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บทคัดย่อ 
งานวิจัยนี้ได้สร้างอุปกรณ์ตรวจวัดสีของสารละลายโดยใช้หลอดไดโอดเปล่งแสงหรือหลอดแอลอีดี ( light 

emitting diode, LED) ท าหน้าที่เป็นแหล่งก าเนิดแสงและเป็นตัววัดแสงโดยอาศัยหลักการของพีอีดีดี (paired 
emitter detector diode, PEDD) จากนั้นน าอุปกรณ์ที่สร้างขึ้นไปใช้ร่วมกับระบบการไหลโฟลอินเจคชันอะนาไลซสิ 
(flow injection analysis, FIA) เพื่อประเมินความสามารถในการต้านออกซิเดชันโดยรวมด้วยวิธีรีดิวซ์เฟอร์ริก 
(ferric reducing antioxidant power) หรือวิธีเอฟอาร์เอพี (FRAP) โดยติดตามสีฟ้าที่เข้มขึ้นเมื่อตัวอย่างสามารถ
รีดิวซ์เฟอร์ริกไอออนได้มากขึ้น จากนั้นศึกษาปัจจัยต่าง ๆ ที่ส่งผลต่อวิธีวิเคราะห์ ได้แก่ สีของหลอดแอลอีดี อัตรา
การไหลของสารละลาย และปริมาตรสารตัวอย่าง จากการทดลองกับสารมาตรฐานกรดแอสคอรบ์ิค (ascorbic acid) 
พบว่าระบบการไหลโฟลอินเจคชันอะนาไลซิสร่วมกับอุปกรณ์ตรวจวัดสีที่สร้างขึ้นมีความเป็นเส้นตรงที่ดีในช่วงความ
เข้มข้น 10-50 ไมโครโมลาร์ อีกทั้งยังสามารถวิเคราะห์ไดเ้ร็วถึง 90 ตัวอย่างต่อช่ัวโมง สุดท้ายน าระบบท่ีได้พัฒนาขึน้
นี้ไปประยุกต์ในการประเมินความสามารถในการต้านออกซิเดชันของตัวอย่างเครื่องดื่มสมุนไพรพร้อมชงที่มีจ าหน่าย
ตามท้องตลาดแล้วรายงานเป็นค่า ascorbic acid equivalent (AAE) เปรียบเทียบกับการวิเคราะห์ด้วยเครื่องสเปก
โตรโฟโตมิเตอร์
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โดยรวม; ระบบการไหลโฟลอินเจคชันอะนาไลซิส 
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Abstract 
This work presents an in-house colorimetric detector based on paired emitter detector diode 

(PEDD). The colorimetric detector composed of a pair of light emitting diodes (LED). The first LED 
was used as a light emitter and the second LED was used as a light detector. Then, the constructed 
colorimetric detector was coupled with a flow injection analysis (FIA) system in order to evaluate 
the total antioxidant capacity (TAC) by means of ferric reducing antioxidant power (FRAP) assay. 
When the antioxidant acts as reducing agent to facilitate the reduction of ferric ions, the color 
change of dark blue solution was monitored. Parameters affected the flow performance, which are 
color of LED, flow rate and injection volume, were also optimized. The FIA-PEDD system illustrated 
good performance with linearity range of 10-50 µM. Moreover, high throughput of 90 samples/h 
was achieved. The proposed method was applied in the analysis of the TAC values of commercial 
instant herbal beverages. According to the standard ascorbic acid, the TAC value was reported as 
ascorbic acid equivalent (AAE). It was found that AAE values obtained from our method were 
comparable with those obtained from the batch methods with a common spectrophotometric 
detector. 
 

Keywords: paired emitter detector diode (PEDD); flow injection analysis (FIA); ferric reducing 
antioxidant power (FRAP); total antioxidant capacity (TAC) 

 
1. บทน า 

การประเมินความสามารถในการต้านออกซิ   
เดชันโดยอาศัยปฏิกิริยาระหว่างรีเอเจนท์และสาร
ตัวอย่างที่มีฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน  แล้วติดตามสีที่
เปลี่ยนไปนั้นมีหลายวิธี เช่น วิธี ABTS (2,2'-azino-bis 
(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) assay 
[1,2] และวิธี DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydra 
zyl) assay [3,4] ทั้ง 2 วิธี นี้เป็นวิธีการวิเคราะห์ความ 
สามารถในการจับอนุมูลอิสระของตัวอย่างที่มีสมบัติ
เป็นสารต้านออกซิเดชันโดยใช้ ABTS•+ และ DPPH• ซึ่ง
เป็นสารละลายที่มีสีเป็นตัวแทนอนุมูลอิสระ และสีของ
สารละลายนี้จะเปลี่ยนไปเมื่อปริมาณอนุมูลอิสระลด
น้อยลง ข้อจ ากัดของวิธี ABTS คือ ต้องมีขั้นตอนการ
เตรียมรีเอเจนท์ ABTS•+ ซึ่งใช้เวลาถึง 12-16 ช่ัวโมง 

จึงไม่สะดวกเมื่อต้องการวิเคราะห์ตัวอย่างและต้องการ
ทราบผลในเวลาอันรวดเร็ว ส่วนวิธี DPPH นั้น แม้จะ
เตรียมรีเอเจนท์ได้ ง่ายกว่า แต่การทดลองของวิธี 
DPPH นี้ต้องท าในตัวกลางที่เป็นตัวท าละลายอินทรีย์ 
จึงอาจเป็นข้อจ ากัดเมื่อต้องการวิเคราะห์สารตัวอย่าง
ในตัวกลางท่ีเป็นน้ า นอกจากน้ีพบว่าการติดตามค่าการ
ดูดกลืนแสงที่เปลี่ยนไปของทั้งสองวิธีดังกล่าวต้องใช้
เวลานานถึง 30 นาที จึงมีอีกหนึ่งวิธีที่นิยมใช้ คือ วิธี
รีดิวซเฟอรริก (ferric reducing antioxidant power) 
หรือวิธีเอฟอาร์เอพี (FRAP) [5,6] ซึ่งจะมีหลักการแตก 
ต่างจากวิธี  ABTS และวิธี  DPPH ส าหรับวิธีรีดิวซ  
เฟอรริกเป็นการวิเคราะห์ความสามารถในการเป็นตัว
รีดิวซ์ของสารตัวอย่าง โดยสารต้านออกซิเดชันใน
ตัวอย่างสามารถถ่ายเทอิเล็กตรอนให้กับสารประกอบ
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เ ชิงซ้อน  [Fe(III)(TPTZ)2]3+ เกิด เป็นสารประกอบ
เ ชิงซ้อน  [Fe(II)(TPTZ)2]2+ ซึ่ งมีสีฟ้ าที่ เข้มมากขึ้ น 
สามารถติดตามวัดค่าการดูดกลืนแสงของสารประกอบ
เชิงซ้อน [Fe(II)(TPTZ)2]2+ นี้ได้ในเวลาเพียง 5 นาที วิธี
รีดิวซเฟอรริกนี้เป็นวิธีที่สะดวก ใช้เวลาน้อย เตรียมรีเอ
เจนท์ง่าย และค่าใช้จ่ายในการวิเคราะห์ถูกเมื่อเทียบ
กับวิธี ABTS และ DPPH [7]  

การติดตามสีของสารละลายที่เปลี่ยนไปของ
การประเมินความสามารถในการต้านออกซิเดชันที่
กล่าวมาข้างต้นนั้น สามารถท าได้โดยอาศัยการวัดค่า
การดูดกลืนแสงของสารละลายที่เปลี่ยนไปนี้ด้วยเครื่อง
สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ (spectrophotometer) ซึ่งเป็น
อุปกรณ์การตรวจวัดทางแสงชนิดหนึ่งที่ใช้กันอย่าง
แพร่หลาย และสามารถน ามาประยุกต์ใช้กับการ
วิเคราะห์ที่ทันสมัยในหลาย ๆ ด้าน อย่างไรก็ตาม 
เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ส่วนมากที่ใช้ในปัจจุบัน
ยังคงมีราคาสูงและมีขนาดใหญ่ ไม่สะดวกต่อการพกพา
หรือเคลื่อนย้าย ดังนั้นการพัฒนาอุปกรณ์การตรวจวัด
ทางแสงที่มีราคาถูก และสะดวกต่อการพกพาจึงมี
ความจ าเป็นอย่างยิ่ง โดยอุปกรณ์การตรวจวัดทางแสง
อย่างง่ายที่พัฒนาขึ้นเพื่อใช้ทดแทนเครื่องสเปกโตร
โฟโตมิเตอร์นี้มีช่ือว่าอุปกรณ์ตรวจวัดแสงแบบแอลอีดี 
โดยอาศัยหลักการ paired emitter detector diode 
(PEDD) หรือพีอีดีดี  เนื่องจากประกอบด้วยหลอด
ไดโอดเปล่งแสงหรือแอลอีดี (light emitting diode, 
LED) จ านวน 2 หลอด หลอดที่หนึ่งท าหน้าที่เป็นตัว
เปล่งแสง (light emitter) และอีกหนึ่งหลอดท าหน้าที่
เป็นตัวรับแสง  (light detector) หลอดไฟแอลอีดี
สามารถเปล่งแสงได้ในช่วงสเปคตรัมที่แคบ  มีความ 
จ าเพาะสูง ขึ้นอยู่กับองค์ประกอบทางเคมีของวัสดุกึ่ง
ตัวน าที่ใช้ จึงไม่จ าเป็นต้องใช้ร่วมกับอุปกรณ์คัดเลือก
ความยาวคลื่นที่มีราคาแพง  สัญญาณที่ ได้จะเป็น
สัดส่วนกับความเข้มของแสงที่ส่องมาที่หลอดแอลอีดีที่

เป็นตัวตรวจวัดแสง และแปรตามความเข้มข้นของสาร
ที่ต้องการวิเคราะห์ มีงานวิจัยก่อนหน้านี้ที่น าอุปกรณ์
ดังกล่าวมาใช้วิเคราะห์ปริมาณสารในกลุ่มต่าง ๆ เช่น 
สารชีวโมเลกุล [8-13] สารประกอบอโลหะ และไอออน
ของโลหะ [14-18] รวมถึงใช้วิเคราะห์ความสามารถใน
การต้านออกซิเดชันโดยใช้วิธี ABTS พบว่าราคาของ
อุปกรณ์ลดลงจริงและสามารถวิเคราะห์ตัวอย่างได้เร็ว 
48 ตัวอย่างต่อช่ัวโมง [19] 

งานวิจัยนี้จึงสนใจประเมินความสามารถในการ
ต้านออกซิ เดชันของเครื่องดื่มสมุนไพรพร้อมชง
ประเภทต่าง ๆ ได้แก่ ใบชา ชาตะไคร้ ชามะลิ เป็นต้น 
โดยใช้วิธีรีดิวซเฟอรริก แล้วติดตามสีที่เปลี่ยนไปของ
สารละลายด้วยอุปกรณ์ตรวจวัดสีแบบแอลอีดีที่สร้าง
ขึ้นร่วมกับระบบการไหลโฟลอินเจคชันอะนาไลซิส 
(flow injection analysis, FIA) โ ด ย พัฒนา ระบบ
วิเคราะห์ให้มีความรวดเร็วมากกว่าที่เคยมีรายงานมา
ก่อนหน้านี้ รวมถึงค่าใช้จ่ายในการวิเคราะห์ถูกลงทั้ง
ราคาสารเคมีและราคาอุปกรณ์ตรวจวัดท่ีใช้ 
 

2. อุปกรณ์และวิธีการ 
2.1 สารเคมี 

สารเคมีที่ใช้ในงานวิจัยนี้เป็นเกรดส าหรับ
วิ เคราะห์  (analytical grade) สารละลายทุกชนิด
เตรียมในน้ ากลั่นจากระบบ reversed osmosis ตลอด
การศึกษา สารละลายเอฟอาร์เอพีรีเอเจนท์  (FRAP 
reagent) ประกอบด้วยสารละลายสามส่วน ได้แก่ 
สารละลาย acetate buffer (pH 3.6) ความเข้มข้น 
300 มิลลิ โมลาร์  สารละลาย 2 ,4 ,6- tripyridyl-S-
triazine (TPTZ)  ความเข้มข้น 10 มิลลิ โมลาร์  ใน
สารละลาย hydrochloric acid ความเข้มข้น 40 มิลลิ
โมลาร์ และสารละลาย ferric chloride (FeCl3) ความ
เข้มข้น 20 มิลลิโมลาร์ น าสารละลายทั้งสามนี้มาผสม
กันในอัตราส่วน 10  : 1 : 1 ตามล าดับ [6] สารละลาย



วารสารวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี                                                            ปีที ่27 ฉบบัที่ 3 พฤษภาคม - มิถุนายน 2562 

 410 

มาตรฐานกรดแอสคอร์บิคเข้มข้น 100.0 มิลลิโมลาร์ 
เตรียมใหม่ทุกวันโดยช่ัง L-ascorbic acid (UNILAB, 
Philipines) 0.4400 กรัม ละลายน้ าแล้วปรับปริมาตร
เป็น 25.00 มิลลิลิตร จากนั้นเจือจางให้มีความเข้มข้น
ในช่วง 10-50 ไมโครโมลาร์ เพื่อสร้างกราฟมาตรฐาน  

2.2 สารตัวอย่าง 
เครื่องดื่มสมุนไพรพร้อมชงเตรียมโดยชงใน

น้ าร้อนด้วยอัตราส่วนที่แนะน าตามฉลาก โดยช่ัง
ตัวอย่างด้วยเครื่องช่ังละเอียด 2.00-6.00 กรัม เทน้ า
ร้อนใส่ลงไปจนท่วม คนให้เข้ากันดีแล้วทิ้งไว้ 10 นาที 

จากนั้นกรองด้วยกระดาษกรอง (Whatman No. 1) 
ทิ้งไว้ให้เย็น แล้วปรับปริมาตรเป็น 50.00 มิลลิลิตร 

2.3 อุปกรณ์ตรวจวัดสีแบบแอลอีดี 
งานนี้ผู้วิจัยประดิษฐ์อุปกรณ์ตรวจวัดสีแบบ

แอลอีดีขึ้นมาใช้เอง อาศัยหลักการพีอีดีดีโดยใช้หลอด
แอลอีดีจ านวน 2 หลอด เป็นส่วนประกอบที่ส าคัญ 
วิธีการสร้างเป็นไปตามงานวิจัยก่อนหน้านี้ [19] หลอด
แอลอีดีท าหน้าที่ เป็นทั้ งแหล่ งก า เนิดแสง  (LED-
emitter) และตรวจวัดแสง  (LED-detector)  ด้ าน
หลอดแอลอีดีที่ เป็นแหล่งก าเนิดแสงเ ช่ือมต่อกับ
แหล่งจ่ายไฟกระแสตรง 5 โวล์ต (PS-150200, BEST, 
China) ผ่านตัวต้านทานขนาด 100±1 โอห์ม เพื่อให้
เปล่งแสงด้วยความเข้มแสงที่คงที่ และหลอดแอลอีดีที่
เป็นตัวตรวจวัดแสงจะต่อกับเครื่องดิจิตอลมัลติมิเตอร์ 
(digital multimeter, Fluke, USA) เพื่อวัดสัญญาณ
ออกมาเป็นค่าความต่างศักย์ (voltage) งานวิจัยนี้
ทดสอบอุปกรณ์ที่ประดิษฐ์ขึ้นโดยใช้การทดลองแบบ
กะ (batch) และการทดลองแบบต่อเนื่องด้วยระบบ
การไหลโฟลอินเจคชันอะนาไลซิส ในการทดลองแบบ
กะใช้คิวเวทแก้วที่มี ระยะทางที่แสงผ่านได้ (path 
length) ยาว 10 มิลลิเมตร (glass cuvette, T-Bota 
Scietech, China) บรรจุสารละลายที่ต้องการตรวจวัด
ส่วนระบบการไหลโฟลอินเจคชันอะนาไลซิสใช้โฟล

เซลล์ส าหรับสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ มีปริมาตร 80 µL 
และระยะทางที่แสงผ่านได้ 10 มิลลิเมตร (Hellma®, 
Germany) สัญญาณความต่างศักย์วัดได้ด้วยเครื่อง
ดิจิตอลมัลติมิเตอร์แล้วแสดงผลผ่านหน้าจอคอมพิว 
เตอร์ด้วยโปรแกรม LabVIEW 8.2TM โดยความต่าง
ศั กย์นี้ ส ามารถค านวณเป็นค่ าการดู ดกลืนแสง 
(absorbance) โดยใช้สมการ (1) เพื่อเปรียบเทียบ
ความไวในการวิเคราะห์ (sensitivity) กับเครื่องสเปก
โตร โฟโตมิ เ ตอร์  (HP-8453, Perkin Elmer, USA) 

0

log
V

Absorbance
V

= −  สมการที่ (1) เมื่อ V คือ ค่า

ความต่างศักย์ของสารละลายที่ต้องการตรวจวัด 
(colored solution) และ V0 คือ ค่าความต่างศักย์ของ
น้ ากลั่น (100 % transparent solution) 

2.4 การจัดระบบการไหลอัตโนมั ติแบบ    
โฟลอินเจคชันอะนาไลซิสร่วมกับอุปกรณ์ตรวจวัดสี

แบบแอลอีดีเพ่ือประเมินความสามารถในการต้าน
ออกซิเดชันด้วยวิธีรีดิวซ์เฟอร์ริก 

ระบบโฟลอินเจคชันอะนาไลซิสที่ใช้ใน
งานวิจัยนี้เป็นระบบการวิเคราะห์แบบอัตโนมัติ มีการ
ออกแบบและจัดอุปกรณ์ให้สอดคล้องกับวิธีอ้างอิงแบบ
ก ะ  โ ด ย ใ ช้ ปั๊ ม ลู ก รี ด  (peristaltic pump, Model 
7521-50, Masterflex, USA) ขับเคลื่อนสารละลายที่
เกี่ยวข้องให้ไหลไปในท่อขนาดเล็กเส้นผ่านศูนย์กลาง 
1.0 มิลลิเมตร (pump tube, Upchurch Scientific®, 
USA) ด้วยอัตราเร็วคงที่ตลอดการทดลอง วิเคราะห์
ตัวอย่างโดยฉีดสารปริมาตรคงที่แทรกเข้าไปใน
สารละลายตัวพาผ่านวาล์ว (injection valve, V-540, 
Upchurch Scientific®, USA) ปฏิกิริยาระหว่างสาร 
ละลายมาตรฐานกรดแอสคอร์บิคหรือตัวอย่างกับ
สารละลายเอฟอาร์เอพีรีเอเจนท์จะเกิดขึ้นที่ท่อช่วย
ผสม (mixing coil, id 0.75 mm x 50.00 cm) จากนั้น
วัดสัญญาณเมื่อสีของสารละลายเปลี่ยนไปด้วยอุปกรณ์
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ตรวจวัดสีแบบแอลอีดี น าสัญญาณที่ได้ไปสร้างกราฟ
มาตรฐานเพื่อใช้ค านวณหาความสามารถในการต้าน

ออกซิเดชันของตัวอย่างต่อไป ระบบการไหลโฟลอิน
เจคชันอะนาไลซิสแสดงดังรูปที่ 1 

 

 
 

รูปที่ 1  แผนภาพจ าลองระบบการไหลโฟลอินเจคชันอะนาไลซิสส าหรบัประเมินความสามารถในการต้านออกซิเดชัน
ด้วยวิธีรีดิวซ์เฟอร์ริก 

 
3. ผลการวิจัยและวิจารณ์ 

3.1 ทดสอบประสิทธิภาพของอุปกรณ์ตรวจ 
วัดสีแบบแอลอีดี 

ประดิษฐ์อุปกรณ์ตรวจวัดสีแบบแอลอีดี
ตามที่กล่าวในหัวข้อ 2.3 โดยเลือกใช้หลอดแอลอีดีสี
แดงเป็นแหล่งก าเนิดแสงและตัวตรวจวัดแสง ส าหรับ
ประเมินความสามารถในการต้านออกซิเดชันโดยรวม
ด้วยวิธีรีดิวซ์เฟอร์ริก แล้วเปรียบเทียบประสิทธิภาพกับ
เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ โดยทดลองด้วยการน า
สารละลายเอฟอาร์เอพีรีเอเจนท์ปริมาตร 1.00 มิลลิ 
ลิตร ผสมกับสารละลายมาตรฐานกรดแอสคอร์บิค
เข้มข้น 0.10 มิลลิโมลาร์ปริมาตรต่าง ๆ แล้วปรับ
ปริมาตรด้วยน้ ากลั่นจนครบ 4.00 มิลลิลิตร ผสมให้เข้า
กันด้วยเครื่องเหวี่ยง (Vortex, Scientific Industries, 
Inc., USA) และตั้งทิ้งไว้ 5 นาที น าสารละลายไปวัด
สัญญาณทางไฟฟ้าเป็นโวลต์ (V) ที่ได้จากหลอดแอลอีดี
ที่ เป็นตัวตรวจวัดแสงของอุปกรณ์ตรวจวัดสีแบบ
แอลอีดีที่ประดิษฐ์ขึ้น และน าชุดสารละลายเดียวกันนี้

ไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโต
มิเตอร์ที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร เพื่อเปรียบ 
เทียบความไวในการวิเคราะห์โดยพิจารณาจากค่าความ
ชันของกราฟมาตรฐาน 

ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 2a จะเห็นว่า
สัญญาณของสารละลายแอสคอร์บคิความเข้มข้นต่าง ๆ 
ที่วัดได้จากอุปกรณ์ตรวจวัดสีแบบแอลอีดีมีค่าน้อยลง
เมื่อความเข้มข้นเพิ่มขึ้น เนื่องจากเกิดการรีดิวซ์สาร 
ประกอบเชิงซ้อน [Fe(III) (TPTZ)2]3+ เปลี่ยนเป็นสาร 
ประกอบเชิงซ้อน [Fe(II)(TPTZ)2]2+ มากขึ้น ท าให้สี
ของสารละลายเข้มขึ้นดังแสดงในรูปแทรก 2a จึงมีแสง
จากหลอดแอลอีดีที่เป็นแหล่งก าเนิดแสง ส่องผ่านไปยัง
หลอดแอลอีดีที่เป็นตัวตรวจวัดแสงได้น้อยลง สัญญาณ
จึงลดลง แล้วอาศัยสมการ (1) ในการเปลี่ยนสัญญาณ
ความต่างศักย์ที่วัดได้จากอุปกรณ์ตรวจวัดสีแบบ
แอลอีดีเป็นค่าการดูดกลืนแสง เปรียบเทียบกับค่าการ
ดูดกลืนแสงที่วัดได้จากเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ 
แสดงผลดังรูปที่ 2b พบว่าความไวในการวิเคราะห์ของ

FRAP Reagent

Water carrier

Injection valve 
Waste

Peristaltic pump

Mixing coil 

LED emitter LED detector
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อุปกรณ์ตรวจวัดสีแบบแอลอีดีน้อยกว่าเครื่องสเปกโตร
โฟโตมิเตอร์ อย่างไรก็ตาม กราฟมาตรฐานแสดงความ
เป็นเส้นตรงที่ดีมาก (R2

 = 0.9968) แสดงถึงความ 
สัมพันธ์ที่ดีระหว่างความเข้มข้นและสัญญาณ และ

ความไวในการวิเคราะห์นี้เพียงพอส าหรับการตรวจวัด
การประเมินความสามารถในการต้านออกซิเดชัน
โดยรวมด้วยวิธีรีดิวซ์เฟอร์ริกแล้ว 

 

 
รูปที่ 2  กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารมาตรฐานกรดแอสคอร์บิคกับสัญญาณที่วัด

ได้จากอุปกรณ์ตรวจวัดสีแบบแอลอีดี (a) ของสารละลายเอฟอาร์เอพีรีเอเจนท์ผสมกับสารละลายมาตรฐาน
กรดแอสคอร์บิคที่ความเข้มข้นต่าง ๆ [(A) 0.0, (B) 1.67, (C) 3.33, (D) 5.00, (E) 6.67, (F) 10.00 and  
(G) 13.33 ไมโครโมลาร์] แสดงในรูปแทรก และกราฟมาตรฐานแสดงการเปรียบเทียบค่าการดูดกลืนแสงท่ี
ได้จากอุปกรณ์ตรวจวัดสีแบบแอลอีดีกับค่าการดูดกลืนแสงของเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ (b) 

 
3.2 ผลของสีหลอดแอลอีดี ส าหรับอุปกรณ์

ตรวจวัดสีแบบแอลอีดี 
ทดลองแบบกะโดยใช้หลอดแอลอีดีสีแดง 2 

หลอดที่เหมือนกันทุกประการ (Honglitronic, China) 
ส าหรับสร้างอุปกรณ์ตรวจวัดสีแบบแอลอีดีเพื่อใช้วัด
สารละลายเอฟอาร์เอพีรีเอเจนท์ซึ่งมสีีน้ าเงิน สเปกตรมั
การดูดกลืนแสงของสารละลายเอฟอาร์เอพีเมื่อท า
ปฏิกิริยากับกรดแอสคอร์บิคที่ความเข้มข้น 1.25, 3.75 
และ 6.25 ไมโครโมลาร์ แสดงดังรูปที่ 3a โดยมีช่วง
การดูดกลืนแสงระหว่าง 430-700 นาโนเมตร (λmax = 

595 นาโนเมตร) เมื่อพิจารณาร่วมกับสเปกตรัมการ
คายแสงของหลอดแอลอีดีสีแดง (λmax = 634 นาโน
เมตร) จะเห็นว่ามีการซ้อนทับกัน ดังนั้นหลอดแอลอีดีสี

แดงจึงเหมาะสมส าหรับสร้างอุปกรณ์วัดสีนี้ ซึ่งสอด 
คล้องกับงานวิจัยก่อนหน้านี้ที่ใช้หลอดแอลอีดีสีแดง
ส าหรับตรวจวัดสารละลายโบรโมไทมอลบลู [20] 

หลังจากนั้นได้ทดลองการท างานร่วมกัน
ของอุปกรณ์ตรวจวัดสีแบบแอลอีดีกับระบบการไหล
โฟลอินเจคชันอะนาไลซิสโดยจัดระบบการไหลดังรูป  
ที่  1 ใช้อัตราการไหล (flow rate) ของสารละลาย   
เอฟอาร์เอพีรีเอเจนท์และน้ าตัวพาเท่ากับ 1.0 มิลลิลิตร
ต่อนาที และปริมาตรตัวอย่าง (sample volume) 
เท่ากับ 300 ไมโครลิตร โดยใช้หลอดแอลอีดีสีแดง ฉีด
สารละลายมาตรฐานกรดแอสคอร์บิคความเข้มข้น  
ต่าง ๆ (10-50 ไมโครโมลาร์) แล้ววัดสัญญาณทางไฟฟา้
เป็นมิลลิโวลต์ (mV) ที่ได้จากหลอดแอลอีดีที่เป็นตัว

y = -0.0034x + 1.3048
R² = 0.9962
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ตรวจวัดแสง สร้างกราฟมาตรฐานระหว่างความเข้มข้น
ของสารละลายกรดแอสคอร์บิค (แกน X) กับความสูง
ของสัญญาณ (แกน Y) จากนั้นทดลองซ้ าแต่เปลี่ยนสี
ของหลอดแอลอีดีทั้งหลอดที่เป็นแหล่งก าเนิดแสงและ
ตัวตรวจวัดเป็นสีอื่น ๆ ท้ังคู่ แล้วเปรียบเทียบความไว
ในการวิเคราะห์ โดยพิจารณาจากค่าความชันของ

กราฟมาตรฐาน ผลการทดลองแสดงดังรูปท่ี 3b พบว่า
เมื่อใช้หลอดแอลอีดีสีแดงให้ความไวในการวิเคราะห์ดี
ที่สุดในช่วงความเข้มข้นของสารละลายกรดแอสคอร์
บิคความเข้มข้น 10-50 ไมโครโมลาร์ สอดคล้องกับผล
การทดลองในรูปที่ 3a เป็นอย่างดี 

 

 
รูปที่ 3  สเปกตรัมการคายแสงของหลอดแอลอีดีสีแดงและสเปคตรัมการดูดกลืนแสงของสารละลายเอฟอาร์เอพี      

รีเอเจนท์ที่มีสารละลายมาตรฐานกรดแอสคอร์บิคที่ความเข้มข้นต่าง  ๆ (a) กราฟแสดงความไวในการ
วิเคราะห์ของระบบโฟลอินเจคชันอะนาไลซิส ร่วมกับอุปกรณ์ตรวจวัดสีแบบแอลอีดีเมื่อใช้หลอดที่เป็น
แหล่งก าเนิดแสงและตัวตรวจวัดเป็นสีต่าง ๆ (b) (aLinear range; bmaximum emission wavelength 
of LED measured by Ocean optic USB2000) 

 
3.3 ผลของอัตราการไหล 

การทดลองนี้ท าเพื่อศึกษาผลของอัตราการ
ไหลของสารละลายเอฟอาร์เอพีรีเอเจนท์และน้ าตัวพา
ที่มีต่อระบบการไหลโฟลอินเจคชันอะนาไลซิส  โดย
ศึกษาอัตราการไหลของสารในช่วง 0.5-2.0 มิลลิลิตร
ต่อนาที จัดระบบการไหลดังรูปที่ 1 ใช้ปริมาตรตัวอย่าง
เท่ากับ 300 ไมโครลิตร ผลการทดลองในรูปที่ 4a 
แสดงให้เห็นว่าเมื่ออัตราการไหลเพิ่มขึ้นจาก 0.5 
มิลลิลิตรต่อนาที เป็น 1.0 มิลลิลิตรต่อนาที ส่งผลให้
ความไวในการวิเคราะห์สูงขึ้นอย่างเห็นได้ชัดเนื่องจาก
ที่อัตราการไหล 1.0 มิลลิลิตรต่อนาที  ท่อนโซนที่
ตรวจวัดมีการกระจายตัว (dispersion) และเกิดการ

ยืดยาวของท่อนโซน (elongation) น้อย เมื่อเทียบกับ
ที่อัตราการไหล 0.5 มิลลิลิตรต่อนาที แต่เมื่อเพิ่มอัตรา
การไหลเป็น 1.5 และ 2.0 มิลลิลิตรต่อนาที ความไวใน
การวิเคราะห์มีค่าไม่แตกต่างกัน ในขณะที่ความแม่นย า
ในการวิเคราะห์ลดลงเล็กน้อยพิจารณาจากแถบความ 
คลาดเคลื่อนที่กว้างขึ้น ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงเลือกใช้
อัตราการไหล 1.0 มิลลิลิตรต่อนาทีในการทดลองอื่น ๆ 
ต่อไป 

3.4 ผลของปริมาตรตัวอย่าง 
ผลของปริมาตรตัวอย่างที่มีต่อความไวใน

การวิเคราะห์ของระบบการไหลโฟลอินเจคชันอะนาไล
ซิส ศึกษาปริมาตรตัวอย่างในช่วง 100-500 ไมโครลิตร 

1.25 µM Ascorbic acid

3.75 µM Ascorbic acid
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Emission spectrum of LEDAbsorption spectrum of FRAP reagent 
with ascorbic acid

a

0.0

2.0

4.0

6.0

8.0

Blue Green Yellow Red

Se
n

si
ti

vi
ty

 (
m

V
·L

·µ
m

o
l-1

)
(60-100 µM) a

(520 nm) b (567 nm) b (634 nm) b

(10-50 µM) a (60-100 µM) a

(10-50 µM) a

(463 nm)b

b



วารสารวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี                                                            ปีที ่27 ฉบบัที่ 3 พฤษภาคม - มิถุนายน 2562 

 414 

โดยจัดระบบการไหลเช่นเดียวกับการทดลองที่ 3.3 
และใช้อัตราการไหล 1.0 มิลลิลิตรต่อนาที ผลการ
ทดลองแสดงในรูปที่ 4b พบว่าความไวในการวิเคราะห์
เพิ่มขึ้นเมื่อปริมาตรตัวอย่างมากขึ้น โดยที่ปริมาตร
ตัวอย่าง 500 ไมโครลิตร มีความไวในการวิเคราะห์
มากกว่าเมื่อใช้ปริมาตรตัวอย่าง 300 ไมโครลิตร

เล็กน้อย เมื่อพิจารณาร่วมกับเวลาที่ใช้ในการวิเคราะห์
แล้ว งานวิจัยนี้เลือกใช้ปริมาตรตัวอย่างเท่ากับ 300 
ไมโครลิตร เนื่องจากให้ความไวในการวิเคราะห์ที่
เพียงพอและใช้เวลาวิเคราะห์ไม่นานจนเกินไป (ความ 
เร็วในการวิเคราะห์ 40 วินาที/ตัวอย่าง) 

 

 
 

รูปที่ 4  กราฟแสดงผลของอัตราการไหล (a) และผลของปริมาตรตวัอย่าง (b) 
 

 
รูปที่ 5  สัญญาณที่ได้จากการตรวจวัดสารมาตรฐานกรดแอสคอร์บิคความเข้มข้นต่าง ๆ กับสารละลายเอฟอาร์เอพี 

รีเอเจนท์ด้วยระบบการไหลโฟลอินเจคชันอะนาไลซิสร่วมกับอุปกรณ์ตรวจวัดสีแบบแอลอีดี  เมื่อใช้หลอด
แอลอีดีสีแดง อัตราการไหล 1.0 มิลลิลิตรต่อนาที และปริมาตรสารตัวอย่าง 300 ไมโครลิตร (a) และกราฟ
มาตรฐานแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารมาตรฐานกรดแอสคอร์บิคกับความสูงของ
สัญญาณ (b) 

 
3.3 คุณลักษณะการวิเคราะห์ 

ศึกษาคุณลักษณะการวิเคราะห์ของวิธี
รีดิวซ์เฟอร์ริกภายใต้สภาวะที่เหมาะสมดังที่กล่าวมา
ก่อนหน้านี้  โดยใช้ความยาวของท่อช่วยผสม 50 

เซนติเมตร และลดความยาวของท่อที่เช่ือมต่อกันทุก
ท่อให้สั้นที่สุด เพื่อให้ระบบโฟลอินเจคชันอะนาไลซิส
สามารถวิเคราะห์ได้รวดเร็วที่สุด ซึ่งพบว่าสามารถ
วิเคราะห์ได้เร็วถึง 90 ตัวอย่างต่อช่ัวโมง สัญญาณที่
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บันทึกได้และกราฟมาตรฐานแสดงดังในรูปที่ 5 ได้
กราฟมาตรฐานส าหรับใช้ประเมินความสามารถในการ
ต้านออกซิเดชัน y = (8.6283±0.0995)x + (32.89± 
3.3014) และมีค่าความเป็นเส้นตรง (R2) เท่ากับ 
0.9996 ในช่วงความเข้มข้นของกรดแอสคอร์บิค 10-
50 ไมโครโมลาร์ โดยมีขีดจ ากัดของการวิเคราะห์  
(LOD) เท่ากับ 6.12 ไมโครโมลาร์ และความเที่ยงใน
การวิเคราะห์ (precision, %RSD) เท่ากับ 2.15 เมื่อ
ท าการทดลองโดยฉีดกรดแอสคอร์บิคความเข้มข้น 30 
ไมโครโมลาร์ จ านวน 10 ครั้ง จากคุณลักษณะการ
วิเคราะห์นี้แสดงให้เห็นว่าระบบการไหลโฟลอินเจค
ชันอะนาไลซิสที่ใช้ร่วมกับอุปกรณ์ตรวจวัดสีแบบ
แอลอีดีที่พัฒนาขึ้นมานี้สามารถใช้เป็นอุปกรณ์ตรวจวัด
สีส าหรับประเมินความสามารถในการต้านออกซิเดชัน
โดยรวมด้วยวิธีรีดิวซ์เฟอร์ริกได้อย่างมีประสิทธิภาพ 

3.4. การประเมินความสามารถในการต้าน
ออกซิเดชันโดยรวมของตัวอย่างเคร่ืองด่ืมสมุนไพร
พร้อมชง 

งานวิจัยนี้ได้น าอุปกรณ์ตรวจวัดสีแบบ
แอลอีดีมาใช้ร่วมกับระบบการไหลโฟลอินเจคชัน     
อะนาไลซิสเพื่อใช้ประเมินความสามารถในการต้าน
ออกซิเดชันโดยรวมในตัวอย่างเครื่องดื่มสมุนไพรพร้อม
ชง แล้วเปรียบเทียบกับวิธีดั้งเดิม ส าหรับวิธีรีดิวซ์เฟอร์
ริคแบบดั้งเดิม โดยทดลองแบบกะด้วยการน าสาร 
ละลายเอฟอาร์เอพีรีเอเจนท์ปริมาตร 1.00 มิลลิลิตร 
ผสมกับสารละลายมาตรฐานกรดแอสคอร์บิคเข้มข้น 
0.10 มิลลิโมลาร์ หรือสารละลายตัวอย่างปริมาตร  
ต่าง ๆ แล้วปรับปริมาตรด้วยน้ ากลัน่จนครบ 4.00 มิลลิ 
ลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องเหวี่ยงและตั้งทิ้งไว้ 5 
นาที แล้วน าสารละลายไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วย
เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ที่ความยาวคลื่น 595 นาโน
เมตร น าค่าการดูดกลืนแสงไปเปรียบเทียบกับกราฟ
มาตรฐานของกรดแอสคอร์บิค ค านวณความเข้มข้น

แล้วรายงานเป็นค่า AAE [21] ส าหรับวิธีโฟลอินเจค
ชันอะนาไลซิสสามารถหาค่า TAC ได้จากกราฟ
มาตรฐานของกรดแอสคอร์บิค (รูป 5b) แล้วรายงาน
เป็นค่า AAE เช่นกัน ซึ่งผลการวิเคราะห์ตัวอย่างเครื่อง 
ดื่มสมุนไพรพร้อมชง 10 ตัวอย่างของทั้งวิธีโฟลอินเจค
ชันอะนาไลซิสและวิธีดั้งเดิมแสดงดังตารางที่ 1 พบว่า
ทั้ง 2 วิธี มีค่าใกล้เคียงกัน เมื่อทดสอบด้วยวิธีทางสถิติ 
t-test (paired two sample for means) ที่ระดับความ 
เช่ือมั่น 95% พบว่าค่า tstat มีค่าเท่ากับ 0.38 ซึ่งน้อย
กว่า tcritical ที่มีค่าเท่ากับ 2.26 ดังนั้นผลการวิเคราะห์
จากทั้งสองวิธีนี้จึงไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ [22] 
แสดงให้ เห็นว่ าอุปกรณ์ตรวจวัดสีแบบแอลอีดีที่
ประดิษฐ์ขึ้นมาใช้ในงานวิจัยนี้สามารถวิ เคราะห์
ตัวอย่างได้อย่างมีประสิทธิภาพ และอุปกรณ์ตรวจวัดสี
แบบแอลอีดีนี้สามารถน ามาใช้ทดแทนเครื่องสเปกโตร
โฟโตมิเตอร์ที่มีราคาแพงได้ เพื่อลดค่าใช้จ่ายในการ
วิเคราะห์ 
 

4 สรุป 
งานวิจัยนี้ ได้สร้างอุปกรณ์ตรวจวัดสีแบบ

แอลอีดีแล้วประยุกต์ส าหรับประเมินความสามารถใน
การต้านออกซิเดชันโดยรวมด้วยวิธีรีดิวซเฟอรริก โดย
ใช้ร่วมกับระบบการไหลอัตโนมัติแบบโฟลอินเจคชัน 
อะนาไลซิส เมื่อใช้สภาวะที่เหมาะสมส าหรับระบบโฟล
อินเจคชันอะนาไลซิสจะได้กราฟมาตรฐานที่มีสมการ
เส้นตรง  y = (8.6283±0.0995)x + (32.89±3.3014) 
และมีความเป็นเส้นตรงที่ดี (R2

 = 0.9996) มีช่วงความ
เป็นเส้นตรง 10-50 ไมโครโมลาร์ มีความแม่นย าสูง 
(%RSD = 2.15) และขีดจ ากัดของการวิเคราะห์ คือ 
6.12 ไมโครโมลาร์ พบว่าระบบที่พัฒนาขึ้นนี้สามารถ
วิ เคราะห์ได้รวดเร็วถึง 90 ตัวอย่าง ใน 1 ช่ัวโมง 
สุดท้ายน าระบบที่พัฒนาขึ้นในงานวิจัยนี้มาวิเคราะห์
หาความสามารถในการต้านออกซิเดชันโดยรวมใน
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ตัวอย่างเครื่ องดื่มสมุนไพรพร้อมชงที่มีขายตาม
ท้องตลาด แล้วเปรียบเทียบผลที่วิเคราะห์ได้กับการ
ทดลองแบบดั้งเดิมด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ 
พบว่าผลที่วิเคราะห์ได้ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญที่
ระดับความเช่ือมั่น  95 % ข้อดีของงานวิจัยนี้  คือ 
สามารถประเมินความสามารถในการต้านออกซิเดชัน
ได้อย่างรวดเร็วโดยอาศัยกราฟมาตรฐาน และค่าใช้จ่าย
ในการวิ เคราะห์ถูกลงทั้งราคาสารเคมีและราคา

อุปกรณ์ตรวจวัดสี อย่างไรก็ตาม สารต้านออกซิเดชัน
ในตัวอย่างนั้นมีหลายชนิดและอาจมีกลไกการต้าน
ออกซิเดชันแตกต่างกัน ดังนั้นในการประเมินความ 
สามารถในการต้านออกซิเดชันจึงควรใช้ผลการ
วิเคราะห์มากกว่าหนึ่งวิธีมาพิจารณาร่วมกัน โดย
สามารถน าระบบการไหลและอุปกรณ์ตรวจวัดสีแบบ
แอลอีดีนี้ไปประยุกต์ใช้ได้ 

 
ตารางที่ 1  ค่า ascorbic acid equivalent (AAE) ในตัวอย่างเครื่องดื่มสมุนไพรพร้อมชง 10 ตัวอย่าง ที่วิเคราะห์

ด้วยวิธีรีดิวซ์เฟอร์ริกจากระบบการไหล (FIA method) ร่วมกับอุปกรณ์ตรวจวัดสีแบบแอลอีดี
เปรียบเทียบกับ AAE จากวิธีดั้งเดิมแบบกะ (classical method) 

 

ตัวอย่าง  
AAE (มิลลิกรัมต่อกรัมตัวอย่าง) 

วิเคราะหด์้วยระบบการไหลโฟลอนิเจคชันอะนาไลซิส วิเคราะหด์้วยวิธีดั้งเดิมแบบกะ 
ตัวอย่าง 1 0.68±0.42 0.55±0.01 

ตัวอย่าง 2 0.39±0.08 0.59±0.07 
ตัวอย่าง 3 3.46±0.14 3.13 ±0.17 
ตัวอย่าง 4 2.75±0.38 3.66±0.14 
ตัวอย่าง 5 3.02±0.53 4.71±0.14 
ตัวอย่าง 6 32.45±0.31 36.64±1.76 
ตัวอย่าง 7 55.40±0.64 53.79±2.96 

ตัวอย่าง 8 66.82±0.50 70.57±4.19 
ตัวอย่าง 9 73.42 ±0.12 71.62±6.81 
ตัวอย่าง 10 100.80±0.13 99.99±24.25 

5. กิตติกรรมประกาศ 
ขอขอบคุณทุนอุดหนุนการวิจัยสาหรับอาจารย์

หลังส าเร็จการศึกษาระดับปริญญาเอกจากกองทุนวิจัย
และสร้างสรรค์คณะวิทยาศาสตร์ ประจ าปีงบประมาณ 
2560 (SRF-PRG-2560-09) และทุนสนับสนุนการวิจัย
ส าหรับบัณฑิต พสวท. แรกบรรจุปีงบประมาณ 2556 
(017/2557) นอกจากนี้ขอขอบคุณภาควิชาเคมี คณะ

วิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยศิลปากร ที่เอื้อเฟื้ออุปกรณ์
และสารเคมีรวมถึงสถานท่ีในการท าวิจัย 
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