
วัสดุอุปกรณ์และวิธีดำเนินการวิจ้ย

ส่วนท่ี 1 การพัฒนาวิธีการวิเคราะห์หาความเข้มข้นของ paraxanthine และ caffeine

วัสดุอุปกรณ์และสารเคมี

1. ส าร เค ม ีแ ล ะ อ ุป ก ร ณ ์ท ี่ใช ้ใน ก าร ศ ึก ษ าท ด ล อ งใน ก ล ุ่ม ต ัว อ ย ่าง  
c a ffe in e  a n h y d ro u s  B .P . g ra d e

- เข ็ม เบ อ ร ์ 21 และ sy rin g e  ข น าด  10 ml
- สำล ี แ อ ล ก อ ฮ อ ล ์
- ถ ุงม ือ
- ห ล อ ด พ ล าส ต ิก ส ำห ร ับ ใส ่ต ัว อ ย ่าง เล ือ ด  

ก าแ ฟ ผ ง ท ี่ส ก ัด  c a ffe in e  ออก (d e c a f fe in a te d )
2  ส าร เค ม ีแ ส ะ อ ุป ก รณ ์ท ี่ใช ้ส ำห ร ับ ว ิเค ร าะ ห ์ห าค ว าม เข ้ม ข ้น ข อ ง  p a ra x a n th in e  และ c a ffe in e  

ในซ ีร ั่ม
2.1 ส าร เค ม ีท ี่ใช ้ใน ก าร ว ิเค ร าะ ห ์

ช ื่อ ส าร บ ร ิษ ัท
- p a ra x a n th in e
- c a ffe in e  a n h y d ro u s
- 8—ch lo ro th eo p h y llin e
- m e th y l a lc o h o l H P L C  g ra d e
- a c e to n itr ile  H P L C  g ra d e
- tr ic h lo ro a c e tic  ac id
- te tra h y d ro fu ra n
- a c e t ic  ac id
- d o u b le  distill w a te r

S ig m a  C h e m ic a l C o , U S A  
S ig m a  C h e m ic a l C o , U S A  
S ig m a  C h e m ic a l C o , U S A  
L ab  G u a rd
S c h a r la u  C h e m ie  S .A  
M E R C K
F a rm ita lia  c a r lo e rb a
M E R C K
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2 .2  อ ุป ก ร ณ ์ท ี่ใช ้ใน ก าร เต ร ีย ม ต ัว อ ย ่างแ ล ะ ใช ้ใน ก าร ว ิเค ร าะ ห ์
2 .2 .1  อ ุป ก ร ณ ์ท ี่ใช ้ใน ก าร เต ร ีย ม ต ัว อ ย ่าง

ช ื่อ บ ร ิษ ัท
- V o rtex  - 2 -  G e n ic
- A u to p ip e tte

P ipettem an  P1000, P 200  ul 
Biohit Proline 10 นเ

- A n g le  C e n trifu g e  4 2 3 5 A
- pH m eter SA 520
- D e g a s s o r  m o d e l 2 2 0
- เค ร ื่อ งช ั่งส ำห ร ับ ก าร ว ิเค ร าะ ห ์
- อ ุป ก ร ณ ์Iน ก าร ก ร อ งส ารล ะ ล าย
2.2 .2
C h ro m a to g ra p h y  (H P L C  )
S p e c tr a  S y s te m  Iso c ra tic  P u m p  (P 1 0 0 0 )  
S p e c tr a  S y s te m  A u to sa m p le rs  (A S 3 0 0 0 ) 
S p e c tr a  S y s te m  d e te c to r  u v  1000  
S p e c tr a  S y s te m  S N  4 0 0 0  
C o m p u te r  และ so ft w a re  p ro g ra m  P 1 0 0 0  
P r in te r  L a s e r je t  6L

S c ien tific  In d u s tr ie s , U SA

G ilso n  M e a c a l E le c tro n ic , F ra n c e  
B iohit, F in lan d  
B io sy s te m  
O rian , U S A
B ra n d s o n  E u ro p a  B .v . N e th e rla n d  
P r é c is a  In s tru m e n t, S w itz e rla n d  
W a te r  A s s o c ia te s ,  U S A

H igh P e r fo rm a n c e  Liquid

T h e rm o  S e p a ra t io n  P ro d u c t 
T h e rm o  S e p a ra t io n  P ro d u c t 
T h e rm o  S e p a ra t io n  P ro d u c t 
T h e rm o  S e p a ra t io n  P ro d u c t  
T h e rm o  S e p a ra t io n  P ro d u c t 
H ew le tt P a c k a rd

เค ร ื่อ งม ือ ท ี่ใช ้ใน ก าร ว ิเค ร าะ ห ์ค ือ เค ร ื่อ ง  
ซ ึ่งป ระ ก อ บ ด ้ว ย

A naly tica l co lu m n  ไ ด ้แ ก ่ JJ, - b o n d a p a k  C 18 แ บ บ เห ล ็ก ก ล ้าไ ร ้ส น ิม ข น าด  3 0 0  X  3 .9  
m m . บ ร ร จ ุด ้ว ย ซ ิล ิก ้า  C 18 ข น าด  10 ไม ค รอ น ข อ ง W a te r  A s s o c ia te s  M a s s a c h u s e t te s ,  U S A  

G u a rd  C o lu m n  แ บ บ เห ล ็ก ก ล ้าไ ร ้ส น ิม ค ว าม ย าว  2  c m  เส ้น ผ ่าศ ูน ย ์ก ล าง  5  m m  บรรจ ุ 
ด ้ว ย  b o n d a p a k  C )8 ข อ ง W a te r  A s s o c ia te s  M a s s a c h u s e t te s ,  U S A

วิธีการหาความเข้มข้นของ paraxanthine และ caffeine ในธีร่ัม

1. ก า ร เก ็บ ต ัว อ ย ่า ง เล ือ ด ท ี่ป ร า ศ จ า ก  c a ffe in e  (poo l s e ru m )

น ำ เล ือ ด จ าก อ าส าส ม ัค ร ส ุข ภ าพ ป ก ต ิซ ึ่ง ง ด อ าห าร แ ล ะ เค ร ื่อ งด ื่ม ท ี่ม ืส ่ว น ผ ส ม ข อ ง  
c a ffe in e  อ ย ่าง น ้อ ย  3 ว ัน ก ่อ น เจ าะ เล ือ ด ม าป ่น แ ย ก ซ ีร ั่ม ด ้ว ย เค ร ื่อ ง  c e n tr ifu g e  ค ว าม เร ็ว ร อ บ  

4 ,0 0 0  รอ บ ต ่อ น าท ี เป ็น เว ล า  15 น าท ี เก ็บ ซ ีร ื่ม ท ี่แ ย ก ไ ด ้ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ -  7 0 ° c
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2. ก าร ว ิเค ร าะ ห ์ห าค ว าม เข ้ม ข ้น ข อ ง  p a ra x a n th in e  และ c a ffe in e  ใ น ซ ีร ั่ม ต ัว อ ย ่างท ี่เต ร ีย ม ข ึ้น
โ ด ย ว ิธ ี H igh P e r fo rm a n c e  Liquid C h ro m a to g ra p h y  (H P L C  )

2.1 ก าร เต ร ีย ม ส าร ล ะ ล าย ม าต ร ฐ าน ข อ ง  c a ffe in e  ค ว า ม เข ้ม ข ้น  1 ,6 0 0  jLlg/ml เพ ื่อ 'ใช ้เป ีน  
s to c k  so lu tio n  โ ด ย ช ั่ง  c a ffe in e  0 .0 1 6  g  เต ิม น าก ล ั่น 1ให้'ครบ 10 ml ใน v o lu m e tr ic  f la sk  จาก  

น ั้น เต ร ีย ม ส าร ล ะ ล าย ม าต ร ฐ าน ข อ ง  c a ffe in e  ค ว าม เข ้ม ข ้น  5 0 , 100 , 2 0 0 , 4 0 0  และ 8 0 0  JJ,g/ml 
โดยการทำ s e r ia l  dilu tion  ต ังน ี้

1 . นำ s to c k  so lu tio n  ขอ ง c a ffe in e  ค ว าม เข ้ม ข ้น  1 ,6 0 0  JLlg/ml ม า 0 .5  ml เต ิม น ี้า  

ก ล ั่น ให ้ค รบ  1 ml จ ะ ไ ด ้ c a ffe in e  ค ว าม เข ้ม ข ้น  8 0 0  JLlg/ml
2 .  น ำส ารล ะล ายใน ข ้อ  1 มา 0 .5  ml เต ิม น ั้าก ล ั่น ,ให ้ครบ 1 ml จ ะ ไ ด ้ c a ffe in e  ค ว าม  

เข ้ม ข ้น  4 0 0  JJ,g/ml
3. น ำส ารล ะ ล ายใน ข ้อ  2 มา 0 .5  ml เต ิม น ี้าก ล ั่น 1ให ้ครบ 1 ml จ ะ ไ ด ้ c a ffe in e  ค วาม  

เข้มข ้น  2 0 0  JJ,g/ml
4 .  น ำสารละลาย'ใน 'ข ้อ  3 มา 0 .5  ml เต ิม น ํ้าก ล ั่น 'ให ้ค รบ  1 ml จ ะ ไ ด ้ c a ffe in e  ค วาม  

เข ้ม ข ้น  1 00  JJ,g/ml
5. น ำส ารล ะล ายใน ข ้อ  4  มา 0 .5  ml เต ิมน ํ้ากล ั่น 'ให ้'ครบ 1 ml จ ะ ไ ด ้ c a ffe in e  ค ว าม  

เข ้ม ข ้น  5 0  p ,g /m l

2 .2  ก าร เต ร ีย ม ส าร ล ะ ล าย ม าต ร ฐ าน ข อ ง  p a ra x a n th in e  ค ว าม เข ้ม ข ้น  1 ,6 0 0  JLlg/ml เพ ื่อ ใช ้ 
เป ็น  s to c k  so lu tio n  โ ด ย ช ั่ง  p a ra x a n th in e  0 .0 1 6  g  เต ิม  5 0  %  M eO H  ให ้ครบ  1 0  ml ใน 
v o lu m e tr ic  f la s k  จ าก น ั้น เต ร ีย ม ส าร ล ะ ล าย ม าต ร ฐ าน ข อ ง  p a ra x a n th in e  ค ว าม เข ้ม ข ้น  50 , 

1 0 0 , 2 0 0 , 4 0 0  และ 8 0 0  JJ,g/ml โดยการทำ s e r ia l  d ilu tion  เช ่น เด ีย ว ก ับ ก าร เต ร ีย ม ส าร ล ะ ล าย  
ม าต ร ฐ าน ข อ ง  c a ffe in e  ในข ้อ  2.1

2 .3  ก าร เต ร ีย ม ส าร ล ะ ล าย ม าต ร ฐ าน ข อ ง  p a ra x a n th in e  และ c a ffe in e  ใน ซ ีร ั่ม ค ว าม เข ้ม ข ้น

0 , 0 .5 , 1, 2 , 4  และ 8  JLlg/ml โ ด ย ก า ร เต ร ีย ม  b la n k  ซ ีร ั่ม แ ล ะ น ำส าร ล ะ ล าย ม าต รฐ าน ข อ ง

p a ra x a n th in e  และ c a ffe in e  ค ว าม เข ้ม ข ้น  5 0 , 10 0 , 2 0 0 , 4 0 0  และ 8 0 0  JJ,g/ml ค ว าม เข ้ม ข ้น ล ะ  

1 0  JII เต ิม ล งใน ซ ีร ั่ม  9 8 0  JLII จะ ไ ด ้ซ ีร ั่ม ท ี่ม ีส าร ล ะ ล าย ม าต ร ฐ าน ข อ ง p a ra x a n th in e  และ
c a ffe in e  ต าม ต ้อ ง ก าร
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2.4 การเตร ียมสารละลาย 8-chlorotheophylline ความ เข ้ม ข ้น  8 (ig /m l เพ ื่อใช ้เป ็น
internal s tan d ard

ชั่ง 8-chlorotheophylline 0.02 g เต ิม 50%  MeOH ให้ครบ 25 ml จะได ้ stock  
solution ของ 8-chlorotheophylline ความเข ้มข ้น  800 (ig /m l

นำ stock  solution 0 .5 ml เต ิม 50%  MeOH ให้ครบ 50 ml ใน volum etric flask จะ 
ไ ด ้ 8-chlorotheophylline ความเข ้มข ้น  8 JLXg/ml

3. การเตร ียมต ัวอย ่างให ้พ ร ้อมสำห ร ับฉ ีด เข ้าเคร ื่อง HPLC ใข ้ว ิธ ีตกตะกอนโปรต ีนต ังน ี้106
1. นำ1ซีรั่มที่ม ี p araxan th ine  และ caffeine ค ว า ม เข ้ม ข ้น ต ่า ง ๆ ม า  500 (il
2. เต ิม internal s tan d ard  200 (il, MeOH 500 (il, 10%  TC A 500 (il
3. ผสมให ้เข ้าก ันโดยใช ้ vortex m ixer 1 นาที
4. ป ันให ้ตกตะกอนด ้วยเคร ื่อง centrifuge ความเร ็วรอบ 4 ,000  รอบต ่อนาท ี เป ็น เวลา 

15 นาที
5. นำสารละลายส่วนใส 50 (il ฉ ีด เข ้าเคร ื่อง HPLC

4. การเตร ียม  mobile p h a se
1. ตวงสารละลาย ace tic  acid 1 tetrahydrofuran , acetonitrile และนี้า อ ัตราส ่วน

1:3:40:456 ผสมให ้เข ้าก ัน
2. ปรับ pH 5.6 ด ้วย 10% NaOH โดยใช ้เคร ื่อง pH m eter
3. กรองด ้วยกระดาษ กรองและไล ่อากาศด ้วยเคร ื่อง so n ica to r 20  นาที

สภาวะของเคร่ือง HPLC ท่ีใช้ในการวิเคราะห์

m obile p h a s e : : ace tic  acid ะ tetrahydrofuran  ะ acetonitrile ะ พ a te r  ( 1:3 :40:456 ) pH 5.6
colum n ■ะ | i  - b o n d ap ak  C 18
flow ra te  •- : 1.2 ml/min
d e tec to r : uv w avelength  273 nm
injection volum e ะ 50 JLII
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การสีกษาเพ่ือพัฒนาวิธีการวิเคราะห์หาความเข้มข้นของ paraxanthine แ ล ะcaffeine ใน 
ซีร่ัมตัวอย่าง ( Method validation )106,118

1. การว ิเคราะห ์ห าความเข ้มข ้น ต ํ่าส ุดของ p araxan th ine  และ caffeine ในซ ีร ั่มต ัวอย ่าง 
( Lower Limit of D etection )

ว ิธ ีการทดลอง เตร ียม  paraxan th ine  และ caffe ine  ท ี่ความเข ้มข ้น ระด ับต ํ่าอย ่างละ 
10 ห ลอดการทดลองและห าความเข ้มข ้น ท ี่ต ํ่าท ี่ส ุดท ี่สามารถตรวจว ัดได ้ โดยต ้องม ีค ่า
ส ัมประส ิทธี้ความแปรปรวน (% R elative s ta n d a rd  Deviation ะ % R SD ) ไม ่เก ิน  20% 118

2. ความ ถ ูกต ้องของการว ิเคราะห ์ (accuracy)
ความถ ูกต ้องของการว ิเคราะห ์แสดงในร ูปของเปอร ์เซนต ์การค ืนกล ับ  (% recovery) ซึ่ง 

ควรม ีค ่าระหว่าง 8 5 - 1 1 5  % 106 แบ ่งการทดลองเป ็น  2 ส่วนคือ
2.1 Analytical recovery  เตร ียม  p araxan th ine  และ caffeine ความ เข ้มข ้น  1, 2 

และ 8 JLig/m| ความเข ้มข ้นละ 5 หลอดการทดลอง น ำไปว ิเคราะห ์หาความเข ้มข ้นของสาร
ต ังกล่าวในซีร ั่ม น ำความเข ้ม ข ้น ท ี่ว ิเคราะห ์ไต ้จากการเท ียบ ก ับ กราฟ ม าตรฐาน เป ร ียบ เท ียบ ก ับ  
p araxan th ine  และ caffeine ความเข ้มข ้นจร ิง

% A naly tica l re c o v e ry  = ค ว าม เข ้ม ข ้น ข อ ง  p a ra x a n th in e  (c a f fe in e l ท ี่ว ิเค ร าะ ห ์ไ ต ้ X  100
ค ว าม เข ้ม ข ้น ข อ ง  p a ra x a n th in e  (c a ffe in e ) จร ิง

2 .2  P h y s ic a l re c o v e ry  เต ร ีย ม  p a ra x a n th in e  และ c a ffe in e  ค ว าม เข ้ม ข ้น  1, 2 

และ 8  J Ig /m l ใน ซ ีร ั่ม และใน น ํ้า  ค ว าม เข ้ม ข ้น ล ะ  5  ห ล อ ด ก าร ท ด ล อ ง  นำ p e a k  a r e a  ra tio  ของ 
ก าร ว ิเค ร าะ ห ์ใน ซ ีร ั่ม เป ร ีย บ เท ีย บ ก ับ  p e a k  a r e a  ra tio  ข อ งก าร ว ิเค ร าะ ห ์ใน น ํ้า

% Physical recovery  = PAR ของ p arax an th in efcaffe in e l ท ี่ได ้จากการว ิเคราะห ์[น ซ ีร ั่ม  X 100
PAR ของ paraxan th ine(caffe ine) ท ี่'ใต ้จากการว ิเคราะห ็ใน 'นา

T  “2 0 ' d ° [ G ~ 5 6 c \



36

3. ความ เท ี่ยงตรงข องก ารว ิเคราะห ์ (precision) แบ ่งเป ็น
3.1 Intraday precision เป ็น การว ิเคราะห ์ห าความเข ้มข ้น ของ p araxan th ine  และ 

caffe ine  ในซ ีรมในว ัน เด ียวก ันโดยเตร ียม paraxan th ine  และ caffe ine  ท ี่ความ เข ้มข ้น  1, 2 
และ 8 JLlg/ml ความเข ้มข ้นละ 5 หลอดการทดลอง น ำความเข ้มข ้น ท ี่ว ิเคราะห ์ได ้มาคำน วณ ห า 
คำส้มประสิฑธิ้ความแปรปรวนในรูปของ % RSD  ซ ึ่งจะต ้องม ีคำไม ่เก ิน  10 % 118

3.2 Interday precision เป ็น การว ิเคราะห ์ห าความเข ้มข ้น ของ p araxan th ine  และ
caffeine ในซ ีร ั้มในต ่างว ันก ันโดยเตร ียมการทดลองเช ่น เด ียวก ับข ้อ  3.1 ทำการว ิเคราะห ์ต ่างว ัน
กัน นำคำท ี่ไต ้มาคำนวณ หาคำส ้มประส ิทธ ี้ความแปรปรวนในรปของ % R SD  ซ ึ่งจะต ้องม ีค ่าไม ่ 

118 *เก ิน  15 %

4. ความ จำเพ าะข องการว ิเคราะห ์ (specificity)
เป ็น การว ิเคราะห ์เป ร ียบ เท ียบ  retention tim e ของ parax an th in e  และ caffeine ท่ี 

เตรียมในซ ีร ั้ม แสดงในรูปของ ch rom atogram  ด ูการแยกของ p eak  parax an th in e  และ 
caffeine เป ร ียบ เท ียบ ก ับ  blank ซ ีร ั้มว ่าม ี p eak  อ ื่นมารบกวนหรือไม่

5. ความเป ็น เส ้นตรง (Linearity)
ความเป ็น เส ้น ตรงเป ็น การว ิเคราะห ์เปร ียบ เท ียบระห ว ่างอ ัตราส ่วน พ ื้น ท ี่ใต ้ p eak  ของ 

สารมาตรฐานกับ internal s tan d ard  แสดงเป ็นค ่า coefficient of determ ination  (R2) โดย 
เต ร ียม 1ซีรั่ม ่ท ี่ม ี paraxan th ine  และ caffeine ความ เข ้มข ้น  0, 0 ,5 , 1, 2, 4  และ 8 (J,g/ml นำคำ 
p eak  a re a  ratio ท ี่ไต ้มาสร ้างกราฟมาตรฐาน

6. ความคงต ัว  (stability)
เตร ียม  paraxan th ine  และ caffeine ในซ ีร ั้มความเข ้มข ้น  2 JLXg/ml เก ็บท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ - 7 0  

° c  น ำต ัวอย ่างซ ีร ั้มมาว ิเคราะห ์ห าความเข ้มข ้น ของ parax an th in e  และ caffeine ห ล ังจากเก ็บ  
ท ี่เวลา 1, 2, 3, 4 , 6, 8, 12 และ 24  ส ัปดาห ์ นำคำ a re a  ratio ท ี่ไต ้แต ่ละคร ั้งมาเปร ียบ เท ียบ  
กับคำ a re a  ratio ท ี่เวลาเร ิ่มต ้น
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ส่วนท่ี 2 การสีกษานำร่อง (pilot study)

การศึกษาน้ีผ่านการพิจารณาของคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยในมนุษย์
คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย

วัตถุประสงค์
1. เพ่ือหาขนาดของ caffeine ท่ีเหมาะสมท่ีสามารถวัดระดับได!นซีร่ัมและไม่ทำให้เกิดอาการ 

ไม่พึงประสงค์!ด  ๆต่อกลุ่มตัวอย่าง โดยทดลองท่ี 180 mg
2. หาเวลาท่ีเหมาะสมในการเจาะเลือดหาความเข้มข้นของ paraxanthine และ caffeine ใน

ซีร่ัมโดยจะต้องเป็นเวลาท่ี caffeine ถูกเปล่ียนแปลงเป็น paraxanthine ได้มากท่ีสุด และ 
■ paraxanthine ยังไม่ถูกเปล่ียนแปลงเป็นสารตัวอ่ืน กล่าวคือเป็นเวลาในช่วงแรกและได้
ระตับความเข้มข้นของ paraxanthine สูงสุด

การคัดเลือกกลุ่มตัวอย่างเพ่ือสีกษา pilot study จำนวน 3 คน

Inclusion criteria
1. เพศหญิง อายุระหว่าง 25 - 45 ปี
2. สุขภาพแข็งแรง ไม่มีโรคเก่ียวกับตับ ไต โรคหัวใจ โรคความตันโลหิตสูง โรคแผลใน 

กระเพาะอาหาร
3. ไม่สูบบุหร่ี ไม่ด่ืมเคร่ืองด่ืมท่ีมีแอลกอฮอล์
4. ไม่มีปร ะวัติแพ้ caffeine
5. ไม่ได้รับยาหรือสารท่ีมีผลรบกวนการเปล่ียนแปลงของ caffeine เช่น omeprazole, 

cimetidine ranitidine, ยาในกลุ่ม tricyclic antidepressant, ยาคุมกำเนิด
6. ไม่ด้ังครรภ์และใช้วิธีการคุมกำเนิดโดยไม่ใช้ยา
7. เป็นผู้ท่ีงดอาหารและเคร่ืองด่ืมท่ีมีส่วนผสมของ caffeine เช่น ซา กาแฟ ไมโล โอวัลติน 

ช็อกโกแลต เคร่ืองด่ืมชูกำลังจำพวก เอ็ม-!00 เอ็ม-150 กระทิงแดง ลิโพ สปอนเซอร์ 
และ น้ําอัด'ลม เป็นเวลา 3 วันก่อนเจาะเลือด

Exclusion criteria
1. มีผลการตรวจการทำงานของตับ และไต ผิดปกติ
2. ไม่ได้งดอาหารหรือเคร่ืองด่ืมท่ีมีส่วนผสมของ caffeine
3. ใช ้ย าค ุม ก ำ เน ิด ห ร ือ ย าท ี่ม ีผ ล ร บ ก ว น ก าร เป ล ี่ย น แ ป ล ง ข อ ง  c a ffe in e
4 . ส ูบบ ุหรี่ ด ื่มส ุรา
5. แพ้ caffeine
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วิธีการทดลอง
1. ซักประว้ติตามแบบสอบถามท่ีกำหนด (แสดงในภาคผนวก ก่.)
2. ช้ีแจงรายละเอียดและข้ันตอนการวิจัย
3. งดอาหารและเคร่ืองด่ืมท่ีมีส่วนผสมของ caffeine 3 วันก่อนการทดลอง
4. ในวันทดลองให้อาสาสมัครลงช่ือในใบยินยอมเข้าร่วมโครงการวิจัย (ภาคผนวก ค.)
5. เจาะเลือดก่อนรับประทาน caffeine เพ่ือตรวจสอบว่าไม่มี caffeine และ paraxanthine ใน 

เลือด
6. ให้รับประทาน caffeine 180 mg ผสมในกาแฟ 2 g ซ่ึงสกัด caffeine ออก เติมน้ํา 

150 ml น้ําดาล 1 ซอง
7. เจาะเลือดหลังรับประทาน caffeine 1, 2, 3, 4, 5, 6 และ 8 ข้ัวโมง
8 . น ำ เล ือ ด ม าป ัน แ ย ก ซ ีร ั่ม ว ิเค ร าะ ห ์ห าค ว าม เข ้ม ข ้น ข อ ง  p a ra x a n th in e  และ c a ffe in e  ในซ ีร ั่ม  

โ ด ย ว ิธ ี H P L C
9. นำผลท่ีได้จากการศึกษา pilot study ไปประยุกต์Iข้กับกลุ่มตัวอย่างเพ่ือหาอัดราส่วน

ระหว่างความเข้มข้นของ paraxanthine และความเข้มข้นของ caffeine ( paraxanthine / 
caffeine ratio)

ส่วนท่ี 3 การศึกษาในกลุ่มตัวอย่าง

วัตถุประสงค์ เพ่ือหา paraxanthine / caffeine ratio ในซีร่ัมในกลุ่มตัวอย่างท่ีมีโอกาสหรือ
ค ว าม เส ี่ย ง ต ่อ ก าร ไ ด ้ร ับ ส าร  P A H s จ าก ค ว ัน ท ่อ ไ อ เส ีย ร ถ ย น ต ์เป ร ีย บ เท ีย บ ก ับ ก ล ุ่ม ค ว บ ค ุม ซ ึ่ง ม ี
โอกาสได้รับสารด้งกล่าวน้อยกว่า

การคิดจำนวนตัวอย่างโดยการคำนวนจากสูตร (ภาคผนวก ช)

N = 2(Za + Zp)2Ô2/(XrX2)2

เม่ือ X1 เป็นค่าเฉล่ียในกลุ่มท่ี 1
x 2 เป ็น ค ่าเฉล ี่ยใน กล ุ่ม ท ี่ 2
ô 2 = pool varience

= (ท1ะ !)ร !2 + ท2: .ไ}ร22
ท1+ท2-2

กำหนด a  =0.05
(3 =0.10

za =1.96
Zp=1.28

ค ่านวน กล ุ่มต ัวอย ่างได้กลุ่มละ 15 คน
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inclusion criteria

1. เพศหญิง อายุ 25-45 ปี
2. กลุ่มทดลองเป็นกลุ่มท่ีมีโอกาสหรือความเส่ียงต่อการได้รับสาร PAHs จากควันท่อไอเสีย 

รถยนต์ 1 ปีข้ึนไป ตัวอย่างกลุ่มน้ีเป็นพนักงานเก็บค่าโดยสาร รถประจำทางไม่ปรับอากาศ 
ขององค์การขนส่งมวลซนกรุงเทพฯ ทำงานมาเป็นเวลา 1 ปีข้ึนไป

3. กลุ่มควบคุมเป็นกลุ่มท่ีมีโอกาสหรือความเส่ียงต่อการได้รับสาร PAHs จากควันท่อไอเสียรถ
ยนต์น้อยกว่ากลุ่มทดลอง ตัวอย่างกลุ่มน้ีเป็นชาวบ้านตำบลหนองยาวและตำบลบ้านซ่อง
อำเภอพนมสารคาม จังหวัดฉะเชิงเทรา อยู่ในชนบทห่างไกลจากการจราจรแออัด ไม่ได้รับ 
ควันจากท่อไอเสียรถยนต์เป็นเวลา 1 ปีข้ึนไป มีอาชีพทำนา ทำสวน แม่บ้าน เป็นด้น

4. มีสุขภาพปกติ ไม่มีโรคเก่ียวกับตับ ไต โรคหัวใจ โรคความตันโลหิตสูง โรคแผลในกระเพาะ 
อาหาร

5. มีผลการตรวจการทำงานของตับ และไตอยู่ในเกณฑ์ปกติ
6. ไม่มีประวัติแพ้ caffeine
7. ไม่สูบบุหร่ี ไม่ด่ืมเคร่ืองด่ืมท่ีมีแอลกอฮอล์
8. ไม่ใช้ยาท่ีมีผลรบกวนการเปล่ียนแปลงของ caffeine เช่น omeprazole, ranitidine, 

cimetidine, ยาในกลุ่ม tricyclic antidepressant, ยาคุมกำเนิด
9. ไม่ต้ังครรภ์และใช้วิธีการคุมกำเนิดโดยไม่ใช้ยา
10. เป็นผู้ท่ีงดอาหารและเคร่ืองด่ืมท่ีมีส่วนผสมของ caffeine เช่น ชา กาแฟ ไมโล โอวัลติน 

ช็อกโกแลต น้ีาอัดลม เคร่ืองชูกำลังจำพวก ลิโพ กระทิงแดง เอ็ม-100 เอ็ม-150 สปอนเซอร์ 
เป็นด้น

Exclusion criteria

1. เป็นผู้ท่ีได้รับฺหรือไม่ได้รับควันจากท่อไอเสียรถยนต์น้อยกว่า 1 ปี
2. มีผลการตรวจการทำงานของตับและไต ผิดปกติ
3. สูบบุหร่ี ด่ืมเคร่ืองด่ืมท่ีมีแอลกอฮอล์
4 ไม่ได้งดอาหารหรือเคร่ืองด่ืมท่ีมีส่วนผสมของ caffeine
5. มีโรคประจำตัว
6. แพ้ caffeine
7. ต้ังครรภ์หรือใช้ยาคุมกำเนิด
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1. ซักประวัติตามแบบสอบถามท่ีกำหนด (แสดงในภาคผนวก ก.)
2. สำหรับผู้ท่ีผ่านการคัดเสือกตามแบบสอบถามจะได้รับการเจาะเลือด 10 ml เพ่ือส่งตรวจการ 

ทำงานของตับและไตท่ีโรงพยาบาลจุทาลงกรณ์และตรวจวัดระดับcarbonmonoxide ใน
เลอด

3. แจ้งผลการตรวจการทำงานของตับและไตให้อาสาสมัครทราบ และคัดเสือกอาสาสมัครท่ี 
.ผ่านเกณฑ์

4. ช้ีแจงรายละเอียดและข้ันดอนการวิจัย
5. ให้อาสาสมัครงดอาหารและเคร่ืองด่ืมท่ีมีส่วนผสมของ caffeine 3 วันก่อนการทดลอง
6. ให้อาสาสมัครลงช่ือในใบยินยอมเข้าร่วมโครงการวิจัย (ภาคผนวก ค.)
7. เจาะเลือดก่อนรับประทาน caffeine เพ่ือตรวจสอบว่าไม่มี caffeine และ paraxanthine ใน 

เลือด
ร. ให้รับประทาน caffeine 180 mg ผสมในกาแฟ 2 g ซ่ึงสกัด caffeine ออก เติมนา 

150 ml นาตาล 1 ชอง
9 เจาะเลือดหลังรับประทาน caffeine 5 ข้ัวโมง
10. ปันแยกซีร่ัมนำไปวิเคราะห์หาความเข้มข้นของ paraxanthine และ. caffeine โดยวิธี H PL C  

ส่วนท่ี 4 การศึกษาเพ่ือหาระดับ carbonmonoxide ในเลือด

วัตถุประสงค์ หาระดับ carbonmonoxide ในเลือดเพ่ือนำผลท่ีไดัยืนยันว่ากลุ่มตัวอย่างได้รับ 
ควันจากท่อไอเสียรถยนต์จริงโดยแปลผลเป็นค่า % carboxyhemoglobin

สารเคมี - 1. sodium dithionite
2. 25 % ammonia
3. 3.2 % sodium citrate
4. double distill water

อุปกรณ์ 1. เคร่ือง spectrophotometer
2. separating funnel
3. pipette และ pipette tip
4. beaker
5. เคร่ือง centrifuge

ว ิธ ีก า ร ท ด ล อ ง
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ดัดแปลงมาจากการทดลองของ Flanagan R.J. และคณะ119
1. เขย่าน้ํากล่ัน 250 ml ใน separating funnel นาน 5 นาที
2. เติม 25 % ammonia 1 ml เขย่าให้เข้ากัน
3. แบ่งสารละลายมา 100 ml เติมเลือด 1 ml คนให้เข้ากัน
4. นำไปปันด้วยเคร่ือง cantrifuge ท่ีความเร็วรอบ 3,500 รอบต่อนาที นาน 5 นาที
5. นำส่วนใสมาวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเคร่ือง spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 541, 

560 และ 576 กทา
6. เติม sodium dithionite จำนวนเล็กน้อยในตัวอย่างเลือดหลอดเติม เขย่าให้ละลาย ว ัด ค่าการ 

ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 538, 555, 568 nm
7. เป ร ีย บ เท ีย บ ค ่าท ี่ว ัด ไ ด ้ค ร ั้ง ท ี่ 1 และคร ั้งท ี่ 2  ก ับ ก ร าฟ ม าต ร ฐ าน  (ภ าค ผ น ว ก  ฌ -ญ  ) โดยนำ 

ค ่าก าร ด ูด ก ล ืน แ ส ง ท ี่ว ัด ไ ด ้แ ต ่ล ะ ค ว าม ย าว ค ล ื่น ม าค ำน ว ณ อ ัต ร าส ่ว น ก าร ด ูด ก ล ืน แ ส ง ด ้งน ี้ 
5 4 1 /5 6 0  และ 5 7 6 /5 6 0  น ำอ ัต ร าส ่ว น ท ี่ไ ด ้เป ร ีย บ เท ีย บ ก ับ ก ร าฟ ท ี่ 1 ค ำน ว ณ อ ัต ร าส ่ว น ข อ ง 
ค ว า ม ย า ว ค ล ื่น ภ า ย ห ล ัง เต ิม  so d iu m  d ith ion ite  โ ด ย น ำค ่าก าร ด ูด ก ล ืน แ ส งท ี่ว ัด ไ ด ้แ ต ่ล ะ  
ค ว าม ย าว ค ล ื่น ม าค ำน ว ณ อ ัต ร าส ่ว น  5 5 5 /5 3 8  และ 5 5 5 /5 6 8  น ำอ ัต ร าส ่ว น ท ี่ไ ด ้เป ร ีย บ เท ีย บ  
ก ับ ก ร าฟ ท ี่ 2  แ ป ล ผ ล เป ็น  %  c a rb o x y h e m o g lo b in

การรวบรวมข้อมูล

1. ซักประวิดตามแบบสอบถาม
2. บันทึกผลการตรวจการทำงานของตับและไต ระดับ carbonmonoxide ในเลือด ความเข้ม 

ข้นของ paraxanthine และ caffeine ในซีร้ัม ลงในแบบฟอร์มท่ีกำหนด (ภาคผนวก ข.)
3. คำนวณหา paraxanthine/caffeine ratio ในซีร้ัมพร้อมท้ังบันทึกผลในแบบฟอร์มท่ีกำหนด 

(ภาคผนวก ข.)
4. วัดระดับ carbonmonoxide ในเลือดและนำไปเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน

(ภาคผนวก ฌ-ญ)

การวิเคราะห์ข้อมูล

ว ิธ ีก าร ท ด ล อ ง

1. ว ิเคราะห ์ข ้อม ูลท ี่ได ้จากการพ ัฒ นาว ิธ ีการว ิเคราะห ์หาความเข ้มข ้นของ paraxanthine และ 
caffeine ในซีรั้ม ได ้แก ่ การหาความเข ้มข ้นต ํ่าส ุดของ paraxanthine และ caffeine
ใน  ซ ีร ั้มต ัวอย่าง การหาความถ ูกต ้อง ความเท ี่ยงตรง ความ จำเพ าะ ความเป ็นเส ้นตรง
และความคงต ัว
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2. วิเคราะห์ข้อมูลท่ัวไปของกลุ่มตัวอย่างท้ังสองกลุ่ม โดยแสดงเป็นค่าเฉล่ีย ± ค่าเบ่ียงเบน 
มาตรฐาน (mean ± รอ) และค่าพิสัย ( range )

3. วิเคราะห์ความแตกต่างของค่า paraxanthine / caffeine ratio ระหว่างท่ังสองกลุ่มโดยใช้ 
สถิติ unpaired student 1 t - test ในโปรแกรม SPSS ท่ีระดับนัยสำคัญ P <0.05 แสดง 
ข้อมูลของค่า paraxanthine / caffeine ratio เป็นค่าเฉล่ีย ± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
(mean ± รอ)

4. วิเคราะห์ความแตกต่างของระดับ carbonmonoxide ในเลือด โดยแสดงเป็นค่า % 
carboxyhemoglobin (%COHb) นำค่าท่ีไดัมาเปรียบเทียบระหว่างกลุ่มโดยใช้สถิติ 
unpaired student’t - test ในโปรแกรม SPSS ท่ีระดับนัยสำคัญ P < 0.05 แสดงข้อมูล 
ของค่า % carboxyhemoglobin เป็นค่าเฉล่ีย ± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (mean ± รอ)
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