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สารละลายดีพพีเีอชในเอทานอล 0.5 ไมโครลิตร ตามดว้ยสารละลายตวัอยา่งสารตา้นอนุมูลอิสระ 

0.5 ไมโครลิตร ปล่อยใหท้าํปฏิกิริยากนัในที่มืดเป็นเวลา 30 นาที จากนั้นวเิคราะห์ความเขม้สีม่วง

ของดีดีพเีอชที่เหลือจากการทาํปฏิกิริยาดว้ยโปรแกรมประมวลผลภาพเพือ่วเิคราะห์ฤทธ์ิตา้นอนุมูล

อิสระในตวัอยา่ง เร่ิมตน้ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการวเิคราะห์ ไดแ้ก่  ความเขม้ขน้ของดีพพีเีอช
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ทดลองพบวา่ความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของดีพพีเีอชที่เหมาะสมเท่ากบั 1.5 มิลลิโมลาร์ และเวลาที่

เหมาะสมของการเกิดปฏิกิริยาระหวา่งดีพพีเีอชและสารตา้นอนุมูลอิสระมาตรฐานบนอุปกรณ์
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เสน้ตรง ความสามารถในการทาํซํ้ า และขีดจาํกดัการตรวจวดั ของการตรวจวดัฤทธ์ิตา้นอนุมูล

อิสระดว้ยอุปกรณ์ที่พฒันาขึ้นในสารตา้นอนุมูลอิสระมาตรฐาน กรดแกลลิค โทรล็อกซ์ กรดคาร์แฟ

อิก เควอซิทีนและกรดแอสคอร์บิก สุดทา้ยทดสอบประสิทธิภาพของอุปกรณ์ที่พฒันาขึ้นโดย

การศึกษาการวเิคราะห์ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระในตวัอยา่งชาทั้ง 9 ชนิดเทียบกบัวธีิแบบดั้งเดิม พบวา่

ค่าสมมุลกรดแกลลิก ที่วเิคราะห์ไดท้ั้งสองวธีิ มีค่าไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัที่ร้อยละระดบั

ความเช่ือมัน่เท่ากบั 95 
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 This research focused on the development of DPPH paper-based assay for high 

throughput analysis of antioxidant activity.  The paper-based device was fabricated using 

lamination method to create a 5 mm diameter circular test zone.  The analysis was carried out by 

depositing 0.5 µL of DPPH in ethanol solution followed by dropping 0.5 µL antioxidant sample 

onto the test zone.  The mixture was allowed to react in the dark for 30 min and the remaining 

violet color intensity of DPPH was measured using imaging software.  Firstly, parameters 

affecting the analysis were optimized including DPPH starting concentration and reaction time for 

the analysis of gallic acid and trolox antioxidant standards.  Optimal DPPH starting amount was 

1.5 mM and the optimal reaction time of DPPH and antioxidant standards on the paper-based 

device was 30 min.  Analytical features including linear range, reproducibility and limit of 

detection were then studied for the analysis of antioxidant standards including gallic acid ,  trolox,  

caffeic acid, quercetin and L-ascorbic acid using the developed device.  Finally, the performance 

of the developed paper-based device was validated against the traditional spectrophotometric 

DPPH assay by analyzing antioxidant activity of 9 tea samples and the results showed no 

significant difference for gallic acid equivalent obtained from the two methods at 95% confidence 

level. 
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บทที่ 1 

บทนํา 

 

1.1  ความเป็นมาและความสําคญัของปัญหา    

 อนุมูลอิสระ (free radical) หมายถึงสารที่มีอิเล็กตรอนโดดเด่ียวในอะตอมหรือโมเลกลุ 

พบในส่ิงแวดลอ้ม เช่น บรรยากาศ ควนับุหร่ี ในส่ิงมีชีวติและในเซลล ์โดยเฉพาะอยา่งยิง่

กระบวนการผลิตพลงังานภายในเซลล ์หรือกระบวนการเมทาบอลิซึม (metabolism) โดยมีการ

เคล่ือนยา้ยอิเล็กตรอนออกจากโมเลกุลของออกซิเจน ทาํใหอิ้เล็กตรอนในโมเลกุลออกซิเจนไม่

สมดุลกลายเป็นอนุมูลอิสระและวอ่งไวในการเขา้ทาํปฏิกิริยา  เม่ืออยูภ่ายในร่างกายสามารถทาํลาย

ชีวโมเลกุลทุกประเภท ทาํใหเ้กิดความเสียหายแก่โมเลกุลท่ีไดรั้บผลกระทบ  ซ่ึงเป็นสาเหตุทาํให้

เซลลต์าย การเกิดการกลายพนัธุข์องดีเอ็นเอในเซลลแ์ละก่อใหเ้กิดโรคต่าง ๆ เช่น โรคชรา

โรคมะเร็ง โรคหลอดเลือดหวัใจตีบตนั โรคความจาํเส่ือม เป็นตน้ ถา้อนุมูลอิสระปนเป้ือนอยูใ่น

อาหาร จะทาํใหอ้าหารมีกล่ิน สีและรสชาติเปล่ียนแปลงไป เน่ืองจากอนุมูลอิสระสามารถเขา้ทาํ

ปฏิกิริยากบักรดไขมนัในอาหารได ้ 

 สารตา้นอนุมูลอิสระ (antioxidants) เป็นสารพวกเอนไซมห์รือสารอ่ืนท่ีสามารถชะลอ

หรือทาํปฏิกิริยากบัอนุมูลอิสระโดยตรงเพือ่กาํจดัอนุมูลอิสระใหห้มดไปหรือหยดุปฏิกิริยาลูกโซ่

ไม่ใหด้าํเนินต่อไป โดยปกติแลว้ในร่างกายของคนเราจะสร้างเอนไซมต์า้นอนุมูลอิสระขึ้นมา

ควบคุมปริมาณสารอนุมูลอิสระใหอ้ยูใ่นภาวะสมดุล แต่ถา้ร่างกายอยูใ่นพื้นที่ที่เส่ียงจะทาํให้

ร่างกายผลิตอนุมูลอิสระมากเกินไป เกิดภาวะเครียดออกซิเดชนั (oxidative stress) ซ่ึงจะทาํให้เกิด

โรคต่าง ๆ   ผูท้ี่อยูใ่นภาวะเส่ียงจาํเป็นตอ้งไดรั้บสารตา้นอนุมูลอิสระจากภายนอกเขา้ไปดว้ยเป็น

ประจาํ  ซ่ึงสารดงักล่าวอยูใ่น ผกั ผลไมแ้ละสมุนไพร นอกจากน้ีทางดา้นเศรษฐกิจ ธุรกิจส่งออก

อาหารไดน้าํสารตา้นอนุมูลอิสระมาใชใ้นการชะลอการเน่าเสียของอาหาร ดว้ยเหตุน้ีสารตา้นอนุมูล

อิสระจึงมีความสาํคญั ปัจจุบนัจึงมีการศึกษาคน้ควา้เก่ียวกบัสารตา้นอนุมูลอิสระเพือ่เป็นขอ้มูลแก่

ผูบ้ริโภค  อุตสาหกรรมเก่ียวกบัการผลิตยารักษาโรคและธุรกิจส่งออกอาหาร 

 ปัจจุบนัไดมี้การศึกษาเก่ียวกบัการวเิคราะห์ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระเชิงคุณภาพและเชิง

ปริมาณ  วธีิการวเิคราะห์ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระเชิงคุณภาพที่นิยม ไดแ้ก่ การตรวจวดัสารโพลีฟีนอล

ชนิดต่าง ๆ โดยการทาํให้เกิดสี โครมาโตกราฟีแบบชั้นบาง (TLC) และการตรวจหาสารตา้นอนุมูล

อิสระชนิดต่างๆ โดยใชเ้คร่ือง HPLC  ส่วนวธีิการวเิคราะห์ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระเชิงปริมาณที่นิยม 

ไดแ้ก่ วธีิ FRAP assay, วธีิ ABTS radical cation decolorization assay และ วธีิ DPPH radical 
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scavenging assay ซ่ึงวธีิ DPPH radical scavenging assay เป็นวธีิที่ใชท้ดสอบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ

อยา่งกวา้งขวาง เพราะเป็นวิธีที่ที่ง่าย สามารถรู้ผลฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระไดอ้ยา่งรวดเร็ว เน่ืองจาก

ปฏิกิริยาที่ใชใ้นการวเิคราะห์จะเก่ียวขอ้งกบั DPPH  และสารตา้นอนุมูลอิสระในตวัอยา่งเท่านั้น 

 วธีิ DPPH radical scavenging assay แบบดั้งเดิม เป็นการทดสอบโดยใชส้ารอนุมูลอิสระ

ดีพพีเีอช (DPPH • , 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical) ซ่ึงเป็นสารสีม่วงทาํปฏิกิริยากบัสารตา้น

อนุมูลอิสระในสารละลายเอทานอล เป็นระยะเวลาประมาณ 30 นาที สีม่วงของดีพพีเีอชจะจางลง  

ทาํใหส้ามารถหาการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระไดโ้ดยวดัสีท่ีจางลงดว้ยเคร่ืองสเปกโตโฟโตรมิเตอร์ 

(spectrophotrometer) ที่ความยาวคล่ืน 515 นาโนเมตร ขอ้เสียของวธีิ DPPH radical scavenging 

assay แบบดั้งเดิมคือ ตอ้งใชส้ารตวัอยา่งและรีเอเจนทป์ริมาตรมากในการวเิคราะห์แต่ละตวัอยา่ง 

และใชเ้วลานานในการวเิคราะห์  

  ต่อมาไดมี้การพฒันาการวเิคราะห์สารตา้นอนุมูลอิสระดว้ยการวเิคราะห์บนถาดหลุม  

(96 well microtiter plate) โดยใส่สารละลายดีพพีเีอชผสมกบัตวัอยา่งสารตา้นอนุมูลอิสระบนถาด 

แลว้ใชเ้คร่ือง microplate reader spectrophotometer วเิคราะห์สีท่ีจางลงของสารละลายดีพพีเีอช ซ่ึง

สามารถวเิคราะห์คร้ังเดียวไดห้ลายตวัอยา่ง แต่เคร่ือง microplate reader spectrophotometer เป็น

เคร่ืองมือเฉพาะ มีราคาแพง และผูใ้ชต้อ้งมีความรู้ในการใช ้ 

 เทคโนโลยขีองไหลจุลภาค (microfluidic technology) เป็นเทคโนโลยท่ีีสามารถนาํมา

ประยกุตใ์ชใ้นการตรวจวเิคราะห์เชิงชีวเคมี หรือทางการแพทยไ์ดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพเน่ืองจากมี

ขอ้ดีคือใชป้ริมาณสารตวัอยา่งในการตรวจวิเคราะห์ในปริมาณตํ่า ระยะเวลาในการตรวจวิเคราะห์

สั้น อีกทั้ง ณ ปัจจุบนั กระดาษกรอง (filter paper) เป็นวสัดุท่ีไดรั้บความสนใจในการนาํมาสร้าง

อุปกรณ์ตรวจวดัของไหลจุลภาค เน่ืองจากเป็นวสัดุที่มีราคาถูก 

 ในงานวจิยัน้ีจะไดพ้ฒันาวธีิดีพพีเีอชบนอุปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษเพือ่วเิคราะห์แบบ

รู้ผลเร็วของความสามารถการตา้นอนุมูลอิสระในตวัอยา่งที่สนใจ  โดยอุปกรณ์ที่พฒันาขึ้นมี

คุณสมบติั ไดแ้ก่ ทดสอบตวัอยา่งไดห้ลายๆตวัอยา่งในคราวเดียวกนั ใชส้ารตวัอยา่งและรีเอเจนท์

ในการวเิคราะห์ปริมาณนอ้ย  ใชเ้วลาการวเิคราะห์นอ้ย มีค่าการวเิคราะห์ถูก และใชเ้คร่ืองมือการ

ตรวจวดัสญัญาณที่ไม่แพง อีกทั้งใหผ้ลการวเิคราะห์สารตา้นอนุมูลอิสระในตวัอยา่งมีความถูกตอ้ง

และแม่นยาํ  
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1.2   วตัถุประสงค์ของงานวิจยั 

 เพือ่พฒันาวธีิดีพพีเีอชบนอุปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษเพือ่การวเิคราะห์คุณสมบติั 

ในการตา้นอนุมูลอิสระในตวัอยา่งท่ีสนใจ 

 

1.3   ขอบเขตของงานวจิยั 

 1.พฒันาวธีิดีพพีเีอชบนอุปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษเพือ่การวเิคราะห์คุณสมบติัในการ

ตา้นอนุมูลอิสระของสารตา้นอนุมูลอิสระมาตรฐาน (gallic acid ,  trolox,  caffeic acid, quercetin 

และ L-ascorbic acid)โดยใชเ้อทานอลเป็นตวัทาํละลาย 

 2. ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการวเิคราะห์ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระดว้ย DPPH assay บน

อุปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษ  สภาวะที่ศึกษา ไดแ้ก่  ความเขม้ขน้ของ DPPH เร่ิมตน้ที่เหมาะสม  

เวลาในการเกิดปฏิกิริยาระหวา่ง DPPH และสารตา้นอนุมูลอิสระ (gallic Acid และ trolox)ที่

เหมาะสม โดยสภาวะที่ดีจะตอ้งสามารถตรวจวดัความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระไดร้วดเร็ว 

แม่นยาํ มีความไวสูง และมีอตัราการเกิดปฏิกิริยาที่รวดเร็ว 

 3.ทดสอบประสิทธิภาพของวธีิดีพพีีเอชบนอุปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษ 

ที่พฒันาขึ้นดว้ยสารมาตรฐานที่มีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ(gallic acid ,  trolox,  caffeic acid, quercetin 

และ L-ascorbic acid) โดยหาค่าการวเิคราะห์ (analytical feature)  ไดแ้ก่ ช่วงความเป็นเสน้ตรง 

(linear range) ความสามารถในการทาํซํ้ า  

(reproducibility, %RSD) ขีดจาํกดัการตรวจวดั (limit of detection)  

 4. เปรียบเทียบประสิทธิภาพความสามารถในการวดัความสามารถในการตา้นอนุมูล

อิสระในอาหารและผลิตภณัฑจ์ากธรรมชาติระหวา่งวธีิดีพพีีเอชบนอุปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษที่

พฒันาขึ้น กบัวธีิดีพพีเีอชแบบดั้งเดิม  โดยใชต้วัอยา่งใบชาแหง้ 

 

1.4    ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับจากงานวิจยั 

 1. วธีิดีพีพเีอชบนอุปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษ เป็นประโยชน์แก่หน่วยงานที่ตอ้งการ

ทดสอบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระของอาหารและผลิตภณัฑจ์ากธรรมชาติที่คน้พบ เพือ่นาํไปรักษา

สภาพผกัผลไมท้ี่ส่งออก 

 2.วธีิดีพีพเีอชบนอุปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษ เป็นประโยชน์แก่ประชาชนที่ตอ้ง 

การทราบถึงคุณสมบติัสารตา้นอนุมูลอิสระท่ีมีอยูใ่นผกัและผลไมท้ัว่ไป 
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1.5     นิยามศัพท์เฉพาะ 

 1.  วธีิดีพพีเีอช (DPPH assay) หมายถึง วธีิการวิเคราะห์ความสามารถในการเป็นสาร

ตา้นออกซิเดชนั (antioxidant) ซ่ึงใช ้รีเอเจนต ์คือ 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl 

 2. Intensity หมายถึง ค่าความเขม้สีท่ีไดจ้ากการวเิคราะห์ในโปรแกรม ImageJ 

 3. อุปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษ (A microfluidic paper-based analytical device, 

microPAD)  หมายถึงตวัตรวจวดัของไหลจุลภาคท่ีทาํมาจากกระดาษกรอง whatman เบอร์ 1 

สร้างบริเวณส่วนกั้นที่ไม่ชอบนํ้ า (hydrophobic barrier) ดว้ยการตดักระดาษกรองขนาด 

 1 cm. x 1 cm. และเคลือบกระดาษกรองดงักล่าวดว้ยพลาสติกเคลือบบตัรที่มีการเจาะรูขนาดเสน้

ผา่นศูนยก์ลาง 0.5 cm.ไวส้าํหรับในการวเิคราะห์สาร 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 1-1 แสดงอุปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษ  

พลาสติกเคลือบบตัร 
กระดาษกรองขนาด

1cm.x1cm. 

ส่วนที่ชอบนํ้ าสาํหรับวเิคราะห์สาร 



บทที่ 2 

เอกสารและงานวจิัยที่เกีย่วข้อง 
 

 การวจิยัคร้ังน้ีไดศึ้กษาเอกสารและงานวจิยัที่เก่ียวขอ้งเพือ่นาํมาประกอบการดาํเนินการ 

ตามลาํดบัดงัน้ี  

 2.1 อนุมูลอิสระและสารตา้นอนุมูลอิสระ 

 2.2 Diphenylpicryhydrazyl (DPPH) Radical Scavenging Assay 

 2.3 อุปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษ (Paper based device) 

2.4 ขอ้มูลเก่ียวกบัใบชาแหง้ 

          2.5 งานวจิยัที่เก่ียวขอ้ง 

 

2.1 อนุมูลอสิระและสารต้านอนุมูลอสิระ 

 บุหรัน พนัธุส์วรรค ์ (2556,หนา้ 277-279) ไดก้ล่าวถึงอนุมูลอิสระและสารตา้น

อนุมูลอิสระไวด้งัน้ี  

 อนุมูลอิสระ (free radicals) หมายถึง สารที่มีอิเล็กตรอนโดดเด่ียว (unpaired 

electrons) ในอะตอมหรือโมเลกุล พบไดทุ้กแห่งทั้งในส่ิงแวดลอ้ม ในส่ิงมีชีวติ และในเซลล ์ 

โดยเฉพาะอยา่งยิง่กระบวนการผลิตพลงังานภายในเซลล ์ หรือจากกระบวนการเมทาบอลิซึม 

(metabolism) โดยมีการเคล่ือนยา้ยอิเล็กตรอนออกจากโมเลกุลของออกซิเจนทาํใหอิ้เล็กตรอนใน

โมเลกุลออกซิเจนไม่สมดุลกลายเป็นอนุมูลอิสระและวอ่งไวในการเขา้ทาํปฏิกิริยามาก และสามารถ

ดึงอิเล็กตรอนจากโมเลกลุอ่ืนมาแทนที่อิเลก็ตรอนที่ขาดหายไปเพือ่ใหต้วัเองเกิดความสมดุลหรือ

เสถียร ซ่ึงปฏิกิริยาน้ีจะเกิดขึ้นอยา่งต่อเน่ืองเป็นปฏิกิริยาลูกโซ่ และเกิดขึ้นในเซลลต์ลอดเวลา 

ดงัสมการ 1 และ 2 

 สมการ 1 :   R• + O2       ROO• 

         สมการ 2 :  ROO• + RH                ROOH + R• 

 นอกจากน้ีอนุมูลอิสระสามารถทาํลายชีวโมเลกุลทุกประเภททั้งในเซลลแ์ละ

ส่วนประกอบของเซลลส่ิ์งมีชีวติ ซ่ึงเป็นสาเหตุใหเ้ซลลต์าย การเกิดการกลายพนัธุข์องดีเอ็นเอ 

ในเซลล ์ และก่อใหเ้กิดโรคต่าง ๆ ไดแ้ก่ โรคชรา (aging)โรคมะเร็ง (cancer) โรคหวัใจขาดเลือด 

(coronary heart disease) โรคความจาํเส่ือม (Alzheimer’s disease) โรคขอ้อกัเสบ (arthritis) โรค

ภูมิแพ(้allergies) โรคความดนัโลหิต โรคเหงือก โรคเก่ียวกบัสายตา ความผดิปกติของปอดและ

ระบบประสาท โรคเก่ียวกบัทางเดินหายใจ โรคเก่ียวกบัความผดิปกติของผวิหนงั และโรคลาํไส้
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อกัเสบ เป็นตน้ อนุมูลอิสระนอกจากจะเกิดภายในส่ิงมีชีวติแลว้อนุมูลอิสระสามารถเกิดจาก

ภายนอกส่ิงมีชีวติหรือในส่ิงแวดลอ้ม ไดแ้ก่ การไดรั้บเช้ือโรค เช่น การติดเช้ือโรคไวรัสหรือเช้ือ

แบคทีเรีย โรคเก่ียวกบัภูมิคุม้กนั (immune diseases) เช่น ขอ้อกัเสบ รูมาตอยด ์เป็นตน้ จากรังสี เช่น 

รังสีอลัตราไวโอเลต รังสีเอ็กซ์ รังสีแกมมา จากมลภาวะ เช่น ควนับุหร่ี  แก๊สจากท่อไอเสีย 

เช่น ไนตรัสออกไซด ์ ไนโตรเจนไดออกไซด ์ เขม่าจากเคร่ืองยนต ์ ฝุ่ นจากกระบวนการประกอบ

อาหาร เช่น การยา่งเน้ือสตัวท์ี่มีส่วนประกอบของไขมนัสูง การนาํนํ้ ามนัท่ีใชท้อดอาหารที่มี

อุณหภูมิสูง ๆ กลบัมาใชอี้ก การทาํใหเ้กิดอาหารประเภทเกรียม ไหม ้หรือเกิดจากการป้ิงยา่ง จากยา 

บางชนิด เช่น โดโซรูบิซิน (doxorubicin) เพนนิซิลลามิน (penicillamine) พาราเซตามอล 

(paracetamol) 

 สารตา้นอนุมูลอิสระ (antioxidants) เป็นสารที่มีความสาํคญัตอ่กระบวนการออกซิไดซ์

อนุมูลอิสระ หรือสามารถยบัย ั้งปฏิกิริยาออกซิเดชนั โดยในส่ิงมีชีวติจะมีระบบการป้องกนัการ

ทาํลายเซลลแ์ละเน้ือเยือ่จากอนุมูลอิสระ ประกอบดว้ยสารตา้นอนุมูลอิสระมากมายหลายชนิดที่ทาํ

หนา้ที่แตกต่างกนัไป โดยสารตา้นอนุมูลอิสระเหล่าน้ีมีกลไกการทาํงานตา้นอนุมูลอิสระดว้ยกนั

หลายแบบ เช่น ดกัจบัอนุมูลอิสระ(radical scavenging) การยบัย ั้งการทาํงานของออกซิเจนท่ีขาด

อิเล็กตรอน (singlet oxygen quenching) จบักบัโลหะที่สามารถเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชนัได ้ (metal 

chelation) หยดุปฏิกิริยาการสร้างอนุมูลอิสระ (chain-breaking) เสริมฤทธ์ิ (synergism) และยบัย ั้ง

การทาํงานของเอนไซม ์ (enzyme inhibition) ที่เร่งปฏิกิริยาอนุมูลอิสระ เป็นตน้ ตวัอยา่งแสดงการ

ดกัจบัอนุมูลอิสระดงัสมการ 3 และ 4  

 สมการ 3 : R• + AH   RH + A•  

 สมการ 4  : RO• + AH     ROH + A•  

 โดย R• และ RO• คือ อนุมูลอิสระ และ AH คือ สารตา้นอนุมูลอิสระ 

 แหล่งที่มาของสารตา้นอนุมูลอิสระมี 2 แหล่ง ไดแ้ก่ สารตา้นอนุมูลอิสระสงัเคราะห์ 

(synthetic antioxidants) และสารตา้นอนุมูลอิสระจากธรรมชาติ (natural antioxidants) ซ่ึงสารตา้น

อนุมูลอิสระสงัเคราะห์เกิดจากการกระบวนการสงัเคราะห์ทางเคมี โดยเป็นสารประกอบฟีนอลิก 

ไดแ้ก่ propylgallate, 2-butylated hydroxyanisole, 3-butylatehydroxyanisole, BHT (butylated 

hydroxytoluene) และ tertiary butylhydroquinone สารสงัเคราะห์ดงักล่าวนิยมนาํมาใชใ้น

อุตสาหกรรมอาหารเพือ่ยบัย ั้งการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนัของไขมนัที่เป็นสาเหตุที่ทาํใหอ้าหารมี

กล่ิน สี และรสชาติเปล่ียนแปลงไป สารสงัเคราะห์น้ีมีสภาพคงตวักวา่สารตา้นอนุมูลอิสระจาก

ธรรมชาติแต่มีขอ้จาํกดัในดา้นความปลอดภยัในการบริโภค ขณะท่ีสารตา้นอนุมูลอิสระจาก

ธรรมชาติสามารถพบไดใ้นส่ิงมีชีวติทั้งพืชและสตัว ์ซ่ึงเป็นไดท้ั้งเอนไซม ์วติามินและสารอ่ืน ๆ 
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ตวัอยา่งของสารตา้นอนุมูลอิสระที่เป็นวติามิน เช่น vitamin C (เป็นสารตา้นอนุมูลอิสระท่ีไซโต 

พลาซึม) vitamin E (เป็นสารตา้นอนุมูลอิสระท่ีเมมเบรน) และglutathione (เป็นสารตา้นอนุมูล

อิสระที่ป้องกนัอนัตรายจากอนุมูลอิสระที่ไซโตพลาซึมและเมมเบรน) ส่วนสารตา้นอนุมูลอิสระ 

ที่เป็นเอนไซมไ์ดแ้ก่ glutathione peroxidase (GPX), glutathionereductase และ glutathione 

transferase ซ่ึงทาํหนา้ที่ทาํใหโ้มเลกุลของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์ (H2O2) เป็นออกซิเจนและนํ้ า 

ส่วนเอนไซม ์superoxid dismutase(SOD) สามารถเปล่ียน O2
•- เป็น H2O2 สารตา้นอนุมูลอิสระอ่ืน 

ๆ ไดแ้ก่ carotenoids และ ubiquinones เป็นสารตา้นอนุมูลอิสระสามารถป้องกนัอนุมูลอิสระ

ออกซิเจนทั้งภายในเซลลแ์ละภายนอกเซลล ์ 

 ในภาวะปกติร่างกายของคนเราจะมีการป้องกนัการสะสมสารอนุมูลอิสระโดยการสร้าง 

เอนไซมต์า้นอนุมูลอิสระขึ้นมาควบคุมปริมาณสารอนุมูลอิสระใหอ้ยูใ่นภาวะที่สมดุล และอีกส่วน

ไดจ้ากสารตา้นอนุมูลอิสระที่ร่างกายรับประทานเขา้ไปจาํพวกวติามิน เบตา้แคโรทีน และแคโรที

นอยด ์ รวมทั้งสารประกอบโพลีฟีนอล ซ่ึงสารดงักล่าวไดจ้ากพชืผกัและผลไม ้ ตวัอยา่งอาหารที่

มีเบตา้แคโรทีนสูง ไดแ้ก่ ผกัใบเขียว เช่น ตาํลึง และผกับุง้ อาหารที่มีสีเหลือง เช่น แครอท มะละกอ

สุก มะม่วงสุก มะเขือเทศ ฟักทอง อาหารที่มีวติามินซี (vitamin Cหรือ ascorbic acid) สูง ไดแ้ก่ พชื 

ผกัสีเขียว และผลไมร้สเปร้ียว เช่น ตาํลึง ผกับุง้ พริกหยวก ฝรั่ง มะขามป้อม สม้ มะนาว สบัปะรด 

(วติามินซีจากพชืผกัดงักล่าวมีฤทธ์ิต่อตา้นอนุมูลอิสระท่ีแรงมากและละลายนํ้ าไดดี้) วติามินอี 

(vitamin E หรือtocopherol) ละลายไดดี้ในนํ้ ามนั โดยวติามินอีมีในนํ้ ามนัจากเมล็ดพชืชนิดต่าง ๆ 

เช่น ราํละเอียดในพวกธญัพชืที่ไม่ขดัขาว ขา้วโพด ขา้วกลอ้ง ถัว่แดง ถัว่เหลือง ผกักาดหอม เมล็ด

ทานตะวนั งา นํ้ ามนัราํ 

 

2.2 Diphenylpicryhydrazyl (DPPH) Radical Scavenging Assay 

 เป็นการทดสอบดว้ยวธีิทางเคมีโดยใชอ้นุมูลอิสระดีพพีเีอช (DPPH•,diphenyl-

picryhydrazyl radical) (Pisoschi และ Negulescu ; 2011) ซ่ึงเป็นสารสงัเคราะห์ที่อยูใ่นรูปอนุมูล

อิสระที่เสถียรและมีสีม่วง สามารถดูดกลืนแสงไดสู้งสุดโดยใชเ้คร่ืองสเปกโตโฟโตรมิเตอร์ 

(spectrophotometer) ที่ความยาวคล่ืน 515 นาโนเมตร เม่ือ DPPH• ทาํปฏิกิริยากบัสารตา้นอนุมูล

อิสระ (สารที่ใหอิ้เล็กตรอน) DPPH จะกลายเป็นโมเลกุลท่ีเสถียร ซ่ึงจะทาํใหสี้ม่วงจางลงจนเป็นสี

เหลือง ดงัสมการ 5  
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สมการ 5  : 

 

 

     สีม่วง    สีเหลือง 

ทาํใหส้ามารถหาการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระของสารตวัอยา่งได ้ โดยสร้างกราฟมาตรฐานระหว่าง

ค่าการดูดกลืนแสงที่ลดลงกบัความเขม้ขน้ของสารตา้นอนุมูลอิสระ ซ่ึงมีการนาํวธีิดงักล่าวไป

ประยกุตใ์ชว้ิเคราะห์หาปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระในสารสกดัของผลไมแ้ละนํ้ าผลไม ้ 

โดยสารมาตรฐานที่ใชใ้นการเทียบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ คือ โทรล็อกซ์ (trolox, 6-hydroxy-2,5,7,8-

tetramethylchlorman-2-carboxylic acid) แสดงค่าเป็น TEAC (trolox equivalent antioxidant 

capacity) มีหน่วยเป็น mM/mg หรือ µM/mg และรายงานผลเป็นค่า µM TE/fresh mass 

หรือกรดแกลลิก (gallic acide) แสดงค่าเป็น GAE (gallic acid equivalent) ซ่ึงมีหน่วยคลา้ยค่า 

TEAC ขอ้ดีของวธีิน้ี คือ เป็นวธีิที่สามารถวเิคราะห์ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระไดง่้าย สะดวก และรวดเร็ว

กวา่วธีิอ่ืนๆ  เน่ืองจากการวเิคราะห์เก่ียวขอ้งกบัรีเอเจนทเ์พยีงตวัเดียวคือ DPPH จึงนิยมใชเ้ป็นวธีิ

ทดสอบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระเบื้องตน้แบบคดักรองของสารตวัอยา่งที่สนใจ ส่วนขอ้เสีย คือDPPH• 

ค่อนขา้งเสถียรไม่ไวต่อปฏกิิริยาเหมือนอนุมูลอิสระที่เกิดขึ้นในร่างกายจริง จึงทาํใหเ้กิดปฏิกิริยาได้

ชา้ ทาํใหค้่าการวเิคราะห์ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระท่ีวดัไดน้อ้ยกวา่ความเป็นจริง และตอ้งวดัในปฏิกิริยา

ที่เป็นแอลกอฮอล ์

 

2.3 อปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษ (Paper based device) 

 อุปกรณ์ตรวจวดัของไหลจุลภาคแบบกระดาษ หรืออุปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษ 

(microfluidic paper-based analytical device, µPADs) เป็นเทคโนโลยทีางเลือกหน่ึงของการสร้าง

อุปกรณ์ตรวจวนิิจฉัยโรคทางคลินิก ที่ทาํไดง้่าย ตน้ทุนตํ่า พกพาได ้ สามารถใชแ้ลว้ทิ้ง สาํหรับใช้

ในประเทศกาํลงัพฒันา 

 Martine et al.(2008) ไดก้ล่าววา่การผลิตอุปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษทาํไดโ้ดยสร้าง

ส่วนที่ไม่ชอบนํ้ า (hydrophobic barrier) ตามรูปแบบที่ตอ้งการลงบนกระดาษ ซ่ึงมีผูค้ิดคน้ ริเร่ิมคือ 

Whiteside Group ในปี ค.ศ. 2007โดยไดส้ร้างส่วนที่ไม่ชอบนํ้ าดว้ยวธีิการฉายแสง 

(photolithography) ผา่นเขา้ไปในพอลิเมอร์ที่มีความวอ่งไวแสง (photoresist polymer) และกระดาษ

โครมาโทรกราฟี (chromatography paper) 
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 ในปัจจุบนัอุปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษสามารถสร้างส่วนที่ไม่ชอบนํ้ าใหเ้ป็นลวดลาย

ต่าง ๆไดด้ว้ยเทคนิคต่าง ๆ  เช่น การฉายแสง (photolithography) (Martine et al., 2008) การพมิพ์

ดว้ยไข (wax printing) (Carrilho et al., 2009) การวาดดว้ยปากกากนันํ้า (permanent marker 

plotting) (Jana et al., 2012) การฉาบเคลือบ (screen-printing)( Dungchai et al.,2011)และการใชมี้ด

ตดั (cutting knives) (Fenton et al., 2009) เป็นตน้  รูปแบบลวดลายของอุปกรณ์ตรวจวดัแบบ

กระดาษมีอยูส่องแบบ ไดแ้ก่ แบบช่องการไหลดา้นขา้ง (lateral flow) ดงัภาพที่ 2-1 (A) ซ่ึงสาร

ตวัอยา่งสามารถไหลไปบนแผน่กระดาษในท่อการไหลดว้ยแรงแคปปิลลารี (capillary action) เรียง

ตามเยือ่กระดาษไปยงับริเวณตรวจวดั (test zone) แลว้เกิดปฏิกิริยาระหวา่งสารตวัอยา่งกบัรีเอเจนท ์

และแบบหลุม (well) (Lisowski & Zarzycki, 2012) ดงัภาพที่ 2-1(B) วิเคราะห์ไดโ้ดยการนาํสาร

ตวัอยา่งผสมกบัรีเอเจนทห์ยดลงไปในบริเวณที่ชอบนํ้ าของกระดาษ การวเิคราะห์ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น

ระหวา่งสารตวัอยา่งกบัรีเอเจนท ์ สามารถทาํไดโ้ดยการถ่ายภาพ จากนั้นนาํเขา้โปรแกรมประมวล

ภาพ ImageJ แลว้วดัค่าความเขม้สี ซ่ึงค่าความเขม้สีจะแปรผนัตรงกบัปริมาณสารท่ีมีอยูใ่นตวัอยา่ง 

 
 

 

 

 

 

 

 

  (A)     (B) 

ภาพที่ 2-1 แสดงรูปแบบของอุปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษที่สร้างส่วนที่ไม่ชอบนํ้ า (hydrophobic 

                 barrier) ลงบนกระดาษ (A) แบบช่องการไหลดา้นขา้ง (lateral flow) (B) แบบหลุม (well) 

                 (Jokerst et al., 2012) 

 

2.4 ข้อมูลเกีย่วกบัใบชาแห้ง 

 พชัรีย ์พริบดีเวช (2552)  ไดก้ล่าวถึงชาเก่ียวกบัลกัษณะทัว่ไป  และสรรพคุณไวด้งัน้ี 

ชามีช่ือสามญั คือ Tea ช่ือวิทยาศาสตร์ คือ Camellia sinensis  ชาแบ่งไดเ้ป็น 6 ประเภท ไดแ้ก่ ชา

ขาว ชาเหลือง ชาเขียว ชาอูหลง ชาดาํ และชาผเูอ่อร์ แต่ที่พบเห็นไดท้ัว่ไป ไดแ้ก่ ชาขาว ชาเขียว ชา

อูหลง และชาดาํ ซ่ึงชาทุกชนิดสามารถทาํไดจ้ากตน้ชาตน้เดียวกัน แต่ผ่านกรรมวิธีแตกต่างกัน

ออกไป องคป์ระกอบทางเคมีในยอดใบชาสดจะประกอบดว้ยความช้ืนประมาณ 75-80 % ส่วนที่
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เหลือเป็นของแขง็ทั้งหมด องคป์ระกอบทางเคมีในส่วนที่เป็นของแข็งทั้งหมดแสดงดงัตารางที่ 2-1 

ซ่ึงองคป์ระกอบเหล่าน้ีจะส่งผลต่อคุณภาพของชา 

 

ตารางที่ 2-1 แสดงองคป์ระกอบทางเคมีของยอดใบแหง้ชา  

 

Components Dry weight (%) 

Flavanois 

    (-)-EGCG 

    (-)-EGC 

    (-)-ECG 

    (-)-EC 

    (+)-GC 

    (+)-C 

Flavonal glucosides 

Proanthocyanidins 

Caffeine 

Amino acids 

Carbohydrates 

Organic acids 

Saponins 

Pigments 

Vitamins 

Soluble minerals 

Cellulose 

Lignin 

Polysaccharides 

Lipids 

Volatiles 

 

18-32 

9-14 

4-7 

2-4 

1-3 

1-2 

0.5-1 

3-4 

2-3 

3-4 

2-4 

3-5 

0.5-2 

0.04-0.07 

0.5-0.8 

0.6-1.0 

2-4 

6-8 

4-6 

4-10 

2-4 

0.01-0.02 
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ภาพที่ 2-2 แสดงลกัษณะยอดใบชาและ ใบชาแห้ง (http://www.icontea.com/article-49.html) 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2-3 แสดง13โครงสร้างของคาเทชินที่พบในใบชา 

(-)-Epicatechin (EC) 

(-)-Epigallocatechin gallate (EGCG) 

(-)-Epicatechin gallate (ECG) (-)-Epigallocatechin (EGC) 

(+)-catechin (C) (+)-Gallocatechin (GC) 

(-)-catechin gallate(CG) (-)-Gallocatechin gallate(GCG) 
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 ในยอดใบชาจะมีปริมาณโพลิฟีนอล (polyphenols) ทั้งหมดประมาณ 10-35% (dry 

weight) โดยสารประกอบโพลิฟีนอลน้ีส่วนใหญ่เป็นสารในกลุ่มฟลาโวนอยด์ (Flavonoids) ฟลาโว

นอยด์เป็น secondary metabolite ที่แบ่งได ้6 กลุ่มคือ Flavones, flavanones, isoflavones, flavonols, 

flavanols และ anthocyanins กลุ่มของฟลาโวนอยด์ท่ีพบมากท่ีสุดในชาคือ Flavanols  ซ่ึงเรียกว่า 

Catechins (คาเทชิน) 

 คาเทชิน (Catechins) เป็นช่ือเรียก Flavanols ในชา ซ่ึงมีประมาณ 60-70% ของโพลิฟี

นอลทั้งหมด กลุ่มของ Catechins ที่พบมากในชา ไดแ้ก่ (-)-Epigallocatechin-3-gallate (EGCG), 

 (-)-Epigallocatechin (EGC), (-)-Epicatechin-3-gallate (ECG) และ (-)-Epicatechin (EC) 

โดย Catechins เหล่าน้ีมีอยูป่ระมาณ 90% ของคาเทชินทั้งหมด กลุ่มของ Catechins ท่ีพบในปริมาณ

นอ้ยลงมาไดแ้ก่ (-)-Gallocatechin (GC), (+)-Catechin (C), (-)-Gallocatechin gallate (GCG)  

และ  (-)-Catechin gallate (CG)  คาเทชินเป็นสารไม่มีสี ละลายนํ้ าได ้ใหร้สขม และฝาด 

 ในชาประกอบด้วยสารตา้นอนุมูลอิสระประเภทฟลาโวนอยด์ ที่ทรงพลังหลายชนิด 

โดยเฉพาะสาร Epigallocatechin gallate (EGCG) ซ่ึงเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระท่ีมีฤทธ์ิแรง โดยมี

ฤทธ์ิมากกวา่วติามินอีถึง 20 เท่า คาเทชินเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระ สามารถจบักบัอนุมูลอิสระที่เป็น

สาเหตุของโรคหลายชนิด เช่น โรคมะเร็ง  โรคหวัใจ    และภาวะไขมนัในเลือดสูง เป็นตน้   

 

2.5 งานวจิยัทีเ่กีย่วข้อง 

 Fenton et al. (2009, pp. 124-129) ไดส้ร้างอุปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษรูปแบบช่องการ

ไหลด้านขา้งใช้สําหรับวิเคราะห์สารชีวภาพที่หลากหลาย โดยสร้างอุปกรณ์แบบกระดาษดว้ย

วิธีการตัดด้วยเคร่ืองตัดอัตโนมัติ (craft cutting machine) เคลือบกระดาษด้วยพลาสติกใส 

(larmination) ซ่ึงอุปกรณ์ที่สร้างมีขอ้ดีได้แก่  ช่วยลดการระเหยของรีเอเจนท์ ช่วยป้องกนัไม่ให้

พื้นผวิที่จะทาํการทดสอบปนเป้ือนและไม่ให้สารตวัอยา่งและรีเอเจนทร่ั์วออกจากอุปกรณ์ มีราคา

ถูก  เหมาะสาํหรับไปใชใ้นประเทศที่กาํลงัพฒันา ผลิตอุปกรณ์ไดค้ร้ังละหลายอุปกรณ์ 

 Zhang et al. (2006, pp. 219-224) ไดใ้ชว้ธีิ 96-well microplate method วเิคราะห์หา

ปริมาณสารโพลิฟีนอล (polyphenol) ในสาหร่าย ณ ประเทศแคนนาดา ดว้ยวิธี DPPH ทาํการ

วเิคราะห์โดยผสมสารละลายมาตรฐานและสารละลายตวัอยา่งลงใน 96-well microplate แลว้วดัสีที่

จางลงของ DPPH ดว้ยเคร่ือง microplate reader จากการทดลองพบวา่ การวเิคราะห์ดว้ยวิธี96-well 

microplate method จะใชเ้วลาในการวิเคราะห์ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระของสารไดน้อ้ย วเิคราะห์ไดค้ร้ัง

ละหลายตวัอยา่งและสามารถทาํซํ้ าไดดี้ 
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 Piletska et al. (2012, pp. 2038-2043) ได้พฒันารูปแบบใหม่ของ Microtiter Plate 

สาํหรับตรวจวเิคราะห์ทางการแพทย ์ ซ่ึงพฒันาโดยมีการตรึงสารชีวภาพและรีเอเจนท์ไวท้ี่กระดาษ

ดงัภาพที่ 2-4(A) แลว้นาํไปไวท้ี่ถาดหลุมท่ีเปิดแลว้วิเคราะห์การเกิดปฏิกิริยาดว้ย microtiter plate 

readers  7โดยไม่มีขั้นตอนอ่ืน ๆ เพิ่มเติม แนวคิดดงักล่าวสามารถประยกุตใ์ชก้บัการวิเคราะห์ได้

หลากหลาย เช่น การตรวจสอบสารบ่งช้ีชีวภาพชนิดต่างๆโดยอาศยัปฏิกิริยาทางเอนไซม์ เช่น การ

วิเคราะห์กลูโคส และกรดยริูก  การตรวจสอบโปรตีน การวิเคราะห์ค่า pH  และการวิเคราะห์สาร

ตา้นอนุมูลอิสระ การวิเคราะห์ด้วยวิธีน้ีสามารถทาํได้ง่ายโดย7มีเพียงขั้นตอนการเติมสารและ

ขั้นตอนการตรวจวดั จึงทาํให้สามารถคดักรองสารตวัอยา่งไดร้วดเร็วเหมาะสาํหรับการวิเคราะห์

ทางการแพทยท์ี่ตอ้งวิเคราะห์สารหลายๆอยา่งในคราวเดียวกนั อยา่งไรก็ตามวิธีวิเคราะห์ดงักล่าว

จาํเป็นตอ้งทาํในหอ้งปฏิบติัการ (laboratory based analysis) เน่ืองจากเคร่ือง microplate reader เป็น

เคร่ืองมือที่มีขนาดใหญ่ไม่สามารถพกพาไปตรวจวดัภาคสนามได ้

 

 

 

 

 

 

 

                         (A) 

 

 

 

 

       (B) 

 

ภาพที่ 2-4  (A) แสดงรูปร่างของกระดาษกรองท่ีตรึงดว้ยสารรีเอเจนท ์(B)  แสดงการใชอุ้ปกรณ์ 

               microtiter plate ที่ทาํงานร่วมกบักระดาษในการทดสอบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ 

                         ของ Gallic acid ดว้ย DPPH assay 
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 Sharpe et al. (2012) ไดพ้ฒันาอุปกรณ์ตรวจสอบแบบพกพาสาํหรับวิเคราะห์สารตา้น

อนุมูลอิสระในตวัอย่างอาหารโดยใชก้ารตรึงอนุภาคนาโนซีเรีย (Ce)ไวท้ี่กระดาษ ซ่ึงมีลกัษณะ7

คลา้ยคลึงกบั7เซ็นเซอร์ขนาดเล็ก  อุปกรณ์ดงักล่าววิเคราะห์ได้โดยวดัการเปล่ียนแปลงสีท่ีเกิดขึ้น

ของปฏิกิริยารีดอกซ์ระหวา่งสารตา้นอนุมูลอิสระกบัพื้นผวิของอนุภาคนาโนซีเรีย ซ่ึงจะเปล่ียนจาก

สีเหลืองกลายเป็นสีนํ้ าตาล  อุปกรณ์แบบพกพาดังกล่าวนําไปวิเคราะห์สารตา้นอนุมูลอิสระ เช่น 

ascorbic acid, gallic acid, vanillic acid, quercetin, caffeic acid, epigallocatechin gallate และได้

นําไปวิเคราะห์กับสารตวัอย่างจริง ได้แก่ ชาและเห็ด ซ่ึงได้ผลการวิเคราะห์เช่นเดียวกับการ

วิเคราะห์แบบดังเดิม แต่วิธีน้ีมีขอ้ดี คือ สามารถทดสอบไดโ้ดยไม่ตอ้งใชเ้คร่ืองมือที่มีราคาแพง

เน่ืองจากมีการใชโ้ปรแกรมประมวลภาพแทน microplate reader spectrophotometer จึงมีศกัยภาพ

ในการวเิคราะห์ในสถานที่ที่นอกเหนือจากหอ้งปฏิบติัการ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2-5 แสดง กราฟมาตรฐานแสดงท่ีไดจ้ากการพล๊อตความเขม้สีของอนุภาคนาโนซีเรียท่ี 

                  เปล่ียนไปเม่ือเพิม่ความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน และ gallic acid (GA) 

                  และ epigallocatechin gallate(EGCG) 

 

 Kriengsak (2006) ได้วิเคราะห์หาสารตา้นอนุมูลอิสระของสารสกัดผลฝร่ัง ด้วยวิธี 

DPPH assay วดัการลดลงของ DPPH ดว้ยเคร่ือง spectrophotometer ที่ความยาวคล่ืน 515 nm โดย

ใช ้trolox เป็นสารตา้นอนุมูลอิสระมาตรฐาน ดว้ยวธีิน้ีสามารถสร้างกราฟมาตรฐานของ trolox ที่มี

ช่วงความเป็นเส้นตรงระหว่าง 25 -800µM  จากนั้นวิเคราะห์ตวัอยา่งโดยเจือจางสารตวัอยา่งให้มี

ความเขม้ขน้ที่ใหส้ญัญาณการวเิคราะห์อยูใ่นช่วงความเป็นเสน้ตรงของกราฟมาตรฐาน 

รายงานผลการวเิคราะห์ในรูปของ µMTE/g fresh mass 
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 พชัรีย ์พริบดีเวช (2552) ไดศึ้กษาฤทธ์ิการตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัชา พบว่าสาร

สกดัชามีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระสูง เน่ืองจากมีปริมาณสารฟีนอลสูง ซ่ึงการทดลองพบว่า ชาเขียวมี

ฤทธ์ิการตา้นอนุมูลอิสระสูงที่สุด รองลงมา คือ ชาส่ีฤดู ชาอู่หลงกา้นอ่อน ชาพนัธุ์ ชาเขียวอู่หลง

และชาอูหลง ตามลาํดบั 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ต้นฉบับไม่ปรากฏ 

บทที่ 3 
 

 



บทที่ 4                                                                                                          

ผลการวจัิยและอภปิราย 

 

4.1  การศึกษาความเข้มข้นเร่ิมต้นของ DPPH ทีเ่หมาะสม 

 เน่ืองดว้ยการศึกษาฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวธีิ DPPH เป็นการวดัการลดลงของ

สญัญาณของ DPPH เม่ือทาํปฏิกิริยากบัสารตา้นอนุมูลอิสระแลว้ การศึกษาความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของ 

DPPH ในการนาํไปวเิคราะห์จึงเป็นปัจจยัสาํคญั โดยความเขม้ขน้เร่ิมตน้ท่ีเหมาะสมจะตอ้งเป็น

ความเขม้ขน้เร่ิมตน้ที่ใหส้ญัญาณที่สูงและนอกจากนั้นยงัตอ้งสามารถเห็นการเปล่ียนแปลงของ

สญัญาณที่ลดลงไดอ้ยา่งรวดเร็วเม่ือเติมสารตา้นอนุมูลอิสระลงไปเพยีงเล็กนอ้ย งานวจิยัน้ี

ทาํการศึกษาความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของ DPPH ที่เหมาะสมสาํหรับใชใ้นการทาํปฏิกิริยากบัสารตา้น

อนุมูลอิสระมาตรฐาน ศึกษา DPPH เร่ิมตน้ที่ความเขม้ขน้ต่าง ๆ ตั้งแต่ 0.1-4 mM โดยเตรียม

สารละลาย DPPH ความเขม้ขน้ต่าง ๆ ในตวัทาํละลายเอทานอล จากนั้นหยดสารละลาย DPPH แต่

ละความเขม้ขน้ปริมาตร 0.5 µL  ลงบนอุปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษ (n=3) ปล่อยไวใ้นที่มืดเป็น

เวลา 30 นาที แลว้นาํอุปกรณ์ที่ไดไ้ปสแกนแลว้นาํเขา้โปรแกรมประมวลภาพ ImageJ เพือ่ตรวจวดั

ความเขม้ของสีม่วงที่เกิดขึ้น (ตารางที่ 4-2 ภาคผนวก) นาํค่าความเขม้สีมาสร้างกราฟ โดยพลอต

แสดงความสมัพนัธร์ะหวา่งความเขม้ขน้ DPPH และค่าความเขม้สีจะไดก้ราฟดงัแสดงในภาพที่ 4-1 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

ภาพที่ 4-1 (A) แสดงสีของสารละลาย DPPH ที่ความเขม้ขน้ต่าง ๆ  (B)  กราฟพลอตระหวา่งค่า 

                 ความเขม้สีและความเขม้ขน้ของสารละลาย DPPH  (n=3)  
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 จากกราฟมาตรฐานที่แสดงความสมัพนัธร์ะหวา่งความเขม้ขน้และความเขม้สีของ DPPH 

พบวา่เม่ือเพิม่ความเขม้ขน้ของ DPPH เพิม่ขึ้น ความเขม้สีของ DPPH ก็เพิม่ขึ้นตามไปดว้ย จุดที่

สญัญาณเร่ิมตน้มีการเปล่ียนแปลงมากที่สุดคือความเขม้ขน้ของ DPPH ประมาณ 1.5 mM ในการ

ทดลองน้ีจึงเลือก DPPH ที่มีความเขม้ขน้ 1.5 mM เป็นความเขม้ขน้ที่เหมาะสมที่จะใชเ้ป็นความ

เขม้ขน้เร่ิมตน้ในการทาํปฏิกิริยากบัสารตา้นอนุมูลอิสระ เน่ืองจากจะสามารถเห็นการเปล่ียนแปลง

สญัญาณไดอ้ยา่งชดัเจนเม่ือ DPPH ทาํปฏิกิริยากบัสารตา้นอนุมูลอิสระเพยีงเล็กนอ้ยและความ

เขม้ขน้ของ DPPH ลดตํ่าลง 

 

4.2 การศึกษาเวลาทีเ่หมาะสมในการเกดิปฏกิริิยาระหว่าง DPPH และสารต้านอนุมูล

อสิระมาตรฐาน gallic acid และ trolox 

 ศึกษาเวลาที่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยาระหวา่ง DPPH และสารตา้นอนุมูลอิสระ

มาตรฐาน gallic acid และ trolox ทาํการทดสอบโดยหยดสารละลายสารตา้นอนุมูลอิสระมาตรฐาน 

ความเขม้ขน้ต่างๆลงบนอุปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษหลุมละ 0.5 µL (n=3) ทิ้งไว ้ 4 นาทีหลงัจาก

นั้นหยดสารละลาย DPPH หลุมละ 0.5 µL จากนั้นสแกนภาพโดยสแกนทุก ๆ 3 นาทีเป็นเวลา 39 

นาที  นาํภาพไปเขา้โปรแกรมประมวลภาพ ImageJ  เพือ่ตรวจวดัค่าความเขม้สี แลว้พลอตกราฟ

ระหวา่งระยะเวลาและค่าความเขม้สี จากการศึกษาเวลาในการเกิดปฏิกิริยาระหวา่ง DPPH และสาร

ตา้นอนุมูลอิสระมาตรฐานทั้งสองชนิดคือ gallic acid และ trolox ที่ความเขม้ขน้ต่างๆ ไดผ้ลการ

ทดลองดงัแสดงในกราฟที่พลอตระหวา่งความเขม้สีของ DPPH กบัเวลาในการเกิดปฏิกิริยาดงัภาพ

ที่ 4-2 (A) และ 4-2 (B) สาํหรับการวเิคราะห์ gallic acid และ trolox ตามลาํดบั 
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ภาพที่ 4-2  การศึกษาเวลาในการเกิดปฏิกิริยาบนอุปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษระหวา่ง DPPH กบั 

                  สารตา้นอนุมูลอิสระมาตรฐาน (A) gallic acid (n=3)  (B) trolox (n=3) 

 

 จากการศึกษาเวลาในการเกิดปฏิกิริยาระหวา่ง DPPH 1.5 mM กบัสารตา้นอนุมูลอิสระ

มาตรฐาน gallic acid และ trolox ที่มีความเขม้ขน้ต่าง ๆ พบวา่ การศึกษาในสารตา้นอนุมูลอิสระ 

ทั้งสองใหผ้ลคลา้ยคลึงกนักล่าวคอืสญัญาณของ DPPH จะค่อย ๆ ลดลงเม่ือเวลาเพิม่ขึ้นแสดงให้

เห็นถึงการเกิดปฏิกิริยาระหวา่งสารตา้นอนุมูลอิสระทั้งสองกบั DPPH และค่าความเขม้สีจะคงที่เม่ือ

เกิดปฏิกิริยาเป็นระยะเวลา  30 นาที เป็นตน้ไปในทุกๆความเขม้ขน้ที่ศึกษา แสดงวา่ระยะเวลา 30 

นาที เป็นระยะเวลาที่เหมาะสมสาํหรับการวิเคราะห์สารตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวธีิ DPPH บนอุปกรณ์

ตรวจวดัแบบกระดาษที่ไดพ้ฒันาขึ้นซ่ึงสอดคลอ้งกบัวธีิ DPPH ที่มีระบบตรวจวดัความเขม้สีดว้ย

เคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ที่ไดมี้การศึกษาก่อนหนา้น้ี (Cheng et al., 2006; Mishra et al., 2012 ; 

Noipa et al., 2011) 

 

4.3 ศึกษาค่าทางการวเิคราะห์ (Analytical features) ของอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษ

ทีพ่ฒันาขึน้ในการวเิคราะห์สารต้านอนุมูลอสิระมาตรฐาน 

 4.3.1 ศึกษาการวิเคราะห์สารต้านอนุมูลอสิระมาตรฐาน gallic acid 

 gallic acid  เป็นกรดอินทรียท์าํหนา้ท่ีเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระ ช่วยป้องกนัเซลลจ์าก

ปฏิกิริยาออกซิเดชัน่ (oxidation reaction) ช่วยป้องกนัเซลลจ์ากความเครียดเม่ืออายมุากขึ้นซ่ึงช่วย
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ลดโรคหวัใจและโรคมะเร็งในผูสู้งอาย ุโดยสามารถพบไดใ้นอาหาร เช่น บลูเบอร์ร่ี แอปเป้ิล ใบชา 

วอลนทั (Pulugurtha, 2011; Tremblay, 2011) 

 

 

 

 

ภาพที่ 4-3  แสดงโครงสร้างทางเคมีของ gallic acid 

 

 ศึกษาช่วงความเป็นเสน้ตรงของการวเิคราะห์ gallic acid    โดยเตรียมสาระลาย DPPH 

ความเขม้ขน้ 1.5 mM ในเอทานอล และเตรียมสารตา้นอนุมูลอิสระมาตรฐาน gallic acid ช่วงความ

เขม้ขน้ 0-100 µM ในเอทานอล ทาํการทดสอบโดยหยดสารละลาย gallic acid ความเขม้ขน้ต่างๆลง

บนอุปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษหลุมละ 0.5 µL (n=3) ทิ้งไว ้ 4 นาทีหลงัจากนั้นหยดสารละลาย 

DPPH หลุมละ 0.5 µL วางทิ้งไวใ้นที่มืดเป็นเวลา 30 นาทีไดผ้ลดงัแสดงในภาพที่ 4-4 และตารางที่ 

2 ภาคผนวก จะเห็นวา่ เม่ือความเขม้ขน้ของ gallic acid เพิม่ขึ้น ความเขม้สีของ DPPH มีค่าลดลง 

เน่ืองจากอนุมูลอิสระ DPPH ที่มีสีม่วง ทาํปฏิกิริยากบัสารตา้นอนุมูลอิสระ gallic acid ส่งผลใหสี้

จางลงเม่ือความเขม้ขน้ของสารตา้นอนุมูลอิสระมีค่าเพิม่ขึ้นและกราฟดงัแสดงในรูปที่ 4-4B มีช่วง

ความเป็นเสน้ตรงในช่วงความเขม้ขน้ของ gallic acid เท่ากบั 0-600 µM  R² = 0.9879 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4-4  (A) แสดงลกัษณะสีของ DPPH หลงัจากทาํปฏิกิริยากบั gallic acid ความเขม้ขน้ต่าง ๆ 

                  ระยะเวลา  30 นาที   (B) แสดงค่าความเขม้สี (color intensity) หลงัจากการทาํปฏิกิริยา 

                  ระหวา่งสารละลาย DPPH กบั gallic acid ความเขม้ขน้ต่าง ๆ ที่ระยะเวลา 30นาที (n=3)   
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 ศึกษาความสามารถในการทาํซํ้ า (reproducibility) ของการวเิคราะห์สารตา้นอนุมูลอิสระ

มาตรฐาน gallic acid โดยศึกษาที่ความเขม้ขน้ของ gallic acid ในช่วงความเป็นเสน้ตรงคือ 50 และ 

250 µM ความเขม้ขน้ละ 10 ซํ้ าพบวา่ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานของการวเิคราะห์ซํ้ าทั้ง 2 ความเขม้ขน้ มี

ค่าใกลเ้คียงกนั และจากการคาํนวณใหค้่าร้อยละส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ ์(percentage of 

relative standard deviation, %RSD) เท่ากบั 5.88 และ 17.30 ตามลาํดบั (ตารางที่ 4-4 ภาคผนวก) จะ

เห็นวา่ที่ gallic acid ความเขม้ขน้ตํ่า จะมีค่า %RSD ตํ่า เน่ืองจากสญัญาณท่ีไดจ้ากการวเิคราะห์มีค่า

สูง แต่ที่ความเขม้ขน้ของ gallic acid ที่สูงจะใหค้่า %RSD สูงเน่ืองจากสญัญาณเฉล่ียมีค่าต ํ่า (วธีิการ

คาํนวณแสดงในภาคผนวก) อยา่งไรก็ตามเม่ือพจิารณาที่ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานแลว้จะเห็นวา่วิธี 

DPPH บนอุปกรณ์ที่พฒันาขึ้นมีความเท่ียงสูงในการวเิคราะห์สารมาตรฐาน gallic acid  

 ศึกษาค่าขีดจาํกดัการตรวจวดั (limit of detection) โดยนาํค่าความเขม้สีของของการ

วเิคราะห์ 0 µM gallic acid (blank) ดว้ยวธีิ DPPH มาคาํนวณหาค่าขีดจาํกดัการตรวจวดั gallic acid 

(วธีิการคาํนวณแสดงในภาคผนวก) พบวา่ความเขม้ขน้ของ gallic acid ที่ต ํ่าที่สุดที่วธีิ DPPH บน

อุปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษสามารถวเิคราะห์ไดมี้ค่าเท่ากบั 2.90 µM ซ่ึงพบวา่มีค่าใกลเ้คียงกบั

ค่าที่มีรายงานก่อนหนา้น้ี (Piletska et al., 2012) 

 

 4.3.2 ศึกษาการวิเคราะห์สารต้านอนุมูลอสิระมาตรฐาน trolox 

 trolox เป็นอนุพนัธข์องวติามินอี ที่ดดัแปลงโครงสร้างโดยการเปล่ียนอลัเคนเป็นหมู่ 

คาร์บอกซิลิก ทาํใหส้ามารถละลายนํ้ าไดดี้ขึ้น จึงทาํใหก้ารออกฤทธ์ิเร็วกวา่วติามินอี พบวา่วติามินอี 

ตอ้งใชเ้วลานานเป็นชัว่โมงหรือเป็นวนั แต่ trolox ออกฤทธ์ิเกือบจะทนัทีในหลายโมเดล (ณัฏฐา  

รัชตะนาวนิ, 2547)  ดงันั้นในงานวจิยัจึงไดศึ้กษาการวเิคราะห์สารมาตรฐาน trolox ดว้ยอุปกรณ์ที่

พฒันาขึ้น  

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4-5  แสดงโครงสร้างทางเคมีของ trolox 

 

 ศึกษาช่วงความเป็นเสน้ตรงของการวเิคราะห์สารตา้นอนุมูลอิสระมาตรฐาน trolox โดย

เตรียมสาระลาย DPPH ความเขม้ขน้ 1.5 mM ในเอทานอล และเตรียมสารตา้นอนุมูลอิสระ
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มาตรฐาน  trolox ความเขม้ขน้ 0-1500 µM ในเอทานอล ทาํการทดสอบโดยหยดสารละลาย trolox 

ความเขม้ขน้ต่างๆลงบนอุปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษหลุมละ 0.5 µL (n=3) ทิ้งไว ้4 นาทีหลงัจาก

นั้นหยดสารละลาย DPPH หลุมละ 0.5 µL วางทิ้งไวใ้นที่มืดเป็นเวลา 30 นาที แลว้นาํไปสแกนภาพ 

ไดผ้ลดงัแสดงในภาพที่ 4 - 6 จะเห็นวา่ เม่ือเพิม่ความเขม้ขน้ของ trolox จะพบวา่ความเขม้สีของ 

DPPH มีค่าลดลง ดงัแสดงในภาพที่ 4 - 6 (A) นาํเขา้โปรแกรมประมวลภาพ ImageJ  เพือ่ตรวจวดัค่า

ความเขม้สี (ตารางที่ 4-6 ภาคผนวก) จากนั้นพลอตกราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหวา่งความเขม้สี

ม่วงกบัความเขม้ขน้ของ trolox พบวา่สญัญาณมีค่าลดลงเม่ือ trolox เพิม่ขึ้นดงัภาพที่ 4 – 6 (B)  และ

กราฟดงักล่าวมีช่วงความเป็นเสน้ตรงในช่วงความเขม้ขน้ของ trolox เท่ากบั  

0-1000 µM R² = 0.9905  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4 - 6  (A)  แสดงลกัษณะสีของ DPPH หลงัจากทาํปฏิกิริยากบั trolox ความเขม้ขน้ต่าง ๆ 

                    ระยะเวลา  30 นาที (B) แสดงค่าความเขม้สี (Color Intensity) หลงัจากการทาํปฏิกิริยา 

                    ระหวา่งสารละลาย DPPH กบั trolox ความเขม้ขน้ต่าง ๆ ที่ระยะเวลา 30นาที (n=3) 

 

 ศึกษาความสามารถในการทาํซํ้ า (reproducibility) ของการวเิคราะห์สารตา้นอนุมูลอิสระ

มาตรฐาน trolox โดยศึกษาที่ความเขม้ขน้ของ trolox ในช่วงความเป็นเสน้ตรงคือ 50 และ 500 µM 

ความเขม้ขน้ละ 10 ซํ้ าพบวา่ใหค้่าร้อยละส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานสมัพทัธ ์(Percentage of relative 
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standard deviation, %RSD) เท่ากบั 2.22 และ 7.64  ตามลาํดบั (ตารางที่ 4-7 ภาคผนวก) ผลการ

ทดลองดงักล่าวแสดงใหเ้ห็นวา่วิธี DPPH บนอุปกรณ์ที่พฒันาขึ้นมีความเท่ียงสูงในการวเิคราะห์

สารมาตรฐาน trolox (วธีิการคาํนวณแสดงในภาคผนวก) 

 ศึกษาค่าขีดจาํกดัการตรวจวดั (limit of detection) โดยนาํค่าความเขม้สีของของการ

วเิคราะห์ 0 µM trolox (blank) ดว้ยวธีิ DPPH มาคาํนวณหาค่าขีดจาํกดัการตรวจวดั trolox (วธีิการ

คาํนวณแสดงในภาคผนวก) พบวา่ความเขม้ขน้ของ trolox ที่ต ํ่าที่สุดที่วธีิ DPPH บนอุปกรณ์

ตรวจวดัแบบกระดาษสามารถวเิคราะห์ไดมี้ค่าเท่ากบั 67.56 µM ซ่ึงพบวา่มีค่าใกลเ้คียงกบัค่าที่เคย

ไดร้ายงานก่อนหนา้น้ี (Cheng et al., 2006) 

 

4.3.3 ศึกษาการวิเคราะห์สารต้านอนุมูลอสิระมาตรฐาน caffeic acid 

 caffeic acid สามารถพบไดใ้นส่วนต่าง ๆ ของพืช มีสมบติัตา้นปฏิกิริยาออกซิเดชนั ช่วย

ป้องกนัการเกิดโรคหวัใจและยบัย ั้งการดูดซึม Cu2+ ที่มีส่วนไปเร่งให้เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนั

ของไลโพโปรตีนที่มีความหนาแน่นตํ่า (low density lipoprotein)  ในร่างกายมนุษย ์(Gorinstein  

et al., 2001) 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4-7  แสดงโครงสร้างทางเคมีของ caffeic acid 

 

 ศึกษาช่วงความเป็นเสน้ตรงของการวเิคราะห์ caffeic acid โดยเตรียมสาระลาย DPPH 

ความเขม้ขน้ 1.5 mM ในเอทานอล และเตรียมสารตา้นอนุมูลอิสระมาตรฐาน caffeic acid ความ

เขม้ขน้ 0-1000 µM ในเอทานอล ทาํการวเิคราะห์คลา้ยกบัการศึกษา gallic acid และ trolox ไดผ้ลดงั

แสดงในภาพที่ 4-8 จะเห็นวา่ เม่ือความเขม้ขน้ของ caffeic acid เพิม่ขึ้น ความเขม้สีของ DPPH มีค่า

ลดลง เน่ืองจากอนุมูลอิสระ DPPH ที่มีสีม่วง ทาํปฏิกิริยากบัสารตา้นอนุมูลอิสระ caffeic acid 

ส่งผลใหสี้จางลงเม่ือความเขม้ขน้ของสารตา้นอนุมูลอิสระมีค่าเพิม่ขึ้นดงัแสดงในภาพที่ 4-8 (A)  

แลว้นาํไปสแกนภาพ นาํเขา้โปรแกรมประมวลภาพ ImageJ  เพือ่ตรวจวดัค่าความเขม้สี (ตารางที่  
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4-9 ภาคผนวก)   พบวา่ใหก้ราฟที่พลอตระหวา่งความเขม้สีและความเขม้ขน้ของ caffeic acid ดงั

ภาพที่ 4-8 (B)  และกราฟดงักล่าวมีช่วงความเป็นเสน้ตรงในช่วงความเขม้ขน้ของ caffeic acid 

เท่ากบั 0-800 µM  R² = 0.9919 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4 - 8 (A) แสดงลกัษณะสีของ DPPH หลงัจากทาํปฏิกิริยากบั  caffeic acid ความเขม้ขน้ต่าง ๆ    

                   ระยะเวลา  30 นาที (B) แสดงค่าความเขม้สี (Color Intensity) หลงัจากการทาํปฏิกิริยา 

                   ระหวา่งสารละลาย DPPH กบั caffeic acid ความเขม้ขน้ต่าง ๆ ที่ระยะเวลา 30นาที  

    (n=3) 

 

 ศึกษาความสามารถในการทาํซํ้ า (reproducibility) ของการวเิคราะห์สารตา้นอนุมูลอิสระ

มาตรฐาน caffeic acid  โดยศึกษาที่ความเขม้ขน้ของ caffeic acid ในช่วงความเป็นเสน้ตรงคือ 50  

และ 300 µM ความเขม้ขน้ละ 10 ซํ้ าพบวา่ใหค้่าร้อยละส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานสมัพทัธ ์(percentage 

of relative standard deviation, %RSD) เท่ากบั 1.50 และ 2.87  ตามลาํดบั (ตารางท่ี 4-10 ภาคผนวก) 

แสดงให้เห็นวา่วิธี DPPH บนอุปกรณ์ท่ีพฒันาขึ้นมีความเท่ียงสูงในการวิเคราะห์สารมาตรฐาน 

caffeic acid  (วธีิการคาํนวณแสดงในภาคผนวก) 

 ศึกษาค่าขีดจาํกดัการตรวจวดั (limit of detection) โดยนาํค่าความเขม้สีของของการ

วเิคราะห์ 0 µM caffeic acid  (blank) ดว้ยวธีิ DPPH มาคาํนวณหาค่าขีดจาํกดัการตรวจวดั caffeic 
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acid  (วธีิการคาํนวณแสดงในภาคผนวก) พบวา่ความเขม้ขน้ของ caffeic acid  ที่ต ํ่าที่สุดที่วธีิ DPPH 

บนอุปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษสามารถวเิคราะห์ไดมี้ค่าเท่ากบั 7.01 µM  

 

4.3.4 ศึกษาการวิเคราะห์สารต้านอนุมูลอสิระมาตรฐาน quercetin 

 quercetin เป็นสารเคมีที่พบไดใ้นพชื มกัจะอยูต่ามเปลือกไมแ้ละผลไม ้เช่น แอปเป้ิล, ชา, 

หวัหอม และไวน์แดง เป็นไบโอฟลาโวนอยดท่ี์มีประสิทธิภาพต่อตา้นอนุมูลอิสระและลดอาการ

อกัเสบ ซ่ึงทาํใหน้าํมาใชช่้วยบาํรุงสุขภาพไดม้ากมาย เช่น ใชล้ดอาการแพไ้ดเ้น่ืองจากช่วยลดการ

ปล่อยฮิสตามีนจากเซลลม์าสโตไซทไ์ด ้(วนิยั ดะห์ลนั, 2550) 

 

 

 

 

 

     

 

ภาพที่ 4-9  แสดงโครงสร้างทางเคมีของ quercetin 

 

 ศึกษาช่วงความเป็นเสน้ตรงของการวเิคราะห์ quercetin โดยเตรียมสาระลาย DPPH 

ความเขม้ขน้ 1.5 mM ในเอทานอล และเตรียมสารตา้นอนุมูลอิสระมาตรฐาน quercetin ความ

เขม้ขน้ 0-1000 µM ในเอทานอล ทาํการวเิคราะห์คลา้ยกบัการศึกษา gallic acid และ trolox ไดผ้ลดงั

แสดงในภาพที่ 4-10 จะเห็นวา่ เม่ือความเขม้ขน้ของ quercetin เพิม่ขึ้น ความเขม้สีของ DPPH มีค่า

ลดลง เน่ืองจากอนุมูลอิสระ DPPH ที่มีสีม่วง ทาํปฏิกิริยากบัสารตา้นอนุมูลอิสระ quercetin ส่งผล

ใหสี้จางลงเม่ือความเขม้ขน้ของสารตา้นอนุมูลอิสระมีค่าเพิม่ขึ้นดงัแสดงในภาพที่ 4-10 (A)  แลว้

นาํไปสแกนภาพ นาํเขา้โปรแกรมประมวลภาพ ImageJ  เพือ่ตรวจวดัค่าความเขม้สี (ตารางท่ี 4-12 

ภาคผนวก)   พบวา่กราฟที่ไดจ้ากการพลอตระหวา่งความเขม้สีกบัความเขม้ขน้ของ quercetin มี

ลกัษณะดงัภาพที่ 4-10 (B)  และกราฟดงักล่าวมีช่วงความเป็นเสน้ตรงในช่วงความเขม้ขน้ของ 

quercetin เท่ากบั 0-800 µM  R² = 0.9951 
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ภาพที่ 4 - 10  (A)  แสดงลกัษณะสีของ DPPH หลงัจากทาํปฏิกิริยากบั quercetin ความเขม้ขน้ต่าง ๆ 

  ระยะเวลา  30 นาที (B) แสดงค่าความเขม้สี (Color Intensity) หลงัจากการทาํปฏิกิริยา 

  ระหวา่งสารละลาย DPPH กบั quercetin ความเขม้ขน้ต่าง ๆ ที่ระยะเวลา 30นาที  

   (n=3) 

 

 ศึกษาความสามารถในการทาํซํ้ า (reproducibility) ของการวเิคราะห์สารตา้นอนุมูลอิสระ

มาตรฐาน  quercetin โดยศึกษาที่ความเขม้ขน้ของ  quercetin ในช่วงความเป็นเสน้ตรงคือ 50 และ  

400 µM ความเขม้ขน้ละ 10 ซํ้ าพบวา่ใหค้่าร้อยละส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานสมัพทัธ ์ (Percentage of 

relative standard deviation, %RSD) เท่ากบั 3.32  และ 6.82  ตามลาํดบั (ตารางท่ี 4-13 ภาคผนวก) 

แสดงให้เห็นวา่วิธี DPPH บนอุปกรณ์ท่ีพฒันาขึ้นมีความเท่ียงสูงในการวิเคราะห์สารมาตรฐาน  

quercetin (วธีิการคาํนวณแสดงในภาคผนวก) 

 ศึกษาค่าขีดจาํกดัการตรวจวดั (limit of detection) โดยนาํค่าความเขม้สีของของการ

วเิคราะห์ 0 µM quercetin  (blank) ดว้ยวิธี DPPH มาคาํนวณหาค่าขีดจาํกดัการตรวจวดั quercetin 

(วธีิการคาํนวณแสดงในภาคผนวก) พบวา่ความเขม้ขน้ของ quercetin  ที่ต ํ่าที่สุดที่วธีิ DPPH บน

อุปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษสามารถวเิคราะห์ไดมี้ค่าเท่ากบั 0.90 µM 

4.3.5 ศึกษาการวิเคราะห์สารต้านอนุมูลอสิระมาตรฐาน L-ascorbic acid 

 L-ascorbic acid เป็นรูปที่ออกฤทธ์ิของวติามินซี วติามินซีมีลกัษณะเป็นผลึกสีขาว ที่ 

สามารถละลายนํ้ าไดดี้มาก คงตวัในอากาศเม่ืออยูใ่นสภาวะบริสุทธ์ิและแหง้ แต่สลายตวัอยา่ง 
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รวดเร็วเม่ือโดนความช้ืนและแสง (ณัฏฐา รัชตะนาวนิ, 2547) วติามินซีแสดงสมบติัเป็นสารตา้น

ปฏิกิริยาออกซิเดชนัโดยทาํหนา้ที่ยบัย ั้งการเกิดอนุมูลอิสระที่เกิดขึ้น บริเวณพนัธะคู่ของกรดไขมนั

โดยทาํลายอนุมูลอิสระที่เกิดขึ้นดว้ยการเปล่ียนไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดท์ี่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยา

ออกซิเดชนัไปเป็นสารที่มีความเสถียรมากขึ้น (Mitsumoto et al.,1991) และจบักบัโลหะไอออนที่

เป็นสารเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชนั (Frankel, 1996) 

   

 

 

 

 

ภาพที่ 4-11  แสดงโครงสร้างทางเคมีของ L-ascorbic acid 

 

 ศึกษาช่วงความเป็นเสน้ตรงของการวเิคราะห์ L-ascorbic acid โดยเตรียมสาระลาย 

DPPH ความเขม้ขน้ 1.5 mM ในเอทานอล และเตรียมสารตา้นอนุมูลอิสระมาตรฐาน L-ascorbic 

acid ความเขม้ขน้ 0-1000 µM ในเอทานอล ทาํการวเิคราะห์คลา้ยกบัการศึกษา gallic acid และ 

trolox ไดผ้ลดงัแสดงในภาพที่ 4-12 จะเห็นวา่ เม่ือความเขม้ขน้ของ L-ascorbic acid เพิม่ขึ้น ความ

เขม้สีของ DPPH มีค่าลดลง เน่ืองจากอนุมูลอิสระ DPPH ที่มีสีม่วง ทาํปฏิกิริยากบัสารตา้นอนุมูล

อิสระ L-ascorbic acid ส่งผลใหสี้จางลงเม่ือความเขม้ขน้ของสารตา้นอนุมูลอิสระมีค่าเพิม่ขึ้นดงั

แสดงในภาพที่ 4-12 (A)  แลว้นาํไปสแกนภาพ นาํเขา้โปรแกรมประมวลภาพ ImageJ  เพือ่ตรวจวดั

ค่าความเขม้สี (ตารางที่ 4-15 ภาคผนวก)   พบวา่ค่าความเขม้สีมีค่าลดลงเม่ือ L-ascorbic acid  

เพิม่ขึ้นดงัภาพที่ 4-10 (B)  และกราฟดงักล่าวมีช่วงความเป็นเสน้ตรงในช่วงความเขม้ขน้ของ  L-

ascorbic acid เท่ากบั 0-900 µM  R² = 0.9934 
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ภาพที่ 4 - 12  (A)  แสดงลกัษณะสีของ DPPH หลงัจากทาํปฏิกิริยากบั L-ascorbic acid  ความ 

  เขม้ขน้ต่าง ๆ ระยะเวลา  30 นาที (B) แสดงค่าความเขม้สี (Color Intensity) หลงัจาก 

  การทาํปฏิกิริยาระหวา่งสารละลาย DPPH กบั L-ascorbic acid  ความเขม้ขน้ต่าง ๆ  

  ที่ระยะเวลา 30นาที (n=3) 

 

 ศึกษาความสามารถในการทาํซํ้ า (reproducibility) ของการวเิคราะห์สารตา้นอนุมูลอิสระ

มาตรฐาน  L-ascorbic acid  โดยศึกษาที่ความเขม้ขน้ของ L-ascorbic acid    ในช่วงความเป็น

เสน้ตรงคือ 50 และ 400 µM ความเขม้ขน้ละ 10 ซํ้ าพบวา่ใหค้่าร้อยละส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน

สมัพทัธ ์ (percentage of relative standard deviation, %RSD) เท่ากบั 0.52 และ 2.23 ตามลาํดบั 

(ตารางที่ 4-16 ภาคผนวก) แสดงใหเ้ห็นวา่วิธี DPPH บนอุปกรณ์ที่พฒันาขึ้นมีความเที่ยงสูงในการ

วเิคราะห์สารมาตรฐาน L-ascorbic acid    (วธีิการคาํนวณแสดงในภาคผนวก) 

 ศึกษาค่าขีดจาํกดัการตรวจวดั (limit of detection) โดยนาํค่าความเขม้สีของของการ

วเิคราะห์ 0 µM  L-ascorbic acid  (blank) ดว้ยวิธี DPPH มาคาํนวณหาค่าขีดจาํกดัการตรวจวดั  

L-ascorbic acid  (วธีิการคาํนวณแสดงในภาคผนวก) พบวา่ความเขม้ขน้ของ L-ascorbic acid   

ที่ต ํ่าที่สุดที่วธีิ DPPH บนอุปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษสามารถวเิคราะห์ไดมี้ค่าเท่ากบั 37.23 µM 
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 จากการวเิคราะห์สามาตรฐานทั้ง 5 ชนิดดว้ยอุปกรณ์ท่ีพฒันาขึ้นสามารถสรุปค่าทางการ 

วเิคราะห์ (analytical features) ไดด้งัน้ี 

 

ตารงที่4-1ค่าทางการวเิคราะห์ (analytical features) จากการวเิคราะห์สารตา้นอนุมูลอิสระมาตรฐาน 

                ดว้ยอุปกรณ์ดีพพีเีอชแบบกระดาษ 

 

Antioxidant standards Linear range Reproducibility 

(%RSD) 

LOD 

(µM)    µM     R2 

gallic acid 0-600 0.9879 5.88-17.30 2.90 

trolox 0-1000 0.9905 2.22-7.64 67.56 

caffeic acid 0-800 0.9919 1.50-2.87 7.01 

quercetin 0-800 0.9951 3.32-6.82 0.90 

L-ascorbic acid 0-900 0.9934 0.52-2.23 37.23 

 

4.4 การวเิคราะห์ตัวอย่างสารต้านอนุมูลอสิระ (ใบชาแห้ง) ด้วยอปุกรณ์ตรวจวดัแบบ

กระดาษและวธีิ DPPH แบบดั้งเดมิ 

 จากการศึกษาการวเิคราะห์สารตา้นอนุมูลอิสระมาตรฐาน gallic acid, trolox, caffeic 

acid, quercetin และ L-ascorbic acid  พบวา่สามารถทาํไดโ้ดยใชส้ารตา้นอนุมูลอิสระมาตรฐาน

ปริมาตร 0.5 µL และDPPH ความเขม้ขน้ 1.5 mM ปริมาตร 0.5 µL ทาํปฏิกิริยากนัใชร้ะยะเวลา 30 

นาที สามารถวเิคราะห์ตวัอยา่งไดค้ร้ังละหลายตวัอยา่งพร้อมกนัและใชส้ารในการวเิคราะห์เพียง 1   

µL ใหค้่าการวเิคราะห์ที่มีความเที่ยงสูง แสดงใหเ้ห็นวา่วิธี DPPH บนอุปกรณ์ที่พฒันาขึ้นสามารถ

ใชว้ิเคราะห์ไดจ้ริง ขั้นตอนต่อไปจึงทาํการเปรียบเทียบระหวา่งการวเิคราะห์ตวัอยา่งสารตา้นอนุมูล

อิสระในใบชาแหง้ ดว้ยอุปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษ (paper-based assay) และวธีิ DPPH แบบ

ดั้งเดิม (spectrophotometric assay) โดยใชต้วัอยา่งชาชงทั้งหมด 9 ชนิด แสดงฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ

ของตวัอยา่งชาในค่า gallic acid equivalent (GAE) มีหน่วย µmol gallic acid equivalent/g tea ซ่ึง

หมายถึงความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระเทียบเท่า µmol gallic acid ต่อหน่ึงกรัมของชา จาก

การวเิคราะห์ไดผ้ลการทดลองดงัแสดงภาพที่ 4-13 (แสดงขอ้มูลการวเิคราะห์ตารางท่ี 4-17, 4-18 

และแสดงวธีิการคาํนวณในภาคผนวก) 
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ภาพที่ 4 - 13  แผนภูมิแท่งแสดง GAE ในหน่วย µmol GA/g tea ของการวเิคราะห์ตวัอยา่งชา  

  sample 1-9 ดว้ยวิธีที่พฒันาขึ้น(paper-based assay) และวธีิ DPPH แบบดั้งเดิม 

  (spectrophotometric assay) 

  

 จากการวเิคราะห์ตวัอยา่งชาทั้ง 9 ชนิดนาํค่าจาการทดลองไปเปรียบเทียบค่าทางสถิติโดย

ใช ้linear regression ในการวเิคราะห์ความแตกต่างของการวเิคราะห์ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระที่ไดจ้าก

วธีิทั้งสอง ทาํไดโ้ดยพลอตกราฟค่าฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระท่ีวเิคราะห์ไดจ้ากวธีิดั้งเดิม 

(spectrophotometric assay) เทียบกบัค่าที่ไดจ้ากการวเิคราะห์ดว้ยวธีิที่พฒันาขึ้น (paper-based 

assay) หากการวเิคราะห์ตวัอยา่งดว้ยวธีิทั้งสองมีค่าไม่แตกต่างกนั จะไดค้่า slope และ intercept 

ของกราฟ ใกลเ้คียง 1 และ 0 ตามลาํดบั (Miller et al., 2000) 

 ดงัแสดงภาพที่ 4-14 
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ภาพที่ 4 – 14  กราฟ linear regression แสดง GAE ในหน่วย µmol GA/g tea ของการวเิคราะห์ 

   ตวัอยา่งชา sample 1-9 ระหวา่งวิธีที่พฒันาขึ้น (paper-based assay) และวธีิ DPPH 

   แบบดั้งเดิม (spectrophotometric assay) 

  

 จากสมการ y = 1.1018 (±0.0653)x + 3.4085(±16.6245), R2 = 0.9956 กราฟมีค่า 

intercept เท่ากบั 3.4085 (±16.6245) ค่าใกลเ้คียง  0  และกราฟมีค่า slope เท่ากบั 1.1018 (±0.0653) 

ซ่ึงเป็นค่าที่ใกลเ้คียงกบั 1 ที่ระดบัความเช่ือมัน่ 95% แสดงใหเ้ห็นวา่ค่า GAE ท่ีวเิคราะห์ไดร้ะหว่าง

วธีิที่พฒันาขึ้น (paper-based assay) และวธีิ DPPH แบบดั้งเดิม (spectrophotometric assay) มีค่าไม่

แตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญั เป็นการยนืยนัวา่วธีิท่ีพฒันาขึ้นสามารถวเิคราะห์ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ

ไดแ้ม่นยาํเทียบเท่ากบัวธีิวิเคราะห์แบบดั้งเดิม   นอกจากนั้นจะเห็นวา่วธีิที่พฒันาขึ้น (paper-based 

assay) เป็นวิธีที่ใชป้ริมาตรสารตวัอยา่งและรีเอเจนทป์ริมาตรรวมเพียง 1 µL ซ่ึงนอ้ยกวา่ปริมาตรที่

ใชใ้นการวิเคราะห์แบบดั้งเดิมถึง 2000 เท่า สามารถลดของเสียท่ีเกิดขึ้นภายหลงัจากการวเิคราะห์

ไดม้าก อุปกรณ์สามารถวเิคราะห์ไดพ้ร้อมกนัทลีะหลาย ๆ ตวัอยา่ง (>20  ตวัอยา่งต่อคร้ัง) ใช้

อุปกรณ์แบบกระดาษที่มีราคาถูกในการวเิคราะห์และใชส้แกนเนอร์ร่วมกบัโปรแกรมประมวลผล

ภาพเป็นระบบตรวจวดัสญัญาณ ทาํใหก้ารวิเคราะห์สามารถทาํไดใ้นสถานที่ทีไ่ม่มีเคร่ืองมือใน
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หอ้งปฏิบติัการ อุปกรณ์มีแนวโนม้สามารถตรวจวดัฤทธ์์ิตา้นอนุมูลอิสระในสารตวัอยา่งท่ีสนใจ

คราวละมาก ๆ ไดเ้ป็นอยา่งดี 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทที่ 5                                                                                                          

สรุปผลการวจัิย 

 

 ในงานวจิยัน้ีไดพ้ฒันาวธีิดีพพีเีอชบนอุปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษเพือ่วิเคราะห์แบบรู้

ผลเร็วของความสามารถการตา้นอนุมูลอิสระในตวัอยา่งที่สนใจโดยอุปกรณ์ที่พฒันาขึ้นมีคุณสมบติั 

ไดแ้ก่ ทดสอบตวัอยา่งไดห้ลายๆตวัอยา่งในคราวเดียวกนั ใชส้ารตวัอยา่งและรีเอเจนทใ์นการ

วเิคราะห์ปริมาณนอ้ย  ใชเ้วลาการวเิคราะห์นอ้ย มีค่าการวเิคราะห์ถูก และใชเ้คร่ืองมือการตรวจวดั

สญัญาณที่ไม่แพงอีกทั้งใหผ้ลการวเิคราะห์สารตา้นอนุมูลอิสระในตวัอยา่งมีความถูกตอ้งและ

แม่นยาํ 

 จากการทดลองไดส้ร้างอุปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษโดยสร้างบริเวณส่วนกั้นที่ไม่ชอบ

นํ้ า (hydrophobic barrier) ดว้ยการตดัและเคลือบดว้ยพลาสติก มีลกัษณะบริเวณวเิคราะห์เป็นแบบ

หลุม  พบวา่อุปกรณ์ที่พฒันาขึ้นสามารถใชว้เิคราะห์สารละลายสารตา้นอนุมูลอิสระท่ีมีเอทานอล

เป็นตวัทาํละลายไดดี้ บริเวณที่ไม่ชอบนํ้ าสามารถกั้นสารละลายท่ีใชว้เิคราะห์ใหอ้ยูภ่ายในหลุมได้

เป็นอยา่งดี  การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมโดยการใชอุ้ปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษวเิคราะห์ฤทธ์ิตา้น

อนุมูลอิสระดว้ยวธีิ DPPH ในสารตา้นอนุมูลอิสระมาตรฐาน ไดแ้ก่ gallic acid, trolox, caffeic acid, 

quercetin และ L-ascorbic acid พบวา่ DPPH ที่มีความเขม้ขน้ 1.5 mM เป็นความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสม

ที่จะใชเ้ป็นความเขม้ขน้เร่ิมตน้ในการทาํปฏิกิริยากบัสารตา้นอนุมูลอิสระ เน่ืองจากจะสามารถเห็น

การเปล่ียนแปลงสญัญาณไดอ้ยา่งชดัเจนเม่ือ DPPH ทาํปฏิกิริยากบัสารตา้นอนุมูลอิสระเพยีง

เล็กนอ้ยและความเขม้ขน้ของ DPPH ลดตํ่าลง  ระยะเวลา 30 นาที เป็นระยะเวลาที่เหมาะสมสาํหรับ

การวเิคราะห์สารตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวธีิ DPPH บนอุปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษที่ไดพ้ฒันาขึ้น 

เน่ืองจากค่าความเขม้สีจะคงที่เม่ือเกิดปฏกิิริยาเป็นระยะเวลา  30 นาที เป็นตน้ไปในทุก ๆ ความ

เขม้ขน้ที่ศึกษา ซ่ึงในการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมโดยการใชอุ้ปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษวเิคราะห์

ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวธีิ DPPH ในสารตา้นอนุมูลอิสระมาตรฐานนั้น สามารถทาํไดโ้ดยหยด

สารตา้นอนุมูลอิสระ 0.5 µL หลงัจากนั้นหยดสารละลาย DPPH 1.5 mM ปริมาตร 0.5 µL ปล่อยทิ้ง

ไวใ้หส้ารตา้นอนุมูลอิสระทาํปฏกิิริยากบั DPPH เป็นเวลา  30 นาทีแลว้นาํไปสแกนและวเิคราะห์

ผลดว้ยโปรแกรม ImageJ   ผลการทดสอบประสิทธิภาพของวธีิดีพพีเีอชบนอุปกรณ์ตรวจวดัแบบ

กระดาษ พบวา่ใหผ้ลการวเิคราะห์ที่ดี มีความสามารถในการทาํซํ้ าไดดี้ และมีขีดจาํกดัการตรวจวดั

ตํ่า  เม่ือวเิคราะห์สารตา้นอนุมูลอิสระในตวัอยา่งชาทั้ง 9 ชนิดระหวา่งวธีิท่ีพฒันาขึ้น(paper-based 

assay) และวธีิ DPPH แบบดั้งเดิม (spectrophotometric assay) พบวา่ค่า GAE ที่วเิคราะห์ไดท้ั้งสอง
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วธีิมีค่าไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญั นอกจากน้ีวธีิที่พฒันาขึ้น(paper-based assay)เป็นวธีิที่ใช้

ปริมาตรสารตวัอยา่งและรีเอเจนทป์ริมาตรรวมเพยีง1µLซ่ึงเป็นปริมาตรรวมในการวิเคราะห์ที่น้อย

กวา่การวเิคราะห์แบบดั้งเดิมถึง2000เท่าอุปกรณ์ถูกออกแบบใหส้ามารถวเิคราะห์ไดพ้ร้อมกนัทีละ

หลายๆตวัอยา่ง (>20ตวัอยา่งต่อคร้ัง) เหมาะกบัการวเิคราะห์แบบรู้ผลรวดเร็ว (high throughput 

analysis) สามารถนาํไปใชว้เิคราะห์แบบคดักรอง  (screening) ในการศึกษาฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระใน

ตวัอยา่งอาหารและผลิตภณัฑจ์ากธรรมชาติที่สนใจได ้ อุปกรณ์แบบกระดาษเป็นอุปกรณ์ที่มีมีราคา

ถูกและใชส้แกนเนอร์ร่วมกบัโปรแกรมประมวลผลภาพเป็นระบบตรวจวดัสญัญาณไม่จาํเป็นตอ้ง

พึ่งพาเคร่ืองมือราคาแพงในการวเิคราะห์ อุปกรณ์สามารถพกพาไปตรวจวดัภาคสนามไดเ้น่ืองจากมี

ขนาดเล็กและนํ้ าหนกัเบา จากงานวจิยัน้ีช้ีใหเ้ห็นวา่อุปกรณ์ที่พฒันาขึ้นสามารถตรวจวดัฤทธ์์ิตา้น

อนุมูลอิสระในสารตวัอยา่งที่สนใจไดจ้ริง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



บรรณานุกรม 

 

ณัฎฐา รัชตะนาวนิ. (2547). สารตา้นอนุมูลอิสระ. แสงแดด และผิวหนัง,  433-449.   

บุหรัน พนัธุส์วรรค,์ ไมตรี สุทธจิตต ์และสุพกัตร์ พว่งบางโพ. (2553).  ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของ

 กะทกรก ทองพนัช่ัง ผกัหวานป่าเพกา และมะระขีน้ก ในพืน้ท่ีมหาวิทยาลยันเรศวร 

 พะเยา. รายงานวจิยั, มหาวทิยาลยันเรศวรพะเยา. 

ปรียนนัท ์บวัสด. (2549). การตรวจสอบความสามารถในการเป็นสารแอนตีอ้อกซิแดนท์ของ

 เคร่ืองด่ืมชาโดยวิธีไซคลิกโวลแทมเมตรี. ปริญญานิพนธว์ทิยาศาสตรมหาบณัฑิต, 

 สาขาวชิาเคมี, คณะวทิยาศาสตร์, มหาวทิยาลยัศิลปากร. 

เสาวนีย ์เหล่าสิงห์, ศิริธร อ่างแกว้  และมะลิวรรณ อมตธงไชย. (2554). เทคนิคตรวจวดั 

 ความสามารถต้านอนมุูลอิสระโดยรวมแบบใหม่ด้วยเทคนิคแอมเพอร์โรเมทรีในระบบ

 ท่ีมีการไหลท่ีขัว้ไฟฟ้ากลาสซีคาร์บอนท่ีดดัแปรด้วยคาร์บอนนาโนทิวบ์. ปริญญานิพนธ์

 วทิยาศาสตรมหาบณัฑิต, สาขาวชิาเคมี, คณะวทิยาศาสตร์, มหาวทิยาลยัอุบลราชธานี. 

Apak, R., Güçlü, K., Özyürek, M.,  & Karademir, S. E.(2004). Novel total antioxidant capacity 

  index fordietary polyphenols and vitamins C and E, using their cupric ion reducing 

  capability in the presence15of neocuproine: CUPRAC method. Journal of agricultural 

  and food chemistry, 52(26), 7970-7981. 

Benzie, I. F., & Strain, J.(1996). The ferric reducing ability of plasma (FRAP) as a measure of 

 “antioxidant power”: the FRAP assay. Analytical biochemistry, 239(1), 70-76. 

Bortolomeazzi, R., Verardo, G., Liessi, A., & Callea, A.( 2010).  Formation of 

 dehydrodiisoeugenol and dehydrodieugenol from the reaction of isoeugenol and 

 eugenol with DPPH radical and their role inthe radical scavenging activity. Food 

 Chemistry 2010, 118(2), 256-265. 

Cao, G., Verdon, C. P., Wu, A., Wang, H., & Prior, R. L.(1995). Automated assay of oxygen 

  radical absorbance capacity with the COBAS FARA II. Clinical Chemistry, 41(12),  

 1738-1744. 

Chevion, S., Roberts, M. A., & Chevion, M.(2000).  The use of cyclic voltammetry for the 

 evaluation of antioxidant capacity. Free Radical Biology and Medicine , 28(6),  

 860-870. 



47 

 

Cheng, Z., Moore, J., &Yu, L. (2006).  High-throughput relative DPPH radical scavenging 

 capacity assay. Journal of agricultural and food chemistry, 54(20), 7429-7436. 

Dungchai, W., Chailapakul, O., & Henry, C. (2011).  A low-cost, simple, and rapid fabrication 

 method for paper-based microfluidics using wax screen-printing. Analyst, 136(1),  

 77-82. 

Hung, P. V., Maeda, T., Miyatake, K., & Morita, N. (2009).  Total phenolic compounds and 

 antioxidantcapacity of wheat graded flours by polishing method. Food Research 

 International , 42(1), 185-190. 

Halliwell, B. (1999).  Antioxidant defence mechanisms: from the beginning to the end (of the 

 beginning). Free radical research , 31(4), 261-272. 

Katsube, T., Tabata, H., Ohta, Y., Yamasaki, Y., Anuurad, E., Shiwaku, K., & Yamane, Y. 

 (2004). Screening for antioxidant activity in edible plant products: comparison of  

 low-density lipoprotein oxidation assay, DPPH radical scavenging assay, and  

 Folin-Ciocalteu assay. Journal of agricultural and food chemistry, 52(8), 2391-2396. 

Kedare, S. B., & Singh, R. (2011). Genesis and development of DPPH method of antioxidant 

  assay. Journal of food science and technology , 48(4), 412-422. 

Kriengsak, T. (2006). Comparison of ABTS, DPPH, FRAP, and ORAC assays for estimating 

 antioxidant activity from guava fruit extracts. Journal of Food Composition and 

 Analysis, 19 (7),  669–675. 

Martinez, A. W., Phillips, S. T., Butte, M. J., & Whitesides, G. M. (2008). Patterned paper as a 

 platform for inexpensive, low‐volume, portable bioassays. Angewandte Chemie 

  International Edition, 46(8), 1318-1320. 

Miller, J. C., & Miller, J. N. (2000). Statistics and chemometrics for analytical chemistry (4th ed.). 

 England: Pearson Education. 

Miller, N. J., Rice-Evans, C., Davies, M. J., Gopinathan, V., & Milner, A. (1993). A novel 

 method formeasuring antioxidant capacity and its application to monitoring the 

  antioxidant status in prematureneonates. Clinical science, 84, 407-407. 

Molyneux, P. (2004).  The use of the stable free radical diphenylpicrylhydrazyl (DPPH) for 

 estimating antioxidant activity. Songklanakarin J Sci Technol , 26(2), 211-219. 



48 

 

Mulholland, C. W., & Strain, J. J. (1991). Serum total free radical trapping ability in acute 

 myocardialinfarction. Clinical Biochemistry , 24(5), 437-441. 

Nakabeppu, Y., Sakumi, K., Sakamoto, K., Tsuchimoto, D., Tsuzuki, T., & Nakatsu, Y. (2006). 

 Mutagenesis and carcinogenesis caused by the oxidation of nucleic acids. Biological 

 chemistry , 387(4), 373-379. 

Piletska, E. V., Piletsky, S. S., Whitcombe, M. J., Chianella, I., & Piletsky, S. A. ( 2012). 

 Development of aNew Microtiter Plate Format for Clinically Relevant Assays. 

 Analytical Chemistry, 84(4), 2038-2043. 

Pisoschi1, A .M., &  Negulescu, G. (2011). Methods for Total Antioxidant Activity 

 Determination: A Review. Biochem & Anal Biochem, 1(106). 

Prior, R. L., & Wu, X. ( 2005).  Schaich, K., Standardized methods for the determination of 

 antioxidant capacity and phenolics in foods and dietary supplements. Journal of 

 agricultural and food chemistry, 53(10), 4290-4302. 

Sies, H., & Stahl, W.(1995). Vitamins E and C, beta-carotene, and other carotenoids as 

 antioxidants. The American journal of clinical nutrition , 62(6), 1315S-1321S. 

Sharpe, E., Frasco, T., Andreescu, D., & Andreescu, S. (2013). Portable ceria nanoparticle-based 

 assay for rapid detection of food antioxidants (NanoCerac). Analyst 2012, 138(1), 

 249-262. 

Shapoval, G., & Gromovaia, V. (2003).  Mechanism of antioxidant protection of an organism 

 from oxidative stress]. Ukrainskiĭ biokhimicheskiĭ zhurnal, 75(2), 5. 

Valko, M., Leibfritz, D., Moncol, J., Cronin, M. T., Mazur, M., & Telser, J. (2007).  Free radicals 

 and antioxidants in normal physiological functions and human disease. The 

 international journal of biochemistry & cell biology , 39(1), 44-84. 

Velioglu, Y., Mazza, G., Gao, L., & Oomah, B. (1998). Antioxidant activity and total phenolics in 

 selected fruits, vegetables, and grain products. Journal of agricultural and food 

 chemistry , 46(10), 4113-4117. 

Zhang, Q., Zhang, J., Shen, J., Silva, A., & Dennis, D. A. (2007). A simple 96-well microplate 

 method for estimation of total polyphenol content in seaweeds. In C. J., Barrow. (Ed.), 

  Eighteenth International Seaweed Symposium, Springer (pp.219-224). 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



50 

 

1. ข้อมูลการศึกษาประสิทธิภาพของอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษทีพ่ฒันาขึน้ 

     ตารางที่ 4-2 แสดงค่าความเขม้สีของ DPPH  ที่ช่วงความเขม้ขน้ 0.1- 4.0 mMบนอุปกรณ์ 

         ตรวจวดัแบบกระดาษ(paper-based assay) 

                  

ความเขม้ขน้ 

DPPH (mM) 

ความเขม้สี  (Color Intensity) 
ค่าเฉล่ีย SD 

คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ังที่ 3 

0.78 0.78 0.78 0.78 0.78 0.78 

1.06 1.06 1.06 1.06 1.06 1.06 

1.59 1.59 1.59 1.59 1.59 1.59 

3.15 3.15 3.15 3.15 3.15 3.15 

0.52 0.52 0.52 0.52 0.52 0.52 

0.11 0.11 0.11 0.11 0.11 0.11 

0.64 0.64 0.64 0.64 0.64 0.64 

0.78 0.78 0.78 0.78 0.78 0.78 

1.06 1.06 1.06 1.06 1.06 1.06 

1.59 1.59 1.59 1.59 1.59 1.59 

 

ตารางที่ 4-3 แสดงค่าความเขม้สีของ DPPH  ที่ลดลงเม่ือทาํปฏิกิริยากบั gallic acid ที่ความเขม้ขน้ 

                    ต่าง ๆ บนอุปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษ (paper-based assay) 

 

ความเขม้ขน้ 

gallic acid (µM) 

ความเขม้สี  (Color Intensity) 
ค่าเฉล่ีย SD 

คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ังที่ 3 

0.78 0.78 0.78 0.78 0.78 0.78 

1.06 1.06 1.06 1.06 1.06 1.06 

1.59 1.59 1.59 1.59 1.59 1.59 

3.15 3.15 3.15 3.15 3.15 3.15 

0.52 0.52 0.52 0.52 0.52 0.52 

0.11 0.11 0.11 0.11 0.11 0.11 

0.64 0.64 0.64 0.64 0.64 0.64 
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ตารางที่ 4-3 (ต่อ) 

 

ความเขม้ขน้ 

gallic acid (µM) 

ความเขม้สี  (Color Intensity) 
ค่าเฉล่ีย SD 

คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ังที่ 3 

0.78 0.78 0.78 0.78 0.78 0.78 

1.06 1.06 1.06 1.06 1.06 1.06 

1.59 1.59 1.59 1.59 1.59 1.59 

3.15 3.15 3.15 3.15 3.15 3.15 

0.52 0.52 0.52 0.52 0.52 0.52 

0.11 0.11 0.11 0.11 0.11 0.11 

0.64 0.64 0.64 0.64 0.64 0.64 

0.78 0.78 0.78 0.78 0.78 0.78 

1.06 1.06 1.06 1.06 1.06 1.06 

1.59 1.59 1.59 1.59 1.59 1.59 

3.15 3.15 3.15 3.15 3.15 3.15 

0.52 0.52 0.52 0.52 0.52 0.52 

 

ตารางที่ 4-4 แสดงค่าที่ไดจ้ากการวเิคราะห์ความสามารถในการทาํซํ้ าของสารตา้นอนุมูลอิสระ 

     gallic acid  (n=10)  

 

ความเขม้ขน้ gallic acid (µM) Average Intensity Standard Deviation % RSD 

50 53.66 3.15 5.88 

250 30.99 5.36 17.30 

 

ตารางที่ 4-5 แสดงค่าที่ไดจ้ากการวเิคราะห์ขีดจาํกดัการตรวจวดั (Limit of Detection, LOD) ของ   

    สารตา้นอนุมูลอิสระ gallic acid  (n=3) 

 

คร้ังที่ 1  2  3 Average Intensity SD 

ความเขม้สี(Color Intensity) 66.80 68.08 68.20 67.69 0.78 
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ตารางที่ 4-6 แสดงค่าความเขม้สีของ DPPH  ที่ลดลงเม่ือทาํปฏิกิริยากบั trolox ที่ความเขม้ขน้ต่าง ๆ  

                    บนอุปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษ (paper-based assay) 

 

ความเขม้ขน้ 

trolox (µM) 

ความเขม้สี  (Color Intensity) 
ค่าเฉล่ีย SD 

คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ังที่ 3 

0 66.96 65.94 65.63 66.18 0.69 

20 65.53 62.39 64.59 64.17 1.61 

40 64.76 63.09 62.91 64.59 1.02 

60 63.67 62.99 61.79 62.81 0.95 

80 64.27 64.85 64.05 64.39 0.41 

100 64.68 62.33 60.39 62.47 2.15 

120 60.21 60.24 62.87 61.10 1.53 

140 59.66 61.62 58.93 60.07 1.39 

160 60.64 60.64 60.61 60.63 0.02 

180 57.82 59.15 62.37 59.78 2.34 

200 54.11 56.89 57.11 56.05 1.65 

300 56.39 54.46 48.57 53.14 4.07 

400 40.97 42.56 43.80 42.44 1.42 

500 29.90 33.04 33.87 32.27 2.10 

600 27.72 28.31 27.09 27.71 0.61 

700 19.55 22.32 24.11 21.99 2.30 

800 17.51 15.80 17.14 16.82 0.90 

900 5.68 7.41 9.25 7.45 1.78 

1000 3.97 1.47 1.33 2.25 1.49 

1100 0.39 0.24 0.46 0.36 0.11 

1200 0.60 0.22 0.20 0.16 0.09 

1300 0.02 0.12 0.05 0.03 0.02 

1400 0.06 0.08 0.06 0.07 0.01 

1500 0.01 0.00 0.03 0.01 0.02 
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ตารางที่ 4-7 แสดงค่าที่ไดจ้ากการวเิคราะห์ความสามารถในการทาํซํ้ าของสารตา้นอนุมูลอิสระ     

     trolox (n=10)  

 

ความเขม้ขน้ trolox (µM) Average Intensity Standard Deviation % RSD 

50 58.83 1.31 2.22 

500 37.91 2.89 7.64 

 

ตารางที่ 4-8 แสดงค่าที่ไดจ้ากการวเิคราะห์ขีดจาํกดัการตรวจวดั (Limit of Detection, LOD) ของ  

    สารตา้นอนุมูลอิสระ trolox  (n=3)  

 

คร้ังที่ 1  2  3 Average Intensity SD 

ความเขม้สี 

(Color Intensity) 
66.96 65.94 65.63 66.18 0.69 

 

ตารางที่ 4-9 แสดงค่าความเขม้สีของ DPPH  ที่ลดลงเม่ือทาํปฏิกิริยากบั caffeic acid ที่ความเขม้ขน้ 

                    ต่าง ๆ บนอุปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษ (paper-based assay) 

 

ความเขม้ขน้ 

caffeic acid (µM) 

ความเขม้สี  (Color Intensity) 
ค่าเฉล่ีย SD 

คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ังที่ 3 

0 66.32 66.28 65.92 66.18 0.22 

50 60.79 60.92 62.03 61.25 0.68 

100 59.18 57.55 59.88 58.87 1.20 

200 54.95 47.25 56.51 52.90 4.96 

300 40.07 42.78 41.24 41.36 1.36 

400 38.46 37.64 36.15 37.42 1.17 

500 34.27 29.02 30.09 31.13 2.77 

600 17.80 21.37 16.84 18.67 2.39 

700 12.26 16.45 15.22 14.64 2.16 
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ตารางที่ 4-9 (ต่อ) 

 

ความเขม้ขน้ 

caffeic acid (µM) 

ความเขม้สี  (Color Intensity) 
ค่าเฉล่ีย SD 

คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ังที่ 3 

800 2.52 2.84 2.55 2.64 0.17 

900 1.49 1.94 2.32 1.92 0.41 

1000 0.71 0.72 0.65 0.69 0.04 

 

ตารางที่ 4-10 แสดงค่าที่ไดจ้ากการวเิคราะห์ความสามารถในการทาํซํ้ าของสารตา้นอนุมูลอิสระ 

                      caffeic acid (n=10)  

 

ความเขม้ขน้ caffeic acid  (µM) Average Intensity Standard Deviation % RSD 

50 63.93 0.96 1.50 

300 44.42 1.27 2.87 

 

ตารางที่ 4-11 แสดงค่าที่ไดจ้ากการวเิคราะห์ขีดจาํกดัการตรวจวดั (Limit of Detection, LOD) ของ 

  สารตา้นอนุมูลอิสระ caffeic acid    (n=3) 

                   

คร้ังที่ 1  2  3 Average Intensity SD 

ความเขม้สี 

(Color Intensity) 
66.32 66.28 65.92 66.18 0.22 
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ตารางที่ 4-12 แสดงค่าความเขม้สีของ DPPH  ที่ลดลงเม่ือทาํปฏกิิริยากบั quercetin ที่ความเขม้ขน้ 

                      ต่าง ๆ บนอุปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษ (paper-based assay) 

 

ความเขม้ขน้ 

 quercetin (µM) 

ความเขม้สี  (Color Intensity) 
ค่าเฉล่ีย SD 

คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ังที่ 3 

0 71.83 71.18 71.11 71.37 0.39 

25 67.50 68.93 68.73 68.38 0.78 

50 63.93 63.38 66.39 64.56 1.60 

100 60.24 61.20 59.49 60.31 0.86 

125 58.85 58.58 58.24 58.56 0.31 

150 56.28 58.73 56.43 57.15 1.37 

175 54.92 55.02 55.67 55.21 0.41 

200 54.42 54.85 54.76 54.67 0.22 

300 45.11 46.63 47.62 46.45 1.26 

400 38.36 38.29 38.77 38.47 0.26 

500 26.88 24.95 23.26 25.03 1.81 

600 20.38 20.95 20.14 20.49 0.42 

700 8.62 8.40 7.49 8.17 0.60 

800 2.26 2.47 3.95 2.89 0.92 

900 2.51 2.17 2.68 2.45 0.26 

1000 0.25 0.64 1.02 0.64 0.39 

 

 

ตารางที่ 4-13 แสดงค่าที่ไดจ้ากการวเิคราะห์ความสามารถในการทาํซํ้ าของสารตา้นอนุมูลอิสระ  

                      quercetin (n=10)  

 

ความเขม้ขน้ quercetin  (µM) Average Intensity Standard Deviation % RSD 

50 59.62 1.98 3.32 

400 39.26 2.68 6.82 
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ตารางที่ 4-14 แสดงค่าที่ไดจ้ากการวเิคราะห์ขีดจาํกดัการตรวจวดั (Limit of Detection, LOD) ของ 

      สารตา้นอนุมูลอิสระ  quercetin   (n=3)  

 

คร้ังที่ 1  2  3 Average Intensity SD 

ความเขม้สี 

(Color Intensity) 
71.83 71.18 71.11 71.37 0.39 

 

ตารางที่ 4-15 แสดงค่าความเขม้สีของ DPPH  ที่ลดลงเม่ือทาํปฏกิิริยากบั L-ascorbic acid  ที่ความ 

                      เขม้ขน้ต่าง ๆ บนอุปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษ (paper-based assay) 

 

ความเขม้ขน้ 

 L-ascorbic acid (µM) 

ความเขม้สี  (Color Intensity) 
ค่าเฉล่ีย SD 

คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ังที่ 3 

0 72.68 72.46 70.02 71.72 1.47 

25 68.26 69.48 71.42 69.72 1.59 

50 65.18 65.62 65.92 65.57 0.38 

75 64.94 63.81 64.60 64.45 0.58 

100 61.75 61.81 60.63 61.39 0.66 

125 57.78 57.80 59.81 58.46 1.17 

150 59.61 58.21 55.31 57.71 2.19 

175 51.72 60.20 57.54 56.48 4.34 

200 50.65 58.96 55.67 55.09 4.19 

300 45.07 45.23 48.62 46.30 2.01 

400 40.89 39.89 38.68 39.82 1.10 

500 40.08 31.07 38.02 36.39 4.72 

600 29.38 27.08 26.75 27.73 1.43 

700 10.75 17.23 19.23 15.73 4.44 

800 4.78 5.02 10.46 6.75 3.22 

900 1.26 1.86 1.79 1.64 0.33 

1000 0.55 0.31 1.41 0.75 0.58 
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ตารางที่ 4-16 แสดงค่าที่ไดจ้ากการวเิคราะห์ความสามารถในการทาํซํ้ าของสารตา้นอนุมูลอิสระ  

      L-ascorbic acid (n=10)  

 

ความเขม้ขน้   

L-ascorbic acid (µM) 

Average Intensity Standard Deviation % RSD 

50 72.10 0.38 0.52 

400 56.89 1.27 2.23 

 

ตารางที่ 4-17 แสดงค่าที่ไดจ้ากการวเิคราะห์ขีดจาํกดัการตรวจวดั (Limit of Detection, LOD) ของ 

     สารตา้นอนุมูลอิสระ  L-ascorbic acid   (n=3)  

 

คร้ังที่ 1  2  3 Average Intensity SD 

ความเขม้สี 

(Color Intensity) 
72.68 72.46 70.02 71.72 1.47 

 

2. ข้อมูลการวเิคราะห์ตัวอย่างสารต้านอนุมูลอสิระ(ใบชาแห้ง) ด้วยอปุกรณ์ตรวจวดัแบบ

กระดาษและวธีิ DPPH แบบดั้งเดมิ 

 

ตารางที่ 4-18 แสดงช่ือตวัอยา่งชาที่นาํมาใชว้เิคราะห์ 

 

ตวัอยา่ง ช่ือตวัอยา่งชา 

Sample 1 ชาอูหลงตรา ชาระมิงค ์   

Sample 2 ชาลิปตนั  

Sample 3 ชาดาํปรุงสาํเร็จกล่ินเลมอนชนิดซอง   

Sample 4 กรีนที(ใบชาเขียวตราจสัอะมินิท   

Sample 5 ชาเขียวมะลิตราบา้นไร่ 5 ดาว   

Sample 6 ชาเขียวจีน ตรา Tops   

Sample 7 ชาเขียวญี่ปุ่ น ตรา Tops   

Sample 8 ชาเขียวกล่ินขา้วคัว่ (ฟูจิเกนมยัชะ)   
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ตารางที่ 4-18 (ต่อ) 

 

ตวัอยา่ง ช่ือตวัอยา่งชา 

Sample 9 ชาเขียวคาเมลเลีย 

 

ตารางที่ 4-19 แสดงค่า Average ± SD ของการวเิคราะห์ตวัอยา่งสารตา้นอนุมูลอิสระ(ใบชาแหง้)  

                      ดว้ยวธีิ spectrophotometric DPPH assay และวธีิ paper-based DPPH assay 

 

สารละลายชาตวัอยา่ง 

Average ± SD   (µmolGA/g tea) 

วธีิ Spectrophotometric 

DPPH assay 
วธีิ paper-based DPPH assay 

Sample 1 622.92 ± 19.56 680.36 ± 8.78 

Sample 2 144.40 ± 20.00 140.13 ± 20.66 

Sample 3 120.38 ± 2.92 136.07 ± 2.27 

Sample 4 230.70 ± 8.65 282.66 ± 5.19 

Sample 5 25.76 ± 6.12 25.71 ± 7.92 

Sample 6 151.95 ± 10.21 177.23 ± 11.21 

Sample 7 253.97 ± 5.70 293.01 ± 9.95 

Sample 8 14.07 ± 0.39 15.22 ± 2.06 

Sample 9 132.70 ± 5.03 149.82 ± 4.14 

 

3. การคาํนวณความสามารถในการทาํซ้ํา (reproducibility) ของการวเิคราะห์สารต้าน

อนุมูลอสิระมาตรฐาน  

 

คาํนวณไดจ้าก 

ตวัอยา่งการหา % RSD ของ gallic acid 

 % RSD ที่ 50 µM ;  

  

 % RSD ที่ 250 µM ;  
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การหาค่า % RSD ของสารตา้นอนุมูลอิสระตวัอ่ืนใชว้ธีิคาํนวณขา้งตน้ดงัแสดงใน gallic acid 

 

4. การคาํนวณค่าขดีจาํกดัการตรวจวดั (Limit of detection, LOD) ของวิธีการวเิคราะห์

ด้วย DPPH   

 

 ขีดจาํกดัการตรวจวดัของวธีิการวิเคราะห์ดว้ย DPPH  (Limit of detection, LOD) คือ

ความเขม้ขน้ของสารตา้นอนุมูลอิสระท่ีทาํใหส้ญัญาณของ DPPH ตํ่าวา่สญัญาณเร่ิมตน้เป็นสามเท่า

ของค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของแบลงค ์   

      ILOD = I0 -3SDblank 

เม่ือ  ILOD   คือค่าความเขม้สีของ DPPH เม่ือเติมสารตา้นอนุมูลอิสระ ที่ความเขม้ขน้ระดบั 

     ขีดจาํกดัการตรวจวดั 

 I0    คือค่าความเขม้สีของ DPPH ที่ไม่ไดเ้ติมสารตา้นอนุมูลอิสระ (Blank) 

 SDblank  คือค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของค่าความเขม้สีของ DPPH 

 การคาํนวณค่าขีดจาํกดัการตรวจวดัของวธีิการวิเคราะห์ดว้ย DPPH   

     จาก    ILOD = - mxLOD + c 

เม่ือ  m และ c คือ ความชนัและจุดตดัแกนในกราฟมาตรฐาน ตามลาํดบั   

 xLOD คือ ขีดจาํกดัการตรวจวดั 

 

คาํนวณค่าขีดจํากัดการตรวจวัดของสารต้านอนุมูลอิสระ gallic acid 

จาก  I0 -3 SDblank   

= 67.6936 - 3 (0.7798) 

      = 65.3542 

จากกราฟไดส้มการเสน้ตรงคือ     y = -0.1239x + 65.713 

แทนค่า y  จะได ้  65.3542 = -0.1239x + 65.713 

        x =  2.90 

     [GA] = 2.90 µM 

ดงันั้นขีดจาํกดัการตรวจวดัของสารตา้นอนุมูลอิสระ gallic acid ดว้ยอุปกรณ์ที่พฒันาขึ้นมีคา่เท่ากบั 

2.90 µM 
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คาํนวณค่าขีดจํากัดการตรวจวัดของสารต้านอนุมูลอิสระ trolox 

I0 -3SDblank = 66.1773 - 3 (0.6922) 

                = 64.1007 

จากกราฟไดส้มการเสน้ตรงคือ   y = -0.0663x + 68.58  

แทนค่า y  จะได ้ 64.1007 = -0.0663x + 68.58 

              x = 67.56 

                          [trolox]  = 67.56 µM 

ดงันั้นขีดจาํกดัการตรวจวดัของสารตา้นอนุมูลอิสระ trolox ดว้ยอุปกรณ์ที่พฒันาขึ้นมีค่าเท่ากบั 

67.56 µM 

 

คาํนวณค่าขีดจํากัดการตรวจวัดของสารต้านอนุมูลอิสระ caffeic acid 

I0 -3SDblank = 66.1753 -3(0.2204)  

  = 65.5141 

จากกราฟไดส้มการเสน้ตรงคือ y =  -0.0744x + 66.036 

แทนค่า y  จะได ้ 65.5141 = -0.0744x + 66.036 

                                    x = 7.01 

                  [caffeic acid] = 7.01 µM 

ดงันั้นขีดจาํกดัการตรวจวดัของสารตา้นอนุมูลอิสระ caffeic acid ดว้ยอุปกรณ์ที่พฒันาขึ้นมีค่า

เท่ากบั 7.01 µM 

 

คาํนวณค่าขีดจํากัดการตรวจวัดของสารต้านอนุมูลอิสระ quercrtin 

I0 -3SDblank = 71.3747 -3(0.3941) 

  = 70.1925 

จากกราฟไดส้มการเสน้ตรงคือ y = -0.0853x + 70.269    

แทนค่า y  จะได ้ 70.1925 = -0.0853x + 70.269 

                                    x = 0.90 

                      [quercrtin] = 0.90 µM 

ดงันั้นขีดจาํกดัการตรวจวดัของสารตา้นอนุมูลอิสระ quercrtin ดว้ยอุปกรณ์ที่พฒันาขึ้นมีค่าเท่ากบั 

0.90 µM 

 



61 

 

คาํนวณค่าขีดจํากัดการตรวจวัดของสารต้านอนุมูลอิสระ L-ascorbic acid 

I0 -3SDblank = 71.7173 - 3(1.4723)  

  = 67.3004 

จากกราฟไดส้มการเสน้ตรงคือ y = -0.0758x +70.123 

แทนค่า y  จะได ้ 67.3004 = -0.0758x + 70.123 

                                    x = 37.24 

                      [L-ascorbic acid] = 37.24 µM 

ดงันั้นขีดจาํกดัการตรวจวดัของสารตา้นอนุมูลอิสระ L-ascorbic acid ดว้ยอุปกรณ์ที่พฒันาขึ้นมีค่า

เท่ากบั 37.24 µM 

 

5. การคาํนวณหา gallic acid equivalent (GAE) มหีน่วย µmol gallic acid 

equivalent/g tea จากสารละลายตัวอย่างชา ด้วยวธีิ DPPH แบบดั้งเดมิ

(spectrophotometric assay) 

5.1 หาความยาวคล่ืนสูงสุด (λ max )   ของ DPPH ดว้ยเคร่ือง spectrophotometer  โดยทาํการสแกน 

DPPH ที่ความยาวคล่ืนตั้งแต่ 500 – 520 nm 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4 - 15  กราฟแสดงค่าการดูดกลืนแสงของ DPPH ที่ความยาวคล่ืนตั้งแต่ 500 – 520 nm 
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   เน่ืองจากที่ความยาวคล่ืน 515 nm เป็นความยาวคล่ืนที่มีค่าการดูดกลืน (absorbance) 

สูงสุด จึงเลือกความยาวคล่ืน 515 nm  เป็นความยาวคล่ืนท่ีใชใ้นการวเิคราะห์สารตา้นอนุมูลอิสระ

ในตวัอยา่งชา 

5.2 สร้างกราฟมาตรฐาน  gallic acid  ของวธีิ spectrophotometric assay 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

       ภาพที่ 4 - 16  แสดงกราฟมาตรฐาน gallic acid  ของวธีิ spectrophotometric assay 

 

5.3 การคาํนวณหา gallic acid equivalent (GAE) มีหน่วย µmol gallic acid equivalent/g tea จาก

สารละลายตวัอยา่งชา ดว้ยวิธี DPPH แบบดั้งเดิม(spectrophotometric assay) 

ตวัอยา่งชา sample 1 

จากสมการเสน้ตรง y = - 0.0004x + 0.6547 

คร้ังที่ 1 ค่า y = ค่า absorbance ซ่ึงมีค่าเท่ากบั 0.589 

จะได ้0.589 = - 0.0004x + 0.6547 

  x =  164.25 

ดงันั้นในสารละลายตวัอยา่งชา           1000  mL มี gallic acid        164.25  µmol 

 นาํสารละลายตวัอยา่งชาใส่วเิคราะห์  0.02 mL มี gallic acid  (164.25/1000) x 0.02   

                         = 3.285 x 10 -3   µmol 

แสดงวา่ในสารละลายตวัอยา่งชาที่เจือจาง  1 mL  มี gallic acid (3.285 x 10 -3 /0.02) x 1 

         = 0.16425    µmol 
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นัน่คือในสารละลายตวัอยา่งชา  0.025  mL มี gallic acid        0.16425  µmol 

เตรียมสารละลายตวัอยา่งชาเร่ิมแรก 200  mL มี gallic acid  (0.16425/0.025)x 200 

         = 1314  µmol 

แสดงวา่ในชา  2.0452 g มี gallic acid         1314  µmol 

คิดเป็นในชา   1  g มี gallic acid         1314/2.0452  =  642.48  µmol  

เพราะฉะนั้น GAE ของตวัอยา่งชา sample 1 มีค่าเท่ากบั  642.48   µmol  

*หมายเหตุ* สารละลายตวัอยา่งชา sample 1 เตรียมจากชัง่ชาผงหนกั 2.0452 g ปริมาตรนํ้ า 200 ml 

นาํสารละลายชาตวัอยา่งไปไปเจือจาง (สารละลายชา 25µL  + นํ้ า 975  µL = สารละลาย 1 mL) และ

นาํสารละลายที่เจือจางแลว้ไปวเิคราะห์ปริมาตร 0.02 µL ผสมกบัDPPH 100 µL และ ethanol 2 mL    

คาํนวณ gallic acid equivalent (GAE) ของตวัอยา่งชาอ่ืนๆไดด้ว้ยวธีิดงักล่าว 

 

6. การคาํนวณหา gallic acid equivalent (GAE) มหีน่วย µmol gallic acid 

equivalent/g tea จากสารละลายตัวอย่างชา ด้วยวธีิ paper-based  DPPH assay 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

         ภาพที่ 4 - 17  แสดงกราฟมาตรฐาน gallic acid  ของวธีิ paper-based  DPPH assay 

ตวัอยา่งชา sample 1 

จากสมการเสน้ตรง y = - 0.0947x + 53.993 

คร้ังที่ 1 ค่า y = ค่า Color Intensity  ซ่ึงมีค่าเท่ากบั 37.615 



64 

 

จะได ้37.615 = - 0.0947x + 53.993 

  x =  172.9461 

ดงันั้นในสารละลายตวัอยา่งชา           1000  mL มี gallic acid        172.9461  µmol 

 นาํสารละลายตวัอยา่งชาใส่วเิคราะห์  0.0005 mL มี gallic acid  (172.9461/1000) x 0.0005   

                         = 8.65 x 10 -5   µmol 

แสดงวา่ในสารละลายตวัอยา่งชาที่เจือจาง  1 mL  มี gallic acid (8.65 x 10 -5   /0.0005) x 1 

         = 0.1729461    µmol 

นัน่คือในสารละลายตวัอยา่งชา  0.025  mL มี gallic acid        0.1729461  µmol 

เตรียมสารละลายตวัอยา่งชาเร่ิมแรก 200  mL มี gallic acid  (0.1729461/0.025)x 200 

         = 1383.57  µmol 

แสดงวา่ในชา  2.0452 g มี gallic acid         1383.57  µmol 

คิดเป็นในชา   1  g มี gallic acid         1383.57/2.0452  =  676.50  µmol  

เพราะฉะนั้น GAE ของตวัอยา่งชา sample 1 มีค่าเท่ากบั  676.50   µmol 
 คาํนวณ gallic acid equivalent (GAE) ของตวัอยา่งชาอ่ืนๆไดด้ว้ยวธีิดงักล่าว    
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