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การวิเคราะหห์าปริมาณน ้า (Water Determination) 
ด้วยวิธี Karl Fischer Titration 

ภญ. จารุบล ชยัชนะ, ภญ. ปัณรส แช่มชมดาว 
 
1. วตัถปุระสงค ์
 เพื่ออธบิายหลกัการและแนวทางการวเิคราะหห์าปรมิาณน ้าดว้ยวธิ ีKarl Fischer Titration ส าหรบั
หอ้งปฏบิตักิาร 
 
2. บทน า 
 การตรวจวเิคราะหส์าร เช่น สารมาตรฐาน หรอืวตัถุดบิยา ทีม่กีารก าหนดมาตรฐานในสภาวะแหง้
หรอืสภาวะปราศจากน ้า (calculated on the anhydrous basis) จ าเป็นทีต่้องทราบปรมิาณน ้าในสาร การ
วิเคราะห์ปริมาณน ้ าในสาร (water content) ที่ระบุในต ารายาด้วยวิธี Karl Fischer Titration เป็นวิธีที่
จ าเพาะเจาะจง (specific) เหมาะส าหรบัตวัอย่างทีม่ปีรมิาณน ้าสูง วเิคราะหป์รมิาณน ้าไดต้ัง้แต่ 0.001 ถงึ 
100% ส่วนการวเิคราะหด์ว้ย coulometric titration เหมาะส าหรบัตวัอย่างที่มปีรมิาณน ้าน้อย ตัง้แต่ 100 
µg ถงึ 10 mg 
 
3. หลกัการ 

Karl Fischer Titration (KF Titration) หรอื Semi-micro determination of water เป็นวธิี
มาตรฐานในการวเิคราะหห์าปรมิาณน ้าในสารทัง้ในและนอกโมเลกุล อาศยัการท าปฏกิริยิาของน ้าในตวั
ท าละลายแอลกอฮอล ์(R-OH) กบัไอโอดนี (I2), Sulfur dioxide anhydrous solution (SO2) และเบสเช่น 
pyridine ซึง่เป็นส่วนประกอบพืน้ฐานของ Karl Fischer reagent ปฏกิริยิาอาจเกดิขึน้โดยทางตรง (direct 
titration) หรอืโดยทางออ้ม (back titration) กไ็ด ้ โดยขณะเกดิปฏกิริยิาตอ้งม ี methanol ปรมิาณมาก
เพยีงพอเสมอ 

หลกัการของปฏกิริยิาดงันี้ 
H2O + I2 + SO2 + CH3OH + 3RN → [RNH]SO4CH3 + 2[RNH]I 
 

4. เครื่องมือ Karl Fischer Titrator และอปุกรณ์ 
การตดิตัง้เครือ่งมอื Karl Fisher Titrator ควรตดิตัง้ในหอ้งปฏบิตักิารทีค่วบคุมอุณหภมูแิละ

ความชืน้  ไมค่วรตดิตัง้ในหอ้งทีม่กีารเปลีย่นแปลงของอุณภมู ิความชืน้สงู และไม่ตดิตัง้ในต าแหน่งทีใ่กล้
กบัแหล่งความรอ้นและแหล่งความเยน็ การไทเทรตตอ้งเป็นระบบปิดและปฏบิตังิานอยา่งรวดเรว็ 
ระมดัระวงัทุกขัน้ตอนเพื่อป้องกนัการดูดความชืน้จากอากาศเขา้มาในตวัอยา่งและระบบ  เครือ่งมอื 
Titrator เป็นการ apply ไฟฟ้ากระแสตรงที ่platinum electrodes ประมาณ 5 - 10 µA แรงดนัไฟฟ้า 200 
mV  ทีจ่ดุสมมลูเมือ่ปรมิาณน ้าในสารตวัอย่างถูกท าปฏกิริยิาหมดไป ปรมิาณ Karl Fischer reagent ที่
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เตมิเพิม่ลงไปอกีเพยีงเลก็น้อยจะท าใหก้ารไหลของกระแสไฟฟ้าเพิม่ขึน้อยูร่ะหว่าง 50 – 150 µA เป็น
เวลา 30 วนิาทถีงึ 30 นาททีัง้นี้ขึน้กบัตวัอยา่งทีว่เิคราะห ์  ผลการวเิคราะหแ์ละ reproducibility ขึน้กบั
หลายปัจจยั อาท ิความเขม้ขน้สมัพทัธข์อง Karl Fischer reagent, ตวัท าละลายทีใ่ชล้ะลายตวัอยา่ง และ
เทคนิคการวเิคราะห ์ 

เครือ่งมอืและอุปกรณ์ 
1. Karl Fischer Titration apparatus with automatic Burette 
2. Analytical balance (minimum resolution 0.1 mg) 
3. Syringe with long, thin needle (microsyringe) 
4. Weighing spoon for solid samples with cover 
5. A titration vessel with: 

- 2 identical platinum electrodes; 
- Tight inlets for introduction of solvent and titrant; 
- An inlet for introduction of air via a desiccant; 
- A sample inlet fitted with a stopper or, for liquids, a septum 

6. Magnetic stirrer 

สารเคม ี
1. Karl Fischer reagents for volumetric water determination 
2. Anhydrous Methanol 

 
5. การเตรียม Karl Fischer (KF) reagent 

เตมิ iodine 125 กรมั ในสารละลายซึง่ประกอบดว้ย anhydrous methanol 670 มลิลลิติรและ 
pyridine 170 มลิลลิติร ผสมใหเ้ขา้กนัและตัง้ทิง้ไวใ้หเ้ยน็  แช่เยน็ pyridine 100 มลิลลิติรใน graduated 
cylinder ขนาด 250 มลิลลิติร ในอ่างน ้าแขง็ผ่าน dry sulfur dioxide จนไดป้รมิาตร 200 มลิลลิติร ค่อยๆ 
เทสารละลายนี้อยา่งชา้ๆ ลงในสารผสม iodine ทีเ่ยน็ เขยา่ให ้ iodine ละลายจนหมด เทสารละลายทีไ่ด้
ใส่ภาชนะป้องกนัแสง ตัง้ทิง้ไว ้ 24 ชัว่โมงก่อน standardization  ในช่วงแรกของการเตรยีม (freshly 
prepare) สารละลายน้ี 1 มลิลลิติรมคี่าสมมลูกบัน ้าโดยประมาณ 5 มลิลกิรมัแต่ค่าสมมลูจะลดลงเรือ่ยๆ 
ให ้ standardize ก่อนใชภ้ายใน 1 ชัว่โมงหรอืวนัละครัง้กรณทีีม่กีารใชง้านอย่างต่อเนื่อง โดยบรรจ ุ KF 
reagent ในภาชนะป้องกนัแสงขณะใชง้าน  สภาวะการเกบ็รกัษา KF reagent ทีเ่หมาะสมคอืเกบ็ใน
ภาชนะป้องกนัแสง ปิดสนิทเพื่อป้องกนัความชืน้ และเกบ็ในตูเ้ยน็ 

ส าหรบัการวเิคราะหห์าน ้าทีม่ปีรมิาณน้อย (trace amount of water: less than 1.0%) ควรใช ้KF 
reagent ทีม่คี่าสมมลูกบัน ้า (water equivalent factor) ไมเ่กนิ 2 เพราะจะมกีารใชป้รมิาตร KF reagent 
เพิม่ขึน้และใหผ้ลวเิคราะหท์ีถู่กตอ้งอยา่งมนีัยส าคญั 

ในอดตี การเตรยีม KF reagent ขึน้ใชเ้องมคีวามยุง่ยาก ไมเ่ป็นทีน่ิยมกนัในทางปฏบิตัแิละมกีาร
ใช ้ pyridine ซึง่เป็นอนัตรายกบัผูใ้ชง้านเน่ืองจากเป็นสารก่อมะเรง็ ปัจจุบนัมหีลายบรษิทัทีผ่ลติ KF 
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reagent ทีม่คีวามคงตวัและคุณภาพดจี าหน่าย โดยมกีารใชส้ารอื่นทีม่คีวามปลอดภยักว่าไดแ้ก่ 
imidazole แทน pyridine หรอืการใช ้alcohol ชนิดอื่นแทน methanol  นอกจากนี้มกีารออกแบบเครือ่ง
ไทเทรตอตัโนมตัใินระบบปิดทีเ่พิม่ความปลอดภยัต่อผูใ้ชง้านและใหผ้ลวเิคราะหท์ีแ่มน่ย ามากยิง่ขึน้ 

 
6. การหาปริมาณน ้าท่ีสมมลูกบั Karl Fischer reagent (Standardization of the reagent) 

เป็นการหาค่า Water equivalent factor (F) ของ KF reagent วธิกีารดงันี้ 
เตมิ anhydrous methanol หรอืสารละลายทีเ่หมาะสมลงในภาชนะ titration vessel ใหม้ปีรมิาณ

มากเพยีงพอจนท่วมปลาย platinum electrodes โดยมแีท่งแมเ่หลก็กวนอยูต่ลอดเวลา 
สารมาตรฐานน ้าทีส่ามารถใชส้ าหรบัการ standardization ไดแ้ก่ purified water (water content 

100.00%), sodium tartrate dihydrate, USP reference standard หรอื commercial standard with a 
certificate of analysis traceable to a national standard  

ปัจจยัทีต่อ้งพจิารณาในการ standardization คอื ค่าปรมิาณน ้าทีส่มมลูกบั KF reagent (The 
reagent equivalent factor), ปรมิาตร titrant ทีใ่ชใ้นการไทเทรต, ขนาด burette, และปรมิาณสาร
มาตรฐานน ้าทีใ่ช ้  ในขัน้ตอนการ standardization ค่า water equivalent factor ทีไ่ด ้ ตอ้งไมน้่อยกว่า 
80% ของค่าทีร่ะบุไวบ้นฉลาก 

การใช ้purified water หรอื water standards เป็นสารมาตรฐานน ้า 
ชัง่ purified water (ความละเอยีดอยา่งน้อย 0.1 mg) ใหม้นี ้าหนกัทีถู่กตอ้งมปีรมิาณน ้า 2 – 250 

mg โดยใช ้microsyringe  ใส่อยา่งรวดเรว็ลงใน titration vessel ทีม่ตีวัท าละลายในระบบทีป่ราศจากน ้า 
ไทเทรตดว้ย KF reagent จนถงึจดุสมมลู ค านวณปรมิาณน ้าทีส่มมลูกบั KF reagent (water equivalent 
factor; F) ดงันี้ 

  F = W / V  
โดย F = water equivalent factor 
     W = น ้าหนกัของน ้า (mg)  

           V = ปรมิาตรของ KF reagent ทีส่มมลูกบัปรมิาณน ้า (mL) 
 

7. การตรวจสอบความเหมาะสมของระบบ (Suitability) 
 การทวนสอบ (verification) เพื่อหาค่าความแมน่ (accuracy) โดยการหาค่ารอ้ยละการคนืกลบั 
(% recovery) มวีธิกีารดงันี้ 
 เตรยีม water standard ชัง่ใหม้นี ้าหนกัทีถู่กตอ้งอยา่งน้อย 3 determinations ไทเทรตดว้ย Karl 
Fischer reagent ในระบบทีม่ตีวัท าละลายในสภาวะทีป่ราศจากน ้า ไทเทรตจนถงึจดุสมมลู ค านวณค่า
รอ้ยละการคนืกลบั (r) ดงันี้ 
   r = 100 x W2 / W1  
  โดย r = รอ้ยละการคนืกลบั 
       W1 = ปรมิาณน ้าทีเ่ตมิ (mg) 
       W2 = ปรมิาณน ้าทีพ่บ (mg) 
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 ค านวณค่าเฉลีย่ของค่ารอ้ยละการคนืกลบั เกณฑก์ารยอมรบัทีเ่หมาะสมอยูร่ะหว่าง 97.5% และ 
102.5% 
 
8. การเตรียมตวัอย่างเพ่ือวิเคราะห ์
 ชัง่ตวัอยา่ง (ความละเอยีดอยา่งน้อย 0.1 mg) โดยค านวณว่าจะมนี ้าอยูป่ระมาณ 2 – 250 mg  
โดยปรมิาณน้อยสุดของตวัอยา่งทีช่ ัง่ สามารถประมาณไดจ้ากการค านวณดงันี้ 
 FCV / KF 
  โดย F = water equivalent factor (mg/mL) 
       C = ปรมิาตร KF reagent ทีใ่ช ้คดิเป็น % ของความจ ุburette โดยทัว่ไปควรมคี่า
ระหว่าง 30% ถงึ 100% ส าหรบัการไทเทรตดว้ยมอื และมคี่าระหว่าง 10% ถงึ 100% ส าหรบัการ
ไทเทรตทีม่กีารหาค่าสมมลูดว้ยเครือ่งไทเทรชัน่อตัโนมตั ิ
       V = ปรมิาตรความจ ุburette (mL) 
       KF = ขอ้ก าหนดของปรมิาณน ้าในตวัอยา่ง (%) 
[ขอ้แนะน า: ผลคณูของ FCV ทีไ่ดค้วรมคี่ามากกว่าหรอืเท่ากบั 200 เพื่อมัน่ใจไดว้่า ปรมิาณน ้าน้อยทีสุ่ด
ทีว่เิคราะหไ์ดน้ัน้มากกว่าหรอืเท่ากบั 2 mg]   
  

การเตรยีมตวัอยา่งยารปูแบบต่างๆ มดีงันี้ 
 1) ยาเมด็ ชัง่ผงยา (ชัง่อยา่งละเอยีด) ทีบ่ดละเอยีดแลว้จากตวัอยา่งไมน้่อยกว่า 4 เมด็ ใน
สภาวะบรรยากาศทีค่วบคุมอุณหภมูแิละความชืน้ไมใ่หม้ผีลกระทบต่อการวเิคราะห์ 
 2) ยาแคปซลู ใชผ้งยาจากยาแคปซลูไมน้่อยกว่า 4 แคปซลูทีผ่สมกนัดแีลว้ ชัง่อยา่งละเอยีด 
 3) ยาส าหรบัฉีดพ่น เกบ็ตวัอยา่งใน freezer เป็นเวลาไมน้่อยกว่า 2 ชัว่โมง น าออกมาและเปิด
ทนัท ีปิเปตออกมา 10.0 มลิลลิติรของตวัอยา่งทีผ่สมใหเ้ขา้กนัแลว้ น าไปไทเทรตทีอุ่ณหภมูปิระมาณ 
10C หรอืสงูกว่า 
 4) หากมอโนกราฟระบุว่า เป็นผงยาทีดู่ดความชืน้ง่าย (hygroscopic) ไดแ้ก่ lyophilized product 
หรอืผงยาทีบ่รรจใุน vial ใหร้ะมดัระวงัเพื่อป้องกนัตวัอยา่งดดูความชืน้จากบรรยากาศ ชัง่ตวัอยา่งทัง้
ภาชนะบรรจอุย่างละเอยีด ใช ้syringe และเขม็ฉีดยาทีแ่หง้ ดดู anhydrous methanol หรอืสารละลายอื่น
ทีเ่หมาะสมปรมิาตรแน่นอน ฉีดลงไปในภาชนะบรรจตุวัอยา่งและเขยา่เพื่อละลายตวัอยา่ง  ใช ้ syringe 
เดมิดดูสารละลายตวัอยา่งออกมาและฉีดลงไปใน titration vessel ในระบบทีป่ราศจากน ้า ลา้งภาชนะ
บรรจตุวัอยา่งดว้ย anhydrous methanol หรอืสารละลายอื่นทีเ่หมาะสม ปรมิาตรแน่นอน ถ่ายรวมใน
ภาชนะ ไทเทรตทนัท ี  ท า blank โดยไทเทรต anhydrous methanol หรอืสารละลายอื่นทีเ่หมาะสม 
ปรมิาตรเท่ากบัทีล่ะลายตวัอยา่งและลา้งตวัอยา่งจนถงึจดุสมมลู น าค่าทีไ่ดน้ี้ไปหกัออกจากการไทเทรต
กบัตวัอยา่ง อบภาชนะบรรจตุวัอยา่งใหแ้หง้ที ่100C เป็นเวลา 3 ชัว่โมง ทิง้ใหเ้ยน็ใน desiccator และ
ชัง่น ้าหนกัภาชนะเปล่า ค านวณหาน ้าหนกัของผงยาจากผลต่างของน ้าหนกัเริม่ตน้และน ้าหนกัของ
ภาชนะเปล่า 
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9. บทสรปุ 
 Karl Fischer Titration เป็นวธิมีาตรฐานในการวเิคราะหห์าปรมิาณน ้าตามขอ้ก าหนดของต ารายา 
สามารถวเิคราะหป์รมิาณน ้าทัง้ในและนอกโมเลกุลสาร ไทแทรนทท์ีใ่ชค้อื KF reagent ซึง่ประกอบดว้ย
สารละลายทีป่ราศจากน ้าของ sulfur dioxide และ iodine ทีล่ะลายอยูใ่นส่วนผสมของเบสเช่น pyridine และ 
methanol  KF reagent บรรจใุนภาชนะป้องกนัแสงและความชืน้  ค่าสมมลูหรอื Water equivalent factor (F) 
ของ KF reagent จะลดลงเรื่อยๆ ตอ้ง standardize ก่อนการใชง้าน โดยค่าสมมลูทีไ่ดไ้มค่วรน้อยกว่า 80% ของ
ทีร่ะบุไวบ้นฉลาก  การทวนสอบเพื่อหาค่าความแม่น โดยการหาค่ารอ้ยละการคนืกลบัเป็นการตรวจสอบความ
เหมาะสมของระบบไทเทรชัน่  ปัจจุบนัเครือ่งมอื KF Titrator ถูกพฒันาใหเ้ป็นเครือ่งไทเทรตแบบอตัโนมตัทิีม่ ี
ประสทิธภิาพสงูขึน้  การไทเทรตเป็นระบบปิด (close system) เพื่อป้องกนัน ้าจากบรรยากาศ หอ้งปฏบิตักิาร
ตอ้งควบคุมอุณหภมูแิละความชืน้  ปรมิาณตวัอยา่งทีใ่ชว้เิคราะห ์ การเลอืกใช ้ KF reagent ทีม่คีวามเขม้ขน้
สมัพทัธต่์างๆ ปรมิาตรไทแทรนทท์ีใ่ช ้และเทคนิค มผีลต่อความถูกตอ้งของผลการวเิคราะหแ์ละ reproducibility 
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