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บทคัดย่อ 
 

 งานวิจยันีพ้ฒันาวิธีการวิเคราะห์แอลกอฮอล์โดยใช้อปุกรณ์ตรวจวดัของไหลจุลภาคแบบกระดาษที่ท างานร่วมกบั
เอนไซม์ออกซิเดสและเอนไซม์ฮอร์สราดิสเปอร์ออกซิเดส โดยมี 3,3′,5,5′-เตตระเมทิลเบนซิดิน เป็นซับสเตรทที่เปลี่ยนสี       
จากไมม่ีสเีป็นสีเขียวปนน า้เงิน สามารถตรวจวดัความเข้มสีบนอปุกรณ์แบบกระดาษด้วยโปรแกรมประมวลผลภาพ จากการ
วิเคราะห์เอทานอลด้วยสภาวะที่เหมาะสมพบวา่ให้กราฟมาตรฐานเป็นเส้นตรงในช่วงความเข้มข้น 50-1000 µM ขีดจ ากดัการ
ตรวจวดัเท่ากบั 1.50 µM และมีความสามารถการท าซ า้ที่ความเข้มข้น 100,500 และ 1000 µM ที่มีร้อยละสว่นเบี่ยงเบน
มาตรฐานสมัพทัธ์ เท่ากับ 1.93, 1.66, 1.24 ตามล าดบั (n=10) จากผลการทดลองเบือ้งต้นชีใ้ห้เห็นว่าอุปกรณ์ตรวจวดั           
ที่พฒันาขึน้มีแนวโน้มสามารถใช้หาปริมาณแอลกอฮอล์ที่ความเข้มข้นต ่า มีราคาถกู และเหมาะส าหรับการตรวจวดัภาคสนาม 
 
ค าส าคัญ :  อปุกรณ์ของไหลจลุภาคแบบกระดาษ / แอลกอฮอล์ / เอทานอล / เอนไซม์ 
 

Abstract 
 

This research has developed a method for alcohol analysis using a microfluidic paper based analytical device 
(µPAD) with enzymatic assay using peroxidase in a presence of 3,3′,5,5′-tetramethylbenzidine as a substrate dye 
with color changing from colorless to greenish blue. The color intensity was analyzed using an imaging software. 
Using optimal condition to study method performance, the ethanol standard curve was linear in the concentration 
range of 50-1000 µM with a limit of detection of 1.50 µM.  High reproducibility at concentrations of 100, 500 and 
1000 µM was observed with % RSD of 1.93, 1.66, and 1.24, respectively (n=10). As indicated by the preliminary 
results, the developed µPAD assay is promising to be used for alcohol analysis at low concentration level with 
inexpensive analysis cost and suitable for field-testing.  
 
Keywords: Microfluidic Paper Based Analytical Device / Alcohol / Ethanol / Enzyme  
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1. บทน า 
 การบริโภคหรือการสูดดมแอลกอฮอล์ในปริมาณเกินขนาดมีผลกระทบต่อสุขภาพของผู้บริโภค และในบางกรณีอาจท าให้ผู้บริโภค         

ถึงแก่ ชีวิตได้ (Zima et al., 2001) etในทางผลิตภณัฑ์เคร่ืองส าอางก็มีการใช้เอทานอลเพ่ือเป็นตวัท าละลายและเป็นสารฆ่าเชือ้ซึ่งอาจจะก่อให้เกิด

อาการแพ้ทางผิวหนงัในผู้ ใช้ผลิตภณัฑ์บางราย (Neuman et al., 2002) ทางด้านพลงังานทดแทน มีการใช้เอทานอลมาผสมกับน า้มนัในอตัราส่วน

ตา่งๆเชน่ E20 หรือ E85 เพ่ือให้ได้เชือ้เพลิง ราคาถกู เพ่ือให้ประชาชนได้มีทางเลือกในการใช้พลงังานที่มีราคาถกูลงกวา่น า้มนัเบนซินปกติ อย่างไรก็

ตามเน่ืองจากราคาน า้มันเชือ้เพลิงที่มีราคาสงูขึน้อย่างต่อเน่ือง ท าให้เกิดปัญหาน า้มนัปลอมปนไม่ได้คณุภาพขายอยู่ในสถานีบริการอยู่บางแห่ง 

โดยการปลอมปนเกิดจากการน าน า้มนัที่มีราคาถกูกวา่มาผสมปลอมปนแล้วจ าหน่ายเป็นน า้มนัเชือ้เพลิงชนิดที่มีราคาแพงกวา่ วิธีดงักลา่วก่อให้เกิด

ผลกระทบเสียหายหลายด้าน ทัง้ประชาชนผู้บริโภคที่ถกูเอารัดเอาเปรียบในการซือ้น า้มนัที่ไมมี่คณุภาพ เคร่ืองยนต์เกิดความเสียหาย ประสิทธิภาพ

การเผาไหม้ของเคร่ืองยนต์ลดลง ส่งผลก่อให้เกิดมลภาวะทางสิ่งแวดล้อมเพิ่มขึน้ นอกจากนีท้างภาครัฐต้องสูญเสียรายได้จากการจดัเก็บภาษี    

เป็นต้น (Karavalakis et al., 2012; DiLoreto  et al., 2012) การวิเคราะห์ตรวจสอบปริมาณแอลกอฮอล์ในตวัอย่างผลิตภณัฑ์ที่มีแอลกอฮอล์     

เป็นองค์ประกอบจึงเป็นเร่ืองจ าเป็นเพื่อควบคุมคุณภาพของผลิตภัณฑ์ก่อนจ าหน่ายต่อผู้ บริโภค ป้องกันการถูกเอารัดเอาเปรียบจากการใช้

ผลิตภณัฑ์ที่ไมไ่ด้มาตรฐาน และยงัเป็นการรับประกนัคณุภาพของสินค้าของผู้ผลิตเพื่อส่งเสริมภาพลกัษณ์ด้านมาตรฐานการผลิตก่อนน าจ าหน่าย

อีกด้วย 

 วิธีวิเคราะห์แอลกอฮอล์ในตวัอย่างชนิดต่างๆที่มีรายงานได้แก่ วิธีทางการท าปฏิกิริยาการเกิดสี (Azevedo et al., 2005) วิธีทางโคร
มาโทกราฟี (Apers et al., 2003) วิธีทางสเปคโทรสโคปี (Mendes  et al., 2003) เป็นต้น วิธีดงักลา่วสามารถวิเคราะห์แอลกอฮอล์ในตวัอย่างต่างๆ
ได้อย่างมีประสิทธิภาพ แต่ยังจ าเป็นต้องพึ่งพาเคร่ืองมือราคาแพง ต้องวิเคราะห์ในห้องปฏิบัติการ ไม่สามารถน าไปตรวจวัดภาคสนามได้             
ใช้ตวัอย่างและรีเอเจนทร์ปริมาณมากในการวิเคราะห์ ใช้ผู้ช านาญการในการวิเคราะห์ ข้อเสียดงักล่าวจึงเป็นข้อจ ากัดในการตรวจสอบคณุภาพ  
และอาจเป็นปัจจยัที่เพิ่มราคาผลิตภณัฑ์ของสินค้าหากจ าเป็นต้องมีการตรวจสอบผลิตภณัฑ์อย่างละเอียด จากปัญหาดงักล่าวจะเห็นว่ามีความ
จ าเป็นอย่างยิ่งที่ต้องมีเคร่ืองมือหรือวิธีตรวจวัดคุณภาพผลิตภัณฑ์ที่มีแอลกอฮอล์เป็นองค์ประกอบที่มีราคาถูก เป็นอุปกรณ์ตรวจวัดที่พกพา         
ได้ใช้งา่ย มีความไวสงู ใช้เวลาในการวิเคราะห์สัน้ ใช้ปริมาณสารตวัอยา่งในการวิเคราะห์น้อย  
 เพ่ือบรรลจุดุประสงค์ข้างต้น งานวิจยันีจ้ะได้พฒันาอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษเพื่อวิเคราะห์แอลกอฮอล์ โดยที่อปุกรณ์ตรวจวดัแบบ
กระดาษถกูเร่ิมคิดค้นโดยกลุ่มวิจยัของ Whitesides ในปี คศ 2007 (Martinez et al., 2007) สามารถสร้างอปุกรณ์ได้ง่ายโดยการสร้างส่วนกัน้ที่ไม่
ชอบน า้ (hydrophobic barrier) บนกระดาษด้วยเทคนิคตา่งๆ เชน่ เทคนิคโฟโต้ลิโธกราฟี (Martinez et al., 2007) การพิมพ์ด้วยไข (Carrilho et al., 
2009) บริเวณที่ยงัเป็นกระดาษก็จะยงัมีคณุสมบตัิชอบน า้ สามารถเป็นบริเวณที่ท าปฏิ กิริยาและทดสอบได้ การใช้อปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษ    
ในการวิเคราะห์แอลกอฮอล์ มีข้อดีกว่าเทคนิคการวิเคราะห์แบบดัง้เดิมหลายประการ เช่น อุปกรณ์ท าจากกระดาษซึ่งมีราคาถูก สามารถหาได้
แม้กระทัง่ประเทศที่ก าลงัพฒันา ใช้สารตวัอยา่งและรีเอเจนท์ปริมาณน้อย สามารถใช้ง่ายไม่จ าเป็นต้องใช้ผู้ช านาญการในการทดสอบ สามารถให้
การวิเคราะห์ที่รวดเร็ว อปุกรณ์มีขนาดเล็กและน า้หนักเบาสามารถพกพาไปทดสอบแอลกอฮอล์ที่สถานีบริการน า้มนัหรือผลิตภณัฑ์ที่มีวางขาย     
ในสถานที่ที่หา่งไกลจากห้องปฏิบตัิการได้  
  
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 1 ขัน้ตอนการเกิดปฏิกิริยาส าหรับการวิเคราะห์แอลกอฮอล์ด้วยวิธีทางเอนไซม์บนอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษ 
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การวิเคราะห์แอลกอฮอล์ด้วยอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษที่ท างานร่วมกบัเอนไซม์มีการตรวจวดัแบบอาศยัการเกิดสี มีหลกัการในการ
วิเคราะห์ดงัรูปที่ 1 กลา่วคือ เอทานอลจะถกูเร่งให้เกิดปฏิกิริยาด้วยเอนไซม์แอลกอฮอล์ออกซิเดส (AOX) ในสภาวะที่มีออกซิเจน ได้ผลิตภณัฑ์เป็น
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) หลงัจากนัน้ติดตามปริมาณ H2O2 ที่เกิดขึน้โดยใช้ซบัสเตรทที่เปลี่ยนสีได้ (3,3′,5,5′-tetramethylbenzidine, TMB) 
และเอนไซม์ฮอร์สราดิสเปอร์ออกซิเดส (HRP) จะท าให้ TMB เปลี่ยนจากใสไม่มีสีเป็นสีเขียวปนน า้เงิน ความเข้มสีของ TMB ที่เปลี่ยนแปลงไปจะ
แปรผนัตรงกบัปริมาณ H2O2 ที่เกิดจากเอทานอลที่ถกูเร่งด้วย AOX จึงสามารถหาปริมาณเอทานอลที่มีในตวัอย่างได้ ขัน้ต้นของงานวิจยัได้ศึกษา
สภาวะที่เหมาะสมของวิธีที่พฒันาขึน้และทดสอบประสทิธิภาพในการวิเคราะห์ H2O2 พบวา่สามารถวิเคราะห์ H2O2 ได้ที่ความเข้มข้นต ่าระดบัไมโคร
โมลาร์ มีความสามารถในการท าซ า้ที่ดี อปุกรณ์ดงักลา่วยงัสามารถวิเคราะห์เอทานอลได้ที่ความเข้มข้นระดบัไมโครโมลาร์ มีขีดจ ากัดการตรวจวดั
ต ่า และมีความสามารถในการท าซ า้สงู ซึง่ชีใ้ห้เห็นวา่อปุกรณ์ดงักลา่วมีแนวโน้มสามารถใช้วิเคราะห์ตวัอยา่งแอลกอฮอล์ได้อยา่งมีประสิทธิภาพ 

 

2. วิธีการ 
2.1 วิธีสร้างอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ 
 สร้างสว่นกัน้ที่ไมช่อบน า้ (Hydrophobic barrier) บนกระดาษด้วยวิธีพิมพ์ผ่านสกรีนด้วยพอลิเมอร์พอลีสไตรีน (Polystyrene) มีวิธีการ
สร้างดงันี ้(รูปที่ 2) ละลายโฟมโพลีสไตรีน 1.25 g ในโทลอีูน 5 mL จากนัน้ไลฟ่องอากาศด้วยเคร่ืองไลฟ่องอากาศ (Degasser) เทสารละลายพอลีส
ไตรีนผ่านบล๊อคสกรีนที่วางอยูบ่นกระดาษกรอง สารละลายพอลิสไตรีนจะซมึผ่านสกรีนไปยงักระดาษกรองที่อยูด้่านลา่ง ปลอ่ยให้พอลิเมอร์แห้งจะ
ได้อปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษที่มีสว่นตรวจวดัเป็นรูปแบบที่ต้องการ ในงานวิจยันีไ้ด้ท าสว่นตรวจวดัเป็นแบบหลมุ (well format) ที่มีขนาด
เส้นผ่าศนูย์กลาง 7 มิลลิเมตร หลงัจากนัน้ติดอปุกรณ์กระดาษด้านหลงัด้วยเทปใสเพ่ือป้องกนัการร่ัวซมึของสารละลายที่ใช้ท าการวิเคราะห์ 
 
 
 
 
 

 
   (A)      (B) 
รูปที่ 2 (A) ขัน้ตอนการสร้างอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษด้วยวิธีพิมพ์ผ่านสกรีนด้วยพอลิเมอร์ (B) ลวดลายบนอปุกรณ์ที่ได้ขึน้กบัแบบทีส่ร้าง บน
บล๊อคสกรีนโดยบริเวณที่มีสีคือสว่นตรวจวดัที่ชอบน า้ (Hydrophilic region) และบริเวณสีขาวคือสว่นกัน้ที่ไมช่อบน า้ (Hydrophobic barrier) 
 

2.2 การวิเคราะห์ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ด้วยอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ 
 จากปฏิกิริยาการวิเคราะห์แอลกอฮอล์ด้วยวิธีทางเอนไซม์จะเห็นวา่ ประสิทธิภาพการตรวจวดัแอลกอฮอล์จะขึน้อยูก่บัประสิทธิภาพการ
ตรวจวดั H2O2 ที่เป็นผลติภณัฑ์ ในขัน้แรกได้ศกึษาประสิทธิภาพของอปุกรณ์ตรวจวดัที่พฒันาขึน้ในการวิเคราะห์ H2O2 โดยได้ศกึษาสภาวะ           
ที่เหมาะสมในการวิเคราะห์ H2O2 ได้แก่ ปริมาณของซบัสเตรท TMB เวลาในการเกิดปฏิกิริยา pH ปริมาณเอนไซม์ อณุหภมิู ด้วยสภาวะที่เหมาะสม

สามารถวิเคราะห์ H2O2 ตามขัน้ตอนดงันี ้ หยดเอนไซม์ HRP 0.4 U/mL 5 L ลงบนอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษ ตามด้วย สารละลายอะซิเตท

บฟัเฟอร์ pH 3.6 ปริมาตร 5 L และสารละลาย TMB 20 mM  5 L จากนัน้หยด H2O2 ที่ความเข้มข้นตา่งๆ (50-1000 M) ปริมาตรความเข้มข้น

ละ 10 L ปลอ่ยให้เกิดปฏิกิริยาเป็นเวลา 30 นาที จะมีสีเขียวปนน า้เงินเกิดขึน้ จากนัน้ถ่ายรูปเพ่ือน าเข้าโปรแกรมวิเคราะห์ความเข้มสีและสร้าง
กราฟมาตรฐานเพ่ือศกึษาประสิทธิภาพของวิธีวิเคราะห์ที่ได้จากวธีิที่พฒันาขึน้ 
 

2.3 การวิเคราะห์สารมาตรฐานเอทานอลด้วยอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ 
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 การวิเคราะห์สารมาตรฐานเอทานอลท าได้ดงันี ้หยดสารละลาย Polyethylene glycol (PEG) เข้มข้น 10 mg/mL 10 L ลงบนอปุกรณ์

แบบกระดาษเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการตรึงเอนไซม์ และเพ่ิมคณุสมบตัิความชอบน า้ให้แก่กระดาษ จากนัน้หยดเอนไซม์ HRP 0.4 U/mL 7 L     

ลงบนอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษ ตามด้วย สารละลายอะซิเตทบฟัเฟอร์ pH 3.6 ปริมาตร 5 L และสารละลาย TMB 20 mM 5 L สดุท้าย

หยดสารละลายที่ผสมกนัไว้แล้วเป็นเวลา 10 นาที ของ AOX (0.4 U/mL 10 L) และเอทานอลที่ความเข้มข้นตา่งๆ (50-1000 M, 15 L) ลงบน
อปุกรณ์ตรวจวดั ปลอ่ยให้เกิดปฏิกิริยาเป็นเวลา 30 นาที  ก่อนถ่ายภาพและน าเข้าโปรแกรมประมวลผลภาพเพื่อวิเคราะห์ความเข้มสีตอ่ไป 
 
 
2.4 การวิเคราะห์ความเข้มสีด้วยโปรแกรม ImageJ 
 ถ่ายภาพอุปกรณ์ที่ได้ท าการทดลองเพื่อวิเคราะห์ความเข้มสี ควบคุมปัจจัยต่างๆที่มีผลต่อความเข้มแสงบนภาพถ่ายโดย ท าการ
ถ่ายภาพด้วยกล้อง Sony Cybershot ในโหมดถ่ายภาพอัตโนมัติ (Auto) ภายใต้หลอดไฟฟลอูอเรสเซนต์ที่ต าแหน่งเดียวกันทุกครัง้ ให้ระยะห่าง
ระหวา่งอปุกรณ์และกล้องถ่ายรูปเท่ากับ 30 เซนติเมตร น ารูปถ่ายที่ได้เข้าโปรแกรม ImageJ เพื่อวิเคราะห์ความเข้มสี โดยมีขัน้ตอนการวิเคราะห์    
ดงัรูปที่ 3 จากซ้ายไปขวา เร่ิมต้นจากรูปถ่ายแต่ละหลุม ท าการปรับสีเพื่อคดัให้ได้สีที่ต้องการซึ่งในที่นีค้ือสีเขียวปนน า้เงินด้วยการปรับ color 
threshold ของ ImageJ จากนัน้เปลี่ยนรูปเป็นไฟล์ 8 bit gray scale และปรับ invert จะสามารถวดัความเข้มสีเทา (Gray scale intensity) ซึ่งเป็น
ระดบัความเข้มสีในเฉดสีเทาที่มีคา่แปรผนัตรงกบัความเข้มสีที่ได้จากการวิเคราะห์ตวัอยา่งซึง่ในที่นีค้ือความเข้มของสีเขียวปนน า้เงิน 
 
 
 
 
 
 
   (A) 
           (B)    
รูปที่ 3  (A) ขัน้ตอนการประมวลผลภาพด้วยโปรแกรม ImageJ เพ่ือวิเคราะห์ความเข้มสี (B)  ความเข้มสีเทา (Gray Scale Intensity) ที่วดัได้จาก
แตล่ะหลมุ จากการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม ImageJ และน ามาพล๊อตกบัความเข้มข้นของซบัสเตรท TMB (n=3) 
 

3. ผลและอภิปราย 
3.1 การวิเคราะห์ H2O2 ด้วยอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษที่พัฒนาขึน้  
 ได้ท าการศึกษาประสิทธิภาพของอุปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษกับการวิเคราะห์ด้วยเอนไซม์ในการตรวจวดั H2O2 ที่เป็นสารที่ส าคัญ     
ซึ่งถกูผลิตจากการท าปฏิกิริยาของแอลกอฮอล์และเอนไซม์แอลกอฮอล์ออกซิเดส เร่ิมต้นได้ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการตรวจวัดด้วยอปุกรณ์ 
ดงักลา่ว โดยศกึษาปัจจยัตา่งๆที่มีผลตอ่การเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ซึง่ได้แก่ ความเข้มข้นของซบัสเตรท TMB ความเข้มข้นของเอนไซม์ HRP เวลา
ในการเกิดปฏิกิริยา อณุหภมิูและผลของ pH  

 การศึกษาผลของความเข้มข้นของซบัสเตรท TMB ต่อการวิเคราะห์ H2O2 ที่ความเข้มข้น 100 M พบว่า เม่ือความเข้มข้นของ TMB 
มากขึน้ จะท าให้ความเข้มสีของ H2O2 เพิ่มขึน้ จนถึงที่ความเข้มข้นของ TMB เท่ากับ 60 mM ซึ่งเป็นไปตามทฤษฎี (Guilbault, 1976)   อย่างไร      
ก็ตามเม่ือปริมาณ TMB เพ่ิมขึน้ สญัญาณของแบลงค์ก็มีคา่เพิ่มขึน้เชน่กนั ภายหลงัจากที่หกัลบกับสญัญาณของแบลงค์ จะได้ความความสมัพนัธ์
ดงัรูปที่ 3B กลา่วคือที่ความเข้มข้นของ TMB 20 mM ให้สญัญาณเหมาะสมที่สดุในการตรวจวดั H2O2  
 การศึกษาผลของปริมาณเอนไซม์ HRP ต่อการวิเคราะห์ H2O2 ได้ผลดงัรูปที่ 4A พบว่าจากความเข้มข้นต ่าสดุ (0.4 U/mL) ถึงความ
เข้มข้นสงูสดุที่ท าการศกึษา ให้สญัญาณการตรวจวดั H2O2 ไมแ่ตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญั ทัง้นีเ้น่ืองจากปริมาณเอนไซม์ ที่ความเข้มข้นต ่าสดุ (0.4 

U/mL, 5 L คิดเป็นเอนไซม์ 2 mU) มีปริมาณมากเกินพอในการเปลี่ยน H2O2 ปริมาณ 1 nmol (100 M, 10 L ) ให้กลายเป็นผลิตภณัฑ์ 
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สามารถค านวณว่าปริมาณเอนไซม์ที่ใช้ในการศึกษาว่าเพียงพอต่อการเร่งปฏิกิริยาหรือไม่ ได้ดงันี ้จากนิยามการท างานของเอนไซม์ที่กล่าวว่า 

เอนไซม์ 1 U สามารถเร่งการเกิดปฏิกิริยาของซบัสเตรทให้กลายเป็นผลิตภณัฑ์ในอตัรา 1 mol/min ในการทดลองใช้ HRP ปริมาณ 2 mU ดงันัน้
อตัราการเร่งปฏิกิริยาเพื่อเปลี่ยน H2O2 ให้กลายไปเป็นผลิตภณัฑ์ของเอนไซม์ปริมาณดงักล่าวเท่ากับ 2 nmol/min ในการทดลองใช้เวลา 30 นาที 
เอนไซม์ปริมาณดงักล่าวจึงสามารถเร่งการเกิดปฏิกิริยาของ H2O2 ได้ถึง 60 nmol แต่ในการทดลองมี H2O2 เพียง 1 nmol ดงันัน้เอนไซม์ที่ความ

เข้มข้นที่ต ่าที่สดุที่ศึกษาคือ 0.4 U/mL 5 L จึงมากเกินพอในการเร่งปฏิกิริยา เม่ือเพิ่มปริมาณเอนไซม์ขึน้ไปเร่ือยๆจึงไม่เห็นการเปลี่ยนแปลง 
เพราะถกูจ ากัดด้วยปริมาณ H2O2 ที่มีอยู่เพียง 1 nmol ด้วยเหตนีุ ้ จึงเลือกใช้ความเข้มข้นเอนไซม์ที่ต ่าที่สดุในการศึกษาขัน้ต่อไปคือ 0.4 U/mL    
เพ่ือประหยดัรีเอเจนท์ในการวิเคราะห์ 

 การศกึษาผลของเวลาในการเกิดปฏิกิริยาตอ่สญัญาณในการวิเคราะห์ H2O2 100 M พบว่าเม่ือเวลาในการเกิดปฏิกิริยาเพิ่มขึน้ สีของ 
TMB ก็จะเข้มขึน้ เน่ืองจากปฏิกิริยาเกิดสมบูรณ์ขึน้ จนกระทัง่ถึงเวลา 25 นาที ที่ความเข้มสีเร่ิมคงที่ ในการทดลองขัน้ต่อไป จะใช้เวลาในการ
เกิดปฏิกิริยาที่ 30 นาที เพ่ือให้ปฏิกิริยาในการวิเคราะห์เกิดอยา่งสมบรูณ์ 

 การศึกษาผลของอณุหภมิูต่อการวิเคราะห์ H2O2 100 M พบว่าความเข้มสีของการวิเคราะห์เพิ่มขึน้เม่ืออณุหภมิูสงูขึน้ ทัง้นีเ้น่ืองจาก
อณุหภมิูมีผลต่อการท างานของเอนไซม์ พบว่าเอนไซม์ส่วนใหญ่สามารถท างานได้ทีที่อุณหภมิู 37 oC ผลการทดลองดงัรูป สอดคล้องกับทฤษฎี
เน่ืองจากความเข้มสีมีค่าสงูที่สดุที่อณุหภมิู 37 oC อย่างไรก็ตาม การวิเคราะห์ที่อณุหภมิูห้อง ( ~28 oC) ให้ความเข้มสีใกล้เคียงกับการวิเคราะห์     
ที่อณุหภมิู 37 oC ดงันัน้ เพื่อให้ง่ายต่อการวิเคราะห์ H2O2 รวมไปถึงแอลกอฮอล์ ไม่จ าเป็นต้องใช้ตู้ อบเพื่อท าการทดลอง ในการทดลองขัน้ต่อไป   
จะเลือกท าการทดลองที่อณุหภมิูห้อง 
  

 (A)      (B)  
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4 การศกึษาสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะห์ H2O2 ด้วยอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษที่ท างานร่วมกบัเอนไซม์ (A) ผลของปริมาณ เอนไซม์ 
(n=3), (B) ผลของ pH (n=3) 
 

การศึกษาผลของ pH ต่อการวิเคราะห์ H2O2 100 M ได้ผลดงัรูปที่ 4B พบว่าที่ pH 3.6 -4.5 ให้ความเข้มสีการวิเคราะห์ใกล้เคียงกัน 
และความเข้มสีลดลงเม่ือ pH เพ่ิมขึน้ ทัง้นีเ้ป็นผลมาจากการท างานของเอนไซม์ HRP ที่สามารถเร่งปฏิกิริยาได้ดีที่ pH 3-4 ซึ่งสอดคล้องกับผลที่ได้
มีรายงาน (Gao et al., 2007) ในการทดลองขัน้ตอ่ไปจะได้เลือกท าการวิเคราะห์ H2O2 ที่ pH 3.6  

อยา่งไรก็ตามจากผลการทดลองเพื่อศกึษาสภาวะที่เหมาะสมทัง้ 5 ปัจจยั พบวา่ ข้อมลูที่ได้จากการวิเคราะห์มีสว่นเบี่ยงเบนมาตรฐาน    
ที่คอ่นข้างสงูสงัเกตได้จากแถบแสดงความคลาดเคลื่อนของข้อมลูในกราฟ สาเหตขุองความคลาดเคลื่อนของข้อมลูดงักลา่วอาจมาจากสองสาเหตุ

คือ (i) ความคลาดเคลื่อนจากการหยดรีเอเจนท์ เน่ืองจากรีเอเจนท์ที่ใช้มีปริมาตรน้อยมากในระดบั 5-10 L ท าให้เกิดความคลาดเคลื่อนได้งา่ย (ii) 
การเติมรีเอเจนท์ เชน่ เอนไซม์ HRP และ TMB ก่อนการเติม H2O2 ท าให้กระดาษมีความเป็น Hydrophobic  มากขึน้ สง่ผลให้ความชุม่น า้ของ
กระดาษลดลงไป เม่ือเติม H2O2 จงึท าให้เกิดการแพร่ท าปฏิกิริยาระหวา่งสารตวัอยา่งกบัรีเอเจนท์ได้ยาก ท าให้เกิดปฏิกิริยาไมส่มบรูณ์               
การเปลี่ยนแปลงความเข้มสีจงึไมส่มบรูณ์ด้วย ปัญหาข้างต้นสามารถแก้ไขได้โดยการใช้ไมโครปิเปตที่มีลกัษณะเป็น multichannel เพ่ือควบคมุการ
หยดสารเพ่ือท าปฏิกิริยาบนอปุกรณ์ตรวจวดัแตล่ะหลมุได้แมน่ย ามากขึน้ นอกจากนีปั้ญหาความไมชุ่ม่น า้ ที่เกิดจากการเติมรีเอเจนท์ก่อนการเติม
สารตวัอยา่ง สามารถแก้ไขได้โดยการเติมสารลดแรงตงึผิวภายหลงัจากเติมรีเอเจนท์ลงบนอปุกรณ์แบบกระดาษเพ่ือเพ่ิมคณุสมบตัิชอบน า้ให้
กระดาษก่อนเติมสารตวัอยา่งเพ่ือท าการวิเคราะห์  
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           (A) 
 
 
 
 
           (B)           (C)    
           
 
 
รูปที่ 5 (A) ภาพถ่ายอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษประกอบด้วยบริเวณตรวจวดัหลายหลมุที่ท าการทดลองโดยเพิ่มความเข้มข้นของ H2O2 หลมุ     
ที่เป็นแบลงค์ (ก ากบัด้วยสญัลกัษณ์C) คือความเข้มข้นของ H2O2 เป็นศนูย์ (B) กราฟมาตรฐานของการวิเคราะห์ H2O2 (n=3) (C) เปรียบเทียบ

ความเข้มสีของแบลงค์กบัความเข้มสีเม่ือมี H2O2 ที่มีความเข้มข้นใกล้เคียงกบัขีดจ ากดัการตรวจวดั (18.56 M) 
 

ขัน้ตอนต่อมาได้ศึกษาประสิทธิภาพของอุปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษที่พัฒนาขึน้ในการวิเคราะห์ H2O2 โดยท าการทดลองที่สภาวะ     

ที่เหมาะสมดงัได้ศึกษาข้างต้น จากการสร้างกราฟมาตรฐานพบว่าให้ช่วงความเป็นเส้นตรงที่ความเข้มข้น H2O2 เท่ากับ 50-700 M (รูปที่ 5)        

มีขีดจ ากดัการตรวจวดั (3SDblank/slope) เทา่กบั 18.56 M มีขีดจ ากดัการหาปริมาณ (10SDblank/slope) เทา่กบั 61.86M มีความสามารถ ในการ

ท าซ า้ที่ความเข้มข้น H2O2 50, 300และ 600 M บอกด้วยค่าร้อยละส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์เท่ากับ 2.46, 2.16 และ 2.75 ตามล าดบั     
จากผลการทดลองดงักลา่วชีใ้ห้เห็นวา่อปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษที่พฒันาขึน้มีประสิทธิภาพในการวิเคราะห์ H2O2 ดี  
 

3.2 การวิเคราะห์สารมาตรฐานแอลกอฮอล์ 
 อุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษที่ได้พัฒนาขึน้ได้ถูกน ามาวิเคราะห์แอลกอฮอล์ด้วยปฏิกิริยาทางเอนไซม์โดยใช้เอทานอลเป็นสาร-
มาตรฐานในการศกึษา จากรูปที่ 1 จะเห็นวา่ในการวิเคราะห์แอลกอฮอล์ด้วยวิธีที่พฒันาขึน้ เก่ียวข้องกบัการการท างานเอนไซม์สองชนิดคือเอนไซม์ 
AOX และเอนไซม์  HRP มีรายงานว่าเอนไซม์แอลกอฮอล์ออกซิเดสสามารถเร่งปฏิกิริยาได้ดีที่ pH 7.5 (Azevedo et al., 2005) แต่จากการศึกษา
สภาวะที่เหมาะสมของการตรวจวดั H2O2 ในงานวิจยันีด้ังแสดงข้างต้น พบว่า สามารถตรวจวัดได้ดีที่ pH 3.6 ดงันัน้ เพื่อเป็นการรักษาสภาพ      
การท างานของเอนไซม์ทัง้สองชนิดให้ท างานได้ดีที่ pH ที่เหมาะสม การทดลองเบือ้งต้นจึงได้ผสม AOX และเอทานอลในสารละลาย Tris-HCl 
บฟัเฟอร์ pH 7.5 ในหลอดเหวี่ยงขนาดเล็ก และทิง้ไว้ 30 นาทีเพื่อให้เกิดผลิตภณัฑ์เป็น H2O2 หลงัจากนัน้จึงได้น าของผสมดงักล่าว หยดลงบน
อปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษซึง่ได้ตรึงเอนไซม์ HRP และ TMB ที่ pH 3.6 ไว้แล้ว เพ่ือวิเคราะห์ H2O2 ที่เกิดขึน้ ดงันัน้ความเข้มสีที่ได้จะแปรผันตรง

กับปริมาณเอทานอล จากการทดลองด้วยสภาวะดงักล่าวพบว่า สามารถวิเคราะห์เอทานอลได้ที่ช่วงความเป็นเส้นตรง ที่ 50 -1000 M (รูปที่ 6)    

มีคา่ขีดจ ากดัการตรวจวดั (3SD/Slope) และการหาปริมาณ (10SD/Slope) เทา่กบั 1.50 และ 3.89 M ตามล าดบั มีความสามารถในการท าซ า้ที่ดี
โดยมีคา่ร้อยละสว่นเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ที่ความเข้มข้น  100, 500 และ 1000  เทา่กบั 1.93, 1.66 และ 1.24 ตามล าดบั (n=10) การวิเคราะห์
เอทานอลได้ที่ความเข้มข้นระดบัไมโครโมลาร์ ที่ระดบัความสามารถในการท าซ า้ที่ดีข้างต้น ชีใ้ห้เห็นว่าอปุกรณ์ที่พฒันาขึน้มีแนวโน้มที่จะสามารถ 
ใช้วิเคราะห์เอทานอลที่ความเข้มข้นต ่าๆในตวัอยา่งจริงได้ เชน่ การตรวจสอบปริมาณแอลกอฮอลล์ในปัสสาวะและเลือดของผู้ดื่มแอลกอฮอล์ขณะ
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ขบัรถ (17 mmol/L) (Winek et al., 1984) หรือการใช้หาปริมาณแอลกอฮอล์ปนเปื้อนในน า้มนัไบโอดีเซลเพื่อตรวจสอบคณุภาพของน า้มนั ( ต้องมี
ปริมาณแอลกอฮอล์ปนเปือ้นไมเ่กิน 0.2 %mol/mol) (Boog et al., 2011) 
 
 
 
 
  
            (A) 
 
  (B) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 6 (A) ภาพถ่ายอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษในการวิเคราะห์เอทานอลที่ความเข้มข้นแตกตา่งกนั หลมุที่เป็นแบลงค์ (ก ากบัด้วยสญัลกัษณ์C) 
คือความเข้มข้นของเอทานอลเป็นศนูย์ (B) กราฟมาตรฐานของการวิเคราะห์เอทานอลด้วยวิธีที่พฒันาขึน้ (n=3) 
 
4. บทสรุป 
 อปุกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษร่วมกับวิธีทางเอนไซม์ที่พฒันาขึน้สามารถวิ เคราะห์ H2O2 ได้อย่างมีประสิทธิภาพ ให้การวิเคราะห์ได้       
ที่ความเข้มข้นต ่าด้วยการทดลองที่ใช้สภาวะที่เหมาะสมที่ได้ท าการศึกษา อปุกรณ์ดังกล่าวสามารถวิเคราะห์เอทานอลได้ในระดับความเข้มข้น       
ไมโครโมลาร์ ที่มีค่าความสามารถในการท าซ า้อยู่ในช่วงที่ดีคือมีร้อยละส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ร้อยละไม่เกิน 2 การประยกุต์ใช้อปุกรณ์
ดังกล่าวในการวิเคราะห์เอทานอลในตัวอย่างเคร่ืองดื่มแอลกอฮอล์อยู่ในขัน้การทดลอง และจะได้ศึกษาผลของตัวรบกวน (Interferences) 
               ด้วย จะเห็นว่าวิธีที่ได้พฒันาขึน้ ใช้รีเอเจนท์และตัวอย่างระดับไมโครลิตร มีกระดาษเป็นวสัดหุลักในการวิเคราะห์ ซึ่งมีราคาถูก     
ท าให้ค่าในการวิเคราะห์มีราคาถูกตามไปด้วย อุปกรณ์มีน า้หนักเบาและขนาดเล็ก เหมาะกับการพกพาไปตรวจวัดภาคสนามได้ วิธีวิเคราะห์
สามารถท าได้งา่ย ผู้ ใช้ไมจ่ าเป็นต้องเป็นผู้ช านาญการ จึงท าให้อปุกรณ์ดงักล่าวมีแนวโน้มสามารถใช้เป็นอปุกรณ์ตรวจสอบคณุภาพ และปริมาณ
ของแอลกอฮอล์ในตวัอยา่งที่สนใจได้เป็นอยา่งดีในอนาคต 
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