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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
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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 
 
 
 



10 
 

ระบบวิเคราะห์ในการประเมินความสามารถต้านอนุมูลอิสระฯ  ปีงบประมาณ 2554 
 
 

                                                                                                          …………(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 
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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- 

 

 

 

 

 

 

 

 



12 
 

ระบบวิเคราะห์ในการประเมินความสามารถต้านอนุมูลอิสระฯ  ปีงบประมาณ 2554 
 
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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 1 e) 
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 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



24 
 

ระบบวิเคราะห์ในการประเมินความสามารถต้านอนุมูลอิสระฯ  ปีงบประมาณ 2554 
 
 

 
 
 

 
 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
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    



29 
 

ระบบวิเคราะห์ในการประเมินความสามารถต้านอนุมูลอิสระฯ  ปีงบประมาณ 2554 
 
 

 

 

 

 
 
 
 

 
 
 
 
 

 

 รูปที่ 4.6 ผลของปริมาณ CNT-NH2 (ปริมาตร 20 µ L) 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 พบว่า เมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของ 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



36 
 

ระบบวิเคราะห์ในการประเมินความสามารถต้านอนุมูลอิสระฯ  ปีงบประมาณ 2554 
 
 

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 



48 
 

ระบบวิเคราะห์ในการประเมินความสามารถต้านอนุมูลอิสระฯ  ปีงบประมาณ  2554  
 

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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~ ta.I .:,,,., 4 QI "oQ,
~1111~tJll ~'YIl'JllllLllfillfl~~1~1'f1mllJrrllJl'Hlfll11tl\jlJtle1T'j::l<;)tJ'nlJ (Total Antioxidant Capacity;

TAC) 111111hnJ ~1tJlllfliifllLelJl'Y1tlf1s llJ1l1111~::lJlJ~ihm '11tl~~1 'hHq,f)mff~fI1flJtlll~~<;)Ulh~1tJ

fI1flJtlll1l1111lhU' (FIA-GC/CNT) 111nl'jnnY1~1f)F7f)~llUl11illtJ 111t11'jfftllmi'1tJl'l'lfliifli'lfflflf)11tl­

l111lJllJYl1'Y1lJ11caffeic acid nllJ1'Hl1fi<;)l1~mUltl8f);If1i'1l ~H~1 il'l-Nlf)tllff~fI111J811~~<;)l!ll'j ~"W

fI1SlJ811111lllihl1 (GC/CNT) ~1tJ~mj''ll'l;ql~~1f)'h,f1il'l~hf)m~f11flJ811 (GC) l1tl::J~l~ffm'YI'"~

.., ,
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Received: 2610412011;Accepted: 3010512011

Souwanee Laosing', Siritborn Angkeaw', Maliwan Amatatongchai 1,2*

J Department of Chemistry and Centerfor Innovation in Chemistry, Faculty of Science
Ubon Ratchathani University. Warinchamrap, Ubon Ratchathani, 34190

lFlow Innovation-Researchfor Science and TechnologyLaboratories (FIRST Labs)

11T11'iML't1~liT-3~"mli' 61-3uK11,')J::il1'''W 8')JVlli-3''IItll,2.

I Ilm'i"lltlii rlIlJ::'ifltJlfflt'1l11flJI11JYltJlrimJ1Ja~1"1i1iJtJ.11~lI'tim1J q1Jnml1i1U 34190

'*fNlJDVAnmri9lM1lJ- ?VIJn11'111lt~tJ7nOlfflf(l1IfJln::l'YlrlluMi

A New Method for Evaluation of Total Antioxidant Capacity by
Flow Injection with Amperometric Detection on GC/CNT

Electrode

1Illfl11lJ1itJ

Research Article

1mm=ifltJ lfl1tY9Ifu. IJVl'l'f IIVVHlffll

11# J (lJn11rlu-ilJ"J1rJlJ 1554) 10-10

{Ql1i\J~' SCIENCE JOURNAL
~'. UbonRatchathani University

i!ftiii ~' httpJ/scjubu.sci.ubu.ac.th

-------------.----------------~

'!



A flow injection system based on amperometric detection of antioxidant compounds at glassy
carbon modified with carbon nanotube (GC/CNT) electrode was developed as a new method for
evaluation of total antioxidant capacity (TAC) in Thai indigenous plants. The electrooxidation of
caffeic acid at GC/CNT electrodes and GC electrodes was investigated by use of cyclic
voltarnmetry.Oxidation peak potential of caffeic acid obtained from GC/CNT is less positive than
that obtained from GC electrode. The GC/CNT also provides approximately ten times better
sensitivity than GC. The enhancement in peak current and the lowering of overpotential are clear
evidences of catalytic effect of CNT toward the caffeic redox reaction. Hydrodynamic
voltarnmetry was performed to find an optimum oxidation potential for 7 antioxidant standards
(caffeic acid, trolox, gallic acid, catechin, ascorbic acid, quercetin and rutin). The optimum
oxidation potential at DAD V versus Ag/AgCI reference electrode was obtained for all tested
antioxidant standards. The developed system (FIA-GC/CNT) exhibits a wide linear dynamic range
and a detection limit in ppm level. The system provides an impressively good precision (%RSD =
4.3) for injections (n = 20). Throughput of sample is 36 samples h-I.The reliability of this method
was tested by comparing TAC values obtained from this method with standard DPPH method. The
results showed good agreement between these two methods. The developed method was rapid,
possible for automation and convenient for TAC assay inThai indigenous plants.

Keywords:Antioxidants, Flow injection analysis, Amperometric detection, Carbon nanotube.

Abstract

'1 ~ .J" - 4 a QI 1 I ..F- d.ct. 11ft) "TAC lIl~'Il''¥IlI1J1l14 'Il''U?lfl6 n::1Tl1?l'U'IIn1\l Utlfll.J::'i::1If1::rm "lJ 'VI'U111J'il.J1nlTAC 'Yl1lfl'l1::11Ifl

t1V?lfla'V'Hi'UmlJltl.1TAC ~11fl'i 1::111~~1Ull1flil fllJ191'l11'U DPPH 'i::'U'U~i911'U1~'Uiifl11lJt1::fl1f)
~ i!ll .. ~ ., 1 .... . ""~ .. ~ y'i1fll'i'l 'I1f1am'i1Ifl'il::l1U'UlJtlfl 'UlJ<;lun::l'I1l1l::t1lJnl'tf'i'U 'l!'l'U0l'i1lt1'il::l1f111lJt11lJ1HI9l1'Utl1.jl;Jn

.q ~ J " ,mY'i::1~W'l1lJ''Ul't'll'l't'U'lJ1'Ul1V

l~f)":h~1'yj~1 GC 1h::lJltl.1 10 nh .,f~~I;1f)~lJ1~1f)fln"ufmdnliimfJl"f)~tn;'1Jtlll'ln lUlhU' mn
.. ., !'I•.r1!l d ,.. ~!II" .. .•

fll'Hl'fllll'l11flflVIl1Ttl'Yll'l11Jl::l'flJ'Ufll'i11tl'n::'I1l'fl'i9l1'I.HllPJatll'f'i::lJl91'ijl'U 7 'I1'Ufl(trolox,galhcacid,

catechin,caffeicacid, ascorbicacid, quercetin "":: rutin)~1all1flilf1'31fl'i'fl'U1iifl11nll'l1lJllJ'Yl1'Vnr;h

ffmf'll'l~l~I11lJ1:: l'flJnl'tf; urrrs ~1l1tl1.jl;JfIfin'l ::lJl91'lS111llf)'Il'il?l~ rill i~fltl 0.40 11n~ ~lflfm 11flfltl~

, d ., J i!ll' ~r" " !II !II d JI ~Yl1J11'i::'UlJFIA-Gc/CNT 'nYlWl'Ul'IJ'U'I1'l11~fll'i9lf)lJl1'Uf)~UlJlJLlJ'Ull'f'Uf1H'U'lI1~fl11lJl'UlJ"'U'nwm jJ
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4:lt d ~ .d 4 ..::14 tid.,
tl'4l;!atlrfS::l1atlM'I1 Stll1I'11at)n'lS l1'UfllJhliJ'U VI'J
o ~ ~ tAl ,., .1
f111'Ufl6'4lJatlt'l'S::lJflll:: 'lft'l'lSlJS::f161J 2,2'

Diphenyl-I-picrylhydrazyl (DPPH) [7) ~~I1J'U

.Q.d ""d,
tl'4l,! afl ffS:: n 'VI S11Jfl'JllJ I'IllJ'IJ'Ul111'U'Ufl 'U IIa::

llflSl::,.Tfl'JllJrfllJ1S n i'Ums 61J5-l 'I1~()'IJ~ftfl'4lJ"

tiffS ::'lJtl~rfU~'Jfl~1.:I~rr'U 1111ft lftviftl1~ lJ1W

, .,... ~I" ,
fl"lflU"Ifl11lJllJ'U'ilHlJ1flml [6)

fml1flS1::lf'fll TAC ltltJi'Jil1ll::lif11St'I'!l.:1

"Q ,Jd I C\'Iltl-lfl'Tltll'Ufl'4lJtl6t'1'S:: 'fIfIl'J::I'lI'U'UIStJf1'J11flYl

"ffft1'J::\lflfl6f1;1tl';lfl'UfllJ~a" (oxidative stress)

~~I~'Urf1m~~rifl,,rlfift hfl911'l 'llJlfltJltJ 1'li'W

1 .d., '" "" ..HlIf1tJ'Jfl'IJ'I1a6flIMfl'l1'J Il (cardiovascular), tJa

1 .. < <
'IIlJllJflS (Alzheimer's disease), 'W1St;'Uz1tJ

(Parkinson'S disease) 'I1~'f)IIll'II"f11mrititl'W1tJ

(aging) [2,3) iiS1fl~1'U11f11'iS1J11'i::l11'Ut'I'lS~1'U

fl'4lJatit'l'S:: 1'!i'U1V11ij'U'l1iiftvil-l'lt'l'l'il1S::fltJ1JYI-

~ " .. 1" " ... "dan ,.d .,6'4l;!a6t'1's::ua::t'I'lSfl1'Ufl'4lJaflfls:: 'I1tlQ 'US::tl1J annoxi t capacity, TAC) lJlflfl'Jl'r1V::'1I6-l
, " " cJ 11

rflJPja u~n11'U'fIfl1'J::lis::t11J'Il6-lrflStl'4lJtlVns:: 1!flSl:!'I1"1l'US::'l.j;'li'1l11IiJ'Ut'I'lS1ft f11S1tl TAC ii
", Ill'U1l1"''UC"'l1d1'!~1J"'''''llJ'U~"lJl'" e1::"'llJ1" "'II"''''·'lltl::t'I'lStl1'Ufl'4lJatirfs:: liflQ1'Us::~1J'1YlJ'la flflii n n TO. n. v". " .,," TO~

illlJ1W'Ilfl~ms fl'4l;!a Vt'I'S::iilJlf11fl'Ufli1t1"ilJ1W l1s:: Ul1i 1111'1f11S~1'Utl '4lJ a ti t'l'S::'Iltl-l~ 'J6 ~H~

6'4lJ6flt'l'S:: (Oxidants) fltl 6::'1IfllJ llJlUfltl t'l'fi<;lV1fll1'lf1i5'ilJ'lf1~t'l'llJ1'imh[JrJ6~fi'Uh~t11tJ

'I1~tlt'1l'il1'i ::m)1J~lifl I~fl '11HI'U1 lim 1J~'Iil H'li 1l1f1t'1fm::gfltltlfl~1tl';lfi'Ut'I'lJ'l6 M [4)

fl11lJ1M 1'J''Uf11SIfltll1~m [Jltltlfl~ltl'li'U [1) th'U f11S11flS1::,.Tt'I'15~1'Utl'4lJ6Vt'I'S:: ''Ui'J6~1~

t'l'15~1'U6'4l;!6et'l'5:: (Antioxidants) I~'U'1Y1SYf'Jfl l1s:;Ul'n~h~'l '1Y1lJ1HnhM'I161tJ1tI'li'U ms
\1 ., ~ .;" d C!I: 0 .. IQ~ oQ "m~ oQ 1 oQ 4 ~ I16'Ul'lflJ'I156fflS6'U'r1'1YllJ1S(l'l1::66'11S6i11lJ{)f1'itJl 'JIf}S1::'I1'111lJSlJ1W'1Y1'i'b''Utltl'l1'Utl'l1'U~ 'I1'i 6fl"'llJ

n1Jtl'4lJ6 e'fls:: 1tl tJtl5 -ll~'f)fhi tltl'4lJ" e'flS::',r 1<;1fl~lJ'I1~-l~'W1J11iil'lW 'fIlJ1T~' 'Uf11S~l'U6'4l;!6

'I1lJflMH~tl'l1Qtll1ijmtJl~ol'1f'liM~1Iii'U~6'11 e'flS:: l'li'Uw611'J'U6tJ~, 1f11ij'U16,1'111ij'U;, '11~6

SHfl1tJ'Il fl-lfl'U L5 llif11S t'I'~H 6'4lJaeffS:: 'fIT:il1S::fltl1Jvli'Uiio [5) l~tl~1l1fll1$lJ1W'Iltl~rfTi
o ., ~, ..... , .d ...
1l1'W'Jflreactive oxygen species (ROS) [2] L'Ii'U f11'Ufl'4lJaflt'l'5:: 'U'W'l1Nfl'1Yll'UYfS'I1'U-l'llJOIl::

1a1tlsIIl'UIl1fl{tltlO1'1f~(H202) 1afl'H)fl~aIlS~t1t1 11'S::fl6'IJ111~'JtJffl'S~1'U6'4lJtlflffS::'I1t11tJ'l 'l1iitl
., ca.r I :. d.ct J, "(HO") 111fls6flfl~6"S~t1t1 (ROO") IIt1::'lIIl1fl{ flrflJfl'UtlQ nlJl1~'fI1HllJt)i11! 'Uf11Hll'Utl'4lJa

66fl 1 'If~"S~t1a (02") ~'UlJ1Nl'U ns ::1n'U f11S et'l's::,,~1i~1lil1'S1'IJ1m ~t'I'!1-l'llfl~'fI1'iIl'US::'l.jMil
, , .. , ...:. 1 d «II d Cl "mtJ II 'Ufl'Ul1Sfl~'h~f11tJll:&~::1J1Jt'1~l~t'I'lS~l'U fl6'1Y1Stl tl~'U'U 'Utl'JllJliJ'UIlS-lf11Sl1Il::'JlflSl::'I1

6'4l;!aet'l'S:: (Antioxidative defense system) ~I~'U ms ~1'U 6'4l;!a VIn:: 1'Ut'l'lS i'J6 ~H ltl tJIItJn
16'Ui'll,r'lfiitl~l~'l 1'ti'Usuperoxide dismutase, 1IflSl::,.Tiliit'l'laiift 'tlU'l~~.:II~'Uf11SVlf1lta::~m
catalase 11":: phospholipase ""::t'I'lS~1'U6'4lJtI 1li'lill1J'U ,n'UHtJri'J'UlJlfl~Hr'U'hl1s::dl'U
~ .. , " , 1"oJ 4...... , " ..6t'1'S::l1lJ 'lf16'U'lflJ'Il'UlJlIYf6SfllJ1S::tl1J'Ilfl~t'I'l':i f)'J1lJ'fI1lJ1S(l 'Uf11Stll'Utl'4lJa6'f1S::l~ws'JlJ (Total

.. l.1J'mh
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I'

2.1 ~1.In7~
..;.. 1.I ..cI• 1 "1 loUlJ-U'U3 mg. mL·1 1~11llJlflll~YlJ'U11J1fln'll6-3 J.

lm6.:jllfllln::~ fl'iUl'YI'U1lJ1 'II urus
~ Wang [13J11lv';.:jfll~1Jfl'U'U1l'Uih1f 3.0 mg lrl1-u

m W)fl'YI1.:jhj~1Iflii1lJ.:j1'U 1I1IJiltJ'S::fl61J1t1tJ

23.1 n11lY11tm,r.7r1rh
n6'U111~1 ivI~lfln,.rr~fll~ 11'6'1.11tJ~fl

uils l~lJ~1 iYI~1'IIiifl911~ <") 1J::111~1' vI~llJ1-nl

.... ..'"2.3 11ifll"1~tIfln1tl~fl1~ 1J6'U~~f!lltJ'S 1t1Vfll~ 1Jfl'U'U11'U-ihU'

(GC/CNT) l~e1111111.;\'Ufll'jtJ'j::lij'UfI11lJtl1ll1-

" ~ 1 1 '" s v ciaHI~l'U6~ l.,ln6ff'i:: flll'nlJ u Nfll1'Ulfl'U 'Yl'UtJlJ

.-

1J~li'YlFluka) ;i'Tyiln::n1V lfl'l'11'U6nuneurmunn
19f1Wfl::'U1ii~tl (flow injection analysis; FIA) ~

(99.9% 1I~';'YICarlo Erba).. ~ '" "1 '" cI t ,..111 ..119l1~nIJ1~1I1J1J1l6lJIl1fl'i 'j111'1'1'S'1'1 '11111111'11'1.1fl

acid, caffeic acid ua:: catechin (AR grade ~lfl

2.2 Ifl'ilflii

fl151Jfl'UlJ11lJlhU' (CNT) (multi-wall
.. .t

carbon nanotubes, 1JStlYlli95%) (NanoLab, USA.)

ff1'jfl~l.,la~tl'j:: DPPH (AR grade 1J~';'YISigma)
~lt11'lJ flll1lfll 'tlf',,!)i'Jl)V'~~l un:;;;~,rln~
~l'il'flllJfl1'j1Ifm::'I1 (Limit of Detection; WD) ~1

.:j1lJ1'1i1l~ff'U11J~ 9::~?lllJ 11YlflU1'1111'1s 1::'I1'Y11'1
, •.,11 .... 1"'" .... ",.!t "11111lflllll'lfl'l11lJfl1'S91n~1Ifl'i1::'\1'\11l1'l1l1'U1Jl'U

tical} 1i'J'UI'YIfliifl~ii IJlllhml.;\lJ ms 1Ifl'n::'I1tY1'S

~llJfl~lJn~tY'j::6Ih~ul1~'\1a1tJ [9-12] 1'l'i':i1::1,r",n

fll'j1Ifln:;'I1~'nfll~1 iirrflll111 (sensitivity) \1.:j

fl~lJlfll'l11~ 2,2'-azinobis(3-ethylbenzothiazoline- lfl1fl-lhll'YIlJ;'16f(1~'YIAutolab 1lJ PG 12 (1J~lil1

6-sulfonic acid) (ABTS) [8] l;,ll\'lfifl6~lJn Methrohm, Switzerland} 'j::1J1J 3 ~1'vI~h ft6
.+ ".c::fi ~ .: 4. 4 ~ ~, 11 '"ABTS 'Uflf!'IIfl-31lilJfl6tY1lJ1'S(l11fl'S1::'\1mlJ1Ul '111vll'mhHI.l (working electrode) ".i!?lmntY'lI-

cI .. _, .. - 1" ~ ",.. t'. '_.111f!1'j6~\!aaf!'i::l1l't1a6~lflfl1'j')'h1J{)fl'j1l1 f!1l1?lfh mrueu ('IIlJ1f!ltYlJH1lJlj''Ullfla1.:j3mm), '111m"
.. cI ... ~yt,_; y ........... , ..

fl1'j~flflalJlltY~'YIaf!n.:j111fl1'j1Im1::'\11~1'YI~lJ-u1 t1H6~'lIan6'i-'lIal1fl'jflMl 'if! (Ag/AgCI) un::

~ • .. "'.. t 1-.I.?!1' ..lIa::911mn::n1IlfllJ'YI'iIJ '111Tlll1'll1V (Auxiliary electrode) 'l1lJf!n1f!

l'I1fliifl1Ifl'j1::'I1'Y11.:j1yJ~11flii(Electroanaly- ul1nlhl'll (pt) (1J~li'YICH Instruments, USA.)

1tJ'1?iiDfI1th;rv*ml~m)J~. 111 tJ'71?n01tntJ'9If I). Q1R'., fl'UViflff}J jjf{ 1 (VM1f11J-{U?1fI1J 2.5.54) 10-20 13

-~-
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.., " "2.3.2 fll'jVl'l1~1V1fl112Jrrl2J"H1Vl1'U6'\fIJ" hfl1'i 1'1::"16111m 511'\.1trolox 1111'\.1IlJ 'Vll'\.l""

6rr.,::11'11'J'i12Jyl(1fJl'YIflllflll'i)2J1'1'16~hl2J1171lJ'i::1J1J(Asrd) fl1'\.11tu'l11ti1% DPPH Scavenging Activity
I '11' I

liilfl1'i'mli.u1'vl~lfl1l1rr~fl14'1J6'lJYi~vlll'lhyl(,tl l~vH'rrlJfl1'l~ 1 fI! Hf1'llYllJ11l'i5l1'\.11f1t1'1'1a6f1

m1"6'U'U11'Uyb,j (FlA - GC/CNT) 'i::'I1'h:jfl11lJ,,rlJ.,r'\.l'\J6~ trolox fllltil % DPPH

'i::1J1JIvlnijlJl1lf1i'\.l~~VlJ'\.I1~'\.In~V1.n'll Scavenging Activity

fll'lll'l:: lij'\.lm1lJIl1lJ1'I(l"'1'\.16~l.!"iill'l:: l?ltJ'l1lJ

.
4

., ... ..;. 0 .., d C1I

'I1'\.1fl2.5± 0.0001 g IIfl~''r'ttlfl11ltlllJ~fI (pigment) th,.~::lV1I'J·n2Jyl('rJ:niDPPH

IIn::''IJ (wax) "'1f118fl1'l1'\.1mlJ1m25.00 mL (flOY1 illll~flWfl:~l1V DPPH fl11lJl,rlJoff'\.l6 x 10"

3 ",f-3) 'I11i16al-3~I'I1~V'il1flf11'lIlO<;llJ1f1fltl~':HJ M ,Ihml'I 2.90 mL 1ff1'\.1cuvette l~lJllJYl1'\.1tlfl

80% llJYl1'\.1f1nmlJ1tl'l25.00 mL lin:: 2% Na2Sp, mlJ1tl'l 0.10 mL 1'\.1cuvette lf11J11ilJ~1itl 1
A .., tot c:::i' •

1l'llJ1tll 5.00 mL (rrfltl 3 tlH) '\.I1'l1'\.1'UtJ-3I'11n1Yli,1lJ,:j 'I11lJ11<;lti1fl1H,]tlfln'\.lllfl-3-Yi515 nm

rrotl·l~mnlJo'\.l 'il1flJ''\.IflH).:jI'h'\.lllfhjf1H)~'IJ'Ultl (ACH;OH) nrHfl11Y1lJ1A'lll'Ultltl1<;lft1fl1'l

0.45 11m lf11Jfi1vVl-31'UfI1'J1'\.1::n'll1~li~hiJtlt'!iJYl~~tlfln'\.lIlIl-3'U".:Jfl1'ln::fl1t1lJ1<;l'li1'\.1trolox fl11lJ

~tlI'I1~ijll'l::lJ1W 7°C l.,rlJ.,r'U~l~'1 (10,20, 80, 120, II":: 150 ppm) l~tI

GC/CNT
..." q QI 1msffflt;lff1$Vl1'U6~ l.!1'1flfI'l:: 1l1flrns tl1flV1~

~9lJ'\.I11l1fln'lltH S. Silva [14] hwi.:Ji1tJVl-3I1,r-3

RE: '\!fAgCI

.J..F.: SlainlCS$ S1ccl
0.1 ~I pM<pb3'. burrer pI{

m'U6n), injection valve IIn:?11A'l11l1t;l1l1J1JIIVlJ
"1 '"d t. , ..1'" cO" d w .1I'r'tV'l 'HlJ11'l11'll1 71711fln1rr'llfll'I1J6'\.111tltlllll'I

~'fJtn{1J6'\.1'U1l\Jlbu (GC/CNT)

.. ... ,
2.3.2m,m1tJumvtJN

Fimi'\.l,r1'\.1~H''\.I,:n'\.l1-OV.,t,:j4 'l1iJ~'~lIri

fJfl~lJ::'l:: 'II'::'r't~n:a~1~'\.IlIn::Fifl1'IJlJ 'I11~fl.,t~ 4

i,1lJ.:J

'11fJ~rru n:: n1fJfl1{ 1J6lJ lJ 11 'U'yi'JUtl11lJ

l,rlJ,rlJ 3 mg.mL·lll'\.l-5"vl~lfln1ff~tl1{1J6'U 20

.r ,21 ".I A " , "t , ..11'1f1L'tH l '\.111'11Hl ~ ill'11t]lJ '116-31l:: ~ 'II 1 11'n1
t ,..1111 Q" .Iw .1" "'11111111fln1ff'llfll'llHnl11 ~~ 1111'HI 1tJflTnH) '\.I'\.11

l'\.1othU(GC/CNT)

L 'IJ1~'IJ'U1~ 5 mL ilI1l~tm1'1:anfJ'~llJin (PIA - GC/CNT) IIn?l.:J~-3all~ 11l'I:fl~1J~'fJ

vle{lJ1'UlJ1V~mlJ1~$ 1.00 mL 1rin.:J1lJ'lJ1~ '111'11 ~llf1'jWY;'~'l i-3l1 {ilJ, rr1'Hl::n1v~i1'r't1 (vl6t'!lvl~

sonicate ~'f11fl~fl~ ultrasonic sonicator lrllJnn1 3 ~vllvl6{ pH 7 fl11lJl,rlJ,r'U 0.1 M 1lJ 40% 16
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d " c!'VIGC/CNT (lfflJ'YI'I.J)uae background current

(vlenlvllluvllvlef pH 7.0~)j KCI mlllloO'lJoO'lJ

0.03 M un::16'Y11lJtlt'l40%) (lfflJll'.i::) 6t;l'ill~,)

1lJOl'ifflll1lJ 0.01 Vs'l

J,j~ 2 i'llflafl i,)'cIU'YIllillllmll'IJe~ caffeic

. v " cl ~ i..I.!!1acid fI'lllll'IJll'UlJ 40 ppm 'n'IJ,) 'I'fI'fl GC un::

-.2 0.0 0.2 0.4 0 .6 0.8
Potential (V, vs AglAgCI)

GC

J~.~~' .

-=Go>.....=U.. ..
lliifi~tllt)6fl~lf1ilJ'lJt)~ caffeic acid Ifl'il'YI

ffoUlYl{:hll'J::lllW 0.23 V iifhm::!lff~tJ6'il1lt) llJ

;in (I",,) n11fllJ 1.57 J.1A1I1iLrlt)H~1GC/CNTlrllJ

~1 , vl~ln l~llJll~m tJlt)t)O~I'ilitllfif1~ ffoVlYl~l

lh::lJ1W 0.19 v uee l""lithl'vhn'I.J 15.20).1A
~Q dlQl~ Q QI I ~

IlJ6"r'illl'lW1'Ylfllf1nU6t)O'l1I'il'lllHl"::mm::11 ff'VI
IJ-el'ilua1'U~f) 'I'Ilrh51~Yl{(h GC/CNT II::il1fi1
ffoVivlfih~~1fl')l~t)~~')ivl~h GC IIn::1,f

fhm::11 ff~ ee ~ IIt) i lJ ~fl~~ ~11')1,1'1i vl~l GC

IIif <;H 111rlt)li1I'll f lJ t)lJ lJ 1i lJ 'ih 1f~ ~liff11u~
III'Yn::i')tit)ii~lJ~ ;:h~~!ln::'Ill 'l~~l M;i llli~
.1 t i..I'" .. J J i ..J1I1J'.i~1Y'fl'fl0nlff'l1fl1'l'I.Jt)lJ fll'l1HllJlJl lJ'n')tl

1l::lIfff1~nlJ'l.J1i'Ut)~electro-catalytic activity li11,f

Ol'Jffmlli'1lflno l)'cIlIllllllJllmll~tlHn'J

~llJ(l'4lJ"~if'.i:: caffeic acid ll::fffllllfll'J
.. .1~- cl t ,..1'" .. J ()1fl~1J!Jmtll'Yl'IJ1 Yfl'fl0"lrt'l1f11'l'I.J6lJ GC ""::

,1'1i Yl{hO",.t'1~fI1f ut)lJ ~i~lI1h;( 1tJifl'l 'cI::nltJ

f11flJ6lJlJlllf~h1f (GC/CNT) Nnfl1n1f1nt)~lIn'il~

i~lll~ 2

1l10lll"r'ilJ'11I~t)1~ GC l~lJ,r1il'l~lnmlJ

GClCNT

i ~ . ~ 1 ~ J
Yl91(CNT:graphite) 1l"::"r'ilJ111'l1'llJt)lJlJl lJ'YI1lJ

nl1 ,f,r1 i vl~l ~ i~1l1 11111s i~uils ifl11l'l n

trolox g" of sample [15]

t)t)O~I~';lJ~fhffflV~~ltH tYt)~flJ't)·H)tJF.jf'm'l

1-nfhl1"HJ~flnlJlln~~t)~if1'l~1t)ril~ l~tJ',*n,.s ll~"t)~~t)~ A. B. Mogbaddam [16] ~~~mn
ffn~1l111~"1I11"::n1jlJ""ni1tH;'~ unuuimut)'cI 1l~mtJ16t)O~I~ilJ'ut)~ caffeic acid ~,r1' vl~l

fillJ1Wlmh %DPPH Scavenging Activity "":: l;'~llJ 'IIij~graphite 1i'l'lll~lllitJlJn1J ,r1ivl~1

mlllW'l111nl'.i~llJt)'4lJ"~n'l::'lJlll~t)~ mg of fllftl6lJlJl1lJlh1f (single wall) NffllntlN~ml

15

%DPPHScavengingActiVily=[I-(~: )] x 100 (1)
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.'"Il ..... '70

Jtl~ 4 ''1Ifliifl11~lIl1lJ llJumlJ'U'6~ caffeic acid
v " .d QI c:$, 0

fl11lJl'UlJ'lJ1I40 ppm l1ij91~1IS1 lIn1HUlf1'1.1fll

~1~'l (0.02,0.04,0.06,0.08,0.10 un:: 0.12 V.s'l)

Potential (V vs. Ag/AgCI)

·200 +-~~-~~~-~~--I
·0.4 ·0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2

.......200-e
~ 100-C
~ 0..
::s
U.IOO

dependence study)

, '1.1ff n 111n 1s If) flll ~ n~U1~ fl1 '11t!I'll tl ~t,]IJ. .. ~ d1'lJ1 rl'YI1111~1'1.1ll::flfl1l1f1~'lJtl.:j'69111IS1 urns

s c!41c:.A,' QlQ.ltd.:!l'1'1'1.1(SIB) ll.:jlJfllmlJ'II'1.I lJlJlfl'l.lfl ~~lI'1.1\).:jmtlfl

mlJl91)fllflJe'1.l'1.l111llhU~ 30 ilL IlJlIfh~

I'lllJ1::nlJri1'11s1Ji-Ni'1.lmsflflllllsJ1 M~h
3.3 Na'llMtlVl'nlh1'Wf)11""01l (Scan rate

"~"O'''I:l Q1'1.I1111J111 'I1fllm::llt1l1'1.1 (background; B) lJ
, ..1 III ,

'II'1.11fl'11ty'll'l.lfI'f\jtyl\u (Signal; S) 1l1flfl1m::lIff

~tlflq;I?I'lill'Utl:j caffeic acid Lrltltl1J~1t1tilm::lltr

~ 1" ~d ~I ..I.. Jf ..I.. ..fllSlJe'l.l'l.ll 'I.I'YI,)lJ·HI1JlInl'nllJ'I'IlI'YIfn~.:Jlln::lJ

mllJnllJml''I.Inmll'vHh'~ IrltlijmlJl\U'IItl.:J
~ ,. ... .I ... ,,, w

tllS1Jtlll1l1111Y111JlJln'll1l\)~'YI1 '1-nYllJl1n1"
, ..1,,,.01.1 o4.o1_r-
fllm::lIffYl 'PlI'VUJ\1~'lJlI1l~llJtll'l'llJ1JllJ1~S'lJtl~

tllf1Jtllllll111Yh-U'\1~g~ 40 J.lL ti1m::llff~MI1lJ

fFl~ ~.:JllJlIfln\)lflmsth1"'~1'~'IItl.:Jfl1f1Jtl'1.l'l.l1

'ch'l1SlJ~l1l1~tld ms 1'*mflJtlll1l111lyh-U'

'!Iii" multi-wall lJ1fl'Pl1l1l'~1''''~ll'il'~1~fi1

m::llu''''{h~tI~'Pllltlll1~n~\1~frl1~11rl~l GC

llS::lJltu 10l'yh

3.2 r'''i1'IJM,nmwmi1J~1,I11111,11h,jmoV1l,1

fll1~Pllltl1,r1'rlyh
111OlS ffnll1'1111l~lJl~l'\)tl~fllflJtl'l.lllll '1.1

.yb-U'~I'I1lJl::t1lJ''I.Im5fl'Pl1l1l1J1 1..,';:h \)::1~5t1lJ

~11"'~1 GC/CNT hW',*UW(l::nltl'Utl~fllf1Je'l.l

1I111lyh-U' (3 mg.ml,") U~lJl~)~N'l fln'Ue~

mlJl\ufl1flJtl'l.l'l.l11'1.1.yh-U'viijfl1S~STil'l?lllfim tn
~ ~ _Id

tltln;SI<f\'lf'U'Utl~ caffeic acid 1!n''Pl'l'Pl~~1J'n3

tilm::llt1een~lfli'l.l 1'1.1l1hih.ltil III~fJ'jllnJ1' "'~h
~1915UlJ~1I3 ~1 'l'l~hri111LI(llJmllJfln1'Pllfl~ell

(error bar) Llnfl~tilliiU~I1JlIlJ1?l5!11l (S.D.) 1l1fl

fllS1'"

4tl~ 3 tn1lJ~lJ'W\I;5::'I1'h:jfhfl'i::llt1\)ln

1l~n~tl1~~n~I~';1I'IJ~~ caffeic acid tilJ

mlJl~''IItl~ fllflJtlll1l111l Yhu~H,.wOl~fl?l

II1h~1 1..,-Nl

10 20 30 40

Volume ofCNT (J.1L)

12

• <to
':!;8....
5 6
!: 4=U 2

O+---~----~--~--~
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!.

I" Q Q Qnu11 'C'I' lS ~ 1tl tl '4lJ ~ tl ff'l :: 'VIt'l11J1HlI fl '" acid, caffeic acid, catechin, gallic acid, quercetin

tJf.lfl~I"'~hI~.,f1 hHh GCICNT '~~161flVH' ll'il:;rutin i,r'li1~fl1'jVltJlJt'lhlV-llIlJ1JlfflJflH'lJ'lh.:j

fffl6'l'Yl~htl~ZlJ1U10.2 V flfJ trolox ll~:; ascorbic 2.5- 60 ppm ff1lJ trolox tJ~'lJ'lh~ 5 - 150 ppm

3.5 flnl"'fl'tlnl~ (Analytical features) 'IIfl~

-=-. 4 " J'dZlJ'lJ'lll'l'll~l1FIA-GC/CNT 't'I~lJ1'11h1

tls:: ff'l11f1lVlfll'i 11m 1::'I'i';f1tiSeuu FIA-

Ylvffl'Yl.",j'Yll'vlv1pH 7 ~iiIVVl1'\.jV{l40% 'hI'J~lJlJ
d", J _Id ~IFIA-GCICNT 'VI'l'tWlhl1'IJhI(2lJ'I1 1) uneusu

fffl6'lYl~h'hI'lh~fffltl''Yl~l~~llo;i 0.01- 0.50V lfltl

d 0 QJ q tI y
l11lJ1:;'C'I'lJ 'VI'1flt'l1111lJfl1111fl11::11ms~llJ f.l'41,j'il
c:.. t ~.J.c!t .s
tl'C'l'1Z'I1~7 'l1tlfl'VIt'lhlill fltl 0.4 V IlJtl~1l1fl

flfl6'l'Yl~1~~lfl11 0.40 1-:1,,11 t'l1~~llJtl'4l,j"tit'l5Z

acid ff1lJt'll'j~1'j.Jfl'4lJ'iltit'lS:: quercetin, catechin,

caffeic acid u,,:: gallic acid~tl~Hi1mJ'1vl{h

tlS::1J1U10.3 V~~Il::IO'PItl~m tl1fltlfl~lfli'u U'il:;
" 1".,.,d d do drutin fltl~ 'lffl'fltl'VI'Q'-l'l1'1T1fltl0.4 V tHIlZ

.. _ I .. .... .... '" t :!f ''1 _.1YI d
IflfllJ{jfl'nlltltlfl'll'lfl'l1lJ fl~\Jhll'1fHJ ll'tl'll'Yl

~'11~5 m1~~t1111Jff1J~lJ';1::1111~fhflflu''1'Yl~h..
di SIU I ct • 1 .. .d'VIl1fllJfL1f1111J'Q'~'\Jfl~'l'tflfllm::llt'1'lIf.llJflfl'Yl

'~'iJ 1flflW)fl Irlf.l~91t'l111J1fl1 !1h1 n'1'l~llJ

fl,!lJ"et'f'jza~ilJszlJlJ FIA-GCICNT (~tl~ 1)

Potential (V vs, AglAgCI)
OJ0.1OJ 0.60.50.4

S.OO

14.00
'-'
... 3.00
I:
~ 2.00a 1.00

0.00
o

-l.00 '

___'--'ktdll

-+<=-"'"_.,_,
~1,tdII

_<ft'"
... a,ta
_T.....

6.00 "' ..

".. .. 1"t'lUfl1lJf.l'4l,!"Vt'I'l::1J1915!llJ'VIt'llJ 'iJ1J7

'Irij'PI~f.l caffeic acid, ascorbic acid, catechin, gallic

acid. quercetin. trolox uae rutin 1;1f.l~'lJ1f11il'\.jn'''l

;fllJ f.l'4l;!"e'rn::ff1lJ 'l1~~'l'tlJ 'lu li'lffflltl' 'l'tS [9,

17, 18) 'lJfl1~ffmm~ij111flmf1'Yl{;h~Ll11J1::t'llJ'lJ

flWfflJ-U;\~~ t'l'11J15ml11J1 Hi lJms 11fLl1::11

-~ " .. 1"m1J1Wt'l1Sfl1lJfl'4l,!"f.lt'l5:: fl

3.4 FHHmflmHtn ftflv'Ylfhiinn.nzulJ 1hi
fll'l1IfLl1::~~hUl'ni'lilflUtllJl'I'HJ~1'lllJYl7

, d 1 -=- ., I .,

fIlm::u ff'VItltl~Utl II~fl1J1'1't"f)t;lfllJfl1t'fUfl1PI

'\Jf)-l~fl~11~1ilJfl1'H'I'lIfllJ(~-lm'l'tll'nSfl)

'l'tlJ11 1~fl~ 1'Yl~n fl111J n1J~lJ';u ulJ lillJ
"2 I _I c:t,QQ d ~ J

IffllVlH (r = 0.997) IIt'1'T).:j11lJtjmV1'V1lflfl'\JlJ\}fl

mlJfJ1J'iJ1flm::lJ1lJfll~Uvd (diffusion control

" ' .. '" .d.. "t ,_.11'1 '"process) u,,:: LlJlflflfllS~fl~lJYlFl111lJl'111Tfft1 '11

~llJ GC/CNT llt'ffl~11.,f1hH~h~~?lItl1~tlii

tYUflll~El1~fliifl hnll'nlJ l'V1l1mlJ'\Jtl-lcaffeic acid

flafl1'l'VI~t'lEl-lutY~-li-l~tl~4

1l1mHlflWn~"6-l 'l'tlJ11lrlVH~~~11~1 1llms
.l .{, d1".. ,.{ 1 ....

ffUflll'n'Q'-l'\J'j.Jfllm:mff'VI T1lJfll'Q'-l'\JlJ T1VUHJlJ1
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.-

d Y Q 'I Y ~I I d'1111llt111lJff1lJlSfl9l l'Ue~ lJn tl l'fS: IYllu'Ut)[ll'lfl

1f1V]jfl'VllJi1lhJ'5111w:rl'Ue tl flIl1l:l4n1 i1'Ut) [l~

1fl[l'S111tl'lIWfl'U

~ ci 4 Y QJ' QlQ.!

t)'4lJt'ltl t15:: 'YI \1'I 9f~ t'ft)11fltl tl'lnu 'l1'UI'll v'Ut)'l P.
d ,

Maisuthisakul [18] 'If'l'j1[l~1'U11Vt)flll:'j:

(Momordica charantia Linn.) ihfi1JlWff1~tl'S:-

" .. .. ~I'" •.1" ~f)tllJY11'U~~llfltH'I''S:'l1'U11Ti'UtlMllll:: 1111111'1.1~ [lYl

~\1'l 11t'l:Nfl~'U11'1'U''Yl[l'l1111[l'l1ijl1~ihrr~lfl't1~'6

Q ...~ t , CIo

11t1~1:'I1'Yll'f'Ufl111'Yltl'Ufl:U1Y1'jj1'UDPPH

'Utlml1fldfl1'jili(J1'\.Jflf'ldli~'I'IlJ·:h ~fl 1'IJ1l

'l1:'I'I1lum~[ltll111:~:ii fl11:urr11J 1$ (l"ums ~1'U

_I" oro! '" ... ~.;""3u'YI 6 lu~[l'lJI'YlVlJflllfl1~11m1:'I1'YlIYl1)lflfllS
t ..... ...d,JI" .l'Ylf1t'ltl'l'YI~n'6nli 1'YI1'l'Utl'Yl~'Vl1'll'U1'U'U(FIA-

GC/CNT) fllJl'YIf'lijfl1l1Y1~il'U(DPPH method)

· 40 29.63· Z~.66
~ 13.lJ [Jt 20· I.au 2.16·e 0
I-

'''''~~II UMlu:.1; 70"'9 ,rnT.. "

61.82

~Il
t.

103.70DFIA-GClCNT
:JDPPH-method

.. 120
a.
~ 100

'"~ so
~g 60

.
GC/CNT) s irnnn ill'lftl vtitl Nfl1'1111'l1::'Vl~[ltlYl 1'Ui1tlV1'loW'l1oW'U11'1'1.1i~ IItl:ii.,rtl~fit)~lt1~l:-H

lJ::'1: 1I11:f1':IYl1~'Ulln:flllfl1'j11f'1~1:li'~M1)1f)n t'f::f11flL'VlS1::llJ'UlllJ'lJ6Y11'UlJ"';illtl::Hnmi'UfllS

..; i ..-~ " ...I'Ut)'l'lllfl 'U[ltlYl'll::'Vl~lJu'j11lWff1'j\i11'Utl~lJlItlff,::
Q, d 11 q t ~~ J i-.l~ ct d3.6 f)'~1Ifl~1::'t1 TAC vl1V'::'IJlJ11tl11::'I1 'YIlJt]'Yl1i'Yll-1YH'tlItlll (electroactive species) tJ''lllltl

FIA-GC/CNT''U~1tlrhn1'l1~'U~''1.I 1;;[llJfllJNfl~'U11'l'U~flt'U .,~'111lJ1'YlYln'tllJ
" ... 1 ~ .d • , t ~ _I":! -=-t111lJn1lJ1'Sfl911'Utl~ lJlIt) ff'S:: Yl[l'nlJ'I1'S t) llJtl'U1t11TAC 'IIlfl'Yl'lfftl'l11ilJ11lJ'WlJ1'Y1[l'lJ

TAC i'Uffl'SffflYl'lllfloW'lI~'U11'1'U'Il::'S1[l'l1'Ui'U'I111")[J fl'U'I'IlJi1flMl,ilfl'Sl::li'tl1mlJ1tu'Utl'l TAC (mg
, ·1 i" .. l " i'trolox equivalent (mg trolox.g·lsample) ~tl;; 6 of trolox.g of sample) 'Ut'f1'Sl'fflYlflfl'Vl'U'lJ1'Uu

lIn'fI'lmll1W TAC ~M'Il1flmsil!'l'Sl::li'~1tJl'Yltlijtl ILYlfl~1'ltlU1'lii,r[lthl'i\y~5:fi'l.Jfl1111I;tllf'U 95%

FIA-GC/CNT 1111:n1J1~'Sll'U DPPH Irltl'YlT'lt'ftllJIl1[lt-test [19] (t.,bserved = 1.30, tcnticcal

'Il1flflllfll'j'Ylflllt)'li'Ulll~ 6 'Ymi1Irltll1'1l1SW1 = 3.18) I'i'lJ'Ul'Ylt1ijtlfl1S11tm:li' TAC 1{1tJ~::lJlJ

';'f1lJ'Utl~m1J1W TAC ~'VllJi'Ut'f1'SnnYlNfl,i'U11'1'UFIA-GC/CNT ~ 'Yil'll '1.11~ '1.1ff 1111~n1 'J}'1'Ufl1 S

tl11111'lflJ.,r'U5 ppm, n = 20) 111I::n'l1l15f111tl11::li'

i~36 ;1tlVl'l~tl':1111'l

" _.I 04 I 2.et t .d q .... ~ t _~ i ...l "
~ fnJfll'Ht1'U~H'Utl~m'nll'915J''U1JfI' r 1Jt1''lf~1l 1l'~5!''U DPPH 'I'IlJ1'u'1l'W TAC 'Uflfl'l'l'UlJ1'U

flll.,}',ifla'l (0.9838 - 0.9998) ihdl[lt)1Ji'lJM ~[l~i;,ilHnmJ1fl'll'lft)[lMi~d fit) Nfll'U1J [It),,

lIa::~;j~h),,~,qYl j'Uf)1' iltln:-H'Utl'l ms 111'1.1 11::': 'lI::'I'I~lIa:ff::lfl';;'U ~'ll,hilJ

tl~lJlI~ff,::i'UHilJ ppm (0.11-1.08 ppm) 1~W.,t1hjll·h1W TAC ~'Yt'lJi'UI'Y1f'1ijt1

fl1m::lLff~'~~nflf)1,1'"iit111111~[l'l (precision);) 11lf1'jl'U DPPH 'Il::ihnll1W tJ''lflililllJ1W~'I'I'lJ
"j'" ,.... JI ....... J Jlj duinse '11m%RSD rmnu 4.3 (n't'\!\y1W'Ut)~trolox ~11[l1'Ylf'l'Ufl'Yl'l'l1'll'U1'U'U[If)t-I'U 'l.WtlYl'll::'Vl~'If'l

_~ .; ... &J
u~lllW TAC 'YlYllJ'Illt1L'Ylfl'UtlDPPH'Yl'l'Ut)1'1l
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~ ~I Q" QI d11'fl::l!1lJ0t111).1llJlJ Ia tHll'U lJ 191n 'I 'Ill n H IfllJ
fl'4lJa6t'1'i::~-UllJ1l'l~t'ltl'lJ hltlii~91~'nfl~l~f1 l'U

Q ~1" Q ~ (PERCH-eIC) rlll1~'lJI~'U'YllJt'I,rml'4'Um'i!j1iv
nU11fl'il::l1 'U'i::f1lJ ppm 1l1nmnlfl11::,.,

1lJs::'lJ]J 1vl'fl6lJlllflilJtl::lJ 1t:i;t'I (FIA-GC/CNT) 'lJtl'U'f)1JfJW'I'llJ~fl"''4lJfll'J!j-oO .:l1Jlls::lJlW
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oxidant Capacity; TAC) l-IamSl'l~'fltl.:lllln''lIflt:in

haul'l).l 1lJum).l'US.:lt'l"j~llJS~lJt'l~t'I~:: caffeic
. t ~..IYI ." d • 1acid Yf'lJ11'IJ1L11111GC/CNT llt'lfll't'l 1l1\f.:ln11 lJ

t ~..IY1 ' i" . Q d'lJ1LYl111GC li'i'illfl1 10 1111 fllJ1ll'lfllJfll1
J ...... .1

-nflllJ1'IJlJ).I11~I1JlJ91'i11l19111'lJ'lJ1IfllllYfS{h Illl'l1~ fWIVIfl1'UJ lJ1:: f)1fI

"

otl~).I::n; ua::tr::l~l~lJ) 'Vi'lJ~lNamSl'lfH1M

t'ltlflflatl~n'lJll'lflUfl).llm!llJn DPPH Il'lflilfl

id. ~ "'. q QITAC 1lJ't'f'lt'VilJ'lJ1lJllllJ1lJ 4 'ltlJ~ (Nn1'UlJ'II::'I'I\)
~llJ!ji oUi~-i~lJ 11l'lflUfl11m 1::,.fIItllJ 1't'ftl{

1 s m l1l IIu 'lJ1 ,., li1~ tl 1 ~1 lJ n 1sll S :: IijlJ

Antioxidants Linearity Calibration Correia lioJl Limit or
range equation coefficient detection
(ppm) (1,1) (ppm)

ascorbic acid 2.5·60 Y - 0.131h+ 0.1162 0.9991 1.08

caffeic acid 2.5 - 60 Y - 0.1782x + 0.5254 0.9898 0.11

catechin 2.5 - 60 Y '" 0.1650x + 0.0807 0.9998 0041

gallic acid 1.5 - 60 Y - 0.1463x + 0.4018 0.9979 0.15

quercetin 2.5 - 60 Y - O.1911x - 0.2448 0.9838 0.46

rulin 2.5 - 60 y - 0.1518x ...0.1702 0.9970 0.39

trolox 5 - 150 Y - 0.1554x + 0.1162 0.9998 0.20

.... c._ oQ ~ '.... <C:lt. t
.. mnrn I lh::trl11!fl1't'f~::'lJ'lJFlA- GC/CNT 1lJfl111Ifl'1::l1nlSa::~nVt'llHhutl'lH!fH)tr~::lJ1V1~ !llJ'YFl
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(2)DPPH" + R· -+ DPPH - R

(1 )OPPW+A-H ....DPPH-H+A·

have also been shown to scavenge ROS. that can damage lipid and
protein (3). Thus. it is believed that consumption of food contain­
ing antioxidants can reduce the oxidative stress condition in our
body as well as delay aging [4.5 J.

There has been an increasing number of assessments of 'total
antioxidant capacity' (TAC)in medicinal plants and biological fluids. A
variety of assays have been developed. including colorimetric [6-91.
fluorimerric [10.11]. and chemiluminescence [12-15J methods.
Colorimetric method is based on reaction between a chromogenic
radical and the antioxidant These. chromogenic compounds include
2;2' -a2ino-bis-{3-ethylbenzothiazoline)-6-sulfonic acid (ASTS·+)
[16.17J and 2.2-diphenyl-1-picrylhydra2yl (OPPW) [18.19). which
react directly and rapidly with most antioxidant compounds.

OPPH· free radical reacts with an antioxidant (AH) or a radical
species (R·) according to reactions (1) and (2) .
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The protective effect against 'oxidative stress' [1.2) by dietary
intake of antioxidant compounds. either as food additives or as
pharmaceutical supplements. has been widely recognized [2.3).
Antioxidant compounds from natural sources like phenolic acids.
polyphenols and f1avonoids can scavenge free radicals and reac­
tive oxygen species (ROS) such as H202 and 02-. that are present
in biological fluids. and thereby inhibit the 'oxidative stress' [2).
Primary sources of naturally occurring antioxidants are whole
grains. fruits and vegetables. Antioxidants from fruits and vege­
tables. such as vitamin C. vitamin E. carotenes. and phenolic acids

1. Introduction
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An amperometric flow injection CFJ) method suitable for evaluation of 'total antioxidant capacity' (TAC)
Is presented. In this method. a carrier stream of a solution of 2.2-diphenyl-l-piaylhydrazyl radical
(DPPH"l continuously flows through an electrochemical cell. furnished with a carbon nanotube
modified-glassy carbon electrode (CNT/GClas the working electrode. At the applied voltage of 0.05 V
(vs, Ag/AgCl).DPPH" is reduced resulting in a constant electric current. For measurement of the TAC.a
sample zone containing antioxid.ant(s) is injected into the carrier stream therein reduction reaction of
DPPH"occurring within the sample zone. The decreased amount of the radical in the sample zone leads
to a drop of the amperometric signal at the CNr/GC electrode. We have also compared the performance
of the CNT/GCelectrode to the unmodified GCelectrode using cyclic voltammetry. The sensitivity of the
CNr/GCelectrode was more than twenty five times greater than the bare GCelectrode. The study of the
sweep rate dependence showed that the cathodic and anodic current of 0.1 mM DPPHsolution varied
linearly (r=0.998) with the square root of the scan rate. from 0.02 to 0.12 Vs-'. These results
demonstrated that the CNT/GCelectrode is appropriate for the quantitation of antioxidants via
amperometric detection of the residual concentration of non-reacted DPPH". We obtained linear
calibrations for all the antioxidants tested including gallic acid. catechin. quercetin. caffeic acid and
Trolox. The system offers rapid sample throughput C45 samples h -') and good precision of 3.2%R.S.D..
for 20 ~L-injection of 2.5 liM Trolox (n=30). This method was applied to evaluate the TACof extracts
of some Thai indigenous vegetables.
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The multi-wall carbon nanotubes (Col. 95% purity) were
purchased from NanoLab Inc. (MAoUSA).The CNTwere further

23. Preparation of the CNT-modified GCelectrode

Thai indigenous plants were purchased from the local super­
markets in Ubon Ratchathani Province. Thailand. Six vegetables
(tummy wood. red-bead tree. rice paddy herb. metchun, smartweed
and teaw) were selected as samples forTACassay. Botanicalnames
of these vegetables are Careya sphaerica Roxb. (tummy wood).
Adenanthera pavonina linn. (red-bead tree), Umnaphila aromatico
Merr. (rice paddy herb). Syzygiumgratum (Wright) S.N.(metchun).
Polygonumodorotum Lour. (smartweed). and Cratoxylum fonnosum
Dyer (teaw).

The extraction scheme previously described by Silva et al.,
for fruits and leaves 143Jwas adopted. Fresh vegetable leaves were
dried in an oven at 40°C for 48 h to constant weight. followed by
powdering in mortar. Three consecutive extractions with hexane
(3 ml x 25 ml) were performed on 2.5 g portions of plant powder
to remove both pigments and lipids. Centrifugation (ALCCentri­
fuge 4218. Milano. Italy) at 3000 rpm was carried out for 5 min
and the organic solvent discarded. A 10 ml aliquot of 2%(w/v) of
aqueous sodium metabisulphite was then added to the solid
residue (to stabilize the antioxidant). followed by 25 mL rnetha­
nol:water (80:20. v/v).The supernatant was separated out and the
solid further extracted two times with the methanol:water solu­
tion. The 3 methanolic fractions were pooled together before
filtering through a 0.25 urn cellulose membrane prior to the
determination of TAe.

22. Preparation of plant extract

All chemicals used were of analytical reagent grade.
Deionized-distilled water was employed for standard and reagent
preparations.

DPPH (2.2-diphenyl-1-picrylhydrazyl). quercetin. gallic acid
and caffeic acid were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis.
USA).Catechin and Trolox (6-hydroxy-2.5.7.8-tetramethylchro­
man-2-carboxylic acid) were purchased from Acros Organic (Geel.
Belgium). A stock solution (5 mM) of DPPH was prepared by
dissolving the appropriate amount in absolute ethanol (Carlo
Erba; Milan. Italy). The DPPHsolution was ultra-sonicated (Crest
575HT.NJ.USA)for about 2 h and kept in the dark to minimize
decomposition by light. Ten millimolar standard solutions of
water-soluble antioxidants (Trolox and gallic acid) were prepared
using deionized-distilled water. Other antioxidants were pre­
pared in absolute ethanol. Phosphate buffer (0.03 M. pH 7.0)
containing 0.03 M KCI and absolute ethanol (60:40. v/v) was used
as the buffer electrolyte in all electrochemical measurements.

2.1. Chemical and reagent

2. Experimental

solution containing antioxidant will decrease the amount of
the DPPH"from the reaction between antioxidant and the radical.
The drop of the DPPH· signal from baseline level is related to the
amount of the reacted DPPW in the plug. It has been demon­
strated that at the optimized voltage. the system could detect live
major antioxidant compounds such as caffeic add. quercetin.
gallic acid. catechin and Trolox, In this work. we focused on the
analysis of some ethanol-soluble and water-soluble antioxidants
typically present in selected food and plants. The proposed
method was applied to determine TACin extracts of various Thai
indigenous vegetables.

64

Antioxidant can donate a hydrogen atom to DPPW and thus
decrease the concentration of the stable free radical (DPPH").
resulting in the color change from violet to pale yellow.
Non-reacted DPPH"can be monitored by spectrometric or elec­
trochemical metpod 120J.

In the spectrometric method. the absorbance of DPPW is
measured at 518 nm.•This method was first reported in 1958 by
Blois [18J and further modified by Brand-Williams et al. 121].It is
the commonly accepted assay for evaluating the antioxidant
content in various types of samples including, wine 122]. fruit
123J. medicinal plant extracts 124J. synthesized compounds
[25.26J and purified natural compounds [27.28J. Recently an
automatic procedure for DPPH"assay was developed based on
multi-syringe flow injection analysis (MSFIA)[29J for screening
and evaluation of antioxidant scavenging capacity. Although
these methods are simple. colorimetric detection of DPPH· is
prone to interference from color and turbidity of the samples. The
methods usually require a pretreatment of samples. Separation of
color or matrix interFerences by HPlCwith post-column detection
using DPPi-!· is one strategy for colored samples with complex
matrices 130.31J.

For analysis of antioxidant in colored or complex samples.
electrochemical methods are more advantageous than spectro­
metric. Cyclicvoltammetry with glassy carbon (GC)electrode has
been used for evaluation of antioxidant capacity of blood plasma.
tissue homogenates and some plant extracts [32J. Voltammetric
behavior of some antioxidants was investigated by using differ­
ential pulse voltammetry on GC electrode 133J. Arnperometric
analysis of antioxidant on GC electrode in flow injection (FI)
format was also reported for determination of total phenolic
compounds in foods 134J and of antioxidant capacity in honey.
propolis and royal jelly 135J. An automated ABTS·... assay by
sequential injection analysis (SIA)was developed by Chan-Earn
et al. 136J using amperometric detection on GC electrode for
analysis of TACin instant ginger infusion beverages.

Carbon nanotubes (CNT) form an increasingly important group
of nanomaterials with unique geometrical. mechanical. electronic
and chemical properties 137.38]. Such properties of CNTmake
them extremely attractive for use in electrochemical detection.
Recent studies 139.401demonstrated that CNTcan impart high
electrocatalytic activity and decreased surface fouling to electro­
chemical devices. In view of these remarkable properties of the
CNT. a number of applications. employing this relatively new
material for electrochemical quantitation. have been reported.
CNTgraphite-based electrode was employed and its performance
was investigated using caffeic acid as a model compound [41J.
A modifiedGCelectrode with CNTand Nalionwas used to demon­
strate its selectivity towards quercetin. which has anti-inflammatory
and antioxidant properties [42J. However. in evaluation of the
total antioxidant capacity (or TAC)in food and plant extracts. the
measurement of the capacity arising from the presence of all
compounds that can inhibit the oxidative reactions is desired.
Thus. selectivity towards a single compound is therefore not
necessary. Although CNT-modified carbon electrodes have been
used for electrochemical detections of some compounds with
antioxidant activity [41.42J. none of these studies are suitable for
rapid screening of TAe. In drug discovery. where there is large
number of samples for TACscreening per day. a flow technique is
more suitable.

This work describes the development of an electrochemical
method based on the use of stable radical DPPH· as an alternative
to the spectrometric DPPW methods. which are not suitable for
colored plant extracts. In this system. we monitored ampere­
metric signal from reduction reaction of DPPW at a CNTmodified
glassy carbon electrode. as the radical is continuously flowed
through the electrochemical flow-cell. Injection of a plug of a
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Fig. 1. FI manifold for evaluation efTAe with arnperornetric detection using carbon-nanorubes modified glassy-carbon (CNT/Ce) as a working electrode (WE). Optimal
conditions: potential. 0.05 V (vs. AgJAgCI);carrier. 0.25 mM DPPH in phosphate buffer solution (0.03 M. pH= 7.0) containing 0.03 M KCIand 40% (v/v) ethanol; How rate.
1 mt mtn+'.

Imt.min'DPPH'carrier

20 ~ sample/standard

!

Fig. 2(a) shows the cyclic voltammograms (CVs) for DPPW
solution. together with corresponding background from GCand
CNT/GC electrodes. The CNT/GC exhibited well defined reversible
peaks at 0.327 and 0305 V, whereas the GCelectrode exhibited
the oxidation and reduction peaks at 0362 and at 0.310V.
respectively. The potential differences between the oxidation
and reduction peaks were 22 mV (CNT/GC) and 52 mV (GC).The
reduction peak current. after background subtracted. was 0.41 ~
for GCelectrode and was 10.40 ~ for CNT/GC electrode. The peak
current obtained from the CNT/GC was approximately 25 times
greater than that obtained from GC electrode. Therefore. it is
expected. that CNT/GC electrode should provide a better sensi­
tivity than bare GCelectrode.

The electrochemical mechanism of DPPH" on CNT/GC elec­
trode has not been investigated. However. there have been some
reports of cyclic voltamograrns of DPPH"on GCelectrodes [45,46]
and on a paraffin-impregnated graphite electrode (PIGE)(47]. In
these works. the authors observed the oxidation of DPPH".
similarly to what is observed in Fig.2(a). These authors suggested
that the anodic and cathodic peaks belong to BIB'redox couple as
shown in Scheme 1. Therefore. it is likely that the oxidation
behavior of DPPH" at CNT/GC and GC are the same as that
reported in the system of Milardovic et al. [45,46] and Zhuang
et at. [47].

Fig.2(b) shows the cyclic voltammograms of a DPPW solution
on CNT/GC at various scan rates. As shown in the inset of Fig.2(b).
cathodic and anodic peak currents (~) vary linearly with the
square root of scan rate (V1/2S-1(2)within the scan range of 0.02-
0.12V s-I. Linear regression analysis gave r2 value of 0.998.These

3.1. Cyclicvoltammetry of DPPH" on CC and CNTICC electrodes

3. Results and discussion

Samples of Thai vegetable extracts were evaluated for TAC
equivalent to the Trolox radical scavenging activity using the
developed amperometric flow system in Fig. 1. Sample solutions
were diluted (5 or 10 times) before injection. The amperometric
results are compared with the results obtained from the colori­
metric method (441.

2.7. Method validation

Radical scavenging activity of extracts was expressed in terms of
milligrams of Trolox equivalent per gram of dry plant (mg of
Trolox g-' of sample) using the calibration curve ofTrolox.

the sample was calculated using Eq. (3). where Aconnol is the
absorbance of the control (DPPH" solution without test sample)
and Astd/somple is the absorbance after addition of standard or test
sample. ~ ..

% DPPWradical scavengingactivity= [A.:on~-A,.d/ ..mp.. ] x 100 (3)
conuvl

A colorimetric method. based on measurement of the percen­
tage of scavenging activity of DPPH" as a function of the
concentration of Trolox. was employed for validation. This
method was adopted from the method of Boateng et al, [44].
Plant extract (0.1 mL)was added to 2.9 mLof methanolic solution
of DPPH· (6 x 10-5M). The solution was shaken. stored in the
dark (or 1 h and the absorbance was measured at 517 nm. All the
plant extracts had no absorbance at 517 nm. For control. 0.1 rnl,
methanol was used. The percentage DPPW scavenging activity of

2.6. The colorimetric method

Fig. 1 shows schematic diagram of the FI system for ampere­
metric detection of DPPW at CNT/GC electrode. A Shimadzu
pump (model LC-l0AD.Japan) was used for the liquid now. A
Rheodyne injector (model 7725. USA).fitted with 20 ~L sample
loop was used for injecting antioxidant standards and samples.
Electrochemical measurements were carried out with a Shimadzu
electrochemical flow-through detector (model L-ECD-6A.Japan).
Chromatographic software Class VP6.0 was used for data collec­
tion and processing. The area of working electrode was 0.36 cm2•
Amperomerrlc detection was monitored for a flow of 0.25 mM
DPPH" in the phosphate-ethanol buffer solution. This DPPH"
solution was used as the carrier stream in the FI experiments.
Trolox was utilized as the reference antioxidant. A Change in
amperometric signal was plotted against the concentration of
Trolox to give the calibration curve.

2.5. Amperometric detection of DPPH" on CNTICCelectrode by flow
injection

AnAutolab potentiostat PGSTAT12 (Eco-chemie. Netherlands).
equipped with the GPES4.9 software. was used for all the cyclic
voltammetric studies. The active surface area of the GCelectrode
was approximately 0.07 crrr', Athree-electrode system. consisting
of the working electrode (GC or CNT/GC electrode). a reference
electrode (Ag/AgCI/KCI(sat)) and a counter electrode (platinum
wire) was employed. Measurements were carried out in the
phosphate-ethanol buffer solution as supporting-electrolyte.

2.4. CycliCvoltammetry

purified by stirring in a 2 M nitric acid solution for 20 h at room
temperature. followed by repeated washing with deionized-dis­
tilled water before drying in an oven at 120°C. Purified CNTwere
immobilized onto a polished GCelectrode (CH Instrument. USA)
using dimeth~lformamide (DMF)as the dispersing agent. A 2 mg
portion ofCNTw~ added to 1 ml of DMF.followed by sonication
for 3 h. Asuitable volume of CNTmixture in DMFwas casted on
the surface of GCelectrode. The electrode was allowed to dry at
room temperature for 1 h in a fume hood. Finally. the electrode
was rinsed with deionized-distilled water before use. In this work.
cyclic voltametric study was carried out to find the optimal
volume of CNT mixture required for the casting process.
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Using the optimum potential for the CNT/GCelectrode (0.05 V
vs. Ag/Ag/CI).the now system in Fig.1 was employed to study the
analytical performance for gallic acid. catechin. quercetin. caffeic
acid and Trolox. We observed well-defined negative peaks from
all the antioxidants. Representative signal profiles from multiple
injections of catechin and gallic acid are shown in Fig.4. The inset
is the linear calibration graphs of these two antioxidants.

Table 1 summarizes the analytical performance of our now
system including the linear calibration equations of all five
antioxidants (gallic acid. catechin. quercetin. caffeic acid Trolox),
The limits of detection (3<1)are at the low JlM levels. The system
provides good precision (% R.S.D.=3.2) for 20 ul, injections
(n=30) of 2.5 JlM Trolox. Sample throughput of this system is
45samplesh-l.

33. Analyticalperformance

However. the noise level dramatically increased at 40-JlL loading
leading to the drop in sensitivity as compared to the 30-JlL
loading. We therefore chose 30 ul, as the optimal loading. In the
preparation of the CNT/CCelectrode for use in now injection
system. the volume of CNTmixture 155 ~lLadded had the same
optimal volume/area ratio as employed in the cyclic voltammetric
experiment.

Fig. 4. Examplesof signal profiles of the FI system obtained for injectionsof
catechinand gallicadd standards.Operatingpotential forCNT/Ce: 0.05v (vs.Agf
AgO); other conditions as in Fig. 1. The inset shows the linear relationship
between the signal ofantioxidant and the concentration.
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Fig.3. Resultsfrom cyclicvoltammetry at various pHs for 0.1 mMof DPPH' in
0.03 M phosphate buffer containing 0.03 KO and 40 % (vlv) ethanol showing
(a) CVs on CNT/Ce electrode. (b) peak potential and (c) peak current for
various pH.
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Optimization of the amount ofCNTwas first investigated using
cyclic voltammetry to find the most sensitive condition to detect
DPPH".The experiment was carried out by casting the mixture of
CNTin DMF(2 mgml -I) with 10. 20. 30 and 40 ut, onto the bare
CCelectrode. Everyelectrode compositions yielded linear calibra­
tion plots over the tested concentration range from 0.025 to
0.100 mM DPPH" (data not shown). The sensitivity (slope)
increased with increasing CNT loading. from 10 to 30 JlL!

3.2. Optimizationof the CNTloading

results indicated that the current is limited by semifinite linear
diffusion of DPPH"to the CNT/CCelectrode.

The effect of buffer pH on reduction peak current and peak
potential was investigated for pH 5-8 using the 0.03 M phosphate
buffer containing 0.03 M KCIand 40%(v/v) ethanol as supporting
electrolyte (Fig. 3a). It was observed that the values of peak
potential shifted slightly towards less positive values when the
pH increased. Fig. 3(b) shows the linear dependency (,-2=0.997)
observed in the pH range of 5-8 with a slope of -56.3 mY/pH.
This value of the slope indicates the exchange of one electron in
the electrochemical reduction of BIB' redox couple at CNT/GC.
Fig.3(c) shows that the maximum peak current was observed at
pH 7.0. Thus. pH 7.0 was selected as the optimum pH for
amperometric detection of DPPH".

Scheme 1. Mechanismof oxidation/reductionof DPPH'.

Fig.2. Cyclicvoltametricresults of 0.1 mMof DPPHin 0.03 Mphosphate buffer
(pH 7.0) containing0.03 KO in <lOX (vfv)ethanol showing(0) CVsobtained from
CCand CNT/Ce electrodes using scan rate of 0.01 Vs-I (solid line); background
voltammogramsare shown as dotted lines (b) CVsobtained at variousscan rates
on CNT/Ce electrodewith the inset showing the linear relationship between the
reduction currents and the square root of the scan rate. slope of 683.52lJA
(sV-I)'/land r".0.998.
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This work presents a new flow injection (R) method for
measuring the so-called 'total antioxidant capacity' or TAC of
vegetable extracts. The method utilizes amperometric detection of
DPPH".We employed CNTto improve the sensitivity of detection on
glassy carbon electrode. Trolox was used as the reference antiox­
idant for calibration.Unlike colorimetric methods, pigments do not
interfere our method in the TACmeasurement. This electrochemical
DPPH"method is applicable to all types of plant extracts.

Novelty statement

that 0.05 V (vs. Ag/AgCI)was the optimal voltage for monitoring
DPPW. Trolox was used as thereference antioxidant for calibra­
tion. The TAevalue in the sample is reported as mg equivalent to
Troloxg"! sample.' ...

The developed method is very simple since the R system can
be constructed easily using common laboratory equipment. In
this work, a HPLCsystem, i.e.. pump, injection valve and the
electrochemical detector was set up for the single-line FIsystem
(Fig.1).In order to improve the sensitivity, carbon nanotubes was
casted onto the glassy carbon working electrode of the HPLC
electrochemical detector.

The final FI method is rapid (sample throughput of
45 samples b-1) and is suitable for analysis of plant extracts,
which often are colored. The pigments can interfere with any
conventional colorimetric method for determination ofTAC.Thus
an electrochemical DPPW method is applicable to all types of
plant extracts.

This work presents a method development that utilizing
amperometric detection of DPPH" to measure the 'total antiox­
idant capacity' or TACof vegetable extracts. In the flow system.
the level of DPPH"monitored continuously at the amperometric
cell is reduced on injection of a plug of antioxidants. There is
a reaction between DPPH" and the antioxidant which lowers
the amount of the DPPH" in the plug leading to a decrease in
the DPPH"signal. This decrease has a linear correlation with the
concentration of the antioxidant in the injected plug. It was found

4. Conclusions

The proposed CNT/GC-Flmethod was applied to assess the
'total antioxidant capacity' (TAC)of six Thai vegetables/herbs
(tummy wood. red-bead tree. rice paddy herb. metchun. smart­
weed and teaw). Determination was carried out in triplicate for a
sample. The data obtained by the proposed method were com­
pared with the values obtained from DPPH"colorimetric methods
and are shown in Fig. 5. Antioxidant contents were expressed as
mg Trolox equivalent per gram of dry plant (mg of Trolox g-1
of sample). Using the paired r-test [481. the results obtained
from CNT/GC-Flare not significantly different from the results of
the spectrometric DPPHmethod [tooserved=1.6990. where (cririal=
2.5706, P=0.051.Among these Thai vegetables. tummy wood and
teaw exhibited the highest TACvalues.

3.4. Applicationto Thai indigenousvegetable extracts

Fig. 5. TACvalues for extracts of Thai indigenous vegetables obtained from our
method compared with the values obtained from a reference method (DPPW
colorimetric method.1441~

(cawrummy red-bead rice paddy metchun smart
wood tree herb weed
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CI_C0075: Simultaneous quantlrarive derermination of total methyl ester, linoleic methyl ester and
water in palm oil biodiesel by ncar infrared spectroscopic analysis

Abstract: A new non-immunoassay based extraction method for aflaioxins B I, B2, G I, and G2 was
developed for aflatoxins screening in rice. The associated technique combined modified QuEChERS method
with ultra performance liquid chromatography tandem mass spectrometry by generating pseudo molecular
ions via electrospray ionization in ES+ mode and monitoring by MRM (Multiple Reaction Monitoring)
analysis. Aflatoxins were isolated 00 Acquity UPLC BEH CI8 column (100 mm x 2.1 mm, 1.7 urn) witb
0.5% formic acid in 5 rruVl ammonium formate/acetonitrile by gradient elution in II minutes. Modified
QuEChERS method employed acetonitrile for solvent extraction. Cleanup was done by dispersive
combination of PSA, C 18, and neutral alumina. Method performance was evaluated as percent recovery
from 0.01-0.1 mgfL, acceptable linearity with all R2 values better than. 0.99 were observed. Perc em recovery
ranged from 85 to 103 with within-day and between-day precisions at three concenrrarion levels (low, mid.
high) showed %RSD values bener than 7.4 (0=10). Method's limits of detection range from 0.5-1.0 ug/kg,
The proficiency testing was performed with Z-score 0.6. This method is rapid and robust, and fit to replace
expensive import immunoaffiniry columns and reagents commonly employed in routine analyses of
aflatoxins, .'

C1_C0074: Modification 01Qu.EChERS method for aflatoxins residues analysis in rice
Kanapom Sanguankaew, Natchanun l.eepipatpiboon"
Chromatography and Separation Research Unit, Department of Chemistry. Faculty of'Science,
Chulalongkorn University, Bangkok 10330. Thailand
*e-mail: natchanun.l@chulaac.th

Abstract: Subcritical water extraction (SWE) of an active compound (eugenol) from the holy basil (Ocimum
Sanctum L.) was achieved. The extraction was studied at a temperature between 160-220°C and a static time
between 30-120 min by using 42-full factorial design from Minitab software. Effects of temperarure and
static time were investigated. fresh leaves were best extracted at 180QC for 60 min and the dried leaves were
achieved at a higher temperature of 200°C at a longer time (120 min). Separation of eugenol was carried out
by using a gas chromatograph with flame ionization detector (GC-F1D). Eugenol content in the aqueous
extract in the freslr leaves (4.11%) was higher than those in the dried leaves (1.70%).

Cl_C0072: Factorial design optimization of eugenol extraction from holy basil by subcritical water
Kanittha Daramang, Orapln Chienthavom
Department of Chemistry, Faculty of Science, Kasetsart University. Bangkok 10900, Thailand
·e-mail: fSciopc@ku.ac.tb.nuna_comingsoon@hormail.com

Abstract; The carbon nanotubes-chitosan (CNT -CS) composite provides a suitable biosensing matrix duo to
its high stability, good biocompatibility, and good conductivity. Development of a sensitive and selective
biosensor was proposed by entrapping laccase enzyme into the composite film for detection of oxygen
reduction. The nano-compositeof CNT -CS could be conveniently cast on the glassy carbon (GC) electrode
surfaces. With the aid of CS and bovine serum albomin (BSA), laccase was then immobilized on the
nanostructure film to form an oxygen sensor and could apply as biocathodes in biofuel cell. Elecrrochemical
reduction of oxygen was srudied at the developed biosensor using cyclic voltammetry .(CY). The biosensor.
GC/CNT-CSJlaccasciBSA, was used 3S a working. electrode, Ag/AgCI as a reference electrode and Pt wire
as a counter electrode. Cyclic votammograms of oxygen were measured ill a 0.1 M citrate buller pH 5.0. The
reduction wave was observed at -0.35 Y (oxygen flow rare equals to 40 mUmin in 10 mL of citrate buffer).
Stability and the possibJe application of the biosensor in bio-fuel will be discussed.

Cl_C0071: Development of biosensor based on the matrix of carbon nanotubes-chitosan composite for
lacease-atalyzed oxygen reduction
YuwakOm Sensril: ,Sanoe Chairam' ,Duangjai Nacapricha'. Maliwan Amat8tongchail.
J Department of Cbemisrry, faculty of Science. Ubonratchathani University, Ubonratchathani, 34190,
Thaila1]d
1Department of Chemistry, Faculty of Science, Mahidol University, Rama 6 Road, Bangkok, 10400,
Thailand
*e-mail: yuwakom.scnsri@gmail.com

the lichen after transplanted (at 95% confidence limit), where as the amounts of lecanoric.acid and atranorin were not
significantly differentafu:r transplantation.
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Kt>YW01'ds Laccase biosensor; Flow injection analysis: Antioxidant

ABSTRACT
High throughput screening (HTS) of antioxidant assay using a simple flow injection system with amperouietric detection
on laccase based-biosensor was proposed. The amperornetric biosensor was developed based on cross-linking laccase
(Lac) by glutaraldehyde with NH2-ftUlctionalized carbon nanorubes (CNT-NJh)/gold nanoparticle (CNT-NH;/AuNPs)
composite film coated on a glassy carbon (GC) electrode. The biosensor (GC/C1\TT-NH2/AuNPslLac)was used as a
working electrode, Ag/A.gCl as a reference electrode and Pt wire as a counter electrode, using amperometry at -50 mV.
TIle use of amperomerric detection on the developed biosensor in flow-injection system for rapid and automated assay of
total antioxidant capacity (TAC) was examined. The system provides au impressively good precision (%R.S.D. = 3.09)
for 20 IlL injections of 10 ppm caffeic acid (n = 20). The linear calibration curves were observed for tested antioxidants
(caffeic acid. catechin. gallic acid, chlorogenic acid and trolox), The defection limits lit a low ).1M level were obtained.
This method call be used for evaluation ofTAC content in plant extracts such as Thai indigenous herbs with rapid sample
throughput (29 samples/h),.,

DEVELOPMENT OF A FLOW INJECTION SYSTEM WITH A..VIPEROMETRIC DETECTION ON
LACCASE-BASED BIOSENSOR FOR ANTIOXIDAt'IT ASSAY

Maliwan AInHtatongchail.2.·, Yuwakom Sensrr', Duangjai Nacapricha'r'

IFlow Innovation-Research for Science and Technology Laboratories (FIRST Labs)
}Departmentof ChemistryandCenterofExcellencefor Innovationin Chemistry.Facultyof Science.Ubonratchathani
University. Ubonratchathani, 34190. Thailand
JDepartment 0/Chemistry and Center 0/Excellence for Innovation in Chemistry, Faculty 0/Science. Mahidol
University, Rama 6Road. Bangkok; 10400. Thailand
·Con·espondillg AUThor: amali1l'an@gll1ail.com.scmalimll@ulm.ac.th
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