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บทคดัย่อ: 
อุปกรณ์ของไหลจุลภาคฐานกระดาษเป็นอุปกรณ์การวเิคราะห์ที่พกพาได้และราคาถูกใช้ส าหรบัการ
วเิคราะห์เชงิปรมิาณและคุณภาพของสารได้หลายประเภท  ในโครงการวจิยันี้สร้างอุปกรณ์ของไหล
จุลภาคฐานกระดาษรปูแบบไมโครเพลท 96 หลุมโดยวธิกีารพมิพ์ดว้ยหมกึขีผ้ ึง้ซึง่เป็นวธิทีี่ง่าย รวดเรว็ 
และราคาถูก  ใชส้ าหรบัการศกึษาฤทธิข์องเอนไซมไ์ซโตโครม พ ี450 ไอโซไซม ์3A4 (CYP3A4) โดยใช ้
resorufin benzyl ether เป็นสารตัง้ตน้ทีท่ าใหเ้กดิฟลูออเรสเซนซ ์ เนื่องจาก CYP3A4 เป็นไอโซไซมท์ีม่ ี
ปรมิาณมากทีสุ่ดของ CYP450 และเกี่ยวขอ้งกบัการเกดิอนัตรกริยิาระหว่างยาทีส่ าคญัทางคลนิิก ดงันัน้ 
จงึควรมกีารศกึษาผลของสารที่มศีกัยภาพในการเป็นยาต่อการออกฤทธิข์องเอนไซม ์CYP3A4 ในช่วง
ต้นของการคน้พบยา  เพื่อหลกีเลีย่งไม่ให้เกดิอนัตรกริยิากบัเอนไซม์  สภาวะทีเ่หมาะสมในการทดลอง 
ได้แก่ โพแทสเซีมฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 50 มลิลิโมลาร์ (pH 7.4) ที่ประกอบด้วย dithiothreitol 0.1  
มลิลโิมลาร ์NADPH 1.3 มลิลโิมลาร ์และ poloxamer188 รอ้ยละ 0.02 บ่มทีอุ่ณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส 
เป็นเวลา 30 นาท ี การวดัฤทธิข์อง CYP3A4 บนอุปกรณ์ของไหลจุลภาคฐานกระดาษท าโดยใช้กล้อง
จลุทรรศน์แบบฟลูออเรสเซนซแ์ละตรวจวดัความเขม้แสงฟลูออเรสเซนซ์ดว้ยการถ่ายภาพและวเิคราะห์
โดย ImageJ ซึ่งใหผ้ลเช่นเดยีวกบัเครื่องอ่านปฏกิริยิาบนไมโครเพลท  นอกจากนี้ CYP3A4 ยงัถูกตรงึ
ไว้ในโซลเจลก่อนน าไปเคลือบบนอุปกรณ์ของไหลจุลภาคฐานกระดาษ ซึ่งช่วยเพิ่มความคงตัวของ
เอนไซมท์ีอุ่ณหภมู ิ4 องศาเซลเซยีสไดถ้งึ 3 สปัดาห ์โดยทีย่งัมฤีทธิร์อ้ยละ 86.8 ซึง่มคีวามคงตวัสูงกว่า
เอนไซมร์ปูแบบอสิระทีม่ฤีทธิเ์หลอืเพยีงรอ้ยละ 14.9  ส าหรบัลมิติการตรวจหาปรมิาณมคี่าเท่ากบั 0.71 
ไมโครโมลารแ์ละมคีวามแมน่ย าทีด่ ี(ความเบีย่งเบนสมัพทัธน้์อยกว่ารอ้ยละ 5.2) วธิทีีพ่ฒันาขึน้เป็นวธิทีี่
งา่ย ราคาถูก (น้อยกว่า 3 บาทต่อชิน้) พกพาไดแ้ละจดัเป็นเคมวีเิคราะห์สเีขยีว  นอกจากนี้ได้วธินี าไป
ประยุกต์ใช้ส าหรบัการศึกษาจลนศาสตร์ของเอนไซม์ รวมถึงการประเมนิผลของยาและสารสกัดพืช
สมนุไพรทีม่ต่ีอการออกฤทธิข์องเอนไซม ์วธิทีีพ่ฒันาขึน้น้ีจะเป็นประโยชน์อยา่งยิง่ในการประเมนิสารทีม่ ี
ศกัยภาพเป็นยาใหม ่
 

ค าหลกั: อุปกรณ์ของไหลจุลภาคฐานกระดาษ  ไซโตโครม พ4ี50  โซลเจล  จลนศาสตรข์องเอนไซม ์ 
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Abstract  
 
Project Code: MRG5980063 
 
Project Title: Low-cost paper-based microfluidic devices for measurement of CYP450 activity 
 
Investigator: Assistant Professor Nantana Nuchtavorn 
  Faculty of Pharmacy, Mahidol University 
 
E-mail Address: nantana.nuc@mahidol.ac.th 
 
Project Period: 2 years 
 
Abstract: 
Paper-based microfluidic devices (µPADs) have emerged as inexpensive and portable analytical 
platforms for achieving qualitative and quantitative measurements of various analytes.  
Fabrication of µPADs using wax printing method addresses well the simple, rapid and low-cost 
fabrication.  A µPAD design featuring a 96-well plate format was developed for the study of 
CYP450 subtype 3A4 (CYP3A4) activity using resorufin benzyl ether as a fluorogenic substrate.  
Since CYP3A4 is the most abundantly expressed CYP450 isozymes and it has also been 
involved in clinically significant drug-drug interaction.  Thus, incorporation of CYP3A4 enzyme 
screening at an early stage of drug discovery is preferable in order to avoid drug interactions.  
The optimal condition for enzymatic assay was in 50 mM potassium phosphate buffer (pH 7.4) 
containing 0.1 mM dithiothreitol, 1.3 mM NADPH and 0.02% poloxamer188, incubated at 37°C 
for 30 min. Measurement of CYP3A4 activity on µPADs format using handheld fluorescence 
microscope and the fluorescence intensity can be accurately quantified by taking a photo of the 
test zone and measuring the intensity by image analysis freeware (ImageJ). The method 
provided comparable results with those obtained from microplate reader.  Furthermore, CYP3A4 
was immobilized in sol-gel and coated on µPADs.  The immobilized enzyme was stable for 3 
weeks (activities of 86.8%) at 4°C, which offered an increased storage stability comparing to the 
free solution (activities of 14.9%). The limit of quantitation was 0.71 µM with good precision 
(RSDs < 5.2%).  The developed µPADs provide simplicity, low cost (cost~3 Baht/µPAD) and 
portability and approaches green analytical chemistry. The method was successful applied for 
enzyme kinetic study and assessment of drugs and herbal extracts in the alteration of CYP3A4 
activity.  Finally, it would be useful for assessment of potential new drug candidates.   
 

Keywords: paper-based microfluidic devices, cytochrome P450, sol-gel, enzyme kinetic, drug 
discovery 
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บทสรปุผูบ้ริหาร (executive summary) 

1. ท่ีมาและความส าคญัของปัญหา-ทบทวนวรรณกรรม 

1.1 ทีม่าและความส าคญัของปญัหา 

 ไซโตโครม พ ี450 (CYP450) ในร่างกายมนุษยเ์ป็นเอนไซมห์ลกัในการเมแทบอลซิมึ เฟส 1 ที่

เกิดขึ้นในตบั ซึ่งใช้ในกระบวนการเปลี่ยนแปลงสารต่างๆจากภายนอก (xenobiotics) ที่เข้าสู่ร่างกาย 

เช่น  ยารักษาโรค  พืชสมุนไพร (medicinal plant) สารเคมี เป็นต้น   CYP3A4 เป็นไอโซไซม ์

(isoenzyme) ของ CYP450 ที่มปีรมิาณมากที่สุดและเกี่ยวข้องกบัการเกิดอนัตรกิรยิาระหว่างยา พืช

สมุนไพรและยา ซึง่น าไปสู่การเกดิอาการไม่พงึประสงค ์ การออกฤทธิข์องยาทีสู่งขึน้หรอืลดลงกว่าปกต ิ

เช่น การให้ยา cisapride ที่เกิดเมแทบอลิซึมโดย CYP3A4 ร่วมกับ ketoconazole ซึ่งเป็นตัวยบัยัง 

CYP3A4 จะท าให้ เกิดอันตรกิริยาระหว่างยาและมีอาการไม่พึงประสงค์ที่ เป็นพิษ ต่อหัวใจ 

(cardiotoxicity) ตามมา   ดังนั ้น จึงควรมีการศึกษาผลของสารที่มีศักยภาพในการเป็นยา (drug 

candidates) ต่อการออกฤทธิข์องเอนไซม์ CYP3A4 ในช่วงต้น (early stage) ของการค้นพบยา 

(drug discovery) เพื่อหลีกเลี่ยงไม่ให้เกิดอนัตรกริยิากบัเอนไซม ์[1, 2] โดยสามารถท าการทดลอง

ในหลอดทดลอง (in vitro) เบือ้งต้นก่อน เพื่อน าผลการทดลองทีไ่ดไ้ปใชใ้นการออกแบบการศกึษาอนัตร

กริยิาของยาทางคลนิิก [3] 

 อุปกรณ์ตรวจวเิคราะหข์องไหลจลุภาคฐานกระดาษ (paper-based microfluidic analytical 

devices, µPADs) เป็นระบบการวเิคราะหข์นาดเลก็ทีจ่ดัเป็นเทคโนโลยสีเีขยีว (green technology)  

และไดร้บัความสนใจเป็นอย่างสงู จงึมกีารน าไปประยกุตใ์ชใ้นการวเิคราะหส์ารหลากหลายประเภท เช่น 

การตรวจการตดิเชือ้ไวรสัตบัอกัเสบ ซ ี (hepatitis C virus) [4]  ไนเตรทและไนไตรทใ์นน ้าดื่มและ

สิง่แวดลอ้ม [5]  แลคโตเฟอรนิ (lactoferrin) ในน ้าตา [6] เป็นตน้  เทคนิคนี้มขีอ้ด ีคอื ราคาถูก พกพาได ้

(portable) ใชส้ารตวัอยา่งและตวัท าละลายปรมิาณน้อย นอกจากนี้กระดาษทีน่ ามาใชใ้นการสรา้งระบบ

ของไหลจลุภาคมคีวามเขา้กนัไดก้บัสารเคมหีลายชนิดและท าการดดัแปลงพืน้ผวิเพื่อใหเ้หมาะสมกบัการ

น าไปประยกุตใ์ชง้านไดง้่าย [7]  

 ดังนั ้น งานวิจัยนี้ จึงพัฒนาอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ของไหลจุลภาคฐานกระดาษที่มีการ  

immobilize เอนไซม ์CYP450 ลงใน sol-gel แล้วเคลอืบบนกระดาษและสารตัง้ต้นที่ท าให้เกดิการเรอืง

แสงฟลูออเรสเซนต์ (fluorogenic substrate) เมื่อเกิดปฏกิริยิาของเอนไซมจ์ะมีการเปลี่ยนแปลงความ

เข้มสขีองสารตัง้ต้นเรอืงแสงที่สามารถมองเห็นได้ด้วยตาเปล่า และวดัปรมิาณโดยการถ่ายภาพด้วย

กล้องจุลทรรศน์แบบฟลูออเรสเซนต์และวเิคราะห์ความเขม้สี  ซึ่งวธิวีเิคราะห์ที่พฒันาขึ้นเป็นวธิทีี่ง่าย 
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รวดเรว็ และราคาไม่แพง ส าหรบัการประเมนิอันตรกิรยิาของสารที่มศีักยภาพในการเป็นยาหรอืพืช

สมนุไพรต่อการออกฤทธิข์อง CYP450   

1.2 ทบทวนวรรณกรรม 

 การเมแทบอลิซึมของยาเป็นกระบวนการเปลี่ยนแปลงสารที่ละลายได้ในไขมนั (lipophilic 
compound) ไปเป็นสารทีม่กีารละลายน ้าไดด้ขี ึน้โดย CYP450 ท าให้สามารถขบัออกจากร่างกายไดง้่าย
ขึ้น  ไอโซไซม์ของ CYP450 ในร่างกายมนุษย์ที่เกี่ยวข้องกับเมแทบอลิซึมของยาที่มีใช้ทางคลินิก
มากกว่าร้อยละ 90 ได้แก่  CYP1A2  CYP2C9  CYP2C19  CYP2D6 และ CYP3A4 [8, 9]  โดย 
CYP3A4 เป็นไอโซไซมท์ี่พบมากทีสุ่ด ซึง่มปีรมิาณรอ้ยละ 30-40 ของ CYP450 ทัง้หมดทีอ่ยู่ในตบัและ
ล าไสเ้ลก็ นอกจากนี้ CYP3A4 เกี่ยวขอ้งกบัเมแทบอลซิมึของยาทีม่จี าหน่ายในท้องตลาดประมาณรอ้ย
ละ 50 และมผีลต่อการเกิดอนัตรกิรยิาของยาเป็นอย่างมาก  [10]  ดงันัน้ การทดลองในหลอดทดลอง
เพื่อประเมนิสารทีม่ศีกัยภาพในการเป็นยาต่อการออกฤทธิข์อง  CYP450 โดยเฉพาะอย่างยิง่ CYP3A4 
จงึมีความส าคัญอย่างยิ่ง เพื่อใช้เป็นแนวทางส าหรบัการทดลองในร่างกายสิ่งมีชีวิต (in vivo) และ
การศึกษาอันตรกิรยิาระหว่างยาทางคลินิก  U.S. Food and Drug Administration (FDA) แนะน าตัว
ยบัยัง้และตวัเหนี่ยวน าส าหรบัการทดลองในหลอดทดลอง ดงัแสดงในตารางที ่1 
 

ตารางที ่1 ตวัยบัยงัและตวัเหนี่ยวน าส าหรบัการทดลองในหลอดทดลอง [11] 

CYP ตวัยบัยัง้ ตวัเหนี่ยวน า 

1A2 furafylline, -naphthoflavone omeprazole, lansoprazole 

2C9 sulfaphenazole, fluconazole 

fluvoxamine, fluoxetine 

rifampin 

2C19 ticlopidine, nootkatone rifampin 

2D6 quinidine none identified 

3A4/5 ketoconazole, itraconazole 

troleandomycin, verapamil 

rifampin 

 

 สารตัง้ต้นที่ท าให้เกดิการเรอืงแสงฟลูออเรสเซนต์ที่มกีารใช้อย่างแพร่หลายส าหรบัการศกึษา

การยบัยัง้หรอืเหน่ียวน าการออกฤทธิข์อง  CYP450 เพื่อประเมนิสารทีม่ศีกัยภาพในการเป็นยาทีอ่าจจะ

เกดิอนัตรกริยิาระหว่างยาได้  สารตัง้ต้น (ตารางที่ 2) ถูกเมแทบอไลซ์โดย CYP3A4 และท าให้เกดิสาร

เรอืงแสงฟลอูอเรสเซนต์  [12-14] และวเิคราะหโ์ดยเครือ่งอ่านปฏกิริยิาในไมโครเพลท [15] 
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ตารางที ่ 2 สารตัง้ตน้เรอืงแสงฟลอูอเรสเซนตส์ าหรบัการประเมนิฤทธิข์องเอนไซม ์ CYP3A4 ในหลอด

ทดลอง และความยาวคลื่นกระตุน้/ปลดปล่อย (excitation/emission wavelength) ของเมแทบอไลต ์[12-

14] 

สารตัง้ตน้ เมแทบอไลต ์ ความยาวคลื่นกระตุน้/

ปลดปล่อย (นาโนเมตร) 

7-benzyloxy-trifluoromethylcoumarin  7-hydroxy-7-benzyloxy-

trifluoromethylcoumarine  

410/538 

7-benzyloxyquinoline  7-hydroxyquinoline 410/538 

7-benzyloxy-methyloxy-3-

cyanocoumarin  

3-cyano-7-hydroxycoumarin 415/460 

7-benzyloxy-methyloxy-4-

(trifluoromethyl)-coumarin  

7-hydroxy-4-

trifluoromethylcoumarin 

415/520 

di(benzyloxymethoxy)fluorescein fluorescein 485/538 

dibenzylmethylfluorescein  fluorescein 485/520 

resorufin benzyl ether or  

benzyloxy resorufin  

resorufin 535/590 

benzyloxy-methyl-resorufin  resorufin 535/590 
 

 เทคนิคการวเิคราะห์หลายประเภทถูกน ามาใช้ในการตรวจวดัฤทธิข์อง CYP450 เช่น ไฮเพอร์

ฟอรแ์มนส์ลคิวดิโครมาโทกราฟี (high performance liquid chromatography, HPLC) และตวัตรวจวดั

การเรอืงแสงฟลูออเรสเซนซ ์[16] ลคิวดิโครมาโทกราฟี-แมสสเปกโทรเมตร ี(mass spectrometry, MS) 

[17] ลคิวดิโครมาโทกราฟี-แมสสเปกโทรเมตร/ีแมสสเปกโทรเมตร ี[18, 19] เครื่องอ่านปฏกิริยิาบนไม

โครเพลทที่ใช้ตวัตรวจวดัการเรอืงแสงฟลูออเรสเซนซ ์[15, 20]   อย่างไรก็ตาม การวเิคราะห์บนระบบ

ของไหลจลุภาคและอุปกรณ์การวเิคราะหแ์บบพกพาไดค้วามสนใจอยา่งมาก เนื่องดว้ยเป็นวธิแีบบใหม่ที่

ใช้เวลาในการวิเคราะห์น้อย มีประสิทธิภาพสูง และใช้สารตัวอย่างและสารเคมีอื่นๆ ปรมิาณน้อย 

อุปกรณ์ตรวจวเิคราะห์ของไหลจุลภาคฐานกระดาษเป็นระบบการวเิคราะห์ขนาดเลก็รปูแบใหม่ที่ใช้ใน

การวเิคราะห์เชงิคุณภาพและปรมิาณได้อย่างรวดเรว็ ราคาถูก ใช้งานง่าย จงึมกีารประยุกต์ใช้ในการ

วเิคราะห์หลายประเภท เช่น การตรวจวนิิจฉัยโรค การตรวจสารตกค้างในอาหารและสิง่แวดล้อม การ

ตรวจสารส าคญัในอาหารและเครือ่งส าอาง เป็นตน้ [4, 21, 22]  
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 กระดาษที่น ามาใช้ในการสรา้งระบบของไหลจุลภาคมคีวามเขา้กนัไดก้บัสารเคมหีลายชนิดและ

ท าการดดัแปลงพืน้ผวิไดง้า่ย พกพาได ้ราคาถูก   นอกจากนี้ของเหลวสามารถเคลื่อนทีบ่นกระดาษดว้ย

แรงแคปิลลาร ี(capillary force) โดยไมอ่าศยัอุปกรณ์อื่นๆ [7, 23]  หลกัการสรา้งอุปกรณ์ตรวจวเิคราะห์

ของไหลจุลภาคฐานกระดาษใช้การสรา้งช่องการไหล (channel) และ reservoir  โดยใช้ทางกัน้ไม่ชอบ

น ้ า (hydrophobic barrier) บนกระดาษ [24, 25]    การพิมพ์ด้วยหมึกพิมพ์ขี้ผึ้ง (wax printing) เป็น

วธิีการสร้างที่นิยมใช้ เนื่องจากเป็นวิธทีี่ง่ายและรวดเรว็ [26] หลงัจากการพิมพ์แบบลงบนกระดาษ

จะต้องมขีัน้ตอนให้ความรอ้นเพื่อให้หมกึขีผ้ ึ้งซมึผ่านรพูรุนของกระดาษและเกดิเป็นทางกัน้ไม่ชอบน ้า

อยา่งสมบรูณ์  

 ในปจัจุบนัยงัไม่มรีายงานการใช้อุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ของไหลจุลภาคฐานกระดาษส าหรบั

การศกึษาฤทธิข์อง CYP3A4 งานวจิยันี้จงึมุ่งเน้นในการพฒันาอุปกรณ์ตรวจวเิคราะห์ของไหลจุลภาค

ฐานกระดาษรปูแบบใหม่ โดยการ immobilize เอนไซม ์CYP3A4 ลงใน sol–gel แลว้เคลอืบบนกระดาษ 

ส าหรบัการศึกษาผลของสารที่มีศักยภาพในการเป็นยาหรือพืชสมุนไพรที่มีต่อการออกฤทธิข์อง 

CYP3A4 โดยการใช้กล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต์ในการถ่ายภาพและวเิคราะห์รูปภาพโดย ImageJ  
ซึ่งเป็นวิธีที่ไม่ซับซ้อนและพกพาได้  CYP3A4 ที่ถูก immobilized ลงใน sol–gel ถูกที่ท าจากซิลิกา

เคลือบเป็นฟิล์มบางบนกระดาษ ซึ่งช่วยให้เอนไซม์มคีวามคงตัวและสารที่ใช้ในการท าปฏิกิรยิายงั

สามารถแพร่ผ่านรพูรุนของซลิกิาได้ ฟิลม์ซลิกิามคีุณสมบตัโิปร่งแสงจงึใชร้่วมกบัตวัตรวจวดัเชงิแสงได ้

(optical detection) นอกจากนี้ ซิลิกาเป็นสารเฉื่อย (inert)  มคีวามเข้ากันได้กับน ้ าและตัวท าละลาย

อนิทรยี ์[27] ดงันัน้ วธิวีเิคราะหท์ีพ่ฒันาขึน้จงึมปีระโยชน์ต่อการวเิคราะหส์ารออกฤทธิท์างชวีภาพหรอื

สารชวีโมเลกุลอื่นๆ ดว้ย เช่น แอนตบิอด ีโปรตนี เอนไซม ์เป็นตน้  

 

2. วตัถปุระสงค ์ 

โครงการนี้มวีตัถุประสงค์เพื่อพฒันาอุปกรณ์ตรวจวเิคราะห์ของไหลจุลภาคฐานกระดาษแบบ

ประหยดั พกพาได้ ส าหรบัการวัดฤทธิข์อง CYP450 ได้อย่างรวดเรว็ โดยใช้ CYP3A4 เป็นเอนไซม์

ตน้แบบ โดยมวีตัถุประสงคย์อ่ยดงันี้  

 เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมในการตัง้ต ารบั sol-gel ส าหรบัการ immobilize เอนไซม์ 

 เพื่อพฒันาอุปกรณ์ตรวจวเิคราะห์ของไหลจุลภาคฐานกระดาษที่มกีารเคลอืบด้วย sol-gel ที่ม ี

เอนไซม์ immobilize อยู่โดยใช้ตรวจตรวจวดัเชงิแสง 

 เพื่อตรวจสอบความถูกต้องของวธิวีเิคราะห์บนอุปกรณ์ตรวจวเิคราะห์ของไหลจุลภาคฐาน  

กระดาษที่พฒันาขึ้น 
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 เพื่อประยุกต์ใช้วิธีวิเคราะห์ส าหรบัการประเมินยาใหม่หรอืสารสกัดสมุนไพรที่มผีลต่อการ  

ออกฤทธิข์องเอนไซม์  

  
3. วิธีทดลอง  

3.1 การพฒันาวธิวีเิคราะห ์

 การพฒันาวธิวีเิคราะหเ์พื่อหาสภาวะทีเ่หมาะสมส าหรบัศกึษาฤทธิข์องเอนไซม ์เริม่จาก

การศกึษาปจัจยัต่างๆ ทีม่ผีลต่อการวเิคราะหบ์นไมโครเพลทบนแผ่นกระดาษ (paper microzone plate) 

โดยการตรวจวดัด้วยเครื่องอ่านปฏกิิรยิาในไมโครเพลท (microplate reader)  ที่มตีวัตรวจวดัเชงิแสง

ชนิดฟลูออเรสเซนซ ์จากนัน้น าสภาวะทีเ่หมาะสมในการวเิคราะหไ์ปใชใ้นการศกึษาฤทธิข์องเอนไซมบ์น

อุปกรณ์ตรวจวเิคราะหข์องไหลจุลภาคฐานกระดาษ  โดยการตรวจวดัดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ขนาดเลก็และ

พกพาได ้ซึง่มขี ัน้ตอน ดงันี้ 

3.1.1 การสรา้งไมโครเพลทบนแผ่นกระดาษและอุปกรณ์ตรวจวเิคราะหข์องไหลจลุภาคฐานกระดาษ 

 ออกแบบไมโครเพลทบนแผ่นกระดาษที่มีความกว้าง 8.5 เซนติเมตร และยาว 12.5  

เซนติเมตร และประกอบด้วยวงกลมที่มเีส ้นผ่านศูนยก์ลาง 0.7 เซนตเิมตร จ านวน 96 วง ด้วย

โปรแกรม Microsoft Powerpoint ดงัรูปที่ 1 โดยบรเิวณสทีบึเป็นส่วนที่ไม่ชอบน ้าซึ่งพมิพ์ด้วยหมกึ

พมิพ์ขีผ้ ึ้ง 

 พมิพไ์มโครเพลทที่ออกแบบไว้ดว้ยเครื่องพมิพห์มกึขีผ้ ึง้ (Fuji Xerox® ColorQube 8870)  

โดยใชก้ระดาษชนิด Whatman qualitative filter paper grade 1 ทีม่คีวามหนา 180 ไมโครเมตร 

ขนาดรพูรุน 11 ไมโครเมตร จากนัน้น าไปเคลอืบดว้ยแผ่นพลาสตกิ (laminating film) เพื่อใหฐ้านมี

ความแขง็แรง โดยใชเ้ครื่องเคลอืบ (laminator) ทีอุ่หภูมปิระมาณ 120 องศาเซลเซยีส ในขณะเดยีวกนั 

หมกึขีผ้ ึง้จะละลายลงสู่กระดาษและเกดิเป็นทางกัน้ไม่ชอบน ้า  
 

 
รปูที ่1 การออกแบบไมโครเพลททบนแผ่นกระดาษแบบ 96 หลุม  
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 ออกแบบและสร้างฐานใส่ไมโครเพลททบนแผ่นกระดาษแบบ 96 หลุม (96-well paper  

microzone plate holder) ด้วยวัสดุอะครลิิค (รูปที่ 2)  ส าหรบัใส่ไมโครเพลททบนแผ่นกระดาษไป

ตรวจวดัดว้ยเครือ่งอ่านปฏกิริยิาในไมโครเพลท 

  
               ช่องเสยีบไมโครเพลทบนแผ่นกระดาษ 

รปูที ่2  การออกแบบฐานใส่ไมโครเพลททบนแผ่นกระดาษแบบ 96 หลุม [28] 
 

 การสรา้งอุปกรณ์ตรวจวเิคราะหข์องไหลจลุภาคฐานกระดาษรปูแบบอื่นๆ มวีธิที าเช่นเดยีวกบั 

การสรา้งไมโครเพลทบนแผ่นกระดาษ แต่ไมต่อ้งใชฐ้านอะครลิคิ 

3.1.2 การหาสภาวะทีเ่หมาะสมของวธิวีเิคราะห ์  

 ศึกษาความเข้ากนัได้ของไมโครเพลทบนแผ่นกระดาษและตวัท าละลายชนิดต่างๆ โดยการ 

หยดต วัท าละลาย ได้แก่ ethanol, methanol, acetonitrile, dimethyl sulfoxide, ฟอสเฟตบัฟเฟอร ์

และทรสิบฟัเฟอร ์ปรมิาตร 5 ไมโครลติร ลงบนหลุมบนไมโครเพลททบนแผ่นกระดาษแบบ 96 หลุม 

และสงัเกตการแพรข่องตวัท าละลายผ่านทางกัน้ไมช่อบน ้า 

 ศึกษาปจัจยัที่ส่งผลต่อปฏกิิรยิาที่ใช้ในการวเิคราะห์ ดงัแสดงในตารางที่ 3  ในการทดลอง 

ใช ้ resorufin benzyl ether เป็นสารตั ้งต้น  และเอนไซม์  CYP3A4 เป็นตัวกระตุ้ น ให้ เกิดการ

เปลี่ยนแปลงเป็นผลิตภัณฑ์ฟลูออเรสเซนซ์  resorufin ที่ตรวจวัดได้ที่ความยาวคลื่นกระตุ้นและ

ปลดปล่อย 570 และ 600 นาโนเมตร ตามล าดบั [13, 14] (รปูที ่3) 
 

ตารางที ่3 ปจัจยัทีศ่กึษาส าหรบัการหาสภาวะทีเ่หมาะสมของวธิวีเิคราะห ์

ปจัจยั ช่วงหรอืชนิดทีศ่กึษา 

ชนิดของบฟัเฟอร ์ ฟอสเฟตบฟัเฟอรแ์ละทรสิบฟัเฟอร ์

ความเขม้ขน้ของบฟัเฟอร ์  50-200 มลิลโิมลาร ์

ระยะเวลาในการบ่ม  0-50 นาท ี
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รปูที ่3  เมแทบอลซิมึของเอนไซม ์CYP3A4 โดยใช ้resorufin benzyl ether เป็นสารตัง้ตน้ [13, 14] 

 ขัน้ตอนการเตรยีมสารละลายต่างๆ มดีงันี้ 

การเตรยีมสารตัง้ตน้และเอนไซม ์

เตรยีมสารละลาย resorufin benzyl ether ความเขม้ขน้ 1.6 มลิลโิมลาร ์โดยการชัง่  resorufin 

benzyl ether 5 มลิลกิรมั ละลายใน  acetonitrile 10 มลิลลิติร  และ sonicate ประมาณ 10 นาทจีากนัน้

เตรียมสารละลาย resorufin benzyl ether ความเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ โดยการปิเปตสารละลาย 

resorufin benzyl ether ความเข้มข้น 1.6 มลิลโิมลาร์จ านวน 625 ไมโครลติร ผสมกบั poloxamer188 

200 ไมโครลติร dimethyl sulfoxide 100 ไมโครลติรและ acetonitrile 75 ไมโครลติร  

เตรยีมสารละลายเอนไซม์ CYP3A4 ความเขม้ขน้ 5 นาโนโมลาร ์โดยการการปิเปตสารละลาย

เอนไซมค์วามเขม้ขน้ 1 ไมโครโมลาร ์จ านวน 5 ไมโครลติร ผสมกบับฟัเฟอร ์995 ไมโครลติร  

การเตรยีมสารละลายบฟัเฟอร ์

เตรยีมสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร ์ (dipotassium hydrogen phosphate (K2HPO4) และ 

potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4)) ความเขม้ขน้ 400 มลิลโิมลาร ์ โดยการชัง่ K2HPO4 

6.9672 กรมั และ KH2PO4 2.7218 กรมั ลงใน volumetric flask ขนาด 100 มลิลลิติร และ 50 มลิลลิติร 

ตามล าดบั และปรบัปรมิาตรดว้ยน ้า จากนัน้เตรยีมฟอสเฟตบฟัเฟอรค์วามเขม้ขน้ 200 มลิลโิมลาร ์ pH 

7.4 โดยการผสมสารละลาย K2HPO4 42 มลิลลิติร และสารละลาย KH2PO4 8 มลิลลิติร ส าหรบัฟอสเฟต

บฟัเฟอรค์วามเขม้ขน้ 50 และ 100 มลิลโิมลาร ์ เตรยีมโดยการเจอืจางฟอสเฟตบฟัเฟอรค์วามเขม้ขน้ 

200 มลิลโิมลารด์ว้ยน ้า 

 เตรยีมทรสิบฟัเฟอรค์วามเขม้ขน้ 200 มลิลโิมลาร ์ โดยการชัง่ Tris-HCl 2.4228 กรมั ลงใน 

volumetric flask ขนาด 100 มลิลลิติร เตมิน ้าประมาณ 80 มลิลลิติร  จากนัน้ปรบัสารละลายใหไ้ด ้ pH 

7.4 โดยเตมิ HCl 1 โมลาร ์หรอื NaOH 1 โมลาร ์แลว้ปรบัปรมิาตรใหค้รบ 100 มลิลลิติร  

 การเตมิสารละลายผสมลงบนไมโครเพลททบนแผ่นกระดาษเพื่อน าไปวดัฤทธิข์องเอนไซม์

ด้วยเครื่องอ่านปฏกิริยิาในไมโครเพลทท าโดยการปิเปตสารละลาย dithiotreitol ความเขม้ขน้ 10 มลิลิ

โมลาร ์0.99 ไมโครลติร, β-NADPH ความเขม้ขน้ 1.3 มลิลโิมลาร ์1 ไมโครลติร, poloxamer188 ความ

เขม้ขน้ 2 เปอรเ์ซนต์โดยมวลต่อปรมิาตร 0.99 ไมโครลติร, สารละลาย resorufin benzyl ether ความ
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เขม้ขน้ 1 มลิลโิมลาร ์1 ไมโครลติร และสารละลายบฟัเฟอรท์ีป่ระกอบดว้ยเอนไซม ์CYP3A4 ความ

เขม้ขน้ 5 นาโนโมลาร ์5 ไมโครลติร บ่มทีอุ่ณหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส เป็นระยะเวลา 0-50 นาท ี

 น าสภาวะทีเ่หมาะสมของวธิวีเิคราะหบ์นไมโครเพลททบนแผ่นกระดาษแบบ 96 หลุมมาใชใ้น

การวเิคราะหบ์นอุปกรณ์ตรวจวเิคราะหข์องไหลจุลภาคฐานกระดาษ ซึ่งตรวจวดัด้วยการถ่ายภาพดว้ย

กล้องจุลทรรศน์แบบฟลูออเรสเซนซ์ (Dyno-Lite® รุ่น  AM4115T-YFGW) ที่ใช้ light emitting diodes 

(LEDs) สเีขยีวเป็นแหล่งก าเนิดแสง และวเิคราะหภ์าพถ่ายดว้ยโปรแกรม ImageJ (รปูที ่4) 

 

 

 

 

 

 

 

 

รปูที ่4 การวเิคราะหบ์นอุปกรณ์ตรวจวเิคราะหข์องไหลจลุภาคฐานกระดาษที่ตรวจวดัดว้ยการถ่ายภาพ

ดว้ยกลอ้งจลุทรรศน์แบบฟลูออเรสเซนซ์ 
 

3.1.3 การประเมนิความถูกตอ้งของวธิวีเิคราะห ์ 

 การประเมนิความถูกต้องของวธิวีเิคราะหบ์นอุปกรณ์ตรวจวเิคราะหข์องไหลจุลภาคฐานกระดาษ

ทีต่รวจวดัดว้ยการถ่ายภาพดว้ยกลอ้งจลุทรรศน์แบบฟลอูอเรสเซนซ์ มดีงันี้ 

 ความสมัพนัธเ์สน้ตรง 

สร้างกราฟมาตรฐาน (calibration curve) ของสารละลายมาตรฐาน resorufin benzyl ether 

จ านวน 5 ความเขม้ขน้ (2.5-15 ไมโครโมลาร)์ โดยแต่ละความเขม้ขน้ท า 3 ซ ้า จากนัน้ค านวณหา 

correlation coefficient (r2), ร อ้ยละส ่วน เบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (percent relative standard 

deviation, %RSD) ของความชนั และจดุตดัแกน y 

รอ้ยละส่วนเบีย่งเบนมาตรฐานสมัพทัธ ์= (ส่วนเบีย่งเบนมาตรฐาน/ค่าเฉลีย่) x 100   (1) 

 ความแม่นย า 

ความแม่นย าของวิธ ีว ิเคราะห์ค านวณจากร้อยละส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานส ัมพ ัทธ์ของ

ความเข้มแสงฟลูออเรสเซนซ์ ความแม่นย าของการวเิคราะหภ์ายในวนัเดยีวกนั (intra-day precision) 

กลอ้งจลุทรรศน์แบบฟลอูอเรสเซนซ์ 

 

การวเิคราะหภ์าพถ่ายดว้ยโปรแกรม ImageJ อุปกรณ์ตรวจวเิคราะหข์องไหลจลุภาคฐาน
กระดาษ 
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ศกึษาที ่3 ระดบัความเขม้ขน้ของกราฟมาตรฐาน (2.5, 7.5 และ 15 ไมโครโมลาร)์ โดยวเิคราะหภ์ายใน

วนัเดยีวกนั  ส่วนความแม่นย าของการวเิคราะหร์ะหว่างวนั (inter-day precision) ศกึษาที ่3 ระดบัความ

เข้มข้นของกราฟมาตรฐาน (2.5, 7.5 และ 15 ไมโครโมลาร์) โดยวิเคราะห์ใน 6 วนั ที่แตกต่างกัน 

จากนัน้ค านวณหารอ้ยละส่วนเบีย่งเบนมาตรฐานสมัพทัธข์องความเขม้แสงฟลอูอเรสเซนซ ์

 ลมิติการตรวจหาและลมิติการวเิคราะหป์รมิาณ 

ลมิติการตรวจหาเป็นความเขม้ขน้ทีใ่ห้ความเขม้แสงฟลูออเรสเซนซ์เป็น 3.3 เท่าของส่วน

เบีย่งเบนมาตรฐานของจุดตดัแกน y/ค่าเฉลี่ยของความชนั (3.3SDy-intercept/slope) ลมิติการวิเคราะห์

ปรมิาณเป็นความเขม้ขน้ทีใ่หค้วามเขม้แสงฟลูออเรสเซนซ์ เป็น 10 เท่าของส่วนเบีย่งเบนมาตรฐานของ

จดุตดัแกน y/ค่าเฉลีย่ของความชนั (10SDy-intercept/slope) 

 ความถูกตอ้ง 

ความถูกต้องของวธิวีเิคราะหไ์ด้จากการเปรยีบเทยีบผลอุปกรณ์ตรวจวเิคราะห์ของไหลจุลภาค

ฐานกระดาษกบัไมโครเพลทบนแผ่นกระดาษดว้ยการทดสอบทางสถติ แบบ t-test 

3.2 การพฒันาต ารบั sol-gel และการ immobilize เอนไซมล์งใน sol-gel 

ผสมสารละลาย sodium silicate ความเขม้ขน้ 0.125-2.5 โมลาร ์ และ Ludox® colloidal silica 

ความเขม้ขน้ 8.3 โมลาร ์ในอตัราส่วนต่างๆ ลงในบกีเกอรแ์ละผสมใหเ้ขา้กนัโดยใช ้magnetic stirrer วดั 

pH เริม่ต้นและปรบัใหไ้ด ้ pH 7.4 ดว้ย HCl ความเขม้ขน้ 4 โมลาร ์ สงัเกตลกัษณะการเกดิเจลที่

อุณหภมูหิอ้งและปรมิาณน ้าทีเ่หลอือยูใ่นต ารบั sol-gel (9)  จากนัน้น าต ารบั sol-gel ทีเ่หมาะสมมา 

immobilize เอนไซม ์โดยการปิเปต sol-gel 950 ไมโครลติร และเอนไซม ์1,000 พโิคโมล 50 ไมโครลติร 

ผสมใหเ้ขา้กนั จะได ้ sol-gel ทีป่ระกอบดว้ยเอนไซม ์ 50 พโิคโมลแลว้จงึปิเปต 10 ไมโครลติรลงบน

อุปกรณ์ตรวจวเิคราะหข์องไหลจุลภาคฐานกระดาษ ซึง่จะเกดิการเคลอืบเป็นฟิลม์บนกระดาษ โดยใน

แต่ละ reservoir จะมเีอนไซม ์ 0.5 พโิคโมล น าอุปกรณ์ตรวจวเิคราะหข์องไหลจุลภาคฐานกระดาษที่

เคลอืบดว้ย sol-gel ทีม่กีาร immobilize เอนไซม ์ CYP3A4 เกบ็ในภาชนะปิดสนิททีอุ่ณหภูม ิ 4 องศา

เซลเซยีส (รปูที ่5) 

 

รปูที ่ 5 การเกบ็รกัษาอุปกรณ์ตรวจวเิคราะหข์องไหลจุลภาคฐานกระดาษทีเ่คลอืบดว้ย sol-gel ทีม่กีาร 

immobilize เอนไซมใ์นภาชนะปิดสนิททีอุ่ณหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส 
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น าต ารบั sol-gel ทีเ่หมาะสมในการ immobilize เอนไซม ์ CYP3A4 เคลอืบลงบนกระดาษไป

ตรวจสอบลกัษณะดว้ยกลอ้งจลุทรรศน์อเิลก็ตรอนแบบส่องกราด (scanning electron microscope, 

SEM) และกลอ้งจลุทรรศน์อเิลก็ตรอนแบบส่องผ่าน (transmission electron microscope, TEM)  
 

3.3 การศกึษาความคงตวัของเอนไซมท์ี ่immobilize ใน sol-gel  

น าอุปกรณ์ตรวจวเิคราะหข์องไหลจลุภาคฐานกระดาษทีม่กีารเคลอืบดว้ยเอนไซมท์ี ่ immobilize 

ใน sol-gel ใส่ภาชนะปิดสนิทเกบ็ทีอุ่ณหภมู ิ 4 องศาเซลเซยีส จากนัน้น ามาวเิคราะหฤ์ทธิข์องเอนไซม์

ดว้ยวธิวีเิคราะหท์ีผ่่านการประเมนิความถูกตอ้งแลว้ในสปัดาหท์ี ่ 0-8 เปรยีบเทยีบฤทธิข์องเอนไซมใ์น

รปูแบบอสิระทีเ่กบ็รกัษาในสภาวะเดยีวกนั 

ฤทธิข์องเอนไซม ์(รอ้ยละ) = (ฤทธิข์องเอนไซมส์ปัดาหท์ี ่x/ฤทธิข์องเอนไซมส์ปัดาหท์ี ่0) x 100 (2) 

3.4 การประยกุตใ์ชว้ธิวีเิคราะหท์ีพ่ฒันาขึน้ 

3.4.1 การประเมนิผลของยาและสารสกดัพชืสมนุไพรทีม่ต่ีอเอนไซม ์ 

น าอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ของไหลจุลภาคฐานกระดาษมาทดสอบกับสารละล ายยา 

ketoconazole เป็นตวัยบัยัง้ [29] และ phenytoin, carbamazepine เป็นตวัเหน่ียวน าการออกฤทธิข์อง 

CYP3A4 ตามล าดบั เพื่อทดสอบประสทิธภิาพของอุปกรณ์ตรวจวเิคราะหข์องไหลจลุภาคฐานกระดาษ   

จากนั ้นน าอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ของไหลจุลภาคฐานกระดาษมาทดสอบกับสารสกัดพืช
สมุนไพร  ได้แก่ เมล็ดหมาก (Areca catechu)  ใบชา (Camellia sinensis) และส่วนเหนือดินกะเม็ง 
(Eclipta prostrata) การวเิคราะห ์control ท าโดยการเตมิสารละลายบฟัเฟอรล์งบนกระดาษ สารตัง้ต้นจะ
เกดิการปฏกิริยิาเปลีย่นแปลงเป็นสารเรอืงแสงฟลอูอเรสเซนตท์ีม่เีอนไซม ์CYP3A4 เป็นตวักระตุน้ 
 3.4.2 การศกึษาจลนศาสตรข์องเอนไซม ์(enzyme kinetic) 

การวดัฤทธิข์องเอนไซมใ์นสภาวะทีเ่หมาะสม โดยใชส้ารตัง้ต้นทีค่วามเขน้ขน้ต่างๆ ในช่วง 0-20 

ไมโครโมลาร ์และน าไปบ่มที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส ตรวจวดัฤทธิข์องเอนไซมทุ์กๆ  5 นาท ีเป็น

เวลาทัง้หมด 40 นาท ีน าขอ้มลูมาสรา้งกราฟ Lineweaver-Burk plot โดยแกน x เป็นค่า 1/ความเขม้ขน้

ของสารตัง้ต้น และแกน y เป็นค่า 1/ความเรว็ (รูปที่ 6) จากนัน้หาค่า maximum velocity (Vmax) ของ

เอนไซม์ซึ่งเป็นค่าอตัราความเรว็สูงสุด และ Michaelis constant (Km) เป็นค่าคงที่เฉพาะของเอนไซม์

และสารตัง้ต้น และมคี่าเท่ากบัความเขม้ขน้ของสารตัง้ต้นที่มผีลให้ปฏกิริยิามอีตัราเรว็เท่ากบัครึง่หนึ่ง

ของ Vmax  
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รปูที ่6 Lineweaver-Burk plot 
 

3. แผนการด าเนินงาน 

แผนการด าเนินงานและผลผลติ (output) ทีค่าดว่าจะไดร้บัแสดงในตารางที ่4 

ตารางที ่4 แผนการด าเนินงานและผลผลติทีค่าดว่าจะไดร้บั 

ขัน้ตอน แผนการด าเนินงานวจิยั 
ระยะเวลา (เดอืน) 

ผลผลติทีค่าดว่าจะไดร้บั 

1-
2 

3-
6 

7-
9 

10
-1

2 
13

-1
5 

16
-1

8 
19

-2
1 

22
-2

4 
1 ทบทวนวรรณกรรม         งานวิจัยที่เกี่ยวข้องกับโครงการนี้ที่

เป็นปจัจุบนั  
2 ก า รพั ฒ น าต า รับ  sol-gel แ ล ะก า ร 

immobilize CYP3A4 ลงใน sol-gel 
        

ต ารบั sol-gel ทีเ่หมาะสมส าหรบัการ 
immobilized CYP3A4  

3 การศึกษาคุณลักษณะของ CYP3A4 ที ่
immobilize ใน  sol-gel matrix  

        

4 การศกึษาฤทธิข์อง  CYP3A4 ใน sol-gel         
5 การเคลือบ  CYP3A4 ที่ immobilize ใน 

sol-gel บนกระดาษ 
การประเมนิความถกูตอ้งของวธิ ี

        วธิทีีเ่หมาะสมในการเคลอืบ CYP3A4 
ที ่immobilize ใน sol-gel บนกระดาษ  

6 การศึกษาความคงตัวของ CYP3A4 ที ่
immobilize ใน sol-gel บนกระดาษ 

        ระยะเวลาและสภาวะการเก็บรกัษา 
CYP3A4 

7 การประยุกต์ใช้วิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้น
กบัตวัอยา่งยาและพชืสมนุไพร  
การศกึษาจลนศาสตรข์องเอนไซม ์

        ขอ้มูลตวัอย่างยาและพชืสมุนไพรที่มี
ผลต่อการออกฤทธิข์อง  CYP3A4 

8 การวิเคราะห์ข้อมูล วิจารณ์และสรุปผล
การทดลอง 

        - รายงานความกา้วหน้า 
- รายงานฉบบัสมบรูณ์ 
- สง่ตน้ฉบบัส าหรบัตพีมิพ ์ 9 การจัดท ารายงานและเขียนต้นฉบับ

ส าหรบัตพีมิพ ์(manuscript ) 
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ผลการทดลอง 

1. การพฒันาวิธีวิเคราะห ์ 

1.1 การสร้างไมโครเพลทบนแผ่นกระดาษและอุปกรณ์ตรวจวเิคราะห์ของไหลจุลภาคฐานกระดาษ  

ไมโครเพลทบนแผ่นกระดาษพมิพ์ด้วยหมกึขีผ้ ึ้งพมิพ์บนกระดาษ Whatman qualitative filter paper 

grade 1 และเคลอืบฐานดว้ยแผ่นพลาสตกิ จากนัน้น าไปใส่ในฐานทีท่ าจากอะครลิคิ (รปูที ่7) 

 

รปูที ่7 ไมโครเพลททบนแผ่นกระดาษแบบ 96 หลุม ทีพ่มิพด์ว้ยหมกึพมิพข์ีผ้ ึง้ และฐานอะครลิคิ      

1.2 ศึกษาความเข้ากนัได้ของไมโครเพลทบนแผ่นกระดาษและตวัท าละลายชนิดต่างๆ พบว่าไมโคร

เพลทบนแผ่นกระดาษมคีวามเข้ากนัได้กับฟอสเฟตบฟัเฟอร์ ทรสิบฟัเฟอร์ แต่มคีวามเข้ากันได้กับ 

ethanol, methanolม acetonitrile, dimethyl sulfoxide ได้ในอัตราส่วนสูงสุด 5:5  9:1  7:3 และ 9:1 

ตามล าดบั  เมื่อใชต้วัท าละลายสูงกว่าอตัราส่วนดงักล่าว จะเกดิการแพร่ของตวัท าละลายออกนอกทาง

กนัไมช่อบน ้า (ตารางที ่5) 
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ตารางที ่5 ความเขา้กนัระหว่างตวัท าละลายต่างๆกบัไมโครเพลทบนแผ่นกระดาษ   

อตัราส่วนตวัท า

ละลายและน ้า 

ตวัท าละลาย/บฟัเฟอร ์

Ethanol Methanol Acetonitrile 
Dimethyl 

sulfoxide 

ฟอสเฟต

บฟัเฟอร ์

ทรสิ

บฟัเฟอร ์

0:10     - - 

1:9     - - 

2:8     - - 

3:7     - - 

4:6     - - 

5:5     - - 

6:4     - - 

7:3     - - 

8:2     - - 

9:1     - - 

10:0       

หมายเหตุ: = สารเคมทีีใ่ชใ้นการทดลองมคีวามเขา้กนัไดข้องไมโครเพลทบนแผ่นกระดาษและไม่แพร่

ออกนอกส่วนทีช่อบน ้า 

               = สารเคมทีีใ่ชใ้นการทดลองเกดิการแพรอ่อกนอกส่วนทีช่อบน ้า        

               - = ไมไ่ดท้ าการทดลอง 

1.3 ศึกษาปจัจยัที่ส่งผลต่อปฏกิิรยิาที่ใช้ในการวเิคราะห์ โดยใช้ resorufin benzyl ether เป็นสาร 

ตัง้ต้น ซึ่งให้ผลิตภัณฑ์ resorufin เป็นสารเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์   พบว่า ฟอสเฟตบัฟเฟอร ์

(15,349±614.62) ให้ค่าความเขม้แสงฟลูออเรสเซนต์สูงกว่าทรสิบฟัเฟอร ์(12,044±460.97) จากนัน้น า

ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ที่ความเข้มข้น 50  100 และ 200 มลิลโิมลารม์าศึกษาและบ่มที่อุณหภูม ิ37 องศา

เซลเซยีสเป็นระยะเวลา 0-50 นาท ี (รปูที ่8) พบว่า ฟอสเฟตบฟัเฟอรท์ีค่วามเขม้ขน้ 50  มลิลโิมลารใ์ห้

ค่าความเขม้แสงฟลูออเรสเซนต์สูงสุดและการบ่มทีเ่วลา 30 นาทคี่าความเขม้แสงฟลูออเรสเซนต์สูงสุด

และมีค่าคงที่จนถึงเวลา 50 นาที ดังนั ้น สภาวะที่เหมาะสมของวิธีวิเคราะห์บนไมโครเพลทบน

แผ่นกระดาษ ได้แก่ ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 50 มิลลิโมลาร์ pH 7.4 บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

ระยะเวลา 30 นาท ีจากนัน้น าสภาวะที่เหมาะสมมาใช้บนอุปกรณ์ตรวจวเิคราะห์ของไหลจุลภาคฐาน

กระดาษทีต่รวจวดัโดยการถ่ายภาพดว้ยกลอ้งจลุทรรศน์แบบฟลอูอเรสเซนต์ 
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1) ความเขม้ขน้ของบฟัเฟอร ์  

 

 

 

 

 

 

 

 

2) ระยะเวลาในการบ่ม  

 

 

 

 

 

 

 

 

รปูที ่8 การศกึษาปจัจยัทีส่่งผลต่อปฏกิริยิาของเอนไซมบ์นไมโครเพลทบนแผ่นกระดาษดว้ยเครือ่งอ่าน

ปฏกิริยิาในไมโครเพลท  
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2. การประเมินความถกูต้องของวิธีวิเคราะห ์ 

 ประเมนิความถูกต้องของการวเิคราะหบ์นอุปกรณ์ตรวจวเิคราะหข์องไหลจุลภาคฐานกระดาษที่

ตรวจวดัโดยการถ่ายภาพดว้ยกลอ้งจลุทรรศน์แบบฟลอูอเรสเซนต์ ดงันี้ 

ตารางที ่6 ความสมัพนัธเ์สน้ตรง 

วนัที ่ ความชนั จดุตดัแกน 

y 

Correlation coefficient 

(r2) 1 0.7407 8.7798 0.9941 
2 0.7185 8.8164 0.9974 
3 0.6478 8.7176 0.9963 

ค่าเฉลีย่ 0.7023 8.7713 0.9959 
ส่วนเบีย่งเบนมาตรฐาน 0.0485 0.0499 0.0017 

รอ้ยละส่วนเบีย่งเบนมาตรฐาน

สมัพทัธ ์

6.91 0.57 0.17 

ตารางที ่7 ความแม่นย าของการวเิคราะหภ์ายในวนัเดยีวกนัและระหว่างวนั 

ความเขม้ขน้ (ไมโครโมลาร)์ รอ้ยละส่วนเบีย่งเบนมาตรฐานสมัพทัธ ์(n=6) 
ภายในวนัเดยีวกนั ระหว่างวนั 

2.5 4.81 0.81 
7.5 1.96 4.32 
15 4.91 5.12 

 ลมิติการตรวจหา 0.23 ไมโครโมลาร ์และลมิติการวเิคราะหป์รมิาณ 0.71 ไมโครโมลาร ์(รอ้ยละ 

ส่วนเบีย่งเบนมาตรฐานสมัพทัธน้์อยกว่า 6.91) 

 ความถูกตอ้ง  

น าอุปกรณ์ตรวจวเิคราะหข์องไหลจุลภาคฐานกระดาษและกลอ้งจุลทรรศน์แบบฟลูออเรสเซนต์

มาตรวจหาคุณสมบตัเิฉพาะของเอนไซม ์(Vmax และ  Km) เปรยีบเทยีบกบัผลการทดลองทีไ่ดจ้ากไมโคร

เพลทบนแผ่นกระดาษที่ตรวจวดัด้วยเครื่องอ่านปฏิกิรยิาในไมโครเพลท  พบว่าไม่แตกต่างอย่างมี

นัยส าคัญทางสถิติ (P < 0.05) แสดงว่าวิธีวิเคราะห์บนอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ของไหลจุลภาคฐาน

กระดาษมคีวามถูกตอ้ง 

 

3. การพฒันาต ารบั sol-gel และการ immobilize เอนไซมล์งใน sol-gel 

การพฒันาต ารบั sol-gel ดว้ยการปรบัเปลีย่นอตัราส่วนระหว่าง Ludox® colloidal silica และ 

สารละลาย sodium silicate และปรบัใหไ้ด ้pH 7.4 (ตารางที ่8) ซึง่ต ารบั sol-gel ทีเ่หมาะสมส าหรบัการ

น าไป immobilize เอนไซม ์ จะตอ้งมลีกัษณะการเกดิเจลในระดบัที ่ 3 เจลไมไ่หลตามภาชนะบรรจุ และ

ไมม่นี ้าเหลอือยูใ่นต ารบั ดงัแสดงในรปูที ่9 จากการทดลองพบว่า ต ารบัที่ 20 เป็นต ารบัทีเ่หมาะสม ซึง่มี
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ประกอบดว้ย Ludox® colloidal silica 8.3 โมลาร ์และ สารละลาย sodium silicate 0.125 โมลาร ์ ใน

อตัราส่วน 1:1 จากนัน้น า sol-gel ต ารบัที่ 20 มา immobilize เอนไซมแ์ละเคลอืบลงบนกระดาษ  โดย

การผสม sol-gel กบั เอนไซมใ์นอตัราส่วน 95:5 หรอื 90:10 พบว่า sol-gel สามารถดดูซบัเอนไซมไ์ด้

ทัง้หมด เนื่องจากไมม่นี ้าเหลอือยูใ่นต ารบั เมือ่เอนไซมถ์ูก immobilize ลงใน sol-gel แลว้จงึปิเปตลงบน

อุปกรณ์ตรวจวเิคราะหข์องไหลจลุภาคฐานกระดาษ ซึง่จะเกดิการเคลอืบเป็นฟิลม์บนกระดาษ และเกบ็

ในภาชนะปิดสนิททีอุ่ณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส 
 

 

 

 

 

 
 

รูปที่ 9  ลกัษณะการเกิดเจล 4 ระดบั: 1) ไม่เกิดการก่อเจล (no detectable gel formed) 2) เจลเนื้อ

เหลวและไหลตามภาชนะบรรจ ุ(flowing gel) 3) เจลไมไ่หลไหลตามภาชนะบรรจ ุ(non-flowing gel)  

4) เจลเนื้อแขง็ (rigid gel)   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

1)   2)   3)          4) 
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ตารางที ่8 การพฒันาต ารบั sol-gel  

ต ารบั
ที ่

อตัราสว่น 

pH เริม่ตน้ pH สดุทา้ย 

ลกัษณะการเกดิเจล 
Ludox® colloidal silica 8.3 

โมลาร ์
สารละลาย sodium silicate (โมลาร)์ น ้าทีเ่หลอือยูใ่น

ต ารบั 
ระดบัการเกดิ

เจล* 2.5  0.4  0.25 0.2 0.18 0.15 0.125 
1 1 1       - - ม ี 4 
2 1 2       - - ม ี 4 
3 1 3       - - ม ี 4 
4 1 4       12.1 10.7 ม ี 3 
5 2 1       - - ม ี 4 
6 3 1       - - ม ี 4 
7 4 1       - - ม ี 4 
8 1  1      11.4  - ม ี 4 
9 1  4       - 10.0 ม ี 2 
10 1  12      11.8 10.0 ม ี 2 
11 1  24      12.0 9.8 ม ี 2 
12 1  124      11.9 9.7 ม ี 2 
13 1 

 
 124     11.8 9.0 ม ี 2 

14 1 
 

  1    11.2 8.8 ไมม่ ี 2 
15 1 

 
   1   11.1 8.1 ไมม่ ี 2 

16 1 
 

    1  11.0 8.0 ม ี 1 
17 1 

 
     124 11.7 7.6 ม ี 2 

18 1       62 11.7 7.4 ม ี 2 
19 1       31 11.6 7.4 ม ี 2 
20 1       1 10.9 7.4 ไมม่ ี 3 
21 1       2 11.1 7.4 ม ี 2 
22 2       3 11.1 7.5 ม ี 2 
23 1       1.25 11.1 7.7 ม ี 2 

*ต ารบัทีม่กีารเกดิเจลระดบั 4 เป็นเจลเนื้อแขง็ ท าใหไ้มส่ามารถวดั pH ได ้
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  การศึกษาคุณลกัษณะเอนไซม์ CYP3A4 ที่ถูก immobilize ลงใน sol-gel ด้วยกล้องจุลทรรศน์

อเิลก็ตรอน โดยเตรยีมต ารบั sol-gel ทีป่ระกอบดว้ย Ludox® colloidal silica 8.3 โมลาร ์และ สารละลาย 

sodium silicate 0.125 โมลาร ์ในอตัราส่วน 1:1 และปรบัใหไ้ด ้pH 7.4 ดว้ย HCl ความเขม้ขน้ 4 โมลาร ์ 

จากนัน้เติมเอนไซม์ลงใน sol-gel เพื่อให้ได้เอนไซม์ความเข้มข้น 50 พิโคโมล  และเคลอืบลงบน

กระดาษเกบ็ในภาชนะปิดสนิททีอุ่ณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส แลว้น าไปศกึษาคุณลกัษณะของเอนไซมใ์น 

sol-gel ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องผ่านและกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องกราด 

พบว่า เอนไซม์อยู่ในลกัษณะที่ล้อมรอบด้วย sol-gel (รูปที่ 10) เมื่อเอนไซม์ที่ immobilize ใน sol-gel 

ถูกน ามาเคลอืบเป็นฟิล์มบนกระดาษ นอกจากการเคลอืบทีพ่ื้นผวิดา้นบนกระดาษแล้วยงัมกีารซมึผ่าน

ของ sol-gel ไปตามรพูรุนและเคลอืบที่เส้นใยกระดาษด้วย (รูปที่ 11) ท าให้ช่วยเพิม่พื้นที่ผวิในการท า

ปฏกิริยิาของเอนไซม ์ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 10 การศึกษาคุณลกัษณะเอนไซม์ใน sol-gel ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องผ่าน  

( เอนไซม ์ sol-gel) 

 

เอนไซม ์
 
 

sol-gel 
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1) รปูเสน้ใยกระดาษเซลลโูลสทีไ่มม่กีารเคลอืบดว้ย sol-gel 

 
2) รปูตดัขวางเอนไซม ์immobilize ใน sol-gel ทีเ่คลอืบบนกระดาษ 

 
3) รปูพืน้ผวิดา้นบนของเอนไซม ์immobilize ใน sol-gel ทีเ่คลอืบบนกระดาษ 

รปูที ่11 การศกึษาคุณลกัษณะเอนไซมใ์น sol-gel ทีเ่คลอืบบนกระดาษด้วยกลอ้งจุลทรรศน์อเิลก็ตรอน

ชนิดส่องกราด 
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4. การศึกษาความคงตวัของเอนไซมท่ี์ immobilize ใน sol-gel  

น าอุปกรณ์ตรวจวเิคราะห์ของไหลจุลภาคฐานกระดาษที่มกีารเคลอืบด้วยเอนไซม์ CYP3A4 

ที ่ immobilize ใน sol-gel (รูปที่ 12) มาวิเคราะห์ฤทธิข์องเอนไซม์สัปดาห์ที่ 0-8 พบว่าเอนไซม์ที ่

immobilize ใน sol-gel มคีวามคงตวัมากกกว่าเอนไซมร์ปูแบบอสิระ เอนไซมร์ปูแบบอสิระมฤีทธิล์ดลง

อย่างรวดเรว็ในสปัดาห์ที่ 2 โดยมฤีทธิข์องเอนไซมเ์พยีงรอ้ยละ 42.9 ขณะที่เอนไซมท์ี่ immobilize ใน 

sol-gel ยงัคงมฤีทธิข์องเอนไซมร์อ้ยละ 86.8 ในสปัดาหท์ี่ 3 และลดลงเหลอืรอ้ยละ 62.1 ในสปัดาหท์ี่ 4 

(รปูที ่13) 

1)                                                           2) 

 

 

 

 

รูปที่ 12 ลกัษณะภายนอกของ 1) เอนไซม์รูปแบบอิสระที่หยดลงบนอุปกรณ์ตรวจวเิคราะห์ของไหล

จุลภาคฐานกระดาษ 2) เอนไซม์ที่ immobilize ลงใน sol-gel หลังจากเคลือบลงบนอุปกรณ์ตรวจ

วเิคราะหข์องไหลจลุภาคฐานกระดาษ    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รปูที ่13 ความคงตวัของเอนไซมร์ปูแบบอสิระและเอนไซมท์ี ่immobilize ใน sol-gel สปัดาหท์ี ่0-8 

 

 

 

เอนไซมอ์สิระ 

เอนไซมท์ีถู่ก immobilize ลงใน sol-gel 
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5. การประยกุตใ์ช้วิธีวิเคราะหท่ี์พฒันาขึ้น 

เมื่อน าอุปกรณ์ตรวจวเิคราะห ์ของไหลจุลภาคฐานกระดาษมาทดสอบกบัสารละลายยา 

ketoconazole ความเขม้ขน้ 6 ไมโครกรมัต่อไมโครลติร พบว่าออกฤทธิย์บัยัง้เอนไซม ์CYP3A4 รอ้ยละ 

60.5 ± 0.16 ซึ่งเปรยีบเทียบกับรายงานวิจยัที่ทดสอบยา ketoconazole ความเข้มข้น 6.84 ± 1.02 

ไมโครกรมัต่อไมโครลติร (5.82-7.86 ไมโครกรมัต่อไมโครลติร) โดยใช้วธิไีฮเพอรฟ์อรแ์มนส์ลคิวดิโคร

มาโทกราฟี พบว่าออกฤทธิย์บัยัง้เอนไซม์ CYP3A4 ร้อยละ 50 [29]  นอกจากนี้ได้น าอุปกรณ์ตรวจ

วเิคราะห์ของไหลจุลภาคฐานกระดาษมาทดสอบกับยาและสารสกัดสมุนไพรที่มรีายงานว่าออกฤทธิ ์

ยบัยัง้เอนไซม์ CYP 3A4  ได้แก่ สารสกัด Areca catechu, Eclipta prostrate, Camellia sinensis และ

ยาที่ออกฤทธิเ์หน่ียวน าเอนไซม์ CYP3A4  ได้แก่ phenytoin, carbamazepine  พบว่าระดับความ

เขม้ขน้ของยาและสารสกดัสมุนไพรทีอ่อกฤทธิย์บัยัง้หรอืเหน่ียวน าเอนไซม ์CYP43A4 ไดร้อ้ยละ 50 ไม่

แตกต่างกนัอย่างมนีัยส าคญัทางสถติเิมื่อเปรยีบเทยีบกบัผลการวจิยัทีม่กีารตพีมิพแ์ลว้ โดยการทดสอบ

ดว้ย t-test (P>0.05)  ซึง่แสดงว่า อุปกรณ์ตรวจวเิคราะหข์องไหลจุลภาคฐานกระดาษมปีระสทิธภิาพทีด่ี

ในการใช้ท านายการออกฤทธิข์องยาหรอืสารออกฤทธิต่์างๆ ทีม่อีาจจะมผีลต่อการยบัยัง้หรอืเหนี่ยวน า

การออกฤทธิข์องเอนไซม ์CYP450   

  การศึกษาจลนศาสตร์ของเอนไซม์ CYP3A4 ที่ immobilize ใน sol-gel และน าไปเคลือบบน

กระดาษ แสดงในรปูแบบ Lineweaver-Burk plot (รปูที่ 14) จุดตดัแกน Y เป็นค่า 1/Vmax = 2.304 และ

ค่าความชนัของกราฟเป็นค่า Km/Vmax = 6.3097 ดงันัน้ ค่า Vmax = 0.43 ไมโครโมลารต่์อนาท ีและ Km = 

2.71 ไมโครโมลาร ์ ค่า Km บ่งถงึความสามารถของเอนไซมใ์นการจบักบัสารตัง้ต้น (affinity) เมือ่ Km ต ่า 

แสดงว่าเอนไซมม์คีวามสามารถในการจบักบัสารตัง้ตน้สงู 

 
รปูที ่14 Lineweaver-Burk plot ของเอนไซม ์CYP3A4 ที ่immobilize ใน sol-gel และน าไปเคลอืบบน

กระดาษ 
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สรปุผลการทดลองและข้อเสนอแนะส าหรบังานวิจยัในอนาคต 

งานวจิยันี้มุ่งเน้นที่ในการพฒันาอุปกรณ์ตรวจวเิคราะห์ของไหลจุลภาคฐานกระดาษ ซึ่งเป็น

ศาสตรก์ารวเิคราะหร์ปูแบบใหมท่ีม่คีวามรวดเรว็ ประหยดั และเป็นมติรกบัสิง่แวดลอ้ม [30] มาใชใ้นการ

วดัฤทธิข์อง CYP450 โดยใช้ CYP3A4 เป็นเอนไซมต์้นแบบ  CYP3A4 เป็นเอนไซมห์ลกัในตบัส าหรบั

การเมแทบอลซิมึสารต่างๆ เช่น ยารกัษาโรค สมุนไพร สารเคม ีและสารชวีโมเลกุลในร่างกาย [1, 2] 

โดยยาที่มจี าหน่ายในท้องตลาดประมาณรอ้ยละ 50 จะผ่านกระบวนการเมแทบอลซิมึโดยใช้ CYP3A4  

ดงันัน้ จงึมสี่วนเกี่ยวข้องกับการเกิดอันตรกิรยิาระหว่างยาเป็นจ านวนมาก [10]  ในการทดลองใช ้

resorufin benzyl ether เป็นสารตัง้ต้น ซึ่งจะเกิดเมแทบอลิซึมแบบออกซิเดชนั โดยการกระตุ้นของ

เอนไซม์ CYP3A4 แล้วเปลี่ยนเป็นเมแทบอไลต์ resorufin ที่สามารถตรวจวดัด้วยตวัตรวจวดัเชงิแสง

แบบฟลูออเรสเซนซ ์[12, 14] สภาวะทีเ่หมาะสมในการศกึษาฤทธิข์องเอนไซมบ์นอุปกรณ์ตรวจวเิคราะห์

ของไหลจุลภาคฐานกระดาษ มีดงันี้  ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.4 ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ บ่มที่

อุณหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส  เป็นระยะเวลา 30 นาท ีตรวจวดัดว้ยการถ่ายภาพโดยกลอ้งจลุทรรศน์แบบ

ฟลูออเรสเซนซท์ีม่ขีนาดเลก็และพกพาไดแ้ลว้วเิคราะหภ์าพถ่ายเชงิปรมิาณดว้ยโปรแกรม ImageJ และ

ประเมนิความถูกต้องของวธิ ีโดยมคีวามสมัพนัธ์เชงิเส้นตรงของ resorufin benzyl ether ในช่วงความ

เขม้ขน้ 2.5-15 ไมโครโมลารท์ี่ม ีy= 0.7023x+8.7713, r2 = 0.9959  ความแม่นย าที่วเิคราะห์ภายในวนั

เดยีวกนัและระหว่างวนัมคี่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์น้อยกว่ารอ้ยละ 5.2  วธิมีคีวามถูกต้องเมื่อ

เปรยีบกบัไมโครเพลทบนแผ่นกระดาษโดยการใช ้t-test (P<0.05)  ลมิติการตรวจหา 0.23 ไมโครโมลาร ์

และลมิติการวเิคราะหป์รมิาณ 0.71 ไมโครโมลาร ์(ส่วนเบีย่งเบนมาตรฐานสมัพทัธน้์อยกว่ารอ้ยละ 6.9)   

เนื่ องด้วยเอนไซม์ในรูปแบบอิสระมีความคงตัวต ่ า จึงพัฒนาต ารับ sol-gel ส าหรับการ 

immobilize เอนไซม์ เพื่อให้มีความคงตัวเพิ่มขึ้น  ต ารบั sol-gel ที่เหมาะสมประกอบด้วย Ludox® 

colloidal silica ความเขม้ข้น 8.3 โมลาร์ และ silicate solution 0.125 โมลาร ์ในอตัราส่วน 1:1 ปรบัให้

ได้ pH 7.4 จากนัน้น า sol-gel ที่ได้ผสมกับเอนไซม์ในอัตราส่วน 95:5 ก่อนที่จะน าไปเคลือบลงบน

กระดาษ  และท าการศกึษาความคงตวัทีอุ่ณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส พบว่าสปัดาห์ที่ 2 และ 3 เอนไซม์

ที่ถูก immobilize ใน sol-gel ยงัมฤีทธิร์อ้ยละ 90.2 และ 86.8 ตามล าดบั ขณะทีเ่อนไซมร์ปูแบบอสิระ

มีฤทธิเ์พียงร้อยละ 42.9 และ 14.9 ตามล าดับ  เมื่อน าอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ของไหลจุลภาคฐาน

กระดาษทีพ่ฒันาขึน้ไปทดสอบกบัสารละลายยาและสารสกดัสมุนไพรทัง้หมด 6 ชนิด ซึง่เป็นยาและสาร

สกัดสมุนไพรที่มรีายงานว่าออกฤทธิย์บัยัง้เอนไซม์ CYP3A4  ได้แก่ ketoconazole สารสกัด Areca 

catechu, Eclipta prostrate, Camellia sinensis และยาที่ออกฤทธิเ์หน่ียวน าเอนไซม์ CYP3A4  ได้แก่ 

phenytoin, carbamazepine พบว่า ได้ผลเช่นเดยีวกบังานวจิยัก่อนหน้านี้ที่ใช้วธิวีเิคราะห์แบบดัง้เดมิ  

แสดงว่า อุปกรณ์ตรวจวเิคราะห์ของไหลจุลภาคฐานกระดาษที่พฒันาขึน้มามแีนวโน้มที่จะน ามาใช้ใน
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การศกึษาเอนไซม ์CYP450 ไอโซไซมอ์ื่นๆ เพื่อใชใ้นการประเมนิสารสงัเคราะหห์รอืสารสกดัสมุนไพรที่

มแีนวโน้มเป็นยา  

เนื่องจากกลอ้งจุลทรรศน์แบบฟลูออเรสเซนส์มขีอ้จ ากดัของแหล่งก าเนิดแสงทีม่ ีLEDs เพยีง 1 

ชนิดเท่านัน้  จงึขอ้เสนอแนะส าหรบังานวจิยัในอนาคตให้พฒันาระบบการตรวจวดัทดแทนการใชก้ลอ้ง

จลุทรรศน์ โดยในระบบควรม ีLEDs หลายสเีป็นแหล่งก าเนิดแสง เพื่อจะไดค้รอบคลุมช่วงความยาวคลื่น

ไดก้วา้ง ท าใหน้ าไปประยุกต์ใชง้านทีต่้องการตรวจวดัแสงฟลอูอเรสเซนส์ไดห้ลากหลายมากขึน้ ส าหรบั

การวดัเชงิปรมิาณสามารถใช้โทรศพัท์มอืถอืในการถ่ายภาพทดแทนการถ่ายภาพโดยกลอ้งจุลทรรศน์

ก่อนจะน าไปเคราะหค์วามเขม้ส ี  
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Microfluidic analysis platforms are enabling technologies for portable, rapid and high throughput 
analysis.  Lab-on-paper / paper-based microfluidic devices (µPADs) are particularly attractive as 
a low cost, easy to fabricate and enabling a wide range of colorimetric and fluorometric assay 
applications. The fabrication relies on patterning hydrophobic regions on a hydrophilic filter 
paper in order to create reservoirs or capillary channels within impermeable fluidic brakes. We 
have fabricated several designs of µPADs either by a desktop digital craft plotter/cutter with 
technical drawing pens, or wax printer. With these devices, assays can be performed within 
minutes to an hour to allow for quantitative colorimetric/fluorometric analysis by use of a 
microplate reader or a camera phone/handheld fluorescence microscope with ImageJ to 
measure color intensity. These methods found applicability in the areas of food and 
pharmaceutical analysis i.e. determination of active pharmaceutical ingredients (e.g. 
paracetamol, salicylic acid, memantine and phenytoin) in dosage forms and screening of 
antioxidant activity in food and cytochrome P450 activity of potential drug candidates. The 
developed µPADs provides short fabrication time, simplicity and low cost and have capability for 
determining a variety of analytes. 
 
Keywords portable; paper-based microfluidics; food, pharmaceuticals 
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Lab-on-paper-based devices or paper-based microfluidic devices (µPADs) have emerged as 
inexpensive, disposable and portable analytical platforms for achieving rapid quantitative 
measurements of various analytes.  Fabrication of µPADs relies on patterning hydrophilic-
hydrophobic regions on a sheet of paper.  Wax printing method addresses well the simple, 
rapid and low-cost fabrication.  A µPAD design featuring a 96-well plate format was developed 
for the study of CYP3A4 activity using resorufin benzyl ether as an enzyme substrate.  Since 
CYP3A4 is the most abundantly expressed CYP450 isozymes and it has also been involved in 
the drug metabolism as well as in clinically significant drug-drug interaction.  Thus, incorporation 
of CYP3A4 enzyme screening at an early stage of drug discovery is preferable in order to avoid 
drug interactions.  The optimal condition for enzymatic assay was in 50 mM potassium 
phosphate buffer (pH 7.4) containing 0.1 mM dithiothreitol, 1.3 mM NADPH and 0.02% 
poloxamer188, incubated at 37°C for 30 min. Measurement of CYP3A4 activity using the 
fluorescent detection at excitation/emission wavelength of 570/600 nm, on µPADs format 
provided comparable results with those obtained from plastic 96-well plates.    However, µPADs 
offered higher sensitivity than well plates due to the greater facilitating the enzymatic reaction. 
Moreover, µPADs (cost~$0.1/µPAD) is more cost effective than plastic well plates 
(cost~$2.6/plate). The optimal condition was then transfer to determine the enzyme activity on 
µPADs using handheld fluorescence microscope. The fluorescence intensity can be accurately 
quantified by taking a photo of the test zone measuring the intensity by image analysis freeware 
(ImageJ). The limit of quantitation was 0.71 µM with good precision (RSDs < 5.2%).  Moreover, 
CYP3A4 was immobilized in sol-gel formulation containing 8.3 M Ludox® TM-50 colloidal silica 
and 0.125 M sodium silicate solution with the ratio of 1:2, then coated on µPADs.  The 
immobilized enzyme was stable for at least 1 week at 4C, which offered an increased storage 
stability comparing to the free solution. The developed µPADs provide simplicity, low cost and 
portability and approaches green analytical chemistry. The method would be useful for 
assessment of potential new drug candidates.   
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Abstract 

Paper-based devices using smartphone-based detection has been widely used for 

colorimetric analysis due to its simplicity, ease of operation, and handheld capability.  

Here, we present a simple and low-cost colorimetric measurement of dopamine on paper-

based devices, which was based on the 3,3',5,5'-tetramethylbenzidine (TMB)-silver 

nitrate redox reaction.  In the presence of dopamine, the detection mechanism was based 

on the decrease blue color of the oxidized TMB according to the reduction of the oxidized 

TMB and the binding of dopamine to silver ions. The responses were fit to the logarithmic 

curve with r2 of 0.9932.  The method shows good precision (%RSD<6.6%), and recovery 

(92.8-106.2%) with the detection limit of <0.6 mM.  The method did not require any 

complex or time-consuming preparation and was successfully employed for the 

determination of dopamine injections.  This work shows the potential of paper-based 

devices with the smartphone as convenient and low-cost methods for the quality control 

of pharmaceutical products, which could be an alternative for resource-limited setting. 

Keywords: dopamine; 3,3',5,5'-tetramethylbenzidine (TMB); paper-based devices; 

colorimetry 

 

 

 

 

 

 



Introduction 

Dopamine belongs to a group of catecholamine neurotransmitters which plays an 

important role in mammalian cardiovascular, endocrine and central nervous system 

(CNS).1  Several disorders of the nervous system are associated with the disturbances of 

dopamine transmission including Parkinson’s disease, depression, and schizophrenia.2-3  

Therefore, determination of dopamine in biological fluids has a great importance for 

clinical purposes.  Moreover, dopamine hydrochloride intravenous injection has been 

prescribed for the treatment of the shock syndrome due to various serious conditions such 

as low blood pressure, myocardial infarction, trauma and renal failure.4-5  Hence, efficient 

analytical methods for quality control of dopamine dosage forms is mandatory.  The 

United States and British Pharmacopeias recommend non-aqueous titration for the assay 

of dopamine in raw material and high performance liquid chromatography (HPLC) for 

the assay of dopamine injections.6-7  In addition, several analytical methods have been 

investigated for determination of dopamine in biological fluids and pharmaceutical 

products e.g. spectrophotometry,8 fluorescence,9 electrochemistry,10 

chemiluminescence,11 electroluminescence,12 capillary electrophoresis-electrochemical 

detection (ECD),13 and HPLC-ECD/fluorescence detection.14  These methods are time 

consuming, high cost and require skilled operators, complicated maintenance.  Thus, a 

simple, rapid and low-cost method for determination of dopamine becomes essential. 

 Microfluidic paper-based analytical devices were firstly introduced by Whiteside 

group,15 which have gained attention due to their simplicity, low-cost, low reagent and 

sample consumption, portability and disposability.16-18  Several detection techniques have 

been implemented to paper-based devices i.e. colorimetry, fluorescence, 

electrochemistry, electrochemiluminescence, and chemiluminescence.19-23  Among these 

detection techniques, the colorimetric detection is the most commonly used because it is 



easy to perform and requires simple equipment.18  The color products can be visually 

observed or quantitated using a smartphone or a scanner to take the images of the colored 

area and analyzing by image processing software.24  ImageJ is an image analysis freeware 

developed by National Institures of Health (NIH) which can be used to convert RGB to 

grayscale images.  Then, the mean grayscale intensities are plotted against the analyte 

concentration.  

A simple colorimetric method for the determination of dopamine has been 

reported, which based on the 3,3',5,5'-tetramethylbenzidine (TMB)-silver nitrate 

(AgNO3) redox reaction.25  Subsequently, the blue color solution was generated from the 

oxidized TMB (oxTMB).  The presence of dopamine could cause the fading of the blue 

color that can be quantitatively measured by UV-Vis spectrophotometer.25  Herein, we 

demonstrate a simple and low-cost paper-based device using the colorimetric reaction of 

AgNO3-TMB for the measurement of dopamine in pharmaceutical formulations.  Then, 

a smartphone photograph of colored areas was taken and analyzed by ImageJ.  Up to the 

present, colorimetric measurement of dopamine on paper-based devices based on the 

TMB-AgNO3 redox reaction has not been reported. 

Experimental 

Chemicals  

TMB, 3-hydroxytyramine hydrochloride (dopamine hydrochloride) and 

dimethylsulfoxide (DMSO) were purchased from Tokyo Chemical Industry (Tokyo, 

Japan).  AgNO3 was obtained from POCH (Gliwice, Poland).  Acetic acid was purchased 

from RCI Lab scan (Bangkok, Thailand).  Sodium acetate was obtained from Ajax 

Finechem (New South Wales, Australia).    All chemicals were of analytical grade.  Sterile 

water was purchased from Thai Nakorn Pattana (Nonthaburi, Thailand).  Whatman® filter paper 



No.1 was supplied by GE Healthcare Life Sciences (Chicago, USA) and laminating film 

with the thickness of 125 µm was purchased from HIC (Osaka, Japan).   

Stock solutions of 40 mM TMB and 40 mM AgNO3 was separately prepared by 

dissolving 0.0481 g TMB and 0.0339 g AgNO3 in 5 mL DMSO and sterile water, 

respectively.   The stock standard solution of dopamine was prepared by dissolving 

0.0189 g dopamine in 10 mL sterile water (10 mM).  Working standard solutions were 

diluted from the stock solution with water to obtain 1-8 mM dopamine.  The stock 

solutions were protected from light and stored at room temperature, while the stock 

solution of dopamine was kept at 4o C. 

Fabrication of paper-based devices 

Fabrication of paper-based devices relies on patterning of hydrophilic-hydrophobic 

regions on a Whatman® paper in order to create capillary channels or reservoirs on the 

paper.18  The patterns of paper-based devices were drawn using Microsoft® PowerPoint 

software.  Whatman® qualitative filter paper sheet grade 1 with pore size of 11 µm and 

thickness of 180 µm was cut into the A4 size (21.0 x 29.7 cm).  The designed paper 

featuring a number of circular shapes with a diameter of 6 mm and line thickness of 0.8 

mm (2.25 pt) was printed on the filter paper (ca 300 circular shapes/A4 paper size) using 

Fuji Xerox® Colorqube8870 wax printer (Bangkok, Thailand).  Subsequently, the 

patterned paper was heated on a hot plate for 5 min to allow the wax to penetrate through 

the paper.  Finally, the paper-based devices were laminated underneath with a clear 

laminating film (Fig. S1).  

 

Determination of dopamine on paper-based devices 

Firstly, 100 µL of 40 mM TMB and 100 µL of 40 mM AgNO3 were mixed in 300 µL of 

0.2 mM sodium acetate buffer (pH 5.0) and vortexed for 1 min.  Then, 5 μL of the mixture 



was added to the reservoir on the paper-based devices using micropipette and allowed to 

dry for 3 min using a hair dryer.  Next, 3 µL of dopamine solution was added and dried 

for 3 min.  After 12 min (total reaction time of 15 min), a color change on the paper-based 

devices was visually observed and photos of the colored areas were taken in a light box 

using smartphone camera (Samsung Galaxy A7 (2015) model (Seoul, the Republic of 

Korea)).  The setup for taking photo including the position of the desk lamps, the paper-

based devices and smartphone was fixed in order to control the light intensity for 

reproducible measurement (Fig. S2).  Then, the images were converted to grayscale and 

the color intensity was analyzed using the freeware ImageJ (version 1.51g).  

Various parameters affecting the dopamine determination on paper-based devices 

were investigated including the concentrations of TMB (5 – 10 mM), reaction times (3 – 

23 min), and stoichiometric ratios of TMB and AgNO3 (1:3, 1:2, 3:4, 1:1, 4:3, 2:1).  The 

optimized condition was evaluated from the color intensity and the stability of the color 

product. 

 

Method validation 

The optimized condition for the analysis of dopamine on the paper-based devices was 

validated in terms of accuracy, precision, limit of detection (LOD) and limit of 

quantitation (LOQ).  A calibration curve fitted to a logarithmic model was established by 

plotting the gray intensity against five different concentrations of dopamine (1-8 mM).  

Triplicate analyses were done for each concentration.  Method precision was determined 

from intra-day (n=3) and inter-day (n=3) experiments, calculated from the relative 

standard deviations (RSDs) of the gray intensity.  Recovery of the method was estimated 

by spiking different concentrations (80, 100, 120 percent of nominal concentration, 1 mM 



dopamine) into the sample solutions (n=3).  The LOD and LOQ were based on the gray 

intensity of blank and SD of blank, which were calculated from eq. 1 and eq. 2.26   

LOD = 3.3SDblank + gray intensity of blank  (1) 

LOQ = 10SDblank + gray intensity of blank     (2) 

 

Applications 

The validated method was applied for the assay of two strengths of dopamine injections 

(10 and 25 mg/mL).  Sample solutions were freshly prepared by pipetting 303 µL and 

153 µL of 10 and 25 mg/mL dopamine injections, respectively into a 5-mL volumetric 

flask and adjusted to volume with water.  Then, 3 µL of sample solution was added on 

the paper based-device. 

 

Results and discussion 

Determination of dopamine on paper-based devices 

The determination of dopamine based on the TMB-AgNO3 redox reaction using UV-Vis 

spectrophotometry has been demonstrated by Zhu et al.25Firstly, the oxidation of TMB 

by silver ions yielded the blue charge-transfer complex of diamine in TMB and the 

diimine in the oxidation product (oxTMB)27, which can be observed by naked eyes and 

can be quantitatively measured using spectrophotometry at the wavelength of 655 nm.  

Subsequently, the color of the reaction mixture from colorless to blue was observed.  

Then, addition of dopamine resulted in the fading of blue color because it acted as the 

reducing agent to oxTMB (Fig. 1).  In the presence of dopamine, the absorbance gradually 

decreased with an increasing concentration of dopamine. However, transferring the UV-

Vis spectrophotometric condition to the paper-based devices could not be achieved 

because of the lower capacity of the reservoirs on the paper.  The mass of reagents (TMB 



and AgNO3) and dopamine on the paper reservoirs were 19-25 times and 5 times fewer 

than those in the spectrophotometry, which were insufficient to produce the blue colored 

product on the paper.  Therefore, factors affecting the colorimetric reaction on the paper-

based devices were further investigated.  

 

Effects of TMB concentrations 

Initially, 1 mM TMB and 0.75 mM AgNO3 (stoichiometric ratio of 4:3) was utilized in 

the reaction mixture in order to produce the blue charge-transfer complex.  The blue color 

intensity on the paper-based devices was directly proportional to the amounts of oxTMB.  

However, the blue color was not observed when the concentrations of TMB were less 

than 1 mM.  Therefore, varying TMB concentrations to 5-40 mM with 3.75-30 mM 

AgNO3 using the constant stoichiometric ratio of 4:3 was investigated.  After the addition 

of 5 μL of TMB and AgNO3 mixture, the reaction zone was dried with the hair dryer for 

3 min.  The images of the colored areas were taken at 3 to 60 min in order to investigate 

the color stability since TMB is light and air sensitive.28  The photos taken by the 

smartphone camera were converted from red, green, blue (RGB) color to grayscale mode 

by the ImageJ software, which has the intensity in the range of 0-255.  The display 

intensity of zero represents that the image is totally dark, while the completely bright 

image possesses the intensity of 255.  Fig. 2 shows the effects of TMB concentrations on 

the blue color complex, it was found that the color intensity of blue charge transfer 

complex obtained from the low concentrations of TMB (5 - 10 mM) significantly 

decreased over time from 216.31±1.73 to 248.78±0.45 for 5 mM TMB and from 

178.63±0.69 to 242.46±0.41 for 10 mM TMB.  The decreasing rates were 0.4%/min and 

0.9%/min for 5 and 10 mM TMB, respectively.  Whereas the reaction mixture containing 

TMB concentrations in the range of 20-40 mM offered the stable color product for 



approximately 30 min with the remaining color intensity of 91.8- 97.9%.  Then, the 

intensity slightly decreased about 6.7-14.7% during 30 - 60 min with the rate of 0.1-

0.3%/min.  TMB at the concentration of 40 mM was selected as the optimal concentration 

for further optimization since it provided the highest blue intensity. 

 

Effects of reaction times  

Effects of reaction times on the colorimetric measurement of dopamine using TMB-

AgNO3 redox reaction was investigated.  The mixture of 40 mM TMB and 30 mM AgNO3 

(5 µL) was added into the reservoirs and the photos were taken after the addition of 1 mM 

dopamine (3 µL) from 3 to 23 min.  The gray intensity showed a gradual increase from 

3-11 min and the maximum color intensity was obtained during 15-23 min.  Therefore, 

15 min was selected as the optimized reaction time. 

 

Stoichiometric ratios of TMB and AgNO3 

TMB is a chromogenic substrate that can be readily oxidized by AgNO3, to form the blue 

charge-transfer complex between the neutral amine (TMB) as a donor and diiminium 

structure (dication, oxTMB) as an acceptor via the π−π interaction (Fig. 1).29  The 

proposed mechanism indicated that two moles of TMB requires one mole of AgNO3 for 

the complete reaction.  However, excessive amounts of AgNO3 could be generated side 

products such as silver nanoparticle, which may interfere the blue color formation.25  

Stoichiometric ratios of TMB and AgNO3 at 1:2, 3:4, 1:1, 4:3 and 2:1 were examined. 

The TMB: AgNO3 of 2:1 provided the lower blue color product with the gray intensity 

of 150.8±3.91 comparing with the ratio of 1:1 with the gray intensity of 117.3±2.53 

(Fig.4).  The blue intensity rapidly increased when the ratio of TMB and AgNO3 changed 

from 2:1 to 1:1 and remain stable at ratio of 3:4.  When the stoichiometric ratio of TMB 



and AgNO3 was 3:4, the color change from blue to purple.  With the excess amount of 

AgNO3 may cause the conversion from the silver ions to the neutral silver.  Subsequently, 

the silver aggregates into nanostructure possessed the purple color and could interfere the 

colorimetric assay.25  Therefore, the stoichiometric ratio of 1:1 was selected as the optimal 

stoichiometric ratio.  The optimal condition for the measurement of dopamine on paper-

based devices was in 40 mM TMB and 40 mM AgNO3 using the reaction time of 15 min 

after the introduction of dopamine on the paper-based device.  

 

Method validation 

A calibration curve was established by plotting the gray intensity against the dopamine 

concentration in the range of 1-8 mM.  The responses fitted the logarithmic model with 

r2 = 0.9932 (Fig.5).  Precision, recovery, LOD, and LOQ of the developed method were 

evaluated (Table 1).  The intra-day (n = 3) and inter-day (n = 9) precision showed RSDs 

of < 3.5% and < 4.4%, respectively.  The LOD and LOQ calculated from eq.1 and 2 were 

0.57 and 1.01 mM (RSDs of < 4.4%), respectively.  The mean recoveries of dopamine (n 

= 3) was 99.9 with RSDs of < 6.8%.  The recovery data indicates that there was no sample 

matrix effect on the quantitation of dopamine in the samples.  The validation data shows 

that the method was appropriate for the analysis of dopamine in pharmaceutical 

formulations. 

 

Applications 

Applications of the developed method was illustrated in the assay of dopamine in 

pharmaceutical formulations.  The method was applied to determine dopamine in 

injections with strengths of 10 and 25 mg/mL.  Percent label amounts of the samples (n 



= 3) were within 100.5-100.8% (RSDs <1.7%), which was in the USP limit of 95.0 – 

105.0%. 

 

Conclusions  

Colorimetric assay on the paper-based devices for the detemination of dopamine in 

pharmaceutical formulations using smartphone-based optical detection offers reliability, 

simplicity, low-cost, portability and environmentally friendliness. The cost of paper-

based devices with the reagents for assay of dopamine in triplicate was approximately 

0.04 USD. This method illustrates the TMB-AgNO3 redox reaction on the paper-based 

devices that could be applied for the determination of various analytes e.g. thiols, 

epinephrine and norepinephrine.  Also, the reaction product could be alternatively 

detected by an electrochemical detector, which is an altenative for paper-based devices.  

Furthermore, the method shows the potential for equipment-free detection because the 

chemical reaction on the paper is visible to naked eyes.  The analytical platform is made 

from cellulosic material, which is compatible with many chemicals, easily functionalized 

and easy to store.  Therefore, the devices can be used for other chemical reactions 

involving in the analytical methods. From practical aspect, the simple and reliable method 

using less equipment is desirable for the quality control of pharmaceutical products and 

also other analytical purposes in the resource-limited setting. 
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Table 1. Validation data  

Precision (%RSD) 

LOD 

(mM) 

LOQ 

(mM, n = 9) 

%Recovery (n = 3) 

Concentratio

n (mM)  

Intra-

day (n = 

3 ) 

Inter-

day 

(n = 9 ) 

%Added 

Average 

(%RSD) 
80 100 120 

1 1.8 4.4 

0.57 1.0 (4.4) 110.8 106.2 92.8 

99.9 

(6.8) 

4 2.7 2.8 

8 1.1 1.2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Figure 1. Mechanism of the TMB-AgNO3 redox reaction for colorimetric measurement 

of dopamine. 

Figure 2. Effects of TMB concentrations on the blue color of colorimetric probe and 

their color stability after exposed to the ambient atmosphere for 3-60 min: a) a 

photograph of the blue charge transfer complex on the paper-based device b) the 

remaining percentages of the blue color product. 

Figure 3. Effects of the reaction times. 

Figure 4. Effects of the stoichiometric ratios of TMB and AgNO3. 

Figure 5. A calibration curve of dopamine. 
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Figure 4.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Figure 5.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Figure S1 Fabrication of paper-based devices using wax printing technique. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Figure S2 The setup condition for taking images of the colored areas on paper-based 

devices; a) the positions of lamps around the light box and b) the screen of smartphone 

camera demonstrating the camera mode and the grid line. 
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Figure draft 

Fig.1 The setup of paper-based microfluidic devices using fluorescence microscope for taking the 

images of test zones and quantitative measurement of the intensity by image analysis software 

(ImageJ)  

Fig.2 Gel states of sol-gel formulations: 1) no detectable gel formed 2) flowing gel) 3) non-flowing gel 

4) rigid gel  

Fig.3 Transmission electron microscope and scanning electron microscope images of the immobilized 

CYP3A4 in sol-gel coating on paper 

Fig.4 Stability studies of free enzyme solution and immobilized enzyme  

Fig.5 Lineweaver-Burk plot of the immobilized CYP3A4 in sol-gel and coated on paper 

Supplementary data 

Figure S1 Excitation (ex) and emission spectra (em) of resorufin 

Figure S2 The design of 96-well paper microzone plate 
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