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บทคัดย่อ 
 

 งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์พัฒนาวิธีการวิเคราะห์หาปริมาณของไนไตรท์  และไนเตรท จาก
สารตัวอย่างน้ าที่ง่าย สะดวกและลดมลภาวะที่จะเกิดกับสิ่งแวดล้อม  การวิเคราะห์ปริมาณ        
ไนไตรท์ อาศัยปฏิกิริยาคู่ควบระหว่างกรดซัลฟานิลิกกับเมธิลแอนทรานิเลต  ในขณะที่การ
วิเคราะห์หาปริมาณไนเตรทจะรีดิวส์ไนเตรท เป็นไนไตรท์ด้วยสังกะสี ก่อนท าการวิเคราะห์หา      
ไนเตรทในรูปของไนไตรท์ต่อไป  การวิเคราะห์หาปริมาณไนไตรท์อาศัยปฏิกิริยาไดอะโซไทเซชัน
ของกรดซัลฟานิลิกได้เกลือไดอะโซเนียม  จากนั้นน าไปท าปฏิกิริยาคู่ควบกับเมธิลแอนทรานิเลต
เกิดสีย้อมไดอะโซ  สีย้อมไดอะโซที่ได้ น าไปสแกนความยาวคลื่นที่ให้ค่าดูดกลืนสูงสุดที่  538      
นาโนเมตร ความเข้มข้นของกรดซัลฟานิลิกและเมธิลแอนทรานิเลตที่เหมาะสมคือ 0.4 %(w/v) 
และ 0.6 %(w/v)  เมื่อน าวิธีที่ศึกษาไปวิเคราะห์หาปริมาณไนไตรท์จากสารตัวอย่างน้ าจากแหล่ง A 
B C D E และ F เทียบกับการวิเคราะห์วิธีมาตรฐานได้ผลดังนี้ วิธีที่ศึกษา 0.0515 ± 0.00197, 
0.0390 ± 0.00245, 0.0387 ± 0.00279, 0.0397 ± 0.00281, 0.0397 ± 0.00280 แ ล ะ                 
0.0375 ± 0.00232 mg/L ตามล า ดับ  วิธี ม าตรฐาน  0.0520 ± 0.00063, 0.0393 ± 0.00117, 
0.0387 ± 0.00279, 0.0398 ± 0.00281, 0.0406 ± 0.00342 แ ล ะ 0.0380 ± 0.00172 mg/L 
ตามล าดับ   ส่วนการวิเคราะห์หาไนเตรทในรูปของไนไตรท์สารตัวอย่างน้ าจากทุกแหล่งไม่มี
ปริมาณไนเตรทเจือปน 

เมื่อน าวิธีวิเคราะห์ทั้งสองวิธีเปรียบเทียบด้วยวิธี F-test และ t- test ปรากฏว่าวิธีวิเคราะห์
ทั้งสองวิธีให้ผลการวิเคราะห์ที่ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ 

 
ค าส าคัญ: เกลือไดอะโซเนียม, การสังเคราะห์เกลือไดอะโซเนียม, ปฏิกิริยาคู่ควบ, สีย้อมไดอะโซ 
                 สเปกโทรโฟโตมิทรี ไนไตรท์ , ไนเตรท 



Abstract 
 

 The aim of development method is a simple, rapid and reduced pollutant 
for  determination of nitrite and nitrate in water sample. Determination of nitrite is based on 
the reaction involving sulfanilic acid with methylanthranilate as coupling agents and 
determination of nitrate is based on their reduction to nitrite in the presence of Zn powder. 
The produced nitrite is subsequently diazotization with sulfanilic acid then coupled with 
methyl anthranilate to form an diazo dye. The produced diazo dye was take to  scan 
optimized lambda max(λmax ) and optimized λmax is 538 nm. The optimized concentration of 
sulfanilic acid and methyl anthranilate were 0.4 %(w/V) and 0.6 %(w/v) respectively.  The 
results revealed that the content of nitrite in A. B. C. D. E and F water samples and 
compared with standard method were 0.0515±0.00197, 0.0390±0.00245, 0.0387±0.00279, 
0.0397±0.00281, 0.0397±0.00280 and 0.0375±0.00232 mg/L , standard method ; 
0.0520±0.00063, 0.0393±0.00117, 0.0387±0.00279, 0.0398±0.00281, 0.0406±0.00342 and 
0.0380±0.00172 mg/L.  Determination of nitrate is based on their reduction to nitrite in water 
samples were not found. The two methods were compared 
by F-test and t-test and their were not significant difference. 
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บทที่ 1 

บทน ำ 
 

 

1.1   ควำมเป็นมำและควำมส ำคัญของปัญหำ 

สารประกอบของไนโตรเจนสามารถเปลี่ยนรูปเป็น ไนเตรทได้  โดยเฉพาะอย่างยิ่ง 

สารอินทรีย์ที่มีไนโตรเจนและแอมโมเนียเป็นองค์ประกอบ โดยแหล่งปนเปื้อนสารไนเตรทที่ส าคัญ

มาจากของเสียจากการขับถ่ายของคนและสัตว์ นอกจากนี้สารไนเตรทอนินทรีย์ยังมาจากปุ๋ยเคมีที่

มีโพแทสเซียมไนเตรท และแอมโมเนียไนเตรท มากกว่าร้อยละ 80 วัตถุระเบิดและดอกไม้ไฟ

ประมาณร้อยละ 16 จากข้อมูลแสดงให้เห็นว่าแหล่งการปนเปื้อนส่วนใหญ่ มาจากการชะจาก

แหล่งดินกสิกรรมที่ใช้ปุ๋ยเคมี เนื่องจากดินสามารถดูดซับไนเตรทไว้ได้น้อยมาก ไนเตรทจึงถูกชะ

และละลายในน้ าได้เป็นอย่างดี ซึ่งถูกสะสมในน้ าผิวดิน เพราะไนเตรทไม่สามารถกลายเป็นไอได้  

ไนเตรทจึงคงตัวในน้ าจนกว่าจะมีการน าไปใช้ประโยชน์ โดยพืชและสิ่งมีชีวิต เช่น 

แบคทีเรีย การสลายตัว(degradation)ของไนเตรทเกิดได้เร็วในสภาวะที่ไม่มีออกซิเจน (anaerobic 

conditions) ปริมาณไนเตรทที่สูงเกินค่าก าหนดในแหล่งน้ า และน้ าด่ืมมีผลต่อสุขภาพของมนุษย์

และสัตว์ สิ่งมีชีวิตในแหล่งน้ า ตลอดจนความสูญเสียทางเศรษฐกิจ เช่น การเปลี่ยนแหล่งน้ าดิบ

เพื่อการเตรียมน้ าด่ืม เป็นต้นเหตุความเป็นพิษต่อมนุษย์และสัตว์ เป็นผลมาจากน้ าด่ืมหรือเป็นผล

จากการรับประทานอาหารที่มีไนเตรทสูงเช่น ผักและเนื้อสัตว์ที่มีการเติมสารไนเตรทเพื่อการปรุง

และถนอมอาหาร จากผลการวิจัยพบว่าหญิงมีครรภ์ ควรหลีกเลี่ยงการได้รับปริมาณไนเตรทสูงใน

อาหารและน้ าด่ืม เนื่องจากจะมีผลต่อทารกในครรภ์ ท าให้คลอดก่อนก าหนดและโอกาสแท้งบุตร

ได้ (birthdefects and miscarriages) นอกจากนี้ยังพบว่าทารกที่มีอายุน้อยกว่า 6 เดือนอาจเกิด

โรคที่เรียกว่า Blue Baby Syndrome หรือทางการแพทย์เรียกว่า Methemoglobinemia อาการที่

พบในทารกมีค่า pH ในเลือดสูง (higher intestinal pH) ท าให้แบคทีเรียในล าไส้สามารถเปลี่ยนรูป

ของไนเตรทเป็นไนไตรท์ได้มากขึ้น โดยไนไตรท์สามารถถูกดูดซับและรวมตัวกับฮีโมโกลบิน 

(hemoglobin) เป็น เมทีโมโกลบิน (methemoglobin) ซึ่งส่งผลให้การล าเลียงออกซิเจนได้ลดลง 
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นอกจากนี้อาการอ่ืนๆที่พบคือ ปลายนิ้วมือนิ้วเท้า ริมฝีปาก มีสีเขียวคล้ า ปวดศีรษะ วิงเวียน หน้า

มืดคล้ายจะเป็นลม ช็อกหมดสติและชักกระตุกของกล้ามเนื้อ หรือแม้แต่สมองได้รับอันตรายจาก

การขาดออกซิเจน และท าให้เสียชีวิตได้การด่ืมน้ าที่มีปริมาณไนเตรทสูง หรือน้ าชงนมทารก ที่มี

ปริมาณไนเตรทสูงนับว่าเป็นอันตรายอย่างยิ่งเพราะความเป็นพิษของไนเตรท 

ไนไตรท์ เกิดจากการเปลี่ยนรูปทางเคมี ของสารประกอบไนโตรเจน โดยกิจกรรมของ

จุลินทรีย์กลุ่ม คีโมออโตโทรป (Chemoautotroph) ที่สามารถดึงออกซิเจนออกจากสารประกอบ

ไนโตรเจน (ไนเตรท) มาใช้เพื่อการด ารงชีพ ในกรณีที่ขาดออกซิเจน หรือออกซิเจนไม่เพียงพอ จน

ท าให้เกิดการสะสมของไนเตรท  นอกจากนี้การใช้ไนเตรทท าสีและการถนอมอาหาร  เมื่อไนไตรท์

เข้าสู่ร่างกายมนุษย์จะท าปฏิกิริยากับเอมีน (amine) และเอไมด์ (amide) ท าให้เกิด ไนโตรซามีน

(nitrosamine) ซึ่งเป็นสารก่อมะเร็ง (carcinogenic) [1] การวิเคราะห์หาปริมาณของไนเตรทและ

ไน ไต ร ท์ มี ห ล า ย วิ ธี เ ช่ น  วิ ธี  polarogragpy [2], voltrammetry [3], fluorometry [4] [5], 

spectrophotometry [6], flow injection [7] และวิธีการมาตรฐานสากล (Standard Methods for 

the examination of water and waste water, APHA; AWWA; WEF, 1992) ซึ่งแต่ละวิธีที่กล่าว

มามีข้อจ ากัดของระยะเวลา ในการวิเคราะห์บางวิธีต้องใช้เวลาในการเตรียมสารละลายสีย้อม 

(diazo dye)นาน และบางวิธีสารละลายสีย้อมที่ได้มีความเสถียรต่ า  มีขั้นตอนการเตรียมก่อนท า

การวิเคราะห์ยุ่งยากและซับซ้อน นอกจากนี้ความไว (sensitivity) และขีดต่ าสุดในการตรวจวัด 

(detection limit) ก็มีความแตกต่างกัน  

ดังนั้นในการวิจัยครั้งนี้ผู้วิจัยมีจุดประสงค์เพื่อพัฒนาวิธีวิจัยที่ง่าย สะดวก และรวดเร็วใน

การวัดเพื่อน ามาวิเคราะห์หาปริมาณไนเตรทและไนไตรท์โดยใช้ methylanthranilate เป็นสาร 

คู่ควบ(coupling agent)  จากการสังเคราะห์เกลือไดอะโซเนียมระหว่างไนไตรท์กับกรดซัลฟานิลิก 

(sulfanilic acid) จากนั้นน าไปท าปฏิกิริยาคู่ควบกับ methylanthranilate  ในสารละลายกรดซึ่งท า

ให้เกิดสารละลายสีย้อม  แล้วน าไปสแกนหาค่าความยาวคลื่นที่ดูดกลืนสูงสุด (max) จากนั้นน า

วิธีการที่ได้ไปวิเคราะห์หาปริมาณไนเตรทและไนไตรท์ในสารตัวอย่างน้ าด่ืมต่อไป 
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1.2   วัตถุประสงค์ของกำรวิจัย 

 1.2.1   เพื่อศึกษาวิธีวิเคราะห์หาปริมาณไนเตรทและไนไตรท์โดยใช้ methylanthranilate 

เป็นสารคู่ควบกับกรดซัลฟานิลิก 

 1.2.2   เพื่อพัฒนาวิธีวิเคราะห์ที่สะดวก รวดเร็วและเหมาะสมกับการวิเคราะห์หาปริมาณ    

ไนเตรทและไนไตรท์ 

 1.2.3   เพื่อน าวิธีวิเคราะห์ที่ได้ไปวิเคราะห์หาปริมาณไนเนรตและไนไตรท์ในสารตัวอย่าง

น้ าประปาและน้ าด่ืมบรรจุขวด 

 1.2.4   เพื่อน าวิธีวิจัยที่ได้ไปประยุกต์กับการเรียนการสอนในรายวิชาเคมีวิเคราะห์ 

 

1.3   กรอบแนวคิดหรือทฤษฎีของแผนกำรวิจัย 

 1.3.1   น าสารละลายกรดซัลฟานิลิกมาท าปฏิกิริยาไดอะโซไทเซชัน (diazotization) กับ

สารละลายไนไทรท์ ในสภาวะที่เป็นกรดอุณหภูมิประมาณ 0-5  oC จะได้เกลือไดอะโซเนียม 

(diazonium salt) ที่ท าหนา้ทีเ่ป็นสารมัธยันต์ (intermediate) 

 1.3.2   น าเกลือไดอะโซเนียมที่ได้จาก 1.4.1 มาท าปฏิกิริยาคู่ควบ (coupling) กับเมธิล 

แอนทรานิเลตในสารละลายเบสที่อุณหภูมิห้องจะได้สารสีย้อมไดอะโซ (diazo dye)  

 1.3.3   น าสารไดอะโซดายที่ได้ไปตรวจหาความยาวคลื่นที่มีค่าการดูดกลืนสูงสุด (max) 

จากนั้นจึงน าไปวิเคราะห์หาปริมาณไนไทรต์และไนเทรตในสารตัวอย่างต่อไป 
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Input   สารละลายไนไตรท์ สารละลายกรดซัลฟานิลิก  

และสารละลายเมธิลแอนทรานิเลต 

 

 

 

Process 1.  สารละลายไนไตรท์ท าปฏิกิริยากับกรดซัลฟานิลิกในสภาวะกรด 

  เกิดปฏิกิริยาไดอะโซไทเซชันได้เกลือไดอะโซเนียม 

  2.  เกลือไดอะโซเนียมท าปฏิกิริยากับเมธิลแอนทรานิเลตในสภาวะเบส 

 

 

 

Out put             ได้สีย้อมไดอะโซ ส าหรับตรวจวิเคราะห์หาปริมาณไนเตรท์และไนเตรท 

ได้วิธีการวิเคราะห์หาปริมาณไนเตรท์และไนเตรทที่ง่ายและสะดวก 

 

 

 

Impact  บทความวิจัย  1 เรื่อง 

  น าไปใช้ประกอบการเรียนการสอน 

  ทราบถึงปริมาณของสารไนไตรท์และไนเตรทที่ปนเปื้อน 
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1.4   สมมติฐำน 

 กรดซัลโฟนาลิกท าปฏิกิริยากับไนไตรท์ในสารละลายกรดแล้วน าไปท าปฏิกิริยาคู่ควบกับ

เมธิลแอนทรานิเลตได้เกลือไดอะโซเนียมพวกสีย้อมดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 538 นาโนเมตร 

ซึ่งค่าการดูดกลืน (absorbance) ที่วัดได้ขึ้นอยู่กับความเข้มข้นของปริมาณไนไตรท์ 

 

1.5   ขอบเขตของโครงกำรวจิัย 

 การด าเนินการวิจัยครั้งนี้ผู้ท าการวิจัยมีขอบเขตการวิจัยดังนี้ 

 
 ด้ำนคุณภำพ 
 1.  การสังเคราะห์เกลือ diazonium และปฏิกิริยาคู่ควบ(coupling) ระหว่างกรดซัลฟานิลิก

กับเมธิลแอนธานิเลต 

 2.  ความเข้มข้นของกรดซัลฟานิลิกกับความเข้มของสีและค่าการดูดกลืน 

 
 ด้ำนปริมำณ 
 1.  การวิเคราะห์หาปริมาณของไนเตรทและไนไตรท์ในสารตัวอย่างน้ าด่ืมบรรจุขวด ที่ผลิต

ในเขตเทศบาลเมืองบุรีรัมย์และผลิตจากแหล่งอ่ืนที่จ าหน่ายในเขตเทศบาลเมืองบุรีรัมย์ 

 2.  การวิเคราะห์หาปริมาณไนเตรทและไนไตรท์จากน้ าประปาของการประปา 

จังหวัดบุรีรัมย ์

 

1.6   ข้อตกลงเบื้องต้น 

 ในการด าเนินการวิจัยครั้งนี้คณะผู้ด าเนินการวิจัยจะท าการศึกษาปัจจัยต่างๆที่มีผลต่อ

ความเข้มในการดูดกลืนความยาวคลื่นสูงสุดดังนี้ 

1. ความเข้มข้นของกรดซัลฟานิลิก และเมธิลแอนทรานิเลต 

2. เปอรเ์ซ็นต์การกลับคืนมา (percent recovery) ของวิธีวิเคราะห์ที่ถูกพัฒนาขึ้น 

3. เปรียบเทียบผลการวิเคราะห์ของวิธีที่พัฒนากับวิธีวิเคราะห์มาตรฐาน 
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1.7  ประโยชน์ท่ีคำดว่ำจะได้รับ  

1.7.1  วิธีวิเคราะห์หาปริมาณไนไตรท์และไนเตรทในสารตัวอย่าง ง่าย สะดวก และใช้เวลาใน

การวิเคราะห์สั้น    

1.7.2  เป็นผลงานทางวิชาการเพื่อน าไปเผยแพร่ในวารสารวิชาการ เช่น  Analyst, J. of  

analytical chemistry และวารสารวิชาการของหน่วยงานราชการที่เกี่ยวข้องภายในประเทศ 

 1.7.3  สาขาวิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์น าผลการวิจัยที่ได้ไปวิเคราะห์หาไนเตรท และไน

ไตรท์ในสารตัวอย่างชนิดต่างๆ 

 1.7.4  น ามาใช้ประกอบการสอนนักศึกษาทุกสาขาที่เรียนรายวิชาเคมีวิเคราะห์ โดยเฉพาะ

นักศึกษาสาขาวิชาเคมี 

 

1.8    ค ำนิยำมศัพท์ 

 เกลือไดอะโซเนียม (Diazonium salt)  หรือสารประกอบไดอะโซเนียม(diazonium 

compound) หมายถึง อนุพันธ์ของเอมีน(amine) มีความเสถียรต่ านิยมใช้ท าสารมัธยันต์ 

(intermediate) การสังเคราะห์สาร ซึ่งมีสูตรทั่วไปคือ R-N2
+ X- เมื่อ R- หมายถึงหมู่ อัลคิล(alkyl-) 

หรือ เอริล(aryl-) และ X- หมายถึง ไอออนลบ(anion) ของสารอนินทรีย์หรือสารอินทรีย์ เช่น ไอออน

ลบของธาตุฮาโลเจน  

 

 กำรสังเครำะห์ เกลือไดอะโซเนียม  (Diazotization or diazonium salt synthesis) 

หมายถึงวิธีการสั งเคราะห์ เกลือไดอะโซเนียม โดยการสั งเคราะห์จากการทรีต (Treat) 

สารประกอบอะโรเมติกเอมีน (amine aromatic compound) กับกรดไนตรัส ตามปกติกรดไนตรัส

ได้จากโซเดียมไนเตรท์หรือกรดแร่ เกลือไดอะโซเนียมที่ได้จะมีความเสถียรต่ า ที่อุณหภูมิสูงกว่า    

+5oC หมู่   จะสลายตัวเป็นแก๊สไนโตรเจน (N2) แต่จะมีความเสถียรสูงที่อุณหภูมิห้อง

เมื่อแยกมาอยู่ในรูปของเกลือเตตะฟลูออโรบอเรต 
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 ปฏิกิริยำคู่ควบ (Coupling reaction)  หมายถึง  ปฏิกิริยระหว่างเกลือไดอะโซเนียมกับ

หมู่เอริล (R-) ได้ผลิตภัณฑ์เป็นเกลือไดอะโซเนียมพวกสีย้อม 

 

 Diazo dye ( azo dye)  สารประกอบที่มีหมู่ฟังก์ชันเป็น R-N=N-R' เมื่อ R และ R’ เป็น

หมูเอริล (aryl-) หรือ แอลคิล (alkyl-)  IUPAC ให้ค าจ ากัดความว่า เป็นอนุพันธ์ของสารประกอบ 

ไดเอซีน(diazene compound) หรือไดอิมายด์ (diimide) ; HN=NH  เมื่อ ไฮโดรเจนอะตอมถูก

แทนที่ด้วยหมู่ไฮโดรคาร์บิล (hydrocarbyl) azo dyeในรูปของสารประกอบ เอริลจะมีความเสถียร

สูง 

 

 Spectrophotometry  หมายถึงเทคนิคที่ใช้การดูดกลืนรังสีแม่เหล็กไฟฟ้าในช่วงยูวี-         

วิสิเบิล (200-400 นาโนเมตร) และในช่วงวิสิเบิล (400-800 นาโนเมตร) ของสารอินทรีย์ และ      

อนินทรีย์ 

 เมื่อโมเลกุลดูดกลืนรังสีแม่เหล็กไฟฟ้าจะเกิดการทรานสิชันใน 3 แบบ ตามชนิดของ

อิเล็กตรอน 

 1. โมเลกุลที่มี  , และ n อิเล็กตรอน ส่วนมากเป็นโมเลกุลของสารอินทรีย์หรือ 

อนินทรีย์ที่เป็นอนุมูลแอนไอออน เช่น NO3
-, SO4

- 

 2.  โมเลกุลที่มี d ,f อิเล็กตรอนส่วนมากเป็นโมเลกุลของสารอินทรีย์ที่มีโลหะที่มีในหมู่

โลหะทรานสิชัน 

 3.  โมเลกุลที่เกิดการถ่ายโอนอิเล็กตรอน เกิดในโมเลกุลสารอนินทรีย์เชิงซ้อน 

 

ไนไตรท์ (Nitrite) สารประกอบอนินทรีย์จ าพวกพอลิอะตอมไอออน ที่โมเลกุล

ประกอบด้วยไนโตรเจนเป็นอะตอมกลางล้อมรอบด้วยอะตอมของออกซิเจน 2 อะตอม จัดเป็น

ไอออนที่สมมาตร มีสูตรเคมีเป็น NO2
- 
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ไนเตรท (Nitrate) สารประกอบอนินทรีย์จ าพวกพอลิอะตอมไอออน ที่โมเลกุล

ประกอบด้วยไนโตรเจนเป็นอะตอมกลางล้อมรอบด้วยอะตอมของออกซิเจน 3 อะตอม มีรูปทรง

แบบ Trigonal planar มีสูตรเคมีเป็น NO3
- 
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บทที่ 2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
 

 

2.1   งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

 อรนุช เรือนค ำ และคณะ (2011) [7]  วิเครำะห์หำปริมำณไนเตรทและไนไตรท์ในตัวอย่ำง

อำหำรด้วยวิธี flow injection chemiluminescence กำรตรวจวิเครำะห์ไนไตรท์และไนเตรทอำศัย

พื้นฐำนจำกปฏิกิริยำกำรรีดิวซ์ไนเตรทไอออนเป็นไนไตรท์ไอออนโดยวิธีออนไลน์โฟโตรีดักชันที่ใช้

หลอดยูวีเป็นแหล่งฉำยรังสี แทนกำรใช้แคดเมียม กำรตรวจวัดปฏิกิริยำเคมิลูมิเนสเซนส์อำศัยกำร

เกิดปฏิกิริยำออกซิเดชันของไนไตรท์โดยใช้ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์เป็นตัวออกซิไดซ์เปลี่ยนให้อยู่

ในรูปของกรดเปอร์ออกซีไนตรัส หลังจำกนั้นเปอร์ออกซีไนไตรท์ไอออนจะทำปฏิกิริยำกับลูมินอล

ในสำรละลำยด่ำง ซึ่งควำมเข้มแสงเคมิลูมิเนสเซนส์ที่เกิดจำกปฏิกิริยำจะตรวจวัดโดยใช้ลูมิโน

มิเตอร์ที่สร้ำงขึ้นเอง 

 Dayananda และคณะ (2007) [8] ท ำกำรวิเครำะห์ไนเตรทและไนไตรท์ กำรวิเครำะห์     

ไนไตรท์ จะใช้  4-aminoazobenzene ท ำปฏิกิริยำในสภำวะที่เป็นกรด และโบรไมด์ไอออน ให้อยู่

ในรูปของ diazonium  ion ท ำกำร coupling กับ acetyl acetone เกิดเป็น bisazo dye และน ำไป

วัดค่ำกำรดูดกลืนแสงด้วยเครื่องสเปกโทโฟโตรมิเตอร์ ที่ควำมยำวคลื่น 500 nm 

 M. J. Ahmed และคณะ (1996) [11] ได้ศึกษำวิธีก๊ำซดิฟฟิวชันโฟลอินเจคชัน เพื่อใช้ใน

กำรวิเครำะห์หำปริมำณไนไตรท์และไนเตรทในผลิตภัณฑ์อำหำร  โดยวิธีจีดี-เอฟไอ จะอำศัยกำร

ฉีดสำรมำตรฐำนและ/หรือสำรละลำยตัวอย่ำงไนไตรท์  เข้ำไปในสำรละลำยตัวพำโดยไนไตรท์     

จะเปลี่ยนเป็นกรดไนตรัส จำกนั้นสำรละลำยจะถูกผ่ำนเข้ำไปท ำปฏิกิริยำกับสำรละลำยผสมของ      

3-ไนโตรอะนิลีน และ เอ็น -1-แนฟธิลเอธิลีนไดเอมีนไดไฮโดรคลอไรด์ เกิดเป็นสำรประกอบ         

เอโซดำยที่ีมีสีแดง  ซึ่งสำมำรถวัดค่ำกำรดูดกลืนแสงได้ด้วยเครื่องสเปกโทรมิเตอร์อย่ำงง่ำยที่มี

ควำมยำวคลื่นในช่วง 500-600 นำโนเมตร 
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 Narayana และ Sunil (2009) [4] ได้ท ำกำรวิเครำะห์หำปริมำณไนเตรทและไนไตรท์ใน

แหล่งน้ ำดิบ ดิน และยำ ด้วยวิธีสเปกโทรโฟโตมิทรี ในกำรวิเครำะห์ไนไตรท์จะใช้กรดซัลฟำนิลิก 

และเมทิลแอนทำนิเลท ให้อยู่ในรูปของ azo dye ส ำหรับกำรวิเครำะห์ไนเตรท จะท ำกำรรีดิวซ์ ให้

เป็นไนไตรท์ ด้วย Zn/NaCl กำรวิเครำะห์ด้วยเครื่องสเปกโทรโฟโตมิทรี ที่ควำมยำวคลื่น 493 nm  

 Wang และคณะ (1998) [6] วิเครำะห์ไนเตรท และไนไตรท์ในตัวอย่ำงน้ ำ และตัวอย่ำง

ผลไม้ บำงชนิด วิธีที่ใช้ในกำรวัดไนไตรท์ จะใช้ปฏิกิริยำ diazotization - coupling โดยใช้คอลัมน์

เพิ่ มควำมเข้มข้นของสำร ปฏิกิ ริยำนี้ จะท ำปฏิกิ ริยำคู่กับสำร 3 ชนิด คือ sulfanilamide 

sulfamethizole และ sulfadimidine ก่อนตรวจวัดด้วยเครื่องสเปกโทโฟโตรมิเตอร์ ที่ควำมยำว

คลื่น  543  537 และ 530 ตำมล ำดับ ส ำหรับกำรวิเครำะห์ไนเตรท จะท ำกำรรีดิวซ์ให้อยู่ในรูปของ

ไนไตรท์ด้วย Cd–Cu reductor column 

 

2.2 เกลือไดอะโซเนียม (Diazonium salt) 

 เกลือไดอะโซเนียม หรือสำรประกอบไดอะโซเนียม (diazonium compound) เป็นอนุพันธ์

ของเอมีน (amine) ซึ่งมีสูตรทั่วไปคือ R-N2
+ X- เมื่อ R- เป็นหมู่ของสำรอินทรีย์ เช่น หมู่อัลคิล 

(alkyl group) หรือเอริล (aryl group) และ X- คือไอออนลบ (anion) ของสำรอนินทรีย์หรือ

สำรอินทรีย์ เช่น ไอออนลบของธำตุฮำโลเจน  ถ้ำหมู่  R คือ หมู่เอริลจะมีควำมส ำคัญยิ่งที่จะท ำ

หน้ำที่เป็นสำรมัธยันต์ (intermediate) ในกำรสังเครำะห์สำรอินทรีย์พวกสีย้อม (azo dye) 

 

 
 

รูปที่ 2.1  โครงสร้ำงของไดอะโซเนียมไอออน (Diazonium ion structure); 

 Benzenediazonium cation 
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2.2.1 การสังเคราะห์เกลือไดอะโซเนียม (Diazonium salt synthesis) 

  ปฏิกิริยำกำรสังเครำะห์เกลือไดอะโซเนียม เรียกว่ำ ปฏิกิริยำไดอะโซเทชั่น 

(Diazotation) กำรสังเครำะห์เกลือไดอะโซเนียมโดยทั่วๆไปจะสังเครำะห์จำกกำรทรีต  (treat) 

สำรประกอบอะโรเมติกเอมีน (amine aromatic compound) กับกรดไนตรัส ซึ่งกรดไนตรัสได้จำก

โซเดียมไนเตรท หรือกรดแร่ เกลือไดอะโซเนียมที่ได้จะมีควำมเสถียรต่ ำ ท่ีอุณหภูมิสูงกว่ำ 5 oC หมู่  

  และจะสลำยตัวให้แก๊สไนโตรเจน (N2) แต่จะมีควำมเสถียรสูงที่อุณหภูมิห้องเมื่อ

แยกมำอยู่ในรูปของเกลือเตตระฟลูออโรบอเรต จำกสมกำรแสดงกำรเตรียมเกลือไดอะโซเนียมใน

รูปของสำรประกอบเอริลซัลฟูนิล 

 

 

 

2.2.2 ปฏิกิริยาคู่ควบ (Diazonium coupling) 

  เป็นปฏิกิริยำที่ส ำคัญของเกลืออะโรเมติกไดอะโซเนียม โดยเกลือไดอะโซเนียมจะ

เข้ำไปท ำปฏิกิริยำกับเอริลบริเวณที่มีอิเล็กตรอนหนำแน่น เช่น aniline หรือ phenol ซึ่งผลิตภัณฑ์

เป็นสำรประกอบพวกอะโซ (azo compound) เป็นสำรประกอบจ ำพวกสีย้อม  (azo dye)         

ดังสมกำร 
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  ควำมเข้มของสีย้อมที่ได้ขึ้นอยู่กับพันธะที่คอนจูเกตกัน เช่น aniline yellow        

(สีเหลืองโลหะ) เกิดจำก aniline กับ เกลือไดอะโซเนียม ที่อุณหภูมิต่ ำ ได้เป็นของแข็งสีเหลือง 

napthalen – 2 - ol (ตะกอนสีแดงส้ม) 

 กำรสังเครำะห์เกลือไดอะโซเนียมจำกกรดซัลฟำนิลิก (Diazonium synthesis 

from sulfanilic acid) 

  กำรสังเครำะห์เกลือไดอะโซเนียมด้วยกรดซัลฟำนิลิกในสำรละลำยกรด โดยให้

กรดซัลฟำนิลิกท ำปฏิกิริยำกับไนไตรท์ในสำรละลำยกรด ตำมด้วยปฏิกิริยำคู่ควบกับ methyl 

anthranilate ในสำรละลำยด่ำงจะได้ azo dyes ซึ่งจะดูดกลืนที่ควำมยำวคลื่น 493 นำโนเมตร   

ดังสมกำร 

 

 
 

 

 

              azo dye 

 

2.3 UV-VIS Spectrophotometer 

 เป็นเครื่องมือที่ใช้ในกำรตรวจวัดปริมำณแสงและค่ำ Intensity ในช่วงรังสียูวีและช่วงแสง

ขำวที่ทะลุผ่ำนหรือถูกดูดกลืนโดยตัวอย่ำงที่วำงอยู่ในเครื่องมือ โดยที่ควำมยำวคลื่นแสงจะมี

ควำมสัมพันธ์กับปริมำณและชนิดของสำรที่อยู่ในตัวอย่ำง  ซึ่งส่วนใหญ่จะเป็นสำรอินทรีย์ 

สำรประกอบเชิงซ้อนและสำรอนินทรีย์ ที่สำมำรถดูดกลืนแสงในช่วงควำมยำวคลื่นเหล่ำนี้ได้ 
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 คุณสมบัติในกำรดูดกลืนแสงของสำรเมื่อโมเลกุลของตัวอย่ำงถูกฉำยด้วยแสงที่มีพลังงำน

เหมำะสมจะท ำให้อิเล็กตรอนภำยในอะตอมเกิดกำรดูดกลืนแสงแล้วเปลี่ยนสถำนะไปอยู่ในชั้นที่มี

ระดับพลังงำนสูงกว่ำเมื่อท ำกำรวัดปริมำณของแสงที่ผ่ำนหรือสะท้อนมำจำกตัวอย่ำงเทียบกับแสง

จำกแหล่งก ำเนิดที่ควำมยำวคลื่นค่ำต่ำงๆตำมกฎของ Beer-Lambert ค่ำกำรดูดกลืนแสง 

(absorbance) ของสำรจะแปรผันกับจ ำนวนโมเลกุลที่มีกำรดูดกลืนแสง ดังนั้นจึงสำมำรถใช้

เทคนิคนี้ในระบุชนิดและปริมำณของสำรต่ำงๆที่มีอยู่ในตัวอย่ำงได้ [10,11] 

 

 ส่วนประกอบของเครื่อง UV-VIS Spectrophotometer  

 2.3.1 แหล่งก าเนิดแสง  (Light Source)  

          แหล่งก ำเนิดแสงในเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอร์จะต้องให้รังสีในช่วงควำมยำว

คลื่นที่ต้องกำรอย่ำงต่อเนื่องและคงที่ตลอดเวลำ รวมทั้งมีควำมเข้มแสงที่มำกพอด้วย  หลอด

ก ำเนิดแสง มีหลำยชนิดตำมควำมยำวคลื่นแสงที่เปล่งออกมำ ซึ่งต้องเลือกใช้ให้ถูกต้องเหมำะสม

กับของเหลวที่น ำมำวัดค่ำดูดกลืนแสง ตัวอย่ำงแหล่งก ำเนิดแสง ช่วง UV ใช้หลอด ไฮโดรเจน (H2) 

และ ดิวทีเรียม (D2) lamp ให้ควำมยำวคลื่นอยู่ในช่วง 160-380 nm ชนิดของสเปกโทรสโกปี UV 

molecular absorption และช่วง visible ใช้หลอด Tungsten/halogen ให้ควำมยำวคลื่นในช่วง 

240-2,500 nm ชนิดของสเปกโทรสโกปีเป็นแบบ UV/visible/near-IR molecular absorption 

 

 2.3.2 โมโนโครเมเตอร์ (monochromator) 

        ส่วนประกอบนี้เป็นส่วนที่ใช้ควบคุมแสงโดยจะท ำให้แสงที่ออกมำจำกต้นก ำเนิด

แสง ซึ่งเป็นพอลิโครเมติก ให้เป็นแสงโมโนโครเมติก ซึ่งเป็นแถบแสงแคบๆ หรือมีควำมยำวคลื่น

เดียว ใช้ฟิลเตอร์(กระจกสี) ปริซึม (prism) หรือ เกรตต้ิง (grating) 

 2.3.3 เซลล์ที่ใช้บรรจุสารละลายตัวอย่าง (Sample Cell) 

        เซลล์ที่ใส่สำรตัวอย่ำง บำงครั้งอำจเรียกว่ำ คิวเวทท์ (cuvettes) รูปแบบที่ใช้กัน

ทั่วไปได้แก่เซลล์ที่ท ำด้วยแก้วธรรมดำ จะใช้ได้เฉพำะช่วงวิสิเบิล เพรำะเนื้อแก้วธรรมดำถูกดูดกลืน

แสงในช่วงยูวีได้ และเซลล์ที่ท ำด้วยซิลิกำ และควอร์ตซ์ (quartz) ใช้ได้ทั้งช่วงยูวีและวิสิเบิล 
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 2.3.4 อุปกรณ์ตรวจจับ (Detector) 

        ท ำหน้ำที่ในกำรวัดควำมเข้มของรังสีที่ถูกดูดกลืนโดยกำรแปลงพลังงำนคลื่นรังสี

เป็นพลังงำนไฟฟ้ำเครื่องตรวจจับสัญญำณที่ดีต้องมีสภำพไวสูง คือแม้ปริมำณแสงจะเปลี่ยนไป

เล็กน้อย ก็สำมำรถตรวจจับสัญญำณควำมแตกต่ำงได้ เครื่องวัดแสงที่ยังนิยมกันอยู่ในปัจจุบัน  

คือ หลอดโฟโตมัลติพลำยเออร์ (photomultiplier tube, PMT) และเครื่องวัดแสงชนิดซิลิกอน

ไดโอด (silicon diode detector) 

 

 
รูปที่ 2.2   แผนผังแสดงส่วนประกอบของเครื่อง UV-Vis spectrophotometer แบบล ำแสงเดี่ยว                 

(ที่มำ: http://www.sci.sdsu.edu)     

 

 

 
รูปที่ 2.3   แผนผังแสดงส่วนประกอบของเครื่อง UV-Vis spectrophotometer แบบล ำแสงคู่              

(ที่มำ: http://www.chemguide.co.uk)     
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2.4 ไนเตรทและไนไตรท์ (Nitrate and Nitrite) 

 ไนโตรเจนเป็นหนึ่งในสำมของสำรอำหำรส ำคัญที่พืชต้องกำร พืชส่วนใหญ่ไม่สำมำรถใช้

ไนโตรเจนที่อยู่ในรูปที่เป็นโมเลกุล (N2) ได้ ในระบบนิเวศที่เป็นน้ ำ พบว่ำ สำหร่ำยสีเขียวแกมน้ ำ

เงินสำมำรถเปลี่ยนแก๊สไนโตรเจนให้กลำยเป็นแอมโมเนีย (NH3) และไนเตรท ซึ่งพืชน้ ำสำมำรถ

น ำไปใช้ได้ สัตว์ที่กินพืชน้ ำเหล่ำนี้น ำไนโตรเจนที่ได้ไปสร้ำงโปรตีน เมื่อพืชและสัตว์ตำยลง โมเลกุล

ของโปรตีนจะถูกย่อยให้เล็กลงโดยแบคทีเรียกลำยเป็นแอมโมเนีย จำกนั้นแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ จะ

ออกซิไดซ์แอมโมเนียให้กลำยเป็นไนไตรท์ และไนเตรท แต่ในสภำวะที่ขำดออกซิเจนหรือมี

ออกซิเจนในปริมำณน้อย พบว่ำไนเตรทจะเปลี่ยนรูปโดยแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ กลำยเป็นแอมโมเนีย 

(NH3) และนั่นคือ กำรเริ่มต้น วัฏจักรของไนโตรเจนอีกครั้งหนึ่ง ดังนั้นไนโตรเจนที่พบในแหล่งน้ ำที่

ส ำคัญมีอยู่  2 รูป คือ ไนเตรท (NO3
-) และไนไตรท์  (NO2

-) ไนโตรเจนในรูปไนเตรทจัดว่ำมี

ควำมส ำคัญมำกท่ีสุดในน้ ำ 

 ไนโตรเจนในรูปไนเตรท มักพบในน้ ำที่มีปริมำณออกซิเจนละลำยอยู่ในน้ ำค่อนข้ำงต่ ำ      

ไนเตรทเป็นสำรอำหำรที่ส ำคัญต่อกำรเจริญเติบโตของสำหร่ำยและพืชน้ ำทั้งหลำยและสำมำรถ

ตรวจพบในน้ ำได้ในปริมำณที่สูงหรือต่ ำขึ้นอยู่กับปริมำณกำรรับไนเตรทจำกแหล่งต่ำงๆ สู่แหล่งน้ ำ 

โดยปกติ ระดับของไนโตรเจนที่พบในแหล่งน้ ำธรรมชำติจะค่อนข้ำงต่ ำ (น้อยกว่ำ 1 ppm ของ

ไนโตรเจนในรูปของไนเตรท) เกิดจำกกระบวนกำรย่อยสลำยของเสียจำกสัตว์และซำกพืชซำกสัตว์

ที่ตำยแล้ว ซึ่งพืชจะน ำไปใช้ได้อย่ำงรวดเร็ว ในแหล่งน้ ำที่มีระดับไนโตรเจนค่อนข้ำงสูง อำจจะท ำ

ให้เกิดกระบวนกำรยูโทรฟิเคชั่นได้ ระดับไนโตรเจนอำจจะสูงขึ้นเนื่องจำกผลตำมธรรมชำติหรือเกิด

จำกกิจกรรมของมนุษย์ หรือเป็ดและห่ำนท ำให้ปริมำณไนโตรเจนในแหล่งน้ ำที่พวกมันอำศัยอยู่มี

ปริมำณสูงขึ้นได้จำกกำรถ่ำยมูลลงน้ ำ ไนโตรเจนที่เกิดจำกกิจกรรมของมนุษย์ ได้แก่ กำรทิ้งขยะ

หรือของเสียลงแม่น้ ำ ปุ๋ยเคมีที่ถูกชะล้ำงลงสู่ล ำน้ ำต่ำงๆ ซึ่งอำจปนเปื้อนลงสู่แหล่งน้ ำใต้ดินได้ 

ตลอดจนน้ ำไหลชะจำกกำรเลี้ยงสัตว์บำงชนิด และคอกสัตว์ เป็นต้น  

 2.4.1 ความส าคัญของไนเตรทและไนไตรท์ 

  จำกกำรที่ในแหล่งน้ ำมีไนโตรเจนและสำหร่ำยสีเขียวแกมน้ ำเงินสำมำรถเปลี่ยน

แก๊สไนโตรเจนให้กลำยเป็นแอมโมเนีย (NH3) ได้นั้น แบคทีเรียที่ไม่ใช้ออกซิเจนในขบวนกำรเผำ

ผลำญพลังงำน (Anaerobic Bacteria) จะใช้แอมโมเนียในกำรเผำผลำญอำหำร ผลที่ได้คือ  
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ไนไตรท์ และหลังจำกนั้นแบคทีเรียที่ใช้ไนไตรท์ในกำรเผำผลำญอำหำรก็จะเปลี่ ยนให้ไนไตรท์

กลำยเป็นไนเตรท ซึ่งไนเตรทจะกลำยเป็นแก๊สไนโตรเจน และบำงส่วนจะถูกดูดซึมกลำยเป็น

อำหำรของพืชน้ ำ 

 จำกแหล่งน้ ำที่มีไนโตรเจนกลำยเป็นแอมโมเนียที่อยู่ในสภำวะกรดจะเปลี่ยนเป็น

แอมโมเนียมไอออน ดังสมกำร 


 4H

3 NHNH  

 

  กำรเกิดไนไตรท์และไนเตรทจะมีขบวนกำรส ำคัญคือ กระบวนกำรไนตริฟิเคชั่น 

(Nitrification) และกระบวนกำรดีไนตริฟิ เคชั่น (Denitrification) โดยแต่ละกระบวนกำรมี

รำยละเอียดดังนี้ 

 -  ไนตริฟิเคชั่น (Nitrification) เป็นกระบวนกำรเปลี่ยนแอมโมเนีย เป็นสำรประกอบ     

ไนเตรท ด้วยปฏิกิริยำออกซิเดชั่นของแบคทีเรียเป็นในดิน ส ำหรับกระบวนกำรไนตริฟิเคชั่นมี 2 

ขั้นตอน คือ 

 ขั้นแรก  ไนโตรซิฟิเคชั่น (Nitrosification) เป็นกระบวนกำรเปลี่ยนแอมโมเนียเป็นไนไตรท์ 

ดังสมกำร 

O2HEnergy4H2NO2NH 224    

 

 ข้ันท่ีสอง  ไนตริฟิเคชั่น เป็นกำรเปลี่ยนแปลงไนไตรท์เป็นไนเตรท ดังสมกำร 

Energy2NOO2NO 322    

 - ดีไนตริฟิ เคชั่น (Denitrification) เป็นกระบวนกำรเปลี่ยนแปลงไนเตรทเป็นแก๊ส

ไนโตรเจน ดังสมกำร 

 

2223 NONNONONO    
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 2.4.2 การตรวจวัดไนเตรทและไนไตรท์ 

  กำรตรวจวัดไนโตรเจนในแหล่งน้ ำ จะวัดไนโตรเจนในรูปไนเตรทและไนไตรท์ แต่

กำรตรวจวัดไนเตรทโดยตรงนั้นท ำได้ค่อนข้ำงยำกเพรำะไนเตรทสำมำรถถูกรีดิวซ์ให้กลำยเป็น     

ไนไตรท์ได้ง่ำย ดังนั้นจึงเป็นกำรตรวจวัดปริมำณไนไตรท์แทนที่จะตรวจวัดปริมำณไนเตรท ผลกำร

ตรวจวัดจึงมักจะเป็นควำมเข้มข้นของไนไตรท์ (ถ้ำมีอยู่ในแหล่งน้ ำ) รวมกับไนเตรท 

 

 2.4.3  ความเป็นพิษของไนเตรทและไนไตรท์ 

  กำรได้รับไนเตรท ไนไตรท์ในรูปของเกลือโพแทสเซียมไนเตรท ปริมำณ 30 - 35 

กรัมต่อกิโลกรัม หรือ โซเดียมไนเตรท ปริมำณ 20 - 23 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม เพียงครั้งเดียว 

สำมำรถท ำให้เสียชีวิตได้ทันที หำกได้รับพิษในปริมำณเพียงเล็กน้อยอำจท ำให้เกิดอำกำรเขียวคล้ ำ

ตำมร่ำงกำย ที่เรียกว่ำ Methemoglobinemia[12] เป็นภำวะที่ร่ำงกำยมี Methemoglobin เกิน

กว่ำที่จะก ำจัดได้ โดย EPA ได้ก ำหนดให้ค่ำมำตรฐำนของไนเตรทและไนไตรท์ในน้ ำด่ืม เท่ำกับ              

10 ppm. และ 1 ppm. ตำมล ำดับ และ US. FDA ได้ก ำหนดค่ำไนไตรท์สูงสุดในอำหำรจ ำพวก

ปลำ และเนื้อสัตว์รมควัน ย่ำง หรือ แปรรูปอ่ืนๆ ประมำณ 200 ppm. European Food Safety 

Authority (EFSA) ได้พบว่ำ กำรใช้โซเดียมไนไตรท์ปริมำณ 50 - 100 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม จะ

ควบคุมกำรเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียได้[13] 

  กระทรวงสำธำรณสุข ประเทศไทยได้ออกประกำศกระทรวงฉบับที่ 281 ก ำหนด

ปริมำณกำรใช้เกลือไนเตรท หรือไนไตรท์ในผลิตภัณฑ์เนื้อหมัก โดยให้ใช้เกลือโซเดียมไนไตรท์      

ได้ปริมำณ 125 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม และโซเดียมไนเตรท 500 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม[14,15] โดย

ตัวสำรไนเตรทปกติแล้ว ไม่เป็นพิษ แต่เมื่อกินเข้ำไปแล้วจะถูกแบคทีเรียในกระเพำะอำหำรและ

ล ำไส้เปลี่ยนสำรไนเตรทให้เป็นไนไตรท์ ที่มีผลต่อฮีโมโกลบิน(Hemoglobin) ในเลือด โดยไนไตรท์

สำมำรถถูกดูดซับและรวมตัวกับฮีโมโกลบิน เป็นเมทีโมโกลบิน(Methemoglobin)[16] ที่จะส่งผล

ให้กำรล ำเลียงออกซิเจนได้ลดลง ในคนปกติจะมีเมทีโมโกลบินในเลือดประมำณ 0.5 – 2 % ถ้ำมี

ค่ำสูงกว่ำ 10 %  จะท ำให้ผิวหนัง และริมฝีปำกเขียวคล้ ำได้ และถ้ำมีปริมำณมำกกว่ำ 25 % จะท ำ

ให้อ่อนเพลีย ตัวเขียว หัวใจเต้นเร็ว หรือถ้ำมีปริมำณสูงถึง 50 - 60 % จะท ำให้หมดสติและ



18 
 

เสียชีวิตได้ โดยเฉพำะในเด็ก หำกได้รับสำรไนเตรท และไนไตรท์นำนๆ แม้เพียงปริมำณเล็กน้อย ก็

อำจท ำให้เกิดอำกำรปัสสำวะบ่อย หรือมำกกว่ำปกติ และเลือดออกในม้ำมได้[17] 

 



บทที่ 3 

การด าเนินวิจยั 

 

 

3.1 เครื่องมือและอุปกรณ์ (Instruments and apparatus) 

3.1.1 UV-Visible spectrophotometer (model T 60 U) PG. Instruments. 

3.1.2 pH meter (model multi 350 i) WTW. 

3.1.3 ขวดวัดปริมาตร (Volumetric flask) ขนาด 25.0, 50.0, 100.0 และ 150.0 mL 

3.1.4 ปิเปต (Pipette) 

3.1.5 บีกเกอร์ (Beaker) 

3.1.6 บิวเรต (Burette) 

 

3.2 สารเคมี (Reagents) สารเคมีที่ใช้ในการวิจัยครั้งนี้ทั้งหมดใช้ AR. grade 

 3.2.1 Sulfanilic acid, Fluka AG. 

 3.2.2   Methyl anthranilate, SIGMA-ALDRICH chemie. 

 3.2.3 Sodium nitrite, Ajax Finechem. 

 3.2.4 Potassium nitrate, Ajax Finechem. 

 3.2.5 Zinc granule, Univar. 

 3.2.6 Sodium chloride pellate, Mallinckrodt Inc. 

 3.2.7 Sodium hydroxide, Carlo Erba 

 3.2.8 Sulfuric acid, Fluka AG. 

 3.2.9 น้้ากลั่น (Distilled water)  
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3.3  การเตรียมสารละลายเผื่อใช้ (Stock solution)  
 3.3.1 การเตรียมสารละลาย NO2

- เข้มข้น  1000 mg/L ชั่ง NaNO2 0.1500 g น้าไป

ละลายในน้้าแล้วปรับปริมาตรจนครบ 100  mL 

 3.3.2 การเตรียมสารละลาย NO3
-  เข้มข้น 1000 mg/L ชั่ง KNO3  0.7220 g น้าไป

ละลายในน้้าแล้วปรับปริมาตรจนครบ 100 mL 

 3.3.3 การเตรียมสารละลาย 0.5% sulfanilic acid ชั่ง sulfanilic acid 0.5 g ละลายน้้า           

100 mL 

 3.3.4 การเตรียมสารละลาย 0.5% methylanthranilate ปิเปต methylanthranilate 0.5 

ml แล้วน้าไปละลายในเอธานอลจนมีปริมาตรครบ 100 mL 

 

3.4   วิธีด าเนินการทดลอง 
 3.4.1   ศึกษาค่าการดูดกลืน (Absorbtion spectra) 

  1.  ปิเปต 10 mg/L NO2
— มา 1.25 mL ลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 25.0 mL 

จากนั้นเติม 0.5% sulfanilic acid 1.0 mL และ 2.0 mol/L H2SO4 2.0 mL น้าไปท้าปฏิกิริยาที่

อุณหภูมิประมาณ 0 - 5 oC เขย่าประมาณ 5 นาทีเพื่อให้เกิดปฏิกิริยา diazotization  

  2.  จ าก นั้ น น้ า ส ารใน ข้ อ  1  เติ ม  0 .5 %  methylanthranilate 1.0 mL แ ล ะ           

2.0 mol/L NaOH 1.0 mL สังเกตการเกิดปฏิกิริยา เมื่อปฏิกิริยาเกิดสมบูรณ์ น้าสารละลายไปปรับ

ปริมาตรจนครบ 25.0 mL จากนั้นน้าไปตรวจวัดหาค่าความยาวคลื่นที่มีค่าการดูดกลืนสูงสูงสุด 

 

 3.4.2   ศึกษาความเขม้ข้นเหมาะสมของรีเอเจนต์ (Optimized concentration of 

reagent) 

  ความเข้มข้นของกรดซัลฟานิลิก 

  1.  เตรียมสารละลายกรดซัลฟานิลิกความเข้มข้น 0.0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 และ 

1.0 เปอร์เซ็นต์ จากนั้นปิเปตเอาสารละลายแต่ละความเข้มข้นมาอย่างละ 1.0 mL ลงในขวดวัด

ปริมาตร 25.0 mL จ้านวน 6 ใบ 
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  2.  เติมสารละลาย 10 mg/L NO2
-  1.25 mL และ  2.0 mol/L H2SO4 2.0 mL ลง

ไป  เขย่าปล่อยให้ท้าปฏิกิริยาที่อุณหภูมิประมาณ 0-5 oC ประมาณ 5 นาที 

  3.  จากน้ันเติม 0.5% methylanthranilate  1.0 mL  2.0 mol/L NaOH 1.0 mL 

สังเกตการเกิดปฏิกิริยา เมื่อปฏิกิริยาเกิดสมบูรณ์น้าสารละลายไปปรับปริมาตรจนครบ 25.0 mL  

จากนั้นน้าไปตรวจวัดที่ความยาวคลื่น 538  นาโนเมตรเพื่อหาค่าการดูดกลืนสูงสูงสุด 

  ความเข้มข้นของ methylanthranilate 

  1.  เตรียมสารละลาย methylanthranilate เข้มข้น 0.0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 และ 

1.0 เปอร์เซ็นต์    ปิเปตสารละลายแต่ละความเข้มข้นมาอย่างละ 1.0 mL ลงในขวดวัดปริมาตร 

25.0 mL จ้านวน 6 ใบ 

  2.  เติมสารละลาย 10 mg/L NO2
-  1.25 mL และ  2.0 mol/L H2SO4 2.0 mL ลง

ไป  เขย่าปล่อยให้ท้าปฏิกิริยาที่อุณหภูมิประมาณ 0-5 oC ประมาณ 5 นาที 

  3.  จากน้ันเติม 0.5% methylanthranilate  1.0 mL  2.0 mol/L NaOH 1.0 mL 

สังเกตการเกิดปฏิกิริยา เมื่อปฏิกิริยาเกิดสมบูรณ์น้าสารละลายไปปรับปริมาตรจนครบ 25.0 mL  

จากนั้นน้าไปตรวจวัดที่ความยาวคลื่น 538 นาโนเมตรเพื่อหาค่าการดูดกลืนสูงสูงสุด 

 

 3.4.3 การสร้างกราฟมาตรฐาน (Calibration curve) ของไนไตรท์ 

 1.  เตรียมสารละลาย NO2
- เข้มข้น 0.00, 0.20, 0.40, 0.60, 0.80 และ1.0 mg/L  

โดยปิเปตสารละลายจากสารละลายเผื่อใช้  NO2
- เข้มข้น 10 mg/L มา 0.00, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 

และ 2.5 mL ลงในขวดวัดปริมาตร 25.0 mL จ้านวน 6 ในตามล้าดับ 

  2.  เติมสารละลายกรดซัลฟานิลิกเข้มข้น 0.5% ลงไปใบละ 1.0 mL และ  2.0 

mol/L H2SO4 2.0 mL ลงไป  เขย่าปล่อยให้ท้าปฏิกิริยาที่อุณหภูมิประมาณ 0-5 oC ประมาณ 5 

นาที  

  3.  จากนั้นเติม 0.5% methylanthranilate  1.0 mL  2.0 mol/L NaOH 1.0 mL 

สังเกตการเกิดปฏิกิริยา เมื่อปฏิกิริยาเกิดสมบูรณ์น้าสารละลายไปปรับปริมาตรจนครบ 25.0 mL  

แล้วน้าไปตรวจวัดที่ความยาวคลื่น 538  นาโนเมตร 
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 3.4.4 การวิเคราะห์หาปริมาณไนไทรต์ในน  าดื่มบรรจุขวดและน  าประปา 

(Determination of nitrite in Drinking water and watertap) 

  1.  ปิเปตน้้าตัวอย่างมา 2.0 mL ลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 25.0 mL เติม

สารละลายกรดซัลฟานิลิกเข้มข้น 0.5% ลงไปใบละ 1.0 mL และ  2.0 mol/L HCl 2.0 mL ลงไป  

เขย่าปล่อยให้ท้าปฏิกิริยาที่อุณหภูมิประมาณ 0-5 oC ประมาณ 5 นาที 

  2.  เติมสารละลายกรดซัลฟานิลิกเข้มข้น 0.5% ลงไปใบละ 1.0 mL และ  2.0 

mol/L H2SO4 2.0 mL ลงไป  เขย่าปล่อยให้ท้าปฏิกิริยาที่อุณหภูมิประมาณ 0-5 oC ประมาณ          

5 นาที  

  3.  จากนั้นเติม 0.5% methylanthranilate  1.0 mL  2.0 mol/L NaOH 1.0 mL 

สังเกตการเกิดปฏิกิริยา เมื่อปฏิกิริยาเกิดสมบูรณ์น้าสารละลายไปปรับปริมาตรจนครบ 25.0 mL  

แล้วน้าไปตรวจวัดที่ความยาวคลื่น  538 นาโนเมตร 

 

 

 3.4.5 การรีดิวส์ไนเตรทเป็นไนไตรท์ (Reduction nitrate to nitrite) 

  ปิเปตสารละลายไนเตรทจากสารละลายเผื่อใช้มา 10 mLลงในขวดรูปชมพู่ เติม

กรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น  5 mL Zn granule  1.0 g และ สารละลายโซเดียมคลอไรด์ 10 mL คน

ด้วยเครื่อง magnetic stirrer แล้วต้ังทิ้งไว้ 30 นาที  สารละลายไนเตรทจะเปลี่ยนเป็นไนไตรท์ น้า

สารละลายที่ได้ไปกรองด้วยกระดาษกรองเบอร์ 42 (Whattman) ลงในขวดวัดปริมาตร 100 mL 

แล้วปรับปริมาตรเป็น 100 mL  จากนั้นน้าสารละลายที่ได้สร้างกราฟมาตรฐานเช่นเดียวกับ 3.4.3 

ต่อไป 

 

 3.4.6 การวิเคราะห์หาปริมาณไนเตรทในน  าดื่มบรรจุขวดและน  าประปา 

(Determination of nitrate in Drinking water and watertap) 

  1.  ปิเปตสารตัวอย่างมา 5.0 mL เติมสารละลายกรดซัลฟานิลิกเข้มข้น 0.5% ลง

ไปใบละ 1.0 mL และ  2.0 mol/L HCl 2.0 mL ลงไป  เขย่าปล่อยให้ท้าปฏิกิริยาที่ อุณหภูมิ

ประมาณ 0 - 5 oC ประมาณ 5 นาที 
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  2.  เติม 0.5% methylanthranilate  1.0 mL  2.0 mol/L NaOH 1.0 mL สังเกต

การเกิดปฏิกิริยา เมื่อปฏิกิริยาเกิดสมบูรณ์น้าสารละลายไปปรับปริมาตรจนครบ 25.0 mL  แล้ว

น้าไปตรวจวัดที่ความยาวคลื่น  538 นาโนเมตร แต่ละตัวอย่างท้าการวัดซ้้าอย่างน้อย  3 ครั้ง 

 

 3.4.7 การศึกษาเปอร์เซ็นต์การกลับคืน (Percent recovery) 

  1.  ปิเปตสารตัวอย่างมา 5.0 mL ใส่งลงในขวดรูปชมพู่เติมสารละลายมาตรฐาน

ไนไตรท์ 10 mL/L มา 1.25 mL สารละลายกรดซัลฟานิลิกเข้มข้น 0.5%  1.0 mL และ  2.0 mol/L 

HCl 2.0 mL ลงไป  เขย่าปล่อยให้ท้าปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิประมาณ 0-5 oC ประมาณ 5 นาที 

  2.  เติม 0.5% methylanthranilate  1.0 mL  2.0 mol/L NaOH 1.0 mL สังเกต

การเกิดปฏิกิริยา เมื่อปฏิกิริยาเกิดสมบูรณ์น้าสารละลายไปปรับปริมาตรจนครบ 25.0 mL  

แล้วน้าไปตรวจวัดค่าการดูดกลืนที่ความยาวคลื่น  538 นาโนเมตร แต่ละตัวอย่างท้าการวัดซ้้า

อย่างน้อย  3 ครั้ง 
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4.1 การหาความยาวคลื่นสงูสุดของการดูดกลืน (Absorption Spectra) 

 การวิจัยเป็นการสังเคราะห์สีย้อมไดอะโซเนียมเนียม (diazonium dye) จากปฏิกิริยา

ไดอะโซไทเซชัน(diazotization) ระหว่างกรดซัลฟานิลิกกับไนไตรท์ไอออนในสภาวะกรด ได้เกลือ

ไดอะโซเนียมดังสมการ 4.1  จากนั้นน าเกลือไดอะโซเนียมที่ได้ท าปฏิกิริยาคู่ควบ (coupling) กับ

เมธิลแอนทรานิเลตในสภาวะเบสได้สารสีชมพูของสีย้อมไดอะโซเนียม (diazo dye) ดังสมการ 4.2 

 

 

.…………………(4.1) 

 

                                        OH-                                                     ……...…………..(4.2)    

 

 

 

ไดอะโซดายท่ีได้น าไปสแกนความยาวคลื่นที่ให้ค่าดูดกลืนสูงสุด (λmax)  ได้ความยาวคลื่น 538 nm 

ดังรูปที่ 4.1 
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รูปที่ 4.1  การสแกนหาความยาวคลื่นที่ให้ค่าการดูดกลืนสูงสุด (λmax)ของ diazo dye 

 

4.2  ศึกษาผลความเข้มข้นของรีเจนต์ (Effect of Reagents concentration)  
4.2.1 ความเข้มข้นของกรดซัลฟานิลิก (Sulfanilic acid)   

  เมื่อได้ค่า λmax ของสีย้อมไดอะโซเนียมที่ให้ค่าการดูดกลืนสูงสุด  จากนั้นน าค่าที่

ได้ไปศึกษาผลของความเข้มข้นของกรดซัลฟานิลิกที่ความเข้มข้น 0.2, 0.4, 0.6, 0.8  และ 1.0 %  

ใหค้วามเข้มข้นของเมธิลแอนทรานิเลตคงที่  ท่ี   0.5%   หลังจากเกิดปฏิกิริยาสมบูรณ์น าไปวัดค่า

การดูดกลืนที่ความาวคลื่น 538 nm ดังตาราง 4.1 จากนั้นน าค่าที่ได้ไปพล็อตกราฟดังรูปท่ี 4.2   

จากกราฟพบว่าความเข้มข้นของกรดซัลฟานิลิกที่ให้ค่าการดูดกลืนมากที่สุดที่ความเข้มข้น 0.4%   
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 ตารางท่ี 4.1  ค่าการดูดกลืนของสีย้อมไดอะโซเนียมเมื่อใช้กรดซัลฟานิลิกที่ความเข้มข้นต่างๆ

  หลังเกิดปฏิกิริยาคู่ควบ                                 
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รูปที่ 4.2  สเปกตราแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของ methylanthranilate กับค่าการ 

                 ดูดกลืนของสีย้อมไดอะโซเนียม 

 

 4.2.2 ความเข้มข้นของ methylanthranilate 

  ศึกษาผลความเข้มข้นของ methylanthranilate ที่ความเข้มข้น 0.2, 0.4, 0.6, 0.8  

และ 1.0 %  ให้ความเข้มข้นของกรดซัลฟานิลิกคงที่  ท่ี   0.4%   หลังจากเกิดปฏิกิริยาสมบูรณ์

น าไปวัดค่าการดูดกลืนที่ความาวคลื่น 538 nm ดังตาราง 4.2 จากนั้นน าค่าที่ได้ไปพล็อตกราฟ    

ความเข้มข้นกรดซัลฟานิลิก 

(%w/v) 

ค่าการดูดกลืน (Abs) 
เฉลี่ย 

1 2 3 

0.000 0.007 0.005 0.009 0.007 

0.200 0.590 0.570 0.579 0.580 

0.400 0.607 0.591 0.584 0.594 

0.600 0.556 0.554 0.562 0.557 

0.800 0.556 0.546 0.563 0.555 

1.000 0.555 0.545 0.565 0.555 
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ดังรูปที่ 4.3   จากกราฟพบว่าความเข้มข้นของกรดซัลฟานิลิกที่ให้ค่าการดูดกลืนมากที่สุดที่ความ

เข้มข้น 0.6%   

 

ตารางที ่4.2  ค่าการดูดกลืนของ สีย้อมไดอะโซเนียมเมื่อใช้ methylanthranilate ที่ความเข้มข้น

ต่างๆหลังเกิดปฏิกิริยาคู่ควบ 

ความเข้มข้นของ 

methylanthanilate (%w/v) 

ค่าการดูดกลืน (Abs) 
เฉลี่ย 

1 2 3 

0.000 0.008 0.005 0.007 0.007 

0.200 0.421 0.409 0.426 0.419 

0.400 0.474 0.464 0.488 0.475 

0.600 0.565 0.548 0.568 0.560 

0.800 0.433 0.424 0.447 0.435 

1.000 0.407 0.395 0.407 0.403 

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
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รูปที่ 4.3  สเปกตราแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของ methylanthranilate กับค่าการ        

               ดูดกลืนของสีย้อมไดอะโซเนียม 
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4.3 การสร้างกราฟมาตรฐาน (Standard curve) 

 หลังจากสังเคราะห์สีย้อมไดอะโซเนียมและได้ค่า λmax ก่อนน าสีย้อมไดอะโซเนียมไป

วิเคราะห์หาปริมาณไนไตรท์และไนเตรท  ในการวิเคราะห์หาปริมาณอาศัยกฎของเบียร์ (Beer,S 

Law) ซึ่งวัดความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นต่างๆของไนไตรทก์ับค่าการดูดกลืนดังตาราง 4.3  

จากนั้นน าค่าที่วัดได้ไปพล๊อตกราฟดังรูปที่ 4.4 

 

ตาราง 4.3  ค่าการดูดกลืนของสีย้อมไดอะโซเนียมที่ใช้สารละลายมาตรฐานไนไตรท์ท่ีความ 

  เข้มข้นต่างๆ      

 

 

 

 

 

 
 

Standard Curve
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รูปที่ 4.4   กราฟมาตรฐานของสีย้อมไดอะโซที่ใช้ไนไตรท์ความเข้มข้นต่างๆ  

ล าดับที่ Conc  [mg/l] Abs 

1 0.0000 0.024 

2 0.0500 0.070 

3 0.1000 0.115 

4 0.1500 0.164 

5 0.2000 0.211 

Measure Mode Single wavelength 

Principle Abs = f(Conc) 

Equation Abs = K1*(Conc) + K0 

K0 0.02331 

K1 0.93765 

R2 0.9999 
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4.4 การวิเคราะห์หาปริมาณไนไทรต์ในตัวอย่างน  า 

 หลังจากศึกษาการสังเคราะห์สีย้อมไดอะโซและได้สภาวะที่เหมาะสมในการศึกษา  

จากนั้นน าไปวิเคราะห์หาปริมาณของไนไตรท์ในสารตัวอย่างเปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐานสากล 

(Standard Methods for the examination of water and waste water, APHA; AWWA; WEF, 

1992) ดังตาราง 4.4 

 

ตาราง 4.4  เปรียบเทียบปริมาณไนไตรท์เฉลียที่ตรวจพบในสารตัวอย่าง 100 mL ที่วัดด้วยวิธีที่    

                   ศึกษาและวิธีมาตรฐาน 

สารตัวอย่าง 
ปริมาณไนไตรท์(mg/L) ±SD 

F-test t-test 
วิธีศึกษา วิธีมาตรฐานสากล 

A 0.0515±0.00197 0.0520±0.00063 0.026 0.568 

B 0.0390±0.00245 0.0393±0.00117 0.130 0.883 

C 0.0387±0.00279 0.0387±0.00279 1.000 1.000 

D 0.0397±0.00281 0.0398±0.00281 1.000 1.000 

E 0.0397±0.00280 0.0406±0.00342 0.670 0.857 

F 0.0375±0.00232 0.0380±0.00172 0.531 0.584 

 

 จากนั้นท าการเปรียบเทียบวิธีวิเคราะห์ระหว่างวิธีที่ศึกษากับวิธีมาตรฐานสากลโดยวิธี    

F-test และ วิธี t-test ได้ผลการทดลองดังตาราง 4.4 เมื่อน าค่าที่ค านวณได้เทียบกับค่าในตาราง 

F-test และ t-test ที่รับความเชื่อมั่น 95% ปรากกฎว่าค่าที่ค านวณได้มีค่าน้อยกว่าค่าในตาราง 

 

 

 

 

 



30 

 

ตาราง 4.5 ศึกษาร้อยละการกลับคืน 

สาร

ตัวอย่าง 

วิธีที่ศึกษา วิธีมาตรฐานสากล เปรียบเทียบ 2 วธิ ี

ปริมาณ 

ไนไตรท์

ที่เติม 

(mg/L) 

ปริมาณ 

ไนไตรท์ทีพ่บ 

(mg/L)* 

%recovery 

ปริมาณ 

ไนไตรท์ทีพ่บ 

(mg/L)* 

%recovery F-test t-test 

A 0.5000 0.5490 99.50 0.5970 109.00 0.026 0.568 

B 0.5000 0.5833 108.86 0.5553 103.12 0.130 0.883 

C 0.5000 0.5020 92.66 0.5030 92.86 1.000 1.000 

D 0.5000 0.5370 99.86 0.5390 99.84 1.000 1.000 

E 0.5000 0.5413 100.32 0.5400 99.88 0.670 0.857 

F 0.5000 0.5190 96.30 0.5300 98.40 0.531 0.584 

*จากการทดลอง  6 ครั้ง 

 

 จากค่า F-test และ  t-test ที่ค านวณได้น าไปเทียบกับค่าในตารางปรากฏว่า

ค่าที่ค านวณมีค่าน้อยกว่าค่าในตาราง แสดงให้เห็นว่าวิธีวิเคราะห์ท้ังสองวิธีให้ผลการ

วิเคราะห์ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ 

 

4.5  การวิเคราะห์หาปริมาณไนเตรทในตัวอย่างน  า 

 ในการวิเคราะห์หาปริมาณไนเตรทในสารตัวอย่างโดยการรีดิวส์ไนเตรทเป็นไนไตรท์ด้วย

อลูมิเนียม  ผง  จากนั้น าสังเคราะห์สีย้อมไดอะโซแล้วน าไปพลอตกราฟมาตรฐานดังรูป 4.5 

หลังจาก วิเคราะห์หาไนเตรทในรูปของไนไตรท์จากตัวอย่างน้ าดังตาราง 4.5 (วิธีที่ศึกษา) และ

ตาราง 4.6 (วิธีมาตรฐาน) 
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รูปที่  4.5 กราฟมาตรฐานสีย้อมไดอะโซจากการรีดิวส์ไนเตรทเป็นไนไตรท์ 

 

ตาราง 4.5  การวิเคราะห์หาปริมาณไนเตรทในรูปของไนไตรท์ (mg/L) 

ชนิดสาร

ตัวอย่าง 

ครั งที่(วิธีที่ศึกษา) 
เฉลี่ย 

1 2 3 4 5 6 

A ND ND ND ND ND ND ND* 

B ND ND ND ND ND ND ND 

C ND ND ND ND ND ND ND 

D ND ND ND ND ND ND ND 

E ND ND ND ND ND ND ND 

F ND ND ND ND ND ND ND 

ND* = non detected  

 

 

Measure Mode Single wavelength 

Principle Abs = f(Conc) 

Order of Curve 1st 

Equation Abs = K1*(Conc) + 

K0 

K0 -0.0015 

K1 0.01149 

R2 0.9994 
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จากการศึกษาพบว่าตัวอย่างน้ าทั้ง 6 แหล่งไม่พบมีไนเตรทเจือปนอยู่ ทั้งการวิเคราะห์ทั้ง

สองวิธี  และเมื่อน าวิเคราะห์ทั้งสองวิธีไปศึกษาร้อยละการกลับคืนได้ผลดังตาราง  4.7 

 

ตาราง 4.6 การวิเคราะห์หาปริมาณไนเตรทในรูปของไนไตรท์ (mg/L) 

ชนิดสาร

ตัวอย่าง 

ครั งที่(วิธีมาตรฐาน) 
เฉลีย 

1 2 3 4 5 6 

A ND ND ND ND ND ND ND 

B ND ND ND ND ND ND ND 

C ND ND ND ND ND ND ND 

D ND ND ND ND ND ND ND 

E ND ND ND ND ND ND ND 

F ND ND ND ND ND ND ND 

 

ตาราง 4.7 ศึกษาร้อยละการกลับคืนของการรีดิวส์ไนเตรทเป็นไนไตรท์ 

สาร

ตัวอย่าง 

วิธีที่ศึกษา วิธีมาตรฐานสากล เปรียบเทียบ 2 วธิ ี

ปริมาณ 

ไนไตรท์

ที่เติม 

(mg/L) 

ปริมาณ 

ไนไตรท์ทีพ่บ 

(mg/L)±SD 

%recovery 

ปริมาณ 

ไนไตรท์ทีพ่บ 

(mg/L) ±SD 

%recovery F-test T-test 

A 0.5000 0.4875±7.64x10-5 97.50 0.4921±8.16x10-5 98.42 0.0569 7.12x10-14 

B 0.5000 0.4840±9.44x10-5 96.80 0.4952±7.64x10-5 99.04 1.0000 8.55x10-11 

C 0.5000 0.4775±2.11x10-4 95.50 0.4975±2.11x10-4 99.50 0.1007 0.0063 

D 0.5000 0.4771±8.98x10-5 95.42 0.4892±5.77x10-5 97.84 0.0127 1.45x10-9 

E 0.5000 0.4783±9.43x10-5 95.65 0.4914±3.73x10-5 98.27 0.0763 6.74x10-8 

F 0.5000 0.4791±7.45x10-5 95.82 0.4934±5.77x10-5 98.67 0.3055 1.51x10-20 
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 จากตาราง 4.7  จากค่า F-test และ  t-test ที่ค านวณได้น าไปเทียบกับค่าใน

ตารางปรากฏว่าค่าที่ค านวณมีค่าน้อยกว่าค่าในตาราง แสดงให้เห็นว่าวิธีวิเคราะห์ท้ัง

สองวิธีให้ผลการวิเคราะห์ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ 



บทที่ 5 

สรุปและวิจารณ์ผลการวิจัย 
 

 

 จากการศึกษาการพัฒนาวิธีการวิเคราะห์ปริมาณไนไตรท์และไนเตรทโดยใช้กรดซัลฟานิ -

ลิกท าปฏิกิริยาไดอะโซไทเซชันกับไนไตรท์ เกิดเกลือไดอะโซเนียม  แล้วน าเกลือไดอะโซเนียมที่ได้

ไปท าปฏิกิริยาคู่ควบกับเมธิลแอนทรานิเลตได้สีย้อมไดอะโซเนียม  จากน้ันน าสีย้อมไดอะโซเนียมที่

ได้ไปตรวจหาความยาวคลื่นที่เหมาะสมเพื่อน าไปวิเคราะห์หาปริมาณไนไตรท์และไนเตรทต่อไป 

 

5.1  สรุปผลการวิจัย 

 1. การสังเคราะห์สีย้อมไดอะโซเนียมเนียม จากปฏิกิริยาไดอะโซไทเซชัน ระหว่างกรด

ซัลฟานิลิกกับไนไตรท์ไอออนในสภาวะกรดที่อุณหภูมิประมาณ 0 - 5 องศาเซลเซียสได้เกลือ   

ไดอะโซเนียม  จากนั้นน าเกลือไดอะโซเนียมที่ได้ท าปฏิกิริยาคู่ควบ กับเมธิลแอนทรานิเลต           

ในสภาวะเบสได้สารสีชมพูของสีย้อมไดอะโซเนียม และน าไปวัดหาความยาวคลื่นหาค่าดูดสูงสุด

ได้ความยาวคลื่น 538 นาโนเมตร 

 2.  สภาวะความเข้มข้นของกรดซัลฟานิลิกที่เหมาะสมในการวิจัยที่ให้ค่าการดูดกลืน

สูงสุดคือ 0.4 %(w/v)  ส่วนเมธิลแอนทรานิเลตความเข้มข้นที่เหมาะสมคือ 0.6%(w/v) 

 3. น าวิธีท่ีศึกษาไปวิเคราะห์หาปริมาณไนไตรท์จากสารตัวอย่างน้ าทั้งหมด  6 แหล่ง A  

B  C  D  E  และ F คือ  0.0515 ± 0.00197, 0.0390 ± 0.00245, 0.0387 ± 0.00279, 0.0397 ± 

0.00281, 0.0397 ± 0.00280 และ0.0375 ± 0.00232 mg/L ตามล าดับ และวิธีมาตรฐานพบ

ป ริ ม า ณ ไน ไ ต ร ท์  0.0520 ± 0.00063, 0.0393 ± 0.00117, 0.0387 ± 0.00279, 0.0398 ± 

0.00281, 0.0406 ± 0.00342 และ 0.0380 ± 0.00172 mg/L ตามล าดับ 

 4. เมื่อน าวิธีวิเคราะห์ทั้ง  2 วิธีเปรียบเทียบโดยค่า F- test และ t – test  ปรากฏว่าวิธี

วิเคราะห์ทั้งสองวิธีไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ 
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 5. การศึกษาร้อยละการกลับคืนมาของวิธีที่ศึกษาคือ 99.50, 108.86, 92.66, 99.86, 

100.32 แ ล ะ  96.30  วิ ธี ม า ต รฐ าน คื อ  109.00, 103.12, 92.86, 99.84, 99.88 แ ล ะ  98.40 

ตามล าดับ 

 6. น าวิธีที่ศึกษาและวิธีมาตรฐานไปวิเคราะห์หาปริมาณไนเตรตโดยรีดิวส์ไนเตรตเป็น 

ไนไตรท์จากสารตัวอย่างน้ าทั้งหมด  6 แหล่ง พบว่าไม่มีไนไตรท์เจือปนอยู่ 

 7. การศึกษาร้อยละการกลับคืนมาของวิธีที่ศึกษาคือ 97.50, 96.80, 95.50, 95.42, 

95.65 และ  95.82  วิธีมาตรฐานคือ 98.42, 99.04, 99.50, 97.84,98.27 และ 98.67  ตามล าดับ 

 8. เมื่อน าวิธีวิเคราะห์ทั้ง  2 วิธีเปรียบเทียบโดยค่า F- test และ t – test  ปรากฏว่าวิธี

วิเคราะห์ทั้งสองวิธีไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ 

 

5.2 วิจารณ์และขอ้เสนอแนะ 

 จากการศึกษาวิธีการสังเคราะห์สีย้อมไดอะโซโดยให้กรดซัลฟานิลิกท าปฏิกิริยาไดอะโซไท

เซชันกับไนไตรท์  ซึ่งในขั้นตอนที่ปฏิกิริยาจะเกิดเป็นเกลือไดอะโซเนียมผู้ศึกษาจะต้องควบคุมที่

อุณหภูมิระหว่าง 0 – 5 องศาเซลเซียส ในการท าวิจัยครั้งนี้ผู้วิจัยไม่ได้ศึกษาปัจจัยเกี่ยวผลของ

อุณหภูมิเนื่องจากมีข้อจ ากัดเกี่ยวกับระยะเวลาในการด าเนินการวิจัย ดังนั้นหากมีการศึกษาเพิ่ม

ควรมีการศึกษาเกี่ยวผลของอุณหภูมิที่มีต่อการสังเคราะห์เกลือไดอะโซเนียม เมื่อน าเกลือไดอะโซ-

เนียมที่ได้ไปท าปฏิกิริยาคู่ควบกับเมธิลแอนทรานิเลตได้สารละลายสีชมพูของสีย้อมไดอะโซ น าสี

ย้อมไดอะโซที่ได้ไปสแกนหาความยาวคลื่นที่ดูดกลืนสูงสุดที่  538 นาโนเมตร   

 ในการศึกษาปัจจัยที่มีผลต่อการสังเคราะห์เกลือไดอะโซเนียมอีกปัจจัยที่ผู้สนใจจะ

ด าเนินการต่อนอกเหนือความเข้มข้นของกรดซัลฟานิลิก และเมธิลแอนทรานิเลต ควรศึกษา

อิทธิพลไอออนต่างๆที่เกี่ยวข้องกับขบวนการในการสังเคราะห์   

 หลังจากได้วิธีการสังเคราะห์สีย้อมไดอะโซเพื่อน าไปวิเคราะห์หาปริมาณของไนไตรท์และ 

ไนเตรท  จากนั้นน าวิธีที่ได้ไปวิเคราะห์หาปริมาณของไนไตรท์และไนเตรทในสารตัวอย่าง และ

เปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐานสากลพบว่าบางตัวอย่างได้ค่าร้อยละการกลับคืนมากกว่าร้อยละร้อย  

ทั้งนี้อาจเกิดจากการเกิดอินเตอร์แอคชันของสารบางชนิดที่มีในสารตัวอย่างกับสารที่ใช้ใน
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กระบวนการสังเคราะห์แล้วท าให้เกิดปริมาณไนไตรท์ขึ้นในระบบ ท าให้ผลการตรวจวัดได้ค่ามาก

เกินความเป็นจริงได้ 
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ภาคผนวก ก 

สัญลักษณ์แหล่งเก็บน ้าตัวอย่าง 

 

 

สัญลักษณ์ แหล่งน ้าตัวอย่าง 

A น ้ำฝน  หมู่บ้ำนสะแกซ้ำ  อ.เมือง จ.บุรีรัมย์ 

B น ้ำฝน  ชุมชนหนองปรือ  อ.เมือง จ.บุรีรัมย์ 

C น ้ำฝน  หมู่บ้ำนหนองสะนำม  อ.ล้ำปลำยมำศ จ.บุรีรัมย์ 

D น ้ำประปำ  หมู่บ้ำนสะแกซ้ำ 

E น ้ำบำดำล ศูนย์สงเครำะห์ผู้สูงอำยุ จ.บุรีรัมย์ 

F น ้ำประปำ  หมู่บ้ำนหนองสะนำม  อ.ล้ำปลำยมำศ  จ.บุรีรัมย์ 
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ภาคผนวก ข 

การค้านวณ 

 

1. การเตรียมสารละลาย NO2
—เข้มข้น  1000 mg/L จาก NaNO2 

 มวลโมเลกุลของ NaNO2   =  23 + 14 + (16 x 2)   

     = 69      g/mol 

 ต้องกำรเตรียมสำรละลำย NO2
—  เข้มข้น 1000 mg/L   

 ถ้ำต้องกำร NO2
—     46   กรัม   ต้องใช้  NaNO2  69    กรัม 

 ถ้ำต้องกำร NO2
—     1   กรัม   ต้องใช้  NaNO2   46

1 x 69
=  1.500  กรัม 

 สำรละลำย  1000 mL  ต้องใช้  NaNO2    1.500  กรัม 

 ถ้ำสำรละลำย   100 mL   ต้องใช้  NaNO2  1000
100 x 1.500

=  0.1500  กรัม 

 แสดงว่ำ ต้องชั่ง NaNO2 มำ 0.1500 กรัม ละลำยน ้ำจนมีปริมำตรสุดท้ำยเป็น  100  มิลลิลิตร 

ส้ำหรับกำรเตรียมสำรละลำย NO3
-  เข้มข้น 1000 mg/L จำก KNO3 ก็สำมำรถค้ำนวณได้ใน

ท้ำนองเดียวกันนี  
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2.  การเจือจางสารละลาย NO2
- เข้มข้น 0.00, 0.20, 0.40, 0.60, 0.80 และ1.0 mg/L จาก

สารละลายเผื่อใช้ NO2
- เข้มข้น 10 mg/L ปริมาตร 25.0 mL 

ตัวอย่างการค้านวณ กำรเจือจำงสำรละลำย NO2
- เข้มข้น 0.20 mg/L จำกสำรละลำยเผื่อใช้ 

NO2
- เข้มข้น 10 mg/L 

 จำกสมกำร  C1V1    =   C2V2 

 แทนค่ำ   10 mg/L x V1 = 0.20 mg/L x 25.0 mL 

    V1  = 
mg/L 10

mL 25.0mg/L 0.20 
 

    V1  = 0.5  mL 

ปิเปตสำรละลำยเผื่อใช้ มำ 0.5 mL  แล้วปรับปริมำตรจนเป็น 25 mL  ในขวดวัดปริมำตร 

ส้ำหรับกำรเจือจำงสำรที่ควำมเข้มข้นอื่นๆ และสำรอ่ืนๆก็สำมำรถค้ำนวณได้ในท้ำนองเดียวกัน 
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3. การหาค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

จำกสมกำร    
N

)X(X
S.D.

2
 

  

เมื่อ S.D. คือ ค่ำเบี่ยงเบนมำตรฐำน 

 x คือ ค่ำของข้อมูล 

 x  คือ ค่ำเฉลี่ยของข้อมูล 

  N คือ จ้ำนวนข้อมูล 

ตัวอย่างการค้านวณ  กำรหำค่ำเบี่ยงเบนมำตรฐำนของสำรตัวอย่ำง A  ที่วิเครำะห์หำปริมำณไน

ไตรท์ด้วยวิธีมำตรฐำน โดยท้ำกำรศึกษำเป็นจ้ำนวน 6 ครั ง 

 หำค่ำเฉลี่ย ( x )  ของตัวอย่ำง 

  x    = 
6

0.05100.05400.05000.05000.05400.0500   

   = 0.0515 

 แทนค่ำในสมกำรกำรหำค่ำเบี่ยงเบนมำตรฐำน 

  

 

 

       =  0.00197 

ส้ำหรับค่ำเฉลี่ยและค่ำกำรเบี่ยงเบนของกำรวิเครำะห์ไนไตรท์ของตัวอย่ำงและวิธีอื่นๆก็สำมำรถ

ค้ำนวณได้ในท้ำนองเดียวกัน ดังแสดงในตำรำงที่ ข.1 และ  ข.2 

 

 

 

 

 

 

6
0.0515)(0.05100.0515)(0.05400.0515)(0.05000.0515)(0.05000.0515)(0.05400.0515)(0.0500

S.D.
222222 
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ตาราง ข.1  แสดงค่ำเฉลี่ยและค่ำเบ่ียงเบนมำตรฐำนของกำรวิเครำะห์ไนไตรท์ในน ้ำตัวอย่ำงด้วย

 วิธีที่ศึกษำ   

สำร

ตัวอย่ำง 

ครั งที่(วิธีศึกษำ) 
เฉลี่ย SD 

1 2 3 4 5 6 

A 0.0500 0.0540 0.0500 0.0500 0.0540 0.0510 0.0515 0.00197 
B 0.0350 0.0410 0.0380 0.0410 0.0410 0.0380 0.0390 0.00245 
C 0.0350 0.0420 0.0390 0.0420 0.0420 0.0390 0.0387 0.00279 
D 0.0350 0.0430 0.0390 0.0390 0.0420 0.0390 0.0397 0.00281 
E 0.0350 0.0420 0.0400 0.0420 0.0420 0.0419 0.0397 0.00280 
F 0.0410 0.0380 0.0350 0.0380 0.0360 0.0350 0.0375 0.00232 
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ตาราง ข.2  แสดงค่ำเฉลี่ยและค่ำเบ่ียงเบนมำตรฐำนของกำรวิเครำะห์ไนไตรท์ในน ้ำตัวอย่ำงด้วย

 วิธีมำตรฐำน 

ชนิดสำร
ตัวอย่ำง 

ครั งที่(วิธีมำตรฐำน) 
เฉลี่ย SD 

1 2 3 4 5 6 

A 0.0520 0.0520 0.0530 0.0520 0.0520 0.0510 0.0520 0.00063 
B 0.0380 0.0390 0.0380 0.0410 0.0390 0.0380 0.0393 0.00117 
C 0.0350 0.0420 0.0390 0.0420 0.0420 0.0390 0.0387 0.00279 
D 0.0350 0.0430 0.0390 0.0390 0.0420 0.0390 0.0398 0.00281 
E 0.0350 0.0420 0.0390 0.0450 0.0420 0.0419 0.0406 0.00342 
F 0.0410 0.0380 0.0370 0.0380 0.0360 0.0370 0.0380 0.00172 
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4.  การหาค่า F-test และ  T-test 

ค่ำ F-test และ T-test  เป็นค่ำทำงสถิติ สำมำรถหำได้จำกสมกำรดังนี  

การหาค่า F-test 

จำกสมกำร  F =    
S
S

2
2

2
1  

การหาค่า T-test  

จำกสมกำร  

    t   =    

   

  df  =    n1+ n2 –1 

ท ำกำรค ำนวณโดยใช้โปรแกรม Microsoft excel โดยก ำหนดค่ำตวัแปรต่ำงๆดงัรูป 

 
 

รูปที่ ข.1  แสดงกำรใส่ตัวแปรต่ำงๆเพื่อค้ำนวณค่ำ F-test 
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รูปที่ ข.2  แสดงกำรใส่ตัวแปรต่ำงๆเพื่อค้ำนวณค่ำ T-test 
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ภาคผนวก ค 

ภาพประกอบ 

 

 

 

 

 

 

 
 

รูปที่ ค.1 เครื่อง UV-Visible spectrophotometer (model T 60 U) 
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รูปที่ ค.2 สำรละลำย Sulfanilic acid มำตรฐำนที่ควำมเข้มข้นต่ำงๆ 
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รูปที่ ค.3 สำรละลำย methylanthranilate มำตรฐำนที่ควำมเข้มข้นต่ำงๆ 
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