้ว้ย 3D-µPADs 2 ชัน้ ส  าหรบัวดัความเขม้
สี Cu-Glu2 

ตัวอย่าง การเจือจาง 
ความเข้มข้นกลูโคเนต (mol/L) 

ร้อยละการคืนกลับ 
ในตัวอย่างเร่ิมต้น เมื่อเติม Std.Glu 

A 2x n.d. 0.69 ± 0.07 66 
4x n.d. 0.55 ± 0.07 89 

10x n.d. 0.55 ± 0.07 89 
B 2x n.d. 0.54 ±0.04 85 

4x n.d. 0.55 ± 0.10 92 
10x n.d. 0.73 ± 0.04 95 

C 2x n.d. 0.50 ± 0.21 83 
4x n.d. 0.56 ± 0.12 93 

10x n.d. 0.68 ± 0.02 116 

n.d. คือ ไม่สามารถตรวจวิเคราะหป์รมิาณได ้ 

ทัง้นีใ้นการตรวจวิเคราะหต์ัวอย่าง A ซึ่งเป็นตัวอย่างที่มีการระบุปริมาณกรดกลูโคนิค
เป็นองค์ประกอบในปริมาณ  0.561 mol/L แต่พบว่าวิธีที่พัฒนาขึน้ไม่สามารถตรวจวิเคราะห์
ปริมาณกรดกลูโคนิคที่มีอยู่ในตัวอย่างได้ ทั้งนี ้อาจเป็นผลจากการรบกวนขององค์ประกอบ 
ในตวัอย่างที่ท าใหผ้ลการวิเคราะหไ์ดน้อ้ยกว่าที่ควรจะเป็น ซึ่งสอดคลอ้งกบัค่ารอ้ยละการคืนกลบั
ที่ไดเ้พียงรอ้ยละ 66 เท่านัน้ 

3D-µPADs 4 ชั้น ที่พัฒนาขึน้ส าหรับติดตามความเข้มสี Cu – 5-Br-PSAA เพื่อเพิ่ม
ความไวในการตรวจวัด ถูกน ามาใชใ้นการตรวจวิเคราะหป์ริมาณกลูโคเนตในตัวอย่างเซรั่มบ ารุง
ผิว 2 ชนิด ที่ถูกเจือจาง 150 เท่า และ 200 เท่า ตารางที่ 8 แสดงผลการวิเคราะห์ด้วย µPADs 
ส  าหรับติดตามความเข้มสีของ Cu – 5-Br-PSAA  เมื่อวิเคราะห์ร้อยละการคืนกลับโดยเติม
สารละลายกลูโคเนตมาตรฐาน 0.3 mol/L ลงในตัวอย่าง พบว่ารอ้ยละการคืนกลบัอยู่ในช่วง รอ้ย
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ละ 82 – 101 ซึ่งอยู่ในช่วงที่ยอมรับได้ นั่นแสดงว่าองค์ประกอบของตัวอย่างไม่รบกวนการ
วิเคราะหด์ว้ยวิธีนี ้

ตาราง 8 ปรมิาณกรดกลโูคนิคในตวัอย่างที่วิเคราะหไ์ดด้ว้ย 3D-µPADs 4 ชัน้ ส  าหรบัวดัความเขม้
สี Cu – 5-Br-PSAA 

ตัวอย่าง การเจือจาง 
ความเข้มข้นกลูโคเนต (mmol/L) 

ร้อยละการคืนกลับ 
ในตัวอย่างเร่ิมต้น เมื่อเติม Std.Glu 

A 150x 2.55 ± 0.63 5.28 ± 0.19 87 
200x 4.17 ± 0.63 7.01 ± 0.57 90 

B 150x n.d. 2.58 ± 0.24 82 
200x n.d. 3.20 ± 0.29 102 

n.d. คือ ไม่สามารถตรวจวิเคราะหป์รมิาณได ้ 

ในการวิเคราะห์ตัวอย่าง A ด้วย 3D-µPADs 4 ชั้น  ที่พัฒนาขึ ้น สามารถตรวจพบ
สญัญาณของกลโูคเนตในตวัอย่าง A ไดเ้ท่ากบั 0.435 ± 0.021 mol/L และ 0.759 ± 0.085 mol/L 
ส  าหรบัการเจือจางตวัอย่าง 150 เท่า และ 200 เท่าตามล าดบั ซึ่งแตกต่างจากที่ระบุไวข้า้งขวด คือ
ปริมาณ 0.561 mol/L ทั้งนีค้วามคลาดเคลื่อนอาจมาจากการเจือจางตัวอย่าง หรือความคลาด
เคลื่อนจากวิธีการวิเคราะห์ท าให้เมื่อค านวณกลับไปที่ความเข้มข้นตั้งต้นแลว้ท าใหม้ีค่าความ
คลาดเคลื่อนเท่ากับ รอ้ยละ 22 และรอ้ยละ 35 ส าหรับการเจือจางที่  150 เท่า และ 200 เท่า 
ตามล าดบั 
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บทที ่5 
สรุปผล อภปิรายผลการวิจัย และข้อเสนอแนะ 

งานวิจยันีเ้ป็นการพฒันาอุปกรณต์รวจวิเคราะหข์องไหลจุลภาคฐานกระดาษ (µPADs) 
เพื่อใชใ้นการตรวจวิเคราะหป์ริมาณกรดกลูโคนิค และผูว้ิจัยไดป้ระยุกตใ์ชว้ิธีการที่พัฒนาขึน้ใน
การตรวจวิเคราะหป์รมิาณกรดกลโูคนิคในผลิตภณัฑเ์ครื่องส าอางประเภทเซรั่มบ ารุงผิว  

เบือ้งตน้ผูว้ิจัยท าการศึกษาความเป็นไปไดใ้นการตรวจวิเคราะหก์รดกลูโคนิคโดยอาศัย
ปฏิกิริยาการเกิดสารประกอบเชิงซอ้น Cu-Glu2 ในสภาวะเบส โดยท าการทดลองใหห้ลอดทดลอง
และวดัค่าการดดูกลืนแสงที่ 650 nm พบว่า สามารถตรวจวิเคราะหป์รมิาณกรดกลโูคนิคไดใ้นช่วง
ความเข้มข้น 0.03 – 0.70 mol/L ให้ค่าความเป็นเส้นตรง (Coefficient of determination, r2) 
เท่ากับ 0.998 ค่าขีดจ ากัดต ่าสุดที่สามารถตรวจวัดได้ (LOD, 3SD) เท่ากับ 0.024 mol/L และค่า
ขีดจ ากัดต ่าสุดที่สามารถตรวจวิเคราะห์ปริมาณได้ (LOQ, 10SD) เท่ากับ 0.03 mol/L ค่าความ
เที่ยงของวิธีวิเคราะห์ (%RSD, n=10)  ได้เท่ากับรอ้ยละ 2.57  คิดจากความเข้มข้น 0.5 mol/L 
และปฏิกิริยาดังกล่าวสามารถน ามาประยุกต์ใช้ในการตรวจวิเคราะห์ปริมาณกรดกลูโคนิคใน
ตัวอย่างเซรั่มบ ารุงผิวที่มีจ าหน่ายในหา้งสรรพสินคา้ไดใ้กลเ้คียงความเขม้ขน้ที่ไดจ้ากการตรวจ
วิเคราะหด์ว้ยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC) และความเขม้ขน้ที่ระบุไวบ้น
ฉลากของผลิตภณัฑ ์และยังมีรอ้ยละการคืนกลบัในช่วง รอ้ยละ 80 – 120 ซึ่งเป็นช่วงที่ยอมรบัได ้
แสดงว่าวิธีการวิเคราะหน์ีส้ามารถวิเคราะหต์วัอย่างจรงิได ้ 

นอกจากนีผู้ว้ิจยัยงัไดศ้ึกษาความเป็นไปไดใ้นการเพิ่มความไวในการตรวจวิเคราะหโ์ดย
อาศัย 5-Br-PSAA มาใช้เป็นรีเอเจนต์ในการตรวจวัด ซึ่งพบว่า 5-Br-PSAA สามารถเข้าจับกับ 
Cu2+ แทนที่กลโูคเนตและเกิดเป็น Cu – 5-Br-PSAA ที่มีสีม่วง วดัค่าการดดูกลืนแสงไดท้ี่ 580 นโน
เมตร ในช่วงความเข้มข้นของ Cu – 5-Br-PSAA ที่  0.3 – 20 µmol/L นั่ นก็แสดงว่าสามารถ
วิเคราะหป์ริมาณของกลโูคเนตที่ความเขม้ขน้ต ่า ๆ ไดจ้ากการติดตามความเขม้สีของสารประกอบ
เชิงซอ้นดงักลา่ว  

อุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ของไหลจุลภาคฐานกระดาษ (Microfluidic paper-based 
analytical devices หรือ µPADs) ในงานวิจัยนี ้  ถูกออกแบบให้มีลักษณะเป็น 3D-µPADs 
สามารถพบัได ้เพื่อสะดวกต่อการกรองตะกอนที่อาจสง่ผลต่อการตรวจวิเคราะห์ ซึ่ง 3D-µPADs มี
ทั้งแบบ 2 ชั้น และ 4 ชั้น เพื่อใชใ้นการติดตามความเขม้สีของ Cu -Glu2 และ Cu – 5-Br-PSAA 
ตามล าดับ โดยเป็นอุปกรณ์ที่มีขนาดเล็ก เมื่อท าการพับอุปกรณ์แลว้ มีขนาดพียง 17 mm × 42 
mm ใช้สารปริมาณน้อยเพียง 6 µL ต่อการหยดหนึ่งครัง้ในการตรวจวิเคราะห์ สามารถใช้ได้
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สะดวกและมีราคาถูกกว่าการใชเ้ครื่องมือในหอ้งปฏิบติัการ การขึน้รูปอปุกรณ์ µPADs ใชเ้ทคนิค 
wax screen printing ซึ่งสามารถขึน้รูปไดง้่าย สะดวก และไดอุ้ปกรณ์ µPADs ปริมาณมาก และ
สามารถควบคมุลกัษณะ ขนาดของบรเิวณชอบน า้ไดอ้ย่างสม ่าเสมอ  

3D-µPADs แบบ 2 ชัน้ ที่พัฒนาขึน้เพื่อติดตามความเขม้สีของ Cu-Glu2 สามารถตรวจ
วิเคราะห์ปริมาณกลูโคเนตได้ในช่วงความเข้มข้น 0.3 – 1.0 mol/L ให้ค่าความเป็นเส้นตรง 
(Coefficient of determination, r2) เท่ากบั 0.996 มค่ีาขีดจ ากดัต ่าสดุที่สามารถตรวจวดัได ้(LOD, 
3SD) และค่าขีดจ ากัดต ่าสุดที่สามารถตรวจวิเคราะหป์ริมาณได้ (LOQ, 5SD) เท่ากับ 0.12 และ 
0.20 mol/L ตามล าดบั ค่าความเที่ยงของวิธีวิเคราะห ์(%RSD, n=10) ไดเ้ท่ากบัรอ้ยละ 4.80  

3D-µPADs แบบ 4 ชั้น  ที่พัฒนาขึ ้นเพื่ อติดตามความเข้มสีของ Cu – 5-Br-PSAA 
สามารถตรวจวิเคราะหป์รมิาณกลโูคเนตไดใ้นช่วงความเขม้ขน้ต ่าที่ 3 – 7 mmol/L ใหค่้าความเป็น
เสน้ตรง (Coefficient of determination, r2) เท่ากบั 0.997 มีค่าขีดจ ากดัต ่าสดุที่สามารถตรวจวัด
ได ้(LOD, 3SD) และค่าขีดจ ากัดต ่าสุดที่สามารถตรวจวิเคราะหป์ริมาณได้ (LOQ, 5SD) เท่ากับ 
2.25 และ 2.86 mmol/L ตามล าดบั ค่าความเที่ยงของวิธีวิเคราะห ์(%RSD, n=10) ไดเ้ท่ากับรอ้ย
ละ 3.68  

ในงานปริญญานิพนธ์นี ้ได้น า 3D-µPADs ที่พัฒนาขึ ้นมาตรวจวิเคราะห์ปริมาณ 
กลโูคเนตในตัวอย่างเซรั่มบ ารุงผิวที่มีจ าหน่วยในหา้งสรรพสินคา้ทั่วไปในกรุงเทพมหานคร พบว่า 
มีรอ้ยละการคืนกลบัอยู่ในช่วงรอ้ยละ 81 – 116 ซึ่งเป็นช่วงที่ยอมรบัได ้แสดงว่าวิธีการวิเคราะห์ที่
พฒันาขึน้สามารถวิเคราะหป์รมิาณกลโูคเนตในตวัอย่างเซรั่มบ ารุงผิวได ้ 

จากผลการทดลองที่กล่าวมาแลว้ข้างตน้จะเห็นได้ว่าอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ของไหล
จลุภาคฐานกระดาษที่พฒันาขึน้สามารถประยุกตใ์ชใ้นการตรวจวิเคราะหป์ริมาณกรดกลโูคนิคใน
ตวัอย่างผลิตภณัฑเ์ซรั่มบ ารุงผิวไดจ้รงิ ซึ่งวิธีที่พฒันาขึน้เป็นวิธีที่สะดวก ง่าย และใชต้น้ทุนต ่ากว่า
การตรวจวิเคราะหด์ว้ยเครื่องมือขนาดใหญ่ในหอ้งปฏิบัติการ เหมาะส าหรบัการตรวจวิเคราะห์
ปรมิาณกลโูคเนตเบือ้งตน้  
 

ข้อเสนอแนะ  

จากการประยุกต์ใช้ในการตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างเซรั่มชนิดหนึ่งที่มี กรดกลูโคนิคเป็น
องค์ประกอบ พบว่า 3D-µPADs ที่พัฒนาขึน้ไม่สามารถระบุปริมาณของกรดกลูโคนิคที่มีใน
ผลิตภณัฑไ์ดอ้ย่างถูกตอ้ง เมื่อเทียบกบัเทคนิค HPLC และเทคนิคสเปกโตรสโกปี ซึ่งเป็นผลมาจาก
การมีสารรบกวนในตัวอย่างที่มีผลต่อการวิเคราะห์บนกระดาษ ประกอบกับค่าส่วนเบี่ยงเบน
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มาตรฐานของวิธีวิเคราะหค่์อนขา้งสงู รวมถึงลกัษณะทางกายภาพของเซรั่มที่มีความขน้หนืด ท า
ใหไ้ม่สามารถเกิดปฏิกิริยาบนกระดาษไดอ้ย่างเหมาะสม ผูว้ิจยัจึงเล็งเห็นว่าควรศึกษาสารรบกวน
ในตวัอย่างที่ส่งผลต่อการวิเคราะห ์และศึกษาวิธีการเตรียมตวัอย่างเพื่อก าจดัสารรบกวนเหล่านัน้
ออกจากตวัอย่างก่อนท าการวิเคราะหต่์อไป  
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1. ผลการศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมของอุปกรณ ์3D-µPADs 2 ชั้น ส าหรับวัดความ
เข้มสี Cu-Glu2 

1.1 ความเข้มข้นสารละลายคอปเปอรซ์ัลเฟต 

 

ภาพประกอบ 1 ผลของความเขม้ขน้ CuSO4 ความเขม้สีของ Cu-Glu2 

ตาราง 1 ค่า Inverted Red Intensity (n = 3) ของสารละลาย Cu-Glu2 ที่ CuSO4 ความเขม้ขน้
ต่าง ๆ  

[Glu] M 
CuSO4 0.5 M CuSO4 0.7 M CuSO4 1.0 M 

Avg. SD Avg. SD Avg. SD 
Blank 86.340 1.274 82.656 5.770 84.381 1.832 

0.1 86.028 3.432 84.410 1.789 85.572 1.332 
0.3 96.743 3.006 94.209 3.222 82.170 3.593 
0.5 114.667 6.375 103.415 3.734 91.913 2.762 
0.7 122.092 4.570 113.554 5.621 97.506 1.694 
1.0 118.233 8.727 128.228 6.379 119.313 5.114 
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1.2 ความเข้มข้นของสารละลายNaOH 

 

ภาพประกอบ 2 ผลของความเขม้ขน้ NaOH ความเขม้สีของ Cu-Glu2 

ตาราง 2 ค่า Inverted Red Intensity (n = 3) ของสารละลาย Cu-Glu2 ที่ NaOH ความเขม้ขน้ต่าง 
ๆ 

[Glu] M 
NaOH 1.0 M NaOH 1.5 M NaOH 2.0 M 

Avg. SD Avg. SD Avg. SD 
Blank 84.191 0.605 78.620 1.306 79.026 0.960 

0.1 87.631 2.012 80.880 1.030 82.124 0.451 
0.3 97.477 1.189 91.210 3.582 90.572 2.023 
0.5 105.676 6.987 104.218 1.954 112.276 4.783 
0.7 105.364 2.913 114.891 7.412 112.717 8.744 
1.0 107.767 1.657 124.546 0.942 123.247 2.885 
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1.3 อุณหภูมิในการเกิดปฏิกิริยา 

 

ภาพประกอบ 3 ของอณุหภูมิในการเกิดปฏิกิริยาต่อความเขม้สีของ Cu-Glu2 

ตาราง 3 ค่า Inverted Red Intensity (n = 3) ของสารละลาย Cu-Glu2 ที่ใหค้วามรอ้นที่อณุหภมูิ
ต่าง ๆ 

Temp, °C 
Blank Glu 0.3 M Glu 1.0 M 

Avg. SD Avg. SD Avg. SD 
60 88.715 1.425 88.030 2.039 126.355 1.367 
80 82.848 1.604 99.200 3.767 133.340 3.707 

100 83.313 0.684 98.391 0.532 130.626 6.736 
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1.4 เวลาในการให้ความร้อนทีอุ่ณหภูมิ 

 

ภาพประกอบ 4 ผลของเวลาในการใหค้วามรอ้นต่อความเขม้สีของ Cu-Glu2 

ตาราง 4 ค่า Inverted Red Intensity (n = 3) ของสารละลาย Cu-Glu2 ที่ไดจ้ากการใหค้วามรอ้นที่
เวลาต่าง ๆ 

Time, min 
Blank Glu 0.3 M Glu 1.0 M 

Avg. SD Avg. SD Avg. SD 
1 86.462 0.949 102.037 0.788 128.166 3.739 
3 82.956 1.657 99.055 3.511 133.201 3.587 
5 83.582 0.700 96.937 0.759 130.092 3.381 
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1.5 เวลาทีใ่ชใ้นการถ่ายรูป 

 

ภาพประกอบ 5 ผลของเวลาในการถ่ายรูปต่อความเขม้สีของ Cu-Glu2 

ตาราง 5 ค่า Inverted Red Intensity (n = 3) ของสารละลาย Cu-Glu2 ที่ไดจ้ากการภายภาพที่
เวลาต่าง ๆ 

Time, min 
Blank Glu 0.3 M Glu 1.0 M 

Avg. SD Avg. SD Avg. SD 
5 94.728 2.088 103.718 3.429 136.083 3.445 
7 89.377 3.108 98.502 3.544 129.161 3.285 
10 81.630 2.023 88.872 1.740 118.961 3.483 
12 77.161 2.981 81.480 1.593 113.041 2.919 
15 68.466 2.422 72.123 1.363 103.459 2.632 
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1.6 ปริมาตรในการชะ 

 

ภาพประกอบ 6 ผลของปรมิาตรตวัชะที่มีต่อความเขม้สีของ Cu-Glu2 

ตาราง 6 ค่า Inverted Red Intensity (n = 3) ของสารละลาย Cu-Glu2 ที่ไดจ้ากการชะดว้ย 
NaOH 0.1 M  ปรมิาตรต่าง ๆ 

Time, min 
Blank Glu 0.3 M Glu 1.0 M 

Avg. SD Avg. SD Avg. SD 
6 66.591 1.352 68.464 1.472 78.207 3.200 
10 71.900 3.125 84.546 4.957 117.122 1.462 
15 81.630 2.023 99.125 3.275 132.986 3.741 
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2. ผลการศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมของอุปกรณ ์3D-µPADs 4 ชั้น ส าหรับวัดความ
เข้มสี  
    Cu – 5-Br-PSAA 

2.1 ความเข้มข้นของสารละลายHCl  

 

ภาพประกอบ 7 ผลของความเขม้ขน้ HCl ที่มีต่อความเขม้สีของ Cu – 5-Br-PSAA 

ตาราง 7 ค่า blue Intensity (n = 3) ของสารละลาย Cu – 5-Br-PSAA ที่ไดจ้ากการใช ้HCl ที่
ความเขม้ขน้ต่าง ๆ 

HCl, M 
Glu 1 mM Glu 4 mM 

Avg. SD Avg. SD 
0 159.57 6.87 195.85 6.89 

0.2 170.20 2.19 196.30 1.08 
0.5 181.84 3.13 198.91 2.62 
0.7 184.24 3.42 187.78 3.53 
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2.2 อุณหภูมิในการเกิดปฏิกิริยา 

 

ภาพประกอบ 8 ผลของอณุหภมูิที่มีต่อความเขม้สีของ Cu – 5-Br-PSAA 

ตาราง 8 ค่า blue Intensity (n = 3) ของสารละลาย Cu – 5-Br-PSAA ที่ไดจ้ากใหค้วามรอ้นที่
อณุหภมูิต่าง ๆ 

Temp, °C 
Blank Glu 1 mM Glu 4 mM 

Avg. SD Avg. SD Avg. SD 
60 162.273 2.241 162.409 3.033 181.329 3.309 
80 163.890 0.941 170.195 2.191 196.298 1.080 

100 158.426 6.588 170.973 7.460 179.855 2.691 
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2.3 เวลาในการให้ความร้อน 

 

ภาพประกอบ 9 ผลของเวลาในการใหค้วามรอ้นที่มีต่อความเขม้สีของ Cu – 5-Br-PSAA 

ตาราง 9 ค่า blue Intensity (n = 3) ของสารละลาย Cu – 5-Br-PSAA ที่ไดจ้ากใหค้วามรอ้นที่
เวลาต่าง ๆ  

time, min 
Blank Glu 1 mM Glu 4 mM 

Avg. SD Avg. SD Avg. SD 
0.5 143.895 5.927 153.511 3.719 183.412 6.751 
1 152.535 6.063 162.518 6.395 183.932 4.401 
2 159.018 2.150 166.311 6.412 179.714 3.272 
3 157.937 5.162 163.747 5.974 179.645 2.882 
5 158.811 4.765 159.709 5.492 170.190 4.342 
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2.4 เวลาทีใ่ช้ในการถ่ายรูป 

 

ภาพประกอบ 10 ผลของเวลาในการถ่ายรูปที่มีต่อความเขม้สีของ Cu – 5-Br-PSAA 

ตาราง 10 ค่า blue Intensity (n = 3) ของสารละลาย Cu – 5-Br-PSAA ที่ไดจ้ากถ่ายภาพที่เวลา
ต่าง ๆ 

time, min 
Blank Glu 1 mM Glu 4 mM 

Avg. SD Avg. SD Avg. SD 
10 145.708 2.572 154.095 4.725 168.289 3.117 
12 153.603 1.808 157.525 4.019 174.217 3.235 
15 169.655 0.994 168.160 2.413 188.061 2.606 
17 171.210 6.068 172.088 4.460 191.184 1.923 
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2.5 ความเข้มข้นของสารละลายNaOH 

 

ภาพประกอบ 11 ผลของความเขม้ขน้ของ NaOH ที่มีต่อความเขม้สีของ Cu – 5-Br-PSAA 

ตาราง 11 ค่า blue Intensity (n = 3) ของสารละลาย Cu – 5-Br-PSAA ที่ไดก้ารใช ้NaOH ที่
ความเขม้ขน้ต่าง ๆ 

Glu, mM 
NaOH 0.2 M NaOH 0.5 M NaOH 0.7 M NaOH 1.0M 
Avg. SD Avg. SD Avg. SD Avg. SD 

0 134.144 1.210 136.786 5.087 136.382 2.732 135.239 1.823 
1 140.102 2.885 156.788 2.675 144.176 2.777 147.990 5.790 
2 143.516 11.092 164.054 2.003 162.123 3.307 165.073 3.980 
4 146.760 8.858 164.676 4.297 176.607 1.608 176.381 0.893 
6 149.507 3.638 163.592 0.394 171.091 0.970 180.806 1.580 
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2.6 ความเข้มข้นของสารละลาย 5-Br-PSAA 

 

ภาพประกอบ 12 ผลของความเขม้ขน้ของ 5-Br-PSAA ที่มีต่อความเขม้สีของ Cu – 5-Br-PSAA 

ตาราง 12 ค่า blue Intensity (n = 3) ของสารละลาย Cu – 5-Br-PSAA ที่ไดก้ารใช ้5-Br-PSAA ที่
ความเขม้ขน้ต่าง ๆ 

Glu, mM 
5-Br-PSAA 0.4 M 5-Br-PSAA 0.6 M 5-Br-PSAA 0.8 M 
Avg. SD Avg. SD Avg. SD 

0 110.749 7.029 110.749 7.029 91.054 6.440 
1 124.714 3.480 124.714 3.480 103.135 1.943 
2 140.525 2.106 140.525 2.106 112.852 6.046 
4 148.424 1.624 148.424 1.624 124.553 2.388 
6 148.740 8.474 148.740 8.474 129.077 7.301 
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2.7 ความเข้มข้นสารละลายคอปเปอรซ์ัลเฟต 

 

ภาพประกอบ 13 ผลของความเขม้ขน้ของ CuSO4 ที่มีต่อความเขม้สีของ Cu – 5-Br-PSAA 

ตาราง 13 ค่า blue Intensity (n = 3) ของสารละลาย Cu – 5-Br-PSAA ที่ไดก้าร CuSO4 ที่ความ
เขม้ขน้ต่าง ๆ 

Glu, mM 
CuSO4 0.1M CuSO4 0.5M CuSO4 1.0M 

Avg. SD Avg. SD Avg. SD 
1 103.135 1.943 80.481 1.137 90.612 1.020 
2 112.852 6.046 93.669 2.048 105.335 2.465 
4 127.631 5.842 102.514 3.193 102.878 2.589 
6 129.077 7.301 110.704 2.011 114.523 2.537 
8 125.319 1.503 114.471 2.996 112.993 3.448 
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3. การตรวจสอบประสิทธิภาพของวิธีวิเคราะหป์ริมาณกลูโคนิคด้วย µPADs ที่
พัฒนาขึน้ 

3.1 3D-µPADs 2 ชั้น ส าหรับวัดความเข้มสี Cu-Glu2 

ตาราง 14 ช่วงความความเขม้ขน้ที่สามารถท าการตรวจวดัได ้(Working range) ดว้ย 3D-µPADs 
2 ชัน้ ส าหรบัวดัความเขม้สี Cu-Glu2 

[Glu], M Inverted Red Intensity (n = 3) Avg. SD 
Blank 76.131 78.724 77.726 77.527 1.308 

0.1 82.133 82.61 81.032 81.925 0.809 
0.3 94.112 88.393 97.834 93.446 4.756 
0.5 100.715 100.909 105.74 102.455 2.847 
0.7 111.79 115.896 110.679 112.788 2.748 
0.9 121.872 121.019 125.023 122.638 2.109 
1.0 132.755 128.035 128.474 129.755 2.608 

      

 

ภาพประกอบ 14 Working range ของวิธีวิเคราะห ์3D-µPADs  2 ชัน้ ส าหรบัติดตาม Cu-Glu2  
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ตาราง 15 ค่าต ่าสดุที่สามารถตรวจวดัได ้(LOD, 3SD) และ ค่าต ่าสดุที่สามารถวิเคราะหป์รมิาณ
ได ้(LOQ, 5SD) ดว้ย 3D-µPADs 2 ชัน้ ส าหรบัวดัความเขม้สี Cu-Glu2 

Inverted Red Intensity @ Blank (n = 10) Avg. SD LOD (3SD) LOQ(5SD) 
73.946 76.131 78.724 77.726 81.166 

77.171 1.975 0.118 0.194 
75.979 75.525 77.129 78.066 77.314 

 

ตาราง 16 ความเที่ยงของวิธีวิเคราะห ์(%RSD, n=10) ดว้ย 3D-µPADs 2 ชัน้ ส าหรบัวดัความเขม้
สี Cu-Glu2 

Inverted Red Intensity @ Glu 0.5 M (n = 10) Avg SD %RSD 
100.715 100.909 105.74 107.704 99.506 

102.724 4.927 4.796 
105.888 100.151 99.319 111.926 95.378 

 

3.2 3D-µPADs 4 ชั้น ส าหรับวัดความเข้มสี Cu – 5-Br-PSAA 

ตาราง 17 ช่วงความความเขม้ขน้ที่สามารถท าการตรวจวดัได ้(Working range) ดว้ย 3D-µPADs 
4 ชัน้ ส าหรบัวดัความเขม้สี Cu – 5-Br-PSAA 

[Glu], mM Blue Intensity (n = 3) Avg. SD 
Blank 101.529 103.216 104.059 102.935 4.000 

2 103.863 103.167 102.653 103.228 0.607 
3 112.839 107.181 110.066 110.029 2.829 
4 119.299 124.021 113.514 118.945 5.262 
5 133.714 128.498 126.26 129.491 3.825 
6 142.109 134.998 134.664 137.257 4.205 
7 147.537 148.12 140.167 145.275 4.433 
8 145.928 147.522 142.815 145.422 2.394 
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ภาพประกอบ 15 Working range ของวิธีวิเคราะห ์3D-µPADs  4 ชัน้ ส าหรบัติดตาม  
Cu – 5-Br-PSAA 

ตาราง 18 ค่าต ่าสดุที่สามารถตรวจวดัได ้(LOD, 3SD) และ ค่าต ่าสดุที่สามารถวิเคราะหป์รมิาณ
ได ้(LOQ, 5SD) ดว้ย 3D-µPADs 4 ชัน้ ส าหรบัวดัความเขม้สี Cu – 5-Br-PSAA 

Blue Intensity @ Blank (n = 10) Avg. SD LOD (3SD) LOQ(5SD) 
103.05 104.989 104.588 100.817 102.657 

104.588 
2.3
62 

2.250 2.859 
104.664 107.706 105.357 107.461 105.987 

 

ตาราง 19 ความเที่ยงของวิธีวิเคราะห ์(%RSD, n=10) ดว้ย 3D-µPADs 4 ชัน้ ส าหรบัวดัความเขม้
สี Cu – 5-Br-PSAA 

Blue Intensity @ Glu 0.5 M (n = 10) Avg SD %RSD 
115.843 129.355 129.341 123.688 120.44 

122.516 4.512 3.683 
125.348 119.086 123.154 118.883 120.016 
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4. ผลการประยุกตใ์ช้ µPADs ในการวิเคราะหต์ัวอย่างผลิตภัณฑบ์ ารุงผิว 
4.1 ผลการประยุกตใ์ช้ 3D-µPADs 2 ชั้น 

ตาราง 20 ผลการตรวจวิเคราะหป์รมิาณกลโูคเนตในตวัอย่างผลิตภณัฑบ์ ารุงผิวดว้ย 3D-µPADs 
2 ชัน้ ส าหรบัวดัความเขม้สี Cu-Glu2 

sample dilution 
Inverted Red Intensity (n =4) 

[Glu]present [Glu]spike 
Inverted Red Intensity (n =4) 

[Glu]found %recovery 
Avg SD Avg SD 

A 

2x 100.845 3.848 n.d. 0.5 M 127.176 3.536 0.69 ± 0.07 65.874 

4x 83.769 2.213 n.d. 0.5 M 119.516 3.750 0.55 ± 0.07 89.430 

10x 83.769 2.213 n.d. 0.5 M 119.516 3.750 0.55 ± 0.07 89.430 

B 

2x 85.045 1.198 n.d. 0.5 M 119.056 2.020 0.54 ±0.04 85.086 

4x 82.445 2.545 n.d. 0.5 M 119.575 5.152 0.55 ± 0.10 92.890 

10x 85.709 1.399 n.d. 0.5 M 128.914 2.026 0.73 ± 0.04 95.294 

C 

2x 83.917 1.684 n.d. 0.5 M 117.282 10.862 0.50 ± 0.21 83.469 

4x 82.890 1.065 n.d. 0.5 M 120.337 6.448 0.56 ± 0.12 93.683 

10x 79.629 2.272 n.d. 0.5 M 126.195 1.235 0.68 ± 0.02 116.496 

 

4.2 ผลการประยุกตใ์ช้ 3D-µPADs 4 ชั้น 

ตาราง 21 ผลการตรวจวิเคราะหป์รมิาณกลโูคเนตในตวัอย่างผลิตภณัฑบ์ ารุงผิวดว้ย 3D-µPADs 
4 ชัน้ ส าหรบัวดัความเขม้สี Cu – 5-Br-PSAA 

Sample dilution 
Red Intensity (n = 4) 

[Glu]present [Glu]spike 
Red Intensity (n = 4) 

[Glu]found %recovery 
Avg SD Avg SD 

A 
150x 102.680 5.960 2.548 3 mM 125.080 1.572 5.278 ± 0.192 86.807 
200x 114.836 5.658 4.17 3 mM 139.323 4.683 7.014 ± 0.571 90.414 

B 
150x 90.574 0.788 n.d. 3 mM 103.059 1.937 2.579 ± 0.236 81.994 
200x 92.409 1.903 n.d. 3mM 108.073 2.386 3.205 ± 0.291 101.901 
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ภาพประกอบ 16 โปสเตอรน์ าเสนอผลงานวิจยังานประชุมวิชาการ Pure And Applied 
Chemistry International Conference 2020 (PACCON 2020)  
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ภาพประกอบ 17 หนา้ปกสารสารงานประชมุวิชาการ Pure And Applied Chemistry 
International Conference 2020 (PACCON 2020)  
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ภาพประกอบ 18 ประกาศนียบตัรการน าเสนอผลงานวิจยังานประชมุวิชาการ  Pure And Applied 
Chemistry International Conference 2020 (PACCON 2020)  
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