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 ธาวติ  สุวรรณไตร: อุปกรณ์แบบกระดาษอยา่งง่ายส าหรับการวเิคราะห์ฤทธ์ิตา้นอนุมูล
อิสระในตวัอยา่งชาโดยอาศยัการวดัระยะทาง (A SIMPLE PAPER-BASED DEVICE FOR 
ANTIOXIDANT ACTIVITY ANALYSIS IN TEA SAMPLES USING DISTANCE-BASED 
MEASUREMENT) คณะกรรมการควบคุมวทิยานิพนธ์: ยภุาพร สมีนอ้ย, Ph.D. 76 หนา้. ปี พ.ศ. 
2558. 
 
 งานวจิยัช้ินน้ีไดพ้ฒันาอุปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษอยา่งง่ายท่ีสร้างดว้ยวธีิพิมพผ์า่น
สกรีนดว้ยพอลิเมอร์  โดยอาศยัการตรวจวดัแบบการวดัระยะทาง ท่ีท างานร่วมกบัอนุภาคนาโน
ซีเรียในการตรวจวเิคราะห์ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ การตรวจวดัอาศยัปฏิกิริยารีดอกซ์และเคมีพื้นผวิ
บนอนุภาคนาโนซีเรีย ซ่ึงเม่ือท าปฏิกิริยากบัสารตา้นอนุมูลอิสระจะเกิดการเปล่ียนแปลงจากไม่มีสี
เป็นสีส้มน ้าตาล ระยะทางท่ีเกิดข้ึนจะแปรผนัโดยตรงกบัปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระในตวัอยา่ง 
โดยใชส้ารมาตรฐาน epigallocatechin gallate (EGCG) พบวา่ ใหช่้วงความเป็นเส้นตรง 3 ช่วง คือ 
0.03-0.30, 0.30-2.00 และ 2.50-10.00 มิลลิโมลาร์ ความสามารถในการท าซ ้ าจากการวิเคราะห์
ในช่วงความเป็นเส้นตรงโดยมีค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพทัธ์ในช่วงร้อยละ 4.3-13 (ซ ้ า 10 คร้ัง) 
ขีดจ ากดัการตรวจวดัเท่ากบั 0.0214 มิลลิโมลาร์และขีดจ ากดัการหาปริมาณเท่ากบั 0.0269 มิลลิ     
โมลาร์ จากการศึกษาการวเิคราะห์สารมาตรฐานเทียบกบัเทคนิควธีิวเิคราะห์สารตา้นอนุมูลอิสระ
แบบดั้งเดิมพบวา่ให้ผลการวเิคราะห์ในแนวโนม้เดียวกนั จากนั้นอุปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษ
สามารถวเิคราะห์ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระของตวัอยา่งชาน ้าพร้อมด่ืมและชาชงไดอ้ยา่งรวดเร็ว จากผล
การทดลองขา้งตน้ช้ีใหเ้ห็นวา่ อุปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษอยา่งง่ายโดยอาศยัการวดัระยะทางมี
แนวโนม้สามารถใชเ้ป็นวธีิคดักรองฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระในตวัอยา่งท่ีสนใจได ้
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MEASUREMENT. ADVISORY COMMITTEE: YUPAPORN  SAMEENOI, Ph.D. 76 P. 2015. 
 

A simple paper-based device fabricated using polymer screen-printed method has been 
developed for antioxidant activity analysis in tea samples using distance-based detection method. 
The analysis is based on a redox reaction and surface chemistry of nanoceria changing color from 
colorless to brown. Distance of the color developed is directly proportional to amount of 
antioxidants. Epigallocatechin gallate (EGCG) was used as a standard antioxidant. The calibration 
curve was found to be linear in the three ranges including 0.03-0.30, 0.30-2.00 and 2.50-10.00 
mM. High reproducibility was observed by the analysis of antioxidant at the concentrations in the 
linear range-giving relative standard deviation in the range of 4.3-13% (n=10). Limit of detection 
was 0.0214 mM (n=10) and limit of quantification was 0.0269 mM (n=10). Results obtained from 
the analysis standard antioxidant compared with those obtained from traditional antioxidant assay 
gave well correlation results. The paper-based device was then successfully applied for rapid 
antioxidant analysis in tea samples including ready to drink teas and bagged teas. These results 
indicated that a simple paper-based device using distance-based measurement detection is 
promising for screening of antioxidant activity in the interested samples. 
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บทที่ 1 
บทน ำ 

 

1.1 ทีม่ำและควำมส ำคญั 

 เม่ือไม่ก่ีปีท่ีผา่นมาคนจ านวนมากไดใ้หค้วามสนใจสารตา้นอนุมูลอิสระ เพราะสารตา้น
อนุมูลอิสระนั้นมีความสามารถในการต่อตา้นโรคมะเร็ง ช่วยป้องกนัและส่งเสริมใหสุ้ขภาพดีข้ึน 
สามารถป้องกนัโรคต่าง ๆ ไดอ้ยา่งกวา้งขวางรวมไปถึงโรคหวัใจ ช่วยป้องกนัร้ิวรอยท่ีจะเกิดข้ึน       
รวมไปถึงโรคทางระบบประสาท ตวัอยา่งเช่น โรคพากินสันส์และโรคอลัไซเมอร์ นกัวทิยาศาสตร์และ
นกัระบาดวทิยาไดแ้นะน าให้บริโภคอาหารท่ีมีสารตา้นอนุมูลอิสระ เพราะสามารถลดภาวะเครียด
ออกซิเดชนัท่ีเกิดจากออกซิเจนท่ีมีความวอ่งไวสูง (reactive oxygen species, ROS) และไนโตรเจนท่ีมี
ความวอ่งไวสูง (reactive nitrogen species, RNS) ได ้(Sharpe, Frasco, & Andreescu, 2013) 
 อนุมูลอิสระ เป็นสารท่ีประกอบดว้ยอิเล็กตรอนเด่ียว 1 ตวัหรือมากกวา่ ซ่ึงถูกสร้างข้ึนมาจาก
กระบวนการเมทาบอลิซึมของเซลล ์ถา้กระบวนการน้ีไม่ถูกยบัย ั้งโดยสารตา้นอนุมูลอิสระ อนุมูลอิสระ
จะท าลายเซลลท์  าใหก้ารท างานของเอนไซมเ์ปล่ียนแปลงไป และเม่ือปล่อยทิ้งไวจ้ะท าใหเ้กิดการ
เส่ือมสภาพของเซลลม์ากข้ึน การไดรั้บสารของเซลลต่์าง ๆ รวมทั้งกระบวนการท างานท่ีมีฤทธ์ิท าให้
เกิดกระบวนการออกซิเดชนัในร่างกาย เช่น ควนับุหร่ีและหมอกควนัจากส่ิงแวดลอ้มรอบตวั สามารถ
ท าใหเ้กิดอนุมูลอิสระได ้ซ่ึงอาจไปท าลายไซโทพลาสซึมและอวยัวะเล็ก ๆ ในเซลลแ์ละขดัขวางการซึม
ผา่นของสารอาหารต่าง ๆ เขา้สู่เซลลท์  าใหเ้ซลลต์ายได ้  การท่ีมีการท าลายส่วนประกอบต่าง ๆ ของ
เซลลน์ั้น โดยปกติจะถูกซ่อมแซมโดยร่างกายอยา่งมีประสิทธิภาพแต่ในบางโอกาสซ่ึงมกัจะมีเพียงส่วน
นอ้ยเท่านั้นท่ีร่างกายไม่สามารถซ่อมแซมได ้จึงท าใหเ้ซลลถู์กท าลายอยา่งถาวรท าใหเ้กิดความแก่ชรา
และเกิดเป็นโรคเร้ือรังต่าง ๆ ข้ึน เช่น โรคหลอดเลือดหวัใจอุดตนั โรคมะเร็ง โรคตอ้กระจก และขอ้
อกัเสบจากโรครูมาตอยด ์เป็นตน้ ในกรณีเช่นน้ีร่างกายควรไดรั้บสารตา้นอนุมูลอิสระเขา้ไปเพื่อ
ช่วยเหลือไม่ใหเ้กิดโรคต่าง ๆ ดงันั้นในปัจจุบนัจึงไดมี้การศึกษาคน้ควา้เก่ียวกบัสารตา้นอนุมูลอิสระ 
เพื่อใหท้ราบและเป็นแหล่งขอ้มูลแก่ผูบ้ริโภครวมถึงภาคส่วนท่ีเก่ียวขอ้งต่อไป (ประสงค ์เทียนบุญ, 
2553)  
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 การวเิคราะห์ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระไดถู้กพฒันาข้ึนมาหลากหลายวธีิดว้ยกนั เช่น hydroxyl 
radical scavenging activity, ferric reducing antioxidant power (FRAP), metal chelating activity, 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl assay (DPPH assay) และ cupric reducing antioxidant capacity (CUPRAC)  
เป็นตน้ วธีิการดงักล่าวสามารถวเิคราะห์สารตา้นอนุมูลอิสระในตวัอยา่ง พืช ผลไม ้และสมุนไพร ได้
อยา่งมีประสิทธิภาพและใหผ้ลการทดลองท่ีถูกตอ้งแม่นย  า แต่จ าเป็นตอ้งท าการทดลองใน
หอ้งปฏิบติัการ ซ่ึงตอ้งพึ่งพาเคร่ืองมือท่ีมีขนาดใหญ่และราคาแพง ตวัอยา่งเช่น UV-Visible 
spectrophotometer, gas chromatography, HPLC ผูท้  าการทดลองตอ้งเป็นผูช้  านาญการในการวเิคราะห์
โดยวธีินั้น ๆ ใชส้ารตวัอยา่งปริมาณมากในการวิเคราะห์ บางวธีิใชเ้วลานานในการวิเคราะห์ในแต่ละ
ตวัอยา่ง จึงไม่เหมาะกบัการวิเคราะห์สารตา้นอนุมูลอิสระในหลายตวัอยา่งในคราวเดียวกนั ส่งผลให้
เกิดความล่าชา้ในการศึกษาฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ 
 งานวจิยัน้ีไดป้ระยกุตใ์ชอุ้ปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษ (paper based device) ท่ีท างานร่วมกบั
อนุภาคนาโนซีเรียโดยอาศยัการตรวจวดัระยะทางเพือ่การวเิคราะห์ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระซ่ึงมีขอ้ดีดงัน้ี 

1. อุปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษท่ีประยกุตใ์ชมี้ราคาถูก (ราคานอ้ยกวา่ 1 บาทต่อช้ิน) 
เน่ืองจากใชก้ระดาษเป็นวสัดุหลกัในการท าอุปกรณ์ และสามารถวดัไดค้ร้ังละหลาย
ตวัอยา่งพร้อมกนั 

2. ใชรี้เอเจนทแ์ละปริมาณสารตวัอยา่งท่ีใชต้รวจวเิคราะห์นอ้ยมาก (ระดบั 10 ไมโครลิตร)      
ท าใหล้ดของเสียท่ีเกิดจากการวเิคราะห์ จึงประหยดัสารตวัอยา่งและรีเอเจนทใ์นการ
วเิคราะห์ได ้

3. อุปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษท่ีประยกุตใ์ชส้ามารถตรวจวดัสัญญาณไดจ้ากการวดั
ระยะทางดว้ยไมบ้รรทดัจึงไม่ตอ้งอาศยัอุปกรณ์ต่อพว่งท่ีซบัซอ้นเพื่อวิเคราะห์สัญญาณ
เหมือนเทคนิคอ่ืน ๆ 

4. อุปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษท่ีประยกุตใ์ชมี้ขนาดเล็ก น ้ าหนกัเบา สามารถพกพาไป
ตรวจวดัภาคสนามได ้

 

1.2 วตัถุประสงค์ของกำรศึกษำ 
 เพื่อประยกุตใ์ชอุ้ปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษอยา่งง่ายโดยอาศยัการวดัระยะทางท่ีท างาน
ร่วมกบัอนุภาคนาโนซีเรียในการตรวจวิเคราะห์ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระในตวัอยา่งชาโดยใชส้าร 
epigallocatechin gallate เป็นสารมาตรฐาน 
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1.3 ขอบเขตกำรศึกษำ 
1. ท าการวเิคราะห์สารมาตรฐาน epigallocatechin gallate ดว้ยอุปกรณ์แบบกระดาษท่ีมีการ

ตรวจวดัแบบการวดัระยะทางท่ีไดพ้ฒันาข้ึนแลว้ โดยศึกษาค่าทางการวเิคราะห์ 
(analytical features) ไดแ้ก่ ช่วงความเป็นเส้นตรง (linearity), ขีดจ ากดัการตรวจวดั 
(limit of detection), ขีดจ ากดัการหาปริมาณ (limit of quantification), ความสามารถใน
การท าซ ้ า (reproducibility)  

2. ประยกุตใ์ชอุ้ปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษโดยการวเิคราะห์ในตวัอยา่งชาท่ีมีขายใน
ทอ้งตลาด 

3. เปรียบเทียบประสิทธิภาพการวเิคราะห์ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระของสารตา้นอนุมูลอิสระ
มาตรฐานของอุปกรณ์เทียบกบัวธีิการวเิคราะห์ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระแบบ DPPH, FRAP 
และ CUPRAC 
 

1.4 ประโยชน์ทีค่ำดว่ำจะได้รับ 
 สามารถประยกุตใ์ชอุ้ปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษอยา่งง่ายโดยอาศยัการวดัระยะทางท่ี
ท างานร่วมกบัอนุภาคนาโนซีเรียในการตรวจวเิคราะห์ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระในตวัอยา่งชาโดยใชส้าร 
epigallocatechin gallate เป็นสารมาตรฐาน และ                                               ตรวจ
คดักรองฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระไดห้ลายอยา่งพร้อมกนัโดยไม่ตอ้งพึ่งพาเคร่ืองมือราคาแพงในการ
ตรวจวดั ใชส้ารตวัอยา่งนอ้ย มีราคาถูก น ้าหนกัเบาและสามารถน าไปตรวจภาคสนามไดอ้ยา่งแม่นย  า 

 

 

 

 

 

 

 



บทที่ 2 
เอกสารและงานวจิัยที่เกีย่วข้อง 

 

2.1. อนุมูลอสิระ (free radical) 
 อนุมูลอิสระ คือ อะตอมหรือโมเลกุลท่ีมีอิเล็กตรอนเด่ียว ดงันั้นเพื่อตอ้งการใหป้ระจุไฟฟ้า
เกิดความสมดุล อนุมูลอิสระจึงไปรับอิเล็กตรอนจากสารประกอบอ่ืนในร่างกายซ่ึงโดยส่วนใหญ่จะเป็น
ส่วนประกอบส าคญัของเซลล ์เน้ือเยื่อหรือส่วนส าคญัต่าง ๆ ภายในเซลลจ์ะถูกท าลาย อะตอมหรือ
โมเลกุลท่ีสูญเสียอิเล็กตรอนไปจะกลายเป็นอนุมูลอิสระเสียเอง ท าใหเ้กิดปฏิกิริยาลูกโซ่ แต่อนุมูล
อิสระไม่ไดเ้ป็นอนัตรายต่อร่างกายไปเสียทั้งหมด อนุมูลอิสระท่ีเกิดจากระบบภูมิคุม้กนัจะท าลายเช้ือ
ไวรัสและแบคทีเรีย ส่วนอนุมูลอิสระอ่ืนจะเก่ียวขอ้งในการผลิตฮอร์โมนท่ีส าคญัและกระตุน้การสร้าง
เอนไซมท่ี์ส าคญัต่อการด ารงชีวติ ถา้ร่างกายของเราไดรั้บสารพิษจากส่ิงแวดลอ้มในปริมาณสูง เช่น 
หมอกควนั   ควนับุหร่ี โลหะหนกั สารท่ีเกิดจากการเผาไหมข้องเช้ือเพลิงฟอสซิล รังสีอลัตราไวโอเล็ต 
จะท าใหร่้ายกายของเราไดรั้บสารอนุมูลอิสระเพิ่มมากข้ึน ถา้เกินกวา่ความสามารถของสารตา้นอนุมูล
อิสระในร่างกายก าจดัออกไปไดห้มดจะก่อให้เกิดโรคต่าง ๆ ตามมา เช่น โรคหลอดเลือดแขง็ตวั โรค
ความจ าเส่ือม โรคแก่ก่อนวยั เป็นตน้ (กมลวรรณ นนัทเพช็ร, 2543) 
  

2.2. สารต้านอนุมูลอสิระ (antioxidant) 
 สารตา้นอนุมูลอิสระ (antioxidant) เป็นสารท่ีมีความส าคญัต่อกระบวนการออกซิไดซ์อนุมูล
อิสระ หรือสามารถยบัย ั้งปฏิกิริยาออกซิเดชนั โดยในส่ิงมีชีวติจะมีระบบการป้องกนัการท าลายเซลล์
และเน้ือเยื่อจากอนุมูลอิสระ ประกอบดว้ยสารตา้นอนุมูลอิสระมากมายหลายชนิดท่ีท าหนา้ท่ีแตกต่าง
กนัไป โดยสารตา้นอนุมูลอิสระเหล่าน้ีมีกลไกการท างานตา้นอนุมูลอิสระดว้ยกนัหลายแบบ เช่น ดกัจบั
อนุมูลอิสระ (radical scavenging) การยบัย ั้งการท างานของออกซิเจนท่ีขาดอิเล็กตรอน (singlet oxygen 
quenching) จบักบัโลหะท่ีสามารถเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชนัได ้(metal chelation) หยดุปฏิกิริยาการสร้าง
อนุมูลอิสระ (chain-breaking) เสริมฤทธ์ิ (synergism) และยบัย ั้งการท างานของเอนไซม ์(enzyme 
inhibition) ท่ีเร่งปฏิกิริยาอนุมูลอิสระ  (บุหรัน พนัธ์ุสวรรค,์ 2556) 
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 ตามปกติร่างกายท่ีมีสุขภาพแขง็แรงจะสามารถรักษาระดบัของอนุมูลอิสระใหอ้ยูใ่นระดบัท่ี
พอดี แต่ถา้ระบบภูมิคุม้กนัอ่อนแอหรือร่างกายมีอนุมูลอิสระมากเกินไปจะท าใหเ้ซลลถู์กท าลาย        
การท าลายของอนุมูลอิสระมีผลสะสมในลกัษณะท่ีไปแทรกแซงการท างานของเซลล ์ปฏิกิริยาเคมี และ
การส่ือสารทางประสาทระหวา่งเซลล ์ขณะเดียวกนัก็ไปเร่งการเจริญเติบโตของเซลลท่ี์ผดิปกติและโรค
ท่ีเกิดจากความจ าเส่ือมของร่างกาย เช่น โรคมะเร็ง โรคหวัใจ และโรคขอ้อกัเสบ ซ่ึงเป็นโรคท่ีพบมาก
เม่ือเรามีอายมุากข้ึนอนุมูลอิสระจะสะสมในร่างกายเรามากข้ึน ดงันั้นการรับประทานท่ีมีสารตา้นอนุมูล
อิสระ ตวัอยา่งเช่น ผกัและผลไมต่้าง ๆ หรือแมแ้ต่ชาเขียวจะสามารถช่วยปกป้องเราจากการท าลายของ
อนุมูลอิสระได ้
  

2.3 ฤทธ์ิต้านอนุมูลอสิระในชาเขยีว 
 กลุ่มสาร catechins ถือวา่เป็นสารท่ีส าคญัของพืชตระกลูชา จากภาพท่ี 2.1 จะเห็นไดว้า่
โครงสร้างหลกัของสารกลุ่มน้ีเป็น flavan-3-ol ซ่ึงวง C ท่ีแสดงในรูปจะอ่ิมตวัไม่มีพนัธะคู่ ท  าให้
อิเล็กตรอนไม่สามารถเคล่ือนท่ีไปมาระหวา่งวง A และ B ดงันั้น ฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนัจึงข้ึนกบัจ านวน
หมู่ฟีนอลิกในโครงสร้าง โดยสารท่ีมีจ านวนหมู่ฟีนอลิกมากกวา่ จะใหฤ้ทธ์ิตา้นออกซิเดชนัมากกวา่   
ดงัจะเห็นไดจ้ากค่า Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC) จากการทดสอบดว้ยวธีิ radical 
cation decolorization assay (ABTS) ซ่ึง epigallocatechin (TEAC 3.82 mM) จะมีฤทธ์ิดีกวา่ catechin      
(TEAC 2.40 mM) และสารท่ีเป็น catechin-gallate ester ท่ีเพิ่มหมู่ gallate เขา้ไปท่ีต าแหน่ง  3-OH ท าให้
มีจ  านวนหมู่ฟีนอลิกเพิ่มข้ึนจะมีฤทธ์ิเพิ่มมากข้ึน เม่ือเรียงล าดบัฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนัของสารกลุ่ม 
catechins จากมากไปนอ้ยดงัน้ี epigallocatechin gallate ~ epicatechin gallate > epigallocatechin > 
gallic acid > epicatechin อยา่งไรก็ตาม พบวา่ฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนัของสารกลุ่ม catechins (TEAC > 2.4 
mM) จะมากกวา่ของวติามินอีหรือวิตามินซี (TEAC ~ 1 mM) ประมาณ 2 เท่า 
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ภาพท่ี 2.1 ฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนัดว้ยวธีิ radical cation decolorization assay (ABTS) ของสารกลุ่ม  
                 catechin และ catechin gallate ester ซ่ึงพบไดม้ากในชาเขียวและค่าในวงเล็บเป็นค่า TEAC   
                 (โอภา วชัระคุปต,์ ปรีชา บุญจูง, จนัทนา บุญยะรัตน์ และมาลีรักษ ์อตัตสิ์นทอง, 2550) 
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 จากรายงานผลการศึกษาในชาเขียวพบวา่ จะมีส่วนประกอบท่ีเป็นโพลีฟีนอลิกมากกวา่ 44 %   
ในจ านวนน้ีเป็นสารในกลุ่ม catechins ถึงประมาณ 26.7 % และค่าท่ีไดจ้ากสารสกดัท่ีเป็นเฉพาะ        
โพลีฟีนอลิก จะไดค้่า TEAC เท่ากบั 3.36 mM ซ่ึงบ่งบอกใหรู้้วา่ฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนัของชาเขียวเกือบ   
90 % มาจากสารในกลุ่มน้ี และมีรายงานการวจิยัยนืยนัวา่ฤทธ์ิตา้นมะเร็งทั้งในสัตวท์ดลองและใน
มนุษยท่ี์ไดจ้ากชาเขียว เกิดมาจากสารกลุ่มโพลีฟีนอลิก โดยเฉพาะจากสาร epigallocatechin gallate       
ดงันั้นในการศึกษาวจิยัในคร้ังน้ีจะกล่าวถึงสารตา้นอนุมูลอิสระเพียง 1 ชนิดในรายละเอียด คือ 
epigallocatechin gallate 

epigallocatechin gallate (EGCG) เป็นสารโพลีฟีนอลิก ในกลุ่มของ catechins มีประโยชน์
กบัสุขภาพมากท่ีสุด โดยฤทธ์ิของสารพวกน้ี คือ เป็นสารตา้นอนุมูลอิสระท่ีช่วยจดัการไอออนของ
โลหะหนกั, oxygen species และ อนุมูลอิสระ EGCG มีผลยบัย ั้งการเกิด nitric oxide (NO) ซ่ึงเป็น
สารส าคญัท่ีท าใหเ้กิดการอกัเสบและการเกิดมะเร็ง โดย EGCG จะไปยบัย ั้งการสร้างเอนไซม ์nitric 
oxide synthase (NOS) โดยการลดการสร้าง transcription factor ของ NOS (Hsu et al., 2003) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 2.2 โครงสร้างทางเคมีของ Epigallocatechin gallate  
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2.4 Diphenylpicryhydrazyl (DPPH) Radical Scavenging Assay 

 เป็นการทดสอบดว้ยวธีิทางเคมีโดยใชอ้นุมูลอิสระDPPH (Milardovic´, Ivekovic, & 
Grabaric´, 2006)  โดย DPPHเป็นสารสังเคราะห์ท่ีอยูใ่นรูปอนุมูลอิสระท่ีเสถียรและมีสีม่วง มีค่าการ
ดูดกลืนแสงสูงสุดท่ีความยาวคล่ืน 515 นาโนเมตร เม่ือ DPPH• ท าปฏิกิริยากบัสารตา้นอนุมูลอิสระ 
(สารท่ีใหอิ้เล็กตรอน) DPPH    จะกลายเป็นโมเลกุลท่ีเสถียร ซ่ึงจะท าใหสี้ม่วงจางลงจนเป็นสีเหลือง ท า
ใหส้ามารถหาการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระของสารตวัอยา่งได ้ดงัสมการ 

 

 

 

 

 

 

 ในการวเิคราะห์เชิงปริมาณสามารถท าไดโ้ดยการสร้างกราฟมาตรฐานระหวา่งค่าการดูดกลืน
แสงท่ีลดลงกบัความเขม้ขน้ของสารตา้นอนุมูลอิสระ ซ่ึงมีการน าวธีิดงักล่าวไปประยกุตใ์ชว้เิคราะห์หา
ปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระในสารสกดัของผลไมแ้ละน ้าผลไม ้โดยสารมาตรฐานท่ีใชใ้นการเทียบ
ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ คือ trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchlorman-2-carboxylic acid) แสดงค่า
เป็น TEAC (trolox equivalent antioxidant capacity) ขอ้ดีของวธีิน้ี คือ ท าไดง่้าย สะดวก และรวดเร็ว 
เน่ืองจากการวเิคราะห์เก่ียวขอ้งกบัรีเอเจนทเ์พียงตวัเดียวคือ DPPH จึงนิยมใชเ้ป็นวธีิทดสอบฤทธ์ิตา้น
อนุมูลอิสระเบ้ืองตน้แบบคดักรองของสารตวัอยา่งท่ีสนใจ ส่วนขอ้เสีย คือ DPPH• ค่อนขา้งเสถียรไม่ไว
ต่อปฏิกิริยาเหมือนอนุมูลอิสระท่ีเกิดข้ึนในร่างกายจริงจึงท าใหเ้กิดปฏิกิริยาไดช้า้ ท าใหค้่าการวเิคราะห์
ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระท่ีวดัไดน้อ้ยกวา่ความเป็นจริง 

 

 

สีม่วง

  

สีเหลือง
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2.5 Cupric ion reducing antioxidant capacity assay (CUPRAC) 
 เป็นการทดสอบดว้ยวธีิทางเคมีโดยใชก้ารท าใหท้องแดงเปล่ียนเลขออกซิเดชนั (Apak et al., 
2007)  ใชห้ลกัการท าใหเ้กิดปฏิกิริยารีดอกซ์โดยเลขออกซิเดชนัของทองแดงจะเปล่ียนเม่ือท าปฏิกิริยา
กบัสารตา้นอนุมูลอิสระ มีการควบคุมระดบัความเป็น pH เท่ากบั 7 เพื่อใหใ้กลเ้คียงกบัความเป็น       
กรด – เบสในร่างกายของมนุษยด์ว้ย acetate buffer สารละลาย CuCl2 ท่ีมีสีฟ้า เม่ือเติมสารละลาย  
neocuproin แลว้ท าปฏิกิริยากบัสารตา้นอนุมูลอิสระตั้งทิ้งไวใ้หเ้กิดปฏิกิริยาอยา่งสมบูรณ์ 30 นาที         
ท่ีอุณหภูมิห้อง จะใหสี้ส้มน ้าตาลมีค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดท่ีความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร ดงัสมการ 
 
 
 
 
 

2.6  Ferric reducing antioxidant power (FRAP) 
 การทดสอบดว้ยวิธี FRAP assay (Angelica, de la Torre, Henderson, Nigam, & Owusu-
Apenten, 2015) เป็นการศึกษาความสามารถในการรีดิวซ์หรือให้อิเล็กตรอนของสารตา้นอนุมูลอิสระท่ี
ตอ้งการทดสอบแก่อนุมูลอิสระท่ีสังเคราะห์ข้ึนภายในระบบ เม่ือรับอิเล็กตรอนแลว้จะเปล่ียนเป็นสารท่ี
เสถียรอีกทั้งยงัสามารถหยุดปฏิกิริยาลูกโซ่ของอนุมูลอิสระอีกดว้ย ในการวิเคราะห์โดยการเตรียม 
FRAP reagent จาก 300 mM acetate buffer pH 3.6 กบั 20 มิลลิโมลาร์ ferric chloride solution และ 10 
มิลลิโมลาร์ 2,4,6-tripyridyl-2-triazine (TPTZ) ผสมในอตัราส่วน (10:1:1) ตามล าดบั แลว้ตั้งทิ้งไวท่ี้
อุณหภูมิ 37 องศาสเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที  เติม FRAP reagent ลงในสารสกดัท่ีมีความเขม้ขน้ 0.05 
mg/ml ในน ้ า ตั้งทิ้งไวเ้ป็นเวลา 4 นาที วดัค่าการดูดกลืนของแสง ท่ี 593 nm ค านวณค่า FRAP value 
เทียบกบัสารมาตรฐาน trolox 
 จะเห็นไดว้า่วธีิการท่ีใชใ้นการวเิคราะห์ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระท่ีไดก้ล่าวมาแลว้ขา้งตน้ ตอ้งท า
ในห้องปฏิบติัการและกระท าโดยผูท่ี้มีความช านาญการในการตรวจวิเคราะห์นั้น ๆ ใช้เวลาในการ
วิเคราะห์นานต่อ 1 ตวัอย่าง ใช้สารตวัอย่างในการวิเคราะห์มาก จ าเป็นตอ้งใช้เคร่ืองสเปคโทรโฟโต
มิเตอร์ในการวิเคราะห์ค่าการดูดกลืนแสง จึงไม่เหมาะสมกับการวิเคราะห์สารตา้นอนุมูลอิสระใน
ตวัอย่างท่ีมีอยู่ปริมาณมาก ท าให้เกิดความล่าช้าในการวิเคราะห์เบ้ืองตน้ส าหรับการคดักรองสารตา้น
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อนุมูลอิสระ งานวิจยัน้ีจึงได้ประยุกต์ใช้อุปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษอย่างง่ายโดยอาศัยการวดั
ระยะทางท่ีท างานร่วมกบัอนุภาคนาโนซีเรียในการตรวจวิเคราะห์ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระในตวัอยา่งชา
โดยใชส้าร epigallocatechin gallate เป็นสารมาตรฐาน 

2.7 อปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษ 
 การตรวจวิเคราะห์สารในปัจจุบนั ตวัอยา่งเช่น การวเิคราะห์หาโลหะหนกัในน ้า ในตวัอยา่ง
ส่ิงแวดลอ้ม หรือแมก้ระทัง่การวเิคราะห์สารบ่งช้ีในตวัอยา่งของเหลวในทางการแพทยห์รือทาง
วทิยาศาสตร์สุขภาพเพื่อประกอบการวนิิจฉยัโรค ตวัอยา่งเช่น เซร่ัม ปัสสาวะ เลือด หรือสารคดัหลัง่
ต่าง ๆ ในร่างกายของมนุษยส่์วนใหญ่จะท าใหห้้องปฏิบติัการ ผูท่ี้ท  าการวิเคราะห์ตอ้งเป็นผูท่ี้มีความ
ช านาญการ มีราคาในการวเิคราะห์ค่อนขา้งแพงและใชเ้วลานานในการวิเคราะห์ต่อ 1 ตวัอยา่ง 
 เทคโนโลยขีองไหลจุลภาค (microfluidic technology) เป็นเทคโนโลยท่ีีวา่ดว้ยการจดัการกบั
ของไหลปริมาณนอ้ย ประกอบดว้ยท่อระดบัจุลภาค (microchannel) ซ่ึงเป็นท่อขนาดเล็กส าหรับให้
ของเหลวหรือสารละลายประเภทต่าง ๆ ไหลไปไดใ้นระดบัไมโครลิตร โดยขนาดของท่อเหล่าน้ีจะมี
ขนาดประมาณเส้นผมของคนเราเท่านั้น  โดยมีท่อของไหลจุลภาคเป็นส่วนเช่ือมต่อให้ทัว่ถึงกนั 
(Lisowski & Zarzycki, 2013) ทั้งน้ีไดมี้การศึกษาและพฒันาเทคโนโลยดีงักล่าวใหเ้ป็นทางเลือกใหม่
ส าหรับการวิเคราะห์สาร โดยการท าใหก้ระบวนการวิเคราะห์แบบดั้งเดิมนั้นมาไวใ้นตวัตรวจวดัขนาด
เล็กท่ีเรียกวา่อุปกรณ์ตรวจวดัของไหลจุลภาค (microfluidic device) เป้าหมายหลกัเพื่อใหก้ารวเิคราะห์
ทั้งหมดทุกขั้นตอนเกิดข้ึนบนอุปกรณ์ตรวจวดัเพียงอนัเดียว โดยใชส้ารรีเอเจนทแ์ละสารตวัอยา่งใน
ปริมาณท่ีนอ้ย มีราคาท่ีถูก สามารถท่ีจะพกพาไปใชใ้นการตรวจวดัสารในภาคสนามได ้วสัดุท่ีนิยมใช้
ในการสร้างอุปกรณ์การตรวจวดันั้น ไดแ้ก่ พลาสติก แกว้ (SiO2) และซิลิกอน แต่ปัจจุบนันั้นไดพ้บ
คุณสมบติับางประการของกระดาษกรอง (filter paper) ท่ีซ่ึงมีคุณสมบติัท่ีดีในการน ามาใชท้  าเป็น
อุปกรณ์ส าหรับการตรวจวดัได ้

 กระดาษกรอง (filter paper) เป็นกระดาษท่ีมีคุณสมบติัท่ีคดัเลือกอนุภาค หรือส่ิงเจือปนออก
จากสารละลาย หรืออากาศโดยการวางแบบตั้งฉากกบัทิศทางการไหลของสารละลายท่ีตอ้งการกรอง
กระดาษกรองจะมีขนาดของช่องวา่งแตกต่างกนัไปหลายขนาดดว้ยกนั การเลือกใชข้ึ้นอยูก่บัลกัษณะ
งานแต่ละชนิด คุณสมบติัท่ีส าคญัของกระดาษกรองประกอบดว้ย ความคงทนเม่ือเปียก ขนาดของ
ช่องวา่ง ความสามารถในการกรองอนุภาคดงัภาพท่ี 2.3 (A) อตัราการไหลของสารท่ีตอ้งการกรอง 
ประสิทธิภาพและความจุ กลไกท่ีส าคญัในการกรองดว้ยกระดาษกรองจะมีอยู ่2 ลกัษณะ คือ ปริมาตร 
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(volume) และผวิ (surface) โดยแบบปริมาตรอนุภาคจะถูกดกัไวช้ั้นในหรือในตวัของกระดาษกรอง 
ส่วนแบบผวิอนุภาคจะถูกดกัไวท่ี้ผวิของกระดาษกรอง 
 อุปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษหรืออุปกรณ์ตรวจวดัของไหลจุลภาคแบบกระดาษ 
(microfluidic paper-based analytical devices) ความหนาของกระดาษปกติอยูใ่นระดบัไมโครเมตรโดย
เป็นวสัดุท่ีชอบน ้า (hydrophilic) เม่ือจุ่มกระดาษลงในน ้าหรือหยดน ้าลงบนกระดาษน ้าจะซึมไปทัว่
กระดาษ สามารถท่ีจะสร้างช่องขนส่งควบคุมทิศทางการไหลของน ้าไปยงับริเวณท่ีตอ้งการได ้โดยท า
ใหบ้างส่วนบนกระดาษไม่ชอบน ้า (hydrophobic) อุปกรณ์ตรวจวดัชนิดน้ีมีวธีิการผลิตท่ีไม่ยุง่ยาก           
ไม่จ  าเป็นตอ้งอาศยัผูท่ี้มีความช านาญการในการตรวจวเิคราะห์ มีราคาถูก ตรวจวเิคราะห์ไดอ้ยา่ง
รวดเร็ว  ซ่ึงเป็นส่วนส าคญัท่ีจะท าใหแ้นวโนม้ท่ีตวัตรวจวดัแบบกระดาษน้ีจะเป็นท่ีแพร่หลายสามารถ
เขา้ถึงไดอ้ยา่งง่ายดาย โดยเฉพาะอยา่งยิง่ในประเทศท่ีก าลงัพฒันา (Martinez, Phillips, Whitesides, & 
Carrilho, 2009) 
 การสร้างส่วนท่ีไม่ชอบน ้า (hydrophobic barrier) บนตวัอุปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษมี
หลายวธีิ เช่น วธีิการพิมพด์ว้ยไข (wax printing) การพิมพด์ว้ยหมึก (inkjet printing) การพิมพด์ว้ยแสง 
(photolithography) การพิมพแ์บบยดืหยุน่ (flexography printing) การพิมพด์ว้ยเคร่ืองพล็อตเตอร์ 
(plotter) การปรับสภาพดว้ยเลเซอร์ (laser treatment) การปรับสภาพดว้ยพลาสมา (plasma treatment) 
(Cate, Dungchai, Cunningham, Volckens, & Henry, 2013) ดงัภาพท่ี 2.3 (B) เม่ือสร้างช่องขนส่งของ
ไหลและบริเวณทดสอบบนกระดาษแลว้สารเคมีท่ีใชใ้นการวเิคราะห์จะถูกหยดลงบริเวณทดสอบเพื่อ
เกาะจบับนช่องวา่งหรือเส้นใยกระดาษแลว้จึงหยดสารละลายซ่ึงมีสารท่ีจะถูกวเิคราะห์ลงในช่องขนส่ง
ใหซึ้มไปยงับริเวณทดสอบ (test zone)  
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             (A) 

ภาพท่ี 2.3 (A) กระดาษกรองและรูพรุนในกระดาษกรอง (B) วธีิการสร้างส่วนท่ีไม่ชอบน ้า  
(hydrophobic barrier) แบบต่าง ๆ   
 

2.8 การตรวจวดัแบบระยะทางบนอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษ 
 กลุ่มนกัวจิยัของ Charles S. Henry ไดค้น้พบวธีิการตรวจวดัแบบใหม่โดยไม่ตอ้งพึ่งพาเคร่ือง
ถ่ายภาพ, เคร่ืองสแกน และโปรแกรมประมวลผลภาพ (ImageJ) แต่ใชก้ารตรวจวดัระยะทางสีท่ีเกิดข้ึน
แทน จึงเรียกวธีิการตรวจวดัแบบใหม่น้ีวา่ การตรวจวดัดว้ยระยะทาง (Cate et al., 2013) ส่วนของการ
วเิคราะห์สารท าไดโ้ดยการสร้างอุปกรณ์การตรวจวดัแบบกระดาษใหมี้ช่องทางส าหรับการตรวจวดั
หรือท่ีเรียกวา่ท่อการไหล ดงัภาพ 2.4 (A) โดยการสร้างส่วนท่ีไม่ชอบน ้าข้ึนมาโดยใชว้ธีิการพิมพด์ว้ย
ไข แลว้หยดสารรีเอเจนทท่ี์มีคุณสมบติัท่ีสามารถตกตะกอนกบัสารตวัอยา่งไดล้งในช่องท่ีสร้างข้ึน    
เม่ือหยดตวัอยา่งลงในช่องใส่ตวัอยา่ง (sample zone) สารตวัอยา่งจะเคล่ือนท่ีไปท าปฏิกิริยากบัรีเอเจนท์
โดยจะเคล่ือนท่ีไปเร่ือย ๆ จนสารตวัอยา่งท าปฏิกิริยาหมด ระยะทางของสีท่ีเกิดข้ึนนั้นจะแปรผนั
โดยตรงกบัปริมาณสารตวัอยา่ง ซ่ึงเป็นวธีิการตรวจวดัท่ีง่าย ไม่จ  าเป็นตอ้งอาศยัโปรแกรมประมวลผล
ภาพ ท าใหล้ดความผดิพลาดท่ีเกิดข้ึน ดงัแสดงในภาพท่ี 2.4 (B) 

(B) 
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ภาพท่ี 2.4 (A) วธีิวเิคราะห์ดว้ยอุปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษท่ีอาศยัการตรวจวดัระยะทาง (B)  
 ระยะทางท่ีสีเคล่ือนท่ีกบัปริมาณของกลูโคสท่ีมีในตวัอยา่งและวเิคราะห์ดว้ยปฏิกิริยาการเกิด 
 สารเชิงซอ้นของ poly(DAB) 
 

2.9 อนุภาคนาโนซีเรีย (Sharpe et al., 2013) 
 อนุภาคนาโนซีเรีย หรือ ซีเรียม (IV) ออกไซด ์(CeO2 NPs) สามารถใชเ้ป็นอินดิเคเตอร์ใน
การวเิคราะห์ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระไดโ้ดยอาศยัหลกัการการรบกวนพื้นท่ีผวิของอนุภาคนาโนซีเรีย ซ่ึง
จะส่งผลใหเ้ลขออกซิเดชนัของอนุภาคนาโนซีเรียเปล่ียนไป ซ่ึงสารตา้นอนุมูลอิสระสามารถรีดิวซ์      
Ce (IV) เป็น Ce (III) สภาวะดงักล่าวจะท าใหมี้ปริมาณ Ce (III) มากข้ึนกวา่สภาวะปกติซ่ึงมีทั้ง Ce (IV) 
และ  Ce (III) ผสมกนัอยูแ่ต่ Ce (III) มีปริมาณนอ้ย ส่งผลใหเ้กิดการเปล่ียนแปลงทางกายภาพและการ
เปล่ียนแปลงเชิงแสงของอนุภาคนาโนและสามารถมองเห็นไดด้ว้ยตาเปล่า กล่าวคือจะเห็นการ
เปล่ียนแปลงความเขม้สีจากไม่มีสีเป็นสีส้มน ้าตาล โดยการเปล่ียนแปลงจะมากหรือนอ้ยข้ึนอยูก่บั

(A) 

(B) 
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ปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระ (ตวัรีดิวซ์) ตวัอยา่งปฏิกิริยาระหวา่งสารตา้นอนุมูลอิสระมาตรฐาน 
ascobic acid ดว้ยอนุภาคนาโนซีเรียเป็นดงัสมการ 
 
 2 CeO2  +  3 C6H8O6  Ce2O3   +   3 C6H6O6  + 2 H2O  

 ไม่มีสี      สีส้มน ้าตาล 
 

 โดยทัว่ไปแลว้อนุภาคนาโนซีเรียสามารถน าไปประยุกต์ใช้ในด้านการเร่งปฏิกิริยาการเผา
ไหมข้องเคร่ืองยนตแ์ละเซลลเ์ช้ือเพลิง มีการประยกุตใ์ชใ้นดา้นการแพทยโ์ดยพบวา่มีคุณสมบติัในดา้น
การเร่งปฏิกิริยาก าจดัอนุมูลอิสระและมีความเป็นพิษต ่า นอกจากน้ียงัพบวา่มีคุณสมบติัในดา้นการเร่ง
ปฏิกิริยาคลา้ยเอนไซมเ์ปอร์ออกซิเดส 
 

2.10 งานวจิัยทีเ่กีย่วข้อง 
 กลุ่มนกัวจิยัของ Piletska พฒันาอุปกรณ์ microtiter plate ท่ีท  างานร่วมกบักระดาษ โดยการ
ตดักระดาษใหเ้ป็นรูปวงกลม ดงัภาพท่ี 2.21 ซ่ึงมีเส้นผา่นศูนยก์ลางดา้นนอกและดา้นใน 7 มิลลิเมตร
และ 5 มิลลิเมตร ตามล าดบั จากนั้นจุ่มกระดาษลงไปในสารละลายรีเอเจนท ์DPPH แลว้ท าใหแ้หง้บรรจุ
แผน่กระดาษลงไปในหลุมของ microtiter plate จากนั้นเติมสารอนุมูลอิสระทิ้งไวเ้ป็นเวลาประมาณ 30 
นาทีแลว้วดัค่าการดูดกลืนแสงของ stable DPPH (สีเหลือง) ท่ีเกิดข้ึนดว้ย microplate reader 
spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 450 nm วธีิน้ีสะดวกในการวเิคราะห์ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระและ
สามารถวเิคราะห์เพื่อคดักรองสารตา้นอนุมูลอิสระไดอ้ยา่งรวดเร็วและไม่จ  าเป็นตอ้งเตรียมสารละลาย 
DPPH ข้ึนมาใหม่ทุกคร้ัง ท าใหล้ดขั้นตอนการตรวจวดัและสามารถตรวจวดัไดอ้ยา่งรวดเร็ว แต่อยา่งไร
ก็ตามวธีิการดงักล่าวยงัตอ้งพึ่งพาเคร่ืองมือท่ีมีราคาแพง และไม่สามารถท่ีจะใชว้ธีิการน้ีไปตรวจวดัใน
ภาคสนามได ้เน่ืองจากเคร่ืองมือมีขนาดใหญ่และมีราคาแพง (Piletslk, Piletsky, Whitcombe, Chianell, 
& Piletsky, 2012) 
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ภาพท่ี 2.5 (A) microtiter plate ท่ีท  างานร่วมกบักระดาษในการทดสอบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระของ Gallic  
 acid ดว้ยวธีิ DPPH (B) รูปร่างของกระดาษท่ีตดัเป็นวงส าหรับตรึงสารรีเอเจนท ์
 
 Sharpe et al. (2013) ไดพ้ฒันาอุปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษท่ีสามารถพกพาได ้โดยใชใ้น
การตรวจวิเคราะห์ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระในอาหารโดยใชอ้นุภาคนาโนซีเรียในการเกิดสี ในสภาพปกติ
อนุภาคนาโนซีเรียจะมี Ce (III)  และ Ce (VI)  ปะปนกนัอยู ่เม่ือท าปฏิกิริยากบัสารอนุมูลอิสระจะเกิด
การรีดิวซ์ใหอ้นุภาคนาโนซีเรียมีปริมาณ Ce (III) มากยิง่ข้ึน สภาวะดงักล่าวจะท าให้สีของอนุภาคนาโน
ซีเรียเปล่ียนไปจากสีเหลืองอ่อนกลายเป็นสีน ้ าตาลเขม้ ในส่วนของการวิเคราะห์ท าไดโ้ดยใช้กระดาษ
กรองตดัเป็นแผ่นวงกลม แล้วจุ่มลงในสารละลายนาโนซีเรียจากนั้นจึงเติมสารตา้นอนุมูลอิสระเพื่อ
สร้างกราฟมาตรฐานไดห้ลายช่วงความเขม้ขน้และสามารถวดัความเขม้สีโดยใชโ้ปรแกรมประมวลภาพ
ท าให้การวิเคราะห์สารตา้นอนุมูลอิสระไม่จ  าเป็นตอ้งใช้เคร่ืองมือราคาแพงและไม่จ  าเป็นตอ้งท าใน
หอ้งปฏิบติัการ 
 
 

(A) 

(B) 
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ภาพท่ี 2.6 แสดงกราฟมาตรฐานท่ีไดจ้ากการพล็อตความเขม้ขน้ของอนุภาคนาโนซีเรียท่ีเปล่ียนแปลง 
 ไปเม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน ascorbic acid (AA) และ epigallocatechin gallate  
 (EGCG) 
 

 
ภาพท่ี 2.7 แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งโครงสร้างของสารตา้นอนุมูลอิสระมาตรฐาน epigallocatechin  
 gallate (EGCG) กบัการเปล่ียนสีเม่ือท าปฏิกิริยากบัอนุภาคนาโนซีเรียบนกระดาษ 
 
 กลุ่มนกัวจิยัของ ดร.ยภุาพร สมีนอ้ย ไดพ้ฒันาอุปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษอยา่งง่าย       
โดยอุปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษนั้นสร้างข้ึนมาจากสารละลาย polystyrene พิมพล์งบนกระดาษกรอง
เพื่อสร้างส่วนท่ีไม่ชอบน ้าสามารถสร้างลวดลายแบบต่าง ๆ ได ้รูปร่างส าหรับการตรวจวดัส าหรับ
งานวจิยัน้ีคือ แบบหลุม (well based) ส าหรับการวเิคราะห์สารตา้นอนุมูลอิสระ gallic acid และแบบวดั
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ระยะทาง (distance based) ส าหรับการตรวจวดัหาปริมาณไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์(H2O2) ในการตรวจ
วเิคราะห์เม่ือมีการสร้างอุปกรณ์ตรวจแบบกระดาษแลว้จะมีการเพิ่มอนุภาคนาโนซีเรียลงในอุปกรณ์
กระดาษท่ีสร้างข้ึนแลว้จึงหยดสารตา้นอนุมูลอิสระ gallic acid ในอุปกรณ์ตรวจวดัแบบหลุม และหยด
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์(H2O2) ลงใน sample zone ในอุปกรณ์ตรวจวดัแบบระยะทาง จุดเด่นของวธีิน้ี
คือสามารถสร้าง hydrophilic channel ท่ีมีขนาดเล็กได ้ และอุปกรณ์ตรวจวดัแบบวดัระยะทางสามารถท่ี
จะวดัระยะทางการเกิดสีของผลิตภณัฑท่ี์เกิดข้ึนบนช่องของการไหลซ่ึงจะแปรผนัโดยตรงกบัปริมาณ
สารตวัยา่ง ลดอุปกรณ์ต่อพว่งท าใหล้ดขอ้ผดิพลาด จากการปรับวดัสีของผูศึ้กษาพบวา่ระยะทางท่ีสาร
ตวัอยา่งเคล่ือนท่ีข้ึนอยูก่บัความเขม้ขน้ของสารตวัอยา่ง (Sameenoi, Nongkai, Nouanthavong, Henry & 
Nacapricha, 2014)  ดงัแสดงในภาพท่ี 2.8 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 2.8 (A) ขั้นตอนการสร้างส่วนท่ีไม่ชอบน ้ าโดยใช้สารละลาย polystyrene พิมพล์งผา่นบล็อก
 สกรีน (B) อุปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษแบบวดัระยะทางส าหรับการวเิคราะห์หา H2O2 โดย 

ใช ้อนุภาคนาโนซีเรียเป็นตวัให้สี (C) กราฟมาตรฐานท่ีพล็อตระหวา่งระยะทางท่ีปรากฏกบั
ความเขม้ขน้ของ H2O2 (D) การวิเคราะห์สารตา้นอนุมูลอิสระ gallic acid โดยวิธี DPPH โดย
ใชอุ้ปกรณ์กระดาษแบบหลุมขนาด 5 mm ท่ีความเขม้ขน้ 0 – 450 µM (E) กราฟมาตรฐานท่ี
พล็อตระหวา่ง gray scale intensity กบัความเขม้ขน้ของ gallic acid 

 

 

(A) (B) 

(E) 
(C) 

(D) 
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บทที่ 3 
การด าเนินการวจิัย 

 

3.1 เคร่ืองมอืและอปุกรณ์ 
 3.1.1 เคร่ืองชัง่ละเอียด (analytical balance) ทศนิยม 4 ต ำแหน่ง (Mettler Toledo,  
    ประเทศไทย) 
3.1.2 เคร่ือง ultrasonic sonicator (Crest-ultrasonics, ประเทศไทย) 
3.1.3 micro pipette 100 - 1000 µL, 10 - 100µL, 2 - 20µL,  0.5 - 10 µL (Eppendorf    
   Research Plus, Germany)  

 3.1.4 กระดำษกรอง เบอร์ 4 (Whatman International Ltd, China) 
 3.1.5 บล็อกสกรีน 
 3.1.6 ไมบ้รรทดั 
 3.1.7 spectrophotometer (Thermoscientific, United States) 
 
3.2 สารเคม ี
 3.2.1 epigallocatechin gallate (M.W. 458.37 g/mol, Sigma Aldrich CAS 989-51-5) 
 3.2.2 gallic acid (M.W. 170.12 g/mol, Sigma Aldrich CAS 149-91-7) 
 3.2.3 ascorbic acid (M.W. 176.12 g/mol, Sigma Aldrich CAS 50-81-7) 

 3.2.4 nano-ceria dispersion solution (20 wt. % colloidal dispersion in 2.5 %  
   acetic acid) (size=20 nm) (Sigma Aldrich CAS 1306-38-3) 

 3.2.5 toluene (AR grade บริษทั Fluka) 
 3.2.6 polystyrene (ซ้ือจำกร้ำนบณัฑิตเคร่ืองเขียน, ชลบุรี ประเทศไทย) 
 3.2.7 polyethylene glycol (M.W. 600 g/mol, Fluka CAS 25322-68-3) 
 3.2.8 ethanol (M.W. 46.07 g/mol, Emsure CAS 64-17-5) 
 3.2.9 DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) (M.W. 394.32 g/mol, Sigma Aldrich  
   CAS 1898-66-4) 
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 3.2.10 iron (III) chloride (M.W. 270.27 g/mol, Sigma Aldrich CAS 7705-08-0) 
 3.2.11 2,4,6-tripyridyl-3-triazine (M.W.312.33 g/mol,Sigma Aldrich CAS 3682-35-7) 
 3.2.12 hydrochloric acid (AR grade บริษทั Fluka) 
 3.2.13 copper (II) chloride (M.W. 134.45 g/mol, Sigma Aldrich CAS 7447-39-4) 
 3.2.14 neocuproin (M.W. 208.3 g/mol, Sigma Aldrich CAS 484-11-7)   
 

3.3 การเตรียมสารละลาย 
 3.3.1 สารละลายมาตรฐาน epigallocatechin gallate  
 epigallocatechin gallate (M.W. 458.37 g/mol) 50 มิลลิกรัม ละลำยดว้ยน ้ำกลัน่ 1,000 
ไมโครลิตร จะไดส้ำรละลำยมำตรฐำน epigallocatechin gallate ท่ีมีควำมเขม้ขน้ 100 มิลลิโมลำร์ 
จำกนั้นเจือจำงใหมี้ควำมเขม้ขน้ในช่วง 0.001 – 10 มิลลิโมลำร์ ดว้ยน ้ำกลัน่ 

3.3.2 สารละลายอนุภาคนาโนซีเรียความเข้มข้น 1% w/v 
 ปิเปตสำรละลำยอนุภำคนำโนซีเรียควำมเขม้ขน้ 20 %w/v ปริมำตร 250 ไมโครลิตรผสมกบั
น ้ำกลัน่ปริมำตร 4,750 ไมโครลิตร 
 3.3.3 สารละลาย polyethylene glycol (PEG) ความเข้มข้น 10 mg/mL 
 เตรียมจำกกำรละลำย polyethylene glycol 10 มิลลิกรัมในน ้ำกลัน่ปริมำตร 1,000 ไมโครลิตร 
 3.3.4 การเตรียมสารละลาย DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) 
 เตรียม stock DPPH ควำมเขม้ขน้ 6.590 มิลลิโมลำร์ ปริมำตร 1,000 ไมโครลิตรโดยชัง่  
DPPH 0.0026 กรัม ละลำยในเอทำนอล 1 มิลลิลิตร แลว้เจือจำงใหมี้ควำมเขม้ขน้ 1.5 มิลลิโมลำร์ 
 3.3.5 สารละลายมาตรฐาน iron (III) chloride ความเข้มข้น 20 มิลลโิมลาร์ 
 เตรียมจำกกำรละลำย iron (III) chloride (M.W. 270.27 g/mol) 0.054 กรัม ละลำยใน            
น ้ำกลัน่ 10 มิลลิลิตร  
 3.3.6 สารละลายมาตรฐาน 2,4,6-tripyridyl-3-triazine ความเข้มข้น 10 มิลลโิมลาร์ 
 เตรียมจำกกำรละลำย 2,4,6-tripyridyl-3-triazine (M.W.312.33 g/mol) 0.156 กรัม        
ละลำยในเอทำนอล 50 มิลลิลิตร 
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 3.3.7 สารละลายมาตรฐาน acetate buffer ความเข้มข้น 30 มิลลโิมลาร์ pH 3.6 
 เตรียมจำกกำรละลำย CH3COONa 3.1 กรัม ใน CH3COOH 16 มิลลิลิตร แลว้เติมน ้ำกลัน่    
10 มิลลิลิตร ปรับค่ำ pH ใหเ้ท่ำกบั 3.6 โดยสำรละลำยกรด HCl และสำรละลำยเบส NaOH 
 3.3.8 สารละลายมาตรฐาน copper (II) chloride ความเข้มข้น 10 มิลลโิมลาร์ 
 เตรียมจำกกำรละลำย copper (II) chloride (M.W. 134.45 g/mol) 0.4262 กรัม ละลำยในน ้ำ
กลัน่ 10 มิลลิลิตร 
 3.3.9 สารละลายมาตรฐาน neocuproin ความเข้มข้น 7.5 มิลลโิมลาร์ 
 เตรียมจำกกำรละลำย neocuproin (M.W. 208.3 g/mol) 0.078 กรัม ละลำยในเอทำนอล        
50 มิลลิลิตร 
 

3.4 การเตรียมอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษ  
 เตรียมโดยกำรชัง่ polystyrene ละลำยดว้ย toluene ในอตัรำส่วน 12.5 กรัม : 50 มิลลิลิตร
จำกนั้น น ำไปก ำจดัฟองอำกำศดว้ยเคร่ือง ultrasonic sonicator ประมำณ 5 – 10 นำที แลว้น ำสำรละลำย
ท่ีไดไ้ปเทบนบล็อกสกรีนท่ีอยูบ่นกระดำษกรอง ปำดสำรละลำยใหซึ้มผำ่นสกรีนไปยงักระดำษกรอง
แลว้ปล่อยกระดำษใหแ้หง้ประมำณ 5 – 10 นำที ติดดำ้นหลงัดว้ยสก็อตเทป ก่อนน ำไปใชใ้นกำร
ทดสอบเพื่อป้องกนักำรร่ัวซึมของสำรละลำยท่ีน ำมำทดสอบ ในงำนวิจยัช้ินน้ีไดศึ้กษำอุปกรณ์แบบ
กระดำษท่ีมีรูปร่ำงแบบระยะทำงท ำไดโ้ดยสกรีนใหมี้ลกัษณะเป็นช่องดงัภำพท่ี 3.1  โดยมีควำมกวำ้ง
ของช่องเท่ำกบั 1.5 มิลลิเมตร ควำมยำวของช่องเท่ำกบั 8 เซนติเมตร กระดำษกรอง 1 แผน่ใหอุ้ปกรณ์
ตรวจวดัแบบกระดำษท่ีสำมำรถตรวจวดัได ้8 ช่อง 
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3.5 การวเิคราะห์ด้วยวธิีตรวจวดัแบบระยะทาง 
 จุ่มบริเวณส่วนตรวจวดัของอุปกรณ์แบบกระดำษลงในสำรละลำยอนุภำคนำโนซีเรียควำม
เขม้ขน้ 1% w/v รอจนแห้งหรือใช้ไดร์เป่ำให้แห้ง จำกนั้นจุ่มลงในสำรละลำย polyethylene glycol 
เขม้ขน้ 10 mg/mL รอจนแห้งหรือใชไ้ดร์เป่ำ เม่ือตอ้งกำรวิเครำะห์ฤทธ์ิตำ้นอนุมูลอิสระให้หยดสำร
ตวัอยำ่งลงบน sample zone  

 

 

 

 

 

 

 
 

ภำพท่ี 3.1 กำรสร้ำงอุปกรณ์ตรวจวดัแบบวดัระยะทำง 
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ภำพท่ี 3.2 แผนภำพแสดงขั้นตอนกำรตรวจวดัสำรตำ้นอนุมูลอิสระโดยใชอ้นุภำคนำโนซีเรีย 
                 แบบวดัระยะทำง 
 

3.6 ศึกษาการวเิคราะห์สารต้านอนุมูลอสิระมาตรฐานด้วยอปุกรณ์ทีไ่ด้พฒันาขึน้ 
3.6.1 ศึกษาช่วงความเป็นเส้นตรงของสารต้านอนุมูลอสิระมาตรฐาน epigallocatechin 

gallate 
 หยดสำรละลำยมำตรฐำน epigallocatechin gallate ท่ีควำมเขม้ขน้ในช่วง  0.001 - 10  มิลลิ  
โมลำร์ ในบริเวณช่องใส่ตวัอยำ่งของอุปกรณ์ (sample zone) ปริมำตร 20 ไมโครลิตร และหยดน ้ ำกลัน่ 
20 ไมโครลิตร 3 คร้ัง เพื่อไล่ส่วนท่ีเหลือให้ไปท ำปฏิกิริยำกบัสำรรีเอเจนท์ วดัระยะทำงท่ีเห็นสีและ
น ำไปพล็อตกรำฟ 
 
 
 
 

        ปฏิกริิยา : 2CeO2  +  C22H18O11  Ce2O3  +  C22H16O11  +  H2O  
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 3.6.2 ศึกษาขีดจ ากัดการตรวจวัด (limit of detection, LOD) และขีดจ ากัดการหาปริมาณ    
(limit of quantification, LOQ) 
 เติมสำรมำตรฐำนท่ีควำมเข้มข้นต ่ำ ๆ ลงในบริเวณช่องใส่ตวัอย่ำงของอุปกรณ์ (sample 
zone) ปริมำตร 20 ไมโครลิตร และหยดน ้ ำกลั่น 20 ไมโครลิตร 3 คร้ังเพื่อไล่ส่วนท่ีเหลือให้ไปท ำ
ปฏิกิริยำกบัสำรรีเอเจนท ์ท ำทั้งหมด 10 ซ ้ ำแลว้หำค่ำส่วนเบ่ียงเบนมำตรฐำน (S.D.)  
 กำรค ำนวณหำขีดจ ำกดักำรตรวจวดัโดยใชสู้ตร LOD = 3(S.D.) น ำค่ำท่ีค  ำนวณไดจ้ำกสูตร
ไปแทนค่ำ y ในสมกำรเส้นตรงของกรำฟมำตรฐำนเพื่อหำค่ำขีดจ ำกดักำรตรวจวดั 
 ค ำนวณหำขีดจ ำกดักำรหำปริมำณ โดยใชสู้ตร LOQ = 10(S.D.) น ำค่ำท่ีค  ำนวณไดจ้ำกสูตร
ไป แทนค่ำ y ในสมกำรเส้นตรงของกรำฟมำตรฐำนเพื่อหำค่ำขีดจ ำกดักำรหำปริมำณ (Armbruster, 
Tillman & Hubbs, 1994) 
 3.6.3 ศึกษาความสามารถในการท าซ ้าของวธีิ (reproducibility) 
 หยดสำรละลำยมำตรฐำน epigallocatechin gallate ท่ีควำมเขม้ขน้ 0.03, 0.10, 0.60, 1.0, 2.5 
และ 4.0 มิลลิโมลำร์ หยดลงบนบริเวณช่องใส่ตวัอย่ำงของอุปกรณ์ (sample zone) ปริมำตร                  
20 ไมโครลิตรและหยดน ้ ำกลั่น 20 ไมโครลิตร 3 คร้ังเพื่อไล่ส่วนท่ีเหลือให้ไปท ำปฏิกิริยำกับสำร          
รีเอเจนท์  โดยท ำซ ้ ำควำมเข้มข้นละ 10 คร้ัง วดัระยะทำงท่ีเห็นสีและน ำไปค ำนวณค่ำร้อยละส่วน

เบ่ียงเบนมำตรฐำนสัมพทัธ์ (%RSD) จำกสมกำร  %100% 
X

SD
RSD  

 
     เม่ือ RSD%      คือ    เปอร์เซ็นตค์่ำเบ่ียงเบนมำตรฐำนสัมพนัธ์ 
          SD    คือ   ค่ำเบ่ียงเบนมำตรฐำน  
            X          คือ    ค่ำเฉล่ียผลกำรทดลอง 
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3.7 ศึกษาการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของอุปกรณ์ที่พัฒนาขึน้เทียบกับวิธีวิเคราะห์
ฤทธ์ิต้านอนุมูลอสิระแบบอืน่  
 ศึกษำประสิทธิภำพของอุปกรณ์ตรวจวดัท่ีพฒันำข้ึนเทียบกบัวธีิวเิครำะห์ฤทธ์ิตำ้นอนุมูล
อิสระมำตรฐำนท่ีมีใชใ้นปัจจุบนั โดยศึกษำกำรวิเครำะห์ฤทธ์ิตำ้นอนุมูลอิสระของสำรมำตรฐำน 3 ชนิด
คือ epigallocatechin gallate, ascorbic acid และ gallic acid จำกนั้นเปรียบเทียบอนัดบัฤทธ์ิตำ้นอนุมูล
อิสระของสำรมำตรฐำนทั้ง 3 ชนิดในแต่ละวธีิ น ำอนัดบัท่ีไดข้องแต่ละวธีิมำเปรียบเทียบกนั (interassay 
comparison) (Sharpe et al., 2013) 
 3.7.1 เปรียบเทยีบฤทธ์ิต้านอนุมูลอสิระของสารมาตรฐานด้วยอุปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษ 
 หยดสำรละลำยมำตรฐำน epigallocatechin gallate ท่ีมีควำมเขม้ขน้ 1 มิลลิโมลำร์               
ลงบนบริเวณช่องใส่ตวัอยำ่งของอุปกรณ์ (sample zone) ปริมำตร 20 ไมโครลิตรและหยดน ้ำกลัน่ 20 
ไมโครลิตร 3 คร้ังเพื่อไล่ส่วนท่ีเหลือใหไ้ปท ำปฏิกิริยำกบัอนุภำคนำโนซีเรียโดยท ำซ ้ ำ 3 คร้ัง               
ท  ำกำรทดลองเช่นเดียวกนัแต่เปล่ียนจำกสำรละลำยมำตรฐำน epigallocatechin gallate เป็นสำรละลำย
มำตรฐำน ascorbic acid และ gallic acid วดัระยะทำงท่ีเห็นสีและน ำผลท่ีไดม้ำเปรียบเทียบฤทธ์ิตำ้น
อนุมูลอิสระของสำรมำตรฐำนทั้ง 3 ชนิด 
 3.7.2 เปรียบเทียบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของสารมาตรฐานด้วยวิธีการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้าน
อนุมูลอสิระแบบ DPPH 
 เตรียมสำรละลำยมำตรฐำน epigallocatechin gallate, ascorbic acid และ gallic acid    แต่ละ
ชนิดท่ีควำมเขม้ขน้ 0.1 มิลลิโมลำร์ ปิเปตสำรมำตรฐำนแต่ละชนิดปริมำตร 50 ไมโครลิตรใส่ใน  ขวด 
vial จำกนั้นเติมสำรละลำย DPPH (2,2–diphenyl-1-picrylhydrazyl) 1.5 มิลลิโมลำร์ 100 ไมโครลิตร 
ตำมดว้ยเอทำนอลปริมำตร 2,000 ไมโครลิตร ผสมสำรใหเ้ขำ้กนัแลว้ตั้งทิ้งไวใ้นท่ีมืดเป็นเวลำ 30 นำที 
แลว้น ำไปวดัค่ำกำรดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ือง spectrophotometer ท่ีตั้งควำมยำวคล่ืน 515 นำโนเมตร 
เปรียบเทียบผลท่ีไดจ้ำกกำรฟอกจำงสี DPPH ของสำรตำ้นอนุมูลอิสระทั้ง 3 ชนิดและเปรียบเทียบกบั
อนัดบัฤทธ์ิตำ้นอนุมูลอิสระท่ีตรวจวดัดว้ยอุปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดำษแบบวดัระยะทำง 
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 3.7.3 เปรียบเทียบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของสารมาตรฐานด้วยวิธีการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้าน
อนุมูลอสิระแบบ FRAP 
 ผสมสำรละลำย acetate buffer 10 มิลลิโมลำร์ pH 3.6 ปริมำตร 10 มิลลิลิตร สำรละลำย 
FeCl2 20 มิลลิโมลำร์ ปริมำตร 1 มิลลิลิตร และสำรละลำย TPTZ (2,4,6-tripyridyl-3-triazine) ใน
สำรละลำย 40 มิลลิโมลำร์ ของ HCl ปริมำตร 1 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพูข่นำด 125 มิลลิลิตร ผสมให้
เขำ้กนัแลว้ตั้งไวท่ี้อุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียสเป็นเวลำ 10 นำที ปิเปตสำรผสมปริมำตร 1,800 
ไมโครลิตรใส่ในขวด vial จำกนั้นเติมสำรละลำยมำตรฐำน epigallocatechin gallate, ascorbic acid และ      
gallic acid ท่ีควำมเขม้ขน้ 1 มิลลิโมลำร์ ปริมำตร 60 ไมโครลิตร แลว้เติมน ้ำกลัน่ปริมำตร 140 
ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไวใ้นท่ีอุณหภูมิหอ้ง 4 นำที แลว้น ำไปวดัค่ำกำรดูดกลืนแสงท่ีควำมยำวคล่ืน 595       
นำโนเมตร ดว้ยเคร่ือง spectrophotometer เปรียบเทียบอนัดบัฤทธ์ิตำ้นอนุมูลอิสระของสำรตำ้นอนุมูล
อิสระมำตรฐำน ทั้ง 3 ชนิดและเปรียบเทียบกบัอนัดบัฤทธ์ิตำ้นอนุมูลอิสระของสำรมำตรฐำนท่ีตรวจวดั
ดว้ยอุปกรณ์แบบกระดำษแบบวดัระยะทำง 
 3.7.4 เปรียบเทียบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของสารมาตรฐานด้วยวิธีการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้าน
อนุมูลอสิระแบบ CUPRAC 
 ผสมสำรละลำย ammonium acetate buffer 100 มิลลิโมลำร์ pH 7 ปริมำตร 1,000 ไมโครลิตร 
สำรละลำย CuCl2 10 มิลลิโมลำร์ ปริมำตร 500 ไมโครลิตร และสำรละลำย neocuproin 7.5 มิลลิโมลำร์ 
ปริมำตร 500 ไมโครลิตร ในขวด vial จำกนั้นเติมสำรละลำยมำตรฐำน epigallocatechin gallate, 
ascorbic acid และ gallic acid ท่ีควำมเขม้ขน้ 0.1 มิลลิโมลำร์ ใส่ในขวด vial ปริมำตร 200 ไมโครลิตร 
ผสมใหเ้ขำ้กนัแลว้ตั้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลำ 30 นำที แลว้น ำไปวดัค่ำกำรดูดกลืนแสงท่ีควำมยำว
คล่ืน 453 นำโนเมตร ดว้ยเคร่ือง spectrophotometer เปรียบเทียบอนัดบัฤทธ์ิตำ้นอนุมูลอิสระของสำร
ตำ้นอนุมูลอิสระมำตรฐำนทั้ง 3 ชนิดและเปรียบเทียบกบัอนัดบัฤทธ์ิตำ้นอนุมูลอิสระของสำรมำตรฐำน
ท่ีตรวจวดัดว้ยอุปกรณ์แบบกระดำษแบบวดัระยะทำง 
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3.8 การวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระในตัวอย่างชาด้วยอุปกรณ์แบบกระดาษที่มีการ
ตรวจวดัแบบวดัระยะทาง 
 งำนวจิยัช้ินน้ีไดป้ระยกุตใ์ชอุ้ปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดำษอยำ่งง่ำยโดยอำศยักำรวดัระยะทำง
ท่ีท ำงำนร่วมกบัอนุภำคนำโนซีเรียในกำรตรวจวเิครำะห์ฤทธ์ิตำ้นอนุมูลอิสระในตวัอยำ่งชำโดยใชส้ำร 
epigallocatechin gallate เป็นสำรมำตรฐำน ซ่ึงตวัอยำ่งชำในกำรวเิครำะห์ไดแ้ก่ ชำน ้ำพร้อมด่ืมและชำ
ผงส ำหรับชงท่ีวำงขำยตำมทอ้งตลำด ฤทธ์ิตำ้นอนุมูลอิสระในตวัอยำ่งชำ จะแสดงเป็นค่ำสมมูล EGCG 
(epigallocatechin gallate equivalent, EGCGE) หำไดโ้ดยประยกุตใ์ชอุ้ปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดำษ
อยำ่งง่ำยโดยอำศยักำรวดัระยะทำง น ำสัญญำณท่ีไดไ้ปแทนค่ำในกรำฟมำตรฐำนของ epigallocatechin 
gallate รำยงำนค่ำเป็น ค่ำ EGCGE ในหน่วยไมโครโมล epigallocatechin gallate ต่อปริมำตรชำกรณีชำ
น ้ำ (µmol/mL TEA) หรือหน่วย ไมโครโมล epigallocatechin gallate ต่อน ้ำหนกัชำ กรณีชำชนิดชง 
(µmol/g TEA) 
 ในกำรวเิครำะห์ตวัอยำ่งชำน ้ ำท ำไดโ้ดยหยดตวัอยำ่งน ้ำชำปริมำตร 20 ไมโครลิตร               
ไดโ้ดยตรงโดยไม่มีกำรเตรียมตวัอยำ่งลงบนช่องใส่ตวัอยำ่งของอุปกรณ์ (sample zone) วดัระยะทำง
ของสัญญำณท่ีเกิดข้ึน กรณีกำรวเิครำะห์ชำชนิดชง เตรียมตวัอยำ่งชำ 2 กรัม แลว้เติมน ้ำปริมำตร 200 
มิลลิลิตร ตม้ท่ีอุณหภูมิ 80 องศำเซลเซียสเป็นเวลำ 5 นำที กรองในขณะท่ีร้อน จำกนั้นตั้งทิ้งไวใ้หเ้ยน็  
ปิเปตตวัอยำ่งน ้ำชำ 20 ไมโครลิตรลงบนช่องใส่ตวัอยำ่งของอุปกรณ์ (sample zone) วดัระยะทำงของ
สัญญำณท่ีเกิดข้ึน 
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บทที่ 4 
ผลการวจิัย 

 

 ในงานวิจยัน้ีไดศึ้กษาการวิเคราะห์ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระในตวัอย่างชาโดยใช้อุปกรณ์แบบ
กระดาษอย่างง่ายโดยอาศยัการวดัระยะทางท่ีสร้างข้ึนดว้ยวิธีพิมพผ์่านสกรีนดว้ยพอลิเมอร์โดยอาศยั
ปฏิกิริยารีดอกซ์และเคมีพื้นผิวของอนุภาคนาโนซีเรีย ซ่ึงเม่ือท าปฏิกิริยากบัสารตา้นอนุมูลอิสระจะมี
การเปล่ียนแปลงจากไม่มีสีเป็นสีส้มน ้าตาล โดยผลการทดลองเป็นดงัน้ี 
 

4.1 การศึกษาการวเิคราะห์สารมาตรฐาน EGCG ด้วยอปุกรณ์แบบกระดาษทีพ่ฒันาขึน้ 
 4.1.1 ศึกษาความเป็นเส้นตรงของการวเิคราะห์สารละลายมาตรฐาน EGCG 
 จากการวิเคราะห์สารละลายมาตรฐาน EGCG ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ ท าการวิเคราะห์โดยการ
ใชส้ารละลายอนุภาคนาโนซีเรียความเขม้ขน้ 1 % w/v อุณหภูมิ 25 oC เคลือบบนอุปกรณ์แบบกระดาษ
บริเวณตรวจวดั ไดผ้ลการทดลองดงัภาพท่ี 4.1 (ตารางท่ี ก-1 ภาคผนวก ก) จะเห็นวา่เม่ือความเขม้ขน้
ของสารละลายเพิ่มข้ึนระยะทางท่ีปรากฏสีจะเพิ่มข้ึนเน่ืองจากมีสารตา้นอนุมูลอิสระท าปฏิกิริยากบั
อนุภาคนาโนซีเรียท่ีเคลือบอยูบ่นกระดาษปริมาณมาก เม่ือน าระยะทางท่ีวดัไดม้าพล็อตเทียบกบัค่า log 
ความเขม้ขน้ของ EGCG จะไดก้ราฟมาตรฐาน ดงัภาพท่ี 4.2 
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ภาพท่ี 4.1 การวเิคราะห์หาช่วงความเป็นเส้นตรงโดยใชอุ้ปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษวดัระยะทาง  
                 ในช่วงความเขม้ขน้ EGCG 0.03-0.30 , 0.30-2.00 และ 2.50-10.00 มิลลิโมลาร์ 
 
 
 
 
 

 
 

  
 
ภาพท่ี 4.2 กราฟมาตรฐานแสดงการวเิคราะห์สารละลาย EGCG ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ โดยใชอุ้ปกรณ์ 
                  ตรวจวดัแบบกระดาษท่ีมีการตรวจวดัแบบการวดัระยะทาง 

y = 49.17x + 10.53 
R

2
 = 0.994 

 

y = 20.45x + 19.01 
R

2
 = 0.998 

 

y = 7.129x + 12.02 
R

2
 = 0.994 
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จากกราฟมาตรฐานในภาพท่ี 4.2 พบว่าให้ช่วงความเป็นเส้นตรง 3 ช่วง ช่วงแรก คือ ช่วง
ความเขม้ขน้ 0.03 – 0.30 มิลลิโมลาร์ (y = 7.129x + 12.02, R2 = 0.994) ช่วงท่ีสอง คือ ช่วงความเขม้ขน้      
0.30 – 2.00 มิลลิโมลาร์ (y = 20.45x + 19.01, R2 = 0.998) ช่วงท่ีสาม คือ ช่วงความเขม้ขน้ 2.50 – 10.00 
มิลลิโมลาร์ (y = 49.17x + 10.53, R2 = 0.994) ในการวิเคราะห์สารตวัอยา่งสามารถเลือกใชช่้วงความ
เป็นเส้นตรงในแต่ละช่วงเพื่อสอดคล้องกับการหาฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระในแต่ละตวัอย่างได้อย่าง
เหมาะสม 

4.1.2 ศึกษาขีดจ ากัดการตรวจวัด (limit of detection, LOD) และขีดจ ากัดการหาปริมาณ 
(limit of quantification, LOQ) 
 การหาขีดจ ากดัการตรวจวดัและขีดจ ากดัการหาปริมาณ เน่ืองจาก blank ไม่ปรากฏสัญญาณ
ดงัภาพท่ี 4.3 ดงันั้นสามารถหาขีดจ ากดัการตรวจวดัและขีดจ ากดัการหาปริมาณไดโ้ดยวิเคราะห์สาร
มาตรฐานท่ีความเข้มขน้ต ่าท่ีสามารถตรวจวดัสัญญาณได้ ในท่ีน้ีคือความเขม้ขน้ 0.01 มิลลิโมลาร์        
ลงในบริเวณช่องใส่ตวัอย่างของอุปกรณ์ (sample zone) ปริมาตร 20 ไมโครลิตร และหยดน ้ ากลัน่ 20 
ไมโครลิตร 3 คร้ังเพื่อไล่ส่วนท่ีเหลือให้ไปท าปฏิกิริยากับสารรีเอเจนท์ ท าทั้งหมด 10 ซ ้ าแล้ว              
ดงัภาพท่ี 4.4 หาค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน (S.D.) (ตารางท่ี ข-1 ภาคผนวก ข) การค านวณหาขีดจ ากดั
การตรวจวดัโดยใชสู้ตร LOD = 3(S.D.) น าค่าท่ีค  านวณไดจ้ากสูตรไปแทนค่า y ในสมการเส้นตรงของ
กราฟมาตรฐาน   y = 7.129x + 12.02, R2 = 0.994 เพื่อหาค่าขีดจ ากดัการตรวจวดั ค านวณหาขีดจ ากดั
การหาปริมาณคลา้ยการค านวณขีดจ ากดัการตรวจวดัแต่ใช้สูตร LOQ = 10(S.D.) พบว่าขีดจ ากดัการ
ตรวจวดัและขีดจ ากดัการหาปริมาณของอุปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษโดยอาศยัการวดัระยะทางมีค่า
เท่ากบั 0.0214 มิลลิโมลลาร์ และ  0.0269 มิลลิโมลลาร์ ตามล าดบั (แสดงการค านวณขีดจ ากดัการ
ตรวจวดัและขีดจ ากัดการหาปริมาณอย่างละเอียดในภาคผนวกหัวข้อ การค านวณหาขีดจ ากัดการ
ตรวจวดัและขีดจ ากดัการหาปริมาณ) 
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ภาพท่ี 4.3 สัญญาณเป็นระยะทางท่ีไดจ้าก blank 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 4.4 สัญญาณเป็นระยะทางท่ีไดจ้าก EGCG ความเขม้ขน้ 0.01 มิลลิโมลาร์ 
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4.1.3 ศึกษาความสามารถในการท าซ ้า (reproducibility) ในการวเิคราะห์ EGCG 
 ในการศึกษาความสามารถในการท าซ ้ าของสารละลายมาตรฐาน EGCG ไดท้  าการศึกษาท่ี
ความเขม้ขน้ 0.03, 0.10, 0.60, 1.0, 2.5 และ 4.0 มิลลิโมลาร์ โดยท าซ ้ าความเขม้ขน้ละ 10 คร้ัง ไดผ้ลดงั
ตารางท่ี 4.1 ซ่ึงแสดงร้อยละส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพทัธ์ (%RSD) ของการวเิคราะห์ไดท่ี้แต่ละความ
เขม้ขน้ในช่วงความเป็นเส้นตรงทั้งสามช่วง (ภาพท่ี ค-1 – ค-5 และตารางท่ี ค-1 – ค-5 ในภาคผนวก ค)  
 
ตารางท่ี 4.1 แสดงผลของการวเิคราะห์ EGCG ท่ีความเขม้ขน้ 0.03, 0.10, 0.60, 1.0, 2.5 และ 4.0           
   มิลลิโมลาร์  เพื่อวเิคราะห์หาความสามารถในการท าซ ้ า 
 

[EGCG],mM ระยะทางเฉลีย่ (mm) S.D. %RSD 
0.03 2.1 0.16 7.6% 
0.10 3.9 0.52 13% 
0.60 9.5 0.47 4.9% 
1.00 14.4 1.43 9.9% 
2.50 29.4 1.54 5.2% 
4.00 36.8 1.57 4.3% 
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ภาพท่ี 4.5 ตวัอยา่งการศึกษาความสามารถในการท าซ ้ าของการวเิคราะห์ EGCG  ท่ีความเขม้ขน้                                

0.03 มิลลิโมลาร์ ดว้ยอุปกรณ์แบบกระดาษท่ีมีการตรวจวดัแบบการวดัระยะทาง 
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ตารางท่ี 4.2 ตวัอยา่งผลการวดัระยะทางของการวิเคราะห์ EGCG ท่ีความเขม้ขน้0.03 มิลลิโมลาร์           
    เพื่อวเิคราะห์ความสามารถในการท าซ ้ า 
 

[EGCG],mM คร้ังท่ี Distance (mm) Mean (mm) S.D. 
 
 
 

 
0.03 

 
 

1 2.0  
 
 
 

2.1 

 
 
 
 

0.16 

2 2.5 
3 2.0 
4 2.0 
5 2.0 
6 2.0 
7 2.0 
8 2.0 
9 2.0 

10 2.0 
  

จากค่า %RSD ของการวิเคราะห์สารมาตรฐาน EGCG พบวา่ให้ค่าอยูใ่นช่วง 4.27 – 13.33% 
แสดงให้เห็นว่าอุปกรณ์ตรวจวดัแบบวดัระยะทางให้การวิเคราะห์ท่ีมีความสามารถในการท าซ ้ าท่ีดีใน
การตรวจวดัสารตา้นอนุมูลอิสระมาตรฐาน EGCG 

 จากการวิเคราะห์ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระดว้ยอุปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษด้วยวิธีการตรวจ
แบบวดัระยะทางไดค้่าทางการวเิคราะห์ (analytical figures of merit)   สรุปดงัตารางท่ี 4.3 

 
 
 

 



34 
 

ตารางท่ี 4.3 สรุปค่าทางการวเิคราะห์ของอุปกรณ์แบบกระดาษร่วมกบัการตรวจวดัแบบการวดั 
    ระยะทาง ในการวเิคราะห์สารตา้นอนุมูลอิสระมาตรฐาน EGCG 
 

ค่าทางการวเิคราะห์ EGCG 
ช่วงความเป็นเส้นตรง (linear range) 0.03 – 0.30 มิลลิโมลาร์, 0.30 – 2.00 มิลลิโมลาร์ 

และ 2.50 – 10.00 มิลลิโมลาร์ 
ขีดจ ากดัการตรวจวดั (limit of detection, LOD) 0.0214 มิลลิโมลาร์ 
ขีดจ ากดัการหาปริมาณ (limit of quantification, 
LOQ) 

0.0269 มิลลิโมลาร์ 

%RSD 4.3-13% 
 

 จะเห็นไดว้า่วธีิการวเิคราะห์ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระท่ีมีระบบการตรวจวดัแบบวดัระยะทางบน
อุปกรณ์แบบกระดาษท่ีประยุกตใ์ชส้ามารถวิเคราะห์ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระในสารมาตรฐานไดดี้ ง่ายต่อ
การวิเคราะห์ผลเพียงแค่ใชไ้มบ้รรทดัในการวดัระยะทาง ไม่ตอ้งใช้ผูท่ี้มีความช านาญในการวิเคราะห์ 
ไม่ตอ้งท าในห้องปฏิบติัการ ไม่ตอ้งใช้เคร่ืองมือท่ีทนัสมยัและมีราคาแพง และสามารถน าอุปกรณ์ไป
ตรวจวัดภาคสนามได้ ด้วยข้อดีท่ีกล่าวมาข้างต้น ในขั้นตอนต่อไปของงานวิจัยน้ีจะได้ศึกษา
ความสามารถของการวิเคราะห์ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระของอุปกรณ์ท่ีพฒันาข้ึนเปรียบเทียบกบัวิธีการ
วเิคราะห์ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระแบบดั้งเดิมและจากนั้นจะไดน้ าเอาอุปกรณ์ดงักล่าวไปวิเคราะห์ฤทธ์ิตา้น
อนุมูลอิสระในตวัอยา่งชาทั้งท่ีเป็นชาผงส าหรับชงและชาพร้อมด่ืมท่ีมีวางขายตามทอ้งตลาดทัว่ไป 

4.2 การวเิคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมูลอสิระของอปุกรณ์ทีพ่ฒันาขึน้เทยีบกบัวธีิวิเคราะห์ฤทธ์ิต้าน
อนุมูลอสิระแบบดั้งเดิม 

4.2.1 เปรียบเทยีบฤทธ์ิต้านอนุมูลอสิระของสารมาตรฐานด้วยอุปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษ 

 ในการวิเคราะห์เปรียบเทียบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระนั้นท าไดโ้ดยใช้สารละลายมาตรฐานใน
การเปรียบเทียบ 3 ชนิด คือ EGCG, ascorbic acid และ gallic acid ท่ีมีความเขม้ขน้ 1 มิลลิโมลาร์         
วดัระยะทางท่ีเห็นสีและน าผลท่ีได้มาเปรียบเทียบอนัดบัฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระของสารมาตรฐานทั้ง       
3 ชนิด 
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ตารางท่ี 4.4 เปรียบเทียบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระของสารมาตรฐานดว้ยอุปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษของ 
  สารมาตรฐาน 3 ชนิด คือ EGCG, ascorbic acid และ gallic acid ท่ีมีความเขม้ขน้ 1 มิลลิ 
  โมลาร์ 
 

สาร
มาตรฐาน 

Distance (mm) Mean  
(mm) 

S.D. อนัดบัฤทธ์ิ
ตา้นอนุมูล
อิสระ 

EGCG 

 

 
 

16.3 

 
 

0.58 

 
 

1 

gallic acid 

 

 
 

12.3 

 
 

0.58 

 
 

2 

ascorbic 

acid 

 

 

 

9.3 

 

 

0.58 

 

 

3 

 

 ผลจากการทดลองเปรียบเทียบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระของสารมาตรฐานดว้ยอุปกรณ์ตรวจวดั
แบบกระดาษของสารมาตรฐาน 3 ชนิด พบวา่ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระของสารมาตรฐาน
เรียงจากมากไปนอ้ย คือ EGCG, gallic acid และ ascorbic acid ตามล าดบั โดยพิจารณาจากระยะทางท่ี
เคล่ือนท่ีของสารตา้นอนุมูลอิสระมาตรฐานทั้ง 3 ชนิด 
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4.2.2 เปรียบเทยีบฤทธ์ิต้านอนุมูลอสิระของสารมาตรฐานด้วยวธีิ DPPH 
 ผลจากการทดลองเปรียบเทียบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระของสารมาตรฐานด้วยวิธีมาตรฐาน 
DPPH ของสารมาตรฐาน 3 ชนิด ไดผ้ลดงัตารางท่ี 4.5 พบวา่ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระของ
สารมาตรฐานเรียงจากมากไปน้อย คือ EGCG, gallic acid และ ascorbic acid ตามล าดบั ทั้งน้ีการ
วเิคราะห์อนัดบัฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระสังเกตไดจ้ากค่าการดูดกลืนแสงของอนุมูลอิสระ DPPH ท่ีมีสีม่วง
ซ่ึงจะท าปฏิกิริยากบัสารตา้นอนุมูลอิสระมาตรฐาน แลว้กลายเป็นโมเลกุลท่ีเสถียร ท าใหสี้ม่วงจางลงจน
เป็นสีเหลือง ถา้สารตา้นอนุมูลอิสระมาตรฐานมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระมากสีม่วงของ DPPH ก็จะจางลง
มากจนเป็นสีเหลืองมาก ส่งผลให้ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 519 nm ลดลง ดังนั้นจึง
เปรียบเทียบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระของสารมาตรฐานท่ีเตรียมท่ีความเขม้ขน้เท่ากนัเรียงจากอนัดบัท่ี 1 - 3 
ดูจากค่าการดูดกลืนแสงได ้โดยอนัดบัท่ี 1 จะมีค่าการดูดกลืนแสงนอ้ยท่ีสุดและอนัดบัท่ี 3 จะมีค่าการ
ดูดกลืนแสงมากท่ีสุด 
 

ตารางท่ี 4.5 เปรียบเทียบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระของสารมาตรฐานดว้ยวธีิมาตรฐาน DPPH ของสาร 
  มาตรฐาน 3 ชนิด คือ EGCG, ascorbic acid และ gallic acid ท่ีมีความเขม้ขน้ 0.1 มิลลิ 
  โมลาร์ 

 

สารมาตรฐาน 

Absorbance (519 nm) 

อนัดบัฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 เฉล่ีย 

EGCG 0.536 0.508 0.512 0.519 ± 0.015 1 

gallic acid 0.632 0.647 0.630 0.636 ± 0.009 2 

ascorbic acid 0.708 0.735 0.741 0.728 ± 0.018 3 

 
4.2.3 เปรียบเทยีบฤทธ์ิต้านอนุมูลอสิระของสารมาตรฐานด้วยวธีิ FRAP 

 ผลจากการทดลองเปรียบเทียบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระของสารมาตรฐานด้วยวิธีมาตรฐาน 
FRAP ของสารมาตรฐาน 3 ชนิด ไดผ้ลดงัตารางท่ี 4.6 พบวา่ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระของ
สารมาตรฐานเรียงจากมากไปนอ้ย คือ EGCG, gallic acid และ ascorbic acid ตามล าดบั ทั้งน้ีสังเกตได้
จากค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 596 nmโดยถา้สารตา้นอนุมูลอิสระมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระมากก็
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จะไปรีดิวซ์ Ferric tripyridyltriazine (Fe3+ - TPTZ) ให้อยูใ่นรูป Fe2+ ท าให้สารละลายมีสีเขม้ข้ึน ค่าการ
ดูดกลืนแสงจึงมากข้ึนตามล าดบั ดงันั้นจึงเปรียบเทียบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระเรียงจากมากไปน้อยโดยดู
จากค่าการดูดกลืนแสงท่ีมีค่าเพิ่มมากข้ึน 
 
ตารางท่ี 4.6 เปรียบเทียบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระของสารมาตรฐานดว้ยวธีิมาตรฐาน FRAP ของสาร 

  มาตรฐาน 3 ชนิด คือ EGCG, ascorbic acid และ gallic acid ท่ีมีความเขม้ขน้ 1 มิลลิโมลาร์ 
 

สารมาตรฐาน 

Absorbance (596 nm) 

อนัดบัฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 เฉล่ีย 

EGCG 0.343 0.386 0.378 0.369 ± 0.023 1 

gallic acid 0.232 0.264 0.246 0.247 ± 0.016 2 

ascorbic acid 0.008 0.011 0.006 0.008 ± 0.003 3 

 
4.2.4 เปรียบเทยีบฤทธ์ิต้านอนุมูลอสิระของสารมาตรฐานด้วยวธีิ CUPRAC 

 ผลจากการทดลองเปรียบเทียบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระของสารมาตรฐานด้วยวิธีมาตรฐาน 
CUPRAC ของสารมาตรฐาน 3 ชนิด ไดผ้ลดงัตารางท่ี 4.7 พบว่าความสามารถในการตา้นอนุมูลของ
สารมาตรฐานเรียงจากมากไปน้อย คือ EGCG, gallic acid และ ascorbic acid ตามล าดบั โดยอาศยั
หลกัการท่ีสารตา้นอนุมูลอิสระไปรีดิวซ์ทองแดงใน copper (II)-neocuproine complex กลายเป็นสีส้ม
น ้ าตาลท่ีดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 453 nm ของสารประกอบ copper (I)-neocuproine complex       
ถา้สารตา้นอนุมูลอิสระมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระมากค่าการดูดกลืนแสงก็จะมีค่าเพิ่มมากข้ึน ดงันั้นจึง
เปรียบเทียบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระเรียงจากมากไปนอ้ยโดยดูจากค่าการดูดกลืนแสงท่ีมีค่าเพิ่มมากข้ึน 
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ตารางท่ี 4.7 เปรียบเทียบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระของสารมาตรฐานดว้ยวธีิมาตรฐาน CUPRAC              
  ของสารมาตรฐาน 3 ชนิด คือ EGCG, ascorbic acid และ gallic acid ท่ีมีความเขม้ขน้ 0.1    
  มิลลิโมลาร์ 

 

สารมาตรฐาน 

Absorbance (453 nm) 

อนัดบัฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 เฉล่ีย 

EGCG 0.830 0.834 0.816 0.827 ± 0.009 1 

gallic acid 0.263 0.266 0.259 0.263 ± 0.004 2 

ascorbic acid 0.029 0.021 0.028 0.026 ± 0.004 3 

 

จากการทดลองขา้งตน้เก่ียวกบัการศึกษาความสามารถและความน่าเช่ือถือในการวิเคราะห์
ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระดว้ยอุปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษท่ีประยุกตใ์ช้ ไดท้  าการวิเคราะห์เปรียบเทียบ
และจดัอนัดบัฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระของสารมาตรฐานสามชนิด ไดแ้ก่ EGCG, ascorbic acid และ   
gallic acid กบัวิธีการตรวจวดัสารตา้นอนุมูลอิสระแบบดั้งเดิมคือ FRAP, CUPRAC และ DPPH ไดผ้ล
สรุปดงัตารางท่ี 4.8 จากตารางพบวา่อนัดบัของฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระมาตรฐาน 3 ชนิดท่ีวิเคราะห์ไดจ้าก
วิธีวิเคราะห์ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระทั้ง 4 วิธีมีความคลา้ยคลึงกนั กล่าวคือ EGCG มีความสามารถในการ
ตา้นอนุมูลอิสระมากท่ีสุดและ ascorbic acid มีความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระนอ้ยท่ีสุด แสดงให้
เห็นว่า อุปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษโดยอาศยัการวดัระยะทางท่ีไดป้ระยุกตใ์ชใ้ห้การวิเคราะห์ไปใน
แนวโนม้เดียวกนักบัวิธีวิเคราะห์ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระแบบดั้งเดิม มีแนวโนม้สามารถใชว้ิเคราะห์ฤทธ์ิ
ตา้นอนุมูลอิสระในตวัอยา่งไดอ้ยา่งถูกตอ้งเทียบเท่ากบัวธีิวเิคราะห์แบบดั้งเดิม 
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ตารางท่ี 4.8 การวเิคราะห์เปรียบเทียบและจดัอนัดบัฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระของอุปกรณ์ตรวจวดัแบบ 
   กระดาษท่ีพฒันาข้ึนเทียบกบัวธีิวเิคราะห์ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระแบบ DPPH, FRAP และ  
   CUPRAC 

 
 
principle 

Distance-base assay FRAP CUPRAC DPPH 
Nanoceria surface 
reduction (Ce4+/Ce3+) 

Fe3+ reduction Cu2+ reduction Radical 
scavenging 

EGCG 1 1 1 1 
gallic acid 2 2 2 2 
ascorbic acid 3 3 3 3 

 

4.3 การวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระในตัวอย่างชาด้วยอุปกรณ์แบบกระดาษที่มีการ
ตรวจวดัแบบวดัระยะทาง 
 

 ในการตรวจวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระในตวัอย่างชาใช้ความเขม้ขน้ของสารละลาย

อนุภาคนาโนซีเรียเขม้ขน้ 1% w/v ท่ีอุณหภูมิ 25 oC ใชต้วัอยา่งชาสองประเภท คือ ชาชนิดชงและชาน ้ า 

พร้อมด่ืมโดยใชป้ริมาตรสารตวัอยา่งชา 20 ไมโครลิตร แลว้ท าการตรวจวดัระยะทาง จากนั้นน าขอ้มูลท่ี

ได้มาค านวณหาฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระเทียบเท่ากับสารมาตรฐาน EGCG (EGCG equivalent, 

µmolEGCG/mL หรือ µmolEGCG/g)โดยไดผ้ลดงัแสดงในตารางท่ี 4.9 และ 4.10 
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ตารางท่ี 4.9 ผลการตรวจวเิคราะห์ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระในตวัอยา่งชาน ้าพร้อมด่ืม 
 

ยีห่อ้ Distance (mm) Mean 

(mm) 

S.D. EGCGE 
(µmol 

EGCG/mL 

sample) 

 

 

Sample1 

 

 

 

34.7 

 

 

2.08 

 

 

3.65 

 

 

Sample2 

 

 

 

28.7 

 

 

1.53 

 

 

2.76 

 

 

Sample3 

 

 

 

27.7 

 

 

1.53 

 

 

2.63 

 

 จากการตรวจวิเคราะห์ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระในตวัอย่างชาชนิดน ้ า 3 ยี่ห้อ พบว่าฤทธ์ิตา้น

อนุมูลอิสระในชาชนิดน ้ ายี่ห้อ sample1 มีมากท่ีสุด ส่วนฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระในชาชนิดน ้ ายี่ห้อ 

sample3 มีนอ้ยท่ีสุด 
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ตัวอย่างการค านวณหาค่าสมมูล EGCG (EGCG equivalent, EGCGE) ของชาชนิดน า้พร้อมดื่ม 

ชาพร้อมด่ืมยีห่อ้ : sample1 
ระยะทางในการเคล่ือนท่ีเฉล่ีย เท่ากบั 34.7 mm 
แทนค่า y ในสมการเส้นตรงของสารมาตรฐาน EGCG 
 
  y     =  49.50x  +  6.851 
  34.7  =  49.50x  +  6.851 
  27.819 =  49.50x   
  x =  0.562 =  log[EGCG] 
  [EGCG] =  3.56 mM 
 
ค านวณ mmol ของ EGCG (ใชป้ริมาตรสารตวัอยา่ง 20 ไมโครลิตร ในการวเิคราะห์) 
 =  (3.65 mmol/1,000 mL)(1mL/1,000µL)(20 µL) 
 =  7.3 x 10-5 mmol 
ปริมาตรตวัอยา่งชาท่ีใช ้20 ไมโครลิตร คิดเป็นหน่วย มิลลิลิตร 
 =  (20 µL) (1mL/1,000µL) =  0.02 mL 
 
หาค่าสมมูล EGCG (EGCGE) 

 EGCGE =  7.3 x 10-5 mmol / 0.02 mL 

 EGCGE =  3.65 x 10-3 mmol/mL 

 EGCGE =  0.00365  mmol/mL 
 EGCGE =  3.65  µmol/mL 
 ดงันั้นตวัอย่างชาพร้อมด่ืมยี่ห้อ sample1 มีค่า EGCGE = 3.65  µmol/mL นัน่คือ ชายี่ห้อ 
sample1 ปริมาตร 1 mL มีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระเทียบเท่ากบั EGCG 3.65  µmol 
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ตารางท่ี 4.10 ผลการตรวจวเิคราะห์ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระในตวัอยา่งชาชนิดชง 
 

ยีห่อ้ Distance (mm) Mean 
(mm) 

S.D. EGCGE 
(µmol 

EGCG/g 
sample) 

 
 
sample4 

 

 
 

45.7 

 
 

1.15 

 
 

610.00 
 
 
 

 
 
sample5 

 

 
 

36.3 

 
 

0.58 

 
 

395.00 

 
 
sample6 

 

 
 

36.7 

 
 

1.53 

 
 

399.90 

 
 
sample7 

 

 
 

29.3 

 
 

0.58 

 
 

288.40 
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ตารางท่ี 4.10 (ต่อ) 
 

ยีห่อ้ Distance (mm) Mean 
(mm) 

S.D. EGCGE 
(µmol 

EGCG/g 
sample) 

 

 

sample8 

 

 

 

34.7 

 

 

0.58 

 

 

338.00 

 

 

sample9 

 

 

 

37.0 

 

 

1.00 

 

 

406.40 

 

 

sample10 

 

 

 

40.0 

 

 

0.00 

 

 

467.80 

 

 

sample11 

 

 

 

34.3 

 

 

0.58 

 

 

358.90 
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ตารางท่ี 4.10 (ต่อ)  
 

ยีห่อ้ Distance (mm) Mean 

(mm) 

S.D. EGCGE 
(µmol 

EGCG/g 

sample) 

 

 

sample12 

 

 

 

35.0 

 

 

 

1.00 

 

 

 

 

370.70 

 
 จากการตรวจวิเคราะห์ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระในตวัอย่างชาชนิดชง 9 ยี่ห้อ พบว่าฤทธ์ิตา้น
อนุมูลอิสระในชาชนิดชง ยี่ห้อ sample4 มีมากท่ีสุด ส่วนฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระในชาชนิดชงยี่ห้อ 
sample7 มีนอ้ยท่ีสุด 
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ตัวอย่างการค านวณหาค่าสมมูล EGCG (EGCG equivalent, EGCGE) ของชาชนิดชง 

ชาชนิดชง ยีห่อ้ : sample4 
ระยะทางในการเคล่ือนท่ีเฉล่ีย เท่ากบั 45.7 mm 
แทนค่า y ในสมการเส้นตรงของสารมาตรฐาน EGCG 
 
  y     =  49.50x  +  6.851 
  45.7  =  49.50x  +  6.851 
  27.819 =  49.50x   
  x =  0.784 =  log[EGCG] 
  [EGCG] =  6.081 mM 
 
ค านวณ mmol ของ EGCG (ใชป้ริมาตรสารตวัอยา่ง 20 ไมโครลิตร ในการวเิคราะห์) 
 =  (6.081 mmol/1,000 mL)(1mL/1,000µL)(20 µL) 
 =  1.22 x 10-4 mmol 
ใชต้วัอยา่งชา 2 กรัม น าไปตม้ 5 นาที ในน ้ าปริมาตร 200 มิลลิลิตร ใชท้ดสอบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ 20 
ไมโครลิตร คิดเป็นหน่วย กรัม 
 =  (2g/200mL)(1mL/1,000µL) (20 µL) =  2 x 10-4 g 
หาค่าสมมูล EGCG (EGCGE) 

 EGCGE =  1.22 x 10-4 mmol / 2 x 10-4 g 

 EGCGE =  0.610 mmol/g 

 EGCGE =  610 µmol/g 

 ดงันั้นตวัอย่างชาชนิดชงยี่ห้อ sample4 มีค่า EGCGE = 610.00 µmol/g นัน่คือ sample4
จ านวน 1 กรัม มีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระเทียบเท่ากบั EGCG 610 µmol 
 



 
 

บทที่ 5 
อภิปรายและสรุปผล 

 

5.1 สรุปผลการวจิัย 

 งานวิจยัน้ีไดป้ระยุกตใ์ชอุ้ปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษอยา่งง่ายโดยอาศยัการวดัระยะทางท่ี
สร้างดว้ยวิธีพิมพผ์่านสกรีนดว้ยพอลิเมอร์ โดยท างานร่วมกบัอนุภาคนาโนซีเรียในการตรวจวิเคราะห์
ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระในตวัอยา่งชา ปริมาณของสารตา้นอนุมูลอิสระสามารถวดัไดจ้ากการวดัระยะทาง
ท่ีเกิดการเปล่ียนแปลงสีซ่ึงจะเกิดการเปล่ียนแปลงจากไม่มีสีเป็นสีส้มน ้ าตาล โดยเบ้ืองต้นได้
ท าการศึกษาโดยใช้สารตา้นอนุมูลอิสระคือ EGCG เป็นสารมาตรฐาน ตวัอย่างชาท่ีใช้ในงานวิจยัน้ี
แบ่งเป็น 2 ประเภท คือ ชาชนิดน ้าพร้อมด่ืม 3 ยีห่อ้และชาชนิดชง 9 ยี่ห้อ รวมทั้งหมด 12 ยี่ห้อ โดยฤทธ์ิ
ตา้นอนุมูลอิสระของตวัอยา่งชารายงานเป็นค่า EGCG equivalent (EGCGE) 
 ผลของการทดลองใช้อุปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษอยา่งง่ายโดยอาศยัการวดัระยะทางโดย
เพื่อการวิเคราะห์สารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐาน EGCG พบว่ามีช่วงความเป็นเส้นตรง 3 ช่วง คือ 
ช่วงแรก คือ ช่วงความเขม้ขน้ 0.03 – 0.30 มิลลิโมลาร์ ช่วงท่ีสอง คือ ช่วงความเขม้ขน้  0.30– 2.00 มิลลิ
โมลาร์ ช่วงท่ีสาม คือ ช่วงความเขม้ขน้ 2.50–10.00 มิลลิโมลาร์ ขีดจ ากดัการตรวจวดัมีค่าเท่ากบั 0.0214 
มิลลิโมลาร์ ขีดจ ากดัการหาปริมาณ มีค่าเท่ากบั 0.0269 มิลลิโมลาร์ ความสามารถในการท าซ ้ าจากการ
วเิคราะห์ EGCG ความเขม้ขน้ในช่วงกราฟมาตรฐานใหค้่า %RSD เท่ากบั 4.3-13% (n=10) 
 เม่ือท าการวเิคราะห์เปรียบเทียบและจดัอนัดบัฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระของสารตา้นอนุมูลอิสระ 
3 ชนิด เทียบกบัวิธีการตรวจวดัสารตา้นอนุมูลอิสระแบบดั้งเดิม คือ FRAB, CUPRAC และ DPPH 
พบวา่ อนัดบัของสารตา้นอนุมูลอิสระเป็นไปในแนวโนม้เดียวกนั ผลจากการทดลองขา้งตน้ช้ีให้เห็นวา่ 
อุปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษอยา่งง่ายโดยอาศยัการวดัระยะทางมีแนวโนม้สามารถใชเ้ป็นวิธีวิเคราะห์
ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระในตวัอยา่งท่ีสนในได ้ 

การทดสอบตวัอยา่งชา อุปกรณ์ดงักล่าวสามารถวเิคราะห์ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระไดท้ั้งตวัอยา่ง
ชาชนิดชงและชาน ้าพร้อมด่ืม 

จากผลการทดลองพบวา่ การประยกุตใ์ชอุ้ปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษอยา่งง่ายโดยอาศยัการ
วดัระยะทางท่ีสร้างดว้ยวิธีพิมพผ์่านสกรีนดว้ยพอลิเมอร์ โดยท างานร่วมกบัอนุภาคนาโนซีเรียในการ
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ตรวจวเิคราะห์ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระในตวัอยา่งชาน้ี สามารถตรวจวดัฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระของตวัอยา่ง
ชาไดอ้ยา่งรวดเร็ว เหมาะกบัการน าไปใชใ้นการคดักรองฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระหลายตวัอยา่งพร้อมกนั 
 

5.2 ข้อเสนอแนะ 
 1. ควรท าการศึกษาทดลองคดักรองฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระในตวัอ่ืน ๆ เช่น ในน ้ าผลไม ้หรือ
พืชชนิดต่าง ๆ 
 2. ควรศึกษาวิธีการตรวจวดัระยะทางในกรณีท่ีความเขม้ขน้นอ้ยมาก ๆ ท่ีท าให้ระยะทางท่ี
สารเคล่ือนท่ีไม่ถึง 1 mm 
 3.  ควรศึกษาผลของสารรบกวน (interference) ท่ีมีต่อการวเิคราะห์ดว้ยอุปกรณ์ท่ีพฒันาข้ึน 
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ภาคผนวก 
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ภาคผนวก ก 

ตารางแสดงการวเิคราะห์สารละลายมาตรฐาน EGCG ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ  
ดว้ยวธีิการตรวจวดัแบบระยะทางเพื่อสร้างกราฟมาตรฐาน 
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ตารางท่ี ก-1 แสดงการวเิคราะห์สารละลายมาตรฐาน EGCG ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ ดว้ยวธีิการตรวจวดั 
     แบบระยะทางเพื่อสร้างกราฟมาตรฐาน 
 
[EGCG] 

mM 
Distance 

(mm) 
Mean 
(mm) 

S.D. 

 
 

0.03 

 
 

 
 

1.3 
 

 
 

0.29 

 
 

0.06 

 
 

 
 

3.0 
 

 
 

0.00 

 
 

0.10 

 
 

 
 

5.0 

 
 

0.00 

 
 

0.30 

 
 

 
 

8.3 

 
 

1.53 
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ตารางท่ี ก-1 (ต่อ)  
 
[EGCG] 

mM 
Distance 

(mm) 
Mean 
(mm) 

S.D. 

 
 

0.60 

 
 

 
 

14.7 
 

 
 

0.58 

 
 

1.00 

 
 

 
 

18.7 

 
 

1.15 

 
 

2.00 

 
 

 
 

25.3 

 
 

0.58 

 
 

2.50 

 
 

 
 

30.3 
 

 
 

0.58 
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ตารางท่ี ก-1 (ต่อ)  
 
[EGCG] 

mM 
Distance 

(mm) 
Mean 
(mm) 

S.D. 

 
 

3.00 

 
 

 
 

34.8 

 
 

0.29 

 
 

4.00 

 
 

 
 

39.0 

 
 

1.73 

 
 

7.00 

  
 

51.7 
 

 
 

0.58 

 
 

9.00 

 
 

 
 

56.7 

 
 

2.08 
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ตารางท่ี ก-1 (ต่อ)  
 
[EGCG] 

mM 
Distance 

(mm) 
Mean 
(mm) 

S.D. 

 
 

10.00 

 
 

 
 

61.0 

 
 

1.00 
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ภาคผนวก ข 
ตารางแสดงการวเิคราะห์สารละลายมาตรฐาน EGCG ท่ีความเขม้ขน้ 0.01 มิลลิโมลาร์ 

ดว้ยวธีิการตรวจวดัแบบระยะทางเพื่อหาขีดจ ากดัการตรวจวดัและขีดจ ากดัการหาปริมาณ 
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ตารางท่ี ข-1 แสดงการวเิคราะห์สารละลายมาตรฐาน EGCG ท่ีความเขม้ขน้ 0.01 มิลลิโมลาร์ ดว้ย 
     วธีิการตรวจวดัแบบระยะทางเพื่อหาขีดจ ากดัการตรวจวดัและขีดจ ากดัการหาปริมาณ 
 

[EGCG],mM คร้ังท่ี Distance (mm) Mean (mm) S.D. 
 
 
 

 
0.01 

 
 

1 0.4  
 
 
 

0.4 

 
 
 
 

0.08 

2 0.5 
3 0.5 
4 0.3 
5 0.5 
6 0.3 
7 0.5 
8 0.4 
9 0.5 

10 0.4 
 

การค านวณหาขีดจ ากดัการตรวจวดั 

 จากสูตร   LOD = 3(S.D.) 
     LOD = 3(0.08) 
     LOD = 0.2512 
 แทนค่า y ในสมการเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน y = 7.129x + 12.02 
     0.2512   = 7.129x + 12.02 
     7.129x   = -11.7688 
     x  = -1.65  = log [EGCG] 
     [EGCG] = 0.0214 มิลลิโมลาร์ 
ดงันั้น ขีดจ ากดัการตรวจวดั ของอุปกรณ์ตรวจวดัแบบวดัระยะทางมีค่าเท่ากบั 0.0214 มิลลิโมลาร์ 
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การค านวณหาขีดจ ากดัการหาปริมาณ 

 จากสูตร   LOQ = 10(S.D.) 
     LOQ = 10(0.08) 
     LOQ = 0.8 
 แทนค่า y ในสมการเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน y = 7.129x + 12.02 
     0.8   = 7.129x + 12.02 
     7.129x   = -11.22 
     x  = -1.57  = log [EGCG] 
     [EGCG] = 0.0269 มิลลิโมลาร์ 
ดงันั้น ขีดจ ากดัการหาปริมาณ ของอุปกรณ์ตรวจวดัแบบวดัระยะทางมีค่าเท่ากบั 0.0269 มิลลิโมลาร์ 
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ภาคผนวก ค 
ภาพการหาความสามารถในการท าซ ้ าของการวิเคราะห์ EGCG ท่ีความเขม้ขน้ในช่วงความเป็นเส้นตรง

ดว้ยการวดัระยะทางและตารางแสดงผลการวดัระยะทางของการวิเคราะห์ EGCG  
เพื่อหาความสามารถในการท าซ ้ า 
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ภาพท่ี ค-1 การหาความสามารถในการท าซ ้ าของการวเิคราะห์ EGCG ท่ีความเขม้ขน้ 0.10 มิลลิโมลาร์  
  ดว้ยการวดัระยะทาง 
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ตารางท่ี ค-1 แสดงผลการวดัระยะทางของการวเิคราะห์ EGCG ท่ีความเขม้ขน้ 0.10 มิลลิโมลาร์ เพื่อหา 
     ความสามารถในการท าซ ้ า 
                                

[EGCG],mM คร้ังท่ี Distance (mm) Mean (mm) S.D. 
 
 
 

 
0.10 

 
 

1 4.0  
 
 
 

3.9 

 
 
 
 

0.52 

2 4.0 
3 4.0 
4 4.0 
5 3.0 
6 3.5 
7 3.5 
8 5.0 
9 4.0 

10 4.0 
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ภาพท่ี ค-2 การหาความสามารถในการท าซ ้ าของการวเิคราะห์ EGCG ท่ีความเขม้ขน้ 0.60 มิลลิโมลาร์  
   ดว้ยการวดัระยะทาง 
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ตารางท่ี ค-2  แสดงผลการวดัระยะทางของการวเิคราะห์ EGCG ท่ีความเขม้ขน้ 0.60 มิลลิโมลาร์ เพื่อหา 
     ความสามารถในการท าซ ้ า 
                               

[EGCG],mM คร้ังท่ี Distance (mm) Mean (mm) S.D. 
 
 
 

 
0.60 

 
 

1 9.0  
 
 
 

9.5 

 
 
 
 

0.47 

2 9.0 
3 9.0 
4 10.0 
5 10.0 
6 9.0 
7 10.0 
8 10.0 
9 9.5 

10 9.5 
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ภาพท่ี ค-3 การหาความสามารถในการท าซ ้ าของการวเิคราะห์ EGCG ท่ีความเขม้ขน้ 1.00 มิลลิ      
                 โมลาร์ ดว้ยการวดัระยะทาง 
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ตารางท่ี ค-3 แสดงผลการวดัระยะทางของการวเิคราะห์ EGCG ท่ีความเขม้ขน้ 1.00 มิลลิโมลาร์ เพื่อหา 
     ความสามารถในการท าซ ้ า 
                               

[EGCG],mM คร้ังท่ี Distance (mm) Mean (mm) S.D. 
 
 
 

 
1.00 

 
 

1 15.0  
 
 
 

14.4 

 
 
 
 

1.43 

2 13.0 
3 16.0 
4 14.0 
5 13.0 
6 13.0 
7 17.0 
8 13.0 
9 15.0 

10 15.0 
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ภาพท่ี ค-4 การหาความสามารถในการท าซ ้ าของการวเิคราะห์ EGCG ท่ีความเขม้ขน้ 2.50 มิลลิโมลาร์  
 ดว้ยการวดัระยะทาง 
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ตารางท่ี ค-4 แสดงผลการวดัระยะทางของการวเิคราะห์ EGCG ท่ีความเขม้ขน้  2.50 มิลลิโมลาร์         
     เพือ่หาความสามารถในการท าซ ้ า 
                              

[EGCG],mM คร้ังท่ี Distance (mm) Mean (mm) S.D. 
 
 
 

 
2.50 

 
 

1 29.0  
 
 
 

29.4 

 
 
 
 

1.54 

2 28.0 
3 28.0 
4 30.0 
5 32.0 
6 27.0 
7 29.0 
8 30.0 
9 30.5 

10 31.0 
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ภาพท่ี ค-5 การหาความสามารถในการท าซ ้ าของการวเิคราะห์ EGCG ท่ีความเขม้ขน้  4.00 มิลลิโมลาร์  
 ดว้ยการวดัระยะทาง 
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ตารางท่ี ค-5 แสดงผลการวดัระยะทางของการวเิคราะห์ EGCG ท่ีความเขม้ขน้ 4.00 มิลลิโมลาร์ เพื่อหา 
     ความสามารถในการท าซ ้ า 
                               

[EGCG],mM คร้ังท่ี Distance (mm) Mean (mm) S.D. 
 
 
 

 
4.00 

 
 

1 37.0  
 
 
 

36.8 

 
 
 
 

1.57 

2 35.0 
3 36.5 
4 36.0 
5 35.0 
6 39.5 
7 38.0 
8 36.0 
9 39.0 

10 36.0 
 

 จากระยะทางท่ีเห็นสี สามารถหาความสามารถในการท าซ ้ าในการวิเคราะห์ EGCGโดยการ
หาค่าร้อยละส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพทัธ์ (percentage of relative standard deviation, %RSD) ได้
ดงัน้ี 

 จากตารางไดค้่า %RSD  ท่ี 0.03 มิลลิโมลาร์  =  100
1.2

16.0
x  =  7.6% 

    ท่ี 0.10 มิลลิโมลาร์  =  100
9.3

52.0
x  =  13%  

    ท่ี 0.60 มิลลิโมลาร์  =  100
5.9

47.0
x  =  4.9% 

ท่ี 1.00 มิลลิโมลาร์  =  100
4.14

43.1
x  =  9.9% 

ท่ี 2.50 มิลลิโมลาร์  =  100
4.29

54.1
x  =  5.2% 

ท่ี 4.00 มิลลิโมลาร์  =  100
8.36

57.1
x  =  4.3% 
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ภาคผนวก ง 
ตารางแสดงการวเิคราะห์สารละลายมาตรฐาน EGCG ท่ีช่วง 2.50-10.00 มิลลิโมลาร์ 

ดว้ยวธีิการตรวจวดัแบบระยะทางเพื่อสร้างกราฟมาตรฐานในการค านวณ 
หาฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระในตวัอยา่งชา 
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ตารางท่ี ง-1 แสดงการวเิคราะห์สารละลายมาตรฐาน EGCG ท่ีช่วง 2.50-10.00 มิลลิโมลาร์ ดว้ยวธีิการ 
    ตรวจวดัแบบระยะทางเพื่อสร้างกราฟมาตรฐานในการค านวณหาฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระใน  
    ตวัอยา่งชา 
 
[EGCG] 

mM 
Distance 

(mm) 
Mean 
(mm) 

S.D. 

 
 

2.00 

 
 

 
 

23.3 
 

 
 

2.52 

 
 

2.60 

 
 

 
 

26.3 
 

 
 

0.58 

 
 

4.00 

 
 

 
 

36.0 

 
 

0.00 

 
 

5.00 

 
 

 
 

40.0 

 
 

1.73 
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ตารางท่ี ง-1 (ต่อ)  
 
[EGCG] 

mM 
Distance 

(mm) 
Mean 
(mm) 

S.D. 

 
 

6.00 

 
 

 
 

46.0 
 

 
 

1.00 

 
 

10.00 

 
 

 
 

57.0 
 

 
 

1.00 
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ภาพท่ี ง-1 กราฟมาตรฐานในการค านวณหาฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระในตวัอยา่งชา 
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ภาคผนวก จ 
รายช่ือตวัอยา่งชาทั้งชาน ้าพร้อมด่ืมและชาชนิดชง 
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ตารางท่ี จ-1 แสดงรายช่ือตวัอยา่งชาทั้งชาน ้าพร้อมด่ืมและชาชง 
 

ยีห้่อ ช่ือทีว่างขายตามท้องตลาดทั่วไป 
sample1 Ichitan green tea รสจมูกขา้วญ่ีปุ่น 
sample2 Oichi green tea รสขา้วญ่ีปุ่น 
sample3 Tea + plus ปราศจากน ้าตาล 
sample4 ชาอูหลง ตราชาระมิงค ์
sample5 ชาลิปตนั 
sample6 ชาปรุงส าเร็จ 
sample7 กรีนที (ใบชาเขียว) 
sample8 ชาเขียวมะลิ ตราบา้นไร่ 5 ดาว 
sample9 ชาเขียวจีน ตรา tops 
sample10 ชาเขียวญ่ีปุ่นตรา tops 
sample11 ชาเขียว ฟูจิเกนมยัชะ 
sample12 ชาเขียวคาเมลเลีย 

 
 
 
 
 
 




