
บทความวิจยั 

วารสารวิทยาศาสตร์บรูพา ปีที่  22  (ฉบบัพิเศษ) การประชมุวิชาการระดบัชาติ “วิทยาศาสตร์วิจยั ครัง้ที่ 9” 366 

 

การใช้สีธรรมชาตจิากกล้วยไม้เพื่อเป็นรีเอเจนท์ส าหรับการตรวจวัดปริมาณ
แอมโมเนียในปุ๋ ยเคมี 

Use of Natural Pigment from Orchid as a Reagent for Quantitative Analysis of 
Ammonia in Chemical Fertilizers 

ธนิกานต์  สขุอร่าม1   เพชรรัตน์  สริิศกัดิ์วิสทุธ์ิ2 และ สมุนมาลย์  จนัทร์เอี่ยม1,3* 
Thanikan  Sukaram1, Petcharat  Sirisakwisut2 and  Sumonmarn  Chaneam1,3* 

1ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัศิลปากร  
2โรงเรียนพระปฐมวิทยาลยั  

3ห้องปฏิบติัการนวตักรรม-วิจยัการไหลเพือ่วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี 
1Department of Chemistry, Faculty of Science, Silpakorn University 

 2Phrapathom Witthayalai School 
3Flow Innovation-Research for Science and Technology Laboratories (First Labs) 

Received  :   11   June   2017 
Accepted  :      8    July    2017 

Published  online  :    7    August    2017 

 
บทคัดย่อ 

 งานวิจัยนีไ้ด้น าสีที่สกัดจากกล้วยไม้สกุลหวายพันธุ์ เอียสกุล ‘Dendrobium sonia earsakul’ มาใช้ในการ
วิเคราะห์หาปริมาณแอมโมเนีย องค์ประกอบทางเคมีที่ส าคญัของสารสกัดคือสารประกอบในกลุม่แอนโทไซยานิน ซึ่งมี             
สีแดงในสารละลายกรด สีม่วงในสารละลายกลาง และสีเขียวเหลืองในสารละลายเบส วิธีอ้างอิงอาศยัหลกัการวิเคราะห์
ด้วยระบบการไหลอตัโนมตัิแบบโฟลอินเจคชนัร่วมกบัอปุกรณ์แก๊สดิฟฟิวชนั โดยฉีดสารละลายตวัอย่างเข้าระบบเพื่อให้        
ท าปฏิกิริยากบัโซเดียมไฮดรอกไซด์เกิดเป็นแก๊สแอมโมเนีย แก๊สที่เกิดขึน้จะแพร่ผ่านเมมเบรนของอปุกรณ์แก๊สดิฟฟิวชนั 
และละลายลงในกระแสตวัรับซึ่งเป็นอินดิเคเตอร์กรด-เบส โบรโมไทมอลบล ูท าให้ความเป็นกรด-เบส เปลี่ยนไป และเกิด
การเปลี่ยนสีของสารละลาย ในงานวิจัยนีป้ระยุกต์โดยการน าสารสกัดจากกล้วยไม้มาใช้แทนโบรโมไทมอลบล ูพบว่า
สามารถตรวจวดัด้วยสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร วิธีวิเคราะห์ที่ใช้รีเอเจนท์ที่พฒันาขึน้นีใ้ห้คา่
ความเป็นเส้นตรงดี โดยมีขีดจ ากัดของการตรวจวัด (LOD) เท่ากับ 2.17 มิลลิโมลาร์ และขีดจ ากัดความเข้มข้นของ
ตัวอย่างที่หาปริมาณได้ (LOQ) เท่ากับ 2.99 มิลลิโมลาร์ ความแม่นในการวิเคราะห์ภายในวนัเดียวกันเท่ากับ 0.70% 
(n=10, 20 mM NH4Cl) และระหวา่งวนัเทา่กบั 2.62% (n=9, 20 mM NH4Cl) สามารถวิเคราะห์ได้ 48 ตวัอยา่งใน 1 ชัว่โมง 
ผลการวิเคราะห์แอมโมเนียในปุ๋ ยตวัอยา่งเมื่อใช้รีเอเจนท์ธรรมชาติที่พฒันาขึน้จะน าไปเปรียบเทียบกบัวิธีอ้างอิงตอ่ไป 
 
ค าส าคัญ : แอมโมเนยี   ปุ๋ ยเคม ี  กล้วยไม้   ระบบการไหลอตัโนมตัิแบบโฟลอินเจคชนั   อปุกรณ์แก๊สดิฟฟิวชนั 
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Abstract 

In this work, use of natural pigment, crude aqueous extracted from orchid ‘Dendrobium sonia earsakul’, 
as a reagent for determination of ammonia was investigated.  The extract contained anthocyanin compounds 
which is red in acidic solution, purple in neutral solution and greenish-yellow in alkaline solution.  The reference 
method is based on flow injection analysis with gas diffusion unit (GD).  The sample solution was injected and 
mixed with NaOH in order to generate ammonia gas.  The gas consequently diffused through the PTFE 
membrane, at GD unit, and finally dissolved into bromothymol blue acceptor resulting in a change of pH.                    
Our method proposes using of the orchid extract as acceptor reagent instead of using bromothymol blue.                
The change in color of the orchid extract is monitored using a spectrophotometer at 600 nm and correlates with 
the concentration of ammonia in the sample.  The method shows good linear response with a detection limit of 
2.17 mM and quantitation limit of 2.99 mM. Throughput of 48 samples/h was achieved.  The intra-day precision 
is 0.70% (n=10, 20 mM NH4Cl) and inter- day precision is 2.62% (n=9, 20 mM NH4Cl).  Comparison of sample 
analysis results obtained from our method and those obtained from reference method will be discussed. 
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บทน า 

งานวิจยัที่เป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อมมีความส าคญัในการพฒันาที่ยัง่ยืนของระบบการวิเคราะห์ทางเคมีที่ทนัสมยั 
ปัจจุบนัพบว่าสารเคมีสงัเคราะห์บางกลุม่ก่อให้เกิดอนัตรายตอ่ร่างกาย และหากก าจดัทิง้โดยไม่มีการบ าบดัที่ถกูต้องก็จะ
เป็นมลพิษตอ่สิง่แวดล้อมด้วย จากปัญหาดงักลา่วจึงมีนกัวิจยัหลายกลุม่หลกีเลีย่งการใช้สารเคมีสงัเคราะห์มาใช้สารจาก
ธรรมชาติแทน โดยเฉพาะใช้เป็นอินดิเคเตอร์ส าหรับกรด-เบส เช่น N. Chigurupati และคณะ (Chigurupati et al., 2002) 
น าสีที่สกดัจากกะหล ่าม่วง มาใช้เป็นเซนเซอร์วดัค่าความเป็นกรด-เบส ในกระบวนการสลายตวัของ chlorbutol พบว่าสี            
ที่สกัดได้มีประสิทธิภาพดีแม้จะใช้ความเข้มข้นเพียงแค่ 0.015% w/v เท่านัน้ G. Kavitha และคณะ (Kavitha et al.,            
2014) ใช้น า้สกดัสีจากฝาง (Caesalpinia sappan) และใช้เมทานอลสกดัสีจากดอกรักเร่ (Dahlia pinnata) ทดสอบการ
เป็นอินดิ เคเตอร์ส าหรับกรด-เบส S. Singh และคณะ (Singh et al. 2011) ศึกษาคุณสมบัติของสีที่สกัดได้จาก                      
ดอกไม้จ าพวกCassia aungostifolia Linn., Thevetiaperuviana (Pers.) K. Schum และThevetiathvetiodes (Kunth)                           
K. Schum โดยใช้เอทานอลเป็นตัวสกัด พบว่าสามารถใช้เป็นพีเอชอินดิเคเตอร์บอกจุดยุติในการไตเตรทได้เช่นกัน 
นอกจากนีม้ีกลุ่มวิจัยที่น าสีจากธรรมชาติมาประยุกต์เป็นเซนเซอร์บนบรรจุภัณฑ์เพื่อบอกความสดของเนือ้สตัว์  เช่น              
เนือ้หม ูเนือ้ปลา (Zhang et al., 2014) และเนือ้กุ้ ง (Kuswandi et al., 2012) ข้อดีของการใช้สารจากธรรมชาติเหลา่นีค้ือ 
มีต้นทนุการวิเคราะห์ต ่า และมีขัน้ตอนการเตรียมง่าย 

งานวิจัยนีส้นใจศึกษาการใช้สารสกัดจากดอกกล้วยไม้มาใช้เป็นรีเอเจนท์ในการวิเคราะห์ทางเคมี เนื่องจาก 
กล้วยไม้เป็นดอกไม้ที่มีความส าคญัมากของประเทศไทย สามารถสร้างรายได้สูงโดยมีมูลค่าการส่งออกปีละ 1,000               
ล้านบาท (Chanthakul et al.,2013) โดยกล้วยไม้ที่นิยมปลูกเพื่อตัดดอกมีหลายสกุล แต่ส่วนใหญ่มากกว่า 80%              
ของกล้วยไม้ที่ปลกูเป็นสกลุหวาย โดยเฉพาะพนัธุ์ ‘Dendrobium sonia earsakul’ เนื่องจากมีสสีนัสวยงาม ปลกูง่าย และ
ราคาถกู อย่างไรก็ตามพบวา่ มีบางช่วงที่ผลผลิตกล้วยไม้ออกมามากเกินความต้องการของตลาด สง่ผลให้ราคากล้วยไม้
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ต ่าลง กล้วยไม้พันธุ์  Dendrobium sonia earsakul นี ้กลีบดอกมีสีม่วง เมื่อท าการสกัดโดยใช้น า้จะได้สารละลายใส                 
สีม่วงสด มีรงควตัถุที่ส าคญัคือแอนโทไซยานิน (Anthocyanin) มีรายงานการประยุกต์แอนโทไซยานินในอุตสาหกรรม
อาหาร เคร่ืองดื่ม และผลิตภณัฑ์อื่นๆ แต่ละอนุพนัธ์ของแอนโทไซยานินมีคณุสมบตัิแตกต่างกนัทัง้ทางเภสชัวิทยาและ
ชีววิทยาเช่น ความสามารถในการออกฤทธ์ิทางชีวภาพ (biological activity) สามารถในการต้านอาการอักเสบ (anti-
inflammatory) และความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant) (Castaneda-Ovando et al., 2009) เป็นต้น 
นอกจากนีแ้อนโทไซยานินยงัมีโครงสร้างทางเคมีที่แตกต่างกันโดยจะขึน้กับค่าความเป็นกรด-เบส ของสารละลายนัน้ 
(Castaneda-Ovando et al., 2009) โดยทัว่ไปจะมีสีแดงในสารละลายกรด สีม่วงในสารละลายกลาง และสีเขียวเหลือง           
ในสารละลายเบส ดงันัน้สารสกดัจากกล้วยไม้นีจ้ึงสามารถน ามาใช้เป็นอินดิเคเตอร์ส าหรับกรด-เบสได้ 

แอมโมเนียเป็นแหล่งไนโตรเจนที่ส าคญัของพืชและสตัว์ แต่หากแอมโมเนียตกค้างในสิ่งแวดล้อมปริมาณมาก              
ก็จะส่งผลให้พืชและสตัว์ถึงตายได้ (Yuen & Shit, 2010) ในแหล่งน า้ที่มีปริมาณไนโตรเจนสงูจะท าให้เกิดกระบวนการ               
ยูโทรฟิเคชั่น (eutrophication) ซึ่งส่งผลกระทบต่อระบบนิเวศในน า้นัน้ ปริมาณไนโตรเจนในแหล่งน า้อาจมาจากน า้ทิง้
ครัวเรือน แหลง่อตุสาหกรรม หรือแหลง่เกษตรกรรม โดยเฉพาะบริเวณที่มีการใช้ปุ๋ ยเคมีปริมาณมาก การวิเคราะห์ปริมาณ
แอมโมเนียสามารถท าได้โดยใช้วิธีเนสเลอร์ (Nessler’s method) โดยใช้เนสเลอร์รีเอเจนท์ท าปฏิกิรยากับแอมโมเนีย               
ได้ตะกอนสเีหลอืงส้ม หรือน า้ตาล ขึน้กบัปริมาณแอมโมเนียที่มีอยู่ และวดัคา่การดดูกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ในช่วง 400-
425 นาโนเมตร (Jeong et al., 2013) หรือใช้วิธีฟีเนต (Phenate method) โดยการเติมสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรด์
และฟีนอลลงในตวัอย่าง เพื่อให้ท าปฏิกิริยากับแอมโมเนียที่ละลายอยู่ และมีโซเดียมไรโตรปรัสไซด์เป็นตวัเร่งปฏิกิริยา 
เพื่อให้เกิดสารละลายสีฟ้าหรือน า้เงินเข้ม วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 640 นาโนเมตร (Zhou, L. & Boyd,               
C. E., 2016) และเพื่อให้วิธีวิเคราะห์เป็นอตัโนมตัิมากขึน้ มีการใช้ระบบการไหลมาวิเคราะห์หาปริมาณแอมโมเนียเช่นกนั 
โดยติดตามการเปลี่ยนสีของอินโดฟีนอล (indophenol) (Oliveira et al., 2009) หรือติดตามแสงฟลอูอเรสเซนท์โดยใช้วิธี
โอพีเอ (o-phthaldehyde, OPA) (Mana and Spohn, 2000) 
 งานวิจยันีไ้ด้น าวิธีอ้างอิงในการวิเคราะห์ปริมาณแอมโมเนีย (Van Son M. et al., 1983) มาประยกุต์โดยเสนอ
การใช้รีเอเจนท์ใหมท่ี่สกดัได้จากกล้วยไม้พนัธุ์ Dendrobium sonia earsakul อาศยัการท างานของระบบการไหลอตัโนมตัิ
แบบโฟลอินเจคชนั (Flow injection analysis, FIA) ร่วมกบัอปุกรณ์คดัเลือกแก๊สแบบแก๊สดิฟฟิวชนั (Gas diffusion unit, 
GD) โดยฉีดสารละลายตวัอย่างเข้าระบบ แอมโมเนียมไอออนในตวัอย่างจะท าปฏิกิริยากบัโซเดียมไฮดรอกไซด์เกิดเป็น
แก๊สแอมโมเนีย แก๊สที่เกิดขึน้จะแพร่ผ่านไฮโดรโฟบิคเมมเบรนของอปุกรณ์แก๊สดิฟฟิวชนั และละลายลงในกระแสตวัรับ             
ซึ่งเป็นสารสกัดจากกล้วยไม้ท าให้ค่าความเป็นกรด-เบส เปลี่ยนแปลง และเกิดการเปลี่ยนสีของสารสกัดจากกล้วยไม้ 
สามารถติดตามสญัญาณด้วยสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร สดุท้ายได้น าวิธีที่ประยุกต์ขึน้มา
วิเคราะห์ปริมาณแอมโมเนียในปุ๋ ยเคมี และเปรียบเทียบผลการวิเคราะห์ที่ได้กบัการใช้โบรโมไทมอลบลูอินดิเคเตอร์เป็น          
รีเอเจนท์ 
 
วิธีด าเนินการวิจัย 

1. การเตรียมสารละลาย 
 สารเคมีที่ใช้ในงานวิจยันีเ้ป็นเกรดส าหรับวิเคราะห์ (analytical grade) และสารละลายทกุชนิดเตรียมในน า้กลัน่
จากระบบ reversed osmosis ตลอดการศึกษา สารละลายมาตรฐานแอมโมเนียมคลอไรด์เข้มข้น 0.1 M เตรียมโดยชัง่
แอมโมเนียมคลอไรด์ (Carlo Erba, France) 1.3373 g ละลายน า้แล้วปรับปริมาตรเป็น 250.00 mLจากนัน้เจือจางให้มี
ความเข้มข้น 5, 10, 15, 20, 30 และ 40 มิลลิโมลาร์ ส าหรับสร้างกราฟมาตรฐาน สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 
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0.1 M เตรียมโดยชั่งโซเดียมไฮดรอกไซด์ (Carlo Erba, France) 1.00 g ละลายในน า้แล้วปรับปริมาตรเป็น 250.00 mL 
สารละลาย 0.001 %w/v pH 6.3 ของโบรโมไทมอลบลอูินดิเคเตอร์ส าหรับใช้เป็นสารละลายตวัรับในวิธีอ้างอิง เตรียมโดย

ชัง่โบรโมไทมอลบล ู(Fluka, Switzerland) 0.1 g ละลายในเอทานอล 100.00 mL จากนัน้ปิเปตมา 1.00 mL ปรับปริมาตร
ด้วยน า้ให้ได้ 100.00 mL ปรับ pH ของสารละลายด้วย 6 M โซเดียมไฮดรอกไซด์  

2. การเตรียมสารสกดัจากกลว้ยไม้ 
 ชัง่ดอกกล้วยไม้ที่ตากแห้งแล้ว 10.00 g น ามาต้มกบัน า้ปริมาตร 100.0 mL ให้เดือดเป็นเวลา 15 นาที แล้วกรอง
ด้วยกระดาษกรอง (No.1, Wintech, Japan) จะได้สารละลายใสสีม่วงสด จากนัน้เจือจางสารละลาย 10 เท่า ด้วย
สารละลายอะซีเตทบฟัเฟอร์และปรับพีเอชให้ได้ 5.0 ด้วย 6 M โซเดียมไฮดรอกไซด์ 

3. การเตรียมตวัอย่างปุ๋ ย 
 ตวัอยา่งปุ๋ ยเคมีซือ้จากร้านขายปุ๋ ยทัว่ไป เตรียมโดยชัง่ปุ๋ ย 0.1xxx กรัม ละลายน า้ กรองด้วยกระดาษกรอง แล้ว
ปรับปริมาตรเป็น 50.00 mL    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 1 แผนภาพจ าลองระบบการไหลโฟลอินเจคชนัร่วมกบัอปุกรณ์แก๊สดิฟฟิวชนัส าหรับการวิเคราะห์แอมโมเนีย 
 
4.  ระบบการไหลอตัโนมติัแบบโฟลอินเจคชนัร่วมกบัอปุกรณ์แก๊สดิฟฟิวชนั  
เพื่อให้การวิเคราะห์แอมโมเนียท าได้อตัโนมตัิและรวดเร็ว ในงานวิจยันีจ้ึงใช้ระบบการไหลแบบโฟลอินเจคชนั 

ร่วมกบัอปุกรณ์แก๊สดิฟฟิวชนัในการวิเคราะห์ ระบบการไหลประกอบด้วยป๊ัมลกูรีด (peristaltic pump, Ismatec REGLO 
Analog 4-Ch Var-Speed pump, Switzerland) ท าหน้าที่ขับเคลื่อนสารละลาย ฉีดสารละลายตัวอย่างผ่านวาล์ว 
(injection valve, V-540, Upchurch Scientific®, USA) เข้าสู่กระแสตวัพา (carrier stream) ซึ่งในงานวิจยันีเ้ป็นน า้กลัน่ 
เพื่อให้ไหลไปผสมกบัสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์บริเวณทอ่ผสม (mixing coil) แอมโมเนียมในตวัอยา่งจะเกิดปฏิกิริยา
กับโซเดียมไฮดรอกไซด์เกิดเป็นแก๊สแอมโมเนีย เมื่อไหลเข้าสู่อปุกรณ์แก๊สดิฟฟิวชนัแก๊สแอมโมเนียนีจ้ะแพร่ผ่านไฮโดร          
โฟบิคเมมเบรน (PTFE, 47 mm i.d., pore size 0.45 µm, Sartorius, Germany) แล้วละลายในกระแสตวัรับ (acceptor 
stream) ซึ่งเป็นสารสกัดจากกล้วยไม้ท าให้ค่าความเป็นกรด-เบส ของสารละลายเปลี่ยนไป ส่งผลให้สีของสารละลาย
เปลีย่นจากสมีว่งเป็นสเีขียวและวดัคา่การดดูกลนืแสงด้วยเคร่ืองสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ (Lambda 35, Perkin Elmer, USA) 
ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร โดยสญัญาณจะแสดงผลไปยงัหน้าจอคอมพิวเตอร์ผ่านโปรแกรม Lamda 35 (Time 
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drive mode) น าค่าการดดูกลืนแสงที่ได้มาสร้างกราฟความสมัพนัธ์ระหวา่งความเข้มข้นของสารมาตรฐาน (แกน X) กบั
คา่การดดูกลนืแสงที่เปลีย่นแปลงไป (แกน Y) เพื่อสร้างกราฟมาตรฐาน 

5. ศึกษาตวัท าละลายทีใ่ช้สกดั (Extractant) 
 ปัจจัยที่มีความส าคญัมากในการเตรียมสารสกัดจากดอกกล้วยไม้คือชนิดตวัท าละลายที่ใช้สกัด ในงานวิจัยนี ้
ศึกษาตวัท าละลาย 4 ชนิด คือ น า้ที่อณุหภมูิห้อง น า้ต้มเดือด เมทานอล และเอทานอล ท าการสกดัโดยชัง่ดอกกล้วยไม้ 
Dendrobium sonia earsakul ที่ตากแห้งแล้วมา 10.0 g สกดัด้วยตวัท าละลายตา่งๆ ส าหรับน า้ที่อณุหภมูิห้อง เอทานอล 
และเมทานอล จะแช่ไว้ที่อณุหภมูิห้อง (25 ºC) นาน 15 นาที กรองด้วยกระดาษกรอง น าสารสกดัที่ได้มาเจือจาง 10 เทา่ 
แล้ววดัการดูดกลืนแสงด้วยสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ จากนัน้ท าการทดลองเช่นเดียวกันแต่ใช้น า้ต้มจนเดือดนาน 15 นาที 
เปรียบเทียบคา่การดดูกลนืแสงของสารละลายที่สกดัได้ 
 6. ศึกษาผลของปัจจยัต่างๆ ทีส่่งผลต่อระบบการไหล  

6.1 อตัราเร็วในการล าเลยีงสาร (Flow rate) 
เพื่อให้ระบบมีความไวในการวิเคราะห์ (sensitivity) สูงและวิเคราะห์ตัวอย่างได้รวดเร็ว ผู้ วิจัยจึงศึกษา

อตัราเร็วในการล าเลียงสารที่ดีที่สดุโดยจดัระบบการไหลดงัภาพที่ 1 ใช้ปริมาตรตวัอย่างเท่ากบั 100 µL แล้วก าหนดค่า
ความเร็วด้วยป๊ัมลกูรีดให้อตัราเร็วในการล าเลยีงสารของสารละลายตวัรับคงที่เทา่กบั 1.0 mL/min (สารละลายตวัรับ หรือ 
acceptor stream, AC, หมายถึง orchid reagent ในภาพที่ 1) ใช้อตัราเร็วในการล าเลยีงสารของสารละลายตวัให้เป็น 0.5 
mL/min (สารละลายตัวให้ หรือ donor stream, DO, หมายถึง water carrier และ NaOH ในภาพที่ 1 ฉีดสารละลาย
มาตรฐานแอมโมเนียมเข้มข้น 5-40 มิลลิโมลาร์ วัดความสูงของสญัญาณที่ได้แล้วน าไปสร้างกราฟมาตรฐาน เพื่อ
เปรียบเทียบความไวในการวิเคราะห์ ท าการทดลองเช่นเดียวกนัแต่เปลี่ยนอตัราเร็วในการล าเลียงสารของสารละลายตวั        
ให้เป็น 1.0 และ 1.5 mL/min ตามล าดบั จากนัน้ก าหนดอตัราเร็วในการล าเลียงสารของสารละลายตวัรับให้คงที่ แล้ว
เปลี่ยนอัตราเร็วในการล าเลียงสารของสารละลายตัวให้เป็น 0.5, 1.0 และ 2.0 mL/min ฉีดสารละลายมาตรฐาน
แอมโมเนียมเข้มข้น 5-40 มิลลิโมลาร์ วดัความสงูของสญัญาณที่ได้แล้วน าไปสร้างกราฟมาตรฐานเพื่อเปรียบเทียบความ
ไวในการวิเคราะห์เช่นเดียวกนั 

6.2 ศกึษาผลของปริมาตรสารตวัอยา่ง (Injection volume) 
ท าการศึกษาโดยก าหนดค่าอตัราเร็วในการล าเลียงสารที่ดีที่สดุจากการศึกษาในข้อ 2.6.1 โดยใช้ปริมาตร

ตวัอย่าง 100 µL ฉีดสารละลายมาตรฐานแอมโมเนียมเข้มข้น 5-40 มิลลิโมลาร์ บนัทึกค่าสญัญาณที่ได้ จากนัน้ท าการ
ทดลองเช่นเดิมแตเ่ปลีย่นปริมาตรตวัอยา่งเป็น 300 และ 500 µL น าข้อมลูมาสร้างกราฟมาตรฐาน และเปรียบเทียบความ
ไวในการวิเคราะห์ 

7. การวิเคราะห์ปริมาณแอมโมเนียในปุ๋ ยเคมีโดยใช้วิธีทีพ่ฒันาข้ึน  
น าระบบการไหลโฟลอินเจคชันร่วมกับอุปกรณ์แก๊สดิฟฟิวชันที่พัฒนาขึน้ในงานนีไ้ปประยุกต์เพื่อวิเคราะห์

ปริมาณแอมโมเนียในปุ๋ ยเคมี โดยฉีดสารละลายตวัอยา่งที่ผา่นการเตรียมแล้วเข้าระบบโฟลอินเจคชนัร่วมกบัอปุกรณ์แก๊ส
ดิฟฟิวชนัด้วยสภาวะการทดลองที่เหมาะสม วดัค่าความสงูของสญัญาณ แล้วน าไปเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานของ
แอมโมเนียม ค านวณความเข้มข้นแล้วรายงานในหน่วย % Nitrogen (w/w) พร้อมเปรียบเทียบผลการวิเคราะห์กับวิธี           
โฟลอินเจคชนัร่วมกบัอปุกรณ์แก๊สดิฟฟิวชนั โดยจดัการทดลองเช่นเดียวกบัในรูปที่ 1 แต่ใช้โบรโมไทมอลบลอูินดิเคเตอร์
เป็นสารละลายตวัรับแทนสารสกดัจากกล้วยไม้ 
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 ลการวิจัยแล วิจารณ์ ล 
 1. ผลของตวัท าละลายทีใ่ช้สกดั (Extractant) 

จากผลการทดลองพบว่าสารสกดัที่ใช้น า้เป็นตวัท าละลายและต้มจนเดือดนาน 15 นาที มีค่าการดดูกลืนแสง           
ดีที่สดุเมื่อเทียบกบัตวัท าละลายชนิดอื่นๆ ดงัแสดงในภาพที่ 2 ทัง้นีเ้นื่องจากสารสกดัจากกล้วยไม้มีองค์ประกอบทางเคมี      
ที่ส าคัญคืออนุพันธ์ของแอนโทไซยานิน โดยอนุพันธ์ที่สามารถพบได้ในกล้วยไม้สกุล Dendrobium ที่มีสีม่วงคือ               
‘เดลฟินิดิน’ (delphinidin) (Junka et al., 2011) ซึ่งมีโครงสร้างแสดงดงัภาพที่ 2 a. จะเห็นว่าเดลฟินิดิน เป็นโมเลกุลที่มี
สภาพขัว้สูง  จึงถูกสกัดด้วยน า้ได้ดีกว่าตัวท าละลายอินทรีย์อื่นๆ และเมื่อให้ความร้อนโดยการต้มจนเดือดพบว่า
สารละลายมีคา่การดดูกลนืแสงเพิ่มมากขึน้ด้วย (ภาพที่ 2 b.) นอกจากนีก้ารสกดัสารจากดอกกล้วยไม้โดยใช้น า้ต้มเดือด
ยงัเป็นวิธีที่ง่าย สะดวก และลดการใช้สารเคมีอื่นๆ อีกด้วย โดยสารท่ีสกดัได้นีม้ีอายกุารใช้งานประมาณ 4 วนั เมื่อเก็บไว้ที่
อณุหภมูิ 4 ºC โดยในวนัท่ี 5 พบวา่ความไวและความแมน่ของการวิเคราะห์ลดลง สงัเกตได้จากแถบคา่คลาดเคลือ่นในรูป
ที่ 3 นอกจากนีส้ารสกดัจากกล้วยไม้ยงัมีกลิน่เนา่เสยีเกิดขึน้ด้วย 

 
 

 
 
 
ภาพที่ 2  สเปกตรัมการดดูกลนืแสงของสารสกดัจากดอกกล้วยไม้ที่สกดัด้วยตวัท าละลายตา่งชนิดกนั  

 (a.) โครงสร้างทางเคมีของเดลฟินิดิน  
 (b.) สขีองสารที่สกดัได้เมื่อใช้ตวัท าลายเป็นน า้ต้มเดือด น า้ เอทานอล และเมทานอล ตามล าดบั   
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ภาพที่ 3  อายกุารใช้งานของสารสกดัจากกล้วยไม้เมื่อท าการเก็บท่ีอณุหภมูิ 4 oC 
 
 

2. ผลของปัจจยัต่างๆ ทีส่่งผลต่อระบบการไหล  
 ผลของอตัราเร็วในการล าเลยีงสารในระบบการไหลโฟลอินเจคชนัร่วมกบัอปุกรณ์แก๊สดิฟฟิวชนัแสดงดงัภาพที่ 4 
เมื่อก าหนดให้อตัราการไหลของสารละลายตวัรับ (AC) คงที่ และเปลี่ยนอตัราการไหลของสารละลายตวัให้ (DO) พบว่า
ความไวในการวิเคราะห์สงูที่สดุเมื่อใช้อตัราการล าเลยีงสาร 1.0 mL/min (ภาพที่ 4 a.) จากนัน้ก าหนดให้อตัราการล าเลยีง
สารของ DO เท่ากับ 1.0 mL/min แล้วเปลี่ยนอัตราการล าเลียงสารของ AC พบว่าที่ 1.0 mL/min ให้ความไวในการ
วิเคราะห์ที่ดีที่สดุเช่นกนั (ภาพที่ 4 b.)  สามารถอธิบายได้ว่าเมื่อใช้อตัราการไหลช้าเกินไปจะท าให้สารละลายเกิดการ             
เจือจางและกระจายตวัในระบบมากเกินไป  ในขณะที่เมื่อใช้อตัราการไหลของสารละลายเร็วเกินไปจะท าให้เวลาใน            
การเกิดปฏิกิริยาของสารลดลงรวมถึงเวลาที่ท่อนโซนของสารไหลผ่านส่วนตรวจวดัก็เร็วเกินไปด้วย ดังนัน้จึงเลือกใช้
อตัราเร็วในการล าเลยีงสาร 1.0 mL/min ในการทดลองอื่นๆ ตอ่ไป 

จากนัน้ท าการทดลองเพื่อศกึษาผลของปริมาตรสารตวัอยา่งตอ่ระบบการไหลโฟลอินเจคชนัร่วมกบัอปุกรณ์แก๊ส
ดิฟฟิวชนั แสดงผลการทดลองในภาพที่ 4 c. พบว่าความไวในการวิเคราะห์สงูที่สดุเมื่อใช้ปริมาตร 100 µL ผลการทดลอง
พบว่าที่ปริมาตร 300 µL และ 500 µL สญัญาณของพีคกว้างมาก (broad) และความไวในการวิเคราะห์ลดลง อีกทัง้
สญัญาณของความเข้มข้นสงูๆ ก็ไม่แปรผนัตามความเข้มข้นอีกด้วย ทัง้นีอ้าจเนื่องจากปริมาตรตวัอย่างที่ฉีดเข้าระบบมี
มากจนเกินไป อีกทัง้เมื่อใช้ปริมาตร 100 µL ยงัใช้เวลาในการวิเคราะห์น้อยที่สดุอีกด้วย ดงันัน้จึงเลอืกใช้ปริมาตรตวัอยา่ง
ขนาด 100 µL ในการทดลองตอ่ไป 
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ภาพที ่4   กราฟเปรียบเทียบความไวในการวิเคราะห์ (sensitivity) เมื่อศกึษาผลของอตัราการล าเลยีงสารของสารละลาย 

ตวัให้ (a.) สารละลายตวัรับ (b.) และปริมาตรตวัอยา่ง (c.) โดยใช้สารละลายแอมโมเนียมคลอไรด์      
ความเข้มข้น 5-40 มิลลโิมลาร์ 

 
 3. กราฟมาตรฐานและคณุลกัษณะการวิเคราะห์ 

เมื่อใช้ระบบการไหลโฟลอินเจคชันร่วมกับอุปกรณ์แก๊สดิฟฟิวชันดังภาพที่ 1 และใช้สภาวะที่เหมาะสม              
คืออตัราการล าเลียงสาร 1.0 mL/min และปริมาตรตวัอยา่ง 100 µL สร้างกราฟมาตรฐานโดยฉีดสารละลายแอมโมเนียม
คลอไรด์ความเข้มข้น 5-40 มิลลิโมลาร์ บนัทึกสญัญาณด้วยเคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร 
แสดงผลการทดลองดังภาพที่ 5 จะเห็นว่าเมื่อความเข้มข้นของแอมโมเนียมคลอไรด์มากขึน้ ท าปฏิกิริยากับโซเดียม              
ไฮดรอกไซด์ก็จะเกิดแก๊สแอมโมเนียมากขึน้ด้วย เมื่อแก๊สแอมโมเนียแพร่ผ่านเมมเบรนของแก๊สดิฟฟิวชนั และละลายลง     
ในสารสกดัจากกล้วยไม้ จะท าให้สารละลายมีความเป็นเบสมากขึน้ สง่ผลให้สขีองสารสกดัจากกล้วยไม้เปลีย่นจากสีม่วง
เป็นสีเขียวที่เข้มขึน้ ค่าการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตรจึงเพิ่มขึน้นัน่เอง กราฟมาตรฐานแสดงความสมัพนัธ์ระหว่าง
ความเข้มข้นของสารละลายแอมโมเนียมคลอไรด์กบัความสงูของสญัญาณแสดงในภาพที่ 5 (แทรก) ได้สมการเส้นตรงคือ 
y=(3.9170 ± 0.1409)x - (0.0050 ± 0.0033) และมีคา่ R2 เทา่กบั 0.9940 มีความเป็นเส้นตรงอยูใ่นช่วงความเข้มข้น 5-40 
มิลลิโมลาร์ ความแม่นในการวิเคราะห์ภายในวนัเดียวกนัเท่ากับ 0.70% (n=10, 20 mM NH4Cl) และระหว่างวนัเท่ากบั 
2.62% (n=9, 20 mM NH4Cl) โดยมีขีดจ ากดัของการตรวจวดั (LOD) เท่ากบั 2.17 มิลลิโมลาร์ และขีดจ ากดัความเข้มข้น
ของตวัอยา่งที่หาปริมาณได้ (LOQ) เทา่กบั 2.99 มิลลโิมลาร์ และระบบนีส้ามารถท าการวิเคราะห์ได้ 48 ตวัอยา่งตอ่ชัว่โมง 
ผลการทดลองทัง้หมดแสดงให้เห็นวา่สารสกดัจากดอกกล้วยไม้พนัธุ์ Dendrobium sonia earsakul สามารถน ามาใช้เป็นรี
เอเจนท์ร่วมกบัระบบการไหลโฟลอินเจคชนัร่วมกบัอปุกรณ์แก๊สดิฟฟิวชนัที่พฒันาขึน้ได้ดีและสามารถใช้วิเคราะห์ปริมาณ
แอมโมเนียในตวัอยา่งตอ่ไปได้ 
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ภาพที่ 5  กราฟมาตรฐานแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งความเข้มข้นของสารมาตรฐานแอมโมเนียมคลอดไรด์กบัความสงู 
               ของสญัญาณ (รูปแทรก) โดยใช้สารสกดัจากดอกกล้วยไม้เป็นสารละลายตวัรับด้วยระบบการไหลโฟลอินเจคชนั 
               ร่วมกบัอปุกรณ์แก๊สดฟิฟิวชนั 
 

4. การศึกษาปริมาณแอมโมเนียในปุ๋ ยตวัอย่าง 
การทดลองนีท้ าขึน้เพื่อแสดงให้เห็นว่าวิธีที่พฒันาขึน้สามารถน าไปประยกุต์  เพื่อวิเคราะห์ปริมาณแอมโมเนีย           

ในตวัอยา่งได้จริง ผู้วิจยัสนใจวิเคราะห์หาแอมโมเนียในตวัอย่างปุ๋ ยเคมีที่มีจ าหนา่ยทัว่ไปตามท้องตลาด ผลการวิเคราะห์
รายงานเป็นเปอร์เซ็นต์ไนโตรเจน (% Nitrogen, w/w) แสดงดงัตารางที่ 1 ซึง่พบวา่ระบบโฟลอินเจคชนัร่วมกบัอปุกรณ์แก๊ส
ดิฟฟิวชันโดยใช้สารสกัดจากกล้วยไม้และโบรโมไทมอลบลอูินดิเคเตอร์เป็นสารละลายตวัรับสามารถตรวจวดัปริมาณ
แอมโมเนียที่มีอยูใ่นปุ๋ ยเคมีได้และเมื่อค านวณเปอร์เซ็นต์ของไนโตรเจนพบวา่ทัง้สองวิธีมีคา่ใกล้เคียงกนั เมื่อทดสอบด้วย
วิธีทางสถิติ t-test (paired two sample for means) ที่ระดบัความเช่ือมัน่ 95% พบวา่คา่ tstat มีคา่เทา่กบั 0.72 ซึง่น้อยกวา่ 
tcriticalที่มีคา่เทา่กบั 4.30 ดงันัน้ผลการวิเคราะห์จากทัง้สองวิธีนีจ้ึงไมแ่ตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญั เมื่อพิจารณาร้อยละการ
กลับคืน (% recovery) มีค่า 93.0%-102.5%  แสดงให้เห็นว่าการวิเคราะห์แอมโมเนียด้วยวิธีนีไ้ม่มีผลการรบกวน             
อันเนื่องมาจากพืน้หลังของตัวอย่างและสารอื่นๆ  ทัง้นี เ้นื่องมาจากความจ าเพาะของปฏิกิริยาและอุปกรณ์แก๊ส                   
ดิฟฟิวชนัท่ีใช้ 
ตารางที่ 1  ผลการวิเคราะห์ตวัอยา่งปุ๋ ยโดยใช้ระบบโฟลอินเจคชนัร่วมกบัอปุกรณ์แก๊สดิฟฟิวชนัที่ใช้สารละลาย 
                   ตวัรับตา่งกนั  

ตวัอยา่งปุ๋ ย % Nitrogen (w/w)a 
GD-FIA using orchid extract acceptor GD-FIA using bromothymol blue acceptorb 

1 n.d.c  (96.8%)d n.d. 
2 n.d.  (93.0%) n.d. 
3 9.43 ± 0.10  (94.1%) 9.42 ± 0.24 
4 7.44 ± 0.20  (94.3%) 9.01 ± 0.27 
5 8.40 ± 0.30  (102.0%) 9.17 ± 0.05 
6 8.10 ± 0.37  (102.5%) 7.28 ± 0.32 

a mean  sd ของการวิเคราะห์ 3 ซ า้ 
b ประยกุต์จาก Van Son M. et al., 1983: 271-275 
c not detectable       d % Recovery 
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สรุป ลการวิจัย 
งานวิจัยนีไ้ด้พัฒนารีเอเจนท์โดยใช้สีธรรมชาติคือสารสกัดจากกล้วยไม้พันธุ์  Dendrobium sonia earsakul               

ท าการสกัดด้วยน า้แล้วต้มให้เดือดเป็นเวลา 15 นาที จากนัน้น าสารสกัดนีม้าใช้เป็นรีเอเจนท์เพื่อวิเคราะห์ปริมาณ
แอมโมเนีย โดยใช้ระบบการไหลโฟลอินเจคชนัร่วมกบัอปุกรณ์แก๊สดิฟฟิวชนัอาศยัหลกัการเปลีย่นแปลงคา่ความเป็นกรด-
เบส ของสารละลายตวัรับ ซึ่งจะท าให้สีของสารสกดัจากกล้วยไม้เปลี่ยนไป และสามารถวดัค่าการดดูกลืนแสงที่เปลี่ยน            
ไปได้ โดยมีความสมัพนัธ์กบัความเข้มข้นของแอมโมเนีย เมื่อใช้สภาวะที่เหมาะสมของระบบโฟลอินเจคชนัร่วมกบัอปุกรณ์
แก๊สดิฟฟิวชนัพบว่าได้กราฟมาตรฐานที่มีความเป็นเส้นตรงดี (R2= 0.9940) มีช่วงความเป็นเส้นตรง 5 – 40 มิลลิโมลาร์ 
ความแม่น 0.70% และขีดจ ากัดของการตรวจวดัคือ 2.17 มิลลิโมลาร์ สามารถวิเคราะห์ได้เร็ว 48 ตัวอย่างต่อชั่วโมง 
สดุท้ายน าวิธีที่เสนอในงานวิจยันีม้าวิเคราะห์หาปริมาณแอมโมเนียในปุ๋ ยเคมเีปรียบเทียบกบัการใช้สารเคมีคอืโบรโมไทมอ
ลบลอูินดิเคเตอร์เป็นสารละลายตวัรับ พบว่าผลที่วิเคราะห์ได้ไม่แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัที่ระดบัความเช่ือมัน่ 95% 
ข้อดีของงานวิจยันีค้ือ ง่าย สะดวก อตัโนมตัิ และสารสกดัจากกล้วยไม้ก็เป็นมิตรกบัสิง่แวดล้อมด้วย นอกจากนีย้งัสามารถ
ประยกุต์กบัปฏิกิริยาอื่นๆ ที่มีการเปลีย่นแปลงความเป็นกรด-เบส และมีแนวโน้มที่จะพฒันาในเชิงพาณิชย์ได้  
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