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กรดโฟลิกเป็นหน่ึงในกลุ่มวิตามินบีท่ีมีความจ าเป็นต่อร่างกายมนุษยส์  าหรบัน ามาใชใ้นกระบวนการ

สงัเคราะหด์ีเอ็นเอ การสรา้งพลังงาน และยงัจ าเป็นต่อการสรา้งเซลลเ์ม็ดเลือดแดง อีกทั้งยังสามารถบ่งชีค้วามผิดปกติ
ของร่างกายได้ เช่น การเกิดภาวะโลหิตจาง และภาวะหลอดประสาทไม่ปิดในทารก จากความส าคัญท่ีกล่าวมานั้น 
งานวิจัยนีจ้ึงมุ่งเนน้การพฒันาวิธีการตรวจวดัปริมาณกรดโฟลิกดว้ยเทคนิคเชิงสีร่วมกบัอปุกรณต์รวจวดัฐานแผ่นใส โดย
งานวิจัยแบ่งออกเป็น 2 ส่วนตามชนิดของรีเอเจนตแ์ละกลไกการท าใหเ้กิดปฏิกิริยาการเปลี่ยนสี โดยวิธีการวิเคราะหแ์รก
เป็นการตรวจวัดปริมาณกรดโฟลิกโดยอาศัยการเปลี่ยนแปลงสีของสารละลาย  จากปฏิกิริยาระหว่างกรดโฟลิกและ
สารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนดใ์นสภาวะท่ีมีสารละลายเฟอรร์ิคคลอไรด์ โดยกรดโฟลิกจะท าหนา้ท่ีเป็นตวัรีดิวซ ์
(Reducing agent) ท าให้ไอออนเหล็ก (III) เปลี่ยนเป็นไอออนเหล็ก (II) จากนั้นไอออนเหล็ก (II) จะท าปฏิกิริยากับ
สารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนดเ์กิดเป็นสารประกอบเชิงซ้อนปรสัเซียนบลู  (Prussian blue) ท าให้สารละลาย
เปลี่ยนสีจากสีเหลืองเป็นสีฟ้าอมเขียวซึ่งสามารถสงัเกตไดด้ว้ยตาเปล่า จากนัน้ท าการวิเคราะหป์ริมาณกรดโฟลิกโดยการ
วดัความเขม้สีดว้ยโปรแกรมอิมเมจเจ ทัง้นีไ้ดท้ าการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยา ไดแ้ก่ ความเขม้ขน้ของ
ตัวท าละลาย ความเขม้ขน้ของรีเอเจนต์ ล าดับการหยดสารละลาย และระยะเวลาในการเกิดปฏิกิริยา พบว่าสามารถ
วิเคราะห์ปริมาณกรดโฟลิกไดใ้นช่วงความเขม้ขน้ 10-100 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร (R2 = 0.9946) มีค่าขีดจ ากัดในการ
ตรวจวดัเท่ากับ 2 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร ในส่วนของวิธีการวิเคราะหท่ี์สองเป็นการตรวจวดัปริมาณกรดโฟลิกโดยอาศัย
การฟอกจางสีของสารละลาย จากปฏิกิริยาการเกิดสารประกอบเชิงซอ้นปรสัเซียนบลรูะหว่างโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนด  ์
เฟอรร์ิกคลอไรด  ์และอนุภาคแขวนลอยนาโนเงิน โดยเมื่อเติมกรดโฟลิกลงไปพบว่าสีของสารประกอบเชิงซอ้นปรสัเซีย
นบลจูะถูกฟอกจางเมื่อเปรียบเทียบกับการไม่เติมกรดโฟลิก ภายใตส้ภาวะท่ีเหมาะสม พบว่า สามารถวิเคราะหป์ริมาณ
กรดโฟลิกไดใ้นช่วงความเขม้ขน้ 50-300 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร (R2 = 0.9975) มีค่าขีดจ ากัดในการตรวจวดัเท่ากับ 10 
ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร ถึงแมวิ้ธีท่ีสองจะใหค้่าขีดจ ากัดในการตรวจวดัท่ีสงูกว่าวิธีแรกแต่ใชเ้วลาในการวิเคราะหส์ัน้ลง
และมีความจ าเพาะเจาะจงท่ีสงูขึน้ จึงเป็นทางเลือกหน่ึงท่ีน่าสนใจส าหรบัการวิเคราะหป์ริมาณกรดโฟลิกในตวัอย่างที่มี
ปริมาณสูง นอกจากนีวิ้ธีการวิเคราะหท์ั้งสองยงัประสบความส าเร็จในการน าไปประยุกตใ์ชเ้พื่อตรวจวิเคราะหป์ริมาณ
กรดโฟลิกในตวัอย่างเม็ดยา โดยมีค่ารอ้ยละการคืนกลบัอยู่ในช่วง 91.89 – 110.83% ซึ่งแสดงว่า วิธีท่ีพฒันานีส้ามารถ
ยอมรบัและน าไปใชส้  าหรบัการวิเคราะหป์ริมาณกรดโฟลิกในตวัอย่างได ้
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Folic acid is a member of the water-soluble B vitamin family. It plays an essential role in 

human life, including supporting DNA replication, power generation and erythropoiesis. It can be used to 
indicate abnormalities, such as anemia and neural tube defects in babies. This research aims to develop a 
method for the determination of folic acid using the colorimetric technique and with a transparency sheet-
based analytical device.  This research was divided into two parts, depending on the reagent and 
mechanism; the first part is based on the reaction between folic acid and potassium ferricyanide in the 
presence of Fe (III).  The mechanism was related to the reduction of Fe (III) ion to Fe (II) ion by folic acid 
followed by potassium ferricyanide to form a Prussian blue product.  The color of the solution changed from 
yellow to blue-green and seen by the naked eye. The quantified folic acid concentration was calculated 
using color intensity by the ImageJ program. Moreover, all parameters affected analytical performance, such 
as the concentrations of solvents and reagents, sequences for adding solutions and the reaction times. 
Under optimal conditions, the linearity was from 10 to 100 µg/mL, with a correlation coefficient of 0.9946 and 
detection limit of 2 µg/mL. The second part was the reaction between potassium ferricyanide, ferric chloride 
and colloidal silver nanoparticles (AgNPs) to produce the Prussian blue complex.  After that, the color 
changed from blue-green to colorless in the presence of folic acid. Under optimal conditions, the calibration 
graph for this method was linear over a concentration range from 50 to 300 µg/mL (R2 = 0.9946) and the 
detection limit of folic acid was found to be 10 µg/mL. This method provides less sensitivity, offers a fast 
analysis time and increased selectivity. Therefore, this method could be an alternative way to determine a 
high content folic acid in the samples.  In addition, these proposed methods were successfully applied to 
determine the amount of folic acid in folic acid tablets. The recoveries were obtained in the range of 91.89-
110.83%, indicating that developed methods are applicable for folic acid in samples. 
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เมตตา ความเอาใจใส ่และใหค้วามช่วยเหลือแก่ผูว้ิจยัดว้ยดีเสมอมา 
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ความรกั ความเอาใจใส่ และสนับสนุนในทุก ๆ ดา้น รวมทัง้ผูม้ีพระคณุท่านอ่ืน ๆ ที่ไม่ไดเ้อ่ยนามมา 
ณ ที่นีด้ว้ย ที่มีสว่นท าใหผู้ว้ิจยัประสบความส าเรจ็ในครัง้นี ้
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บทที ่1 
บทน า 

ภูมิหลัง 
วิตามินเป็นหนึ่งในสารอาหารหลกัที่มีความจ าเป็นต่อร่างกายมนุษย ์ถึงแมว้่าร่างกาย

จะตอ้งการวิตามินในปรมิาณเล็กนอ้ย แต่ถา้หากขาดวิตามินจะท าใหร้่างกายเกิดความผิดปกติได ้
วิตามินจัดเป็นสารอินทรียท์ี่ส่วนใหญ่ร่างกายไม่สามารถสรา้งหรือสังเคราะหข์ึน้เองได ้ดังนั้นจึง
ตอ้งไดร้บัจากการรบัประทานอาหารและวิตามินยังมีความส าคัญเก่ียวขอ้งกับการเปลี่ยนแปลง
ของปฏิกิริยาเคมีในกระบวนการเมแทบอลิซึมของร่างกายอีกดว้ย วิตามินสามารถแบ่งไดเ้ป็น 2 
กลุ่ม คือ กลุ่มวิตามินที่ละลายในไขมัน ไดแ้ก่ วิตามินเอ วิตามินดี วิตามินอี และวิตามินเค และ
กลุ่มวิตามินที่ละลายในน า้ ไดแ้ก่ วิตามินบีรวม และวิตามินซี ถึงแมว้่าวิตามินเหล่านีจ้ะสามารถ
พบในอาหารประเภททั่วไป แต่เนื่องดว้ยพฤติกรรมต่าง ๆ ของผูบ้ริโภคในปัจจุบนัอาจท าใหไ้ดร้บั
วิตามินในปริมาณที่ไม่เพียงพอต่อความตอ้งการของร่างกาย ดังนัน้อุตสาหกรรมดา้นอาหารและ
เครื่องด่ืมจึงมีการเติมวิตามินต่าง ๆ เพิ่มลงไปในผลิตภัณฑ ์เพื่อใหส้อดคลอ้งกับพฤติกรรมของ
ผูบ้ริโภค และยงัเป็นการเพิ่มคุณค่าทางอาหารใหค้รบถว้นตามความตอ้งการของผูบ้ริโภค ดงันัน้ 
จึงมีความจ าเป็นที่จะตอ้งวิเคราะหป์ริมาณของวิตามินที่เติมลงไปในผลิตภัณฑ์อาหาร เช่น นม 
และอาหารเสริมประเภทต่าง ๆ เพื่อเป็นการรบัรองคุณภาพของผลิตภัณฑใ์ห้เป็นที่ยอมรบัและ
สรา้งความน่าเชื่อถือต่อผูบ้ริโภค อีกทัง้ยังเป็นการควบคุมคุณภาพของผลิตภัณฑใ์หเ้ป็นไปตาม
มาตรฐานท่ีก าหนด  

กรดโฟลิก (Folic acid) หรือวิตามินบี  9 จัดอยู่ในกลุ่มวิตามินที่ละลายได้ในน ้า ซึ่ง
วิตามินชนิดนีร้่างกายสามารถสรา้งขึน้ไดเ้อง และจะถูกเก็บไวท้ี่ตบั กรดโฟลิกมีประโยชนส์  าหรบั
การสงัเคราะห ์DNA และการเจรญิเติบโตของเซลล ์อีกทัง้ยงัจ าเป็นต่อการสรา้งเซลลเ์ม็ดเลือดแดง 
เป็นตน้ การขาดกรดโฟลิกท าใหเ้กิดอาการทอ้งเสีย เสียดทอ้งหรือทอ้งผูก รวมถึงโลหิตจาง และที่
ส  าคัญยังส่งผลต่อทารกในครรภ ์หากไดร้บัปริมาณกรดโฟลิกไม่เพียงพอ อาจเป็นการเพิ่มความ
เสี่ยงต่อการเจรญิเติบโตอย่างผิดปกติเก่ียวกบักระดกูสนัหลงั และระบบประสาทของทารกได ้

ส าหรบัเทคนิคที่ใชใ้นการตรวจวัดปริมาณวิตามินในปัจจุบันมีหลากหลายเทคนิค เช่น 
เทคนิคสเปกโทรโฟโตเมตรี  (spectrophotometry) โฟลอินเจคชันอะนาลิซิส (flow injection 
analysis) เอนไซม์ลิงค์อิมมูโนซอร์เบนต์แอสเสย์ (enzyme-linked immunosorbent assay ; 
ELISA) และโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู (high performance liquid chromatography ; 
HPLC) เป็นตน้ ซึ่งเทคนิคดังกล่าวเป็นเทคนิคที่มีเครื่องมือราคาสูง และใชเ้วลาในการวิเคราะห์
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นาน อีกทัง้ผูท้  าการวิเคราะหจ์ าเป็นตอ้งมีความเชี่ยวชาญในการวิเคราะห ์จึงเป็นสาเหตทุี่น าไปสู่
การน าเสนอวิธีการวิเคราะหก์รดโฟลิกดว้ยวิธีที่ใชเ้วลาในการวิเคราะหส์ัน้ มีความจ าเพาะสงู และ
สามารถวิเคราะหไ์ดอ้ย่างถูกตอ้งน่าเชื่อถือ ดังนั้นงานวิจัยนีจ้ึงมีความสนใจที่จะพัฒนาวิธีการ
วิเคราะหป์ริมาณกรดโฟลิกร่วมกับการใชอุ้ปกรณ์ฐานแผ่นใสซึ่งมีขนาดเล็ก เป็นวิธีทางเลือกใหม่
ทางการวิเคราะห ์โดยอาศัยปฏิกิริยาเชิงสีดว้ยการท าปฏิกิริยากับสารละลายโพแทสเซียมเฟอริ
ไซยาไนด์และสารละลายเหล็ก (III) รวมถึงมีการใช้อนุภาคแขวนลอยนาโนเงินมาช่วยเพิ่ม
ประสิทธิภาพของการตรวจวดั ส าหรบัประยุกตใ์ชใ้นการวิเคราะหก์รดโฟลิกในตวัอย่างเม็ดยาที่มี
จ าหน่ายทั่วไป 

 

ความมุ่งหมายของการวิจัย 
1. เพื่อพัฒนาวิธีการวิเคราะหป์ริมาณกรดโฟลิก โดยการใชป้ฏิกิริยารีดอกซ ์ดว้ยวิธีการ

ตรวจวดัเชิงสีบนอปุกรณฐ์านแผ่นใส 
2. เพื่อพฒันาวิธีการวิเคราะหป์ริมาณกรดโฟลิก โดยการใชป้ฏิกิรยิารีดอกซร์่วมกบัการใช้

อนภุาคแขวนลอยนาโนเงิน ดว้ยวิธีการตรวจวดัเชิงสีบนอปุกรณฐ์านแผ่นใส 
3. เพื่อประยุกตใ์ชว้ิธีที่พัฒนาขึน้ส าหรบัการวิเคราะหป์ริมาณกรดโฟลิกในตวัอย่าง เช่น 

ผลิตภณัฑย์า 
  

ความส าคัญของการวิจัย 

1. ไดว้ิธีวิเคราะหท์างเลือกใหม่ส  าหรบัการตรวจวดัปรมิาณกรดโฟลิก โดยการใชป้ฏิกิรยิา
รีดอกซแ์ละตรวจวดัโดยใชอ้ปุกรณฐ์านแผ่นใส 

2. ได้วิธีวิเคราะห์ที่มีความรวดเร็ว มีความจ าเพาะ และลดค่าใช้จ่ายในการวิเคราะห์
ส  าหรบัการวิเคราะหป์รมิาณกรดโฟลิก 

3. ไดข้อ้มลูเก่ียวกบัปรมิาณของกรดโฟลิก ในผลิตภณัฑย์าที่จ  าหน่ายทั่วไปในทอ้งตลาด 
เพื่อใชใ้นการตรวจสอบคณุภาพของผลิตภณัฑใ์หเ้ป็นไปตามมาตรฐานที่ก าหนด 
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ขอบเขตของการวิจัย 
1. ศึกษาสภาวะที่ เหมาะสมส าหรับการวิเคราะห์กรดโฟลิ ก โดยการใช้ปฏิกิริยา 

รีดอกซแ์ละตรวจวดัโดยใชอ้ปุกรณฐ์านแผ่นใส 
2. ศึกษาการใชอ้นุภาคแขวนลอยนาโนเงินร่วมกบัปฏิกิริยารีดอกซใ์นการตรวจวิเคราะห์

กรดโฟลิก 
3. ศกึษาผลการรบกวนของวิตามินอ่ืน ๆ เช่น วิตามินบีต่าง ๆ วิตามินซี 
4. ศกึษาประสิทธิภาพของวิธีวิเคราะหท์ี่พฒันาขึน้ 
5. ประยกุตใ์ชว้ิธีที่พฒันาขึน้ส าหรบัการวิเคราะหก์รดโฟลิก ในตวัอย่างผลิตภณัฑย์า 
6. ท าการเปรียบเทียบประสิทธิภาพของวิธีวิเคราะหท์ี่พฒันาขึน้ 
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บทที ่2 
เอกสารทีเ่ก่ียวข้อง 

ในงานวิจัยนี ้ได้ศึกษาและพัฒนาการวิเคราะห์หาปริมาณกรดโฟลิก ในตัวอย่างเช่น 
ผลิตภัณฑ์ยา หรืออาหารเสริมโดยการใชป้ฏิกิริยารีดอกซแ์ละปฏิกิริยารีดอกซร์่วมกับอนุภาค
แขวนลอยนาโนเงิน และท าการตรวจวัดการเปลี่ยนแปลงสี บนอุปกรณ์ฐานแผ่นใส ซึ่งผูว้ิจัยได้
ศกึษาคน้ควา้เอกสารและงานวิจยัที่เก่ียวขอ้งตามหวัขอ้ต่าง ๆ ดงันี ้

1. วิตามิน 
2. การตรวจวดัเชิงสี 
3. อปุกรณฐ์านกระดาษ 
4. อนภุาคแขวนลอยเงินระดบันาโน 
5. งานวิจยัที่เก่ียวขอ้ง 

1. วิตามิน 
วิตามินเป็นสารประกอบอินทรียท์ี่มีความส าคัญต่อร่างกายมนุษย ์เนื่องจากวิตามินมี

ส่วนเก่ียวขอ้งกับการควบคุมการเปลี่ยนแปลงของปฏิกิริยาเคมีในกระบวนการเมแทบอลิซึมของ
ร่างกาย ท าใหเ้ซลลต่์าง ๆ ท าหน้าที่ไดเ้ป็นปกติ โดยส่วนใหญ่ร่างกายไม่สามารถสงัเคราะหห์รือ
ผลิตวิตามินขึน้มาเอง จะมีเพียงวิตามินไม่ก่ีชนิดที่ร่างกายหรือแบคทีเรียสามารถสงัเคราะหข์ึน้มา
ได ้เช่น วิตามินบี 1 วิตามินบี 12 แต่ไม่เพียงพอต่อความตอ้งการของร่างกายได ้หรือ วิตามินเอ 
วิตามินบี 3 สามารถสังเคราะห์ขึน้เองไดห้ากมีสารตั้งตน้ที่เพียงพอ จึงจ าเป็นตอ้งไดร้บัวิตามิน
เหลา่นีจ้ากอาหารหรือเครื่องดื่ม 

1.1 ประเภทของวิตามิน 
ประเภทของวิตามินสามารถจ าแนกได้ตามความสามารถในการละลาย ท าให้

สามารถจ าแนกประเภทของวิตามินไดเ้ป็น 2 ประเภทหลกั ดงันี ้
วิตามินชนิดที่ละลายในน า้มนัหรือไขมนั ไดแ้ก่ วิตามินเอ ดี อี และเค (vitamin A, 

D, E, K) วิตามินเหล่านีส้ามารถถูกกกัเก็บไวท้ี่กลา้มเนือ้หรือไขมันตามส่วนต่าง ๆ ของร่างกายได้
ภายหลงัจากที่รบัประทานเขา้ไป ดงันัน้ร่างกายไม่จ าเป็นตอ้งไดร้บัวิตามินกลุ่มนีทุ้กวนัเนื่องจากมี
การสะสมอยู่ตามกล้ามเนื ้อส่วนต่าง ๆ อย่างไรก็ตามหากมีการรับประทานวิตามินเหล่านีใ้น
ปริมาณมากเกินไป จะเกิดการสะสมในสว่นต่าง ๆ ท าใหเ้ป็นพิษจากวิตามินได ้โดยเฉพาะวิตามิน
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เอหากไดร้บัในปริมาณมากหรือสะสมอยู่ในร่างกายมากเกินไปอาจท าใหเ้สียชีวิตได้ (รกัษิตา บุญ
พนัธ,์ 2550) 

วิตามินชนิดที่ละลายในน ้า ได้แก่ วิตามินบีรวม และวิตามินซี (vitamin B 
complex, vitamin C) วิตามินกลุ่มนี ้ไม่สามารถสะสมหรือกักเก็บไว้ภายในร่างกายได้นาน 
เนื่องจากมีคุณสมบัติละลายน า้ไดดี้ท าใหถู้กก าจัดออกทางปัสสาวะหรือเหงื่อตลอดเวลา ดังนั้น
ร่างกายจึงจ าเป็นตอ้งไดร้บัวิตามินกลุ่มนีทุ้กวันจากการรบัประทานอาหาร ถา้หากร่างกายไดร้บั
วิตามินกลุ่มนีใ้นปริมาณมากเกินไป ส่วนเกินของวิตามินเหล่านีก้็สามารถถูกขับออกโดยไม่ท าให้
เกิดอนัตรายต่อร่างกาย ถึงแมว้่าร่างกายมนุษยจ์ะมีความตอ้งการวิตามินในปริมาณนอ้ย (ระดับ
มิลลิกรมัต่อวนั) เมื่อเทียบกับสารอาหารหลกัในกลุ่มอ่ืน ๆ เนื่องจากวิตามินเป็นสารอาหารที่ไม่มี
แคลอรี่ และไม่สามารถใหพ้ลงังานโดยตรงกบัร่างกายได ้แต่ถา้หากร่างกายไดร้บัปริมาณวิตามิน
ไม่เพียงพอต่อความตอ้งการของรา่งกายอาจท าใหร้า่งกายเกิดสภาวะขาดแคลนวิตามิน ซึ่งมีผลต่อ
ความผิดปกติของระบบต่าง ๆ ในร่างกาย หรือท าใหเ้กิดโรคต่าง ๆ ได ้การขาดวิตามินบี 1 ท าให้
เกิดโรคเหน็บชา การขาดวิตามินบี 9 ท าให้ทอ้งเสีย เสียดท้องหรือท้องผูก และที่ส  าคัญส าหรบั
ทารกในครรภ์หากไม่ได้รบัวิตามินบี 9 อย่างเพียงพออาจเพิ่มความเสี่ยงต่อทารกท าให้มีการ
เจริญเติบโตอย่างผิดปกติ เช่น เกิดความผิดปกติขึน้ที่กระดูกสันหลงั และระบบประสาทได ้ (สม
ทรง เลขะกลุ, 2543) 

 
1.2 กรดโฟลิก 
 

 

 

ภาพประกอบ 1 แสดงโครงสรา้งของกรดโฟลิก 
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กรดโฟลิก (Folic acid) หรือที่ รูจ้ักในชื่อวิตามินบี 9 สูตรโครงสรา้งคือ (2S)-2-[(4-
{[(2-amino-4-hydroxypteridin-6-yl)methyl]amino}cphenyl)formamido] pentanedioic acid  
จดัอยู่ในกลุ่มวิตามินที่ละลายไดใ้นน า้ สถานะเป็นของแข็ง ผลึกสีเหลือง และไม่มีรสชาติ วิตามิน
ชนิดนีร้่างกายสามารถสรา้งขึน้ได้เอง และจะถูกเก็บไวท้ี่ตับ กรดโฟลิกมีประโยชน์ส าหรบัการ
สงัเคราะห ์DNA และการเจริญเติบโตของเซลล ์และยงัจ าเป็นในการสรา้งเซลลเ์ม็ดเลือดแดง การ
สรา้งพลงังาน กรดโฟลิกนัน้เป็นสิ่งจ าเป็นในการสรา้ง Heme ซึ่งเป็นธาตุเหล็กที่เป็นส่วนประกอบ
ส าคัญในฮีโมโกลบิน เพื่อการล าเลียงออกซิเจนในร่างกาย และจ าเป็นต่อเซลล์ส่วนต่าง ๆ ที่
เก่ียวขอ้งกับโคเอ็นไซม์ (coenzyme) ในการสังเคราะห์ RNA และ DNA อีกทั้งยังจ าเป็นต่อการ 
เผาผลาญโปรตีน และการรกัษาโรคโลหิตจาง นอกจากนีก้รดโฟลิกยังมีส่วนช่วยในเรื่องการย่อย
อาหาร และระบบประสาท ช่วยในเรื่องจิตใจและอารมณ์ เพราะสารอาหารนีช้่วยในเรื่อ งระบบ
ประสาท จึงมีผลท าให้ผ่อนคลายด้านอารมณ์ ความวิตกกังวลและความเครียดที่ เป็นอยู่ได ้
นอกจากนีก้รดโฟลิกมีความจ าเป็นต่อการพัฒนาระบบประสาทของทารกในครรภ์ ส  าหรบัเด็ก
ทั่วไป วัยรุ่น ผูใ้หญ่ ก็ยังมีความจ าเป็นตอ้งไดร้ับกรดโฟลิกอย่างสม ่าเสมอเพื่อช่วยใหร้่างกายมี
สุขภาพที่แข็งแรง อีกทั้งยังมีส่วนส าคัญในการสรา้งเม็ดเลือดแดงและป้องกันโรคหรือภาวะ  
โลหิตจาง กรดโฟลิกเป็นวิตามินที่ละลายไดดี้ในน า้ จึงไม่ค่อยพบปัญหาของการสะสมในร่างกาย
เพราะจะถกูขบัออกมากบัปัสสาวะ (อรสรวง บตุรนาค, 2549) 

ตาราง 1 แสดงปรมิาณกรดโฟลิกที่ควรไดร้บัต่อวนั 

 

ที่มา อรสรวง, บ. (2549). วิตามิน A-Z (พิมพค์รัง้ที่ 2.): กรุงเทพฯ : ใกลห้มอ. 
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หน้าทีข่องกรดโฟลิก 
- ช่วยกระตุ้นถุงน ้าดีท าให้การย่อย และการดูดซึมไขมันดีขึ ้น  โดยเฉพาะ  

กรดไขมนัที่จ  าเป็น เช่น แคโรทีน วิตามินเอ วิตามินดี วิตามินอี และวิตามินเค 
- ช่วยในการสรา้งเม็ดเลือดแดง โดยช่วยให้ไขกระดูก (bone marrow) ให้ผลิต

เม็ดเลือดแดง 
- ท างานร่วมกบัวิตามินบี 12 และวิตามินซี เพื่อช่วยเผาผลาญ และใชโ้ปรตีนให้

เกิดประโยชนอ์ย่างเต็มที่ 
- เป็นตัวส าคัญในการสร้างกรดนิวคลี อิค (nucleic acid) ซึ่งจ าเป็นในการ

เจรญิเติบโตของรา่งกาย และสรา้งเซลลต่์าง ๆ ในรา่งกายอย่างถกูตอ้งและเหมาะสม 
- ควบคุมการท างานของสมอง และเป็นสิ่งจ าเป็นส าหรบัสุขภาพที่ดีของสมอง 

และอารมณใ์หอ้ยู่ในสภาพที่ปกติสมบรูณ ์
- ท าใหรู้ส้กึอยากรบัประทานอาหาร 
- ช่วยใหต้บัมีประสิทธิภาพในการท างานที่ดีขึน้ 

ผลของการขาดกรดโฟลิก 
- เกิดภาวะโลหิตจาง เพราะกรดโฟลิกเป็นสารส าคญัในการสรา้งเม็ดเลือดแดง 
- รา่งกายขาดภมูิคุม้กนั หรือต่อตา้นโรคเนื่องจากไม่อยากรบัประทานอาหาร 
- มีอาการลิน้แดง ทอ้งรว่ง และเกิดอาการผิดปกติในล าไส ้
- สตรีที่ตัง้ครรภห์ากขาดกรดโฟลิก ในขณะตัง้ครรภ ์จะมีผลท าใหท้ารกในครรภม์ี

ความคิดที่ผิดปกติ จิตใจของเด็กไม่เติบโตเท่าที่ควร ปัญญาอ่อน ร่างกายเติบโตไม่เต็มที่ รวมถึง
เกิดภาวะหลอดประสาทไม่ปิด (neural tube defect) หรืออาการพิการทางสมอง ภาวะปากแหว่ง
เพดานโหว่ และโรคหวัใจพิการแต่ก าเนิด 

2. การตรวจวัดเชิงสี 
การตรวจวัดเชิงสีเป็นวิธีการหนึ่งในการวิเคราะห์การเปลี่ยนแปลงทางเคมีโดยเป็น 

การวิเคราะหค่์าความเขม้สีที่เกิดการเปลี่ยนแปลงขึน้จากปฏิกิริยาทางเคมีต่าง ๆ ซึ่งมีระบบสีที่
สามารถใชต้รวจวดัความเปลี่ยนแปลงของสีไดห้ลากหลายระบบ คือ 

2.1 ระบบ CIE Lab color 
ระบบ CIE Lab เป็นระบบสีที่ขึน้กับอุปกรณ์ใด ๆ ถูกก าหนดขึน้จาก International 

Commission on Illumination หรือ  The Commission internationale de l’éclairage (CIE) ซึ่ ง
เป็นองคก์รระหว่างประเทศที่ตั้งขึน้เพื่อก าหนดมาตรฐานของการส่องสว่างของแสงและสี ซึ่งได้
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ก าหนดการวดัสีในปัจจุบันดว้ยระบบ CIE Lab จะใชส้ญัลกัษณ์แทนคือ L*- a*- b* ซึ่งแทนถึงค่า
ความสว่างและค่าสีตามแนวแกน (Harris และ Weatherall, 1990) ดงันี ้

แกน L จะแสดงถึงค่าความสว่างตัง้แต่ 0 - 100 จาก L (สีด า) จนถึง L* (สีขาว) 
แกน a* จะแสดงค่าสีตัง้แต่ -a* (สีเขียว) จนถึง a* (สีแดง) 
แกน b* จะแสดงค่าสีตัง้แต่ - b* (สีฟ้า) จนถึง b* (สีเหลือง) 
 

 

 

ภาพประกอบ 2 แสดงระบบสี CIE Lab 

ที่ ม า Harris, A. C., และ  Weatherall, I. L. (1990). Objective evaluation of colour 
variation in the sand-burrowing beetle Chaerodes trachyscelides White (Coleoptera: 
Tenebrionidae) by instrumental determination of CIELAB values. Journal of the Royal 
Society of New Zealand, 20(3), 253-259. 
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2.2 ระบบ HSB color 
ระบบ HSB เป็นระบบสีพืน้ฐานในการมองเห็นสีดว้ยสายตาของมนษุย ์ประกอบดว้ย

ลกัษณะของสี 3 ลกัษณะ คือ ค่า Hue หมายถึง สีต่าง ๆ ที่สะทอ้นออกมาจากวตัถุเขา้มายงัตาของ
เรา ท าใหเ้ราสามารถมองเห็นวตัถุเป็นสีต่าง ๆ ได ้โดยการแสดงค่า Hue ถูกแสดงออกมาเป็นค่าสี
บน Standard Color Wheel ซึ่งถูกแทนดว้ย 0º จนถึง 360º แต่โดยทั่วไปแลว้มักจะเรียกการแสดง
สีนัน้ ๆ เป็นชื่อของสี เช่น สีแดง สีม่วง สีเหลือง ค่า Saturation คือ ความสดของสี โดยค่าความสด
ของสีจะเริ่มที่ 0 ถึง 100 ถา้ก าหนด Saturation ที่ 0 สีจะมีความสดนอ้ยเป็นสีขาว แต่ถา้ก าหนดที่ 
100 สีจะมีความสดมาก หากถูกวัดโดยต าแหน่งบน Standard Color Wheel ค่า Saturation จะ
เพิ่มขึน้จากจดุกึ่งกลางจนถึงเสน้ขอบ โดยค่าที่เสน้ขอบจะมีสีที่ชดัเจนและอิ่มตวัที่สดุ  และสดุทา้ย
ค่า Brightness คือ ระดับความสว่างและความมืดของสี โดยค่าความสว่างของสีจะเริ่มที่ 0 ถึง 
100 เช่นกัน ค่าที่ 0 ความสว่างจะน้อยซึ่งจะเป็นสีด า แต่ถา้ก าหนดที่ 100 สีจะมีความสว่างมาก
ที่สุด ยิ่งมีค่า Brightness มากจะท าใหส้ีนั้นสว่างมากขึน้(Costa e Silva, Tiradentes, Parente, 
และ Bandeira, 2009) 

 

 

 

ภาพประกอบ 3 แสดงระบบสี HSB 

ที่ ม า  Costa e Silva, D. d., Tiradentes, S. B. d. S. P., Parente, R. C. P., แ ล ะ 
Bandeira, M. F. C. L. (2009). Color change using HSB color system of dental resin 
composites immersed in different common Amazon region beverages. Acta Amazonica, 
39, 961-968. 
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2.3 ระบบ CMYK Color  
 ระบบ CYMK คือ ระบบสีที่ ใช้กับเครื่องพิมพ์หรืองานพิมพ์ที่พิมพ์ออกทาง

กระดาษหรือวัสดุผิวเรียบอ่ืน ๆ โดยระบบสี CYMK ประกอบดว้ย สีหลัก 4 สี คือ สีฟ้า (cyan) สี
ม่วงแดง (magenta) สีเหลือง (yellow) และสีด า (black) เมื่อมีการน าสีทั้งหมดมาผสมกันและ
พิมพอ์อกมาจะพบว่าสีที่เกิดขึน้ด าไม่สนิท เนื่องจากหมึกที่ใชใ้นการพิมพม์ีความไม่บริสทุธิ์ จึงเป็น
การผสมสีแบบลบ (subtractive) หลักการเกิดสีของระบบนี ้คือ หมึกสีหนึ่งจะดูดกลืนแสงจากสี
หนึ่งแลว้สะทอ้นกลบัออกมาเป็นสีต่าง ๆ เช่น สีฟ้าดดูกลืนแสงของสีม่วงแลว้สะทอ้นออกมาเป็นสี
น า้เงิน ซึ่งจะสังเกตไดว้่าสีที่สะทอ้นออกมาจะเป็นสีหลักของระบบ RGB การเกิดสีในระบบนีจ้ึง
ตรงขา้มกบัการเกิดสีในระบบ RGB นอกจากนี ้CMYK จะใชก้ารไลร่ะดบัความสีเขม้ สีอ่อน โดยใช้
หน่วยวดัเป็นเปอรเ์ซ็นต ์ค่าเปอรเ์ซ็นตน์อ้ยสีจะอ่อน (100% = ด า และ 0% = ขาว) โดยมีสีทัง้หมด
จ านวน 1,000,000 สี 
 

 

 

ภาพประกอบ 4 แสดงระบบสี CMYK 

ที่ ม า  Afshari-Jouybari, H., และ  Farahnaky, A. (2011). Evaluation of Photoshop 
software potential for food colorimetry. Journal of Food Engineering, 106(2), 170-175. 

 

 



  11 

2.4 ระบบ RGB Color  
ระบบ RGB คือ ระบบสีที่ถูกแสดงออกมาจากอุปกรณ์ต่าง ๆ เช่น กล้อง จอภาพ  

เป็นตน้ ประกอบดว้ยสี 3 สี คือ แดง (red), เขียว (green) และน า้เงิน (blue) โดยเก็บขอ้มูล 3 สีๆ 
ซึ่งใกลเ้คียงกับสีที่ตาเรามองเห็นปกติ เมื่อผสมสีทั้งหมดรวมกันจะไดอ้อกมาเป็นสีขาว ซึ่งเรียก
ระบบสีนีว้่าแบบ  additive หรือการผสมสีแบบบวก และเมื่อน าสีต่าง ๆ มาผสมผสานกันจะท าให้
เกิดสีต่าง ๆ ไดม้ากถึง 16.7 ลา้นสี การก าหนดค่าสีนัน้จะก าหนดไดต้ัง้แต่ 0 - 255 ในแต่ล่ะสี เช่น 
R = 0 G= 174 B= 239 (Meelapsom และคนอ่ืน ๆ, 2016) 

 

 

 

ภาพประกอบ 5 แสดงระบบสี RGB 

ที่ ม า Meelapsom, R., Jarujamrus, P., Amatatongchai, M., Chairam, S., Kulsing, 
C., แ ล ะ  Shen, W. (2016). Chromatic analysis by monitoring unmodified silver 
nanoparticles reduction on double layer microfluidic paper-based analytical devices for 
selective and sensitive determination of mercury(II). Talanta, 155, 193-201. 
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3. อุปกรณต์รวจวัดฐานกระดาษ 
ในปัจจุบันการพัฒนาวิธีการตรวจวิเคราะหบ์นอุปกรณ์ตรวจวัดฐานกระดาษ (paper-

based analytical devices) เป็นวิธีไดร้บัความนิยมสูงเนื่องจากเป็นวิธีที่ง่าย มีตน้ทุนต ่า สะดวก
ต่อการพกพา (Jokerst และคนอ่ืน ๆ, 2012) โดยวิธีการดังกล่าวอาศัยคุณสมบัติที่ ชอบน ้า
(hydrophilic) ของกระดาษภายในเนือ้เยื่อที่เกิดจากรูพรุนของเซลลโูลสภายในกระดาษ เพื่อใชใ้น
การดึงสารเคมีต่าง ๆ ให้ไหลไปตามทิศทาง และมีการก าหนดขอบเขตขึน้เพื่อก าหนดขอบเขต 
การไหลและควบคมุทิศทางของสารละลาย ซึ่งมีวิธีการในการก าหนดขอบเขตได ้2 วิธี คือการสรา้ง
ขอบเขตโดยใชว้ิธีการทางกายภาพ (patterning physical boundaries) ซึ่งเป็นวิธีที่ไม่ตอ้งอาศัย
การสรา้งส่วนไม่ชอบน า้ (hydrophobic) ในการสรา้งขอบเขต เช่น laser cutting เป็นการใชเ้ครื่อง
ตัดกระดาษชนิดเลเซอรใ์นการก าหนดขอบเขตพืน้ที่การไหลของสาร plotter cutting เป็นการใช้
เครื่องตดักระดาษชนิดใบมีดในการก าหนดขอบเขตพืน้ที่การไหลของสาร craft punch patterning 
เป็นการใชแ้ม่แบบโลหะที่ถูกออกแบบใหม้ีลกัษณะตามตอ้งการกดลงบนแผ่นกระดาษหรือวัสดุที่
ตอ้งการตดั และการสรา้งขอบเขตโดยใชส้ารเคมี (patterning hydrophobic boundaries) เป็นวิธี
ที่ใชส้ารที่มีคณุสมบติัไม่ชอบน า้ (hydrophobic) ในการสรา้งขอบเขต เช่น photolithography เป็น
การเคลือบสารไวแสงลงบนแผ่นกระดาษ การพิมพด์ว้ยน า้หมึก (Ink jet printing) การพิมพด์ว้ย
ขีผ้ึง้ (wax printing) (Akyazi, Basabe-Desmonts, และ Benito-Lopez, 2018) นอกจากการใช้
กระดาษเป็นแผ่นตรวจวัดนั้นยังมีการเลือกใช้วัสดุอ่ืน ๆ อีกหลากหลายชนิด เช่น กระดาษ 
เซลลูโลส แผ่นฟิลม์ใส มาเป็นแผ่นตรวจวัดเพื่อใหเ้หมาะสมต่อชนิดของตัวอย่างที่ใชใ้นการตรวจ
วิเคราะห ์(Mentele, Cunningham, Koehler, Volckens, และ Henry, 2012) 

วิธีการตรวจวิเคราะห์บนอุปกรณ์ตรวจวัดฐานกระดาษยังสามารถประยุกต์ใช้ในการ
วิเคราะหไ์ดท้ัง้เชิงคณุภาพและเชิงปรมิาณ ไดห้ลากหลายเทคนิคดงันี ้

การตรวจวดัเชิงสี (colorimetric detection) เป็นการตรวจวดัการเปลี่ยนแปลงของสี
ที่เกิดขึน้จากปฏิกิริยาทางเคมีบนกระดาษ ซึ่งสามารถตรวจวัดไดท้ั้งเชิงคุณภาพ จากการสังเกต
ดว้ยตาเปล่า หรือการตรวจวดัเชิงปริมาณ ใชอ้ปุกรณอิ์เล็กทรอนิกส  ์อาทิเช่น การใชก้ลอ้งถ่ายรูป 
หรือโทรศพัทม์ือถือ ซึ่งเป็นวิธีที่สามารถทดสอบไดง้่ายและไม่สลบัซบัซอ้น ท าใหว้ิธีนีเ้ป็นที่นิยมใน
การน าไปประยุกตใ์ชต้รวจสารเคมีต่าง ๆ เช่น การตรวจวัดปริมาณคลอไรดไ์อออนในสิ่งแวดลอ้ม
โดยการใชอ้นภุาคเงินระดบันาโน (Yakoh, Rattanarat, Siangproh, และ Chailapakul, 2018) 
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ภาพประกอบ 6 แสดงการตรวจวดัคลอไรดไ์อออน ดว้ยการตรวจวดัเชิงสี 

ที่ ม า  Yakoh, A., Rattanarat, P., Siangproh, W., แ ล ะ  Chailapakul, O. (2018). 
Simple and selective paper-based colorimetric sensor for determination of chloride ion 
in environmental samples using label-free silver nanoprisms. Talanta, 178, 134-140. 

การตรวจวัดด้วยการวาวแสง (chemiluminescence and fluorescence sensor) 
เป็นการตรวจวดัการเปลี่ยนแปลงของแสงหรือการเรืองแสงของสารที่เกิดขึน้จากปฏิกิริยาทางเคมี 
เช่ น  ก า รท ดสอบ สารก ระตุ้ น ก ารแพ้  โด ยก ารใช้ เอ น ไซม์ ใน เท คนิ ค  enzyme-linked 
immunosorbent assay ซึ่งวิธีนีม้ีขอ้ดี คือ สามารถทดสอบสารไดใ้นปริมาณต ่า ๆ ได ้(Han และ
คนอ่ืน ๆ, 2019) 

 

ภาพประกอบ 7 แสดงการตรวจวดัสารกระตุน้การแพ ้ดว้ยการตรวจวดัการวาวแสง 

ที่ ม า  Han, X., Cao, M., Wu, M., Wang, Y.-J., Yu, C., Zhang, C., . . . Huang, W. 
(2019). A paper-based chemiluminescence immunoassay device for rapid and high-
throughput detection of allergen-specific IgE. Analyst, 144(8), 2584-2593. 
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การตรวจวัดทางเคมี ไฟฟ้ า  (electrochemical sensor) เป็นการตรวจวัดการ
เปลี่ยนแปลงทางเคมีไฟฟ้าของสารที่เกิดขึน้ โดยในระบบจะมีการน ามีขัว้ไฟฟ้าทัง้หมด 3 ขัว้ ไดแ้ก่ 
ขั้วไฟฟ้าใช้งาน (working electrode) ขั้วไฟฟ้าช่วย (counter electrode) และขั้วไฟฟ้าอ้างอิง 
(reference electrode) มาพิมพเ์คลือบไวบ้นกระดาษ ซึ่งวิธีนีส้ามารถวิเคราะหไ์ดอ้ย่างรวดเร็ว มี
ความไวในการตรวจวิเคราะหส์งู 

 

 

 

ภาพประกอบ 8 แสดงการตรวจวดัดว้ยเทคนิคทางเคมีไฟฟ้า 

ที่ ม า  Smith, S., Madzivhandila, P., Ntuli, L., Bezuidenhout, P., Zheng, H., แล ะ 
Land, K. (2019). Printed Paper–Based Electrochemical Sensors for Low-Cost Point-of-
Need Applications. Electrocatalysis, 10(4), 342-351. 

4. อนุภาคแขวนลอยเงนิระดับนาโน 
อนุภาคเงินระดับนาโนเป็นหนึ่งในอนุภาคโลหะระดับนาโนที่ไดร้บัความสนใจเป็นอย่าง

มากในปัจจุบัน โดยอนุภาคเงินระดับนาโนมีคุณสมบัติในการยับยั้งเชื ้อจุลินทรีย์ สามารถ
เปลี่ยนแปลงสีไดต้ามขนาดของอนุภาค เป็นตวัน าไฟฟ้าที่ดี รวมถึงการที่ขนาดอนุภาคที่เล็กท าให้
มีพืน้ที่ผิวต่อปริมาตรสูงจึงมีคณุสมบติัเป็นเร่งปฏิกิริยาเคมีโดยอนุภาคเงินระดบันาโนจะกระจาย
ตวัในรูปคอลลอยดใ์นตวักลาง ท าใหง้่ายต่อการแยกออกจากปฏิกิริยาเช่นเดียวกบัตวัเร่งปฏิกิริยา
วิวิธพนัธ ์(การะเกด เทศศรี, 2556) 
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การสงัเคราะหอ์นุภาคเงินระดับนาโนสามารถท าได ้3 วิธี คือ การสงัเคราะหโ์ดยวิธีการ
ทางเคมี (chemical approach) เป็นวิธีที่ ได้รับความนิยมสูงที่สุด เนื่องจากเป็นวิธีที่สามารถ
สงัเคราะหไ์ดใ้นปริมาณมาก ควบคมุขนาดและรูปรา่งไดง้่าย ในการสงัเคราะหด์ว้ยวิธีการทางเคมี
ประกอบไปดว้ยส่วนประกอบหลกั 3 ส่วนคือ เกลือของซิลเวอร ์(silver salt) ตัวรีดิวซ ์(reducing 
agent) และสารให้ความคงตัว (stabilizer) ซึ่งสารให้ความคงตัวมีหน้าที่ เป็นตัวยับยั้งการ
เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนัและป้องกนัการรวมตวักนัของอนุภาคเงินนาโน การสงัเคราะหโ์ดยวิธีการ
ทางกายภาพ (physical approach) เป็นวิธีการที่สามารถควบคุมขนาด รูปร่าง และปริมาณของ
อนภุาคเงินระดบันาโนไดง้่าย แต่เครื่องมือที่ใชม้ีราคาแพงท าใหม้ีตน้ทนุในการผลิตสงู มกัใชว้ิธีการ
ระเหยและควบแน่น  (evaporation – condensation) โดยใช้เตาเผาแบบหลอดแก้ว ( tube 
furnace) ที่ความดันบรรยากาศ หรือวิธีการยิงดว้ยเลเซอร ์(laser ablation) ซึ่งสามารถควบคุม
ขนาดและรูปร่างไดง้่ายดว้ยการควบคมุปัจจยัต่าง ๆ เช่น ความยาวคลื่นของเลเซอร ์ความเขม้ของ
แสงเลเซอร์และเวลาในการยิงเลเซอร์ การสังเคราะห์โดยวิ ธีการทางชีวภาพ  (biological 
approach) เป็นการสงัเคราะหท์ี่สามารถลดการใชส้ารเคมีที่เป็นพิษและเป็นมิตรต่อสิ่งแวดลอ้ม 
โดยสามารถใชแ้บคทีเรีย เชือ้รา ยีสต์ และสารสกดัจากพืชในการสงัเคราะห ์ซึ่งส่วนประกอบหลกั
ในการสังเคราะห์มี 3 ส่วนคือ สารละลายตัวกลางในการสังเคราะห์ ตัวรีดิวซ์ที่ เป็นมิตรต่อ
สิ่งแวดลอ้ม และสารใหค้วามคงตัวที่ไม่เป็นพิษ แต่ขอ้เสียคือควบคุมขนาด รูปรา่ง ความเป็นผลึก
ไดย้าก (กานตพ์ิมล กรไกร และ รินา ภัทรมานนท์, 2560) เช่น Du และคณะไดท้ าการสงัเคราะห์
อนุภาคนาโนโดยการใช ้Penicillium oxalicum ในสภาวะที่ pH 8.0 และ 12.0 (Du, Xu, Huang, 
Xian, และ Feng, 2015) และWang และคณะไดส้งัเคราะหอ์นุภาคนาโนจากซิลเวอรไ์นเตรทบน
มอนต์มอริลโลไนต์ (montmorillonite ; Mt) และน าอนุภาคเงินระดับนาโนที่ได้มาใช้ในการเร่ง
ปฏิกิรยิาฟอกจางสีของเมทิลลีนบล ู(Wang, Hu, และ Zhang, 2017) 



  16 

 
 

ภาพประกอบ 9 แสดงวิธีการสงัเคราะห ์AgNPs @ Mt และการเรง่ปฏิกิรยิารีดกัชนัของ 
อนภุาคเงินระดบันาโน 

ที่มา Wang, N., Hu, Y., และ Zhang, Z. (2017). Sustainable catalytic properties of 
silver nanoparticles supported montmorillonite for highly efficient recyclable reduction of 
methylene blue. Applied Clay Science, 150, 47-55. 

นอกจากนี ้Ali และคณะ ไดส้งัเคราะหป์รสัเซียนบล ู(Prussian blue ; PB) โดยมีอนุภาค
เงินระดับนาโนเป็นตัวเร่งปฏิกิ ริยารีดักชัน  อนุภาคเงินระดับนาโนสังเคราะห์ได้โดยน า 
ซิลเวอรไ์นเตรทมาท าปฏิกิรยิากบัพอลิไวนิลแอลกอฮอลภ์ายใตแ้สงยวูี และสงัเคราะหป์รสัเซียนบลู
จากการท าปฏิกิริยาระหว่าง 2.0 AgNPs / PVA โพแทสเซียมเฟอริไซยาไนด์ และเฟอร์ริก 
คลอไรด ์(Ali, Salama, Mohamed, Ghazy, และ Bakr, 2017) 
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ภาพประกอบ 10 แสดงการสงัเคราะห ์PB @ 2.0AgNPs/PVA 

ที่มา Ali, I. O., Salama, T. M., Mohamed, M. I., Ghazy, M. B. M., และ Bakr, M. F. 
(2017). Synthesis and characterization of Ag nanoparticles embedded in PVA via UV-
photoreduction technique for synthesis of Prussian blue pigment. Iranian Polymer 
Journal, 26(7), 511-520. 

5. งานวิจัยทีเ่กี่ยวข้อง 
การตรวจวิเคราะห์กรดโฟลิกด้วยเทคนิคทางสเปกโทรโฟโตเมตรี เช่น เทคนิคยูวี- 

วิสิเบิลสเปกโทรโฟโตเมตรี (UV-Visible spectrophotometry) และเทคนิคสเปกโทรฟลอูอโรเมตรี 
(Spectrofluorimetry) เป็นเทคนิคหนึ่งที่ไดร้บัความนิยมในการใชง้าน ดังเช่น ในปี 2014 Matias 

และคณะ ได้พัฒนาวิธีการวิเคราะห์กรดโฟลิกด้วยเทคนิคสเปกโทรโฟโตเมตรีโดยวดัค่าการดูดกลืน
แสงของกรดโฟลิกโดยตรงในช่วงความยาวคลื่นที่ 282.5 นาโนเมตรในช่วงยูวี และไดม้ีการศึกษา
ค่า pH ที่เหมาะสมในการวัดค่าการดดูกลืนแสง ซึ่งสามารถวิเคราะหป์ริมาณกรดโฟลิกไดใ้นช่วง
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แคบ และมีค่าขีดจ ากัดต ่าสุดที่ตรวจวัดได้อยู่ที่  9.3 * 10-3 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (Matias, 
Ribeiro, Sarraguca, และ Lopes, 2014)  

  

 

 

ภาพประกอบ 11 แสดงสเปกตรัมของกรดโฟลิกใน pH ต่าง ๆ 

ที่มา Matias, R., Ribeiro, P. R., Sarraguca, M. C., และ Lopes, J. A. (2014). A UV 
spectrophotometric method for the determination of folic acid in pharmaceutical tablets 
and dissolution tests, 3065. 

ในปีเดียวกนั Hemmateenejad และคณะไดด้ดัแปลงพืน้ผิวอนุภาคทองระดบันาโนดว้ย
bovine serum albumin (BSA) เพื่อใชใ้นการวิเคราะหป์รมิาณกรดโฟลิกจาการยบัยัง้การวาวแสง
ของอนุภาคทองระดับนาโนที่ความยาวคลื่น 629 นาโนเมตร โดยสามารถวิเคราะหป์ริมาณกรด 
โฟลิกได้ในช่วง 0.12 – 33.12 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร และมีค่าขีดจ ากัดต ่าสุดที่ตรวจวัด 18.3  
นาโนกรมัต่อมิลลิลิตร (Hemmateenejad, Shakerizadeh-shirazi, และ Samari, 2014) 

ต่อมาในปี 2016 Ribeiro และคณะไดพ้ัฒนาวิธีการวิเคราะหก์รดโฟลิกโดยใช้เทคนิค 
สเปกโทรโฟโตเมตรีโดยการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 255.5 283.0 และ 365.5  
นาโนเมตร นอกจากนั้นยังใช้เทคนิคสเปกโทรโฟโตเมตรีเชิงอนุพันธ์อันดับหนึ่งมาใช้ในการ
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วิเคราะหท์ี่ความยาวคลื่น 393.0 นาโนเมตร ซึ่งมีค่าขีดจ ากัดต ่าสุดที่ตรวจวัดในช่วง 0.64 – 0.75 
มิลลิกรมัต่อมิลลิลิตร (Ribeiro, Melo, Lopes, และ Moita, 2016) 

ในปี 2019 Peng และคณะไดม้ีการศึกษาการใช้โมลิบดินัม ไดซลัไฟต์ควอนตัมดอทใน
การวิเคราะห์กรดโฟลิกโดยอาคัยการเกิดอันตรกิริยาระหว่างกรดโฟลิกกับควอนตัมดอท เมื่อ
ควอนตัมดอทที่มีคุณสมบติัในการวาวแสงเกิดการรวมตัวเขา้กับกรดโฟลิกจะท าใหคุ้ณสมบติัใน
การวาวแสงของควอนตัมดอทลดลง ซึ่งสามารถวิเคราะหก์รดโฟลิกไดใ้นช่วง 0.1 – 125 ไมโคร 
โมลาร ์(Peng, Dong, Wan, และ Quan, 2019) 

 

 

 

ภาพประกอบ 12 แสดงวิธีการสงัเคราะหค์วอนตมัดอท และการวิธีการตรวจวดักรดโฟลิก 

ที่ มา Peng, Y., Dong, W., Wan, L., และ Quan, X. (2019). Determination of folic 
acid via its quenching effect on the fluorescence of MoS2 quantum dots. Microchimica 
Acta, 186(9), N.PAG-N.PAG. 

ถึงแมว้่าการตรวจวดัดว้ยเทคนิคสเปกโทรโฟโตเมตรีจะเป็นเทคนิคที่ง่าย มีความแม่นย า
สูง แต่ยังคงตอ้งใชอุ้ปกรณ์ที่มีขนาดใหญ่ไม่สามารถพกพาได ้รวมถึงมีการใชส้ารละลายในการ
ตรวจวิเคราะหป์รมิาณมาก ดงันัน้งานวิจยันีจ้ึงสนใจที่จะพฒันาวิธีการวิเคราะหก์รดโฟลิกเชิงสีบน
อปุกรณต์รวจวดัแผ่นใสซึ่งจะสามารถตรวจวิเคราะหก์รดโฟลิกได้ง่าย รวดเร็ว ไม่ตอ้งใชเ้ครื่องมือที่
ซบัซอ้นและมีราคาแพง พกพาสะดวก สามารถน าไปใชง้านในภาคสนามไดร้วมถึงสามารถลด
ปรมิาณสารละลายในการวิเคราะหล์งได ้
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บทที ่3 
วิธีด าเนินงานวิจัย 

อุปกรณ ์เคร่ืองมือและสารเคมีทีใ่ช้ในการท าวิจัย 
1.อุปกรณแ์ละเคร่ืองมือทีใ่ช้ในการท าวิจัย 

- เครื่องพิมพแ์ว็กซ ์รุน่ ColorQube 8570 จากบรษิัท XEROX 
- เครื่องชั่งอย่างละเอียด 4 ต าแหน่ง (รุน่ AB204s) จากบรษิัท METTLER TOLEDO  
- เครื่องผลิตน า้ปราศจากไอออน รุน่ LaboStar จากบรษิัท SIEMENS 
- เครื่องหมนุเหวี่ยง (centrifuge) รุน่ Zentrifugen EBA 8S จากบรษิัท Hettich  
- โทรศพัทม์ือถือ  
- ไมโครปิเปตขนาด 100 200 และ 1000 ไมโครลิตร จากบรษิัท Labnet 

2. สารเคมีทีใ่ช้ในการท าวิจัย 
- ซิลเวอรไ์นเตรท จากบรษิัท MERCK 
- โซเดียมโบโรไฮไดรด ์จากบรษิัท MERCK 
- น า้แปง้ จากบรษิัท MERCK 
- กรดโฟลิก จากบรษิัท Sigma 
- โพแทสเซียมเฟอรไิซยาไนด ์จากบรษิัท Ajax 
- เฟอรร์กิคลอไรด ์จากบรษิัท Ajax 
- โซเดียมไฮดรอกไซด ์จากบรษิัท Ajax 
- โซเดียมคลอไรด ์จากบรษิัท Ajax 
- แอมโมเนียมคลอไรด ์จากบรษิัท Ajax 
- โพแทสเซียมคลอไรด ์จากบรษิัท Ajax 
- ไทแอมีนไฮโดรคลอไรด ์จากบรษิัท Ajax 
- (-) ไรโบฟลาวินจากบรษิัท Sigma 
- กรดนิโคตินิก จากบรษิัท Himedia 
- กรดแพนโทเทนิค จากบรษิัท Sigma 
- ไฟรดิอกซีนไฮโดรคลอไรด ์จากบรษิัท Himedia 
- วิตามินบี 12 จากบรษิัท Sigma 
- กรดแอสคอรบ์ิก จากบรษิัท Sigma 
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3 ตัวอย่างทีใ่ช้ในการทดลอง 
ตวัอย่างที่ใชใ้นการทดลองเป็นตวัอย่างยาเม็ดกรดโฟลิกที่หาซือ้ไดจ้ากรา้นขายยา 

ขั้นตอนการด าเนินงานวิจัย 
1 การออกแบบแผ่นพลาสติกใส 

ออกแบบแผ่นพลาสติกใสให้มีลักษณะเป็นวงกลม มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 7 
มิลลิเมตร ด้วยโปรแกรมอะโดบี อิลลัสเตรเตอร ์(Adobe Illustrator) โดยให้มีพื ้นหลังเป็นสีด า 
จากนั้นพิมพ์แผ่นพลาสติกใสตามที่ได้ออกแบบไว ้ดว้ยเครื่องพิมพ์แว็กซ ์ก่อนท าการจัดเก็บที่
อณุหภมูิหอ้ง  
 

 

ภาพประกอบ 13 แสดงลักษณะของแผ่นพลาสติกใสที่ออกแบบ 

2 การออกแบบกล่องควบคุมแสง 
กล่องควบคุมแสงออกแบบขึน้ในลักษณะทรงสี่เหลี่ยมผืนผา้ปิดสนิททุกด้านเพื่อ

ป้องกันแสงจากภายนอก ภายในติดไฟ  LED เพื่อใช้ในการให้แสง ด้านข้างเจาะช่องเพื่อสอด
แผ่นใสที่ใชต้รวจวดั และดา้นบนติดเลนสเ์พื่อขยายภาพที่ไดใ้หม้ีความชดัเจนยิ่งขึน้ 
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ภาพประกอบ 14 แสดงลกัษณะของกลอ่งควบคมุแสงที่ออกแบบ 

3 การวิเคราะหห์าปริมาณกรดโฟลิกโดยใช้ปฏิกิริยาระหว่างโพแทสเซียมเฟอริ
ไซยาไนดแ์ละเฟอรร์ิกคลอไรด ์

3.1 การศึกษากลไกการเกิดของปฏิกิริยาระหว่างกรดโฟลิกและเฟอรร์ิกคลอ
ไรดใ์นสภาวะที่มีโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนด ์ด้วยเทคนิคยูวี – วิสิเบิลสเปกโทรโฟโตเม
ตร ี

 เตรียมสารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนด์ความเข้มข้น 30 มิลลิโมลาร ์ 
สารละลายเฟอรร์ิกคลอไรด ์30 มิลลิโมลาร ์และสารละลายกรดโฟลิก 50 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร 
จากนั้นปิเปตสารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนดป์ริมาตร 15 ไมโครลิตร สารละลายเฟอรร์ิก
คลอไรดป์ริมาตร 15 ไมโครลิตร และโพแทสเซียมคลอไรด ์2 มิลลิลิตร  ลงในหลอดทดลอง ตัง้ทิง้ไว ้
5 นาที น าไปวัดค่าการดูดกลื่นแสงในช่วง 300 - 800 นาโนเมตร ท าการทดลองซ ้าโดยเติม
สารละลายกรดโฟลิกปริมาตร 45 ไมโครลิตร ลงไปและตั้งทิ ้งไว้ 5 นาที ก่อนน าไปวัดค่าการ
ดดูกลืนแสงในช่วง 300 - 800 นาโนเมตร 

3.2 การหาสภาวะทีเ่หมาะสมในการวิเคราะหก์รดโฟลิก 
3.2.1 การศึกษาการความเข้มสีในการวิเคราะหด์้วยโปรแกรมอิมเมจเจ 

เตรียมสารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนดค์วามเขม้ขน้ 30 มิลลิโมลาร ์
สารละลายเฟอรร์ิกคลอไรด ์30 มิลลิโมลาร ์และสารละลายกรดโฟลิก 40 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร 
ในโซเดียมคลอไรด ์จากนั้นปิเปตสารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนดป์ริมาตร 15 ไมโครลิตร 
สารละลายเฟอรร์ิกคลอไรด์ปริมาตร 15 ไมโครลิตร และสารละลายกรดโฟลิกปริมาตร 45 
ไมโครลิตร ลงบนแผ่นใสตามล าดับ ตัง้ทิง้ไว ้5 นาที น าไปถ่ายภาพภายในกล่องควบคุมแสง และ
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น าภาพที่ไดม้าวิเคราะหค์วามเขม้สีดว้ยโปรแกรมอิมเมจเจ (ImageJ) โดยการวดัค่าความเขม้เทา 
(Gray) สีแดง (Red) สีเขียว (Green) และสีน า้เงิน (Blue)  

3.2.2การศึกษาชนิดของตัวท าละลายทีเ่หมาะสม 
เตรียมสารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนดค์วามเขม้ขน้ 30 มิลลิโมลาร ์

สารละลายเฟอรร์ิกคลอไรด ์30 มิลลิโมลาร ์และสารละลายกรดโฟลิก 40 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร 
ในโซเดียมคลอไรด ์จากนั้นปิเปตสารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนดป์ริมาตร 15 ไมโครลิตร 
สารละลายเฟอรร์ิกคลอไรด์ปริมาตร 15 ไมโครลิตร และสารละลายกรดโฟลิกปริมาตร 45 
ไมโครลิตร ลงบนแผ่นใสตามล าดับ ตัง้ทิง้ไว ้5 นาที น าไปถ่ายภาพภายในกล่องควบคุมแสง และ
น าภาพที่ไดม้าวิเคราะห์ความเขม้สีด้วยโปรแกรมอิมเมจเจ  ท าการทดลองซ า้โดยเปลี่ยนตัวท า
ละลายจากโซเดียมคลอไรดเ์ป็นแอมโมเนียมคลอไรด ์และโพแทสเซียมคลอไรด ์ตามล าดบั 

3.2.3 การศึกษาความเข้มข้นของสารละลายแอมโมเนียมคลอไรด์ที่
เหมาะสม 

เตรียมสารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนดค์วามเขม้ขน้ 30 มิลลิโมลาร ์
สารละลายเฟอรร์ิกคลอไรด ์30 มิลลิโมลาร ์และสารละลายกรดโฟลิก 40 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร 
ในแอมโมเนียมคลอไรด ์0.01 โมลาร ์จากนัน้ปิเปตสารละลายโพแทสเซียมเฟอรไิซยาไนดป์รมิาตร 
15 ไมโครลิตร สารละลายเฟอรร์ิกคลอไรด์ปริมาตร 15 ไมโครลิตร และสารละลายกรดโฟลิก 
ปริมาตร45 ไมโครลิตร ลงบนแผ่นใสตามล าดับ ตั้งทิง้ไว้ 5 นาที น าไปถ่ายภาพภายในกล่อง
ควบคมุแสง และน าภาพที่ไดม้าวิเคราะหค์วามเขม้สีดว้ยโปรแกรมอิมเมจเจ ท าการทดลองซ า้โดย
เปลี่ยนความเขม้ขน้ของแอมโมเนียมคลอไรด ์เป็น 0.01 - 1 โมลาร ์

3.2.4 การศึกษาความเข้มข้นของสารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนดท์ี่
เหมาะสมในการวิเคราะหก์รดโฟลิก 

เตรียมสารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนด์ความเข้มข้น 10 - 50 มิลลิ 
โมลาร ์สารละลายเฟอรร์ิกคลอไรด ์30 มิลลิโมลาร ์และสารละลายกรดโฟลิก 40 ไมโครกรมัต่อ
มิลลิลิตร ในแอมโมเนียมคลอไรด์ 0.01 โมลาร ์จากนั้นปิเปตสารละลายโพแทสเซียมเฟอริ
ไซยาไนด์ปริมาตร 15 ไมโครลิตร สารละลายเฟอรร์ิกคลอไรด์ปริมาตร 15 ไมโครลิตร และ
สารละลายกรดโฟลิกปริมาตร 45 ไมโครลิตร ลงบนแผ่นใสตามล าดับ ตั้งทิง้ไว้ 5 นาที น าไป
ถ่ายภาพภายในกลอ่งควบคมุแสง และน าภาพที่ไดม้าวิเคราะหค์วามเขม้สีดว้ยโปรแกรมอิมเมจเจ  
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3.2.5 การศึกษาความเข้มข้นของสารละลายเฟอรร์ิกคลอไรดท์ี่เหมาะสม
ในการวิเคราะหก์รดโฟลิก 

เตรียมสารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนดค์วามเขม้ขน้ 30 มิลลิโมลาร ์
สารละลายเฟอรร์ิกคลอไรด์ 10 - 50 มิลลิโมลาร ์และสารละลายกรดโฟลิก 40 ไมโครกรมัต่อ
มิลลิลิตร ในแอมโมเนียมคลอไรด์ 0.01 โมลาร ์จากนั้นปิเปตสารละลายโพแทสเซียมเฟอริ
ไซยาไนด์ปริมาตร 15 ไมโครลิตร สารละลายเฟอรร์ิกคลอไรด์ปริมาตร 15 ไมโครลิตร และ
สารละลายกรดโฟลิกปริมาตร 45 ไมโครลิตร ลงบนแผ่นใสตามล าดับ ตั้งทิง้ไว้ 5 นาที น าไป
ถ่ายภาพภายในกลอ่งควบคมุแสง และน าภาพที่ไดม้าวิเคราะหค์วามเขม้สีดว้ยโปรแกรมอิมเมจเจ  

3.2.6 การศึกษาผลของล าดับในการหยดสารลายต่อการเปล่ียนแปลงสีใน
การวิเคราะหก์รดโฟลิก 

เตรียมสารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนดค์วามเขม้ขน้ 35 มิลลิโมลาร ์
สารละลายเฟอรร์ิกคลอไรด ์40 มิลลิโมลาร ์และสารละลายกรดโฟลิก 40 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร 
ในแอมโมเนียมคลอไรด ์0.01 โมลาร ์จากนัน้ปิเปตสารละลายโพแทสเซียมเฟอรไิซยาไนดป์รมิาตร 
15 ไมโครลิตร สารละลายเฟอรร์ิกคลอไรด์ปริมาตร 15 ไมโครลิตร และสารละลายกรดโฟลิก 
ปริมาตร 45 ไมโครลิตร ลงบนแผ่นใสตามล าดับ ตั้งทิง้ไว ้5 นาที น าไปถ่ายภาพภายในกล่อง
ควบคมุแสง และน าภาพที่ไดม้าวิเคราะหค์วามเขม้สีดว้ยโปรแกรมอิมเมจเจ ท าการทดลองซ า้โดย
เปลี่ยนล าดบัในการหยดสารดงัตาราง 

ตาราง 2 แสดงล าดบัการหยดสารละลาย 
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ตาราง 2 (ต่อ) 

 

3.2.7 การศึกษาเวลาทีเ่หมาะสมในการวิเคราะหก์รดโฟลิก 
เตรียมสารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนดค์วามเขม้ขน้ 35 มิลลิโมลาร ์

สารละลายเฟอรร์ิกคลอไรด ์40 มิลลิโมลาร ์และสารละลายกรดโฟลิก 40 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร 
ในแอมโมเนียมคลอไรด ์0.01 โมลาร ์จากนัน้ปิเปตสารละลายโพแทสเซียมเฟอรไิซยาไนดป์รมิาตร 
15 ไมโครลิตร สารละลายเฟอรร์ิกคลอไรด์ปริมาตร 15 ไมโครลิตร และสารละลายกรดโฟลิก 
ปริมาตร 45 ไมโครลิตร ลงบนแผ่นใสตามล าดับ ตัง้ทิง้ไว ้30 วินาที น าไปถ่ายภาพภายในกล่อง
ควบคมุแสง และน าภาพที่ไดม้าวิเคราะหค์วามเขม้สีดว้ยโปรแกรมอิมเมจเจ ท าการทดลองซ า้ โดย
เปลี่ยนเวลาที่ใชท้ าปฏิกิรยิาเป็น 60 - 900 วินาที 

3.3 การศึกษาประสิทธิภาพของวิธีวิเคราะห ์
3.3.1 การหาช่วงความเป็นเส้นตรง 

เตรียมสารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนดค์วามเขม้ขน้ 35 มิลลิโมลาร ์
สารละลายเฟอรร์ิกคลอไรด ์40 มิลลิโมลาร ์และสารละลายกรดโฟลิก 10 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร 
ในแอมโมเนียมคลอไรด ์0.01 โมลาร ์จากนัน้ปิเปตสารละลายโพแทสเซียมเฟอรไิซยาไนดป์รมิาตร 
15 ไมโครลิตร สารละลายเฟอรร์ิกคลอไรด์ปริมาตร 15 ไมโครลิตร และสารละลายกรดโฟลิก 
ปริมาตร 45 ไมโครลิตรลงบนแผ่นใสตามล าดับ ตั้งทิง้ไว้ 8 นาที น าไปถ่ายภาพภายในกล่อง
ควบคุมแสง น าภาพที่ไดม้าวิเคราะห์ความเข้มสีด้วยโปรแกรมอิมเมจเจ ท าการทดลองซ า้โดย
เปลี่ยนความเข้มข้นของกรดโฟลิกเป็น 20 - 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร น ามาสร้างกราฟ
มาตรฐานระหว่างค่าความเขม้สีกบัความเขม้ขน้ของสารละลายกรดโฟลิก 
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3.3.2 ค่าขีดจ ากัดต ่าสุดที่ตรวจวัดได้ (LOD) และค่าขีดจ ากัดต ่าสุดที่
สามารถวิเคราะหไ์ด้ (LOQ) 

เตรียมสารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนดค์วามเขม้ขน้ 35 มิลลิโมลาร ์
และสารละลายเฟอรร์ิกคลอไรด์ 40 มิลลิโมลาร ์จากนั้นปิเปตสารละลายโพแทสเซียมเฟอริ
ไซยาไนด์ปริมาตร 15 ไมโครลิตร สารละลายเฟอรร์ิกคลอไรด์ปริมาตร 15 ไมโครลิตร และ
สารละลายกรดโฟลิกปรมิาตร 45 ไมโครลิตร ลงบนแผ่นใสตามล าดบั น าไปถ่ายภาพภายในกล่อง
ควบคุมแสง น าภาพที่ไดม้าวิเคราะหค์วามเขม้สีดว้ยโปรแกรมอิมเมจเจ ท าการวิเคราะหซ์  า้ 10 
ครั้ง น าค่าความเข้มสีที่ ได้มาค านวณค่าเฉลี่ยและค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Standard 
deviation; SD)  

LOD = ค่าเฉลี่ยของ sample blank + 3SD 
LOQ = ค่าเฉลี่ยของ sample blank + 10SD 

3.3.3 การหาค่าความเทีย่งของวิธีวิเคราะห ์ 
ความเทีย่งภายในวันเดียวกัน (intraday) 

เตรียมสารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนด์ความเข้มข้น 35 มิลลิ 
โมลาร ์สารละลายเฟอรร์ิกคลอไรด ์40 มิลลิโมลาร ์และสารละลายกรดโฟลิก 40 ไมโครกรมัต่อ
มิลลิลิตร ในแอมโมเนียมคลอไรด์ 0.01 โมลาร ์จากนั้นปิเปตสารละลายโพแทสเซียมเฟอริ
ไซยาไนด์ปริมาตร 15 ไมโครลิตร สารละลายเฟอรร์ิกคลอไรด์ปริมาตร 15 ไมโครลิตร และ
สารละลายกรดโฟลิกปริมาตร 45 ไมโครลิตร ลงบนแผ่นใสตามล าดับ ตั้งทิง้ไว้ 8 นาที น าไป
ถ่ายภาพภายในกล่องควบคุมแสง น าภาพที่ไดม้าวิเคราะหค์วามเขม้สีดว้ยโปรแกรมอิมเมจเจ ท า
การวิเคราะหซ์  า้ 5 ครัง้ ค านวณค่ารอ้ยละความเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (relative standard 
deviation; %RSD)  

ความเทีย่งระหว่างวัน (interday) 
เตรียมสารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนด์ความเข้มข้น 35 มิลลิ 

โมลาร ์สารละลายเฟอรร์ิกคลอไรด ์40 มิลลิโมลาร ์และสารละลายกรดโฟลิก 40 ไมโครกรมัต่อ
มิลลิลิตร ในแอมโมเนียมคลอไรด์ 0.01 โมลาร ์จากนั้นปิเปตสารละลายโพแทสเซียมเฟอริ
ไซยาไนด์ปริมาตร 15 ไมโครลิตร สารละลายเฟอรร์ิกคลอไรด์ปริมาตร 15 ไมโครลิตร และ
สารละลายกรดโฟลิกปริมาตร 45 ไมโครลิตร ลงบนแผ่นใสตามล าดับ ตั้งทิง้ไว้ 8 นาที น าไป
ถ่ายภาพภายในกล่องควบคุมแสง น าภาพที่ไดม้าวิเคราะหค์วามเขม้สีดว้ยโปรแกรมอิมเมจเจ ท า
การวิเคราะหซ์  า้ 5 วนั ค านวณค่ารอ้ยละความเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ ์ 
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3.4 การศึกษาผลของสารรบกวน 
การศึกษาผลของวิตามินบีต่าง ๆ ทีม่ีต่อปฏิกิริยา 

เตรียมสารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนดค์วามเขม้ขน้ 35 มิลลิโมลาร ์
สารละลายเฟอรร์ิกคลอไรด์ 40 มิลลิโมลาร ์และสารละลายไทแอมีนไฮโดรคลอไรด์ 1000 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  ในแอมโมเนียมคลอไรด์ 0.01 โมลาร์ จากนั้น ปิ เปตสารละลาย
โพแทสเซียมเฟอริไซยาไนด์ปริมาตร 15 ไมโครลิตร สารละลายเฟอรร์ิกคลอไรด์ปริมาตร 15 
ไมโครลิตร และสารละลายไทแอมีนไฮโดรคลอไรดป์ริมาตร 45 ไมโครลิตร ลงบนแผ่นใสตามล าดบั 
ตัง้ทิง้ไว ้8 นาที น าไปถ่ายภาพภายในกล่องควบคุมแสง และน าภาพที่ไดม้าวิเคราะหค์วามเขม้สี
ดว้ยโปรแกรมอิมเมจเจ ท าการทดลองซ า้โดยเปลี่ยนจากสารละลายไทแอมีนไฮโดรคลอไรดเ์ป็น 
กรดนิโคตินิก กรดแพนโทเทนิค ไฟริดอกซีนไฮโดรคลอไรด์ วิตามินบี 12 และกรดแอสคอรบ์ิก 
ตามล าดบั 

3.5 การหาปริมาณกรดโฟลิกในตัวอย่างจริงโดยใช้ปฏิกิริยาระหว่าง
โพแทสเซียมเฟอริไซยาไนดแ์ละเฟอรร์ิกคลอไรด ์

น าตัวอย่างยา 1 เม็ดมาชั่งน า้หนักที่แน่นอน จากนั้นน ามาบดให้ละเอียดและ
ละลายในแอมโมเนียมคลอไรด ์0.01 โมลาร ์และโซเดียมไฮดรอกไซด ์2 โมลาร ์น าไปหมนุเหวี่ยงที่
ความเร็ว 4000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ปิเปตสารละลายส่วนใสมา 25 ไมโครลิตร ลงใน
ขวดวัดปริมาตร 10 มิลลิลิตร ปรบัปริมาตรดว้ยแอมโมเนียมคลอไรด ์0.01 โมลาร ์จากนั้นน าไป
วิเคราะหป์รมิาณกรดโฟลิกตามวิธีในขอ้ 3.1 

4 การวิเคราะหห์าปริมาณกรดโฟลิกโดยใช้ปฏิกิริยาระหว่างโพแทสเซียม 
เฟอริไซยาไนด ์เฟอรร์ิกคลอไรด ์และอนุภาคแขวนลอยเงนิระดับนาโน 

4.1 ขั้นตอนการเตรียมสารละลายอนุภาคแขวนลอยเงนิระดับนาโน 
การสังเคราะห์สารละลายอนุภาคแขวนลอยเงินระดับนาโน อ้างอิงวิธีการ

สงัเคราะหจ์ากงานวิจยัของ Pranklang และคณะ (Parnklang และคนอ่ืน ๆ, 2013) โดยการรีดิวซ์
ซิลเวอรไ์นเตรทดว้ยโซเดียมโบโรไฮไดรด ์และใชน้ า้แป้ง เพื่อเพิ่มความเสถียร เริ่มจากการเตรียม
สารละลายเกลือซิลเวอรโ์ดยการละลายซิลเวอรไ์นเตรท 0.63 กรมั ใน น า้แป้ง 500 มิลลิลิตร และ
เตรียมตวัรีดิวซจ์ากการละลายโซเดียมโบโรไฮไดรด ์0.21  กรมั ใน น า้แป้ง 500 มิลลิลิตร จากนัน้
เติมสารละลายโซเดียมโบโรไฮไดรดล์งในสารละลายซิลเวอรไ์นเตรทโดยคนตลอดเวลา สารละลาย
จะเปลี่ยนจากไม่มีสีเป็นสีเหลืองซึ่งแสดงใหเ้ห็นถึงการเกิดสารละลายอนุภาคแขวนลอยเงินระดับ
นาโน หลังนั้นใหค้วามรอ้นกับสารละลายเป็นเวลา 2 ชั่วโมง และทิง้ใหเ้ย็นที่อุณหภูมิหอ้ง ปรบั
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ปริมาตรสารละลายอนุภาคแขวนลอยเงินระดับนาโนเป็น 1000 มิลลิลิตร จะไดค้วามเขม้ขน้ของ
สารละลายอนภุาคแขวนลอยเงินระดบันาโน 400 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร 

4.2 การศึกษากลไกการฟอกจางสีของปฏิกิ ริยาระหว่างสารละลาย
โพแทสเซียมเฟอริไซยาไนด ์สารละลายเฟอรร์ิกคลอไรด ์และอนุภาคแขวนลอยเงนิระดับ
นาโน ด้วยเทคนิคยูวี – วิสิเบิลสเปกโทรโฟโตเมตรี 

เตรียมสารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนดค์วามเขม้ขน้ 35 มิลลิโมลาร ์สาร
ละลายเฟอรร์ิกคลอไรด ์40 มิลลิโมลาร ์สารละลายอนุภาคแขวนลอยเงินระดบันาโนความเขม้ขน้ 
400 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร และสารละลายกรดโฟลิก 200 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร จากนัน้ปิเปต
สารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนดป์ริมาตร 15 ไมโครลิตร และสารละลายเฟอรร์ิกคลอไรด์
ปริมาตร 15 ไมโครลิตร และโพแทสเซียมคลอและโพแทสเซียมคลอไรด ์2 มิลลิลิตร  ลงในหลอด
ทดลอง ตัง้ทิง้ไว ้5 นาที น าไปวดัค่าการดดูกลื่นแสงในช่วง 300 - 800 นาโนเมตร ท าการทดลองซ า้
โดยเติมสารละลายอนุภาคแขวนลอยเงิน ระดับนาโน  50 ไม โครลิ ตร  และกรดโฟลิ ก 
ปริมาตร 45 ไมโครลิตร ตามล าดับ ตัง้ทิง้ไว ้5 นาที น าไปวดัค่าการดดูกลืนแสงในช่วง 300 - 800 
นาโนเมตร 

4.3 การหาสภาวะทีเ่หมาะสมในการวิเคราะหก์รดโฟลิก 
4.3.1 การศึกษาชนิดและความเข้มข้นของตัวท าละลายทีเ่หมาะสม 

เตรียมสารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนดค์วามเขม้ขน้ 35 มิลลิโมลาร ์
สารละลายเฟอรร์ิกคลอไรด ์40 มิลลิโมลาร ์สารละลายอนุภาคแขวนลอยเงินระดับนาโนความ
เข้มข้น 400 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร และสารละลายกรดโฟลิก 100 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร ใน
แอมโมเนียมคลอไรด ์0.1 โมลาร ์ท าการผสมสารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนดป์ริมาตร 25 
ไมโครลิตร สารละลายเฟอรร์ิกคลอไรดป์ริมาตร 25 ไมโครลิตร และสารละลายอนุภาคแขวนลอย
เงินระดับนาโน 100 ไมโครลิตรในหลอดไมโครเซ็นติฟิวก์ จากนั้นปิเปตสารละลายผสม 15 
ไมโครลิตร และสารละลายกรดโฟลิกปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงบนแผ่นใสตามล าดับ ตัง้ทิง้ไว ้5 
นาที น าไปถ่ายภาพภายในกล่องควบคุมแสง และน าภาพที่ได้มาวิเคราะห์ค วามเข้มสีด้วย
โปรแกรมอิมเมจเจ ท าการทดลองซ า้โดยเปลี่ยนความเขม้ขน้ของแอมโมเนียมคลอไรดเ์ป็น 0.5 
และ0.01 โมลาร ์ 

เตรียมสารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนดค์วามเขม้ขน้ 35 มิลลิโมลาร ์
สารละลายเฟอรร์ิกคลอไรด ์40 มิลลิโมลาร ์สารละลายอนุภาคแขวนลอยเงินระดับนาโนความ
เข้มข้น 400 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร และสารละลายกรดโฟลิก 100 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร ใน
โพแทสเซียมคลอไรด ์0.1 โมลาร ์ท าการผสมสารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนดป์ริมาตร 25 
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ไมโครลิตร สารละลายเฟอรร์ิกคลอไรดป์ริมาตร 25 ไมโครลิตร และสารละลายอนุภาคแขวนลอย
เงินระดับนาโน 100 ไมโครลิตรในหลอดไมโครเซ็นติฟิวก์ จากนั้นปิเปตสารละลายผสม 15 
ไมโครลิตร และสารละลายกรดโฟลิกปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงบนแผ่นใสตามล าดับ ตัง้ทิง้ไว ้5 
นาที น าไปถ่ายภาพภายในกล่องควบคุมแสง และน าภาพที่ได้มาวิเคราะห์ความเข้มสีด้วย
โปรแกรมอิมเมจเจ ท าการทดลองซ า้โดยเปลี่ยนความเขม้ขน้ของโพแทสเซียมคลอไรดเ์ป็น 0.01  
โมลาร ์

4.3.2 การศึกษาความเข้มข้นของสารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนดท์ี่
เหมาะสม 

เตรียมสารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนด์ความเข้มข้น 5 - 50 มิลลิ 
โมลาร ์สารละลายเฟอรร์ิกคลอไรด ์40 มิลลิโมลาร ์สารละลายอนุภาคแขวนลอยเงินระดับนาโน
ความเขม้ขน้ 400 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร และสารละลายกรดโฟลิก 100 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร 
ในโพแทสเซียมคลอไรด ์0.1 โมลาร ์ท าการผสมสารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนดป์ริมาตร 25 
ไมโครลิตร สารละลายเฟอรร์ิกคลอไรดป์ริมาตร 25 ไมโครลิตร และสารละลายอนุภาคแขวนลอย
เงินระดับนาโน 100 ไมโครลิตรในหลอดไมโครเซ็นติฟิวก์ จากนั้นปิเปตสารละลายผสม 15 
ไมโครลิตร และสารละลายกรดโฟลิกปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงบนแผ่นใสตามล าดับ ตัง้ทิง้ไว ้5 
นาที น าไปถ่ายภาพภายในกล่องควบคุมแสง และน าภาพที่ได้มาวิเคราะห์ความเข้มสีด้วย
โปรแกรมอิมเมจเจ  

4.3.3 การศึกษาความเข้มข้นของสารละลายเฟอรริ์กคลอไรดท์ีเ่หมาะสม 
เตรียมสารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนดค์วามเขม้ขน้ 25 มิลลิโมลาร ์

สารละลายเฟอรร์ิกคลอไรด ์5 - 50 มิลลิโมลาร ์สารละลายอนุภาคแขวนลอยเงินระดบันาโนความ
เข้มข้น 400 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร และสารละลายกรดโฟลิก 100 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร ใน
โพแทสเซียมคลอไรด ์0.1 โมลาร ์ท าการผสมสารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนดป์ริมาตร 25 
ไมโครลิตร สารละลายเฟอรร์ิกคลอไรดป์ริมาตร 25 ไมโครลิตร และสารละลายอนุภาคแขวนลอย
เงินระดับนาโน 100 ไมโครลิตรในหลอดไมโครเซ็นติฟิวก์ จากนั้นปิเปตสารละลายผสม 15 
ไมโครลิตร และสารละลายกรดโฟลิกปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงบนแผ่นใสตามล าดับ ตัง้ทิง้ไว ้5 
นาที น าไปถ่ายภาพภายในกล่องควบคุมแสง และน าภาพที่ได้มาวิเคราะห์ความเข้มสีด้วย
โปรแกรมอิมเมจเจ  
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4.3.4 การศึกษาความเข้มข้นของสารละลายอนุภาคแขวนลอยนาโนเงินที่
เหมาะสม 

เตรียมสารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนดค์วามเขม้ขน้ 25 มิลลิโมลาร ์
สารละลายเฟอรร์ิกคลอไรด ์20 มิลลิโมลาร ์สารละลายอนุภาคแขวนลอยเงินระดับนาโนความ
เขม้ขน้ 140 - 400 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร และสารละลายกรดโฟลิก 100 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร 
ในโพแทสเซียมคลอไรด ์0.1 โมลาร ์ท าการผสมสารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนดป์ริมาตร 25 
ไมโครลิตร สารละลายเฟอรร์ิกคลอไรดป์ริมาตร 25 ไมโครลิตร และสารละลายอนุภาคแขวนลอย
เงินระดับนาโน 100 ไมโครลิตรในหลอดไมโครเซ็นติฟิวก์ จากนั้นปิเปตสารละลายผสม 15 
ไมโครลิตร และสารละลายกรดโฟลิกปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงบนแผ่นใสตามล าดับ ตัง้ทิง้ไว ้5 
นาที น าไปถ่ายภาพภายในกล่องควบคุมแสง และน าภาพที่ได้มาวิเคราะห์ความเข้ม สีด้วย
โปรแกรมอิมเมจเจ  

4.3.5 การศึกษาเวลาทีเ่หมาะสมในการวิเคราะหก์รดโฟลิก 
เตรียมสารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนดค์วามเขม้ขน้ 25 มิลลิโมลาร ์

สารละลายเฟอรร์ิกคลอไรด ์20 มิลลิโมลาร ์สารละลายอนุภาคแขวนลอยเงินระดับนาโนความ
เข้มข้น 360 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร และสารละลายกรดโฟลิก 100 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร ใน
โพแทสเซียมคลอไรด ์0.1 โมลาร ์ท าการผสมสารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนดป์ริมาตร 25 
ไมโครลิตร สารละลายเฟอรร์ิกคลอไรดป์ริมาตร 25 ไมโครลิตร และสารละลายอนุภาคแขวนลอย
เงินระดับนาโน 100 ไมโครลิตรในหลอดไมโครเซ็นติฟิวก์ จากนั้นปิเปตสารละลายผสม 15 
ไมโครลิตร และสารละลายกรดโฟลิกปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงบนแผ่นใสตามล าดับ น าไป
ถ่ายภาพภายในกล่องควบคมุแสง และน าภาพที่ไดม้าวิเคราะหค์วามเขม้สีดว้ยโปรแกรมอิมเมจเจ 
ท าการทดลองซ า้โดยเปลี่ยนเวลาที่ใชท้ าปฏิกิริยาเป็น 30 - 600 วินาที 

4.4 การศึกษาประสิทธิภาพของวิธีวิเคราะห ์
4.4.1 การหาช่วงความเป็นเส้นตรง 

เตรียมสารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนดค์วามเขม้ขน้ 25 มิลลิโมลาร ์
สารละลายเฟอรร์ิกคลอไรด ์20 มิลลิโมลาร ์สารละลายอนุภาคแขวนลอยเงินระดับนาโนความ
เข้มข้น 360 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร และสารละลายกรดโฟลิก 10 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร ใน
โพแทสเซียมคลอไรด ์0.1 โมลาร ์ท าการผสมสารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนดป์ริมาตร 25 
ไมโครลิตร สารละลายเฟอรร์ิกคลอไรดป์ริมาตร 25 ไมโครลิตร และสารละลายอนุภาคแขวนลอย
เงินระดับนาโน 100 ไมโครลิตรในหลอดไมโครเซ็นติฟิวก์ จากนั้นปิเปตสารละลายผสม 15 
ไมโครลิตร และสารละลายกรดโฟลิกปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงบนแผ่นใสตามล าดับ ตัง้ทิง้ไว ้1 
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นาที น าไปถ่ายภาพภายในกล่องควบคุมแสง และน าภาพที่ได้มาวิเคราะห์ความเข้มสีด้วย
โปรแกรมอิมเมจเจ ท าการทดลองซ ้าโดยเปลี่ยนความเข้มข้นของกรดโฟลิกเป็น 10 - 300 
ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร น ามาสรา้งกราฟมาตรฐานระหว่างค่าความเขม้สีกับความเข้มขน้ของ
สารละลายกรดโฟลิก 

4.4.2 ค่าขีดจ ากัดต ่าสุดที่ตรวจวัดได้ (LOD) และค่าขีดจ ากัดต ่าสุดที่
สามารถวิเคราะหไ์ด้ (LOQ) 

เตรียมสารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนดค์วามเขม้ขน้ 25 มิลลิโมลาร ์
สารละลายเฟอรร์ิกคลอไรด์ 20 มิลลิโมลาร์ สารละลายอนุภาคแขวนลอยเงินระดับนาโน 
ความเข้มข้น 360 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และสารละลายกรดโฟลิก 10 – 50 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร ท าการผสมสารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนด์ปริมาตร 25 ไม โครลิตร  
สารละลายเฟอรร์ิกคลอไรดป์ริมาตร 25 ไมโครลิตร และสารละลายอนุภาคแขวนลอยเงินระดับ 
นาโน 100 ไมโครลิตรในหลอดไมโครเซ็นติฟิวก ์จากนัน้ปิเปตสารละลายผสม 15 ไมโครลิตร และ
สารละลายกรดโฟลิกปรมิาตร 50 ไมโครลิตร ลงบนแผ่นใสตามล าดบั น าไปถ่ายภาพภายในกล่อง
ควบคมุแสง และน าภาพที่ไดม้าวิเคราะหค์วามเขม้สีดว้ยโปรแกรมอิมเมจเจ 

4.4.3การหาค่าความเทีย่งของวิธีวิเคราะห ์ 
ความเทีย่งภายในวันเดียวกัน (intraday) 

เตรียมสารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนดค์วามเขม้ขน้ 25 มิลลิโม
ลาร ์สารละลายเฟอรร์กิคลอไรด ์20 มิลลิโมลาร ์สารละลายอนภุาคแขวนลอยเงินระดบันาโนความ
เข้มข้น 360 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร และสารละลายกรดโฟลิก 10 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร ใน
โพแทสเซียมคลอไรด ์0.1 โมลาร ์ท าการผสมสารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนดป์ริมาตร 25 
ไมโครลิตร สารละลายเฟอรร์ิกคลอไรดป์ริมาตร 25 ไมโครลิตร และสารละลายอนุภาคแขวนลอย
เงินระดับนาโน 100 ไมโครลิตรในหลอดไมโครเซ็นติฟิวก์ จากนั้นปิเปตสารละลายผสม 15 
ไมโครลิตร และสารละลายกรดโฟลิกปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงบนแผ่นใสตามล าดับ ตัง้ทิง้ไว ้1 
นาที น าไปถ่ายภาพภายในกล่องควบคุมแสง ท าการวิเคราะหซ์  า้ 5 ครัง้ ค านวณค่ารอ้ยละความ
เบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ ์(relative standard deviation; %RSD) 

ความเทีย่งระหว่างวัน (interday) 
เตรียมสารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนดค์วามเขม้ขน้ 25 มิลลิโม

ลาร ์สารละลายเฟอรร์กิคลอไรด ์20 มิลลิโมลาร ์สารละลายอนภุาคแขวนลอยเงินระดบันาโนความ
เข้มข้น 360 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร และสารละลายกรดโฟลิก 10 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร ใน
โพแทสเซียมคลอไรด ์0.1 โมลาร ์ท าการผสมสารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนดป์ริมาตร 25 
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ไมโครลิตร สารละลายเฟอรร์ิกคลอไรดป์ริมาตร 25 ไมโครลิตร และสารละลายอนุภาคแขวนลอย
เงินระดับนาโน 100 ไมโครลิตรในหลอดไมโครเซ็นติฟิวก์ จากนั้นปิเปตสารละลายผสม 15 
ไมโครลิตร และสารละลายกรดโฟลิกปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงบนแผ่นใสตามล าดับ ตัง้ทิง้ไว ้1 
นาที น าไปถ่ายภาพภายในกล่องควบคุมแสงท าการวิเคราะหซ์  า้ 5 วัน ค านวณค่ารอ้ยละความ
เบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ ์(relative standard deviation; %RSD) 

4.5 การศึกษาผลของสารรบกวน 
การศึกษาผลของวิตามินบีต่าง ๆ ทีม่ีต่อปฏิกิริยา 

เตรียมสารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนดค์วามเขม้ขน้ 25 มิลลิโมลาร ์
สารละลายเฟอรร์ิกคลอไรด ์20 มิลลิโมลาร ์สารละลายอนุภาคแขวนลอยเงินระดับนาโนความ
เขม้ขน้ 360 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร และสารละลายไทแอมีนไฮโดรคลอไรด ์1000 ไมโครกรมัต่อ
มิลลิลิตร ในโพแทสเซียมคลอไรด ์0.1 โมลาร ์ท าการผสมสารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนด์
ปรมิาตร 25 ไมโครลิตร สารละลายเฟอรร์กิคลอไรดป์รมิาตร 25 ไมโครลิตร และสารละลายอนภุาค
แขวนลอยเงินระดบันาโน 100 ไมโครลิตรในหลอดไมโครเซ็นติฟิวก ์จากนัน้ปิเปตสารละลายผสม 
15 ไมโครลิตร และสารละลายกรดโฟลิกปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงบนแผ่นใสตามล าดบั ตัง้ทิง้ไว ้
1 นาที น าไปถ่ายภาพภายในกล่องควบคุมแสงและน าภาพที่ได้มาวิเคราะห์ความเข้มสีด้วย
โปรแกรมอิมเมจเจ ท าการทดลองซ า้โดยเปลี่ยนจากสารละลายไทแอมีนไฮโดรคลอไรดเ์ป็น กรดนิ
โคตินิก กรดแพนโทเทนิค ไฟรดิอกซีนไฮโดรคลอไรด ์วิตามินบี 12 และกรดแอสคอรบ์ิก ตามล าดบั 

4.6 การหาปริมาณกรดโฟลิกในตัวอย่างจริงโดยใช้ปฏิกิริยาระหว่าง
โพแทสเซียมเฟอริไซยาไนด ์เฟอรร์ิกคลอไรด ์และอนุภาคนาโนเงนิ 

 น าตัวอย่างยา 1 เม็ดมาชั่งน ้าหนักที่แน่นอน จากนั้นน ามาบดให้ละเอียดและ
ละลายในแอมโมเนียมคลอไรด ์0.01 โมลาร ์และโซเดียมไฮดรอกไซด ์2 โมลาร ์น าไปหมนุเหวี่ยงที่
ความเร็ว 4000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ปิเปตสารละลายส่วนใสมา 50 ไมโครลิตร ลงใน
ขวดวัดปริมาตร 10 มิลลิลิตร ปรบัปริมาตรดว้ยแอมโมเนียมคลอไรด ์0.01 โมลาร ์จากนั้นน าไป
วิเคราะหป์รมิาณกรดโฟลิกตามวิธีในขอ้ 4.2 
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บทที ่4  
ผลการทดลอง 

ส าหรบัการศกึษาวิจยัในครัง้นี ้ผูว้ิจยัเสนอผลการวิจยัตามล าดบัดงันี ้
1 . การวิ เคราะห์หาปริมาณกรดโฟลิกโดยใช้ปฏิกิริยาระหว่างโพแทสเซียม  

เฟอรไิซยาไนด ์และเฟอรร์กิคลอไรด ์
2 . การวิ เคราะห์หาปริมาณกรดโฟลิกโดยใช้ปฏิกิริยาระหว่างโพแทสเซียม  

เฟอรไิซยาไนด ์เฟอรร์กิคลอไรด ์และอนภุาคแขวนลอยเงินระดบันาโน 
งานวิจยันีเ้ป็นการพฒันาวิธีการตรวจวิเคราะหป์รมิาณกรดโฟลิกบนชดุอปุกรณข์นาดเล็ก

ซึ่งประกอบดว้ยแผ่นพลาสติกใสที่เคลือบดว้ยแว็กซ์ และกล่องควบคุมแสงเพื่อใชใ้นการควบคุม
แสงจากภายนอกเพื่อใหส้ามารถถ่ายภาพและน าภาพที่ไดม้าวิเคราะหห์าปริมาณกรดโฟลิกดว้ย
โปรแกรมอิมเมจเจไดอ้ย่างแม่นย า และมีประสิทธิภาพ  

ตอนที ่1 ผลการวิเคราะหห์าปริมาณกรดโฟลิกโดยใช้ปฏิกิริยาระหว่างโพแทสเซียม                  
เฟอริไซยาไนดแ์ละเฟอรร์ิกคลอไรด ์ 

งานวิจยันีอ้าศยัหลกัการเกิดปฏิกิริยาระหว่างกรดโฟลิกและเฟอรร์ิกคลอไรดใ์นสภาวะที่
มีโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนด์ โดยไอออนเหล็ก(III) ในเฟอรร์ิกคลอไรด์จะถูกรีดิวซเ์ปลี่ยนเป็น
ไอออนเหล็ก(II) ) จากนั้นไอออนเหล็ก(II) จะท าปฏิกิริยากับสารละลาย โพแทสเซียมเฟอริ
ไซยาไนด์ เกิดเป็นสารประกอบเชิงซ้อนสีฟ้าอมเขียวหรือปรสัเซียนบลู (prussian Blue) ท าให้
สามารถวิเคราะหป์รมิาณกรดโฟลิกไดอ้ย่างแม่นย า 

ผลการศึกษากลไกการเกิดของปฏิกิริยาระหว่างกรดโฟลิกและเฟอรร์ิกคลอไรด์
ในสภาวะทีม่ีโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนด ์ด้วยเทคนิคยูวี – วิสิเบิลสเปกโทรโฟโตเมตรี 

 จากการศึกษาสเปกตรัมการดูดกลืนแสงของสารละลายโพแทสเซียมเฟอริ
ไซยาไนด ์สารละลายเฟอรร์ิกคลอไรด ์และสารละลายกรดโฟลิก ในภาพประกอบ 15 พบว่าเสน้ a 
ซึ่งเป็นสเปกตรมัของรีเอเจนตม์ีการดูดกลืนแสงในช่วงความยาวคลื่นประมาณ 400 นาโนเมตร 
และเมื่อท าการเติมสารละลายกรดโฟลิกลงไปท าใหเ้กิดการดดูกลืนแสงของผลิตภณัฑใ์นช่วงความ
ยาวคลื่นประมาณ 650 - 800 นาโนเมตรเพิ่มขึน้มาในเสน้ b  แสดงใหเ้ห็นว่าการเติมสารละลาย
กรดโฟลิกท าให้เกิดสารประกอบเชิงซ้อนปรัสเซียนบลูซึ่งดูดกลืนแสงในช่วงความยาวคลื่น
ประมาณ 700 นาโนเมตร 
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ภาพประกอบ 15 แสดงสเปกตรมัการดดูกลืนแสงของสารลาย ; (a) สารละลายผสมระว่าง
สารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนด ์และสารละลายเฟอรร์กิคลอไรด ์(b) สารละลายผสมระว่าง
สารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนด ์สารละลายเฟอรร์ิกคลอไรด ์และสารละลายกรดโฟลิก 

ผลการศึกษาการหาสภาวะทีเ่หมาะสมในการวิเคราะหก์รดโฟลิก 
ในการวิเคราะห์ปริมาณกรดโฟลิกโดยอาศัยการเกิดสารประกอบเชิงซอ้นปรสัเซีย

นบลูมีปัจจัยที่ส่งผลกระทบต่อการวิเคราะห ์ไดแ้ก่ โหมดความเขม้สีที่ใชต้รวจวัด ชนิดของตัวท า
ละลาย ความเขม้ขน้ของตัวท าละลาย ความเขม้ขน้ของสารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนด์ 
ความเขม้ขน้ของสารละลายเฟอรร์ิกคลอไรด์ ล  าดบัในการหยดสารละลายลงบนฐานตรวจวดัแผ่น
พลาสติกใส รวมถึงเวลาที่ใชใ้นการเกิดสารประกอบเชิงซอ้น จึงจ าเป็นตอ้งท าการศึกษาสภาวะที่
เหมาะสมในการวิเคราะหป์รมิาณกรดโฟลิก 

ผลการศึกษาโหมดความเข้มสีทีเ่หมาะสมในการวิเคราะหก์รดโฟลิก 
จากการศกึษาโหมดความเขม้สีที่เหมาะสมในการวิเคราะหป์รมิาณกรดโฟลิกโดย

การวัดค่าความเขม้สีของสารประกอบเชิงซอ้นที่เกิดขึน้ดว้ยค่าความเขม้สี  4 โหมด ไดแ้ก่ โหมดสี
เทา โหมดสีแดง โหมดสีเขียว และโหมดสีน า้เงิน จากการสรา้งกราฟมาตรฐานระหว่างค่าผลต่าง
ความเขม้สีของสารละลายและความเขม้ขน้กรดโฟลิก ดังแสดงในภาพประกอบ 15 พบว่า โหมด
ความเข้มสีเทา สีแดง สีเขียว และสีน ้าเงิน ให้ความชันของกราฟความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงที่ 
0.0042 0.0075 0.0027 และ0.0055 ตามล าดับ ซึ่งค่าผลต่างความเขม้สีแดงใหค่้าความชันของ
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เสน้ตรงสงูที่สดุรวมถึงมีค่าความเป็นเสน้ตรง (R2) เท่ากบั 0.9950 ดงันัน้จึงเลือกใชค่้าโหมดความ
เขม้สีแดงในการวิเคราะหป์รมิาณกรดโฟลิกต่อไป 

 

 

ภาพประกอบ 16 แสดงความสมัพนัธร์ะหว่างผลต่างความเขม้สีและความเขม้ขน้ของกรดโฟลิก     
ที่โหมดความเขม้สีต่าง ๆ 

ผลการศึกษาชนิดของตัวท าละลายทีเ่หมาะสมในการวิเคราะหก์รดโฟลิก 
การศึกษาชนิดของตัวท าละลายได้ท าการศึกษาตัวท าละลายทั้งหมด 3 ชนิด 

ไดแ้ก่ โพแทสเซียมคลอไรด์ โซเดียมคลอไรด ์และแอมโมเนียมคลอไรด ์ที่ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร ์
โดยการเปรียบเทียบความชนัและความเป็นเสน้ตรงของกราฟระหว่างผลต่างความเขม้สีและความ
เข้มขน้ของกรดโฟลิก ที่ตัวท าละลายชนิดต่าง ๆ เช่นเดียวกันกับการศึกษาค่าความเขม้สี  จาก
ภาพประกอบ 16 พบว่าตัวท าละลายทัง้สามใหค่้าความชันของกราฟความสมัพันธ์เชิงเสน้ตรงที่  
0.0044 0.0056 และ0.0061 ตามล าดับ ซึ่งแอมโมเนียมคลอไรด์เป็นตัวท าละลายที่ใหค่้าผลต่าง
ความเขม้สีแดงสงูที่สุดมีค่าความเป็นเสน้ตรง (R2) เท่ากบั 0.9935 เนื่องจากแอมโมเนียมคลอไรด์
เป็นสารละลายเกลือของเบสอ่อนท าใหม้ีค่า pH อยู่ในช่วงกรดจึงเหมาะสมในการละลายรีเอเจนต ์
ไดดี้กว่าโพแทสเซียมคลอไรด ์โซเดียมคลอไรด์ ดังนั้นจึงเลือกใชแ้อมโมเนียมคลอไรด์เป็นตัวท า
ละลายในการทดลองต่อไป 
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ภาพประกอบ 17 แสดงความสมัพนัธร์ะหว่างผลต่างความเขม้สีแดงและความเขม้ขน้ของ 
        กรดโฟลิกโดยใชต้วัท าละลายชนิดต่าง ๆ 

ผลการศึกษาความเข้มข้นของสารละลายแอมโมเนียมคลอไรดท์ีเ่หมาะสมใน
การวิเคราะหก์รดโฟลิก 

ท าการศึกษาความเขม้ขน้ของสารละลายแอมโมเนียมคลอไรด์ที่ความเขม้ข้น 
0.01 0.05 0.1 0.5 และ1 โมลาร ์เพื่อดูค่าผลต่างความเขม้สีแดงก่อนและหลงัเติมกรดโฟลิก จาก
ภาพประกอบ 17 พบว่าที่ความเขม้ขน้ 0.1 โมลารใ์หค่้าผลต่างความเขม้สีแดงสงูที่สดุ แต่เนื่องจาก
การใชส้ารละลายแอมโมเนียมคลอไรด์ที่ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร ์จะส่งผลใหส้ารละลายเฟอรร์ิก
คลอไรดเ์กิดการตกตะกอน ดงันัน้เพื่อเป็นการถ่วงความเหมาะสมระหว่างค่าความไว (sensitivity) 
ของการตรวจวดัและคุณสมบติัการละลายของรีเอเจนต ์จึงเลือกใช้สารละลายแอมโมเนียมคลอ
ไรดท์ี่ความเขม้ขน้ 0.01 โมลารเ์ป็นตวัท าละลาย ซึ่งมีค่าผลต่างความเขม้สีรองลงมาและไม่ท าให้
สารละลายเฟอรร์กิคลอไรดต์กตะกอน  
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ภาพประกอบ 18 แสดงความสมัพนัธร์ะหว่างผลต่างความเขม้สีแดงและความเขม้ขน้ของ 
          กรดโฟลิกที่ความเขม้ขน้ต่าง ๆ ของแอมโมเนียมคลอไรด ์

ผลการศึกษาความเข้มข้นของสารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนด์ที่
เหมาะสมในการวิเคราะหก์รดโฟลิก 

ท าการศึกษาความเขม้ข้นของสารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนดท์ี่ความ
เขม้ขน้ระหว่าง 10 - 50 มิลลิโมลาร ์และท าการวิเคราะหโ์ดยก าหนดความเขม้ขน้ของเฟอรร์ิกคลอ
ไรด์ที่  40 มิลลิ โมลาร์ และความเข้มข้นของกรดโฟลิกที่  40 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จาก
ภาพประกอบ 18 พบว่าผลต่างความเขม้สีแดงของสารละลายก่อนและหลงัเติมกรดโฟลิกเพิ่มขึน้
ในช่วงความเขม้ขน้ของสารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนดร์ะหว่าง 10 – 35 มิลลิโมลาร ์และ
ผลต่างความเขม้สีแดงของสารละลายลดลงตัง้แต่ 35 มิลลิโมลาร ์เป็นตน้ไป ทัง้นีเ้นื่องจากสีของ
สารละลายแบลงคม์ีแนวโนม้ที่สูงขึน้ตามความเขม้ขน้ของสารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนด์
ดว้ย ดังนั้นความเขม้ขน้ของสารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนด์ที่เหมาะสมในการวิเคราะห์
กรดโฟลิกจึงเลือกใชเ้ท่ากบั 35 มิลลิโมลาร ์ส าหรบัการทดลองในขัน้ต่อ ๆ ไป 
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ภาพประกอบ 19 แสดงความสมัพนัธร์ะหว่างผลต่างความเขม้สีแดงที่ความเขม้ขน้ต่าง ๆ ของ
สารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนด ์

ผลการศึกษาความเข้มข้นของสารละลายเฟอรร์ิกคลอไรดท์ี่เหมาะสมในการ
วิเคราะหก์รดโฟลิก 

ท าการศึกษาความเขม้ขน้ของสารละลายเฟอรร์ิกคลอไรดท์ี่ความเขม้ขน้ในช่วง 
10 - 50 มิลลิโมลาร ์และท าการวิเคราะหโ์ดยก าหนดความเขม้ขน้ของสารละลายเฟอรร์ิกคลอไรด์
และกรดโฟลิกที่ 35 มิลลิโมลาร ์และ 40 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั พบว่าค่าผลต่างความ
เขม้สีแดงของสารละลายก่อนและหลงัเติมกรดโฟลิกเพิ่มขึน้ตัง้แต่ความเขม้ขน้ 10 - 40 มิลลิโมลาร ์ 
ดงัภาพประกอบ 19 แต่เมื่อเพิ่มความเขม้ขน้ของสารละลายเฟอรร์ิกคลอไรดเ์พิ่มสูงเป็น 45 มิลลิ 
โมลาร ์ค่าผลต่างความเขม้สีแดงมีค่าที่ลดลงเล็กนอ้ย สาเหตุอาจเนื่องจากปริมาณไอออนเหล็ก
(III) จากเฟอรร์ิกคลอไรดเ์พียงพอต่อการรีดิวซด์ว้ยกรดโฟลิก และเกิดเป็นสารประกอบเชิงซอ้น ท า
ใหผ้ลต่างความเขม้สีแดงของสารละลายเริ่มคงที่ในช่วงความเขม้ขน้ตัง้แต่ 40 มิลลิโมลาร ์ดงันัน้
ความเขม้ขน้ที่เหมาะสมของสารละลายเฟอรร์ิกคลอไรดใ์นการวิเคราะหก์รดโฟลิกจึงเท่ากับ 40 
มลิลิโมลาร ์
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ภาพประกอบ 20 แสดงความสมัพนัธร์ะหว่างผลต่างความเขม้สีแดงที่ความเขม้ขน้ต่าง ๆ ของ
สารละลายเฟอรร์ิกคลอไรด ์

ผลการศึกษาอิทธิผลของล าดับในการหยดสารลายต่อการเปล่ียนแปลงสี
ส าหรับการวิเคราะหก์รดโฟลิก 

ล าดับในการหยดสารละลายทัง้ 3 ชนิดมีผลต่อค่าความต่างความเขม้สีแดงของ
สารละลายที่เกิดขึน้ ดังนัน้จึงท าการศึกษาล าดับในการหยดสารละลายทัง้หมด 6 ชุดการทดลอง
ดงัแสดงในตารางที่ 3 

ตาราง 3  แสดงล าดบัการหยดสารละลาย 

 



  40 

ตาราง 3 (ต่อ) 

 

จากภาพประกอบ 20 คือผลการทดลองที่ได้จากการใช้สารละลายโพแทสเซียมเฟอริ
ไซยาไนดท์ี่ความเขม้ขน้ 35 มิลลิโมลาร ์สารละลายเฟอรร์ิกคลอไรดท์ี่ความเขม้ขน้ 40 มิลลิโมลาร ์
และสารละลายกรดโฟลิกที่ความเขม้ขน้ 40 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร จากผลการทดลองพบว่าในชุด
การทดลองที่  1 - 4 มีค่าผลต่างความเข้มสีที่สูงกว่าชุดการทดลองที่  5 และ 6 ที่ท าการหยด
สารละลายกรดโฟลิกลงบนแผ่นใสเป็นอันดับแรก แสดงใหเ้ห็นว่าการหยดสารละลายกรดโฟลิก 
ลงบนแผ่นพลาสติกใสก่อนหยดรีเอเจนตท์ าใหค่้าผลต่างความเขม้สีแดงที่วดัไดม้ีค่าลดลง จากค่า
ผลต่างความเขม้สีแดงที่วดัได ้พบว่า ล าดบัการหยดสารละลายที่เหมาะสมไดแ้ก่ ชุดการทดลองที่ 
2  

 

 

ภาพประกอบ 21 แสดงการเปรียบเทียบค่าผลต่างความเขม้สีแดงของการวิเคราะหป์ริมาณ 
         กรดโฟลิกที่มีล  าดบัในการหยดสารละลายต่างกนั 
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ผลการศึกษาเวลาที่เหมาะสมของการเกิดปฏิกิริยาส าหรับการวิเคราะห์
กรดโฟลิก 

 การศกึษาเวลาที่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยาระหว่างสารละลายโพแทสเซียมเฟ
อริไซยาไนด ์สารละลายเฟอรร์ิกคลอไรด ์และสารละลายกรดโฟลิกที่ความเขม้ขน้ 35 มิลลิโมลาร ์
40 มิลลิโมลาร ์และ 40 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ โดยท าการศึกษาเวลาในช่วง 1 – 15 
นาที จากภาพประกอบ 21 พบว่าในช่วงเวลา 1 – 8 นาที ผลต่างความเข้มสีแดงเพิ่มขึน้อย่าง
รวดเรว็ จากนัน้จะมีค่าคงที่หรือเพิ่มขึน้เล็กนอ้ยตัง้แต่ 8 นาที เป็นตน้ไป ดงันัน้ระยะเวลา 8 นาทีจึง
เป็นเวลาที่เหมาะสมและเพียงพอในการเกิดปฏิกิริยาระหว่างสารตัวอย่างและรีเอเจนต์เพื่อ
วิเคราะหป์รมิาณกรดโฟลิก 

 

 

ภาพประกอบ 22 แสดงความสมัพนัธร์ะหว่างผลต่างความเขม้สีแดงและเวลาที่ใชใ้นการ
เกิดปฏิกิริยา 

การศึกษาประสิทธิภาพของวิธีวิเคราะห ์
การหาช่วงความเป็นเส้นตรง 

 เมื่อทราบสภาวะที่เหมาะสมของการทดลอง จึงไดศ้ึกษาช่วงความเป็นเสน้ตรง
ของวิธีการวิเคราะห์ที่พัฒนาขึน้โดยพบว่าช่วงความเป็นเสน้ตรงที่สามารถตรวจวิเคราะหก์รดโฟลิ
กไดอ้ยู่ในช่วงความเขม้ขน้ระหว่าง 10 – 100 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร ดงัแสดงในภาพประกอบ 22 
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และพบว่ากราฟมาตรฐานใหส้มการเชิงเสน้ตรงคือ y = 0.0076x – 0.0761 มีค่าสมัประสิทธิ์สหสมั
พทัธ ์(R2) เท่ากบั 0.9946 ซึ่งมีค่าเขา้ใกล ้1 อยู่ในระดบัที่มีความถกูตอ้งและยอมรบัได ้

 

 

ภาพประกอบ 23 แสดงกราฟมาตรฐานของกรดโฟลิก 

ค่าขีดจ ากัดต ่าสุดที่ตรวจวัดได้ (LOD) และค่าขีดจ ากัดต ่าสุดที่สามารถ
วิเคราะหไ์ด้ (LOQ) 

 จากการศึกษาค่าขีดจ ากัดต ่าสุดที่ตรวจวัดได ้และค่าขีดจ ากัดต ่าสุดที่สามารถ
วิเคราะหไ์ด ้โดยการวดัค่าผลต่างความเขม้สีแดงของสารละลายมาตรฐาน และสารละลายแบลงค ์
(Blank) พบว่าที่ค่าขีดจ ากัดต ่าสุดที่ตรวจวดัไดเ้ท่ากบั 2 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร และค่าขีดจ ากัด
ต ่าสดุที่สามารถวิเคราะหไ์ดเ้ท่ากบั 10 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร 

การหาค่าความเทีย่งของวิธีวิเคราะห ์ 
 ความเที่ยงของวิธีวิเคราะหแ์สดงในตาราง 3 พบค่าความเที่ยงภายในวนัเดียวกนั

ของการวิเคราะหม์ีค่าอยู่ในช่วง 1.50 – 2.32 % และค่าความเที่ยงระหว่างวันของการวิเคราะหม์ี
ค่าอยู่ในช่วง 2.17 – 2.85 % ซึ่งเป็นค่าที่สามารถยอมรบัได ้แสดงว่าวิธีการวิเคราะหท์ี่พัฒนาขึน้นี ้
มีความเที่ยง 
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ตาราง 4 ค่ารอ้ยละของสว่นเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธใ์นการวิเคราะห ์

 

การศึกษาผลของสารรบกวน 
ผลการศึกษาผลของสารรบกวนทีม่ีต่อปฏิกิริยา 

 การศึกษาผลการรบกวนจากวิตามินบีชนิดอ่ืน ๆ และวิตามินซีที่มี ต่อวิธีที่
พัฒนาขึน้ สารรบกวนที่น ามาศึกษา ไดแ้ก่ ไทแอมีนไฮโดรคลอไรด์ (วิตามินบี 1 ) ไรโบฟลาวิน 
(วิตามินบี 2 ) กรดนิโคตินิก (วิตามินบี 3 ) กรดแพนโทเทนิค (วิตามินบี 5 ) ไฟริดอกซีนไฮโดรคลอ
ไรด ์(วิตามินบี 6 ) โคบาลมีน (วิตามินบี 12 ) และกรดแอสคอรบ์ิกหรือวิตามินซี จากภาพประกอบ 
23 พบว่าไทแอมีนไฮโดรคลอไรด ์กรดนิโคตินิก กรดแพนโทเทนิค ไฟริดอกซีนไฮโดรคลอไรด์ และ
วิตามินบี 12 ไม่สามารถเกิดปฏิกิริยาเป็นสารประกอบเชิงซอ้นได ้เนื่องจากวิตามินเหล่านีไ้ม่มี
สมบติัของตวัรีดิวซ ์แต่จะสงัเกตเห็นว่าวิตามินบี 12 ส่งผลกระทบต่อค่าผลต่างความเขม้สีแดงได้
เนื่องจากสารมาตรฐานวิตามินบี 12 มีสีแดง ดงันัน้สีของสารละลายวิตามินบี 12 จึงส่งผลรบกวน
การวัดค่าความเขม้สี นอกจากนี ้ไรโบฟลาวิน และกรดแอสคอรบ์ิก ยังสามารถรบกวนการเกิด
สารประกอบเชิงซอ้นของกรดโฟลิกไดเ้นื่องจากไรโบฟลาวิน และกรดแอสคอรบ์ิกมีคุณสมบัติใน
การเป็นตัวรีดิวซเ์ช่นเดียวกันกบักรดโฟลิก ดงันัน้ การวิเคราะหป์ริมาณกรดโฟลิกในตวัอย่างที่มีไร
โบฟลาวิน และกรดแอสคอรบ์ิก เป็นองคป์ระกอบจ าเป็นตอ้งอาศยัการเตรียมตัวอย่างเพื่อก าจดัไร
โบฟลาวิน และกรดแอสคอรบ์ิกออกไป ก่อนท าการวิเคราะห์ด้วยวิธีที่พัฒนาขึน้  เพื่อเพิ่ม
ความจ าเพาะเจะจงของการตรวจวิเคราะห ์
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ภาพประกอบ 24 แสดงการเปรียบเทียบผลต่างความเขม้สีแดงของวิตามินบีต่าง ๆ และวิตามินซี 

ผลการหาปริมาณกรดโฟลิกในตัวอย่างจริง 
การวิเคราะห์ปริมาณกรดโฟลิกในตัวอย่างยาเม็ดทั้งหมด 2 ชนิด ที่ซื ้อได้ใน

ทอ้งตลาด ท าการทดสอบโดยวิธีการเติมสารมาตรฐานกรดโฟลิกที่ระดบัความเขม้ขน้ต่าง ๆ ลงไป
ในตวัอย่าง จากนัน้น าไปวิเคราะหห์าปรมิาณกรดโฟลิกภายใตส้ภาวะที่เหมาะสม ผลการวิเคราะห์
แสดงในตาราง 4 พบว่า ยาเม็ดชนิดที่ 1 ตรวจพบปริมาณกรดโฟลิกเท่ากับ 26.83 ไมโครกรมัต่อ
มิลลิลิตร และมีค่ารอ้ยละการกลับคือ (% Recovery) อยู่ในช่วง 93.02 – 102.17 และค่ารอ้ยละ
ความเบี่ยงเบนสัมพัทธ์ (%RSD) อยู่ในช่วง 0.61 – 1.91 ในยาเม็ดชนิดที่  2 ตรวจพบปริมาณ
กรดโฟลิกเท่ากับ 24.69 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร มีค่า % Recovery อยู่ในช่วง 91.89 – 103.96 % 
และ %RSD อยู่ในช่วง 0.97 – 2.53 % แสดงให้เห็นว่าวิธีที่พัฒนาขึน้สามารถวิเคราะหป์ริมาณ
กรดโฟลิกในตวัอย่างเม็ดยาไดจ้ริง และใหผ้ลการวิเคราะหท์ี่มีความแม่นและความเที่ยงที่ยอมรบั
ได ้
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ตาราง 5 ผลการวิเคราะหป์ริมาณกรดโฟลิกในตวัอย่างเม็ดยา 

 
 

ตอนที ่2 ผลการวิเคราะหห์าปริมาณกรดโฟลิกโดยใช้ปฏิกิริยาระหว่างสารละลาย
โพแทสเซียมเฟอริไซยาไนด ์สารละลายเฟอรร์ิกคลอไรด ์และอนุภาคแขวนลอยเงนิระดับ
นาโน 

งานวิจยัสว่นนีเ้ป็นการศึกษาปฏิกิรยิาแบบใหม่ระหว่างการใชส้ารละลายรีเอเจนตด์ัง้เดิม
ร่วมกับอนุภาคโลหะ โดยคาดหวังการลดระยะเวลาการวิเคราะห์ และการเพิ่มความจ าเพาะ
เจาะจงทางการวิเคราะห์จากกลไกการเกิดปฏิกิริยาที่แตกต่างกัน โดยท าการผสมสารละลาย
โพแทสเซียมเฟอรไิซยาไนด ์สารละลายเฟอรร์กิคลอไรด ์และอนุภาคแขวนลอยเงินระดบันาโน หรือ
อนุภาคนาโนเงิน เพื่อใหเ้กิดเป็นสารประกอบเชิงซอ้นสีฟ้าอมเขียวหรือปรสัเซียนบลูก่อน จากนัน้
จะท าการติดตามการฟอกจางสีของสารประกอบเชิงซอ้นปรสัเซียนบลูดว้ยสารละลายกรดโฟลิก 
โดยผลการศกึษาและการอภิปรายผลแสดงในล าดบัต่อไปดงันี ้
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ผลการศึกษากลไกการฟอกจางสีของปฏิกิริยาระหว่างสารละลายโพแทสเซียมเฟ
อริไซยาไนด ์สารละลายเฟอรร์ิกคลอไรด ์และอนุภาคแขวนลอยเงินระดับนาโน ด้วย
เทคนิคยูวี – วิสิเบิลสเปกโทรโฟโตเมตรี 

 จากการศึกษาสเปกตรัมการดูดกลืนแสงของสารละลายโพแทสเซียมเฟอริ
ไซยาไนด ์สารละลายเฟอรร์ิกคลอไรด ์อนุภาคแขวนลอยเงินระดบันาโน และสารละลายกรดโฟลิก
ในภาพประกอบ 25 แสดงใหเ้ห็นสเปกตรมัของสารละลายรีเอเจนตด์ัง้เดิมมีการดดูกลืนแสงในช่วง
ความยาวคลื่นประมาณ 400 นาโนเมตร ในเสน้ a และเมื่อท าการเติมอนุภาคแขวนลอยเงินระดับ
นาโนลงไปท าใหเ้กิดการดูดกลืนแสงในช่วงความยาวคลื่นประมาณ 600 - 800 นาโนเมตร ในเสน้ 
b แสดงใหเ้ห็นว่าการเติมอนุภาคแขวนลอยเงินระดับนาโนท าใหเ้กิดเป็นสารประกอบเชิงซอ้นป
รสัเซียนบลู จากนั้นเมื่อท าการเติมสารละลายกรดโฟลิกในสารประกอบเชิงซอ้นปรสัเซียนบลูที่
เกิดขึน้จะไดส้เปกตรมั c ซึ่งค่าการดดูกลืนแสงของสารประกอบเชิงซอ้นปรสัเซียนบลูในช่วงความ
ยาวคลื่น 700 นาโนเมตรลดลงแสดงใหเ้ห็นถึงการฟอกจางสีของสารประกอบเชิงซอ้นปรสัเซียนบล ู

 

ภาพประกอบ 25 แสดงสเปกตรมัการดดูกลืนแสงของสารลาย; (a) สารละลายผสมระว่าง
สารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนด ์และสารละลายเฟอรร์กิคลอไรด ์(b) สารละลายผสมระว่าง
สารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนด ์สารละลายเฟอรร์ิกคลอไรด ์และอนภุาคแขวนลอยเงิน
ระดบันาโน และ (c) สารละลายผสมระว่างสารละลายโพแทสเซียมเฟอรไิซยาไนด ์สารละลาย

เฟอรร์กิคลอไรด ์อนภุาคแขวนลอยเงินระดบันาโน และสารละลายกรดโฟลิก 
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ผลการหาสภาวะทีเ่หมาะสมในการวิเคราะหป์ริมาณกรดโฟลิกโดยใช้ปฏิกิริยา
ระหว่างสารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนด ์สารละลายเฟอรร์ิกคลอไรด ์และอนุภาค
แขวนลอยเงินระดับนาโน 

ในการวิ เคราะห์ปริมาณกรดโฟลิกโดยการฟอกจางสีสารประกอบเชิงซ้อน  
ปรสัเซียนบลูมีปัจจัยที่ส่งผลกระทบต่อการวิเคราะหแ์ละไดท้ าการศึกษา ได้แก่ ชนิดของตัวท า
ละลาย ความเขม้ขน้ของตัวท าละลาย ความเขม้ขน้ของสารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนด์ 
ความเขม้ขน้ของสารละลายเฟอรร์ิกคลอไรด์ ความเขม้ขน้ของสารละลายอนุภาคแขวนลอยเงิน
ระดบันาโน และเวลาที่ใชใ้นการฟอกจางสีสารประกอบเชิงซอ้นปรสัเซียนบล ู 

ผลการศึกษาชนิดและความเข้มข้นของตัวท าละลายที่เหมาะสมในการ
วิเคราะหก์รดโฟลิกโดยใช้ปฏิกิริยาระหว่างสารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนด ์สาร
ละลายเฟอรร์ิกคลอไรด ์และอนุภาคแขวนลอยเงนิระดับนาโน 

 การศึกษาชนิดของตัวท าละลายโดยท าการศึกษา 2 ชนิด คือ สารละลาย
โพแทสเซียมคลอไรดท์ี่ความเขม้ขน้ 0.01 0.1 และ 0.5 โมลาร ์และสารละลายแอมโมเนียมคลอ
ไรด์ที่ ความเข้มข้น 0.01 และ 0.1 โมลาร์ จากภาพประกอบ 24  พบว่าการใช้สารละลาย
โพแทสเซียมคลอไรด์เป็นตัวท าละลายให้ค่าผลต่างความเขม้สีแดงที่สูงกว่าการใช้สารละลาย
แอมโมเนียมคลอไรดเ์ป็นตัวท าละลาย และสารละลายโพแทสเซียมคลอไรด์ที่ความเขม้ขน้ 0.01 
โมลารใ์หค่้าผลต่างความเขม้สีที่สงูที่สดุแต่ท าใหเ้กิดการตกตะกอนของสารละลายเฟอรร์กิคลอไรด ์
เช่นกัน ดังนัน้จึงลือกใชส้ารละลายโพแทสเซียมคลอไรดท์ี่ความเขม้ขน้ 0.1 โมลารซ์ึ่งมีค่าผลต่าง
ความเขม้สีรองลงมาเป็นตวัท าละลายแต่ไม่ท าใหส้ารละลายเฟอรร์กิคลอไรดต์กตะกอนแทนการใช้
สารละลายโพแทสเซียมคลอไรดท์ี่ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร ์ 
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ภาพประกอบ 26 แสดงความสมัพนัธร์ะหว่างผลต่างความเขม้สีแดงและความเขม้ขน้ของ 
          กรดโฟลิกที่ตวัท าละลายชนิดต่าง ๆ 

ผลการศึกษาความเข้มข้นของสารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนด์ที่
เหมาะสมในการวิเคราะหก์รดโฟลิก 

 ท าการศึกษาความเข้มข้นของสารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนด์ที่ความ
เขม้ขน้ในช่วง 5 - 50 มิลลิโมลาร ์ท าการวิเคราะหโ์ดยก าหนดความเขม้ขน้ของสารละลายเฟอรร์ิก
คลอไรด์ที่  40 มิลลิโมลาร ์สารละลายอนุภาคแขวนลอยเงินระดับนาโนที่ความเข้มข้น 400 
ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร และสารละลายกรดโฟลิกที่ความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร จาก
ภาพประกอบ 25 พบว่าผลต่างความเข้มสีแดงของสารละลายเพิ่มขึน้ในช่วงความเข้มข้น
สารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนด์ตัง้แต่ 5 – 25 มิลลิโมลาร ์จากนั้นผลต่างความเขม้สีแดง
ของสารละลายลดลงเมื่อความเข้มข้นเพิ่มขึน้มากกว่า 25 มิลลิโมลาร ์เนื่องจากปริมาณของ
สารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนดท์ี่มากเกินพอจะท าใหส้ารประกอบเชิงซอ้นตกตะกอนและ
ไม่เกิดการฟอกจางสี ดงันัน้ความเขม้ขน้ของสารละลายโพแทสเซียมเฟอรไิซยาไนดท์ี่เหมาะสมใน
ปฏิกิรยิานีจ้ึงเท่ากบั 25 มิลลิโมลาร ์
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ภาพประกอบ 27 แสดงความสมัพนัธร์ะหว่างผลต่างความเขม้สีแดงที่ความเขม้ขน้ต่าง ๆ ของ
สารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนด ์

ผลการศึกษาความเข้มข้นของสารละลายเฟอรร์ิกคลอไรดท์ี่เหมาะสมในการ
วิเคราะหก์รดโฟลิก 

 จากการศกึษาความเขม้ขน้ของสารละลายเฟอรร์กิคลอไรดท์ี่ความเขม้ขน้ระหว่าง 
5 – 50 มิลลิโมลาร ์ท าการวิเคราะหโ์ดยใชส้ารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนดท์ี่ความเขม้ขน้ 25 
มิลลิโมลาร ์สารละลายอนุภาคแขวนลอยเงินระดับนาโนที่ความเข้มข้น 400 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร และสารละลายกรดโฟลิกที่ความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร พบว่าค่าผลต่าง
ความเขม้สีแดงของสารละลายเพิ่มขึน้ตัง้แต่ความเขม้ขน้ของสารละลายเฟอรร์กิคลอไรดใ์นช่วง 5 - 
20 มิลลิโมลาร ์ดงัภาพประกอบ 26 แต่เมื่อเพิ่มความเขม้ขน้ของสารละลายเฟอรร์ิกคลอไรดส์งูขึน้
มากกว่าหรือเท่ากับเป็น 30 มิลลิโมลาร ์ค่าผลต่างความเขม้สีแดงที่วัดไดม้ีค่าที่ลดลง เนื่องจาก
สารประกอบเชิงซอ้นเกิดการตกตะกอน และไม่สามารถฟอกจากสีดว้ยกรดโฟลิกได ้และค่าผลต่าง
ความเข้มสีแดงของสารละลายในช่วงความเข้มข้น 20 - 25 มิลลิโมลารม์ีค่าค่อนข้างคงที่  ไม่
แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ ดังนั้นความเข้มข้นที่ เหมาะสมของสารละลายเฟอรร์ิกคลอไรด์ใน
ปฏิกิรยิานีจ้ึงเท่ากบั 20 มลิลิโมลาร ์
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ภาพประกอบ 28 แสดงความสมัพนัธร์ะหว่างผลต่างความเขม้สีแดงที่ความเขม้ขน้ต่าง ๆ ของ
สารละลายเฟอรร์ิกคลอไรด ์

การศึกษาความเข้มข้นของสารละลายอนุภาคแขวนลอยเงินระดับนาโนที่
เหมาะสมในการวิเคราะหก์รดโฟลิก 

 จากการศึกษาความเข้มข้นของสารละลายอนุภาคแขวนลอยเงินระดับนาโน
ในช่วงความเข้มข้น 140 - 400 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  ท าการวิเคราะห์โดยใช้สารละลาย
โพแทสเซียมเฟอริไซยาไนด์ที่ความเขม้ข้น  25 มิลลิโมลาร ์สารละลายเฟอรร์ิกคลอไรด์ที่ความ
เขม้ขน้ 20 มิลลิโมลาร ์และสารละลายกรดโฟลิกที่ความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร จาก
ภาพประกอบ 27 แสดงให้เห็นว่าผลต่างความเขม้สีแดงของสารละลายก่อนและหลังการเติม
กรดโฟลิกเพิ่มขึน้ในช่วงความเขม้ขน้ของอนภุาคนาโนเงินระหว่าง 140 - 360 มิลลิกรมัต่อมิลลิลิตร 
จากนั้นผลต่างความเขม้สีแดงของสารละลายจะเริ่มคงที่ตั้งแต่ความเขม้ข้น 360 มิลลิกรมัต่อ
มิลลิลิตรเป็นตน้ไป ดงันัน้ความเขม้ขน้ของสารละลายอนภุาคแขวนลอยเงินระดบันาโนที่เหมาะสม
ในปฏิกิรยิานีท้ี่ท าใหค่้าผลต่างความเขม้สีแดงสงูสดุเท่ากบั 360 มิลลิกรมัต่อมิลลิลิตร 

 



  51 

 

ภาพประกอบ 29 แสดงความสมัพนัธร์ะหว่างผลต่างความเขม้สีแดงที่ความเขม้ขน้ต่าง ๆ ของ
สารละลายอนภุาคแขวนลอยเงินระดบันาโน 

ผลการศึกษาเวลาที่เหมาะสมของการเกิดปฏิกิริยาส าหรับการวิเคราะห์
กรดโฟลิก 

 การศึกษาเวลาที่ เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยาของสารละลายผสมระหว่าง
สารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนด ์25 มิลลิโมลาร ์สารละลายเฟอรร์ิกคลอไรด ์20 มิลลิโมลาร ์
สารละลายอนุภาคแขวนลอยเงินระดับนาโนความเข้มข้น 360 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ
สารละลายกรดโฟลิกที่ความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตรโดยท าการศึกษาในช่วงระยะเวลา 
1 – 10 นาที จากภาพประกอบ 28 พบว่าในช่วงเวลาเริ่มตน้ คือ 1 – 5 นาทีแรก ผลต่างความเขม้สี
แดงเพิ่มขึน้อย่างรวดเร็ว จากนั้นจะมีค่าคงที่หรือเพิ่มขึน้เล็กน้อยเมื่อเวลาในการเกิดปฏิกิริยา
มากกว่า 5 นาที ดงันัน้เวลาที่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิรยิาเพื่อใชใ้นการวิเคราะหป์ริมาณกรดโฟลิ
กจึงเท่ากบั 5 นาที ซึ่งสามารถลดระยะเวลาในการวิเคราะหจ์ากตอนแรกได ้3 นาท ี
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ภาพประกอบ 30 แสดงความสมัพนัธร์ะหว่างผลต่างความเขม้สีแดงและเวลาที่ใชเ้กิดปฏิกิรยิา 

การศึกษาประสิทธิภาพของวิธีวิเคราะห ์
การหาช่วงความเป็นเส้นตรง 

 เมื่อทราบสภาวะที่เหมาะสมของการทดลอง จึงไดศ้ึกษาช่วงความเป็นเสน้ตรง
ของวิธีการวิเคราะห์โดยพบว่าช่วงความเป็นเสน้ตรงที่สามารถตรวจวิเคราะหไ์ดอ้ยู่ในช่วงความ
เขม้ขน้ระหว่าง 50 – 300 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร ดังแสดงในภาพประกอบ 29 และพบว่ากราฟ
มาตรฐานใหส้มการเชิงเสน้ตรงมีค่าเท่ากับ y = 0.0033x – 0.1765 และมีค่าสัมประสิทธิ์สหสัม
พทัธ ์(R2) เท่ากบั 0.9975 ซึ่งมีค่าเขา้ใกล ้1 อยู่ในระดบัที่มีความถกูตอ้งและยอมรบัได ้
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ภาพประกอบ 31 แสดงกราฟมาตรฐานของกรดโฟลิก 

ค่าขีดจ ากัดต ่าสุดที่ตรวจวัดได้ (LOD) และค่าขีดจ ากัดต ่าสุดที่สามารถ
วิเคราะหไ์ด้ (LOQ) 

 จากการศึกษาค่าขีดจ ากัดต ่าสุดที่ตรวจวัดได ้และค่าขีดจ ากัดต ่าสุดที่สามารถ
วิเคราะหไ์ด ้โดยการวดัค่าความเขม้สีแดงของสารละลายมาตรฐาน และสารละลายแบลงค ์พบว่า
ค่าขีดจ ากดัต ่าสดุที่ตรวจวดัไดเ้ท่ากับ 10 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร และค่าขีดจ ากัดต ่าสดุที่สามารถ
วิเคราะหไ์ดเ้ท่ากบั 30 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร 

การหาค่าความเทีย่งของวิธีวิเคราะห ์ 
 ความเที่ยงของวิธีวิเคราะห์แสดงในตาราง 5 พบว่าค่าความเที่ยงภายในวัน

เดียวกันของการวิเคราะหใ์หก้ารวิเคราะหอ์ยู่ในช่วง 0.81 – 2.49 % และค่าความเที่ยงระหว่างวัน
ของการวิเคราะหอ์ยู่ในช่วง 1.09 – 3.81 % ซึ่งเป็นค่าที่สามารถยอมรบัได ้แสดงใหเ้ห็นว่าวิธีการ
วิเคราะหน์ีม้ีความเที่ยง 
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ตาราง 6 ค่ารอ้ยละของสว่นเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธใ์นการวิเคราะห ์

 

 
การศึกษาผลของสารรบกวน 

ผลการศึกษาผลของสารรบกวนทีม่ีต่อปฏิกิริยา 
 การศึกษาผลการรบกวนจากวิตามินบีอ่ืน ๆ และวิตามินซี ที่มีต่อวิธีที่พัฒนาขึน้ 

สารรบกวนที่น ามาศึกษา ไดแ้ก่ ไทแอมีนไฮโดรคลอไรด ์(วิตามินบี 1) ไรโบฟลาวิน (วิตามินบี 2) 
กรดนิโคตินิก (วิตามินบี 3) กรดแพนโทเทนิค (วิตามินบี 5) ไฟรดิอกซีนไฮโดรคลอไรด ์(วิตามินบี 6) 
โคบาลมีน ( วิตามินบี 12) และกรดแอสคอรบ์ิกหรือวิตามินซี ในภาพประกอบ 30 พบว่า ไทแอมีน
ไฮโดรคลอไรด ์กรดนิโคตินิก กรดแพนโทเทนิค ไฟริดอกซีนไฮโดรคลอไรด ์วิตามินบี 12 และกรด
แอสคอรบ์ิก ไม่สามารถฟอกจางสีสารประกอบเชิงซอ้นปรสัเซียนบลูได ้ในขณะที่ไรโบฟลาวิน ยัง
สามารถรบกวนการฟอกจางสีสารประกอบเชิงซอ้นของกรดโฟลิกได้ เนื่องจากไรโบฟลาวิน มี
คณุสมบติัในการเป็นตวัรีดิวซเ์ช่นเดียวกนักบักรดโฟลิก และน่าจะมีล  าดบัความแรงของการเป็นตวั
รีดิวซท์ี่ใกลเ้คียงกับกรดโฟลิก ส าหรบักรดแอสคลอรบ์ิก ไม่แสดงการรบกวนในการตรวจวัดดว้ย
ระบบนี ้ ผู ้วิจัยคาดว่า กรดแอสคอรบ์ิกมีความเป็นตัวรีดิวซท์ี่แรงจึงเกิดสามารถไปออกซิไดส์
อนุภาคนาโนเงินได้ด้วย จึงเกิดการแข่งขันระหว่างการฟอกจางสีของสารประกอบเชิงซ้อน  
ปรสัเซียนบล ูท าใหท้า้ยที่สดุไม่สามารถเห็นการฟอกจางสีได ้แต่อย่างไรก็ตามการพิสจูนส์มติฐาน
นี ้ยังคงตอ้งท าการวิจัยอีกต่อไปโดยใชเ้ครื่องมือระดับสูงที่สามารถบ่งชีก้ลไกการเกิดปฏิกิริยาที่
แทจ้รงิสืบต่อไป 
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ภาพประกอบ 32 แสดงการเปรียบเทียบผลต่างความเขม้สีแดงของวิตามินบีต่าง ๆ และวิตามินซี 

ผลการหาปริมาณกรดโฟลิกในตัวอย่างจริง 
การวิเคราะหป์ริมาณกรดโฟลิกในตวัอย่างยาเม็ดทัง้หมด 2 ชนิด ท าการทดสอบโดย

การเติมสารมาตรฐานกรดโฟลิกที่ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ ลงไปในตัวอย่าง  จากนั้นน าไป
วิเคราะห์หาปริมาณกรดโฟลิกภายใต้สภาวะที่เหมาะสม ผลการวิเคราะห์จะแสดงในตาราง 6 
พบว่า ยาเม็ดชนิดที่  1 ตรวจพบปริมาณกรดโฟลิกเท่ากับ 99.32 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร มีค่า  
% Recovery อยู่ในช่วง 99.32 – 106.01 % และ % RSD อยู่ในช่วง 0.31 – 3.46 % และในยาเม็ด
ชนิดที่ 2 ตรวจพบปริมาณกรดโฟลิกเท่ากับ 91.29 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร มีค่า % Recovery อยู่
ในช่วง 98.35 – 110.83 % และ % RSD อยู่ในช่วง 0.09 – 2.97 % แสดงใหเ้ห็นว่าวิธีที่พัฒนาขึน้
สามารถวิเคราะห์ปริมาณกรดโฟลิกไดจ้ริง โดยใชค้วามแม่นและความเที่ยงของการตรวจวัดที่
ยอมรบัได ้
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ตาราง 7 ผลการวิเคราะหป์ริมาณกรดโฟลิกในตวัอย่างเม็ดยา 
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บทที ่5 
สรุปผลและวิจารณผ์ลการทดลอง 

 งานวิจยันีไ้ดศ้กึษาเก่ียวกบัการพฒันาวิธีการตรวจวิเคราะหป์รมิาณกรดโฟลิกดว้ยเทคนิค
เชิงสีร่วมกบัอปุกรณฐ์านแผ่นใส เพื่อเป็นวิธีการวิเคราะหท์างเลือกใหม่ที่สามารถน าไปประยกุตใ์ช้
นอกห้องปฏิบัติการได้ โดยขั้นตอนการวิจัยแบ่งตามวิธีการตรวจวิเคราะห์ออกเป็น 2 ส่วน คือ  
ส่วนแรกเป็นการติดตามเกิดสีของสารละลายโดยใช้ปฏิกิริยารีดอกซ์ระหว่างกรดโฟลิก และ
สารละลายเฟอรร์คิคลอไรดใ์นสภาวะที่มีสารละลายโพแทสเซียมเฟอรไิซยาไนด ์ซึ่งจะไดผ้ลิตภณัฑ์
เป็นสารประกอบเชิงซ้อนที่มีสีน า้เงินอมเขียว และส่วนที่สองเป็นการศึกษาการฟอกจางสีของ
สารละลายผสมระหว่างสารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนด ์สารละลายเฟอรร์ิกคลอไรด ์และ
อนภุาคแขวนลอยเงินระดบันาโนดว้ยสารละลายกรดโฟลิก 

การวิเคราะห์ปริมาณกรดโฟลิกโดยการเกิดปฏิกิริยาร่วมกับสารละลายโพแทสเซียม 
เฟอริไซยาไนด์ และสารละลายเฟอรร์ิกคลอไรด์ โดยมีสภาวะการทดลองที่เหมาะสมเพื่อการ
วิเคราะหคื์อการใชส้ารละลายแอมโมเนียมคลอไรด์ที่ความเขม้ขน้ 0.01 โมลารเ์ป็นตัวท าละลาย 
การใช้สารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนด์ที่ความเข้มข้น 35 มิลลิโมลาร ์และสารละลาย 
เฟอร์ริกคลอไรด์ที่ความเข้มข้น 40 มิลลิ โมลาร์ ใช้ระยะเวลา 8 นาทีส  าหรับการเกิดเป็น
สารประกอบเชิงซ้อนบนอุปกรณ์ฐานแผ่นใสที่เคลือบด้วยแว็กซ์ จากนั้นน าไปถ่ายภาพด้วย
โทรศพัทม์ือถือภายใตก้ลอ่งควบคมุแสง และน าไปวดัค่าความเขม้สีแดงดว้ยโปรแกรมอิมเมจเจ 

เมื่อไดส้ภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะหป์ริมาณกรดโฟลิก ท าการศึกษาความสมัพันธ์
เชิงเสน้ของปริมาณกรดโฟลิกที่ตรวจวดัไดพ้บว่าไดค้วามสมัพนัธ์เป็นเสน้ตรงในช่วงความเขม้ขน้ 
10 – 100 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร โดยมีค่า R2 เท่ากบั 0.9946 จากสมการเสน้ตรง y = 0.0076x – 
0.0761 และค่าขีดจ ากัดต ่าสุดที่ตรวจวัดได ้(LOD) และค่าขีดจ ากัดต ่าสุดที่สามารถวิเคราะหไ์ด ้
(LOQ) เท่ากบั 2 และ 10 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตรตามล าดบั 

การศึกษาผลของสารรบกวนที่มีต่อการเกิดสารประกอบเชิงซอ้นทัง้หมด 7 ชนิด พบว่า 
ไทแอมีนไฮโดรคลอไรด ์กรดนิโคตินิก กรดแพนโทเทนิค ไฟริดอกซีนไฮโดรคลอไรด ์และวิตามินบี 
12 ไม่รบกวนการเกิดปฏิกิริยา แต่ไรโบฟลาวินและกรดแอสคอรบ์ิกยังคงมีผลรบกวนการเกิด
สารประกอบเชิงซอ้นโดยท าใหค่้าผลต่างความเขม้สีแดงที่วดัไดน้ัน้มากเกินจริง ท าใหต้อ้งศึกษา
การก าจดัสารทัง้ 2 นีต่้อไป 

การประยุกตใ์ชโ้ดยการวิเคราะหป์ริมาณกรดโฟลิกในตัวอย่างยา พบว่ามี %recovery 
และ %RSD อยู่ในช่วง 91.89 – 103.96 % และ 0.61 – 2.53 % ตามล าดับ ซึ่งเป็นค่าที่สามารถ
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ยอมรบัไดน้อกจากนัน้ยังวิเคราะหป์ริมาณกรดโฟลิกในเม็ดยาไดใ้กลเ้คียงกับปริมาณที่ถูกระบุไว้
บรเิวณฉลากยา  

จากการพัฒนาวิธีการวิเคราะห์ปริมาณกรดโฟลิกโดยการเกิดสารประกอบเชิงซ้อน
ร่วมกับสารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนด ์และสารละลายเฟอรร์ิกคลอไรดส์ามารถตรวจวัด
ปริมาณกรดโฟลิกได้ โดยไม่ต้องอาศัยเครื่องมือขนาดใหญ่ที่มีความซับซ้อน ราคาแพง และ
สามารถน าไปประยุกตใ์นภาคสนามต่อไปได ้อีกทัง้ยงัสามารถวิเคราะหไ์ดอ้ย่างแม่นย า แต่ยังคง
ใชร้ะยะเวลาที่นานและยงัมีวิตามินที่ส่งผลรบกวนการวิเคราะหห์ลายชนิดจึงมีการพัฒนาวิธีการ
วิเคราะหเ์พิ่มเติมเพื่อลดปัญหาดังกล่าวโดยเลือกใช้อนุภาคแขวนลอยเงินระดับนาโนร่วมในการ
เกิดสารประกอบเชิงซอ้น 

การวิเคราะห์ปริมาณกรดโฟลิกโดยการเกิดการประกอบเชิงซ้อนระหว่างสารละลาย
โพแทสเซียมเฟอริไซยาไนด ์สารละลายเฟอรร์กิคลอไรด ์และอนุภาคแขวนลอยเงินระดบันาโน และ
ติดตามการฟอกจางสีสารประกอบเชิงซอ้นดว้ยสารละลายกรดโฟลิก พบว่าสภาวะที่เหมาะสมใน
การวิเคราะหม์ีดังนี ้สารละลายโพแทสเซียมคลอไรดท์ี่ความเขม้ขน้ 0.1 โมลารเ์ป็นตวัท าละลายที่
เหมาะสม การใชส้ารละลายโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนดท์ี่ความเขม้ขน้ 25 มิลลิโมลาร ์สารละลาย
เฟอรร์ิกคลอไรดท์ี่ความเขม้ขน้ 20 มิลลิโมลาร ์และสารละลายอนุภาคแขวนลอยเงินระดบันาโนที่ 
360 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตรคือความเขม้ขน้ที่เหมาะสมในการเกิดสารประกอบเชิงซอ้น โดยใช้
ระยะเวลาเพียง 5 นาทีในการฟอกจางสีสารประกอบเชิงซอ้นดว้ยกรดโฟลิกบนอปุกรณฐ์านแผ่นใส
ที่เคลือบดว้ยแว็กซ ์จากนัน้น าไปถ่ายภาพดว้ยโทรศพัทม์ือถือภายใตก้ล่องควบคมุแสง และน าไป
วดัค่าความเขม้สีแดงดว้ยโปรแกรมอิมเมจเจ 

เมื่อไดส้ภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะหป์ริมาณกรดโฟลิก ท าการศึกษาความสมัพันธ์
เชิงเส้นของปริมาณกรดโฟลิกที่ตรวจวัดได้ ได้ความสัมพันธ์ในช่วง 50 – 300 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร โดยมีค่า R2 เท่ากบั 0.9975 จากสมการเสน้ตรง y = 0.0033x – 0.1765 และค่าขีดจ ากดั
ต ่าสดุที่ตรวจวดัได ้และค่าขีดจ ากดัต ่าสดุที่สามารถวิเคราะหไ์ด้ เท่ากบั 10 และ 30 ไมโครกรมัต่อ
มิลลิลิตรตามล าดบั 

การศึกษาผลของสารรบกวนที่มีต่อการเกิดสารประกอบเชิงซอ้นทัง้หมด 7 ชนิด พบว่า 
ไทแอมีนไฮโดรคลอไรด ์กรดนิโคตินิก กรดแพนโทเทนิค ไฟริดอกซีนไฮโดรคลอไรด ์วิตามินบี 12 
และกรดแอสคอรบ์ิกไม่รบกวนการเกิดปฏิกิริยา แต่ไรโบฟลาวินและกรดแอสคอรบ์ิกยังคงมีผล
รบกวนการฟอกจางสีสารประกอบเชิงซอ้นโดยท าใหค่้าผลต่างความเขม้สีแดงที่วดัไดน้ัน้มากเกิน
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จริง ดังนัน้ก่อนการวิเคราะหป์ริมาณกรดโฟลิกในตัวอย่างที่ซบัซอ้นจึงยังตอ้งอาศัยวิธีการเตรียม
ตวัอย่างที่เหมาะสมก่อนการวิเคราะหเ์พื่อเพิ่มความจ าเพาะเจาะจง 

การวิเคราะหป์ริมาณกรดโฟลิกในตัวอย่างเม็ดยา พบว่ามี %recovery และ %RSD อยู่
ในช่วง 98.35 – 110.83 % และ 0.09 – 3.46 % ตามล าดับ ซึ่ งเป็นค่าที่สามารถยอมรับได้
นอกจากนั้นยังวิเคราะหป์ริมาณกรดโฟลิกในเม็ดยาไดใ้กล้เคียงกับปริมาณที่ถูกระบุไวบ้ริเวณ
ฉลากยา  

แต่อย่างไรก็ตามงานวิจัยที่ได้พัฒนาขึน้ในส่วนที่สองนี ้ สามารถลดระยะเวลาการ
วิเคราะหล์ง และเป็นแนวทางในการคน้หาการท างานร่วมกันระหว่างสารละลายรีเอเจนตอ่ื์น ๆ 
และอนภุาคนาโนโลหะอ่ืน ๆ เพื่อเพิ่มสภาพไวและความจ าเพาะเจาะจงของการตรวจวดัต่อไป 

งานวิจัยในอนาคต  
จากงานวิจัยขา้งตน้ จะเห็นได้วิธีการวิเคราะหป์ริมาณกรดโฟลิกทั้ง 2 วิธียังคงพบการ

รบกวนของไรโบฟลาวินซึ่งเป็นสารในกลุ่มเดียวกบักบักรดโฟลิก ดงันัน้งานวิจยัในอนาคตจึงตอ้งมี
การพัฒนาการเตรียมตัวอย่างเพิ่มเติมเพื่อใหส้ามารถวิเคราะหป์ริมาณกรดโฟลิกในตัวอย่างที่มี
สารรบกวนการวิเคราะห์ได้ หรือการค้นหาระบบรีเอเจนต์ใหม่ร่วมกับอนุภาคนาโนโลหะอ่ืน ๆ 
นอกจากนีผู้ว้ิจยัคาดว่าการพฒันาการวิเคราะหท์ัง้ 2 วิธีใหส้ามารถใชง้านไดพ้รอ้มกันบนอปุกรณ์
ชิน้เดียวกนัมีความน่าสนใจเพื่อใหส้ามารถวิเคราะหก์รดโฟลิกไดอ้ย่างแม่นย ามากย่ิงขึน้ 
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