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บทคัดย่อ 
งานวิจัยนีเ้ป็นครัง้แรกที่ได้พัฒนาอนุภาคนาโนเหล็กออกไซด์ในการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ  หลกัการการ

วิเคราะห์อาศยัความสามารถในการดกัจบัอนมุลูอิสระที่เกิดจากปฏิกิริยาของอนภุาคนาโนเหล็กออกไซด์และไฮโดรเจนเปอร์
ออกไซด์ ซึ่งโดยปกติแล้วท าปฏิกิริยากับเตตระเมทิลเบนซิดีนท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงสี ในสภาวะที่มีสารต้านอนมุลูอิสระ 
อนุมูลอิสระจะถูกดกัจับจึงท าให้สีของเตตระเมทิลเบนซิดีนลดลงซึ่งจะแปรผนัตรงกับปริมาณฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ เร่ิมต้น
ศกึษาสภาวะที่เหมาะสม ได้แก่ ความเข้มข้นของอนภุาคนาโนเหลก็ออกไซด์  และเวลาในการเกิดปฏิกิริยา จากนัน้น าสภาวะที่
เหมาะสมมาวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของสารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐานแกลลิกเพื่อศึกษาค่าทางการวิเคราะห์และ
ปฏิกิริยาของวิธีวิเคราะห์ที่พฒันาขึน้ พบว่าให้กราฟมาตรฐานเป็นเส้นตรงในช่วงความเข้มข้น 0.2 – 0.8 mM ขีดจ ากัดการ
ตรวจวดั 0.2 mM  และมีความสามารถการท าซ า้ที่ความเข้มข้น 0.2, 0.5 and 0.6 mM  ที่มีร้อยละส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน
สมัพนัธ์อยูใ่นช่วง 6.6 - 16.1 % (n = 5) หลงัจากนัน้ท าการเปรียบเทียบวิธีท่ีพฒันาขึน้กบัวิธีดีพีพีเอชดัง้เดิม โดยวิเคราะห์ฤทธ์ิ
ต้านอนมุูลอิสระในตวัอย่างน า้ผลไม้ทัง้หมด 7 ชนิด พบว่าให้ค่าสอดคล้องกันแสดงให้เห็นว่าวิธีที่พฒันาขึน้มีแนวโน้มใช้เป็น
ทางเลอืกในการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระในตวัอยา่งจริงได้  
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Abstract 
 This work presents an iron oxide nanoparticles (Fe3O4 NPs) for antioxidant activity analysis for the first 

time. The analysis of antioxidant activity is based on quenching ability of the antioxidant to the reactive oxygen 
species produced from the reaction of Fe3O4 NPs and H2O2 which are normally react with 
3,3’,5,5’tetramethylbenzidine (TMB) resulting in color change. In the presence of antioxidant, the reactive oxygen 
species are captured resulting in lower degree of color intensity of TMB which is proportional to the antioxidant 
activity. Firstly, Fe3O4 NPs concentration and reaction time were optimized. Using optimal condition, gallic acid, 
used as an antioxidant standard, was analyzed using the developed method to study the analytical performance 
and antioxidant behavior. The linearity was in the concentration range of 0.2-0.8 mM with a limit of detection of 0.2 
mM. The reproducibility from the analysis of GA at concentrations of 0.2, 0.5 and 0.6 mM was observed with the 
relative standard deviation (% RSD) in the range of 6.6 - 16.1 % (n = 5). Finally, the developed method was 
validated against the traditional DPPH assay from antioxidant activity analysis of 7 fruit samples.  The results 
showed that the antioxidant activity obtained from the two methods were well correlated indicating that the 
developed method is promising to be an alternative method for antioxidant activity analysis in real samples. 
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บทน า 

อนมุลูอิสระ (free radicals) หมายถึง สารท่ีมีอิเลก็ตรอนโดดเดี่ยว (unpaired electron) ในอะตอมหรือโมเลกลุ โดย
ส่วนมากจะพบได้ในกระบวนการเผาผลาญอาหาร หรือจากกระบวนการเมแทบอลิซึม (metabolism) ต่างๆ ของเซลล์ 
(Karolina et al., 2016) นอกจากนีปั้จจยัจากสิง่แวดล้อมภายนอก ได้แก่ โอโซน (ozone) รังสยีวูี (UV- ray) ควนับหุร่ี และควนั
จากทอ่ไอเสยีรถยนต์ เป็นต้น (Scott et al., 2004) มกัเกิดโปร-ออกซิแดนต์ (pro-oxidant) ขึน้ได้ตลอดเวลา ซึง่โปรออกซิแดนต์
ที่ส าคัญคือ สารประกอบออกซิเจนว่องไวสูง (reactive oxygen species, ROS) โดยมีการเคลื่อนย้ายอิเล็กตรอนออกจาก
โมเลกุลของออกซิเจน ท าให้อิเล็กตรอนในโมเลกุลออกซิเจนไม่สมดุลกลายเป็นอนุมูลอิสระ  มีความว่องไวในการเข้าท า
ปฏิกิริยามาก และสามารถดึงอิเล็กตรอนจากโมเลกุลอื่นมาแทนที่อิเล็กตรอนที่ขาดหายไปเพื่อให้ตวัเองเกิดความสมดุลหรือ
เสถียร (Halliwell, 1999) นอกจากนีอ้นมุูลอิสระสามารถท าลายสารชีวโมเลกุลทกุประเภท ทัง้ในเซลล์และสว่นประกอบของ
เซลล์สิ่งมีชีวิต ท าให้เกิดความเสียหายแก่โมเลกุลที่ได้รับผลกระทบ ก่อให้เกิดเป็นสารพิษที่ท าลายเนือ้เยื่อ หรือเกิดการกลาย
พนัธุ์ของดีเอนเอในเซลล์ จึงท าให้เกิดโรคต่างๆ ได้แก่ โรคหัวใจวาย โรคมะเร็ง โรคผิวหนัง และโรคหลอดเลือดแข็ง เป็นต้น 
(Halliwell, 1999) ซึ่งอนมุลูอิสระเหลา่นีส้ามารถถกูก าจดัด้วยสารท่ีเรียกว่า สารต้านอนมุลูอิสระ (antioxidants) (Pham-Huy, 
He, &  Pham-Huy, 2008) 

สารต้านอนมุลูอิสระ (antioxidants) เป็นสารท่ีสามารถป้องกนัหรือชะลอการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนัของอนมุลูอิสระ
ได้ โดยให้อิเลก็ตรอนแก่อนมุลูอิสระกลายเป็นสารท่ีมีความเสถียร (Mahantesh et al., 2012) ซึ่งสารต้านอนมุลูอิสระเหลา่นีม้ี
กลไกการท างานต้านอนมุลูอิสระหลายแบบ ได้แก่   การดกัจบัอนมุลูอิสระ (radical scavenging) การจบักบัโลหะที่สามารถ
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เร่งปฏิกิริยาออกซิเดชนั (metal chelation) การยบัยัง้การท างานของออกซิเจนที่ขาดอิเลก็ตรอน (singlet oxygen quenching) 
การหยุดปฏิกิริยาการสร้างอนุมลูอิสระ (chain-breaking) การเสริมฤทธ์ิ (synergism) และการยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ 
(enzyme inhibition) ที่ เร่งปฏิกิริยาอนุมูลอิสระ เป็นต้น (Sies, 1992) สารต้านอนุมูลอิสระส่วนใหญ่สามารถพบได้ใน               
ผกัผลไม้ (Hamid, Aiyelaagbe, Usman, Ameen, & Lawal, 2010)    

ตวัอย่างวิธีดัง้เดิมในการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระเชิงปริมาณ ได้แก่ การวิเคราะห์ความสามารถในการรีดิวซ์
เฟอร์ริกของสารต้านอนุมูลอิสระ (ferric ion reducing antioxidant power (FRAP) assay) (Babu, Gurumurthy, Borra, & 
Cherian, 2013)  การวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุูลอิสระด้วยวิธีดีพีพีเอช (diphenylpicryhydrazyl (DPPH) radical scavenging 
assay) (Que et al., 2006) และวิ ธีการฟอกสีอนุมู ลอิ ส ระ เอบี ที เอส   (ABTS radical cation decolorization assay) 
(Thaipong, Boonprakob, Crosby, Cisneros-Zevallos, & Byrne, 2006)   แม้ว่าวิธีเหล่านีม้ีการใช้วดัฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ
อยา่งแพร่หลาย อยา่งไรก็ตามยงัมีข้อด้อยอยูบ้่าง เช่น วิธี DPPH และ ABTS เป็นการวดัฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระผา่นกลไกการดกั
จับอนุมูลอิสระสังเคราะห์  ได้แก่ DPPH และ ABTS+ ซึ่งอนุมูลอิสระดังกล่าว  ไม่สามารถพบได้ทั่วไปในธรรมชาติ 
จึงไม่สามารถสื่อความสามารถในการต้านอนมุลูอิสระอย่างแท้จริงของตวัอย่างในการดกัจบัอนมุลูอิสระที่พบได้ในธรรมชาติ 
เช่น HO หรือ  O

2   เป็นต้น 
งานวิจัยนี ไ้ด้พัฒนาวิธีใหม่ในการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระโดยใช้อนุภาคนาโนเหล็กออกไซด์ (Fe3O4 

Nanoparticles, NPs)  เพื่อเป็นอีกหนึง่ทางเลอืกในการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระผา่นกลไกการดกัจบัอนมุลูอิสระท่ีเกิดขึน้
ในธรรมชาติได้แก่ HO หรือ O

2   โดย Fe3O4 NPs เป็นอนภุาคนาโนแม่เหล็กที่มีขนาดอยู่ในช่วง 1-100 นาโนเมตร (Burda, 
Chen,  Narayanan, & El-Sayed, 2005) ในปัจจุบันได้รับความสนใจในการน ามาประยุกต์ใช้ในงานด้านต่าง ๆ เช่น ด้าน
การแพทย์ ด้านเทคโนโลยีชีวภาพ และไบโอเซนเซอร์ (Mauter, & Elimelech, 2008) เนื่องจากมีสมบตัิแมเ่หลก็ และเมื่อไมน่าน
มานีอ้นภุาคดงักลา่วยงัถกูค้นพบวา่มีสมบตัิเสมอืนเอนไซม์เปอร์ออกซเิดส (peroxidase-like activity) คือ สามารถเร่งปฏิกิริยา
ระหว่างไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (Hydrogen peroxide, H2O2 ) กบัซบัสเตรตได้ (Gao et al.,  2007) ซึง่ซบัสเตรตที่ใช้กนัทัว่ไป 
ได้แก่  2,2 -azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt (ABTS) o-phenylenediamine (OPD) 
3,3',5,5'-tetramethylbenzidine (TMB) และ diazo-aminobenzene (DAB) เป็นต้น โดยกลไกการเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชนัของ 
H2O2 ด้วย Fe3O4 NPs ได้มีการเสนอไว้ดงัแสดงในภาพท่ี 1 กลา่วคือในอนภุาคนาโนเหลก็ออกไซด์จะประกอบไปด้วยมีเฟอร์รัส
ไอออน (ferrous ion, Fe2+) และเฟอร์ริกไอออน (ferric ion, Fe3+) ซึ่งไอออนทัง้สองนีท้ าปฏิกิริยากับ H2O2 ได้ผลิตภณัฑ์เป็น
อนุมูลอิสระ (free radicals) ได้แก่ hydroxyl radical (OH•) (Chen et al., 2012; Wang et al., 2010 ) ซึ่งอนุมูลเหล่านีจ้ะไป
ท าปฏิกิริยากับซบัสเตรต ท าให้ซับสเตรตเกิดการเปลี่ยนแปลงสีได้ เมื่ออนุมูลอิสระมีจ านวนมาก จะท าให้ความเข้มสีของ             
ซบัสเตรตเพิ่มขึน้ ในงานวิจยันีอ้าศยักลไกดงักลา่วในการตรวจวดัฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระในการดกัจบัอนมุลูอิสระ โดยในภาวะ           
ที่มีสารต้านอนุมูลอิสระ hydroxyl radical (OH•)จะถูกดักจับด้วยสารต้านอนุมูลอิสระ ท าให้มีปริมาณอนุมูลอิสระที่จะไป       
ออกซิไดซ์ซบัสเตรตลดลง และความเข้มสีของซบัสเตรตจึงลดลงด้วยซึ่งสามารถตรวจวดัได้ด้วยเคร่ืองวดัค่าการดดูกลืนแสง 
จะเห็นวา่วิธีท่ีพฒันาขึน้สามารถตรวจวดัฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระผา่นกลไกการดกัจบัอนมุลูอิสระท่ีมีอยูใ่นธรรมชาติด้วยเคร่ืองมือ
ที่มีอยูโ่ดยทัว่ไปในห้องปฏิบตัิการได้ 
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ภาพที่ 1  ขัน้ตอนการเกิดปฏิกิริยาส าหรับการวเิคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระโดยใช้ Fe3O4 NPs 
 

วิธีด าเนินการวิจัย 
สารเคมีและอุปกรณ์ 
สา ร เค มี ที่ ใ ช้ ใน งาน วิ จั ย นี ้ไ ด้ แ ก่   2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)  Gallic acid (GA) 3, 3, 5, 5 – 

Tetramethylbenzidine (TMB) จาก Sigma Aldrich, USA Hydrogen peroxide 30% w/v (H2O2) จาก Merck, Germany 
สารละลายอนภุาคนาโนเหล็กออกไซด์ (iron oxide nanopowder water dispersion 15-20 nm, 20% w/v in water) จาก US 
Research Nanomaterials, INC, USA ซึ่งน ามาเจือจางให้ได้สารละลายเข้มข้น 5% w/v ด้วยน า้ปราศจากไอออน เคร่ืองมือ      
สเปกโทรโฟโตมิเตอร์รุ่น Analytik Jena Specord 210  

การเตรียมสารละลายตัวอย่างผลไม้ 
การวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมลูอิสระนีใ้ช้ผลไม้ 7 ชนิด ได้แก่ แอปเปิลชมพ ูแอปเปิลแดง แตงโม แก้วมงักร (เนือ้ขาว) 

องุ่นแดง ฝร่ังสาลี่ และน้อยหน่า น ามาสกัดโดยดัดแปลงจากวิธีของ Scalfi et al. (2000) น าผลไม้เหล่านีม้าล้างท าความ
สะอาดและน ามาปอกเปลือก (ยกเว้น แอปเปิลชมพู แอปเปิลแดง องุ่นแดง และฝร่ังสาลี่) จากนัน้ป่ันด้วยเคร่ืองป่ันผลไม้ให้
ละเอียด โดยไม่เติมตัวท าละลายหรือน า้ น าตัวอย่างที่ ป่ันโดยละเอียดมาชั่ง 50 กรัม ท าการเหวี่ยงด้วยเคร่ืองเหวี่ยง 
(centrifuge) 20 นาที น ามากรองเพื่อแยกสารละลายออกเก็บไว้ ส่วนที่เป็นตะกอนน ามาเติมน า้กลัน่ปราศจากไอออน 600 
ไมโครลติรตอ่ไมโครทิวป์ แล้วน าไปเหวี่ยงอีกครัง้ น าสารละลายที่ได้ไปผสมกบัสารละลายสว่นแรก น าสว่นท่ีเป็นตะกอนมาเติม
เมทานอล  600 ไมโครลติรตอ่ไมโครทิวป์ และเหวี่ยงซ า้อีก 20 นาที แยกเอาสารละลายสว่นใสไปรวมกบัท่ีสกดัได้ในตอนต้น น า
สว่นสกดัที่ได้ไปทดสอบด้วยวิธีที่พฒันาขึน้และวธีิมาตรฐานดีพีพีเอช โดยสามารถเก็บสว่นสกดัที่ได้ไว้ที่อณุหภมูิ 4 •C เป็นเวลา
ไมเ่กิน 1 เดือน 

การวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระด้วยอนุภาคนาโนเหล็กออกไซด์ 
      ปฏิกิริยาระหว่าง Fe3O4 NPs และ H2O2 สามารถเกิดได้ดีในสภาวะกรดเพื่อให้ได้ผลิตภณัฑ์เป็นอนมุูลอิสระ  (Gao     
et al., 2007) ดงันัน้ในงานวิจยันีจ้ะได้ท าการควบคมุ pH ของปฏิกิริยาที่ pH 3.7 ท าการวิเคราะห์โดย เตรียมสารละลาย Fe3O4 
NPs  ความเข้มข้น 400 µg/mL จากสารละลายเข้มข้น Fe3O4 NPs  5% (w/v) โดยปิเปตสารละลายมา 16 µL แล้วปรับ
ปริมาตรด้วยน า้ให้ได้ปริมาตร 2000 µL จะได้สารละลาย Fe3O4 NPs  ความเข้มข้น 400 µg/mL จากนัน้ผสม Fe3O4 NPs  400 
µg/mL 20 µL ส า รล ะ ล าย เต ต ระ เม ทิ ล เบ น ซิ ดี น    ( 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine, TMB)  20 mM  20 µL และ
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สารละลายอะซิเตทบฟัเฟอร์ pH 3.7 ปริมาตร 1170 µL จากนัน้เติมสารละลายมาตรฐาน GA ที่ความเข้มข้นต่างๆ  (0-800 
µM) หรือสว่นสกดัตวัอยา่ง ปริมาตร 50 µL และสารละลาย H2O2 10 mM 20 µL จากนัน้วดัคา่การดดูกลนืแสงภายหลงัจากตัง้ 
ปฏิกิ ริยาทิ ง้ไว้ เป็นเวลา 8 และ 10 นาที  ตามล าดับ ด้วยเค ร่ืองมือสเปกโทรโฟโตมิ เตอร์  ที่ความยาวคลื่น 654 nm 
รายงานฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของตัวอย่างในหน่วยสมมูลกรดแกลลิก (gallic acid equivalent, mmol GA / g fruit) 
และน าคา่ที่ได้ไปเปรียบเทียบกบัการตรวจวดัด้วยวิธีดัง้เดิม 

การวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธีดีพีพีเอช 
 วิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธีดีพีพีเอชแบบดัง้เดิมโดยอ้างอิงจากรายงานก่อนหน้านี ้(Brand-Williams               
et al.,1995) น าสารละลายมาตรฐาน GA ที่ความเข้มข้นต่างๆ (0- 2 mM)  หรือส่วนสกัดตัวอย่างปริมาตร 10 µL ผสมกับ
สารละลาย DPPH ความเข้มข้น 2 mM ป ริมาตร 100 µL  และเมทานอล 3000 µL จากนัน้วัดค่าการดูดกลืนแสง 
ภายหลังจากตั ง้ป ฏิ กิ ริย า เป็ น เวลา  30 นาที  ด้ วย เค ร่ืองมื อส เปก โทรโฟ โตมิ เตอ ร์  ที่ ค วามยาวคลื่ น  515 nm 
รายงานฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของตวัอย่างในหนว่ยสมมลูกรดแกลลิก ( gallic acid equivalent, mmol GA / g fruit) เพื่อน าไป
เปรียบเทียบกบัคา่ที่วิเคราะห์ได้จากวิธีที่พฒันาขึน้  
 
ผลการวิจัยและวิจารณ์ผล  

การศึกษาสภาวะที่เหมาะสม  
 เร่ิมต้นได้ท าการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของวิธีที่พฒันาขึน้ โดยศึกษาปัจจัยต่างๆที่มีผลต่อการเร่งปฏิกิริยาของ 

Fe3O4 NPs ได้แก่ ความเข้มข้น Fe3O4 NPs  และเวลาในการเกิดปฏิกิริยา ในการศึกษาเบือ้งต้นขัน้ตอนนีจ้ะไม่มีการเติมสาร
ต้านอนมุลูอิสระลงในปฏิกิริยาการวิเคราะห์และใช้ TMB เป็นซบัสเตรตเปลีย่นแปลงส ี

 ศึกษาผลของความเข้มข้นเร่ิมต้นของ Fe3O4 NPs ที่มีต่อการเร่งปฏิกิริยาการเกิดออกซิเดชันของ H2O2 ในการเกิด 
HO•  ซึ่งมี TMB เป็นซบัสเตรตที่ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงสีจากใสไม่มีสีเป็นสีฟ้า  พบว่า เมื่อความเข้มข้นของ Fe3O4 NPs  
มากขึน้ จะท าให้สญัญาณความเข้มสขีอง TMB เพิ่มขึน้ และพบวา่สญัญาณความเข้มสีของสญัญาณพืน้หลงั (background) 
ที่เป็นสารละลาย Fe3O4 NPs ผสมกบัรีเอเจนท์อื่นๆในสภาวะที่ไม่มี H2O2 มีค่าเพิ่มขึน้เช่นกนั (ภาพแทรก) ภายหลงัจากการ    
หักลบกับสัญญาณของพืน้หลังจะได้ความสัมพันธ์ ดังภาพที่ 2B กล่าวคือ ที่ความเข้มข้นของ Fe3O4 NPs  400 µg/mL               
ให้สญัญาณที่สงูที่สดุในการตรวจวดัด้วยปฏิกิริยาที่พฒันาขึน้ จึงเลอืกใช้ความเข้มข้นดงักลา่วในการศกึษาขัน้ตอ่ไป  
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ภาพที ่2  (A) สเปกตรัมการตรวจวดัในปฏิกิริยาที่มี Fe3O4 NPs ความเข้มข้นตา่ง ๆ 20 µL ผสมกบั TMB 20 mM 20 µL,                        

สารละลายบพัเฟอร์ pH 3.7 1,170 µL และ H2O2 10 mM 20 µL ตัง้ปฏิกิริยาเป็นเวลา 30 นาที และรูปแทรกเป็น 
               สเปกตรัมของ สารละลายควบคมุของ Fe3O4 NPs ความเข้มข้นตา่ง ๆ 20 µL รีเอเจนท์อื่นๆยกเว้น H2O2 ซึง่เป็น 
               สญัญาณพืน้หลงั (B) กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งคา่การดดูกลนืแสงลบสญัญาณพืน้หลงัที่ความยาวคลืน่ 

 654  นาโนเมตร กบัความเข้มข้น Fe3O4 NPs ที ่50 – 500 µg/mL (n = 3)  
 
    การศกึษาผลของเวลาในการเกิดปฏิกิริยาต่อสญัญาณในการตรวจวดัด้วยปฏิกิริยาที่พฒันาขึน้พบวา่ ในช่วงเวลาที่
ศกึษาคือ 0-120 นาที เมื่อเวลาในการเกิดปฏิกิริยาเพิ่มขึน้ สญัญาณความเข้มสีของ TMB เพิ่มขึน้เป็นแนวโน้มเส้นตรง (ภาพที่ 
3) เนื่องจากเกิดการเร่งปฏิกิริยาอยา่งต่อเนื่องของ Fe3O4 NPs ในภาวะที่มี H2O2 ซึ่งเป็นซบัสเตรตอยา่งไม่จ ากดั ดงันัน้ในการ
ใช้ปฏิกิริยาดงักล่าวในการตรวจวดัฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระจะได้ใช้วิธีทางจลนพลศาสตร์ในการวิเคราะห์ (kinetic method of 
analysis) ด้วยวิธีการวิเคราะห์แบบก าหนดเวลาสองจดุ (two-point fixed-time method) (Pardue, 1977) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(B) (A) 
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ภาพที ่3  (A) สเปกตรัมของการเกิดปฏิกิริยาทีเ่วลาตา่ง ๆ โดยมีสภาวะการทดลอง:Fe3O4 NPs 400 µg/mL 20 µL,   
               TMB 20 mM 20 µL, สารละลายบพัเฟอร์ pH 3.7 1,170 µL และ H2O2 10 mM 20 µL (B) กราฟแสดง 
               ความสมัพนัธ์ระหวา่งคา่การดดูกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 654 นาโนเมตรกบัเวลา (นาที) ตา่ง ๆ (n = 3)  
 

ศึกษาการตรวจวัดสารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐาน 
ทดสอบประสทิธิภาพของวิธีที่พฒันาขึน้โดยใช้แกลลิก (GA) เป็นสารมาตรฐาน ซึ่งใช้สภาวะที่เหมาะสมทีไ่ด้ศึกษาไว้

ข้างต้น ท าการติดตามคา่การดดูกลนืแสงทกุ 1 นาที ของปฏิกิริยาทดสอบท่ีมีการเติมสารต้านอนมุลูอิสระความเข้มข้นแตกตา่ง
กัน ได้ผลการทดลองดังภาพที่4A พบว่า เมื่อไม่มีการเติมสารต้านอนุมูลอิสระ (ตัวควบคุม, control) การเกิดปฏิกิริยา
ออกซิเดชนัของ H2O2 จะถกูเร่งปฏิกิริยาด้วย Fe3O4 NPs ในภาวะที่มีออกซิเจน ได้ผลิตภณัฑ์เป็น OH• ซึ่งจะไปออกซิไดส์ซบั 
สเตรต TMB เปลี่ยนจากใสไม่มีสเีป็นสฟ้ีา  โดยจะเห็นการเพิ่มขึน้ของคา่การดดูกลนืแสงมีแนวโน้มที่เป็นเส้นตรงในช่วงเวลาที่
ศกึษา ในกรณีที่มีสารต้านอนมุลูอิสระ   GA พบว่าความชนัของกราฟมีคา่ลดลงเมื่อเทียบกบัตวัควบคมุและมีความชนัลดลง
เร่ือยๆเมื่อความเข้มข้นของ GA มีค่าเพิ่มขึน้ (ภาพท่ี 4A) ทัง้นีเ้นื่องจากสารต้านอนมุลูอิสระเข้าจบักบั HO•ท าให้ปริมาณ OH• 
น้อยลง ดงัอตัราการเปลี่ยนแปลงสญัญาณของ TMB จึงลดลงซึ่งจะแปรผนัตรงกบัความเข้มข้นของสารต้านอนมุูลอิสระ GA 
ซึง่ข้อมลูดงักลา่วท าให้สามารถน าไปหาปริมาณของ GA ได้ โดยการพล็อตความแตกตา่งของคา่การดดูกลืนแสงในช่วงเวลาที่
อยู่ในช่วงการเปลี่ยนแปลงที่เป็นเส้นตรงของกราฟภาพ 4A ในงานวิจัยนีไ้ด้เลือกใช้ความแตกต่างของค่าการดูดกลืนแสงที่             
นาทีที่ 8 และ 10 มาท าการวิเคราะห์ gallic acid ที่ความเข้มข้นตา่งๆแล้วสร้างกราฟมาตรฐาน เนื่องจากเป็นช่วงที่ให้ช่วงความ
เป็นเส้นตรงกว้างและความไวในการวิเคราะห์สงู จากกราฟพบว่าให้ช่วงความเป็นเส้นตรงที่ความเข้มข้น GA เท่ากับ 0.2-            
0.8 mM (ภาพที่ 4B) มีขีดจ ากดัการตรวจวดั เท่ากับ 0.2 mM  มีความสามารถในการท าซ า้ในช่วงความเข้มข้นที่อยู่ในกราฟ
มาตรฐานจากการวดัซ า้ 8 ครัง้ ใน GA ที่ความเข้มข้น 0.2 0.5 และ 0.6 mM ซึ่งมีค่าร้อยละสว่นเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพนัธ์            
อยูท่ี่ 6.6 13.4 และ 16.1 % ตามล าดบั จากผลการทดลองดงักลา่วชีใ้ห้เห็นวา่วิธีวิเคราะห์ที่พฒันาขึน้สามารถใช้วิเคราะห์ GA 

(A) (B) 
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ได้ดี (AOAC International, 1998)  ซึง่จะได้มีการศกึษาการตรวจวดัสารต้านอนมุลูอิสระตวัอื่นๆตอ่ไปเพื่อยืนยนัความสามารถ
ของวิธีในการตรวจวดัสารต้านอนมุลูอิสระได้อยา่งหลากหลายชนิด 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
ภาพที ่4   (A) กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งคา่การดดูกลนืแสงและเวลาทีค่วามเข้มข้นตา่งๆของ GA (B) กราฟแสดง 
                ความสมัพนัธ์ระหวา่งความแตกตา่งของคา่การดดูกลนืแสงที่นาทีท่ี 8 และ 10 กบัความเข้มข้นของ GA (n=3)  
                สภาวะการทดลอง:Fe3O4 NPs 400 µg/mL 20 µL,  TMB 20 mM 20 µL, สารละลายบพัเฟอร์ pH 3.7 1,170 µL  
                และ H2O2 10 mM 20 µL และ GA ที่ความเข้มข้นตา่งๆ 50 µL 
 

การศึกษากลไกของปฏิกิริยาของวิธีวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระที่พัฒนาขึน้ 
ศึกษากลไกของปฏิกิริยาของวิธีวิเคราะห์ที่พฒันาขึน้ในการตรวจวดัสารต้านอนุมลูอิสระมาตรฐาน GA  โดยศึกษา

จากสเปกตรัมของการตรวจวดัด้วยเคร่ืองมือสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ ในการตรวจวดั GA ความเข้มข้น 1 mM  จากภาพที่ 5A 
แสดงให้เห็นว่าความยาวคลื่นที่ให้ค่าการดดูกลืนแสงสงูสดุของ GA เท่ากบั 270 นาโนเมตร  และพบว่าค่าการดดูกลืนแสงมี
ค่าคงที่เมื่อท าการวดัซ า้เป็นจ านวน 3 ครัง้ ทุกๆ 3 นาที จนถึง 30 นาที เมื่อน า Fe3O4 NPs ท าปฏิกิริยากับ GA จะเห็นได้ว่า 
เมื่อเวลาผ่านไปค่าการดูดกลืนแสงของ GA ไม่มีการลดลงอย่างชัดเจน แสดงให้เห็นว่า GA ไม่ท าปฏิกิริยากับ Fe3O4 NPs 
จึงไม่มีการสลายตวั ดงัภาพที่ 5B ต่อมาน า GA ท าปฏิกิริยากบั H2O2 ได้ผลการทดลองคล้ายภาพที่ 5B คือไม่เห็นการลดลง
ของสญัญาณของ GA แสดงว่าไม่มีการท าปฏิกิริยาระหว่าง GA กับ H2O2  (ภาพที่ 5C) ในทางตรงกันข้าม ในระบบที่มีทัง้ 
H2O2 และ Fe3O4 NPs ในสารละลาย GA จะพบว่าค่าการดูดกลืนแสงของ GA ลดลงเมื่อเวลาผ่านไป แสดงให้เห็นถึงการ
สลายตวัของ GA ซึ่งเกิดจาก GA ไปท าปฏิกิริยากบัผลิตภณัฑ์ (OH• ) ที่เกิดขึน้ระหว่าง  Fe3O4 NPs กับ  H2O2  (ภาพที่ 5D) 
(Badhani, Sharma, & Kakkar, 2015) ผลการทดลองนีเ้ป็นการยืนยนั กลไกการเข้าจบักับอนมุูลอิสระที่เกิดจาก Fe3O4 NPs 
กบั  H2O2  ของสารต้านอนุมลูอิสระซึ่งแสดงให้เห็นว่าปฏิกิริยาของวิธีวิเคราะห์ที่พฒันาขึน้สามารถตรวจวดัฤทธ์ิต้านอนุมูล
อิสระของสารตวัอยา่งได้จริง 

 

(A) (B) 
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ภาพที ่5   สเปกตรัมของการตรวจวดัสารละลายชนดิตา่งๆที่มกีารสแกนสเปกตรัมทกุๆ 3 นาที เป็นเวลา 30 นาที :   
               (A) GA ที่ความเข้มข้น 1  mM  (B) Fe3O4 NPs + GA (C) GA + H2O2 และ (D) Fe3O4 NPs + GA + H2O2 

 

การวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระในตัวอย่างน า้ผลไม้สกัด 
 ศกึษาประสทิธิภาพการใช้งานในการตรวจวดัฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระในตวัอยา่งจริงของวิธีท่ีพฒันาขึน้โดยการวิเคราะห์
ตวัอยา่งน า้ผลไม้เทียบกบัวธีิวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระดีพีพีเอช โดยใช้ตวัอยา่งน า้ผลไม้สกดัทัง้หมด 7 ชนิด แสดงฤทธ์ิต้าน
อนมุูลอิสระของตวัอย่างน า้ผลไม้ที่ได้จากทัง้สองวิธีในค่าสมมูลกรดแกลลิก (gallic acid equivalent (GAE)) มีหน่วย mmol 
GA / g fruit ซึ่งหมายถึงความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระเทียบเท่า mmol gallic acid ต่อหนึ่งกรัมของผลไม้ (วิธีการ
ค านวณแสดงในเอกสารเพิ่มเติม) ได้ท าการเปรียบเทียบระหว่างวิธีที่พัฒนาขึน้ และวิธีดีพีพีเอชดัง้เดิม โดยน าค่าจากการ
ทดลองที่ได้ไปเปรียบเทียบค่าทางสถิติโดยใช้สมัประสิทธ์ิสหสมัพันธ์แบบสเปียร์แมน พบว่าวิธีที่พัฒนาขึน้และวิธีดีพีพีเอช
ดัง้เดิม ให้ผลการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระท่ีมีความสมัพนัธ์กนัดีอย่างมีนยัส าคญัที่ระดบัความเช่ือมัน่ท่ี 95% (ภาพที่ 6) 
โดยมีค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ์แบบสเปียร์แมน (rs) เท่ากับ 0.9643 ซึ่งมีค่ามากกว่าค่าวิกฤติ (P=0.05, n=7 ค่าวิกฤติ 
rs=0.786) ซึ่งความสอดคล้องกันดงักล่าวแสดงให้เห็นว่าวิธีที่พฒันาขึน้มีความเหมาะสมเป็นวิธีทางเลือกหนึ่งในการน าไป
วิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระในตวัอย่างได้ดีเทียบเทา่กบัวิธีดัง้เดิม (Thaipong, Boonprakob, Crosby, Cisneros-Zevallos, 
& Byrne, 2006; Dudonné, Vitrac, Coutiere, Woillez, & Me ́rillon, 2009; Floegel, Kim, Chung, Koo, & Chun, 2011) 
 

(B) (A) 

(C) (D) 
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ภาพที ่6   กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของตวัอยา่งผลไม้ที่วิเคราะห์ด้วยวิธีที่พฒันาขึน้ 
                และวิธีดีพีพีเอชดัง้เดมิ 
 
สรุปผลการวิจัย  

งานวิจยันีเ้สนอวิธีตรวจวดัฤทธ์ิต้านอนมุูลอิสระทางเลือกใหม่โดยใช้ Fe3O4 NPs เป็นตวัเร่งปฏิกิริยาการเกิดอนมุูล
อิสระท่ีสามารถพบได้ตามธรรมชาติพบวา่สามารถตรวจวดัฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระได้อยา่งมีประสทิธิภาพ สอดคล้องกบัวิธีดัง้เดิม
ด้วยการทดลองที่ใช้สภาวะที่เหมาะสมที่ได้ท าการศึกษา วิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาขึน้สามารถวิเคราะห์สารต้านอนุมูลอิสระ
มาตรฐานกรดแกลลิกได้ในระดบัความเข้มข้นไมโครโมลาร์ ที่มีค่าความสามารถในการท าซ า้อยู่ในช่วง 6.6 - 16.1 % และได้
ศกึษาปฏิกิริยาของวธีิวิเคราะห์ที่พฒันาขึน้เพื่อยืนยนัวา่สามารถตรวจวดัสารต้านอนมุลูอิสระได้จริง การประยกุต์ใช้วิธีดงักลา่ว
ในการวิเคราะห์สารต้านอนุมูลอิสระในตวัอย่างผลไม้ทัง้หมด 7 ชนิด จะเห็นว่าวิธีที่ได้พฒันาขึน้สามารถวิเคราะห์ฤทธ์ิต้าน
อนมุลูอิสระได้ดีเทียบเท่ากบัวิธีดัง้เดิม ในขัน้ตอนถดัไปจะได้มีการศึกษาการตรวจวดัสารต้านอนมุลูอิสระมาตรฐานชนิดอื่นๆ 
และน าวิธีดงักลา่วไปตรวจวดัฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระในตวัอยา่งอ่ืนๆด้วย 
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