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บทค ัดย่อ 

ท าการเตรียมกระดาษทดสอบกลูโคสที่ มีเคอร์คูมินและใช้ตรวจวัดกลูโคสในปัสสาวะโดยการสั งเกต

การเปลี่ยนสีจากสีเหลืองเป็นสีน้ าตาลเม่ือมีกลูโคสในปัสสาวะ ขั้นตอนการตรวจวัดใช้หลักการการเกิดปฏิกิริยา

ระหว่างกลูโคสและกลูโคสออกซิเดส ซ่ึงท าให้เกิดกรดกลูโคนิก และไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ จากนั้นเติมไอออน 

Fe2+ ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์จะออกซิไดส์ไอออน Fe2+ ไปเป็นไอออน Fe3+ เม่ือไอออน Fe3+ ท าปฏิกิริยา

กับเคอร์คูมินบนกระดาษทดสอบจะเกิดการเปลี่ยนสีของกระดาษทดสอบจากสีเหลืองของเคอร์ คูมิน เป็นสี

น้ าตาลของสารประกอบเชิงซ้อนของเคอร์คูมินและไอออน Fe3+ พัฒนาวิธีการตรวจสอบด้วยการทดสอบ กับ

ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ และกลูโคสที่ความเข้มข้นต่างๆ กระดาษทดสอบให้สีที่แตกต่างกันเม่ือใช้ทดสอบ

กลูโคสในตัวอย่างปัสสาวะ และกลูโคสความเข้มข้น 0.5 มิลลิโมลาร์ ในปัสสาวะจะสามารถมองเห็นการเปลี่ยน

สีกระดาษทดสอบได้ชัดเจนด้วยตาเปล่า นอกจากนี้ ได้ใช้ความเข้มสีน้ าตาลมาสร้างกราฟมาตรฐานส า หรับ

ตรวจวัดความเข้มข้นของกลูโคสในปัสสาวะ ซ่ึงมีช่วงความเป็นเส้นตรงต้ังแต่ 0 ถึง 1.5 มิลลิโมลาร์ และค่า

สัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ์ เท่ากับ 0.946 ในงานวิจัยนี้ ได้วิธีใหม่และง่ายส าหรับการตรวจวัดกลูโคสในปัสสาวะ 
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Abstract 

 A glucose test paper containing curcumin was prepared and used to detect glucose in 

urine by observing the change of color from yellow to brown when glucose is present. A 

procedure is based on the reaction between glucose and glucose oxidase that can produc e 

gluconic acid and hydrogen peroxide. Then ferrous ions were added and oxidized to ferric ions 

by hydrogen peroxide. When ferric ions interacted with curcumin on the test paper, the paper 

color changed from yellow color of curcumin to brown color of curcumin-Fe(III) complexes. 

The method was developed by testing the test papers with hydrogen peroxide and glucose 

of different concentrations. The test paper could give distinct color when used to test glucose 

in urine samples and a 0.5 mM level of glucose in urine could clearly detected by naked eyes. 

Furthermore, using an intensity of brown color, a calibration curve for the determination of 

glucose concentration in urine could be constructed with a linear range from 0 to 1.5  mM and 

the co-efficient of 0.946. In this work, a new and an easy method for glucose detection in 

urine was obtained. 
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บทที่ 1 

บทน า 

 

1.1 ความเป็นมาและมูลเหตุจงูใจ 

โรคเบาหวาน คือ สภาวะที่ร่างกายมีปริมาณน้ าตาลในเลือดสูงกว่าปกติ อันเนื่องมาจากฮอร์โมน

อินซูลินมีไม่เพียงพอต่อการน าน้ าตาลเข้าสู่เซลล์เพ่ือใช้เป็นแหล่งพลังงาน หรืออาจเกิดจากการท า งาน

ผิดปกติของฮอร์โมนอินซูลิน1,2,3 

โรคเบาหวานจัดอยู่ในกลุ่มโรคไม่ติดต่อเรื้อรัง ( non-communicable diseases, NCDs) ซ่ึง

มักจะค่อยๆ แสดงอาการและความรุนแรงขึ้นทีละเล็กละน้อยหากไม่ได้รับการรักษาอย่างถูกวิธี และกลุ่ม

โรคไม่ติดต่อเรื้อรังนี้ยังจัดเป็นกลุ่มโรคที่ถือว่าเป็นสาเหตุหลักในการเสียชีวิตของประชากรในประเทศไทย4  

ผูป้่วยโรคเบาหวานมักมีอาการปวดปัสสาวะบ่อย กระหายน้ า อ่อนเพลีย เบื่ออาหาร และน้ าหนักตัวลด

โดยไม่ทราบสาเหตุ เป็นต้น ซ่ึงในผู้ที่ป่วยเป็นโรคเบาหวานนั้นมักเกิดโรคแทรกซ้อนตามมาเนื่อ งจาก

โรคเบาหวาน เช่น ภาวะเลือดเป็นกรด เกิดแผลท่ีเท้า กล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือด สมองขาดเลือด และไต

เสื่อม เป็นต้น5 

ในปี พ.ศ. 2558 สหพันธ์เบาหวานนานาชาติ (International Diabetes Federation, IDF) มี

การประมาณจ านวนผู้ป่วยโรคเบาหวานจากทั่วโลกสูงถึง 415 ล้านคน และจ านวนผู้ป่วยจะเพ่ิมมากยิ่งขึ้น

ถึง 624 ล้านคน ภายในอีก 30 ปีข้างหน้า6 ซ่ึงการประมาณการเพ่ิมขึ้นของจ านวนผู้ป่วยโรคเบาหวานนั้น

มีโอกาสเกิดขึ้นจริงสูงเม่ือเปรียบเทียบข้อมูลกับองค์การอนามัยโลก (World Health Organization, 

WHO) ที่เคยระบุจ านวนผู้ป่วยโรคเบาหวานจากประชากรทั่วโลกไว้ที่ 347 ล้านคน ในปี พ.ศ. 25517 

นอกจากนี้ ยังมีรายงานจ านวนผู้เสียชีวิตจากโรคเบาหวานทั่วโลกภายในปี พ.ศ. 2558 สูงถึง 5 ล้านคน ใน

ส่วนของประเทศไทยนั้นในปี พ.ศ. 2558 มีการรายงานจ านวนผู้ป่วยโรคเบาหวานทั้งผู้ป่วยเก่าและผู้ป่วย

ใหม่ที่เพ่ิมขึ้นมามากกว่า 4 ล้านคน จากจ านวนประชากรทั่วประเทศกว่า 65 ล้านคน8 ซ่ึงถือว่าเป็นตัวเลข

ที่ค่อนข้างสูงเม่ือเทียบกับจ านวนประชากรทั้งหมดภายในประเทศ ดังนั้น การตระหนักและหันมาใส่ใจต่อ

สุขภาพให้ห่างไกลจากโรคเบาหวานจึงเป็นเรื่องส าคัญ  

การวินิจฉัยโรคเบาหวานนั้นท าได้โดยการวิเคราะห์ทางตรงผ่านการเจาะเลือดเพ่ือตรวจหา

ปริมาณกลูโคสในกระแสเลือด9-12 และทางอ้อมโดยการตรวจหาปริมาณกลูโคสในปัสสาวะ การตรวจหา

ปริมาณน้ าตาลกลูโคสในปัสสาวะนั้นเป็นที่นิยม เนื่องจากการทดสอบท าได้อย่างสะดวกและรวดเร็วจาก



2 
 

 

งานวิจัยที่ผ่านมาพบว่าส่วนใหญ่การตรวจวัดกลูโคสในปัสสาวะใช้แผ่นกระดาษทดสอบที่ได้จากการน า

กระดาษไปชุบด้วยสารละลายผสมของเอนไซม์กลูโคสออกซิเดส เอนไซม์เปอร์ออกซิเดส และออโธโทลิดีน 

ซ่ึงตรวจวัดกลูโคสในปัสสาวะโดยดูการเปลี่ยนสีของสารออโธโทลิดีนบนแผ่นกระดาษทดสอบ13 

ในงานวิจัยนี้ ผู้วิจัยสนใจศึกษาวิธีการตรวจวัดปริมาณกลูโคสในปัสสาวะด้วยวิธีใหม่ ส าหรับเป็น

แนวทางเบื้องต้นในการตรวจสอบสุขภาพร่างกายของผู้ที่มีโอกาสเสี่ยงเป็นโรคเบาหวาน โดยการใช้

กระดาษตรวจวัดที่ เคลือบด้วยเคอร์คูมินเพ่ือใช้ทดสอบหาปริมาณกลูโคส ซ่ึงอาศัยการเปลี่ยนสีของ

กระดาษเคอร์คูมินเม่ือตรวจพบกลูโคสในปัสสาวะ โดยให้ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ที่ เกิดจากปฏิกิริยา ของ

กลูโคสและกลูโคสออกซิเดส ไปออกซิไดส์ไอออน Fe2+ เป็นไอออน Fe3+  ซ่ึงสามารถเกิดสารประกอบเซิง

ซ้อนกับเคอร์คูมินที่ มีสีน้ าตาล กระดาษเคอร์คูมินจึงเปลี่ยนสีจากสีเหลืองเป็นสีน้ าตาลเม่ือมีกลูโ คสใน

ตัวอย่าง และยังสามารถระบุช่วงความเข้มข้นของน้ าตาลกลูโคสได้โดยการสังเกตความเข้มสีที่เปลี่ยนแปลง

ไปบนกระดาษเคอร์คูมินด้วยตาเปล่าและการใช้โปรแกรมหาความเข้มสี  

 

1.2 วัตถุประสงค ์ของโครงการ  

พัฒนาวิธีตรวจวัดปริมาณน้ าตาลกลูโคสในปัสสาวะโดยใช้กระดาษเคอร์คูมิน 

 

1.3 ขอบเขตงานวิจัย 

เริ่มต้นด้วยการศึกษาการเปลี่ยนแปลงสีของกระดาษเคอร์คูมิน เม่ือใช้ทดสอบกับสารละลาย

ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ โดยท าการศึกษาปัจจัยที่ เก่ียวข้อง  ได้แก่ ความเข้มข้นข้นของเคอร์คูมินบน 

กระดาษกรอง ความเข้มข้นของสารละลายไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ ระยะเวลาในการเปลี่ยนแปลงสีของ

กระดาษเคอร์คูมิน และความเข้มข้นของสารละลายโลหะไอออน Fe2+  

เม่ือได้ปัจจัยที่ เหมาะสมต่อการเปลี่ยนแปลงสีของกระดาษเคอร์คูมินจากการทดสอบกับ

สารละลายไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์แล้ว น าวิธีการมาปรับใช้ในการทดสอบกับสารละลายมาตรฐานกลูโคส 

และตรวจหาปริมาณกลูโคสในปัสสาวะโดยเทียบสีกระดาษเคอร์คูมินที่ทดสอบในตัวอย่างปัสสาวะ กับสี

กระดาษเคอร์คูมินที่ทดสอบกับสารละลายมาตรฐานกลูโคสในช่วงความเข้มข้นที่ศึกษา 

 

1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้ร ับ 

ได้วิธีตรวจวัดปริมาณน้ าตาลกลูโคสในปัสสาวะโดยใช้กระดาษเคอร์คูมิน 

 



 
 

 

บทที่ 2 

ทฤษ ฎ ีและงานวิจ ัยที่เ กี่ยวข้อง 

 

2.1 โรคเบาหวาน 

 

โรคเบาหวาน คือ ภาวะที่มีระดับน้ าตาลกลูโคสในเลือดสูงขึ้นกว่าระดับปกติ อันเนื่องมาจา กมี

ฮอร์โมนอินซูลินไม่เพียงพอต่อการน าน้ าตาลเข้าสู่ เซลล์เพ่ือใช้เป็นแหล่งพลังงาน หรืออาจเกิดจากการ

ท างานผิดปกติของฮอร์โมนอินซูลิน ถ้าระดับกลูโคสในพลาสมาสูงเกินค่า renal plasma threshold  คือ 

180 มิลลิกรัมต่อเดซิลิตร ไตจะไม่สามารถดูดกลับกลูโคสได้หมดจึงเหลือออกมาทางปัสสาวะ โดย

โรคเบาหวานสามารถแบ่งออกได้เป็น 2 ชนิดหลัก ได้แก่ 

โรคเบาหวานชนิดที่ 1 เกิดจากภูมิต้านทานของร่างกายท าลายเซลล์ท่ีสร้างอินซูลินในส่วนของตับ

อ่อนท าให้ร่างกายหยุดสร้างอินซูลิน หรือสร้างได้น้อยมาก ท าให้ผู้ป่วยเบาหวานชนิดที่ 1 จ าเป็นต้องฉีด

อินซูลิน เพ่ือควบคุมน้ าตาลในเลือดระยะยาว 

โรคเบาหวานชนิดที่ 2 เป็นโรคเบาหวานที่พบได้ส่วนใหญ่ ซ่ึงยังไม่ทราบสาเหตุที่แท้จริงในการเกิด

โรค แต่มีส่วนเก่ียวข้องกับพันธุกรรม มีความสัมพันธ์กับภาวะน้ าหนักตัวมาก และการขาดการออกก าลัง

กาย นอกจากนี้ ผู้สูงอายุอาจมีการท างานผิดปกติของอินซูลิน เนื่องจากร่างกายมีภาวะด้ือต่ออิน ซูลิน    

ท าให้เซลล์ท่ีสร้างอินซูลินค่อยๆ ถูกท าลายไป แนวทางการรักษาอาจจะใช้ยาในการรับประทาน และบาง

รายต้องใช้อินซูลินชนิดฉีดเพ่ือควบคุมน้ าตาลในเลือด17 

การวินิจฉัยโรคเบาหวานนั้นท าได้โดยการ วิเคราะห์ทางตรงผ่านการเจาะเลือด เพ่ือตรวจหา

ปริมาณกลูโคสในกระแสเลือด และทางอ้อมโดยการตรวจหาปริมาณกลูโคสในปัสสาวะ การตรวจหา

ปริมาณกลูโคสในปัสสาวะนั้นเป็นที่นิยม เนื่องจากท าการทดสอบได้สะดวกและรวดเร็ว โดยการตรวจด้วย

แผ่นกระดาษทดสอบปัสสาวะ โดยคนปกติทั่วไปจะมีระดับกลูโคสในปัสสาวะไม่เกิน 1.1 มิลลิโมลาร์ ส่วนผู้

ที่เสี่ยงในการเป็นโรคเบาหวานจะ มีระดับกลูโคสในปัสสาวะอยู่ในช่วง 1.1 ถึง 1.4 มิลลิโมลาร์ และคนที่

เป็นโรคเบาหวานนั้นจะมีปริมาณกลูโคสในปัสสาวะมากกว่า 1.4 มิลลิโมลาร์18,19 
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2.2 การตรวจวดักลโูคส 

 

การตรวจวัดกลูโคสโดยทั่วไปนิยมใช้เอนไซม์ที่มีความจ าเพาะต่อน้ าตาลกลูโคส ได้แก่ กลูโคสออก

ซิเดส (glucose oxidase) และเฮกโซไคเนส (hexokinase) โดยเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสเป็นที่นิยม

น ามาใช้อย่างแพร่หลาย เนื่องจากมีความจ าเพาะต่อการเกิดปฏิกิริยากับน้ าตาลกลูโคสมากกว่าเอนไซม์

เฮกโซไคเนส เม่ือกลูโคสเกิดปฏิกิริยากับกลูโคสออกซิเดสจะได้ผลิตภัณฑ์ คือ กรดกลูโคนิก และ

ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ ซ่ึงไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์มีคุณสมบัติเป็นตัวออกซิไดซ์ที่ ดีจึงถูกน าไปใช้ท า

ปฏิกิริยาต่อเพ่ือตรวจวัดปริมาณที่เกิดขึ้นและค านวณกลับเป็นปริมาณกลูโคสในตัวอย่าง20  

การตรวจวัดโดยการเทียบสีเป็นเทคนิคที่นิยมใช้ตรวจวัดกลูโคส เนื่องจากเป็นเทคนิคที่ทดสอบ

ง่ายและรวดเร็วต่อการวิเคราะห์ การตรวจวัดกลูโคสโดยทั่วไปมักจะใช้เอนไซม์กลูโคสออกซิเดสร่ วมกับ

เอนไซม์เปอร์ออกซิเดส และสารเคมีบางชนิดที่สามารถเกิดสีได้ เช่น ออโธไดอะนิซิดีน (o-dianisidine) ใน

กรดซัลฟิวริก และออโธโทลิดีน (o-tolidine) โดยได้แสดงตัวอย่างขั้นตอนการตรวจวัดกลูโคสโดยใช้กลูโคส

ออกซิเดสร่วมกับเปอร์ออกซิเดส และออโธไดอะนิซิดีน (o-dianisidine) ในกรดซัลฟิวริก ดังต่อไปนี้21 

 

 ขั้นตอนที่ 1 ปฏิกิริยาระหว่างกลูโคสและกลูโคสออกซิเดส     

  

            

            (1)

            

            

ขั้นตอนที่ 2 ปฏิกิริยาระหว่างไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์และเปอร์ออกซิเดส    
 

 

          (2) 
           

 

 

 ขั้นตอนที่ 3 เติมกรดซัลฟิวริก 

 

(3) 
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ในงานวิจัยนี้สนใจตรวจวัดกลูโคสโดยใช้กลูโคสออกซิเดสในการสร้างไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์และใช้

ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ที่ เกิดขึ้นไปออกซิไดซ์ ไอออน Fe2+ ให้เปลี่ยนเป็น ไอออน Fe3+ แทนการใช้เอนไซม์

เปอร์ออกซิเดส ซ่ึงเรียกปฏิกิริยาในขั้นตอนนี้ว่า ปฏิกิริยาเฟนตัน (Fenton’s reaction) และใช้เคอร์คูมินเป็น

สารที่ท าให้เกิดการเปลี่ยนสี โดยเคอร์คูมินเม่ือเกิดสารประกอบเชิงซ้อนกับไอออน Fe3+ จะเปลี่ยนจากสีเหลือง

เป็นสีน้ าตาล46 จึงสามารถน าเคอร์คูมินมาใช้การตรวจวัดกลูโคสได้     

            

    

ขั้นตอนที่ 1 ปฏิกิริยาระหว่างกลูโคสและกลูโคสออกซิเดส   
 

 

              (1) 

 

            

  

ขั้นตอนที่ 2 ปฏิกิริยาเฟนตัน (Fenton’s reaction)       

  
 

  2H+ (aq) + H2O2 (aq) + 2Fe2+ (aq)                2Fe3+ (aq) + 2 H2O (l)     (4)

     

           

ขั้นตอนที่ 3 การเกิดสารประกอบเซิงซ้อนของเคอร์คูมินและไอออน Fe3+  

    

            (5)
            

   

 

 

 

 

 

D-Glucose + O2 + H2O    
Glucose oxidase 

D-Gluconic acid + H
2
O

2 
 

  Curcumin-Fe complex 

(Brown) 

Curcumin + Fe3+ 

(Yellow) 
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2.3 เทคนคิการตรวจวดัโดยการเทยีบส2ี2 

 

เทคนิคการตรวจวัดโดยการเทียบสี (colorimetric method) เป็นเทคนิคที่ใช้ในการระบุความเข้มข้น

ของสารที่ ต้องการตรวจวัดโดยอาศัยสารที่ ก่อให้เกิดสี ความเข้มสีจะเป็นสัดส่วนกับปริมาณสารที่มีอยู่ใน

ตัวอย่าง โดยสามารถเทียบกับสารมาตรฐานของสารที่ ต้องการวิเคราะห์  ส าหรับการตรวจวัดนั้นสามารถ

ตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงได้โดยการใช้เทคนิคสเปกโตรเมตรี หรือสังเกตการเปลี่ยนแปลงสีด้วยตาเปล่า ซ่ึง

เป็นที่นิยมมากกว่า เนื่องจากท าได้สะดวก รวดเร็ว และง่ายต่อการวิเคราะห์  

 

2.4 เคอรค์มูิน 

 

 
รูปที่ 2.1 ขม้ินและผงขม้ิน 

 

ขม้ินจัดอยู่ในวงศ์ Zingiberaceae ซ่ึงเป็นวงศ์เดียวกันกับขิ ง ข่า  และกระวาน จัดอยู่ในสกุล 

Curcuma longa เป็นพืชชนิดที่มีเหง้าอยู่ใต้ดิน ขม้ินถูกน ามาใช้ประโยชน์มาช้านานโดยเริ่มแรกนั้นใช้ผสมใน

อาหารเพ่ือเพ่ิมรสชาติและถนอมอาหารให้เก็บไว้ได้นาน โดยขม้ินเจริญเติบโตได้ดีในประเทศเขตอบอุ่น ได้แก่ 

อินเดีย จีน อินโดนีเชีย เป็นต้น23 

สารที่ให้สีเหลืองในขม้ินคือ สารกลุ่มเคอร์คิวมินอยด์ (curcuminoid) ซ่ึงประกอบด้วยสารหลัก 3 

ชนิด คือ เคอร์คูมิน (curcumin)  ดีเมท็อกซีเคอร์คูมิน (demethoxycurcumin)  และบิสดีเมท็อกซ่ีเคอร์คูมิน 

(bisdemethoxycurcumin)  สารกลุ่มเคอร์คิวมินอยด์ทั่วไปจะ มีส่วนผสมของเคอร์คู มินประ มาณ 77 

เปอร์เซ็นต์ ดีเมท็อกซีเคอร์คูมิน 17 เปอร์เซ็นต์ และบิสดีเมท็อกซีเคอร์คูมินประมาณ 3 เปอร์เซ็นต์24 โครงสร้าง

ของสารทั้งสามชนิดแสดงในรูปที่ 2.2 
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โครงสร้างของเคอร์คูมินสามารถเปลี่ยนไปอยู่ในรูปที่มีหมู่ฟังก์ชันคีโตน (keto form) หรือ อยู่ในรูปที่

มีหมู่ฟังก์ชันอีนอล (enol form) เม่ืออยู่ในสารละลายกรด หรือ เบส ตามล าดับ25-27 (รูป 2.3) ในปัจจุบันเคอร์

คูมินถูกน ามาใช้ประโยชน์มากในทางการแพทย์ ได้แก่ เป็นสารต้านอนุมูลอิสระ สารช่วยป้องกันมะเร็ง สารช่วย

ป้องกันโรคสมองเสื่อม เป็นต้น28-30  นอกจากนี้ เคอร์คูมินยังถูกน ามาใช้เป็นสารคีเลตส าหรับจับกับโลหะไอออน 

ได้แก่ Pb2+, Cd2+, Fe2+, Fe3+ เป็นต้น31,32  

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.2 โครงสร้างเคอร์คูมิน ดีเมท็อกซีเคอร์คูมิน และบิสดีเมท็อกซีเคอร์คูมิน 
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รูปที่ 2.3 โครงสร้างเคอร์คูมินในรูปคีโตนและรูปอีนอล  

 

สมบัติของเคอร ์ค ูมิน33 

สูตรโมเลกุล: C21H20O6 

มวลโมเลกุล: 368.39 กรัมต่อโมล 

ลักษณะทางกายภาพ: สีเหลืองอมส้ม 

จุดหลอมเหลว: 183 องศาเซลเซียส 

 

2.5 โหมดสี 34,35 

โหมดสี (color mode) คือ รูปแบบของสีต่างๆ ในโปรแกรมที่ผู้ ใช้สามารถเลือกใช้ให้เหมาะสมกับ

รูปภาพที่จะน าไปใช้งาน เช่น โหมดสี RGB และ โหมดระดับสีเทา (grayscale) 

2.5.1 โหมดส ีRGB 

 

 
รูปที่ 2.4 โหมดสี RGB 
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โหมดสี RGB ประกอบด้วยสีสามสี คือ สีแดง สีเขียว และสีน้ าเงิน ดังรูปที่ 2.4 โดยแต่ละสีจะไล่ไ ด้ 

256 ระดับ โดยใช้หลักการการรวมแสงสี ซ่ึงสามารถสร้างสีได้สูงสุด 16.7 ล้านสี ระบบสี RGB เป็นระบบสีของ

แสง ซ่ึงเกิดจากการหักเหของแสงผ่านแท่งแก้วปริซึม จะเกิดแถบสีที่เรียกว่า สีรุ้ง (spectrum) ซ่ึงแยกสีตามที่

สายตามองเห็นได้ 7 สี คือ แดง แสด เหลือง เขียว น้ าเงิน คราม ม่วง ส่วนใหญ่การใช้สีลักษณะนี้จะ ใช้ใน

อุปกรณ์ที่เก่ียวกับแสง ได้แก่ จอภาพ กล้องดิจิตอล เป็นต้น 

2.5.2 โหมดระดับสีเทา 

 

รูปที่ 2.5 ภาพแสดงระดับสีเทา 

 

ภาพระดับสีเทา (Grayscale Image) จัดเป็นโหมดสีทีมี่เพียงสองสีคือ สีขาว และสีด า แต่จะมีระดับ

ความเข้มของสีด า 255 ระดับรวมกับสีขาวอีกหนึ่งสี ท าให้โหมดสีนี้จะมีเพียง 256 สี ภาพระดับสีเทาจะมีการ

ไล่ระดับความอ่อนแก่ของสีอยู่ระหว่างสีขาวและสีด า ดังแสดงในรูปที่ 2.5  

การใช้งานโหมดสีเก่ียวข้องกับงานวิจัยนี้ ในส่วนของการหาค่าความเข้มสีของภาพถ่ายกระดาษเคอร์คู

มิน เม่ือเกิดสารประกอบเซิงซ้อนกับไอออน Fe3+ โดยการเปลี่ยนสีของกระดาษเคอร์คูมินจะเปลี่ยนจา กสี

เหลืองเป็นสีน้ าตาล โดยสีน้ าตาลจะมีความเข้มสีเพ่ิมมากขึ้นเม่ือมีปริมาณกลูโคสมากขึ้น และเนื่องจากสีเหลือง

และสีน้ าตาลอยู่กันคนละเฉดสี เพ่ือให้การเปรียบเทียบความเข้มสีมีความถูกต้องมากที่สุด จึงจ าเป็นต้องเปลี่ยน

ภาพจากโหมดสี RGB ให้เป็นภาพในโหมดสีเทาด้วยโปรแกรมที่ใช้ กับการจัดการรูปภาพ เช่น โปรแกรม   

ImageJ 
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2.6 การตรวจสอบความใชไ้ดข้องวธิตีรวจวดั36 

การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีตรวจวัด (method validation) เป็นกระบวนการยืนยันความถูกต้อง 

และความเหมาะสมของวิธีตรวจวัดเพ่ือน ามาใช้วิเคราะห์ตัวอย่างในห้องปฏิบัติการ ช่วยให้ทราบถึงสมบัติ

เง่ือนไข หรือข้อจ ากัดของวิธีการวิเคราะห์นั้นๆ 

2.6.1 ความเที่ยง  

ความเที่ยง (precision) หมายถึง ความใกล้เคียงของผลการวิเคราะห์ที่ได้จากการวิเคราะห์ตัวอย่าง

ด้วยวิธีการวิเคราะห์เดิมซ้ ากันหลายครั้ง โดยการกระจายตัวของผลการวิเคราะห์ที่ได้จากการวิเคราะห์ซ้ า มัก

แสดงด้วยค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard deviation, SD) หรือ ค่าสัมประสิทธ์ิความแปรปรวน (coefficient 

of variation, CV) ระดับความเที่ยงขึ้นอยู่กับความเข้มข้นของสารตัวอย่างที่น ามาวิเคราะห์ดังแสดงในตารางที่  

2.1 โดยสามารถหาระดับความเที่ยงโดยพิจารณาได้จากค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (relative standard 

deviation, %RSD) 

ตารางที่ 2.1 ค่าความเที่ยงที่ยอมรับได้ของการวิเคราะห์สารตัวอย่างที่ความเข้มข้นแตกต่างกัน ตาม

มาตรฐาน AOAC INTERNATIONAL37 

Analyte [%] Analyte ratio Unit RSD [%] 

100 1 100% 1.3 

10 10-1 10% 2.8 

1 10-2 1% 2.7 

0.1 10-3 0.1% 3.7 

0.01 10-4 100 ppm 5.3 

0.001 10-5 10 ppm 7.3 

0.0001 10-6 1 ppm 11 

0.00001 10-7 100 ppb 15 

0.000001 10-8 10 ppb 21 

0.0000001 10-9 1 ppb 30 
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2.6.2 ความแม่น  

ความแม่นของวิธีวิเคราะห์ (accuracy) หมายถึง การวิเคราะห์ทีไ่ด้ค่าผลการวิเคราะห์ใกล้เคียง กับ

ค่าที่แท้จริง หากผลการวิเคราะห์ใกล้เคียงกับค่าจริงมาก แสดงว่าวิธีการวิเคราะห์นั้นมีความถูกต้องสูง (high 

accuracy) แต่ถ้าผลการวิเคราะห์ที่ได้ห่างไกลจากค่าจริง แสดงว่าการทดสอบนั้นมีความถูกต้อง ต่ า (low 

accuracy) โดยวิธีหนึ่งในการตรวจสอบความแม่นของวิธีการวิเคราะห์ คือ การหาค่าเปอร์เซ็นต์การคืนกลับ 

(%recovery) ของผลการวิเคราะห์ตัวอย่าง โดยใช้สารตัวอย่างที่เติมสารมาตรฐาน (spiked sample) ใน

ปริมาณที่แน่นอนลงไป ซ่ึงมีข้อจ ากัด คือ ความแม่นที่ตรวจเช็คได้นั้นครอบคลุมเฉพาะขั้นตอนที่วิเครา ะห์ 

spiked sample เท่านั้น การค านวณหาค่าเปอร์เซ็นต์การคืนกลับ แสดงดังต่อไปนี้ 

 
% recovery = (ค่าจากตัวอย่างที่เติมสารมาตรฐาน) - (ค่าจากตัวอย่างที่ไม่เติม) x100 

(ค่าความเข้มข้นของสารมาตรฐานที่เติม) 
 

ตารางที่ 2.2 เปอร์เซ็นต์การคืนกลับที่ยอมรับได้ของการวิเคราะห์สารตัวอย่างที่ความเข้มข้นแตก ต่าง

กันตามมาตรฐาน AOAC INTERNATIONAL37 

Analyte [%] Analyte ratio Unit Mean recovery [%] 

100 1 100% 98-102 

≥10 10-1 10% 98-102 

≥1 10-2 1% 97-103 

≥0.1 10-3 0.1% 95-105 

0.01 10-4 100 ppm 90-107 

0.001 10-5 10 ppm 80-110 

0.0001 10-6 1 ppm 80-110 

0.00001 10-7 100 ppb 80-110 

0.000001 10-8 10 ppb 60-115 

0.0000001 10-9 1 ppb 40-120 
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2.7 งานวิจัยทีเ่กีย่วข้อง 

การตรวจวัดปริมาณกลูโคสในปัสสาวะด้วยแผ่นกระดาษทดสอบเพ่ือวินิจฉัยโรคเบาหวานโดยใช้

เอนไซม์กลูโคสออกซิเดสนั้นเริ่มต้นศึกษาเม่ือประมาณปี ค.ศ. 1956 โดยใช้แผ่นกระดาษทดสอบปัสสา วะที่

สามารถเปลี่ยนสี เ ม่ือตรวจพบกลู โคส แผ่นกระดาษทดสอบนี้ เตรียมไ ด้จา ก สา รละ ลา ยผส มข อง

เอนไซม์กลูโคสออกซิเดส เอนไซม์เปอร์ออกซิเดส และสารที่ท าให้เกิดสี ได้แก่ ออโธโทลิดีน (o-tolidine) และ

ทาร์ทราซิน (tartrazine) โดยปรับ pH สารละลายผสมเป็น pH 5 เม่ือน าไปทดสอบปัสสาวะแผ่นกระ ดาษ

ทดสอบจะเปลี่ยนสีจากสีเหลืองไปเป็นสีน้ าเงินหากมีกลูโคสในปัสสาวะ ความเข้มของสีที่เปลี่ยนแปลงขึ้น กับ

ความเข้มข้นของกลูโคสในปัสสาวะ13,14 ต่อมาได้มีการปรับปรุงวิธีการตรวจวัดกลูโคส เนื่องจากในปัสสาวะมี

สารบางชนิดยับยั้งการท างานของกลูโคสออกซิเดส ได้แก่ กรดแอสคอบิก (ascorbic acid) และกรดยูริก (uric 

acid) โดยใช้ถ่านกัมมันต์ผสมกับปัสสาวะเพ่ือก าจัดตัวยับยั้ง15,16 

นอกจากวิธีการตรวจวัดกลูโคสด้วยแผ่นกระดาษทดสอบแล้ว ยังมีการพัฒนาวิธีการใหม่ๆ ในการ

ตรวจวัดกลูโคส เช่น การใช้วิธีตรวจวัดไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ด้วยวิธีทางเคมีไฟฟ้า โดยการใช้อนุภาคนาโน

ของทองค าร่วมกับไคโตซานส าหรับท าเป็นแผ่นฟิล์มบรรจุกลูโคสออกซิเดสแล้วน าไปตรึงบนผิวของขั้วไฟฟ้า 3 8  

การน าอนุภาคนาโนของแพลทินัม  และอนุภาคนาโนของเงินมาใช้ร่วมกับไคโตซานและท่อนาโนคาร์บอน

ส าหรับท าเป็นแผ่นฟิล์มบรรจุกลูโคสออกซิเดส และเปอร์ออกซิเดส และน าไปตรึงบนผิวของขั้วไฟฟ้า39,4 0    

นอกจากนี้ ยังมีการตรวจวัดกลูโคสโดยเทคนิคการเปลี่ยนสี เช่น การใช้กลูโคสออกซิเดสที่ถูกตรึงกับอนุภาคนา

โนทองค าที่ดัดแปรด้วยหมู่ไทออล โดยเม่ือมีปริมาณกลูโคสมากกว่า 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จะเกิดการ

เปลี่ยนสีของสารละลายจากสีแดงไปเป็นสีน้ าเงิน41 และการใช้อนุภาคแม่เหล็กขนาดนาโนของ ZnFe2O4 

ร่วมกับกลูโคสออกซิเดส และ  3,3 ′,5 ,5 ′-tetramethylbenzidine โดยใช้อนุภาคแม่เหล็กขนาดนาโนของ 

ZnFe2O4 แทนการใช้เปอร์ออกซิเดส เนื่องจากตรวจพบว่าอนุภาคแม่เหล็กขนาดนาโนของ ZnFe2O4 สามารถ

ท างานได้เหมือนเปอร์ออกซิเดส โดยการเปลี่ยนจากสารละลายใสไม่มีสีเป็นสีฟ้าเม่ือตรวจพบกลูโคส42  

ในงานวิจัยนี้ สนใจศึกษาการตรวจวัดกลูโคส โดยใช้เอนไซม์กลูโคสออกซิเดส และปฏิกิริยาเฟนตัน 

ของไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ที่ เกิดขึ้น ร่วมกับการใช้สารประกอบเคอร์คูมินเพ่ือตรวจวัด Fe3+ ที่เกิดขึ้นจาก

ปฏิกิริยาของไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์   

มีการศึกษาการเกิดปฏิกิริยาของไอออน Fe3+ และเคอร์คูมิน  ท าให้ทราบว่ารูปแบบการเกิด

สารประกอบเซิงซ้อนของไอออน Fe3+ และเคอร์คูมิน คือ [FeH2CU(OH2)] โดยที่ H2CU(OH2) แทนเคอร์คูมิน 

และจากข้อมูลโปรตอนเอ็นเอ็มอาร์ท าให้ทราบว่าที่ต าแหน่งเบตาไดคีโตนของเคอร์คูมินเก่ียวข้องกับการจับ

ไอออนของเหล็ก43 ต่อมาในปี ค.ศ. 2013 ได้มีการสังเคราะห์และตรวจสอบสมบัติของสารประกอบเชิง ซ้อน

ของเคอร์คูมินและไอออน Fe3+ โดยใช้เทคนิคอินฟราเรดสเปกโทรสโกปี เทคนิคอัลตราไวโอเลตและวิสิ
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เบิลสเปกโทรสโกปี และเทคนิค Mössbauer ซ่ึงจากผลการศึกษาท าให้ทราบว่าไอออน Fe3+ เกิดสารประกอบ

เชิงซ้อนในรูปแบบออกตะฮีดรัล และไม่สามารถเกิดปฏิกิริยารีดักชันของไอออน Fe3+ ไปเป็นไอออน Fe2+ เม่ือ 

Fe3+ อยู่ในรูปสารประกอบเชิงซ้อนกับเคอร์คูมิน44 ซ่ึงต่างจากที่เคยมีการรายงานไว้เม่ือปี ค.ศ. 1992 ว่าเคอร์

คูมินสามารถรีดิวซ์ไอออน Fe3+ เป็นไอออน Fe2+  ได้45   

ในปี ค.ศ. 2014 มีการศึกษาการตรวจวัดไอออน Fe3+ ด้วยตาเปล่าด้วยใช้แผ่นตรวจวัดที่ได้จา กซีน 

(zein) ผสมกับเคอร์คูมิน เม่ือจุ่มลงในสารละลายไอออน Fe3+ พบว่าแผ่นตรวจวัดเปลี่ยนจากสีเหลืองไป เป็นสี

น้ าตาล เนื่องจากเกิดสารเชิงซ้อนของเคอร์คูมินและไอออน Fe3+ และท าการศึกษาผลของ pH กับการรบกวน

ของไอออนชนิดอ่ืน ได้แก่ Ag+, Cd2+, Co2+, Cr3+, Cu2+, Fe2+, Hg2+, Mn2+, Ni2+, Pb2+, Zn2+, Ba2+, Mg2+, 

Ca2+, Na+, K+ และ As5+ พบว่าที่ pH 2 ไม่เกิดการรบกวนของไอออนชนิดอ่ืน ซ่ึงความเข้มข้นต่ าสุดของ

สารละลายไอออน Fe3+ ทีท่ าให้เกิดการเปลี่ยนสีของแผ่นตรวจวัดด้วยตาเปล่าเท่ากับ 0.4 มิลลิกรัมต่อลิตร46 

จากงานวิจัยข้างต้น ผู้วิจัยจึงมีแนวคิดที่จะพัฒนาวิธีการตรวจวัดกลูโคสในปัสสาวะโดยใช้กลูโคสออกซิ

เดส และพัฒนากระดาษทดสอบเปลี่ยนสีเคอร์คูมิน โดยอาศัยการเกิดสารประกอบเชิงซ้อนของเคอร์คูมินและ

ไอออน Fe3+ ซ่ึงจะเปลี่ยนจากสีเหลืองเป็นสีน้ าตาลเม่ือตรวจพบกลูโคส 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

บทที่ 3 

การทดลอง 

 

3.1 เคร ือ่งมือและอปุกรณ ์

 

ตารางที่ 3.1 เครื่องมือและอุปกรณ์ 

เคร ื่องมือ ยี่ห้อ/ร ุ่น 

เครื่องชั่ง 4 ต าแหน่ง Denver Instrument 

เครื่องชั่ง 5 ต าแหน่ง Mettler Toledo 

กระดาษกรอง เบอร์ 1 Whatman 

บีกเกอร์ ขนาด 50, 100 และ 250 มิลลิลิตร Pyrex, Duran 

ขวดก าหนดปริมาตร ขนาด 10, 25, 50 และ 200 มิลลิลิตร Pyrex 

ถาดหลุมทดสอบ - 

นาฬิกาจับเวลา - 

กล่องควบคุมแสง - 

เครื่องวัด pH Mettler Toledo 

ไมโครปิเปต ขนาด 10, 200, 1000 และ 5000 ไมโครลิตร  Transferpette 

สมาร์ทโฟน iPhone 5s 

คอมพิวเตอร์ พร้อมโปรแกรม ImageJ  Asus 

 

 

 

 

 

 

 



15 
 

 

3.2 สาร เคมี 

 

ตารางที่ 3.2 สารเคมี 

สาร เคมี ผู้จ ัดจ าหน่าย 

เคอร์คูมิน (curcumin) Sigma-Aldrich 

เอทานอล (ethanol) Merck Millipore 

แอมโมเนียมเฟอรัสซัลเฟต (ammonium ferrous sulfate 
hexahydrate) 

RANKEM 

ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ (hydrogen peroxide 30%) Merck Millipore 

กลูโคส (glucose) Sigma-Aldrich 

กลูโคสออกซิเดส (glucose oxidase from Aspergillus niger) Sigma-Aldrich 

กรดไฮโดรคลอริก (hydrochloric acid fuming 37%) Merck Millipore 

กรดแอซีติก (acetic acid (glacial) 100%) Merck Millipore 

โซเดียมแอซีเทตแอนไฮดรัส (sodium acetate anhydrous) CARLO ERBA 

โซเดียมไฮดรอกไซด์ (sodium hydroxide) Sigma-Aldrich 

เฟอร์ริกคลอไรด์ (iron(III) chloride) CARLO ERBA 

 

 

3.3 การ เตรยีมสารละลาย 

 

3.3.1  สารละลายเคอรค์มูินความเข้มข้น 3, 5 และ 7 มิลลิโมลาร ์ 

เตรียมสารละลายเคอร์คูมินความเข้มข้น 7 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 5 มิลลิลิตร โดยชั่งเคอร์ คู มิน 

12.8 มิลลิกรัม ละลายในเอทานอล และเตรียมสารละลายเคอร์คูมินความเข้มข้น 3 และ 5 มิลลิโมลาร์ ด้วย

การเจือจางสารละลายเคอร์คูมินความเข้มข้น 7 มิลลิโมลาร์ ด้วยเอทานอล  

 

3.3.2  สารละลายไฮโดรเจนเพอรอ์อกไซดค์วามเขม้ข้น 0.5, 1.0, 1.5 และ 2.0 มิลลิโมลาร ์ 

เตรียมสารละลายไฮโดรเจน เพอร์ออกไซด์ความเข้มข้น 1 โมลาร์ ปริมาตร 10 มิลลิลิตร           

จากการปิเปตสารละลายมาตรฐานไฮโดรเจน เพอร์ออกไซด์ 30 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 1.02 มิลลิลิตร แล้ว

ปรับปริมาตรด้วยน้ าปราศจากไอออน  
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เตรียมสารละลายไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ ปริมาตร 10 มิลลิลิตร จาก

การปิเปตสารละลายไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ความเข้มข้น 1 โมลาร์ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร แล้วปรับปริมาตร

ด้วยน้ าปราศจากไอออน 

เตรียมสารละลายไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ความเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร จาก

การปิเปตสารละลายไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร แล้วปรับ

ปริมาตรด้วยน้ าปราศจากไอออน 

เตรียมสารละลายไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ความเข้มข้น 0.5, 1.0, 1.5 และ 2.0 มิลลิโมลาร์ 

ปริมาตร 10 มิลลิลิตร จากการปิเปตสารละลายไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ความเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ แล้ว

ปรับปริมาตรด้วยน้ าปราศจากไอออน 

 

3.3.3  สารละลายกรดไฮโดรคลอรกิ ความเข้มขน้ 0.1 โมลาร ์ 

เตรียมสารละลายกรดไฮโดรคลอริกความเข้มข้น 1 โมลาร์ โดยการตวงสารละลายกรดไฮโดร คลอ

ริกเข้มข้น 37% ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรเป็น 25 มิลลิลิตร ด้วยน้ าปราศจากไอออน จากนั้น

เตรียมสารละลายกรดไฮโดรคลอริกความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ โดยการตวงสารละลายกรดไฮโดรคลอริกความ

เข้มข้น 1 โมลาร์ ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร ด้วยน้ าปราศจากไอออน 

 

3.3.4  สารละลายไอออน Fe3+ ความเข้มข้น 6.0 มิลลิโมลาร ์ 

ชั่งเฟอร์ริคคลอไรด์ 24.3 มิลลิกรัม ละลายด้วยน้ าปราศจากไอออน แล้วปรับปริมาตรเป็น 25 

มิลลิลิตร 

3.3.5  สารละลายโลหะไอออน Fe2+ ความเขม้ข้น 6.0 มิลลิโมลาร ์

ชั่งแอมโมเนียมเฟอรัสซัลเฟตให้ได้น้ าหนักแน่นอนใกล้เคียง 0.11 กรัม ละลายในกรดไฮโดรคลอริก

ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ ปรับปริมาตรเป็น 50 มิลลิลิตร 

 

3.3.6  สารละลายกลโูคสความเข้มขน้ 0.5, 1.0 และ 1.5 มิลลิโมลาร ์

เตรียมสารละลายกลูโคสความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ ปริมาตร 25 มิลลิลิตร โดยชั่งกลูโคสให้ ทราบ

น้ าหนักแน่นอนใกล้เคียง 2.252 กรัม ละลายด้วยน้ าปราศจากไอออน 

เตรียมสารละลายกลูโคสความเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 25 มิลลิลิตร โดยการปิเปตจาก

สารละลายกลูโคสความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร แล้วปรับปริมาตรด้วยน้ าปรา ศจาก
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ไอออน จากนั้นเตรียมสารละลายกลูโคสความเข้มข้น 0.5, 1.0 และ 1.5 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

จากการเจือจางสารละลายกลูโคสความเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ ด้วยน้ าปราศจากไอออน 

 

3.3.7  สารละลายบัฟเฟอรข์องโซเดียมแอซเีทต-กรดแอซตีิก ความเข้มข้น 1 โมลาร ์pH 5.1 

เตรียมสารละลายโซเดียมแอซีเทต ความเข้มข้น 1 โมลาร์ โดยชั่งโซเดียมแอซีเทต ประมาณ 8.2 

กรัม ละลายด้วยน้ าปราศจากไอออน แล้วปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร  

เตรียมสารละลายกรดแอซีติกความเข้มข้น 1 โมลาร์ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร จากการเจือจางกรด

แอซีติกเข้มข้น 100 เปอร์เซ็นต์ 

จากนั้นเตรียมสารละลายบัฟเฟอร์ของโซเดียมแอซีเทต-กรดแอซีติก ความเข้มข้น 1 โมลาร์ 

ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ที่ pH 5.1 จากการผสมสารละลายโซเดียมแอซีเทต ความเข้มข้น 1 โมลาร์ 

ปริมาตร 74.5 มิลลิลิตร เข้ากับสารละลายกรดแอซีติก ความเข้มข้น 1 โมลาร์ ปริมาตร 25.5 มิลลิลิตร  

 

3.3.8  สารละลายกลโูคสออกซเิดส 

ชั่งกลูโคสออกซิเดส 15.0 มิลลิกรัม ละลายด้วยน้ าปราศจากไอออน ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  

 

 

3.4 ขั้นตอนการทดลอง 

3.4.1  การ เตรยีมกระดาษเคอรค์มูิน 

1. ตัดกระดาษกรอง โดยใช้ที่เจาะกระดาษรูปวงกลม 

2. ใช้ไมโครปิเปตขนาด 10 ไมโครลิตร หยดสารละลายเคอร์คูมินแต่ละความเข้มข้น (3, 5 และ 7 

มิลลิโมลาร์) ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ลงบนกระดาษกรองที่ตัดเตรียมไว้แล้ว 

3. รอประมาณ 5-10 นาที เพ่ือให้กระดาษทีห่ยดด้วยสารละลายเคอร์คูมินแห้งพอดี จากนั้นบรรจุ

ลงถุงซิปพลาสติกเก็บไว้พร้อมใช้งาน 
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3.4.2  การ ใชก้ระดาษเคอรค์มูินในการวเิคราะหส์ารละลายไฮโดรเจนเพอรอ์อกไซด์ 

 

3.4.2.1 การศกึษาการเปลีย่นสขีองกระดาษเคอรค์มูิน 

1. ปิเปตสารละลายไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ความเข้มข้น 3 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

สารละลายไอออน Fe2+  ความเข้มข้น 3 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และสารละลาย

ไอออน Fe3+ ความเข้มข้น 3 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในแต่ละหลุมของถา ดหลุม

ทดสอบ 

2. จุ่มกระดาษทดสอบที่เตรียมจากเคอร์คูมินความเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ ลงในแต่ละหลุมของถาด

หลุมทดสอบ สังเกตการเปลี่ยนแปลงสีของกระดาษเคอร์คูมิน ที่เวลา 3 นาที 

 

3.4.2.2 การศกึษาผลของความเข้มข้นของเคอรค์มูินในการเตรยีมกระดาษทดสอบ  

1. ปิเปตสารละลายไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ความเข้มข้น 0.5 , 1.0 , 1.5 และ 2.0 มิลลิโมลาร์ 

ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงในแต่ละหลุมของถาดหลุมทดสอบ 

2. เติมสารละลายไอออน Fe2+ ความเข้มข้น 1.5 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ลงผสมกับ

สารละลายไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์แต่ละความเข้มข้น เขย่าให้เกิดปฏิกิริยา 

3. จุ่มกระดาษทดสอบที่เตรียมจากเคอร์คูมินความเข้มข้น 3 มิลลิโมลาร์ ลงไปในสารละลายผสม

ระหว่างสารละลายไอออน Fe2+ กับสารละลายไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์แต่ละความเข้มข้น แช่ไว้

เป็นเวลา 3 นาที 

4. น ากระดาษเคอร์คูมินขึ้นมาซับน้ าด้วยกระดาษทิชชู สังเกตความเข้มสีของกระดาษเคอร์คู มินใน

แต่ละความเข้มข้นของสารละลายไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ และถ่ายรูปกระดาษ  เคอร์คูมินใน

กล่องควบคุมแสงโดยใช้แสงแฟลชจากกล้องโทรศัพท์ โดยควบคุมระยะห่างระหว่างกระ ดาษ

และกล้องโทรศัพท์ให้คงที่เสมอ 

5. ท าซ้ า แต่เปลี่ยนเป็นใช้กระดาษทดสอบที่เตรียมจากเคอร์คูมินความเข้มข้น 5 และ 7 มิลลิโม

ลาร์ ตามล าดับ   

 

3.4.2.3 การศ ึกษาผลของความเข้มข้นของสารละลายไอออน Fe2+ ต่อความเข้มสีของกระดาษ

เคอร ์ค ูมิน 

1. ปิเปตสารละลายไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ความเข้มข้น 0.5, 1.0, 1.5 และ 2.0 มิลลิโมลาร์  

ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงในแต่ละหลุมของถาดหลุมทดสอบ 
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2. เติมสารละลายไอออน Fe2+ ความเข้มข้น 1.5 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ลงใน

สารละลายไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์แต่ละความเข้มข้น และเขย่าให้เกิดปฏิกิริยา 

3. จุ่มกระดาษทดสอบทีเ่ตรียมจากเคอร์คูมินความเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ ลงไปในสารละลายผสม

ระหว่างสารละลายไอออน Fe2+ กับสารละลายไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์แต่ละความเข้มข้น เป็น

เวลา 3 นาที  

4. น ากระดาษเคอร์คูมินขึ้นมาซับน้ าด้วยกระดาษทิชชู สังเกตความเข้มสีของกระดาษเคอร์คู มินที่

ใช้ทดสอบสารละลายไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์แต่ละความเข้มข้น และถ่ายรูปกระดาษเคอร์คูมิน

ในกล่องควบคุมแสงโดยใช้แสงแฟลชจากกล้องโทรศัพท์ 

5. ท าการทดลองซ้ าโดยเปลี่ยนความเข้มข้นของสารละลายไอออน Fe2+ จาก 1.5 มิลลิโมลาร์ เป็น 

0.6, 3.0 และ 4.5 มิลลิโมลาร์ ตามล าดับ  

 

3.4.2.4 การศ ึกษาผลของเวลาที่ใช ้ในการ เปลี่ยนแปลงความเข้มสีของกระดาษเคอร ์ค ูมิน  

1. ปิเปตสารละลายไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ความเข้มข้น  0.5, 1.0, 1.5 และ 2.0 มิลลิโมลาร์

ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงในแต่ละหลุมของถาดหลุมทดสอบ 

2. เติมสารละลายไอออน Fe2+ ความเข้มข้น 1.5 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ลงใน

สารละลายไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์แต่ละความเข้มข้น และเขย่าให้เกิดปฏิกิริยา 

3. จุ่มกระดาษทดสอบที่เตรียมจากเคอร์คูมินความเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ ลงในสารละลา ยผสม

ระหว่างสารละลายไอออน Fe2+ กับสารละลายไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์แต่ละความเข้มข้น เป็น

เวลา 3 นาที 

4. น ากระดาษเคอร์คูมินขึ้นมาซับน้ าด้วยกระดาษทิชชู สังเกตการเปลี่ยนแปลงสีของกระดาษเคอร์

คูมินในแต่ละความเข้มข้นของสารละลายไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ และถ่ายรูปกระดาษเคอร์

คูมินในกล่องควบคุมแสงโดยใช้แสงแฟลชจากกล้องโทรศัพท์  

5. ท าซ้ า โดยเปลี่ยนเวลาในการจุ่มกระดาษเคอร์คูมินจาก 3 นาที เป็น 2 นาที  

 

3.4.2.5 การทดสอบความสามารถในการท าซ ้ าของการใชก้ระดาษเคอรค์มูินทดสอบสารละลาย

ไฮโดรเจนเพอรอ์อกไซด ์

1. ปิเปตสารละลายไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ความเข้มข้น 0.5, 1.0, 1.5, และ 2.0 มิลลิโมลาร์

ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงในแต่ละหลุมของถาดหลุมทดสอบ 

2. เติมสารละลายไอออน Fe2+ ความเข้มข้น 1.5 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ลงใน

สารละลายไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์แต่ละความเข้มข้น และเขย่าให้เกิดปฏิกิริยา 
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3. จุ่มกระดาษทดสอบทีเ่ตรียมจากเคอร์คูมินความเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ ลงไปในสารละลายผสม

ระหว่างสารละลายไอออน Fe2+ กับสารละลายไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์แต่ละความเข้มข้น เป็น

เวลา 2 นาที  

4. น ากระดาษเคอร์คูมินขึ้นมาซับน้ า ด้วยกระดาษทิชชู สังเกตสีของกระดาษเคอร์คูมินในแ ต่ละ

ความเข้มข้นของสารละลายไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ และถ่ายรูปกระดาษ เคอร์คูมินในกล่ อง

ควบคุมแสงโดยใช้แสงแฟลชจากกล้องโทรศัพท์  

5. ท าการทดลองซ้ าอีก 2 ครั้ง 

 

3.4.2.6 สร ้างกราฟมาตรฐานของการวเิคราะหไ์ฮโดรเจนเพอรอ์อกไซด์จากการเปลี่ยนแปลงความ

เข้มสีของกระดาษเคอรค์มูิน 

น าภาพถ่ายของกระดาษเคอร์คูมินที่ได้จากการวิเคราะห์สารละลายไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ความ

เข้มข้นต่างๆ  ไปหาความเข้มสี โดยเปลี่ยนโหมดสีของภาพเป็นโหมดภาพสีเทาด้วยโปรแกรม ImageJ แล้ว

หาค่าความเข้มสีเทาเฉลี่ย (mean gray value) ของกระดาษทดสอบแต่ละชุด สร้างกราฟความสั มพันธ์

ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์และค่าความเข้มสีเทาเฉลี่ย ซ่ึงเป็นกราฟ

มาตรฐาน (calibration curve) เพ่ือใช้ในการวิเคราะห์ปริมาณ การหาค่าความเข้มสีเทาด้วยโปรแกรม 

ImageJ ท าตามขั้นตอนได้ดังนี้ 

1. เปิดโปรแกรม ImageJ           กด Open เลือกภาพที่ต้องการ 

รูปที่ 3.1 ขั้นตอนที่ 1 การเปลี่ยนภาพในโหมดสี RGB เป็นโหมดระดับสีเทา 
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2. จากนั้น กด Image          เลือก Type          เลือก 8-bit 

 

รูปที่ 3.2 ขั้นตอนที่ 2 การเปลี่ยนภาพในโหมดสี RGB เป็นโหมดระดับสีเทา 

 

3. ภาพจะเปลี่ยนจากโหมดสี RGB เป็นโหมดระดับสีเทา 

 
 

รูปที่ 3.3 ผลลัพธ์ของการเปลี่ยนภาพในโหมดสี RGB เป็นโหมดระดับสีเทา 
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4. กดที่รูปวงกลมของโปรแกรม แล้วเลือกพ้ืนที่ของแผ่นกระดาษทดสอบ 

 
 

รูปที่ 3.4 การเลือกพ้ืนที่ของแผ่นกระดาษทดสอบ 

 

 

5. กด ctrl + M เพ่ือหาค่าความเข้มสีเทา 

 
 

รูปที่ 3.5 การหาค่าความเข้มสีเทา 
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3.4.3  การ ใชก้ระดาษเคอรค์มูินในการวเิคราะหส์ารละลายมาตรฐานกลโูคส 

 

3.4.3.1 การศ ึกษาผลของปรมิาตรสารละลายผสมของกลโูคสตอ่การเปลี่ยนสขีองกระดาษเคอรค์ ู

มิน 

1. ปิเปตสารละลายมาตรฐานกลูโคส ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ลงในขวดทดสอบ เติมสารละลาย

บัฟเฟอร์ของโซเดียมแอซีเทต-กรดแอซีติก ปริมาตร 400 ไมโครลิตร และกลูโคสออก ซิเดส 

ปริมาตร 40 ไมโครลิตร ตามล าดับ จากนั้นผสมและทิ้งให้เกิดปฏิกิริยาระหว่างกลูโคสออกซิ เดส

และกลูโคสเป็นเวลา 15 นาที 

2. ปิเปตสารละลายผสมในขั้นตอนที่ 1 ปริมาตร 50, 250, 500 และ 1000 ไมโครลิตร ลงในแต่ละ

หลุมทดสอบ แล้วเติมสารละลายไอออน Fe2+ ความเข้มข้น 6 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

ลงไปในแต่ละหลุมทดสอบ และเขย่าให้เกิดปฏิกิริยา 

3. จุ่มกระดาษทดสอบทีเ่ตรียมจากเคอร์คูมินความเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ ลงในสารละลายผสมเป็น

เวลา 2 นาที จากนั้นน ากระดาษเคอร์คูมินขึ้นมาซับน้ า ด้วยกระดาษทิชชู สังเกตและถ่า ยรูป

กระดาษเคอร์คูมินในกล่องควบคุมแสงโดยใช้แสงแฟลชจากกล้องโทรศัพท์ 

 

3.4.3.2 การทดสอบความสามารถในการท าซ ้ าของการใชก้ระดาษเคอรค์มูินในการทดสอบ

สารละลายมาตรฐานกลโูคส 

1. ปิเปตสารละลายมาตรฐานกลูโคสความเข้มข้น 0.5, 1.0 และ 1.5 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 500 

ไมโครลิตร ลงในแต่ละขวดทดสอบ เติมสารละลายบัฟเฟอร์โซเดียมแอซิเทต-กรดแอซีติก 

ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และกลูโคสออกซิเดส ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ตามล าดับ ลงในแต่ละ

ขวดทดสอบ ผสมให้เข้ากัน 

2. ปล่อยให้เกิดปฏิกิริยาระหว่างกลูโคสออกซิเดส และกลูโคส เป็นเวลา 15 นาที 

3. ปิเปตสารละลายผสมจากแต่ละขวดทดสอบ ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ลงในถาดหลุมทดสอบ 

แล้วเติมสารละลายไอออน Fe2+ ความเข้มข้น 6 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร  1 มิลลิลิตร เขย่าให้

เกิดปฏิกิริยา จากนั้นจุ่มกระดาษเคอร์คูมินลงในสารละลายผสม เป็นเวลา 2 นาที  

4. น ากระดาษเคอร์คูมินขึ้นมาซับน้ า ด้วยกระดาษทิชชู สังเกตและถ่ายรูปกระดาษเคอร์คู มินใน

กล่องควบคุมแสงโดยใช้แสงแฟลชจากกล้องโทรศัพท์ 

5. ท าการทดลองซ้ าอีก 2 ครั้ง  
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3.4.3.3 สร ้างกราฟมาตรฐานของการวเิคราะหก์ลโูคสจากความเข้มสีของกระดาษเคอรค์มูิน 

น าภาพถ่ายกระดาษเคอร์คูมินที่ได้จากการวิเคราะห์สารละลายกลูโคสความเข้มข้นต่างๆ  ไปหา

ความเข้มสี โดยเปลี่ยนโหมดสีของภาพเป็นโหมดภาพสีเทาด้วยโปรแกรม ImageJ แล้วหาค่าความเข้มสีเทา

เฉลี่ย (mean gray value) ของกระดาษทดสอบแต่ละชุด สร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่างความเข้ มข้น

ของสารละลายกลูโคสและค่าความเข้มสีเทาเฉลี่ย ซ่ึงเป็นกราฟมาตรฐาน (calibration curve) เพ่ือใช้ใน

การวิเคราะห์ปริมาณกลูโคส  

 

3.4.4  การ ใชก้ระดาษเคอรค์มูินในการทดสอบกลโูคสในตวัอยา่งปัสสาวะ 

การทดสอบหากลูโคสในตัวอย่างปัสสาวะจะใช้วิธีการทดสอบแบบเดียว กันกับการใช้กระดาษเคอร์

คูมินทดสอบสารละลายมาตรฐานกลูโคส โดยใช้อัตราส่วนปริมาตรตัวอย่างปัสสาวะ : สารละลายบัฟเฟอร์

โซเดียมแอซีเทต-กรดแอซีติก : กลูโคสออกซิเดส เท่ากับ 50  : 10  : 1 โดยในการทดลองนี้ใช้ ตัวอย่าง

ปัสสาวะ ปริมาตร 500 ไมโครลิตร สารละลายบัฟเฟอร์โซเดียมแอซีเทต-กรดแอซีติก ปริมาตร 100 

ไมโครลิตร และกลูโคสออกซิเดส ปริมาตร 10 ไมโครลิตร 

 

3.4.4.1 การศกึษาผลของเมทรกิซข์องตัวอย่างปสัสาวะตอ่การเปลี่ยนสีของกระดาษเคอรค์มูิน 

1. เตรียมตัวอย่างปัสสาวะ ปริมาตร 5 มิลลิลิตร และตัวอย่างปัสสาวะ ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ทีเ่ติม

สารละลายมาตรฐานกลูโคส ( spiked sample) ความเข้มข้น 0.2 โมลาร์ ปริมาตร 50 

ไมโครลิตร 

2. ท าการทดสอบตามล าดับที่ 1 ถึง 5 ดังตารางที่ 3.3 โดย 

การทดสอบที่ 1 เติมตัวอย่างปัสสาวะที่ไม่ได้เติมสารละลายมาตรฐานกลูโคสแทนตัวอย่าง

ปัสสาวะที่เติมสารละลายมาตรฐานกลูโคส 

การทดสอบที่ 3 เติมน้ าปราศจากไอออน 10 ไมโครลิตร แทนกลูโคสออกซิเดส 

การทดสอบที่ 4  เติมกรดไฮโดรคลอริกความเข้มข้น 0.1 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

แทนสารละลายไอออน Fe2+ 

การทดสอบที่ 5 เติมน้ าปราศจากไอออน 10 ไมโครลิตร แทนกลูโคสออกซิเดส เติมกรด

ไฮโดรคลอริก ความเข้มข้น 0.1 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร แทนสารละลาย Fe2+ 
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ตารางที่ 3.3 การทดสอบการเปลี่ยนสีของกระดาษเคอร์คูมินกับเมทริกซ์ของตัวอย่างปัสสาวะ 

หมายเหตุ: * สารละลายบัฟเฟอร์ของโซเดียมแอซีเทต-กรดแอซีติก 

3. จุ่มกระดาษเคอร์คูมินลงในสารละลายผสมแต่ละการทดสอบเป็นเวลา 2 นาที น ากระดาษเคอร์

คูมินขึ้นมาซับน้ าด้วยกระดาษทิชชู สังเกตและถ่ายรูปกระดาษเคอร์คูมินในกล่องควบคุมแสงโดย

ใช้แสงแฟลชจากกล้องโทรศัพท์ 

 

3.4.4.2 การศ ึกษาความแม่นของการหาปร ิมาณกลูโคสในตัวอย่างปัสสาวะ 

1. เตรียมตัวอย่างปัสสาวะ ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ที่เติมด้วยสารละลายมาตรฐานกลูโคส ความ

เข้มข้น 0.05 และ 0.1 โมลาร์ ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ตามล าดับ 

2. ปิเปตปริมาตร 500 ไมโครลิตร ของปัสสาวะตัวอย่างที่ไม่ได้เติมสารละลายมาตรฐานกลูโ คส 

ปัสสาวะตัวอย่างที่เติมสารละลายมาตรฐานกลูโคสให้มีความเข้มข้น 0.5 และ 1.0 มิลลิโมลาร์ 

ลงในขวดทดสอบ ตามล าดับ เติมสารละลายบัฟเฟอร์ของโซเดียมแอซีเทต-กรดแอซีติก 100 

ไมโครลิตร และกลูโคสออกซิเดส 10 ไมโครลิตร ลงไปในแต่ละขวดทดสอบ เขย่าให้สารผสมเข้า

กันและต้ังทิ้งไว้ให้เกิดปฏิกิริยาเป็นเวลา 15 นาที 

3. ปิเปตสารละลายผสมแต่ละขวดทดสอบปริมาตร 500 ไมโครลิตร ลงในถาดหลุมทดสอบ เติม

สารละลายไอออน Fe2+ ความเข้มข้น 6 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขย่าให้เกิดปฏิกิริยา 

และจุ่มกระดาษเคอร์คูมินลงในสารละลายผสมเป็นเวลา 2 นาที  

4. น ากระดาษเคอร์คูมินขึ้นมาซับน้ า ด้วยกระดาษทิชชู สังเกตและถ่ายรูปกระดาษเคอร์คู มินใน

กล่องควบคุมแสงโดยใช้แสงแฟลชจากกล้องโทรศัพท์ 

5. ท าการทดลองซ้ าอีก 2 ครั้ง  

การ
ทดสอบที่ 

ปัสสาวะที่เติม
กลูโคส 

500 ไมโครลิตร  

บัฟเฟอร ์* 
100 ไมโครลติร 

กลูโคสออกซ ิเดส 
10 ไมโครลิตร  

หล
ัง 1

5 
นา

ที 
ปิเ

ปต
สา

รล
ะล

าย
ผส

ม 
50

0 

ไม
โค

รลิ
ตร

 

 

สารละลาย 
Fe2+  

1 มิลลิลิตร  

1 - เติม เติม เติม 

2 เติม เติม เติม เติม 

3 เติม เติม - เติม 

4 เติม เติม เติม - 

5 เติม เติม - - 
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6. น าภาพถ่ายทีไ่ด้ไปหาความเข้มสีในโหมดภาพสีเทาด้วยโปรแกรม ImageJ แล้วน าค่าที่วัดได้ไป

หาค่าความเข้มสีเทาเฉลี่ย และค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

7. ค านวณหาความเข้มข้นของกลูโคสในตัวอย่างปัสสาวะ และการค านวณหาเปอร์เซ็นต์การคืน

กลับ (%recovery) ของการตรวจวัดกลูโคสในตัวอย่างปัสสาวะ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

บทที่ 4 

ผลและอภ ิปรายผลการทดลอง 

 

งานวิจัยนี้พัฒนาการตรวจหาปริมาณกลูโคสในปัสสาวะโดยใช้การเปลี่ยนสีของกระดาษเคอร์คูมินซ่ึง

อาศัยขั้นตอนการเกิดปฏิกิริยาตามล าดับ ดังนี้ 

ปฏิกิริยาขั้นที่ 1 การใช้กลูโคสออกซิเดสท าปฏิกิริยากับกลูโคสได้ผลิตภัณฑ์คือ กรดกลูโคนิกและ

ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์20  ดังสมการที่ (1) 

            (1) 

 

ปฏิกิริยาขั้นที่ 2 การเติมสารละลาย Fe2+ ลงในขั้นที่ 1 เพ่ือให้ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ที่เกิดขึ้นใน

ปฏิกิริยาขั้นที่ 1 ออกซิไดส์ไอออน Fe2+ ที่เติมลงไปให้เปลี่ยนเป็นไอออน Fe3+ ซ่ึงปฏิกิริยานี้เรียกว่า ปฏิกิริยา

เฟนตัน (Fenton’s reaction) โดยในขั้นนี้ควบคุมให้สารละลายมี pH 1-2 เพ่ือไม่ให้ไอออน Fe3+ เกิดการ

ตกตะกอนเป็นไฮดรอกไซด์ 

2H+ (aq) + H2O2 (aq) + 2Fe2+ (aq) → 2Fe3+ (aq) + 2H2O (l)   (2) 
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ปฏิกิริยาขั้นที่ 3 ไอออน Fe3+ เกิดสารประกอบเชิงซ้อนกับเคอร์คูมิน ได้สารประกอบสีน้ าตาล ท าให้

กระดาษเคอร์คูมินเปลี่ยนสีจากสีเหลืองของเคอร์คูมินเป็นสีน้ าตาลของสารประกอบเชิงซ้อน46 โดยโครงสร้าง

ของสารประกอบเชิงซ้อนของเคอร์คูมินและไอออน Fe3+ ที่เป็นไปได้ แสดงดังรูปที่ 4.2 

 

     
 

 

 

 

 

 

 
 

     หรือ     

 

 

รูปที่ 4.1 ปฏิกิริยาการเกิดสารประกอบเชิงซ้อนของเคอร์คูมินและไอออน Fe3+ 

 

Fe3+ 
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ความเข้มของสีน้ าตาลบนกระดาษเคอร์คูมินสัมพันธ์กับปริมาณไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ทีอ่อก ซิไดส์

ไอออน Fe2+ ให้เปลี่ยนเป็นไอออน Fe3+ ที่ เกิดสารประกอบเชิงซ้อนกับเคอร์คูมิน  โดยเม่ือมีปริมา ณ

ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์มาก เกิดสารประกอบเชิงซ้อนมากและท าให้สีน้ าตาลบนกระดาษเคอร์คูมินเข้มมากขึ้น

ด้วย จากความสัมพันธ์ข้างต้นนี้ท าให้สามารถประยุกต์ใช้กระดาษเคอร์คูมินในการหาความเข้มข้นของกลูโ คส

ได้ เนื่องจากไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ในปฏิกิริยาขั้นที่ 2 เป็นผลิตภัณฑ์ที่ได้จากปฏิกิริยาระหว่างกลูโคสและ

กลูโคสออกซิเดส  

 

4.1 การ ใช ้กร ะดาษเคอร ์ค ูมินในการวิเคร าะห์สารละลายไฮโดร เจนเพอร ์ออกไซด์ 

การทดลองส่วนนี้เป็นการทดลองที่เก่ียวข้องกับปฏิกิริยาขั้นที่ 2 และ 3 โดยศึกษาการใช้กระ ดาษ 

เคอร์คูมิน ทดสอบสารละลายไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์โดยตรงเพ่ือดูการเปลี่ยนสีของกระดาษเคอร์คูมินและหา

ภาวะที่เหมาะสมในการท าให้กระดาษเคอร์คูมินเปลี่ยนสี 

 

4.1.1 การศ ึกษาการ เปลี่ยนสีของกระดาษเคอร ์ค ูมิน  

การศึกษาการเปลี่ยนสีของกระดาษเคอร์คูมินเม่ือจุ่มในสารละลายที่เก่ียวข้องในปฏิกิริยาขั้นที่ 2 และ 

3 ได้แก่สารละลายไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ สารละลาย Fe2+ และสารละลาย Fe3+ เพ่ือตรวจสอบการเปลี่ยนสี

ของกระดาษเคอร์คูมินว่าเกิดจากสารประกอบเชิงซ้อนระหว่างเคอร์คูมินและไอออน Fe3+ เพียงอย่างเ ดียว 

โดยจุ่มกระดาษเคอร์คูมินในสารละลายชนิดต่างๆ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เป็นเวลา 3 นาที และสังเกตสีของ

กระดาษเคอร์คูมินที่ได้ ดังแสดงในตารางที่ 4.1 

ตารางที่ 4.1 สีของกระดาษเคอร์คูมินเม่ือทดสอบกับสารละลายที่เก่ียวข้อง 

การทดสอบ สขีองกระดาษเคอรค์มูนิ 

กระดาษเคอร์คูมิน + สารละลาย H2O2  
 

กระดาษเคอร์คูมิน + สารละลาย Fe2+
 

 
กระดาษเคอร์คูมิน + สารละลาย Fe3+ 

 
 

ผลกา รทดลองจ ากตาร างที่  4.1 ท า ให้ ทร า บว่า กระดา ษเคอร์ คู มิน เ ม่ืออยู่ ใ นสา รละลาย

ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์และสารละลาย Fe2+ จะไม่เกิดการเปลี่ยนสีไปจากสีด้ังเดิม แต่เม่ืออยู่ในสารละลาย 
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Fe3+ จะเกิดการเปลี่ยนสีจากสีเหลืองไปเป็นสีน้ าตาล แสดงให้เห็นว่า เฉพาะสารละลาย Fe3+ เท่านั้นที่ส่งผล

ต่อการเปลี่ยนสีของกระดาษเคอร์คูมิน เนื่องมาจากการเกิดสารประกอบเชิงซ้อนของ Fe3+ และเคอร์คูมิน 

 

4.1.2 การศกึษาผลของความเข้มข้นของเคอรค์มูินในการเตรยีมกระดาษทดสอบ 

ในการศึกษานี้ เป็นการทดลองเพ่ือหาความเข้มข้นของเคอร์คูมินทีเ่หมาะสมในการเตรียมกระ ดาษ

กรองส าหรับใช้เป็นแผ่นกระดาษทดสอบส าหรับตรวจหาปริมาณกลูโคส โดยเลือกศึกษาความเข้มข้ นของ

สารละลายเคอร์คูมินที่ 3, 5 และ 7 มิลลิโมลาร์ โดยใช้สารละลายเคอร์คูมินแต่ละความเข้มข้น ปริมาตร 5 

ไมโครลิตร หยดลงบนกระดาษกรองเพ่ือใช้เป็นแผ่นกระดาษทดสอบ และน าไปทดสอบกับสารละลาย

ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ที่ มีความเข้มข้น ต้ังแต่ 0 ถึง 2.0 มิลลิโมลาร์ เนื่องจากเป็นช่วงความเข้มข้นของ

ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ที่ควรจะได้จากกลูโคสที่มีความเข้มข้นในช่วงที่ครอบคลุมการตรวจวัดกลูโคสใน

ปัสสาวะของคนปกติ คนที่มีโอกาสเสี่ยงเป็นโรคเบาหวาน และคนที่เป็นโรคเบาหวาน18,19 ท าการศึกษาโดยจุ่ม

กระดาษเคอร์คูมินในสารละลายผสมระหว่างสารละลายไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์แต่ละความเข้มข้น ปริมาตร 

50 ไมโครลิตร กับสารละลาย Fe2+ ความเข้มข้น 1.5 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร โดยจุ่มเป็นเวลา 3 

นาที และสังเกตสีของกระดาษเคอร์คูมินที่ได้ ดังแสดงในตารางที่ 4.2 

ตารางที่ 4.2 สีของกระดาษทดสอบที่เตรียมจากเคอร์คูมินความเข้มข้น 3, 5 และ 7 มิลลิโม

ลาร์ 

ความเข้มข้นของเคอร ์
ค ูมินที่ใช ้เตร ียม
กระดาษทดสอบ 

(มิลลิโมลาร ์) 

ความเข้มข้นของ H2O2 (มิลลิโมลาร ์) 

Blank 0.5 1.0 1.5 2.0 

3 
     

5 
     

7 
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จากผลการทดลองในตารางที่ 4.2 จะเห็นว่าสีของกระดาษเคอร์คูมินมีแนวโน้มเปลี่ยนจากสีเหลือ งเป็น

สีน้ าตาลเข้มมากขึ้นตามความเข้มข้นของสารละลายไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ทีเ่พ่ิมขึ้น โดยกระดาษทดสอบที่

เตรียมจากเคอร์คูมินความเข้มข้น 3 มิลลิโมลาร์ ความเข้มสีของกระดาษเคอร์คูมินไม่แตกต่างกันมาก เม่ือ

ทดสอบกับสารละลายไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ความเข้มข้น 1.0, 1.5 และ 2.0 มิลลิโมลาร์ เนื่องจากกระดาษ

ทดสอบที่เตรียมจากเคอร์คูมินความเข้มข้น 3 มิลลิโมลาร์ ยังคงมีปริมาณเคอร์คูมินบนกระดาษทดส อบใน

ปริมาณที่น้อย ท าให้มีเคอร์คูมินส าหรับเกิดสารประกอบเชิงซ้อนกับไอออน Fe3+ ได้จ ากัดถึงแม้จะมีไอออน

Fe3+ เกิดขึ้นปริมาณมากก็ตาม ส่วนกระดาษทดสอบที่เตรียมจากเคอร์คูมินความเข้มข้น 5 และ7 มิลลิโมลาร์

จะสังเกตเห็นความแตกต่างของสีกระดาษเคอร์คูมิน เม่ือความเข้มข้นของสารละลายไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์

เพ่ิมสูงขึ้นได้ชัดเจนกว่าการใช้กระดาษทดสอบที่เตรียมจากเคอร์คูมินความเข้มข้น 3 มิลลิโมลาร์ อาจเป็นผลมา

จากเม่ือความเข้มข้นของเคอร์คูมินเพ่ิมขึ้น ท าให้ปริมาณของเคอร์คูมินบนกระดาษทดสอบเพ่ิมมากขึ้นตา มไป

ด้วย จึงเกิดสารประกอบเชิงซ้อนกับไอออน Fe3+ ได้มากขึ้น ท าให้เห็นความแตกต่างของสีกระดาษเคอร์คู มิน

ชัดเจนขึ้น เม่ือความเข้มข้นของสารละลายไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์เพ่ิมสูงขึ้น  

จากการศึกษา พบว่าความเข้มข้นของเคอร์คูมินบนกระดาษทดสอบที่ให้ผลชัดเจนคือ 5 และ 7 มิลลิ

โมลาร์ ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงสนใจที่จะน ากระดาษทดสอบที่เตรียมจากเคอร์คูมินความเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ ไปใช้

ในการศึกษาขั้นต่อไป  

 

4.1.3 การศกึษาผลของความเข้มข้นสารละลายไอออน Fe2+ ต่อความเข้มสีของกระดาษเคอรค์มูิน 

เนื่ อ งจ า ก ในปฏิ กิ ริ ย า ขั้ น ที่  2 นั้ น  ใช้ ไ อออน  Fe2+ เป็ น รี เอ เจน ต์ ในกา รท า ปฏิ กิ ริ ย ากับ

ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ โดย Fe2+ จะออกซิไดส์เป็นไอออน Fe3+ ตามปริมาณของไฮโดรเจนเพอร์ออกไซ ด์ที่

เกิดขึ้นในปฏิกิริยาขั้นที่ 1 ซ่ึงจ าเป็นต้องมีปริมาณไอออน Fe2+  เพียงพอส าหรับการเกิดปฏิกิริยาหรือมาก เกิน

พอ จึงท าการศึกษาความเข้มข้นของสารละลาย Fe2+ ที ่0.6, 1.5, 3.0 และ 4.5 มิลลิโมลาร์ โดยจุ่มกระดาษ

เคอร์คูมินลงในสารละลายผสมของสารละลายไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ปริมาตร 50 ไมโครลิตร และสารละลาย 

Fe2+ ความเข้มข้นต่างๆ ปริมาตร 500 ไมโครลิตร เป็นเวลา 3 นาที และสังเกตสีของกระดาษเคอร์คูมินที่ได้ ดัง

แสดงในตารางที่ 4.3 
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ตารางที่ 4.3 สีของกระดาษเคอร์คูมินในการทดสอบสารละลายไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ที่ท า

ปฏิกิริยากับสารละลาย Fe2+ ความเข้มข้นต่างกัน 

ความเข้มข้นของ
สารละลาย Fe2+ 

(มิลลิโมลาร ์) 

ความเข้มข้นของ H2O2 (มิลลิโมลาร ์) 

Blank 0.5 1.0 1.5 2.0 

0.6 
     

1.5 
     

3.0 
     

4.5 
     

 

ผลการทดลองจากตารางที่ 4.3 ท าให้ทราบว่าในช่วงความเข้มข้นของสารละลาย Fe2+ ที่ศึกษา ให้

กระดาษเคอร์คูมินที่มีความเข้มสีไม่แตกต่างกันในแต่ละความเข้มข้นของไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ แสดงให้เห็น

ว่า ความเข้มข้นของสารละลาย Fe2+ ในช่วงดังกล่าวเหมาะสมส าหรับการเกิดปฏิกิริยา รวมทั้ง Fe2+ ที่มากเกิน

พอไม่มีผลรบกวนต่อความเข้มสีของกระดาษเคอร์คูมินอาจเนื่องจากในภาวะที่ศึกษา Fe2+ ไม่เกิดสารประกอบ

เชิงซ้อนที่มีสีกับเคอร์คูมิน ดังนั้นบางส่วนของ Fe2+ ทีไ่ม่ได้ถูกออกซิไดส์เป็นไอออน Fe3+  จึงไม่รบกวนสีของ

กระดาษทดสอบ จึงเลือกใชค้วามเข้มข้นของสารละลาย Fe2+ ที่ 1.5 มิลลิโมลาร์ ในการศึกษาขั้นต่อไป 

 

 

4.1.4 การศกึษาผลของเวลาทีใ่ชใ้นการเปลีย่นแปลงความเข้มสขีองกระดาษเคอรค์มูิน 

ท าการศึกษาเวลาที่ใช้ในการเปลี่ยนสีของกระดาษเคอร์คูมิน เพ่ือหาเวลาที่เหมาะสมส าหรับสัง เกตสี

ของกระดาษทดสอบ โดยจุ่มกระดาษเคอร์คูมินในสารละลายผสมระหว่างสารละลายไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์

ปริมาตร 50 ไมโครลิตร และสารละลาย Fe2+ ความเข้มข้น 1.5 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร เป็นเวลา 2 

และ 3 นาที เพ่ือความรวดเร็วในการวิเคราะห์ และสังเกตสีของกระดาษทดสอบที่ได้ ดังแสดงในตารางที่ 4.4 
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ตารางที่ 4.4 สีของกระดาษทดสอบเม่ือใช้เวลาในการเปลี่ยนสีต่างกัน  

ความเข้มข้นของ H2O2 
(มิลลิโมลาร ์) 

เวลาการทดสอบ 

2 นาที 3 นาที 

Blank 
  

0.5 
  

1.0 
  

1.5 
  

2 
  

 

ผลการทดลองจากตารางที่ 4.4 แสดงให้เห็นว่า กระดาษเคอร์คูมินมีความเข้มสีมากขึ้นตามความ

เข้มข้นของสารละลายไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ที่เพ่ิมขึ้น โดยเม่ือเทียบเวลาที่ใช้ในการทดลองที่ 2 และ3 นาที 

จะเห็นว่าความเข้มสีของกระดาษเคอร์คูมินในแต่ละความเข้มข้นของไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์นั้นคล้ายคลึ งกัน 

ดังนั้น จึงเลือกเวลาที่ใช้ในการทดสอบเป็นเวลา 2 นาที ส าหรับดูการเปลี่ยนสีของกระดาษเคอร์คูมิน เพ่ือลด

ระยะเวลาในการตรวจวัดกลูโคส 

 

4.1.5 การทดสอบความสามารถในการท าซ ้ าของการใชก้ระดาษเคอรค์มูินทดสอบสารละลาย

ไฮโดรเจนเพอรอ์อกไซด ์

ทดสอบความสามารถในการท าซ้ าของการใช้กระดาษทดสอบ โดยสังเกตความเข้มสีของกระดาษเคอร์

คูมิน เพ่ือดูความเที่ยงในการทดสอบไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์แต่ละความความเข้มข้น โดยจุ่มกระดาษเคอร์

คูมินในสารละลายผสมของสารละลายไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์กับสารละลาย Fe2+ เป็นเวลา 2 นาที และ

สังเกตสีของกระดาษเคอร์คูมินที่ได้ ดังแสดงในตารางที่ 4.5 
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ตารางที่ 4.5 การทดสอบการท าซ้ าของการใช้กระดาษเคอร์คูมินทดสอบสารละลาย

ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ 

ความเข้มข้นของ
H2O2 

(มิลลิโมลาร ์) 

ผลการทดสอบ ความเข้มสีของกระดาษa 

คร ั้งที่ 1 คร ั้งที่ 2 คร ั้งที่ 3 Mean gray value %RSD 

Blank 
   

128.70 ± 0.93 0.72 

0.5 
   

123.58 ± 0.61 0.49 

1.0 
   

122.15 ± 1.10 0.90 

1.5 
   

115.86 ± 0.88 0.76 

2.0 
   

108.99 ± 3.45 3.17 

a วิเคราะห์รูปภาพด้วยโปรแกรม ImageJ 

ผลการทดลองจากตารางที่ 4.5 ชี้ให้เห็นว่า เม่ือใช้กระดาษทดสอบต่างกัน 3 แผ่น ในการตรวจวัด

สารละลายไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ ความเข้มสีของกระดาษเคอร์คูมินในการทดลองแต่ละครั้งนั้นค่อนข้าง

คล้ายกัน และความเข้มสีของกระดาษเคอร์คูมินจะเข้มมากขึ้นตามความเข้มข้นของไฮโดรเจนเพอร์ออกไซ ด์ที่

เพ่ิมขึ้น ซ่ึงที่ความเข้มข้นของสารละลายไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ 0.5 มิลลิโมลาร์ กระดาษทดสอบสามารถให้สี

ที่แตกต่างได้ชัดเจนเม่ือเทียบกับสีเริ่มต้นของกระดาษเคอร์คูมินที่ไม่ได้จุ่มในสารละลายไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ 

อย่างไรก็ตาม ความเข้มสีของกระดาษเคอร์คูมินที่จุ่มในสารละลายไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ความเข้มข้น 1.5 

และ 2.0 มิลลิโมลาร์ ค่อนข้างคล้ายคลึงกันเม่ือดูด้วยตาเปล่า นอกจากนี้ เม่ือน าภาพถ่ายของกระดาษทดสอบ

ไปหา ควา มเข้ มสี ใน โหมดควา มเข้ มสี เทา  (gray values) พบว่ า  กร ะ ดา ษทดสอบที่ ใ ช้ ทดสอ บ

ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ในแต่ละความเข้มข้นมีความเข้มสีที่ใกล้เคียงกัน เม่ือค านวณหา %RSD พบว่ามีค่า 

%RSD ที่ต่ า (< 4 %) แสดงว่าความเข้มสีของกระดาษเคอร์คูมินในแต่ละครั้งของการทดสอบนั้นมีความเที่ยง

สูง และเม่ือเปรียบเทียบควา มเข้มสีของกระดา ษเคอร์ คู มินจากค่า ควา มเข้ มสี เทา เฉลี่ยจะ พบ ว่า ที่

ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ความเข้มข้น 1.5 และ 2.0 มิลลิโมลาร์ ค่าความเข้มสีเทาเฉลี่ยมีค่าแตกต่างกัน ซ่ึงจาก

ค่าความเข้มสีเทาของภาพถ่ายกระดาษทดสอบสามารถใช้บอกความแตกต่างความเข้มสีของกระดาษเคอร์ คูมิน

ได้ดีกว่าที่ตามองเห็น  
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4.1.6 กราฟมาตรฐานของการวเิคราะหไ์ฮโดรเจนเพอรอ์อกไซด์จากความเข้มสีของกระดาษเคอรค์มูิน 

น าค่าความเข้มสีเทาเฉลี่ย (mean gray value) ของภาพถ่ายของกระดาษเคอร์คูมินที่ใช้ทดสอบ

สารละลายไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ความเข้มข้นต่างๆ ที่หาได้จากโปรแกรม ImageJ จากตารางที่ 4.5 มาสร้าง

กราฟความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์และค่าความเข้มสีเทาเฉลี่ย เพ่ือใช้เป็นกราฟ

มาตรฐาน (calibration curve) ดังแสดงในรูปที่ 4.2 

 

 
รูปที่ 4.2 กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์และค่า

ความเข้มสีเทาเฉลี่ยจากภาพถ่ายของกระดาษทดสอบ 

จากรูปที่ 4.2 จะได้กราฟความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงระหว่างความเข้มข้นของไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์

และค่าความเข้มสีเทาเฉลี่ย โดยมีสมการเส้นตรงเป็น y = -9.4286x + 129.28 และค่า R2 เท่ากับ 0.9604 ซ่ึง

จากค่า R2 ของเส้นตรงที่สร้างจากผลการทดลองที่ได้ แสดงความสัมพันธ์เชิงเส้นตรง หรือความเป็นเส้นตรง  

(linearity) ที่ค่อนข้างดี ซ่ึงสามารถน ากราฟมาตรฐานนี้ไปใช้ในการวิเคราะห์ปริมาณไฮโดรเจนเพอร์ออกไซ ด์ได้ 

และจากกราฟจะเห็นว่าค่าความคลาดเคลื่อนของการวิเคราะห์ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ที่ความเข้มข้น 2.0 มิลลิ

โมลาร์ สูงกว่าไฮโดร เจน เพอร์ ออกไซด์ ที่ ควา มเข้ มข้น อ่ืน น่าจะเป็นผลมา จา กควา มเข้ มข้ น ข อง

ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ที่ 2.0 มิลลิโมลาร์ สารละลายไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์มีความเข้มข้นสูง และอาจ

ต้องการเวลาในการออกซิไดส์ไอออน Fe2+ เป็นไอออน Fe3+ รวมถึงอาจต้องการเวลาในการท าให้เกิด

สารประกอบเชิงซ้อนระหว่างเคอร์คูมินและไอออน Fe3+ มากขึ้น จึงมีโอกาสเป็นไปได้ที่ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นยัง ไม่

สมบูรณ์ แต่เวลาที่ใช้ในการทดสอบปฏิกิริยาอยู่ที่ 2 นาที ซ่ึงเวลานี้อาจจะไม่เพียงพอส าหรับปฏิกิริยาทั้งหมดที่

เกิดขึ้นที่ความเข้มข้นสูง ท าให้ความเข้มสีของกระดาษเคอร์คูมิน ค่อนข้างแตกต่างกัน การเพ่ิมเวลาในการ

y = -9.4286x + 129.28
R² = 0.9604
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ทดสอบการเปลี่ยนแปลงความเข้มสีของกระดาษเคอร์คูมิน น่าจะท าให้ความเข้มสีของกระดาษเคอร์คูมิน ในแต่

ละครั้งของการทดสอบมีความใกล้เคียงกันมากขึ้น 

 

4.2 การ ใชก้ระดาษเคอรค์มูินในการวเิคราะหส์ารละลายมาตรฐานกลโูคส 

ในการทดลองส่วนนี้เป็นการทดลองต้ังแต่ปฏิกิริยาขั้นที่ 1 จนถึงปฏิกิริยาขั้นที่ 3 เพ่ือหาค่าตัวแปรที่

เหมาะสมในการทดลอง เพ่ือใช้เป็นวิธีทดสอบหาปริมาณกลูโคสในตัวอย่างปัสสาวะ โดยท าการศึกษาการใช้

กระดาษเคอร์คูมินทดสอบกับสารละลายมาตรฐานกลูโคสและสังเกตสีของกระดาษเคอร์คูมิน และหาค่าความ

เข้มสีเทาเฉลี่ยจากภาพถ่ายของกระดาษทดสอบ 

 

4.2.1 การศกึษาผลของปรมิาตรสารละลายผสมของกลโูคสต่อสขีองกระดาษเคอรค์มูิน 

ท าการศึกษาหาปริมาตรสารละลายผสมของกลูโคสที่เหมาะสมต่อการเปลี่ยนสีกระดาษเคอร์ คู มิน 

เนื่องจาก ไม่สามารถใช้สารละลายผสมของกลูโคสตามปริมาตรของสารละลายไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์จากการ

ทดลองที่ผ่านมาได้ โดยจากผลการทดสอบนั้น พบว่าสีของกระดาษเคอร์คูมินที่ใช้ทดสอบสารละลายกลูโ คสที่

ความเข้มข้นต่ าไม่แตกต่างจากสีเริ่มต้นของกระดาษเคอร์คูมินที่ไม่ได้เติมสารละลายกลูโคส เนื่องจากในการ

ผลิตไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์จากกลูโคส ต้องมีการเติมกลูโคสออกซิเดสเพ่ือให้ท าปฏิกิริยา กับกลูโคส และ

ควบคุม pH ให้กลูโคสออกซิเดสท างานได้อย่างมีประสิทธิภาพ โดยการเติมสารละลายบัฟเฟอร์ของโซเดียมแอ

ซี เทต - กรดแอ ซี ติก  pH 5.1 ล ง ไป ใน สา รละ ลา ยมา ตร ฐา นกลู โ คส  ซ่ึ งท า ให้ ควา มเข้ มข้ น ข อ ง

ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ที่เกิดขึ้นนั้นเจือจางลง จึงส่งผลต่อการเปลี่ยนสีของกระดาษเคอร์คูมิน ในการทดสอบ

จะใช้อัตราส่วนปริมาตรของสารละลายมาตรฐานกลูโคส : สารละลายบัฟเฟอร์ของโซเดียมแอซีเทต-กรดแอซี

ติก : กลูโคสออกซิเดส เท่ากับ 50 : 10 : 1 ซ่ึงอัตราส่วนปริมาตรของกลูโคสออกซิเดสได้จากการค านวณหา

ปริมาณที่เพียงพอของกลูโคสออกซิเดสในการท าปฏิกิริยากับกลูโคส47 และอัตราส่วนปริมาตรของสารละลาย

บัฟเฟอร์ของโซเดียมแอซีเทต-กรดแอซีติกได้จากการทดลองโดยสามารถควบคุม pH สารละลายผสมของ

กลูโคสได้ pH 5  ในการทดลองนี้ได้ท าการทดสอบโดยใช้สารละลายกลูโคสความเข้มข้น 0.5 มิลลิโมลาร์ 

ปริมาตร 2 มิลลิลิตร เติมสารละลายบัฟเฟอร์ของโซเดียมแอซีเทต-กรดแอซีติก ปริมาตร 400 ไมโครลิตร และ 

กลูโคสออกซิเดส 40 ไมโครลิตร ตามล าดับ ทิ้งไว้เป็นเวลา 15 นาที จากนั้น ปิเปตสารละลายผสมข้างต้นมา

ปริมาตร 50, 250, 500 และ 1000 ไมโครลิตร เติมสารละลาย Fe2+ ความเข้มข้น 6 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 1 

มิลลิลิตร ซ่ึงในการทดลองนี้ได้เพ่ิมความเข้มข้นและปริมาตรของสารละลาย Fe2+ เพ่ือให้เพียงพอต่อปริ มาณ

กลูโคสที่ใช้ทดสอบ จากนั้นจุ่มกระดาษเคอร์คูมินลงในสารละลายผสมข้างต้น เป็นเวลา 2 นาที และสังเกตสี

ของกระดาษเคอร์คูมินที่ได้ ดังแสดงในตารางที่ 4.6 
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ตารางที่ 4.6 ผลของปริมาตรสารละลายผสมของกลูโคสต่อสีกระดาษเคอร์คูมิน 

การทดสอบ 
คร ั้งที่ 

ปร ิมาตรกลูโคส (ไมโครลิตร ) 

Blank 50 250 500 1000 

1 
     

2 
     

 

จากผลการทดลองในตารางที่ 4.6 จะเห็นว่า เม่ือใช้สารละลายผสมของกลูโคสปริมาตร 50 และ250 

ไมโครลิตร การเปลี่ยนสีของกระดาษเคอร์คูมินยังไม่ชัดเจนเม่ือเปรียบเทียบกับสีเริ่มต้นของกระดาษเคอร์ คูมิน

ที่ไม่ได้เติมสารละลายกลูโคส เม่ือใช้สารละลายผสมของกลูโคสปริมาตร 500 ไมโครลิตร ท าให้เกิดการเปลี่ยนสี

ของกระดาษเคอร์คูมินได้สีทีแ่ตกต่างจากสีเริ่มต้นของกระดาษเคอร์คูมินที่ไม่ได้เติมสารละลายกลูโคส และเม่ือ

ใช้สารละลายผสมของกลูโคสปริมาตร 1000 ไมโครลิตร กระดาษเคอร์คูมินที่ ได้มีสีน้ าตาลเข้มเกินไป ซ่ึงหาก

น าไปใช้วิเคราะห์สารละลายกลูโคสที่มีความเข้มข้นมากกว่านี้ จะท าให้ไม่สามารถเห็นความแตกต่างของสี ได้  

และไม่สามารถน ามาใช้ในการระบุช่วงความเข้มข้นของกลูโคสได้ ดังนั้น จึงเลือกปริมาตรสารละลายผสมของ

กลูโคสที่ 500 ไมโครลิตร เพ่ือทดสอบสารละลายกลูโคสแต่ละความเข้มข้นด้วยกระดาษเคอร์คูมินในการ

ทดลองขั้นต่อไป 

 

4.2.2 การทดสอบความสามารถในการท าซ ้ าของการใชก้ระดาษเคอรค์มูินทดสอบสารละลายมาตรฐาน

กลูโคส  

ทดสอบความสามารถในการท าซ้ าของการใช้กระดาษทดสอบ โดยสังเกตความเข้มสีของกระดาษเคอร์

คูมิน เพ่ือดูความเที่ยงในการทดสอบสารละลายมาตรฐานกลูโคสแต่ละความเข้มข้น โดยการใช้สารละ ลาย

มาตรฐานกลูโคสปริมาตร 500 ไมโครลิตร ที่เติมสารละลายบัฟเฟอร์ของโซเดียมแอซีเทต-กรดแอซีติก ปริมาตร 

100 ไมโครลิตร และกลูโคสออกซิเดส 10 ไมโครลิตร ตามล าดับ ทิ้งไว้เป็นเวลา 15 นาทีแล้ว ปิเปตสารละลาย

ผสมมาปริมาตร 500 ไมโครลิตร และเติมสารละลาย Fe2+ ความเข้มข้น 6 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

จากนั้นจุ่มกระดาษเคอร์คูมินในสารละลายผสมข้างต้น เป็นเวลา 2 นาที และสังเกตสีของกระดาษเคอร์คู มินที่

ได้ ดังแสดงในตารางที่ 4.7 
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ตารางที่ 4.7 การทดสอบการท าซ้ าของการใช้กระดาษเคอร์คูมินทดสอบสารละลายมาตรฐานกลูโคส 

ความเข้มข้นของกลโูคส 
(มิลลิโมลาร ์) 

ผลการทดสอบ ความเข้มสีของกระดาษa 

คร ั้งที่ 1 คร ั้งที่ 2 คร ั้งที่ 3 Mean gray value %RSD 

Blank 
   

141.84 ± 1.99 1.40 

0.5 
   

129.03 ± 1.37 1.06 

1.0 
   

119.14 ± 0.55 0.46 

1.5 
   

115.65 ± 0.60 0.51 

a วิเคราะห์รูปภาพด้วยโปรแกรม ImageJ 

จากการทดสอบการท าซ้ า 3 ครั้ง ดังตารางที่ 4.7 พบว่าสีของกระดาษเคอร์คูมินในแต่ละครั้งของการ

ทดลองนั้นค่อนข้างคล้าย กัน และความเข้มสีของกระดาษเคอร์คูมินจะเข้มมากขึ้นตามความเข้มข้นของ

สารละลายกลูโคสที่เพ่ิมขึ้น โดยกระดาษเคอร์คูมินสามารถให้สีท่ีแตกต่างจากสีเริ่มต้นของกระดาษอย่างชัดเจน 

เม่ือทดสอบกับสารละลายมาตรฐานกลูโคสเข้มข้น 0.5 มิลลิโมลาร์ และที่ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐาน

กลูโคส 1.0 และ 1.5 มิลลิโมลาร์ ให้สีกระดาษทดสอบที่เข้มมากขึ้น ในขณะที่ความเข้มสีของกระดาษเคอร์

คูมินที่ใช้ทดสอบกับสารละลายกลูโคสเข้มข้น 2.0 มิลลิโมลาร์ ไม่แตกต่างจากกระดาษทดสอบสารละ ลาย

กลูโคสเข้มข้น 1.5 มิลลิโมลาร์ จึงไม่ได้รวมอยู่ในช่วงความเข้มข้นที่ทดสอบ เม่ือเปรียบเทียบความเข้มสีของ

กระดาษเคอร์คูมินจากค่าความเข้มสีเทาเฉลี่ย พบว่าค่าความเข้มสีเทาเฉลี่ยจะมีค่าลดลงเม่ือความเข้มข้นของ

สารละลายกลูโคสสูงขึ้น เม่ือค านวณหา %RSD จะพบว่า มีค่า %RSD ที่ต่ า แสดงว่าความเข้มสีของกระ ดาษ

เคอร์คูมินที่ได้จากการทดสอบแต่ละครั้งนั้นมีความเที่ยงสูง  
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4.2.3 กราฟมาตรฐานของการวเิคราะหส์ารละลายมาตรฐานกลโูคส 

จากผลการทดลองในตารางที่ 4.7 น าค่าความเข้มสีเทาเฉลี่ยที่ได้จากภาพถ่ายกระดาษทดสอบ 

วิเคราะห์ด้วยโปรแกรม ImageJ มาสร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายมาตร ฐาน

กลูโคสและค่าความเข้มสีเทาเฉลี่ย เพ่ือใช้เป็นกราฟมาตรฐาน ดังแสดงในรูปที่ 4.3 

 

 
รูปที่ 4.3 กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานกลูโคสและ

ค่าความเข้มสีเทาเฉลี่ยจากภาพถ่ายของกระดาษทดสอบ  

จากรูปที่ 4.3 จะได้สมการเส้นตรง y = -17.691x + 139.68 และค่า R2 = 0.946 ให้ช่วงควา มเป็น

เส้นตรง (linear range) ที่ความเข้มข้นกลูโคส 0 จนถึง 1.5 มิลลิโมลาร์ ซ่ึงอยู่ในช่วงที่ครอบคลุมกา ร

วินิจฉัยโรคเบาหวาน18,19 จากค่า R2 ที่ค านวณได้ แสดงความสัมพันธ์เชิงเส้นตรง (linearity) ทีไ่ม่สูงมาก ท าให้

สมการเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน (calibration curve) ที่ได้ เม่ือน ามาใช้ในการหาปริมาณกลูโคสจึงไม่ไ ด้อยู่

ในเกณฑ์ที่ดีมาก และยังต้องพัฒนาต่อไป  

จากผลการทดลองที่ให้ความสัมพันธ์ที่ยังไม่เป็นเส้นตรงที่ดีนั้น อาจเป็นผลมาจากเวลาที่ใช้ในการ

เกิดปฏิกิริยาของกลูโคสออกซิเดสและกลูโคสที่เวลา 15 นาที อาจยังไม่เพียงพอต่อการท าให้ปฏิกิริยาเกิดขึ้นได้

อย่างสมบูรณ์ จึงท าให้ปริมาณไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ที่ถูกผลิตขึ้นจากกลูโคสในแต่ละความเข้มข้นยั ง ไม่

เหมาะสม และในแต่ละครั้งของการทดลองอาจเกิดขึ้นได้ไม่เท่ากัน เม่ือน าค่าความเข้มสีเทาเฉลี่ยมาสร้างกราฟ

มาตรฐานจึงให้ค่าความเป็นเส้นตรงไม่สูงมาก ซ่ึงอาจแก้ไขความเป็นเส้นตรงของกราฟให้ดีขึ้น โดยการเพ่ิม

เวลาในการเกิดปฏิกิริยาของกลูโคสออกซิเดสและกลูโคสให้มากขึ้นเพ่ือให้ปฏิกิริยาเกิดขึ้นได้อย่างสมบูรณ์ ท า

ให้การสร้างไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ในแต่ละความเข้มข้นและในแต่ละครั้งของการทดสอบมีปริมาณคงที่  

y = -17.691x + 139.68
R² = 0.946
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นอกจากนี้ยังพบว่า ช่วงความเป็นเส้นตรงของกราฟ (linear range) ค่อนข้างแคบ นั่นคือความเข้มข้น

กลูโคสในช่วง 0 - 1.5 มิลลิโมลาร์ ซ่ึงอาจจะเกิดจากการเลือกใช้ปริมาตรของสารละลายกลูโคสมากเกินไป จาก

ผลการทดลองในหัวข้อ 4.2.1 การทดสอบหาปริมาตรสารละลายผสมของกลูโคสที่เหมาะสมต่อการทดสอบ

การเปลี่ยนสีของกระดาษเคอร์คูมิน ได้เลือกใช้สารละลายกลูโคสความเข้มข้น 0.5 มิลลิโมลาร์ ในการศึกษา ท า

ให้สามารถตรวจวัดกลูโคสในช่วงความเข้มข้นต่ าได้อย่างชัดเจน เม่ือเพ่ิมความเข้มข้นของกลูโคส ท าให้ความ

เข้มสีของกระดาษทดสอบมีความเข้มมากและเห็นความแตกต่างของสีได้ไม่มากนัก เนื่องจากกระดาษเคอร์

คูมินมีความเข้มสีน้ าตาลมากต้ังแต่ที่ความเข้มข้นกลูโคสต่ า ซ่ึงอาจแก้ไขให้มีช่วงความเป็นเส้นตรงของกราฟ

มาตรฐานกว้างขึ้นได้โดยการลดปริมาตรของกลูโคสที่ใช้ทดสอบให้น้อยลง  

อย่างไรก็ตาม ในการศึกษาครั้งนี้ ยังคงใช้ภาวะการทดลองข้างต้นในการทดสอบปริมาณกลูโ คสใน

ตัวอย่างปัสสาวะ เพ่ือศึกษาผลกระทบของเมทริกซ์ (matrix) ของปัสสาวะที่จะมีผลต่อวิธีการวิเคราะห์ และ

ความเป็นไปได้ในการน าวิธีดังกล่าวไปวิเคราะห์กลูโคสในตัวอย่างปัสสาวะจริง 

 

4.3 การ ใชก้ระดาษเคอรค์มูินในการทดสอบกลโูคสในตัวอยา่งปัสสาวะ 

ในขั้นตอนนี้เป็นการใช้กระดาษเคอร์คูมินทดสอบกับตัวอย่างปัสสาวะ โดยศึกษาการเปลี่ยนสีของ

กระดาษเคอร์คูมินกับเมทริกซ์ปัสสาวะ และการหาปริมาณกลูโคสในตัวอย่างปัสสาวะโดยการเปรียบ เทียบ

ความเข้มสีของกระดาษเคอร์คูมินที่ใช้ตรวจสอบตัวอย่างปัสสาวะกับความเข้มสีของกระดาษเคอร์คูมินที่ ใช้

ทดสอบสารละลายมาตรฐานกลูโคสที่ความเข้มข้นต่างๆ และการค านวณหาความเข้มข้นของกลูโคสในปัสสาวะ 

จากการมองด้วยตาเปล่า และจากการวัดค่าความเข้มสีเทียบกับกราฟมาตรฐานของกลูโคส ซ่ึงเป็นกราฟ

ความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานกลูโคสกับค่าความเข้มสีเทาเฉลี่ยจากภาพถ่ายของ

กระดาษเคอร์คูมิน 

 

4.3.1 การศกึษาผลของเมทรกิซข์องตัวอย่างปสัสาวะตอ่การเปลี่ยนแปลงสีของกระดาษเคอรค์มูิน 

การศึกษาการเปลี่ยนสีของกระดาษเคอร์คูมินกับเมทริกซ์ของตัวอย่างปัสสาวะเพ่ือดูการรบกวนจาก

เมทริกซ์ของตัวอย่างปัสสาวะ เม่ือท าการทดสอบหาปริมาณกลูโคสในปัสสาวะ โดยการทดสอบที่ 1 เป็นการใช้

กระดาษเคอร์คูมินในการตรวจวัดกลูโคสในตัวอย่างปัสสาวะ ส่วนการทดสอบที่  2 ถึง 5 เป็นการใช้กระดาษ

เคอร์คูมินในการตรวจวัดกลูโคสในตัวอย่างปัสสาวะที่เติมสารละลายกลูโคสให้มีความเข้มข้น 2 มิลลิโมลาร์ 

(spiked sample) เพ่ือให้สามารถเปรียบเทียบการเปลี่ยนสีของกระดาษเคอร์คูมินได้ง่ายขึ้น เนื่องจากปัสสาวะ

ของคนปกติทั่วไปมักมีความเข้มข้นของกลูโคสในปริมาณที่ต่ า ท าให้กระดาษเคอร์คูมินในตัวอย่างปัสสาวะที่

ไม่ได้เติมสารละลายกลูโคสเปลี่ยนสีน้อยมาก ท าให้ยากต่อการสังเกตผลของเมทริกซ์ การทดลองนี้ทดสอบโดย
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จุ่มกระดาษเคอร์คูมินในสารละลายผสม ตัวอย่างปัสสาวะและรีเอเจนต์ชนิดต่างๆ เป็นเวลา 2 นาที และสังเกต

สีของกระดาษเคอร์คูมินที่ได้ ดังแสดงในตารางที่ 4.8 

 

ตารางที่ 4.8 การเปลี่ยนแปลงสีของกระดาษเคอร์คูมินกับเมทริกซ์ของตัวอย่างปัสสาวะ 

การ
ทดลองที ่

การทดสอบb สีกร ะดาษ
เคอรค์ ูมิน 

1 ตัวอย่างปัสสาวะ + กลูโคสออกซิเดส + Fe2+ 

 
2 ตัวอย่างปัสสาวะที่เติมกลูโคส  + กลูโคสออกซิเดส + Fe2+

 
 

3 ตัวอย่างปัสสาวะที่เติมกลูโคส  + Fe2+ 
 

4 ตัวอย่างปัสสาวะที่เติมกลูโคส  + กลูโคสออกซิเดส 
 

5 ตัวอย่างปัสสาวะที่เติมกลูโคส 
 

b ควบคุม pH ด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ของโซเดียมแอซีเทต-กรดแอซีติก 

 

จากผลการทดลองที่ 1 พบว่ากระดาษเคอร์คูมินไม่เปลี่ยนสี แสดงว่าในตัวอย่างปัสสาวะอาจจะ ไ ม่มี

กลูโคสหรือมีกลูโคสในปริมาณที่ต่ าท าให้ไม่เห็นการเปลี่ยนสีกระดาษเคอร์คูมินที่สามารถมองเห็นการ

เปลี่ยนแปลงได้ด้วยตาเปล่า 

จากผลการทดลองที่ 2 พบว่ากระดาษเคอร์คูมินเปลี่ยนจากสีเหลืองเป็นสีน้ าตาล ซ่ึงให้ผลมาจากการ

เติมกลูโคสลงในตัวอย่างปัสสาวะ ซ่ึงผลการทดลองสอดคล้องกับการมีกลูโคสในตัวอย่างจริง 

จากผลการทดลองที่ 3 พบว่ากระดาษเคอร์คูมินไม่เปลี่ยนสี แสดงว่าในตัวอย่างปัสสาวะไม่มีสารออกซิ

ไดส์อ่ืนที่สามารถออกซิไดส์ไอออน Fe2+ เป็นไอออน Fe3+ 

จากผลการทดลองที่ 4 พบว่ากระดาษเคอร์คูมินไม่เปลี่ยนสี แสดงว่าไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ที่เ กิดขึ้น

ในตัวอย่างปัสสาวะ ไม่เกิดปฏิกิริยากับเมทริกซ์ของตัวอย่างปัสสาวะแล้วท าให้ได้ผลิตภัณฑ์ที่ ก่อให้เกิ ดการ

เปลี่ยนสีกระดาษเคอร์คูมิน และเม่ือเทียบกับการทดลองที่ 2 เป็นการยืนยันว่า การเปลี่ยนแปลงสีของกระดาษ

เคอร์คูมินเกิดจากสีของสารประกอบเชิงซ้อนของเคอร์คูมินและ Fe3+ เท่านั้น 

จากผลการทดลองที่ 5 พบว่ากระดาษเคอร์คูมินไม่เปลี่ยนสี แสดงว่าเมทริกซ์ของตัวอย่างปัสสาวะที่ใช้

ทดสอบไม่ท าให้สีกระดาษเคอร์คูมินเปลี่ยนแปลงไปได้ 
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ดังนั้น จากการทดลองนี้ พบว่าเมทริกซ์ของตัวอย่างปัสสาวะไม่ส่งผลรบกวนต่อการเปลี่ยนแปลงสี ของ

กระดาษเคอร์คูมิน 

 

4.3.2 การศกึษาความแม่นของการหาปรมิาณกลโูคสในตัวอย่างปสัสาวะ 

ในการศึกษาความแม่นของการหาปริมาณกลูโคสในปัสสาวะนั้น ท าการทดสอบหากลูโคสในตัวอย่าง

ปัสสาวะด้วยวิธีเดียวกันกับการใช้กระดาษเคอร์คูมินทดสอบสารละลายมาตรฐานกลูโคส โดยใช้อัตรา ส่วน

ปริมาตรตัวอย่างปัสสาวะ : สารละลายบัฟเฟอร์โซเดียมแอซีเทต-กรดแอซีติก : กลูโคสออกซิเดส เท่ากับ 50  : 

10  : 1 ในการทดลองนี้ท าการทดลองโดยการใช้ตัวอย่างปัสสาวะ และตัวอย่างปัสสาวะที่เติมสารละลาย

มาตรฐานกลูโคสให้มีความเข้มข้น 0.5 และ 1.0 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมกับสารละ ลาย

บัฟเฟอร์ของโซเดียมแอซีเทต-กรดแอซีติก 100 ไมโครลิตร และกลูโคสออกซิเดส 10 ไมโครลิตร ตามล าดับ ทิ้ง

ไว้เป็นเวลา 15 นาทีแล้ว และปิเปตสารละลายผสมมาปริมาตร 500 ไมโครลิตร เติมด้วยสารละลาย Fe2+ 

ความเข้มข้น 6 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร แล้วจุ่มกระดาษเคอร์คูมิน เป็นเวลา 2 นาที และสังเกตสีของ

กระดาษเคอร์คูมินที่ได้ ผลแสดงในตารางที่ 4.10 โดยสามารถตรวจวัดปริมาณกลูโคสในปัสสาวะได้ 2 วิธี คือ  

 

1. การหาปร ิมาณโดยการ เปร ียบเทียบสีด้วยตาเปล่า 

เทียบสีของกระดาษเคอร์คูมินที่ใช้ในการตรวจวัดตัวอย่างปัสสาวะกับสีกระดาษเคอร์คูมินที่ ใช้ทดสอบ

สารละลายมาตรฐานกลูโคสที่ความเข้มข้นต่างๆ ดังแสดงในตารางที่ 4.9 

ตารางที่ 4.9 การวิเคราะห์ช่วงความเข้มข้นกลูโคสในตัวอย่างปัสสาวะด้วยการเทียบสี 

ความเข้มข้น

ของกลูโคส
มาตรฐาน 

(มิลลิโมลาร ์) 

สีกร ะดาษ 

เคอร ์ค ูมิน 
มาตรฐาน 

ปร ิมาณกลูโคสที่เติมในปัสสาวะ 

(มิลลิโมลาร ์) 

0 0.5 1.0 

Blank 
 

 

  

0.5 
 

1.0 
 

1.5 
 

ว ิเคราะหค์วามเข้มข้นกลโูคสใน

ปัสสาวะ (มิลลิโมลาร ์) 

อยู่ในช่วง 

< 0.5 

อยู่ในช่วง 

0.5-1.0 

อยู่ในช่วง 

1.0-1.5 
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ผลการทดลองจากตารางที่ 4.9 เม่ือเปรียบเทียบความเข้มสีของกระดาษเคอร์คูมินที่จุ่มในตัวอย่าง

ปัสสาวะกับสีของกระดาษที่ได้จากการทดสอบสารมาตรฐาน พบว่า ปริมาณกลูโคสในตัวอย่างปัสสาวะ อยู่

ในช่วงความเข้มข้นต่ ากว่า 0.5 มิลลิโมลาร์  เม่ือวิเคราะห์ปัสสาวะตัวอย่างที่เติมสารละลายกลูโคสให้มีความ

เข้มข้น 0.5 และ 1.0 มิลลิโมลาร์ พบว่า จากการเทียบสีกระดาษ มีกลูโคสอยู่ในช่วงความเข้มข้น 0.5-1.0 และ 

1.0-1.5 มิลลิโมลาร์ ตามล าดับ ซ่ึงสอดคล้องกับปริมาณกลูโคสที่มีการเติมลงไปร่วมกับกลูโคสที่มีอยู่ใ นส าร

ตัวอย่างเอง ซ่ึงวิธีการหาความเข้มข้นกลูโคสด้วยการเปรียบเทียบสีนั้นเป็นการบอกความเข้มข้นของกลูโคส ได้

แบบเป็นช่วง และจ าเป็นต้องดูเปรียบเทียบสีกระดาษเคอร์คูมินอย่างละเอียด ถึงจะสามารถบอกช่วงความ

เข้มข้นกลูโคสได้ตรงตามความเป็นจริง 

 

2. การหาปรมิาณกลโูคสโดยใชก้ราฟมาตรฐาน 

ท าการหาค่าความเข้มสีเทาเฉลี่ยของภาพถ่ายของกระดาษเคอร์คูมินที่ใช้ทดสอบตัวอย่างปัสสาวะด้วย

โปรแกรม ImageJ แล้วน ามาแทนมาค่าในสมการเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน ได้ความเข้มข้นของกลูโคสที่

ตรวจพบ ดังแสดงในตารางที่ 4.10 

ตารางที่ 4.10 ความเข้มข้นของกลูโคสในตัวอย่างปัสสาวะและเปอร์เซ็นต์การคืนกลับ (%recovery) 

ตัวอย่าง ปร ิมาณกลูโคสที่เติม 

(มิลลิโมลาร ์) 

ปร ิมาณกลูโคสที่พบ 

(มิลลิโมลาร ์) 

%recovery 

ตัวอย่างปัสสาวะ 0 0.03 ± 0.02 - 

0.5 0.51 ± 0.12 96 

1.0 1.06 ± 0.11 103 

 

ผลการทดลองจากตารางที่ 4.10 พบว่าความเข้มข้นกลูโคสในตัวอย่างปัสสาวะตรวจพบที่ 0.03 มิลลิ

โมลาร์ ส่วนความเข้มข้นกลูโคสในตัวอย่างปัสสาวะที่เติมสารละลายมาตรฐานกลูโคสความเข้มข้น 0.5 และ 

1.0 มิลลิโมลาร์ ตรวจพบความเข้มข้นของกลูโคสที่ 0.51 และ 1.06 มิลลิโมลาร์ และให้ค่าเปอร์เซ็นต์กา รคืน

กลับ (%recovery) ที่ 96 และ 103 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ซ่ึงสามารถยอมรับได้ตามมาตรฐานขององ ค์กร 

AOAC INTERNATIONAL37  

เม่ือเปรียบเทียบวิธีการหาความเข้มข้นกลูโคสในตัวอย่างปัสสาวะทั้งสองวิธีพบว่าให้ค่าความเข้ มข้น

กลูโคสที่ใกล้เคียงกัน โดยวิธีการเปรียบเทียบสีกระดาษเคอร์คูมินจะบอกความเข้มข้นกลูโคสได้เป็นช่วงความ

เข้มข้น ส่วนวิธีการค านวณโดยใช้สมการเส้นตรงจากกราฟมาตรฐานจะบอกความเข้มข้นของกลูโคสได้เป็นค่า
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ความเข้มข้นกลูโคสที่แน่นอน อย่างไรก็ตาม การหาปริมาณกลูโคสความเข้มข้นต่ ามาก ยังคงมีข้อจ ากั ดอยู่  

สังเกตได้จากผลการทดลองที่มีความเที่ยงต่ า วิธีนี้จึงเหมาะส าหรับการหาปริมาณกลูโคสที่มีปริมาณสูงระดับ

หนึ่ง นอกจากนี้ หากต้องการวิเคราะห์กลูโคสในปริมาณต่ ามาก สามารถปรับวิธีการวิเคราะห์ได้เช่นกัน 

ยกตัวอย่างเช่น การเพ่ิมปริมาตรสารละลายกลูโคสในช่วงความเข้มข้นต่ าๆ ที่ต้องการตรวจวัดส าหรับทดสอบ

กับกระดาษเคอร์คูมิน จะท าให้เห็นการเปลี่ยนแปลงสีของกระดาษเคอร์คูมินได้ถึงแม้จะมีกลูโคสในปริ มา ณที่

ต่ าก็ตาม 

 

 

 

 

 

 

 

 



   
 

 

บทที่ 5 

สร ุปผลการทดลอง 

 

การทดสอบกระดาษเคอร์คูมินกับสารละลายไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ที่มีความเข้มข้นต้ังแต่ 0 ถึง 2.0 

มิลลิโมลาร์ เป็นช่วงความเข้มข้นของไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ที่ควรจะได้จากกลูโคสและอยู่ ในช่วงที่ครอบคลุม

การวินิจฉัยโรคเบาหวาน โดยได้ภาวะที่เหมาะสมในการเปลี่ยนสีกระดาษเคอร์คูมิน คือ ใช้กระดาษทดสอบที่

เตรียมจากเคอร์คูมินความเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ และเวลา 2 นาที ส าหรับดูการเปลี่ยนสีของกระดาษเคอร์คูมิน

จากสีเหลืองเป็นสีน้ าตาล ดังแสดงในตารางที่ 5.1 

 

ตารางที่ 5.1 การเปลี่ยนแปลงควา มเข้ มสี ของกระ ดาษเคอร์คู มินที่ ใช้ ทดสอบสารละ ลา ย

ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ในช่วงความเข้มข้น 0 ถึง 2.0 มิลลิโมลาร์  

ความเข้มข้น H2O2 

(มิลลิโมลาร ์) 

Blank 0.5 1.0 1.5 2.0 

สีกร ะดาษเคอรค์ ูมิน 
     

 

จากการตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีตรวจวัด ได้สมการเส้นตรงของกราฟมาตรฐานระหว่างความ

เข้มข้นไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์และค่าความเข้มสี เทาเฉลี่ย y = -9.4286x + 129.28 และค่า R2 เท่ากับ 

0.9604 ให้ช่วงความเป็นเส้นตรง (linear range) ที่ความเข้มข้น 0 จนถึง 2.0 มิลลิโมลาร์ โดยมีค่าความเที่ยง 

(precision) ของการวิเคราะห์ผล รายงานในเทอมของ %RSD ต่ ากว่า 3.17% 

 

น าภาวะที่เหมาะสมในการเปลี่ยนสีกระดาษเคอร์คูมินมาใช้ในการทดสอบสารละลายมาตรฐานกลู โคส 

ในช่วงความเข้มข้น 0 ถึง 1.5 มิลลิโมลาร์ ซ่ึงเป็นช่วงที่ครอบคลุมการวินิจฉัยโรคเบาหวาน โดยกระดาษเคอร์

คูมินจะเปลี่ยนจากสีเหลืองเป็นสีน้ าตาล และอาศัยความเข้มสีของกระดาษเคอร์คูมินในการระบุช่วงความ

เข้มข้นของกลูโคส ดังแสดงในตารางที่ 5.2  
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ตารางที่ 5.2 การเปลี่ยนแปลงความเข้มสีของกระดาษเคอร์คูมินที่ใช้ทดสอบสารละลาย

มาตรฐานกลูโคสในช่วงความเข้มข้น 0 ถึง 1.5 มิลลิโมลาร์ 

ความเข้มข้นกลโูคส 
(มิลลิโมลาร ์) 

Blank 0.5 1.0 1.5 

สีกร ะดาษเคอรค์ ูมิน 
    

 

จากการตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีตรวจวัดได้สมการเส้นตรงของกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธ์

ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานกลูโคสและค่าความเข้มสีเทาเฉลี่ย y = -17.691x + 139.68 

และค่า R2 = 0.946 ให้ช่วงความเป็นเส้นตรง (linear range) ที่ความเข้มข้น 0 จนถึง 1.5 มิลลิโมลาร์ โดยมีค่า

ความเที่ยง (precision) ของการวิเคราะห์ผล รายงานในเทอมของ %RSD ต่ ากว่า 1.40% และความแม่น 

(accuracy) ของการวิเคราะห์ พิจารณาจาก %recovery ของการวิเคราะห์กลูโคสในช่วง 96-103% เม่ือ

วิเคราะห์ตัวอย่างปัสสาวะที่เติมกลูโคสให้มีความเข้มข้น 0.5 และ 1.0 มิลลิโมลาร์ 
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ข้อเสนอแนะ 
 

- การเตรียมกระดาษทดสอบเคอร์คูมินควรมีความระมัดระวังในการหยดสารละลายเคอร์คูมินลงบน

กระดาษกรองเพ่ือให้สารละลายเคอร์คูมินกระจายตัวบนกระดาษกรองได้เท่าๆ กันและป้องกันการให้

สีไม่สม่ าเสมอบนแผ่นกระดาษทดสอบเคอร์คูมิน 

 

- การถ่ายรูปโดยใช้แฟลชจากกล้องสมาร์ทโฟนให้ภาพที่ได้แตกต่างจากที่มองเห็นด้วยตาเปล่า และใน

แต่ละครั้งของการถ่ายรูปอาจมีความคลาดเคลื่อนของค่าความเข้มแสงเม่ือน าไปหาความเข้มสีใน

โปรแกรม ImageJ แนะน าให้ถ่ายรูปโดยควบคุมระยะห่างระหว่างกระดาษและกล้องโทรศัพท์ให้คงที่

เสมอ และจัดวางต าแหน่งกระดาษทดสอบที่ต าแหน่งเดียวกันเสมอเพ่ือลดความคลาดเคลื่อนเม่ือน าไป

หาความเข้มสีของภาพ 
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ภาคผนวก 
 

ตารางแสดงค่าความเข้มสีเทาเฉลี่ย ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน และค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (%RSD) 

ของภาพถ่ายกระดาษเคอร์คูมินที่ใช้ทดสอบสารละลายไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ 

Concentration 
(mM) 

Gray 
value 1 

Gray 
value 2 

Gray 
value 3 

Mean gray value SD %RSD 

0.0 127.92 129.73 128.44 128.70 0.93 0.72 
0.5 124.15 123.67 122.93 123.58 0.61 0.49 
1.0 120.89 122.93 122.63 122.15 1.10 0.90 
1.5 116.62 114.90 116.04 115.86 0.88 0.76 

2.0 108.72 105.68 112.56 108.99 3.45 3.17 

 

ตารางแสดงค่าความเข้มสีเทาเฉลี่ย ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน และค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (%RSD) 

ของภาพถ่ายกระดาษเคอร์คูมินที่ใช้ทดสอบสารละลายมาตรฐานกลูโคส 

Concentration 
(mM) 

Gray 
value 1 

Gray 
value 2 

Gray 
value 3 

Mean gray value SD %RSD 

0.0 140.79 140.59 144.13 141.84 1.99 1.40 
0.5 129.93 127.45 129.70 129.03 1.37 1.06 
1.0 118.76 118.90 119.14 119.14 0.55 0.46 
1.5 116.28 115.57 115.10 115.65 0.60 0.51 

 

ตารางแสดงความเข้มสีของกระดาษเคอร์คูมินที่ใช้ทดสอบสารละลายมาตรฐานกลูโคส 

ความเข้มข้นกลโูคส (มิลลิโมลาร)์ Blank 0.5 1.0 1.5 

สีกร ะดาษเคอรค์มูิน (แสงแฟลช) 
    

สีกร ะดาษเคอรค์มูิน (แสงปกต)ิ 
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การค  านวณหาความเข้มข้นของกลโูคสในตัวอยา่งปัสสาวะที่เติมสารละลายมาตรฐานกลโูคส 

 

ตารางแสดง ค่าความเข้มสีเทาเฉลี่ย และความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานกลูโคสที่เติมลงใน

ตัวอย่างปัสสาวะ 

 

1. ค  านวณหาความเข้มข้นของกลโูคสในตัวอยา่งปสัสาวะทีเ่ตมิสารละลายมาตรฐานกลโูคส

ความเข้มข้น 0.5 มิลลิโมลาร ์

จากกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานกลูโคส

กับค่าความเข้มสีเทาเฉลี่ย ได้สมการ  y = -17.691x + 139.68 

เม่ือ  y = ความเข้มสีเทาเฉลี่ย 

 x = ความเข้มข้นของกลูโคส 

 แทนค่าความเข้มสีเทาเฉลี่ย จะได้ 

𝑥 =  
130.58 − 139.68

−17.691
= 0.51 

 

ดังนั้น กลูโคสในตัวอย่างปัสสาวะที่เติมสารละลายมาตรฐานกลูโคสความเข้มข้น 0.5 มิลลิโมลาร์ 

เท่ากับ 0.51 มิลลิโมลาร์ 

 

ความเข้มข้นกลโูคสที่เติม (มิลลิโมลาร)์ 0 0.5 1.0 

ค ่าความเข้มสเีทา 139.14 128.90 123.25 

138.76 132.87 119.28 

139.45 129.96 120.27 

ค ่าความเข้มสเีทาเฉลี่ย 139.12 130.58 120.93 

ค ่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) 0.35 2.05 2.07 

ค ่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ ์(%RSD) 0.25 1.57 1.71 

ความเข้มข้นกลโูคสที่ตรวจวดัได้ (มิลลิโมลาร)์ 0.03 0.51 1.06 

เปอรเ์ซน็ต์การคนืกลบั (%recovery) - 96 103 
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2. ค  านวณหาความเข้มข้นของกลโูคสในตัวอยา่งปสัสาวะทีเ่ตมิสารละลายมาตรฐานกลโูคส

ความเข้มข้น 1.0 มิลลิโมลาร ์

จากกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานกลูโคส

กับค่าความเข้มสีเฉลี่ย ได้สมการ y = -17.691x + 139.68 

แทนค่าความเข้มสีเทาเฉลี่ยจะได้ 

𝑥 =  
120.93 − 139.68

−17.691
= 1.06 

 

ดังนั้น กลูโคสในตัวอย่างปัสสาวะที่เติมสารละลายมาตรฐานกลูโคสความเข้มข้น 1.0 มิลลิโมลาร์ 

เท่ากับ 1.06 มิลลิโมลาร์ 

 

การค  านวณหาเปอรเ์ซน็ตก์ารคนืกลับ (%recovery) ของการตรวจวดักลโูคสในตัวอย่างปสัสาวะ 

 

%recovery = 
ความเข้มข้นจากตัวอย่างท่ีเติมสารมาตรฐาน−ความเข้มข้นจากตัวอย่างท่ีไม่เติมสารมาตรฐาน  

ความเข้มข้นของสารมาตรฐานท่ีเติม
 x 100 

 

 

1. ค  านวณหาเปอรเ์ซน็ต์การคนืกลบั (%recovery) ของการตรวจวดักลโูคสในตวัอยา่งปัสสาวะ

ที่เติมสารละลายมาตรฐานกลโูคสความเข้มข้น 0.5 มิลลิโมลาร ์

 

%recovery =
0.51 − 0.03 

0.5
  x 100 =   96 

 

ดังนั้น เปอร์เซ็นต์การคืนกลับ (%recovery) ของการตรวจวัดกลูโคสในตัวอย่างปัสสาวะที่เติม

สารละลายมาตรฐานกลูโคสความเข้มข้น 0.5 มิลลิโมลาร์ เท่ากับ 96 เปอร์เซ็นต์ 
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2. ค  านวณหาเปอรเ์ซน็ต์การคนืกลบั (%recovery) ของการตรวจวดักลโูคสในตวัอยา่งปัสสาวะ

ที่เติมสารละลายมาตรฐานกลโูคสความเข้มข้น 1.0 มิลลิโมลาร ์

 

%recovery =
1.06 − 0.03 

1.0
 x 100 =   103 

 

ดังนั้น เปอร์เซ็นต์การคืนกลับ (%recovery) ของการตรวจวัดกลูโคสในตัวอย่างปัสสาวะที่เติม

สารละลายมาตรฐานกลูโคสความเข้มข้น 1.0 มิลลิโมลาร์ เท่ากับ 103 เปอร์เซ็นต์ 
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ประวัต ิผู้วิจ ัย 
 
 นายศตายุ นุ่นสวัสด์ิ เกิดเม่ือวันที่ 14 ตุลาคม 2535 ที่จังหวัดสกลนคร ส าเร็จการศึกษาระดับ
มัธยมศึกษาตอนปลาย สายสามัญ แผนกวิทยาศาสตร์-คณิตศาสตร์ จากโรงเรียนสกลราชวิทยานุกูล จังหวัด

สกลนคร ในปีการศึกษา 2554 เข้าศึกษาต่อในระดับการศึกษาปริญญาตรี หลักสูตรวิทยาศาสตรบัณฑิต 
สาขาวิชาเคมี ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ที่อยู่ปัจจุบัน บ้านเลขที่ 338 หมู่ 10 
ต าบล พรรณา อ าเภอ พรรณานิคม จังหวัด สกลนคร 47130 โทรศัพท์ 088-292-4053 
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