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 งานวิจยันีไ้ด้พฒันาอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษอย่างง่ายท่ีสร้างด้วยวิธีพิมพ์ผ่านสกรีน
ด้วยพอลิเมอร์ส าหรับใช้ในการตรวจฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระโดยใช้วิธี CUPRAC ซึ่งอาศยัการ
เกิดปฏิกิริยาระหว่างสารเชิงซ้อนท่ีไม่มีสีของสารเชิงซ้อนคอปเปอร์ (II)-นีโอคิวปรีนกบัสารต้าน
อนมุลูอิสระท่ีท าหน้าท่ีรีดิวซ์คอปเปอร์ (II) กลายเป็นสารเชิงซ้อนคอปเปอร์ (I)-นีโอคิวปรีน  ท่ีมีสี
เหลืองส้ม ความเข้มสีท่ีเพิ่มขึน้แปรผนัตรงกบัฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของตวัอย่างในตวัอย่าง เร่ิมต้น
ได้ศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการวิเคราะห์ ได้แก่  ความเข้มข้นของคอปเปอร์ (II) คลอไรด์  ความ
เข้มข้นของ แอมโมเนียมอะซิเตต และเวลาในการเกิดปฏิกิริยาบนอปุกรณ์ตรวจวดั จากการทดลอง
พบว่าความเข้มข้นเร่ิมต้นของคอปเปอร์ (II) คลอไรด์  ท่ีเหมาะสมเท่ากับ 4 มิลลิโมลาร์  ความ
เข้มข้นของ  แอมโมเนียมอะซิเตต ท่ีเหมาะสมเท่ากบั 10 มิลลิโมลาร์และเวลาท่ีเหมาะสมของการ
เกิดปฏิกิริยาระหว่าง CUPRAC รีเอเจนต์ และสารต้านอนุมลูอิสระมาตรฐานบนอปุกรณ์ตรวจวดั
แบบกระดาษเท่ากับ 20 นาที จากนัน้ศึกษาค่าทางการวิเคราะห์ ได้แก่ ช่วงความเป็นเส้นตรง 
ความสามารถในการท าซ า้ ขีดจ ากดัการตรวจวดัของการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระด้วยอปุกรณ์
ท่ีพัฒนาขึน้โดยใช้สารมาตรฐาน 5 ชนิดคือ กรดแอสคอร์บิก, กรดแกลลิก, อิพิแกลโลคาเทชิน    
แกลเลท, เคอร์เซทินและโทรลอกซ์  สดุท้ายท าการทดสอบประสิทธิภาพของอุปกรณ์ท่ีพฒันาขึน้
โดยการวดัฤทธ์ิต้านอนุมลูอิสระของตวัอย่างชา 5 ชนิด เทียบกบัวิธีแบบดัง้เดิมพบว่าคา่สมมลูแกลลิก
ท่ีวิเคราะห์ได้จากทัง้สองวิธีให้คา่ไมแ่ตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95  
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 This research focused on the development of a paper-based device fabricated 
using polymer screen-printing method for detection of antioxidant activity using cupric 
ion reducing antioxidant capacity (CUPRAC) assay. The analysis is based on the 
reduction of Cu(II)-neocuproine complex by antioxidant to form yellow-orange color of 
Cu(I)-neocuproine complex on the paper. Firstly, the optimization of the assay was 
performed including concentration of CuCl2, ammonium acetate and reaction time. The 
results showed that optimal CuCl2 and ammonium acetate concentration was 4 mM and 
10 mM, respectively. Optimal reaction time was 20 min. The analytical figures of merit 
were then evaluated including linear range, reproducibility, limit of detection from the 
analysis of 5 standard antioxidants including ascorbic acid, gallic acid, epigallocatechin 
gallate, quercetin and trolox. Finally, the performance of the developed device was 
validated against the traditional spectrophotometric CUPRAC assay by measuring 
antioxidant activity of 5 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  ที่มาและความสาํคัญ 

 อนมุลูอิสระ ( free radical) หมายถงึ อะตอมหรือโมเลกลุ ท่ีมีอิเล็ กตรอนโดดเดี่ยว  

(unpaired electron) อนมุลูอิสระเกิดขึน้ได้เม่ือพนัธะระหว่างอะตอมแตกออก ทําให้อนมุลูอิสระ

ไมเ่สถียรและไวตอ่การเกิดปฏิกิริยาอย่างรวดเร็ว จงึทําปฏิกิริยากบัโมเลกลุท่ีอยู่รอบ  ๆ โดยดงึหรือ

ให้อิเลก็ตรอนโมเลกลุข้างเคียงเพ่ือให้ตวัมนัเสถียร โมเลกลุข้างเคียงท่ีสญูเสียหรือรับอิเลก็ตรอนจะ

กลายเป็นอนมุลูอิสระตวัใหมท่ี่ไมเ่สถียรและเข้าทําปฏิกิริยากบัโมเลกลุอื่นตอ่ไปเป็นปฏิกิริยาลกูโซ ่

(chain reaction) อนมุลูอิสระท่ีเกิดจากกระบวนการตา่ง ๆ ในร่างกาย รวมถงึการได้รับจากสิ่งแวดล้อม 

เป็นสาเหตหุนึง่ท่ีทําให้เกิดความเสื่อมของร่างกาย ความเจ็บป่วยและโรคภยัตา่ง ๆ ขึน้ เม่ือมีอนมุลู

อิสระจํานวนมากในร่างกาย สง่ผลให้เกิดการทําลายเนือ้เย่ือ   โดยมีผลตอ่สารชีวโมเลกลุท่ีเป็น

สว่นประกอบของเซลล์ เช่น ดีเอน็เอ โปรตีน และไขมนั ปกติภายในร่างกายของเรามีกลไกป้องกนั

ไมใ่ห้โมเลกลุในร่างกายทําปฏิกิริยาจากอนมุลูอิสระ โดยอาศยัการทํางานของสารต้านอนมุลูอิสระ  

(antioxidant) ท่ีสร้างขึน้ในร่างกาย เช่น เอนไซม์ซปุเปอร์ออกไซด์ดีสมิวเทส (superoxide dismutase) 

คะตะเลส ( catalase) กลตูาไทโอนเปอร์ออกซิเดส ( glutathione peroxidase) เป็นต้น แตถ้่า

จํานวนอนมุลูอิสระมีมากเกินไปหรือการสร้างสารต้านอนมุลูอิสระไมเ่พียงพอ  ร่างกายจําเป็นต้อง

ได้รับสารต้านอนมุลูอิสระจากภายนอก   สารต้านอนมุลูอิสระท่ีรู้จกักนัอย่างแพร่หลาย ได้แก่ 

วิตามินซี วิตามินอี วิตามินเอ ซีลีเนียม เบต้า -แคโรทีน และพฤกษเคมีตา่ง  ๆ เช่น สารในกลุม่โพลี   

ฟีนอล ไอโซฟลาโวน เป็นต้น   

 การวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระ สามารถวดัได้โดยอาศยัปฏิกิริยาการแลกเปลี่ยน

ไฮโดรเจนอะตอม (hydrogen atom transfer (HAT)-based reaction) และการถ่ายโอนอิเลก็ตรอน

เดี่ยว (single electron transfer (SET)-based reaction) ซึง่วิธีการดงักลา่วสามารถวิเคราะห์ฤทธ์ิ

ต้านอนมุลูอิสระในตวัอย่างได้อย่างมีประสิทธิภาพ แตจํ่าเป็นต้องพึง่พาเคร่ืองมือท่ีมีขนาดใหญ่

และราคาแพง ตวัอย่างเช่น UV-visible Spectroscopy ซึง่ต้องทําการทดลองใน ห้องปฏิบตัิการ 

ผู้ ทําการทดลองต้องเป็นผู้ ชํานาญการในการวิเคราะห์โดยวิธีนัน้ ๆ ใช้สารตวัอย่างและรีเอเจน ต์

ปริมาณมากในการวิเคราะห์ บางวิธีใช้เวลานานในการวิเคราะห์ในแตล่ะตวัอย่าง จงึไมเ่หมาะกบั

การวิเคราะห์สารต้านอนมุลูอิสระในหลายตวัอย่างในคราวเดียวกนั สง่ผลให้เกิดความลา่ช้าใน

การศกึษาฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระ   จากปัญหาดงักลา่วจะเห็นว่ามีความจําเป็นอย่างย่ิงท่ีต้องมี



2 

 

เคร่ืองมือหรือวิธีการตรวจวดัฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระท่ีมีราคาถกู สามารถพกพาไปใช้ได้ง่าย  ใช้เวลา

ในการวิเคราะห์สัน้ ใช้สารตัง้ต้นและสารตวัอย่างปริมาณน้อย สามารถใช้ได้ง่ายและไมจํ่าเป็นต้อง

ใช้ผู้ ชํานาญในการทดสอบ   

 อปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษ เป็นอปุกรณ์การตรวจวดัรูปแบบใหมท่ี่กําลงัได้รับความ

นิยม สามารถประยกุต์ใช้ในการวิเคราะห์ทางการแพทย์  การควบคมุคณุภาพอาหาร การตรวจวดั

ทางด้านสิ่งแวดล้อม เช่น ประยกุต์ใช้กบัการตรวจวดั DNA (Lu, Ge, Ge, Yan & Yu, 2012) ใช้ใน

การตรวจวดัระดบันํา้ตาลในเลือด (Noiphung et al., 2013) ใช้ในการตรวจวดัระดบัแอลกอฮอล์ 

(กนกวรรณ ฟีสนัเทียะ และยภุาพร สมีน้อย, 2557) และใช้ตรวจวดัสารอื่น ๆ อีกมากมาย เน่ืองจาก

เป็นอปุกรณ์ ตรวจวดัท่ีมีขนาดเลก็ ราคาถกู ใช้งานง่าย ใช้รีเอเจนต์และสารตวัอย่างปริมาณน้อย 

พกพาได้สะดวก 

 ดงันัน้ งานวิจยันีจ้งึมุง่พฒันา วิธีวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระ  โดยวิธี CUPRAC ด้วย

อปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษ  (paper-based device) ซึง่อาศยัการเกิดปฏิกิริยาระหว่างสาร

เชิงซ้อนท่ีไมมี่สีของ Cu(II)-neocuproine complex กบัสารต้านอนมุลูอิสระท่ีทําหน้าท่ีรีดิวซ์ Cu(II) 

กลายเป็นสารเชิงซ้อน Cu(I)-neocuproine complex ท่ีมีสีเหลืองส้ม ความเข้มสีเหลืองส้มท่ีเพ่ิมขึน้

แปรผนัตรงกบัฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของตวัอย่าง สามารถตรวจวดัความเข้มสีด้วยโปรแกร ม

ประมวลผลภาพ จะได้อปุกรณ์ท่ีสามารถวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระท่ีสามารถวิเคราะห์ได้ทีละ

หลาย ๆ ตวัอย่างได้อย่างรวดเร็ว ใช้รีเอเจนต์และตวัอย่างน้อย ไมจํ่าเป็นต้องใช้เคร่ืองมือราคาแพงใน

การวิเคราะห์ 

 

1.2  วัตถุประสงค์ของการศึกษา 

เพ่ือพฒันาวิธีวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระในตวัอย่างสารสกดัจากใบชาโดยวิธี 

CUPRAC ด้วยอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษ  

 

1.3  ขอบเขตการศึกษา 

1.  ศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสม ได้แก่  ความเข้มข้นของคอปเปอร์ (II) คลอไรด์  ความ

เข้มข้นของแอมโมเนียมอะซเตต และเวลาท่ีเหมาะสมของการเกิดปฏิกิริยาระหว่าง CUPRAC 

reagent และสารต้านอนมุลูอิสระมาตรฐานบนอปุกรณ์ตรวจวดั 

2.  ศกึษาคา่ทางการวิเคราะห์ (analytical features) ได้แก่ ช่วงความเป็นเส้นตรง      

คา่ขีดจํากดัการตรวจวดั (LOD) และ คา่ความสามารถในการทําซํา้ (%RSD) ในการวิเคราะห์ 
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สารมาตรฐาน ได้แก่ กรดแอสคอร์บิก (ascorbic acid), เคอร์เซทิน (quercetin), กรดแกลลิก 

(gallic acid), อิพิแกลโลคาเทชิน แกลเลท (epigallocatechin gallate; EGCG) และโทรลอกซ์  

(trolox) 

3.  ศกึษาประสิทธิภาพของอปุกรณ์ท่ีพฒันาขึน้ โดยได้ศกึษาความแมน่ของอปุกรณ์ท่ี

พฒันาขึน้ในการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระเทียบกบัวิธี CUPRAC แบบดัง้เดิม 

 

1.4  ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

 อปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษร่วมกบัวิธี CUPRAC ท่ีพฒันาขึน้สามารถใช้ในการวิเคราะห์

ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระได้ สามารถวิเคราะห์ได้ทีละหลาย  ๆ ตวัอย่าง ใช้ในการคดักรองฤทธ์ิต้าน

อนมุลูอิสระ โดยไมต้่อง ใช้เคร่ืองมือราคาแพงในการตรวจวดั ใช้สารตวัอย่างและรีเอเจนต์น้อย     

มีราคาถกู นํา้หนกัเบาและสามารถนําไปตรวจภาคสนามได้อย่างแมน่ยํา 

 

 



บทที่ 2 
เอกสารและงานวจิัยที่เก่ียวข้อง 

 
2.1  อนุมูลอิสระ 

 อนมุลูอิสระ (free radical) หมายถึง สารท่ีมีอิเล็กตรอนโดดเด่ียว (unpaired electron) 
ในอะตอมหรือโมเลกุล พบได้ทัง้ในสิ่งแวดล้อม ในสิ่งมีชีวิต และในเซลล์ โดยเฉพาะอย่างยิ่ง  
กระบวนการผลิตพลงังานภายในเซลล์ หรือจากกระบวนการเมตาบอลิซึม (metabolism) อนมุูล
อิสระว่องไวในการเข้าท าปฏิกิริยามาก และสามารถดึงอิเล็กตรอนจากโมเลกุลอ่ืนมาแทนท่ี
อิเล็กตรอนท่ีขาดหายไปเพ่ือให้ตวัเองเกิดความสมดุลหรือเสถียร ซึ่งปฏิกิริยานีจ้ะเกิดขึน้อย่าง
ตอ่เน่ืองเป็นปฏิกิริยาลกูโซ่ และเกิดขึน้ในเซลล์ตลอดเวลา (บหุรัน พนัธุ์สวรรค์, 2556) 

 อนมุลูอิสระและสารท่ีเก่ียวข้องตา่ง ๆ ในทางชีววิทยาท่ีสามารถเป็นตวัตัง้ต้นท่ีท าให้เกิด
เป็นอนมุลูอิสระ สามารถแบง่ออกได้เป็น 3 กลุ่มใหญ่ คือกลุ่มท่ีมีออกซิเจนเป็นองค์ประกอบส าคญั 
(reactive oxygen species, ROS) กลุ่มท่ีมีไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบส าคญั (reactive nitrogen 
species, RNS) และกลุ่มท่ีมีคลอรีนเป็นองค์ประกอบส าคญั (reactive chlorine species, RCS) 
อนมุลูอิสระท่ีส าคญัท่ีสดุท่ีเกิดในเซลล์ท่ีใช้ออกซิเจน ได้แก่ oxygen radical, อนพุนัธ์ของ oxygen 
radical (เช่น superoxide radical และ hydroxyl radical), hydrogen peroxide, transition 
metals (โลหะทรานซิชนั), carbonate radical (CO3

„-), nitrate radical (NO3
„), methyl radical 

(CH3
„), superoxide radical (O2

„), peroxyl radical (ROO„), reactive oxygenspecies (ROS) 
เป็นต้น อนมุลูเหลา่นีจ้ดัเป็นอนมุลูท่ีไวในการเกิดปฏิกิริยาทางเคมีกบัสารอ่ืนสงูมาก การเกิดอนมุลู
อิสระมีได้หลายกลไกท่ีแตกตา่งกนั ดงันี ้(โอภา วชัระคปุต์, ปรีชา บญุจงู, จนัทนา บญุยะรัตน์ และ
มาลีรักษ์ อตัต์สินทอง, 2550)  

 ก. การแตกของพนัธะโควาเลนท์แบบไอโมไลซิส (Imolysis) 
A : B       A„ + B„       

 ข. การเพิ่มอิเล็กตรอน 1 ตวั ให้แก่อะตอมท่ีเป็นกลางทางไฟฟ้า 
A + e-    A-„    

 ค. การสญูเสียอิเล็กตรอน 1 ตวั จากอะตอมท่ีเป็นกลางทางไฟฟ้า 
A   A+„ + e-   
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 อนุมูลอิสระสามารถท าลายชีวโมเลกุลทุกประเภท ทัง้ในเซลล์และส่วนประกอบของ
เซลล์สิ่งมีชีวิต เช่น ลิพิด โปรตีน  เอนไซม์  ดีเอ็นเอ อาร์เอ็นเอ คาร์โบไฮเดรต เซลล์เมมเบรน 
คอลลาเจน ไมโตคอนเดรีย และเนือ้เย่ือเก่ียวพนั ซึ่งเป็นสาเหตใุห้เซลล์ตาย การเกิดการกลายพนัธุ์
ของดีเอ็นเอในเซลล์ และก่อให้เกิดโรคตา่ง ๆ ได้แก่ โรคความจ าเส่ือม โรคภูมิแพ้ โรคหวัใจขาดเลือด  
โรคมะเร็ง โรคข้ออกัเสบ  โรคความดนัโลหิต โรคเหงือก โรคเก่ียวกบัสายตา ความผิดปกติของปอด
และระบบประสาท โรคเก่ียวกบัทางเดินหายใจ โรคเก่ียวกบัความผิดปกติของผิวหนงั และโรคล าไส้
อกัเสบ เป็นต้น  

อนุมูลอิสระมีแหล่งท่ีมา 2 แหล่งคือจากภายในร่างกาย เช่น การเผาผลาญอาหาร การ
หายใจ การออกก าลงักายหกัโหม การติดเชือ้ ความเครียด เป็นต้น นอกร่างกาย ได้แก่ การได้รับ
เชือ้โรค เช่น การติดเชือ้โรคไวรัสหรือเชือ้แบคทีเรีย โรคเก่ียวกบัภูมิคุ้มกนั (immune diseases) 
การรับรังสี เช่น รังสีอลัตราไวโอเลต รังสีเอ็กซ์ รังสีแกมมา เกิดจากมลภาวะ เช่น ควนับหุร่ี แก๊ส
จากท่อไอเสีย เช่น ไนตรัสออกไซด์ ไนโตรเจนไดออกไซด์ เขม่าจากเคร่ืองยนต์ ฝุ่ นจากกระบวนการ
ประกอบอาหาร เชน่ การย่างเนือ้สตัว์ท่ีมีส่วนประกอบของไขมนัสงู การน าน า้มนัท่ีใช้ทอดอาหารท่ี
มีอณุหภมูิสงู ๆ กลบัมาใช้อีก การท าอาหารไหม้เกรียมหรือเกิดจากการปิง้ย่าง เกิดจากยาบางชนิด 
เช่น ด๊อกโซรูบิซิน (doxorubicin) เพนนิซิลลามิน (penicillamine) พาราเซตามอล (paracetamol) 
(โรสวณัย์ พิริยะสมบญูธุ์, 2553 ; โอภา วชัระคปุต์ และคณะ, 2550) 
 
2.2  สารต้านอนุมูลอสิระ (antioxidants) 

 สารต้านอนุมูลอิสระถือว่ามีความส าคัญต่อกระบวนการออกซิไดซ์อนุมูลอิสระหรือ
สามารถยบัยัง้ปฏิกิริยาออกซิเดชนั โดยในสิ่งมีชีวิตจะมีระบบการป้องกันการท าลายเซลล์และ
เนือ้เย่ือจากอนมุลูอิสระ ประกอบด้วยสารต้านอนมุลูอิสระมากมายหลายชนิดท่ีท าหน้าท่ีแตกตา่ง
กนัไป ซึ่งมีทัง้ท่ีเป็นเอนไซม์และไม่เป็นเอนไซม์ สารประกอบท่ีละลายในน า้และสารประกอบท่ี
ละลายในไขมนั โดยสารต้านอนมุลูอิสระเหล่านีมี้กลไกการท างานต้านอนุมลูอิสระด้วยกันหลาย
แบบ เช่น ดกัจบัอนมุูลอิสระ (radical scavenging) การยบัยัง้การท างานของออกซิเจนท่ีขาด
อิเล็กตรอน (singlet oxygen quenching) จบักบัโลหะท่ีสามารถเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชนัได้ (metal 
chelation) หยดุปฏิกิริยาการสร้างอนุมลูอิสระ (chain-breaking) เสริมฤทธ์ิ (synergism) และ
ยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ (enzyme inhibition) ท่ีเร่งปฏิกิริยาอนมุูลอิสระ เป็นต้น ตวัอย่าง
แสดงการดกัจบัอนมุลูอิสระดงัสมการ  (เจนจิรา จิรัมย์ และประสงค์ สีหานาม, 2554) 
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R„ + AH   RH+ A„    
RO„ + AH   ROH + A„  

 โดย R„ และ RO„ คือ อนมุลูอิสระ และ AH คือ สารต้านอนมุลูอิสระ  
 

2.3  แหล่งที่มาของสารต้านอนุมูลอิสระ 
 แหลง่ท่ีมาของสารต้านอนมุลูอิสระมี 2 แหลง่  ได้แก่  

 2.3.1  สารต้านอนุมูลอิสระสังเคราะห์ (synthetic antioxidants)  
 สารต้านอนมุลูอิสระสงัเคราะห์เกิดจากการกระบวนการสงัเคราะห์ทางเคมี ส่วนใหญ่จะ
ออกแบบให้มีโมเลกุลขนาดเล็ก นิยมน ามาใช้ในอุตสาหกรรมอาหารเพ่ือยับยัง้การเกิดปฏิกิริยา
ออกซิเดชนัของไขมนัท่ีเป็นสาเหตท่ีุท าให้อาหารมีกลิ่น สี และรสชาติเปล่ียนแปลงไป สารสงัเคราะห์
นีมี้สภาพคงตวักว่าสารต้านอนมุลูอิสระจากธรรมชาติ แตมี่ข้อจ ากดัในด้านความปลอดภยัในการ
บริโภค  ตวัอยา่งสารต้านอนมุลูอิสระสงัเคราะห์มีดงันี ้(โอภา วชัระคปุต์ และคณะ, 2550) 
   2.3.1.1  trolox 
   trolox หรือ 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid   
มีสูตรโมเลกุลทางเคมีคือ C14H18O4 เป็นอนุพนัธ์ของวิตามินอีท่ีดดัแปลงโครงสร้างโดยการเปล่ียน
สายอลัเคน เป็นหมู่คาร์บอกซิลิก  มีสูตรโครงสร้างท่ีท าให้มีความสามารถละลายได้ดีในน า้ แต่
เน่ืองจากความสามารถในการละลายน า้ได้ดี  จึงท าให้การออกฤทธ์ิเร็วกว่าวิตามินอี โดยวิตามินอี
ต้องใช้เวลานานเป็นชัว่โมงหรือเป็นวนั ในขณะท่ี trolox ออกฤทธ์ิเกือบจะทนัทีในวิธีการตรวจสอบ
หลายวิธี ในการวิจยันิยมใช้ trolox เป็นสารมาตรฐานในการตรวจฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระ  
 

O
O

HO
HO

 
ภาพท่ี 2-1  โครงสร้างทางเคมีของ trolox 
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   2.3.1.2  gallic acid 
   gallic acid หรือ 3,4,5-hydroxybenzoic acid เป็นสารประกอบอินทรีย์ท่ีมีสตูร
โมเลกลุทางเคมีคือ C7H6O5  gallic acid เป็นส่วนประกอบของแทนนิน พบมากในองุ่น ใบชา 
เปลือกไม้โอ๊ค และพืชอ่ืน ๆ โดยทัว่ไปจะใช้เก่ียวกบัอตุสาหกรรมทางยา คณุสมบตัิของ gallic acid 
คือ สามารถยบัยัง้เชือ้รา เชือ้ไวรัส และมีคณุสมบตัเิป็นสารต้านออกซิเดชนัได้ดี 
 

OH
OH

HO

O OH   
 
ภาพท่ี 2-2  โครงสร้างทางเคมีของ gallic acid 

 
   2.3.1.3  EDTA 
   EDTA หรือ ethylenediaminetetraacetic acid มีสูตรโมเลกุลทางเคมี คือ 
C10H16N2O8 มีคณุสมบตัิเป็นสารคีเลต โดยการจบักบัธาตโุลหะท่ีมีประจุ เช่น ตะกัว่ เหล็ก สงักะสี 
แคดเมียม แมงกานีส และทองแดง ซึ่งประโยชน์ทางการแพทย์สามารถน ามาใช้ก าจดัไอออนของ
โลหะตา่ง ๆ ได้  
 

N
N

O
HO

O

HO O
HO

O

OH  
 
ภาพท่ี 2-3  โครงสร้างของ EDTA 
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 2.3.2  สารต้านอนุมูลอิสระจากธรรมชาต ิ(natural antioxidants)  
 ขณะท่ีสารต้านอนุมลูอิสระจากธรรมชาติสามารถพบได้ในสิ่งมีชีวิตทัง้พืชและสตัว์  ซึ่ง

เป็นได้ทัง้เอนไซม์ วิตามิน  เบต้า-แคโรทีน (β-carotene) รวมถึงกลุ่มโพลิฟีนอลิก เช่น ฟลาโวนอยด์ 
(flavonoids) ฟีนิลโปรพานอยด์ (phenylpropanoids) และกรดฟีนอลิก (phenolic acid) เป็นต้น  

ตวัอยา่งสารต้านอนมุลูอิสระจากธรรมชาติ มีดงันี ้
   2.3.2.1  วิตามินเอ   
   ในธรรมชาติวิตามินเอจะพบเฉพาะในสตัว์เท่านัน้  แต่ในพืชจะมีสารประกอบ   

แคโรทีนอยด์ท่ีสามารถเปล่ียนเป็นวิตามินเอได้ จดัเป็นสารตัง้ต้นของวิตามินเอ เรียกว่า โปรวิตามิน
เอ มกัพบในพืชผกั ใบเขียว ผกัและผลไม้ท่ีมีสีเหลือง หรือสีส้มแดง  

 

 
 
ภาพท่ี 2- 4  โครงสร้างวิตามินเอ (retinol) 

 
   2.3.2.2  วิตามินซี 

   มีช่ือทางเคมีว่า กรดแอสคอร์บิค (ascorbic acid) เป็นวิตามินท่ีละลายได้ในน า้ 
จะสลายตัวเม่ือถูกความร้อนหรือทิง้ไว้ในอากาศท่ีมีความชืน้ วิตามินซีมีสมบัติเป็นสารต้าน
ออกซิเดชนั โดยจะเข้าท าปฏิกิริยากบัไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ อนมุลู hydroxyl และอนมุลู peroxyl 
นอกจากวิตามินซีสามารถเข้าท าปฏิกิริยากับอนุมูลอิสระแล้ว  ยังท าหน้าท่ีเป็นตัวส่งเสริม
ประสิทธิภาพของสารต้านออกซิเดชนั ของวิตามินอีด้วย  
   

OH

OH

HO

OO

HO

 
 
ภาพท่ี 2-5  โครงสร้างวิตามินซี 
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   2.3.2.3  วิตามินอี 
   เป็นวิตามินท่ีละลายได้ในไขมนัเป็นสารต้านออกซิเดชนัท่ีส าคญั โดยวิตามินอี

ท างานร่วมกบัสารต้านออกซิเดชนั ตวัอ่ืน ๆ เช่น วิตามินซีและซิลิเนียม เป็นต้น วิตามินอีช่วยปรับ
ให้ร่างกายสามารถน าเอาวิตามินเอมาใช้ ซึง่จะชว่ยในการป้องกนัสารท่ีเป็นพิษท่ีมีผลมาจากโลหะ 
เชน่ ตะกัว่ ในธรรมชาติมีวิตามินอีอยู่หลายชนิด ปัจจบุนัแบง่เป็น 2 กลุ่มใหญ่ คือ โทโคฟีรอล และ 
โทโคไทอินอล แตล่ะกลุม่ยงัแยกเป็นวิตามินยอ่ย ๆ อีก 4 ชนิด ได้แก่ อลัฟา (α-) เบต้า (β-) แกมมา 
(γ-) และเดลต้า (δ-) วิตามินอี ท าหน้าท่ีเป็นตวัให้ไฮโดรเจนแก่อนมุลู peroxyl ดงัสมการ 

α- tocopherol + LOO„   α- tocopherol„+ LOOH 

อนมุลู α- tocopherol„ ท่ีเกิดขึน้ สามารถท าปฏิกิริยากบัอนมุลู peroxyl ตวัอ่ืนท าให้ได้สารท่ีมี
ความเสถียร (LOO-α- tocopherol) ดงัสมการ เป็นผลให้ปฏิกิริยาออกซิเดชนัของไขมนัหยดุลง 

α- tocopherol„ + LOO„   LOO- α- tocopherol 
   

O OH

 
 

ภาพท่ี 2-6  โครงสร้างวิตามินอี 
 

   2.3.2.4  ซิลิเนียม ทองแดง และสังกะสี 
   เป็นสารต้านออกซิเดชนัทางอ้อม เน่ืองจากเป็นส่วนประกอบของเอนไซม์ท่ีท า

หน้าท่ีเป็นสารต้านออกซิเดชนั มีการศกึษาวิจยัท่ีแสดงว่าการใช้ซิลิเนียม และวิตามินอีร่วมกนัช่วย
เพิ่มประสิทธิภาพของการป้องกันการเกิดโรคมะเร็งบางชนิด ซึ่งพบได้ในอาหารตามธรรมชาติ 
เน่ืองจากสารต้านออกซิเดชนัมีหน้าท่ีหลายอย่าง เช่น ท าหน้าท่ีเป็นสารรีดิวซ์ (reducing agent) 
เป็นตวัขับไล่อนุมูลอิสระจับกับไอออนโลหะท่ีเร่งให้เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน ด้วยหน้าท่ีต่าง ๆ 
เหล่านี ้ จึงท าให้มีผลต่อการชะลอหรือยับยัง้การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน หรือสามารถหยุด
ปฏิกิริยาลกูโซ ่และท าให้เป็นสารท่ีมีความเสถียร หรือเป็นสารท่ีไม่ท าปฏิกิริยาออกซิเดชนัอีกตอ่ไป 
หรือเป็นสารท่ีไมใ่ชอ่นมุลูอิสระ (non-radical product)  
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   2.3.2.5  ฟลาโวนอยด์  
 ฟลาโวนอยด์ เป็นสารประกอบกลุม่พอลิฟีนอล ซึง่ประกอบด้วยวงอะโรมาติก
ตัง้แต ่2 วงขึน้ไป โดยมีการจบักบัคาร์บอนและ aromatic hydroxyl  โครงสร้างและรูปแบบทัว่ไป
ของฟลาโวนอยด์ 
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R3 = H, OH, OCH3         R5= H, OH            R6 = H, OH, OCH, OCH3           
R7 = H, CH3   R3’= H, OH            R4’ = H, OH, OCH3      
R5’ = H, OH, OCH3 

 
ภาพท่ี 2-7  โครงสร้างทัว่ไปของ flavonoids  

 
   ฟลาโวนอยด์ เป็นสารประกอบฟีนอลิกท่ีพบมากชนิดหนึ่ง จะพบมากในพืชผกั

และผลไม้ มีหน้าท่ีสองอย่าง คือ เป็นรงควตัถุ ท าหน้าท่ีกรองแสงท่ีมีความยาวคล่ืนท่ีจ าเพาะ
เจาะจง และท าหน้าท่ีเป็นสารต้านออกซิเดชนั โดยไปก าจดัอนมุลูอิสระท่ีเกิดขึน้ในเซลล์พืชออกไป 
ความสามารถของการต้านออกซิเดชนัขึน้อยู่กบัโครงสร้างของฟลาโวนอยด์ และคณุสมบตัิของ 
ฟลาโวนอยด์ ยงัสามารถช่วยลดการอกัเสบ ช่วยให้หลอดเลือดแข็งตวั ท าให้การไหลเวียนเลือดดี
ขึน้ ตอ่ต้านแบคทีเรียและไวรัส ลดโคเลสเตอรอล และช่วยเสริมการท างานของวิตามินซี  ตวัอย่าง
สารกลุ่ม ฟลาโวนอยด์ท่ีออกฤทธ์ิต้านอนุมลูอิสระท่ีน่าสนใจ เช่น เคอร์ซิทิน (quercetin), อาพิจินิน 
(apigenin), แคทิชิน (catechin),แกลโลแคทิชิน (gallocatechin), อีพิแคทิชิน (epicatechin), อีพิ
แกลโลแคทิชิน (epigallocatechin, EGC), อิพิแกลโลแคทิชิน-3-แกลเลต(epigallocatechin-3-
gallate, EGCG) และลตูโิอลิน (luteolin) เป็นต้น (วิภพ สทุธนะ, 2556)  
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ภาพท่ี 2-8  ตวัอยา่งสารกลุ่มฟลาโวนอยด์ท่ีมีฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระ 
 
2.4  ตัวอย่างอาหารที่มีสารต้านอนุมูลอสิระสูง 
 2.4.1  ชาเขียว 
 ในชาเขียวประกอบด้วยสารต้านอนมุลูอิสระ ได้แก่ gallocatechin, epigallocatechin, 
catechin  โดยเฉพาะสาร EGCG ซึ่งเป็นสารต้านอนุมูลอิสระท่ีมีฤทธ์ิแรง โดยมีฤทธ์ิมากกว่า
วิตามินอีถึง 20 เท่า มีผลการวิจยัพบว่าชาเขียวสามารถลดอตัราการเป็นมะเร็งของอวยัวะตา่ง ๆ 
ได้ดี โดยเฉพาะมะเร็งปอด, มะเร็งล าไส้, มะเร็งกระเพาะอาหาร และมะเร็งตบั นอกจากนีย้งัช่วยลด
ความเป็นพิษจากการสบูบหุร่ี เช่น นิโคติน และน า้มนัทาร์ เป็นต้น (Nomizu, Hashida, Makiono, & 
Ohara, 2008) 
 2.4.2  มะขามป้อม       
 มะขามป้อมมีสารประกอบท่ีมีประโยชน์ ได้แก่  ascorbic acid, trigalloyl, ellagic acid, 
glucoseterchebin และcorilagin เป็นต้น ซึ่งเป็นสาระส าคญัในกลไกการออกฤทธ์ิทางเภสัช 
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วิทยาอนัหลากหลายของมะขามป้อม  ฤทธ์ิในทางเภสชัวิทยาของมะขามป้อม ท่ีได้รับการวิจยัมี
ดงันี ้ฤทธ์ิต้านไวรัสไข้หวดัใหญ่ ต้านไวรัส HIV แก้ไอ ต้านการอกัเสบ ลดความดนัโลหิต ยบัยัง้การ
ก่อกลายพนัธุ์ ท าให้ป้องกนัเซลล์ร่างกายเปล่ียนเป็นเซลล์มะเร็ง ต้านอนมุลูอิสระ ต้านการอกัเสบ 
ต้านการเกิดแผลในกระเพาะอาหาร ลดโคเลสเตอรอล ปกป้องตบั หวัใจและหลอดเลือด ป้องกัน
ตบั และไตจากอนัตรายของสารพิษ (นิทรา เน่ืองจ านงค์ และคณะ, 2550) 
 2.4.3  สารสกัดจากเมล็ดองุ่น 
 ได้รับการขนานนามว่าเป็นสารซุปเปอร์แอนตีอ้อกซิแดนท์มานาน เน่ืองจากคณุสมบตัิ
เดน่ในด้านการก าจดัอนมุลูอิสระท่ีสงูกว่าสารแอนตีอ้อกซิแดนท์อ่ืน ๆ โดยสงูกว่าวิตามินซี 20 เท่า 
และวิตามินอี 50 เท่า ทัง้ยงัคงอยู่ในกระแสเลือดได้นานถึง 72 ชม. สามารถป้องกนัและลดการ
ท าลายล้างจากสารอนมุลูอิสระท่ีเกิดขึน้ในร่างกายเราตลอดเวลาทัง้จากปัจจยัภายนอกและปัจจยั
ภายใน อนัเป็นสาเหตขุองความเส่ือมและออ่นแอของร่างกายโดยรวม โดยเฉพาะระบบหลอดเลือด 
หวัใจ ผิวหนงั และตา (เกรียงศกัดิ ์ไทยพงษ์  และดรุณี ถาวรเจริญ, 2556) 
 2.4.4  แครอท   
 แครอทจดัได้วา่เป็นพืชท่ีมีคณุคา่ดีเย่ียมกบัสขุภาพ อดุมไปด้วย เบต้า-แคโรทีน ซึ่งจะถกู
ร่างกายจะเปล่ียนรูปให้เป็นวิตามินเอ นอกจากอดุมไปด้วยวิตามินเอ ท่ีอยู่ในรูปของเบต้า-แคโรทีน
แล้ว ยงัคงมีวิตามินบี, ซี, อี และแร่ธาตตุา่ง ๆ แครอทยิ่งมีสีเข้มแสดงถึงเบต้า-แคโรทีนท่ีมากขึน้ไป
ด้วย และเน่ืองจากแครอทจะมีน า้ตาลอยู่ค่อนข้างมากดังนัน้ ผู้ ท่ีป่วยเป็นโรคเบาหวานก็ควร
ปรึกษาแพทย์ก่อน ว่าสามารถด่ืมได้มากเท่าไหร่ การด่ืมน า้แครอทจะได้ประโยชน์จากแครอท
มากกวา่การกินดิบ ๆ เพราะว่า สารอาหารบางส่วนจะยงัคงอยู่ในไฟเบอร์ซึ่งไม่สามารถย่อยสลาย
โดยร่างกายได้ ดงันัน้การคัน้น า้ออกมาจะช่วยให้ร่างกายได้รับสารอาหารอย่างเต็มท่ี ในปัจจุบนั
ผู้คนเร่ิมหนัมาสนใจสขุภาพกนัมากขึน้ ไม่ว่าจะเป็นสขุภาพกาย สขุภาพใจ และ สขุภาพผิว เราจะ
เห็นได้ว่า มีการวิจยั เพ่ือน าสารสกัดท่ีมีประโยชน์มาเป็นส่วนผสมในเคร่ืองส าอาง หรือ อาหาร
เสริมกันมากขึน้ และแครอท ก็เป็นหนึ่งในพืชท่ีมีประโยชน์กับร่างกายและผิวพรรณดงัจะเห็นได้
จากการท่ีมีครีมบ ารุงผิวน าสารสกดัจากแครอทมาใช้ (Alasalvar, Grigor, Zhang, Quantick, &  
Shahidi, 2001)  
 2.4.5  ฟักทอง 
 ผลฟักทอง จะมีเนือ้สีเหลืองท่ีมีสารต้านอนมุลูอิสระเรียกว่า “เบต้า-แคโรทีน” และยงัมี
วิตามินเอสงู รวมทัง้ฟอสฟอรัส แคลเซียม วิตามินซี แป้ง ซึ่งเป็นอาหารเสริมสุขภาพ สร้างภูมิคุ้มกัน
ได้เป็นอย่างดี และสามารถช่วยลดการเกิดโรคมะเร็ง โรคหลอดเลือดหวัใจ โรคหวัใจได้ ช่วยต้าน
ความชรา ป้องกนัโรคผิวหนงั บรรเทาอาการปวดเม่ือยของข้อเขา่ และบัน้เอว  ในเมล็ดฟักทองจะมี
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สารชนิดหนึ่งเม่ือน ามาบดเป็นผง ใช้เป็นยาส าหรับถ่ายพยาธิตวัตืด ยอดอ่อนฟักทอง มีวิตามินเอ
สงูพอ ๆ กบัเนือ้ฟักทอง แตมี่แคลเซียมและฟอสฟอรัสสงูกว่าในเนือ้  ดอกฟักทองมีวิตามินเอ ธาตุ
แคลเซียมและฟอสฟอรัส มีวิตามินซีเล็กน้อย (โรสวณัย์ พิริยะสมบญูธุ์, 2553) 
 
2.5  การวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant activity determination) 
 วิธีการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระสมารถแบง่ออกเป็น 2 ประเภท คือ การวิเคราะห์
ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระเชิงคณุภาพ และการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระเชิงปริมาณ ในแต่ละ
ประเภทจะมีหลายวิธีด้วยกัน ซึ่งแต่ละวิธีมีความจ าเพาะแตกต่างกัน โดยปกติมกัใช้หลายวิธี
ร่วมกนัในการตรวจสอบและสรุปผล 
 2.5.1  วิธีการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระเชิงคุณภาพ   

 การวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระเชิงคณุภาพเป็นการทดสอบเพ่ือหาชนิดของสารต้าน 
อนมุลูอิสระท่ีมีอยูใ่นตวัอยา่ง โดยอาศยัหลกัการตา่ง ๆ เชน่ การท าให้เกิดสี การท าให้เกิดตะกอน 
ความสามารถของการละลายในตวัท าละลาย และการถกูดดูซบัโดยตวัดดูซบั วิธีการวิเคราะห์ฤทธ์ิ
ต้านอนมุลูอิสระท่ีนิยม ได้แก่ การตรวจวดัสารโพลีฟีนอลชนิดตา่ง ๆ (เช่น Shinoda test และ Pew 
test) โครมาโตกราฟีแบบแผ่นบาง (thin layer chromatography, TLC) และการตรวจหาสารต้าน
อนุมูลอิสระชนิดต่าง ๆ โดยใช้เคร่ือง high performance liquid chromatography (HPLC)     
(บหุรัน พนัธุ์สวรรค์, 2556) 

  2.5.1.1  การวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของสารโพลีฟีนอลชนิดต่าง ๆ 
โดยการท าให้เกิดสี (colorimetric assay)  

  เป็นวิธีการน าสารเคมีชนิดต่าง ๆ มาท า ปฏิกิริยากับสารตวัอย่าง และดูสีท่ีเกิดขึน้
หลงัจากการเกิดปฏิกิริยา ตวัอยา่งของวิธีนี ้ได้แก่ 
   1.  วิธี Shinoda test เป็นการทดสอบปฏิกิริยากบัไซยานิดินส์ (cyanidins reaction) 
โดยการท าปฏิกิริยาของสารตวัอย่างกบัผงแมกนีเซียม (magnesium ribbon) กรดไฮโดรคลอริก
เข้มข้น และออกทิลแอลกอฮอล์ (octyl alcohol) ซึ่งจะเกิดการแยกชัน้ ถ้าเกิดสีแดงแสดงว่ามีสาร
จ าพวกฟลาโวนอล (flavonol) ฟลาวาโนน (flavanone) ฟลาวาโนนอล (flavanonol) หรือแซนโทน 
(xanthone)  
   2.  วิธี Pew test หรือการทดสอบของพิว เป็นการท าปฏิกิริยาระหว่างสารตวัอย่าง
กบัผงสงักะสี (zinc dust) และกรดไฮโดรคลอริก ถ้าเกิดสีแดงเข้มภายใน 2-5 นาที แสดงว่ามีสาร 
ฟลาวาโนนอล (flavanonol) และฟลาโวนอล-3-ไกลโคไซด์ (flavonol-3-glycoside) แต่ถ้าเป็นสี
จาง ๆ แสดงว่ามี สารฟลาวาโนน (flavanone) และฟลาโวนอล (flavonol) วิธีการทัง้สองมีข้อดี คือ 
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ท าได้หลายตวัอย่างพร้อมกนั ขัน้ตอนไม่ยุ่งยาก ไม่ซบัซ้อน และใช้ต้นทนุต ่าในการวิเคราะห์สาร
ตวัอย่าง แตมี่ข้อเสีย คือ มีความไว (sensitivity) และความแม่นย า(precision) ต ่า และเหมาะสม
ส าหรับวิเคราะห์สารตวัอย่างท่ีบริสุทธ์ิ เพราะสารหลาย ๆ ชนิดอยู่ด้วยกันสีท่ีเกิดขึน้สามารถ
รบกวนกนัได้ วิธีการดงักลา่วข้างต้นได้ถกูน า มาวิเคราะห์หาสารโพลีฟีนอล  
  2.5.1.2 การวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของสารโพลีฟีนอลด้วยวิธีโครมา
โตกราฟีแบบแผ่นบาง (thin layer chromatography, TLC)  
  เป็นเทคนิคท่ีใช้ในการแยกสารและวิเคราะห์สารโพลีฟีนอลในเชิงคุณภาพ 
(qualitative analysis) โดยอาศยัหลกัการเคล่ือนท่ีของสารด้วยตวัท าละลายหรือตวัพา (mobile 
phase) กบัการถกูดดูซบัโดยตวัดดูซบั (adsorbent หรือ stationary phase) ซึ่งอตัราการเคล่ือนท่ี
ของสารตัวอย่างบนตัวดูดซับขึน้อยู่กับความสามารถในการละลายของสารตัวอย่างกับตัวท า
ละลาย และความสามารถในการดดูซบัของตวัดดูซบัท่ีมีตอ่สารตวัอย่างในแตล่ะชนิด สารตวัอย่าง
ท่ีแตกตา่งกนัจะถกูละลายและถดูดดูซบัได้ไม่เท่ากนั โดยสารท่ีละลายในตวัท าละลายได้ดีและถกู
ดดูซบัน้อยจะเคล่ือนท่ีเร็ว คา่ Rf เข้าใกล้ 1.0 (Rf = ระยะทางท่ีสารตวัอย่างเคล่ือนท่ี/ระยะทางท่ีตวั
ท าละลายเคล่ือนท่ี) ส่วนสารท่ีละลายในตวัท าละลายได้น้อยและถกูดดูซบัได้ดีจะเคล่ือนท่ีช้า คา่ 
Rf จะเข้าใกล้ 0 ซึ่งตวัดดูซบัท่ีนิยมใช้ คือ ซิลิกาเจล และตวัท าละลายหรือตวัพาท่ีน ามาใช้ในการ
แยกสารมีหลายชนิด ทัง้นีอ้าจมีการใช้ตวัท าละลายเพียงชนิดเดียวหรือหลายชนิดผสมกันเพ่ือให้
เกิดการแยกท่ีดีท่ีสุด ตวัอย่างของตวัท าละลาย เช่น น า้ เอทานอล เมทานอล เอทิลอะซิเตต  
คลอโรฟอร์ม เป็นต้น สารตวัอยา่งบางชนิดสามารถแยกโดยใช้ TLC แล้วสามารถมองเห็นสีได้ด้วย
ตาเปล่า ได้แก่ แอนโทไซยานิน (anthocyanin) ชาลโคน (chalcone) และออโรน (ourone) เป็นต้น     
แตบ่างชนิดต้องน าแผ่น TLC ไปท าปฏิกิริยาตอ่กบัไอของแอมโมเนีย หรือส่องด้วยแสงอลัตราไวโอเลต 
(UV) หรือฉีดพ่นด้วยสารต่าง ๆ เช่น สารละลายโฟลิน สารละลายวานิลลินในกรดซัลฟิวริก
สารละลายวานิลลินในกรดไฮโดรคลอริก เป็นต้น ข้อดีของวิธีนี ้คือ ใช้สารตวัอย่างในปริมาณน้อย 
วิเคราะห์สารหลายชนิดได้พร้อมกนั ใช้เวลาในการวิเคราะห์สัน้ ขัน้ตอนไม่ยุ่งยากซบัซ้อน ใช้ต้นทนุ
ต ่าในการวิเคราะห์ตวัอย่าง สามารถแยกองค์ประกอบตา่ง ๆ ในสารตวัอย่างได้ทัง้ท่ีมีสีและไม่มีสี 
แตมี่ข้อเสีย คือ มีความไวและความแม่นย าต ่า และในกรณีท่ีองค์ประกอบตา่ง ๆ ในตวัอย่างมีคา่ 
Rf ใกล้เคียงกนัมาก จะไม่สามารถแยกองค์ประกอบตา่ง ๆ เหล่านัน้ออกจากกนัได้ หรือแยกได้แต่
ไมบ่ริสทุธ์ิ  
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  2.5.1.3  การวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระชนิดต่าง ๆ โดยใช้เคร่ือง high 
performance liquid chromatography (HPLC)  
  ใช้หลกัการคล้ายกบัเทคนิคของ TLC โดยเคร่ือง HPLC มีส่วนของป๊ัมมาช่วยให้ตวั
ท าละลายหรือเฟสเคล่ือนท่ี (mobile phase) และตวัดดูซบัหรือเฟสอยู่กบัท่ี (stationary phase) 
บรรจุเป็นทรงกลมเล็ก ๆ หรือเรียกว่าคอลมัน์ (column) โดยสารตวัอย่างแตล่ะชนิดจะเคล่ือนท่ี
ผ่านคอลมัน์หรือ stationary phase ได้แตกตา่งกนั คอลมัน์ตา่งชนิดกนัแยกสารได้แตกตา่งกนั ซึ่ง
สารท่ีถกูดดูซบัได้น้อยจะเคล่ือนท่ีผา่นคอลมัน์ออกมาก่อน สว่นสารท่ีถกูดดูซบัได้ดีจะเคล่ือนท่ีผ่าน
คอลมัน์ออกมาทีหลงัองค์ประกอบอีกส่วนท่ีส าคญั คือ ส่วนตรวจวดัสญัญาณ (detector) มีหน้าท่ี
ตรวจวดัสญัญาณของสารตวัอย่างท่ีแยกออกมาแต่ละชนิด ซึ่งสญัญาณท่ีตรวจวดัจะมีลกัษณะ
เป็นพีค (peak) เรียกว่าโครมาโตแกรม (chromatogram) โดยส่วนตรวจวดัสญัญาณสามารถ
ตรวจวดัด้วย UV, fluorescence, IR เป็นต้น ซึ่งแต่ละชนิดจะมีความจ าเพาะเจาะจงกับสาร
แตกต่างกัน การแยกสารต้านอนุมูลอิสระโดยใช้เคร่ือง HPLC สามารถตรวจหาสารได้ทัง้เชิง
คณุภาพและปริมาณในเวลาเดียวกนั อีกทัง้สามารถหาสารหลายชนิดไปพร้อม ๆ กนั ทัง้นีต้้องมี
สารมาตรฐานในการเปรียบเทียบโดยสารชนิดเดียวกันจะมีพีคออกมาในระยะเวลา (retention 
time) เดียวกนัเสมอ ข้อดีของวิธีนี ้ คือ สามารถวิเคราะห์ได้ทัง้เชิงคณุภาพและปริมาณวิเคราะห์
สารหลายชนิดได้พร้อมกนั และวิเคราะห์สารได้ในปริมาณต ่า ๆ แตมี่ข้อเสีย คือ มีคา่ใช้จ่ายสูง 
เน่ืองจากเคร่ือง HPLC มีราคาคอ่นข้างแพง และ mobile phase ต้องใช้ประเภท HPLC grade  
 2.5.2   วิธีการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระเชิงปริมาณ 
 การวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมลูอิสระเชิงปริมาณเป็นการวิเคราะห์เพ่ือหาปริมาณของสาร
ต้านอนมุลูอิสระในตวัอย่างประเภทตา่ง ๆ วิธีท่ีนิยม ได้แก่ การวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระด้วย
วิธีการท าลายอนมุลูอิสระดีพีพีเอช (DPPH„) วิธีการฟอกสีอนมุลูอิสระเอบีทีเอส (ABTS„+) การ
วิเคราะห์ความสามารถในการรีดิวซ์เฟอร์ริกของสารต้านอนมุลูอิสระ (FRAP assay) และ cupric 
reducing antioxidant capacity (CUPRAC)  ซึ่งวิธีการดงักล่าวข้างต้นจะมีการสร้างอนมุลูอิสระ
ท่ีทราบความเข้มข้นท่ีแน่นอนและวิเคราะห์ความสามารถในการยบัยัง้หรือก าจดัอนุมลูอิสระของ
สารตวัอย่างท่ีสนใจ  หน่วยของการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระเชิงปริมาณแสดงได้ 2 แบบ คือ 
(1) แบบปริมาณความเข้มข้นของสารต้านอนมุลูอิสระท่ีมีในตวัอย่าง ซึ่งคา่ตวัเลขสงูก็แสดงว่ามี
ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระสงู และ (2) แบบปริมาณความเข้มข้นของสารตวัอยา่งท่ีท าให้สารอนมุลูอิสระ
ลดลง 50% (IC50, 50 % of inhibitory concentration) โดยคา่ตวัเลขต ่าแสดงว่ามีฤทธ์ิต้านอนมุลู
อิสระสูง ทัง้สองแบบสามารถแสดงหน่วยได้หลากหลาย ได้แก่ µM/mg, mM/mg, µM/mL, 
mM/mL และ mmol/g เป็นต้น (บหุรัน พนัธุ์สวรรค์, 2556) 
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  2.5.2.1  การวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธีการท าลายอนุมูลอิสระดีพี
พีเอช (diphenylpicryhydrazyl (DPPH) radical scavenging assay)  
  เป็นการทดสอบด้วยวิธีทางเคมีโดยใช้สารท่ีมีคณุสมบตัิเป็นอนุมูลอิสระในท่ีนีก็้คือ
อนมุลูอิสระดีพีพีเอช (DPPH„, diphenyl-picryhydrazyl radical) ซึ่งเป็นสารสงัเคราะห์ท่ีอยู่ในรูป
อนุมูลอิสระท่ีคงตวัและมีสีม่วงสามารถดูดกลืนแสงได้สูงสุดโดยใช้เคร่ืองสเปกโตโฟโตรมิเตอร์  
(spectrophotometer) ท่ีความยาวคล่ืน 515 นาโนเมตร เม่ือ DPPH„ ท าปฏิกิริยากับสารต้าน
อนมุลูอิสระท่ีละลายด้วยเอทานอล (สารท่ีให้อิเล็กตรอน) จะท าให้สีม่วงจางลง ๆ จนเป็นสีเหลือง  
ดงัภาพ  
 

N

N
NO2

NO2

NO2

N

NH
NO2

NO2

NO2

AH A

 
 

                    สีมว่ง                                                    สีเหลือง 
 

ภาพท่ี 2-9  แสดงปฏิกิริยาระหวา่งอนมุลูอิสระดีพีพีเอชท าปฏิกิริยากบัสารต้านอนมุลูอิสระ  
   
ซึ่งก่อนน ามาวดัคา่การดดูกลืนแสงต้องตัง้ทิง้ไว้ท่ีมืดเป็นเวลา 30 นาที เพ่ือให้เกิดปฏิกิริยา ท าให้
สามารถหาการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระของสารตวัอย่างได้จากการค านวณสี ท่ีจางลงของการ
ยบัยัง้ DPPH„ สตูรค านวณได้จากการน าคา่การดดูกลืนแสงท่ีลดลงจากการใส่ตวัอย่างเทียบกบัคา่
การดดูกลืนแสงตัง้ต้น (ก่อนใสส่ารตวัอยา่ง) ดงันี ้
               DPPH radical scavenging (%) = [(A0-As)/A0] x 100 
 โดย   A0 = คา่การดดูกลืนแสงตัง้ต้น  
   As = คา่การดดูกลืนแสงหลงัจากเตมิสารตวัอยา่งสารมาตรฐานท่ีใช้ในการเทียบ 
       ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระ คือ โทรล็อกซ์ แสดงคา่เป็น TEAC  
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ข้อดีของ วิธีนี ้ คือ ง่าย สะดวก และรวดเร็ว ส่วนข้อเสีย คือ DPPH„ คอ่นข้างเสถียรไม่ไวต่อ
ปฏิกิริยาเหมือนอนุมูลอิสระท่ีเกิดขึน้ในร่างกายจริง จึงท าให้เกิดปฏิกิริยาได้ช้า ท าให้ค่าการ
วิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุูลอิสระท่ีวดัได้น้อยกว่าความเป็นจริง และต้องเตรียมสารละลายในตวัท า
ละลายท่ีเป็นแอลกอฮอล์ ซึ่งจะท าให้โปรตีนตกตะกอนจึงไม่สามารถวิเคราะห์ในตวัอย่างท่ีเป็น
เลือดได้  อีกทัง้สารปนเปือ้นและโลหะจะรบกวน (interfere) ซึ่งสามารถเป็นตวัรีดิวซ์แล้วท าให้สี
ของ DPPH„ จางลงได้เชน่กนั  
  2.5.2.2 การวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระด้วยการฟอกสีอนุมูลอิสระเอบีที
เอส (ABTS radical cation decolorization assay)  
  เป็นวิธีการวดัความสามารถในการฟอกสีอนมุูลอิสระเอบีทีเอส (ABTS„+, 2,2′-azino-
bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) radical) เป็นสารสังเคราะห์ท่ีมีสีเขียวปนน า้เงิน
สามารถดดูกลืนแสงได้สงูสดุท่ีความยาวคล่ืน 734 นาโนเมตร เน่ืองจากสีของ ABTS„+ ปกติจะมี
คา่การดดูกลืนแสงสงู จึงต้องท าการเจือจาง ABTS„+ ด้วยฟอสเฟตบฟัเฟอร์ จากนัน้น า ABTS„+  
ท าปฏิกิริยากบัสารตวัอยา่งท่ีละลายด้วยเอทานอลเจือจางซึง่จะท าให้สีจางลง ดงัภาพ  
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    สีเขียว-น า้เงิน                                                               ไมมี่สี 
 
ภาพท่ี 2-10  แสดงปฏิกิริยาระหวา่งอนมุลูอิสระเอทีบเีอสท าปฏิกิริยากบัสารต้านอนมุลูอิสระ 
 
 และตัง้ทิง้ไว้เพ่ือให้เกิดปฏิกิริยา จึงสามารถหาความเป็นสารต้านอนมุลูอิสระของสารตวัอย่างได้
จากการค านวณสีท่ีจางลงของการยบัยัง้อนมุลูอิสระ ABTS„+ ซึ่งวิธีการค านวณและการเทียบกบั
สารมาตรฐาน trolox กระท าเช่นเดียวกบัวิธี DPPH ข้อดีของวิธีการนี ้คือ ABTS„+ละลายได้ดีในน า้ 
และตวัท าละลายอินทรีย์จึงท าปฏิกิริยาได้อย่างรวดเร็ว และท าปฏิกิริยาได้ดีในช่วง pH กว้าง ส่วน
ข้อเสีย คือ ABTS„+ ไมเ่ป็นสารธรรมชาตท่ีิพบในร่างกายหรือในเซลล์ของสิ่งมีชีวิตและต้องมีการท า
ปฏิกิริยากบัสารอ่ืนก่อนถึงจะเกิดเป็นอนมุลูอิสระ (Apak et al., 2013) 
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  2.5.2.3 การวิเคราะห์ความสามารถในการรีดิวซ์เฟอร์ริกของสารต้านอนุมูล
อิสระ (ferric ionreducing antioxidant power (FRAP) assay)  
  วิธีการนีอ้าศัยหลักการของสารต้านอนุมูลอิสระสามารถถ่ายเทอิเล็กตรอนให้กับ
สารประกอบเชิงซ้อน [Fe(III)(TPTZ)2]

3+ ท าให้เกิดการเปล่ียนรูปเป็น [Fe(II)(TPTZ)2]
2+ ดงัภาพ  
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ภาพท่ี 2-11  แสดงปฏิกิริยาระหวา่งสารประกอบเชิงซ้อน [Fe(III)(TPTZ)2]

3+ ท าปฏิกิริยากบั 
                    สารต้านอนมุลูอิสระ 
 
ซึ่ง [Fe(II)(TPTZ)2]

2+ มีความสามารถในการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 593 นาโนเมตร ปริมาณ
ของ [Fe(II)(TPTZ)2]

2+ ท่ีเกิดขึน้สามารถประมาณความสามารถในการเป็นสารต้านอนมุลูอิสระได้
ในรูป FRAP value เทียบกบักราฟมาตรฐานของเฟอร์รัสซลัเฟต (FeSO4) ซึ่งขัน้ตอนโดยละเอียด
ของวิธีการนี ้ได้แก่ การท าให้เกิดสารประกอบเชิงซ้อน [Fe(III)(TPTZ)2]

3+ ประกอบด้วยน าสารละลาย 
TPTZ (2,4,6-tri (2-pyridyl)-striazine)ท่ีละลายด้วยกรดไฮโดรคลอริกเจือจางมาท าปฏิกิริยากับ
สารละลายอะซิเตตบฟัเฟอร์ และสารละลายเฟอริกไตรคลอไรด์เฮกซะไฮเดรต จากนัน้ท าการรีดิวซ์
เฟอร์ริกโดยการเติมสารละลายมาตรฐานเฟอร์รัสซลัเฟตหรือสารตวัอย่าง (สารต้านอนุมลูอิสระ) 
และตัง้ทิง้ไว้ในท่ีมืด วิธีการนีเ้ป็นวิธีท่ีง่าย ใช้เวลาน้อย ไม่แพง และสามารถท าซ า้แล้วให้ผล
เหมือนเดมิ แตข้่อเสีย คือ ปฏิกิริยาท่ีเกิดขึน้เป็นปฏิกิริยาเคมีท่ีไม่เก่ียวข้องกบัสภาวะร่างกาย และ
สารละลายท่ีใช้อ้างอิงต้องใช้น า้ ปราศจากไอออน (deionized water)  
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   2.5.2.4  การวิเคราะห์ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี CUPRAC 
(cupric reducing antioxidant capacity)  
   วิธีการนีอ้าศยัหลกัการของสารต้านอนุมลูอิสระสามารถถ่ายเทอิเล็กตรอนให้กับ
สารประกอบเชิงซ้อน [Cu(II)(Nc)2]

2+ ท าให้เกิดการเปล่ียนรูปเป็น [Cu(I)(Nc)2]
+ ดงัสมการ  

 
   Cu(Nc) 2+ + Ar(OH)n                     nCu(Nc)2

+ + Ar(=O)n + nH+   
                          สีฟ้า                     สีเหลืองส้ม 
 

                              
                             สีฟ้า                            สีเหลืองส้ม  
 
ภาพท่ี 2-12  แสดงโครงสร้าง CUPRAC reagent ท าปฏิกิริยากบัสารต้านอนมุลูอิสระ 
  
ซึ่ง [Cu(I)(Nc)2]

+  มีความสามารถในการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร ปริมาณ
ของ [Cu(I)(Nc)2]

+  ท่ีเกิดขึน้สามารถประมาณความสามารถในการเป็นสารต้านอนมุลูอิสระได้ ซึ่ง
ขัน้ตอนโดยละเอียดของวิธีการนี ้ ได้แก่ การท าให้เกิดสารประกอบเชิงซ้อน [Cu(II)(Nc)2]

2+ 
ประกอบด้วยน าสารละลาย CuCl2  มาท าปฏิกิริยากับสารละลาย ammonium acetate และ
สารละลาย neocuproene จากนัน้ท าการรีดิวซ์คอปเปอร์โดยการเติมสารต้านอนุมูลอิสระ  
ปฏิกิริยานีเ้กิดได้สมบรูณ์ภายใน 30 นาที  (Apak et al., 2013) 

 

2.6  อุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ 
 อปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษ (paper-based analytical device) เป็นอปุกรณ์ท่ีใช้ใน
การวิเคราะห์รูปแบบใหมท่ี่ก าลงัได้รับความสนใจ โดยท าการสร้างท่อการไหลของสารบนกระดาษ
ซึ่งเป็นวสัดท่ีุชอบน า้ (hydrophilic)  เม่ือหยดน า้ลงบนกระดาษหรือจุ่มกระดาษลงในน า้ น า้จะซึม
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ตามท่อขนส่งท่ีได้สร้างไว้ ไปยงับริเวณทดสอบได้ สามารถน าไปประยุกต์ใช้ในการวิเคราะห์ทาง
การแพทย์ การควบคมุคณุภาพอาหาร การตรวจทางด้านสิ่งแวดล้อม เป็นต้น ถือว่าเป็นทางเลือก
ใหม่ท่ีน่าสนใจเพราะข้อดีของอุปกรณ์นีคื้อ สามารถผลิตได้ง่าย และมีต้นทุนในการผลิตต ่า 
เน่ืองจากวัสดุท่ีใช้ในการผลิตเป็นกระดาษเป็นวัสดุท่ีหาซือ้ได้ง่าย พบได้ในชีวิตประจ าวัน 
นอกจากนีอุ้ปกรณ์การวิ เคราะห์บนกระดาษยังพกพาได้สะดวก และสามารถทิง้ได้หลังการ
วิเคราะห์  (ปวีณา  เดือนฉาย และวิจิตรา  เดือนฉาย, 2557) 

 2.6.1  อุปกรณ์วิเคราะห์บนกระดาษประกอบด้วย 2 ส่วน คือ  
   1.  ส่วนท่ีชอบน า้ (hydrophilic) อาศยัคณุสมบตัิท่ีชอบน า้ของกระดาษ  น า้จะซึมไป
ตามชอ่งในระดบัไมโครบนกระดาษ 
  2.  สว่นท่ีไมช่อบน า้ (hydrophobic) ใช้เป็นสว่นกัน้เพ่ือควบคมุบริเวณการตรวจวดั 

 2.6.2  เทคนิคการสร้างอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ 
 ปัจจบุนัเทคนิคท่ีใช้ในการเตรียมอปุกรณ์การวิเคราะห์บนกระดาษด้วยระบบของไหล
จลุภาคมีด้วยกนัหลาย  ยกตวัอยา่งเชน่ 
  1. การพิมพ์ด้วยแสง  (photolithography) (Martinez, Phillips, Butte, &  
Whitesides, 2007)  

 2.  การพิมพ์ด้วยเคร่ืองพล็อตเตอร์ (plotter) (Bruzewicz, Reches, &  Whitesides, 
2008) 
  3.  การสลกัด้วยการฉีกหมกึ  (ink jet etching) (Abe, Kotera, Suzuki, & Citterio, 
2010) 
  4.  การปรับสภาพด้วยพลาสมา (plasma  treatment) (Li, Tian, & Shen, 2010) 
  5.  การตดักระดาษ (paper cutting) (Wang, Wu, & Zhu, 2010) 
  6.  การพิมพ์ด้วยขีผ้ึง้ (wax printing) (Lu, Shi, Jiang, Qin, & Lin, 2009) 
  7.  การพิมพ์ด้วยน า้หมึกฉีด (ink jet printing) (Delaney, Hogan, Tian, & Shen, 
2011) 
  8.  การพิมพ์แบบยืดหยุน่  (flexography printing) (Olkkonen, Lehtinen, & Erho, 
2010).   
  9.  การพิมพ์สกรีน  (screen printing) (Sameenoi, Nongkai, Nouanthavong, 
Henry, & Nacapricha, 2014) 
  10. การปรับสภาพด้วยเลเซอร์ (laser  treatment) (Chitnis, Ding, Chang, Savran, & 
Ziaie, 2011)  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Abe%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20652543
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kotera%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20652543
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kotera%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20652543
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Citterio%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20652543
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Citterio%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20652543
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 2.6.3  เทคนิคการตรวจวัดท่ีประยุกต์กับอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระกระดาษ 
 ส าหรับวิธีท่ีใช้ในการวิเคราะห์หาปริมาณสารสามารถใช้เทคนิคตา่ง ๆ เข้าร่วมในการ
วิเคราะห์ผลได้ 
  2.6.3.1  การตรวจหาโดยการเทียบสี (colorimetric detection)  
  วิธีนีถู้กน าไปใช้อย่างกว้างขวาง เพราะวิธีนีเ้ป็นวิธีท่ีง่าย และสามารถมองเห็นการ
เปล่ียนสีได้ด้วยตาเปล่า เช่น การวิเคราะห์กลโูคส  (Martinez et al., 2007 ; Ornatska, Sharpe, 
Andreescu, &  Andreescu, 2011) การวิเคราะห์แอลกอฮอล์ (กนกวรรณ ฟีสนัเทียะ และยภุาพร 
สมีน้อย, 2557) (ภาพ 2-13) ซึ่งท าการตรวจเทียบสีด้วยตาเปล่า หรือโดยการใช้กล้องถ่ายรูปหรือ
การใช้สแกนเนอร์ จากนัน้น ารูปส่งไปยงัคอมพิวเตอร์เพ่ือวิเคราะห์ความเข้มสี  โดยใช้โปรแกรมใน
การวิเคราะห์ซึง่ง่ายในการแปลผลข้อมลูจากการทดลอง  แสดงตวัอยา่งในการวิเคราะห์   

 
 

ภาพท่ี 2-13  อปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษโดยการเทียบสีและกราฟมาตรฐานแสดงการวิเคราะห์ 
     แอลกอฮอล์ (กนกวรรณ ฟีสนัเทียะ และยภุาพร สมีน้อย, 2557) 
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  2.6.3.2  การตรวจหาด้วยวิธีการทางเคมีไฟฟ้า (electrochemical detection)   
  เป็นการเปล่ียนแปลงทางไฟฟ้า  โดยเทคนิคนีจ้ะใช้ขัว้ฟ้าทัง้หมด 3 ชนิด ในระบบ ได้แก่ 
ขัว้ไฟฟ้าช่วย (counter, electrode) ขัว้ไฟฟ้าอ้างอิง (reference electrode) และขัว้ไฟฟ้าใช้งาน 
(working electrode) ซึ่งจะท าการสร้างกระดาษโดยน าขัว้ทัง้ 3 ชนิดเคลือบหรือติดไว้บนกระดาษ 
ดงัภาพท่ี 2-14   
 

 
 
ภาพท่ี 2-14  อปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษโดยวิธีการทางเคมีไฟฟ้า (Nie  et al., 2009) 
 
  2.6.3.3  การตรวจหาด้วยการวัดค่าการน าไฟฟ้า (electrical conductivity)  
  เป็นวิธีท่ีวดัการเปล่ียนแปลงคา่การน าไฟฟ้าของสารเคมี แตก่ารใช้เทคนิคนีใ้นอปุกรณ์
การวิเคราะห์บนกระดาษยงัมีข้อจ ากดัในการประยกุต์การตรวจวดัสารในสถานะแก๊ส ดงัภาพท่ี 2-15 
 

 
 
ภาพท่ี 2-15  อปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษโดยวดัคา่การน าไฟฟ้า (Araujo & Paixão, 2014) 
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  2.6.3.4  การตรวจหาโดยวิธีการทางเคมีเรืองแสง (chemiluminescent) และ
วิธีการทางไฟฟ้าเคมีเรืองแสง (electrochem luminescent detection)  

  การตรวจหาโดยวิธีการทางไฟฟ้าเคมีเรืองแสงแสดงตวัอย่างในภาพท่ี 2-16  เป็น
วิธีการวิเคราะห์ท่ีประสบผลส าเร็จในการน ามาประยกุต์ใช้กับอุปกรณ์ตรวจวดัแบบกรดาษ โดยได้รับ
ความสนใจเป็นอย่างมาก  เน่ืองจากสามารถผลิตได้ง่าย  ราคาถูก และมีความว่องไวในการ
ตรวจวดัสงู  

 

 
 

ภาพท่ี 2-16  อปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษโดยวิธีการทางไฟฟ้าเคมีเรืองแสง (Delaney et al., 2011) 
 
2.7  งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
 กนกวรรณ ฟีสนัเทียะ และยภุาพร สมีน้อย (2557)  ได้พฒันาวิธีการวิเคราะห์แอลกอฮอล์
โดยใช้อุปกรณ์ตรวจวัดของไหลจุลภาคแบบกระดาษท่ีท างานร่วมกับเอนไซม์ออกซิเดสและ

เอนไซม์ฮอร์สราดิสเปอร์ออกซิเดส โดยมี 3,3′,5,5′-เตตระเมทิลเบนซิดิน เป็นซบัสเตรทท่ีเปล่ียนสี 
จากไมมี่สีเป็นสีเขียวปนน า้เงิน สามารถตรวจวดัความเข้มสีบนอปุกรณ์แบบกระดาษด้วยโปรแกรม
ประมวลผลภาพ จากการวิเคราะห์เอทานอลด้วยสภาวะท่ีเหมาะสม  พบว่าให้กราฟมาตรฐานเป็น
เส้นตรงในช่วงความเข้มข้น 50-1000 µM ขีดจ ากดัการตรวจวดัเท่ากบั 1.50 µM และมีความ 
สามารถการท าซ า้ท่ีความเข้มข้น 100, 500 และ 1000 µM ท่ีมีร้อยละส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน
สมัพทัธ์ เท่ากบั 1.93, 1.66 และ1.24 ตามล าดบั (n=10) จากผลการทดลองเบือ้งต้นชีใ้ห้เห็นว่า
อปุกรณ์ตรวจวดั ท่ีพฒันาขึน้มีแนวโน้มสามารถใช้หาปริมาณแอลกอฮอล์ท่ีความเข้มข้นต ่า มีราคา
ถกู และเหมาะส าหรับการตรวจวดัภาคสนาม 
 Martinez et al. (2007) ได้พฒันาอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษ เพ่ือใช้ตรวจวิเคราะห์
กลูโคสและโปรตีนในปัสสาวะ  ซึ่งสามารถตรวจวดัได้พร้อมกันและใช้สารตวัอย่างเพียง  5 µM 
การสร้างอุปกรณ์ตรวจวัดของไหลจุลภาคแบบกระดาษ   ใช้ เทคนิคการพิมพ์ด้วยแสง 

http://pubs.acs.org/action/doSearch?ContribStored=Shen%2C+W
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(photolithography) ในการวิเคราะห์กลโูคสและโปรตีนในปัสสาวะอาศยัการท างานของเอนไซด์
ออกซิเดสท าปฏิกิริยากบักลโูคสได้สารไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์  เช่นเดียวกบัการวิเคราะห์กรดยริูก
แตเ่ปล่ียนจากเอนไซม์ออกซิเดสเป็นท าปฏิกิริยากบัเอนไซม์ยริูเอส จากการศกึษาท าให้ได้อปุกรณ์
ตรวจวัดท่ีมีราคาถูก ท่ีมีขนาดเล็ก ท่ีใช้แล้วทิง้ท่ีใช้งานง่าย และเหมาะส าหรับการตรวจวัด
ภาคสนาม 
 Dungchai, Chailapakul, and Henry (2011) ได้พฒันาอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษ
เพ่ือใช้ตรวจวิเคราะห์กลโูคสและโปรตีนในน า้เลือด  การสร้างอปุกรณ์ตรวจวดัของไหลจลุภาคแบบ
กระดาษ (µPAD) ใช้เทคนิคการพิมพ์ด้วยขีผ้ึง้ (wax printing)  นอกจากนีศ้กึษาอุณหภูมิความ
ร้อนและเวลาท่ีเหมาะสมเพ่ือเพิ่มประสิทธิภาพของอุปกรณ์ตรวจวดัโดยใช้ความกว้างต ่าสุดของ
ช่องทางน า้และส่วนกัน้น า้ 650 µm และ 1300 µm ตามล าดบั และน าไปเปรียบเทียบกับวิธีการ
ผลิตโดยเทคนิค ใช้เทคนิคการพิมพ์ด้วยแสง (photolithography) ผลพบว่าการผลิตทัง้สองวิธีให้
กระดาษท่ีมีประสิทธิภาพไมต่า่งกนั ในการวิเคราะห์กลโูคสและโปรตีนในน า้เลือดอาศยัการท างาน
ของเอนไซด์ออกซิเดสท าปฏิกิริยากับกลูโคสได้สารไฮโดรเจนแปอร์ออกไซด์ เช่นเดียวกับการ
วิเคราะห์กรดยริูกแตเ่ปล่ียนจากเอนไซม์ออกซิเดสเป็นท าปฏิกิริยากบัเอนไซม์ยริูเอส การศกึษาครัง้
นีแ้สดงให้เห็นวา่อปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษท่ีผลิตด้วยวิธีพิมพ์ด้วยขีผ้ึง้เป็นท่ีง่ายตอ่การใช้งาน
และราคาไม่แพงวิธีการผลิตทางเลือกส าหรับ µPAD ซึ่งจะเป็นประโยชน์อย่างยิ่งในประเทศก าลงั
พฒันา 

 Vella et al. (2012) ได้พฒันาอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษเพ่ือใช้ตรวจตวัอยา่งเลือด
จากปลายนิว้เพ่ือวิเคราะห์การท างานของตบั โดยวดัความเข้มสี จากการทดลองพบว่าอปุกรณ์ท่ี
ผู้วิจยัสร้างขึน้ สามารถตรวจสอบผู้ ท่ีมีความผิดปกตขิองไตได้โดยการเจาะเลือดปลายนิว้ซึง่ชว่ย
ลดปัญหาในการเก็บตวัอยา่ง  สามารถเตรียมตวัอยา่งและท าการประเมินผลบนอปุกรณ์เพียงชิน้
เดียว  การตรวจวดั 1 ครัง้ใช้เวลาในการทดสอบเพียง  30-35 นาที  สามารถท าการประเมินหลาย
ด้านพร้อมกบัได้ และเม่ือใช้งานเรียบร้อยแล้วสามารถท าลายได้ง่ายเพ่ือป้องกนัการติดเชือ้โรคท่ี
ตดิมากบัเลือด 

 Teerinen, Lappalainen, and Erho (2014) ได้พฒันาอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษ
เพ่ือวิเคราะห์มอร์ฟีนในตวัอยา่งน า้ลายโดยใช้เทคนิค Immunochomatographic  ซึ่งสร้างอปุกรณ์
ตรวจวดัแบบกระดาษด้วยเทคนิค lateral flow อปุกรณ์ทดสอบแบง่ออกเป็น 5 ส่วน คือ sample 
pad, conjugate pad, immunochomatographic membrane, adsorbent pad และ backing 
card ผลการศกึษาพบว่าอปุกรณ์ตรวจวดัท่ีพฒันาขึน้มีประสิทธิภาพการวิเคราะห์มอร์ฟีนเทียบเท่า 
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Nitrocellulose สามารถน าไปใช้งานแบบ point-of-care ท่ีสามารถท าการวิเคราะห์โดยตรง  
เตรียมตวัอย่างง่าย  วิเคราะห์ได้ผลรวดเร็ว มีต้นทนุต ่า  พกพาสะดวก  มีความปลอดภยัในการใช้
และท าลายได้ง่ายเพ่ือป้องกนัการตดิเชือ้โรค 

Klasner et al. (2010) ได้พฒันาอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษระบบของไหลจุดภาค 
(paper-based microfludic device) เพ่ือวิเคราะห์คีโตนและกลูโคสในปัสสาวะ และไนไตรท์ใน
ตวัอย่างน า้ลายโดยใช้เทคนิค dipstick ซึ่งสร้างอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษด้วยการผสมพอลิเมอร์
เทียบกบัวิธีพิมพ์ด้วยแสง (photolithography) การวิเคราะห์ระดบัคีโตนในปัสสาวะ  และไนไตรท์
ในน า้ลาย โดยวดัความเข้มสีพบว่าให้กราฟมาตรฐานเป็นเส้นตรงในช่วงความเข้มข้น 5-16 mM , 
และ 5-250 µM ตามล าดบั มีคา่ขีดจ ากดัการตรวจวดั 0.5 mM, และ 5 µM ตามล าดบั  อปุกรณ์ท่ี
พัฒนาขึน้สามารถตรวจวัดได้โดยใช้เวลาเพียง 25 นาที และช่วยลดขัน้ตอนของการวิเคราะห์
ตวัอยา่ง 

Li, Then, Li, and Shen (2014) ได้ท าการศกึษาปัจจยัท่ีมีผลตอ่การเกิดตะกอนของ
เซลล์เม็ดเลือดแดงของกลุ่ม secondary blood เพ่ือสร้างอปุกรณ์ตรวจวดัการเกิดตะกอนของหมู่
เลือดท่ีให้ผลรวดเร็วและแม่นย า ติดตามผลโดยการส่องกล้องจลุทรรศน์ ผลพบว่า แอนติบอดีท่ี้มี
โครงสร้าง IgM มีความสามารถในการเกิดปฏิกิริยาสามารถเห็นตะกอนของเซลล์เม็ดเลือดแดงได้
อย่างชดัเจน  คา่ pH ท่ีเหมาะสมของสารละลายในการล้างเซลล์เม็ดเลือดแดงคือสภาพเดียวกัน
กับร่างกายการวิเคราะห์ด้วยอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษให้ผลการทดลองท่ีรวดเร็ว และมี
คณุภาพเทียบเทา่วิธีมาตรฐาน 

Noiphung et al. (2015) ได้พฒันาอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษ เพ่ือใช้ในการศกึษากรุ๊ป
เลือดในระบบ ABO และ Rh โดยใช้เทคนิค immunochomatographic การสร้างอุปกรณ์ตรวจ
วิเคราะห์แบบกระดาษ (PAD) ใช้เทคนิคการพิมพ์ด้วยขีผ้ึง้ (wax printing) จากผลการวิจยัพบว่า  
การวิเคราะห์ด้วยอปุกรณ์ท่ีพฒันาขึน้ มีความถกูต้องของข้อมลูในการตรวจวดัดงันี ้ A (n = 12), B 
(n = 13), AB (n = 9), O (n = 14) และ Rh (n = 48) มีคา่ 92%, 85%, 89%, 93% และ 96% 
ตามล าดบั ใช้เวลาทดสอบรวมเพียง 10 นาที แอนติบอดีท่ี้ถกูดดูซบัลงบนกระดาษ เก็บทีอณุหภูมิ 4๐C 
นาน 21 วนั ซึง่แสดงให้เห็นวา่อปุกรณ์ท่ีพฒันาขึน้มีคณุภาพเทียบเท่าวิธีตรวจวดัในห้องปฏิบตัิการ 
สามารถน าไปใช้งานแบบ point-of-care สามารถท าการวิเคราะห์โดยตรงโดยไม่ต้องเตรียม
ตัวอย่าง  วิเคราะห์ได้ผลรวดเร็ว มีต้นทุนต ่า  พกพาสะดวก  มีความปลอดภัยในการใช้และ
สามารถท าลายได้ง่ายเพ่ือป้องกนัการติดเชือ้โรค 



บทที่ 3 

วธีิด าเนินการวจิัย 

 
3.1  เคร่ืองมือ  อุปกรณ์และสารเคมี 
 3.1.1  เคร่ืองมือและอุปกรณ์ 
  1.  เคร่ืองชัง่ละเอียด 4 ต าแหนง่ (METTLER TOLEDO AG 204) 
  2.  เคร่ือง Ultrasonic Sonicator (Crest-ultrasonic, ประเทศไทย) 
  3.  Micro pipette ขนาด 10, 20, 200, 1,000 µL (Biopette) 
  4.  กระดาษกรอง เบอร์ 4 (Whatman International Ltd. ประเทศไทย) 
  5.  บล็อกสกรีน 
  6.  สแกนเนอร์ (cannon scanner Lide110) 
  7.  Spectrophotometer (GENESYS 20 Visible Spectrophotometer thermo 
scientific, United States) 
  8.  ปิเปตทิป 
  9.  ตู้ดดูความชืน้  (Amphoe house Model : GH 120, Taiwan) 

     10.  เคร่ืองวดั pH (Mettler Toledo FiveEasy Benchtop Meter) 
  11.  ขวดสีชาขนาด 5 และ 10 mL 
  12.  บีกเกอร์ขนาด 50, 100 และ 250 mL 
 

 3.1.2  สารเคมี 
  1.  gallic acid (3,4,5-trihydroxybenzoic acid) (M.W. 170.12 g/mol, Sigma 
Aldrich CAS 149-91-7) 
  2.  trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid)       
(M.W. 250.29 g/mol, Sigma Aldrich CAS 53188-07-1) 
  3.  วิตามินซี หรือ L-ascorbic acid (2-oxo-L-threo-hexono-1,4-lactone-2,3-
enediol) (M.W. 176.12 g/mol, Sigma Aldrich CAS 50-81-7) 
  4.  quercetin (2-(3,4-dihydroxyphenyl)-3,5,7-trihydroxy-4H-chromen-4-one) 
(M.W. 302.24 g/mol, Sigma Aldrich CAS 117-39-5) 
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 5.  epigallocatechin gallate, EGCG { [(2R,3R)-5,7-dihydroxy-2-(3,4,5-
trihydroxyphenyl)-3,4-dihydro-2H-chromen-3-yl] 3,4,5-trihydroxybenzoate} (M.W. 458.37 
g/mol, Sigma Aldrich CAS 989-51-5) 
  6.  toluene (AR grade บริษัท Fluka) 
  7.  polystyrene (ซือ้จากร้านบณัฑิตเคร่ืองเขียน, ชลบรีุ ประเทศไทย) 
  8.  neocuproine  (M.W. 208.26 g/mol, Sigma Aldrich CAS 484-11-7) 
  9.  cupper (II) chloride (CuCl2.2H2O) (M.W. 170.44 g/mol, Ajax Finechem  
CAS 1015-13-0 ) 
  10.  ammonium acetate (M.W. 77.08 g/mol, Ajax Finechem CAS 631-61-8) 
   
3.2  การเตรียมสารละลาย 

 3.3.1  การเตรียมสารละลาย CUPRAC 
  3.3.1.1  การเตรียมสารละลาย 4 mM CuCl2 
  ชัง่ CuCl2•2H2O มา 0.0170 g ละลายในน า้กลัน่ ปริมาตร 5.00 mL  
  3.3.1.2  การเตรียมสารละลาย 10 mM ammonium acetate pH 7 
  ชัง่ ammonium acetate  มา 0.1927 g ละลายในน า้กลัน่ และปรับปริมาตรให้ครบ 
250 mL ปรับ pH = 7 
  3.3.1.3  การเตรียมสารละลาย 12 mM neocuproine  
  ชัง่ neocuproine มา 0.0139 g ละลายใน 96% ethanol 1.00 mL จะได้สารละลาย 
neocuproine 66.74 mM จากนัน้ปิเปตสารมา 300.0 µL แล้วเตมิ น า้กลัน่ 1,365.5 µL จะได้
สารละลาย 12 mM neocuproine   
 3.3.2  การเตรียมสารละลาย gallic acid 
 เตรียม stock ของ gallic acid  ความเข้มข้น  10 mM ปริมาตร 5.00 mL โดยชัง่ gallic 
acid  0.0085 g ละลายใน 96 % ethanol 5.00 mL แล้วเจือจางสารละลายให้มีความเข้มข้น 
0.001–5.000 mM ด้วยน า้กลัน่  
 3.3.3  การเตรียมสารละลาย trolox 
 เตรียม stock ของ trolox ความเข้มข้น 10 mM ปริมาตร 5.00 mL โดยชัง่ trolox 0.0125 g 
ละลายใน 96 % ethanol 5.00 mL แล้วเจือจางสารละลายให้มีความเข้มข้น 0.001-5 mM ด้วยน า้
กลัน่ 
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 3.3.4  การเตรียมสารละลายวิตามินซี ( L-ascorbic acid) 
 เตรียม stock ของ ascorbic acid ความเข้มข้น  10 mM ปริมาตร 5.00 mLโดยชัง่ 
ascorbic acid 0.0088 g ละลายในน า้กลัน่ 5.00 mL แล้วเจือจางสารละลายให้มีความเข้มข้น 
0.001-5 mM ด้วยน า้กลัน่ 
 3.3.5  การเตรียมสารละลาย quercetin 
 เตรียม stock ของ quercetin ความเข้มข้น 10 mM ปริมาตร 5.00 mLโดยชัง่ quercetin 
0.0151 g ละลายใน 96% ethanol 5.00 mL แล้วเจือจางสารละลายให้มีความเข้มข้น 0.001-5 mM 
ด้วยน า้กลัน่ 
 3.3.6  การเตรียมสารละลาย epigallocatechin gallate   
 เตรียม stock ของ epigallocatechin gallate  ความเข้มข้น  10 mM ปริมาตร 5.00 mL
โดยชัง่ epigallocatechin gallate  0.0229 g ละลายใน 96 % ethanol 5.00 mL แล้วเจือจาง
สารละลายให้มีความเข้มข้น 0.001-5 mM ด้วยน า้กลัน่ 
 3.3.7  การเตรียมสารละลายตัวอย่าง 
 ชัง่ตวัอยา่งชามา 2 กรัม ละลายในน า้ร้อนท่ีอณุหภูมิ 80 ๐C ปริมาตร 200 mL ทิง้ไว้เป็น
เวลา 5 นาที จากนัน้กรองตะกอนชาออก น าน า้ชาท่ีได้ไปวิเคราะห์หรือเจือจางให้มีความเข้มข้นท่ี
เหมาะสมส าหรับการวิเคราะห์ 
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3.3 แผนการด าเนินการวิจัย 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี  3-1  แผนผงัขัน้ตอนการท าวิจยั 
 

 งานวิจยัชิน้นีไ้ด้ประยกุต์ใช้อปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษอย่างง่ายโดยอาศยัการเกิดสี
ของสารละลาย copper(II)-neocuproine [Cu(II)-Nc] จากไม่มีสีเป็น copper(I)-neocuproine 
[Cu(I)-Nc] ท่ีมีสีส้ม-เหลือง ในการตรวจวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระในตัวอย่างชาโดยใช้  
ascorbic acid, trolox, EGCG, gallic acid และ quercetin เป็นสารมาตรฐาน ซึ่งการวิเคราะห์
ฤทธ์ิต้านอนุมลูอิสระในตวัอย่างชา จะแสดงเป็น gallic acid equivalent (GAE) µmol/g tea     
ค่าหาได้โดยประยุกต์ใช้อุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษอย่างง่ายโดยอาศัยการวัดความเข้มสี      
น าสญัญาณท่ีได้ไปแทนคา่ในกราฟมาตรฐานของสารมาตรฐาน  
 
 
 

สร้างอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษแบบหลมุ (well) 

วิเคราะห์สารต้านอนมุลูอิสระด้วยวิธี CUPRAC 

ศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสม 
-  ความเข้มข้นของ 
   CuCl2 
-  ความเข้มข้นของ    
   ammonium acetate 
- ระยะเวลาท่ีเหมาะสม 
 

 

ศกึษาประสทิธิภาพของอปุกรณ์ทีพ่ฒันาขึน้ 
 

การวเิคราะห์สารต้านอนมุลูอิสระมาตรฐาน 
(ascorbic acid, gallic acid, trolox, EGCG และ quercetin) 

ศกึษาค่าทางการวเิคราะห์  
(analytical features) 
- ช่วงความเป็นเส้นตรง 
-  คา่ขีดจ ากดัการ   
   ตรวจวดั  (LOD) 
- คา่ความสามารถในการ 
  ท าซ า้  (%RSD) 

ศกึษาความแม่น 
 

วเิคราะห์ด้วยวธีิ 
CUPRAC แบบดัง้เดมิ 

วเิคราะห์ด้วยอปุกรณ์

ตรวจวดัแบบกระดาษ 

ตวัอย่างชา 
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3.4  การเตรียมอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ  
 เตรียมโดยการชั่ง polystyrene ละลายด้วย toluene ในอัตราส่วน 1.25 g : 5 mL 
จากนัน้น าไป sonicate ด้วยเคร่ือง ultrasonic sonicator เพ่ือไล่ฟองอากาศประมาณ  5–10 นาที 
แล้วน าสารละลายท่ีได้ไปเทบนบล็อกสกรีนท่ีอยู่บนกระดาษกรอง ปาดสารละลายให้ซึมผ่านสกรีน
ไปยงักระดาษรอให้แห้ง ติดด้านหลงัด้วยสก๊อตเทป ก่อนน าไปใช้ในการทดสอบเพ่ือป้องกันการ
ร่ัวซึมของสารละลายท่ีน ามาทดสอบจะเห็นได้ว่ารูปร่างของอปุกรณ์ขึน้อยู่กบัแบบบนบล็อคสกรีน 
ในงานวิจยัชิน้นีไ้ด้ศกึษาอปุกรณ์แบบกระดาษท่ีมีรูปร่างแบบหลมุ (well format) ท าได้โดยสกรีน
ให้มีลกัษณะเป็นหลมุดงัภาพท่ี 3-2  โดยมีเส้นผ่าศนูย์กลางเท่ากบั 5 มิลลิเมตร (Sameenoi et al., 
2014) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
ภาพท่ี 3-2  การสร้างอปุกรณ์ตรวจวดัแบบหลมุ (well format) 
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3.5  ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะห์บนอุปกรณ์ตรวจวัดที่พัฒนาขึน้ 
 ศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการวิเคราะห์ ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระ ด้วยวิธี CUPRAC ได้แก่ 
 3.5.1  ศึกษาความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของสารละลาย CuCl2 

 หยดสารละลาย CuCl2 เข้มข้นในชว่ง 1- 20 mM  จ านวน 2 µL ลงบนอปุกรณ์แบบ
กระดาษ โดยมีการท า blank ควบคูก่บัทกุความเข้มข้นของ CuCl2 รอให้แห้ง จากนัน้หยด
สารละลาย ammonium acetate เข้มข้น 100 mM จ านวน 2 µL รอให้แห้ง แล้วหยดสารละลาย 
neocuproine เข้มข้น 12 mM จ านวน 2 µL รอให้แห้ง สดุท้ายหยดสารละลาย ascorbic acid
เข้มข้น 5 mM จ านวน 2 µL ปลอ่ยให้เกิดปฏิกิริยาเป็นเวลา 30 นาที ก่อนสแกนภาพและน าเข้า
โปรแกรมประมวลผลภาพ  เพ่ือวิเคราะห์ความเข้มสี 
 เลือกความเข้มข้นของสารละลาย CuCl2 ท่ีให้คา่ความเข้มสีสงูสดุไปใช้ในการทดลอง
ตอ่ไป 
 3.5.2  ศึกษาความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของสารละลาย ammonium acetate 
(CH3COONH4) 
 ท าการทดลองเหมือนข้อ 3.5.1 โดยเลือกความเข้มข้นของสารละลาย CuCl2 ท่ีมีคา่
ความเข้ม 4 mM และสารละลาย ammonium acetate pH 7 เข้มข้น 10, 50, 100 และ 500 mM  
ปลอ่ยให้เกิดปฏิกิริยา แล้วน าไปสแกนภาพและน าเข้าโปรแกรมประมวลผลภาพเพ่ือวิเคราะห์
ความเข้มสี   
 เลือกความเข้มข้นของสารละลาย ammonium acetate ท่ีให้คา่ความเข้มสีสงูสดุไปใช้
ในการทดลองตอ่ไป 
       3.5.3  ระยะเวลาในการเกิดปฏิกิริยา 
      ท าการทดลองเหมือนข้อ 3.5.1 โดยเลือกความเข้มข้นของสารละลาย CuCl2 ท่ีมีคา่
ความเข้ม  4 mM  สารละลาย ammonium acetate เข้มข้น 10 mM และ ascorbic acid เข้มข้น  
5 mM ปล่อยให้เกิดปฏิกิริยาเป็นเวลา 10, 20, 30 และ 45 นาที ก่อนสแกนภาพและน าเข้าโปรแกรม
ประมวลผลภาพเพ่ือวิเคราะห์ความเข้มสี   
 เลือกเวลา ท่ีให้คา่ความเข้มสีสงูสดุไปใช้ในการทดลองตอ่ไป   
   
 
 
 



32 

 

3.6  การศึกษาค่าทางการวิเคราะห์ (analytical features) ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ
ของสารมาตรฐานด้วยอุปกรณ์ที่พัฒนาขึน้  
 3.6.1  สารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐาน ascorbic acid 
  3.6.1.1  ศึกษาช่วงความเป็นเส้นตรงของสารต้านอนุมูลอิสระโดยมี ascorbic 
acid เป็นสารมาตรฐาน  
  หยดสารละลาย CuCl2 เข้มข้น  4  mM จ านวน 2 µL รอให้แห้ง จากนัน้หยด
สารละลาย ammonium acetate เข้มข้น 10 mM จ านวน 2 µL รอให้แห้ง แล้วหยดสารละลาย 
neocuproine เข้มข้น 12 mM จ านวน 2 µL รอให้แห้ง สดุท้ายหยดสารละลาย ascorbic acid 
เข้มข้น 0.001-10 mM จ านวน 2 µL ปลอ่ยให้เกิดปฏิกิริยา 20 นาที  ก่อนสแกนภาพและน าเข้า
โปรแกรมประมวลผลภาพเพ่ือวิเคราะห์ความเข้มสี แล้วผลท่ีได้ไปสร้างกราฟมาตรฐาน 
  3.6.1.2   ศึกษาขีดจ ากัดการตรวจวัด (limit of detection, LOD) โดยมี ascorbic 
acid เป็นสารมาตรฐาน 
  ท าการทดลองเหมือนข้อ 3.6.1.1 ใช้น ากลัน่แทนสารมาตรฐาน โดยท าซ า้ 10 ครัง้ 
ก่อนสแกนภาพและน าเข้าโปรแกรมประมวลผลภาพเพ่ือวิเคราะห์ความเข้มสี จากนัน้หาคา่
เบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard deviation) แล้วน าคา่ท่ีได้มาค านวณหา คา่ขีดจ ากดัการตรวจวดั 
(limit of detection, LOD) ตามสมการดงัตอ่ไปนี ้ (Armbruster & Pry, 2008) 
 คา่ขีดจ ากดัการตรวจวดั (limit of detection, LOD)  
    ILOD   =  I0+3SDblank 
 เม่ือ    
    ILOD       คือ  คา่ความเข้มสีของ CUPRAC ท่ีความเข้มข้นระดบัขีดจ ากดั 
                       การตรวจวดั 
    I0          คือ  คา่ความเข้มสี ของ blank 
    SDblank  คือ  คา่เบีย่งเบนมาตรฐานของคา่ความเข้มสีของ blank (n=10) 
 น า ILOD ไปค านวณคา่ขีดจ ากดัการตรวจวดั (xLOD) ของสารต้านอนมุลูอิสระมาตรฐานดงั
สมการ  
  ILOD =  mxLOD + c 
 เม่ือ   m         คือ ความชนั 
    c          คือ จดุตดัแกนในกราฟมาตรฐาน 
    xLOD      คือ ขีดจ ากดัการตรวจวดั  
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   3.6.1.3  ศึกษาความสามารถในการท าซ ้าของวิธี (reproducibility) และส่วน
เบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (%RSD) โดยมี ascorbic acid เป็นสารมาตรฐาน 
  ท าการทดลองเหมือนข้อ 3.6.1.1 ใช้สารละลาย ascorbic acid 2 ความเข้มข้น  
(เลือกความเข้มข้นอยูใ่นชว่งความเป็นเส้นตรง) โดยท าซ า้ความเข้มข้นละ 10 ครัง้ แล้วน าไปสแกน
ภาพและน าเข้าโปรแกรมประมวลผลภาพเพ่ือวิเคราะห์ความเข้มสี น าข้อมูลท่ีได้ไปค านวณหา
ความสามารถในการท าซ า้ของวิธี (reproducibility) โดยรายงานเป็นค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน
สมัพทัธ์ (relative standard deviation, %RSD) ท่ีค านวณได้ดงันี ้ 

 % RSD  = 
      

 ̅
 

 เม่ือ 
  SD = สว่นเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
   ̅  = คา่เฉล่ียของข้อมลูทัง้หมด 
  ศกึษาคา่ทางการวิเคราะห์ของสารมาตรฐานตวัอ่ืนๆได้แก่  gallic acid, trolox, 
EGCG  และ quercetin  
  
3.7  ศึกษาความแม่นของการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของวิธีที่พัฒนาขึน้
เทยีบกับวิธี CUPRAC แบบดัง้เดมิ 
  3.7.1  การวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระในตัวอย่างชาชงด้วยอุปกรณ์ท่ี
พัฒนาขึ้น 
 ท าการทดลองเหมือนข้อ 3.6.1.1 ใช้ตวัอยา่งชา 2 µL แทนสารมาตรฐาน ก่อนสแกน
ภาพและน าเข้าโปรแกรมประมวลผลภาพเพ่ือวิเคราะห์ความเข้มสี แล้วผลท่ีได้ไปเทียบกราฟ
มาตรฐานของ gallic acid และค านวณฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระในตวัอยา่งชา โดยแสดงเป็น gallic 
acid equivalent (GAE) µmol/g tea 
 3.7.2 การวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระในตัวอย่างชาชงด้วยวิธี CUPRAC  
แบบดั้งเดมิ 
 น าสารละลาย น าสารมาตรฐาน gallic acid 0–2 mM และ สารตวัอย่างชา เตมิ
สารละลายรีเอเจนท์ CUPRAC  ( สารละลาย CuCl2 เข้มข้น 1 M + สารละลาย ammonium 
acetate เข้มข้น 1 M + สารละลาย  neocuproine  7.5 mM  อยา่งละ 1 mL ) แล้วเติมน า้ให้
ปริมาตรสดุท้ายเป็น 4.1 mL ปลอ่ยให้เกิดปฏิกิริยา 30 นาที  แล้วน าไปวดัคา่การดดูกลืนแสง       
ท่ีความยาวคล่ืน 455 นาโนเมตร ด้วยเคร่ือง spectrophotometer  น าผลท่ีได้มาสร้างกราฟ
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มาตรฐานและค านวณฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระในตวัอยา่งชา โดยแสดงในหนว่ย gallic acid 
equivalent (GAE) µmol/g tea 
  
3.8  การวิเคราะห์ความเข้มสีด้วยโปรแกรม ImageJ 
 1.  เปิดโปรแกรม ImageJ 
 2.  เลือก open แล้วเลือกรูปท่ีต้องการประมวลผล 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 3-3  แสดงการเปิดโปรแกรม ImageJ 
 
 3.  Set scale ของบริเวณท่ีตรวจวดั 
 
              
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 3-4  แสดง Set scale ของบริเวณท่ีตรวจวดัในโปรแกรม ImageJ 
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 4.  ปรับรูปให้เหลือเฉพาะสีท่ีต้องการโดยไปท่ี Image--> adjust-->color threshold จะ
ปรากฏ box ขึน้มาดงัรูป เลือก pass ทัง้หมด เลือก Threshold color : White, Color space : 
RGB  สว่น scale อ่ืนให้ปรับตามภาพท่ี 3-5 
 

 
 
 
 

 
 
ภาพท่ี 3-5  แสดงการปรับสีในโปรแกรม ImageJ 
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 5. ปรับเป็นสี gray โดยไปท่ี Image --> Type --> 8- bit 
 

 
 
 
 

 
 
ภาพท่ี 3-6  แสดงการปรับเป็นสี gray ในโปรแกรม ImageJ 
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 6.  ปรับให้เป็น gray intensity โดยเลือก Edit--> invert 
 

 
 
 

 
 

ภาพท่ี 3-7  แสดงการปรับเป็น gray intensity ในโปรแกรม ImageJ 
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 7.  ตัง้คา่วดัความเข้มสีโดยไปท่ี set measurements จะปรากฏ box ดงัรูปให้เลือก 
Area, Mean gray value, limit to threshold และ display label (ท าเฉพาะครัง้แรกท่ีใช้โปรแกรม) 
แล้วคลิก OK 
 

 
 

 

 
 

ภาพท่ี 3-8  แสดงการ set measurements ในโปรแกรม ImageJ 
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  8.  เลือกบริเวณท่ีต้องการวดั intensity โดยเลือก shortcut  ตามแบบรูปท่ีต้องการ
จากนัน้ลากครอบบริเวณท่ีต้องการวดั เม่ือได้บริเวณแล้วให้ไปท่ี Analyze Measurement หรือใช้ 
Crtl+M  คา่ Mean  ท่ีปรากฏคือคา่  mean gray scale intensity ท่ีได้จากการประมวลภาพ 
 

 
 
ภาพท่ี 3-9  แสดงการ Analyze Measurement ในโปรแกรม ImageJ 
 



บทที่ 4 

ผลการการวจิัยและอภปิราย 
 

4.1  ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะห์บนอุปกรณ์ตรวจวัดที่พัฒนาขึน้ 
 ศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระ ด้วยวิธี CUPRAC ได้แก่ 
 4.1.1  การศึกษาความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของสารละลาย CuCl2 

 เน่ืองด้วยการศึกษาฤทธ์ิต้านอนุมลูอิสระด้วยวิธี CUPRAC เป็นการวดัการเพิ่มขึน้ของ
สญัญาณของ CUPRAC reagent เม่ือท าปฏิกิริยากบัสารต้านอนมุลูอิสระ การศกึษาความเข้มข้น
เร่ิมต้นของ CuCl2  ในการน าไปวิเคราะห์จึงเป็นปัจจยัส าคญั โดยความเข้มข้นเร่ิมต้นท่ีเหมาะสม
จะต้องเป็นความเข้มข้นที่ให้สัญญาณที่สูงเมื่อเติมสารต้านอนุมูลอิสระลงไปเพียงเล็กน้อย 
งานวิจยันีท้ าการศกึษาความเข้มข้นเร่ิมต้นของ CuCl2 ท่ีเหมาะสมส าหรับใช้ในการท าปฏิกิริยากบั
สารต้านอนมุลูอิสระมาตรฐาน  ซึ่งในการทดลองนีใ้ช้ ascorbic acid เป็นสารมาตรฐาน โดยการ 
ศกึษาความเข้มข้นของ CuCl2 ตัง้แต ่1-20 mM  โดยหยดสารละลาย CuCl2 จ านวน 2 µL ลงบน
อปุกรณ์แบบกระดาษ (n=3)  ซึ่งมีการท า blank ควบคูก่บัทกุความเข้มข้นของ CuCl2 รอให้แห้ง 
จากนัน้หยดสารละลาย ammonium acetate เข้มข้น 100 mM จ านวน 2 µL รอให้แห้ง แล้วหยด
สารละลาย neocuproine  เข้มข้น 12 mM จ านวน  2 µL รอให้แห้ง สดุท้ายหยดสารต้านอนมุลูอิสระ
มาตรฐาน  ascorbic acid  เข้มข้น 5 mM  จ านวน 2 µL ปล่อยให้เกิดปฏิกิริยาเป็นเวลา 30 นาที  
ก่อนสแกนภาพและน าเข้าโปรแกรมประมวลผลภาพ  เพ่ือวิเคราะห์ความเข้มสี น าค่าความเข้มสี  
มาสร้างกราฟ โดยพลอตระหว่างความเข้มข้นของ CuCl2 และความเข้มสีของ CUPRAC reagent 
ภายหลงัท าปฏิกิริยากบั ascorbic acid เข้มข้น  5 mM  แสดงในภาพท่ี 4-1 
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A 
 
 
 
 
B 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4-1  การศกึษาความเข้มข้นของ CuCl2 ท่ีเหมาะสมใน CUPRAC reagent  ส าหรับการ  
   วิเคราะห์ ascorbic acid เข้มข้น 5 mM (A) แสดงสี CUPRAC reagent บนอปุกรณ์ 
   ตรวจวดัแบบกระดาษท่ี CuCl2 ท่ีความเข้มข้นตา่ง ๆ (B) กราฟพลอตระหวา่งความ 
   เข้มสีของ CUPRAC reagent ภายหลงัจากท าปฏิกิริยากบั ascorbic acid กบั CuCl2 

    ท่ีความเข้มข้นตา่ง ๆ (n=3) 
 

 จากกราฟท่ีแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของ CuCl2  และความเข้มสี
CUPRAC reagent  ภายหลงัจากท าปฏิกิริยากบั ascorbic acid เข้มข้น 5 mM  พบว่าเม่ือเพิ่ม
ความเข้มข้นของ CuCl2 เพิ่มขึน้ความเข้มสีของ CUPRAC reagent ก็เพิ่มขึน้ตามไปด้วยและคงท่ี
ท่ีความเข้มข้นของ CuCl2  เท่ากับ 4 mM ขึน้ไปในการทดลองนีจ้ึงเลือก CuCl2 ท่ีมีความเข้มข้น     
4 mM  เป็นความเข้มข้นท่ีเหมาะสมในการท าปฏิกิริยากบัสารต้านอนมุลูอิสระ เน่ืองจากให้สญัญาณ
ท่ีสงูภายหลงัจากท าปฏิกิริยากบัสารต้านอนมุลูอิสระ 
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 4.1.2  การศึกษาความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของสารละลาย ammonium acetate 
 จากการศกึษาความเข้มข้นสารละลาย ammonium acetate pH 7 เข้มข้น 10, 50, 100 
และ 500 mM ได้ผลการทดลองดงัแสดงในกราฟท่ีพลอตระหว่างความเข้มสีของ CUPRAC 
reagent  กบัความเข้มข้นสารละลาย ammonium acetate ดงัภาพท่ี 4-2   
 
  
 A 
 
 
 
 
 B 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4-2  การศกึษาความเข้มข้นของ ammonium acetate ท่ีเหมาะสมใน CUPRAC reagent  
                  ส าหรับการวิเคราะห์ ascorbic acid เข้มข้น 5 mM (A) แสดงสี CUPRAC reagent 
                 บนอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษท่ี ammonium acetate ท่ีความเข้มข้นตา่ง ๆ  
                 (B) กราฟพลอตระหวา่งความเข้มสีของ CUPRAC reagent ภายหลงัจากท าปฏิกิริยา 
                 กบั ascorbic acid กบั ammonium acetate ท่ีความเข้มข้นตา่ง ๆ (n=3)  

 
 จากการศึกษาความเข้มข้นสารละลาย ammonium acetate ในการเกิดปฏิกิริยา

ระหว่าง  CUPRAC reagent  กบัสารต้านอนมุลูอิสระมาตรฐาน  ascorbic acid ท่ีมีความเข้มข้น 
5 mM พบว่าความเข้มข้นสารละลาย ammonium acetate ที่เหมาะสมที่สุด คือ 10 mM  
เน่ืองจากเป็นค่าความเข้มข้นท่ีให้สัญญาณสูงและยังสามารถท าหน้าท่ีควบคุมค่า pH ไม่ให้
เปล่ียนแปลงได้ 
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 4.1.3  ระยะเวลาในการเกิดปฏิกิริยา 
 จากการศกึษาเวลาในการเกิดปฏิกิริยาระหว่าง CUPRAC reagent กบัสารต้านอนมุูล

อิสระมาตรฐาน คือ ascorbic acid  ท่ีความเข้มข้น 5 mM ได้ผลการทดลองดงัแสดงในกราฟท่ี
พลอตระหวา่งความเข้มสีของ CUPRAC reagent กบัเวลาในการเกิดปฏิกิริยาดงัภาพท่ี 4-3 

 
 
 A 
 
 
 
 B 
 
 
 
 

 
 
ภาพท่ี 4-3  (A) แสดงสีของสารละลาย CUPRAC reagent  ท่ีชว่งเวลาตา่ง ๆ (B) กราฟพลอต 
                  ระหวา่งความเข้มสีของ CUPRAC reagent  ภายหลงัจากท าปฏิกิริยากบั  ascorbic  
   acid เข้มข้น 5 mM ท่ีชว่งเวลาตา่ง ๆ (n=3) 
 

 จากการศกึษาเวลาในการเกิดปฏิกิริยาระหว่าง CUPRAC reagent กบัสารต้านอนมุลู
อิสระมาตรฐาน ascorbic acid ท่ีความเข้มข้น 5 mM พบว่าท่ีเวลาในการท าปฏิกิริยา 20 นาที ให้
คา่สญัญาณความเข้มสีของ CUPRAC reagent ท่ีสงูสดุ ในการทดลองนีจ้ึงเลือกระยะเวลาในการ
เกิดปฏิกิริยา 20 นาที เป็นระยะเวลาท่ีเหมาะสมส าหรับการวิเคราะห์สารต้านอนมุลูอิสระด้วยวิธี  
CUPRAC บนอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษท่ีได้พฒันาขึน้ 
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4.2  ศึกษาค่าทางการวิเคราะห์ (analytical features) ของอุปกรณ์ตรวจวัดแบบ
กระดาษที่พัฒนาขึน้ในการวิเคราะห์สารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐาน 

 4.2.1  ศึกษาการวิเคราะห์สารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐาน  ascorbic acid 
 ascorbic acid เป็นรูปท่ีออกฤทธ์ิ ของวิตามินซี วิตามินซีมีลกัษณะเป็นผลึกสีขาว ท่ี

สามารถละลายน า้ได้ดีมาก คงตวัในอากาศเม่ืออยู่ในสภาวะบริสุทธ์ิ และแห้ง แต่สลายตวัอย่าง
รวดเร็วเม่ือโดนความชืน้และแสง ascorbic acid แสดงสมบตัเิป็นสารต้านปฏิกิริยาออกซิเดชนัโดย
ท าหน้าท่ียบัยัง้การเกิดอนมุลูอิสระท่ีเกิดขึน้ บริเวณพนัธะคูข่องกรดไขมนั  โดยท าลายอนมุลูอิสระ
ท่ีเกิดขึน้ด้วยการเปล่ียนไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ท่ีเกิดขึน้จากปฏิกิริยาออกซิเดชนัไปเป็นสารท่ีมี
ความเสถียรมากขึน้ และจบักบัโลหะไอออนท่ีเป็นสารเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชนั (ณฏัฐา รัชตะนาวิน, 
2547) 

 จากการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของ ascorbic acid  ด้วยวิธี CUPRAC ได้ผลดงั
แสดงในภาพท่ี 4-4 จะเห็นว่าเม่ือความเข้มข้นของ ascorbic acid เพิ่มขึน้ความเข้มสีของ 
CUPRAC reagent  มีคา่เพิ่มขึน้เน่ืองจากสารเชิงซ้อน Cu(II)–neocuproine complex ท าปฏิกิริยา
กบัสารต้านอนมุูลอิสระ ascorbic acid  ส่งผลให้ไอออน Cu(II) ถกูรีดิวซ์กลายเป็น Cu (I) เกิดสาร
เชิงซ้อน  Cu(I)- neocuproine complex ท่ีมีสีเหลืองส้มท่ีเพิ่มขึน้เม่ือความเข้มข้นของสารต้าน
อนมุลูอิสระมีคา่เพิ่มขึน้ดงัแสดงในภาพท่ี 4-4 A จากนัน้พลอตกราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหว่าง
ความเข้มสีกบัความเข้มข้นของ ascorbic acid พบว่าสญัญาณมีค่าเพิ่มขึน้เม่ือ ascorbic acid 
เพิ่มขึน้ ดงัภาพท่ี 4-4 B และกราฟดงักล่าวมีช่วงความเป็นเส้นตรงในช่วงความเข้มข้นของ 
ascorbic acid เทา่กบั 20-700 µM (R² = 0.991) (ตารางท่ี ก-1 ภาคผนวก ก) 

 จากนัน้ศกึษาความสามารถในการท าซ า้จากการวิเคราะห์  ascorbic acid  ความเข้มข้น
ท่ีอยู่ในช่วงความเป็นเส้นตรง ความเข้มข้นละ 10 ซ า้ พบว่าให้ค่า %RSD  อยู่ในช่วง 13.3-17.7 
(n=10) (ตารางท่ี ก-6 ภาคผนวก ก และแสดงวิธีการค านวณในภาคผนวก ข) แสดงให้เห็นว่าวิธี  
CUPRAC  บนอปุกรณ์ท่ีพฒันาขึน้มีความเท่ียงสงูในการวิเคราะห์สารมาตรฐาน  ascorbic acid 

 วิเคราะห์ค่าขีดจ ากัดการตรวจวดั (LOD) ด้วยอปุกรณ์ท่ีพฒันาขึน้พบว่าความเข้มข้น
ของ  ascorbic acid ท่ีต ่าท่ีสดุท่ีวิธี CUPRAC บนอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษสามารถวิเคราะห์
ได้มีคา่เทา่กบั 13 µM (ตารางท่ี ก-6 ภาคผนวก ก  และแสดงวิธีการค านวณในภาคผนวก ข) 
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 A 
 
 
 
 

B 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4-4 (A) แสดงลกัษณะสีของ CUPRAC reagent หลงัจากท าปฏิกิริยากบั ascorbic acid   
                 ความเข้มข้นตา่ง ๆ (B) แสดงคา่ความเข้มสี (gray scale intensity) หลงัท าปฏิกิริยา 
                 ระหว่างสารละลาย CUPRAC reagent กบั ascorbic acid ความเข้มข้นตา่ง ๆ (n=3) 
 

 4.2.2  ศึกษาการวิเคราะห์สารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐาน  gallic acid 
 gallic acid เป็นกรดอินทรีย์ท าหน้าท่ีเป็นสารต้านอนุมลูอิสระ ช่วยป้องกันเซลล์จาก
ปฏิกิริยาออกซิเดชนั (oxidation reaction) ช่วยป้องกันเซลล์จากความเครียดเม่ืออายุมากขึน้ซึ่ง
ชว่ยลดโรคหวัใจและโรคมะเร็งในผู้สงูอาย ุโดยสามารถพบได้ในอาหาร เช่น บลเูบอร์ร่ี แอปเปิล้ ใบ
ชาวอลนทั (Phakthong, Liawruangrath, & Liawruangrath, 2014) 

 จากการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมลูอิสระของ gallic acid ด้วยวิธี CUPRAC ได้ผลดงั
แสดงในภาพท่ี 4-5 จะเห็นว่าเม่ือความเข้มข้นของ gallic acid เพิ่มขึน้ความเข้มสีของ CUPRAC 
reagent  มีค่าเพิ่มขึน้ดงัแสดงในภาพท่ี 4-5 A จากนัน้พลอตกราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหว่าง
ความเข้มสีกบัความเข้มข้นของ gallic acid พบว่าสญัญาณมีคา่เพิ่มขึน้เม่ือ gallic acid เพิ่มขึน้
ดงัภาพท่ี 4-5 B  และกราฟดงักล่าวมีช่วงความเป็นเส้นตรงในช่วงความเข้มข้นของ gallic acid 
เทา่กบั 10-200 µM (R² = 0.994) (ตารางท่ี ก-2 ภาคผนวก ก) 

 จากนัน้ศกึษาความสามารถในการท าซ า้จากการวิเคราะห์  gallic acid ความเข้มข้นท่ี
อยู่ในช่วงความเป็นเส้นตรงความเข้มข้นละ 10 ซ า้พบว่าให้ค่า %RSD อยู่ในช่วง 7.3 -15.1 

y = 0.046x + 0.067 
R² = 0.991 
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(n=10) (ตารางท่ี ก-7 ภาคผนวก ก)  แสดงให้เห็นว่าวิธี  CUPRAC  บนอปุกรณ์ท่ีพฒันาขึน้มี
ความเท่ียงสงูในการวิเคราะห์สารมาตรฐาน  gallic acid 

 วิเคราะห์ค่าขีดจ ากดัการตรวจวดั (LOD) ด้วยอปุกรณ์ท่ีพฒันาขึน้พบว่าความเข้มข้น
ของ  gallic acid ท่ีต ่าท่ีสดุท่ีวิธี  CUPRAC  บนอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษสามารถวิเคราะห์ได้
มีคา่เทา่กบั 5.7 µM  (ตารางท่ี ก-7 ภาคผนวก ก) 
 
 
 A 
 
 
 
 B 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี  4-5 (A) แสดงลกัษณะสีของ  CUPRAC reagent หลงัจากท าปฏิกิริยากบั  gallic acid  
   ความเข้มข้นตา่ง ๆ (B) แสดงคา่ความเข้มสี (gray scale intensity) หลงัท าปฏิกิริยา 
                  ระหวา่งสารละลาย CUPRAC reagent กบั gallic acid ความเข้มข้นตา่ง ๆ (n=3) 
 

  4.2.3  ศึกษาการวิเคราะห์สารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐาน  EGCG 
 EGCG  มีสมบตัิเป็นสารต้านอนมุลูอิสระท่ีมีประสิทธิภาพสงู ท าลายเซลล์มะเร็งและ

หยุดการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งได้ ช่วยป้องกันการเกิดโรคหลอดเลือดอุดตนั ช่วยควบคุม
ระดบัน า้ตาลในเลือด  พบมากใน ชาเขียว (Nagle, Ferreira, & Zhou, 2006) 

 จากการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของ EGCG ด้วยวิธี CUPRAC ได้ผลดงัแสดงใน
ภาพท่ี  4-6 จะเห็นว่าเม่ือความเข้มข้นของ EGCG เพิ่มขึน้ความเข้มสีของ CUPRAC reagent มี
คา่เพิ่มขึน้ดงัแสดงในภาพท่ี 4-6 A จากนัน้พลอตกราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหว่างความเข้มสีกบั
ความเข้มข้นของ EGCG พบว่าสญัญาณมีค่าเพิ่มขึน้เม่ือ EGCG เพิ่มขึน้ดงัภาพท่ี 4-6 B และ

y = 0.141x + 1.426 

R² = 0.994 
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กราฟดงักล่าวมีช่วงความเป็นเส้นตรงในช่วงความเข้มข้นของ EGCG เท่ากบั 5–100 µM (R2 = 
0.994) (ตารางท่ี ก-3 ภาคผนวก ก) 

 จากนัน้ศกึษาความสามารถในการท าซ า้จากการวิเคราะห์ EGCG พบว่าให้คา่ %RSD  
อยู่ในช่วง 1.93-14.4 (n=10) (ตารางท่ี ก-8 ภาคผนวก ก) แสดงให้เห็นว่าวิธี CUPRAC บน
อปุกรณ์ท่ีพฒันาขึน้มีความเท่ียงสงูในการวิเคราะห์สารมาตรฐาน  EGCG 

วิเคราะห์คา่ขีดจ ากดัการตรวจวดั (LOD) ด้วยอปุกรณ์ท่ีพฒันาขึน้พบว่าความเข้มข้นของ  
EGCG ท่ีต ่าท่ีสดุท่ีวิธี CUPRAC บนอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษสามารถวิเคราะห์ได้มีคา่เท่ากบั 
1.2 µM (ตารางท่ี ก-8 ภาคผนวก ก) 

 
 
A 
 
 
B 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4- 6 (A) แสดงลกัษณะสีของ  CUPRAC reagent  หลงัจากท าปฏิกิริยากบั  EGCG   
                  ความเข้มข้นตา่ง ๆ (B)  แสดงคา่ความเข้มสี (gray scale intensity)  หลงัท าปฏิกิริยา 
                  ระหวา่งสารละลาย  CUPRAC reagent  กบั  EGCG ความเข้มข้นตา่ง ๆ  (n=3) 
 

 4.2.4  ศึกษาการวิเคราะห์สารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐาน  quercetin 
quercetin  เป็นสารพฤกษเคมีท่ีอยู่ในกลุ่มฟลาโวนอยด์ เป็นสารท่ีให้ฤทธ์ิในการต้าน

ออกซิเดชัน่สงูท่ีสดุ  มกัจะอยู่ตามเปลือกไม้และผลไม้ เช่น แอปเปิล้, ชา, หวัหอม และไวน์แดง 
เป็นไบโอฟลาโวนอยด์ท่ีมีประสิทธิภาพต่อต้านอนุมูลอิสระและลดอาการอกัเสบ (วิภพ สุทธนะ, 
2556)   

y = 0.308x - 0.018 
R² = 0.994 
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 จากการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของ quercetin ด้วยวิธี CUPRAC ได้ผลดงัแสดง
ในภาพท่ี 4-7 จะเห็นว่าเม่ือความเข้มข้นของ quercetin เพิ่มขึน้ความเข้มสีของ CUPRAC 
reagent  มีค่าเพิ่มขึน้ดงัแสดงในภาพท่ี 4-7 A  จากนัน้พลอตกราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหว่าง
ความเข้มสีกบัความเข้มข้นของ quercetin  พบว่าสญัญาณมีคา่เพิ่มขึน้เม่ือ quercetin เพิ่มขึน้ดงั
ภาพท่ี 4-7 B  และกราฟดงักล่าวมีช่วงความเป็นเส้นตรงในช่วงความเข้มข้นของ quercetin 
เทา่กบั 20–500 µM (R2 = 0.997) (ตารางท่ี ก-4 ภาคผนวก ก) 

 จากนัน้ศกึษาความสามารถในการท าซ า้จากการวิเคราะห์ quercetin  ความเข้มข้นท่ีอยู่
ในช่วงความเป็นเส้นตรงความเข้มข้นละ 10 ซ า้พบว่าให้คา่ %RSD อยู่ในช่วง 4.70-9.80 (n=10) 
(ตารางท่ี ก-9 ภาคผนวก ก)  แสดงให้เห็นว่าวิธี CUPRAC บนอปุกรณ์ท่ีพฒันาขึน้มีความเท่ียงสงู
ในการวิเคราะห์สารมาตรฐาน  quercetin   

 วิเคราะห์ค่าขีดจ ากัดการตรวจวดั (LOD) ด้วยอปุกรณ์ท่ีพฒันาขึน้พบว่าความเข้มข้น
ของ quercetin ท่ีต ่าท่ีสดุท่ีวิธี CUPRAC บนอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษสามารถวิเคราะห์ได้มี
คา่เทา่กบั  21 µM  (ตารางท่ี ก-9 ภาคผนวก ก) 

 

 
 A 
 
 
 
 
 B 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4- 7 (A) แสดงลกัษณะสีของ CUPRAC reagent หลงัจากท าปฏิกิริยากบั quercetin    
                  ความเข้มข้นตา่ง ๆ (B) แสดงคา่ความเข้มสี (gray scale intensity) หลงัท าปฏิกิริยา 
   ระหวา่งสารละลาย CUPRAC reagent กบั quercetin ความเข้มข้นตา่ง ๆ (n=3) 
 

y = 0.035x + 1.195 
R² = 0.997 
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 4.2.5  ศึกษาการวิเคราะห์สารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐาน  trolox 
 trolox เป็นอนพุนัธ์ของวิตามินอีท่ีดดัแปลงโครงสร้างโดยการเปล่ียนสายอลัเคน เป็นหมู่

คาร์บอกซิลิก  มีสตูรโครงสร้างท่ีท าให้มีความสามารถละลายได้ดีในน า้ แตเ่น่ืองจากความสามารถ
ในการละลายน า้ได้ดี  จึงท าให้การออกฤทธ์ิเร็วกว่าวิตามินอี โดยวิตามินอีต้องใช้เวลานานเป็น
ชัว่โมงหรือเป็นวนั ในขณะท่ี trolox ออกฤทธ์ิเกือบจะทนัทีในวิธีการตรวจสอบหลายวิธี ในการวิจยั
นิยมใช้ trolox เป็นสารมาตรฐานในการตรวจฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระ (โอภา วชัระคปุต์ และคณะ, 
2550)  

 จากการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของ trolox ด้วยวิธี CUPRAC ได้ผลดงัแสดงใน
ภาพท่ี 4-8 จะเห็นว่าเม่ือความเข้มข้นของ trolox เพิ่มขึน้ความเข้มสีของ CUPRAC reagent มีคา่
เพิ่มขึน้ดงัแสดงในภาพท่ี 4-8 A จากนัน้พลอตกราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหว่างความเข้มสีกับ
ความเข้มข้นของ trolox พบวา่สญัญาณมีคา่เพิ่มขึน้เม่ือ  trolox เพิ่มขึน้ดงัภาพท่ี 4-8 B และกราฟ
ดงักล่าวมีช่วงความเป็นเส้นตรงในช่วงความเข้มข้นของ trolox  เท่ากบั 10–700 µM (R2 = 0.990) 
(ตารางท่ี ก-5 ภาคผนวก ก) 

  จากนัน้ศึกษาความสามารถในการท าซ า้จากการวิเคราะห์ trolox ความเข้มข้นท่ีอยู่
ในช่วงความเป็นเส้นตรงความเข้มข้นละ 10 ซ า้พบว่าให้คา่ %RSD อยู่ในช่วง 3.95-22.8 (n=10) 
(ตารางท่ี ก-10 ภาคผนวก ก) แสดงให้เห็นว่าวิธี CUPRAC บนอปุกรณ์ท่ีพฒันาขึน้มีความเท่ียงสงู
ในการวิเคราะห์สารมาตรฐาน  trolox      

 วิเคราะห์คา่ขีดจ ากดัการตรวจวดั (LOD) ด้วยอปุกรณ์ท่ีพฒันาขึน้พบวา่ความเข้มข้น
ของ trolox ท่ีต ่าท่ีสดุท่ีวิธี CUPRAC บนอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษสามารถวิเคราะห์ได้มีคา่
เทา่กบั 6.4 µM  (ตารางท่ี ก-7 ภาคผนวก ก) 
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  A 
 
 
 
B 
 
 

 
 
 
ภาพท่ี 4- 8 (A) แสดงลกัษณะสีของ CUPRAC reagent  หลงัจากท าปฏิกิริยากบั  trolox   
                ความเข้มข้นตา่ง ๆ (B) แสดงคา่ความเข้มสี (gray scale intensity)  หลงัท าปฏิกิริยา 
   ระหวา่งสารละลาย  CUPRAC reagent กบั  trolox  ความเข้มข้นตา่ง ๆ  (n=3) 
 

จากการวิเคราะห์สามาตรฐานทัง้ 5 ชนิด ด้วยอปุกรณ์ท่ีพฒันาขึน้สามารถสรุปคา่
ทางการวิเคราะห์ (analytical features) ได้ดงันี ้
 
ตารางท่ี 4-1  คา่ทางการวิเคราะห์ (analytical features) จากการวิเคราะห์สารต้านนอนมุลูอิสระ 
                    มาตรฐานด้วยอปุกรณ์แบบกระดาษด้วยวิธี CUPRAC 
 

Antioxidant 
standards 

Linear range Reproducibility 
(%RSD) 

LOD 
(µM) µM R2 

L-ascorbic acid 20-700 0.991 13.3-17.7 13 
gallic acid 10-200 0.994 7.31-15.1 5.7 
EGCG 5-100 0.994 1.93-14.4 1.2 
quercetin 20-500 0.997 4.70-9.80 21 
trolox 10-700 0.990 3.95 - 22.8 6.4 
 

y = 0.048x - 0.978 
R² = 0.990 
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4.3  ผลการศึกษาความแม่นของการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมูลอสิระของวิธีที่
พัฒนาขึน้เทียบกับวิธี CUPRAC แบบดัง้เดมิ 
 จากการศกึษาการวิเคราะห์สารต้านอนมุลูอิสระมาตรฐาน ascorbic acid, gallic acid, 
EGCG, quercetin และ trolox  พบว่าสามารถท าได้โดยใช้สารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐาน  
ปริมาตร 2 µL และ CUPRAC reagent  ปริมาตรรวม 6 µL สามารถวิเคราะห์ตวัอย่างได้ครัง้ละ
หลายตวัย่างพร้อมกนัและใช้สารในการวิเคราะห์เพียง 8 µL ให้คา่การวิเคราะห์ท่ีมีความเท่ียงสงู 
แสดงให้เห็นว่าวิธี CUPRAC บนอปุกรณ์ท่ีพฒันาขึน้สามารถใช้วิเคราะห์ได้จริง  ขัน้ตอนตอ่ไปจึง
ท าการเปรียบเทียบการวิเคราะห์ตวัอย่างสารต้านอนุมูลอิสระในใบชาแห้ง 5 ชนิด  ด้วยวิธี 
CUPRAC ท่ีพฒันาขึน้ (paper-based assay) และวิธีแบบดัง้เดิม (spectrophotometric assay) 
โดยรายงานฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระในรูปของคา่ gallic acid equivalent (GAE) มีหน่วย µmol 
gallic acid equivalent/g tea ซึ่งหมายถึงความสามารถในการต้านอนมุลูอิสระเทียบ µmol gallic 
acid ตอ่หนึ่งกรัมของชา ซึ่งมีการท า sample blank ควบคูก่บัทกุตวัอย่างชาจากการวิเคราะห์
ได้ผลการทดลองดงัแสดงภาพท่ี 4-9 (แสดงข้อมลูการวิเคราะห์ตารางท่ี ค-1, ค-2, ค-3, ค-4 และ
แสดงวิธีการค านวณในภาคผนวก ค ) 

 

 
 
ภาพท่ี 4–9  แผนภมูิแทง่แสดง GAE ในหนว่ย µmol GA/g tea ของการวิเคราะห์ตวัอยา่งชา   
                 sample 1-5  ด้วยวิธีท่ีพฒันาขึน้ (paper-based assay) และวิธี CUPRAC  
                 แบบดัง้เดมิ (spectrophotometric assay) 
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จากการวิเคราะห์ตวัอยา่งชาทัง้ 5 ชนิดน าคา่จาการทดลองไปเปรียบเทียบคา่ทางสถิติ
โดยใช้ linear regression ในการวิเคราะห์ความแตกตา่งของการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระ
ด้วยวิธี CUPRAC ท่ีพฒันาขึน้ (paper-based assay) และวิธีแบบดัง้เดมิ (spectrophotometric 
assay) หากผลการวิเคราะห์ตวัอยา่งทัง้สองวิธีไม่แตกตา่งกนัจะได้คา่ slope และ intercept ของ
กราฟ ใกล้เคียง 1 และ 0 ตามล าดบั (Miller et al., 2000)   
 

 
 
ภาพท่ี 4–10  กราฟ linear regression แสดง GAE ในหนว่ย µmol GA/g tea ของการวิเคราะห์  
                    ตวัอย่างชา 5 ชนิด ด้วยวิธีท่ีพฒันาขึน้ (paper-based assay) และวิธี CUPRAC  
                    แบบดัง้เดมิ (spectrophotometric assay) 
 
 จากการทดสอบ linear regression ท่ีระดบัความเช่ือมัน่  95%  พบวา่ได้สมการ          
y = 0.97(±0.53)x + 30.26(±206.70), R2 = 0.995  กราฟมีคา่ intercept  เทา่กบั 30.26(±206.70)    
ซึ่งเป็นคา่ท่ีผ่าน 0 และกราฟมีคา่ slope เท่ากบั 0.97(±0.53)  ซึ่งเป็นคา่ท่ีใกล้เคียงกบั 1 ท่ีระดบั
ความเช่ือมัน่ 95% แสดงให้เห็นว่าคา่ GAE ท่ีวิเคราะห์ได้ระหว่างวิธี CUPRAC ท่ีพฒันาขึน้ 
(paper-based assay) และวิธีแบบดัง้เดิม (spectrophotometric assay) มีค่าไม่แตกต่างกัน

R² = 0.9956 

y = 0.97(±0.53)x + 30.26(±206.70) 
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อย่างมีนัยส าคัญ เป็นการยืนยันว่าวิธีท่ีพัฒนาขึน้สามารถวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านนอนุมูลอิสระได้
แม่นย าเทียบเท่ากบัวิธีวิเคราะห์แบบดัง้เดิม นอกจากนัน้จะเห็นว่าวิธีท่ีพฒันาขึน้ (paper-based 
assay) เป็นวิธีท่ีใช้ปริมาตรสารตวัอย่างและรีเอเจนต์ในปริมาณน้อย สามารถลดของเสียท่ีเกิดขึน้
ภายหลงัจากการวิเคราะห์ได้มาก อปุกรณ์สามารถวิเคราะห์ได้พร้อมกนัทีละหลาย ๆ ตวัอย่าง 
(>20 ตวัอย่างต่อครัง้) ใช้อุปกรณ์แบบกระดาษท่ีมีราคาถูกในการวิเคราะห์และใช้สแกนเนอร์
ร่วมกบัโปรแกรมประมวลผลภาพเป็นระบบตรวจวดัสญัญาณ  ท าให้การวิเคราะห์สามารถน าไป
ตรวจภาคสนามได้  โดยไมต้่องใช้เคร่ืองมือราคาแพงในการตรวจวดั 



 
 

บทที่ 5 
สรุปผลการวจิัย 

 
5.1  สรุปผลการวิจัย 
 ในงานวิจยันีไ้ด้พฒันาวิธีวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระ ด้วยอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษ 
(paper-based device)  สร้างด้วยวิธีพิมพ์ผา่นสกรีนด้วยพอลิเมอร์  โดยวิธี CUPRAC ซึง่อาศยัการ
เกิดปฏิกิริยาระหว่างสารเชิงซ้อนท่ีไมมี่สีของ Cu(II)-neocuproine complex กบัสารต้านอนมุลูอิสระท่ี
ท าหน้าท่ีรีดวิซ์ Cu(II) กลายเป็นสารเชิงซ้อน Cu(I)- neocuproine complex ท่ีมีสีเหลืองส้ม ความเข้ม
สีเหลืองท่ีเพิ่มขึน้แปรผนัตรงกบัฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของตวัอยา่ง  โดยเบือ้งต้นได้ท าการศกึษาความ
เข้มข้นท่ีเหมาะสม ของ CuCl2  

 ความเข้มข้นของ  ammonium acetate  และ ระยะเวลาท่ีเหมาะสม   
โดยใช้สารต้านอนมุลูอิสระคือ ascorbic acid  เป็นสารมาตรฐาน  พบว่าความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของ 
CuCl2  

 เทา่กบั 4 mM  ความเข้มข้นของ  ammonium acetate  เทา่กบั 10 mM   และระยะเวลาท่ี
เหมาะสม คือ 20 นาที  จากนัน้น าสภาวะท่ีเหมาะสมไปศกึษาคา่ทางการวิเคราะห์  (analytical 
features) คือ ชว่งความเป็นเส้นตรง   คา่ขีดจ ากดัการตรวจวดั  (LOD)  คา่ขีดจ ากดัการหาปริมาณ  
(LOQ) และคา่ความสามารถในการท าซ า้  (%RSD) โดยใช้สารต้านอนมุลูอิสระ คือ ascorbic acid, 
trolox, EGCG, gallic acid และ quercetin  และศกึษาความแมน่ของการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลู
อิสระของวิธีท่ีพฒันาขึน้เทียบกบัวิธี CUPRAC แบบดัง้เดิม (spectrophotometric assay) โดยใช้
ตวัอยา่งชาชนิดชง 5 ย่ีห้อ โดยฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของตวัอยา่งชารายงานเป็นคา่ gallic acid 
equivalent (GAE) µmol/g tea  พบวา่คา่ท่ีวิเคราะห์ได้จากทัง้สองวิธีให้คา่ไมแ่ตกตา่งกนัอยา่งมี
นยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95  

จากผลการทดลองสรุปได้ว่าอุปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษร่วมกบัวิธี CUPRAC ท่ีพฒันาขึน้
สามารถใช้ในการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมลูอิสระได้อย่างถกูต้องและแม่นย า สามารถวิเคราะห์ได้ทีละ
หลายๆตัวอย่าง ใช้ในการคัดกรองฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ โดยไม่ต้องใช้เคร่ืองมือราคาแพงในการ
ตรวจวดั ใช้สารตวัอยา่งและรีเอเจนท์น้อย มีราคาถกู น า้หนกัเบาและสามารถน าไปตรวจภาคสนามได้
อยา่งแมน่ย า  
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5.2  ข้อเสนอแนะ 
 1. ควรพฒันาอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษในการวิเคราะห์สารอ่ืน ๆ 
 2. ควรท าการศึกษาทดลองคดักรองฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระในตวัอ่ืน ๆ เช่น ในน า้ผลไม้ หรือ
พืชชนิดตา่ง ๆ 
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ภาคผนวก ก 
ผลการศกึษาคา่ทางการวิเคราะห์ (analytical features) ของอปุกรณ์ตรวจวดั 

แบบกระดาษท่ีพฒันาขึน้ในการวิเคราะห์สารต้านอนมุลูอิสระมาตรฐาน 
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ตารางภาคผนวก ก-1  แสดงผลการวิเคราะห์ชว่งความเป็นเส้นตรงสารต้านอนมุลูอิสระมาตรฐาน   
                                 ascorbic acid 
 
[ascorbic acid] 

µM 
Intensity 

 ̅ SD  ̅-N 
ครัง้ท่ี 1 ครัง้ท่ี 2 ครัง้ท่ี 3 

Blank 1.446 1.285 1.157 1.30 0.14 0.00 
20 2.11 2.25 2.77 2.38 0.35 1.08 
50 2.90 2.66 2.69 2.75 0.13 1.45 
100 2.99 2.83 3.91 3.24 0.59 1.95 
200 5.31 5.79 5.71 5.60 0.25 4.31 
300 11.55 11.02 11.18 11.25 0.27 9.95 
500 14.31 14.04 13.90 14.08 0.21 12.79 
700 26.07 27.16 26.39 26.54 0.56 25.24 

 
ตารางภาคผนวก ก-2  แสดงผลการวิเคราะห์ชว่งความเป็นเส้นตรงสารต้านอนมุลูอิสระมาตรฐาน  
                                 gallic acid 
 

[gallic acid] 
µM 

Intensity 
 ̅ SD  ̅-N 

ครัง้ท่ี 1 ครัง้ท่ี 2 ครัง้ท่ี 3 
Blank 1.81 1.91 1.56 1.76 0.18 0.00 

10 4.60 3.61 3.59 3.93 0.58 2.17 
20 5.74 5.70 5.81 5.75 0.06 3.99 
50 11.06 10.21 10.32 10.53 0.46 8.77 
100 19.00 19.34 17.77 18.71 0.83 16.95 
200 31.35 30.97 30.16 30.83 0.61 29.07 
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ตารางภาคผนวก ก-3  แสดงผลการวิเคราะห์ชว่งความเป็นเส้นตรงสารต้านอนมุลูอิสระมาตรฐาน   
                                 EGCG 
 

[EGCG] 
µM 

Intensity 
 ̅ SD  ̅-N 

ครัง้ท่ี 1 ครัง้ท่ี 2 ครัง้ท่ี 3 
Blank 1.25 1.24 1.27 1.25 0.02 0.00 

5 2.56 2.49 3.02 2.69 0.29 1.44 
10 4.22 2.91 4.78 3.97 0.96 2.71 
20 5.86 7.53 7.41 6.94 0.93 5.68 
50 17.27 17.99 19.43 18.23 1.10 16.97 
100 31.41 31.22 31.75 31.46 0.27 30.20 

 
ตารางภาคผนวก ก-4  แสดงผลการวิเคราะห์ชว่งความเป็นเส้นตรงสารต้านอนมุลูอิสระมาตรฐาน   
                                 quercetin 
 

[quercetin] 
µM 

Intensity 
 ̅ SD  ̅-N 

ครัง้ท่ี 1 ครัง้ท่ี 2 ครัง้ท่ี 3 
Blank 1.58 1.51 1.40 1.50 0.07 0.00 

20 3.70 3.07 2.16 2.98 0.63 1.48 
50 5.44 4.28 5.42 5.05 0.54 3.55 
100 5.91 5.65 6.73 6.10 0.46 4.60 
200 10.01 9.79 8.89 9.56 0.48 8.07 
500 21.81 19.66 19.14 20.20 1.16 18.71 
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ตารางภาคผนวก ก-5  แสดงผลการวิเคราะห์ชว่งความเป็นเส้นตรงสารต้านอนมุลูอิสระมาตรฐาน   
                                 trolox 
 

[trolox] 
µM 

Intensity 
 ̅ SD  ̅-N 

ครัง้ท่ี 1 ครัง้ท่ี 2 ครัง้ท่ี 3 
Blank 0.57 0.52 0.54 0.54 0.03 0.00 

10 0.78 0.73 0.42 0.64 0.20 0.10 
20 1.51 1.27 0.94 1.24 0.28 0.70 
50 1.78 1.36 1.72 1.62 0.22 1.08 
100 4.06 3.03 3.28 3.46 0.54 2.91 
200 8.03 7.70 8.94 8.22 0.64 7.68 
500 26.98 25.49 26.12 26.20 0.75 25.66 
700 31.54 32.99 32.57 32.37 0.74 31.83 
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ตารางภาคผนวก ก-6  แสดงผลของการวิเคราะห์สารต้านอนมุลูอิสระมาตรฐาน ascorbic acid   
                                 เพ่ือวิเคราะห์ LOD และ %RSD 

 

ครัง้ท่ี 
Intensity 

blank [ascorbic acid] 200 µM [ascorbic acid] 500 µM 
1 0.54 2.39 25.83 
2 0.52 4.06 27.74 
3 0.47 3.03 28.26 
4 0.51 3.28 26..20 
5 0.57 2.87 28.26 
6 0.75 2.31 27.13 
7 0.57 2.88 26.06 
8 0.34 3.28 25.57 
9 0.52 3.02 26.89 
10 0.54 4.04 28.06 

 ̅ 0.53 3.11 27.00 
SD 0.10 0.59 1.04 

 ̅-N 0.00 2.58 26.47 

LOD 13  µM 
%RSD 13.3-17.7 
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ตารางภาคผนวก ก-7  แสดงผลของการวิเคราะห์สารต้านอนมุลูอิสระมาตรฐาน gallic acid  
                                 เพ่ือวิเคราะห์ LOD และ %RSD  
 

ครัง้ท่ี 
Intensity 

blank [gallic acid] 20 µM [gallic acid] 100 µM 
1 1.73 6.62 17.47 
2 1.93 5.74 17.29 
3 1.45 5.70 17.77 
4 1.44 5.03 19.34 
5 1.26 6.73 17.34 
6 1.02 6.93 19.00 
7 1.52 4.62 20.58 
8 1.29 4.40 19.77 
9 1.62 5.68 20.53 
10 1.73 5.81 20.49 

 ̅ 1.50 5.73 18.96 
SD 0.27 0.87 1.39 

 ̅-N 0.00 4.23 17.46 

LOD 5.7  µM 
%RSD 7.31-15.1 
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ตารางภาคผนวก ก-8  แสดงผลของการวิเคราะห์สารต้านอนมุลูอิสระมาตรฐาน EGCG  
                                 เพ่ือวิเคราะห์ LOD และ %RSD  
 

ครัง้ท่ี 
Intensity 

blank [EGCG] 50 µM [EGCG] 100 µM 
1 1.27 22.94 31.22 
2 1.13 23.54 31.75 
3 1.00 23.61 30.05 
4 1.15 22.15 30.73 
5 1.08 19.43 31.91 
6 0.94 23.67 30.81 
7 1.13 17.27 31.21 
8 1.34 17.99 31.46 
9 1.25 21.11 31.51 
10 1.24 15.52 32.02 

 ̅ 1.15 20.72 31.27 
SD 0.12 2.98 0.60 

 ̅-N 0.00 19.57 30.11 

LOD 1.2 
%RSD 1.93-14.4 
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ตารางภาคผนวก ก-9  แสดงผลของการวิเคราะห์สารต้านอนมุลูอิสระมาตรฐาน  quercetin 
                                 เพ่ือวิเคราะห์ LOD และ %RSD  
 

ครัง้ท่ี 
Intensity 

blank [quercetine ] 50 µM [quercetine] 500 µM 
1 1.29 5.92 21.81 
2 1.58 5.40 16.87 
3 1.24 6.06 19.66 

 

4 1.51 5.40 19.14 
5 1.11 6.07 18.26 
6 1.40 5.44 19.08 
7 1.85 4.28 17.91 
8 1.87 5.44 17.55 
9 1.50 5.29 18.62 
10 1.54 5.92 19.02 

 ̅ 1.49 5.52 18.79 
SD 0.25 0.54 0.89 

 ̅-N 0.00 4.03 17.30 

LOD 21 µM 
%RSD 4.7-9.8 
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ตารางภาคผนวก ก-10  แสดงผลของการวิเคราะห์สารต้านอนมุลูอิสระมาตรฐาน trolox 
                                   เพ่ือวิเคราะห์ LOD และ %RSD  
 

ครัง้ท่ี 
Intensity 

blank [trolox] 100 µM [trolox] 500 µM 
1 0.54 2.39 25.83 
2 0.52 4.06 27.74 
3 0.47 3.03 28.26 
4 0.51 3.28 26.20 
5 0.57 2.87 28.26 
6 0.75 2.31 27.13 
7 0.57 2.88 26.06 
8 0.34 3.28 25.57 
9 0.52 3.02 26.89 
10 0.54 4.04 28.06 

 ̅ 0.53 3.11 27.00 
SD 0.10 0.59 1.04 

 ̅-N 0.00 2.58 26.47 

LOD 6.4  µM 
%RSD 3.95-22.8 

 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ข 
การค านวณคา่ขีดกดัการตรวจวดั (limit of detection, LOD) 

และสว่นเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ (%RSD) 
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1.  การค านวณค่าขีดจ ากัดการตรวจวัด (limit of detection, LOD) ด้วยอุปกรณ์ที่พัฒนาขึน้
โดยมี ascorbic acid เป็นสารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐาน   
  

LOD  =  3SDblank/m 
 เม่ือ  m         คือ ความชนั   
            SDblank  คือ  คา่เบี่ยงเบนมาตรฐานของคา่ความเข้มสีของ blank (n=10) 
    LOD    คือ ขีดจ ากดัการตรวจวดั 

 

 แทนคา่     m = 0.046  และ    SDblank = 0.202  ในสมการ 
              จะได้    LOD  =  (3x0.202)/0.046 
      LOD = 13 

                   คา่ขีดจ ากดัการตรวจวดั (LOD) ด้วยอปุกรณ์ท่ีพฒันาขึน้พบวา่ความเข้มข้นของ
ascorbic acid  ท่ีต ่าท่ีสดุท่ีวิธี  CUPRAC  บนอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษสามารถวิเคราะห์ได้มี
คา่เทา่กบั 13  µM 
 
2.  การค านวณค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (relative standard deviation, %RSD) 
 ใช้สารละลาย ascorbic acid 2 ความเข้มข้น  (เลือกความเข้มข้นอยูใ่นช่วงความเป็น
เส้นตรง) โดยท าซ า้ความเข้มข้นละ 10 ครัง้  น าข้อมลูท่ีได้ไปค านวณหาความสามารถในการท าซ า้
ของวิธี (reproducibility) โดยรายงานเป็นคา่ เบ่ียงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ (relative standard 
deviation, %RSD) ท่ีค านวณได้ดงันี ้ 

- ความเข้มข้น ascorbic acid  200 µM 

  % RSD  =   
      

 ̅
 

         เม่ือ SD = สว่นเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
         ̅  =  คา่เฉล่ียของข้อมลูทัง้หมด 
 แทนคา่ SD = 1.13  และ   ̅ = 6.39 ท่ีความความเข้มข้น ascorbic acid 200 µM  
ในสมการ  จะได้ 

 % RSD  = 
        

    ̅̅ ̅̅ ̅̅
 

       =  17.7 

   % RSD  ท่ีความความเข้มข้น ascorbic acid 200 µM มีคา่เทา่กบั 17.7 
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- ความเข้มข้น ascorbic acid  500 µM 

% RSD  = 
      

 ̅
 

 แทนคา่ SD = 1.38  และ   ̅ = 10.41 ท่ีความความเข้มข้น ascorbic acid 500 µM  
ในสมการ  จะได้ 

 % RSD  = 
        

    ̅̅ ̅̅ ̅̅
 

       =  13.3 

    % RSD  ท่ีความความเข้มข้น ascorbic acid 500 µM มีคา่เทา่กบั 13.3 
 
 ท าการศกึษาคา่  LOD  และ% RSD  เหมือนกนั แตเ่ปล่ียนเป็นสารต้านอนมุลูอิสระ
มาตรฐานตวัอ่ืน ๆได้แก่ trolox, EGCG, gallic acid และ quercetin  
 

 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ค 
การศกึษาความแมน่ของการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระ 
ของวิธีท่ีพฒันาขึน้  (paper-based assay) เทียบกบั 

วิธี CUPRAC แบบดัง้เดมิ (spectrophotometric assay)  
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1.  การวิเคราะห์สารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐาน  gallic acid ด้วยอุปกรณ์แบบกระดาษ
ด้วยวิธี CUPRAC 
 
ตารางภาคผนวก ค-1  แสดงผลการวิเคราะห์สารต้านอนมุลูอิสระมาตรฐาน  gallic acid ด้วยวิธี  
                                 CUPRAC ท่ีพฒันาขึน้ (paper-based assay) 
 

[gallic acid] 
µM 

Intensity 
 ̅ SD  ̅-blank ครัง้ท่ี 1 ครัง้ท่ี 2 ครัง้ท่ี 3 

blank 2.39 3.01 2.96 2.79 0.35 0.00 
10 4.30 3.91 3.15 3.79 0.58 1.00 
20 5.32 6.53 5.26 5.70 0.71 2.92 
50 10.50 9.43 9.03 9.65 0.76 6.87 
100 18.74 20.15 19.68 19.52 0.72 16.74 
200 33.17 35.17 34.91 34.41 1.09 31.63 

 
 น าข้อมลูการวิเคราะห์มาสร้างกราฟและแสดง Calibation cuve ของสารต้านอนมุลู
อิสระมาตรฐาน  gallic acid ด้วยวิธี  CUPRAC  ท่ีพฒันาขึน้ (paper-based CUPRAC assay) 
ได้ดงันี ้
 

 
 

ภาพภาคผนวก ค-1  แสดง Calibation cuver ของสารต้านอนมุลูอิสระมาตรฐาน  gallic acid  
         ด้วยวิธี CUPRAC ท่ีพฒันาขึน้ (paper-based CUPRAC assay) 

y = 0.1623x - 0.5081 
R² = 0.9973 
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-  การค านวณฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของตัวอย่างชาในหน่วย µmol gallic acid  
equivalent/g tea  

 
ตวัอยา่งชา sample 1  เจือจาง 100  เทา่ จาก 2.00g/200 ml 
สมการเส้นตรงจาก Calibation cuver ของ Std. gallic acid คือ y = 0.162x-0.508 
 เม่ือ     y  คือ  [Intensitysample-Intensitysample blank-Intensityblank] 
           X  คือ  ความเข้มข้นของสารตวัอย่างชา 
 แทนคา่        y = 11.08  ในสมการ 
 จะได้    11.08 = 0.162x – 0.508 
                                 X = (11.08+0.508)/0.162 
                                 X = 71.5 µM 
 
 ตวัอยา่งชาเจือจาง  100  เท่า  มีความเข้มข้น  gallic acid = 71.53  µM 
 ตวัอยา่งชาท่ียงัไมเ่จือจางมีความเข้มข้น  gallic acid = 7153  µM 
 สารตวัอยา่ง 1000  ml  มี  gallic acid  7153  µmol 
 สารตวัอยา่ง   200  ml  มี  gallic acid  1431  µmol 
 
     สารตวัอยา่ง   2.00  g   มี gallic acid  1431  µmol 
     สารตวัอยา่ง   1.00  g   มี gallic acid  715.5  µmol 
 

                ตวัอยา่งชา มี gallic acid equivalent = 715.5  µmol GA/g tea 
 
น าผลการวิเคราะห์ของตวัอยา่งชาอ่ืนมาค านวณเหมือนตวัอยา่งท่ี 1  โดยแสดงในหนว่ย gallic 
acid equivalent (GAE) µmol/g tea และได้ข้อมลูดงัตาราง 
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ตารางภาคผนวก ค-2  ผลการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของตวัอยา่งชาในหนว่ย gallic acid  
                                  equivalent (GAE) µmol/g tea ด้วยวิธี CUPRAC ท่ีพฒันาขึน้ (paper- 
                                  based CUPRAC assay) 
  
[ascorbic acid] 

µM 
Intensity 

 ̅ SD  ̅-blank 
µmol 

GA/g tea ครัง้ท่ี 1 ครัง้ท่ี 2 ครัง้ท่ี 3 
blank sample 1 0.14 0.20 0.15 0.16 0.03 0.00 - 
sample 1 14.11 14.23 13.74 14.03 0.26 11.08 715.5 
blank sample 2 0.17 0.16 0.19 0.17 0.01 0.00 - 
sample 2 9.15 9.33 10.79 9.76 0.90 6.80 451.1 
blank sample 3 0.17 0.66 0.35 0.40 0.25 0.00 - 
sample 3 10.25 9.57 9.58 9.80 0.39 6.62 439.8 
blank sample 4 0.27 0.31 0.25 0.28 0.03 0.00 - 
sample 4 8.01 7.37 9.04 8.14 0.84 5.08 345.0 
blank sample 5 0.29 0.36 0.17 0.27 0.09 0.00 - 
sample 5 7.87 7.95 7.10 7.64 0.47 4.58 314.0 
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2.  การวิเคราะห์สารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐาน  gallic acid ด้วยวิธี CUPRAC แบบดัง้เดมิ 
(spectrophotometric assay) 

 
ตารางภาคผนวก ค-3  แสดงผลการวิเคราะห์สารต้านอนมุลูอิสระมาตรฐาน  gallic acid  ด้วยวิธี 
                                 CUPRAC แบบดัง้เดมิ (spectrophotometric assay) 

 
[gallic acid] 

µM 
Intensity 

 ̅ SD  ̅-blank 
ครัง้ท่ี 1 ครัง้ท่ี 2 ครัง้ท่ี 3 

0 0.024 0.024 0.025 0.024 0.001 0.024 
2 0.044 0.045 0.044 0.044 0.001 0.044 
5 0.073 0.075 0.074 0.074 0.001 0.074 
10 0.131 0.130 0.132 0.131 0.001 0.131 
20 0.223 0.227 0.221 0.224 0.003 0.224 
50 0.564 0.563 0.562 0.563 0.001 0.563 
70 0.781 0.794 0.787 0.787 0.007 0.787 

 
 น าข้อมลูการวิเคราะห์มาสร้างกราฟและแสดง Calibation cuve ของสารต้านอนมุลู
อิสระมาตรฐาน  gallic acid ด้วยวิธีวิธี CUPRAC แบบดัง้เดมิ (spectrophotometric assay) ได้
ดงันี ้

 
 

ภาพภาคผนวก ค-2  แสดง Calibation cuver ของสารต้านอนมุลูอิสระมาตรฐาน  gallic acid  
         ด้วยวิธี CUPRAC แบบดัง้เดมิ (spectrophotometric assay) 

y = 0.0109x + 0.0177 
R² = 0.9995 
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-  การค านวณฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของตัวอย่างชาในหน่วย µmol gallic acid  
equivalent/g tea  
 
ตวัอยา่งชา sample 1 เจือจาง 100  เทา่ จาก 2.00g/200 ml 
สมการเส้นตรงจาก Calibation cuver ของ Std. gallic acid คือ y = 0.010x+0.017 
 เม่ือ     y  คือ  [Absorbancesample-Absorbancesample blank- Absorbance blank] 
           X  คือ  ความเข้มข้นของสารตวัอย่างชา 
 แทนคา่        y = 0.711  ในสมการ 
 จะได้    0.711 = 0.010x + 0.017 
                                 X = (0.711-0.017)/0.010 
                                 X = 72.83 µM 
 
 ตวัอยา่งชาเจือจาง  100  เท่า  มีความเข้มข้น  gallic acid = 72.83  µM 
 ตวัอยา่งชาท่ียงัไมเ่จือจางมีความเข้มข้น  gallic acid = 7283  µM 
 สารตวัอยา่ง 1000  ml  มี  gallic acid  7283  µmol 
 สารตวัอยา่ง   200  ml  มี  gallic acid  1456  µmol 
 
     สารตวัอยา่ง   2.00  g   มี gallic acid  1456  µmol 
     สารตวัอยา่ง   1.00  g   มี gallic acid  728.3  µmol 
 

                ตวัอยา่งชา มี gallic acid equivalent = 728.3  µmol GA/g tea 
 
 น าผลการวิเคราะห์ของตวัอยา่งชาอ่ืนมาค านวณเหมือนตวัอยา่งท่ี 1  โดยแสดงใน
หนว่ย gallic acid equivalent (GAE) µmol/g tea และได้ข้อมลูดงัตาราง 
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ตารางภาคผนวก ค-4  ผลการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของตวัอยา่งชาในหนว่ย gallic acid  
                                 equivalent (GAE) µmol/g tea ด้วยวิธี  CUPRAC แบบดัง้เดมิ  
                                 (spectrophotometric assay) 
 
[ascorbic acid] 

µM 
Intensity 

 ̅ SD  ̅-blank 
µmol 

GA/g tea ครัง้ท่ี 1 ครัง้ท่ี 2 ครัง้ท่ี 3 
blank sample 1 0.002 0.001 0.002 0.002 0.001 0.00 - 
sample 1 0.712 0.714 0.713 0.713 0.001 0.711 728.3 
blank sample 2 0.004 0.004 0.004 0.004 0.000 0.00 - 
sample 2 0.464 0.471 0.474 0.470 0.005 0.466 482.6 
blank sample 3 0.006 0.006 0.007 0.006 0.001 0.00 - 
sample 3 0.432 0.433 0.432 0.432 0.001 0.426 443.0 
blank sample 4 0.008 0.010 0.009 0.009 0.001 0.00 - 
sample 4 0.357 0.359 0.352 0.356 0.004 0.347 364.0 
blank sample 5 0.002 0.002 0.003 0.002 0.001 0.00 - 
sample 5 0.324 0.322 0.324 0.323 0.001 0.321 338.0 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ง 
การหาคา่ความยาวคล่ืนท่ีให้คา่การดดูกลืนแสงสงูสดุ (λmax ) 
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ตารางภาคผนวก ง-1  แสดงข้อมลูการหาคา่ความยาวคล่ืนท่ีให้คา่การดดูกลืนแสงสงูสดุ (λmax ) 
 

ความยาวคล่ืน 
(nm) 

ค่าการดูดกลืนแสง 
 ̅ ครัง้ท่ี 1 ครัง้ท่ี 2 ครัง้ท่ี 3 

436 0.6160 0.6150 0.6150 0.6153 
437 0.6240 0.6240 0.6240 0.6240 
438 0.6310 0.6310 0.6300 0.6307 
439 0.6350 0.6350 0.6350 0.6350 
440 0.6410 0.6410 0.6410 0.6410 
441 0.6420 0.6430 0.6430 0.6427 
442 0.6480 0.6480 0.6480 0.6480 
443 0.6520 0.6520 0.6520 0.6520 
444 0.6540 0.6540 0.6550 0.6543 
445 0.6570 0.6570 0.6570 0.6570 
446 0.6600 0.6610 0.6610 0.6607 
447 0.6640 0.6650 0.6650 0.6647 
448 0.6690 0.6690 0.6690 0.6690 
449 0.6710 0.6710 0.6710 0.6710 
450 0.6730 0.6740 0.6740 0.6737 
451 0.6750 0.6750 0.6750 0.6750 
452 0.6760 0.6770 0.6770 0.6767 
453 0.6780 0.6780 0.6780 0.6780 
454 0.6790 0.6790 0.6790 0.6790 
455 0.6780 0.6780 0.6780 0.6780 
456 0.6750 0.6750 0.6750 0.6750 
457 0.6740 0.6750 0.6740 0.6743 
458 0.6710 0.6710 0.6710 0.6710 
459 0.6650 0.6650 0.6660 0.6653 
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ตารางภาคผนวก ง-1  แสดงข้อมลูการหาคา่ความยาวคล่ืนท่ีให้คา่การดดูกลืนแสงสงูสดุ (λmax )   
                                 (ตอ่) 
 

ความยาวคล่ืน 
(nm) 

ค่าการดูดกลืนแสง 
 ̅ ครัง้ท่ี 1 ครัง้ท่ี 2 ครัง้ท่ี 3 

460 0.6580 0.6580 0.6580 0.6580 
461 0.6530 0.6530 0.6540 0.6533 
462 0.6500 0.6500 0.6500 0.6500 
463 0.6410 0.6410 0.6410 0.6410 
464 0.6370 0.6370 0.6380 0.6373 
465 0.6240 0.6240 0.6240 0.6240 

 
 จากข้อมลูการวดัคา่ความยาวคล่ืนในการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระโดยวิธี 
CUPRAC โดยเคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ สามารถน าไปพลอตกราฟได้ดงัภาพ ง-1 

 
ภาพภาคผนวก ง-1  แสดงกราฟการหาคา่ความยาวคล่ืนท่ีให้คา่การดดูกลืนแสงสงูสดุ (λmax) 
 
 จากกราฟคา่ความยาวคล่ืนท่ีให้คา่การดดูกลืนแสงสงูสดุ (λmax) คือ 455 nm 
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