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ค าน า 
 

 การพฒันาชุดตรวจสอบวติามินซีในน ้าผลไมเ้ป็นโครงการวิจยัเพื่อวิเคราะห์หาปริมาณวิตามินซีใน
ตวัอย่างน ้ าผลไมพ้ร้อมด่ืมและน ้ าผลไมส้ด โดยใช้ชุดทดสอบท่ีไดพ้ฒันาข้ึนมา ภายใตส้ภาวะท่ีเหมาะสม
พบวา่ชุดทดสอบสามารถวิเคราะห์หาปริมาณวิตามินซีไดใ้นช่วงความเขม้ขน้ 1x10-5- 5x10-3 M โดยใชเ้วลา
ในการวิเคราะห์ 10 นาที และสามารถน าชุดทดสอบไปวิเคราะห์หาปริมาณวิตามินซีในตวัอย่างจริงไดซ่ึ้ง
ให้ผลสอดคลอ้งกบัวิธีท่ีใช้ทัว่ไป แสดงให้เห็นว่าชุดทดสอบท่ีพฒันาข้ึนมามีประสิทธิภาพสามารถน าไป
ประยกุตใ์ชใ้นการปริมาณวติามินซีเพื่อควบคุมคุณภาพของผลิตภณัฑน์ ้าผลไมพ้ร้อมด่ืมและน ้าผลไมส้ด 
 ทีมผูว้จิยัหวงัเป็นอยา่งยิง่วา่ งานวจิยัน้ีจะมีประโยชน์ทั้งในดา้นการศึกษาและอุตสาหกรรม เพื่อ
น าไปประยกุตใ์ชง้านในดา้นต่างๆต่อไป 
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บทคดัย่อ 
  

งานวิจยัน้ีได้พฒันาชุดทดสอบส าหรับหาปริมาณวิตามินซีในน ้ าผลไม ้เพื่อให้ไดว้ิธีวิเคราะห์ท่ีมี
ความรวดเร็วและมีความถูกตอ้งสูง โดยไดส้ร้างเป็นชุดทดสอบภาคสนามใช้หลกัการเกิดสีของ Prussian 
blue  วิตามินซีจะท าหน้าท่ีเป็นตวัรีดิวซ์  Fe3+ ให้กลายเป็น Fe2+ เพื่อท าปฏิกริยากบั Fe[(CN)6]

-4 ไดเ้ป็น
สารละลาย Prussian blue  ซ่ึงเป็นสารละลายสีน ้าเงิน และมีค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดท่ีความยาวคล่ืน 709 นา
โนเมตร ศึกษาหาสภาวะต่างๆท่ีมีผลต่อประสิทธิภาพของชุดทดสอบ เช่น ความเขม้ขน้ของ Fe3+  ความ
เข้มข้นของ Fe[(CN)6]

-4 พีเอชของสารละลายและผลของตัวรบกวนต่างๆ เพื่อให้ได้ชุดทดสอบท่ีมี
ประสิทธิภาพสูง ภายใตส้ภาวะท่ีเหมาะสมท าให้ไดชุ้ดทดสอบท่ีมีช่วงความเป็นเส้นตรงท่ีกวา้ง   มีความ
เท่ียง และความแม่นย  าสูง  เม่ือน าชุดทดสอบท่ีพฒันาข้ึนไปวเิคราะห์หาปริมาณวิตามินซีในตวัอยา่งน ้ าผลไม้
คั้นสดและน ้ าผลไมพ้ร้อมด่ืม ผลการทดลองท่ีไดเ้ม่ือเปรียบเทียบกบัวิธีไทเทรตพบว่าให้ผลสอดคลอ้งกนั 
โดยท่ีชุดทดสอบมีขอ้ดีกวา่คือใช้เวลาในการวิเคราะห์เพียง 10 นาที ไม่ตอ้งมีขั้นตอนการเตรียมตวัอยา่งท่ี
ยุง่ยาก ราคาถูกและสามารถน าไปวเิคราะห์ในภาคสนามได ้

 
 
ค าส าคัญ   ชุดทดสอบ   วติามินซี  น ้าผลไม ้   
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ABSTRACT 

This research fabricated a test kit for detection of vitamin C to approach a fast and rapid analytical 
method.  The test kit was established by using Prussian blue. The ferric chloride was reduced by vitamin C 
and then reacted with potassium ferricyanide to form a blue solution of Prussian blue. The developed color 
was monitored at absorption wavelength of 709 nm. Optimum conditions effective the performance of the 
test kit were studied including Fe3+concentration, Fe[(CN)6]

-4 concentration, pH and interferences to 
enhance the test kit performance. Under optimum condition the test kit provided wide linear range, high 
precision and accuracy.  It has been successfully applied to analyze the vitamin C in fruit juices and the 
results were compared well to the standard titration method. The advantages of this test kit are short 
analysis time (10 min), without any sample preparation steps, low cost and easy to carry it for analytical on 
flied.    

 
 
Keyword    Test kit, Vitamin C, Fruit juices 
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บทที ่1 
บทน า 

 

1.1 ความส าคญัของปัญหาและทีม่า 
 
        วติามินซี (องักฤษ: vitamin C) หรือ กรดแอล-แอสคอร์บิก (L-ascorbic acid) มีโครงสร้างดงัรูปท่ี 1  

 
 
 
 
 
 
 
                                     
                                          รูปที ่1.1 โครงสร้างของวิตามินซี 
 
วิตามินซีเป็นวิตามินท่ีละลายน ้ าได ้ร่างกายไม่สามารถสร้างข้ึนเองได ้ร่างกายจึงไดรั้บวิตามินซี

จากการบริโภคเท่านั้น แหล่งของวติามินซี อยูใ่นพืช ผกั ผลไม ้ท่ีมี รสเปร้ียว วติามินซี เป็นสารท่ีสลายตวัง่าย
เม่ือมีความร้อน โลหะหนกั และ ascorbic oxidase enzyme ท่ีมีอยูใ่นผลไม ้ประโยชน์ของวิตามินซี มีบทบาท
กวา้งขวางในหลายระบบไดแ้ก่ Hydroxylation ของ prolin เพื่อสร้าง collagen ซ่ึงเป็นองค์ประกอบของ 
กระดูก กระดูกอ่อน ฟันและผนงัเส้นเลือด , ฤทธ์ิฆ่าเช้ือของเม็ดเลือดขาว, การ reduce เหล็กจาก ferric เป็น
ferrous ในกระเพาะอาหาร ช่วยเพิ่มการดูดซึมของเหล็ก  antioxidant เป็นตน้ หากขาด วิตามินซี ผูป่้วยจะมี
อาการแสดงของการมีเลือดออกตามไรฟัน อ่อนเพลีย เบ่ืออาหาร เหงือกบวม ฟันหลุดง่าย และแสดงอาการ
ของโรคลกักะปิดลกักะเปิด หากไม่ไดรั้บการรักษาอาจท าให้ตายได ้ทารกท่ีขาดวิตามิน ซี จะท าให้ร่างกาย
ไม่เจริญเติบโต มีเลือดออกตามเหงือก และผิวหนงั มีความบกพร่องในการเจริญเติบโตของกระดูก และอาจ
เป็นโรคโลหิตจางได้ การใชท่ี้ไม่เหมาะสม ของวิตามินซี ในการรักษาโรคต่อไปน้ี ยงัไม่เป็นท่ียอมรับทาง
การแพทย ์เช่น โรคมะเร็ง เหงือกอกัเสบ โรคติดเช้ือ bleeding ฟันผุ โลหิตจาง สิว เป็นหมนั ชะลอความแก่ 
หลอดเลือดแขง็ และโรคหวดัขอ้หา้มใชข้องวติามินซีวิตามินซี หา้มใชก้บัยาจ าพวกกนัเลือดแข็ง เช่น wafarin 
sodium เพราะจะท าให้เลือดออกมากข้ึน และหากรับประทานวิตามินซีมากเกินไป อาจท าให้เกิดเป็นโรคน่ิว
ในไต เน่ืองจากกรดออกซาลิคท่ีมีมากข้ึนในปัสสาวะ 
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ดงันั้นในปัจจุบนัท าให้มีผลิตภณัฑ์ต่างๆ ท่ีมีส่วนผสมของวิตามิน ซี  ผลิตออกมาจ าหน่ายในรูป
ของน ้าผลไมบ้รรจุในกล่องหรือขวดพร้อมบริโภค ไดแ้ก่ น ้าผลไมก้ระป๋อง ท่ีผลิตจากส้ม สับปะรด หรือฝร่ัง 
ในประเทศไทยธุรกิจผลิตน ้ าผลไมมี้แนวโน้มขยายตวัค่อนขา้งสูง เพราะเป็นประเทศเกษตรกรรม มีผลไม้
ตามฤดูกาลหลากหลาย  ทั้งผลิตเพื่อขายในประเทศและเพื่อส่งออกขายนอกประเทศ เช่น จีน ฮ่องกง และ
ยุโรปท าให้มูลค่าทางการตลาดในน ้ าผลไมสู้งถึง 6,000 ลา้นบาทต่อปี โดยในจ านวนน้ีแบ่งเป็นน ้ าผลไม ้
100% มูลค่า 2,500 ลา้นบาท น ้ าผลไมผ้สมต ่ากวา่ 40% มูลค่า 500 ลา้นบาท และน ้ าผลไมต้ ่ากวา่ 25% มูลค่า 
3,000 ลา้นบาท วิตามินซีในน ้ าผลไมท้ัว่ไปไดม้าจากผลไมน้ั้นๆท่ีใชใ้นการผลิตน ้ าผลไมห้รือบางคร้ังไดม้า
จากการเติมกรดแอล-แอสคอร์บิก ลงไปในระหว่างการผลิตน ้ าผลไม้เพื่อเพิ่มปริมาณวิตามินให้มากข้ึน 
วิตามินซี มีสมบติัสลายตวัไดเ้ร็วเม่ือโดนแสงแดด ท าให้ปริมาณวิตามินท่ีอยูใ่นน ้ าผลไมไ้ม่ว่าจะไดม้าจาก
ผลไมห้รือจากการเติมกรดแอล-แอสคอร์บิกก็ตามสามารถสลายตวัหรือหายไประหวา่งกระบวนการผลิตได ้
ท าใหป้ริมาณท่ีระบุขา้งขวดน ้าผลไมพ้ร้อมด่ืมอาจจะไม่ตรงกบัปริมาณวิตามินซีท่ีมีอยูจ่ริงในขณะนั้น ดงันั้น
งานวจิยัน้ีจึงสนใจท่ีจะวเิคราะห์หาปริมาณของวติามินซีในน ้าผลไม ้วธีิทัว่ไปท่ีใชใ้นปัจจุบนัคือ การไทเทรต 
แต่พบว่าวิธีดงักล่าวยงัมีขอ้ดอ้ย เช่น ตอ้งอาศยัผูท้  าการวิเคราะห์ท่ีมีความช านาญสูง ใช้สารเคมีในปริมาณ
มากและมีความเป็นพิษ ไม่สามารถวิเคราะห์ในภาคสนามได ้ ตอ้งส่งตวัอย่างไปยงัห้องปฏิบติัการเท่านั้น 
ดงันั้นทางผูว้ิจยัจึงสนใจท่ีจะพฒันาชุดตรวจสอบวิตามินซีทีมีความสะดวกรวดเร็ว สามารถวิเคราะห์ไดใ้น
ภาคสนาม มีราคาถูกและใชง้านง่ายสามารถตรวจวดัไดด้ว้ยตวัเอง ไม่ตอ้งส่งตวัอยา่งไปยงัหอ้งปฏิบติัการ  
 
1.2    วตัถุประสงค์ของโครงการวจัิย 

1.2.1 เพื่อศึกษาแนวทางการสร้างชุดตรวจสอบวติามินซี 
1.2.2  เพื่อพฒันาเคร่ืองตน้แบบส าหรับวเิคราะห์หาปริมาณวิตามินซี  

 
1.3    ขอบเขตของโครงการวจัิย 
 1.3.1  ศึกษาวธีิการวเิคราะห์หาปริมาณวติามิน ซี โดยใชห้ลกัการทางแสง 
 1.3.2  หาสภาวะท่ีเหมาะส าหรับการวิเคราะห์หาปริมาณวิตามิน ซี  เช่น ความเขม้ขน้ของสารเคมี 
         เวลาท่ีใชใ้นการเกิดปฏิกิริยา  
 1.3.3  หาประสิทธิภาพของวิธีวิเคราะห์ เช่น ขีดจ ากดัการตรวจวดั ช่วงความเป็นเส้นตรง ความ
  เท่ียง และความถูกตอ้งของวธีิ ร้อยละการไดก้ลบัคืนของวธีิ  
 1.3.4 น าวธีิท่ีพฒันาข้ึนสร้างเป็นชุดตรวจสอบภาคสนาม  
 1.3.5 หาปริมาณวติามิน ซี ในน ้าผลไมพ้ร้อมด่ืมดว้ยชุดตรวจสอบวติามิน ซี ท่ีพฒันาข้ึนและ   
                     เปรียบเทียบผลการทดลองกบัวิธีท่ีใช้ทัว่ไปคือวิธีการไทเทรตโดยใช้สถิติเป็นตวัทดสอบ
        ขอ้มูล 
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บทที ่2 
ทฤษฎทีี่เกีย่วข้อง 

 
ประวติัการคน้พบ วติามินซี เร่ิมตน้ข้ึนตั้งแต่สมยั ศตวรรษท่ี 18 มีการสังเกตวา่พวกทหารเรือท่ีมีการ

รอนแรมออกเดินเรือไปในทะเลเป็นเวลานานๆ ซ่ึงมกัจะขาดแคลนพวกผกัสดผลไมส้ด จะป่วยเป็นโรค
ลกัปิดลกัเปิด และสุขภาพไม่ค่อยดี มีอาการอ่อนเพลีย อยู่บ่อยๆ แต่ก็มีคนสังเกตเห็นว่าจะไม่พบอาการ
ดงักล่าวในทหารเรือท่ีรับประทานมะนาวเป็นประจ า และเม่ือต่อมาความรู้ทางวิทยาศาสตร์กา้วหนา้มากข้ึน 

ในปี 1982 ก็สามารถหาสารอาหารส าคญัท่ีเป็นตน้เหตุของโรคดงักล่าวไดว้า่สารท่ีพวกทหารเรือขาดไปคือ 
“กรดแอสคอร์บิค (Ascorbic acid)” ซ่ึงมนัมีฤทธ์ิสามารถช่วยรักษาโรคลกัปิดลกัเปิดได ้ในปัจจุบนั กรด
แอสคอร์บิค ก็ถูกรู้จกักนัโดยทัว่ไปในช่ือของ “วติามินซี”  

 
2.1 วติามินซี  

วติามินซีประกอบดว้ยธาตุคาร์บอน C ไฮโดรเจน H และออกซิเจน O สูตรโมเลกุลคือ C6H8O6 ดงัรูป
ท่ี 1.1 สลายตวัไดง่้ายเม่ือถูกแสง ความร้อนและอากาศ โดยเฉพาะอยา่งยิ่งในสภาวะท่ีเป็นด่างและมีไอออน
ของเหล็กหรือทองแดงเป็นตวัเร่ง เม่ือวติามินซีเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนัจะเสีย 2 อิเล็กตรอนและ 2 ไฮโดรเจน
ไอออนกลายเป็น Dehydroascorbic acid วิตามินซีท่ีร่างกายน าไปใช้จะมีโครงสร้างแบบ L เรียกว่า L-
Ascorbic acid เม่ือเกิดออกซิเดชนัจะกลายเป็น L-Dehydroascorbic acid ทั้งสองมีประโยชน์ต่อร่างกาย
เหมือนกนั แต่ถา้หากวา่เกิดเปล่ียนโครงสร้างมาเป็น diketo-L-gulonic acid จะสูญเสียหนา้ท่ีทางชีวภาพทนัที 
สารน้ีจะเป็นตวับ่งช้ีวา่วติามินในอาหารสลายตวัมากนอ้ยเพียงใด 

วติามินซี เป็นสารท่ีส าคญัต่อการสร้างกระดูก กลา้มเน้ือ ผิวหนงัและฟัน นอกจากน้ียงัช่วยในการ
รักษาโรคต่างๆ เช่น ไขห้วดั  เป็นตน้ ท าให้ในปัจจุบนัไดมี้ผลิตภณัฑ์หรืออาหารเสริมต่างๆท่ีผลิตข้ึนมาเพื่อ
ช่วยเสริมวติามินซี ใหแ้ก่ร่างกาย  ผลิตภณัฑอ์าหารเช่น น ้าผลไมพ้ร้อมด่ืม 
 
2.2 น า้ผลไม้พร้อมดื่ม 
  น ้าผลไมส้ามารถเตรียมข้ึนเองหรือมีขายในบรรจุภณัฑ์ต่างๆ ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข 
(ฉบบัท่ี 215) พ.ศ.2543 ไดก้ าหนดมาตรฐาน "น ำ้ผลไม้"   ในบรรจุภณัฑใ์ห้เป็นเคร่ืองด่ืมท่ีมีหรือท าจาก
ผลไม ้พืชหรือผกั เป็นเคร่ืองด่ืมไม่วา่จะมีก๊าซคาร์บอนไดออก-ไซด ์ หรือออกซิเจนผสมอยูด่ว้ยหรือไม่ก็ตาม 
และเป็นเคร่ืองด่ืมในภาชนะบรรจุท่ีปิดสนิท รวมทั้งเป็นอาหารท่ีควบคุมเฉพาะ คุณภาพน ้าผลไม ้นอกจากจะ
ไม่มีจุลินทรียท่ี์ท าให ้เกิดโรคและไม่มีสารปนเป้ือนแลว้ การใชน้ ้าตาลหรือวตัถุใหค้วามหวานแทนน ้าตาลให้
เป็นไปตามมาตรฐาน  Joint FAO/WHO Codex   ( http://cs.payap.ac.th/research/vitamin_c.pdf สืบคน้วนัท่ี 
10  มกราคม  2554 ) โดยทัว่ไปน ้าผลไมจ้ะมีน ้าเป็นส่วนประกอบหลกั คาร์โบไฮเดรตในน ้าผลไมจ้ะเป็น

http://cs.payap.ac.th/research/vitamin_c.pdf
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ผลรวมของน ้าตาล ซูโครส ฟรักโทส กลูโคส และซอร์บิทอล (sorbitol) โดยมีปริมาณระหวา่ง 7 - 16 กรัมต่อ 
100 ซีซี. มีโปรตีนและแร่ธาตุค่อนขา้งนอ้ย  น ้าผลไมบ้าง ชนิดมีโพแทสเซียม วติามินเอ โฟเลต และวติามินซี
สูง 
            จากการศึกษาของ ศาสตราจารย ์นายแพทยพ์ิภพ จิรภิญโญ และคณะ  ไดท้  าการวเิคราะห์น ้าผลไม ้ใน
บรรจุภณัฑท่ี์ขายในทอ้งตลาด จ านวน 40 ชนิด พบวา่มีน ้าตาลซูโครส 2 - 112 กรัมต่อลิตร กลูโคส 20 - 48 
กรัมต่อลิตร  ฟรักโทส 5 - 75 กรัมต่อลิตร และพบน ้าตาล ซอร์บิทอลมากท่ีสุดในน ้าลูกพรุน (คือ 67 - 149
กรัมต่อลิตร) น ้าผลไมส่้วนใหญ่มีค่าความเขม้ขน้ (วเิคราะห์จากค่าออสโมลาริต้ีระหวา่ง 500 - 1200 มิลลิ
ออสโมล ต่อลิตร) การศึกษาของแพทยห์ญิงนฤมล เด่นทรัพย-์สุนทร และคณะ พบวา่น ้าผลไมส้ดส่วนใหญ่
ไม่มีซูโครส (ยกเวน้น ้าส้ม น ้าแอปเป้ิล น ้าสับปะรด) มีความเป็นกรดและปริมาณโซเดียมนอ้ยกวา่ แต่มี
โพแทสเซียม ฟอสฟอรัส และแมกนีเซียมในปริมาณมากกวา่น ้าผลไม ้ (http://www.elib-
online.com/doctors50/child_food001.html สืบคน้วนัท่ี10  มกราคม 2554)  
 ในกระบวนการการผลิตน ้ าผลไมพ้ร้อมด่ืม บางคร้ังได้มีการเติมกรดแอล-แอสคอร์บิก ลงไปใน
ระหว่างการผลิตน ้ าผลไมเ้พื่อเพิ่มปริมาณวิตามินให้มากข้ึน ทั้งน้ีเพราะสมบติัของวิตามินซีจะสามารถ
สลายตวัไดเ้ร็วเม่ือโดนแสงแดด ท าให้ปริมาณวิตามินท่ีอยูใ่นน ้ าผลไมไ้ม่วา่จะไดม้าจากผลไมห้รือจากการ
เติมกรดแอล-แอสคอร์บิกก็ตามสามารถสลายตวัหรือหายไประหว่างกระบวนการผลิตได ้ท าให้ปริมาณท่ี
ระบุขา้งขวดน ้าผลไมพ้ร้อมด่ืมอาจจะไม่ตรงกบัปริมาณวิตามินซีท่ีมีอยูจ่ริง ดงันั้นจึงตอ้งมีการตรวจสอบหา
ปริมาณวติามินซีท่ีมีอยูจ่ริงในน ้าผลไมพ้ร้อมด่ืมดว้ยวธีิวเิคราะห์ต่างๆ 

 
2.3 วธีิวเิคราะห์วติามินซีทัว่ไป 

วธีิทัว่ไปในการวเิคราะห์หาปริมาณวติามิน ซี เช่น การไทเทรตกบัไอโอดีน (Lenghor et al., 2002; 
Kumar et al., 1990; Rao and Sastry et al., 1971)  วิธีทางไฟฟ้าเคมี   (Thangamuthu  et al., 2007; Pournaghi-
Azar et al., 1997; Sun et al., 1998) วิธีทางโครมาโทกราฟฟี (Odriozola-Serrano et al., 2007; Fontannaz et 
al., 2006)   และวิธีทางแสง (Arya  et al., 2001; Grudpan et al., 1999; Fernandes et al., 1998; Parra et al., 
1986) 

แต่พบวา่วิธีดงักล่าวมีขอ้ดอ้ย คือ เป็นวิธีท่ีซบัซ้อน  ตอ้งอาศยัความช านาญ   มีหลายขั้นตอนและ
ใชเ้วลาในการวิเคราะห์นาน ดงันั้นในงานวิจยัน้ีจึงสนใจท่ีจะพฒันาชุดตรวจสอบหาวิตามินซี ท่ีง่าย ถูกตอ้ง 
สะดวกต่อการใชง้านและรวดเร็ว โดยอาศยัหลกัการเกิดสีของ Prussian blue 

 
2.4 ชุดทดสอบวติามินซี 

ปรัสเซียนบลู (Prussian blue) เป็นสารใหสี้น ้าเงินท่ีใชก้นัแพร่หลายในงานเขียนภาพมากวา่สามร้อย
ปี เช่ือกนัว่า ปรัสเซียนบลูถูกสังเคราะห์ข้ึนเป็นคร้ังแรกเม่ือ ค.ศ.1706 โดยนกัผสมสีจากกรุงเบอร์ลินช่ือ 
Johann Jacob Diesbach ปรัสเซียนบลูมีลกัษณะเป็นผงคริสตลัละเอียดสีน ้ าเงินเขม้ ไม่ละลายน ้ า ภายหลงั

http://www.elib-online.com/doctors50/child_food001.html
http://www.elib-online.com/doctors50/child_food001.html
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พบวา่ เป็นสารประกอบของ Fe(CN)6
4- กบั FeIII   โครงสร้างและการเกิดพนัธะเคมีของสารละลาย Prussian 

blue เกิดข้ึนโดยโครงสร้างพื้นฐานจะเป็นแบบตาข่ายพอลิเมอริก  three-dimensional ซ่ึงประกอบดว้ย FeIII 
และ FeII  สลบักนัไปมาบน cubic lattice แสดงดงัรูปท่ี 2.1  FeII จะถูกลอ้มรอบดว้ย octahedrically จาก
คาร์บอนอะตอมของไอออน cyanide และ FeIII จะถูกเช่ือมต่อดว้ย nitrogen ของ cyanide ซ่ึงส่งผลต่อการ 
low-spin และ high-spin ของอิเล็กตรอนตามล าดบั โครงสร้างของ Prussian blue สามารถปรับให้เขา้กบั
ไอออนบวกของโลหะและโมเลกุลของน ้าได ้(Koncki et al., 2002) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                  รูปที ่2.1 โครงสร้างของ Prussian blue 
 

Prussian blue เป็นสารอนินทรียส์ังเคราะห์ท่ีไดจ้ากการสังเคราะห์ทางเคมี ท่ีเกิดเน่ืองจาก Fe2+ ท า
ปฏิกิริยากบั [FeIII(CN)6]

3- ไดเ้ป็น Prussian blue (K3 [FeIII(CN)6])  
เน่ืองดว้ย วิตามินซี มีสมบติัเป็นตวัรีดิวซ์ท่ีดี ดงันั้นจึงใชว้ิตามินซีเป็นตวัรีดิวซ์ เพื่อเปล่ียน Fe3+ ให้

กลายเป็น Fe2+ ซ่ึงจะไปท าปฏิกิริยาต่อกบั [FeIII(CN)6]
3- ท าใหไ้ด ้Prussian blue ดงัสมการ 

 

 
 2Fe (III) + C6H8O6                          2Fe (II) + C6H8O6 + 2H+                  (1) 
 
 

 Fe (II) + K3[Fe(CN)6]                          K Fe (III) [Fe (II) (CN)6]                    (2) 

 
ถา้มีปริมาณวิตามินซีมาก จะท าให้  Fe3+ เปล่ียนเป็น Fe2+ ไดม้าก ซ่ึงสามารถไปท าปฏิกิริยาต่อกบั 

[FeIII(CN)6]
3- ท าให้ได ้Prussian blue มากดว้ย ท าให้ไดสี้น ้ าเงินเขม้ แต่ในทางกลบักนั ถา้มีปริมาณวิตามินซี

น้อย   Fe3+ เปล่ียนเป็น Fe2+ ไดน้้อย  ส่งผลให้ไปท าปฏิกิริยาต่อกบั [FeIII(CN)6]
3- ไดน้้อยดว้ย ท าให้ได ้
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Prussian blue ปริมาณนอ้ยลง ท าใหไ้ดสี้น ้าเงินอ่อนลง ดงันั้นจึงใชห้ลกัการความสัมพนัธ์ของสีของ Prussian 
blue  ท่ีเกิดข้ึนกบัปริมาณของวติามินซี มาใชใ้นการสร้างชุดทดสอบวติามินซี 

การน าเอาสมบติัการเปล่ียนสีของ Prussian blue มาใช้เป็นวิธีวิเคราะห์ มีขอ้ดีหลายอย่างเช่น 
ใหผ้ลวเิคราะห์ท่ีรวดเร็ว กระบวนการวเิคราะห์ไม่ซบัซอ้นและมีความถูกตอ้งสูง เช่นการวิเคราะห์หาปริมาณ  
Rutin (Hassan et al., 1999) กลูโครส (Lenarczuk  et al., 2001a) และวิตามิน ซี (Arya  et al., 2001; 
Lenarczuk  et al., 2001b; Grudpan et al., 1999; Koncki et al., 1998) เป็นตน้ 
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บทที ่3 
การด าเนินงานวจิยั 

 
3.1 สารเคมี 

1. D-Fructose Analytical (Grade , Ajex Finechem) 
2. D-Glucose, Anhydrous (Bio Basic INC (Biotechnology)) 
3. Iron(III) Chlorde Hexahydrate  pure P.A.(POCH) 
4. L-Ascorbic Acid (Laboratory Grade , Ajex Finechem) 
5. Nitric Acid (Analytical Reagent , J.T.Baker) 
6. Potassium Chloride, Crystal (Analytical Grade , J.T.Baker) 
7. Potassium Ferriccyanide (Analytical Grade , Ajex Finechem) 
8. Potassium Ferroccyanide (Analytical Grade , Ajex Finechem)  
9. Potassium Iodate (Analytical Grade , Ajex Finechem) 
10. Potassium Iodide (Analytical Grade Ajex Finechem) 
11. Sodium Thiosulphate 5-hydrate (Anala R , BDH) 
12. Starch soluble (Acs-for analysis , CARLO ERBA reagent) 
13. Sucrose (Analytical Grade , Ajex Finechem) 
14. Sulfuric acid (Analytical Reagent , J.T.Baker)  

 
3.2 เคร่ืองมือและอุปกรณ์ 

1. เคร่ือง pH Meter ( Model UB-10) บริษทั เบคไทย กรุงเทพอุปกรณ์เคมีภณัฑ ์จ ากดั  
2. เคร่ืองเขยา่แบบควบคุมอุณหภูมิ (Model Fisher Scientific 420) บริษทั FormaScientific, Inc 
3. เคร่ือง UV- Visible Spectrophotometer (Model UV 1601) บริษทั Shimadzu  
 

3.3 ศึกษาการเกดิ Prussian blue  
 โดยการผสม FeCl3  ความเขม้ขน้ 2 mM  ปริมาตร 1 ml กบั K4[FeCN6] ความเขม้ขน้ 2 mM ปริมาตร 
1 ml คนให้สารละลายผสมเป็นเน้ือเดียวกนั จะเกิดสารละลายสีน ้ าเงินของ Prussian blue  ข้ึน แลว้น า
สารละลายท่ีไดไ้ปวดัค่าการดูดกลืนคล่ืนแสงและหาความยาวคล่ืนท่ีมีค่าการดูดกลืนแสงสูงสุด 
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3.4  การเตรียม  Prussian blue  โดยใช้วติามินซีเป็นตัวรีดิวซ์ 
น าสารละลาย  FeCl3 ความเขม้ขน้ 1x10-3 M ปริมาตร 1 ml เตรียมในกรดไนตริก 0.15% และ 

วิตามินซีความเขม้ขน้ 5x10-4 M ปริมาตร 1 ml เตรียมในกรดไนตริก 0.15%  มาผสมกนัในบีกเกอร์ จากนั้น
เติม K3[Fe(CN)6] ความเขม้ขน้ 5x10-3 M ปริมาตร 1 ml  เตรียมในโพแทสเซียมคลอไรด์ 0.1 M ผสมให้เขา้กนั
เป็นเวลา 10 นาที สังเกตสีของสารละลายท่ีเกิดข้ึนและน าสารละลายไปวดัค่าการดูดกลืนคล่ืนแสงเพื่อหา
ความยาวคล่ืนสูงสุด 

 
3.5. ศึกษาความเสถียร 

เตรียมสารละลาย Prussian blue ตามขอ้ 3.4 จากนั้นน าสารละลาย Prussian blue ท่ีไดไ้ปศึกษาความ
เสถียร โดยน าสารละลาย Prussian blue ไปวดัค่าการดูดกลืนคล่ืนแสงท่ีเวลา 1-60 นาที  
 
3.6  ศึกษาความเข้มข้นของ FeCl3 ทีเ่หมาะสม 

ในการทดลองน้ีใช ้K3[Fe(CN)6] ท่ีมีความเขม้ขน้มากกวา่ FeCl3   5 เท่า เพื่อป้องกนัไม่ให้สารละลาย 
Prussian blue เกิดการตกตะกอน ดงันั้นโดยศึกษาผลของความเขม้ขน้ของ FeCl3 ท่ีความเขม้ขน้ 0.1x10-3 
0.5x10-3 1x10-3 และ1.5x10-3 M และใช ้K3[Fe(CN)6]ท่ีมีความเขม้ขน้เป็น 5 เท่าของ FeCl3 แต่ละความเขม้ขน้
ของ K3[Fe(CN)6] คือ  0.5x10-3  2.5x10-3   5x10-3   และ  7.5x10-3 M ตามล าดบัโดยใชว้ิตามินซีท่ีความเขม้ขน้
คงท่ีคือ 5x10-4 M ตามล าดบั สังเกตสีของสารละลายท่ีเกิดข้ึนและน าสารละลายไปวดัค่าการดูดกลืนคล่ืนแสง
ท่ีความยาวคล่ืน 709 nm  
  
3.7 ศึกษาความเข้มข้นของ K3[Fe(CN)6]ทีเ่หมาะสม 

หาความเขม้ขน้ของ K3[Fe(CN)6] ท่ีเหมาะสม โดยใช ้FeCl3 ความเขม้ขน้ 1x10-3 M (ไดจ้ากขอ้2.6) 
และวิตามินซีความเขม้ขน้ 5x10-4 M และเปล่ียนความเขม้ขน้ K3[Fe(CN)6] ไดแ้ก่ 3x10-3 5x10-3 และ 7x10-3 
M  (3  5 และ 7 เท่าตามล าดบัเม่ือเปรียบเทียบกบั FeCl3) สังเกตสีของสารละลายท่ีเกิดข้ึนและน าสารละลาย
ไปวดัค่าการดูดกลืนคล่ืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 709 nm  
 
3.8  ศึกษาผลของ pH 

ศึกษาผลของ pH จาก 1.5-6.0 โดยเตรียมวิตามินซีความเขม้ขน้  5x10-4 M  ในกรดไนตริกให้มี  pH   
1.5    2.0    3.0    4.0   5.0 และ 6.0 โดยใช ้FeCl3  ความเขม้ขน้ 1x10-3 M และ  K3[Fe(CN)6]  ความเขม้ขน้    
5x10-3  M  สังเกตสีของสารละลายท่ีเกิดข้ึนและน าสารละลายไปวดัค่าการดูดกลืนคล่ืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 
709 nm  
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3.9 ศึกษาผลของตัวรบกวน (Interference) 
              ศึกษาผลของตวัรบกวนท่ีมีต่อการวิเคราะห์หาวิตามินซีโดยอาศยัการเกิดสีของ Prussian blue  ซ่ึง
สนใจศึกษาสารท่ีเป็นส่วนประกอบหลกัท่ีมีอยูใ่นน ้ าผลไมพ้ร้อมด่ืม เช่น กลูโคส ซูโคส  และฟรุกโตส ท่ี
ความเขม้ขน้ต่างๆท่ีตรวจพบในน ้ าผลไม ้(http://www.elibonline.com/doctors50/child_food001.html สืบคน้
20 มกราคม 2554)  โดยออกแบบการทดลองดงัน้ี 
 3.9.1  ใช้ตัวรบกวนแทนวติามินซี 

 ผสม FeCl3ความเขม้ขน้ 1x10-3 M ปริมาตร1 ml กบัตวัรบกวนตามตารางท่ี 3.1 ปริมาตร 
1ml และเติม K3[Fe(CN)6]  ความเขม้ขน้  5x10-3 M  ปริมาตร 1 ml  ผสมให้เขา้กนัเป็นเวลา 10 นาที สังเกตสี
ของสารละลายท่ีเกิดข้ึนและน าสารละลายไปวดัค่าการดูดกลืนคล่ืนแสงท่ีความยาวคล่ืน709 nm  
 
ตารางที ่3.1 ศึกษาผลของตวัรบกวน 
 

ตัวรบกวน ความเข้มข้น (M) 
 

กลูโคส 0.2  และ  0.3 
 

ซูโคส 0.15  และ  0.3 
 

ฟรุกโตส 0.05     0.2   และ   0.4 
 

 
 3.9.2 ผสม Prussian blue กบัตัวรบกวน 

 เตรียมสารละลาย Prussian blue จากการผสม FeCl3 ความเขม้ขน้ 1x10-3 M ปริมาตร1 ml 
และ วิตามินซี  ความเขม้ขน้ 5x10-4  M ปริมาตร 1 ml จากนั้นเติม K3[Fe(CN)6 ] ความเขม้ขน้  5x10-3  M   
ปริมาตร 1 ml จะไดส้ารละลาย Prussian blue ต่อมาเติมตวัรบกวนตามตารางท่ี 3.1 ผสมให้เขา้กนัเป็นเวลา 
10 นาที สังเกตสีของสารละลายท่ีเปล่ียนแปลงและน าสารละลายไปวดัค่าการดูดกลืนคล่ืนแสงท่ีความยาว
คล่ืน 709 nm  
 
3.10 ศึกษาประสิทธิภาพของชุดทดลอบวติามินซี 
 3.10.1 ช่วงความเข้มข้นของวติามินซี 
  น า FeCl3ความเขม้ขน้ 1x10-3M ปริมาตร1 ml ผสมกบัวิตามินซีท่ีความเขม้ขน้ต่างๆคือ  
5x10-2  1x10-3 5x10-3 1x10-4 5x10-4 1x10-5 5x10-5และ 1x10-6 M ปริมาตร 1 ml มาผสมกนัในบีกเกอร์ จากนั้น
เติม K3[Fe(CN)6]   ความเขม้ขน้ 5x10-3 M   ปริมาตร 1 ml   ผสมให้เขา้กนัเป็นเวลา 10 นาที สังเกตสีของ
สารละลายท่ีเกิดข้ึนและน าสารละลายไปวดัค่าการดูดกลืนคล่ืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 709  nm  

http://www.elib-online.com/doctors50/child_food001.html%20สืบค้น20
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 3.10.2 ศึกษาการท าซ ้าของการวเิคราะห์ (Repeatability) 
 ผสม FeCl3 ความเขม้ขน้ 1x10-3 M ปริมาตร1 ml และ วิตามินซีความเขม้ขน้ 5x10-4 M 

ปริมาตร 1 ml มาผสมกนัในบีกเกอร์ จากนั้นเติม K3[Fe(CN)6]ความเขม้ขน้ 5x10-3 M  ปริมาตร 1 ml  ไดเ้ป็น
สารละลาย Prussian blue น าสารละลายท่ีไดท้  าการวดัค่าการดูดกลืนคล่ืนแสงท่ีความยาวคล่ืน709 nm ท าการ
วดัซ ้ า  6  คร้ัง และค านวณหาค่าเบ่ียงเบนมาตราฐาน (Standard Deviation)  
 
 3.10.3 ศึกษาการทวนซ ้าของการวเิคราะห์ (Reproducibility) 

 ท าการทวนสอบวิธีโดยการเตรียมสารละลาย Prussian blue จากวิตามินซี ความเขม้ขน้ 
5x10-4 M ใหม่ในแต่ละวนั ท าการทดลองทั้งหมด 6 วนั น าสารละลายท่ีไดท้  าการวดัค่าการดูดกลืนคล่ืนแสงท่ี
ความยาวคล่ืน709 nm และค านวณหาค่าเบ่ียงเบนมาตราฐาน  
 
 3.10.4 ศึกษาค่าความถูกต้อง (Accuracy) 

 เปรียบเทียบผลการทดลองท่ีไดจ้ากชุดทดสอบท่ีสร้างข้ึนกบัวธีิไทเทรต โดยใชค้วามเขม้ขน้
ของวติามินซีท่ี 1x10-5  5x10-5  1x10-4  5x10-4  1x10-3  2.25x10-3   และ 5x10-3 M   

 
วธีิการไทเทรต มีขั้นตอนดังนี้ 
1.การหารความเขม้ขน้ท่ีแน่นอนของ NA2S2O3 0.1 M 

โดยการเตรียม KIO3 ท่ีชัง่มา 3.xxxx g ปรับปริมาตร 1000 ml เติมลงในขวดรูปชมพู่ปริมาตร 25 ml 
จากนั้นเติม 10% KI ปริมาตร10 ml และเติมกรด H2SO4  0.1 M ปริมาตร 3 ml สารละลายจะมีสีน ้ าตาล 
จากนั้นน าไปไทเทรตทนัทีกบั NA2S2O3 จนสารละลายเป็นสีเหลืองจาง แลว้จึงเติมน ้ าแป้ง (อินดิเคเตอร์) ลง
ไปปริมาตร 2 ml สารละลายจะมีสีน ้ าเงินแลว้น าไปไทเทรตกบั NA2S2O3 จนสารละลายเป็นสีใส จดบนัทึก
ปริมาตรสารลาย NA2S2O3 ท่ีใช(้ท าการไทเทรตซ ้ ากนั 2-3 คร้ัง) 
2.การหาปริมาณของวติามินซี 

โดยน าตวัอยา่งวิตามินซีปริมาตร 10 ml ใส่ลงในขวดรูปชมพู่จากนั้นเติม KIO3 ปริมาตร 25 ml 10% 
KI ปริมาตร10 ml และเติมกรด H2SO4  0.1 M ปริมาตร 3 ml สารละลายจะมีสีน ้ าตาล จากนั้นน าไปไทเทรต
ทนัทีกบั NA2S2O3 จนสารละลายเป็นสีเหลืองจาง แลว้จึงเติมน ้ าแป้ง (อินดิเคเตอร์) ลงไปปริมาตร 2 ml 
สารละลายจะมีสีน ้ าเงินแลว้น าไปไทเทรตกบั NA2S2O3 จนสารละลายเป็นสีใส จดบนัทึกปริมาตรสารลาย 
NA2S2O3 ท่ีใช(้ท าการไทเทรตซ ้ ากนั 2-3 คร้ัง) 
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3.11 สร้างชุดทดสอบวติามินซี ในน า้ผลไม้ 
 3.11.1 เตรียมแถบสีมาตาฐาน 

 เตรียมวติามินซีท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ ดงัน้ี  5x10-3  1x10-3   1x10-4   5x10-4  5x10-5 และ 1x10-5 
M   เพื่อน าไปสร้างแถบสีมาตราฐานส าหรับชุดทดสอบเบ้ืองตน้ 
 3.11.2 ออกแบบชุดทดสอบ 

 ออกแบบชุดทดสอบเพื่อสร้างเป็นชุดทดสอบ  โดยในชุดทดสอบวิตามินซีจะประกอบดว้ย
อุปกรณ์และสารเคมี และขั้นตอนวธีิการทดลอง 
 
3.12 วเิคราะห์หาปริมาณวติามินซี ในน า้ผลไม้ 
 3.12.1 วเิคราะห์หาปริมาณวติามินซี ในน า้ผลไม้คั้นสด 
  วิเคราะห์หาปริมาณวิตามินซีในน ้ าผลไมค้ั้นสด เช่น น ้ าฝร่ัง  น ้ ามะนาว และน ้ าสัปปะรด 
จ านวน 3 ตวัอยา่ง  ถา้ตวัอยา่งมีลกัษณะขุ่นจะน าตวัอยา่งมากรองดว้ยกระดาษกรองก่อน หลงัจากนั้นท าการ
เจือจางตวัอย่างในกรณีท่ีตวัอย่างมีปริมาณวิตามินซีมากกว่าความเขม้ขน้ท่ีชุดทดสอบสามารถตรวจวดัได ้ 
แลว้ปิเปตตวัอยา่ง 1 ml มาผสมกบั FeCl3 ความเขม้ขน้ 1x10-3 M  จ านวน 1 ml และเติม K3[Fe(CN)6] ความ
เขม้ขน้ 5x10-3 M  ปริมาตร 1 ml  ผสมสารละลายให้เขา้กนัเป็นเวลา 10 นาที เปรียบเทียบสีท่ีไดก้บัแถบสี
มาตราฐานท่ีสร้างข้ึน อ่านค่าปริมาณของวติามินซีท่ีไดแ้ละเปรียบเทียบผลท่ีไดก้บัวธีิไทเทรตแบบรีดอกซ์ 
 3.12.2 วเิคราะห์หาปริมาณวติามินซี ในน า้ผลไม้พร้อมดื่ม 

 วเิคราะห์หาปริมาณวิตามินซีในน ้ าผลไมพ้ร้อมด่ืม จ านวน 9 ตวัอยา่ง  ถา้ตวัอยา่งมีลกัษณะ
ขุ่นจะน าตวัอย่างมากรองด้วยกระดาษกรองก่อน หลงัจากนั้นท าการเจือจางตวัอย่างในกรณีท่ีตวัอย่างมี
ปริมาณวติามินซีมากกวา่ความเขม้ขน้ท่ีชุดทดสอบสามารถตรวจวดัได ้ ปิเปตตวัอยา่ง 1 ml มาผสมกบั FeCl3 
ความเขม้ขน้ 1x10-3 M  จ านวน 1 ml และเติม K3[Fe(CN)6] ความเขม้ขน้ 5x10-3 M  ปริมาตร 1 ml  ผสม
สารละลายใหเ้ขา้กนัเป็นเวลา 10 นาที เปรียบเทียบสีท่ีไดก้บัแถบสีมาตราฐานท่ีสร้างข้ึน อ่านค่าปริมาณของ
วติามินซีท่ีไดแ้ละเปรียบเทียบผลท่ีไดก้บัวธีิไทเทรตแบบรีดอกซ์ 
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บทที ่4 
ผลการด าเนินงานวจิยั 

 

4.1 ผลการศึกษาการเกดิ Prussian blue 
  เตรียม Prussian blue จากการเกิดปฏิกิริยาระหวา่ง K4[Fe(CN)6]  กบั FeCl3 ผลการทดลอง
พบวา่ไดส้ารละลายสีน ้าเงิน น าสารละลายท่ีไดไ้ปวดัค่าการดูดกลืนแสงและหาความยาวคล่ืนสูงสุดของการ
ดูดกลืนแสง ผลการทดลองดงัรูปท่ี 4.1 พบวา่มีความยาวคล่ืนสูงสุดท่ี 720 นาโนเมตร ซ่ึงเป็นความยาวคล่ืน
ของ Prussian blue   
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     
 

    รูปที ่4.1 กราฟแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งค่าการดูดกลืนแสงกบัความยาวคล่ืนของ Prussian blue   
 
4.2 ผลการศึกษา Prussian blue จาก วติามินซี 

 เตรียม Prussian blue จากการผสมระหวา่ง  FeCl3 กบั วิตามินซี วิตามินซีจะเปล่ียน Fe(III) 
เป็น Fe(II)   จากนั้นท าปฏิกิริยากบั  K3[Fe(CN)6]  และพบวา่ไดส้ารละลายสีน ้ าเงินของ Prussian blue เม่ือ
น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงเพื่อหาความยาวคล่ืนสูงสุด ผลการทดลองสารละลายสีน ้ าเงินท่ีไดมี้ความยาว
คล่ืนท่ี 709 นาโนเมตร แสดงวา่สารละลายสีน ้ าเงินท่ีไดเ้ป็นสารละลาย Prussian blue เพราะมีความยาวคล่ืน
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อยู่ในช่วง 700-800 นาโนเมตร ในขณะท่ีสารละลายต่างท่ีใช้ในการเกิดปฏิกิริยาไม่ไดใ้ห้ค่าดูดกลืนแสง
ในช่วงความยาวคล่ืนน้ี ดงัรูปท่ี 4.2 

 

 
 
รูปที ่4.2 กราฟแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งค่าการดูดกลืนแสงกบัความยาวคล่ืนของ Prussian blue  ท่ีไดจ้าก
การใชว้ติามินซีเป็นตวัรีดิวซ์ 

 
 
 
ดงันั้นจึงใชท้ฤษฎีน้ีเพื่อหาความเขม้ขน้ของวติามินซี โดยใชว้ติามินซีเป็นตวัรีดิวซ์ เพื่อท าใหเ้กิด

เป็น Prussian blue  
 
4.3 ผลการศึกษาความเสถียรของ Prussian blue  

จากการศึกษาความเสถียรของสารละลาย Prussian blue ท่ีเวลาต่างๆเพื่อใช้ในการวิเคราะห์หา
ปริมาณวิตามินซี โดยเตรียมจากวิตามินซี ความเขม้ขน้ 5x10-4 M  ผลการทดลองแสดงดงัตาราง ท่ี 4.1 และ
รูปท่ี 4.3 



24 

 

ตารางที ่4.1 ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย Prussian blue ท่ีเกิดจากวติามินซีท่ีเวลาต่างๆโดยวดัท่ีความ
ยาวคล่ืนท่ี 709 นาโนเมตร 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
เวลา(นาที) 

 
ค่าการดูดกลนืแสง 

 

1 2.5518 
2 2.5914 
3 2.6351 
4 2.6587 
5 2.6587 
6 2.6833 
7 2.6833 
8 2.6833 
9 2.6833 

10 2.7092 
20 2.7092 
30 2.7092 
40 2.7092 
50 2.7092 
60 2.7092 
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รูปที่4.3 กราฟแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งค่าการดูดกลืนแสงท่ีเวลาต่างๆ 

 
ผลการทดลองเม่ือเวลาผ่านไปค่าการดูดกลืนแสงเพิ่มขน้ จนถึง 10 นาที หลงัจาก 10 นาทีข้ึนไป

จนถึง 60 นาที ค่าการดูดกลืนแสงคงท่ี แสดงวา่ Prussian blue มีความเสถียรหลงัจากเกิดปฏิกิริยา 10 นาที  
ดงันั้นจึงใชเ้วลาในการเกิดปฏิกิริยาของ Prussian blue จาก วติามินซี 10 นาที ในการทดลองต่อๆไป 
 
4.4 ผลการศึกษาความเข้มข้นของ FeCl3 ทีเ่หมาะสม 
 จากการศึกษาความเขม้ขน้ของ FeCl3 มีผลต่อการเกิดปฏิกิริยาของสารละลาย Prussian blue   FeCl3 
จะตอ้งมีความเขม้ขน้มากเกินพอ เพื่อท่ีจะใชว้ติามินซี เป็นตวัรีดิวซ์ไดส้มบรูณ์ ผลการทดลองแสดงผลดงั
ตารางท่ี 4.2  
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ตารางที ่4.2 แสดงผลการศึกษาความเขม้ขน้ของ FeCl3 โดยใช ้วติามินซีความเขม้ขน้ต่างๆ และใช้
K3[Fe(CN)6] เป็น 5 เท่าของ FeCl3 
 
 

 
FeCl3 
(M) 

 
K3[Fe(CN)6] 

(M) 

ค่าการดูดกลนืแสงของ
วติามินซีความเข้มข้น 

5x10-4 (M) 
 

 
ผลการทดลอง 

 
0.1x10-3 

 
0.5x10-3 

 
0.9635 

 

 

 
0.5x10-3 

 
2.5x10-3 

 
1.0985 

 

 
 
 
 

 
1x10-3 

 
5x10-3 

 
2.7003 

 

 
 
 
 

 
1.5x10-3 

 
7.5x10-3 

 
มากกวา่ 3.9999 

 

 
 
 

จากตารางท่ี 4.2 พบว่าทุกความเขม้ขน้ของวิตามินซี เม่ือ FeCl3 มีความเขม้ขน้เพิ่มข้ึนสีน ้ าเงินของ 
Prussian blue มีความเขม้เพิ่มข้ึนจากความเขม้ขน้ 0.1x10-3 M ถึง1.5x10-3 M แต่เม่ือความเขม้ขน้มากกว่า  
1x10-3 M พบวา่สีของสารละลาย Prussian blue มีความเขม้มากและไม่สามารถวดัค่าการดูดกลืนแสงได ้
ดงันั้นในการทดลองจึงเลือกความเขม้ขน้ของ FeCl3 ท่ี 1x10-3 M 
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4.5 ผลการศึกษาความเข้มข้นของ K3 [Fe(CN)6] ทีเ่หมาะสม 
จากการศึกษาความเขม้ขน้ K3 Fe[(CN)6] จะตอ้งมากเกินพอ เพื่อท าให้การเกิดปฏิกิริยาของ วิตามินซี 

และ FeCl3 ไดส้มบรูณ์ และตอ้งมีอตัราส่วนท่ีเหมาะสมเพื่อป้องกนัการตกตะกอนของสารละลาย  ผลการ
ทดลองดงัตารางท่ี 4.3  
 
ตารางที ่4.3 แสดงผลการศึกษาความเขม้ขน้ของ FeCl3 : K3[Fe(CN)6] ท่ีอตัราส่วน 1:3  1:5 และ1:7เท่าโดยใช้
วติามินซีความเขม้ขน้ต่างๆ 
 
 

 
FeCl3 
(M) 

 
K3[Fe(CN)6] 

(M) 

ค่าการดูดกลนืแสงของ
วติามินซีความเข้มข้น 

5x10-4 (M) 
 

 
ผลการทดลอง 

 
1x10-3 

 
3x10-3 

 

 
2.6351 

 
 

1x10-3 
 

5x10-3 
 

 
2.6833 

 
 

1x10-3 
 

7x10-3 

 

 
2.7372 

 
 
  

จากตารางท่ี 4.3 พบวา่สีของ Prussian blue เขม้ข้ึนเม่ือความเขม้ขน้ของ K3 [Fe(CN)6]  เพิ่มข้ึน แต่ท่ี
ความเขม้ขน้ 5x10-3 M และ 7x10-3 M ความเขม้ของสีท่ีไดน้ั้นใกลเ้คียงกนั ดงันั้นในการทดลองน้ีจึงเลือก   
K3 [Fe(CN)6]  ท่ีความเขม้ขน้ 5x10-3 M เพราะใชส้ารเคมีนอ้ยกวา่  
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4.6 ผลการศึกษาผลของ pH 
 จากการศึกษาผลของ pH ในการเกิดสารละลาย Prussian blue โดยมีวิตามินซี ความเขม้ขน้ 5x10-4 M 
ท่ี pH ต่างๆผลการทดลองดงัตารางท่ี 4.4 และรูปท่ี 4.4  ผลการทดลองพบวา่ pH ไม่มีผลต่อการเกิด Prussian 
blue ในน ้าผลไมมี้ pH อยูใ่นช่วง 2-6 เพราะฉะนั้นจึงสรุปไดว้า่ pH ไม่รบกวนต่อการวิเคราะห์หาปริมาณของ
วติามินซี   
 
ตารางที่4.4 ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย Prussian blue ท่ี  pH ต่างๆ 
 

สารละลาย Prussian blue ทีม่ีวติามินซี  
pH ต่างๆ 

ค่าการดูดกลนืแสง 

1.5 2.7372 
2 2.7372 
3 2.8341 
4 2.7668 
5 2.7372 
6 2.7668 

  
 
 
 

 
 

รูปที ่4.4 การเปรียบเทียบสีของสารละลาย Prussian blue ท่ี pH ต่างๆ 
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4.7 ผลการศึกษาผลของตัวรบกวน (Interference) 
4.7.1 ผลจากการใช้ตัวรบกวนแทนวติามินซี 
 จากตารางท่ี 4.5 และ รูปท่ี 4.5 เม่ือเปรียบเทียบค่าการดูดกลืนแสงท่ีไดจ้าก กลูโคส ฟรุก

โตสและซูโคส ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ พบวา่ใหค้่าการดูดกลืนแสงใกลเ้คียงกบัสารละลายแบลงค ์(กรดไนตริก) 
เม่ือเปรียบเทียบกบัสีท่ีได้จากวิตามินซี พบว่าค่าการดูดกลืนแสงท่ีได้จากตวัรบกวนต่างๆน้อยกว่าค่าการ
ดูดกลืนแสงของวติามินซีถึง10 เท่า ดงันั้นจึงสรุปไดว้า่ตวัรบกวนไม่มีผลต่อการวเิคราะห์หาปริมาณวติามินซี 

 
 

ตารางที ่4.5 ค่าการดูดกลืนแสงของสารรบกวนท่ีความเขม้ขน้ต่างๆจากการใชต้วัรบกวนแทนวิตามินซี 
 

ความเข้มข้น (M) การดูดกลนืแสงของ 
กลูโคส 

การดูดกลนืแสงของ 
ฟรุกโตส 

การดูดกลนืแสงของ  
ซูโคส 

0.01 - - 0.0054 
0.05 - 0.0122 - 
0.1 0.0111 - - 

0.15 -  0.0206 
0.2 0.0118 0.0308 - 
0.3 0.0208 - 0.042 
0.4 - 0.0729 - 
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                       รูปที ่4.5 กราฟแผนภูมิแท่งแสดงผลการจากการใชต้วัรบกวนแทนวิตามินซี 
 
 
 

4.7.2 ผลจากการผสม  Prussian  blue กบัตัวรบกวน 
 เม่ือเปรียบเทียบค่าการดูดกลืนแสงท่ีไดจ้ากสารละลาย Prussian blue ท่ีไดจ้าก กลูโคส ฟรุก

โตสและซูโคส ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ เม่ือเปรียบเทียบกบัวิตามินซี พบวา่ให้ค่าการดูดกลืนแสงใกลเ้คียงกบั
สารละลาย Prussian blue (ตารางท่ี 4.6 และ รูปท่ี 4.6) แสดงวา่ตวัรบกวนต่างๆท่ีมีความเขม้ขน้อยูใ่นช่วงท่ี
พบในน ้าผลไม ้ไม่มีผลต่อการวเิคราะห์หาวติามินซี  
 
 
 
 
 
 
 

0.00

Glucose (M)       Fructose (M)         Sucrose (M)
0.1  0.2  0.3        0.05    0.2   0.4        0.01  0.15  0.3

3.00

2.00

1.00

Vitamin C

blank      

ค่า
กา
รด

ูดก
ลืน

แส
ง
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ตารางที ่4.6 ค่าการดูดกลืนแสงของสารรบกวนท่ีความเขม้ขน้ต่างๆจากการผสม  Prussian  blue 
      กบัตวัรบกวน 
 

ความเข้มข้น (M) การดูดกลนืแสงของ 
กลูโคส 

การดูดกลนืแสงของ 
ฟรุกโตส 

การดูดกลนืแสงของ  
ซูโคส 

0.01 - - 2.4362 
0.05 - 2.4362 - 
0.1 2.4220 - - 

0.15 -  2.5407 
0.2 2.4507 2.4082 - 
0.3 2.4362 - 2.4758 
0.4 - 2.4817 - 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

รูปที ่4.6 กราฟแผนภูมิแท่งแสดงผลการจากการผสม  Prussian  blue กบัตวัรบกวน 
 

    

Glucose (M)             Fructose (M)            Sucrose (M)

0.      .      .             .       .     .            .     .     .      blank  Vitamin C

    

    

    ค่า
กา
รด

ูดก
ลืน

แส
ง
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4.8 ผลการศึกษาประสิทธิภาพของชุดทดลอบวติามินซี 
4.8.1 ช่วงความเข้มข้นของวิตามินซี 
 ศึกษาช่วงความเขม้ขน้ต่างๆของวติามินซี ท่ีใชใ้นการท าใหเ้กิดเป็นสารละลาย Prussian 

blue พบวา่มีช่วงความเขม้ขน้คือ 5x10-3  1x10-3   1x10-4   5x10-4  5x10-5 และ 1x10-5 M   ดงัรูปท่ี 4.7  
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 

รูปที่ 4.7 สารละลาย Prussian blue ท่ีมีวติามินซีในช่วงความเขม้ขน้ต่างๆ 
 
จากรูปท่ี 4.7 สีของสารละลาย Prussian blue ท่ีมีวิตามินซี ความเขม้ขน้ต่างๆ พบวา่ความเขม้ของสี

เพิ่มข้ึนตามความเข้มข้นของวิตามินซีท่ีเพิ่มข้ึนสามารถแยกสีได้ด้วยตาเปล่าและสารละลายท่ีได้ไม่
ตกตะกอน ดงันั้นช่วงความเขม้ขน้ท่ีเป็นเส้นตรงของชุดทดสอบน้ีคือ  
 

4.8.2 ผลการศึกษาข้อจ ากดัการท าซ ้า (Repeatability) 
          จากการศึกษาขอ้จ ากดัการท าซ ้ าของสารละลาย Prussian blue  ท่ีวิตามินซีความเขม้ขน้ 

5x10-4  M ผลการทดลองดงัตารางท่ี 4.7  พบวา่มี % RSD เท่ากบั 3 ซ่ึงอยูใ่นช่วงท่ียอมรับไดด้งันั้นจึงสรุปได้
วา่การวเิคราะห์หาวติามินซีใหก้ารท าซ ้ าท่ีดี   1x10-5 - 5x10-3  M 
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ตารางที ่4.7 ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย Prussian blue ท่ีมีวติามินซีความเขม้ขน้ 5X10-4 M ท่ีสภาวะ
การทดลองเดียวกนัโดยท าการวดัซ ้ ากนั 6 คร้ัง 
  
 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4 8.3 ผลการศึกษาขีดจ ากดัการทวนซ ้าของวธีิ (Reproducibility) 

   จากการศึกษาขีดจ ากดัการทวนซ ้ าของวิธีของสารละลาย Prussian blue ท่ีมีวิตามินซีความ
เขม้ขน้ 5x10-4  M ดงัตารางท่ี 4.8  พบวา่มี % RSD เท่ากบั 3 ซ่ึงอยูใ่นช่วงท่ียอมรับไดด้งันั้นจึงสรุปไดว้า่การ
วดัมีการทวนซ ้ าของวธีิท่ีดี 
 
ตารางที่ 4.8 ค่าการดูดกลืนแสง ของสารละลาย Prussian blue ท่ีมีวติามินซีความเขม้ขน้ 5X10-4 M ท่ีสภาวะ
       การทดลองแตกต่างกนัโดยท าการวดั 6 วนั 

3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ท าการวดัสารละลาย 
Prussian blue (คร้ังที)่ 

ค่าการดูดกลนืแสง 

1 2.7092 
2 2.7092 
3 2.6128 
4 2.8341 
5 2.8341 
6 2.8341 

% RSD  =  3 

ท าการวดัสารละลาย 
Prussian blue(วนัที่) 

ค่าการดูดกลนืแสง 

1 2.7092 
2 2.6351 
3 2.6128 
4 2.4817 
5 2.6587 

6 2.6351 

%RSD = 3 
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4.8.3 ผลการศึกษาค่าความถูกต้อง (Accuracy) 
 จากการทดลองศึกษาการเปรียบเทียบผลจากชุดทดสอบโดยใช้วิตามินซีท่ีความเข้มข้น 

1x10-5  5x10-5  1x10-4  5x10-4  1x10-3  2.25x10-3   และ 5x10-3 M  กบัวิธีไทเทรต ไดผ้ลการทดลองดงัตารางท่ี 
4.9  พบวา่ผลการวเิคราะห์ของทั้งสองวธีิสอดคลอ้งกนัสรุปไดว้า่ชุดทดสอบท่ีสร้างข้ึนมามีความถูกตอ้งสูง 
  
    ตารางที ่4.9 การเปรียบเทียบปริมาณวติามินซีท่ีหาไดชุ้ดทดสอบกบัวธีิทัว่ไป (ไทเทรต) 
 

ความเข้มข้นของวติามินซี
ตัวอย่าง (M) 

ชุดทดสอบ 
(M) 

วธีิไทเทรต 

1x10-5 Blank-1x10-5 9.5x10-6 
5x10-5 5x10-5-1x10-4 5.3x10-5 
1x10-4 1x10-4-5x10-4 1.12x10-4 
5x10-4 1x10-4-5x10-4 4.86x10-4 
1x10-3 5x10-4-1x10-3 8.96x10-4 

2.25x10-3 1x10-3-5x10-3 2.16x10-3 
5x10-3 1x10-3-5x10-3 4.89x10-3 

 
 
4.9 สร้างชุดทดสอบวติามินซี ในน า้ผลไม้ 
 4.9.1 ผลการเตรียมแถบสีมาตราฐาน 
  จากการทดลองโดยการเตรียมสารละลาย Prussian blue ท่ีมีวิตามินซี ความเขม้ขน้ต่างๆ
ดงัน้ีคือ 1x10-3 5x10-3 1x10-4 5x10-4 1x10-5 และ 5x10-5 M แลว้น าสีของสารละลายท่ีเตรียมไดไ้ปสร้างเป็น
แถบสีมาตราฐาน ดงัรูปท่ี 4.8 
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รูปที ่4.8 แถบสีมาตราฐานส าหรับวเิคราะห์หาปริมาณวิตามินซีดว้ยชุดทดสอบ 
 
 
4.9.2 ผลการออกแบบชุดทดสอบ 
       ไดอ้อกแบชุดทดสอบ ดงัรูปท่ี 4.9 ชุดทดสอบน้ีตรวจสอบได ้30  ตวัอยา่ง  ก่อนทดสอบ

ควรอ่านวธีิใชใ้หล้ะเอียดทุกขั้นตอน 
 

ส่วนประกอบของชุดทดสอบ 
1. หลอดดูดพลาสติก ( 1 มิลลิลิตร ) ใส่ในถุงพลาสติก  30  หลอด   ใชแ้ลว้ทิ้ง 
2. หลอดดูดน ้ายา A    ( 1 มิลลิลิตร )                                1   หลอด   ใชแ้ลว้ลา้งใชใ้หม ่
3. หลอดดูดน ้ายา B    ( 1 มิลลิลิตร )            1   หลอด   ใชแ้ลว้ลา้งใชใ้หม ่
4. ขวดพลาสติก                                           3   ขวด      ใชแ้ลว้ลา้งใชใ้หม ่
5. แถบสีมาตรฐาน 
 
น า้ยาตรวจสอบ2 ชนิด 
ขวดน ้ายา A 1 ขวด   
ขวดน ้ายา B 1 ขวด   
 

5 x 10
-3

 โมลาร์ 
(880 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

1 x 10
-3

 โมลาร์ 
(176 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

5 x 10
-4

 โมลาร์ 
(88 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

1 x 10
-4

 โมลาร์ 
(17.6 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

5 x 10
-5

 โมลาร์ 
(8.8 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

1 x 10
-5

 โมลาร์  
(1.76 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

แถบสีมาตรฐาน 
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วธีิการใช้ 
1.เติมน ้ายา A  1 มิลลิลิตร ลงในขวดพลาสติก 
2.เติมน ้าผลไมต้วัอยา่งลงไป  1 มิลลิลิตร  
3. เติมน ้ายา B ลงไป  1  มิลลิลิตร 
4. เขยา่ตั้งทิ้งไว ้ 10  นาที แลว้สังเกตสีของสารละลายเทียบกบัแถบสีมาตรฐาน 

 
 

 
 

 
รูปที ่4.9 ชุดทดสอบวิตามินซีในน ้าผลไม ้

 
 
4.10 ผลการวเิคราะห์หาปริมาณวติามินซี ในน า้ผลไม้ 

4.10.1 ผลการวเิคราะห์หาปริมาณวติามินซี ในน า้ผลไม้คั้นสด 
 ท  าการวิเคราะห์หาปริมาณวิตามินซีในตวัอย่างน ้ าผลไมค้ั้นสด คือ น ้ าฝร่ัง น ้ ามะนาว และ

น ้าสัปปะรด ดว้ยชุดทดสอบและเปรียบเทียบผลกบัวธีิไทเทรต ไดผ้ลการทดลองตารางท่ี 4.10 และรูปท่ี 4.10  
พบวา่ชุดทดสอบใหผ้ลการทดลองสอดคลอ้งกบัวธีิไทเทรต 
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ตารางที ่4.10 การเปรียบเทียบปริมาณวติามินซีในน ้าผลไมค้ั้นสดท่ีหาไดจ้ากชุดทดสอบกบัวธีิทัว่ไป 
(ไทเทรต) 

 

 
ตัวอย่างน า้ผลไม้ 

 

ความเข้มข้น (M) 
 

ชุดทดสอบ 
 

 

วธีิไทเทรต 

น ้าฝร่ัง 
 

1x10-3- 5x10-3 4.57x10-3 

น ้ามะนาว 
 

1x10-3- 5x10-3 2.25x10-3 

น ้าสัปปะรด 
 

1x10-3- 5x10-3 1.55x10-3 

 
 

 
 

 
รูปที่ 4.10 การหาปริมาณของวติามินซีในน ้าผลไมค้ั้นสดดว้ยชุดทดสอบ 

 
 
4.10.2 ผลการวเิคราะห์หาปริมาณวติามินซี ในน า้ผลไม้พร้อมดื่ม 
     จากการทดลองศึกษาการเปรียบเทียบผลการวิเคราะห์หาปริมาณวิตามินซีในน ้ าผลไม้

พร้อมด่ืมจ านวน 9 ตวัอยา่ง โดยใชชุ้ดทดสอบกบัวธีิไทเทรต ผลการทดลองพบวา่ทั้งสองวิธีให้ผลสอดคลอ้ง
กบั สรุปไดว้่าชุดทดสอบท่ีสร้างข้ึนมามีความถูกตอ้งสูง และเม่ือเปรียบเทียบกบัวิธีไทเทรต (ตารางท่ี 4.11) 
ชุดทดสอบมีขอ้ดีกวา่คือมีขั้นการทดลองท่ีง่าย ใชส้ารเคมีนอ้ย ค่าใชจ่้ายนอ้ยและใหผ้ลรวดเร็ว  
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ตารางที ่4.11 การเปรียบเทียบปริมาณวติามินซีในน ้าผลไมพ้ร้อมด่ืมท่ีหาไดจ้ากชุดทดสอบกบัวธีิไทเทรต 
 

 
ตัวอย่างน า้ผลไม้ 

 

 

ความเข้มข้น(M) 
 

 

ชุดทดสอบ 
 

 

วธีิไทเทรต 

1 1x10-3-5x10-3 
 

6.04x10-3 

2 blank-1x10-4 
 

1.04x10-4 

3 Blank 
 

ไม่มีวติามินซี 

4 1x10-5-  5x10-5 
 

5x10-5 

5 5x10-4-1x10-3 
 

8.97x10-4 

6 1x10-3-5x10-3 
 

1.36x10-3 

7 1x10-4-5x10-4 
 

4.4x10-4 

8 1x10-3-5x10-3 
 

1.18x10-3 

9 1x10-5-5x10-5 
 

1.5x10-5 
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บทที ่5 

สรุปผลการด าเนินงานวจิยั 
 

งานวิจยัน้ีได้สร้างชุดทดสอบหาปริมาณวิตามินซีในน ้ าผลไมโ้ดยใช้หลกัการเกิดสีของ Prussian 
blue วิตามินซีจะท าหนา้ท่ีเป็นตวัรีดิวซ์ Fe3+ ให้กลายเป็น Fe2+ เพื่อท าปฏิกริยากบั Fe[(CN)6]

-4  จะไดเ้ป็น
ผลิตภณัฑ ์Prussian blue ซ่ึงมีสีน ้าเงิน และมีค่าการดูดกลืนคล่ืนแสงสูงสุดท่ี 709 นาโนเมตร โดยสารละลาย 
Prussian blue มีความเสถียรท่ีเวลา 10 นาที 

ศึกษาปัจจยัต่างๆ ท่ีมีผลต่อการวิเคราะห์หาวิตามินซีโดยใชห้ลกัการเกิดสีของ Prussian blue พบวา่
ความเขม้ขน้ของ Fe3+ ท่ีเหมาะสมคือ 1x10-3M และความเขม้ขน้ของ Fe[(CN)6]

-4  ท่ีเหมาะสมคือ 5x10-3 M 
ท าใหไ้ดส้ารละลาย Prussian blue ท่ีไม่ตกตะกอนและมีความเสถียรสูง 

ศึกษาผลของปัจจัยรบกวน คือ pH และสารรบกวนผลการทดลองพบวา่ pH ในช่วง 1.5 - 6 ไม่มีผล
ต่อการวิเคราะห์หาปริมาณของวิตามินซีส่วนสารรบกวนท่ีเลือกศึกษาคือ กลูโคส ฟรุกโตส และซูโคส ท่ี
ความเขม้ขน้ต่างๆ ท่ีมีรายงานว่าเป็นส่วนประกอบในน ้ าผลไม ้พบว่าท่ี กลูโคส ฟรุกโตส และซูโคส ทุก
ความเขม้ขน้ไม่มีผลไม่มีผลต่อการวิเคราะห์หาวิตามินซี แสดงว่าชุดดสอบท่ีสร้างข้ึนมามีความจ าเพาะ
เจาะจงต่อการวเิคราะห์สูงเม่ือไดส้ภาวะการมฃทดลองท่ีเหมาะสมแลว้น ามาสร้างแถบสีมาตราฐาน เพื่อสร้าง
เปนชุดทดสอบภาคสนาม ชุดทดสอบท่ีสร้างข้ึนมามีความเท่ียง (% RSD = 3) และความแม่นย  าสูง(% RSD = 
3) มีความสามารถในการตรวจหาปริมาณของวติามินซีในช่วง 1x10-5 - 5x10-3 M  

น าชุดทดสอบท่ีสร้างข้ึนมาไปใชใ้นการวเิคราะห์หาวติามินซี ในตวัอยางน ้าผลไมค้ั้นสด ละน ้ าผลไม้
พร้อมด่ืม พบวา่ผลท่ีไดจ้ากชุดทดสอบและวิธีการไทเทรต สอดคลอ้งกนัแสดงวา่ชุดทดสอบท่ีสร้างข้ึนมามี
ประสิทธิภาพสูงในการวิเคราะห์หาวิตามินซีเบ้ืองตน้น ้ าผลไมโ้ดยใชเ้วลาในการวิเคราะห์เพียง 10 นาที ไม่
ตอ้งมีขั้นตอนการเตรียมตวัอยา่งท่ียุง่ยากและมีค่าใชจ่้ายราคาถูก 
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