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ปรียานุช บุตรมี วีนัส ปทมาศ วนิดา พลวงคษา และ พรเทพ จันทรคุณาภาส
สำนักรังสีและเครื่องมือแพทย กรมวิทยาศาสตรการแพทย นนทบุรี 11000

การทวนสอบความใชไดของวิธีโลวรีดัดแปรสําหรับ
วิเคราะหหาปริมาณโปรตีนในถุงมือทางการแพทย 

บทคัดยอ ประเทศไทยเปนหนึ่งในประเทศหลักที่มีการผลิตและสงออกถุงมือยางทางการแพทยของโลก เน่ืองจากโปรตีน
ในน้ํายางธรรมชาติสามารถกระตุนใหเกิดอาการแพได สมาคมวิชาชีพทางดานวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงสหรัฐอเมริกา
จงึกาํหนดใหมีการวเิคราะหปรมิาณโปรตนีในถงุมอืซึง่มเีกณฑไมเกิน 200 ไมโครกรมัตอตารางเดซิเมตร งานวจิยัน้ีมวีตัถุประสงค
เพื่อศึกษาและทวนสอบวิธีโลวรีดัดแปรสําหรับวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนตามมาตรฐาน ASTM D5712-15 และ EN 455-3 
สําหรับคุมครองผูบริโภคในประเทศและสนับสนุนการสงออกถุงมือทางการแพทย วิเคราะหโดยการวัดสีจากการเกิดปฏิกิริยา
ระหวางโปรตีนกับ Cu2+ และสาร Folin ในสภาวะดาง ทําใหไดผลิตภัณฑที่สามารถตรวจวัดที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร 
จากการประเมินความสามารถในการยึดจับโปรตีนของวัสดุที่ใชตรวจสอบกระบวนการตกตะกอนและศึกษาประสิทธิภาพ
ในการวิเคราะห พบวาการทดสอบตามมาตรฐาน ASTM ใหชวงความเปนเสนตรง 5–60 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร มีคา LOD 
และ LOQ เทากับ 1.8 และ 5.0 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ ขณะที่การตรวจวัดตามมาตรฐาน EN ใหชวงการวิเคราะห 
5–100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร มีคา LOD และ LOQ เทากับ 2.0 และ 5.0 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ ผลการศึกษา
ความเที่ยงและความแมนของการทดสอบตามมาตรฐาน ASTM และ EN มีคา HORRAT นอยกวา 2.0 และ %recovery 
ในชวงรอยละ 101–104 และ 86–99 สรุปไดวาการทดสอบตามมาตรฐานไดรับการทวนสอบอยางเหมาะสม สามารถนําไป
ใชตรวจหาปริมาณโปรตีนในถุงมือยางทางการแพทย เพื่อการตอยอดขยายขอบขายการใหบริการและสงเสริมอุตสาหกรรม
การสงออกถุงมือยางของประเทศ

คําสําคัญ: โปรตีน, วิธีโลวรีดัดแปร, ถุงมือทางการแพทย, ยางธรรมชาติ, การวิเคราะหโดยการวัดสี
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บทนํา

ถุงมือยางทางการแพทย ประกอบดวย ถุงมือ

ศัลยกรรม (surgical glove) และถุงมือตรวจโรค 

(examination glove) จัดเปนเครื่องมือแพทยที่รุกล้ำ

เขาไปในรางกาย (invasive medical devices) ตาม

หลักเกณฑที่ 6 ประเภทที่ 2 และหลักเกณฑที่ 5 ประเภท

ที่ 1 ตามลำดับ(1) ที่ผลิตทั้งจากน้ำยางธรรมชาติและ

น้ำยางสังเคราะห โดยถุงมือศัลยกรรมตองผานการ

ทำใหปราศจากเชื้อกอนนำมาใชสวมใส เพื่อปองกัน

การปนเปอนระหวางบุคลากรทางการแพทยกับผูปวย

หรือผูใชบริการผาตัด ในขณะท่ีถุงมือตรวจโรคใชเพื่อ

ปองกันการปนเปอนระหวางบุคลากรทางการแพทย

และผูปวยขณะตรวจวินิจฉัยหรือรักษาในทางการแพทย

ที่ ไมใชการผาตัด และปองกันการสัมผัสวัสดุทาง

การแพทยที่อาจปนเปอน ถุงมือศัลยกรรมและถุงมือ

ตรวจโรคที่ผลิตหรือนำเขาเพื่อขายในประเทศไทย

ตองมีคุณภาพและมาตรฐานเปนไปตามประกาศ

กระทรวงสาธารณสุข วาดวยเรื่องมาตรฐานผลิตภัณฑ

อุตสาหกรรม (มอก.) ถุงมือยางปราศจากเชื้อสำหรับ

การศัลยกรรมชนิดใชครั้งเดียว (มอก. 538)(2) และ

ถุงมือสำหรับการตรวจวินิจฉัยทางการแพทยชนิดใช

ครั้งเดียว (มอก. 1056 เลม 1)(3) ตามลำดับ โดย 

มอก. ทั้งสองเลมไดรับการแกไขปรับปรุงเหมือนกัน

ทุกประการตามมาตรฐาน ISO 10282(4) และ ISO 

11193-1(5) ตามลำดับ นอกจากนี้มีมาตรฐานสากลที่

กำหนดคุณภาพของถุงมือทางการแพทยสำหรับสงออก 

โดยสมาคมวิชาชีพทางดานวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี

แหงสหรัฐอเมริกา ประกอบดวย ASTM D3577(6) และ 

ASTM D3578(7) สำหรับถุงมือศัลยกรรมและถุงมือ

ตรวจโรค ตามลำดับ 

จากขอมลูการคาระหวางประเทศคาดวาถงุมอืยาง

ทางการแพทย ท่ัวโลกมีการขยายตัวเพิ่ม ข้ึน โดย

อาจขยายตัวตอปรอยละ 9.1 ภายในป พ.ศ. 2569(8) 

บงชี้วาถุงมือเปนหน่ึงในผลิตภัณฑที่มีความตองการ

เพิ่มขึ้นทุกป ประเทศไทยเปนหน่ึงในประเทศหลักที่มี

การผลติและสงออกถงุมือยางธรรมชาตขิองโลก เนือ่งจาก

มสีภาพภมูปิระเทศและภูมิอากาศรอนชืน้เหมาะสมในการ

ปลูกตนยางพารา ทำใหผูประกอบการสามารถแปรรูป

และเขาถึงแหลงวัตถุดิบไดงายและมีราคาถูก รวมท้ัง

ผูประกอบการมีความชำนาญในการผลิตถุงมือจาก

น้ำยางธรรมชาติ สงผลใหผูผลิตสินคาตนน้ำ (เกษตรกร

สวนยาง) และกลางน้ำ (โรงงานน้ำยางหรือโรงงานผลิต

ถุงมือยาง) สามารถผลิตถุงมือยางคุณภาพสูง เปนท่ี

ยอมรับในระดับสากล และสามารถแขงขันกับคูแขงใน

ตลาดโลกได จึงเปนเหตุใหถุงมือยางทางการแพทยของ

ประเทศไทยสรางมูลคาสำหรับตลาดภายในประเทศและ

ตลาดสงออกไดในลำดบัตน ๆ  ของผลติภณัฑยางทัง้หมด 

โดยจัดเปนอันดับที่ 3 ของมูลคาการบริโภคภายใน

ประเทศ และมีมูลคาการสงออกเปนลำดับที่ 2 ของโลก 

รองจากประเทศมาเลเซีย(9) ซึ่งรอยละ 90 เปนถุงมือยาง

ทางการแพทย และรอยละ 10 เปนถุงมือยางทั่วไป(10)

สหรัฐอเมริกาเปนประเทศผูนำเขาถุงมือยาง

รายใหญที่สุดของโลก โดยประเทศไทยมีสวนแบงตลาด

สงออกสูงถึงรอยละ 30 ของตลาดการสงออกทั่วโลก(8,10) 

จากขอมลูการใชถงุมอืทางการแพทยพบวามชีาวอเมรกินั

แพการใชถุงมือยางธรรมชาติ เนื่องจากโปรตีนจาก

น้ำยางธรรมชาติมีสารที่กอใหเกิดภูมิแพ (allergens) 

ซึ่งสามารถกระตุนใหเกิดอาการแพ ต้ังแตแสบคัน เกิด

ผื่นแดง หรือเปนลมพิษ ไปจนถึงอาการแพขั้นรุนแรง

จนเปนอันตรายถึงชีวิต (anaphylaxis)(11) โดยการแพ

น้ำยางจัดอยูในชนิดท่ี 1 (type 1 latex allergy)

มสีาเหตจุากการสมัผสักบัโปรตนีในยางธรรมชาต ิ(hevea 

natural rubber; HNR) หากกระบวนการผลิตไมดีจะ

ทำใหมโีปรตนี HNR คงเหลอือยูในผลติภณัฑ(12) สงผลให

สหรฐัอเมรกิาประกาศบงัคบัใชกฎหมายหามใชถงุมอืยาง

ธรรมชาติที่มีปริมาณโปรตีนเกินเกณฑมาตรฐานที่

สมาคมวิชาชีพทางดานวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหง

สหรัฐอเมริกากำหนด(13) ซึ่งเทากับ 200 ไมโครกรัม

ตอตารางเดซิเมตร (µg/dm2)(6,7) ทำใหประเทศใน

ทวีปยุโรปมีการกำกับการใชถุงมือยางธรรมชาติเชนกัน 

ถุงมือยางทางการแพทยที่สามารถนำเขาและจำหนาย

ในสหรัฐอเมริกาและกลุมประเทศยุโรป ตองไดรับ

การทดสอบปริมาณโปรตีนตามมาตรฐาน ASTM 

D5712-15(14) และ EN 455-3(15) ตามลำดับ ขณะท่ี

ประเทศไทยไมไดกำกับใหมีการทดสอบปริมาณโปรตีน

ในถุงมือยางทางการแพทย แตมอก. 538 และ 1056 
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ระบุวาอาจมีการกำหนดใหทดสอบปริมาณโปรตีนที่สกัด

ไดจากถุงมือศัลยกรรมและถุงมือตรวจโรคในอนาคต

ซึ่งขึ้นกับมาตรฐานระหวางประเทศที่เกี่ยวของ(2,3) แมวา

ประเทศไทยยังไมไดควบคุมการใชถุงมือทางการแพทย

แตผลการบังคับใชในตางประเทศคาดวาจะทำใหความ

ตองการถุงมือยางธรรมชาติลดลงและทำใหแนวโนมการ

ใชถุงมือที่ผลิตจากยางสังเคราะหเพิ่มสูงขึ้น เน่ืองจาก

ความเคลื่อนไหวของตลาดสหรัฐอเมริกาเปนปจจัย

กำหนดทิศทางตลาดโลก 

แมวาถุงมือยางสังเคราะหไมพบปญหาการแพ

โปรตนีเหมอืนถงุมอืยางธรรมชาต ิแตถงุมือยางสังเคราะห

มีตนทุนดานวัตถุดิบสูงกวาถุงมือยางธรรมชาติ ซึ่ง

ราคาของวัตถุดิบเปนสวนสำคัญสำหรับการตัดสินใจ

ทางธุรกิจ และราคาของถุงมือยางสังเคราะหมีแนวโนม

ปรับตัวสูงขึ้น เนื่องจากวัตถุดิบของการผลิตตองอาศัย

กระบวนการผลิตปโตรเลียมที่มีอยูอยางจำกัด(16)

ในภาพรวมถุงมือยางธรรมชาติมีความโดดเดนมากกวา 

ทั้งดานความยืดหยุน การสัมผัส ความสะดวกสบาย

ในการสวมใสและความเปนมิตรตอส่ิงแวดลอม ดังนั้น

เพ่ือสงเสริมความเขมแข็งของอุตสาหกรรมการผลิต

และสงออกถุงมือยางธรรมชาติ และสนับสนุนความ

สามารถในการแขงขันของสินคาไทย รวมทั้งสราง

ความเชื่อมั่นใหแกประชาชนและบุคลากรทางการแพทย

ภายในประเทศ ไดใชถุงมือทางการแพทยที่ผ าน

มาตรฐานและมีความปลอดภัยมีการควบคุมการทดสอบ

ปริมาณโปรตีน งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงคเพ่ือทวนสอบ

วิธี โลวรีดัดแปร (modified lowry method)

ส ำ ห รั บ ต ร ว จ ห า ป ริ ม า ณ โ ป ร ตี น ใ น ถุ ง มื อ ย า ง

ทางการแพทยตามมาตรฐาน ASTM D5712-15

และ EN 455-3 เปนการขยายศักยภาพของการเปน

หองปฏิบัติการอางอิงของประเทศที่มีมาตรฐาน นำไปสู

ความนาเชือ่ถอืในคุณภาพของถงุมือทางการแพทยทีผ่ลติ

จากยางธรรมชาติ

วัสดุและวิธีการ

สารมาตรฐานและสารเคมี

ovalbumin (Chicken egg white albumin, 

A5503) (Sigma-Aldrich, USA), Folin-Ciocalteu’s

phenol reagent (2N, F9252) (Sigma-Aldrich,

USA), bromophenol blue sodium salt 

(C19H9Br4O5S·Na, B5525) (Sigma-Aldrich, 

USA), disodium hydrogen phosphate (Na2HPO4,

PA-ACS) (Panreac, Spain), potassium 

dihydrogen phosphate (KH2PO4, RPE-ACS) 

(Carlo Erba, Italy), sodium chloride (NaCl, RPE) 

(Carlo Erba, Italy), potassium chloride (KCl, 

RPE-ACS) (Carlo Erba, Italy), deoxycholic

acid Na-salt (DOC, 99%) (Acros Organics, 

Belgium), trichloroacetic acid (TCA, RPE-ACS) 

(Carlo Erba, Italy), phosphotungstic acid (PTA, 

RPE) (Carlo Erba, Italy), sodium hydroxide 

pellets (NaOH, RPE-ACS) (Carlo Erba, Italy), 

cupric sulphate pentahydrate (CuSO4·5H2O, 

RPE-ACS) (Carlo Erba, Italy), sodium

carbonate anhydrous (Na2CO3, RPE-ACS) 

(Carlo Erba, Italy), และ sodium tartrate 

(C4H4Na2O6, RPE) (Carlo Erba, Italy)

เครื่องมือและวัสดุ

เครือ่งมอื: เครือ่ง UV-Vis spectrophotometer 

(EVO 350, Thermo Fisher Scientific, USA), เครือ่ง

ชั่งละเอียด 4 ตำแหนง (ML001T, Mettler-Toledo,

Switzerland), ตูอบลมรอน (TS 8136, Termaks, 

Norway), เครื่องปนเหว่ียงความเร็วสูง (MDX-310, 

Tomy, JAPAN), เครื่องเขยาสาร (WS-100D, 

Wiggens, Germany), เครื่องผสมสาร (Genie 2, 

Scientific Industries Inc., USA) และเครือ่งกรองนำ้ 

Reverse Osmosis & DI Water System (Merck, 

France)

วัสดุ: ขวดเก็บสารพลาสติก (PP, Nalgene, 

USA), ขวดรูปชมพูพลาสติก (PP, Nalgene, USA), 

คิวเวตพลาสตกิ (PS, Macro, VMR Apparatus, UK),

คิวเวตควอตซ (Quartz, Starna Scientific, UK), 

หลอดปนเหวี่ยง ขนาด 15 และ 50 มิลลิลิตร (Nunc, 

Denmark), ตัวกรองหลอดฉีดยา ขนาดรูพรุน 0.22 

ไมครอน (CA, Filtratech, France) และตวักรองหลอด

ฉีดยา ขนาดรูพรุน 0.45 ไมครอน (CA, Johnson, UK)
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การเตรียมสารละลายเคมี

เตรียมสารละลาย phosphate buffer saline 

(PBS, pH 7.4±0.2) ความเขมขน 25 มิลลิโมลาร 

ประกอบดวย Na2HPO4 ปริมาณ 14.4 กรัม KH2PO4 

ปริมาณ 2.7 กรัม NaCl ปริมาณ 80.1 กรัม และ

KCl ปริมาณ 2.0 กรัม ละลายในน้ำปราศจากไอออน 

(deionized water, DI) ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร

เตรียมสารละลาย bromophenol blue 

ความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอลิตร ในน้ำ DI

เตรยีมสารละลาย DOC และสารผสม TCA:PTA 

โดยเตรียมสารละลาย DOC ความเขมขนรอยละ 0.15 

มวลตอปรมิาตร และสารละลายผสม TCA:PTA  เตรยีม

โดยผสมสารละลาย TCA ความเขมขนรอยละ 72 กับ

สารละลาย PTA ความเขมขนรอยละ 72 ในอัตราสวน 

1:1 โดยปริมาตร

เตรียมสารละลาย NaOH โดยเตรียมสารละลาย 

NaOH ความเขมขน 0.1 และ 0.2 โมลาร ในน้ำ DI สำหรบั

ละลายตะกอนของโปรตีนตามมาตรฐาน EN 455-3

และ ASTM D5712-15 ตามลำดับ 

เตรียมสารละลาย alkaline copper tartrate 

จากการละลาย Na2CO3 ปริมาณ 4.44 กรัม NaOH 

ปริมาณ 0.88 กรัม และ C4H4Na2O6 ปริมาณ 0.36 กรัม 

ในนำ้ DI ปรมิาตร 200 มิลลิลิตร จากน้ันเตรยีมสารละลาย 

copper sulfate ความเขมขน 0.07 กรมัตอมิลลลิติร จาก 

CuSO4·5H2O ในน้ำ DI แลวเตรยีมสารละลาย alkaline 

copper tartrate โดยผสมสารละลาย alkaline tar-

trate กบัสารละลาย copper sulfate ในอตัราสวน 160:1

โดยปริมาตร 

เตรยีมสารละลาย folin เพ่ือทำใหเกดิสี โดยเตรยีม

สารละลาย folin ความเขมขนรอยละ 50 โดยปริมาตร 

ดวยน้ำ DI จากสาร Folin-Ciocalteu’s phenol

reagent ความเขมขน 2 นอรแมล (N)

การเตรียมสารละลายโปรตีนมาตรฐาน 

เตรียมสารละลายโปรตีนมาตรฐานใหมีความ

เขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยละลายโปรตีน

ovalbumin ดวยสารละลาย PBS (25 มิลลิโมลาร) 

จากนั้นบมสารละลายในขวดเก็บสารพลาสติกที่

อุณหภูมิหอง เปนเวลา 2 ชั่วโมง (±5 นาที) กรอง

สารละลายผานตวักรองหลอดฉดียา ขนาด 0.22 ไมครอน 

จากน้ันวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 

นาโนเมตร ดวยเครื่อง UV-Vis spectrophotometer

เพื่อหาคาความเขมขนที่แทจริงของสารละลายโปรตีน

มาตรฐาน โดยนำค าความเขมการดูดกลืนแสง 

(absorbance) ที่วัดไดหารดวยคาคงที่ โดยคาคงที่คือ

0.64 และ 0.715 สำหรับมาตรฐาน ASTM D5712-15 

และ EN 455-3 ตามลำดับ 

การสกัดโปรตีนจากตัวอยางถุงมือ

ตัดถุงมือเปนชิ้นเล็ก ขนาด 1×1  เซนติเมตร

ใสขวดรปูชมพูพลาสตกิ (ทำซำ้ 3 ครัง้ โดยใชถงุมอื 3 ช้ิน)

เติมสารละลาย PBS (25 มิลลิโมลาร) ในอัตราสวน

8 มลิลลิติรตอถุงมอื 1 กรมั นำไปเขยาดวยเครือ่งเขยาสาร

ทีอ่ตัราเรว็ 100 รอบตอนาที เปนเวลา 2 ชัว่โมง (±5 นาที) ท่ี

อณุหภมู ิ25±5 องศาเซลเซยีส จากนัน้เทสารละลายโปรตนี

ทีส่กดัไดใสหลอดปนเหวีย่งขนาด 50 มลิลลิติร ปนเหวีย่งที่

ความแรง 500 g เปนเวลา 15 นาที จากนั้นกรอง

สารละลายดวยตัวกรองหลอดฉีดยาขนาด 0.45 ไมครอน 

ใสในขวดเก็บสารพลาสติก คำนวณพ้ืนที่ผิวทั้งหมดของ

ถุงมอืจากความกวางและยาวของถุงมอืทีร่ะบใุนมาตรฐาน 

ASTM D5712-15

สวนมาตรฐาน EN 455-3 กำหนดใหทำ

เครื่องหมายบริเวณขอมือบนถุงมือ (หมายเลข 1) ซึ่ง

หางจากปลายสดุของนิว้กลางเปนระยะ 20±1 เซนติเมตร 

(ทำซำ้ 4 ครัง้ โดยใชถงุมอื 4 ชิน้) จากนัน้นำไปชัง่น้ำหนกั 

(m1) แลวนำถุงมอือกี 4 ช้ิน เปนถุงมอืหมายเลข 2 โดยใส

ถุงมือหมายเลข 2 ขางในถุงมือหมายเลข 1 ปรับใหถุงมือ

ทั้งสองขางแนบกันพอดี เติมสารละลาย bromophenol 

blue ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ขางในถุงมือหมายเลข 2 

เพื่อเฝาระวังการรั่วซึมของสาร PBS ระหวางการสกัด

โปรตีน และเติมสารละลาย PBS ปริมาตร 25 มิลลิลิตร 

ระหวางถุงมือทั้งสองขาง หนีบถุงมือเขาดวยกัน ณ 

บริเวณที่ทำเครื่องหมาย นำไปเขยาดวยเครื่องเขยาสาร

ที่อัตราเร็ว 150 รอบตอนาที อุณหภูมิ 25±5 องศา

เซลเซยีส เปนเวลา 2 ชัว่โมง (±5 นาท)ี จากนัน้ถอดถงุมอื

ออกจากกัน หากพบวาสารละลายที่สกัดไดมีสีน้ำเงินให
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ทำการสกัดใหมโดยใชถุงมือคูใหม ทำการเทสารละลาย

ใสหลอดปนเหวี่ยงขนาด 50 มิลลิลิตร ปนเหวี่ยงที่

ความแรง 2,000 g เปนเวลา 15 นาที เก็บสวนของ

สารละลายไวในขวดเก็บสารพลาสติก จากนั้นตัดถุงมือ

ตรงตำแหนงที่ทำเครื่องหมายและทำใหแหงกอนชั่งน้ำ

หนักของถุงมือที่ถูกตัดออก (m2) คำนวณพื้นที่ผิวของ

ถุงมือเฉพาะสวนที่โดนสกัดโดยเทียบจากน้ำหนักถุงมือ

เฉพาะสวนที่โดนสกัด จากสมการ m = m1 – m2

การวิเคราะหปริมาณโปรตีน

การวิ เคราะหปริมาณโปรตีน ประกอบดวย 

3 ขั้นตอน ดังแสดงในภาพที่ 1

การตกตะกอนโปรตีน ปเปตสารละลายโปรตีน

มาตรฐานและสารละลายตัวอยาง ปริมาตร 4 มิลลิลิตร 

ใสในหลอดปนเหว่ียงขนาด 15 มิลลลิติร โดยมสีารละลาย 

PBS เปนตัวควบคุม จากนั้นเติมสารละลาย DOC 

ปริมาตร 400 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันและปลอยให

เกิดปฏิกิริยา เปนเวลา 10 นาที เติมสารละลายผสมของ 

TCA:PTA ปริมาตร 800 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันและ

ปลอยใหเกิดปฏิกิริยา เปนเวลา 30 นาที นำไปปนเหวี่ยง

ที่ความแรง 6,000 g เปนเวลา 15 นาที จากนั้นเทสวน

ใสทิ้งและละลายตะกอนดวยสารละลาย NaOH เขมขน 

0.2 โมลาร ปริมาตร 1.0 มลิลลิติร ตามมาตรฐาน ASTM 

D5712-15 หรอืเตมิ NaOH เขมขน 0.1 โมลาร ปรมิาตร 

0.8 มิลลิลิตร ตามมาตรฐาน EN 455-3 

การทำใหเกิดสี โดยเติมสารละลาย alkaline 

copper tartrate ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน

และปลอยใหเกิดปฏิกิริยา เปนเวลา 15 นาที จากน้ัน

เติมสารละลาย folin เขมขนรอยละ 50 ปริมาตร 250

ไมโครลิตร ผสมใหเขากันและปลอยใหเกิดปฏิกิริยา

เปนเวลา 30 นาที จึงปรากฎสีน้ำเงินอมเขียว

การวเิคราะหเชงิปรมิาณ วดัสทีีเ่กดิขึน้ทีค่วามยาว

คล่ืน 750 นาโนเมตร ดวยเครื่อง UV-Vis spectro-

photometer โดยใชควิเวตพลาสตกิ จากนัน้คำนวณความ

เขมขนของโปรตีนจากกราฟมาตรฐาน 

ภาพที่ 1  กระบวนการวิเคราะหปริมาณโปรตีนดวยวิธีโลวรีดัดแปร
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การคำนวณปริมาณโปรตีนในถุงมือ 

คำนวณปริมาณโปรตีนที่สกัดได (extractable-protein content; E) ในหนวยไมโครกรัมตอตารางเดซิเมตร 

(µg/dm2) ดังสมการที่ 1 

การทวนสอบกระบวนการตกตะกอนโปรตีน

เตรียมสารละลายโปรตีนมาตรฐานความเขมขน 

5, 10, 20, 40 และ 80 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร สำหรับ

สรางกราฟมาตรฐานโดยไมผานกระบวนการตกตะกอน 

(unprecipitated protein solution) และเตรียม

สารละลายโปรตีนมาตรฐานความเขมขน 2.5, 5, 10, 20 

การทวนสอบความใชไดของวิธี

ประเมนิความสามารถในการยดึจบัโปรตนี (protein 

binding capacity) 

ศึกษาความสามารถในการยึดจับโปรตีนของวัสดุ

พลาสติกที่ใชในการทดสอบ ไดแก ขวดเก็บสารพลาสติก 

หลอดปนเหวี่ยง ขนาด 15 และ 50 มิลลิลิตร และตัว

กรองหลอดฉีดยาขนาด 0.22 และ 0.45 ไมครอน ทำการ

ทดสอบโดยใชวัสดุอยางละ 2 ชุด ชุดละ 5 ชิ้น เตรียม

สารละลายโปรตีนอางอิง ความเขมขน 10 ไมโครกรัม

ตอมิลลิลิตร จากนั้นเติมสารละลายอางอิง ปริมาตร 10 

         E  =     c × V × F สมการที่ 1
A

เมื่อ c คือ ความเขมขนเฉลี่ยของสารละลายโปรตีน (µg/mL)

 V คือ ปริมาตรของสารละลาย PBS (mL) 

 F คือ  ปจจัยความเขมขน ดังสมการที่ 4 หรือ 5

 A คือ  พ้ืนท่ีผวิท้ังหมดของถงุมอื (ASTM D5712-15) หรอืพืน้ทีผ่วิของถงุมอืเฉพาะสวนทีโ่ดนสกดั

   (EN 455-3)(dm2) 

มิลลิลิตร ใสวัสดุทดสอบ (เฉพาะขวดเก็บสารพลาสติก

และหลอดปนเหวี่ยง) เขยาดวยเครื่องเขยาสาร เปนเวลา

30 นาที เทสารละลายอางอิงลงในวัสดุชิ้นถัดไปใหครบ 

5 ชิ้น สำหรับตัวกรองหลอดฉีดยาทดสอบโดยกรอง

สารละลายอางอิง ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ผานตัวกรองที่

เสียบตอกัน 5 ชิ้น จากนั้นวิเคราะหปริมาณโปรตีนของ

สารละลายที่ผานวัสดุทดสอบ (3 ซ้ำ) เปรียบเทียบกับ

สารละลายอางอิง (3 ซ้ำ) คำนวณความสามารถในการ

ยึดจับกับโปรตีน ดังสมการที่ 2 

และ 40 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ความเขมขนละ 2 ซ้ำ 

สำหรบัทวนสอบการตกตะกอน (precipitated protein 

solution) จากนั้นวิเคราะหปริมาณโปรตีนดวยกราฟ

มาตรฐาน จำนวน 2 ซำ้ คำนวณหาคาเฉลีย่ของความเขมขน

โปรตีน (C, n = 4) และคำนวณ %recovery

ดังสมการที่ 3

ปริมาณโปรตีนที่ดูดซับ = 10(R - T)   (µg/material)          สมการที่ 25

เมื่อ  R  คือ ความเขมขนโปรตีนในสารละลายอางอิง (µg/mL, n = 3)

 T คือ  ความเขมขนโปรตีนในสารละลายที่ผานวัสดุทดสอบ (µg/mL, n = 6)



450

Protein Determination Based on Modified Lowry Method   Preeyanut Butmee et al.

วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 66 ฉบับที่ 4 ตุลาคม  - ธันวาคม 2567

%recovery = C  ×                          สมการที่ 3

    F  

 เมื่อ  C  คือ  ความเขมขนเฉลี่ยของโปรตีน (µg/mL, n = 4) 

   F  คือ  ปจจัยความเขมขน มาตรฐาน ASTM D5712-15 ดังสมการที่ 4 และมาตรฐาน 

     EN 455-3 ดังสมการที่ 5

actual concentration คือ ความเขมขนที่แทจริงของโปรตีน คือ 2.5, 5, 10, 20 และ 40 ไมโครกรัม

     ตอมิลลิลิตร

  F   =                   สมการที่ 4

           

  F   =                    สมการที่ 5

100
actual concentration

ปริมาตร NaOH ที่ใชในการละลายตะกอนของตัวอยาง
ปริมาตรของ NaOH ที่ใชในการละลายตะกอนของโปรตีนมาตรฐาน

     ปริมาตร NaOH ที่ใชในการละลายตะกอน

                              0.8

การศึกษาชวงความเปนเสนตรง ขีดจำกัดในการ

ตรวจวดั (limit of detection; LOD) และขดีจำกัด

ในการวิเคราะหปริมาณ (limit of quantitation; 

LOQ)

เตรียมสารละลายโปรตีนมาตรฐานความเขมขน 

1.0, 2.5, 5.0, 10.0, 20.0, 40.0, 60.0, 80.0, 100.0, 

125.0 และ 150.0 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร โดยละลาย

โปรตีน ovalbumin ดวยสารละลาย PBS เขมขน

25 มิลลิโมลาร และวิเคราะหปริมาณโปรตีนโดยวัด

ความเขมขนละ 3 ซ้ำ จากนั้นศึกษา LOD และ LOQ

โดยวิเคราะหปริมาณโปรตีนของสารละลายโปรตีน

มาตรฐานทีค่วามเขมขนตำ่สดุ (1 µg/mL) จำนวน 10 ครัง้

คำนวณคา S0
(17) แลวคำนวณ LOD = 3 × S0 และ 

LOQ = 10 × S0 ยืนยันคา LOD โดยวิเคราะหปริมาณ

โปรตีนที่ความเขมขนเทากับ LOD (20 ซ้ำ) เปรียบ

เทยีบกบัสารละลาย blank (10 ซ้ำ) คำนวณคาเฉล่ีย (χ )

และคาเบ่ียงเบนมาตรฐาน (standard deviation; SD) 

ของ blank กำหนดเกณฑยอมรับ คือ โปรตีนที่ความ

เขมขนเทากับ LOD ตองใหคาสัญญาณการวิเคราะห

สงูกวาคา χ  + SD ของ blank โดยยอมรบัใหมีผลลบลวง 

(false negative result) นอยกวารอยละ 5(17) และยนืยนั

คา LOQ โดยวิเคราะหปริมาณโปรตีนที่ความเขมขน

เทากับ LOQ (20 ซ้ำ) คำนวณ %recovery และ

คาเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (%RSD) กำหนดเกณฑ

ยอมรบั คอื โปรตนีทีค่วามเขมขนเทากบั LOQ ตองใหคา

%recovery ในชวงรอยละ 80–110 และ %RSD นอยกวา

หรือเทากับรอยละ 10 (0.66 × predicted RSDr)(18)  

ความเท่ียง (precision) และความแมน (trueness)

เตรียม fortified sample โดยเติมสารละลาย

โปรตนีมาตรฐานที ่3 ระดบัความเขมขน (ตำ่ กลาง และสงู

รวมทั้งใหคลอบคลุมชวงใชงาน) ในตัวอยางถุงมือที่มี

ระดับโปรตีนต่ำ จากนั้นสกัดโปรตีนจากตัวอยางถุงมือ

และวิเคราะหปริมาณโปรตีน จำนวน 10 ซ้ำ และ 7 ซ้ำ

สำหรับศึกษาความเ ท่ียงภายใตสภาวะการทำซ้ ำ

(repeatability) และสภาวะการทวนซ้ำ (within-

laboratory reproducibility) ตามลำดับ ประเมินผล

ความเที่ยงและความแมนจากการศึกษาจาก HORRAT

และ %recovery(18) คำนวณดังสมการที่ 6 และ 7

ตามลำดับ 

 HORRAT             =                     สมการที่ 6

                   

เมื่อ   predicted RSDr   =    2C-0.15

  %recovery =         สมการที่ 7

 RSDr

predicted RSDr

ความเขมขนที่วิเคราะหได – ความเขมขนในตัวอยาง
ความเขมขนที่เติม

่

่

่
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การเปรียบเทียบผลการวิเคราะหปริมาณโปรตีนใน

ถุงมือ เปรียบเทียบระหวางผูวิเคราะห

สกัดโปรตีนจากตัวอยางถุงมือตามมาตรฐาน 

ASTM D5712-15 และ EN 455-3 จำนวน 10 ซ้ำ

จากนั้นวิเคราะหปริมาณโปรตีนที่สกัด เปรียบเทียบ

ผลการทดสอบระหวางนักวิเคราะหดวยสถิติ paired 

t-test ที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 และ degree of 

freedom (df) เทากับ 9   

เปรียบเทียบระหวางมาตรฐาน

สกัดโปรตีนจากตัวอยางถุงมือตามมาตรฐาน 

ASTM D5712-15 และ EN 455-3 จำนวน 4 ซำ้ จากนัน้

วเิคราะหปรมิาณโปรตนีทีส่กัดไดซำ้ละ 2 ครัง้ (duplicate)

(n = 8) เปรยีบเทียบผลการทดสอบระหวางสองมาตรฐาน

ดวยสถิติ paired t-test ที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 

และ df เทากับ 7   

ผล

ผลการศกึษาความสามารถในการยดึจบักบัโปรตนี 

(protein binding capacity) ของวสัดทุีน่ำมาใชในการ

ทดสอบ ไดแก ขวดเก็บสารพลาสติก หลอดปนเหว่ียง

ขนาด 15 และ 50 มิลลิลิตร และตัวกรองหลอดฉีดยา

ขนาด 0.22 และ 0.45 ไมครอน พบวาวสัดทุดสอบทกุชนดิ

ที่ใชในการศึกษาเหมาะสมสำหรับใชวิเคราะหหาปริมาณ

โปรตนี ดงัแสดงในตารางที ่1 เนือ่งจากคาปรมิาณโปรตนี

ที่ดูดซับนอยกวา 10 µg/material ตามมาตรฐาน

EN 455-3(15)

ตารางที่ 1 ปริมาณโปรตีนที่ดูดซับบนวัสดุทดสอบ

วัสดุทดสอบ

ความเขมขนโปรตีน (µg/mL)
ปริมาณโปรตีนที่ดูดซับ

(µg/material)สารละลายอางอิง 
(n = 3)

สารละลายที่ผานวัสดุ
ทดสอบ (n = 6)

ขวดเก็บสารพลาสติก
หลอดปนเหวี่ยง ขนาด 15 มิลลิลิตร
หลอดปนเหวี่ยง ขนาด 50 มิลลิลิตร
ตัวกรองหลอดฉีดยา ขนาด 0.22 ไมครอน
ตัวกรองหลอดฉีดยา ขนาด 0.45 ไมครอน

10.423±1.1
10.101±0.4
10.358±0.3
9.259±0.5
10.254±0.5

8.635±0.9
6.792±0.7
6.342±0.6
6.637±0.6
8.054±0.8

3.576
6.618
8.032
5.244
4.400

ดำเนินการยืนยันวาหองปฏิบัติการทำการทดสอบ

ในสภาวะทีท่ำใหโปรตีนสูญหาย (sample lost) นอยท่ีสดุ

จึงทวนสอบกระบวนการตกตะกอน ดังแสดงในภาพ

ที่ 2(ก) กราฟความสัมพันธระหวางความเขมขนเริ่มตน

ของโปรตีนกอนตกตะกอน (C/F) กับความเขมขน

ของโปรตีนที่เตรียม และกราฟความสัมพันธระหวาง 

%recovery กบัความเขมขนของโปรตนีท่ีเตรยีม ดงัแสดง

ในภาพที ่2(ข) พบวาการวิเคราะหตามมาตรฐาน ASTM 

D5712-15 และ EN 455-3 ใหคา %recovery มากกวา

รอยละ 80 ทุกชวงความเขมขนที่ศึกษา   

จากการศึกษาชวงความเปนเสนตรงของกราฟ

ความสมัพันธระหวางคาการดดูกลนืแสง (absorbance) 

กบัความเขมขนของสารละลายโปรตนีมาตรฐาน ดงัแสดง

ในภาพที่ 3 พบวาการทดสอบตามมาตรฐาน ASTM 

D5712-15 และ EN 455-3 ใหชวงความเปนเสนตรง

สำหรับการวิเคราะหเทากับ 1–60 (r2 = 0.996) และ 

1–100 (r2 = 0.997) ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลำดับ 

เมือ่พจิารณาจากคาสมัประสทิธิก์ารตดัสนิใจ (coefficient

of determination; r2) มีเกณฑยอมรับมากกวาหรือ

เทากบั 0.995 ผลการคำนวณและยนืยนั LOD และ LOQ 

พบวาการทดสอบโปรตนีตามมาตรฐาน ASTM D5712-15 

มีคา LOD และ LOQ เทากับ 1.8 และ 5.0 ไมโครกรัม

ตอมิลลิลิตร ในขณะที่มาตรฐาน EN 455-3 มีคา LOD 

และ LOQ เทากับ 2.0 และ 5.0 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

ตามลำดับ 
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ภาพที่ 3  ความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสงกับความเขมขนของโปรตีน ทดสอบตามมาตรฐาน (ก) ASTM 

 D5712-15 และ (ข) EN 455-3 

ความเที่ยงและความแมนศึกษาโดยเตรียม 

fortified sample จากการเติมสารละลายโปรตีน

มาตรฐานที่ 3 ระดับความเขมขน 10, 30 และ 55 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ใหครอบคลุมชวงการใชงาน

ของกราฟมาตรฐาน) ใสในตัวอยางถุงมือตามมาตรฐาน 

ASTM D5712-15 ขณะที่ความเขมขน 10, 50 และ 95 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ใชสำหรับทดสอบตามมาตรฐาน 

EN 455-3 ผลการประเมินความเที่ยงภายใตสภาวะการ

ทำซำ้ (repeatability) จากการวิเคราะห จำนวน 10 ครัง้

พบคา HORRAT อยูในชวง 0.5–1.0 และ 0.5–1.1 

สำหรับมาตรฐาน ASTM D5712-15 และ EN 455-3 

ตามลำดบั ผลการทดสอบความเทีย่งภายใตสภาวะทวนซำ้

(within-laboratory reproducibility) จำนวน 7 ครัง้ 

พบคา HORRAT อยูในชวง 0.4–0.8 และ 0.6–1.1 

สำหรับมาตรฐาน ASTM D5712-15 และ EN 455-5 

ตามลำดับ ดังแสดงในตารางที่ 2 ทั้งนี้พบวาความแมน

ของการทดสอบตามมาตรฐาน ASTM D5712-15 และ 

EN 455-3 มคีา %recovery อยูในชวงรอยละ 101-104 

และ 86–99 ตามลำดับ

ภาพที่ 2  (ก) ความสมัพันธระหวางคา C/F และ (ข) %recovery กับความเขมขนทีแ่ทจรงิของโปรตนี  เมือ่มาตรฐาน

 ASTM D5712-15 และ EN 455-3 มีคา F เทากับ 4 และ 5 ตามลำดับ

(ก)

(ก) (ข)

(ข)
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ตารางที่ 2 ความเท่ียงและความแมนของการวิเคราะหปริมาณโปรตีนตามมาตรฐาน ASTM D5712-15 

 และ EN 455-3 ภายใตสภาวะการทำซ้ำและการทวนซ้ำ

มาตรฐาน
ความเขมขนของ

fortified sample
(µg/mL)

สภาวะการทวนซ้ำ
(n = 10)

สภาวะการทำซ้ำ
(n = 7)

ความเขมขน 
(µg/mL)*

%
Recovery

HORRAT
ความเขมขน 
(µg/mL)*

%
Recovery

HORRAT

ASTM
D5712-15

10
30
55

10.245±1.2
31.057±1.4
56.552±2.9

102.5
103.5
102.8

1.0
0.5
0.6

10.305±0.5
30.733±1.5
55.633±4.1

103.1
102.4
101.2

0.4
0.5
0.8

EN 455-3 10
50
95

9.438±0.9
49.346±4.6
81.652±3.0

94.4
98.7
86.0

0.8
1.1
0.5

9.422±0.6
47.963±4.9
83.240±7.3

94.2
95.9
87.6

0.6
1.1
1.1

หมายเหตุ: *คือ  ความเขมขนโปรตีนเฉลี่ยที่วัดไดของ fortified sample ซึ่งผานการหักลบความเขมขนในตัวอยางถุงมือ

ตารางที่ 3 เปรียบเทียบการวิเคราะหปริมาณโปรตีนในถุงมือยางทางการแพทยระหวางนักวิเคราะห ทดสอบ

 ตามมาตรฐาน ASTM D5712-15 และ EN 455-3 ดวยสถิติ paired t-test ที่ระดับความเช่ือม่ัน

 รอยละ 95 (df = 9)

มาตรฐาน

คาเฉลี่ยของโปรตีน 
(µg/dm2) (n = 10) tcal tcrit

นักวิเคราะหคนที่ 1 นักวิเคราะหคนที่ 2

ASTM D5712-15
EN 455-3

198.4±29.6
44.3±5.5

188.5±13.2
42.4±5.5

1.028
0.653 2.262

ศึกษาเปรยีบเทียบผลการวิเคราะหปรมิาณโปรตนี

ในตัวอยางถุงมือยางทางการแพทยระหวางนักวิเคราะห 

(intra-laboratory comparison) จากผลการทดสอบ 

จำนวน 10 ซ้ำ พบวาผลการทดสอบปริมาณโปรตีน

ระหวางนักวิเคราะหท้ังสองตามมาตรฐานสากล ASTM 

D5712-15 และ EN 455-3 มีคาไมแตกตางกันอยาง

มนียัสำคญัทีร่ะดบัความเชือ่มัน่รอยละ 95 จากการประเมนิ

ดวยสถิติ paired t-test ที่ df เทากับ 9 เนื่องจากคา 

tcal < tcrit ดังแสดงในตารางที่ 3

ศึกษาเปรยีบเทียบผลการวิเคราะหปรมิาณโปรตนี

ในตัวอยางถุงมือยางทางการแพทยระหวางมาตรฐาน 

ASTM D5712-15 และ EN 455-3 โดยสุมทดสอบ

ถุงมือ จำนวน 3 ตัวอยาง พบวาผลการทดสอบระหวาง

มาตรฐานสากลทั้งสองไมแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญ 

จากการประเมินผลดวยสถิติ paired t-test ที่ระดับ

ความเชื่อมั่นรอยละ 95 และ df เทากับ 7 เนื่องจากคา

tcal < tcrit ดังแสดงในตารางที่ 4 
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วิจารณ

วิธีโลวรีดัดแปรเปนหนึ่งในวิธีมาตรฐานที่นิยมใช

ในการตรวจหาปรมิาณของโปรตนีตามมาตรฐาน ASTM 

D5712-15 และ EN 455-3 ในประเทศสหรัฐอเมริกา

และกลุมประเทศยโุรป ซึง่ใชหลกัการของวิธโีลวรดีดัแปร

และเทคนคิการวดัสเีปนแนวทางสำหรบัวิเคราะหปรมิาณ

โปรตีนในผลิตภัณฑที่ผลิตจากยางธรรมชาติ วัสดุ

ที่ ใชในกระบวนการตรวจวัดตองเปนวัสดุที่ทำจาก

พลาสติกโพลีโพรพิลีน (polypropylene; PP) หรือ

พลาสติกโพลีสไตรีน (polystyrene; PS) เพื่อปองกัน

การดูดซับของโปรตีน เนื่องจากโปรตีนประกอบดวย 

กรดอะมิโนและโครงสรางของกรดอะมิโนประกอบดวย

หมูเอมีน (-NH2) และกรดคารบอกซิลิก (-COOH) 

จึงทำใหมีคุณสมบัติเปน amphiphilic มีทั้งสวน

ทีไ่มชอบนำ้ (hydrophobic) และชอบน้ำ (hydrophilic)

ทำใหโปรตีนมีแนวโนมที่จะดูดซับบนพื้นผิวของวัสดุ

ผานแรงดงึดดูระหวางโมเลกลุทีไ่มชอบนำ้ (hydrophobic

interaction)(19) โดยเฉพาะอยางยิ่งพื้นผิวท่ีเปนแกว

มผีลอยางมากตอการดดูซับของโปรตนี ดงัน้ันเพ่ือปองกนั

การดูดซับของโปรตีนบนพ้ืนผิวของวัสดุทดสอบ จึงใช

วัสดุที่ทำจากพลาสติกชนิด PP หรือ PS ซึ่งมีคุณสมบัติ

ในการดูดซับโปรตีนต่ำ และเพื่อยืนยันวารุน/ยี่หอ

ของวัสดุพลาสติกท่ีนำมาใชเหมาะสมสำหรับวิเคราะห

หาปริมาณโปรตีน จึงตรวจสอบความสามารถในการ

ยึดจับโปรตีนของวัสดุดังกลาว โดยวัดความเขมขนของ

โปรตีนที่ผานวัสดุทดสอบเปรียบเทียบกับความเขมขน

ของสารละลายโปรตีนอางอิง ผลการทดสอบยืนยันวา

รุนหรือยี่หอของวัสดุพลาสติกที่ใชในการศึกษานี้มีความ

สามารถในการดูดซับโปรตีนต่ำ 

ตารางที่ 4 เปรียบเทียบปริมาณโปรตีนในถุงมือยางทางการแพทย ทดสอบตามมาตรฐาน ASTM D5712-15 

 และ EN 455-3 ดวยสถิติ paired t-test ที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 (df = 7)

ถุงมือทางการแพทย

คาเฉลี่ยของโปรตีน
(µg/dm2) (n = 8) tcal tcrit

ASTM D5712-15 EN 455-3

ตัวอยางถุงมือที่ 1 
ตัวอยางถุงมือที่ 2
ตัวอยางถุงมือที่ 3

49.7±4.1
166.5±5.6
356.4±3.7

53.6±4.6 
198.6±16.2
385.7±28.8

1.819
1.864
2.219

2.365

กระบวนการทดสอบดวยวิธีโลวรีดัดแปร เริ่มจาก 

การสกัดโปรตีนที่ละลายไดในน้ำจากผลิตภัณฑถุงมือยาง

ทางการแพทย จากนั้นตกตะกอนโปรตีนดวยกรด

(acid precipitation) เพือ่เพิม่ความเขมขนของโปรตนี

และแยกโปรตีนออกจากสารอื่นๆ ที่ละลายน้ำได ซ่ึง

อาจจะรบกวนการวิเคราะห ไดแก สารลดแรงตึงผิว

(surfactants) สารเรงปฏิกิริยา (accelerators) 

และสารตานอนุมูลอิสระ (antioxidants) เปนตน(20) 

เนื่องจาก isoelectric point (pI) ของโปรตีนมีคา

อยูระหวาง 4–7 เมื่อเติมกรดลงไปในสารละลายจะ

ทำใหคา pH ลดลง เมื่อคา pH เทากับ pI จะทำให

ประจุรวมเทากับศูนย แรงผลักกันระหวางประจุลดลง

ส งผลให โปรตีนเกิดการเปลี่ ยนแปลงโครงสร าง 

(conformational changes) และตกตะกอน(21)

หากสภาวะในการตกตะกอนไมเหมาะสมอาจทำให

โปรตีนสูญหายระหวางการทดสอบ สงผลตอเนื่องให

ผลการวิเคราะหคลาดเคลื่อน จึงตรวจสอบกระบวนการ

ตกตะกอน พบวา %recovery ลดลงเมื่อความเขมขน

ของโปรตีนเพิ่มขึ้น โดยลดลงเกือบถึงรอยละ 80 ที่ความ

เขมขนเทากบั 40 ไมโครกรมัตอมลิลลิติร ผลการทดสอบ

ผานเกณฑกำหนดที่ระบุวา %recovery ไมควรนอยกวา

รอยละ 80 ที่ความเขมขนของโปรตีนต่ำกวาหรือเทากับ 

20 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร(22) บงช้ีวามีโปรตีนสูญหาย

ในระดับที่ยอมรับได ยืนยันวาสภาวะที่ใชในกระบวน

ตกตะกอนเหมาะสมสำหรับการวิเคราะหโปรตีน

จากผลการศึกษาชวงความเปนเสนตรงของการ

วเิคราะหโปรตนี พบวาสารละลายโปรตนีมสีนีำ้เงนิอมเขยีว

และความเขมสีของสารละลายเปนสัดสวนโดยตรงกับ

ความเขมขนของโปรตีน เนื่องจากการเกิดปฏิกิริยา
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รีดอกซ (redox reaction) โดยหมูอะมิโนของโปรตีน

สวนใหญ คอื tyrosine, tryptophan และ cysteine(23)

จะเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน (oxidation) ในสภาวะ

ดางทำใหไนโตรเจนของพันธะเปปไทดจับกับไอออน

ของทองแดง (Cu2+) ไดเปนสารประกอบเชิงซอน ซึ่ง

สามารถเรงปฏิกิริยารีดักชัน (reduction) ของสาร 

Folin-Ciocalteu’s phenol เกิดเปนสารผลิตภัณฑ 

heteropolymolybdenum blue ซึ่งมีสีน้ำเงินอมเขียว 

ทำใหสามารถตรวจวัดดวยเทคนิคการวัดสี โดยใชเครื่อง 

UV-Vis spectrophotometer ที่ความยาวคล่ืน 750 

นาโนเมตร(24–26) 

การศึกษานี้ไดทดสอบตามมาตรฐาน EN 455-3

ซึ่งชวงความเปนเสนตรงเทากับ 1–100 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร กวางกวามาตรฐาน ASTM D5712-15 ที่

มีชวงความเปนเสนตรงเทากับ 1–60 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร คาดวาเปนผลมาจากความเขมขนของ NaOH

เนือ่งจากสาร NaOH มีหนาท่ีหลักในการทำใหสารละลาย

มีสภาพเปนดาง สงผลใหอะตอมของไฮโดนเจน

(H atom) หลุดออก และไนโตรเจนของพันธะเปปไทด

จับกับ Cu2+ เปนสารประกอบเชิงซอนที่สามารถ

เรงปฏกิริยิารดีกัชนัของสาร Folin-Ciocalteu’s phenol

ตอไป หากใช NaOH ความเขมขนสูงจะทำใหอัตรา

การเกิดปฏิกิริยาเร็วขึ้น สงผลใหสีของสารละลายเขมกวา

ในระดับความเขมขนเดียวกัน นอกจากนี้อาจมี NaOH 

สวนเกินทำปฏิกิริยากับ Cu2+ กลายเปน copper

hydroxide รบกวนการเกดิเปนสารเชงิซอนระหวาง Cu2+

กบัโปรตนี(27) ทำใหชวงความเปนเสนตรงของการทดสอบ

ตามมาตรฐาน EN 455-3 กวางกวา เนื่องจากใชความ

เขมขนของ NaOH นอยกวามาตรฐาน ASTM D5712-15

ถึง 2 เทา จากการคำนวณและยืนยันผล LOD พบวา 

LOD ของการทดสอบตามมาตรฐาน ASTM D5712-15

และ EN 455-3 เทากบั 1.8 และ 2.0 ไมโครกรมัตอมลิลลิติร 

ตามลำดับ ขณะที่ผลการคำนวณและยืนยัน LOQ พบวา 

LOQ ของทั้งสองมาตรฐานมีคาเทากันที่ 5.0 ไมโครกรัม

ตอมิลลิลิตร ดังนั้นชวงความเขมขน 5–60 และ 5–100 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จึงนำมาใชสรางกราฟมาตรฐาน

สำหรับวิเคราะหหาปริมาณของโปรตีนในถุงมือยาง

ทางการแพทยตามมาตรฐาน ASTM D5712-15 

และ EN 455-3 ตามลำดับ เพื่อใหไดผลการวิเคราะห

ที่มีความถูกตองสูง 

จากผลการทวนสอบความเที่ยงและความแมน

ของวิธีโลวรีดัดแปรตามมาตรฐาน ASTM D5712-15 

และ EN 455-3 ภายใตสภาวะการทำซ้ำและสภาวะ

การทวนซ้ำ พบวาคา HORRAT นอยกวา 2.0 บงชี้วา

วิธีการทดสอบมีความถูกตองสูง(17,18) สามารถประยุกต

ใชเปนวิธีมาตรฐานสำหรับทดสอบหาปริมาณโปรตีน

ในถุงมือยางทางการแพทย จากการศึกษาเปรียบเทียบ

ผลการทดสอบปริมาณโปรตีนระหวางนักวิเคราะหตาม

มาตรฐาน ASTM D5712-15 และ EN 455-3 พบวา

ความเขมขนของโปรตีนในตัวอยางถุงมือยางทางการแพทย

ที่ทดสอบระหวางนักวิเคราะหทั้งสอง จำนวน 10 ซ้ำ

ไมแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญ เมื่อศึกษาเปรียบเทียบ

ผลของปริมาณโปรตีนในตัวอยางถุงมือทางการแพทย

จากการวิเคราะหตามมาตรฐานสากลทั้งสอง พบวา

คาเฉลี่ยความเขมขนของโปรตีนในถุงมือทั้ง 3 ตัวอยาง 

ไมแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญเชนเดียวกัน   

สรุป

การวเิคราะหปรมิาณโปรตนีในถงุมอืทางการแพทย

ดวยวิธี โลวรีดัดแปรตามมาตรฐานสากล ASTM

D5712-15 และ EN 455-3 ไดรับการทวนสอบตาม

ข้ันตอนอยางเหมาะสม วัสดุที่ใชในกระบวนการทดสอบ

มีความสามารถในการดูดซับโปรตีนต่ำ เหมาะสม

กับการนำมาใชวิเคราะหโปรตีน อีกทั้งสภาวะที่ใชใน

กระบวนการตกตะกอนไมทำใหโปรตีนสูญหาย ทำให

เพิ่มความเขมขนของโปรตีนและกำจัดสารที่อาจรบกวน

การวิเคราะหได ผลการทดสอบแสดงใหเห็นวาชวงความ

เปนเสนตรงทีเ่หมาะสมตอการใชวเิคราะหปรมิาณโปรตนี

เทากบั 5–60 และ 5–100 ไมโครกรมัตอมลิลลิติร สำหรับ

มาตรฐาน ASTM D5712-15 และ EN 455-3 ตามลำดบั

ผลการทวนสอบความเที่ยงและความแมนทั้งภายใต

สภาวะการทำซ้ำและการทวนซ้ำ มีคา HORRAT และ 

%recovery เปนไปตามเกณฑการยอมรบัสากล ยนืยนัวา

การวิเคราะหปริมาณโปรตีนในถุงมือยางทางการแพทย

ดวยวิธีโลวรีดัดแปรตามวิธีมาตรฐานทั้งสองมีความ

ถูกตอง เมื่อทำการทดสอบหาปริมาณโปรตีนในตัวอยาง
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ถงุมอืยางทางการแพทย เปรยีบเทียบระหวางนักวิเคราะห

ภายใตหองปฏิบัติการเดียวกัน พบวาผลการทดสอบที่ได

มีคาไมแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญ และผลการวิเคราะห

โปรตีนในตัวอยางถุงมือทางการแพทยเปรียบเทียบ

ระหวางมาตรฐาน ASTM D5712-15 และ EN 455-3 

มีคาไมแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญ จึงสามารถเลือกใช

มาตรฐานทั้งสองสำหรับวิเคราะหระดับโปรตีนในถุงมือ

เพ่ือคุมครองผูบรโิภคภายในประเทศ และรบัรองปรมิาณ

โปรตีนเพ่ือสนับสนุนอุตสาหกรรมการสงออกถุงมือยาง

ทางการแพทยตอไป

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุณ กรมวิทยาศาสตรการแพทย ที่ใหการ

สนับสนุนงบประมาณภายใตโครงการพัฒนางานทาง

หองปฏิบัติการเคมีสำหรับทดสอบปริมาณแปงและ

โปรตีนในถุงมือยางทางการแพทย ปงบประมาณ พ.ศ. 

2567 และขอขอบคุณบุคลากรกลุมเครื่องมือแพทย 

สำนักรังสีและเครื่องมือแพทย ที่ใหคำปรึกษาและ
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Bureau of Radiation and Medical Devices, Department of Medical Sciences, Nonthaburi 11000, Thailand 

Method Verifi cation of
the Modifi ed Lowry Assay for Determination

of Protein in Medical Gloves

ABSTRACT Thailand is a leader in manufacturing and export of medical gloves made from natural
rubber. Unfortunately, the protein content of natural rubber latex products can cause allergies in some 
latex-sensitive individuals. Thus, American Society for Testing and Materials prescribes a method for 
detecting residual protein in fi nished gloves, which recommended a maximum limit of 200 µg/dm2.
The objective of this work is to study and verify the modifi ed Lowry methods for protein analysis in 
accordance with the ASTM D5712-15 and EN 455-3 standards, which aimed not only to protect customer 
safety but also to encourage the rubber glove export industry. The measurements relied on a colorimetric
analysis as a consequence of the reactivity of proteins with Cu2+ and Folin reagent in an alkaline 
condition, producing blue-colored products that can be measured using 750 nm spectrophotometer. Protein 
binding capacity of the materials used throughout the work, the precipitation processes, and analytical 
performance characteristics of the methods were sequentially investigated. The verifi ed ASTM results 
demonstrated linearity from 5–60 µg/mL with a LOD and a LOQ of 1.8 and 5.0 µg/mL, respectively. 
Meanwhile, the linear range of 5–100 µg/mL with the LOD of 2.0 and the LOQ of 5.0 µg/mL were received 
according to the EN standard. Furthermore, the precision and trueness of these two methods were assessed.
The HORRAT values were less than 2.0 and the recovery percentages were found as 101–104% and 86–99% 
for ASTM and EN standards, respectively. In conclusion, the standard testing is appropriately verifi ed and 
can be applied to detect the protein content in medical gloves, leading to further expanding the scope of 
services to promote the medical rubber gloves in the country.

Keywords: Protein, Modifi ed lowry method, Medical gloves, Natural rubber latex, Colorimetric analysis 


