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บทคัดย่อ 
 

 ในอุตสาหกรรมอาหารมีการตรวจวัดปริมาณไฮโปแซนทีนในเนื้อสัตว์เพ่ือประเมินคุณภาพ   
ความสด ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์ในการสร้างอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษส าหรับตรวจวัด         
ไฮโปแซนทีนโดยใช้เทคนิคทางไบโอเซนเซอร์ การสร้างอุปกรณ์ตรวจวัดอาศัยการเกิดปฏิกิริยาของ     
ไฮโปแซนทีนด้วยแซนทีนออกซิเดส ฮอสราดิชเปอร์ออกซิเดส และโอไดอะนิซิดีน เกิดเป็นสารละลาย   
สีน้ าตาลบนกระดาษและวัดค่าความเข้มสีด้วยโปรแกรมประมวลผลภาพ ค่าความเข้มสีที่ได้จะ 
แปรผันตรงกับปริมาณไฮโปแซนทีน  

ขั้นแรกท าการสร้างอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษด้วยวิธีพิมพ์สกรีนโดยใช้สารละลาย         
พอลิแลคติกแอซิด ศึกษาวิธีการสร้างอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษและศึกษาวิธีการตรวจวัด 
ไฮโปแซนทีน จากนั้นศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสม และศึกษาประสิทธิภาพของอุปกรณ์ตรวจวัด       
แบบกระดาษในการตรวจวัดไฮโปแซนทีน ผลการทดลองพบว่า อุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ 
มีความเที่ยง ความถูกต้อง และจ าเพาะเจาะจงสูงส าหรับตรวจวัดไฮโปแซนทีน มีช่วงความเป็นเส้นตรง
คือ 5-40 มิลลิกรัม/ลิตร ขีดจ ากัดในการตรวจพบและขีดจ ากัดในการตรวจพบเชิงปริมาณเท่ากับ 1.8 
และ 6.1 มิลลิกรัม/ลิตร ตามล าดับ จากนั้นน าวิธีที่พัฒนาขึ้นนี้ไปตรวจวัดไฮโปแซนทีนในตัวอย่าง
เนื้อสัตว์สดและผลิตภัณฑ์แปรรูปจากเนื้อสัตว์ พบว่า อุปกรณ์ตรวจวัดสามารถตรวจวัดปริมาณ 
ไฮโปแซนทีน เพ่ือประเมินความสดของเนื้อสัตว์ได้  

วิธีวิเคราะห์หาปริมาณไฮโปแซนทีนที่พัฒนาขึ้นมีข้อดี คือ มีความถูกต้องสูง ง่ายต่อการ 
ใช้งาน เป็นวิธีที่เร็ว และราคาถูก  
 
ค าส าคัญ:  ไฮโปแซนทีน อุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ ไบโอเซนเซอร์ ความสดของเนื้อสัตว์ 
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ABSTRACT 
 

In the food industry, the amount of hypoxanthine in meat is assessed for the 
quality of freshness. Therefore, the objective of this research was to fabricate  
a microfluidic paper-based analytical device (µPAD) for hypoxanthine detection using the 
biosensor technique. The device fabrication was based on the reactions of hypoxanthine 
with xanthine oxidase, horseradish peroxidase, and o-dianisidine, the brown solution was 
obtained on the paper. The color intensity of this solution was measured with the Image 
J program. The color intensities corresponded to the amount of hypoxanthine.  
 Firstly, the µPAD was fabricated by the screen printing technique using 
polylactic acid solution. Fabrication of µPAD and analytical method for detection of 
hypoxanthine were studied. Next, the conditions were optimized and performances of 
µPAD were evaluated. The results were found that, µPAD provide precision, accuracy, 
and specificity for detection of hypoxanthine. The concentrations were linear  
in the range of 5-40 mg/L. Limit of detection and limit of quantitative were 1.8 and  
6.1 mg/L, respectively. Then, the developed method was applied for detection of 
hypoxanthine in meat and processed meat. The results showed that, the µPAD could 
detect hypoxanthine for evaluation of meat freshness.  
  The developed analytical method for detection of hypoxanthine has 
advantages such as high accuracy, ease of use, rapid method and low cost. 
 
Keywords:  hypoxanthine, microfluidic paper-based analytical device, biosensor, meat freshness 
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 วิทยานิพนธ์ฉบับนี้ส าเร็จลุล่วงได้ด้วยดี ด้วยความกรุณาเป็นอย่างสูงจากอาจารย์ที่ปรึกษาหลัก 
คือ ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.ศิริวรรณ  ตี้ภู่ ที่เสียสละเวลาและให้ค าปรึกษาเป็นอย่างดี พร้อมทั้งติดตาม
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ครั้งนี้ รวมทั้งยังกรุณาให้ค าแนะน าในการแก้ไขข้อผิดพลาดต่างๆ ผู้วิจัยขอขอบพระคุณเป็นอย่างสูงไว้ 
ณ โอกาสนี้  
 ขอขอบคุณห้องปฏิบัติการแยกและวิเคราะห์สารปริมาณน้อย อาคารสถาบันวิจัยเคมี คณะ
วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลธัญบุรี ที่เอ้ือเฟ้ือห้องปฏิบัติการและ
อุปกรณ์ในการท างานวิจัยจนส าเร็จลุล่วงไปด้วยดี 
 ขอขอบพระคุณคณาจารย์ทุกท่าน ที่ประสิทธิ์ประสาทวิชาความรู้ ให้ค าปรึกษาและค าแนะน า 
พร้อมการสนับสนุนเป็นอย่างดีจนท าให้ผู้วิจัยสามารถน าความรู้มาประยุกต์ใช้ในงานวิจัยนี้จนประสบ
ผลส าเร็จ อีกทั้งความช่วยเหลือจากครอบครัว เพ่ือน พี่ และน้อง ตลอดจนบุคลากรที่ให้ความช่วยเหลือ
ในด้านต่างๆ ผู้วิจัยขอขอบคุณเป็นอย่างสูง 
 สุดท้ายนี้ผู้วิจัยหวังเป็นอย่างยิ่งว่า วิทยานิพนธ์ฉบับนี้จะเป็นประโยชน์ให้แก่ผู้สนใจ หากมีความ
ผิดพลาดหรือบกพร่องใดๆในวิทยานิพนธ์ฉบับนี้ ผู้วิจัยกราบขออภัยมา ณ โอกาสนี้ด้วย 
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บทท่ี 1 
บทน ำ 

 

1.1  ควำมเป็นมำและควำมส ำคัญของปัญหำ 
 ประเทศไทยมีลักษณะภูมิประเทศและภูมิอากาศเหมาะส าหรับการท าเกษตรกรรม การ
ประมง และการเลี้ยงสัตว์ ท าให้เป็นประเทศที่อุดมสมบูรณ์ด้วยทรัพยากรธรรมชาติ และมีความพร้อม
ทางด้านวัตถุดิบในอุตสาหกรรมอาหารทั้งบริโภคภายในประเทศและส่งออกจ าหน่ายในต่างประเทศ โดย
ประเทศไทยเป็นประเทศหนึ่งที่ส าคัญของโลกในการส่งออกวัตถุดิบต่างๆ ได้แก่ ข้าว เนื้อสัตว์ ปลา และ
อาหารทะเล [1] ส าหรับการส่งออกเนื้อสัตว์มีทั้งที่อยู่ในรูปของเนื้อสัตว์แช่เยือกแข็ง และเนื้อสัตว์แปรรูป
เป็นผลิตภัณฑ์ต่างๆ เช่น ปลาทูน่ากระป๋อง นักเก็ตไก่ หมูยอ ลูกชิ้นเนื้อ และน้ าปลา เป็นต้น [2-4] ซึ่ง
ประเทศไทยมีการผลิตและส่งออกน้ าปลามากที่สุดในโลก นอกจากนี้ รายงานจากกรมปศุสัตว์ [5] พบว่า
มีอัตราการส่งออกเนื้อสัตว์แช่เยือกแข็งและผลิตภัณฑ์แปรรูปจากเนื้อสัตว์ของประเทศไทยเพ่ิมขึ้นอย่าง
รวดเร็วจากปี 2548 จนถึงปี 2561 ซึ่งคิดเป็นรายได้ให้แก่ประเทศไทยมากกว่า 87,000 ล้านบาท 
 ความสดของเนื้อสัตว์เป็นตัวบ่งชี้ถึงคุณภาพของผลิตภัณฑ์จากอุตสาหกรรมอาหาร แต่เนื่อง
ด้วยประเทศไทยเป็นประเทศที่อยู่ในเขตร้อนและมีการขนส่งวัตถุดิบที่ใช้เวลานาน จึงมักพบปัญหาใน
เรื่องของการเน่าเสียได้ง่าย ท าให้เนื้อสัตว์เสียสภาพและมีกลิ่นเปลี่ยนไป เช่น เกิดจากการรวมตัวของ
ไขมันกับออกซิเจนในอากาศจะท าให้เกิดกลิ่นเหม็นหืนขึ้น และเนื่องจากกระบวนการทางชีวเคมีภายใน
เนื้อสัตว์ที่เกิดขึ้นภายหลังจากสัตว์ตาย โดยจุลินทรีย์จะมีการเจริญเติบโตอย่างรวดเร็วท าให้เกิดการย่อย
สลายโปรตีนต่างๆด้วยเอนไซม์ โดยเริ่มจากการย่อยอะดีโนซีนไตรฟอสเฟส (Adenosine triphosphate : ATP)          
และย่อยต่อไปจนเกิดเป็นไฮโปแซนทีน (Hypoxanthine) โดยมีเอนไซม์แซนทีนออกซิเดส (Xanthine oxidase : 
XOD) เป็นตัวเร่งปฏิกิริยา [6-9] ดังนั้นปริมาณของไฮโปแซนทีนทีเ่กิดขึ้นจึงมีความสัมพันธ์กับการเน่าเสีย
ของเนื้อสัตว์ สามารถใช้เป็นดัชนีวัดความเน่าเสียของเนื้อสัตว์ได้ กล่าวคือ เมื่อมีปริมาณไฮโปแซนทีน
เพ่ิมมากขึ้นแสดงว่าเนื้อสัตว์มีการเน่าเสียเพ่ิมขึ้น ถ้าหากมีการบริโภคเนื้อสัตว์ที่มีไฮโปแซนทีนปนเปื้อน
อยู่ พบว่ามีอันตรายต่อร่างกาย เนื่องจากไฮโปแซนทีนสามารถย่อยสลายต่อไปกรดยูริกได้ ซึ่งปริมาณ
กรดยูริกที่สะสมในร่างกายจะท าให้มีโอกาสเสี่ยงในการเกิดภาวะกรดยูริกในเลือดสูงและเกิดโรคเก๊าต์ได้ 
ดังนั้น จึงมีความจ าเป็นอย่างยิ่งส าหรับการวิเคราะห์ปริมาณไฮโปแซนทีนในเนื้อสัตว์ ซึ่งนับว่ามี
ความส าคัญต่อกระบวนการผลิตในอุตสาหกรรมอาหาร อีกทั้งยังมีความส าคัญต่อความปลอดภัยของ
ผู้บริโภค ในทางอุตสาหกรรมอาหารจึงมีการตรวจวัดปริมาณไฮโปแซนทีนในเนื้อสัตว์ก่อนแปรรูปเพ่ือ
ประเมินคุณภาพความสด และตรวจวัดในผลิตภัณฑ์แปรรูปจากเนื้อสัตว์เพ่ือตรวจสอบคุณภาพย้อนกลับ
ของวัตถุดิบ  
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 วิธีทั่วไปส าหรับการวิเคราะห์หาปริมาณไฮโปแซนทีน ได้แก่ วิธีวิเคราะห์ทางโครมาโทรกราฟฟี 
สมรรถนะสู ง (High performance liquid chromatography : HPLC) [10] วิธีทางเคมี ไฟฟ้า (Electrochemistry) 
[11] และวิธีสเปกโทรสโคปี (Spectroscopy) [12] ซึ่งวิธีดังกล่าวเป็นวิธีวิเคราะห์สารที่มีความถูกต้อง 
แม่นย า และมีความไววิเคราะห์สูง อย่างไรก็ตามวิธีวิเคราะห์ดังกล่าวมีการเตรียมตัวอย่างที่ยุ่งยากเพ่ือ
ก าจัดตัวรบกวน นักวิทยาศาสตร์จึงน าเทคนิคไบโอเซนเซอร์ (Biosensor) มาประยุกต์ใช้ในการวิเคราะห์
หาปริมาณไฮโปแซนทีนร่วมกับวิธีทั่วไป [11-13] ซึ่งเป็นเทคนิคที่มีความจ าเพาะเจาะจงสูง ดังนั้นข้อดี
ของเทคนิคนี้ คือ ให้ผลวิเคราะห์ที่ถูกต้องโดยไม่ต้องเตรียมตัวอย่างเพ่ือก าจัดตัวรบกวน ถือเป็นการลด
ระยะเวลาและลดค่าใช้จ่ายในการวิเคราะห์ โดยเทคนิคไบโอเซนเซอร์อาศัยหลักการท างานร่วมกันสอง
ส่วนประกอบหลัก คือ วัสดุชีวภาพ (Biological sensing element) และตัวตรวจวัด (Detector) 
ส าหรับการวิเคราะห์หาปริมาณไฮโปแซนทีนด้วยเทคนิคไบโอเซนเซอร์จะใช้แซนทีนออกซิเดส เป็นวัสดุ
ชีวภาพ เพ่ือเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชันของไฮโปแซนทีน แต่ทั้งนี้วิธีวิเคราะห์หาปริมาณไฮโปแซนทีนด้วยวิธี
ดังกล่าวยังมีข้อจ ากัดอ่ืนๆ ได้แก่ เครื่องมือวิเคราะห์มีราคาแพง ต้องท าการวิเคราะห์ในห้องปฏิบัติการ
เท่านั้น อีกท้ังผู้ใช้เครื่องมือต้องมีทักษะและความเชี่ยวชาญในการใช้เครื่องมือ  
 ปัจจุบันมีการน ากระดาษมาพัฒนาวิธีวิเคราะห์เพ่ือให้สะดวกและง่ายขึ้น เปรียบเสมือนการ
ย่อส่วนห้องปฏิบัติการลงบนกระดาษเพียงแผ่นเดียว (Lab-on-paper) เรียกว่า อุปกรณ์ตรวจวัดแบบ
กระดาษ (Microfluidic paper-based analytical devices : µPAD) [14-16] เป็นวิธีวิเคราะห์ที่มี
ขั้นตอนไม่ซับซ้อน สามารถวัดได้ครั้งละหลายตัวอย่างพร้อมกัน ใช้ตัวอย่างและสารเคมีปริมาณน้อย 
และด้วยวัสดุที่ท าจากกระดาษจึงมีราคาถูก อุปกรณ์มีขนาดเล็ก น้ าหนักเบา สามารถพกพาไปวิเคราะห์
ยังภาคสนามได้ หลักการของอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ อาศัยการเกิดปฏิกิริยาของสารตัวอย่างกับ
สารเคมีบนกระดาษซึ่งมีคุณสมบัติชอบน้ า (Hydrophilic) และก าหนดขอบเขตหรือทิศทางการไหลของ
สารด้วยการสร้างส่วนไม่ชอบน้ า (Hydrophobic) ขึ้นเป็นลวดลาย ด้วยการตัดหรือปรับแต่งกระดาษให้
มีคุณสมบัติไม่ชอบน้ าด้วยเทคนิคต่างๆ เช่น เทคนิคการพิมพ์ด้วยแสง (Photolithography) [17] การ
ปรับสภาพด้วยเลเซอร์ (Laser treatment) [18] การปรับสภาพด้วยพลาสมา (Plasma treatment) 
[19] การพิมพ์ผ่านสกรีนด้วยไข (Wax screen printing) [20] และการพิมพ์ด้วยเครื่องพล็อตเตอร์ 
(Plotter) [21] เป็นต้น โดยเทคนิคการปรับแต่งกระดาษดังกล่าว บางเทคนิคจะต้องใช้เครื่องมือที่
ซับซ้อน เช่น เครื่องฉายแสง เครื่องฉายเลเซอร์ ส าหรับเทคนิคการพิมพ์สกรีนด้วยไข เป็นขั้นตอนการ
พิมพ์ที่ง่ายไม่ต้องใช้เครื่องมือที่ซับซ้อน แต่จะต้องใช้ความร้อนในการหลอมละลายไขลงบนกระดาษ 
งานวิจัยนี้จึงสนใจการสร้างอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษโดยใช้เทคนิคการพิมพ์สกรีนด้วยสารละลาย
พอลิเมอร์ คือ กรดพอลิแลกติก (Polylactic acid : PLA) เนื่องจากเป็นวิธีที่ง่าย ไม่ต้องใช้เครื่องมือและ
ความร้อนในการพิมพ์ และด้วยคุณสมบัติของกรดพอลิแลกติกที่ไม่ชอบน้ า เป็นพอลิเมอร์ที่เข้ากันได้กับ
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สารชีวภาพ เป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อม จึงเหมาะแก่การน ามาประยุกต์ใช้ในการสร้างส่วนที่ไม่ชอบน้ าบน
อุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ 

ดังนั้น ในงานวิจัยนี้ จึงพัฒนาวิธีวิเคราะห์หาปริมาณไฮ โปแซนทีนด้วยหลักการทาง
ไบโอเซนเซอร์ โดยพัฒนาการสร้างอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษด้วยเทคนิคการพิมพ์ผ่านสกรีนโดยใช้
สารละลายกรดพอลิแลกติก วิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้นน าไปตรวจวัดไฮโปแซนทีนในตัวอย่างเนื้อสัตว์  
ได้แก่ เนื้อหมู เนื้อไก่ เนื้อปลา และผลิตภัณฑ์แปรรูปจากเนื้อสัตว์ ซึ่งคาดว่าวิธีที่พัฒนาขึ้นมีข้อดีกว่าวิธี
วิเคราะห์ไฮโปแซนทีนในปัจจุบัน คือ ให้ผลวิเคราะห์ถูกต้อง ไม่ต้องมีขั้นตอนในการเตรียมตัวอย่างเพ่ือ
ก าจัดตัวรบกวน เป็นเทคนิคที่ง่าย ให้ผลการวิเคราะห์เร็ว ใช้สารปริมาณน้อย ลดค่าใช้จ่ายในการ
วิเคราะห์ และสามารถพกพาไปปฏิบัติงานที่ภาคสนามได้  

 
1.2  วัตถุประสงค์ของโครงงำนวิจัย 
 1.2.1  เพ่ือสร้างอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษโดยใช้เทคนิคการพิมพ์สกรีนด้วยสารละลาย
กรดพอลิแลกติก 

1.2.2  เพ่ือศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของการตรวจวัดไฮโปแซนทีนด้วยหลักการไบโอเซนเซอร์
บนอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ 

1.2.3  เพ่ือหาประสิทธิภาพของการตรวจวัดไฮโปแซนทีนด้วยหลักการไบโอเซนเซอร์บน
อุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ 

1.2.4  เพ่ือวิเคราะห์หาปริมาณไฮโปแซนทีนในตัวอย่างจริงด้วยหลักการไบโอเซนเซอร์บน
อุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ 

 
1.3  ขอบเขตของกำรวิจัย 

1.3.1  ศึกษาการสร้างอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษโดยใช้เทคนิคการพิมพ์ผ่านสกรีนด้วย
สารละลายกรดพอลิแลคติก 

            1.3.1.1  ศึกษาความเข้มขน้ที่เหมาะสมของสารละลายพอลิแลคติกแอซิดส าหรับ 
                       พิมพ์กระดาษด้านหน้า 
            1.3.1.2  ศึกษาความเข้มข้นที่เหมาะสมของสารละลายพอลิแลคติกแอซิดส าหรับ  

                                  พิมพ์กระดาษด้านหลัง 
1.3.2  ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของการตรวจวัดไฮโปแซนทีนด้วยหลักการไบโอเซนเซอร์บน

อุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ 
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        1.3.2.1  ศึกษาปริมาตรของสารเคมีบริเวณตัวอย่าง 
        1.3.2.2  ศึกษาปริมาตรของสารเคมีบริเวณตรวจวัด 
        1.3.2.3  ศึกษาความเข้มข้นของสารละลายแซนทีนออกซิเดส 
        1.3.2.4  ศึกษาความเข้มข้นของสารละลายฮอสราดิชเปอร์ออกซิเดส 
        1.3.2.5  ศึกษาความเป็นกรด-เบส ของสารละลายแซนทีนออกซิเดส 
               1.3.2.6  ศึกษาความเป็นกรด-เบส ของสารละลายฮอสราดิชเปอร์ออกซิเดส 
                     1.3.2.7  ศึกษาเวลาในการเกิดปฏิกิริยาระหว่างไฮโดรลิซิสของไฮโปแซนทีน 
                     1.3.2.8  ศึกษาเวลาในการเกิดปฏิกิริยาระหว่างไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์และ       
                                 โอไดอะนิซิดีน 
        1.3.2.9  ศึกษาความเข้มข้นของสารละลายโอไดอะนิซิดีน 
 1.3.3  ทดสอบประสิทธิภาพของการตรวจวัดไฮโปแซนทีนด้วยหลักการไบโอเซนเซอร์บน
อุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ 
                     1.3.3.1  ความเที่ยงของวิธี (Precision) 

           1.3.3.2  ความถูกต้องของวิธี (Accuracy) 
           1.3.3.3  ช่วงความเป็นเส้นตรง (Linear range) 

                     1.3.3.4  ขีดจ ากัดในการตรวจพบ (Limit of detection) 
                     1.3.3.5  ขีดจ ากัดในการตรวจพบเชิงปริมาณ (Limit of quantitative) 
                     1.3.3.6  ความจ าเพาะเจาะจงของวิธี (Selectivity) 
 1.3.4  ตรวจวัดไฮโปแซนทีนในตัวอย่างจริงด้วยอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษที่พัฒนาขึ้น 
โดยตัวอย่างที่ใช้ ได้แก่ เนื้อสัตว์และผลิตภัณฑ์แปรรูปจากเนื้อสัตว์ และเปรียบเทียบผลการทดลองที่ใช้
อุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษกับผลที่ได้จากวิธีทางสเปกโทรสโคปี  
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1.4  กรอบแนวคิดของงำนวิจัย 
 เทคนิคไบโอเซนเซอร์เป็นเทคนิคในการตรวจวัดสารที่อาศัยหลักการจับกันอย่างจ าเพาะ
เจาะจงแบบแม่กุญแจกับลูกกุญแจระหว่างสารที่สนใจกับวัสดุชีวภาพ ท าให้สามารถตรวจวัดสารที่สนใจ
ได้อย่างจ าเพาะเจาะจง ไม่มีผลของตัวรบกวน จึงลดขั้นตอนการเตรียมตัวอย่างเพ่ือก าจัดตัวรบกวน ใน
งานวิจัยนี้จึงสนใจการตรวจวัดไฮโปแซนทีนด้วยเทคนิคไบโอเซนเซอร์โดยใช้แซนทีนออกซิเดส
และฮอสราดิชเปอร์ออกซิเดสเป็นวัสดุชีวภาพ โดยแซนทีนออกซิเดสเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาไฮโดรลิซิสของ  
ไฮโปแซนทีนได้ผลิตภัณฑ์เป็นแซนทีน (Xanthine) ดังสมการที่ 1.1 จากนั้นแซนทีนจะถูกเร่งปฏิกิริยาต่อด้วย      
แซนทีนออกซิเดสได้ผลิตภัณฑ์เป็นไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์  (Hydrogen peroxide : H2O2) ดังสมการที่ 
1.2 ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ที่เกิดขึ้นจะท าปฏิกิริยากับโอไดอะนิซิดีน (o-dianisidine) ที่อยู่ในรูปรีดิวซ์ 
(Reduced) ซึ่งไม่มีสี โดยมีฮฮสราดิชเปอร์ออกซิเดสเป็นตัวเร่งปฏิกิริยา และได้ผลิตภัณฑ์เป็นโอไดอะนิซิดีน 
ที่อยู่ในรูปออกซิไดซ์ (Oxidized) ซึ่งจะเปลี่ยนไปเป็นสารละลายสีน้ าตาล ดังสมการที่ 1.3 ความเข้มข้น
ของสารละลายสีน้ าตาลจะแปรผันตรงกับความเข้มข้นของไฮโปแซนทีนในตัวอย่าง 
 
            Hypoxanthine + O2 +H2O                      Xanthine + H2O                           (1.1)                              
                Xanthine + O2 + H2O                       Uric acid + H2O2                          (1.2) 
      H2O2 + Reduced o-dianisidine                      Oxidized o-dianisidine + H2O        (1.3) 

(ไม่มีสี)                                                 (สีน้ าตาล) 
 
 งานวิจัยนี้มีแนวความคิดที่จะพัฒนาการตรวจวัดไฮโปแซนทีนด้วยเทคนิคไบโอเซนเซอร์
เพ่ือให้เป็นวิธีที่ง่าย สะดวกรวดเร็ว ราคาถูก และไม่ต้องใช้เครื่องมือขนาดใหญ่ โดยการใช้อุปกรณ์
ตรวจวัดแบบกระดาษในการวิเคราะห์ อุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษในงานวิจัยนี้ท าการสร้างขอบเขต 
ในการเกิดปฏิกิริยาของสาร โดยการสร้างส่วนที่ไม่ชอบน้ าบนอุปกรณ์ตรวจวัดด้วยสารละลายพอลิแลคติกแอซิด    
ด้วยวิธีพิมพ์สกรีน ดังภาพที่ 1.2 ท าได้โดยสร้างบล็อกสกรีนขึ้นให้มีรูปแบบตามต้องการและท าการพิมพ์
สารละลายพอลิแลคติกแอซิดผ่านรูพรุนของบล็อกสกรีนไปยังกระดาษ สารละลายที่ถูกพิมพ์จะเคลื่อนที่
แทรกตัวลงในเส้นใยเซลลูโลสของกระดาษ และเมื่อแห้งจะเป็นส่วนที่ไม่ชอบน้ าบนอุปกรณ์ตรวจวัดแบบ
กระดาษ มีหน้าที่ก้ันบริเวณในการเกิดปฏิกิริยาของสาร     

 
 

XOD 

XOD 

HRP 
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ภำพที่ 1.1  หลักการสร้างอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษด้วยวิธีการพิมพ์สกรีนด้วยสารละลาย 
               พอลิแลคติกแอซิด 
 
 ต่อไปเป็นขั้นตอนการตรวจวัดไฮโปแซนทีนด้วยอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษท่ีสร้างขึ้น โดย
อาศัยหลักการทางไบโอเซนเซอร์ ดังสมการ 1.1  1.2  และ 1.3 ปฏิกิริยาดังกล่าวจะเกิดขึ้นบนส่วนที่ชอบน้ า 
ของอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ ดังภาพที่ 1.2 ปฏิกิริยาจะเริ่มขึ้นเมื่อปิเปตละลายไฮโปแซนทีน (หรือ
สารละลายตัวอย่าง) ลงบนบริเวณตัวอย่าง สารละลายจะเคลื่อนที่ไปตามเส้นใยเซลลูโลสของกระดาษสู่
บริเวณตรวจวัด จากนั้นปิเปตสารละลายแซนทีนออกซิเดส ฮอสราดิชเปอร์ออกซิเดสและโอไดอะนิซิดีน 
ลงบริเวณตรวจวัด เมื่อท าปฏิกิริยาในสภาวะที่เหมาะสมจะเกิดเป็นสารละลายสีน้ าตาลตรงบริเวณตรวจวัด 
การจากนั้นสแกนอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษด้วยเครื่องสแกน เพ่ือวัดค่าความเข้มสีด้วยโปรแกรม
ประมวลผลด้วยภาพ Image J ค่าความเข้มสีที่ได้จะแปรผันตรงตามความเข้มข้นของไฮโปแซนทีน น าค่า
ความเข้มสีที่ได้ไปสร้างกราฟมาตรฐานเพ่ือใช้ส าหรับวิเคราะห์หาปริมาณไฮโปแซนทีนต่อไป 
 

 
 
ภำพที่ 1.2  การตรวจวัดไฮโปแซนทีนด้วยเทคนิคไบโอเซนเซอร์บนอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ 
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1.5  ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 
 1.5.1  สามารถพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณไฮโปแซนทีนด้วยอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ  

1.5.2  ได้สภาวะที่เหมาะสมการตรวจวัดไฮโปแซนทีนด้วยอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ  
1.5.3  ได้ทราบประสิทธิภาพของการตรวจวัดไฮโปแซนทีนด้วยอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ 
1.5.4  สามารถวิเคราะห์หาปริมาณไฮโปแซนทีนในตัวอย่างเนื้อสัตว์และผลิตภัณฑ์แปรรูป 

            จากเนื้อสัตว์ด้วยอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษท่ีสร้างข้ึน 
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บทท่ี 2 
วรรณกรรมหรืองานวิจยัท่ีเกี่ยวข้อง 

 

2.1  ดัชนีบ่งชี้ความสดของเนื้อสัตว์ 
 ความสดของเนื้อสัตว์ที่น ามาเป็นวัตถุดิบในอุตสาหกรรมอาหารแปรรูป นับว่ามีความส าคัญ
อย่างมากซึ่งแสดงถึงคุณภาพของผลิตภัณฑ์ ในอุตสาหกรรมอาหารจึงมีการประเมินความสดของวัตถุดิบ 
ดัชนีทางเคมทีีใ่ช้ในการบ่งชี้ความสดหรือการเปลี่ยนแปลงคุณภาพของเนื้อสัตว์ มีดังนี้ 
 2.1.1  การสลายตัวของไตรเมทิลเอมีนออกไซด์ 
                      ไตรเมทิลเอมีนออกไซด์ (Trimethylamine oxide) สามารถพบได้ในปลาทะเลและ
สัตว์ที่ไม่มีกระดูกสันหลัง เป็นสารอนินทรีย์ที่มีมวลโมเลกุล [22-23] มีหน้าที่เป็นสารป้องกันการ
เสื่อมสภาพของโปรตีนในตัวปลา รวมถึงป้องกันการสูญเสียน้ าออกจากเนื้อปลา (Water logout) มักพบ
มากบริเวณผิวหนัง โดยหลังจากสัตว์ตายลงไตรเมทิลเอมีนออกไซด์สามารถเปลี่ยนเป็นไตรเมทิลเอมีน 
(Trimethylamine) ด้วยเอนไซม์ไตรเมทิลเอมีนรีดักเตส (Trimethylamine reductase) จากปฏิกิริยา
รีดักชันของแบคทีเรีย เช่น Shewanella putrifaciens ไตรเมทิลเอมีนที่เกิดขึ้นจะมีกลิ่นเหม็น ดังนั้น
ปริมาณไตรเมทิลเอมีนออกไซด์จะลดลงเมื่อระยะเวลาหลังการตายของสัตว์มากขึ้น จึงสามารถใช้เป็นตัว
บ่งชี้ความสดของเนื้อสัตว์ได้ 
 2.1.2  สารประกอบไนโตรเจนที่ระเหยได้ท้ังหมด  
  สารประกอบไนโตรเจนที่ระเหยได้ทั้งหมด (Total Volatile Basic Nitrogen) จะ
เกิดขึ้นภายในเนื้อสัตว์ โดยเมื่อสัตว์ตายเอนไซม์ที่อยู่ภายในตัวสัตว์หรือที่อยู่ในจุลินทรีย์จะท าหน้าที่ย่อย
องค์ประกอบต่างๆของเนื้อสัตว์และเกิดเป็นสารประกอบไนโตรเจนที่ระเหยได้ เช่น แอมโมเนีย 
(Ammonia) เ อมี น  (Amine) ไ ฮ โ ดร เ จนซั ล ไฟด์  ( Hydrogen Sulphide) เ มทิ ล เ มอแคปแทน 
(Methylmercaptan) อินโดล (Indole) และสารประกอบไนโตรเจนอ่ืนๆ เมื่อระยะเวลาหลังการตาย
มากขึ้นหรือเก็บรักษาวัตถุดิบที่อุณหภูมิสูง จุลินทรีย์จะมีปริมาณสูง จึงเกิดกระบวนการย่อยสลายและ
เกิดเป็นสารประกอบไนโตรเจนเพ่ิมมากขึ้น ดังนั้นจึงใช้เป็นดัชนีบ่งชี้ความสดของเนื้อสัตว์ [22] ซึ่ง
ปริมาณที่เกิดขึ้นมีความสัมพันธ์กับคุณภาพทางประสาทสัมผัส เช่น สีและกลิ่นเปลี่ยนไป ตัวอย่างเช่น 
สหภาพยุโรป (EU) ได้ก าหนดคุณภาพปลาสด จะต้องมีปริมาณสารประกอบไนโตรเจนที่ระเหยได้
ทั้งหมดไม่เกิน 35 มิลลิกรัม/100 กรัม [24] 
 2.1.3  ไบโอจีนิกเอมีน (Biogenic amine) 
          ไบโอจีนิกเอมีน คือ เป็นสารประกอบอินทรีย์ที่มีน้ าหนักโมเลกุลต่ า เกิดจากปฏิกิริยา
ดีคาร์บอกซิเลชัน (Decarboxylation) ของกรดอะมิโน โดยใช้เอนไซม์อะมิโนดีคาร์บอกซิเลส (Amino 
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decarboxylase) หรือเกิดจากปฏิกิริยาเอมิ เนชัน (Amination) และปฏิกิริยาทรานส์ เอมิเนชัน 
(Transamination) ของอัลดีไฮด์หรือคีโตน สังเคราะห์ได้จากกระบวนการเมแทบิลิซึมของสิ่งมีชีวิต 
ได้แก่ พืช สัตว์ และจุลินทรีย์ ปริมาณของไบโอจินิกเอมีนในอาหารมักเกิดจากแบคทีเรีย โดยจะมี การ
ผลิตสูงขึ้นเมื่ออยู่ในสภาวะที่แบคทีเรียเจริญเติบโตได้ดี เช่น Bacillus, Citrobacter, Klebsiella และ 
Streptococcus ไบโอจีนิกเอมีนสามารถพบได้ในอาหารหลายชนิด โดยเฉพาะอาหารหมัก เช่น ไวน์ 
เนื้อหมัก และอาหารทะเล โดยสารไบโอจีนิกเอมีนส าคัญที่มักพบในอาหารได้แก่ ฮีสตามีน (Histamine) 
ทริปทามีน (Tryptamine) สเปอร์มีน (Spermine) 2-ฟีนิลเอธิลเอมีน (2-phenylethylamine) คาดา
เวอรีน (Cadaverine) ไทรามีน (Tyramine) และสเปอร์มิดีน (Spermidine) [25]  
  เมื่อรับสารไบโอจีนิกเอมีนเข้าร่างกายจะก่อให้เกิดปัญหาสุขภาพ โดยเมื่อบริโภค
อาหารที่ มี ระดับของฮิสตามีนสู ง จะมีผลท า ให้ เกิดอาการแพ้ที่ เรี ยกว่ า สคอมโบทอกซิ โคซิส 
(Scombrotoxicosis) มักจะมีอาการคลื่นไส้ ปวดหัว มีผื่นแดง หายใจขัด และความดันเลือดต่ า [26] 
นอกจากนี้สามารถใช้สารไบโอจีนิกเอมีนเป็นดัชนีบ่งชี้คุณภาพความสดของเนื้อสัตว์หรือวัตถุดิบได้
โดยเฉพาะปลาในวงศ์ Scombridae และ Carpeidae เนื่องจากปลาเหล่านี้มีปริมาณกรดอะมิโนฮีสติดี
นสูง เมื่อเกิดการปนเปื้อนแบคทีเรียที่สร้างเอนไซม์ฮีสติดีนดีคาร์บอกซิเลส กรดอะมิโนฮีสติดีนจะถูก
เปลี่ยนเป็นฮีสตามีน และเนื่องด้วยฮีสตามีนเป็นสารที่มีความเสถียร ทนความร้อนสูง ไม่สามารถท าให้
สลายตัวได้ จึงสามารถพบได้ในผลิตภัณฑ์ที่แม้จะผ่านกระบวนการให้ความร้อนฆ่าเชื้อแล้ว เช่น 
ผลิตภัณฑ์ปลากระป๋อง ดังนั้นหากผลิตภัณฑ์ปลากระป๋องหรือผลิตภัณฑ์แปรรูปจากเนื้อสัตว์มีปริมาณ
ฮีสตามีนในระดับสูง อาจสันนิษฐานได้ว่าวัตถุดิบเนื้อสัตว์ที่ใช้ในการผลิตมีคุณภาพความสดต่ า [27] 
 2.1.4  การสลายตัวของสารประกอบนิวคลีโอไทด์ 
          ปริมาณของสารประกอบที่เกิดจากการสลายตัวของสารประกอบนิวคลีโอไทด์สามารถ
ใช้เป็นดัชนีบ่งชี้คุณภาพของเนื้อสัตว์ได้  โดยหลังจากสัตว์ตายสารประกอบนิวคลีโอไทด์จะเกิดการ
สลายตัว ดังภาพที่ 2.1  เริ่มต้นจากอะดีโนซีนไตรฟอสเฟต (Adenosine triphosphate; ATP) ถูกก าจัด
หมู่ฟอสเฟต ไปเป็นอะดีโนซีนไดฟอสเฟต (Adenosine diphosphate; ADP) และอะดีโนซีนโมโนฟอสเฟส 
(Adenosine monophosphate; AMP) ตาล าดับ จากนั้นเกิดการก าจัดหมู่แอมโมเนีย (Deamination) 
เกิดเป็นสารอิโนซีนโมโนฟอสเฟต (Inosine monophosphate; IMP) ในขั้นนี้จะท าให้เนื้อสัตว์มีรสชาติ
หวาน เนื่องจากอิโนซีนโมโนฟอสเฟตเป็นสารที่ให้ความหวาน ในขั้นตอนการเปลี่ยนแปลงของอะดีโนซีน
ไตรฟอสเฟตไปเป็นอิโนซีนโมโนฟอสเฟต มักเกิดจะเป็นการเปลี่ยนแปลงโดยเอนไซม์ที่อยู่ในสัตว์ ซึ่ง
เกิดปฏิกิริยาอย่างรวดเร็วและเกิดขึ้นอย่างสมบูรณ์ภายใน 3-5 วัน จากนั้นอิโนซีนโมโนฟอสเฟตจะ
เปลี่ยนไปเป็นอิโนซีน (Inosine; Ino) โดยใช้เอนไซม์จากจุลินทรีย์ในการเกิดปฏิกิริยา และย่อยสลาย
ต่อไปเกิดเป็นไฮโปแซนทีน ในขั้นตอนนี้จะในเวลานานในการเกิดปฏิกิริยา  
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  ดังนั้น เมื่อเก็บเนื้อสัตว์ไว้นานจะมีปริมาณไฮโปแซนทีนที่เพ่ิมขึ้น ซึ่งเป็นสารที่ให้ 
รสขม เมื่อเวลาผ่านไปหลายวันไฮโปแซนทีนจะถูกย่อยสลายต่อด้วยแซนทีนออกซิเดสและเกิดเป็น 
แซนทีน (Xanthine; X) และกรดยูริค (Uric acid) ตาม ล าดับ [6-8, 28-30] 
 
 

 
 
 

ภาพที่ 2.1  การสลายตัวของสารประกอบนิวคลีโอไทด์ [30] 
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  การสลายตัวของสารประกอบนิวคลีโอไทด์โดยใช้เอนไซม์จากจุลินทรีย์จนสุดท้ายเกิด
เป็นไฮโปแซนทีน จึงสามารถใช้เป็นดัชนีบ่งชี้คุณภาพความสดของเนื้อสัตว์ได้ มีรายงานว่าปริมาณ 
ไฮโปแซนทีนในเนื้อสัตว์เพ่ิมขึ้นตามระยะเวลาการเก็บ อย่างไรก็ตาม สัตว์แต่ละชนิดมีอัตราการเพ่ิมขึ้น
ของปริมาณไฮโปแซนทีนต่างกัน ดังนั้น ในการประเมินความสดโดยใช้ปริมาณไฮโปแซนทีนในเนื้อสัตว์
เป็นเกณฑ์จะขึ้นอยู่กับชนิดของสัตว์ เช่น ความสดของปลา ได้ก าหนดให้มีปริมาณ ไฮโปแซนทีนไม่เกิน 
1.5 - 2 ไมโครโมล/กรัม [8] 
  ค่าเค (K - value) เป็นดัชนีบ่งชี้คุณภาพความสดของเนื้อสัตว์ โดยเป็นการวัดสัดส่วน
การเปลี่ยนแปลงของสารประกอบนิวคลีโอไทด์ [6-9] ดังสมการที ่(2.1)  
 
    % K - value       =                       (Hx + Ino)                        x 100             (2.1)        
                                 (ATP + ADP + AMP + IMP + Hx + Ino) 
 

           แต่เนื่องจากอะดีโนซีนไตรฟอสเฟตสามารถสลายตัวอย่างรวดเร็วไปเป็นอิโนซีน 
โมโนฟอสเฟต ดังนั้น จึงมีการใช้ค่าเคไอ (Ki value) ซึ่งไม่จ าเป็นต้องตรวจสอบปริมาณอะดีโนซีน 
ไตรฟอสเฟต อะดีโนซีนไดฟอสเฟต และอะดีโนซีนโมโนฟอสเฟต ดังสมการที่ (2.2) 

 
                   % Ki - value       =          (Hx + Ino)          x 100                          (2.2) 
                                                   IMP + Hx + Ino 

 
            การใช้ค่าเคไอจะลดความแปรปรวนต่างๆ อันเกิดจากความแตกต่างของชนิดของสัตว์ 

และปัจจัยอ่ืนๆ ในทางอุตสาหกรรมมีการตั้งค่าของการปฏิเสธผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์ (Rejection limit) 
เช่น การปฏิเสธปลาที่ใช้ในการท าเป็นวัตถุดิบที่มีค่าเคเกิน 60% ส าหรับค่าเคของปลาที่ใช้ส าหรับท า
ผลิตภัณฑ์ปลาดิบ (ซาชิมิ) ต้องไม่เกิน 20% [9] ทั้งนี้การก าหนดค่าเคของเนื้อสัตว์ในแต่ละชนิดจะ
แตกต่างกัน เนื่องจากมีการย่อยสลายในขั้นตอนต่างๆที่แตกต่างกัน และปัจจัยอื่นๆ เช่น ขั้นตอนในการ
จับสัตว์แต่ละชนิด และการเก็บรักษาก่อนการแปรรูปย่อมแตกต่างกัน เป็นต้น 
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2.2  ไฮโปแซนทีน (Hypoxanthine; Hx) 
 2.2.1  สมบัติทั่วไปของไฮโปแซนทีน 

            ไฮโปแซนทีนมีชื่อเรียกตามสหภาพเคมีบริสุทธิ์และเคมีประยุกต์ระหว่างประเทศ 
(International Union of Pure and Applied Chemistry : IUPAC) คือ 1H–purin-6(9H)-one เป็น 
สารประกอบที่เป็นอนุพันธ์ของพิวรีน ซึ่งเป็นสารประกอบอินทรีย์ที่เป็นวงแหวน (Heterocyclic  
aromatic) จึงมีชื่อเรียกทั่วไป คือ 6-ไอดรอกซีพิวรีน (6-hydroxypurine) มีสูตรโมเลกุล คือ C5H4N4O 
และมีโครงสร้างโมเลกุล ดังภาพที ่2.2  

 

 
 

ภาพที่ 2.2  โครงสร้างโมเลกุลของไฮโปแซนทีน 
 
    สมบัติโดยทั่วไปของไฮโปแซนทีน ได้แก่ มีจุดเดือด 533 องศาเซลเซียส ที่ 760 
มิลลิเมตรปรอท จุดหลอดเหลว 250 องศาเซลเซียส จุดวาบไฟ 276 องศาเซลเซียส ความหนาแน่น 
1.892 กรัมต่อลูกบาศก์เซนติเมตร น้ าหนักโมเลกุล คือ 136.11 กรัม/โมล และสามารถละลายในน้ าได้น้อย 
[30]  

           ไฮโปแซนทีนที่สะสมอยู่ในเนื้อสัตว์เกิดจากการสลายตัวของสารประกอบนิวคลีโอไทด์ 
ดังที่กล่าวไว้ในหัวข้อ 2.1.4 โดยกระบวนการย่อยสลายตัวของสารประกอบนิวคลีโอไทด์จะเริ่มขึ้นภาย
หลังจากสัตว์ตายลง เอนไซม์ที่อยู่ในเนื้อสัตว์จะเป็นตัวย่อยสลายอะดีโนซีนไตรฟอสเฟตจนเกิดเป็น 
อิโนซีนมอนอฟอสเฟต จากนั้นเอนไซม์ที่ เกิดจากจุลินทรีย์จะท าหน้าที่ในการย่อยสลายอิโนซีน 
โมโนฟอสเฟตเป็นอิโนซีนและย่อยสลายต่อจนได้ผลิตภัณฑ์เป็นไฮโปแซนทีนในที่สุด ดังนั้น ไฮโปแซนทีน
จึงเป็นสารที่บ่งชี้ถึงความสดของเนื้อปลาได้  
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  มีรายงานวิจัยว่าปริมาณไฮโปแซนทีนในเนื้อสัตว์เพ่ิมขึ้นตามระยะเวลาการเก็บ 
งานวิจัยของ Rooma davi และคณะ [31] ได้ตรวจวัดหาปริมาณไฮโปแซนทีนในเนื้อสัตว์ ได้แก่ เนื้อหมู  
เนื้อไก่ เนื้อปลา และเนื้อวัว พบว่า เมื่อเก็บเนื้อสัตว์ดังกล่าวไว้ที่อุณหภูมิห้อง ปริมาณไฮโปแซนทีนเพ่ิม 
ขึ้นเรื่อยๆ ตลอดระยะเวลา 30 วัน ดังภาพที่ 2.3 

 

 
 
ภาพที่ 2.3  ปริมาณไฮโปแซนทีนในเนื้อสัตว์ตามระยะเวลาหลังการเก็บรักษา ที่อุณหภูมิ 30 ± 5              
               องศาเซลเซียส (F = เนื้อปลา C = เนื้อไก่ P = เนื้อหม ูB = เนื้อวัว) [31] 
 

           จากสมบัติของไฮโปแซนทีนที่สามารถละลายในน้ าได้น้อยมาก ดังนั้นเมื่อมีไฮโปแซนทีน 
อยู่ในเนื้อสัตว์จะล้างออกได้ยาก และเนื่องจากไฮโปแซนทีนมีจุดเดือดสูง การแปรรูปเนื้อสัตว์ด้วย 
ความร้อนจะไม่มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงของปริมาณไฮโปแซนทีน จึงท าให้ไฮโปแซนทีนยังคงตกค้างใน
เนื้อสัตว์นั้น ดังนั้น ถ้ารับประทานเนื้อสัตว์ที่ปนเปื้อนไฮโปแซนทีนจะท าให้มีการสะสมไฮโปแซนทีนอยู่
ในร่างกาย พบว่าไฮโปแซนทีนที่อยู่ในร่างกายสามารถเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันด้วยแซนทีนออกซิเดสท า
ให้สามารถสลายตัวได้ผลิตภัณฑ์ คือ แซนทีน ซึ่งจะสลายตัวต่อไปด้วยแซนทีนออกซิเดสและได้
ผลิตภัณฑ์ คือ กรดยูริก ซึ่งปริมาณกรดยูริกที่มากเกินไปจะเป็นอันตรายต่อร่างกาย สามารถท าให้เกิด
ภาวะกรดยูริกในเลือดสูงและเกิดโรคเก๊าต์ได้ เนื่องจากกรดยูริกไปสะสมอยู่ตามข้อต่างๆของร่างกาย ซึ่ง
จะเป็นอันตรายต่อร่างกายได้ [32] 
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 2.2.2  วิธีทั่วไปส าหรับการวิเคราะห์หาปริมาณไฮโปแซนทีน 
  วิธีทั่วไปส าหรับการวิเคราะห์หาปริมาณไฮโปแซนทีน ได้แก่ วิธีวิเคราะห์ทาง 
โครมาโทรกราฟีสมรรถนะสูง (High Performance Liquid Chromatography ; HPLC) [33-36]  
  จากงานวิจัยของ Don Farthing และคณะ [34] ได้วิเคราะห์ปริมาณอิโนซีนและ    
ไฮโปแซนทีนในตัวอย่างน้ าเลือดหรือพลาสมา (Plasma) โดยใช้เทคนิคโครมาโทกราฟีสมรรถนะสูง โดย
เก็บตัวอย่างจากอาสาสมัครผู้มีสุขภาพแข็งแรง และจากผู้ป่วยกลุ่มที่มีความเสี่ยงต่อการเกิดโรคหัวใจ
ขาดเลือดอย่างเฉียบพลัน ในขั้นตอนการเตรียมตัวอย่าง ท าได้โดยน าตัวอย่างเลือดที่ได้ไปปั่นเหวี่ยง
เพ่ือให้แยกชั้น จากนั้นกรองเพ่ือเก็บสารละลายที่เป็นส่วนของพลาสมาแล้วน ามาวิเคราะห์ด้วยเครื่อง 
โครมาโตกราฟีสมรรถนะสูง โดยใช้สภาวะในการทดลอง คือ คอลัมน์ C18 อัตราการไหลของสาร 1.0 
มิลลิลิตร/นาที และใช้เฟสเคลื่อนที่ คือ กรดไตรฟลูออโรอะซิติก (Trifluoroacitic acid) และเมทานอล 
เทคนิคในการวิเคราะห์นี้ให้ช่วงความเป็นเส้นตรงที่ 0.25-5 กรัม/มิลลิลิตร ค่าสัมประสิทธิ์สัมพันธ์มาก 
กว่า 0.9990 ขีดจ ากัดในการตรวจพบ คือ 100 นาโนกรัม/มิลลิลิตร งานวิจัยนี้กล่าวไว้ว่าเทคนิคโครมาโต- 
กราฟีสมรรถนะสูงนี้ สามารถวิเคราะห์ไฮโปแซนทีนได้สะดวกและรวดเร็ว สามารถน ามาประยุกต์ใช้ ใน
การประเมินผู้ป่วยฉุกเฉินในขั้นตอนการประเมินศักยภาพของสารชีวโมเลกุลที่ชี้วัดโรค (Biomarker) 
เทคนิควิเคราะห์ไฮโปแซนทีนอาจช่วยในส่วนของการท างานของบุคลากรในห้องฉุกเฉินของโรงพยาบาล
ให้สามารถตรวจสอบเบื้องต้นได้อย่างรวดเร็ว ต่อผู้ป่วยฉุกเฉินที่มีอาการเจ็บหน้าอกแต่ไม่มีบาดแผลซึ่ง
อาจมีภาวะหัวใจขาดเลือด [34] 
  การวิเคราะห์ข้างต้นเป็นการวิเคราะห์ไฮโปแซนทีนซึ่งมีประโยชน์ทางด้านการแพทย์
ในการวินิจฉัยโรคต่างๆ ส าหรับการวิเคราะห์หาปริมาณไฮโปแซนทีนในเนื้อสัตว์เพ่ือตรวจสอบคุณภาพ
ความสดของเนื้อสัตว์ สามารถใช้เทคนิคโครมาโตกราฟีสมรรถนะสูงในการวิเคราะห์ได้เช่นกัน 
ตัวอย่างเช่น การวิเคราะห์การเปลี่ยนแปลงคุณภาพของเนื้อปลานิล [35] โดยวิเคราะห์ปริมาณอะดีโนซีน 
ไตรฟอสเฟต และสารที่ได้จากการสลายตัวของอะดีโนซีนไตรฟอสเฟต ซึ่งประกอบด้วยไฮโปแซนทีน ท า
การวิเคราะห์โดยใช้เทคนิคโครมาโตกราฟีสมรรถนะสูง ขั้นตอนการเตรียมตัวอย่างเนื้อปลาเริ่มจากท า
เนื้อปลาให้เป็นเนื้อเดียวกันด้วยโฮโมจีไนซ์เซอร์ (Homogenizer) โดยผสมเนื้อปลา 5 กรัม กับกรด 
เปอร์คลอริกความเข้มข้น 0.6 โมลาร์ ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที 
จากนั้นปั่นเหวี่ยงที่ 900 rpm เป็นเวลา 10 นาที แยกสารละลายส่วนใส 10 มิลลิลิตร แล้วปรับค่าพีเอช
ด้วยสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ (Potassium hydroxide) ความเข้มข้น 1 โมลาร์ โดยให้ 
พีเอชอยู่ในช่วง 6.5-6.8 เพ่ือตกตะกอน และเก็บทีอุ่ณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จึงกรอง
เพ่ือก าจัดตะกอนออกด้วยกระดาษกรอง เก็บตัวอย่างที่สกัดได้ที่อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส จากนั้นน า
ตัวอย่างไปวิเคราะห์โดยฉีดตัวอย่างปริมาตร 5 ไมโครลิตรเข้าสู่เครื่องโครมาโตกราฟีสมรรถนะสูง โดยใช้
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คอลัมน์ RPC18 stainless-steel ขนาด 25 เซนติเมตร x 3.9 มิลลิเมตร โดยใช้เฟสเคลื่อนที่ คือ 
สารละลายโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (Potassium dihydrogen phosphate) ความเข้มข้น 
0.04 โมลาร์ พีเอช 7.0 ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และอัตราเร็วการเคลื่อนที่ของเฟสเคลื่อนที่ (Flow 
rate) เท่ากับ 0.5 มิลลิลิตร/นาที ผลการทดลองพบว่าตัวอย่างเนื้อปลานิลที่น ามาทดลองยังมีความสด
อยู่มาก เนื่องจากเนื้อปลายังคงมีปริมาณอิโนซีนโมโนฟอสเฟตสูง คือ 5 ไมโครโมล/กรัม และตรวจวัด
ความเข้มข้นของไฮโปแซนทีนและอิโนซีนได้เพียง 0.11 และ 0.17 ไมโครโมล/กรัม ตามล าดับ ซึ่งอยู่ใน
เกณฑ์ที่ยอมรับได้ โดยปริมาณไฮโปแซนทีนในเนื้อปลาที่ยอมให้มีได้สูงสุดคือ 1.5-2 ไมโครโมล/กรัม [6] 
และเมื่อค านวณหา % K-value พบว่าเนื้อปลาสดยังคงมีค่า % K-value ที่ต ่าอยู่คือ 2.54 % แสดงว่า
ตัวอย่างปลานิลยังคงความสดอยู่เนื่องจาก มาตรฐานคุณภาพของเนื้อปลาสดก าหนดให้มีค่า % K-value 
ไม่เกิน 60%  
  การวิเคราะห์หาปริมาณไฮโปแซนทีนเพ่ือตรวจวัดคุณภาพความสดของเนื้อสัตว์
นอกจากตรวจวัดในเนื้อสัตว์สดแล้วยังสามารถตรวจวัดไฮโปแซนทีนได้ในผลิตภัณฑ์ที่แปรรูปจาก
เนื้อสัตว์ เพ่ือตรวจสอบย้อนกลับถึงคุณภาพความสดของวัตถุดิบที่น ามาแปรรูป เนื่องจากความร้อนใน
กระบวนการผลิตไม่สามารถสลายปริมาณไฮโปแซนทีนออกจากเนื้อสัตว์ได้ ดังนั้น ปริมาณไฮโปแซนทีน
ที่อยู่ในเนื้อสัตว์ในผลิตภัณฑ์ที่แปรรูปแล้วจะใกล้เคียงกับปริมาณไฮโปแซนทีนที่อยู่ในเนื้อสัตว์ที่ใช้เป็น
วัตถุดิบก่อนการแปรรูป จึงสามารถตรวจสอบย้อนกลับได้ เช่น การวิเคราะห์หาปริมาณไฮโปแซนทีนใน
ผลิตภัณฑ์ซูริมิจากเนื้อปลา [36] การหาปริมาณไฮโปแซนทีนในผลิตภัณฑ์ ซูริมิเนื้อปลาเพ่ือการ
ตรวจสอบย้อนกลับคุณภาพความสดของปลาที่เป็นวัตถุดิบ สามารถวิเคราะห์ได้โดยใช้เทคนิคโครมาโตกราฟี
สมรรถนะสูง กระบวนการท าซูริมิเริ่มจากน าเนื้อปลาบดที่ผ่านการล้างน้ า เพ่ือก าจัดไขมัน และ
องค์ประกอบที่ละลายน้ าได้ เช่น โปรตีนที่ละลายน้ าได้ เม็ดสี เอนไซม์ และสิ่งเจือปนอ่ืนๆ ซูริมิจะ
แตกต่างจากเนื้อปลาบดธรรมดา คือ มีสีขาว ไม่มีกลิ่นคาว และมีความสามารถเกิดเจลที่ดี สามารถน า  
ซูริมิไปผลิตเป็นผลิตภัณฑ์อ่ืนๆได้อีก  เช่น ปูอัด ลูกชิ้น เนื้อกุ้งเทียม เป็นต้น [36] ในการวิเคราะห์
ปริมาณไฮโปแซนทีนท าได้โดยน าซูริมิที่เก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส มาสกัด โดยชั่งตัวอย่างมา 
5 กรัม ผสมกับสารละลายกรดเปอร์คลอริก (Perchloric acid) ความเข้มข้น 7.5% ปริมาตร 40 
มิลลิลิตร จากนั้นไปปั่นเหวี่ยงเพ่ือให้ตกตะกอน ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที กรองเพ่ือ
เก็บสารละลายส่วนใส แล้วน าไปเจือจางโดยปรับปริมาตรเป็น 50 มิลลิลิตร ด้วยสารละลายกรด 
เปอร์คลอริกความเข้มข้น 7.5% จากนั้นเติมสารละลาย Neutralizing buffer ความเข้มข้น 0.6 โมลาร์ 
ในอัตราส่วน 1:1 โดยปริมาตร และเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จึงน ามากรอง
ด้วยกระดาษกรอง และเก็บสารละลายส่วนใสเพ่ือน าไปวิเคราะห์ด้วยเครื่อง เทคนิคโครมาโตกราฟี
สมรรถนะสูง โดยฉีดตัวอย่างปริมาตร 10 ไมโครลิตร แยกสารด้วยคอลัมน์ Hypersil BDS C18 เฟส
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เคลื่อนที่ ได้แก่ สารละลายโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต ความเข้มข้น 0.02 โมลาร์ ด้วยอัตราการ
ไหลที่ 1 มิลลิลิตร/นาที เป็นเวลา 10 นาที ตรวจวัดไฮโปแซนทีนที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร แสดง
ค่าปริมาณไฮโปแซนทีนในหน่วย ไมโครโมล/100 กรัมตัวอย่าง จาการทดลองพบว่าตัวอย่างซูริมิจากเนื้อ
ปลามีปริมาณไฮโปแซนทีนเพ่ิมขึ้นตามระยะเวลาการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลซียส จนถึงวันที่ 
17 และลดลงในวันที่ 27 ซึ่งการแช่แข็งซูริมิที่ 7 วันอยู่คงความสดอยู่จากนั้นเริ่มเน่าเสียในวันที่ 12 และ
เน่าเสียรุนแรงเมื่อเก็บซูริมิไว้เกิน 17 วัน  
  ถึงแม้ว่าการวิเคราะห์หาปริมาณไฮโปแซนทีนด้วยเทคนิคโครมาโตกราฟีสมรรถนะสูง 
เป็นวิธีวิเคราะห์ที่มีข้อดี คือ มีความถูกต้องแม่นย าและมีความไววิเคราะห์สูง อย่างไรก็ตาม วิธีวิเคราะห์
ดังกล่าวมีการเตรียมตัวอย่างที่ยุ่งยากเพ่ือก าจัดตัวรบกวนต่างๆ มีความซับซ้อนหลายขั้นตอน จึงท าให้ใช้
เวลาในการวิเคราะห์เวลานาน เครื่องมือวิเคราะห์มีราคาแพง อีกทั้งผู้ใช้งานเครื่องมือนั้นยังต้องมีความรู้
และมีทักษะการใช้งานเป็นอย่างดี ปัจจุบันนักวิทยาศาสตร์จึงได้พัฒนาเครื่องมือหรืออุปกรณ์วิเคราะห์
ขึ้นมาเพ่ือให้สามารถวิเคราะห์หาปริมาณไฮโปแซนทีนได้ง่ายขึ้น นั่นคือ เทคนิคไบโอเซนเซอร์  

 

2.3  เทคนิคไบโอเซนเซอร์  
 เทคนิคไบโอเซนเซอร์ เป็นเทคนิคที่ใช้ส าหรับวิเคราะห์สารทั้งเชิงคุณภาพและเชิงปริมาณโดย
อาศัยหลักการท างานของร่วมกันขององค์ประกอบที่ส าคัญสองส่วน ดังภาพที่ 2.4 องค์ประกอบส่วนแรก 
คือ วัสดุชีวภาพ (Biological element) ท าหน้าที่เป็นตัวจับกับสารที่ต้องการวิเคราะห์ (Analyte) เช่น 
เอนไซม์ (Enzyme) แอนติบอดี (Antibody) กรดนิวคลีอิก (Nucleic acid) และกรดดีออกซีไรโบนิวคลีอิก 
(Deoxyribonucleic acid; DNA) เป็นต้น สารที่ต้องการวิเคราะห์เกิดการจับกันอย่างจ าเพาะเจาะจงกับ
วัสดุชีวภาพ หลังจากการเกิดปฏิกิริยามีการเปลี่ยนแปลงเกิดขึ้น เช่น เกิดอิเล็กตรอน เกิดสารชนิดใหม่ 
เกิดการเปลี่ยนแปลงทางความร้อน และการเปลี่ยนแปลงทางสี เป็นต้น จากนั้นองค์ประกอบส่วนที่สอง 
คือ ตัววัดสัญญาณ (Detector) จะท าหน้าที่ในการตรวจวัดการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นและแปลงเป็น
สัญญาณไฟฟ้าเพ่ือประมวลผล  
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ภาพที่ 2.4  องค์ประกอบของเทคนิคไบโอเซนเซอร์ 
 
 เนื่องด้วยเทคนิคไบโอเซนเซอร์เป็นเทคนิคที่อาศัยหลักการจับกันอย่างจ าเพาะเจาะจง
ระหว่างวัสดุชีวภาพกับสารที่ต้องการวิเคราะห์ ดังนั้นตัวรบกวนต่างๆที่อยู่ในสารตัวอย่าง จึงไม่มีผลต่อ
การวิเคราะห์ ปัจจุบันจึงมีการน าเทคนิคไบโอเซนเซอร์มาใช้ในการวิเคราะห์ปริมาณสารต่างๆอย่าง
หลากหลาย เช่น การวิเคราะห์ปริมาณกลูโคส [37] การวิเคราะห์หาปริมาณยูเรีย [38] รวมถึงการ
วิเคราะห์หาปริมาณไฮโปแซนทีน [31, 39-42] 
 เทคนิคไบโอเซนเซอร์แบ่งออกได้เป็น 2 ประเภทตามชนิดของวัสดุชีวภาพที่ใช้ ได้แก่  
แอฟฟินิตีไบโอเซนเซอร์ (Affinity biosensor) โดยอาศัยแอนติบอดีเป็นวัสดุชีวภาพในการจับกับ
แอนติเจน และคะตะไลติกไบโอเซนเซอร์ (Catalytic biosensor) อาศัยวัสดุชีวภาพที่ท าหน้าที่ในการ
เร่งปฏิกิริยา ได้แก่ เอนไซม์ [42-43]   
 2.3.1  คะตะไลติกไบโอเซนเซอร์ 
  คะตะไลติกไบโอเซนเซอร์ เป็นเทคนิคไบโอเซนเซอร์ประเภทหนึ่ง โดยใช้เอนไซม์เป็น
วัสดุชีวภาพ ท าหน้าที่ในการเร่งปฏิกิริยาของสารที่ต้องการวิเคราะห์อย่างจ าเพาะเจาะจง เมื่อปฏิกิริยา
ขึ้นท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลง สามารถติดตามการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นจากสารตั้งต้นที่ถูกใช้ไป หรื อ
ติดตามจากผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้น [43] 
  เอนไซม์ (Enzyme) เป็นสารชีวโมเลกุลที่สร้างขึ้นโดยสิ่งมีชีวิต มีโปรตีนเป็นองค์ประกอบ
หลักซึ่งมีโครงสร้างซับซ้อนและมีโมเลกุลขนาดใหญ่ โครงสร้างของเอนไซม์ประกอบด้วยกรดอะมิโนต่อ
กันเป็นสายโซ่ยาวหรือพอลิเพปไทด์ (Polypeptide) ท าหน้าที่ในการเร่งปฏิกิริยาทางเคมีท าให้อัตราเร็ว
ในการเกิดปฏิกิริยาเร็วขึ้น โดยการลดพลังงานกระตุ้นหรือพลังงานก่อกัมมันต์ ขั้นตอนในการเร่ง
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ปฏิกิริยาของเอนไซม์ ดังภาพที่ 2.5 โดยอาศัยสารตั้งต้น (Substrate) เข้าไปจับกับเอนไซม์ที่บริเวณเร่ง 
(Active site) ซึ่งเป็นบริเวณจ าเพาะเจาะจง สารตั้งต้นจะเข้าจับกันได้พอดีกับบริเวณเร่งของเอนไซม์
เหมือนแม่กุญแจกับลูกกุญแจ ท าให้เกิดปฏิกิริยาขึ้นอย่างรวดเร็วและเกิดสารผลิตภัณฑ์ใหม่ขึ้น เมื่อการ
เกิดปฏิกิริยาสิ้นสุดลง สารตั้งต้นจะหลุดออกจากบริเวณเร่งของเอนไซม์ ท าให้เอนไซม์กลับมาอยู่ใน
สภาพเดิมโดยที่โครงสร้างไม่มีการเปลี่ยนแปลง และสามารถน าเอนไซม์กลับมาใช้ในการเร่งปฏิกิริยาได้
ใหม ่[44-48] 

 

 
 

ภาพที่ 2.5  ขั้นตอนการท างานของเอนไซม์ [49] 
 
 2.3.2  เอนไซม์แซนทีนออกซิเดส 
          แซนทีนออกซิเดส (Xanthine oxidase) เป็นเอนไซม์ที่ท าหน้าที่ในการเร่งปฏิกิริยา
ออกซิเดชันของไฮโปแซนทีนให้เกิดเป็นแซนทีน และเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชันของแซนทีนให้เกิดเป็นกรด
ยูริก [40] ดังสมการที ่(2.3) และ (2.4)  
 
              Hypoxanthine + O2 + H2O                           Xanthine + H2O                  (2.3) 

 
Xanthine + O2 + H2O                           Uric acid + H2O2                 (2.4) 

 
  โมเลกุลของแซนทีนออกซิเดสมีองค์ประกอบที่ส าคัญ คือ โมลิบดินัม 2 อะตอม และ
เหล็ก 8 อะตอม โดยอะตอมของโมลิบดินัมเป็นโคแฟกเตอร์อยู่ที่บริเวณเร่งของเอนไซม์ ซึ่งเป็นตัวการ
ส าคัญในการเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชันของแซนทีนออกซิเดสแซนทีนออกซิเดสเป็นเอนไซม์ที่มีโมเลกุล
ขนาดใหญ่ มีน้ าหนักโมเลกุล 270 กิโลดาลตัน พบแซนทีนออกซิเดสได้ในพืชและสัตว์ ส าหรับมนุษย์จะ

XOD 

XOD 



31 
 

กระจายอยู่ในส่วนต่างๆของร่างกาย โดยเฉพาะอย่างยิ่งในล าไส้และในตับ นอกจากนี้ยังพบอยู่ในปอด 
สมอง และพลาสมา 
 

2.4 การวิเคราะห์หาปริมาณไฮโปแซนทีนด้วยเทคนิคไบโอเซนเซอร์ 
 การวิเคราะห์หาปริมาณไฮโปแซนทีนในปัจจุบันนิยมใช้เทคนิคไบโอเซนเซอร์และวัดสัญญาณ
ที่เกิดขึ้นด้วยตัวตรวจวัดทางเคมีไฟฟ้า (Electrochemical Biosensors) โดยอาศัยการเร่งปฏิกิริยาของ
แซนทีนออกซิเดส เป็นการวิเคราะห์ปริมาณไฮโปแซนทีนในเนื้อหมูเพ่ือตรวจวัดความสด [49] โดยน า
ตัวอย่างเนื้อหมู 5 กรัม มาบดละเอียดและท าให้เข้ากันกับสารละลายกรดเปอร์คลอริกแช่เย็น  
ความเข้มข้น 0.6 โมลาร์ ปริมาตร 15 มิลลิลิตร โดยปั่นละเอียดที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  
4 นาที จากนั้นกรองและปรับสารละลายให้เป็นกลางโดยมีพีเอชอยู่ในช่วง 6.5-7 โดยเติมสารละลาย
โพแทสเซียมคาร์บอเนต (Potassium carbonate) และทิ้งไว้เป็นเวลา 30 นาที ในอ่างให้ความเย็น 
จากนั้นน าตัวอย่างไปวิเคราะห์ โดยเติมสารละลายแซนทีนออกซิเดสปริมาตร 10 ไมโครลิตร (0.017 
unit) ลงในสารละลายโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (Sodium phosphas buffer) ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ 
ปริมาตร 900 ไมโครลิตร ท าการคนเป็นเวลา 45 นาที จากนั้นเติมสารละลายตัวอย่างเนื้อหมูหรือ
สารละลายมาตรฐานไฮโปแซนทีนปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงไป โดยให้เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 190 
วินาที ปฏิกิริยาจะเกิดอย่างสมบูรณ์ จึงท าการวัดสัญญาณที่เกิดขึ้นด้วยเทคนิคทางเคมีไฟฟ้า โดย
สัญญาณที่วัดได้จะลดลงสัมพันธ์กับออกซิเจนที่ลดลงเนื่องจากเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน วิ ธีวิเคราะห์นี้มี
ความถูกต้อง มีค่าสัมประสิทธิ์สัมพันธ์ = 0.992 ค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ = 2.29  
 งานวิจัยดังกล่าวให้ความจ าเพาะเจาะจงในการตรวจวัดไฮโปแซนทีนสูง เนื่องจากเป็นการ
ท างานของเอนไซม์ที่มีความจ าเพาะเจาะจงกัน แต่ เป็นการตรวจวัดโดยใช้เอนไซม์อิสระที่สามารถ
เคลื่อนที่ได้ ซึ่งปัจจุบันนิยมใช้เอนไซม์ตรึงรูปในการตรวจวัด โดยตรึงเอนไซม์ไว้บนวัสดุรองรับโดยมีข้อดี 
คือ สามารถน าเอนไซม์กลับมาใช้ซ้ าได้ ท าการตรึงแซนทีนออกซิเดสไว้ที่ขั้วไฟฟ้า เช่น ขั้วไฟฟ้าทอง 
ขั้วไฟฟ้าเงิน  ขั้วไฟฟ้าแพตตินัม เป็นต้น [50] ในการวิเคราะห์ด้วยวิธีนี้สามารถท าได้โดยอาศัยการท า
ปฏิกิริยาของไฮโปแซนทีนกับแซนทีนออกซิเดสซึ่งได้ผลิตภัณฑ์เป็นกรดยูริกและไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 
จากนั้นให้ศักย์ไฟฟ้าแก่ขั้วไฟฟ้าเพ่ือให้ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน ท าให้เกิด
อิเล็กตรอนขึ้นในสารละลาย ดังสมการที่ (2.5) (2.6) และ (2.7) วัดอิเล็กตรอนที่เกิดขึ้นด้วยเครื่องวัด
สัญญาณทางเคมไีฟฟ้า [51-52] 
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                Hypoxanthine + O2 + H2O                         Uric acid + H2O2              (2.5) 
                                        H2O2                         2H+ + O2 + 2e-             (2.6) 
                                                2e-                         Electrode                          (2.7) 

 
 เทคนิคไบโอเซนเซอร์ที่ใช้ตัวตรวจวัดทางเคมีไฟฟ้าส าหรับวิเคราะห์หาปริมาณไฮโปแซนทีน 
แบ่งออกตามวิธีตรวจวัดทางเคมีไฟฟ้าได้ 2 ประเภท ได้แก่ แอมเพอร์โรเมตริกไบโอเซนเซอร์ 
(Amperometric biosensor) และ โพเทนชิโอเมตริกไบโอเซนเซอร์ (Potentiometric biosensor)  
 งานวิจัยของ Rooma Devi และคณะ ในปี 2013 [53] ได้วิเคราะห์หาปริมาณไฮโปแซนทีน
เพ่ือตรวจสอบคุณภาพความสดของเนื้อสัตว์ต่างๆ ได้แก่ เนื้อหมู เนื้อวัว เนื้อไก่ และเนื้อปลา ด้วยเทคนิค
แอมเพอร์โรเมตริกไบโอเซนเซอร์ โดยการตรึงแซนทีนออกซิเดสลงบนขั้วไฟฟ้าแกรไฟต์ (Graphite 
electrode; PG) ซึ่งท าการปรับปรุงผิวหน้าขั้วไฟฟ้าแกรไฟต์ก่อนการตรึงแซนทีนออกซิเดสโดยผ่าน
กระบวนการสะสมด้วยไฟฟ้า  (Electrodeposition) เ พ่ือให้อนุภาคนาโนเหล็กที่ เคลือบทอง 
(Ag@FeNPs) เกาะติดลงบนขั้วไฟฟ้าแกรไฟต์ โดยใช้เทคนิคไซคลิกโวลแทมเมตรี (Cyclic voltam metry) 
ท าการจุ่มขั้วไฟฟ้าแกรไฟต์ลงในสารละลายอิเล็กโทรไลต์ที่มีอนุภาคนาโนเหล็กที่เคลือบทองและให้
ศักย์ไฟฟ้าในกระบวนการโพลิเมอร์ไรเซชัน (Polymerization) ที่ 20 รอบ ในช่วง -0.6 ถึง +0.6 โวลต์ 
ให้อัตราการสแกน (Scan rate) ที่ 50 มิลลิโวลต์/วินาที จะได้ขั้วไฟฟ้าแกรไฟต์ที่มีอนุภาคนาโนเหล็กที่
เคลือบทอง (Au@FeNPs/PG) จากนั้นน าขั้วไฟฟ้าที่ผ่านการปรับปรุงผิวหน้ามาตรึงแซนทีนออกซิเดส 
อาศัยหมู่ฟังก์ชันของสาร 4-เมอร์แคปโทฟีนิลบอโรนิก  (4-mercapto-phenylboronic acid) เป็น
ตัวเชื่อม โดยใช้หมู่ ไฮดรอกซิล (-COOH) เชื่อมด้วยพันธะโคเวเลนต์กับหมู่อะมิโนของเอนไซม์ 
กระบวนการตรึงเอนไซม์ท าได้โดยจุ่มขั้วไฟฟ้าลงในสารละลายแซนทีนออกซิเดสเป็นเวลา 12 ชั่วโมง ที่ 
4 องศาเซลเซียส จะได้ขั้วไฟฟ้าเอนไซม์ (XOD-Au@FeNPs/PG) ดังภาพที่ 2.6 ซึ่งใช้เป็นขั้วไฟฟ้าท างาน
ในการวิเคราะห์ปริมาณไฮโปแซนทีน ใช้ขั้วไฟฟ้า Ag/AgCl เป็นขั้วไฟฟ้าหาอ้างอิง และใช้แพตตินัมเป็น
ขั้วไฟฟ้าช่วย ท าการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคไซคลิกโวแทมเมตรี โดยจุ่มขั้วไฟฟ้าท างานลงในสารละลาย 
อิเล็กโทรไลต์ ให้ศักดิ์ไฟฟ้าในช่วง -0.2 ถึง +0.6 โวลต์ ให้อัตราการสแกนที่ 50 มิลลิโวลต์/วินาที เมื่อ
เกิดปฏิกิริยาขึ้นจะท าให้ได้กระแสไฟฟ้า  
 

XOD 

ให้ศกัยไ์ฟฟ้า 
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ภาพที่ 2.6  กระบวนการตรึงเอนไซม์บนผิวหน้าขั้วไฟฟ้าแกรไฟต์ [53] 
 
 ผลการวิเคราะห์หาปริมาณไฮโปแซนทีนด้วยวิธีนี้พบว่า สามารถวิเคราะห์อย่างรวดเร็ว โดย
เกิดปฏิกิริยาสมบูรณ์ที่ 3 วินาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ให้ค่าความเป็นเส้นตรงอยู่ในช่วง 0.05-
150 ไมโครโมล/กรัม มีขีดจ ากัดในการตรวจพบที่ 0.05 ไมโครโมล/กรัม จากนั้นน าขั้วไฟฟ้าที่ได้ไป
ตรวจวัดหาปริมาณไฮโปแซนทีนในตัวอย่างจริง ได้แก่ เนื้อหมู เนื้อวัว เนื้อไก่ และเนื้อปลา เอนไซม์มีค่า
กิจกรรมลดลง 50% เมื่อใช้ท าปฏิกิริยา 200 ครั้ง และสามารถเก็บขั้วไฟฟ้าเอนไซม์ได้มากกว่า 100 วัน 
ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
 การวิเคราะห์หาปริมาณไฮโปแซนทีนด้วยเทคนิคทางไบโอเซนเซอร์ร่วมกับวิธีทางเคมีไฟฟ้ามี
ข้อดีคือ ความจ าเพาะเจาะจงสูง แต่อย่างไรก็ตามยังมีข้อจ ากัดในเรื่องของความซับซ้อนในการวิเคราะห์ 
ค่าใช้จ่ายสูง เครื่องมือที่ใช้มีขนาดใหญ่ และผู้วิเคราะห์จะต้องมีทักษะในการใช้เครื่องมือ ปัจจุบัน
นักวิทยาศาสตร์มีการพัฒนาวิธีที่ง่ายขึ้นส าหรับการวิเคราะห์หาปริมาณสาร และเป็น อีกหนึ่งทางเลือก 
ส าหรับการวิเคราะห์หาปริมาณไฮโปแซนทีน นั่นคือ อุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ 
 

 2.5 อุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ 
 2.5.1  หลักการของอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ 
          การวิเคราะห์หาปริมาณสารส่วนใหญ่จะท าในห้องปฏิบัติการ ผู้ที่ท าการวิเคราะห์ต้อง
เป็นผู้ที่มีความสามารถ มีความรู้ในการใช้เครื่องมือเฉพาะทาง ใช้เวลานาน ราคาในการวิเคราะห์สูงและ
ใช้สารปริมาณมากในการวิเคราะห์ นักวิทยาศาสตร์จึงพัฒนาเทคนิควิเคราะห์ขึ้นเพื่อลดข้อจ ากัดดังกล่าว 
โดยอาศัยเทคโนโลยีของไหลจุลภาค (Microfluidic technology) [54] เป็นเทคโนโลยีที่อาศัยการไหล
ของสารละลายหรือของเหลวปริมาณน้อยไปตามท่อขนาดจุลภาค (Microchannel) เป็นท่อที่มีขนาด
เล็กมากและเชื่อมต่อทั่วถึงกัน ดังนั้นจึงใช้สารละลายในการไหลเพียงระดับไมโครลิตร เทคโนโลยีของ
ไหลจุลภาคถูกพัฒนาและน ามาใช้เป็นอีกหนึ่งทางเลือกส าหรับการวิเคราะห์ปริมาณสาร เพ่ือให้การ
วิเคราะห์เกิดขึ้นทุกขั้นตอนบนตัวตรวจวัดเพียงอันเดียว เรียกว่า อุปกรณ์ตรวจวัดของไหลจุลภาค 
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(Microfluidic device) อุปกรณ์ตรวจวัดนี้จะใช้สารเคมีและสารตัวอย่างในปริมาณที่น้อย มีราคาถูก 
สามารถที่จะพกพาไปใช้ในการตรวจวัดสารในภาคสนามได้  ส าหรับวัสดุที่นิยมใช้เป็นอุปกรณ์ตรวจวัด 
ได้แก่ แก้ว (SiO2) ซิลิคอน พลาสติก และกระดาษ    
          อุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษหรืออุปกรณ์ตรวจวัดของไหลจุลภาคแบบกระดาษ 
(Microfluidic paper-based analytical devices; µPAD) มีการน ามาประยุกต์ใช้ในงานวิเคราะห์มาก
ขึ้น ซึ่งเปรียบเสมือนการย่อส่วนห้องปฏิบัติการทดลองลงบนกระดาษเพียงแผ่น หลักการของอุปกรณ์
ตรวจวัดนี้อาศัยการเคลื่อนที่ของสารละลายไปตามเส้นใยเซลลูโลสของกระดาษด้วยแรงแคปิลลารี 
(Capillary action) และเกิดปฏิกิริยาบนกะดาษซึ่งมีคุณสมบัติชอบน้ า (Hydrophilic) โดยสร้างบริเวณ
กั้นเพ่ือก าหนดทิศทางหรือขอบเขตในการเคลื่อนที่ของสารละลาย สามารถท าได้โดยการตัดกระดาษตาม
ลวดลายที่ต้องการ หรือการปรับแต่งกระดาษให้มีคุณสมบัติไม่ชอบน้ า (Hydrophobic)  
 2.5.2  วิธีสร้างขอบเขตบนอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ 
          วิธีการสร้างขอบเขตบนอุปกรณ์ตรวจวัดกระดาษนอกจากวิธีการตัดแล้ว สามารถท า
ได้โดยปรับแต่งกระดาษให้มีคุณสมบัติไม่ชอบน้ า ซึ่งมีหลายวิธี ได้แก่ เทคนิคการพิมพ์ด้วยแสง (Photo 
lithography) ท าได้โดยการฉายแสงอัลตร้าไวโอเลต (UV light) ผ่านแม่แบบลงบนกระดาษที่เคลือบ
สารเคมีที่เกิดปฏิกิริยาไวต่อแสง สารเคมีนี้จะเปลี่ยนเป็นพอลิเมอร์และเป็นลวดลายบนกระดาษ ซึ่งมี
คุณสมบัติที่ไม่ชอบน้ า การปรับแต่งคุณสมบัติของกระดาษด้วยเทคนิคการพิมพ์ด้วยไข (Wax printing) 
ท าได้โดยการพิมพ์ไข (Solid wax) ด้วยเครื่องพิมพ์อิงค์เจ็ทเพ่ือสร้างลวดลาย นอกจากนี้ยังมีเทคนิค
อ่ืนๆ เช่น การปรับสภาพด้วยเลเซอร์ (Laser treatment) การปรับสภาพด้วยพลาสมา (Plasma 
treatment) การพิมพ์ด้วยเครื่องพล็อตเตอร์ (Plotter) และการพิมพ์ด้วยหมึก การสร้างส่วนที่ไม่ชอบ
น้าด้วยเทคนิคดังกล่าวบางเทคนิคต้องใช้ขั้นตอนและเครื่องมือที่ยุ่งยาก เช่น เครื่องฉายแสง เครื่องฉาย
เลเซอร์ เครื่องพล็อตเตอร์ เครื่องพิมพ์อิงค์เจ็ท เป็นต้น จึงมีการพัฒนาการเทคนิคการพิมพ์ผ่านสกรีนขึ้น 
โดยสร้างแม่แบบหรือบล็อกสกรีน (Screen block) ขึ้นมา ดังในงานวิจัยของ Dungchai และคณะ  
ที่สามารถสร้างอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษโดยใช้วิธีพิมพ์ผ่านสกรีนด้วยไข  (Wax screen printing) 
ซึ่งท าได้โดยน าบล็อกสกรีนวางบนกระดาษ จากนั้นน าไข (Solid wax) มาถูบนบล็อกสกรีน ไขจะถูก
ระบายลงบนผิวหน้าของกระดาษโดยผ่านรูพรุนของบล็อกสกรีนเป็นลวดลายตามที่ออกแบบไว้ จากนั้น
น ากระดาษไปให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที ไขจะละลายและซึมเข้า
ภายในของกระดาษเป็นส่วนที่ไม่ชอบน้ า ส าหรับการสร้างส่วนที่ไม่ชอบน้ าด้วยวิธีพิมพ์ผ่านสกรีนโดยใช้
ไขจะต้องมีข้ันตอนการให้ความร้อนท าให้ไขละลายบนกระดาษ 
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  ปัจจุบันยังไม่มีงานวิจัยใดที่สร้างอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษโดยใช้วิธีพิมพ์สกรีน
ด้วยสารละลายพอลิแลคติกแอซิด ซึ่งมีความน่าสนใจ เนื่องจากเป็นการสร้างด้วยวิธีพิมพ์สกรีนโดยไม่
ต้องใช้ความร้อน และเนื่องด้วยคุณสมบัติของพอลิแลคติคแอซิด ซ่ึงสังเคราะห์ได้จากวัตถุดิบทางชีวภาพ 
โดยผ่านกระบวนการหมักและพอลิเมอร์ไรเซชัน ได้เป็นพอลิเมอร์ มีคุณสมบัติที่ไม่ละลายน้ า เป็นพอลิ
เมอร์ที่เข้ากันได้กับสารชีวภาพ สามารถย่อยสลายได้ในธรรมชาติ เป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อม ด้วยคุณสมบัติ
ดังกล่าว จึงเหมาะกบัการน ามาใช้สร้างส่วนที่ไม่ชอบน้ าบนอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ 
  จากการทบทวนวรรณกรรมยังไม่มีงานวิจัยใดที่ตรวจวัดส าหรับตรวจวัดไฮโปแซนทีน
ในตัวอย่างเนื้อสัตว์และผลิตภัณฑ์แปรรูปจากเนื้อสัตว์โดยใช้อุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ ดังนั้นในงาน 
วิจัยนี้จึงสนใจที่จะพัฒนาอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษร่วมกับเทคนิคไบโอเซนเซอร์ และตรวจวัด
สัญญาณทางสีที่เกิดขึ้น ซึ่งจะสร้างอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษด้วยเทคนิคแบบพิมพ์สกรีนด้วย
สารละลายพอลิแลคติคแอซิด เพ่ือใช้ส าหรับวิเคราะห์ปริมาณไฮโปแซนทีนได้อย่างง่ายขึ้น สะดวก
รวดเร็ว ราคาถูก ไม่ต้องทักษะและใช้เครื่องมือขนาดใหญ่ในการวิเคราะห์ และสามารถน าไปวิเคราะห์ยัง
ภาคสนามได้  
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บทท่ี 3 
วิธีด ำเนินกำรวิจัย 

 

3.1  สำรเคมี 
 3.1.1  ไฮโปแซนทีน  (Hypoxanthine, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

3.1.2  แซนทีนออกซิเดส  (Xanthine oxidase from bovin milk, EC 1.17.3.2, grade III,             
                      1.0-2.0 units/mg, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

3.1.3  ฮอสราดิชเปอร์ออกซิเดส (Peroxidase from horseradish, EC 1.11.1.7, type VI,   
           250–330 units/mg, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

3.1.4  โอไดอะนิซิดีน  (o-Dianisidine, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 
3.1.5  โซเดียมไดไฮโดรเจนออร์โทฟอสเฟต (Sodium di-hydrogen orthophosphase,  

                      Ajex Finechem, Seven Hills, New South Wales, Australia) 
 3.1.6  ไดโซเดียมไฮโดรเจนออร์โทฟอสเฟต  (di-Sodium hydrogen orthophosphase,  
                      Ajex Finechem, Seven Hills, New South Wales, Australia) 

3.1.7  พอลิแลคติคแอซิด (Polylactic acid, Nature Work, Blair, NE, USA) 
3.1.8  ไดคลอโรมีเทน (Dichloromethane, RCI Labscan, Pathumwan, Bangkok,    

                      Thailand) 
 

3.2  อุปกรณ์ และเครื่องมือ 
3.2.1  เครื่องสแกน รุ่น Canoscan lide 120 (Canon, Ha Noi, Vietnam) 
3.2.2  กระดาษโครมาโทรกราฟี (chromatography paper) Whatman No. 4  

           (25 ×25 cm pure cellulose paper) (GE Healthcare Little,  
           Buckinghamshire, UK) 

3.2.3  บล็อกสกรีน (Patterned screening block) ขอบไม้ขนาด 25 ×25 ซม.  
                      ขึงตรึงด้วยผ้าโพลิเอสเตอร์รูพรุน 100 mesh (Chaiyaboon Brothers Co., Ltd., 
                      Lam Luk Ka, Pathum Thani, Thailand) 

3.2.4  เครื่องยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ (UV-visible spectrophotometer)   
          รุ่น UV-1601 (SHIMATSU, Japan) 
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3.3.5  เครื่องบดละเอียดด้วยความถี่สูง (Ultrasonic homogenizer)  
           รุ่น VCX 130 PB Vibra-cell (Sonics & Materials Inc., Newtown, CT, USA) 

3.2.6  เครื่องมือวัดความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) รุ่น Model UB-10  
                      (Denver Instrument, USA) 

3.2.7  เครื่องชั่งไฟฟ้าแบบละเอียด ทศนิยม 4 ต าแหน่ง (Analytical balance)  
           รุ่น AZ series (SARTORIUS Instrument, USA) 

3.2.8  เครื่องสั่นความถี่สูง (Sonicator) รุ่น Transonic Digital S ผลิตโดยบริษัท (Elma) 
3.2.9  ไมโครเซนตริฟิวส์ทิวบ์ (Microcentrifuges tubes) ขนาด 1 และ 2 มิลลิลิตร  

           (Molecular Bio Product) 
3.2.10  ไมโครปิเปต (Micropipette) ขนาด 100  และ 1,000 ไมโครลิตร  
          (Brand, Germany) 
3.2.11  เครื่องเขย่ารุ่น VORTEX-GENIE 2 (Scientific Industries, USA) 
3.2.12  เครื่องหมุนเหวี่ยงตกตะกอน (Centrifuge) รุ่น 30106889 (Jouan, UK) 
3.2.13  เครื่องกวนแม่เหล็ก  Magnetic Bar ขนาด 10 เซนติเมตร (IKA RH  basic 1,    

                       Germany) 
 

3.3  กำรทดลอง 
 3.3.1  การสร้างอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ 
   3.3.1.1  วิธีการสร้างอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ 

                     การสร้างอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษด้วยเทคนิคการพิมพ์สกรีนโดยใช้
สารละลายพอลิแลคติคแอซิด มีข้ันตอนดังนี้ 
                                 ขั้นที่ 1 ออกแบบรูปแบบ (Pattern) ของอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษด้วย
โปรแกรม Adobe illustrator  ดังรูปที่ 3.1 (ก) สร้างขอบเขตในการเกิดปฏิกิริยาของสารโดยให้มีส่วน
ชอบน้ า และส่วนกั้นที่ไม่ชอบน้ า ส่วนที่ชอบน้ าจะแบ่งออกเป็นบริเวณตัวอย่างที่มีพ้ืนที่ 50 ตาราง
เซนติเมตร และบริเวณตรวจวัดมีพ้ืนที่ 0.5 ตารางเซนติเมตร น ารูปแบบที่ได้นี้ไปสร้างบล็อกสกรีนโดย
ใช้ผ้าพอลิเอสเทอร์ที่มีรูพรุนขนาด 100 mesh ขึงบนฉากไม้ด้วยความตึง 10 นิวตัน 
                                   ขั้นที่ 2 สร้างอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษโดยท าการพิมพ์พอลิแลคติค    
แอซิดลงบนด้านหน้าและด้านหลังของกระดาษโครมาโทกราฟี การพิมพ์ด้านหน้าจะใช้วิธีการพิมพ์ผ่าน
สกรีน ท าได้โดยวางบล็อกสกรีนที่สร้างขึ้นไว้บนกระดาษโครมาโทกราฟีขนาด 25 × 25 เซนติเมตร  
ดังภาพที่ 3.1 (ข) จากนั้นเติมสารละลายพอลิแลคติคแอซิดในตัวท าละลายไดคลอโรมีเทน 10 มิลลิลิตร 
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ลงด้านบนของบล็อกสกรีน ปาดสารละลายพอลิแลคติคแอซิดไปทางเดียวกันให้ซึมผ่านบล็อกสกรีน  
ไปยังกระดาษโครมาโทกราฟี วางไว้ให้แห้งจึงน ามาพิมพ์ด้านหลัง  
                                 ขั้นที่ 3 ท าการพิมพ์ด้านหลังเพ่ือป้องกันการรั่วซึมของสารเคมีในส่วนที่ชอบ
น้ า ท าได้โดยการเทสารละลายพอลิแลคติคแอซิดในตัวท าละลายไดคลอโรมีเทน 10 มิลลิลิตร ลงบน
กระดาษโครมาโทกราฟีด้านหลังได้โดยตรง ดังภาพที่ 3.1 (ค) จากนั้นปาดสารละลายพอลิแลคติคแอซิด
ไปทางเดียวกันให้ทั่วแผ่น ทิ้งไว้ให้แห้งจึงน ามาตัด จะได้อุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษขนาด 3.5 × 3.5 
เซนติเมตร ส าหรับใช้ในการตรวจวัดไฮโปแซนทีนต่อไป 
 

 
 
ภำพที่ 3.1  วิธีการสร้างอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ (ก) การออกแบบบล็อกสกรีน (ข) การพิมพ์สาร  
               ละลายพอลิแลคติคแอซิดลงบนกระดาษด้านหน้า (ค) การพิมพ์สารละลายพอลิแลคติค       
               แอซิดลงบนกระดาษด้านหน้า 
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                 3.3.1.2  การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการสร้างอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ 
                             วิธีการสร้างอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษเป็นขั้นตอนส าคัญส าหรับงานวิจัยนี้ 
ซึ่งจะส่งผลต่อการเกิดปฏิกิริยาและประสิทธิภาพในการตรวจวัดไฮโปแซนทีน ปัจจัยดังกล่าว ได้แก่ 
ความหนืดของสารละลายพอลิแลคติคแอซิดที่ใช้ในการพิมพ์กระดาษ เนื่องจากพอลิแลคติคแอซิดมี
หน้าที่เป็นบริเวณกั้นในการเกิดปฏิกิริยาของสารเคมี โดยการพิมพ์กระดาษด้านหน้าสารละลาย 
พอลิแลคติคแอซิดควรมีความหนืดที่เหมาะสม สามารถเคลื่อนที่ผ่านเส้นใยเซลลูโลสของกระดาษได้ดี 
และไม่ไหลเคลื่อนที่ เข้าไปยังขอบเขตที่ชอบน้ า ส าหรับการพิมพ์ด้านหลังเพ่ือป้องกันการทะลุของ
สารเคมี สารละลายพอลิแลคติคแอซิดควรเคลือบอยู่ที่พ้ืนผิวของกระดาษเท่านั้น ดังนั้นความเข้มข้นของ
สารละลายพอลิแลคติกแอซิดจึงต้องเหมาะสม จึงท าการศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการสร้างอุปกรณ์
ตรวจวัดแบบกระดาษ 
                             โดยการศึกษาจะเปลี่ยนแปลงเฉพาะปัจจัยที่ศึกษาเท่านั้น ส่วนปัจจัยอ่ืน
ก าหนดให้คงที่ และเกณฑ์การพิจารณาการเลือกสภาวะที่เหมาะสมจะท าเลือกสภาวะที่อุปกรณ์ตรวจวัด
แบบกระดาษที่พอลิแลคติกแอซิดสามารถกั้นบริเวณที่ชอบน้ าและไม่ชอบน้ าได้ดีที่สุด โดยจะศึกษา
ปัจจัยดังต่อไปนี้  

                 1)  ความเข้มข้นของสารละลายพอลิแลคติคแอซิดส าหรับพิมพ์กระดาษด้านหน้า  
                      ศึกษาความเข้มข้นที่เหมาะสมของสารละลายพอลิแลคติคแอซิดส าหรับพิมพ์

กระดาษด้านหน้า ได้แก่ ร้อยละ 1 5 10 15 และ 20 โดยมวลต่อปริมาตร โดยเตรียมสารละลาย      
พอลิแลคติคในตัวท าละลายไดคลอโรมีเทนที่ความเข้มข้นต่างๆ เพ่ือใช้พิมพ์ผ่านสกรีนลงบนกระดาษ
ด้านหน้า โดยใช้สารละลายพอลิแลคติคแอซิดความเข้มข้นร้อยละ 20 โดยมวลต่อปริมาตรในการพิมพ์
กระดาษด้านหลัง จากนั้นใช้สารละลายเมทิลีนบลูเป็นสารละลายที่มีสีฟ้าเป็นสารทดสอบ โดยหยด
สารละลายเมทิลีนบลูปริมาตร 25 ไมโครลิตร ลงบนบริเวณตัวอย่างของอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ 
ทิ้งไว้ให้แห้ง 5 นาที สังเกตการแพร่ของเมทิลีนบลูในบริเวณตรวจวัด  

                  2)  ความเข้มข้นของสารละลายพอลิแลคติคแอซิดส าหรับพิมพ์กระดาษด้านหลัง 
                      ศึกษาความเข้มข้นที่เหมาะสมของสารละลายพอลิแลคติคแอซิดส าหรับ

พิมพ์กระดาษด้านหลัง ได้แก่ ร้อยละ 5 10 15 20 และ 25 โดยมวลต่อปริมาตร เตรียมสารละลาย   
พอลิแลคติคแอซิดในตัวท าละลายไดคลอโรมีเทนที่ความเข้มข้นต่างๆ จากนั้นสร้างอุปกรณ์ตรวจวัดแบบ
กระดาษ โดยใช้สารละลายพอลิแลคติคแอซิดความเข้มข้นร้อยละ 10 โดยมวลต่อปริมาตรส าหรับพิมพ์
ลงบนกระดาษด้านหน้า จากนั้นท าการพิมพ์กระดาษด้านหลังด้วยสารละลายพอลิแลคติคแอซิดที่ความ
เข้มข้นต่างๆ เมื่อได้อุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษใช้สารละลายเมทิลีนบลูเป็นสารละลายที่มีสีฟ้าเป็น
สารทดสอบ โดยหยดสารละลายเมทิลีนบลูปริมาตร 25 ไมโครลิตร ลงบนบริเวณตัวอย่างของอุปกรณ์
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ตรวจวัดแบบกระดาษ ทิ้งไว้ให้แห้ง 5 นาที สังเกตการแพร่ของเมทิลีนบลูจากบริเวณตัวอย่างไปยัง
บริเวณตรวจวัด 

 
 3.3.2  การตรวจวัดไฮโปแซนทีนด้วยอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ  
                      3.3.2.1  วิธีการตรวจวัดไฮโปแซนทีนด้วยอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ  
                                  ตรวจวัดไฮโปแซนทีนด้วยอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษที่พัฒนาขึ้น ดัง
ภาพที่ 3.2 ซึ่งมขีั้นตอนดังต่อไปนี้  

                       ขั้นที่ 1 ปิเปตสารละลายมาตรฐานไฮโปแซนทีน (หรือสารละลายตัวอย่าง) 
ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ลงบนบริเวณตัวอย่าง 
                                  ขั้นที่ 2 ปิเปตสารละลายแซนทีนออกซิเดสความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร ปริมาตร 3 ไมโครลิตร ลงบริเวณตรวจวัด ให้เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 2 นาที  
                                  ขั้นที่ 3 ปิเปตสารละลายผสมระหว่างฮอสราดิชเปอร์ออกซิเดสความเข้มข้น 
0.01 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และโอไดอะนิซิดีนความเข้มข้น 3 มิลลิโมลาร์ (1:1) ปริมาตร 3 ไมโครลิตร 
ลงบริเวณตรวจวัด ให้เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 3 นาที  
                                  ขั้นที่ 4 ตรงบริเวณตรวจวัดสารละลายจะเกิดสีน้ าตาลขึ้น  
                                  ขั้นที่ 5 น าอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษไปสแกนด้วยเครื่องสแกนกระดาษ  
                                  ขั้นที่ 6 วัดค่าความเข้มสีบนบริเวณตรวจวัดด้วยโปรแกรม Image J โดยใช้
เฉดสีน้ าเงินในการวิเคราะห์ และน าค่าความเข้มสีที่ได้จากสารละลายมาตรฐานที่ความเข้มข้นต่างๆไป
สามารถสร้างกราฟมาตรฐาน ส าหรับการวิเคราะห์หาปริมาณไฮโปแซนทีนในตัวอย่าง 
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ภำพที่ 3.2  ขั้นตอนการตรวจวัดไฮโปแซนทีนด้วยอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ 
 
  3.3.2.2  การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของการตรวจวัดไฮโปแซนทีนด้วยอุปกรณ์    
                                ตรวจวัดแบบกระดาษ 

           งานวิจัยนี้ศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมของการตรวจวัดไฮโปแซนทีน ได้แก่ 
ปริมาตรของสารเคมีบริเวณตัวอย่าง ปริมาตรของสารเคมีบริเวณตรวจวัด ความเข้มข้นของสารละลาย
แซนทีนออกซิเดส ความเข้มข้นของสารละลายฮอสราดิชเปอร์ออกซิเดส ค่าความเป็นกรด -เบส ของ
สารละลายแซนทีนออกซิเดส ค่าความเป็นกรด-เบส ของสารละลายฮอสราดิชเปอร์ออกซิเดส เวลาใน
การเกิดปฏิกิริยาระหว่างไฮโปแซนทีนกับแซนทีนออกซิเดส เวลาในการเกิดปฏิกิริยาระหว่างไฮโดรเจน
เปอร์ออกไซด์กับฮอสราดิชเปอร์ออกซิเดส และความเข้มข้นของสารละลายโอไดอะนิซิดีน โดย
การศึกษาจะเปลี่ยนแปลงเฉพาะปัจจัยที่ศึกษาเท่านั้น ส่วนปัจจัยอ่ืนก าหนดให้คงที่  แต่ละปัจจัยท าการ
ทดลองซ้ า 3 ครั้ง มีข้ันตอนดังนี้ 
                                 1)  ศึกษาปริมาตรของสารเคมีบริเวณตัวอย่าง 

            ปริมาตรของสารเคมีที่หยดลงบนอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษมีผลต่อ
การเกิดปฏิกิริยาเคมี โดยปริมาตรของสารเคมีที่หยดลงบริเวณตัวอย่างจะต้องมีมากพอส าหรับแพร่ไปยัง
บริเวณตรวจวัดเพ่ือเกิดปฏิกิริยา จึงท าการศึกษาปริมาตรของสารเคมีที่เหมาะสมส าหรับหยดลงบน
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บริเวณตัวอย่าง โดยการศึกษาจะใช้สารละลายเมทิลีนบลูเป็นสารทดสอบ ปริมาตรที่ท าการศึกษา ได้แก่ 
10 15 20 25 และ 30 ไมโครลิตร การทดลองท าได้โดยปิเปตสารละลายเมทิลีนบลูความเข้มข้น 10 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ที่ปริมาตรต่างๆที่ท าการศึกษาลงบนบริเวณตัวอย่างของอุปกรณ์ตรวจวัดแบบ
กระดาษ วางทิ้งไว้ 1 นาที เกณฑ์การพิจารณาการเลือกสภาวะที่เหมาะสมจะเลือกจากสภาวะการ
ทดลองที่สารละลายเมทิลีนบลูสามารถเคลื่อนที่ไปยังบริเวณตรวจวัดได้เต็มบริเวณ  
                                 2)  ศึกษาปริมาตรของสารเคมีบริเวณตรวจวัด 

            ปริมาตรของสารเคมีที่หยดลงบริเวณตรวจวัดมีผลต่อการเกิดปฏิกิริยา
เคมขีองไฮโปแซนทีน โดยปริมาตรจะต้องมากพอส าหรับการแพร่ได้เต็มบริเวณตรวจวัด จึงท าการศึกษา
ปริมาตรของสารเคมีที่เหมาะสมในบริเวณตรวจวัดของอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ โดยการศึกษาจะ
ใช้สารละลายเมทิลีนบลูเป็นสารทดสอบ ปริมาตรที่ท าการศึกษา ได้แก่ 1 2 3 4 และ 5 ไมโครลิตร การ
ทดลองท าได้โดยปิเปตสารละลายเมทิลีนบลูความเข้มข้น 10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตรต่างๆที่
ต้องการศึกษาลงบนบริเวณตรวจวัดของอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ วางทิ้งไว้  1 นาที เกณฑ์การ
พิจารณาการเลือกสภาวะที่เหมาะสมจะเลือกจากสภาวะการทดลองที่สารละลายเมทิลีนบลูสามารถแพร่
ได้เต็มบริเวณและไม่ไหลออกนอกขอบเขตของบริเวณตรวจวัด        

       3)  ศึกษาความเข้มข้นของสารละลายแซนทีนออกซิเดส 
                                       แซนทีนออกซิเดส คือ เอนไซม์ที่ใช้ในการเกิดปฏิกิริยากับไฮโปแซนทีน 
ดังสมการที ่1 ดังนั้น ความเข้มข้นของสารละลายแซนทีนออกซิเดสจึงมีผลต่อประสิทธิภาพการตรวจวัด
ปริมาณไฮโปแซนทีน จึงท าการศึกษาหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของสารละลายแซนทีนออกซิเดส ความ
เข้มข้นที่ท าการศึกษา ได้แก่ 0.001 0.01 0.1 0.5 1 2 และ 4  มิลลิกรัม/มิลลิลิตร การทดลองท าได้
โดยปิเปตสารละลายไฮโปแซนทีนความเข้มข้น 100 มิลลิกรัม/ลิตร ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ลงบน
บริเวณตัวอย่าง และปิเปตสารละลายแซนทีนออกซิเดสที่ความเข้มข้นต่างๆที่ท าต้องการศึกษา ปริมาตร 
3 ไมโครลิตร ลงบนบริเวณตรวจวัด ให้เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 2 นาที จากนั้นปิเปตสารละลายผสม
ระหว่างฮอสราดิชเปอร์ออกซิเดสความเข้มข้น 0.01 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร และโอไดอะนิซิดีนความเข้มข้น 
3 มิลลิโมลาร์ (1:1) ปริมาตร 3 ไมโครลิตร ลงบนบริเวณตรวจวัด และให้เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 3 
นาที จะเกิดสารลายสีน้ าตาลตรงบริเวณตรวจวัด น าอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษไปสแกนและวัดความ
เข้มสีด้วยโปรแกรม Image J และเกณฑ์การพิจารณาการเลือกสภาวะที่เหมาะสมจะเลือกจากสภาวะ
การทดลองที่ให้ค่าความเข้มสีที่สูงที่สุด 
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                                 4)  ศึกษาความเข้มข้นของสารละลายฮอสราดิชเปอร์ออกซิเดส 
                                      ฮอสราดิชเปอร์ออกซิเดสเป็นเอนไซม์ที่ ใช้ในการเกิดปฏิกิริยากับ
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ส าหรับติดตามปริมาณไฮโปแซนทีน ดังสมการที่ 3 ดังนั้น ความเข้มข้นของ
สารละลายฮอสราดิชเปอร์ออกซิเดสจึงมีผลต่อประสิทธิภาพการตรวจวัดปริมาณไฮโปแซนทีน จึงศึกษา
หาความเข้มข้นที่เหมาะสมของสารละลายฮอสราดิชเปอร์ออกซิ เดสที่แตกต่างกัน ได้แก่ 0.001 0.01 
0.1 0.5 1 2 และ 4  มิลลิกรัม/มิลลิลิตร การทดลองท าได้โดยปิเปตสารละลายไฮโปแซนทีนความ
เข้มข้น 100 มิลลิกรัม/ลิตร ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ลงบนบริเวณตัวอย่าง จากนั้นปิเปตสารละลาย 
แซนทีนออกซิเดสที่ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 3 ไมโครลิตร ลงบนบริเวณตรวจวัด 
ให้เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 2 นาที จากนั้นปิเปตสารละลายผสมระหว่างฮอสราดิชเปอร์ออกซิเดสที่
ความเข้มข้นต่างๆที่ท าการศึกษา และโอไดอะนิซิดีนความเข้มข้น 3 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 3 ไมโครลิตร 
ลงบนบริเวณตรวจวัด และให้เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 3 นาที จะเกิดสารลายสีน้ าตาลตรงบริเวณ
ตรวจวัด น าอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษไปสแกนและวัดความเข้มสีด้วยโปรแกรม Image J และ
เกณฑพิ์จารณาการเลือกสภาวะที่เหมาะสมจะเลือกจากสภาวะการทดลองที่ให้ค่าความเข้มสีที่สูงที่สุด 
                                 5)  ศึกษาค่าความเป็นกรด-เบสของสารละลายแซนทีนออกซิเดส 

                         ความเป็นกรด-เบสของสารละลายมีผลต่อการท างานของแซนทีน    
ออกซิเดส โดยท าการศึกษาจากแซนทีนออกซิเดสที่ละลายในตัวท าละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่มีค่าพีเอช
แตกต่างกัน ได้แก่ 5.00  5.50  6.00  6.50  7.00  7.50  8.00  และ 8.50 การทดลองท าได้ปิเปต
สารละลายไฮโปแซนทีนความเข้มข้น 100 มิลลิกรัม/ลิตร ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ลงบนบริเวณตัวอย่าง 
และปิเปตสารละลายแซนทีนออกซิเดสที่ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ที่พีเอชต่างๆที่ต้องการ
ศึกษา ปริมาตร 3 ไมโครลิตร ลงบนบริเวณตรวจวัด ให้เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 2 นาที จากนั้นปิเปต
สารละลายผสมระหว่างฮอสราดิชเปอร์ออกซิเดสที่ความเข้มข้น  0.01 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร และ 
โอไดอะนิซิดีนความเข้มข้น 3 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 3 ไมโครลิตร ลงบนบริเวณตรวจวัด และให้เวลาใน
การเกิดปฏิกิริยา 3 นาที จะเกิดสารลายสีน้ าตาลตรงบริเวณตรวจวัด น าอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ
ไปสแกนและวัดความเข้มสีด้วยโปรแกรม Image J และเกณฑ์การพิจารณาการเลือกสภาวะที่เหมาะสม
จะเลือกจากสภาวะการทดลองที่ให้ค่าความเข้มสีที่สูงที่สุด 
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                                 6)  ศึกษาค่าความเป็นกรด-เบสของสารละลายฮอสราดิชเปอร์ออกซิเดส 
                         ค่าความเป็นกรด-เบสของสารละลายมีผลต่อการท างานของฮอสราดิช

เปอร์ออกซิเดส จึงท าการศึกษาฮฮสราดิชเปอร์ออกซิเดสที่ละลายในตัวท าละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่มี
ค่าพีเอชแตกต่างกัน ได้แก่ 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50 8.00 และ 8.50 การทดลองท าได้ปิเปต
สารละลายไฮโปแซนทีนความเข้มข้น 100 มิลลิกรัม/ลิตร ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ลงบนบริเวณตัวอย่าง 
และปิเปตสารละลายแซนทีนออกซิเดสที่ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ที่พีเอช 7.00 ปริมาตร 3 
ไมโครลิตร ลงบนบริเวณตรวจวัด ให้เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 2 นาที จากนั้นปิเปตสารละลายผสม
ระหว่างฮอสราดิชเปอร์ออกซิเดสความเข้มข้น 0.01 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ที่พีเอชต่างๆที่ต้องการศึกษา 
และโอไดอะนิซิดีนความเข้มข้น 3 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 3 ไมโครลิตร ลงบนบริเวณตรวจวัด และให้เวลา
ในการเกิดปฏิกิริยา 3 นาที จะเกิดสารลายสีน้ าตาลตรงบริเวณตรวจวัด น าอุปกรณ์ตรวจวัดแบบ
กระดาษไปสแกนและวัดความเข้มสีด้วยโปรแกรม Image J และเกณฑ์การพิจารณาการเลือกสภาวะที่
เหมาะสมจะเลือกจากสภาวะการทดลองที่ให้ค่าความเข้มสีที่สูงที่สุด 

                    7)  ศึกษาเวลาในการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรลิซิสของไฮโปแซนทีน  
                         เวลาในการเกิดปฏิกิริยาเป็นปัจจัยส าคัญที่มีผลต่อการท าปฏิกิริยาของ      

ไฮโปแซนทีน จึงท าการศึกษาหาเวลาที่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยาของไฮโปแซนทีนที่มีแซนทีน     
ออกซิเดสเป็นตัวเร่งปฏิกิริยา โดยให้เวลาในการเกิดปฏิกิริยาในเวลาที่แตกต่างกัน ได้แก่ 0.5 1 2 3 5 7 
และ 9 นาที การทดลองท าได้ปิเปตสารละลายไฮโปแซนทีนความเข้มข้น 100 มิลลิกรัม/ลิตร ปริมาตร 
25 ไมโครลิตร ลงบนบริเวณตัวอย่าง และปิเปตสารละลายแซนทีนออกซิเดสที่ความเข้มข้น 0.5 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ที่พีเอช 7 ปริมาตร 3 ไมโครลิตร ลงบนบริเวณตรวจวัด ให้เวลาในการเกิดปฏิกิริยา
แตกต่างกันที่ต้องการศึกษา จากนั้นปิเปตสารละลายผสมระหว่างฮอสราดิชเปอร์ออกซิเดส ความเข้มข้น 
0.01 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ที่พีเอช 6.50 และโอไดอะนิซิดีนความเข้มข้น 3 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 3 
ไมโครลิตร ลงบนบริเวณตรวจวัด และให้เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 3 นาที จะเกิดสารลายสีน้ าตาลตรง
บริเวณตรวจวัด น าอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษไปสแกนและวัดความเข้มสีด้วยโปรแกรม Image J 
และเกณฑ์การพิจารณาการเลือกสภาวะที่เหมาะสมจะเลือกจากสภาวะการทดลองที่ให้ค่าความเข้มสีที่
สูงที่สุด 
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                                 8)  ศึกษาเวลาในการเกิดปฏิกิริยาระหว่างไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์      
                                      กับโอไดอะนิซิดีน 
                                      ศึกษาหาเวลาที่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยาระหว่างไฮโดรเจนเปอร์
ออกไซด์กับไฮโดอะนิซีนที่มีฮอสราดิชเปอร์ออกซิเดสเป็นตัวเร่งปฏิกิริยา  โดยให้เวลาเวลาในการ
เกิดปฏิกิกิริยาที่แตกต่างกัน ได้แก่ 1 3 5 7 9 11 และ 13 นาที การทดลองท าได้ปิเปตสารละลาย     
ไฮโปแซนทีนความเข้มข้น 100 มิลลิกรัม/ลิตร ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ลงบนบริเวณตัวอย่าง และปิเปต 
สารละลายแซนทีนออกซิเดสที่ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ที่พีเอช 7.00 ปริมาตร 3 ไมโครลิตร  
ลงบนบริเวณตรวจวัด ให้เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 2 นาที จากนั้นปิเปตสารละลายผสมระหว่าง
ฮอสราดิชเปอร์ออกซิเดสความเข้มข้น 0.01 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ที่พีเอช 6.50 และโอไดอะนิซิดีน ความ
เข้มข้น 3 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 3 ไมโครลิตร ลงบนบริเวณตรวจวัด และให้เวลาในการเกิดปฏิกิริยา
แตกต่างกันที่ต้องการศึกษา จะเกิดสารลายสีน้ าตาลตรงบริเวณตรวจวัด น าอุปกรณ์ตรวจวัดแบบ
กระดาษไปสแกนและวัดความเข้มสีด้วยโปรแกรม Image J  และเกณฑ์การพิจารณาการเลือกสภาวะที่
เหมาะสมจะเลือกจากสภาวะการทดลองที่ให้ค่าความเข้มสีที่สูงที่สุด   

            9)  ศึกษาความเข้มข้นของสารละลายโอไดอะนิซิดีน  
                         ความเข้มข้นของสารละลายโอไดอะนิซิดีนเป็นปัจจัยที่ส่งผลต่อการเกิด

ผลิตภัณฑ์ จึงท าการศึกษาหาความเข้มข้นที่เหมาะสม ได้แก่ 0.1 0.3 0.5 1 2 3 4 และ 5 มิลลิโมลาร์ 
การทดลองท าได้ปิเปตสารละลายไฮโปแซนทีนความเข้มข้น 100 มิลลิกรัม/ลิตร ปริมาตร 25 ไมโครลิตร 
ลงบนบริเวณตัวอย่าง และปิเปตสารละลายแซนทีนออกซิเดสที่ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  
ที่พีเอช 7.00 ปริมาตร 3 ไมโครลิตร ลงบนบริเวณตรวจวัด ให้เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 2 นาที จากนั้น 
ปิเปตสารละลายผสมระหว่างฮอสราดิชเปอร์ออกซิเดสความเข้มข้น 0.01 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ที่พีเอช 
6.50 และโอไดอะนิซิดีนความเข้มข้นที่ความเข้มข้นต่างๆ ที่ต้องการศึกษา ปริมาตร 3 ไมโครลิตร ลงบน
บริเวณตรวจวัด และให้เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 3 นาที จะเกิดสารลายสีน้ าตาลตรงบริเวณตรวจวัด น า
อุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษไปสแกนและวัดความเข้มสีด้วยโปรแกรม Image J และเกณฑ์การ
พิจารณาการเลือกสภาวะที่เหมาะสมจะเลือกจากสภาวะการทดลองที่ให้ค่าความเข้มสีที่สูงที่สุด 
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ตำรำงท่ี 3.1  สภาวะที่ศึกษาในการพัฒนาเทคนิคไบโอเซนเซอร์ส าหรับการตรวจวัดไฮโปแซนทีน 
 

การทดลอง สภาวะที่ทดลอง 
1.  กระบวนการสร้างอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ 
     1.1)  ความเข้มข้นของสารละลายพอลิแลคติคแอซิดส าหรับ    
            พิมพ์กระดาษด้านหน้า (ร้อยละโดยมวล/ปริมาตร)  
     1.2)  ความเข้มข้นของสารละลายพอลิแลคติคแอซิดส าหรับ     
            พิมพ์กระดาษด้านหลัง (ร้อยละโดยมวล/ปริมาตร)  

 
1 5 10 15 และ 20  
 
5 10 15 20 และ 25  

2.  กระบวนการตรวจวัดไฮโปแซนทีน                 
     2.1)  ปริมาตรของสารเคมีบริเวณตัวอย่าง (ไมโครลิตร)      
     2.2)  ปริมาตรของสารเคมีบริเวณตรวจวัด (ไมโครลิตร) 
     2.3)  ความเข้มข้นของสารละลายแซนทีนออกซิเดส     
            (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

10 15 20 25 และ 30    
1 2 3 4 และ 5  
0.001 0.01 0.1 0.5 1 2 และ 4   

     2.4)  ความเข้มข้นของสารละลายฮอสราดิชเปอร์ออกซิเดส 
            (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 
     2.5)  ค่าความเป็นกรด-เบสของสารละลายแซนทีนออกซิเดส 
            (พีเอช) 
     2.6)  ค่าความเป็นกรด-เบสของสารละลายฮอสราดิช 
            เปอร์ออกซิเดส (พีเอช) 
     2.7)  เวลาในการเกิดปฏิกิริยาระหว่างไฮโปแซนทีนกับ   
            แซนทีนออกซิเดส (นาที) 
     2.8)  เวลาในการเกิดปฏิกิริยาระหว่างไฮโดรเจน 
            เปอร์ออกไซด์กับฮอสราดิชเปอร์ออกซิเดส (นาที) 
     2.9)  ความเข้มข้นของสารละลายโอไดอะนิซิดีน  
            (มิลลิโมลาร์) 

0.0001 0.001 0.01 0.1 0.5   
1 และ 2   
5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50   
8.00 และ 8.50   
5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50   
8.00 และ 8.50  
0.5 1 2 3 5 7 และ 9    
 
1 3 5 7 9 11 และ 13    
 
0.1 0.3 0.5 1 2 3 4 และ 5  
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 3.3.3  การศึกษาประสิทธิภาพของอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษในการตรวจวัดไฮโปแซนทีน 
   การศึกษาประสิทธิภาพของการตรวจวัดไฮโปแซนทีนด้วยอุปกรณ์ตรวจวัดแบบ
กระดาษที่สร้างขึ้นมา เพ่ือให้ทราบถึงประสิทธิภาพและข้อจ ากัดของวิธีวิเคราะห์นี้ โดยงานวิจัยนี้ศึกษา
หาประสิทธิภาพต่างๆ ดังต่อไปนี้  
   3.3.3.1  การศึกษาความเที่ยงของวิธีวิเคราะห์  
                                 1)  การท าซ้ าของวิธีวิเคราะห์  
                   ศึกษาการท าซ้ าของวิธีวิเคราะห์โดยใช้อุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษที่ได้
สร้างขึ้นตรวจวัดไฮโปแซนทีน ความเข้มข้น 50 มิลลิกรัม/ลิตร จ านวน 7 ครั้ง ภายใต้สภาวะการทดลอง
เดียวกัน การทดลองจะใช้สภาวะที่เหมาะสมที่ศึกษาได้ โดยปิเปตสารละลายไฮโปแซนทีน ปริมาตร 25 
ไมโครลิตร ลงบนบริเวณตัวอย่าง และปิเปตสารละลายแซนทีนออกซิเดสที่ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร ที่พีเอช 7.00 ปริมาตร 3 ไมโครลิตร ลงบนบริเวณตรวจวัด ให้เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 2 นาที 
จากนั้นปิเปตสารละลายผสมระหว่างฮอสราดิชเปอร์ออกซิเดสความเข้มข้น 0.01 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ที่
พีเอช 6.50 และโอไดอะนิซิดีนความเข้มข้น 3 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 3 ไมโครลิตร ลงบนบริเวณตรวจวัด 
และให้เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 3 นาที จะเกิดสารลายสีน้ าตาลตรงบริเวณตรวจวัด น าอุปกรณ์ตรวจวัด
แบบกระดาษไปสแกนและวัดค่าความเข้มสีด้วยโปรแกรม Image J และน าค่าความเข้มสีที่วัดได้มา
ค านวณหาค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (Relative standard deviation; % RSD) 
              2)  การทวนซ้ าของวิธีวิเคราะห์ 
                    ศึกษาการทวนซ้ าของวิธีวิเคราะห์โดยใช้อุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษที่
ได้สร้างขึ้นตรวจวัดไฮโปแซนทีน โดยใช้สารละลายมาตรฐานไฮโปแซนทีน ความเข้มข้น 50 มิลลิกรัม/
ลิตร จ านวน 7 ครั้ง ภายใต้สภาวะการทดลองที่แตกต่างกัน คือ เปลี่ยนผู้ทดลอง การทดลองจะใช้
สภาวะที่เหมาะสมที่ศึกษาได้ โดยปิเปตสารละลายไฮโปแซนทีน  ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ลงบนบริเวณ
ตัวอย่าง และปิเปตสารละลายแซนทีนออกซิเดสที่ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ที่พีเอช 7.00 
ปริมาตร 3 ไมโครลิตร ลงบนบริเวณตรวจวัด ให้เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 2 นาที จากนั้นปิเปต
สารละลายผสมระหว่างฮอสราดิชเปอร์ออกซิเดสความเข้มข้น 0.01 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ที่พีเอช 6.50 
และโอไดอะนิซิดีนความเข้มข้น 3 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 3 ไมโครลิตร ลงบนบริเวณตรวจวัด และให้เวลา
ในการเกิดปฏิกิริยา 3 นาที จะเกิดสารลายสีน้ าตาลตรงบริเวณตรวจวัด น าอุปกรณ์ตรวจวัดแบบ
กระดาษไปสแกนและวัดความเข้มสีด้วยโปรแกรม Image J และน าค่าความเข้มสีที่วัดได้มาค านวณหา
ค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ 
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   3.3.3.2  การศึกษาความถูกต้องของวิธี  
                     ศึกษาความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์โดยการหาเปอร์เซ็นต์การได้กลับคืน           
(% Recovery) ของการตรวจวัดไฮโปแซนทีนด้วยอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ โดยการเติมสาร 
ละลายมาตรฐานไฮโปแซนทีนที่ความเข้มข้น 15 และ 20 มิลลิกรัม/ลิตร ลงในสารละลายตัวอย่างที่
ทราบความเข้มข้น ได้แก่ เนื้อหมู เนื้อปลา เนื้อไก่ และน้ าปลา จากนั้นตรวจวัดไฮโปแซนทีนโดยใช้
สภาวะที่เหมาะสม โดยปิเปตสารละลายไฮโปแซนทีนและสารละลายแซนทีนออกซิเดสลงบนบริเวณ
ตัวอย่าง จากนั้นปิเปตสารละลายผสมระหว่างฮอสราดิชเปอร์ออกซิเดสและโอไดอะนิซิดีน ลงบนบริเวณ
ตรวจวัด และให้เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 3 นาที จะเกิดสารลายสีน้ าตาลตรงบริเวณตรวจวัด น าอุปกรณ์
ตรวจวัดแบบกระดาษไปสแกนและวัดความเข้มสีด้วยโปรแกรม Image J และน าค่าการดูดกลืนแสงที่
ได้มาค านวณหาค่าเปอร์เซ็นต์การได้กลับคืนของสารละลายมาตรฐานไฮโปแซนทีน โดยใช้สูตร 
  

% Recovery =            x 100  
 

โดย  Csp คือ ความเข้มข้นของตัวอย่างที่เติมสารมาตรฐาน  
Cs   คือ ความเข้มข้นของตัวอย่างที่ไม่ได้เติมสารมาตรฐาน   
Ca   คือ ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานที่เติมในตัวอย่าง   

 
   3.3.3.3  การศึกษาความเป็นเส้นตรง  

                       ศึกษาช่วงความเป็นเส้นตรงของการตรวจวัดไฮโปแซนทีนด้วยอุปกรณ์
ตรวจวัดแบบกระดาษ โดยตรวจวัดสารละลายมาตรฐานไฮโปแซนทีนที่ความเข้มข้นต่างๆ ในช่วง 0.1 ถึง 
120 มิลลิกรัม/ลิตร การทดลองจะใช้สภาวะที่เหมาะสม โดยปิเปตสารละลายไฮโปแซนทีนและ
สารละลาย  แซนทีนออกซิเดสลงบนบริเวณตัวอย่าง จากนั้นปิเปตสารละลายผสมระหว่างฮอสราดิช
เปอร์ออกซิเดสและโอไดอะนิซิดีน ลงบนบริเวณตรวจวัด และให้เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 3 นาที จะเกิด
สารลายสีน้ าตาลตรงบริเวณตรวจวัด น าอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษไปสแกนและวัดความเข้มสีด้วย
โปรแกรม Image J และน าข้อมูลที่ได้ไปสร้างกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้น
ของสารละลายไฮโปแซนทีนกับค่าความเข้มสีที่ตรวจวัดได้ 

 
 
 
 

[
(Csp -Cs)

Ca
] 
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   3.3.3.4  การศึกษาขีดจ ากัดในการตรวจพบ  
                       ศึกษาขีดจ ากัดในการตรวจพบไฮโปแซนทีนด้วยอุปกรณ์ตรวจวัดแบบ

กระดาษโดยตรวจวัดไฮโปแซนทีนในสารละลายแบลงค์ การทดลองใช้สภาวะที่เหมาะสม โดยปิเปต
สารละลายแบลงค์และสารละลายแซนทีนออกซิเดสลงบนบริเวณตัวอย่าง จากนั้นปิเปตสารละลายผสม
ระหว่างฮอสราดิชเปอร์ออกซิและโอไดอะนิซิดีน ลงบนบริเวณตรวจวัด และให้เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 
3 นาที น าอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษไปสแกนและวัดความเข้มสีด้วยโปรแกรม Image J ท าการทดลอง 
ซ้ าจ านวน 7 ครั้ง จาก นั้นน าค่าเฉลี่ยและค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ ไปค านวณหาขีดจ ากัดใน
การตรวจพบ (ขีดจ ากัดในการตรวจพบ = 3SD) 
   3.3.3.5  การศึกษาขีดจ ากัดในการตรวจพบเชิงปริมาณ  
                     ศึกษาขีดจ ากัดในการตรวจพบเชิงปริมาณของการตรวจวัดไฮโปแซนทีนด้วย
อุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ โดยตรวจวัดไฮโปแซนทีนในสารละลายแบลงค์ การทดลองใช้สภาวะที่
เหมาะสม โดยปิเปตสารละลายแบลงค์และสารละลายแซนทีนออกซิเดสลงบนบริเวณตัวอย่าง จากนั้น   
ปิเปตสารละลายผสมระหว่างฮอสราดิชเปอร์ออกซิและโอไดอะนิซิดีน ลงบนบริเวณตรวจวัด และให้
เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 3 นาที น าอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษไปสแกนและวัดความเข้มสีด้วย
โปรแกรม Image J ท าการทดลองซ้ าจ านวน 7 ครั้ง จากนั้นน าข้อมูลที่ได้มาค านวณหาค่าส่วนเบี่ยงเบน
มาตรฐานสัมพัทธ์เพ่ือค านวณหาขีดจ ากัดในการตรวจพบเชิงปริมาณ (ขีดจ ากัดในการตรวจพบเชิง
ปริมาณ = 10SD) โดยความเข้มข้นที่ได้จะต้องมีความเท่ียงและความถูกต้อง  
   3.3.3.6  การศึกษาความจ าเพาะเจาะจง  

                       ศึกษาความจ าเพาะของการตรวจวัดไฮโปแซนทีนด้วยอุปกรณ์ตรวจวัดแบบ
กระดาษโดยใช้สารทดสอบ ได้แก่ กรดยูริค ฮีสตามีน และไทรามีน แทนสารละลายไฮโปแซนทีน ซึ่งเป็น
สารที่คาดว่าจะมีผลต่อการตรวจวัดไฮโปแซนทีน และเป็นสารที่พบได้ในตัวอย่าง การทดลองใช้สภาวะที่
สภาวะเหมาะสม โดยปิเปตสารที่ใช้ทดสอบดังกล่าวความเข้มข้น 50 มิลลิกรัม/ลิตร และสารละลาย   
แซนทีนออกซิเดสลงบนบริเวณตัวอย่าง จากนั้นปิเปตสารละลายผสมระหว่างฮอสราดิชเปอร์ออกซิ เดส
และโอไดอะนิซิดีนลงบนบริเวณตรวจวัด และให้เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 3 นาที น าอุปกรณ์ตรวจวัด
แบบกระดาษไปสแกนและวัดความเข้มสีด้วยโปรแกรม Image J จากนั้นน าผลการวิเคราะห์ที่ได้
เปรียบเทียบกับผลที่ได้จากไฮโปแซนทีนที่ความเข้มข้นเดียวกัน คือ 50 มิลลิกรัม/ลิตร 
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   3.3.3.7  การศึกษาอายุการใช้งานของอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ 
                      การตรวจวัดไฮโปแซนทีนด้วยอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษของงานวิจัยนี้

อาศัยหลักการทางไบโอเซนเซอร์ โดยใช้เอนไซม์และสารเคมีในการเกิดปฏิกิริยากับไฮโปแซนทีน ดังนั้น
หากแอคติวิตีของเอนไซม์ลดลง หรือสารเคมีเกิดการสลายตัวจะส่งผลต่อการตรวจวัด จึงท าการศึกษา
อายุการใช้งานของอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษส าหรับตรวจวัดไฮโปแซนทีน โดยน าอุปกรณ์ตรวจวัดที่
สร้างขึ้นตรวจวัดสารละลายไฮโปแซนทีนที่ความเข้มข้น 50 มิลลิกรัม/ลิตร ตามขั้นตอนที่ศึกษาได้ใน
งานวิจัยนี้ ท าการตรวจวัดการตอบสนองทุกๆสัปดาห์ ในสภาวะการทดลองเดียวกัน โดยเก็บรักษา
อุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษในถุงพลาสติกท่ีปิดสนิทที่อุณหภูมิห้อง และเก็บรักษาสารเคมีต่างๆที่ใช้ท า
ปฏิกิริยาไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนั้นน าค่าความเข้มสีที่ได้จากการตรวจวัดในแต่ละสัปดาห์มา
หาเปอร์เซ็นต์ประสิทธิภาพของอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษในการตรวจวัดไฮโป แซนทีน โดย
ก าหนดให้ค่าการตอบสนองสัปดาห์ที่ 1 ของอุปกรณต์รวจวัดมีประสิทธิภาพเป็น 100 เปอร์เซ็นต์  
 3.3.4  การตรวจวัดไฮโปแซนทีนในตัวอย่างจริง 
   ตรวจวัดไฮโปแซนทีนในตัวอย่างจริงด้วยอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษที่พัฒนาขึ้น 
โดยใช้ตัวอย่างเนื้อสัตว์และผลิตภัณฑ์แปรรูปจากเนื้อสัตว์ ได้แก่ เนื้อหมู เนื้อปลา เนื้อไก่ ลูกชิ้นเนื้อวัว 
น้ าปลา ปลาทูน่ากระป๋อง ไส้กรอกไก่ แฮมหมู และปูอัด  
   3.3.4.1  ขั้นตอนการเตรียมตัวอย่าง  

                       ส าหรับตัวอย่างที่เป็นของแข็ง ได้แก่ เนื้อหมู เนื้อปลา เนื้อไก่ ลูกชิ้นเนื้อวัว ปลาทูน่า 
ในน้ าแร่ ไส้กรอกไก่ แฮมหมู และปูอัด ท าการเตรียมตัวอย่างโดยอ้างอิงวิธีจากงานวิจัยของ Devi และ
คณะ [35] ท าการชั่งตัวอย่างปริมาณ 1 กรัม แล้วเติมน้ ากลั่นปริมาตร 3 มิลลิลิตร ลงไป จากนั้นน า
ตัวอย่างไปบดละเอียดด้วยเครื่องอัลตร้าโซนิคโฮโมจีไนเซอร์เป็นเวลา 10 นาที และเติมน้ ากลั่นปริมาตร 
7 มิลลิกรัม ลงไปในสารละลายผสมที่ได้ จากนั้นน าไปหมุนเหวี่ยงตกตะกอน ที่ความเร็ว 2000 รอบต่อ
นาที เป็นเวลา 5 นาที สุดท้ายแยกสารละลายใสออกด้วยการกรองด้วยกระดาษกรอง 0.45 ไมโครเมตร  
สารละลายใสที่ได้จะน าไปวิเคราะห์ปริมาณไฮโปแซนทีนด้วยอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษต่อไป 
ส าหรับตัวอย่างที่เป็นของเหลว ได้แก่ น้ าปลา การเตรียมตัวอย่างท าได้โดยการเจือจางด้วยสารละลาย
ฟอสเฟสบัฟเฟอร์พีเอช 7.00 
   3.3.4.2  ขั้นตอนการวิเคราะห์ปริมาณไฮโปแซนทีนในตัวอย่างจริง 
                                 ท าการตรวจวัดไฮโปแซนทีนในสารละลายตัวอย่างจริงที่เตรียมไว้ด้วยสภาวะ
ที่เหมาะสม โดยปิเปตสารละลายตัวอย่าง ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ลงบนบริเวณตัวอย่าง และปิเปต
สารละลายแซนทีนออกซิเดสที่ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ที่พีเอช 7.00 ปริมาตร 3 ไมโครลิตร 
ลงบนบริเวณตรวจวัด ให้เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 2 นาที จากนั้นปิเปตสารละลายผสมระหว่าง
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ฮอสราดิชเปอร์ออกซิเดสความเข้มข้น 0.01 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ที่พีเอช 6.50 และโอไดอะนิซิดีนความ
เข้มข้น 3 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 3 ไมโครลิตร ลงบนบริเวณตรวจวัด และให้เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 3 
นาท ีจะเกิดสารลายสีน้ าตาลตรงบริเวณตรวจวัด น าอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษไปสแกนและวัดความ
เข้มสีด้วยโปรแกรม Image J ค านวณหาความเข้มข้นของไฮโปแซนทีนที่ตรวจวัดได้ จากสมการเส้นตรง
ของกราฟมาตรฐานระหว่างความเข้มข้นของสารละลายไฮโปแซนทีนกับค่าความเข้มสี  
  3.3.4.3  การเปรียบเทียบวิธีวิเคราะห์ไฮโปแซนทีนระหว่างอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ 
                         กับวิธีทางสเปกโทรสโคปี 
                         วิเคราะห์ปริมาณไฮโปแซนทีนโดยใช้วิธีคัลเลอร์ริเมทริกสเปกโทรสโคปี ท าการ
ทดลองโดย ปิเปตสารละลายตัวอย่างที่เตรียมไว้ปริมาตร 30 ไมโครลิตร จากนั้นเติมสารละลายแซนทีน 
ออกซิเดส 0.5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 30 ไมโครลิตร สารละลายฮอสราดิชเปอร์ออกซิเดสความ
เข้มข้น 0.01 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร15 ไมโครลิตร และสารละลายโอไดอะนิซิดีนความเข้มข้น 3 
มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 15 ไมโครลิตร ลงในไมโครเซนติฟิวส์ทิวบ์ ให้เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 3 นาที  
จะเกิดสารละลายสีน้ าตาล น าไปตรวจวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่องยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรโฟโตมิเตอร์  
ที่ความยาวคลื่น 430 นาโนเมตร ค านวณหาความเข้มข้นของไฮโปแซนทีนที่ตรวจวัดได้ จากสมการ
เส้นตรงของกราฟมาตรฐานระหว่างความเข้มข้นของสารละลายไฮโปแซนทีนกับค่าดูดกลืนแสงที่ 
ตรวจวัดได้ เปรียบเทียบผลที่ได้จากอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษกับผลท่ีได้จากวิธีวิธีทางสเปกโทรสโคป ี
โดยน าผลที่ได้จากทั้งสองวิธีมาสร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณไฮโปแซนทีนในเนื้อสัตว์ด้วยวิธี
ทางสเปกโทรสโคปี (แกน x) และปริมาณไฮโปแซนทีนในเนื้อสัตว์ตรวจวัดด้วยอุปกรณ์ตรวจวัดแบบ
กระดาษ (แกน y) และพิจารณจากค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ของกราฟ 
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บทท่ี 4 
ผลการทดลอง 

 

4.1  ผลการศึกษาวิธีสร้างอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ 
สร้างอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษด้วยวิธีพิมพ์สกรีน โดยพิมพ์สารละลายพอลิแลคติก      

แอซิดลงบนกระดาษโครมาโทกราฟี และท าการศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการสร้าง ได้แก่ ความ
เข้มข้นของสารละลายพอลิแลคติคแอซิดส าหรับพิมพ์กระดาษด้านหน้า และความเข้มข้นของสารละลาย
พอลิแลคติคแอซิดส าหรับพิมพ์กระดาษด้านหลัง ผลการทดลองดังต่อไปนี้ 

 
4.1.1  ผลการศึกษาความเข้มข้นของสารละลายพอลิแลคติคแอซิดส าหรับพิมพ์ 
         กระดาษด้านหน้า     

                      ศึกษาหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของสารละลายพอลิแลคติคแอซิดส าหรับพิมพ์
กระดาษด้านหน้า ได้แก่ ร้อยละ 1 5 10 15 และ 20 โดยมวล/ปริมาตร โดยใช้สารละลายเมทิลีนบลูเป็น
สารทดสอบ ผลการทดลองดังภาพที่ 4.1 พบว่า สารละลายพอลิแลคติกแอซิดที่ความเข้มข้นร้อยละ 1 
และ 5 โดยมวล/ปริมาตร เมทิลีนบลูไม่สามารถเคลื่อนที่ได้เต็มรูปแบบ เนื่องจากสารละลายพอลิแลคติก 
มีความหนืดต่ า จึงเคลื่อนที่ออกนอกรูปแบบมายังส่วนที่ชอบน้ า และที่ความเข้มข้นร้อยละ 15 และ 20 
โดยมวล/ปริมาตร สารละลายเมทิลีนบลูไหลออกนอกขอบเขต เนื่องจากสารละลายพอลิแลคติคแอซิดมี
ความหนืดสูงจึงท าให้การเคลื่อนที่ไปตามเส้นใยเซลลูโลสของกระดาษได้ไม่ดี ประสิทธิภาพในการเป็น
ส่วนที่ไม่ชอบน้ าไม่สมบูรณ์ ส าหรับที่ความเข้มข้นร้อยละ 10 โดยมวล/ปริมาตร สารละลายพอลิแลคติค
แอซิดสามารถซึมผ่านกระดาษโครมาโทกราฟีได้ดีและไม่ไหลออกนอกขอบเขต สารละลายเมทิลีนบลู
สามารถไหลได้เต็มรูปแบบ แสดงให้เห็นว่าที่ความเข้มข้นร้อยละ 10 โดยมวล/ปริมาตร คือ สภาวะที่
เหมาะสม ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงใช้ความเข้มข้นดังกล่าวในการสร้างอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษต่อไป 
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ภาพที่ 4.1  การศึกษาความเข้มข้นของสารละลายพอลิแลคติคแอซิดที่ใช้พิมพ์กระดาษด้านหน้า  

               ก) 1%  ข) 5%  ค) 10% ง) 15%  และ จ) 20%  (โดยมวล/ปริมาตร) 

 
4.1.2  ผลการศึกษาความเข้มข้นของสารละลายพอลิแลคติคแอซิดส าหรับพิมพ์ 
         กระดาษด้านหลัง 

            ศึกษาหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของสารละลายพอลิแลคติคแอซิดส าหรับพิมพ์
กระดาษด้านหลัง ได้แก่ ร้อยละ 5 10 15 20 และ 25 โดยมวล/ปริมาตร โดยใช้สารละลายเมทิลีนบลู
หยดเป็นสารทดสอบ  ผลการทดลองดังภาพท่ี 4.2 พบว่า ที่ความเข้มข้นร้อยละ 5 10 และ 15 โดยมวล/
ปริมาตร เมื่อหยดสารละลายเมทิลีนบลูพบว่าสารละลายไม่สามารถเคลื่อนที่ได้เต็มรูปแบบ เนื่องจาก
สารละลายพอลิแลคติคแอซิดที่ใช้พิมพ์มีความหนืดต่ า ท าให้การสร้างขอบเขตไม่ตรงตามรูปแบบที่
ต้องการ ที่ความเข้มข้นร้อยละ 20 และ 25 โดยมวล/ปริมาตร สารละลายเมทิลีนบลูสามารถเคลื่อนที่ได้
เต็มรูปแบบ เนื่องจากสารละลายพอลิแลคติคแอซิดมีความหนืดที่มากพอจึงสามารถสร้างอุปกรณ์
ตรวจวัดแบบกระดาษได้ตรงตามรูปแบบ  ในงานวิจัยนี้ จึ ง เลือกความความข้นร้อยละ 20  
โดยมวล/ปริมาตร เป็นความเข้มข้นที่เหมาะสมส าหรับพิมพ์กระดาษด้านหลัง เนื่องจากใช้พอลิแลคติก
แอซิดความเข้มข้นต่ ากว่าร้อยละ 25 โดยมวล/ปริมาตร ช่วยประหยัดในการใช้สารเคมี 
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ภาพที่ 4.2  การศึกษาความเข้มข้นของสารละลายพอลิแลคติคแอซิดที่ใช้พิมพ์กระดาษด้านหลัง  
                ก) 5% ข) 10%  ค) 15%  ง) 20%  และ จ) 25% (โดยมวล/ปริมาตร) 
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4.2  ผลการศึกษาวิธีตรวจวัดไฮโปแซนทีนด้วยอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ 
สภาวะที่เหมาะสมของอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษส าหรับตรวจวัดไฮโปแซนทีน  ได้แก่ 

ปริมาตรของสารเคมีบริเวณตัวอย่าง ปริมาตรของสารเคมีบริเวณตรวจวัด ความเข้มข้นของสารละลาย
แซนทีนออกซิเดส ความเข้มข้นของสารละลายฮอสราดิชเปอร์ออกซิเดส  ค่าความเป็นกรด-เบส ของ
สารละลายแซนทีนออกซิเดส ค่าความเป็นกรด-เบส ของสารละลายฮอสราดิชเปอร์ออกซิเดส เวลาใน
การเกิดปฏิกิริยาไฮโดรลิซิสของไฮโปแซนทีน เวลาในการเกิดปฏิกิริยาระหว่างไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์
กับโอไดอะนิซิดีน และความเข้มข้นของสารละลายโอไดอะนิซิดีน  ผลการทดลองดังต่อไปนี้             
 

4.2.1  ผลการศึกษาปริมาตรของสารเคมีบริเวณตัวอย่าง 
                       ศึกษาหาปริมาตรที่เหมาะสมของสารเคมีที่หยดลงบนบริเวณตัวอย่าง ได้แก่ 10 15 
20 25 และ 30 ไมโครลิตร โดยใช้สารละลายเมทิลีนบลูหยดเป็นสารทดสอบ ผลการทดลองดังภาพที่ 
4.3 พบว่า ที่ปริมาตร 10 15 และ 20 ไมโครลิตร ปริมาตรของสารละลายเมทิลีนบลูไม่เพียงพอส าหรับ
เคลื่อนที่ไปยังบริเวณตรวจวัดได้ ที่ปริมาตรตั้งแต่ 25 ไมโครลิตร ขึ้นไป สารละลายเมทิลีนบลูสามารถ
ไหลไปยังบริเวณตรวจวัดได้ ดังนั้น จึงเลือกปริมาตร 25 ไมโครลิตร เป็นปริมาตรที่ในการหยด
สารละลายไฮโปแซนทีนหรือสารตัวอย่างลงบนบริเวณตรวจวัดต่อไป 
 

 
 

ภาพที่ 4.3  การศึกษาปริมาตรที่เหมาะสมของสารเคมีบริเวณตัวอย่าง ก) 10 ข) 15 ค) 20 ง) 25    
               และ จ) 30 ไมโครลิตร 
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4.2.2  ผลการศึกษาปริมาตรของสารเคมีบริเวณตรวจวัด 
             ศึกษาหาปริมาตรที่เหมาะสมของสารเคมีที่หยดลงบนบริเวณตัวอย่าง ได้แก่ 1 2 3 4 
และ 5 ไมโครลิตร โดยใช้สารละลายเมทิลีนบลูหยดเป็นสารทดสอบ ผลการทดลองดังภาพที่ 4.4 พบว่า 
ที่ปริมาตร 1 และ 2 ไมโครลิตร สารละลายเมทิลีนบลูแพร่ไม่เต็มบริเวณตรวจวัด เนื่องจากปริมาตรไม่
เพียงพอ ที่ปริมาตร 4 และ 5 ไมโครลิตร สารละลายเมทิลีนบลูเคลื่อนที่ออกนอกบริเวณตรวจวัด
เนื่องจากมีปริมาตรมากเกินไป และที่ปริมาตร 3 ไมโครลิตร สารละลายเมทิลีนบลูสามารถเคลื่อนที่ได้
เต็มและไม่ออกนอกบริเวณตรวจวัด แสดงให้เห็นว่าที่ปริมาตร 3 ไมโครลิตร คือปริมาตรที่เหมาะสม 
ดังนั้น จึงเลือกปริมาตรดังกล่าวในการหยดสารเคมีลงบนบริเวณตรวจวัดต่อไป 

 

 
 

ภาพที่ 4.4  การศึกษาปริมาตรที่เหมาะสมของสารเคมีบริเวณตรวจวัด ก) 1  ข) 2  ค) 3  ง) 4   
               และ จ) 5 ไมโครลิตร 
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4.2.3  ผลการศึกษาความเข้มข้นของสารละลายแซนทีนออกซิเดส 
                      ศึกษาหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของสารละลายแซนทีนออกซิเดส  ได้แก่ 0.001  
0.01 0.1 0.5 1 2 และ 4  มิลลิกรัม/มิลลิลิตร เมื่อตรวจวัดไฮโปแซนทีนโดยใช้แซนทีนออกซิเดสความ
เข้มข้นต่างๆและวัดค่าความเข้มสี ได้ผลการทดลองดังภาพที่ 4.5 พบว่า ที่ความเข้มข้นในช่วง 0.001 – 0.5 
มิลลิกรัม/ลิตร เมื่อความเข้มข้นมากขึ้นจะได้ค่าความเข้มสีมากขึ้น เนื่องจากการเพ่ิมปริมาณแซนทีน 
ออกซิเดสท าให้สามารถเร่งปฏิกิริยาไฮโดรลิซิสของไฮโปแซนทีนได้มากขึ้น ผลิตภัณฑ์ซึ่งมีสีน้ าตาลจึง
สูงขึ้น แต่อย่างไรก็ตาม เมื่อพิจารณากราฟจะเห็นว่าที่ความเข้มข้นมากกว่า 0.5 มิลลิกรัม/ลิตร ให้ค่า
ความเข้มสีไม่เปลี่ยนแปลง เนื่องจากไฮโปแซนทีนเกิดปฏิกิริยาอย่างสมบูรณ์เมื่อใช้แซนทีนออกซิเดส 
ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร แสดงให้เห็นว่า ความเข้มข้นของสารละลายแซนทีนออกซิเดส 0.5 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร คือความเข้มข้นที่เหมาะสม ดังนั้น งานวิจัยนี้จึงใช้ความเข้มข้นดังกล่าว ในการตรวจวัด 
ไฮโปแซนทีนต่อไป 
 

 
 
ภาพที่ 4.5  ค่าความเข้มสีเมื่อตรวจวัดไฮโปแซนทีนความเข้มข้น 100 มิลลิกรัม/ลิตร โดยใช้ความ         
               เข้มข้นของสารละลายแซนทีนออกซิเดสที่แตกต่างกัน  ได้แก่ 0.001 0.01 0.1 0.5 1 2     
               และ 4 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
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ความเข้มข้นของสารละลายแซนทีนออกซิเดส (มิลลิกรัม/มิลลลิิตร)

    0.001     0.01        0.1        0.5         1           2           4 
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4.2.4  ผลการศึกษาความเข้มข้นของสารละลายฮอสราดิชเปอร์ออกซิเดส 
                      ท าการศึกษาหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของสารละลายฮอสราดิชเปอร์ออกซิเดส 
ได้แก่ 0.0001 0.001 0.01 0.1 0.5 1 และ 2 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร เมื่อตรวจวัดไฮโปแซนทีนโดยใช้
ฮอสราดิชเปอร์ออกซิเดสความเข้มข้นต่างๆและวัดค่าความเข้มสี ได้ผลการทดลองดังภาพที่ 4.6 พบว่า 
ที่ความเข้มข้นในช่วง 0.001 – 0.01 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร เมื่อความเข้มข้นเพ่ิมข้ึนจะได้ค่าความเข้มสีมาก
ขึ้น เนื่องจากการเพ่ิมปริมาณฮอสราดดิชเปอร์ออกซิเดสท าให้ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์สามารถ
เกิดปฏิกิริยากับโอไดอะนิซิดีนได้ยิ่งขึ้น ผลิตภัณฑ์ซึ่งมีสีน้ าตาลจึงสูงขึ้น และเมื่อพิจารณากราฟจะเห็นว่า
ที่ความเข้มข้นมากกว่า 0.01 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ให้ค่าความเข้มสีคงที่ เนื่องจากซับสเตรทอาจถูกใช้ไป
หมดจึงไม่ได้ผลิตภัณฑ์เพ่ิมข้ึน ดังนั้นจึงเลือกที่ความเข้มข้น 0.01 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร เป็นความเข้มข้นที่
เหมาะสม  
 

 
 

ภาพที่ 4.6  ค่าความเข้มสีเมื่อตรวจวัดไฮโปแซนทีนความเข้มข้น 100 มิลลิกรัม/ลิตร โดยใช้ความ   
                เข้มข้นของสารละลายฮอสราดิชเปอร์ออกซิเดสที่แตกต่างกัน  ได้แก่ 0.0001 0.001      
                0.01 0.1 0.5 1 และ 2 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
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ความเข้มข้นของสารละลายฮอสราดิชเปอร์ออกซิเดส 
(มิลลิกรัม/มิลลิลติร)

   0.0001    0.001     0.01       0.1       0.5         1           2         
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4.2.5  ผลการศึกษาค่าความเป็นกรด-เบสของสารละลายแซนทีนออกซิเดส 
                      ท าการศึกษาหาค่าความเป็นกรด-เบสที่เหมาะสมของสารละลายแซนทีนออกซิเดส 
ได้แก่ 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50 8.00 และ 8.50 เมื่อตรวจวัดไฮโปแซนทีนโดยใช้สารละลาย 
แซนทีนออกซิเดสที่พีเอชต่างๆและวัดค่าความเข้มสี ได้ผลการทดลองดังภาพที่ 4.7 พบว่า ที่ค่าพีเอช
ในช่วง 5.00 – 7.00 แนวโน้มค่าความเข้มสีสูงขึ้นเมื่อพีเอชสูงขึ้น โดยสูงสุดที่พีเอช 7.00 ดังนั้นจึงเลือก
พีเอช 7.00 เป็นสภาวะที่เหมาะสมของสารละลายแซนทีนออกซิเดส 
 

 
 

ภาพที่  4.7  ค่าความเข้มสีเมื่อตรวจวัดไฮโปแซนทีนความเข้มข้น 100 มิลลิกรัม/ลิตร โดยใช้สารละลาย 
                ฮอสราดิชเปอร์ออกซิเดสที่มีค่าพีเอชที่แตกต่างกัน ได้แก่ 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00   
                7.50 8.00 และ 8.50   
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พีเอชของสารละลายแซนทีนออกซิเดส
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4.2.6  ผลการศึกษาค่าความเป็นกรด-เบสของสารละลายฮอสราดิชเปอร์ออกซิเดส 
                      ท าการศึกษาหาค่าความเป็นกรด-เบสที่ เหมาะสมของสารละลายฮอสราดิช              
เปอร์ออกซิเดส ได้แก่ 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50 8.00 และ 8.50 เมื่อตรวจวัดไฮโปแซนทีนโดย
ใช้สารละลายฮอสราดิชเปอร์ออกซิเดสที่พีเอชต่างๆและวัดค่าความเข้มสี ได้ผลการทดลองดังภาพที่ 4.8 
พบว่าที่พีเอช 6.50 ให้ค่าความเข้มสีจะสูงสุด ดังนั้นจึงเลือกพีเอช 7.00 เป็นสภาวะที่เหมาะสมของ
สารละลายฮฮสราดิชเปอร์ออกซิเดส 
 

 
 
ภาพที่ 4.8  ค่าความเข้มสีเมื่อตรวจวัดไฮโปแซนทีนความเข้มข้น 100 มิลลิกรัม/ลิตร โดยใช้สารละลาย 
               ฮอสราดิชเปอร์ออกซิเดสที่มีค่าพีเอชที่แตกต่างกัน ได้แก่ 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00   
               7.50 8.00 และ 8.50 
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พีเอชของสารละลายฮอสราดิชเปอร์ออกซิเดส
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4.2.7  ผลการศึกษาเวลาในการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรลิซิสของไฮโปแซนทีน  
             เวลาในการเกิดปฏิกิริยาเป็นอีกหนึ่งปัจจัยที่ส าคัญต่อประสิทธิภาพการตรวจวัด 
ไฮโปแซนทีนจึงท าการศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสม เมื่อตรวจวัดไฮโปแซนทีนโดยใช้เวลาในการ
เกิดปฏิกิริยาไฮโดรลิซิสของไฮโปแซนทีนที่แตกต่างกัน ได้แก่ 0.5 1 2 3 5 7 และ 9 นาที และน าไปวัด
ค่าความเข้มสี ผลการทดลองดังภาพที่ 4.9 พบว่า เมื่อให้เวลาในการเกิดปฏิกิริยาเพ่ิมขึ้นค่าความเข้มสี
จะสูงขึ้น เนื่องจากเมื่อเวลามากขึ้นไฮโปแซนทีนจะสามารถเกิดปฏิกิริยาได้มาก และเมื่อพิจารณากราฟ
พบว่าเมื่อเวลาที่ 2 นาที ค่าความเข้มสีที่ได้สูงที่สุด แต่หลังจาก 2 นาที ค่าความเข้มสีคงที่ และค่อยๆ
ลดลงในนาทีที่ 5 เนื่องจากการสลายตัวของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ซึ่งเป็นผลิตภัณฑ์ของสมการขั้นแรก 
ปฏิกิริยาจึงเกิดไม่สมบูรณ์ ดังนั้นจึงเลือกเวลาในการเกิดปฏิกิริยา 2 นาท ีเป็นเวลาที่เหมาะสม 
 

 
 

ภาพที่ 4.9  ค่าความเข้มสีเมื่อตรวจวัดไฮโปแซนทีนความเข้มข้น 100 มิลลิกรัม/ลิตร โดยใช้เวลาในการ 
                เกิดปฏิกิริยาไฮโดรลิซิสของไฮโปแซนทีนที่แตกต่างกัน ได้แก่ 0.5 1 2 3 5 7 และ 9 นาท ี
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เวลาในการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรลิซิสของไฮโปแซนทีน (นาท)ี

   0.5         1          2          3           5          7          9  
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4.2.8  ผลการศึกษาเวลาในการเกิดปฏิกิริยาระหว่างไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์กับ 
         โอไดอะนิซิดีน 

                      ศึกษาหาเวลาที่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยาระหว่างไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์กับ         
โอไดอะนิซิดีน ได้แก่ 1 3 5 7 9 11 และ 13 นาที และน าไปวัดค่าความเข้มสี ผลการทดลองดังภาพที่ 
4.10 พบว่า เมื่อให้เวลาในการเกิดปฏิกิริยาเพ่ิมขึ้นค่าความเข้มสีจะสูงขึ้น เนื่องจากเวลามากขึ้น 
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์สามารถเกิดปฏิกิริยาโอไดอะนิซิดีนได้มากขึ้น และพบว่าเมื่อเกิดปฏิกิริยาเป็น
เวลา 3 นาที ค่าความเข้มสีที่ได้สูงที่สุด เนื่องจากเป็นเวลาที่ ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์และโอไดอะนิซิดีน
สามารถเกิดปฏิกิริยาได้สมบูรณ์พอดี แต่หลังจาก 3 นาที พบว่าค่าความเข้มสีคงที่เนื่องจากไฮโดรเจน
เปอร์ออกไซด์เกิดปฏิกิริยาหมดแล้ว ปริมาณผลิตภัณฑ์จึงคงท่ี จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า เวลาใน
การเกิดปฏิกิริยาระหว่างไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์กับโอไดอะนิซิดีนที่ 3 นาที เป็นเวลาที่เหมาะสม ดังนั้น 
งานวิจัยนี้จึงใช้สภาวะดังกล่าวในการตรวจวัดไฮโปแซนทีนต่อไป 
 

 
 

ภาพที่ 4.10  ค่าความเข้มสีเมื่อตรวจวัดไฮโปแซนทีนความเข้มข้น 100 มิลลิกรัม/ลิตร โดยใช้เวลาใน  
                 การเกิดปฏิกิริยาระหว่างไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์กับโอไดอะนิซิดีนที่แตกต่างกัน  
                 ได้แก่  1 3 5 7 9 11 และ 13 นาท ี
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เวลาในการเกิดปฏิกิริยาระหว่างไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์
กับโอไดอะนิซิดีน (นาท)ี

     1         3          5          7          9         11        13 
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4.2.9  ผลการศึกษาความเข้มข้นของสารละลายโอไดอะนิซิดีน  
             ความเข้มข้นของสารละลายโอไดอะนิซิดีนมีเป็นผลต่อความเข้มของสีน้ าตาล เมื่อ
ตรวจวัดไฮโปแซนทีนโดยใช้ความเข้มข้นของสารละลายโอไดอะนิซิดีนที่แตกต่างกัน ได้แก่ 0.1 0.3 0.5  
1 2 3 4 และ 5 มิลลิโมลาร์ ผลการทดลองดังภาพที่ 4.11 พบว่า เมื่อเพ่ิมความเข้มข้นสารละลาย 
โอไดอะนิซิดีนที่อยู่ในรูปรีดิวซ์ จะให้ค่าความเข้มสีสูงขึ้น เนื่องจากสามารถเกิดปฏิกิริยาและเกิดเป็น 
โอไดอะนิซิดีนในรูปออกซิไดซ์ได้มากขึ้นด้วย ซึ่งมีสีน้ าตาล ดังนั้น จะเห็นว่าสารละลายสีน้ าตาลมีความ
เข้มสูงขึ้นและสูงสุดที่ 3 มิลลิโมลาร์ เนื่องจากปฏิกิริยาสามารถเกิดได้สมบูรณ์พอดี แสดงให้เห็นว่าที่
ความเข้มข้น 3 มิลลิโมลาร์ คือความเข้มข้นที่เหมาะสม ดังนั้น งานวิจัยนี้จึงใช้ความสภาวะดังกล่าวใน
การตรวจวัดไฮโปแซนทีนต่อไป 
 

 
 
ภาพที่ 4.11  ค่าความเข้มสีเมื่อตรวจวัดไฮโปแซนทีนความเข้มข้น 100 มิลลิกรัม/ลิตร โดยใช้ความ 
                 เข้มข้นของสารละลายโอไดอะนิซิดีนที่แตกต่างกัน ได้แก่ 0.1 0.3 0.5 1 2 3 4     
                 และ 5 มิลลิโมลาร ์
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ตารางท่ี 4.1  สภาวะที่เหมาะสมในการสร้างอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษและการน า    
                  ประยุกต์ใช้ในการตรวจวัดไฮโปแซนทีน 
 

การทดลอง สภาวะที่เหมาะสม 
1.  กระบวนการสร้างอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ 
     1.1)  ความเข้มข้นของสารละลายพอลิแลคติคแอซิดส าหรับ    
            พิมพ์กระดาษด้านหน้า (ร้อยละโดยมวล/ปริมาตร)  
     1.2)  ความเข้มข้นของสารละลายพอลิแลคติคแอซิดส าหรับ     
            พิมพ์กระดาษด้านหลัง (ร้อยละโดยมวล/ปริมาตร)  

 
10 
 

20 

2.  กระบวนการตรวจวัดไฮโปแซนทีน                 
     2.1)  ปริมาตรของสารเคมีบริเวณตัวอย่าง (ไมโครลิตร)      
     2.2)  ปริมาตรของสารเคมีบริเวณตรวจวัด (ไมโครลิตร) 
     2.3)  ความเข้มข้นของสารละลายแซนทีนออกซิเดส     
            (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

25 
3 

0.5 

     2.4)  ความเข้มข้นของสารละลายฮอสราดิชเปอร์ออกซิเดส 
            (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 
     2.5)  ค่าความเป็นกรด-เบสของสารละลายแซนทีนออกซิเดส 
            (พีเอช) 
     2.6)  ค่าความเป็นกรด-เบสของสารละลายฮอสราดิช 
            เปอร์ออกซิเดส (พีเอช) 
     2.7)  เวลาในการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรลิซิสของไฮโปแซนทีน 
            (นาที) 
     2.8)  เวลาในการเกิดปฏิกิริยาระหว่างไฮโดรเจน 
            เปอร์ออกไซด์กับโอไดอะนิซิดีน (นาที) 
     2.9)  ความเข้มข้นของสารละลายโอไดอะนิซิดีน  
            (มิลลิโมลาร์) 

0.01 
 

7.00 
 

6.50 
 
2 
 
3 
 
3 
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4.3  ผลการศึกษาประสิทธิภาพของอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษในการตรวจวัด 
      ไฮโปแซนทีน 

การศึกษาหาประสิทธิภาพของวิธีวิเคราะห์ เพ่ือให้ทราบถึงประสิทธิภาพและข้อจ ากัดของวิธี
วิเคราะห์นั้น และเป็นการยืนยันการน าไปใช้วิเคราะห์ได้จริง ดังนั้น งานวิจัยนี้จึงท าการศึกษาหา
ประสิทธิภาพของอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษในการตรวจวัดไฮโปแซนทีน ดังนี้  

 
4.3.1  การศึกษาความเที่ยงตรงของวิธีวิเคราะห์  

                      1)  การท าซ้ าของวิธีวิเคราะห์  
                           ศึกษาการท าซ้ าของวิธีวิเคราะห์โดยใช้อุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษที่พัฒนาขึ้น

ตรวจวัดไฮโปแซนทีนความเข้มข้น 100 มิลลิกรัม/ลิตร ท าการทดลองซ้ าจ านวน 7 ครั้ง ภายใต้สภาวะ

เดียวกันทั้งหมด น าอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษที่ได้ไปสแกนเพ่ือวัดค่าความเข้มสี จากนั้นค านวณหา

ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (% RSD) ผลการศึกษาดังตารางที่ 4.2 พบว่าค่าที่ได้เท่ากับ 3.5 ซ่ึงอยู่

ในช่วงที่สามารถยอมรับได้ (เกณฑ์ %RSD ต้องไม่เกิน 5 %) แสดงว่าวิธีวิเคราะห์นี้มีความเที่ยงตรงสูง 

 

ตารางท่ี 4.2  ผลการศึกษาการท าซ้ าของวิธีวิเคราะห์ในการตรวจวัดไฮโปแซนทีน 

ครั้งที่ ค่าความเข้มสี 
1 32.2 
2 31.5 
3 31.9 
4 31.2 
5 31.6 
6 34.2 
7 30.9 

ค่าเฉลี่ย 31.9 
SD 1.1 

%RSD 3.5 
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2)  การทวนซ้ าของวิธีวิเคราะห์ 
                            ศึกษาการทนซ้ าของวิธีวิเคราะห์โดยใช้อุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษที่พัฒนาขึ้น

ตรวจวัดไฮโปแซนทีนความเข้มข้น 100 มิลลิกรัม/ลิตร ท าการทดลองซ้ าจ านวน 7 ครั้ง ภายใต้สภาวะ

การทดลองที่ต่างกัน คือ ใช้ผู้วิเคราะห์ที่ต่างกัน น าอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษท่ีได้ไปสแกนเพ่ือวัดค่า

ความเข้มสี จากนั้นค านวณหาส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (% RSD) ผลการศึกษาได้ดังตารางที่ 4.3 

จากนั้นค านวณหาส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ พบว่าค่าที่ได้เท่ากับ 4.1 ซึ่งอยู่ในเกณฑ์ที่สามารถ

ยอมรับได ้(เกณฑ์ %RSD ต้องไม่เกิน 5 %) แสดงว่าวิธีวิเคราะห์นี้มีความเที่ยงตรงสูง 

 

ตารางท่ี 4.3  ผลการศึกษาการทวนซ้ าของวิธีวิเคราะห์ในการตรวจวัดไฮโปแซนทีน 

ครั้งที่ ค่าความเข้มสี 
1 29.5 
2 32.3 
3 31.7 
4 30.9 
5 31.4 
6 29.0 
7 29.7 

ค่าเฉลี่ย 30.6 
SD 1.3 

% RSD 4.1 
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4.3.2  การศึกษาความถูกต้องของวิธี 
                      ศึกษาความถูกต้องของวิธีวิ เคราะห์  โดยการหาเปอร์ เซ็นต์การได้กลับคืน 
(%Recovery) เพ่ือยืนยันความสามารถของวิธีวิเคราะห์ โดยเติมสารมาตรฐานไฮโปแซนทีนความเข้มข้น 
15 และ 20 มิลลิกรัมต่อลิตร ลงในสารละลายตัวอย่างจริง จากนั้นค านวณหาเปอร์เซ็นต์การได้กลับคืน
ของไฮโปแซนทีน ผลการทดลองแสดงดังตารางที่ 4.4 พบว่าเปอร์เซ็นต์การได้กลับคืนอยู่ในช่วง 89.2 – 
104.7 % ซึ่งอยู่ในช่วงเกณฑ์ที่ยอมรับได้ (ช่วงที่ยอมรับได้อยู่ในช่วง 80 – 120%) ดังนั้นจึงสรุปได้ว่าวิธี
วิเคราะห์นี้มีความถูกต้องสูง 
 
ตารางท่ี  4.4   ผลการหาเปอร์เซ็นต์การได้กลับคืน ในการตรวจวัดไฮโปแซนทีนในตัวอย่างเนื้อสัตว์ 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

 

ตัวอย่าง 
 

ความเข้มข้นไฮโปแซนทีน (มิลลิกรัม/ลิตร) การได้กลับคืน 

         ก่อนเติม  เติม หลังเติม (%) 

เนื้อหมู 8.45 ± 0.11   15 22.92 ± 0.37 96.5 ± 2.5 
    20 27.05 ± 0.50 93.0 ± 2.5 

เนื้อปลานิล 0   15 15.71 ± 0.65 104.7 ± 4.3 
    20 20.41 ± 0.75 102.0 ± 3.8 

เนื้อไก่ 10.23 ± 0.38   15 25.24 ± 0.50 100.1 ± 3.3 
    20 29.16 ± 0.96 94.6 ± 4.8 

น้ าปลา 6.22 ± 0.88   15 20.55 ± 0.56 95.5 ± 3.8 
    20 24.06 ± 0.38 89.2 ± 1.9 
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4.3.3  การศึกษาความเป็นเส้นตรง  
            ศึกษาหาช่วงความเป็นเส้นตรง โดยใช้อุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษที่พัฒนาขึ้น

ตรวจวัดไฮโปแซนทีนความเข้มข้นต่างๆ ได้แก่ 0.1 1 2 4 5 10 20 30 40 60 80 100 และ 110  
มิลลิกรัมต่อลิตร ผลการทดลองดังภาพที่ 4.12 (ก) พบว่าเมื่อความเข้มข้นของสารละลายไฮโปแซนทีน
เพ่ิมขึ้น สารละลายสีน้ าตาลตรงบริเวณตรวจวัดจะมีความเข้มสีมากขึ้น เมื่อวัดค่าความเข้มสีและน า
ข้อมูลที่ได้ไปสร้างกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายไฮโปแซนทีน
กับค่าควาเข้มสี ผลที่ได้แสดงดังตารางภาพที่ 4.12 (ข) พบว่าความเข้มข้นของสารละลายไฮโปแซนทีน
แปรผันตรงกับค่าความเข้มสี โดยมีช่วงความเป็นเส้นตรงที่ความเข้มข้น 5 – 40 มิลลิกรัม/ลิตร สมการ
เส้นตรงที่ได้ คือ y = 0.3869x + 1.749  และค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์เท่ากับ 0.9957 

 

 
 

 
 
ภาพที่ 4.12  แสดงอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษเมื่อตรวจวัดไฮโปแซนทีนที่ความเข้มข้น 0.1 - 100  
                 มิลลิกรัม/ลิตร (ก) และช่วงความเป็นเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน (ข) 
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4.3.4  การศึกษาขีดจ ากัดในการตรวจพบ          
                      ศึกษาขีดจ ากัดในการตรวจพบของอุปกรณ์ตรววัดแบบกระดาษในการตรวจวัดไฮโปแซนทีน 

โดยใช้อุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษที่พัฒนาขึ้นตรวจวัดไฮโปแซนทีนในสารละลายแบลงค์ ท าการ

ทดลองจ านวน 7 ครั้ง ค่าความเข้มสีที่ได้น ามาค านวณหาค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ ผลการ

ทดลองแสดงดังตารางที่ 4.5 พบว่าเมื่อค านวณหาขีดจ ากัดในการตรวจพบไฮโปแซนทีนมีค่าเท่ากับ 1.8 

มิลลิกรัม/ลิตร 

 

ตารางท่ี 4.5  การตรวจวัดปริมาณไฮโปแซนทีนในสารละลายแบลงค์ 

ครั้งที่ 
ความเข้มข้นของไฮโปแซนทีน 

ในสารละลายแบลงค์  
(มิลลิกรัม/ลิตร) 

1 1.39 
2 0.01 
3 0.04 
4 1.32 
5 1.27 
6 0.39 
7 0.62 

ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (SD) 0.608 
 

โดยขีดจ ากัดการตรวจพบค านวณได้จากสูตร 
 

LOD = 3SD 
 
เมื่อ SD  คือ  ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานที่ได้จากการตรวจวัด 
จะได้     
                                                       LOD = 3 (0.608) 
                                                               = 1.8 มิลลิกรัม/ลิตร 
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4.3.5  การศึกษาขีดจ ากัดในการตรวจพบเชิงปริมาณ   
            ศึกษาขีดจ ากัดในการตรวจพบเชิงปริมาณ โดยใช้อุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ

ตรวจวัดไฮโปแซนทีนในสารละลายแบลงค์ จ านวน 7 ครั้ง พบว่าขีดจ ากัดในการตรวจพบเชิงปริมาณมี
ค่าเท่ากับ 6.1 มิลลิกรัม/ลิตร โดยมีความเที่ยง (% RSD) เท่ากับ 4.7 เปอร์เซ็นต์ และมีความถูกต้องจาก
การศึกษาเปอร์เซ็นต์การได้กลับคืนเท่ากับ 93.2 – 98.9 เปอร์เซ็นต์ ดังนั้นจึงสรุปได้ว่าวิธีที่พัฒนาขึ้นมี
ขีดจ ากัดในการตรวจพบเชิงปริมาณ เท่ากับ 6.1 มิลลิกรมั/ลิตร โดยค านวณจากสูตร 

 
LOQ = 10SD 

 
เมื่อ SD  คือ  ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานที่ได้จากการตรวจวัด 
จะได้      

    LOQ = 10 (0.61) 
                                                        = 6.1 มิลลิกรัม/ลิตร 
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4.3.6  การศึกษาความจ าเพาะเจาะจงของวิธีวิเคราะห์  
                      ศึกษาความจ าเพาะเจาะจงของวิธีวิเคราะห์ โดยใช้อุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ
ตรวจวัดไฮโปแซนทีนในสารละลายทดสอบ โดยสารที่เลือกมาทดสอบเป็นสารที่คาดว่าอาจจะมีผลต่อ
การตรวจวัดไฮโปแซนทีน และเป็นสารที่พบได้ในตัวอย่างเนื้อสัตว์ ได้แก่ กรดยูริค ฮิตตามีน และ 
ไทรามีน เปรียบเทียบผลการตอบสนองต่อวิธีวิเคราะห์ที่ความเข้มข้นเท่ากัน คือ 50 มิลลิกรัม/ลิตร  
ผลการทดลองดังภาพที่  4.13 พบว่า กรดยูริค ฮิตตามีน และไทรามีน ไม่มีผลต่อการตรวจวัดไฮโปแซ
นทีน ดังนั้นจึงสรุปได้ว่า การตรวจวัดไฮโปแซนทีนด้วยอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษโดยอาศัยหลักการ
ทางไบโอเซนเซอร์มีความจ าเพาะเจาะจงสูง เป็นวิธีวิเคราะห์ที่มีความถูกต้อง 

  

 
 

ภาพที่ 4.13  ผลการตอบสนองของสารทดสอบต่อการตรวจวัดไฮโปแซนทีนด้วยอุปกรณ์ตรวจวัด   
                 แบบกระดาษ 
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4.3.7  ผลการศึกษาอายุการใช้งานของอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ 
         ศึกษาอายุการใช้งานของอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษในการตรวจวัดไฮโปแซนทีน 

ด้วยหลักการไบโอเซนเซอร์ โดยเก็บรักษาอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษไว้ในถุงพลาสติกปิดสนิทที่
อุณหภูมิห้อง และเก็บสารเคมีต่างๆไว้ตู้เย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เมื่อท าการตรวจวัดไฮโปแซนทีน 
ความเข้มข้น 50 มิลลิกรัม/ลิตร ทุกๆสัปดาห์ที่สภาวะเดียวกัน ผลการทดลองดังภาพที่ 4.14 พบว่าเมื่อ
เพ่ิมระยะเวลาในการเก็บรักษาอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษจะมีประสิทธิภาพในการตรวจวัดไฮโปแซนทีน
ลดลง และลดลงเหลือ 81 เปอร์เซ็นต์ ในสัปดาห์ที่ 5 ผลการทดลองดังกล่าว เกิดขึ้นเนื่องจากเแอคติวิตี
ของแซนทีนออกซิเดสและฮสราดิชเปอร์ออกซิเดสลดลง ดังนั้นจึงสรุปได้ว่าจะต้องเตรียมสารเคมีที่ใช้ใน
การเกิดปฏิกิริยาได้ไม่เกิน 5 สัปดาห์ ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

 

 
 

ภาพที่ 4.14  ผลการศึกษาอายุการใช้งานของอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ 
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4.4  การตรวจวัดไฮโปแซนทีนในตัวอย่างจริง 
เมื่อได้สภาวะที่เหมาะสมของการตรวจวัดไฮโปแซนทีนด้วยอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษแล้ว 

น าอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษมาใช้กับตัวอย่างจริง ได้แก่ เนื้อสัตว์ และผลิตภัณฑ์แปรรูปจากเนื้อสัตว์ 
โดยศึกษาปริมาณไฮโปแซนทีนในเนื้อปลาที่มีระยะเวลาหลังการตายต่างกัน และตรวจวัดไฮโปแซนทีน
ในตัวอย่างจริง 9 ชนิด ด้วยวิธีสเปกโทรสโคปีและอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ เพ่ือเปรียบเทียบ
ประสิทธิภาพของวิธีวิเคราะห์ ผลการดลองดังต่อไปนี้  
 

4.4.1  การตรวจวัดปริมาณไฮโปแซนทีนในตัวอย่างเนื้อปลาที่มีระยะเวลาหลังการตายต่างกัน 
                      น าอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษมาใช้กับตัวอย่างจริง โดยเก็บตัวอย่างจากเนื้อปลานิล 
ที่มีระยะเวลาหลังการตายต่างๆ ได้แก่  1 3 5 7 10 15 และ 20 ชั่วโมง มาวิเคราะห์หาปริมาณไฮโปแซนทีน 
ในเนื้อเยื่อ ผลการทดลองดังภาพที่ 4.15 พบว่า เนื้อปลาที่มีระยะเวลาหลังการตายเพิ่มมากขึ้นปริมาณไฮ
โปแซนทีนที่สะสมในเนื้อเยื่อจะมีปริมาณเพ่ิมมากขึ้นด้วย เนื่องจากกระบวนการย่อยสลายของ
สารประกอบนิวคลีโอไทด์ที่เกิดขึ้นภายหลังสัตว์ตายลงและสะสมไว้ในเนื้อเยื่อ การตรวจวัดปริมาณไฮโป
แซนทีนในเนื้อสัตว์จึงสามารถประเมินถึงคุณภาพความสดได้ โดยจากการผลทดลองสรุปได้ว่า ความสด
แปรผกผันกับปริมาณไฮโปแซนทีนในเนื้อสัตว์ 

 

 
 

ภาพที่ 4.15  แสดงความสัมพันธ์ของปริมาณไฮโปแซนทีนในตัวอย่างเนื้อปลานิลที่มีระยะเวลาหลังการ 
                 ตายต่างกัน 
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4.4.2  ตรวจวัดหาปริมาณไฮโปแซนทีนด้วยอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ และเปรียบเทียบ   
         กับวิธีทางสเปกโทรสโคป ี

            ตรวจวัดปริมาณไฮโปแซนทีนในตัวอย่างจริงด้วยอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษและ
วิธีทางสเปกโทรสโคปีเพ่ือเปรียบเทียบวิธีวิเคราะห์ โดยใช้ตัวอย่างทั้งหมด 9 ตัวอย่าง ผลการทดลองดัง
ตารางที่ 4.6 พบว่า อุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษสามารถตรวจวัดปริมาณไฮโปแซนทีนได้ใกล้เคียงกับ
วิธีมาตรฐาน เพ่ือยืนยันจึงเปรียบเทียบผลการทดลอง น าผลการวิเคราะห์ที่ได้จากท้ัง 2 วิธีมาสร้างกราฟ
ความสัมพันธ์ดังภาพที่ 4.15 โดยให้แกน x เป็นปริมาณไฮโปแซนทีนในเนื้อสัตว์ที่ตรวจวัดด้วยวิธีทาง 
สเปกโทรสโคปี และแกน y เป็นปริมาณไฮโปแซนทีนในเนื้อสัตว์ที่ตรวจวัดด้วยอุปกรณ์ตรวจวัดแบบ
กระดาษ กราฟที่ได้มีค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์เท่ากับ 0.9989 แสดงให้เห็นว่าทั้ง 2 วิธีสามารถตรวจ 
วัดไฮโปแซนทีนได้ใกล้เคียงกัน ดังนั้น จึงสรุปได้ว่าอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษที่พัฒนาขึ้นในงานวิจัย
ได้สามารถตรวจวัดไฮโปแซนทีนได้โดยให้ผลการทดลองท่ีถูกต้อง 
 
 
ตารางท่ี 4.6  การตรวจวัดปริมาณไฮโปแซนทีนในตัวอย่างเนื้อสัตว์ 
 

ตัวอย่างเนื้อสัตว์ 
ปริมาณไฮโปแซนทีนในเนื้อสัตว์ 

(มิลลิกรัม/กิโลกรัม) 

อุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ วิธีสเปกโทรสโคป ี

เนื้อหมู 6.1 ± 4.2 9.2 ± 3.3 

เนื้อปลานิล 1.9 ± 1.5 4.6 ± 3.3 
เนื้อไก่ 12.5 ± 4.6 11.5 ± 2.2 

ลูกชิ้นเนื้อ 33.9 ± 4.9 38.4 ± 3.8 
น้ าปลา 183.4 ± 6.4 190.5 ± 3.4 

ปลาทูน่าในน้ าแร่ 132.7 ± 4.7 138.8 ± 6.8 
ไส้กรอกไก่ 90  ± 5.9 86.8 ± 2.3 
แฮมหมู 115.8 ± 4.2 120.7± 4.2 
ปูอัด 126.9 ± 3.4 134.3 ±  6.7 
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ภาพที่ 4.16  ความสัมพันธ์ของปริมาณไฮโปแซนทีนที่ตรวจวัดด้วยวิธีทางสเปกโทรสโคปี 
                 และตรวจวัดด้วยอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ  
 
 
 
 
 
 
 
 

y = 0.9737x - 1.578
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บทท่ี 5 
สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

 

5.1  สรุปผลการทดลอง 
 ในงานวิจัยนี้ได้พัฒนาวิธีวิเคราะห์หาปริมาณไฮโปแซนทีน ซึ่งเป็นสารบ่งชี้คุณภาพความสด
ของเนื้อสัตว์ โดยสร้างอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษข้ึนเพ่ือให้ได้วิธีที่ง่าย สะดวกรวดเร็ว วัสดุมีราคาถูก 
ลดค่าใช้จ่ายในการวิเคราะห์ ไม่ต้องใช้เครื่องมือขนาดใหญ่จึงสามารถวิเคราะห์ที่ภาคสนามได้ การสร้าง
อุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษของงานวิจัยนี้ ได้พัฒนาขึ้น โดยใช้วิธีพิมพ์สกรีนด้วยสารละลายพอลิแลคติก 
แอซิดในการสร้างส่วนที่ไม่ชอบน้้าบนกระดาษ ซึ่งท้าให้ขั้นตอนการสร้างสามารถท้าได้ง่าย สะดวกรวดเร็ว  
ไม่ต้องใช้เครื่องมือราคาแพงหรือใช้ความร้อนในการสร้าง สามารถท้าได้ง่ายโดยพิมพ์สารละลาย 
พอลิแลคติกแอซิดผ่านบล็อกสกรีนลงบนกระดาษ และรอใช้แห้ง จะได้อุปกรณ์ตรวจวัดตามที่ออกแบบ
ไว้  ส้าหรับการตรวจวัดไฮโปแซนทีนด้วยอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษจะอาศัยหลักการทาง
ไบโอเซนเซอร์ ท้าให้ได้วิธีตรวจวัดที่มีความจ้าเพาะเจาะจง มีความถูกต้องสูง และไม่มีปัญหาเรื่องตัว
รบกวน การตรวจวัดอาศัยการเกิดปฏิกิริยาเคมีของไฮโปแซนทีนกับแซนทีนออกซิเดส ฮอสราดิชเปอร์
ออกซิเดส และโอไดอะนิซิดีนเกิดเป็นสีน้้าตาลบนกระดาษ วัดค่าความเข้มสีด้วยโปรแกรม Image J ค่า
ความเข้มสีของสารละลายสีน้้าตาลจะแปรผันตรงตามปริมาณไฮโปแซนทีนที่ตรวจพบ ส้าหรับการ
วิเคราะห์หาปริมาณท้าได้โดยสร้างกราฟมาตรฐานความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของไฮโปแซนทีน
กับค่าความเข้มสี  
 ในขั้นตอนแรกของงานวิจัยคือการสร้างอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษโดยใช้วิธีพิมพ์สกรีน
ด้วยสารละลายพอลิแลคติกแอซิด เพ่ือให้ได้ อุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษที่มีประสิทธิภาพจึง
ท้าการศึกษาหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของสารละลายพอลิแลคติกแอซิดที่ใช้พิมพ์ลงบนกระดาษ
ด้านหน้าและด้านหลัง พบว่าที่ความเข้มข้นร้อยละ 10 และ 20 โดยมวล/ต่อปริมาตร คือความเข้มข้นที่
เหมาะสม ตามล้าดับ น้าอุปกรณ์ตรวจวัดที่สร้างขึ้นไปใช้ในการตรวจวัดหาปริมาณไฮโปแซนทีนต่อไป 
โดยในขั้นตอนนี้ได้ท้าการศึกษาปัจจัยต่างๆ ที่มีผลต่อปฏิกิริยาของไฮโปแซนทีน พบว่า ปริมาตรที่
เหมาะสมของสารเคมีบริเวณตัวอย่างและบริเวณตรวจวัด คือ 25 และ 3 ไมโครลิตร ตามล้าดับ ความ
เข้มข้นที่เหมาะสมของสารละลายแซนทีนออกซิเดสและฮอสราดิชเปอร์ออกซิเดส คือ 0.5 และ 0.01 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ตามล้าดับ ค่าความเป็นกรด-เบสที่เหมาะสมของสารละลายแซนทีนออกซิเดส
และฮอสราดิชเปอร์ออกซิเดส คือ 7.00 และ 6.50 ตามล้าดับ เวลาที่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยา 
ไฮโดรลิซิสของไฮโปแซนทีน คือ 2 นาที เวลาที่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยาระหว่างไฮโดรเจนเปอร์
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ออกไซด์กับโอไดอะนิซิดีน คือ 3 นาที และความเข้มข้นที่เหมาะสมของสารละลายโอไดอะนิซิดีน คือ 3 
มิลลิโมลาร์ 
 วิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้นในงานวิจัยนี้ถูกน้ามาทดสอบประสิทธิภาพ โดยผลการทดลองพบว่า 
การตรวจวัดไฮโปแซนทีนด้วยอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษมีความเที่ยงสูง (% RSD = 3.5) มีความถูก
ต้องสูงโดยค้านวณจากเปอร์เซ็นต์การได้กลับคืน เท่ากับ 89.2 - 104.7 เปอร์เซ็นต์ มีช่วงความเป็นเส้น 
ตรงที่ 5 - 40 มิลลิกรัม/ลิตร มีค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์เท่ากับ 0.9957 มีขีดจ้ากัดในการตรวจพบเท่า 
กับ 1.8 มิลลิกรัม/ลิตร ขีดจ้ากัดในการตรวจพบเชิงปริมาณ เท่ากับ 6.1 มิลลิกรัม/ลิตร และมีความ 
จ้าเพาะเจาะจงสูงไม่มีปัญหาเรื่องตัวรบกวน  
 น้าอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษมาตรวจวัดหาปริมาณไฮโปแซนทีนในตัวอย่างจริง ได้แก่ 
เนื้อสัตว์สด และผลิตภัณฑ์แปรรูปจากเนื้อสัตว์ โดยได้ท้าการเปรียบเทียบผลการทดลองที่ได้จากการใช้
อุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษกับวิธีทางสเปกโตสโคปี ผลการทดลองพบว่าทั้ง 2 วิธีให้ผลที่ใกล้เคียงกัน 
ดังนั้น จึงสรุปได้ว่าอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษที่พัฒนาขึ้นในงานวิจัยนี้สามารถตรวจวัดไฮโปแซนทีน
ได้โดยให้ผลการทดลองที่ถูกต้องเหมือนวิธีมาตรฐาน และสามารถน้ามาใช้ส้าหรับประเมินความสดของ
เนื้อสัตว์ และตรวจสอบคุณภาพย้อนกลับของผลิตภัณฑ์แปรรูปจากเนื้อสัตว์ได้จริง 
  

5.2  ข้อเสนอแนะ 
 5.2.1  เนื่องจากพอลิแลคติกแอซิดเป็นพอลิเมอร์ที่ได้จากวัสดุธรรมชาติ มีคุณสมบัติในการ
ย่อยสลายได้ง่าย สามารถย่อยสลายได้เองตามธรรมชาติ ดังนั้น ควรระมัดระวังในการเก็บรักษาอุปกรณ์
ตรวจวัดแบบกระดาษ ควรเก็บในที่แห้งหรือท่ีไม่ความชื้นต่้า เพื่อรักษาประสิทธิภาพในการกั้นบริเวณบน
อุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ 
 5.2.2  เนื่องจากปฏิกิริยาของไฮโปแซนทีนขึ้นอยู่กับการท้างานของเอนไซม์ทั้ง 2 ชนิด ได้แก่ 
แซนทีนออกซิเดส และฮอสราดิชเปอร์ออกซิเดส ดังนั้นควรควบคุมปัจจัยที่ส่งผลต่อเอนไซม์ในทุกๆ
ขั้นตอน เพ่ือประสิทธิภาพในการเกิดปฏิกิริยา  
 5.2.3  เพ่ือให้การวัดค่าความเข้มสีไม่คลาดเคลื่อน ดังนั้น ควรควบคุมปัจจัยต่างๆในขั้นตอน
การสแกนอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษให้เหมือนกันทั้งหมดทุกครั้ง เช่น ต้าแหน่งในการวางกระดาษ
บนเครื่องสแกน  
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