
บทท่ี 3

วัสดุและวิธีการวิจัย

วัสดุและอุปกรณ์

1. กลุ่มตัวอย่าง

1.1 บุคคลท่ัวไปท่ีมาบริจาคโลหิต ท่ีโรงพยาบาลคุมิพลอดุลยเดช พอ. และ 
อาสาสมัครท่ีมีสุขภาพสมบูรณ์โดยคัดเลือก'จากการสัมภาษณ์ อายุ เพศ นำหนัก ส่วนสูง 
ประวัติการเจ็บปวย อาหารและยาท่ีบริโภคโดยมีหลักเกณฑ์ในการคัดเลือก ดังน้ี

ชายปกติจำนวน 50 ราย สุขภาพสมบูรณ์แข็งแรง ไม่มีโรคประจำตัว ไม่สูบบุหร่ี 
ไม่ด่ืมเคร่ืองด่ืมท่ีมีแอลกอฮอล์ ไม่ได้รับการเสริมลังกะสืและทองแดง ไม่ได้รับยาท่ีมีผลต่อ 
ปริมาณลังกะสืและทองแดง เช่น คอร์ติโคสเตียรอยด์ เพนนิชิลลามีนวิตามินรวม 
รับป'ระ'ทานอาหารครบ 5 หมู่ (ไม่รับประทานอาหารมังสวิรัติ หรืออาหารเจเป็นประจำ)

หญิงปกติจำนวน 50 ราย ใช้เกณฑ์คัดเลือกเหมือนชายปกติและไม่อยูในภาวะ 
ต้ังครรภ์หรือให้นมบุตร ไม่รับประทานหรือฉีดยาคุมกำเนัด ไม่อยู่ในระหว่างมีประจำเดือน

1.2 ผู้ปวยในโรงพยาบาลภูมิพลอดุลยเดช พอ. ท่ีได้รับอาหารผ่านทางเดินอาหาร 
(enteral nutrition, EN) สูตรป่นผสมอย่างน้อยเป็นเวลา 1 สัปดาห์
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1.3 ผู้ป๋วยในโรงพยาบาลภูมิพลอดุลยเดช พอ. ที1ได้ร้บอาหารท้ังหมด 
ทางหลอดเลือดดำ (total parenteral nutrition) เป็นเวลาอย่างน้อย 1 สัปดาห และไม่ได 
รัชยาท่ีมีผลต่อปริมาณสังกะสีในร่างกาย

2. การเก็บตัวอย่างเลือด (Smith และคณะ, 1979; Milne และ Jonhson, 1993; 
Young และ Bermes, 1994)

2.1 บุคคลท่ัวไปและอาสาสมัครจะต้องอดอาหารข้ามคืนอย่างน้อยต้ังแต่เวลา
24.00 นาฟิกาก่อนทำการเจาะเลือด เก็บตัวอย่างเลือดคร้ังละ 20 มิลลิลิตร ต้ังหลอดเลือดท้ิงไว้ 
ท่ีอุณหภูมิห้อง เพ่ือให้เลือดแข็งตัว จากน้ันนำไปหมุนเหว่ียงด้วยเคร่ืองหมุนเหว่ียงเพ่ือแยกชีรัม 
โดยใช้ความเร็ว 3,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที เทชีรัมใส่ในหลอดเก็บตัวอย่างเลือด
นำไปป่นแยกอีกคร้ังเป็นเวลา 3 นาที แยกชีรัมใส่ในขวดพลาสติกท่ีปราศจากแร่ธาตุต่าง ๆ นำไป 
เก็บท่ีอุณหภูมิ -15 องศาเซลเซียส จนกว่าจะทำการวิเคราะห์หาปริมาณสังกะสีและทองแดง

2.2 ผู้ปวยในโรงพยาบาลภูมิพลอดุลยเดช พอ. ท่ี'ได้,รันอาหารท้ัง1หมด
ทางหลอดเลือดดำหรือผ่านทางเดินอาหาร โดยทำการเก็บเลือดก่อนเร่ิมให้อาหารคร้ังแรกและ 
หลังให้อาหารสัปดาห์ละคร้ัง โดยเก็บตัวอย่างเลือดคร้ังละ 20 มิลลิลิตร เลือดท่ีได้นำมาป่นแยก 
ซีรัมและเก็บแช่แข็งเช่นเดียวกับ1ข้อ 2.1

3. อุปกรณ์ท่ีใช้ในการวิจัย

3.1 เคร่ืองหมุนเหว่ียง (Centrifuge รุ่น H-11D ของบริษัท Kokusan 
corporation ประเทศญีปุ'น)

3.2 หลอดเก็บตัวอย่างเลือดเคลือบด้วยชิลิโคน ขนาด 10 มิลลิลิตร (Venoject,
ของบริษัท Terumo, ประเทศญ!],น)

3.3 กล่องรักษาความเย็น (ice box)
3.4 เคร่ืองควบคุมอุณหภูมิ (deep freezer อุณหภูมิ -15 องศาเซลเซียส)
3.5 เคร่ืองสฟกโทรโฟโตมิเตอร์วัดการดูดกลืนแสงโดยอะตอม (Atomic - 

Absorption Spectrophotometer, Varian Model Spectr AA-300)
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4. สารเคมีท่ีใข้ในการวิจัย

4.1 สารละลายมาตรฐานคอปเปอร!นเตรต (copper nitrate) สำหรับเคร่ือง
สเปกโทรโฟโตมิเตอร์วัดการดูดกลืนแสงโดยอะตอม ความเข้มข้นของทองแดง 1.0 มิลลิกรัมต่อ 
มิลลิลิตร ของบริษ้ท Farmitalia Carlo Erba

4.2 สารละลายมาตรฐานชิงค์ไนเตรต (zinc nitrate) สำหรับเคร่ือง
สเปกโทรโฟโตมิเตอร์วัดการดูดกลืนแสงโดยอะตอม ความเข้มข้นของสังกะสี (zinc) 1.0 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ของบริษัท Farmitalia Carlo Erba

4.3 กรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น (concentrated hydrochloric acid) AR Grade 
ของบริษัท Merck ประเทศเยอรมันนี

4.4 กลีเชอริน (Glycerin USP XX) ขององค์การ๓สัชกรรม
4.5 นำกสัน 2 ครังขจัดไอออน (deionized double distilled water)

วิธีการวิจัย

อุปกรณ์ทุกช้ินท่ีใซในการวิเคราะห์ เช่น เคร่ืองแก้วและขวดพลาสติกพอลีเอททีลีน 
(polyethylene) สำหรับบรรจุสารละลายตัวอย่างต้องแช่ในสารละลายกรดไฮโดรคลอริก ความ 
เข้มข้นร้อยละ 10 เป็นเวลาประมาณ 12 ช่ัวโมง เพ่ือให้อุปกรณ์ปราศจากการปนเปีอนของแร่ธาตุ 
ทุกชนิด จากน้ันล้างให้สะอาดด้วยน้ํากล่ัน 2 คร้ังขจัดไอออน (Smith และคณะ, 1979; Milne 
และ Johnson, 1993)

1. การวิเคราะห์หาปริมาณสังกะสี โดยเคร่ืองสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ 
วัดการดูดกลืนแสงโดยอะตอม (Smith และคณะ, 1979; Milne และ Johnson, 1993)

1.1 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน

การเตรียมสารละลายมาตรฐานชิงค์ไนเตรตให้มีความเข้มข้น 0.1, 0.2, 0.3 และ 0.4 
มิลลิกรัมต่อลิตร โดยเจือจางสารละลายมาตรฐานชิงค์ไนเตรตเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร
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ด้วยสารละลายกลีเชอรีนเข้มข้น ร้อยละ 5 จะได้สารละลายท่ีมีความเข้มข้นเทียบเท่ากับสังกะสีใน 
ซีรัมเข้มข้น 50, 100, 150 และ 200 ไมโครกรัมต่อเดชิลิตร

1.2 การเตรียมตัวอย่าง

นำซีรัมท่ีเก็บแช่แข็งไว้ออกมาวางนอกตู้เย็นให้ละลายจนมีอุณหภูมิเท่ากับอุณหภูมิ 
ห้อง ผสมตัวอย่างให้เป็นสารละลายเน้ือเดียวกัน โดยกลับภาชนะไปมาอย่างน้อย 6 คร้ัง 
ปิเปตชีรัม 0.5 มิลลิลิตร ใส่ลงในขวดพลาสติก เติมน้ํากล่ัน 2 คร้ังขจัดไอออน 2.0 มิลลิลิตร 
ผสมให้เข้ากัน

วัดค่าการดูดกลืนแสงโดยอะตอมของสารละลายมาตรฐานชิงค์ไนเตรตและ 
สารละลายตัวอย่าง โดยเคร่ืองสเปกโทรโฟโตมิเตอร์วัดการดูดกลืนแสงโดยอะตอมท่ีสภาวะ

1.3 การวิเคราะห์

ด้งต่อไปน้ื

กระแสไฟฟ้า (lamp current)
ความกว้างช่องแสงผ่าน (slit width) 
ความยาวคลีน (wave length)
เปลวไฟ (flame)

5 มิลลิแอมแปร์
1.0 นาโนเมตร
213.9 นาโนเมตร 
อากาศและอะเซททิลืน 
(air-acetylene)

เวลาในการวัด
ความเร็วอากาศ (air flow)
ความเร็วอะเชททีลืน (acetylene flow)
ใชระบบการแก้ภูมิหลัง (background correction)

2.0 วินาที
13.5 ลิตรต่อนาที 
2.0 ลิตรต่อนาที
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1.4 การหาปริมาณสังกะสีในร็เรัม

สร้างกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่าการดูดกลืนแสงกับความเข้มข้นของสังกะสี 
สารละลายมาตรฐานชิงค!นเตรตท่ีความเข้มข้น 50, 100, 150 และ 200 ไมโครกรัมต่อเดชิลิตร 
(รูปภาพท่ี 3) ความเข้มข้นชองสังกะสีในชีรัมตัวอย่างคำนวณได้จากกราฟดังกล่าวโดยใช้สมการ 
เส้นตรง

ค่าการดูดกลืนแสง (213.9 นาโนเมตร)

ความเข้มข้นของสังกะสี (มคก./ดล.)

ภาพท่ี 3 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่าการดูดกลืนแสงกับความเข้มข้นของ สังกะสี
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2. การวิเคราะห์หาปริมาณทองแดงโดยเคร่ืองสเปกโทรโฟโตมิเตอร์วัดการดูด 
กลืนแสงโดยอะตอม (AOAC, 1990)

2.1 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน

เตรียมสารละลายมาตรฐานคอปเปอร!นเตรตให้มีความเข้มข้น 0.0, 0.25, 0.5, 1.0,
2.0 และ 4.0 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยใช้สารละลายกลีเชอรีนเข้มข้นร้อยละ 10 เป็นตัวเจือจาง

2.2 การเตรียมตัวอย่าง

เตรียมเช่นเดียวกับข้อ 1.2 แต่ใช้ซีรัม 1.0 มิลลิลิตร เติมด้วยน้ํากล่ัน 2 คร้ังขจัด 
ไอออน 1.0 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน

2.3 การวิเคราะห์

วัดค่าการดูดกลืนแสงโดยอะตอมของสารละลายมาตรฐานคอปเปอร้!นเตรตและ 
สารละลายตัวอย่างท่ีเตรียมแล้ว โดยเคร่ืองสเปกโทรโฟโตมิเตอร์วัดการดูดกลืนแสงโดยอะตอม 
ท่ีสภาวะด้งต่อไปน้ี

กระแสไฟฟ้า (lamp current)
ความกว้างช่องแสงผ่าน (slit width) 
ความยาวคลีน (wave length)
เปลวไฟ (flame)

4 มิลลิแอมแปร์
0.5 นาโนเมตร
324.8 นาโนเมตร 
อากาศและอะเซททิลืน 
(air-acetylene)

เวลาในการวัด (measurement time) 
ความเร็วอากาศ (air flow)
ความเร็วอะเซททิลีน (acetylene flow)

2.0 วินาที
13.5 ลิตรต่อนาที 
2.0 ลิตรต่อนาที
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2.4 การหาปริมาณทองแดงในร็เรัม

สร้างกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่าง ค่าการดูดกลืนแสงโดยอะตอมกับ 
ความเข้มข้นของทองแดง จากค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานคอปเปอร้นแตรต 
ท่ึมค-วามเข้ม1ข้น 0.2, 0.5, 1.0, 2.0 และ 4.0 มิลลิกรัมต่อลิตร (ภาพท่ี 4) ความเข้มข้นของ 
ทองแดงในซีรัมหาค่าจากสมการเส้นตรงท่ีคำนวณจากกราฟ คูณด้วย 200 จะได้ค่าทองแดงเป็น 
ไมโครกรัมต่อ 100 มิลลิลิตร หรือไมโครกรัมต่อเดซิลิตร

ค่าการดูดกลืนแสง (324.8 นาโนเมตร)

ความเข้มข้นของทองแดง (มก./ล.)

ภาพท่ี 4 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่าการตูดกลืนแสงกับความเข้มข้นของทองแดง



3. การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ (เติมศรี ชำนิจารกิจ, 2531)

ใช้ Paired t-test เปรียบเทียบปริมาณสังกะสีและทองแดงในชีรัมของ ผู้ปวยก่อน 
และหลังจากให้อาหารผ่านทางเดินอาหารหรืออาหารท้ังหมดทางหลอดเลือดดำ (enteral 
nutrition หรือ total parenteral nutrition)
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