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บทคัดย่อ
งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงค์เพ่ือพัฒนาวิธีการวิเคราะห์หาปริมาณอินดิโกบลูในเนื้อครามด้วยวิธียูวี-วิสิเบิลสเปกโทรโฟโต  
เมตรี โดยทำ�การเปล่ียนอินดิโกบลูให้อยู่ในรูปของอินดิโกคาร์มีนด้วยปฏิกิริยาซัลโฟเนชันกับกรดซัลฟิวริก ซึ่งอินดิโก
คาร์มีนเป็นอนุพันธ์ของอินดิโกบลูที่เสถียร ละลายน้ำ�ได้และดูดกลืนแสงสูงสุดท่ีความยาวคล่ืน 610 nm สำ�หรับสภาวะที่
เหมาะสมของการเตรียมตัวอย่างเนื้อคราม พบว่าอัตราส่วนของน้ำ�หนักเนื้อครามต่อปริมาตรกรดซัลฟิวริกท่ีความเข้มข้น  
98% (w/v) และระยะเวลาการเกิดปฏิกิริยา คือ 1: 12 (g:mL) และ 30 นาที ตามลำ�ดับ จากการประยุกต์ใช้วิเคราะห์
หาปริมาณอินดิโกบลูในตัวอย่างเนื้อครามจากชุมชนในจังหวัดสกลนคร จำ�นวน 34 ตัวอย่าง พบปริมาณอินดิโกบลู
ใน เนื้อครามอยู่ในช่วง 0.09 - 2.23% (w/w) ซ่ึงวิธีการวิเคราะห์ปริมาณอินดิโกบลูด้วยวิธียูวี-วิสิเบิลสเปกโทรโฟโต 
เมตรีที่พัฒนาขึ้นให้ค่าร้อยละได้กลับคืนเท่ากับ 95.86 ± 1.02 - 101.48 ± 5.55 และความแม่นยำ�ของการวิเคราะห์ ในรูปแบบ
ของส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์อยู่ในช่วง 0.29 - 1.83 (%RSD) ดังนั้น วิธีการที่พัฒนาขึ้นจึงสามารถนำ�มาใช้หาปริมาณ
อินดิโกบลูในเนื้อครามได้อย่างถูกต้องและแม่นยำ� นอกจากนี้ ข้อมูลการวิเคราะห์นี้สามารถใช้เป็นแนวทางสำ�หรับการประเมิน
คุณภาพและราคาของเนื้อครามได้อย่างเหมาะสม

คำ�สำ�คัญ:	 อินดิโกบลู อินดิโกคาร์มีน เนื้อคราม ปฏิกิริยาซัลโฟเนชัน วิธียูวี-วิสิเบิลสเปกโทรโฟโตเมตรี

Abstract
This research aimed to develop UV-Visble spectrophotometric method for quantitative determination of indigo blue 
content in indigo paste. The indigo blue was transformed to indigo carmine by a sulfonation reaction with sulfuric acid. 
Indigo carmine is a stable and water-soluble form of indigo blue, with maximum optical absorbance at the wavelength of 
610 nm. For indigo paste sample preparation, it was found that the optimum ratio of amount of indigo paste to volume 
of concentrated sulfuric acid (98 % (w/v) ), and reaction time were 1:12 (g:mL) and 30 min, respectively. The proposed 
method was applied to determine indigo blue in 34 indigo paste samples from different communities in Sakon Nakhon  
province. The results showed that the amount of indigo blue in the indigo paste samples were in the range of  
0.09 - 2.23 % (w/w). The percentage recovery of the proposed method of indigo blue determination by UV-Visble  
spectrophotometry method was 101.48 ± 5.55. The precision in terms of relative standard deviation was in the range 
of 0.29 - 1.83 (%RSD). Therefore, the proposed method could accurately and precisely determine indigo blue content 
in indigo paste samples. Moreover, this data could be used as a guideline for evaluating the quality and the price of 
indigo paste.
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บทนำา
ผ้าย้อมครามเป็นผ้าฝ้ายที่ย้อมด้วยสีครามจากต้นครามเป็น
สินค้าอัตลักษณ์ที่สร้างชื่อเสียงให้กับจังหวัดสกลนครอย่าง
กว้างขวาง สามารถส่งผลิตภัณฑ์ผ้าย้อมครามธรรมชาติออก
ขายทั้งภายในประเทศ และต่างประเทศ ทำาให้ผ้าย้อมคราม
ธรรมชาติของจังหวัดสกลนครมีชื่อเสียงจนได้รับการประเมิน
จากสภาหัตถศิลปโลก (World Crafts Council) ให้เป็น 
“นครหตัถศลิปโลกเจา้แหง่ครามธรรมชาต”ิ (World Craft City 
for Natural Indigo) ผลติภณัฑค์รามเปน็สนิคา้ OTOP ทีส่รา้ง
รายได้สูงที่สุดอีกชนิดหน่ึงของจังหวัด ทำาให้มีเงินหมุนเวียน
ในจังหวัดหลายร้อยล้านบาทต่อปี (นิวส์มอนิเตอร์, 2561) 

 เนื้อครามเป็นวัตถุดิบสำาคัญในการเตรียมน้ำาย้อม
ครามเพื่อย้อมผ้า ซึ่งกระบวนการผลิตเนื้อครามจากต้นคราม
เป็นองค์ความรู้ภูมิปัญญาของแต่ละท้องถ่ิน โดยพันธ์ุคราม
ที่นิยมปลูกกันทั่วไปในจังหวัดสกลนครมี 2 พันธุ์ คือ คราม
พันธุ์ฝักตรง และ ครามพันธุ์ฝักงอ (อังคณา เทียนกล่ำา, 2555; 
จุฑามาส ศรีสำาราญ และคณะ, 2558; นฤมล ธนานันต์ และ
คณะ, 2563) การเก็บเกี่ยวเพื่อทำาสีย้อมจะทำาในช่วงต้นคราม
อายุ 3-4 เดือน แล้วนำาใบครามสดมาแช่น้ำาหรือทำาหมักเป็น
เวลา 18-24 ชั่วโมง (อนุรัตน์ สายทอง, 2543) ซึ่งเอนไซม์
บตีากลโูคซเิดส (β-glucosidse) ทีอ่ยูใ่นใบครามสดจะสามารถ
ช่วยย่อยสารไกลโคไซด์อินดิแคน (glycoside indican) ใน
ใบครามซ่ึงเป็นสารที่ไม่มีสีและไม่ละลายน้ำา (Purnama et al., 
2017) เมื่อเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (hydrolysis) จะทำาให้
อินดิแคนแตกออกเป็น 2 สาร คือ น้ำาตาลกลูโคส และสารอิน
ดอกซิล (indoxyl) ซึ่งสารทั้ง 2 ชนิดนี้เป็นสารที่ไม่มีสี ละลาย
น้ำาได้ดี เม่ืออินดอกซิลถูกออกซิไดส์ด้วยออกซิเจนในอากาศ
เปลี่ยนไปเป็นสีครามหรืออินดิโกบลู (indigo blue) ซึ่งเป็น
สารกลุ่มแอนทราควิโนน (anthraquicnone) มีสีน้ำาเงินและ
ไม่ละลายน้ำา (Tayade & Adivarekar, 2014) 

 การตกตะกอนเนื้อครามจะใช้ปูนขาวเป็นวัตถุดิบที่
เติมลงในน้ำาครามเพื่อให้เกิดการจับตัวของสีคราม แล้วปล่อย
ให้ตกตะกอน จึงแยกน้ำาและตะกอนออกจากกัน ตะกอนของ
เนื้อครามที่เตรียมได้ด้วยวิธีน้ี เรียกว่า ครามเปียก (indigo 
paste) และบรรจุใส่ภาชนะขายเพื่อเป็นสีย้อมครามธรรมชาติ
สำาหรบัใชใ้นการเตรยีมน้ำายอ้มคราม เพือ่ยอ้มเสน้ใยฝา้ยต่อไป 
(จฑุามาส ศรสีำาราญ และคณะ, 2558) อยา่งไรกต็าม เนือ้คราม
ทีผ่ลติในแตล่ะชมุชนมคีณุภาพทีแ่ตกตา่งกนั ตามกระบวนการ
ผลิต การเก็บรักษาและภูมิปัญญาของแต่ละพ้ืนที่ชุมชน 
ดงัน้ัน คณุภาพของเนือ้ครามจงึไมค่งที ่จนเปน็ประเด็นระหวา่ง
ผู้ขายและผู้ซื้อ เนื่องจากคุณภาพเนื้อครามมีผลโดยตรงต่อ
การเตรียมน้ำาย้อมคราม และการติดสีของผ้าคราม (รัตนพล 
มงคลรัตนาสิทธิ์, 2560) ดังน้ัน การวิเคราะห์อินดิโกบลูที่มี
อยู่ในเนื้อครามด้วยวิธีการวิเคราะห์ที่ให้ผลการวิเคราะห์ท่ี

ถูกต้องแม่นยำา จะช่วยประเมินคุณภาพของเนื้อครามจาก
ผูผ้ลติใหก้บัผูซ้ือ้ได ้นอกจากนี ้หากผูซ้ือ้ทราบปรมิาณทีแ่น่นอน
ของอินดิโกบลูในเนื้อครามก็สามารถเตรียมน้ำาย้อมคราม
ได้อย่างเหมาะสมด้วย

 การวิเคราะห์ปริมาณอินดิโกบลูสามารถทำาได้
หลายวิธี ได้แก่ การไทเทรตแบบรีดอกซ์ด้วยโพแทสเซียม
เฮกซะไซยาโนเฟอร์เรต (potassium hexacyanoferrate, 
K

2
(FeCN)

6
 การวเิคราะหด์ว้ยเทคนคิโครมาโทกราฟขีองเหลว

สมรรถนะสูง และวิธียูวี-วิสิเบิลสเปกโทรโฟโต เมตรี ซ่ึงเป็น
วิธีที่ได้รับความนิยมอย่างกว้างขวาง (Ann & Kwannan, 
1984; Gilbert et al., 2000; Valentina et al., 2014) โดยจะตอ้ง
สกดัอนิดิโกบลใูนเนือ้ครามด้วยตัวทำาละลายอนิทรยี ์แลว้จงึนำา
ไปวิเคราะห์ด้วยเครื่องยูวี-วิสิเบิลสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ ซึ่งตัว
ทำาละลายอินทรีย์สามารถละลายอินดิโกบลูได้ ได้แก่ ไดเมทิล
ซัลฟอกไซด์ (dimethylsulfoxide) คลอโรฟอร์ม (chloroform) 
ไดคลอโรมีเทน (dichloromethane) (พัชนีย์ ด้วงนิล, 2554; 
Nittaya et al., 2002; Novotná et al., 2003; Valentina et al., 
2014) ซึ่งตัวทำาละลายอินทรีย์เหล่านี้ระเหยได้ง่ายและต้องใช้
ปริมาณมากในการสกัดอินดิโกบลูจากเนื้อคราม นอกจากนี้ 
ยังสามารถวิเคราะห์อินดิโกบลูโดยเปลี่ยนให้อยู่ในรูปของสาร
ลิวโกอินดิโก (leugo indigo) ซึ่งเป็นสารละลายที่มีสีเหลือง
และละลายน้ำาได้ (Sunhwa et al., 2012) เนื่องจากตัวทำา
ละลายอินทรีย์ที่ใช้สกัดอินดิโกบลูจากเนื้อครามเป็นสาร
ระเหยง่าย และจะต้องทำาการกรองส่วนของตะกอนออกจาก
สารละลายกอ่นทำาการวเิคราะห ์ทำาใหม้คีา่ใชจ้า่ยและเกดิความ
คลาดเคลื่อนในการวิเคราะห์สูง

  งานวิจัยนี้จึงสนใจศึกษาการวิเคราะห์หาปริมาณ
อินดิโกบลูในเนื้อครามด้วยวิธีการที่ต่างออกไปโดยเปลี่ยน
อินดิโกบลูซึ่งไม่สามารถที่ละลายน้ำาให้กลายเป็นสารอินดิโก
คารม์นีทีม่สีมบตัลิะลายในน้ำาไดด้กีวา่ โดยใชป้ฏกิริยิาซลัโฟเน
ชัน (sulfonation) ให้อินดิโกบลูทำาปฏิกิริยากับกรดซัลฟิวริก
เข้มข้น โดยให้ความร้อนในการเกิดปฏิกิริยา (∆) ก็จะได้สาร
ผลิตภัณฑ์เป็นอินดิโกคาร์มีน ดังแสดงใน Figure 1 (Iqbal 
et al., 2004; Lívia et al., 2014) แล้วจึงนำาสารละลายที่ได้
ไปวิเคราะห์ด้วยเครื่องยูวี-วิสิเบิลสเปกโทรโฟโตมิเตอร์เพื่อ
คำานวณหาปรมิาณอนิดโิกบลใูนเนือ้ครามจากชมุชนในจงัหวดั
สกลนคร เพื่อเป็นแนวทางในวิเคราะห์คุณภาพเนื้อครามจาก
แต่ละแหล่งผลิตและประเมินราคาให้เหมาะสมสำาหรับการ
จำาหน่ายเพื่อนำาไปใช้ผลิตผ้าย้อมครามธรรมชาติต่อไป

 

 
 

โดยเปลี่ยนอินดิโกบลูซึ่งไม่สามารถที่ละลายน ้ าให้
กลายเป็นสารอินดิโกคาร์มีนที่มีสมบัติละลายในน ้ าได้
ดกีว่า โดยใช้ปฏกิริยิาซลัโฟเนชนั (sulfonation) ใหอ้นิดิ
โกบลทู าปฏกิริยิากบักรดซลัฟุรกิเขม้ขน้ โดยใหค้วามรอ้น
ในการเกดิปฏกิริยิา (Δ) กจ็ะไดส้ารผลติภณัฑเ์ป็นอนิดโิก
คารม์นี ดงัแสดงใน Figure 1 (Iqbal et al., 2004; Lívia et 
al., 2014) แล้วจึงน าสารละลายที่ได้ไปวิเคราะห์ด้วย
เครื่องยูวี-วิสิเบิลสเปกโทรโฟโตมิเตอร์เพื่อค านวณหา
ปริมาณอินดิโกบลูในเน้ือครามจากชุมชนในจังหวัด
สกลนคร เพื่อเป็นแนวทางในวเิคราะห์คุณภาพเนื้อคราม
จากแต่ละแหล่งผลติและประเมนิราคาใหเ้หมาะสมส าหรบั
การจ าหน่ายเพื่อน าไปใช้ผลิตผ้าย้อมครามธรรมชาติ
ต่อไป 

 
Figure 1 Indigo carmine synthesis with sulfonation 

 
วิธีด าเนินการวิจยั 
 1. สารเคมีและเครือ่งมือวิเคราะห ์
   1) สารอนิดโิกบลู (indigo blue) ชนิด AR 
grade ยีห่อ้ Acros Organics ประเทศเบลเยยีม 
  2)   กรดซัลฟุริก เข้มข้น 98.0 %(w/v) 
(sulfuric acid, H2SO4, 98 %(w/v)) ชนิด AR grade ยีห่อ้ 
Caro Erba ประเทศอติาล ี
  3) เครื่องยวู-ีวสิเิบลิสเปกโทรโฟโตมเิตอร ์ 
(UV-Visible Spectrophotometer) รุน่ UV-1601 ยีห่อ้   
Shimadzu ประเทศญีปุ่่ น 
  2. วตัถดิุบ  
  ตัวอย่างเน้ือครามที่ใช้ในการวิจยัครัง้นี้เป็น
ตวัอย่างเนื้อครามทีเ่ตรยีมตามวธิภีูมปัิญญาในทอ้งถิน่ใน
จังหวัดสกลนคร ได้รับความอนุ เคราะห์จากกลุ่ม
ผู้ประกอบการผ้าย้อมครามธรรมชาติ จงัหวดัสกลนคร 
จ านวน 34 ตวัอย่าง ซึ่งท าการเกบ็เน้ือครามในระหว่าง
เดือน เมษายน - กันยายน 2564 โดยมีการแบ่งกลุ่ม
ตัวอย่างตามความช านาญของและประสบการณ์ของ
ผูผ้ลติเนื้อคราม ไดแ้ก่ 

  กลุ่มที ่1 ตวัอย่างเนื้อครามจากกลุ่มผูผ้ลติที่มี
ประสบการณ์ในการผลิตเนื้อคราม มีการผลิตเนื้อคราม
เพื่อจ าหนายโดยตรง จ านวน 5 ตวัอย่าง 
  กลุ่มที ่2 ตวัอย่างเน้ือครามจากกลุ่มผูผ้ลติเนื้อ
ครามและมกีารผลติผา้ครามดว้ย จ านวน 14 ตวัอย่าง 
  กลุ่มที ่3 ตวัอย่างเน้ือครามจากกลุ่มผูผ้ลติเนื้อ
ครามรุ่นใหม่ จ านวน 15 ตวัอย่าง  
 3. การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมของการ
วิเคราะหป์ริมาณอินดิโกบลใูนเน้ือคราม 
 การศกึษาสภาวะทีเ่หมาะสมของการวเิคราะห์
ปริมาณอินดิโกบลูในวิจัยนี้แบ่งออกเป็น 2 ส่วน คือ 
การศกึษาสภาวะทีเ่หมาะสมของวธิกีารวเิคราะห์อนิดโิบลู
ทีถู่กเปลีย่นใหอ้ยู่ในรูปของอนิดโิกคารม์นีดว้ยเทคนิคยวู-ี
วิสิเบิลสเปกโทรโฟโตเมตรี และการศึกษาสภาวะที่
เหมาะสมของวิธีการเตรียมตัวอย่างเนื้อครามด้วย
ปฏกิริยิาซลัโฟเนชนั ซึง่มกีระบวนการดงัต่อไปนี้  
   3.1 การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมของ
วิธีการวิเคราะห์อินดิโกบลูด้วยเทคนิคยูวี-วิสิเบิล 
สเปกโทรโฟโตเมตรี 
 เตรียมสารละลายมาตรฐานอินดิคาร์มีน 
(stock standard solution) ที่ความเข้มข้น 200 mg L-1 
ด้วยท าปฏิกิริยาซัลโฟเนชันกับกรดซัลฟุริกเพื่อให้
กลายเป็นอนิดโิกคารม์นี (Iqbal et al., 2004) โดยชัง่สาร
มาตรฐานอินดโิกบลู 0.10 g ใส่ในบกีเกอร์ เติมกรดซลัฟุ
ริกเข้มข้น 98.0 %(w/v) ปริมาตร 5 mL และคนให้สาร
ผสมกนัเป็นเวลา 30 นาท ีจากนัน้น ามาปรบัปรมิาตรดว้ย 
น ้ากลัน่ในขวดวดัปรมิาตรขนาด 500 mL จากนัน้ เตรยีม
สารละลายมาตรฐานอนิดโิกคาร์มนีความเขม้ขน้เท่ากบั 
0.0, 1.0, 2.0, 4.0, 6.0, 8.0 และ 10.0 mg L-1 โดยการเจอื
จางสารละลายมาตรฐานอนิดโิกบลูเขม้ขน้ 200 mg L-1 ซึง่
จะมกีารเตรยีมโดยปรบัปรมิาตรดว้ยสารละลายกรดซลัฟุรกิ
เขม้ขน้แตกต่างกนั ได้แก่ 2.5, 5.0, 7.5, 10.0 และ 12.5 
%(w/v) จากนัน้ น าสารละลายมาตรฐานอนิดโิกคารม์นีแต่
ละความเขม้ขน้ไปวเิคราะหค์่าดูดกลนืแสง (absorbance) 
ทีค่วามยาวคลื่น 610 nm ดว้ยเครื่องยูว-ีวสิเิบลิสเปกโทร
โฟโตมเิตอร์ เพื่อวิเคราะห์ผลของความเขม้ขน้ของกรด 
ซลัฟุรกิที่ต่อการดูดกลนืแสงของอินดโิกคาร์มนี ส าหรบั
เลอืกใชเ้ป็นสารละลายส าหรบัเตรยีมสารละลายมาตรฐาน

Figure 1 Indigo carmine synthesis with sulfonation
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วิธีดำ�เนินการวิจัย

1. สารเคมีและเครื่องมือวิเคราะห์
		  1) สารอนิดโิกบล ู(indigo blue) ชนดิ AR grade 
ยี่ห้อ Acros Organics ประเทศเบลเยียม

		  2) กรดซัลฟิวริกเข้มข้น 98.0 % (w/v) (sulfuric 
acid, H

2
SO

4
, 98% (w/v) ) ชนิด AR grade ยี่ห้อ Caro Erba 

ประเทศอิตาลี

		  3) เครื่องยูวี-วิสิเบิลสเปกโทรโฟโตมิเตอร์  
(UV-Visible Spectrophotometer) รุ่น UV-1601 ยี่ห้อ  
Shimadzu ประเทศญี่ปุ่น

2. วัตถุดิบ 
	 ตัวอย่างเนื้อครามที่ใช้ในการวิจัยครั้งนี้เป็นตัวอย่าง
เนื้อครามที่เตรียมตามวิธีภูมิปัญญาในท้องถ่ินในจังหวัด
สกลนคร ได้รับความอนุเคราะห์จากกลุ่มผู้ประกอบการผ้า
ย้อมครามธรรมชาติ จังหวัดสกลนคร จำ�นวน 34 ตัวอย่าง 
ซึ่งทำ�การเก็บเนื้อครามในระหว่างเดือน เมษายน - กันยายน 
2564 โดยมีการแบ่งกลุ่มตัวอย่างตามความชำ�นาญของ 
และประสบการณ์ของผู้ผลิตเนื้อคราม ได้แก่

		  กลุ่มที่ 1 ตัวอย่างเนื้อครามจากกลุ่มผู้ผลิตท่ีมี
ประสบการณ์ในการผลิตเนื้อคราม มีการผลิตเนื้อครามเพื่อ
จำ�หนายโดยตรง จำ�นวน 5 ตัวอย่าง

		  กลุ่มท่ี 2 ตัวอย่างเน้ือครามจากกลุ่มผู้ผลิต 
เนื้อครามและมีการผลิตผ้าครามด้วย จำ�นวน 14 ตัวอย่าง

		  กลุ่มท่ี 3 ตัวอย่างเน้ือครามจากกลุ่มผู้ผลิต 
เนื้อครามรุ่นใหม่ จำ�นวน 15 ตัวอย่าง 

3. การศกึษาสภาวะทีเ่หมาะสมของการวเิคราะหป์รมิาณ
อินดิโกบลูในเนื้อคราม
	 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของการวิเคราะห์ 
ปรมิาณอนิดโิกบลใูนวจัิยนีแ้บง่ออกเปน็ 2 สว่น คอื การศกึษา
สภาวะที่เหมาะสมของวิธีการวิเคราะห์อินดิโบลูท่ีถูกเปลี่ยน 
ใหอ้ยูใ่นรปูของอนิดโิกคารม์นีดว้ยเทคนคิยวู-ีวสิเิบลิสเปกโทร
โฟโตเมตร ีและการศกึษาสภาวะทีเ่หมาะสมของวธิกีารเตรยีม
ตัวอย่างเนื้อครามด้วยปฏิกิริยาซัลโฟเนชัน ซึ่งมีกระบวนการ
ดังต่อไปนี้ 

	 3.1 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของวิธีการ 
วิเคราะห์อินดิโกบลูด้วยวิธียูวี-วิสิเบิล สเปกโทรโฟโต 
เมตรี
	 เตรียมสารละลายมาตรฐานอินดิคาร์มีน (stock 
standard solution) ที่ความเข้มข้น 200 mg L-1 ด้วยทำ�
ปฏิกิริยาซัลโฟเนชันกับกรดซัลฟิวริกเพื่อให้กลายเป็น 

อินดิโกคาร์มีน (Iqbal et al., 2004) โดยชั่งสารมาตรฐาน 
อินดิโกบลู 0.10 g ใส่ในบีกเกอร์ เติมกรดซัลฟิวริกเข้มข้น  
98.0% (w/v) ปริมาตร 5 mL และคนให้สารผสมกัน 
เ ป็นเวลา 30 นาที  จากนั้นนำ�มาปรับปริมาตรด้วย 
น้ำ�กลั่นในขวดวัดปริมาตรขนาด 500 mL จากนั้น เตรียม
สารละลายมาตรฐานอินดิโกคาร์มีนความเข้มข้นเท่ากับ 
0.0, 1.0, 2.0, 4.0, 6.0, 8.0 และ 10.0 mg L-1 โดยการ
เจือจางสารละลายมาตรฐานอินดิโกบลูเข้มข้น 200 mg L-1  

ซ่ึงจะมีการเตรียมโดยปรับปริมาตรด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริก
เข้มข้นแตกต่างกัน ได้แก่ 2.5, 5.0, 7.5, 10.0 และ 12.5 % 
(w/v) จากนั้น นำ�สารละลายมาตรฐานอินดิโกคาร์มีนแต่ละ
ความเข้มข้นไปวิเคราะห์ค่าดูดกลืนแสง (absorbance) ที่
ความยาวคลื่น 610 nm ด้วยเครื่องยูวี-วิสิเบิลสเปกโทร
โฟโตมิเตอร์ เพื่อวิเคราะห์ผลของความเข้มข้นของกรด 
ซัลฟิวริกที่ต่อการดูดกลืนแสงของอินดิโกคาร์มีน สำ�หรับ 
เลือกใช้เป็นสารละลายสำ�หรับเตรียมสารละลายมาตรฐาน 
อินดิโกคาร์มีน (working standard solution) และสารละลาย
ตัวอย่างต่อไป

	 3.2 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของวิธีการ 
เตรียมเนื้อครามด้วยปฏิกิริยาซัลโฟเนชัน
	 งานวิจัยนี้ได้สุ่มเลือกตัวอย่างเนื้อคราม จำ�นวน 1 
ตัวอย่าง ซึ่งเป็นตัวอย่างที่มีปริมาณอินดิโกบลู จากตัวอย่าง
เนือ้ครามชมุชนทีเ่กบ็มาทัง้หมด 34 ตวัอยา่ง เพือ่เปน็ตวัแทน
สำ�หรับการทดลองเพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมของการเตรียม
ตัวอย่างเนื้อคราม ได้แก่ อัตราส่วนเนื้อครามต่อปริมาตรกรด
ซัลฟิวริก และระยะเวลาการต่อการเตรียมตัวอย่างเนื้อคราม  
ก่อนที่จะนำ�ไปประยุกต์ในการเตรียมตัวอย่างอื่นๆ ต่อไป 
โดยวิเคราะห์คุณสมบัติเบ้ืองต้นของตัวอย่างเนื้อคราม ได้แก่ 
ความชื้นและปริมาณของแข็งที่ไม่ระเหยในเนื้อคราม ตาม
วิธี AOAC (2005) ซึ่งพบว่าตัวอย่างเนื้อครามท้ังหมดมี
ความชื้น 20.00 - 41.00 % (w/v) และปริมาณของแข็งที่ไม่
ระเหยในเนื้อคราม เช่น ปูนขาว และสารอื่นๆ ท่ีไม่ระเหย  
มปีรมิาณเทา่กบั 56.00 - 80.00 % (w/v) และไดเ้ลอืกตวัอยา่ง
ที่มีปริมาณของแข็งที่ไม่ระเหยปริมาณสูงสุด เพื่อใช้ในการ
ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการเตรียมตัวอย่างเนื้อคราม
ด้วยปฏิกิริยาซัลโฟเนชัน ก่อนจะนำ�วิธีการที่พัฒนาขึ้นไปใช้
ในการประยุกต์ใช้วิเคราะห์ตัวอย่างอื่นต่อไป โดยมีขั้นตอน 
การทดลองดังนี้ 

		  3.2.1 การศึกษาผลของอัตราส่วนของ 
น้ำ�หนักเนื้อครามต่อปริมาตรกรดซัลฟิวริก

		  การศึกษาผลของอัตราส่วนเนื้อครามต่อ 
ปริมาตรกรดซัลฟิวริกนั้น ออกแบบการทดลองเป็นแบบสุ่ม
สมบรูณ ์(Completely Randomized Design; CRD) ซึง่กำ�หนด 
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ทรีตเมนต์ จำ�นวน 10 ทรีตเมนต์ ได้แก่ T1 = 1:2, T2 = 1:4, 
T3 = 1:6, T4 = 1:8, T5 = 1:10, T6 = 1:12, T7 = 1:14, 
T8 = 1:16, T9 = 1:18 และ T10 = 1:20 (g:mL) ทำ�การทด
ลองทรีตเมนต์ละ 3 ซ้ำ� (n = 3) โดยชั่งตัวอย่างเนื้อคราม 
1.00 g ใส่ในบีกเกอร์ จากนั้นเติมกรดซัลฟิวริกเข้มข้น 98 % 
(w/v) ใส่ลงในบีกเกอร์ตามอัตราส่วนของน้ำ�หนักเนื้อครามต่อ 
ปริมาตรกรดซัลฟิวริกท่ีศึกษาเป็นเวลา 30 นาที จากนั้น 
นำ�มาปรับปริมาตรในขวดวัดปริมาตรขนาด 50.00 mL ด้วย
สารละลายกรดซัลฟิวริกเข้มข้น 5 % (w/v) แล้วนำ�ไปวัดค่า
การดูดกลืนแสงด้วยเครื่องยูวี-วิสิเบิลสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ที่
ความยาวคลืน่ 610 nm แลว้คำ�นวณหาปรมิาณของอินดิโกบล ู
ในตัวอย่างเนื้อคราม และเปรียบเทียบความแตกต่างของ 
ค่าเฉลี่ยปริมาณของอินดิโกบลูในตัวอย่างเน้ือครามของแต่
ละทรีตเมนต์ด้วยการวิเคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว  
(One-way ANOVA) โดยใช้ Duncan’s multiple comparison 
ที่ p < 0.01 ด้วยโปรแกรม SPSS Version 16

		  3.2.2 การศึกษาระยะเวลาการต่อการเตรียม
ตัวอย่างเนื้อคราม

		  ระยะเวลาการเ กิดปฏิ กิ ริยาซัล โฟเนชัน
เป็นปัจจัยที่มีผลการเปลี่ยนอินดิโกบลูในเนื้อครามให้เป็น 
อินดิโกคาร์มีนอย่างสมบูรณ์ ดังนั้นการทดลองนี้จึงทำ�การ
ศึกษาเปรียบเทียบระยะเวลาที่เหมาะในการเตรียมตัวอย่าง
เนื้อคราม โดยออกแบบการทดลองเป็นแบบสุ่มสมบูรณ์  
กำ�หนดทรีตเมนต์เป็นระยะเวลาแตกต่างกัน จำ�นวน 9 
ทรีตเมนต์ ได้แก่ T1 = 10, T2 = 20, T3 = 30, T4 = 40, 
T5 = 50, T6 = 60, T7 = 70, T8 = 80 และT9 = 90 นาที  
ทำ�การทดลองทรีตเมนต์ละ 3 ซ้ำ� (n = 3) โดยชั่งตัวอย่าง
เนื้อคราม 1.00 g ใส่ในบีกเกอร์ จากนั้นเติมกรดซัลฟิวริก
ปริมาตร 12 mL ตั้งไว้ให้ครบเวลาของแต่ละกลุ่มทดลอง 
จากนั้นเทใส่ในขวดวัดปริมาตรขนาด 50.00 mL และ
ปรับปริมาตรด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริกเข้มข้น 5%  
(w/v) แล้วนำ�ไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่องยูวี-วิสิเบิล 
สเปกโทรโฟโตมเิตอรท์ีค่วามยาวคลืน่ 610 nm และคำ�นวณหา
ปริมาณของอินดิโกบลูในตัวอย่างเน้ือคราม และเปรียบเทียบ 
ความแตกต่างของค่าเฉล่ียปริมาณของอินดิโกบลูในตัวอย่าง
เนื้อครามของแต่ละทรีตเมนต์ด้วยการวิเคราะห์ความ
แปรปรวนทางเดียว (One-way ANOVA) โดยใช้ Duncan’s 
multiple comparison ที่ p < 0.01 ด้วยโปรแกรม SPSS 
Version 16

		  จากน้ันประยุกต์สภาวะท่ีเหมาะสมของวิธีการ 
เตรียมตัวอย่างเน้ือครามและวิธีการวิเคราะห์อินดิโกบลูที่
พัฒนาขึ้น เพื่อวิเคราะห์หาปริมาณอินดิโกบลูในตัวอย่าง 
เนื้อครามจากชุมชนผู้ผลิตเนื้อครามจำ�นวน 34 ตัวอย่าง

4. การหาความใช้ได้ของวิธีการวิเคราะห์ 
	 4.1 ชว่งความเปน็เสน้ตรงและความเปน็เสน้ตรง
ของกราฟมาตรฐาน
	 เตรยีมสารละลายมาตรฐานอนิดิโกบลทูีค่วามเขม้ขน้ 
0.00 - 24.00 mg L-1 ปริมาตร 100 mL โดยเจือจางสารละลาย
มาตรฐานอินดิโกบลู 200 mg L-1 ซึ่งเตรียมให้อยู่รูปของ 
อินดิโกคาร์มีน และปรับปริมาตรด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริก
เข้มข้น 5 % (w/v) จากนั้น นำ�สารละลายมาตรฐานอินดิโกบล ู
ไปวัดค่าดูดกลืนแสงด้วยเครื่องยูวี-วิสิเบิลสเปกโทรโฟโต
มเิตอร ์ทีค่วามยาวคลืน่ 610 nm และสรา้งกราฟความสมัพนัธ์
ระหว่างความเข้มข้นของอินดิโกบลู (แกน x) และค่าดูดกลืน
แสง (แกน y) เพื่อหาช่วงความเป็นเส้นตรง สมการเส้นตรง 
และค่าสัมประสิทธิ์การถดถอย (regression coefficient, R2)  
ทีค่า่ p > 0.01 โดยใชโ้ปรแกรม Microsoft Excel Version 365 

	 4.2 ความไวของการวิเคราะห์
	 การศึกษาความไวในการวิเคราะห์ในงานวิจัยน้ี ได้
ทำ�ตามวิธีของ Miller & Miller, 1988 โดยเตรียมสารละลาย
แบลงค์ คือ สารละลายกรดซัลฟิวริก 5 % (w/v) จำ�นวน 
10 ขวด (n = 10) นำ�ไปวิเคราะห์ค่าดูดกลืนแสงด้วยวิธียูวี- 
วิสิเบิล สเปกโทรโฟโตเมตรีที่ความยาวคลื่น 610 nm แล้วนำ�
คา่ดดูกลนืแสงทีว่ดัไดม้าคำ�นวณหาคา่สว่นเบีย่งเบนมาตรฐาน 
(SD) จากนั้น คำ�นวณหาค่าขีดจำ�กัดในการตรวจวัด (Limit of 
detection ; LOD) และขีดจำ�กัดในการวิเคราะห์เชิงปริมาณ 
(Limit of quantitation) โดยใชส้มการที ่(1) และ (2) ตามลำ�ดบั

	 LOD = 					     (1) 

	 LOQ = 	  				    (2) 

	 เมื่อ

	 Y
blank

 คือ ค่าดูดกลืนแสงเฉลี่ยของสารละลาย 
แบลงค์ (n = 10) 

	 SD คือ ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานของค่าดูดกลืนแสง
ของสารละลายแบลงค์ (n = 10) 

	 C คือ ค่าจุดตัดแกน y ของกราฟมาตรฐานอินดิ- 
โกบลู

	 m	 คือ ค่าความชันของกราฟมาตรฐานอินดิโกบลู

	 4.3 ความแม่นยำ�ของการวิเคราะห์
	 การหาความแม่นยำ�ของวิธีการวิเคราะห์อินดิโกบลู 
ด้วยวิธียูวี -วิสิ เบิลสเปกโทรโฟโตเมตรี  ประเมินด้วย 
วิธีการหาความความสามารถในการทวนซ้ำ� (repeatability) 
ในรูปแบบวิเคราะห์ภายในวันเดียว (intra-day analysis) โดย

(Yblank + 3SD) - C
m

(Yblank + 10SD) - C
m
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เตรียมสารละลายมมาตรฐานอินดิโกบลูท่ีความเข้มข้น 10.0 
mg L-1 จำ�นวน 10 ซ้ำ� และทำ�การวิเคราะห์หาค่าดูดกลืนแสง
ที่ความยาวคลื่น 610 nm ด้วยเครื่องยูวี-วิสิเบิลสเปกโทรโฟ
โตมิเตอร์ และคำ�นวณหาค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ 
(relative standard deviation, RSD) สำ�หรับการหาความ
สามารถในการทำ�ซ้ำ� (reproducibility) ในรูปแบบวิเคราะห์
ระหว่างวัน (inter-day analysis) โดยเตรียมและวิเคราะห์
สารละลายมาตรฐานอนิดโิกคารม์นีทีค่วามเขม้ขน้ 10.0 mg L-1 
วันละ 5 ซ้ำ� เป็นเวลา 3 วัน และคำ�นวณหาค่าส่วนเบี่ยงเบน 
มาตรฐานสัมพัทธ์ 

	 ความแม่นยำ�ของวิธีการเตรียมตัวอย่างเนื้อคราม
ดว้ยปฏกิริยิาซลัโฟเนชนั ประเมนิดว้ยวธิกีารหาความสามารถ
ของการทวนซ้ำ�ในรูปแบบวิเคราะห์ภายในวันเดียว ซึ่งเตรียม
และวเิคราะหต์วัอยา่งเนือ้ครามดว้ยสภาวะทีเ่หมาะสมจำ�นวน 
10 ซ้ำ� (n = 10) แล้วนำ�ไปวิเคราะห์หาปริมาณอินดิโกบลูด้วย
วิธีการวิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้น และคำ�นวณหาค่าส่วนเบี่ยงเบน
มาตรฐานสัมพัทธ์ สำ�หรับการหาความแม่นยำ�ของการทำ�
ซ้ำ�ในรูปแบบวิเคราะห์ระหว่างวัน โดยเตรียมและวิเคราะห์
ตวัอยา่งเนือ้ครามดว้ยสภาวะทีเ่หมาะสมวนัละ 5 ซ้ำ� เปน็เวลา 
3 วัน และคำ�นวณหาค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ 

	 4.4 การหาค่าร้อยละได้กลับคืน
	 การหาค่าร้อยละได้กลับคืน (percentage recovery) 
ของการวิเคราะห์หาปริมาณอินดิโกบลูท่ีพัฒนาขึ้น แบ่งออก 
เปน็ 2 สว่น คอื การหาคา่รอ้ยละไดก้ลบัคนืของวธิกีารวเิคราะห ์
อินดิโกบลูด้วยวิธียูวี-วิสิเบิลสเปกโทรโฟโตเมตรี และวิธีการ 
เตรียมตัวอย่างเนื้อครามด้วยปฏิกิริยาซัลโฟเนชัน 

	 วิธีการหาค่าร้อยละได้กลับคืนของวิธีการวิเคราะห์
อินดิโกบลูด้วยวิธียูวี-วิสิเบิลสเปกโทรโฟโตเมตรี ทำ�ได้โดย
แบ่งกลุ่มทดลองออกเป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มท่ี 1 เป็นกลุ่มที่
วิเคราะห์สารละลายตัวอย่างเพียงอย่างเดียว (n = 5) โดย
ปิเปตสารละลายตัวอย่างปริมาตร 1.00 mL ใส่ลงในขวดวัด
ปรมิาตรขนาด 10.00 mL และปรบัปรมิาตรดว้ย กรดซลัฟวิรกิ 
เข้มข้น 5 % (w/v) สำ�หรับกลุ่มที่ 2 เป็นกลุ่มที่วิเคราะห์
สารละลายตวัอยา่งทีม่กีารเตมิสารละลายมาตรฐานอนิดิโกบล ู
(n = 5) โดยปิเปตสารละลายตัวอย่างปริมาตร 1.00 mL และ
สารละลายมาตรฐานอนิดโิกบล ู(200 mg L-1) ปรมิาตร 1.00 mL 
ใสล่งในขวดวดัปรมิาตรขนาด 10.00 mL แลว้ปรบัปรมิาตรดว้ย
สารละลายกรดซลัฟวิรกิเขม้ขน้ 5 % (w/v) นำ�สารละลายทัง้ 2 
กลุ่ม ไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่องยูวี-วิสิเบิลสเปกโทร 
โฟโตมิเตอร์ที่ความยาวคลื่น 610 nm แล้วคำ�นวณหาความ 
เข้มข้นอินดิโกบลูในสารละลายตัวอย่างเนื้อครามทั้ง 2 กลุ่ม
ทดลอง เพื่อหาค่าร้อยละได้กลับคืนของการวิเคราะห์

	 การหาคา่รอ้ยละไดก้ลบัคนืของวธิกีารเตรยีมตวัอยา่ง
เนื้อครามด้วยปฏิกิริยาซัลโฟเนชัน ดำ�เนินการโดยแบ่งกลุ่ม
ทดลองเป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มที่ 1 เป็นกลุ่มที่ทำ�การวิเคราะห์
ตัวอย่างเนื้อครามเพียงอย่างเดียว โดยชั่งตัวอย่างเนื้อคราม 
1.00 g ใส่บีกเกอร์ จำ�นวน 5 ใบ สำ�หรับกลุ่มที่ 2 เป็นกลุ่มที่
วิเคราะห์ตัวอย่างเนื้อครามที่มีการเติมสารมารฐานอินดิโกบลู
ด้วย (n = 5) โดยชั่งเนื้อคราม 1.00 g และ อินดิโกบลู 0.010 g  
ใส่บีกเกอร์ จำ�นวน 5 ใบ จากนั้น เติมกรดซัลฟิวริกปริมาตร 
12.00 mL ใส่ในบีกเกอร์ขวด และตั้งไว้ 50 นาที จนตัวอย่าง 
เนื้อครามเกิดปฏิกิริยากับกรดซัลฟิวริกอย่างสมบูรณ์ แล้ว
ปรับปริมาตรในขวดวัดปริมาตรขนาด 50.0 mL ด้วย
สารละลายกรดซัลฟิวริกเข้มข้น 5 % (w/v) และเจือจาง
สารละลาย 20 เท่า ก่อนนำ�ไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วย
เครื่องยูวี-วิสิเบิลสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ที่ความยาวคลื่น 
610 nm แล้วคำ�นวณหาปริมาณอินดิโกบลูในตัวอย่าง 
เนื้อครามทั้ง 2 กลุ่มทดลอง เพื่อคำ�นวณค่าร้อยละได้กลับคืน

ผลการวิจัยและอภิปรายผลการวิจัย

1. การศึกษาสภาวะที่ เหมาะสมของการวิเคราะห์ 
อินดิโกบลูด้วยวิธียูวี-วิสิเบิล สเปกโทรโฟโตเมตรี
	 เนื่องจากอินดิโกบลูเป็นสารที่ ไม่ละลายน้ำ�จึง
ต้องเตรียมให้อยู่ในรูปของอินดิโกคาร์มีน (indigo carmine) 
ก่อน โดยนำ�อินดิโกบลูทำ�ปฏิกิริยาซัลโฟเนชัน (sulfonation  
reaction) กับกรดซัลฟิวริกจะได้สารละลายอินดิโกคาร์มีนที่
สามารถละลายในสารละลายที่เป็นกรด (Iqbal et al., 2004; 
Lívia et al., 2014) แล้วจึงวิเคราะห์สเปกตรัมของสารละลาย
มาตรฐานอินดิโกคาร์มีนด้วยวิธียูวี-วิสิเบิลสเปกโทรโฟโต 
เมตรทีีค่า่ความยาวคลืน่ทีม่คีา่ดดูกลนืแสงสงูสดุ (λ

max
) เทา่กบั 

610 nm ซึง่เปน็ความยาวคลืน่สงูสดุทีอ่นิดโิกคารม์นีดดูกลนืได ้ 
(Abdelhadi et al., 2010) จากการหาสภาวะที่เหมาะสม 
วัดค่าดูดกลืนแสงของอินดิโกคาร์มีนที่เตรียมในสารละลาย 
กรดซลัฟวิรกิทีม่คีวามเขม้ขน้แตกตา่งกนั พบวา่เมือ่เพิม่ความ 
เข้มข้นของกรดซัลฟิวริกในสารละลายสูงขึ้นจาก 2.5 - 5.0% 
(w/v) มีผลให้ค่าดูดกลืนแสงของอินดิโกคาร์มีนสูงขึ้น แต่เมื่อ
เพิ่มความเข้มข้นของกรดซัลฟิวริกตั้งแต่ 5.0 % (w/w) ให้ค่า 
ดูดกลืนแสงมีแนวโน้มคงที่ (Figure 2) ดังนั้น ความเข้มข้น
ของสารละลายกรดซัลฟิวริกที่เหมาะสมสำ�หรับใช้เตรียม
สารละลายมาตรฐานอินดิโกบลู และสารละลายตัวอย่าง 
เนื้อครามควรมีความเข้มข้นอย่างน้อย 5.0 % (w/v) ซึ่ง
สอดคล้องกับ VWR international (2020) ที่แนะนำ�ให้
เตรียมสารละลายมาตรฐานอินดิโกคาร์มีนด้วยสารละลายก
รดซัลฟิวริก เพื่อรักษาสภาพความเป็นกรดของสารละลาย  
เนื่องจากอินดิ-โกคาร์มีนจะมีความเสถียรและมีสีน้ำ�เงิน 
อมฟ้าในสภาวะกรด นอกจากนี้ หากค่า pH ของสารละลาย 
เปลี่ยนแปลงก็จะมีผลให้สีของอินดิโกคาร์มีนเปลี่ยนแปลงได้ 
(Railson et al., 2020) 
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2. การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของการเตรียมตัวอย่าง
เนื้อคราม
 การ เตรี ยมตั วอ ย่าง เนื้ อครามด้ วยปฏิกิ ริ ยา
ซัลโฟเนชันด้วยกรดซัลฟิวริกเข้มข้น 98% (w/v) เพื่อ
เปลี่ยนอินดิโกบลูในเนื้อครามให้เป็นอินดิโกคาร์มีนให้
สมบูรณ์ จากการศึกษาผลของอัตราส่วนเนื้อครามต่อ
ปริมาตรกรดซัลฟิวริก พบว่า เม่ือเพ่ิมปริมาตรของกรด
ซัลฟิวริกเพิ่มขึ้นมีผลให้ปริมาณอินดิโกบลูที่วิเคราะห์ได้ใน
ตัวอย่างเนื้อครามเพ่ิมขึ้น เน่ืองจากปริมาตรกรดซัลฟิวริกที่
มากพอจะมีผลให้การเกิดปฏิกิริยาซัลโฟเนชันของอินดิโกบลู
ในเนื้อครามให้เกิดเป็นอินดิโกคาร์มีนได้ดียิ่งขึ้น ดังแสดงใน 
Figure 3 แต่เมื่ออัตราส่วนของเนื้อครามต่อกรดซัลฟิวริกเพิ่ม
ขึ้นตั้งแต่ 1:10 ถึง 1:20 (g:mL) พบว่าให้ปริมาณอินดิโกบลูที่
วิเคราะห์ได้ในเนื้อครามไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำาคัญทาง
สถิติ (p > 0.01) 

 นอกจากเนือ้ครามจะมอีนิดโิกบลเูปน็สารสำาคญัแลว้ 
ยงัมแีคลเซยีมคารบ์อเนต (CaCO

3
) และสารอืน่ๆ รวมอยูด่ว้ย 

โดยในขัน้ตอนการเตรยีมเนือ้ครามจะใชป้นูขาวไปละลายในน้ำา
คราม ทำาให้แคลเซียมออกไซด์ (CaO) ในปูนขาวละลายน้ำาได้
แคลเซียมไฮดรอกไซด ์(Ca(OH)

2
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Figure 2 Effect of H2SO4 concentrations on the deter-
mination of indigo blue by UV-Vis spectrophotometric 
method 
 

 2. การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมของการ
เตรียมตวัอย่างเน้ือคราม 
 การเตรียมตัวอย่างเนื้อครามด้วยปฏิกิริยา
ซัลโฟเนชันด้วยกรดซัลฟุริกเข้มข้น 98 %(w/v) เพื่อ
เปลี่ยนอินดิโกบลูในเนื้อครามให้เป็นอินดิโกคาร์มีนให้
สมบูรณ์ จากการศึกษาผลของอัตราส่วนเนื้อครามต่อ
ปริมาตร กรดซลัฟุริก พบว่า เมื่อเพิ่มปริมาตรของกรด 
ซลัฟุรกิเพิม่ขึน้มผีลใหป้รมิาณอนิดโิกบลูทีว่เิคราะหไ์ดใ้น
ตวัอย่างเน้ือครามเพิม่ขึน้ เนื่องจากปรมิาตรกรดซลัฟุรกิที่
มากพอจะมผีลใหก้ารเกิดปฏกิิรยิาซลัโฟเนชนัของอนิดิ
โกบลูในเนื้อครามใหเ้กดิเป็นอนิดโิกคาร์มนีไดด้ยีิง่ขึน้ ดงั
แสดงใน Figure 3 แต่เมื่ออัตราส่วนของเนื้อครามต่อ
กรดซลัฟุรกิเพิม่ขึน้ตัง้แต่ 1:10 ถงึ 1:20 (g:mL) พบว่าให้
ปรมิาณอนิดโิกบลูที่วเิคราะห์ได้ในเนื้อครามไม่แตกต่าง
กนัอย่างมนียัส าคญัทางสถติ ิ(p > 0.01)  
 นอกจาก เนื้ อ ค ร ามจ ะมีอินดิ โกบลู เ ป็น
สารส าคญัแล้ว ยงัมีแคลเซยีมคารบ์อเนต (CaCO3) และ
สารอื่น ๆ รวมอยู่ดว้ย โดยในขัน้ตอนการเตรยีมเน้ือคราม
จะใช้ปูนขาวไปละลายในน ้ าคราม ท าให้แคลเซียม
ออกไซด์ (CaO) ในปูนขาวละลายน ้าได้แคลเซียมไฮ-     
ดรอกไซด ์(Ca(OH)2)  เมื่อท าการเตมิอากาศใหน้ ้าคราม
ในถงัแช่ใบครามดว้ยวธิกีารกระทุง้ดว้ยไมไ้ผ่สาน เพื่อให้
อินดิโกไวต์ในน ้ า แช่ ใบครามสัมผัสกับอากาศแล้ว
เกดิปฏกิริยิากบัออกซเิจนกลายเป็นอนิดโิกบลู (อนุรตัน์ 
สายทอง, 2543) นอกจากนี้  คาร์บอนไดออกไซด์ใน
อากาศจะท าปฏกิริยิากบัแคลเซยีมไฮดรอกไซดใ์นน ้าแช่
ใบคราม เกดิเป็นแคลเซยีมคารบ์อเนต ตกตะกอนร่วมกบั

อินดิโกบลูได้เป็นเนื้อคราม (Zhang et al., 2013; Shan 
et al., 2019) ดังนัน้ ในขัน้ตอนการเตรียมสารละลาย
ตวัอย่างเน้ือครามดว้ยปฏกิริยิาซลัโฟเนชนั เมื่อแคลเซยีม
คารบ์อเนตในเนื้อครามท าปฏกิริยิากบักรดซลัฟุรกิจะเกดิ
ฟองแก๊สคารบ์อนไดออกไซดข์ึน้ พรอ้มทัง้คายความรอ้น
ออกมาด้วย จึงต้องใช้ปริมาตรกรดซลัฟุริก 98 %(w/w) 
ในปรมิาตรมากเกนิพอเพื่อใหเ้กดิปฏกิริยิากบัอนิดโิกบลู
ได้เป็นอินดิโกคาร์มีนโดยสมบูรณ์ และสามารถท า
ปฏกิริยิากบัแคลเซยีมคาร์บอเนต และสารอื่น ๆ ในเนื้อ
ครามดว้ย ทัง้นี้การเตรยีมตวัอย่างเนื้อคราม 0.10 g ควร
ใชก้รดซลัฟุรกิเขม้ขน้ 98 %(w/v) ไม่น้อยกว่า 10 mL ซึง่
ขึน้อยู่กบัลกัษณะของตวัอย่างเนื้อคราม ซึ่งอตัราส่วนที่
เหมาะสมของเนื้อครามต่อปริมาตรกรดซัลฟุริก 98 %
(w/w) ทีเ่หมาะสม คอื 1:12 (g:mL) 
 จากการศึกษาเปรียบเทียบสเปกตรัมของ
สารละลายมาตรฐานและสารละลายตัวอย่าง พบว่า
สารละลายทัง้สองชนิดให้สเปกตรมัคล้ายกนั และให้ค่า
ดูดกลืนแสงสูงสุด เท่ากับ 610 nm เช่นเดียวกัน จึง
สามารถยืนยนัได้ว่า กรดซลัฟุริกสามารถเกิดปฏิกิริยา
ซัลโฟเนชันกับเนื้อครามได้ และสารที่ตรวจวัดได้ด้วย
เทคนิคยูว-ีวสิเิบลิสเปกโทรโฟโตเมตร ีคอื อนิดโิกคารม์นี
เช่นเดยีวกบัสารละลายมาตรฐานอนิดโิกคาร์มนีที่ความ
เขม้ขน้ 5 mg L-1 (Figure 4) (Abdelhadi et al., 2010) 
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Figure 4 Spectrum of indigo carmine in standard 
solution and sample solution 
 
 จากการศึกษาผลของระยะเวลาในการ
เกดิปฏกิริยิาระหว่างเน้ือครามกบักรดซลัฟุรกิ พบว่าเมื่อ
เพิม่ระยะเวลาการเกดิปฏกิริยิาจาก 10 – 30 นาท ีมผีลให้
ปรมิาณอนิดโิกบลูทีต่รวจพบในเน้ือครามมปีรมิาณสงูขึน้ 
แต่เมื่อเพิ่มระยะเวลาจาก 30 – 90 นาที ปริมาณอินดิ
โกบลูที่ตรวจพบในเนื้อครามไม่แตกต่างกันอย่างมี
นยัส าคญัทางสถติ ิ(p > 0.01) (Figure 5) ดงันัน้ ระยะเวลา
ของการเกดิปฏกิริยิาจงึมผีลต่อการเปลี่ยนอนิดโิกบลูให้
เป็นอินดิโกคาร์มีนอย่างสมบูรณ์ (Lívia et al., 2014) 
อย่างไรก็ตาม การใช้ระยะเวลาในการเกิดปฏิกิริยา 30 
นาที ขึ้นไปจะท าให้สารละลายตัวอย่างที่เตรียมได้มี
ลักษณะใสไม่มีตะกอน เนื่ องจากกรดซัลฟูริกจะท า
ปฏกิริยิาย่อยสลายแคลเซยีมคารบ์อเนตและสารอื่น ๆ ใน
เนื้อครามจนหมด ดงันัน้ระยะเวลาที่เหมาะสมของการ
เตรยีมตวัอย่างเน้ือครามดว้ยกรดซลัฟุรกิ คอื 30 นาท ี
 3. ความใช้ได้ของวิธีการวิเคราะห์อินดิ
โกบลูท่ีพฒันาขึน้ 
 เมื่อทราบสภาวะทีเ่หมาะสมของการวเิคราะห์
อินดิโกบลูด้วยเทคนิคยูวี-วสิเิบิลสเปกโทรโฟโตเมตรทีี่
พฒันาขึน้แลว้ จากนัน้ท าการหาความใชไ้ดข้องวธิกีาร 
ตรวจวเิคราะห ์ซึง่แสดงผลใน Table 1 พบว่าวธินีี้ใหช้่วง
ความเป็นเสน้ตรงของการวเิคราะห์ที่ 0.25 – 17.50 mg 
L-1 และใหส้เปกตรมัและค่าดูดกลนืแสงสงูสุดเท่ากบั 610 
nm (Figure 6) และเมื่อน าช่วงความเป็นเสน้ตรงดงักล่าว
มาสรา้งกราฟมาตรฐานอนิดโิกบลู ใหส้มการเสน้ตรง คอื 
y = 0.054x + 0.0131 และค่าสมัประสทิธิก์ารถดถอย (R2) 

คื อ  0. 9991 (p > 0.01) นอกจ ากนี้ วิ ธี ก า รนี้ ใ ห้ ค่ า
สมัประสทิธิก์ารดูดกลนืแสง (molar absorptivity) เท่ากบั 
26100 L mol-1 cm-1 ดงันัน้ วธิกีารวเิคราะห์อนิดโิกบลูที่
พฒันาขึน้จงึใหส้มการเสน้ตรงทีม่คีวามน่าเชื่อถอืส าหรบั
ค านวณหาปรมิาณอนิดโิกบลูในตวัอย่างเน้ือครามไดอ้ยา่ง
มปีระสทิธภิาพ 
 ส าหรบัผลการศกึษาความไวของการวเิคราะห ์
(sensitivity) วธิกีารวเิคราะหอ์นิดโิกบลูดว้ยเทคนิคสเปก
โทรโฟโตเมตรทีีพ่ฒันาขึน้ใหค้่าขดีจ ากดัของการตรวจวดั 
ขีดจ ากัดการวิเคราะห์เชิงปริมาณ เท่ากับ 0.051 และ 
0.27 mg L-1 ตามล าดบั วธิกีารนี้ใหค้วามแม่นย าของการ
วิเคราะห์ซ ้าภายในวนัเดียว และความแม่นย าของการ
ท าซ ้ าระหว่างวัน เท่ากับ 0.29 และ 0.51 (%RSD) 
ตามล าดบั นอกจากน้ี วิธีการเตรียมตัวอย่างเน้ือคราม
ดว้ยปฏกิริยิาซลัโฟเนชนัทีพ่ฒันาขึน้ ใหค้วามแม่นย าของ
การวเิคราะหซ์ ้าภายในวนัเดยีว และความแม่นย าของการ
ท าซ ้าระหว่างวนัเท่ากบั 1.83 และ 1.01 (%RSD) ตาม 
ล าดบั ดงันัน้ วธิกีารวเิคราะหอ์นิดโิกบลูดว้ยเทคนิคสเปก
โทรโฟโตเมตรีและวิธกีารเตรียมตัวอย่างเน้ือครามด้วย
ปฏกิริยิาซลัโฟเนชนัทีพ่ฒันาขึน้เป็นวธิทีีใ่หค้วามแม่นย า
ของการวเิคราะหส์งู  
 ผลการวเิคราะหค์วามถูกตอ้งในรปูแบบค่ารอ้ย
ละได้กลบัคนืของวธิกีารวเิคราะห์อนิดโิกบลูด้วยเทคนิค  
ยวู-ีวสิเิบลิสเปกโทรโฟโตเมตร ีและวธิกีารเตรยีมตวัอย่าง
เน้ือครามดว้ยปฏกิริยิาซลัโฟเนชนัใหค้่ารอ้ยละไดก้ลบัคนื 
เท่ากับ 95.86 ± 1.02 และ 101.48 ± 5.55 ตามล าดับ 
ดงันัน้ สารอนิดโิกบลใูนเนื้อครามสามารถเกดิปฏกิริยิากบั 
กรดซลัฟุรกิกลายเป็นอินดโิกคาร์มนีได้สมบูรณ์ และไม่
เกิดการสลายตัวในระหว่างขัน้ตอนการเตรียมตัวอย่าง
เน้ือครามและการวเิคราะหด์ว้ยเครื่องยวู-ีวสิเิบลิสเปกโทร
โฟโตมเิตอร ์ดงันัน้วธิกีารวเิคราะหอ์นิดโิกบลูทีพ่ฒันาขึน้
จึงสามารถวิเคราะห์อินดิโกบลูในเนื้อครามได้อย่าง
ถูกตอ้งแม่นย า 
 4. ผลการวิเคราะหอิ์นดิโกบลูในเน้ือคราม
จากแหล่งผลิตจงัหวดัสกลนคร 

 จากการวิเคราะห์หาปริมาณอินดิโกบลูใน
ตวัอย่างเนื้อครามที่เกบ็จากชุมชน จ านวน 34 ตวัอย่าง 
ด้วยด้วยวิธีที่พัฒนาขึ้น พบว่าปริมาณอินดิโกบลู ใน
ตวัอย่างเน้ือครามอยู่ในช่วง 0.09 - 2.23 %(w/w) (Figure 

Figure 2 Effect of H
2
SO

4
 concentrations on the 

deter-mination of indigo blue by UV-Vis 
spectrophotometric method

Figure 3 The effect of the amount of indigo paste by Conc. 
H

2
SO

4
 ratio for indigo paste sample preparation with 

sulfonation reaction. Different letters mean statistically 
signifi cant differences at p < 0.01.

Figure 4 Spectrum of indigo carmine in standard 
solution and sample solution
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	 จากการศึกษาผลของระยะเวลาในการเกิดปฏิกิริยา
ระหว่างเนื้อครามกับกรดซัลฟิวริก พบว่าเมื่อเพิ่มระยะเวลา
การเกิดปฏิกิริยาจาก 10 - 30 นาที มีผลให้ปริมาณอินดิโกบลู
ที่ตรวจพบในเนื้อครามมีปริมาณสูงขึ้น แต่เม่ือเพ่ิมระยะเวลา
จาก 30 - 90 นาที ปริมาณอินดิโกบลูที่ตรวจพบในเนื้อคราม 
ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ  (p > 0.01)  
(Figure 5) ดังนั้น ระยะเวลาของการเกิดปฏิกิริยาจึงมีผล
ต่อการเปลี่ยนอินดิโกบลูให้เป็นอินดิโกคาร์มีนอย่างสมบูรณ์ 
(Lívia et al., 2014) อยา่งไรกต็าม การใชร้ะยะเวลาในการเกดิ
ปฏกิริยิา 30 นาท ีขึน้ไปจะทำ�ใหส้ารละลายตวัอยา่งทีเ่ตรยีมได้
มีลักษณะใสไม่มีตะกอน เนื่องจากกรดซัลฟูริกจะทำ�ปฏิกิริยา
ย่อยสลายแคลเซียมคาร์บอเนตและสารอื่นๆ ในเน้ือคราม
จนหมด ดังนั้นระยะเวลาที่เหมาะสมของการเตรียมตัวอย่าง 
เนื้อครามด้วยกรดซัลฟิวริก คือ 30 นาที

3. ความใช้ได้ของวิธีการวิเคราะห์อินดิโกบลูที่พัฒนาขึ้น
	 เมื่อทราบสภาวะที่ เหมาะสมของการวิเคราะห์ 
อินดิโกบลูด้วยวิธียูวี-วิสิเบิลสเปกโทรโฟโตเมตรีท่ีพัฒนาขึ้น
แล้ว จากนั้นทำ�การหาความใช้ได้ของวิธีการตรวจวิเคราะห์  
ซึ่งแสดงผลใน Table 1 พบว่าวิธีน้ีให้ช่วงความเป็นเส้นตรง
ของการวเิคราะหท์ี ่0.25 - 17.50 mg L-1 และใหส้เปกตรมัและ 
ค่าดูดกลืนแสงสูงสุดเท่ากับ 610 nm (Figure 6) และเมื่อนำ�
ช่วงความเป็นเส้นตรงดังกล่าวมาสร้างกราฟมาตรฐานอินดิ
โกบลู ให้สมการเส้นตรง คือ y = 0.054x + 0.0131 และค่า
สมัประสทิธิก์ารถดถอย (R2) คอื 0.9991 (p > 0.01) นอกจากนี ้
วธิกีารน้ีใหค้า่สมัประสทิธิก์ารดดูกลนืแสง (molar absorptivity)  
เท่ากับ 26100 L mol-1 cm-1 ดังนั้น วิธีการวิเคราะห์อินดิโกบล ู
ที่พัฒนาขึ้นจึงให้สมการเส้นตรงที่มีความน่าเชื่อถือสำ�หรับ
คำ�นวณหาปริมาณอินดิโกบลูในตัวอย่างเน้ือครามได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ

	 สำ�หรับผลการศึกษาความไวของการวิเคราะห์ 
(sensitivity) วิธีการวิเคราะห์อินดิโกบลูด้วยวิธีสเปกโทรโฟโต 
เมตรีที่พัฒนาขึ้นให้ค่าขีดจำ�กัดของการตรวจวัด ขีดจำ�กัด
การวิเคราะห์เชิงปริมาณ เท่ากับ 0.051 และ 0.27 mg L-1  
ตามลำ�ดับ วิธีการนี้ให้ความแม่นยำ�ของการวิเคราะห์ซ้ำ�
ภายในวันเดียว และความแม่นยำ�ของการทำ�ซ้ำ�ระหว่างวัน 
เท่ากับ 0.29 และ 0.51 (%RSD) ตามลำ�ดับ นอกจากนี้ วิธี
การเตรยีมตวัอยา่งเนือ้ครามดว้ยปฏกิริยิาซลัโฟเนชนัทีพ่ฒันา
ขึ้น ให้ความแม่นยำ�ของการวิเคราะห์ซ้ำ�ภายในวันเดียว และ
ความแม่นยำ�ของการทำ�ซ้ำ�ระหว่างวันเท่ากับ 1.83 และ 
1.01 (%RSD) ตาม ลำ�ดับ ดังนั้น วิธีการวิเคราะห์อินดิโกบล ู
ดว้ยวธิสีเปกโทรโฟโตเมตรแีละวธิกีารเตรยีมตวัอยา่งเนือ้คราม 
ดว้ยปฏกิริยิาซลัโฟเนชนัทีพ่ฒันาขึน้เปน็วธิทีีใ่หค้วามแมน่ยำ�
ของการวิเคราะห์สูง

	 ผลการวิเคราะห์ความถูกต้องในรูปแบบค่าร้อยละ
ได้กลับคืนของวิธีการวิเคราะห์อินดิโกบลูด้วยวิธียูวี-วิสิเบิล
สเปกโทรโฟโตเมตรี และวิธีการเตรียมตัวอย่างเนื้อครามด้วย
ปฏิกิริยาซัลโฟเนชันให้ค่าร้อยละได้กลับคืน เท่ากับ 95.86 ± 
1.02 และ 101.48 ± 5.55 ตามลำ�ดับ ดังนั้น สารอินดิโกบลู
ในเนื้อครามสามารถเกิดปฏิกิริยากับ กรดซัลฟิวริกกลายเป็น 
อินดิโกคาร์มีนได้สมบูรณ์ และไม่เกิดการสลายตัวในระหว่าง
ขั้นตอนการเตรียมตัวอย่างเนื้อครามและการวิเคราะห์ด้วย
เครื่องยูวี-วิสิเบิลสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ ดังนั้นวิธีการวิเคราะห์
อินดิโกบลูที่พัฒนาขึ้นจึงสามารถวิเคราะห์อินดิโกบลูใน 
เนื้อครามได้อย่างถูกต้องแม่นยำ�

4. ผลการวเิคราะห์อนิดโิกบลใูนเนือ้ครามจากแหลง่ผลติ
จังหวัดสกลนคร
	 จากการวิเคราะห์หาปริมาณอินดิโกบลูในตัวอย่าง
เนื้อครามที่เก็บจากชุมชน จำ�นวน 34 ตัวอย่าง ด้วยด้วยวิธี
ท่ีพัฒนาขึ้น พบว่าปริมาณอินดิโกบลูในตัวอย่างเนื้อคราม 
อยู่ในช่วง 0.09 - 2.23 % (w/w) (Figure 7) ทั้งนี้ ปริมาณ 
อินดิโกบลูที่ตรวจพบในเนื้อครามแต่ละแหล่งผลิตนั้น มี 
ปรมิาณอนิดโิกบลใูนตวัอยา่งเนือ้ครามทีแ่ตกตา่งกนั อาจเปน็
ผลมาจากตวัวตัถดุบิคอืตน้คราม และมปีจัจยัทีเ่กีย่วขอ้ง ไดแ้ก ่ 
ดนิทีป่ลกู ปรมิาณน้ำ� ชนดิและปรมิาณของปุย๋ อายเุกบ็เกีย่วของ
ตน้คราม ชว่งเวลาของวนัในการเกบ็เกีย่ว (องัคณา เทยีนกล่ำ�,  
2555; นัฐวุธ บุตรดี และ สุรกิจ พันธ์รัก, 2562) ซึ่งศักยภาพ
ในการทำ�งานของเอนไซม์ในใบครามอาจลดลงเม่ือใบคราม
เหี่ยวจากการเก็บเกี่ยวต้นครามในปริมาณมาก นอกจากนี้ 
ยังเก่ียวข้องกับกระบวนการเตรียมเนื้อครามของแต่ละชุมชน
ด้วย (อนุรัตน์ สายทอง, 2543; Purnama et al., 2017) 

	 จากผลการวิเคราะห์อินดิโกบลูในตัวอย่างเนื้อคราม
ในจังหวัดสกลนครจำ�นวน 34 ตัวอย่าง สามารถจำ�แนกตาม
ระดับของอินดิโกบลูได้เป็น 3 กลุ่ม คือ 1) กลุ่มที่มีระดับ 
อนิดโิกบลมูาก (ปรมิาณอนิดโิกบลใูนเนือ้คราม 2.00 % (w/w) 
คิดเป็นร้อยละ 14.70 ของกลุ่มตัวอย่างทั้งหมด 2) กลุ่มที่มี 
ระดับอินดิโกบลูปานกลาง (ปริมาณอินดิโกบลูในเนื้อคราม 
1.00 - 1.99% (w/w) ) คิดเป็นร้อยละ 41.18 ของกลุ่มตัวอย่าง
ทั้งหมด และ 3) กลุ่มที่มีระดับอินดิโกบลูน้อย (ปริมาณ 
อินดิโกบลูในเนื้อคราม < 1.00 % (w/w) ) คิดเป็นร้อยละ 
44.12 ของกลุ่มตัวอย่างทั้งหมด ดังแสดงใน Table 2 ซึ่ง
ตัวอย่างเนื้อครามที่วิเคราะห์นี้ส่วนใหญ่มีระดับอินดิโกลบลู
น้อยกว่า 2% (w/w) โดยพบว่าตัวอย่างเนื้อครามท่ีมีระดับ 
อินดิโกบลู มากกว่า 2% (w/w) เป็นกลุ่มผู้ผลิตที่มีแม่ครูคราม
เป็นที่ปรึกษาซึ่งสามารถถ่ายทอดความเชี่ยวชาญให้กับ
คนรุ่นใหม่ และกลุ่มที่มีปริมาณอินดิโกบลูน้อยเป็นกลุ่มที่มี
ประสบการณ์ในการผลิตเนื้อครามน้อยกว่า 5 ปี 
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 ผลการวิเคราะห์นี้สามารถใช้เป็นข้อมูลในการ
ปรบัปรงุกระบวนการผลติเนือ้คราม รวมทัง้การใชเ้ปน็แนวทาง
ในกำาหนดเกณฑ์มาตรฐานของผลิตภัณฑ์เน้ือครามที่ผลิตใน
จังหวัดสกลนคร ซึ่งปัจจุบันการซื้อขายเนื้อครามน้ันกำาหนด
ในหน่วยของน้ำาหนักต่อราคา (งานส่งเสริมอุตสาหกรรม
ครัวเรือน ศูนย์ศึกษาการพัฒนาภูพานอันเนื่องมาจาก
พระราชดำาริ จังหวัดสกลนคร, 2555) โดยราคาของเนื้อคราม
จะอยู่ที่ประมาณกิโลกรัมละ 100 - 150 บาท ซึ่งยังไม่มีการ
ใช้ค่าปริมาณอินดิโกบลูในเน้ือครามเป็นตัวกำาหนดคุณภาพ
และราคาของเนื้อครามด้วย เน่ืองจากอินดิโกในเนื้อคราม
เป็นสารสำาคัญท่ีทำาให้ใช้ในการย้อมผ้า หากเนื้อครามมี
ปรมิาณอนิดโิกบลสูงูกจ็ะสง่ผลตอ่คณุภาพการยอ้ม และตน้ทนุ
ของการผลิตผ้าครามด้วยเช่นกัน ดังนั้น จึงควรมีการกำาหนด
มาตรฐานคุณภาพและราคาของเน้ือครามร่วมกันของผู้ผลิต
ผ้าคราม โดยมีการใช้ผลการวิเคราะห์อินดิโกในเนื้อคราม
เป็นเกณฑ์พิจารณาด้วย

 

 
 

7) ทัง้นี้ ปรมิาณอนิดโิกบลูที่ตรวจพบในเนื้อครามแต่ละ
แหล่งผลตินัน้ มปีรมิาณอนิดโิกบลูในตวัอย่างเน้ือครามที่
แตกต่างกัน อาจเป็นผลมาจากตัววัตถุดิบคือต้นคราม 
และมปัีจจยัทีเ่กีย่วขอ้ง ไดแ้ก่ ดนิทีป่ลูก ปรมิาณน ้า ชนิด
และปรมิาณของปุ๋ ย อายุเกบ็เกีย่วของต้นคราม ช่วงเวลา
ของวนัในการเกบ็เกีย่ว (องัคณา เทยีนกล ่า, 2555; นัฐวุธ 
บุตรดี และ สุรกิจ พันธ์รัก, 2562) ซึ่งศักยภาพในการ
ท างานของเอนไซมใ์นใบครามอาจลดลงเมื่อใบครามเหีย่ว
จากการเกบ็เกี่ยวต้นครามในปรมิาณมาก นอกจากนี้ยงั
เกีย่วขอ้งกบักระบวนการเตรยีมเน้ือครามของแต่ละชุมชน
ดว้ย (อนุรตัน์ สายทอง, 2543; Purnama et al., 2017)  
 จากผลการวเิคราะหอ์นิดโิกบลูในตวัอย่างเน้ือ
ครามในจังหวัดสกลนครจ านวน 34 ตัวอย่าง สามารถ
จ าแนกตามระดับของอินดิโกบลูได้เป็น 3 กลุ่ม คือ 1) 
กลุ่มที่มีระดบัอินดิโกบลูมาก (ปริมาณอินดิโกบลูในเนื้อ
คราม 2.00 %(w/w) คิดเป็นร้อยละ 14.70 ของกลุ่ม
ตัวอย่างทัง้หมด 2) กลุ่มที่มีระดบัอินดิโกบลูปานกลาง 
(ปรมิาณอนิดโิกบลใูนเนื้อคราม 1.00 - 1.99 %(w/w)) คดิ
เป็นรอ้ยละ 41.18 ของกลุ่มตวัอย่างทัง้หมด และ 3) กลุ่ม
ทีม่รีะดบัอนิดโิกบลูน้อย (ปรมิาณอนิดโิกบลูในเน้ือคราม 
< 1.00 %(w/w)) คดิเป็นรอ้ยละ 44.12 ของกลุ่มตวัอย่าง
ทัง้หมด ดังแสดงใน Table 2 ซึ่งตัวอย่างเนื้อครามที่
วิเคราะห์นี้ส่วนใหญ่มีระดับอินดิโกลบลูน้อยกว่า 2 %
(w/w) โดยพบว่าตัวอย่างเนื้อครามที่มีระดบัอินดิโกบลู  
มากกว่า 2 %(w/w) เป็นกลุ่มผู้ผลติทีม่แีม่ครูครามเป็นที่
ปรกึษาซึ่งสามารถถ่ายทอดความเชี่ยวชาญใหก้บัคนรุ่น
ใหม่ และกลุ่มที่มีปริมาณอินดิโกบลูน้อยเป็นกลุ่มที่มี
ประสบการณ์ในการผลติเนื้อครามน้อยกว่า 5 ปี  
 ผลการวเิคราะหน์ี้สามารถใชเ้ป็นขอ้มูลในการ
ปรบัปรุงกระบวนการผลิตเนื้อคราม รวมทัง้การใช้เป็น
แนวทางในก าหนดเกณฑ์มาตรฐานของผลิตภัณฑ์เนื้อ
ครามทีผ่ลติในจงัหวดัสกลนคร ซึง่ปัจจุบนัการซือ้ขายเนื้อ
ครามนัน้ก าหนดในหน่วยของน ้ าหนักต่อราคา (งาน
ส่งเสริมอุตสาหกรรมครัวเรือน ศูนย์ศึกษาการพัฒนา      
ภูพานอันเนื่องมาจากพระราชด าริ จังหวัดสกลนคร, 
2555) โดยราคาของเนื้อครามจะอยู่ทีป่ระมาณกโิลกรมัละ 
100 – 150 บาท ซึง่ยงัไม่มกีารใชค้่าปรมิาณอนิดโิกบลูใน
เนื้อครามเป็นตวัก าหนดคุณภาพและราคาของเนื้อคราม
ด้วย เนื่องจากอนิดโิกในเนื้อครามเป็นสารส าคญัทีท่ าให้

ใช้ในการย้อมผ้า หากเนื้อครามมปีรมิาณอนิดโิกบลูสงูก็
จะส่งผลต่อคุณภาพการย้อม และต้นทุนของการผลติผา้
ครามด้วยเช่นกนั ดงันัน้ จึงควรมกีารก าหนดมาตรฐาน
คุณภาพและราคาของเน้ือครามร่วมกนัของผูผ้ลติผา้คราม 
โดยมีการใช้ผลการวิเคราะห์อินดิโกในเนื้อครามเป็น
เกณฑพ์จิารณาดว้ย 
 

 
Figure 5 The effect reaction time on indigo paste 
sample preparation with sulfonate reaction.  Different 
letters mean statistically significant differences at p < 
0.01. 
  

  
Figure 6 UV-Visible spectrum of indigo blue standard 
solution and calibration curve of the indigo blue 
standard solution. 
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Table 2 Validation of indigo blue determination by UV-Vis spectrophotometric method 
Method characteristics Value 
1. linear range (mg L-1) 0.25 – 17.50 
2. Linear equation  

- Slope 
- Intercept  

y = 0.054x + 0.013 
0.054 ± 0.0050 
0.013 ± 0.0011 

3. Regression coefficient (R2, p > 0.01) 0.9991 
4. Molar absorptivity (L mol-1 cm-1) 26100 
5. Sensitivity  
- Limit of detection (mg L-1) 0.051 
- Limit of quantitation (mg L-1) 0.27 
6. Precision (%RSD)  

6.1 Indigo blue determination with UV-Vis spectrophotometric 
method  

   - Intra-day 0.29 
   - Inter-day 0.51 
6.2 Indigo paste preparation with sulfonation   
   - Intra-day 1.83 
   - Inter-day 1.01 

7. Recovery (%)  
-  Indigo blue determination with the UV- Vis 
spectrophotometric method  95.86 ± 1.02 

- Indigo paste preparation with the sulfonation method 101.48 ± 5.55 

 
Figure 7 Indigo blue content in indigo paste collected from Sakon Nakhon Province Figure 7 Indigo blue content in indigo paste collected from Sakon Nakhon Province
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สรุปผลการวิจัย
	 วิธีการวิเคราะห์หาปริมาณอินดิโกบลูในเน้ือคราม
ด้วยวิธียูวี-วิสิเบิลสเปกโทรโฟโตเมตรีที่พัฒนาขึ้น เป็นวิธีที่
มีการเปลี่ยนอินดิโกบลูให้อยู่ในรูปของอินดิโกคาร์มีนด้วย 
ปฏิกิริยาซัลโฟเนชันกับกรดซัลฟิวริก สามารถใช้ตรวจ
วิเคราะห์ปริมาณอินดิโกบลูในเนื้อครามได้อย่างถูกต้องและ
แม่นยำ� และเป็นวิธีที่สามารถประยุกต์ใช้วิเคราะห์หาปริมาณ
อินดิโกบลูในตัวอย่างเนื้อครามได้อย่างมีประสิทธิภาพ จาก
การวเิคราะหต์วัอยา่งเนือ้ครามจำ�นวน 34 ตวัอยา่ง ทีเ่กบ็จาก
ชุมชนในจงัหวดัสกลนคร พบปรมิาณอนิดโิกบลใูนเนือ้ครามอยู่

ในช่วง 0.09 - 2.23 % (w/w) โดยสามารถจำ�แนกระดับคณุภาพ
ของเนือ้ครามตามปรมิาณของอนิดโิกบลใูนเนือ้ครามได ้3 กลุม่ 
คือ 1) กลุ่มท่ีมีระดับอินดิโกบลูมาก (ปริมาณอินดิโกบลูใน 
เนื้อคราม ≥ 2.00 % (w/w) 2) กลุ่มที่มีระดับอินดิโกบลูปาน
กลาง (ปริมาณอินดิโกบลูในเนื้อคราม 1.00 - 1.99 % (w/w)) 
และ 3) กลุ่มที่มีระดับอินดิโกบลูน้อย (ปริมาณอินดิโกบลูใน
เนื้อคราม < 1.00 % (w/w) ซึ่งข้อมูลนี้สามารถใช้เป็นแนวทาง
ในการประเมินคุณภาพและราคาของเนื้อครามของชุมชนได้
อย่างเหมาะสมย่ิงขึ้น และผู้ผลิตสามารถพัฒนากรรมวิธีผลิต
เนื้อครามของชุมชนให้มีปริมาณอินดิโกสูงขึ้นด้วย 

Table 2	 Validation of indigo blue determination by UV-Vis spectrophotometric method

Method characteristics Value

1. linear range (mg L-1) 0.25 - 17.50

2. Linear equation 
- Slope
- Intercept 

y = 0.054x + 0.013
0.054 ± 0.0050
0.013 ± 0.0011

3. Regression coefficient (R2, p > 0.01) 0.9991

4. Molar absorptivity (L mol-1 cm-1) 26100

5. Sensitivity

- Limit of detection (mg L-1) 0.051

- Limit of quantitation (mg L-1) 0.27

6. Precision (%RSD) 

6.1 Indigo blue determination with UV-Vis spectrophotometric method

 - Intra-day 0.29

 - Inter-day 0.51

6.2 Indigo paste preparation with sulfonation 

 - Intra-day 1.83

 - Inter-day 1.01

7. Recovery (%) 

- Indigo blue determination with the UV-Vis spectrophotometric method  95.86 ± 1.02

- Indigo paste preparation with the sulfonation method 101.48 ± 5.55

Table 2	 Indigo blue content in indigo paste collected from Sakon Nakhon Province

Classification group
Range of IB content in IP 

samples (% (w/w) ) 
Number of samples (N) Percentage (%) 

High IB level content in IP ≥ 2.00 5 14.70

Middle IB level content in IP 1.0 - 1.99 14 41.18

Low IB level content in IP < 1.00 15 44.12

Total - 34 100.00
** IB = indigo blue, IP = Indigo paste
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กิตติกรรมประกาศ
	 ขอขอบคุณกลุ่มผู้ผลิตเน้ือครามและผลิตผ้าคราม 
ในจงัหวดัสกลนคร ทีส่นบัสนนุตวัอยา่งเนือ้ครามและใหข้อ้มลู
การผลิตเนื้อครามสำ�หรับทำ�วิจัยในครั้งนี้ 
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