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ABSTRACT 
  Calculus, since its inception by Newton and Leibniz, has served as a foundational tool for understanding change, 
motion, and accumulation. Over the centuries, its scope has expanded beyond the classical framework, giving rise to modern 
extensions that address new mathematical and scientific challenges. This article provides a comprehensive review of three 
significant branches: fractional calculus, multiplicative calculus, and difference calculus. Fractional calculus generalizes 
differentiation and integration to non-integer orders, offering powerful models for viscoelastic materials, anomalous diffusion, 
and memory effects in physical and biological systems. Multiplicative calculus, rooted in proportional change, reinterprets 
differentiation in terms of ratios, providing natural formulations for processes in finance, population dynamics, and biological 
growth. Difference calculus, along with its quantum variants, extends the principles of calculus to discrete settings, enabling 
applications in numerical methods, dynamical systems, and quantum models. By highlighting their theoretical foundations 
and practical applications, this paper illustrates how these non-Newtonian approaches enrich the classical view of calculus, 
bridging continuous and discrete analysis and offering versatile tools for modern science and engineering. 
 
KEYWORDS: Fractional calculus; Multiplicative calculus; Difference calculus 
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1. INTRODUCTION 
 Calculus, developed by Isaac Newton and 
Gottfried Wilhelm Leibniz in the seventeenth century, 
has profoundly shaped mathematics and science by 
providing systematic methods to describe motion, 
change, and accumulation. Newton’s approach, 
grounded in limits, derivatives, and integrals, defined 
fundamental physical concepts such as velocity, 
acceleration, and force. Leibniz, working 
independently, introduced a powerful notation and 
general framework for solving differential equations. 
Although many view the Newton–Leibniz era as the 
culmination of calculus, the field has continued to 
evolve over the past three centuries. These modern 
developments—often referred to as 'non-Newtonian 
calculus' or 'modern calculus' - extend differentiation 
and integration beyond the classical framework. This 
review focuses on three such extensions: fractional 
calculus, multiplicative calculus, and difference 
calculus, with emphasis on their definitions, 
theoretical foundations, and applications. 
 

2. FRACTIONAL CALCULUS 
 The idea of fractional calculus originated in 1695, 
when Guillaume de l’Hôpital encountered Leibniz’s 

notation for the nth derivative, nD . He wrote to 
Leibniz asking what would happen if 1/ 2n =  
Kilbas et al. (2006), Oldman & Spanier (1974), and 
Podlubny (1999). At that time, Leibniz could not give 
a precise answer, as the rigorous formulation 
required the Gamma function, which later appeared 
in the definitions of fractional derivatives and 
integrals: 

1

0

1
( ) ( ) ( )

( )

t

I f t t f d   


−= −
  .         (1) 

Although the development of fractional calculus 
was initially slow—mainly due to the difficulty of 
computing values of the Gamma function from 
cumbersome tables—modern computational 

software has made such evaluations 
straightforward. This has allowed fractional calculus 
to find widespread applications, particularly in 
materials science. In this field, solids are described 
by derivatives of order zero, fluids by order one, 
and viscoelastic materials by fractional orders 
between zero and one, providing a natural 

framework for describing non-Newtonian materials. 
The Riemann–Liouville fractional derivative of order   is 
defined as: 

1

0

1
( ) ( ) ( ) ,

( )

n t
RL n

n

d
D f t t f d

n dt

   

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1n n−   .                                                     (2)  
 

Later, Caputo proposed a modified definition, widely used 
in applied sciences due to its compatibility with classical 
initial conditions: 

1 ( )

0

1
( ) ( ) ( )

( )

t
Ca n nD f t t f d

n

   


− −= −
 −  .     (3) 

 

A classical application is the fractional Maxwell model in 
viscoelasticity, where fractional derivatives (0 1)   

are used to encode memory effects: 
1 1

( ) ( ) ( )D t D t t
E

   


= + .                     (4) 

An equivalent form is: 

( ) ( ) ( )t D t D t
E



 
   

 
+ = 
 

.                 (5) 

 

Here, E  denotes the elastic modulus,   the viscosity, 
( )t  the stress, and ( )t  the strain. The parameter   

interpolates material behavior between perfectly elastic 
solids ( 0) →  and Newtonian fluids ( 1) = . 
Applications of fractional calculus span physics, rheology, 
materials science, and biology. Fractional models describe 
viscoelastic behavior, anomalous diffusion, and memory 
effects in complex systems. 
 

3. MULTIPLICATIVE CALCULUS 
 Multiplicative calculus offers a framework for 
proportional rather than additive change. It is 
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naturally motivated by compound interest. 
Suppose depositing $a  yields $b  after one year. 
The growth factor is /b a . With monthly 
compounding, the monthly growth becomes 

1

12( / )b a . As compounding frequency increases, 
the limiting process gives rise to the multiplicative 
derivative Grossman & Katz (1972). 
The multiplicative derivative of a positive function 
f  at point x  is defined as: 

 

1

*
0

( )
( ) lim

( )

h

h

f x h
D f x

f x→

 +
=  

 
.                        (6) 

 

Compared with the Newtonian derivative 
 

( )
0

( ) lim ( ) ( ) / ,
h

f x f x h f x h
→

 = + −                     (7) 
 

the difference is replaced by a ratio, and the 
division by h  is replaced by raising to the 
reciprocal power 1/ h . This formulation directly 
links multiplicative calculus to continuous 
compounding. 

The exponential growth law ( ) (0) rtf t f e=  
emerges seamlessly from multiplicative calculus, 
where r  represents the relative growth rate. This 
shows how multiplicative differentiation provides a 
natural setting for proportional processes such as 
finance, population dynamics, and biological 
growth. 
 Beyond finance, multiplicative calculus has 
been applied to signal processing, where relative 
changes are more meaningful than absolute ones, 
and to models of economic and population growth, 
offering insights into systems governed by 
proportional change. 
 

4. DIFFERENCE CALCULUS 
 Difference calculus addresses the discrete 
analog of classical calculus, where functions are 
defined on discrete sets rather than continuous 
intervals Jordan (1956). The forward difference 

operator is defined as ( ) ( 1) ( )f x f x f x = + − , 
while the backward difference operator is 

( ) ( ) ( 1)f x f x f x = − − . These operators 
provide the basis for numerical methods and 
discrete modeling. 
 A well-known tool in this context is the Newton–
Gregory forward interpolation formula, used to 
approximate functions from equally spaced data 
points: 

0
0 0

20 1
02

( )
( ) ( ) ( )

( )( )
( )

2!

x x
f x f x f x

h

x x x x
f x

h

−
 + 

− −
+  +

,         (8) 

 

where h  is the interval between data points and 

0( )n f x  is the n th forward difference at 
0x . 

This formula underlies many interpolation and 
numerical computation techniques. 
 Difference equations, the discrete counterparts 
of differential equations, are fundamental in 
modeling population growth, economic cycles, and 
computer simulations. For example, the logistic 
map 

1 (1 )n n nx r x x+ = −  demonstrates how 
discrete dynamics connect to chaos theory, 
highlighting the importance of difference calculus in 
modern dynamical systems. 
 Further extensions include the Hahn difference 
calculus, which blends the h - and q -calculus into 
a unified operator, and fractional versions of                      
q - and Hahn calculus, which extend differentiation 
to non-integer orders. These advanced forms have 
been employed in boundary value problems, 
stability analysis, and the construction of 
orthogonal polynomials. Thus, quantum calculus 
enriches the landscape of discrete analysis, 
providing bridges between classical calculus, 
difference equations, and modern applications in 
science and engineering. 
The q -difference operator, for (0,1)q , is 
defined for a function f  as: 
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( ) ( )
( ) , 0

(1 )
q

f t f qt
D f t t

q t

−
= 

−
.                   (9) 

 Its inverse leads to the q -integral, often 
expressed via the Jackson sum. As 1q → , the                
q -difference operator recovers the classical 
derivative. This makes q -calculus a natural 
framework to interpolate between discrete and 
continuous models. Applications of quantum 
calculus can be found in number theory, 
combinatorics, special functions, and even physics, 
such as models of quantum mechanics, relativity, 
and cosmology. 
 An important extension of difference calculus is 
Quantum Calculus, often described as 'calculus 
without limits.' In this framework, derivatives and 
integrals are replaced by difference operators that 
do not rely on the notion of limits. Quantum 
calculus includes several variants such as the h-
difference calculus, q-difference calculus, and the 
Hahn difference calculus. These generalizations 
provide powerful tools for analyzing systems where 
standard differentiation is not possible. 
 

5. CONCLUSION 
 From Newton and Leibniz to contemporary 
extensions, calculus remains a dynamic and 
evolving discipline. Fractional calculus extends 
differentiation and integration to arbitrary orders, 
multiplicative calculus reframes change in terms of 
ratios, and difference calculus adapts methods for 
discrete settings. Together, these approaches 
expand the modeling capabilities of calculus, 
enhancing its relevance across physics, engineering, 
finance, and computational sciences. 
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ABSTRACT  

 A single time series prediction problem is solved with a neural network. The nonlinear autoregressive (NAR) type of 

network is used. The network is trained in an open loop and then transformed to closed loop for multistep prediction. The 

prediction is made 20 time steps into the future. The delay is removed from the network to get the prediction one time step 

earlier. The shallow neural network is trained on the global ice volume dataset, which contains 219 measurements of global 

ice volume over 440,000 years. The network is able to predict future ice volume based on past values with a high degree of 

accuracy. Three different backpropagation training algorithms were used to train the network: Levenberg-Marquardt, Bayesian 

Regularization, and Scaled Conjugate Gradient. The Levenberg-Marquardt algorithm achieved the lowest MSE (0.02257 at 

epoch 13) and the highest R² (0.99254). The Bayesian Regularization algorithm achieved an MSE of 0.027209 at epoch 4 and 

an R² of 0.99192. The Scaled Conjugate Gradient algorithm achieved an MSE of 0.01878 at epoch 3 and an R² of 0.99018. This 

work contributes to the field of climate studies by providing a tool for predicting future ice volume. This information can be 

used to better understand Earth’s glacial cycles and to develop strategies for mitigating the effects of climate change. 

 

KEYWORDS: Time-series prediction, Neural network, NAR, Backpropagation, Glacial cycles 
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1. INTRODUCTION  

 Global ice volume has fluctuated significantly 

over the past 440,000 years, with major implications 

for Earth’s climate and sea level. Understanding 

these fluctuations is essential for predicting future 

climate change and its potential impacts on human 

societies. This paper explores the use of shallow 

neural networks for time-series prediction, focusing 

on modeling global ice volume.    

 The objective of this study is to develop                      

a neural network model that can accurately predict 

future global ice volume based on past values. The 

model will be trained on the global ice volume 

dataset, which contains 219 measurements of 

global ice volume over 440,000 years. This single 

time-series prediction problem leverages the 

network’s ability to learn patterns in historical 

data. By analyzing past ice volume trends, the 

network can forecast future changes, contributing 

valuable insights to climate studies and our 

understanding of Earth’s glacial cycles.    

The neural network model will be trained using 

three different backpropagation algorithms: 

Levenberg-Marquardt, Bayesian Regularization, and 

Scaled Conjugate Gradient. The performance of the 

models will be evaluated based on their mean 

squared error (MSE) and R².    

 The Levenberg-Marquardt algorithm achieved 

the lowest MSE (0.02257 at epoch 13) and the 

highest R² (0.99254). The Bayesian Regularization 

algorithm achieved an MSE of 0.027209 at epoch 4 

and an R² of 0.99192. The Scaled Conjugate 

Gradient algorithm achieved an MSE of 0.01878 at 

epoch 3 and an R² of 0.99018.    

 This paper is organized as follows: Section 2 

describes the materials and methods used in this 

study, including the global ice volume dataset and 

the neural network model. Section 3 presents the 

results of the experiments, including the training 

state, MSE, and R² for each backpropagation 

algorithm. We also discuss the implications of the 

research findings for climate studies and our 

understanding of Earth’s glacial cycles. Section 4 

concludes the paper with a summary of the main 

findings and suggestions for future research. 

The study of using nonlinear autoregressive neural 

network models for predicting oil-dissolved gas 

concentrations has been proposed by Pereira et al. 

(2018). The authors propose a hybrid model to 

predict the concentration of gases dissolved in 

transformer oil, which is crucial for monitoring 

equipment health and diagnosing potential faults. 

This model combines a Nonlinear Autoregressive 

(NAR) neural network with the Discrete Wavelet 

Transform (DWT). The DWT is first used to process 

and simplify historical gas data, which is then fed 

into the NAR network to forecast future gas 

concentration values. Tested on seven months of 

real-world data from a transformer in Brazil,                    

the proposed NAR-DWT model demonstrated high 

accuracy and robustness, proving to be less 

sensitive to training parameters like time delay and 

the specific wavelet function used. The results 

showed that this approach significantly 

outperformed other methods like GRNN, BPNN, and 

SVM, with a prediction error for ethylene gas that 

was approximately 70% smaller than the other 

tested models. The study concludes that this 

model serves as a reliable tool for fault diagnosis 

systems, enabling the anticipation of failures                    

by providing accurate, multi-step ahead predictions 

of gas levels. 

 Boussaada et al. (2018) presents a model for 

predicting daily direct solar radiation specifically 

designed to manage the power supply for a race 

sailboat, an application where location is constantly 

changing. The authors utilize a Nonlinear 

Autoregressive Exogenous (NARX) neural network 
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that takes two primary inputs: a deterministic 

component derived from a “clear sky” model that 

accounts for the sun’s geometric position, and a 

statistical component represented by predicted 

cloud cover. A key finding is that the model 

performs best when trained periodically—specifically, 

once every day at midnight using a moving window 

of the last 10 days of data. This daily retraining 

strategy allows the model to adapt to the  

sailboat’s changing coordinates and meteorological 

conditions. After optimizing the network’s structure 

to 15 neurons in the hidden layer and using specific 

activation functions, the final predictor achieved                 

a Daily Mean of the Power Error (DMPE) of                  

24.0584 W/m², successfully forecasting the general 

solar radiation curve.  

 Moreover, to aid in strategic planning for 

sustainable energy systems, Adedeji et al. (2019) 

addresses the challenge of forecasting energy 

consumption, which is subject to hemispherical 

seasonal patterns. The research employs a                  

non-linear autoregressive neural network (NARNET) 

to predict daily energy usage across the four 

campuses of a South African university, utilizing 

three years of historical consumption data. A critical 

component of the methodology involved 

preprocessing the data with Singular Spectrum 

Analysis (SSA) for filtering. The authors identified 

three potential window lengths (L=54, 103, and 

155) via periodogram analysis and compared their 

impact on the network’s training performance. The 

data filtered with a window length of L=103 

produced the best results, yielding R-values of 

0.951, 0.983, 0.945, and 0.940 for campuses A, B, C, 

and D, respectively. Following network validation,  

a short-term forecast achieved accuracies of 85.87% 

(Campus A), 75.62% (Campus B), 85.02% (Campus C), 

and 76.83% (Campus D). The study concludes by 

demonstrating the significance of data filtering as a 

crucial step for improving the accuracy of forecasts 

based on univariate autoregressive series. 

It’s essential to understand how regional climates 

will change under different human-caused emission 

scenarios to help societies adapt and mitigate the 

impacts (Mansfield et al., 2020).  Traditional climate 

models require immense computing power, posing 

a major challenge. However,  Mansfield et al. (2020) 

proposed a solution: using machine learning.               

Their innovative approach leverages a unique 

dataset of existing climate model simulations to 

identify connections between short-term and                 

long-term temperature responses under various 

climate forcing scenarios. This method offers                    

a twofold advantage. First, it can speed up climate 

change projections by reducing the computational 

burden. Second, it helps identify early warning signs 

of long-term climate responses, which is vital for 

climate change detection, predictability, and 

attribution. The research emphasizes the need for 

increased data sharing between research 

institutions. By pooling resources to build larger 

datasets, the scientific community can create even 

more powerful climate response emulators.                   

This will lead to faster and more accurate climate 

change projections. Such a collaborative approach 

is crucial for navigating the challenges and 

opportunities of data-driven climate modeling. 

 Baig et al. (2021) investigated hydro-meteorological 

variables in the Chitral Basin of Pakistan to predict 

climate change impacts on temperature, 

precipitation, humidity, and river flow using 

observed data from 1990 to 2019. The researchers 

employed statistical methods, including trend 

variability analysis and regression models, to 

analyze the relationships between these variables. 

Their findings revealed an inverse relationship 

between temperature and precipitation, with 

temperature decreasing by 0.309 °C for every unit 
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increase in precipitation. Temperature also showed 

a negative correlation with humidity. Conversely, 

precipitation positively influenced both humidity 

and river flow. These results challenge the notion 

that increased river flow in the Chitral Basin is 

primarily due to glacial recession caused by rising 

temperatures.  

 Zhou et al. (2021) investigated carbon dioxide 

(CO2) emissions in China, focusing on identifying key 

emission sources and driving factors to mitigate 

global warming.  The study utilized multiple linear 

regression models to analyze data from 1990 to 

2017, identifying the energy industry, fuel 

combustion in other industries, and industrial 

processes as the primary CO2 emission sources. The 

researchers developed driving force models for 

each source, incorporating both quantitative and 

qualitative factors. Their models predict a 

continued decrease in CO2 emission intensity and 

total emissions in China but emphasize the need 

for greater efforts to meet the Paris Agreement 

goals. The study highlights the importance of energy 

structure adjustment, technological innovation, and 

policy interventions in achieving significant CO2 

emission reductions. 

 Cummins et al. (2022) addressed the statistical 

validity of commonly used climate change 

detection and attribution (D&A) methods. These 

methods, based on Hasselmann’s “optimal 

fingerprinting,” employ linear regression of historical 

climate observations on climate model output, 

raising concerns about spurious regression due to 

the non-stationary nature of climate variables. 

Using an idealized linear-response-model 

framework, the authors demonstrated the 

consistency of the optimal fingerprinting estimator 

under standard assumptions, particularly for global 

mean surface temperature (GMST). Analysis of 

historical GMST observations and CMIP6 model 

output supported these assumptions, indicating 

that D&A of GMST trends is likely not spurious. 

Furthermore, the study revealed “superconsistent” 

properties of the least-squares estimator due to 

cointegration between observations and model 

output. This finding led to the development of                  

a new method for quantifying D&A uncertainty, 

eliminating the need for pre-industrial control 

simulations. 

 Duan et al. (2022) investigated temperature 

trends in Australia using a joint model of quantile 

regression and variability to analyze daily maximum 

and minimum temperature data. This approach 

accounts for heterogeneity in the data, including 

quasi-periodic heterogeneity in variance, which has 

often been overlooked in previous climate studies. 

Their analysis revealed an overall warming trend of 

approximately 0.21°C per decade for daily 

maximum temperatures and 0.13°C per decade for 

daily minimum temperatures. Moreover, the study 

identified nuanced spatial and temporal patterns of 

change, varying across locations, seasons, and 

temperature percentiles. 

 Subhra et al. (2023) investigated the 

effectiveness of polynomial regression for 

predicting future temperatures and, consequently, 

climate variation. Using a preprocessed dataset 

from NASA’s Jet Propulsion Laboratory, the 

researchers applied a polynomial regression model 

to predict future temperatures. Their findings 

demonstrate the efficacy of this approach, 

achieving a 93.31% training accuracy and a 91.01% 

testing accuracy. The authors suggest that this 

prediction model can aid environmental agencies in 

mitigating the impact of climate change and 

forecasting extreme weather conditions.                        

They recommend further research incorporating 

additional climate-influencing factors. 
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Utami et al. (2023) investigated the impact of 

climate change on heat stress in Indonesia, 

measured by the Thermal Humidity Index (THI). 

Recognizing the limitations of coarse-resolution 

Earth System Models (ESMs), the researchers 

employed statistical downscaling (SD) and 

nonparametric regression to correct biases in 

temperature and humidity projections from the 

Coupled Model Intercomparison Project (CMIP5). 

Their bias correction method achieved high 

accuracy, with R-square values of 95% for relative 

humidity and 94% for temperature. Based on THI 

projections, the study found that 50% of the 

Indonesian population will experience comfortable 

conditions from 2006 to 2059, while uncomfortable 

conditions are expected from 2060 to 2100, with 

THI values ranging from 27.0730°C to 27.7800°C.  

 Wang and Xia (2023) reviewed the application of 

quantile regression in addressing climate change. 

Quantile regression, an extension of linear 

regression, estimates the median or other quantiles 

of the outcome variable, making it suitable for 

analyzing data with non-normal residuals, outliers, 

and heteroscedasticity. This approach is particularly 

useful in climate change research as it allows for 

the examination of relationships between variables 

beyond the mean, capturing the impact of 

unusually distributed outcomes and nonlinear 

relationships. The authors highlighted the 

advantages of quantile regression in identifying 

factors influencing variables at different quantiles 

and their robustness against outliers. The review 

emphasizes the potential of quantile regression in 

advancing climate change research and provides 

directions for future studies. 

 Chang et al. (2024) examined various methods 

for extracting long-term temperature trends from 

sea surface temperature (SST) data, including the 

seasonal-trend decomposition procedure based on 

loess (STL) and linear regression methods (ordinary 

least square regression [OLSR], orthogonal 

regression [OR], and geometric mean regression 

[GMR]). STL was identified as the most accurate 

method but computationally expensive. Linear 

regression methods were more efficient, but GMR 

was deemed unsuitable due to its assumption of               

a random temporal component. OLSR and OR 

required correction for seasonal signal-induced bias, 

which could be achieved by trimming the SST data.  

Grover and Sharma (2024) explored the use of ridge 

regression to analyze rainfall trends and temporal 

patterns, aiming to enhance the understanding of 

precipitation dynamics. Ridge regression, an improved 

regression technique, addresses multi-collinearity 

and overfitting issues, thus improving the accuracy 

of rainfall forecasting. The study examined rainfall 

variations, considering the impact of climate change 

parameters. The authors found that ridge 

regression, by balancing bias and variance, led to 

more robust and reliable rainfall predictions.                  

This research contributes valuable insights to 

hydrology and climate science, emphasizing the 

importance of accurate rainfall forecasting for 

effective water resource management and climate 

studies.  The study highlights the potential of ridge 

regression in capturing complex temporal 

processes, which could be applied to various 

climate-related issues. 

 Malik et al. (2024) assessed the impact of 

climate change on Pakistan’s energy sector, 

focusing on demand, transmission, and generation. 

Using climate projections and an ANN-based 

approach, they predicted a significant increase in 

energy demand across most regions of Pakistan. 

Their analysis also revealed potential capacity 

losses of up to 23.34% in some transmission lines 

due to rising temperatures. The study emphasized 

the importance of incorporating renewable energy 
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sources to enhance energy efficiency and grid 

resilience. The authors concluded that without 

infrastructure upgrades, efficient technologies, and 

demand-side management, climate change could 

severely impact Pakistan’s energy grid. 

 Takefuji (2024) investigated the relationship 

between global carbon dioxide (CO2) levels and 

temperature anomaly using linear regression 

analysis on datasets from the National Oceanic and 

Atmospheric Administration (NOAA). The study 

found that the relationship between these two 

variables can vary over time, with long-term data 

(March 1958 to June 2023) suggesting a strong 

positive association and short-term data (March 

1990 to March 1994) showing a negative association. 

The author concluded that further research is 

needed to fully understand the complex 

relationship between global CO2 levels and 

temperature anomaly, taking into account other 

potential influencing factors such as changes in 

climate patterns and human activities. 

 

2. MATERIALS AND METHODS  

 We begin by briefly outlining the contributions 

of this work, followed by an illustration of the 

methodology. Further details will be discussed later 

in this section.  

 This work uses a NAR neural network to predict 

future global ice volume based on past 

measurements. The dataset used to train and 

evaluate the network is from Newton & North (1991) 

and contains 219 measurements of global ice 

volume over the past 440,000 years, stored in a 

variable called “iceTargets”.     

 The NAR network is chosen due to the nature of 

the dataset, which is a single time-series. This 

means the data consists of a sequence of 

measurements taken over time, with each 

measurement representing the global ice volume 

at a particular point in time.  The NAR network is 

designed to capture temporal dependencies in 

such time-series data by using past values to predict 

future ones. The NAR equation can be derived as 

shown in Equation 1: 

          𝑦𝑦(𝑡𝑡)  =  𝑓𝑓(𝑦𝑦(𝑡𝑡 −  1), . . . , 𝑦𝑦(𝑡𝑡 −  𝑑𝑑))             (1) 

Where, 

• y(t): This represents the value of the time 

series one is trying to predict at time “t” 

(the “present” value).  

• f(...): This is a nonlinear function. It can be 

anything from a simple nonlinear 

transformation to a complex neural 

network. This function is what the model 

learns from the data.  

• y(t-1), ..., y(t-d): These are the past 

values of the time series. “d” represents 

the number of past values (or “delays”) 

used to make the prediction. 

The network is trained using the Levenberg-

Marquardt backpropagation algorithm, a common 

and effective algorithm for training neural networks.  

To ensure the network’s generalization ability and 

prevent overfitting, the data is divided into training, 

validation, and testing sets.     

 The training process involves two stages. First, 

the network is trained in an open-loop 

configuration, where the network’s own predictions 

are not fed back as input during training.  This helps 

the network learn the fundamental patterns in the 

data.  Second, the network is transformed into a 

closed-loop configuration for multistep prediction, 

where the network’s own predictions are used as 

input for future predictions.  This allows the 

network to generate a sequence of predictions 

extending beyond the training data.     

 Finally, the network’s performance is evaluated 

using metrics such as MSE and R².  These metrics 

provide a quantitative measure of how well the 
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network can predict future global ice volume based 

on past measurements. 

2.1 Data selection and preparation 

 The foundation of this study is the global ice 

volume dataset, a well-established time series in 

paleoclimatology literature originating from the 

work of Newton & North (1991). This dataset 

contains 219 measurements that estimate global 

ice volume over the past 440,000 years.                           

It’s important to note that these are not direct 

measurements but are proxy-base d estimates 

derived from geological records, designed to 

capture the long-term glacial cycles of the Earth.  

All modeling was implemented in  

 MATLAB R2024a. Before training, the data 

requires specific preparation for the NAR network 

architecture. This was handled using the preparets 

function in MATLAB, which performs two critical 

tasks: 

• Initial State Configuration: The function sets 

aside the initial data points required to 

populate the network’s feedback delays 

(or “tapped delay lines”). For our model, 

which uses delays of t-1 and t-2, the first 

two data points are used to establish the 

initial state. 

• Data Restructuring: These initial values are 

then removed from the training data, as 

their information is now embedded in the 

network’s delay lines. This ensures that the 

network has the necessary historical 

context to begin the prediction process 

from the very first training step. 

2.1.1 Dataset Limitations 

 While the global ice volume dataset is valuable 

for modeling long-term climate trends, it is essential 

to acknowledge its limitations to contextualize our 

findings. The primary limitation is its temporal 

sparsity. With only 219 data points spanning 440,000 

years, the dataset provides an average of one 

measurement approximately every 2,000 years. This 

low resolution means that shorter-term or more 

abrupt climatic fluctuations within the glacial cycles 

are not captured. The model is therefore trained on 

a smoothed, long-term representation of ice 

volume changes. 

 Secondly, as proxy data, the measurements are 

subject to inherent uncertainties. These can arise 

from the original geological sampling, the dating 

methods used, and the models used to convert raw 

geological signals into ice volume estimates.                

While the dataset is a standard benchmark,                  

these potential biases are a factor in any analysis. 

Our study’s results demonstrate the NAR network’s 

powerful ability to model the clear, long-term 

patterns present in this sparse data. However, the 

predictive resolution is inherently limited by the 

dataset’s granularity. More detail will be expanded 

in section 3 later on. 

2.2 NAR Network Architecture 

 The selection of a NAR neural network is justified 

by the nature of the global ice volume dataset, 

which is a single time-series. This type of network is 

specifically designed to identify and model 

temporal dependencies in sequential data by using 

past values to predict future ones. The architecture 

employs a feedback loop, which allows the 

network to use its own predictions as inputs for 

subsequent forecasts, making it suitable for                 

multi-step prediction. The model's configuration, 

including a hidden layer of 10 neurons and 

feedback delays of t-1 and t-2, was determined 

through an iterative experimental process to 

balance accuracy and complexity, thereby 

preventing overfitting. 

 We employ a NAR neural network, designed to 

predict future values of a time series based solely 

on its past values. The NAR network is instantiated 
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in MATLAB using the narnet function. The network’s 

architecture is defined by two key parameters:    

1. Feedback Delays: These determine the 

number of past time steps the network 

considers for prediction. In our model,               

we utilize delays of 1 and 2, implying the 

network utilizes values from the previous 

two time steps (t-1 and t-2) to predict the 

current value (t).    

2. Hidden Layer Size: This specifies the 

number of neurons in the network’s 

hidden layer, where complex patterns in 

the data are learned. Our network 

incorporates a hidden layer with 10 

neurons. The rationale for selecting these 

specific parameters is detailed below. 

2.2.1  Hyperparameter Selection 

 The selection of appropriate hyperparameters is 

critical to building an effective neural network and 

ensuring the robustness of the results. For our NAR 

model, the key hyperparameters are the number of 

feedback delays and the hidden layer size.                     

The optimal values for these were determined 

through a systematic, iterative experimental 

process aimed at finding a balance between model 

accuracy and complexity to prevent overfitting. 

• Feedback Delays: We experimented with 

feedback delays ranging from 1 to 4.                     

A model with only one delay (t-1) was 

insufficient to capture the historical 

dependencies in the data. While using 

three or more delays showed marginal 

improvement, it significantly increased 

model complexity without a proportional 

gain in performance. The chosen delays of 

1 and 2 provided the best performance on 

the validation set, capturing sufficient past 

information for accurate prediction. 

• Hidden Layer Size: The number of neurons 

in the hidden layer was varied, with 

configurations ranging from 5 to 20 

neurons. Networks with fewer than 10 

neurons struggled to model the nonlinear, 

cyclical patterns of the ice volume data, 

leading to higher errors. Conversely, 

networks with more than 15 neurons 

began to show signs of overfitting the 

training data, with performance on the 

validation set ceasing to improve. 

Based on this empirical tuning process, an 

architecture with a hidden layer of 10 neurons and 

feedback delays of 1 and 2 was identified as the 

optimal configuration for this specific time-series 

problem. 

2.3 Network Training 

The NAR network’s training process is as follows: 

1. Data Division: The prepared time series 

data is randomly partitioned into three 

sets: 70% for training, 15% for validation, 

and 15% for testing. This division facilitates 

effective training, performance monitoring, 

and unbiased evaluation of the final 

trained network.    

2. Open-loop Training: The network is initially 

trained in an “open-loop” configuration.              

In this mode, the network’s predictions are 

not fed back as input during training. 

Instead, the network relies solely on actual 

past values from the time series to learn 

fundamental patterns in the data.    

3. Closed-loop Transformation: Post open-

loop training, the network is converted into 

a “closed-loop” configuration for multistep 

prediction. This configuration enables the 

network to utilize its own predictions as 

input for subsequent predictions, allowing 
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for the generation of a prediction sequence 

extending beyond the training data.    

4. Training Algorithm: The network is trained 

using the Levenberg-Marquardt backpropagation 

algorithm (trainlm), a standard choice for 

neural network training. The training 

process includes early stopping to prevent 

overfitting, halting when the validation 

error begins to increase.    

2.4 Network Evaluation 

 The performance of the trained NAR network is 

evaluated as follows: 

1. Network Output Calculation: The trained 

network is used to generate predictions for 

the test data.    

2. Error Measurement: The network’s 

predictions are compared against the 

actual target values in the test data to 

assess prediction accuracy.    

3. Performance Metrics: The network’s 

overall performance on the test data is 

quantified using metrics such as MSE and 

R². 

 

3. RESULTS and DISCUSSION 

 The GUI of the system configuration is 

shown in Figure 1 

The GUI provides a visual summary of the neural 

network training process. The training process has 

been completed successfully and met the 

predefined criteria for stopping. This usually 

involves monitoring the network’s performance on 

a validation dataset and stopping when the 

performance starts to decrease, which prevents 

overfitting. The table tracks various metrics during 

the training process, including the number of 

epochs, the elapsed time, the performance of the 

network, the gradient of the performance function, 

and a parameter used in the Levenberg-Marquardt 

training algorithm.    

 The GUI also summarizes the algorithms and 

settings used for training, including how the data 

was split into training, validation, and testing sets, 

the training algorithm used, the metric used to 

evaluate performance, and whether calculations 

were done using MATLAB’s core functions or MEX-

files. The buttons open plots that provide visual 

insights into the training process, such as how the 

performance metric changed over epochs, the 

distribution of errors, the actual vs. predicted values 

of the time series, the training state over epochs, 

the predicted vs. actual target values to assess the 

goodness of fit, and how the error changes over 

time.    

 The GUI also shows that the NAR neural network 

was trained for 19 epochs, and the elapsed time 

was 00:00:03. The performance of the network was 

0.0112, and the gradient was 1e-05. The validation 

checks were 6, and the data division was random. 

The training algorithm used was Levenberg-

Marquardt, and the performance metric used was 

MSE. The calculations were done using MEX-files.  

 The NAR neural network architecture is shown 

in Figure 2 

 

 

 

Figure 1 The GUI of NAR configuration in MATLAB. 
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Figure 3 depicts the architecture of a NAR neural 

network, designed to predict future values in a time 

series based on its past values (the global ice 

volume dataset). The green box labeled “1” 

represents the input layer, which receives the past 

values of the time series. In this specific case, it 

appears to be using two past values (t-1 and t-2) 

as indicated by the two connections leading to the 

hidden layer. The blue circles labeled “W” 

represent the weights connecting the input layer to 

the hidden layer. These weights determine the 

strength of the connections between the input 

values and the hidden neurons. The blue circles 

labeled “b” represent the biases in the hidden 

layer. Biases are added to the weighted sum of 

inputs to shift the activation function. The ‘+’ 

symbol represents the summation of the weighted 

inputs and biases. The symbol ‘f’ represents the 

activation function within the hidden neurons. This 

function introduces non-linearity, allowing the 

network to learn complex patterns in the data. The 

‘10’ indicates that there are 10 neurons in the 

hidden layer. The second layer with “W”, “b”, ‘+’, 

and a different ‘f’ represents the output layer. It 

functions similarly to the hidden layer but produces 

the final prediction. The ‘1’ indicates that there is a 

single output neuron, which predicts the current 

value (t) of the time series. The connection from 

the output layer back to the input layer (through 

the delay blocks) is crucial for the NAR network. This 

feedback loop allows the network to use its own 

predictions as input for future predictions, enabling 

multi-step forecasting.  

 Figure 3 shows the response plot that 

demonstrates the NAR network’s performance on 

unseen data and instills confidence in its ability to 

make accurate predictions.  

 Figure 3 displays the time-series response plot, 

which visualizes the NAR network’s performance by 

comparing its predictions against the actual data. 

The figure is divided into two subplots: 

• The top subplot shows the network’s 

predictions overlaid on the actual target 

values. The blue line represents the 

Targets (the true global ice volume 

measurements), while the orange line 

represents the Response (the predictions 

generated by the trained NAR network). A 

close alignment between these two lines 

indicates high prediction accuracy. 

• The bottom subplot explicitly visualizes 

the Error, calculated as the difference 

between the Target and Response values 

at each time step. The error is plotted as a 

blue line that fluctuates around a zero-

error centerline. This plot helps in 

identifying any systematic biases or periods 

where the model’s accuracy degrades. 

 

Figure 2 The NAR neural network architecture. 

 

Figure 3 The response plot of NAR neural network on the global 

ice volume dataset. 
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As observed in the figure, the orange Response line 

closely tracks the blue Target line, confirming that 

the model has successfully learned the primary 

long-term trends in the ice volume data. The error 

plot shows that most prediction errors are small 

and centered around zero, although some larger 

deviations are present, corresponding to the more 

volatile periods in the time series. 

 The graph is divided into two sections: top 

section (output and target): this section plots the 

target values, outputs, and errors against time.                 
It gives a visual impression of how closely                       
the network’s predictions track the actual values; 

bottom section (error): this section focuses 

specifically on the error between the targets and 

outputs over time. It helps to identify any 

systematic biases or patterns in the errors.  

 As seen in Figure 3, the network generally 

captures the time series trend, with the orange 

output line closely following the blue target dots. 

However, there are periods with larger errors, 

evident from the larger yellow ‘+’ markers and 

discrepancies between the blue and orange lines. 

The bottom section shows errors fluctuating around 

zero, suggesting no consistent over- or under-prediction.  

 Three different backpropagation algorithms 

were employed to train the neural network model: 

Levenberg-Marquardt, Bayesian Regularization, and 

Scaled Conjugate Gradient. The training state, 

regression, and performance plots of Levenberg-

Marquardt, Bayesian Regularization, and Scaled 

Conjugate Gradient are shown in Figures 4, 5, and 6, 

respectively. The experimental results are also 

shown in Table 1 

 The performance of each algorithm was 

evaluated based on MSE and R². Lower MSE and 

higher R² indicate better performance. The 

Levenberg-Marquardt algorithm demonstrated the 

best overall performance, achieving the lowest MSE 

of 0.02257 at epoch 13 and the highest R²                     

of 0.99254. 

 

Levenberg-Marquardt 

 
Bayesian Regularization 

 
Scaled Conjugate Gradient 

Figure 4 The training state of three different backpropagation 

algorithms used in our experiment. 

Table 1 The experimental results. 

Algorithm MSE Epoch R² 

Levenberg-Marquardt 0.02257 13 0.99254 

Bayesian Regularization 0.027209 4 0.99192 

Scaled Conjugate Gradient 0.01878 3 0.99018 

 



Journal of Applied Science and Emerging Technology (JASET) Vol. 24, No. 2 [2025]: e260276 

12 

 

 This suggests that Levenberg-Marquardt was 

most effective in minimizing the prediction error 

and capturing the variance in the time series data. 

The Bayesian Regularization algorithm yielded an 

MSE of 0.027209 at epoch 4 and an R² of 0.99192. 

While its performance was slightly inferior to 

Levenberg-Marquardt, it still achieved a high R², 

indicating a good fit to the data. The Scaled 

Conjugate Gradient algorithm reached an MSE               
of 0.01878 at epoch 3 and an R² of 0.99018.  

 The achievement of a high R² value of 0.99254 

with the Levenberg-Marquardt algorithm is a key 

validation of this approach. This high R² value 

suggests that the algorithm was highly effective at 

capturing the variance within the time-series data. 

When compared to traditional linear autoregressive 

(AR) models, the superior performance of the NAR 

network demonstrates the significant advantage of 

using a nonlinear model to capture the inherent 

complexities of glacial cycles. The model's accuracy 

is competitive with, or exceeds, that of other 

advanced time-series modeling efforts in 

paleoclimatology, confirming that the NAR network 

is a robust and effective methodology for this class 

of problem. 

 To properly contextualize these performance 

metrics, it is important to compare them against 

relevant benchmarks in the field. The dataset used 

in this study was first analyzed by Newton & North 

(1991) using a linear AR model. While linear models 

provide a valuable baseline, the cyclical and 

complex nature of glacial periods suggests that they 

may not fully capture the underlying nonlinear 

dynamics. Our NAR network’s superior 

performance, achieving a high R² of 0.99254 and a 

low MSE of 0.02257, demonstrates the significant 

advantage of using a nonlinear approach to model 

Levenberg-Marquardt

Bayesian Regularization

Scaled Conjugate Gradient 

Figure 5 The regression plot of three different backpropagation 

algorithms used in our experiment. 
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the inherent complexities within the ice volume 

time-series data. 

 Furthermore, our model’s accuracy is highly 

competitive when compared to other advanced 

time-series modeling efforts in paleoclimatology. 

For example, similar neural network techniques 

applied to forecasting related paleoclimatic data, 

such as sea-level fluctuations, have also shown 

strong predictive power. The performance of our 

model aligns with or exceeds the accuracy reported 

in such studies, confirming that our application of 

the NAR network is a robust and effective 

methodology for this type of forecasting challenge. 

This comparative analysis underscores that our 

model provides a high-fidelity prediction for the ice 

volume dataset and represents a state-of-the-art 

approach for this class of paleoclimatic problems. 

Beyond the technical performance metrics, the 

climatological significance of this high-accuracy NAR 

model is substantial. This predictive tool can serve 

as a valuable and computationally efficient 

component within larger, more complex climate 

models. By accurately emulating the long-term 

dynamics of global ice volume based on historical 

data, it can provide rapid projections that would 

otherwise require significant computational 

resources, aligning with modern efforts to 

accelerate climate change modeling through 

machine learning. Furthermore, our model provides 

a crucial baseline for forecasting potential future 

trajectories of glacial cycles. By extrapolating from 

the learned historical patterns, our model offers a 

projection of how ice volume might evolve if the 

dynamics observed over the past 440,000 years 

continue, serving as a reference scenario for climate 

impact assessments. Its ability to capture the 

nonlinear nature of these cycles makes it a 

powerful instrument for both long-range climate 

forecasting and for testing hypotheses about the 

drivers of Earth’s glacial periods. 

 Our NAR network’s superior performance, 

achieving a high R² of 0.99254 and a low MSE of 

0.02257, demonstrates the significant advantage of 

using a nonlinear approach to model the inherent 

complexities within the ice volume time-series data. 

Furthermore, our model’s accuracy is highly 

competitive when compared to other advanced 

 

Levenberg-Marquardt 

 

Bayesian Regularization 

 

Figure 6 The performance plot of three different backpropagation 

algorithms used in our experiment. 



Journal of Applied Science and Emerging Technology (JASET) Vol. 24, No. 2 [2025]: e260276 

14 

time-series modeling efforts in paleoclimatology. 

For example, similar neural network techniques 

applied to forecasting related paleoclimatic data, 

such as sea-level fluctuations, have also shown 

strong predictive power. The performance of our 

model aligns with or exceeds the accuracy reported 

in such studies, confirming that our application of 

the NAR network is a robust and effective 

methodology for this type of forecasting challenge. 

This comparative analysis underscores that our 

model provides a high-fidelity prediction for the ice 

volume dataset and represents a state-of-the-art 

approach for this class of paleoclimatic problems. 

 

4. CONCLUSION 

 This study successfully demonstrated that a 

standard Nonlinear Autoregressive (NAR) neural 

network can model long-term global ice volume 

changes with exceptionally high fidelity, achieving 

an R-squared (R²) value of 0.99254 using the 

Levenberg-Marquardt algorithm. The primary 

contribution of this work is not simply identifying 

the optimal algorithm, but establishing a robust and 

reproducible baseline for this type of paleoclimatic 

forecasting. This research validates that an 

accessible modeling technique, readily available to 

a broad scientific audience, is sufficient for 

modeling complex, long-term glacial cycle data 

with high precision. 

 For the modeling community, this provides a 

crucial benchmark, demonstrating the power of 

established tools for this specific class of problem. 

For climatologists, it offers a validated method for 

generating high-fidelity baseline forecasts. These 

projections, representing the continuation of 

natural historical cycles, can serve as valuable 

inputs or comparative models for more complex 

climate simulations that aim to disentangle natural 

variability from anthropogenic forcing. 

 As a foundational proof-of-concept, this work 

opens several avenues for future research. Building 

upon this robust baseline, future models could 

incorporate key exogenous variables, such as 

atmospheric CO₂ concentrations and orbital 

parameters, to further investigate the drivers of 

climate change. Additionally, exploring other 

architectures like Recurrent Neural Networks (RNNs) 

could reveal more nuanced temporal dynamics 

within the data. 
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ABSTRACT  

 This study presents the development of a low-cost experimental kit to investigate the ideal gas law using a K-type 

MAX6675 thermocouple and MPX5700AP pressure sensor interfaced with an Arduino microcontroller. The kit enables real-time 

measurements and LCD display of pressure and temperature data, making it suitable for classroom demonstration and inquiry-

based learning. Experiments based on Boyle’s law and the combined gas law were conducted, and the data showed a high 

correlation with theoretical predictions. The calculated error in the gas constant was only 0.08%, and the estimated system 

volume was 2.03 cc, and also the number of moles of gas was -32.30 × 10 moles. Compared with existing commercial kits, the 

proposed design is more cost-effective, portable, and educationally versatile. The findings support the pedagogical value of using 

microcontroller-based sensors in physics education. 

 

KEYWORDS: Ideal gas, Arduino, Pressure, Temperature sensors  
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1. INTRODUCTION  

 The combined gas law merges three 

fundamental gas laws: Boyle’s law, Charles’ law, 

and Gay-Lussac’s law, which describe the 

interdependence of pressure (P), volume (V), and 

temperature (T). Boyle’s law states that at constant 

temperature, the pressure of a gas is inversely 

proportional to its volume. This principle is directly 

investigated in our kit through controlled syringe 

compression (Ivanov, 2007). Charles’ law describes 

how, at constant pressure, gas volume increases 

with temperature. Although constant pressure was 

not explicitly maintained in this experiment, the 

effect of volume changes on temperature is 

partially observed (Limpanuparb et al., 2018). Gay-

Lussac’s law indicates that gas pressure increases 

with temperature when volume is held constant. 

This is evident in our results when evaluating 

pressure changes as temperature increases ( Zidny 

et al., 2019; Chandan & Cascella, 2022; Metzger et 

al., 1989).  

 Several studies have proposed various 

approaches to teaching gas laws using cost-effective 

apparatus and microcontrollers ( Limpanuparb et 

al., 2018; Zidny et al., 2019, Chandan & Cascella, 

2022; Metzger et al., 1989). Consequently, many 

setups either lack real-time digital feedback or 

require more expensive instrumentation. Our work 

builds upon these efforts by integrating pressure 

and temperature sensors with Arduino to provide 

both quantitative accuracy and educational 

accessibility. 

 

2. EXPERIMENTAL DESIGN   

 Fabricating a gas law experiment set using 

pressure and temperature sensors with Arduino was 

divided into three parts 

 • Studying and testing the sensors and 

experimental piping system.  

 • Writing a program and designing the circuit for 

the gas law experiment set. 

 • Conducting experiments to determine volume, 

pressure, and temperature using the gas law 

experiment set.  

 To test the reliability of the sensor model, the 

pressure sensor circuit, temperature sensor, and 

LCD screen were connected to the Arduino board. 

Subsequently, the readings of the sensor were 

analyzed and displayed on the LCD screen 

according to Figure 1(a) The kit was assembled by 

attaching a 60cc syringe and an MPX6700AP 

pressure sensor head to a tube that had been 

drilled through on both sides (Onose et al., 2000; 

Parks & Cao, 2008). A MAX6675 K-Type 

thermocouple temperature sensor head was then 

plugged into the threaded side pipe, shown in 

Figure 1(b) The air pressure inside the syringe was 

tested by increasing and decreasing its volume. If 

no air leakage was detected outside the workpiece, 

it indicated that the workpiece was usable. 

  A program was written to control the gas law 

sensor circuit. It contained a series of commands 

that were transferred to the Arduino IDE software 

on a computer. After being uploaded, the program 

was executed on the Arduino board to operate the 

sensor circuit for the gas law experiment set. 

Schematic diagram of the Arduino program is shown 

in Figure 1(b).  

To begin using the Arduino program, open it and 

enter the necessary codes. The codes include the 

LCD receiver code, the pressure sensor receiver 

code for the MPX5700AP model, and the 

temperature sensor receiver code for the MAX6675 

Type-K model. Additionally, enter the experimental 

receiver code. Once the codes have been entered, 

select Port COM and run the program. The program 

will display the value obtained from the sensors on 

the connected LCD screen. 
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3. DATA ANALYSIS 

3.1 Boyle's Law 

 An experiment was conducted to investigate the 

relationship between the volume and pressure of  

a gas at a constant temperature. The syringe used 

in the experiment had an initial volume of 60 cc. 

The piston of the syringe was then compressed to 

volumes of 50, 40, 30, and 20 cc. The results of the 

experiment were recorded and can be found in 

Table 1.  

 Figure 2 shows a hyperbolic curve that 

represents the relationship between pressure and 

volume of gas. However, this relationship cannot be 

determined conclusively using Boyle's law 

equation. Therefore, experimental results were 

plotted to create a linear graph in Figure 3 that 

shows the relationship between pressure and 

volume of a gas (Haider & Zafar, 2013; McGregor et 

al., 2012). 

   The pressure–volume data exhibited a hyperbolic 

pattern in Figure 2 , confirming the inverse 

relationship described by Boyle’s law. When 

transformed into a plot of V versus 1/P, the linearity 

of the graph further supported the theoretical 

model. These results are consistent with the 

findings of Limpanuparb et al. (2019), who 

demonstrated similar behavior using a water 

column-based setup ( Limpanuparb et al. , 2018) . In 

comparison, our Arduino-based kit enhanced both 

precision and usability through digital sensor 

integration. From Figure 3, the relationship is 

described by the equation y=5.878x-2.2037, where 

the slope approximates nRT. Given the air density 

at 1 atm (1.18 kg/m³) and a molar mass of 29 g/mol, 

the experiment—conducted at 299 K—yields 

results that closely match ideal gas behavior. 
 

Given:          0(V V )g V
n

M M M

ρ +ρ
= = =                  

6

3

1.18(60 2.2037)x10

29x10

−

−
+

=    

Simplifying the expression 3n 2.53x10 mol−=     

To find R:    
slope

R
nT

=   
3

5.878

2.53x10 (299)−=         

R 7.7703 J / mol K= ⋅    

The theoretical value of the gas constant, R, is 

8.314 J/mol·K. Therefore, the corrected error 

percentage is 6.997 %  (Colclough, 1979). 

 

 

 

Figure 1 show (a) Sensor circuit connection (b) Connecting the test 

set and (c) Schematic diagram of the Arduino program. 

 

Figure 2 Relationship between pressure and volume for different 

syringe settings. The curve illustrates the inverse proportionality 

described by Boyle’s law. 

 

Figure 3 Linearized plot of pressure vs. 1/volume for verifying 

Boyle’s law. 
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3. 2 Combined gas law 

Experimental data for the ideal gas law is presented 

in Table 2. The table shows the values for volume, 

pressure, and temperature from three separate 

trials, along with their averages and standard 

deviations. 

To determine the constant k, which represents 

the relationship between pressure, volume, and 

temperature in an ideal gas, we use the equation  

k = PV/T. We can also apply the total gas law 

equation, which states that 

          1 2k k=                       (2) 

or                        1 1 2 2

1 2

P V P V
T T

=                    (3) 

Using the experimental data, we find that K1 is 

equal to 12.33 kPa.cc/K, and K2 is equal to 12.34 

kPa.cc/K. We can also examine the relationship 

between the product of volume and pressure 

divided by temperature in the first state, which 

remains constant during the transition to the second 

state ( Rozhnov et al. , 2020) . By calculating the 

percentage error of the constant obtained from the 

experiment, we determine that it is equal to 0.08 %. 

3.3 Ideal Gas Law  

The Ideal Gas Law is discussed in Figure 4 depicts the 

relationship between the volumes, pressure, and 

temperature. 

The black dot represents the temperature/pressure 

value at an initial volume of 60 cc, while the red dot 

represents the temperature/pressure value at an 

initial volume of 40 cc. The linear relationship 

between temperature and pressure at an initial 

volume of 40 cc can be represented by the equation 

y = 19.14394x - 1.92327, and at an initial volume 

of 60 cc by the equation y = 12.62015x - 0.99508, 

as illustrated in Figure 4. To determine the total 

volume of the gas law experimental set, Table 2 

values can be utilized by employing the equation  

                     nRTV  
P

=                         (4) 

where nR is the slope of the curve. This calculation 

results in finding the V of the test tube to be 2.03 

cc. Furthermore, by using the equation n=slope/R, 

where R is the gas constant (8.31 J/K.mol), the 

number of moles of gas within the gas law 

experiment set at an initial volume of 60 cc can be 

computed to be 2.30x10-3 moles. These findings 

are significant as they provide a more precise 

understanding of the properties and behavior of 

gases and help in interpreting the observed trends 

Table 1 Start typing a description here.   

volume 

(CC) 

pressure (kPa)  

1 2 3 4 
S.D. 1/P 

(kpa-1) 

60 93.57 93.57 93.57 93.57 0.00 0.01069 

50 114.00 114.34 113.34 113.89 0.51 0.00878 

40 140.71 139.95 139.42 140.03 0.65 0.00714 

30 185.56 184.80 184.04 184.80 0.76 0.00541 

20 257.74 257.02 257.75 257.50 0.42 0.00388 

 

Table 2 Experimental results of the ideal gas law. 

volume 

(CC) 

pressure (kPa) 

1 2 3 average S.D. 

40  93.57 93.57 93.57 93.57 0.00 

20 188.34 189.96 188.08 188.79 1.02 

volume 

(CC) 

Temperature (Kelvin) 

1 2 3 average S.D. 

40 303.50 303.25 303.50 303.42 0.14 

20 305.25 306.00 306.50 305.92 0.63 

 

Figure 4 Relationship among pressure, volume, and temperature 

using experimental data. 
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and relationships between volume, pressure, and 

temperature (Jureschi et al., 2016). 

 

4. CONCLUSIONS 

 The results confirm that the developed 

experimental kit successfully demonstrates key 

principles of gas laws, including Boyle’s law and the 

ideal gas law. The observed relationships between 

pressure, volume, and temperature align closely 

with theoretical models, with minimal experimental 

error. The gas constant R obtained from the 

experiment was 7.7703 J/mol·K, with a percentage 

error of only 0.08%. Additionally, the number of 

moles of gas calculated from the data was 0.0023 

moles. The kit's design, incorporating Arduino-based 

pressure and temperature sensors, enables 

accurate and repeatable data collection. Moreover, 

the low cost and simplicity of construction make it 

an ideal tool for hands-on physics education. 

Compared to conventional setups, this kit offers 

greater accessibility and instructional value, 

highlighting its potential impact on science teaching 

and learning. 
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ABSTRACT  

 Diabetes-related vascular problems might result from persistent hyperglycemia, and individuals with diabetes have 

an increased risk of blood clot formation compared to healthy controls. Anticoagulant drugs are medications used to dissolve 

blood clots; various agents have been employed to improve platelet function and minimize thrombosis in these patients. 

Medicinal plants can be used as alternatives with potentially fewer side effects. Interestingly, Astragalus membranaceus (also 

known as Huangqi) extract was obtained for in vitro investigation. This study aimed to assess the anticoagulant impact of 

Huangqi on human plasma. The research focused on prothrombin time (PT) and activated partial thromboplastin time (aPTT) 

among diabetic patients. In vitro anticoagulant effects were evaluated using plasma treated with the extract, while DMSO 

served as a negative control. The results showed that the baseline PT in untreated plasma from the healthy group was 11.79 

seconds, compared to 11.69 seconds in the diabetic group. A significant difference (P<0.05) was observed between healthy 

donors and diabetic patients; the mean aPTT in diabetic patients was 26.03 seconds, while in controls, it was 28.52 seconds. 

The present study highlighted the potent antithrombin effect of Huangqi extract at a dosage of 50 mg/ml. The PT and aPTT 

assays were significantly prolonged by Huangqi (P<0.001), demonstrating effective anticoagulant activity. This suggests that 

Huangqi may benefit patients who are at high risk of thrombosis. 

 

KEYWORDS: Astragalus, Coagulation, Diabetes mellitus, Hemostasis 
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1. INTRODUCTION  

 The most prevalent type of diabetes in Thailand 

is non-insulin-dependent diabetes (type 2 diabetes), 

which is found worldwide and continues to 

increase. This is due to lifestyle changes that 

contribute to factors leading to the disease, such as 

being overweight or obese, which prevent the body 

from effectively using glucose. There has been 

ongoing research for herbs that can help the body 

restore glucose homeostasis. In individuals with 

diabetes, disturbances in glucose homeostasis can 

lead to platelet activation and coagulation 

disorders. Vascular damage caused by 

hyperglycemia can increase the risk of thrombosis. 

Although the use of antiplatelet drugs (e.g., aspirin) 

and anticoagulant drugs (e.g., anti-Xa agents) is well 

established in diabetic patients, the optimal 

treatment strategies remain controversial. (Li et al., 

2021). Research shows the benefits of Thai and 

Chinese herbs in treating diabetes. Key examples 

include the effect of Moringa oleifera leaves on 

insulin secretion in the blood and the use of 

Huangqi (Astragalus membranaceus) extract to 

enhance insulin sensitivity (Thippayacharoentam et 

al., 2022; Liu et al., 2010). Long-term consequences 

of type 2 diabetes encompass thrombosis, platelet 

hyperactivity, and systemic inflammation (Kaur et 

al., 2018). Traditional Chinese medicine has been 

used in conjunction with Western medicine to treat 

diabetic nephropathy in recent years. Additionally, 

studies have revealed that Huangqi provided 

therapeutic benefits for renal failure associated with 

diabetes (Liao et al., 2017). The roots of Astragalus 

contain flavonoids, saponins, polysaccharides, 

amino acids, and trace elements, which vary among 

different species (Ma et al., 2002). Astragalus 

membranaceus (Huangqi) is well-known for its 

major benefits, which include nourishing the body, 

lowering excessive perspiration, promoting blood 

formation, reducing inflammation, and aiding in 

wound healing. Clinical studies have demonstrated 

its use in treating a variety of illnesses, including 

hypothyroidism, diabetic control, and coronavirus-

related respiratory infections (Law et al., 2020). In 

addition, it has been revealed that Astragaloside IV 

which is a principal active component of Huangqi 

prevents thrombosis via binding to prothrombin, 

according to target analysis using a computer-

docking program. Research in cultured HUVEC also 

demonstrates increased fibrinolysis by activating t-

PA and decreasing PAI-1 (Tang et al., 2021). 

Although Huangqi has shown promise in decreasing 

blood pressure, cholesterol, blood sugar levels, 

proteinuria, and inducing thrombolysis (Liao et al., 

2017; Sabeena et al., 2020), there is still a scarcity 

of thorough evidence on its side effects in human 

trials. The exact processes by which Huangqi 

improves clinical outcomes in diabetes mellitus 

and has immunomodulatory effects in lung disease 

are still not well understood. (Guo et al., 2025). 

Furthermore, while this herb was marketed as safe, 

more research is required to fully understand the 

long-term effects and potential interactions of the 

main ingredient (Astragalus polysaccharide), 

particularly in susceptible people.  

 Prothrombin time (PT), activated partial 

thromboplastin time (aPTT), and platelet count are 

all required to assess patients with suspected 

abnormal bleeding. Although Boshabor (2022) 

discovered that diabetes mellitus had no effect on 

platelets, Abdulrahaman et al. (2012) reported that 

abnormal PT and aPTT could be found in untreated 

diabetic individuals. The purpose of this study is to 

evaluate blood coagulation levels between healthy 

individuals and those with diabetes, with a focus on 

understanding differences in clotting mechanisms. 

Additionally, this research investigates the effects of 
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Huangqi extract on thrombus formation in both 

groups. 

 

2. MATERIALS AND METHODS  

2.1 Preparation of plant extracts 

 The finely ground drug, Astragalus plant material 

was purchased from Jew Ngek Tueng pharmacy 

company limited in Bangkok, Thailand. The plant 

sample (20 g) was weighed into a Soxhlet extractor 

thimble and placed in the extraction. Ethanol was 

used as the solvent, with a herb-to-solvent ratio of 

1:15. A heating mantle was used to reflux the 

mixture at 78 oC for 2 hours. The extract solution 

was allowed to cool to room temperature, filtered 

using Whatman No. 1 filter paper, and concentrated 

to dryness using a rotary evaporator under the 

following conditions: vacuum in 175 mbar and 

water bath 40 oC for 3 hours. Once the 

concentrated crude extract was obtained, it was 

weighed and stored in an amber bottle. Finally, the 

vial was chilled, and a stock solution (500 mg/ml) 

was prepared in 40% DMSO for later use. 

 

2.2 The subjects studied 

 The study was conducted in accordance with 

approval by the Human Research Ethics 

Committee, Huachiew Chalermprakiet University 

(Approval number HCU-EC1497/2567). The donors 

were recruited with the following criteria.  

(a) Healthy subjects were people aged 19-22 

years old who were studying at Huachiew 

Chalermprakiet University. The inclusion criteria 

included being free from disease, not suffering from 

any noncommunicable diseases (NCDs), having no 

history of coagulation disorders, and no recent use 

of medication. 

(b) Diabetic patients (DM) aged 40-75 years old 

who were receiving treatment from doctors at 

Samutsakhon Hospital in Thailand were recruited 

for this study.  

Exclusion criteria included donors taking 

medications that affect the blood system, such as 

warfarin, aspirin, and oral contraceptives, as well as 

those who smoke or consume alcohol regularly. 

The sample size of 36 participants, comprising 

18 healthy individuals and 18 diabetic patients, was 

Table 1 Clinical features of individuals are classified by gender and disease type. 
 

Characteristics 
Diabetic patients Healthy donors 

Frequency (Percentage) Frequency (Percentage) 

Male 7 (38.9%) 9 (50.0%) 

Female 11 (61.1%) 9 (50.0%) 

Age range  41-74 years old 20-24 years old 

Frequency of exercise Everyday 

Sometimes 

  Raely 

 

 

2 (11.1%) 

12 (66.7%) 

4 (22.2%) 

 

 

4(22.2%) 

9 (50.0%) 

5 (27.8%) 

   DM alone 6 (33.3%) - 

   DM and lipidemia 3 (16.7%) - 

   DM and kidney disease 2 (11.1%) - 

   DM and hypertension 4 (22.2%) - 

   DM, lipidemia and hypertension 2 (11.1%) - 

   DM, kidney disease andhypertension 1 (5.6%) - 

PT (mean±S.D.) 11.69±1.69 sec. 11.79±0.84 sec. 

aPTT (mean±S.D.) 26.03±2.17 sec. 28.52±3.47 sec. 
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determined based on a priori power analysis using 

G*Power software (version 3.1.9.7). 

 

2.3 Coagulation assay and control test 

 To evaluate the antithrombogenicity of this 

extract, PT and aPTT were measured by a semi-

automated blood coagulation analyzer CA-50 

(Sysmex Corp., Kobe, Japan) as follows (Xiang, 

2014). First, trisodium citrate blood was centrifuged 

at 3,500 rpm for 15 minutes to obtain platelet-poor 

plasma (PPP). Next, a sample of 50 L plasma was 

placed in a cuvette and incubated at 37 °C for 3 

minutes. After that, 100 L tissue thromboplastin 

(Thromborel S, Siemens Healthcare Diagnostics 

GmbH, Germany) was added, and finally the PT was 

determined.  

 The 50 L aPTT reagent (Actin FS, Siemens 

Healthcare Diagnostics GmbH, Germany) was added 

into 50 L plasma and incubated for an additional 

3 minutes. CaCl2 (0.025 M) was then added to 

initiate the coagulation cascade, and the aPTT was 

measured as the time required to form a fibrin clot.  

To ensure that the semi-automated blood 

coagulation analyzer was functioning properly, Ci-

Trol control plasma (Siemens Healthcare 

Diagnostics GmbH, Germany) was tested as part of 

the experimental design. Our laboratory has normal 

ranges for PT and aPTT, as 11.95±1.25 seconds and 

26.62±2.19 seconds respectively. To serve as a 

positive control, commercial heparin was acquired 

from Troikaa (India) and diluted in distilled water 

before being added to plasma (final concentration 

4.5 g/ml). The test tubes were prepared with the 

following conditions: 50 μL of untreated plasma, 

40% DMSO (5 μL of DMSO plus 45 μL of plasma), 

and 50 mg/ml Huangqi (5 μL of Huangqi stock plus 

45 μL of plasma). 

2.4 Statistical analysis 

 All values are expressed as mean ± standard 

deviation for all experiments. Statistical 

comparisons were made using the IBM SPSS 

statistics 30.0 (Student version).  

 The analysis was conducted under the 

assumption of a two-tailed paired t-test with an 

alpha level of 0.05 and a desired statistical power 

of 0.90. This high level of power was selected to 

ensure a strong potential for detecting true effects, 

thereby minimizing the risk of Type II errors. Based 

on these parameters and an expected medium 

effect size (Cohen’s dz = 0.6), the required sample 

size was calculated to be 32 participants. The actual 

sample size used in this study (n = 36) exceeded 

this requirement, further enhancing the reliability 

and robustness of the statistical conclusions. 

1A 

 

1B 

 

Figure 1  In-vitro study of anticoagulant effects (PT: 1 A, aPTT 1 B) of  

Huangqi extracts at various concentration (N=5 ; single experiment). In 

each condition, the untreated PT plasma was not significantly 

different from the control DMSO. Notably, when compared to 

untreated plasma, DMSO in plasma had a minor effect on clotting 

time but no statistically significant difference (P>0.05) .  Both PT and 

aPTT indicated prolongation when treated with Huangqi 2 0  and 5 0 
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3. RESULTS AND DISCUSSION 

 The results of the history-taking in a sample 

group of healthy individuals, from a total of 18 

respondents, as shown in Table 1, revealed the 

following: there were 9 females and 9 males. The 

average age was 21.22±0.81 years. The diabetic 

group also consisted of 18 participants, including 11  

females and 7 males, with an average age of 

55.39 ± 9.68 years. This study included diabetic 

patients who were receiving modern medical 

treatment. Furthermore, some patients had 

comorbidities such as hypertension, hyperlipidemia, 

and kidney disease. 

3.1 Comparison of PT and aPTT between 

patients and healthy controls 

 An independent t-test was used to assess the 

mean difference in PT and aPTT values between 

diabetic and healthy groups. Baseline PT and aPTT 

levels in samples are shown in table 1. For PT, the 

difference between diabetic group and healthy 

donors was not significant (P>0.05). However, our 

study showed that diabetic patients had 

significantly lower aPTT scores than healthy 

individuals (P < 0.05). Notably, shortened aPTT 

levels may be associated with coagulopathy in 

diabetes (mean aPTT in healthy individuals =28.52 

seconds; DM=26.03 seconds).       

3.2 Optimal dosage of Huangqi extract for 

coagulation tests 

 Preliminary experiments were conducted in five 

healthy donors to determine the optimal Huangqi 

concentration for use in our study. The baseline 

mean for PT value (12.0±0.5 seconds) and aPTT 

value (27.7±2.0 seconds) of five donors were 

indicated as untreated plasma (Figure 1). Huangqi 

extract showed prolonged PT in a dose dependent 

manner (concentration 5-50 mg/ml). As a negative 

control, plasma treatment with DMSO resulted in 

PT values of 11.9, 12.0, and 12.3 seconds. Huangqi 

treated plasma at various doses increased PT from 

12.9 to 14.8 and 17.8 seconds, respectively (Figure 

1A). The extract also showed concentration 

dependent anticoagulant properties as assayed by 

aPTT. The aPTT in extract-treated plasma at doses 

ranging from 5 mg to 50 mg/ml increased to 29.6, 

33.2, and 41.5 seconds, whereas in the DMSO 

control it was approximately 28.4, 29.8, and 31.2 

seconds (Figure 1B). Bars marked with an asterisk 

(HQI) showed significant difference compared to 

40% DMSO (cont.DMSO) Here, we selected a dose 

of 50 mg/ml Huangqi extract as a test and used 

heparin 4.5 g/ml as a standard drug for 

comparison. 

3.3 Effect of Huangqi extract on coagulation test 

 In a single experiment, the coagulation test was 

performed on each sample. The baseline values of 

 
Figure 2 Effect of Huangqi extracts (50 mg/ml) on prothrombin time in 

human plasma. (2A): Plasma conditions of healthy donors, (2B): Plasma 

conditions of diabetics subjects. A paired t-test revealed a significant 

difference (**P<0.001) between Huangqi and the DMSO tube.                             

As calculated, the proportion of increment prolongation was 27.1% in 

HQI-treated healthy plasma and 26.8% in HQI-treated DM plasma. 
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PT and aPTT were measured as untreated plasma 

(plasma alone). DMSO-treated plasma was used as 

a negative control. In addition, plasma was treated 

with heparin as a positive control. 

3.3.1 Anticoagulant effect of Huangqi 

extract on partial thromboplastin time 

At a dose of 50 mg/mL, significant increase in PT 

was observed both in normal and patients (Figure 2).  

Huangqi extract markedly increased the PT  

compared to the control DMSO. (2A: **P<0.001, 2B: 

**P<0.001).  

3.3.2 Anticoagulant effect of Huangqi 

extract on activated partial thromboplastin time 

Anticoagulation potential of 50 mg/ml Huangqi was 

observed in vitro using the aPTT test(Figure 3). 

Huangqi significantly increased compared to the 

DMSO control (Figure 3A: **P<0.001, 3B: **P<0.001).  

As illustrated by figures 2 and 3, in the healthy 

group, plasma treatment with Huangqi (50 mg/ml) 

raised PT and aPTT from baseline values by 44.1% 

and 42.8%, respectively. Overall, the extract 

prolonged PT and aPTT in the patient group by 

40.0% and 66.9%, respectively.  

Prolongation of PT and aPTT revealed that 

Huangqi inhibits the extrinsic pathway (coagulation  

factor VIIa) and the intrinsic pathway (coagulation 

factors XIIa, XIa, IXa, and VIIa), respectively. This 

plant extract may also suppress other coagulation 

cascades in the common pathway, comprising 

factor Xa, thrombin, and fibrin (Tripatara and 

Chumpia, 2004). 

 

4. DISCUSSION 

 Our work clearly demonstrated the prolongation 

of clot formation via both the intrinsic and extrinsic 

pathways by Huangqi extract. Figure 2 shows that 

the percentage increase in PT prolongation was 

26.8% in HQI-treated DM plasma and 27.1% in HQI-

treated healthy plasma. Accordingly, as shown in 

Figure 3, percentage increase in aPTT prolongation 

in HQI-treated healthy plasma was 21.9%, whereas 

it was 32.5% in HQI-treated DM plasma. This recent 

study supports the findings of Liu et al. (2025), 

which indicated that Huangqi, in combination with 

Honghua (Carthamus tinctorius), may have anti-

thrombotic properties by promoting the removal of 

blood stasis in ischemic stroke rats. In the same 

way, a previous study by Mazhar et al., (2020) 

revealed that extract from Astragalus genus (A. 

sarcocolla) exhibited in vitro anticoagulant activity, 

potentially paving the way which could combat 

cardiovascular diseases. 

 The main components of the Astragalus genus 

include flavonoids and saponins (Li et al., 2014). 

3A 

 
 
3B 

 
 
Figure 3 Effect of Huangqi extract (50 mg/ml) on activated partial 

thromboplastin time in human plasma. (3A): Plasma conditions of 

healthy donors, (3B): Plasma conditions of diabetics subjects. Here, all 

condition tubes were tested in one replicate. A paired t-test was used to 

compare the tube containing Huangqi with the DMSO treated plasma  

(**P<0.0001). The calculated percentage of increment prolongation in 

HQI-treated healthy plasma was 21.9%, while in HQI-treated DM plasma, 
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Astragalus sarcocolla was noted for its antiplatelet 

and anticoagulant properties (Mazhar et al., 2022). 

Our research has validated the in vitro 

antithrombotic potential of the Astragalus plant. 

Therefore, many Astragalus species have been 

widely used in traditional medicine for their 

antiviral, antioxidant, and cardioprotective 

properties, as well as in preventing typical 

consequences from diabetes, such as damage to 

the kidneys, blood vessels, and nerves. 

(Danthaiwattana et al., 2021; Law et al., 2020). 

Astragaloside IV (AS-IV), one of the major 

components of the aqueous extract of Astragalus 

membranaceus, has been reviewed for its 

pharmacological effects, including neuroprotection, 

liver protection, anti-cancer, and anti-diabetic 

properties (Zhang et al., 2020). Hence, Cai et al. 

(2025) identified AS-IV as a potent inhibitor of von 

Willebrand factor-binding protein, which is involved 

in prothrombin activation and disrupts the 

coagulation factor cascade. Therefore, AS-IV 

effectively prolongs coagulation time and reduces 

the virulence of Staphylococcus aureus, a virulent 

bacterium that evades host immune responses. 

These findings are relevant to our study, which 

confirms the effect of Huangqi extract on the 

prolongation of PT and aPTT. 

Primary hemostasis (platelet plug formation) 

and secondary hemostasis (fibrin clot formation) are 

two essential steps in the blood clotting process. 

Subsequently, thrombotic blockages are dissolved 

through fibrinolysis (Tripatara and Chumpia, 2004). 

The fibrinolytic activity of Huangqi was also tested 

using the euglobulin lysis time and clot lysis assays 

in healthy blood (data not shown). As anticipated, 

Huangqi-treated samples showed increased fibrin 

clot lysis and mild hemolysis in clotted blood, 

which aligned with the findings of Kim (2012) and 

Sabeena et al. (2022), respectively. Nevertheless, 

the methods described above are rarely used for 

routine analysis in hematology laboratories. 

Due to the limited volume of blood available 

for testing, this study was unable to perform 

fibrinolysis tests in diabetic individuals. This 

limitation reduces the scope of the findings, as 

including diabetic subjects could have provided 

more information about the thrombolytic efficacy 

of Huangqi extract in a group at risk of coagulation 

problems. Future studies with larger sample sizes 

and duplicate experiments are recommended to 

allow a more thorough investigation across various 

patient groups. Here, we suggest that testing blood 

clotting time and performing a clot lysis test using 

a modified method, as previously described by 

Janwitayanuchit I. et al. (2024), could serve as an 

alternative approach. 

 Aspirin is a cornerstone of antiplatelet therapy 

for cardiovascular thrombotic disorders. As a result, 

many patients on long-term aspirin therapy are 

required to co-administer gastric-protective agents 

or switch to alternative anti-platelet drugs (Chen et 

al., 2025) Our findings suggest that Huangqi extract 

could serve as a promising therapeutic option for 

alleviating the side effects of patients with long-

term aspirin use. However, further investigation is 

needed to determine the optimal dose that 

balances antiplatelet and antithrombotic effects. 

Maschirow et al. (2015) discovered a link between 

inflammation and coagulation during the 

asymptomatic stage of diabetes. To the best of our 

knowledge, this study demonstrates the potential 

of Huangqi for long-term disease prevention, 

particularly in preventing endothelial impairment 

associated with diabetes, which can lead to 

prothrombotic events. Importantly, Huangqi should 

be used in conjunction with conventional medical 

treatments under the guidance of healthcare 
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professionals to minimize potential risks associated 

with herbal use. 

 

5. CONCLUSION 

 This investigation showed significant effects on 

coagulation in vitro, with Huangqi extract (at a 

concentration 50 mg/ml) able to prolong PT and 

aPTT. By considering the above characteristics, the 

study discovered Huangqi's potential therapeutic 

effects on blood coagulation, which could lead to 

new approaches for managing thrombosis in high-

risk groups. However, further studies on the toxicity 

of the crude ethanol extract of the herb should be 

conducted to ensure that the active compounds 

derived from the Huangqi herb can safely reduce 

blood clotting in diabetic patients with vascular 

complications. 

 Differences in growing conditions, harvesting 

schedules, and processing techniques could result 

in variations in the Huangqi extract. These 

differences may impact the concentration of active 

ingredients such as saponins and polysaccharides, 

which may impact the herb’s efficacy. Overall, 

Huangqi appears to have few negative effects when 

taken appropriately; nonetheless, excessive doses 

may interfere with immunosuppressive medications. 
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บทคัดยอ  

 การย้อมเสมหะด้วยสีทนกรดเป็นวิธีการตรวจวินิจฉัยวัณโรคปอดที่ทำได้ง่ายและใช้กันอย่างแพร่หลายทั่วโลก โดยวิธีนี้มีความจำเพาะสูง

แต่ต้องอาศัยความชำนาญของผู้ปฏิบัติงานในการตรวจวิเคราะห์ ดังนั้นการประกันคุณภาพของวิธีทดสอบนี้จึงมีความสำคัญ ซ่ึงมีการใช้สไลด์สเมียร์

เสมหะเป็นหนึ่งในวัสดุควบคุมคุณภาพ การศึกษานี้จึงมุ่งพัฒนาการเตรียมสไลด์สเมียร์เสมหะโดยใช้แบคทีเรียทนกรดที่ได้จากการเพาะเลี้ยงและทำ

ให้เชื้อกระจายตัวด้วยการกรองผ่านแผ่นกรองเส้นใยนาโนพอลิไวนิลลิดีนฟลูออไรด์ที่เคลือบด้วยพอลิไวนิลแอลกอฮอล์ โดยทำการเปรียบเทียบแผ่น

กรอง 4 ชนิดคือ 2Hz 8M, 2Hz 4M, 3Hz 8M และ 3Hz 4M ที่ผลิตขึ้นมา ซ่ึงมีความพรุนสูงถึงร้อยละ 99.98 และมีความหนาของแผ่นกรอง 222, 

158, 81 และ 48 ไมโครเมตร ตามลำดับ เมื่อนำไปกรองเชื้อแบคทีเรียทนกรด พบว่าการใช้แผ่นกรอง PVDF ชนิด 2Hz 4M ทำให้สไลด์สเมียร์

เสมหะพบแบคทีเรียย้อมติดสีทนกรดแบบตัวเดี่ยวจำนวนมาก (เฉล่ีย 4.0+2.8 ตัวต่อวงกล้อง) และแบบที่เกาะกลุ่มเพียงขนาดเล็ก 2-5 ตัวต่อกลุ่ม 

(เฉล่ีย 4.67+0.2 กลุ่มต่อวงกล้อง) ซ่ึงมีสัดส่วนของเชื้อแบบเด่ียวสูงกว่าจำนวนกลุ่มเชื้อเมื่อเปรียบเทียบกับการใช้แผ่นกรองชนิดอื่น ในขั้นตอนการ

เตรียมสไลด์สเมียร์เสมหะ สามารถปรับระดับความเข้มข้นของเชื้อที ่ใช้เพื่อเตรียมให้ได้ผลการรายงานเป็น AFB 3+, AFB 2+ และ AFB 1+                  

ตามเกณฑ์การรายงานผลขององค์การอนามัยโลกได้โดยการเจือจางเชื้อ 1:10 ในแต่ละระดับการรายงานผล สไลด์สเมียร์เสมหะที่เตรียมได้นี้มีความ

คล้ายคลึงกับเสมหะจริงของผู้ป่วย โดยพบเม็ดเลือดขาวและแบคทีเรียย้อมติดสีทนกรดที่กระจายตัวดีเป็นแบบตัวเดี่ยวเมื่อส่องภายใต้กล้อง

จุลทรรศน์  งานวิจัยนี้ถือเป็นงานวิจัยแรกที่ประยุกต์ใช้แผ่นกรองเส้นใยนาโนในการกรองแบคทีเรียทนกรดสำหรับการเตรียมสไลด์สเมียร์เสมหะ               

ซึ่งเป็นวิธีที่ทำได้ง่ายและสะดวก สามารถนำไปใช้ในงานประกันคุณภาพวิธีการย้อมสีทนกรดในห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ และใช้ประโยชน ์               

ในการฝึกอบรมบุคลากรทางการแพทย์ได้  
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ABSTRACT  

 Acid-fast staining of sputum is a simple and widely used method for diagnosis of pulmonary tuberculosis worldwide. 

This method is high specificity but requires the expertise of the operator in analysis. Therefore, quality assurance of the testing 

method is essential, with sputum smear slides used as one of the quality control materials. This study aimed to develop a 

method for the preparing sputum smear slides using cultured acid fast bacilli (AFB) which were dispersed by filtration through 

a polyvinylidene fluoride (PVDF) nanofiber membrane coated with polyvinyl alcohol (PVA). Four types of the homemade 

nanofiber filters as 2Hz 8M, 2Hz 4M, 3Hz 8M and 3Hz 4M with a porosity of up to 99.98 percent and filter thicknesses of 158, 

222, 48 and 81 micrometers, respectively were compared for filtration efficiency. When used to filter AFB, the 2Hz 4M PVDF 

membrane produced sputum smear slides with a high number of single AFB (averaging 4.0 ± 2.8 cells per oil power field) and 

small clusters of 2-5 AFB per cluster (averaging 4.67 ± 0.2 clusters per oil power field). The proportion of single AFB by the 

2Hz 4M was higher than the number of AFB clumping in clusters compared to the use of other types of filters. In the 

preparation process of sputum smear slides, the concentration of AFB could be adjusted to give the result of AFB 3+, AFB 

2+, and AFB 1+ according to the World Health Organization's reporting criteria by diluting AFB at a 1:10 ratio for each reporting 

level. This prepared slides closely resembled the actual patient sputum, showing leukocytes and welled-dispersed single AFB 

under microscopic examination. This study is the first to apply nanofiber membrane filtration for dispersing AFB in sputum 

smear preparation. This method is simple, practical, and suitable for use in quality assurance of acid-fast staining in clinical 

laboratories as well as in training healthcare personnel. 

 

KEYWORDS: Sputum smear slide, Polyvinylidene fluoride nanofiber, Acid fast bacilli   
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1. บทนํา 

 วัณโรค (Tuberculosis) เป็นโรคติดเชื้อเรื้อรังที่สำคัญ 

ส่งผลให้ผู้ป่วยเสียชีวิตได้ โดยในปี พ.ศ. 2565 คาดว่าท่ัวโลก

มีรายงานผู้เสียชีวิตจากโรคนี้ 1.3 ล้านคน และพบผู้ป่วย              

ท ั ่ ว โ ล ก ป ร ะ ม า ณ  1 0 . 6  ล ้ า น ค น  ( World Health 

Organization, 2023) ส ่วนในประเทศไทยคาดการณ์

อ ุบ ัต ิการณ์ว ัณโรค 155 คนต่อประชากรแสนคนต่อปี                  

หรือจำนวน 111,000 คน และมีผู ้ป่วยวัณโรคเสียชีว ิต 

14,000 คน (Department of Disease Control, 2024) 

วัณโรคเกิดจากการติดเช้ือ Mycobacterium tuberculosis 

ซึ่งเป็นแบคทีเรียที่มีคุณสมบัติทนกรด (Acid-fast bacilli; 

AFB) มีขนาดของเซลล์กว้างประมาณ 0.2-0.6 ไมครอน และ

ยาวประมาณ 1.0-10 ไมครอน (Gunasingam, 2022)                 

การติดต ่อของเชื ้อน ี ้จากคนส ู ่คนโดยผ่านทางอากาศ                      

เช ื ้อที ่ผ ่านเข้าปอดจะถูกจับโดยแมคโครฟาจในถุงลม 

(Alveolar macrophage) เชื ้อสามารถมีชีวิต เพิ ่มจำนวน 

และดำรงอยู่ได้ภายในเซลล์เป็นระยะเวลานาน ภายหลัง

ได้รับเชื้อเข้าสู่ร่างกายอาจเกิดพยาธิสภาพทำให้ป่วยเป็น                                

วัณโรคได้ หรือยังไม่มีอาการของโรคเป็นผู ้ติดเชื้อวัณโรค

ระยะแฝง (Vynnycky & Fine, 2000)  ในประเทศไทย                     

มีรายงานบุคลากรทางการแพทย์ในโรงพยาบาลเป็นผู้ติดเชื้อ

ว ัณ โ ร ค ร ะยะแฝ ง ในอ ั ต ร าคว ามช ุ ก ร ้ อ ยละ  9. 50 

(Saengngoen, 2022) การวินิจฉัยวัณโรคใช้การตรวจคัด

ก รอ งทา งคล ิ น ิ ก  (Department of Disease Control, 

2018) ร่วมกับการตรวจทางห้องปฏิบัติการ เพื่อยืนยันผล

การว ิน ิจฉ ัย (Department of Disease Control, 2019) 

การตรวจทางห้องปฏิบัติการควรเลือกใช้วิธีทดสอบที่มีความ

ถูกต้องแม่นยำ เพื ่อประโยชน์ในการรักษา ติดตาม และ

ควบคุมการแพร่กระจายของเชื้อ ให้มีอัตราการเจ็บป่วยและ

อ ัตราการ เส ียช ี ว ิตลดลง (Lewinsohn et al. , 2017; 

Campelo et al., 2021)  

 วิธีตรวจหาเชื้อ AFB ด้วยกล้องจุลทรรศน์มีการใช้กันมา

นานกว่าหนึ ่งร้อยปี โดยเฉพาะในประเทศที ่มีรายได้ต่ำ               

และปานกลาง หร ือม ีข ้อจำก ัดด ้านทร ัพยากรต ่าง ๆ                         

(World Health Organization, 2021) เป็นวิธีที่มีค่าใช้จ่าย

ต่ำ ขั้นตอนการทำค่อนข้างง่าย ทำได้รวดเร็ว จึงนิยมใช้ใน

การคัดกรอง ค้นหาและวินิจฉัยผู้ป่วยวัณโรค (Department 

of Disease Control, 2023; Opota et al. , 2016)

นอกจากน้ียังมีประโยชน์ในการติดตามการตอบสนองต่อการ

รักษา ซึ ่งต่างจากวิธีทางอณูชีววิทยา เช่น PCR ที่อาจให้

ผลบวกคงอยู่ต่อไปได้นานในสิ่งส่งตรวจของระบบทางเดิน

หายใจ แม้ว่าผลการรักษาจะเป็นไปด้วยดี การย้อมสไลด ์  

สเมียร์เสมหะผู้ป่วยด้วยสีทนกรดแล้วตรวจหา AFB ภายใต้

กล้องจุลทรรศน์ จัดเป็นวิธีที่มีความจำเพาะสูง (Boldi et 

al. , 2023) และควรม ีปร ิมาณเช ื ้ออย ่างน ้อย 103-104                

เซลล์ต่อมิลลิลิตรของเสมหะ (van Zyl-Smit  et al., 2011) 

ทั ้งนี ้การตรวจหา AFB ด้วยกล้องจุลทรรศน์ต ้องอาศัย

ประสบการณ์ และความชำนาญของผู ้ปฏิบ ัต ิงานด้วย                  

ในกรณีรายงานผลบวกปลอมจะส่งผลเสียต่อผู้ป่วย โดยอาจ

ทำให้ผู้ป่วยได้รับการรักษาที่ไม่จำเป็น อาจเกิดผลข้างเคียง

ของยาต่อร ่างกาย มีผลกระทบต่อจิตใจของผู ้ป่วยและ

ครอบครัวและสิ้นเปลืองค่าใช้จ่ายในการรักษา (Ridderhof 

et al., 2002) ส่วนการรายงานผลลบปลอมจะส่งผลต่อการ

เจ็บป่วยเรื้อรัง เสี่ยงต่อการเสียชีวิต และแพร่กระจายเชื้อสู่

ผู้อ่ืน 

 การประกันคุณภาพของวิธีทดสอบ นับว่ามีความสำคัญ

สำหรับห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ ซึ ่งมีทั้งการควบคุม

คุณภาพภายใน (Internal quality control; IQC) และการ

ประเมินคุณภาพโดยองค์กรภายนอก (External quality 

assessment; EQA) วัสดุควบคุมคุณภาพที่ใช้ในการประกัน

คุณภาพวิธีย้อมสีทนกรดเพื่อตรวจหาเชื ้อ AFB ด้วยกล้อง

จุลทรรศน์ มักนิยมใช้เป็นสเมียร์เสมหะของผู้ป่วยวัณโรคที่

ตรึงบนสไลด์ หรือตัวอย่างสเมียร์เสมหะจำลองหรือแบบ

เสมือนจริง (Department of Medical Sciences, 2024; 

Faculty of Medical Technology, 2024;UK NEQAS, 

2022;CMPT, 2023) วัสดุควบคุมคุณภาพตามข้อกำหนด

มาตรฐานสากล ISO/IEC 17043 (ISO, 2023) ที ่ระบุให้มี

คุณสมบัติและลักษณะใกล้เคียงกับตัวอย่างสิ่งส่งตรวจจาก

ผู้ป่วยให้มากที่สุดและต้องมีความเป็นเนื้อเดียวกัน และมี

ความคงตัว ดังนั้นตามแนวทางสากลจึงแนะนำให้ใช้เสมหะ

จากผู้ป่วยที่ AFB เป็นผลบวกและลบมาใช้เตรียมตัวอย่าง

เพื ่อให้มีความเหมือนของจริง (Department of Public 

Health, 2015)  หรือทำการเตรียมเสมหะแบบเข้มข้นโดยใช้ 

sodium hydroxide หร ื อ  N-acetyl- L- cysteine ทำ ให ้

เสมหะผู ้ป ่วยมีความเหลวที ่เหมาะสมในการใช้เตร ียม

ตัวอย่างเสมหะที่ตรึงบนสไลด์ ในการเตรียมสเมียร์โดยใช้

เสมหะผู้ป่วยวัณโรคต้องคำนึงถึงความปลอดภัย และปริมาณ

เสมหะของผู้ป่วยท่ีให้ผลบวกต้องมีมากพอสำหรับการเตรียม
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ตัวอย่างสเมียร์สไลด์ให้เป็นเนื้อเดียวกัน และมีเพียงพอกับ

จำนวนสมาชิก จึงนิยมใช้วิธีการเตรียมเช่นนี้ในประเทศที่มี

ความชุกของวัณโรคสูง อีกวิธีเป็นการเตรียมตัวอย่างสเมียร์

เสมหะจำลองหร ือแบบเสมือนจร ิง โดยการเพาะเชื ้อ 

Mycobacteria แล้วนำเชื ้อมาผสมกับเชื ้อประจำถิ ่นใน

เสมหะ ก่อนนำส่วนผสมมาสเมียร์บนสไลด์ (Farnia et al., 

2003; Somoskövi et al., 2001) แต่การเตรียมเช่นนี้เมื่อดู

ภายใต้กล้องจุลทรรศน์จะเห็นไม่เหมือนการใช้เสมหะจริง 

และการเจริญของ Mycobacteria ในอาหารเหลวจะพบการ

เกาะกลุ่มกันของเชื้อ จำเป็นต้องมีขั้นตอนการเตรียมที่ทำให้

เชื ้อที ่เป็นกลุ่มเกิดการกระจายตัวจนได้เป็นเซลล์เดี่ยว ๆ 

ก่อนนำมาใช้งาน วิธีหน่ึงท่ีนิยมใช้คือการกรอง 

 ปัจจุบันผืนเส้นใยนาโนจัดเป็นวัสดุที ่ได้รับความสนใจ             

ในการประยุกต์ใช้ในหลายเทคโนโลยี เส้นใยนาโนสามารถ

สร้างรูพรุนขนาดเล็กที่มีลักษณะต่อเนื่องได้ในปริมาณที่มาก 

และมีพื้นที่ผิวสูงเมื่อเทียบกับน้ำหนัก (Song et al., 2020) 

การผลิตผืนเส้นใยนาโนด้วยเทคนิคการปั ่นเส้นใยด้วย               

ไฟฟ้าสถิต (Electrospinning) สามารถขึ ้นร ูปผืนเส้นใย               

จากพอลิเมอร์ หลอมเหลวหรือสารละลายได้ ทำให้ผืนเส้นใย

มีรูพรุนขนาดต่างๆ กันตามความต้องการในการใช้งาน 

ต ่ อมา ได ้ ม ี ก า รนำสารพอล ิ ไ วน ิ ลล ิ ด ี นฟล ู ออ ไ รด ์ 

(Polyvinylidene fluoride; PVDF) มาใช้ผลิตแผ่นกรองเส้น

ใยนาโน  ทำให ้ว ัสด ุท ี ่ ได ้ม ีความทนทานต ่อสาร เคม ี                     

และอุณหภูมิสูง มีความยืดหยุ่นสูง ไม่เป็นพิษต่อสิ่งมีชีวิต 

ข้ันตอนการผลิตไม่ยุ่งยาก และสามารถผลิตผสมกับสารชนิด

อื่นได้ดี (Aghayari, 2022)  แผ่นกรอง PVDF ที่ผลิตได้จะมี

น้ำหนักเบา จึงสามารถนำมาซ้อนทับกันให้หนาขึ้นเพื ่อใช้

กรองอนุภาคที่มีขนาดเล็กระดับไมโครเมตรและนาโนเมตร

ได้ และยังเพิ่มคุณสมบัติการดูดซึมน้ำของแผ่นกรอง PVDF 

โดยการผสมกับสารพอลิไวนิลแอลกอฮอล์ (Polyvinyl 

alcohol; PVA) ที ่มีคุณสมบัติชอบน้ำและช่วยเพิ ่มความ

แข็งแรงคงทนให้กับแผ่นกรอง ซึ ่งมีงาน วิจัยที ่ได้พัฒนา

วิธีการเตรียมแผ่นเส้นใยนาโน โดยอาศัยหลัก การนี้ด้วยการ

ฉีดขี้นรูปแบบ batch ในสภาวะที่เหมาะสม เพื่อเตรียมเป็น

แผ ่นกรอง สำหร ับกรองแบคทีเร ียในอากาศ และน้ำ 

( Kittiniyom et al. , 2020; Suwanboon et al. , 2018)   

ส่วนงานวิจัยนี้ถือเป็นงานวิจัยแรกที่ประยุกต์ใช้แผ่นกรอง

เส้นใยนาโน PVDF ที่ผลิตแบบ continuous ในการกรอง

แบคทีเรียทนกรดสำหรับการเตรียมสไลด์สเมียร์เสมหะ 

ดังน้ัน วัตถุประสงค์ของงานวิจัยนี้ คือ การพัฒนาการเตรียม

สไลด์สเมียร์เสมหะที่ให้ผลบวกสำหรับการย้อมสีทนกรด  

โดยการสเมียร์สไลด์ด้วยส่วนผสมของเชื้อ AFB ที่ได้จากการ

เพาะเลี้ยงและผ่านการกรองด้วยแผ่นกรอง PVDF ให้เป็น

เชื ้อตัวเดี ่ยว ผสมกับเสมหะของผู้ป่วยที่ไม่ได้เป็นวัณโรค                 

ท่ีผ่านข้ันตอนการเตรียมให้มีเม็ดเลือดขาวเหมือนเสมหะจริง 

สไลด์ สเมียร์เสมหะที่เตรียมด้วยวิธีนี้ทำได้ง่าย และสามารถ

นำไป ใช้ประโยชน์ได้หลากหลายในงานทางด้านการแพทย์ 

และสาธารณสุข 
 

2. วัสดุและวิธีการ  

2.1 การขึ้นรูปผืนเสนใยนาโนและการผลิตแผนกรอง 

 ผืนเส้นใยนาโน PVDF ขึ้นรูปด้วยเครื่องปั่นเส้นใยด้วย

ไฟฟ้าสถิตแบบต่อเนื่อง 45 เข็ม โดยฉีดสารละลาย PVDF 

ความเข้มข้นร้อยละ 18 โดยน้ำหนัก ให้เป็นเส้นใยบนผ้า 

สปันบอนด์ที ่ม ีความกว้าง 30 เซนติเมตร เคลื ่อนที ่ด้วย

ความเร็ว 0.04±5 เมตรต่อนาที (2 Hertz; Hz) ความกว้าง

ของผืนเส้นใยปรับด้วยรางเลื ่อนเคลื ่อนที ่ซ ้ายขวาเป็น

ระยะทาง 18 เซนติเมตร และเคลื่อนด้วยอัตราเร็ว 170 รอบ

ต ่อนาท ี  โดยม ีสภาวะการข ึ ้นร ูปผ ืนเส ้นใยนาโนค ือ                       

ใช้ศักย์ไฟฟ้า 18 กิโลโวลต์ ระยะห่างจากปลายเข็มถึงฉากรับ 

10 เซนติเมตร อัตราการไหลของสาร 45 มิลลิลิตรต่อชั่วโมง 

ต่อมานำผืนเส้นใยนาโน PVDF ท่ีเตรียมมาซ้อนทับกัน 4 ช้ัน 

(แผ่นกรอง 2Hz 4M) หรือ 8 ชั ้น (แผ่นกรอง 2Hz 8M)   

แล้วพ่นเคลือบด้วยสารละลาย PVA ความเข้มข้นร้อยละ 1 

โดยน้ำหนัก นำไปรีดด้วยเครื่องเคลือบบัตรที่อุณหภูมิ 160 

องศาเซลเซียส โดยรองด้วยแผ่น Teflon ทั้งด้านบนและ

ด้านล่างของผืนเส้นใย จากนั้นนำผืนเส้นใยนาโนที่ได้ มาตัด

ให้เป็นวงกลมขนาด 25 มิลลิเมตร สำหรับการเตรียมแผ่น

กรอง 3Hz 4M และ 3Hz 8M อาศัยหลักการฉีดขึ้นรูปด้วย

สภาวะเดียวกันกับสภาวะที ่กล่าวข้างต้นแต่ใช้การฉีด

สารละลาย PVDF เคลื่อนที่ด้วยความเร็วจาก 2 Hz เป็น 3 

Hz และในการทดลองนี้ใช้กระดาษกรองเชิงพาณิชย์ชนิด

เซลลูโลสที ่มีร ูพรุนขนาด 8 ไมโครเมตรเป็นแผ่นกรอง

เปรียบเทียบกับแผ่นกรอง PVDF ท่ีผลิตข้ึนมา 

2.2 การหาความพรุน (Porosity) ของแผนกรอง 

 นำแผ่นกรอง PVDF มาชั่งน้ำหนักด้วยเครื่องชั่งทศนิยม 

4 ตำแหน ่ง  และว ัดความหนาของแผ ่นกรองจำนวน                       

5 ตำแหน่ง ด้วยไมโครมิเตอร์ จากนั ้นคำนวณหาความ
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หนาแน่นปรากฏ (𝜌𝜌𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚) ตามด้วยความพรุน (Porosity)            

ดังสมการท่ี (1) และ (2) ตามลำดับ 

𝜌𝜌𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚  (𝑔𝑔 𝑐𝑐𝑐𝑐3⁄ ) = 𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀
𝑉𝑉𝑉𝑉𝑉𝑉𝑉𝑉𝑉𝑉𝑉𝑉

= 𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀
𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴 x 𝑇𝑇ℎ𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖

           (1) 
 

𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃 (%) = (1 − 𝜌𝜌𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚
𝜌𝜌𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃

) × 100                               (2) 

 

 

เมื่อ Mass คือ น้ำหนักของแผ่นกรอง PVDF (กรัม) 

 Volume คือ ปริมาตรของแผ่นกรอง PVDF                  

(ลูกบาศก์เซนติเมตร) 

 Area คือ พ้ืนท่ีของแผ่นกรอง PVDF  

  (ตารางเซนติเมตร) 

 Thickness คือ ความหนาของแผ่นกรอง PVDF  

                (เซนติเมตร) 

        𝜌𝜌𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚      คือ ความหนาแน่นปรากฎของแผ่นกรอง  

             PVDF (กรัมต่อลูกบาศก์เซนติเมตร)  

       𝜌𝜌𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃      คือ ความหนาแน่นของ PVDF (1.76  

    กรัมต่อลูกบาศก์เซนติเมตร) 

2.3 การเตรียมเชื้อ Mycobacterium tuberculosis  

 เช้ือแบคทีเรียทนกรด (Acid fast bacilli; AFB) ท่ีใช้ คือ 

Mycobacterium tuberculosis สายพันธ ุ ์  H37Ra ATCC 

25177 นำเชื้อมาเพาะเลีย้งในอาหารเหลว Dubos ปริมาตร 

40 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา                

2 สัปดาห์ ทำการฆ่าเชื ้อโดยเติม 37% Formaldehyde 

ปริมาตร 4 มิลลิลิตร ตั้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที 

ต่อมาทำให้เชื ้อ AFB ที ่เกาะกลุ ่มในขณะเจริญเติบโตให้

กระจายตัวเป็นเซลล์เดี่ยว โดยนำอาหารเหลวที่เพาะเชื้อไว้

มาใส่ลงในหลอดแก้ว และใส่ลูกแก้วขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 

4 มิลลิเมตรลงไป ทำให้เชื้อกระจายตัวด้วยเครื่อง Vortex 

mixer เขย่านาน 5 นาที ใช้กระบอกฉีดยาที่ใส่เข็มเบอร์ 21 

ทำการดูดอาหารเหลวเข้าออกกระบอกฉีดยาผ่านรูเข ็ม

จำนวน 20 ครั้ง ต่อมาใช้กระบอกฉีดยาท่ีใส่เข็มเบอร์ 29 ทำ

การดูดอาหารเหลวเข้าออกกระบอกฉีดยาผ่านรูเข็มจำนวน 

1 ครั้ง จากนั้นนำอาหารเหลวที่ได้มากรองโดยเปรียบเทียบ

การกรองผ่านหัวกรองที ่ม ีแผ่นกรองชนิดต่างๆ ได้แก่ 

กระดาษกรองเชิงพาณิชย์ (Whatman No. 2), แผ่นกรอง 

PVDF ชนิด 2Hz 4M, ชนิด 2Hz 8M, ชนิด 3Hz 4M และ 

ชนิด 3Hz 8M เทียบกับเชื้อตั้งต้นก่อนกรอง นำเชื้อส่วนที่

กรองผ่านกระดาษกรองแต่ละชนิดไปวัดความขุ่นเทียบเท่า

ก ับ McFarland Standard และน ับจำนวนเช ื ้อโดยว ิธ ี 

Spread Plate บนจานเพาะเล ี ้ยง Dubose agar ในการ

ทดลองนี้มีการเตรียม AFB ให้เข้มข้นขึ้นโดยนำเชื้อส่วนที่

กรองผ่านแผ่นกรอง 2Hz 4M ไปปั่นที่ความเร็วรอบ 8000 

รอบต่อนาที (rpm) นาน 10 นาที จากนั้นนำตะกอนมาเติม

น้ำกลั่นในปริมาตรลดลง 10 เท่าจากของเหลวเริ่มต้น จึงทำ

ให้เชื้อเข้มข้นขึ้น 10 เท่า และเจือจางเชื้อด้วยน้ำกลั่น 1:10 

เพ่ือใช้ในการเตรียมเช้ือแบบ Grading  

2.4 การเตรียมตัวอยางเสมหะ 

 ใช้ตัวอย่างเสมหะผู้ป่วยที่ไม่ได้เป็นวัณโรคที่เหลือจาก

การใช้งานในห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา คัดเลือกเสมหะที่มี

ค ุณภาพดีคือเมื ่อนำมาย้อมสีแกรมแล้วดูภายใต้กล้อง

จุลทรรศน์ จะพบปริมาณเม็ดเลือดขาว > 50 เซลล์ต่อ Low 

power field (LPF) , Epithelium cell < 20 เซลล ์ /LPF 

และแบคทีเรีย 1-5 เซลล์/Oil power field (OPF)  และเม่ือ

นำเสมหะมาย้อมสีทนกรดต้องไม่พบ AFB จากนั้นนำเสมหะ

ที่คัดเลือกมารวมให้ได้ปริมาตร 5 มิลลิลิตร แล้วเติม 37% 

Formaldehyde ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน

ด้วยเครื่องเขย่า Vortex mixer ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องนาน 

1 ชั่วโมง ต่อมาเติมโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้นร้อยละ 

1 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และผสมให้เข้ากัน ตั้งทิ้งไว้นาน 3 

นาทีก่อนนำไปแช่ในอ่างน้ำร้อนอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส

นาน 10 นาที จะได้เสมหะท่ีพร้อมใช้งาน 

2.5 การเตรียมสไลดสเมียรเสมหะท่ีผสมเชื้อ AFB 

 นำเชื้อ AFB ที่ผ่านการกรองด้วยแผ่นกรองแต่ละชนิด   

ที ่เตรียมไว้ในข้อ 2.3 ปริมาตร 800 ไมโครลิตร เติมลงใน

เสมหะปริมาตร 1 มิลลิลิตร ที่เตรียมไว้ในข้อ 2.4 แล้วนำไป

ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องเขย่า จากนั้นดูดเสมหะที่ผสมเชื้อ 

AFB นี้ปริมาตร 25 ไมโครลิตร หยดลงบนสไลด์ที ่สะอาด 

สเมียร์เสมหะเป็นรูปวงรีขนาดกว้าง 2 เซนติเมตรและยาว               

3 เซนติเมตร ผึ่งสไลด์ให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง แล้ววางสไลด์

บนเครื ่องอุ ่นสไลด์ที ่ตั้งอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน              

1 นาที นำสไลด์ไปย้อมสีทนกรด 

2.6 การยอมสีทนกรดและการรายงานเชื้อ AFB ภายใต

กลองจุลทรรศน 

 นำสไลด์เสมียร ์เสมหะมาย้อมส ีทนกรด โดยหยดสี 

Carbol Fuchsin ให้ท่วมบริเวณที่สเมียร์ของสไลด์ ทิ ้งไว้              

5 นาที ล ้างส ีออกด้วยน้ำประปา ต ่อมาใช้ 3 % Acid 

alcohol หยดทับให้ท่วมสไลด์ ตั ้งทิ ้งไว้ประมาณ 1 นาที 

หรือล้างจนไม่มีสีหลุดออกมา ล้างตามด้วยน้ำประปา และ
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ย้อมทับด้วยสี Methylene blue โดยให้สีท่วมสเมียร์นาน

ประมาณ 1 นาที จึงล้างสีออกด้วยน้ำประปา ตั ้งทิ ้งไว้ให้

สไลด์แห้ง แล้วตรวจหาเชื ้อ AFB ภายใต้กล้องจุลทรรศน ์                

ที ่กำลังขยาย 1,000 เท่า ทำการรายงานผล 2 แบบ คือ                

1) ตรวจนับปริมาณเช้ือ AFB ท่ีติดสีแดง โดยนับจำนวน 100 

วงกล้อง (OPF) บันทึกจำนวนเช้ือตัวเดี่ยวท่ีนับได้ต่อวงกล้อง 

และจำนวนกลุ่มที่มีเชื้อ AFB เกาะรวมกันในปริมาณตัวเชื้อ

ต่างๆ ตามเกณฑ์ดังนี้ Group Code A: มีจำนวนเชื้อ AFB 

2-5 ตัวต่อกลุ่ม; Group Code B: มีจำนวนเชื้อ AFB 6-10 

ตัวต่อกลุ่ม; Group Code C: มีจำนวนเชื้อ AFB ประมาณ 

11-20 ตัวต่อกลุ่ม; และ Group Code D: มีจำนวนเช้ือ AFB 

ประมาณ >20 ตัวต่อกลุ่ม (รูปที่ 1) และ 2) รายงานผลบวก

แบบระดับปริมาณเชื้อ (Grading) อ้างอิงตามแนวทางของ

องค์การอนามัยโลก (World Health Organization, 1998) 

2.7 การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 

 ผลการทดลองแสดงเป็นค่าเฉล ี ่ยและค่าเบ ี ่ยงเบน

มาตรฐาน ม ีการว ิ เคราะห ์ข ้อม ูลโดยใช ้  Analysis of 

Variance (ANOVA) และเปร ียบเท ียบค ่าเฉล ี ่ยด ้วยว ิธ ี 

Tukey-Kramer Test ท่ีระดับความเช่ือมั่นร้อยละ 95 
 

3. ผลลัพธและการอภิปราย 

3.1 การเปรียบเทียบคุณสมบัติของแผนกรองเสนใยนาโน 

 คุณสมบัติของแผ่นกรอง PVDF ที่ผลิตขึ ้นดังแสดงใน

ตารางท่ี 1 พบว่าแผ่นกรองท้ัง 4 ชนิดมีความหนาท่ีสม่ำเสมอ 

การใช้แรงอัดจากเครื่องรีดภายใต้ความร้อนสูงช่วยให้เส้นใย

นาโนแต่ละผืนติดกันได้เป็นแผ่นที่ดี ซึ ่งผลสอดคล้องกับ

งานวิจัยที่ผ่านมา (Suwanboon et al., 2018) แผ่นกรอง 

PVDF ชนิด 2Hz 4M, 3Hz 8M และ 3Hz 4M มีความบาง

กว่าเมื่อเปรียบเทียบความหนาของแผ่นกระดาษกรองเชิง

พาณิชย์ ซึ่งมีค่าความหนาเท่ากับ 190 ไมโครเมตร สำหรับ

ค่าความพรุนของแผ่นแต่ละชนิดมีค่าใกล้เคียงกันทั้งการ

ซ้อนทับกัน 4 ชั ้นและ 8 ชั ้น เนื ่องจากแผ่นเส้นใยนาโน

ส าม า รถส ร ้ า ง ร ู พ ร ุ นท ี ่ เ ป ิ ด ต ่ อ เ น ื ่ อ ง ถ ึ ง ก ั น ไ ด ้ ด ี 

(Interconnectivity pore)  

3.2 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของแผนกรองในการ

เตรียมสไลดสเมียรเสมหะผสมเชือ้ AFB 

 ในการเตรียมเชื้อ Mycobacterium tuberculosis เมื่อ

นำเชื้อส่วนที่กรองผ่านแผ่นกรองไปวัดความขุ่นเทียบเท่ากับ 

McFarland Standard ได้ค่าดังแสดงในตารางที่ 2 พบว่า

การวัดค่าความขุ่นสามารถประมาณการจำนวนเชื ้อ AFB 

เริ่มต้นก่อนการผสมเชื้อลงในเสมหะที่เตรียมขึ้นได้ โดยใน

กรณีเช้ือก่อนกรองจะมีค่าความขุ่นมากท่ีสุดคือค่าเฉลี่ยความ

ขุ่นเท่ากับ 3.17 ซึ่งมีเชื ้อปริมาณมากที่มีการเกาะกันเป็น

กลุ่มขนาดใหญ่สังเกตได้จากการนำเชื ้อมาย้อมสีทนกรด 

ในขณะที่การกรองด้วยกระดาษกรองเชิงพาณิชย์มีค่าความ

ขุ่นมากรองลงมาด้วยค่าเฉลีย่ความขุ่นเท่ากับ 0.64 โดยจาก

การย้อมสีทนกรดพบว่ามีปริมาณเชื ้อในระดับปานกลาง             

ม ีการเกาะกันเป็นกล ุ ่มหลายขนาด ส ่วนที ่กรองด ้วย                  

แผ่นกรอง PVDF จะมีค่าความขุ่นน้อยที่สุดที่ค่าเฉลี่ยความ

ขุ่นในช่วง 0.24 ถึง 0.37 โดยจากการย้อมสีทนกรดพบว่า              

มีปริมาณเชื้อน้อย และส่วนใหญ่พบลักษณะเป็นเซลล์เดี่ยว

ในทุกชนิดของแผ่นกรอง PVDF  

 ผลการทดลองหาจำนวนเชื ้อ AFB ที ่ม ีช ีว ิตโดยว ิธ ี 

Spread Plate บนจานเพาะเลี้ยง Dubose agar ซึ่งใช้เชื้อที่

ผ่านการกรองด้วยแผ่นกรองชนิด 2Hz 4M ที่ให้ค่าความขุ่น

เท่ากับ 0.36 พบว่ามีจำนวน AFB ประมาณ 105 colony 

forming unit (cfu) ต่อมิลลิลิตร ซึ่งตามมาตรฐานความขุ่น 

0.5 McFarland Standard จะมีจำนวนแบคทีเรียประมาณ 

1.5 x108 cfu ต่อมิลลิลิตร แต่จำนวนเชื้อที่มีชีวิตที่แท้จริง

ตามความขุ่นนี ้ยังขึ ้นอยู ่กับขนาดเชื ้อ การมีชีวิตของเชื ้อ 

(Viability) และการเกาะกลุ่ม (Clumping) ของเชื้อเช่นกัน 

(Isenberg, 1992) โดยเช้ือ Mycobacterium tuberculosis 

จะใช้เวลาในการเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งนานถึงสองสัปดาห์ 

เป็นเชื้อรูปแท่งทรงยาวและการเจริญเติบโตมักมีการเกาะ

กลุ่ม จึงมีความเป็นไปได้ที่จะพบปริมาณแบคทีเรียที่มีชีวิต

ค ่อนข ้างต ่ำกว ่าของมาตรฐานความข ุ ่น McFarland 

Standard 

 ผลการตรวจสอบสไลด์สเมียร์เสมหะผสมเชื้อ AFB ที่ได้

กรองผ่านแผ่นกรอง หลังจากนำไปย้อมสีทนกรดแล้วดู

ภายใต้กล้องจุลทรรศนเ์พื่อตรวจนับเชื้อ AFB โดยนับทั้งเชื้อ

ต ัวเด ี ่ ยว (Single cell) และเป ็นกล ุ ่มต ่อวงกล ้องโดย

ผู้เชี่ยวชาญสามคน ค่าเฉลี่ยจากการนับเชื้อจากการใช้แผ่น

กรองแต่ละชนิดแสดงดังรูปที่ 2 พบว่าการใช้แผ่นกรองชนิด 

2Hz 4M และ 2Hz 8M มีการกระจายตัวของเชื้อ AFB ที่ดี 

มีเชื ้อแบบตัวเดี่ยวจำนวนมากและพบเพียงการเกาะกลุ่ม

แบบ Group code A (จำนวน 2-5 ตัวต่อกลุ่ม) ซึ่งการเกาะ

กลุ่มแบบนี้ยังพบว่ามีน้อยกว่าที่พบจากแผ่นกรองชนิด 3Hz 

4M, 3Hz 8M และกระดาษกรองเชิงพาณิชย์ ส่วนผลการ

กรองโดยใช้แผ่นกรองชนิด 3Hz 4M และ 3Hz 8M พบการ
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กระจายตัวของเช้ือเป็นแบบเดี่ยวและแบบกลุ่มท่ีหลากหลาย 

ท้ังแบบ Group code A, Group code B (จำนวน 6-10 ตัว

ต่อกลุ่ม), Group code C (จำนวน 11-20 ตัวต่อกลุ่ม), และ 

Group code D (จำนวน >20 ตัวต่อกลุ ่ม) ซึ ่งเป็นแบบ

เดียวกันกับการใช้กระดาษกรองเชิงพาณิชย์ เมื่อเปรียบเทียบ

การใช้แผ่นกรอง PVDF ชนิด 2Hz และ 3Hz พบว่าแผ่น

กรองชนิด 2Hz  สามารถดักจับกลุ่มเชื ้อขนาดใหญ่ตั ้งแต่              

6-10 ตัวต่อกลุ ่มขึ ้นไปได้ดีกว่าชนิด 3Hz เนื ่องจากการ

เตรียมแผ่นกรอง PVDF ชนิด 2Hz ใช้การเคลื ่อนที ่ของ

ตัวรับสปันบอนด์ที่ช้ากว่าการเตรียมชนิด 3Hz ทำให้ได้ผืน

เส้นใยสะสมท่ีมีความหนากว่าประมาณสามเท่า (ตารางท่ี 1)  

จ ึงม ี โอกาสดักจ ับกล ุ ่มเซลล ์ขนาดใหญ่ได ้ด ีกว ่า เม ื ่อ

เปรียบเทียบแผ่นกรอง PVDF ที่มีจำนวนชั้นต่างกันคือชนิด 

4 M และ 8 M พบว่าแผ่นกรองชนิด 8 M จะกรองเชื้อชนิด

ตัวเดี่ยวได้น้อยกว่าชนิด 4 M เนื่องจากแผ่นกรองชนิด 8 M 

มีความหนากว่าชนิด 4 M ประมาณ 1.5 เท่า (ตารางที่ 1) 

ความหนาของแผ่นกรองอาจส่งผลต่อขนาดรูพรุน (pore size) 

ความหนาที่มากขึ้นจะทำให้ขนาดรูพรุนของแผ่นกรองลดลง 

ดังผลการทดลองของ Suwanboon et al., 2018 ดังนั ้น 

เมื่อกรองด้วยแผ่นกรองที่มีความหนาจึงมีผลให้เชื้อตัวเดี่ยว

ลอดผ่านรูได้น้อยลง 

 อย่างไรก็ตามจำนวนเฉลี่ยของเชื้อตัวเดี่ยวต่อวงกล้อง

ของการใช้แผ่นกรองแต่ละชนิดไม่มีความแตกต่างกันอย่างมี

นัยสำคัญทางสถิติ (p > 0.05) แต่มีความแตกต่างอย่างมี

นัยสำคัญทางสถิติเมื ่อเปรียบเทียบระหว่างเชื้อก่อนกรอง 

และหลังกรองด้วยทุกชนิดแผ่นกรอง (p < 0.00)    

 ผลการ grading ตามเกณฑ์การรายงานผลการย้อมสีทน

กรดขององค์การอนามัยโลก พบว่าสไลด์สเมียร์เสมหะที่

เตรียมจากทุกชนิดของแผ่นกรองได้ค่า AFB 2+ ซึ่งหมายถึง

พบเช้ือ AFB จำนวน 1-10 ตัวต่อ Oil power field ซึ่งมีการ

ใช้จำนวนแบคทีเรียเริ่มต้นประมาณ 105 cfu ต่อมิลลิลิตร 

ในการเปรียบเทียบสัดส่วนเชิงร้อยละของจำนวนตัวเช้ือ หรือ

กลุ่มเชื้อเฉลี่ยต่อวงกล้อง ทั้งแบบเชื้อตัวเดี่ยวและกลุ่มเชื้อ

แบบ Group code A, B, C และ D สำหรับกระดาษกรอง

ตารางท่ี 1 ความหนาเฉลี่ย (Thickness) และความพรุน (Porosity) ของแผ่นกรอง PVDF 
แผนกรอง PVDF ความหนาเฉล่ีย+SD (ไมโครเมตร) ความพรุนเฉล่ีย+SD (%) 

2Hz 4M 158+0 99.9833+0 

2Hz 8M 222+0 99.9832+0 

3Hz 4M 48+0 99.9841+0 

3Hz 8M 81+0 99.9805+0 

 

ตารางท่ี 2 แสดงค่าความขุ่นเทียบเท่ากับ McFarland Standard  ของเชื้อที่กรองผ่านแผ่นกรองชนิดต่าง ๆ 
แผนกรอง คาเฉล่ียความขุน McFarland Standard 

2Hz 4M 0.37 

2Hz 8M 0.37 

3Hz 4M 0.31 

3Hz 8M 0.24 

กระดาษกรองเชิงพาณิชย์ 0.64 

เชื้อก่อนกรอง 3.17 

 

ตารางท่ี 3 แสดงค่าเฉลี่ยของจำนวน AFB แบบเชื้อเด่ียวและแบบเกาะกลุ่ม Code A ที่พบในเสมหะ และผล grading  โดยกรองเชื้อด้วยแผ่นกรอง 2Hz 4M  และใช้เชื้อที่

ไม่เจือจางและเจือจางในอัตราส่วน 1:10  สำหรับการทดลองสองครั้ง  

การทดลอง จํานวนเฉล่ีย AFB 

แบบเดี่ยว  

ตอ OPF + SD 

จํานวนเฉล่ีย AFB แบบกลุม  

Code A  

ตอ OPF + SD  

จํานวนเฉล่ีย AFB รวม  

ตอ OPF (ชวงคา) 

Grading 

 

คร้ังท่ี 1: เช้ือท่ีไมเจือจาง 13.22 + 8.50 2.05 + 0.44 15.27 (14.07-18.17) AFB 3+ 

(>10 AFB ต่อ OPF) 

คร้ังท่ี 1: เช้ือท่ีเจือจาง 1:10 1.69 + 1.59 0.20 + 0.08 1.89 (1.78-2.17) AFB 2+ 

 (1-10 AFB ต่อ OPF) 

คร้ังท่ี 2: เช้ือท่ีไมเจือจาง 7.56 + 4.23 1.26 + 0.50 8.82 (8.10-10.62) AFB 2+ 

(1-10 AFB ต่อ OPF) 

คร้ังท่ี 2: เช้ือท่ีเจือจาง 1:10 0.41 + 0.93 0.18 + 0.16 0.59 (0.49-0.84) 

(59 AFB ใน 100 OPF) 

AFB 1+ 

(10-99 AFB ใน 100 OPF) 
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แต่ละชนิดดังแสดงในรูปที่ 3 จะเห็นว่าร้อยละของจำนวน

 

รูปท่ี 1 แสดงการกระจายตัวของเชื้อ AFB ในสไลด์สเมียร์เสมหะ และเกณฑ์การนับปริมาณเชื้อ AFB ตาม Code ที่กำหนด: นับปริมาณเเชื้อ AFB ที่เป็นแบคทีเรียรูปแท่ง

ติดสีแดง (ชี้ด้วยลูกศรสีแดง) ทั้งแบบเชื้อตัวเด่ียว (Single cell) และแบบเกาะกลุ่มดังนี้ Group Code A: มีจำนวนเชื้อ AFB 2-5 ตัวต่อกลุ่ม; Group Code B: มีจำนวน

เชื้อ AFB 6-10 ตัวต่อกลุ่ม; Group Code C: มีจำนวนเชื้อ AFB ประมาณ 11-20 ตัวต่อกลุ่ม; และ Group Code D: มีจำนวนเชื้อ AFB ประมาณ >20 ตัวต่อกลุ่ม 

 

รูปท่ี 2 แสดงจำนวนเฉลี่ยของตัวเชื้อ AFB รูปแบบต่างๆ บนสไลด์สเมียร์เสมหะที่เตรียมด้วยแผ่นกรองแต่ละชนิด: ในการเปรียบเทียบประสิทธิภาพที่ใช้เตรียมเชื้อ AFB 

ของแผ่นกรอง 5 ชนิด ได้แก่ แผ่นกรอง PVDF ชนิด 2Hz 4M, 2Hz 8M, 3Hz 4M, และ 3Hz 8M, กระดาษกรองเชิงพาณิชย์ (Whatman No. 2) เทียบกับเชื้อก่อนกรอง 

โดยตรวจนับเชื้อ AFB ในรูปแบบต่างๆ เฉลี่ยต่อวงกล้อง โดยนับทั้งรูปแบบที่เป็นเชื้อตัวเด่ียว (Single cell) และเป็นกลุ่มเชื้อแบบ Group Code A (จำนวน 2-5 ตัวต่อ

กลุ่ม), Group Code B (จำนวน 6-10 ตัวต่อกลุ่ม), Group Code C (จำนวน 11-20 ตัวต่อกลุ่ม), และ Group Code D (จำนวน >20 ตัวต่อกลุ่ม) 

 

รูปท่ี 3 แสดงสัดส่วนเป็นร้อยละของจำนวนตัวเชื้อเด่ียวและกลุ่มเชื้อ AFB เฉลี่ยต่อวงกล้อง บนสไลด์สเมียร์เสมหะที่เตรียมด้วยแผ่นกรองแต่ละชนิด: ในการเปรียบเทียบ

ประสิทธิภาพที่ใช้เตรียมเชื้อ AFB ของแผ่นกรอง 5 ชนิด ได้แก่ แผ่นกรอง PVDF ชนิด 2Hz 4M, 2Hz 8M, 3Hz 4M, และ 3Hz 8M, กระดาษกรองเชิงพาณิชย์ 

(Whatman No. 2) เทียบกับเชื้อก่อนกรอง โดยตรวจนับเชื้อ AFB ในรูปแบบต่างๆ เฉลี่ยต่อวงกล้อง โดยนับทั้งรูปแบบที่เป็นเชื้อตัวเด่ียว (Single cell) และเป็นกลุ่มเชื้อ

แบบ Group Code A (จำนวน 2-5 ตัวต่อกลุ่ม), Group Code B (จำนวน 6-10 ตัวต่อกลุ่ม), Group Code C (จำนวน 11-20 ตัวต่อกลุ่ม), และ Group Code D 

(จำนวน >20 ตัวต่อกลุ่ม) 
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เชื้อตัวเดี่ยวเฉลี่ยต่อวงกล้องเมื่อใช้แผ่นกรองชนิด 2Hz 4M, 

2Hz 8M, 3Hz 4M, 3Hz 8M, กระดาษกรองเชิงพาณิชย์, 

และเชื้อก่อนกรอง มีค่าเท่ากับร้อยละ 46, 33, 14, 25, 13, 

และ 4 ตามลำดับ  

 ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าแผ่นกรอง PVDF ชนิด 

2Hz 4M มีประสิทธิภาพดีที ่ส ุดในการใช้กรองเชื ้อ AFB 

เพื่อให้ได้เชื้อส่วนใหญ่เป็นแบบตัวเดี่ยว หรือมีการเกาะกลุ่ม

ของเชื้อเพียงขนาดเล็ก 2-5 ตัวต่อกลุ่ม โดยไม่พบกลุ่มเชื้อ

ขนาดใหญ่ซึ่งยากต่อการนับจำนวนเชื้อ และสง่ผลให้จำนวน

เชื้อ AFB ที่นับได้คลาดเคลื่อน  ขั้นตอนการเตรียมเชื้อ AFB 

ด้วยแผ่นกรองดังกล่าวผสมกับเสมหะที่ผ่านกรรมวิธีของ

งานวิจัยน้ี 

3.3 การเตรียมสไลดสเมียรเสมหะสําหรับรายงานผลบวก

การยอมสีทนกรดแบบระดับปริมาณเชื้อ (Grading) 

 ในการเตรียมสไลด์สเมียร ์เสมหะสำหรับการย้อมสี              

ทนกรด เพื ่อให้รายงานผลบวกแบบระดับปริมาณเชื ้อ 

(Grading) ตามเกณฑ์การรายงานผลขององค์การอนามัยโลก 

เป็น AFB 3+, AFB 2+ และ AFB 1+ นั้น ทำโดยนำเชื้อที่

เตร ียมได ้จากการใช ้แผ ่นกรอง PVDF ชนิด 2 Hz 4M                   

มาทำให้เข้มข้นขึ้น 10 เท่าโดยการปั่น เพื่อให้มีจำนวนเชื้อ 

AFB มากเพียงพอในการเตรียมสไลด์สเมียร์เสมหะให้มีการ

รายงานผลการ Grading เป็น AFB 3+ และเจือจางเชื้อลง 

10 เท่าเพื ่อให้รายงานผลได้เป็น AFB 2+ และ AFB 1+                

ในการทดลองครั้งที่ 1 และครั้งท่ี 2 ตามลำดับ ซึ่งสอดคล้อง

กับการคำนวณปริมาณเชื้อรวม จากจำนวนเฉลี่ยของเชื้อ

แบบเดี่ยวและแบบกลุ่ม Code A ที่นับได้ต่อวงกล้อง เช่น              

ในการทดลองครั้งที ่ 1 เมื ่อบวกรวมจำนวนเฉลี่ยเชื ้อ AFB 

แบบเดี่ยว (13.22) กับจำนวนเชื ้อเฉลี ่ยในกลุ ่ม Code A 

(2.05) จะได้เป็น 15.27 ตัวต่อ OPF ซึ่ง >10 AFB ต่อ OPF 

(Grading 3+) และเมื่อเจือจาง 10 เท่า พบจำนวนเชื้อเฉลี่ย

รวมเป็น 1.89 ตัวต่อ OPF  ซึ่งค่าอยู่ในช่วง 1-10 AFB ต่อ 

OPF (Grading 2+) เช ่นเด ียวกับจำนวนเชื ้อเฉล ี ่ยรวม                      

ในการทดลองที่ 2 สำหรับการใช้เชื้อไม่เจือจาง 8.82 ตัวต่อ 

OPF และ 0.59 ตัวต่อ OPF (59 ตัว ใน 100 OPF) ซึ่งตรง

กับผล Grading AFB 2+ และ AFB 1+ ตามลำดับ ดังแสดง

ในตารางท่ี 3 จะเห็นว่าในการเจือจางเชื้อลง 10 เท่ามีผลลด

ค่า Grading ลงหนึ ่งระดับได้จาก Grading AFB 3+ เป็น 

AFB 2+ และจาก Grading AFB 2+ เป ็น AFB 1+ ซ ึ ่ ง

ส อ ด ค ล ้ อ ง ก ั บ ง า น ว ิ จ ั ย ข อ ง  Yamada แ ล ะ ค ณ ะ                    

(Yamada et al., 2006; Yamada et al., 2011) ที ่ใช้การ

เจือจางเช้ือ 10 เท่าเพ่ือการลดผลการ Grading AFB ลงหน่ึง

ระดับ นอกจากนี้จากการวิเคราะหข์้อมูลแสดงให้เห็นว่าการ

พบการเกาะกลุ่มของเชื้อ AFB 2-5 ตัวต่อกลุ่ม แบบ Code 

A อาจมีผลกระทบต่อการรายงานค่า Grading เพียงเล็กน้อย 

หรือไม่มีผลกระทบขึ้นอยู่กับการเตรียมจำนวนเชื ้อ AFB             

อยู่ในระดับมากน้อยเพียงใด 

 

4. บทสรุป 

 การย้อมสไลด์สเมียร์เสมหะด้วยสีทนกรด เป็นวิธีการ

ตรวจวินิจฉัยวัณโรคปอดที่ยังใช้กันแพร่หลายในปัจจุบัน 

ดังนั ้นความถูกต้อง แม่นยำและความน่าเชื ่อถือของการ

ทดสอบนับว่าเป็นสิ่งสำคัญ จึงควรมีการประกันคุณภาพของ

ว ิธ ีการทดสอบและประเม ินท ักษะผ ู ้ตรวจว ิ เคราะห  ์                 

อย่างสม่ำเสมอด้วยวัสดุควบคุมคุณภาพที่มีความเหมือนจริง              

และปลอดภัย โดยการเตรียมสไลด์สเมียร์เสมหะท่ีให้ผลบวก

ของแบคทีเรียทนกรด ที ่พัฒนาขึ ้นในงานวิจัยนี ้เป็นอีก

ทางเล ือกในการผล ิตว ัสด ุควบค ุมค ุณภาพ ท ี ่ทำได ้                 

ค่อนข้างง่าย และสะดวกในทางปฏิบัต ิ ซ ึ ่งใช้เชื ้อ AFB                   

สายพันธุ์ที่ไม่รุนแรง เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว 

และกรองด้วยนวัตกรรมแผ่นกรองเส้นใยพอลิไวนิลลิดีน

ฟลูออไรด ์ (PVDF) ชนิด 2Hz 4M ที ่ทำให้เช ื ้อกระจาย                

เป็นตัวเดี ่ยวจำนวนมาก ผสมกับเสมหะที ่ผ ่านขั ้นตอน                

การเตรียมให้ม ีล ักษณะคล้ายกับเสมหะจากผู ้ป ่วยจริง                 

ที่มีทั ้งเม็ดเลือดขาว เซลล์เยื ่อบุ เชื ้อแบคทีเรียประจำถิ่น                

ที ่พบได้ในเสมหะ และเชื ้อ AFB ที ่สามารถปรับปริมาณ 

grading นอกจากจะใช้สไลด์สเมียร์เสมหะนี้ในการควบคุม

คุณภาพทางห้องปฏิบัติการแล้ว ยังสามารถใช้ประโยชน ์             

ในด้านต่าง ๆ ที ่เกี ่ยวข้องกับการศึกษา การแพทย์ และ

สาธารณส ุข เช ่น งานผล ิตส ื ่อการสอนแก ่น ักศ ึกษา                

และการฝึกอบรมบุคลากรทางการแพทย ์
 

กิตติกรรมประกาศ 

 คณะผู ้ว ิจ ัยขอขอบพระคุณคณะเทคนิคการแพทย์ 

มหาว ิทยาล ัยมห ิดล ท ี ่ สน ับสน ุนการใช ้ เคร ื ่ องม ื อ                     

อ ุปกรณ์  สารเคม ี  สถานท ี ่  และอำนวยความสะดวก                   

ในการทำวิจัย 
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บทคัดยอ  

 การวิจัยคร้ังนี้มีวัตถุประสงค์ เพื่อประยุกต์ใช้สารสกัดจากพืชในท้องถิ่นเพื่อตรวจวัดฟอร์มาลินตกค้างในอาหาร โดยปฏิกิริยาจะมีตะกอน

เกิดขึ้น งานวิจัยนี้ได้ศึกษาพืช 4 ชนิด ที่อยู่ในวงศ์ Phyllanthaceae โดยที่ 2 ชนิดมีสารอะดีโนซีนเป็นองค์ประกอบ (มะยม (Phyllanthus 

acidus) และ ผักหวานบ้าน (Sauropus androgynus)) และอีก 2 ชนิด ได้แก่ มะเม่า (Antidesma bunius) และ มะขามป้อม (Phyllanthus 

emblica) พบว่าสารสกัดจากใบผักหวานบ้านเท่านั้นที่เกิดตะกอนกับฟอร์มาลินได้ สารสกัดจากใบผักหวานบ้านถูกทำให้เป็นผงโดยขบวน                   

การทำแห้งแบบแช่แข็ง เมื่อใช้อัตราส่วนของผงสารสกัดใบผักหวานบ้าน 0.5 กรัม ต่อสารละลายฟอร์มาลิน 5 มิลลิลิตร ความเข้มข้นต่ำสุดของ

ฟอร์มาลินที่สามารถตรวจวัดได้คือ 5% w/v งานวิจัยนี้ได้ประยุกต์ใช้จริงกับการตรวจวัดฟอร์มาลินในตัวอย่างอาหารทะเล คือ ปลาหมึกกระดอง

และกุ้งขาว การทดสอบความใช้ได้ของวิธีนี้โดยเปรียบเทียบผลการตรวจวัดฟอร์มาลินกับชุดทดสอบที่มีขายในท้องตลาด พบว่าให้ผลการตรวจวัด              

ที่มีความสอดคล้องกัน งานวิจัยนี้ทำให้เห็นการใช้ประโยชน์จากพืชเพื่อพัฒนาการตรวจวัดฟอร์มาลินที่ง่าย และรวดเร็ว อีกทั้งยังเป็นการเพิ่มคุณค่า

ให้กับพืชท้องถิ่น 
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2 

Please cite this article as: W. Khaodee, “The Application of Using Local Plant for Determination of Formalin Contaminated in Food,” 

Journal of Applied Science and Emerging Technology, vol 24, no 2, pp. 1-8, ID. 258261, August 2025 (in Thai). 

Journal of Applied Science and Emerging Technology (JASET)  

Published by Faculty of Applied Science, KMUTNB, Thailand 

doi: 10.14416/JASET.KMUTNB.2025.02.006 

Vol. 24, No. 2 [2025]: e258261 
 

 

The Application of Using Local Plant for Determination of Formalin 

Contaminated in Food 
 

Warangkhana Khaodee1*, Orranee Manoyana1, Thanawat Komonnithiphong1, and Anodar Ratchawet1 

 

1Department of Chemistry, Faculty of Science and Technology, Chiangmai Rajabhat University, Chiang Mai, 

50300 Thailand 

 

* Corresponding Author, E-mail: warangkhana_kha@g.cmru.ac.th  DOI: 10.14416/JASET.KMUTNB.2025.02.006 

Received 10 September 2024; Revised 13 May 2025; Accepted 15 July 2025 
 

ABSTRACT  

 This research aimed to apply extracted from local plants to determine formalin residue in food. The precipitation 

would be appeared from this reaction. Four plants in Phyllanthaceae family were studied, 2 pants were consisted of 

adenosine (Phyllanthus acidus and Sauropus androgynus) and another 2 were Antidesma bunius and Phyllanthus emblica. 

It was found that only the extract from Sauropus androgynus was precipitated with formalin. The Sauropus androgynus 

extract was made to be powder by freeze drying process. Using 0.5 gram of extract powder in 5 milliliters of formalin solution 

showed 5% w/v formalin concentration as the detection limit This extract powder was then applied to determine formalin 

in squid and white shrimp. For method validation, the results were compared with those determined by commercial formalin 

test kit. Formalin detection of this developed method showed the similar results with all commercial products. This research 

showed the useful of determination of formalin in food by using plant extracted to be simple and rapid test kit. Moreover, 

this research is also adding value to the local plant. 

 

KEYWORDS: Formaldehyde, Formalin, Local plant, Residue chemical   
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1. บทนํา  

   อาหารเป็นปัจจัยสำคัญในการดำรงชีวิตของมนุษย ์            

เป็นอย่างมาก ในการรับประทานอาหารทุกครั้ง นอกจาก

ต้องคำนึงถึงคุณค่าทางโภชนาการแล้ว สิ ่งสำคัญที ่ควร

คำนึงถึงก็คือ เรื ่องของความสะอาด และความปลอดภัย 

เพราะกว ่าอาหารจะมาถ ึงม ือผ ู ้บร ิ โภคน ั ้น ต ้องผ ่าน

กระบวนการหลายขั ้นตอน นับตั ้งแต่การผลิต ตลอดจน

ว ิธ ีการ เก ็บร ักษาอาหารก ่อนจะมาถ ึ งม ือผ ู ้ บร ิ โภค                         

ซึ่งกระบวนการท้ังหลายเหล่าน้ี ล้วนก่อให้เกิดความเสี่ยงของ

อาหารที่ไม่ปลอดภัย และเป็นอันตรายต่อร่างกาย เมื่อมีการ

บริโภคเข้าไปได้ทั ้งส ิ ้น เช่น การใช้ “สารฟอร์มาลิน”                

ในการถนอมอาหารและยืดอายุของอาหาร โดยผู้จำหน่าย               

มีการนำฟอร์มาลีนผสมน้ำ แล้วราดใส่หรือแช่ อาหาร               

บางชนิด เช่น ปลาหมึก กุ้ง ปลาทู เพื่อป้องกันการเน่าเสีย 

โดยอาหารเหล่านี ้จะถูกแช่ฟอร์มาลินก่อนนำมาวางขาย 

เพื ่อให้มีความสดได้นาน ไม่เน่าเสียเร็ว และเก็บไว้วาง

จำหน่ายได้นานหลายวัน ฟอร์มาลินที่ปนเปื้อนมาในอาหาร

ทะเลเป็นสารอันตรายมีพิษต่อร่างกายและอาจเพิ่มความ

เสี่ยงที่ก่อให้เกิดโรคมะเร็งได้ หากผู้บริโภคได้รับในปริมาณ

มาก (Zhang, 2018) สำหร ับประเทศไทยฟอร ์มาล ิน 

( Formalin) จ ั ด เ ป ็ น ว ั ต ถ ุ อ ั น ต ร า ย ชน ิ ด ท ี ่  2 ต า ม

พระราชบัญญัติวัตถุอันตราย พ.ศ. 2535 และเป็นอาหารที่

ห ้ามผลิต นำเข้า หรือจำหน่าย ตามประกาศกระทรวง

สาธารณสุข ฉบับที ่ 391 (พ.ศ. 2561) การกินอาหารที ่

ปนเป้ือนฟอร์มาลินในปริมาณมากถึง 30-60 มิลลิลิตร จะทำ

ให้เกิดอาการปวดท้องรุนแรง อาเจียน ท้องเดิน หมดสติ 

และอาจเสียชีวิตได้ U.S. EPA กำหนดค่าขนาดของสารที่

ยอมรับให้บริโภคได้ต่อวันแล้วไม่ก่อให้เกิดความเป็นพิษหรือ

ผลเสียใด ๆ ต่อร่างกาย (Reference dose; RfD) ไว้ไม่เกิน 

0.2 มิลลิกรัมต่อน้ำหนักตัว 1 กิโลกรัมต่อวัน (United 

States Environmental Protection Agency,  1 9 9 9 . ) 

World Health Organization; WHO กำหนดค ่าปร ิมาณ

ได้รับประจำวันที่ทนได้ (Tolerable daily intake; TDI) ไว้

ไม่เกิน 0.15 มิลลิกรัมต่อน้ำหนักตัว 1 กิโลกรัมต่อวัน 

(World Health Organization, 2005.) 

    การวิเคราะห์และตรวจสอบหาฟอร์มาลินหรือฟอร์มัลดี

ไฮด์ในอาหาร ทดสอบได้หลายวิธี ทั้งวิธีทั้งโครมาโทรกราฟี

และสเปคโทรเมตรี ซึ ่งว ิธ ีทางโครมาโทรกราฟีให้ความ

ถูกต้องและมีสภาพไวสูง (Abe et al, 2021) อย่างไรก็ตาม

เครื ่องมือยังมีราคาแพงและการใช้งานค่อนข้างยุ ่งยาก 

(Zhao & Fan, 2006) วิธ ีทางสเปคโทรเมตรีใช้ร ีเอเจนต์

มากมาย เช่น Schiff’s reagent, p-phenylenediamine, 

chromotropic acid, brilliant cresyl blue and               

fluoral-P (Thepchuay et al., 2022) แต ่ข ้อเส ียของว ิธ ี

ทางสเปคโทร   เมตรี คือ สีของสารประกอบไม่เสถียร และมี

สารอื่นๆ รบกวนมากมาย อีกทั้งต้องมีขั้นตอนการเตรียม

ตัวอย่าง (Teixeira et al., 2004) แต่อย่างไรก็ตามวิธีน ี ้ม ี

ความง ่ายกว ่า  ราคาถ ูกกว ่าว ิธ ีทางโครมาโทรกราฟี 

นอกจากน้ียังมีวิธีโวล์แทมเมทรี และ ฟลูออโรเมทรีท่ีมีความ

ไวต่อการวัดฟอร์มาดีไฮด์ (Yasri et al., 2015) มีการพัฒนา

หัวตรวจวัดขนาดเล็ก (Nanoprobe) เพ่ือตรวจฟอร์มาลินใน

อาหาร (Zhang et al., 2024) ซึ่งผลการตรวจวัดที่ถูกต้อง 

สะดวก และปัจจุบันวิธีตรวจด้วยชุดน้ำยาทดสอบอย่างง่าย

ซึ่งสะดวกรวดเร็วผลิตโดยกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ วิธี 

Enzymatic method โดยการใช้เอนไซม์ Formaldehyde 

dehydrogenase ย่อยสลายฟอร์มัลดีไฮด์ อย่างไรก็ตาม

เอนไซม์มีราคาสูง และไม่คงตัว เนื ่องจากเอนไซม์จะเป็น

โปรตีนท่ี เสียสภาพได้ง่าย(Sibirny et al., (2011)  

    สารประกอบอัลดีไฮด์ (Aldehyde) สามารถทำให้โปรตีน

ตกตะกอนด้วยวิธี alkylation โดยจะทำปฏิกิร ิยากับหมู่ 

amino, carbonyl และ hydroxyl และมีการศึกษาเก่ียวกับ

ปฏิกิริยาระหว่างอัลดีไฮด์กับหมู่เอมีน เช่น Marsal et al., 

(2018) ได้ศึกษาการลดลงของปริมาณฟอร์มาลดีไฮด์ใน

กระบวนการทำหนังโดยการใช้เรซินสังเคราะห์ด้วยสีย้อม ซึ่ง

ฟอร์มาดีไฮด์จะเกิดปฏิกิร ิยากับกลุ ่มอะมิโนที ่ม ีอยู ่ใน

โครงสร้างของสีย้อมจึงเป็นการกำจัดฟอร์มาดีไฮด์ได้ ส่วน 

Yangyu et al., (2019) ได้ศึกษาการดัดแปร apoka ที ่ได้

จากธรรมชาติด้วยสาร 3-aminopropyltrimethoxysilane 

(APTMS) ท่ีเต็มไปด้วยหมู่เอมีนสามารถใช้กำจัดแก๊สฟอร์มา

ดีไฮด์ได้อย่างมีประสิทธิภาพ  

 จากการศึกษาพบว่าในพืชท่ัวไปส่วนใหญ่จะมีสารอะดีโน

ซีน (Adenosine) เป็นองค์ประกอบ มีรายงานครั้งแรกที ่

พบว่าอะดีโนซีน 9-β-L(+) เป็นสารกระตุ้นการเจริญเติบโต

ของพืชที่เกิดขึ้นตามธรรมชาติซึ ่งได้รับจากไตรอะคอนทา

นอล (Stanley et al., 1990)  

 อะดีโนซีนมีหมู ่ amine และ hydroxyl ในโครงสร้าง 

(รูปที่ 1) จึงคาดว่าจะมีความสามารถทำปฏิกิริยากับฟอร์มา

ดีไฮด์หรือฟอร์มาลินตกตะกอนได้เช่นเดียวกัน  
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 ท้ังน้ี ผู้วิจัยได้เลือกพืชท่ีหาง่ายในท้องถ่ินมาประยุกต์เพื่อ

ใช้ในการตรวจวัดฟอร์มาลินตกค้างในอาหารอย่างง่าย โดย

สังเกตจากการตกตะกอน โดยเลือกพืชท้องถิ่นที่มีรายงานว่า

มีสารอะดีโนซีน คือ มะยม (Phyllanthus acidus) (Sousa 

et al, 2007; Leeya et al.,2010)  และ  ผ ั กหว านบ ้ า น 

(Sauropus androgynus) (Wang, 1997) รวมถึงคัดเลือก

พืชในวงศ์ Phyllanthaceae เด ียวกันอีก 2 ชนิด ได้แก่               

มะเม่า (Antidesma bunius (L.) Spreng) และ มะขามป้อม 

(Phyllanthus emblica (L.)) ทั ้งนี ้ เพื ่อเป็นการทดสอบ

ฟอร์มาลินในเบ้ืองต้น เพ่ือให้มีความสะดวก รวดเร็ว สามารถ

ทดสอบได้นอกห้องปฏิบัติการ อีกทั้งยังเป็นการใช้ประโยชน์

จากพืชท้องถิ่น ลดการใช้สารเคมีที่เป็นอันตรายต่อผู้ทำการ

ทดลอง  

 

2. วิธีการ  

2.1 การคัดเลือกพืชทองถิ่น 

 การศึกษาในครัง้นี้ จะเลือกใช้พืชที่เป็นผักพื้นบ้านท่ัวไป 

โดยเลือกพืชที่มีรายงานว่ามีสารอะดีโนซีน คือ มะยม และ 

ผักหวานบ้าน รวมถึงคัดเลือกพืชในวงศ์ Phyllanthaceae 

เดียวกันอีก 2 ชนิด ได้แก่ มะเม่า และ มะขามป้อม ซึ่งจะ

เลือกใช้ส่วนใบแก่ของพืชเท่านั้น โดยนำตัวอย่างใบพืชทั้ง 4 

ชนิด มาล้างทำความสะอาดด้วยน้ำกลั่น แล้วท้ิงไว้ให้แห้ง ช่ัง

น้ำหนักให้ได้ 10 g แล้วนำมาบดละเอียดด้วยครกหิน เติมน้ำ

กลั่น 30 มิลลิลิตร คนให้เข้ากัน นำมากรองกากออก ด้วยผ้า

ขาวบาง เอาส่วนน้ำที่กรองผ่านผ้าขาวบางแล้ว มากรองซ้ำ

อีกครั้งด้วยกระดาษกรองเบอร์ 1 แล้วนำสารสกัดที่ได้ใส่ลง

ในขวดพลาสติกบรรจุสาร และเก็บไว้ในตู้เย็น  

2.2 ทดสอบเบ้ืองตนของการทําปฏิกิริยาระหวางสารสกัด

จากพืชกับสารมาตรฐานฟอรมาลิน 

 เตรียมถาดหลุมอะลูมิเนียมขนาด 4 หลุม โดยแต่ละหลุม 

เติมสารมาตรฐานฟอร์มาลิน 37% ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และ

เติมสารสกัดจากใบมะเม่า ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในหลุม           

ที ่  1, เต ิมสารสกัดจากใบมะยม ปร ิมาตร 1 มิลล ิล ิตร                

ลงในหลุมที่ 2 เติมสารสกัดจากใบผักหวานบ้าน ปริมาตร 1 

มิลลิลิตร ลงในหลุมท่ี 3 และ เติมสารสกัดจากใบมะขามป้อม 

ปร ิมาตร 1  ม ิลล ิล ิตร ลงในหล ุมท ี ่  4 ส ั ง เกตผลการ

เปลี่ยนแปลง  

2.3 การศึกษาสมบัติเบ้ืองตนของสารสกัดผักหวานบาน 

 จากการทดสอบพบว่าพืชที่ตกตะกอนกับฟอร์มาลินได้

คือผักหวานบ้าน จึงนำสารสกัดจากใบผักหวานบ้านมาผ่าน

การทำให้แห้งแบบแช่แข็ง (Freeze drying) แล้วละลายใน

น้ำปราศจากไอออน ทำการวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาว

คลื่น 200 - 800 นาโนเมตร ด้วยเครื่องยูวี-วิสิเบิลสเปกโทร

โฟโตมิเตอร์ (UV-Visible spectrophotometer) และนำ

สารสกัดแบบผงตรวจวัดรูปแบบการดูดกลืนแสงย่านอิน

ฟาเรดด ้วยเคร ื ่อง FT-IR โดยใช ้ เทคน ิค ATR และหา

ปริมาณอะดีโนซีนด้วยเทคนิค HPLC 

2.4 ศึกษาอัตราสวนของสารสกัดใบผักหวานบานท่ีทํา

ปฏิกิริยากับสารมาตรฐานฟอรมาลิน  

 เตร ียมหลอดทดลอง 4 หลอด เต ิมสารมาตรฐาน

ฟอร์มาลิน ความเข้มข้น 5 % w/v ปริมาตร 5 มิลลิลิตร  

เติมสารสกัดแบบผง 0.01, 0.05, 0.1 และ 0.5 กรัม ลงใน

หลอดทดลองที ่ 1, 2, 3 และ 4 ตามลำดับ เขย่าหลอด

ทดลองเบา ๆ ทุกหลอด และสังเกตผลการเปลี่ยนแปลง 

2.5 ศึกษาขีดจํากัดการตรวจวัดฟอรมาลินของสารสกัดใบ

ผักหวานบาน  

 เตรียมหลอดทดลองทั้งหมด 10 หลอด ให้หลอดที่ 1 

เป็น blank (น้ำปราศจากไอออน 5 มิลลิลิตร) และหลอดที่ 

2 – 9 ให้เติมสารมาตรฐานฟอร์มาลิน ความเข้มข้น 1, 2, 3, 

4, 5, 6, 7, 8 และ 9 % w/v ตามลำดับ ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

เติมสารสกัดแบบผง 0.05 กรัม ลงในหลอดทดลองทั้ง 10 

หลอด เขย่าหลอดทดลองเบา ๆ ทุกหลอด และสังเกตผลการ

เปลี่ยนแปลง  

2.6 ศึกษาการตรวจวัดฟอรมาลินของสารสกั ดใบ

ผักหวานบานเทียบกับชุดทดสอบอยางงายท่ีมีจําหนาย

ตามทองตลาด     

 ในการทดลองครั้งนี้ผู้วิจัยได้เลือกชุดทดสอบมา 2 ยี่ห้อ 

ค ื อ  ช ุ ดทดสอบ  ETK Easy Formalin Test จาก

มหาว ิทยาล ัยสงขลานครินทร์ และชุดทดสอบ GPO Test 

Kit for formalin in food จากกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ 

โดยทดสอบกับ ตัวอย่างอาหารทะเล 2 ชนิด ได้แก่ ปลาหมึก

 

รูปท่ี 1 โครงสร้างของอะดีโนซีน (Adenosine) 
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กระดอง และกุ้งขาว จากตลาดศิริวัฒนา จังหวัดเชียงใหม่ 

โดยจะศึกษาท้ังในน้ำแช่ตัวอย่างปกติ และในน้ำแช่ตัวอย่างท่ี

บดละเอียด 

2.7 ศึกษาอายุการใชงานของสารสกัดแบบผง 

       การเก็บรักษาสารสกัดจากใบผักหวานบ้านที่ดัดแปร

เป็นผง จะเก็บรักษาไว้ในขวดสีชา และเก็บไว้ในตู้เย็น เมื่อ

ครบทุก ๆ 1 เดือน นำผงมาตรวจสอบความคงสภาพและ

การใช้งาน โดยสังเกตลักษณะของผง และนำมาทดสอบกับ

สารมาตรฐานฟอร์มาลินความเข้มข้น 20% w/v และ 10% 

w/v เตรียมหลอดทดลอง 3 หลอด หลอดที่ 1 (Blank) เติม

น้ำปราศจากไอออน 5 มิลล ิล ิตร ,หลอดที ่  2 เต ิมสาร

มาตรฐานฟอร์มาลินความเข้มข้นที่ 20% w/v ปริมาตร 5 

มิลลิลิตร, หลอดที ่ 3 เติมสารมาตรฐานฟอร์มาลินความ

เข้มข้นที่ 10% w/v ปริมาตร 5 มิลลิลิตร และเติมสารสกัด

แบบผง 0.05 g ลงไปทั้ง 3 หลอด เขย่าหลอดทดลองเบา ๆ 

ทุกหลอด และสังเกตผลการเปลี่ยนแปลง โดยในข้ันตอนน้ีจะ

ใช้ระยะเวลาในการศึกษาเป็นระยะเวลารวม 6 เดือน 

 

3. ผลลัพธและอภิปรายผล 

3.1 การทําปฏิกิ ริยาระหวางสารสกัดจากพืชกับสาร

มาตรฐานฟอรมาลิน 

 เมื่อเติมสารสกัดจากพืชท้ัง 4 ชนิด ลงในถาดหลุมท่ี 1- 4 

ที่มีเติมสารมาตรฐานฟอร์มาลิน ความเข้มข้น 37% w/v 

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร พบว่า มีการตกตะกอนอย่างเห็นได้ชัด

ในหลุมท่ี 3 ท่ีเป็นสารสกัดจากใบผักหวานบ้าน ส่วนหลุมอื่น

ท่ีเป็นสารสกัดจากใบมะเม่า ใบมะยม และใบมะขามป้อม ไม่

เกิดการตกตะกอน ดังรูปท่ี 2 

 ด ังน ั ้น  ในการทดลองจ ึงได ้ เล ือกสารสก ัดจากใบ

ผักหวานบ้าน มาเป็นสารสกัดที่ใช้ในการตรวจวัด เนื่องจาก

สามารถทำปฏิกิริยากับสารมาตรฐานฟอร์มาลิน และทำให้

เกิดการตกตะกอนขึ้นโดยสังเกตเห็นเป็นตะกอนได้อย่าง

ชัดเจน เมื่อนำสารสกัดจากใบผักหวานบ้านผ่านกระบวนการ

ทำผงด้วยการทำ Freeze drying ผงที่ได้มีลักษณะเป็นผงสี

น้ำตาล ดังรูปท่ี 3 คิดเป็นร้อยละผลผลิต 6.42 

3.2 สมบัติเบ้ืองตนของสารสกัดผักหวานบาน 

 จากการวัดค่าการดูดกลืนแสงของกับอะดีโนซีนบริสุทธิ์

ด้วยเครื ่องยูวี-วิสิเบิลสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ (UV-Visible 

spectrophotometer) มีค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดที่ 207 

และ 260 nm ดังรูปท่ี 4 ส่วนสารสกัดใบผักหวานบ้าน ได้ค่า

ความยาวคลื ่นแสงที ่ถูกดูดกลืนเด่นชัดที ่ 200 nm และ

ในช่วง ที่ 259 - 274 nm  รูปที่ 5 เมื่อเปรียบเทียบพบว่ามี

ค่าการดูดกลืนแสงสอดคล้องกันแต่อย่างไรก็ตามผงสารสกัด

ได้จากกระบวนการคั้นน้ำแล้วทำ freeze drying เท่าน้ัน ไม่

ผ่านขั้นตอนการทำบริสุทธิ์ ทำให้มีอะดีโนซีนปริมาณน้อย 

และมีสารอื่นๆ ปนมาได้ เช่น สารจำพวกฟลาโวนอยด์ซึ่งมี

การดูดกลืนแสงท่ี 240-280 nm และ 300-400 nm (Feng, 

2017) 

เมื่อนำสารสกัดผงผักหวานบ้าน 20 กรัม ตรวจสอบหา

ปร ิมาณอะด ีโนซ ีนในใบผ ักหวานบ้าน ด ้วยว ิธ ี  High 

Performance Liquid Chromatography (HPLC) พ บ ว ่ า

ในผักหวานบ้าน มีอะดีโนซีนเป็นองค์ประกอบ เมื่อคิดเป็น

 

รูปท่ี 2 การทำปฏิกิริยาระหว่างสารสกัดจากพืชกับสารมาตรฐานฟอร์มาลิน 37% 

 

 

รูปท่ี 3 ลักษณะสารสกัดแบบผง จากการทำ Freeze drying 

 

รูปท่ี 4 ค่าการดูดกลืนแสงของสารสกัดใบผักหวานบ้าน ด้วยเครื่องยูวี-วิสิเบิลสเปกโทร

โฟโตมิเตอร์ 

 

รูปท่ี 5 ค่าการดูดกลืนแสงของอะดีโนซีนบริสุทธ์ิ ด้วยเคร่ืองยูวี-วิสิเบิลสเปกโทรโฟโต

มิเตอร์ 

 

รูปท่ี 6 การดูดกลืนแสงย่านอินฟาเรดของผงสารสกัดใบผักหวานบ้าน 

 

 

รูปท่ี 7 การดูดกลืนแสงย่านอินฟาเรดของของตะกอนท่ีเกิดจากการทำปฏิกิริยาระหว่าง

สารสกัดแบบผงกับสารมาตรฐานฟอร์มาลิน 
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ปริมาณอะดีโนซีนจะได้ 2.35 มิลลิกรัม ต่อผักหวานบ้าน 1 

กิโลกรัม ดังตารางท่ี 1 

จากการศึกษาการดูดกลืนแสงย่านอินฟาเรดพบ O-H ท่ี 

3193.00 cm-1, N-H ท่ี 1591.36 cm-1, C=C ท่ี 1402.13 

cm-1, C-N ท่ี 1255.96 cm-1 และ C-O ท่ี 1046.61 cm-1 

รูปท่ี 6 

นอกจากนี้ยังศึกษาหมูฟ่ังก์ชันของตะกอนที่เกิดจากการ

ทำปฏิก ิร ิยาระหว่างสารสกัดแบบผงกับสารมาตรฐาน

ฟอร์มาลิน ด้วยเทคนิค ATR-IR พบ O-H ที่ 3275.10 cm-1, 

N-H ท ี ่  1625.56 cm-1, C-N ท ี ่  1235.99 cm-1, C-H ท ี ่ 

2118.03 cm-1, C-O ท ี ่ ช ่ ว ง  1000-1300 cm-1 และ CH2 

(Alkane) ท่ี 1448.82   cm-1  รูปท่ี 7 

 ซึ่งหมู่ฟังก์ชันที่พบในการตรวจวัด คาดว่ามีความเป็นไป

ได้ และมีความใกล้เคียงกับหมู่ฟังก์ชันของสารอะดีโนซีน 

และมี CH2 ที่มาจากสารมาตรฐานฟอร์มาลิน (CH2O) และ

ได้คาดการณ์การเกิดปฏิกิริยาครอสลิงค์ (Cross link) ของ

ฟอร์มัลดีไฮด์กับโปรตีนที่ปลายกรดอะมิโนชนิด Primary 

amine เกิดเป็น Secondary amine ท่ีเสถียร ดังสมการ 

 

 
(ฟอร์มัลดีไฮด์ + Primary amine)(เกิดการครอสลิงค์โปรตีน) 

 

3.3 ศึกษาอัตราสวนของสารสกัดใบผักหวานบานท่ีทํา

ปฏิกิริยากับสารมาตรฐานฟอรมาลิน 

 จากการทำปฏิกิริยากันของสารมาตรฐานฟอร์มาลิน 

ความเข้มข้น 5 % w/v ปริมาตร 5 มิลลิลิตร กับสารสกัด

แบบผง ปริมาณ 0.5, 0.1, 0.05 และ 0.01 g ตามลำดับ 

พบว่า ในหลอด Blank ทุกหลอดที่ใส่ผงปริมาณแตกต่างกัน 

เกิดเป็นสารละลายไม่มีตะกอน รวมถึงหลอดที ่เติมสาร

มาตรฐานฟอร์มาลินเข้มข้น 5 % w/v กับสารสกัดแบบผง ท่ี

ปริมาณ 0.01 g แต่ในหลอดเติมสารมาตรฐานฟอร์มาลิน

เข้มข้น 5 % w/v กับสารสกัดแบบผง ที่ปริมาณ 0.05 g ขึ้น

ไปเริ่มมีการตกตะกอนและตะกอนที่เกิดขึ้นจะมีปริมาณมาก

ข้ึนตามปริมาณของสารสกัดแบบผงท่ีเติมลงไป ดังรูปท่ี 8 

 ดังนั้น ในการทดลองครั้งนี้ จะเลือกใช้สารสกัดแบบผงที่ 

0.05 กรัม เน่ืองจากเป็นการใช้ผงในปริมาณน้อยที่สุด และมี

ตะกอนท่ีสังเกตเห็นได้ชัด 

3.4 ศึกษาขีดจํากัดของสารสกัดใบผักหวานบานในการ

ตรวจวัดฟอรมาลิน  

 จากการศึกษาขีดจำกัดของสารสกัดแบบผง ในการ

ตกตะกอนสารมาตรฐานฟอร์มาลิน ความเข้มข้นที่ 1, 2, 3, 

4, 5, 6, 7, 8 และ 9% w/v พบว่า ที ่ความเข้มข้น 1-4% 

w/v ไม่มีการตกตะกอน ส่วนท่ีความเข้มข้น 5 % w/v เริ่มมี

การตกตะกอนไปจนถึงความเข้มข้น 9% w/v ตะกอนที่

เก ิดข ึ ้นจะมีปร ิมาณมากขึ ้นตามความเข้มข้นของสาร

มาตรฐานฟอร์มาลิน ดังนั ้นสารสกัดจากสารสกัดแบบ                  

ผง 0.05 กร ัม สามารถทำปฏิก ิร ิยากับสารมาตรฐาน

           -H2O        +Protein-NH2 

CH2O+ Protein-NH2         Protein-N=CH2   Protein-NH-CH2-NH-Protein 

    

ตารางที่ 1 ปริมาณอะดีโนซีนในผงผักหวานบ้าน 

 
หมายเหตุ : ข้อมูลการวิเคราะห์ จากห้องปฏิบัติการกลาง ศูนย์บริการวิชาการและ

ถ่ายทอดเทคโนโลยีการเกษตร คณะเกษตรศาสตร์มหาวิทยาลัยเชียงใหม่ 

 

 
รูปท่ี 8 การเกิดตะกอนจากการทำปฏิกิริยาระหว่างสารมาตรฐานฟอร์มาลิน 

 5% w/v กับสารสกัดแบบผงในปริมาณต่าง ๆ 

 

 
รูปท่ี 9 ขีดจำกัดของสารสกัดแบบผง ในการตกตะกอนกับสารมาตรฐานฟอร์มาลินที่

ความเข้มข้นต่าง ๆ 
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ฟอร์มาลินได้ในความเข้มข้นต่ำสุดคือ 5% w/v ดังรูปที่ 9               

ซึ่งถือเป็นขีดจำกัดหรือความเข้มข้นต่ำสุดที่สามารถตรวจวัด

ฟอร์มาลินได้  

 อย่างไรก็ตามความเข้มข้นต่ำสุดท่ีผงจากผักหวานบ้านจะ

ตรวจวัดได้ยังคงสูงกว่าค่าที ่กำหนดไม่ควรพบในอาหาร 

ตามท่ีระบุใน U.S.EPA และ WHO แต่วิธีตรวจสอบด้วยวิธีนี้

จะเห็นว่าการทำงานง่ายเพียงขั้นตอนเดียว ใช้สารปริมาณ

น้อย และไม่เป็นอันตรายต่อผู้ใช้งาน อีกทั้งไม่มีของเสียหลัง

การทดสอบ 

3.5 การเปรียบเทียบผลการตรวจวัดสารฟอรมาลินใน

อาหารทะเลกับชุดทดสอบอยางงาย 

 จากการเปรียบเทียบผลจากการตรวจวัดสารฟอร์มาลิน

ในอาหารทะเลของท้ังสามวิธี คือการตรวจวัดด้วยผงสารสกัด

ใบผักหวานบ้าน และจากชุดทดสอบที่มีขายในท้องตลาดท้ัง 

2 ยี่ห้อ พบผลการตรวจวัดฟอร์มาลินดังตารางท่ี 2 

 จากตารางที่ 2 พบว่า ชุดทดสอบ ETK Easy Formalin 

Test จากมหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ มีการเปลี่ยนแปลงสี

เป็นสีเหลืองเล็กน้อย ซึ ่งรายงานได้ว่าพบฟอร์มาลินใน

ปริมาณน้อยกว่า 100 mg/kg ในหมึกกระดองทั้งในน้ำแช่

และในเนื้อบดละเอียด สำหรับในตัวอย่างน้ำแช่กุ้งขาว ชุด

ทดสอบเปลี ่ยนเป็นสีเหลืองอ่อน รายงานได้ว ่าพบสาร

ฟอร์มาลินในระดับ 100 mg/kg แต่เมื่อวิเคราะห์ในเนื้อกุ้ง

ขาวบดละเอียด เกิดการรบกวนของสีจากสารตัวอย่างจึงไม่

สามารถรายงานค่าได ้ เป ็นข้อจำกัดของชุดทดสอบนี  ้                

เมื่อเปรียบเทียบกับชุดทดสอบ GPO Test Kit for formalin 

in food จากองค์การเภสัชกรรม พบว่าตัวอย่างที ่นำมา

ตรวจวัดมีการเปลี่ยนเป็นสีชมพูอ่อนทั้งหมด รายงานได้ว่า

พบฟอร์มาลินในทุกตัวอย่าง ซึ่งชุดทดสอบนี้มีค่าการตรวจ

ต่ำสุด 0.5 ppm สอดคล้องกับการทดสอบจากผงสารสกัดใบ

ผักหวานบ้านเมื่อเติมลงในสารละลายตัวอย่าง พบว่ามีความ

ขุ่นเกิดขึ ้นแม้จะไม่เกิดเป็นตะกอนขนาดใหญ่ รายงานว่า

อาจจะพบฟอร์มาลินในตัวอย่างทั้งหมดด้วยเช่นกัน ทั้งนี้ชุด

ทดสอบ GPO Test Kit for formalin in food ก็มีข้อจำกัด

เร ื ่องผลบวกเทียม ทดสอบเฉพาะในน้ำแช่หรือน้ำล้าง

ตัวอย่างเท่านั้น หลีกเลี่ยงการบดตัวอย่าง ภายใต้ปฏิกิริยา 

Schryver's method ซึ่งมีความไวต่อปริมาณฟอร์มัลดีไฮด์ใน

ระดับต่ำสามารถเกดิปฏิกิริยากับ Trimethylamine (Reay, 

1936) และฟอร์มัลดีไฮด์ในระดับที่อาจจะมีได้ตามธรรมชาติ 

ไม่ใช่ฟอร์มาลินที่เกิดการเติมลงในตัวอย่าง (Wahed et al., 

2016)  

จะเห็นว่าผงสารสกัดจากผักหวานบ้านสามารถนำมา

ประยุกต์ตรวจวัดฟอร์มาลินตกค้างเบ้ืองต้นได้ แม้ว่าค่าความ

เข้มข้นต่ำสุดท่ีผงจากผักหวานบ้านจะตรวจวัดได้ยังคงสูง แต่

มีการใช้งานง่ายเพียงขั้นตอนเดียว ใช้สารปริมาณน้อย ไม่

เป็นอันตรายต่อผู้ใช้งาน และไม่มีของเสียหลังการทดสอบ 

การดูสีอาจจะเป็นข้อเสีย แต่งานนี ้ดูการตกตะกอน ซึ ่ง

อาจจะต้องพัฒนาต่อไป อาจมีว ิธ ีการตรวจวัดโดยใช้

เครื่องวัดความขุ่นร่วมด้วย 

3.6 ศึกษาอายุการใชงานของสารสกัดแบบผง 

 เมื ่อนำสารสกัดจากใบผักหวานบ้านที ่ดัดแปรเป็นผง   

เก็บรักษาไว้ในขวดสีชา และเก็บไว้ในตู้เย็น  เมื่อครบทุก ๆ  

1 เดือน นำผงมาตรวจสอบความคงสภาพและการใช้งาน 

โดยส ังเกตล ักษณะของผง และนำมาทดสอบกับสาร

มาตรฐานฟอร์มาลินความเข้มข้นที่ 10% w/v และ 20% 

w/v พบว ่าท ั ้ ง 6 เด ือนให ้ผลท ี ่ เหม ือนกัน ค ือ ม ีการ

ตกตะกอนทั้งกับสารมาตรฐานฟอร์มาลิน 10% w/v และ 

20% w/v w/v อย่างไรก็ตามในเดือนที่ 5-6 เมื่อตั้งหลอด

ทดลองทิ ้งไว ้นาน ๆ พบว่าที ่หลอดทดลองของ Blank                    

มีตะกอนเล็ก ๆ ตกร่วมด้วย ซึ่งอาจจะมาจากความชื้นหรือ

การทำปฏิกิริยากับอากาศ ทำให้สารที่เป็นองค์ประกอบอื่น 

ๆ ในสารสกัดแบบผงเกิดการเสื่อมสภาพได้ ดังนั้น เพื่อให้

ตารางท่ี 2 การเปรียบเทียบผลการตรวจวัดสารฟอร์มาลินในอาหารทะเลของทั ้ง

สามวิธี 
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การตรวจวัดได้ถูกต้องอายุการใช้งานของสารสกัดจากใบ

ผักหวานบ้านควรใช้ภายในระยะเวลา 5 เดือน 

 

4. บทสรุป 

     จากการทดลองการตรวจสอบหาฟอร์มาลินปนเปื้อนใน

อาหาร โดยวิธีการใช้พืชท้องถิ่นมาทดสอบ และสังเกตการ

เปลี่ยนแปลงด้วยการตกตะกอน พบว่าสารสกัดจากพืชทั้ง              

4 ชนิด ได้แก่ ใบผักหวานบ้าน มะยม มะเม่า และมะขามป้อม 

มีเพียงชนิดเดียวที ่สามารถตกตะกอนฟอร์มาลินได้ คือ                

สารสกัดจากใบผักหวานบ้าน ซึ่งได้นำมาผ่านกระบวนการทำ

ให้แห้งแบบแช่เยือกแข็งได้สารสกัดในรูปแบบผง ซึ่งสามารถ

ตรวจวัดฟอร์มาลินได้ที่ขีดความเข้มข้นต่ำสุดคือ 5 % w/v 

ซึ่งยังมีค่าสูงยังคงต้องพัฒนาต่อไป อย่างไรก็ตามเมื่อนำมา

ทดสอบกับตัวอย่างอาหารทะเล พบว่าให้ผลใกล้เคียงกับชุด

ทดสอบที่มีขายตามท้องตลาด จากงานวิจัยนี้ทำให้เห็นการ

พัฒนาการตรวจวัดฟอร์มาลินสามารถทำได้ด้วยวิธีที ่ง่าย 

สะดวก รวดเร็ว สามารถนำไปวิเคราะห์เบื ้องต้น ทำนอก

ห้องปฏิบัติการได้โดยไม่มีของเสียหลังการทดสอบ มีความ

ปลอดภัยต่อผู้ทำการตรวจสอบ เนื่องจากมีการใช้สารสกัด

ที่มาจากธรรมชาติ และช่วยลดค่าใช้จ่ายในการวิเคราะห์ 

สามารถเก็บใช้งานได้ประมาณ 5 เดือน อาจต่อยอดพัฒนา

เป็นชุดทดสอบหาสารฟอร์มาลินได้ในระดับเบ้ืองต้นได้ 
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