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บทคัดย่อ 
งานวิจยันีไ้ด้พฒันาอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษส าหรับการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระหลายๆวิธีพร้อมกนัซึง่

ได้แก่ วิธี cupric reducing antioxidant capacity (CUPRAC), วิธี 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical (DPPH) และ วธีิ 

2,2-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonate) radical cation (ABTS) อปุกรณ์ประกอบด้วยบริเวณใสต่วัอยา่งตรง
กลางเช่ือมต่อกบับริเวณตรวจวดัทัง้สี่โดยมีสามบริเวณส าหรับตรวจวดัฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระสามวิธีและอีกหนึ่งบริเวณเป็น
การตรวจวดัแบลงค์ตวัอยา่ง การวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระท าโดยหยดสารละลายตวัอยา่งบริเวณใสต่วัอยา่งเพื่อให้ไหล
ไปท าปฏิกิริยากบัรีเอเจนท์ของแต่ละวิธีซึ่งได้มีการบรรจุไว้แล้วบนบริเวณตรวจวดัท าให้มีสีที่เปลี่ยนไปซึ่งสามารถวดัได้ด้วย
โปรแกรมคอมพิวเตอร์อิมเมจเจ (Image J)  จากการวิเคราะห์สารต้านอนมุลูอิสระโดยใช้กรดแกลลิกเป็นสารมาตรฐานด้วย
วิธี CUPRAC วิธี DPPH และวิธี ABTS พบว่าให้ช่วงความเป็นเส้นตรงที่ 1-6 mM 20-150 µM และ 3-13 mM ตามล าดบั 
ความสามารถในการท าซ า้จากการวิเคราะห์ซ า้ที่ความเข้มข้นในช่วงความเป็นเส้นตรงเทา่กบั 0.70-1.61%  0.91-4.04% และ 
1.39-4.91% ตามล าดบั (n=5) และขีดจ ากดัในการตรวจวดัเท่ากบั 1 mM  1.10 µM และ 1.30 mM ตามล าดบั จากผลการ
ทดลองเบือ้งต้นชีใ้ห้เห็นว่า อุปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษสามารถวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระได้หลายวิธีพร้อมๆกัน 
ประหยัดเวลาในการวิเคราะห์ อุปกรณ์มีราคาถูก ใช้รีเอเจนท์น้อย มีแนวโน้มสามารถวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระใน
ตวัอยา่งจริงได้ 
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Abstract 
 This work developed a paper-based device for simultaneous determination of multiple antioxidant activity 
assays including the cupric reducing antioxidant capacity (CUPRAC) assay, the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl 
radical (DPPH) assay, and 2,2′-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonate) radical cation (ABTS) assay. The 
device composed of a central sample zone connected to four detection zones to accommodate three antioxidant 
assays and a sample blank measurement. Antioxidant activity analysis was achieved by dropping the samples 
onto the sample zone to flow to the detection zones containing the stored reagents for each antioxidant assay 
making the change in color that was measured using image J software. The analysis of gallic acid antioxidant 
standard with CUPRAC, ABTS, and DPPH assay gave the calibration curve in the linear ranges of 1-6 mM, 20-150 
µM, and 3-13 mM, respectively, the relative standard deviation from the repetitive analysis of gallic acid at the 
concentrations in the linear range are 0.70-1.61%, 0.91-4.04% and 1.39-4.91% (n=5), respectively, and a limit of 
detection of 1 mM 1.10 µM and 1.30 mM, respectively. These preliminary results indicated that the developed 
paper-based device provided for the analysis of multiple antioxidant assays at the same time with low analysis 
time and cost, low reagent consumption and is promising to use for antioxidant activity in real samples.  
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บทน า  

อนุมูลอิสระ (free radical) หมายถึง อะตอมหรือโมเลกุลที่มีอิเล็กตรอนเดี่ยว (unpaired electron) ซึ่งมีความไม่
เสถียรสงูและไวตอ่การเกิดปฏิกิริยาออกซเิดชัน่ ในภาวะที่ร่างกายมีปริมาณอนมุลูอิสระมากเกินไปจะเป็นสาเหตทุ าให้เกิดโรค
ตา่งๆได้แก่ โรคหลอดเลอืดในหวัใจตีบตนั โรคความจ าเสือ่ม โรคมะเร็ง (Lobo et al., 2010) นอกจากนี ้เมื่ออยูใ่นอาหารก็จะ
ท าให้อาหารเนา่เสยีก่อนถึงมือผู้บริโภค 

สารต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant) เป็นสารส าคัญที่ช่วยยับยัง้การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นของอนุมูลอิสระ                  
ผ่านกลไกต่างๆได้แก่ การดกัจับอนุมูลอิสระ (radical scavenging) การยบัยัง้การท างานของออกซิเจนที่ขาดอิเล็กตรอน 
(singlet oxygen quenching) การจับกับโลหะที่สามารถเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชนั (metal chelation ) การหยุดปฏิกิริยาการ
สร้างอนุมูลอิสระ (free radical chain breaking)  การเสริมฤทธ์ิ (synergism) การยับยัง้การท างานของเอนไซม์ที่เร่ง                 
ปฏิกิริยาอนุมูลอิสระ (enzyme inhibition) (Lobo et al., 2010) ซึ่งโดยปกติแล้วในร่างกายจะมีระบบต้านอนุมูลอิสระอยู่ 
อยา่งไรก็ตาม ส าหรับผู้ทีอ่ยูใ่นภาวะเสีย่งที่ต้องได้รับอนมุลูอิสระมากกวา่ปกติ เช่น ผู้ปฏิบตัิงานในโรงงานถลงุเหลก็ ผู้ที่ได้รับ
ควันหรือมลพิษทางอากาศอยู่ตลอดเวลา จ าเป็นต้องได้รับสารต้านอนุมูลอิสระจากภายนอกเข้าไปด้วยเป็นประจ า               
สารต้านอนมุลูอิสระสามารถพบได้ทัว่ไปในธรรมชาติ ทัง้พืช ผกั ผลไม้ และสมนุไพร นอกจากจะช่วยยบัยัง้การเกิดโรคในคน
แล้ว ยงัสามารถน ามาใช้ในการยบัยัง้การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน่ในอาหารเพื่อให้อาหารทีส่ง่ออกสามารถเก็บได้นานยิ่งขึน้ 

วิธีวิเคราะห์หาฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระในตวัอย่างสามารถท าได้ด้วยวิธีการตรวจวดัสีหลายวิธี เช่น วิธี Total radical 
trapping (TRAP) (Ghiselli et al., 1995) วิธี 2,2-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonate) radical cation (ABTS) 
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(Re et al., 1999) วิ ธี  ferric reducing antioxidant power (FRAP) (Benzie & Strain, 1999)  วิ ธี  oxygen radical 
absorbance capacity assay (ORAC) (Wang et al., 1996) วิธี cupric reducing antioxidant capacity (CUPRAC) (Apak 
et al., 2004) และ วิธี 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical (DPPH)(Cuendet et al., 1997) วิธีเหล่านีใ้ห้ข้อมูลเก่ียวกบั
กลไกในการต้านอนมุลูอิสระของตวัอยา่งท่ีแตกตา่งกนั การศกึษาฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของตวัอยา่งจ าเป็นต้องมีการตรวจวดั
หลายวิธีเพื่อให้ได้ข้อมูลครบทุกกลไกในการออกฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของตัวอย่างท าให้เสียเวลาในการวิเคราะห์และ
สิน้เปลอืงตวัอยา่งและรีเอเจนท์จ านวนมากเนื่องจากต้องตรวจวดัด้วยเคร่ืองสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ซึง่ใช้สารปริมาณมาก  

อุปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษ (paper-based analytical device) คืออุปกรณ์ที่สร้างขึน้โดยใช้กระดาษเป็นวสัดุ
หลกั ประกอบด้วยส่วนที่ชอบน า้ (hydrophilic barrier) ซึ่งใช้เป็นบริเวณทดสอบ และส่วนกัน้ที่ไม่ชอบน า้ (hydrophobic 
barrier) ส าหรับก าหนดขอบเขตส าหรับการตรวจวดัซึง่สามารถสร้างด้วยการฝังวสัดทุี่ไมช่อบน า้ (hydrophobic material) ลง
บนเนือ้กระดาษด้วยวิธีต่างๆ เช่น   การพิมพ์ด้วยแสง (photolithography) (Martinez et al., 2008)  การพิมพ์ด้วยเคร่ือง
พล็อต (plotting) (Bruzewicz et al., 2008) การพิม พ์ ด้วยหมึก  (inkjet printing) (Abe et al., 2008) การตัด  (cutting) 
(Fenton et al., 2009) และการพิมพ์ด้วยขีผ้ึง้ (wax printing) (Lu et al., 2009) เป็นต้น การเคลื่อนที่ของสารละลายบน
อุปกรณ์แบบกระดาษเกิดขึน้ได้ด้วยแรงคาปิลลาร่ี (capillary force) บนเส้นใยเซลลโูลสท าให้ปราศจาการใช้ป๊ัมภายนอก 
อปุกรณ์ที่ได้มีขนาดเล็กและใช้สารน้อย (Martinez et al., 2010) ที่ผ่านมาได้มีการประยกุต์ใช้อปุกรณ์ดงักลา่วในด้านต่าง ๆ 
เช่น ด้านการแพทย์ (Vella et al.,2012)  ด้านสิง่แวดล้อม (Sameenoi et al., 2012) และด้านอาหาร (Cardoso et al., 2015)  
เนื่องจากอปุกรณ์มีราคาถกู วสัดหุาซือ้ได้ง่าย ใช้สารตวัอย่างและรีเอเจนท์ปริมาณน้อย สามารถวิเคราะห์สารได้หลายชนิด
พร้อมกนัโดยการปรับลวดลายของอปุกรณ์ให้เหมาะสม 

งานวิจัยนีไ้ด้พัฒนาอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษให้สามารถวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระได้หลากหลายวิธี
พร้อมๆกันบนอุปกรณ์เพียงหนึ่งชิน้ เบือ้งต้นได้ท าการวิเคราะห์ วิธี DPPH วิธี CUPRAC และวิธี ABTS พร้อมกัน  สร้าง
อุปกรณ์ด้วยโดยเทคนิคการพิมพ์ด้วยขีผ้ึง้ (wax-printing) โดยออกแบบให้อุปกรณ์มีหนึ่งบริเวณใส่ตวัอย่างเช่ือมต่อกับสี่
บริเวณตรวจวดัซึ่งสามบริเวณตรวจวดัจะใช้ส าหรับวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมลูอิสระสามวิธีที่แตกต่างกนัและอีกหนึ่งบริเวณ
ตรวจวดัส าหรับการตรวจวดัแบลงค์ตวัอยา่ง การวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระสามารถท าได้ด้วยการตรวจวดัส ี(colorimetric 
detection) ที่เปลี่ยนแปลงไปเมื่อรีเอเจนท์ของแต่ละวิธีท าปฏิกิริยากบัสารต้านอนุมลูอิสระบนบริเวณตรวจวดัของอปุกรณ์
ด้วยเคร่ืองสแกนและประมวลผลด้วยโปรแกรมคอมพิวเตอร์อิมเมจเจ (Image J)  ซึ่งความเข้มสีที่เปลี่ยนแปลงไปจะสมัพนัธ์
กบัฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระท่ีมีในตวัอยา่ง การพฒันาอปุกรณ์นีจ้ะท าให้ได้อปุกรณ์ตรวจวดัท่ีสามารถวดัฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระได้
หลายวิธีพร้อม ๆ กนัท าให้ได้ข้อมลูกลไกการออกฤทธ์ิของสารต้านอนมุูลอิสระหลายกลไกพร้อมกนัในการท าการวิเคราะห์
เพียงครัง้เดียว ซึง่ท าให้ประหยดัเวลา ประหยดัสารตวัอยา่งและรีเอเจนท์ มีราคาถกู น า้หนกัเบา สามารถพกพาไปตรวจวดัยงั
ภาคสนามได้  
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วิธีด าเนินการวิจัย  
อุปกรณ์และสารเคม ี
วสัดุและอุปกรณ์ที่ใช้ในการวิจัยนีไ้ด้แก่ กระดาษกรอง เบอร์ 4  จาก Whatmen, GE Healthcare company, China

เคร่ืองพิมพ์ด้วยขีผ้ึง้ (wax printer) รุ่น Xerox ColorQube 8870-1 จาก Flextronics Technology, Malaysia เคร่ืองสแกน  
Canon รุ่น CanoScan LiDE110, จาก Canon Inc., Vietnam เคร่ืองสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ (UV-Vis Spectrophotometer) รุ่น  
SPECORD® 210 PLUS, จ า ก  Analytikjena,  Germany ส า ร เ ค มี ที่ ใ ช้ ใ น ง า น วิ จั ย นี ้ไ ด้ แ ก่  2,2'-azino-bis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) diammonium salt (ABTS); (3-Aminopropyl)triethoxysilane (APTES); 
Potassium persulfate; 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH); Gallic acid (GA); Neocuproine (Nc); Copper (II) 
chloride และ Ammonium acetate จาก Ajax Finechem, Australia สารเคมีอื่นๆนอกเหนือจากนีซ้ือ้จาก  Sigma Aldrich, 
Singapore 

วิธีการออกแบบและสร้างอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษ 
ออกแบบอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษโดยใช้โปรแกรมอะโดบี อิลลสัเตรเตอร์ ซีซี (Adobe Illustrator CC) ซึง่ประกอบ

ไปด้วย 3 บริเวณหลัก ได้แก่ บริเวณหยดสารตัวอย่าง (sample zone) (ขนาด 7 mm) เช่ือมต่อกับบริเวณปรับสภาพ 
(pretreatment zone) (ขนาด 5 mm)  4 บริเวณและต่อไปยงับริเวณตรวจวดั (detection zone)(ขนาด 5 mm)  อีก 4 บริเวณ 
(ดงัภาพที่ 1A) ซึ่งการออกแบบดงักลา่วจะท าให้สามารถทดสอบฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระได้พร้อมกนั 3 วิธี ได้แก่ วิธี CUPRAC 
วิธี DPPH และวิธี ABTS (ดงัภาพที่ 1B) สว่นที่เหลืออีก 1 แฉกจะเป็นตวัควบคมุหรือสารละลายตวัอย่าง โดยอปุกรณ์ที่ได้จะ
มีขนาด 3.4×3.4 cm หลงัจากออกแบบแล้วสามารถสร้างอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษได้โดยเทคนิคการพิมพ์ด้วยขีผ้ึง้ โดย
การพิมพ์ภาพอปุกรณ์ลงบนกระดาษกรอง Whatman เบอร์ 4 ด้วยเคร่ืองพิมพ์ด้วยขีผ้ึง้ น ากระดาษกรองที่มีลวดลายแล้วไป
ให้ความร้อนโดยใช้เตาให้ความร้อนที่อณุหภมูิ 150ºC เป็นเวลา 2 นาที จะท าให้ขีผ้ึง้ซมึผ่านกระดาษกรองลงมาเกิดเป็นสว่น
กัน้ท่ีไมช่อบน า้ ติดด้านหลงัอปุกรณ์ตรวจวดัด้วยเทปกาวใสก่อนน าไปใช้ในการทดลองเพื่อป้องกนัการร่ัวซมึของสารละลาย  

 
 

 

 
 
 
 
 

 
 
 

(A)                                                                   (B) 
 
ภาพที ่1  อปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษส าหรับการวเิคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระแบบหลายวิธี (A) บริเวณตา่งๆของอปุกรณ์  
               (B) บริเวณทดสอบฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระแตล่ะวิธีบนอปุกรณ์ 
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การวิเคราะห์สารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐานกรดแกลลิกบนอุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษที่พัฒนาขึน้ 
 
วิธี CUPRAC 
การวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมลูอิสระด้วยวิธี CUPRAC มีหลกัการการวิเคราะห์คือสารประกอบเชิงซ้อนคอปเปอร์(II)-        

นีโอคิวปรีนที่มีสีฟ้าจะถูกรีดิวซ์ด้วยสารต้านอนุมูลอิสระให้กลายเป็นสารประกอบเชิงซ้อน คอปเปอร์(I)-นีโอคิวปรีนที่มี          
สีเหลือง (ดงัภาพที่ 2) ความเข้มสีของสารประกอบเชิงซ้อนสีเหลืองจะแปรผนัตรงกบัปริมาณสารต้านอนมุลูอิสระ โดยกลไก
การต้านอนมุลูอิสระที่วดัด้วยวิธี CUPRAC เป็นกลไกเก่ียวกบัความสามารถในการรีดิวซ์ของสารต้านอนมุลูอิสระ (reducing 
power) (Bener et al., 2013) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 2 ปฏิกิริยาการตรวจวดัฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระด้วยวธีิ CUPRAC (Özyürek et al., 2011) 
 

วิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี CUPRAC บนอุปกรณ์แบบกระดาษโดยหยดสารละลาย CuCl2 150 mM 
ปริมาตร 0.5 µL ลงบนบริเวณตรวจวดัรอจนแห้ง และหยดสารลายแอมโมเนียมอะซิเตทบฟัเฟอร์ พีเอช 7 เข้มข้น 10 mM 
ปริมาตร 0.5 µL ลงบนบริเวณตรวจวดัรอจนแห้ง ตามด้วยสารละลายนีโอคิวปรีน 600 mM ปริมาตร 0.5 µL ลงบนบริเวณ
ปรับสภาพ รอจนแห้ง เมื่อแห้งแล้วจึงหยดสารต้านอนุมลูอิสระมาตรฐานกรดแกลลิก  หรือตวัอย่าง ปริมาตร 10 µL ลงบน
บริเวณหยดสารตวัอย่าง และชะด้วยน า้อีก 20 µL ทิง้ให้เกิดปฏิกิริยาในที่มืดเป็นเวลา 20 นาที เป่าให้แห้ง จากนัน้สแกน
อปุกรณ์เพื่อน าภาพท่ีได้ไปวดัความเข้มสด้ีวยโปรแกรมคอมพิวเตอร์อิมเมจเจ (Image J) ซึง่เป็นการวิเคราะห์ความเข้มสีของ
สีเหลืองต่อพืน้ที่บริเวณตรวจวดั (mean intensity)  ศึกษาความเข้มข้นของ CuCl2 ที่เหมาะสมในช่วง 0-250 mM และศึกษา
เวลาในการเกิดปฏิกิริยาที่เหมาะสมในช่วง 5-45 นาทีโดยใช้สภาวะคล้ายกบัท่ีกลา่วในข้างต้นแตป่รับเปลีย่นความเข้มข้นของ 
CuCl2 และเวลาในการเกิดปฏิกิริยา ตามล าดบั โดยการศึกษาเวลาในการท าปฏิกิริยาจะไม่เป่าให้แห้งในขัน้ตอนสดุท้าย 
เนือ่งจากการเป่าให้แห้งอาจสง่ผลให้เวลาคลาดเคลือ่น 

 
 
 

คอปเปอร์(II)-นีโอควิปรีน 
(สีฟ้า) 

คอปเปอร์(I)-นีโอควิปรีน 
(สีเหลืองอมส้ม) 

สารต้านอนุมูลอสิระ 
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วิธี DPPH 
การวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระด้วยวิธี DPPH มีหลกัการการวิเคราะห์คือ DPPH• ที่มีสีม่วง เมื่อท าปฏิกิริยากบั

สารต้านอนมุลูอิสระจะกลายเป็น DPPH-H ทีมีสเีหลือง (ดงัภาพที่ 3) ความเข้มสีของสีม่วงจะแปรผกผนักบัปริมาณสารต้าน
อนมุลูอิสระ กลไกการต้านอนมุูลอิสระที่วดัได้จากปฏิกิริยานีเ้ป็นแบบการออกฤทธ์ิต้านอนมุูลอิสระ (radical scavenging)  
(Garcia et al., 2012) 
  

 
 
 
 

 
 

 
ภาพที่ 3 ขัน้ตอนการเกิดปฏิกิริยาของวิธี DPPH (Pyrzynska & Pękal, 2013) 

 
 วิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระ ด้วยวิธี DPPH ท าได้โดยหยดสารละลาย DPPH 2 mM ปริมาตร 0.5 µL ลงบริเวณ

ตรวจวดัรอจนแห้ง จากนัน้หยดสารต้านอนมุลูอิสระมาตรฐานกรดแกลลกิหรือตวัอยา่ง ปริมาตร 10 µL ลงบนบริเวณหยดสาร
ตวัอยา่งและชะด้วยน า้อีก 20 µL  ทิง้ให้เกิดปฏิกิริยาในท่ีมืดเป็นเวลา 20 นาที เป่าให้แห้ง จากนัน้สแกนอปุกรณ์เพื่อน าภาพที่
ได้ไปวดัความเข้มสด้ีวยโปรแกรมคอมพิวเตอร์อิมเมจเจ (Image J)  เป็นการวิเคราะห์ความเข้มสขีองสมีว่งโดยหาจากการวดั
คา่เฉลีย่ของความเข้มสตีอ่พืน้ท่ีบริเวณตรวจวดั ท าการศกึษาความเข้มข้นเร่ิมต้นที่เหมาะสมของ DPPH ในช่วง 0.1-3.5 mM 
และศกึษาเวลาในการเกิดปฏิกิริยาในช่วง 6-45 นาที โดยใช้สภาวะและขัน้ตอนอ่ืนๆในการทดลองคล้ายกบัที่กลา่วมาข้างต้น 

 
วิธี ABTS 
การวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระด้วยวิธี ABTS เร่ิมด้วยขัน้ตอนการเตรียมอนมุลูอิสระ ABTS ให้กลายเป็น ABTS.+ 

ที่มีสีเขียวด้วย K2S2O8 และเมื่อ ABTS.+ ท าปฏิกิริยากับสารต้านอนุมูลอิสระจะได้ ABTS ที่ไม่มีสี (ดังภาพที่ 4) ท าการ
ตรวจวดัการลดลงของสีเขียวซึ่งจะแปรผนัตรงกบัปริมาณสารต้านอนมุลูอิสระ โดยการเกิดปฏิกิริยาข้างต้นเป็นแบบการออก
ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระ (radical scavenging) (Awikaet et al., 2003) 

 
 
 
 
 

สารต้านอนุมูลอสิระ DPPH 
(สีม่วง) 

DPPH-H 
(สีเหลือง) 
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ภาพที่ 4 ขัน้ตอนการเกิดปฏิกิริยาของวิธี ABTS (Oliveira et al., 2014) 

 
วิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระโดยอาศยัปฏิกิริยาดงัภาพที่ 4 เร่ิมต้นหยด (APTES) 5%(v/v) ปริมาตร 0.5 µL ลงบน

บริเวณตรวจวดัเพื่อเตรียมบริเวณตรวจวดัรอจนแห้ง หยดสารละลาย ABTS 40 mM  ปริมาตร 0.5 µL ลงบนบริเวณตรวจวดั
รอจนแห้ง หยดสารละลาย K2SO8 70 mM  ปริมาตร 0.5 µL ลงบนบริเวณปรับสภาพ รอจนแห้ง หยดสารต้านอนมุูลอิสระ
มาตรฐานกรดแกลลิกหรือตัวอย่าง ปริมาตร 10 µL ลงบนบริเวณหยดสารตัวอย่าง และชะด้วยน า้อีก 20 µL ทิง้ให้
เกิดปฏิกิริยาในที่มืดเป็นเวลา 20 นาที เป่าให้แห้ง จากนัน้สแกนอุปกรณ์เพื่อน าภาพที่ได้ไปวดัความเข้มสีด้วยโปรแกรม
คอมพิวเตอร์อิมเมจเจ (ImageJ)  เป็นการวิเคราะห์ความเข้มสีของสีเขียวโดยการวดัความเข้มสีต่อพืน้ที่บริเวณตรวจวัด 
ท าการศึกษาความเข้มข้นเร่ิมต้นที่เหมาะสมของ ABTS และเวลาในการเกิดปฏิกิริยาโดยใช้สภาวะการทดลองคล้ายกบัที่
กลา่วมาข้างต้นแตเ่ปลีย่นความเข้มข้นของ ABTS และเวลาในการเกิดปฏิกิริยา ตามล าดบั 

 
ผลการวิจัยและวิจารณ์ผล  

ผลการศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะห์บนอุปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษ 
ผลการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของวธีิ CUPRAC 
ความเข้มข้นที่เหมาะสมของ CuCl2 เป็นปัจจยัส าคญัเนื่องจากวิธี CUPRAC เป็นการวดัการเพิ่มขึน้ของสญัญาณ

ของสารประกอบเชิงซ้อนคอปเปอร์(I)-นีโอคิวปรีน ซึ่งจะเกิดขึน้เมื่อสารประกอบเชิงซ้อนคอปเปอร์(II)-นีโอคิวปรีนถกูรีดิวซ์
ด้วยสารต้านอนมุลูอิสระ โดยความเข้มข้นของ CuCl2 ที่เหมาะสมในการวิเคราะห์จะต้องเป็นความเข้มข้นต า่สดุที่ให้สญัญาณ
การวิเคราะห์สูงที่สุดเมื่อเติมสารต้านอนุมูลอิสระลงไปเพียงเล็กน้อยเพื่อให้ได้ความไวในการวิเคราะห์ที่ดี ในงานวิจัยนี ้
ท าการศึกษาความเข้มข้นเร่ิมต้นของ  CuCl2 ที่เหมาะสมในช่วง 0-250  mM โดยในการวิเคราะห์สารต้านอนุมูลอิสระ
มาตรฐานกรดแกลลกิที่ความเข้มข้น 4 mM ผลที่ได้แสดงดงัภาพที่ 5A พบวา่เมื่อความเข้มข้นของ CuCl2 เพิ่มขึน้ ความเข้มสี
ของสารประกอบเชิงซ้อนคอปเปอร์(I)-นีโอคิวปรีน ก็เพิ่มขึน้ตามไปด้วยและมีค่าคงที่ ที่ความเข้มข้นของ CuCl2 เท่ากบั 150 
mM ขึน้ไป ดังนัน้จึงเลือกความเข้มข้นของ CuCl2 150 mM เป็นความเข้มข้นที่เหมาะสมในการน าไปใช้ในการทดลอง 
เนื่องจากเป็นความเข้มข้นต ่าที่สดุที่ให้ความเข้มสสีงูที่สดุ 

ต่อมาได้ท าการศึกษาเวลาในการท าปฏิกิริยาระหว่างสารประกอบเชิงซ้อนคอปเปอร์(II)-นีโอคิวปรีนกับสารต้าน
อนมุลูอิสระมาตรฐานกรดแกลลกิความเข้มข้น 4 mM บนอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษเป็นเวลา 5-45 นาที ได้ผลการทดลอง

ABTS
+• 

(สีเขียว) 
สารต้านอนุมูลอสิระ ABTS 

(ไม่มีสี) 
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ดงัภาพท่ี 5B พบวา่ปฏิกิริยาที่เกิดขึน้จะเร่ิมคงที่ตัง้แต่ 15 นาที ขึน้ไป โดยในช่วงแรกความเข้มสจีะสงูเป็นผลมาจากอปุกรณ์ที่
เปียกท าให้พืน้หลงัมีสี หลงัผ่านไป 15 นาที อปุกรณ์ตรวจวดัแห้ง ความเข้มสีจะเร่ิมคงที่ ในการทดลองนีจ้ะเลือกเวลาในการ
ท าปฏิกิริยา 20 นาที มาใช้ในการทดลองเพื่อให้แนใ่จวา่ปฏิกิริยาที่เกิดขึน้สมบรูณ์และอปุกรณ์แห้งดีแล้ว 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
ภาพที ่5 (A) รูปแสดงความเข้มสขีองสารประกอบเชิงซ้อนคอปเปอร์(I)-นีโอคิวปรีน ที่มีความเข้มข้น CuCl2 แตกตา่งกนั  
              และกราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งความเข้มข้นของ CuCl2 กบัความเข้มสขีองสารประกอบเชิงซ้อนคอปเปอร์(I)- 
              นีโอคิวปรีน ที่วดัได้บนอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษในการตรวจวดักรดแกลลกิ 4 mM (n=3) (Blank (แกน y)  
              เป็นสญัญาณการตรวจวดัน า้ปราศจากไอออน) (B) กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งความเข้มสขีองสารประกอบ 
              เชิงซ้อนคอปเปอร์(I)-นีโอคิวปรีนกบั เวลาในการท าปฏิกิริยา (n=3) 
 

ผลการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของวธีิ DPPH 
ศึกษาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ DPPH เนื่องจากการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมลูอิสระด้วยวิธี DPPH เป็นการวดั

การลดลงของสญัญาณของ DPPH เมื่อท าปฏิกิริยากบัสารต้านอนุมลูอิสระ  โดยความเข้มข้นที่เหมาะสมในการวิเคราะห์
จะต้องเป็นความเข้มข้นต ่าสดุที่ให้สญัญาณสงูและเห็นการลดลงของสญัญาณอย่างชดัเจนเมื่อเติมสารต้านอนมุลูอิสระไป
เพียงเล็กน้อย ในงานวิจัยนีท้ าการศึกษาความเข้มข้นเร่ิมต้นของ DPPH ตัง้แต่ 0.1-3.5 mM ซึ่งผลที่ได้แสดงดงัภาพที่ 6A  
พบว่าเมื่อความเข้มข้นของ DPPH เพิ่มขึน้ ความเข้มสีที่ได้ก็จะเพิ่มขึน้ตามไปด้วยโดยความเข้มสีจะเร่ิมคงที่ ที่ความเข้มข้น
ของ DPPH เท่ากบั 3 mM ขึน้ไป แต่ความเข้มข้นของ DPPH ที่อยู่ในช่วงการเปลี่ยนแปลงของสญัญาณความเข้มสีมากที่สดุ 
คือ 2  mM ดังนัน้ในงานวิจัยนีจ้ึงเลือกความเข้มข้น DPPH ที่ 2 mM เป็นสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะห์บนอุปกรณ์
ตรวจวดัแบบกระดาษ เนื่องจากเป็นความเข้มข้นท่ีต ่าที่สดุที่ให้ความเข้มสสีงูและเห็นการลดลงของสญัญาณอยา่งชดัเจนเมือ่
ความเข้มข้นของ DPPH มีค่าลดลงซึ่งเหมาะสมกบัการน าไปวิเคราะห์สารต้านอนมุลูอิสระด้วยวิธีนีเ้นื่องจากเป็นการสงัเกต
การลดลงของสญัญาณ DPPH ภายหลงัจากท าปฏิกิริยากบัสารต้านอนมุลูอิสระ 
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  ต่อมาได้ท าการศึกษาเวลาในการเกิดปฏิกิริยาระหว่าง DPPH กับสารต้านอนมุูลอิสระมาตรฐานกรดแกลลิกความ
เข้มข้น 50 µM บนอุปกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษเป็นเวลา 6-45 นาที ได้ผลการทดลองดงัภาพที่ 6B พบว่าเมื่อเวลาในการ
เกิดปฏิกิริยาเพิ่มขึน้ความเข้มสีของ DPPH ค่อยๆลดลงเนื่องจากเกิดการดกัจับอนุมูลอิสระ DPPH ที่มีสีม่วงโดยสารต้าน
อนมุลูอิสระ พบวา่ความเข้มสีเร่ิมคงที่ตัง้แต่ 15 นาที ขึน้ไป ในการทดลองนีจ้ึงเลอืกเวลาในการเกิดปฏิกิริยา 20 นาที มาใช้ใน
การทดลองเพื่อให้แนใ่จวา่ปฏิกิริยาที่เกิดขึน้สมบรูณ์และสอดคล้องกบัเวลาในการเกิดปฏิกิริยาของวิธี CUPRAC ด้วย 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่6  (A) รูปแสดงความเข้มสขีอง DPPH ที่ความเข้มข้นตา่งๆ และกราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งความเข้มสกีบั 
               ความเข้มข้นของ DPPH (n=3) (B) กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งความเข้มสขีอง DPPH กบัเวลาที่ใช้ในการ 
               ท าปฏิกิริยาระหวา่ง DPPH  กบั กรดแกลลกิ (n=3)  
 

ผลการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของวธีิ ABTS 
ความเข้มข้นเร่ิมต้นที่เหมาะสมของ ABTS เป็นปัจจัยส าคญั เนื่องจากการวิเคราะห์ด้วยวิธี ABTS เป็นการวดัการ

ลดลงของสญัญาณของ ABTS.+ เมื่อท าปฏิกิริยากบัสารต้านอนมุลูอิสระ โดยความเข้มข้นท่ีเหมาะสมในการวิเคราะห์จะต้อง
เป็นความเข้มข้นต ่าสดุที่ให้สญัญาณสงูและให้การลดลงของสญัญาณอย่างชัดเจนเมื่อเติมสารต้านอนุมูลอิสระไปเพียง
เล็กน้อย ในงานวิจัยนีท้ าการศึกษาความเข้มข้นเร่ิมต้นของ ABTS ตัง้แต่ 1-60 mM ซึ่งจะได้ผลการทดลองดงัภาพที่ 7A 
พบว่าเมื่อความเข้มข้นของ ABTS เพิ่มขึน้ ความเข้มสีที่ได้ก็จะเพิ่มขึน้ตามไปด้วยโดยการเปลี่ยนแปลงสญัญาณความเข้มสี
จะเร่ิมคงทีเ่มื่อความเข้มข้นของ ABTS เทา่กบั 50 mM ขึน้ไป แตค่วามเข้มข้นของ ABTS ทีอ่ยูใ่นช่วงที่มีการเปลีย่นแปลงของ
สญัญาณความเข้มสีมากที่สดุคือ 40 mM ดงันัน้ในงานวิจยันีจ้ึงเลือกความเข้มข้น ABTS ที่ 40 mM เป็นสภาวะที่เหมาะสม
ในการวิเคราะห์บนอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษ เนื่องจากเป็นความเข้มข้นท่ีต ่าที่สดุที่ให้ความเข้มสีที่ชดัเจนและอยูใ่นชว่งที่
มีการเปลี่ยนแปลงของสญัญาณความเข้มสีที่สงูท าให้เมื่อน าไปวิเคราะห์สารต้านอนุมูลอิสระจะสงัเกตเห็นการลดลงของ
สญัญาณอยา่งชดัเจนเมื่อเทียบกบัความเข้มข้นอื่นๆ 
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จากนัน้ท าการศึกษาเวลาในการท าปฏิกิริยาระหว่าง ABTS กับสารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐานกรดแกลลิกความ
เข้มข้น 3 mM บนอปุกรณ์ตรวจวดัแบบกระดาษเป็นเวลา 6-45 นาที ได้ผลการทดลองดงัภาพที่ 7B พบว่าปฏิกิริยาระหว่าง
สารต้านอนมุลูอิสระมาตรฐานกรดแกลลิกเกิดขึน้อย่างรวดเร็ว ตัง้แต่ 5 นาทีแรก หลงัจากนัน้สญัญาณจะคอ่ยๆลดลงจนถึง
นาทีที่ 15 ซึง่เป็นผลมาจากการที่สพีืน้หลงัของอปุกรณ์เร่ิมแห้ง ในการทดลองนีจ้ะเลอืกเวลาในการท าปฏิกิริยา 20 นาที มาใช้
ในการทดลองเนื่องจากปฏิกิริยาเกิดอย่างสมบูรณ์และอุปกรณ์แห้งดีแล้ว นอกจากนีย้ังสอดคล้องกับวิธี DPPH และ 
CUPRAC เนื่องจากทัง้สามวิธีบรรจอุยูใ่นอปุกรณ์ชิน้เดียวกนั  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่7 (A) รูปแสดงความเข้มสขีอง ABTS.+  ที่มีความเข้มข้น ABTS ที่แตกตา่งกนั และกราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่ง 
              ความเข้มสกีบัความเข้มข้นของ ABTS (n=4) (B) กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งความเข้มสขีอง ABTS.+   
             กบัเวลาทีใ่ช้ในการปฏิกิริยาระหวา่ง ABTS.+  กบั กรดแกลลกิ(n=4) 
 

การวิเคราะห์สารต้านอนุมูลอสิระมาตรฐานกรดแกลลกิด้วยวิธี CUPRAC DPPH และ ABTS บนอุปกรณ์
ตรวจวดัแบบกระดาษที่พัฒนาขึน้ 
จากการวิเคราะห์สารต้านอนมุลูอิสระมาตรฐานกรดแกลลกิ ด้วยวิธี CUPRAC DPPH และ ABTS บนอปุกรณ์ตรวจวดั

แบบกระดาษที่พฒันาขึน้ เมื่อพิจารณาถึงวิธี DPPH และ ABTS พบวา่เมื่อเพิ่มความเข้มข้นของสารต้านอนมุลูอิสระมาตรฐาน 
กรดแกลลิก ความเข้มสีของ DPPH และ ABTS.+ จะลดลง เมื่อน าค่าความเข้มสีที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม
คอมพิวเตอร์อิมเมจเจ (Image J) มาสร้างกราฟความสมัพนัธ์ระหว่าง log ความเข้มข้นของสารต้านอนมุลูอิสระมาตรฐาน
กรดแกลลิก กับค่าผลต่างของความเข้มสี (i = icontrol-ix เมื่อ icontrol และ ix คือความเข้มสีที่การวิเคราะห์กรดแกลลิกความ
เข้มข้น 0 และ ที่กรดแกลลกิความเข้มข้นตา่งๆ ตามล าดบั) จะให้ช่วงความเป็นเส้นตรงของวิธี DPPH และ ABTS  เทา่กบั 20-
150 µM และ 3-13 mM  (ดงัภาพท่ี 8A และ 8B ตามล าดบั)  ซึง่ช่วงความเป็นเส้นตรงที่ได้ของวิธี DPPH มีช่วงที่ใกล้เคียงกบั
งานวิจยัที่มีรายงานก่อนหน้านี ้( Xie & Schaich, 2014) เมื่อพิจารณาถึงวิธี CUPRAC พบว่าเมื่อเพิ่มความเข้มข้นของกรด
แกลลิก ความเข้มสีของสารประกอบเชิงซ้อน Cu(I) จะเพิ่มขึน้ด้วย ให้ช่วงความเป็นเส้นตรงเท่ากบั 1-6 mM (ดงัภาพที่ 8C) 
ซึ่งช่วงความเป็นเส้นตรงที่ได้ของวิธี CUPRAC มีช่วงที่ใกล้เคียงกับงานวิจยัที่มีรายงานก่อนหน้า (Kondakçı et al., 2013) 
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นอกจากนีค้วามสมัพนัธ์ในเชิง log ของความเข้มข้นกบัความเข้มสสีามารถพบได้โดยทัว่ไปในการวิเคราะห์แบบการตรวจวดัสี
ที่มีการวัดสัญญาณด้วยการถ่ายภาพและการวิเคราะห์ด้วยอุปกรณ์แบบกระดาษ เนื่องจากเกิดการเปลี่ยนแปลงของ
สญัญาณเพียงเลก็น้อยที่ความเข้มข้นสงู (Li et al., 2010; Steiner et al., 2010) 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที ่8  แสดงรูปและกราฟมาตรฐานการวเิคราะห์สารต้านอนมุลูอิสระมาตรฐานกรดแกลลกิ ด้วยวธีิ  (A) DPPH (n=4)  
               (B) ABTS (n=4) และ (C) CUPRAC (n=4) 
 

ต่อมาท าการศึกษาความสามารถในการท าซ า้ของอปุกรณ์ที่พฒันาขึน้ และศึกษาขีดจ ากดัการตรวจวดั (LOD) โดย
ค่าที่ได้แสดงดงัตารางที่ 1 จากตารางพบว่าอุปกรณ์ตรวจวดัที่พฒันาสามารถวิเคราะห์กรดแกลลิกได้ ที่ความเข้มข้นต ่า มี
ความสามารถในการท าซ า้ที่ดีโดยจะแสดงด้วยค่าความสามารถในการท าซ า้วนัเดียวกนั และความสามารถในการท าซ า้
ระหว่างวนั นอกจากนีเ้มื่อน าแต่ละวิธีมาวิเคราะห์สารมาตรฐานกรดแกลลิกที่ความเข้มข้นตา่งๆ พร้อมกนั พบว่าให้แนวโน้ม   
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ที่ดีและเป็นไปตามทฤษฎีที่ได้กลา่วมาแล้วข้างต้น โดยในกรณีที่ไม่ได้เติมกรดแกลลิก (GA=0 mM) วิธี CUPRAC จะไม่มีสี 
ในขณะท่ีวิธี ABTS และ DPPH จะมีสเีขียวและสมีว่ง ตามล าดบั เมื่อมีเติมกรดแกลลกิเข้มข้น 0.5 mM วิธี CUPRAC จะเร่ิมมี
สเีหลอืง วิธี ABTS จะให้ความเข้มสเีขียวลดลงเลก็น้อยและส าหรับวิธี DPPH จะปรากฏความเข้มสมีว่งที่จางหายไป เมื่อเพิ่ม
ความเข้มข้นกรดแกลลกิเป็น 11 mM พบวา่ วิธี CUPRAC จะเห็นมีสเีหลอืงชดัมากขึน้ สว่นวิธี ABTS และ DPPH ความเข้มสี
เขียวและสีม่วงแทบจางหายไปหมด (ดงัภาพท่ี 9) แสดงให้เห็นวา่อปุกรณ์ท่ีพฒันาขึน้สามารถวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระ
ได้พร้อมกนัสามวิธี นอกจากนี ้เมื่อน าอปุกรณ์ดงักลา่วไปตรวจวดัฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระในตวัอย่างชา พบว่า ให้สญัญาณท่ี
เปลีย่นแปลงไปเมื่อเทียบกบัตวัควบคมุ (GA=0 mM) ของวิธีวิเคราะห์ทัง้สามวิธี แสดงให้เห็นเบือ้งต้นวา่อปุกรณ์ที่พฒันาขึน้มี
แนวโน้มในการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระในตวัอยา่งจริงได้ 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่9 การวเิคราะห์สารมาตรฐานกรดแกลลกิที่ความเข้มข้นตา่งๆกนัและการวิเคราะห์ตวัอยา่งชาด้วยวิธี CUPRAC  
              DPPH และABTS พร้อมกนับนอปุกรณ์แบบกระดาษที่พฒันาขึน้ 
 
 
ตารางที่ 1 การวเิคราะห์สารมาตรฐานกรดแกลลิกด้วยวิธี CUPRAC DPPH และABTS 

 
 
 
 

วิธีการวิเคราะห์
ฤทธ์ิต้านอนุมูล

อิสระ 

ช่วงความ
เป็นเส้นตรง 

สมการเส้นตรง สัมประสิทธ์ิ
สหสัมพันธ์ (r2) 

ความสามารถใน
การท าซ า้วัน

เดียวกัน (%RSD) 

ความสามารถใน
การท าซ า้ระหว่าง

วัน (%RSD) 

ขีดจ ากัดการ
ตรวจวัด 
(LOD) 

CUPRAC 1 - 6 mM y = 25.59x + 11.61 0.999 0.70 – 1.61 
 

2.55-3.74 
 

1.00 mM 

DPPH 20 - 150 µM y = 15.96 - 13.47 0.992 0.91 – 4.04 
 

1.86-4.23 
 

1.10 µM 

ABTS 3 - 13 mM y = 56.86x - 7.78 0.993 1.39 – 4.91 
 

2.09-4.85 
 

1.30 mM 
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สรุปผลการวิจัย  
อุปกรณ์ตรวจวัดแบบกระดาษที่พัฒนาขึน้สามารถตรวจวัดฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระได้พร้อมกันถึง 3 วิธี ได้แก่วิธี 

CUPRAC DPPH และABTS โดยได้มีการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมส าหรับการตรวจวดัฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระทัง้สามวิธีบน
อปุกรณ์ จากนัน้ได้น าเอาสภาวะที่เหมาะสมมาตรวจวดัสารต้านอนมุูลอิสระมาตรฐานกรดแกลลิก พบว่าอุปกรณ์ดงักลา่ว
สามารถวิเคราะห์กรดแกลลิกได้ที่ความเข้มข้นระดบัไมโครโมลาร์ถึงมิลลิโมลาร์ เทียบเท่ากบัช่วงที่ตรวจวดัได้กบังานวิจยัที่
เคยมีรายงาน มีความสามารถในการท าซ า้อยู่ในช่วงที่ดี และให้ค่าขีดจ ากดัการตรวจวดัที่ต ่า จากผลการทดลองเบือ้งต้นจะ
เห็นว่าอปุกรณ์ท่ีพฒันาขึน้สามารถลดระยะเวลาการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระได้มากขึน้เมื่อเทียบกบัวิธีดัง้เดิม ใช้สาร
ปริมาณน้อยกว่าถึง 100 เท่า อุปกรณ์มีน า้หนกัเบาและราคาไม่แพง ไม่ต้องจ าเป็นต้องใช้ผู้ช านาญการในการวิเคราะห์ มี
แนวโน้มสามารถพฒันาเป็นอปุกรณ์พกพาไปตรวจวดัภาคสนามได้ และเมื่อน าเอาอปุกรณ์ตรวจวดัที่พฒันาขึน้ไปวิเคราะห์
ตวัอย่างชา 3 ชนิดพบว่ามีแนวโน้มการลดลงและเพิ่มขึน้ของสีเป็นไปตามทฤษฎี โดยตวัอยา่งที่มีสารต้านอนมุลูอิสระจะเกิด
การฟอกจางสีเขียวและมว่งของวิธี ABTS และ DPPH ตามล าดบั สว่นวิธี CUPRAC จะมีสีเหลืองเกิดขึน้ ในขัน้ตอนตอ่ไปจะ
น าเอาตวัอยา่งจริงไปท าการทดสอบเทียบกบัวิธีมาตรฐานเพื่อยืนยนัความแมน่ของวิธีที่พฒันาขึน้ 
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