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  วตัถุประสงคข์องงานวจิยัน าหลกัการแยกสารบนตวักลางกระดาษควบคู่กบัการศกึษาการ

เกดิปฏกิริยิา DPPH scavenging assay บนตวักลางเซลลโูลส สแกนภาพและแปลผลดว้ยโปรแกรม 

Adobe photoshop CS2 เปรยีบเทยีบกบัวธิ ีMicroplate assay รวมถงึการพฒันาชุดทดสอบฤทธิ ์

ตา้นอนุมลูอสิระดพีพีเีอชสตรปิ เพื่อไดม้าซึง่วธิวีเิคราะหส์ารทีม่ฤีทธิใ์นการตา้นอนุมลูอสิระในเชงิ

ปรมิาณและเชงิคุณภาพ 

  ผลการเทยีบวธิวีเิคราะหท์ีพ่ฒันาโดยใชส้ารมาตรฐานวติามนิซ ี (Ascorbic acid) พบว่ามี

ความเป็นเสน้ตร ง ความถูกตอ้ง แมน่ย า และมคีวามสามารถในการตรวจวดัสารไดเ้ป็นไปตาม

ขอ้ก าหนด International Conference of Harmonization (ICH) guideline แสดงค่าความเป็น

เสน้ตรง Y = 8266.6x-133.01 ทีช่่วงความเขม้ขน้ที่  75-175 µg/ml มคี่าสมัประสทิธิส์หสมัพนัธ์    

(r2= 0.9962) ปรมิาณต ่าสุดทีส่ามารถตรวจวดัได ้(LOD) และปรมิาณต ่าสุดทีว่เิคราะหไ์ด ้ (LOQ) คอื 

0.009 และ 0.03 µg/spot ตามล าดบั การทดสอบความแมน่ย าของการวเิคราะหซ์ ้าในช่วงเวลา

เดยีวกนัและวเิคราะหต่์างวนัเวลากนั มคี่าสมัประสทิธค์วามแปรปรวน  (%RSD) คอื 2.29 ถงึ 5.53% 

และ 2.95 ถงึ 4.19% ตามล าดบั  ความถูกตอ้งของวิ ธใีหค้่าการคนืยอ้นกลบัของสารอยูใ่นช่วง  

101.50 ถงึ104.67% และผลค่า IC50 ของวธิเีทคนิคเชงิภาพมคี่าเท่ากบั 102.27 ± 2.97 µg/ml 

ค านวณจากโปรแกรม Graphpad prism 5 มคี่าสหสมัพนัธข์องวธิกีารทีพ่ฒันากบัวธิมีาตรฐาน 

DPPH scavenging assay-microplate, r2 = 0.9892 วธิทีีพ่ฒันาขึน้สามารถตรวจวดัหาปรมิาณสาร

ไดเ้ป็นไปตามมาตรฐานก าหนดใหค้่ามคีวามถูกตอ้งและน่าเชื่อถอื ซึง่น ามาพฒันา ชุดทดสอบฤทธิ ์

ตา้นอนุมลูอสิระแบบดพีพีเีอ ชสตรปิเพื่อการควบคุมคุณภาพเบือ้งตน้  พบว่าชุดทดสอบนี้สามารถ

ตรวจพบสาร Ascorbic acid, Gallic acid, Rutin, Quercetin แสดงผลค่า LOD คอื 7.8 15.6 125.0 

และ 62.5 µg/ml ตามล าดบั โดยวธิทีีไ่ดพ้ฒันาขึน้เป็นวธิกีารตรวจวดัสารตา้นอนุมลูอสิระทีใ่ช้ ตน้ทุน

ต ่า ปลอดภยั สะดวกกบัการทดสอบในภาคสนาม  

  ขอ้จ ากดัของวธิวีเิคราะหท์ีพ่ฒันานัน้การปฏบิตักิารจดุสารบนกระดาษขนาด และขอบเขต

มผีลต่อการเกดิปฏกิริยิา อกีทัง้ยงัไมเ่หมาะต่อการทดสอบสารที่ ไมม่ขี ัว้และสารทีม่ฤีทธิใ์นการตา้น

อนุมลูอสิระทีม่สี ีเนื่องจากไปรบกวนการอ่านค่าพกิเซลดว้ยโปรแกรม  Adobe Photoshop CS2  



ค าส าคญั อนุมลูอสิระ เทคนิคแยกสารดว้ยกระดาษ เทคนิควเิคราะห์เชงิภาพ วธิตีรวจสอบความ
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           The Objectives of study were to develop and validate method of paper 
chromatography coupled with DPPH (2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) scavenging assay. 
Documented scanner and Adobe photoshop CS2 program were processed by means of an 
image processing program and compare with microplate assay. Include DPPH strip test for 
the purpose of quantitative determination and qualitative determination analytical method to 
test the antioxidant activity of health product. 
           Validation methods were performed including linearity, accuracy, precision and 

sensitivity based on International Conference of Harmonization (ICH) guideline. Results of 

method validation used ascorbic acid as a standard substance. Linear is good regreassion 

line y =8266.6x-133.01 at range concentration 75-175 µg/ml and r2 = 0.9962. Limit of 

detection (LOD) and Limit of quantitation (LOQ) were 0.009 and 0.03 µg/spot, respectively. 

The intra-assay and inter-assay precision values were 2.29-5.53% and 2.95-4.19%, 

respectively. The accuracy was 101.50-104.67 %. The IC50 of the development methd was 

102.27± 2.97 µg/ml which calculated from computation of Graphpad prism 5. The image 

processing method correlate microplate method (r2= 0.9892). DPPH strip test is useful for 

Consumer Protection Surveillance and products available in the market that claim to have 

antioxidant properties. This is also for quality control of the product itself. This strip test was 

modified from principle of the DPPH scavenging assay which changes color of 2, 2-

diphenyl-1-picrylhydrazyl: DPPH on paper strip. The test had high accuracy and sensitivity. 

Limit of detection (LOD) of Ascorbic acid, Gallic acid, Rutin, Quercetin are 7.8, 15.6, 125.0, 

62.5 µg/ml respectively. The substances were environmentally friendly, low cost, simple and 

easy to test in the field. 

            Specification of developed method to test spot and scope affect to reaction of 
DPPH. Also inappropriate to non polar sample and pigment sample affect to means of an 
image processing program. 



Keywords: Antioxidant, Paper chlomatography, Image processing program, Method 
validation 
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บทท่ี 1 

 บทน า (Introduction) 

  
             ในปจัจุบนัวถิกีารด าเนินชวีติของผูค้นในสงัคมไดเ้ปลีย่นแปลงไป อนัเน่ืองมาจากการ
แขง่ขนักบัเวลา มคีวามเรง่รบี ตอ้งท างานหนกั สภาวะ กดดนัในหน้าทีก่ารงาน  สง่ผลใหเ้กดิภาวะ
ความเครยีด  และสภาพ แวดลอ้มทีเ่ป็นมลภาวะทีเ่ป็นพษิ มากขึน้ จงึท าให้ ขาดการดแูลสขุภาพ  
รวมถงึเรือ่งการโภชนาการทีไ่มเ่หมาะสมขาดสารอาหาร หลกัทีส่ าคญั เป็นผลใหร้า่งกายออ่นแอลง 
ระบบภูมิคุม้กนัรา่งกายลดต ่าลง สง่ผลให้มกีารสรา้งอนุมลูอสิระทีผ่ดิปกตไิป ภายในรา่งกาย ซึง่การ
เกดิอนุมลูอสิระ (Free radical) เป็นกลไกการเกดิขึน้ทางธรรมชาตขิองสารทีม่กีารดงึอเิลก็ตรอนจาก
สารอื่นในบรเิวณรอบขา้งของ โมเลกุลหรอือะตอม ของสารทีม่อีเิลก็ตรอนเดีย่วอยา่งน้อย 1 ตวั 
(Unpaired electron) ทีโ่คจรรอบนอกสุด  สง่ผลท าให้เกดิความเสถยีรต ่าและ มคีวามไวต่อการ
เกดิปฏกิริยิากบัโมเลกุลของสารอื่นทีอ่ยูบ่รเิวณรอบๆ ของสาร โดยทีโ่มเลกุลขา้งเคยีงจะสญูเสยีหรอื
รบัอเิลก็ตรอนกลายเป็นอนุมลูอสิระตวัใหม ่ เกดิเป็นปฏกิริยิาลกูโซ่ (Chain reaction) ซึง่จะเกดิขึน้
ภายในรา่งกาย โดยผา่นกระบวน การขนถ่ายอเิล็ กตรอน  เพือ่ไป เผาผลาญ สารอาหารใหเ้กดิเป็น
พลงังานโดยใชอ้อกซเิจนในไมโทคอนเดรยี อเิลก็ตรอนทีเ่กดิขึน้ นัน้จะไปจบัตวักบัออกซเิจนบรเิวณ
รอบๆ ท าให้เกดิเป็นอนุมลูของออกซิ เจนทีไ่วต่อการเกดิปฏกิริยิา  ซึง่เป็นปจัจยัเอือ้ต่อ การเกดิการ
ท างานทีผ่ดิปกติ ของเซลล ์ และลุกลามจนเกดิความผดิปกตขิองเน้ือเยือ่ หรอือวยัวะก่อใหเ้กดิโรค
ต่างๆ เชน่ โรคมะเรง็ โรคหลอดเลอืดหวัใจ โรคขอ้อกัเสบ โรคสมองเสือ่ม เป็นตน้ รวมถงึการเสือ่ม
ของเซลล์ผวิ จนเป็นสาเหตุของการ เกดิริว้รอยของผวิหน้าและผวิพรรณ ท าใหเ้กดิ ภาวะแก่ก่อนวยั
อนัควร ทีม่ผีลต่อความสวยงามและความมัน่ใจของมนุษย์  ซึง่ลว้นเกีย่วพนักบัสาเหตุการเกดิอนุมลู
อสิระ แมว้า่ในรา่งกายจะมกีลไก ในการป้องกนัจากอนุมลูอสิระ แต่สารตา้น อนุมลูอสิระ ทีร่า่งกาย
สรา้งขึน้ นัน้ไมเ่พยีงพอต่อการต่อตา้น  ดงันัน้เราจงึจ าเป็นตอ้งอุปโภคหรอื บรโิภค  อาหารและ
ผลติภณัฑท์ีม่ีฤทธิใ์นการตา้นออกซเิดชนั  ซึง่ในปจัจุบนัมกีารผลติออกมามากมายเพือ่ตอบโจทยแ์ก่
กลุ่มลกูคา้ทีม่คีวามสนใจในการดแูลสขุภาพ มอีงคป์ระกอบของสารส าคญัทีอ่อกฤทธิ ์ ในการตา้น
อนุมลูอสิระเพือ่ชว่ยลดปรมิาณหรอืท าลายอนุมลูอสิระในรา่งกาย ท าใหช้ะลอความเสือ่มของเซลลไ์ด ้
             ปจัจุบนั มกีารศกึษา คน้คว้ าวจิยั เพือ่หา สารที่ มฤีทธิต์า้นอนุมลูอสิระ ใน สมุนไพร ผกั 
ผลไมห้รอืผลติภณัฑจ์ากธรรมชาต ิเพือ่น ามา ใชใ้นการ บรโิภคหรอืใช้ ประโยชน์ ในการตา้นอนุมลู
อสิระ การทดสอบสาร ที่มฤีทธิต์า้นอนุมลูอสิระนัน้มหีลายวธิ ีซึง่ขึน้กบัคุณสมบตัขิ องสารออกฤทธิ ์
ของสารนัน้ๆ ไดแ้ก่ 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl:DPPH scavenging assay, 2,2’- azino-bis (3-
ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid):ABTS assay, Total phenolic content เป็นตน้ แต่ขอ้จ ากดั
ของการวเิคราะห์ ทีไ่ด้กล่าวไป คอื เป็นวธิวีเิคราะหท์ีห่าสาร ในเชงิสารผสม (Total content) ไม่
สามารถจ าแนกหรอืแยกสารไดว้า่เป็นสารชนิดใดทีใ่หฤ้ทธิใ์นการตา้นอนุมลูอสิระทีแ่ทจ้รงิ รวมถงึแต่
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ละวธิจีะมขีอ้จ ากดั ในเรือ่งการตรวจวเิคราะหท์ีต่อ้งใชค้วามช านาญการเครือ่งตรวจวเิคราะหแ์ละ
อุปกรณ์มรีาคาสงู จงึท าใหก้ารวเิคราะหเ์พือ่หาส ารใหมน่ัน้ มตีน้ทุนในการศกึษาสงู ทางคณะผูว้ิ จยั
ไดพ้ฒันาวธิวีเิคราะห์หาสารทีม่ฤีทธิใ์นการตา้นอนุมลูอสิระ โดยใชห้ลกัการโครมาโตกราฟี แยกสาร
โดยตวัพาทีเ่ป็นตวัท าละลายไปบนวฏัภาคของแขง็ ซึง่ขึน้กบัคุณสมบตัขิองสารแต่ละตวั ความมขีัว้ที่
ต่างกนั จงึเกดิการเดนิทางบนวฏัภาคของแขง็ทีต่่างกนั จากเดมิจะใชแ้ผน่ TLC ทีเ่ป็นอลมูเินียม
เคลอืบดว้ยซลิกิาเจล แต่ อุปกรณ์ดงักล่าวมรีาคาแพง มกีากทีม่อีนัตรายต่อคน และสิง่แวดลอ้ม  ทาง
ผูว้จิยัจงึมกีารพฒันาเทคนิคแยกสารดว้ยตวักลางทีเ่ป็นกระดาษหรอื  Paper chromatography: PC 
ทีม่คีวามปลอดภยัและราคาถูกกวา่น ามาใชแ้ทนแผน่ TLC และท าการวเิคราะหฤ์ทธิต์า้นอนุมลูอสิระ
แบบ DPPH assay รว่มกบัการใช้เทคนิคเชงิภาพในการประเมนิผล จากนัน้ตรวจสอบความถูกตอ้ง
ของวธิ ี(Method validation) และเปรยีบเทยีบวธิทีีพ่ฒันาขึน้กบัวธิวีเิคราะหท์ีเ่ป็นมาตรฐาน DPPH 
assay ทีใ่ช ้Microplate reader ในการวดัประเมนิผล ซึง่วธิีทีพ่ฒันาขึน้มาน้ี มตีน้ทุนต ่า วธิวีดัผลก็
เป็นวธิทีีง่า่ย สะดวก ไมซ่บัซอ้น และอุปกรณ์เครือ่งมอืทีใ่ชม้รีาคาไมส่งู นอกจากน้ียงัไดม้กีารพฒันา
สิง่ประดษิฐ ์หรอืวธิใีนการตรวจวเิคราะหเ์บือ้งตน้ (Screening test) เพือ่ใหไ้ดชุ้ดทดสอบทีใ่ชใ้นการ
ตรวจวดัสารทีม่ฤีทธิใ์นการตา้นออกซเิดชัน่ทีอ่ยูใ่นผลติภณัฑ ์เชน่ อาหาร เครือ่งดื่ม เครือ่งส าอาง 
เพือ่ใหไ้ดก้ารตรวจวเิคราะหท์ีม่คีวามสะดวก รวดเรว็ เป็นทีย่อมรบั ในวงการวทิยาศาสตรพ์รอ้มทัง้
ตน้ทุนในการทดสอบทีต่ ่าลง และสะดวกในการออกภาคสนาม 

  
วตัถปุระสงค ์

1. เพือ่พฒันาวธิวีเิคราะหเ์ชงิปรมิาณและเชงิคุณภาพของสารทีม่ฤีทธิใ์นการตา้นอนุมลู 

อสิระดว้ยวธิ ีDPPH assay โดยใชเ้ทคนิคเชงิภาพบนตวักลางทีเ่ป็นกระดาษและเปรยีบเทยีบกบัวธิี

มาตรฐาน DPPH assay ทีใ่ช ้microplate  

2. เพือ่พฒันาชุดทดสอบฤทธิต์า้นอนุมลูอสิระแบบดพีพีเีอชสตรปิ (DPPH strip for  

testing antioxidant activity) 
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ขอบเขตของงานวิจยั 
  งานวจิยัน้ีเป็นงานวจิยัเชงิทดลองทีมุ่ง่เน้นการศกึษาและการพฒันาวธิวีเิคราะหเ์พือ่

ตรวจหาสารทีม่ฤีทธิใ์นการตา้นอนุมลูอสิระในเชงิปรมิาณและเชงิคุณภาพดว้ยเทคนิคการแยกสาร

บนกระดาษเซลลโูลส (Paper Chromatography) และใชก้ารประเมนิผลดว้ยเทคนิค เชงิภาพ โดย

แบ่งเป็น 2 สว่น  

 สว่นที ่1 เป็นการพฒันาวธิวีเิคราะหเ์ชงิปรมิาณโดยศกึษาชนิดของวฏัภาคคงที ่(Stationary 

phase: SP) ทีเ่หมาะสมต่อการน ามาใชเ้ป็นตวักลางในการเคลื่อนทีข่องสาร ศกึษา สภาวะของวฏั

ภาคเคลื่อนที ่ (Mobile phase: MP) ทีเ่หมาะสมในการวเิคราะหไ์ดแ้ก่ ชนิด ของสารละลายและ

อตัราสว่น ของสารละลายผสม ทีใ่ชเ้ป็น วฏัภาคเคลื่อนที่  เพือ่ใหส้ารมรีะยะทางการเคลื่อนทีบ่น

กระดาษ (Rf) ทีเ่หมาะสม ในการตรวจวดันัน้ใชว้ธิีการจุ่ม (Dipping) กระดาษทีไ่ดม้กีารรนัสารแลว้

ลงในสารละลาย 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl:DPPH ในเมทานอล โดยใชส้ารมาตรฐานทีม่ฤีทธิใ์น

การตา้นอนุมลูอสิระ คอื แอสคอรบ์กิ แอซดิ และจะวดัผลในเชงิคุณภาพจากการเปลีย่นสบีนกระดาษ

จากสมีว่งเป็นสเีหลอืง  ณ จุดทีม่สีารทีม่ฤีทธิใ์นการตา้นอนุมลูอสิระ  จากนัน้ท าการสแกนดว้ยเครือ่ง

สแกนแปลงเป็นไฟลภ์าพเพือ่ใชใ้นการวเิคราะหด์ว้ย โปรแกรม Adobe Photoshop CS2 ในการแปล

ผลและการวเิคราะห์ ผลเพือ่หาสารในเชงิปรมิาณ โดยค านวณจากค่าพกิเซล (Pixel) ทีต่รวจวดัได้

แปรผนัตรงกบัความเขม้ขน้ของสารทีใ่ชใ้นการทดสอบ และตรวจสอบความถูกตอ้งของวธิวีเิคราะหท์ี่

พฒันาขึน้ใหเ้ป็นไปตามเกณฑก์ารยอมรบัของ International Conference on Harmonization (ICH) 

of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use และ FDA 

guideline และท าการเปรยีบเทยีบกบัวธิ ีDPPH Scavenging assay ทีใ่ช ้96-well plate และอ่านผล

โดยเครือ่ง Microplate reader และเปรยีบเทยีบผลการศกึษาสารมาตรฐานและสารตวัอยา่งในแต่ละ

วธิ ีโดยใชค้า่ IC50 

  สว่นที่ 2 เป็นการพฒันาชุดทดสอบส าหรบัการวเิคราะหเ์ชงิคุณภาพของสารทีม่ี ฤทธิต์า้น

อนุมลูอสิระแบบดพีพีเีอชสตรปิ (DPPH strip for antioxidant activity test) สามารถท าการตรวจ

วเิคราะหห์าสารทีม่ฤีทธิใ์นการตา้นอนุมลูอสิระในสารตวัอยา่งในเบือ้งตน้ (Screening test) เพือ่การ

ทดสอบสารตา้นอนุมลูอสิระในภาคสนาม 
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กรอบแนวคิดของงานวิจยั 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 1 กรอบแนวคดิงานวจิยั 

 
 

เทคนิคการตรวจวดั 
Sample preparation 

Method validation 

Mobile phase 

DPPH-PC, DPPH strip 

Stationary phase (Paper, strip) 

วธิวีเิคราะหท์ีไ่ดท้ดสอบความถกูตอ้ง  

ทดสอบภาคสนาม 

วธิทีดสอบเชงิปรมิาณและคุณภาพทีใ่ชไ้ดจ้รงิ 

Standard method: 
DPPH microplate 

assay  



บทท่ี 2 

ทบทวนวรรณกรรม (Literature review) 
 

อนุมลูอิสระ (Free radical) (1, 2, 3, 4) 
   คอืโมเลกุลหรอือะตอมของสารทีม่อีเิลก็ตรอนเดีย่วอยา่งน้อย 1 ตวั (Unpaired electron) 
ทีโ่คจรรอบนอกสุด เป็นผลท าใหเ้กดิความเสถยีรต ่าและมคีวามไวต่อการเกดิปฏกิริยิากบั ชวีโมเลกุล
ของสาร อื่นทีอ่ยู่ บรเิวณ รอบๆ  ของสาร นัน้  โดยทีโ่มเลกุลขา้งเคยีง จะเกดิการ สญูเสยีหรอืรบั
อเิลก็ตรอนกลายเป็น  อนุมลูอสิระตวัใหม ่ เกดิเป็นวงจรของปฏกิริยิาลกูโซ่ (Chain reaction) ซึง่
ความ สามารถ ในการ เกดิ ปฏกิริยิา นัน้จะเกดิขึน้ ภายในรา่งกาย โดยผ่านกระบวน การขนถ่าย
อเิลก็ตรอน  เพื่อ เผาผลาญ สาร อาหารใหเ้กดิเป็นพลงังานโดยใชอ้อกซเิจนในไมโทคอนเดรยี 
อเิลก็ตรอนทีเ่กดิขึน้ นัน้จะไปจบัตวักบัออกซเิจน รอบๆ  เกดิเป็นอนุมลูของออกซเิจนทีไ่วต่อการ
เกดิปฏกิริยิา  เรยีกว่า ปฏกิริยิานี้ว่า  Reactive oxygen species (ROS) เช่น อนุมลูอสิระของ 
Hydroxyl Superoxide เป็นตน้ รวมถงึการเกดิอนุมลูอสิระ ของสารชนิดอื่นๆทีเ่กดิภายในรา่งกาย  
เช่น reactive nitrogen species สารกลุ่ม  nitric oxide จากเอนไซม ์เช่น Xanthine oxide 
lipoxygenase เป็นตน้  
 
ตาราง 1 แสดงประเภทของอนุมลูอสิระและสารทีเ่กีย่วขอ้ง (1, 3) 

 

อนุมลูอิสระ สญัลกัษณ์ Half life (วินาที) สารท่ีเก่ียวข้อง 
Reactive oxygen species(ROS): 
Superoxide Superoxide anion 
Hydroxyl radical 
Hydroperoxide  
Peroxyl radical 
Alkoxyl 
 
Carbonate  
Carbon dioxide  

 
 

O2•
– 

 
•OH 
HO2• 
ROO• 
RO• 

CO3•
– 

CO2•
– 

 
 

10-6 วนิาท ี
 

10-9 วนิาท ี
คงตวั 

1 
 
 

N/A 
N/A 

 
 
H2O2  Ozone (O3) 
 
Hypobromousacid (HOBr) 
Hypochlorousacid (HOCl) 
Singlet oxygen (O2

1 Δg) 
Organicperoxides (ROOH) 
Peroxynitrite (ONOO-) 
Peroynitrous acid (ONOOH) 
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ตาราง 1  (ต่อ) 
 

อนุมลูอิสระ สญัลกัษณ์ Half life (วนิาท)ี สารทีเ่กีย่วขอ้ง 
Reactive nitrogen species 
(RNS): 
Nitric oxide  
 
Nitrogen dioxide  
 
 
 
 
 
 
Reactive Chlorine 
species(RCS): 
Atomic Chlorine  
 
Other 
Trioyl radical  

 
 
 
 

NO• 

NO2•,NO2•
– 

 
 
 
 
 

 
 

Cl• 

 
 

RS• 

 
 
1 
 
1 
 
 
 
 
 
 
 
 

N/A 
 

 
N/A 

 
Nitrous acid (HNO2) 
Nitrosyl cation (NO+),  
 
Nitroxyl anion (NO-) 
Dinitrogen tetroxide (N2O4) 
Dinitrogen trioxide (N2O3) 
Peroxynitrile (ONOO-) 
Peroynitrous acid 
(ONOOH) 
 
 
Hypochlorous acid (HOCl) 
Chloramines 
Chlorine gas (CL2) 
 

 

N/A ไมไ่ดร้ะบุไว ้

 

 ปฏิกิริยาการเกิดอนุมลูอิสระ(1, 2, 4) 

   การเกดิอนุมลูอสิระเป็นกลไกทีเ่กดิขึน้ตามธรรมชาต ิเป็นกลไกทีเ่กดิขึน้เป็นวงจรหรอื

ปฏกิริยิาลกูโซ่ (Free radical chain reaction) ประกอบดว้ย 3 ขัน้ตอนดงันี้  

  1. ระยะการเหนี่ยวน า (Initiation step) เป็นปฏกิริยิาทีม่กีารสลายหรอืแตกพนัธะของ

โมเลกุลของสารดว้ยปฏกิริยิาทางธรรมชาต ิเช่น  แสง ความรอ้น อุณหภมูแิละเอมไซมต่์างๆ ทีอ่ยู่

ภายในเซลล ์ลว้น ส่งผลโดยตรงต่อ การเหนี่ยวน า ของสาร ท า ใหเ้กดิอนุมลูอสิระ ตวัใหม่ ขึน้ ตาม

สมการที ่1 การเปลีย่นนี้ท าให้โมเลกุลหรอืสารชวีโมเลกุลแตกออก ส่งผลใหเ้กดิการเพิม่จ านวนของ

สารถ่ายอเิลก็ตรอน 
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  RH + Initiation                                   R• + H•    สมการที ่1 

  2. ระยะการเพิม่จ านวน (Propagation step) จากปฏกิริยิาการเหนี่ยวน าอเิลกตรอนที่

เกดิขึน้ในระยะแรกการเกดิอนุมลูอสิระ จะท าปฏกิริยิาต่อเนื่องไปโดยการดงึอะตอมไฮโดรเจนของ

สารทีอ่ยู่ใกล้เคยีงหรอืท าปฏกิริยิากบัโมเลกุลของออกซเิจนทีอ่ยูใ่นสถานะ Ground state จงึท าให้

เกดิอนุมลูอสิระตวัใหม ่ต่อไปเรือ่ย ๆ เป็นวงจร ดงัสมการ 2, 3 

  R• + O2     ROO•    สมการที ่2 

  ROO•+ RH                       ROOH + R•     สมการที ่3 

  3. ระยะสิน้สุด  (Termination step) เป็นกระบวนการสิน้สุดของการเกดิอนุมลูอสิระ 

เนื่องจากอนุมลูอสิระทีเ่กดิขึน้  2 อนุมลูมารวมตวักนัไดเ้ป็นสารทีม่คีวามเสถยีรมากขึน้ จนปฏกิริยิา

จงึสิน้สุดลงดงัสมการ 4, 5 

  ROO•+ ROO•                       ROOR + O2   สมการที ่4 

  ROO•+ R•                                    ROOR   สมการที ่5 

 

อนุมลูอิสระต่อการก่อเกิดโรค(1, 3, 4) 

 จากกลไกการเกดิอนุมลูอสิระทีเ่กดิขึน้นัน้ อนุมลูอสิระทีเ่กดิขึน้ ในระดบัเซลลท์ี่ อยูภ่ายใน
รา่งกายมบีทบาทส าคญัต่อการก่อให้เกดิโรคต่างๆ หลายชนิด ทัง้ ที่เป็นตน้เหตุของโรคและปจัจยัที่
ส่งผลท าใหเ้กดิโรค เนื่องจากอนุมลูอสิระเป็นกลไกในกระบวนการเผาผลาญพลงังานของรา่งกา ย
และหลุดออกมา ท าใหเ้กดิปฏกิริยิาออกซเิดชัน่กบัสารอื่นทีอ่ยูบ่รเิวณรอบๆ ท าใหโ้มเลกุลแตกตวั
ออกเกดิเป็นอเิลคตรอนคู่โดดเดีย่ว มคีวามสามารถในการดงึไฮโดรเจนจากโมเลกุลโดยรอบ  ท าให้
ระบบสมดุลภายในรา่งกายผดิปกตไิป โดยทีไ่ปจบักบัโมเลกุล ซึง่วงจรน้ียงั ไปท าลายองคป์ระกอบ
ของเซลล ์เนื่องจากไป จบักบัหมูฟ่อสเฟตและน ้าตาลดอีอกซไีรโบ สท าใหโ้ครงสรา้งเกดิการ
เปลีย่นแปลงไป ส่งผล โดยตรง ต่อเซลล์  DNA และท าใหเ้ซลลต์าย อนุมลูอสิระยงัสามารถแตก
พนัธะเปปไทด์ของโปรตนี ท าใหโ้ปรตนีไมส่ามารถท างานไดต้ามปกติ  ซึง่สิง่เหล่านี้เป็นสาเหตุของ
การเกดิการกลายพนัธุ์ของเซลลท์ีเ่ป็นสาเหตุก่อให้ เกดิมะเรง็  นอกจากนี้ยงั เป็นสาเหตุหลกัทีส่่งผล
ต่อการพฒันาการเป็นโรคทีม่คีวามรนุแรง โดยเฉพาะอยา่งยิง่โรคทีเ่กีย่วขอ้งกบัความเสื่อมและ
ความผดิไปของเซลล ์รวมถงึกระบวนการเกดิการอกัเสบ ทีส่่งผลโดยตรงต่อเซลลป์ระสาท หวัใจและ
สมอง ได้แก่ โรคหวัใจ โรคความผดิปกตขิองระบบประสาท  ไขมนัอุดตนัในเสน้เลอืด  ไขขอ้อกัเสบ 
ตอ้กระจก เป็นตน้  
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 การป้องกนัอนัตรายท่ีเกิดจากอนุมลูอิสระ 

              ในธรรมชาตินัน้สารอนุมลูอสิระทีเ่กดิขึน้ในระดบัเซลล ์มกีารกลไกการควบคุมเพื่อไมใ่หม้ี

ปรมิาณทีส่งูเกนิไป รวมถงึการรกัษาสมดุลของสารอนุมลูอสิระใหอ้ยูใ่นระดบัทีเ่หมาะสม ไม่

ก่อใหเ้กดิอนัตรายต่อเซลล ์โดยทีใ่นการควบคุมมกีระบวนการดงันี้ 

  เอนไซมใ์นระดบัเซลล์(1, 2, 4) เป็นเอนไซมท์ีร่า่งการสรา้งขึน้ มหีน้าทีใ่นการควบคุมปรมิาณ

ของอนุมลูอสิระใหอ้ยูใ่นระดบัสมดุลไดแ้ก่ เอนไซมซ์ุปเปอรอ์อกไซดด์สิมวิเตส (SOD) ท าหน้าทีใ่น

การก าจดัอนุมลูอสิระซุปเปอรอ์อกไซดแ์อนออิอน (O2•
-) เป็นไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด ์เอนไซมแ์คต

ตาเลส (CAT) ท าหน้าทีเ่ปลี่ ยนแปลงไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซดไ์ปเป็นโมเลกุลของน ้าและออกซเิจน 

เอนไซมก์ลตูาไทโอนเปอรอ์อกซเิดส (-GPX) ท าหน้าทีเ่รง่ปฏกิริยิารดีกัชัน่ของสารประกอบไฮโดร

เปอรอ์อกไซด ์ไดแ้ก่ ลปิิดเปอรอ์อกไซด ์(-ROOH) และไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด ์(H2O2) โดยมกีลตูา

ไทโอนรว่มในปฏกิริยิา เพื่ อปกป้องไมใ่หเ้ซลลถ์ูกท าลายหรอืเสยีหายเมือ่ทีภ่าวะรา่งกายถูก

ออกซไิดซห์รอืมอีนุมลูอสิระมากเกนิไป 

  สารคเีลทโลหะ (Metal chelators)(1, 2) เป็นสารโปรตนีทีท่ าหน้าทีจ่บักบัโลหะทรานซชิัน่ที่

ก่อใหเ้กดิอนุมลู •OH เขา้มาในโครงสรา้งท าใหส้ารอยูใ่นรปูของสารประกอบเชงิซอ้น โลหะจงึไม่

สามารถไปเรง่ปฏกิริยิาการเกดิอนุมลูอสิระได ้จงึจดัเป็นสารทีม่กีลไกในการควบคุมปรมิาณของ

อนุมลูอสิระใหอ้ยูใ่นสภาวะสมดุล 

  สารตา้นอนุมลูอสิระ (Antiradical)(1, 2, 4) หรอืสารทีก่ าจดัอนุมลูอสิระ (Radical scavenger) 

เป็นสารทีม่คีวามสามารถในการท าปฏกิริยิาเพื่อก าจดัและหยดุปฏกิริยิาลกูโซ่ของการเกดิอนุมลู

อสิระ โดยสารทีม่คีุณสมบตัใินการตา้นอนุมลูอสิระจะพบมากตามธรรมชาต ิเช่น พชื ผกัและผลไม ้

เป็นตน้ ตวัอยา่งสารทีม่ฤีทธิใ์นการตา้นอนุมลูอสิระมดีงัน้ี  

  วติามนิซี มชีื่อทางเคม ี (Chemical name) คอื Ascorbic acid หรอื L-Ascorbic acid มี

สตูรโมเลกุล (molecular formula) C6H8O6
(5) โดยมนี ้าหนกัโมเลกุล (molecular weight) เท่ากบั 

176.13 มสีมบตัทิางเคมกีายภาพ (physicochemical properties) เป็นผลกึของแขง็ สขีาว ค่อนข้ าง

เหลอืง เป็นสารประกอบทีม่ขี ัว้สงู สามารถละลายไดด้ใีนน ้าด ีและสามารถละลายไดใ้นเอทานอล เม

ทานอล ไมล่ะลายในสารพวก สารตวัท าละลายอนิทรยี ไมม่ขี ัว้ เช่น Benzene Petroleum ether และ

fats(2) พบมากในผกัสด น ้าผลไมป้ระเภทสม้ บลอ็กโคล ีฝรัง่ ซึง่เป็นผกัผลไมท้ีน่ิยมในการ

รบัประทาน หน่วยโภชนาการต่อวนัคอื 30-75 mg(6)  
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ภาพประกอบ 2 แสดงโครงรา่งโมเลกุลของสาร Ascorbic acid (7) 

 

  มาลคิ แอซดิ (Malic acid) หรอืกรดแอปเป้ิล มสีตูรโมเลกุล (molecular formula) C4H6O5 
(7) โดยมนี ้าหนกัโมเลกุล (molecular weight) เท่ากบั 134.08 g/mol มสีมบตัทิางเคมกีายภาพ 

(physicochemical properties) เป็นผลกึขนาดเลก็สขีาว  สามารถละลายไดด้ใีนน ้าด ีพบมากใน แอป

เป้ิล พลมั มะเขอืเทศเป็นตน้ 

 

 
 

 ภาพประกอบ 3 แสดงโครงรา่งโมเลกุลของสาร Malic acid (7) 

 

  ทารท์าริค แอซดิ (Tartaric acid) มสีตูรโมเลกุล (molecular formula) C4H6O6
(7) โดยมี

น ้าหนกัโมเลกุล (molecular weight) เท่ากบั 150.08 g/mol มสีมบตัทิางเคมกีายภาพ 

(physicochemical properties) เป็นผลกึสขีาว  สามารถละลายไดด้ใีนน ้าด ี พบมาในธรรมชาตขิอง

พชื เช่น องุน่ มะขาม เป็นตน้  
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ภาพประกอบ 4 แสดงโครงรา่งโมเลกุลของสาร Tartaric acid (7) 

 

 ซติรกิ แอซดิ (Citric acid) มสีตูรโมเลกุล (molecular formula) C6H10O8 
(7) โดยมนี ้าหนกั

โมเลกุล (molecular weight) เท่ากบั 210.13 g/mol มสีมบตัทิางเคมกีายภาพ (physicochemical 

properties) เป็นผลกึสขีาว  สามารถละลายไดด้ใีนน ้าด ี พบมาในธรรมชาตขิองพชื เช่น  ตระกูลสม้ 

มะนาว เป็นตน้ 

 

 
 

ภาพประกอบ 5 แสดงโครงรา่งโมเลกุลของสาร Citric acid (7) 

 

 สารประกอบฟีนอล (Phenolic compounds)  

   เป็นสารประกอบฟีนอลเป็นสารทีพ่บมากในพชืทัว่ไป จะมโีครงสรา้งเป็นวงแหวนอโร

มาตกิและการจบัของหมูไ่ฮดรอกซ ีตวัอยา่งเช่น 

   กรดแกลลคิ (Gallic acid)(1, 7) หรอื Trihydroxybenzoic acid โดยมสีตูรโมเลกุล 

(molecular formula) C6H2(OH)3COOH โดยมนี ้าหนกัโมเลกุล (molecular weight) เท่ากบั 170.12 

g/mol สมบตัทิางเคมกีายภาพ  (physicochemical properties) เป็นผลกึของแขง็มสีขีาว เหลอืงอ่อน 

สามารถละลายไดด้ใีนแอลกอฮอล ์อเีทอร ์อะซโิตน 

 

http://en.wikipedia.org/wiki/Trihydroxybenzoic_acid
http://en.wikipedia.org/wiki/Carbon
http://en.wikipedia.org/wiki/Hydrogen
http://en.wikipedia.org/wiki/Hydroxide
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ภาพประกอบ 6 แสดงโครงสรา้งโมเลกุลของสาร Gallic acid (7) 

 

  เคอร์ซทินิ (Quercetin) (7, 8) เป็นสารกลุ่ม Flavonols โดยมสีตูรโมเลกุล (molecular 

formula) C15H10O7 โดยมนี ้าหนกัโมเลกุล (molecular weight) เท่ากบั 302.04 g/mol สมบตัทิาง

เคมกีายภาพ (physicochemical properties) เป็นผงสเีหลอืง สามารถละลายไดด้ใีนแอลกอฮอล์  

อเีทอร ์อะซโิตน เป็นตน้ พบมากในผลติภณัฑช์า แปะก๊วย แอปเป้ิล องุน่ เป็นตน้ 

 

 
 

ภาพประกอบ 7 แสดงโครงสรา้งโมเลกุลของสาร Quercetin (7, 8) 

 

  รตูนิ (Rutin)(7, 9) เป็นสารในกลุ่ม Flavonoid glycoside โดยมสีตูรโมเลกุล (molecular 

formula) C27H30O16 โดยมนี ้าหนกัโมเลกุล (molecular weight) เท่ากบั 610.51 g/mol สมบตัทิาง

เคมกีายภาพ (physicochemical properties) ผงสขีาว พบมากในพชื แปะก๊วย ชา เป็นตน้ 

 

http://en.wikipedia.org/wiki/Carbon
http://en.wikipedia.org/wiki/Carbon
http://en.wikipedia.org/wiki/Carbon
http://en.wikipedia.org/wiki/Carbon
http://en.wikipedia.org/wiki/Hydrogen
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ภาพประกอบ 8 แสดงโครงสรา้งโมเลกุลของสาร Rutin (7) 

 

  เอลลาจคิ แอซดิ (Ellagic acid)(7) โดยมสีตูรโมเลกุล (molecular formula) C14H6O8 โดยมี

น ้าหนกัโมเลกุล (molecular weight) เท่ากบั  302.19 g/mol สมบตัทิางเคมกีายภาพ 

(physicochemical properties) เป็นผงเหลอืง สามารถละลายไดด้ใีนแอลกอฮอล์  และน ้า พบมากใน

ทบัทมิ 

 

 
 

ภาพประกอบ 9 แสดงโครงสรา้งโมเลกุลของสาร Ellagic acid (7) 

 

 จากตวัอยา่งสารทีก่ล่าวไปนัน้ลว้นแลว้เป็นสารทีพ่บมากโดยทัว่ไปในธรรมชาต ิซึง่ผูผ้ลติได้

มกีารอา้งสรรพคุณของสนิคา้ทีม่าจากธรรมชาตนิัน้ มคีวามสามารถในการตา้นอนุมลูอสิระได ้เช่น

ผลติภณัฑด์งันี้  

ชา (ชื่อสามญั Tea)(10, 11) มชีื่อวทิยาศาสตร ์Camellia sinesis L. วงศ ์Theaceae  

  ปจัจบุนัไดน้ าชามาแปรรปูเป็นผลติภณัฑเ์ครือ่งดื่มทีไ่ดร้บัความนิยม สามารถแบ่งออกเป็น 

6 ชนิดดงันี้ ชาเขยีว ชาขาว ชาด า ชาอู่ หลง ชาแดง และชาผเูอ่อร ์ซึง่ชา อุดมไปดว้ยสารทีม่ฤีทธิใ์น

การตา้นอนุมลูอสิระเช่น แคททซีนิ รทูนิ เคอรซ์ทีนิ และสารกลุ่มฟีนอลคิ แอซดิ เป็นตน้ 

http://en.wikipedia.org/wiki/Carbon
http://en.wikipedia.org/wiki/Hydrogen
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ภาพประกอบ 10 แสดงรปูแบบผลติภณัฑช์าชงในทอ้งตลาด 
 

มะรมุ(12, 13) ชื่อวทิยาศาสตร์  Moringa oleifera Lam. ชื่อวงศ ์MORINGACEAE นิยมน ามา

ท าการสกดัเพื่อใหไ้ดน้ ้ามนั สรรพคุณใชใ้นการเสรมิความงามชะลอการแก่ เป็นสารตา้นมะเรง็ ลด

ไขมนัและคอเลสเตอรอลได ้เนื่องจากน ้ามนัมะรมุอุดมไปดว้ยสารฟราโวนอยด ์รทูนิแล ะเคอร์ซตีนิ 

จงึเป็นผลติภณัฑท์ีไ่ดร้บัความนิยมในการใชใ้นปจัจบุนั 
 

 

 

ภาพประกอบ 11 แสดงลกัษณะของพชืมะรมุ (ซา้ย) แสดงผลติภณัฑจ์ากน ้ามนัมะรมุ (ขวา) 
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วิธีวิเคราะหค์วามสามารถรวมในการต้านออกซิเดชัน่ (Total Antioxidant 

Capacity: TAC)(1, 14) 
              วธิกีารวเิคราะหส์ารทีม่ฤีทธิใ์นการตา้นออกซเิดชัน่ เป็นวธิกีารวเิคราะหท์ีถู่กคดิคน้และ

พฒันาวธิขี ึน้ เพื่อศกึษาหาปรมิาณสารและตรวจวดัประสทิธภิาพของโมเลกุลของสารธรรมชาตหิรอื

สารใหม ่เป็นตวัชีว้ดัในการหาปรมิาณสารตา้นออกซเิดชัน่หรอืปรมิาณการเกดิชวีโมเลกุลทีใ่หฤ้ทธิ ์

ในการยบัยัง้อนุมลูอสิระ การวเิคราะหม์หีลกัการ 2 กระบวนการ คอื   
  1. การวิเคราะหจ์ากการส่งผา่นอะตอมไฮโดรเจน (Hydrogen Atom Transfer: HAT) 

เป็นวธิกีารศกึษาพลงังานทีท่ าใหพ้ั นธะของหมูท่ีจ่ะใหอ้ะตอมไฮโดรเจน แตกออก  (Bond 

Dissociation Energy: BDE) เช่น 

  1.1 วิธี Oxygen radical absorbance capacity assay (ORAC) (1) 
   เป็นการศกีษาสารตา้นอนุมลูอสิระโดยอาศยัหลกัการทดสอบประสทิธภิาพของสาร

ในการเกดิปฏกิริยิาออกซเิดชัน่ของโปรตนีในการเรอืงแสง ไดแ้ก่ β -phycoerythrin หรอื γ-
phycoerythrin (PE) เป็นตน้ การทดสอบใชส้ารมาตรฐานคอื Trolox (α-tocopherol) เป็นสารตา้น
อนุมลูอสิระท าปฏกิริยิากบั 2,2’-azobis (2amidinopropane) dihydrochloride แสดงค่าเป็น ORAC 
value หรอืจ านวนโมล µmol 

 
  1.2 วิธี Total radical trapping antioxidant parameter (TRAP) (1) 
  เป็นการศกึษาสารตา้นอนุมลูอสิระของการเกดิปฏกิริยิาออกซเิดชนัของ 2,2 

Azino-Bis-(3-Ethyl benz thiazoline-sulfonic acid) (ABTS) กบัสาร Metmyoglobin และ H2O2 
ไดส้ารอนุมลูอสิระของ ABTS•- ทีม่สีเีขยีวแกมน ้าเงนิ วดัค่าการดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลื่น 731 
นาโนเมตร 

 
  2. การวิเคราะหจ์ากการส่งผา่นอิเลคตรอนเด่ียว (Electron Transfer: ET หรือ SET) 

เป็นวธิกีารศกึษาหาความสามารถในการส่งผ่านอเิลคตรอนไปรดีวิซข์องสารอื่นประกอบดว้ยวธิี

ทดสอบดงันี้ 

          2.1 Ferric reducing ability of plasma assay: FRAP assay (1, 14) 

     เป็นวธิวีเิคราะหค์วามสามารถของสารตา้นอนุมลูอสิระในการใหอ้เิลคตรอนอสิระ    

(Reducing agent) โดยศกึษาคุณสมบตัใินการเป็นตวัรดีวิซใ์นปฏกิริยิา โดยใชส้ารคอื Ferric 

Tripyridyltriazine (Fe3+ -TPLZ) complex จะถูกรดีวิซด์ว้ยสารตา้นอนุมลูอสิระทีม่คีวามสามารถใน

การให้อเิลคตรอนเมือ่ท าปฏกิริยิาไดเ้ป็นสาร Fe2+- TPLZ complex ทีม่สีนี ้าเงนิโดยทีว่ดัค่าการดู
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กลนืแสงที ่ 593-595 นาโนเมตร จากผลการทดสอบทีไ่ดจ้ะรายงานผลเป็ นความสามารถในการ

ส่งผ่านอเิลคตรอนของสารตา้นอนุมลูอสิระ  (Total reducing power) ทีเ่ปลีย่น Fe3+ ไปเป็น Fe2+ 

(ภาพประกอบ 12) โดยทีเ่ทยีบกบัสารมาตรฐานคอืโทลอกซ ์ (Trolox) แสดงผลในการตา้นอนุมลู

อสิระเป็นค่า FRAP value 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 12 แสดงกลไกการเกดิปฏกิริยิาของวธิ ีFerric reducing ability of plasma assay:   

       FRAP assay (1) 

 

  ขอ้ดีในการทดสอบวธินีี้ คอื  เป็นวธิีทีง่า่ย ใชใ้นเวลาในการทดสอบสารน้อย และไมต่อ้งใช้

เครือ่งมอืทีพ่เิศษหรอืเฉพาะทาง  สามารถวดัผลไดท้ัง้สารสกดัและสารจากธรรมชาตไิดเ้ช่นสารทีม่ ี

การใหอ้เิลคตรอนไดค้อื ฟลาโวนอยด ์ (Flavonoids) แคทซินิ (Catechins) และแคโรทนีอยด ์

(Carotenoids) เป็นตน้ 

  ขอ้เสยีในการทดสอบวธินีี้ คอื กลไกของปฏกิริยิาทีใ่ชใ้นการวเิคราะหไ์มเ่กีย่วขอ้งกบักลไก

ของสารทีก่่อใหเ้กดิอนุมลูภายในเซลลแ์ละรา่งกาย  

2.2 Trolox Equivalent Antioxidant Capacity assay: TEAC assay (1, 14, 15) 

     2,2'-azino-bis(3- ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid): ABTS เป็นสารทีเ่กดิ

จากการสงัเคราะห ์โดยมสีตูรโมเลกุล (molecular formula) C18H18N4O6S4 น ้าหนกัของสาร 514.62 

g/mol การละลายสามารถละลายไดใ้นน ้าและสารท าละลายอนิทรยี ์เป็นอนุมลูทีม่คีวามคงตวั 

สารละลายมสีเีขยีว ดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลื่น 734 นาโนเมตร ซึง่กลไกการเกดิปฏกิริยิาคอืที ่

ABTS จะถูกออกซไิดซโ์ดยอนุมลูเปอรอ์อกซ ีเกดิเป็นอนุมลูประจบุวก ABTS·+ ทีม่สีเีขยีวและสารที่
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มฤีทธิใ์นการตา้นอนุมลูอสิระจะท าปฏกิริยิาจบักบัสาร ABTS·+ ทีม่สีเีขยีว ท าใหส้เีขยีวปรมิาณลดลง

เป็นการแสดงถงึความสามารถของสารทีเ่ป็นสารตา้นอนุมลูอสิระ  (ภาพประกอบ 13)    

 

ภาพประกอบ 13 แสดงกลไกการเกดิปฏกิริยิาของ 2, 2'-azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-      

      sulphonic acid): ABTS (1) 
 

 วธิกีารค านวณ 

%Inhibition = [(Abscontrol734 - Abstest sample734)/ Abscontrol734] x 100 

 ขอ้ดีในการทดสอบวธินีี้  คอื เป็นวธิีทีง่า่ย ใชเ้วลาน้อยในการท าปฏกิริยิากบัสารตา้นอนุมลู

อสิระ สามารถวเิคราะหไ์ดใ้นช่วงพเีอชทีก่วา้ง ท าใหส้ามารถศกึษากลไกไดโ้ดยละเอยีด สามารถ

วเิคราะหส์ารตา้นอนุมลูอสิระทีล่ะลายน ้าและละลายในไขมนัได ้ 

 ขอ้เสยีในการทดสอบวธินีี้ คอื กลไกของปฏกิริยิาทีใ่ชใ้นการวเิครา ะหไ์มเ่กีย่วขอ้งกบัสารที่

ก่อใหเ้กดิอนุมลูของเซลลแ์ละกลไกภายในรา่งกาย 

2.3 Diphenyl -1-picrylhydrazyly assay (DPPH scavenging assay) (1, 14, 16, 17, 18) 

 

ภาพประกอบ 14 แสดงสตูรโครงสรา้ง 2, 2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl radical (14) 
 

1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazylradical 2,2-Diphenyl-1-(2,4,6  

สเีขียว ไมม่ีส ี
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trinitrophenyl)hydrazyl หรอื DPPH (ภาพประกอบ  14) เป็นสารสงัเคราะห ์มสีตูรโมเลกุล  
C18H12N5O6 น ้าหนกัของสาร 394.32 g/mol ความสามารถใน การละลายไดใ้นตวัท าละลายเมทา
นอลและเอทานอล ไมล่ะลายน ้า เป็นอนุมลูไนโตรเจนทีค่งตวั เมือ่ละลายในสารละลายจะ มสีมีว่ง ใช้
ในการวเิคราะหค์วามสามารถในการเป็นตวัใหอ้เิลคตรอนของสาร เพื่อ หาปรมิาณสารทีม่ฤีทธิใ์นการ
ตา้นการเกดิออกซเิดชนัของสารตวัอยา่งหรอืสารธรรมชาต ิซึง่เป็นวธิกีารทีน่ิยมใชใ้นการศกึษา โดย
วธิกีารศกึษาจะอาศยัหลกัการรดีวิซข์องสารตวัอยา่งหรอืสารธรรมชาตทิีม่กีารใหอ้เิลคตรอนกับสารที่
ใชใ้นการตรวจสอบ ท าให้ สาร DPPH เกดิความสมมลู ขึน้ จะเปลีย่นสเีป็นสเีหลอืง  เมือ่วดัค่าการ
ดดูกลนืแสงดว้ยเครือ่งสเปคโตรโฟเมทรใีนการ วดัการเฟสสหีรอืการลดลงของสีมว่งของสาร DPPH 
ไปเป็นสเีหลอืง (ภาพประกอบ  15) เมือ่มกีารเตมิสารตา้นอนุมลูอสิระ ช่วงความยาวคลื่นทีใ่ชใ้น
การศกึษาคอื 515-517 นาโนเมตร 

กลไกการเกดิปฏกิริยิา 

 
ภาพประกอบ 15 แสดงกลไกของ DPPH radical scavenging assay (14) 

 

วธิกีารค านวณ 

%Inhibition = [(Abscontrol517 - Abstest sample517)/ Abscontrol517] x 100 

 

   ขอ้ดใีนการทดสอบดว้ยวธินีี้ คอื งา่ยและสะดวก เป็นเครือ่งมอืทีใ่ชไ้ดโ้ดยทัว่ไปโดยวดัการ

ลดลงของการเปลีย่นสจีากสมีว่งไปเป็นสเีหลอืง ของสารทีใ่ชใ้นการศกึษาเพื่อเป็นการตรวจวดัฤทธิ ์

ในการตา้นอนุมลูอสิระเมือ่ผสมกบัสาร DPPH ใชเ้ป็นวธิกีารทดสอบเบือ้งตน้ในการวดัส ารสกดัจาก

ธรรมชาต ิ

  ขอ้เสยีในการทดสอบดว้ยวธินีี้ คอื ไมส่ามารถแยกแยะอนุมลูทีม่คีวามไวต่อการ

เกดิปฏกิริยิาได ้เนื่องจากโครงสรา้งทางเคมขีองสาร DPPH เป็นอเิลคตรอนเดีย่วของอนุมลูอสิระจะ
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ถูกบดบงัดว้ยวงของเบนซนี 3 วง และหมูไ่นโตร ท าใหส้ารทีม่ฤีทธิใ์นการตา้นอนุมลูอสิระทีม่ฤีทธิ ์

แรงแต่มขีนาดของโมเลกุลใหญ่บางชนิดไมส่ามารถเขา้ไปท าปฏกิริยิาไดห้รอืเขา้ไปไดช้า้กว่าความ

เป็นจรงิ และไมส่ามารถวดัการเกดิปฏกิริยิาในตวัอยา่งเลอืดได ้เนื่องจาการท าปฏกิริยิาในเอทานอล

หรอืเมทานอล ซึง่สามารถท าใหโ้ปรตนีตกตะกอนได ้ 

 

วิธีวิเคราะห ์DPPH scavenging assay โดยใช้เคร่ืองมือวิเคราะหมี์ดงัน้ี (14, 17, 19) 
1. Ultraviolet–visible spectroscopy (UV-vis) 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 16 แสดงหลกัการท างานของเครือ่ง Ultraviolet–visible spectroscopy (UV-vis) (20) 

 

   เป็นวธิทีีไ่ดร้บัความนิยมเพื่อใชใ้นการศกึษาหาปรมิาณสารใหมท่ีม่ฤีทธใ์นการตา้นอนุมลู

อสิระโดยวธิกีารทดสอบ จะทดสอบเป็นแบบใชค้วิเวตหรอื 96-well plate ในการทดสอบจะเตรยีม

สารมาตรฐานเพื่อใชใ้นการศกึษาหาปรมิาณจากกราฟความสมัพนัธ ์โดยทีเ่ตรยีมตวัอยา่งทีใ่ชใ้นการ

ทดสอบสามารถตรวจวเิคราะหไ์ดท้ัง้ในรปูของสารสกดัหรอืสารทีเ่ป็นผลติภณัฑธ์รรมชาต ิมาท าการ

ละลายผสมเขา้กบัสารละลายของ DPPH และจากนัน้ ตัง้ทิง้ ไวท้ีอุ่ณหภมูหิอ้งในทีม่ดืเพื่อป้องกนั

ไมใ่หแ้สงมผีลในการรบกวนการเกดิปฏกิริยิาของสาร DPPH เมือ่ครบก าหนดเวลามาท าการวดัการ

ดดูกลนืแสงทีช่่วงความยาวคลื่นระหว่าง 515 – 517 นาโนเมตร วดัค่าการเปลีย่นแปลงของสหีรอื

การเฟสสลีงของสารละลาย  DPPH จากสมีว่งไปเป็นสเีหลอืงเมือ่ท าปฏกิริยิากบัสารทีม่ฤีทธิใ์นการ

ตา้นอนุมลูอสิระ จากการรายงานผลการทดสอบจะแสดงดว้ยค่า  IC50 ในการตรวจวเิคราะหจ์ะตอ้ง

เตรยีมสารมาตรฐาน (Standard curve) เพื่อใชใ้นการค านวณสรา้งกราฟความสมัพนัธเ์พื่อหาในเชงิ

ปรมิาณ ขอ้จ ากดัของเครือ่งมอืคอืไมส่ามารถระบุหรอืแยกไดว้่าเป็นสารชนิดใดทีใ่หฤ้ทธิใ์นการตา้น

อนุมลูอสิระเน่ืองจากเป็นสารทีใ่ชเ้ป็นสารผสมทีอ่ยูใ่นรปูแบบของสารสกดัหยาบหรอืสารจาก

ผลติภณัฑจ์ากธรรมชาต ิ   
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2. On-line coupling HPLC-DPPH assay (14, 19, 21) 

   เป็นวธิวีเิคราะหท์ีถู่กพฒันาขึน้ มาเพื่อศกึษาและแยกชนิดของสารส าคญัในพชืทีม่ฤีทธิ ์

ตา้นอนุมลูอสิระ โดยมหีลกัการคอืท าการแยกสารผ่านคอลมัน์ C18 (Positive peak-พคีหวัตัง้ ) 

พรอ้มกบัการทดสอบฤทธิท์างชวีภาพ  (Negative peak-พคีหวักลบั) ในเวลาเดยีวกนั ท าใหส้ามารถ

บอกชนิดของสารทีม่ฤีทธิต์า้นอนุมลูอสิระ (รปูภาพที ่ 17) ขอ้จ ากดั เครือ่งมอือุปกรณ์ทีใ่ชใ้น

การศกึษานัน้มคีวามจ าเพาะเจาะจง มรีาคาแพงและยงัจ ากดัการใชง้านเนื่องจากขาดบุคลากร ทีม่ ี

ความเชีย่วชาญในเครือ่งมอื อกีทัง้ในการวเิคราะหต์อ้งมสีารมาตรฐานเทยีบเพื่อใหท้ราบแน่ชดัว่า

เป็นสารชนิดใด จงึท าใหต้น้ทุนในการศกึษาเพื่อหาสารใหมส่งู และการทดสอบจ าเป็นทีต่อ้งศกึษา

ควบคู่กบัการใชก้ารทดสอบอื่นช่วยในการระบุว่าเป็นสารใดเช่น MS, NMR เป็นตน้ 

ภาพประกอบ 17 แสดงหลกัการท างานของเครือ่ง On-line HPLC-DPPH (21) 

 

3. Thin-layer chromatography, TLC-DPPH (14, 17, 19) 

   เป็นวธิกีารทดสอบทีน่ิยมน ามาใชใ้นการศกึษาเพื่อแยกสารเบือ้งตน้ เนื่องจากเป็นวธิทีีท่ า

ไดง้า่ย สะดวกและรวดเรว็ ใหผ้ลการวเิคราะหท์ีม่คีวามถูกตอ้งและแมน่ย า ในปจัจบุนัมกีาร

ประยกุตใ์ชใ้นงานตรวจสอบฤทธิใ์นการตา้นอนุมลูอสิระในเชงิปรมิาณ โดยการพ่นหรอืจุม่ลงใน

สารละลาย DPPH เพื่อใชใ้นการตรวจหาสารทีม่ฤีทธิใ์นการตา้นอนุมลูอสิระ โดยทีจ่ะเปลีย่นสจีากสี

มว่งของ DPPH บนแผ่น TLC ไปเป็นสเีหลอืง ณ จดุบรเิวณทีม่สีารทีม่ฤีทธิใ์นการตา้นอนุมลูอสิระ

อยู ่การแปลผลสามารถตรวจสอบเชงิคุณภาพโดยการดกูารเปลีย่นสโีดยตรงบนแผ่น  TLC หรอืการ

หาสารเชิงปรมิาณรว่มกบัการใชเ้ทคนิคเชงิภาพเช่น โดยใชโ้ปรแกรม ImageJ Adobe Photoshop 

เป็นตน้  
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ตาราง 2 การเปรยีบเทยีบขอ้ดแีละขอ้ดอ้ยของวธิวีเิคราะห ์DPPH scavenging assay (14, 17, 19, 21) 

 

 

  จากรายงานทีไ่ดก้ล่าวไป วธิทีดสอบหาสารทีม่ฤีทธิใ์นการตา้นอนุมลูอสิระมหีลายวธิ ีแต่

วธิทีีเ่ป็นทีน่ิยมใชใ้นการวเิคราะหค์อื  UV-spectroscopy และแปลผลออกมา เป็นค่า  IC50 ซึง่ค่าทีไ่ด้

นัน้เป็นค่าทีเ่กดิจากการวเิคราะหห์า สารทีม่ ีฤทธิใ์นการตา้นอนุมลูอสิระ ในเชงิรวม ไมส่ามารถจดั

จ าแนกแยกไดว้่าเป็นสารชนิดใด มปีรมิาณเท่าใด ดัง้นัน้จงึไดม้กีารพฒันาวธิกีารวเิคราะหโ์ดยการ

เครือ่งมือวิเคราะห ์ ข้อดี ข้อเสีย 
UV-spectroscopy - เป็นวธิทีีน่ิยมและยอมรบั 

- วเิคราะหห์าค่า IC50 ของสารได ้
- สามารถตรวจหาสารหลายชนิดในเวลาเดยีวกนั 

- ไม่สามารถแยกสารเดีย่วได ้
- ตอ้งท า Standard curve 
เสมอ 
- ค่าใชจ้่ายสงูเครื่องมอืราคา
สงู 
- ผูใ้ชง้านตอ้งมคีวามช านาญ
สงู 
-อุปกรณ์ไม่สามารถ
เคลื่อนยา้ยได ้

On-line HPLC-DPPH - สามารถแยกสารเดีย่วได ้
- มคีวามแม่นย าสงู 
- สามารถหาค่าในเชงิปรมิาณได ้
- สามารถแยกและทดสอบฤทธิก์ารตา้นอนุมลู
อสิระได ้ในเวลาเดยีวกนัของการทดสอบ 

- อุปกรณ์มคีวามจ าเพาะ
เจาะจงและมรีาคาแพงเช่น 
Columnเครื่อง HPLC เป็นตน้ 
- ไม่สามารถระบุไดว้่าเป็นสาร
ใดตอ้งมสีารมาตรฐาน 
- ตอ้งใชค้วบคู่เครื่องมอือื่นใน
การจดัจ าแนกสารเช่น NMR 
MS เป็นตน้ 
- ไม่สามารถใชน้ ้ายาทีม่ฤีทธิ ์
กดักร่อนได ้

TLC-DPPH - สามารถแยกสารผสมได ้
- เชงิปรมิาณและคุณภาพได ้
- ตน้ทุนในการศกึษาต ่า 
- สามารถท าไดง้่าย ใชเ้วลาน้อย 
- แปลผลเป็นเทคนิคเชงิภาพได ้
- สามารถตรวจหาสารหลายชนิดในเวลาเดยีวกนั 
- อุปกรณ์มขีนาดเลก็สามารถเคลื่อนยา้ยได ้

- TLC เคลอืบดว้ยผงซลิกิา ที่
เป็นอนัตราย 
- ตอ้งใชส้ารในการทดสอบ
ปรมิาณสงู 
- ความไวในการทดสอบต ่า 
- สารทีม่สีอีาจรบกวนการเหน็
สขีองจุดที ่Spot 
- ใชส้ารเคมทีีเ่ป็นอนัตราย 
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น าหลกัการการแยกสาร (Chromatography) มาประยกุตใ์ชใ้นการหาสารใหมเ่ช่นวธิ ี On-line 

HPLC-DPPH, TLC-DPPH เป็นตน้  ในรายงานวจิั ยน้ีได้สนใจน าหลกัการแยกสารบนตวักลางมา

ศกึษาและพฒันาวธิวีเิคราะห ์โดย การแยกสารบนตวักลางเป็นกระดาษเซลลโูลส  มาใชใ้นการศกึษา

และประมวลผลโดยใชเ้ทคนิคเชงิภาพเพื่อใชใ้นการหาสารทีม่ฤีทธิใ์นการตา้นอนุมลูอสิระในเชงิ

ปรมิาณและเชงิคุณภาพ 

 

วิธีโครมาโทกราฟี (Chromatography) 
 เป็นเทคนิคการแยกสารทีถู่กคน้พบในศตวรรษที ่ 19 เป็นการศกึษาการแยกสาร ทีเ่ป็น

ของเหลว บนตวักลาง มกีารคน้ควา้และพฒันาเพื่อใชใ้นการแยกสารทีม่คีุณสมบตัลิะลายในตวัท า

ละลายและเคลื่อนทีบ่นตวักลาง เพื่อแยกสารผสมหรอืสารทีม่กีารปนกนัอยูใ่หแ้ยกออกจากกนั ซึง่วธิี

ทีไ่ดม้กีารศกึษาและพฒันานัน้มี หลายวธิี  เพื่อทีจ่ะน าไปใชใ้นการทดสอบใหไ้ด้ ผลการทดสอบทีม่ ี

ความถูกตอ้งและแมน่ย า ซึง่แตกต่างกนั ตามวตัถุประสงคข์องการศกึษา  สามารถแปรผลในเชิ ง

คุณภาพและเชงิปรมิาณได ้ (22) ตวัอยา่งของวธิกีารหาสารโดยใชห้ลกัการแยกสาร เช่น โครมาโ ทก

ราฟีแบบของเหลวสมรรถนะสงู (High performance liquid chromatography: HPLC), โครมาโทก

ราฟีแบบชัน้บางสมรรถนะสงู (High performance thin-layer chromatography: HPTLC), โคร

มาโทกราฟีแบบชัน้บาง (Thin-layer chromatography: TLC) และ โครมาโทกราฟีแบบแผ่นกระดาษ 

(Paper chromatography: PC) เป็นตน้ ซึง่วธิทีีไ่ดก้ล่าวไป เป็นวธิทีี่ ไดร้บัการยอมรบัและเป็นที่ นิยม

อยา่งกวา้งขวา งในการจ าแนกสารตรวจเอกลกัษณ์  (Identification) การหาสารในเชงิคุณภาพ  

(Quanlitative) และหาปรมิาณสาร (Quantitative)  

 วธิกีารแยกสารดว้ยกระดาษ ถูกคดิคน้โดย Runge(22) ในปี ค.ศ.1850 ในการแยกสารอนิ

นทรยีผ์สม โดยใชว้ฎัภาคคงที ่(Stationary phase) เป็นกระดาษเซลลโูลส ซึง่ในกระดาษเซลลโูลสมี

โมเลกุลของน ้าอยู ่จงึท าใหม้คีุณสมบตัใินการแทรกซมึบนกระดาษเซลลโูลสไดด้ ีจงึสามารถน าพา

สารเคลื่อนทีแ่ละแยกสารทีม่คีุณสมบตัใินการเคลื่อนที่ แยกออกจากกนัได ้ในการศกึษาสารได้

ค านึงถงึสารทีม่คีุณสมบตัใินการละลายน ้าได ้วธินีี้สามารถแสดง ผลการทดสอบในเชงิ คุณภาพ  

(Qualitative) (5, 22) และแบบกึง่ปรมิาณ (Semi-Quantitative) (22, 23) และในปจัจบุนัไดม้คีวามสนใจที่

จะน าวธิดีงักล่าวมาพฒันาในการตรวจหาสารทีส่นใจศกึษา เพื่อลดตน้ทุนในการตรวจวเิคราะหส์าร 

ลดการใชเ้ครือ่งมอือุปกรณ์ทีม่รีาคาสงู และยงัใหผ้ลการวเิคราะหท์ีแ่มน่ย ารวดเรว็ 

 งานวจิยัทีไ่ดม้กีารน ากระดาษมาใชใ้นการพฒันาวธิกีารทดสอบสาร เพื่อใหม้วีธิทีี่

หลากหลายในการทดสอบ อกีทัง้ยงัเป็นการศกึษาหาวธิใีหมท่ีใ่หผ้ลการทดสอบทีม่คีวามถูกตอ้ง
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แมน่ย า จงึไดน้ าเทคนิคการแยกสารดว้ยกระดาษ (PC) มาตรวจหาสารชนิดต่างๆ อยา่งเช่น การใช้

เทคนิคการแยกสารดว้ยกระดาษ ในการศกึษาการแยกสารสผีสมอาหาร (24) เนื่องจากตอ้งการศกึษา

การเคลื่อนทีข่องสารสทีีล่ะลายน ้าได ้รวมถงึใชร้ะยะเวลาในการศกึษาน้อยและประหยดั  การน า

กระดาษมาพฒันาวธิกีารตรวจสอบสารเคมทีีป่นเป้ือนในผกั (25) การพฒันาวธิวีเิคราะหเ์คมรีงัสขีอง 

Na18F(26) การใชเ้ทคนิคการแยกดว้ยกระดาษควบคู่กบั DCBI-MS ในการวิเคราะหห์าคลอเฟนนิรา

มนีในพชื(27) ซึง่ในงานวจิยัทีไ่ดก้ล่าวไปนัน้ เป็นทางเลอืกในการตรวจวเิคราะหห์าสารทีส่นใจ แต่ไม่

พบการศกึษาและการพฒันาวธิกีารตรวจวเิคราะหห์าสารทีม่ฤีทธิใ์นการตา้นอนุมลูอสิระดว้ยวธิ ี

DPPH scavenging assay โดยใชเ้ทคนิคการแยกสารดว้ยกระดาษ ในง านวจิยัน้ีไดส้นใจน าวธิกีาร

แยกสารของเหลวดว้ยกระดาษเซลลโูลส มาพฒันาเพื่อใชใ้นการตรวจวเิคราะหห์าสารทีม่ฤีทธิใ์นการ

ตา้นอนุมลูอสิระโดยเทยีบกบัสารมาตรฐานในผลติภณัฑธ์รรมชาต ิสมนุไพร ผกัและผลไม ้เนื่องจาก

สารทีส่นใจในการศกึษานัน้เป็นสารทีม่ฤีทธิใ์นการตา้นอนุมลูอสิร ะในพชืผกัและผลไม ้ทีม่คีุณสมบตัิ

ของสารสามารถละลายน ้าได ้อกีทัง้วธิดีงักล่าวนี้เป็นวธิทีีส่ะดวก งา่ย และประหยดั รวมถงึการ

ประยกุตใ์ชเ้ทคโนโลยทีีม่อียูม่าใชใ้นการพฒันาวธิวีเิคราะหก์ารตรวจหาสารและสามารถแยกสาร

ผสมทีอ่ยูใ่นตวัอยา่งได ้โดยหลกัการแยกสารบนกระดาษมอีงคป์ระกอบดงันี้ 

1. วฏัภาคคงท่ี (Stationary phase, SP) 

     วฏัภาคคงทีเ่ป็นตวักลางทีเ่ป็นกระดาษ และวฎัภาคเคลื่อ นทีจ่ะเคลื่อนทีพ่าสารไปบน

กระดาษหลกัการแยกสารจะอาศยัความแตกต่างของการกระจายตวัของสารแต่ละชนิดระหว่างวฎั

ภาคคงทีแ่ละวฎัภาคเคลื่อนที ่เรยีกว่า พารต์ชินัโครมาโทกราฟี (Partition chromatography)(28) 

โครงสรา้งของเซลลโูลสมกีารจบัตวัเรยีงกนัของเสน้ใยเซลลโูลส โดยทีม่สีายยาวประมาณ 2000 

หน่วยของกลโูคสในการจดัเรยีงตวันี้จะเรยีงตวัแบบ β-glucopyranise ต่อเชื่อมดว้ยพนัธะ (1-4) 

linkage (ภาพประกอบ 18)  
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ภาพประกอบ 18 แสดงกระดาษเซลลโูลส (29) 

 

  ในงานวจิยัน้ีไดส้นใจน ากระดาษเซลลโูลสมาใชเ้ป็นวฏัภาคคงที ่เนื่องจากกระดาษเซลลโูลส

เป็นตวัดดูซบัทีไ่ดจ้ากธรรมชาต ิใชแ้ยกสารทีม่ขี ัว้มากไดด้ี(22) ตวัอยา่งสารทีใ่ชก้ระดาษเซลลโูลสเป็น

ตวักลางในการวเิคราะห ์เช่น สารโอลโิกแซคคารไ์รด ์เป็ปไทด ์สารกลุ่มฟีนอลคิ เป็นตน้  

2. วฏัภาคเคล่ือนท่ี (Mobile phase, MP)  

    วฏัภาคเคลื่อนที ่มหีน้าทีใ่นการน าพาตวัถูกละลายเคลื่อนทีไ่ปบนวฏัภาคคงที ่วฏัภาค

เคลื่อนทีจ่ะประกอบดว้ยตวัท าละลายตัง้แต่ 1 ชนิดหรอืมากกว่า ผสมกนัเพื่อใหเ้กดิความมขีัว้ที่

แตกต่างกนั ตวัถูกละลายทีส่ามารถแพร่ ผ่านไดด้ใีนวฏัภาคเคลื่อนทีจ่ะเคลื่อนทีไ่ปไดไ้กลจากจดุริ่

มตน้ ดงันัน้จงึมกีารปรบัชนิดและอตัราส่วนของสารตวัท าละลายในวฏัภาคเคลื่อนทีใ่หพ้อเหมาะที่

สารแต่ละชนิดจะเคลื่อนทีด่ว้ยระยะทางทีต่่างกนั (Rf) โดยจะพจิารณาจากความมขีัว้ (polarity 

index, P’) และความจ าเพาะ  (selectivity) ของตวัท าละลาย  เพื่อคดัเลอืกตวัท าละลาย ทีใ่ชใ้นการ

เตรยีมวฏัภาคเคลื่อนที ่ดงัตาราง 3  
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ตาราง 3 แสดงความมขีัว้ (Polar) ของสารตวัท าละลาย (17, 28) 

 

ตวัท าละลาย Polarity index: P’ 
n-buty ether 

diisopropyl ether 
2.1 
2.4 

Toluene 
Methy t-butyl ether 

Benzene 

2.4 
2.7 
2.7 

Diethyl ether 
Dichloromethane 
Dichloroethane 

N-butanol 
Iso-propanol 
n-propanol 

Tetrahydrofuran 
Chloroform 

Ethanol 
Nitrobenzene 
Ethyl acetate 

Methyl ethyl ketone 
Dioxin 

Methanol 
Acetone 
Pyridine 

Methoxyethanol 

2.8 
3.1 
3.5 
3.9 
3.9 
4.0 
4.0 
4.1 
4.3 
4.4 
4.4 
4.7 
4.8 
5.1 
5.1 
5.3 
5.5 

Acetonitrile 
Acetic acid 

Nitromethane 
Dimethylformamide 

Formamine 
Water 

5.8 
6.0 
6.0 
6.4 
9.6 
10.2 

 

หมายเหตุ P’ คอื ค่าความมขีัว้ของสาร 
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3. การวิเคราะหแ์ละการตรวจวดั 

     การตรวจวเิคราะหห์าสารบนกระดาษสามารถใชไ้ดห้ลายวธิี  เนื่องจากวธิทีีเ่ราสนใจและ

พฒันาวธิกีารรนัของสารผ่านตวักลางในการตรวจวดัไดโ้ดยการสเปรย ์การจุม่ หรอืก ารองัของสารที่

อิม่ตวัท าใหเ้กดิ จดุของสารทีต่อ้งการศกึษา โดยทีเ่กณฑก์าร ศกึษาดว้ยวธิทีางกายภาพ  คอื การดสูี

และขนาดของจดุสาร  ศกึษาค่าการเคลื่อนทีข่องสารไดผ้่านตวั กลางหรอืวฏัภาคคงที่  นอกจากนี้การ

หาปรมิาณสารอกีวธิ ีคอืวดัค่าการดดูกลนืแสง อลัตราไวโอเลตหรอื ฟลอูอเรสเซนต์  

 4. การแปลผลการทดสอบ 

    การแปลผลของการทดสอบสามารถแปลผลไดต้ามลกัษณะของงานทีใ่ชใ้นการศกึษาโดย

ทีข่ ึน้กบัการเลอืกวธิกีารตรวจสอบโดยทีจ่ะแบ่งออกไดเ้ป็นดงันี้ 

      4.1 การประเมินด้วยสายตา  

         เป็นการศกึษาโดยการเปรยีบเทยีบขนาดของพืน้ทีข่องสารทีท่ าการจดุสาร (Spot)  

โดยค านึงถงึการตดิสแีละความเขม้ของการตดิสบีนตวักลาง จะท าการเปรยีบเทยีบระหว่างจดุของ

สารตวัอยา่งทีศ่กึษากบัจดุของสารมาตรฐานทีใ่ชใ้นการทดสอบ เพีอ่หาความเขม้ขน้เบือ้งตน้ของสาร

ผสมนัน้มสีารทีต่อ้งการศกึษาหรอืไม่  (Pre-screening) อกีทัง้ยงัศกึษาค่าระยะการเคลื่อนที่ ของสาร 

(Rf) ทีเ่คลื่อนทีไ่ปบนตวักลางเมือ่เปรยีบเทยีบกบัสารมาตรฐาน  โดยวดัจากจดุกึง่กลางของแถบสาร 

ค่า Rf จะมคี่าไมเ่กนิ 1 และจะเป็นค่าเฉพาะของสารในสภาวะหน่ึงๆ 

วธิกีารค านวณหาค่า Rf (28, 30) =   
ระยะทางทีส่ารเคลื่อนทีไ่ด้

ระยะทางทีต่วัท าละลายเคลื่อนที่ 
  

     4.2 การศึกษาด้วยเทคนิคเชิงภาพ 

   ในปจัจบุนังานวจิยัไดน้ าเทคโนโลยทีางดา้นภาพเขา้มาช่วยในการวเิคราะหแ์ละแปล

ผลขอ้มลู มโีปรแกรมเพื่อใชใ้นการวเิคราะหข์อ้มลูจากภาพนิ่งเพื่อหาค่าความสมัพนัธ ์เพื่อใหเ้กดิ

ความสะดวกในการใชง้าน เป็นวธิทีีง่า่ย รวดเรว็ และสะดวก สามารถท างานไดทุ้กทีเ่พยีงแค่มี

คอมพวิเตอรแ์ละโปรแกรมการวเิคราะหเ์ชงิภาพ ไดม้าซึง่ผลการทดสอบทีม่คีวามน่าเชื่อถอื การใช้

เทคนิคเชงิภาพเป็นกระบวนการหน่ึง ทีน่กัวจิยัใหค้วามสนใจและเป็นทีน่ิยมน ามาใชใ้นการศกึษา

เป็นจ านวนมาก โดยมวีธิกีารวเิคราะหด์งันี้ 

4.2.1 การวิเคราะหโ์ดยวิธีเดนสิโตเมทรี (17, 28) 

        การวเิคราะหโ์ดยวธิเีดนสโิตเมทรี  (Densitometry) คอื การตรวจวดัสารบน

แผ่น  HPTLC หรอืแผ่น  TLC ใชก้บังาน วเิคราะหเ์ชงิปรมิาณโดยทีจ่ะวดัการดดูกลนืแสง 

(Absorption) หรอืฟลอูอเรสเซนซ ์ (Fluorescence) ของสารในช่วงความยาวคลื่นอลัตราไวโอเลต 
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190-400 นาโนเมตร และคลื่นแสงส ี (Visible) 400-800 นาโนเมตร หลกัการท างานจะวดัจากโหมด

การสะทอ้น (Reflectance mode) เครือ่งจะท าการตรวจจบัสญัญาณความแตกต่างของปรมิาณแสง

สะทอ้นบรเิวณจดุทีต่อ้งการวดัเทยีบกบับรเิวณพืน้ และแสดงเป็ นกราฟความสมัพนัธร์ะหว่าง

ปรมิาณสารกบัระยะทางบนแผ่นทีใ่ชใ้นการทดสอบ เรยีกว่า เดนซโิทแกรม (Densitogram) 

แสดงผลออกมาในรปูกราฟ พืน้ทีใ่ตก้ราฟแต่ละบรเิวณจะเป็นสดัส่วนกบัความเขม้และปรมิาณของ

สารทีม่อียูใ่นบรเิวณนัน้  

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 19 หลกัการตรวจวดัของวธิเีดนสโิตเมทร ี(28) 

 

 

 

ภาพประกอบ 20 แสดงการแปลผลของการตรวจวดัดว้ยเครือ่งเดนสโิตมเิตอร์ (28) 
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4.2.2 การวิเคราะหเ์ชิงภาพ (Image analysis) 

          การวเิคราะหเ์ชงิภาพ เป็นการวเิคราะหข์อ้มลูจากรปูภาพ มกีารประยกุตใ์ช้

ในหลายงานเช่น ทางการแพทย ์ทางดา้นวศิวกรรม เป็นตน้ ประกอบดว้ย 

     4.2.2.1 กล้องถ่ายภาพ Charge-coupled device: CCD (28, 30) 

              เป็นกลอ้งทีม่คีวามละเอยีดของภาพสงู ท าจากวสัดุทีป่ระดษิฐจ์าก

ซลิกิอนทีถู่กแบ่งออกเป็นช่องเลก็ๆ ซึง่แต่ละช่องเรยีกว่า พกิเซล (Pixel) ส่งทีก่ระทบลงบนแต่ละ

พกิเซลจะถูกแปลงเป็นสญัญาณส่งไปประกอบเป็นภาพทีส่มบรูณ์ คอื ภาพดจิติอล (Digital image) 

ซึง่มคีวามละเอยีดของภาพสงูใชใ้นงานดา้นการวจิยั ทางการแพทยเ์ป็นตน้ ขอ้จ ากดัของการใชง้าน

ตอ้งเป็นพืน้ทีท่ีม่คีวามเขม้แสงสม ่าเสมอ 

 

ภาพประกอบ 21 แสดงหลกัการของกลอ้งถ่ายภาพ Charge-coupled device: CCD (28) 

  

     4.2.2.2 การใช้เครื่องสแกนภาพ (Flatbed scanner) (21, 31) 
              เครือ่งสแกนเนอรเ์ป็นอุปกรณ์ ทีม่กีารใชง้านอยา่งทัว่ไป สามารถ

น ามาประยกุตใ์ชใ้นการวเิคราะหเ์ชภิาพ เพื่อหาสารในเชงิปรมิาณได้  เนื่องจากความสามารถในการ
บนัทกึภาพทีม่จีดุหรอืแถบสทีีม่องเหน็ดว้ยตาเปล่าได ้และ แปลงไฟลเ์ป็น ไฟลภ์าพแลว้น ามาใชใ้น
การวเิคราะหห์าสารเชงิปริ มาณได้  จากวธิทีีไ่ดก้ล่าวไปขา้งตน้จะมคีวามจ าเพาะเจาะจงเนื่องจาก
อุปกรณ์ทีใ่ชม้รีาคาถูกและสามารถใชง้านไดง้า่ยสามารถแปลผลไดท้นัทดีว้ยการส่งขอ้มลูเป็นไฟล์
ภาพเขา้สู่คอมพวิเตอรแ์ละใชโ้ปรแกรมในการแต่งภาพโฟโตชอพ หรอื ImageJ ในการแปลผล 
รวมถงึวธิไีดก้ล่าวไปนัน้ไดถู้กพฒันาโปรแกรมเพื่อรองรบัการใชง้านในการวจิยั 
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  การใชเ้ทคนิคเชงิภาพประกอบดว้ย การใชเ้ครือ่งเดนสโิตมเิตอร ์กลอ้ง C C D  ทีม่คีวาม

ละเอยีดสงู และเครือ่งสแกนเนอรใ์ชค้วบคู่กบัโปรแกรมคอมพวิเตอร ์ซึง่ในแต่ละอุปกรณ์นัน้มี

ความจ าเพาะทีแ่ตกต่างกนัออกไปตามลกัษณะของงานทีศ่กึษา ดั งจะกล่าวในตาราง 4 

 

ตาราง 4 การเปรยีบเทยีบขอ้ดแีละขอ้ดอ้ยของการวเิคราะหเ์ชงิปรมิาณดว้ยวธิรีงคเลขผวิบาง  

     (TLC)(28) 

 

วิธีการตรวจวดั ข้อดี ข้อด้อย 
เครือ่งเดนสโิตมเิตอร ์ -มคีวามไว สงูในการตรวจวดั

สญัญาณในช่วงคลื่น UV/VIS 
-ตน้ทุนการวเิคราะหส์งู 
-ความเรว็ในการสแกนภาพชา้ 

กลอ้ง CCD -สามารถเกบ็ขอ้มลูทัง้แผ่นได้
พรอ้มกนั 
-เกบ็ขอ้มลูภาพไดร้วดเรว็ 
-สามารถต่อเขา้กบัโปรแกรม
คอมพวิเตอรท์ีเ่หมาะสมต่อการ
ประมวลผลภาพ 

-การท าใหภ้าพสว่างสม ่าเสมอ
ทัง้แผ่น 
-วดัไดเ้ฉพาะจดุทีม่สี ีหรอื
ดดูกลนืแสงภายใตค้วามยาว
คลื่นที ่254 และ366นาโนเมตร 
-ราคากลอ้ง CCD มรีาคาสงู 

เครือ่งสแกนเนอร ์ -ราคาถูก 
-ส าหรบัจดุทีม่คีวามเขม้สเีหน็
ชดัเจนสามารถใหผ้ลการ
วเิคราะหท์ีม่คีวามถูกตอ้ง
แมน่ย า 

-มคีวามไวต ่า 
-สามารถใชต้รวจวดัเฉพาะจดุ
ของสารทีป่รากฏสใีหเ้หน็ 

 

งานวิจยัท่ีเก่ียวข้อง 
Lawan และคณะ (2003) ไดพ้ฒันาวธิกีารวเิคราะหเ์พื่อหาสารกลุ่มเคอรค์มูนิอยดใ์นขมิน้ชนั

ดว้ยวธิกีารรงคเลขผวิบางโดยใชเ้ทคนิคเชงิภาพมาประยกุตใ์ชใ้นงานวจิยั ซึง่ในงานวจิยัได้

ตรวจสอบหาสารกลุ่มเคอรค์มูนิอยดป์ระกอบดว้ย เคอรค์มูนิ  (Curcumin) เดสเมทอกซเีคอรค์มูนิ  

(Desmethoxycurcumin) และ บเิดสเมอทกซเีคอรค์มูนิ  (Bisdesmethoxycurcumin)  ในขมิน้ชนัใน

งานวจิยัใช ้Silica gel 60  F254 เป็นวฏัภาคคงทีแ่ละใช ้ Chloroform: Haxane: MeOH (1: 1: 0.1) 

เป็นวฏัภาคเคลื่อนที ่ใชโ้ปรแกรม Adobe photoshop 7.0 ในการแปรผล โดยทีช่่วงความเขม้ขน้ 

0.375 ถงึ 6 ไมโครกรมัต่อ  Spot นัน้ใหค้่า r2 = 0.9987, 0.9998 และ 0.9995 ของเคอรค์มูนิ
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(Curcumin) เดสเมทอกซเีคอรค์มูนิ  (Desmethoxycurcumin) และ บเิดสเมอทกซเีคอรค์มูนิ  

(Bisdesmethoxycurcumin) ตามล าดบั ซึง่จากวธิวีเิคราะหท์ีไ่ดพ้ฒันานัน้ใหผ้ลการทดสอบความ

ถูกตอ้งของวธิกีารทดสอบทีม่คีวามถูกตอ้งแมน่ย า น่าเชื่อถอื อกีทัง้เป็นวธิกีารทดสอบทีง่า่ยสะดวก

รวดเรว็  

Kumar และคณะ (2009) ไดส้นใจศกึษาการปนเป้ือนของ Mycoplasma ใน Cell culture 

โดยใชโ้ปรแกรม Adobe Photoshop (Version 7.0) มาใชใ้นการวเิคราะหห์าความสมัพนัธใ์น

การศกึษาเซลลท์ีม่กีารปนเป้ือนโดยการยอ้มสแีละการคดัเลอืกเซลลท์ีม่กีารปนเป้ือนโดยการเทยีบสี

ระหว่างสทีีไ่ดย้อ้มเซลลก์บัตวัเซลลท์ีม่กีารปนเป้ือน Mycoplasma ซึง่ผลทีไ่ดส้ามารถตรวจวดัได้

การปนเป้ือนไดโ้ดยใชเ้ทคนิคเชงิภาพเขา้มาช่วยในการวเิคราะหข์อ้มลูดา้นภาพได ้

Panadda และคณะ (2011) ไดส้นใจศกึษาเทคนิครงคเลขผวิบางโดยใชก้ารวเิคราะหเ์ทคนิค

เชงิภาพในการตรวจวเิคราะหห์าสาร Sibutramine hydrochloride (SH) ในสมนุไพรทีใ่ชใ้นการ

ควบคุมน ้าหนกัทีน่ิยมใชใ้นการรบัประทาน ในก ารวจิยัไดพ้ฒันาวธิวีเิคราะหโ์ดยใชเ้ทคนิคเชงิภาพ

โดยใชน้ าแผ่นทีท่ าการวเิคราะหม์าสแกนเพื่อเป็นไฟลภ์าพเปรยีบเทยีบกบัการใช ้ TLC-

Densitometer ในการวดัผลการวเิคราะหใ์หค้่าทีม่คีวามจ าเพาะเจาะจงในการหาสาร สามารถ

ตรวจวดัโดยการวเิคราะหโ์ดยสารตาที ่ 190 นาโนเมตรต่อ Spot และใหค้่าการตรวจวเิคราะหท์ี ่ 634 

นาโนกรมัต่อ Spot รวมถงึค่าของความถูกตอ้งแมน่ย าในการทดสอบทีด่ ี

Panadda และคณะ (2011) ไดท้ าการศกึษาการตรวจวเิคราะหห์าสารเซฟไตรอาโซน 

โซเดยีม (Ceftriaxone sodium, CFX) ในเชงิปรมิาณ โดยปรยีบเทยีบเทคนิคการวเิคราะหเ์ชงิภาพ 

โดยการเปรยีบเทยีบโปรแกรมระหว่าง Adobe Photoshop Sorbfil TLC videodensitometer 

soflware และ Scion image software เพื่อใชเ้ป็นทางเลอืกหนึ่งในการตรวจวเิคราะหห์าเชงิปรมิาณ

โดยทีล่ดตน้ทุนการตรวจวเิคราะหโ์ดยใชเ้ ครือ่ง HPLC ผลการทดสอบพบว่าค่าทีต่รวจวดัโดยใชว้ธิ ี

Scion image, Sorbfil TLC Videodensitometer และTLC-densitometer ใหค้่าช่วงความเขม้ขน้ใน

การวเิคราะหท์ี ่ 1-8 ไมโครกรมัต่อspot ค่ากราฟ polynominal regression มากกว่า r2 > 0.99 และ

วเิคราะหด์ว้ยโปรแกรม Adobe Photoshop ใหค้่าช่วงความเขม้ขน้ในการวเิคราะหท์ี ่ 4-10 

ไมโครกรมัต่อ spot ค่ากราฟ polynominal regression มากกว่า r2 > 0.99 ดงันัน้การวเิคราะหเ์ชงิ

ภาพจงึเป็นวธิทีางเลอืกทีส่ามารถน ามาวเิคราะหเ์ชงิภาพได้ 

Kaale และคณะ (2013) ไดก้ารศกึษาและพฒันาวธิกีารวเิคราะหย์าดว้ ยเครือ่งมอืเดนซโิตร

มเิตอร ์แต่ใชแ้ผ่น TLC ในการวเิคราะหย์าเมด็ไดโคฟีแนคโซเดยีม (Diclofenac Sodium) โดยทีน่ า

วธิกีารแยกสารออกมาใชใ้นงานเพื่อพฒันาหาตวัยาส าคญั ซึง่ในการวเิคราะหไ์ดพ้ฒันาหา
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อตัราส่วนวฏัภาคเคลื่อนที ่เพื่อใชใ้นการแยกและท าการวดัทีค่วามยาวคลื่นที ่ 284 นาโนเมตร ผลที่

ไดจ้ากการทดสอบใหค้วามแมน่ย าและมคีวามถูกตอ้งสงูในการทดสอบ อกีทัง้วธิทีีไ่ดม้กีารพฒันาขึน้

มานัน้ประหยดัและใหผ้ลทีร่วดเรว็ จะเหน็ไดว้่าในช่วงเวลาทีผ่่านมาไดม้กีารสนใจและน าวธิกีารแยก

สารเพื่อใชใ้นการศกึษาหาสารทัง้ในเชงิปรมิาณและเชงิคุณภาพเพื่อป ระยกุตก์ารในการตรวจ

วเิคราะหร์วมถงึวธิกีารศกึษาหาสารทีม่ฤีทธิใ์นการตา้นอนุมลูอสิระเช่นกนั ซึง่วธิดีงักล่าวตอ้งใช้

เครือ่งมอืทีม่รีาคาแพงและโปรแกรมทีใ่ชย้งัมกีารจ ากดัเฉพาะกบัการใชเ้ครือ่งตอ้งอาศยัความ

ช านาญในการทดสอบ  

Li Peiwu และคณะ (2013) ท าการศกึษาการทดสอบการน ากลอ้ง CCD ทีม่คีวามละเอยีด

ของภาพสงู น ามาใชเ้ป็นอุปกรณ์ในการช่วยเกบ็ขอ้มลูและพฒันาวธิวีเิคราะหห์าสารเชงิปรมิาณทีม่ี

ฤทธิใ์นการตา้นอนุมลูอสิระควบคู่กบัวธิรีงคเลขผวิบาง  (TLC-DPPH) ในการตรวจสอบสาร  ใน

งานวจิยั ได้ศกึษาเปรยีบเทยีบวธิกีบัการวดัหาสาร มาตรฐานแอสคอรบ์กิ แอซดิ สารกลุ่มฟีนอลคิ 

และสารกลุ่มฟลาโวนอยด์  กบัวธิีสเปคโตรสโคปี เพื่อเป็นการเปรยีบวธิทีีไ่ดพ้ฒันาขึน้ ซึง่ผลการ

ทดสอบใหค้่า Correlation coefficients (r2) ในช่วงระหว่าง 0.947-0.996 และสามารถตรวจวดัไดท้ี่

ความเขม้ขน้ที ่ 40-690 นาโนกรมั ซึง่วธิทีีน่ ามาใชน้ัน้สามารถแยกสารผสมไดเ้นื่องจากตอ้งมกีาร

แยกของสารบนตวักลางโดยการศกึษาจากค่า Rf ของตวัอยา่งในแต่ละตวัทีใ่หค้วามจ าเพาะทีต่่าง

การในการละลายเมือ่เทยีบกบัวธิมีาตรฐานจะใหผ้ลในภาพรวมของสารทัง้หมดไมส่ามารถแยกไดว้่า

เนื่องจากเป็นสารผสม  

Iwona kowalska และคณะ (2013) ท าการศกึษาเปรยีบเทยีบการแปลผลการวเิคราะห์

วธิกีารวเิคราะห ์ TLC-DPPH โดยการศกึษาสกดัสารจากตน้ อลัฟลัฟา  (Medicago sativa L) 5 สาย

พนัธุ ์เพื่อหาสารทีม่ฤีทธิใ์นการตา้นอนุมลูอสิระโดยใช ้ Rutin เป็นสารมาตรฐานทีค่วามเข้ มขน้ 1

มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร  วฏัภาคเคลื่อนทีใ่ชอ้ตัราส่วนของ Acetonitrile: water: chloroform: formic 

acid (60: 15: 10: 5) และท าการพ่นดว้ย 0.2% (w/v) ของ DPPH ในเมทานอล ตัง้ทิง้ไวใ้นทีม่ดืเป็น

เวลา 30 นาท ีหลงัจากนัน้สแกนเกบ็เป็นไฟลภ์าพเพื่อแปลผล โดยใชโ้ปรแกรม ImageJ และ

โปรแกรม  Sorbfil TLC videodensitometer ซึง่ผลการทดสอบสามารถวเิคราะหห์าสารในเชงิ

ปรมิาณไดท้ัง้ 2 โปรแกรมจงึเหมาะแก่การน ามาใชใ้นการวเิคราะหห์าเชงิปรมิาณได ้
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การตรวจสอบความถกูต้องของวิธีวิเคราะห ์(Method validation) (38, 39) 

การตรวจสอบความถูกตอ้งของวธิวีเิคราะหเ์ป็นวธิทีีย่นืยนัผลว่าวธิวีเิคราะหห์าสารในเชงิ
ปรมิาณหรอืเชงิคุณภาพ ใหผ้ลการทดสอบในแต่ละครัง้ มคีวามถูกตอ้งและแมน่ย าเชื่อถอืได้  ตาม
ขอ้ก าหนดและหลกัเกณฑก์ารยอมรบัดงันี้ 

1.  ความเฉพาะของวิธีวิเคราะห์ (Specificity)  

     เป็นการศกึษาว่าวธิวีเิคราะหห์รอืวธิกีารจดัจ าแนกทีไ่ดพ้ฒันาขึน้นัน้ มคีวามจ าเพาะ

เจาะจงในการแยกสารตวัอยา่งหรอืสารทีส่นใจออกจากสารอื่นหรอืสารผสมได ้โดยการทดสอบ

เปรยีบเทยีบกบัสารอื่นๆ ดว้ยวธิกีารทดสอบแบบเดยีวกนัในสภาวะเดยีวกนั และใหผ้ลการทดสอบที่

สามารถแยกหรอืจัดจ าแนกไดเ้ฉพาะสารทีต่อ้งการศกึษาโดยทีไ่มพ่บสาร Interference ทีต่ าแหน่ง

ของสารทีต่อ้งการตรวจวดั 

2. การทดสอบขีดจ ากดัของการตรวจวดัสาร (Limit of detection, LOD) และ

ขีดจ ากดัของการหาปริมาณของสาร (Limit of quantitation, LOQ)  

     การทดสอบขดีจ ากดัของการตรวจวดัสาร (Limit of detection, LOD) เป็นการทดสอบ

เพื่อศกึษาหาปรมิาณทีต่ ่าสุดต่อจดุทีส่ามารถตรวจสอบได ้คอื ปรมิาณต ่าสุดทีส่ามารถตรวจพบโดย

ไมจ่ าเป็นตอ้งทราบปรมิาณ 

     ค านวณไดจ้าก LOD = 3SD

𝐼𝑛𝑡𝑒𝑟𝑐𝑒𝑝𝑡
 

    ขดีจ ากดัของการหาปรมิาณของสาร (Limit of Quantitation, LOQ) ปรมิาณต ่าสุดเปล่าที่

ตรวจวเิคราะหเ์ชงิปรมิาณได ้คอื ปรมิาณต ่าสุดทีย่งัสามารถวเิคราะหเ์ชงิปรมิาณโดยทีผ่ลวเิคราะหม์ี

ความถูกตอ้งแมน่ย า  

    ค านวณไดจ้าก LOQ = 10SD

𝐼𝑛𝑡𝑒𝑟𝑐𝑒𝑝𝑡
 

    หมายเหตุ SD = ส่วนเบีย่งเบนมาตรฐานของจดุตดั 

  Intercept = ความชนัของกราฟมาตรฐานทีเ่ป็นเสน้ตรง  

3. การทดสอบความเป็นเส้นตรง (Linearity) และช่วงการวิเคราะห ์(Range) 

    ช่วงการทดสอบ คอืระดบัความเขม้ขน้ของสารที่ เหมาะสมทีต่ ่าสุดและสงูสุด ทีใ่หผ้ลการ

วเิคราะหม์คีวามถูกตอ้ง แมน่ย า และหาความสมัพนัธม์คีวามเป็นเสน้ตรงในเกณฑท์ีย่อมรบัได ้ 

    การทดสอบความเป็นเสน้ตรง คอืค่าความเป็นเสน้ตรงของกราฟมาตรฐานของวธิี

วเิคราะห ์ทีพ่ลอทระหว่างค่าความเขม้ขน้ของสารกบัค่าทีแ่ปลผล เป็นค่าทีแ่สดงถงึความสามารถ

ของวธิวีเิคราะหท์ีจ่ะใหผ้ลการวเิคราะหท์ีเ่ป็นอตัราส่วนโดยตรงกบัความเขม้ขน้ของสารทีม่ใีน
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ตวัอยา่ง  แสดงค่ าเป็นค่าสมัประสทิธิส์หสมัพนัธ์  (Coefficient determination, r2) เกณฑใ์นการ

ยอมรบัค่า r อยูร่ะหว่าง 0.995-1.000 (39) 

4. การทดสอบความถกูต้องของวิธีวิเคราะห ์(Accuracy)  

    คอืความถูกตอ้งของผลวเิคราะหแ์สดงถงึความถูกตอ้งของวธิวีเิคราะหโ์ดยการแสดงให้

เหน็ถงึความใกลเ้คยีงกนัระหว่างค่าทีไ่ดจ้ากการวเิคราะหก์บัค่าทีแ่ทจ้รงิหรอืค่าอา้งองิทีย่อมรบัได ้

โดยหาไดจ้ากการค านวณหา % recovery ของสารมาตรฐานทีม่กีารเตมิลงไปในตวัอยา่ง  (spike 

method) หรอืสามารถหาไดจ้ากการวเิคราะหห์าปรมิาณสารมาตรฐานทีท่ราบปรมิาณทีแ่น่นนอน  

แสดงค่าเป็น % recovery เกณฑใ์นการยอมรบัค่า % recovery อยูร่ะหว่าง 85 - 115 % recovery 
(39) 

5. การทดสอบความแม่นย าของวิธีวิเคราะห ์(Precision)  

    การทดสอบเทีย่งตรงของวธิวีเิคราะหส์ ารทีเ่กดิจากการท าการทดสอบซ ้าๆ ในสภาวะ

เดยีวกนัภายในวนัเดยีวกนั  (intra day) และระหว่างวนั (inter day) เกณฑก์ารยอมรบัแสดงค่าเป็ น 

แสดงผลค่ารอ้ยละความเบีย่งเบนมาตรฐานสมัพนัธ์  (Relative standard deviation, %RSD) เกณฑ์

ในการยอมรบัค่า % RSD อยูร่ะหว่าง 1 – 10 % (39) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทท่ี 3 
วิธีการด าเนินการวิจยั 

 
1. วสัด ุอปุกรณ์ และ สารเคมี (Materials and reagents) 

สารเคมี 
สารมาตรฐาน 
แอสคอรบ์กิ แอซดิ (Ascorbic acid)   Sigma-Aldrich, Germany 
แกลลคิ แอซดิ (Gallic acid)    Sigma-Aldrich, Germany 
รทูนิ (Rutin)      Sigma-Aldrich, Germany 
แอลลาจคิ แอซดิ (Ellagic acid)    Sigma-Aldrich, Germany 
เคอรซ์ทีนิ ดไีฮเดรต (Quercetin dihydrate)  Sigma-Aldrich, Germany 
 สารเคมีอ่ืนๆ ท่ีใช้ 
เมทานอล (Methanol)     Merck, Germany 
เอทานอล (Ethanol)     Merck, Germany 
อะซโีตไนไตร ์(Acetonitril)    Merck, Germany 
น ้ากลัน่ (Deionization water) 
2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)   Sigma-Aldrich, Germany 

วสัด ุอปุกรณ์ และเครื่องมือ 

Microplate reader     Anthos Zenyth 200rt, Austria 

เครือ่งคอมพวิเตอรพ์รอ้มเครือ่งสแกน   Canon pixma 

กระดาษเซลลโูลส 100 %    Canson watercolour paper, France 
แผน่กรอง เบอร ์1      Whatman, English 
กระดาษวาดเขยีน     - 
กระดาษปอนด ์     DHA Siamwalla, Thailand 
เครือ่งชัง่ทศนิยม 4 ต าแหน่ง    Sartorious, Germany 
ตูเ้ยน็ 0-5 °C      Panosonic, Thailand   
Auto pipette      Sartorius biohit/ biohit Oyi,Finland 
Centrifuge tube     Hycon plastic Inc. 
96 well plate 
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2. การเตรียมสารมาตรฐานและสารตวัอย่าง 
2.1 เตรยีม 50% และ 70% เมทานอลในน ้า   
     เตรยีม 50 % เมทานอล เตรยีมจากตวงเมทานอล 50 มลิลลิติรใสใ่นน ้าปรมิาตร 50 

มลิลลิติรเขยา่ใหเ้ขา้กนั 

     เตรยีม 70% เมทานอล เตรยีมจากตวงเมทานอล 70 มลิลลิติรใสล่งในน ้าปรมิาตร 30  

มลิลลิติรเขยา่ใหเ้ขา้กนั   

2.2 เตรยีมสารละลายมาตรฐาน  แอสคอรบ์กิ แอซดิ ใหม้คีวามเขม้ขน้  1 มลิลิกรมัต่อ

มลิลลิติร (1,000 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร ) ไดจ้ากชัง่ แอสคอรบ์กิ แอซดิ  25 มลิลกิรมัใสล่งในขวด

ปรบัปรมิาตรขนาด 25 มลิลลิติร ปรบัปรมิาตรจนครบ ดว้ย  50% เมทานอล ชว่ยละลายดว้ย 

Sonicator หรอืเครือ่งป ัน่Vortex 

2.3 น าสารละลายมาตรฐานจากขอ้ 2.2 มาท าการเจอืจางดว้ย 50% เมทานอล ใหไ้ด้

สารละลายมาตรฐาน (Working standard) ทีค่วามเขม้ขน้ระหวา่ง 10 ถงึ 30 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร 

และ 75 ถงึ 175 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร ทีใ่ชใ้นการทดสอบ 

2.4 การเตรยีมสารละลาย DPPH ท าการเตรยีมสารละลาย DPPH ที ่1 มลิลโิมล โดยการชัง่

น ้าหนกัของสาร DPPH 19.7 มลิลกิรมัใสล่งในขวดปรบัปรมิาตรขนาด 50 มลิลลิติร ปรบัปรมิาตรจน

ครบดว้ยเมทานอล  

2.5 การเตรยีมตวัอยา่งน ้าสม้  100% ท าโดยการปิเปตผลติภณัฑ์ น ้าสม้ 100 ไมโครลติร ใส่

ลงใน 50 % เมทานอล 900 ไมโครลติร จากนัน้เขยา่ใหเ้ขา้กนั 
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วิธีการทดลอง (Methods) 
1. การพฒันาวิธีวิเคราะห ์

1.1 การศึกษาความเข้มข้นสาร DPPH ท่ีเหมาะสม 
1.1.1 เตรยีมสารละลาย DPPH ทีค่วามเขม้ขน้ 1 มลิลโิมล จากนัน้ท าการเจอืจา 

ดว้ยเมทานอล ใหอ้ยูใ่นชว่งความเขม้ขน้ดงัน้ี 1 0.75 0.5 0.25 และ 0.125 มลิลโิมล น าสารทัง้หมด
ใสล่งใน 96-well plate หลุมละ 250 ไมโครลติร จ านวน 2 หลุม 

1.1.2 เตรยีมสารมาตรฐานแอสคอรบ์กิ แอซดิ ทีค่วามเขม้ขน้ 100 ไมโครกรมัต่อ 
มลิลลิติร 

1.1.3 ตดักระดาษขนาดกวา้ง 0.5 เซนตเิมตร ยาว 3 เซนตเิมตร จ านวน 2 แผน่  
แผน่ทีห่น่ึงจุ่มลงในสารละลายขอ้ 1.1.2 พกัทิง้ไวท้ีอุ่ณหภูมิ หอ้งรอใหแ้หง้ จากนัน้จุ่มในหลุ ม
สารละลาย DPPH ในขอ้ 1.1.1 แผน่ทีส่องจุ่มในสารละลาย DPPH แต่ละความเขม้ขน้ของ DPPH ที่
ศกึษา 

1.1.4 น าทัง้สองแผน่มาตัง้ทิง้ไวใ้หแ้หง้ สแกนภาพเปรยีบเทยีบและบนัทกึผล 
      เกณฑใ์นการศกึษา 

 ศกึษาความเขม้ของส ีDPPH ทีต่ดิบนกระดาษทีน่ ามาท าการศกึษา  
 ศกึษาความเขม้สขีองการเกดิปฏกิริยิาระหวา่งสารมาตรฐานและสาร DPPH ที ่

ระดบัความเขม้ขน้ต่างๆ 
1.2 การศึกษาเปรียบเทียบชนิดของวฏัภาคคงท่ี (Stationary phase)  

           1.2.1 น ากระดาษชนิดต่างๆ (กระดาษปอนด์ กระดาษวาดเขยีน กระดาษกรอง
เบอร ์1 กระดาษเซลลโูลส ) ทีใ่ชใ้นการศกึษาน ามาตดัใหม้ขีนาด กวา้ง 3 เซนตเิมตร ยาว  5 
เซนตเิมตร  
           1.2.2 จากนัน้จุดสารมาตรฐาน แอสคอรบ์กิ แอซดิ ทีม่คีวามเขม้ขน้ 100 ไมโครกรมั
ต่อมลิลลิติร ลงไปบนกระดาษทีศ่กึษา 2 ไมโครลติร และเปา่ใหแ้หง้ดว้ยลมเยน็ 
          1.2.3 น าแผน่กระดาษแต่ละชนิดมาท าการใสล่งในแทงคแ์กว้ทีม่วีฏัภาคเคลื่อนที่
อิม่ตวัอยู ่ 
           1.2.4 จากขอ้ 1.2.3 น าแผน่กระดาษทีศ่กึษามาเปา่ใหแ้หง้และจุม่สารละลาย DPPH 
ทีเ่หมาะสมทีไ่ดจ้ากการทดลอง 1.1 เปา่ใหแ้หง้ 

       เกณฑใ์นการศกึษา 
 ลกัษณะทางกายภาพของกระดาษ เชน่ ความคงตวัของผา่นกระดาษในวฏัภาค 

เคลื่อนที ่การดดูซบัสาร ขอบเขตของการจุดสาร  
 การตดิสขีองสาร DPPH ขอบเขตการตดิส ีความชดัเจนของการเกดิปฏกิริยิาของ 

สาร DPPHกบัสารมาตรฐาน 
 สแกนภาพ ประเมนิผลเปรยีบเทยีบและบนัทกึผล 
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1.3 การศึกษาอตัราส่วนของตวัท าละลายในวฏัภาคเคล่ือนท่ี (Mobile phase) 
              ท าการศกึษาเหมอืน ขอ้ 1.2.1 – 1.2.4 โดยใชว้ฏัภาคคงทีเ่ป็นกระดาษทีใ่หผ้ลการ
ทดสอบทีด่ ีแต่ปรบัเปลีย่นวฏัภาคเคลื่อนทีต่ามอตัราสว่นของตวัท าละลายอนิทรยีก์บัน ้า ซึง่ใน
การศกึษาประกอบดว้ย เมทานอล เอทานอล อะซโีตไนไตรล์ และน ้ากลัน่ น ามาผสมตามอตัราสว่น
ดงัน้ี  

1. เมทานอล: น ้า (10: 0)  
2. เมทานอล: น ้า (9: 1)  
3. เมทานอล: น ้า (8: 2)  
4. เมทานอล: น ้า (7: 3)  
5. อะซโีตไนไตร:์ น ้า (7: 3)  
6. เอทานอล: น ้า (7: 3)  

            แลว้น ามาใชใ้นการเป็นวฏัภาคเคลื่อนทีเ่พือ่ศกึษาและเปรยีบเทยีบคา่การน าพาสาร
เคลื่อนทีบ่นวฏัภาคคงที ่(Rf value) 

       เกณฑใ์นการศกึษา 
 อตัราสว่นของตวัท าละลายทีเ่หมาะสมในการน าพาสารเคลื่อนทีบ่นวฏัภาคคงทีโ่ดยการ 

ค านวณคา่ Rf ของสารในสภาวะนัน้ 
 สแกนภาพ ประเมนิผลเปรยีบเทยีบและบนัทกึผล  
1.4 การอ่านและแปลผลด้วยเทคนิคเชิงภาพ 

               เมือ่ไดก้ารวเิคราะหข์อ้มลูเชงิภาพดว้ยโปรแกรมโฟโตชอพ ขัน้ตน้เริม่จากการน า
กระดาษทีผ่า่นการทดสอบน ามาสแกนเป็นไฟลภ์าพบนัทกึลงคอมพวิเตอรบ์นัทกึเป็นไฟล ์ .JPEG 
จากนัน้ท าการเปิดโปรแกรม Adobe Photoshop CS2 เปิดไฟลภ์าพทีท่ าการจะแปลผล เลอืกแถบ
เครือ่งมอืใช ้magic wand เพือ่เลอืกในบรเิวณพืน้ทีท่ีม่สีขีองการเกดิปฏกิริยิาระหวา่งสารตา้นอนุมลู
อสิระกบัสาร DPPH จากนัน้เปลีย่นใหเ้ป็นสดี า เพือ่ใหเ้กดิจุดพกิเซลทัง้หมดในการจุดส าร สขีอง
พืน้ทีด่งักล่าว น าคา่พกิเซลทีอ่า่นไดม้าสรา้งกราฟความสมัพนัธิเ์ชงิเสน้ตรงเพือ่หาปรมิาณต่อไป 
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ภาพประกอบ 22 แผนภาพการตรวจวเิคราะหโ์ดยเทคนิคเชงิภาพ 

สแกนภาพบนัทึกไฟล ์.JPEG 

เปิดโปรแกรม CS2 เลือกภาพ 

เลือก Select กด inverse 

 

เข้า เมนู Select เลือก deselect 

เข้า Magic wand  

 

เลือกเมนู Image เข้า Adjustment เลือก Threshold 

ตัง้ค่า Threshold = 255 (Spot จะเปล่ียนสีเป็นด า) 

เข้าเมนู Image เลือก Histogram ดคู่าพิกเซล 

น าค่าพิกเซลสรา้งกราฟหาความพนัธก์บัปริมาณ 
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1.5 การตรวจสอบวิธีทดสอบตามเกณฑก์ารยอบรบัของ FDAและ ICH guideline (38, 

39) 
     เมือ่ไดช้นิดของกระดาษ อตัราสว่นของตวัท าละลาย และความเขม้ขน้ของ DPPH ที่

น ามาใชใ้นการศกึษาเป็นวฏัภาคคงที ่วฏัภาคเคลื่อนที ่ และความเขม้ขน้ของสารทีใ่ชใ้นการ
ตรวจสอบ ตามล าดบั น าวธิวีเิคราะหม์าตรวจสอบความถูกตอ้งของวธิกีารวเิคราะห์  ตามขอ้ก าหนด
และเกณฑก์ารยอมรบัดงัน้ี 

1.5.1 การตรวจสอบวิธีวิเคราะห ์DPPH assay ด้วยเทคนิคเชิงภาพบนตวักลาง 
กระดาษ 

         1.5.1.1 ความจ าเพาะเจาะจงของวิธีวิเคราะห ์(Specificity)  

              เตรยีมตวัอยา่งในการทดสอบคอื แอสคอรบ์กิ แอซดิ เอลลาจกิ แอซดิ รู

ทนิ เคอรซ์ตีนิ ดไีฮเดรต และแกลลคิ แอซดิ โดยเตรยีมใหค้วามเขม้ขน้ที ่100 ไมโครกรมั/มลิลลิติร 

ละลายดว้ย 50% เมทานอล จากนัน้น าไปท าการจุดสารลงบนกระดาษขนาดกวา้ง 5 เซนตเิมตร ยาว 

7 เซนตเิมตร ตวัอยา่งละ 5 ไมโครลติรและเปา่ใหแ้หง้ดว้ยลมเยน็ ใสล่งใน แทงคแ์กว้ทีม่วีฏัภาค

เคลื่อนทีอ่ิม่ตวั เมือ่กระบวนการแยกเสรจ็ น าแผน่กระดาษขึน้มาเปา่ใหแ้หง้ดว้ยลมเยน็ จากนัน้จุม่

ดว้ยสารละลาย DPPH เปา่ใหแ้หง้ดว้ยลมเยน็จากนัน้ท าการสแกนภาพ  และวดัค่าการเคลื่อนทีข่อง

สาร  

      เกณฑใ์นการศกึษา 

 ศกึษาคา่ Rf ของสารมาตรฐานแต่ละชนิดทีน่ ามาท าการศกึษา 

 สแกนภาพ ประเมนิผลเปรยีบเทยีบและบนัทกึผล 

    1.5.1.2 การทดสอบขีดจ ากดัของการตรวจวดัสาร (Limit of detection,  

LOD) และขีดจ ากดัของการหาปริมาณของสาร (Limit of quantitation, LOQ)  

                   เตรยีมสารละลายมาตรฐาน แอสคอรบ์กิ แอซดิ ทีค่วามเขม้ขน้ 0.025 

0.050 0.075 0.100 0.125 0.150 และ0.200 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร น าไปจุดลงบนกระดาษความ

เขม้ขน้ละ 5 ไมโครลติร วเิคราะหด์ว้ยวธิกีารทดสอบ การแปลผลดดูว้ยตาเปล่า และการเกบ็ตวัอยา่ง

โดยน ามาสแกนโดยใชเ้ครือ่งสแกนเนอรเ์กบ็เป็นไฟล ์โดยทีใ่ชโ้ปรแกรม Adobe Photoshop CS2 

ในการวดัขนาดสทีีป่รากฏแปลผลในหน่วยของค่าพิ กเซลทีไ่ด ้เพือ่เลอืกความเขม้ขน้ทีต่ ่าทีส่ดุที่

สามารถวดัไดด้ว้ยตาเปล่าและความเขม้ขน้ต ่าสดุทีส่ามารถตรวจวดัดว้ยโปรแกรม Adobe 

Photoshop CS2 ได ้และค านวณการวเิคราะห์วธิกีารทดสอบขดีจ ากดัของการตรวจวดัสาร (LOD) 

และคา่ความเขม้ขน้ต ่าสดุในการหาปรมิาณไดถู้กตอ้ง (LOQ) 
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    1.5.1.3 การทดสอบความเป็นเส้นตรง (Linearity)  

             เตรยีมสารมาตรฐานแอสคอรบ์กิ แอซดิ ในช่วงความเขม้ขน้ 5 ความ

เขม้ขน้ประกอบดว้ย 75 100 125 150 และ175 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร  จาก Stock solution 

เตรยีมวฏัภาคคงทีข่นาดกวา้ง 9 เซนตเิมตร ยาว 20 เซนตเิมตร จากนัน้ท าการจุดสารมาตรฐานลง

บนแผน่ปรมิาตร 5 ไมโครลติร โดยใชค้วามเขม้ขน้ละ 3 ซ ้าของการจุดสารบนวฏัภาคคงที ่จากนัน้

น าไปวเิคราะหด์ว้ยวฏัภาคเคลื่อนทีท่ีอ่ ิม่ตวัในแทงคแ์กว้ หลงัจากทีว่ฏัภาคเคลื่อนทีพ่าสารไประยะที่

ก าหนด น าท าใหแ้หง้ดว้ยวธิกีารเปา่ลมเยน็ จุ่ มสาร DPPH จากนัน้เปา่ลมเยน็ใหแ้หง้และน ามา

สแกนโดยใชเ้ครือ่งสแกนเนอรแ์ละเกบ็บนัทกึไฟลภ์าพ  (.JPEG) แปรผลโดยใชโ้ปรแกรม Adobe 

Photoshop CS2 น าคา่ทีไ่ดจ้ากโปรแกรมมาสรา้งกราฟมาตรฐานของความสมัพนัธร์ะหวา่ง ค่า

พกิเซลทีว่ดัจากการใชเ้ทคนิคเชงิภาพ ต่อความเขม้ขน้ของสา รทีใ่ชใ้นการทดสอบ เพือ่หา

ความสมัพนัธเ์ชงิเสน้ตรงและค านวณหาคา่สมัประสทิธิส์หสมัพนัธ ์(Correlation coefficience, r2) 

    1.5.1.4 การทดสอบความถกูต้องของวิธีวิเคราะห ์(Accuracy)  

               เตรยีมสารมาตรฐานแอสคอรบ์กิ แอซดิทีใ่ชใ้นการวเิคราะห ์ทีอ่ยูใ่นชว่ง

ความเขม้ขน้ของ Standard curve ทีใ่ชใ้นการศกึษา ใสล่งในตวัอยา่งน ้าสม้จากขอ้ 2.3.5 โดยที่

ระดบัความเขม้ขน้สดุทา้ยในตวัอยา่งน ้า สม้มคีวามเขม้ขน้ 3 ระดบั คอื 90 110 และ140 ไมโครกรมั

ต่อมลิลลิติร น าไปทดสอบความถูกตอ้งในวนัเดยีวกนั  (Intra-day) และระหวา่งวนั (Inter-day) เป็น

เวลา 3 วนั น าผลการวเิคราะหท์ีไ่ดม้าค านวณหา % recovery  

วธิกีารค านวณ 
 

% recovery   = คา่ความเขม้ขน้ของสารแอสคอรบ์กิ แอซดิทีว่ดัไดจ้ากการวเิคราะห ์x 100 
             คา่ความเขม้ขน้จรงิทีเ่ตรยีม 

 

   1.5.1.5 การทดสอบความแม่นย าของวิธีวิเคราะห ์(Precision)  

               เตรยีมตวัอยา่งสารมาตรฐานแอสคอรบ์กิ แอซดิทีศ่กึษา ความเขม้ขน้ 3 

ระดบัคอื 100 125 และ150 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร ทีอ่ยูใ่นชว่งความเขม้ขน้ของ Standard curve 

ทดสอบความเขม้ขน้ละ 6 ซ ้า ทดสอบตวัอยา่งในวนัเดยีวกนั  (Intra-assay) และระหวา่งวนั (Inter-

assay) เป็นเวลา 3 วนั แลว้ค านวณหาค่า รอ้ยละความเบีย่งเบนมาตรฐานสมัพนัธ์  (Relative 

standard deviation, %RSD) 
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วธิกีารค านวณ      
% RSD    =       Standard Deviation   x 100 

                       Mean 
 

1.5.2 วิธีวิเคราะห ์DPPH-scavenging assay โดยใช้ Microplate reader  
      1.5.2.1 การตรวจสอบวิธีวิเคราะห ์DPPH assay ด้วย Microplate 

            1.5.2.1.1 การทดสอบความเป็นเส้นตรง (Linearity)  

                     เตรยีมสารมาตรฐานในชว่งความเขม้ขน้ 5 ความเขม้ขน้ที ่10 

15 20 25 และ 30 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร จาก Stock solution ใสล่งในหลุม 96-well plate ความ

เขม้ขน้ละ 3 หลุมหลงัจากนัน้เตมิสาร DPPH ทีค่วามเขม้ขน้ที ่0.50 มลิลโิมล ลงไป 100 ไมโครลติร 

น าไปเกบ็ไว้ทีม่ดืทีอุ่ณหภูมหิอ้งเป็นเวลา 30 นาท ีแลว้น าไปวดัการดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลื่น 

517 นาโนเมตร  น าคา่การดดูกลนืแสง ทีไ่ดไ้ปค านวณเพือ่หาความสมัพนัธเ์ชงิเสน้ตรงและ

ค านวณหาคา่สมัประสทิธิส์หสมัพนัธ ์(Correlation coefficience, r2) ของวธิกีารวเิคราะห ์

            1.5.2.1.2 การทดสอบความถกูต้องของวิธีวิเคราะห ์(Accuracy)  

                     เตรยีมสารมาตรฐานแอสคอรบ์กิ แอซดิทีใ่ชใ้นการวเิคราะห ์ที่

อยูใ่นชว่งความเขม้ขน้ของ Standard curve ทีใ่ชใ้นการศกึษา ใส่ลงในตวัอยา่งน ้าสม้จากขอ้ 2.3.5 

โดยทีร่ะดบัความเขม้ขน้สดุทา้ ยในตวัอยา่งน ้าสม้มคีวามเขม้ขน้ 3 ระดบั คอื 18 22 และ26 

ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร ทดสอบตวัอยา่งในวนัเดยีวกนั  (Intra-assay) และระหวา่งวนั (Inter-assay) 

เป็นเวลา 3 วนั น าผลการวเิคราะหท์ีไ่ดม้าค านวณหา % recovery (Inter-assay) เป็นเวลา 3 วนั น า

ผลการวเิคราะหท์ีไ่ดม้าค านวณหา % recovery  

วธิกีารค านวณ 
% recovery   = คา่ความเขม้ขน้สารแอสคอรบ์กิ แอซดิทีว่ดัไดจ้ากการวเิคราะห ์     x 100 
               คา่ความเขม้ขน้จรงิทีเ่ตรยีม 
 

             1.5.2.4.3 การทดสอบความแม่นย าของวิธีวิเคราะห ์(Precision)  

                      เตรยีมตวัอยา่งสารมาตรฐานแอสคอรบ์กิ แอซดิทีศ่กึษา ความ

เขม้ขน้ 3 ระดบัคอื 15 20 และ 25 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร ทีอ่ยูใ่นชว่งความเขม้ขน้ของ Standard 

curve ทดสอบความเขม้ขน้ละ 6 ตวัอยา่ง ทดสอบตวัอยา่งในวนัเดยีวกนั  (Intra-assay) และระหวา่ง

วนั (Inter-assay) เป็นเวลา 3 วนั แลว้ค านวณหาค่า รอ้ยละความเบีย่งเบนมาตรฐานสมัพนัธ์  

(Relative standard deviation, %RSD) 
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1.6 เปรียบเทียบวิธีวิเคราะหท่ี์ได้พฒันากบัวิธี DPPH scavenging assay และ

ทดสอบผลิตภณัฑ ์

1.6.1 DPPH assay ด้วยเทคนิคภาพบนตวักลางกระดาษ 

     เตรยีมสารมาตรฐาน 

     เตรยีมสารมาตรฐานแอสคอรบ์กิ แอซดิทีใ่ชใ้นการทดสอบจาก Stock solution 

จ านวน 5 ความเขม้ขน้โดยใหม้คีวามเขม้ขน้ที่  75 100 125 150 และ175 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร 

เพือ่ใชเ้ป็นกราฟมาตรฐาน (Standard curve)  

     เตรยีมตวัอยา่งทดสอบ 

     เตรยีมตวัอยา่งน ้าผลไมท้ีข่ายในทอ้งตลาดคอืน ้าสม้เขยีวหวาน 100 % น ามาท า

การเจอืจางโดยใชค้วามเขม้ขน้ของน ้าผลไมท้ี ่ 200 ไมโครลติร เจอืจางดว้ย 50% เมทานอล: น ้า 

800 ไมโครลติร เมือ่ไดส้ารแลว้น าไปจุดลงบนกระดาษปรมิาตร 5 ไมโครลติร ความเขม้ขน้ละ 3 ซ ้า 

     ขัน้ตอนการทดสอบ 

     จุดสารมาตรฐานและสารตวัอยา่งความเขม้ขน้ละ 3 จุด จากนัน้น ามาเปา่ลมเยน็ 

วเิคราะหก์ารแยกสารดว้ยสภาวะทีไ่ดจ้ากการทดสอบ ท าใหแ้หง้ดว้ยวธิกีารเปา่ลมเยน็  จุ่ม DPPH 

และเปา่ลมเยน็ใหแ้หง้  น ามาสแกนโดยใชเ้ครือ่งสแกนเนอรแ์ละ บนัทกึเกบ็ไฟลภ์าพ แปลผลดว้ย

โปรแกรม Adobe Photoshop CS2 น าคา่ทีไ่ดจ้ากโปรแกรมมาวเิคราะหห์าความสมัพนัธร์ะหวา่งค่า

พกิเซลกบัความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน เพือ่หาปรมิาณสารตา้นอนุมลูอสิระในผลติภณัฑ ์ 

   ในการค านวณหาค่าความเขม้ขน้ทีส่ามารถตา้นอนุมลูอสิระครึง่หน่ึง (IC50) การ 

แปลผลจะใชโ้ปรแกรม Graphpad Prism 5 และความเขม้ขน้ของสารมาตรฐานแอสคอรบ์กิ แอซดิ

คอื 6 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 125 150 175 200 250 และ 300 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร 

เพือ่หากราฟของ Sigmoid curve จาก log ของความเขม้ขน้กบัคา่พกิเซล 

1.6.2 DPPH-scavenging assay ด้วยเครื่อง Microplate reader 

     เตรยีมสารมาตรฐาน 

     เตรยีมสารมาตรฐานแอสคอรบ์กิ แอซคิ ทีใ่ชใ้นการทดสอบจาก Stock solution 

จ านวน 5 ความเขม้ขน้ คอื 10 15 20 25 และ30 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร เพือ่ใชเ้ป็นกราฟมาตรฐาน 

(Standard curve) 

    เตรยีมตวัอยา่งทดสอบ 
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  เตรยีมตวัอยา่งน ้าผลไมท้ีม่ขีายในทอ้งตลาดทีร่ะบุวา่มสีารทีม่ฤีทธิใ์นการตา้นอนุมลู

อสิระ น ามาท าการเจอืจางโดยใชค้วามเขม้ขน้ของน ้าผลไมท้ี ่ 100 ไมโครลติร เจอืจางดว้ย 50 % เม

ทานอล: น ้า ใหไ้ดป้รมิาตร 1,000 ไมโครลติร  

  ขัน้ตอนการทดสอบ 

  ปิเปตสารมาตรฐาน แอสคอรบ์กิ แอซดิ และสารตวัอยา่งลงในหลุมของ Microplate 

โดยใชค้วามเขม้ขน้ละ 100 ไมโครลติร จ านวน 3 หลุม จากนัน้ใสส่าร DPPH ความเขม้ขน้ 0.50 

มลิลโิมล ปรมิาตร 100 ไมโครลติร ในแต่ละหลุมตวัอยา่งโดยทีใ่ช ้Negative control เป็นเมทานอล 

100 ไมโครลติรและเตมิสารละลาย DPPH 100 ไมโครลติร จากนัน้ปิดฟอยด์และน าไปบ่มทีม่ดื ที่

อุณหภูมหิอ้งเป็นเวลา 30 นาท ีเมือ่ครบก าหนดเวลา วดัคา่การดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลื่น 517 นา

โนเมตร ดว้ยเครือ่ง Microplate reader ค านวณหาค่า %Inhibition สรา้งกราฟความสมัพนัธร์ะหวา่ง 

% inhibition กบั ความเขม้ขน้ของสารทีใ่ชใ้นการทดสอบ เพือ่หาคา่ ความเขม้ขน้ทีใ่หผ้ลในการตา้น

อนุมลูอสิระครึง่หน่ึง (IC50)  

  เกณฑใ์นการศกึษา 

  เปรยีบเทยีบผลการวเิคราะห ์ คา่ความเขม้ขน้ของแอสคอรบ์กิ แอซดิทีใ่หผ้ลในการ

ตา้นอนุมลูอสิระครึง่หน่ึง (IC50) จากการทดสอบของวธิี  DPPH assay ดว้ยเครือ่ง Microplate 

reader และกบัวธิ ีDPPH assay ดว้ยเทคนิคเชงิภาพบนตวักลางกระดาษ  

 
2. การพฒันาชดุทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมลูอิสระแบบดีพีพีเอชสตริป (DPPH strip 
for antioxidant activity test) 

2.1 ศึกษาชนิดของกระดาษท่ีเหมาะสมต่อการน ามาท าชดุทดสอบ 
               อา้งองิกระดาษจากการทดสอบหวัขอ้ 1.2  

2.2 ศึกษาหาความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของสารละลาย DPPH  
              น ากระดาษทีไ่ดจ้ากขอ้ 2.1 มาจุม่ลงใน 96-well plate ทีม่สีารละลาย DPPH ทีร่ะดบั
ความเขม้ขน้ 3 ความเขม้ขน้คอื 0.875 1.75 และ 3.5 mM เป็นจ านวนความเขม้ขน้ละ 2 แผน่ ตัง้ทิง้
ไวใ้หแ้หง้ทีอุ่ณหภูมหิอ้ง หลงัจากนัน้เตรยีมตวัอยา่งแอสคอรบ์กิ แอซดิความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรมั
ต่อมลิลลิติรใสล่งในหลุม 96-well plate เป็นจ านวน 3 หลุมๆละ 200 ไมโครลติร น าสตรปิทีแ่หง้มา
จุ่มลงในความเขม้ขน้ของสารมาตรฐานดงักล่ าว โดยทีท่ า Negative control คอื แผน่กระดาษทีจุ่่ม
ในสารละลาย DPPH และจุม่ลงในน ้ากลัน่เพือ่ใชเ้ปรยีบเทยีบผลการวเิคราะห ์

เกณฑใ์นการศกึษา 
 ศกึษาระยะเวลาการตดิสแีละเปรยีบเทยีบสทีีร่ะดบัความเขม้ขน้ต่างๆ  



43 
 

 บนัทกึผลและถ่ายภาพเพือ่เปรยีบเทยีบ 
2.3 ศึกษาหาค่า Limit of detection (LOD) ของสารมาตรฐาน 

             เตรยีมตวัอยา่งในการทดสอบคอื แอสคอรบ์กิ แอซดิ, เอลลาจกิ แอซคิ, รทูนิ, เคอรซ์ตีนิ 
ดไีฮเดรต และแกลลคิ แอซคิ โดยเริม่ตน้ความเขม้ขน้ที ่ 1 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร จากนัน้ท าการเจอื
จางดว้ยหลกัการ 2-fold dilution น าสารทีไ่ดท้ าการเจอืจางทีค่วามเขม้ขน้ต่างๆ ใสล่งใน 96-well 
plate ปรมิาตร 200 ไมโครลติร หลงัจากนัน้น าแผน่กระดาษทีไ่ดจ้ากขอ้ 2.1 จุ่มในสารละลาย DPPH 
ทีเ่หมาะสมจากขอ้ 2.2 เมือ่จุ่มเสรจ็ใหก้ระดาษตดิสี DPPH ทัว่แผน่ จุ่มลงในสารมาตรฐานทีศ่กึษาที่
ระดบัความเขม้ขน้ต่างๆ 

 Negative control คอื แผน่กระดาษทีจุ่่มในสารละลาย DPPH และจุม่ลงในน ้ากลัน่เพือ่ใช้
เปรยีบเทยีบผลการวเิคราะห ์
          เกณฑใ์นการศกึษา 

 แผน่ทดสอบเปลีย่นสจีากสมีว่งเป็นสเีหลอืง เปรยีบเทยีบ Negative control 
 บนัทกึผลการทดสอบและถ่ายภาพ 
2.4 ท าการศึกษาโดยการใช้ชดุทดสอบในการตรวจวดัสารท่ีมีฤทธ์ิในการต้านอนุมลู

อิสระในผลิตภณัฑ ์
 เตรยีมตวัอยา่งผลติภณัฑท์ีม่สีรรพคุณทีม่ฤีทธิใ์นการตา้นอนุมลูอสิระ ซึง่การทดสอบไดน้ า

ผงชาส าเรจ็รปูและน ้ามนัมะรุมมาใชใ้นการศกึษา โดยทีน่ าตวัอยา่งใสล่งใน 96-well plate ปรมิาตร 
200ไมโครลติร จากนัน้น าแผน่ Strip ทีไ่ดพ้ฒันาขึน้จุ่มลงใน DPPH และจุม่ต่อในสารละลายตวัอยา่ง
ผลติภณัฑ ์ 

 Negative control คอื แผน่กระดาษทีจุ่่มในสารละลาย DPPH และจุม่ลงในน ้ากลัน่เพือ่ใช้
เปรยีบเทยีบผลการวเิคราะห ์

 เกณฑใ์นการศกึษา 
 แผน่ Strip test เปลีย่นสจีากสมีว่งไปเป็นสเีหลอืง 
 บนัทกึผลการทดสอบฤทธิต์า้นอนุมลูอสิระในผลติภณัฑ ์

 

 

 

 

 

 



 

 

บทท่ี 4 

ผลการวิจยั 
 

1. การพฒันาวิธีวิเคราะห ์
1.1 ผลการศึกษาความเข้มข้นของสารละลาย DPPH ท่ีเหมาะสม 

               ผลการวเิคราะหก์ารเปรยีบเทยีบการตดิสมีว่งของสารละลาย DPPH บนกระดาษ เพือ่
ศกึษาหาความเขม้ขน้ทีเ่หมาะสม โดยศกึษาการตดิสมีว่งของสารละลาย DPPH บนตวักลาง
กระดาษ และการตดิสเีหลอืงทีเ่กดิขึน้หลงัจากสารตา้นอนุมลูอสิระท าปฏกิริยิากบัสารละลาย DPPH 
บนตวักลางกระดาษ ในการทดสอบเตรยีมความเขม้ขน้ที ่ 0.125 – 1 มลิลโิมล ของสารละลาย 
DPPH พบวา่ความเขม้ขน้ทีร่ะดบั 0.125 - 0.250 มลิลโิมล นัน้ใหค้วามเขม้ของสมีว่งทีไ่มช่ดัเจนเมือ่
เปรยีบเทยีบกบัแผน่กระดาษทีน่ าไปท าปฏกิริยิากบัสารตา้นอนุมลูอสิระทีเ่ปลีย่นสเีหลอืงแลว้นัน้ 
พบวา่ความเขม้ของสมีว่งไมช่ดัและสจีดืจางลงเมือ่ระยะเวลาผา่นไป ดงันัน้ความเ ขม้ขน้จงึไม่
เหมาะสมต่อการน ามาใชใ้นการศกึษา และเมือ่ความเขม้ขน้ของสาร DPPH เพิม่ขึน้ พบวา่ความ
เขม้ขน้ที ่0.50 มลิลโิมล มกีารตดิสทีีด่ ีแต่ไมเ่หมาะสมเน่ืองจากหลงัจากการจุ่มสารละลาย DPPH 
แลว้เปา่ใหแ้หง้เพือ่น าไปสแกนภาพในระยะเวลาก าหนด  (3-5 นาท)ี พบวา่มสีทีีอ่่อนลง ท าใหก้าร
เกบ็ตวัอยา่งมคีวามคลาดเคลื่อนได ้ เมือ่เปรยีบเทยีบกบัความเขม้ขน้ทีส่งู กวา่ที ่0.75 และ 1 มลิลิ
โมล พบวา่คา่ความเขม้ขน้ที ่0.75 มลิลโิมล มสีทีีเ่ขม้และเดน่ชดัไมต่่างจากความเขม้ขน้ที่ 1 มลิลิ
โมล ดงันัน้จงึสรุปไดว้า่ในการทดสอบความเขม้ขน้ของสาร DPPH ทีเ่หมาะสม คอื 0.75 มลิลโิมล 
ดงัแสดงดงัภาพประกอบ 23 

 

 
 

ภาพประกอบ 23 แสดงการเปรยีบเทยีบความเขม้ขน้ของสาร DPPH บนกระดาษ ซึง่ A เป็นแผน่             
      ของกระดาษทีจุ่่มสาร DPPH B เป็นแผน่ทีส่าร DPPH ท าปฏกิริยิากบัสารตา้นอนุมลูอสิระ 

A B 

DPPH Concentration 

1 mM 
0.75mM 
0.50mM 

0.25mM 
0.125mM 
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1.2 ผลการศึกษาวฏัภาคคงท่ี (Stationary phase) ท่ีเหมาะสม 
               ในการศกึษางานวจิยัน้ีไดส้นใจน ากระดาษชนิดต่างๆ ทีม่จี าหน่ายในทอ้งตลาด น ามาใช้
ในการศกึษาประกอบดว้ย 4 ชนิด คอื กระดาษวาดเขยีน กระดาษปอนด ์กระดาษกรองเบอร ์ 1 และ
กระดาษเซลลโูลส น ามาศกึษาเป็นตวักลางเพือ่เปรยีบเทยีบคุณสมบตักิายภาพของการดดูซบัของ
สาร โดยทีก่ระดาษแต่ละชนิดมคีวามต่างกนัทีค่วามแขง็- อ่อนของกระดาษ และเนื้อกระดาษมคีวาม
ละเอยีด-ความหยาบ โดยท าการศกึษาขนาดของ Spot และขอบเขตของการเกดิสเีมือ่ท าปฏิ กริยิา
ระหวา่งสารมาตรฐานกบัสาร  DPPH ผลการทดสอบคุณสมบตัิ กายภาพตามตาราง  5 แสดงผลการ
เปรยีบเทยีบคุณสมบตัขิองกระดาษทีใ่ชใ้นการดดูซบัสารทีท่ าการจุดลงไปพบวา่กระดาษเซลลโูลสให้
คุณสมบตัทิีด่ใีนการดดูซบัสาร คอื เมือ่จุดสารลงบนกระดาษเซลลโูลส มคีวามสามารถในการดดูซบั
สารไดด้แีละแหง้ไว ความคงตวัในวฏัภาคเคลื่อนที่ พบวา่กระดาษเซลลโูลส มคีุณสมบตัใินการตัง้ลง
ในวฏัภาคเคลื่อนทีท่ีด่แีละไมอ่่อนตวัเมือ่ระยะเวลาผา่นไป เมือ่รนัแผน่จนถงึระยะทีก่ าหนดน ามาท า
การจุ่มลงในสารละลาย DPPH ทีค่วามเขม้ขน้  0.75 มลิลโิมล กระดาษเซลลโูลสใหผ้ลของความตดิ
สทีีช่ดัเจนและขนาดของจุดกลม ขอบเขตทีช่ดัเจนเมือ่เทยีบกบักระด าษทีน่ ามาใชใ้นการทดสอบ
แสดงดงัภาพประกอบ 24 
 
ตาราง 5 แสดงผลการเปรยีบเทยีบชนิดของกระดาษเพือ่ใชเ้ป็นตวักลางวฏัภาคคงที ่
 
ลกัษณะกายภาพ ชนิดของกระดาษ 

กระดาษวาด
เขยีน 

เซลลโูลส กระดาษปอนด ์ แผน่กรอง 

การดดูซบัสาร + +++ ++ + 
ความคงตวัใน Mobile 
phase 

++ ++ +++ + 

ความเขม้ส ีDPPH + ++ + ++ 
ขนาด Spot + +++ + + 
ขอบเขต Spot(ชดั/ไมช่ดั)        +     +++       +       + 
 

หมายเหตุ เกณฑก์ารใหค้ะแนน +น้อย, ++ ปานกลาง, +++ มาก 
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ภาพประกอบ 24 (ซา้ย) แสดงถงึการตดิสขีองกระดาษ A กระดาษกรองเบอร ์1; B กระดาษปอนด;์  
      C กระดาษวาดเขยีน; D กระดาษเซลลโูลส (ขวา) แสดงการเปรยีบเทยีบ Spot ของสาร    
      เกดิปฏกิริยิาของสารตา้นอนุมลูอสิระแอสคอรบ์กิ แอซดิ ทีค่วามเขม้ขน้ 100 ไมโครกรมัต่อ 
      มลิลลิติร A กระดาษกรองเบอร1์; B กระดาษปอนด;์ C กระดาษวาดเขยีน; D กระดาษ 
      เซลลโูลส  
 

1.3 การศึกษาอตัราส่วนของตวัท าละลายในวฏัภาคเคล่ือนท่ี (Mobile phase) 
                จากผลการทดสอบ 1.1 - 1.2 สามารถคดัเลอืกกระดาษและความเขม้ขน้ของสารละลาย 
DPPH ทีจ่ะน ามาใชใ้นการวเิคราะหเ์พือ่แยกสารทีม่ฤีทธิใ์นการตา้นอนุมลูอสิระดว้ยการทดสอบแยก
ดว้ยการปรบัอตัราสว่นของวฏัภาคเคลื่อนทีช่นิดต่างๆ ท าการศกึษาโดยอาศยัทฤษฏขีองความมขีัว้
ของสารมาใช้ในการเลอืกวฏัภาคเคลื่อนที ่เน่ืองจากสาร มาตรฐานที่ ใชใ้นการศกึษานัน้ เป็นสารทีม่ี
ความมขีัว้สงู จงึไดท้ าการเลอืกเมทานอล (P’ = 5.1) กบัน ้า (P’ = 10.2) โดยปรบัอตัราสว่นต่าง ๆ 
คอืใหเ้มทานอล 100 % และลดลงเป็น 90 80 และ70 % ตามล าดบั เพือ่หาค่าทีร่ะยะทางของสาร
เคลื่อนที่ ทีเ่หมาะสม  จากผลการทดสอบพบวา่ เมือ่ลดเมทานอลและเพิม่ปรมิาณน ้าในวฏัภาค
เคลื่อนที ่ท าใหค้วามสามารถในการน าพาสาร มาตรฐาน แอสคอรบ์กิ  แอซดิ เคลื่อน ที่ไปไดด้ ี
แสดงผลจากคา่ Rf จากตาราง 6 แต่เมือ่เพิม่ปรมิาณน ้าใหแ้ก่ระบบมากขึน้นัน้ท าให้การดดูซมึผา่น
ตวักลางกระดาษ ไดไ้มด่ี  การเคลื่อนทีข่องวฏัภาคเคลื่อน ทีจ่ะไปไดช้า้  ตอ้งใช้ เวลานาน ขึน้ในการ
ทดสอบ 

 
 

 
 

A 

B 

C 

D 

A 

B 

C 

D 
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ตาราง 6 แสดงค่าระยะทางทีส่ารเคลื่อนทีไ่ด ้(Rf) ของแอสคอรบ์กิ แอซดิ 
 

อตัราส่วน Mobile phase ค่า Rf 

เมทานอล: น ้า (10: 0) 0.1 
เมทานอล: น ้า (9: 1) 0.29 
เมทานอล: น ้า (8: 2) 0.44 
เมทานอล: น ้า (7: 3) 0.56 

อะซโีตไนไตร:์ น ้า (7: 3) 0.0 
เอทานอล: น ้า (7: 3) 0.2 

 
            จากการเปรยีบเที ยบผลการทดสอบวฏัภาคเคลื่อนที่ เป็นอตัราสว่นของ เมทานอลต่อน ้าที ่
70% ใหค้า่การน าพาสารทีด่ทีีส่ดุ จงึไดท้ าการทดสอบผลเพือ่ เปรยีบเทยีบโดยการเปลีย่น เมทานอล 
เป็น อะซโีตไนไตร์ (P’ = 5.8) และเอทานอล (P’ = 4.3) ผลคอืสภาวะของวฏัภาคทัง้สองมกีารน าพา  
สารไดต้ ่ามาก ไมส่ามารถน าพาสารแอสคอรบ์กิ แอซดิเคลื่อนทีไ่ปบนตวักลางได ้จงึไมเ่หมาะสมทีจ่ะ
น ามาใชใ้นการแยกสารได้  ผลของคา่ Rf แสดงดงัตาราง 6 และภาพประกอบ 25 แสดงใหเ้หน็วา่
อตัราสว่น ของเมทานอลต่อน ้า ที ่ 70% สามารถแยกสารทีม่ฤีทธิใ์นการตา้นอนุมลูอสิระไดด้กีวา่
อตัราสว่นของ อะซโีตไนไตรต์่อน ้า และเอทานอลต่อน ้า ทีใ่หคุ้ณสมบตัใินการน าพาสา รเคลื่อนทีไ่ป
บนตวักลางไดต้ ่า 

 
 

ภาพประกอบ 25 แสดง mobile phase A คอื อะซโีตไนไตร:์ น ้า (7: 3), B คอื เมทานอล: น ้า (7: 3)               

      และ C คอื เอทานอล: น ้า (7: 3) (1-มาลคิ แอซดิ 2-แอสคอรบ์กิ แอซดิ 3-แกลลคิ แอซดิ 4-ทาร ์ 

      ทารคิ แอซดิ 5-แอลลาจกิ แอซดิ 6-เคอรซ์ทินิ 7-ซติรกิ แอซดิ 8-รทูนิ) 

  

 

A B C 



48 

 

 

จากผลการทดสอบ 1.1-1.3 ไดผ้ลการศกึษาดงัน้ี 

วฏัภาคคงท่ี คอื กระดาษเซลลโูลส 

วฏัภาคเคล่ือนท่ี คอื อตัราสว่นเมทานอล: น ้า (7: 3) 

ความเข้มข้นของสาร DPPH คอื 0.75 mM 

การด าเนินการ วธิวีเิคราะหโ์ดยใชเ้ทคนิคเชงิภาพมขีัน้ตอนดงัภาคผนวก ก  

 1.4 ผลการตรวจสอบความถกูต้องของวิธีวิเคราะห ์(Method Validation) 

                 จากวธิกีารวเิคราะหท์ีไ่ดพ้ฒันาขึน้มานัน้เพือ่ใหว้ธิทีีม่คีวามถูกตอ้งและมคีวาม

น่าเชื่อถอื จ าเป็นทีต่อ้งมกีารตรวจสอบวธิวีเิคราะหท์ีไ่ดพ้ฒันาขึน้เป็นไปตามขอ้ก าหนด ผลจากการ

ทดสอบวฏัภาคคงทีเ่พือ่หาชนิดของกระดาษ ความเขม้ขน้ของสาร DPPH และสภาวะทีเ่หมาะสม

ของวฏัภาคเคลื่อนทีท่ีเ่หมาะสมในการแยกสาร ประกอบดว้ย กระดาษเซลลโูลส อตัราสว่นระหวา่ง

เมทานอลต่อน ้า (7: 3) และความเขม้ขน้ในการตรวจวดัสารทีม่ฤีทธิใ์นการตา้นอนุมลูอสิระ DPPH 

0.75 มลิลโิมล ตามล าดบั วธิกีารทดสอบอา้งองิและประยกุตจ์ากวธิขีอง  Li Peiwu และคณะ (26) 

น ามาใชต้รวจสอบความถูกตอ้งของวธิกีารทดสอบตามมาตรฐาน FDA และ ICH guideline เพือ่ให้

ไดม้าซึง่วธิกีารวเิคราะหท์ีไ่ดม้าท าการตรวจสอบความถูกตอ้งความน่าเชื่อถอืของวธิทีีไ่ดพ้ฒันาขึน้ 

มหีวัขอ้ดงัน้ี 

      1.4.1 ความจ าเพาะเจาะจงของวิธีวิเคราะห ์(Specificity) 

                        ผลการศกึษาความจ าเพาะเจาะจงของวธิวีเิคราะหท์ีพ่ฒันาขึน้มาน้ี ศกึษาจาก

ความสามารถในการแยกสารผสมของตวัอยา่ง โดยทีว่ธิวีเิคราะหส์ามารถแยกสารทีม่ฤีทธิใ์นการ

ตา้นอนุมลูอสิระชนิดต่างๆ ออกจากกนัได ้โดยการน าสารมาตรฐานมาจุดสารลงบนกระดาษแผน่

เดยีวกนัและท าการทดสอบในสภาวะเดยีวกนั เพือ่ศกึษาระยะทางการเคลื่อนทีข่องสารมาตรฐานแต่

ละชนิด แสดงผลตามตาราง 7 วธิวีเิคราะหท์ีไ่ดพ้ฒันาน้ีสามารถแยกสารมาตรฐานแต่ละชนิดได ้ซึง่

อา้งองิจากสารทีพ่บมากในพชืผกัผลไมน้ ามาใชใ้นการศกึษาทัง้สิน้ 8 ชนิดจะเหน็ไดว้า่สามารถแยก

สารไดอ้อกจากกนัได ้ ดงัคา่ Rf ของสารแต่ละชนิดในสภาวะทีท่ าการศกึษา โดยสภาวะนี้สามารถ

แยกสารแอสคอรบ์กิ แอซดิ ไดด้ทีีส่ดุ จากภาพประกอบ 26 
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ตาราง 7 แสดงค่า Rf ของสารมาตรฐานทีม่ฤีทธิใ์นการตา้นอนุมลูอสิระ 

 

สาร ค่า Rf 
Ascorbic acid 0.56 
Tataric acid N/A 
Malic acid N/A 
Citric acid N/A 

Rutin 0.33 
Gallic acid 0.44 
Quercetin 0.22 

Ellagic acid N/A 
 

N/A ไมเ่กดิปฏกิริยิากบัสาร DPPH 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 26 แสดงความจ าเพาะของสภาวะในการแยกสารทีม่ฤีทธิใ์นการตา้นอนุมลูอสิระ      

      (1-มาลคิ แอซดิ 2-แอสคอรบ์กิ แอซดิ 3-แกลลคิ แอซดิ 4-ทารท์ารคิ แอซดิ 5-แอลลาจกิ แอซดิ  

      6-เคอรซ์ทินิ 7-ซติรกิ แอซดิ 8-รทูนิ) 

 

  จากภาพประกอบ 26 แสดงผลการวเิคราะหห์าสารทีม่ฤีทธิใ์นการตา้นอนุมลูอสิระซึง่ใน

วธิกีารทีไ่ดพ้ัฒนาขึน้ไมส่ามารถตรวจสอบสารทีม่ฤีทธิใ์นการตา้นอนุมลูอสิระ คอื  มาลคิ แอซดิ ทาร์
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ทารคิ  แอซดิ แอลลาจกิ แอซดิ และซติรกิ  แอซดิ เน่ืองมาจาก สารที่ กล่าวไปมโีครงสรา้ง ทีม่ี

คุณสมบตัใินการใหอ้เิลก็ตรอนกบัสารอื่นไดย้ากจ าเป็นทีต่อ้งมกีารใหพ้ลงังานเพือ่กระตุน้ใหเ้กดิการ

แตกพนัธะออก เพือ่ใหม้คีวามสามารถในการใหอ้เิลก็ตรอนเพือ่ท าปฏกิริยิากบัสาร DPPH  อกีทัง้วธิี

ทีไ่ดพ้ฒันาขึน้นัน้เป็นวธิทีีไ่มไ่ดม้กีารใหพ้ลงัแก่ระบบในการแตกพนัธะของสารมาตรฐาน จงึท าใหไ้ม่

สามารถตรวจวดัได ้

      1.4.2 ขีดจ ากดัการตรวจวดั และขีดจ ากดัการหาปริมาณ (Limit of Detection and 

Limit of Quantitation) 

      เมือ่น าสารแอสคอรบ์กิ แอซดิทีค่วามเขม้ขน้ต่างๆ มาจุดสารและวดัค่าดว้ยเทคนิค

เชงิภาพ โดยคา่ขดีจ ากดัการตรวจวดัค านวณจากเสน้กราฟมาตรฐานแสดงใน ภาพประกอบ 27 โดย

การค านวณจากสตูรขดีจ ากดัการตรวจวดัคอื ความเขม้ขน้ = 3SD (intercept)/slope ผลคอื 0.009 

ไมโครกรมัต่อจุดสาร และสตูรขดีจ ากดัในการหาปรมิาณ = 10SD (intercept)/slope ผลคอื 0.03 

ไมโครกรมัต่อจุดสาร 

1.4.3 ความเป็นเส้นตรง (Linearity)  

        ความเป็นเสน้ตรง ศกึษาจากหาความคา่ความสมัพนัธร์ะหวา่งความเขม้ขน้ของ

แอสคอรบ์กิ แอซดิทีเ่ตรยีม  กบัคา่ความตอบสนองในการตา้นอนุมลูอสิระที่ แปรผลดว้ยโปรแกรม  

Adobe Photoshop CS2 มคีา่เป็นคา่พกิเซล น ามาสรา้งกราฟความสมัพนัธ์  การเตรยีมสาร

มาตรฐานทีม่คีา่ความเขม้ขน้อยูร่ะหวา่ง 0.375-0.875 ไมโครกรมัต่อจุดสาร (75-175 ไมโครกรมัต่อ

มลิลลิติร, 5 ไมโครลติรต่อ spot) ผลทีไ่ดด้งัแสดงคา่ตามตาราง 8 

 

ตาราง 8 แสดงผลค่าความเขม้ขน้ของแอสคอรบ์กิ แอซดิ และคา่พกิเซล 

 

ความเข้มข้น (µg/spot) Pixel (Mean) %RSD (n=3) 
0.375 2745.33 3.63 
0.500 3929.56 1.29 
0.625 5002.83 1.14 
0.750 6296.17 3.94 
0.875 7061.17 1.64 
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ภาพประกอบ 27 แสดงกราฟความสมัพนัธร์ะหวา่งความเขน้ขน้แอสคอรบ์กิ แอซดิกบัคา่พกิเซล 

 

   จากกราฟความสมัพนัธเ์ชงิเสน้พบวา่ความเขม้ขน้ของสารแอสคอรบ์กิ แอซดิกบัคา่

พกิเซล มคีวามสมัพนัธเ์ป็นเสน้ตรง โดยมสีมการ y = 8266.6x- 133.01, r2 = 0.9962  

      1.4.4 ความถกูต้องของวิธีวิเคราะห ์(Accuracy) 

                        การทดสอบความถูกตอ้งโดยการวเิคราะหห์า %recovery ของสารมาตรฐาน ที่

เตมิลงในตวัอยา่งน ้าสม้ ผลของความถูกตอ้งของวธิวีเิคราะหท์ีช่ว่งความเขม้ขน้ 90 - 140 

ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร เมือ่น าสารแอสคอรบ์กิ แอซดิ เตมิลงในน ้าสม้เจอืจางแลว้น ามาวเิคราะหห์า

ปรมิาณทีเ่ตมิลงไป ค านวณหารอ้ยละการคนืยอ้นกลบั (% recovery) ไดค้า่อยูร่ะหวา่ง 101.50 – 

104.67 % คา่ความแมน่ย ามคีา่เบีย่งเบนมาตรฐานสมัพนัธอ์ยูร่ะหวา่ง 0.84 – 3.70 % ดงัแสดงตาม

ตาราง 9 ซึง่สามารถยอมรบัไดว้า่วธิวีเิคราะหท์ีพ่ฒันาขึน้น้ีมคีวามถูกตอ้งและน่าเชื่อถอื 

 

ตาราง 9 แสดงผลค่า % recovery  

 

ความเข้มข้นท่ีเติม
(µg/ml) 

ความเข้มข้นจากวิธี
(µg/ml) 

% recovery % RSD 

90 92.20 102.50 2.60 
110 115.14 104.67 0.84 
140 142.00 101.50 3.70 

y = 8266.6x - 133.01
R² = 0.9962
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       1.4.5 ความแม่นย า (Precision) 

        การทดสอบความแมน่ย าของการอ่านค่าพกิเซลของวธิกีารทดสอบทีร่ะดบัความ

เขม้ขน้ที ่0.500 0.625 และ0.750 µg/spot โดยการท าซ ้าๆ และแปลผลใหค้า่ดงัแสดงในตาราง  10 

เป็นการวเิคราะหใ์นแผน่เดยีวกนั (Intra assay, n=6 โดยจุดซ ้า 6 จุดใน 1 แผน่) พบวา่วธิวีเิคราะห์

ทีไ่ดพ้ฒันาน้ีมคีวามแมน่ย าสงู จะแสดงจากคา่ relative standard deviation (%rsd) มคีา่อยูช่ว่ง

ระหวา่ง 2.87-5.53% และผลการวเิคราะหต์่างวนั (Inter assay, n=18 โดยจุดซ ้า 6 จุดใน 1 แผน่ 

ท าซ ้าใน 3 วนั) แสดงผลดงัตาราง 11 มคีา่อยูช่ว่งระหวา่ง 2.95-4.19% 

 

ตาราง 10 แสดงผลการเปรยีบเทยีบคา่ความแมน่ย าของวธิวีเิคราะหว์นัเดยีวกนั (Intra assay)   

 

ความ
เข้มข้น 

(µg/spot) 

วนัท่ี 
1 2 3 

Average of 
pixel 

%RSD 
(n=6) 

Average of 
pixel 

%RSD 
(n=6) 

Average of 
pixel 

%RSD 
(n=6) 

0.500 3842.50 2.87 3860.00 3.03 3834.83 3.48 
0.625 5424.50 2.53 5408.83 5.53 5409.33 2.57 
0.750 6785.83 2.39 6517.83 4.27 6397.33 3.82 

 

ตาราง 11 แสดงผลการเปรยีบเทยีบคา่ความแมน่ย าของวธิวีเิคราะหต์่างวนักนั (Inter assay, n=18) 

 

ความเข้มข้น  
(µg/spot) 

 
Average of pixel %RSD (n=18) 

0.500 3845.77 2.95 
0.625 5414.22 3.58 
0.750 6567.00 4.19 

 
  การวเิคราะหต์วัอยา่ งโดยการจุดความเขม้ขน้ของสารซ ้า ๆ 6 จุดบนกระดาษเซลลโูลส

แผน่เดยีวกนัมคีวามแมน่ย าในการวเิคราะหท์ีส่งูกวา่การวเิคราะห์ ซ ้า ๆ 6 จุดบนกระดาษเซลลโูลส

ระหวา่งแผน่กนัในแต่ละวนัเป็นเวลา 3 วนั เน่ืองมาจากปจัจยัต่างๆ เชน่ความอิม่ตวัของสารในวฏั

ภาคเคลื่อนทีท่ีท่ าการวเิคราะห ์เทคนิคการจุดสารของผูว้เิคราะห ์ตลอดจนระยะเวลาในการเคลื่อนที่
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ของวฏัภาคเคลื่อนที่ บนตวักลาง ลว้นสง่ผลใหเ้กดิความคาดเคลื่อนในการวดัค่า และแปลผลของคา่

พกิเซลแต่ละครัง้ ดงันัน้ในการท าการวเิคราะห์เพือ่หาปรมิาณสารจงึจ าเป็นที่จะตอ้งเทยีบกบัการท า

สารมาตรฐานทุกครัง้ เพือ่น ามาใชใ้นการสรา้งกราฟความสมัพนัธเ์พือ่หาความเขม้ขน้ของสารในเชงิ

ปรมิาณ 

1.5. เปรียบเทียบวิธีวิเครา ะหท่ี์ได้พฒันาบนกระดาษกบัวิธี DPPH scavenging 

assay- Microplate 

                 ผลการวเิคราะหข์องวธิมีาตรฐานสเปกโทรโฟโตเมตรมีชีว่งการวเิคราะหร์ะหวา่ง 5 – 

15 µg/ml มสีมการเสน้ตรงคอื Y = 4.841x – 0.260, r2 = 0.9990 ผลการวเิคราะหส์ารตา้นอนุมลู

อสิระในน ้าผลไม ้100 % ผลไดเ้ทา่กบั 13.86 ± 0.23 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร และเมือ่เทยีบกบัวธิี

เทคนิคเชงิภาพผลไดเ้ทา่กบั  16.24 ± 0.29 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร ซึง่มคีา่ใกลเ้คยีงกนั เมือ่เทยีบ

กนัวธิวีเิคราะหส์ามารถหาปรมิาณสารในตวัอยา่งผลติภณัฑไ์ด ้

                ผลการเปรยีบเทยีบคา่ความเขม้ขน้ทีใ่หผ้ลในการตา้นอนุมลูอสิระลดลงครึง่หน่ึง (IC50) 

ของวธิกีารทดสอบดว้ยวธิวีเิคราะหส์เปกโทรโฟโตเมตรมีคีา่เทา่กบั 10.17 ± 0.32 ไมโครกรมัต่อ

มลิลลิติร และผลของวธิเีทคนิคเชงิภาพมคีา่เทา่กบั 102.27 ± 2.97 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร จากการ

ค านวณดว้ยโปรแกรม Graphpad prism 5 ภาพประกอบ 28 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ภาพประกอบ 28 แสดงกราฟการวเิคราะหค์า่ IC50 จากวธิวีเิคราะห ์PC-DPPH 
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  จากผลการทดสอบวธิวีเิคราะห ์PC-DPPH assay แปลผลดว้ยโปรแกรมเทคนิคเชงิภาพ

นัน้ มคีา่ IC50 มากกวา่วธิมีาตรฐาน  เน่ืองมาจากขอ้จ ากดัในการวเิคราะห ์คอื  คุณสมบตัขิอง

กระดาษทีใ่ชเ้ป็นตวักลางในการดดูซบัสารทีม่ีฤทธิใ์นการตา้นอนุมลูอสิระนัน้ มคีวามสามารถในการ

ดดูซบัสารทีจ่ ากดั และเมือ่ท าปฏกิริยิากบัสาร DPPH จงึท าใหค้า่ความเขม้สทีีแ่ปลผลดว้ยโปรแกรม 

Adobe photoshop CS2 ออกมาเป็นคา่พกิเซลคงทีเ่มือ่เพิม่ความเขม้ขน้ของสารตา้นอนุมลูอสิระจน

ระดบัทีค่วามสามารถของกระดาษดดูซบัได ้ดงันัน้ในการทดสอบจงึไดน้ าผลการวเิคราะหข์องทัง้สอง

วธิมีาใชใ้นการค านวณเพือ่หาคา่ความสมัพนัธข์องวธิกีารทดสอบ โดยใหค้า่สมัประสทิธิส์หสมัพนัธ์

(r2 = 0.9892, n= 15) จากภาพประกอบ 29 แสดงผลการเปรยีบเทยีบวธิกีารทดสอบสารทีม่ฤีทธิใ์น

การตา้นอนุมลูอสิระดว้ยวธิมีาตรฐานและวธิเีทคนิคเชงิภาพทีไ่ดพ้ฒันาขึน้มานัน้มคีวามสมัพนัธก์นั 

 

 

ภาพประกอบ 29 แสดงกราฟการวเิคราะหส์หสมัพนัธข์องวธิวีเิคราะหเ์ทคนิคเชงิภาพกบัวธิ ี

       วเิคราะหส์เปกโทรโฟโตเมตร ี  

 

   ผลจากการวเิคราะหเ์พือ่ตรวจสอบความถูกตอ้งและความน่าเชื่อถอืของวธิกีารทดสอบ

ดว้ยเทคนิคเชงิภาพสามารถ ตรวจหาสารทีม่ฤีทธิใ์นการตา้นอนุมลูอสิระในเชงิคุณภาพและเชงิ

ปรมิาณได ้อกีทัง้วธิวีเิคราะหน้ี์ยงัสามารถแยกสารทีม่ฤีทธิใ์นการตา้นอนุมลูอสิระทีเ่ป็นสารผสมและ

จดัจ าแนกสารได ้เมือ่เทยีบกบัวธิมีาตรฐานทีร่ายงานผลเป็นภาพรวมของสารทีม่ฤีทธิใ์นการตา้น

อนุมลูอสิระซึง่ไมส่ามารถจ าแนกหรอืแยกสารผสมได ้
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2. การพฒันาชดุทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมลูอิสระแบบดีพีพีเอชสตริป (DPPH strip for 
antioxidant activity test)  
         จากวธิกีารทีไ่ดพ้ฒันาขึน้มานัน้สามารถตรวจสอบสารทีม่ฤีทธิใ์นการตา้นอนุมลูอสิระไดท้ัง้
ในเชงิปรมิาณและเชงิคุณภาพได ้จงึน าหลกัการดงักล่าว สามารถประยกุตเ์พือ่พฒันาเป็นชุดทดสอบ
เพือ่ตรวจวดัหาสารทีม่ฤีทธิใ์นการตา้นอนุมลูอสิระได ้โดยประกอบดว้ยหวัขอ้ดงัน้ี 
  2.1 ศึกษาชนิดของกระดาษท่ีเหมาะสมต่อการน ามาท าชดุทดสอบ 
            ในการพฒันาเป็นชุดทดสอบไดน้ าหลกัการเกดิปฏกิริยิาของสารทีม่ฤีทธิใ์นการตา้น
อนุมลูอสิระของสารบนตวักลางเพือ่หาสารเชงิคุณภาพ ไดท้ า การศกึษากระดาษทีเ่หมาะสมน ามาใช้
ในการพฒันาชุดทดสอบคอื กระดาษกรองเบอร ์ 1 เน่ืองจากเป็นกระดาษ ทีม่คีวามบางสามารถ ดดู
ซบัสาร DPPH ไดเ้รว็และแหง้ไวกวา่กระดาษเซลลโูลสทีใ่ชใ้นการหาสารเชงิปรมิาณ อกีทัง้ยงัใหส้ทีี่
ชดัเจนเมือ่สาร DPPH ท าปฏกิริยิากบัสารตา้นอนุมลูอสิระบนตวักลาง จงึเหมาะสมทีจ่ะน ามาพฒันา
วธิกีารวเิคราะหเ์ป็นชุดทดสอบ โดยการน ากระดาษกรองมาตดัใหม้ขีนาดความยาว 3.5 เซนตเิมตร 
กวา้ง 0.5 เซนตเิมตร หลงัจากนัน้น าสติก๊เกอรส์มีว่งมาแปะใหม้คีวามยาวประมาณ  1 เซนตเิมตร 
ส าหรบัเป็นทีจ่บัและใชใ้นการเปรยีบเทยีบสมีว่งของสารละลาย DPPH  
  2.2 ศึกษาหาความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของสารละลาย DPPH 

             ผลการหาความเขม้ขน้ทีเ่หมาะสมของสารละลาย DPPH เน่ืองจากความเขม้ขน้ของวธิี

ทีไ่ดพ้ฒันาขึน้ กระบวนตรวจสอบที่ แตกต่างกนั เพราะวธิทีีไ่ดพ้ฒันาขึน้จะท าการสแกนภาพ เพือ่

บนัทกึเป็นไฟล์ ทนัที เพือ่ป้องกนัการเฟสสลีงหรอืการเสือ่มสลายของสาร DPPH ดงันัน้ในการ

ทดสอบเพือ่พฒันาเป็นชุดทดสอบจงึจ าเป็นทีต่อ้งใชค้วามเขม้ขน้ทีสู่ งกวา่วธิี เทคนิคเชงิภาพ  

การศกึษาความเขม้ขน้ของสาร DPPH ทีใ่หค้วามคงตวัของสบีนกระดาษอยูบ่นกระดาษไดน้านเพือ่

ใชใ้นการเปรยีบเทยีบ ผลการทดสอบการตดิสขีองกระดาษกรองเบอร ์1 โดยใชค้วามเขม้ขน้ของสาร 

DPPH ความเขม้ขน้เป็น 3 ระดบัคอื 0.875 1.75 และ3.50 มลิลโิมล โดยทีน่ าแผน่สตรปิทีไ่ด้จาก

หวัขอ้ 2.1 ไปจุ่มสารละลาย DPPH ทีค่วามเขม้ขน้ 0.875 1.75 และ3.50 มลิลโิมล ผลการ

เปรยีบเทยีบการตดิสทีีร่ะดบัความเขม้ขน้ที ่ 1.75 มลิลโิมล ใหส้ทีีเ่ด่นชดัและมคีวามคงตวัของสทีี่

ดกีวา่ความเขม้ขน้ที ่0.875 มลิลโิมล เมือ่ตรวจสอบดว้ยตาเปล่า เน่ืองจากการทดสอบตอ้งตรวจสอบ 

Negative control ดว้ยการจุม่ลงในน ้า ผลคอืความเขม้ของสมีว่งจดืจางลง เมือ่เทยีบกบัความเขม้ขน้

ที ่1.75 และ 3.50 มลิลโิมล และผลของความเขม้ขน้ทีร่ะดบั 1.75 มลิลโิมล มคีวามไมต่่างกนักบั

ความเขม้ขน้ที ่3.5 มลิลโิมล จงึเลอืกใชค้วามเขม้ขน้ที ่1.75 มลิลโิมล จากภาพประกอบ 30 
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ภาพประกอบ 30 แสดงการเปรยีบเทยีบความเขม้ขน้ในระดบัต่างของสาร DPPH (A-Positive       

       control และB-Negative control) 

 

2.3 ผลการทดสอบหาค่า Limit of detection (LOD) ของสารมาตรฐาน 

               จากการทดสอบโดยน าแผน่ชุดทดสอบจุม่ในความเขม้ขน้ของสาร DPPH จนทัว่ แลว้จุม่

ลงในหลุมทีม่คีวามเขม้ขน้ของสารมาตรฐานชนิดต่าง ๆ ทีน่ ามาใชใ้นการศกึษา ประกอบดว้ย

แอสคอรบ์คิ แอซดิ เคอรซ์ทินิ รทูนิ และแกลลคิ แอซดิ ผลคา่ทีต่ ่าทีส่ดุทีส่ามารถตรวจวดัไดค้อื 7.80 

62.5 125 และ15.6 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร ตามล าดบั แสดงภาพประกอบ 31 

 

  

 

 

3.5 mM 

1.75mM 

0.875 mM 

A 

B 

A 

B 

A 

B 

A-เคอร์ซทินิ 

1000 µg 

500 µg 

250 µg 

125 µg 

62.5 µg 

31.25 µg 

15.63 µg 

7.81 µg 

3.9 µg 

Negative 

control 

1000 µg 

500 µg 

250 µg 

125 µg 

62.5 µg 

31.25 µg 

15.63 µg 

7.81 µg 

3.9 µg 

Negative 

control 
 

B- แอสคอรบิ์ก แอซิด 
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ภาพประกอบ 31 แสดงค่า Limit of Detection (LOD) ของชุดทดสอบดว้ยสารทีม่ฤีทธิใ์นการตา้น  

      อนุมลูอสิระ 

 

ตาราง 12 แสดงผลการทดสอบ Limit of Detection (LOD) ของชุดทดสอบ  

 

สารมาตรฐาน Limit of Detection :LOD (µg/ml) 
Ascorbic acid 7.8 
Gallic acid 15.6 

Rutin 125.0 
Quercetin 62.5 

   
    จากตาราง 12 แสดงถงึความสามารถในการตรวจสอบของชุดทดสอบ มคีวามสามารถ
ตรวจวดัหาสารในเชงิคุณภาพได ้ โดยทีป่รมิาณต ่าสดุทีส่ามารถตรวจวดัสารมาตรฐานไดใ้นระดบั
ไมโครกรมัของสารทีม่อียูใ่นผลติภณัฑธ์รรมชาต ิสมนุไพร หรอืพชืผกัผลไม ้ทีใ่หฤ้ทธิใ์นการตา้น
อนุมลูอสิระได ้โดยอา้งองิจากการทดสอบสารมาตรฐานทีพ่บโดยทัว่ไปในธรรมชาต ิ
 

500 µg 

250 µg 

125 µg 

62.5 µg 

31.25 µg 

15.63 µg 

7.81 µg 

3.9 µg 

Negative 

control 
 

C- รทิูน 

1000 µg 

 500 µg 

 250 µg 

 125 µg 

  62.5 µg 

  31.25 µg 

  15.63 µg 

   7.81 µg 

   3.9 µg 

Negative 

control 
 

D- แกลลิค แอซิด 
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  2.4 ผลการศึกษาโดยการใช้ชดุทดสอบในการตรวจ วดัสารท่ีมีฤทธ์ิในการต้านอนุมลู
อิสระในผลิตภณัฑ ์
               การทดสอบในผลติภั ณฑท์ีม่คีุณสมบตัิ มฤีทธิใ์นการตา้นอนุมลูอสิระ  ไดค้ดัเลอืกมา ท า
การทดสอบ ประกอบดว้ยผลติภณัฑผ์งชาส าเรจ็รปู  ทีเ่ป็นทีนิ่ยม ทีน่ ามาใชใ้นการชง เพือ่ดื่ม และ
ผลติภณัฑท์ีอ่ยูใ่นรปูของ น ้ามนัเพือ่ทดสอบประสทิธภิาพของชุดทดสอบสามารถตรวจวดัไดห้รอืไม ่
ผลการทดสอบจากภาพประกอบ 32 แสดงถงึความสามารถในการตรวจวดัสารทีม่ฤีทธิใ์นการตา้น
อนุมลูอสิระได ้แปลผลจากการเปลีย่นสขีองแผน่สตรปิจากสมีว่งเป็นสเีหลอืง และ เมือ่เปรยีบเทยีบ
กบัแผน่ทีเ่ป็นตวัควบคุมทีไ่มเ่ปลีย่นส ีเป็นเพราะในชาอุดมไปดว้ยสารเคอรซ์ทินิ แกลลคิ แอซดิ และ
รทูนิ เป็นตน้ ซึง่เป็นสารทีม่ฤีทธิใ์นการตา้นอนุมลูอสิระ และจากภาพประกอบ 33 ทดสอบตรวจวดั
สารทีอ่ยูใ่นรปูน ้ามนัโดยการจุ่มลงในหลุมแสดงใหเ้หน็การเปลีย่นสมีว่งของสาร DPPH บนแผน่
ทดสอบซึง่เปลีย่นเป็นสเีหลอืง เป็นการยนืยนัไดว้า่ชุดทดสอบสา มารถตรวจวดัสารทีอ่ยูใ่นน ้ามนัได ้
ซึง่ในน ้ามนัมะรุม นัน้มสีารที่ มฤีทธิใ์นการตา้นอ นุมลูอสิระ เชน่ รทูนิ และเคอรซ์ทินิ  จงึระบุไดว้า่
ผลติภณัฑน์ ้ามนัมะรุมมี คุณสมบตัเิป็นผลติภณัฑ์ ทีส่ว่นประกอบเป็นสาร ทีใ่หฤ้ทธิใ์นการตา้นอนุมลู
อสิระได ้ 
    ในการศกึษางานวจิยัน้ีไดน้ าความรูก้ารพฒันาวธิวีเิคราะหเ์พือ่ตรวจหาสารทีม่ฤีทธิใ์นการ
ตา้นอนุมลูอสิระ โดยน าหลกัการมา พฒันาเพือ่เป็นอุปกรณ์ทีใ่ชใ้นการทดสอบเบือ้งตน้อยา่งงา่ย ใน
การทดสอบหาสารทีม่อียูใ่นผลติภณัฑท์างธรรมชาต ิ สมุนไพร และพชืผกัผลไม้  รวมถงึ เป็นการ
พฒันาวธิกีารทดสอบโดยใชชุ้ดทดสอบมาใชใ้นการเป็นวธิกีารควบคุมคุณภาพของผลติภณัฑท์ีร่ะบุ
ถงึสรรพคุณใหฤ้ทธิใ์นการตา้นอนุมลูอสิระไดใ้นอนาคต 
 

 
 

 
ภาพประกอบ 32 แสดงผลการตรวจวดัสารทีม่ฤีทธิใ์นการตา้นอนุมลูอสิระดว้ยชุดทดสอบใน   

      ผลติภณัฑช์าส าเรจ็รปู 1-positive control 2- Negative control 3-ชาด า 4-ชาอูห่ลง 5-ชาลปิตนั  

      6-ชาผลไม ้และ 7-ชาใบหมอ่น  

ผลติภณัฑช์าชงส าเรจ็รปู 

1 2 3 4 5 6 7 
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ภาพประกอบ 33 แสดงผลการตรวจวดัสารทีม่ฤีทธิใ์นการตา้นอนุมลูอสิระดว้ยชุดทดสอบใน 

      ผลติภณัฑน์ ้ามนัมะรุม 1-Negative control 2- positive control 3-น ้ามนัมะรุม 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

น ้ามนัมะรุม 

1 2 3 



 

 

บทท่ี 5 
อภิปรายผล สรปุ และข้อเสนอแนะ 

 

อภิปรายผล 
   งานวจิยัน้ีไดพ้ฒันาวธิวีเิคราะหห์าสารทีม่ฤีทธิใ์นการตา้นอนุมลูอสิระในเชงิปรมิาณและ

เชงิคุณภาพ โดยอาศยัหลกัการแยกสารบนตวักลางทีเ่ป็นกระดาษเซลลโูลส เพือ่ลด ตน้ทุนในการ

วเิคราะห ์โดยการลดการใชแ้ผน่ TLC หรอืแผน่ HPTLC ซึง่มรีาคาทีส่งูกวา่ รวมถงึอนัตรายจาก

สารพษิตกคา้งของซลิกิาทีใ่ชใ้นการเคลอืบ ซึง่เป็นอนัตรายสง่ผลต่อผูใ้ช้งานรวมถงึสารพษิตกคา้งที่

มผีลต่อธรรมช าติและสิง่แวดลอ้ม การศกึษา ได้ประยกุต์ ใชค้วามรูด้า้น เทคนิคเชงิภาพมา พฒันา

วธิกีารวเิคราะห์ งานวจิยั โดยการสแกนภาพและแปลผลไฟล์ภาพหาค่าความสมัพนัธร์ะหวา่งความ

เขม้ขน้กบัคา่พเิซล ดว้ยโปรแกรม Adobe Photoshop CS2 ซึง่เป็นโปรแกรมพืน้ฐานทีนิ่ยมใช้

เน่ืองจากใชง้า่ย สามารถหาไดโ้ดยทัว่ไปเป็นโปรแกรมทีอ่ยูใ่นคอมพวิเตอรท์ี่ สามารถน าไปใชง้านได้

ทุกที ่ ซึง่การ น ามาประยกุต์ ใชใ้นการพฒันาเป็นวธิกีารทดสอบ เพือ่ตรวจแยกสารผสม ทีม่อียูใ่น

ธรรมชาต ิสมุนไพร พชืผกัผลไม ้และ ผลติภณัฑร์วมถงึ สารสกดัทีไ่ดจ้ากธรรมชาตทิีม่ฤีทธิใ์นการ

ตา้นอนุมลูอสิระ ในการตรวจสอบสามารถตรวจ วดัสารในเชงิปรมิาณและเชงิคุณภาพได ้และใหผ้ล

การวเิคราะหท์ีม่คีวามถูกตอ้งน่าเชื่อถอื เหมาะส าหรบัการควบคุมคุณภาพของผลติภณัฑ ์เป็นวธิทีี่

สะดวก งา่ย ประหยดั และปลอดภยัแก่ผูใ้ชง้าน  

  งานวจิยัไดพ้ฒันาวธิวีเิคราะห์สารทีม่ฤีทธิใ์นการตา้นอนุมู ลอสิระโดยสาร DPPH ในการ

ตรวจวดัค่าความสามารถเป็นสารใหอ้เิลก็ตรอนโดยการเปลีย่นสจีากสมีว่งไปเป็นสเีหลอืง โดยใชส้าร

บรสิทุธิ ์แอสคอรบ์กิ แอซดิ เป็นสารมาตรฐาน อกีทัง้วธิีการตรวจวดัไดน้ าหลกัการแยกบนตวักลาง

เพือ่แยกสารผสมหรอืสารธรรมชาตทิีป่นกนั มาใชใ้นการพฒันาวิ ธวีเิคราะห ์ ซึง่ในงานวจิยัคดัเลอืก

กระดาษเซลลโูลส มาใชเ้ป็นวฏัภาคคงทีเ่พือ่ทดแทนการใชแ้ผน่ TLC หรอืแผน่ HPTLC กระดาษ

เซลลโูลสใหคุ้ณสมบตัทิีด่ใีนการดดูซบัสาร แหง้ไว ใหข้อบเขตของจุดสารและขอบเขตของสารอนุมลู

อสิระท าปฏกิริยิากบัสาร DPPH ทีช่ดัเจน เน่ืองจากมคีวามละเอยีดของเน้ือสมัผสัของกระดาษ

เซลลโูลส สามารถแยกสารทีม่ฤีทธิใ์นการตา้นอนุมลูอสิระทีล่ะลายน ้า ได ้มคีวามคงตวัในวฏัภาค

เคลื่อนทีโ่ดยทีก่ระดาษเซลลโูลสมคีุณสมบตัใินการตัง้ลงในวฏัภาคเคลื่อนทีท่ีด่แีละไมอ่่อนตวั  

   ในการพฒันาวธิวีเิคราะหข์ึน้มานัน้ ตอ้งผา่นการตรวจสอบความถูกตอ้งของวธิ ีเพือ่ใหไ้ด้

วธิทีีค่วามถูกตอ้งและแมน่ย าของวธิกีารทดสอบตามขอ้ก าหนดตามเกณฑก์ารยอมรบัของ  
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International Conference on Harmonization (ICH) of Technical Requirements for 

Registration of Pharmaceuticals for Human Use(38) และ FDA guideline(39) โดยทดสอบตาม

หลกัการการหา คา่ความเป็นเสน้ตรงของกราฟมาตรฐานของการวเิคราะห์ โดยศกึษา ในชว่งความ

เขม้ขน้ที่ 0.375-0.875 ไมโครกรมัต่อจุดสาร พบวา่มีความเป็นเสน้ตรงทีด่ ี โดยมสีมการคอื Y= 

8266.6x – 133.01 คา่ r2 เทา่กบั 0.9962 ซึง่เป็นไปตามขอ้ก าหนด ( r2 มากกวา่ 0.995) แต่เมือ่

เทยีบกบัวธิกีารศกึษาการพฒันาวธิวีเิคราะหใ์นแนวทางเดยีวกนัโดยวธิขีอง Li paiwu และคณะ ที่

ท าการศกึษาโดยใชอุ้ปกรณใืนการบนัทกึภาพดว้ยกลอ้งทีม่คีวามละเอยีดสงู CCD กบัวธิกีาร

ทดสอบ TLC-DPPH ทดสอบบนแผน่ TLC พบวา่ใหค้า่ r2  อยูใ่นชว่ง 0.947 ถงึ 0.996 ซึง่จะเหน็ได้

วา่มคีา่ใกลเ้คยีงกนั แสดงใหเ้หน็วา่วธิกีารบนัทกึภาพดว้ยเครือ่งสแกนเนอรแ์ละแปลผลดว้ย

โปรแกรม Adobe photoshop CS2 ของวธิ ีPC-DPPH มสีามารถในการใหค้า่ความสมัพนัธเ์ป็น

เสน้ตรงทีด่ ีสามารถยอมรบัได ้และเมือ่เปรยีบเทยีบผลการวเิคราะหด์ว้ยวธิสีเปกโทรโฟโตเมตร ี(r2= 

0.9990) ใหค้า่ทีม่ากกวา่วธิทีีพ่ฒันาขึน้ เน่ืองจากวธิสีเปกโทรโฟโตเมทรเีป็นการวดัค่าดว้ยเครือ่งมอื

ทีใ่หผ้ลการตรวจวดัทีม่คีวามแมน่ย าของสาร แต่ขอ้จ ากดัไมส่ามารถแยกสารผสมไดว้า่เป็นสารใด

เป็นสารตา้นอนุมลูอสิระ อกีทัง้ ความสามารถตรวจวดัค่าขดีจ ากดัในการตรวจวดั (LOD) และ

ขดีจ ากดัการหาปรมิาณ (LOQ) ไมส่ามารถระบุได ้ซึง่วธิี การวเิคราะหท์ีไ่ดพ้ฒันาขึน้นัน้ใหผ้ล คา่

ขดีจ ากดัในการตรวจวดั (LOD) และขดีจ ากดัการหาปรมิาณ (LOQ) คอื 0.009 และ 0.03 ไมโครกรมั

ต่อจุดสาร ตามล าดบั ซึง่มคีวามไวในการเกดิปฏกิริยิาสามารถตรวจวดัสารทีม่ปีรมิาณต ่าได้  จาก

การแปลผลโดยเทคนิคเชงิภาพ การประเมนิความถูกตอ้งของวธิ ีคา่  % recovery อยูใ่นชว่ง 101.50 

ถงึ 104.67 % และคา่เบีย่งเบนมาตรฐานสมัพนัธ์  อยูร่ะหวา่ง 0.84 ถงึ 3.70 % (ตาราง 9) ความ

แมน่ย าของการวเิค ราะหส์ารมาตรฐานแอสคอรบ์กิ แอซดิซ ้าทัง้ในวนัเดยีวกนั  (Intra-assay 

precision) และในต่างวนักนั (Inter-assay precision) ใหค้า่รอ้ยละของคา่ความเบีย่งเบนมาตรฐาน

สมัพนัธ ์อยูร่ะหวา่ง 2.29 ถงึ 5.53 % และ 2.95 ถงึ 4.19 % ตามล าดบั จากผลการทดสอบการใช้

โปรแกรม Adobe photoshop cs2 ซึง่เป็นโปรแกรมภาพพืน้ฐานมาใชใ้นการแปลผลการวเิคราะหใ์ห้

คา่ทีอ่ยูใ่นเกณฑม์าตรฐานก าหนด สามารถใชใ้นการทดสอบสารทีม่ฤีทธิใ์นการตา้นอนุมลูอสิระได ้

 การเปรยีบเทยีบวธิวีเิคราะหโ์ดยการทดสอบหาสารทีม่ฤีทธิใ์นการตา้นอนุมลูอสิระในน ้าสม้ 

100 % ผลคอืค่าความเขม้ขน้ทีใ่หผ้ลในการตา้นอนุมลูอสิระลดลงครึง่หน่ึง (IC50) ของวธิกีารทดสอบ

ดว้ยวธิวีเิคราะห์สเปกโทรโฟโตเมตรมีคีา่เทา่กบั 10.17 ± 0.32 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร ซึง่หาจาก

การสรา้งกราฟมาตรฐานทีใ่ชใ้นการศกึษา และผลของวธิเีทคนิคเชงิภาพมคีา่ เทา่กบั 102.27 ± 2.97 

ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร โดยใชก้ารค านวณกราฟมาตรฐานแปลผลความเขม้ขน้ต่อพกิเซลในจุดของ
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สารทีเ่กดิฤทธิใ์นการตา้นอนุมลูอสิระดว้ยโปรแกรม Graphpad prism 5 จากวธิทีัง้สองสามารถหาคา่

ความสมัพนัธข์องวธิกีารทดสอบใหค้า่สหสมัพนัธ ์ (r2 = 0.9892, n= 15) แสดงใหเ้หน็วา่วธิวีเิคราะห์

ทัง้สองวธิี มคีวามสมัพนัธไ์ปในทางเดยีวกนั และผลการวเิคราะหเ์พือ่หาปรมิาณสารทีม่ฤีทธิใ์นการ

ตา้นอนุมลูอสิระในน ้าสม้ 100% พบวา่วธิกีารวเิคราะหด์ว้ยเทคนิคเชงิภาพใหผ้ลการวเิคราะห์ 16.24 

± 0.29 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร และการวเิคราะหด์ว้ยวธิมีาตรฐานสเปกโทรโฟโตเมตรใีหผ้ลที่  13.86 

± 0.23 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร จากการทดสอบพบวา่วธิวีเิคราะห ์ PC-DPPH assay แปลผลดว้ย

โปรแกรมเทคนิคเชงิภาพนัน้ มสีามารถตรวจหาสารทีม่ฤีทธิใ์นการตา้นอนุมลูอสิระทีเ่ป็นสารผสมได ้

โดยอาศยัหลกัการแยกสารทีม่คีุณสมบตัคิวามมขีั ้ วทีด่ ีและสามารถวเิคราะหส์ารในเชงิคุณภาพจาก

การเปลีย่นสขีองสาร DPPH ทีเ่ป็นสมีว่งบนกระดาษไปเป็นสเีหลอืง เมือ่ท าปฏกิริยิากบัสารทีม่ฤีทธิ ์

ในการตา้นอนุมลู อสิระ อกีทัง้ยงัสามารถหาสารในเชงิปรมิาณไดจ้ากการสรา้งกราฟความสมัพนัธ์

ของความเขม้ขน้ของสารกบัคา่พกิเซลของจุดสารอนุมลูอสิระทีเ่กดิปฏกิริยิากบัสาร DPPH  

  จากการพฒันาวธิวีเิคราะหเ์ทคนิคเชงิภาพสามารถน าหลกัการขา้งตน้มาประยุกตใ์ชใ้นการ

ตรวจสอบสารที่มฤีทธิใ์นการตา้นอนุมลูอสิระทีพ่บในธรรมชาต ิ บนตวักลางทีเ่ป็นกระดาษ อยา่งงา่ย 

เพือ่ศกึษาการเกดิปฏกิริยิาบนตวักลาง สามารถตร วจสอบสารทีม่ฤีทธิใ์นการตา้นอนุมลูอสิระบน

ตวักลางทีเ่ป็นกระดาษได ้ จงึไดน้ าความรูม้าพฒันาเป็นชุดทดสอบ เพือ่ใชเ้ป็นเครือ่งมอืในการ

ตรวจสอบเบือ้งตน้ของสารทีม่ฤีทธิใ์นการตา้นอนุมลูอสิระในผลติภณัฑท์างธรรมชาตทิีอ่า้งสรรพคุณ

และปรมิาณของสารทีม่ฤีทธิใ์นการตา้นอนุมลูอสิ ระทีม่ขีายในทอ้งตลาด รวมถงึสมุนไพรและพชืผกั

ผลไม ้โดยชุดทดสอบทีไ่ดพ้ฒันาขึน้ น้ี ไมจ่ าเป็นตอ้งใชอุ้ปกรณ์หรอืโปรแกรมในการแปลผล โดย

ศกึษาการเปลีย่นสขีองสาร DPPH บนตวักลางทีเ่ป็นกระดาษ 

   ชุดทดสอบทีไ่ดพ้ฒันามวีธิกีารโดย การน ากระดาษกรองมาใชเ้ป็นเป็นแผน่สตรปิ เพือ่ใช้

เป็นตวักลางในการเกดิปฏกิริยิาระหวา่งผลติภณัฑท์ีท่ดสอบกบัสาร DPPH โดยในการทดสอบความ

เขม้ขน้ของสาร DPPH ทีเ่หมาะสมคอื 1.75 มลิลโิมล เน่ืองจากการแปลผลดว้ยการสงัเกตดว้ยตา

เปล่า ดงันัน้ใน การตดิสจีงึมคีวามส าคญั ในการทดสอบจงึจ าเป็นทีต่อ้งใชค้วามเขม้ขน้ของ

สารละลาย DPPH ทีส่งูกวา่วธิเีทคนิคเชงิภาพเพือ่ใหม้กีารตดิสทีีม่คีวามคงทนและระยะเวลานานบน

ตวักลางกระดาษ เน่ืองจากสาร DPPH มกีารเสือ่มสลายตวัไดง้า่ยเมือ่โดนแสงหรอืท าปฏกิริยิากบั

อากาศ 

   การทดสอบประสทิธภิาพในการตรวจวดัปรมิาณสาร ทีม่ฤีทธิใ์นการตา้นอนมลูอสิระทีพ่บ

ในธรรมชาต ิ ในการศกึษาไดน้ าสารมาตรฐานทีพ่บมาก ในธรรมชาต ิน ามาหาคา่ปรมิาณต ่าสดุที่

สามารถตรวจสอบสารได ้ (LOD) ประกอบดว้ยสารแอสคอรบ์กิ แอซดิ เคอร์ ซทินิ รทูนิและแกลลคิ 
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แอซดิ ผลคา่ทีต่ ่าทีส่ดุทีส่ามารถตรวจวดัไดค้อื 7.80 62.5 125 และ15.6 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร  

ตามล าดั บ จากผลการทดสอบสามารถยนืยนั วา่ชุดทดสอบมปีระสทิธภิาพในการตรวจหาหรอื

สามารถวเิคราะหส์ารไดใ้นปรมิาณทีต่ ่าระดบัไมโครกรมัต่อมลิลลิติรทีอ่ยูใ่นผลติภณัฑไ์ด ้

    การพฒันาชุดทดสอบเพือ่ใชใ้นการตรวจสอบคุณภาพของผลติภณัฑท์ีบ่่งชีถ้งึสรรพคุณ

ของสารทีม่ฤีทธิใ์นการตา้นอนุมลูอสิระ ในงานวจิยัไดน้ าผลติภณัฑท์ีเ่ป็นทีนิ่ยม ในปจัจุบนั 

ประกอบดว้ยชาผงส าเรจ็รปูและน ้ามนัมะรุม มาใชใ้นการศกึษาหาสารทีม่ฤีทธิใ์นการตา้นอนุมลูอสิระ 

ผลทีไ่ด้คอืชุดทดสอบทีไ่ดพ้ฒันาขึน้สามารถตรวจวดัสารทีม่ฤีทธิใ์นการการตา้นอนุมลูอสิระทีอ่ยูใ่น

ผลติภณัฑไ์ด ้โดยทีศ่กึษาการเกดิปฏกิริยิาบนตวักลาง ของสาร DPPH กบัผลติภณัฑ์ ในการ

เกดิปฏกิริยิาของการเปลีย่นสจีากสมีว่งไปเป็นสเีหลอืง พบวา่ทัง้ผลติภณัฑผ์งชาส าเรจ็รปูและน ้ามนั

มะรมุมสีารทีม่ฤีทธใ์นการตา้นอนุมลูอสิระ ดงันัน้ความสามารถของชุดทดสอบสามารถตรวจวดั

ปรมิาณสารทีม่อียูใ่นผลติภณัฑท์างธรรมชาตไิด้  เป็นการใชชุ้ดทดสอบในการควบคุณภาพของ

ผลติภณัฑเ์บือ้งตน้ได ้

 

สรปุผลการทดลอง  

   งานวจิยัไดพ้ฒันาวธิวีเิคราะหเ์พือ่หาสารทีม่ฤีทธิใ์นการตา้นอนุมลูอสิระ โดยวธิกีารแยก

สารดว้ยกระดาษเซลลโูลส ท าการเกบ็ขอ้มลูดว้ยการสแกนภาพ และแปลผลดว้ยโปรแกรม Adobe 

Photoshop CS2 เป็นวธิวีเิคราะหท์ีพ่ฒันาขึน้ใหม ่ทีผ่า่นการตรวจสอบความถูกตอ้งของวธิ ีเพือ่เป็น

วิธทีีค่วามถูกตอ้งและแมน่ย าของวธิกีารทดสอบตามขอ้ก าหนดตามเกณฑก์ารยอมรบัของ  

International Conference on Harmonization (ICH) of Technical Requirements for 

Registration of Pharmaceuticals for Human Use(38) และ FDA guideline(39) ทีส่ามารถใชใ้นการ

ตรวจสอบเพือ่หาสาร ทีม่ฤีทธิใ์นการตา้นอนุมลูอสิระในเชงิปรมิาณและเชงิคุณภาพได ้เป็นวธิี

ทางเลอืกทีใ่ชใ้นการวเิคราะหห์าสารทีม่ฤีทธิใ์นการตา้นอนุมลูอสิระทีส่ะดวก งา่ย ประหยดั ปลอดภยั

แก่ผูป้ฏบิตังิานและสิง่แวดลอ้ม  

   อกีทัง้วธิวีเิคราะหท์ีไ่ดพ้ฒันาขึน้นัน้เป็นพืน้ฐานในการพฒันาผลิ ตภณัฑ ์เพือ่ใชใ้นการ

ทดสอบตรวจสอบหาสารทีม่ฤีทธิใ์นการตา้นอนุมลูอสิระเบือ้งตน้ในผลติภณัฑ ์เป็นการประยกุตว์ธิี

วเิคราะหเ์พือ่พฒันาเป็นชุดทดสอบฤทธิต์า้นอนุมลูอสิระแบบดพีพีเีอชสตรปิ ความสามารถคอืใชก้าร

ทดสอบสารเบือ้งตน้ของสารทีม่ฤีทธิใ์นการตา้นอนุมลูอสิระในผลติภั ณฑท์างธรรมชาตไิด ้เพือ่เป็น

การควบคุมคุณภาพของผลติภณัฑ ์เป็นวธิทีีส่ะดวก งา่ย และประหยดัเวลาเหมาะแก่การลง

ภาคสนาม เน่ืองจากวธิวีเิคราะหไ์มจ่ าเป็นตอ้งใชเ้ครือ่งมอื ไมจ่ าเป็นตอ้งเกบ็ตวัอยา่งในการตรวจวดั
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ในการทดสอบ สามารถตรวจสอ บและ แสดง ผลการวเิคราะห์ ทนัท ี ยงัเป็นการลดตน้ทุนในการ

วเิคราะหแ์ละควบคุมคุณภาพของสารทีม่ฤีทธิใ์นการตา้นอนุมลูอสิระ 

  ขอ้จ ากดัของวธิวีเิคราะหท์ีพ่ฒันาขึน้ใน การปฏบิตักิารจุดสาร ลงบนกระดาษขนาด ของจุด

สารและขอบเขตมผีลต่อการเกดิปฏกิริยิาและมผีลต่อการอ่านค่าพกิเซล อกีทัง้วธิยีงัไมเ่หมาะต่อการ

ทดสอบสาร ตา้นอนุมลูอสิระ ที่ไมม่ขี ัว้ เนื่องจากตวักลางเป็นกระดาษทีม่คีวามมขีัว้สงู สารจงึไม่

สามารถเคลื่อนทีไ่ปบนตวักลางได ้ และไมเ่หมาะสมต่อการวเิคราะห์ สารทีม่ฤีทธิใ์นการตา้น อนุมลู

อสิระทีม่สี ีเน่ืองจากไปรบกวนการอ่านค่าพกิเซลดว้ยโปรแกรม  Adobe Photoshop CS2  

 

ข้อเสนอแนะ 
   งานวจิยัน้ีมุง่เน้นการศกึษาและพฒันาวธิกีารตรวจวเิคราะหเ์พือ่แยกสารทีม่ฤีทธิใ์นการ
ตา้นอนุมลูอสิระ ในการทดสอบไดศ้กึษาชนิดของวฏัภาคคงทีแ่ละสภาวะวฏัภาคเคลื่อนทีท่ีเ่หมาะสม

ต่อสาร แอสคอรบ์กิ แอซดิ จงึสามารถศกึษาสภาวะทีเ่หมาะสมของสารทีม่ฤีทธิใ์นการต้ านอนุมลู

อสิระชนิดอื่นๆ เชน่ แกลลคิ แอซดิ เคอรซ์ทีนิ เป็นตน้ เพือ่ใชใ้นการแยกสารแต่ละชนิดออกจากสาร

ผสมได ้ 

  การพฒันาผลติภณัฑเ์พือ่ใชใ้นการ เป็นชุดทดสอบสาร ทีม่ฤีทธิใ์นการตา้นอนุมลูอสิระใน

งานวจิยัน้ีไดพ้ฒันาชุดทดสอบทีส่ามารถตรวจวดัสารใน เชงิคุณภาพ เป็นการตรวจสอบ และการ

ควบคุมคุณภาพในเบือ้งตน้วา่ผลติภณัฑม์สีารทีม่คีุณสมบตัใินการเป็นสารทีม่ฤีทธิใ์นการตา้นอนุมลู

อสิระ แต่สามารถไมส่ามารถระบุไดว้า่มปีรมิาณเทา่ใด ซึง่จากฐานความรูส้ามารถน าไป ประยกุต์และ

ต่อยอดเพือ่พฒันาชุดทดสอบสารในการตรวจวดัสารทีม่ฤีทธิใ์นการต้ านอนุมลูอสิระในเชงิปรมิาณ 

เพือ่หาปรมิาณสารทีม่ฤีทธิใ์นการตา้นอนุมลูอสิระทัง้หมดทีม่อียูใ่นผลติภณัฑ ์
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แสดงขัน้ตอนการวิเคราหเ์ชิงภาพด้วยโปรแกรม Adobe Photoshop CS2  
1. เปิดโปรแกรม Adobe Photoshop CS2 ทีไ่อคอนหน้าจอ แลว้หลงัจากนัน้โปรแกรมจะขึน้ดงัภาพ

ขา้งล่าง 

 

2. เปิดไฟลภ์าพทีไ่ดบ้นัทกึไว ้จากนัน้เลอืกโปรแกรม File เลอืก Open เลอืกไฟลภ์าพทีต่อ้งการ

วเิคราะห ์
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3. เมือ่ไดภ้าพทีต่อ้งการวเิคราะหเ์ทคนิคเชงิภาพใหก้ดเลอืกเครือ่งมอื Magic wand คลกิเลอืก

บรเิวณทีเ่ป็นพืน้หลงัสมีว่ง (กาํหนดคา่ tolerance = 15 ซึง่จะกาํหนดคา่ไดม้ากกวา่หรอืน้อยกวา่น้ี

ได ้เพือ่ใหส้ามารถเลอืกบรเิวณสมีว่งออกจากวงสเีหลอืงได)้ จะเกดิเสน้ปะโดยรอบบรเิวณทีเ่ลอืก 

 

 

4. จากนัน้ไปทีเ่มนู Select เลอืก Inverse จะกลบัไปเลอืกพืน้ทีใ่นทางตรงกนัขา้ม ในงานวจิยัน้ีจะ

ศกึษาการเกดิสเีหลอืงของสารตา้นอนุมลูอสิระ 
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5. จากนัน้เลอืกเมนู Image เลอืก adjustment และกดเลอืก threshold 

 

6. กาํหนดคา่ Threshold level เทา่กบั 255 จะทาํใหว้งสเีหลอืงเปลีย่นไปเป็นไปวงสดีาํสมํ่าเสมอกนั 

จากนัน้กดคลกิเลอืก ok 
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7. เขา้เมนูเลอืก Window เพือ่เลอืกโปรแกรม Histogram  
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8. ใชเ้ครือ่งมอื Magic Wand กดเลอืกบรเิวณที ่Spot ทีเ่ทสดีาํทบัแต่ละจุด เพือ่นําคา่ Pixel มา

ศกึษาหาความสมัพนัธเ์ชงิเสน้ 

 

 

9. จากนัน้นําคา่ทัง้หมดไปสรา้งกราฟความสมัพนัธร์ะหวา่งความเขม้ขน้ทีใ่ชใ้นการศกึษากบัคา่ 

Pixel ทีไ่ดจ้ากการทดสอบ  
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