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 งานวิจยันีเ้ป็นการพฒันาการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระด้วยวิธี FRAP บนอปุกรณ์
ตรวจวดัแบบกระดาษโดยอาศยัหลกัการเปล่ียนแปลงสีของสารประกอบเชิงซ้อนของ Fe3+ 
([Fe(TPTZ)]3+) ท่ีมีสีน า้ตาลออ่นถกูรีดวิซ์ไปเป็น สารประกอบเชิงซ้อนของ Fe2+ ([Fe(TPTZ)]2+) ซึง่
มีสีน า้เงิน  อปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษนีส้ร้างขึน้ให้มีรูปร่างเป็นแบบหลมุ (well) มีขนาดเส้น
ผา่นศนูย์กลาง 0.5 เซนตเิมตร ด้วยวิธีพิมพ์ด้วยขีผ้ึง้ (wax printing) ลงบนกระดาษกรอง 
whatman เบอร์ 4 เพ่ือสร้างบริเวณสว่นกัน้ท่ีไมช่อบน า้ (hydrophobic barrier) ไว้ส าหรับในการ
วิเคราะห์สาร ท าการศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการวิเคราะห์ ได้แก่ ความเข้มข้นของ Fe3+ ท่ี
เหมาะสมส าหรับการเตรียมสารละลาย FRAP รีเอเจนต์ และเวลาในการเกิดปฏิกิริยาบนอปุกรณ์
ตรวจวดั โดยใช้สารมาตรฐานคือ กรดแกลลิก จากการทดลองพบว่าความเข้มข้นของ Fe3+ ท่ี
เหมาะสมเทา่กบั 60 มิลลิโมลาร์ และเวลาท่ีเหมาะสมของการเกิดปฏิกิริยาของสารต้านอนมุลู
อิสระมาตรฐานบนอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษอยูเ่ทา่กบั 5 นาที จากการวิเคราะห์สารต้าน
อนมุลูอิสระมาตรฐานกรดแกลลิกและโทรล็อกซ์ ด้วยอปุกรณ์ท่ีพฒันาขึน้พบว่า มีชว่งความเป็น
เส้นตรงท่ี 0.1-2.0 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตรและ 0.5-2.5 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตรตามล าดบั คา่การ
ท าซ า้ดีโดยมีคา่ร้อยละสว่นเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ 4.45-14.75 และ 8.26-17.05 จากการ
วิเคราะห์กรดแกลลิก และโทรล็อกซ์ท่ีมีความเข้มข้นในชว่งกราฟมาตรฐานซ า้ 8 ครัง้ มีขีดจ ากดั
การตรวจวดัเทา่กบั 0.07 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร และ 0.30 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร ส าหรับการ
วิเคราะห์กรดแกลลิคและโทรล็อกซ์ ตามล าดบั และผลการศกึษาความแมน่ของการวิเคราะห์ฤทธ์ิ
ต้านอนมุลูอิสระของวิธี FRAP ท่ีพฒันาขึน้ (paper-based device) เทียบกบัวิธี FRAP แบบ
ดัง้เดมิ (spectrophotometric assay) โดยวิเคราะห์ตวัอยา่งชาจ านวน 14 ตวัอยา่ง พบวา่ผลการ
วิเคราะห์ได้จากทัง้สองวิธีให้คา่ไมแ่ตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 
 



ฉ 
 

 56920135:     MAJOR: CHEMICAL EDUCATION; M.Sc. (CHEMICAL EDUCATION) 
KEYWORDS: PAPER-BASES ANALYTICAL DEVICE/INTENSITY/FRAP ASSAY 
 PAKAPOL JUMYAI: DEVELOPMENT OF PAPER-BASED FERRIC REDUCING 
ANTIOXIDANT POWER  (FRAP) ASSAY FOR ANTIOXIDANT ACTIVITY ANALYSIS IN 
TEA SAMPLES. ADVISORY COMMITTEE: YUPAPORN SAMEENOI, Ph.D. 70 P. 2017. 
 
 A paper-based analytical device (PAD) with ferric reducing antioxidant power 
(FRAP) assay for determination of antioxidant activity has been developed. The analysis 
is based on the measurement of the reducing power of the antioxidant in the sample to 
reduce the ferric-tripyridyltriazine complex to generate blue color product of ferrous-
tripyridyltriazine complex. The PAD device was fabricated using wax-printing method 
with a 5 mm in diameter circular test zone. Optimization of the FRAP assay on a paper 
device was studied including concentration of Fe3+ as well as reaction time using  gallic 
acid  as a standard antioxidant. The results showed that optimal concentration of Fe3+ 
were 60 mM and optimal reaction time was 5 min. The developed PAD was applied for 
analysis of common standard antioxidants including gallic acid and trolox. The linear 
range were 0.10-2.0 g/ml and 0.5-2.5 g/ml for gallic and trolox, respectively.  Good 
reproducibilities with relative standard deviations of 4.45-14.75 % and 8.26-17.05 % 
were obtained from the analysis of gallic acid and trolox at the concentrations in the 
linear range (n = 8). The limit of detections from gallic acid and trolox were 0.07 g/ml 
and 0.30 g/ml, respectively. Finally, the performance of the developed device was 
validated against the traditional spectrophotometric FRAP assay by measuring 
antioxidant activity of 14 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 
บทน ำ 

 
1.1  ควำมเป็นมำและควำมส ำคัญของปัญหำ 
 อนมุลูอิสระ (free radical) คือ โมเลกลุ หรือไอออนท่ีมีอิเล็กตรอนวงนอกแบบโดดเดี่ยว 
เป็นโมเลกลุท่ีไมเ่สถียร และมีความว่องไวในการเกิดปฏิกิริยาเคมี โดยเม่ือถกูสร้างขึน้ในร่างกาย
สามารถเข้าท าปฏิกิริยากบัสารชีวโมเลกลุตา่ง ๆ ท่ีอยูร่อบข้างอยา่งตอ่เน่ืองกนัไปเป็นปฏิกิริยา
ลกูโซใ่นทนัที สง่ผลให้เกิดความเสียหายแก่องค์ประกอบตา่ง ๆ ของเซลล์ภายในร่างกาย เชน่ การ
ท าลายโครงสร้างดีเอ็นเอ (DNA) การเปล่ียนสภาพโปรตีน และไขมนัของเย่ือหุ้มเซลล์ และการเข้า
ไปสร้างพนัธะโควาเลนต์ (covalent bond) กบัโปรตีนหรือเอนไซม์บางชนิดจนท าให้การท างาน
ของโปรตีนหรือเอนไซม์เหลา่นัน้ผิดปกติไป (Ames et al., 1993) โดยอนมุลูอิสระนัน้เป็นสาเหตุ
ของการเกิดโรคท่ีส าคญัหลายชนิด ได้แก่ โรคมะเร็ง โรคหลอดเลือดหวัใจตีบตนั โรคความจ าเส่ือม 
เป็นต้น และเม่ืออยูใ่นอาหารอนมุลูอิสระสามารถเข้าท าปฏิกิริยากบักรดไขมนัท่ีอยูใ่นอาหารท าให้
อาหารเกิดการเนา่เสียได้ง่าย อนมุลูอิสระ เกิดจากผลพลอยได้จากการใช้ออกซิเจนของ
กระบวนการเมทาบอลิซมึ (metabolism) ของเซลล์ รวมทัง้ปัจจยัจากสิ่งแวดล้อมภายนอก ได้แก่ 
มลพิษ การตดิเชือ้โรค รังสียวีู (UV-ray) โอโซน (ozone) ควนัจากทอ่ไอเสียรถยนต์ และควนับหุร่ี 
(Denisov, 2005; Scott et al., 2004) อนมุลูอิสระสามารถถกูก าจดั หรือท าให้ความรุนแรงลดลง
ได้ด้วยสารท่ีเรียกวา่ สารต้านอนมุลูอิสระ (antioxidants) 
 สารต้านอนมุลูอิสระ (antioxidants) เป็นสารพวกเอนไซม์หรือสารอ่ืนท่ีสามารถชะลอ
หรือท าปฏิกิริยากบัอนมุลูอิสระโดยตรงเพ่ือก าจดัอนมุลูอิสระให้หมดไปหรือหยดุปฏิกิริยาลกูโซ่
ไมใ่ห้ด าเนินตอ่ไป โดยสารต้านอนมุลูอิสระสามารถจบักบัอนมุลูอิสระ แล้วเกิดเป็นอนมุลูอิสระตวั
ใหมท่ี่มีความเสถียรกวา่ สง่ผลให้หยดุวงจรการเกิดอนมุลูอิสระตวัใหมไ่ด้ (Denisov, 2005) สาร
ต้านอนมุลูอิสระสามารถพบได้ในธรรมชาตจิากสารหลายชนิด เชน่ สารประกอบฟีนอลิก 
(phenolic compounds) สารประกอบไนโตรเจน (nitrogen compounds) และแคโรทีนอยด์ 
(carotinoid) (Velioglu et al., 1998) ในปัจจบุนัสารต้านอนมุลูอิสระโดยเฉพาะอยา่งยิ่งสารต้าน
อนมุลูอิสระท่ีได้มาจากพืชผกั ผลไม้ เคร่ืองเทศ และสมนุไพร ได้รับความสนใจ และศกึษากนัอย่าง
กว้างขวางเน่ืองจากกระแสเร่ืองความปลอดภยัของสารสกดัจากธรรมชาติ วิธีท่ีใช้ทดสอบฤทธ์ิต้าน
อนมุลูอิสระท่ีนิยมได้แก่  2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) (Que et al., 2006), Ferric 
reducing antioxidant power (FRAP) ( Ramamoorthy  Bono, 2007), Trolox equivalents 
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antioxidant capacity (TEAC), Lipid peroxidation reducing power และ Metal chelating 
ability สว่นเคร่ืองมือท่ีนิยมใช้ในการตรวจหาชนิดของสารต้านอนมุลูอิสระท่ีได้รับความนิยม คือ 
High Performance Liquid Chromatography (HPLC) (Vichitphan et al., 2007) ซึง่แตล่ะวิธีมี
ความจ าเพาะตอ่สารแตกตา่งกนั โดยปกตแิล้วการตรวจสอบมกัจะสรุปผลจากหลายวิธีร่วมกนั 
เพ่ือท าให้ผลการทดสอบมีความถกูต้องยิ่งขึน้  ซึง่จากวิธีการวิเคราะห์สารต้านอนมุลูอิสระท่ีได้
กลา่วมาข้างต้น จะต้องวิเคราะห์โดยนกัวิทยาศาสตร์ท่ีมีความเช่ียวชาญ เน่ืองจากต้องใช้ทัง้
เทคนิค สารเคมี เคร่ืองมือวิเคราะห์ และต้องใช้ระยะเวลาท่ีนานเพราะต้องวิเคราะห์หลายวิธีจงึจะ
ให้ผลการวิเคราะห์ท่ีนา่เช่ือถือ  
 งานวิจยันีเ้ป็นการพฒันาการตรวจวดัฤทธ์ิการต้านอนมุลูอิสระด้วยวิธี FRAP บน
อปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษท่ีสามารถทดสอบตวัอยา่งได้ทีละหลาย ๆ ตวัอยา่งตอ่การทดลอง 
ใช้สารตวัอยา่งและรีเอเจนท์ในการวิเคราะห์ในปริมาณน้อย ใช้เวลาการวิเคราะห์น้อย ใช้เคร่ืองมือ
การตรวจวดัสญัญาณท่ีท่ีมีราคาไมแ่พง และให้ผลการวิเคราะห์ฤทธ์ิการต้านอนมุลูอิสระท่ีมีความ
ถกูต้อง และแมน่ย า ซึง่เป็นการสง่เสริมให้การค้นคว้าวิจยัเก่ียวกบัสารศกึษาฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระ
ในอาหารและผลิตภณัฑ์จากธรรมชาติเป็นไปอย่างรวดเร็วมากขึน้ 
 
1.2  วัตถุประสงค์ของกำรวิจัย 
 เพ่ือพฒันาอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษส าหรับวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระด้วยวิธี 
Ferric reducing antioxidant power (FRAP) ในตวัอยา่งชา 
 
1.3  ขอบเขตของกำรวจิัย 
 1. พฒันาการตรวจวดัฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระด้วยวิธี FRAP บนอปุกรณ์ตรวจวดัแบบ
กระดาษเพ่ือการวิเคราะห์คณุสมบตัใินการต้านอนมุลูอิสระของสารต้านอนมุลูอิสระมาตรฐาน 
gallic acid 
 2. ศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการการตรวจวดัฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระด้วยวิธี FRAP บน
อปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษ โดยสภาวะท่ีศกึษา ได้แก่ ความเข้มข้นของสารละลาย FRAP ท่ี
เหมาะสม เวลาในการเกิดปฏิกิริยาระหวา่งสารละลาย FRAP กบัสารต้านอนมุลูอิสระมาตรฐาน 
gallic acid โดยจะต้องสามารถตรวจวดัความสามารถในการต้านอนมุลูอิสระได้รวดเร็วและ มี
ความไวในการวิเคราะห์สงู  
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 3. ทดสอบประสิทธิภาพของการตรวจวดัความสามารถในการต้านอนมุลูอิสระด้วยวิธี 
FRAP บนอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษท่ีพฒันาขึน้โดยใช้สารต้านอนมุลูอิสระมาตรฐาน gallic 
acid โดยหาคา่การวิเคราะห์ (analytical features)  ได้แก่ ชว่งความเป็นเส้นตรง (linearity)  คา่
การท าซ า้ (reproducibility, %RSD) ขีดจ ากดัการตรวจวดั (limit of detection, LOD) และความ
แมน่ของวิธี (accuracy) โดยเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการตรวจวดัความสามารถในการต้าน
อนมุลูอิสระระหวา่งวิธี FRAP บนอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษท่ีพฒันาขึน้ กบัวิธี FRAP แบบ
ดัง้เดมิ (spectrophotometric assay) โดยใช้ตวัอยา่งชาชนิดตา่ง ๆ 
 4. ศกึษาความเสถียรของอปุกรณ์ท่ีพฒันาขึน้เพ่ือพฒันาเป็นอปุกรณ์พร้อมใช้ 
 
1.4  ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับจำกกำรวิจัย 
 1. ได้อปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษท่ีสามารถตรวจวิเคราะห์ฤทธ์ิการต้านอนมุลูอิสระ
ด้วยวิธี FRAP ส าหรับใช้ตรวจวดัอนมุลูอิสระในตวัอยา่งชาชง หรือผลิตภณัฑ์ชนิดอ่ืน ๆ เชน่ พืชผกั 
อาหาร ตลอดจนสมนุไพรตา่ง ๆ ส าหรับนกัวิจยั หรือบคุคลทัว่ไปท่ีสนใจ 
 2. เป็นแนวทางให้ผู้สนใจศกึษาวิจยัเก่ียวกบัการพฒันาอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษ
ส าหรับตรวจวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระด้วยวิธีอ่ืน ๆ ตอ่ไป 
 
1.5  นิยำมศัพท์เฉพำะ 
 1. อปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษ (a microfluidic paper-based analytical device, 
PAD) หมายถึง ตวัตรวจวดัของไหลจลุภาคท่ีท ามาจากกระดาษกรอง whatman เบอร์ 4 โดย
สร้างบริเวณสว่นกัน้ท่ีไมช่อบน า้ (hydrophobic barrier) ด้วยการพิมพ์ด้วยขีผ้ึง้ (wax printing) 
โดยเว้นหลมุ (well) ท่ีมีขนาดเส้นผา่นศนูย์กลาง 0.5 cm ไว้ส าหรับในการวิเคราะห์สาร 
 2. Intensity หมายถึง คา่ความเข้มของสีท่ีได้จากการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม ImageJ 
 3. Ferric reducing antioxidant power (FRAP) assay (Benzie  Szeto, 1999) เป็น
วิธีการศกึษาความสามารถในการต้านอนมุลูอิสระท่ีสารประกอบเชิงซ้อนของ Fe3+ ([Fe(TPTZ)]3+) 
จะถกูรีดวิซ์ไปเป็น สารประกอบเชิงซ้อนของ Fe2+ ([Fe(TPTZ)]2+) ซึง่จะท าให้มีสีน า้เงินท่ีเข้มขึน้ 
สามารถตรวจสอบความสามารถในการรีดิวซ์ได้จากการวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 
593 nm คา่การดดูกลืนแสงท่ีเพิ่มขึน้แสดงถึงความสามารถในการรีดวิซ์ท่ีมากขึน้  



บทที่ 2 
เอกสารและงานวจิัยที่เก่ียวข้อง 

 
 การวิจยัครัง้นีไ้ด้ศกึษาเอกสารและงานวิจยัท่ีเก่ียวข้องเพ่ือน ามาประกอบการด าเนินการ 
ตามล าดบัดงันี ้ 
 2.1 อนมุลูอิสระและสารต้านอนมุลูอิสระ 
 2.2 Ferric reducing antioxidant power (FRAP) assay  
 2.3 อปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษ (Paper based device) 

2.4 ข้อมลูเก่ียวกบัใบชาแห้ง 
2.5 งานวิจยัท่ีเก่ียวข้อง 

 
2.1 อนุมูลอิสระและสารต้านอนุมูลอิสระ 
 2.1.1 อนุมูลอิสระ 
 อนมุลูอิสระ (radicals, free radicals) หมายถึง อะตอม โมเลกลุ หรือไอออนท่ีมี
อิเล็คตรอนโดดเด่ียว (unpaired electron) มีสมบตัิทางเคมี คือ เป็นสารท่ีไมเ่สถียร มีความวอ่งไว
ในการเข้าท าปฏิกิริยาเคมีกบัสารอ่ืนสงูมาก อนมุลูอิสระสามารถพบได้ทัง้ท่ีอยูใ่นสภาวะท่ีเป็น
กลางทางไฟฟ้า และอยูใ่นสภาวะท่ีเป็นไอออน โดยมีทัง้ไอออนท่ีมีประจไุฟฟ้าเป็นประจบุวกและ
ประจไุฟฟ้าเป็นประจลุบ สญัลกัษณ์ทางเคมีของอนมุลูอิสระนัน้เขียนแสดงด้วยสญัลกัษณ์ทางเคมี
ของธาต ุโมเลกลุ หรือไอออน นัน้ ๆ และเขียนแสดงอิเล็กตรอนเดี่ยวของอนมุลูอิสระจะด้วยจดุใน

ต าแหนง่ข้างบนของ (R) ตวัอยา่งเชน่  

 อนมุลูอิสระท่ีเป็นกลาง (R) เชน่ อนมุลู peroxyl (ROO) หรืออนมุลู thiyl (RS)  

 อนมุลูอิสระท่ีเป็นประจบุวก (R+) เชน่ อนมุลู pyridinyl (NAD+)  

 อนมุลูอิสระท่ีเป็นประจลุบ (R-) เชน่ อนมุลู superoxide (O2
-) 

 ซึง่จากค าจ ากดัความข้างต้นนัน้ท าให้อะตอมของธาต ุบางชนิดได้ถกูจดัเป็นอนมุลูอิสระ

ด้วย เช่น คลอรีนอะตอม (Cl) และซิลเวอร์อะตอม (Ag) เป็นต้น (Roberfroid  Calderon, 
1995) 
 การเกิดปฏิกิริยาเคมีของอนมุลูอิสระนัน้ อะตอม โมเลกลุ หรือไอออนของอนมุลูอิสระ
เข้าไปแยง่ จบั หรือดงึเอาอิเล็กตรอนจากอะตอมหรือโมเลกลุของสารท่ีอยูข้่างเคียง เพ่ือให้ตวัของ
อนมุลูอิสระมีความเสถียรหรือสมดลุ ซึง่เม่ือโมเลกลุท่ีอยูข้่างเคียงท่ีสญูเสียอิเล็กตรอนก็จะ
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กลายเป็นอนมุลูอิสระชนิดใหม ่และเข้าท าปฏิกิริยากบัสารโมเลกลุอ่ืนตอ่ไป เกิดเป็นปฏิกิริยาลกูโซ ่
(chain reaction) ตอ่กนัไปเร่ือย ๆ (Halliwell, 1991) 
 บหุรัน พนัธุ์สวรรค์ (2556) ได้กลา่วถึงอนมุลูอิสระ ไว้ดงันี ้  
 อนมุลูอิสระ (free radicals) หมายถึง สารท่ีมีอิเล็กตรอนโดดเด่ียว (unpaired 
electrons) ในอะตอมหรือโมเลกลุ พบได้ทกุแหง่ทัง้ในสิ่งแวดล้อม ในสิ่งมีชีวิต และในเซลล์ 
โดยเฉพาะอยา่งยิ่งกระบวนการผลิตพลงังานภายในเซลล์ หรือจากกระบวนการเมทาบอลิซมึ 
(metabolism) โดยมีการเคล่ือนย้ายอิเล็กตรอนออกจากโมเลกลุของออกซิเจนท าให้อิเล็กตรอนใน
โมเลกลุออกซิเจนไมส่มดลุกลายเป็นอนมุลูอิสระและวอ่งไวในการเข้าท าปฏิกิริยามาก และ
สามารถดงึอิเล็กตรอนจากโมเลกลุอ่ืนมาแทนท่ีอิเล็กตรอนท่ีขาดหายไปเพื่อให้ตวัเองเกิดความ
สมดลุหรือเสถียร ซึง่ปฏิกิริยานีจ้ะเกิดขึน้อย่างตอ่เน่ืองเป็นปฏิกิริยาลกูโซ ่และเกิดขึน้ในเซลล์
ตลอดเวลาดงัสมการ 1 และ 2 

     R + O2        ROO   สมการ 1 

     ROO + RH        ROOH + R  สมการ 2 

 อนมุลูอิสระท่ีส าคญัท่ีสดุท่ีเกิดในเซลล์ท่ีใช้ออกซิเจน ได้แก่ อนมุลูอิสระออกซิเจน 
(oxygen radical) และอนพุนัธ์ของอนมุลูอิสระออกซิเจน เชน่ reactive oxygen species (ROS), 

superoxide radical (O2
-), peroxyl radical (ROO), hydrogenperoxide, transition metal 

(โลหะทรานซิชนั), carbonate radical (CO3
-), nitrate radical (NO3

), methyl radical (CH3
) 

เป็นต้น (Halliwell, 1991) 
 นอกจากนีอ้นมุลูอิสระสามารถท าลายชีวโมเลกลุทกุประเภททัง้ในเซลล์และ
สว่นประกอบของเซลล์สิ่งมีชีวิต ซึง่เป็นสาเหตใุห้เซลล์ตาย การเกิดการกลายพนัธุ์ของดีเอ็นเอ 
(DNA) ในเซลล์ และก่อให้เกิดโรคตา่ง ๆ ได้แก่ โรคชรา (aging) โรคมะเร็ง (cancer) โรคหวัใจขาด
เลือด (coronary heart disease) โรคความจ าเส่ือม (Alzheimer’s disease) โรคข้ออกัเสบ 
(arthritis) โรคภมูิแพ้ (allergies) โรคความดนัโลหิต โรคเหงือก โรคเก่ียวกบัสายตา ความผิดปกติ
ของปอดและระบบประสาท โรคเก่ียวกบัทางเดินหายใจ โรคเก่ียวกบัความผิดปกติของผิวหนงั และ
โรคล าไส้อกัเสบ เป็นต้น อนมุลูอิสระนอกจากจะเกิดภายในสิ่งมีชีวิตแล้วอนมุลูอิสระสามารถเกิด
จากภายนอกสิ่งมีชีวิตหรือในสิ่งแวดล้อม ได้แก่ การได้รับเชือ้โรค เชน่ การตดิเชือ้โรคไวรัส หรือเชือ้
แบคทีเรีย โรคเก่ียวกบัภมูิคุ้มกนั (immune diseases) เชน่ ข้ออกัเสบ รูมาตอยด์ เป็นต้น จากรังสี 
เชน่ รังสีอลัตราไวโอเลต รังสีเอ็กซ์ รังสีแกมมา จากมลภาวะ เชน่ ควนับหุร่ี  แก๊สจากท่อไอเสีย 
เชน่ ไนตรัสออกไซด์ ไนโตรเจนไดออกไซด์ เขม่าจากเคร่ืองยนต์ ฝุ่ นจากกระบวนการประกอบ
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อาหาร เชน่ การยา่งเนือ้สตัว์ท่ีมีสว่นประกอบของไขมนัสงู การน าน า้มนัท่ีใช้ทอดอาหารท่ีมี
อณุหภมูิสงู ๆ กลบัมาใช้อีก การท าให้เกิดอาหารประเภทเกรียม ไหม้ หรือเกิดจากการปิง้ยา่ง และ
จากยาบางชนิด เชน่ โดโซรูบิซิน (doxorubicin) เพนนิซิลลามิน (penicillamine) พาราเซตามอล 
(paracetamol) เป็นต้น 
 
 2.1.2 สารต้านอนุมูลอิสระ 
 สารต้านอนมุลูอิสระ (antioxidants)  คือ สารปริมาณน้อยท่ีสามารถปอ้งกนัหรือชะลอ
การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนัของอนมุลูอิสระได้ (Halliwell, 2009) สารต้านอนมุลูอิสระ เป็น
สารประกอบท่ีทนตอ่การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนัในเซลล์ (Chattopadhyay et al., 2010) สาร
เหลา่นีมี้กลไกในการต้านอนมุลูอิสระหลายแบบ เชน่ ดกัจบั (scavenge) อนมุลูอิสระโดยตรง 
ยบัยัง้การสร้างอนมุลูอิสระหรือเข้าจบั (chelate) กบัโลหะ เพื่อปอ้งกนัการสร้างอนมุลูอิสระ (Sies, 
1991)  
 สารต้านอนมุลูอิสระแบง่ตามแหลง่ท่ีมาได้ 2 ชนิด (Pokorny et al., 2001) ได้แก่ 
 1. สารต้านอนมุลูอิสระจากธรรมชาต ิ(natural antioxidant) สารกลุม่นีไ้ด้รับความ
สนใจและมีการพฒันาค้นคว้ากนัอยา่งมากในปัจจบุนัเน่ืองจากแนวคิดเร่ืองการกลบัคืนสูธ่รรมชาต ิ
ประกอบกบัความเช่ือมัน่ว่ามีความปลอดภยัในการบริโภค สารต้านอนมุลูอิสระเหลา่นี ้พบได้ทัง้ใน
จลุชีพ สตัว์ และพืชซึง่มีทัง้ท่ีเป็นวิตามินอยา่งเชน่ วิตามินซี วิตามินอี บีตาแคโรทีน และสารท่ีไมใ่ห้
คณุคา่ทางโภชนาการ (non-nutrient) ซึง่มีโครงสร้างเป็นสารประกอบ phenolic โดยเฉพาะ
polyphenols เชน่ แซนโธน และฟลาโวนอยด์ ซึง่ประกอบด้วยหมู ่aromatic hydroxyl ตัง้แต ่2 หมู่
ขึน้ไป หมูฟั่งก์ชัน่ (functional group) เหลา่นีมี้บทบาทส าคญัในการดกัจบัอนมุลูอิสระตา่ง ๆ 

ไมใ่ห้ไปกระตุ้นหรือก่อให้เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนัได้ โดยการให้อนมุลู H แก่อนมุลูอิสระเหลา่นัน้ 
(Van Acker et al., 2000) นอกจากนีส้ารประกอบ polyphenols ท่ีมีโครงสร้างของ ortho-

dihydroxyl phenol อยูใ่นโมเลกลุยงัสามารถยบัยัง้การเกิดอนมุลู OH ในปฏิกิริยาท่ีมีอนมุลูโลหะ
ทรานซิซนั คือ Fe2+ และ Cu2+ เป็นตวัเหน่ียวน า โดยการเข้าจบั กบัโลหะดงักลา่วเกิดเป็น
สารประกอบเชิงซ้อน (complex) ได้อีกด้วย (Sanchez-Moreno et al., 2000)   
 2. สารต้านอนมุลูอิสระสงัเคราะห์เป็นสารประกอบ phenolic 5 ชนิด ได้แก่ propyl 
gallate, 2-butylated hydroxyanisole, 3-butylate hydrxyanisole, BHT (butylated 
hydroxytoluene) และ tertiary butylhydroquinone เป็นสารต้านอนมุลูอิสระท่ีนิยมใช้ใน
อตุสาหกรรมอาหารเพ่ือยบัยัง้การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนัของไขมนัอนัเป็นสาเหตใุห้อาหารมีกลิ่น 
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สี และรสชาตท่ีิเปล่ียนแปลง สารสงัเคราะห์เหล่านีมี้ประสิทธิภาพและความคงตวัสงูกวา่สารต้าน
ออกซิเดชนัจากธรรมชาติทัว่ไปแตมี่ข้อจ ากดัของการใช้เน่ืองจากปัญหาด้านความปลอดภยัในการ
บริโภค (Pokorny et al., 2001) 
 ปกติร่างกายคนเรานัน้จะมีสารต้านอนมุลูอิสระตามธรรมชาตหิลากหลายชนิดทัง้ท่ีเป็น
เอนไซม์ เชน่ superoxide dismutase, catalase และ glutathione peroxidase เป็นต้น และสาร
ต้านอนมุลูอิสระท่ีไมใ่ชเ่อนไซม์ เชน่ urate, bilirubin และ transferrin เป็นต้น เน่ืองจากสารเหลา่นี ้
มีจ านวนจ ากดั ดงันัน้เม่ือใดก็ตามท่ีมีอนมุลูอิสระเกิดขึน้เกินกวา่จะก าจดัได้หมด อาจก่อให้เกิด
อนัตรายตอ่ร่างกายได้ นอกจากนีพ้วกวิตามินบางชนิด เช่น บีตาแคโรทีน (-carotene) วิตามินซี 
(vitamin C) วิตามินอี (vitamin E) รวมทัง้สารประกอบกลุม่ polyphenols ตา่ง ๆ ซึง่มีรายงานพบ
มากในพืช ผกั ผลไม้ ทัว่ไปยงัจดัเป็นสารออกฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระจากแหลง่ธรรมชาติท่ีดีอีกกลุม่
หนึง่ (Sies, 1991) 
 

2.2  Ferric reducing antioxidant power (FRAP) assay  (Benzie,  Szeto, 1999) 
 เป็นวิธีวดัความสามารถในการเป็นตวัรีดวิซ์ของสารต้านอนมุลูอิสระ  โดยอาศยัการเกิด
รีดกัชนัของสารเชิงซ้อน [Fe(TPTZ)2]3+ (Ferric-tripyridyltriazine complex) ท่ีไมมี่สี เม่ืออยูใ่น
สภาวะท่ีมีสารต้านอนมุลูอิสระ จะถกูรีดิวซ์กลายเป็นสารเชิงซ้อน [Fe(TPTZ)2]2+ (Ferrous-
tripyridyltriazine complex) ซึง่มีสีน า้เงินมว่ง โดยความเข้มของสีน า้เงินมว่งจะแปรผนัตรงกบั
ปริมาณสารต้านอนมุลูอิสระในตวัอยา่ง สมการการเกิดปฏิกิริยาสามารถแสดงได้ดงัภาพท่ี 2-1 
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ภาพท่ี 2-1 แสดงการเกิดปฏิกิริยารีดกัชนัของสารเชิงซ้อน [Fe(TPTZ)2]3+ ท่ีไมมี่สี ถกูรีดวิซ์ด้วยสาร

ต้านอนมุลูอิสระ กลายเป็นสารเชิงซ้อน [Fe(TPTZ)2]2+ ซึง่มีสีน า้เงินมว่ง (Huang       
et al., 2005) 
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2.3 อุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ (Paper-based device) 
 อปุกรณ์ตรวจวดัของไหลจลุภาคแบบกระดาษ หรืออปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษ 
(microfluidic paper-based analytical device, PADs) เป็นเทคโนโลยีทางเลือกหนึ่งของการ
สร้างอปุกรณ์ตรวจวินิจฉยัโรคทางคลินิก ต้นทนุต ่า พกพาและท่ีใช้งานง่าย สามารถใช้แล้วทิง้เลย 
ซึง่เหมาะส าหรับใช้ในประเทศก าลงัพฒันา เน่ืองจากไมจ่ าเป็นต้องใช้เคร่ืองมือ หรือเทคโนโลยีขัน้
สงูส าหรับวิเคราะห์ผล 
 Martinez et al. (2007) ได้พฒันาอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษแบบหลมุ (well) ตาม
รูปแบบท่ีต้องการท่ีมีขนาดเล็กเป็นมิลลิเมตรลงบนกระดาษ โดยได้ท าการสร้างสว่นกัน้ท่ีไมช่อบน า้
(hydrophobic barrier) ด้วยวิธีการฉายแสง (photolithography) ผา่นเข้าไปในพอลิเมอร์ท่ีมีความ
ไวแสง (photoresist polymer) และกระดาษโครมาโทรกราฟี (chromatography paper) ท าให้ได้
อปุกรณ์ตรวจวดัท่ีมีต้นทนุในการผลิตท่ีต ่า สามารถพกพาได้สะดวก วิเคราะห์ตวัอยา่งทางชีวภาพ
ได้หลากหลาย และใช้ตวัอย่างตวัอยา่งส าหรับการวิเคราะห์ในปริมาณท่ีน้อย 
 ในปัจจบุนัอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษสามารถสร้างสว่นท่ีไมช่อบน า้ให้เป็นลวดลาย
ได้ด้วยเทคนิคตา่ง ๆ เชน่ การใช้มีดตดั (cutting knives) (Fenton et al., 2009) การพิมพ์ด้วยไข 
(wax printing) (Carrilho et al., 2009) การฉาบเคลือบด้วยไข (wax screen-printing) 
(Dungchai et al., 2011) และการวาดด้วยปากกากนัน า้ (permanent marker plotting) (Nie et 
al., 2012) เป็นต้น  รูปแบบลวดลายของอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษมีอยูส่องแบบ ได้แก่ แบบ
ชอ่งการไหลด้านข้าง (lateral flow) ดงัภาพท่ี 2-2 (A) ซึง่สารตวัอยา่งสามารถไหลไปบน
แผน่กระดาษในท่อการไหลด้วยแรงคาปิลลารี (capillary action) เรียงตามเย่ือกระดาษไปยงั
บริเวณตรวจวดั (test zone) แล้วเกิดปฏิกิริยาระหวา่งสารตวัอยา่งกบัรีเอเจนท์ และแบบหลมุ 
(well) (Lisowski  Zarzycki, 2012) ดงัภาพท่ี 2-2 (B) วิเคราะห์ได้โดยการน าสารตวัอยา่งผสม
กบัรีเอเจนท์หยดลงไปในบริเวณท่ีชอบน า้ของกระดาษ การวิเคราะห์ปฏิกิริยาท่ีเกิดขึน้ระหวา่งสาร
ตวัอยา่งกบัรีเอเจนท์ สามารถท าได้โดยการถ่ายภาพ จากนัน้น าเข้าโปรแกรมประมวลผลภาพ 
ImageJ แล้ววดัคา่ความเข้มสี ซึง่คา่ความเข้มสีจะแปรผนัตรงกบัปริมาณสารท่ีมีอยูใ่นตวัอยา่ง 
 
 
 
 
 



9 

 
 
 

 
 
 

(A)     (B) 
 
ภาพท่ี 2-2 แสดงรูปแบบของอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษท่ีสร้างสว่นท่ีไมช่อบน า้ (hydrophobic   

barrier) ลงบนกระดาษ (A) แบบช่องการไหลด้านข้าง (lateral flow) (B) แบบหลมุ 
(well) (Jokerst et al., 2012) 

 
2.4 ข้อมูลเก่ียวกับใบชาแห้ง 
 พชัรีย์ พริบดีเวช (2552)  ได้กลา่วถึงลกัษณะทัว่ไป  องค์ประกอบทางเคมี และ
สรรพคณุของชาไว้ดงันี ้ 
 ชามีช่ือสามญั คือ Tea ช่ือวิทยาศาสตร์ คือ Camellia sinensis  ชาแบง่ออกได้เป็น 6 
ประเภท ได้แก่ ชาขาว ชาเหลือง ชาเขียว ชาอหูลง ชาด า และชาผเูออ่ร์ แตท่ี่สามารถพบเห็นได้
ทัว่ไป ได้แก่ ชาขาว ชาเขียว ชาอหูลง และชาด า ซึง่ชาทกุชนิดสามารถผลิตได้จากต้นชาต้น
เดียวกนั แตมี่กรรมวิธีในการผลิตท่ีแตกตา่งกนัออกไป ยอดใบชาสดจะประกอบด้วยความชืน้
ประมาณ 75-80 % ขณะท่ีส่วนท่ีเหลือเป็นของแข็งทัง้หมด ลกัษณะของยอดใบชาสด และใบชา
แห้งแสดงในภาพท่ี 2-3  
 

 
 
ภาพท่ี 2-3 แสดงลกัษณะยอดใบชาและ ใบชาแห้ง (http://www.foodnetworksolution.com/; 

http://healthfood.muslimthaipost.com/) 

http://www.foodnetworksolution.com/
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               องค์ประกอบทางเคมีของใบชาในสว่นท่ีเป็นของแข็งทัง้หมดแสดงดงัตารางท่ี 2-1  
 
ตารางท่ี 2-1 แสดงองค์ประกอบทางเคมีของยอดใบแห้งชา 
 

Components Dry weight (%) 
Flavanols 18-32 
    (-)-Epigallocatechin gallate (EGCG) 9-14 
    (-)-Epigallocatechin (EGC) 4-7 
    (-)-Epicatechin gallate (ECG) 2-4 
    (-)-Epicatechin (EC) 1-3 
    (+)-Gallocatechin (GC) 1-2 
    (+)-Catechin (C) 0.5-1 
Flavonol glucosides 3-4 
Proanthocyanidins 2-3 
Organic acids 0.5-2 
Saponins 0.04-0.07 
Lignin 4-6 
Caffeine 3-4 
Amino acids 2-4 
Carbohydrates 3-5 
Pigments 0.5-0.8 
Vitamins 0.6-1.0 
Soluble minerals 2-4 
Cellulose 6-8 
Polysaccharides 4-10 
Lipids 2-4 
Insoluble pigments 0.5 
Insoluble minerals 1.5-3.0 
Volatiles 0.01-0.02 
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 ในยอดใบชาจะมีปริมาณพอลิฟีนอล (polyphenols) ทัง้หมดประมาณ 10-35% (dry 
weight) โดยสารประกอบพอลิฟีนอลนีส้ว่นใหญ่เป็นสารในกลุม่ฟลาโวนอยด์ (Flavonoids)      
ฟลาโวนอยด์เป็น secondary metabolite ท่ีแบง่ได้ 6 กลุม่คือ Flavones, flavanones, 
isoflavones, flavonols, flavanols และ anthocyanins กลุม่ของฟลาโวนอยด์ท่ีพบมากท่ีสดุในชา
คือ Flavanols  ซึง่เรียกวา่ Catechins (คาเทชิน) แสดงดงัภาพท่ี 2-4 
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OOH

OH

OH

OH

OH

OH

 

OOH

OH

OH

OH

OH

OH

 
(+)-Gallocatechin (GC) (-)-Epigallocatechin (EGC) 

OOH

OH

O

OH

OH

OH

OH

OH

O

 

OOH

OH

O

OH

OH

OH

OH

OH

O

 
(-)-Catechin gallate (CG) (-)-Epicatechin gallate (ECG) 

OOH

OH

O

OH

OH

OH

OH

OH

OH

O

 

OOH

OH

O

OH

OH

OH

OH

OH

OH

O

 
(-)-Gallocatechin gallate (GCG) (-)-Epigallocatechin gallate (EGCG) 

                                                   
ภาพท่ี 2-4 แสดงโครงสร้างของคาเทชินท่ีพบในใบชา (http://teainstitutemfu.com/main/blog/ 

องค์ประกอบทางเคมี) 

http://teainstitutemfu.com/main/blog/
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 คาเทชิน (Catechins) เป็นสารประกอบ Flavanols ชนิดหนึง่ในชา ซึง่มีอยู่ประมาณ 
60-70% ของพอลิฟีนอลทัง้หมด กลุม่ของ Catechins ท่ีพบมากในชา คือ (-)-Epigallocatechin-
3-gallate (EGCG), (-)-Epigallocatechin (EGC), (-)-Epicatechin-3-gallate (ECG) และ         
(-)-Epicatechin (EC) โดย Catechins เหลา่นีมี้อยู่ประมาณ 90% ของคาเทชินทัง้หมด ขณะท่ี
กลุม่ Catechins ท่ีพบในปริมาณน้อยลงมาได้แก่ (-)-Gallocatechin (GC), (+)-Catechin (C),           
(-)-Gallocatechin gallate (GCG) และ (-)-Catechin gallate (CG) คาเทชินเป็นสารไมมี่สี 
ละลายน า้ได้ ให้รสขม และฝาด 
 ในชาประกอบด้วยสารต้านอนมุลูอิสระประเภทฟลาโวนอยด์ ท่ีทรงพลงัหลายชนิด 
โดยเฉพาะสาร Epigallocatechin gallate (EGCG) ซึง่เป็นสารต้านอนมุลูอิสระท่ีมีฤทธ์ิแรง โดยมี
ฤทธ์ิมากกว่าวิตามินอีถึง 20 เทา่ คาเทชินเป็นสารต้านอนมุลูอิสระ สามารถจบักบัอนมุลูอิสระท่ี
เป็นสาเหตขุองโรคหลายชนิด เชน่ เชน่ โรคมะเร็ง โรคหลอดเลือดหวัใจ โรคพาร์กินสนั (Parkinson) 
โรคอลัไซเมอร์ (Alzheimer) ไขข้ออกัเสบ และต้อกระจก เป็นต้น (Ames et al.,1993) 
 
2.5 งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
 Sharpe et al. (2012) ได้พฒันาอปุกรณ์ตรวจสอบแบบพกพาส าหรับวิเคราะห์สารต้าน
อนมุลูอิสระในตวัอยา่งอาหารโดยการตรึงอนภุาคนาโนซีเรีย (Ce) ไว้ท่ีกระดาษ ซึง่ท าให้อปุกรณ์
ตรวจวดัท่ีมีลกัษณะเป็นเหมือนกบัเซ็นเซอร์ขนาดเล็ก  อปุกรณ์นีจ้ะวดัการเปล่ียนแปลงสีเม่ือ
เกิดปฏิกิริยารีดอกซ์ระหวา่งสารต้านอนมุลูอิสระกบัอนภุาคนาโนซีเรีย ซึง่จะเปล่ียนจากสีเหลือง
เป็นสีน า้ตาล  อปุกรณ์แบบพกพาดงักลา่วสามารถใช้วิเคราะห์สารต้านอนมุลูอิสระ เช่น ascorbic 
acid, gallic acid, vanillic acid, quercetin, caffeic acid, epigallocatechin gallate และ
วิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระในตวัอยา่งชา และเห็ด ซึง่ให้ผลการวิเคราะห์เชน่เดียวกบัการ
วิเคราะห์แบบดัง้เดมิ และข้อดีของอปุกรณ์นี ้คือ ไม่ต้องใช้เคร่ืองมือวิเคราะห์ท่ีมีราคาแพงใช้แค่
โปรแกรมประมวลภาพ ท าให้สามารถน าอปุกรณ์นีไ้ปท าการการวิเคราะห์นอกห้องปฏิบตักิารได้ 
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ภาพท่ี 2-5 แสดงกราฟมาตรฐานของ gallic acid (GA) และ epigallocatechin gallate (EGCG) 
  

Sameenoi et al. (2014) ได้พฒันาวิธีการสร้างอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษท่ีสามารถ
ท าได้ง่าย และมีต้นทนุในการผลิตต ่า มีขัน้ตอนการผลิตเพียงขัน้ตอนเดียว โดยใช้สารละลายพอลิ
เมอร์ พอลิสไตรีน โดยท าการเทสารละลายให้ซมึผา่นแผน่บล็อกท่ีมีลวดลายตา่ง ๆ ไปยงักระดาษ
กรอง whatman เพ่ือสร้างสว่นกัน้ท่ีไม่ชอบน า้ จะท าให้ได้บริเวณตรวจวดัท่ียอมให้น า้ผ่านได้ขึน้ 
โดยได้ท าการศกึษาความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของสารละลายพอลิเมอร์พอลิสไตรีน ชนิดของ
กระดาษกรองท่ีเหมาะสมคือ Whatman#4 โดยสามารถสร้างชอ่งส าหรับบริเวณตรวจวดัท่ียอมให้
น า้ผา่นได้ท่ีเล็กท่ีสดุ คือ 67050 ไมโครเมตร และสว่นกัน้น า้ท่ีเล็กท่ีสดุ คือ 38040 ไมโครเมตร
ตามล าดบั ส าหรับการท าบริเวณตรวจวดัแบบหลมุกลมขนาดเส้นผา่ศนูย์กลาง 5 และ 7 มิลลิเมตร 
พบวา่มีประสิทธิภาพในการท าซ า้ท่ีดีโดยมีคา่เบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ (% RSD) 1.12-2.54% 
(n = 64) ท าการทดสอบการใช้สอบอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษท่ีสร้างขึน้ ด้วยการใช้วิเคราะห์ 
H2O2 โดยท าปฏิกิริยากบั CeO2 แล้ววดัระยะทางของสีท่ีเกิดขึน้ พบวา่ให้ผลลพัธ์ท่ีเหมือนกนัท่ี
ระดบัความเช่ือมัน่ 95% และอปุกรณ์ตรวจวดัแบหลมุกลมท าการทดสอบฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระ
ด้วยวิธี 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) ก็ให้ผลการทดสอบท่ีดี จงึสรุปได้ว่าการผลิต
อปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษโดยวิธีการสกรีนพอลิเมอร์สามารถใช้เป็นทางเลือกส าหรับการผลิต
อปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษได้ 
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ภาพท่ี 2-6 แสดงการใช้อปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษส าหรับการวิเคราะห์ H2O2 (a) ระยะทางการ
เกิดสีของ H2O2 ท่ีความเข้มข้นตา่ง ๆ โดยอาศยัการเกิดสีกบัอนภุาคนาโน CeO2 (b) 
กราฟมาตรฐานท่ีได้จากการพลอตระยะทางการเกิดสีเทียบกบัตวัความเข้มข้นของ 
H2O2 

 

 
 

ภาพท่ี 2-7 แสดงการใช้อปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษส าหรับการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระ
ด้วยวิธี DDPH (a) ความเข้มของสีของสารละลาย DDPH เม่ือท าปฏิกิริยากบั
สารละลาย Gallic acid ท่ีความเข้มข้นตา่ง ๆ  (b) กราฟมาตรฐานท่ีพล๊อตระหวา่ง
ความเข้มสีท่ีลดลงเทียบกบัความเข้มข้น Gallic acid 
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 Benzie  Szeto (1999) ได้ท าการศกึษาปริมาณสารต้านอนมุลูอิสระทัง้หมดด้วยวิธี 
Ferric reducing antioxidant power (FRAP) ในชา 25 ชนิด ผลการศกึษาพบวา่ปริมาณสารต้าน
อนมุลูอิสระท่ีมีในตวัอย่างชาด ามีความเข้มข้นในช่วง 132-654 mol/g, ชาอูห่ลงมีความเข้มข้น
ในชว่ง 233-532 mol/g และชาเขียวมีความเข้มข้นในชว่ง 272-1144 mol/g โดยเปรียบเทียบ
กบัสารละลายมาตรฐาน Ascorbic acid  
 Pulido et al. (2000) ได้ท าการศกึษาฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของสารประกอบในกลุม่พอ
ลิฟีนอล โดยใช้วิธีท่ีปรับปรุงจากวิธี Ferric reducing antioxidant power (FRAP) ผลการศกึษา
พบวา่ สารพอลิฟีนอล ได้แก่ flavonoids เชน่ quercetin, runin และ catechin, resveratrol, tanic 
acid, phenolic acid (gallic, caffeic และ ferulic) มีฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระมากกว่า ascorbic 
acid, trolox และ BHA 
 ปรียนนัท์ บวัสด (2549) ได้ท าการศกึษาฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของเคร่ืองดื่มชาโดยใช้วิธี
ไซคลิกโวลแทมเมตรี เปรียบเทียบกบัวิธี 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical 
scavenging capacity assay, วิธี 2,2’-Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) 
(ABTS) cation radical scavenging assay และวิธี ferric reducing antioxidant power assay 
(FRAP) และท าการวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลโดยวิธี Folin-Denis ในเทคนิคไซคลิก-   
โวลแทมเมตรี (Cyclic Voltammetry) ผลการศกึษาพบว่าฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของตวัอยา่งชาผง
ย่ีห้อตา่ง ๆ ท่ีได้จากการวิเคราะห์ด้วยวิธีไซคลิกโวลแทมเมตรีมีล าดบัตรงกบัวิธี DPPH ABTS และ 
FRAP สว่นฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของตวัอยา่งเคร่ืองด่ืมชาบรรจขุวดย่ีห้อตา่ง ๆ พบวา่มีผลการ
วิเคราะห์ท่ีแตกตา่งกนัเล็กน้อย และพบวา่ผลการวิเคราะห์ปริมาณสอดคล้องกนักบัวิธี Folin-
Denis จงึสรุปได้วา่เทคนิคไซคลิกโวลแทมเมตรีเป็นเทคนิคท่ีสามารถใช้วิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลู
อิสระได้ทัง้ในเชิงคณุภาพ และในเชิงปริมาณ 

พชัรีย์ พริบดีเวช (2552) ได้ศกึษาฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของสารสกดัชา พบวา่สารสกดั
ชาท่ีมีฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระท่ีสงูจะพบวา่จะมีปริมาณสารฟีนอลสงูตามด้วย จากผลการวิเคราะห์
ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของสารสกดัชาพบวา่ ชาเขียวฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระมีสงูท่ีสดุ รองลงมา คือ ชา
ส่ีฤด ูชาอูห่ลงก้านอ่อน (No.17) ชาพนัธุ์ชาเขียวอูห่ลง และชาอูห่ลงเบอร์ 12 ตามล าดบั 
 



บทที่ 3 
วธีิด ำเนินกำรวจิัย 

  
3.1 อุปกรณ์ เคร่ืองมือ และสำรเคมี 

3.1.1 อุปกรณ์ และเคร่ืองมือ 
  1. กระดาษกรอง Whatman เบอร์ 4 (Whatman, China, Cat No. 1004110) 
  2.  ไมโครปิเปต ขนาด 0.5-10, 2-20, 20-200 และ 100-1000 ไมโครลิตร      
                        (Labnet Biopette™ A Autoclavable, BP10, BP20, BP200, BP1000) 
  3. เคร่ือง Spectronics (Thermo SCIENTIFIC GENESYS 20) 
  4. ตู้ดดูความชืน้ (AMPORE HOUSE DRY-CABINET GH-120) 
  5. เคร่ืองชัง่ 4 ต าแหนง่ (METTLER TOLEDO AG 204) 
  6. เคร่ืองวดั pH (METTLER TOLEDO FEP20-FiveEasy PlusTM pH) 
  7. เคร่ืองกวนสารละลายพร้อมให้ความร้อน FALC F series 
  8. เคร่ืองพิมพ์ Fuji Xerox ColorQube 8870 
  9. เคร่ืองสแกนเนอร์ Canon LiDE110 
  10. ไดร์เป่าผม MAMARU MR-7502 

 
        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. 2,4,6-tripyridyl-s-triazine (TPTZ) (C18H12N6), M.W. 312.33 g/mol, Sigma 
Aldrich, CAS : 3682-35-7 
  3. hydrochloric acid (HCl), M.W. 36.46 g/mol, RCI Labscan, CAS: 7647-01-0 
  4. iron (III) chloride hexahydrate (FeCl3.6H2O) M.W. 270.30 g/mol, Sigma 
Aldrich, CAS : 10025-77-1 
  5. acetic acid (CH3COOH), M.W. 60.05 g/mol, RCI Labscan, CAS: 64-19-7 
  6. ethanol (C2H5OH), M.W. 46.07 g/mol, RCI Labscan, CAS: 64-17-5 
  7. sodium acetate trihydrate (CH3COONa·3H2O) M.W. 136.08 g/mol, Sigma 
Aldrich, CAS : 6131-90-4 
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 3.1.3 ตัวอย่ำงในกำรทดลอง 
  1. ชาระมิงค์ ชาอูห่ลง 
  2. เรนอง ที ซนัลีฟ ออริจินอล 
  3. ชาลิปตนั yellow label 
  4. ชาระมิงค์ ชาจีนอบดอกมะลิ 
  5. ทอปส์ ชาเขียวญ่ีปุ่ น 
  6. ชาระมิงค์ ชาเขียวญ่ีปุ่ น 
  7. ฟจูิ ชาเขียวกลิ่นข้าวคัว่ 
  8. บ้านไร่ 5 ดาว ชาเขียวมะลิรสต้นต ารับ 
  9. เซน ชาเขียวญ่ีปุ่ น 
    10. ชาระมิงค์ ชาเขียวญ่ีปุ่ นกลิ่นมะลิ 
  11. ทอปส์ ชาใบหม่อนผสมชาเขียวญ่ีปุ่ นกลิ่นมะลิ 
  12. ชาตรา 3 ม้า ใบชาเบอร์ 3 
  13. ชาตรา 3 ม้า ใบชาเบอร์ 100 
  14. ชาตรา 3 ม้า ใบชาเบอร์ 300 
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3.3 วิธีกำรทดลอง 
 3.3.1 กำรเตรียมสำรละลำย FRAP 
  3.3.1.1 กำรเตรียมสำรละลำย 20 mM iron (III) chloride 
  ชงั FeCl3•6H2O มา 0.270 g ละลายใน 1 M HCl ปริมาตร 1 ml ปรับปริมาตรให้
ครบ 50 ml ด้วยน า้กลัน่  
 
  3.3.1.2 กำรเตรียมสำรละลำย 10 mM TPTZ  
  ชัง่ TPTZ มา 0.156 g ละลายใน 96 % ethanol และปรับปริมาตรให้ครบ 50 ml 
ด้วย 96 % ethanol 
 
  3.3.1.3 กำรเตรียมสำรละลำย 300 mM sodium acetate buffer pH 3.6 
  ชัง่ CH3COONa•3H2O มา 3.1 g ละลายใน CH3COOH (glacial acetic acid) 
ปริมาตร 16 ml ปรับปริมาตรให้ครบ 1 l ด้วยน า้กลัน่  
 
  3.3.1.4 กำรเตรียมสำรละลำย FRAP 
  ผสมสารละลาย 300 mM sodium acetate buffer pH 3.6 รวมกบัสารละลาย 20 
mM iron (III) chloride และ 10 mM TPTZ ในอตัราส่วน 10:1:1 โดยจะต้องท าการเตรียม
สารละลายใหมใ่นทกุ ๆ วนั 
   
 3.3.2 กำรเตรียมสำรละลำย gallic acid 
 เตรียม stock ของ gallic acid  ความเข้มข้น 10000 µg/ml ปริมาตร 5 ml โดยชัง่ gallic 
acid  0.050 g ละลายใน 96 % ethanol 5 ml แล้วเจือจางสารละลายด้วยน า้กลัน่ให้มีความ
เข้มข้น 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140 และ 160 µg/ml 
 
 3.3.3 กำรเตรียมสำรละลำย trolox 
 เตรียม stock ของ trolox  ความเข้มข้น 10000 µg/mL ปริมาตร 5 ml โดยชัง่ trolox 
0.050 g ละลายใน 96 % ethanol 5 ml แล้วเจือจางสารละลายด้วยน า้กลัน่ให้มีความเข้มข้น 20, 
40, 60, 80, 100, 120, 140 และ 160 µg/ml 
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 3.3.4 กำรเตรียมสำรละลำยตัวอย่ำง 
 ชัง่ตวัอย่างชามา 2 g ละลายในน า้ร้อนท่ีอณุหภมูิ 80 oC ปริมาตร 200 ml ทิง้ไว้เป็น
เวลา 5 นาที จากนัน้กรองตะกอนชาออก น าน า้ชาท่ีได้ไปวิเคราะห์หรือเจือจางให้มีความเข้มข้นท่ี
เหมาะสมส าหรับการวิเคราะห์ 
            
3.4 กำรสร้ำงอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดำษ 
  สร้างอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษโดยสร้างบริเวณสว่นกัน้ท่ีไมช่อบน า้ (hydrophobic 
barrier) ด้วยการพิมพ์หลมุ (well) ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศนูย์กลาง 0.5 cm บนกระดาษกรอง 
whatman เบอร์ 4  ด้วยเคร่ืองพิมพ์ Fuji Xerox รุ่น ColorQube 8870 ไว้ส าหรับเป็นบริเวณ
วิเคราะห์สาร (test zone)   ดงัภาพท่ี 1 จากนัน้ให้ความร้อนด้วย Hotplate ย่ีห้อ FALC รุ่น F 
series อณุหภมูิ 150 ºC เป็นเวลา 2 นาที เพ่ือให้หมกึซมึผ่านกระดาษกรองจากด้านบนจนถึง
ด้านลา่ง และติดเทปใสด้านใดด้านหนึง่ของกระดาษกรองเพ่ือปอ้งกนัการร่ัวซมึระหวา่งการ
วิเคราะห์ 

 
 
ภาพท่ี 3-2 แสดงขัน้ตอนการสร้างอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษ 
 
3.5 ศึกษำสภำวะที่เหมำะสมในกำรวิเครำะห์ด้วยวิธี FRAP บนอุปกรณ์ตรวจวัด
แบบกระดำษ 
 3.5.1 ศึกษำควำมเข้มข้นของ Fe3+ ที่เหมำะสมในสำรละลำย FRAP รีเอเจนท์  
 เตรียมสารละลาย iron (III) chloride ท่ีความเข้มข้น 5,10, 20, 40 และ 60 mM โดย
เตรียมคล้ายกบัสารละลาย ในข้อ 3.3.1.1  จากนัน้น าสารละลายแตล่ะความเข้มข้นมาผสมกบั

 

  

 
Wax printing 150 ºC 2 min 

A paper - based analytical device (PAD) 

Hydrophobic barrier Test zone 
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สารละลาย 300 mM sodium acetate buffer pH 3.6 และ 10 mM TPTZ (2,4,6-tripyridyl-s-
triazine) ในอตัราสว่น 1:10:1 เป็นสารละลาย FRAP รีเอเจนต์ น าสารไปทดสอบกบัสารละลาย
มาตรฐาน gallic acid ความเข้มข้น 10, 50, 100, 150 และ 200 g/ml และพล็อตกราฟ
เปรียบเทียบระหวา่งความเข้มสีกบัความเข้มข้นของสารละลาย iron (III) chloride ท่ีแตล่ะความ
เข้มข้นของ gallic acid 
 
 3.5.2 ศึกษำเวลำในกำรเกิดปฏิกิริยำที่เหมำะสมระหว่ำงสำรละลำย FRAP และ
สำรต้ำนอนุมูลอิสระมำตรฐำน 
  เตรียมสารละลาย FRAP รีเอเจนต์ โดยผสมสารละลาย 300 mM sodium acetate 
buffer pH 3.6 รวมกบัสารละลาย 40 mM iron (III) chloride  และสารละลาย 10 mM TPTZ ใน
อตัราสว่น 10:1:1 น าไปทดสอบกบัสารละลายมาตรฐาน gallic acid ความเข้มข้น 50 g/ml 
ปลอ่ยให้เกิดปฏิกิริยาเป็นระยะเวลาตา่ง ๆ กนัก่อนท าการเป่าให้ แห้งด้วยไดร์เป่าผม สแกนภาพ
ด้วยเคร่ืองสแกนเนอร์ canon LiDE 110 ตรวจวดัคา่ความเข้มสีด้วยโปรแกรมประมวลภาพ 
ImageJ พล็อตกราฟเปรียบเทียบระหว่างความเข้มสีกบัระยะเวลาในการเกิดปฏิกิริยา 
 
3.6  กำรวิเครำะห์ฤทธ์ิต้ำนอนุมูลอิสระด้วยวิธี FRAP บนอุปกรณ์ตรวจวัดแบบ
กระดำษ 
 3.6.1 กำรวิเครำะห์สำรต้ำนอนุมูลอิสระมำตรฐำนบนอุปกรณ์ตรวจวัดแบบ
กระดำษ 
 การวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระมาตรฐานด้วยวิธี FRAP บนอปุกรณ์ตรวจวดัแบบ
กระดาษสามารถท าได้โดยโดย ปิเปตสารละลาย FRAP ลงบนอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษท่ีมี
บริเวณตรวจวดัเป็นแบบหลมุ หลมุละ 5 l จากนัน้ปิเปตสารละลายสารต้านอนมุลูอิสระท่ีความ
เข้มข้นตา่ง ๆ ลงบนอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษหลมุละ 5 l ปลอ่ยให้สารท าปฏิกิริยาเป็นเวลา 
5 นาที ใช้ไดร์เป่าผมเป่าให้แห้ง แล้วน าไปสแกนภาพด้วยเคร่ืองสแกนเนอร์ canon LiDE 110 
ตรวจวดัคา่ความเข้มสีด้วยโปรแกรมประมวลภาพ ImageJ 
 3.6.2  สำรต้ำนอนุมูลอิสระมำตรฐำน gallic acid 
  - ศึกษำช่วงควำมเป็นเส้นตรงของสำรมำตรฐำน gallic acid 
  ท าการทดลองคล้ายข้อ 3.6.1 วิเคราะห์สารมาตรฐาน gallic acid ท่ีความเข้มข้น 
0.1, 0.5, 1.0, 1.5 และ 2.0 g/ml (n = 8) พล็อตกราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหว่างความเข้มข้น 
gallic acid และคา่ความเข้มสีเพ่ือใช้ส าหรับวิเคราะห์ชว่งความเป็นเส้นตรงของ gallic acid 
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  - ศึกษำควำมสำมำรถในกำรท ำซ ำ้ (Reproducibility) 
  ท าการทดลองคล้ายข้อ 3.6.1 โดยวิเคราะห์ gallic acid ท่ีความเข้มข้น 4 ความ
เข้มข้นท่ีอยูใ่นชว่งความเป็นเส้นตรง ความเข้มข้นละ 8 ซ า้ ค านวณคา่ร้อยละสว่นเบี่ยงเบน
มาตรฐานสมัพทัธ์ (Percentage of relative standard deviation, %RSD) ดงัสมการ 

%RSD = SD  100 
    X 

  เม่ือ  SD  คือ คา่เบี่ยงเบนมาตรฐานของการวิเคราะห์ซ า้ 8 ครัง้ 
         X̅    คือ คา่เฉล่ียท่ีวดัได้จากการการวิเคราะห์ซ า้ 8 ครัง้ 
 
  - ศึกษำค่ำขีดจ ำกัดกำรตรวจวัด (Limit of detection, LOD) 
  ค านวณหาขีดจ ากดัการตรวจวดั (LOD) ได้จากสตูร 

LOD = 3SDB /m 
  เม่ือ LOD คือ ความเข้มข้นต ่าสดุท่ีวดัได้ 
    SDB คือ คา่เบี่ยงเบนมาตรฐานของ Blank 
    m คือ ความชนัของกราฟ  
 
 3.6.3 สำรต้ำนอนุมูลอิสระมำตรฐำน trolox  
 ศกึษาคา่ทางการวิเคราะห์สารมาตรฐาน trolox ด้วยอปุกรณ์ท่ีพฒันาขึน้โดยมีวิธี
การศกึษาคล้ายกบัสารมาตรฐาน gallic acid ดงัท่ีได้กลา่วมาแล้วข้างต้น 

 
3.7 ศึกษำประสิทธิภำพของอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดำษที่พัฒนำขึน้ 
 3.7.1 ศึกษำควำมแม่นของกำรวิเครำะห์ฤทธ์ิต้ำนอนุมูลอิสระด้วยอุปกรณ์ท่ี
พัฒนำขึน้เทียบกับวิธี FRAP มำตรฐำน 
   3.7.1.1 กำรวิเครำะห์ฤทธ์ิต้ำนอนุมูลอิสระในตัวอย่ำงชำชงด้วยอุปกรณ์ท่ี
พัฒนำขึน้ 
  โดยหยดสารละลาย FRAP ลงบนอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษหลมุละ 5 l (n = 5) 
หลงัจากนัน้หยดสารละลายมาตรฐาน gallic acid ท่ีความเข้มข้น 0.1, 0.5, 1.0, 1.5 และ 2.0 
g/ml (n = 8)  ปล่อยไว้ให้เกิดปฏิกิริยา 5 นาที เป่าให้แห้ง แล้วน าไปสแกนภาพ ท าการพล็อต 
กราฟมาตรฐานความสมัพนัธ์ระหวา่งความเข้มข้น gallic acid และคา่ความเข้มสีเพ่ือใช้ส าหรับ
วิเคราะห์ 
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  การวิเคราะห์ตวัอยา่งสารต้านอนมุลูอิสระในตวัอย่างชาชงท่ีเตรียมได้ในหวัข้อ 3.3.6 
โดยน าสารละลายตวัอย่างชามาตรวจวดับนอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษ ท าการตรวจวดัคา่
ความเข้มสีจากนัน้น าไปหาคา่ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระโดยเทียบกบักราฟมาตรฐาน gallic acid และ
รายงานในของคา่สมมลู gallic acid ตอ่กรัมชา (gallic acid equivent, mol GAE/g tea) 
    
  3.7.1.2 กำรวิเครำะห์ฤทธ์ิต้ำนอนุมูลอิสระในตัวอย่ำงชำชงด้วยวิธี FRAP 
แบบดัง้เดมิ 
  สร้างกราฟมาตรฐานของการวิเคราะห์ gallic acid โดยปิเปตสารละลาย FRAP
ปริมาตร 3 ml ใสใ่นขวด vial จากนัน้ปิเปตสารละลาย gallic acid ความเข้มข้น 0.1, 0.5, 1.0, 
1.5, และ 2.0 mM ปริมาตร  0.1 ml ปิเปตน า้กลัน่ปริมาตร 0.3 ml เขยา่ให้เข้ากนั ปล่อยให้สารท า
ปฏิกิริยาเป็นเวลา 6 นาที แล้วน าไปวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 593 nm น าคา่การ
ดดูกลืนแสงไปท าการพล็อตกราฟระหวา่งความเข้มข้น gallic acid และคา่การดดูกลืนแสงเพ่ือใช้
ส าหรับวิเคราะห์ช่วงความเป็นเส้นตรงของ gallic acid 
  จากนัน้วิเคราะห์ตวัอยา่งสารต้านอนมุลูอิสระในตวัอย่างชาชงโดยน าสารละลาย
ตวัอยา่งมาวิเคราะห์คล้ายกบัสารมาตรฐาน gallic acid ท าการตรวจวดัคา่การดดูกลืนแสงและ
น าไปหาคา่ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระโดยใช้กราฟมาตรฐาน gallic acid จากนัน้ค านวณฤทธ์ิต้าน
อนมุลูอิสระในรูปของคา่ mol GAE/g tea 
  น าคา่ mol GAE/g ของตวัอยา่งชาท่ีวิเคราะห์ได้จากอปุกรณ์ท่ีพฒันามา
เปรียบเทียบกบัคา่ท่ีได้จากการวิเคราะห์ด้วยวิธีดัง้เดมิเพ่ือศกึษาความแมน่ของการวิเคราะห์ฤทธ์ิ
ต้านอนมุลูอิสระด้วยอปุกรณ์ท่ีพฒันาขึน้ 
  
 3.7.2 ศึกษำควำมเสถียรของอุปกรณ์ที่พัฒนำขึน้เพื่อศึกษำแนวโน้มกำรเป็น
อุปกรณ์พร้อมใช้ 
 น าอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษมาท าการหยดสารละลาย FRAP ลงบนอปุกรณ์
ตรวจวดัแบบกระดาษหลมุละ 5 l ปลอ่ยให้แห้ง แบง่อปุกรณ์ตรวจวดัออกเป็น 2 กลุม่ โดยน า
อปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษกลุม่ท่ี 1 เก็บไว้ท่ีอณุหภมูิห้องโดยไมใ่ห้ถกูแสงแดด และกลุม่ท่ี 2 
น าไปเก็บไว้ในตู้เย็น  จากนัน้น าอปุกรณ์ตรวจวดัทัง้ 2 กลุม่มาทดสอบด้วยสารละลายมาตรฐาน 
50 g/ml Gallic acid ท าการวิเคราะห์ความเข้มสี เป็นระยะเวลาต่อเน่ืองเป็นระยะเวลา 7 วนั ท า
การพล็อตคา่ความเข้มสีของแตล่ะวนัเปรียบเทียบกนั 
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3.8 กำรวิเครำะห์ควำมเข้มสีด้วยโปรแกรม ImageJ 
 1. เปิดโปรแกรม ImageJ 
 

 
 

ภาพท่ี 3-3 แสดงการเปิดโปรแกรม ImageJ 
 

 2. เลือก open แล้วเลือกรูปท่ีต้องการประมวลผล 
 

 
 

ภาพท่ี 3-4 แสดงการเปิดไฟล์รูปภาพมาวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม ImageJ 
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3. Set scale ของบริเวณท่ีตรวจวดั 
 

             
           

ภาพท่ี 3-5  แสดงการ Set scale ของบริเวณท่ีตรวจวดัในโปรแกรม ImageJ 
 

 4. ปรับรูปให้เหลือเฉพาะสีท่ีต้องการโดยไปท่ี Image --> adjust --> color threshold 
จะปรากฏ box ขึน้มาดงัรูป เลือก pass ทัง้หมด เลือก Threshold color : White, Color space : 
HSB ปรับสีโดยเล่ือน scale บริเวณ Hue = 204 สว่น scale อ่ืนให้ปรับตามภาพท่ี 3-6 
 

             
 

 
ภาพท่ี 3-6 แสดงการปรับสีในโปรแกรม ImageJ 
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 5. ปรับเป็นสี gray โดยไปท่ี Image --> Type --> 8-bit 
 

               
                
ภาพท่ี 3-7 แสดงการปรับเป็นสี gray ในโปรแกรม ImageJ 

 
 6. ปรับให้เป็น gray intensity โดยเลือก Edit --> invert 
 

              
           

ภาพท่ี 3-8 แสดงการปรับเป็น gray intensity  ในโปรแกรม ImageJ 
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 7. ตัง้คา่วดัความเข้มสีโดยไปท่ี analyze --> set measurements จะปรากฏ box ดงัรูป
ให้เลือก Area, Mean gray value, limit to threshold และ display label (ท าเฉพาะครัง้แรกท่ีใช้
โปรแกรม) แล้วคลิก OK 
                                                  

 
 

ภาพท่ี 3-9 แสดงการ set measurements ในโปรแกรม ImageJ 
 
 8. เลือกบริเวณท่ีต้องการวดั intensity โดยเลือก shortcut ตามแบบรูปท่ีต้องการ
จากนัน้ลากครอบบริเวณท่ีต้องการวดั เม่ือได้บริเวณแล้วให้ไปท่ี Analyze Measurement หรือใช้ 
Crtl+M ได้เลย คา่ Mean ท่ีปรากฏคือคา่  mean gray scale intensity ท่ีได้จากการประมวลภาพ 
 

 
 

ภาพท่ี 3-10 แสดงการ Analyze Measurement ในโปรแกรม ImageJ 



บทที่ 4 

ผลการวจิัยและอภปิราย 
 

4.1 ผลการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะห์บนอุปกรณ์ตรวจวัดที่
พัฒนาขึน้ 
 ศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระ ด้วยวิธี FRAP ได้แก่ 
 4.1.1 การศึกษาความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของสารละลาย Iron (III) chloride 

 การวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระด้วยวิธี FRAP นัน้อาศยัหลกัการเปล่ียนแปลงสีของ 
FRAP reagent ของสารประกอบเชิงซ้อนของ  [Fe(TPTZ)]3+ ซึง่เป็นสารละลายใสไมมี่สี เม่ือท า
ปฏิกิริยากบัสารต้านอนมุลูอิสระ Fe3+ จะถกูรีดวิซ์กลายเป็นสารประกอบเชิงซ้อนของ 
[Fe(TPTZ)]2+ ซึง่มีสีน า้เงิน ความเข้มสีท่ีเกิดขึน้แปรผนัตรงกบัฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของสาร
ตวัอยา่ง เร่ิมต้นท าการศกึษาความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของสารละลาย FeCl3 โดยความเข้มข้นท่ี
เหมาะสมของสารละลาย FeCl3 จะต้องให้สญัญาณท่ีสงูสามารถตรวจวิเคราะห์ฤทธ์ิการต้าน
อนมุลูอิสระได้ท่ีความเข้มข้นท่ีต ่า ๆ ศกึษาสารละลาย FeCl3 ท่ีมีความเข้มข้นตัง้แต ่5-60 mM เร่ิม
จากท าการเตรียมสารละลาย FRAP reagent โดยผสมสารละลาย 300 mM sodium acetate 
buffer pH 3.6 รวมกบัสารละลาย FeCl3 ท่ีความเข้มข้นตา่ง ๆ และ 10 mM TPTZ ในอตัราสว่น 
10:1:1 จากนัน้น า FRAP reagent ท่ีเตรียมได้ไปวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระโดยใช้สารต้าน
อนมุลูอิสระมาตรฐาน gallic acid ท่ีความเข้มข้น 20, 40, 60, 80, 100, 150 และ 200 g/ml ท า 
blank เปรียบเทียบในทกุความเข้มข้นของ FeCl3 ท่ีศกึษา ปลอ่ยให้เกิดปฏิกิริยา 5 นาที ได้ผลการ
ทดลองดงัตารางท่ี 4-1 ซึง่แสดงความเข้มสีในการวิเคราะห์ gallic acid ท่ีความเข้มข้นตา่ง ๆ เม่ือ
ใช้ Fe3+ ท่ีความเข้มข้นแตกตา่งกนั พบว่า ส าหรับทกุๆความเข้มข้นของ Fe3+ เม่ือเพิ่มความเข้มข้น
ของ gallic acid จะท าให้ความเข้มสีเพิ่มขึน้ น าคา่ความเข้มสีมาพล็อตกราฟความสมัพนัธ์ระหวา่ง
ความความเข้มสีกบัความเข้มข้นของ gallic acid ส าหรับทกุๆความเข้มข้นของ Fe3+ ท่ีศกึษาดงั
แสดงในภาพท่ี 4-1  
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ตารางท่ี 4-1 อปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษท่ีได้จาการวิเคราะห์ gallic acid ท่ีความเข้มข้น 20-
200 g/ml เม่ือใช้ FeCl3 ความเข้มข้นตา่งกนัในการเตรียมสารละลาย FRAP 
reagent  

 
ความเข้มข้นของ Fe3+(mM) การเปล่ียนแปลงความเข้มของสี 

5  

 

10 

 

20 

 

40 

 

60 

 
 

 
 

ภาพท่ี  4 -1 กราฟพล็อตระหวา่งความเข้มสีกบัความเข้มข้นของ gallic acid เม่ือใช้ FeCl3 ความ
เข้มข้นตา่งกนั (n = 4) 

 

 

20     40     60     80    100    150    200 µg/ml 

 

 

20     40     60     80    100    150    200 µg/ml 

 

 

20     40     60     80    100    150    200 µg/ml 

 

 

20     40     60     80    100    150    200 µg/ml 

 

 

20     40     60     80    100    150    200 µg/ml 



30 

 
 

 จากกราฟความสมัพนัธ์ระหวา่งความเข้มสีและ และ gallic acid เม่ือใช้ Fe3+  เข้มข้น
ตา่งกนั พบวา่ส าหรับทกุความเข้มข้นของ Fe3+ ท่ีใช้ เม่ือเพิ่มความเข้มข้นของ  gallic acid ความ
เข้มสีก็เพิ่มขึน้ตามไปด้วย โดยความเข้มข้นของ Fe3+  ท่ีท าให้มีการเปล่ียนแปลงสีชดัเจนมากท่ีสดุ
ท่ีความเข้มข้นของ gallic acid แตกตา่งกนั หรือให้ความไวในการวิเคราะห์มากท่ีสดุ (ความชนั
กราฟของการวิเคราะห์มากท่ีสดุ) คือ Fe3+ เข้มข้น  60  mM ในการทดลองนีจ้งึเลือกใช้  Fe3+ ท่ีมี
ความเข้มข้น 60 mM เตรียม FRAP รีเอเจนต์ในการท าปฏิกิริยากบัสารต้านอนมุลูอิสระ เพ่ือให้ได้
การวิเคราะห์ท่ีมีสภาพไวสงู  
 
 4.1.2 ศึกษาเวลาในการเกิดปฏิกิริยาที่เหมาะสมระหว่างสารละลาย FRAP และ
สารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐาน 
 จากการศกึษาเวลาในการเกิดปฏิกิริยาระหว่าง FRAP reagent และสารต้านอนมุลู
อิสระมาตรฐาน gallic acid ท่ีความเข้มข้น 50 g/ml โดยการหยดสารละลาย FRAP รีเอเจนต์ลง
บนอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษแล้วจงึหยดสารละลาย gallic acid ท่ีความเข้มข้น 50 g/ml ลง
ไป ปลอ่ยให้ท าปฏิกิริยาท่ีระยะเวลาแตกตา่งกนั ก่อนท่ีจะเป่าให้แห้งด้วยไดร์เป่าผมแล้วถ่ายภาพ 
ท าการพล็อตกราฟความสมัพนัธ์ระหวา่งความเข้มสี กบัเวลาในการเกิดปฏิกิริยาได้ผลการทดลอง
ดงัแสดงดงัภาพท่ี 4-2   
 

                                  

 
 
ภาพท่ี 4-2 แสดงผลการศกึษาระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการท าปฏิกิริยาระหว่าง FRAP reagent 

กบั gallic acid 50 g/ml (n = 4) 

 

 0        5      10      15      20     25     30      35      40      45      50     55       60     65 Min 
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 จากการศกึษาเวลาในการเกิดปฏิกิริยาระหว่าง FRAP รีเอเจนต์ กบัสารต้านอนมุลูอิสระ
มาตรฐาน gallic acid ท่ีมีความเข้มข้น 50 g/ml พบวา่ ท่ีเวลา 5 นาที ความเข้มสีจะมีคา่มาก
ท่ีสดุและจะลดลงเม่ือเวลาเพิ่มขึน้ ซึง่อาจมีสาเหตมุาจากเม่ือเวลาผา่นไประยะเวลาหนึ่ง FRAP 
reagent ท่ีหยดลงไปบนอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษนัน้เกิดการระเหยแห้งไป ท าให้โครงสร้าง
ของสารประกอบเชิงซ้อนของ Fe3+ ([Fe(TPTZ)]3+) เปล่ียนแปลงไป ท าให้การเกิดปฏิกิริยากบั 
gallic acid ได้น้อยลง สง่ผลให้คา่การวิเคราะห์ intensity ลดลงเม่ือเวลาผ่านไป  แสดงวา่
ระยะเวลา 5 นาที เป็นระยะเวลาท่ีเหมาะสมส าหรับการวิเคราะห์สารต้านอนมุลูอิสระด้วยวิธี 
FRAP บนอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษท่ีได้พฒันาขึน้  
 ดงันัน้ การศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการวิเคราะห์บนอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษท่ี
ได้พฒันาขึน้นีส้ามารถสรุปสภาวะท่ีเหมาะสมได้ดงัตาราง 4-2 
 
ตาราง 4-2 สภาวะท่ีเหมาะสมในการวิเคราะห์บนอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษ 
 

สภาวะที่ท าการศึกษา           สภาวะที่เหมาะสม 
1. ความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของสารละลาย Iron (III) chloride              60 mM 
2. เวลาในการเกิดปฏิกิริยาท่ีเหมาะสมระหวา่งสารละลาย 
FRAP และสารต้านอนมุลูอิสระมาตรฐาน 

             5 นาที 

 
4.2 ผลการศึกษาค่าทางการวิเคราะห์ (analytical features) ของอุปกรณ์ตรวจวัด
แบบกระดาษที่พัฒนาขึน้ในการวิเคราะห์สารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐาน 
 4.2.1 สารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐาน gallic acid 
 gallic acid หรือช่ือในระบบ IUPAC คือ 3,4,5-hydroxybenzoic acid เป็น
สารประกอบอินทรีย์ท่ีมีสตูรโมเลกลุทางเคมีคือ C7H6O5 gallic acid เป็นสว่นประกอบของแทนนิน 
พบมากในองุ่น ใบชา เปลือกต้นโอ๊ก และพืชอ่ืน ๆ โดยทัว่ไปจะใช้เก่ียวกบัอตุสาหกรรมทางยาง 
gallic acid  สามารถยบัยัง้เชือ้รา เชือ้ไวรัส และมีคณุสมบตัเิป็นสารต้านอนมุลูอิสระได้ดี 
(Reynolds and Wilson, 1991) นอกจากนี ้gallic acid ยงัชว่ยปอ้งกนัเซลล์จากปฏิกิริยา
ออกซิเดชนั (oxidation reaction) ชว่ยปอ้งกนัเซลล์จากความเครียดเม่ืออายมุากขึน้ซึ่งชว่ยลด
อตัราการป่วยโรคหวัใจ และโรคมะเร็งในผู้สงูอาย ุ(Phakthong, Liawruangrath, & 
Liawruangrath, 2014) 
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ภาพท่ี 4-3 โครงสร้างทางเคมีของ gallic acid 

 
 จากการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของ gallic acid ด้วยวิธี FRAP บนอปุกรณ์
ตรวจวดัแบบกระดาษ ได้ผลดงัแสดงในภาพท่ี 4-4 (A) ซึ่งจะเห็นวา่ เม่ือความเข้มข้นของ gallic 
acid เพิ่มขึน้ ความเข้มสีจะ มีคา่เพิ่มขึน้ เน่ืองจากสารประกอบเชิงซ้อนของ Fe3+ ([Fe(TPTZ)2]3+ )
ท่ีมีสีน า้ตาลอ่อน จะท าปฏิกิริยากบัสารต้านอนมุลูอิสระ gallic acid แล้วถกูรีดวิซ์ไปเป็น
สารประกอบเชิงซ้อนของ Fe2+ ( [Fe(TPTZ)2]2+) ซึง่จะท าให้มีสีน า้เงินท่ีเข้มขึน้ เม่ือพล็อตกราฟ
ความสมัพนัธ์ระหวา่งความเข้มสีกบัความเข้มข้นของ gallic acid จะได้กราฟมาตรฐานท่ีมีความ
เป็นเส้นตรงในช่วงความเข้มข้น 0.1-2.0 g/ml โดยมีคา่ R2 = 0.9952 ดงัแสดงในภาพท่ี 4-4 (B) 
 

                                   
                                    0.1  0.5   1.0  1.5   2.0 g/ml 

 
 
ภาพท่ี 4-4 (A) แสดงการเปล่ียนแปลงสีเม่ือสารละลาย gallic acid ท าปฏิกิริยากบัสารละลาย 

FRAP reagent (B) แสดงกราฟมาตรฐานของสารละลาย gallic acid (n = 8) 

(A) 

(B) 
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ตารางท่ี 4-3 ผลการศกึษาความสามารถในการท าซ า้จากการวิเคราะห์ gallic acid 
 

Concentration  (µg/ml) 
Gray scale intensity 

(Mean, n=8) 
SD %RSD 

0.5 10.45 1.54 14.75 
1.0 15.56 1.59 10.22 
1.5 21.95 1.26 5.76 
2.0 26.51 1.18 4.45 

  
 ผลการศกึษาความสามารถในการท าซ า้จากการวิเคราะห์ gallic acid ความเข้มข้นท่ีอยู่
ในชว่งความเป็นเส้นตรงความเข้มข้นละ 8 ซ า้พบวา่ให้คา่ %RSD อยูใ่นชว่ง 4.45-14.75 (n = 8) 
แสดงให้เห็นว่าการทดสอบฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระด้วยวิธี FRAP บนอปุกรณ์ท่ีพฒันาขึน้มีความเท่ียง
สงูในการวิเคราะห์สารมาตรฐาน gallic acid 
 การวิเคราะห์คา่ขีดจ ากดัการตรวจวดัด้วยอปุกรณ์ท่ีพฒันาขึน้ พบวา่ความเข้มข้นของ 
gallic acid ท่ีต ่าท่ีสดุส าหรับการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระด้วยวิธี FRAP บนอปุกรณ์ตรวจวดั
แบบกระดาษสามารถวิเคราะห์ได้มีคา่เทา่กบั 0.07 g/ml  

 
 4.2.2 สารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐาน trolox 

 trolox หรือช่ือในระบบ IUPAC คือ 6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-
carboxylic acid มีสตูรโมเลกลุคือ C14H18O4 เป็นอนพุนัธ์ของวิตามินอีท่ีดดัแปลงโครงสร้างโดย
การเปล่ียนสายแอลเคนเป็นหมูค่าร์บอกซิลิกมีท าให้สามารถละลายได้ดีในน า้ จงึท าให้การออก
ฤทธ์ิเร็วกว่าวิตามินอี โดยวิตามินอีต้องใช้เวลานานเป็นชัว่โมงหรือเป็นวนั ในขณะท่ี trolox ออก
ฤทธ์ิเกือบจะทนัที นกัวิจยันิยมใช้ trolox เป็นสารมาตรฐานในการทดสอบฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระ 
(โอภา และคณะ, 2549) 
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ภาพท่ี 4-5 โครงสร้างทางเคมีของ trolox 
 
 จากการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของ Trolox ด้วยวิธี FRAP บนอปุกรณ์ตรวจวดั
แบบกระดาษ ได้ผลดงัแสดงในภาพท่ี 4-6 (A) ซึง่จะเห็นวา่ เม่ือความเข้มข้นของ Trolox เพิ่มขึน้ 
ความเข้มสีจะ มีคา่เพิ่มขึน้คล้ายกบัผลท่ีปรากฏเม่ือวิเคราะห์ gallic acid เม่ือพล็อตกราฟ
ความสมัพนัธ์ระหวา่งความเข้มสีกบัความเข้มข้นของ trolox จะได้กราฟมาตรฐานท่ีมีชว่งความ
เป็นเส้นตรงในช่วงความเข้มข้นของ trolox เทา่กบั 0.5-2.5 µg/ml โดยมีคา่ R2 = 0.9654 ดงัแสดง
ในภาพท่ี 4-6 (B) 
 

  
 
                        0.5    1.0   1.5    2.0    2.5 µg/ml  

 
 
 

ภาพท่ี 4-6 (A) แสดงการเปล่ียนแปลงสีเม่ือสารละลาย Trolox ท าปฏิกิริยากบัสารละลาย FRAP 
reagent (B) แสดงกราฟมาตรฐานของสารละลาย trolox (n = 8) 

(A) 

(B) 
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ตารางท่ี 4-4 ผลการศกึษาความสามารถในการท าซ า้จากการวิเคราะห์ trolox 
 

Concentration  (µg/ml) 
Gray scale intensity 

(Mean, n = 8) 
SD %RSD 

1.0 11.13 1.90 17.05 
1.5 15.14 2.19 14.48 
2.0 17.88 1.50 8.41 
2.5 21.22 1.75 8.26 

 
 ผลการศกึษาความสามารถในการท าซ า้จากการวิเคราะห์ trolox ความเข้มข้นท่ีอยู่
ในชว่งความเป็นเส้นตรงความเข้มข้นละ 8 ซ า้พบวา่ให้คา่ %RSD อยูใ่นชว่ง 8.26-17.05 (n = 8) 
แสดงให้เห็นว่าการทดสอบฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระด้วยวิธี FRAP บนอปุกรณ์ท่ีพฒันาขึน้มีความ
เท่ียงสงูในการวิเคราะห์สารมาตรฐาน trolox 
 การวิเคราะห์คา่ขีดจ ากดัการตรวจวดัด้วยอปุกรณ์ท่ีพฒันาขึน้ พบว่าความเข้มข้นของ 
gallic acid ท่ีต ่าท่ีสดุส าหรับการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระด้วยวิธี FRAP บนอปุกรณ์ตรวจวดั
แบบกระดาษสามารถวิเคราะห์ได้มีคา่เทา่กบั 0.30 g/ml 
 
4.3 ผลการศึกษาประสิทธิภาพของอุปกรณ์ 
 4.3.1 ผลการศึกษาความแม่นของการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของวิธี 
FRAP ที่พัฒนาขึน้เทียบกับวิธี FRAP แบบดัง้เดมิ 
 จากการศกึษาการวิเคราะห์สารต้านอนมุลูอิสระมาตรฐาน gallic acid พบวา่สามารถ
ท าได้โดยใช้ FRAP reagent  ปริมาตรรวม 5 l และสารต้านอนมุลูอิสระมาตรฐาน  ปริมาตร 5 l 
ซึง่ในการวิเคราะห์สามารถวิเคราะห์ตวัอยา่งได้ครัง้ละหลายตวัยา่งพร้อมกนัและใช้สารในการ
วิเคราะห์เพียง 10 l ให้คา่การวิเคราะห์ท่ีมีความเท่ียงสงู แสดงให้เห็นวา่วิธี FRAP บนอปุกรณ์ท่ี
พฒันาขึน้สามารถใช้วิเคราะห์ได้จริง  เม่ือท าการวิเคราะห์ตวัอยา่งสารต้านอนมุลูอิสระในใบชา
แห้ง 14 ตวัอยา่ง  ด้วยวิธี FRAP ท่ีพฒันาขึน้ (paper-based assay) เปรียบเทียบกบัวิธี FRAP 
แบบดัง้เดมิ (spectrophotometric assay) โดยรายงานฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระในรูปของคา่ gallic 
acid equivalent (GAE) มีหนว่ย mol gallic acid equivalent/g tea ซึง่หมายถึงความสามารถ
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ในการต้านอนมุลูอิสระเทียบ mol gallic acid ตอ่หนึง่กรัมของชา ซึง่มีการท า sample blank 
ควบคูก่บัทกุตวัอยา่งชา จากการวิเคราะห์ได้ผลการทดลองดงัแสดงภาพท่ี 4-7  
 

 
 
ภาพท่ี 4-7 แผนภมูิแทง่แสดง GAE ในหนว่ย mol GA/g tea ของการวิเคราะห์ตวัอยา่งชา

ตวัอยา่งท่ี 1-14  ด้วยวิธี FRAP ท่ีพฒันาขึน้ (paper-based assay) และวิธี FRAP 
แบบดัง้เดมิ (spectrophotometric assay) (n = 3) 

 
 จากการทดสอบความแมน่ของการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระในตวัอย่างชาด้วยวิธีท่ี
พฒันาขึน้เทียบกบัวิธีดัง้เดมิด้วย t-test: paired two sample for means (two-tail test) ท่ีระดบั
ความเช่ือมัน่  95%  พบวา่ คา่ tstat มีคา่เทา่กบั 2.09 และคา่ t Critical two-tail มีคา่เท่ากบั 2.18 
ซึง่คา่ tcritical two-tail มีคา่มากกวา่ tstat แสดงให้เห็นวา่คา่ GAE ท่ีวิเคราะห์ได้ระหวา่งวิธี FRAP ท่ี
พฒันาขึน้ (paper-based assay) และวิธีแบบดัง้เดมิ (spectrophotometric assay) มีคา่ไม่
แตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญั เป็นการยืนยนัวา่วิธีท่ีพฒันาขึน้สามารถวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านนอนมุลู
อิสระได้แมน่ย าเทียบเทา่กบัวิธีวิเคราะห์แบบดัง้เดมิ โดยวิธี FRAP ท่ีพฒันาขึน้ (paper-based 
assay) เป็นวิธีท่ีใช้ปริมาตรสารตวัอยา่งและรีเอเจนต์ในปริมาณน้อย สามารถชว่ยลดของเสียท่ี
เกิดขึน้จากการวิเคราะห์ได้มาก สามารถใช้วิเคราะห์ตวัอยา่งได้พร้อมกนัหลายตวัอยา่ง (>50 
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ตวัอยา่ง/ครัง้) ซึง่อปุกรณ์แบบกระดาษท่ีพฒันาขึน้มานีมี้ราคาถกู ซึง่ในการวิเคราะห์จะต้องใช้แค่
เคร่ืองสแกนเนอร์ร่วมกบัโปรแกรมประมวลผลภาพเป็นระบบตรวจวดัสญัญาณ  โดยไมจ่ าเป็นต้อง
ใช้เคร่ืองมือวิเคราะห์ขนาดใหญ่ซึง่มีราคาท่ีคอ่นข้างแพงในการตรวจวดั ท าให้วิธี FRAP ท่ี
พฒันาขึน้ (paper-based assay) เป็นวิธีท่ีสามารถน าไปใช้ส าหรับตรวจภาคสนามได้   
  
 4.3.2 ผลการศึกษาความคงทนของอุปกรณ์ตรวจวัดที่พัฒนาขึน้ 
 เม่ือน าอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษกลุม่ท่ี 1 ท่ีเก็บไว้ท่ีอณุหภมูิห้องโดยไมใ่ห้ถกู
แสงแดด และกลุม่ท่ี 2 ท่ีน าไปเก็บไว้ในตู้เย็น มาทดสอบด้วยสารละลายมาตรฐาน 50 g/ml 
gallic acid ท าการวิเคราะห์ความเข้มสี เป็นระยะเวลาตอ่เน่ืองเป็นระยะเวลา 7 วนั ท าการพล็อต
คา่ความเข้มสีของแตล่ะวนัเปรียบเทียบกนัได้ พบวา่อปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษกลุ่มท่ี 1 มีผล
การวิเคราะห์ความเข้มสีท่ีลดต ่าลงในแตล่ะวนั แสดงวา่อปุกรณ์กระดาษท่ีพฒันาขึน้นีไ้มเ่สถียร
เม่ือเก็บรักษาไว้ท่ีอณุหภมูิห้อง ซึง่อาจจะมีสาเหตมุาจากเม่ืออปุกรณ์ตรวจวดัท่ีหยดรีเอเจนต์ลงไป
ได้รับความร้อนแล้วเกิดการสลายตวัไป ท าให้ความสามารถในการท าปฏิกิริยากบัสารต้านอนมุลู
อิสระลดลง ท าให้ผลการวิเคราะห์ความเข้มสีมีคา่ลดลงเม่ือเวลาผา่นไป ดงัแสดงในภาพท่ี 4-8 
 

 
 
ภาพท่ี 4-8 แสดงผลการวิเคราะห์ความคงทนของอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษกลุม่ท่ี 1 ท่ีถกูเก็บ

ไว้ท่ีอณุหภมูิห้องโดยไมใ่ห้ถกูแสง (n = 3) 
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 ส าหรับอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษกลุม่ท่ี 2 ท่ีถกูเก็บไว้ในตู้เย็นจะมีผลการวิเคราะห์
ความเข้มสีท่ีคอ่นข้างคงท่ีเม่ือเวลาผา่นไป แสดงวา่อปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษท่ีพฒันาขึน้นีจ้ะ
มีความเสถียรเม่ือท าการเก็บรักษาไว้โดยการแชเ่ย็น ซึง่สาเหตท่ีุอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษนี ้
สามารถท่ีจะให้ผลการวิเคราะห์ความเข้มสีท่ีคงท่ีนา่จะมีสาเหตมุาจากอณุหภมูิท่ีเย็น และ
ความชืน้จะชว่ยให้รีเอเจนต์มีความเสถียรท าให้สามารถเกิดปฏิกิริยากบัสารต้านอนมุลูอิสระได้ดี
แม้จะเก็บไว้เป็นเวลานานมากกวา่หนึง่สปัดาห์ ดงัแสดงในภาพท่ี 4-9 
 

 
 
ภาพท่ี 4-9 แสดงผลการวิเคราะห์ความคงทนของอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษกลุม่ท่ี 2 ท่ีเก็บใน

ตู้ เย็น (n = 3) 



บทที่ 5 
สรุปผลการวจิยั 

 
5.1 สรุปผลการวิจัย 
 การวิจยันีไ้ด้พฒันาอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษ (paper-based device) โดยสร้าง
อปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษขึน้ด้วยวิธีการพิมพ์ด้วยเคร่ืองพิมพ์แบบไข (wax printer) ให้มี
ลกัษณะของบริเวณตรวจวดั (testing zone) เป็นแบบหลมุวงกลม (well) ลงบนกระดาษกรอง 
Whatman ท่ีสามารถใช้วิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระโดยวิธี FRAP ซึง่อาศยัหลกัการเกิดปฏิกิริยา
ระหวา่งสารเชิงซ้อน [Fe(TPTZ)2]3+ (Ferric-tripyridyltriazine complex) กบัสารต้านอนมุลูอิสระ 
แล้วเกิดการเปล่ียนแปลงสีจากน า้ตาล เปล่ียนเป็นสีน า้เงินมว่ง ของสารเชิงซ้อน [Fe(TPTZ)2]2+ 
(Ferrous-tripyridyltriazine complex) โดยความเข้มของสีน า้เงินมว่งจะแปรผนัตรงกบัปริมาณ
สารต้านอนมุลูอิสระในตวัอย่าง โดยในการวิจยัในครัง้นีผู้้วิจยัได้ท าการศกึษาความเข้มข้นท่ี
เหมาะสมของสารละลาย iron(III)chloride ท่ีเหมาะสมส าหรับการเตรียมสารละลาย FRAP 
reagent ท่ีจะน ามาทดสอบฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระบนอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษท่ีพฒันาขึน้ 
พบวา่ความเข้มข้นท่ีท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงสีน า้เงินท่ีชดัเจนท่ีสดุ คือความเข้มข้น 60 mM และ
ได้ศกึษาระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการปล่อยให้สารละลาย FRAP reagent ท าปฏิกิริยากบัสาร
ตวัอยา่ง ก่อนท่ีจะท าการเป่าแห้ง พบวา่เวลาท่ีเหมาะสมคือ 5 นาที ผลการศกึษาคา่ทางการ
วิเคราะห์ (analytical features) ได้แก่ช่วงความเป็นเส้นตรง พบวา่ส าหรับสารต้านอนมุลูอิสระ 
gallic acid มีชว่งความเป็นเส้นตรงอยูใ่นความเข้มข้นท่ีต ่าคือ 0.1-2.0 g/ml สว่น trolox อยู่
ในชว่งความเข้มข้น 0.5-2.5 g/ml คา่ขีดจ ากดัการตรวจวดั (LOD) พบวา่ขีดจ ากดัการตรวจวดั 
gallic acid มีคา่เทา่กบั 0.07 g/ml สว่น trolox มีคา่เท่ากบั 0.30 g/ml คา่ความสามารถในการ
ท าซ า้ (%RSD) พบวา่ การวิเคราะห์ซ า้ของ gallic acid มีคา่อยูร่ะหวา่ง 4.45 – 14.75 (n = 8) 
สว่น trolox มีคา่อยูร่ะหวา่ง 8.26 – 17.05 (n = 8) และศกึษาความแมน่ของการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้าน
อนมุลูอิสระของวิธี FRAP ท่ีพฒันาขึน้ (paper-based device) เทียบกบัวิธี FRAP แบบดัง้เดมิ 
(spectrophotometric assay) โดยได้วิเคราะห์ตวัอยา่งชาชนิดชงจ านวน 14 ตวัอยา่ง พบวา่คา่ท่ี
วิเคราะห์ได้จากทัง้สองวิธีให้คา่ไมแ่ตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95  
 
 จากผลการทดลองข้างต้นจงึท าให้สามารถสรุปได้วา่อปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษ ท่ี
พฒันาขึน้สามารถใช้ในการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระด้วยวิธี FRAP ได้อยา่งถกูต้องและ
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แมน่ย า สามารถใช้วิเคราะห์ตวัอยา่งได้ครัง้ละหลายตวัอยา่ง (มากกวา่ 50 ตวัอยา่ง) สามารถใช้
เป็นวิธีในการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระ โดยไมต้่องใช้อปุกรณ์ เคร่ืองมือ หรือเทคโนโลยีราคาท่ี
แพงในการวิเคราะห์ มีความสะดวกเหมาะสมส าหรับใช้งานในภาคสนาม เน่ืองจากมีน า้หนกัเบา
ใช้งานได้ง่าย มีราคาถกู และใช้สารตวัอยา่งและรีเอเจนต์ในปริมาณน้อย  
 
5.2 ข้อเสนอแนะ 
 ควรมีการศกึษาการน าอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษไปใช้ในการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้าน
อนมุลูอิสระในตวัอยา่ง อ่ืน ๆ เชน่ ในผกั ผลไม้ อาหารเสริม และสมนุไพร ตา่ง ๆ ตอ่ไป 
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การศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการวิเคราะห์ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



47 

 

ตารางภาคผนวกท่ี ก-1 แสดงข้อมลูการหาคา่ Intensity ของสารละลายมาตรฐาน gallic acid ท่ี
ความเข้มข้น 20-200 g/ml เม่ือใช้ FeCl3 ความเข้มข้นตา่งกนัในการ
เตรียมสารละลาย FRAP reagent 

 

[gallic acid] 
(g/ml) 

Intensity 
[Fe3+] 
5 mM 

[Fe3+] 
10 mM 

[Fe3+] 
20 mM 

[Fe3+] 
40 mM 

[Fe3+] 
60 mM 

20 20.07 23.47 32.52 34.57 35.42 
40 20.64 27.60 36.73 38.00 38.79 
60 19.62 29.25 40.03 41.87 41.29 
80 20.57 28.78 42.99 45.20 44.81 
100 19.41 30.05 45.23 49.45 49.61 
150 17.79 30.18 47.15 54.45 59.67 
200 17.66 31.49 53.93 58.88 65.99 

 
 เม่ือน าคา่ความเข้มสีมาพล็อตกราฟความสมัพนัธ์ระหวา่งความความเข้มสีกบัความ
เข้มข้นของ gallic acid ส าหรับทกุ ๆ ความเข้มข้นของ Fe3+ ท่ีศกึษาแสดงในภาพภาคผนวก ก-1 
 

 
 

ภาพภาคผนวก ก-1 แสดงกราฟท่ีพล็อตระหวา่งความเข้มสีกบัความเข้มข้นของ gallic acid เม่ือใช้ 
FeCl3 ความเข้มข้นตา่งกนั (n = 4) 
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ตารางภาคผนวกท่ี ก-2 แสดงข้อมลูการหาคา่ Intensity ของสารละลายมาตรฐาน gallic acid ท่ี
ความเข้มข้น 50 g/ml เม่ือท าปฏิกิริยากบัสารละลาย FRAP reagent 
แล้วปลอ่ยให้ท าปฏิกิริยาท่ีระยะเวลาแตกตา่งกนั ก่อนท่ีจะเป่าให้แห้งด้วย
ไดร์เป่าผม 

 

Time 
(min) 

Intensity 
X̅ SD X̅-blank 

ครัง้ท่ี 1 ครัง้ท่ี 2 ครัง้ท่ี 3 

b 9.61 7.15 8.36 8.37 1.23 0.00 
0 58.33 57.80 57.23 57.79 0.55 49.41 
5 63.78 61.32 61.32 62.14 1.42 53.77 
10 63.09 61.62 60.37 61.70 1.36 53.32 
15 63.57 61.53 59.99 61.70 1.80 53.32 
20 59.82 59.04 55.79 58.22 2.14 49.84 
25 57.37 55.29 54.62 55.76 1.43 47.39 
30 52.12 52.68 51.19 52.00 0.76 43.62 
35 51.25 49.50 49.33 50.03 1.07 41.65 
40 55.65 55.99 55.36 55.66 0.32 47.29 
45 52.68 51.26 49.54 51.16 1.57 42.79 
50 51.16 51.32 49.90 50.79 0.78 42.42 
55 53.33 52.40 52.79 52.84 0.47 44.47 
60 46.74 48.27 48.31 47.77 0.90 39.40 
65 44.19 45.25 43.53 44.32 0.87 35.95 
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 น าคา่ความเข้มสีของสารละลาย gallic acid เข้มข้น 50 g/ml มาพล็อตเทียบกบั
ระยะเวลาท่ีปล่อยให้เกิดปฏิกิริยากบัสารละลาย FRAP reagent ท่ีระยะเวลาตา่ง ๆ ดงัแสดงใน
ภาพภาคผนวก ก-2 

 
 
ภาพภาคผนวก ก-2 แสดงกราฟท่ีพล็อตระหวา่งความเข้มสีกบัระยะเวลาท่ีปล่อยให้เกิดปฏิกิริยา

ก่อนท าการเป่าให้แห้ง (n = 3) 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ข 
ผลการศกึษาคา่ทางการวิเคราะห์ (analytical features) ของอปุกรณ์ตรวจวดั 

แบบกระดาษท่ีพฒันาขึน้ในการวิเคราะห์สารต้านอนมุลูอิสระมาตรฐาน 
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ตารางภาคผนวก ข-1 แสดงผลการวิเคราะห์ชว่งความเป็นเส้นตรง, LOD และ %RSD ของสารต้าน
อนมุลูอิสระมาตรฐาน gallic acid 

 

ครัง้ท่ี 
Intensity 

blank 
[gallic acid] 
0.1 g/ml 

[gallic acid] 
0.5 g/ml 

[gallic acid] 
1.0 g/ml 

[gallic acid] 
1.5 g/ml 

[gallic acid] 
2.0 g/ml 

1 5.66 10.55 13.95 19.46 28.10 31.27 
2 5.83 11.39 16.26 21.53 26.99 32.07 
3 5.44 11.98 18.21 20.65 27.57 31.25 
4 5.66 11.89 13.90 20.61 25.79 33.49 
5 5.25 9.92 16.20 23.84 29.44 33.83 
6 5.72 8.39 16.46 19.55 28.89 32.93 
7 5.22 8.80 17.65 20.38 27.36 31.17 
8 5.86 8.70 15.65 23.09 26.11 30.74 

x̅ 5.58 10.20 16.03 21.14 27.53 32.09 
SD 0.25 1.47 1.54 1.59 1.26 1.18 

x̅-N 0.00 4.62 10.45 15.56 21.95 26.51 
LOD 0.06 - - - - - 

%RSD - - 14.75 10.22 5.76 4.45 

 
 

ภาพภาคผนวก ข-1  แสดงกราฟมาตรฐานของสารละลาย gallic acid (n = 8) 
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ตารางภาคผนวก ข-2 แสดงผลการวิเคราะห์ชว่งความเป็นเส้นตรง, LOD และ %RSD ของสารต้าน
อนมุลูอิสระมาตรฐาน trolox 

 

ครัง้ท่ี 
Intensity 

blank 
[trolox]  

0.5 g/ml 
[trolox] 

 1.0 g/ml 
[trolox] 

 1.5 g/ml 
[trolox] 

2.0 g/ml 
[trolox] 

2.5 g/ml 
1 4.37 11.03 19.15 18.64 23.21 26.39 
2 5.89 10.88 17.48 16.90 22.93 24.66 
3 6.39 10.70 17.36 20.24 25.25 27.48 
4 5.91 8.00 16.57 22.98 26.80 28.32 
5 5.22 10.19 14.91 22.22 23.13 29.33 
6 5.64 9.46 19.22 22.63 22.34 28.34 
7 6.98 10.30 17.38 22.25 23.09 27.49 
8 6.39 11.02 13.74 22.00 23.05 24.50 

x̅ 5.85 10.20 16.98 20.98 23.72 27.06 
SD 0.80 1.03 1.90 2.19 1.50 1.75 

x̅-N 0.00 4.35 11.13 15.14 17.88 21.22 
LOD 0.30 - - - - - 

%RSD - - 17.05 14.48 8.41 8.26 
 

   

ภาพภาคผนวก ข-2  แสดงกราฟมาตรฐานของสารละลาย trolox (n = 8) 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ค 
การค านวณคา่ขีดกดัการตรวจวดั (limit of detection, LOD) 

และร้อยละสว่นเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ (percentage relative standard deviation, %RSD) 
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1.  การค านวณค่าขีดจ ากัดการตรวจวัด (Limit of detection, LOD)  
 1.1 อุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษที่พัฒนาขึน้โดยใช้ gallic acid เป็นสารต้าน
อนุมูลอิสระมาตรฐาน   
 ค านวณหาขีดจ ากดัการตรวจวดั (LOD) ได้จากสตูร 
       LOD = 3SDB /m 
  เม่ือ LOD คือ ความเข้มข้นต ่าสดุท่ีวดัได้ 
    SDB คือ คา่เบี่ยงเบนมาตรฐานของ Blank 
    m คือ ความชนัของกราฟ 
  แทนคา่  SDB = 0.25  และ m = 11.49 ในสมการ 
   จะได้      LOD  =  (3x0.25)/11.49 
          LOD = 0.065 

 คา่ความเข้มข้นต ่าสดุ (LOD) ท่ีสามารถวิเคราะห์ได้ของ gallic acid  ท่ีวิธี  FRAP  
บนอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษสามารถวิเคราะห์ได้มีคา่เทา่กบั 0.065 g/ml 
 
 1.2 อุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษที่พัฒนาขึน้โดยใช้ trolox เป็นสารต้านอนุมูล
อิสระมาตรฐาน 
 ค านวณหาขีดจ ากดัการตรวจวดั (LOD) ได้จากสตูร 
       LOD = 3SDB /m 
  เม่ือ LOD คือ ความเข้มข้นต ่าสดุท่ีวดัได้ 
    SDB คือ คา่เบี่ยงเบนมาตรฐานของ Blank 
    m คือ ความชนัของกราฟ 
  แทนคา่  SDB = 0.80  และ m = 8.0956 ในสมการ 
   จะได้      LOD  =  (3x0.80)/8.0956 
          LOD = 0.30 

 คา่ความเข้มข้นต ่าสดุ (LOD) ท่ีสามารถวิเคราะห์ได้ของ trolox  ท่ีวิธี  FRAP  บน
อปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษสามารถวิเคราะห์ได้มีคา่เท่ากบั 0.30 g/ml 
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2.  การค านวณค่าร้อยละส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (relative standard deviation, 
%RSD) 
 2.1 สารละลาย gallic acid 
 เลือกสารละลาย gallic acid มา 4 ความเข้มข้น  (เลือกความเข้มข้นอยูใ่นชว่งความ
เป็นเส้นตรง) มาท าการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระด้วยวิธี FRAP โดยวิเคราะห์ซ า้ความเข้มข้น
ละ 8 ครัง้  น าข้อมลูท่ีได้ไปค านวณหาความสามารถในการท าซ า้ของวิธี (reproducibility) โดย
รายงานเป็นคา่ร้อยละส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ โดยค านวณได้จากสตูร 

       %RSD   =   SD  100 
                X 
  เม่ือ  SD  คือ คา่เบี่ยงเบนมาตรฐานของการวิเคราะห์ซ า้ 8 ครัง้ 
                 X   คือ คา่เฉล่ียท่ีวดัได้จากการการวิเคราะห์ซ า้ 8 ครัง้ 
 - สารละลาย gallic acid  ความเข้มข้น 0.5 g/ml 
  แทนคา่ SD = 1.54  และ X = 10.45 ในสมการ  จะได้ 

       %RSD =   1.54  100 
              10.45 
        =  14.75 
  %RSD  ของสารละลาย gallic acid  ความเข้มข้น 0.5 g/ml มีคา่เทา่กบั 14.75 
 
 - สารละลาย gallic acid  ความเข้มข้น 1.0 g/ml 
  แทนคา่ SD = 1.59  และ  X = 15.56 ในสมการ  จะได้ 

       %RSD =   1.59  100 
             15.56 

=  10.22 

   %RSD  ของสารละลาย gallic acid  ความเข้มข้น 1.0 g/ml มีคา่เทา่กบั 10.22 
 
 - สารละลาย gallic acid  ความเข้มข้น 1.5 g/ml 
  แทนคา่ SD = 1.26  และ  X = 21.95 ในสมการ  จะได้ 

       %RSD =   1.26  100 
             21.95 
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        =  5.76 

   % RSD  ของสารละลาย gallic acid  ความเข้มข้น 1.5 g/ml มีคา่เท่ากบั 5.76 
 
 - สารละลาย gallic acid  ความเข้มข้น 2.0 g/ml 
  แทนคา่ SD = 1.13  และ  X = 26.51 ในสมการ  จะได้ 

       %RSD =   1.13  100 
             26.51 
        =  4.26 

   % RSD  ของสารละลาย gallic acid  ความเข้มข้น 2.0 g/ml มีคา่เท่ากบั 4.26 
 
 2.2 สารละลายมาตรฐาน trolox 
 เลือกสารละลาย trolox มา 4 ความเข้มข้น  (เลือกความเข้มข้นอยูใ่นช่วงความเป็น
เส้นตรง) มาท าการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระด้วยวิธี FRAP โดยวิเคราะห์ซ า้ความเข้มข้นละ 8 
ครัง้  น าข้อมลูท่ีได้ไปค านวณหาความสามารถในการท าซ า้ของวิธี (reproducibility) โดยรายงาน
เป็นคา่ร้อยละส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ โดยค านวณได้จากสตูร 

       %RSD   =   SD  100 
                X 
  เม่ือ  SD  คือ คา่เบี่ยงเบนมาตรฐานของการวิเคราะห์ซ า้ 8 ครัง้ 
          X   คือ คา่เฉล่ียท่ีวดัได้จากการการวิเคราะห์ซ า้ 8 ครัง้ 
 
 - สารละลาย trolox  ความเข้มข้น 1.0 g/ml 
  แทนคา่ SD = 1.90  และ X = 11.13 ในสมการ  จะได้ 

       %RSD =   1.90  100 
             11.13 
        =  17.05 

   % RSD  ของสารละลาย trolox  ความเข้มข้น 1.0 g/ml มีคา่เทา่กบั 17.05 
 

 - สารละลาย trolox  ความเข้มข้น 1.5 g/ml 
  แทนคา่ SD = 2.19  และ  X = 15.14 ในสมการ  จะได้ 
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       %RSD =   2.19  100 
             15.14 
        =  14.48 

  % RSD  ของสารละลาย trolox  ความเข้มข้น 1.5 g/ml มีคา่เท่ากบั 14.48 

 
 - สารละลาย trolox  ความเข้มข้น 2.0 g/ml 
  แทนคา่ SD = 1.50  และ  X = 17.88 ในสมการ  จะได้ 

       %RSD =   1.50  100 
             17.88 
        =  8.41 

  % RSD  ของสารละลาย trolox  ความเข้มข้น 2.0 g/ml มีคา่เท่ากบั 8.41 
 

 - สารละลาย trolox  ความเข้มข้น 2.5 g/ml 
  แทนคา่ SD = 1.75  และ  X  = 21.22 ในสมการ  จะได้ 

       %RSD =   1.75  100 
             21.22 
        =  8.26 

  % RSD  ของสารละลาย trolox  ความเข้มข้น 2.5 g/ml มีคา่เท่ากบั 8.26 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ง 
การศกึษาความแมน่ของการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของวิธีท่ีพฒันาขึน้ (paper-based 

assay) เทียบกบัวิธี FRAP แบบดัง้เดมิ (spectrophotometric assay)  
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1. การวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของสารมาตรฐาน gallic acid ด้วยอุปกรณ์แบบ
กระดาษด้วยวิธี FRAP  
 
ตารางภาคผนวก ง-1  แสดงผลการวิเคราะห์สารต้านอนมุลูอิสระมาตรฐาน  gallic acid ด้วยวิธี 

FRAP ท่ีพฒันาขึน้ (paper-based assay) 
 

ครัง้ท่ี 
Intensity 

blank 
[gallic acid] 
0.1 g/ml 

[gallic acid] 
0.5 g/ml 

[gallic acid] 
1.0 g/ml 

[gallic acid] 
1.5 g/ml 

[gallic acid] 
2.0 g/ml 

1 5.66 10.55 13.95 19.46 28.10 31.27 
2 5.83 11.39 16.26 21.53 26.99 32.07 
3 5.44 11.98 18.21 20.65 27.57 31.25 
4 5.66 11.89 13.90 20.61 25.79 33.49 
5 5.25 9.92 16.20 23.84 29.44 33.83 
6 5.72 8.39 16.46 19.55 28.89 32.93 
7 5.22 8.80 17.65 20.38 27.36 31.17 
8 5.86 8.70 15.65 23.09 26.11 30.74 

x̅ 5.58 10.20 16.03 21.14 27.53 32.09 
SD 0.25 1.47 1.54 1.59 1.26 1.18 

x̅-N 0.00 4.62 10.45 15.56 21.95 26.51 
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 น าข้อมลูผลการวิเคราะห์มาสร้างกราฟมาตรฐานของสารต้านอนมุลูอิสระมาตรฐาน  
gallic acid ด้วยวิธี  FRAP  ท่ีพฒันาขึน้ (paper-based FRAP assay) ได้ดงันี ้
 

 
 

ภาพภาคผนวก ง-1  แสดงกราฟมาตรฐานของสารต้านอนมุลูอิสระมาตรฐาน gallic acid ท่ี
วิเคราะห์ด้วยวิธี FRAP ท่ีพฒันาขึน้ (paper-based FRAP assay) 

 
 1.1 การค านวณฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของตัวอย่างชาในหน่วย µmol gallic acid  
equivalent/g tea  
 - ตัวอย่างชา sample no. 1   
 จากสมการเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน gallic acid คือ  
       y = 11.49x + 4.0996 
  เม่ือ    y  คือ  [Intensitysample - Intensityblank] 
            X  คือ  ความเข้มข้นของสารตวัอยา่งชา 
  แทนคา่  y = 15.47  ในสมการ 
  จะได้     15.47  =   11.49x + 4.0996 
                                          X  =   (15.47 - 4.0996) / 11.49 
                                          X  =   0.99 g/ml 
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  หา  GAE  ของตวัอย่างชา 
    GA  =    0.99 g/ml  

       =    0.99 g/ml      1 mole 
                 1 ml        170.12 g     

       =    5.81  10-3 mole/ml 
  ในชา 10 l เจือจางเป็น 2000 l (เจือจาง 200 เทา่) 

       =    5.93  10-3 mole  10 l  200     1ml 
                    1 ml                                          1000 l 

         =    5.93  10-3 mole  2 

  ชา 200 ml  =    5.93  10-3 mole  2  200 ml  1000 l 
          10 l                                           1 ml  
       =    232.62 mole  

  ชา 2 g GA  =    232.62 mole 
                                                   2 g 

       =    116.31 mol/g tea 

 ตวัอยา่งชา มี gallic acid equivalent = 116.31  mol /g tea 
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 น าผลการวิเคราะห์ของตวัอยา่งชาอีก 13 ตวัอยา่งมาค านวณเหมือนตวัอยา่งท่ี 1  โดย
แสดงในหนว่ย gallic acid equivalent (GAE) mol/g tea และได้ข้อมลูดงัตารางภาคผนวกท่ี ง-2 
 
ตารางภาคผนวกท่ี ง-2 ผลการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของตวัอยา่งชาในหนว่ย gallic acid 

equivalent (GAE) mol/g tea ด้วยวิธี FRAP ท่ีพฒันาขึน้ (paper-based 
FRAP assay) 

 

Sample 
no. 

Intensity 
X̅ SD X̅-blank mol GAE/g tea 

ครัง้ท่ี 1 ครัง้ท่ี 2 ครัง้ท่ี 3 

blank 5.42 5.64 6.56 5.87 0.60 0.00 - 
1 23.13 18.79 22.12 21.35 2.27 15.47 116.31 
2 21.41 23.91 24.44 23.25 1.62 17.38 134.20 
3 17.87 19.14 17.22 18.07 0.98 12.20 82.38 
4 28.11 25.81 30.51 28.14 2.35 22.27 185.77 
5 22.91 23.16 21.30 22.46 1.01 16.58 127.10 
6 23.96 24.83 24.75 24.51 0.48 18.64 148.65 
7 14.43 12.60 11.96 13.00 1.28 7.12 30.85 
8 10.72 15.38 13.56 13.22 2.35 7.34 32.65 
9 20.59 19.20 22.48 20.75 1.65 14.88 109.37 
10 24.69 23.66 20.55 22.97 2.16 17.09 132.60 
11 16.33 15.23 17.95 16.50 1.37 10.63 66.70 
12 18.99 17.47 19.27 18.58 0.97 12.71 87.41 
13 18.37 20.81 17.97 19.05 1.53 13.18 91.97 
14 18.32 16.41 16.33 17.02 1.13 11.15 71.15 
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2. การวิเคราะห์สารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐาน  gallic acid ด้วยวิธี FRAP แบบดัง้เดมิ 
(spectrophotometric assay) 

 
ตารางภาคผนวก ง-3 แสดงผลการวิเคราะห์สารต้านอนมุลูอิสระมาตรฐาน  gallic acid  ด้วยวิธี

FRAP แบบดัง้เดมิ (spectrophotometric assay) 
 

[gallic acid] 
mM 

Absorbance 
X̅ SD X̅-blank 

ครัง้ท่ี 1 ครัง้ท่ี 2 ครัง้ท่ี 3 

blank 0.006 0.006 0.006 0.006 0.000 0.000 
0.1 0.022 0.026 0.026 0.025 0.002 0.019 
0.5 0.094 0.105 0.108 0.102 0.007 0.096 
1 0.175 0.195 0.199 0.190 0.013 0.184 

1.5 0.242 0.269 0.285 0.265 0.022 0.259 
2 0.309 0.306 0.325 0.313 0.010 0.307 

 
 น าข้อมลูผลการวิเคราะห์คา่ Absorbance มาสร้างกราฟมาตรฐานของสารต้านอนมุลู
อิสระมาตรฐาน  gallic acid ด้วยวิธีวิธี FRAP แบบดัง้เดิม (spectrophotometric assay) ได้ดงันี ้
 

 
 

ภาพภาคผนวก ง-2 แสดงกราฟมาตรฐานของสารต้านอนมุลูอิสระมาตรฐาน  gallic acid ด้วยวิธี 
FRAP แบบดัง้เดมิ (spectrophotometric assay) 
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 2.1 การค านวณฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของตัวอย่างชาในหน่วย mol gallic acid  
equivalent/g tea  
 - ตัวอย่างชา sample no. 1   
 จากสมการเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน gallic acid คือ  
              y   =    0.1537x + 0.0163 
  เม่ือ    y  คือ  [Absorbancesample - Absorbanceblank] 
            X  คือ  ความเข้มข้นของสารตวัอยา่งชา 
  แทนคา่  y = 0.151  ในสมการ 
  จะได้      0.151  =    0.1537x + 0.0163 
                                        X  =    (0.151 - 0.0163) / 0.1537 
                                        X  =    0.8764 mM 
 หา  GAE  ของตวัอย่างชา 
  GA 1.0325 mM =    0.8764 mmol 

                                                           1000 ml 

  ในชา 100 ul =    0.8764 mmol  100 l    1 ml 

                                                           1000 ml                         1000 l  

       =    0.8764  10-4 mmole 

  ในชา 200 ml =    0.8764  10-4 mmole  200 ml  1000 l 

                                                                  1000 l                                   1 ml 

       =    0.8764  10-1 mmole  2  

  ชา 2 g GA  =    0.8764  10-1 mmole  2   
         2   

       =    0.8764  10-1 mmole/g tea   1000 mole 
                                         1 mmole  
       =    87.64 mol/g tea 

 ตวัอยา่งชา มี gallic acid equivalent = 87.64  mol /g tea 
 
 น าผลการวิเคราะห์ของตวัอยา่งชาอีก 13 ตวัอยา่งมาค านวณเหมือนตวัอยา่งท่ี 1  โดย
แสดงในหนว่ย gallic acid equivalent (GAE) mol/g tea และได้ข้อมลูดงัตารางภาคผนวกท่ี ง-4 
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ตารางภาคผนวกท่ี ง-4 ผลการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของตวัอยา่งชาในหนว่ย gallic acid 
equivalent (GAE) mol/g tea ด้วยวิธี  FRAP แบบดัง้เดิม 
(spectrophotometric assay) 

 

Sample 
no. 

Absorbance 
x̅ SD x̅-blank 

GAE 
mol/g tea ครัง้ท่ี 1 ครัง้ท่ี 2 ครัง้ท่ี 3 

blank 0.006 0.006 0.006 0.006 0.000 0.000 - 
1 0.154 0.159 0.158 0.157 0.003 0.151 87.64 
2 0.148 0.152 0.152 0.151 0.002 0.145 83.52 
3 0.108 0.112 0.112 0.111 0.002 0.105 57.49 
4 0.286 0.288 0.293 0.289 0.004 0.283 173.52 
5 0.224 0.236 0.235 0.232 0.007 0.226 136.22 
6 0.225 0.232 0.235 0.231 0.005 0.225 135.57 
7 0.068 0.068 0.069 0.068 0.001 0.062 29.95 
8 0.104 0.106 0.110 0.107 0.003 0.101 54.89 
9 0.212 0.209 0.215 0.212 0.003 0.206 123.42 
10 0.202 0.207 0.211 0.207 0.005 0.201 119.95 
11 0.082 0.083 0.084 0.083 0.001 0.077 39.49 
12 0.114 0.115 0.116 0.115 0.001 0.109 60.31 
13 0.146 0.149 0.151 0.149 0.003 0.143 82.22 
14 0.108 0.112 0.111 0.110 0.002 0.104 57.28 
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ตารางภาคผนวกท่ี ค-5 แสดงการเปรียบเทียบผลการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของตวัอยา่งชา
ในหนว่ย gallic acid equivalent (GAE) mol/g tea ด้วยวิธี  FRAP 
แบบดัง้เดมิ (spectrophotometric assay) กบัวิธี  FRAP แบบกระดาษท่ี
พฒันาขึน้ 

  

Sample no. 
FRAP PAD method FRAP STD method 
mol GAE/g tea molGAE /g tea 

1 118.48 87.64 
2 134.20 83.52 
3 83.40 57.49 
4 190.30 173.52 
5 129.64 136.22 
6 151.92 135.57 
7 30.12 29.95 
8 32.00 54.89 
9 111.32 123.42 
10 135.32 119.95 
11 67.19 39.49 
12 88.61 60.31 
13 93.33 82.22 
14 71.81 57.28 
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 น าผลการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของตวัอย่างชาในหนว่ย gallic acid                                     
equivalent (GAE) mol/g tea ในตารางภาคผนวกท่ี ค-5  มาท าการวิเคราะห์คา่ทางสถิต ิt-test: 
paired two sample for means (two-tail test) ท่ีระดบัความเช่ือมัน่  95% ด้วยโปรแกรม 
microsoft exel เพ่ือวิเคราะห์ความแมน่ของผลการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระในตวัอย่างชา
ด้วยวิธีท่ีพฒันาขึน้เปรียบเทียบกบัวิธีดัง้เดมิ ได้ผลดงัตารางภาคผนวกท่ี ง-6 
 
ตารางภาคผนวกท่ี ง-6 ผลการทดสอบความแมน่ของการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระในตวัอยา่ง

ชาด้วยวิธีท่ีพฒันาขึน้เทียบกบัวิธีดัง้เดมิด้วย t-test: paired two sample 
for means (two-tail test) ท่ีระดบัความเช่ือมัน่  95% ท่ีวิเคราะห์ด้วย
โปรแกรม microsoft exel 

  
116.3138861 87.63825634 

Mean 100.060571 88.75598485 
Variance 2047.348784 1973.606172 
Observations 13 13 
Pearson Correlation 0.905945643 

 

Hypothesized Mean Difference 0 
 

df 12 
 

t Stat 2.09421271 
 

P(T<=t) one-tail 0.029069576 
 

t Critical one-tail 1.782287556 
 

P(T<=t) two-tail 0.058139151 
 

t Critical two-tail 2.17881283 
 

 
 
 
 
 
 



68 

 

3. ศึกษาความคงทนของอุปกรณ์ตรวจวัด 
 3.1 กลุ่มที่ 1 ท่ีเก็บไว้ท่ีอุณหภูมิห้องโดยไม่ให้ถูกแสงแดด  
 น าอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษท่ีหยดสารละลาย FRAP reagent ลงไป แล้วเก็บท่ี
อณุหภมูิห้องมาทดสอบด้วยสารละลายมาตรฐาน 50 g/ml gallic acid แล้วน ามาวิเคราะห์คา่
ความเข้มสีตอ่เน่ืองเป็นระยะเวลา 4 วนั ได้ผลดงัตารางภาคผนวกท่ี ง-7   
 
ตารางภาคผนวกท่ี ง-7 ผลการทดสอบความคงทนของอปุกรณ์ตรวจวดัท่ีเก็บไว้ท่ีอณุหภมูิห้องโดย

ไมใ่ห้ถกูแสง 
 

Time 
(Day) 

Intensity 
X̅ SD 

ครัง้ท่ี 1 ครัง้ท่ี 2 ครัง้ท่ี 3 

1 50.71 50.85 50.53 50.70 0.16 
2 41.54 41.69 42.23 41.82 0.37 
3 27.43 28.81 29.68 28.64 1.13 
4 25.96 26.11 25.48 25.85 0.33 

 

 
 
ภาพภาคผนวก ง-4 ผลการวิเคราะห์ความคงทนของอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษกลุ่มท่ี 1 ท่ีถกู

เก็บไว้ท่ีอณุหภมูิห้องโดยไมใ่ห้ถกูแสง (n = 3) 
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 3.2 กลุ่มที่ 2 ท่ีน าไปเก็บไว้ในตู้เยน็ 
 น าอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษท่ีหยดสารละลาย FRAP reagent ลงไป แล้วเก็บท่ีใน
ตู้เย็นมาทดสอบด้วยสารละลายมาตรฐาน 50 g/ml gallic acid แล้วน ามาวิเคราะห์คา่ความเข้ม
สีตอ่เน่ืองเป็นระยะเวลา 8 วนั ได้ผลดงัตารางภาคผนวกท่ี ง-8 
 
ตารางภาคผนวกท่ี ง-8  ผลการทดสอบความคงทนของอปุกรณ์ตรวจวดัท่ีเก็บไว้ในตู้เย็น 
 

Time 
(Day) 

Intensity 
X̅ SD 

ครัง้ท่ี 1 ครัง้ท่ี 2 ครัง้ท่ี 3 

1 49.07 49.53 51.60 50.07 1.35 
2 53.04 54.28 51.17 52.83 1.57 
3 48.72 48.14 51.32 49.39 1.70 
4 51.19 55.38 50.53 52.37 2.63 
5 48.32 48.44 46.74 47.83 0.95 
6 44.63 48.31 48.03 46.99 2.04 
7 42.84 44.57 43.29 43.57 0.90 

 
 
ภาพภาคผนวก ง-5 ผลการวิเคราะห์ความคงทนของอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษกลุ่มท่ี 2 ท่ีถกู

เก็บไว้ในตู้เย็น (n = 3) 




