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บทคัดย่อ 

          ฟอร์มาลดีไฮด์หรือฟอร์มาลินเป็นสารก่อมะเร็งโดยการจัดเป็นสารก่อมะเร็งตามข้อก าหนดขององค์กร 

วิจัยโรคมะเร็งนานาชาติ (IARC) และไม่อนุญาตให้ใช้ในอาหาร ดังนั้นจึงจ าเป็นต้องมีการพัฒนาการตรวจวัด

ปริมาณฟอร์มาลดีไฮด์ทีง่่ายและมีประสิทธิภาพ ในงานวิจัยนี้ได้การพัฒนาการตรวจหาฟอร์มาลดีไฮด์บน

อุปกรณฐ์านกระดาษ (paper-based analytical device) ด้วย hydrazinyl naphthalimide-based 

fluorescent probe (RBNA probe) โดยความเข้มข้นของ RBNA probe ทีเ่หมาะสมส าหรับการตรวจวัดหา

ฟอร์มาลดีไฮด์ในสารละลาย คือ 50 µM ซ่ึงมีความไวในการตรวจวัดที่ดีและให้ขีดจ ากัดการตรวจวัดต ่า (0.545 

mg/L)  จากนั้นใช้ RBNA probe ความเข้มข้น 50 µM ในการตรวจวัดบนอุปกรณ์ฐานกระดาษ ออกแบบระบบ

ตรวจจับการเรืองแสงแบบประดิษฐ์เอง (Homemade fluorescence detection system) ซึ่งใช้สเปกโตร

มิเตอร์ USB 2000+ แบบพกพาในการตรวจวัด เพ่ือใช้ในการตรวจวัดการเรืองแสงของอุปกรณ์ฐานกระดาษ 

แต่ไม่สามารถตรวจวัดสัญญาณฟอร์มาลดีไฮด์บนอุปกรณ์ฐานกระดาษที่มีด้วย RBNA probe ได้ ดังนั้นจึงท า

การทดสอบระบบตรวจจับการเรืองแสงแบบประดิษฐ์เองด้วย Rhodamine B พบว่าสามารถใช้ตรวจหา 

Rhodamine B บนอุปกรณ์ฐานกระดาษท่ีความเข้มข้นสูง (25-100 mg/L) ได้ แต่ไม่สามารถตรวจจวัดที่ความ

เข้มข้นต ่า (1.0-10 mg/L) ได้ ด้วยเหตุนี้ระบบตรวจวัดการเรืองแสงแบบประดิษฐ์เองจึงสามารถใช้เพ่ือตรวจวัด

การเรืองแสงบนอุปกรณ์ฐานกระดาษได้ อย่างไรก็ตามความเข้มของการเรืองแสงจากฟอร์มาลดีไฮด์ความ

เข้มข้น 50 mg/L ที่ตรวจวัดบนอุปกรณ์ฐานกระดาษด้วย 50 µM RBNA probe อาจไม่สูงพอที่จะตรวจวัดโดย

ระบบตรวจจับการเรืองแสงแบบประดิษฐ์เองได้ 
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Abstract 

          Formaldehyde or formalin is known to be a carcinogen by IARC classification and not 

allowed to use in food according to Food. So that is very necessary to detect harmful 

formaldehyde with a simple and effective method. In this work, the detection of 

formaldehyde on a paper-based analytical device by a hydrazinyl naphthylamide-based 

fluorescent probe (RBNA probe) was developed. The concentration of RBNA probe was first 

optimized for detection of formaldehyde in solution. 50 µM of RBNA probe gave a good 

sensitivity and low detection limit (0.545 mg/L). Therefore, 50 µM of RBNA probe was applied 

on paper-based device for detection of formaldehyde. The homemade fluorescence 

detection system which used a portable USB 2000+ spectrometer used for detection on 

paper-based device. Unfortunately, it cannot detect formaldehyde on a paper-based device 

with 50 µM of RBNA probe. Therefore, a design of the homemade fluorescence detection 

system was test with Rhodamine B which is a strong fluorescent compound. The design can 

use to detect Rhodamine B on a paper-based device at high concentration (25-100 mg/L) 

but cannot detect at low concentration (1.0-10 mg/L). As a result, the homemade 

fluorescence detection system can use to detect fluorescence on paper-based. 

Nevertheless, the fluorescence intensity from a paper-based detection formaldehyde with 

50 µM of RBNA probe may not high enough to detect by the homemade fluorescence 

detection system. 
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              (a) ขวดก้นกลม 2 คอต่อกับคอนเด็นเซอร์ (b) ขวดก้นกลม 2 คอ 

21 

ภาพที่ 3.7 1H-NMR ของ RBNA probe ในสารละลาย DMSO 22 

ภาพที่ 3.8 กลไกการตรวจวัดฟอร์มาลดีไฮด์ ด้วย RBNA probe 22 

ภาพที่ 3.9 สเปกตรัมการตรวจวัดฟอร์มาลดีไฮด์ด้วย RBNA probe (λex=446 nm, λem=525 nm) 23 

ภาพที่ 3.10 กราฟมาตราฐานของการตรวจวัดปริมาณฟอร์มาลดีไฮด์ด้วย RBNA probe  23 

ภาพที่ 3.11 แบบจ าลองอุปกรณ์การตรวจวัด fluorescence บนอุปกรณ์ฐานกระดาษ 25 

ภาพที่ 3.12 สเปกตรัมของ Rhodamine B จากการตรวจวัดด้วย Homemade fluorescence  

               detection system for paper-based device ที่ (a) ความเข้มข้นต ่า (b) ความเข้มข้นสูง 

26 

ภาพที่ 3.13 กราฟมาตรฐาน ของ Rhodamine B ความเข้มข้น 25-100 mg/L 26 

ภาพที่ 3.14 กราฟความสัมพันธ์และสเปกตรัม(spectrum) ของ Rhodamine B ที่ความเข้มข้นต ่า 

                ในรูปสารละลาย 

27 
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บทที่ 1 

บทน า 

 

1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

 

 

 

 

ภาพที่ 1.1 โครงสร้างทางเคมีของฟอร์มาลดีไฮด์ (Formaldehyde) 

 

ฟอร์มาลดีไฮด์ (formaldehyde) หรือ "ฟอร์มาลิน" (formalin) สูตรทางเคมี CH2O และมีโครงสร้าง

ทางเคมีเป็นดังภาพที่ 1.1 เป็นสารก่อมะเร็งและจัดอยู่ในประเภทวัตถุอันตรายชนิดที่ 2 (พระราชบัญญัติวัตถุ

อันตราย พ.ศ. 2535) ลักษณะทั่วไปของฟอร์มาลดีไฮด์ เป็นของเหลวใส ไม่มีสี มีกลิ่นฉุนเฉพาะตัว[1] มีการใช้งาน

หลายด้าน เช่น การถนอมสัตว์ อุปกรณ์ฆ่าเชื้อ สิ่งทอ เฟอร์นิเจอร์ เครื่องส าอาง การผลิต และการเกษตร ในทาง

การแพทย์มีการใช้ในความเข้มข้นตั้งแต่ร้อยละ 10 ขึ้นไป ขึ้นอยู่กับวัตถุประสงค์ของการใช้เป็นหลัก เช่น ใช้ฆ่า

เชื้อโรค (germicide) และฆ่าเชื้อรา (fungicide) และเป็นน ้ายาดองศพ เป็นต้น นอกจากนี้ในความเข้มข้น

ประมาณร้อยละ 0.004 ช่วยป้องกันการข้ึนราในการเก็บรักษาข้าวสาลี หรือกันการเน่าเสียในข้าวโอ๊ตหลังจาก

เก็บเก่ียว และใช้ป้องกันแมลงในพวกเมล็ดธัญพืชหลังการเก็บเกี่ยว[2]  

การปนเปื้อนของฟอร์มาลดีไฮด์ในอาหาร เป็นประเด็นที่หลายหน่วยงานให้ความส าคัญมาจนถึง

ปัจจุบัน หากมกีารตรวจพบหรือมีการลักลอบใส่ในอาหาร จัดเป็นการผลิตหรือจ าหน่ายอาหารไม่บริสุทธิ์ มีโทษ

จ าคุกไม่เกิน 2 ป ี หรือปรับไม่เกิน 20,000 บาท[3] ส านักคุณภาพและความปลอดภัยอาหากรมวิทยาศาสตร์ 

การแพทย์ ได้ส ารวจปริมาณฟอร์มาลดีไฮด์ในอาหารหลายประเภทซึ่งวางจ าหน่ายในท้องตลาด พบว่ามีแนวโน้ม

การตกค้างฟอร์มาลดีไฮด์ในอาหารเพิ่มขึ้น ซึ่งการได้รับฟอร์มาลดีไฮด์ปริมาณมากเกินไป จะเกิดอาการเป็นพิษ

โดยเฉียบพลัน ดังนั้นจึงมีกฎหมายควบคุมการใช้ฟอร์มาลดีไฮด์ในอาหาร โดยองค์การอนามัยโลก (World 

Health Organization, WHO) ก าหนดเกณฑ์ความปลอดภัยจากการได้รับฟอร์มาลดีไฮด์ต่อวันที่ทนได้ 

(Tolerable daily intake: TDI) ไม่เกิน 0.15 มิลลิกรัมต่อน ้าหนักตัว 1 กิโลกรัมต่อวัน[5] และในประเทศไทยตาม

ประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบับที่ 151 (พ.ศ. 2536) ก าหนดให้ฟอร์มาลีนเป็นสารห้ามใช้ในอาหาร ซึ่ง

หมายถึงฟอร์มาลดีไฮด์ที่ตรวจพบต้องมาจากการเติมสารนี้ลงไปในอาหารด้วยวัตถุประสงค์ต่าง ๆ ที่ไม่ใช่เกิดขึ้น

เองตามธรรมชาติ 

ปริมาณฟอร์มาลดีไฮด์ที่พบได้ในธรรมชาติของอาหารมีความแตกต่างตามชนิดของอาหาร ดังตัวอย่าง

ในตารางที่ 1.1 โดยกลุ่มอาหารที่มีการพบปริมาณฟอร์มาลดีไฮด์สูง คือ ผลิตภัณฑ์กลุ่มเนื้อสัตว์แปรรูป[4] 
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ตารางท่ี 1.1 ตัวอย่างอาหารที่มีฟอร์มาลดีไฮด์ที่เกิดขึ้นเองตามธรรมชาติ[4] 

ชนิดอาหาร Level (mg/kg) ชนิดอาหาร Level (mg/kg) 

ผักและผลไม้ 

แอปเปิ้ล 6.3 – 22.3 กะหล ่า 26.9 

กล้วย 16.3 องุ่น 22.4 

บีทรูท 35 มะเขือเทศ 5.7 – 13.3 

ผักที่กลีบเรียงซ้อนกันเป็นชั้นๆ  

(เช่น หัวหอม) 

11 กะหล ่าปลี 31 

เนื้อสัตว์และผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์ 

เนื้อ 4.6 สัตว์ปีก 2.5 – 5.7 

หม ู 5.8 – 20 ลูกชิ้น 6.8 

แกะ 8 ผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์แปรรูป 

(รวมแฮมและไส้กรอก) 

< 20.7 

กุ้ง 1 – 2.4 ตับ < 11.9 

ปลาหมึก 1.8 นมวัว < 3.3 

 

โดยทั่วไปการหาปริมาณฟอร์มาลดีไฮด์ใช้เทคนิคทางโครมาโทกราฟี เช่น Gas chromatography 

(GC)[6] หรือ High performance liquid chromatography (HPLC)[7] ซึ่งเทคนิคเหล่านี้มีประสิทธิภาพสูงใน

การวิเคราะห์ เหมาะส าหรับสารที่มีความเข้มข้นต ่า แต่เนื่องจากเครื่องมือในการวิเคราะห์มีราคาสูง ในปัจจุบัน 

อุปกรณ์การวิเคราะห์ฐานกระดาษ (paper-based analytical devices) จึงได้รับความสนใจในการใช้เป็น

อุปกรณ์ตรวจวัด ซึ่งอุปกรณ์การวิเคราะห์ฐานกระดาษเป็นเทคนิคที่สะดวกในการตรวจวัด พกพาและใช้งานง่าย 

ใช้สารตัวอย่างปริมาณน้อยระดับไมโครลิตร (µL) [8] โดยเทคนิคนี้ใช้การหยดสารตัวอย่างไปยังอุปกรณ์ เมื่อสาร

เกิดปฏิกิริยาจะเกิดการเปลี่ยนแปลงสี หลังจากนั้นน าไปวิเคราะห์ต่อเพ่ือหาปริมาณฟอร์มาดีไฮด์ 

ปัจจุบันมีการศึกษาตัวตรวจวัดโดยใช้ โพรบเรืองแสง (Fluorescence probe)[9] ซ่ึงเป็นโมเลกุลที่ดูด

ซับแสงที่มีความยาวคลื่นจ าเพาะและเปล่งแสงที่มีความยาวคลื่นต่างกันออกมา หรือที่เรียกว่ากระบวนการเรือง

แสง มักใช้ในการศึกษาตัวอย่างทางชีววิทยา โดยโพรบเรืองแสงมีโครงสร้างโมเลกุลที่เรียกว่า fluorophores 

และสามารถยึดติดกับโมเลกุลเป้าหมาย (Target molecule) และให้แสงฟลูออเรสเซนซ์ น ามาวิเคราะห์ได้ 

งานวิจัยนี้จึงสนใจการตรวจวัดฟอร์มาดีไฮด์ด้วยอุปกรณ์การวิเคราะห์ฐานกระดาษ (paper-based 

device) ร่วมกับการตรวจวัดแบบเรืองแสง (fluorescence detection) เพ่ือวิเคราะห์หาปริมาณฟอร์มาดีไฮด์ 

ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นจะเกิดการเปลี่ยนแปลงสีเมื่อตัวตรวจวัดเรืองแสง[27] ท าปฏิกิริยากับฟอร์มาลดีไฮด์ โดยผ่าน

กระบวนการ photo-induced electron transfer ทีเ่กิดปฏิกิริยาได้อย่างรวดเร็ว มีความจ าเพาะต่อ

ฟอร์มาลดีไฮด์สูง สามารถพัฒนาให้อยู่ในรูปของอุปกรณ์การวิเคราะห์ฐานกระดาษ เพ่ือความสะดวกในการ

ตรวจวัดและใช้สารตัวอย่างส าหรับการตรวจวัดปริมาณน้อย  
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1.2 วัตถุประสงค์และขอบเขตของการวิจัย 

1. เตรียมอุปกรณก์ารวิเคราะห์ฐานกระดาษที่มโีพรบเรืองแสง RBNA  สำหรับการตรวจวัดแบบเรืองแสง 

2. นำอุปกรณก์ารวิเคราะห์ฐานกระดาษที่ได้ทดสอบประสิทธิภาพในการตรวจวัดฟอร์มาลดีไฮด์ 

 

1.3 ทฤษฎีที่เกี่ยวข้อง 

1.3.1 ฟอร์มาลดีไฮด์ 

 1.3.1.1 สมบัติทางเคมี 

 ฟอร์มาลดีไฮด์ (formaldehyde)  เป็นสารประกอบอินทรีย์ที่มีตามธรรมชาติ มีสูตรเคมี CH2O หรือ H-

CHO ซ่ึงเป็นสารประกอบกลุ่มแอลดีไฮด์ (R-CHO)[10]  

ฟอร์มาลดีไฮด์ เป็นก๊าซที่มีกลิ่นฉุน ละลายได้ดีในน ้า แอลกอฮอล์ อีเทอร์ และอะซีโตน ไม่เสถียรใน

สถานะก๊าซ การซื้อขายและขนส่งจึงอยู่ในรูปของสารละลายที่มีความเข้มข้นร้อยละ 37-55 โดยน ้าหนัก และมี

ส่วนผสมของเมทานอลอยู่ระหว่างร้อยละ 1-4 เรียกว่า “ฟอร์มาลีน (Formalin)” และมีคุณสามบัติทางเคมี ดัง

ตารางที่ 1.2 

  

ตารางท่ี 1.2 สมบัติทางเคมีของฟอร์มาลดีไฮด์ [10] 

สมบัติของสาร ฟอร์มาลดีไฮด์ ฟอร์มาลีน 

สภาพที่ปรากฏ ไม่มีสี ไม่มีสี 

น ้าหนักโมเลกุล 30.03 30.03 

จุดเดือด (องศาเซลเซียส) -19.5 ที่ความดันบรรยากาศ 96 ที่ความดันบรรยากาศ 

จุดหลอมเหลว/จุดเยือกแข็ง (องศาเซลเซียส) - -92 

ความเป็นกรดด่าง - 2.8 – 4.0 

ความหนาแน่นสัมพันธ์ 1.08 ที ่20 องศาเซลเซียส 1.04 ที ่20 องศาเซลเซียส 

ความดันไอปรอท (มม.ปรอท) 3890 ที ่25 องศาเซลเซียส 1.52 ที ่20 องศาเซลเซียส 

อุณหภูมิที่ติดไฟได้เอง (องศาเซลเซียส) 424 424 

 

 ฟอร์มาลดีไฮด์ สามารถเกิดปฏิกิริยาพอลิเมอร์ไรเซชัน (Polymerization) ออกซิเดชัน (Oxidation) 

และการเติม (Addition) ในรูปของสารละลายและสามารถเกิดปฏิกิริยาโพลีเมอไรเซชัน (Polymerization)   

การสลาย (decomposition) รีดักชัน (Reduction) ออกซิเดชัน (Oxidation) การเติม (Addition) และคอน

เดนเซชัน (Condensation) เมื่อถูกความร้อนจะสลายตัวเป็นกรดฟอร์มิก และหากเกิดการลุกไหม้จะสลายตัว

ให้ก๊าซคาร์บอนมอนอกไซด์ (CO) คาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) และไฮโดรเจน (H2) เกิดหมอกควันพิษ[10] จัดอยู่

ในประเภทวัตถุอันตรายชนิดที่ 2 (พระราชบัญญัติวัตถุอันตราย พ.ศ. 2535)[3] การผลิต การน าเข้า-ส่งออก หรือ

มีไว้ครอบครอง ต้องแจ้งพนักงานเจ้าหน้าที่ทราบก่อน และต้องปฏิบัติตามเกณฑ์ท่ีขึ้นทะเบียนวัตถุอันตรายและ
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ห้ามใช้ในอาหาร ในประเทศไทยมีโรงงานผลิตฟอร์มาลดีไฮด์โดยใช้เมทานอลเป็นวัตถุดิบหลักที่น าเข้าจาก

ต่างประเทศ โดยกระบวนการส าคัญ 2 กระบวนการ[10] คือ ซิลเวอร์ โพรเซสและออกไซด์ โพรเซส 

 

1.3.1.2 ข้อมูลความเป็นอันตราย 

 ความเป็นอันตรายของฟอร์มาลดีไฮด์ตามระบบ GHS (Globally Harmonised System for 

Classification and labeling of Chemicals)[11] แสดงดังตารางที่ 1.3 โดยระบบ GHS เป็นระบบการจัดกลุ่ม

สารเคมี การติดฉลาก และการแสดงรายละเอียดบนเอกสารข้อมูลความปลอดภัย (Safety Data Sheet : SDS) 

เพ่ือสื่อสารและเข้าใจข้อมูลที่เกี่ยวข้องกับอันตรายของสารเคมี ตลอดจนสร้างความเชื่อมั่นว่าการใช้สารเคมีแต่

ละประเภทถูกต้องตามวัตถุประสงค์ โดยไม่เกิดผลเสียหรืออันตรายต่อสุขภาพมนุษย์และสิ่งแวดล้อมแต่อย่างใด 

 

ตารางท่ี 1.3 ข้อมูลความเป็นพิษอันตรายของฟอร์มาลดีไฮด์[11] 

ประเภทความเป็นอันตราย 

(Hazard Class and category) 

สัญลักษณ์ 

(Pictogram) 

รหัสและข้อความแสดงความเป็นอันตราย 

(Hazard Code and Statement) 

ความเป็นพิษเฉียบพลัน ประเภทย่อย 3 

(Acute toxicity Category 3) 

 H301 เป็นพิษเม่ือกลืนกินเข้าไป 

H311 เป็นพิษเมื่อสัมผัสผิวหนัง 

H331 เป็นพิษเมื่อหายใจเข้าไป 

การก่อมะเร็ง ประเภทย่อย 1B 

(Carcinogenicity Category 1B) 

 

 

 

H350 อาจก่อให้เกิดมะเร็ง 

 

การก่อให้เกิดการกลายพันธุ์ของเซลล์สืบพันธุ์ 

ประเภทย่อย 2 

(Germ cell mutagenicity Category 2) 

 

 

 

H341 มีข้อสงสัยว่าอาจเกิดความ

ผิดปกติต่อพันธุกรรม 

 

การกัดกร่อน และการระคายเคืองต่อผิวหนัง 

ประเภทย่อย 1B 

(Skin corrosion/irritation Categories 1B) 

 

 

 

H314 ท าให้ผิวหนังไหม้อย่างรุนแรงและ

ท าลายดวงตา 

การท าให้ไวต่อการกระตุ้นอาการแพ้ต่อ

ผิวหนัง ประเภทย่อย 1 

(Skin sensitisers Category 1) 

 

 

 

H317 อาจท าให้เกิดการแพ้ที่ผิวหนัง 

 

1.3.1.3 เกณฑ์ความปลอดภัยและค่าก าหนดตามกฎหมายในอาหารและน ้าดื่ม 

 ในปัจจุบันมีการตรวจพบปริมาณฟอร์มาลดีไฮด์ในอาหารชนิดเกิดข้ึนเองตามธรรมชาติและถูกเติมลง

ไปในอาหาร เพ่ือให้ความคุ้มครองแก่ผู้บริโภค จึงมีการก าหนดเกณฑ์ความปลอดภัยและค่าก าหนดตาม

กฎหมายในอาหารและน ้าดื่ม ดังตารางที่ 1.4 และ 1.5 ซึ่งหากร่างกายได้รับสารเคมีมากเกินไปก่อให้เกิด

อันตรายต่อสุขภาพอย่างฉับพลันหรือเกิดการสะสมและส่งผลต่อสุขภาพในระยะยาว 
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ตารางท่ี 1.4 เกณฑ์ความปลอดภัยของปริมาณฟอร์มาลดีไฮด์ได้รับประจ าวันที่ทนได้ [12,19] 

องค์กร ค่าปริมาณฟอร์มาลดีไฮด์ได้รับประจ าวันที่ทนได้ 

(Tolerable daily intake: TDI) 

US EPA: United States Environmental 

Protection Agency 

0.200 mg / หนักตัว 1 กิโลกรัม / วัน 

World Health Organization (WHO) 0.150 mg / หนักตัว 1 กิโลกรัม / วัน 

FSCJ: The Food Safety Comission  

of Japan 

0.015 mg / หนักตัว 1 กิโลกรัม / วัน 

 

ตารางท่ี 1.5 เกณฑ์กฎหมายก าหนดปริมาณฟอร์มาลดีไฮด์ตกค้างในอาหาร[12,19] 

ค่าท่ีก าหนดตามกฎหมาย ชนิดอาหาร ค่าฟอร์มาลดีไฮด์ตกค้าง 

European Commission 

Directive (95/2/EC) 

เนยแข็ง < 25 mg/kg 

Italian Health Department ปลาคอด < 60 mg/kg 

 สัตว์น ้ามีเปลือก < 10 mg/kg 

Chinese Ministry of 

agriculture 

ผลิตภัณฑ์อาหารทะเล < 0 mg/kg 

Ministry of Health; MOH. 

Chinese National Standard 

น ้าดื่มและในเครื่องดื่มแอลกอฮอล์ < 0.9 mg/kg 

 

1.3.2 Fluorescence Spectroscopy 

 ฟลูออเรสเซนต์สเปคโตรสโคปี (fluorescence spectroscopy)[20] เป็นเทคนิคท่ีใช้วิเคราะห์คุณสมบัติ

ของสารโดยการอาศัยการดูดกลืนรังสียูวีที่ส่งผลให้โมเลกุลถูกกระตุ้นและมีการสั่นภายในโมเลกุลจากระดับชั้น

พลังงานสถานะพ้ืน (ground state) ไปสู่ระดับชั้นพลังงานที่สูงขึ้น (excited state) เรียกว่าการดูดพลังงาน 

โมเลกุลที่มีการเคลื่อนที่ไปอยู่ในระดับของชั้นพลังงานที่สูงจะไม่มีความเสถียร จึงมีการปลดปล่อยพลังงานและ

ตกลงมาในชั้นระดับพลังงานที่ต ่ากว่า พลังงานที่โมเลกุลปลดปล่อยจากระดับชั้นพลังงานกระตุ้นชั้นที่หนึ่งสู่

ระดับชั้นพลังงานสถานะพื้นจะท าให้เกิดการคายโฟตอน (emission of photon) ท าให้เกิดสเปกตรัมในช่วง

ฟลูออเรสเซนส์ ณ ค่าพลังงานที่กระตุ้นที่จ าเพาะของสารแต่ละชนิด เมื่อโมเลกุลเกิดการกระตุ้น จะเกิดการ

เปล่งแสงออกมา แสดงดังภาพที่ 1.2  
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ภาพที่ 1.2 สเปกตรัมกระตุ้นการเรืองแสงและสเปกตรัมการเปล่งแสง[20] 

 

องค์ประกอบของเครื่องสเปกโตรฟลูออโรมิเตอร์[21] แสดงดังภาพที่ 1.3  เทคนิคการตรวจวัดโดยใช้

ฟลูออเรสเซนต์สเปกโตรสโกปี มีการใช้งานอย่างแพร่หลายทั้งงานวิจัยต่างๆ และเป็นเทคนิคการพิสูจน์

เอกลักษณ์ของสารประกอบแบบหนึ่ง โครงสร้างของสารจะมีความสัมพันธ์กับความยาวคลื่นที่เปล่งแสง โดยสาร

ที่มพัีนธะคู่มาก หรือ π-interaction ท าให้ความยาวคลื่นที่แสงเปล่งออกมาเพ่ิมข้ึน  

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 1.3 องค์ประกอบของเครื่องสเปกโตรฟลูออโรมิเตอร์ (a) แหล่งก าเนิดแสง (light source)  (b) ส่วนแยก

ความยาวคลื่นที่ใช้ในการกระตุ้น (c) ภาชนะใส่สารละลาย (d) ส่วนแยกความยาวคลื่นที่คาย (e) ตัวตรวจวัด[21]   

 

1.3.3 อุปกรณ์การวิเคราะห์ฐานกระดาษ (Paper-based Analytical Device)  

อุปกรณ์การวิเคราะห์บนกระดาษ (Paper-based Analytical Device)[22] เป็นอุปกรณ์ท่ีใช้ในการ

วิเคราะห์รูปแบบใหม่ที่ก าลังได้รับความนิยม โดยท าการสร้างช่องไหลของสารลงบนกระดาษ กระดาษเป็นวัสดุ

ที่ชอบน ้า (hydrophilic) เมื่อหยดน ้าลงบนกระดาษหรือจุ่มกระดาษลงในน ้า น ้าจะซึมไปตามช่องขนส่งที่ได้

สร้างไว้ ซึ่งควบคุมทิศทางการไหลของสารละลายได้  

อุปกรณ์การวิเคราะห์บนกระดาษ ที่พบเห็นได้ทั่วไป คือ กระดาษลิตมัส (Litmus Paper) เป็นอุปกรณ์

ที่ใช้ตรวจสอบความเป็นกรด-ด่าง หรือค่าพีเอช (pH) ถ้าหากของเหลวมีสภาพเป็นกรด กระดาษจะเปลี่ยนจากสี
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น ้าเงินเป็นสีแดง และในทางกลับกันถ้าของเหลวมีสภาพเป็นเบส กระดาษจะเปลี่ยนจากสีแดงเป็นสีน ้าเงิน ถ้า

หากเป็นกลาง กระดาษท้ังสองจะไม่เปลี่ยนสี 

อุปกรณ์การวิเคราะห์บนกระดาษถูกน ามาใช้ในการตรวจวัดมากมาย เช่น ตัวอย่างทางชีวภาพ ยา  

ยาฆ่าแมลง และสารเคมีอ่ืน ๆ ข้อดีของอุปกรณ์นี้คือ มีราคาถูก สามารถมองเห็นและเกิดปฏิกิริยาได้อย่าง

รวดเร็ว จึงถูกน ามาประยุกต์ในงานวิจัยหลายด้าน 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 1.4 ตัวอย่างอุปกรณ์การวิเคราะห์บนกระดาษ (Paper-based Analytical Device)[22] 

 

1.3.4 การตรวจสอบความใชไดของวิธีทดสอบ (method validation)  

method validation[24] เปนกระบวนการยืนยันความถูกตอง ความเหมาะสมของวิธีการวิเคราะหท์ี่

ศึกษาเพ่ือน ามาใชวิเคราะห์ตัวอยางในหองปฏิบัติการ ใหทราบถึงคุณสมบัติ เงื่อนไข หรือขอจ ากัดของวิธิีการ

วิเคราะห์นั้นๆ การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีการทดสอบ ประกอบด้วย 

1.3.5.1 ความถูกต้อง (Accuracy)[24]   

Accuracy คือความเที่ยงของวิธีวิเคราะห์แสดงโดยความใกล้เคียงกันระหว่างค่าที่ได้จากการวิเคราะห์

นั้น เปรียบเทียบกับค่าจริง หรือค่าอ้างอิงที่เป็นที่ยอมรับ accuracy ต้องประเมินตลอดช่วงความเข้มข้นที่ระบุ

ส าหรับวิธีวิเคราะห์นั้น โดยทั่วไปจะวิเคราะห์ อย่างน้อย 9 ซ า้ที่ 3 ความเข้มข้น ที่ครอบคลุม range ที่ก าหนด 

โดยการเติมสารมาตรฐานที่ทราบความเข้มข้นลงใน sample และหาค่าความต่างของค่าท่ีวิเคราะห์ได้กับค่าที่

แท้จริง แล้วรายงานเป็นค่าร้อยละ การคืนกลับ (percent recovery) 

 
1.3.5.2 ความเที่ยง (precision)[24]   

ความเที่ยง (precision) คือ ความใกล้เคียงของค่าที่วิเคราะห์ซ ้าๆ หลายรอบด้วยวิธีวิเคราะห์เดียวกัน 

ความแตกต่างของค่าท่ีวิเคราะห์ได้จะแสดงด้วยค่าทางสถิติ คือ ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Standard deviation, 

S.D.) ค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (Relative standard deviation, RSD) หรือค่าสัมประสิทธิ์ความ

แปรปรวน ( Coefficient of variation, CV) ความเที่ยงมี 2 แบบ ได้แก่ 

1)  Repeatability หมายถึง ความสามารถในการทวนซ ้าของเครื่องมือวัด ซึ่งแสดงถึงระดับความ

ถูกต้องใกล้เคียงกันของผลการวัดที่ได้จากการวัดหลาย ๆ  ครั้งในช่วงเวลาใกล้เคียงกัน โดยการวัดทั้งหมดต้องอยู่

ภายใต้วิธีการวัด ผู้ท าการวัด และสภาวะแวดล้อมเดียวกัน 
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2) Reproducibility ระดับความใกล้เคียงของค่าที่อ่านได้จากเครื่องมือวัด (instrument) ในเวลาที่

แตกต่างกัน หรือค่าความสามารถในการแสดงค่าซ ้า โดยการวัดครั้งหนึ่ง ๆ สามารถเปลี่ยนแปลงเงื่อนไข

ดังต่อไปนี้ได ้เช่น วิธีการวัด ผู้วัด รวมถึงสภาวะแวดล้อม 

 

1.3.5.3 ความเข้มข้นต ่าสุดที่สามารถวิเคราะห์ได้ (Limit of detection) และความเข้มข้นต ่าสุดที่

วิเคราะห์ได้ (Limit of quantitation)[24]   

การหาค่าความเข้มข้นต ่าสุดที่สามารถวิเคราะห์ได้ในตัวอย่าง (Limit of detection, LOD) และค่า

ความเข้มข้นต ่าสุดที่วิเคราะห์ได้โดยมีความแม่น และความเที่ยงที่ยอมรับได้ (Limit of quantitation, LOQ) หา

ได้จากการวิเคราะห์ค่าความเข้มข้นของสารตัวอย่างที่ไม่มีสารที่สนใจ (Sample blank) 

               Limit of detection (LOD)     = 3.3 x (slope/S.D.) 

               Limit of quantitation (LOQ) = 10 x (slope/S.D.) 

 

1.3.5.4 ความเป็นเชิงเส้น (linearity) [24]   

การหาค่าความเข้มข้นสูงสุดที่สามารถวิเคราะห์ได้และกราฟของการวิเคราะห์ยังมีความเป็นเส้นตรง 

ความแม่น และความเที่ยงที่ยอมรับได้ (Limit of linearity, LOL) หาได้จากความเข้มข้นสูงสุดจากกราฟที่

วิเคราะห์ระหว่างค่าสัญญาณกับความเข้มข้นที่ค่าทั้งสองยังมีความสัมพันธ์เป็นเส้นตรง โดยมีค่าสัมประสิทธิ์

สหสัมพันธ์ (Correlation coefficient, r) ระหว่าง 0.995-1.00  

 

 1.3.5.5 ความจ าเพาะ (selectivity) [24]   

ความสามารถของวิธีวิเคราะห์ที่จะวิเคราะหเ์ฉพาะสารที่ตองการจะวิเคราะห์ โดยที่สารนั้นเป็นเพียง

สว่นประกอบหนึ่งในสารละลายนั้น ๆ หรือวิธีการวิเคราะหม์ีความสามารถในการเลือกวัดเฉพาะสารที่ตองการ

จะวัด จึงกล่าวไดว้าวิธีวิเคราะหน์ั้นมีความจ าเพาะ (specific) การศึกษา specificity ของวิธีการวิเคราะห์ท าได้

โดยการวิเคราะหต์ัวอย่างที่มีหรือเติมสารรบกวนอ่ืน แลวตรวจสอบว่าสารรบกวนเหลานั้นมีผลกระทบตอการวิ

เคราะห์หรือไม่ และสารรบกวนเหลานั้นท าใหการตรวจวัด หรือการหาปริมาณสารที่ตองการทราบผิดไปหรือไม่ 

 

1.3.5.6 ความคงทน (Robustness) [24]   

ความคงทนของวิธีการทดสอบที่แม้วาจะท าในหองปฏิบัติการที่ต่างกัน ก็ใหผลการทดสอบที่มีความ

คลาดเคลื่อนเพียงเล็กนอ้ยหรืออาจจะไม่มีผลกระทบต่อผลการวิเคราะห์อย่างมีนัยส าคัญ การทดสอบความ

คงทนของวิธีการวิเคราะห์ท าโดยการเปลี่ยนแปลงวิธีการวิเคราะหใ์หตางไปจากเดิมเล็กนอยและสังเกตการ

เปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นตามมา การเปลี่ยนแปลงวิธีวิเคราะห ไดแก สิ่งแวดลอม เวลา อุณหภูมิ pH เปนตน และ

การเปลี่ยนแปลงที่เกิดข้ึนจะประเมินจากคา ความถูกต้อง (accuracy) และ ความเที่ยง (precision) 
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1.4 งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 
 ฟอร์มาลดีไฮด์ (formaldehyde) ถูกน ามาใช้เป็นวัตถุกันเสียอาหารจ าพวกเนื้อสัตว์ และอาหารทะเล 

องค์การอนามัยโลก (World Health Organization)  ปริมาณฟอร์มาลดีไฮด์ที่มนุษย์สามารถรับเข้าสู่ร่างกายได้

ทุกวัน (reference dose) โดยไม่ท าให้เกิดความผิดปกติใด ๆ ต่อสุขภาพอนามัยที่ 0.15 mg/kg ต่อวัน[5] 

 จากงานวิจัยของ Ge Hongwei และคณะวิจัย[28] ได้ท าการศึกษาหาปริมาณฟอร์มาลดีไฮด์โดยใช้ โพรบ

วัดเรืองแสง (fluorescent probes) คือ fluorescence enhancement probe (FAP) ซึ่งสามารถท าปฏิกิริยา

กับฟอร์มาลดีไฮด์โดยตรง ซึ่ง Hydrazine ใน FAP จะท าหน้าที่ดับการเรืองแสงของ probe ผ่านกระบวนการ 

photo-induced electron transfer (PET) เมื่อ FAP ท าปฏิกิริยากับฟอร์มาลดีไฮด์ จะเกิดยับยั้งกระบวนการ 

PET ท าให้ FAP เกิดการเรืองแสง กลไกการเกิดปฏิกิริยาระหว่าง FAP กับฟอร์มาดีไฮด์ ดังภาพที่ 1.5 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 1.5 กลไกการเกิดปฏิกิริยาระหว่าง FAP กับฟอร์มาดีไฮด์ 

 

 จากงานวิจัยของ Lirong Jiang และคณะวิจัย[27] ได้ท าการศึกษาหาปริมาณฟอร์มาลดีไฮด์โดยอาศัย

เทคนิคคัลเลอริเมตรีและโพรบวัดเรืองแสง (fluorescent probes) โดยท าการสังเคราะห์ โพรบวัดเรืองแสง คือ 

Hydrazinyl naphthalimide-based fluorescent probe หรือ RBNA probe ซ่ึง Hydrazine ใน RBNA 

probe จะท าหน้าที่ดับการเรืองแสงของ probe ผ่านกระบวนการ photo-induced electron transfer (PET) 

เมื่อ RBNA probe ท าปฏิกิริยากับฟอร์มาลดีไฮด์ จะเกิดยับยั้งกระบวนการ PET ท าให้ RBNA probe เกิดการ

เรืองแสงขึ้น กลไกการเกิดปฏิกิริยาระหว่าง RBNA probe กับ ฟอร์มาดีไฮด์ ดังภาพที่ 1.6 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 1.6 กลไกการเกิดปฏิกิริยาระหว่าง RBNA probe กับฟอร์มาดีไฮด์ 
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จากงานวิจัยของ Junchao Xu และคณะวิจัย [29] ได้ท าการศึกษาหาปริมาณฟอร์มาลดีไฮด์ลูกอม 

โดยใช้โพรบวัดเรืองแสง (fluorescent probes) คือ naphthalene-based fluorescent probe (AENO) 

เมื่อ probe ท าปฏิกิริยากับฟอร์มาลดีไฮด์ จะเกิดกระบวนการ 2-aza-Cope rearrangement ท าให้เกิด

การเรืองแสงขึ้น กลไกการเกิดปฏิกิริยาระหว่าง AENO probe กับฟอร์มาดีไฮด์ ดังภาพที่ 1.7 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 1.7 กลไกการเกิดปฏิกิริยาระหว่าง AENO probe ฟอร์มาดีไฮด์ 

 

จากงานวิจัยของ Chang Liu และคณะวิจัย[30] ได้ท าการศึกษาหาปริมาณฟอร์มาลดีไฮด์ เมทิลไกลออกซาล

และออกซาลดีไฮด์ โดยท าการสังเคราะห์อนุพันธ์ของ ortho-diaminorhodamine คือ probe L เมื่อ probe 

L ท าปฏิกิริยากับฟอร์มาลดีไฮด์ล เมทิลไกลออกซาลและออกซาลดีไฮด์ จะให้แสงฟลูออเรสเซนซ์ กลไกการ

เกิดปฏิกิริยาระหว่าง probe L กับฟอร์มาลดีไฮด์ เมทิลไกลออกซาลและออกซาลดีไฮด์ ดังภาพที่ 1.8 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 1.8 กลไกการเกิดปฏิกิริยาระหว่าง probe L กับฟอร์มาลดีไฮด์ เมทิลไกลออกซาลและออกซาลดีไฮด์ 

 

จากงานวิจัยของ Chunxia Liu และคณะวิจัย[31] ได้ท าการศึกษาหาปริมาณฟอร์มาลดีไฮด์ โดยท าการ

สังเคราะห์อนุพันธ์ของ 8-hydroxyquinoline-based ท าหน้าที่เป็นโพรบวัดเรืองแสง (fluorescent probes) 

หรือ Probe 1โดยอาศัยกระบวนการ photo-induced electron transfer (PET) กลไกการเกิดปฏิกิริยา

ระหว่าง Probe 1 กับฟอร์มาลดีไฮด์ ดังภาพที่ 1.9 



17 
 

 
ภาพที่ 1.9 กลไกการเกิดปฏิกิริยาระหว่าง Probe 1 กับฟอร์มาลดีไฮด์ 

 

จากการเปรียบเทียบประสิทธิภาพของโพรบที่ใช้ตรวจวัดฟอร์มาลดีไฮด์ทั้ง 5 ชนิด พบว่า RBNA 

probe ใช้เวลาในการเกิดปฏิกิริยาน้อยที่สุด และให้ขีดจ ากัดการตรวจวัดเพียงพอในการตรวจวัดฟอร์มาลดีไฮด์

ที่ปนเปื้อนในอาหาร จึงเลือก RBNA probe ส าหรับงานวิจัยในครั้งนี้ 

 

ตารางท่ี 1.6 เปรียบเทียบประสิทธิภาพของโพรบที่ใช้ตรวจวัดฟอร์มาลดีไฮด์ 

ชนิดของ probe เวลาที่ใช้ในการ

เกิดปฏิกิริยา 

ช่วงความเข้มข้น 

ฟอร์มาลดีไฮด์ (mg/L) 

Limit of detection 

(µg/L) 

FAP probe 50 นาที 0.015–0.8 0.89 

RBNA probe 5 นาที 0 – 3.60 6.3 

AENO probe 3 ชั่วโมง 0 – 30.03 17 

Probe L 30 นาที 30.01-300.31 - 

Probe 1 20 ชั่วโมง 0-3.90 0.27 

 

RBNA probe ในการตรวจวัดหาปริมาณฟอร์มาลดีไฮด์โดย ช่วงความเข้มข้น 0–120 µM  ได้กราฟ

มาตรฐาน ดังภาพที ่1.10 ให้ค่า R2 = 0.9952 และมีความเข้มข้นต ่าสุดที่วิเคราะห์ (limit of detection: 

LOD) เท่ากับ 0.21 µM  

 

 
ภาพที่ 1.10 สเปกตรัมและกราฟมาตรฐานของการตรวจวัดฟอร์มาดีไฮด์ ด้วย RBNA probe[27] 

 



18 
 
1.5 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

 ได้อุปกรณ์การวิเคราะห์บนกระดาษที่สามารถตรวจวัดฟอร์มาลดีไฮด์ที่ได้อย่างรวดเร็ว มีความจ าเพาะ 

และง่ายต่อการตรวจวัด 
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บทที่ 2  

การทดลอง  

 

2.1 รายการเครื่องมือ อุปกรณ์  

1) คอลัมน์โครมาโทกราฟี (Column Chromayography) ขนาด 250 mL 

2) เครื่องกลั่นระเหยสารแบบหมุน (Rotary Evaporator) 

3) เครื่องวัดความเป็นกรดและด่าง (pH meter) รุ่น METTLER TOLDEO 

4) เครื่อง portable USB 2000+ spectrometer (Ocean Optics, Ottawa, Canada)  

5) หลอด LED  

6) เครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ (Fluorescence Spectrophotometer) รุ่น Agilent Technologies 

7) เครื่อง Fourier Transform Infrared Spectrometer – FT-IR รุ่น NICOLET iS50  

8) เครื่อง Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy – NMR รุ่น JEOL, JNM-ECZR 500 MHz 

2.2 รายการสารเคมี 

 
สาร %purify grade บริษัท 

1) โรดามีน บี (Rhodamine B) ≥95% HPLC Sigma Aldrich 

2) เอทิลีนไดอามีน (ethylenediamine) ≥99% Reagent Sigma Aldrich 

3) 4-โบรโม-1,8- แนปทาลิก แอนไฮเดรต  

(4-Bromo-1,8-naphtalic anhydride) 
95% 

Laboratory 

reagent 
Sigma Aldrich 

4) ไฮดราซีน ไฮเดรต (Hydrazine hydrate) 50-60 % Reagent Sigma Aldrich 

5) ฟอร์มาดีไฮด์ (Formaldehyde) 37% Analysis 
CARLO ERBA 

Reagents 

6) ซิลิกา เจล (Silica gel) - technical Supelco 

7) กรดไฮโดรคลอริก (Hydrochloric acid) 37% ACS reagent Sigma Aldrich 

8) โซเดียมไฮดรอกไซด์ (Sodium Hydroxide) ≥97.0% ACS reagent Sigma Aldrich 

9) โซเดียมไบคาร์บอเนต (Sodium bicarbonate) ≥99.7% ACS reagent Sigma Aldrich 

10) โซเดียมซัลเฟต (Sodium sulfate) ≥99.0% ACS reagent Sigma Aldrich 

11) โซเดียมซัลไฟต์ (Sodium sulfite) ≥98% Analysis Supelco 

12) โปแตสเซียมโบรไมด์ (Potassium Bromide) ≥99% FT-IR Sigma Aldrich 

13) ไดคลอโรมีเทน (Dichloromethane) 95% technical Sigma Aldrich 

14) เอทานอล (Ethanol) ≥99.5% ACS reagent Sigma Aldrich 

15) เมทานอล (Methanol) 95% technical Sigma Aldrich 
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2.3 วิธีการทดลอง 

 
2.3.1 การสังเคราะห์ RBNA probe [25,-27] 

        การสังเคราะห์ RBNA probe มีข้ันตอนการสังเคราะห์ 3 ขั้นตอน ดังภาพที่ 2.1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2.1 การสังเคราะห์ RBNA probe ประกอบด้วย 3 ขั้นตอน[25,-27] 

 

ขั้นที่ 1 การสังเคราะห์สารประกอบ 1 (Compound1) 

ชั่ง Rhodamine B  2.40 g (5.01 mmol) ในเอทานอล 60 mL ใส่ในขวดก้นกลมขนาด 250 mL  

คนสารละลายและเติม Ethylenediamine 0.43 mL (6.43 mmol)  ช้าๆ ที่อุณหภูมิห้อง รีฟักซ์ที่อุณหภูมิ 

90°C เป็นเวลา 12 ชั่วโมง รอสารละลายเย็นลงถึงอุณหภูมิห้องและระเหยตัวท าละลายด้วยเครื่อง Rotary 

Evaporator เติม 0.1 M HCl 100 mL เพ่ือก าจัด Ethylenediamine ที่เหลืออยู่ในปฏิกิริยา ปรับ pH ของ

สารละลายให้อยู่ระหว่าง 9-10 ด้วย 0.1 M NaOH เพ่ือให้สารประกอบ 1 เป็นโมเลกุลที่เป็นกลาง (neutral 

compound) จากนั้นท าสารให้บริสุทธิ์โดยการสกัดด้วยไดคลอโรมีเทน จากนั้นก าจัดน ้าส่วนสกัดไดคลอโร

มีเทนด้วย Na2SO4 ระเหยตัวท าละลายด้วยเครื่อง Rotary Evaporator ชั่งน ้าหนกั บันทึกลักษณะของ

สารประกอบ1 และค านวนหา %yield 

 

ขั้นที่ 2 การสังเคราะห์สารประกอบ 2 (Compound2) 

ชั่งสารประกอบ1 2.52 g (5.19 mmol) ในเอทานอล 60 mL ใส่ในขวดก้นกลมขนาด 250 mL และเติม  

4-Bromo-1,8-naphtalic anhydride 1.47 g (5.30mmol) ลงในสารละลาย และคนสาร รีฟักซ์ที่อุณหภูมิ 

90°C  เป็นเวลา 24 ชั่วโมง รอสารละลายเย็นลงถึงอุณหภูมิห้องและระเหยตัวท าละลายด้วยเครื่อง Rotary 

Evaporator ท าสารให้บริสุทธิ์ด้วยคอลัมน์โครมาโทกราฟี ใช้ ซิลิกา เจล-เฟสคงที่ และ 2% เมทานอลต่อไดคลอ

โรมีเทน-เฟสเคลื่อนที ่ชั่งน ้าหนัก บันทึกลักษณะของสารประกอบ2  และค านวนหา %yield 
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ขั้นที่ 3 การสังเคราะห์ RBNA probe  

ชั่งสารประกอบ2 151 mg (0.20 mmol) ในเอทานอล 60 mL ใส่ในขวดก้นกลม 2 คอ ขนาด 50 mL เติม 

Hydrazine hydrate 0.10 mL (2.15 mmol) ลงในสารละลายช้าๆ ให้ความร้อน 65°C ภายใตบ้รรยากาศแก๊ส 

ไนโตเจน รอสารละลายเย็นลงถึงอุณหภูมิห้องและระเหยตัวท าละลายด้วยเครื่อง Rotary Evaporator ท าสาร

ให้บริสุทธิ์ด้วยคอลัมน์โครมาโทกราฟี ใช้ ซิลิกา เจล-เฟสคงที่ และ 5% เอทานอลต่อไดคลอโรมีเทน-เฟส

เคลื่อนที ่ชั่งน ้าหนัก บันทึกลักษณะของ RBNA probe และค านวนหา %yield 

 

2.3.2 การเตรียมสารละลาย 

2.3.2.1 สารละลาย RBNA probe เข้มข้น 1 mM (stock solution) 

ชั่ง RBNA probe 17.7 mg ในเอทานอล 1 mL (คิดเป็นความเข้มข้น 25.47 mM) จากนั้นปิเปต

สารละลายนี้ปริมาตร 196 μL ลงในขวดปรับปริมาตรขนาด 5.00 mL ปรับปริมาตรด้วยเอทานอล 

 

2.3.2.2 สารละลาย Formaldehyde เข้มข้น 1000 mg/L (stock solution) 

ปิเปต 40% m/v Formaldehyde ปริมาตร 625 μL ใน DI water 250 mL หาความเข้มข้นแน่นอนของ

สารละลายฟอร์มาลดีไฮด์ โดยใช้ ASTM method (D6303-98) ตามวิธีการทดลองในข้อ 2.3.4 

 

2.3.2.3 สารละลาย HCl เข้มข้น 0.1 M  

     น าสารละลาย 37% Hydrochloric acid ปริมาตร 835 μL เติมในน ้ากลั่น 100.00 mL 

 

2.3.2.4 สารละลาย NaHCO3 เข้มข้น 0.1 M  

     ชั่ง NaHCO3 0.84 g ลงในขวดก าหนดปริมาตร 100.00 mL ละลายและปรับปริมาตรด้วยน ้ากลั่น 

 

2.3.2.5 สารละลาย Na2SO3 เข้มข้น 1.13 M  

     ชั่ง Na2SO3 14.24 g ลงในขวดปรับปริมาตรขนาด 100.00 mL ละลายและปรับปริมาตรด้วยน ้ากลั่น 

 

2.3.3 การหาความเข้มข้นที่แน่นอนของสารละลายมาตรฐาน 0.1 M HCl 

ปิเปตสารละลาย 0.1 M HCl 10.00 mL ลงในขวดรูปชมพู่ ขนาด 25 mL หยดสารละลายอินดิเคเตอร์ 

methyl red 3 หยด (สารละลายเปลี่ยนจากไม่มีสีเป็นสีแดงชมพู) ไทเทรตกับสารละลาย 0.1 M NaHCO3 จน

สารละลายเปลี่ยนเป็นสีส้ม บันทึกปริมาตรที่ใช้ท าซ ้า 2 ครั้ง (ปริมาตร 0.1 M NaHCO3 ที่ใช้แต่ละครั้งต่างกันไม่

เกิน 0.2 mL) ค านวนหาความเข้มข้นของสารละลาย HCl 

 สมการของปฏิกิริยาที่เก่ียวข้อง : HCl + NaHCO3  → NaCl + H2CO3 
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2.3.4 การหาความเข้มข้นที่แน่นอนของสารละลายฟอร์มาลดีไฮด์ใช้ ASTM method (D6303-98) 

ปิเปตสารละลาย 1.13 M Na2SO3 10.00 mL ลงในขวดรูปชมพู่ ขนาด 25 mL วัด pH ของสารละลายก่อน

ไทเทรต (pH ควรอยู่ระหว่าง 8.5-10) จากนั้นปิเปตสารละลายฟอร์มาลดีไฮด์ 1000 ppm 10.00 mL เติมลงใน

สารละลาย คนจน pH สารละลายนิ่ง (ระบบเกิด NaOH pH สารละลายจะค่อยๆสูงขึ้น) วัด pH ของสารละลาย 

(pH มากกว่า 11) ท าการไทเทรตกับสารละลายมาตรฐาน 0.1 M HCl จน pH กลับมาเท่าก่อนเติมฟอร์มาลดีไฮด์ 

บันทึกปริมาตร HCl ที่ใช้ ท าซ ้า 2 ครั้ง (ปริมาตร 0.1 M HCl  ที่ใช้แต่ละครั้งต่างกันไม่เกิน 0.2 mL) ค านวนหา

ความเข้มข้นของฟอร์มาลดีไฮด์ 

สมการของปฏิกิริยาที่เก่ียวข้อง : HCHO + Na2SO3 + H2O →  NaOH + CH2(NaSO3)OH 

 

2.3.5 การทดสอบปฏิกิริยาระหว่าง RBNA probe กับ ฟอร์มาลดีไฮด์ รูปแบบสารละลาย 

เตรียมสารละลายฟอร์มาลดีไฮด์ความเข้มข้น 0, 10, 20, 30, 40, 50 mg/L ในน ้ากลั่น และสารละลาย 

RBNA probe ความเข้มข้น 10, 30, 50 μM ในเอทานอล ผสมสารละลายฟอร์มาลดีไฮด์แต่ละความเข้มข้น 1.00 

mL กับสารละลาย RBNA probe ความเข้มข้น 10, 30, 50 μM  1.00 mL (อัตราส่วน 1:1 โดยปริมาตร) น า

สารละลายผสมวัดค่า fluorescent โดยเครื่อง Fluorescent spectrometer ตั้งค่า λex เท่ากับ 446 nm และ

บันทึก emission ในช่วงความยาวคลื่น 470 – 650 nm วัดค่า fluorescent ซ า้ 3 ครั้ง บันทึกค่า และสร้าง

กราฟ calibration curve  

 

2.3.6 การทดสอบปฏิกิริยาระหว่าง RBNA probe กับ ฟอร์มาลดีไฮด์ บนอุปกรณ์ฐานกระดาษ (paper-

based device) 

     ปิเปตสารละลาย RBNA probe ความเข้มข้น 50 μM 10.00 μL ลงบนอุปกรณ์ฐานกระดาษรอให้แห้ง จาก

นั้นปิเปตสารละลายฟอร์มาลดีไฮด์ ความเข้มข้น 50 mg/L 10.00 μL ลงอุปกรณ์ฐานกระดาษรอให้แห้ง น าไป

ตรวจวัดด้วยระบบตรวจจับการเรืองแสงแบบประดิษฐ์เอง (Homemade fluorescence detection system)  

และบันทึกสัญญาณ 

 

2.3.8 การทดสอบความใช้ได้ของระบบตรวจจับการเรืองแสงแบบประดิษฐ์เอง (Homemade 

fluorescence detection system)  

       เตรียมสารละลาย Rhodamine B 2 ช่วงความเข้มข้น คือ ความเข้มข้นต ่า (1.0, 2.5, 5.0, 7.5, 10 

mg/L) และช่วงความเข้มข้นสูง (25, 50, 75, 100 mg/L) ปิเปตสารละลาย 10 mg/L Rhodamine B 10.00 

μL ลงบนอุปกรณ์ฐานกระดาษรอให้แห้ง น าอุปกรณ์ฐานกระดาษไปตรวจวัดด้วยระบบตรวจจับการเรืองแสง

แบบประดิษฐ์เอง (Homemade fluorescence detection system) และบันทึก emission ในช่วงความยาว

คลื่น 470 – 650 nm วัดค่า fluorescent ซ า้ 3 ครั้ง บันทึกค่า และสร้างกราฟ calibration curve ท าซ ้า

เปลี่ยนความเข้มข้น Rhodamine B 



23 
 

บทที่ 3 

ผลการทดลองและการอภิปรายผลการทดลอง 

 

3.1 การสังเคราะห์และพิสูจน์เอกลักษณ์ของ RBNA probe 

การสังเคราะห์ hydrazinyl naphthylamide-based fluorescent probe (RBNA probe) มี 3 

ขั้นตอน ตามภาพที่ 2.1 โดยขั้นที่ 1 สังเคราะห์สารประกอบ1 จาก Rhodamine B ขั้นที่ 2 น าสารประกอบ1 

ท าปฏิกิริยากับ 4-Bromo-1,8-naphtalic anhydride ไดส้ารประกอบ2 และขั้นที่ 3 น าสารประกอบ2 ท า

ปฏิกิริยากับ hydrazine ได้ RBNA probe โดยตารางที่ 3.1 สรุปสารตั้งต้นที่ใช้ สารผลิตภณัฑ์ที่ได้ และ %yield 

ของการสังเคราะห์ในแต่ละข้ันตอน 

 

ตารางท่ี 3.1 สารตั้งต้น สารผลิตภัณฑ์และ %yield ในแต่ละขั้นของการสังเคราะห์ RBNA probe 

ขั้นที่ สารตั้งต้น สารผลิตภัณฑ์ ลักษณะ % yield 

1 
Rhodamine B  5.01 mmol สารประกอบ1 

(2.5171 g, 5.19 mmol) 

ของเหลวเหนียว

ข้น สีชมพูแดง 
103.8 

Ethylenediamine 6.43 mmol 

2 

สารประกอบ1  5.19 mmol 
สารประกอบ2 

(2.1025 g, 2.85 mmol) 
ของแข็งสีส้ม 54.9 4-Bromo-1,8-

naphtalic anhydride  
5.30 mmol 

 

3 

สารประกอบ2  0.20 mmol RBNA probe 

(17.7 mg, 0.025 mmol) 

ของแข็งสีเหลือง

เข้ม 
12.5 

Hydrazine hydrate 2.15 mmol 

 

ในขั้นที่ 1  Rhodamine B ท าปฏิกิริยากับ Ethylenediamine ตามกลไกการเกิดปฏิกิริยาภาพที่ 3.1 

โดยคาร์บอนท่ีหมู่ฟังกช์ันคาร์บอนิลของ Rhodamine B มีความเป็นอิเล็กโตรไฟล์ (electrophile) ท าปฏิกิริยา

กับไนโตรเจนของ Ethylenediamine ซึ่งมีอิเล็กตรอนคู่โดดเดี่ยวเป็นนิวคลีโอไฟล์ (nucleophile) เกิดปฏิกิริยา

แบบ SN2 แล้วเกิดการโปรโตเนต (protonate) ที่หมู่ไฮดรอกซิล เกิดน ้าเป็น Leaving group ได้สารประกอบ1 

เป็นผลิตภัณฑ์ ซึ่งสามารถแยกสารประกอบ1 จากสารตั้งต้นที่เหลือจากการท าปฏิกิริยาไดโ้ดยการสกัดด้วยได

คลอโรมีเทน ที่ pH ของสารละลายช่วง 9.0-10.0 เพ่ือป้องกันการแตกตัวของหมู่เอมีน ไดส้ารประกอบ1 สกัด

แยกอยู่ในชั้นไดคลอโรมีเทน 

การสังเคราะห์สารประกอบ1 จากสารตั้งต้น Rhodamine B ได้ %yield ของสารประกอบ 1  

(2.5171 g, 5.19 mmol) 103.8 % ซ่ึง %yield ที่ได้มีค่าเกิน 100% อาจเนื่องมาจากน ้าหนักที่ชั่งได้มีค่า

มากกว่าที่ควรจะเป็นจากตัวท าละลายที่ระเหยออกได้ไม่หมดเพราะสารประกอบ1 ที่สังเคราะห์ได้ มีลักษณะ

เป็นของเหลวเหนียวข้น สีชมพูแดงเข้มหรืออาจะเกิดจากมีสารตั้งต้นเหลืออยู่จากการท าปฏิกิริยา 
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ภาพที่ 3.1 กลไกการสังเคราะห์ RBNA probe ขั้นที่ 1 (สารประกอบ1) 

  

การพิสูจน์เอกลักษณ์ของสารประกอบ1 ที่ได้ด้วยเทคนิค Infrared (IR) Spectroscopy ได้สเปกตรัม

ของ Rhodamine B และสารประกอบ1 ดังภาพที่ 3.2 โดยหมู่ฟังก์ชัน ester ของ Rhodamine B เป็น amide 

และ aliphatic amine จากสเปกตรัมของสารประกอบ1 ในภาพที่ 3.2 พบพีคของ C-H stretching ที่ 2,980 

cm-1 แต่ไม่เห็นพีคของ N-H stretching ที่ 3,500 cm-1 อาจเนื่องจากสารประกอบ 1 ที่สกัดแยกได้มีความ

บริสุทธิ์ไม่เพียงพอ ท าให้เห็นพีคของ O-H stretching และเกิดการ ทับซ้อนของพีคท่ี 3,600-3,300 cm-1 แต่

ช่วง finger print ที่ 1500 - 500 cm-1 พบว่าพีคของสารประกอบ1 มีความแตกต่างจาก Rhodamine B ที่เป็น

สารตั้งต้นจึงสรุปได้ว่า สามารถสังเคราะห์สารประกอบ1 (มวลโมเลกุล 484.64 g/mol) ได้ 

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 3.2 IR spectrum ของ สารประกอบ1 และ Rhodamine B (สารตั้งต้น) 

 

 

 

Compound 1 

Rhodamine B 
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การสังเคราะห์ขั้นที่ 2 ของ RBNA probe น าสารประกอบ1 ท าปฏิกิริยากับ 4-Bromo-1,8-

naphthalic anhydride ตามกลไกการเกิดปฏิกิริยาภาพที่ 3.3 โดยคาร์บอนท่ีหมู่ฟังก์ชั่นคาร์บอนิลของ 4-

Bromo-1,8-naphthalic anhydride มีความเป็นอิเล็กโตรไฟล์ (electrophile) ท าปฏิกิริยากับไนโตรเจนของ

สารประกอบ 1 ) เกิดปฏิกิริยาแบบ SN2 แล้วเกิดการโปรโตเนต (protonate) ที่หมู่ออกไซด์ เกิดน ้าเป็น 

Leaving group ได้สารประกอบ2 เป็นผลิตภัณฑ์ ท าการแยกสารประกอบ2 ให้บริสุทธิ์ด้วยคอลัมน์โครมา 

โทกราฟี ที่มีซิลิกาเจล-เฟสคงที่ และใช้ 5% เมทานอลต่อไดคลอโรมีเทน (5% MeOH:DCM) –เฟสเคลื่อนที่ 

สารประกอบ2 จะเกิดการถ่ายโอนมวลสาร (Mass Transfer) ระหว่างเฟสคงท่ีกับเฟสเคลื่อนที่ได้ดีกว่า 

สารประกอบ1 เพราะสภาวะที่ใช้ในการแยกสารเป็น normal phase โดยสารที่มีข้ัวมากกว่าจะเกิดอันตรกิริยา

กับเฟสคงที่ได้ดีกว่าสารที่มีข้ัวต ่ากว่า ดังนั้นสารที่มีขั้วต ่ากว่า จะออกจากคอลัมน์ก่อน ดังนั้น สารประกอบ 2 จึง

ออกจากคอลัมน์ก่อน 

การสังเคราะห์ขั้นที่ 2 ได้สารประกอบ 2 (2.1025 g, 2.85 mmol) ลักษณะทางกาพภาพ เป็นของแข็ง

สีส้ม คิดเป็น %recovery เท่ากับ 54.9%  โดยลักษณะของสารประกอบ2 ที่สังเคราะห์ได้เป็นของแข็งสีส้ม 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

ภาพที่ 3.3 กลไกการสังเคราะห์ RBNA probe ขั้นที่ 1 (สารประกอบ2) 

 

การพิสูจน์เอกลักษณ์ของสารประกอบ2 ที่ได้ด้วยเทคนิค Nuclear magnetic resonance 

spectroscopy หรือ 1H-NMR ได้สเปกตรัมของสารประกอบ2 ดังภาพที่ 3.4 โดยพบสัญญาณท่ี 1.03 ppm ของ

โปรตอนต าแหน่งที่ 1 (ภาพที่ 3.4) ที่มีค่า Multiplicity เท่ากับ 3 จึงเห็นพีค ณ ต าแหน่งนี้เป็น triplet พบ

สัญญาณที่ 3.11 ppm ของโปรตอนต าแหน่งที่ 2 (ภาพที่ 3.4) ที่มคี่า Multiplicity เท่ากับ 5 จึงเห็นพีค ณ 

ต าแหน่งนี้เป็น Quintet พบสัญญาณที่ 4.33 และ 5.33 ppm ของโปรตอนต าแหน่งที่ 3 และ 4 (ภาพที่ 3.4) 

ตามล าดับ  ที่มคี่า Multiplicity เท่ากับ 3 จึงเห็นพีค ณ ต าแหน่งนี้เป็น triplet และสัญญาณท่ี 5.8-6.4 เป็น

สัญญาณโปรตอนแอโรมาติกของ Naphthalic สัญญาณที่ 7.0-8.5 เป็นสัญญาณโปรตอนแอโรมาติกของ 

Rhodamine B ดังนั้นจึงได้ว่าสามารถสังเคราะห์สารประกอบ2 (มวลโมเลกุล 743.70 g/mol) ได้ 
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ภาพที่ 3.4 1H-NMR ของ สารประกอบ 2 ในสารละลาย CDCl3 

 

ขั้นที่ 3 ของการสังเคราะห์ RBNA probe น าสารประกอบ2 ท าปฏิกิริยากับ Hydrazine hydrate 

ภายใต้สภาวะแก๊สไนโตรเจน ตามกลไกการเกิดปฏิกิริยาภาพที่ 3.5 โดยเอมีนของไฮดราซีน (Nucleophile) ท า

ปฏิกิริยากับคาร์บอนที่ต าแหน่งโบรมีน (Electrophile) ของสารประกอบ2 เนื่องจากโบรมีนเป็นหมู่ที่ดึง

อิเล็กตรอน (Electron withdrawing group: EDG) ท าให้คาร์บอนต าแหน่งที่เกาะมีความเป็นอิเล็กโตรไฟล์ 

(electrophile) และโบรมีนมีความเป็น leaving group ที่ดี ท าให้เกิดปฏิกิริยาแบบ SN2 เกิดเป็น RBNA probe 

จากนั้นท าการแยก RBNA probe ให้บริสุทธิ์ ด้วยคอลัมน์โครมาโทกราฟี ที่มีซิลิกาเจลเป็นเฟสคงที่ และใช้ 3% 

เอทานอลต่อไดคลอโรมีเทน (3% EtOH:DCM) เป็นเฟสเคลื่อนที่ 

 

การสังเคราะห์ในขั้นที ่3 มีการตั้งอุปกรณ์ในการสังเคราะห์ 2 แบบ ดังภาพที่ 3.6 โดยแบบที่ 1 จัดตั้ง

ขวดก้นกลม 2 คอ ต่อกับคอนเด็นเซอร์ (Condenser Column) คล้ายการรีฟักซ์ และแบบที่ 2 จัดตั้งขวดก้น

กลม 2 คอ เพียงอย่างเดียว พบว่า การตั้งสังเคราะห์ แบบที่ 2 ให้ %yield สูงกว่า แบบที่ 1 เนื่องจากไนโตรเจน

แทนที่อากาศได้ดีกว่า ท าให้เกิดปฏิกิริยาดีกว่า แต่การแทนที่แก๊สไนโตรเจนภายในขวดที่ท าปฏิกิริยายังไม่

เพียงพอหรืออุณหภูมิที่ใช้ในการท าปฏิกิริยาอาจยังไม่เหมาะสม ท าให้ Hydrazine hydrate เกิดปฏิกิริยาไม่

สมบูรณ์ และได้ % yield ของการสังเคราะห์ RBNA probe ในขั้นที่ 3 เพียง 12.5% 
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ภาพที่ 3.5 กลไกการสังเคราะห์ RBNA probe ขั้นที่ 3 (RBNA probe) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 3.6 การจัดตั้งอุปกรณ์การสังเคราะห์ RBNA probe ขั้นที่ 3 (a) ขวดก้นกลม 2 คอต่อกับคอนเด็นเซอร์ 

              (b) ขวดก้นกลม 2 คอ 

 

การพิสูจน์เอกลักษณ์ของสารประกอบ RBNA probe ด้วยเทคนิค Nuclear magnetic resonance 

spectroscopy หรือ 1H-NMR ได้สปกตรัมของ RBNA probe ดังภาพที่ 3.7 เมื่อเปรียบเทียบ 1H-NMR ของ 

RBNA probe (ภาพที่ 3.8) กับ 1H-NMR ของ สารประกอบ2 (ภาพที่ 3.4) พบสัญญาณท่ี 3.11 และ 3.28 ppm 

ของโปรตอนที่ไนโตรเจนต าแหน่งที่ 1 และ 2 (ภาพที่ 3.7) ตามล าดับ จึงสรุปได้ว่าสามารถสังเคราะห์ RBNA 

probe (มวลโมเลกุล 694.83 g/mol) ได้ 
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ภาพที่ 3.7 1H-NMR ของ RBNA probe ในสารละลาย DMSO 

 

3.2 การตรวจวัดฟอร์มาลดีไฮด์ด้วย RBNA probe ในรูปแบบสารละลาย 

 
3.2.1 Spectral Response ของ RBNA probe ต่อฟอร์มาลดีไฮด์ 

RBNA probe ท าปฏิกิริยากับฟอร์มาลดีไฮด์ ฟอร์มาลดีไฮด์จะท าการยับยั้งกระบวนการ photo-

induced electron transfer (PET) ระหว่าง Hydrazine กับอนุพันธ์ของ Rhodamine B จะพบว่าสัญญาณที่

ความยาวคลื่น 525 nm (λex=446 nm, λem= 525 nm) มีความเข้มของการเรืองแสงเพ่ิมข้ึน ซึ่งสัมพันธ์กับ

ความเข้มข้นของฟอร์มาลดีไฮด์ที่เพ่ิมขึ้น ดังภาพที่ 3.9  

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 3.8 กลไกการตรวจวัดฟอร์มาลดีไฮด์ ด้วย RBNA probe 
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ภาพที่ 3.9 สเปกตรัมการตรวจวัดฟอร์มาลดีไฮด์ด้วย 50 µM RBNA probe (λex=446 nm, λem=525 nm) 

 

3.2.2 การหาความเข้มข้นของ RBNA probe ที่เหมาะสมในการตรวจวัดฟอร์มาลดีไฮด์ 

หาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ RBNA probe ในการตรวจวัดฟอร์มาลดีไฮด์ โดยพิจารณาจากสัญญาน 

fluorescence ของ RBNA probe ที่ท าปฏิกิริยากับฟอร์มาลดีไฮด์ช่วงความเข้มข้น 0 - 50 mg/L (ppm) โดย

ใช้เครื่อง Fluorescence spectrometer ที ่λex = 446 nm และสแกน λem ในช่วงความยาวคลื่น 470 – 650 

nm  โดย fluorescence ที่เกิดขึ้นแปรผันกับความเข้มข้นของฟอร์มาลดีไฮด์ที่ท าปฏิกิริยา คือเมื่อเพ่ิมความ

เข้มข้นของฟอร์มาลดีไฮด์ พีคที่ 525 nm จะสูงขึ้น และเมื่อเขียนกราฟความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของ

ฟอร์มาลดีไฮด์กับสัญญาน fluorescence ที่ความยาวคลื่น 525 nm (λem) ของ RBNA probe ที่ความเข้มข้น 

10, 30, 50 µM  ได้กราฟดังภาพที่ 3.10 ซึ่งมีความเป็นเส้นตรงทั้ง 3 ระดับความเข้มข้นของ RBNA probe 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 3.10 กราฟมาตรฐานของการตรวจวัดปริมาณฟอร์มาลดีไฮด์ด้วย RBNA probe 
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จากกราฟในภาพที่ 3.10 พบว่า RBNA probe ความเข้มข้น 50 µM ให้กราฟที่มีความชันมากที่สุด 

แสดงถึงประสิทธิภาพและความไว (Sensitivity) ในการตรวจวัดมากกว่าที่ความเข้มข้น 10 µM และ 30 µM  

และหากความเข้มข้นของ RBNA probe มากกว่า 50 µM คาดว่าจะไม่เหมาะส าหรับการตรวจวัดปริมาณ

ฟอร์มาลดีไฮด์ ช่วงความเข้มข้น 0-50 mg/L แต่จะเหมาะสมกับช่วงความเข้มข้นฟอร์มาลดีไฮด์ที่สูงขึ้น ดังนั้น 

จึงเลือกความเข้มข้นของ RBNA probe ที่ 50 µM ในการทดสอบบนอุปกรณ์ฐานกระดาษ (paper-based 

device) 

 

3.2.3 Limit of detection (LOD) และ Limit of quantitative (LOQ) ของการตรวจวัดในรูปแบบ

สารละลาย 

จากกราฟในภาพ 3.10 ค านวนหาค่า Limit of detection (LOD) และ Limit of quantitative (LOQ) 

ของการตรวจวัดฟอร์มาลดีไฮด์ด้วย RBNA probe (ความเข้มข้น 50 µM) ในรูปแบบสารละลายไดเ้ท่ากับ 0.545 

mg/L และ 1.652 mg/L ตามล าดับ ซึ่งเพียงพอต่อการตรวจวัดฟอร์มาลดีไฮด์ในอาหารตามเกณฑ์กฎหมาย ดัง

ตารางที่ 1.5  

               Limit of detection (LOD)     = 3.3 x (slope/S.D.) 

               Limit of quantitation (LOQ) = 10 x (slope/S.D.) 

 

3.3 การตรวจวัดฟอร์มาลดีไฮด์ด้วย RBNA probe บนอุปกรณ์ฐานกระดาษ (paper-based device) 

 
3.3.1 การออกแบบระบบตรวจจับการเรืองแสงแบบประดิษฐ์เอง (Homemade fluorescence 

detection system) บนอุปกรณ์ฐานกระดาษ 

 การออกแบบระบบตรวจจับการเรืองแสงแบบประดิษฐ์เอง (Homemade fluorescence detection 

system) บนอุปกรณ์ฐานกระดาษ (paper-based device) เพ่ือให้สะดวกต่อการตรวจวัดหาปริมาณ 

ส่วนประกอบหลักของตัวตรวจวัด ประกอบด้วย  

1) แหล่งก าเนิดแสง (Light source) โดยออกแบบใช้หลอด LED ซึ่งมีขนาดเล็กและสามารถให้แสง ความ

ยาวคลื่นที่สามารถกระตุ้น RBNA probe ได้ โดยการทดลองนี้ใช้ LED 452 nm 

2) ตัวตรวจวัด (Detector) เลือกใช้ portable USB2000+ spectrometer ในการเป็นตัวตรวจวัดแสงที่

ปล่อยออกมา โดยสแกนช่วงความยาวคลื่น 180-780 nm 

3) กระดาษ (Paper-based) เลือกใช้กระดาษกรอง (filter paper) ที่มี RBNA probe 

การวางองคป์ระกอบต่างๆของระบบตรวจจับการเรืองแสงแบบประดิษฐ์เอง (Homemade fluorescence 

detection system) เพ่ือตรวจวัดฟอร์มาลดีไฮด์บนอุปกรณ์ฐานกระดาษ แสดงดังภาพที่ 3.11 โดยจัดวางให้ตัว

ตรวจวัดและแหล่งก าเนิดแสงท ามุม 90° ซึ่งสามารถตรวจวัดการเรืองแสง fluorescence ได้ดีที่สุด เนื่องจาก

เป็นมุมที่มีการกระเจิงแสง fluorescence น้อยที่สุด 
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ภาพที่ 3.11 แบบจ าลองระบบตรวจจับการเรืองแสงแบบประดิษฐ์เอง  

 

จากการทดสอบตรวจวัดสัญญาณ fluorescence ของปฏิกิริยาระหว่าง RBNA probe (50 µM) กับ 

ฟอร์มาลดีไฮด์ (50 mg/L) บนอุปกรณ์ฐานกระดาษ พบว่า ไม่สามารถตรวจวัดได้ เนื่องจากไม่พบสัญญาณท่ี 

ความยาวคลื่น 525 nm อาจมีสาเหตุ ดังต่อไปนี้ 

1) การจัดวางส่วนประกอบของอุปกรณ์ท่ีออกแบบไม่เหมาะสม 

2) เกิดจากแหล่งก าเนิดแสงที่ใช้เป็น LED 453 nm (ใกล้เคียงกับความยาวคลื่นที่ใช้กระตุ้น RBNA probe)  

เนื่องจาก LED จะให้แสงในช่วงที่จ าเพาะ ช่วงความยาวคลื่นแคบๆ ท าให้พลังงานที่ได้จาก LED มีช่วง

ความยาวคลื่นไม่เหมาะสมต่อการกระตุ้น RBNA probe ให้เกิดการเรืองแสงขึ้น  

3) ตัวตรวจวัด (detector) มีก าลังขยายสัญญาณไม่เพียงพอเทียบเท่าเครื่องฟลูออเรสเซนต์สเปกโตรโฟโต

มิเตอร์จึงไม่เห็นสัญญาณการตรวจวัด 

ดังนั้นจึงท าการทดสอบความใช้ได้ของอุปกรณ์ท่ีออกแบบ (Homemade fluorescence detection 

system for paper-based device) ด้วย Rhodamine B ซึ่งเป็นสารที่ให้ fluorescence ที่สูง 

 

3.3.2 ทดสอบความใช้ได้ของระบบตรวจจับการเรืองแสงแบบประดิษฐ์เอง (Homemade fluorescence 

detection system) 

 ท าการทดสอบความใช้ได้ของอระบบตรวจจับการเรืองแสงแบบประดิษฐ์เองด้วยสารละลายมาตรฐาน 

Rhodamine B โดย Rhodamine B เนื่องจากเป็นสารที่ให้ฟลูออเรสเซนซ์สูง ใช้ความยาวคลื่นของการกระตุ้น 

(λex) ที่ 510 nm และเปล่งแสงที่ความยาวคลื่น 580 nm โดยท าการตรวจวัด Rhodamine B ที่ความเข้มข้น

สูง (ช่วงความเข้มข้น 52.2-209 µM) และท่ีความเข้มข้นต ่า (ช่วงความเข้มข้น 2.09-20.9 µM) ได้สเปกตรัมของ

การตรวจวัด ดังภาพที่ 3.12 
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                (a) Rhodamine B ความเข้มข้นต ่า        (b) Rhodamine B ความเข้มข้นสูง 

ภาพที่ 3.12 สเปกตรัมของ Rhodamine B จากการตรวจวัดด้วย Homemade fluorescence detection  

                system for paper-based device ที่ (a) ความเข้มข้นต ่า (b) ความเข้มข้นสูง 

 

การตรวจวัดสาร Rhodamine B ทีค่วามเข้มข้นสูง บนอุปกรณ์ฐานกระดาษ ด้วย Homemade 

fluorescence detection system พบว่าสามารถตรวจวดัได้ ดังภาพที่ 3.12(b)  เนื่องจากเห็นจุดสูงสุดของ

พีคท่ี 580 nm แต่ที่ช่วงความเข้มข้นต ่า (ภาพที่ 3.12(a)) ไม่สามารถตรวจวัดได้ เนื่องจาก พีคท่ีความยาวคลื่น 

520 nm ของแหล่งก าเนิดแสง เกิดการ overlap กับพีคความยาวคลื่น 580 nm ที่ Rhodamine B ให้แสง

ฟลูออเรสเซนซ์ ท าให้ไม่สามารถตรวจวัดได้ 

น าสัญญานที่ตรวจวัดได้ในช่วงความเข้มข้นสูงมาเขียนกราฟความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้น

สารละลาย Rhodamine B กับสัญญาณการตรวจวัด ได้ความสัมพันธ์ในรูปแบบเส้นตรงที่ดี (R2=0.9264) และ

ให้ค่า LOD และ LOQ เท่ากับ 0.484 mg/L และ 1.466 mg/L ตามล าดับ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

ภาพที่ 3.13 กราฟมาตรฐาน ของ Rhodamine B ความเข้มข้นสูง  
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 เมื่อเปรียบเทียบการตรวจวัด Rhodamine B บนอุปกรณ์ฐานกระดาษด้วย Homemade 

fluorescence detection system กับการตรวจวัดสารละลายมาตรฐาน Rhodamine B ช่วงความเข้มข้น 

1.0-10 ppm โดยใช้แหล่งก าเนิดแสงและตัวตรวจวัดที่ใช้ใน Homemade fluorescence detection system 

(ภาพที่ 3.11) พบว่า การตรวจวัดในรูปแบบสารละลายให้สัญญาณพีคท่ีชัดเจนมากกว่าการตรวจวัดบนอุปกรณ์

ฐานกระดาษ เนื่องจากการตรวจวัดในรูปแบบสารละลาย (2 mL) มีปริมาณของสาร มากกว่า ปริมาณสารบน

อุปกรณ์ฐานกระดาษ  (10 µL) ท าให้ความเข้มแสงของแสงฟลูออเรสเซนซ์ที่เปล่งออกมามีความเข้มแสง

มากกว่า ท าให้เห็นจุดสูงสุดของพีคท่ีเปล่งชัดเจนขึ้น 

 

 

 

 

 

 

 

 

        (a) กราฟความสัมพันธ์ของ Rhodamine B                (b) สเปกตรัม ของ Rhodamine B ในสารละลาย     

               

ภาพที่ 3.14 กราฟความสัมพันธ์และสเปกตรัม(spectrum) ของ Rhodamine B ที่ความเข้มข้นต ่า 

                ในรูปสารละลาย 
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บทที่ 4 

สรุปผลการทดลอง  

  

งานวิจัยนี้ได้สังเคราะห์ตัวตรวจวัดเรืองแสง ชนิด Hydrazinyl naphthalimide-based fluorescent 

probe หรือ RBNA probe เพ่ือใช้ในการตรวจวัดหาปริมาณฟอร์มาลดีไฮด์ เมื่อ RBNA probe ท าปฏิกิริยากับ

ฟอร์มาลดีไฮด์ และถูกกระตุ้นที ่ความยาวคลื่น 446 nm (λex = 446 nm) แล้วเกิดการคายแสงฟลูออเรสเซนซ์ 

ณ ความยาวคลื่น 525 nm (λem = 525 nm)  

ทดสอบด้วยเครื่องฟลูออเรสเซนต์สเปกโตรโฟโตมิเตอร์หาความเข้มข้นของ RBNA probe ที่ให้

ประสิทธิภาพในการตรวจวัดดีที่สุด พิจารณาความเข้มข้น 10, 30, 50 µM RBNA probe กับ 0 - 50 ppm 

ฟอร์มาลดีไฮด์ ตรวจวัดโดยใช้เครื่อง Fluorescence spectrometer พบว่า 50 µM RBNA probe ให้

ประสิทธิภาพในการตรวจวัดดีที่สุด 

ทดสอบ 50 µM RBNA probe กับ 0 - 50 ppm ฟอร์มาลดีไฮด์ บนอุปกรณ์ อุปกรณ์การวิเคราะห์บน

กระดาษ (Paper-based Analytical Device) โดยใช้ Detection fluorescence paper-based system เป็น

ตัวตรวจวัด พบว่า ไม่สามารถตรวจวัดได้ เนื่องจากประสิทธิภาพของการตรวจวัดผ่าน Detection 

fluorescence paper-based system ไม่เพียงพอต่อการตรวจวัด หรือ Light source มีพลังงงานไม่เพียง

พอที่จะกระตุ้นให้ RBNA probe เกิดแสงฟลูออเรสเซนส์ 

ทดสอบความใช้ได้ของ Detection fluorescence paper-based system โดยใช้สารละลาย

มาตราฐาน Rhodamine B 2 ช่วงความเข้มข้น พบว่า สามารถตรวจวัดRhodamine B ที่ช่วงความเข้มข้นสูง 

(25-100 mg/L) ได้ แตไ่ม่สามารถตรวจวัด Rhodamine B ช่วงความเข้มข้น 1.0-10 ppm (ความเข้มข้นต ่า) 

เพราะเกิดการซ้อนทับของพีค fluorescence กับพีคของแหล่งก าเนิด ท าให้ไม่เห็นพีคท่ี 580 nm จากนั้น 

 

ข้อเสนอแนะ 

1) ศึกษาการตรวจวัดฟอร์มาลดีไฮด์ด้วยตัวตรวจวัดเรืองแสงชนิดอื่น และเปรียบเทียบประสิทธิภาพใน

การตรวจวัด โดยใช้ Detection fluorescence paper-based system  

2) ออกแบบอุปกรณ์ท่ีใช้ในการตรวจวัด เพื่อเพ่ิมประสิทธิภาพในการวิเคราะห์ให้สูงขึ้น 

 

-  
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ตารางท่ี ก1 การไทเทรตและการค านวนหาความเข้มข้น 0.1 M HCl  

ครั้งที่ ปริมาณ HCl ที่ใช้ 

(mL) 

ปริมาณ NaHCO3 ที่ใช้ (mL) 

เริ่มต้น สิ้นสุด ใช้ 

1 10.00 0.00 10.30 10.30 

2 10.00 10.50 20.85 10.35 

3 10.00 0.00 10.30 10.30 

   เฉลี่ย 10.32 

การค านวนหาความเข้มข้น 
𝑚𝑜𝑙

𝐿
 𝐻𝐶𝑙 =

0.1𝑚𝑜𝑙 𝑁𝑎𝐻𝐶𝑂3

1000 𝑚𝐿 𝑁𝑎𝐻𝐶𝑂3
× 10.32 𝑚𝐿 𝑁𝑎𝐻𝐶𝑂3  ×

1 𝑚𝑜𝑙 𝐻𝐶𝑙
1 𝑚𝑜𝑙 𝑁𝑎𝐻𝐶𝑂3

×
1

0.010 𝐿
 

 
                  =  0.1032 𝑀 𝐻𝐶𝑙 

 

ตารางท่ี ก.2  การไทเทรตและการค านวนหาความเข้มข้น Formaldehyde(FA) 

ครั้งที่ ปริมาณ และ pH 

Na2SO4 

ปริมาณที่เติม FA 

 และ pH หลังเติม 

pH หลังไทเทรต ปริมาตร HCl (mL) 

เริ่มต้น สิ้นสุด ใช้ 

1 10.00 mL 

pH = 9.31 

10.00 mL 

pH = 11.62 

9.29 1.00 4.20 3.20 

2 10.00 mL 

pH = 9.32 

10.00 mL 

pH = 11.60 

9.33 4.50 7.70 3.20 

3 10.00 mL 

pH = 9.31 

10.00 mL 

pH = 11.63 

9.30 8.00 11.20 3.20 

    เฉลี่ย (mL) 3.20 

  

การค านวนหาความเข้มข้น Formaldehyde(FA) 

mg
mL

𝐹𝐴  =  (VHCl ,mL)(CHCl,M)×30.03
(VFA,mL)

  

 

            = (3.20)(0.1032 )×30.03
10.00

   = 0.992 mg/mL =  992 ppm FA 
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ตารางท่ี ก.3  การเตรียม 10, 30, 50 µM RBNA probe  

สารที่ต้องการเตรียม 
Stock solution 

ปริมาตรสุทธิ (mL) 
สาร ปริมาตรที่ใช้ (mL) 

1 mM RBNA probe 25.47 mM RBNA probe 0.625 250.00 

10 µM RBNA probe 1 mM RBNA probe 2.020 20.00 

30 µM RBNA probe 1 mM RBNA probe 5.000 10.00 

50 µM RBNA probe 1 mM RBNA probe 3.000 10.00 

 

ตารางท่ี ก.4 การเตรียมสารมาตรฐานฟอร์มาลดีไฮด์  

สารที่ต้องการเตรียม 
Stock solution 

ปริมาตรสุทธิ (mL) 
สาร ปริมาตรที่ใช้ (mL) 

992 ppm FA 40% (v/v) FA 0.625 250.00 

100 ppm FA 992 ppm FA 2.020 20.00 

50 ppm FA 100 ppm FA 5.000 10.00 

30 ppm FA 100 ppm FA 3.000 10.00 

25 ppm FA 100 ppm FA 2.500 10.00 

20 ppm FA 100 ppm FA 2.000 10.00 

15 ppm FA 100 ppm FA 1.500 10.00 

10 ppm FA 100 ppm FA 1.000 10.00 

5 ppm FA 100 ppm FA 0.500 10.00 

 

ตารางท่ี ก.5 สัญญาณการตรวจวัด Formaldehyde ด้วย RBNA probe ทีค่วามยาวคลื่น 525 nm  

                ใช้เครื่อง Fluorescence spectrometer 

10 µM RBNA probe 30 µM RBNA probe 50 µM RBNA probe 

Conc.FA intensity Conc.FA intensity Conc.FA intensity 

0 117.163 0 147.317 0 192.994 

5 151.858 5 182.759 5 235.537 

10 162.301 10 228.273 10 293.959 

15 193.297 15 273.338 15 324.193 

20 239.725 20 315.491 20 389.193 

25 289.387 25 365.825 25 441.846 

30 329.124 30 404.551 30 490.841 

50 428.775 50 583.789 50 672.762 
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ตารางท่ี ก.6 สัญญาณของการตรวจวัด Rhodamine B ความเข้มข้นสูง ที่ความยาวคลื่น 580 nm  

                ใช้อุปกรณ์การตรวจวัด fluorescence บนอปุกรณ์ฐานกระดาษ 

ความเข้มข้น 

Rhodamine B 

Intensity (a.u.) 

ครั้งที่ 1 ครั้งที่ 2 ครั้งที่ 3 เฉลี่ย S.D. 

25 2917.50 3071.00 3192.50 3060.33 137.81 

50 2980.50 3143.00 3216.50 3113.33 120.76 

75 3573.00 3483.50 3662.50 3573.00 89.50 

100 3704.00 3769.50 3887.00 3786.83 92.72 

 

ตารางท่ี ก.7 สัญญาณของการตรวจวัด Rhodamine B ความเข้มข้นต ่า ที่ความยาวคลื่น 580 nm  

                ใช้อุปกรณ์การตรวจวัด fluorescence ในรูปสารละลาย 

ความเข้มข้น 

Rhodamine B 

Intensity (a.u.) 

ครั้งที่ 1 ครั้งที่ 2 ครั้งที่ 3 เฉลี่ย S.D. 

1.00 2627.5 2743 2852.5 2741 112.5133 

2.50 2891 2913 3059.5 2954.5 91.59558 

5.00 3156 3201 3303 3220 75.31932 

7.50 3304.5 3527 3503.5 3445 122.2426 

10.00 3829.5 3642 3598.5 3690 122.7528 
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