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Abstract 

Project Title:   Curcumin-based green colorimetric sensor for on-site and on-mobile  
    detection of environmental pollutants 

Investigator:   Assoc. Prof. Dr.Aree Choodum 
E-mail Address:   aree.c@phuket.psu.ac.th; choodum@gmail.com 
Project Period:   2 years 

This project successfully developed colorimetric sensors based on natural polymer and 
curcumin for detection of environmental pollutants. The tapioca starch was preliminary applied 
as natural substrate to fabricate a phenanthroline-doped film for detection of ferrous in water 
sample. This biodegradable thin film was successfully applied in conjunction with digital image 
colorimetric method for on-site and on-mobile quantification of ferrous with excellence 
performance. Limit of detection was achieved less than the maximum concentration limit of 
ferrous in drinking water. The tapioca starch was then used to fabricate a green colorimetric 
films for ferrous and boron by doping curcumin nanoparticle (30-90 nm) extracted from turmeric 
powder. The film for ferrous was fabricated on wax-coated filter paper as a paper-based 
sensor, while the film for boron was fabricated on plastic spoon. Both films showed good 
characteristic with selective property on such analytes at different pH and they were 
successfully applied for surface water and wastewater. Due to the films cost only <0.10 THB, 
the sensors (film and substrates, i.e. plastic spoon and waxed filter paper) are then cost 
effective (<1.5 THB). A novel starch based cryogel-colorimetric sensor was also developed for 
ferric detection by doping curcumin nanoparticle within gel matrice. The macroporous cryogel 
showed good characteristic with selective property for ferric at pH 2. This cryogel based sensor 
was fabricated without any substrate making it was cheaper than others (0.5 THB). Therefore, 
three green and one biodegradable colorimetric sensors were developed in this work. They 
were successfully applied for on-site environmental pollutant detection in conjunction with an 
on-mobile digital image colorimetry. All sensors have a potential to be further developed as a 
prototype for commercial. However, standard color chart was recommended for semi-
quantitative analysis rather than smartphone application as it is easier.         

 

Keywords: Curcumin; Environmental pollutant; Green sensor; On-site sensor 
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บทคดัย่อ 

ช่ือผลงานวิจยั:  ชุดตรวจสะอาดจากเคอรค์มูนิส าหรบัการตรวจวดัมลสารในสิง่แวดลอ้ม 
    ภาคสนามบนโทรศพัทเ์คลื่อนที ่

ช่ือหวัหน้าผูวิ้จยั:   รองศาสตราจารย ์ดร.อารยี ์ชดู า 
E-mail Address:   aree.c@phuket.psu.ac.th; choodum@gmail.com  
ระยะเวลาโครงการ:  2 ปี 

โครงการวจิยัน้ีประสบความส าเรจ็ในการพฒันาเซนเซอรแ์บบเปรยีบเทยีบสโีดยใชพ้อลเิมอรจ์าก
ธรรมชาติ ได้แก่ แป้ง และใช้เคอร์คูมินขนาดนาโนที่สกดัจากผงขมิ้นชนัเป็นรเีอเจนต์ที่ท าให้เกิดสี  
การศึกษาเบื้องต้นโดยการประยุกต์เตรยีมแผ่นฟิล์มจากแป้งมนัส าปะหลงัที่ผสมสารฟีแนนโทรลีนมี
ประสทิธภิาพในการตรวจวดัเฟอรสัในตวัอย่างน ้าภาคสนาม การประยุกต์ใช้แผ่นฟิล์มดงักล่าวร่วมกบั
เทคนิคการวเิคราะหภ์าพดจิทิลัส าหรบัการวเิคราะหเ์ชงิปรมิาณพบวา่ ขดีจ ากดัการตรวจวดัต ่ากว่าความ
เขม้ขน้ต ่าสุดทีอ่นุญาตใหม้เีหลก็เฟอรสัในน ้าดื่มและสามารถวเิคราะหเ์หลก็เฟอรสัในตวัอยา่งจรงิไดโ้ดย
ใหผ้ลวเิคราะหไ์ม่แตกต่างกบัเทคนิคมาตรฐาน หลงัจากนัน้จงึไดน้ าแป้งมนัส าปะหลังมาใชร้่วมกบัสาร
สกดัเคอรค์ูมนิขนาดนาโน (30-90 นาโนเมตร) จากผงขมิ้นชนัในลกัษณะของแผ่นฟิล์ม 2 แบบ ไดแ้ก่ 
แผ่นฟิล์มที่เคลอืบบนกระดาษกรองในลกัษณะของเซนเซอรจ์ากกระดาษส าหรบัตรวจวดัเฟอรสั และ
แผ่นฟิล์มบางที่เคลอืบบนชอ้นพลาสตกิส าหรบัตรวจวดัโบรอน ฟิล์มทัง้สองแบบมลีกัษณะเฉพาะตวัดี
เยีย่มและมคีวามจ าเพาะกบัสารที่ต้องการวิเคราะห์ที่ pH แตกต่างกนั และสามารถประยุกต์ใช้ร่วมกบั
เทคนิคการวเิคราะหภ์าพดจิทิลัส าหรบัวเิคราะหต์วัอย่างน ้าและน ้าเสยีได้อย่างมปีระสทิธภิาพและใหผ้ล
การวเิคราะห์ไม่แตกต่างกนักบัเทคนิคมาตรฐาน แผ่นฟิล์มที่พฒันาขึน้ทัง้สองแบบน้ีมรีาคาต ่ากว่า 10 
สตางค ์ดงันัน้ชุดตรวจทีพ่ฒันาขึน้จงึมรีาคาต ่ากวา่ 1.5 บาท นอกจากน้ีแลว้งานวจิยัน้ีไดพ้ฒันาเซนเซอร์
แบบครยัโอเจลที่สงัเคราะห์จากแป้งส าหรบัตรวจวดัเฟอริกโดยการผสมเคอร์คูมินขนาดนาโน ผล
การศึกษาพบว่า ครยัโอเจลที่ได้มลีกัษณะเป็นรูพรุนสูงและท าปฏิกิรยิาจ าเพาะกบัเฟอรกิที่ pH 2 ซึ่ง
เซนเซอรแ์บบครยัโอเจลทีพ่ฒันาขึน้น้ีมลีกัษณะเป็นเมด็ได ้จงึไมจ่ าเป็นตอ้งมีภาชนะบรรจุท าใหม้ตีน้ทุน
การผลติต ่ากว่าเซนเซอรแ์บบแผน่ฟิลม์ (0.5 บาท) ดงันัน้โครงการน้ีประสบความส าเรจ็ในการพฒันาชุด
ตรวจสะอาดจ านวน 2 ชุดและชุดตรวจที่ย่อยสลายได ้จ านวน 1 ชุดเพื่อประยุกต์ใชร้่วมกบัเทคนิคการ
วเิคราะห์ภาพดจิิทลัเพื่อใช้ตรวจวดัมลสารในสิง่แวดล้อม ชุดตรวจที่พฒันาขึน้ทัง้หมดมศีกัยภาพที่จะ
พฒันาต่อเป็นต้นแบบเพื่อการจ าหน่ายเชิงพาณิชย์ต่อไปในอนาคต อย่างไรก็ตามการวิเคราะห์เชิง
ปรมิาณนัน้แนะน าให้ใช้ควบคู่กบัแถบสมีาตรฐานมากกว่าการใช้แอบพลิเคชนับนโทรศพัท์เคลื่อนที่
เน่ืองจากงา่ยกวา่  

ค าหลกั: เคอรค์มูนิ; มลพษิทางสิง่แวดลอ้ม; ชุดตรวจสะอาด; ชุดทดสอบภาคสนาม 

mailto:aree.c@phuket.psu.ac.th
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Executive summary 

1. ความส าคญัและท่ีมาของปัญหา 
เน่ืองจากการใช้เทคนิคการวเิคราะห์สารในปัจจุบนัมกัก่อปัญหาของเสยีที่เกดิจากกระบวนการ

วเิคราะหท์ี่สามารถส่งผลกระทบต่อสิง่แวดลอ้มหลายดา้น บางครัง้สารเคมทีี่ใชใ้นการวเิคราะหม์คีวาม
เป็นพษิมากกว่าสารทีส่นใจจะวเิคราะห ์[1] ดงันัน้ในหลายปีทีผ่่านมาเทคนิคการวเิคราะห์สารทีเ่ป็นมติร
กบัสิง่แวดลอ้มจงึมคีวามส าคญัมากขึน้ โดยหลกัการทีส่ าคญัทีจ่ะสามารถท าใหเ้ทคนิคการวเิคราะหเ์ป็น
มติรกบัสิง่แวดล้อมมากขึ้น ได้แก่ การใช้สารอื่นทดแทนสารที่มคีวามเป็นพิษสูงและการท ากระบวน
วเิคราะหใ์หม้ขีนาดเลก็ลง เพื่อลดปรมิาณการใชส้ารเคมแีละลดปรมิาณของเสยีทีเ่กดิขึน้ดว้ย เพือ่ใหส้าม
รถลดผลกระทบทีเ่กดิจากกระบวนการวเิคราะหไ์ด ้

ดังนัน้งานวิจัยน้ีจึงมีวัตถุประสงค์เพื่อพัฒนาเทคนิคสะอาดส าหรับการตรวจวัดมลสารใน
สิง่แวดล้อมในรูปแบบของเซนเซอร์แบบเปรยีบเทียบส ี(Colorimetric sensor) ที่สามารถประยุกต์ใช้
ส าหรบัการทดสอบหามลสารภาคสนามเพื่อคัดกรองและลดจ านวนตัวอย่างที่จ าเป็นต้องน าเข้าสู่
กระบวนการวเิคราะห ์ส่งผลใหส้ามารถลดปรมิาณตวัท าละลายและของเสยีทีเ่กดิขึน้ ท าใหก้ระบวนการ
วเิคราะหม์ลสารสง่ผลกระทบต่อสิง่แวดลอ้มน้อยลง โดยการน าพอลเิมอรแ์ละรเีอเจนต์จากธรรมชาต ิมา
ใชใ้นการสงัเคราะหเ์ซนเซอร ์ไดแ้ก่ การใชแ้ป้ง (Starch) ซึง่มสีมบตัทิีด่หีลายประการ เช่น สามารถยอ่ย
สลายทางชวีภาพได ้ หาไดง้า่ย มรีาคาถูก [2-4] และใชเ้คอรค์มูนิจากขมิน้เป็นรเีอเจนตส์ าหรบัปฏกิริยิา
การเกดิสทีดแทนการใชส้ารเคมทีี่เป็นพษิ โดยจะสงัเคราะหช์ุดตรวจสะอาดน้ีใหม้ขีนาดเลก็เพื่อใหก้าร
ตรวจวดัสามารถลดของเสยีทีจ่ะเกดิขึน้ได ้และจะประยุกต์ใชชุ้ดตรวจสะอาดดงักล่าวรว่มกบัเทคนิคการ
วเิคราะหเ์ชงิปรมิาณทีไ่ม่จ าเป็นต้องมกีระบวนการเตรยีมตวัอย่างทียุ่่งยากหลายขัน้ตอนและใชส้ารเคมี
ปรมิาณน้อย ไดแ้ก่ เทคนิคการวเิคราะหภ์าพดจิทิลั เพื่อให้สามารถหาปรมิาณของมลสารในตวัอยา่งจรงิ
ไดโ้ดยมผีลกระทบต่อสิง่แวดลอ้มน้อยทีส่ดุ 

2. วตัถปุระสงค ์
2.1. เพื่อพฒันาชุดตรวจสะอาดและแอบพลเิคชนับนโทรศพัท์เคลื่อนที่ส าหรบัตรวจมลสารใน

สิง่แวดลอ้มภาคสนาม 
2.2. ประเมนิความเป็นไปไดข้องชุดตรวจและแอบพลเิคชนัทีพ่ฒันาขึน้เพือ่การจ าหน่ายชุดตรวจ

ฯในเชงิพาณชิย ์
3. ระเบียบวิธีวิจยั 

3.1. พฒันาระบบตรวจความเขม้สสี าหรบัการวเิคราะหภ์าคสนาม 
3.2. พฒันาแอบพลเิคชนัส าหรบัตรวจปรมิาณสารบนโทรศพัท์เคลื่อนที่ส าหรบัการใช้งานบน

ระบบเอนดรอยด ์(Andriod) และไอโอเอส (iOS) 
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3.3. ศกึษาความเป็นไปไดท้ีจ่ะพฒันาชุดตรวจแบบเปรยีบเทยีบสทีีอ่าศยัหลกัการกกัรเีอเจนตไ์ว้
ภายในฟิล์มบางของพอลิเมอรธ์รรมชาติ ได้แก่ มนัส าปะหลงั โดยใช้รเีอเจนต์มาตรฐาน 
ไดแ้ก่ ฟีแนนโทรลนี ส าหรบัการตรวจวดัมลสารในสิง่แวดลอ้ม ไดแ้ก่ เหลก็เฟอรสั   

3.4. ศกึษาความเป็นไปไดใ้นการใชเ้คอรค์ูมนิเป็นรเีอเจนต์จากธรรมชาตเิพื่อพฒันาเซนเซอร์
แบบเปรยีบเทยีบสสี าหรบัตรวจวดัมลสารในสิง่แวดลอ้ม ไดแ้ก่ เหลก็เฟอรสั เหลก็เฟอรกิ 
โบรอน  

3.5. ศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการพัฒนาชุดตรวจสะอาดส าหรับตรวจวัดมลสารใน
สิง่แวดลอ้มโดยอาศยัหลกัการกกัเคอรค์ูมนิไวภ้ายในโครงขา่ยของพอลเิมอรจ์ากธรรมชาติ
ในรปูแบบฟิลม์บางหรอืครยัโอเจล  

3.6. ศกึษาลกัษณะพืน้ผวิและหมูฟั่งกช์นัของชุดตรวจสะอาด 
3.7. ศกึษาสมรรถนะของชุดตรวจฯและพสิจูน์การใชไ้ดข้องวธิ ี
3.8. ศกึษาผลของตวัรบกวน 
3.9. ประยกุตใ์ชชุ้ดตรวจฯและระบบตรวจวดัทีพ่ฒันาขึน้ส าหรบัการวเิคราะหต์วัอยา่งจรงิ 
3.10. ประเมนิตน้ทุนของชุดตรวจฯ และศกึษาความเป็นไปไดใ้นการจ าหน่ายเชงิพาณชิย ์  

4. ผลการวิจยั/ผลผลิตท่ีได้รบั 
4.1. ไดร้ะบบตรวจความเขม้สภีาคสนามมลีกัษณะเป็นกล่องสเีหลีย่ม ขนาดกวา้ง 19.5 ซม ยาว

14 ซม สูง 13.5 ซม (ขนาดของกล่องเปลี่ยนแปลงตามลกัษณะการใช้งาน) ท าด้วยวสัดุ
พลาสตกิชนิดพอลคิารบ์อเนตทีม่ลีกัษณะทบึแสง ภายในตกแต่งดว้ยสขีาว และตดิตัง้ LED 
จ านวน 18 ดวง เพื่อท าหน้าที่เป็นแหล่งก าเนิดแสง พรอ้มกบัติดตัง้แบตเตอรี ่ขนาด 12 
โวลต์ส าหรบัการใชภ้าคสนามหรอืมสีายไฟส าหรบัใชง้านในหอ้งปฏบิตักิาร การออกแบบที่
วางตวัอย่างจะแตกต่างกนัตามลกัษณะการใชง้าน เช่น ระบบตรวจความเขม้สจีากดา้นบน
ส าหรบัตรวจวดัโบรอน (รูปที ่1) ระบบตรวจความเขม้สจีากดา้นขา้งส าหรบัตรวจวดัเหลก็
เฟอรสั 

 
รปูท่ี 1 ระบบตรวจวดัความเขม้สสี าหรบัตรวจวดัโบรอน 
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รปูท่ี 2 ระบบตรวจวดัความเขม้สสี าหรบัตรวจวดัโบรอน 
 

4.2. ไดแ้อบพลเิคชนัส าหรบัตรวจปรมิาณสารบนโทรศพัทเ์คลื่อนทีส่ าหรบัการใชง้านบนระบบ
แอนดรอยด์ (Andriod) และไอโอเอส (iOS) แต่พบว่า การใช้งานบนระบบแอนดรอย์ประ
ยกุตใ์ชแ้ละตดิตัง้งา่ยและไมยุ่ง่ยาก 

4.3. ได้ชุดตรวจแบบเปรยีบเทยีบสแีบบฟิล์มบางจากแป้งมนัส าปะหลงัส าหรบัตรวจหาเหล็ก
เฟอรสัทีม่ตีน้ทุนการผลติ (เฉพาะวสัดุ) ประมาณ 20 สตางค/์ชุด สามารถน าไปประยุกตใ์ช้
งานส าหรบัวเิคราะหเ์หลก็ละลายน ้าในตวัอยา่งน ้าดื่ม น ้าผวิดนิ น ้าทิง้จากอุตสาหกรรม น ้า
ในนาขา้ว และตวัอยา่งดนิ ท าใหท้ราบผลการทดสอบทนัทแีละเป็นมติรกบัสิง่แวดลอ้ม และ
ไดต้พีมิพผ์ลการวจิยัในวารสารวชิาการระดบันานาชาตจิากการศกึษาเบือ้งตน้ 

4.4. ไดว้ธิกีารและสภาวะในการสกดัเคอรค์ูมนิขนาดนาโนจากผงขมิน้ชนั ไดแ้ก่ การใชผ้งขมิน้ 
0.15 กรมั เอทานอล 4.5 มิลลิลิตร สกดัด้วยเทคนิคอลัตราโซนิค ที่อุณหภูมิ 70 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เคอร์คูมนิที่สกดัได้มีขนาด 30-90 นาโนเมตรและสามารถ
น าไปประยกุตใ์ชง้านไดอ้ยา่งหลากหลาย 

4.5. ไดชุ้ดตรวจสะอาดแบบเปรยีบเทยีบสจีากเคอรค์ูมนิส าหรบัตรวจวดัมลสารในสิง่แวดลอ้ม 
จ านวน 3 แบบ ไดแ้ก่  
- ฟิล์มบางส าหรบัตรวจวดัโบรอนแบบจุ่มลงในตวัอย่าง ซึ่งจะทดสอบในสภาวะที่เป็น

เบส (pH 9) มตีน้ทุนการผลติ (เฉพาะวสัดุ) ประมาณ 10 สตางค/์ชุด ซึง่สามารถน าไป
ประยุกต์ใชง้านส าหรบัวเิคราะหโ์บรอนในตวัอย่างทีห่ลากหลาย เช่น น ้าดื่ม น ้าผวิดนิ 
น ้าทิ้งจากอุตสาหกรรม และตวัอย่างอาหาร และได้ต้นฉบบัผลการวจิยัส าหรบัเสนอ
ตพีมิพใ์นวารสารวชิาการระดบันานาชาต ิ

- ฟิล์มบางบนกระดาษส าหรบัตรวจวดัเหลก็เฟอรสัแบบหยด ซึ่งจะทดสอบในสภาวะที่
เป็นกรด (pH 4) มตี้นทุนการผลติ (เฉพาะวสัดุ) ประมาณ 1 บาท/ชุด สามารถน าไป
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ประยุกต์ใชง้านส าหรบัวเิคราะหเ์หลก็ละลายน ้าในตวัอย่างน ้าดื่ม น ้าผวิดนิ น ้าทิง้จาก
อุตสาหกรรม น ้าในนาขา้ว และตวัอย่างดนิ ท าให้ทราบผลการทดสอบทนัทแีละเป็น
มิตรกับสิ่งแวดล้อม และก าลังเตรยีมต้นฉบับผลการวิจยัในวารสารวิชาการระดับ
นานาชาต ิ

- เมด็ครยัโอเจลจากแป้งส าหรบัตรวจวดัเหลก็เฟอรกิแบบแช่หรอืหยด ซึ่งจะทดสอบใน
สภาวะทีเ่ป็นกรด (pH 2) มตีน้ทุนการผลติ (เฉพาะวสัดุ) ประมาณ 50 สตางค/์ชุด และ
สามารถน าไปประยุกต์ใช้งานส าหรบัวเิคราะห์เหล็กได้อย่างหลากหลาย และก าลงั
เตรยีมตน้ฉบบัผลการวจิยัในวารสารวชิาการระดบันานาชาต ิ

4.6.  ชุดตรวจที่พัฒนาขึ้นมีศักยภาพที่จะน าไปพัฒนาต่อเป็นต้นแบบภาคสนามเพื่อการ
จ าหน่ายเชงิพาณิชยต์่อไปในอนาคต แต่ผูใ้ชนิ้ยมใชร้่วมกบัแถบสมีาตรฐานมากกว่าการ
วเิคราะหภ์าพดจิทิลั  
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เน้ือหางานวิจยั 

การพฒันาชดุตรวจแบบฟิลม์บางจากแป้งส าหรบัตรวจเหลก็เฟอรสั 
ชดุตรวจเหลก็เฟอรสัแบบฟิลม์บางจากแป้งสงัเคราะหข์ึน้โดยอาศยัหลกัการเกดิปฏกิริยิาการเกดิสี

ระหว่างเหลก็เฟอรสัและสารเคมทีี่จ าเพาะกบัเหลก็เฟอรสั ไดแ้ก่ ฟีแนนโทรลนี (1,10-phenanthroline) 
เกดิเป็นผลติภณัฑส์แีดงของ [(C12H8N2)3Fe]2+ ชุดตรวจนี้สงัเคราะหไ์ดโ้ดยการเตรยีมสารละลายแป้งมนั
ส าปะหลงั (แป้ง 0.5 กรมัต่อน ้า ปรมิาตร 10 มลิลลิติร) และใหค้วามรอ้นจนไดส้ารละลายหนืด ใส ไมม่สี ี
หลังจากนัน้เติมสารเชื่อมขวาง (Crosslinker) ที่สามารถเพิ่มสมบัติการเป็นพลาสติก (Plasticizer)  
ไดแ้ก่ กลเีซอรลั (Glycerol) ปรมิาตร 0.1 มลิลลิติร ก่อนน ามาผสมกบัสารทีท่ าใหเ้กดิปฏกิริยิากบัเหลก็
ละลายน ้า ได้แก่ สารฟีแนนโทลีน หนัก 0.1 กรมั จากนัน้จึงน าสารละลายพอลิเมอร์ที่สงัเคราะห์ได้
ปรมิาตร 100 ไมโครลติรไปบรรจุลงในภาชนะบรรจุ และน าไปใหค้วามรอ้นที ่100 องศาเซลเซยีส เป็น
เวลา 90 นาที จงึได้แผ่นฟิล์มบางในลกัษณะของการเคลือบอยู่ที่ผวิภายในของบรเิวณก้นของหลอด
พลาสตกิขนาด 1.5 มลิลลิติร (รปูที ่3a) ซึง่จะเพิม่พืน้ทีผ่วิสมัผสัระหวา่งเหลก็เฟอรสัในตวัอยา่งกบัสารที่
ท าใหเ้กดิสซีึง่ถูกกกัไวภ้ายในฟิลม์บางของพอลเิมอรธ์รรมชาต ิฟิลม์บางดงักล่าวมลีกัษณะเรยีบและเป็น
เน้ือเดยีวกนั (รปูที ่3b) และตรวจพบพคีของการดูดกลนืแสงทีแ่สดงถงึหมู่ฟังก์ชนัของฟีแนนโทรลนีบริ
เวณเลขคลื่น 1562, 1510, and 845 cm-1 (รูปที่ 3c) จงึยนืยนัไดว้่า ฟีแนนโทรลนีถูกกกัไวภ้ายในฟิล์ม
บางของแป้ง  

เมื่อเตมิตวัอย่างที่เป็นของเหลวลงในหลอดพลาสตกิและเขย่า จะท าใหฟี้แนนโทรลนีที่ถูกกกัอยู่
ภายในฟิลม์ละลายออกมาท าปฏกิริยิากบัเหลก็เฟอรสัทีล่ะลายอยู่ในตวัอย่าง เกดิเป็นสารประกอบสสีม้
แดง (รูปที่ 4) หากในตัวอย่างมีปรมิาณของเฟอรสัสูง สารประกอบสีส้มแดงซึ่งเป็นผลิตภัณฑ์จาก
ปฏิกิรยิาจะมีปรมิาณสูง จึงให้สีส้มแดงเข้ม ในทางกลบักนั หากในตัวอย่างมีปรมิาณของเฟอรสัต ่า 
สารประกอบสสีม้แดงจะมปีรมิาณต ่าดว้ย จงึใหส้สีม้จาง ชุดตรวจน้ีมคีวามจ าเพาะต่อเหลก็เฟอรสัสงู โดย
ไมพ่บผลของไอออนรบกวน (รปูที ่5) 

ชุดตรวจเหล็กเฟอรสัแบบฟิล์มบางจากแป้งน้ีสามารถเก็บรกัษาได้นานอย่างน้อย 3 เดอืน ทัง้
ภายในตู้เยน็และสภาวะปกติ โดยให้ผลแตกต่างจากวนัแรกที่สงัเคราะห์น้อยกว่า 4.8% (รูปที่ 6) การ
ประยุกต์ใช้ชุดตรวจน้ีร่วมกบัเทคนิคการวเิคราะห์ภาพดิจทิลัจากโทรศพัท์เคลื่อนที่ส าหรบัวิเคราะห์
ปรมิาณเหล็กเฟอรสั พบว่า เทคนิคดงักล่าวให้ผลการวเิคราะห์ที่ถูกต้อง แม่นย าสูง สามารถตรวจวดั
เหล็กเฟอรสัได้ในช่วงความเข้มข้นที่กว้าง (0 ถึง 10 มิลลิกรมัต่อลิตร) (รูปที่ 7) มีขีดจ ากัดในการ
ตรวจวดัต ่า (0.085±0.001 mgL-1 ถึง 0.40±0.01mgL-1) เมื่อประยุกต์ใช้เทคนิคที่พฒันาขึน้กบัตวัอย่าง
ดนิจากสวนปาล์มและตวัอย่างน ้าจากแปลงนา จ านวนทัง้หมด 11 ตวัอย่าง พบว่า เทคนิคดงักล่าวให้
รอ้ยละการไดก้ลบัคนื (%Recovery) จากการสกดัตวัอย่างดนิ 98.7 – 99.7% และ 96.2 – 97.3% เมื่อ
ประยุกต์ใชก้บัตวัอย่างน ้า และใหผ้ลการวเิคราะหต์วัอย่างจรงิทัง้หมดแตกต่างอย่างไม่มนีัยส าคญักบั
เทคนิคมาตรฐานอะตอมมคิ แอบซอรบ์ชนั สเปกโตรโฟโตเมทรทีีร่ะดบัความเชื่อมนั 95%  



11 

 

 
รปูท่ี 3 (a) ลกัษณะของชุดตรวจเหลก็เฟอรสัแบบฟิล์มบางจากแป้ง (b) ลกัษณะพื้นผวิของชุดตรวจฯ 
จากการวเิคราะหโ์ดยเครือ่ง SEM (c) สเปกตรมัของชุดตรวจฯทีไ่ดจ้ากการวเิคราะหด์ว้ยเทคนิค FTIR 
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 รปูท่ี 4 ผลติภณัฑส์ทีีไ่ดจ้ากการทดสอบเฟอรสักบัชุดตรวจเหลก็เฟอรสัแบบฟิลม์บางจากแป้ง 

  
 รปูท่ี 5 ผลของไอออนรบกวนของชุดตรวจเหลก็เฟอรสัแบบฟิลม์บางจากแป้ง 

 

 รปูท่ี 6 ความเสถยีรของชุดตรวจเหลก็เฟอรสัแบบฟิลม์บางจากแป้ง (a) ในตูเ้ยน็ (b) ทีอุ่ณหภูมหิอ้ง 
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รปูท่ี 7 ความสมัพนัธข์อง (a,c) ค่าความเขม้ส ี(b,d) คา่การดดูกลนืแสงของภาพดจิทิลัของผลติภณัฑส์ทีี่
ไดจ้ากชุดตรวจเหลก็เฟอรสัแบบฟิลม์บางกบัความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐานเหลก็เฟอรสั 

การพฒันาชดุตรวจจากเคอรค์มิูนขนาดนาโนแบบจุ่มส าหรบัตรวจโบรอน 
 ชุดตรวจโบรอนสงัเคราะหข์ึน้โดยอาศยัหลกัการเกดิปฏกิริยิาการเกดิสรีะหวา่งโบรอนและเคอรค์มูิ

นขนาดนาโนเกดิเป็นผลติภณัฑส์นี ้าตาลแดง (rosocyanin complex) [5, 6] สงัเคราะหไ์ดโ้ดยการเตรยีม
สารละลายแป้งมนัส าปะหลงั (5% w/v) และใหค้วามรอ้นจนไดส้ารละลายหนืด ใส ไมม่สี ีหลงัจากนัน้เตมิ
กลเีซอรลัปรมิาตร 0.05 มลิลลิติร ก่อนน ามาผสมกบัเคอรค์ูมนิขนาดนาโน (ในเอทานอล) ปรมิาตร 0.5 
มลิลลิติร จากนัน้จงึน าสารละลายผสมปรมิาตร 200 ไมโครลติรหยดลงบนชอ้นพลาสตกิ (ใชแ้ลว้) และ
น าไปใหค้วามรอ้นที ่60 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 90 นาท ีจงึไดแ้ผน่ฟิลม์บางสเีหลอืงเคลอืบอยูบ่นชอ้น
พลาสตกิ (รปูที ่8a) ซึง่จะเปลีย่นเป็นสนี ้าตาลแดงเมื่อน าไปจุ่มในสารละลายมาตรฐานโบรอน (รปูที ่8b) 
และจะมสีเีขม้ขึน้ตามความเขม้ขน้ของสารละลายโบรอน (รปูที ่8C)   
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รปูท่ี 8 (a) ลกัษณะชุดตรวจโบรอน (b-c) ผลติภณัฑส์ทีีไ่ดจ้ากการทดสอบสารละลายโบรอนกบัชุดตรวจ 

 

รปูท่ี 9 ภาพ SEM ของ (a) เคอรค์มูนิขนาดนาโนทีไ่ดจ้ากการสกดัผงขมิน้ชนั (b) ฟิลม์บางของชุดตรวจ 

 การศกึษาลกัษณะพืน้ผวิของชุดตรวจฯ ดว้ยกลอ้ง SEM พบเคอรค์ูมนิขนาดนาโน (30-90 นาโน
เมตร) กระจายตวัอยา่งสม ่าเสมอ (รปูที ่9b) และมขีนาดไมแ่ตกต่างกบัเคอรค์มูนิทีส่กดัไดจ้ากผงขมิน้ชนั 
(รปูที ่9a) เมือ่ตรวจสอบหมูฟั่งกช์นัของฟิลม์โดยใชเ้ทคนิค FTIR พบวา่ พคีของการดดูกลนืแสงของแป้ง 

(รปูที ่10b) เกดิการเลื่อนต าแหน่งไปเลก็น้อยเมื่อมเีคอรค์มูนิประกอบอยู่ดว้ย (รปูที ่10a) ไดแ้ก่ การสัน่
ของพนัธะ O-H ทีเ่ลขคลื่น 3280 ไปยงั 3281 cm-1 พนัธะ C-O ของ amylopectin [7, 8] ทีเ่ลขคลื่น 1106 

(C) 
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ไปยงั 1105 cm-1, 1079 ไปยงั 1078  cm-1, และ 1018 ไปยงั 1017 cm-1 นอกจากน้ีแลว้สเปกตรมั FTIR 
ของฟิล์มบางของชุดตรวจฯ ยงัปรากฎพีคของการดูดกลืนแสงที่เลขคลื่น 1513 cm-1 สอดคล้องกับ
สเปกตรมัของสารสกดัเคอรค์ูมนิ (รูปที่ 10c) ซึ่งน่าจะเป็นพคีทีเ่กดิจากการสัน่ของพนัธะ C=C ภายใน
โมเลกุลของเคอรค์มูนิ จงึสามารถยนืยนัไดว้า่ เคอรค์มูนิถูกกกัไวภ้ายในฟิลม์บางของแป้ง  

 การศกึษา TGA ของฟิล์มบางของแป้งที่ผสมเคอรค์ูมนิ พบว่า เคอร์คูมนิจะเกิดการสลายตวัที่
อุณหภูม ิ250-275 องศาเซลเซยีส (รปูที ่11) สอดคลอ้งกบัรายงานก่อนหน้าซึง่ตรวจพบวา่ เคอรค์มูนิจะ
เริม่สลายตวัที1่93 องศาเซลเซยีส [9] แต่จะเสถยีรต่ออุณหภูมมิากขึน้เมื่อถูกกกัไวภ้ายในพอลเิมอรโ์ดย
จะเริม่สลายตวัที ่228 องศาเซลเซยีสในมอลโตเดก็ตรนิ [9] 270 องศาเซลเซยีสในพอลไิวนิลแอลกอฮอล ์
[10] และ 321 องศาเซลเซียสในไคโตแซน [11] การศึกษา DTG แสดงให้เห็นว่า DTG Value ที่ 270 
องศาเซลซยีสน่าจะเป็นของเคอรค์มูนิ ตามรายงานก่อนหน้าทีร่ายงาน DTG value ของเคอรค์มูนิที ่277 
องศาเซลเซยีส และ 310, 330 องศาเซลเซยีสในสารผสมเคอรค์ูมนิ [12] นอกจากน้ีแลว้การศกึษา DTA 
ยงัพบ endothermic peak ทีป่ระมาณ 75 องศาเซลเซยีส ซึ่งคาดว่า น่าจะเกี่ยวขอ้งกบัเคอรค์ูมนิขนาด
นาโนตามรายงานก่อนหน้าซึ่งตรวจพบพคีดงักล่าวที่ 72.4 องศาเซลเซียสจาก nanotized curcumin 
[13]   

 จากการศกึษาผลของ pH พบว่า ฟิล์มบางสเีหลอืงของชุดตรวจจะเกดิการเปลี่ยนสเีป็นสนี ้าตาล
แดงเมื่อทดสอบกบัสารละลายโบรอนที่ pH 8-13 (รูปที่ 12a แถวล่าง) อย่างไรก็ตามเมื่อน าชุดตรวจฯ 
ทดสอบกบัสารละลายแบลงค ์(น ้าปราศจากไอออนทีป่รบั pH ตามก าหนด) พบว่า เกดิการเปลีย่นสแีบบ
เดยีวกนัที่ pH มากกว่า 10 (รูปที่ 12a แถวบน) ทัง้น้ีเน่ืองจากเคอรค์ูมนิมสีมบตักิารเป็น pH indicator 
ได ้[14-16] ดงันัน้การใชง้านชุดตรวจโบรอนทีพ่ฒันาขึน้น้ีควรท าการทดสอบในสารละลายตวัอยา่งที ่pH 
9 โดยจากการศกึษาพบวา่ ที ่pH 9 น้ี จะไมเ่กดิการรบกวนจากไอออนอื่นๆ (รปูที ่12b) 

 การศกึษาระยะเวลาทีใ่ชใ้นการเกดิปฏกิริยิาของชุดตรวจกบัสารละลายโบรอนพบว่า ผลติภณัฑส์ี
ทีไ่ดจ้ากการทดสอบจะมสีเีขม้ทีสุ่ดหลงัการเกดิปฏกิริยิา 15 นาท ี(รปูที ่13) ชีใ้หเ้หน็ว่า ปฏกิริยิาเคมทีี่
เกิดขึ้นระหว่างเคอร์คูมนิและโบรอนสมบูรณ์ที่ 15 นาที ซึ่งเรว็กว่าวธิีมาตรฐานที่ใช้ส าหรบัตรวจวดั
โบรอน (curcumin method) [6, 17] ซึ่งน่าจะเกี่ยวขอ้งกบัขนาดของเคอรค์ูมนิที่ใชใ้นงานวจิยัน้ีมขีนาด
เลก็ (ขนาดนาโน) จงึสามารถเกดิปฏกิริยิาไดอ้ยา่งรวดเรว็ 
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รปูท่ี 10 สเปกตรมั FTIR ของ (a) ฟิลม์บางของชุดตรวจโบรอน (a) ฟิลม์แป้งทีไ่มเ่ตมิเคอรค์มูนิ (c) สาร
สกดัเคอรค์มูนิ 
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รปูท่ี 11 ผลการศกึษา TGA, DTG, และ DTA ของฟิลม์บางสเีหลอืงของชุดตรวจโบรอน 

 

รปูท่ี 12 (a) ผลของ pH ต่อผลติภณัฑ์สทีี่ไดจ้ากสารละลายแบลงค์ (บน) สารละลายโบรอน (ล่าง) (b) 
ผลการทดสอบไอออนรบกวนโดยใชส้ารละลายมาตรฐานของไอออนที ่10,000 มลิลกิรมัต่อลติร ยกเวน้
โบรอน (100 มลิลกิรมัต่อลติร)  
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รปูท่ี 13 ผลติภณัฑส์ทีีไ่ดจ้ากการทดสอบชุดตรวจกบัสารละลายมาตรฐานโบรอนทีเ่วลา 0-60 นาท ี

 เมื่อน าชุดตรวจที่พฒันาขึน้มาใชร้่วมกบัเทคนิคการวเิคราะหภ์าพดจิทิลัส าหรบัวเิคราะหโ์บรอน
เชงิปรมิาณ พบว่า ค่าความเขม้แสงสเีขยีวและสแีดงมคีวามสมัพนัธ์แบบเป็นเสน้ตรงกบัความเขม้ขน้
ของโบรอน (รูปที่ 14) ในช่วงความเขม้ขน้ที่แตกต่างกนั ไดแ้ก่ 0 ถงึ 1 มลิลกิรมัต่อลติรส าหรบัสเีขยีว
และ 10 ถงึ 100 มลิลกิรมัต่อลติร ส าหรบัสแีดง ความสมัพนัธด์งักล่าวสามารถน ามาใชใ้นการวเิคราะห์
หาปรมิาณโบรอนในตวัอย่างได้ จากการศกึษาพบว่า ชุดตรวจสะอาดที่พฒันาขึน้สามารถใช้ตรวจวดั
โบรอนได้ที่ความเข้มข้นต ่ าสุด (Limit of detection) 0.052±0.001 มิลลิกรัมต่อลิตร และจะให้การ
ตอบสนองเป็นเสน้ตรงในช่วง 0 ถงึ 1 มลิลกิรมัต่อลติร (R2 = 0.9971) และมคี่าความไววเิคราะห ์64±1 
a.u./mgL-1 สมรรถนะของเทคนิคทีพ่ฒันาขึน้น้ีสรปุไวใ้นตารางที ่1   

ตารางท่ี 1 สมรรถนะส าหรบัการวเิคราะหโ์บรอนเชงิปรมิาณโดยใชชุ้ดตรวจโบรอนที่พฒันาขึน้ร่วมกบั
เทคนิคการวเิคราะหภ์าพดจิทิลั 

ความสมัพนัธ ์ ความไววเิคราะห ์ 
(a.u. Lmg-1) 

ช่ ว งความ เป็ น
เสน้ตรง (mgL-1) 

ค่ าค ว าม
เป็นเสน้ตรง (R2) 

IR 0.89±0.04 0 – 100 0.9918 
IG  64±1 0 – 1 0.9971 
AR   0.004±0.006 0 – 100 0.9942 
AG 0.2±0.1 0 – 1 0.9989 

 เมื่อน าชุดตรวจฯไปประยุกตใ์ชส้ าหรบัตรวจหาปรมิาณโบรอนในตวัอยา่งน ้าพบว่า วธิทีีพ่ฒันาขึน้
ใหผ้ลการวเิคราะหแ์ตกต่างกนัอย่างไม่มนีัยส าคญักบัเทคนิคมาตรฐาน (ICP-OES) ดงัแสดงในตารางที ่
2 
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รปูท่ี 14 ความสมัพนัธ์ของค่าความเขม้สขีองผลิตภณัฑ์สแีละความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐาน
โบรอน 
 
ตารางท่ี 2 ผลการวเิคราะหห์าปรมิาณโบรอนในตวัอยา่งจรงิ 

ตั ว
อยา่งที ่

วธิทีีพ่ฒันาขึน้ (mgL-1) เ ท ค นิ ค  ICP 
(mgL-1) 

%Recovery 

S1 5397±606 4870±13  112 
S2 <0.052* 0.013± 0.001 83 
S3 <0.052* <0.010  91 
S4 <0.052* 0.021±0.001 109 
S5 <0.052* 0.015±0.0013 107 

*LOD = 0.052±0.001 mgL-1 
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การพฒันาชดุตรวจจากเคอรค์มิูนบนกระดาษส าหรบัตรวจเหลก็เฟอรสั 
 ชุดตรวจสะอาดส าหรบัตรวจวดัไอออนเหล็กบนกระดาษพฒันาขึ้นโดยอาศยัหลกัการกกัสาร

สกดัเคอรค์มูนิไวใ้นฟิลม์บางของแป้งมนัส าปะหลงัและขึน้รปูในรปูแบบของเซนเซอรแ์บบกระดาษเพื่อให้
สามารถทดสอบตวัอย่างไดง้า่ยโดยการหยดสารละลายตวัอย่างลงบนแผ่นฟิล์มบางโดยตรง ฟิล์มบางสี
เหลอืงออ่นจะเปลีย่นเป็นสนี ้าตาลแดงเมือ่ท าปฏกิริยิากบัไอออนของเหลก็เฟอรสัและมสีเีขม้ขึน้เมือ่ความ
เขม้ขน้ของเหลก็เฟอรสัมากขึน้ (รปูที ่15) ชุดตรวจนี้สามารถเตรยีมไดโ้ดย 2 ขัน้ตอน ไดแ้ก่ การเตรยีม
กระดาษ และ การเตรยีมสารผสมส าหรบัท าปฏกิริยิา กระดาษซึง่จะเป็นฐานส าหรบัหยดตวัอยา่งสามารถ
เตรยีมไดโ้ดยการเคลอืบไขบนกระดาษขนาดกวา้ง 2.4 ซม ยาว 2.5 ซม จ านวน 2 ชัน้ (เวน้บรเิวณตรง
กลางไว้ส าหรบัสร้างฟิล์มส าหรบัเกิดปฏิกิริยา) (รูปที่ 16) ในขณะที่การเตรียมสารผสมส าหรบัท า
ปฏิกิรยิาสามารถท าได้โดยการผสมสารละลายแป้งและเคอร์คูมินขนาดนาโนในอตัราส่วน (3 : 0.4 
มลิลิลิตร) แล้วหยดสารละลายผสมปรมิาตร 100 ไมโครลิตรลงบนกระดาษที่เตรยีมไว้และทิ้งให้แห้ง
ประมาณ 2-3 ชัว่โมง จะไดฟิ้ลม์บางสเีหลอืงออ่นบนกระดาษ 

  
รปูท่ี 15 ผลติภณัฑส์จีากการทดสอบเฟอรสัโดยใชชุ้ดตรวจสะอาดจากเคอรค์มูนิแบบกระดาษ 

   

รูปท่ี 16 ลกัษณะของเซนเซอร์แบบกระดาษซึ่งสรา้งจากกระดาษกรอง 2 ชัน้ และเคลือบไขทัง้หมด 
ยกเวน้บรเิวณสเีหลอืงซึง่เป็นบรเิวณทีใ่ชส้รา้งฟิลม์และหยดตวัอยา่ง 

 ชุดตรวจแบบกระดาษน้ีสามารถเกิดปฏิกิริยากับเหล็กเฟอรสัได้ดีที่ pH 3 และ 4 (รูปที่ 17) 
อย่างไรก็ตามเน่ืองจาก Fe3+ สามารถเกดิผลติภณัฑ์สเีดยีวกนัที่ pH 3 ด้วย ดงันัน้หากต้องการทราบ
เฉพาะความเขม้ขน้ของเหลก็เฟอรสัในตวัอย่างจรงิ ควรท าการทดสอบที ่pH 4 หากตอ้งการทราบเหลก็
ทัง้หมด (Fe2+Fe3+) ควรปรบั pH ของตวัอย่างเป็น pH 3 นอกจากน้ีแล้วชุดตรวจแบบกระดาษยงัไม่
เกิดปฏิกิริยากับไอออนอื่นๆ ได้แก่ Ca2+, Co2+, Cd2+, Cr3+, Cu2+, Hg+, K+, Mg2+, Mn2+, Na+, Ni2+, 
Pb2+, Zn2+ และ Fe3+ แมว้า่จะมคีวามเขม้ขน้สงูกวา่ Fe2+ 1,000 เทา่ (รปูที ่18)  
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 รปูท่ี 17 ผลติภณัฑส์จีากชุดตรวจแบบกระดาษทีเ่มือ่ทดสอบกบัสารละลายเฟอรสัที ่pH 1-7 
  

  
 รปูท่ี 18 ผลของไอออนรบกวน (ความเขม้ขน้ 10,000 มลิลิกรมัต่อลติร ยกเว้นเหล็กเฟอรสั 100 

มลิลกิรมัต่อลติร)   
  
 การศกึษาสภาวะและระยะเวลาการเกบ็รกัษาทัง้ในสภาวะปกตแิละในตูเ้ยน็ พบว่า ค่าความเขม้

แสงสเีขยีวและสแีดงของผลติภณัฑส์ทีีไ่ดจ้ากทดสอบชุดตรวจฯดว้ยสารละลายมาตรฐานโบรอนในวนัที่
เตรยีมชุดตรวจ (วนัที ่0) และหลงัเกบ็ไวท้ีส่ภาวะปกตนิาน 84 วนั (ประมาณ 3 เดอืน) ใหผ้ลแตกต่างกนั
เพียง -2.46% และ 5.85% (รูปที่ 19) ในขณะที่การเก็บรกัษาในตู้เย็นให้ผลแตกต่างกนั -2.49% และ 
4.57% (รปูที ่20) 

 เมื่อใช้ชุดตรวจฯ ร่วมกบัการวเิคราะห์ภาพถ่ายดจิทิลัพบว่า ความสมัพนัธ์ของค่าความเขม้ส ี
RGB กบัความเขม้ขน้ของเหลก็เฟอรสั (รปูที ่21) มชี่วงทีใ่หก้ารตอบสนองเป็นเสน้ตรงระหว่าง 0 ถงึ 40 
มลิลกิรมัต่อลติร ดว้ย R2 = 0.9907 (รูปที่ 22) จงึสามารถน ามาใชใ้นการวเิคราะหเ์ชงิปรมิาณได ้โดยมี
คา่ความไววเิคราะห ์1.08 a.u./mgL-1     
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รปูท่ี 19 ค่าความเขม้แสงของผลติภณัฑท์ีไ่ดจ้ากการทดสอบสารละลายโบรอนกบัชุดตรวจแบบกระดาษ
ทีร่ะยะเวลาเกบ็รกัษา 0 วนั ถงึ 3 เดอืน ทีส่ภาวะปกต ิ   

 
รปูท่ี 20 ค่าความเขม้แสงของผลติภณัฑท์ีไ่ดจ้ากการทดสอบสารละลายโบรอนกบัชุดตรวจแบบกระดาษ
ทีร่ะยะเวลาเกบ็รกัษา 0 วนั ถงึ 3 เดอืนในตูเ้ยน็    
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รปูท่ี 21 ความสมัพนัธ์ระหว่างค่าความเขม้ส ีRGB และความเขม้ขน้ของเฟอรสัที่ได้จากการชุดตรวจ
แบบกระดาษ 

 

รปูท่ี 22 ช่วงความเป็นเส้นตรงและสมการความสมัพนัธ์ทีส่ามารถน าไปวเิคราะหเ์ชงิปรมิาณโดยใชชุ้ด
ตรวจแบบกระดาษ 
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การพฒันาชดุตรวจแบบเมด็ครยัโอเจลจากเคอรค์มิูนส าหรบัตรวจวดัเหลก็เฟอริก 
ชดุตรวจสะอาดแบบเมด็ครยัโอเจลจากเคอรค์มูนิขนาดนาโนสงัเคราะหข์ึน้โดยอาศยัการกกัเคอรค์ู

มนิขนาดนาโนไว้ภายในผนังบางของครยัโอเจล (เน้ือพอลเิมอร)์ ในขณะที่รูพรุนของครยัโอเจลท าให้
ตวัอย่างสามารถสมัผสักบัเคอรค์ูมนิไดใ้กลข้ึน้ จงึเกดิปฏกิริยิาไดอ้ย่างรวดเรว็ ครยัโอเจลหรอืชุดตรวจ
สะอาดน้ีสงัเคราะหจ์ากแป้งมนัส าปะหลงัและสรา้งรพูรุนทีอุ่ณหภูม ิ-20 องศาเซลเซยีส จงึไดเ้มด็ครยัโอ
เจลสเีหลอืงอ่อนทีม่คีวามเป็นรพูรุนสงู (คลา้ยฟองน ้า) เมื่อท าปฏกิริยิากบัไอออนของเหลก็เปลีย่นเป็นสี
น ้าตาลแดง (รปูที ่23) ชุดตรวจนี้สามารถสงัเคราะหไ์ด ้2 แบบ ไดแ้ก่ การผสมเคอรค์มูนิขนาดนาโนของ
ในสารละลายแป้งและน าไปแช่แขง็หรอืการเตรยีมเมด็ครยัโอเจลก่อนแลว้จงึน าไปแช่ในเคอรค์ูมนิขนาด
นาโน ผลการศกึษาพบว่า ชุดตรวจทีส่งัเคราะหโ์ดยใชแ้บบที ่2 จะเกดิปฏกิริยิากบัสารละลายทีส่นใจจะ
วเิคราะหเ์รว็กว่า จงึเลอืกใชก้ารสงัเคราะหแ์บบดงักล่าวส าหรบัพฒันาชุดตรวจ สภาวะทีใ่ชใ้นการเตรยีม
ชุดตรวจ ไดแ้ก่ การกวนสารละลายแป้ง (13.3%w/v ในแคลเซยีมไฮดรอกไซด)์ จนไดส้ารผสมหนืดแลว้
จงึน าไปบรรจุเขม็ฉีดยาขนาด 3 มลิลลิติร แลว้จงึน าไปแช่แขง็ทีอุ่ณหภูม ิ -20 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 
24 ชัว่โมง เมื่อครบก าหนดน ามาคายการแขง็ตวัทีอุ่ณหภูมหิอ้งเป้นเวลา 1 ชัว่โมง แลว้จงึน าแท่งครยัโอ
เจลออกจากหลอดฉีดยาและแบ่งเป็นชิ้นตามขนาดที่ต้องการ (ความหนาที่ใช้ในงานวิจัยน้ี คือ 5 
มลิลเิมตร) จากนัน้จงึน าเมด็ครยัโอเจลที่ได้ไปแช่ในสารสกดัเคอรค์ูมนิขนาดนาโนเป็นเวลา 2 ชัว่โมง 
เมื่อครบก าหนดคบีเมด็ครยัโอเจลออกมาและน าไปวางบนกระจกนาฬิกาและอบที่อุณหภูม ิ80  องศา
เซลเซยีส เป็นเวลา 30 นาท ีจงึไดเ้ป็นเมด็ครยัโอเจลเสน้ผา่นศนูยก์ลาง 7 มลิลเิมตร หนา 3-4 มลิลเิมตร 
ซึง่จะคนืตวัตามขนาดเดมิเมือ่น าไปแชน่ ้าหรอืตวัอยา่งหรอืสารละลายมาตรฐานโบรอน    

 

รปูท่ี 23 ผลติภณัฑส์ทีีไ่ดจ้ากการทดสอบสารละลายเฟอรกิกบัชุดตรวจสะอาดแบบเมด็ครยัโอเจล 

การศึกษาลกัษณะพื้นผวิของเม็ดครยัโอเจลโดยใช้เทคนิค SEM พบว่า เคอร์คูมินขนาดนาโน
กระจายตวัอยู่ภายในผนังของครยัโอเจลอย่างสม ่าเสมอ (รูปที่ 24) แตกต่างจากครยัโอเจลที่ไม่แช่สาร
สกดัเคอรค์ูมนิซึ่งมลีกัษณะพืน้ผวิเรยีบกว่า (รปูที ่25) การศกึษาหมู่ฟังกช์นัโดยใชเ้ทคนิค FTIR พบว่า 
สเปกตรมั FTIR ของเมด็ครยัโอเจลทีม่เีคอรค์ูมนิขนาดนาโนผสมอยู่ดว้ย (รปูที ่26) มคีวามแตกต่างกบั
สเปกตรมัเมด็ครยัโอเจลแบลงค์ (รูปที่ 27) ที่เลขคลื่น 2854, 1512 และ 1452 cm-1 ซึ่งเกดิจากการสัน่
ของพนัธะภายในโมเลกุลของเคอรค์มูนิ 
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รูปท่ี 24 ลกัษณะพื้นผิวของชุดตรวจสะอาดแบบครยัโอเจลที่มีอนุภาคขนาดนาโนของเคอร์คูมินอยู่
ภายใน 

 

รปูท่ี 25 ลกัษณะพืน้ผวิของชุดตรวจสะอาดแบบครยัโอเจลทีไ่มผ่า่นการแช่ดว้ยสารสกดัเคอรค์มูนิ 
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รปูท่ี 26 ลกัษณะหมูฟั่งกช์นัของชุดตรวจสะอาดแบบครยัโอเจลแบลงค ์(ไมม่เีคอรค์มูนิ) 

 

 รปูท่ี 27 ลกัษณะหมูฟั่งกช์นัของชุดตรวจสะอาดแบบครยัโอเจลทีม่เีคอรค์มูนิประกอบอยูด่ว้ย 

ชุดตรวจแบบเมด็ครยัโอเจลน้ีเกดิปฏกิริยิากบัเหลก็เฟอรกิไดด้ทีี ่pH 2 (รปูที ่28) โดยไมม่ผีลการ
รบกวนจากไอออนชนิดอื่น (รปูที ่29) การศกึษาความเสถยีรของชุดตรวจแบบเมด็ครยัโอเจล พบว่า ชุด
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ตรวจไม่สามารถเกบ็ในตู้เยน็ไดเ้น่ืองจากจะท าใหช้ื้นและเสื่อมประสทิธภิาพอย่างรวดเรว็ จงึใหผ้ลการ
ทดสอบทีไ่ม่คงที ่(รปูที ่30) การเกบ็ไวท้ีอุ่ณหภูมหิอ้งจะมคีวามเสถยีรมากกว่าโดยความเขม้แสงสเีขยีว
ของผลติภณัฑ์สทีี่ไดจ้ากการทดสอบชุดตรวจภายหลงัการเกบ็รกัษาไวเ้ป็นระยะเวลา 3 เดอืนแตกต่าง
จากผลการทดสอบในวนัทีเ่ตรยีม (0 วนั) เพยีง +1.26% (รปูที ่31)   

 รปูท่ี 28 ผลของ pH 

 

 รปูท่ี 29 ผลการศกึษาไอออนรบกวน (ความเขม้ขน้ของสารละลาย 10,000 มลิลกิรมัต่อลติร ยกเวน้
เหลก็เฟอรกิที ่100 มลิลกิรมัต่อลติร) 
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 รปูท่ี 30 ค่าความเข้มแสงของผลิตภณัฑ์ที่ได้จากการทดสอบสารละลายโบรอนกบัชุดตรวจแบบ

เมด็ครยัโอเจลทีร่ะยะเวลาเกบ็รกัษา 0 วนั ถงึ 3 เดอืนในตูเ้ยน็    

 

 รปูท่ี 31 ค่าความเข้มแสงของผลิตภณัฑ์ที่ได้จากการทดสอบสารละลายโบรอนกบัชุดตรวจแบบ
เมด็ครยัโอเจลทีร่ะยะเวลาเกบ็รกัษา 0 วนั ถงึ 3 เดอืนทีส่ภาวะปกต ิ   
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เมื่อใช้ชุดตรวจฯ ร่วมกบัการวเิคราะห์ภาพถ่ายดจิทิลัพบว่า ความสมัพนัธ์ของค่าความเขม้ส ี
RGB กบัความเขม้ขน้ของเหลก็เฟอรกิ (รปูที ่32) มชี่วงทีใ่หก้ารตอบสนองเป็นเสน้ตรงระหว่าง 5 ถงึ 75 
มลิลกิรมัต่อลติร ดว้ย R2 = 0.9983 (รูปที่ 33) จงึสามารถน ามาใชใ้นการวเิคราะหเ์ชงิปรมิาณได ้โดยมี
คา่ความไววเิคราะห ์1.03 a.u./mgL-1     

  
 รปูท่ี 32 ความสมัพนัธร์ะหวา่งค่าความเขม้ส ีRGB และความเขม้ขน้ของเฟอรสัทีไ่ดจ้ากการชุดตรวจ

แบบกระดาษ 

 

 รปูท่ี 32 ช่วงความเป็นเสน้ตรงและสมการความสมัพนัธท์ีส่ามารถน าไปวเิคราะหเ์ชงิปรมิาณโดยใช้
ชุดตรวจแบบกระดาษ 
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Iron is an important trace element in environmental and biological systems, the development of simple and se-
lectivemethods for the determination of iron is important. In this work, completely biodegradable tapioca starch
was introduced as the substrate to entrap standard chromogenic probes (1,10-phenanthroline) for fabrication of
a novel colorimetric sensor for ferrous. A clear plasticized thin film from tapioca starch was fabricated inside a
small plastic tube as a portable test kit. A red complex was obtained by exposing the film to a ferrous solution,
while no color changes were obtained with various other ions, indicating excellent selectivity. The developed
filmswere applied in conjunctionwith a digital image colorimetry for quantification of ferrous. Calculatedmolec-
ular absorption of the red complex showed the widest linear range (0 to 10 mg L−1) with good linearity (R2 b

0.9934) with ferrous concentrations. The developed method provided good inter-day precision (1.75 to 3.97%
RSD, 5 days 15 sensors), good accuracy (+2.35% to +4.57% relative error), and low detection limit (0.09 ±
0.01 mg L−1). The concentrations of ferrous ion in soil and water samples quantified by the developed method
were not significantly different from atomic absorption spectrophotometry at 95% confidence level. The films
were stable for at least three months.

© 2018 Elsevier B.V. All rights reserved.
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1. Introduction

Iron (Fe) is an important trace element in environmental and biolog-
ical systems. Although iron is a naturally occurring element, commonly
present in rock and soil, large concentrations of reduced iron (Fe2+) in
solution may be toxic to plants [1]. Iron is also an essential transition
metal involved in various human metabolic pathways, e.g. the oxygen-
transport mechanism and acting as a cofactor. Iron deficiency may
cause loss of motor skills [2], while deposition of it in the central ner-
vous system is involved in a number of diseases [3,4]. Ferrous iron
also causes the formation of hydroxyl radicals [5], contributing to lipid
peroxidation [6], and DNA damage [7]. Therefore, the development of
simple and selectivemethods for the determination of iron has received
particular attention.

Recently, a number of chemosensors have been developed for the
detection of iron [8–20] to overcome the disadvantages of conventional
instrumental methods, such as cumbersome and expensive optical
equipment, complicated operating procedures, and tedious pre-
treatment of samples. Various selective reagents have been reported
for the detection of ferric ions, e.g. curcumin [15], D-penicillamine-
).
functionalized graphene quantum dots [19], alcohol-soluble poly(9-
fluorenecarboxylic acid) [20], triazole [17], rhodamine G [21]; as well
as for ferrous ions, e.g. phenanthroline and bathophenanthroline
[12,22], 2-(2′-pyridyl)imidazole [13], ferrozine [22], and ferene S [22].
These selective reagents may be trapped within filter paper to fabricate
selective test strips [23], while polymer materials have also been re-
ported as substrates to entrap and avoid leakage of these selective re-
agents, e.g. electrospun nanofiber [13], and hydrogel [12,21]. These
materials, e.g. poly-vinylbenzene chloride used to fabricate nanofiber
[13], are synthetic polymers and may be toxic to the environment due
to resisting degradation. The organic solvents commonly used to dis-
solve such materials, e.g. dimethylformamide and tetrahydrofuran
[13], are also toxic. The use of biodegradable natural polymers as sub-
strate in fabrication of selective iron sensors could overcome this
drawback.

Recently, natural polymers have been receiving growing attention
due to their inherent biodegradability [24]. Starch is themost abundant
polysaccharide in plants, and is composed of two homopolymers of D-
glucose, amylose and amylopectin [24–26]. Due to its film-forming
properties and other advantages that include low cost and wide avail-
ability, starch has been widely used to fabricate renewable and biode-
gradable films for various applications [24,27]. The ratio of amylose
and amylopectin influences mechanical properties of the starch films,
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and amylose is preferable for good film properties [28]. Due to hydro-
philic nature and brittleness of starch films, plasticizers such as glycerol
may be used [29–31].

In this work, natural biodegradable polymers were used for the first
time as the substrate to fabricate environmentally friendly colorimetric
films for the detection of ferrous ions. The ferrous-selective reagent,
1,10-phenanthroline (phen), was entrapped within biodegradable
films from tapioca starch. The films were then used in conjunction
with digital image analysis, instead of conventional spectrophotometric
measurement, to facilitate on-site detection. Digital image technology is
increasingly used in the quantification of analytes [32–40]. It is based on
analysis of the basic red/green/blue (RGB) color layers in a digital image
of the colorimetric product. The RGB data were calibrated for the quan-
tification of analytes. In this work, the on-site quantification of ferrous
ions employed a common smartphone, which is more convenient and
cost effective than a spectrophotometer.
2. Materials and Methods

2.1. Materials

Ferrous (II) sulfate heptahydratewas purchased fromMerck (Darm-
stadt, Germany). Tapioca starch was purchased from a supermarket in
Kathu, Phuket, while glycerol was obtained from Ajax FinechemPty
Ltd. 1,10-Phenanthroline monohydrate was purchased from Fisher
Fig. 1. (a) The phen-film cast in a small plastic tube, (b) S
scientific UK Limited (Leicestershire, UK). Ultrapure water (type
I) was obtained fromMerckwater purification system (Elix Essential 5).

2.2. Preparation of the Phenanthroline-based Tapioca Starch Colorimetric
Films (Phen-film)

The phen-films were prepared by entrapment of phen within thin
films of tapioca starch. Tapioca starch (0.5 g) was dispersed in ultrapure
water (10mL) before heating on a hotplate (~120 °C) under continuous
stirring until a clear viscous solution was obtained. Glycerol (0.10 mL)
was added with stirring for 3–4 min to obtain a homogenous solution.
After the resultant solution was cooled to room temperature, phen
(0.1 g) was added and stirred for 4–5 min. One hundred microliters of
the mixture was then transferred into a 1.5 mL plastic tube and verti-
cally incubated at 100 °C for 90 min in an oven. After the tube was
cooled to room temperature it was quickly closed to avoid any contam-
ination before storage in a refrigerator prior to further use.

2.3. Preparation of the Acidic Tapioca Starch Thin Films (Acidic-film) for
Sample Preparation

As acidic conditions are required in sample preparation for ferrous
detection, acidic-films were prepared to facilitate on-site use. The
acidic-film was prepared using similar preparation procedure as for
the colorimetric thin films (Section 2.2). Hydrochloric acid (5 mL,
6 M) was used instead of the colorimetric reagent. The mixture
EM images, and (c) FTIR spectrum of the phen-film.



Fig. 2. Red complexes obtained from testing the phen-films with ferrous standard solution at various concentrations. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the
reader is referred to the web version of this article.)
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(0.75mL) was used to fabricate the acidic thin film by placing on the lid
of a 20 mL plastic bottle and incubating at 60 °C for 2 h. The lids were
quickly placed in sealed plastic bags until use. Blank acidic-films were
also fabricated using the same procedure but without hydrochloric acid.

2.4. Characterization of the Phen-film

The morphology of the phen-film was investigated using scanning
electron microscopy (SEM; Quanta400, FEI, Czech Republic), while its
functional groups were studied by Fourier transform infrared spectros-
copy (FTIR) (Equinox55, Bruker, Germany). The FTIR spectra of the films
were investigated from 4000 to 400 cm−1 with a resolution of 4 cm−1

using KBr pellet method.

2.5. Stability of the Tapioca Starch Films

The phen-films (n=79) and acidic-films (n=25) were prepared at
the same timeusing the same ingredients and similar procedures, to eval-
uate the stability of both films. One acidic-film was used to condition the
ferrous standard solution (10 mg L−1, 10 mL) before testing the
Fig. 3. Colorimetric products obtained from t
conditioned solution with three phen-films to detect ferrous, on the day
of preparation. The remaining sensors (76 phen-films and 24 acidic-
films) were split into two groups and stored in a refrigerator (4 °C, 38
phen-films and 12 acidic-films in separate zip locked plastic bags) and
in the laboratory (ambient conditions at 29 °C). To test stability of the
phen-films, three colorimetric sensors were subsequently removed
from the storage for testing with a ferrous solution that was pre-
conditioned using a freshly prepared acidic-film. This routine was per-
formedeachday for oneweek, and then the testingwas done on aweekly
basis for a further 3 weeks, and finally after 2 and 3months. The stability
of the acidic-films was also investigated using a similar procedure for 1
film at each time but using three freshly prepared colorimetric films.

2.6. Digital Image Colorimetry (DIC) for On-site Quantification of Ferrous

A series of ferrous standard solutions (0.1 to 20 mg L−1) was freshly
prepared. Each standard solution (10 mL) was conditioned using an
acidic-film before completely filling three plastic tubes (1.5 mL) con-
taining phen-films with shaking. These colorimetric sensors placed
on-site in a custom-built detection box (6.5 × 6.5 × 8.0 in.) for
esting the phen-films with various ions.
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photography. The resultant color products in three colorimetric sen-
sors were photographed using the digital camera of an iPhone 7.0
(12 MP, backside illuminated CMOS, f/1.8 aperture, 1/17 s exposure
time, ISO 50, no flash) for 6 images. Each image was saved as a
JPEG file (4032 × 3024 pixels, 1.33 MB). The average intensities of
the red, green and blue layers were investigated using a custom-
built RGB analysis program [36]. The average RGB values of all 6 im-
ages of the 3 sensor films (18 values in total) were used as a single
data point for each standard concentration to fit calibration curves.

2.7. System Performance and Method Validation

The systemperformance of the phen-filmwith DIC for ferrous detec-
tion was investigated. Accuracy of the method is reported as relative
error (%RE) in quantifying control standard solutions of known concen-
tration (2.5mgL−1). Precision (%RSD)wasdetermined from6 images of
3 sensors (n= 18). The limit of detection (LOD) was estimated using a
standard method, yLOD = yB + 3SB, where yLOD is the limit of detection,
yB is the y-axis intercept, and SB is the standard deviation of slope of the
calibration graph [41].

2.8. Analysis of Real Samples

The phen-films were used to determine the amounts of acid soluble
ferrous in 5 soil samples and 6 paddy field water samples. Acidic-films
were used to extract the water soluble ferrous from soil samples and
Fig. 4. (a) IR, IG, and IB vs. ferrous concentration, (b) AR, AG, and AB vs. ferrous concen
to acidify thewater samples. All soil samples were air-dried and ground
(b2mmparticle size). Soil samples (5.0 g) were extracted in plastic bot-
tles (60 mL; containing acidic-film on the lid) filled with ultrapure
water before sonication for 30 min. The supernatant was filtered using
0.45 μm cellulose acetate membrane before completely filling 1.5 mL
plastic tubes containing the phen-film. The amount of ferrous in the
sample was then quantified using the developed DIC method and com-
paredwith atomic absorption spectrophotometricmethod (AAS; Pinna-
cle 900F Series, Perkin Elmer, USA).

3. Results and Discussion

3.1. Preparation and Characterization of the Phen-film

The phen-films were successfully prepared to cover the bottoms of
1.5 mL plastic tubes (Fig. 1a). The sample solution could be directly
added into the tube for in-tube detection. To fabricate the starch film,
the polymer mixture was prepared first. This mixture consisted of
starch solution, plasticizer, and phen as the colorimetric reagent. This
mixture was then cast on the substrate, namely the inner wall of a
small plastic tube, by temperature casting. Due to the preliminary
study showed that tapioca starch provided a clear thin film, while the
glutinous, rice flour, and their composites with various proportions pro-
vided brownish films. The tapioca starch was then selected as a natural
substrate. Parameters affecting on the properties of the phen-film were
systematically optimized. Concentrations of starch (aqueous) solutions
tration, and linear portions of (c) RGB intensity, and (d) calculated absorbance.
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in the range of 2.5 to 10% w/v were investigated. It was found that the
higher concentration, the longer casting time. The films from 7.5 and
10% tapioca starch solutions showed a brownish thicker film after incu-
bation at 100 °C for 120 min, 5% starch solution was thus chosen. The
optimum amount of plasticizer was studied by varying amount of glyc-
erol from 0 to 0.5 mL. Although the film was completely casted within
60 min by no addition of glycerol (0 mL), it was very fragile. Glycerol
was then added for 0.1 mL to prevent the film brittleness [42]. The
amounts of phen in polymer mixture (10 mL) were varied from 0.05
to 0.20 g. The colorimetric products by testing ferrous solution with
the film of 0.10, 0.15, and 0.20 g phen were darker than 0.05 g, 0.1 g
phenwas thus selected. The use of 10mL 5%w/v tapioca starch solution
with 0.1 mL glycerol and 0.1 g phen was an appropriate polymer mix-
ture. Casting temperature (80 to 120 °C) and time (30 to 150 min)
were also investigated. It was found that when the mixture (100 μL)
was cured at 100 °C for 90 min, a clear thin film was obtained. Using
these appropriate conditions, phen-films were reproducibly prepared
with 1.4–3.5%RSD from three lots of preparation.

SEM images of the phen-films showed very smooth surfaces indicat-
ing homogenously distributed phen particles within the starch film
(Fig. 1b). The entrapment of phenwithin the thin film could also be con-
firmed from the absorption peaks at 1562, 1510, and 845 cm−1 in the
FTIR spectrum (Fig. 1c), which are assigned to the vibrations of phen.
The large absorption peaks at 3284 and 2928 cm−1 are assigned to
O\\H and CH2 symmetrical stretching vibrations in tapioca starch [43].
The C\\O vibrations in amylopectin from tapioca were also observed
Fig. 5. Zero-calibrated (a) RGB intensities, (b) corresponding absorbances, and linear p
from 1150 to 926 cm−1, while the skeletal stretching of starch appeared
at 849 and 761 cm−1 [44,45].

3.2. Colorimetric Test of Ferrous by the Phen-film and its Selectivity

When ferrous solution was added into a small plastic tube contain-
ing phen-film, phen moieties were dissolved out of the tapioca starch
into solution, so a red product was produced within the solution
(Fig. 2). The red complex, [(C12H8N2)3Fe]2+, could be observed with
bare eyes at 1mgL−1 of ferrous ion, so this fabricatedfilmhad good sen-
sitivity for ferrous ion. When the concentration of ferrous ion was
increased, the darkness of the red complex increased. In contrast,
when the films were tested with various other cations and anions
(~10,000 mg L−1), namely ferric nitrate, sodium nitrate, calcium
chloride, potassium chloride, chromium (III) chloride, sodium chloride,
sodium fluoride, sodium sulfate, cadmium disulfate, zinc acetate, man-
ganese sulfate, and cobalt (II) nitrate, clear products (no color change)
were observed (Fig. 3). These results indicate that the phen-films pro-
vided excellent selectivity for ferrous solution.

3.3. Quantification of Ferrous Using the Phen-films and DIC

Quantification of ferrous ions using the phen-film was achieved by
coupling with DIC. The red complexes obtained from testing ferrous so-
lutions with the thin film were photographed using iPhone 7.0, and the
images were then analyzed by custom-built RGB analysis program to
ortion of (c) zero-calibrated RGB intensities, and (d) corresponding absorbances.



Table 2
Concentration of water soluble ferrous ions in real samples.

Sample Developed method AAS

S1 0.91 ± 0.08 0.94 ± 0.06 mg kg−1

S2 nda nd
S3 nd 0.13 ± 0.03 mg kg−1

S4 5.10 ± 0.60 5.86 ± 0.06 mg kg−1

S5 0.68 ± 0.19 0.66 ± 0.05 mg kg−1

W1 nd nd
W2 nd 0.04 ± 0.01 mg L−1

W3 nd nd
W4 0.35 ± 0.03 0.39 ± 0.01 mg L−1

W5 0.83 ± 0.01 0.83 ± 0.01 mg L−1

W6 nd nd

a nd = not detectable.

Table 1
Analytical performance of the phenanthroline-based starch film and DIC for the detection of ferrous ions.

Feature from image analysis Sensitivity (a.u. L mg−1) Linear range (mg L−1) Linearity LODa (mg L−1)

IG 8.9 ± 0.20 0–5 0.9963 0.35 ± 0.02
IB 18 ± 0.40 0–5 0.9963 0.31 ± 0.02
AG 0.03 ± 0.01 0–10 0.9935 0.25 ± 0.01
AB 0.11 ± 0.01 0–10 0.9934 0.09 ± 0.01
|IG-IGBlank| 8.90 ± 0.30 0.1–5 0.9976 0.37 ± 0.01
|IB-IBBlank| 17.9 ± 0.60 0.1–5 0.9967 0.40 ± 0.01
|AG-AGBlank| 0.03 ± 0.01 0.1–10 0.9937 0.38 ± 0.02
|AB-ABBlank| 0.11 ± 0.01 0.1–10 0.9938 0.16 ± 0.01

a yLOD = yB + 3SB [41].
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obtain the RGB intensities (IR, IG, IB). The relationships between RGB
values, which relate to light reflected from the red complexes, and fer-
rous concentrations is shown in Fig. 4a. The digital images had highest
IR as expected for the red complexes. IR seemed to be slightly increased
until 5 mg L−1 ferrous ion and to stay constant after that, while IG and IB
decreased. So the red layer response became saturated as more red
complexes were produced, while the green and blue layers still showed
changes.

When the molecular absorbance of the red complexes was calcu-
lated (AR, AG, AB) [35–37], AB (400–500 nm) and AG (500–580 nm)
had higher absorbance than AR (Fig. 4b). These results indicate that
the red complexes absorbed light in the blue and green ranges, while
they reflected red light. This is in good agreement with spectrophoto-
metric results having the maximum absorbance at 510 nm, while
490–510 nm [46], 518 [47] and 525 nm [22] are reported in the litera-
ture. When the concentration of ferrous ion increased, the calculated
absorbance increased. These responses from DIC had linear portions in
their dependences on concentration of ferrous ion, for IG and IB in the
range from 0 to 5 mg L−1, while the wider linear range from 0 to
10 mg L−1 was obtained for AG and AB (Fig. 4c–d).

The relationships of blank subtracted intensities (|Ix-IxBlank|) and ab-
sorbances (|Ax-AxBlank|) were also investigated as the color of the
sample may affect the RGB values of the red complex. Both |Ix-IxBlank|
and |Ax-AxBlank| increased with ferrous concentration (Fig. 5a–b). The |
Ix-IxBlank| had linear portions from 0.1 to 5.0 mg L−1 of ferrous ion
(Fig. 5c), and from 0.1 to 10 mg L−1 from |Ax-AxBlank| (Fig. 5d) with
good linearity (R2 N 0.9937).

3.4. System Performance and Method Validation

The analytical performance of the phen-film and DIC for quantifica-
tion of ferrous is summarized in Table 1. The IB fromdigital images of red
complex provided the highest 18 ± 0.40 a.u. L mg−1 sensitivity. AG and
AB provided thewidest linear range (0–10mg L−1). AB also provided the
lowest detection limit (0.09 ± 0.01 mg L−1), while the other
relationships provided detection limits in the range from 0.16 ± 0.01
to 0.40 ± 0.01 mg L−1. Both AG and AB provided detection limit below
the maximum allowed ferrous concentration in drinking water
(0.3 mg L−1) recommended by WHO [48] and EPA [49]. The intra-day
precision (%RSD) was in the range from 0.28 to 1.75%RSD, while from
1.75 to 3.97%RSD was obtained for 15 films over five days (inter-day
precision). %RE in control samples (2.5 mg L−1 ferrous solution) was
+2.35% and+4.57% for the green and the blue intensities, respectively.

3.5. Analysis of Real Samples

High concentrations of ferrous in the soil may be toxic to plants (iron
toxicity) [1], so the phen-films andDICwere applied to determining fer-
rous in agricultural soil and water samples. Five soil samples were ran-
domly collected around the base of palm oil plants, while 6 water
samples were randomly collected from a paddy field. The acidic-film
was used in sample preparation before colorimetric testing with the
phen-film. The hydrochloric acid entrapped within tapioca starch thin
film could acidify the samples to pH 3.0,which facilitated ferrous ion ex-
traction to solution from soil samples. The extractionwas donewith hy-
drochloric acid at room temperature [50] using sonication.

Due to the lack of iron-zero soil standard, the sample soil and water
extracts were diluted 100-fold before spiking with a ferrous standard
solution (2.5 mg L−1) to investigate matrix effects. Recoveries in the
range 98.7–99.7% were obtained for the soil samples and 96.2–97.3%
for the water samples, indicating no interference from the sample ma-
trices. The water soluble ferrous was quantified using the phen-film
and DIC (IG) in the range from 0.68 ± 0.19 to 5.10 ± 0.60 mg kg−1 for
the soil samples, and from 0.35 ± 0.03 to 0.83 ± 0.01 mg L−1 for
water samples (Table 2).When AASwas applied to the samples, soluble
ironwas found in the range from0.13±0.03 to 5.86±0.06mgkg−1 for
the soil samples and from 0.04 ± 0.01 to 0.83 ± 0.01 mg L−1 for the
water samples. The results from the developed method were not
significantly different with the AAS at 95% confidence level (calculated
t-value= 1.12, critical t-value=3.18, degrees of freedom=3). This in-
dicates excellent performance of the phen-film combined with DIC for
the analysis of ferrous in complex samples.
3.6. Stability of the Phen-film and Acidic-film

The stability of the phen-film and acidic-film was investigated by
storing the prepared films in zip-lock plastic bags, both in a refrigerator
and in the ambient laboratory conditions. After storage of the phen-film
in a refrigerator for threemonths, IR, IG, and IB on testing ferrous solution
(10 mg L−1) had shifted by +3.5%, +3.2%, and −0.8%, respectively
(Fig. 6a). For the phen-film stored at the ambient laboratory tempera-
ture, IR, IG, and IB had shifted by −2.1%, −0.3%, and +4.8% in three
months.

The stability of the acidic-film was also tested by conditioning
freshly prepared ferrous solutions (10mg L−1, 10mL) with these acidic
films after storage. The conditioned ferrous solution was then tested
using freshly prepared phen-film. IR, IG, and IB had shifted by +0.05%,
−1.7%, and −4.0% using the films stored in refrigerator for three
months (Fig. 6b), and by−1.3%,−2.6%, and−0.1%with ambient condi-
tion storage.



Fig. 6. Stability of (a) the phen-film stored in a refrigerator, and (b) the acidic-film stored in the refrigerator.
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These results indicate good stability of both developed films that
retained good performance for three months of storage.

4. Conclusions

Tapioca starch thin films with entrapped phenanthroline colorimet-
ric indicator were successfully developed for the colorimetric detection
of ferrous ions in aqueous solution. The phen-filmwas in-situ fabricated
to the bottoms of small plastic tubes, so the sample solutions could be
directly added into such tubes. The phen in the starch films selectively
reacted with ferrous ions producing red complexes. The colorimetric
thin filmwas tested in combinationwithDIC for rapid quantitative anal-
ysis of ferrous with a portable low-cost kit. A wide linear range with
good linearity in the calibration graphwas obtained, alongwith low de-
tection limit. Good accuracy and good precision were also obtained on
testing control samples with the developed method. When the method
was applied to soil and water samples, the results did not significantly
differ from a standard laboratory method (AAS), which is impractical
for portable field use. The developed phen-films were stable over
3 months of storage either in a refrigerator or in ambient conditions.
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Curcumin nanoparticle doped starch thin film as a green colorimetric sensor for detection of boron 

Chanita Boonkanon
a
 Kharittha Phatthanawiwat

a
 Worawit Wongniramaikul

a
 and Aree Choodum

a1
 

a
Integrated Science and Technology Research Center, Faculty of Technology and Environment, Prince of Songkla 

University, Phuket Campus, Kathu, Phuket 83120 Thailand 

Abstract 

 A tapioca starch film doped with curcumin nanoparticles was successfully fabricated and applied as 

a novel green colorimetric sensor for detection of boron in wastewater. Curcumin nanoparticles (curn, 30-90 

nm) extracted from turmeric powder were used as a green probe, while tapioca starch was used as a natural 

support substrate. A yellow thin film (51 µm thick) fabricated on a used plastic spoon turned red-brown after 

immersion in boron solution (pH 9) for 15 min with excellent selectivity. The film costs only 0.0007 USD, 

while the cost of the sensor (curn-film on new plastic spoon) was 0.004 USD. After use the film could be 

completely washed from the plastic, it being biodegradable, while the used plastic spoon could be re-used to 

fabricate a new sensor at least 5 times. The good 1.52%RSD precision was obtained across three lots 

fabricated. When the curn-film was used in conjunction with digital image colorimetry (DIC), a simple and 

rapid quantification of boron was achieved. The green color layer in reflected light image of the red-brown 

product (IG) provided the highest sensitivity (64±1 a.u.Lmg
-1

) and the lowest detection limit of 0.052±0.001 

mgL
-1

. The intra-day testing (9 films) had 2.41 to 4.34%RSD, while the inter-day testing had 2.37 to 

7.46%RSD (27 films, 6 days). Accuracy in terms of relative error for control samples (0.25 mgL
-1

) was 

+3.21%. Wastewater samples from Para-rubber wood processing plant were quantified by curn-film and 

DIC, giving 5397±606 mgL
-1

 boron concentration with no significant difference to ICP determination at 

95% confidence level. The sensors after storage in a desiccator for three months gave readings changed by 

only +2.1 to -6.2% relative to freshly prepared sensors. 

Keywords: Boron; Green sensor; Curcumin nanoparticles; Tapioca film; Digital image colorimetry 
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1. Introduction 

Boron (B) is one of the most important elements for plants, animals and humans [1, 2]. Its deficiency 

affects plant growth and yield and limits crop productivity, while over-doses (>2 mgL
-1

) may be toxic to 

some plants and reduce plant yield [3-5]. For humans and animals, boron can maintain the normal functions 

of bones, prevent osteoporosis efficiently, and improve brain function or reaction capability [4, 6, 7].  

Boron in natural water is in the form of free boric acid (H3BO3) [4]. Its concentrations in surface water 

vary widely (e.g. 10-1,000 µgL
-1

 in Europe [8]) because of both natural factors (e.g. weathering of rocks and 

leaching of salt deposits) and anthropogenic factors. Boron is widely used in the forms of boric acid and salt 

of borate in many industries [1, 3] (e.g. chemical, nuclear, glass, ceramic, and food industries, metal 

welding, and rubber wood processing), wastewater discharges of these industries could release boron to the 

environment. High levels of pollution are possible due to the highly solubility of boron in water [9, 10]. 

Environmental regulations regarding boron vary from country to country. Parks and Edward [11] reported 

that boron in drinking water has come to attention of the U.S. Environmental Protection Agency (EPA) as a 

contaminant potentially needing regulation. The World Health Organization (WHO) suggests boron 

concentration bound of 2.4 mgL
-1

 in drinking water [12] and 1.0 mgL
-1

 limit has been set for the European 

Union (EU) [13].  

The removal of boron is costly with varied efficiency, so early measurement of boron concentration is 

preferable as this could help identify potential pollution sources, reduce the stress on remedial treatments, or 

determine whether the treatment has been sufficient [14]. A number of analytical methods have been 

reported for the determination of boron, including inductively couple plasma (ICP) spectrometry [7, 15-17], 

atomic absorption spectrometry (AAS) [18, 19], and spectrophotometry with various chromogenic reagents 

[4, 6, 14]. The ICP and AAS methods suffer from spectral interferences and memory effects [11, 17, 18], 

while some chromogenic reagents required for spectrophotometry are difficult to synthesize, unstable, 

sensitive to temperature or pH or reagent concentrations [6]. These instrumental methods also rely on 

expensive and bulky instruments with high running costs and complicated steps. Therefore, it is difficult to 

be used these analytical methods for on-site rapid detection of boron. 
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Colorimetric sensors are an attractive choice for rapid on-site detection of a pollutant. A number of 

such sensors are known to recent reviews [20-23], but no boron sensor among them. Most of them involved 

the use of the liquid colorimetric/fluorometric reagents as the signaling unit. This could limit the use in on-

site detection due to the hazards on carrying liquid chemicals. To overcome this drawback, some 

colorimetric sensors have been developed with the colorimetric reagent trapped within a polymer matrix, for 

the detection of various analytes like nitrite ion [24], iron [25], explosives [26-29], and methamphetamine 

[30]. However, synthetic polymers were used in these prior studies, namely poly vinyl alcohol [27, 28], poly 

vinyl chloride [26], or acrylamide [25], which cause their own environmental concerns. Some polymer 

substrates involve the use of toxic solvents, e.g. tetrahydrofuran for poly vinyl chloride [28, 29]. Recently, 

tapioca starch has been used as the substrate to develop sensors for the detection of formalin in food [31] or 

of iron [32]. Although a natural polymer was used in this work, synthetic chemical reagents were used as the 

colorimetric reagents.  

In this work, a green colorimetric sensor based on entrapped curcumin nanoparticles (curn) within a 

tapioca starch film was developed for boron detection, for the first time. Curcumin is a chromogenic reagent 

commonly used for boron determination in spectrophotometry [11, 33-35]. This method (the curcumin 

method) has been widely used as a standard method for measuring boron concentrations in water and 

wastewater [34] due to being more sensitive and reliable than other spectrophotometric methods [35, 36]. In 

this work, curn was entrapped within thin tapioca starch films as the green colorimetric reagent to react with 

boron producing the rosocyanin complex [35, 36]. Tapioca starch was selected as the natural polymer 

substrate due to its film-forming properties [37], complete biodegradability [38], low cost, and renewability 

[39]. It can be hydrolyzed by microorganisms or enzymes into glucose, which is then metabolized into 

carbon dioxide and water [40] that are converted to starch again by the photosynthesis in plants. The 

quantification of boron was achieved by digital image colorimetry (DIC) instead of spectrophotometry. The 

colorimetric product from the reaction of developed sensor (rosocyanin complex) was photographed using a 

smart phone digital camera before analyzing its red, green, and blue intensities (color layers) by a custom-
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built color analysis program. This made the quantitative analysis possible without the need of an expensive 

and bulky spectrophotometer. This scheme has been used to quantify various analytes [26-28, 30, 31, 41].          

2. Materials and Methods 

2.1. Materials 

Tapioca starch (Erawan Brand, Cho Heng, Nakhon Pathom, Thailand) and turmeric powder were 

purchased from a local supermarket in Kathu, Phuket, Thailand. Curcumin (≥80%) was purchased from 

Sigma-Aldrich (Darmstadt, Germany), while sodium tetraborate and glycerol were produced by Ajax 

(Sydney, Australia). Ethanol, hydrochloric acid, and sodium hydroxide were supplied by Merck (Darmstadt, 

Germany). Stock solution of standard boron (100 mgL
-1

) was prepared by dissolving sodium tetraborate in 

ultrapure water purified by a Water Purification System (Merck, Darmstadt, Germany). All standard 

solutions were freshly prepared by diluting the stock solution with ultrapure water to appropriate 

concentrations. 

2.2. Preparation and extraction of curn  

Curn was prepared by modifying previous methods reported [41-44]. Curcumin from turmeric powder 

(0.15 g) was extracted in ethanol under sonication (350 W, 40 KHz, Powersonic 405, Korea). Extraction 

conditions, i.e. solvent volume (3.0, 3.5, 4.0, 4.5, 5.0, 5.5, or 6.0 mL), temperature (40, 50, 60, or 70°C), and 

time (5, 10, 15, or 20 min) were optimized. After extraction the yellow supernatant was collected and stored 

at ambient conditions in a brown bottle for further use. The light absorption spectrum of curcumin extract 

was determined using a spectrophotometer (Dynamica, United Kingdom). 

2.3. Fabrication and characterization of the curn–based colorimetric sensor (curn-film) 

The curn-film was developed based on our previous reports [31, 32]. The starch solution (5% w/v) was 

prepared by dispersing tapioca starch in ultrapure water. It was heated at 100°C with stirring for 30 min to 

gelatinize the starch. After a clear viscous solution was obtained, it was cooled to room temperature before 
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adding curcumin extract. The curcumin extract (0.5, 1.0, 1.5 or 2.0 mL) was mixed with the starch solution 

(2, 3, 4, or 5 mL) under stirring at room temperature. Glycerol (25, 50, 100, 150, or 200 µL) was then added 

as plasticizer and stirred further to obtain a homogeneous mixture. The mixture (200 µl) was then dropped 

on a used plastic spoon and incubated at 60°C in an oven for 90 min. After the spoon was cooled to room 

temperature, it was stored in ziplock plastic bag in a desiccator for further use. 

Also films from commercial curcumin (≥80%) were fabricated using the same procedure, for 

comparison. Curcumin (28 mg) was dissolved in ethanol (3 mL) and sonicated for 15 min at 70°C. The 

supernatant was then diluted until its maximum absorption at 425 nm was the same as that of the curn 

extract. The curcumin standard solution (27 mM) was then used to fabricate the film instead of the 

curcumin extract.   

The functional groups of fabricated colorimetric film were investigated using Fourier transform 

infrared spectrometry (FTIR; Bruker, Germany). The morphology of the film was studied using a scanning 

electron microscope, Quanta 400 (SEM; FEI, Czech Republic). The simultaneous thermal analyzer 8000 

(Perkin Elmer, USA) was used to characterize thermal properties of the fabricated film. 

2.4. Colorimetric test and quantification of boron using curn-film and DIC 

Standard working solutions of boron were prepared in the range from 0 to 100 mgL
-1

 by diluting a 

stock solution (100 mgL
-1

) with ultrapure water. A plastic spoon with the film in it was immersed to each 

standard solution (10 mL) for an appropriate time (15 min) at room temperature. Three repeats were done at 

each concentration of boron standard. In DIC used for quantification of boron, three films were in sample 

holders of a custom-built photography box (Figure 1) and photographed six times using the built-in digital 

camera of an iPhone 5S. The average intensities of red, green and blue colors (RGB values) across the 6 

images of three sensors (18 values in total) at each boron concentration were investigated using a custom-

built RGB analysis program [26-28, 31] and the average was used as a single data point to establish 

calibration curves.  
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Insert figure 1 

A custom-built photography box modified from previous design [26-28, 31] was used throughout the 

experiment to eliminate any effects of environmental light. After three sensors were placed in the sample 

holders inside the box, they were photographed in top view with the digital camera of iPhone 5S with a fixed 

aperture setting. The controlled illumination and fixed photo settings helped achieve reproducible results 

from imaging and image analysis.  

The colorimetric products were imaged by setting the digital camera of the iPhone 5S to flash off and 

automatic white balance with the high dynamic range (HDR) off. JPEG images (24-bits, 0.98 MB, 

3264×2448 pixels) were saved to the iPhone’s memory before transfer to a computer for color analysis. RGB 

data of each image were analyzed with a custom-built RGB analysis program [26-28, 31]. Briefly, an initial 

80×80 pixels image patch from one of the six recorded images of three sensors for each test was manually 

selected for color analysis. An equivalent image patch of the remaining 5 digital images was then 

automatically selected by the image analysis program. The average RGB values were then reported for 

further use.  

2.5. Analytical performance and method validation 

Analytical performance of the curn-film and DIC combination in quantifying boron was investigated. 

The performance indicators included sensitivity, linearity, linear range, limit of detection (LOD), and limit of 

quantification (LOQ). LOD, which is the boron concentration providing an RGB intensity equal to the blank 

intensity plus three standard deviations of the blank, was calculated using a standard method (yLOD=yB+3SB 

where yLOD is y-value at the limit of detection, yB is the y-axis intercept, and SB is the standard deviation of 

slope of the calibration graph [45]). The same method was used to calculate LOQ, whose signal matches the 

blank signal plus ten standard deviations. Precision was expressed in terms of relative standard deviation 

(%RSD) for each color component of the six images of three sensors (n=18). Both intra-day and inter-day 
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precision are reported. The accuracy was assessed in terms of relative error (%RE) evaluated by analyzing a 

known concentration boron standard (0.25 mgL
-1

) against the established standard curve. 

2.6. Analysis of real samples 

Five real samples were analyzed by using the curn-films and DIC for quantification of boron. These 

consisted of four water samples randomly grab sampled from the abundant tin mines in Phuket, Thailand, 

and one wastewater sample from a rubber wood processing plant. All the water samples were preliminarily 

tested using the curn-film in order to assess the boron concentrations approximately. They were then diluted 

with ultrapure water and adjusted to pH 9. The solution was then detected with the curn-film and DIC. 

Absorption spectra of boron-curn products from real samples were also investigated using a 

spectrophotometer. Real samples were also analyzed using inductively coupled plasma-optical emission 

spectrophotometer (ICP-OES; PerkinElmer, USA) for comparison.   

2.7. Stability of the curn-films 

The stability of the green colorimetric sensors was evaluated by preparing 111 sensors using the 

optimum conditions, in one batch. Three of them were tested with boron solution (1 mgL
-1

) on the day of 

preparation, while the others were kept to evaluate their stability. They were vacuum sealed in packs of three 

sensors (36 packs in total). Twelve packs in one ziplock plastic bag were then stored in the refrigerator (-

18°C), and in desiccator (Acrylic D50-A, Northman, Thailand), as well as at ambient conditions. One pack 

(three sensors) was taken from each storage condition for boron test every day for one week, and monitoring 

then continued on a weekly basis to 3 weeks, and thereafter at 2 and at 3 months of storage.  

3. Results and discussion 

3.1. Extraction and characterization of curn 
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Since curcumin is a chromogenic reagent commonly used for boron determination [11, 33-35] and 

provides more sensitive and reliable methods than other spectrophotometric methods [35, 36], it was selected 

as the green colorimetric probe for developing the green sensor for boron. In this work, curcumin was 

extracted from turmeric powder that is commonly sold as a herbal medicine in Thailand, at a much lower 

price (1USD/100g) than commercial curcumin (10USD/5g). Solvent extraction under sonication was used to 

extract curcumin because this was expected to provide better extraction efficiency than conventional liquid 

extraction. From the optimization (see section 2.2.), turmeric powder (0.15 g) was extracted using 4.5 mL 

ethanol under ultrasonic power of 350 W, 40 KHz at 70°C for 15 min. This extraction method not only 

provided good extraction efficiency, but also reduced the size of curcumin particles. Curcumin particles in 

the range of 30-98 nm were prepared and extracted by this method (Fig. 2a), and these are smaller than 

curcumin particles dissolved in solvent (500-800 nm) [42], but larger than the particles prepared by wet 

milling (2-40 nm) [42]. However, wet-milling would involve the use of toxic dichloromethane with 

complicated procedures, so ultrasonic extraction at optimized conditions was preferred to extract the green 

colorimetric probe reagent. When five lots of turmeric powder were extracted at these optimum conditions, 

the precisions obtained were in the range from 1.12 to 4.17%RSD, indicating good consistency of extraction 

and of preparing green probes by this method. 

Insert figure 2 

The maximum absorption of the extracted curcumin was observed at 420 nm, which matches previous 

studies, i.e. 416-421 nm [46], 418–421 nm [2], and 428 nm [47]. When boron standard solution was tested 

with the extracted curcumin, the yellow curcumin solution became red-brown with maximum absorption at 

510 nm. However, the rosocyanin complex (red-brown product) has been detected at 543 nm [35, 36] and at 

545 nm [48]. The appropriate absorption wavelength is known to depend on the solvent used: the absorption 

spectra of curcumin and its metal derivatives are solvent dependent [46, 49].  
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3.2. Fabrication of the curn-film 

Fabrication of the curn-film was based on entrapping curcumin extract within a thin film of tapioca 

starch. Tapioca starch was chosen as the natural polymer substrate due to its film-forming properties [37], 

complete biodegradability [38], low cost, and renewability [39]. A clear homogenous thin film from tapioca 

starch also has good tolerance for elevated temperature during casting [31].   

Optimal fabrication conditions (see section 2.3) were investigated to obtain a green colorimetric 

sensor with good characteristics, including the performance in boron detection. The use of 5% (w/v) tapioca 

starch solution at 3 mL with 0.5 mL curcumin extract and 50 μL glycerol provided the best homogenous 

mixture. When the mixture (200 µl) was dropped on a used plastic spoon and incubated at 60°C in an oven 

for 90 min, a yellow thin film was obtained (Fig. 3a). This yellow thin film turned to a dark red-brown film 

when dipped in boron standard solution (Fig. 3b) due to the reaction between boron and entrapped curn. 

These fabrication conditions were then used as optimal conditions. The good 1.52%RSD precision was 

obtained from three fabricated lots, using these conditions. Films from commercial curcumin were also 

fabricated using these same conditions for comparison. Although that volume of commercial-curns that 

provided the same absorbance as our curn extract (at 425 nm) was used to fabricate the commercial-curn-

films, the curn-film from curn extracted from turmeric powder provided darker films with darker red-brown 

products than the commercial curn-film (Fig. 3c). This might be because commercial curcumin contains 

80% curcumin, while the curn extract may be more concentrated. 

Insert figure 3 

When prepared using these optimum conditions, each film costs only 0.024 THB (0.0007 USD), 

while the cost of the whole sensor (curn-film and a new plastic spoon) was 0.149 THB (0.004 USD): the 

costs are much lower than those of alternative detection methods. Moreover, plastic spoons used as the 

sensor holder in this work were re-used as film carrying substrate further lowering the material costs to 

below 0.004 USD. It was found that a new and a used plastic spoon provided had a difference in sensors 

readings, in the range from +0.06 to -1.61% with no significant difference at 95% confidence level. After use 
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the film could be completely washed away from the plastic, it being biodegradable, while the used plastic 

spoon could be re-used for fabrication of a new sensor at least for 4 recycles. Intensities of red (IR) and green 

(IG) channels on testing boron standard solution (1 mgL
-1

) with the curn-films on 5
th
 time used spoon had 

shifted by +1.6% and -7.5%, respectively.  

3.3. Characterization of the curn-film 

The SEM images of the curn-film show a homogeneous distribution of curcumin particles within the 

film (51 m thickness: Fig. 2b) and a film fabricated without curcumin was also imaged (Fig. 2c). The size 

of entrapped curcumin nanoparticles was in the range 30-79 nm, which matches the size of extracted 

particles. Some aggregation of curn was observed within the film. 

FTIR spectra of the curn-film, the starch film without curn (blank), and extracted curcumin are 

presented in Fig.4. A large band assigned to O-H vibrations was observed at 3281 cm
-1

 for the sensor with 

curcumin (Fig.4a) and at 3280 cm
-1

 for the blank (Fig. 4b). This peak was also observed in the spectrum of 

extracted curcumin at 3424 cm
-1 

(Fig. 4c). It seems that curn in tapioca starch film had a slight shift of the 

wave number from 3280 to 3281 cm
-1

. It should be noted that since less curcumin solution (0.5 mL) was 

added to the dominant starch solution (3 mL), the peak at 3281 cm
-1

 might relate to the vibrations of O-H 

functional groups in tapioca starch rather than curcumin. The entrapped curn also caused a shift of CH2 

symmetrical stretching vibrations peak at 2933 cm
-1 

for tapioca starch (Fig. 4b) to 2931 cm
-1 

(Fig. 4a)
 
, and it 

appeared at 2919 cm
-1 

for the curcumin extract (Fig. 4c). These two peaks have been reported as 

characteristic for tapioca starch [50, 51]. Some C-O vibration peaks of amylopectin in the starch appeared at 

1151 to 925 cm
-1

 [52, 53] and were slightly shifted by added curn, i.e. 1106 to 1105 cm
-1

, 1079 to 1078  cm
-

1
, and 1018 to 1017 cm

-1
, while the skeletal stretching of starch at 852 cm

-1 
shifted to 859 cm

-1
. The vibration 

peak at 1513 cm
-1

 appeared in the spectra of curn-film (Fig.4a) and of extracted curcumin (Fig. 4c), and this 

was assigned to C=C bond in curcumin.  

Insert figure 4 
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Thermal gravimetric analysis (TGA) of the curn-film showed 10% weight loss from room 

temperature to 150C (Fig. 5), which was attributed to moisture loss. Desorption or decomposition of 

curcumin within the starch matrix was expected to show as a weight loss from 250 to 275C. The initial 

temperature of mass loss from turmeric extract has been reported at 193C [54], and it is more stable when 

encapsulated with maltodextrin (228C) [54], polyvinyl alcohol (270C) [55], or chitosan (321C) [56]. The 

interaction between curcumin and starch thus contributed to its thermal stability. The major weight loss 

appeared from 290 to 340C and was attributed to decomposition of tapioca starch [57]. A residual 10% 

weight remains at 600C, indicating incomplete degradation of the composite. DTG peak of the film at  

270C was expected for curcumin, which corresponds to previous reports of DTG peak at 277C for 

curcumin, and at 310 C and 330 C for curcumin composites [58]. DTG peak at  302-310C was expected 

for the tapioca starch [57]. An endothermic peak at 75C was observed in DTA thermogram of the film, 

which corresponded to nanosized curcumin as reported previously (72.4°C) [59]. 

Insert figure 5 

3.4. Colorimetric boron determination with the curn-film  

 Colorimetric determination of boron with the curn-film is based on the reaction of entrapped curn in 

the sensor with a boron standard solution. The interaction between boron and curcumin has been recognized 

in many studies [35, 36, 46]. A negatively charged tetrahedral complex (rosocyanin complex) is produced by 

the reaction. In this work, the red-brown complexes were produced within a thin film (Fig. 3b). When the 

concentration of boron increased, more products were produced resulting in darker red-brown film (Fig. 3d).            

The reaction time of boron with the film was investigated by dipping the colorimetric sensor in the 

boron standard solution for 0 to 60 min (Fig. 3e). It was found that it required 15 min for boron to be 

completely reacted with entrapped curcumin inside the starch film. This was faster than the reaction times 

reported by Uppström (2 h) [60] and Liu and Lee (70 min-24 h) [35] for determination of boron by curcumin 

method. This difference might be caused by the small particle size of curcumin extract in the current study.  
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The influence of pH on the reaction of entrapped curcumin and boron was also investigated. Test 

solutions were adjusted to the desired pH in the range from 1 to 13 by adding dilute HCl or NaOH. The red-

brown complexes were produced with pH from 8 to 13 (Fig. 6a). Within this pH range, curcumin is 

predominantly in its enol form and acts as an electron donor to boron. The red to brown complex was also 

observed for blanks tested at pH 10 to 13, due to pH dependence of curcumin color [41, 43, 61]. Although 

the darkest red-brown products were obtained at pH 10, pH 9 was selected for further investigation as no 

red-brown product was observed with the blank solution. When the developed sensor was tested with various 

ions (10,000 mgL
-1

) at pH 9, red-brown products were observed for boron ions only (Fig. 6b). This 

indicates excellent selectivity of the developed sensor for boron at pH 9.   

Insert figure 6 

3.5. System performance and method validation of curn-film and DIC in the quantification of boron  

DIC was applied in conjunction with the developed curn-film for rapid quantification of boron. Red-

brown complexes obtained from testing boron with the curn-film were imaged using iPhone 5S. The images 

were then analyzed by a custom-built RGB analysis program to obtain the RGB intensities (IR, IG, IB). The 

relationships of boron concentration and RGB intensities are shown in Fig. 7a. The highest of IR was 

observed as expected for the red-brown complexes. IR seemed to be constant until 1 mgL
-1

 and decreased 

until 100 mgL
-1

 boron, due to the darkening of red-brown coloring. IG was dramatically changed when boron 

concentration increased from 0 to 10 mgL
-1

 and became constant after 50 mgL
-1

, while IB showed the lowest 

intensity that was nearly constant and independent of boron concentration. At concentrations of boron from 0 

to 1 mgL
-1

, IG was much greater than IB as the complex appeared orange and absorbed blue light (so less 

reflection of this). When the concentration of boron was above 10 mgL
-1

, the products became red-brown 

and showed slightly more reflected green light than blue light.   

Insert figure 7 
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When the absorbances of the red-brown complexes were estimated for the ranges of red, blue and 

green color (AR, AG, and AB) [26-28, 30], as expected AB was higher than AG and AR, especially at 

concentrations of boron below 10 mgL
-1

 (Fig. 7b). AG showed the largest increase with the concentration of 

boron, which could indicate that more red-brown complexes produced increased absorption of light in the 

green range (500-580 nm). This is in good agreement with spectrophotometric results having the maximum 

absorbance at 510 nm, although previously reported at 543 nm [35, 36] and at 545 nm [48].  

The responses from DIC had linear portions in their dependencies on concentration of boron for IG in 

the range from 0 to 1.0 mgL
-1

 with good linearity (R
2
 = 0.9971), and for IR in the range of 30 to 100 mgL

-1
 

(R
2
 = 0.9918) (Fig. 7c-d). The AG and AR showed linear portions in the ranges from 0 to 1 mgL

-1
, and from 

10 to 100 mgL
-1

, respectively. These linear portions could be applied in the quantification of boron for real 

samples.  

The analytical performance of the curn-film and DIC for quantification of boron is summarized in 

Table 1. The IG provided the highest sensitivity (64±1 a.u.Lmg
-1

) and the highest linearity (R
2
 = 0.9971). 

Quantification of boron could be achieved in two alternative concentration ranges, i.e. at low concentrations 

from 0.1 to 1 mgL
-1

 using IG and AG, and at high concentrations of 10 to 100 mgL
-1

 using IR. IG also provided 

the lowest detection limit of 0.052±0.001 mgL
-1

, which was lower than the boron concentration limit in 

drinking water suggested by WHO (2.4 mg L
-1

) [12] or the 1.0 mg L
-1

 limit for the EU [13]. The intra-day 

precision of 9 films was in the range from 2.41 to 4.34%RSD, while an inter-day precision from 2.37 to 

7.46%RSD was obtained for 27 films over six days. %RE in the analysis of 0.25 mgL
-1

 control samples was 

+3.21%. 

Insert table 1 

3.6. Analysis of water samples 

Five real samples were analyzed by using the curn-films in conjunction with DIC, and with ICP-OES 

for comparison. All the water samples were diluted 100-fold before spiking with a boron standard solution 

(0.5 mgL
-1

) to investigate matrix effects. Recoveries in the range 83 – 112% were obtained. Wastewater 
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sample from Para-rubber wood processing plant was quantified by curn-film and DIC (IG) to have boron 

concentration of 5397±606 mgL
-1 

(Table 2), while 4870±13 mgL
-1

 was obtained with the ICP. These 

alternative results were not significantly different at 95% confidence level (calculated t-value = 1.50, critical 

t-value = 2.78, degrees of freedom = 4). The concentrations of boron in all water samples from tin mines in 

Phuket were below the LOD (0.052±0.001 mgL
-1

) also matching the results from ICP.
 
 

Insert table 2 

3.7. Stability of the curn-film 

The stability of the green colorimetric sensors was evaluated for various storage conditions. When the 

sensors were kept in the plastic bags (without vacuum seal) and stored in the refrigerator (-18C) for one 

month, the curn-films peeled off the plastic spoons. In contrast, the curn-films of sensors kept in desiccator 

or in ambient conditions remained in position on the plastic spoons, but provided paler colored boron 

reaction products. The sensors were then vacuum sealed in packs of three before putting in ziplock plastic 

bags for storage in alternative conditions. It was found that the curn-films peeled off from the plastic spoons 

after storage in ambient conditions for one week, or for one month in the refrigerator. In contrast, the sensors 

kept in desiccator remained usable after storage for three months. IR and IG, on testing with boron solution (1 

mgL
-1

), of these curn-films had shifted by +2.1% and -6.2%, respectively. 

4. Conclusion  

 A novel curn-film was successfully developed from tapioca starch and extracted curn for 

colorimetric determinations of boron. The yellow film turned red-brown after dipping in a boron standard 

solution for 15 min, which is faster than in other reports due to the smaller sized curcumin nanoparticles of 

the green probe. When the curn-film was used in conjunction with DIC method, quantification of boron was 

achieved. The quantification could be done using IG at concentrations up to 1.0 mgL
-1

 with a good 

correlation coefficient (R > 0.99) of response to concentration in the calibration data. The use of the novel 
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green colorimetric sensor together with DIC enables a simple, portable, and cost effective approach to the 

quantification of boron in field conditions. 
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Figure caption 

Figure 1  A custom-built photography box 

Figure 2 SEM images of (a) curn extracted from turmeric powder, (b) curn-film, and (c) starch film 

without curn   

Figure 3 (a) Curn-film, (b) a red-brown product from curn-film, (c) commercial-curn-film and its red-

brown product, (d) red brown product for various concentrations of boron, and (e) effect of 

reaction time (immersion time) on the darkness of red-brown product  

Figure 4 FTIR spectrums of (a) curn-film, (b) starch film without curn, and (c) extracted curcumin 

Figure 5 TGA, DTG, and DTA of the curn-film 

Figure 6 Influence of (a) pH, and (b) type of ions on the darkness of red-brown product 

Figure 7 Relationships of boron concentration with (a) RGB intensities, (b) calculated absorbance, (c) 

linear portion of RGB intensities, and (d) linear portion of calculated absorbance 
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Table 1 Analytical performance of the curn-film and DIC for the detection of boron. 

Feature from image analysis Sensitivity(a.u. Lmg-
1
) Linear range (mgL-1) Linearity 

IR 0.89±0.04 0 – 100 0.9918 

IG  64±1 0 – 1 0.9971 

AR   0.004±0.006 0 – 100 0.9942 

AG 0.2±0.1 0 – 1 0.9989 
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Table 2 Concentrations of boron in real samples. 

Sample Developed method (mgL
-1

) ICP (mgL
-1

) %Recovery 

S1 5397±606 4870±13  112 

S2 <0.052
*
 0.013± 0.001 83 

S3 <0.052
* <0.010  91 

S4 <0.052
* 0.021±0.001 109 

S5 <0.052
* 0.015±0.0013 107 

*
LOD = 0.052±0.001 mgL

-1
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