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บทคัดยอ 
 งานวิจัยนีพ้ัฒนาวิธีวิเคราะหฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระโดยใชอุปกรณตรวจวัดแบบกระดาษทํางานรวมกับ 

วิธ ี DPPH  หลักการวิเคราะหฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระอาศัยการตรวจวัดสีของ DPPH ที่ถูกฟอกจางภายหลังจาก 

ทําปฏิกิริยากับสารตานอนุมูลอิสระ ปริมาณความเขมสีของ DPPH ที่ลดลงแปรผันตรงกับฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ 

ของตัวอยาง วิเคราะหสีดวยโปรแกรมประมวลผลภาพ ทําการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะหไดแก 

ความเขมขนของ DPPH เริ่มตน และเวลาในการเกิดปฏิกิริยาบนอุปกรณตรวจวัดโดยการวิเคราะห 

และนําสภาวะที่เหมาะสมไปวิเคราะหหาฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของสารตานอนุมูลอิสระมาตรฐาน 6 ชนิด 

(กรดแกลลิค, โทล็อกซ, กรดแอสคอรบิค,  กรดคาเฟอิค, กรดวานิลลิคและ เควอซิทิน) ทดสอบความแมนของ 

อุปกรณที่พัฒนาขึ้นโดยวิเคราะหฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของตัวอยางชา 7 ชนิดเทียบกับวิธี DPPH ดั้งเดิม 

(spectrophotometric assay)  จากการทดลองพบวาฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระในรูปของ gallic acid 

equivalent (GAE, µmol GA/g tea) ที่วิเคราะหไดจากทั้งสองวิธีมีคาแตกตางกันอยางไมมีนัยสําคัญที่ระดับ 

ความเชื่อมั่น 95%  (two tailed P = 0.8114) แสดงใหเห็นวาอุปกรณที่พัฒนาขึ้นนี้สามารถใชหาฤทธิ์ตาน 

อนุมูลอิสระไดจริง ใชปริมาณสารตัวอยางและรีเอเจนตนอย วิเคราะหสารไดกลายตัวอยางในคราวเดียวกัน 

มีคาใชจายในการวิเคราะหต่ํา และอุปกรณมีน้ําหนักเบาสามารถนําไปตรวจวัดภาคสนามได 
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Abstract 
      This research developed a method to analyze antioxidant activity using a paper-based 

analytical device (µPAD) with the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) assay. Analysis of 

antioxidant activity was based on measuring the decreasing of DPPH color after reacted with 

antioxidant compounds. Changes of color intensity are directly proportional to antioxidant 

activity and quantified using imaging software. Optimization of the assay for the DPPH 

analysis on a paper-based device was carried out including starting concentration of DPPH 

and reaction time.  The optimal condition was applied for the analysis of 6 different model 

standard antioxidants including Gallic acid, Trolox, Ascorbic acid and Caffeic acid, Vanillic 

acid and Quercetin. The developed DPPH µPAD assay was validated against traditional DPPH 

spectrophotometric assay for the analysis of 7 tea samples.  The results showed that 

antioxidant activities expressed as gallic acid equivalent (GAE, µmol GA/g tea) for all samples 

obtained from the two methods are not significant difference at 95% confidence level (two 

tailed P = 0.8114).  This result indicated that the developed DPPH-µPAD assay was 

effectively used to analyze antioxidant activity of real tea samples. Furthermore, the 

developed µPAD required low-level sample and reagent volume with inexpensive analysis 

cost and is suitable for field-testing. 
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 1 

บทที่ 1 
บทน ำ 

 
1.1 ควำมส ำคัญและที่มำ 
 อนุมูลอิสระ (free radical) เป็นสารที่มีความว่องไวในการท าปฏิกิริยาสูงเกิดได้จากท้ังกระบวนการ 
เผาผลาญในร่างกายและมลพิษต่างๆ เช่น โอโซน โลหะหนัก ควันบุหรี่ เมื่ออยู่ภายในร่างกายสามารถท าลาย 
ชีวโมเลกุลที่เข้าอย่างต่อเนื่องกันไปเป็นปฏิกิริยาลูกโซ่ท าให้เกิดความเสียหายแก่โมเลกุลที่ได้รับผลกระทบ เช่น 
ความเสียหายของ DNA ซึ่งเป็นสาเหตุการเกิดโรคต่างๆ เช่น โรคมะเร็ง โรคหลอดเลือดหัวใจตีบตัน โรค
ความจ าเสื่อม เป็นต้น นอกจากนี้เมื่ออยู่ในอาหาร อนุมูลอิสระสามารถเข้าท าปฏิกิริยากับกรดไขมันส่งผลให้
อาหารเน่าเสียได้ง่าย สารต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant) มีความส าคัญต่อการยับยั้งการปฏิกิริยาออกซิเดชั่น
ของอนุมูลอิสระโดยเข้าท าปฏิกิริยากับอนุมูลอิสระท าให้ลดความว่องไวต่อการเกิดปฏิกิริยากลายเป็นโมเลกุลที่
เสถียรในที่สุด โดยปกติแล้วในร่างกายคนจะมีระบบต้านอนุมูลอิสระอยู่ แต่หากบุคคลนั้นอยู่ในพ้ืนที่เสี่ยงที่ท า
ให้เกิดการผลิตอนุมูลอิสระขึ้นในร่างกายมากจนท าให้ระบบการมีอนุมูลอิสระและการต้านอนุมูลอิสระไม่สมดุล
ขั้นรุนแรง (serious imbalance) จะท าให้เกิดภาวะเครียดออกซิเดชั่น (oxidative stress) ซึ่งน ามาสู่โรค
ต่างๆตามที่กล่าวมาแล้ว ในกรณีนี้ผู้ที่อยู่ในภาวะเสี่ยงจ าเป็นต้องได้รับสารต้านอนุมูลอิสระจากภายนอกเข้าไป
ด้วยเป็นประจ า สารต้านอนุมูลอิสระสามารถพบได้ทั่วไปในธรรมชาติทั้งพืช ผัก ผลไม้ และสมุนไพร นอกจาก
จะช่วยยับยั้งการเกิดโรคในคนแล้ว สารต้านอนุมูลอิสระยังมีส่วนส าคัญในด้านเศรษฐกิจของประเทศอีกด้วย 
โดยสารต้านอนุมูลอิสระถูกน ามาใช้ในการยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นในอาหารเพ่ือท าให้อาหารส่งออก
ไม่เน่าเสียก่อนถึงมือผู้บริโภคท้ังที่อยู่ในที่ห่างไกลทั้งในประเทศและต่างประเทศ เพ่ิมความเชื่อม่ันต่อผู้บริโภค
เกี่ยวกับผลิตภัณฑ์อาหารที่มาจากประเทศไทย  
 ด้วยความส าคัญของสารต้านอนุมูลอิสระดังที่กล่าวมาแล้ว ปัจจุบันจึงได้มีการศึกษาค้นคว้าเกี่ยวกับ 
สารต้านอนุมูลอิสระในตัวอย่างอาหารและผลิตภัณฑ์จากธรรมชาติจากทั้งภาคส่วนวิจัยและองค์กรที่เกี่ยวข้อง
กับอาหารและยา เพ่ือให้ทราบและเป็นแหล่งข้อมูลแก่ผู้บริโภคเพ่ือส่งเสริมการรักษาสุขภาพเป็นข้อมูลแก่ภาค
ส่วนอุตสาหกรรมเกี่ยวกับการผลิตยารักษาโรครวมถึงด้านเศรษฐกิจเพ่ือการส่งออกอาหาร   
  วิธีที่ใช้ในการวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระได้ถูกพัฒนาขึ้นมาหลากหลายวิธีด้วยกัน เช่น วิธี Total 
radical trapping (TRAP) (Mulholland & Strain, 1991), วิธี 2,2′-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-
sulphonate) radical cation (ABTS•+) (Miller, Rice-Evans, Davies, Gopinathan, & Milner, 1993; 
Van Hung, Maeda, Miyatake, & Morita, 2009), วิธ ี ferric reducing antioxidant power (FRAP) 
(Benzie & Strain, 1996), วิธี oxygen radical absorbance capacity assay (ORAC) (Cao, Verdon, 
Wu, Wang, & Prior, 1995), วิธี cupric reducing antioxidant capacity (CUPRAC) (Apak, Güçlü, 
Özyürek, & Karademir, 2004), วิธี electrochemical estimation of total reducing capacity 
(Chevion, Roberts, & Chevion, 2000), และวิธีดีพีพีเอช 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical 
(DPPH•) assay (Bortolomeazzi, Verardo, Liessi, & Callea, 2010; Cheng, Moore, & Yu, 2006; 
Katsube et al., 2004) ในบรรดาวิธีเหล่านี้ วิธ ี DPPH เป็นวิธีที่น ามาใช้ทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระอย่าง
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กว้างขวาง เนื่องจากมีวิธีวิเคราะห์ที่ง่าย DPPH เป็นอนุมูลอิสระที่เสถียร จึงให้การวิเคราะห์ที่แม่นย า ปฏิกิริยา
ทีใ่ช้ในการวิเคราะห์ก็เป็นปฏิกิริยาที่ง่าย ซึ่งจะเกี่ยวข้องกับตัว DPPH เองและสารต้านอนุมูลอิสระในตัวอย่าง
เท่านั้น 
 วิธีการวิเคราะห์ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระด้วย DPPH assay แบบดั้งเดิมท าได้โดยวัดการลดลงของ 
สีม่วงของ DPPH radicals ภายหลังจากท่ีท าปฏิกิริยากับสารต้านอนุมูลอิสระโดยใช้เครื่องสเปกโตรโฟโต
มิเตอร์เพ่ือวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นประมาณ 520 นาโนเมตร โดยปริมาตรที่ใช้ในการท าปฏิกิริยา
ทั้งสารตัวอย่างและสารละลายรวมประมาณ 10 mL ต่อการวิเคราะห์หนึ่งตัวอย่าง และใช้เวลาในการท า
ปฏิกิริยาประมาณ 30 นาทีต่อหนึ่งตัวอย่าง วิธีวิเคราะห์ที่นานบวกกับการใช้สารเคมีปริมาณมากต่อหนึ่ง
ตัวอย่างจึงไม่เหมาะกับการวิเคราะห์สารต้านอนุมูลอิสระในตัวอย่างที่มีอยู่ปริมาณมากได้ท าให้เกิดความล่าช้า
ในการศึกษา หลังจากนั้นได้มีการพัฒนาการวิเคราะห์ให้เป็นแบบคัดกรอง (high-throughput screening) 
และการวิเคราะห์แบบรู้ผลเร็ว (high-throughput analysis) ด้วยการวิเคราะห์บนถาดหลุม (96 well 
microtiter plate) โดยผสม DPPH และตัวอย่างสารต้านอนุมูลอิสระบนหลุมโดยให้การวิเคราะห์หนึ่งหลุม
ส าหรับหนึ่งตัวอย่าง จากนั้นวัดสีม่วงของ DPPH radicals ที่ลดลง โดยวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง 
microplate reader spectrophotometer วิธีดังกล่าวสามารถท าการวิเคราะห์ตัวอย่างได้ครั้งละหลาย
ตัวอย่างในคราวเดียวกันสามารถอ่านผลได้พร้อมกัน ท าให้เพ่ิมขีดความสามารถท่ีจะได้ทราบข้อมูลเกี่ยวกับ
แหล่งของสารต้านอนุมูลอิสระได้รวดเร็วขึ้นมาก อย่างไรก็ตามวิธีดังกล่าวยังมีข้อจ ากัดอยู่เนื่องจากจ าเป็นต้อง
ใช้เครื่อง microplate reader spectrophotometer ที่มีราคาแพง เป็นเครื่องมือเฉพาะที่ไม่ได้มีใน
ห้องปฏิบัติการทั่วไป ผู้ใช้จ าเป็นต้องมีความรู้เกี่ยวกับการใช้เครื่องและซอฟท์แวร์การใช้ ด้วยเหตุนี้จึงจ าเป็น
จะต้องพัฒนาวิธีวิเคราะห์สารต้านอนุมูลอิสระที่สามารถ:   

 (i) ทดสอบตัวอย่างได้หลายๆตัวอย่างในคราวเดียวกันท าให้เกิดการวิเคราะห์แบบ high throughput 
screening และ high throughput analysis  
 (ii) ใช้สารตัวอย่างและรีเอเจนท์ในการวิเคราะห์ปริมาณน้อย  
 (iii) มีเวลาในการวิเคราะห์รวดเร็ว  
 (iv) มีค่าการวิเคราะห์ถูก  
 (v) พกพาไปตรวจวัดภาคสนามได้  
 (vi) ไม่จ าเป็นต้องพ่ึงพาเครื่องมือราคาแพงในการตรวจวัดสัญญาณ 
 
เพ่ือให้บรรลุวัตถุประสงค์ดังข้างต้น โครงการวิจัยนี้จะพัฒนาอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ (paper based 
device) ให้ท างานร่วมกับ DPPH assay เพ่ือการวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระในส่วนสกัดของตัวอย่างอาหาร
และผลิตภัณฑ์จากธรรมชาติที่สนใจ โดยอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษมีข้อดีกว่าวิธีวิเคราะห์แบบใช้
microtiter plate ดังนี้   

1. วิธีและวัสดุหลักที่ใช้ท าอุปกรณ์ตรวจวัดคือกระดาษมีราคาถูก ท าให้ประหยัดค่าในการสร้าง
อุปกรณ์ (มีราคา < 1 บาทต่อการวิเคราะห์ 1 ตัวอย่างส าหรับค่าอุปกรณ์) 
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2. อุปกรณ์ตรวจวัดใช้ปริมาณสารตัวอย่างและรีเอเจนท์ในการน้อยในระดับสิบไมโครลิตร ดังนั้นจึง
ประหยัดปริมาณตัวอย่างส่วนสกัดและรีเอเจนท์ DPPH ท าให้ลดราคาในการวิเคราะห์ลงไปอีก
และยังลดของเสียที่เกิดจากการวิเคราะห์ได้ด้วย 

3. อุปกรณ์ตรวจวัดสามารถออกแบบให้มีลักษณะคล้าย microtiter plate สามารถวิเคราะห์หลาย
ตัวอย่างได้ในคราวเดียวกัน 

4. อุปกรณส์ามารถออกแบบให้ใช้ง่ายและพร้อมใช้ (ready to use) โดยผู้ใช้งานเพียงแค่เติมสาร
ตัวอย่างลงไปก็สามารถทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระได้  

5. การตรวจวัดสีที่เกิดข้ึนบนอุปกรณ์แบบกระดาษไม่จ าเป็นต้องใช้เครื่องมือราคาแพง เช่น 
spectrophotometer แต่สามารถตรวจวัดได้โดยการถ่ายภาพและประมวลผลภาพโดยใช ้
โปรแกรมฟรีดาวน์โหลด imageJ จาก the US National Institute of Health  

6. อุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษมีน้ าหนักเบาและขนาดเล็กสามารถพกพาและท าการตรวจวัด
ภาคสนามได้ 

  
 การวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH assay โดยการวิเคราะห์บนสามารถท าได้โดยหยด
สาร DPPH ลงบนกระดาษที่ได้สร้างส่วนกั้นที่ไม่ชอบน้ าให้มีลักษณะเป็นหลุม จากนั้นหยดตัวอย่างสารต้าน
อนุมูลอิสระลงไปจะท าให้สีม่วงของ DPPH radicals ลดลง ความเข้มสีม่วงที่ลดลงสามารถวิเคราะห์โดยใช้
โปรแกรมประมวลผลภาพ จากวิธีวิเคราะห์ดังกล่าวจะเห็นว่าอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษสามารถใช้ง่าย 
ดังนั้นอุปกรณ์ชนิดนี้มีแนวโน้มที่จะสามารถใช้ในการวิเคราะห์สารต้านอนุมูลอิสระในตัวอย่างอาหารและ
ผลิตภัณฑ์ทางธรรมชาติได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
 
1.2 วัตถุประสงค ์
 เพ่ือพัฒนาวิธีดีพีพีเอชบนอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษเพ่ือการวิเคราะห์คุณสมบัติในการต้าน
อนุมูลอิสระของตัวอย่างอาหารและผลิตภัณฑ์จากธรรมชาติ โดยจะออกแบบให้อุปกรณ์สามารถทดสอบ 
ตัวอย่างได้ทีละหลายๆตัวอย่าง เป็นอุปกรณ์พร้อมใช้วิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของตัวอย่างที่สนใจ ไม่
จ าเป็นต้องใช้อุปกรณ์เครื่องมือราคาแพงในการตรวจวัด สัญญาณที่เกิดข้ึนของการวิเคราะห์ใช้ง่ายโดยที่ผู้ใช้ไม่
จ าเป็นต้องเข้ารับการฝึกอบรม อุปกรณ์มีราคาถูก ให้การวิเคราะห์ได้อย่างรวดเร็วและแม่นย า สามารถให้ผล
การตรวจวัดที่ละเอียด ใช้สารตัวอย่างในการวิเคราะห์ปริมาณน้อย  
 

1.3 ขอบเขตกำรศึกษำ 
          1.พัฒนาวิธ ี DPPH บนอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษเพ่ือการวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสาร
ต้านอนุมูลอิสระมาตรฐาน (gallic acid , trolox, L-ascorbic acid,  caffeic acid, vanillic acid และ 
quercetin) และตัวอย่างชาได้โดยใช้เมทานอลเป็นตัวท าละลาย 
          2. ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะห์ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH บน
อุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ 
          3. ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะห์ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH บน
อุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ  สภาวะที่ศึกษา ได้แก่  ความเข้มข้นของ DPPH เริ่มต้นที่เหมาะสม  เวลาใน
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การเกิดปฏิกิริยาระหว่าง DPPH และสารต้านอนุมูลอิสระที่เหมาะสม โดยสภาวะที่ดีจะต้องสามารถตรวจวัด
ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระได้รวดเร็ว แม่นย า มีความไวสูง และมีอัตราการเกิดปฏิกิริยาที่รวดเร็ว 
          4..ทดสอบประสิทธิภาพของวิธี DPPH บนอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษท่ีพัฒนาขึ้นด้วยสารมาตรฐาน
ที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ โดยหาค่าการวิเคราะห์ได้แก่ ช่วงความเป็นเส้นตรง (linearity range) ค่าการท าซ้ า 
(reproducibility, %RSD) ขีดจ ากัดการตรวจวัด (limit of detection)  
 5.เปรียบเทียบประสิทธิภาพความสามารถในการวัดความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระในตัวอย่าง
ชาระหว่างวิธี DPPH บนอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษที่พัฒนาขึ้นกับวิธี DPPH แบบดั้งเดิมโดยใช้ตัวอย่างใบ
ชาแห้งและชาซองชง 
 
1.4 ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับจำกงำนวิจัย 
        วิธี DPPH บนอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษสามารถตรวจวัดคุณสมบัติสารต้านอนุมูลอิสระได้เป็น
ประโยชน์แก่หน่วยงานที่ต้องการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 
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บทที่2 
ทฤษฎีและหลักกำรที่เกี่ยวข้อง 

 
2.1 อนุมูลอิสระ และสำรต้ำนอนุมูลอิสระ 
      บุหรัน พันธุ์สวรรค์ (พันธุ์สวรรค์, 2556) ได้กล่าวถึงอนุมูลอิสระและสารต้านอนุมูลอิสระไว้ดังนี้ อนุมูล
อิสระ (free radicals) หมายถึง สารที่มีอิเล็กตรอนโดดเดี่ยว (unpaired electrons) ในอะตอมหรือโมเลกุล 
พบได้ในสิ่งแวดล้อม เช่น แสงอาทิตย์ซึ่งมีรังสี ultraviolet มลพิษในอากาศ โลหะหนัก อาหารประเภททอด 
ปิ้ง ย่าง และเกิดจากกระบวนการเผาผลาญในร่างกาย หรือจากกระบวนการเมทาบอลิซึม (metabolism) โดย
มีการเคลื่อนย้ายอิเล็กตรอนออกจากโมเลกุลของออกซิเจนท าให้อิเล็กตรอนในโมเลกุลออกซิเจนไม่สมดุล
กลายเป็นอนุมูลอิสระและว่องไวในการเข้าท าปฏิกิริยามาก และสามารถดึงอิเล็กตรอนจากโมเลกุลอื่นมาแทนที่
อิเล็กตรอนที่ขาดหายไปเพ่ือให้ตัวเองเกิดเสถียร ซึ่งปฏิกิริยานี้จะเกิดขึ้นอย่างต่อเนื่องเป็นปฏิกิริยาลูกโซ่และ
เกิดข้ึนในเซลล์ตลอดเวลาดังสมการ 1 และ 2 
                  R• + O2               ROO•     (1) 

         ROO• + RH               ROOH + R•   (2) 
             ( R• และ RO• คือ อนุมูลอิสระ ) 

 
อนุมูลอิสระที่ส าคัญที่สุดที่เกิดในเซลล์ที่ใช้ออกซิเจน  ได้แก่ oxygen radical (เช่น superoxide 

radical และ hydroxyl radical), hydrogen peroxide, โลหะทรานซิชัน, carbonate radical เป็นต้น  
นอกจากนี้อนุมูลอิสระสามารถท าลายชีวโมเลกุลทุกประเภททั้งในเซลล์และส่วนประกอบของเซลล์สิ่งมีชีวิตซึ่ง
เป็นสาเหตุให้เซลล์ตาย เกิดการกลายพันธุ์ของดีเอ็นเอในเซลล์ และก่อให้เกิดโรคต่าง ๆ ได้แก่ โรคชรา 
โรคหัวใจขาดเลือด โรคมะเร็ง โรคความจ าเสื่อม โรคข้ออักเสบ โรคภูมิแพ้ โรคความดันโลหิต โรคเก่ียวกับ
ทางเดินหายใจ โรคเกี่ยวกับความผิดปกติของผิวหนัง โรคล าไส้อักเสบ และความผิดปกติของปอดและระบบ
ประสาท เป็นต้น อนุมูลอิสระนอกจากจะเกิดภายในสิ่งมีชีวิตแล้วยังสามารถเกิดจากภายนอกสิ่งมีชีวิตหรือใน
สิ่งแวดล้อม ได้แก่ การได้รับเชื้อโรค เช่น การติดเชื้อโรคไวรัสหรือเชื้อแบคทีเรีย โรคเก่ียวกับภูมิคุ้มกัน 
(immune diseases) เช่น ข้ออักเสบ รูมาตอยด์ เป็นต้น จากรังสี เช่น รังสีอัลตราไวโอเลต รังสีเอ็กซ์ รังสี
แกมมา จากมลภาวะ เช่น ควันบุหรี่แก๊สจากท่อไอเสีย เช่น ไนตรัสออกไซด์ ไนโตรเจนไดออกไซด์ เขม่าจาก
เครื่องยนต์ ฝุ่นจากกระบวนการประกอบอาหาร เช่น การย่างเนื้อสัตว์ที่มีส่วนประกอบของไขมันสูง การน า
น้ ามันที่ใช้ทอดอาหารที่มีอุณหภูมิสูง ๆ กลับมาใช้อีก การท าให้เกิดอาหารประเภทเกรียม ไหม้ หรือเกิดจาก
การปิ้งย่าง จากยาบางชนิด  
 สารต้านอนุมูลอิสระ (antioxidants) เป็นสารที่สามารถยับยั้งปฏิกิริยาออกซิเดชัน โดยสารต้าน
อนุมูลอิสระเหล่านี้มีกลไกการท างานต้านอนุมูลอิสระด้วยกันหลายแบบ เช่น การดักจับอนุมูลอิสระ (radical 
scavenging) การยับยั้งการท างานของออกซิเจนที่ขาดอิเล็กตรอน (singlet oxygen quenching) จับกับ
โลหะที่สามารถเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชันได้ (metal chelation) หยุดปฏิกิริยาการสร้างอนุมูลอิสระ (chain-
breaking) เสริมฤทธิ์ (synergism) และยับยั้งการท างานของเอนไซม์ (enzyme inhibition) ที่เร่งปฏิกิริยา
อนุมูลอิสระ เป็นต้น ตัวอย่างแสดงการดักจับอนุมูลอิสระดังสมการ 3 และ 4  
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             R• + AH                  RH + A•     (3) 
 RO• + AH               ROH + A•     (4) 
 (R• และ RO• คือ อนุมูลอิสระ และ AH คือ สารต้านอนุมูลอิสระ) 
 แหล่งที่มาของสารต้านอนุมูลอิสระมี 2 แหล่ง ได้แก่ สารต้านอนุมูลอิสระสังเคราะห์ (synthetic 
antioxidants) และสารต้านอนุมูลอิสระจากธรรมชาติ (natural antioxidants) ซึ่งสารต้านอนุมูลอิสระ
สังเคราะห์เกิดจากการกระบวนการสังเคราะห์ทางเคมี โดยเป็นสารประกอบฟีนอลิก ได้แก่ propylgallate, 2-
butylated hydroxyanisole, 3-butylatehydroxyanisole, BHT (butylated hydroxytoluene) และ 
tertiary butylhydroquinone สารสังเคราะห์ดังกล่าวนิยมน ามาใช้ในอุตสาหกรรมอาหาร เพ่ือยับยั้งการ
เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมันที่เป็นสาเหตุที่ท าให้อาหารมีกลิ่น สี และรสชาติเปลี่ยนแปลงไป 
สารสัเคราะห์นี้มีสภาพคงตัวกว่าสารต้านอนุมูลอิสระจากธรรมชาติแต่มีข้อจ ากัดในด้านความปลอดภัยในการ
บริโภค ขณะที่สารต้านอนุมูลอิสระจากธรรมชาติสามารถพบได้ในสิ่งมีชีวิตทั้งพืชและสัตว์ซึ่งเป็นได้ทั้งเอนไซม์ 
วิตามินและสารอื่น ๆ 
 ตัวอย่างของสารต้านอนุมูลอิสระท่ีเป็นวิตามิน เช่น vitamin C (เป็นสารต้านอนุมูลอิสระที่ไซโตพ
ลาซึม) vitamin E (เป็นสารต้านอนุมูลอิสระที่เมมเบรน) และ glutathione (เป็นสารต้านอนุมูลอิสระที่
ป้องกันอันตรายจากอนุมูลอิสระท่ีไซโตพลาซึมและเมมเบรน) ส่วนสารต้านอนุมูลอิสระที่เป็นเอนไซม์ได้แก่ 
glutathione peroxidase (GPX), glutathionereductase และ glutathione transferase ซึ่งท าหน้าที่ท า
ให้โมเลกุลของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) เป็นออกซิเจนและน้ า ส่วนเอนไซม์ superoxid dismutase 
(SOD) สามารถเปลี่ยน O2

•- เป็น H2O2 สารต้านอนุมูลอิสระอ่ืน ๆ ได้แก่ carotenoids และ ubiquinones 
เป็นสารต้านอนุมูลอิสระสามารถป้องกันอนุมูลอิสระออกซิเจนทั้งภายในเซลล์และภายนอกเซลล์ ในภาวะปกติ
ร่างกายของคนเราจะมีการป้องกันการสะสมสารอนุมูลอิสระโดยการสร้างเอนไซม์ต้านอนุมูลอิสระข้ึนมา
ควบคุมปริมาณสารอนุมูลอิสระให้อยู่ในภาวะที่สมดุล นอกจากนี้อีกส่วนได้จากสารต้านอนุมูลอิสระที่ร่างกาย
รับประทานเข้าไปจ าพวกวิตามิน เบต้าแคโรทีน และแคโรทีนอยด์ รวมทั้งสารประกอบโพลีฟีนอล ซึ่งสาร
ดังกล่าวได้จากพืชผักและผลไม้ ตัวอย่างอาหารที่มีเบต้าแคโรทีนสูง ได้แก่ ผักใบเขียว เช่น ต าลึง และผักบุ้ง 
อาหารที่มีสีเหลือง เช่น แครอท มะละกอสุก มะม่วงสุก มะเขือเทศ ฟักทอง อาหารที่มีวิตามินซี (vitamin C 
หรือ ascorbic acid) สูง ได้แก่ พืช ผักสีเขียว และผลไม้รสเปรี้ยว เช่น ต าลึง ผกับุ้ง พริกหยวก ฝรั่ง 
มะขามป้อม ส้ม มะนาว สับปะรด (วิตามินซีจากพืชผักดังกล่าวมีฤทธิ์ต่อต้านอนุมูลอิสระที่แรงมากและละลาย
น้ าได้ด)ี วิตามินอี (vitamin E หรือ tocopherol) ละลายได้ดีในน้ ามัน โดยวิตามินอีมีในน้ ามันจากเมล็ดพืช
ชนิดต่าง ๆ เช่น ร าละเอียดในพวกธัญพืชที่ไม่ขัดขาว ข้าวโพด ข้าวกล้อง ถั่วแดง ถั่วเหลือง ผักกาดหอม เมล็ด
ทานตะวัน งา น้ ามันร า 

 
2.2  2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) Radical Scavenging Assay 
 เป็นการทดสอบด้วยวิธีทางเคมีโดยใช้อนุมูลอิสระดีพีพีเอช (DPPH•, diphenylpicryhydrazyl 
radical) ซึ่งเป็นสารสังเคราะห์ที่อยู่ในรูปอนุมูลอิสระที่เสถียรและมีสีม่วง สามารถดูดกลืนแสงได้สูงสุดโดยใช้
เครื่องสเปกโตโฟโตรมิเตอร์(spectrophotometer) ที่ความยาวคลื่น 515 - 520 นาโนเมตร (Kedare & 
Singh, 2011) เมื่อ DPPH• ท าปฏิกิริยากับสารต้านอนุมูลอิสระ (สารที่ให้อิเล็กตรอน) DPPH จะกลายเป็น
โมเลกุลที่เสถียร ซึ่งจะท าให้สีม่วงจางลงจนเป็นสีเหลือง ดังสมการที่ 5 
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สามารถหาการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระของสารตัวอย่างได้โดยสร้างกราฟมาตรฐานระหว่างค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ลดลงกับความเข้มข้นของสารต้านอนุมูลอิสระ โดยสารมาตรฐานที่ใช้ในการเทียบฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระ คือ Gallic acid แสดงค่าเป็น GAE (gallic acid equivalent) 
          ข้อดีของวิธีนี้ คือ ง่าย สะดวก และรวดเร็ว เนื่องจากการวิเคราะห์เกี่ยวข้องกับรีเอเจนท์เพียงตัวเดียว
คือ DPPH  
          ข้อเสีย คือ DPPH• ค่อนข้างเสถียรไม่ไวต่อปฏิกิริยาเหมือนอนุมูลอิสระที่เกิดข้ึนในร่างกายจริง จึงท า
ให้เกิดปฏิกิริยาได้ช้า ท าให้ค่าการวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระที่วัดได้น้อยกว่าความเป็นจริง  
     
2.3 อุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดำษ (paper-based device) 
 อุปกรณ์ตรวจวัดของไหลจุลภาคแบบกระดาษ (microfluidic paper-based analytical device, 
µPADs) เป็นเทคโนโลยีทางเลือกหนึ่งของการสร้างอุปกรณ์ท่ีท าได้ง่าย ต้นทุนต่ า พกพาได้ สามารถใช้แล้วทิ้ง 
ส าหรับใช้ในประเทศก าลังพัฒนา (Martinez, Phillips, Butte, & Whitesides, 2007) การผลิตอุปกรณ์
ตรวจวัดแบบกระดาษท าได้โดยสร้างส่วนที่ไม่ชอบน้ า (hydrophobic barrier) ตามรูปแบบที่ต้องการลงบน
กระดาษ โดยได้สร้างส่วนกั้นที่ไม่ชอบน้ าลงบนกระดาษ ท าให้เกิดเป็นบริเวณที่ชอบน้ า (hydrophilic region) 
ส าหรับใช้ทดสอบ พบว่าอุปกรณ์ชนิดนี้มีต้นทุนราคาถูก สร้างได้ง่าย ไม่เป็นพิษต่อสิ่งแวดล้อม ใช้ปริมาณสาร
ตัวอย่างและรีเอเจนท์ในการวิเคราะห์น้อย 
 สามารถสร้างส่วนกั้นที่ไม่ชอบน้ าบนอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษให้เป็นลวดลายต่างๆได้ด้วย
เทคนิคต่างๆ เช่น การฉายแสง (photolithography) (Martinez et al., 2007) การพิมพ์ด้วยขี้ผึ้ง (wax 
printing) (Carrilho, Martinez, & Whitesides, 2009) การวาดด้วยปากกากันน้ า (permanent marker 
plotting) (Nie et al., 2012) การสกรีนด้วยขี้ผึ้ง (wax screen-printing) (Dungchai, Chailapakul, & 
Henry, 2011) และการใช้มีดตัด (cutting knives) (Fenton, Mascarenas, López, & Sibbett, 2008) เป็น
ต้น รูปแบบลวดลายของอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษมีอยู่สองแบบ ได้แก่ แบบช่องการไหลด้านข้าง (lateral 
flow) ดังภาพที่ 2-1 (A) ซึ่งสารตัวอย่างสามารถไหลไปบนแผ่นกระดาษในท่อการไหลด้วยแรงแคปปิลลารี 
(capillary action) เรียงตามเยื่อกระดาษไปยังบริเวณตรวจวัด (test zone) แล้วเกิดปฏิกิริยาระหว่างสาร
ตัวอย่างกับรีเอเจนท์ (Martinez et al., 2007) และแบบหลุม (well) ดังภาพที่ 2-1 (B) (Jokerst et al., 
2012) วิเคราะห์ได้โดยการน าสารตัวอย่างผสมกับรีเอเจนท์หยดลงไปในบริเวณที่ชอบน้ าของกระดาษ การ

            สีม่วง                                       สีเหลือง 
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วิเคราะห์ปฏิกิริยาที่เกิดข้ึนระหว่างสารตัวอย่างกับรีเอเจนท์ สามารถท าได้โดยการถ่ายภาพ จากนั้นน าเข้า
โปรแกรมประมวลภาพ ImageJ แล้ววัดค่าความเข้มสี ซึ่งค่าความเข้มสีจะแปรผันตรงกับปริมาณสารที่มีอยู่ใน
ตัวอย่าง 
            

 
                     (A)               (B) 

รูปที่ 2.1 แสดงรูปแบบของอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษท่ีสร้างส่วนที่ไม่ชอบน้ า (hydrophobic   
barrier) ลงบนกระดาษ (A) แบบช่องการไหลด้านข้าง (lateral flow) (Martinez et al., 2007) (B) แบบหลุม 
(well) (Jokerst et al., 2012) 
 
2.4 งำนวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
 Fenton และคณะ (2008) (Fenton et al., 2008) ได้สร้างอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษรูปแบบ
ช่องการไหลด้านข้างใช้ส าหรับวิเคราะห์สารชีวภาพที่หลากหลาย โดยสร้างอุปกรณ์แบบกระดาษด้วยวิธีการตัด
ด้วยเครื่องตัดอัตโนมัติ (craft cutting machine) เคลือบกระดาษด้วยพลาสติกใส (larmination) ซ่ึงอุปกรณ์
ที่สร้างมีข้อดีได้แก่ ช่วยลดการระเหยของรีเอเจนท์ ช่วยป้องกันไม่ให้พ้ืนผิวที่จะท าการทดสอบปนเปื้อนและ
ไม่ให้สารตัวอย่างและรีเอเจนท์รั่วออกจากอุปกรณ์ มีราคาถูก เหมาะส าหรับไปใช้ในประเทศที่ก าลังพัฒนา  

Piletska และคณะ (2012) (Piletska, Piletsky, Whitcombe, Chianella, & Piletsky, 2012) ได้
พัฒนารูปแบบใหม่ของ microtiter Plate ส าหรับตรวจวิเคราะห์ทางการแพทย์ วิธีวิเคราะห์ท าโดยตัด
กระดาษกรองให้เป็นวงดังรูปที่ 2.2(A) แล้วน าไปจุ่มในรีเอเจนต์ DPPH ท าให้แห้งแล้ววิเคราะห์การ
เกิดปฏิกิริยาด้วย microtiter plate readers โดยไม่มีขั้นตอนอ่ืนๆเพ่ิมเติม แนวคิดดังกล่าวสามารถ
ประยุกต์ใช้กับการวิเคราะห์ได้หลากหลาย เช่น การตรวจสอบสารบ่งชี้ชีวภาพชนิดต่างๆโดยอาศัยปฏิกิริยาทาง
เอนไซม์ เช่น การวิเคราะห์กลูโคสและกรดยูริก  การตรวจสอบโปรตีน การวิเคราะห์ค่า pH และการวิเคราะห์
สารต้านอนุมูลอิสระ การวิเคราะห์ด้วยวิธีนี้สามารถท าได้ง่ายโดยมีเพียงขั้นตอนการเติมสารและขั้นตอนการ
ตรวจวัด จึงท าให้สามารถตรวจวัดสารตัวอย่างได้รวดเร็วเหมาะส าหรับการวิเคราะห์ทางการแพทย์ที่ต้อง
วิเคราะห์สารหลายๆอย่างในคราวเดียวกัน อย่างไรก็ตามวิธีวิเคราะห์ดังกล่าวจ าเป็นต้องท าในห้องปฏิบัติการ 
(laboratory based analysis) เนื่องจากเครื่อง microplate reader เป็นเครื่องมือที่มีขนาดใหญ่ไม่สามารถ
พกพาไปตรวจวัดภาคสนามได้ 
 
 
 
 

Hydrophobic barrier 

Hydrophilic  
region 
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(A)                                                         (B) 
รูปที่ 2.2  (A) แสดงรูปร่างของกระดาษกรองที่ตรึงด้วยสารรีเอเจนท์ (B)  แสดงการใช้อุปกรณ์ microtiter 
plate ที่ท างานร่วมกับกระดาษในการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของ gallic acid ด้วย DPPH assay  
 
          Sharpe และคณะ (2012) (Sharpe, Frasco, Andreescu, & Andreescu, 2013) ได้พัฒนาอุปกรณ์
ตรวจสอบแบบพกพาส าหรับวิเคราะห์สารต้านอนุมูลอิสระในตัวอย่างอาหารโดยใช้การตรึงอนุภาคนาโนซีเรีย 
(CeO2) ไว้ที่กระดาษซึ่งมีลักษณะคล้ายคลึงกับเซ็นเซอร์ขนาดเล็ก อุปกรณ์ดังกล่าววิเคราะห์ได้โดยวัดการ
เปลี่ยนแปลงสีที่เกิดขึ้นของปฏิกิริยารีดอกซ์ระหว่างสารต้านอนุมูลอิสระกับพ้ืนผิวของอนุภาคนาโนซีเรียซึ่งจะ
เปลี่ยนจากสีเหลืองกลายเป็นสีน้ าตาล อุปกรณ์แบบพกพาดังกล่าวน าไปวิเคราะห์สารต้านอนุมูลอิสระ เช่น 
ascorbic acid, gallic acid, vanillic acid, quercetin, caffeic acid, epigallocatechin gallate และได้
น าไปวิเคราะห์กับสารตัวอย่างจริง ได้แก่ ชาและเห็ด ซึ่งได้ผลการวิเคราะห์เช่นเดียวกับการวิเคราะห์แบบ
ดังเดิม วิธีนี้มีข้อดีคือสามารถทดสอบได้โดยไม่ต้องใช้เครื่องมือที่มีราคาแพงเนื่องจากมีการใช้โปรแกรม
ประมวลภาพแทน microplatereader spectrophotometer จึงมีศกัยภาพในการวิเคราะห์ในสถานที่อ่ืน
นอกเหนือจากห้องปฏิบัติการ 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 2.3 แสดง กราฟมาตรฐานแสดงที่ได้จากการพล๊อตความเข้มสีของอนุภาคนาโนซีเรียที่เปลี่ยนไปเมื่อเพ่ิม
ความเข้มข้นของสารมาตรฐาน gallic acid (GA) และ, epigallocatechin gallate (EGCG)  
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บทที่3 

กำรทดลอง 

 
3.1 เครื่องมือ  อุปกรณ์ และสำรเคมี 
3.1.1 เครื่องมือและอุปกรณ์ 
1. กระดาษกรอง Whatman เบอร์ 4 (Whatman, USA)  
2. พลาสติกเคลือบบัตร  ขนาด A4 216 mm x 303 mm  100 m 
3. ไมโครปิเปต ขนาด 10, 20, 200, 1000 ไมโครลิตร 
4. มีดคัตเตอร์ 
5. กรรไกร 
6. ที่เจาะกระดาษแบบรูเดียวขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 5 mm  
7. เครื่องเคลือบบัตร 
8. ขวดสีชาขนาด 5 มิลลิลิตร 
9. บีกเกอร์ขนาด 50 มิลลิลิตร 
10. ปิเปตทบิส าหรับไมโครปิเปตขนาด 10, 20, 200, 1000 ไมโครลิตร 
11. เครื่องสแกน  (Canon Scan LiDE 110 Manual) 
12. เครื่องชั่งทศนยิม 4 ต าแหน่ง  
 
3.1.2 สำรเคมี 
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. vanillic acid  (4-hydroxy-3-methoxybenzoic acid)  (M.W. 168.14 g/mol, Fluka CAS 121-34-6)   
4. caffeic acid (3-(3,4-Dihydroxyphenyl)-2-propenoic acid) (M.W. 180.16 g/mol, Sigma Aldrich 
CAS 331-39-5)  
5. 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) 
6. 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) 
7. DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) (M.W. 394.32 g/mol, Sigma Aldrich CAS 1898-66-4) 
8. เมทานอล (Methanol) (M.W. 32.04 g/mol) (Sigma Aldrich CAS 67-56-1) 
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3.1 3 สำรตัวอย่ำงในกำรทดลอง 
 ใบชาแห้ง และชาซอง จ านวน 7 ยี่ห้อ 

1. ชาเจียวกู่หลาน 
2. ชาเขียวบ้านไร่ 5 ดาว (มะลิ) 
3. ชาเขียวบ้านไร่ 5 ดาว 
4. ชาอู่หลง 
5. ชา minute 
6. ชาเขียวดอยแม่สลอง  
7.  

3.2 กำรเตรียมสำรละลำยมำตรฐำนและสำรละลำยตัวอย่ำง 
     3.2.1. สำรละลำย DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) 
        เตรียม stock DPPH ความเข้มข้น 6.590 mM ปริมาตร 1mL โดยชั่ง  DPPH  0.0026 g ละลายในเม
ทานอล 1 mL แล้วเจือจางสารละลายให้มีความเข้มข้น 0.1, 0.4, 0.7, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 3.5 และ 4.0 
mM ด้วยเมทานอล 
      3.2.2. สำรละลำย gallic acid 
           เตรียม stock Gallic acid  ความเข้มข้น 3821 µM ปริมาตร 2 mL โดยชั่ง Gallic acid  0.0013 g 
ละลายในเมทานอล 2 mL แล้วเจือจางสารละลายให้มีความเข้มข้น 1000 µM ด้วยเมทานอลเป็นสารละลาย 
intermediate จากนั้นเจือจางด้วยเมทานอลให้ได้สารละลายGallic acid ที่ความเข้มข้น 50, 100, 150, 200, 
250, 300, 350, 400, 450, 500, 550 และ 600µM  
       3.2.3. สำรละลำย trolox 
           เตรียม stock Trolox  ความเข้มข้น 5194 µM ปริมาตร 2 mL โดยชั่ง trolox 0.0026 g ละลายใน
เมทานอล 2 mL แล้วเจือจางสารละลายให้มีความเข้มข้น 1500µM ด้วยเมทานอลเป็นสารละลาย 
intermediateจากนั้นเจือจางด้วยเมทานอลให้ได้สารละลาย Troloxที่ความเข้มข้น 50, 100, 200, 300, 400, 
500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1100, 1200, 1300, 1400 และ1500 µM  
       3.2.4. สำรละลำย l-ascorbic acid 
            เตรียม stock L-ascorbic acid ความเข้มข้น 15898 µM ปริมาตร 1 mL โดยชั่ง  l-ascorbic acid  
0.0028 g ละลายในเมทานอล 1 mL แล้วเจือจางสารละลายให้มีความเข้มข้น 1500 µM ด้วยเมทานอล เป็น
สารละลาย intermediate จากนั้นเจือจางด้วยเมทานอลให้ได้สารละลาย ascorbic acid  ที่ความเข้มข้น 
100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 ,1,000, 1100, 1200, 1300, 1400 และ 1500 µM 
       3.2.5. สำรละลำย caffeic acid 
            เตรียม stock caffeic acid ความเข้มข้น 4718 µM ปริมาตร 2 mL โดยชั่ง caffeic acid 0.0017 
g ละลายในเมทานอล 2 mL แล้วเจือจางสารละลายให้มีความเข้มข้น1500 µMด้วยเมทานอลเป็นสารละลาย 
intermediate จากนั้นเจือจางด้วยเมทานอลให้ได้สารละลาย caffeic acid ที่ความเข้มข้น 100, 200, 300, 
400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1100, 1200, 1300, 1400 และ 1500 µM 
       3.2.6. สำรละลำย vanillic acid 
            เตรียม stock Vanillic acid  ความเข้มข้น 143 mM ปริมาตร 2 mLโดยชั่ง vanillic acid 0.0211 
g ละลายในเมทานอล 2 mL เป็นสารละลาย intermediate จากนั้นเจือจางด้วยเมทานอลให้ได้สารละลาย 
vanillic acid 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, และ 100 mM  



 

 

 12 

       3.2.7. สำรละลำย quercetin 
            เตรียม stock quercetin ความเข้มข้น 3805 µM ปริมาตร 2 mLโดยชั่ง quercetin 0.0023 g 
ละลายในเมทานอล 2 mL เป็นสารละลาย intermediateจากนั้นเจือจางด้วยเมทานอลให้ได้สารละลาย 
quercetin ที่ความเข้มข้น 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 และ 1,000 µM  
       3.2.8. สำรละลำยตัวอย่ำง  
           การวิเคราะห์ตัวอย่างชาผงส าหรับชง เตรียมตัวอย่างโดยชั่งชา 2 กรัม แล้วเติมน้ าปริมาตร 200 
มิลลิลิตร ต้มที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 นาที จากนั้นตั้งทิ้งไว้ให้เย็นแล้วน าไปวิเคราะห์หาฤทธิ์
ต้านอนุมูลอิสระ และหากสารละลายตัวอย่างชามีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระมากเกินไปจะต้องท าการเจือจาง
สารละลายตัวอย่างให้มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระอยู่ในช่วงกราฟมาตรฐาน 
  
3.3 กำรสร้ำงอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดำษ 
 การสร้างอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษจะสร้างบริเวณส่วนกั้นที่ไม่ชอบน้ า (hydrophobic barrier) 
ด้วยการตัดและเคลือบด้วยพลาสติก มีข้ันตอนการสร้างโดยเตรียมกระดาษกรอง Whatman เบอร์ 4 ตัดให้
ขนาด 1 cm. x 1 cm.  เตรียมพลาสติกเคลือบบัตรโดยใช้ที่เจาะกระดาษเจาะแผ่นพลาสติกด้านบนมีลักษณะ
เป็นวงกลมที่มีเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.5 cm. ดังรูปที่3.1หลังจากนั้นน ากระดาษกรองที่เตรียมไว้ มาจัดเรียง
บริเวณพลาสติกท่ีเป็นรูแล้วเข้าเครื่องเคลือบบัตรดังรูปที่3.2 

 
 
 
 
     
 
 
 รูปที่ 3.1  แสดงการเตรียมกระดาษกรองและแผ่นพลาสติกเคลือบบัตรส าหรับสร้างอุปกรณ์แบบ
กระดาษด้วยวิธีการเคลือบ (lamination) 
 
 
  
 
  
 
 
 รูปที่ 3.2  แสดงขั้นตอนการสร้างอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ 
3.4 กำรวิเครำะห์ฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH โดยอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดำษ 
 3.4.1 กำรศึกษำควำมเข้มข้นเริ่มต้นของ DPPH ที่เหมำะสม 
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 เตรียมสารละลาย DPPH ความเข้มข้น 0.1, 0.4, 0.7, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 3.5 และ 4.0 mM 
แล้วหยดสารละลาย DPPH  ลงบนอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษโดยในแต่ละหลุมหยดปริมาตร 1.0 µL และ
ในแต่ละความเข้มข้นหยดจ านวน 5 หลุม จากนั้นสแกนแล้วน าเข้าโปรแกรมประมวลภาพ ImageJ  เพ่ือ
ตรวจวัดความเข้มของสีม่วงที่เกิดข้ึน จากนั้นน าค่าความเข้มสีมาสร้างกราฟมาตรฐานซึ่งพลอตระหว่างความ
เข้มข้น DPPHและค่าความเข้มสี จากนั้นเลือกความเข้มข้น DPPH ที่เหมาะสมส าหรับใช้ในการทดสอบด้วยวิธี 
DPPH บนอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ 
 
 3.4.2 กำรวิเครำะห์สำรต้ำนอนุมูลอิสระมำตรฐำนด้วยอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดำษ 
 3.4.2.1 ศึกษำเวลำในกำรเกดิปฏิกิริยำสำรต้ำนอนุมูลอิสระมำตรฐำน gallic acid 
   เตรียมสาระลาย DPPH ความเข้มข้น 2 mM ในเมทานอล และเตรียมสารต้านอนุมูลอิสระ
มาตรฐาน gallic acid ความเข้มข้น 0, 50  และ100 µM ในเมทานอล ท าการทดสอบโดยหยดสารละลาย 
gallic acid ความเข้มข้นต่างๆ ลงบนอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษหลุมละ 1.0 µL (n=5) หลังจากนั้นหยด
สารละลาย DPPH หลุมละ 1.0 µL จากนั้นสแกนภาพโดยสแกนทุกๆ 3 นาท ีเป็นเวลา 39 นาที น าภาพไปเข้า
โปรแกรมประมวลภาพ ImageJ  เพ่ือตรวจวัดค่าความเข้มสี แล้วพลอตกราฟระหว่างระยะเวลาและค่าความ
เข้มสี แล้วเลือกเวลาที่เหมาะสมส าหรับใช้ในการทดสอบด้วยวิธี DPPH บนอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ 
  
 3.4.2.2 ศึกษำช่วงควำมเป็นเส้นตรงของสำรต้ำนอนุมูลอิสระของสำรต้ำนอนุมูลอิสระมำตรฐำน 
gallic acid 
  เตรียมสาระลาย DPPH ความเข้มข้น 2.0 mM ในเมทานอล และเตรียมสารต้านอนุมูลอิสระ
มาตรฐาน gallic acid ความเข้มข้น 0, 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500 µM ในเมทา
นอล ท าการทดสอบโดยหยดสารละลาย gallic acid ความเข้มข้นต่างๆลงบนอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ
หลุมละ 1.0 µL (n=5) หลังจากนั้นหยดสารละลาย DPPH หลุมละ 1.0 µL วางทิ้งไว้ในที่มืดเป็นเวลา 30 นาที 
แล้วน าไปสแกนภาพ น าเข้าโปรแกรมประมวลภาพ ImageJ  เพ่ือตรวจวัดค่าความเข้มสี   พลอตกราฟระหว่าง
ความเข้มข้น gallic acid และค่าความเข้มสีเพ่ือใช้ส าหรับหาช่วงความเป็นเส้นตรงของ gallic acid 
  
 3.4.2.3 ศึกษำควำมสำมำรถในกำรท ำซ  ำ (reproducibility) 
  เตรียมสาระลาย DPPH ความเข้มข้น 2.0 mM ในเมทานอล และเตรียมสารต้านอนุมูลอิสระ
มาตรฐาน gallic acid ความเข้มข้น 100, 250, 400 µM ในเมทานอลท าการทดสอบโดยหยดสารละลาย 
gallic acid ความเข้มข้นต่างๆลงบนอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษหลุมละ 1.0 µL (n=10) หลังจากนั้นหยด
สารละลาย DPPH หลุมละ 1.0 µL วางทิ้งไว้ในที่มืดเป็นเวลา 30 นาที แล้วน าไปสแกนภาพ น าเข้าโปรแกรม
ประมวลภาพ ImageJ  เพ่ือตรวจวัดค่าความเข้มสี   หลังจากนั้นค านวณค่าร้อยละส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน
สัมพัทธ์ (Percentage of relative standard deviation, %RSD) 
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 3.4.2.4 ศึกษำค่ำขีดจ ำกัดกำรตรวจวัด (limit of detection) 
  ขีดจ ากัดการตรวจวัดของวิธีการวิเคราะห์ด้วย DPPH คือความเข้มข้นของสารต้านอนุมูลอิสระท่ี
ท าให้สัญญาณของ DPPH ต่ าว่าสัญญาณเริ่มต้นเป็นสามเท่าของค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของแบลงค์ น าค่าความ
เข้มสีของของการวิเคราะห์ 0 µM gallic acid (blank) ด้วยวิธี DPPH มาค านวณหาค่าขีดจ ากัดการตรวจวัด 
gallic acid จากความสัมพันธ์  

 
ILOD = I0 -3SDblank 

เมื่อ  ILOD   คือค่าความเข้มสีของ DPPH เมื่อเติม gallic acid ที่ความเข้มข้นระดับขีดจ ากัดการ 
      ตรวจวัด 
 I0   คือค่าความเข้มสีของ DPPH ที่ไม่ได้เติม gallic acid (blank) 
 SDblank  คือค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของค่าความเข้มสีของ DPPH 
 
การค านวณค่าขีดจ ากัดการตรวจวัด gallic acid 
จาก    ILOD = - mxLOD + c 
เมื่อ  m และ c คือ ความชันและจุดตัดแกนในกราฟมาตรฐาน ตามล าดับ   
 xLOD คือ ขีดจ ากัดการตรวจวัด 
  
 3.4.2.5 ศึกษำกำรวิเครำะห์สำรต้ำนอนุมูลอิสระมำตรฐำนตัวอ่ืนๆ  
  ท าการศึกษาการวิเคราะห์ trolox, l-ascorbic acid, caffeic acid, vanillic acid และ   
quercetin คล้ายกับการศึกษา gallic acid  
 
       3.4.3 กำรวิเครำะห์ตัวอย่ำงสำรต้ำนอนุมูลอิสระด้วยอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดำษ 
 สร้างกราฟมาตรฐานโดยใช้สารมาตรฐาน gallic acid โดยเตรียมสารละลาย DPPH ความเข้มข้น 2 
mM ในเมทานอล และเตรียมสารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐาน gallic acid ความเข้มข้น 50, 100, 200, 300, 
400, 600 µM ในเมทานอลเพ่ือใช้ในการสร้างกราฟมาตรฐาน gallic acid ท าการทดสอบโดยหยดสารละลาย 
Gallic acid ความเข้มข้นต่างๆลงบนอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษหลุมละ 1.0 µL (n=5) หลังจากนั้นหยด
สารละลาย DPPH หลุมละ 1.0 µL วางทิ้งไว้ในที่มืดเป็นเวลา 30 นาที แล้วน าไปสแกนภาพ น าเข้าโปรแกรม
ประมวลภาพ ImageJ แล้วสร้างกราฟมาตรฐานพลอตระหว่างค่าความเข้มข้น gallic acid และค่าความเข้มสี 
 หาปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระตัวอย่างชา โดยเตรียมสารละลายตัวอย่างตาม หัวข้อ 3.2.1ข้อย่อยที่ 
8 จากนั้นน ามาตรวจวัดบนอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ ท าการทดสอบโดยหยดสารละลายตัวอย่างชาลงบน
อุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษหลุมละ 1.0 µL (n=5) หลังจากนั้นหยดสารละลาย DPPH หลุมละ 1.0 µL วาง
ทิ้งไว้ในที่มืดเป็นเวลา 30 นาที แล้วน าไปสแกนภาพ วิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารตัวอย่าง โดยการ
ตรวจวัดค่าความเข้มสีเทียบกับกราฟมาตรฐาน gallic acid และค านวณปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระในรูปของ
ค่า µmolgallic acid equivalent/gtea (µmolGAE/g tea) 
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รูปที่ 3.3 แสดงขั้นตอนการหยดสารละลายที่ใช้เป็น blank และสารตัวอย่างที่ใช้ส าหรับการวิเคราะห์ฤทธิ์ต้าน
อนุมูลอิสระบนอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ 
 
3.5 กำรวิเครำะห์ฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระแบบดั งเดิม 
 ศึกษาความยาวคลื่นการดูดกลืนแสงสูงสุด( max ) ของ DPPH ในช่วง 500-520 nm พบว่า max

ของ DPPH คือ 515 nm จึงตั้งความยาวคลื่นของเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 515 nm 
อุ่น lamp เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นเซตแบลงค์ด้วยเมทานอล เตรียมสารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐาน gallic 
acid ความเข้มข้น 0, 50, 100, 200, 300, 400, 600 µM ในเมทานอลเพ่ือใช้ในการสร้างกราฟมาตรฐาน 
gallic acid โดยผสม DPPH ที่เตรียมไว้ปริมาตร  100 µL กับสารละลาย gallic acid ที่ความเข้มข้นต่างๆ 50 
µLและเมทานอล 3 mL ตั้งทิ้งไว้ในที่มืด 30 นาที วัดด้วยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 515 
nm 
 เตรียมสารสารละลายตัวอย่างชาปริมาตร 50 µL โดยผสม DPPH ที่เตรียมไว้ปริมาตร  100 µL 
และเมทานอล 3 mL รอให้เกิดปฏิกิริยาโดยการเก็บไว้ในที่มืด 30 นาทีหลังจากนั้นน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสง
ที่ความยาวคลื่น 515 nm  วิเคราะห์หาปริมาณโดยใช้กราฟมาตรฐานของ gallic acid  และถ้าสารตัวอย่างที่
วิเคราะห์วัดค่าได้นอกเหนือจากเส้นตรง ต้องน าสารละลายที่ได้มาเจือจางแล้ววัดค่าใหม่ รายงานผลการ
วิเคราะห์ในรูปของ µmolgallic acid equivalent/g tea (µmolGAE/g tea)  
 
 
 
 
 
 
 
 

Blank Sample 
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3.6 กำรวิเครำะห์ควำมเข้มสีด้วยโปรแกรม ImageJ 
 1. เปิดโปรแกรม ImageJ 
 2. เลือก open แล้วเลือกรูปที่ต้องการประมวลผล 

 

 
 
 3. Set scale ของบริเวณที่ตรวจวัด 
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 4. ปรับรูปให้เหลือเฉพาะสีที่ต้องการโดยไปท่ี Image--> adjust-->color threshold จะปรากฏ 
box ขึ้นมาดังรูป เลือก pass ทั้งหมด เลือก Threshold color : White, Color space : HSB ปรับสีโดย
เลื่อน scale บริเวณ Hue = 100  

 
 
 5. ปรับเป็นสี gray โดยไปท่ี Image--> 8 bit 

                        
  
 6. ปรับให้เป็น gray intensity โดยเลือก Edit--> invert 
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 7. ตั้งค่าวัดความเข้มสีโดยไปที่ set measurements จะปรากฏ box ดังรูปให้เลือก Are, Mean  
gray value, limit to threshold และ display label (ท าเฉพาะครั้งแรกท่ีใช้โปรแกรม) แล้วคลิก OK 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
8. เลือกบริเวณท่ีต้องการวัด intensity โดยเลือก shortcut  ตามแบบรูปที่ต้องการจากนั้นลากครอบบริเวณท่ี
ต้องการวัด เมื่อได้บริเวณแล้วให้ไปที่ Analyze Measurement หรือใช้ Crtl+M ได้เลย ค่าMean  ที่ปรากฏ
คือค่า  mean gray scale intensity ที่ได้จากการประมวลภาพ 
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บทที่ 4 
ผลและอภิปรำยผลกำรทดลอง 

 
4.1 ผลกำรศึกษำควำมเข้มข้นเริ่มต้นของ DPPH ที่เหมำะสมในกำรใช้ศึกษำฤทธิ์ต้ำนอนุมูล
อิสระ 

เนื่องจากวิธี DPPH เป็นวิธวีิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของตัวอย่างโดยวัดการลดลงของสัญญาณ 
DPPH ความเข้มข้นเริ่มต้นของ DPPH ที่เหมาะสมจึงเป็นปัจจัยส าคัญต่อการศึกษา โดยความเข้มข้นเริ่มต้นที่
เหมาะสมคือความเข้มข้นที่ให้สัญญาณสูง และสามารถเห็นการเปลี่ยนแปลงของสัญญาณได้อย่างรวดเร็วเมื่อ
เติมสารต้านอนุมูลอิสระลงไปเพียงเล็กน้อย ท าการศึกษาความเข้มข้นเริ่มต้นของ DPPH ที่เหมาะสมส าหรับใช้
ในการท าปฏิกิริยากับสารต้านอนุมูลอิสระโดยการเตรียม DPPH ความเข้มข้นต่างๆ ตั้งแต่ 0.1-5 mM แล้ว
หยดลงบนอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษท่ีเตรียมไว้ ความเข้มข้นละ 5 ซ้ า ท าการแสกนภาพ และน าภาพถ่าย
ที่ได้เข้าโปรแกรมประมวลภาพ ImageJ เพ่ือวัดความเข้มสีที่เกิดข้ึน  แล้วน ามาสร้างกราฟระหว่างความเข้มสี
ของ DPPH และความเข้มข้นของ DPPH จะได้กราฟดังที่แสดงในรูปที่ 4.1 

 
  (A) 
 
  (B) 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.1(A) รูปแสดงความเข้มสีของ DPPH (B) กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของ DPPH กับ
ความเข้มสีที่เกิดขึ้นบนอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ (n=3) 
 

จากรูปที่ 4.1 (A) รูปแสดงความเข้มสีของ DPPH เพ่ิมข้ึนตามความเข้มข้น DPPH ที่เพ่ิมขึ้น (B) กราฟ
มาตรฐานที่แสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นและความเข้มสีของ DPPH พบว่าความเข้มสีของ DPPH 
เพ่ิมข้ึนตามความเข้มข้นของ DPPH  และสัญญาณเริ่มคงที่ที่ความเข้มข้นของ DPPH เท่ากับ 2 mM ในการ
ทดลองนี้จึงเลือก DPPH ที่มีความเข้มข้น 2000 µM เป็นความเข้มข้นทีเ่หมาะสมที่จะใช้เป็นความเข้มข้น
เริ่มต้นในการท าปฏิกิริยากับสารต้านอนุมูลอิสระ เนื่องจากสามารถเห็นการลดลงของสัญญาณไดช้ัดเจนเมื่อ
เติมสารต้านอนุมูลอิสระลงไปเพียงเล็กน้อย 
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4.2 ศึกษำเวลำในกำรเกิดปฏิริยำระหว่ำง DPPH และสำรต้ำนอนุมูลอิสระมำตรฐำน gallic 
acid, trolox, ascorbic acid และ caffeic acid   
         การศึกษาเวลาในการเกิดปฏิกิริยาระหว่าง DPPH กับสารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐานต้านอนุมูลอิสระ 
gallic acid, trolox,  ascorbic acid และ caffeic acid  ท าได้โดยหยดสารตามความเข้มข้นที่เตรียมไว้ลงบน
อุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษความเข้มข้นละ 1 µL หลังจากนั้นหยด DPPH ความเข้มข้น 2 µM ตามลงไปใน
ปริมาณที่เท่ากันคือ 1 µL จากนั้นถ่ายภาพทุกๆ 3 นาที เป็นเวลา 45 นาที  แล้วน าภาพที่ได้มาเข้าโปรแกรม
ประมวลภาพเพ่ือตรวจวัดความเข้มของสีจะได้กราฟดังแสดงในรูป 4.2 A ,B, C และ D 
 

 
 
 
 

   
 
 
 
 
        (A)       (B) 

 

 
 

 
                                                             
 

 
 
 
 
     (C)       (D) 
รูปที่ 4.2 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มสีของ DPPH กับเวลาในการเกิดปฏิกิริยาระหว่าง DPPH 
และสารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐาน (A). gallic acid, (B) trolox, (C) ascorbic acid, (D) caffeic acid 

 
จากการศึกษาเวลาในการเกิดปฏิกิริยาระหว่าง DPPH กับสารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐานมาตรฐาน 

gallic acid, trolox,  ascorbic acid และ caffeic acid  พบว่าความเข้มสีของ DPPH จะลดลงเมื่อเวลา
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เพ่ิมข้ึนจะเห็นว่าที่ความเข้มสีของ DPPH เริ่มมีค่าคงที่ท่ีเวลา 21 นาทีต่อเนื่องไปเรื่อยๆ แต่ในการทดลองนี้
เลือกเวลาที่ 30 นาที มาใช้ในการทดลองเพ่ือให้แน่ใจว่าปฏิกิริยาเกิดอย่างสมบูรณ์ 
 
4.3 ศึกษำประสิทธิภำพของอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดำษที่พัฒนำขึ น 
      4.3.1. ศึกษำกำรวิเครำะห์สำรต้ำนอนุมูลอิสระมำตรฐำน gallic acid 
              gallic acid (3, 4, 5-hydroxybenzoic acid) เป็นสารประกอบอินทรีย์ที่มีสูตรโมเลกุลทางเคมี 
คือ C7H6O5 โดย gallic acid เป็นส่วนประกอบของแทนนิน พบมากในองุ่น ใบชา เปลือกไม้โอ๊ค และพืชอ่ืนๆ 
โดยทั่วไปจะใช้เกี่ยวกับอุตสาหกรรมทางยา คุณสมบัติของ gallic acid คือ สามารถยับยั้งเชื้อรา เชื้อไวรัส และ
มีคุณสมบัติเป็นสารต้านออกซิเดชันได้ดี (Yen, Duh, & Tsai, 2002) 

 
รูปที่ 4.3 โครงสร้างทางเคมีของ gallic acid (Li et al., 2005) 

 
 ศึกษาช่วงความเป็นเส้นตรงของการวิเคราะห์ gallic acid โดยเตรียมสารต้านอนุมูลอิสระกรดแกลลิค
ที่ความเข้มข้น 0, 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450 และ500 µM ท าปฏิกิริยากับ DPPH ความ
เข้มข้น 2 mM ได้ผลการทดลองดังแสดงใน รูปที่ 4.4A แล้วแสกนภาพเพ่ือน าเข้าโปรแกรมประมวณผลภาพ
เพ่ือวัดความเข้มสีที่ความเข้มข้นต่างๆ จากนั้นสร้างกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารต้าน
อนุมูลอิสระกรดแกลิคและความเข้มสีดังแสดงในรูปที่ 4.4B พบว่าเมื่อความเข้มข้นของ gallic acid เพ่ิมขึ้น 
ความเข้มสีของ DPPH จะลดลงเรื่อยๆ  จากกราฟดังกล่าวพบว่ามีช่วงความเป็นเส้นตรงของกราฟมาตรฐานที่
ความเข้มข้นเท่ากับ 50-400 µM, R2= 0.989 
 

 
รูปที่ 4.4 (A) รูปแสดงการวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระกรดแกลลิค (B) กราฟพลอตระหว่างความเข้มสีกับ
ความเข้มข้นของ gallic acid (n=3) 

 (A) 

 (B) 
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ศึกษาความสามารถในการท าซ้ า (reproducibility) ของการวิเคราะหส์ารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐาน 
gallic acid โดยศึกษาท่ีความเข้มข้นของ gallic acid ในช่วงความเป็นเส้นตรงคือ 100, 250, 400 µM พบว่า
ไดค้่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (relative standard deviation, %RSD) เท่ากับ 6.74, 8.52 และ16.76 
ตามล าดับ เมื่อพิจารณาจากค่าดังกล่าวพบว่าในการตรวจวัดสารมาตรฐาน gallic acid ด้วยอุปกรณ์ท่ี
พัฒนาขึ้นมีความเที่ยงสูงและสามารถท าซ้ าได้ ศึกษาขีดจ ากัดการตรวจวัดของการวิเคราะห์ gallic acid โดย
วัดค่าแบลงคข์องการวิเคราะห์ gallic acid จากนั้นน าผลที่ได้ไปค านวณหาค่าขีดจ ากัดการตรวจวัด (LOD) ซ่ึง
หมายถึงความเข้มข้นของ gallic acid ที่ต่ าท่ีสุดที่ท าให้สัญญาณของแบลงค์ลดลงเป็นสามเท่าของส่วน
เบี่ยงเบนมาตรฐานของแบลงค์ (n=3) เท่ากับได้ค่า LOD เท่ากับ 37 µM 
 
4.3.2. ศึกษำกำรวิเครำะห์สำรต้ำนอนุมูลอิสระมำตรฐำน trolox 
         trolox (6-hydroxy-2, 5, 7, 8- tetramethylchroman-2-carboxylic acid)  มีสูตรโมเลกุลทางเคมี
คือ C14H18O4 เป็นอนุพันธ์ของวิตามินอีที่ดัดแปลงโครงสร้างโดยการเปลี่ยนสายอัลเคนเป็นหมู่คาร์บอกซิลิก มี
สูตรโครงสร้างท าให้มีความสามารถละลายได้ดีในน้ า แต่เนื่องจากความสามารถในการละลายน้ าได้ดีดีจึงท าให้
การออกฤทธิ์เร็วกว่าวิตามินอี โดยวิตามินต้องใช้เวลานานเป็นชั่วโมงหรือเป็นวัน ในขณะที่ trolox ออกฤทธิ์
เกือบจะทันทีในวิธีการตรวจสอบหลายวิธี ในการวิจัยนิยมใช้ trolox เป็นสารมาตรฐานในการตรวจสอบ
กิจกรรมต้านออกซิเดชัน (Huang, Hopia, Schwarz, Frankel, & German, 1996) 

 
รูปที่ 4.5 โครงสร้างทางเคมีของ trolox (Huang et al., 1996) 

 

 ศึกษาช่วงความเป็นเส้นตรงของการวิเคราะห์ trolox โดยเตรียมสารต้านอนุมูลอิสระ trolox ความ
เข้มข้น 0, 100, 200, 300, 400, 500, 600,700, 800, 900, 1000, 1100, 1200, 1300, 1400 และ1500 
µM ปริมาตร 1 µL ท าปฏิกิริยากับ DPPH ความเข้มข้น 2 mM ปริมาตร 1 µL ได้ผลการทดลองดังแสดงในรูป
ที่ 4.6A จะเห็นว่าเมื่อความเข้มข้นของ trolox เพ่ิมข้ึน ความเข้มสีของ DPPH มีค่าลดลงแสดงให้เหน็ถึงการท า
ปฏิกิริยาระหว่าง DPPH และสารต้านอนุมูลอิสระจากนั้นแสกนภาพเพ่ือวัดความเข้มสี น ามาใช้ส าหรับสร้าง
กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารต้านอนุมูลอิสระ trolox และความเข้มสีดังแสดงใน รูปที่ 
4.6B ได้ช่วงความเป็นเส้นตรงของกราฟมาตรฐานที่ความเข้มข้นเท่ากับ 300-1000 µM, R2= 0.991 
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รูปที่ 4.6 (A) รูปแสดงผลการวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ trolox (B) กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความ
เข้มสีของ DPPH ที่ลดลง กับความเข้มข้นของสารต้านอนุมูลอิสระ trolox (n=3) 
 

ศึกษาความสามารถในการท าซ้ า (reproducibility) ของสารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐาน trolox ที่
ความเข้มข้นในช่วงกราฟมาตรฐานคือ 300, 600, 900 µM ไดค้่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์เท่ากับ 2.61, 
3.51 และ 12.38 ตามล าดับ (n=10) จากการพิจารณาค่าดังกล่าวพบว่าในการตรวจวัดสารมาตรฐาน trolox 
ด้วยอุปกรณ์ที่พัฒนาขึ้นมีความเที่ยงสูงและสามารถท าซ้ าได้ดี จากนั้นหาขีดจ ากัดการตรวจวัด (limit of 
detection, LOD) ไดเ้ท่ากับ 295 µM  
 
4.3.3. ศึกษำกำรวิเครำะห์สำรต้ำนอนุมูลอิสระมำตรฐำน ascorbic acid 
         ascorbic acid หรือ วิตามินซีสามารถเข้าท าปฏิกิริยากับอนุมูลอิสระแล้ว ยังท าหน้าที่เป็นตัวส่งเสริม
ประสิทธิภาพของสารต้านออกซิเดชันของวิตามินอีด้วย โดยท าให้อนุมูล  -tocopherol• (TO ) เปลี่ยน
กลับไปเป็น α-tocopherol (TOH) ดังเดิม ดังสมการ (Miller & Rice-Evans, 1997) 
                                                

 
 

 
รูปที่ 4.7 โครงสร้างเคมีของ ascorbic acid (Miller & Rice-Evans, 1997) 

 (A) 

 (B) 

+   AH                TOH   +   A 

 

TO 
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 ศึกษาช่วงความเป็นเส้นตรงโดยเตรียมสารต้านอนุมูลอิสระ ascorbic acid ความเข้มข้น 0, 100, 
200, 300, 400, 500, 600,700, 800, 900 และ1000 µM ปริมาตร 1 µL ท าปฏิกิริยากับ DPPH ความ
เข้มข้น 2000 µM ปริมาตร 1 µL ได้ผลดังรูปที่ 4.8A พบว่าความเข้มสีของ DPPH จางลงเมื่อเพ่ิมความเข้มข้น 
ascorbic acid จากนั้นน ามาแสกนภาพเพ่ือวัดความเข้มสี ส าหรับสร้างกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความ
เข้มข้นของสารต้านอนุมูลอิสระ ascorbic acid และความเข้มสีที่ลดลง ได้ผลดังแสดงใน รูปที่ 4.8B และได้
ช่วงความเป็นเส้นตรงของกราฟมาตรฐานที่ความเข้มข้นเท่ากับ 300-1000 µM, R2= 0.976 

 

รูปที่ 4.8 (A) รูปแสดงผลความเข้มสีที่ลดลงในการท าปฏิกิริยาของ DPPH กับสารต้านอนุมูลอิสระ ascorbic 
acid (B) กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารต้านอนุมูลอิสระ ascorbic acidกับความเข้มสี
ของ DPPH ที่ลดลง (n=3)  

 
ความสามารถในการท าซ้ า (reproducibility) ของ ascorbic acid ทีค่วามเข้มข้น 300, 600, 900 

µM มีค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์เท่ากับ 2.60, 5.54 และ7.28 ตามล าดับ (n=10) จากการพิจารณาค่า
ดังกล่าวพบว่าในการตรวจวัดสารมาตรฐาน ascorbic acid ด้วยอุปกรณ์ที่พัฒนาขึ้นมีความเที่ยงสูงและ
สามารถท าซ้ าได้ดี สามารถหาขีดจ ากัดการตรวจวัด จากการทดลองโดยค่อยๆลดความเข้มข้นของ ascorbic 
acid จนกระทั่งได้ความเข้มข้นที่ต่ าที่สุดที่ให้สัญญาณแตกต่างจากสัญญาณของแบลงค์ซึ่งพบว่ามีค่าเท่ากับ 
300 µM (experimental LOD)  
 
4.3.4 ศึกษำกำรวิเครำะห์ของสำรต้ำนอนุมูลอิสระมำตรฐำน caffeic acid 
  สาร caffeic acid (CA) เป็นสารประกอบในกลุ่มโพลีฟีนอลพบมากในผลกาแฟ ช่วยลดระดับน้ าตาล
ในเลือด ป้องกันการเกิดโรคพาร์กินสัน (parkinsons disease) ปกป้องเซลล์ในภาวะ oxidative stress 
(Gülçin, 2006) 
      

 (A) 

(B) 



 

 

 25 

 
 

รูปที่ 4.9 โครงสร้างทางเคมีของ caffeic acid  (Gülçin, 2006) 
 

ศึกษาช่วงความเป็นเส้นตรงของการวิเคราะห์ caffeic acid ท าได้โดยเตรียมสารต้านอนุมูลอิสระ 
caffeic acid ความเข้มข้น 0, 100, 200, 300, 400, 500, 600,700, 800, 900, 1000, 1100, 1200, 1300, 
1400 และ1500 ไมโครโมลาร์ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ท าปฏิกิริยากับ DPPH ความเข้มข้น 2000 ไมโครโมลาร์ 
ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ได้ผลการวิเคราะห์ดังรูปที่ 4.10A น ามาแสกนภาพเพ่ือวิเคราะห์ความเข้มสี สร้างกราฟ
แสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารต้านอนุมูลอิสระ caffeic acid และความเข้มสีที่ลดลงดังแสดง
ใน รูปที่ 4.10B ได้ช่วงความเป็นเส้นตรงของกราฟมาตรฐานที่ความเข้มข้นเท่ากับ 300-700 ไมโครโมลาร์, R2= 
0.983 

 

 
 

รูปที่ 4.10 (A) รูปแสดงผลการวิเคราะห์สารต้านอนุมูลอิสระ caffeic acid (B) กราฟแสดงความเข้มสี 
DPPH ที่ลดลงตามความเข้มข้นที่เพ่ิมขึ้นของสารต้านอนุมูลอิสระ caffeic acid (n=3) 

 (A) 

 (B) 
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จากการศึกษาความสามารถในการท าซ้ า (reproducibility) ของ caffeic acid ทีค่วามเข้มข้น 300, 
500, 700 µM พบว่ามีค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์เท่ากับ 7.43, 4.67 และ7.96 ตามล าดับที ่ (n=10) จาก
การพิจารณาค่าดังกล่าวพบว่าในการตรวจวัดสารมาตรฐาน caffeic acid ด้วยอุปกรณ์ที่พัฒนาขึ้นมีความเที่ยง
สูงและสามารถท าซ้ าได้ดี จากนั้นหาขีดจ ากัดการตรวจวัด จากการทดลองโดยค่อยๆลดความเข้มข้นของ 
caffeic acid จนกระทั่งได้ความเข้มข้นที่ต่ าที่สุดที่ให้สัญญาณแตกต่างจากสัญญาณของแบลงค์ซ่ึงพบว่ามีค่า
เท่ากับ 300 µM (experimental LOD) 
 
4.3.5. ศึกษำกำรวิเครำะห์ของสำรต้ำนอนุมูลอิสระมำตรฐำน vanillic acid 

Vanillinic acid เป็นสารประกอบกลุ่ม phenolic มีรายงานว่าสารต้านอนุมูลอิสระชนิดนี้จะท าหน้าที่
ได้ดีที่ความเข้มข้นต่ าๆ แต่เมื่อมีความเข้มข้นสูงขึ้นอาจกลายเป็นสารเสริมฤทธิ์ออกซิเดชั่นได้ (Itoh et al., 
2009) 

 
รูปที่ 4.11 แสดงโครงสร้างเคมีของ vanillic acid (Itoh et al., 2009) 

 
 ศึกษาช่วงความเป็นเส้นตรงโดยเตรียมสารต้านอนุมูลอิสระ vanillic acid ความเข้มข้น 0, 10, 20, 
30, 40, 50, 60,70, 80, 90 และ100 mM ปริมาตร 1 µL ท าปฏิกิริยากับ DPPH ความเข้มข้น 2000 µM 
ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ได้ผลการวิเคราะห์ดังรูปที่ 4.12A แล้วแสกนภาพเพ่ือวัดความเข้มสี น ามาใช้ส าหรับ
สร้างกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารต้านอนุมูลอิสระ vanillic acid และความเข้มสีที่
ลดลงดังแสดงใน รูปที่ 4.12B และได้ช่วงความเป็นเส้นตรงของกราฟมาตรฐานที่ความเข้มข้นเท่ากับ 10-50 
มิลลิโมลาร์, R2= 0.974 
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รูปที่ 4.12 (A) รูปแสดงความเข้มสีของ DPPH ลดลงด้วยฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ (B) กราฟแสดงความสัมพันธ์
ระหว่างความเข้มข้นของสารต้านอนุมูลอิสระ Vanillic acid กับความเข้มสีของ DPPH ที่ลดลง (n=3) 
 

ศึกษาความสามารถในการท าซ้ า (reproducibility) ของการวิเคราะห์ vanillic acid ทีค่วามเข้มข้น 
10, 30, 50 mM พบว่ามีค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์เท่ากับ 1.50, 7.24 และ 16.91 ตามล าดับ (n=10) 
จากการพิจารณาค่าดังกล่าวพบว่าในการตรวจวัดสารมาตรฐาน vanilliic acid ด้วยอุปกรณ์ท่ีพัฒนาขึ้นมีความ
เที่ยงสูงและสามารถท าซ้ าได้ดี หาขีดจ ากัดการตรวจวัดพบว่าจากการทดลองวัดสัญญาณของแบลงค์ (n=3) ให้
ค่าขีดจ ากัดการตรวจวัด (LOD) เท่ากับ 10 mM  
 
4.3.6. ศึกษำกำรวิเครำะห์ของสำรต้ำนอนุมูลอิสระมำตรฐำน quercetin 

quercetin เป็นสารพฤกษเคมีที่อยู่ในกลุ่มฟลาโวนอยด์ เป็นสารที่ให้ฤทธิ์ในการต้านออกซิเดชั่นสูง
ที่สุด มีมากในหัวหอม หอมแดง และพืชตระกูลถั่ว ให้ฤทธิ์ในการป้องกันการอักเสบ ป้องกันแบคทีเรีย และ
ไวรัส ช่วยป้องกันอาการแพ้ ป้องกันการแข็งตัวของเลือด ป้องกันการเกิดออกซิเดชั่นในหลอดเลือด และ
ป้องกันหลอดเลือดเลี้ยงสมองอุดตันสามารถป้องกันโรคสมองเสื่อม พาร์กินสันนอกจากนั้นยังมีรายงานว่าเคอร์
ซิตินยังมีฤทธิ์กระตุ้นการสร้างคอลลาเจน ท าให้แผลหายเร็ว (Gordon & Roedig-Penman, 1998) 
 

 (A) 

 (B) 
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รูปที่ 4.13 แสดงโครงสร้างทางเคมีของ quercetin (Gordon & Roedig-Penman, 1998) 

 
 ศึกษาช่วงความเป็นเส้นตรงโดยเตรียมสารต้านอนุมูลอิสระ quercetin ความเข้มข้น 0, 100, 200, 
300, 400, 500, 600,700, 800, 900 และ 1000 µM ปริมาตร 1 µL ท าปฏิกิริยากับ DPPH ความเข้มข้น 
2000 µM ปริมาตร 1 µL ได้ผลการวิเคราะห์ดังรูปที่ 4.14A น ามาแสกนภาพเพ่ือวัดความเข้มสีเพื่อใช้ส าหรับ
สร้างกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารต้านอนุมูลอิสระ quercetin และความเข้มสีที่
ลดลงดังแสดงในรูปที่ 4.14B และได้ช่วงความเป็นเส้นตรงของกราฟมาตรฐานที่ความเข้มข้นเท่ากับ 100-600 
µM, R2= 0.995 
 

 
รูปที่ 4.14 (A) รูปแสดงความเข้มสี DPPHจากการท าปฏิกิริยากับ quercetin (B) กราฟแสดงความเข้มสีของ 
DPPH ที่ลดลงต่อความเข้มข้นของสารต้านอนุมูลอิสระ quercetin (n=3) 

 
ความสามารถในการท าซ้ าของ quercetin ที่ความเข้มข้น 200, 400, 600 µM มีค่าเบี่ยงเบน

มาตรฐานสัมพัทธ์ เท่ากับ 2.19, 5.17 และ20.43 ตามล าดับ (n=10) จากการพิจารณาค่าดังกล่าวพบว่าในการ
ตรวจวัดสารมาตรฐาน quercetin ด้วยอุปกรณ์ที่พัฒนาขึ้นมีความเท่ียงสูงและสามารถท าซ้ าได้ดี จากนั้นหา

 (A) 

 (B) 
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ขีดจ ากัดการตรวจวัด จากการทดลองวัดค่าแบลงค์ (n=3) พบว่าค่าขีดจ ากัดการตรวจวัด (LOD) เท่ากับ 93 
µM  

 
4.4 ผลกำรศึกษำตัวอย่ำงสำรต้ำนอนุมูลอิสระบนอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดำษและวิธี 

DPPH แบบดั งเดมิ   
จากการทดลองน าอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารต้านอนุมูล

อิสระมาตรฐานทั้ง 6 ชนิดด้วยวิธี DPPH ซึ่งท าได้โดยใช้สารต้านอนุมูลอิสระ 1 µL และ DPPH ความเข้มข้น 
2000 µM ปริมาตร 1µL ท าปฏิกิริยากัน จะเห็นว่าให้การวิเคราะห์ที่ดี สามารถท าซ้ าได้และมีขีดจ ากัดการ
ตรวจวัดต่ า การวิเคราะห์สารทั้งหกชนิดจะเห็นว่าในการวิเคราะห์ด้วยอุปกรณ์ท่ีพัฒนาขึ้นจะใช้ปริมาตรของรี
เอเจนท์และสารมาตรฐานรวม 2 µL ต่อการวิเคราะห์หนึ่งซ้ า และมีเวลาในการวิเคราะห์ 30 นาที สามารถท า
การวิเคราะห์ได้หลายตัวอย่างพร้อมๆกัน ผลการทดลองดังกล่าวชี้ให้เห็นว่าอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ
ร่วมกับวิธี DPPH มีความน่าสนใจที่จะน าไปวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระในตัวอย่างจริง ดังนั้นขั้นตอนต่อไป
ได้ศึกษาประสิทธิภาพการวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระในตัวอย่างชาด้วยวิธีที่พัฒนาขึ้นเปรียบเทียบวิธีดั้งเดิม
เพ่ือการศึกษาความแม่นของวิธีโดยศึกษาฤทธิ์ตัานอนุมูลอิสระในตัวอย่างชาชง 7 ชนิด (sample 1-7) ด้วยวิธ ี
DPPH แบบดั้งเดิม (spectrophotometric assay) เทียบกับวิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้น (paper-based assay) 
แสดงฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของตัวอย่างชาในค่า gallic acid equivalent (GAE) มีหน่วย µmol galllic acid 
equivalent/g tea ซึ่งหมายถึงความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระเทียบเท่า µmol gallic acid ต่อหนึ่งกรัม
ของชา จากการวิเคราะห์ได้ผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 4.15  ซึ่งเป็นกราฟพลอตระหว่าง GAE ของการ
วิเคราะห์ตัวอย่างชาทั้ง 7 ชนิด ที่ได้จากการวิธี spectrophotometric DPPH assay และวิธี paper-based 
DPPH assay จากการวิเคราะห์พบว่าค่า GAE ของตัวอย่างชาทั้ง 7 ชนิดที่วิเคราะห์ได้จากวิธีวิเคราะห์ทั้งสองมี
ความแตกต่างกันอย่างไม่มีนัยส าคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (two tailed P = 0.8114) ชี้ให้เห็นว่าอุปกรณ์
ตรวจวัดแบบกระดาษท่ีพัฒนาขึ้นสามารถวิเคราะห์ตัวอย่างชาได้อย่างแม่นย าเทียบเท่ากับวิธีดั้งเดิม 
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รูปที่ 4.15 กราฟที่พลอตระหว่าง GAE ในหน่วย µmol GA/g TEA ของการวิเคราะห์ชา Sample 1-7 ด้วยวิธี
ที่พัฒนาขึ้น (paper-based assay) และวิธีดั้งเดิม (spectrophotometric assay)  
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บทที่5 
สรุปผลกำรทดลอง 

 
          งานวิจัยนี้ได้พัฒนาวิธีตรวจวัดสารต้านอนุมูลอิสระแบบกระดาษ (paper-based device) ซึ่งเป็น
เทคนิคการวิเคราะห์แนวใหม่สร้างข้ึนมาท างานร่วมกับวิธี DPPH อุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษนี้เป็นทางเลือก
ใหม่ของนักวิจัยที่ช่วยให้ลดต้นทุนในการทดลอง ใช้สารปริมาณน้อย วิเคราะห์ผลได้รวดเร็ว อีกท้ังยังมีน้ าหนัก
เบา พกพาสะดวก ไม่จ าเป็นต้องทดสอบแค่ในห้องปฏิบัติการเท่านั้น อุปกรณ์นี้น ามาวิเคราะฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระ ไม่ว่าจะเป็นอาหาร เครื่องดื่ม หรือ ผลิตภัณฑ์จากธรรมชาติเป็นประโยชน์ต่อสุขภาพผู้บริโภค รวมถึง
เศรษฐกิจการส่งออกอาหารของประเทศ 
             จากงานวิจัยพบว่าอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษที่พัฒนาขึ้นสามารถวิเคราะห์สารต้านอนุมูลอิสระ
มาตรฐาน gallic acid, trolox, ascorbic acid, caffeic acid, vanillic acid และ quercetin ได้ผลไปใน
ทิศทางเดียวกันใช้สารตัวอย่างสารละลายชา และรีเอเจนต์ (DPPH) ปริมาตรรวม 2 µLต่อการวิเคราะห์หนึ่ง
ตัวอย่างซึ่งเป็นปริมาตรที่น้อยมาก ใช้เวลาวิเคราะห์ 30 นาทีสามารถวิเคราะห์ได้พร้อมกันหลายๆตัวอย่าง 
และได้ผลวิเคราะห์ค่อนข้างแม่นย า จึงเหมาะกับการตรวจหาสารต้านอนุมูลอิสระในเบื้องต้นได้ดี อุปกรณ์
ตรวจวัดสารต้านอนุมูลอิสระในงานวิจัยนี้ใช้พลาสติกเคลือบเป็นส่วนกั้น ( hydrophobic barrier)  เพ่ือ
ป้องกันการถูกละลายด้วยเมทานอล เนื่องจากใช้เมทานอลเป็นตัวท าละลาย DPPH การวิเคราะห์ฤทธิ์ต้าน
อนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH โดยการวิเคราะห์บนอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ มีลักษณะเป็นหลุม หยด
สารละลาย DPPH ลงบนกระดาษในบริเวณส่วนที่ชอบน้ า จากนั้นหยดตัวอย่างสารต้านอนุมูลอิสระลงไป จะ
ท าให้สีม่วงของ DPPH radicals ลดลงความเข้มสีม่วงที่ลดลงสามารถวิเคราะห์โดยใช้เพียงเครื่องแสกนภาพ 
และโปรแกรมประมวณภาพ ImageJ จึงไม่จ าเป็นต้องพ่ึงพาเครื่องมือราคาแพง ก็สามารถหาฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระของตัวอย่างได้ จากวิธีวิเคราะห์ดังกล่าวจะเห็นว่า อุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษสามารถใช้ง่าย ดังนั้น
อุปกรณ์ชนิดนี้มีแนวโน้มที่จะสามารถใช้ในการวิเคราะห์สารต้านอนุมูลอิสระ ในตัวอย่างอาหาร และผลิตภัณฑ์
ทางธรรมชาติได้อย่างมีประสิทธิภาพ ในการทดลองหยดสารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐานที่ความเข้มข้นต่างๆ 1 
µL จากนั้นหยด DPPH ที่ละลายใน เมทานอล ลงไปปริมาตร 1 µL ที่ความเข้มข้น 2 mM จากการวิเคราะห์
ตัวอย่างพบว่าอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ สามารถตรวจวัดฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระเบื้องต้นได้ดี เมื่อน าผลการ
ทดลองไปเปรียบเทียบกับการวิเคราะห์ตัวอย่างด้วยวิธี DPPH ดั้งเดิม 
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ผลผลิต (output) 
บทควำมวิจัย 

 วิมล แสงนาค และยุภาพร สมีน้อย. (๒๕๕๘). การพฒันาวิธีดีพีพีเอชบนอุปกรณ์แบบกระดาษ เพื่อการ
วิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ. ใน การประชุมวิชาการระดับชาติวิทยาศาสตร์วิจัยครั้งท่ี ๗ (หน้า. ๑-๙), 
พิษณุโลก: มหาวิทยาลัยนเรศวร. 

 Sirivibulkovit K., Nouanthavong S., Boonya K., Sameenoi Y. “A simple paper-based 
DPPH assay for high-throughput analysis of antioxidant activity”, manuscript in 
preparation. 
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รายงานสรุปการเงิน  
เลขทีโ่ครงการระบบบริหารงานวิจัย 2558A10802351 สัญญาเลขท่ี 72/2558 

โครงการวิจัยประเภทงบประมาณเงินรายได้จากเงินอุดหนุนรัฐบาล (งบประมาณแผ่นดิน) 
ประจ าปีงบประมาณ พ.ศ. 2558  

มหาวิทยาลัยบูรพา 
 
การพัฒนาวิธีดีพีพีเอชบนอุปกรณ์แบบกระดาษเพ่ือการวิเคราะห์แบบรู้ผลรวดเร็วของความสามารถการต้าน 
อนุมูลอิสระในอาหารและผลิตภัณฑ์จากธรรมชาติ 
(Development of paper-based DPPH assay for high throughput analysis of antioxidant activity 
in foods and natural products) 
ชื่อหัวหน้าโครงการ ดร.ยุภาพร สมีน้อย 
รายงานในช่วงตั้งแต่วันที่ 1 ตุลาคม 2557 ถึงวันที่ 10 กุมภาพันธ์ 2560 
ระยะเวลาด าเนินการ 2 ปี 5 เดือน ตั้งแต่วันที่ 1 ตุลาคม 2557 
 
จ านวนเงินที่ได้รับ 
งวดที่ 1 (50%)  325,000 บาท เมื่อวันที่ 5 มกราคม 2558 
งวดที่ 2 (40%)  260,000 บาท เมื่อวันที่ 11 มิถุนายน 2558 
งวดที่ 3 (10%)   65,000 บาท เมื่อวันที่ 28 กุมภาพันธ์ 2560 
 รวม 650,000 บาท 
รายจ่าย 
รายการ งบประมาณท่ีตั้งไว้ งบประมาณท่ีใช้จริง จ านวนเงินคงเหลือ/เกิน 
1. ค่าตอบแทน 180,000 180,000 - 
2. ค่าจ้าง 84,000 84,000 - 
3. ค่าวัสดุ 291,000 291,000 - 
4. ค่าใช้สอย 30,000 30,000 -- 
5. ค่าครุภัณฑ์ - - - 
6. ค่าใช้จ่ายอื่นๆ 
ค่าธรรมเนียมอุดหนุน
สถาบัน 

65,000 65,000 - 

 650,000 650,000 - 
 

(…………………………………………………..) 
ดร.ยุภาพร สมีน้อย  

หัวหน้าโครงการ  
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Development of Paper Based DPPH Assay for the Analysis of Antioxidant Activity  
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บทคัดย่อ 
 

 งานวจิยันีพ้ฒันาวิธีดีพีพีเอชบนอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษเพ่ือการวเิคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระ เบือ้งต้น
ได้ศกึษาสภาวะทีเ่หมาะสมในการวิเคราะห์ ได้แก่  ความเข้มข้นของดีพีพีเอชเร่ิมต้นท่ีเหมาะสม และเวลาในการ
เกิดปฏิกิริยาบนอปุกรณ์ตรวจวดั โดยใช้สารมาตรฐานสองชนิดคือ กรดแกลลคิ และ โทรลอ็กซ์ จากการทดลองพบวา่ความ
เข้มข้นเร่ิมต้นของดีพีพีเอชที่เหมาะสมเทา่กบั 1.5 มิลลโิมลาร์ และเวลาทีเ่หมาะสมของการเกิดปฏิกิริยาระหวา่งดีพีพีเอช
และสารต้านอนมุลูอิสระมาตรฐานทัง้สองชนิดบนอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษเทา่กบั 30 นาที จากนัน้วิเคราะห์สารต้าน
อนมุลูอิสระมาตรฐานด้วยอปุกรณ์ที่พฒันาขึน้พบวา่ การวิเคราะห์กรดแกลลคิพบวา่ มีชว่งความเป็นเส้นตรงที่ 0 – 600 ไม
โครโมลาร์ คา่การท าซ า้ที่ดีโดยมคีา่ร้อยละสว่นเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ในชว่ง 5.88-17.30 (ซ า้ 10  ครัง้) มีขีดจ ากดั
การตรวจวดัเทา่กบั 2.90 ไมโครโมลาร์ และจากการวิเคราะห์โทรลอ็กซ์พบวา่ มีชว่งความเป็นเส้นตรงที่ 0 - 1000 ไมโครโม
ลาร์ มีคา่ร้อยละสว่นเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ของการวเิคราะห์ในช่วง 2.22 - 7.64 (ซ า้ 10  ครัง้) มีขีดจ ากดัการตรวจวดั
เทา่กบั  67.56 ไมโครโมลาร์ ผลการทดลองข้างต้นชีใ้ห้เห็นวา่อปุกรณ์ที่พฒันาขึน้ร่วมกบัวิธีดีพีพเีอชมีแนวโน้มสามารถใช้
เป็นวิธีวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอสิระแบบรู้ผลรวดเร็วในตวัอยา่งจริงได้ 
 
ค าส าคัญ :  สารต้านอนมุลูอิสระ / ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระ / วิธีดีพีพีเอช / อปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษ   
 
 

Abstract 
 

A paper-based DPPH assay has been developed for determination of antioxidant activity.  
Preliminary study focused on the optimization of the assay for the DPPH analysis on a paper-based device 
including starting concentration of DPPH and reaction time using gallic acid and Trolox as model standard 
antioxidants. From the analysis of both antioxidant standards,the results showed that optimal starting 
concentration of DPPH was 1.5 mM and optimal reaction time was 30 min. The paper-based DPPH assay was 
applied for the analysis of gallic acid where the linear range was found in the concentration of 0-600 µM with 
good reproducibility at the relative standard deviation in the range of 5.88 -17.30% (n=10) and the limit of 
detection was 2.90 µM.  The results from the analysis of trolox showed that the linearity of calibration curve 
was found in the range of 0-1000 µM with relative stadard deviation in the range of 2.22 - 7.64 (n=10) and the 
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limit of detection was 67.56 µM.  These results indicated that the developed paper -based DPPH assay is 
promising method for high throughput analysis of anatioxidant activity in real samples. 
 

Keywords : Antioxidants / Antioxidant activity / DPPH assay / Paper-based device 
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1. บทน า 
 อนมุลูอิสระ (free radical) หมายถึงสารที่มีอิเล็กตรอนโดดเดี่ยวในอะตอมหรือโมเลกลุ มีความวอ่งไวในการเข้าท าปฏิกิริยาสงู 
สามารถเข้าสูร่่างกายได้โดยการหายใจเอาฝุ่ นละอองหรือจากการรับประทานอาหารที่มีอนมุลูอิสระอยู่ เม่ือเข้าสูร่่างกาย อนมุลูอิสระสามารถ
เข้าท าปฏิกิริยากบัชีวโมเลกลุได้เกือบทกุประเภท ท าให้เกิดความเสียหายแกโ่มเลกลุที่ได้รับผลกระทบ ซึง่เป็นสาเหตทุ าให้เซลล์แปรสภาพ เกิด
การกลายพนัธุ์ของดีเอ็นเอในเซลล์  และก่อให้เกิดโรคตา่งๆตามมาในทีส่ดุ (บหุรัน พนัธุ์สวรรค์ และคณะ, 2553) สารต้านอนมุลูอิสระ 
(antioxidants) เป็นสารพวกเอนไซม์หรือสารอื่นที่สามารถชะลอหรือท าปฏิกิริยากบัอนมุลูอิสระโดยตรงเพ่ือก าจดัอนมุลูอิสระให้หมดไปหรือ
หยดุปฏิกิริยาลกูโซไ่มใ่ห้ด าเนินตอ่ไป สามารถพบสารต้านอนมุลูอิสระได้ในอาหารจ าพวกพืช ผลไม้ และสมนุไพรสว่นใหญ่(บหุรัน พนัธุ์สวรรค์ 
และคณะ, 2553) ปัจจบุนัได้มีการศกึษาค้นคว้าเก่ียวกบัสารต้านอนมุลูอิสระในอาหารและผลิตภณัฑ์จากธรรมชาติกนัอยา่งกว้างขวางเพ่ือเป็น
ข้อมลูแก่ผู้บริโภค  อตุสาหกรรมเก่ียวกบัการผลิตยารักษาโรคและธุรกิจสง่ออกอาหาร การวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระสามารถท าได้ทัง้ในเชิง
คณุภาพและเชิงปริมาณ วิธีการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระเชิงคณุภาพทีนิ่ยม ได้แก่ การตรวจวดัสารโพลีฟีนอลชนิดตา่งๆ โดยการท าให้เกิด
สีบนโครมาโตกราฟีแบบชัน้บาง (thin layer chromatography, TLC) และการตรวจหาสารต้านอนมุลูอิสระชนิดตา่งๆ โดยใช้เคร่ือง high 
performance liquid chromatography  สว่นวิธีการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระเชิงปริมาณที่นิยม ได้แก่ วิธี ferric reducing antioxidant 
power (FRAP) assay, วิธี 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS) radical cation decolorization assay และ 
วิธี 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) assay เป็นต้น (Molyneux et al., 2004) ซึง่ในบรรดาวิธีวิเคราะห์เชิงปริมาณเหลา่นี ้วิธี DPPH 
เป็นวิธีที่นิยมใช้ทดสอบฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระมากที่สดุ เพราะเป็นวิธีที่ที่งา่ย สามารถรู้ผลฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระได้อยา่งรวดเร็ว เน่ืองจาก
ปฏิกิริยาที่ใช้ในการวิเคราะห์จะเก่ียวข้องกบั DPPH  และสารต้านอนมุลูอิสระในตวัอยา่งเทา่นัน้ โดยมีหลกัการการวิเคราะห์คือ อนมุลูอิสระ 
DPPH ซึง่เป็นสารสีมว่ง เม่ือท าปฏิกิริยากบัสารต้านอนมุลูอิสระ สีมว่งของ DPPH จะจางลงเป็นสีเหลืองซึง่เป็นสีของ DPPH ที่เสถียร ในการ
วิเคราะห์แบบดัง้เดิมจะวดัสีที่จางลงด้วยเคร่ืองสเปกโตโฟโตรมิเตอร์ (spectrophotometer) ที่ความยาวคลืน่ 515 nm โดยคา่การดดูกลืนแสง
ของสีมว่งที่ลดลงจะแปรผนัตรงกบัฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของสารตวัอยา่ง(Piletska et al., 2012)  อยา่งไรก็ตามการวิเคราะห์ด้วยวิธี DPPH 
แบบดัง้เดิมต้องใช้สารตวัอยา่งและรีเอเจนท์ปริมาณมากในการวิเคราะห์ตอ่หนึ่งตวัอยา่ง และใช้เวลานานในการวิเคราะห์ ท าให้การตรวจสอบ
ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระมีความลา่ช้า ตอ่มาได้มีการพฒันาการวิเคราะห์สารต้านอนมุลูอิสระแบบรู้ผลรวดเร็ว (high throughput analysis) ด้วย
การวิเคราะห์บนถาดหลมุ (microtiter plate)   วิธีดงักลา่วสามารถท าการวิเคราะห์ตวัอยา่งได้ ครัง้ละหลายตวัอยา่งในคราวเดียวกนั สามารถ
อา่นผลได้พร้อมกนั ท าให้เพ่ิมขีดความสามารถในการศกึษาข้อมลูเก่ียวกบัแหลง่ของสารต้านอนมุลูอิสระได้รวดเร็วขึน้มาก อยา่งไรก็ตามวิธี
ดงักลา่วยงัมี ข้อจ ากดัอยูเ่น่ืองจากจ าเป็นต้องใช้เคร่ือง microplate reader spectrophotometer ที่มีราคาแพงและเป็นเคร่ืองมือเฉพาะที่ไมไ่ด้
มีในห้องปฏิบตัิการทัว่ไป ผู้ ใช้จ าเป็นต้องมีความรู้เก่ียวกบัการใช้เคร่ืองมือและซอฟท์แวร์การใช้ ด้วยเหตนีุจ้งึจ าเป็นจะต้องพฒันาวิธีวิเคราะห์
สารต้านอนมุลูอิสระทีส่ามารถทดสอบตวัอยา่งได้หลายๆตวัอยา่งในคราวเดียวกนั ใช้สารตวัอยา่งและรีเอเจนท์ปริมาณน้อยในการวิเคราะห์ มี
เวลาในการวิเคราะห์ที่รวดเร็ว ไมจ่ าเป็นต้องพึง่พาเคร่ืองมือราคาแพงในการตรวจวดัสญัญาณ   
 เพ่ือให้บรรลเุป้าหมายดงักลา่วงานวิจยันีจ้ะได้พฒันาอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษที่ท างานร่วมกับวิธี DPPH ในการวิเคราะห์ฤทธ์ิ
ต้านอนมุลูอิสระแบบรู้ผลรวดเร็ว โดยที่อปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษถกูเร่ิมคิดค้นโดยกลุ่มวิจยัของ Whitesides ในปี คศ 2007 (Martinez et 
al., 2007) สามารถสร้างอปุกรณ์ได้งา่ยโดยการสร้างสว่นกัน้ที่ไมช่อบน า้ (hydrophobic barrier) บนกระดาษด้วยเทคนิคต่างๆ เช่น เทคนิคโฟ
โต้ลิโธกราฟี (Martinez et al., 2007) การพิมพ์ผ่านสกรีนด้วยพอลิเมอร์ (Sameenoi et al., 2014) บริเวณที่ยงัเป็นกระดาษก็จะยงัมีคณุสมบตัิ
ชอบน า้ เป็นบริเวณที่ท าปฏิกิริยาและทดสอบได้ โดยอปุกรณ์ที่พฒันาขึน้มีคณุสมบตัิในการทดสอบตวัอยา่งได้หลายๆตวัอยา่งในคราวเดียวกัน 
ใช้สารตวัอยา่งและรีเอเจนท์ในการวิเคราะห์ปริมาณน้อย  ประหยดัเวลาและค่าใช้จ่ายในการวิเคราะห์โดยใช้เคร่ืองมือการตรวจวดัสญัญาณ
ราคาถกู อีกทัง้ให้ผลการวิเคราะห์สารต้านอนมุลูอิสระในตวัอยา่งมีความถกูต้องและแมน่ย า 
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การวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมลูอิสระด้วยวิธี DPPH assay บนอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษ สามารถท าได้ดงัแสดงในรูปที่ 1 โดยหยดสาร
ตวัอย่างที่ต้องการศึกษาฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระลงบนกระดาษที่ได้สร้างส่วนกัน้ที่ไม่ชอบน า้ให้มีลักษณะเป็นหลุมดงัแสดงในรูป  จากนัน้หยด
สารละลาย DPPH ลงไป จะท าให้สีมว่งของ DPPH radicals   ลดลง ความเข้มสีมว่งที่ลดลงสามารถวิเคราะห์โดยใช้โปรแกรมประมวลผลภาพ 
จากวิธีวิเคราะห์ดงักลา่ว จะเห็นวา่ อปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษสามารถงานได้อย่างง่าย ผู้ ใช้งานไม่จ าเป็นต้องเป็นผู้ช านาญการ สามารถ
ตรวจวดัตวัอยา่งได้ครัง้ละหลายๆ ตวัอยา่ง และไมจ่ าเป็นต้องใช้ปริมาตรของรีเอเจนท์และสารตวัอยา่งเป็นปริมาณมาก  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 รูปที่ 1 แสดงขัน้ตอนการวิเคราะห์และปฏิกิริยาที่เก่ียวข้องกบัการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระด้วยวิธี DPPH 

บนอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษ (A-H คือสารต้านอนมุลูอิสระ) 
       
2. วิธีการ 
2.1 การสร้างอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษ 
 สร้างอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษโดยสร้างสว่นกัน้ที่ไมช่อบน า้ (hydrophobic barrier) ด้วยวิธีการตดัและเคลอืบด้วยพลาสติก 
(Cassano et al., 2013) มีขัน้ตอนการสร้างดงัแสดงในรูปที่ 2 โดยเตรียมกระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1(Whatman International 
Ltd.Maidstone, England) ตดัให้มีขนาด 1 cm x 1 cm  และเตรียมพลาสติกเคลือบบตัรโดยใช้ที่เจาะกระดาษเจาะแผ่นพลาสตกิด้านบนมี
ลกัษณะเป็นวงกลมที่มีเส้นผา่นศนูย์กลาง 0.5 cm หลงัจากนัน้น ากระดาษกรองที่เตรียมไว้ มาจดัเรียงบริเวณพลาสติกที่เป็นรูแล้วเข้าเคร่ือง
เคลือบบตัรดงัแสดง บริเวณที่เป็นหลมุจะท าหน้าที่เป็นบริเวณตรวจวดั (test zone) สว่นบริเวณที่เคลือบด้วยพลาสติก จะท าหน้าที่เป็นสว่นกัน้
ที่ไมช่อบน า้ 
  
 
 
 
 
 

รูปที่  2 แสดงขัน้ตอนการสร้างอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษ  
2.2 การศกึษาความเข้มข้นเร่ิมต้นของ DPPH ที่เหมาะสม 
        เตรียมสารละลาย DPPH (Sigma Aldrich, Saint Louis, USA) ให้มีความเข้มข้นที่อยูใ่นชว่ง 0.1 - 4.0 mMในตวัท าละลาย ethanol 
(Sigma Aldrich, Saint Louis, USA) จากนัน้หยดสารละลาย DPPH แตล่ะความเข้มข้นปริมาตร 0.5 µL  ลงบนอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษ 
(n=3) ปลอ่ยไว้ในที่มืดเป็นเวลา 30 นาที แล้วน าน าอปุกรณ์ที่ได้ไปสแกนแล้วน าเข้าโปรแกรมประมวลภาพ ImageJ (National Institute of 
Health, USA)  เพ่ือตรวจวดัความเข้มของสีมว่งที่เกิดขึน้ น าคา่ความเข้มสีมาสร้างกราฟโดยพลอตแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งความเข้มข้น 
DPPH และคา่ความเข้มสีที่อา่นได้ แล้วเลือกความเข้มข้น DPPH ที่เหมาะสมส าหรับใช้ในการทดสอบด้วยวิธี DPPH บนอปุกรณ์ตรวจวดัแบบ
กระดาษ 

(สีมว่ง) (สีเหลือง) 
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2.3 การศกึษาเวลาที่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยา 
 ศกึษาเวลาที่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยาระหวา่ง DPPH กบัสารต้านอนมุลูอิสระได้อยา่งสมบรูณ์ บนอปุกรณ์ตรวจวดัแบบ
กระดาษ  โดยใช้สารต้านอนมุลูอิสระมาตรฐาน 2ชนิด  คือ gallic acid (Sigma Aldrich, Saint Louis, USA) และ trolox (Sigma Aldrich, 
Saint Louis, USA) เป็นสารมาตรฐานในการศกึษา ในการทดสอบนัน้สารละลายสารต้านอนมุลูอิสระมาตรฐานที่ถกูเตรียมโดยละลายในเอทา
นอล ให้ความเข้มข้นตา่งๆ ดงันี ้gallic acid ความเข้มข้น 0, 40, 100, 150 และ 200 µM และ trolox ความเข้มข้น 0, 25, 100, 400 และ 625 
µM  ถกูหยดลงบนอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษหลมุละ 0.5 µL  ตามด้วยสารละลาย DPPH ความเข้มข้น 1.5 mM ในเอทานอลหลมุละ 0.5 
µL  จากนัน้สแกนภาพทกุๆ 3 นาทีเป็นเวลา 39 นาที  น าภาพที่ได้ไปเข้าโปรแกรมประมวลภาพ ImageJ  เพ่ือตรวจวดัคา่ความเข้มสี แล้วพลอ
ตกราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งระยะเวลาและคา่ความเข้มสี แล้วเลือกเวลา ที่เหมาะสมส าหรับใช้ในการทดสอบด้วยวิธี DPPH บนอปุกรณ์
ตรวจวดัแบบกระดาษ 
 
2.4 การวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระด้วยวิธี DPPH โดยอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษ 
 ท าการทดสอบฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของสารที่สนใจตามขัน้ตอนดงัแสดงในรูปที่ 1 โดยหยดตวัอยา่งสารต้านอนมุลูอิสระปริมาตร 
0.5 µL ลงบนอปุกรณ์ จากนัน้หยดสารละลาย DPPH เข้มข้น 1.5 mM หลมุละ 0.5 µLปลอ่ยให้ท าปฏิกิริยาในที่มืดเป็นเวลา 30 นาที จากนัน้
น าไปสแกนเพ่ือถ่ายรูป น ารูปที่ได้วดัความเข้มสีของ DPPH ที่เหลือจากการท าปฏิกิริยาด้วยโปรแกรม ImageJ  
 
2.5 การศกึษาคา่ทางการวิเคราะห์สารต้านอนมุลูอิสระมาตรฐาน gallic acid และ trolox ด้วยอปุกรณ์ที่พฒันาขึน้ 
2.5.1 ศกึษาชว่งความเป็นเส้นตรง 
               ศกึษาชว่งความเป็นเส้นตรงของการวิเคราะห์ gallic acid และ trolox โดยวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระตามขัน้ตอนที่ได้กลา่วใน
หวัข้อ 2.4  ท าการวิเคราะห์ gallic acid ที่ความเข้มข้นในชว่ง 0-1000 µM  และวิเคราะห์ trolox ที่ชว่งความเข้มข้น 0-1500 µM ภายหลงัจาก
วิเคราะห์ความเข้มสีแล้ว น าคา่ที่ได้ไปพลอตกราฟระหวา่งความเข้มข้นของสารต้านอนมุลูอิสระทัง้สองและคา่ความเข้มสีเพ่ือหาชว่งความเป็น
เส้นตรงการการวิเคราะห์สารต้านอนมุลูอิสระมาตรฐานทัง้สองชนิด  
 
2.5.2 ศกึษาความสามารถในการท าซ า้ (Reproducibility) 
               ศกึษาความสามารถในการท าซ า้ของการวิเคราะห์ gallic acid และ Trolox ด้วยอปุกรณ์ที่ได้พฒันาขึน้โดยท าการวิเคราะห์สาร
มาตรฐานทัง้สองชนิดที่ความเข้มข้นในชว่งความเป็นเส้นตรงความเข้มข้นละ 10 ซ า้ จากนัน้หาคา่ร้อยละสว่นเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ 
(Percentage of relative standard deviation, %RSD) ของสญัญาณความเข้มสีที่ได้จากการวิเคราะห์  
 
2.5.3 ศกึษาคา่ขีดจ ากดัการตรวจวดั (Limit of detection) 
               ขีดจ ากดัการตรวจวดัของวิธีการวิเคราะห์ด้วย DPPH  คือความเข้มข้นของสารต้านอนมุลูอิสระที่ท าให้สญัญาณของ DPPH ต ่ากวา่
สญัญาณแบลงค์เป็นสามเทา่ของคา่เบี่ยงเบนมาตรฐานของแบลงค์  น าคา่ความเข้มสีของของการวิเคราะห์แบลงค์ (ความเข้มข้นของสารต้าน
อนมุลูอิสระเป็นศนูย์)  ด้วยวิธี DPPH มาค านวณหาคา่ขีดจ ากดัการตรวจวดัของสารต้านอนมุลูอิสระ (gallic acid หรือ trolox) จาก
ความสมัพนัธ์ (Arinbruster และคณะ, 1994) 
 
     ILOD = I0 -3SDblank         (1)   
 
เม่ือ  ILOD   คือคา่ความเข้มสีของ DPPH เม่ือเติมสารต้านอนมุลูอิสระที่ความเข้มข้นระดบัขีดจ ากดัการตรวจวดั 
 I0        คือคา่ความเข้มสีของ DPPH ที่ไมไ่ด้เติมสารต้านอนมุลูอิสระ (แบลงค์) 
 SDblank  คือคา่เบี่ยงเบนมาตรฐานของคา่ความเข้มสีของแบลงค์ (n=10) 
 น า ILOD ไปค านวณคา่ขีดจ ากดัการตรวจวดั (XLOD) ของสารต้านอนมุลูอิสระมาตรฐานดงัสมการ 
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     จาก    ILOD = - mxLOD + c         (2) 
 
เม่ือ  m และ c คือ ความชนัและจดุตดัแกนในกราฟมาตรฐานของการวิเคราะห์สารต้านอนมุลูอิสระ ตามล าดบั   
 
2.6 การวิเคราะห์ความเข้มสีด้วยโปรแกรม ImageJ 
 สแกนภาพอปุกรณ์ที่ได้ท าการทดลองเพื่อวิเคราะห์ความเข้มสี น ารูปที่ได้จากการสแกนเข้าโปรแกรม ImageJ เพื่อวิเคราะห์ความ
เข้มสี โดยมีขัน้ตอนการวิเคราะห์ดงัรูปที่ 3 จากซ้ายไปขวา เร่ิมต้นจากรูปที่ได้แต่ละหลมุ ท าการปรับสี เพื่อคดัให้ได้สีที่ต้องการซึ่งในที่นีค้ือสี
ม่วงด้วยการปรับ color threshold ของ ImageJ จากนัน้เปลี่ยนรูปเป็นไฟล์ 8 bit gray scale และปรับ invert จะสามารถวดัความเข้มสีเทา 
(gray scale intensity) ซึง่เป็นระดบัความเข้มสีในเฉดสีเทาที่มีคา่แปรผนัตรงกบัความเข้มสีที่ได้จากการวิเคราะห์ตวัอยา่งซึง่ในที่นีค้ือความเข้ม
ของสีมว่ง 
 
 

 
 

รูปที่ 3 แสดงขัน้ตอนการประมวลผลภาพด้วยโปรแกรม ImageJ เพ่ือวิเคราะห์ความเข้มส ี
 
3. ผลและอภิปราย 
3.1 การศกึษาความเข้มข้นเร่ิมต้นของ DPPH ที่เหมาะสม 
 เน่ืองด้วยการศกึษาฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระด้วยวิธี DPPH เป็นการวดัการลดลงของสญัญาณของ DPPH เม่ือท าปฏิกิริยากับสารต้าน
อนุมลูอิสระแล้ว การศึกษาความเข้มข้นเร่ิมต้นของ DPPH ในการน าไปวิเคราะห์ จึงเป็นปัจจัยส าคัญ โดยความเข้มข้นเร่ิมต้นที่เหมาะสม
จะต้องเป็นความเข้มข้นเร่ิมต้นที่ให้สญัญาณที่สงูและนอกจากนัน้ยงัต้องสามารถเห็นการเปลี่ยนแปลงของสญัญาณที่ลดลงได้อยา่งรวดเร็วเม่ือ
เติมสารต้านอนมุลูอิสระลงไปเพียงเล็กน้อย งานวิจยันีท้ าการศกึษาความเข้มข้นเร่ิมต้นของ DPPH ที่เหมาะสมส าหรับใช้ในการท าปฏิกิริยากับ
สารต้านอนมุลูอิสระมาตรฐาน ศึกษา DPPH เร่ิมต้นที่ความเข้มข้นต่างๆ ตัง้แต่ 0.1-4 mM กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหว่างความเข้มสีของ 
DPPH และความเข้มข้นของ DPPH  แสดงในรูปที่ 4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4  (A) แสดงสขีองสารละลาย DPPH ที่ความเข้มข้นตา่งๆ (B) แสดงคา่ความเข้มสีของสารละลาย DPPH ที่ความเข้มข้นตา่งๆ (n=3) 

 
 จากกราฟมาตรฐานที่แสดงความสมัพนัธ์ระหว่างความเข้มข้นและความเข้มสีของ DPPH พบว่าเม่ือเพิ่มความเข้มข้นของ DPPH 

เพิ่มขึน้ ความเข้มสีของ DPPH ก็เพิ่มขึน้ตามไปด้วย จดุที่สญัญาณเร่ิมต้นมีการเปลี่ยนแปลงมากที่สดุคือความเข้มข้นของ DPPH ประมาณ 

1.5 mM ในการทดลองนีจ้ึงเลือก DPPH ที่มีความเข้มข้น 1.5 mM เป็นความเข้มข้นที่เหมาะสมที่จะใช้เป็นความเข้มข้นเร่ิมต้นในการท า

ปฏิกิริยากบัสารต้านอนมุลูอิสระ เน่ืองจากจะสามารถเห็นการเปลี่ยนแปลงสญัญาณได้อย่างชดัเจนเม่ือ DPPH ท าปฏิกิริยากับสารต้านอนมุลู

อิสระเพียงเล็กน้อยและความเข้มข้นของ DPPH ลดต ่าลง 

3.2. การศกึษาเวลาที่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยา 
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จากการศกึษาเวลาในการเกิดปฏิกิริยาระหวา่ง DPPH และสารต้านอนมุลูอิสระมาตรฐานทัง้สองชนิดคือ gallic acid และ trolox ที่ความ
เข้มข้นตา่งๆ ได้ผลการทดลองดงัแสดงในกราฟที่พล้อตระหวา่งความเข้มสีของ DPPH กบัเวลาในการเกิดปฏิกิริยาดงัรูปที่ 5A และ 5B ส าหรับ
การวิเคราะห์ gallic acid และ Trolox ตามล าดบั  
 
             A             B 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 5  การศกึษาเวลาในการเกิดปฏิกิริยาบนอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษระหวา่ง DPPH กบัสารต้านอนมุลูอิสระมาตรฐาน 

(A) gallic acid (n=3)  (B) trolox (n=3) 
 จากการศกึษาเวลาในการเกิดปฏิกิริยาระหวา่ง DPPH 1.5 mM กบัสารต้านอนมุลูอิสระมาตรฐาน gallic acid และ trolox ที่มีความ
เข้มข้นตา่งๆ พบวา่ การศกึษาในสารต้านอนมุลูอิสระทัง้สองให้ผลคล้ายคลึงกันกล่าวคือสญัญาณของ DPPH จะค่อยๆลดลงเม่ือเวลาเพิ่มขึน้
แสดงให้เห็นถึงการเกิดปฏิกิริยาระหว่างสารต้านอนมุลูอิสระทัง้สองกับ DPPH และค่าความเข้มสีจะคงที่เม่ือเกิดปฏิกิริยาเป็นระยะเวลา  30 
นาที เป็นต้นไปในทกุๆความเข้มข้นที่ศึกษา แสดงว่าระยะเวลา 30 นาที เป็นระยะเวลาที่เหมาะสมส าหรับการวิเคราะห์สารต้านอนมุลูอิสระ
ด้วยวิธี DPPH บนอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษที่ได้พฒันาขึน้ซึ่งสอดคล้องกับวิธี DPPH ที่มีระบบตรวจวดัความเข้มสีด้วยเคร่ืองสเปกโตร
โฟโตมิเตอร์ที่ได้มีการศกึษาก่อนหน้านี ้(Cheng et al., 2006; Mishra et al., 2012 ; Noipa et al., 2011) 
 
3.3 การวิเคราะห์สารต้านอนมุลูอิสระมาตรฐานด้วยอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษ 
 เม่ือทราบความเข้มข้นเร่ิมต้นของ DPPH และเวลาที่เหมาะสมในการท าปฏกิิริยาแล้ว ได้วิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของสารต้าน
อนมุลูอิสระมาตรฐานสองชนิดที่เป็นทีนิ่ยมศกึษาคือ gallic acid และ trolox  โดยได้ศกึษาคา่ทางการวิเคราะห์ของสารมาตรฐานทัง้สองเพ่ือ
ยืนยนัประสิทธิภาพของอปุกรณ์ที่พฒันาขึน้ 
  
3.3.1 สารต้านอนมุลูอิสระมาตรฐาน gallic acid 
 จากการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของ gallic acid ด้วยวิธี DPPH ได้ผลดงัแสดงในรูปที่ 6 จะเห็นว่า เม่ือความเข้มข้นของ 
gallic acid เพ่ิมขึน้ ความเข้มสีของ DPPH มีคา่ลดลง เน่ืองจากอนมุลูอิสระ DPPH ที่มีสีม่วง ท าปฏิกิริยากับสารต้านอนมุลูอิสระ gallic acid 
สง่ผลให้สีจางลงเม่ือความเข้มข้นของสารต้านอนมุลูอิสระมีคา่เพิ่มขึน้ดงัแสดงในรูป 6A จากนัน้พลอตกราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหว่างความ
เข้มสีม่วงกับความเข้มข้นของ gallic acid พบว่าสญัญาณมีค่าลดลงเม่ือ gallic acid เพิ่มขึน้ดงัรูป 6B และกราฟดงักล่าวมีช่วงความเป็น
เส้นตรงในชว่งความเข้มข้นของ gallic acid เทา่กบั 0-600 µM R² = 0.9879  
 จากนัน้ศกึษาความสามารถในการท าซ า้จากการวิเคราะห์ gallic acid ความเข้มข้นที่อยู่ในช่วงความเป็นเส้นตรงความเข้มข้นละ 
10 ซ า้พบวา่ให้คา่ %RSD อยูใ่นชว่ง 5.88-17.30 (n=10) แสดงให้เห็นวา่วิธี DPPH บนอปุกรณ์ที่พฒันาขึน้มีความเที่ยงสงูในการวิเคราะห์สาร
มาตรฐาน gallic acid  
 วิเคราะห์คา่ขีดจ ากดัการตรวจวดัด้วยอปุกรณ์ที่พฒันาขึน้โดยใช้สมการที่ 1 และ 2 พบว่าความเข้มข้นของ gallic acid ที่ต ่าที่สดุที่
วิธี DPPH บนอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษสามารถวิเคราะห์ได้มีค่าเท่ากับ 2.90 µM ซึ่งพบว่ามีค่าใกล้เคียงกับค่าที่มีรายงานก่อนหน้านี ้
(Piletska et al., 2012) 
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รูปที่ 6  (A) แสดงลกัษณะสขีอง DPPH หลงัจากท าปฏิกิริยากบั gallic acid ความเข้มข้นตา่งๆระยะเวลา  30 นาที   (B) แสดงคา่ความเข้มสี 
(color intensity) หลงัจากการท าปฏิกิริยาระหวา่งสารละลาย DPPH กบั gallic acid ความเข้มข้นตา่งๆ ที่ระยะเวลา 30นาที (n=3)   

 
3.2.2 สารต้านอนมุลูอิสระมาตรฐาน trolox 
 จากการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของ trolox  ด้วยวิธี DPPH (รูปที่ 7) จะเห็นวา่ ซึง่เม่ือเพ่ิมความเข้มข้นของ trolox จะพบวา่
ความเข้มสีของ DPPH มีคา่ลดลง ดงัแสดงในรูป 7A จากนัน้พลอตกราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งความเข้มสีมว่งกบัความเข้มข้นของ trolox 
พบวา่สญัญาณมีคา่ลดลงเม่ือ trolox เพิ่มขึน้ดงัรูป 7B และกราฟดงักลา่วมีชว่งความเป็นเส้นตรงในชว่งความเข้มข้นของ trolox เทา่กบั  
0-1000 µM R² = 0.9905 
 จากนัน้ศกึษาความสามารถในการท าซ า้จากการวิเคราะห์ จากการศกึษาความสามารถในการท าซ า้จากการวิเคราะห์ troloxความ
เข้มข้นที่อยูใ่นชว่งความเป็นเส้นตรงความเข้มข้นละ 10 ซ า้พบวา่ให้คา่ %RSD อยูใ่นชว่ง 2.22 – 7.64 (n=10) แสดงให้เห็นวา่วิธี DPPH บน
อปุกรณ์ที่พฒันาขึน้มีความเที่ยงสงูในการวิเคราะห์สารมาตรฐาน trolox 
 วิเคราะห์คา่ขีดจ ากดัการตรวจวดัด้วยอปุกรณ์ที่พฒันาขึน้โดยใช้สมการที่ 1 และ 2 พบวา่ความเข้มข้นของ trolox ที่ต ่าที่สดุที่วิธี 
DPPH บนอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษสามารถวิเคราะห์ได้มีคา่เทา่กบั 67.56 µM ซึง่พบวา่มีคา่ใกล้เคียงกบัคา่ทีเ่คยได้รายงานก่อนหน้านี ้
(Cheng et al., 2006) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 7  (A)  แสดงลกัษณะสขีอง DPPH หลงัจากท าปฏิกิริยากบั trolox ความเข้มข้นตา่งๆ ระยะเวลา  30 นาที (B) แสดงคา่ความเข้มสี  
(Color Intensity) หลงัจากการท าปฏิกิริยาระหวา่งสารละลาย DPPH กบั trolox ความเข้มข้นตา่งๆ ที่ระยะเวลา 30นาที (n=3) 

 
 จากการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระ gallic acid และ trolox  ด้วยวิธี DPPH บนอปุกรณ์ตรวจวดัที่พฒันาขึน้พบว่า สามาถวิ
เคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของสารทัง้สองได้เป็นอย่างดี และจากการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระในตวัอย่างจริงซึ่งอยู่ในขัน้ตอนที่ก าลงั
ศกึษาพบวา่ วิธีที่พฒันาขึน้มีแนวโน้มสามารถน าไปวิเคราะห์ในตวัอย่างจริงได้ ซึ่งจะได้ท าการทดสอบประสิทธิภาพของอปุกรณ์ที่พฒันาขึน้
โดยการวิเคราะห์ความแม่นย าของการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระในตวัอย่างต่างๆเทียบกับวิธีวิเคราะห์มาตรฐาน จะเห็นได้ว่าอปุกรณ์ที่
พฒันาขึน้สามารถผลิตได้ในราคาถกู ไมจ่ าเป็นต้องพึง่พาเคร่ืองมือราคาแพงในการวิเคราะห์ สามารถวิเคราะห์ได้หลายตวัอยา่งในครัง้เดียว ให้

A 

B 
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การวิเคราะห์แบบรวดเร็ว สามารถท าการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระในตวัอย่างที่สนใจแบบคดักรองได้ (high throughput screening) ท า
ให้การศกึษาวิจยัด้านการค้นคว้าฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระก้าวหน้าได้รวดเร็วขึน้  
 
4. บทสรุป 
 การพฒันาวิธี DPPH บนอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษสามารถวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระในสารมาตรฐาน gallic acid และ 
trolox ให้ผลการวิเคราะห์ที่ดี มีความสามารถในการท าซ า้ได้ดี และมีขีดจ ากัดการตรวจวดัต ่า(gallic acid 2.90 µM และ trolox 67.56 µM)ใช้
ปริมาตรสารตัวอย่างและรีเอเจนท์ปริมาตรรวมเพียง 1 µL สามารถวิเคราะห์ได้พร้อมกันทีละหลายๆ ตัวอย่าง (>20  ตัวอย่างต่อครัง้) ใช้
อปุกรณ์แบบกระดาษที่มีราคาถกูในการวิเคราะห์และใช้สแกนเนอร์ร่วมกับโปรแกรมประมวลผลภาพเป็นระบบตรวจวดัสญัญาณ ท าให้การ
วิเคราะห์สามารถท าได้ในสถานที่ที่ไม่มีเคร่ืองมือในห้องปฏิบตัิการ อปุกรณ์มีแนวโน้มสามารถตรวจวดัฤทธ์์ิต้านอนมุลูอิสระในสารตวัอย่างที่
สนใจได้เป็นอยา่งดีในอนาคต ชว่ยสง่เสริมการศกึษาพฒันาเก่ียวกบัฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระในอาหารและสมนุไพรให้ก้าวหน้าอยา่งรวดเร็วยิ่งขึน้  
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