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บทคัดย่อ 

Escherichia coli หรือ E. coli เป็นเชื้อแบคทีเรียชนิดหนึ่งซึ่งพบได้ท่ัวไปในล าไส้ของมนุษย์ แต่
การปนเป้ือนของแบคทีเรีย E. coli บางชนิดในน้ า กลับเป็นปัญหาท่ีสามารถก่อให้เกิดผลกระทบทางด้าน
สุขภาพแก่มนุษย์ ปัจจุบันการทดลองเพื่อตรวจสอบปริมาณ E. coli ในแหล่งน้ ามีกระบวนการท่ีซับซ้อน
และใช้เวลานานในการทดสอบ คณะผู้วิจัยจึงมีแนวคิดท่ีจะพัฒนาวิธีการตรวจสอบปริมาณ E. coli ใน
แหล่งน้ า โดยการสร้างไมโครฟลูอิดิก (microfluidic) ส าหรับการวัดฟลูออเรสเซนซ์จากปฏิกิริยาเอนไซม์
ซับสเตรตออกแบบโดยโปรแกรมสามมิติ SOLIDWORKS 2018 ร่วมกับโปรแกรม ANSYS Student 2019 
R3 ในการจ าลอง (Simulation) พฤติกรรมการไหลของสารเพื่อเลือกรูปแบบท่ีมีประสิทธิภาพในการผสม
สารท่ีดีที่สุด และน ามาผลิตด้วยเครื่องพิมพ์สามมิติ Creality3D LD-001 เพื่อข้ึนรูปเรซินแบบใสเป็น
อุปกรณ์ไมโครฟูอิดิก 

การวัดค่าปริมาณ E. coli ด้วยปฏิกิริยาเอนไซม์ซับสเตรต สามารถท าได้โดยอ้างอิงจากปฏิกิริยา
ระหว่างเอนไซม์ β-D-glucuronidase (GUD) ซึ่งจัดเป็นไบโอมาร์คเกอร์  (Biomarker) ของ E. coli กับ 
ซับสเตรต 4-methyl-umbelliferone-β-D-glucuronide (MUG) และได้ผลิตภัณฑ์ (Product) ของ
ปฏิกิริยาคือ 4-methyl-umbelliferone (4MU) ซึ่งเม่ือถูกกระตุ้นด้วยแสงท่ีความยาวคลื่น 355 nm 
(Excitation wavelength 355 nm) จะมีคุณสมบัติเรืองแสงฟลูออเรสเซนซ์ความยาวคลื่น 450 nm 
(Emission wavelength 450 nm) จึงท าให้สามารถวัดค่าฟลูออเรสเซนซ์ท่ีเกิดข้ึนเพื่อใช้ในการวัด
ปริมาณ E. coli ในตัวอย่างได้ โดยตรวจวัดฟลูออเรสเซนซ์ด้วยค่า RGB จากแอปพลิเคชันบน
โทรศัพท์มือถือเพื่อใช้ส าหรับศึกษาตัวอย่างในไมโครฟลูอิดิกและเปรียบเทียบผลการใช้งานกับเครื่องฟลูออ
โรมิเตอร์แบบมาตรฐาน พบว่าค่า RGB และฟลูออเรสเซนซ์มีแนวโน้มแปรผันตรงกับความเข้มข้นของ
สารละลาย 4MU เช่นเดียวกับสมการความสัมพันธ์ของค่าความเข้มข้นของสารละลาย 4MU ท่ีมีแนวโน้ม
แปรผันตรงกับ Enzyme activity ของ GUD จึงท าให้สามารถใช้การค านวณย้อนกลับจากความสัมพันธ์
ดังกล่าวเพื่อหาปริมาณ E. coli ในตัวอย่างได้ 

การตรวจวัดปริมาณ E. coli จากปฏิกิริยาเอนไซม์ร่วมกับการประยุกต์ใช้เครื่องมือวัดฟลูออเรส
เซนซ์และไมโครฟลูอิดิก สามารถเพิ่มความสะดวกรวดเร็วในการตรวจวัดปริมาณ E. coli ในตัวอย่างและ
ช่วยลดต้นทุนของสารท่ีใช้ทดสอบเม่ือเทียบกับวิธีการท่ัวไปในห้องปฏิบัติการ ประกอบกับวิธี
ตรวจวัดฟลูออเรสเซนซ์ด้วยค่า RGB สามารถใช้งานเป็นทางเลือกทดแทนฟลูออโรมิเตอร์แบบมาตรฐาน 
ท าให้เทคนิคการตรวจวัดปริมาณ E. coli นี้สามารถเข้าถึงและใช้งานได้โดยบุคคลท่ัวไป 
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Abstract 
Escherichia coli is bacteria that is commonly found in human intestines. 

Contamination of E. coli in the water can cause significant health problems in human. 
Therefore, the technology for detecting E. coli in water sources is important in both the 
treatment and prevention of illness. 

At present, the procedure to determine the amount of E. coli in water sources is 
complicated and time consuming; therefore, this research aims to develop a method to 
detect the amount of E. coli in water source by applying microfluidic technology along 
with fluorescence detection. The 3-D models of microfluidic device were created with 
SOLIDWORKS 2018. The most efficient design was chosen based on mixing performance, 
which could be observed with fluid flow simulation from Ansys Student 2019 R3. The 
microfluidic device was manufactured with transparent resin by 3-D printer, Creality3D 
LD-001. The biomarker enzyme, β-D-glucuronidase (GUD), in E. coli reacts with substrate 
4-methyl-umbelliferone-β-D-glucuronide (MUG) releasing fluorescent product, 4-methyl-
umbelliferone (4MU), which has excitation wavelength 355 nm and emission wavelength 
450 nm. Fluorescence measurement with RGB values from mobile application was 
designed for studying samples in microfluidic device and the results were compared with 
standard fluorometers. The analysis has shown proportionality between RGB and 
fluorescence, which were both proportional to the concentration of the 4MU solution 
and enzyme activity of GUD as well. These trendline equations allow calculation 
between each value and thus finding the amount of E. coli in the sample. 

This fluorescence detection from enzymatic reactions method can measure the 
amount of E. coli faster than the conventional method in the laboratory. Since it is 
applied with microfluidic technology. It also reduces the cost of the substance used for 
testing and the required experiment procedure. Additionally, using RGB values as an 
alternative to standard fluorometers making this technique conveniently accessible to 
public. 
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บทที ่1 
บทน า 

 
1.1  ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

Escherichia coli หรือ E. coli เป็นเชื้อแบคทีเรียชนิดหนึ่งซึ่งพบได้ท่ัวไปในล าไส้ของมนุษย์ แต่
การปนเป้ือนของแบคทีเรีย E. coli บางชนิดในน้ า กลับเป็นปัญหาท่ีสามารถก่อให้เกิดผลกระทบทางด้าน
สุขภาพแก่มนุษย์และสัตว์อย่างมาก ด้วยเหตุนี้จึงจ าเป็นต้องมีการตรวจสอบปริมาณ E. coli ในแหล่งน้ า
ต่างๆ และท าให้ E. coli กลายเป็นแบคทีเรียอันดับต้นๆท่ีถูกน ามาใช้ในการทดลองในห้องปฏิบัติการ 
ดังนั้นเทคโนโลยีในการตรวจวัดปริมาณ E. coli จึงมีความส าคัญท้ังในด้านการศึกษาทดลอง และการน า
ผลท่ีได้ไปประยุกต์ใช้ เพื่อการรักษา และป้องกันผลกระทบท่ีตามมา 

ในปัจจุบัน การทดลองในห้องปฏิบัติการเพื่อทดสอบหรือตรวจวัดปริมาณ E. coli มีวิธีการท่ี
ซับซ้อนหลายข้ันตอนและมีความยุ่งยาก ตัวอย่างเช่น การเจือจางตัวอย่างด้วยวิธี Serial dilutions แล้ว
จึงท าการเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ บ่มในอุณหภูมิประมาณ 7-50 องศาเซลเซียส  เป็นระยะเวลา 18-
48 ชั่วโมง นับจ านวนโคโลนีก่อนจะน าไปวิเคราะห์หาปริมาณ E. coli ซึ่งวิธีการเหล่านี้จะต้องท าใน
ห้องปฏิบัติการทางวิทยาศาสตร์ ท าให้ใช้เวลานานในการเพาะเลี้ยงรวมท้ังใช้ทรัพยากรจ านวนมาก เช่น 
อาหารเลี้ยงเชื้อ อุปกรณ์การเลี้ยงเชื้อ 

คณะผู้วิจัยจึงมีแนวคิดท่ีจะท าการตรวจวัดปริมาณ E. coli  โดยใช้ปฏิกิริยาเอนไซม์ β-D-
glucuronidase (GUD) ซึ่งเป็นไบโอมาร์คเกอร์ (Biomarker) ของ E. coli และซับสเตรต 4-methyl-
umbelliferone-β-D-glucuronide (MUG) เกิดผลิตภัณฑ์ (product) 4-methyl-
umbelliferone (4MU) ซึ่งมีคุณสมบัติในการเกิดแสงฟลูออเรสเซนซ์ท่ีสามารถตรวจวัดผ่านฟลูออโร
มิเตอร์ โดยการหาสมการความสัมพันธ์ระหว่างฟลูออเรสเซนซ์และความเข้มข้นของ 4MU จากสมการ
ความสัมพันธ์นี้สามารถค านวณกลับเพื่อย้อนหาปริมาณ E. coli ในสารตัวอย่างได้ นอกจากนี้คณะผู้วิจัย
ยังได้น าเอาเทคโนโลยีการออกแบบการไหลของของไหลในหน่วยไมโครลิตรบนแผ่นชิพ หรือการออกแบบ
ไมโครฟลูอิดิก มาใช้ในการควบคุมการไหลของ β-D-glucuronidase และ 4-methyl-umbelliferone-
β-D-glucuronide โดยใช้การออกแบบผ่านโปรแกรม SOLIDWORKS 2018 และท าการพิมพ์ด้วย
เครื่องพิมพ์สามมิติประเภท DLP รุ่น Creality3D LD-001  โดยใช้เรซิ่นแบบใสในการข้ึนรูปไมโครฟลอูิดิก 
ซึ่งมีราคาถูก สามารถหาได้ง่าย ค่าฟลูออเรสเซนซ์ของผลิตภัณฑ์ท่ีได้จากปฏิกิริยาเอนไซม์และซับสเตรต
สามารถวัดได้จากแอปพลิเคชันบนอุปกรณ์มือถือ จึงท าให้ผู้ใช้งานท่ัวไปสามารถเข้าถึงและใช้งานได้
สะดวก ซึ่งการวัดแบบใหม่นี้จะสามารถลดข้ันตอนและความยุ่งยากต่างๆลงได้ เม่ือเทียบกับการตรวจวัด
ปริมาณ E. coli ในปัจจุบัน 

การน าความรู้ด้านปฏิกิริยาเอนไซม์และซับสเตรต และเทคโนโลยีไมโครฟลูอิดิกมาประยุกต์ใช้ใน
การตรวจวัดปริมาณ  E. coli นอกจากจะเป็นการเพิ่มประสิทธิภาพในห้องปฏิบัติการแล้ว ยังช่วยลด
ระยะเวลาการท างานของผู้ท าการทดลอง ช่วยลดข้อผิดพลาดที่อาจเกิดข้ึน ลดต้นทุนของสารท่ีใช้
เนื่องจากวัสดุอุปกรณ์ท่ีใช้สามารถหาได้ท่ัวไป จึงท าให้ทุกคนสามารถเข้าถึงและใช้งานได้ รวมถึงสามารถ
น าไปต่อยอดเพื่อการทดลองแบบอื่นๆ ได้ในอนาคต 
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1.2  ความมุ่งหมายและวัตถุประสงค์ของการศึกษา 
- ออกแบบระบบไมโครฟลูอิดิกโดยใช้โปรแกรม SOLIDWORKS 2018 และโปรแกรม ANSYS 
Student 2019 R3 ส าหรับทดสอบปฏิกิริยาการเกิดฟลูออเรสเซนซเ์พื่อวัดปริมาณ E. coli   
- สร้างไมโครฟลูอิดิกเพื่อเป็นเครื่องมือในการวัดค่าฟลูออเรสเซนซ์ของผลิตภัณฑ์ท่ีเกิดจากปฏิกิริยา
เอนไซม์ไบโอมาร์คเกอร์ (biomarker) β-D-glucuronidase (GUD) จาก E. coli และซับสเตรต 4-
methyl-umbelliferone-β-D-glucuronide (MUG) 
-  เปรียบเทียบการวัดค่าฟลูออเรสเซนซ์จากการประยุกต์ใช้แอปพลิเคชันบนโทรศัพท์มือถือเพื่อหา
ค่า RGB กับฟลูออโรมิเตอร์แบบมาตรฐาน 
-    เปรียบเทียบสมการความสัมพันธ์ระหว่างค่าฟลูออเรสเซนซ์และความเข้มข้นของผลิตภัณฑ์ 4MU 
และค่า enzyme activity จากการใช้ฟลูออโรมิเตอร์แบบมาตรฐาน (ESElog Fluorescence 
Detector) และไมโครฟลูอิดิกท่ีสร้างข้ึน 
 

1.3  สมมติฐานของการศึกษา 
- ระบบไมโครฟลูอิดิกสามารถน ามาใช้ทดสอบปฏิกิริยาการเกิดฟลูออเรสเซนซเ์พื่อวัดปริมาณ E. 

coli 
- สามารถสร้างเครื่องมือในการวัดฟลูออเรสเซนซ์จากไมโครฟลูอิดิกส าหรับใช้วัดปริมาณ E. coli 

จาก Enzyme activity ของไบโอมาร์คเกอร์ β-D-glucuronidase (GUD) ได้ 
- ค่าฟลูออเรสเซนซส์ามารถวัดได้ด้วยค่า RGB จากแอปพลิเคชันผ่านกล้องโทรศัพท์มือถือได้ 

 
1.4  ขอบเขตของการศึกษา 

เป็นการวิจัยเพื่อศึกษาและประยุกต์ใช้ความรู้ท้ังในด้านวิศวกรรม และชีวเคมี ในการออกแบบ
และสร้างไมโครฟลูอิดิกส าหรับทดสอบปฏิกิริยาการเกิดฟลูออเรสเซนซ์จากปฏิกิริยาเอนไซม์ซับสเตรตเพื่อ
วัดปริมาณ E. coli จากตัวอย่าง โดยมีระยะการด าเนินงานตั้งแต่เดือนสิงหาคม 2562 จนถึง เดือน
เมษายน 2563 และด าเนินงาน ณ คณะวิศวกรรมศาสตร์ สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหาร
ลาดกระบัง 
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1.5  ระยะเวลาในการด าเนินงาน 
 
ตารางที่ 1.1 แสดงแผนการด าเนินงานตั้งแต่เดือนสิงหาคม 2562 จนถึง เดือนเมษายน 2563 

 
แผนการด าเนินงาน ส.ค. ก.ย. ต.ค. พ.ย. ธ.ค. ม.ค. ก.พ. มี.ค. เม.ย. 

การศึกษาความรู้เบ้ืองต้นเกี่ยวกับวิธีการใน
การวัดปริมาณ E. coli และกระบวนการ
ต่างๆในห้องปฏิบัติการ 

 
 

        

ทดสอบปฏิกิริยาฟลูออเรสเซนซ์ท่ีเกิดข้ึน
จาก 4MU ในห้องปฏิบัติการ 

         

การศึกษาโปรแกรม รูปแบบและวิธีการ
ต่างๆในการออกแบบไมโครฟลูอิดิก 

         

ทดลองออกแบบไมโครฟลูอิดิก          
ทดลองการไหลของของไหลภายในไมโคร
ฟลูอิดิกด้วยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ 

         

ปรับปรุงรูปแบบโมเดลให้เหมาะสมกับการ
ใช้งานและการสร้างชิ้นงานไมโครฟลูอิดิ
กด้วยเครื่องพิมพ์สามมิติ 

         

ทดลองสร้างไมโครฟลูอิดิกด้วยเครื่องพิมพ์
สามมิติ 

         

ปรับปรุงและแก้ไขปัจจัยต่างๆท่ีมีผลต่อการ
สร้างไมโครฟลูอิดิกด้วยเครื่องพิมพ์สามมิติ 

         

ทดสอบปฏิกิริยาฟลูออเรสเซนซ์ระหว่าง 
GUD และ MUG ในห้องปฏิบัติการ 

         

ทดสอบและทดลองใช้งานไมโครฟลูอิดิกท่ี
เสร็จสมบูรณ์ 

         

แก้ไขปรับปรุงชิ้นงานท่ีได้จากเครื่องพิมพ์
สามมิติให้เหมาะสมกับการใช้งาน 

         

สรุปผลและจัดท ารายงาน          
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 



4 
 

   
 

บทที่ 2 

ทฤษฎีที่เกี่ยวข้อง 
 

2.1  E. coli 

2.1.1  ข้อมูลเบื้องต้นของ E. coli 

E. coli หรือ Escherichia coli เป็นแบคทีเรียอยู่ในวงศ์ Enterobacteriaceae จัดอยู่ในกลุ่มโค
ลิฟอร์ม (coliform) ซึ่งมีลักษณะคือ เป็นแบคทีเรียแกรมลบ (Gram negative)  มีลักษณะรูปร่างเป็นแท่ง 
(rod shape) ไม่สร้างสปอร์ สามารถเจริญได้ท้ังในสภาพท่ีมีและไม่มีอากาศ แบคทีเรีย E. coli เป็นเชื้อ
แบคทีเรียประจ าถ่ิน สามารถพบได้ในล าไส้ของสัตว์เลือดอุ่น หรือปนเป้ือนอยู่ในอุจจาระ ดินและแหล่งน้ า 

 

 

รูปที่ 2.1 ภาพจ าลองของ E. coli 

 

E. coli ท่ีอยู่ในล าไส้จะช่วยย่อยอาหารท่ีบริโภคเข้าไป โดยไม่สร้างอันตรายหรือก่อโรคให้กับคน
และสัตว์ แต่ถ้าหากแบคทีเรีย E. coli ผ่านเข้าสู่ระบบอื่นๆของร่างกาย จะก่อให้เกิดการติดเชื้อในระบบ
ต่างๆได้ รวมถึงแบคทีเรีย E. coli บางสายพันธ์ท่ีมีกลไกการก่อโรค และสามารถท าให้เกิดโรคทางเดิน
ปัสสาวะอักเสบ เย่ือหุ้มสมองอักเสบ รวมถึงโรคอุจจาระร่วง 

E. coli ท่ีสามารถก่อให้เกิดโรคอุจจาระร่วงได้ จะถูกแบ่งเป็น 4 ประเภท ตามกลไกการเกิดโรค 
และอาการของผู้ป่วย ได้แก่ 

Enterotoxigenic E. coli (ETEC) เป็นเชื้อท่ีพบในแหล่งน้ าท่ีปนเป้ือน ก่อนจะปนเป้ือนในอาหาร โดยเชื้อ
ประเภทนี้จะสร้างสารพิษ Enterotoxin ท่ีกระตุ้นให้เกิดการหลั่งของของเหลว และท าให้อุจจาระร่วงแบบ
เฉียบพลัน 

Enterohemorrhagic E. coli (EHEC) เป็นเชื้อท่ีสามารถสร้างสารพิษ Shigatoxin ซึ่งก่อให้เกิดอาการ
อุจจาระร่วงรุนแรง ถ่ายเป็นเลือด และอาจก่อให้เกิดอาการไตวายเฉียบพลัน โดยเชื้อประเภทนี้สามารถ
พบได้ในเนื้อดิบต่างๆ นมหรือน้ าผลไม้ดิบ และผักบางชนิด  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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Enteropathogenic E. coli (EPEC) เป็นเชื้อท่ีมีการแพร่ระบาดทั้งในคนและสัตว์หลายชนนิด มักเกิดใน
เด็ก โดยจะท าให้อุจจาระร่วงเป็นน้ าหรือเลือด รวมถึงเกิดอาการขาดน้ า ซึ่งคล้ายกับอาการท่ีเกิดจาก
สารพิษ Shigatoxin มักพบในเชื้อประเภทนี้ในเนื้อสัตว์ดิบ และจากแหล่งน้ าต่างๆ  

Enteroinvasive E. coli (EIEC) เป็นเชื้อท่ีก่อให้เกิดอาการอุจาระร่วงแบบมีมูกหรือเลือด มีไข้ และท าให้
เกิดอาการคล้ายโรคบิดมีตัว (Bacillary dysentery) แหล่งท่ีมายังไม่มีการระบุชัด แต่มีความเกี่ยวข้องกับ
อาหารท่ียังไม่ผ่านการฆ่าเชื้อ 

 

2.1.2  การตรวจวัดปริมาณ E. coli 

ปริมาณ E. coli ในแหล่งต่างๆเป็นตัวชี้วัดถึงสุขลักษณะของน้ าและอาหาร เป็นสิ่งบ่งชี้ถึงคุณภาพ
การผลิต กระบวนการต่างๆในการท า ดังนั้นการวัดปริมาณของ E. coli เพื่อประเมินคุณลักษณะดังกล่าว
จึงมีความส าคัญ  

วิธีพื้นฐานมีความนิยมมากท่ีสุดวิธีหนึ่งก็คือ การน าตัวอย่างเชื้อมาเจือจางในอัตราส่วนท่ีเหมาะสม 
ก่อนจะน าไปเพาะเลี้ยงลงบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อแบบแข็งท่ีเตรียมไว้ บ่มในอุณหภูมิประมาณ 7-50 องศา
เซลเซียส  เป็นระยะเวลา 18-48 ชั่วโมง จากนั้นจึงน าออกมาเพื่อนับจ านวนโคโลนีของเชื้อบนจานอาหาร 
ก่อนจะค านวณไปเป็นปริมาณของเชื้อ ซึ่งวิธีนี้มีข้ันตอนท่ีค่อนข้างเยอะและใช้เวลานาน อีกท้ังยังมีความ
ผิดพลาดสูง  

อย่างไรก็ตาม การวิเคราะห์ปริมาณ E. coli สามารถท าได้อีกหลากหลายวิธี หนึ่งในวิธีท่ีค่อนข้าง
มีความสะดวกก็คือ การวัดปริมาณ E. coli โดยอ้างอิงจากการท าปฏิกิริยาระหว่างเอนไซม์ β-D-
glucuronidase ใน E. coli และ 4-methyl-umbelliferone-β-D-glucuronide ซึ่งเป็นซับสเตรตในการ
ท าให้เกิด 4-methyl-umbelliferone ซึ่งมีคุณสมบัติในการเรืองแสง และสามารถตรวจวัดได้จากค่า
ฟลูออเรสเซนซ์ จากนั้นจึงอ้างอิงจากกราฟเส้นตรงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณ E. coli และค่าฟลูออเรส
เซนซ์ท่ีวัดได้ แล้วจึงค านวณย้อนกลับจากกราฟเพื่อหาปริมาณ E.  coli [1] ดังรูปท่ี 2.2 

 

 
รูปที่ 2.2 กราฟแสดงค่าฟลูออเรสเซนซ์ที่วัดได้ เมื่อเทียบกับปริมาณ E. coli ในสารตัวอย่าง [1] 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ซึ่งการตรวจวัด E. coli ด้วยวิธีดังกล่าว ให้ค่าผลลัพธ์ท่ีใกล้เคียงเม่ือเปรียบเทียบกับการวัดด้วย
วิธีการท่ัวไป แต่ใช้เวลาในการตรวจวัดท่ีน้อยกว่า และสามารถท าได้ง่ายกว่าเม่ือเทียบกับข้ันตอนปกติ  

 

2.1.3  สารที่ใช้ส าหรับการตรวจวัดปริมาณ E. coli ด้วยปฏิกิริยาฟลูออเรสเซนซ์  

β-D-glucuronide หรือ GUD เป็นส่วนของเอนไซม์ท่ีสังเคราะห์มาจากยีน uidA ใน E. coli เป็น
เอนไซม์ท่ีมีสภาพเป็นกรด สามารถเร่งการสลายตัวของ Glucuronides ได้ มีความไว สามารถละลายน้ า 
มีคุณสมบัติสามารถย่อยซับสเตรต 4-methylumbelliferyl-β-D-glucuronide (MUG) เพื่อสร้าง
ผลิตภัณฑ์ท่ีเรืองแสงได้ และสามารถตรวจจับได้ด้วยเครื่องฟลูออโรมิเตอร์ จึงถูกน ามาใช้ในการตรวจวัด
ปริมาณเชื้อ E. coli [2] 

4-methylumbelliferyl-beta-D-glucuronide หรือ MUG เป็นซับสเตรตท่ีใช้ในการตรวจวัด
ปริมาณ E. coli โดยเม่ือเอนไซม์ GUD จาก E. coli เข้ามา จะย่อยสลายในส่วนของ β-D-glucuronide 
ไป เหลือเพียงซับสเตรต 4-methylumbelliferyl หรือ 4MU ซึ่งมีคุณสมบัติในการเรืองแสงฟลูออเรส
เซนซ์ โดยปริมาณ 4MU จะแปรผันโดยตรงกับค่าความสว่างของฟลูออเรสเซนซ์ ซึ่งสามารถท าให้ค านวณ
ปริมาณ E. coli ในสารตัวอย่างได้  

 

 

รูปที่ 2.3 โมเลกุลของ MUG 

 

2.2  อปุกรณไ์มโครฟลูอิดิก 

 2.2.1  ข้อมูลเบื้องต้นของอุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิก 

อุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิก (Microfluidic device) คืออุปกรณ์ท่ีน าหลักการการไหลในระบบขนาดเล็ก 
(Microfluidics system) มาประยุกต์ใช้งานจัดการของไหล [3] เช่น ของเหลว หรือ ก๊าซ ท่ีมีปริมาณน้อย
มาก ใหไ้หลผ่านร่องหรือท่อท่ีมีขนาดเล็ก โดยมีความกว้างในระดับไมโครเมตร หากใหญ่เป็นระดับ
มิลลิเมตรจะเรียกว่าอุปกรณ์มิลลิฟลูอิดิก ในช่วงเริ่มต้นของการพัฒนา อุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิกถูกสร้างข้ึน
จากวัสดุฐานรองเช่น ซิลิกอน และ แก้ว ด้วยวิธีการสร้างลายวงจรด้วยแสง (photolithography) และ
แกะสลัก (etching) แต่กระบวนการผลิตมีราคาสูงและไม่ยืดหยุ่น ภายหลังนักวิจัยส่วนใหญ่จึงหันมาสนใจ
สร้างและพัฒนาอุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิกในพอลิเมอร์ด้วยการประยุกต์ใช้เทคโนโลยี Soft lithography ซึ่ง
ใช้วิธีการหล่อจากแม่แบบแทน [4] 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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รูปที่ 2.4 อุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิก 

 

วิทยาการเกี่ยวกับไมโครฟลูอิดิกถูกน าไปใช้ศึกษาอย่างกว้างขวาง ตัวอย่างเช่น การวินิจฉัยทาง
การแพทย์ การน าส่งยา (Drug delivery) การตรวจสอบสิ่งแวดล้อม อวัยวะเทียมบนชิป การเพาะเลี้ยง
เซลล์ เครื่องมือตรวจสอบการแสดงออกของยีน (DNA Microarrays) เป็นต้น จุดเด่นหลักของการน า
อุปกรณ์ฟลูอิดิกมาประยุกต์ใช้คือ สารท่ีใช้งานมีปริมาณน้อยมากเนื่องจากท่อและอุปกรณ์มีขนาดเล็ก จึง
ไม่สิ้นเปลืองในกรณีท่ีต้องใช้สารเคมีราคาแพง อีกท้ังยังตรวจวิเคราะห์ผลได้อย่างรวดเร็วเนื่องจาก
กระบวนการและปฏิกิริยาทางเคมีเกิดข้ึนเร็วกว่าเดิม อุปกรณ์ขนาดเล็กยังช่วยในเรื่องความสะดวกในการ
ใช้งาน กะทัดรัด พกพาได้ เนื่องจากต้นทุนการผลิตในปัจจุบันมีราคาต่ าลงจึงสามารถหาได้ง่าย และเหมาะ
กับการใช้งานท่ัวไป อีกท้ังสามารถน ากลับมาใช้ซ้ าหลังท าความสะอาด ซึ่งจะช่วยลดค่าใช้จ่ายของอุปกรณ์
ในการท างานได้ 

          ถึงแม้การใช้งานอุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิกในอุตสาหกรรมจริงจะยังมีจ ากัดเพราะความยุ่งยากในการ
ผลิต แต่จากการใช้งานในห้องปฏิบัติการในงานวิจัยท้ังหลายได้ชี้ให้เห็นว่าอุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิกเป็น
เทคโนโลยีท่ีมีศักยภาพซึ่งสามารถพัฒนาต่อยอดไปสู่การใช้งานด้านอุตสาหกรรมอย่างแพร่หลายมากข้ึนใน
อนาคต  

  

 2.2.2  วัสดุในการสร้างไมโครฟลูอิดิก 

การสร้างไมโครฟลูอิดิกโดยการใช้เครื่องพิมพ์สามมิตินั้น สามารถพิมพ์รูปแบบโมเดลออกมาได้เพียงครึ่ง
เดียวด้วยข้อจ ากัดของเครื่อง ดังนั้นจึงต้องมีการน าไปประกบกับแผ่นวัสดุอื่นเพื่อท าให้ท่อภายในไมโคร
ฟลูอิดิกเป็นท่อปิด โดยการพิมพ์และประกบวัสดุนั้นจะต้องใช้วัสดุที่หลากหลาย [5] ได้แก่ 

1. Light-activitated resin  หรือ Photopolymer เป็นพอลิเมอร์ท่ีสามารถเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติทาง
กายภาพหรือเคมีเม่ือได้รับแสง อย่างเช่น ยูวีเรซิ่น (UV resin) ท่ีเม่ือได้รับพลังงานจากแสง UV จะท าให้
เกิดการ cross-linking ของโมเลกุลภายในและแข็งตัว [6] 
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รูปที่ 2.5 ปฏิกิริยาการแข็งตัวของยูวเีรซ่ิน [7] 

 

ยูวีเรซิ่นจะมีข้อดีต่างเรซิ่นท่ัวไปตรงท่ีสามารถเกิดการแข็งตัวได้อย่ารวดเร็วโดยไม่ต้องใช้ตัวเร่ง
ปฏิกิริยา รวมถึงสภาพแวดล้อมภายนอกมีผลกระทบท่ีน้อยกว่าต่อการแข็งตัวของ resin ท าให้ เรซิ่น
ประเภทนี้ ถูกน ามาใช้อย่างแพร่หลายในการพิมพ์สามมิติ  

การน ายูวีเรซิ่นมาใช้ในการพิมพ์สามมิตินั้นจะถูกปรับสูตรให้มีความเหมาะสมกับการพิมพ์ โดยจะ
มีการเติมสารอื่นๆอย่างเช่น สารจ าพวก Non-polymeric เพื่อป้องกันการหดตัวของรูปพิมพ์จนท าให้
ชิ้นงานตกจากฐาน 

 

 
รูปที่ 2.6 ยูวีเรซ่ินที่ถูกน ามาใช้ในการพิมพ์งานสามมิต ิ

 

2. กาวตราช้าง หรือ Super glue เป็นกาวท่ีสังเคราะห์ข้ึนจากสารประเภทไซยาโนอะคริเลต ซึ่งสารนี้มี
ความสามารถในการสร้างพันธะแบบ Thermosetting ระหว่างพื้นผิวของวัสดุหลายๆประเภทได้ จึงถูก
น ามาใช้ในการยึดติดพื้นผิวของวัสดุเข้าด้วยกัน [8] 

 

 
รูปที่ 2.7 กาวตราช้าง 
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ในโครงสร้างของไซยาโนอะคริเลตจะประกอบไปด้วยสายโซ่สั้นๆท่ีท าให้เกิดปฏิกิริยาพอลิเมอไร
เซชั่นกลายเป็นสายโซ่ยาวได้อย่างรวดเร็ว โดยจะมีน้ าเข้ามากระตุ้นการเกิดปฏิกิริยาท าให้เกิด Anion และ
เข้าเชื่อมกับพันธะตัวถัดไปเรื่อยๆ   

 

 

รูปที่ 2.8 การเกิดปฏิกิริยาพอลิเมอไรเซชั่นของไซยาโนอะคริเลต [8] 

 

ในการใช้งานควรทาลงบนพื้นผิวให้เป็นแผ่นฟิล์มบางๆ เนื่องจากย่ิงบางอัตราเร็วในการสร้าง
พันธะจะย่ิงสูง และท าให้ความแข็งแรงของพันธะเพิ่มข้ึน ท้ังนี้ข้ึนอยู่กับปัจจัยอื่นๆด้วย อย่างเช่น ประเภท
พื้นผิวของวัสดุ, อุณหภูมิ และความชื้น 

3. ซิลิโคน เป็นตัวเชื่อมประสานท่ีมีแกนหลักประกอบไปด้วยอะตอมของซิลิกอนและออกซิเจน จึงท าให้มี
คุณสมบัติกันน้ าได้ดี มีความเสถียร ความเป็นพิษต่ า ทนต่อการเกิดปฏิกิริยาและอุณหภูมิสูงได้ จึงท าให้
นิยมน ามาใช้งานอย่างแพร่หลาย [9] 

ซิลิโคนสามารถน าไปใช้งานกับวัสดุได้หลากหลายประเภท เช่น พลาสติก, โลหะ หรือแก้ว 
อย่างไรก็ตามการใช้งานซิลิโคนนั้น ต้องใช้เวลาท่ีค่อนข้างนานในการรอให้ซิลิโคนแข็งตัวและยึดติดอย่าง
แน่นหนากับพื้นผิวของวัสดุ อย่างน้อยประมาณ 24 ชั่วโมง ท่ีอุณหภูมิและความชื้นท่ีเหมาะสม 

 

 
รูปที่ 2.9 กาวซิลิโคน 
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2.3  การค านวณการไหลภายในไมโครฟลูอิดิก 

2.3.1  พฤติกรรมการไหลภายในระบบไมโครฟลูอิดิก 

จากข้อมูลเบ้ืองต้นจะพบว่าพฤติกรรมการไหลในท่อขนาดเล็กนั้นแตกต่างจากการไหลของของ
ไหลในท่อขนาดใหญ่ (Macro-scales)  ปัจจัยท่ีส่งผลต่อการไหลในระบบไมโครฟลูอิดิกคือคุณสมบัติของ
ของเหลว อนุภาคของของเหลวในท่อขนาดใหญ่มักมีขนาดเล็กเม่ือเทียบกับขนาดของท่อ การท าปฏิกิริยา
กันระหว่างอนุภาคจึงไม่ส่งผลต่อการไหลโดยรวมของของไหล ในขณะท่ีอนุภาคอาจส่งผลต่อการไหล
โดยรวมในท่อขนาดเล็กเพราะท่อมีขนาดใกล้เคียงกับอนุภาค [10] 

ในระบบท่อขนาดใหญ่แรงเฉ่ือยจากแรงโน้มถ่วงจะเป็นปัจจัยหลักท่ีส่งผลต่อการไหล แต่ในระบบ
ท่อขนาดเล็ก แรงเฉ่ือยจะส่งผลน้อยลง แรงตึงผิว แรงเสียดทาน และแรงหนืดจะเป็นปัจจัยหลักแทน 
อัตราส่วนระหว่างแรงเฉ่ือยและแรงหนืดบ่งบอกถึงตัวเลขของเรย์โนลด์ซึ่งชี้ให้เห็นถึงพฤติกรรมการไหลว่า
โดยท่ัวไปแล้วในระบบขนาดเล็กจะมีตัวเลขของเรย์โนลด์ต่ ากว่า 

ลักษณะทางกายภาพของท่อในอุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิกกเ็ป็นส่วนส าคัญท่ีส่งผลต่อการไหล  ภายใน
ท่อขนาดเล็ก หากอัตราส่วนระหว่างพื้นผิวต่อของเหลว และ อัตราส่วนระหว่างความยาวของท่อต่อ
พื้นท่ีหน้าตัดท่อสูงข้ึน ความต้านทานต่อการไหลภายในท่อขนาดเล็กก็จะสูงข้ึนแล้วจึงส่งผลให้ความเร็วใน
การไหลลดลงตามไปด้วย [11] 

ในวิทยานิพนธ์นี้ใช้อุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิกเพื่อเป็นอุปกรณ์ส าหรับศึกษาผลิตภัณฑ์ซึ่งได้จากการ
ผสมของเหลวสองชนิดซึ่งเป็นสารละลายเอนไซม์และซับสเตรต อุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิกท่ีใช้เพื่อการผสม
สารสามารถเรียกได้ว่า Micromixer พฤติกรรมการผสมของของสารภายในท่อขนาดเล็กของอุปกรณ์ไม
โครฟลูอิดิกแบบ Passive mixer ท่ีไม่ใช้แรงกระตุ้นจากภายนอกมักเป็นไปได้ยากเพราะการไหลโดยท่ัวไป
เป็นแบบราบเรียบ ของเหลวในท่อจากทางเข้าท้ังสองจึงมักไหลขนานกัน การผสมกันของสารจึงอาศัยการ
แพร่เพื่อผสมให้สารเป็นเนื้อเดียว แต่ก็มีการพัฒนาอุปกรณ์แบบ Active mixer ซึ่งใช้การกระตุ้นจาก
อุปกรณ์ภายนอกเพื่อช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการไหล เช่น สนามไฟฟ้า ไมโครป๊ัม (Micro pump) เป็น
ต้น ท าให้ของไหลผสมกันได้มีประสิทธิภาพกว่าเดิม แต่ก็มีความยุ่งยากในการผลิตและมีค่าใช้จ่ายสูงข้ึน
ด้วยเช่นกัน 

ปัจจัยท่ีเกี่ยวข้องเหล่านี้ท าให้การออกแบบอุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิกท่ีเหมาะสมกับการใช้งานมีความ
ซับซ้อน จึงมีการใช้การจ าลองด้วยคอมพิวเตอร์เข้ามาเพื่อท านายพฤติกรรมการไหลในอุปกรณ์ไมโคร
ฟลูอิดิกก่อนการผลิตชิ้นงานต้นแบบ 

 

2.3.2  การไหลแบบราบเรียบและการไหลแบบปั่นป่วน  

การไหลแบบราบเรียบ (Laminar flow) คือรูปแบบการไหลท่ีอนุภาคของของไหลเคลื่อนท่ีอย่าง
เป็นระเบียบ อนุภาคของของไหลเคลื่อนท่ีเป็นเส้นตรง  ขนานกันไปเป็นชั้น ๆ ไม่มีการผสมกันระหว่างชั้น
ของไหล ลักษณะการไหลแบบนี้โดยท่ัวไปเกิดข้ึนกับของไหลท่ีมีความหนืด (Viscosity) สูงและไหลช้า มี
จ านวนเลขเรย์โนลด์ต่ า  
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ในทางตรงกันข้าม การไหลแบบป่ันป่วน (Turbulent flow) คือการไหลท่ีไม่เป็นระเบียบ 
โดยท่ัวไปเกิดข้ึนกับของไหลท่ีมีค่าความหนืด (Viscosity) ต่ าและไหลด้วยความเร็วสูง รูปแบบการไหลของ
ของไหลมีทิศทางและความเร็วท่ีไม่แน่นอน และมีการผสมกันระหว่างชั้นของไหลในขณะเคลื่อนท่ี  

 

 
รูปที่ 2.10 ภาพจ าลองการไหลแบบ laminar และ Turbulent flow ในท่อ 

 

2.3.3  จ านวนเลขเรย์โนลด์ (Reynolds Number) 

จ านวนเลขเรย์โนลด์เป็นสัดส่วนของแรงเฉ่ือย (Inertial force) กับแรงหนืด (Viscous force) ใช้
ในการอธิบายแบ่งลักษณะการไหลของของเหลวท่ีแตกต่างกัน เช่นแบบราบเรียบ (Laminar flow) หรือ
ไหลแบบป่ันป่วน (Turbulent flow) กรณีจ านวนเลขเรย์โนลด์ของการไหลท่ีมีค่าต่ า แสดงว่าแรงของ
ความหนืดจะมีอิทธิพลต่อการเคลื่อนไหวของของเหลว ท าให้การไหลมีลักษณะราบเรียบ (Laminar)  ถ้า
จ านวนเลขเรย์โนลด์ของการไหลท่ีมีค่าสูง แสดงว่าแรงของความเฉ่ือยจะมีอิทธิพลต่อการไหล ท าให้การ
ไหลเป็นแบบป่ันป่วน (Turbulent) และจะผลิตการหมุนวนแบบก้นหอย ซึ่งท าให้การไหลไม่เสถียร 

ส าหรับการไหลในท่อ สมการของตัวเลขเรย์โนลด์ถูกก าหนดด้วยสมการท่ี 2.1 

 

   
    

 
                                          (2.1) 

 

โดยท่ี   คือ ความหนาแน่นของของเหลว  

  คือ ความเร็วเฉลี่ยของของไหลท่ีเข้ามา  

   คือ เส้นผ่านศูนย์กกลางของท่อทางไฮโดรลิค  

   คือ ความหนืดของของเหลว 

หาก    อยู่ในช่วง 0 -2300 สภาพการไหลเป็นแบบ Laminar Flow 

   อยู่ในช่วง 2301 -4000 สภาพการไหลเป็นแบบ Transition Region 

   มากกว่า 4000 สภาพการไหลเป็นแบบ Turbulent Flow 
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2.3.4  ระเบียบวิธีไฟไนต์เอเลเมนต ์(Finite Element Analysis) 

คือวิธีการทางคณิตศาสตร์ซึ่งถูกน ามาประยุกต์เขียนเป็นโปรแกรมส าเร็จรูปเพื่อใช้ค านวณ
แก้ปัญหาทางวิศวกรรม โดยในการวิจัยนี้ใช้เพื่อวิเคราะห์การไหลในท่อไมโครฟลูอิดิก หลักการของ FEA 
คือการแบ่งชิ้นงานขนาดใหญ่ออกเป็นองค์ประกอบย่อยขนาดเล็กๆ เรียกว่า Element โดยแต่ละ 
Element จะมีการกระจายค่าตัวแปรแตกต่างกันท าให้แต่ละต าแหน่งมีผลลัพธ์จากการค านวณต่างกัน ใน
แต่ละ Element จะมีจุด Node อยู่ท่ีมุม ซึ่งเป็นจุดท่ีโปรแกรมจะใช้ค านวณหาผลลัพธ์  ดังนั้นหากจุด 
Node มีจ านวนมาก แม้จะได้การค านวณท่ีแม่นย าสูงข้ึนแต่ก็ต้องใช้เวลาในการค านวณและสมรรถนะของ
คอมพิวเตอร์มาก  

ข้ันตอนในการวิเคราะห์ FEA จะเป็นไปตามนี้ 

1. CAD Geometry  คือการเขียนหรือน าไฟล์ CAD ท่ีต้องการวิเคราะห์เข้ามา 

2. ก าหนดสมการส าหรับการวิเคราะห์ ก าหนดเงื่อนไขขอบเขต (Boundary Condition)  

3. Meshing คือการแบ่งชิ้นงานออกเป็นชิ้นส่วนเรขาคณิตเล็กๆส าหรับการวิเคราะห์ 

4. การแก้หาผลลัพธ์โดยอาศัยระเบียบวิธีท าซ้ า (Iteration) และการก าหนดการลู่เข้าหาผลเฉลย โดย
ผลลัพธ์ท่ีได้จะแสดงในลักษณะของเฉดสีเพื่อบอกว่าต าแหน่งนั้นๆมีค่ามากหรือน้อย  และจะมีแถบสีก ากับ
เพื่อบอกว่าสีใดแสดงถึงค่าเท่าไร โดยค่าท่ีได้ข้ึนอยู่กับรูปแบบท่ีใช้ค านวณ 

5. การวิเคราะห์ผลลัพธ์ 

 

2.3.5  ระเบียบวิธีพลศาสตร์ของไหลเชิงค านวณ (Computational Fluid Dynamics) 

ระเบียบวิธีพลศาสตร์ของไหลเชิงค านวณ คือกลศาสตร์ของไหลท่ีใช้กระบวนการเชิงตัวเลขและ
ข้ันตอนวิธี (Algorithm) ในการแก้ปัญหาเกี่ยวกับการไหลของของไหล เพื่อใช้ในการวิเคราะห์หรือ
คาดการณ์ผลของของไหลเม่ือไหลผ่านวัตถุท่ีสนใจ การวิจัยนี้ใช้ระเบียบวิธีพลศาสตร์ของไหลเชิงค านวณ
เพื่อศึกษาพฤติกรรมการผสมของของไหลสองประเภทในอุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิก คอมพิวเตอร์จะถูก
น ามาใช้เพื่อท าการค านวณก่อนท่ีจะสร้างแบบจ าลองการท าปฏิกิริยาของของไหลและก๊าซต่อขอบผิวซึ่ง
ก าหนดโดยสภาวะของขอบเขต พื้นฐานของระเบียบวิธีพลศาสตร์ของไหลเชิงค านวณ คือ สมการนาเวียร์-
สโตกส์ซึ่งค านวณผลของการไหลจาก Mesh หนึ่งไปยังอีก Mesh หนึ่ง เนื่องจากเป็นการจ าลองและศึกษา
ด้วยคอมพิวเตอร์จึงนิยมน าวิธีการนี้มาใช้ในกระบวนการออกแบบอุปกรณ์ต้นแบบเพื่อลดเวลาและต้นทุน  

 

2.3.6  พลศาสตร์ของไหล (Fluid dynamic) 

ส าหรับการค านวณการไหลของของไหล จะพิจารณาโดยให้ของไหลเป็นแบบอุดมคติ โดยมี
ลักษณะดังนี้ 

1.มีการไหลท่ีสม่ าเสมอ โดยมีความเร็วของทุกอนุภาคบนพื้นผิวหน้าตัดเดียวกันมีค่าเท่ากัน 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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2.เป็นการไหลแบบราบเรียบ โดยทุกอนุภาคเคลื่อนท่ีเป็นเส้นตรง ไหลเป็นชั้นโดยไม่มีการผสมกัน 

3.เป็นการไหลท่ีไม่มีแรงต้านจากความหนืด ไม่มีแรงต้านของอนุภาคภายในเนื้อของของไหล 

4.ของไหลมีความหนาแน่นคงตัวในทุกๆส่วนของของไหล  

โดยการค านวณพลศาสตร์ของของไหลในอุดมคติ จะอ้างอิงตามทฤษฎี 2 บทท่ีเกี่ยวข้อง
ต่อเนื่องกัน ได้แก่ 

1.สมการความต่อเนื่องของการไหล: เป็นสมการท่ีใช้ศึกษาการไหลของของไหลภายในท่อท่ีมีขนาดไม่
สม่ าเสมอ โดยพิจารณาความสัมพันธ์ระหว่างความเร็วในการไหลและขนาดพื้นท่ีหน้าตัดของท่อ ซึ่งมี
ความสัมพันธ์ดังสมการท่ี 2.1 

 

 
รูปที่ 2.11 สภาวะการไหลของของไหลภายในท่อขนาดไม่สม่ าเสมอ 

 

      

A1V1 = A2V2                                                          (2.2) 
 

เม่ือ   คือ ความดันของของไหล 

      A คือ พื้นท่ีหน้าตัดของท่อ 

      V คือ ความเร็วของของไหล 

2.สมการของไหลของแบร์นูลลี: เป็นสมการท่ีใช้ส าหรับศึกษาความสัมพันธ์ของความดันและอัตราเร็วของ
ของไหล โดยถ้าหากของไหลมีอัตราเร็วเพิ่มข้ึน ความดันจะลด และถ้าหากอัตราเร็วของของไหลลด ความ
ดันจะเพิ่มข้ึน โดยสามารถพิสูจน์ได้โดยอ้างอิงจากกฏอนุรักษ์พลังงาน ดังท่ีแสดงในสมการท่ี 2.3  

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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รูปที่ 2.12 สภาวะการไหลของของไหลภายในท่อเพื่อพิสูจน์สมการแบร์นูลี 

 

     
 

 
    

          
 

 
   

                   (2.3) 

 

เม่ือ     คือ ความดันของของไหล 

          คือ ความหนาแน่นของของไหล 

          คือ ความสูงจากระดับอ้างอิง 

          คือความเร็วของของไหล  

แต่การค านวณการไหลภายในท่อของอุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิก เนื่องจากเป็นการจ าลองของไหลใน
สภาวะจริง จึงท าให้ไม่สามารถใช้คุณสมบัติของของไหลในอุดมคติได้ การค านวณและวิเคราะห์จึงจะต้อง
ประยุกต์จากสูตรเบ้ืองต้น อย่างกฏการเคลื่อนท่ีของนิวตัน และความสัมพันธ์ระหว่างความหนืดของการ
กระจายตัวของของไหล และเทอมของความดัน โดยใช้สมการนาเวียสโตกส์  

 

2.4  แสง 

 2.4.1  แสงและคุณสมบัติของแสง 

แสง คือ คลื่นแม่เหล็กไฟฟ้าประเภทหนึ่งซึ่งมนุษย์สามารถมองเห็นได้ (400-800 นาโนเมตร) 
หรืออาจรวมถึงการแผ่รังสีแม่เหล็กไฟฟ้าตั้งแต่ช่วงของรังสีอินฟาเรด ไปจนถึรังสีอัลตราไวโอเลต ความถ่ี
ของคลื่นแสงมีผลต่อความยาวคลื่นและพลังงานท่ีเกิดข้ึน โดยท่ีย่ิงมีความถ่ีมากความยาวคลื่นจะน้อย และ
ถ้าความถ่ีน้อยความยาวคลื่นจะย่ิงมาก โดยสามารถแบ่งรูปแบบของแสงได้เป็นสามประเภทใหญ่ๆ ได้แก่  

1.รังสีในช่วงยูวเีป็นรังสีท่ีไม่สามารถมองเห็นได้ด้วยตาเปล่า แต่สามารถก่อให้เกิดความร้อนและส่งผลต่อ
สิ่งมีชีวิตได้ โดยรังสีในช่วงนี้จะมีความยาวคลื่นตั้งแต่ 100-400 นาโนเมตร  

2.รังสีในช่วงท่ีสามารถมองเห็นได้ เป็นรังสีเพียงช่วงเดียวท่ีมนุษย์สามารถมองเห็นได้ โดยจะแบ่งตามช่วง
ของสีท้ังสิ้น 7 สี ได้แก่ สีม่วง, สีคราม, สีน้ าเงิน, สีเขียว, สีเหลือง, สีแสด และ สีแดง ตามความยาวคลื่น
ตั้งแต่ 380-780 nm 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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3.รังสีในช่วงอินฟาเรด เป็นรังสีท่ีไม่สามารถมองเห็นได้ด้วยตาเปล่า แต่สามารถก่อให้เกิดความร้อนสูงและ
ส่งผลต่อสิง่มีชีวิตได้ โดยรังสีในช่วงนี้จะมีความยาวคลื่นตั้งแต่ 700-2400 nm [12] 

 แสงมีคุณสมบัติที่ส าคัญ 4 ข้อ ได้แก่ 

1.เดินทางเป็นเส้นตรง (Rectilinear propagation) ในตัวกลางท่ีมีค่าดัชนีการหักเหของแสงสม่ าเสมอ
เท่ากัน แสงจะเดินทางเป็นเส้นตรง โดยท่ีค่าดัชนีหักเหแสงจะมีผลต่อความเร็วของแสงท่ีวิ่งผ่านตัวกลาง
นั้นๆ ย่ิงมีค่าดัชนีหักเหแสงมาก ความเร็วของแสงท่ีวิ่งผ่านตัวกลางนั้นๆก็จะลดลง ตามสมการท่ี 2.4 

 

                            

 
                                                 (2.4) 

 

 เม่ือ   คือ ดัชนีหักเหของแสงในตัวกลางใดๆ 

    คอื ความเร็วของแสงในสุญญากาศ  

    คอื ความเร็วของแสงในตัวกลางใดๆ 

2.การหักเหของแสง (Refraction) เม่ือแสงเดินทางผ่านตัวกลางท่ีมีดัชนีการหักเหแสงต่างกัน แสงบางส่วน
จะเกิดการสะท้อนกลับ และบางส่วนจะเกิดการหักเหท ามุมผ่านเข้าไปในตัวกลางใหม่ โดยมุมท่ีเกิดการหัก
เหจะข้ึนอยู่กับอัตราส่วนของแสงท่ีตกกระทบและค่าดัชนีการหักเหของแสงตามตัวกลางท้ังสอง ตาม
สมการท่ี 2.5 

 

  

  
 
     

     
                                           (2.5) 

 

เม่ือ    คือ ดัชนีหักเหของแสงในตัวกลางท่ี 1 

    คือ ดัชนีหักเหของแสงในตัวกลางท่ี 2 

       คือ มุมท่ีเกิดจากแสงตกกระทบกระท ากับเส้นแนวฉาก  

       คือ มุมท่ีเกิดจากแสงหักเหกระท ากับเส้นแนวฉาก 

 

  

3.การสะท้อนของแสง (Reflection) เม่ือแสงไม่สามารถเดินทางผ่านตัวกลางใดตัวกลางหนึ่งได้ หรือเดิน
ทางผ่านได้ยากจะท าให้เกิดการสะท้อนกลับของแสง โดยมุมท่ีสะท้อนของแสงจะเท่ากับมุมท่ีแสงตก
กระทบ และอยู่ในระนาบเดียวกับมุมตกกระทบและเส้นปกติเสมอ โดยทิศทางการสะท้อนจะมีท้ังการ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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สะท้อนแบบปกติ เม่ืออยู่บนพื้นผิวท่ีเรียบ และการสะท้อนแบบกระจาย ซึ่งจะเกิดข้ึนบนพื้นผิวท่ีมีความ
ขรุขระ 

 

 

รูปที่ 2.13 การสะท้อนของแสงบนวตัถุที่มีพืน้ผิวแตกต่างกนั 

 

4.การกระจายของแสง (Dispersion) แสงท่ีตามนุษย์มองเห็น อาจเกิดจากการรวมกันของแสงหลายๆสี
เข้าด้วยกัน แต่เม่ือแสงดังกล่าวเดินทางผ่านตัวกลางบางชนิด แสงแต่ละสีอาจมีค่าการหักเหแตกต่างกันใน
วัตถุท่ีมีค่าดัชนีหักเหแสงนั้นๆ และท าให้แสงท่ีออกมามีการหักเหในมุมต่างๆกัน กระจายออกเป็นแสงสี
ต่างๆซึ่งเรียกว่า สเปกตรัมของแสง 

 
รูปที่ 2.14 การกระจายของแสงสีขาวเมื่อผ่านปริซึมรูปสามเหล่ียม 

 

2.4.2  ฟลูออเรสเซนซ์ 

สารอินทรีย์และอนินทรีย์หลายชนิด เม่ือรับแสงจากภายนอกเข้าไปแล้ว จะมีการปล่อยแสงกลับ
ออกมา โดยแสงท่ีเกิดข้ึนอาจเกิดได้จากหลากหลายปัจจัย อย่างเช่น ปฏิกิริยาเคมี กระบวนการทาง
ชีววิทยา หรือ เกิดจากคุณสมบัติของตัวเอง ซึ่งส าหรับการเปล่งแสงจากคุณสมบัติของตัวเอง จะสามารถ
เรียกอีกอย่างว่า การวาวแสง หรือ ฟลูออเรสเซนซ์  

ฟลูออเรสเซนซ์ เกิดจากท่ีเม่ืออิเล็กตรอนได้รับพลงังานจากแสงภายนอก จะมีการกระโดดข้ึนไป
ในชั้นออร์บิทัล (orbital) ท่ีสูงข้ึนตามระดับพลังงาน และเม่ืออิเล็กตรอนตกกลับสู่สถานะพื้น ก็จะมีการ
เปล่งแสงฟลูออเรสเซนซ์ออกมาในช่วงเวลาสั้นๆ แต่เนื่องจากการสูญเสียพลังงาน เนื่องจากเหตุปัจจัย
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ต่างๆ เช่น การชนของอะตอม การถ่ายเทพลังงานให้สารละลาย จึงท าให้แสงท่ีปล่อยออกมาขณะเข้าสู่
สถานะพื้นมีความยาวคลื่นมากกว่าแสงท่ีถูกดูดกลืน  

 

 

รูปที่ 2.15 การเกิดฟลูออเรสเซนซ์ 

 

2.4.3  ระบบสีของแสง 

1. RGB คือ Red (สีแดง), Green (สีเขียว) และ Blue (สีน้ าเงิน) แสงทุกเฉดสีจะเกิดจากการรวมกันของ
แม่สีของแสง ได้แก่ สีแดง สีเขียว และสีน้ าเงิน ในอัตราส่วนต่างๆกัน โดยท่ีย่ิงเม่ือใช้สีมากข้ึนภาพท่ีได้
ออกมาก็จะมีความสว่างมากข้ึน จนเม่ือให้ค่าสีของแม่สีท้ังสามสูงสุด สีท่ีเกิดจากการผสมก็จะกลายเป็นสี
ขาว ระบบสีนี้จะถูกใช้ท่ัวไปในรูปถ่ายจากกล้องดิจิตอล หรือโทรศัพท์มือถือเพื่อระบุสีในภาพ  [13] 

 

 
รูปที่ 2.16 การผสมของสีในระบบ RGB [13] 

 

2.CMYK เป็นระบบท่ีแตกต่างจาก RGB โดยมีแม่สี ประกอบไปด้วย สีฟ้า สีม่วงแดง สีเหลือง และยังมีสีด า
ท่ีเป็นองค์ประกอบในการสร้างสี ตรงกันข้ามกับ RGB การผสมสีในระบบ CMYK ย่ิงค่าสีของแม่สีในภาพ
นั้นมีค่ามาก สีท่ีได้ออกมาจะย่ิงมีความเข้มมากข้ึน ระบบสีนี้ส่วนใหญ่จะถูกใช้อยู่ในการผสมสีใน
เครื่องพิมพ ์[13] เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 2.17 การผสมของสีในระบบ CMYK [13] 

 

2.5  เทคโนโลยกีารพิมพ์สามมิติ 

2.5.1  ประเภทของเครื่องพิมพ์สามมิต ิ

การพิมพ์สามมิติ (3D Printing) นั้นเป็นการสร้างวัตถุสามมิติจากไฟล์ 3D CAD โดยตรง ซึ่งมี
ความกว้าง ยาว ลึก สอดคล้องกับกลุ่มตัวอย่างเสมือนจริงจากรูปแบบท่ีออกแบบไว้  เริ่มจากสร้าง
แบบจ าลองในคอมพิวเตอร์ ก่อนจะส่งไปยังเครื่องพิมพ์เพื่อสร้างชิ้นงาน โดยข้ึนรูปด้วยการเติมเนื้อวัสดุที
ละชั้นๆ จนได้ออกมาเป็นวัตถุท่ีต้องการ [14] เครื่องพิมพ์สามมิตินั้นสามารถแบ่งตามลักษณะการท างาน
ได้เป็น 7 ประเภท ดังนี้ 

1.VAT Photopolymerization เป็นการใช้เรซิ่นท่ีมีความไวต่อแสงยูวใีนการสร้างชิ้นงาน โดยการฉายแสง
ยูวเีพื่อท าให้เรซิ่นแข็งตัวเป็นชั้นบางๆ ก่อนจะขยับฐานเพื่อสร้างชิ้นงานชั้นถัดไปทีละชั้น ซึ่งตัวเรซิ่นจะ
เชื่อมยึดติดกันจนได้เป็นชิ้นงาน 

 

 

รูปที่ 2.18 การท างานของเครื่องพิมพ์แบบ VAT [14] 

 

2.Material Jetting เป็นการพิมพ์ชิ้นงาน โดยใช้หัวพิมพ์คล้ายกับเครื่องพิมพ์เอกสาร แต่เป็นการพิมพ์น้ า
หมึกท่ีมีส่วนผสมของพลาสติกออกมา ซึ่งน้ าหมึกจะถูกท าให้แข็งตัวด้วยยูวี ก่อนจะพิมพ์ชั้นถัดไปเรื่อยๆ 
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รูปที่ 2.19 การท างานของเครื่องพิมพ์แบบ Material Jetting [14] 

 

3.Binder Jetting ในเครื่องพิมพ์นี้จะมีการใช้วัสดุสองชนิดคือ วัสดุแบบผง และสารเชื่อมท่ีเป็นของเหลว 
โดยการท างาน เครื่องจะเกลี่ยผงวัสดุให้เป็นแผ่นบางๆ จากนั้นจึงท าการพ่นสารเชื่อมลงไปเพื่อให้วัสดุ
ติดกันเป็นแผ่นตามรูปร่างท่ีก าหนด แล้วจึงท าชั้นถัดๆไป จนได้ชิ้นงานท่ีสมบูรณ์  

 

 

รูปที่ 2.20 การท างานของเครื่องพิมพ์แบบ Bunder Jetting [14] 

 

4.Material Extrution เป็นเทคโนโลยีการพิมพ์สามมิติท่ีถูกน ามาใช้มากท่ีสุด การท างานค่อนข้างเรียบง่าย 
เพียงเป็นการใช้หัวฉีดขนาดเล็กในการฉีดเส้นวัสดุที่มีความหนืดออกมาแล้วจึงซ้อนทับไปเรื่อยๆ จนได้วัตถุ
รูปทรงสามมิติ โดยมากวัสดุที่มีความหนืดจะใช้เป็น Thermal Plastic อย่างเช่น ABS หรือ PLT ซึ่งวัสดุที่
ต่างกันก็จะให้คุณสมบัติการพิมพ์ท่ีต่างกัน 
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รูปที่ 2.21 การท างานของเครื่องพิมพ์แบบ Material Extrution [14] 

 

5.PowerBed Fusion เป็นเทคโนโลยีท่ีใช้เลเซอร์ก าลังสูง ยิงลงไปบนวัสดุแบบผงให้เกิดการเชื่อมติดกัน
อย่างหลวมๆ โดยสามารถพิมพ์ได้ท้ังวัสดุที่เป็นโลหะหรือพลาสติก แต่โดยมากนิยมใช้เป็น Nylon 
เนื่องจากมีความแข็งแรง เม่ือพิมพ์เสร็จจะต้องน าไปอบด้วยความร้อนอีกครั้งจึงจะได้ชิ้นงานท่ีเชื่อมติดกัน
สมบูรณ์ 

 

 

รูปที่ 2.22 การท างานของเครื่องพิมพ์แบบ Power Bed Fusion [14] 

 

6.Sheet Lamination เป็นการข้ึนรูปโดยการใช้วัสดุที่เป็นแผ่นวางซ้อนทับกันไปเรื่อยๆ อย่างเช่นการใช้
กระดาษ ด้วยการน ากระดาษตัดเป็นรูปแบบท่ีต้องการในชั้นนั้นๆ ทากาวแล้วติดลงบนชิ้นงานทีละชั้นๆ 
จนได้ชิ้นงานสามมิติออกมา 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 2.23 การท างานของเครื่องพิมพ์แบบ Sheet Lamination [14] 

 

7.Direct Energy Deposition เทคโนโลยีนี้โดยมากมักถูกใช้ในอุตสาหกรรม เพราะมีความซับซ้อน โดย
การท างานจะใช้การพ่นผงโลหะและพลาสมาในการหลอมโลหะให้เป็นรูปร่าง โดยหัวพ่นจะเคลื่อนท่ีไป
ตามชิ้นงานเพื่อกัดแบบให้ได้ออกมาตามท่ีต้องการ 

 

 
รูปที่ 2.24 การท างานของเครื่องพิมพ์แบบ Direct Energy Deposition [14] 

 

เทคโนโลยีการพิมพ์สามมิติสามารถน ามาใช้พัฒนาชิ้นงานต้นแบบได้อย่างรวดเร็ว เหมาะส าหรับ
การผลิตในจ านวนน้อยและยังสามารถปรับเปลี่ยนแก้ไขการออกแบบได้ด้วยการปรับไฟล์ CAD ใน
คอมพิวเตอร์ จึงเป็นการลดความยุ่งยากจากการลงทุนและการผลิตโดยจ้างโรงงานในราคาแพง ในปัจจุบัน
เทคโนโลยีการพิมพ์สามมิติมีราคาต่ าลงและมีคุณภาพสูงข้ึนจึงเหมาะสมส าหรับการน ามาสร้างอุปกรณ์ไม
โครฟลูอิดิกในการวิจัย ซึ่งจะช่วยลดความยุ่งยากของข้ันตอนในการผลิตแบบดั้งเดิม เช่น เทคนิค soft 
lithography กับ Polydimethylsiloxane (PDMS) เป็นต้น เพราะสามารถผลิตได้จากเครื่องพิมพ์สามมิติ
โดยตรงในราคาต่ า แต่ยังมีข้อเสียอยู่ท่ีความละเอียดของชิ้นงานและวัสดุในการท าอุปกรณ์ท่ีจ ากัด  

การวิจัยเกี่ยวกับไมโครฟลูอิดิกในระยะหลังเริ่มให้ความสนใจน าเทคโนโลยีพิมพ์สามมิติเข้ามาใช้
ในกระบวนการผลิต เพราะแม้ PDMS จะท าให้นักวิจัยสามารถเข้าถึงการศึกษาไมโครฟลูอิดิกได้ง่ายข้ึนแต่เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ก็ยังมีข้อจ ากัดหลายอย่าง รวมถึงความยุ่งยากในการน าไปใช้จริงนอกห้องปฏิบัติการวิจัยเนื่องจากผลิตเป็น
จ านวนมากได้ยาก เครื่องพิมพ์สามมิติซึ่งมีศักยภาพในการผลิตสูงกว่าจึงเป็นตัวเลือกท่ีดีในการพัฒนาต่อ
ยอดเพื่อใช้ในอนาคต 

 

2.5.2  การท าให้วัสดุเหลวในอ่างแข็งด้วยแสง (Vat Photopolymerization) 

การท าให้วัสดุเหลวในอ่างแข็งด้วยแสง หรื Vat Photopolymerization เป็นเทคนิคหนึ่งในการ
พิมพ์สามมิติซึ่งใช้วัสดุเริ่มต้นเป็นโมโนเมอร์ในรูปของเหลว โดยโมโนเมอร์ท่ีใช้เป็นชนิดที่เกิดปฏิกิริยาโพลิ
เมอไรเซชันจากการกระตุ้นด้วยแสง โมโนเมอร์จ านวนมากรวมกันเกิดเป็นโพลีเมอร์ในรูปของแข็ง โดยจะ
ฉายแสงซึ่งควบคุมตามแกน X, Y อย่างแม่นย าลงในอ่างเพื่อท าให้วัสดุเหลวแข็งตัว ส่วนฐานรองท่ีรองรับ
ชิ้นงานอยู่จะค่อยๆปรับตามแนวตั้งในแกน Z จนชิ้นงานแข็งตัวข้ึนทีละชั้นเป็นชิ้นงานพิมพ์สามมิติ ชิ้นงาน
ท่ีได้จะมีความละเอียดและเท่ียงตรงสูงกว่าเทคนิคอื่นจึงเหมาะกับการน ามาใช้ในการวิจัย ตัวอย่าง
เครื่องพิมพ์ท่ีใช้เทคนิคนี้ เช่น SLA (Stereolithographic Apparatus) และ DLP (Digital Light 
Processing) [15] 

เครื่องพิมพ์สามมิติทั้งสองระบบนี้เป็นการข้ึนรูปชิ้นงานโดยส่งแสงยูวีไปท่ีถาดใส่เรซิ่นไวแสง 
(Photo Resin / Photopolymer) ข้อแตกต่างคือต้นก าเนิดของแสงท่ีใช้ SLA จะใช้ยูวีเลเซอร์ (UV 
laser) ซึ่งตัวยิงขยับไปมาตามรูปทรงของชิ้นงานขณะท่ี DLP ใช้การฉายแสง UV ด้วยโปรเจคเตอร์ซึ่งติด
ตั้งอยู่กับท่ี ส าหรับการวิทยานิพนธ์นี้ใช้เครื่องพิมพ์สามมิติแบบ DLP ในการศึกษาวิจัย 

 

 
รูปที่ 2.25 องค์ประกอบและการท างานของเครื่องพิมพ์สามมิติแบบ DLP และ SLA [15] 
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2.6  การวัดค่าฟลูออเรสเซนซ์ 

 2.6.1  ฟลูออโรมิเตอร์ 

การวัดฟลูออเรสเซนซ์สามารถท าได้ด้วยเครื่องมือท่ีเรียกว่าฟลูออโรมิเตอร์ (Fluorometer) โดย
มีหลักการท างานคือ การปล่อยให้แสงในคลลื่นความถ่ีจ าเพาะมาตกกระทบกับตัวอย่าง ก่อนจะตรวจวัด
ค่าแสงท่ีผ่านการตกกระทบกับตัวอย่าง โดยพิจารณาจากความเปลี่ยนแปลงของคลื่นแสงท่ีเกิดข้ึน ในการ
ค านวณหาค่าของฟลูออเรสเซนซ์ [16] ซึ่งเครื่องฟลูออโรมิเตอร์โดยท่ัวไปจะมีองค์ประกอบหลักๆ ดังนี้  

แหล่งก าเนิดแสง (Light source) คืออุปกรณ์ท่ีท าหน้าท่ีจ่ายแสงผ่านสารตัวอย่าง โดย
แหล่งก าเนิดแสงจะปล่อยแสงท่ีมีความยาวคลื่นในช่วงท่ีเหมาะสมกับสารท่ีต้องการวิเคราะห ์ หลอดก าเนิด
แสงสามารถมีหลายชนิดตามความต้องการและความเฉพาะของเครื่อง อย่างเช่น หลอดซีนอน หลอดเมอ
คิวรี หลอดเลเซอร์ หรือหลอดไฟ LED 

ตัวแยกแสงกระทบ (Excitation filter) เป็นอุปกรณ์ท่ีท าหน้าท่ีเป็นตัวกรองแสง เพื่อแยกความ
ยาวคลื่นแสงท่ีไม่ต้องการออก ก่อนปล่อยให้ไปตกกระทบกับตัวอย่างท่ีต้องการวัด โดยมากนิยมใช้เป็น
เกรตติง 

ตัวแยกแสงปล่อยออก (Emission filter) เป็นอุปกรณ์ท่ีท าหน้าท่ีเป็นตัวกรองแสง เพื่อตัดแสง
รบกวนต่างๆท่ีไม่ต้องการออก ก่อนจะปล่อยไปยังตัวไวแสง โดยมากนิยมใช้เป็นเกรตติง 

ตัวกรองแสง (Optical filter) มีในเครื่องฟลูออโรมิเตอร์บางชนิด ใช้ส าหรับกรองแสงเพือ่เลือก
ช่วงแสงท่ีต้องการแค่บางช่วง ก่อนปล่อยออกมาเพื่อให้ตกกระทบกับตัวไวแสง ท าให้เครื่องมีความจ าเพาะ
กับการวัดมากข้ึน 

ตัวไวแสง (Light detecter) เป็นอุปกรณ์ส าหรับวัดแสงท่ีผ่านมาตกกระทบ โดยใช้เป็นอุปกรณ์
เช่น โฟโตไดโอด ในการวัดค่าของคลื่นแสง ก่อนส่งค่าผ่านตัวขยายสัญญาณ เพื่อไปวิเคราะห์และแสดงผล 

 

 
รูปที่ 2.26 องค์ประกอบและการท างานของฟลูออโรมิเตอร ์[16] 
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2.6.2  โฟโตไดโอด 

โฟโตไดโอด (Photo diode) เป็นอุปกรณ์ส าคัญชิ้นหนึ่งท่ีใช้ในการวัดค่าแสงภายในฟลูออโร
มิเตอร์ โดยเป็นอุปกรณ์ประเภทเซมิคอนดักเตอร์หรือสารกึ่งตัวน า ภายในอุปกรณ์จะประกอบด้วยสารกึ่ง
ตัวน าสองชนิดมาต่อกัน (P และ N) และหุ้มบริเวณรอยต่อด้วยวัสดุที่แสงสามารถผ่านได้ บริเวณรอยต่อนี้
จะมีความไวต่อแสงค่อนข้างสูง โดยเม่ือมีแสงมาก ค่าอิมพิแดนซ์จะต่ า และเม่ือไม่มีแสงหรือมีแสงน้อย 
ค่าอิมพิแดนซ์จะสูง ท าให้โฟโตไดโอดสามารถแปลงแสงท่ีมาตกกระทบให้กลายเป็นกระแสไฟฟ้าส าหรับ
ตรวจวัดได้  

 

 
รูปที่ 2.27 โฟโต้ไดโอดแบบซิลิกอน 

  

เม่ือเทียบประสิทธิภาพการวัดค่าแสงของโฟโตไดโอดและ LDR (ตัวต้านทานแปรค่าตามแสง) 
ประสิทธิภาพของการเปลี่ยนค่าความต้านทานของโฟโตไดโอดมีค่ามากกว่า LDR มาก แต่เนื่องจากอัตรา
การเปลี่ยนแปลงของกระแสต่อค่าแสงค่อนข้างต่ า การใช้งานโฟโต้ไดโอดจึงจ าเป็นต้องมีตัวขยายกระแส
ร่วมด้วย โดยมากนิยมใช้เป็นโฟโต้ทรานซิสเตอร์ ในปัจจุบันโฟโตไดโอดถูกน าไปประยุกต์ใช้งานในวงจรท่ี
ต้องการความไวสูง อย่างเช่น วงจรกันขโมย ตัวรับรีโมทคอนโทรล เป็นต้น 

 

2.6.3  Color Grab 

เป็นแอปพลิเคชันในโทรศัพท์มือถือท่ีใช้ส าหรับการวัดค่าสีของแสงท่ีเกิดข้ึนในรูปภาพแบบ Real 
time ซึ่งสามารถก าหนดขอบเขตและต าแหน่งของจุดท่ีต้องการวัดได้ โดยแอปพลิเคชันจะแสดงผลออกมา
เป็นค่า RGB ตั้งแต่ 0-255 ตามระดับความเข้มของแม่สีแต่ละสี ท าให้มีความสะดวกต่อการน าค่าสีท่ีได้ไป
ใช้งานต่อ 
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รูปที่ 2.28 แอปพลิเคชัน Color Grab 

 

 ซึ่งค่าฟลูออเรสเซนซ์ส่วนใหญ่นั้นจะอยู่ในช่วงของแสงสีฟ้า การใช้แอปพลิเคชันในการวัดค่าสีของ
แสงท่ีเกิดข้ึน จึงอาจช่วยในการวิจัยเพื่อหาวิธีในการวัดค่าฟลูออเรสเซนซ์ท่ีง่ายและสะดวกกว่าได้  

 

2.7  โปรแกรมส าหรับการออกแบบและค านวณ 

2.7.1  โปรแกรม SOLIDWORKS 

SOLIDWORKS 2018 เป็นโปรแกรม Solid modeling CAD หรือการออกแบบและค านวณสาม
มิติ ส าหรับใช้งานบนไมโครซอฟท์วินโดวส์ โปรแกรม SOLIDWORKS ถูกพัฒนาข้ึนในปี พศ.2534 และ
สามารถก่อตั้งเป็นบริษัท SOLIDWORKS Corporation ได้ในปี พศ.2536 โดย Jon Hirschtick เริ่มต้น
จากการรวมทีมนักวิจัย ซึ่งมีจุดมุ่งหมายในการพัฒนาซอฟตแ์วร์ออกแบบสามมิติที่ง่ายต่อการใช้งาน ราคา
เหมาะสม และสามารถใช้งานบน Windows desktop ซึ่งโปรแกรม SOLIDWORKS ได้มีการปล่อย
ผลิตภัณฑ์ตัวแรกคือ SOLIDWORKS 95 ก่อนจะพัฒนาจนกลายมาเป็น SOLIDWORKS 2019 ในปัจจุบัน 

 

 

รูปที่ 2.29 หน้าต่างการท างานของโปรแกรม SOLIDWORKS 
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ในปัจจุบันโปรแกรม SOLIDWORKS เป็นซอฟตแ์แวร์ส าหรับการออกแบบสามมิติที่มีความนิยม
สูงสุด เนื่องจากมีการปรับปรุงและพัฒนาอย่างสม่ าเสมอเพื่อตอบสนองผู้ใช้งาน โดยโปรแกรม 
SOLIDWORKS ในปัจจุบัน ประกอบไปด้วยโปรแกรมพื้นฐาน SOLIDWORKS 3D CAD ได้แก่ 

1.SOLIDWORKS Standard เป็นส่วนท่ีช่วยเพิ่มประสิทธิภาพและความเร็วในการออกแบบ3มิติ และ 2
มิติ รวมถึงการใช้งานในส่วนของเครื่องมือเฉพาะ วัสดุ และเครื่องมือเกี่ยวกับแม่พิมพ์  

2.SOLIDWORKS  Professional เป็นส่วนส าหรับเพิ่มความสามารถการท างานของ SOLIDWORKS 
Standard ท้ังในด้านการออกแบบ การจัดการเอกสาร การแสดงผลเสมือนจริง การแสดงส่วนประกอบ
ย่อย และการตรวจสอบการร่างแบบ 

3.SOLIDWORKS Premium เป็นส่วนเพิ่มประสิทธิภาพในการจ าลองและการตรวจสอบการออกแบบของ 
SOLIDWORKS  Professional รวมถึงแก้ไขปัญหาต่างๆในการออกแบบ 3มิติ สามารถท างานร่วมกับ 
ECAD / MCAD ส าหรับการท าวิศวกรรมย้อนกลับ การก าหนดเส้นทางในท่อ และการค านวณข้ันสูง 

นอกจากโปรแกรมพื้นฐานแล้วโปรแกรม SOLIDWORKS ยังมี Multi-Product ท่ีเป็นส่วนเสริมใน
การช่วยให้การท างานมีประสิทธิภาพมากข้ึนอีกด้วย 

 

2.7.2  โปรแกรม ANSYS 

ANSYS เป็นโปรแกรมท่ีถูกน ามาใช้ในการวิเคราะห์ค านวณและแก้ไขปัญหาทางวิศวกรรม 
โปรแกรมนี้ถูกสร้างข้ึนในปี ค.ศ.1970 โดย John Swanson โดยเริ่มจากการท่ีต้องการสร้างโปรแกรมใน
การค านวณ FEA (Finite Element Analysis) ซึ่งแต่เดิมต้องท าการค านวณด้วยมือ โดยเขาเริ่มการ
พัฒนาโปรแกรมดังกล่าว ก่อนจะมีการปล่อยโปรแกรมตัวแรกออกมาคือเวอร์ชั่น 2.0 ในปี ค.ศ.1971 และ
พัฒนาจนกลายมาเป็นเวอร์ชั่น 18 ในปัจจุบัน 

 

 
รูปที่ 2.30 หน้าต่างการท างานของโปรแกรม ANSYS 
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โปรแกรม ANSYS ใช้การค านวณด้วยวิธี FEM (Finite Element Method) โดยโปรแกรม 
ANSYS มีเทคโนโลยีในการวิเคราะห์และประมวลผลท่ีมีประสิทธิภาพและครอบคลุมการค านวณในทุก
ศาสตร์วิศวกรรม ท้ังกลศาสตร์ของแข็ง พลศาสตร์ของไหล อุณหพลศาสตร์ รวมไปถึงในด้าน
อิเล็กทรอนิกส์ นอกจากนี้โปรแกรม ANSYS ยังสามารถค านวณแบบประยุกต์โดยอ้างอิงจากการรวม
ศาสตร์เบ้ืองต้นเข้าด้วยกันอย่างไม่มีข้อจ ากัด ซึ่งสามารถแบ่งการใช้งานได้เป็นหลายๆด้าน ได้แก่  

1.Fluid Mechanic คือการวิเคราะห์พฤติกรรมของของไหล หรือการค านวณทางพลศาสตร์ของไหล 
สามารถใช้ค านวณได้ท้ังของไหลชนิดเดียว (Single-Phase Flows) ของไหลหลายชนิด หรือของไหลต่าง
สถานะ (MultiPhase Flows) 

2.Structural Mechanics คือการวิเคราะห์การเปลี่ยนแปลงของสภาพชิ้นงานเม่ือได้รับแรงหรือลักษณะ
กระท าต่างๆ เช่น การบิดงอ ความเค้นท่ีชิ้นงานได้รับ การกระจายความร้อน เป็นต้น 

3.Electromagnetics คือการวิเคราะห์คลื่นแม่เหล็กไฟฟ้า การหาก าลังของสนามแม่เหล็กไฟฟ้า การ
ตรวจสอบคลื่นสัญญาณ ฯลฯ ซึ่งใช้ในการออกแบบอุปกรณ์ไฟฟ้า อย่างเช่น มอเตอร์ หม้อแปลง ฯลฯ  

 

2.7.3  โปรแกรม MATLAB 

MATLAB หรือชื่อเต็มคือ Matrix Laboratory เป็นซอฟต์แวร์ท่ีใช้ในการค านวณและเขียน
โปรแกรม โดยครอบคลุมท้ังการเขียนและพัฒนาอัลกอริทึม ไปจนถึงการสร้างแบบจ าลองทางคณิตศาสตร์ 
การจ าลองระบบ และการท า image processing โปรแกรม MATLAB ถูกพัฒนาข้ึนครั้งแรกโดย Dr. 
Cleve Molor เพื่อใช้ในการแก้ปัญหาตัวแปรท่ีมีลักษณะเป็นเมตริกซ์ แต่ในปัจจุบันได้ถูกพัฒนาจน
สามารถใช้งานได้ในหลากหลายรูปแบบ อย่างเช่น Computational Biology, Fuzzy Logic Designer 
และ Signal Processing 

 

 
รูปที่ 2.31 หน้าต่างการท างานของโปรแกรม MATLAB 
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การใช้งานโปรแกรม MATLAB ในเชิงวิศวกรรมสามารถท าได้หลากหลาย เนื่องจาก MATLAB 
สามารถท างานค านวณและแสดงผลด้วยประสิทธิภาพสูง มีฟังก์ชันการท างานท่ีเหมาะสมกับงานทาง
วิศวกรรม รวมถึงสามารถเขียนฟังก์ชันใหม่โดยการประยุกต์จากฟังก์ชันเดิมให้เหมาะสมกับการใช้งาน 
นอกจากนี้ภาษาท่ีใช้ในการเขียนยังมีความใกล้เคียงกับสมการทางคณิตศาสตร์ท่ัวไป จึงมีความง่ายต่อการ
ใช้งาน และสามารถประยุกต์ได้หลากหลาย เหมาะกับการท างาน 

 

2.8  อุปกรณ์อื่นๆ 

 2.8.1  กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง 

เป็นกล้องจุลทรรศน์ท่ีใช้เลนส์ 2 ชนิด คือ เลนส์ใกล้วัตถุและเลนส์ใกล้ตาในการขยายภาพให้มี
ขนาดใหญ่ข้ึน โดยมีแหล่งก าเนิดแสงด้านล่างเป็นตัวให้ความสว่างผ่านวัตถุข้ึนมา  

 

 

รูปที่ 2.32 กลไกการขยายภาพของเลนส์กล้องจุลทรรศน์ [17] 

 

ซึ่งกล้องจุลทรรศน์แบบธรรมดา มีส่วนประกอบด้วยกันหลายส่วน เพื่อให้สามารถใช้งานในการ
ขยายและส่องดูวัตถุได้ ซึ่งส่วนประกอบท้ังหมดมีดังนี้ 

 

 
รูปที่ 2.33 กล้องจุลทรรศน ์

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 



29 
 

   
 

1.ล ากล้อง (Body tube) เป็นส่วนท่ีเชื่อมระหว่างเลนส์ใกล้ตากับเลนส์ใกล้วัตถุ ป้องกันไม่ให้แสงจาก
ภายนอกรบกวน 

2.แขน (Arm) คือส่วนท่ีท าหน้าท่ียึดระหว่างส่วนล ากล้องกับฐาน 

3.แท่นวางวัตถุ (Speciment stage) เป็นแท่นใช้วางวัตถุท่ีต้องการศึกษา 

4.ท่ีหนีบสไลด์ (Stage clip) ใช้ยึดสไลด์หรือวัตถุให้ติดอยู่กับแท่นวางวัตถุ  

5.ฐาน (Base) เป็นส่วนฐานท่ีใช้ยึดองค์ประกอบต่างๆของกล้อง 

6.แหล่งก าเนิดแสง (Light source) ท าหน้าท่ีให้ความสว่างแก่บริเวณของวัตถุท่ีต้องการศึกษา โดยมากจะ
เป็นหลอดไฟหรือกระจกเงา 

7.เลนส์รวมแสง (condenser) ท าหน้าท่ีรวมแสงเพื่อให้ไปตกยังวัตถุท่ีต้องการศึกษา 

8.ไดอะแฟรม (diaphragm) อยู่ใต้เลนส์รวมแสงท าหน้าท่ีปรับปริมาณแสงให้เข้าสู่เลนส์ในปริมาณท่ี
ต้องการ 

9.ปุ่มปรับภาพหยาบ (Coarse adjustment) ท าหน้าท่ีปรับภาพโดยเปลี่ยนระยะโฟกัสของเลนส์ใกล้วัตถุ 
(เลื่อนฐานวางวัตถุข้ึนลง) เพื่อท าให้เห็นภาพชัดเจน 

10.ปุ่มปรับภาพละเอียด (Fine adjustment) ท าหน้าท่ีปรับภาพ ท าให้ได้ภาพท่ีชัดเจนมากข้ึน 

11.เลนส์ใกล้วัตถุ (Objective lens) จะติดอยู่กับจานหมุน (Revolving nose piece) ซึ่งจานหมุนนี้ท า
หน้าท่ีในการเปลี่ยนก าลังขยายของเลนส์ใกล้วัตถุ ตามปกติเลนส์ใกล้วัตถุมีก าลังขยาย 3-4 ระดับ คือ 4x 
10x 40x 100x ภาพท่ีเกิดจากเลนส์ใกล้วัตถุเป็นภาพจริงหัวกลับ 

12.เลนส์ใกล้ตา (Eye piece) เป็นเลนส์ท่ีอยู่บนสุดของล ากล้อง โดยท่ังไปมีก าลังขยาย 10x หรือ 15x ท า
หน้าท่ีขยายภาพท่ีได้จากเลนส์ใกล้วัตถุให้มีขนาดใหญ่ข้ึน ท าให้เกิดภาพท่ีตาผู้ศึกษาสามารถมองเห็นได้ 
โดยภาพท่ีได้เป็นภาพเสมือนหัวกลับ 

 

2.8.2  เวอร์เนีย 

เวอร์เนียหรือเวอร์เนียคาลิปเปอร์ (Virnier Caliper) เป็นอุปกรณ์ส าหรับการวัดระยะท่ีมีความ
ละเอียดและแม่นย าสูง สามารถวัดได้ท้ังระยะจากด้านนอกและระยะจากด้านในของวัตถุ [18] ซึ่งแบ่ง
ออกเป็นสองประเภทหลักๆคือ  

1.เวอร์เนียคาลิปเปอร์แบบท่ัวไป ซึ่งการวัดและการอ่านค่าจะใช้การอ้างอิงจากการอ่านสเกลท่ีปรากฏบน
ตัวอุปกรณ์ จึงท าให้ค่อนข้างมีความยุ่งยากในการใช้งาน 
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รูปที่ 2.34 เวอร์เนียคาลิปเปอร์แบบทั่วไป 

 

2.เวอร์เนียคาลิปเปอร์แบบดิจิตอล จะสามารถอ่านค่าท่ีได้จากหน้าจอดิจิตอลแสดงผล ซึ่งการใช้งานจะมี
ความสะดวกและแม่นย ากว่าเวอร์เนียแบบท่ัวไป 

 

 

รูปที่ 2.35 เวอร์เนียคาลิปเปอร์แบบดิจติอล 
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บทที่ 3 

วิธีด าเนินการวิจัย 
 

ในบทนี้จะกล่าวถึงวิธีการทดลองและข้ันตอนในการผลิตอุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิกท่ีมีความสามารถ
ในการผสมสารสองชนิดเข้าด้วยกันในรูปแบบ Passive micromixer ซึ่งประกอบด้วยทางเข้าส าหรับ
ของเหลวสองชนิดและแอ่งพักสารส าหรับการตรวจวัดความเข้มของฟลูออเรสเซนซ์จาก      4-methyl-
umbelliferone (4MU) ซึ่งเป็นผลิตภัณฑ์จากเอนไซม์ β-D-glucuronidase (GUD) และซับสเตรต 4-
methyl- umbelliferone-β-D-glucuronide (MUG) เพื่อใช้ในการระบุปริมาณของ E. coli 

 

3.1 การออกแบบ 

3.1.1 การสร้างโมเดลจ าลองด้วย Computer Aided Design software 

ในวิทยานิพนธ์นี้ใช้โปรแกรม SOLIDWORKS 2018 ในการออกแบบอุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิก ซึ่ง
องค์ประกอบของอุปกรณ์ท่ีออกแบบได้แก่ 

ท่อรูปตัว Y (Y-shape inlet) ส าหรับเป็นทางเข้าของของเหลวสองชนิดที่ถูกป้อนเข้าสู่อุปกรณ์ไม
โครฟลูอิดิก ก่อนจะมาบรรจบรวมกันท่ีบริเวณส าหรับผสมสาร (Mixing zone) ซึ่งเป็นท่อยาวต่อ
เนื่องมาจาก Y- shape inlet และเป็นบริเวณท่ีของเหลวสองชนิดจะผสมกันเป็นเนื้อเดียว เนื่องจากท่อมี
ขนาดเล็กและเป็นระบบ Passive การไหลของสารมีความเร็วต่ าและการไหลเป็นรูปแบบ Laminar flow 
จะท าให้การผสมกันของสารเป็นไปได้ยาก อย่างไรก็ตามการผสมสารให้ดีนั้นมีความส าคัญมากเพราะจะ
ส่งผลต่อการท าปฏิกิริยาระหว่างเอนไซม์และซับสเตรต เม่ือผ่านบริเวณนี้มาแล้ว สารซึ่งผสมกันดีจะเข้าสู่
แอ่งพักสารส าหรับการตรวจวัด (Detection zone) ซึ่งเป็นบริเวณท่ีใช้ในการตรวจสอบฟลูออเรสเซนซ์
จาก 4MU ถัดมาคือท่อปล่อยสารออกจากอุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิก (Waste outlet) เพื่อให้อุปกรณ์
สามารถน ากลับมาใช้ซ้ าได้หลังจากท าความสะอาด 

การวิจัยนี้ได้ออกแบบให้อุปกรณ์มีขนาดใกล้เคียงกับกระจกสไลด์ ซึ่งมีขนาด 1*3 นิ้ว (2.54 * 
7.62 cm) มีท่อเส้นผ่าศูนย์กลางอยู่ท่ี 1.5 mm เนื่องจากอุปกรณ์ท่ีใช้งานยังไม่สามารถผลิตท่อท่ีมี
เส้นผ่าศูนย์กลางเล็กเกินไปได้และเม่ือพิมพ์จริงพบว่าชิ้นงานมีขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางท่ีเล็กลงจากโมเดลใน
คอมพิวเตอร์      แอ่งพักสารมีลักษณะเป็นวงกลมอยู่หลัง Mixing zone และได้ออกแบบ Mixing zone 
ท่ีมีลักษณะท่อแตกต่างกันเป็นจ านวน 6 รูปแบบเพื่อน ามาเปรียบเทียบหาโมเดลท่ีมีประสิทธิภาพในการ
ผสมสารได้ดีท่ีสุดในระยะทางท่ีสั้นท่ีสุด เนื่องจากความยาวท่อย่ิงยาว สารท่ีใช้ก็จะมีปริมาณสูงข้ึนอย่าง
เกินความจ าเป็นและความเร็วในการไหลของสารก็จะลดลง 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 3.1 โมเดลท่อในอุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิกแบบ A 

 

 

รูปที่ 3.2 โมเดลท่อในอุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิกแบบ B 

 

 

รูปที่ 3.3 โมเดลท่อในอุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิกแบบ C 

 

 

รูปที่ 3.4 โมเดลท่อในอุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิกแบบ D เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 3.5 โมเดลท่อในอุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิกแบบ E 

 

 

รูปที่ 3.6 โมเดลท่อในอุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิกแบบ F 

 

โมเดลท้ัง 6 แบบถูกแสดงดังภาพ โดยมีลักษณะแตกต่างกันท่ีบริเวณส าหรับผสมสาร ดังนี้ รูปท่ี 
3.1 โมเดลท่อในอุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิกแบบ A เป็นเส้นตรง  

รูปท่ี 3.2 โมเดลท่อในอุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิกแบบ B เป็นท่อโค้งงอหนึ่งขด  

รูปท่ี 3.3 โมเดลท่อในอุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิกแบบ C เป็นท่อโค้งสองขด 

รูปท่ี 3.4 โมเดล ท่อในอุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิกแบบ D เป็นท่อโค้งสามขด  

รูปท่ี 3.5 โมเดลท่อในอุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิกแบบ E เป็นท่อโค้งสามขดเจาะรูปสามเหลี่ยม  

รูปท่ี 3.6 โมเดลท่อในอุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิกแบบ Fเป็นท่อโค้งสามขดเจาะรูปวงกลม 

การเลือกโมเดลท่ีเหมาะสมจะเลือกจากการจ าลองการไหลใน Computational fluid 
dynamics (CFD) software เม่ือได้โมเดลท่ีมี Mixing zone ซึ่งมีประสิทธิภาพสูงสุดแล้วจึงน ามาข้ึนรูป
โมเดลเป็นสามมิติ และบันทึกเป็นไฟล์ .STL เพื่อใช้ในการพิมพ์สามมิติต่อไป 

 

3.1.2 การจ าลองการไหลด้วยด้วยระเบียบวิธีพลศาสตร์ของไหลเชงิค านวณ 
(Computational fluid dynamics) 

การจ าลอง (Simulation) สามารถช่วยตรวจสอบการไหลและศึกษาพฤติกรรมของการไหลของ
สาร ภายในอุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิกโดยไม่ต้องผ่านการผลิตชิ้นงานทุกโมเดลข้ึนจริง      และยังเหมาะกับ
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การเปรียบเทียบเพราะสามารถควบคุมตัวแปรได้ดีกว่า      เป็นผลให้การจ าลองสามารถลดต้นทุนในการ
ผลิตและลด ระยะเวลาการท างานในการออกแบบอุปกรณ์ต้นแบบได้  

การใช้คอมพิวเตอร์เพื่อวิเคราะห์การไหลในชิ้นงานนั้น โดยหลักการแล้วซอฟต์แวร์จะสร้าง Mesh 
ของชิ้นงาน หรือก็คือการแบ่งชิ้นงานออกเป็นองค์ประกอบเล็กๆจ านวนมาก จากนั้นใช้การค านวณของ
สมการ Navier–Stokes      และสมการอื่นๆท่ีเกี่ยวข้องเพื่อวิเคราะห์ผลและแสดงภาพผลลัพธ์ในรูปแบบ
ท่ีต้องการศึกษา 

การวิจัยนี้ใช้โปรแกรม ANSYS Student 2019 R3 ในการศึกษาพฤติกรรมการไหลของสารในไม
โครฟลูอิดิกซึ่งแตกต่างกัน 6 แบบ มาเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการผสมสารบริเวณ Mixing zone เพื่อ
เลือก โมเดลท่ีจะใช้งาน โปรแกรม ANSYS Student เป็น Workbench ท่ีมาพร้อมกับ ANSYS, CFD และ
แอปพลิเคชันอื่นๆช่วยให้โปรแกรมมีความยืดหยุ่นในการท างานและจ าลองสถานการณ์จริงได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ      ซึ่งในท่ีนี้ทางผู้วิจัยได้ใช้ Analysis system เป็น Fluid flow (Fluent) ส าหรับศึกษา
ไฟล์ CAD จากโปรแกรม SOLIDWORKS 2018 ถูกน ามาใช้ในการจ าลองท่ีโปรแกรม ANSYS ได้โดยใช้
ค าสั่ง Planar surface ลงบน Sketch ท่ีออกแบบเอาไว้ใน SOLIDWORKS 2018 และบันทึกไฟล์เป็นสกุล 
.IGS เพื่อใช้ส าหรับ Import geometry ใน Fluid flow (Fluent) 

ข้ันตอนถัดมาเป็นการก าหนดรายละเอียดเงื่อนไขขอบ (Boundary conditions) รวมถึงสร้างก
ริด (Meshing) ซึ่งด าเนินการใน ANSYS meshing เนื่องจากการวิจัยต้องการศึกษาพฤติกรรมการไหล
ภายในท่อ อุปกรณ์ การก าหนดให้ขอบต้นท่อรูปตัว Y ท้ังสองฝั่งเป็น Inlet A และ Inlet B ส าหรับให้สาร
สองสารท่ี ต่างกันเข้ามาสู่ระบบ และก าหนดให้ขอบปลายของท่อปล่อยสารออกจากอุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิก
เป็น Outlet ส่วนบริเวณท่อภายในเป็นทางให้สารไหลจาก Inlet สู่ Outlet ส าหรับการสร้างกริดเบ้ืองต้น 
ผู้วิจัยได้ก าหนด ขนาดของ Element ท่ี 0.0003 m ดังแสดงในรูปท่ี 3.7 แสดงถึงการสร้างกริด 
(Meshing) และก าหนด เงื่อนไขขอบ ก าหนดให้ทางเข้าฝั่งท่อรูปตัววายเป็น Inlet A และ Inlet B 
ทางออกท่ีท่อปล่อยสารเป็น Outlet 

  

 

รูปที่ 3.7 เงื่อนไขขอบของโมเดล 
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เม่ือเสร็จสิ้นการสร้างกริดและก าหนด Boundary condition แล้วจึงเข้าสู่การตั้งค่าการจ าลอง
ของ Fluent โดยการวิจัยศึกษาเป็นระบบสองมิติ และ Double precision solver เพื่อเพิ่มความถูกต้อง
ในการ ค านวณ ลักษณะการไหลแบบ Laminar ระบบไมโครฟลูอิดิกมักมีตัวเลขเรย์โนลด์ต่ ามากเนื่องท่อ
ขนาดเล็ก ตั้งแต่ระดับนาโนถึงมิลลิเมตร ไม่สามารถรองรับความเร็วต้นสูงได้ และรูปแบบการจ าลอง 
(Models) เป็น Species transport เพื่อค านวณการเปลี่ยนแปลงของสารระหว่างผสม 

จุดประสงค์หลักในการจ าลองคือเปรียบเทียบหาโมเดลท่ีมี Mixing zone ดีที่สุด จึงควบคุมตัว
แปร อื่นๆให้เท่ากัน เบ้ืองต้นก าหนดให้ความเร็วท่ี Inlet อยู่ท่ี 0.01 m/s เท่ากันท้ังสองฝั่ง ความดันและ
อุณหภูมิ เป็นค่าคงท่ี Material ท่ีใช้ในการค านวณเป็นประเภท Fluid โดยเลือกใช้น้ า (H2O<l>) จาก 
Fluent database เนื่องจากเอนไซม์และซับสเตรตที่ใช้ในงานวิจัยถูกเจือจางอยู่ในน้ าเป็นปริมาณน้อย
มาก จึงสามารถ ใช้น้ าในการจ าลองการไหลแทนได้ ดังนั้นของเหลวท้ังสองแบบจึงก าหนดชื่อให้เป็น 
Water-liquid (H2O<l>) กับ Water-liquid-solute โดยท้ังคู่มีคุณสมบัติคงท่ีของน้ าตาม Database 
เช่นเดียวกันคือความหนาแน่น 998.2 kg/m3  ความหนืด 0.001003 kg/m.s ความจุความร้อนจ าเพาะ 
4182 J/kg.K 

ในส่วนของ Mixture properties ใน Species model เลือกใช้ Mixture-template ซึ่ง
ก าหนดการผสมของสารสองแบบได้แก่ Water-liquid และ Water-liquid-solute ค านวณความ
หนาแน่นของของเหลวผสมโดย ใช้ Volume-weighted-mixing-law และค านวณความหนืดของ
ของเหลวผสมโดยใช้ Mass-weighted-mixing-law ซึ่งใช้ส าหรับการผสมสารท่ีไม่ใช่แก๊สในอุดมคติ 
ก าหนดค่า Mass diffusivity ไว้ท่ี 2x10-9 m2/s ซึ่งอยู่ในช่วงค่าโดยประมาณส าหรับการถ่ายโอนมวลของ
ของเหลวในของเหลว 

การจ าลองการผสมของสองสารจากทางเข้าท่ีต่างกันท าด้วยการก าหนด Boundary condition 
ให ้Water-liquid เข้าทาง Inlet A และ Water-liquid-solute เข้าทาง Inlet B จากนั้นการตั้งค่าท่ีส าคัญ
คือ การก าหนด Species mass fraction ให้ H2O<l> ท่ี Inlet A เป็น 1 ขณะท่ี Inlet B เป็น 0 จากนั้น
ค านวณจนเกิดการลู่เข้าของค าตอบ (จ านวน Iteration 150 ครั้ง) 

 

3.2 การผลิตอุปกรณไ์มโครฟลูอิดิก 

เม่ือออกแบบได้โมเดลสามมิติที่ต้องการ ไฟล์ .STL จะต้องน าไปผ่านตัดเป็นชั้นบางๆสองมิติด้วย 
Slicer program เพื่อเตรียมชิ้นงานส าหรับการพิมพ์เนื่องจากเครื่องพิมพ์จะท าการพิมพ์ทีละชั้น ใน
งานวิจัยนี้ ใช้โปรแกรม 3D Creator Slicer ซึ่งมีการจัดวางชิ้นงานดังรูปท่ี 3.8 โดยวางชิ้นงานให้ติดอยู่กับ
ฐาน 

การวิจัยนี้ศึกษาการน าเทคโนโลยีท่ีสามารถเข้าถึงได้โดยบุคคลท่ัวๆไปมาใช้ในการผลิตอุปกรณ์ไม
โครฟลูอิดิก เครื่องพิมพ์สามมิติที่ใช้งานคือ Creality3D LD-001 ซึ่งเป็นเครื่องพิมพ์ประเภท DLP มีความ
ละเอียด (resolution) อยู่ท่ี 50 μm ขนาดพื้นท่ีพิมพ์ 120x70x120 mm มีจุดเด่นท่ีราคาไม่สูงเม่ือเทียบ
กับเครื่องพิมพ์ประเภทเดียวกันและความละเอียดสูง ส่วนยูวีเรซิ่นท่ีใช้เป็นประเภทยูวีเรซิ่นแบบใสเพื่อให้
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มองเห็นการไหลของของเหลวภายในอุปกรณ์ รวมถึงไม่บดบังแสงฟลูออเรสเซนซ์ของตัวอย่างท่ีใส่เข้าไป
ภายในอุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิก 

 

 

รูปที่ 3.8 การจัดวางชิ้นงานในโปรแกรม 3D Creator Slicer 

  

 

รูปที่ 3.9 เครื่องพิมพ์สามมิติ Creality3D LD-001 และองค์ประกอบ 
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รูปที่ 3.10 โมเดลเจาะรู 

 

 

รูปที่ 3.11 โมเดลท่อรูปตัว y 

 

ตัวอย่างชิ้นงานส าหรับทดสอบพิมพ์ รูปท่ี 3.8 เจาะรูท่อวงกลมและสี่เหลี่ยมท่ีเส้นผ่านศูนย์กลาง 
300, 500, 700, 1000 μm และรูปท่ี 3.9 ท่อรูปตัววายท่ีเส้นผ่านศูนย์กลาง 700 μm 

ก่อนจะพิมพ์โมเดลจริงได้มีการทดสอบประสิทธิภาพเครื่องพิมพ์โดยเจาะรูเป็นรูปทรงและขนาดท่ี
ต่างกัน ซึ่งมีเส้นผ่านศูนย์กลางท่ี 300, 500, 700, 1000 μm กับท่อรูปตัววายขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางไม่
เท่ากัน แล้วจึงน ามาเทียบกับชิ้นงานท่ีพิมพ์ได้จริง 

นอกจากขนาดของโมเดลและเส้นผ่านศูนย์กลางท่ีเป็นปัจจัยส าคัญต่อการพิมพ์แล้ว      ยังรวมถึง
จ านวน และความเร็วในการพิมพ์ชิ้นงานในชั้นแรก เนื่องจากถ้าพิมพ์ช่วงแรกเร็วเกินไปชิ้นงานจะไม่ติดกับ
ฐาน ปัจจัยอื่นท่ีส่งผลต่อการพิมพ์โครงสร้างประเภทท่อคือ ความหนาของผนังท่อต้องเพียงพอท่ีจะท าให้
โครงสร้างม่ันคง ท่อท่ีมีรูโครงสร้างกลมนั้นยากต่อการพิมพ์โดยไม่มีตัวค้ าภายในโครงสร้างและในชิ้นงาน
ขนาดเล็กไม่สามารถเอาตัวค้ าในท่อออกทีหลังได้      รูท่ีพิมพ์สามมิติมักจะมีขนาดเล็กกว่าในไฟล์ต้นแบบ
เนื่องจากการหดตัวของวัสดุ 

ในการใช้งานการพิมพ์สามมิติเพื่อสร้างอุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิกจึงมักเป็นการพิมพ์ตัวเบ้าหล่อซึ่ง
พิมพ์ส่วนทางของไหลเป็นท่อตันในรูปแบบ Negative space ของอุปกรณ์จริง ตามท่ี MacDonald et al. 
ซึ่งเป็นคณะแรกท่ีใช้เทคโนโลยีดังกล่าวในการหล่อข้ึนรูป PDMS หรือเป็นการพิมพ์สามมิติโดยให้ท่อใน
อุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิกเป็นท่อเปิดในลักษณะของรูปท่ี 3.13 แล้วน ามาประกบกับกระจกสไลด์เพื่อปิดท่อใน
ภายหลังตามท่ี Plevniak et al. รายงาน อุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิกท่ีใช้การพิมพ์สามมิติผลิตโดยตรงมักมี
ข้อจ ากัดเรื่องความละเอียด อันเป็นผลมาจากขนาดรูของหัวฉีดที่เครื่องพิมพ์แบบ FDM ตัวอย่างเช่น 
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เครื่องพิมพ์ Objet Connex 350 ถูกรายงานว่าน าไปใช้ผลิตอุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิกท่ีมีรูท่อความกว้าง 3 
mm ลึก 1.5 mm อย่างไรก็ตาม Shallan et al. ได้รายงานความส าเร็จในการใช้เครื่องพิมพ์สามมิติ 
MiiCraft ซึ่งเป็นเครื่องพิมพ์เทคนิค VAT Photopolymerisation     ในการสร้างอุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิก
ด้วยเรซินใสส าเร็จเป็นครั้งแรก 

ในวิทยานิพนธ์นี้จึงท าการพิมพ์สามมิติโดยปรับเปลี่ยนโมเดลตามปัจจัยดังกล่าวเพื่อศึกษาผลลัพธ์
ท่ีได้จากการพิมพ์ 

 

 

รูปที่ 3.12 โมเดลชิ้นงานสามมิติอุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิกแบบท่อปิด 

 

 

รูปที่ 3.13 โมเดลชิ้นงานสามมิติอุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิกแบบท่อเปิด 

  

 เม่ือได้ชิ้นงานออกมาแล้วจึงท าการตรวจสอบคุณภาพอุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิกท่ีได้จากการพิมพ์สาม
มิติ ด้วยการวัดขนาดและความหนาภายนอกของอุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิกด้วยเวอร์เนียแบบดิจิทัล แล้วจึงท า
การส่องดูรายละเอียดของท่อภายในด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสงรุ่น Optika B 252 

 ต่อมาจึงท าการประกบชิ้นงานท่ีได้จากการพิมพ์สามมิติด้วยแผ่นกกระจกสไลด์ เพื่อปิดผิวท่อ
ด้านบน โดยใช้วัสดุเชื่อมประสานอย่าง กาวตราช้าง , เรซิ่นใส และ ซิลิโคน จากนั้นท าการทดสอบ
ประสิทธิภาพของตัวเชื่อมประสานแต่ละตัวด้วยการฉีดสารสีเข้าไปภายในท่อของไมโครฟลูอิดิก เพื่อดูการ
รั่วไหลของบริเวณท่ีประกบชิ้นงาน 

 สุดท้ายจึงท าการทดสอบประสิทธิภาพการไหลผสมของสารภายในท่อของไมโครฟลูอิดิก ด้วยการ
ฉีดสีท่ีแตกต่างกันเข้าไปภายในท่อท้ังสองฝั่งของอุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิก แล้วจึงดูการไหลผสมของสารสี
ภายในไมโครฟลูอิดิก 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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3.3 การวัดฟลูออเรสเซนซ์จาก 4-methylumbelliferone (4MU) 

จากปฏิกิริยาระหว่างเอนไซม์ β-D-glucuronidase (GUD) ซึ่งเป็นไบโอมาร์คเกอร์ของเชื้อ E. 
coli กับ ซับสเตรต 4-methylumbelliferyl-β-D-glucuronide (MUG) การไฮโดรไลซิสของซับสเตรต 
MUG ท าให้เกิด 4-methylumbelliferone (4MU) ความเข้มของฟลูออเรสเซนซ์ของ 4MU ท่ีสามารถวัด
ได้จะเป็นสัดส่วน โดยตรงกับปริมาณของเอนไซม์ GUD ซึ่งช่วยบ่งบอกปริมาณของ E. coli ภายใน
ตัวอย่างได้ 

ในส่วนของการทดลองนี้เป็นการน า 4MU ในปริมาณความเข้มข้น 10, 5, 2, 1, 0.1 µM      มา
วัดความเข้มฟลูอเรสเซนต์เพื่อสร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มฟลูออเรสเซนซ์และความ เข้มข้น
ของ 4MU 

เริ่มต้นด้วยการเตรียมสารละลาย 4MU มวลโมเลกุลของ 4MU ซึ่งมีสูตรโมเลกุล C10H8O3 อยู่ท่ี 
176 g/mol จากความสัมพันธ์ของโมลในสมการท่ี 3.1 

 

   
 

  
                                              (3.1) 

 

ก าหนดให้   คือ โมล  

  คือ มวล   

   คือ มวลโมเลกุล  

สามารถเตรียม 4MU 500 µM ได้โดยชั่ง 4MU แบบผงปริมาณ 0.088 g ละลายกับเมทานอล 
100 ml จากนั้นจึงท าการเจือจางสารละลายจากสารละลายเข้มข้น โดยใช้ความสัมพันธ์ในสมการท่ี 3.2 

 

M1V1 = M 2V2                                                         (3.2) 

 

ก าหนดให้ M1 เป็นความเข้มข้นสารละลายก่อนเจือจาง 

V1 เป็นปริมาตรสารละลายก่อนเจือจาง 

M2 เป็นความเข้มข้นสารละลายหลังเจือจาง 

V2  เป็นปริมาตรสารละลายหลังเจือจาง 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ใช้ออโต้ปิเปตซึ่งผ่านการสอบเทียบเครื่องมือ (calibrate) ในการตวงสารละลายเข้มข้น และใช้
เมธานอลเป็นตัวท าละลาย ใช้เครื่องเขย่าสารเพื่อให้สารเป็นเนื้อเดียวกัน เม่ือใช้ปริมาณสารในการเจือจาง
ดังตารางท่ี 3.1 จะได้สารละลาย 4MU ท่ีความเข้มข้น 10, 5, 2, 1, 0.1 µM  

 

ตารางที่ 3.1 แสดงปริมาณและความเข้มข้นของ 4MU และปริมาณของเมทานอล ในการเจือจางให้ได้
ความเข้มข้นของ 4MU ท่ี 10, 5, 2, 1 และ 0.1 µM 

ความเข้มข้นของ 4MU ท่ีต้องการ สารท่ีใช้ในการเจือจาง 
ความเข้มข้น 

4MU 
ปริมาณ 
4MU 

ปริมาณเมทานอล 

10 µM 500 µM  1 ml 49 ml 
5 µM 10 µM  1 ml 1 ml 
2 µM 5 µM 1 ml 1.5 ml 
1 µM 2 µM 1 ml 1 ml 

0.1 µM 1 µM 1 ml 9 ml 

 

 

รูปที่ 3.14 การเจือจางสารละลายด้วยออโต้ปิเปต 

 

น า 4MU ท่ีความเข้มข้นดังกล่าวมาใส่ใน Microcentrifuge tube แล้ววัดความเข้มฟลูออเรส
เซนซ์ด้วยเครื่อง ESElog Fluorescence Detector (ความถ่ีแสงตกกระทบ 355 nm และความถ่ีแสง
ปล่อยออก 450 nm) ดัง รูปท่ี 3.15 ซึ่งแสดงการตรวจสอบฟลูออเรสเซนซ์จากสารละลาย 4MU ใน 
Microcentrifuge tube ตัวเครื่องถูกเชื่อมต่อเข้ากับคอมพิวเตอร์ด้วยสาย USB และใช้โปรแกรม 
FLDigital ในการประมวลข้อมูลการวัด ความถ่ีในการวัด 10 ครั้งโดยเว้นช่วงการวัดที่ 1 วินาที น าค่าเฉลี่ย
ท่ีได้จากการวัดมาใช้ในการวาดกราฟ 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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รูปที่ 3.15 เครื่อง ESElog Fluorescence Detector 

 

3.4  การวัดฟลูออเรสเซนซ์จากปฏิกิริยาระหว่างเอนไซม์ GUD กับซับสเตรต MUG 

ในการทดลองท่ีผ่านมาเป็นการศึกษาฟลูออเรสเซนซ์จาก 4MU โดยตรง แต่ในการทดลองนี้จะ
เป็นการศึกษาฟลูออเรสเซนซ์จากปฏิกิริยาระหว่างเอนไซม์ GUD กับซับสเตรต MUG ซึ่งเกิดผลิตภัณฑ์
เป็น 4MU ท่ีสามารถวัดฟลูออเรสเซนซ์ได้ 

โดยศึกษาด้วยการใช้เอนไซม์ GUD ท่ีมี Enzyme activity แตกต่างกัน ปริมาณ 100 μl ผสมเข้า
กับซับสเตรต MUG ความเข้มข้นคงท่ีท่ี 50 μM pH 6.8 ปริมาณ 100 μl ใช้เวลาท าปฏิกิริยา 15 นาทีท่ี
อุณหภูมิห้องก่อนจะใส่ NaOH ความเข้มข้น 1M จ านวน 100 μl เพื่อหยุดปฏิกิริยา ส่วนสารละลาย 
blank ใช้ข้ันตอนเดียวกันแต่เปลี่ยนจาก GUD เป็นน้ ากลั่นแทน จากนั้นใช้ฟลูออโรมิเตอร์ในการวัดค่า
ฟลูออเรสเซนซ ์

ซับสเตรต MUG (สูตรโมเลกลุ C16H16O9 • xH2O) มีน้ าหนักโมเลกุลอยู่ท่ี 352.3 g  ใช้ฟอสเฟต
บัฟเฟอร์ 50 nM ในการท าละลายซับสเตรต จัดเตรียมบัฟเฟอร์โดยผสม Na2HPO4 และ NaH2PO4 ให้
ได้ pH 6.8 โดยค านวณตามสมการท่ี 3.3 

 

               
    

    
                                           (3.3) 

 

ซึ่งจะได้ค่าความเข้มข้นของ Na2HPO4 และ NaH2PO4 เท่ากันคือ 0.025 M จากนั้นจึงท าการ
เตรียมสารเพื่อน ามาผสมกันและทดสอบค่า pH ของบัฟเฟอร์อีกครั้งด้วยกระดาษอินดิเคเตอร ์

ช่วง Enzyme activity ของเอนไซม์ GUD ท่ีเหมาะสมจะต้องเป็นค่าท่ีใช้แล้วได้ผลิตภัณฑ์ท่ีมี
ฟลูออเรสเซนซ์อยู่ในช่วงท่ีสามารถวัดค่าได้จากเครื่องฟลูออโรมิเตอร ์ และเป็นปริมาณฟลูออเรสเซนซ์
ในช่วงใกล้เคียงกับกราฟมาตรฐานท่ีวัดความสัมพันธ์ฟลูออเรสเซนซ์กับความเข้มข้น 4MU ท่ีได้ในการ
ทดลองท่ีผ่านมา ดังนั้นจึงจ าเป็นต้องหา Enzyme activity เริ่มต้นก่อนท่ีจะก าหนดช่วงได้ ท าโดยน า 
GUD มาเจือจางและท าปฏิกิริยากับ MUG ทดสอบหาฟลูออเรสเซนซ์ เม่ือได้ค่าฟลูออเรสเซนซ์ท่ีปริมาณ
เหมาะสมจึงน ามาค านวณหา Enzyme activity ของ GUD ท่ีใช้ แล้วค่อยก าหนดช่วง Enzyme activity 
จากค่าท่ีค านวณได้เป็นหลัก เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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1 Unit ของ Enzyme activity หมายถึง ปริมาณเอนไซม์ท่ีเปลี่ยนให้ซับสเตรตเป็นผลิตภัณฑ์ 1 
ไมโครโมล ได้ภายในเวลา 1 นาที (1U = μmol/ml/min) จึงสามารถค านวณ Enzyme activity เริ่มต้น
ได้จากการน าค่าฟลูออเรสเซนซ์ท่ีวัดได้จากปฏิกิริยา MUG-GUD หักลบกับ blank มาหาค่าความเข้มข้น
ของผลิตภัณฑ์โดยใช้สมการความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณความเข้มข้น 4MU และค่าฟลูออเรสเซนซ์ ได้
เป็นค่า Enzyme activity เริ่มต้นท่ี 1700 μmol/ml/min 

 ก าหนดช่วง Enzyme Activity ของ GUD ท่ีใช้ทดลองเป็น 1700, 850, 425, 85, 17, 1 U และ 
Blank ซึ่งจัดเตรียมได้โดยน า GUD 1700 U มาท าการเจือจางด้วยบัฟเฟอร์ฟอสเฟตจนได้ Enzyme 
activity ท่ีต้องการ ดังตารางท่ี 3.2 และใช้ GUD ท่ีเตรียมนี้ไปผสมกับ MUG เพื่อท าปฏิกิริยาวัดค่าฟลูออ
เรสเซนซ์ และสร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่าง Enzyme activity ของ GUD กับ ฟลูออเรสเซนซ์ท่ีได ้

 

ตารางที่ 3.2 แสดงค่า Enzyme activity และปริมาณของ GUD ต่อปริมาณของฟอสเฟตบัฟเฟอร์ ในการ
เจือจางให้ได้ค่า Enzyme activity ของ GUD ท่ี 850, 425, 85 17 และ 1 U 

Enzyme activity ของ 
GUD  

ท่ีต้องการ (U) 

สารท่ีใช้ในการเจือจาง 
Enzyme activity 

ของ GUD 
ปริมาณของ GUD ปริมาณฟอสเฟต

บัฟเฟอร ์
850 1700 U 1 ml  1 ml 
425 850 U 1 ml 1 ml 
85 425 U 1 ml 4 ml 
17 85 U 1 ml 4 ml 
1 17 U 1 ml 16 ml 

 

3.5  การออกแบบและผลิตเครื่องมือในการวัดฟลูออเรสเซนซ์ด้วยกล้องโทรศัพท์มือถือ 

 เนื่องจากอุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิกไม่สามารถใช้งานกับเครื่องฟลูออโรมิเตอร์แบบมาตรฐานได้ จึงได้
ใช้การวัดฟลูออเรสเซนซ์ด้วยค่า RGB ผ่านรูปถ่ายจากกล้องโทรศัพท์มือถือทดแทน การจะใช้กล้อง
โทรศัพท์มือถือถ่ายภาพการเรืองแสงฟลูออเรสเซนซ์จะต้องอยู่ในท่ีมืดสนิท ไม่มีแสงจากสิ่งแวดล้อม
ภายนอกเข้ามารบกวนเพื่อให้ภาพฟลูออเรสเซนซ์ท่ีได้ชัดเจนท่ีสุด 

 การออกแบบเครื่องมือในการวัดด้วยวิธีดังกล่าวถูกท าข้ึนโดยใช้โปรแกรม SOLIDWORKS 2018 
ในการออกแบบโมเดล 3 มิติข้ึน มีลักษณะโดยท่ัวไปเป็นกล่องเพื่อกันแสงจากภายนอก ตัวโมเดลแบ่งเป็น 
3 ชิ้นส่วน เพื่อความสะดวกในการพิมพ์ 3 มิติ โดยแบ่งเป็น  

1.ส่วนฐาน (รูปท่ี 3.16) มีลักษณะเป็นสี่เหลี่ยมผืนผ้า 10*19 cm มีความหนา 2.5 cm ท าหน้าท่ีเป็นส่วน
ท่ีไว้ใช้วางตัวอย่างท่ีต้องการตรวจสอบ โดยมีการเจาะฐานให้เป็นสี่เหลี่ยมผืนผ้าท่ีมีความกว้าง 2.6 cm 
ตามรูปทรงไมโครฟลูอิดิกเพื่อใช้ยึดต าแหน่งให้ตรงกับรูด้านบนท่ีส่วนฝากล่อง ท าให้เม่ือส่องกล้องถ่ายรูป

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ลงมาจะตรงกับต าแหน่งของตัวอย่างท่ีวางอยู่ นอกจากนี้ยังมีการเจาะทรงครึ่งกระบอกเพื่อใช้วางไฟฉายยู
วี ซึ่งเป็นแหล่งแสงส าหรับฉายไปยังตัวอย่าง ท าให้ทิศของแหล่งแสงกับทิศของการถ่ายภาพตั้งฉากกัน 

 

 

รูปที่ 3.16 ภาพส่วนฐานที่ออกแบบในโปรแกรม SOLIDWORKS 2018 

 

2.ส่วนฝากล่อง (รูปท่ี 3.17) ท าหน้าท่ีเป็นฝาครอบส่วนฐานและวางโทรศัพท์ส าหรับถ่ายภาพท่ีด้านบนฝา 
ส่วนด้านบนของฝาเจาะรูส าหรับกล้องโทรศัพท์เป็นรูปสี่เหลี่ยมผืนผ้าขนาด 2.4*4.0 cm เพื่อให้กล้อง
ถ่ายรูปส่องผ่านลงมาจากฝากล่องได้ บริเวณด้านใต้ฝาส่วนบนมีขอบรูปวงกลมเส้นผ่านศูนย์กลาง 6.2 cm 
ส าหรับใส่ ยูวฟีิลเตอร์รูปวงกลม เพื่อให้แสงผ่านฟิลเตอร์ก่อนมาถึงกล้อง และกรองแสงยูวจีากแหล่งแสง
ออกท าให้สามารถวัดเฉพาะแสงท่ีมาจากตัวอย่างได้ ตัวฝากล่องมีความสูง 11.1 cm จากพื้นเพื่อให้กล้อง
สามารถจับโฟกัสไปท่ีตัวอย่างได้อย่างชัดเจน 

 

 

รูปที่ 3.17 ภาพส่วนฝากล่องที่ออกแบบในโปรแกรม SOLIDWORKS 2018 

 

3. ฝาครอบฟิลเตอร์ (รูปท่ี 3.18) เป็นแผ่นรูปวงกลมเจาะรูตรงกลางด้วยเส้นผ่านศูนย์กลาง 5 cm เม่ือใส่
ฟิลเตอร์ไว้ในช่องใสฟ่ิลเตอร์ท่ีฝากล่องแล้ว ใช้ฝาครอบในการปิดล็อกให้ฟิลเตอร์ไม่ตกลงมาตามแรงโน้ม
ถ่วง รูตรงกลางท าให้เป็นพื้นท่ีว่างท่ีไม่ไปบดบังการถ่ายภาพ 
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รูปที่ 3.18 ภาพส่วนฝาครอบฟิลเตอร์ที่ออกแบบในโปรแกรม SOLIDWORKS 2018 

 

 เม่ือทดลองน ามาประกอบเข้าด้วยกันด้วย Assembly ในโปรแกรมจะได้เป็นเครื่องมือท่ีมีลักษณะ
เป็นกล่อง ดังรูปท่ี 3.19 ส่วนฐานด้านในกล่องวางไฟฉายฉายแสงยูวไีปกระตุ้นตัวอย่างให้เรืองแสงฟลูออ
เรสเซนซ ์ ตัวอย่างจะถูกวางไว้ตรงกับต าแหน่งท่ีเจาะรูไว้ท่ีฝาเพื่อส าหรับถ่ายรูป เม่ือเรืองแสงแล้ว แสงจะ
ผ่านฟิลเตอร์ไปสู่กล้องถ่ายรูปของโทรศัพท์ท่ีวางไว้ด้านบนฝาครอบ  ในงานวิจัยนี้ใช้ไฟฉาย MaxDe รุ่น
ฉายแสงยูวี ความถ่ี 365 nm และ Kenko UV filter ส าหรับเป็นฟิลเตอร์กันแสงยูว ี และโทรศัพท์รุ่น 
Asus Zenphone Max Pro M1 ในการถ่ายรูป 

 

 

รูปที่ 3.19 ภาพเครื่องมือวัดฟลูออเรสเซนซ์ที่ประกอบสมบูรณ์ในโปรแกรม SOLIDWORKS 2018 

 

 เม่ือออกแบบโมเดลเสร็จเรียบร้อย ใช้เครื่องพิมพ์สามมิติแบบ FDM ในการพิมพ์โมเดลด้วยฟิลา
เมนต์ น าท้ัง 3 ชิ้น มาประกอบเข้าด้วยกันพร้อมกับฟิลเตอร์ ไฟฉายวางไว้ท่ีส่วนฐาน โทรศัพท์วางท่ีส่วนฝา
บน ได้เป็นเครื่องมือส าหรับใช้งานวัดฟลูออเรสเซนซ ์

 การหาค่าฟลูออเรสเซนซ์ด้วยกล้องโทรศัพท์มือถือจะใช้เครื่องมือท่ีได้พิมพ์สามมิติออกมาในการ
จัดวางต าแหน่งของอุปกรณ์ท่ีเกี่ยวข้อง ได้แก่ ไฟฉายยูวี ฟิลเตอร์ยูว ี โทรศัพท์ และตัวอย่าง เม่ือวางตรง
ตามต าแหน่งแล้วจะใช้แอปพลิเคชัน Color Grab ในการถ่ายภาพ ซึ่งเป็นแอปพลิเคชันส าหรับวัดค่าสี 
RGB ของต าแหน่งท่ีก าหนดจากภาพในกล้องถ่ายรูป เม่ือโฟกัสและเลือกค่าสีท่ีบริเวณส าหรับตรวจวัดของ
ไมโครฟลูอิดิก หรือแซมเปิลชนิดอื่นๆ จะท าให้ได้ค่า RGB จากการเรืองแสงฟลูออเรสเซนซ์ของตัวอย่างท่ี
ต้องการ 
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 ค่า RGB ท่ีได้ประกอบด้วย 3 จ านวน ซึ่งได้แก่ Red value, Green value และ Blue value ใน
การวิจัยนี้ใช้ค่า Blue Value เพื่อหาฟลูออเรสเซนซ์เนื่องจากแสงท่ีแซมเปิลเรืองออกมาหลังถูกกระตุ้น
ด้วยแสงยูวีจะมีความถ่ีอยู่ท่ี 450 nm ซึ่งอยู่ในช่วงแสงสีฟ้า ตรงกับช่วงการวัดค่า Blue value ด้วยกล้อง
โทรศัพท์มือถือ 

 เม่ือน า Blue value ท่ีได้จากแต่ละตัวอย่าง 4MU ท่ีความเข้มข้นต่างกันมาเทียบกับค่าฟลูออเรส
เซนซ์จากฟลูออโรมิเตอร์ของตัวอย่างนั้นๆ จะได้เป็นกราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่าฟลูออเรสเซนซก์ับ 
Blue value ท าให้สามารถใช้โทรศัพท์มือถือในการทดแทนฟลูออโรมิเตอร์แบบมาตรฐานได้  

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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บทที่ 4 

ผลการด าเนนิงาน 
 

4.1  ผลการศึกษาการจ าลองการไหลด้วยระเบยีบวิธีพลศาสตร์ของไหลเชิงค านวณ  

จากการวิเคราะห์ Fluid flow ด้วย Fluent ใน ANSYS Student 2019 R3 โดยใช้ Geometry 
ของท่อในอุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิกจากโปรแกรม SOLIDWORKS 2018 ซึ่งมีส่วนบริเวณส าหรับผสมสาร
แตกต่างกัน 6 แบบ ผลท่ีได้จากการค านวณและแสดงผลกราฟกิ Mass fraction ของ Water-liquid 
(H2O<l>) ถูกแสดงดังรูปท่ี 4.1 ถึง 4.6 โดยมีรูปท่ี 4.7 เป็นภาพแสดงค่า Mass Fraction ของแถบสี 

 

 
รูปที่ 4.1 การจ าลองการผสมของของเหลวในโมเดล A 

 

 
รูปที่ 4.2 การจ าลองการผสมของของเหลวในโมเดล B 

 

 
รูปที่ 4.3 การจ าลองการผสมของของเหลวในโมเดล C 
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รูปที่ 4.4 การจ าลองการผสมของของเหลวในโมเดล D 

 

 

รูปที่ 4.5 การจ าลองการผสมของของเหลวในโมเดล E 

 

 

รูปที่ 4.6 การจ าลองการผสมของของเหลวในโมเดล F 

 

 
รูปที่ 4.7 ภาพแสดงค่าของ Mass Fraction ของแถบสี 
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จากภาพแสดงผลกราฟิก Mass Fraction ของ Water-liquid (H2O<l>) ในท่อไมโครฟลูอิดิกท่ีมี
บริเวณผสมสารต่างกันท้ัง 6 โมเดล ดังนี้ A) ท่อเป็นเส้นตรง B) ท่อโค้งงอหนึ่งขด C) ท่อโค้งสองขด D) ท่อ
โค้งสามขด E) ท่อโค้งสามขดเจาะรูปสามเหลี่ยม F) ท่อโค้งสามขดเจาะรูปวงกลม โดยช่วงสีแสดงค่า Mass 
fraction ในภาพดังรูปท่ี 4.7 สีแดงแสดงอัตราส่วนเป็นหนึ่ง ซึ่งหมายถึง Water-liquid (H2O<l>) ท่ีไม่มี 
Water-liquid-solute  ผสมอยู่ และสีน้ าเงินแสดงอัตราส่วนเป็นศูนย์  หมายถึง Water-liquid-solute ท่ี
ไม่มี Water-liquid (H2O<l>) ผสมอยู่ 

จากผลกราฟิกท่ีได้ของท่อไมโครฟลูอิดิกโมเดลรูปแบบ A) ท่อเป็นเส้นตรง B) ท่อโค้งงอหนึ่ง
ขด C) ท่อโค้งสองขด สามารถสังเกตได้อย่างชัดเจนจากภาพกราฟิกว่าสารละลายท้ังสองชนิดยังคงเกิดการ
แบ่งชั้นและไม่สามารถผสมกันได้ดีแม้เกินจากบริเวณผสมสาร หมายความว่า Water-liquid (H2O<l>) 
และ Water-liquid-solute ซึ่งเป็นสารละลายจ าลองท้ังสองประเภทผสมกันเพียงบางส่วนใน Detection 
zone ส าหรับการตรวจวัดซึ่งจ าเป็นท่ีจะต้องเกิดการผสมกันอย่างดีเพื่อให้สารละลายท้ังสองประเภทท า
ปฏิกิริยาและตรวจวัดผลฟลูออเรสเซนซ์ได้ ขณะท่ีท่อไมโครฟลูอิดิกแบบ D) ท่อโค้งสามขด มีการผสมกัน
ของสารดีข้ึนจากสามแบบแรกอย่างมาก สังเกตได้จากช่วงสีบริเวณ Detection zone ว่าเป็นสีเขียว ซึ่ง
แสดงถึง Mass fraction ในช่วงประมาณ 0.6 ถึง 0.4 ซึ่งเกิดจากการท่ีสารละลายท้ังสองแพร่และผสมเข้า
หากัน อย่างไรก็ตามผลท่ีได้ยังคงมีการแบ่งชั้นของสีเขียวแสดงถึงการผสมท่ียังไม่สมบูรณ์ 

ในท่อไมโครฟลูอิดิกในแบบ E) ท่อโค้งสามขดเจาะรูปสามเหลี่ยม ดังรูปท่ี 4.8 และ F) ท่อโค้งสาม
ขดเจาะรูปวงกลม ดังรูปท่ี 4.9 ซึ่งเป็นรูปแบบท่ีต่อยอดมาจากท่อไมโครฟลูอิดิกแบบ D ผลกราฟิกท่ีสังเกต
ได้พบว่า ช่วง Detection zone เป็นสีเขียวเนื้อเดียวกัน (Mass fraction ท่ี 0.5) ซึ่งแสดงถึงการผสมกัน
อย่างสมบูรณ์ของสารละลายท้ังสองประเภท ท้ังนี้ท่อแบบ E และ F มีประสิทธิภาพในการผสมสาร
มากกว่าเนื่องจากมีการเจาะท่อ 

 

 
รูปที่ 4.8 ลักษณะการเจาะของท่อแบบรูปสามเหล่ียม 
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รูปที่ 4.9 ลักษณะการเจาะของท่อแบบรูปวงกลม 

 

การเจาะท่อชองท่อไมโครฟลูอิดิกท้ังสองแบบท าให้เกิดการกีดขวางการไหลของสาร และเกิดการ
ไหลแบบ Chaotic flow ซึ่งช่วยให้สารละลายสองประเภทผสมกันได้ดีและเร็วมากข้ึน 

 อย่างไรก็ตาม การสังเกตด้วยตาพบว่าสีจากผลกราฟิกของ Mass fraction ในท่อไมโครฟลูอิดิ
กแบบท่อโค้งสามขดเจาะรูปสามเหลี่ยม และท่อโค้งสามขดเจาะรูปวงกลม มีความใกล้เคียงกันมากจน
เปรียบเทียบรูปแบบท่ีมีประสิทธิภาพดีกว่ายาก จึงท าการศึกษาจากการแสดงผลค่า Mass fraction ใน
รูปแบบกราฟความสัมพันธ์ระหว่าง Mass fraction ของ Water-liquid (H2O<l>) กับ ต าแหน่งในแกน X 
ของท่อไมโครฟลูอิดิก (m) ซึ่งได้ผลดังในรูปท่ี 4.10 จนถึง 4.12 

 

 
รูปที่ 4.10 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่าง Mass fraction และต าแหน่งของของไหลแบบ A 
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รูปที่ 4.11 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่าง Mass fraction และต าแหน่งของของไหลแบบ B 

 

 
รูปที่ 4.12 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่าง Mass fraction และต าแหน่งของของไหลแบบ C 

 

กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่าง Mass fraction ของ Water-liquid (H2O<l>) กับ ต าแหน่งใน
แกน X ของท่อไมโครฟลูอิดิก (m) โดยแสดงการไหลแบบ A) กราฟของไมโครฟลูอิดิกแบบท่อโค้งสามขด 
ในรูปท่ี 4.10 แสดงการไหลแบบ B) กราฟของไมโครฟลูอิดิกแบบท่อโค้งสามขดเจาะรูปสามเหลี่ยม ในรูป
ท่ี 4.11 และแสดงการไหลแบบ C) กราฟของไมโครฟลูอิดิกแบบท่อโค้งสามขดเจาะรูปวงกลม ในรูปท่ี 
4.12 

 กราฟความสัมพันธ์ข้างต้นน าสีจากกราฟิกมาแสดงเป็นจุดและเส้นเพื่อบอกค่าของ Mass 
fraction แทนการสังเกตสีด้วยสายตา กราฟในช่วงบริเวณท่อรูปตัววายซึ่งยังไม่มีการผสมสาร (ช่วง 0 ถึง 
0.017 m ในแกน X ของท่อไมโครฟลูอิดิก) จะแสดงเส้นกราฟของ Mass fraction อยู่ท่ี 0 กับ 1 โดยไม่มี
ค่าระหว่างกลางเพราะยังไม่มีการแพร่ระหว่างสารละลายท้ังสองชนิด พอสารละลายเริ่มไหลเข้าสู่ท่อช่วง
บริเวณผสมสารและแสดงค่า Mass fraction หลายค่าต่อต าแหน่ง เนื่องจากภายในท่อท่ีต าแหน่งเดียวกัน 
สารยังแยกตัวและไม่ผสมเป็นเนื้อเดียว แต่เม่ือสารละลายไหลผ่านท่อและเกิดการแพร่เพื่อผสมสารเข้า
ด้วยกันมากข้ึน ค่า Mass fraction จะอยู่ในช่วงท่ีแคบลง จนกระท่ังลู่เข้าสู่เส้นเดียวกันท่ี 0.5 เพื่อแสดงถึง
การผสมสารเป็นเนื้อเดียวกันในท่ีสุด 
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 ในส่วนของกราฟ A ดังในรูปท่ี 4.10 ซึ่งแสดงถึง Mass fraction ในโมเดลไมโครฟลูอิดิกแบบ D) 
ไมโครฟลูอิดิกแบบท่อโค้งสามขดซึ่งใกล้เคียงกับการผสมกันอย่างสมบูรณ์เม่ือสังเกตด้วยตาจากกราฟิก 
ค่าท่ีแสดงจากกราฟกลับแสดงอย่างชัดเจนว่าค่า Mass fraction ไม่ลู่เข้าสู่จุดเดียวกันท่ี 0.5 แสดงว่ายังไม่
ผสมกันดีแม้จะถึงปลายท่อของอุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิกในโมเดลรูปแบบนี้  

กราฟ B ดังในรูปท่ี 4.11 ซึ่งใช้โมเดล E) ไมโครฟลูอิดิกแบบท่อโค้งสามขดเจาะรูปสามเหลี่ยม 
และกราฟ C ดังในรูปท่ี 4.12 ซึ่งใช้โมเดล F) ไมโครฟลูอิดิกแบบท่อโค้งสามขดเจาะรูปวงกลม พบว่ามีการ
ลู่เข้าสู่เส้นตรงท่ี 0.5 ของ Mass fraction เช่นเดียวกัน แสดงถึงการผสมกันอย่างสมบูรณ์ของสารท้ังสอง
ก่อนเข้าถึงบริเวณ Detection zone  แต่ทั้งสองมีข้อแตกต่างกันคือต าแหน่งท่ีเกิดการลู่เข้า พบว่ากราฟ B 
จะลู่เข้าสมบูรณ์ท่ีต าแหน่งประมาณ 0.048 m ในแกน X ของโมเดล ขณะท่ีกราฟ C ลู่เข้าสมบูรณ์ท่ี
ต าแหน่งประมาณ 0.038 m ในแกน X ของโมเดล 

หากน ากราฟดังกล่าวมาเปรียบเทียบกันเพื่อหารูปแบบของท่อไมโครฟลูอิดิกท่ีมีประสิทธิภาพใน
การผสมสารมากท่ีสุด จะได้ว่ากราฟ C ของโมเดล F) อุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิกท่ีมีบริเวณผสมสารเป็นท่อโค้ง
สามขดเจาะรูปวงกลมนั้นท าให้เกิดการผสมสารท่ีดีที่สุด  เพราะเกิดการผสมสารเป็นเนื้อเดียวกันในระยะท่ี
น้อยกว่า ซึ่งแสดงว่าเกิดการผสมสารเร็วกว่าแบบโมเดลอื่นๆ 

 

4.2  ผลการสร้างชิ้นงานอุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิก 

ก่อนเริ่มท าการพิมพ์สามมิติ คณะผู้วิจัยได้ทดลองออกแบบและพิมพ์โมเดลท่อขนาดเล็กขนาด
ต่างๆกันออกมา รวมถึงโมเดลของท่อรูปตัว Y ดังในรูปท่ี 4.13 เพื่อทดสอบประสิทธิภาพของเครื่องพิมพ์
สามมิติ และศึกษาแนวทางในการออกแบบโมเดลสามมิติของไมโครฟลูอิดิก  

 

 
รูปที่ 4.13 แบบจ าลองท่อรูปตัว Y และท่อขนาดต่างๆ 

 

โดยท่อขนาดเล็กท่ีพิมพ์ออกมานั้น มีลักษณะท่ีสมบูรณ์ตรงตามแบบ ดังในรูปท่ี 4.14 แต่อย่างไรก็
ตาม เม่ือตัดผ่าโมเดลพิมพ์สามมิติที่ได้พบว่าท่อภายในกลายเป็นท่อตัน ด้วยเหตุนี้คณะผู้วิจัยจึงได้เลือกท่ี
จะท าไมโครฟลูอิดิกแบบตัดเปิดส่วนท่อด้านบน เพื่อให้สอดคล้องตามความสามารถในการพิมพ์ของ
เครื่องพิมพ์ท่ีมี 
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รูปที่ 4.14 การทดลองพิมพ์ท่อขนาดเล็ก 

 

การสร้างแบบไมโครฟลูอิดิกเพื่อพิมพ์ออกมาใช้งานนั้น จ าเป็นต้องมีการปรับรูปแบบจากสองมิติ
ไปเป็นสามมิติ เพื่อให้สามารถใช้เครื่องพิมพ์สามมิติพิมพ์ออกมาเป็นรูปชิ้นงานได้ โดยการน าแบบจ าลอง
สองมิติของท่อท่ีมีประสิทธิภาพสูงสุด (โมเดล F) มาสร้างเป็นแบบจ าลองสามมิติผ่านโปรแกรม 
SOLIDWORKS 2018 และได้เป็นโมเดลไมโครฟลูอิดิกสามมิติแบบท่ี 1 ดังในรูปท่ี 4.15 

 

 

รูปที่ 4.15 แบบจ าลองไมโครฟลูอิดิกสามมิติแบบที่ 1 

 

เม่ือได้แบบจ าลองสามมิติแล้ว จึงน าไปแปลงเป็นไฟล์ส าหรับเครื่องพิมพ์สามมิติ โดยการแบ่ง
โมเดลออกเป็นชั้นบางๆหลายชั้น ส าหรับการพิมพ์ด้วยเครื่องพิมพ์สามมิติ ผ่านโปรแกรม 3D Creator 
Slicer for LD จนได้เป็นไฟล์ส าหรับการพิมพ์ ดังในรูปท่ี 4.16 

 

 
รูปที่ 4.16 ไฟล์ที่ถูกดัดแปลงส าหรับการพิมพ์สามมิต ิ
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จากนั้นจึงน าไฟล์ท่ีปรับแล้วเข้าสู่เครื่องพิมพ์สามมิติเพื่อพิมพ์ชิ้นงานออกมา ส าหรับการพิมพ์
โมเดลไมโครฟลูอิดิกสามมิติแบบท่ี 1 โมเดลสามมิติที่ถูกพิมพ์ออกมานั้นไม่เหมือนกับโมเดลท่ีออกแบบไว้
นัก โดยไมโครฟลูอิดิกท่ีได้มีลักษณะเป็นแผ่นเรียบ ไม่มีร่องให้สารไหล เนื่องจากตัวโมเดลไม่สามารถติดอยู่
บนฐานด้านบนได้ จึงท าให้หลุดตกมาด้านล่างขณะพิมพ์ และท าให้การพิมพ์แผ่นไมโครฟลูอิดิกไม่สมบูรณ์  
ดังในรูปท่ี 4.17 

 

 

รูปที่ 4.17 ผลการพิมพ์โมเดลไมโครฟลูอิดิกสามมิติแบบที่ 1 

 

คณะผู้วิจัยคาดว่าเนื่องจากโมเดลไมโครฟลูอิดิกมีขนาดค่อนข้างใหญ่ จึงท าให้มีน้ าหนักมาก และ
มีโอกาสเกิดแรงฉีกท่ีปลายท้ังสองด้านของชิ้นงาน เม่ือท าการพิมพ์ด้วยเครื่องพิมพ์สามมิติแล้ว จึงท าให้ตก
ลงมาด้านล่าง ดังนั้นจึงได้ท าการออกแบบโมเดลไมโครฟลูอิดิกสามมิติแบบท่ี 2 โดยได้ท าการลดขนาดของ
ไมโครฟลูอิดิกลง และทดลองพิมพ์ด้วยเครื่องพิมพ์สามมิติ พบว่าแผ่นไมโครฟลูอิดิกท่ีได้ มีการหลุดตกลง
มาด้านล่าง และไม่สามารถพิมพ์จนส าเร็จ แต่บนแผ่นไมโครฟลูอิดิกมีปรากฏลวดลายของท่อภายในไมโคร
ฟลูอิดิกอยู่บ้างแม้จะไม่สมบูรณ์ ดังในรูปท่ี 4.18 

 

 
รูปที่ 4.18 ผลการพิมพ์โมเดลไมโครฟลูอิดิกสามมิติแบบที่ 2 
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การท่ีไมโครฟลูอิดิกตกลงมาจากฐานก่อนพิมพ์เสร็จนั้นอาจเป็นเพราะว่าแรงยึดระหว่างชิ้นงาน
และพื้นผิวด้านล่างมีมากกว่าแรงยึดของชิ้นงานและฐาน จึงได้ท าการตัดขอบท่ีไม่จ าเป็นของชิ้นงานออก 
เพื่อลดแรงยึดระหว่างชิ้นงานและพื้นผิวด้านล่าง รวมถึงลดแรงฉีกและน้ าหนักของชิ้นงาน แล้วจึงสร้างเป็น
แบบจ าลองไมโครฟลูอิดิกสามมิติแบบท่ี 3 ดังในรูปท่ี 4.19 

 

 
รูปที่ 4.19 แบบจ าลองไมโครฟลูอิดิกสามมิติแบบที่ 3 

 

ได้ท าการทดลองพิมพ์แบบจ าลองไมโครฟลูอิดิกสามมิติแบบท่ี 3 ด้วยเครื่องพิมพ์สามมิติ ผลการ
พิมพ์โมเดลค่อนข้างดีกว่าเม่ือเปรียบเทียบกับสองแบบแรก โดยตัวไมโครฟลูอิดิกมีความสมบูรณ์มากกว่า
แบบท่ี 1 และ 2 ความหนาของชิ้นงานมีความใกล้เคียงกับท่ีออกแบบไว้ รวมถึงส่วนของท่อท่ีสามารถ
มองเห็นแนวได้รางๆ ถึงแม้ชิ้นงานจะยังหลุดจากฐานและพิมพ์ไม่เสร็จสมบูรณ์ ดังในรูปท่ี 4.20 

 

 

รูปที่ 4.20 ผลการพิมพ์โมเดลไมโครฟลูอิดิกสามมิติแบบที่ 3 

 

ซึ่งหลังจากทดสอบการพิมพ์แล้ว พบว่าไมโครฟลูอิดิกท่ีพิมพ์โดยใช้ first layer time 120 วินาที 
และ layer time 10 วินาที นั้นมีผลลัพธ์ออกมาสมบูรณ์ท่ีสุด ถึงแม้ชิ้นงานจะยังหลุดจากฐานและยังไม่ได้
ความหนาตามต้องการ รวมถึงมีการตันภายในท่อ แต่ก็มีรูปร่างของท่อท่ีเว้าลึกลงไปและมองเห็นได้ตลอด
แนวของท่อ รวมถึงขอบและขนาดท่ีมีความใกล้เคียงกับต้นแบบ ดังในรูปท่ี 4.21 
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รูปที่ 4.21 ภาพไมโครฟลูอิดิกที่มีการตั้งค่า First layer time 120 วินาที  
และ Layer time 10 วินาท ี

 

จากการพิมพ์พบว่าบริเวณรายละเอียดเล็กๆของชิ้นงาน เครื่องพิมพ์สามมิติยังไม่สามารถพิมพ์
ออกมาให้สมบูรณ์ได้ จึงได้ท าการปรับแก้โมเดลเล็กน้อย โดยน าโมเดลท่ีมีการเจาะท่อรูปสามเหลี่ยม (รูปท่ี 
4.8) ซึ่งมีเนื้อท่ีการเจาะท่อเข้ามาน้อยกว่ามาใช้ในการพิมพ์แทน นับเป็นแบบจ าลองไมโครฟลูอิดิกสามมิติ
แบบท่ี 4 ดังในรูปท่ี 4.22 เพื่อลดส่วนขวางทางท่อให้มีขนาดเล็กลงและลดการตันภายในท่อจากการพิมพ์ 
ท าให้บริเวณท่อของชิ้นงานไมโครฟลูอิดิกท่ีได้มีความสมบูรณ์มากข้ึน มองเห็นเป็นแนวของท่อตลอดทาง 
แต่อย่างไรก็ตาม ความหนาของชิ้นงานท่ีได้ยังคงไม่เท่ากับท่ีออกแบบไว้ เนื่องจากชิ้นงานตกลงจากฐานใน
ระหว่างการพิมพ์ 

 

 

รูปที่ 4.22 ผลการพิมพ์โมเดลไมโครฟลูอิดิกสามมิติแบบที่ 4 
 

สุดท้ายจึงได้ท าการปรับแก้ไขส่วนของตัวเครื่องโดยเพิ่มแรงยึดที่ฐานของเครื่องพิมพ์สามมิติด้วย
การใช้กระดาษทรายขัดบริเวณพื้นผิวของฐานพิมพ์ ซึ่งจะเป็นการเพิ่มพื้นท่ีผิวสัมผัสระหว่างฐานและ
ชิ้นงาน ท าให้ชิ้นงานสามารถเกาะติดได้ดีข้ึน  

หลังจากขัดผิวของฐาน พบว่าไมโครฟลูอิดิกท่ีท าการพิมพ์สามารถพิมพ์ออกมาได้สมบูรณ์ครบโดย
ไม่ตกจากฐาน แต่กลับมีปัญหาไม่สามารถแกะโมเดลออกจากฐานเม่ือพิมพ์เสร็จได้ เนื่องจากชิ้นงานบาง
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และแตกหักง่าย จึงได้ท าการปรับแบบไมโครฟลูอิดิกอีกครั้ง ให้ไมโครฟลูอิดิกกลับมาเป็นรูปสี่เหลี่ยมผืนผ้า
โดยไม่มีการตัดขอบ เพื่อให้มีเนื้อท่ีของชิ้นงานส าหรับการแกะออกจากฐานเม่ือพิมพ์เสร็จโดยไม่แตกหัก 
เป็นแบบจ าลองไมโครฟลูอิดิกสามมิติแบบท่ี 5 ดังในรูปท่ี 4.23 

 

 

รูปที่ 4.23 ผลการพิมพ์โมเดลไมโครฟลูอิดิกสามมิติแบบที่ 5 

 

ผลท่ีได้ออกมาพบว่าไมโครฟลูอิดิกไม่ตกจากฐาน สามารถพิมพ์ออกมาได้ส าเร็จท้ังชิ้นงาน มี
ลักษณะภายนอกโดยรวมสมบูรณ์ตรงตามแบบไฟล์โมเดลสามมิติที่ใช้พิมพ์ จากการสังเกตด้วยสายตา ท่อ
มีความลึกตามท่ีก าหนดและไม่อุดตัน 

เนื่องจากแบบโมเดลท่ีพิมพ์ออกมาถูกออกแบบไว้ให้มีท่อไมโครฟลูอิดิกแบบเปิด เพื่อท่ีจะใช้งาน
จริงจึงน าเรซิ่นท่ีพิมพ์ออกมามาประกบเข้ากับกระจกสไลด์แบบใส โดยใช้ซิลิโคนเป็นตัวเชื่อมติดระหว่าง
กระจกกับเรซิ่น ดังในรูปท่ี 4.24 ความใสของกระจกท่ีอยู่ด้านบนจะท าให้สามารถสังเกตแสงฟลูออเรส
เซนซ์ท่ีส่วน Detection zone ของอุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิกได้ด ี 

 

 

รูปที่ 4.24 ภาพลักษณะการประกอบอุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิก 

 

เม่ือประกอบเข้าด้วยกันแล้วจะได้ผลลัพธ์เป็นชิ้นงานอุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิกท่ีมีท่อปิด ดังในรูปท่ี 
4.25 พร้อมส าหรับฉีดของเหลวเข้าไปในท่อ ซึ่งจะท าการทดสอบการใช้งานในหัวข้อถัดไป 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 4.25 ภาพอุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิกหลังการประกบกระจกสไลด์ 

 

4.3  ผลการทดสอบอปุกรณไ์มโครฟลูอิดิก 

เพื่อทดสอบความสมบูรณ์ของชิ้นงานไมโครฟลูอิดิกเรซิ่นท่ีพิมพ์ออกมาได้ จึงได้มีการทดลองใช้
อุปกรณ์เวอร์เนียคาลิปเปอร์เพื่อวัดความหนาและขนาดของไมโครฟลูอิดิกท่ีได้ตามในรูปท่ี 4.26 ซึ่งพบว่า
ไมโครฟลูอิดิกท่ีได้มีความหนาและขนาดตรงตามท่ีออกแบบไว้ ได้แก่ความลึกของท่ออยู่ท่ี 1 mm และ
ความหนาของชิ้นงานอยู่ท่ี 2 mm 

 

 

รูปที่ 4.26 ภาพการวัดด้วยเวอร์เนียคาลิปเปอร ์โดยทางด้านซ้ายเป็นการวดัความลึกของท่อ 
และด้านขวาเป็นการวดัความหนาของอุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิก 

 

หลังจากนั้นจึงได้ท าการศึกษารายละเอียดของไมโครฟลูอิดิกผ่านการขยายด้วยกล้องจุลทรรศน์
ก าลังขยาย 100X (เลนส์วัตถุ 10x และเลนส์ตา 10x) พบว่าในโมเดลชิ้นแรกๆท่ียังพิมพ์ได้ไม่เสร็จสมบูรณ์ 
(รูปท่ี 4.17, 4.18, 4.20, 4.21 และ 4.22)  ภายในบริเวณรอยหยักของท่อ เครื่องพิมพ์สามมิติไม่สามารถ
พิมพ์ให้ออกมาคมชัดตามแบบท่ีวางไว้ได้ จึงท าให้เกิดการอุดตันในบริเวณดังกล่าว ดังในรูปท่ี 4.27 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 4.27 ภาพท่อในไมโครฟลูอิดิกที่ไม่สมบูรณ์เมื่อส่องผ่านกล้องจุลทรรศน์ก าลังขยาย 100x 

 

ซึ่งหลังจากได้ท าการแก้ปัญหาในเรื่องของการพิมพ์ และแบบของไมโครฟลูอิดิก จนได้ไมโคร
ฟลูอิดิกท่ีสมบูรณ์ เม่ือส่องดูด้วยกล้องจุลทรรศน์จะเห็นได้ว่าผิวและขอบของท่อมีความเรียบสม่ าเสมอกัน
และเป็นรูปร่างของท่อชัดเจนดังในรูปท่ี 4.28 ไม่อุดตันเหมือนดังในรูปท่ี 4.27  

 

 

รูปที่ 4.28 ภาพท่อในไมโครฟลูอิดิกที่สมบูรณ์เมื่อส่องผ่านกล้องจุลทรรศน์ก าลังขยาย 100x 

 

การทดสอบการรั่วไหลของท่อภายหลังจากท่ีติดกระจกสไลด์ด้วยตัวเชื่อมประสาน 3 แบบ ได้แก่ 
เรซิ่น, ซิลิโคน และกาวตราช้าง ในการเชื่อมกระจกกับชิ้นงานเรซิ่น และฉีดสีผสมอาหารเข้าไปภายในท่อ
ของไมโครฟลูอิดิกเพื่อสังเกตผลลัพธ์ของการไหลในท่อชิ้นงาน พบว่าในกรณีของการใช้ตัวเชื่อมประสานเร
ซิ่นและกาวตราช้างนั้น มีการไหลซึมของสารจากภายในท่อออกมาด้านนอก ดังในรูปท่ี 4.29 อีกท้ังเม่ือ
ตัวเชื่อมประสานแข็งตัว ยังมีบางส่วนของตัวเชื่อมประสานไหลไปอุดตันภายในท่อ ในขณะท่ีกรณีของการ
ใช้ซิลิโคนเป็นตัวเชื่อมประสาน นอกจากจะติดได้แน่นกว่าการใช้เรซิ่นและกาวตราช้างแล้ว ยังไม่ท าให้เกิด
การรั่วของสารภายในท่อ และด้วยคุณสมบัติความหนืด ซิลิโคนจึงไม่ไหลเข้าไปในท่อของไมโครฟลูอิดิกท า
ให้มีการอุดตันท่อน้อยกว่าแบบอื่นๆ ดังในรูปท่ี 4.30 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 4.29 ภาพการทดสอบการรั่วไหลของท่อในไมโครฟลูอิดิกที่ใชเ้รซ่ินเปน็ตัวเชื่อมประสานระหว่าง
กระจกและชิ้นงานเรซ่ิน 

 

 

รูปที่ 4.30 ภาพการทดสอบการรั่วไหลของท่อในไมโครฟลูอิดิกที่ใช้ซิลิโคนเป็นตัวเชื่อมประสาน
ระหว่างกระจกและชิ้นงานเรซ่ิน 

 

ทดสอบการผสมของสารภายในไมโครฟลูอิดิกโดยการน าสารละลายท่ีมีสีแดงและสีเหลืองฉีดเข้า
ไปภายในท่อแต่ละฝั่งของขาเข้า จากนั้นจึงศึกษาการไหลและการผสมของสีสารละลายภายในท่อ ซึ่งจาก
ภาพท่ี 4.31 สังเกตพบว่า สีสารละลายท่ีถูกฉีดลงในท่อนั้นสามารถไหลผสมกันได้ค่อนข้างดีเม่ือมองด้วย
ตาเปล่า และเป็นไปตามการจ าลองการไหลในโปรแกรม สารมีการไหลผสมกันมากข้ึนเม่ือผ่านบริเวณท่อ
โค้งของอุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิก ก่อนจะผสมกันได้ดีท่ีสุดเม่ืออยู่ท่ีบริเวณ Detection zone ดังในรูปการ
จ าลองการผสมของของเหลวในโมเดล E (รูปท่ี 4.5)  

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 



60 
 

 

รูปที่ 4.31 ภาพการทดสอบการผสมของสารละลายสีแดงและเหลืองในท่อของไมโครฟลูอิดิก 
 

4.4  ผลการทดลองวัดค่าฟลูออเรสเซนซ์จากสารละลาย 4MU 

จากการทดลองวัดค่าฟลูออเรสเซนซ์จากสารละลาย 4MU ท่ีมีความเข้มข้นแตกต่างกัน เริ่มจาก
การวัดค่าฟลูออเรสเซนซ์ของตัวอย่างควบคุม หรือเมทานอลเพื่อน าไปหักลบหาค่าฟลูออเรสเซนซ์ท่ีเกิด
จากสารละลาย 4MU 

โดยเม่ือท าการวัดค่าฟลูออเรสเซนซ์ของเมทานอลท่ีเป็นตัวอย่างควบคุมด้วยเครื่องฟลูออโรมิเตอร์ 
ผ่านโปรแกรม FLDigital ท้ังหมด 10 ครั้งและหาค่าเฉลี่ย จะได้ค่าของฟลูออเรสเซนซ์เท่ากับ 122.03 ดัง
ในรูปท่ี 4.32 และตารางท่ี 4.1 

 

 
รูปที่ 4.32 กราฟของค่าฟลูออเรสเซนซ์ที่วัดจากเมทานอลดว้ยโปรแกรม FLDigital เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที่ 4.1 ตารางแสดงค่าฟลูออเรสเซนซ์ท่ีวัดจากเมทานอลด้วยโปรแกรม FLDigital 

 

 

การวัดค่าฟลูออเรสเซนซ์ของสารละลาย 4MU ท่ีความเข้มข้มแตกต่างกัน โดยเจือจาง 4MU กับ
เมทานอลให้ได้ความเข้มข้น 10, 5, 2, 1 และ 0.1  M จากนั้นจึงน าไปวัดค่าฟลูออเรสเซนซ์ตามล าดับ 
โดยเครื่องฟลูออโรมิเตอร์จะท าการวัดค่าซ้ า 10 ครั้ง และหาค่าเฉลี่ย  

ค่าฟลูออเรสเซนซ์ท่ีวัดได้เป็นค่าจากท้ัง 4MU และเมทานอลท่ีใช้ในการเจือจาง ดังนั้นจึงหักลบค่า
ฟลูออเรสเซนซ์ของตัวอย่างควบคุมเมทานอลออกจากค่าฟลูออเรสเซนซ์ท่ีได้ของสารละลาย 4MU แต่ละ
ความเข้มข้นเนื่องจากต้องการศึกษาฟลูออเรสเซนซ์จาก 4MU เท่านั้น ผลการทดลองดังตารางท่ี 4.2 

 

ตารางที่ 4.2 ตารางแสดงค่าฟลูออเรสเซนซ์ของสารละลาย 4MU ท่ีความเข้มข้น 0.1, 1, 2, 5 และ 10 
µM 

Concentration of 4MU ( M) Fluorescence of 4MU (a.u.) 

0.1 17.74 

1 164.54 

2 283.21 

5 543.88 

10 1117.9 
 

น าค่าในตารางไปพล็อตกราฟด้วยโปรแกรม Excel และได้ผลออกมาใกล้เคียงกับกราฟเส้นตรง 
ดังรูปท่ี 4.33 ซึ่งมีค่าแนวโน้มเป็นไปตามสมการท่ี 4.1 และมีค่า R2=0.9957 

  

y=107.47x+36.419                                                          (4.1) 
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รูปที่ 4.33 กราฟความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณความเขม้ข้นสารละลาย 4MU และค่าฟลูออเรสเซนซ์ 

 

4.5  ผลการทดลองการว ัดฟลูออเรสเซนซ์จากปฏิกริิยาระหว่างเอนไซม ์GUD กับ 
ซับสเตรต MUG 
 ปริมาณ Enzyme activity ของ GUD ซึ่งจัดเป็นไบโอมาร์คเกอร์เฉพาะของ E. coli  สามารถบ่ง
บอกถึงความมากน้อยของปริมาณเชื้อ E. coli ได้ การทดลองนี้จึงมีเป้าหมายท่ีเพื่อหาความสัมพันธ์
ระหว่างฟลูออเรสเซนซ์ท่ีวัดได้ด้วยฟลูออโรมิเตอร์มาตรฐาน ซึ่งเป็นฟลูออเรสเซนซ์ท่ีเกิดจาก 4MU 
ผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาระหว่างซับสเตรต MUG กับเอนไซม์ GUD 

 จากทดลองผสมเอนไซม์ GUD ปริมาณ 100 µl ท่ีมี Enzyme activity ในช่วงตั้งแต่ 1, 17, 85, 
425, 850 และ 1700 U ผสมกับซับสเตรต MUG ความเข้มข้น 50 µM ท่ี pH 6.8 เป็นปริมาณ 100 µl 
ใน Microcentrifuge tube ปล่อยให้สารท าปฏิกิริยาต่อกันเป็นเวลา 15 นาที และใช้ NaOH ความ
เข้มข้น 1 M ปริมาณ 100 µl เพื่อหยุดปฏิกิริยา แล้วน าสารละลายใน Microcentrifuge tube ไปวัดค่า
ฟลูออเรสเซนซ์ เม่ือน าไปหักลบฟลูออเรสเซนซ์ของฟอสเฟตบัฟเฟอร์ซึ่งเป็นตัวอย่างควบคุม จะได้ค่า
ฟลูออเรสเซนซ์ดังตารางท่ี 4.3 น าข้อมูลท่ีได้มาพล็อตกราฟด้วย Excel เพื่อหาแนวโน้มและสมการ
ความสัมพันธ์ของข้อมูลดังแสดงในรูปท่ี 4.34 

 

 

 

 

y = 107.47x + 36.419 
R² = 0.9957 
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ตารางที่ 4.3 ตารางแสดงค่าฟลูออเรสเซนซ์จากตัวอย่าง MUG-GUD ท่ี Enzyme activity ของ GUD ท่ี 
1, 17, 85, 425, 850 และ 1700 U 

Enzyme activity of 
GUD (U) 

Fluorescence 
(a.u.) 

1 17.61 

17 10.01 

85 50.9 

425 259.01 

850 509.07 

1700 1055.91 
  

 
รูปที่ 4.34 กราฟความสัมพันธ์ระหว่าง Enzyme activity ของ GUD และค่าฟลูออเรสเซนซ์ 

  

จากผลท่ีได้จะสังเกตพบความสัมพันธ์แนวโน้มการเพิ่มข้ึนเป็นเส้นตรงตามสมการท่ี 4.2 และมีค่า 
R2=0.9993 

 

y = 0.615x + 1.5756                                                       (4.2) 

 

y = 0.615x + 1.5756 
R² = 0.9993 
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ค่าฟลูออเรสเซนซ์ท่ีได้มาจาก 4MU ซึ่งเป็นผลิตภัณฑ์จะแปรผันตรงตาม Enzyme activity ของ 
GUD และเม่ือ GUD มีปริมาณสูงข้ึน นั่นหมายถึง E. coli มีปริมาณสูงข้ึนด้วยเนื่องจาก GUD เป็นเอนไซม์
ท่ีหลั่งออกมาจาก E. coli ซึ่งจัดว่าเป็นไบโอมาร์คเกอร์ท่ีสามารถใช้บ่งบอกปริมาณของ E. coli โดยจาก
ผลการทดลองของ Wildeboer et al., 2010 [1] พบว่าค่า Enzyme activity ของ GUD ท่ีหลั่งออกมา
จาก E. coli เป็นสัดส่วนโดยตรงกับปริมาณ E. coli จากการนับจ านวน colony ของ E. coli บนอาหาร
เลี้ยงเชื้อแบบแข็ง  และหากใช้ MUG มาทดสอบโดยตรงกับ E. coli ก็จะได้ความสัมพันธ์เชิงเส้นของ
ฟลูออเรสเซนซ์ท่ีแปรผันตามจ านวน colony ท่ีเพิ่มข้ึนของ E. coli  [1] ในลักษณะเดียวกัน จึงสามารถ
สรุปได้ว่าความเข้มข้นของสารละลาย 4MU สามารถบ่งชี้ปริมาณของ E. coli ได้นั่นเอง 

 

4.6  ผลการผลิตและใช้งานเครื่องมือวัดฟลูออเรสเซนซ์ด้วยกล้องโทรศัพท์มือถอื 

 เม่ือพิมพ์ชิ้นงานสามมิติออกมาด้วยเครื่องพิมพ์สามมิติแล้ว จะได้ชิ้นงานท่ีเป็นส่วนประกอบของ
เครื่องมือวัดฟลูออโรมิเตอร์ออกมา แต่เนื่องจากการวัดค่าฟลูออเรสเซนซ์จ าเป็นต้องท าในสภาพแวดล้อม
ท่ีมืดสนิทและไม่มีการสะท้อนของแสง เพื่อให้สามารถวัดค่าได้อย่างแม่นย า จึงได้ใช้สเปรย์สีด าพ่นบริเวณ
ด้านในกล่อง ส าหรับส่วนฐานสามารถน ามาใช้จัดวางไฟฉายและไมโครฟลูอิดิกได้ในต าแหน่งดังรูปท่ี 4.35 
 
 

 
รูปที่ 4.35 ภาพแสดงการจัดวางต าแหน่งของเครื่องมือวัดฟลูออเรสเซนซ์ 

 
 ผลท่ีได้จะสังเกตเห็นว่าร่องท่ีเจาะเอาไว้สามารถวางไมโครฟลูอิดิกได้พอดี และไฟฉายฉายตรงไป
ท่ีไมโครฟลูอิดิกในมุมตั้งฉาก 
 ส่วนฝากล่องเม่ือน าไปติดตั้งฟิลเตอร์พร้อมใช้ฝาครอบฟิลเตอร์ท่ีพิมพ์ออกมาประกบติดเข้าไป
เรียบร้อย น าไปวางครอบไว้บนฐานและใช้โทรศัพท์มือถือส่องกล้องผ่านรู จะเห็นภาพอุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิ
กท่ีอยู่ด้านล่างชัดเจน ดังในรูปท่ี 4.36 และเม่ือใช้แอปพลิเคชัน Color Grab จะสามารถระบุค่า RGB 
จากบริเวณ Detection zone ของไมโครฟลูอิดิกได้  
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 4.36 ภาพแสดงการจัดวางต าแหน่งของกล้อง 

 

4.7  ผลการทดลองวัดค่าฟลูออเรสเซนซ์ด้วย Blue Value ใน RGB color model จาก
กล้องโทรศัพท์ 

4.7.1  ตัวอย่างสารละลาย 4MU ใน Microcentrifuge tube 

 เพื่อพิสูจน์ว่าสามารถใช้ค่า Blue Value ใน RGB color model ซึ่งได้จากภาพถ่ายตัวอย่างด้วย
กล้องโทรศัพท์มือถือในการตรวจวัดค่าฟลูออเรสเซนซ์ได้จริง เพือ่ใช้ทดแทนเครื่องฟลูออโรมิเตอร์
มาตรฐานไม่สามารถใช้ตรวจวัดฟลูออเรสเซนซ์จากอุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิกได ้ จึงท าการทดลองโดยการวัด
ค่าจากตัวอย่างสารละลาย 4MU ซึ่งปล่อยแสงฟลูออเรสเซนซ์ความยาวคลื่น 455 nm เม่ือได้รับการ
กระตุ้นด้วยแสงไฟฉายยูวท่ีี ความยาวคลื่น 365 nm ท่ีความเข้มข้นต่างกัน แบ่งการตรวจวัดออกเป็นสอง
แบบ ได้แก่ การวัด RGB ด้วยแอปพลิเคชัน Color Grab จากการถ่ายภาพตัวอย่างใน Microcentrifuge 
tube ด้วยกล้องโทรศัพท์ และใช้ไฟฉายยูวเีป็นแหล่งแสง เลือกเฉพาะ Blue value จากภาพน ามา
เปรียบเทียบกับการวัดตัวอย่างเดียวกันใน Microcentrifuge tube ด้วยเครื่องฟลูออโรมิเตอร์มาตรฐาน 
แล้วสร้างเป็นกราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่าฟลูออเรสเซนซก์ับ Blue value ท่ีได้ 

ตามสมมติฐาน หากตัวอย่างสารละลาย 4MU มีความเข้มข้นสูง ฟลูออเรสเซนซ์ท่ีวัดได้รวมถึง 
Blue value จะมีค่าสูงกว่าค่าจากตัวอย่างสารละลาย 4MU ท่ีมีความเข้มข้นต่ า กราฟความสัมพันธ์ท่ีได้
ควรจะมีแนวโน้มเป็นเส้นตรงแปรผันตามกัน และจากกราฟนี้จะท าให้สามารถน า Blue value จากกล้อง
โทรศัพท์มาเทียบแปลงเป็นค่าฟลูออเรสเซนซ์จากเครื่องมาตรฐาน ความสัมพันธ์ดังกล่าวท าให้สามารถน า 
Blue value ไปใช้กับกราฟมาตรฐานอื่นๆท่ีใช้ค่าฟลูออเรสเซนซ์ได ้

 จากการทดลองเปรียบเทียบการวัดฟลูออเรสเซนซ์จาก Microcentrifuge tube ด้วยฟลูออโร
มิเตอร์แบบมาตรฐาน กับการวัดฟลูออเรสเซนซ์จากค่า Blue value ด้วยแอปพลิเคชันในโทรศัพท์มือถือ
ในตัวอย่างสารละลาย 4MU จ านวน 5 ตัวอย่างท่ีมีความเข้มข้น 0, 62.5, 125, 187.5 และ 250 μM 
ได้ผลดังในตารางท่ี 4.4 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที่ 4.4 แสดงค่าความสัมพันธ์ระหว่างค่าฟลูออเรสเซนซ์และค่า Blue value ของสารละลาย 4MU 
ท่ีความเข้มข้น 0, 62.5, 125, 187.5 และ 250 μM ใน Microcentrifuge tube  

4MU 
4MU concentration  

(μM) Fluorescence (a.u.) Blue value 

ตัวอย่างท่ี 1 0 108.32 31 

ตัวอย่างท่ี 2 62.5 659.56 129 

ตัวอย่างท่ี 3 125 1076.86 187 

ตัวอย่างท่ี 4 187.5 1453.36 229 

ตัวอย่างท่ี 5 250 1786.51 254 

 

 เม่ือน าข้อมูลมาพล็อตกราฟด้วยโปรแกรม Excel พบว่าค่า Blue value แปรผันตรงกับค่าฟลูออ
เรสเซนซ์จรงิตามสมมติฐานดังในรูปท่ี 4.37 ซึ่งกราฟมีแนวโน้มเป็นเส้นตรงและสามารถน ามาเขียนสมการ
เส้นแนวโน้มได้ดังสมการท่ี 4.3 และมีค่า R2=0.9776 
 

y = 7.3189x – 198.02                                             (4.3) 
 

จากสมการนี้ช่วยให้ระบุค่าฟลูออเรสเซนซ์ได้ด้วย Blue value ผลดังกล่าวสรุปได้ว่าวิธีการ
วัดฟลูออเรสเซนซ์ด้วย Blue value สามารถท าได้จริงตามทฤษฎี และยังเป็นวิธีการท่ีมีข้อดีที่ใช้อุปกรณ์
ท่ัวไปอย่างโทรศัพท์มือถือในการวัด ซึ่งหาได้ง่าย ประหยัดกว่าฟลูออโรมิเตอร์แบบมาตรฐาน 

 

 

รูปที่ 4.37 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่าง Blue value จากภาพถ่ายตัวอย่างสารละลาย 4MU ใน 

Microcentrifuge tube กับฟลูออเรสเซนซ์จากเครื่องฟลูออโรมิเตอร์ 

y = 7.3189x - 198.02 
R² = 0.9776 
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เม่ือน าค่าฟลูออเรสเซนซ์กับความเข้มข้นของ 4MU มาพล็อตกราฟจะได้ความสัมพันธ์เชิงเส้น ดัง
รูปท่ี 4.38 และสมการเส้นตรงดังสมการท่ี 4.4 และมีค่า R2=0.9901 

 

y = 6.6403x + 186.89                                            (4.4) 

 

 
รูปที่ 4.38 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มขน้ของสารละลาย 4MU กับฟลูออเรสเซนซ์

จากเครื่องฟลูออโรมิเตอร์ 

 

 ในลักษณะเดียวกัน สามารถน าข้อมูลพล็อตกราฟหาความสัมพันธ์ระหว่าง Blue value กับความ
เข้มข้นของ 4MU โดยตรงดังรูปท่ี 4.39 ได้เป็นสมการความสัมพันธ์เชิงเส้นดังในสมการท่ี 4.5 และมีค่า 
R2=0.939 

 

y= 0.8736x + 56.8                                       (4.5) 

 

y = 6.6403x + 186.89 
R² = 0.9901 
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รูปที่ 4.39 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มขน้ของสารละลาย 4MU กับ Blue value จาก

ภาพถ่ายตัวอย่างสารละลาย 4MU ใน Microcentrifuge tube 
 

4.7.2  ตัวอย่างสารละลาย 4MU ในอุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิก 
 

 เม่ือพิสูจน์หลักการใช้งานของการวัดฟลูออเรสเซนซ์ด้วยค่า Blue value ได้แล้ว จึงน ามาใช้กับ
สารละลาย 4MU ภายในท่อไมโครฟลูอิดิกแทนการใส่ Microcentrifuge tube วิธีปฏิบัติเช่นเดิมคือใช้
ตัวอย่างสารละลาย 4MU เดียวกับการทดลองใน Microcentrifuge tube ค่าฟลูออเรสเซนซ์ท่ีวัดจาก
เครื่องฟลูออโรมิเตอร์จึงมีค่าเท่าเดิม น าสารละลาย 4MU ดังกล่าวมาฉีดเข้าอุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิก ใช้ไฟ
ฉายยูวี 365 nm เป็นแสงกระตุ้นให้เกิดการปล่อยฟลูออเรสเซนซ์ และถ่ายภาพด้วยกล้องโทรศัพท์มือถือ 
เก็บค่า RGB ด้วยแอปพลิเคชัน Color Grab เลือกศึกษาเฉพาะค่า Blue value เนื่องจากต้องการ
ตรวจจับเพียงแสงฟลูออเรสเซนซ์ท่ีแผ่ออกมาท่ีความถ่ี 455 nm ผลท่ีเก็บได้เป็นไปดังตารางท่ี 4.5 
 
 
ตารางที่ 4.5 แสดงค่าความสัมพันธ์ระหว่างค่าฟลูออเรสเซนซ์และค่า Blue value ของสารละลาย 4MU 
ท่ีความเข้มข้น 0, 62.5, 125, 187.5 และ 250 μM ในไมโครฟลูอิดิก 

4MU 
4MU concentration  

(μM) 
Fluorescence (a.u.) Blue value 

ตัวอย่างท่ี 1 0 108.32 28 

ตัวอย่างท่ี 2 62.5 659.56 48 

ตัวอย่างท่ี 3 125 1076.86 54 

ตัวอย่างท่ี 4 187.5 1453.36 81 

ตัวอย่างท่ี 5 250 1786.51 147 
 

y = 0.8736x + 56.8 
R² = 0.939 
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 จากข้อมูลท่ีได้พบว่า Blue value ของตัวอย่างสารละลาย 4MU เม่ือมาอยู่ในอุปกรณ์ไมโคร
ฟลูออิดิกแล้วมีค่าท่ีต่ าลงจากตัวอย่างสารละลาย 4MU ใน Microcentrifuge tube อย่างมาก แสงฟลูออ
เรสเซนซส์ีฟ้าท่ีแผ่ออกมาจากสารละลาย 4MU ในอุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิกจางกว่าสารละลาย 4MU ใน 
Microcentrifuge tube อย่างชัดเจนเม่ือสังเกตด้วยตาเปล่า เปรียบเทียบจากรูปท่ี 4.40 ความเข้มของ
แสงสฟี้าจาก 4MU ของตัวอย่างท่ี 5 ใน Microcentrifuge tube สามารถเห็นได้ชัดเจน ในขณะท่ีรูปท่ี 
4.41 ความเข้มของแสงสีฟ้าจากสารละลาย 4MU ของตัวอย่างท่ี 5 ในไมโครฟลูอิดิกมีความชัดเจนน้อย
กว่า ถึงแม้ท้ังสองตัวอย่างจะมีความเข้มข้นของสารละลาย 4MU เดียวกัน นอกจากนี้เม่ือแสงยูวีถูกฉายไป
ท่ีอุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิกจะท าให้เห็นส่วนของเนื้อเรซิ่นใสท่ีพิมพ์สามมิติออกมาเป็นสีเหลืองปนเขียว 
 

 
รูปที่ 4.40 การเรืองแสงฟลูออเรสเซนซ์ของสารละลาย 4MU ตัวอย่างที ่5 ใน Microcentrifuge 

tube  

 
รูปที่ 4.41 การเรืองแสงฟลูออเรสเซนซ์ของสารละลาย 4MU ตัวอย่างที ่5 ในอุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิก 

 

น าข้อมูลมาพล็อตกราฟด้วยโปรแกรม Excel พบว่าค่า Blue value ยังคงมีแนวโน้มสูงข้ึนตามค่า
ฟลูออเรสเซนซ์ดังรูปท่ี 4.42 และมีสมการเส้นตรงแนวโน้มดังสมการท่ี 4.6 และมีค่า R2=0.8014 

 

y = 12.776x  + 102.15                                                             (4.6) 
 

สังเกตได้ว่าจุดของข้อมูลคลาดเคลื่อนออกจากเส้นแนวโน้มค่อนข้างมาก และค่า Blue value ท่ี
วัดได้จากตัวอย่างท่ีมีความเข้มข้นสารละลาย 4MU ต่ ามีค่าลดลงจนเกิดการกระจุกตัวกันของข้อมูล การ
เรืองแสงฟลูออเรสเซนซ์สีฟ้าของสารละลาย 4MU ในไมโครฟลูอิดิกย่ิงจางจนแทบไม่สามารถสังเกตเห็น
การเรืองแสงได้ด้วยสายตาเปล่า เป็นไปได้ว่าวัสดุยูวเีรซิ่นของชิ้นงานไมโครฟลูอิดิกส่งผลต่อการวัดปริมาณ
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ฟลูออเรสเซนซ์ผ่านแอปพลิเคชันบนกล้องมือถือ ท าใหว้ัดค่าได้ต่ าลงเม่ือเทียบกับตัวอย่างเดียวกันใน 
Microcentrifuge tube เรซิ่นแบบใสเม่ือผ่านกระบวนการล้างและประกบกับกระจกสไลด์ด้วยซิลิโคน
แล้วจะมีความขุ่นและสีท่ีตัววัสดุ ซึ่งอาจส่งผลต่อการดูดกลืนค่าแสงของฟลูออเรสเซนซ์ และท าให้การวัด
ค่าแสงด้วยแอปพลิเคชันกล้องมือถือมีค่าต่ ากว่าความเป็นจริง 

 
 

 
รูปที่ 4.42 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่าง Blue value จากภาพถ่ายตัวอย่างสารละลาย 4MU ใน

อุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิก กับฟลูออเรสเซนซ์จากเครื่องฟลูออโรมิเตอร์ 

 

 จากข้อมูลในตารางยังสามารถพล็อตหาความสัมพันธ์ระหว่าง Blue value ของ 4MU ในอุปกรณ์
ไมโครฟลูอิดิกกับความเข้มข้นของ 4MU โดยตรงดังรูปท่ี 4.43 ได้เป็นสมการเส้นแนวโน้มดังในสมการท่ี 
4.7 และมีค่า R2=0.8598 

 

y = 0.4336x + 17.4                                         (4.7) 

 

y = 12.776x + 102.15 
R² = 0.8014 
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รูปที่ 4.43 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มขน้ของ 4MU กับ Blue value จากภาพถ่าย
ตัวอย่างสารละลาย 4MU ในอุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิก 

 

 จากกราฟท่ี 4.43 ถึงแม้ว่าค่า Blue value จะค่อนข้างคลาดเคลื่อนจากเส้นแนวโน้ม แต่ก็ยังคง
แปรผันตามกันกับความเข้มข้นของสารละลาย 4MU ในลักษณะเส้นตรง แสดงให้เห็นว่าย่ิงค่า Blue 
value มาก ค่าความเข้มข้นของสารละลาย 4MU ก็จะย่ิงมากข้ึนตามไปด้วย เม่ือเทียบกับกราฟท่ี 4.39 
จะเห็นได้ว่าค่า Blue value ของกราฟท่ี 4.43 อยู่ในช่วงท่ีต่ ากว่า 

 เม่ือค่า Blue value ท่ีวัดได้จากตัวอย่างมีค่าต่ าลงและอยู่ในช่วงท่ีใกล้กันมากข้ึน จึงท าให้
แยกแยะตัวอย่างท่ีมีความเข้มข้นของสารละลาย 4MU ใกล้เคียงกันได้ยาก และส่งผลให้ความละเอียดของ
ค่าความเข้มข้นของสารละลาย 4MU ท่ีวัดได้ในช่วงดังกล่าวลดลง แต่ก็ยังสามารถใช้ในการเปรียบเทียบหา
ค่าความเข้มข้นของสารละลาย 4MU และใช้ในการอ้างอิงเพื่อหาปริมาณ E. coli ได้ 

 

y = 0.4336x + 17.4 
R² = 0.8598 
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บทที่ 5 

อภปิรายผลการวิจัย 
 

5.1  อภิปรายผลการศึกษาการจาํลองการไหลด้วยระเบยีบวิธีพลศาสตร์ของไหลเชิง
คํานวณ 

เม่ือน าท่อในอุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิกซึ่งออกแบบไว้ให้มีบริเวณผสมสารต่างกัน 6 แบบมาท าการ
จ าลองการไหลด้วยด้วยระเบียบวิธีพลศาสตร์ของไหลเชิงค านวณในโปรแกรม ANSYS Student 2019 R3 
พบว่าค่า Mass fraction ท่ีได้จากการค านวณด้วย Species transport model solver สามารถแสดงถึง
พฤติกรรมการผสมกันของสารละลายสองชนิดได้ จากการจ าลองนี้พบว่าโมเดลท่อในอุปกรณ์ไมโคร
ฟลูอิดิกท่ีมีบริเวณผสมสารเป็นท่อโค้งสามขดเจาะรูปวงกลมเป็นแบบท่ีมีประสิทธิภาพในการผสมสารมาก
ท่ีสุด 

ท้ังนี้ ปัจจัยท่ีอาจส่งผลต่อการคลาดเคลื่อนในผลการค านวณมีดังนี้ 

1. การแบ่ง Element ของโมเดลจากการสร้าง Mesh ไม่เท่ากันดีท าให้โปรแกรมวิเคราะห์รูปร่าง
ของชิ้นงานผิดเพี้ยน และท าให้ผลลัพธ์ท่ีได้คลาดเคลื่อน 

2. การจ าลองการไหลในชิ้นงานท่ีมี Element ขนาดเล็กและ Node จ านวนมากต้องใช้
คอมพิวเตอร์ท่ีมีประสิทธิภาพสูงเพื่อใช้งานโปรแกรมส าหรับการค านวณ หากคอมพิวเตอร์ไม่สามารถ
รองรับการท างานได้ก็ต้องลดปริมาณของ Element ลง 

3. คุณสมบัติของของไหลท่ีใช้ในการจ าลองไม่ตรงกับความเป็นจริง เพราะเลือกใช้คุณสมบัติที่
ใกล้เคียงแทน ในท่ีนี้ใช้คุณสมบัติของของเหลวตรงกับน้ า หากต้องการคุณสมบัติของของเหลวท่ีถูกต้อง
ตามความเป็นจริงจะต้องมีการตรวจสอบคุณสมบัติจากสารละลายท่ีใช้จริง  

 

5.2 อภิปรายผลการสรา้งแบบโมเดลจําลอง 

การออกแบบและทดลองพิมพ์โมเดลสามมิติ พบว่ามีปัจจัยหลายประการท่ีมีผลต่อการยึดเกาะกับ
ฐานและความสมบูรณ์ของชิ้นงาน เนื่องจากการพิมพ์สามมิติด้วยเครื่องพิมพ์แบบ DLP จะพิมพ์ชิ้นงานโดย
ท่ีฐานของชิ้นงานจะติดอยู่กับฐานพิมพ์ด้านบน ซึ่งแตกต่างกับเครื่องพิมพ์สามมิติทั่วไปท่ีฐานของชิ้นงานจะ
ติดอยู่ด้านล่าง ดังนั้นเพื่อไม่ให้ชิ้นงานหลุดตกลงมาจากฐาน แรงยึดระหว่างชิ้นงานกับฐานจึงมีความส าคัญ
มาก การออกแบบชิ้นงานจึงต้องมีการปรับโดยค านึงถึงปัจจัยดังนี้  

1.น้ าหนักของชิ้นงาน ถ้าหากน้ าหนักของชิ้นงานมากเกินไป แรงโน้มถ่วงท่ีกระท าต่อชิ้นงานก็จะ
มากข้ึนตามไปด้วย และอาจท าให้แรงยึดของชิ้นงานกับฐานไม่มากพอ จนท าให้ชิ้นงานตกลงมาได้ ดังนั้น
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การออกแบบชิ้นงานจึงต้องมีขนาดเล็กและบาง เพื่อให้น้ าหนักเบาและสามารถยึดติดกับฐานได้จนเสร็จ
สมบูรณ์ 

2.รูปทรงของชิ้นงาน เนื่องจากต้องการให้ชิ้นงานติดกับฐานด้านบน ดังนั้นจึงต้องลดแรงยึด
ระหว่างชิ้นงานกับอ่างเรซิ่นด้านล่าง รูปแบบของชิ้นงานจึงควรมีลักษณะฐานกว้างและยอดแคบ เพื่อลด
แรงยึดดังกล่าว  

3.แรงฉีกท่ีปลายของชิ้นงาน ชิ้นงานท่ีมีความยาว ถ้าหากฐานด้านบนมีความเอียงแม้เพียง
เล็กน้อย เม่ือท าการพิมพ์และยกฐานข้ึนก่อนพิมพ์ชั้นถัดไป บริเวณปลายจะเกิดแรงฉีกข้ึน ย่ิงชิ้นงานมี
ความยาวมาก แรงฉีกท่ีเกิดข้ึนก็จะมากข้ึนและส่งผลให้ชิ้นงานหลุดลงมาได้ จึงต้องปรับฐานให้ตรงเสมอ
ก่อนใช้งาน และไม่ควรออกแบบชิ้นงานท่ีความยาวต่อเนื่องกันมากเกินไป 

4.วัสดุของฐาน แรงยึดระหว่างฐานและชิ้นงานข้ึนอยู่กับประเภทของวัสดุฐานเช่นกัน โดยมาก
นิยมใช้เป็นแผ่นแก้ว เนื่องจากมีแรงยึดที่พอเหมาะ แต่ถ้าหากต้องการแรงยึดที่สูงข้ึน ก็จะนิยมใช้เป็นแผ่น
อะลูมิเนียม นอกจากนี้แผ่นอะลูมิเนียมยังสามารถใช้กระดาษทรายขัดเพื่อเพิ่มความหยาบบริเวณผิวสัมผัส 
ท าให้มีพื้นท่ีผิวให้ชิ้นงานยึดเกาะมากข้ึนและไม่ตกลงมา 

5.เวลาในการฉายแสง เรซิ่นเหลวในถาดจะแข็งตัวได้เม่ือได้รับแสงยูวี ถ้าหากขณะพิมพ์มีการฉาย
แสงแต่ละชั้นท่ีนาน จะท าให้เรซิ่นเกิดการแข็งตัวและยึดเกาะกับฐานได้ดีมากข้ึน  

นอกจากปัจจัยท่ีมีผลต่อการพิมพ์ชิ้นงานแล้ว การสร้างไมโครฟลูอิดิกยังมีอีกปัจจัยท่ีต้องค านึงถึง
คือ ความสามารถของตัวเชื่อมประสานในการยึดไมโครฟลูอิดิกจากเครื่องพิมพ์เข้ากับแผ่นกระจกสไลด์ ซึ่ง
พบว่า ซิลิโคน เป็นตัวเชื่อมประสานท่ีสามารถท างานได้ดีท่ีสุด เนื่องจากซิลิโคนมีแรงยึดเกาะค่อนข้างสูง 
เม่ือแห้งแล้วมีการหดตัวเพียงเล็กน้อย อีกท้ังยังสามารถยึดติดกับวัสดุประเภทกระจกได้ดี รวมถึงลักษณะ
ท่ีมีความหนืด ท าให้ไม่ไหลลงไปอุดตันในท่อขณะติดแผ่นกระจก 

 

5.3  อภิปรายผลการทดสอบอปุกรณไ์มโครฟลูอิดิก 

ไมโครฟลูอิดิกท่ีเสร็จสมบูรณ์จะต้องน ามาทดสอบเพื่อดูความสมบูรณ์ของชิ้นงาน โดยการทดสอบ
ท้ังหมดได้แก่  

การทดสอบขนาดของไมโครฟลูอิดิก โดยการใช้เวอร์เนียคาลิปเปอร์วัด ซึ่งสามารถวัดท้ังความ
หนาของอุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิก ความลึกของท่อ และขนาดกว้างยาวของอุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิกได้อย่าง
แม่นย า ซึ่งพบว่าขนาดที่วัดมีความแม่นย าตรงกับค่าท่ีออกแบบไว้ อย่างไรก็ตามด้วยขนาดที่เล็กมากของ
ท่อในอุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิก อุปกรณ์เวอร์เนียจึงยังไม่สามารถวัดขนาดหน้าตัดของท่อภายในได้  

การศึกษารายละเอียดของอุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิกด้วยกล้องจุลทรรศน์ จะพบว่าอุปกรณ์ไมโคร
ฟลูอิดิกท่ีผลิตออกมาในช่วงแรก (รูปท่ี 4.17, 4.18, 4.20, 4.21 และ 4.22) การพิมพ์อุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิ
กด้วยเครื่องพิมพ์สามมิติยังไม่สมบูรณ์เท่าท่ีควร ซึ่งนอกจากชิ้นงานจะตกจากฐาน ท าให้ความหนาของ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ชิ้นงานและความลึกของท่อไม่ตรงตามท่ีออกแบบไว้ บริเวณรอยหยักของท่อท่ีมีขนาดเล็กยังเชื่อมติดกัน
กลายเป็นท่อตัน ท าให้สารไหลผ่านไม่ได้ 

ท้ังนี้ถึงแม้ว่าความสามารถของเครื่องพิมพ์จะสามารถพิมพ์รายละเอียดที่เล็กท่ีสุดได้ถึง 47 μm 
แต่เม่ือน ามาใช้งานจริง ปัจจัยหลายๆด้าน อย่างเช่น อุณหภูมิของเครื่อง สีของเรซิ่น ความหนืดของเรซิ่น 
และอื่นๆ อาจส่งผลให้ประสิทธิภาพของเครื่องไม่ไปถึงจุดท่ีตั้งไว้ ซึ่งเม่ือท าการแก้ไขปัจจัยต่างๆท่ีมีผลต่อ
การพิมพ์ของเครื่องพิมพ์สามมิติ อย่างการปรับรูปแบบโมเดล การตั้งค่าเวลาในการพิมพ์ และเพิ่มความ
หยาบของฐานด้วยการใช้กระดาษทรายขัด จึงท าให้ชิ้นงานไมโครฟลูอิดิกท่ีออกมาสามารถพิมพ์ได้จนครบ
ท้ังชิ้น และมีรายละเอียดที่สมบูรณ์ (รูปท่ี 4.23) 

การทดสอบการรั่วไหลของอุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิก เม่ือท าการฉีดสีเข้าไปภายในท่อของไมโคร
ฟลูอิดิกจะสามารถเห็นเส้นทางการไหลของสารภายในได้ ซึ่งพบว่าไมโครฟลูอิดิกท่ีท าการติดแผ่นกระจก
ด้วยกาวตราช้าง หรือเรซิ่นนั้น เนื่องจากตัวเชื่อมประสานท้ังสองไม่มีคุณสมบัติในการยึดเกาะกับกระจก 
อีกท้ังเม่ือแข็งตัวยังมีการหดตัวมาก จึงท าให้กระจกท่ีติดไม่ยึดแน่น สามารถหลุดออกมาและเกิดการรั่ว
ของสารได้ง่าย (รูปท่ี 4.29) อีกท้ังความเหลวของตัวเชื่อมประสานท าให้มีการไหลไปอุดตันในท่อของ
อุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิก จึงไม่สามารถน าตัวเชื่อมประสานเหล่านี้มาใช้งานจริงได้  

ในขณะท่ีซิลิโคนนั้นเป็นวัสดุที่สามารถยึดติดกระจกได้ดีมากกว่า อีกท้ังยังมีการหดตัวท่ีน้อย ท า
ให้กระจกท่ีติดอยู่บนไมโครฟลูอิดิกสามารถติดได้แน่นหนาทนทานมากกว่า และเกิดการรั่วไหลของสาร
น้อยกว่าอีกด้วย (รูปท่ี 4.30) ท้ังนี้เนื่องจากคุณสมบัติของซิลิโคนท่ีเป็นสารคล้ายเจลและมีความหนืด จึง
ท าให้เม่ือทาลงบนพื้นผิวของไมโครฟลูอิดิกแล้ว จะไม่ไหลลงไปในท่อหรือรายละเอียดอื่นๆ จึงเป็นตัวเชื่อม
ประสานท่ีมีความเหมาะสมท่ีสุดส าหรับอุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิก 

การทดสอบการไหลผสมของสารภายในไมโครฟลูอิดิก จะใช้ไซริงค์ส าหรับฉีดสีเหลืองและแดงเข้า
ไปในทางเข้าท้ังสอง โดยก าหนดอัตราเร็วของสารท่ีไหลเข้าท่ีช่องเข้าท้ังสองมีอัตราเร็วเท่ากัน ซึ่งสีท้ังสอง
สามารถผสมกันได้ค่อนข้างดีเม่ือสังเกตด้วยตาเปล่า (รูปท่ี 4.31)  

แต่อย่างไรก็ตามในบริเวณ Detecting zone ท่ีใช้ส าหรับตรวจวัดค่าฟลูออเรสเซนซ์นั้น ยัง
สามารถมองเห็นสีท่ีแตกต่างกันเล็กน้อยได้ ท้ังนี้อาจเนื่องจากอัตราการฉีดสารท่ียังไม่คงท่ีตามใน
แบบจ าลองของโปรแกรม รวมถึงความเข้มข้นและความหนืดของสีท่ีใช้ ซึ่งอาจมีผลต่อการไหลของสาร
ภายในท่อ  

 

5.4  อภิปรายผลการทดลองวัดค่าฟลูออเรสเซนซ์จากสารละลาย 4MU 

ปริมาณฟลูออเรสเซนซ์มีความสัมพันธ์กับความเข้มข้นของสารละลาย 4MU โดยเม่ือความเข้มข้น
ของสารละลาย 4MU มากข้ึน ค่าของฟลูออเรสเซนซ์ก็จะเพิ่มข้ึนด้วย โดยกราฟของความสัมพันธ์ระหว่าง
ความเข้มข้นของ 4MU และค่าของฟลูอเรสเซนซ์มีลักษณะเป็นกราฟแนวโน้มแบบเส้นตรงดังสมการ 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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y=107.47x+36.419 (รูปท่ี  4.33) ท่ีมีค่า R2=0.9957 ซึ่งกราฟท่ีได้นี้จะถูกน าไปใช้เป็นกราฟอ้างอิงใน
การหาค่า 4MU จากปฏิกิริยาของเอนไซม์ GUD และซับสเตรต MUG 

การวัดปริมาณฟลูออเรสเซนซ์จากสารละลาย 4MU ท่ีค่าความเข้มข้นต่างๆ ท าให้สามารถทราบ
ได้ถึงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณ 4MU และค่าของฟลูออเรสเซนซ์ท่ีวัดได้ จึงได้กราฟมาตรฐานออกมา 
ซึ่งเม่ือน ากราฟนี้ไปเปรียบเทียบกับปริมาณฟลูออเรสเซนซ์ท่ีได้จากปฏิกิริยาระหว่างเอนไซม์ GUD และ
ซับสเตรต MUG ก็จะสามารถท าให้ค านวณหาความเข้มข้นของ 4MU ได้ 

 

5.5 อภิปรายผลการทดลองวัดค่าฟลูออเรสเซนซ์จากปฏิกริิยาระหว่างเอนไซม ์GUD กับ
ซับสเตรต MUG 

จากผลกราฟความสัมพันธ์ระหว่าง Enzyme activity ของ GUD กับฟลูออเรสเซนซ์ (รูปท่ี 4.34) 
มีสมการเส้นแนวโน้ม y = 0.615x + 1.5756 ท่ีมีค่า R2=0.9993  จะสังเกตว่ามีลักษณะใกล้เคียงกับกราฟ
ความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณความเข้มข้น 4MU และค่าฟลูออเรสเซนซ ์(รูปท่ี 4.33)  

ท่ีเป็นเช่นนี้เนื่องจากเอนไซม์ GUD กับซับสเตรต MUG ท าปฏิกิริยาได้ผลิตภัณฑ์ 4MU และใน
การทดลองนี้ใช้ MUG ท่ีความเข้มข้นคงท่ี ท าให้ GUD และ 4MU มีแนวโน้มในรูปแบบเดียวกัน 

นอกจากนี้ สมการความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณความเข้มข้น 4MU และค่าฟลูออเรสเซนซ์ยังใช้
ในการค านวณ Enzyme activity ของ GUD เพราะฟลูออเรสเซนซ์ท่ีวัดได้แผ่ออกมาจาก 4MU ซึ่งเป็น
ผลิตภัณฑ์ จึงสามารถค านวณย้อนกลับจากค่าฟลูออเรสเซนซ์ไปหาความเข้มข้นของผลิตภัณฑ์ท่ีได้  

ค่าฟลูออเรสเซนซซ์ึ่งแปรผันตามปริมาณของ 4MU เป็นสิ่งบ่งบอกถึงปริมาณ Enzyme activity 
ของ GUD ในปฏิกิริยากับซับสเตรต MUG และเนื่องจาก GUD เป็นไบโอมาร์คเกอร์ของแบคทีเรีย E. coli 
การตรวจวัดนี้จึงสามารถบ่งบอกถึงปริมาณ E. coli ในสารตัวอย่าง 

 

5.6  อภิปรายผลการผลิตและใช้งานเครือ่งมือวัดฟลูออเรสเซนซ์ด้วยกล้องโทรศัพท์มือถือ 

การถ่ายภาพฟลูออเรสเซนซ์จากตัวอย่างจะต้องถ่ายในท่ีมืดและมีอุปกรณ์เสริมอย่าง ไฟฉายยูวี 
ฟิลเตอร์ โทรศัพท์มือถือ เข้ามาเกี่ยวข้อง ดังนั้นเครื่องมือท่ีใช้ในการถ่ายภาพฟลูออเรสเซนซ์จึงมี
ความส าคัญต่อการได้ภาพท่ีถูกต้อง จากผลพบว่าปัจจัยท่ีส่งผลต่อการคลาดเคลื่อนของการวัดค่า RGB มี
ดังนี้ 

1. ต าแหน่งของไฟฉายยูวีท่ีใช้เป็นแสงกระตุ้น องศาของการฉายแสงควรฉายไปท่ีตัวอย่างโดยตรง 
และท ามุมฉากกับกล้องถ่ายรูปเพื่อไม่ให้แสงเข้าสู่ตัวกล้อง 

2. ค่า RGB ข้ึนอยู่กับสีของบริเวณท่ีต้องการศึกษา ดังนั้นการท่ีภาชนะใส่สารใสไม่มีสีจะท าให้สี
ของฟลูออเรสเซนซ์ท่ีได้แม่นย ามากกว่า การวัดค่าของตัวอย่างใน Microcentrifuge tube ท่ีมีเนื้อวัสดุใส 
จึงสามารถศึกษาแสงฟลูออเรสเซนซ์ได้ดีกว่าเรซิ่นใสซึ่งมีเนื้อวัสดุติดสีเหลอืงและขุ่นกว่า เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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3. เพื่อความแม่นย า ฟิลเตอร์ท่ีใช้งานควรมีสองฟิลเตอร์ ใช้อันหนึ่งเพื่อคัดเลือกแสงท่ีความยาว
คลื่นเฉพาะเจาะจงส าหรับการกระตุ้นไปท่ีตัวอย่าง และใช้อีกฟิลเตอร์คัดเลือกแสงฟลูออเรสเซนซ์ท่ีแผ่
ออกมา ให้เฉพาะความยาวคลื่นท่ีก าหนดผ่านไปเข้าสู่กล้องโทรศัพท์มือถือ อย่างไรก็ตาม ฟิลเตอร์ท่ี
เฉพาะเจาะจงความยาวคลื่นมีราคาสูงมาก ในงานวิจัยนี้จึงใช้ยูวีฟิลเตอร์วางไว้หน้ากล้องเพื่อคัดกรองแสง
ยูวีซึ่งมีความยาวคลื่นต่ ากว่าแสงฟลูออเรสเซนซ์ท่ีต้องการศึกษาออกเป็นการทดแทน 

 

5.7  อภิปรายผลการทดลองวัดค่าฟลูออเรสเซนซ์ด้วย Blue Value ใน RGB color 
model จากกล้องโทรศัพท์ 

 จากผลการทดลองใช้ตัวอย่าง 4MU ท่ีความเข้มข้นต่างๆ 6 ตัวอย่าง ได้แก่ 0, 62.5, 125, 187.5 
และ 250 μM น ามาตรวจวัดฟลูออเรสเซนซ์ด้วยเครื่องฟลูออโรมิเตอร์ พบว่ากราฟความสัมพันธ์ระหว่าง
ความเข้มข้นของสารละลาย 4MU กับฟลูออเรสเซนซ์ (รูปท่ี 4.38) มีสมการ y = 6.6403x + 186.89 ท่ีมี
ค่า R2=0.9901 และมีแนวโน้มแปรผันรูปแบบเดียวกันกับการทดลองวัดค่าฟลูออเรสเซนซ์จากสารละลาย 
4MU ท่ีท าไว้ในการทดลองท่ีผ่านมา (รูปท่ี 4.33) แต่จะพบว่าค่าความเข้มข้นของ 6 ตัวอย่างในการ
ทดลองนี้มีค่าสูงกว่าช่วงของกราฟอ้างอิงท่ีเคยท าไว้ สาเหตุท่ีเป็นเช่นนี้อาจเป็นเพราะใช้สาร 4MU ท่ีได้
เตรียมไว้นานแล้ว จึงท าให้ความสามารถในการเรืองแสงของ 4MU ลดลง 

เม่ือน า 6 ตัวอย่างเดียวกันนี้มาตรวจสอบฟลูออเรสเซนซ์โดยใช้วิธีการวัด Blue value ท่ีได้จาก
ค่าสี RGB เม่ือใช้กล้องโทรศัพท์ถ่ายไปยังการเรืองแสงของตัวอย่างสารละลาย 4MU ใน Microcentrifuge 
tube จะได้กราฟท่ีมีสมการความสัมพันธ์ระหว่าง Blue value กับฟลูออเรสเซนซ์ คือ y = 7.3189x – 
198.02 (รูปท่ี 4.37) ท่ีมีค่า R2=0.9776 ในขณะท่ีความสัมพันธ์แบบเดียวกันของตัวอย่างในไมโครฟลูอิดิก
จะได้เป็นสมการ y = 12.776x + 102.15 (รูปท่ี 4.42) ท่ีมีค่า R2=0.8014 จากผลจะสังเกตได้ว่า Blue 
value มีแนวโน้มแปรผันตามฟลูออเรสเซนซเ์ป็นเส้นตรง ท าให้สามารถใช้สมการในการแปลงค่าระหว่าง 
Blue value เทียบเป็นฟลูออเรสเซนซ์ และใช้ทดแทนฟลูออโรมิเตอร์แบบมาตรฐานได้ เม่ือทราบค่าฟลูออ
เรสเซนซ์แล้วก็จะสามารถน าไปแปลงเป็น enzyme activity ของ GUD ได้ด้วยความสัมพันธ์ระหว่าง 
Enzyme activity ของ GUD และค่าฟลูออเรสเซนซ ์(สมการท่ี 4.2)   

นอกจากนี้ค่า Blue value ของแต่ละตัวอย่างลดลงอย่างเห็นได้ชัดเม่ือถูกน าไปใช้กับไมโคร
ฟลูอิดิก เหตุผลท่ีเป็นไปได้คือยูวเีรซิ่นท่ีใช้ผลิตอุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิกมีการดูดซับแสงจากไฟฉายยูวซีึ่งเป็น
แสงกระตุ้นให้เกิดฟลูออเรสเซนซ์ไปบางส่วนก่อนท่ีจะไปถึงตัวอย่าง ท าให้การเรืองแสงของตัวอย่างมี
ประสิทธิภาพลดลง อีกข้อสังเกตหนึ่งคือเนื้อของเรซิ่นขุ่นติดสีเหลืองและไม่ใสเท่า Microcentrifuge tube 
เม่ือถูกแสงไฟฉายยูว ีส่องท าให้เห็นเนื้อเรซิ่นเป็นสีเหลืองและเขียว ซึ่งมีอาจผลท าให้ค่าสท่ีีวัดได้จาก
ตัวอย่างผิดเพี้ยนไปเพราะถูกสีของเรซิ่นรบกวน 

จากข้อมูลผลการทดลองนี้ ยังสามารถหาสมการความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของ
สารละลาย 4MU กับ Blue value โดยตรงได้อีกด้วย ส าหรับตัวอย่างใน Microcentrifuge tube จะได้
สมการแนวโน้ม y= 0.8736x + 56.8 (รูปท่ี 4.39) ท่ีมีค่า R2=0.939 ส่วนตัวอย่างในไมโครฟลูอิดิกจะได้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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สมการ y = 0.4336x + 17.4 (รูปท่ี 4.43) ท่ีมีค่า R2=0.8598 จากความสัมพันธ์นี้ท าให้สามารถใช้ Blue 
value จากกล้องถ่ายรูปโทรศัพท์มือถือในการระบุความเข้มข้นของ 4MU โดยตรงได้โดยไม่ต้องค านวณ
ผ่านฟลูออเรสเซนซ์จากฟลูออโรมิเตอร ์

จึงสรุปได้ว่า Blue value จากกล้องโทรศัพท์สามารถน าไปใช้เทียบหาค่าฟลูออเรสเซนซ์ และ
ความเข้มข้นของ 4MU และยังใช้สมการค านวณหา Enzyme activity ของ GUD ซึ่งช่วยบ่งบอกปริมาณ
ของ E. coli ได้ ดังนั้นโทรศัพท์และเครื่องมือวัด Blue value ท่ีเกี่ยวข้องจึงเป็นทางเลือกท่ีทดแทนฟลูออ
โรมิเตอร์ ข้อดีคือสามารถใช้กับอุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิกและ Microcentrifuge tube ได้ ในขณะท่ีฟลูออโร
มิเตอร์รองรับเฉพาะ Microcentrifuge tube รวมถึงเครื่องมือท่ีใช้งานสามารถเข้าถึงได้ง่าย ราคาต่ ากว่า
ฟลูออโรมิเตอร์ ข้อเสียคือความแม่นย าท่ีน้อยกว่าและอุปกรณ์ท่ีใส่สารมีผลต่อ Blue value ท่ีวัดได้  

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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บทที่ 6 

สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 
 

6.1  สรุปผลการวิจยั 

จากการทดลองพบว่าค่าฟลูออเรสเซนซ์ท่ีเกิดข้ึนจาก 4-methyl-umbelliferone (4MU) ซึ่งเป็น
ผลิตภัณฑ์จากปฎิกิริยาของเอนไซม์ β-D-glucuronidase (GUD) และซับสเตรต 4-methyl-umbelliferone-
β-D-glucuronide (MUG) แปรผันโดยตรงกับความเข้มข้นของ 4MU (รูปท่ี 4.33) ในรูปแบบเดียวกัน ฟลูออ
เรสเซนซ์ท่ีวัดได้ก็แปรผันตรงกับ Enzyme activity ของเอนไซม์ GUD (รูปท่ี 4.34) ซึ่งเป็นเอนไซม์เฉพาะของ 
Escherichia coli ท าให้อนุมานได้ว่าสามารถใช้ค่าฟลูออเรสเซนซส์ าหรับหาปริมาณของ E. Coli ในตัวอย่าง
ได้ จึงได้น าผลการวิจัยมาต่อยอดในการสร้างไมโครฟลูอิดิกข้ึน 

กระบวนการสร้างไมโครฟลูอิดิกเริ่มจากการออกแบบด้วย SOLIDWORKS 2018 และจ าลองการไหล
ด้วยโมเดล Fluent ใน ANSYS Student 2019 R3 เพื่อหารูปแบบท่ีมีประสิทธิภาพในการผสมสารท่ีดีที่สุด
ก่อนจะน ามาผลิตจริงด้วยเครื่องพิมพ์สามมิติ Creality3D LD-001 ซึ่งใช้ยูวีเรซิ่นแบบใสในการพิมพ์  

จากผลการออกแบบระบบการไหลของของเหลวในอุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิก พบว่าโมเดลแบบ F (รูปท่ี 
4.6) ท่อโค้งสามขดเจาะรูปวงกลม มีประสิทธิภาพสูงสุดในการผสมสารท่ีไหลเข้าในอุปกรณ์ แต่เม่ือน ามาใช้
พิมพ์ในเครื่องพิมพ์สามมิติ พบว่าท่อจะเกิดการอุดตันเพราะเครื่องพิมพ์ไม่สามารถพิมพ์ท่อเจาะรูปวงกลม
อย่างสมบูรณ์ได้ ในขณะท่ีโมเดลแบบ E (รูปท่ี 4.5) ท่อเจาะรูปสามเหลี่ยมซึ่งมีประสิทธิภาพในการผสมสารท่ี
ใกล้เคียงกัน สามารถพิมพ์ออกมาจากเครื่องพิมพ์สามมิติได้สมบูรณ์กว่าและไม่เกิดการอุดตันของท่อ ชิ้นงานไม
โครฟลูอิดิกท่ีพิมพ์ส าเร็จจะได้เป็นชิ้นงานเรซิ่นทรงสี่เหลี่ยมผืนผ้าท่ีสังเกตความลึกของท่อได้ชัดเจน (รูปท่ี 
4.23) ก่อนจะน าไปประกบกับกระจกสไลด์ด้วยซิลิโคน 

การทดสอบอุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิกท่ีได้นั้น พบว่าเม่ือวัดด้วยเวอร์เนียร์คาลิปเปอร์ ชิ้นงานมีขนาดและ
ความหนาตรงตามท่ีออกแบบไว้ การประกบชิ้นงานเข้ากับกระจกสไลด์ด้วยซิลิโคน ท าให้ไมโครฟลูอิดิกท่ีได้ไม่
เกิดการรั่วซึมของสาร อีกท้ังยังไม่ท าให้เกิดการอุดตันภายในท่อของไมโครฟลูอิดิก (รูปท่ี 4.30) นอกจากนี้ 
เม่ือทดลองฉีดสีเหลืองและสีแดงเพื่อดูการผสมของสาร ยังให้ผลท่ีประสิทธิภาพดีใกล้เคียงกับแบบจ าลองการ
ไหล (รูปท่ี 4.31) 

เนื่องจากเครื่องฟลูออโรมิเตอร์แบบมาตรฐานไม่รองรับการใช้งานกับอุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิก จึงได้
ออกแบบเครื่องมือทางเลือกในการวัดฟลูออเรสเซนซ์โดยใช้ค่า Blue value จากค่าสี RGB ซึ่งมีหลักการ
ท างานคือใช้ไฟฉายยูวีฉายแสงความยาวคลื่น 365 nm กระตุ้นไปท่ีสารตัวอย่างและเก็บภาพการเรืองแสงด้วย
กล้องโทรศัพท์มือถือ โดยมีฟิลเตอร์ส าหรับกรองแสงท่ีไม่เกี่ยวข้องกับความยาวคลื่นฟลูออเรสเซนซ์ท่ีต้องการ
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วัด ก่อนจะใช้แอปพลิเคชัน Color Grab ในการหาค่า RGB จากบริเวณภาพการเรืองแสงฟลูออเรสเซนซ์ท่ี
ต้องการ และเลือกใช้เฉพาะ Blue value เนื่องจากความยาวคลื่นของฟลูออเรสเซนซ์ท่ีต้องการศึกษาอยู่ท่ี 
450 nm ซึ่งเป็นแสงสีฟ้าและอยู่ในช่วงการตรวจจับค่า Blue value ของกล้องโทรศัพท์มือถือ 

การทดสอบใช้งานจริงของเครื่องมือวัดค่าฟลูออเรสเซนซ์ด้วยระบบ RGB ในการวัดค่าฟลูออเรสเซนซ์
ของสารละลาย 4MU ใน Microcentrifuge tube พบว่าค่า blue value มีแนวโน้มแปรผันตรงกับค่าฟลูออ
เรสเซนซ์ท่ีวัดได้จากเครื่องฟลูออโรมิเตอร์ (ตารางท่ี 4.4) จากสมการความสัมพันธ์ท่ีได้ จึงสามารถน าค่า blue 
value ซึ่งใช้เครื่องมือท่ีราคาถูกและเข้าถึงได้ง่าย เช่น โทรศัพท์มือถือ มาประยุกต์ใช้ในการวัดค่าฟลูออเรส
เซนซ์แทนฟลูออโรมิเตอร์ได ้

อย่างไรก็ตามเม่ือน าไมโครฟลูอิดิกมาใช้งานร่วมกับเครื่องมือวัดค่าฟลูออเรสเซนซ์ด้วยระบบ RGB 
พบว่าค่าของ blue value ท่ีได้ ดังในรูปตารางท่ี 4.5 มีค่าลดลงเม่ือเทียบกับค่าท่ีได้จากการใช้ 
Microcentrifuge tube ซึ่งอาจเกิดจากการท่ีสี ความขุ่น และการดูดกลืนแสงยูวีของเรซิ่นส่งผลกระทบต่อ
การเรืองแสงฟลูออเรสเซนซ์ของสารภายในอุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิก จึงท าให้ค่าลดลงกว่าท่ีควรเป็น  

 ค่า Blue value ยังสามารถแปลงเป็นความเข้มข้นของสารละลาย 4MU ได้โดยตรงด้วยสมการ
ความสัมพันธ์เชิงเส้นระหว่าง Blue value กับความเข้มข้นของสารละลาย 4MU และเนื่องจาก 4MU เป็น
ผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาของเอนไซม์ GUD ซึ่งเป็นไบโอมาร์คเกอร์ของ E. coli กับซับสเตรต MUG จึงส่งผลให้
ความเข้มข้นของสารละลาย 4MU แปรผันตามปริมาณ E. coli และด้วยความสัมพันธ์เหล่านี้ การวัดค่าฟลูออ
เรสเซนซ์ด้วยระบบ RGB จึงสามารถใช้ในการวัดปริมาณของ E. coli ได้ 

 

6.2  ข้อเสนอแนะ 

- ปรับสูตรส่วนผสมของยูวีเรซิ่นให้เนื้อเรซินมีความใสมากข้ึน 

- ปรับปรุงอุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิกให้เป็นแบบอัตโนมัติโดยใช้ Micropump ในการฉีดสารเข้าสู่ไมโครฟลูอิดิก 
เพื่อก าหนดให้สารท้ังสองมีความเร็วเข้าสู่ไมโครฟลูอิดิกเท่ากันและมีประสิทธิภาพในการผสมสารท่ีดีข้ึน  

- ตดิตั้งอุปกรณ์ปรับองศาการวางไฟฉายยูวีส าหรับส่วนฐานของกล่องเครื่องมือวัดค่าฟลูออเรสเซนซ์ด้วย RGB 
เพื่อให้สามารถส่องไฟฉายไปตรงต าแหน่งของตัวอย่างได้ดีข้ึน 

- ท าการทดลองวัดฟลูออเรสเซนซ์ด้วย Blue value ของค่า RGB จากปฏิกิริยาระหว่างเอนไซม์ GUD กับซับส
เตรต MUG โดยฉีดสารละลายท้ังสองเข้าไปในอุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิกให้เกิดการผสมกันและท าปฏิกิริยาภายใน
ไมโครฟลูอิดิกภายใต้เวลาท่ีก าหนด 

- ท าการทดลองหาความสัมพันธ์ระหว่างฟลูออเรสเซนซ์กับจ านวนของ E. coli โดยตรง โดยน าสารตัวอย่างท่ีมี 
E. coli จ านวนหนึ่งอยู่มาท าปฏิกิริยาร่วมกับซับสเตรต MUG แล้วน าไปวัดค่าฟลูออเรสเซนซ์ การวัดจ านวน 
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E. coli ท าได้โดยน าสารตัวอย่างไปเจือจางก่อนเพาะบนจานเลี้ยงเชื้อและตรวจนับจ านวนโคโลนีด้วยวิธี 
Standard plate count ได้ผลเป็นหน่วย cfu อีกวิธีหนึ่งคือวัดหาความหนาแน่นของเซลล์ด้วยความขุ่น โดย
ใช้ Spectrophotometer วัดความขุ่นของการดูดกลืนแสง (optical density; OD) ของตัวอย่างท่ีความยาว
คลื่น 600 nm ใช้กราฟมาตรฐานเพื่อค านวณหาจ านวน E. coli จากความขุ่น 
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