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บทคัดยอ 

 

การพัฒนาวิธีตรวจวัดดวยคัลเลอริเมตรี สําหรับวิเคราะหปริมาณเหล็ก (II) ในหอยแครง
ดวยอุปกรณปฏิบัติการบนกระดาษ สรางอุปกรณตรวจวัดโดยการสกรีนดวยเทียนบนกระดาษกรอง 
เพ่ือกําหนดสวนไมชอบนํ้า การตรวจวัดเหล็ก (II) อาศัยการเกิดปฏิกิริยาของเหล็ก (II) และ 1,10-
phenanthroline จะใหสารประกอบเชิงซอนสีสมแดงซ่ึงอยูในรูปของ [Fe(phen)3]

2+ สีบริเวณ
ตรวจวัดจะเกิดการเปลี่ยนแปลงทันทีเม่ือมีสารละลายเหล็ก (II) ซ่ึงการเปลี่ยนแปลงของสี จะขึ้นกับ
ความเขมขนของเหล็ก (II) การทดสอบสารรบกวนดวยโลหะชนิดตาง ๆ พบวาไมสงผลตอการ
เปลี่ยนแปลง ความเขมสีของการวิเคราะหเหล็ก (II) บันทึกผลการทดลองดวยเคร่ืองสแกนเนอรและ
หาความเขมสีเฉลี่ยดวยโปรแกรม Image J ในโหมดสีเทา ภายใตสภาวะท่ีเหมาะสม ชวงความเปน
เสนตรงระหวางความเขมขนของสารละลายมาตรฐานเหล็ก (II) กับคาความเขมสีเฉลี่ยมีสองชวงท่ี
ความชันตางกันคือ 0.005-1.0 mg/L (R2= 0.9978) และ ท่ีความเขมขน 1.0-9.0 mg/L (R2= 
0.9956)  ขีดจํากัดต่ําสดุของการตรวจวัด เทากับ 0.005 mg/L คาเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธเทากับ 
0.54, 0.48 และ 0.55% (n = 10) ท่ีความเขมขนของสารละลายเหล็ก (II) 0.005, 0.4 และ 1.0 
mg/L ตามลําดับ วิธีตรวจวัดท่ีไดพัฒนาขึ้นมาน้ี สามารถนํามาประยุกตใชในการวิเคราะหเหล็ก (II) 
ในตัวอยางหอยแครงได ใหคารอยละการกลับคืน เทากับ 93.00 - 94.67%  ซ่ึงวิธีตรวจวัดน้ีสามารถ
วิเคราะหไดอยางรวดเร็ว มีความจําเพาะเจาะจงและวิเคราะหเหล็ก (II) ในระดับต่ําได  ใชสารละลาย
ในปริมาณนอย อุปกรณตรวจวัดมีราคาถูก และเหมาะสําหรับการใชงานภาคสนาม 
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Abstract 
 

A colorimetric method has been developed for determination of Fe(II) by 
paper based devices. The analytical device fabricated by solid wax printing on filter 
paper with was indicated that hydrophobic zone. Fe(II) was detected by the reaction 
of Fe(II) and 1,10-phenanthroline which the red/orange ferroin complex [Fe(phen)3]

2+ 
was formed. The color in detection zone immediately change after addition of Fe(II) 
that was depending on the concentration. The effects of other metal ions as sources 
of interference on paper based devices were investigated and so do not interfere. 
The color intensity of detection zone was measured using a scanner and 
conjunction with Image J software in gray mode. Under the optimum conditions, the 
linear range between the color intensity and the concentration were found to be 
0.005-1.0 mg/L (R2=0.9978) and 1.0-9.0 mg/L (R2=0.9956), but with a different slope. 
The limits of detection (LOD) were obtained at the concentrations as low as 0.005 
mg/L, while the relative standard deviation (%RSD) were 0.54, 0.48 and 0.55% 
(n=10), at three concentration levels (0.005, 0.4 and 1.0 mg/L) of Fe(II). The develop 
method can be successfully applied to the determination of Fe(II) in cockle sample. 
The recoveries were in the range 93.00–94.67%. The present procedure provides 
rapid, sensitive and selective for detection of Fe(II), minimal reagent consumption, 
low cost, thus it is suitable for on-site environmental monitoring.  
 
Keywords: Fe(II), Cockles, Paper-based device 
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1.  บทนํา 
บริเวณปากแมนํ้าจังหวัดนครศรีธรรมราชมีการพัฒนาและการขยายตัวทางเศรษฐกิจเปน

แหลงท่ีตั้งโรงงานอุตสาหกรรมเพ่ิมมากขึ้น มีการพัฒนาทางดานการเกษตรและการเพาะเลี้ยงสัตวนํ้า 
รวมถึงมีพ้ืนท่ีชุมชนเมืองมากขึ้น ลักษณะกิจกรรมจากการขยายตัวดังกลาว สงผลใหเกิดนํ้าท้ิงลงสู
สิ่งแวดลอม ทําใหคุณภาพของนํ้ามีปริมาณออกซิเจนคอนขางต่ํา ปริมาณความสกปรกในสารอินทรีย
และโคลิฟอรมแบคทีเรียคอนขางสูง ซ่ึงการปนเปอนของโลหะหนักท่ีมาจากกระบวนการผลิต          
ท้ังทางดานอุตสาหกรรมและเกษตรกรรม มีแนวโนมทําใหเกิดการปนเปอนของโลหะอยูใน
สิ่งแวดลอม ซ่ึงมนุษยอาจไดรับโลหะหนักเขาสูรางกายอยางไมรูตัว เม่ือสะสมอยูในรางกายจะสงผล
กระทบตอสุขภาพ   

เหล็กเปนโลหะชนิดหน่ึงท่ีมีการปนเปอนอยูในสิ่งแวดลอม สวนใหญมักพบเห็นในรูป
ออกซิไดซ (Oxidized form) หรือ iron(III) oxide บทบาทและความเปนพิษของเหล็กตอรางกาย
มนุษยคือ มีฤทธ์ิกัดกรอนตอเยื่อบุทางเดินอาหาร ซ่ึงอาจกอใหเกิดการตายของเน้ือเยื่อชนิดช้ําเลือด
และการทะลุของทางเดินอาหาร นอกจากน้ีการกัดกรอนระคายเคืองยังอาจทําใหเกิดการสูญเสียนํ้า
ปริมาณมากจากทางเดินอาหารโดยเฉียบพลัน ซ่ึงอาจทําใหช็อกจากการสูญเสียนํ้าได เหล็กท่ีถูกดูดซึม
เขาสูรางกายในปริมาณมากเกินไป จะมีความสามารถในการรวมตัวกับโปรตีนปริมาณสูง ทําใหเซลล
ตางๆ ทํางานผิดปกติและตายได  

หอยแครงเปนหอยสองฝาชนิดท่ีมีความสําคัญทางเศรษฐกิจและมีการเพาะเลี้ยงมีเพียง
สกุลเดียวคือ หอยแครงในสกุล Anadara และชนิดท่ีมีการเพาะเลี้ยงมากท่ีสุดในโลกคือ Anadara 
granosa หอยแครงจะพบมากในพ้ืนท่ีท่ีเปนโคลนปนทรายบริเวณปากแมนํ้า ซ่ึงมักมีสารอินทรียใน
ปริมาณสูง นํ้าท่ีอยูเหนือท่ีอยูอาศัยของหอยแครงสวนมากเปนนํ้าขุน และมีความแปรผันของ
อุณหภูมิคอนขางมาก ในบรรดาสัตวนํ้าน้ัน หอยสองฝาสามารถใชเปนตัวบงชี้สภาวะแวดลอมไดดี 
เน่ืองจากหอยเปนสัตวท่ีอยูกับท่ีไมสามารถวายนํ้าไดอยางปลา กินอาหารโดยการกรองนํ้าผานตัวหอย 
จึงมีโอกาสท่ีจะไดรับและสะสมโลหะหนักได นอกจากน้ีระดับการตกคางของสารมลพิษในตัวหอย
จากนํ้าไมไดขึ้นอยูกับอายุของหอยแตขึ้นอยูกับปริมาณโลหะหนักท่ีมีอยูในสิ่งแวดลอม ฉะน้ันเพ่ือให
ไดตามมาตรฐานอาหารทะเลท่ีเหมาะสมกับการบริโภค และมาตรฐานท่ีกระทรวงสาธารณสุขแหง
ประเทศไทย (พ.ศ. 2529) ไดกําหนดใหมีเหล็กในอาหารทะเลไมเกิน 1 มิลลิกรัม/กิโลกรัม  

เทคนิคท่ัวไปท่ีใชวิเคราะหโลหะหนักมีหลายวิธี เชน เทคนิค Atomic absorption 
spectrometry (AAS), Inductively coupled plasma-atomic emission spectrometry (ICP-
AES) (Katarina, R.K., et al., 2007), Inductively coupled plasma-mass spectrometry 
(ICP-MS) และ Anodic stripping voltammetry (ASV) (Economou and Voulgaropoulos, 
2007) ซ่ึงเทคนิคเหลาน้ีตองใชความชํานาญสูงและตองเสียคาใชจายสูงในการวิเคราะหตัวอยาง 
นอกจากน้ีการคิดคนพัฒนาเทคนิคการวิเคราะหท่ีใชเคร่ืองมือหรืออุปกรณท่ีมีขนาดเล็กและสามารถ
พกพาไดสะดวก อุปกรณปฏิบัติการบนกระดาษ Lab-on-paper เปนอีกเทคนิคหน่ึงท่ีไดความนิยม
เปนอยางมาก (Amara, A., et al., 2012, Dungchai, W., et al., 2009) นอกจากจะประดิษฐขึ้นได
งายแลว ยังสามารถวิเคราะหสารไดหลายชนิดในอุปกรณชิ้นเดียวและสามารถวิเคราะหไดอยาง
รวดเร็ว การวิเคราะหใชปริมาณสารตัวอยางในระดับไมโครลิตร สรางจากวัสดุท่ีหาไดงาย มีราคาถูก 
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ยอยสลายไดดีเปนมิตรตอสิ่งแวดลอม ใชเวลาในการวิเคราะหสั้น (ปนัดนา อเนกเวียง และรินา ภัทรมานนท, 
2556, Martinez, A.W., et al., 2008) 

อุปกรณปฏิบัติการบนกระดาษอาศัยเทคโนโลยีเก่ียวกับของไหลจุลภาค (Microfluidics)  
ซ่ึงเปนเทคโนโลยีท่ีจัดการของไหลปริมาณนอย หรืออยางนอยดานหน่ึงของชองขนสงของไหลมีขนาด
อยูระหวาง 1-100 ไมโครเมตร โดยท่ัวไปความหนาของกระดาษเองก็อยูในระดับไมโครเมตรอยูแลว  
กระดาษเปนวัสดุท่ีชอบนํ้า (Hydrophilic) เม่ือหยดนํ้าลงบนกระดาษหรือจุมกระดาษลงในนํ้า นํ้าจะซึม
ไปท่ัวกระดาษ เพ่ือสรางชองขนสงซ่ึงควบคุมทิศทาง การซึมของนํ้าหรือของไหลซ่ึงละลายสาร
ท่ีตองการวิเคราะหไปยังบริเวณทดสอบบนกระดาษได อุปกรณปฏิบัติการบนกระดาษจึงมีการ
ออกแบบใหบางบริเวณบนกระดาษไมชอบนํ้า (Hydrophobic) ซ่ึงมีอยูหลายวิธี ไดแก การพิมพดวย
แสง (Photolithography) การพิมพดวยเคร่ืองพล็อตเตอร (Plotter) การสลักดวยการฉีดหมึก (Ink-
jet etching) การพิมพดวยการฉีดหมึก (Ink-jet printing) (Abe, K., et al., 2008) การปรับสภาพดวย
พลาสมา (Plasma treatment) (Li, X., et al., 2008) การพิมพดวยขี้ผึ้ง (Wax printing) การพิมพ
แบบยืดหยุน (Flexography printing) การปรับสภาพดวยเลเซอร (Laser treatment) และการตัด 
(Paper cutting) เปนตน ซ่ึงหลายวิธีท่ีกลาวมาน้ีอาจตองอาศัยบุคลากรท่ีเชี่ยวชาญในการใช
อุปกรณหรือสารเคมีท่ีมีราคาแพงหรือหาไดยากในประเทศท่ีกําลังพัฒนา สําหรับวิธีการสราง
อุปกรณปฏิบัติการบนกระดาษโดยทีมนักวิจัยไทยมีอยางนอย 2 วิธี คือ การพิมพสกรีนดวยขี้ผึ้ง 
(Wax printing) และการจุมดวยขี้ผึ้ง (Wax dipping) ซ่ึงขี้ผึ้งหรือไขเปนวัสดุไมชอบนํ้ามีราคาถูกและ
หาไดท่ัวไป (ภัทรสุดา รักทอง และรินา ภัทรมานนท, 2556) 

ในงานวิจัยคร้ังน้ีเปนการพัฒนาอุปกรณปฏิบัติการบนกระดาษเพ่ือวิเคราะหปริมาณ 
เหล็ก (II) ในหอยแครง โดยตรวจวัดสีของโลหะเชิงซอนท่ีเกิดขึ้นในชวงท่ีสามารถมองเห็นดวยตาเปลา
และความเขมสีท่ีปรากฏบนอุปกรณปฏิบัติการบนกระดาษท่ีออกแบบขึ้น และประมวลผลดวย
โปรแกรม Image J ท่ีมีการเลือกความเขมสีโดยเฉพาะและปรับเปลี่ยนใหอยูในโหมดสีเทา ศึกษา
สภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับการวิเคราะห และสรางกราฟมาตรฐานระหวางความเขมขนของเหล็กและ
ความเขมสีเฉลี่ย จากน้ันนําอุปกรณปฏิบัติการบนกระดาษไปวิเคราะหการสะสมของเหล็ก (II)        
ในหอยแครง 
 

2. วัสดุ อุปกรณ และวิธีการวิจัย 
2.1  สารเคมี 

 สารเคมีท่ีใชทุกชนิดเปนเกรดสําหรับการวิเคราะห (AR grade) ประกอบดวย Ferric 
chloride (FeCl3), 1,10-phenanthroline, Hydroxylamine และ Poly (Acrylic acid) ซ่ึงเปน
สารท่ีใชสําหรับการเกิดสารประกอบเชิงซอนของเหล็ก (II) โดยควบคุมสภาวะของสารละลายดวย 
อะซิเตทบัฟเฟอร เตรียมจากกรดอะซิติกและเกลือโซเดียมอะซิเตท พีเอช 4.5 ปรับพีเอชของ
สารละลายดวยโซเดียมไฮดรอกไซดและกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 3 โมลาร  ศึกษาสารรบกวนของ
โลหะไอออน Zn(II), Cd(II), Pb(II), Cu(II), Co(II), Hg(II), Al(II), Bi(III) และ Ni(II) โดยเตรียมจาก 
ZnCl2, CdCl2·5H2O, Pb(NO3)2, CuSO4·5H2O, Co(NO3)2, Hg(NO3)2, AlCl3·6H2O, Bi(NO3)3·5H2O, 
และ NiSO4.6H2O ตามลําดับ ยอยตัวอยางหอยแครงดวยกรดไนตริกเขมขนและไฮโดรเจนเปอรออกไซด 
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2.2  การเตรียมอุปกรณปฏิบัติการบนกระดาษ 
การเตรียมอุปกรณปฏิบัติบนกระดาษ ใชวิธีการพิมพสกรีนดวยเทียน เพราะ

เปนวิธีท่ีสามารถทําไดงายและราคาถูก ซ่ึงการสกรีนดวยเทียนเปนการควบคุมชองทางการไหลเพ่ือ
กําหนดสวนท่ีชอบนํ้าและสวนท่ีไมชอบนํ้า วิธีการสรางอุปกรณปฏิบัติการบนกระดาษสามารถทําได
โดยการอุนแผนใหความรอนท่ีอุณหภูมิ 50 °C และวางทับดวยกระดาษทิชชูแผนใหญเพ่ือปองกันเทียนซึม
บนแผนใหความรอน จากน้ันวางกระดาษกรองเบอร 1 บนแผนใหความรอน และวางบล็อกสําหรับ
สกรีนทับบนกระดาษกรอง ซ่ึงบล็อกท่ีนํามาใชงานน้ีสรางมาจากแผนฟลมตนแบบ โดยออกแบบดวย
โปรแกรม adobe illustrator CS3 จากน้ันสกรีนเทียนใหท่ัวบริเวณท่ีมีการกําหนดบริเวณรองการ
ไหลเปนเวลา 30 วินาที ยกบล็อกขึ้นแลวดึงกระดาษกรองออกจากบล็อก รอใหแหงตัดออกเปนชิ้น     
เม่ือตองการใชงาน ซ่ึงกระดาษกรอง 1 แผนจะไดอุปกรณปฏิบัติการบนกระดาษจํานวน 12 ชิ้น แสดง
ภาพท่ี 1 สําหรับการทําความสําอาดบล็อกสกรีน ทําไดโดยการใหอุณหภูมิท่ี 100 °C เพ่ือใหเทียน       
ท่ีติดคางอยูละลายออกหมด แลวเช็ดดวยกระดาษทิชชู รอใหเย็นท่ีอุณหภูมิหองจึงสามารถนํามาใช
งานในคร้ังถัดไป 

 
 
 
 

 
 

ภาพที่  1  ขั้นตอนการเตรียมอุปกรณปฏบิัติการบนกระดาษ 
  

 2.3  ศึกษาลักษณะการเกิดสารประกอบเชิงซอน 
 ศึกษาลักษณะเฉพาะของสารประกอบเชิงซอนของ [Fe(phen)3]

2+ ดวยเทคนิคยูวี- 
วิสิเบิล สเปกโทรโฟโตเมตรี โดยการติดตามปฏิกิริยาของสารประกอบเชิงซอนเทียบกับเวลาท่ีความ
ยาวคลื่น 510.19 nm อางอิงจากวิธี Phenanthroline method (APHA, 1985) พล็อตกราฟ
ความสัมพันธระหวางเวลาและคาการดูดกลืนแสง เพ่ือดูการเปลี่ยนแปลงของสารประกอบเชิงซอน 

2.4  ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะหดวยดวยอุปกรณปฏิบัติการบนกระดาษ 
 2.4.1  ปริมาตรของสารละลายที่เหมาะสม 

นําอุปกรณปฏิบัติการบนกระดาษติดบนกระจกนาฬิกาดวยเทปกาว หยดสารแตละ
ชนิดบริเวณตรวจวัด โดยหยดสารละลาย Hydroxylamine 0.50 ไมโครลิตร สารละลาย Poly(acrylic 
acid) จํานวน 0.50 ไมโครลิตร และ สารละลาย 1,10-phenanthroline จํานวน 0.50 
ไมโครลิตร ท่ีบริเวณตรวจวัด เม่ืออุปกรณแหงแลวหยดสารละลายเหล็ก หรือสารตัวอยาง ปริมาตร 10 
ไมโครลิตร หยด 2 คร้ัง ท่ีบริเวณตรงกลางของอุปกรณปฏิบัติการบนกระดาษ ทุกคร้ังท่ีหยดตองรอให
แหงกอนท่ีจะหยดซํ้า ซ่ึงบริเวณตรวจวัดจะปรากฏเปนสีสมแดง แสดงดังภาพท่ี 2 นําอุปกรณ
ปฏิบัติการบนกระดาษไปสแกนแลวบันทึกเปนไฟลรูปภาพ โดยวิธีการวิเคราะหดัดแปลงมาจาก
งานวิจัยของ Mentele และคนอ่ืนๆ (Mentele, M.M., et al., 2012) จากน้ันประมวลผลบริเวณ
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ตรวจวัดดวยโปรแกรม Image J ในโหมดสีเทาเพ่ือหาคาความเขมสีเฉลี่ย และในการศึกษาสภาวะ         
ท่ีเหมาะสมของการวิเคราะห ทําการทดลองโดยการปรับเปลี่ยนปริมาตรท่ีใชในการหยดของ
สารละลาย Hydroxylamine, Poly(acrylic acid), 1,10-phenanthroline ในชวงปริมาตร 0.50-1.30 
ไมโครลิตร และศึกษาปริมาตรของสารละลายตัวอยางในชวง 5.0-25.0 ไมโครลิตร 
 

 
 

ภาพที่  2  ลักษณะของอุปกรณปฏิบตัิการบนกระดาษ 
 

2.4.2  ความเขมขนของสารละลายที่เหมาะสม 
ทําการทดลองเชนเดียวกับการศึกษาปริมาตรท่ีเหมาะสม แตเปลี่ยนแปลง

ความเขมขนของสารละลายท่ีสงผลตอการเกิดสารประกอบเชิงซอน คือความเขมขนของ 
Hydroxylamine ศึกษาในชวง 0.10 – 0.90 กรัมตอมิลลิลิตร และความเขมขนของสารละลาย 
1,10-phenanthroline ศึกษาในชวง 4 – 12 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

2.4.3 ระยะเวลาการใชงานของอุปกรณปฏิบัติการบนกระดาษ 
นําอุปกรณปฏิบัติการบนกระดาษติดบนกระจกนาฬิกาดวยเทปกาว โดยหยด

สารละลาย Hydroxylamine 0.50 ไมโครลิตร สารละลาย Poly(acrylic acid) จํานวน 0.50 ไมโครลิตร 
และสารละลาย 1,10-phenanthroline จํานวน 0.50 ไมโครลิตร ท่ีบริเวณตรวจวัด โดยยังไมทําการ
วิเคราะหเหล็ก จํานวน 20 ชิ้น จากน้ันปลอยใหตัวรีดิวซและลิแกนดแหง เก็บไวในโถดูดความชื้น 
เม่ือครบ 1 สัปดาห นําอุปกรณปฏิบัติการบนกระดาษท่ีหยดสารละลายท้ิงไวมาจํานวน 5 ชิ้น 
หยดสารละลายเหล็กปริมาตร 10 ไมโครลิตร ท่ีบริเวณตรงกลางของอุปกรณปฏิบัติการบนกระดาษ 
สแกนอุปกรณบันทึกเปนรูปภาพเพ่ือหาคาความเขมสีเฉลี่ย สวนอุปกรณท่ีเก็บไวจะทําการทดลอง
เชนเดียวกันเปนเวลา 4 สัปดาห จากน้ันสแกนอุปกรณปฏิบัติการบนกระดาษและตรวจวัดความเขมสี
เปนรายสัปดาห รวมระยะเวลา 4 สัปดาห (1 เดือน) 

2.5  การศึกษาประสิทธิภาพของวิธีวิเคราะห 
2.5.1 ชวงความเปนเสนตรงและกราฟมาตรฐาน 

ศึกษาชวงความเปนเสนตรง โดยการวัดสารละลายมาตรฐานเหล็ก (II) ในชวงความ
เขมขน 0.005 - 15.0 มิลลิกรัมตอลิตร นําไปสรางกราฟความสัมพันธเชิงเสนระหวางความเขมขนของ
เหล็ก (II) และความเขมสีเฉลี่ย จากน้ันสรางกราฟมาตรฐานสําหรับการวิเคราะหใหอยูในชวงของ
ความเปนเสนตรง สําหรับใชวิเคราะหหาปริมาณเหล็กในตัวอยางหอยแครง 
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2.5.2  ขีดจํากัดตํ่าสุดในการตรวจวัด 
ศึกษาขีดจํากัดต่ําสุดในการตรวจวัดโดยการวัดสารละลายท่ีความเขมขน 

0.005 มิลลิกรัมตอลิตร จํานวน 10 คร้ัง หาคาสวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน และคํานวณหาคาขีดต่ําสุด
ของการตรวจวัด (LOD) จากสมการท่ี 1 ขีดจํากัดต่ําสุดของการทําปริมาณวิเคราะห (LOQ) จาก
สมการท่ี 2 และความเขมขนต่ําสุดท่ีสามารถมองเห็นการเปลี่ยนแปลงสีของสารประกอบเชิงซอนได 

 

   ……….…………………..(1) 
 

   ……….…………………..(2) 
 

2.5.3  ความเที่ยงในการวิเคราะห 
ศึกษาการวัดซํ้าของวิธีวิเคราะหท่ีพัฒนาขึ้น โดยทําการทดลองภายใตสภาวะ

ท่ีเหมาะสม วัดความเขมขนของสารละลายมาตรฐานเหล็ก (II) ท่ีความเขมขน 0.005, 0.4 และ 1.0 
มิลลิกรัมตอลิตร จํานวน 10 คร้ัง หาคาความเขมสีเฉลี่ย และคํานวณคาเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ 
(%RSD) จากสมการท่ี 3 

 

  ……….…………………..(3) 
  

2.6  การศึกษาสารรบกวน 
 ศึกษาการรบกวนของโลหะไอออน 9 ชนิดคือ Zn(II), Cd(II), Pb(II), Cu(II), Co(II), 
Hg(II), Al(II), Bi(III), และ Ni(II) ซ่ึงเตรียมจาก ZnCl2, CdCl2·5H2O, Pb(NO3)2, CuSO4·5H2O, 
Co(NO3)2, Hg(NO3)2, AlCl3·6H2O, Bi(NO3)3·5H2O และ NiSO4.6H2O ตามลําดับ โดยศึกษา         
ท่ีอัตราสวนความเขมขนของสารละลายเหล็ก (II) ตอสารรบกวน ในอัตราสวน 3:1, 2:1, 1:1, 1:2 
และ 1:3 จากน้ันวัดความเขมสีเฉลี่ยเพ่ือคํานวณเปอรเซ็นตการเปลี่ยนแปลง 

2.7  การเตรียมตัวอยางหอยสําหรับวิเคราะหดวยอุปกรณปฏิบัติการบนกระดาษ 
การเตรียมตัวอยางหอยเปนวิธีการทดลองท่ีดัดแปลงมาจากงานวิจัยของ Meucci และคน

อ่ืน  ๆ(Meucci, V., et al., 2009) ชั่งตัวอยางหอย 1 กรัม ใสในบกิเกอรขนาด 125 มิลลิลิตร เติมกรดไน
ตริกเขมขน 5 มิลลิลิตร ปดดวยกระจกนาฬิกา นําไปใหความรอนท่ีอุณหภูมิ 100 °C เปนเวลา 4 
ชั่วโมง รอใหเย็นท่ีอุณหภูมิหองเติมไฮโดรเจนเพอรออกไซด (H2O2) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใหความ
รอนตอท่ีอุณหภูมิ 70 °C เปนเวลา 2 ชั่วโมง ปรับพีเอชของสารตัวอยางหลังการยอยดวยโซเดียม 
ไฮดรอกไซดและกรดไนตริกใหมีพีเอชประมาณ 4.5 จากน้ันปรับปริมาตร  ในขวดวัดปริมาตรขนาด 
25 มิลลิลิตร  ดวยอะซิเตทบัฟเฟอร พีเอช 4.5 จากน้ันนําไปวิเคราะหดวยอุปกรณปฏิบัติการ         
บนกระดาษ ตามสภาวะเชนเดียวกับการวิเคราะหสารมาตรฐาน ทําการทดลองซํ้าโดยการเติมสาร
มาตรฐานเหล็ก กอนการยอยท่ีความเขมขน 0.50 และ 1.00 มิลลิกรัมตอลิตร คํานวณหาคารอยละ
การกลับคืน เพ่ือตรวจสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห ตามสมาการท่ี 4 

LOD =
3 x SD

slope

LOQ =
10 x SD

slope

%RSD =
SD x 100

X
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%recovery = (คาความเขมขนจากตัวอยางที่ไดจากการตรวจวัด) - (คาความเขมขนจาก Blank) x 100        .………….(4) 
    (คาความเขมขนของสารมาตรฐานทีท่ราบความเขมขนที่แนนอน) 

 
3.  ผลการดําเนินการวิจัย 

3.1  ลักษณะการเกิดสารประกอบเชิงซอนของ [Fe(phen)3]
2+ 

ในการวิเคราะหไอออนของเหล็ก (II) โดยทําปฏิกิริยากับ 1,10-phenanthroline ได
สารประกอบเชิงซอนในรูปของ Fe(C12H8N2)3

2+ พบวามีคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 510.19 nm  
ซ่ึงสามารถดูดกลืนแสงในชวง Visible และสัญญาณจะเร่ิมคงท่ี เม่ือเวลาผานไปประมาณ 1 ชั่วโมง 
30 นาที แสดงดังภาพท่ี 3 และ 4  ในปฏิกิริยาจะทําการเติม Hydroxylamine ลงไปเพ่ือทําการ
รีดิวซ Fe3+ ใหเปน Fe2+  ดังสมการท่ี 5 และทําปฏิกิริยากับ 1,10- phenanthroline ดังสมการท่ี 6  
โดย Fe2+ เทาน้ันท่ีสามารถทําปฏิกิริยากับ 1,10-phenanthroline จากการทดลองพบวา เม่ือเติม 
Hydroxylamine จะเกิดสารเชิงซอนสีสมแดง ในขณะท่ีเม่ือไมเติม Hydroxylamine จะไมเกิดการ
เปลี่ยนแปลง ลักษณะของสารละลายยังคงสภาพเปนสีเหลืองออนของสารละลายเหล็ก ซ่ึงแสดงให
เห็นวา 1,10-phenanthroline มีความจําเพาะเจาะจง (selectivity) สําหรับการวิเคราะห Fe2+ 

 

4Fe3+ + 2NH2OH                    4Fe2+
 

+ N2O+ 4H+ +H2O        .………….(5) 
 

1,10 – phenanthroline + Fe2+                   Orange-Red  complex    .………….(6) 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพท่ี 3 ลักษณะสเปกตรมัของสารประกอบเชิงซอน [Fe(phen)3]

2+ 

510.19 nm, 0.646 Abs 
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ภาพที ่ 4  ระยะเวลาของการเกิดสารประกอบเชิงซอนเม่ือเทียบกับคาการดูดกลืนแสง 
 

3.2  สภาวะที่เหมาะสมของอุปกรณปฏิบัติการบนกระดาษ 
3.2.1  ปริมาตรที่เหมาะสมของสารละลายในการวิเคราะหเหล็ก 

การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับการทดลอง ไดแก ปริมาตรของ 
Hydroxylamine ปริมาตร Poly(acrylic acid) ปริมาตรของ 1,10-phenanthroline และปริมาตร
ของสารตัวอยาง ผลการทดลองพบวาในการวิเคราะหเหล็ก (II) ใชปริมาตรของ Hydroxylamine 
0.50 ไมโครลิตร จํานวน 2 คร้ัง หากหยดสารละลาย Hydroxylamine มากกวา 2 คร้ัง ความเขมสี
ไมมีการเปลี่ยนแปลง  และ Poly(acrylic acid) จํานวน 0.50 ไมโครลิตร เพ่ือใหสารเชิงซอนเกิด
ความเสถียร มีความคงตัวในรูปของสารประกอบเชิงซอนไดนาน ซ่ึง เม่ือเพ่ิมปริมาตรของ 
Poly(acrylic acid) จะไมสงผลตอความเขมสีเฉลี่ย สวนสารละลาย 1,10-phenanthroline 
ปริมาตร 0.50 ไมโครลิตร จํานวน 2 คร้ัง ใหคาความเขมสี เฉลี่ยสูงกวาการใช  1 ,10 -
phenanthroline ปริมาตร 0.50 ไมโครลิตร จํานวน 1 ครั้ง  และสูงกวาการใช 1 ,10-
phenanthroline ปริมาตร 1 ไมโครลิตร จํานวน 1 คร้ัง เน่ืองจากปริมาตรสารมากเกินจึงทําใหเกิด
การแพรออกนอกบริเวณตรวจวัดทําใหความเขมสีเฉลี่ยท่ีวัดไดลดลง ปริมาตรของสารละลายตวัอยาง
หรือสารละลายมาตรฐานใหคาเหมาะสมท่ีปริมาตร 10 ไมโครลิตร จํานวน 2 คร้ัง หากใชปริมาตร
นอยเกินไปสารละลายตัวอยางจะไมสามารถเกิดการแพรเขาไปทําปฏิกิริยาบริเวณตรวจวัด และหาก
มีปริมาณมากเกินไปจะแพรออกนอกบริเวณตรวจวัด โดยปริมาตรท่ีใชในการวิเคราะหเหล็กแสดงดัง
ตารางท่ี 1 
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ตารางที ่ 1  แสดงสภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับการวิเคราะหเหล็ก (II) 

 

หมายเหตุ  การคูณหมายถึงจํานวนคร้ังที่หยดสารละลาย 
  

 3.2.2  ความเขมขนของสารละลายที่เหมาะสม 
ผลการศึกษาความเขมขนของ Hydroxylamine ในชวง 0.10 - 0.90 กรัมตอ

มิลลิลิตร พบวาทุกความเขมขนของ Hydroxylamine ใหความเขมสีเฉลี่ยไมแตกตางกัน จึงเลือกใช         
ท่ีความเขมขน 0.10 กรัมตอมิลลิลิตร เพื่อประหยัดสารเคมี สวนความเขมขนของ 1,10-
phenanthroline ศึกษาในชวง 4 - 12 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร พบวาความเขมขนของ 1,10-
phenanthroline นอย ความเขมสีเฉลี่ยตํ่าและมีผลในการแพรของสารไปยังบริเวณจุด
ตรวจวัด และถาความเขมขนมากจะสงผลใหการแพรของสารแพรไปบริเวณแขนของการ
ตรวจวัด ดังน้ันความเขมขนของ 1,10-phenanthroline สําหรับการวิเคราะหเหล็ก (II)              
บนอุปกรณปฏิบัติการบนกระดาษที่เหมาะสมคือ 8 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

3.2.3  ผลของระยะเวลาการใชงานของอุปกรณปฏิบัติการบนกระดาษ 
การวิเคราะหเหล็ก (II) ท่ีเกิดปฏิกิริยากับ 1,10-phenanthroline เกิดเปนสีสม

แดงบนอุปกรณปฏิบัติการบนกระดาษ การศึกษาระยะเวลาการใชงานบนอุปกรณปฏิบัติการบน
กระดาษเพ่ือสามารถนํามาประยุกตใชในการตรวจวัดเหล็กในภาคสนามได การศึกษาประสิทธิภาพ
การใชงานของอุปกรณปฏิบัติการบนกระดาษแสดงดังภาพท่ี 5 จากการทดลองพบวาคาความเขมสี
เฉลี่ยของเหล็ก (II) ท่ีไดมีคาใกลเคียงกัน จากการทดลองพบวาเม่ือเวลาผานไป 1 เดือน (4 สัปดาห, 
28 วัน) คาความเขมสีเฉลี่ยจะลดลง 3.54 เปอรเซ็นต เน่ืองจากการเกิดสารเชิงซอนระหวาง
สารละลายมาตรฐานเหล็กกับ 1,10-phenanthroline ไดไมดี อาจเปนเพราะ hydroxylamine กับ 
1,10-phenanthroline ถูกสัมผัสกับอากาศเปนผลใหความเขมสีเฉลี่ยลดลง ดังน้ันอุปกรณ
ปฏิบัติการบนกระดาษสามารถใชงานไดอยางนอย 1 เดือน  
 

พารามิเตอร ชวงการศึกษา 
(ไมโครลิตร) 

คาที่เหมาะสม 
(ไมโครลิตร) 

ปริมาตร Hydroxylamine  0.5-1.3 0.5×2 
ปริมาตร Poly(acrylic acid)  0.5-1.3 0.5x1 
ปริมาตร 1,10-phenanthroline 0.5-1.3 0.5×2 
ปริมาตรสารละลายมาตรฐานและสารตัวอยาง  5.0-25.0 10.0×2 
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ภาพที่  5  กราฟแสดงความสัมพันธระหวางเวลา 4 สัปดาห กับคาความเขมสเีฉลีย่ของเหล็ก (II) 
 

3.3  ประสิทธิภาพของการวิเคราะห 
ภายใตสภาวะท่ีเหมาะสม สรางกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางความ

เขมขนของสารละลายมาตรฐานเหล็ก (II) กับคาความเขมสีเฉลี่ย (Mean Intensity) ซ่ึงกราฟ
มาตรฐานท่ีไดมีชวงความเปนเสนตรงสองชวงท่ีความชันตางกันคือ Y= 30.524x+126.84 คา R2= 0.9978 
ท่ีความเขมขน 0.005-1.0 มิลลิกรัมตอลิตร และ Y= 2.198x+150.8 คา R2= 0.9956 ที่ความ
เขมขน 1.0-9.0 มิลลิกรัมตอลิตร ดังแสดงในภาพท่ี 6 และ 7 ขีดจํากัดของการตรวจวัด (LOD) จาก
การวัดจริงของสารละลายมาตรฐานเหล็ก (II) เทากับ 0.005 มิลลิกรัมตอลิตร ซ่ึงความสามารถของ
การวัดซํ้าไดของวิธีวิเคราะห (Precision) ท่ี 3 ความเขมขน คือ 0.005, 0.4 และ 1.0 มิลลิกรัมตอ
ลิตร มีเปอรเซ็นตคาเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (%RSD) เทากับ 0.54, 0.48 และ 0.55% ตามลําดับ 
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ภาพที่  6  กราฟแสดงความสัมพันธระหวางความเขมสเีฉลีย่กับความเขมขนของสารละลาย
มาตรฐานเหล็ก (II) ในชวงความเขมขนต่ํา 0.005 – 1 มิลลิกรัมตอลิตร 

 

 
 

ภาพที่  7  กราฟแสดงความสัมพันธระหวางความเขมสเีฉลีย่กับความเขมขนของสารละลาย
มาตรฐานเหล็ก (II) ในชวงความเขมขน 1 – 9 มิลลิกรัมตอลติร 
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3.4  ผลของสารรบกวนตอการวิเคราะห 
ทดสอบสารรบกวน 9 ชนิดคือ Zn(II), Cd(II), Pb(II), Cu(II), Co(II), Hg(II), Al(II), 

Bi(III) และ Ni(II) โดยกําหนดเปนอัตราสวนของเหล็กตอสารรบกวน 3:1,  2:1,  1:3,  1:2 และ 1:1 
จากการทดลองพบวาสารรบกวนสารทุกชนิดไมสงผลตอการวิเคราะห โดยจะมีความเขมสีเฉลี่ย
เปลี่ยนแปลงไมเกิน 10%  

3.5  การวิเคราะหปริมาณเหล็กในตัวอยางหอย 
การเตรียมและการยอยตัวอยางดัดแปลงมาจากวิธีของ Meucci และคนอ่ืนๆ ในป 

2009 โดยใชปริมาณตัวอยางหอยสดและตัวอยางหอยท่ีอบแหงจํานวน 5 กรัม ผลท่ีไดจากการยอย
ตัวอยางสดพบวาตัวอยางยอยไมสมบูรณ มีลักษณะขุน สวนตัวอยางแหงมีลักษณะเปนสีนํ้าตาลไหม 
จึงไดมีการดัดแปลงวิธีการเตรียมและยอยตัวอยางเพ่ือใหไดตัวอยางท่ีมีลักษณะใสสามารถวิเคราะห
บนอุปกรณปฏิบัติการบนกระดาษได โดยลดปริมาณตัวอยางเปน 1 กรัม ใชเฉพาะตัวอยางเปยก และ
ทําการปรับ pH ท่ี 4.5 เพ่ือใหอยูในสภาวะท่ีเหมาะสม และใชกรดไนตริก 5 มิลลิลิตร ยอยท่ีอุณหภูมิ  
100 °C เปนเวลา 4 ชั่วโมง ตั้งท้ิงไวใหเย็น และยอยตอดวยไฮโดรเจนเปอรออกไซด ปริมาตร 5 
มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 70 °C 2 ชั่วโมง เพ่ือชวยในการกําจัดไอของกรดไนตริกท่ียังเหลืออยู พบวาสาร
ตัวอยางหลังการยอยมีลักษณะใส เม่ือนํามาวิเคราะหดวยอุปกรณปฏิบัติการบนกระดาษตรวจพบ

ปริมาณเหล็ก 0.10 มิลลิกรัมตอลิตร โดยใหคารอยละการกลับคืน (%Recovery) เทากับ 93.00 
และ 94.67% ท่ีความเขมขน 0.50 และ 1.00 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ และเม่ือนํามาวิเคราะห
ตัวอยางระหวางวัน (Interday analysis) จํานวน 3 วัน โดยการทําซํ้า 3 ซํ้า จากการเปรียบเทียบผล
การวิเคราะหดวยวิธี t-test พบวาผลการวิเคราะหท้ัง 3 วัน ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ          
ท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95%   
 
4.  การวิจารณและสรุป 

การวิเคราะหปริมาณเหล็ก (II) ในหอยแครงดวยอุปกรณปฏิบัติการบนกระดาษโดย
วิธีคัลเลอริเมตรี โดยอุปกรณปฏิบัติการบนกระดาษสรางจากการสกรีนดวยเทียน (Wax printing) 
ออกแบบใหสามารถวิเคราะหไดอยางรวดเร็วและมีความจําเพาะเจาะจงกับการวิเคราะหเหล็ก (II) ใน
ระดับมิลลิกรัมตอลิตร กําหนดสวนท่ีชอบนํ้า (Hydrophilic) และไมชอบนํ้า (Hydrophobic) บริเวณ
ตรวจวัดจะเกิดเปนสารเชิงซอนระหวางเหล็ก (II) กับ 1,10-phenanthroline เปนสารประกอบ
เชิงซอนสีสมแดง บันทึกผลการทดลองดวยเคร่ืองสแกนเนอรและหาความเขมสีเฉลี่ยดวยโปรแกรม 
Image J ในโหมดสีเทา การวิเคราะหเหล็ก (II) ดวยอุปกรณของไหลจุลภาคบนกระดาษ ภายใต
สภาวะท่ีเหมาะสม ไดกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของสารละลาย
มาตรฐานเหล็ก (II) กับคาความเขมสีเฉลี่ย (Mean Intensity) ท่ีความเขมขน 0.005-1.0 mg/L  
(R2 = 0.9978) และท่ีความเขมขน 1.0-9.0 มิลลิกรัมตอลิตร (R2= 0.9950) ขีดจํากัดของการ
ตรวจวัด (LOD) จากการวัดจริงของสารละลายมาตรฐานเหล็ก (II) เทากับ 0.005 มิลลิกรัมตอลิตร 
การทดสอบสารรบกวน (Interference) ดวยโลหะชนิดตางๆ (Zn2+, Cd2+,Cu2+, Pb2+, Hg2+, Co2+, 
Al3+, Bi2+ และ Ni2+) พบวาไมสงผลตอการเปลี่ยนแปลงความเขมสีของการวิเคราะหเหล็ก (II) และ
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สามารถเก็บไวใชงานไดอยางนอย 1 เดือน การวิเคราะหเหล็ก (II) ดวยอุปกรณปฏิบัติการบนกระดาษ
มีความเท่ียงสูง สามารถนํามาประยุกตใชในการวิเคราะหเหล็ก (II) ในตัวอยางหอยแครงไดจริง ใหคา
รอยละการกลับคืน (%Recovery) เทากับ 93.00 และ 94.67% ท่ีความเขมขน 0.50 และ 1.00 
มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ ดังน้ันวิธีน้ีจึงเปนอีกทางเลือกหน่ึงสําหรับการวิเคราะหเหล็ก (II)                 
ท่ีสามารถทําไดรวดเร็ว ประดิษฐขึ้นไดงาย วิเคราะหสารไดหลายชนิดในอุปกรณชิ้นเดียว วิเคราะห
เหล็ก (II) ในระดับความเขมขนต่ํา รวมท้ังเปนการลดคาใชจายในการวิเคราะหตัวอยางและไมรบกวน
ตอสิ่งแวดลอม นอกจากน้ีอุปกรณปฏิบัติการบนกระดาษท่ีไดพัฒนาขึ้นมาน้ี เหมาะสําหรับการใชงาน
ภาคสนาม 

นอกจากน้ี รูปแบบของอุปกรณปฏิบัติการบนกระดาษท่ีผูวิจัยไดออกแบบไว สามารถ
วิเคราะหโลหะไดถึง 4 ชนิด ในอุปกรณปฏิบัติการบนกระดาษชิ้นเดียวกัน ซ่ึงจะทําการพัฒนาใน
งานวิจัยถัดไป 
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