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บทสรุปผู้บริหาร (Executive summary) 

 
 ชื่อโครงการวิจัย   ระบบวิเคราะห์ในการประเมินความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระอย่างรวดเร็วด้วย

ไบโอเซนเซอร์ชนิดใหม่  
      A high throughput screening method for assessing total antioxidant 

capacity using new biosensors 
ได้รับอนุมัติจัดสรรงบประมาณ    ประจ าปีงบประมาณ 2554     จ านวนเงิน    249,700 บาท 
ระยะเวลาการด าเนินงาน  1  ปี เริ่มท าการวิจัยเมื่อ (เดือน/ปี)  ตุลาคม   2553  ถึง (เดือน/ปี)  กันยายน 

2554 
รายนามหัวหน้าโครงการวิจัยและผู้ร่วมด าเนินการวิจัย 
1)  ดร. มะลิวรรณ    อมตธงไชย        2)  น.ส.  เสาวนีย์   เหล่าสิงห์     3) นางรัตนาพร  ทิวะพล 
ที่ปรึกษาโครงการวิจัย    ผศ.ดร. ดวงใจ  นาคะปรีชา 
 
งานวิจัยนี้สนใจจะพัฒนาวิธีวิเคราะห์แบบอัตโนมัติที่ง่ายและสะดวกเพ่ือใช้ในการทดสอบความสามารถใน

การต้านอนุมูลอิสระอย่างรวดเร็วโดยใช้ไบโอเซนเซอร์ชนิดใหม่    เพ่ือน ามาใช้ในการศึกษาวิเคราะห์และประเมิน
หาปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระ ศึกษาสมบัติของพืชสมุนไพร และผลไม้ชนิดต่าง ๆ ของไทยในแถบภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือ   โดยเทคนิคที่พัฒนาขึ้นจะเป็นเทคนิควิเคราะห์แบบอัตโนมัติในระบบ โฟลอินเจคชันอะนาลิ
ซิส  ที่อาศัยการตรวจวัดแบบแอมเพอร์โรเมทรีที่ข้ัวไฟฟ้าไบโอเซนเซอร์ชนิดใหม่ ( Flow injection analysis with 
amperometric detection on new biosensor)  โดยไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นจะเป็น นาโนคอมโพสิตระหว่าง
คาร์บอนนาโนทิวป์ ( carbon nanotube; CNT) และเอนไซม์แลคเคส โดยคาดว่า nano structured 
biocatalysts ที่เตรียมได้จะมีความจุของเอนไซม์ ( enzyme loading), ความคงตัวของเอนไซม์ ( enzyme 
stability) และความสามารถในการส่งผ่านอิเล็กตรอนสูง   ท าให้ไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นมีสภาพไวสูง ( high 
sensitivity)    มีประสิทธิภาพในการตอบสนองท่ีเร็วขึ้น ( rapid response) และมีความจ าเพาะเจาะจงสูง ( high 
selectivity)    สามารถน าไปใช้เป็นไบโอเซนเซอร์ในการตรวจวัดสารอนุมูลอิสระแบบแอมเพอร์โรเมทรีในระบบ
วิเคราะห์แบบอัตโนมัติได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
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บทคัดย่อ 

  
โครงการวิจัยนี้ ศึกษาและพัฒนาระบบวิเคราะห์ที่รู้ผลเร็วส าหรับหาปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระด้วยระบบ

โฟลอินเจคชันอะนาลิซิส  (Flow Injection Analysis) ที่ตรวจวัด ด้วยเทคนิค แอมเพอร์โรเมท รีที่ขั้วไฟฟ้า
ไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้น   เพ่ือให้เป็นระบบวิเคราะห์แบบอัตโนมัติ สามารถวัดปริมาณรวมของสารต้านอนุมูล
อิสระได้อย่างรวดเร็ว ใช้สารเคมีและปริมาณตัวอย่างน้อย  ในการพัฒนาแลคเคสไบโอเซนเซอร์ที่มีสภาพไวและ
ความจ าเพาะเจาะจงสูงในการตรวจวัดปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระ  จะใช้ขั้วไฟฟ้ากลาสซีคาร์บอนที่ดัดแปรด้วย
วัสดุเชิงประกอบคาร์บอนนาโนทิวบ์ที่มีหมู่อะมิโน (CNT-NH2) อนุภาคทองนาโน (AuNPs) เอนไซม์แลคเคส (Lac) 
กับสารละลายโบวีนซีรัมอัลบูมิน (BSA) และสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ (Glu) หรือขั้วไฟฟ้า GC/CNT-
NH2/AuNPs/Lac+BSA/Glu ใช้เทคนิคไซคลิกโวลแทมเมทรีในการศึกษาปฏิกิริยารีดักชันของ  caffeic acid  ผล
การทดลองพบว่าสภาวะที่เหมาะสมในการดัดแปรขั้วไฟฟ้า คือ สารละลาย CNT-NH2 ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร AuNPs ปริมาตร 10 ไมโครลิตร สารละลายผสมระหว่าง Lac  ความเข้มข้น  5 มิลลิกรัมต่อมิลลิตร  และ
สารละลาย BSA ความเข้มข้น 1 % อัตราส่วน 20:1 (ปริมาตรต่อปริมาตร) และสารละลาย Glu ความเข้มข้น 1 % 
ได้พัฒนาระบบโฟลอินเจคชันอะนาลิซิสทีต่รวจวัดด้วยเทคนิคแอมเพอร์โรเมทรีที่ขั้วไฟฟ้าไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้น
เพ่ือใช้ในการวิเคราะห์ปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระ พบว่าระบบวิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้นมีความเสถียรดี  โดยสัญญาณ
ที่ได้จากการฉีด  caffeic acid ความเข้มข้น 10 พีพีเอ็ม ปริมาตร 20 ไมโครลิตร (จ านวน 20 ซ้ า) ให้ค่า % R.S.D. 
เท่ากับ 3.09 สารต้านอนุมูลอิสระทุกชนิดที่น ามาทดสอบ (caffeic acid, catechin, gallic acid และ 
chlorogenic acid) ให้กราฟมาตรฐานแบบเป็นเส้นตรง ขีดก าจัดในการตรวจวัดอยู่ระดับต่ าถึงพีพีเอ็ม วิธีนี้
สามารถน าไปใช้ในการตรวจวัดปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระในพืชสมุนไพรไทยได้อย่างรวดเร็วถึง 29 ตัวอย่างต่อ
ชั่วโมง  เหมาะสมส าหรับใช้เป็น ระบบวิเคราะห์ที่รู้ผลเร็วส าหรับหาปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระ ในตัวอย่างจริง  
ระบบที่พัฒนาขึ้นนี้สามารถน าไปประยุกต์ใช้ตรวจวัดปริมาณของสารอนุมูลอิสระในตัวอย่างสารสกัดจากผัก -พืช
พ้ืนบ้านและชา 
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Abstract 
 
  This work presents a high throughput screening (HTS) of antioxidant analysis system 
using flow injection analysis coupled with ampetrometric detection on the laccase-based 
biosensor.  The development of amperometric detection on laccase based-biosensor in the 
flow injection system that enables rapid and automated determination for the total antioxidant 
capacity assay using minute amount of reagents and small sample volumes was focused.  A 
sensitive and selective laccase biosensor using glassy carbon modified with composites of NH2 
functionalized carbon nanotube (CNT-NH2), gold nano particles (AuNPs), laccase enzyme (Lac), 
bovine serum albumin (BSA) and glutaraldehyde (Glu) was developed for antioxidant assay.  
Reduction of caffeic acid was first studied at a developed biosensor, GC/CNT-
NH2/AuNPs/Lac+BSA/Glu, using cyclic voltammetry.  Results indicated that the optimum 
condition for modified solution were CNT-NH2 of 3 mg/mL, AuNPs of 10 µL, mixtures of 5 
mg/mL laccase and 1% BSA of 20:1 (v/v),  and 1 % Glu, respectively .  Flow-injection analysis 
system with amperometric detection on the biosensor was developed for quantitation of 
antioxidants.  The system provides an impressively good precision (%R.S.D. = 3.09) for 20 µL 
injections (n = 20) of 10 ppm caffeic acid. The linear calibration curves were observed for all 
tested antioxidants (caffeic acid, catechin, gallic acid and chlorogenic acid).  The detection limits 
at a low ppm level were obtained.  This method was successfully applied to evaluate 
antioxidant content in some plant extracts such as Thai indigenous herb with rapid sample 
throughput (29 samples/h).  The developed flow injection-laccase biosensor is therefore suited 
for mass screening of real-world samples.  This method was successfully applied to evaluate 
antioxidant contents in some plant extracts such as Thai indigenous vegetables/herbs and teas. 
 

 
Key words: biosensor, laccase, antioxidant, flow injection analysis, herb 
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บทที่ 1 
บทน า 

 
1.1   ความส าคัญและที่มาของงานวิจัย 

1.1.1  อนุมูลอิสระ (free radical) 
  อนุมูลอิสระ (free radical) เป็นสาเหตุของการเกิดโรคต่างๆ เช่น โรคเก่ียวกับหลอดเลือดหัวใจ 
(Cardiovascular) , อัลไซม์เมอร์ (Alzheimer’s disease) , โรคพาร์คินสัน (Parkinson’s disease)  รวมทั้ง
การแก่ก่อนไว   ริ้วรอย   ฝ้า   กระ   จุดด่างด า  ซึ่งอนุมูลอิสระเกิดจากของเสียในกระบวนการสันดาปอาหาร
เพ่ือให้ได้พลังงาน   และปัจจัยภายนอกซึ่งเป็นผลเสียที่เกิดจากแสงแดดหรือสารพิษต่าง ๆ เห็นได้ว่าอนุมูลอิสระ
ถูกสร้างข้ึนมาทั้งจากกระบวนการเมแทบอลิซึมของร่างกายเอง และในภาวะที่ผิดปกติส่งผลให้เกิดสภาวะออกซิ
เดทีฟ สเตรต (oxidative stress)  ขัดขวางการท างานของเซลล์ในไขมัน  โปรตีน  หรือ DNA เป็นสาเหตุที่ท าให้
เกิดโรคในมนุษย์  โดยในภาวะที่ผิดปกติ จะส่งผลให้ร่างกายเกิดการ สะสมของอนุมูลอิสระเพ่ิมมากข้ึน ดังนั้น
จ าเป็นที่ร่างกายต้องหาทางป้องกันการโดนท าลายจากอนุมูลอิสระเหล่านั้น  สิ่งที่ร่างกายสร้างขึ้นเพื่อปกป้อง
ตัวเอง ก็คือระบบสารต้านอนุมูลอิสระ (antioxidants) ซึ่งประกอบไปด้วยสารหรือเอนไซม์ต่าง ๆ ที่ความเข้มข้น
ต่ า ๆ ก็สามารถจะชะลอหรือป้องกันปฏิกิริยาออกซิเดชันของสาร (substrate) ที่ไวต่อการเกิดปฏิกิริยาได้ 
 อนุมูลอิสระ ( free radicals) อยู่ในกลุ่มของ Reactive Oxygen Species (ROS) เป็นโมเลกุลหรืออิ
ออนที่มีอิเล็กตรอนโดดเดี่ยวอยู่รอบนอกเป็นโมเลกุลที่ไม่เสถียรและว่องไวต่อการเกิดปฏิกิริยาเคมี  โดยปกติแร่
ธาตุต่างๆในร่างกายจะมีอิเล็กตรอนอยู่วงนอกเป็นจ านวนคู่  ท าให้โมเลกุลมีความคงตัว ในกรณีที่มีการสูญเสีย
หรือรับอิเล็กตรอนมาอีกเพียง 1 ตัว จะท าให้โมเลกุลนั้นไม่คงตัว จึงต้องไปดึงอิเล็กตรอนจากโมเลกุลอื่น ซึ่งเป็น
ตัวก่อให้เกิดปฏิกิริยาลูกโซ่   ร่างกายจึงมีการสร้าง สารต้านอนุมูลอิสระขึ้นมาเป็นกลไกในการก าจัดอนุมูลอิสระ
เหล่านั้น 
 ตัวอย่างของอนุมูลอิสระชนิด Reactive Oxygen Species (ROS) ได้แก่ 
  O2

• Superoxide anion  อนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์ 
  OH• Hydroxyl radical  อนุมูลไฮดรอกซิล  
  ROO• Peroxy radical   อนุมูลไฮเปอร์ออกซิ 
  H2O2  Hydrogen Peroxide  ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 

ร่างกายมีกลไกที่จะก าจัดอนุมูลอิสระเหล่านี้ โดย  2 วิธี คือ ใช้เอนไซม์ต่าง ๆ ในร่างกาย  เช่น  
Superoxide dismutase (SOD) และไม่ใช้เอนไซม์  ได้แก่  วิตามินอี ( tocopherol) เบตาคาโร -ทีน (beta 
carotene) และ วิตามินซี (ascorbic acid)  เนื่องจากมีผู้สังเกตว่า  เอนไซม์ต่าง ๆ ที่ใช้ก าจัดอนุมูลอิสระ เช่น 
SOD มีได้จ ากัด แต่สารที่เราสามารถทานเสริมได้แก่  วิตามินอี  วิตามินซี  เบต้าคาโรทีน    ซึ่งเป็นสารต้านอนุมูล
อิสระ  เนื่องจากเบต้าคาโรทีนมีมากในผัก และผลไม้บางชนิด จึงมีการสนับสนุนให้ทานสิ่งเหล่านี้เพิ่มมากขึ้น โดย
มีความเชื่อว่าอาจลดการก่อมะเร็ง  ลดการเป็นโรคหัวใจ  ขาดเลือด  และโรคอื่น ๆ 

 
1.1.2  สารต้านอนุมูลอิสระ 

  สารต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant) คือ สารหรือเอนไซม์ต่าง ๆ ซึ่งที่ความเข้มข้นต่ า ๆ ก็
สามารถชะลอหรือป้องกันการเกิดออกซิเดชัน  (oxidation) ของสารที่ไวต่อการเกิดปฏิกิริยาได้ เป็นศัพท์ที่แปล
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มาจากค าว่า antiradical ปัจจุบันได้ ถูกบัญญัติใหม่เป็นสารขจัดหรือก าจัดอนุมูล (radical scavenger) เพ่ือให้
ตรงกับหน้าที่การท างาน และอาจใช้ค าว่า “สารแอนตี้ออกซิแดนซ์” แทน   อย่างไรก็ตามในภาษาไทยยังคงใช้ค า
ว่าสารต้านอนุมูลอิสระอยู่ [1] ชนิดและโครงสร้างของสารต้านอนุมูลอิสระที่พบในอาหารแสดงดังตารางที่ 1.1 
 

ตารางท่ี 1.1  ชนิดและโครงสร้างของสารต้านอนุมูลอิสระที่พบในอาหาร  [2]    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   

1.1.3 ไบโอเซนเซอร์ (biosensor)  
ไบโอเซนเซอร์ เป็นเครื่องมือที่ใช้วัดปริมาณของสารใดๆ โดยใช้สัญญาณท่ีได้จากการเปลี่ยนเป็น

สัญญาณทางไฟฟ้า คุณลักษณะเด่นของไบโอเซนเซอร์คือ มีความเฉพาะเจาะจง (selectivity) และความไว  
(sensitivity) สูงเมื่อเทียบกับเทคนิคการตรวจวัดชนิดอื่น ๆ เช่น ยูวี -วิสิเบิล สเป กโทรโฟโทเมตรี  (UV-Vis 
spectrophotometry) ความจ าเพาะของไบโอเซนเซอร์เป็นผลมาจากความจ าเพาะของไบโอรีเซฟเตอร์ ที่ใช้
ปฏิกิริยาเฉพาะระหว่างตัวถูกวิเคราะห์กับไบโอรีเซฟเตอร์ ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงสมบัติทางกายภาพ  เช่น 
การผลิตไอออน , อิเลคตรอน , การผลิตและการใช้แก๊สความร้อน การเปลี่ยนแปลงมวลสมบัติของสีหรือแสง  ซึ่ง
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การเปลี่ยนแปลงเหล่านี้สามารถตรวจวัดได้ด้วยตัวแปลงสัญญาณ ( transducer) ที่เหมาะสม จึงเป็นการลด
ขั้นตอนยุ่งยากและสารเคมีท่ีต้องใช้ในการวิเคราะห์    

ไบโอเซนเซอร์ประกอบด้วย 2 ส่วน คือ  
1) ส่วนของสารทางชีวภาพ ( biomaterials) ที่ท าหน้าที่จดจ า ( recognition) หรือเลือกเฉพาะ 

(selection) สารตัวอย่างที่จะท าปฏิกิริยาทางชีวเคมีอย่างจ าเพาะ ส่วนที่ 1 นี้จะถูกตรึง ( immobilization) อยู่
บนผิวหน้าของส่วนที่ 2 

2) ทรานสดิวเซอร์ (transducer) ซึ่งทรานสดิวเซอร์นี้จะท าหน้าที่ในการส่งผ่านสัญญาณดังกล่าวไปยัง
ส่วนประมวลผล (processor) เพ่ือวาดหรือแสดงสัญญาณให้เราได้ทราบ ( signal elaboration) ซึ่งจะท าหน้าที่
ในการวัดสัญญาณและแปรค่าออกมาเป็นหน่วยต่างๆ ที่ต้องการ    ไดอะแกรมส่วนประกอบของ ไบโอเซนเซอร์
แสดงได้ดังรูปที่  1.1  

 
 
   
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 1.1  ขั้นตอนในการตรวจวัดสารที่สนใจ (analytes) ด้วยไบโอเซนเซอร์ [3] 

 
 เอนไซม์ (Enzyme) เป็นชีวโมเลกุล ซึ่งมีความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาชีวภาพที่สังเคราะห์โดยเซลล์ 
ซึ่งจะท าปฏิกิริยากับสารตั้งต้นที่จ าเพาะ โดยการเปลี่ยนแปลงสารตั้งต้นไปเป็นผลิตภัณฑ์ในปฏิกิริยาชีวเคมีที่
แน่นอน   ภายใต้สภาวะที่อ่อนโยน  ข้อดีของตัวเร่งปฏิกิริยาชีวภาพเหนือตัวเร่งปฏิกิริยาอนินทรีย์  คือ  มี
ความจ าเพาะเจาะจงสูงและอัตราการเกิดปฏิกิริยาสูง  ไม่เป็นพิษ  สามารถละลายน้ าได้ดี  สามารุสลายตัวได้  
สามารถท าซ้ าภายใต้สภาวะการทดลองปกติ  ในสภาวะความเป็นกรด-เบส  อุณหภูมิ  และความดันที่ไม่รุนแรง 
 

1.1.4  ความส าคัญในการประเมินปริมาณสารอนุมูลอิสระ 
อนุมูลอิสระมีท่ีมาจากทั้งภายในและภายนอกร่างกาย   ภายในเกิดจากกระบวนการเมตาบอลิซึมของ

ออกซิเจนภายในเซลล์    ส่วนภายนอกได้แก่  มลพิษจากสิ่งแวดล้อม ควันบุหรี่ รังสี หรือแสงแดด   อนุมูลอิสระ
เป็นโมเลกุลที่ไม่คงตัวจึงมีความไวสูงในการเข้าท าปฏิกิริยากับสารชีวโมเลกุลต่างๆ ของร่างกาย ไม่ว่าจะเป็น
ไขมัน โคเลสเตอรอล  กรดไขมันไม่อ่ิมตัว โปรตีน และสารพันธุกรรมของร่างกาย จึงท าให้โครงสร้างและบทบาท
การท างานของสารชีวโมเลกุลนี้มีความผิดปกติไป  และสามารถเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันต่อเนื่องจากสารชีว
โมเลกุลหนึ่งไปยังสารชีวโมเลกุลอื่นจนเกิดอนุพันธ์ใหม่เป็นปฏิกิริยาลูกโซ่ได้ ท าให้เกิดสภาวะที่เซลล์หรือเนื้อเยื่อ
ต่างๆ อาจถูกท าลายได้ในที่สุด ถ้าปฏิกิริยาที่เกิดข้ึนเป็นการท าลายหรือเปลี่ยนแปลงโครงสร้างดีเอ็นเอ และท าให้
มีการสร้างยีนที่ผิดปกติอาจท าให้กลายเป็นเซลล์มะเร็ง  นอกจากนี้ยังส่งผลให้เกิดโรค ต่างๆ มากมาย เช่น โรค



4 
 

ระบบวิเคราะห์ในการประเมินความสามารถต้านอนุมูลอิสระฯ  ปีงบประมาณ 2554 
 
 

เกี่ยวกับหลอดเลือดหัวใจ (cardiovascular)  อัลไซม์เมอร์ (Alzheimer’s disease) พาร์คินสัน (Parkinson’s 
disease) หรือแม้แต่การแก่ก่อนวัย (aging)  [4-6]  
 ในคนปกติร่างกายจะมีระบบสร้างสารต้านอนุมูลอิสระ เช่น กลุ่มของเอนไซม์ชนิดต่างๆ ได้แก่ 
superoxide dismutase, glutathione peroxidase และ catalase เป็นต้น  และกลุ่ม metal-binding 
protein ได้แก่ feritin, ceruloplamin, transferrin และ uric acid [4] เพื่อรักษาระดับของสารอนุมูลอิสระ
และสารต้านอนุมูลอิสระให้อยู่ในระดับสมดุล    แต่ถ้าในสภาวะที่ระดับของสารอนุมูลอิสระและสารต้านอนุมูล
อิสระไม่อยู่ในระดับสมดุล   คือมีปริมาณของสารอนุมูลอิสระมากกว่าสารต้านอนุมูลอิสระ  สภาวะเช่นนี้เรียกว่า
เกิด “สภาวะถูกออกซิไดซ์เกินสมดุล (oxidative stress)” ซึ่งการมีอนุมูลอิสระและสารที่เก่ียวข้องที่เป็นผลิตผล
ของสารอนุมูลอิสระท่ีมีความไวและอันตรายสูงมากเกินกว่าที่กระบวนการป้องกันจะต้านทานไว้ได้  จะก่อให้เกิด
การท าลายสารชีวโมเลกุล (ไขมัน  คาร์โบไฮเดรต โปรตีนและสารพันธุกรรม)  เป็นอันตรายต่อเซลล์และเนื้อเยื่อ
ต่างๆ [1, 7] 
 สารต้านอนุ มูลอิสระสามารถพบได้ในสมุนไพร ผัก  และผลไม้  ซึ่งมีสารต้านอนุมูลอิสระหลายชนิด เช่น 
สารประกอบฟีโนลิก (phenolic compounds) และวิตามินชนิดต่างๆ   สารในกลุ่มสารประกอบฟีโนลิกได้แก่ 
flavonoids, flavones, gallic acid, ellagic acid, anthocyanins, carotenoids และอนุพันธ์ของ cinnamic 
acid [8] สารประกอบฟีโนลิกเป็นสารต้านอนุมูลอิสระที่สรรพคุณทางยาคือ ลดการอักเสบ  ท าลายเชื้อโรคที่เข้า
สู่ร่างกาย  กระตุ้นระบบภูมิคุ้มกัน ต้านโรคภูมิแพ้ และมะเร็ง [1,9]     สารต้านอนุมูลอิสระอีกชนิดที่พบในผัก 
ผลไม้ และสมุนไพรได้แก่  วิตามินชนิดต่างๆ เช่น วิตามินซี (ascorbic acid) วิตามินเอ  (-carotene) และ
วิตามินอี (-tocopherol)  วิตามินซีเป็นวิตามินที่ละลายน้ าได้ดี  มีสรรพคุณทางยาคือ ช่วยในการสังเคราะห์
คอลลาเจน  ช่วยในการสลายโคเลสเตอรอล  ลดการอักเสบ และต้านมะเร็ง  [10]   ร่างกายไม่สามารถสร้าง
วิตามินชนิดนี้ได้  จึงจ าเป็นต้องได้จากการรับประทานเข้าไป  อาหารที่มีวิตามินซีสูง ได้แก่ ผักสด ผลไม้สด ที่มีรส
เปรี้ยว 
 โครงการวิจัยนี้สนใจจะพัฒนาวิธีวิเคราะห์แบบอัตโนมัติที่ง่ายและสะดวกเพ่ือใช้ในการทดสอบ
ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระอย่างรวดเร็วโดยใช้ไบโอเซนเซอร์ชนิดใหม่     เพ่ือน ามาใช้ในการศึกษา
วิเคราะห์และประเมินหาปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระ ศึกษาสมบัติของพืชสมุนไพร และผลไม้ชนิดต่าง ๆ ของ
ไทยในแถบภาคตะวันออกเฉียงเหนือ   โดยเทคนิคที่พัฒนาขึ้นจะเป็นเทคนิควิเคราะห์แบบอัตโนมัติในระบบที่มี
การไหล  ที่อาศัยการตรวจวัดแบบแอมเพอร์โรเมทรีที่ข้ัวไฟฟ้าไบโอเซนเซอร์ชนิดใหม่ ( Flow injection 
analysis with amperometric detection on new biosensor)  โดยไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นจะเป็น nano 
composite ระหว่างคาร์บอนนาโนทิวป์ ( carbon nanotube; CNT) และเอนไซม์แลคเคส โดยคาดว่า nano 
structured biocatalysts ที่เตรียมได้จะมีความจุของเอนไซม์ ( enzyme loading), ความคงตัวของเอนไซม์ 
(enzyme stability) และความสามารถในการส่งผ่านอิเล็กตรอนสูง   ท าให้ไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นมีสภาพไว
สูง (high sensitivity)    มีประสิทธิภาพในการตอบสนองท่ีเร็วขึ้น ( rapid response) และมีความจ าเพาะ
เจาะจงสูง ( high selectivity)    สามารถน าไปใช้เป็นไบโอเซนเซอร์ในการตรวจวัดสารอนุมูลอิสระแบบแอม
เพอร์โรเมทรีในระบบวิเคราะห์แบบอัตโนมัติได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
 
1.2  วัตถุประสงค์ 
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1)  ศึกษาและพัฒนาไบโอเซนเซอร์เพื่อหาองค์ประกอบของ นาโนคอมโพสิต และเอนไซม์ที่เหมาะสมใน
ไบโอเซนเซอร์  เพื่อใช้ในการตรวจวัดปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระ 7  ชนิดที่สนใจ  ได้แก่  catechin , caffeic 
acid, trolox, cinnamic acid, quercetin, rutin และ gallic acid 

2)  ศึกษาถึงผลของตัวแปรต่าง ๆ ที่มีต่อสภาพไวของไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นในการวิเคราะห์สารต้าน
อนุมูลอิสระ เช่น  pH  ของสารละลาย , เทคนิคในการตรึง  (immobilize) เอนไซม์แลคเคสลงบน nano 
composites,  ปริมาณของ CNT ที่ใช้ในการโมดิฟายด์,  ปริมาณของเอนไซม์แลคเคส , ปริมาณสารละลายโบวีน
ซีรัมอัลบูมิน (Bovine Serum Albumin; BSA)  ที่เหมาะสมเพื่อใช้เป็น biocatalyst ในการเกิดปฏิกิริยารีดักชัน
ของสารต้านอนุมูลอิสระ     โดยคาดว่า nano structured biocatalysts ที่เตรียมได้จะมีความจุของเอนไซม์ 
(enzyme loading), ความคงตัวของเอนไซม์ ( enzyme stability) และความสามารถในการส่งผ่านอิเล็กตรอน
สูง  ท าให้ไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นมีประสิทธิภาพในการตอบสนองท่ีเร็วขึ้น และมีความจ าเพาะเจาะจง  
สามารถน าไปใช้เป็นไบโอเซนเซอร์ในการตรวจวัดสารอนุมูลอิสระแบบแอมเพอร์โรเมทรีได้ 

3)  ออกแบบและพัฒนาเทคนิควิเคราะห์แบบแอมเพอร์โรเมทรีที่ข้ัว ไฟฟ้าไบโอเซนเซอร์ในการตรวจวัด
สารอนุมูลอิสระ    เพื่อให้เป็นวิธีวิเคราะห์แบบอัตโนมัติอย่างรวดเร็วในการประเมินหาปริมาณสารต้านอนุมูล
อิสระ    โดยเทคนิคที่พัฒนาขึ้นจะเป็นเทคนิควิเคราะห์แบบโฟลอินเจคชันที่มีตัวตรวจวัดแบบแอมเพอร์โรเมทรีที่
ขั้วไฟฟ้าไบโอเซนเซอร์ชนิดใหม่ ( Flow injection technique with amperometric detection on new 
biosensor)  ซึ่งมีการตอบสนองท่ีรวดเร็ว (high response) และมีความจ าเพาะเจาะจงสูง (high selectivity) 

4)  ประเมินคุณลักษณะของเทคนิคในการวิเคราะห์หาปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระอย่างรวดเร็วที่
ขั้วไฟฟ้าไบโอเซนเซอร์ชนิดใหม่ที่ได้พัฒนาขึ้น   โดยการเปรียบเทียบการน าไปใช้ในการประเมินหาปริมาณสาร
ต้านอนุมูลอิสระกับเทคนิคมาตรฐาน 

5)  ประยุกต์เทคนิคที่พัฒนาขึ้นมาใช้ในการวิเคราะห์หาปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระโดยรวมในตัวอย่าง
สารสกัดจากผัก พืชสมุนไพร และผลไม้ ประมาณ 20 ชนิด เช่น ผักติ้ว  ผักแว่น  ผักหวาน  สะเดา ผักทองหลาง   
ผักอีหล า  สมอไทย ลูกหว้า  ฯลฯ  เพ่ือน าผลที่ได้ไปใช้เป็นฐานข้อมูลในการบ่งชี้ว่าผัก สมุนไพรและผลไม้ชนิด
ใดบ้างในแถบภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ที่มีองค์ประกอบหลักท่ีเป็นสาร phenolic compounds และมีปริมาณ
ของสารต้านอนุมูลอิสระสูง  และพืชผักชนิดใดบ้างที่มีความเหมาะสมในการน าไปใช้ปรุงอาหารหรือน าไปบริโภค
เพ่ือเป็นอาหารสุขภาพ   
 
1.3 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

เมื่อท างานวิจัยเสร็จแล้วผลที่คาดว่าจะได้รับคือ  
1.  ได้ไบโอเซนเซอร์ชนิดใหม่ที่มีสภาพไว และความจ าเพาะเจาะจงสูง  ที่สามารถน าไปใช้ในการ

วิเคราะห์หาปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระได้อย่างรวดเร็วและมีประสิทธิภาพ    โดยไบเซนเซอร์ชนิดใหม่ ที่
พัฒนาขึ้นจากการ  immobilize เอนไซม์ลงบน nano composites ให้เป็น biocatalyst ในการเกิดปฏิกิริยา
รีดักชันของสารต้านอนุมูลอิสระ ที่ศักย์ไฟฟ้าต่ า ๆ   โดยคาดว่า nano structured biocatalysts ที่เตรียมขึ้นมา
นี้จะมีความจุของเอนไซม์ (enzyme loading), ความคงตัวของเอนไซม์ ( enzyme stability) และความสามารถ
ในการส่งผ่านอิเล็กตรอนสูง 

2.  ได้ระบบวิเคราะห์แบบใหม่ที่เป็นเทคนิคอัตโนมัติที่รวดเร็ว ( high throughput) สามารถน าไปใช้ใน
การคัดกรอง หรือ  วิเคราะห์และประเมินหาปริมาณสารสารต้านอนุมูลอิสระเช่น polyphenols, phenolic 
acid, flavan และ flavonols ในตัวอย่างพืชสมุนไพรอย่างรวดเร็ว 
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 3.  ได้องค์ความรู้ที่สามารถน าไปใช้ในการพัฒนาศักยภาพไบโอเซนเซอร์ เพ่ือน ามาใช้ เป็นเครื่องมือใน
การสกรีนนิ่งหาพืช ผักสมุนไพรที่มีปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระสูง เพื่อเพ่ิมมูลค่าทางเศรษฐกิจของพืชผัก
สมุนไพรของไทย เช่น ผักติ้ว ผักแพ้ว ตะขบ ฯลฯ รวมทั้งเป็นข้อมูลเบื้องต้นให้กับผู้สนใจที่ต้องการน าเทคนิคท่ีได้
พัฒนาขึ้นไปพัฒนาไบโอเซนเซอร์ให้มีประสิทธิภาพ และ /หรือสามารถน าไปประยุกต์ใช้ในการย่อขนาดให้ระบบ
วิเคราะห์มีขนาดเล็กลงได ้(miniaturize)  
 4.  เพื่อจัดท าฐานข้อมูลและเผยแพร่ความรู้ ความเข้าใจเก่ียวกับประเภทและปริมาณของสารต้านอนุมูล
อิสระที่มีในพืชสมุนไพรไทย  หน่วยงานที่คาดว่าจะน าผลการวิจัยไปใช้ประโยชน์ ได้แก่ คณะวิทยาศาสตร์ และ
คณะเภสัชศาสตร์   มหาวิทยาลัยอุบลราชธานี   อุตสาหกรรมที่เก่ียวข้องกับผลิตภัณฑ์หนึ่งต าบลหนึ่งผลิตภัณฑ์ 
(OTOP) หรือผลิตภัณฑ์สารต้านอนุมูลอิสระที่ท ามาจากพืชสมุนไพรไทย   ผลงานที่ได้พัฒนาขึ้นจะถูกถ่ายทอดสู่
กลุ่มเป้าหมาย  โดยการน าผลการทดลองที่ได้ไปแสดงหรือบรรยายในที่ประชุมวิชาการท่ีเกี่ยวข้องทั้งในและ
ต่างประเทศ หรือน าไปตีพิมพ์เผยแพร่ใน 
 5. เพ่ิมขีดความสามารถและความเข้มแข็งของทีมนักวิจัยไทย โดยเฉพาะอย่างยิ่งทีมนักวิจัยในระดับ
ภูมิภาคให้ทัดเทียมกับระดับนานาชาติ  
 6. เป็นองค์ความรู้ในการวิจัยต่อไป  กลุ่มเป้าหมายได้แก่ คณะวิทยาศาสตร์ คณะเภสัชศาสตร์   
มหาวิทยาลัยอุบลราชธานี  และอุตสาหกรรมที่เก่ียวข้องกับผลิตภัณฑ์หนึ่งต าบลหนึ่งผลิตภัณฑ์ ( OTOP) หรือ
ผลิตภัณฑ์สารต้านอนุมูลอิสระที่ท ามาจากพืชสมุนไพรไทย 
 7. เป็นส่วนหนึ่งในการส่งเสริมการเรียนการสอนและวิจัยในระดับปริญญาโท-เอก ในระดับภูมิภาค  
โดยเฉพาะในมหาวิทยาลัยอุบลราชธานี 
 
1.4 ขอบเขตของการวิจัย 

งานวิจัยนี้สนใจจะพัฒนาเทคนิคและวิธีวิเคราะห์แบบอัตโนมัติที่รวดเร็ว  เพ่ือน ามาใช้ในการวิเคราะห์
และประเมินหาปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระ เพื่อใช้ในการศึกษาสมบัติของพืชสมุนไพร และผลไม้ชนิดต่าง ๆ ของ
ไทยในแถบภาคตะวันออกเฉียงเหนือ   โดยเทคนิคที่พัฒนาขึ้นจะเป็นเทคนิควิเคราะห์แบบอัตโนมัติในระบบที่มี
การไหลที่มีตัวตรวจวัดแบบแอมเพอร์โรเมทรีที่ข้ัวไฟฟ้าไบโอเซนเซอร์ชนิดใหม่ ( Flow injection analysis with 
amperometric detection on new biosensor)  โดยไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นจะเป็น nano composite 
ระหว่างคาร์บอนนาโนทิวป์ ( carbon nanotube; CNT) และเอนไซม์แลคเคส โดยคาดว่า nano structured 
biocatalysts ที่เตรียมได้จะมีความจุของเอนไซม์ ( enzyme loading), ความคงตัวของเอนไซม์ ( enzyme 
stability) และความสามารถในการส่งผ่านอิเล็กตรอนสูง   ท าให้ไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นมีสภาพไวสูง ( high 
sensitivity)    มีประสิทธิภาพในการตอบสนองท่ีเร็วขึ้น (rapid response) และมีความจ าเพาะเจาะจงสูง ( high 
selectivity)    สามารถน าไปใช้เป็นไบโอเซนเซอร์ในการตรวจวัดสารอนุมูลอิสระแบบแอมเพอร์โรเมทรีในระบบ
วิเคราะห์แบบอัตโนมัติได้อย่างมีประสิทธิภาพ    เพ่ือใช้ในการกลั่นกรองคัดสรรหรือสกรีนนิ่ง ( screening) หา
แหล่งของสารต้านอนุมูลอิสระจากพืชสมุนไพรชนิดต่าง ๆ โดยเทคนิคที่พัฒนาขึ้นนี้จะสามารถตรวจวัดได้อย่าง
รวดเร็วว่าพืชสมุนไพรไทย และ ผลไม้ไทยในแถบภาคตะวันออกเฉียงเหนือใดบ้างท่ีมี ความสามารถในการต้าน
อนุมูลอิสระสูง 

ดังนั้นจึงคาดว่าเทคนิคที่พัฒนาขึ้นนี้จะสามารถน ามาใช้ในการกลั่นกรองคัดสรรหรือสกรีนนิ่ง หาแหล่ง
ของสารต้านอนุมูลอิสระจากพืชสมุนไพรชนิดต่างๆ โดยใช้เป็นเทคนิควิเคราะห์อย่างรวดเร็วในการตรวจหาพืชผัก
ที่มีปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระในปริมาณสูง  พืชสมุนไพรและผลไม้ที่สนใจคือพืชพรรณที่มีอยู่ทั่วไปในภาค
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ตะวันออกเฉียงเหนือ เช่น ผักติ้ว  ผักแว่น  ผักหวาน  สะเดา ผักทองหลาง   ผักอีหล า  สมอไทย ลูกหว้า  ฯลฯ  
เพ่ือให้ได้ข้อมูลเกี่ยวกับประเภทและปริมาณของสารต้านอนุมูลอิสระที่มีอยู่ในพืชสมุนไพรในแถบภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือเพ่ือน ามาใช้ในการสกัดเพ่ือให้ได้สารต้านอนุมูลอิสระแทนการสังเคราะห์ต่อไป  หรือใช้เป็น
แหล่งของสารต้านอนุมูลอิสระในการน าไปเป็นสารตั้งต้นในการผลิตยา    เทคนิคที่พัฒนาขึ้นยังสามารถน าไป
ประยุกต์ใช้ในการตรวจหาแหล่งของสารต้านอนุมูลอิสระในผลิตผลทางการเกษตรของไทย    ซึ่งหากค้นพบแหล่ง
ผลิตผลการเกษตรใดท่ีเป็นแหล่งสารต้านอนุมูลอิสระที่ดีมาก ๆ ก็จะสามารถน าไปประชาสัมพันธ์ได้อีกด้วย ท าให้
เป็นการท ามูลค่าเพ่ิมให้กับสินค้าไทยด้วย    นอกจากนี้ เทคนิคที่พัฒนาขึ้นยังสามารถน ามาประยุกต์ใช้ในการ
ประเมินหาสารต้านอนุมูลอิสระในอาหารสุขภาพต่าง ๆ และสามารถใช้ข้อมูลเหล่านี้เป็นฐานข้อมูลในการบ่งชี้ว่า
อาหารสุขภาพชนิดใดที่มีความเหมาะสมในการน าไปบริโภค 
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บทที่ 2 

การตรวจเอกสาร  
 

2.1 ความส าคัญในการประเมินหาปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระ 
 การประเมินหาปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระในตัวอย่างพืชสมุนไพร ผัก ผลไม้ มีความส าคัญและมีผู้ให้
ความสนใจท าการวิจัยเป็นจ านวนมาก   โดยมีวัตถุประสงค์เพ่ือวิเคราะห์หาพืชที่เป็นแหล่งของสารต้านอนุมูลอิสระ  
และน าข้อมูลที่ได้มาใช้เป็นฐานข้อมูลในการบ่งชี้ว่าสมุนไพรและผลไม้ชนิดใด   ที่มีความเหมาะสมในการน าไปใช้
ปรุงอาหารหรือน าไปบริโภคเพ่ือเป็นอาหารสุขภาพ    การประเมินความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระในตัวอย่าง
ประเภทต่างๆ สามารถท าได้หลายวิธี เช่น การวิเคราะห์หาปริมาณสารชนิดใดชนิดหนึ่งหรือกลุ่มใดกลุ่มหนึ่ง ที่
พบว่ามีคุณสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระ เช่น วิตามินซี วิตามินเอ หรือสารประกอบฟีนอลิก  [8]   แต่ในความเป็น
จริงสารต้านอนุมูลอิสระในตัวอย่างหนึ่งๆ มักจะประกอบไปด้วยสารต้านอนุมูลอิสระหลายๆ ชนิดผสมกันอยู่ ซึ่ง
รวมถึงสารต้านอนุมูลอิสระที่ทราบว่าเป็นสารชนิดใดแน่นอน และสารที่มีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระแต่ยังไม่ทราบ
โครงสร้างของสารจนระบุได้ว่าคือสารใด ดังนั้นการที่จะประเมินความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระโดยการวัด
และแยกวิเคราะห์ว่ามีสารชนิดใดบ้างจึงเป็นการยากและไม่จ าเป็น เพราะโดยความเป็นจริงแล้วเมื่อมีสารผสมกัน
หลายชนิดในอาหาร เครื่องดื่ม หรือวิตามิน สิ่งที่ควรสนใจตรวจวัดควรจะเป็นการประเมินความสามารถต้านอนุมูล
อิสระโดยรวม (total antioxidant capacity, TAC) มากกว่าที่จะต้องวิเคราะห์จนระบุชี้ชัดว่าเป็นสารใด ซึ่งการ
วัดเป็น TAC นี้เป็นเทคนิคท่ีได้รับความนิยมเพราะสามารถแสดงประสิทธิภาพการต้านอนุมูลอิสระของตัวอย่างที่
ใกล้เคียงความเป็นจริงมากกว่า [11] 
 ในการวิเคราะห์ค่า TAC โดยทั่วไป มักจะมีการสร้างหรือเตรียมสารอนุมูลอิสระที่ทราบความเข้มข้นที่
แน่นอน  และวิเคราะห์ความสามารถในการยับยั้งหรือก าจัดอนุมูลอิสระของสารตัวอย่างที่สนใจวัด โดยวัดปริมาณ
สารอนุมูลอิสระที่ลดลงหรือที่เหลือก็ได้ สารอนุมูลอิสระที่นิยมใช้ เช่น สารประกอบกลุ่มเอโซโซ  ABTS+ (2,2’-
azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonate)) [12]    ซึ่งมีโครงสร้างดังรูปที่ 2.1ก หรือ สารอนุมูลอิสระ 
DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) [13] รูปที่ 2.1ข  สารอนุมูลอิสระเหล่านี้ไม่ใช่สารที่มีอยู่ในธรรมชาติ
เป็นสารที่สังเคราะห์ขึ้นมาเลียนแบบอนุมูลอิสระพวก Reactive Oxygen Species (ROS) หรือ Reactive 
Nitrogen species (RNS) ที่พบในร่างกาย 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.1  โครงสร้างของสารอนุมูลอิสระ  (ก) ABTS+ [2,2’-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-
sulphonate)] และ (ข) DPPH  (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) [14]  
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ได้มีการพัฒนาเทคนิควิเคราะห์หลายเทคนิคขึ้นมาเพ่ือใช้ในการประเมินหาปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระ ใน
ตัวอย่างพืชสมุนไพร ผัก ผลไม้ 

 
2.2  เทคนิคในการประเมินปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระด้วยเทคนิค colorimetric assay  
 
 การวิเคราะห์ค่า TAC ด้วยเทคนิค colorimetric assay โดยทั่วไปจะมีการสร้างอนุมูลอิสระที่ทราบความ
เข้มข้นที่แน่นอน  และวิเคราะห์ความสามารถในการยับยั้ง หรือขจัดอนุมูลอิสระของสารตัวอย่างที่สนใจวัด โดยวัด
ปริมาณอนุมูลอิสระที่ลดลงหรือที่เหลือ  สารที่นิยมใช้เป็นตัวก าเนิดอนุมูลอิสระมักจะใช้สารประกอบ ที่มีสี และวัด
การลดลงของสีเพื่อประเมินหาค่า TAC 
 

2.2.1 วิธี Trolox Equivalent Antioxidant (TEAC) assay 
รายงานเป็นครั้งแรกในปี ค .ศ. 1993 โดย N. J. Miller [12]  และได้พัฒนาต่อมาโดยกลุ่มของ 

Re-R Pellegrini [15] เทคนิคนี้จะใช้ตัว ABTS+ ที่ได้จากการเกิดปฎิกิริยา persulfate oxidation ของสาร 2, 
2’-azinobis (3-ethybenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) เป็นตัว oxidant โดยจะใช้สารละลาย ABTS 
ความเข้มข้น 7 mmol ท าปฏิกิริยากับกับ potassium persulfate จากนั้นน าไปท าให้เจือจางด้วย ethanol แล้ว
น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงหรือค่าแอบซอร์แบนซ์ที่ความยาวคลื่น 734  nm ให้ได้ค่าการดูดกลืนแสงอยู่ในช่วง 
0.7 (+0.02) ปิเปตสารละลาย ABTS+ เจือจางปริมาตร 2.9 มิลลิลิตร ใส่ในคิวเวต เติมเมทานอลปริมาตร 0.10 
มิลลิลิตร ในคิวเวตเก็บไว้ในที่มืด 20 นาที  น ามาวัดค่าการดูดกลืนแสงที่  734 นาโนเมตร (AControl) ปฏิกิริยา
ระหว่าง ABTS+ และสารต้านอนุมูลอิสระดังแสดงในรูปที่ 2.2   สร้างกราฟมาตรฐานของโทรลอกซ์ (trolox) โดย
วัดค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานที่ความเข้มข้นต่าง ๆ (50, 100 และ 200 พีพีเอ็ม)   โดยใช้
สารละลายมาตรฐานโทรลอกซ์แทนเมทานอล  ( AMeasure) ค านวณหาค่า %ABTS radical cation scavenging 
activity โดยใช้สมการที่ 1   และน าค่า %ABTS radical cation scavenging activity มาพล็อตกับความเข้มข้น
ของโทรลอกซ์เพ่ือสร้างกราฟมาตรฐาน 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 2.2  ปฏิกิริยาแสดงการวิเคราะหป์ริมาณสารต้านอนุมูลอิสระด้วยเทคนิค Trolox Equivalent 

Antioxidant (TEAC) assay 
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                                                                                                          …………(1) 
 

 
 
2.2.2 วิธี 2, 2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging capacity assay  
 เทคนิคนี้จะใช้สารอนุมูลอิสระที่มีชื่อว่า  2, 2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) ซึ่ง DPPH 

เป็นสารที่มีค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดที่ความยาวคลื่น 515 nm  เมื่อให้ท าปฏิกิริยากับสารต้านอนุมูลอิสระจะท าให้
ค่าแอบซอร์แบนซ์ที่วัดได้มีค่าลดลง ปฏิกิริยาแสดงดังรูปที่ 2.3  

 
 

 

 

 

 

 
รูปที่ 2.3 การวิเคราะห์ปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระด้วยเทคนิค DPPH radical scavenging capacity 

assay เมื่อ AH คือสารต้านอนุมูลอิสระ 
 
ค่าความเข้มข้นของสารต้านอนุมูลอิสระเป็นสัดส่วนโดยตรงกับค่า %DPPHrem และสามารถค านวณได้ดัง

สมการที่ 2  
 %DPPHrem    =        100 X  [DPPH]rem                               (2) 

                                  [DPPH]T=0 

ความแรงของสารต้านอนุมูลอิสระจะรายงานด้วยค่า EC50 ซึ่งเป็นค่าความเข้มข้นของสารต้านอนุมูลอิสระ
ที่ท าให้ความเข้มข้นของ DPPH ลดลง 50% [16] 

 
2.3 เทคนิคในการประเมินปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระที่อาศัยปฏิกิริยาของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 
 
  2.3.1 Luminol based assay 

 ในปี ค.ศ. 2003  T. Toyo’oka และคณะ [17] ได้พัฒนาเทคนิคในการประเมินหาสารต้าน
อนุมูลอิสระแบบออนไลน์ดีเทคชัน (on-line detection) โดยจะตรวจวัดแสงที่เกิดจากปฏิกิริยาเคมิลูมิเนสเซนต์ 
(chemiluminescence) ของสาร luminol กับ hydrogen peroxide   โดยสารต้านอนุมูลอิสระเมื่อผ่านการ
แยกด้วยเทคนิค High Performance Liquid Chromatography (HPLC) แล้วจะถูกพาออกมาผ่านระบบ
ตรวจวัด   การลดลงของแสงจากปฏิกิริยาเคมิลูมิเนสเซนต์จะสัมพันธ์กับความเข้มข้นของสารต้านอนุมูลอิสระ  

S. Girotti และคณะ [18,19] ได้เสนอเทคนิคการวิเคราะห์โดยอาศัยปฏิกิริยาเคมิลูมิเนสเซนต์ของสาร 
luminol ที่มี  horseradish peroxidase เป็นตัวคะตะลิสต์ ซึ่งปฏิกิริยาการเกิดแสงเกิดจากการเกิด  free radical 

100% X
A

AA
activityscavengingcationradicalABTS

Control

MeasureControl
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และการลดลงของแสงจากปฏิกิริยาเคมิลูมิเนสเซนต์สัมพันธ์กับความเข้มข้นของสารต้านอนุมูลอิสระ ซึ่งถึงแม้ว่าวิธี
นี้จะมีข้อดีเรื่องความถูกต้องของค่าที่วัดได้ แต่เนื่องจากปฏิกิริยาต้องใช้เอนไซม์ในการท าให้เกิดแสง เทคนิคนี้จึงมี
ข้อด้อยในเรื่องของสารรบกวน 

 
2.4  เทคนิคในการประเมินปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระด้วยเทคนิคทางไฟฟ้าเคมี  
 

ในปี ค.ศ. 2001 S. Buratti และคณะ [20] ได้เสนอเทคนิค  flow injection system ที่มีตัวตรวจวัดแบบ
เคมีไฟฟ้าในการประเมินหาปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระและสารประกอบฟีโนลิกส์  (phenolic compounds) (รูปที่ 
2.4).   

 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 

รูปที่ 2.4 ระบบ  flow injection analysis ที่มีตัวตรวจวัดแบบเคมีไฟฟ้าในการประเมินหาปริมาณสาร
ต้านอนุมูลอิสระ [21]. 

 
ตัวตรวจวัดทางเคมีไฟฟ้าที่ใช้จะวัดแบบเทคนิคแอมเพอร์โรเมทรี โดยใช้ ขั้วไฟฟ้าชนิดกลาสซีคาร์บอน  

(glassy carbon electrode) เป็นขั้วไฟฟ้าใช้งาน วัดค่ากระแสที่ค่าศักย์ไฟฟ้า  +0.5 V (เทียบกับ Ag/AgCl) 
เทคนิคนี้สามารถน ามาใช้ได้ในตัวอย่างสารสกัดจากพืช 

ในปี ค.ศ. ในปี ค.ศ. 2006 L .K.  Shpigun และคณะ [21] ได้เสนอเทคนิค flow injection system ที่มีตัว
ตรวจวัดแบบเคมีไฟฟ้าชนิดโพเทนชิโอเมทริกในการประเมินหาปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระโดยรวมในสารสกัดจาก
พืช  (รูปที่ 2.5)  สัญญาณของปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระโดยรวมที่ได้จากการตรวจวัดที่ใช้  flow-type platinum 
electrode แสดงดังรูป B เมื่อใช้สารละลาย carrier เป็น [Fe(CN)6]

3-/Fe(CN)6]
4- 
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รูปที ่2.5  (A) ระบบ flow injection ที่มีตัวตรวจวัดแบบ potentiometric method ในการประเมินหา
ปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระโดยรวม  (B) ตัวอย่างสัญญาณที่ได้จากการฉีดสารปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระความ
เข้ม้นคาต่าง ๆ [21]. 

 
ในปี ค.ศ. 2004 A. Jarosz-Wilkolazka  และคณะ [22]  ศึกษากระบวนการใช้เอมไซม์แลคเคสชนิด  

Cerrena unicolor มาโมดิฟายด์ขั้วไฟฟ้าใช้งานชนิดกราไฟต์  และใช้เป็นไบโอเซนเซอร์ในการตรวจวัดสารต้าน
อนุมูลอิสระ พวก flavonoids ในสารสกัดจากพืชด้วยเทคนิคการตรวจวัดแบบแอมเพอร์โรเมทรี   การเตรียม
ไบโอเซนเซอร์ท าได้โดย หยดเอนไซม์แลคเคสลงบนขั้วไฟฟ้ากราไฟต์เก็บไว้ในอุณหภูมิ  4 ºC เป็นเวลา 15 ชั่วโมง  
เมื่อแห้งแล้วล้างด้วยน้ าที่ปราศจากไอออน (deionized water)  แล้วจุ่มใน citrate buffer pH 5.0 เก็บไว้ใน
อุณหภูมิ  4 ºC เป็นเวลา 5 ชั่วโมงก่อนน าไปใช้งาน  ไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นนี้สามารถตรวจวัดปริมาณสารต้าน
อนุมูลอิสระ เช่น  caffeic acid,  prodelphinidin B3,  catechin,  epicatechin gallate  และ epicatechin  
ได้   
 

ในปี ค.ศ. 2005  J. J. Roy และคณะ [23]  ได้พัฒนาไบโอเซนเซอร์มาใช้ในการตรวจวัดสารประกอบฟี
นอลโดยอาศัยการเกิด Cross-Linked Enzyme Crystals (CLEC) ของ laccase ใช้ขั้วไฟฟ้าทองเป็นขั้วไฟฟ้าใช้
งาน (Clark’s electrode)  สามารถเตรียมขั้วไฟฟ้าได้โดย ผสม CLEC กับ 30% polyvinylpropylidone (PVP) 
gel ใน cellophane membrane ท าให้แห้งเป็นเวลา 30  นาที  แล้วติดบนขั้วไฟฟ้าใช้งาน สามารถตรวจวัดสาร
ต้านอนุมูลอิสระ  เช่น 2-amino phenol, guaiacol, catechol, catechin, pyrogallol และ ABTS(non-
phenolic)  โดยสามารถตรวจวัดสารประกอบฟีนอลที่ความเข้มข้น 50-1000 µmol ได้ 
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ในปี ค.ศ. 2007  D. Odaci  และคณะ [24]  ศึกษาการตรวจวัดสารประกอบฟีโนลิกส์ โดยใช้เอนไซม์แลค
เคสชนิด Trametes versicolor มาโมดิฟายด์เป็นไบโอเซนเซอร์  2 ชนิด  โดยใช้ขั้วไฟฟ้าใช้งานชนิด  oxygen 
electrode  (Clark’s electrode) และ ferrocene-modified screen-printed graphite electrode ส าหรับ
ขั้นตอนการเตรียมไบโอเซนเซอร์จากขั้วไฟฟ้าทั้ง 2 ชนิด   เตรียมโดยผสม 10 mg gelatin ลงในสารละลาย 
laccase 250 µL  (สารละลายแลคเคสความเข้มข้น 4 U  ในฟอสเฟตบัพเฟอร์  pH 7.5, 50 mM)  เขย่าให้ผสม
กัน 2-3 นาที  (38 ºC)  น าสารละลายที่ได้มาหยดลงบนผิวหน้าของอิเลคโทรด  ทิ้งไว้ให้แห้งที่อุณหภูมิ 4 ºC  เป็น
เวลา 45  นาที  จุ่มใน 2.5% กลูตารัลดีไฮด์ (ความเข้มข้น  50 mM ฟอสเฟตบัพเฟอร์  pH 7.5)  เป็นเวลา 5  นาที  
จะได้ไบโอเซนเซอร์ 2  ชนิด  คือ  ชนิดที่ 1 พัฒนามาจาก oxygen electrode  และ ชนิดที่ 2 มาจาก 
ferrocene-modified screen-printed graphite electrode  ในอิเล็กโทรดชนิดที่ 2  การใช้ ferrocene เป็น
สารน าส่งอิเล็กตรอนมีกลไกในการเกิดปฏิกิริยาแสดงได้ดังรูปที่ 2.6    

ไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้น  [24] สามารถใช้ส าหรับตรวจวัด phenolic compounds 3 ชนิดได้แก่ 
caffeic acid, ferulic acid และsyringic acid และสามารถน ามาใช้ได้ในตัวอย่าง human plasma  

 
 

 
 
 
 
 
 

 
 

รูปที่ 2.6  หลักการในการท างานของ ferrocene-mediated laccase biosensor [24] 
 
 
ในปี ค.ศ. 2006  M. Portaccio และคณะ [25]   ได้ศึกษาและพัฒนาไบโอเซนเซอร์  3 ชนิด โดยใช้

เอนไซม์แลคเคสชนิด Trametes versicolor  มาโมดิฟายด์ขั้วไฟฟ้าชนิดกราไฟต์  โดยชนิดแรก ( type A 
electrode) โมดิฟายด์โดยใช้กระบวนการแอดสอร์พชัน (adsorption) ส่วนชนิดที่สองและสามจะโมดิฟายด์โดยใช้
พันธะโควาเลนท์ผ่านหมู่ carboxylic ที่สร้างขึ้นที่ข้ัวไฟฟ้าชนิดกราไฟต์และใช้สารละลายกลูตารัลดีไฮด์และ  
hexamethyenediamine เป็น coupling agent โดยชนิดที่สอง ( type B electrode) โมดิฟายด์โดยใช้พันธะโค
วาเลนท์ผ่านหมู่ carboxylic ที่สร้างขึ้นด้วยกระบวนการ electric potential difference และชนิดที่สาม ( type 
C electrode) โมดิฟายด์โดยใช้พันธะโควาเลนท์ผ่านหมู่ carboxylic ที่สร้างขึ้นด้วยกรดไนตริก ปฏิกิริยาที่ใช้ใน
การโมดิฟายด์ไบโอเซนเซอร์ชนิดที่สองและสามแสดงได้ดังรูปที่ 2.7    จากผลการศึกษาเปรียบเทียบข้อดี -ข้อเสีย
ของไบโอเซนเซอร์ทั้ง 3 ชนิด [16] พบว่าไบโอเซนเซอร์ชนิดที่สามให้สัญญาณที่มีสภาพไวที่สุดและมีความเสถียรสูง
ที่สุด มีเสถียรภาพ ( stability days) นานถึง 60 วัน และเม่ือน ามาทดสอบใช้งานในระบบ flow injection 
analysis สามารถใช้ในการตรวจวัด catechol ได้ตั้งแต่ความเข้มข้น 0.01ถึง 0.1 mM   
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รูปที่ 2.7  กระบวนการตรึงเอนไซม์ในไบโอเซนเซอร์ชนิดที่สองและสาม ( type B และ type C 

electrode) [25] 
 
M. Gamella และคณะ [26] (2006)  ได้พัฒนาไบโอเซนเซอร์โดยใช้กลูตารัลดีไฮด์ในกระบวนการตรึงให้

เอนไซม์แลคเคสเกิดพันธะ (cross-linking) บนขั้วไฟฟ้าชนิดกลาสซี่คาร์บอน เพ่ือน ามาใช้เป็นไบโอเซนเซอร์ในการ
ตรวจวัดสารประกอบฟีโนลิกส์โดยรวม โดยใช้เทคนิคแอมเพอร์โรเมทรีทั้งในระบบแบบแบทช์ ( batch) และใน 
ระบบเอฟไอเอ ( flow injection analysis) ในการเตรียมไบโอเซนเซอร์จะใช้สารละลายเอนไซม์แลคเคสชนิด 
Trametes versicolor  ความเข้มข้น 1.18 U/µL ปริมาตร 6 µL มาโมดิฟายด์บนผิวหน้าของขั้วไฟฟ้าชนิดกลาสซี่
คาร์บอน  ทิ้งไว้ให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง   จากนั้นน าขั้วไฟฟ้าที่เตรียมได้มาจุ่มในสารละลาย 25% กลูตารัลดีไฮด์เป็น
เวลา 1 ชั่วโมงก่อนน าไปใช้งาน และได้ศึกษาหาช่วง pH ที่เหมาะสมส าหรับไบโอเซนเซอร์และความเสถียร 
(stability) ของไบโอเซนเซอร์ที่ได้พัฒนาขึ้น   โดยเปรียบเทียบข้อดี -ข้อเสียกับไบโอเซนเซอร์ก่อนและหลังการ
โมดิฟายด์ ในการตรวจวัดสารประกอบฟีโนลิกส์โดยรวมในตัวอย่างไวน์สามารถตรวจวัดโดยเทียบกับ caffeic acid  
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บทท่ี 3 
การทดลอง 

 
3.1  อุปกรณ์ 

งานวิจัยนี้ใช้อุปกรณ์และเครื่องมือในการทดลองดังตารางที่ 3.1 
 
ตารางท่ี 3.1   อุปกรณ์และเครื่องมือที่ใช้ในงานวิจัย 

 

เครื่องมือ-อุปกรณ์ รุ่น  บริษัทผู้ผลิต, ประเทศ 
Potentiostat, e-Corder EA161,  210 eDAQ, Australia 

Data System e-Chem eDAQ, Australia 

Working electrode Glassy carbon electrode (3 mm) CH Instruments, USA 

Reference electrode Ag/AgCl electrode (3 M KCl) CH Instruments, USA 

Auxiliary electrode Pt wire CH Instruments, USA 

Thin layer flow cell CHI 130 CH Instruments, USA 

Flow meter 100624-103 Kofloc, Japan 

Injector 20 µL injection loop Rheodyne, USA. 

Pump LC-10AD Shimadzu, Japan 

 
3.2  สารเคมี 

ที่ใช้ในการทดลองในงานวิจัยนี้ดังตารางที่ 3.2 
 

ตารางท่ี 3.2   สารเคมี เกรด และบริษัทผู้ผลิตสารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย 
 

Chemical and reagent Grade Supplier 

Laccase from Tramestes versicolor (22.4 U/mg) AR Fluka 

Gold colloid solution (particle size: 20 nm) AR Sigma-Aldrich 

Bovine serum albumin (BSA)  AR Sigma-Aldrich 
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ตารางท่ี 3.2   สารเคมี เกรด และบริษัทผู้ผลิตสารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย (ต่อ). 
 

Chemical and reagent Grade Supplier 

Citric acid AR Reagent 

Dimethyl formamide (DMF) AR Kemika 

Glutaraldehyde (Glu) (50%) Photographic Kemika 

Catechin AR Sigma 

Caffeic acid AR Sigma 

Gallic acid AR Sigma 

Chlorogenic acid AR Sigma 

Multi-walled carbon nanotube (CNT) 
 

95% pure  
 

Nanolab inc. 
(MA, USA) 

NH2 functionalized carbon nanotube (CNT-NH2) 
 

95% pure Nanolab inc. 
(MA, USA) 

COOH functionalized carbon nanotube (CNT-
COOH) 
 

95% pure Nanolab inc. 
(MA, USA) 

di-Sodium hydrogen phosphate anhydrous 
(Na2HPO4) 

AR Carlo Erba 

Chitosan (CS) 
 

Medium molecular 
weight, 78-85% de-
acetylated 

Sigma-Aldrich 

 
3.3  วิธีการทดลอง 

3.3.1 การเตรียมสารเคมี 
สารละลายแลคเคส  เตรียมโดยชั่งเอนไซม์แลคเคส 25  mg ละลายด้วย citrate buffer ความ

เข้มข้น 0.1 M พีเอช 5.0 ปริมาตร 1 mL   จะได้เป็นสารละลายแลคเคส  560 U/mL 
สารละลายโบวีนซีรัมอัลบูมีน เตรียมโดยปิเปตโบวีนซีรัมอัลบูมีนมา 100 µL ปรับปริมาตรด้วยน้ า DI 

จนได้ปริมาตร 10 mL  จะได้ 1% โบวีนซีรัมอัลบูมีน 
สารละลายคาร์บอนนาโนทิวป์ เตรียมโดยชั่งคาร์บอนนาโนทิวป์ 3.0 mg เติมสารละลายไดเมททิว 

ฟอร์มามายด์ ปริมาตร 1 mL น าไป sonicate ด้วยเครื่อง ultrasonic เป็นเวลา 3 ชั่วโมง   
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สารละลายไคโตซาน  ความเข้มข้น 1% เตรียมโดยชั่งไคโตซาน 1.00 กรัม ละลายด้วย acetic acid 
ความเข้มข้น 2% ปริมาตร 10 mL กวนจนไคโตซาน ละลายเป็นเนื้อเดียวกัน 

สารละลาย citric acid ความเข้มข้น 0.1 M  เตรียมโดยน า  citric acid มา 5.2500 กรัม  ละลาย
ด้วยน้ า DI ปริมาตรเล็กน้อยเทลงในขวดวัดปริมาตรขนาด  250 mL ปรับปริมาตรจนถึงขีดด้วยน้ า  DI เก็บไว้ใน
ขวดแก้ว  เก็บสารขนาด 250 mL ก าหนดให้เป็นสารละลาย A 

สารลละลายไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต ความเข้มข้น 0.2 M  เตรียมโดยน า  Na2HPO4 มา 
8.9000 กรัมละลายด้วยน้ า DI ปริมาตรเล็กน้อยเทลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 250 mL ปรับปริมาตรจนถึงขีดด้วย
น้ า DI เก็บไว้ในขวดแก้วเก็บสารขนาด 250 mL ก าหนดให้เป็นสารละลาย B 

สารละลายCITRATE BUFFERpH 5.0    เตรียมโดยน า  สารละลาย A  ปริมาตร 49 mL ผสมกับ
สารละลาย B ปริมาตร 51 mL จะได้สารละลายcitrate buffer ความเข้มข้น 0.1 M  pH 5.0 ปริมาตร 100 mL  
ที่ใช้ส าหรับการทดลอง 

สารต้านอนุมูลอิสระ ที่ศึกษาในงานวิจัยนี้ มี 4 ชนิดดังนี้ แสดงดังนี้  caffeic acid, gallic acid, 
chlorogenic acid และ catechin สูตรโครงสร้างแสดงดังตารางที่ 3.3 

สารละลาย สารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐาน เตรียมโดยน าสารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐานเช่น  
catechin 0.100 กรัม ใส่ในบีกเกอร์ขนาด  50 mL ละลายด้วยสารละลาย 60% เอทานอลปริมาตรเล็กน้อย  เท
ลงในขวดวัดปริมาตรขนาด  100 mL ปรับปริมาตรด้วย 60% เอทานอลจนถึงขีด  จะได้สารต้านอนุมูลอิสระ
มาตรฐาน catechin  ความเข้มข้น 1,000 ppm    

สารละลายกลูตารัลดีไฮด์  เตรียมโดยปิเปต 50% glutaraldehyde 250 µL ปรับปริมาตรด้วยน้ า 
DI จนได้ปริมาตร 5 mL จะได้ 2.5% glutaraldehyde ปริมาตร 5 mL 

สารละลาย gold nanoparticles (AuNPs) ความเข้มข้น 0.01%    เตรียมโดยปิเปตสารละลาย  
HAuCl4 มา 10 µL เจือจางด้วยน้ า DI แล้วปรับปริมาตรเป็น 10 mL ด้วยน้ า DI  จากนั้นปิเปต สารละลาย 
HAuCl4 มาปริมาตร 5 mL น ามาให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 65◦C เป็นเวลา 10 นาที พร้อมกวนตลอดเวลา จากนั้น

เติม 1% Sodium Citrate ปริมาณ 170 µL ให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 125◦C พร้อมกวนตลอดเวลา เป็นเวลา 30 

นาที จะได ้AuNPs ความเข้มข้น 10 mM 
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ตารางท่ี 3.3 กลุ่มและสูตรโครงสร้างของสารต้านอนุมูลอิสระที่ศึกษาในงานวิจัยนี้ 
 
 

Groups antioxidants Structure 

Polyphenol 

Caffeic acid 

 

Gallic acid 

 
 

Chlorogenic acid 

 
 
 

Flavonoid Catechin 
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3.3.2  การเตรียมสารละลายอนุภาคทองนาโน (gold nanoparticles) 
การเตรียมสารละลาย 10 mM HAuCl4 

  ชั่ง Chloroauric acid (HAuCl4) มา 0.0200 g ละลายด้วยน้ า DI ปริมาตรเล็กน้อยและเท
ใส่ขวดวัดปริมาตรขนาด 10 mL จากนั้นท าการปรับปริมาตรให้เป็น 10 mL ด้วยน้ า DI 
 

  การเตรียมสารละลาย gold nanoparticles   
สารละลายอนุภาคทองนาโน ( AuNPs) ความเข้มข้น 1.0 mM เตรียมตามวิธีของ D. A. 

McFarland และคณะ (2004) [27] โดยปิเปตสารละลาย HAuCl4 ความเข้มข้น 10 mM ปริมาตร 1.0 mL เทลง
ในขวดวัดปริมาตรขนาด 10 mL แล้วปรับปริมาตรให้ถึงขีดบอกปริมาตรเป็น 10 mL ด้วยน้ า DI หลังจากนั้นน า
สารละลายที่ได้มาให้ความร้อนจนเดือดพร้อมกับท าการกวนตลอดเวลาบนเตาให้ความร้อน  เมื่อสารละลายเดือด  
เติมสารละลาย sodium citrate ความเข้มข้น 38.8 mM ปริมาตร 1 mL โดยค่อย ๆ หยดลงในสารละลายทีละ
น้อย ให้ความร้อนพร้อมกับกวนสารละลายต่อประมาณ 10 นาที จนกระทั่งสารละลายเปลี่ยนเป็นสีแดงจึงจะได้
สารละลาย AuNPs  
 

3.3.3  การเตรียมไบโอเซนเซอร์  
3.3.3.1   การท าความสะอาดขั้วไฟฟ้ากลาสซีคาร์บอน 
ท าความสะอาดขั้วไฟฟ้ากลาสซีคาร์บอน  โดยขัดผิวหน้าขั้วไฟฟ้าด้วยผงอ ะลูมินากับผ้า

สักหลาด  ขัดข้ัวไฟฟ้าโดยใช้ผงอ ะลูมินาขนาด 1.0 , 0.3  และ 0.05 ไมครอน ตามล าดับ จากนั้นล้างให้สะอาด
ด้วยน้ ากลั่น น าไป sonicate กับน้ า DI เป็นเวลา 2 นาที แล้วเป่าให้แห้ง 
 

3.3.3.2  การโมดิฟายด์ขั้วไฟฟ้ากลาสซีคาร์บอน 
a) GC/CNT/Lac+BSA/Glu 
 

 

 

 

 

 
 

b) GC/CNT/Lac+BSA/AuNPs/Glu 
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c) GC/CNT/AuNPs/Lac+BSA/Glu 
 
 

 

 

 

 
 

d) GC/CNT-NH2/AuNPs/Lac+BSA/Glu 
 

 
 
 

 

 
3.3.4  ไซคลิกโวลแทมทรี (Cyclic voltammetry) 
 
การทดลองไซคลิกโวลแทม เมทรีแสดงดังรูปที่ 3.1  เครื่องโพเทนชิโอสเตท  รุ่น EA 161 และ e-

corder รุ่น 210 (บริษัท EDAQ) และ โวลแทมเมทริกเซลล์ ขนาด 25 mL (รูปแทรก, รูปที่ 3.1) ประกอบด้วย
ขั้วไฟฟ้า 3 ขั้ว ได้แก่ ขั้วไฟฟ้าชนิดกลาสซีคาร์บอน  (GC) ธรรมดา (3 mm diameter) หรือ ขั้วไฟฟ้ากลาสซี
คาร์บอนที่โมดิฟายด์ด้วยคาร์บอนนาโนคอมโพสิตและเอนไซม์แลคเคสเป็นขั้วไฟฟ้าใช้งาน   ขั้วไฟฟ้า Ag/AgCl  
เป็นขั้วไฟฟ้าอ้างอิงและ ใช้ลวด Pt เป็นขั้วไฟฟ้าช่วย   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

รูปที่ 3.1 การทดลองไซคลิกโวลแทมเมทรีและเครื่องมือที่ใช้ในการทดลอง รูปแทรกแสดงโวลแทมเมทริกเซลล์  
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3.3.5 ระบบวิเคราะห์แบบแอมเพอร์โรเมทรี 
 
ระบบวิเคราะห์แบบแอมเพอร์โรเมทรีที่ข้ัวไฟฟ้าที่พัฒนาขึ้น  (GC/CNT-NH2/AuNPs/Lac+BSA/Glu) 

แสดงดังรูปที่ 3.2  HPLC ปั๊ม รุ่น LC-10AD  (บริษัท Shimadzu), Injector ปริมาตร loop 20 µ L (บริษัท 
Rheodyne), เครื่องโพเทนชิโอสเตท รุ่น EA 161 และ e-corder รุ่น 210 (บริษัท eDAQ) และ thin layer flow 
cell  (รูปแทรก, รูปที่ 3.2) ประกอบด้วยขั้วไฟฟ้า 3 ขั้ว ได้แก่ขั้วไฟฟ้ากลาสซีคาร์บอนที่โมดิฟายด์ด้วยคาร์บอนนา
โนคอมโพสิตและเอนไซม์แลคเคสเป็นขั้วไฟฟ้าใช้งาน , ขั้วไฟฟ้า Ag/AgCl เป็นขั้วไฟฟ้าอ้างอิง และใช้ท่อ stainless 
steel เป็นขั้วไฟฟ้าช่วย  active area ส าหรับขั้วไฟฟ้าใช้งานเท่ากับ 0.0 6 cm2  ใช้สารละลาย citrate buffer 
ความเข้มข้น 0.1 M เป็นสารละลายตัวพา (carrier solution)  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
รูปที่ 3.2 แมนิโฟลด์ของระบบโฟลอินเจคชันอะนาลิซิส ที่ตรวจวัดด้วยเทคนิคแอมเพอร์โรเมทรีที่ข้ัวไฟฟ้า  

laccase biosensor ที่พัฒนาขึ้น  (GC/CNT-NH2/AuNPs/Lac+BSA/Glu) รูปแทรกแสดงภาพของ thin layer 
flow cell  

 
3.3.6 การเตรียมตัวอย่าง  
 3.3.6.1  ตัวอย่างพืช-ผักพ้ืนบ้าน  
  พืช- ผักพ้ืนบ้านที่ใช้ในงานวิจัยในส่วนของ การประเมินประสิทธิภาพของ ระบบโฟลอินเจค

ชันอะนาลิซิสที่ตรวจวัดด้วยเทคนิคแอมเพอร์โรเมทรีที่ขั้วไฟฟ้า  laccase biosensor ที่พัฒนาขึ้น มี 13 ชนิด ได้แก่ กระ
เพรา, ฟ้าทะลายโจร , ขิง, ชะพลู,ทองพันชั่ง , ผักพาย, ขม้ิน, บอระเพ็ด , ผักกาดฮีน , ใบมะตูม, กะหล่ าม่วง , ใบ
บัวบก และ มะเม่า ซ่ึงซ้ือจากร้านค้าของชมุชนในเขตจงัหวดัอุบลราชธานีในชว่งเดือน พฤษภาคม -มิถุนายน  2554   
ก่อนน ามาวิเคราะห์ด้วย ระบบโฟลอินเจคชันอะนาลิซิส ที่ตรวจวัดด้วยเทคนิคแอมเพอร์โรเมท รีที่ขั้วแลคแคสไบโอ
เซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้น ต้องผ่านเตรียมตัวอย่างและการสกัดดังนี้ 
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น าพืช-ผักพ้ืนบ้านมาล้างท าความสะอาดแล้วผึ่งลมให้แห้ง  แยกเอาเฉพาะส่วนใบ หรือส่วนที่ใช้
รับประทาน  อบที่อุณหภูมิ 40oC นาน 48 ชั่วโมงด้วยตู้อบลมร้อน จนได้น้ าหนักท่ีคงท่ี น าไปบดหรือปั่นให้ได้
ตัวอย่างแห้งที่เป็นเนื้อเดียวกันบรรจุลงในภาชนะท่ีปิดมิดชิด เก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิประมาณ – 18oC   การสกัด
สารต้านอนุมูลอิสระจากสารตัวอย่างพัฒนาจากวิธีของ S. Silva [28]   โดยชั่งตัวอย่างแห้งหนัก 2.5 ± 0.0001 g 
มาสกัดเพ่ือก าจัดเม็ดสี (pigment) และไข (wax) ด้วย เฮกเซนปริมาตร 25 .00 mL (สกัด 3 ครั้ง)  น ากากที่เหลือ
มาสกัดด้วย 80% เมทานอล ปริมาตร 25 .00 mL และ 2% Na2S2O5  ปริมาตร 5 .00 mL (สกัด 3 ครั้ง)  น าชั้น
ของเหลวที่สกัดได้มารวมกัน จากนั้นกรองผ่านกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร  เก็บตัวอย่างในภาชนะสีชาที่
มีฝาปิดสนิทที่อุณหภูมิประมาณ 7oC 

 
3.3.6.2  ตัวอย่างชา 
 ตัวอย่างชา ที่ใช้ในงานวิจัย นี้มีจ านวน 3 ชนิด  ได้แก่ ชามะลิ , ชาใบหม่อน  และ ชาเขียวน ามา

เตรียมและสกัดก่อนน าไปวิเคราะห์ ด้วยระบบโฟลอินเจคชันอะนาลิซิสทีต่รวจวัดด้วยเทคนิคแอมเพอร์โรเมทรีที่ขั้ว
แลคแคสไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้น ดังนี้ 

 ชาใบหม่อน  และ ชาเขียว เป็นผลิตภัณฑ์บรรจุ 1 ซองมีน้ าหนักเท่ากับ 1.40 g ส่วน ชามะลิ , 1 
ซอง หนักเท่ากับ 3.50 g   น าชาแต่ละชนิด 1 ซอง มาชงด้วยน้ าร้อน (อุณหภูมิประมาณ 100 C) ปริมาตร 50 
mL คนและทิ้งไว้ประมาณ 2 นาที  ทิ้งไว้ให้เย็น และน าไปกรองผ่านกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร   
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บทท่ี 4 
ผลการทดลองและวิจารณ์ผลการทดลอง 

 
4.1   การศึกษาหาองค์ประกอบที่เหมาะสมของไบโอเซนเซอร์ 

ในการศึกษาหา องค์ประกอบของไบโอเซนเซอร์ ที่เหมาะสม ด้วยเทคนิคไซคลิกโวลแทมเมทรี   
ท าการศึกษาโดย ใช้ขั้วไฟฟ้าชนิดกลาสซีคาร์บอนธรรมดา  (GC) และขั้วไฟฟ้ากลาสซีคาร์บอนที่โมดิฟายด์อีก  4 
ชนิดได้แก่ GC/Lac+BSA/Glu, GC/CNT, GC/CNT/Lac+BSA และ GC/CNT/Lac+BSA/Glu เพ่ือศึกษาการ
เกิดปฏิกิริยารีดักชันของสารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐาน  catechin  ภายใต้บรรยากาศของออกซิเจน (40 
mL/min) เหนือสารละลายสารละลายอิเล็กโทรไลต์เกื้อหนุน (สารละลายcitrate bufferpH 5.0  ความเข้มข้น 
0.1 โมลาร์) ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4.1 

ผลการทดลองจากรูปที่ 4.1 พบว่าที่ข้ัวไฟฟ้า GC ธรรมดา และขั้วไฟฟ้า GC ที่โมดิฟายด์พบพีครีดักชัน
ของ catechin แต่มีเฉพาะขั้วไฟฟ้า GC/Lac+BSA/Glu (รูป 1b) และ GC/CNT/Lac+BSA/Glu (รูป 1e) 
เท่านั้นที่สามารถวัดรีดักชันของ catechin ได้ในช่วงศักย์ไฟฟ้าที่เหมาะสม คือตั้งแต่ -0.2 ถึง 0.0 V ซึ่งที่ช่วง
ศักย์ไฟฟ้าดังกล่าวจะไม่มีสัญญาณรบกวนจากสารอื่น ๆ เมื่อเปรียบเทียบสภาพไวของขั้วไฟฟ้าทั้งสองพบว่า
ขั้วไฟฟ้า GC/CNT/Lac+BSA/Glu มีสภาพไวที่สูงกว่า GC/Lac+BSA/Glu ถึง 20 เท่า ดังนั้นองค์ประกอบที่
เหมาะสมของขั้วไฟฟ้าคือ GC/CNT/Lac+BSA/Glu 
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รูปที่ 4.1 ไซคลิกโวลแทมโมแกรม ของ catechin ความเข้มข้น 40 ppm ที่ข้ัวไฟฟ้าดัดแปรชนิด a) GC, 

b) GC/Lac+BSA/Glu, c) GC/CNT, d) GC/CNT/Lac+BSA และ e) GC/CNT/Lac+BSA/Glu เส้นประแสดง
กระแสพื้น (back ground current) ของสารละลายอิเล็กโทรไลต์เกื้อหนุน, citrate buffer pH 5.0 
 
4.2   การศึกษาหาชนิดของคาร์บอนนาโนทิวป์ท่ีเหมาะสมในการโมดิฟายด์ไบโอเซนเซอร์ 
 

ในการศึกษาหาชนิดของคาร์บอนนาโนทิวป์ที่เหมาะสมในการโมดิฟายด์ไบโอเซนเซอร์  ท าการศึกษา
โดยใช้คาร์บอนนาโนทิวป์ 3 ชนิด ได้แก่ CNT, CNT-NH2 และ CNT-COOH มาใช้ในการโมดิฟายด์ขั้วไฟฟ้า
กลาสซีคาร์บอนดังข้อ a (GC/CNT/Lac+BSA/Glu) ในหัวข้อ 3.3.3.2    ใช้สารละลายcitrate buffer pH 5.0  
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ความเข้มข้น 0.1 M  เป็นสารละลายอิเล็กโทรไลต์เกื้อหนุน ท าการทดลองโดยใช้เทคนิคไซคลิกโวลแทมเมทรี 
เพ่ือศึกษาการเกิดปฏิกิริยารีดักชันของสารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐาน catechin  ผลการทดลองในการศึกษาหา
ชนิดของคาร์บอนนาโนทิวป์ที่เหมาะสมในการโมดิฟายด์ไบโอเซนเซอร์ แสดงดังรูปที่ 4.2  

 
 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 

รูปที่ 4.2 ค่ากระแสของ catechin ความเข้มข้น 40 ppm ที่ศักย์ไฟฟ้าฟ้า -0.05, 0.0 และ 0.05 V ที่ได้
จากข้ัวไฟฟ้าชนิด  GC/CNT/Lac+BSA/Glu  ซึ่งใช้คาร์บอนนาโนทิวป์ CNT, CNT-NH2 และ CNT-COOH  
(ค่ากระแสเฉลี่ยจากการเตรียมขั้วไฟฟ้า 3 ขั้ว (3 replicates) และ error bar แสดงค่า S.D. จากการวัด) 
 

จากรูปที่ 4.2 พบว่าขั้วไฟฟ้าชนิด  GC/CNT/Lac+BSA/Glu  ซึ่งใช้คาร์บอนนาโนทิวป์ชนิด CNT-NH2 จะ
ให้สัญญาณค่ากระแสรีดักชันของ catechin ที่สูงที่สุดเมื่อวัดค่ากระแสที่ ศักย์ไฟฟ้า -0.05, 0.00 และ +0.05 V   
ทั้งนี้อาจเนื่องมาจาก CNT-NH2 ซึ่งมีหมู่ฟังก์ชัน NH2  เกาะอยู่ที่พ้ืนผิวของคาร์บอนนาโนทิวป์ มีสภาพพ้ืนผิวที่
เหมาะท าให้สามารถจุปริมาณเอนไซม์ แลคเคสได้ดี ส่งผลให้ขั้วไฟฟ้าที่ใช้ CNT-NH2 ในการโมดิฟายด์ขั้วไฟฟ้า 
ได้ค่ากระแสรีดักชันของ catechin ที่สูงที่สุด 
 
4.3   การศึกษาเพื่อเพิ่มสภาพไวของไบโอเซนเซอร์โดยใช้อนุภาคทองนาโน (AuNPs) 

ในการศึกษาเพ่ือเพ่ิมสภาพไวของไบโอเซนเซอร์   จะศึกษาผลของการเติม AuNPs ปริมาตร 
10 µL ลงไปในไบโอเซนเซอร์ ชนิด GC/CNT-NH2/Lac+BSA/Glu ก่อนและหลังชั้นของ Lac+BSA  จะได้
ขั้วไฟฟ้า 2 ขั้วไฟฟ้าได้แก่ GC/CNT-NH2/AuNPs/Lac+BSA/Glu และ GC/CNT-NH2/Lac+BSA/AuNPs/Glu 
น าค่ากระแสรีดักชันของ catechin ความเข้มข้น 40 ppm ที่ศักย์ไฟฟ้าค่า -0.05,  0.0  และ 0.05 V ที่ได้จาก
ทั้งสองขั้วไฟฟ้ามาเปรียบเทียบกับขั้วไฟฟ้า GC/CNT-NH2/ Lac+BSA (ไม่มี AuNPs)  ผลการทดลองแสดงดัง
รูปที่  4.3 
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รูปที่ 4.3 ค่ากระแสรีดักชันของ catechin ความเข้มข้น 40 ppm ที่ได้จากขั้วไฟฟ้าชนิด  GC/CNT-

NH2/Lac+BSA (ไม่มี AuNPs) และข้ัวไฟฟ้าที่มีการเติม AuNPs ก่อน  (ขั้วไฟฟ้า GC/CNT-
NH2/AuNPs/Lac+BSA/Glu) และหลังชั้นของ Lac+BSA (ขั้วฟ้า GC/CNT-NH2/Lac+BSA/AuNPs/Glu) ที่
ศักย์ไฟฟ้าฟ้า -0.05, 0.0 และ 0.05 V  (ค่ากระแสรีดักชันที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ยจาการเตรียมขั้วไฟฟ้า 3 ขั้ว (3 
replicates) และ error bar แสดงค่า S.D. จากการวัด) 

 
 
เมื่อเปรียบเทียบระหว่างขั้วไฟฟ้า GC/CNT-NH2/Lac+BSA/Glu (ไม่มี AuNPs) และขั้วไฟฟ้าที่มีการเติม 

AuNPs ทั้งสองขั้วไฟฟ้าคือ  GC/CNT-NH2/Lac+BSA/AuNPs/Glu และ GC/CNT-
NH2/AuNPs/Lac+BSA/Glu  พบว่าซึ่งข้ัวไฟฟ้า ที่มีการเติม AuNPs เข้าไปโมดิฟายด์ขั้วไฟฟ้าได้สัญญาณ
รีดักชันของ catechin ที่สูงขึ้นกว่าขั้วไฟฟ้าที่ไม่มีการเติม AuNPs ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากคุณสมบัติการน าไฟฟ้าที่
ดีของ AuNPs ท าให้ขั้วไฟฟ้าที่ โมดิฟายด์ด้วยวัสดุเชิงประกอบที่ มี AuNPs จะสามารถน าไฟฟ้าได้ดีขึ้น สัญญาณ
ที่ได้จึงมีสภาพไวสูงกว่า เมื่อเปรียบเทียบระหว่างการเติม AuNPs ลงไปในไบโอเซนเซอร์ ชนิด GC/CNT-
NH2/Lac+BSA/Glu ก่อนและหลังชั้นของ Lac+BSA  พบว่าค่ากระแสจากท้ังสองวิธีมีค่าใกล้เคียงกัน   อย่างไร
ก็ตามการเติม  AuNPs ก่อนหลังชั้นของ Lac+BSA ให้ค่ากระแสสูงกว่าเล็กน้อย ดังนั้นจึงเลือกสภาวะขั้วไฟฟ้า 
GC/CNT-NH2/AuNPs/Lac+BSA/Glu เป็นสภาวะที่เหมาะสม 
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4.4  ไซคลิกโวลแทมโมแกรมของสารต้านอนุมูลอิสระ 

ไซคลิกโวลแทมโมแกรมของสารต้านอนุมูลอิสระ (catechin, caffeic acid และ gallic acid) ที่ได้จาก
ขั้วไฟฟ้าชนิด GC/CNT-NH2/AuNPs/Lac+BSA/Glu แสดงดังรูปที่ 4.4 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 รูปที่ 4.4 ไซคลิกโวแทมโมแกรม ของ (a) catechin, (b) caffeic acid, and (c) gallic acid (เส้นทึบ) 
ความเข้มข้น 40 ppm  ที่ข้ัวไฟฟ้า GC/CNT-NH2/AuNPs/Lac+BSA/Glu เส้นประแสดงกระแสพื้น ( back 
ground current) ของสารละลายอิเล็กโทรไลต์เกื้อหนุน, citrate buffer pH 5.0 

 

 ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าสามารถวัดรีดักชันของสารต้านอนุมูลอิสระทั้ง 4 ชนิดนี้ได้ที่ศักย์ไฟฟ้าต่ า 
ๆในช่วง  0.05 ถึง -0.05 V การวัดค่ากระแสในช่วงศักย์ต่ า ๆ นี้จะมีข้อดีของการวัดคือ มีสภาพไวสูง เนื่องจาก
สัญญาณของกระแสพื้นมีค่าต่ า และมีความจ าเพาะเจาะจงสูง เนื่องจากสารรบ กวนต่างชนิดต่าง ๆ ไม่ให้
สัญญาณที่ช่วงศักย์นี้ 
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4.5  การศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการวัดสารต้านอนุมูลอิสระด้วยไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้น 

 4.5.1 ผลของ pH ของสารละลายอิเล็กโตรไลต์เกื้อหนุน  

  ผลของ pH ของสารละลายอิเล็กโตรไลต์เกื้อหนุน  (0.1 M citrate buffer solution) ศึกษา
โดยวัดปฏิกิริยารีดักชันของ catechin ความเข้มข้น 40 ppm ที่ข้ัวไฟฟ้า GC/CNT-
NH2/AuNPs/Lac+BSA/Glu ด้วยเทคนิคไซคลิกโวลแทมเมทรี ในสารละลายcitrate bufferพีเอช ช่วง 4.0  ถึง 
7.0 ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4.5 

 

 

 

 

 

  

 

 

รูปที่ 4.5 ผลของ pH ของสารละลายอิเล็กโทรไลต์เกื้อหนุน ( 0.1 M citrate buffer solution) ต่อ
ค่ากระแสของ caffeic acid ความเข้มข้น 40 ppm ที่วัดโดยใช้ขั้วไฟฟ้า GC/CNT-
NH2/AuNPs/Lac+BSA/Glu  (วัดค่ากระแสที่ศักย์ไฟฟ้า 0.05 V) 

 

 ผลการทดลองจากรูป 4.5 พบว่าความเป็นกรด -เบสของสารละลายมีผลต่อการท างานของเอนไซม์  
ค่าพีเอชของสารละลายซิเทรตบัฟเฟอร์ความเข้มข้น  0.1 โมลาร์ ในช่วง 5.5 ถึง 6.0  ให้ค่ากระแสสูงที่สุด  แต่
ค่าพีเอชของสารละลายcitrate bufferที่ พีเอช 5.0 จากการวัด 3 ครั้งให้ค่าเบี่ยงเบน (SD) ที่น้อยกว่า  ดังนั้นพี
เอชของสารละลายซิเทรตบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ ที่เหมาะสมในการวัดคือ พีเอช 5.5 
 
 
 4.5.2 ผลของปริมาณคาร์บอนนาโนทิวป์ท่ีมีหมู่ฟังก์ชันอะมิโน (CNT-NH2) 

ในการศึกษาหาปริมาณ CNT-NH2 ที่เหมาะสมในการดัดแปรขั้วไฟฟ้า จะเตรียม
ไบโอเซนเซอร์ GC/CNT-NH2/AuNPs/Lac+BSA/Glu  โดยใช้สารละลายของ CNT-NH2 ความเข้มข้น 0, 0.5, 
1.0, 2.0, 3.0, 4.0 และ 5.0  mg/mL  ปริมาตร 20 µL ในขั้นตอนการเตรียมข้ัวไฟฟ้า     ผลของปริมาณ 
CNT-NH2 ต่อการตรวจวัดปฏิกิริยารีดักชันของ catechin แสดงดังภาพที่ 4.6    
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 รูปที่ 4.6 ผลของปริมาณ CNT-NH2 (ปริมาตร 20 µL) ที่ใช้ในขั้นตอนการเตรียมขั้วไฟฟ้า GC/CNT-
NH2/AuNPs/Lac+BSA/Glu ต่อค่ากระแสของ caffeic acid ความเข้มข้น 40 ppm (วัดค่ากระแสที่ศักย์ไฟฟ้า  
0.05 V) 

 

ผลการทดลอ งจากรูป 4.6  พบว่าเมื่อปริมาณ  CNT-NH2 ในวัสดุเชิงประกอบเพิ่มมากขึ้นค่ากระแส
ของ catechin มีค่าเพ่ิมข้ึนและเริ่มคงที่เม่ือความเข้มข้นของ CNT-NH2  ในสารละลายโมดิฟายด์ เป็น 3 
mg/mL  ดังนั้นจึงเลือกความเข้มข้นของ CNT-NH2  เป็น 3 mg/mL เป็นค่าท่ีเหมาะสมส าหรับการทดลอง
ต่อไป 
 
 4.5.3 ผลของปริมาณอนุภาคทองนาโน (AuNPs)  
 

 ผลของปริมาตร อนุภาคทองนาโน  AuNPs (µL) ที่ใช้ในการดัดแปรขั้วไฟฟ้า  ศึกษาโดยวัด
ปฏิกิริยารีดักชันของ 40 ppm catechin ที่ข้ัวไฟฟ้า GC/CNT-NH2/AuNPs/Lac+BSA/Glu ด้วยเทคนิคไซ
คลิกโวลแทมเมทรี (ในสารละลายcitrate bufferพีเอช 5.5)  ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4.7 
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 รูปที่ 4.7 ผลของปริมาตร AuNPs (µ L) ที่ใช้ในขั้นตอนการเตรียมขั้วไฟฟ้า GC/CNT-
NH2/AuNPs/Lac+BSA/Glu ที่มีต่อค่ากระแสของ caffeic acid ความเข้มข้น 40 ppm (วัดค่ากระแสที่
ศักย์ไฟฟ้า 0.05 V) 

 
 ผลการทดลองพบว่าเมื่อเพ่ิมปริมาณ AuNPs ค่ากระแสที่ได้มีค่าเพ่ิมข้ึน จาก 0 ถึง 10 µL และเริ่ม
คงท่ีเมื่อใช้ปริมาตรของ AuNPs มากกว่า 10 µL  เมื่อเปรียบเทียบไบโอเซนเซอร์ที่ไม่มี AuNPs (0 µL)  กับ
ไบโอเซนเซอร์ที่ใช้ปริมาตรของ AuNPs เป็น 10 µ L  พบว่าค่ากระแสที่ได้เพ่ิมข้ึนจากเดิมถึงสองเท่า  ซึ่ง
ค่ากระแสที่มากขึ้นเมื่อมีการเติม AuNPs คาดว่ามาจากคุณสมบัติการเป็นตัวน าไฟฟ้าของ AuNPs และ AuNPs 
ที่ผิวหน้าของขั้วไฟฟ้าท าให้เอนไซม์แลคเคสสามารถ ถูกดูดซับได้อย่างมีประสิทธิภาพมากขึ้นสภาพไวในการ
วิเคราะห์จึงมีค่าสูงขึ้น 
 

4.5.4 ผลของปริมาณเอนไซม์แลคเคส (Lac) 
 

 การศึกษา หาปริมาณที่เหมาะสมของเอนไซม์แลคเคส ในสารละลายโมดิฟายด์  ในการทดลองจ ะน า
สารละลายเอนไซม์แลคเคส มาผสมกับสารละลายโบวินซีรัมอัลบูมิน ในอัตราส่วน 20 : 1 โดยใช้สารละลายโบ
วินซีรัมอัลบูมิน  ความเข้มข้น 1% และจะศึกษาความเข้มข้นของเอนไซม์แลคเคสที่ 0.0, 3.0, 5.0, 8.0, 10.0, 
20.0 และ 25.0 mg/mL ได้ผลการทดลองดังรูปที่ 4.8 
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รูปที่ 4.8 ความสัมพันธ์ระหว่างค่ากระแสจากปฏิกิริยารีดักชันของสารละลายมาตรฐาน caffeic acid 
ความเข้มข้น 40 ppm กับความเข้มข้นของเอนไซม์แลคเคส (mg/mL), (laccase : 1% BSA , 20 :1) 
 
 จากผลการศึกษาผลของ ปริมาณเอนไซม์แลคเคส  พบว่าเมื่อเพ่ิมความเข้มข้นเอนไซม์แลคเคสจาก 0 – 
5 mg/mL ค่ากระแสเพิ่มมากข้ึนเป็นผลจากการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์แลคเคส  โดยปริมาณเอนไซม์แลคเคส 
5 mg/mL จะให้ค่ากระแสที่สูงที่สุด  แต่เมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของเอนไซม์ให้มากขึ้นอีกกลับท าให้ค่ากระแส
ลดลงเนื่องจากปริมาณที่มากเกินพอของเอนไซม์ไปบดบังการท างานของตัวมันเอง  ท าให้เกิดการต้านทานใน
การถ่ายเทอิเล็กตรอน  ดังนั้นจึงเลือกความเข้มข้นของเอนไซม์แลคเคสที่ 5 mg/mL ในการใช้งานต่อไป 
 
 

4.5.5  ผลของปริมาณสารละลายโบวินซีรัมอัลบูมิน (BSA) 
 

 การศึกษาอัตราส่วนที่เหมาะสมของสารละลายโบวินซีรัมอัลบูมิน ซึ่งในการทดลองจากน าสารละลาย
เอนไซม์แลคเคสความเข้มข้น 5 mg/mL ผสมกับสารละลายโบวินซีรัมอัลบูมินความเข้มข้น 1%  ในอัตราส่วน 
20 : 1, 20 : 2, 20 : 5, 20 :10 และ 20 : 20 ผลการทดลองดังรูปที่ 4.9 
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รูปที่ 4.9 ความสัมพันธ์ระหว่างค่ากระแสจากปฏิกิริยารีดักชันของสารละลายมาตรฐาน caffeic acid 
ความเข้มข้น 40 ppm กับอัตราส่วนของเอนไซม์แลคเคสต่อสารละลายโบวินซีรัมอัลบูมิน (5 mg/mL laccase 
: 1% BSA ที่ 20 : 1, 20 : 2, 20 : 5, 20 :10 และ 20 : 20) 
 

จากผลการทดลองในรูปที่ 4.9 พบว่าสารละลายโบวินซีรัมอัลบูมินช่วยในการคงตัวของเอนไซม์ท าให้
เอนไซม์ท างานได้ดีขึ้น  แต่ปริมาณท่ีมากเกินไปของสารละลายโบวินซีรัมอัลบูมินกลับท าให้ได้ค่ากระแสลดลง
เนื่องจากโบวินซีรัมอัลบูมินเป็นโมเลกุลของโปรตีน ซึ่งไม่มีคุณสมบัติในการน าไฟฟ้า ท าให้เกิดการขัดขวางการ
ถ่ายเทอิเล็กตรอน ท าให้ลดความสามารถในการท างานของไบโอเซนเซอร์  ดังนั้นอัตราส่วนของสารละลาย
เอนไซม์แลคเคสความเข้มข้น 5 mg/mL : 1% สารละลายโบวินซีรัมอัลบูมิน  ที่เหมาะสมคือ 20 : 1 
 

4.5.6 ผลของปริมาณสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ (Glu) 
 

 การศึกษาความเข้มข้นของสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ที่เหมาะสมในการโมดิฟายด์ข้ัวไฟฟ้าเพ่ือใช้ในการ
ตรึงเอนไซม์ให้เกาะติดบนผิวหน้าขั้วไฟฟ้าได้ดี  โดยศึกษาท่ีความเข้มข้น 0.0, 0.5, 1.0, 2.5, 5.0 และ 10.0% 
ได้ผลดังรูปที่ 4.10  
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รูปที่ 4.10 ความสัมพันธ์ระหว่างค่ากระแสจากปฏิกิริยารีดักชันของสารละลายมาตรฐาน caffeic 
acid ความเข้มข้น 40 ppm กับความเข้มข้นของสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ (%) 
 

จากผลการทดลองในรูปที่ 4.10 พบว่าเมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของ สารละลายกลูตารัลดีไฮด์ จาก 0 ถึง 
1.0 % ค่ากระแสที่ได้เพ่ิมสูงขึ้น เนื่องจากสารละลายกลูตารัลดีไฮด์เป็นตัวช่วยในการตรึงเอนไซม์บนผิวหน้า
ขั้วไฟฟ้า ท าให้ส่งผลต่อการท างานของเอนไซม์ให้มีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น แต่เมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของ
สารละลายกลูตารัลดีไฮด์มากกว่า 1% กลับท าให้ค่ากระแสลดลง ทั้งนี้อาจเนื่องจากสารละลายกลูตารัลดีไฮด์มี
คุณสมบัติที่เป็นโพลิเมอร์เมื่อมีความเข้มข้นสูงๆ  จึงเคลือบบนผิวหน้าขั้วไฟฟ้าท าให้ขัดขวางการท างานของ
เอนไซม์ ท าให้ไม่สามารถถ่ายเทอิเล็กตรอนได้ดี   ดังนั้นจึงเลือกใช้สารละลายกลูตารัลดีไฮด์ความเข้มข้น 1% 
ในการพัฒนาไบโอเซนเซอร์และน าไปใช้ในระบบของการไหลแบบอัตโนมัติต่อไป 
 

4.6  การประยุกต์ใช้แลคเคสไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นในระบบโฟลอินเจคชันอะนาลิซิสทีต่รวจวัด
ด้วยเทคนิคแอมเพอร์โรเมทรี (FI-laccase biosensor)  
 

4.6.1  ศึกษาหาศักย์ไฟฟ้าที่เหมาะสม 
 
ศึกษาหาศักย์ไฟฟ้าที่เหมาะสม ในการตรวจวัดของไบโอเซนเซอร์  ในระบบโฟลอินเจคชันอะนาลิซิส ที่

ตรวจวัดด้วยเทคนิคแอมเพอร์โรเมทรี (รูปที่ 3.2)  โดยตรวจวัดสัญญาณของสารต้านอนุมูลอิสระที่ศักย์ไฟฟ้าค่า
ต่าง ๆ โดยศึกษาในช่วง -0.2 ถึง 0.2 V โดยการตรวจวัดสัญญาณกระแสของ caffeic acid ความเข้มข้น 10 
ppm ปริมาตร 20 µL ที่ฉีดเข้าไปในระบบโฟลอินเจคชันอะนาลิซิส  ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4.11 
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รูปที่ 4.11 การตอบสนองของไบโอเซนเซอร์ (GC/CNT-NH2/AuNPs/Lac+BSA/Glu) จากปฏิกิริยา
รีดักชันของสารละลายมาตรฐาน caffeic acid ความเข้มข้น 10 ppm ที่ศักย์ไฟฟ้า -0.2 ถึง 0.2 โวลต์  

 
ผลการทดลอง พบว่าเมื่อเพ่ิมศักย์ไฟฟ้าที่ให้จาก -0.2 ถึง -0.05  V พ้ืนที่ได้พีคของสัญญาณกระแส

รีดักชันมีค่าเพ่ิมข้ึน  ที่ศักย์ไฟฟ้า -0.05 V จะให้สัญญาณท่ีสูงที่สุด และเริ่มลดลงเมื่อให้ค่าศักย์ไฟฟ้าเพ่ิมข้ึน  
ดังนั้นจึงเลือกศักย์ไฟฟ้า -0.05 V ซ่ึงให้สัญญาณที่สูงที่สุด เป็นค่าที่เหมาะสม  มีสัญญาณรบกวนที่ต่ า   สามารถ
วัดสารได้ที่ความเข้มข้นต่ าๆ ได้ และสามารถลดผลจากตัวรบกวนในตัวอย่างได้อีกด้วย 

 
 
4.6.2  ศึกษาหาอัตราการไหลของสารละลายตัวพาที่เหมาะสม 
 

ในการศึกษาอัตราการไหล (flow rate) ของสารละลายตัวพา หรือ carrier solution (0.1 M 
citrate buffer pH 5.5) ที่เหมาะสมจะศึกษาในช่วงอัตราการไหล  0.25-3.00 mL/min  ผลการทดลองแสดง
ดังรูปที่ 4.12 
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รูปที่ 4.12 ผลของอัตราการไหลของสารละลายตัวพา (0.1 M citrate buffer pH 5.5)  ต่อพ้ืนที่ใต้
พีคของสัญญาณกระแสรีดักชัน (peak area) และจ านวนตัวอย่างต่อชั่วโมง (sample throughput)  

 
ผลการทดลองจากรูปที่ 4.12 พบว่า เมื่อเพ่ิมอัตราการไหลของสารละลายตัวพาจะท าให้ได้ค่ากระแสที่

ต่ าลง แต่ ใช้ เวลาในการตรวจวัดสารตัวอย่าง สั้นลงซึ่งเป็นลักษณะที่พบได้ท่ัวไปของการวิเคราะห์แบบ 
enzyme-based assay ในระบบที่มีการไหล  สอดคล้องกับผลการศึกษาของ Fernández-Sánchez และ
คณะ [29]   เมื่อใช้อัตราการไหลของสารละลายตัวพาเพ่ิมข้ึนจ านวนตัวอย่างต่อชั่วโมง ( sample 
throughput) มีค่าสูงขึ้น   ดังนั้นเพื่อพัฒนาระบบวิเคราะห์ให้สามารถตรวจวัดได้รวดเร็ว   ดังนั้นจึงพิจารณา
ข้อมูลของ throughput  พบว่าเมื่ออัตราการไหลเพ่ิมข้ึนจาก 0.5-1.5 mL/min  สามารถตรวจวัดตัวอย่างได้
จ านวนมากขึ้นอย่างเห็นได้ชัด และเม่ือเพ่ิมอัตราการไหลมากขึ้นเกิน 1.5 mL/min จ านวนตัวอย่างต่อชั่วโมง
เริ่มคงท่ี  ดังนั้นจึงเลือก อัตราการไหลที่ 1.5 mL/min เป็นค่าที่เหมาะสมและน า ใช้ในการทดลอง ต่อไป  
เนื่องจากสามารถตรวจวัดตัวอย่างได้รวดเร็วถึง 32 ตัวอย่างต่อชั่วโมง 

 
 

4.7 คุณลักษณะของไบโอเซนเซอร์ท่ีพัฒนาขึ้น 
 
4.7.1   ศึกษาความเสถียรของไบโอเซนเซอร์ 
 

 การทดลองนี้จะท าการทดสอบความเสถียรของแลคเคสไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นมาใน ระบบโฟลอิน
เจคชันอะนาลิซิสที่ตรวจวัดด้วยเทคนิคแอมเพอร์โรเมทรี   ท าการทดลองโดยฉีดสารละลายมาตรฐาน caffeic 
acid ความเข้มข้น 10 ppm (n = 20) ในระบบโฟลอินเจคชันอะนาลิซิส โดยตรวจวัดสารต้านอนุมูลอิสระด้วย
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เทคนิคแอมเพอร์โรเมทรี ท ที่ศักย์ไฟฟ้า -0.05  V  ใช้สารละลาย  0.1 M citrate buffer pH 5.5 เป็น
สารละลายตัวพา อัตราการไหล 1.5 mL/min  ผลการทดลองดังรูปที่ 4.13 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 4.13  FIA gram ของสารละลายมาตรฐาน caffeic acid ความเข้มข้น 10 ppm ที่ได้จากระบบ

โฟลอินเจคชันอะนาลิซิส ที่ตรวจวัดด้วยเทคนิคแอมเพอร์โรเมท รีที่ขั้วไบโอเซนเซอร์ ที่พัฒนาขึ้น (วัดค่ากระแสที่
ศักย์ไฟฟ้า -0.05 V, อัตราการไหล 1.5 mL/min) 

 
 จากผลการทดลองในรูปที่ 4.13 พบว่า เมื่อฉีดสารละลายมาตรฐาน caffeic acid ความเข้มข้น 10 
ppm ร ไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นสามารถตรวจวัดได้โดยให้ค่ากระแสที่มีความเที่ยง (precision) สูง เมื่อน าหา
ค่าพ้ืนที่ใต้กราฟท่ีได้จากการทดลองมาค านวณหาค่า RSD พบว่ามีค่าเท่ากับ 3.09% แสดงให้เห็นว่าระบบ
วิเคราะห์แบบอัตโนมัติในระบบที่มีการไหลที่ใช้การตรวจวัดแบบแอมเพอร์โรเมทรีที่ข้ัวไบโอเซนเซอร์ที่
พัฒนาขึ้น ให้สัญญาณการตรวจวัดที่มีความเสถียรและ การตอบสนองดี   การวิเคราะห์มีความรวดเร็ว (48  
ตัวอย่างต่อชั่วโมง) 
 
 

4.7.2  ศึกษาช่วงการตอบสนองแบบเป็นเส้นตรง (linearity range) 
 

 ในการทดลองหาช่วงการตอบสนองแบบเป็นเส้นตรงของระบบโฟลอินเจคชันอะนาลิซิส ที่ตรวจวัดด้วย
เทคนิคแอมเพอร์โรเมท รีที่ขั้ว ไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้น ได้ศึกษา ในสารละลายมาตรฐานทั้ง 4 ชนิด ได้แก่ 
caffeic acid, catechin, gallic acid และ chlorogenic acid ได้ผลการทดลองดังตารางที่ 4.1 
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ตารางท่ี 4.1 ความสามารถของไบโอเซนเซอร์ในการตรวจวัดสารต้านอนุมูลอิสระทั้ง 4 ชนิด 
 

Antioxidants Linearity range 
 (mg L-1) 

Linear equations r2 LODa  
(mg. L-1) 

%RSDb 

Caffeic acid      0.5 - 8 y = 0.7528x + 0.6320 0.997 0.07 2.40 
Catechin      0.5 - 100 y = 0.1420x + 1.0165 0.997 0.07 2.60 
Gallic acid      0.5 - 10 y = 0.1687x + 0.5825 0.999 0.05 1.70 
Chlorogenic acid      0.5 - 10 y = 0.2065x + 0.8069 0.995 0.07 2.20 
Trolox      0.5 - 8 y = 0.8793x + 1.1219 0.997 0.03 2.16 

 a 
ค านวณจากพื้นท่ีใต้พีคที่ได้จากการฉีดสารต้านอนุมูลอิสระปริมาตร 20 µL ความเข้มข้นต่ าที่สุดใน working  range ของ

สารแต่ละชนิด  (n=7) b
 ค านวณจาก 3 (n=7) ของสัญญาณสารต้านอนูลอิสระความเข้มข้นต่ าที่สุดใน working range ของสารแต่ละชนิด   

 

 ตัวอย่างของสัญญาณและกราฟมาตรฐานของสารต้านอนุมูลอิสระ chlorogenic acid แสดง ดังรูป
ที่ 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.13  ตัวอย่างของ FIA gram ของสารละลายมาตรฐาน chlorogenic acid ความเข้มข้น 0.5 
ถึง 10 ppm ที่ได้จากระบบโฟลอินเจคชันอะนาลิซิสที่ตรวจวัดด้วยเทคนิคแอมเพอร์โรเมทรีที่ขั้วไบโอเซนเซอร์
ที่พัฒนาขึ้น และกราฟมาตรฐาน 
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 4.7.3  การศึกษาผลของตัวรบกวน ( Interference study) 
 
 ในการศึกษาผลของตัวรบกวนที่มีต่อระบบโฟลอินเจคชันอะนาลิซิสที่ตรวจวัดด้วยเทคนิคแอมเพอร์
โรเมทรีที่ขั้วไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้น  ตัวรบกวนที่น ามาศึกษาได้แก่ fructose, sucrose และ ascorbic acid 
ท าการทดสอบโดยน าสัญญาณค่ากระแสของสารละลายมาตรฐาน chlorogenic acid ความเข้มข้น 10 ppm 
ที่มีตัวรบกวนความเข้มข้นต่าง ๆ มาเปรียบเทียบกับสารละลายมาตรฐาน chlorogenic acid ความเข้มข้น 10 
ppm ที่ไม่มีตัวรบกวน   ถ้าสัญญาณของค่ากระแสมีความแตกต่างกันเกิน ± 5% ถือว่ามีการรบกวนต่อการ
วิเคราะห์  ผลการทดสอบแสดงดังตารางที่ 4.2  
 
ตารางท่ี 4.2 ผลการศึกษาตัวรบกวน 
 

ตัวรบกวน ช่วงความเข้มข้นที่ศึกษา (ppm) Tolerance limita (ppm) 

Fructose  10-1,000 Does not interfere 
Sucrose 10-1,000 200 
Ascorbic acid 10-50 50 

a การเปลี่ยนแปลงสัญญาณเกิน ± 5% ถือว่ารบกวน 
  
 จากผลการทดลองในตารางที่ 4.2 พบว่า fructose ไม่รบกวนการวิเคราะห์ในช่วงที่ศึกษา (0-
1,000 ppm)  sucrose ให้สัญญาณรบกวนเมื่อมีความเข้มข้นประมาณ 200 ppm ขณะที่ ascorbic acid จะ
รบกวนระบบวิเคราะห์เมื่อมีความเข้มข้นเพียง 50 ppm  แต่เนื่องจากในตัวอย่างสารสกัดจากพืชสมุนไพรและ
ชามักพบปริมาณของ ascorbic acid หรือไวตามินซีในปริมาณต่ า [30]   ดังนั้นความจ าเพาะเจาะจงของการ
วิเคราะห์ต่อตัวอย่างท่ีจะน าไปประยุกต์ใช้จึงเป็นที่น่าพอใจ 
 
4.8 การประยุกต์ใช้ ระบบโฟลอินเจคชันอะนาลิซิส ที่พัฒนาขึ้นในการวัดปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระจาก

สารสกัดพืช-ผักพื้นบ้าน 
 

4.8.1 ประเมิน ประสิทธิภาพของระบบโฟลอินเจคชันอะนาลิซิสท่ีพัฒนาขึ้น 
 
 ประเมินประสิทธิภาพ ของระบบโฟลอินเจคชันอะนาลิซิสที่ตรวจวัดด้วยเทคนิคแอมเพอร์โรเมทรีที่
ขั้วแลคเคสไบโอเซนต์เซอร์ที่พัฒนาขึ้น ( FI-laccase biosensor) โดยการน าไปประยุกต์ใช้ในการวิเคราะห์
ปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระโดยรวม (TAC) ในตัวอย่างสารสกัดจากพืช-ผักพ้ืนบ้านจ านวน 7 ชนิด และชา
จ านวน 2 ชนิด ซ่ึงซ้ือจากร้านค้าของชมุชนในเขตจงัหวดัอุบลราชธานีในชว่งเดือนพฤษภาคม -มิถุนายน 2554 
ชื่อพืช-ผักพ้ืนบ้านและ ชาที่ใช้ในการทดลองแสดงดังตารางที่ 4.3  

น าผลลัพธ์วิเคราะห์ที่ได้ จากระบบโฟลอินเจคชันอะนาลิซิสที่ตรวจวัดด้วยเทคนิคแอมเพอร์โรเมทรีที่
ขั้วแลคเคสไบโอเซนต์เซอร์ที่พัฒนาขึ้น  มาเปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐานได้แก่ วิธีวัดโดยใช้  Folin-Ciocalteau 
reagent (FCR method) ซึ่งเป็นวิธีที่ใช้วัดปริมาณรวมของสารฟีโนลิกส์ที่เป็นที่ยอมรับในปัจจุบัน   พบว่าได้ผล
การทดลองดังรูปที่ 4.14 
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ตารางท่ี 4.4  ชื่อพืช-ผักพ้ืนบ้าน  และชาที่น ามา ประเมินประสิทธิภาพของ ระบบโฟลอินเจคชันอะนาลิซิสที่

พัฒนาขึ้น 
 

ชื่อสามัญ ชื่อภาษาอังกฤษ 
ขิง Ginger  
กะหล่ าม่วง Cabbage  
ผักพาย Limnocharis flava Buch.  
บอระเพ็ด Heart-leaved moonseed 
ชะพลู Wildbetal Leafbush  
ทองพันชั่ง White crane flower  
ใบบัวบก Asiatic pennywort  
ชามะลิ Jasmine tea  
ชาใบหม่อน Mulberry Tree tea  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.16  ค่าผลลัพธ์วิเคราะห์ของค่า TAC ที่วิเคราะห์ได้จากสารสกัดจากผักและพืชสมุนไพรทั้ง 8 
ชนิด (ตัวอย่างละ 3 replicate)  จากการวิเคราะห์ด้วย ระบบโฟลอินเจคชันอะนาลิซิสตรวจวัดที่ข้ัวไฟฟ้า  
laccase biosensor ที่พัฒนาขึ้น  (FI-laccase biosensor) และวิธีวิธีมาตรฐานแบบ  Folin-Ciocalteau ที่มี
การตรวจวัดด้วยเทคนิคสเปคโทรโฟโตเมทรี 

 
รูปที่ 4.16 แสดงผลลัพธ์วิเคราะห์ของค่า TAC จากการวิเคราะห์ด้วย ระบบระบบโฟลอินเจคชันอะนา

ลิซิสที่ตรวจวัดด้วยเทคนิคแอมเพอร์โรเมทรีที่ข้ัวแลคเคสไบโอเซนต์เซอร์ที่พัฒนาขึ้น ( FI-laccase biosensor)
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และวิธีวิธีมาตรฐานแบบ  Folin-Ciocalteau (Folin-Ciocalteau method)  ที่วิเคราะห์ได้จากตัวอย่างสาร
สกัดจากผักและพืชสมุนไพรพ้ืนบ้านจ านวน 7 ชนิด และชา จ านวน 2 ชนิด จากการทดลองพบว่าปริมาณ TAC 
ที่พบในสารสกัด จากพืช-ผักพ้ืนบ้าน เรียงล าดับจากมากไปหาน้อยได้ดังนี้  ทองพันชั่ง  > ชะพลู ใบบัวบก > 
กะหล่ าปลีม่วง > ผักพาย  > ชะพลู > ขิง ตามล าดับ  และปริมาณ TAC ที่พบในในชามะลิ > ชาใบหม่อน  ผล
จากการทดสอบด้วยสถิติ t-test พบว่า ผลลัพธ์วิเคราะห์ที่ได้จากเทคนิค ที่พัฒนาขึ้น (FI-laccase biosensor) 
ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญกับผลลัพธ์วิเคราะห์ที่ได้จากเทคนิคมาตรฐาน ( Folin-Ciocalteau method) ที่
ระดับความเชื่อม่ัน 95% ( tobserved = 1.8061, เมื่อ tcritical = 2.3060) 
 

4.8.2 ปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระโดยรวมในตัวอย่างสารสกัดจากพืชผักพ้ืนบ้านและชา  
 
 น าระบบ โฟลอินเจคชันอะนาลิซิส ที่ตรวจวัด ด้วยเทคนิค แอมเพอร์โรเมท รีที่ขั้วแลคเคส

ไบโอเซนต์เซอร์ที่พัฒนาขึ้น (FI-laccase biosensor) น าไปใช้ในการศึกษาปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระโดยรวม 
(TAC) ในตัวอย่างสารสกัดจากผักและพืชสมุนไพรไทย 13 ชนิด (กระเพรา , ฟ้าทะลายโจร , ขิง, ชะพลู ,
ทองพันชั่ง, ผักพาย, ขม้ิน, บอระเพ็ด, ผักกาดฮีน, ใบมะตูม, กะหล่ าม่วง, ใบบัวบก และ มะเม่า) และชาจ านวน 
3 ชนิด (ชามะลิ, ชาใบหม่อน และ ชาเขียว)  ผลการทดลองแสดงดังตารางที่ 4.3 

 
ตารางท่ี 4.4  ความสามารถต้านอนุมูลอิสระโดยรวม (Total antioxidant capacity; TAC) ตรวจวัดด้วยเทคนิค

ที่พัฒนาขึ้น (FI-laccase biosensor) ในตัวอย่างสารสกัดพืชพ้ืนบ้าน และ ชาที่ (ค่าท่ีแสดงแต่ละ
ตัวอย่างเป็นค่าเฉลี่ยจากการวัด 3 ซ้ า) 

 

ชื่อสามัญ ชื่อภาษาอังกฤษ TAC* (mg/g) 
กระเพรา Basil  114.62 ± 1.86 
ฟ้าทะลายโจร Kirayat  102.58 ± 0.91 
ทองพันชั่ง White crane flower  50.95 ± 1.79 
ชะพลู Wildbetal Leafbush  39.58 ± 0.71 
ใบบัวบก Asiatic pennywort  39.08 ± 1.79 
กะหล่ าม่วง Cabbage  37.78 ± 2.12 
ผักพาย Limnocharis flava Buch.  27.55 ± 0.21 
ขม้ิน Turmeric  22.16 ± 1.42 
บอระเพ็ด Heart-leaved moonseed 15.13 ± 0.62 
ผักกาดฮีน Cruciferae  7.61 ± 0.49 
ขิง Ginger  7.12 ± 0.38 
มะเม่า Antidesma ghaesembilla Gaertn  6.11 ± 0.51 
ใบมะตูม Bael leaves  4.39 ± 0.06 
ชามะลิ Jasmine tea  51.53 ± 1.18 
ชาใบหม่อน Mulberry Tree tea  20.39 ± 0.56 
ชาเขียว Green tea  24.63  ± 1.44 

              *  X ± S.D. (n= 3) 
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 จากผลการทดลอง เพ่ือประเมินหาปริมาณรวมของสารต้านอนุมูลอิสระโดย ระบบโฟลอินเจค
ชันอะนาลิซิส ที่พัฒนาขึ้นในการวัดปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระจากสารสกัดพืชสมุนไพร ในผัก -พืชพ้ืนบ้าน
จ านวน 13  ชนิดที่นิยมบริโภคในจังหวัดอุบลราชธานี และ ชาที่วางจ าหน่าย จ านวน 3 ตัวอย่าง พบว่าจาก
ปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระที่พบในผักและพืชสมุนไพรที่น ามาศึกษา  สามารถแบ่งผักและพืชสมุนไพรออกตาม
ปริมาณรวมของสารต้านอนุมูลอิสระ (TAC, mg/g) ที่พบเป็น 3 ประเภทดังนี้  

 1) ปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระสูง ได้แก่ กระเพรา (114.62) และ ฟ้าทะลายโจร (102.58)  
 2) ปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระปานกลางได้แก่ ทองพันชั่ง (50.95), ชะพลู (39.58) , ใบบัวบก 

(39.08), กะหล่ าม่วง (37.78) และ ผักพาย (27.55) 
 3) ปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระต่ า ได้แก่  ขม้ิน (22.16) , บอระเพ็ด (15.13) , ผักกาดฮีด 

(7.61), ขิง (7.12), มะเม่า (6.11), และใบมะตูม (4.39) 
 ปริมาณรวมของสารต้านอนุมูลอิสระที่พบในผักและสมุนไพรทั้ง 13 ชนิดมีค่าท่ีแตกต่างกัน
ตั้งแต่เพียงเล็กน้อยจนถึงประมาณเกือบ 20 เท่าข้ึนอยู่กับชนิดของพืช  ผลลัพธ์วิเคราะห์จากการทดลองในผัก
และพืชสมุนไพรทั้ง 13 ชนิดสามารถใช้เป็นข้อมูลพื้นฐานเพื่อใช้ในการเลือกรับประทานผักและสมุนไพรเ หล่านี้
ให้เหมาะสมกับความต้องการ 
 ส่วนประมาณ รวมของสารต้านอนุมูลอิสระ ในชา 3 ตัวอย่าง  พบว่าชามะลิมีปริมาณรวมของ
สารต้านอนุมูลอิสระสูงที่สุด (51.53) รองลงมาคือ ชาเขียว (24.63) และชาใบหม่อน (20.39)  ตามล าดับ 
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บทท่ี 5 
สรุปผลการทดลอง 

 
 

งานวิจัยนี้จะพัฒนา ระบบวิเคราะห์ที่รู้ผลเร็วส าหรับหาปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระด้วย ระบบโฟลอินเจค
ชันอะนาลิซิส ที่ตรวจวัด ด้วยเทคนิค แอมเพอร์โรเมท รีที่ขั้วไฟฟ้า ไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้น   ในการพัฒนา
ไบโอเซนเซอร์ที่มีสภาพไวและมีความจ าเพาะเจาะจงส าหรับการตรวจวัดสารต้านอนุมูลอิสระ  โดยในการศึกษาถึง
องค์ประกอบที่เหมาะสมในไบโอเซนเซอร์จะใช้เทคนิคไซคลิกโวลแทมเมทรีในการศึกษาปฏิกิริยารีดักชันของ  
caffeic acid  ผลการทดลองพบว่า ขั้วไฟฟ้ากลาสซีคาร์บอนที่ดัดแปรด้วยวัสดุเชิงประกอบคาร์บอนนาโนทิวบ์ที่มี
หมู่อะมิโน (CNT-NH2) โกล์ดนาโนพาทิเคิล (AuNPs) เอนไซม์แลคเคส (Lac) กับสารละลายโบวีนซีรัมอัลบูมิน 
(BSA) และสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ (Glu) (GC/CNT-NH2/AuNPs/Lac+BSA/Glu) เป็นขั้วไฟฟ้าที่เหมาะสม ผล
การทดลองจากไซคลิกโวลแทมโมแกรม แสดงให้เห็นว่าสามารถวัดรีดักชันของสารต้านอนุมูลอิสระ ที่สนใจทั้ง 4 
ชนิด (caffeic acid, catechin, gallic acid และ chlorogenic acid) ได้ที่ศักย์ไฟฟ้าต่ า ๆในช่วง  0.05 ถึง -0.05 
V การวัดค่ากระแสในช่วงศักย์ต่ า ๆ นี้จะมีข้อดีของการวัดคือ มีสภาพไวสูง เนื่องจากสัญญาณของกระแสพื้นมีค่า
ต่ า และมีความจ าเพาะเจาะจงสูง เนื่องจากสารรบกวนต่างชนิดต่าง ๆ ไม่ให้สัญญาณที่ช่วงศักย์นี้ 
 ผลการทดลองพบว่าสภาวะที่เหมาะสมในการดัดแปรขั้วไฟฟ้า คือสารละลาย CNT-NH2 ความเข้มข้น 
3 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร AuNPs ปริมาตร 10 ไมโครลิตร สารละลายผสมระหว่าง Lac ความเข้มข้น  5 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิตร และสารละลาย BSA ความเข้มข้น 1 % อัตราส่วน 20:1 (ปริมาตรต่อปริมาตร) และสารละลาย Glu ความ
เข้มข้น 1 % ค่า pH ของสารละลาย citrate buffer ความเข้มข้น 0.1 M ที่เหมาะสมในการวัดคือ พีเอช 5.5 
 ได้พัฒนาระบบวิเคราะห์โดยน าการตรวจวัดแบบแอมเพอร์โรเมทรีที่ข้ัวไบโอเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นมาใช้
ในระบบวิเคราะห์ โฟลอินเจคชันอะนาลิซิส  เพ่ือใช้ในการวิเคราะห์ปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระ ระบบวิเคราะห์ที่
พัฒนาขึ้นมีความเสถียรดี โดยสัญญาณท่ีได้จากการฉีด  caffeic acid ความเข้มข้น 10 ppm ปริมาตร 20 µL 
(จ านวน 20 ซ้ า) ให้ค่า % R.S.D. เท่ากับ 3.09 สารต้านอนุมูลอิสระทุกชนิด (caffeic acid, catechin, gallic 
acid และ chlorogenic acid) ที่น ามาทดสอบให้กราฟมาตรฐานแบบเป็นเส้นตรง   ขีดก าจัดในการตรวจวัดอยู่
ระดับต่ าถึงพีพีเอ็ม  สามารถวิเคราะห์ตัวอย่างได้ รวดเร็วถึง 29 ตัวอย่างต่อชั่วโมง  เมื่อน าเทคนิคที่ได้พัฒนาขึ้น  
(FI-laccase biosensor) มาทดสอบกับตัวอย่างสารสกัดจากพืช-ผักพ้ืนบ้านจ านวน 7 ชนิด และชาจ านวน 2 ชนิด   
พบว่าผลลัพธ์วิเคราะห์ของค่า TAC จากเทคนิคที่พัฒนาขึ้นให้ผลลัพธ์ที่สอดคล้องกับ วิธีวิธีมาตรฐานแบบ  Folin-
Ciocalteau  ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% ( tobserved = 1.8061, เมื่อ tcritical = 2.3060) เมื่อทดสอบด้วยสถิติ t-test  
วิธีที่พัฒนาขึ้นมีคุณลักษณะที่ดีและสามารถน าไปประยุกต์ใช้ในการตรวจวัดปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระในตัวอย่าง
พืช-ผักพ้ืนบ้านไทยได้   
 จากผลการทดลองเพ่ือประเมินหาปริมาณรวมของสารต้านอนุมูลอิสระโดยระบบโฟลอินเจคชันอะนาลิ
ซิสที่พัฒนาขึ้นในการวัดปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระจากสารสกัดพืชสมุนไพร ในผัก-พืชพ้ืนบ้านจ านวน 13  ชนิดที่
นิยมบริโภคในจังหวัดอุบลราชธานี และ ชาที่วางจ าหน่าย จ านวน 3 ตัวอย่าง พบว่าจากปริมาณ สารต้านอนุมูล
อิสระที่พบในผักและพืชสมุนไพรที่น ามาศึกษา   สามารถแบ่งผักและพืชสมุนไพรออกตามปริมาณรวมของสารต้าน
อนุมูลอิสระ (TAC, mg/g) ที่พบเป็น 3 ประเภทดังนี้  

1) ปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระสูง ได้แก่ กระเพรา (114.62) และ ฟ้าทะลายโจร (102.58)  
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2) ปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระปานกลางได้แก่ ทองพันชั่ง (50.95), ชะพลู (39.58), ใบบัวบก (39.08) , 
กะหล่ าม่วง (37.78) และ ผักพาย (27.55) 

3) ปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระต่ า ได้แก่  ขม้ิน (22.16) , บอระเพ็ด (15.13) , ผักกาดฮีด (7.61) , ขิง 
(7.12), มะเม่า (6.11), และใบมะตูม (4.39) 
 ปริมาณรวมของสารต้านอนุมูลอิสระที่พบในผักและสมุนไพรทั้ง 13 ชนิดมีค่าท่ีแตกต่างกันตั้งแต่เพียง
เล็กน้อยจนถึงประมาณเกือบ 20 เท่าข้ึนอยู่กับชนิดของพืช   ผลลัพธ์วิเคราะห์จากการทดลองในผักและพืช
สมุนไพรทั้ง 1 3 ชนิดสามารถใช้เป็นข้อมูลพื้นฐานเพื่อใช้ในการเลือกรับประทานผักและสมุนไพรเ หล่านี้ให้
เหมาะสมกับความต้องการ    ส่วนประมาณรวมของสารต้านอนุมูลอิสระ ในชา 3 ตัวอย่าง  พบว่าชามะลิมีปริมาณ
รวมของสารต้านอนุมูลอิสระสูงที่สุด (51.53) รองลงมาคือ ชาเขียว (24.63) และชาใบหม่อน (20.39)  ตามล าดับ 
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รายงานสรุปการเงิน 
โครงการ: ระบบวิเคราะห์ในการประเมินความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระอย่างรวดเร็วด้วยไบโอเซนเซอร์

ชนิดใหม่  
ชื่อหัวหน้าโครงการวิจัยผู้รับทุน นางสาว มะลิวรรณ  อมตธงไชย 
รายงานในช่วงตั้งแต่วันที่  1  ต.ค.  2553 ถึงวันที่    30  ก.ย.  2554 

รายการ งบปี 2554 รายจ่าย คงเหลือ 
1.  งบด าเนินการ 
   1.1  ค่าตอบแทน ใช้สอยและวัสดุ 
       1.1.1   ค่าตอบแทน  (ค่าท าการนอกเวลาราชการ) 
       1.1.2   ค่าใช้สอย   
          -ค่าจ้างเหมาผู้ช่วยวิจัย (12 เดือน x 8,000 บาท) 
          -ค่าจ้างอ่ืน ๆ เช่น เหมาพิมพ์/จัดท ารูปเล่มรายงาน ,
วิเคราะห์ผลทางห้องปฏิบัติการ  

          -ค่าใช้สอยในการติดต่อสื่อสารเช่น ส่งพัสดุ , Fax, 
โทรศัพท์ 

112,000 
 

5,000 
 

96,000 
5,000 

 
6,000 

 
 

5,000 
 

96,000 
3,050 

 
6,559 

 

 
 

0 
 

0 
1,950 

 
-599 

 
2.  ค่าวัสดุและสารเคมี 

   -สารเคมีและเครื่องแก้ว 
   -อุปกรณ์และวัสดุวิทยาศาสตร์ 

        -วัสดุหนังสือ วารสารและต ารา 
        -วัสดุสิ้นเปลืองในห้องปฏิบัติการ/ส านักงาน 

115,000 
30,000 
70,000 
5,000 

10,000 

 
         66,360.75 

31,582.55 
315 

18,612.50 
 

 
-36,360.75 
38,417.45 

4,685 
-8,612.50 

 
    2.2 ค่าสาธารณูปโภค 
     -ค่าสาธารณูปโภค (คณะ 5% ,มหาวิทยาลัย 5%) 

 
22,700 

 
22,700 

 
0 

                        รวมงบประมาณทั้งสิ้น 249,700 250,219.80 -519.80 
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ผลผลิต (Output)ของโครงการ 
 

1.  ผลผลิตของโครงการในเรื่องของงานตีพิมพ์สรุปได้ดังนี้ 
 
1.1 ผลงานวิจัยท่ีอยู่ในระหว่างการส่งผลงานตีพิมพ์ 
- M. Amatatongchai, Y.  Sensri, S. Laosing, R. Tiwapol, D. Nacapricha “Rapid screening 

method for assessing total phonolic content using simple flow injection system with laccase 
based-biosensor” ก าลังเตรียม manuscript 

 
1.2 ผลงานที่ตีพิมพ์แล้ว  

1.2.1 วารสารรระดับชาติ  1  เรื่อง 
-เสาวนีย์  เหล่าสิงห์ , ศิริธร  อ่างแก้ว และ มะลิวรรณ อมตธงไชย  “เทคนิคตรวจวัด

ความสามารถต้านอนุมูลอิสระโดยรวมแบบใหม่ด้วยเทคนิคแอมเพอร์โรเมทรีในระบบท่ีมีการไหลที่ขั้วไฟฟ้ากลาส
ซีคาร์บอนที่ดัดแปรด้วยคาร์บอนนาโนทิวบ์ ” วารสารวิทยาศาสตร์  ม.อุบลฯ ฉบับพิเศษ ปีที่ 1  (มกราคม-
ธันวาคม 2554)  10-20.   (ผลงานวิจัยต่อยอดจาก  ทุนวิจัยปีงบประมาณ 2552) 

 1.2.2 วารสารนานาชาติ  1  เรื่อง 
-M. Amatatongchai, S. Laosing, O. Chailapakul and D. Nacapricha “Simple Flow 

Injection for Screening of Total Antioxidant Capacity by Amperometric Detection of DPPH 
Radical on Carbon Nanotube Modified-Glassy Carbon Electrode”, Talanta 2012, 97, 267-272.  

 
1.3 น าเสนอในงานประชุม 

1.3.1 ระดับชาติ  
-S. Laosing, R. Tiwapol, Y. Sensri, D. Nacapricha and M. Amatatongchai,  “Simple 

Flow Injection for Screening of Total Antioxidant Capacity by Amperometric Detection on 
Laccase Based-Biosensor” 38th Congress on Science and Technology of Thailand (STT38) 17 - 
19 October 2012 (Chiang Mai, Thailand).  

1.3.2 ระดับนานาชาติ   
-M. Amatatongchai, Y. Sensri and D.  Nacapricha “Development of Flow 

Injection System with Amperometric Detection on Laccase-Based Biosensor for Antioxidant 
Assay” The 6th Pure and Applied Chemistry International Conference (PACCON 2012) 11-13 
January 2012 (Chiang Mai,  Thailand). 

 
2  ผลผลิตของโครงการในเรื่องของผลการวิจัยสรุปได้ดังต่อไปนี้ 
 

1.  ได้ไบโอเซนเซอร์ชนิดใหม่ที่มีสภาพไว และความจ าเพาะเจาะจงสูง  ที่สามารถน าไปใช้ในการวิเคราะห์
หาปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระได้อย่างรวดเร็วและมีประสิทธิภาพ   
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2.  ได้ระบบวิเคราะห์แบบใหม่ท่ีเป็นเทคนิคอัตโนมัติที่รวดเร็ว ( high throughput) สามารถน าไปใช้ใน
การสกรีนนิ่ง   วิเคราะห์และประเมินหาปริมาณสารสารต้านอนุมูลอิสระ ในตัวอย่างพืช-ผักพ้ืนบ้านอย่างรวดเร็ว 

3.  ได้องค์ความรู้ที่สามารถน าไปใช้ในการพัฒนาศักยภาพไบโอเซนเซอร์ เพ่ือน ามาใช้ เป็นเครื่องมือในการ
สกรีนนิ่งหาพืช ผักสมุนไพรที่มีปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระสูง เพื่อเพ่ิมมูลค่าทางเศรษฐกิจของพืชผักสมุนไพร
ของไทย เช่น กระเพรา  ฟ้าทะลายโจร ทองพันชั่ง  ฯลฯ รวมทั้งเป็นข้อมูลเบื้องต้นให้กับผู้สนใจที่ต้องการน า
เทคนิคที่ได้พัฒนาขึ้นไปพัฒนาไบโอเซนเซอร์ให้มีประสิทธิภาพ และ /หรือสามารถน าไปประยุกต์ใช้ในการย่อ
ขนาดให้ระบบวิเคราะห์มีขนาดเล็กลงได้ (miniaturize) 

4. เป็นส่วนหนึ่งในการส่งเสริมการเรียนการสอนและวิจัยในระดับปริญญาโท-เอก  ในระดับภูมิภาค   
โดยเฉพาะในมหาวิทยาลัยอุบลราชธานี 

5.  ได้ข้อมูล ความรู้ และความเข้าใจเกี่ยวกับประเภทและปริมาณของสารต้านอนุมูลอิสระที่มีในพืช -ผัก
พ้ืนบ้านของ ไทย  หน่วยงานที่ สามารถน าผลการวิจัยไปใช้ประโยชน์ ได้แก่ คณะวิทยาศาสตร์ และคณะเภสัช
ศาสตร์   มหาวิทยาลัยอุบลราชธานี    อุตสาหกรรมที่เก่ียวข้องกับผลิตภัณฑ์หนึ่งต าบลหนึ่งผลิตภัณฑ์ ( OTOP) 
หรือผลิตภัณฑ์สารต้านอนุมูลอิสระที่ท ามาจากพืชสมุนไพรไทย 

5. ผลงานวิจัยที่ได้พัฒนาขึ้น ได้ถูกถ่ายทอดสู่กลุ่มเป้าหมาย  โดยการน าผลการทดลองที่ได้ไปแสดงหรือ
บรรยายในที่ประชุมวิชาการท่ีเกี่ยวข้องทั้งในและต่างประเทศ และน าไปตีพิมพ์เผยแพร่ในวารสารวิชาการ 
 6.  โครงการวิจัยนี้ สามารถ เอ้ือให้มีการผลิตมหาบัณฑิต ทางด้าน เคมี จ านวน 1 คน  องค์ความรู้จาก
งานวิจัย สามารถน าไปใช้ในการ วิจัยต่อยอดเป็นสารนิพนธ์ส าหรับนักศึกษาหลักสูตรวิทยาศาสตร์มหาบัณฑิต 
สาขาเคมี  จ านวน 1 เรื่อง   
 7. โครงการวิจัยนี้ เอ้ือให้มีการสร้างเครือข่ายการวิจัยร่วมกับมหาวิทยาลัยอื่น ๆ ซึ่งเป็นผลจากการน า
งานวิจัยไปเสนอในงานประชุมวิชาการ 
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