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บทคดัย่อ 

 
ในงานวิจยัน้ีไดพ้ฒันาวิธีการวิเคราะห์โปรตีนในนํ้ ายางพารา โดยใชว้ิธีการทาํให้เกิดสีดว้ย

วธีิเลารี เปรียบเทียบกบัวธีิไบยเูรต ก่อนนาํไปตรวจวดัดว้ยเคร่ืองวดัค่าความเขม้ของการกระเจิงแสงท่ี
ไดอ้อกแบบและสร้างข้ึน ซ่ึงสารสีท่ีเกิดข้ึนจะมีความเขม้ท่ีแปรผกผนักบัความเขม้ขน้ของปริมาณ
โปรตีนท่ีมีในนํ้ ายาง โดยพบวา่การวเิคราะห์โปรตีนในนํ้ ายางพาราซ่ึงมีลกัษณะเป็นคอลลอยด์สามารถ
วิเคราะห์ไดโ้ดยตรง โดยไม่ตอ้งตกตะกอนก่อน ดงันั้นการวิเคราะห์โปรตีนในนํ้ ายางพาราดว้ยวิธีน้ี   
จึงสามารถวเิคราะห์สีแลว้เทียบกลบัไปเป็นความเขม้ขน้ของโปรตีนไดโ้ดยตรง จากการทดลองพบวา่ 
ปริมาณของโปรตีนในนํ้ ายางพารามีค่าเท่ากบั  0.037 และ 0.044 % โดยนํ้ าหนกัต่อปริมาตรดว้ยวิธีการ
ทาํใหเ้กิดสีแบบเลารีและไบยเูรตตามลาํดบั ซ่ึงวธีิการทาํใหเ้กิดสีทั้งสองวธีิใหผ้ลไม่แตกต่างกนัอยา่งมี
นยัสาํคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% 
 
ค ำส ำคัญ : นํ้ ายางพารา โปรตีน วธีิเลารี วธีิไบยเูรต 
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Abstract 
 

In this research, protein assay in natural rubber latex (NRL) was developed by using 
Lowry and Biuret methods for color developing followed by analysis with a laboratory designed and 
fabricated spectropantonometer. It was found that the developed method could directly be used to 
quantify colloidal protein in latex without precipitation and preconcentration. Therefore, this protein 
assay could directly be used to detect the intensity of the color developed proportional to the 
concentrations of protein in natural rubber latex. From the experiment, the proteins found in natural 
rubber are 0.037 and 0.044 %w/v by Lowry and Biuret methods, respectively. The results obtained 
from both color developing methods are not significantly different at 95 % confidence limit. 
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บทน า 

ในปัจจุบนัประเทศไทยเป็นประเทศท่ีผลิตยางพาราเป็นอนัดบัหน่ึงของโลก จากรายงาน  
การประเมินของสาํนกังานเศรษฐกิจการเกษตรพบวา่ มีผลผลิต 32% ของโลกในปี 2552 ซ่ึงหน่วยงาน 
IRSG (International Rubber Study Group) รายงานวา่ ความตอ้งการใชผ้ลผลิตยางมีเพ่ิมข้ึน 11.8% ใน
ปี 2553 (สกว., 2553) ดงันั้น ยางพาราจึงเป็นพืชท่ีมีความสาํคญัทางเศรษฐกิจ สามารถนาํรายไดเ้ขา้สู่
ประเทศได้มากอีกชนิดหน่ึง ซ่ึงในนํ้ ายางพารานั้ น ประกอบด้วยอนุภาคท่ีเป็นไฮโดรคาร์บอน          
30-40 %  แขวนลอยอยูใ่นเซรุ่ม และยงัมีส่วนท่ีไม่ใช่ยางอีก 2-3 %  เช่น โปรตีน ไขมนั คาร์โบไฮเดรต 
นํ้ าตาล โลหะ และนํ้ า ซ่ึงในงานวจิยัน้ีจะเนน้ถึงความสาํคญัของโปรตีนท่ีมีอยูใ่นนํ้ ายางพารา เพราะนํ้ า
ยางพาราซ่ึงมีโปรตีนเป็นองคป์ระกอบ ก่อให้เกิดการตกคา้งของโปรตีนในผลิตภณัฑบ์างชนิด ทาํให้
เกิดอาการแพต้ามผิวหนงัสําหรับผูท่ี้แพโ้ปรตีน พบวา่โปรตีนท่ีทาํให้เกิดอาการแพก้บัผูท่ี้สัมผสัยาง  
จะมีนํ้ าหนักโมเลกุลอยู่ในช่วง 14-30 kD  (วราภรณ์ ขจรไชยกูล, 2549)   จากการคน้ควา้งานวิจยั        
ท่ีเก่ียวกบัการหาปริมาณโปรตีนในนํ้ ายางพารา (NRL proteins) โปรตีนแอนติเจน (antigenic proteins)       
และ โปรตีนท่ีก่อให้เกิดอาการแพ ้(allergenic proteins) พบว่า วิธีวิเคราะห์ทางภูมิคุ ้มกันวิทยา 
(immunologic method)  จะใชเ้ทคนิค ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay)เป็นวธีิมาตรฐาน 
สาํหรับวิเคราะห์โปรตีนแอนติเจน ซ่ึงจะใชแ้ทนปริมาณโปรตีนรวมท่ีอาจจะก่อให้เกิดอาการแพไ้ด ้
โดยเป็นเทคนิคท่ีให้ความไวในการวิเคราะห์สูง แต่มีขอ้เสียคือ ตอ้งใชต้วัอย่างเป็นเซรุ่มของมนุษย ์
(human serum) ซ่ึงไม่สามารถ standardized ได ้(Tomazic-Jezic et al., 2002; Beezhold, et al., 2002) 
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สาํหรับการวิเคราะห์ทางเคมีเพื่อหาปริมาณโปรตีนในนํ้ ายางพารา มีวิธีมาตรฐาน คือวิธี  
เลารีดดัแปร (Modified Lowry method) ซ่ึงเป็นวิธีมาตรฐานสําหรับใชใ้นการหาปริมาณโปรตีนท่ี
สามารถสกดั และละลายนํ้ าไดใ้นนํ้ ายางและผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากนํ้ ายาง (ASTM  D5712-05, 2005)  โดย
โปรตีนท่ีละลายนํ้ าจะถูกสกดัในสารละลายบฟัเฟอร์ จากนั้นทาํการตกตะกอนเพื่อเพิ่มความเขม้ขน้ 
และเพ่ือทาํการแยกโปรตีนออกจากสารอ่ืนๆ ท่ีละลายนํ้ าไดซ่ึ้งอาจจะรบกวนการวิเคราะห์ แลว้จึงนาํ
โปรตีนท่ีตกตะกอนไดม้าละลายอีกคร้ัง ก่อนทาํการวิเคราะห์สีดว้ยวิธีเลารีดดัแปรซ่ึงเทียบกบัสาร
มาตรฐานโปรตีน พบว่า วิธีมาตรฐานน้ีมีขั้นตอนยุ่งยาก เสียเวลาและค่าใชจ่้ายมาก (Yeang et al., 
1995; Siler and Cornish, 1995) ดงันั้นคณะผูว้ิจยัจึงไดท้าํการพฒันาวิธีการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน
ในนํ้ ายางพารา  ซ่ึงจะเป็นการวเิคราะห์หาปริมาณโปรตีนโดยตรงในนํ้ ายาง โดยอาศยั charge-coupled 
devices (CCD) camera (WebCam) เป็นเคร่ืองตรวจวดั ซ่ึงจะทาํการถ่ายภาพสีดิจิตอลท่ีเกิดจากการ
ฟอร์มสีของโปรตีนในนํ้ ายางพาราด้วยวิธีเลารี (ดรุณี   วชัราเรืองวิทย์, 2544; ดารัตน์ ไชยวารี          
และคณะ, 2552) และวิธีไบยูเรต (สุพรรษา หุ่นทอง  และคณะ, 2551) แลว้จึงอ่านค่าสีในระบบ         
red  green and blue (RGB) โดยอาศยัความสัมพนัธ์ท่ีว่า ค่าความเขม้สีท่ีเกิดจากการกระเจิงแสง 
(scattering intensity) ท่ีเกิดข้ึน และค่าสีในระบบ RGB จะแปรผนักบัค่าความเขม้ขน้ของโปรตีนในนํ้ า
ยางพารา ซ่ึงจากเอกสารงานวจิยัท่ีเก่ียวขอ้งกบัการใช ้WebCam เป็นเคร่ืองตรวจวดันั้นยงัไม่มีงานวิจยั
ใดประยุกต์ใชว้ิธีการน้ีในการหาความเขม้ขน้ของโปรตีนในนํ้ ายางพาราเลย (Maleki et al., 2004; 
Gaiao et al., 2006; Chuan-Xiao  et al., 2007; Wongwilai  et al., 2010) 

 
อุปกรณ์ สารเคมแีละวธีิการทดลอง 

1. Spectropantonometer 
    เคร่ืองตรวจวดัปริมาณโปรตีนในนํ้ ายางธรรมชาติดว้ยวิธีวดัค่าความเขม้ของการกระเจิง
แสง (Spectropantonometer) ท่ีได้ออกแบบและสร้างข้ึนน้ี มีวตัถุประสงค์เพ่ือทําให้การวิเคราะห์
ปริมาณโปรตีนในนํ้ ายางธรรมชาติเป็นวธีิท่ีง่าย รวดเร็ว และเคร่ืองมือยงัสามารถเคล่ือนยา้ยไดส้ะดวก 
สาํหรับวิธีการท่ีจะไดพ้ฒันาข้ึนน้ี เป็นการวดัปริมาณ Total Reactive Protein ในตวัอยา่งคอลลอยด ์
โดยใชห้ลอดไดโอดแปล่งแสงสีขาว (LED) เป็นแหล่งกาํเนิดแสงขาวท่ีตั้งฉากกบัตวัอยา่ง และวดัแสง
ท่ีกระเจิงจากตวัอยา่งท่ีมีการฟอร์มสีกบัสารเกิดสี เช่น ไบยเูร็ต เลารี หรือ แบรดฟอร์ด รีเอเจนต ์เพ่ือให้
ไดส้ารสีท่ีสามารถกระเจิงแสงไดใ้นระบบคอลลอยด ์โดยไม่จาํเป็นท่ีจะตอ้งนาํมาทาํใหเ้ป็นสารละลาย
ใส และในระบบคอลลอยด์ เม่ือสารไดผ้สมกนัอย่างสมบูรณ์ อนุภาคของคอลลอยด์นั้นจะเคล่ือนท่ี
แบบบราวเนียน และแพร่กระจายสู่ทุกพ้ืนท่ีของภาชนะจึงสามารถอนุมานไดว้า่ ทุกส่วนของภาชนะ
นั้นมีความเขม้ขน้ของสารละลายและอนุภาคของคอลลอยด์อยา่งละเท่า ๆ กนั ในการสืบคน้สิทธิบตัร
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ทั้งในประเทศและต่างประเทศ พบวา่ มีการใชร้ะบบน้ีเพียงแต่ในการวดัสีของตวัอยา่งในระบบ L*a*b 
เท่านั้น ยงัไม่มีการใชร้ะบบ RGB สหสัมพนัธ์แบบพหุ (Multiple Regression) ในการหาปริมาณของ
ตวัอยา่งสารละลายใด ๆ เลย มีเพียงการประยกุตใ์ช ้RGB model ในการวิเคราะห์ภาพถ่ายดาวเทียมใน
แบนดต์่างๆ  เท่านั้น (photogrammetry)  ดงันั้นเคร่ืองท่ีสร้างข้ึนจึงเป็นเคร่ืองแรกท่ีไดมี้การประยกุตใ์ช ้
RGB model ในการหาปริมาณของโปรตีนในนํ้ ายางธรรมชาติ (อยู่ในระหว่างดาํเนินการขอจด         
อนุสิทธิบตัร)   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูป 1  การจดัอุปกรณ์ของเคร่ืองวดัค่าความเขม้ของการกระเจิงแสงท่ีออกแบบและสร้างข้ึน 
 
   ตามรูป 1 เป็นภาพแสดงองคป์ระกอบของเคร่ืองวดัค่าความเขม้ของการกระเจิงแสงซ่ึง
ประกอบดว้ย กล่องควบคุมแสงจากภายนอกซ่ึงครอบคลุมในส่วนของหลอดไดโอดแปล่งแสงสีขาว 
(super bright LED) ทาํหน้าท่ีเป็นแหล่งกาํเนิดแสงท่ีส่องแสงขาวตั้งฉากกบัสารตวัอย่างซ่ึงคือนํ้ า
ยางพาราท่ีผ่านการทาํให้เกิดสีกบัสารสีเช่นสารละลายไบยูเร็ตแลว้บรรจุอยู่ในเซลล์ใส่สารตวัอย่าง 
(sample cell) ซ่ึงเป็น polystyrene  cuvette  ขนาด 4 มิลลิลิตร  โดยมีกลอ้งถ่ายวีดีโอขนาดจ๋ิว 
(WebCam)  ทาํหนา้ท่ีถ่ายภาพดว้ยโปรแกรม JPEG PC Camera (China camera Manufacturers, China) 
และส่งขอ้มูลแสงสีไปยงัเคร่ืองคอมพิวเตอร์โน๊ตบุ๊ค  จากนั้นใชโ้ปรแกรม Color detector version 1.0 
(Cosmin software) ในการอ่านค่าสีของตวัอยา่งท่ีระดบัโปรตีนต่างๆ  หลงัจากทาํการฟอร์มสีกบัสาร
ให้สีแลว้ในระบบ RGB จากนั้นเก็บเมตริกซ์สีและความเขม้ขน้ไวใ้นตาราง แลว้นาํค่าจากตารางมา
สร้างกราฟดว้ยวิธี Multiple  Regression เพ่ือหาความสัมพนัธ์ระหว่างระดบัความเขม้ของสี และ
ปริมาณโปรตีน แลว้คาํนวณออกมาเป็นปริมาณโปรตีนในนํ้ ายางพาราไดต้่อไป ซ่ึงวิธีการคาํนวณหา
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ความเขม้ขน้ของโปรตีนโดยใชว้ิธีการสร้างกราฟมาตรฐานดว้ยวิธี Multiple  Regression สามารถ
แสดงไดด้งัตาราง 1 และ 2 ดงัน้ี 
 

ตาราง 1   ความสมัพนัธ์ระหวา่งความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐานโปรตีน (Albumin)  และ  
                ความเขม้ของการกระเจิงแสงในระบบ RGB  (เตรียมสารโดยวธีิเติมสารมาตรฐาน)  

ความเขม้ขน้ของ
สารละลาย Albumin  

(ppm) 

ความเขม้ของการกระเจิงแสงในระบบ RGB 

R G B 

40 115 119 122 
80 96 103 111 
120 91 98 106 
160 91 105 108 
200 77 84 94 

 

ตาราง 2  การใส่ขอ้มูลในโปรแกรม Excel เพื่อใชใ้นการสร้างกราฟมาตรฐานดว้ยวธีิ Multiple    
               Regression 

แกน x แกน y  แกน x แกน y 

40 115  120 106 

40 119  160 91 

40 122  160 105 

80 96  160 108 

80 103  200 77 

80 111  200 84 

120 91  200 94 

120 98    
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นาํขอ้มูลท่ีไดจ้ากตาราง 2 มาสร้างกราฟโดยใชโ้ปรแกรม Excel  จะไดก้ราฟเส้นตรงดงัรูป 2
และสมการเสน้ตรงรวมของ RGB  จากนั้นนาํสมการท่ีไดม้าคาํนวณหาความเขม้ขน้ของโปรตีนในนํ้ า
ยางพาราไดโ้ดยการแทนค่า y = 0  เน่ืองจากใชว้ิธีการเตรียมสารละลายเพื่อทาํกราฟมาตรฐานแบบวิธี
เติมสารมาตรฐาน เม่ือแทนค่า y = 0  จะไดค้่า x ออกมา  ซ่ึงคือความเขม้ขน้ของโปรตีนในนํ้ ายางพารา
ในหน่วย ppm   และ สามารถคาํนวณเป็น % w/v ไดต้่อไป 

 

 
รูป 2   ความสมัพนัธ์ระหวา่งความเขม้ขน้ของสารละลายโปรตีนมาตรฐานกบัความเขม้ของสีในระบบ   
    RGB 
           

2. สารเคม ีอุปกรณ์ และวธีิการทดลอง 
    2.1 วธีิการท าให้เกดิสีแบบไบยูเร็ต (สุพรรษา หุ่นทอง และคณะ, 2551) 

สารละลายไบยเูร็ตประกอบดว้ย สารละลาย 0.5% w/v คอปเปอร์ซลัเฟต (CuSO4) และ 
10% w/vโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) ซ่ึงสามารถเตรียมไดด้งัน้ี ละลาย CuSO4 (99.5%, AR grade, 
Merck, Germany) 0.5 กรัม ดว้ยนํ้ าปราศจากไอออน  แลว้ปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร ดว้ยนํ้ า
ปราศจากไอออน  จะไดส้ารละลาย 0.5% w/v CuSO4  
                   ละลาย NaOH (99%, AR grade, Merck, Germany) 10 กรัม ดว้ยนํ้ าปราศจากไอออน  
แลว้ปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร  ดว้ยนํ้ าปราศจากไอออน จะไดส้ารละลาย 10% w/v NaOH 
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การเตรียมสารละลายเพือ่ท ากราฟมาตรฐานโดยวธีิเตมิสารมาตรฐาน 
stock  solution  : สารละลาย 200 ppm  Albumin  ปริมาตร 500 มิลลิลิตรซ่ึงเตรียมไดโ้ดยการ

ชัง่ Albumin (Albumin from hen egg white, Fluka Biochemika, Netherland) มา 0.1000 กรัม  แลว้
ปรับปริมาตรเป็น  500 มิลลิลิตร  ดว้ยนํ้ าปราศจากไอออน  จากนั้นเตรียม Albumin เขม้ขน้ 40, 80, 
120, 160 และ 200 ppm ตามลาํดบั เตรียมโดยปิเปต stock  solution มา 20, 40, 60, 80  และ 100 
มิลลิลิตร แลว้ปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร  ดว้ยนํ้ าปราศจากไอออนตามลาํดบั   

จากนั้นนาํสารละลาย Albumin ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ มาอยา่งละ 10 มิลลิลิตร  มาทาํการเติมนํ้ า
ยางพารา (นํ้ ายางขน้ชนิดแอมโมเนียสูง) 0.06 มิลลิลิตร  เขยา่ให้เขา้กนั  แลว้นาํไปหมุนเหวี่ยงเป็นเวลา 
20 นาที เพ่ือไล่แอมโมเนียออกจากนํ้ ายางขน้ชนิดแอมโมเนียสูง จากนั้นทาํการเติมสารละลายไบยเูร็ต คือ 
0.5% w/v CuSO4 1 มิลลิลิตร และ 10% w/v NaOH 1 มิลลิลิตร เขยา่ให้เขา้กนั  ตั้งท้ิงไว ้5 นาที  นาํไปวดั 
ค่าความเขม้ของการกระเจิงแสงในระบบ RGB ดว้ยเคร่ือง Spectropantonometer  ท่ีออกแบบและสร้างข้ึน  

    2.2 วธีิการท าให้เกดิสีแบบเลารี (ดรุณี   วชัราเรืองวิทย,์ 2544; ดารัตน์ ไชยวารี  และคณะ,  
2552) 

          สารละลาย 3% w/v โซเดียมซิเตรท (Na3(C6H5O7))   เตรียมโดยการชัง่  Na3(C6H5O7)  
(Nutritional Products Ltd., Switzerland) มา 3 กรัม ละลายในนํ้ าปราศจากไอออนเป็น 100      
มิลลิลิตร         

          สารละลาย A  คือ สารละลาย 6 % w/v โซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3)   ซ่ึงเตรียมโดย 
การชัง่ Na2CO3 (AR grade, Merck, Germany) มา 6 กรัม ละลายในนํ้ าปราศจากไอออนเป็น 100 
มิลลิลิตร 

          สารละลาย B คือ สารละลาย 1.5 % w/v CuSO4  (99.5%, AR grade, Merck,Germany)  
ซ่ึงเตรียมโดยการชั่ง CuSO4 มา 1.5 กรัมละลายในสารละลาย 3% w/v Na3(C6H5O7) เป็น 100   
มิลลิลิตร 
           สารละลาย C เตรียมโดยใชส้ารละลาย A ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ผสมกบัสารละลาย     
B  ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ซ่ึงตอ้งเตรียมใหม่ทุกคร้ังก่อนทาํการวเิคราะห์ 

          สารละลาย D คือ 72 % w/v  Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich, Switzerland) เตรียม
โดยปิเปตสารละลาย Folin-Ciocalteu มา 3.6 มิลลิลิตร แล้วปรับปริมาตรด้วยนํ้ าปราศจากไอออน   
เป็น 5 มิลลิลิตร 

สารละลาย 5% w/v กรดไตรคลอโรอะซิติก (TCA) เตรียมโดยการชัง่ TCA (C2HCl3O2,   
95.5%, Sigma-Aldrich, Germany) มา 5 กรัม ละลายในนํ้ าปราศจากไอออนเป็น 100 มิลลิลิตร 
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          สารละลาย 0.2% w/v กรดฟอสโฟทงัสติก (PTA) เตรียมโดยการชัง่ PTA (H3O40PW12, 
Fluka, Switzerland) มา 0.2 กรัม ละลายในนํ้ าปราศจากไอออนเป็น 100 มิลลิลิตร 
  สารละลาย 0.2 M NaOH เตรียมโดยการชัง่ NaOH (99.9%, AR grade, Merck, 
Germany)  มา 0.8 กรัม ละลายในนํ้ าปราศจากไอออนเป็น 100 มิลลิลิตร 
 

การเตรียมสารละลายเพือ่ท ากราฟมาตรฐานโดยวธีิเตมิสารมาตรฐาน 
           นาํสารละลาย Albumin ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ มาอยา่งละ 10 มิลลิลิตร  มาทาํการเติมนํ้ า
ยางพารา (นํ้ ายางขน้ชนิดแอมโมเนียสูง) 0.06 มิลลิลิตร  เขยา่ใหเ้ขา้กนั นาํสารละลายท่ีไดม้า 6 มิลลิลิตร
แลว้ทาํการเติมสารละลาย 5% TCA 1 มิลลิลิตร จากนั้นนาํเขา้เคร่ืองอลัตราโซนิคเป็น เวลา  2 นาที 
แลว้นาํมาเติม 0.2% PTA 1 มิลลิลิตร นาํเขา้เคร่ืองอลัตราโซนิคต่ออีก 2 นาที ก่อนนาํไปหมุนเหวี่ยง
เป็นเวลา 30 นาที แลว้จึงเติมสารละลาย 0.2 M NaOH 2 มิลลิลิตร เขยา่และตั้งท้ิงไว ้20 นาที จากนั้น
เติมสารละลาย C 0.6 มิลลิลิตร เขยา่ให้เขา้กนั ตั้งท้ิงไว ้10 นาที แลว้เติมสารละลาย D 0.2 มิลลิลิตร 
เขยา่ใหเ้ขา้กนั ตั้งท้ิงไวอี้ก 10 นาที เพ่ือใหเ้กิดสีนํ้ าเงินอยา่งสมบูรณ์ จากนั้นจึงนาํไปวดัค่าความเขม้ของ
การกระเจิงแสงในระบบ RGB ดว้ยเคร่ืองวดัค่าความเขม้ของการกระเจิงแสง ท่ีออกแบบและสร้างข้ึน  
 

3. ผลการทดลอง และการวจิารณ์ 
    3.1 การทดสอบหาความสัมพนัธ์ของโปรตีนในตัวอย่างสารคอลลอยด์กับความเข้มของ

สีในระบบ RGB  
  เน่ืองจากตัวอย่างนํ้ ายางพารามีลักษณะเป็นสารคอลลอยด์ ซ่ึงไม่สามารถวัดค่าการ           

ดูดกลืนแสงไดโ้ดยตรง เพราะอนุภาคของคอลลอยด์ขดัขวางการส่องผ่านของแหล่งกาํเนิดแสง แมว้า่
จะมีโครโมฟอร์ (chromophore) บางชนิดท่ีสามารถทาํปฏิกิริยากบัสารตวัอยา่งแลว้เกิดสารสีท่ีมีความ
เขม้ท่ีแปรผนักบัความเขม้ขน้ของสารเคมีท่ีทาํปฏิกิริยานั้น ๆ ก็ตาม สารสีท่ีมีความเขม้ของสีแปรผนั
กบัความเขม้ขน้ของสารท่ีตอ้งการวิเคราะห์ สามารถวิเคราะห์เทียบความเขม้ของสีกลบัไปเป็นความ
เขม้ขน้ของสารท่ีตอ้งการวิเคราะห์ในตวัอยา่งนั้นได ้ไดแ้ก่ ระบบ RGB (Red, Green, Blue)   และ
ระบบ CMYK (Cyan, Magenta, Yellow, Black) บางระบบ ใชค้่า L, a, b หรือ L, a*, b  

ดงันั้นจึงไดท้าํการทดลองหาความสัมพนัธ์ของความเขม้ขน้ของโปรตีนในตวัอย่างสาร
คอลลอยด์กบัความเขม้ของสีในระบบ RGB โดยใชต้วัอยา่งสารคอลลอยด์คือ สบู่ซ่ึงเตรียม โดยการชัง่
เน้ือสบู่ (สีขาว) 0.5 กรัม ละลายเน้ือสบู่ในนํ้ าปราศจากไอออนปริมาตร 500 มิลลิลิตรบน Hot plate 
จากนั้นเติมนํ้ ามนัพืช (มรกต,นํ้ ามนัปาลม์บริสุทธ์ิ 100%) 0.1 มิลลิลิตร คนจนละลาย  เป็นสารละลาย
คอลลอยด ์ท้ิงใหเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิหอ้ง    
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   จากนั้นทาํการชัง่สารมาตรฐานโปรตีน (Albumin) 1, 2, 3, 4 และ 5 มิลลิกรัมตามลาํดบั แลว้
ปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตรดว้ยสารละลายคอลลอยด์ท่ีเตรียมข้ึน ทาํการเติมสารละลายไบยูเร็ต  
คือ 0.5% CuSO4 และ 10% NaOH อยา่งละ 2 มิลลิลิตร จะไดค้วามเขม้ของสีท่ีแตกต่างกนัไปข้ึนอยูก่บั
ความเขม้ขน้ของปริมาณโปรตีนท่ีมีอยู ่แลว้นาํไปวดัค่าความเขม้ของการกระเจิงแสงในระบบ RGB ดว้ย
เคร่ืองวดัค่าความเขม้ของการกระเจิงแสงท่ีออกแบบและสร้างข้ึน แลว้ทาํการสร้างกราฟความสัมพนัธ์
ระหว่างค่าความเขม้สีในระบบ RGB กบัค่าความเขม้ขน้ของโปรตีน จากการทดลองพบว่าไดก้ราฟท่ี        
มีความชนัเป็นลบเหมือนรูป 2 (ไดท้าํการทดลองซํ้ า 10 คร้ัง) จึงทาํให้สามารถสรุปไดว้า่ โปรตีนใน
สารละลายคอลลอยดส์ามารถทาํใหเ้กิดสีกบัสารละลายไบยเูร็ต แลว้ใหส้ารสีม่วงท่ีมี    ความเขม้ของสี
แปรผกผนักบัความเขม้ขน้ของปริมาณของโปรตีนท่ีมีอยูใ่นสารละลายคอลลอยด ์   ทาํใหก้ารวเิคราะห์
โปรตีนสามารถทาํไดโ้ดยตรงจากตวัอย่างท่ีมีลกัษณะเป็นคอลลอยด์ โดยไม่ตอ้งตกตะกอนโปรตีน
ออกมาก่อน ดังนั้นวิธีท่ีพฒันาข้ึนน้ีมีความสามารถในการวิเคราะห์สี แลว้เทียบกลบัไปเป็นความ
เขม้ขน้ของปริมาณโปรตีนไดโ้ดยตรง โดยการแทนค่าในสมการเสน้ตรงดงัท่ีไดอ้ธิบายขา้งตน้ 

     3.2 การทดสอบหาช่วงความเข้มข้นของน า้ยางพาราทีเ่หมาะสม 
           ไดท้าํการเตรียมนํ้ ายางพารา 2 ช่วงความเขม้ขน้ คือ 0.01-0.05 %v/v (ใชน้ํ้ ายางพารา
ปริมาตร 0.01, 0.02, 0.03, 0.04 และ 0.05 มิลลิลิตรตามลาํดบั เจือจางดว้ยนํ้ าปราศจากไอออนเป็น 10 
มิลลิลิตร) และ 0.04-0.08  %v/v (ใชน้ํ้ ายางพาราปริมาตร 0.04, 0.05, 0.06, 0.07 และ 0.08 มิลลิลิตร
ตามลาํดบั เจือจางดว้ยนํ้ าปราศจากไอออนเป็น 10 มิลลิลิตร) แลว้นาํไปเขา้เคร่ืองเหวี่ยงเป็นเวลา 40 
นาที จากนั้นเติมสารละลายไบยเูร็ต คือ 0.5% CuSO4 1 มิลลิลิตร และ 10% NaOH 1 มิลลิลิตร ตั้งท้ิงไว ้
5 นาที แลว้นาํไปวดัค่าความเขม้ของการกระเจิงแสงในระบบ RGB ดว้ยเคร่ือง    วดัค่าความเขม้ของการ
กระเจิงแสง ไดผ้ลการทดลองดงัตาราง 3-4 และรูป 3-4  
  
ตาราง 3  ค่าความเขม้ของสีในระบบ RGB โดยใชป้ริมาตรนํ้ ายางพารา 0.01, 0.02, 0.03, 0.04        
               และ 0.05 มิลลิลิตร ตามลาํดบั  
 

ความเขม้ขน้ของนํ้ ายาง 
(%v/v) 

ความเขม้ของสีในระบบ RGB 
R G B 

0.01 81 91 141 
0.02 75 77 134 
0.03 61 73 115 
0.04 55 57 98 
0.05 50 50 94 
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รูป 3   ความสมัพนัธ์ระหวา่งความเขม้ขน้ของนํ้ ายางพารากบัความเขม้ของสีในระบบ  RGB 
           โดยใชน้ํ้ ายางปริมาตร 0.01, 0.02, 0.03, 0.04 และ 0.05 มิลลิลิตร ตามลาํดบั 
 
ตาราง 4  ค่าความเขม้ของสีในระบบ RGB โดยใชป้ริมาตรนํ้ ายางพารา 0.04, 0.05, 0.06, 0.07         
                 และ 0.08 มิลลิลิตร ตามลาํดบั  
 

ความเขม้ขน้ของนํ้ ายาง 
(%v/v) 

ความเขม้ของสีในระบบ RGB 
R G B 

0.04 108 118 154 
0.05 93 112 144 
0.06 82 105 130 
0.07 73 75 124 
0.08 59 68 111 
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รูป 4  ความสัมพนัธ์ระหว่างความเข้มข้นของนํ้ ายางพารากับความเข้มของสีในระบบ RGB             

โดยใชน้ํ้ ายางปริมาตร 0.04, 0.05, 0.06, 0.07 และ 0.08 มิลลิลิตร ตามลาํดบั 
 

จากผลการทดลองพบวา่ กราฟในรูป 3-4 มีความชนัเป็นลบ แสดงใหเ้ห็นวา่ค่าความเขม้สีใน
ระบบ RGB แปรผกผนักบัความเขม้ขน้ของนํ้ ายางพารา (สีท่ีตามองเห็นดูเขม้ข้ึนเม่ือความเขม้ขน้ของ
นํ้ ายางพาราเพ่ิมข้ึนแต่ค่าความเขม้สีในระบบ RGB กลบัลดลงตามความเขม้ขน้ของนํ้ ายางพารา)       
ไดค้วามสมัพนัธ์เป็นสมการเสน้ตรงด่ิงลงซ่ึงมีค่าความเป็นเสน้ตรง (r2) มากกวา่ 0.9 ทั้งสองช่วง  ความ
เขม้ขน้ แต่เราจะเลือกช่วงความเขม้ขน้ของนํ้ ายางพาราเท่ากบั 0.04-0.08 %v/v สาํหรับ  การวิเคราะห์
ในขั้นตอนต่อไปเน่ืองจากให้ค่าความเป็นเส้นตรงดีกว่าช่วงความเขม้ขน้ 0.01-0.05 %v/v และไดท้าํ
การทดลองซํ้ าแบบเดิมอีก 5 ซํ้ า ก็ให้ผลในทาํนองเดียวกนั โดยในการทดลองเพื่อ    หาความเขม้ขน้  
ของโปรตีนในนํ้ ายางพาราดว้ยวธีิการทาํใหเ้กิดสีแบบไบยเูร็ตและเลารี ไดเ้ลือกความเขม้ขน้ของนํ้ ายาง
ซ่ึงเป็นค่ากลางของความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสม (0.04-0.08 %v/v) คือ เท่ากบั 0.06 %v/v เน่ืองจากเม่ือ
ทดลองทาํให้เกิดสีดว้ยทั้งสองวิธีจะสังเกตสีไดช้ดัเจนและใชน้ํ้ ายางไม่มากหรือนอ้ยเกินไป  (ดารัตน์ 
ไชยวารี และคณะ, 2552) 
      3.3 การวเิคราะห์หาความเข้มข้นของโปรตนีในน า้ยางพารา 

           เม่ือทราบความสมัพนัธ์ของโปรตีนในตวัอยา่งสารคอลลอยด์กบัความเขม้ของสี    ใน
ระบบ RGB และไดเ้ลือกความเขม้ขน้ของนํ้ ายางพาราแลว้ก็ไดท้าํการทดลองดงัหัวขอ้ 2.1 และ 2.2   
ซ่ึงวเิคราะห์หาปริมาณของโปรตีนในตวัอยา่งนํ้ ายางพาราขน้ชนิดแอมโมเนียสูงดว้ยวธีิการทาํใหเ้กิด สี
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แบบไบยเูร็ตและเลารีโดยวิธีการเติมสารมาตรฐาน (standard addition method) และใชว้ิธีการสร้าง
กราฟมาตรฐานดว้ยวิธี Multiple  Regression ดงัท่ีไดอ้ธิบายขา้งตน้ซ่ึงกราฟท่ีไดจ้ะมีลกัษณะดงัรูป 2 
คือเป็นเส้นตรงเส้นเดียวท่ีเกิดจากการรวมกนัของเส้นตรง 3 เส้นของความสัมพนัธ์ระหว่างค่าความ
เขม้ขน้ของโปรตีนและค่าความเขม้สีอาร์ จี และ บี โดยไดท้าํการทดลองทั้งหมด 7 คร้ังทั้งการทาํให้
เกิดสีดว้ยวิธีไบยเูร็ตและวิธีเลารี ไดแ้สดงสมการของทั้ง 7 คร้ังดงัตาราง 5 และแสดงผลความเขม้ขน้
ของโปรตีนในนํ้ ายางพาราท่ีไดจ้ากการแทนค่า y = 0 ในสมการในตาราง 5 ไดผ้ลดงัตาราง 6 
 
ตาราง 5   สมการรวมแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งความเขม้ขน้ของสารละลายโปรตีนมาตรฐานกบั  
                ความเขม้ของสีในระบบ RGB ดว้ยวธีิไบยเูร็ตและวธีิเลารี 
 

 
คร้ังท่ี 

สมการเสน้ตรงท่ีใชใ้นการคาํนวณหา 
ความเขม้ขน้ของโปรตีนจากวธีิ Multiple Regression 

วธีิไบยเูร็ต  วธีิเลารี 
1 y = -2600x + 115.6 

r2 = 0.996 
y = -2675x + 93.3 

r2 = 0.998 
2 y = -2575x + 116.5 

r2 = 0.984 
y = -3000x + 107.4 

r2 = 0.984 
3 y = -1040x + 136.8 

r2 = 0.994 
y = -1050x + 134.8 

r2 = 0.999 
4 y = -1100x + 148.8 

r2 = 0.999 
y = -1110x + 129.8 

r2 = 0.994 
5 y = -1050x + 145.4 

r2 = 0.992 
y = -1210x + 147.0 

r2 = 0.995 
6 y = -1080x + 135.2 

r2 = 0.997 
y = -1500x + 173.4 

r2 = 0.989 
7 y = -950x + 119.4 

r2 = 0.997 
y = -1040x + 154.2 

r2 = 0.998 
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ตาราง 6  ความเขม้ขน้ของโปรตีนในนํ้ ายางพาราซ่ึงไดจ้ากการทาํใหเ้กิดสีดว้ยวธีิไบยเูร็ต และวธีิเลารี  
                 ก่อนตรวจวดัดว้ยเคร่ืองวดัค่าความเขม้ของการกระเจิงแสง 
 

 
คร้ังท่ี 

ปริมาณของโปรตีนในนํ้ ายางพารา  
(%โดยนํ้ าหนกัต่อปริมาตร) 

วธีิไบยเูร็ต  วธีิเลารี 
1 0.045 0.035 
2 0.045 0.036 
3 0.041 0.039 
4 0.042 0.035 
5 0.043 0.037 
6 0.045 0.038 
7 0.047 0.038 

ค่าเฉล่ีย 0.044 0.037 

S.D. 0.0021 0.0016 

%RSD 4.7 4.3 

 
สรุปผลการทดลอง 
 ในงานวจิยัน้ีไดท้าํการวเิคราะห์หาความเขม้ขน้ของโปรตีนในนํ้ ายางพารา ซ่ึงใชว้ธีิทาํให้เกิด
สีตามวธีิการของเลารีและไบยเูร็ต แลว้จึงทาํการตรวจวดัดว้ยเคร่ืองวดัค่าความเขม้ของการกระเจิงแสง
ท่ีไดอ้อกแบบและสร้างข้ึนโดยมีไดโอดสีขาวเป็นแหล่งกาํเนิดแสง  เม่ือเรานาํนํ้ ายางพาราท่ีเจือจาง    
ใส่ลงในเคร่ืองและใช ้WebCam ถ่ายภาพสีดิจิตอลก่อนทาํการตรวจวดัค่าความเขม้ของสีในระบบ 
RGB แล้วจึงทําการแปลงค่าความเข้มของสีเป็นค่าตัวเลข พบว่าเม่ือสังเกตด้วยตาเปล่า สีของ
สารละลายท่ีเกิดข้ึนจะเข้มข้ึนตามความเข้มขน้ของโปรตีนท่ีเพ่ิมข้ึน แต่เม่ือทาํการตรวจวดัค่าสี         
ในระบบ RGB แลว้ทาํการสร้างกราฟความสัมพนัธ์ระหวา่งค่าสีในระบบ RGB กบัค่าความเขม้ขน้  
ของโปรตีนพบวา่ไดก้ราฟท่ีมีความชนัเป็นลบแสดงวา่  ค่าสีในระบบ RGB แปรผกผนักบัความเขม้ขน้
ของโปรตีนในนํ้ ายางพารา จากนั้นนาํผลการทดลองจากวธีิการทาํใหเ้กิดสีทั้งสองวธีิมาเปรียบเทียบกนั
โดยใช ้paired t-test (Miller  et al., 1993)  พบวา่สามารถใชก้ารทาํให้เกิดสีทั้งสองวิธีในการวิเคราะห์
หาปริมาณโปรตีนในนํ้ ายางพาราได ้โดยวิธีการทาํให้เกิดสีทั้งสองวิธีให้ผลท่ีไม่แตกต่างกันอย่าง        
มีนยัสาํคญั ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%  แต่วธีิการทาํใหเ้กิดสีแบบไบยเูร็ตมีขอ้ดีท่ีเหนือกวา่วธีิการทาํให้
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เกิดสีแบบเลารี คือ สามารถทาํไดส้ะดวก รวดเร็ว เตรียมตวัอยา่งไดง่้าย ใชส้ารเคมีในปริมาณ     ท่ีนอ้ย
กวา่  และประหยดัค่าใชจ่้ายมากกวา่ ดงันั้นวิธีการทาํให้เกิดสีแบบไบยเูร็ต จึงน่าจะเหมาะสมสาํหรับ
นาํไปวเิคราะห์หาความเขม้ขน้ของโปรตีนในนํ้ ายางพาราไดเ้ป็นอยา่งดีต่อไป 
 เม่ือนาํนํ้ ายางพารามาวิเคราะห์หาปริมาณโปรตีนโดยใช้วิธีมาตรฐาน คือวิธีเลารีดดัแปร 
(Modified Lowry method; ASTM  D5712-05, 2005) ซ่ึงส่งไปให้ส่วนอุตสาหกรรมยาง สถาบนัวิจยั
ยาง กรมวิชาการเกษตร กรุงเทพมหานคร เป็นผูท้ดสอบ พบวา่นํ้ ายางพารามีปริมาณโปรตีนเท่ากบั 
0.046 %โดยนํ้ าหนกัต่อปริมาตร เม่ือเปรียบเทียบกบัวิธีท่ีเราไดพ้ฒันาข้ึนโดยใชเ้คร่ืองวดัค่าความเขม้
ของการกระเจิงแสง ท่ีไดส้ร้างข้ึนในห้องปฏิบติัการน้ีโดยใช ้paired t-test (Miller et al., 1993)  พบวา่
ใหค้่าไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญั ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%  ดงันั้นวธีิการท่ีไดพ้ฒันาข้ึนน้ีจึงให้ผล
การทดลองท่ีเช่ือถือได ้อีกทั้งเป็นวธีิท่ีง่าย สะดวก รวดเร็วกวา่วธีิมาตรฐานมาก  
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