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บทคดัย่อ 

การพฒันาวธิกีารทดสอบฤทธิต์า้นอนุมลูอสิระ วธิรีงคเลขผวิบางโดยใชก้ระดาษดว้ยเทคนิคการวเิคราะหเ์ชงิ

ภาพโดยใช้หลกัการแยกสารบนตัวกลางกระดาษจากนัน้ทําให้สารเกดิปฏกิริยิากบั 2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl 

(DPPH) บนตวักลางกระดาษ แลว้สแกนภาพและแปลผลดว้ยโปรแกรม Adobe photoshop CS2 และเปรยีบเทยีบกบั

วธิ ีDPPH-Microplate assay เพือ่ไดม้าซึง่วธิวีเิคราะหส์ารทีม่ฤีทธิใ์นการตา้นอนุมลูอสิระในเชงิปรมิาณและเชงิคุณภาพ 

ผลการเทยีบวธิวีเิคราะหท์ีพ่ฒันาโดยใชส้ารมาตรฐานวติามนิซ ี(Ascorbic acid) พบว่ามคีวามเป็นเสน้ตรง ความถูกตอ้ง 

แม่นยาํ และมคีวามสามารถในการตรวจวดัสารไดเ้ป็นไปตามขอ้กาํหนด International Conference of Harmonization 

(ICH) guideline [9] แสดงค่าความเป็นเส้นตรง Y = 8266.6x-133.01 ที่ช่วงความเข้มข้นที่  75-175 µg/ml มีค่า

สมัประสทิธิส์หสมัพนัธ์ (r2= 0.9962) ปรมิาณตํ่าสดุทีส่ามารถตรวจวดัได ้(LOD) และปรมิาณตํ่าสุดทีว่เิคราะหไ์ด ้(LOQ) 

คอื 0.009 และ 0.03 µg/spot ตามลําดบั การทดสอบความเทีย่งของการวเิคราะหซ์ํ้าในช่วงเวลาเดยีวกนัและวเิคราะห์

ต่างวนัเวลากนัมคี่าสมัประสทิธ์ความแปรปรวน (%RSD) คอื 2.29 ถงึ 5.53% และ 2.95 ถึง 4.19% ตามลําดบั ความ

แมน่ของวธิใีหค้่ารอ้ยละการคนืยอ้นกลบัของสารอยู่ในช่วง 101.50 ถงึ104.67% และผลค่า IC50 ของวธิเีทคนิคเชงิภาพ

มคี่าเท่ากบั 102.27 ± 2.97 µg/ml คํานวณจากโปรแกรม Graphpad prism 5 มคี่าสหสมัพนัธ์ของวธิกีารทีพ่ฒันากบัวธิี

มาตรฐาน DPPH scavenging assay-microplate, r2 = 0.9892 วธิทีีพ่ฒันาขึน้สามารถตรวจวดัหาปรมิาณสารไดเ้ป็นไป

ตามมาตรฐานกําหนดให้ค่ ามีคว ามถู กต้ อ งและ น่ า เชื่ อ ถือ  เ ป็นวิธีก ารตรวจวัดสารต้ านอ นุมูลอิส ร ะ 

ทีใ่ช้ต้นทุนตํ่า ปลอดภยั สะดวกกบัการทดสอบในภาคสนาม ขอ้จํากดัของวธิคีอืการควบคุมขนาดของการจุดสารบน

กระดาษขนาดและขอบเขตมผีลต่อการเกดิปฏกิริยิา อกีทัง้สารทีม่ฤีทธิใ์นการตา้นอนุมลูอสิระทีม่สี ีเนื่องจากไปรบกวน

การอ่านค่าพกิเซลดว้ยโปรแกรม  Adobe Photoshop CS2  
 

คาํสาํคญั: สารตา้นอนุมลูอสิระ ดพีพีเีอช เอสเสย ์เปเปอรโ์ครมาโตรกราฟี เทคนิควเิคราะหเ์ชงิภาพ  
 

Abstract 

  To develop and validate method of paper chromatography coupled with DPPH (2, 2-diphenyl-1-

picrylhydrazyl) scavenging assay (PC-DPPH, documented scanner and Adobe photoshop CS2 program were 

processed by means of an image processing program and compare with microplate assay 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, % recovery, precision and sensitivity based on 

International Conference of Harmonization (ICH) guideline. Results of method validation used ascorbic acid as 
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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-day and inter-day 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 method was 102.27 ± 2.97 µg/ml which calculated 

from computation of Graphpad prism 5. PC-DPPH test was useful for Consumer Protection Surveillance and 

products were available in the market and were claimed to have antioxidant properties. This is also for quality 

control of the product itself. 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 pigment sample affect to means of an image processing program. 
 

Keywords: Antioxidant; DPPH assay; Paper chlomatography; Image processing program 
 

บทนํา 

การเกดิอนุมลูอสิระ (Free radical) เป็นกลไก

การเกดิขึ้นทางธรรมชาติของสารที่มกีารดงึอิเล็กตรอน

จากสารอื่นในบรเิวณรอบขา้งของโมเลกุลหรอือะตอม ทํา

ใหเ้กดิความเสถยีรตํ่าและมคีวามไวต่อการเกดิปฏกิริยิา

กบัโมเลกุลของสารอื่นทีอ่ยู่บรเิวณรอบๆ ของสาร โดยที่

โมเลกุลขา้งเคยีงจะสูญเสยีหรอืรบัอิเลก็ตรอนกลายเป็น

อ นุ มู ล อิ ส ร ะ ตั ว ใ ห ม่  เ กิ ด เ ป็ น ป ฏิ กิ ริ ย า ลู ก โ ซ่   

(Chain reaction) [1] ซึ่งเป็นปจัจัยเอื้อต่อการเกิดการ

ทํางานที่ผิดปกติของเซลล์ และลุกลามจนเกิดความ

ผดิปกตขิองเนื้อเยื่อ หรอือวยัวะก่อใหเ้กดิโรคต่างๆ เช่น 

โรคมะเรง็ โรคหลอดเลอืดหวัใจ โรคขอ้อกัเสบ โรคสมอง

เสือ่ม เป็นต้น [1, 2] ปจัจุบนัมกีารศกึษา คน้ควา้วจิยัเพื่อ

หาสารที่มฤีทธิต์้านอนุมลูอิสระใน สมุนไพร ผกั ผลไม้

หรอืผลติภณัฑ์จากธรรมชาต ิเพือ่นํามาใชใ้นการบรโิภค

หรอืใชป้ระโยชน์ในการต้านอนุมลูอสิระ วธิกีารทดสอบ

สารทีม่ฤีทธิต์้านอนุมลูอสิระที่ใชห้ลกัการเปลีย่นแปลงสี

ของ 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl:DPPH นั ้นมีหลาย

วิธีเช่นการทดสอบด้วย Thin Layer Chromatography: 

TLC [4-6] High Performance Liquid 

Chromatography:HPLC [7], Online-Coupling- LC-MS-

MS หรอื Microplate assay [1, 3] วธิมีาตรฐานและนิยม

คอื วิธ ีDPPH Microplate assay ซึ่งมขี้อจํากดัคือ เป็น

ก า ร วิ เ ค ร า ะ ห์ เ ชิ ง ส า ร ผ ส ม  (Total contents)  

ไม่สามารถแยกชนิดของสารมี่มฤีทธิใ์นการต้านอนุมูล

อิสระ และวิธอีื่นๆ ข้างต้นมขี้อจํากดั ได้แก่ ราคาของ

เครื่องมือสูง ความชํานาญการ ทําให้ต้นทุนในการ

ทดสอบสงู ทางคณะผูว้จิยัจงึไดพ้ฒันาวธิวีเิคราะหห์าสาร

ที่ มี ฤ ท ธิ ์ใ น ก า ร ต้ า น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ  โ ด ย ใ ช้ วิ ธ ี

โครมาโทกราฟีแบบกระดาษ (Paper chromatography: 

PC) [8] ทีแ่ยกสารโดยตวัพาทีเ่ป็นตวัทําละลายไปบนวฏั

ภาคของแข็งที่เป็นกระดาษพร้อมกบัการวเิคราะห์ผล

ด้วยการใช้เทคนิคเชิงภาพผ่านฟรีโปรแกรมประยุกต์ 

Adobe Photoshop CS2 เพื่ออ่านค่าเป็นตัวเลข พร้อม

ทัง้ทําการตรวจสอบวธิกีารวดั(Method validation) ซึ่งวธิี

ที่พฒันาขึ้นสามารถวเิคราะห์สารได้ทัง้เชงิปรมิาณและ

คุณภาพ  
 

วสัดอุปุกรณ์ และวิธีการดาํเนินการวิจยั 

Ascorbic acid Gallic acid Lutin Ellagic acid 

Quercitin dehydrate (Sigma-Aldrich, Germany) เ ม

ทานอล เอทานอล อะซีโตไนไตรล์ (Merck, Germany) 

Deionization water 2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl 

(DPPH) (Sigma-Aldrich, Germany) Microplate reader 

(Anthos Zenyth 200rt, Austria) เครื่อ งคอมพิว เตอร์

พ ร้อม เครื่ อ ง สแกน  กร ะดาษ เซล ลู โ ลส  (Canson 

watercolour paper, France) กระดาษกรอง เบอร์  1 

(Whatman, English) กระดาษวาดเขยีน กระดาษปอนด์ 

(DHA Siamwalla, Thailand)  
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วิธีการดาํเนินการวิจยั (Methods) 

การศึกษาความเข้มข้นสาร DPPH ท่ีเหมาะสม 

เตรยีมสารละลาย DPPH ความเขม้ขน้ 1 0.75 

0.5 0.25 และ 0.125 มลิลโิมล และ Ascorbic acid ความ

เขม้ขน้ 100ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร ทดสอบในกระดาษ

ขนาดกวา้ง 0.5 เซนตเิมตร ยาว 3 เซนตเิมตร จํานวน 2 

แผ่น  แผ่นที่หนึ่ ง จุ่มลงในสารละลาย  พักทิ้ ง ไว้ที่

อุณหภูมหิ้องรอให้แห้ง จากนัน้จุ่มในหลุมสารละลาย 

DPPH ในแต่ละความเข้มข้น และแผ่นที่สอง จุ่มใน

สารละลาย Ascorbic acid ตัง้ทิ้งไวใ้หแ้ห้ง สงัเกตความ

เข้มของสีม่วงที่เกิดขึ้นที่สามารถมองเห็นสีม่วงบน

กระดาษไดด้วัยตาเปล่า พรอ้มทัง้สแกนภาพความเขม้สี

ทีเ่ป็นตวัเลขเปรยีบเทยีบและบนัทกึผล  

ก า ร ศึ ก ษ า เ ป รี ย บ เ ที ย บ ช นิ ด ข อ ง วัฏ ภ า ค น่ิ ง 

(Stationary phase)  

ศึกษาเปรียบเทียบชนิดของกระดาษชนิด

ต่างๆ (กระดาษปอนด์ กระดาษวาดเขยีน กระดาษกรอง

เบอร์ 1 และกระดาษเซลลูโลส) ที่ขนาดกวา้งและยาว 3 

และ 5 เซนติเมตร ตามลําดบั จากนัน้จุดสารมาตรฐาน 

Ascorbic acid ที่มีความเข้มข้น  100 ไมโครกรัม ต่อ

มลิลลิติร ลงไปบนกระดาษจุดละ2ไมโครลติร รอให้แห้ง 

จากนัน้นําแผ่นกระดาษแต่ละชนิดมาทําการใส่ลงใน

แทงค์แก้วที่มีว ัฏภาคเคลื่อนที่แต่ละชนิดที่อิ่มตัวอยู่   

เพือ่ศกึษาคุณสมบตักิารแยกสารบนกระดาษแต่ละชนิด 

การศึกษาอตัราส่วนของตวัทาํละลายในวฏัภาค

เคล่ือนที(Mobile phase) 

การศึกษาอัตราส่วนที่เหมาะสมของแต่ละ

องค์ประกอบในวฏัภาคเคลื่อนที ่ไดแ้ก่ เมทานอล เอทา

นอล อะซีโตไนไตรล์ และ น้ํากลัน่  นํามาผสมตาม

อัตราส่วนดงันี้   เมทานอล: น้ํา (10: 0) เมทานอล: น้ํา 

(9:1) เ มท า น อ ล : น้ํ า  (8:2) เ ม ท าน อ ล : น้ํ า  (7:3)  

อะซโีตไนไตรล์: น้ํา (7:3) และเอทานอล: น้ํา (7:3) แล้ว

นํามาใช้ในการเป็นวัฏภาคเคลื่อนที่เพื่อศึกษาและ

เปรยีบเทยีบค่าการนําพาสารเคลื่อนทีบ่นวฏัภาคนิ่ง (Rf 

value) 

การเตรียมสารมาตรฐานและสารตวัอย่าง 

 เตรยีมสารละลายมาตรฐาน (Stock solution) 

Ascorbic acid ใหม้คีวามเขม้ขน้ 1 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร 

ชัง่ Ascorbic acid 25 มลิลกิรมัใสล่งในขวดปรบัปรมิาตร

ขนาด 25 มลิลลิติร  

ปรบัปรมิาตรจนครบ ดว้ย 50% เมทานอล  

 สารละลายมาตรฐาน (Working standard) ที่

ความเขม้ขน้ระหว่าง 10 ถงึ 30 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร 

และ 75 ถงึ 175 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร 

 เตรยีมตวัอย่าง(น้ําสม้ เครื่องดืม่ น้ํามนัมะรุม) 

ปิเปตผลติภณัฑ์ตวัอย่าง 100 ไมโครลติร ละลายใน 50 

% เมทานอล 900 ไมโครลติร   

การอ่านและแปลผลด้วยเทคนิคเชิงภาพ 

นําโครมาโทกราฟีแบบกระดาษที่ผ่านการ

ทดสอบและแห้ง นํามาวิเคราะห์ข้อมูลเชิงภาพด้วย

โปรแกรม Adobe Photoshop CS2 โดยนํามาสแกนและ

บนัทกึเป็นไฟล์ภาพบนัทกึลงคอมพวิเตอร์เป็นไฟลภ์าพ 

(.JPEG) ใชโ้ปรแกรม Adobe Photoshop CS2 เปิดไฟล์

ภาพที่จะแปลผล เลือกแถบเครื่องมือ magic wand 

เพื่อใหม้กีาร converse จากสจีางเป็นสเีขม้ บรเิวณพื้นที่

ทีม่สีขีองการเกดิปฏกิริยิาระหว่างสารตา้นอนุมลูอสิระกบั

สาร DPPH เปลี่ยนจากสเีหลอืงเป็นสดีํา แล้วโปรแกรม

จะแปรผลของความเขม้สแีละขนาดบรเิวณทีเ่ป็นจุดเป็น

ค่ าตัว เ ลข  นํ าค่ าพิก เซลที่ อ่ าน ได้มาส ร้า งกราฟ

ความสมัพนัธเ์ชงิเสน้ตรงกบัความเขม้ขน้ของสาร 

ทดสอบความจําเพาะเจาะจงของวิธี วิ เคราะห์  

(Specificity)  

เตรียมสารมาตรฐานในการทดสอบคือ 

Ascorbic acid Gallic acid Lutin Ellagic acid แ ล ะ 

Quercitin dehydrate ที่ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัม/

มลิลลิติร ใน 50% เมทานอล นําจุดสารละ 5 ไมโครลติร 

บนกระดาษ PC แล้วใส่ลงในแทงค์แก้วที่มีว ัฏภาค

เคลื่ อ นที่ อิ่ มตัว  เมื่ อ ก ร ะบวนการแยก เส ร็จ  นํ า

แผ่นกระดาษ PC ขึ้นมารอให้แห้ง จากนั ้น จุ่มด้วย

สารละลาย DPPH แล้วผึ่งให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง นํา

กระดาษ PC ไปสแกนภาพ และวดัค่า Rf 

การทดสอบความเป็นเส้นตรง (Linearity) 

เตรียมสารมาตรฐานแอสคอร์บิก แอซิด 

ในช่วงความเขม้ขน้ 5 ความเขม้ขน้ประกอบดว้ย 75 100 

125 150 และ175 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร แปลผลโดยใช้

โปรแกรม  Adobe Photoshop CS2 นํ าค่ าที่ ไ ด้ จ าก
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โปรแกรมมาสร้างกราฟมาตรฐานของความสัมพันธ์

ระหว่าง ค่าพกิเซลที่วดัจากการใช้เทคนิคเชิงภาพ กบั

ความเข้มข้นของสารที่ ใช้ในการทดสอบ เพื่อหา

ความสมัพนัธ์เชงิเส้นตรงและคํานวณหาค่าสมัประสทิธิ ์

สหสมัพนัธ ์(Correlation coefficience, r2) 

การทดสอบขีดจาํกดัของการตรวจวดัสาร (Limit of 

detection, LOD) และขีดจํากัดของการหาปริมาณ

ของสาร (Limit of quantitation, LOQ)  

เตรยีมสารละลายมาตรฐาน Ascorbic acid ที่

ความเข้มข้น  0.025 0.050 0.075 0.100 0.125 0.150 

และ0.200 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร นําสารไปจุดบน PC จุด

ละ 5 ไมโครลิตร แล้วใส่ลงในแทงค์แก้วที่มีว ัฏภาค

เคลื่ อ นที่ อิ่ มตัว  เมื่ อ ก ร ะบวนการแยก เส ร็จ  นํ า

แผ่นกระดาษ PC ขึ้นมารอให้แห้ง จากนั ้น จุ่มด้วย

สารละลาย DPPH แล้วผึ่งให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง วัด

ความเขม้สโีดยการสแกน แปลผลในหน่วยของค่าพกิเซล

ทีไ่ด ้เพือ่เลอืกความเขม้ขน้ทีต่ํ่าทีสุ่ดทีส่ามารถวดัไดด้ว้ย

ตาเปล่าและความเขม้ข้นตํ่าสุดที่สามารถตรวจวดัด้วย

โปรแกรม Adobe Photoshop CS2 ได้ และวิเคราะห์

วธิกีารทดสอบขดีจาํกดัของการตรวจวดัสาร (LOD) และ

ค่าความเขม้ขน้ตํ่าสุดในการหาปรมิาณไดถู้กตอ้ง (LOQ) 
 

การทดสอบความถกูต้องของวิธีวิเคราะห ์ 

เตรียมสารมาตรฐาน Ascorbic acid ที่ใช้ใน

การวิเคราะห์ ที่อยู่ในช่วงความเข้มข้นของ Standard 

curve ที่ใช้ในการศึกษา ใส่ลงในตัวอย่างน้ําส้ม โดยที่

ระดับความเข้มข้นสุดท้ายในตัวอย่างน้ําส้มมีความ

เข้มข้น 3 ระดับ คือ 90 110 และ140 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร นําผลการวิเคราะห์ที่ได้มาคํานวณหา % 

recovery  

ก า ร ท ด ส อ บ ค ว า ม แ ม่ น ยํา ข อ ง วิ ธี วิ เ ค ร า ะ ห์  

(Precision)  

เตรียมตวัอย่างสารมาตรฐาน Ascorbic acid 

ทีค่วามเขม้ขน้ 3 ระดบัคอื 100 125 และ150 ไมโครกรมั

ต่อมิลลิลิตร ที่ทดสอบความเข้มข้นละ 6 ซํ้า ทดสอบ

ตัวอย่างในวันเดียวกัน (Intra-assay) และระหว่างวัน 

(Inter-assay) เป็นเวลา 3 วนั คํานวณหาค่ารอ้ยละความ

เ บี่ ย ง เ บ น ม า ต ร ฐ า น สัม พัน ธ์  (Relative standard 

deviation, %RSD) 

DPPH-scavenging assay ด้ว ยเค ร่ื อง  Microplate 

reader 

ปิเปตสารมาตรฐาน Ascorbic acid หรอืสาร

ตวัอย่าง 100 ไมโครลติร ในแต่ละความเขม้ขน้ ใน 96-

well plate ในความเขม้ขน้ต่างๆ โดยทําความเขม้ขน้ละ 

3 ซํ้ า  จากนั ้น ใส่ ส า ร  DPPH ที่ คว ามเข้มข้น  0.50                       

มลิลโิมล ปรมิาตร 100 ไมโครลติร ในแต่ละหลุมตวัอย่าง

โดยทีใ่ช ้Negative control เป็นเมทานอล 100 ไมโครลติร

และเติมสารละลาย DPPH 100 ไมโครลิตร เขย่าและ

นําไปบ่มทีม่ดื ทีอุ่ณหภูมหิอ้งเป็นเวลา 30 นาท ีเมือ่ครบ

กาํหนดเวลา วดัค่าการดูดกลนืแสงทีค่วามยาวคลื่น 517 

นาโนเมตร ดว้ยเครื่อง Microplate reader คาํนวณหาค่า 

%Inhibition ส ร้ า งกร าฟความสัมพันธ์ ร ะหว่ า ง  % 

inhibition กบั ความเข้มข้นของสารที่ใช้ในการทดสอบ 

เพื่อหาค่าความเข้มข้นที่ให้ผลในการต้านอนุมูลอิสระ

ครึง่หนึ่ง (IC50) เปรยีบเทยีบผลการวเิคราะห ์ 

เปรียบเทียบวิธีวิเคราะห์ด้วยวิธี PC กบัวิธี DPPH 

scavenging microplate assay  

วเิคราะห์ความเขม้ขน้ของสารมาตรฐานและ

สารตัวอย่ างความเข้มข้นละ 3 ซํ้ า  ด้วยวิธี PC ที่

พ ัฒน าขึ้น เ ป รีย บ เทีย บกับวิธี  DPPH scavenging 

microplate assay โดยเปรียบเทียบค่าความเข้มข้นที่

สามารถต้านอนุมลูอสิระครึง่หนึ่ง (IC50) จากการแปลผล

ดว้ยโปรแกรม Graphpad Prism 5  
 

ผลการทดลอง 

ผลการศึกษาความเข้มข้นของสารละลาย DPPH ท่ี

เหมาะสม 

ผลการ เปรีย บ เทียบการ ติดสีม่ ว งขอ ง

สารละลาย DPPH บนกระดาษ ในการทดสอบเตรียม

ความเข้มข้นที่ 0.125 ถึง 1 มิลลิโมล ของสารละลาย 

DPPH พบว่าความเขม้ข้นทีน้่อยกว่า 0.50 มลิลิโมล มี

การติดสีจาง ในระยะเวลาที่กําหนด (3-5 นาที) เมื่อ

เปรียบเทียบกับความเข้มข้นที่สูงกว่าที่ 0.75 และ 1             

มลิลโิมล พบว่าค่าความเขม้ขน้ที ่0.75 มลิลโิมล มสีทีีเ่ขม้

และเด่นชัดไม่ต่างจากความเข้มข้นที่สูงกว่า เพื่อการ

ประหยดัสาร DPPH แต่ใหค้วามเขม้สทีีไ่ม่ต่างกนั ฉะนัน้

ความเข้มข้นของสาร DPPH ที่เหมาะสม คือ 0.75               

มลิลโิมล 
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ผ ล ก า ร ศึ ก ษ า วัฏ ภ า ค น่ิ ง  (Stationary phase) ท่ี

เหมาะสม 

จากการเปรยีบเทยีบคุณสมบตัิกายภาพของ

การดูดซับของสาร โดยที่กระดาษแต่ละชนิดมีความ

ต่างกนัทีค่วามแขง็-อ่อนของกระดาษ และเนื้อกระดาษมี

ความละเอยีด-ความหยาบ เนื่องจากรอ้ยละของชนดิและ

ความบริสุทธิ เ์ซลลูโลสต่างกันในแต่ละชนิด โดย

การศึกษาขนาดของจุด และขอบเขตของการเกิดส ี

เมื่อทําปฏิกิริยาระหว่างสารมาตรฐานกับสาร DPPH 

พบว่ากระดาษเซลลโูลสใหค้ณุสมบตัทิีด่ใีนการดดูซบัสาร 

คอื เมื่อจุดสารลงบนกระดาษเซลลูโลส มคีวามสามารถ

ในการดูดซบัสารไดด้แีละแห้งไว ความคงตวัในวฏัภาค

เคลื่อนทีพ่บว่ากระดาษทีม่คี่าส่วนประกอบเซลลูโลสที่มี

ความบริสุทธิส์ูงจะมคีุณสมบตัิในการดูดซบัสารละลาย 

DPPH ไดเ้ขม้กว่า มขีอบวงของจุดมคีวามชดัเจนมากว่า 

และวงจุดที่ได้วงเลก็ทําใหก้ารวเิคราะห์ผลมคีวามแม่น

มากขึน้ ผลตามรปูที ่1 

 

 
 

รปูท่ี 1 แสดงการเกดิสขีอง A- กระดาษกรองเบอร ์1  B- 

กระดาษปอนด์  C- กระดาษวาดเขยีนและ D- 

กระดาษเซลลูโลส และขอบเขตของ Spot ของ

สารเกดิปฏกิริยิาของ DPPH และAscorbic acid 

ทีค่วามเขม้ขน้ 100 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร  
 

การศึกษาอัตราส่วนของตัวทําละลายในวฏัภาค

เคล่ือนท่ี (Mobile phase) และความจาํเพาะเจาะจง

ของวิธีวิเคราะห ์(Specificity) 

จากการศกึษาเปรยีบเทยีบชนิดและอตัราส่วน

ของตวัทําละลาย ในวฏัภาคเคลื่อนที่ โดยอาศยัทฤษฏี

ของความมขี ัว้ของสาร คุณสมบตัิในการแยกและความ

ปลอดภยัมาใชใ้นการเลอืก เนื่องจากสารมาตรฐานและ

สารทีท่ดสอบเป็นสารทีม่คีวามมขี ัว้สงู จงึไดท้ําการเลอืก

เมทานอลที่เป็นสาร semipolar (P’ = 5.1) แทนตัวทํา

ละลายอื่นไดแ้ก่ อะซโีตไนไตรล์ ทีม่คีวามเป็นพษิสูงกว่า 

นอกจากนี้ เอทานอล แม้จะมคีวามเป็นพิษน้อยกว่าแต่

คุณสมบตัิการแยกสารไม่ดเีท่าเมทานอล ผสมกบัน้ําที่

เป็นสารที่มีข ัว้สูง (P’ = 10.2) ในอัตราส่วน ดังนี้ คือ 

ปรมิาณเมทานอล 100 % และลดลงเป็น 90 80 และ70 

% ตามลําดบั เพื่อหาค่าที่ระยะทางของสารเคลื่อนที่ที่

เหมาะสม ผลการทดสอบพบว่า อตัราส่วนของเมทานอล

ต่อ น้ํา 10:0 9:1 8:2 7:3 ค่ า Rf values ของ Ascorbic 

acid มีดังนี้  0.1 0.3 0.4 และ 0.5 ตามลําดับ เมื่อลด

ปรมิาณเมทานอลและเพิม่ปรมิาณน้ําในวฏัภาคเคลื่อนที ่

ทําใหค้วามสามารถในการนําพาสารมาตรฐานAscorbic 

acid เคลื่อนที่ไปได้ด ีแต่เมื่อเพิ่มปรมิาณน้ําในปรมิาณ

สูงขึ้น น้ําจะถูกดูดซบับนกระดาษที่เป็นเซลลูโลสทําให้

เกิดจากพองตัว และทําให้ตัวทําละลายเคลื่อนผ่าน

กระดาษได้ไม่ดีและทําให้เกิดการแยกสารได้ผลไม่ดี 

อตัราส่วนที่เหมาะสมของตัวทําละลายเมทานอลต่อน้ํา 

คอื 70:30 แต่เมือ่ทดสอบกบัตวัทาํลายอื่น ไดแ้ก่ อะซโีต

ไนไตรล์ และเอทานอล ให้ค่า Ascorbic acid ดงันี้  0.0 

และ 0.2 ตามลาํดบั 
 

ความเป็นเส้นตรง (Linearity) 

การศกึษาความเป็นเส้นตรงของความสมัพนัธ์ระหว่าง

ความเขม้ขน้ของ Ascorbic acid กบัค่าความตอบสนอง

ในการต้านอนุมูลอิสระที่แปรผลด้วยโปรแกรม Adobe 

Photoshop CS2 มคี่าเป็นค่าพิกเซล นามาสร้างกราฟ

ความสัมพันธ์ ที่มีค่าความเข้มข้นอยู่ระหว่าง 0.375-

0.875 ไมโครกรัมต่อจุดสาร (75-175 ไมโครกรัมต่อ

มลิลลิติร 5 ไมโครลติรต่อ spot) ได้กราฟความสมัพนัธ์

เชิงเส้น โดยมีสมการ y = 8266.6x- 133.01 และมีค่า

สัมประสิทธิค์วามสัมพันธ์ที่  r2 = 0.9962 แสดงว่ามี

ความสมัพนัธ์เป็นกนัในเชงิบวกระหว่างค่าความเขม้ขน้

ของ Ascorbic acid กบัค่าความตอบสนองในการต้าน

อนุมูลอิสระที่แปรผลด้วยโปรแกรม Adobe Photoshop 

CS2 มคี่าเป็นค่าพกิเซล ตามรปูที ่2 
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รปูท่ี 2 PC โครมาโตแกรมของสาร Ascorbic acid ที่

ความเขม้ขน้ต่างๆ วเิคราะหด์ว้ยโปรแกรม 

Adobe Photoshop CS2 ภาพโครมาโตแกรม

ปกต ิ(A) และ ภาพโครมาโตแกรมทีม่กีาร 

converse สเีป็น White-Black (B) 
 

ความจาํเพาะเจาะจงของวิธีวิเคราะห ์(Specificity) 

 จากผลการทดสอบสารสําคัญที่มีฤทธิต์้าน

อนุมูลอิสระที่พบได้ในตัวอย่ างพืชและผลไม้โดย

เปรียบเทียบของค่า Rf ของสาร Ascorbic acid เมื่อ

ท ด ส อ บ ใ น วั ฏ ภ า ค เ ค ลื่ อ น ที่ อั ต ร า ส่ ว น ข อ ง 

เมทานอลต่อน้ํา คือ 70:30 กับสารชนิด Rutin Gallic 

acid และ Quercitin ได ้ตามตารางที ่1 พบว่าวธิวีเิคราะห์

นี้ความสามารถแยกสารดงักล่าวออกจากกนัได ้ 
 

ตารางท่ี 1 แสดงค่า Rf ของสารมาตรฐานทีม่ฤีทธิใ์นการ

ตา้นอนุมลูอสิระ 

สาร ค่า Rf 

Ascorbic acid 0.56 

Rutin 0.33 

Gallic acid 0.44 

Quercetin 0.22 
 

 

 

 

การทดสอบความแม่นของวิธี (Accuracy) 

  ทดสอบความแม่นของวธิโีดยการคํานวณหา

ร้อยละการคืนย้อนกลับ (% Recovery) จากการเติม

ตัวอย่างในสารมาตรฐาน Ascorbic acid ที่ช่วงความ

เข้มข้น 90-140 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่าค่า % 

Recovery อยู่ระหว่าง 101.50-104.67% ซึ่งเป็นช่วงที่

สามารถยอมรบัได้ว่าวิธวี ิเคราะห์ที่พฒันาขึ้นนี้มคีวาม

แมน่ของวธิ ี

เปรียบเทียบวิธีวิเคราะห์ท่ีได้พฒันาบนกระดาษกบั

วิธี DPPH scavenging assay- Microplate 

ผลการเปรียบเทียบการวิเคราะห์ของวิธี

ม าต ร ฐ าน ส เปค โ ท ร โ ฟ โ ต เมต รี  (DPPH assay –

microplate) และวธิเีทคนิคเชงิภาพทีพ่ฒันา (PC-DPPH 

assay) โดยทําการวิเคราะห์เครื่องดื่มที่มีส่วนผสม 

Ascorbic acid ไ ด้ ค่ า  13.86±0.23 แ ล ะ  16.24 ± 0.29 

ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร ตามลําดบัตามรปูที ่3 เป็นโครมา

โตแกรมทีว่เิคราะหด์ว้ยวธิเีทคนิคเชงิภาพ 

 

  
 

รปูท่ี 3 PC โครมาโตแกรมของสาร Ascorbic acid (S) 

ความเขม้ขน้ 175 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร (n=3) 

และตวัอย่างตวัอย่างน้ําสม้ (n=3) วเิคราะหด์ว้ย

โปรแกรม Adobe Photoshop CS2 ภาพโครมา

โตแกรมปกต ิ(A) และ ภาพโครมาโตแกรมทีม่ ี

การ converse สเีป็น White-Black (B) 
 

แสดงว่าการวิเคราะห์หาปริมาณได้ค่าที่

ใกล้เคียงกนั นอกจากนี้ได้ศึกษาเปรยีบเทยีบช่วงของ

ความเขม้ขน้ต่างๆ ของ Ascorbic acid ในช่วงเดยีวกนั 

โดยใช้ค่าความเข้มข้นที่ให้ผลในการต้านอนุมูลอิสระ

ลดลงครึง่หนึ่ง (IC50) ของวธิกีารทดสอบดว้ยวธิวีเิคราะห์

สเปคโทรโฟโตเมตรมีคี่าเท่ากบั 10.17 ± 0.32 ไมโครกรมั

ต่อมลิลิลติร และผลของวิธเีทคนิคเชงิภาพมคี่าเท่ากบั 

102.27 ± 2.97 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร จากการคํานวณ

A 

B 

 S1      S2      S3       O1   O2   O3 
 S1      S2      S3       O1   O2   O3 

B A 
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ดว้ยโปรแกรม Graphpad prism แสดงว่าวธิสีเปคโทรโฟ

โตเมตรีมีค่า IC50 น้อยกว่า มีความไวต่อการทดสอบ

มากกว่า หรอื การวดัปฏกิิรยิาของสาร DPPH กบัสาร

ต้านอนุมูลอิสระดีกว่าการใช้ PC หรือเนื่ องมาจาก

ขอ้จาํกดัในการวเิคราะห์ คอื คุณสมบตัขิองกระดาษทีใ่ช้

เป็นตวักลางในการดูดซบัสารทีม่ฤีทธิใ์นการต้านอนุมูล

อสิระนัน้ มคีวามสามารถในการดูดซบัสารที่จํากดั และ

เมื่อทําปฏกิริยิากบัสาร DPPH จงึทําใหค้่าความเขม้สทีี่

แปลผลด้วยโปรแกรม Adobe photoshop CS2 ออกมา

เป็นค่าพิกเซลคงที่เมื่อเพิ่มความเข้มข้นของสารต้าน

อนุมลูอสิระจนระดบัทีค่วามสามารถของกระดาษดูดซบั

ได ้ 
 

สรปุและเสนอแนะ 

วธิทีีไ่ดพ้ฒันาขึน้ (PC-DPPH assay) เป็นวธิี

วเิคราะห์ที่สามารถหาสารทีฤ่ทธิใ์นการต้านอนุมูลอิสระ 

โดยใช้หลกัการการแยกสารด้วยกระดาษเซลลูโลส เก็บ

ข้อมูลด้วยการสแกนภาพ และแปลผลด้วยโปรแกรม 

Adobe Photoshop CS2 เป็นวธิวีเิคราะห์ทีไ่ดพ้ฒันาขึ้น

ใหม่ ผ่านกระบวนการตรวจสอบความถูกต้องของวธิี 

เพื่อเป็นวธิทีีค่วามถูกต้องและแม่นยําของวธิกีารทดสอบ

ตามขอ้กําหนดตามเกณฑ์การยอมรบัของ International 

Conference on Harmonization (ICH) of Technical 

Requirements for Registration of Pharmaceuticals for 

Human Use และ FDA guideline ที่สามารถใช้ในการ

ตรวจสอบเพื่อหาสารที่มฤีทธิใ์นการต้านอนุมูลอิสระใน

เชงิปรมิาณและเชงิคุณภาพได้ เป็นวธิทีางเลอืกที่ใช้ใน

การวิเคราะห์หาสารที่มีฤทธิใ์นการต้านอนุมูลอิสระที่

สะดวก ง่าย ประหยัด ปลอดภัยแก่ผู้ปฏิบัติงานและ

สิง่แวดลอ้ม  

ขอ้จํากดัของวิธวี ิเคราะห์ที่พฒันาขึ้นในการ

ปฏิบตัิการจุดสารลงบนกระดาษขนาดของจุดสารและ

ขอบเขตมผีลต่อการเกดิปฏกิริยิาและมผีลต่อการอ่านค่า

พิกเซล อีกทัง้วิธียงัไม่เหมาะต่อการทดสอบสารต้าน

อนุมลูอสิระทีม่สี ีเนื่องจากไปรบกวนการอ่านค่าพกิเซล

ดว้ยโปรแกรม  Adobe Photoshop CS2  
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