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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 

ขนิษฐา คนหาญ : การเพิ่มความเข้มข้นแบบออนไลน์และการตรวจวัดออกซาเลตและซิเทรตโดยใช้
คะพิลลารีอิเล็กโทรฟอรีซิส (ON-LINE PRECONCENTRATION AND DETERMINATION OF 
OXALATE AND CITRATE USING CAPILLARY ELECTROPHORESIS) อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: 
ดร. มนพิชา ศรีสะอาด, 76 หน้า. 

งานวิจัยนี้ได้ประยุกต์ใช้เทคนิคคะพิลลารีอิเล็กโทรฟิรีซิส (Capillary electrophoresis, CE) ส าหรับ
การเพิ่มปริมาณแบบออนไลน์และการตรวจวัดปริมาณออกซาเลตและซิเทรต  เทคนิคการเพิ่มสารตัวอย่างแบบ
ออนไลน์จะใช้วิธีการบรรจุสารตัวอย่างในปริมาณมากพร้อมกับการก าจัดเมทริกซ์ออกโดยอาศัย electro-osmotic 
flow (EOF) เพ่ือช่วยเพ่ิมสภาพไวของเทคนิค CE ในการทดลองนี้ใช้คะพิลลารีซิลิกาท่ีปราศจากการเคลือบภายใน 
ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางภายใน 50 ไมโครเมตร ความยาว 40.2 เซนติเมตร (30 เซนติเมตร ถึงเครื่องตรวจวัด) 
ความต่างศักย์ไฟฟ้าที่ใช้ในการแยกเท่ากับ -15 กิโลโวลต์ โดยใช้ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 200 มิลลิโมลาร์ ที ่
pH 8.0 และระยะเวลาที่ใช้ในการบรรจุสารตัวอย่างในช่วง 10-90 วินาที ผลการวิเคราะห์พบว่าเมื่อใช้เวลาในการ
บรรจุสารตัวอย่าง 90 วินาที ขีดจ ากัดของการตรวจวัดด้วยเครื่องมือ (Limit of detection, LOD) ของออกซาเลต
และซิเทรต เท่ากับ 0.003 ppm และ 0.013 ppm ตามล าดับ และขีดจ ากัดการวิเคราะห์เชิงปริมาณด้วยเครื่องมือ 
(Limit of quantitation, LOQ) ส าหรับออกซาเลตและซิเทรตเท่ากับ 0.013 ppm และ 0.033 ppm ตามล าดับ 
เมื่อเปรียบเทียบกับการบรรจุสารตัวอย่างตามระยะเวลาปกติ (10 วินาที) พบว่าสามารถเพิ่มประสิทธิภาพการ
ตรวจวัดออกซาเลตและซิเทรตได้ถึง 200 เท่าทั้งออกซาเลตและซิเทรต การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์
โดยการทดสอบความแม่นพบว่ามีร้อยละของการคืนกลับอยู่ในช่วง 98-108% ส าหรับออกซาเลตและซิเทรตและมี 
%RSD<5 ส าหรับทั้งไมเกรชันไทม์ (tm) และพื้นที่ใต้พีคแก้ไข (Acorr) เมื่อเปรียบเทียบความเที่ยงระหว่างวันและ
ภายในวันเดียวกันพบว่ามี %RSD<5 ส าหรับทั้ง tm และ Acorr วิธีที่พัฒนาขึ้นจึงสามารถน าไปใช้ในการหาปริมาณ
ออกซาเลตและซิเทรตในปัสสาวะ และเมื่อเปรียบเทียบกับผลการตรวจวัดออกซาเลตและซิเทรตที่ได้จากวิธีที่
พัฒนาขึ้นกับวิธีมาตรฐานโดยใช้เทคนิคทางเอนไซม์ (enzymatic method) โดยการทดสอบแบบ t-test พบว่าไม่มี
ความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญระหว่างผลการวิเคราะห์ของทั้งสองวิธี นอกจากนี้ยังสามารถยืนยันความน่าเช่ือถือ
ของวิธีที่พัฒนาขึ้นว่ามีความถูกต้อง โดยน าผลการวิเคราะห์จากท้ังสองวิธีมาสร้างกราฟเพื่อหาความสัมพันธ์ระหว่าง
สองวิธี พบว่ามีความสัมพันธ์เป็นเส้นตรงและมีค่า intraclass correlation coefficient อยู่ในเกณฑ์ที่ดีมากส าหรับ
ออกซาเลตและซิเทรต คือเท่ากับ 0.977 และ 0.970 ตามล าดับ ดังนั้นวิธีที่พัฒนาขึ้นจงึเหมาะที่จะน าไปประยุกต์ใช้
ในการตรวจวัดปริมาณออกซาเลตและซิเทรตในปัสสาวะของผู้ป่วยโรคนิ่วไต เพื่อเป็นประโยชน์ส าหรับการวินิจฉัย 
การรักษา และการป้องกันการเกิดโรคนิ่วไตในอนาคต 
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บทคั ดย่อ ภาษาอังกฤษ 

# # 5571925023 : MAJOR BIOTECHNOLOGY 
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CITRATE 

KANITTHA KONHAN: ON-LINE PRECONCENTRATION AND DETERMINATION OF OXALATE 
AND CITRATE USING CAPILLARY ELECTROPHORESIS. ADVISOR: MONPHICHAR SRISA-ART, 
Ph.D., 76 pp. 

In this work, online preconcentration and determination of oxalate and citrate using 
capillary electrophoresis (CE) was presented. A preconcentration technique exploiting large 
volume sample injection together with matrix removal using an electro-osmotic flow (EOF) pump 
was employed to improve the sensitivity of the CE method. The migration of analytes was 
achieved using an uncoated fused silica capillary column of 40.2 cm (30 cm to detector) × 50 µm 
i.d. and an applied voltage of -15 kV. A background electrolyte (BGE) was 200 mM phosphate 
buffer (pH 8.0) with injection times of 10-90 seconds. Results showed that when using an 
injection time of 90 s, limit of detections (Limit of detection, LODs) were 0.003 ppm and 0.013 
ppm and limit of quantifications (Limit of quantitation, LOQs) were 0.013 ppm and 0.033 ppm for 
oxalate and citrate, respectively. When compared with a normal injection time of 10 s, 90 s 
injection time could improve the sensitivity of the CE method for approximately 200 times. 
Recoveries of the method were in the range of 98-108% for oxalate and citrate with the relative 
standard deviation (%RSD) values<5% for corrected peak area (Acorr) and %RSD<5 for migration 
time (tm). Inter-day and intra-day precisions evaluated using %RSD were found to be less than 5% 
for both corrected peak area and migration time. The CE method was further applied to 
quantitatively determine the amounts of oxalate and citrate in urine samples. Results obtained 
from the CE method were compared with those from the standard method (enzymatic assays) 
using the student t-test. It was found that no significant difference between the results obtained 
from both methods. In addition, results obtained from the CE method and enzymatic assays 
were plotted to determine a relationship between the two methods. It was found that linear 
relationships were obtained from both oxalate and citrate results with intraclass correlation 
coefficient (R2) values equal to 0.977 and 0.970 for oxalate and citrate, respectively. This also 
confirms the accuracy and reliability of the proposed CE method. Therefore, the proposed CE 
method could be applied for determination of oxalate and citrate in urine of patients with kidney 
stones for diagnostics medical treatment and prevention of the disease in the future. 
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บทที่ 1  

บทน า 
 

1.1 ความส าคัญและที่มาของปัญหางานวิจัย  

โรคนิ่วไต (kidney stone) เกิดจากการตกผลึกหรือตะกอนของเสียที่ขับออกทางปัสสาวะ 
หากตะกอนมีก้อนขนาดเล็กจะถูกขับออกจากไตทางปัสสาวะ แต่หากไม่ถูกขับออกตะกอนจะรวมตัว
เป็นก้อนที่มีขนาดใหญ่ขึ้นจนอุดทางเดินของปัสสาวะกลายเป็นก้อนนิ่วในไต  โรคนิ่วไตเป็นปัญหา
สุขภาพที่พบได้ในทุกอายุตั้งแต่เด็กจนถึงผู้ใหญ่ และจ านวนผู้ป่วยมีแนวโน้มสูงขึ้นเรื่อย ๆ โดยเฉพาะ
ประชากรในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย ปั จจัยเสี่ยงของการเกิดนิ่วในไตได้แก่ 
กรรมพันธุ์ สิ่งแวดล้อมที่อาศัยอยู่ ปริมาณน้ าที่ดื่มในแต่ละวัน รวมถึงอาหารที่รับประทานในแต่ละวัน 
จะเห็นได้ว่าโรคนิ่วไตเป็นโรคที่เกิดจากสิ่งที่อยู่ใกล้ตัวเรามาก และผลข้างเคียงการมีนิ่วในระบบ
ทางเดินปัสสาวะจะส่งผลให้เกิดภาวะแทรกซ้อนอ่ืน ๆ ได้ เช่น โรคไตอักเสบติดเชื้อแบคทีเรียเรื้อรัง 
ซึ่งอาจรุนแรงจนติดเชื้อในกระแสโลหิตหรือเป็นสาเหตุให้ ไตเสียการท างานเกิดเป็นโรคไตเรื้อรังและ
อาจร้ายแรงจนถึงภาวะไตวายจนเสียชีวิตได้ ดังนั้นโรคนิ่วไตจึงจัดเป็นปัญหาที่ส่งผลกระทบต่อ
คุณภาพชีวิตของประชากรไทยเป็นอย่างยิ่ง ส าหรับการรักษาโรคนิ่วไตในปัจจุบันสามารถท าได้หลาย
วิธี เช่น การใช้คลื่นเสียงความถี่สูงท าให้ก้อนนิ่วแตกเป็นก้อนเล็กๆ (extracorporeal shock wave 
lithotripsy, ESWL) การสวนส่องกล้องเข้าไปในท่อไต (ureteroscopy) เพ่ือคล้องเอานิ่วไตออกมา 
หรือการใช้ยารักษา [1] ทั้งนี้การรักษาขึ้นอยู่กับขนาดของก้อนนิ่วด้วย นอกจากนี้ผู้ป่วยโรคนิ่วไตยังมี
โอกาสเป็นนิ่วซ้ าสูง พบว่าโอกาสที่จะเกิดเป็นซ้ ามีประมาณครึ่งหนึ่งในเวลา 10 ปี ท าให้ภาครัฐรวมทั้ง
ผู้ป่วยเองต้องสูญเสียค่าใช้จ่ายในการรักษาเป็นจ านวนมาก [2]  

ปัจจุบันพบว่าปัจจัยที่ส าคัญในการเกิดโรคนิ่วไตได้แก่ การที่มีปัสสาวะน้อย และมีการขับสาร
หรือเกลือแร่ออกมามากในปัสสาวะ เกลือแร่ที่ส าคัญได้แก่ แคลเซียม (Ca2+) ออกซาเลต (C2O4

2-) 
ฟอสเฟต (PO4

3-) เป็นต้น [3] ในภาวะที่มีปริมาณสารเหล่านี้ผิดปกติและสภาพแวดล้อมที่ เอ้ืออ านวย 
สารเหล่านี้สามารถรวมตัวกันจนกลายเป็นก้อนผลึกแข็ง เช่น แคลเซียมออกซาเลต (CaC2O4) และมี
ขนาดใหญ่ขึ้นจนกลายเป็นนิ่วอุดตันที่บริเวณต่าง ๆ ของทางเดินปัสสาวะ ท าให้ผู้ป่วยมีอาการปวด
ท้องรุนแรง ปัสสาวะเป็นเลือด ส าหรับสารที่สามารถยับยั้งการเกิดผลึกนิ่ว ได้แก่ ซิเทรต โดยซิเทรตจะ
ไปแย่งจับกับสารก่อนิ่ว เช่น ซิเทรตจับกับแคลเซียมเกิดเป็นสารที่ละลายน้ าได้ดีและขับออกไปพร้อม
กับน้ าปัสสาวะ [2] ดังนั้นเมื่อมีปริมาณซิเทรตมากในปัสสาวะจะท าให้ไอออนอิสระของแคลเซียม

http://haamor.com/th/%E0%B8%9C%E0%B8%A5%E0%B8%82%E0%B9%89%E0%B8%B2%E0%B8%87%E0%B9%80%E0%B8%84%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B8%87
http://haamor.com/th/%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B8%84%E0%B9%84%E0%B8%952/
http://haamor.com/th/%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B8%84%E0%B9%84%E0%B8%952/
http://haamor.com/th/%E0%B9%81%E0%B8%9A%E0%B8%84%E0%B8%97%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2
http://haamor.com/th/%E0%B9%81%E0%B8%9A%E0%B8%84%E0%B8%97%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2
http://haamor.com/th/%E0%B9%84%E0%B8%95
http://haamor.com/th/%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B8%84%E0%B9%84%E0%B8%95%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B8%B7%E0%B9%89%E0%B8%AD%E0%B8%A3%E0%B8%B1%E0%B8%87
http://haamor.com/th/%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B8%84-%E0%B8%AD%E0%B8%B2%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3-%E0%B8%A0%E0%B8%B2%E0%B8%A7%E0%B8%B0
http://haamor.com/th/%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B8%84-%E0%B8%AD%E0%B8%B2%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3-%E0%B8%A0%E0%B8%B2%E0%B8%A7%E0%B8%B0
http://haamor.com/th/%E0%B8%95%E0%B8%B2%E0%B8%A2
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ลดลง จึงลดความเสี่ยงของการเกิดนิ่วในระบบทางเดินปัสสาวะได้ เนื่ องจากปริมาณสารก่อนิ่วใน
ปัสสาวะลดลงและไม่สามารถรวมตัวกันเป็นผลึกนิ่วได้ ดังนั้นการวิเคราะห์หาปริมาณออกซาเลตและซิ
เทรตจึงมีความส าคัญส าหรับการรักษาและการป้องกันการเกิดโรคนิ่วไต ส าหรับเทคนิคการวิเคราะห์
สารเหล่านี้ได้แก่ การใช้เอนไซม์ (enzymatic method) [4] ไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี 
(high-performance liquid chromatography, HPLC) [5] และคะพิลลารีอิเล็กโทรฟอรีซิส 
(capillary electrophoresis, CE) [6, 7] เป็นต้น แต่เนื่องจากการใช้เอนไซม์มีราคาแพง อีกทั้งเมื่อ
เปิดใช้งานแล้วอายุการใช้งานของชุดตรวจสอบเอนไซม์มีระยะเวลาเพียง 30 วันเท่านั้น ส่วน HPLC 
เป็นเทคนิคที่ต้องมีวิธีการเตรียมสารตัวอย่างก่อนการวิเคราะห์ที่ค่อนข้างยุ่งยาก รวมถึงการใช้สารใน
ปริมาณมาก ดังนั้น CE จึงเป็นเทคนิคที่ได้รับความสนใจในการวิเคราะห์ปริมาณออกซาเลตและซิ
เทรต เนื่องจากเป็นเทคนิคที่ใช้สารละลายน้อย การเตรียมสารตัวอย่างก่อนการวิเคราะห์มีขั้นตอนไม่
ยุ่งยาก 

CE เป็นเทคนิคการแยกสารโดยอาศัยความแตกต่างของค่าความสามารถในการเคลื่อนทาง
ไฟฟ้าของสาร ซึ่งเป็นผลเนื่องจากความแตกต่างของอัตราส่วนของค่าประจุต่อขนาดของไอออน ข้อดี
ของเทคนิค CE ที่เหนือกว่า HPLC คือไม่ต้องมีขั้นตอนการเตรียมตัวอย่างที่ยุ่งยาก ยกเว้นการกรอง
และการเจือจาง ใช้ปริมาณสารน้อย ดังนั้นเทคนิค CE จึงเป็นทางเลือกที่น่าสนใจในการหาปริมาณ
ออกซาเลตและซิเทรต จากงานวิจัยก่อนหน้านี้พบว่ามีการใช้เทคนิค CE ร่วมกับเครื่องตรวจวัดที่เป็นยู
วี-วิสิเบิล (CE-UV) ในการตรวจวัดปริมาณออกซาเลตและซิเทรต เช่น ในปี ค.ศ. 2001 Garcia และ
คณะ [8] ได้รายงานการตรวจวัดออกซาเลตและซิเทรตในปัสสาวะ โดยใช้บัฟเฟอร์คือ กรดฟอสฟอริก 
ความเข้มข้น 0.2 M พบว่าขีดจ ากัดของการตรวจวัดของออกซาเลตและซิเทรตเท่ากับ 0.67 mg L-1 
และ 25.9 mg L-1 ตามล าดับ นอกจากนี้ในปี ค.ศ. 2010 Muñoz และคณะ [7] ได้พัฒนาและหา
ภาวะที่เหมาะสมในการตรวจวัดออกซาเลต ซิเทรต กรดยูริก และครีเอทินีน ในปัสสาวะ โดยใช้
ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 50 mM พบว่าขีดจ ากัดของการตรวจวัดสารดังกล่าวเท่ากับ 0.46 mg 
L-1, 2.6 mg L-1, 3.8 mg L-1 และ 1.3 mg L-1 ตามล าดับ ส าหรับการวิเคราะห์ปริมาณออกซาเลต
และซิเทรตด้วยเทคนิค CE-UV นั้น พบว่ามีปัญหาเกิดขึ้นเนื่องจากออกซาเลตและซิเทรตมี
ความสามารถในการดูดกลืนยูวีได้ต่ า จึงส่งผลให้ไม่สามารถตรวจวัดที่ความเข้มข้นต่ าได้อย่างถูกต้อง 
ดังนั้นการพัฒนาวิธีการเพ่ิมความเข้มข้นของออกซาเลตและซิเทรต จึงมีความส าคัญที่จะช่วยให้
เทคนิค CE สามารถตรวจวัดออกซาเลตและซิเทรตในปริมาณต่ าได้อย่างมีประสิทธิภาพ และจาก
การศึกษารายงานก่อนหน้านี้พบว่า การเพ่ิมความเข้มข้นโดยใช้เทคนิค  CE โดยวิธีการเพ่ิมความ
เข้มข้นของสารตัวอย่างในคอลัมน์แบบออนไลน์ (on-column sample preconcentration) 
สามารถวิเคราะห์ออกซาเลตและซิเทรตในปริมาณท่ีต่ ากว่าขีดจ ากัดของการตรวจวัดที่กล่าวมาข้างต้น 
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ส าหรับวิธีการที่ใช้ในการเพ่ิมความเข้มข้นของออกซาเลตและซิเทรตแบบออนไลน์ได้มีรายงาน
ดังต่อไปนี้ 

ในปี ค.ศ. 2004 Hirokkawa และคณะ [9] ได้รายงานการเพ่ิมความเข้มข้นของสารอนินทรีย์ 
(inorganic anions) ได้แก่ ไอโอไดด์ โบรไมด์ ออกซาเลต และไนเทรต ในซีรั่มและในปัสสาวะ โดยใช้
เทคนิค transient isotachophoresis (TITP) วิธีนี้เป็นการแยกสารภายใต้อิทธิพลของสนามไฟฟ้า 
โดยสารในระบบเคลื่อนที่ด้วยความเร็วเท่ากัน แต่บริเวณโซนสารมีสนามไฟฟ้าที่แตกต่างกันเนื่องจาก
ความสามารถในการเคลื่อนที่ทางไฟฟ้าที่ต่างกัน จึงท าให้สารแยกออกเป็นโซนติดกันและอยู่ระหว่าง
สารละลายอิเล็กโทรไลต์ส่วนหน้า (leading electrolyte) และสารละลายอิเล็กโทรไลต์ส่วนหลัง 
(terminating electrolyte) วิธีนี้สามารถเพ่ิมความเข้มข้นของสารตัวอย่างได้ และให้ค่าขีดจ ากัดของ
การตรวจวัดของออกซาเลตในซีรั่มและปัสสาวะเท่ากับ 0.04 mg L-1 และ 0.12 mg L-1 ตามล าดับ 
แต่ในขณะเดียวกันก็พบข้อจ ากัดของเทคนิคนี้คือ ไม่สามารถวิเคราะห์สารที่เป็นแคทไอออนและแอน
ไอออนในคราวเดียวกันได้ และวิธีนี้ใช้ระบบสารละลายอิเล็กโทรไลต์ที่ซับซ้อน  

นอกจากนี้ในปี ค.ศ. 2005 Suzuki และคณะ [10] ได้รายงานการเพ่ิมความเข้มข้นของสาร
ตัวอย่างก่อนการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค CE โดยใช้ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 25 mM ร่วมกับ 0.5 
mM tetradecyltrimethylammonium bromide (TTAB) โดยวิธีนี้จะละลายสารตัวอย่างในน้ า 
และท าการบรรจุสารเข้าไปในคอลัมน์ในปริมาณมากด้วยศักย์ไฟฟ้า (electrokinetic injection) โดย
ใช้ระยะเวลาในการบรรจุสารตัวอย่างนาน 90 วินาที จากนั้นเริ่มให้ศักย์ไฟฟ้าส าหรับการแยก 
เนื่องจากมีความแตกต่างของสภาพการน าไฟฟ้าบริเวณสารตัวอย่างซึ่งมากกว่าบริเวณบัฟเฟอร์ใน
คะพิลลารี ไอออนของสารจะเกิดการเคลื่อนที่อย่างรวดเร็ว เมื่อไอออนสารมาเจอกับบัฟเฟอร์จะเกิด
การชะลอความเร็วลง ท าให้ไอออนของสารมาชิดกัน ซึ่งส่งผลให้ในโซนของสารตัวอย่างแคบลงและมี
ความเข้มข้นมากขึ้น วิธีนี้สามารถเพ่ิมความเข้มข้นของสารตัวอย่างได้ 225 เท่า จึงท าให้ค่าขีดจ ากัด
ของการตรวจวัดของออกซาเลตเท่ากับ 0.10 ppb แต่เนื่องจากวิธีนี้ใช้การบรรจุสารตัวอย่างด้วย
ศักย์ไฟฟ้า สารตัวอย่างที่มีไอออนบวกหรือลบอย่างใดอย่างหนึ่งเท่านั้นที่สามารถเข้าไปในคะพิลลารี 
และสลับขั้วไฟฟ้าในขั้นตอนการแยกสารตัวอย่าง เทคนิคนี้จึงไม่สามารถวิเคราะห์สารที่มีประจุต่างกัน
ในเวลาเดียวกันได้ และปริมาณสารตัวอย่างที่บรรจุเข้าไปในคะพิลลารีจะแปรผันตามค่าความสามารถ
ในการเคลื่อนที่ทางไฟฟ้าของสารแต่ละชนิดกับเวลาที่ใช้ในการบรรจุสารด้วย 

จากงานวิจัยที่ผ่านมาจะเห็นว่าเทคนิคที่ใช้ในการเพ่ิมความเข้มข้นของออกซาเลตและซิเทรต
ส าหรับการวิเคราะห์ด้วย โดย CE ยังมีความซับซ้อนและมีข้อจ ากัด ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงสนใจที่จะ
น าเอาเทคนิคที่ใช้ในการเพ่ิมความเข้มข้นที่สามารถท าได้โดยง่าย โดยประยุกต์เทคนิคการเพ่ิมความ
เข้มข้นโดยวิธีการบรรจุสารในปริมาณมากโดยใช้ความดันและ (large-volume sample injection) 
และอาศัย electro-osmotic flow (EOF) ในการก าจัดเมทริกซ์ (matrix) ซึ่งเรียกวิธีนี้ว่า “large-
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volume sample stacking using EOF pump” [11] โดยก่อนหน้านี้ He และ Lee ได้น าเทคนิคนี้
มาใช้วิเคราะห์สารในกลุ่มสารอินทรีย์ที่เป็นไอออนลบ (organic anion) คือ กรดฟูมาริก (fumaric 
acid) และกรดมาเลอิก (maleic acid) โดยใช้ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 40 mM ที่ pH 3.27 
พบว่าสามารถเพ่ิมความเข้มข้นของสารในคอลัมน์ และให้ผลการตรวจวัดดีกว่าเดิมถึง 300 เท่า ซึ่ง
เทคนิคนี้เหมาะกับสารที่มีทิศทางการเคลื่อนที่ตรงข้ามกับ EOF หลักการของเทคนิคนี้คือ ใช้สภาวะใน
การวิเคราะห์ที่ pH ต่ า เพ่ือลดความแรงของ EOF และใช้การบรรจุสารเข้าไปในคอลัมน์ในปริมาณ
มากด้วยความดัน ซึ่งเมทริกซ์จะถูกก าจัดออกภายหลังด้วยอิทธิพลของ EOF เมื่อให้ศักย์ไฟฟ้าในการ
แยก สารตัวอย่างจะเคลื่อนที่สวนทางกับ EOF พร้อมกับเมทริกซ์ถูกก าจัดออกโดยเคลื่อนที่ออกมา
พร้อมกับ EOF จึงท าให้โซนสารตัวอย่างเกิดการรวมเป็นโซนที่แคบลงและมีความเข้มข้นสูงขึ้น ข้อดี
ของการเพิ่มความเข้มข้นด้วยวิธีนี้คือ ท าได้ง่ายไม่ต้องมีการสลับขั้วไฟฟ้าในระหว่างการวิเคราะห์ และ
ไม่มีความแตกต่างของปริมาณสารที่บรรจุเพราะใช้ความดันในการบรรจุสาร เนื่องจากออกซาเลตและ
ซิเทรตจัดอยู่ในกลุ่ม สารอินทรีย์ที่เป็นไอออนลบ (organic anion) ซึ่งสามารถแตกตัวให้ประจุลบ 
ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงคาดว่าจะสามารถน าวิธีนี้มาประยุกต์ในการเพิ่มความเข้มข้นของออกซาเลต และ
ซิเทรตก่อนการวิเคราะห์หาปริมาณด้วยเทคนิค CE ได้อย่างมีประสิทธิภาพ 

 
1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย (Research objectives) 

1. หาภาวะที่เหมาะสมส าหรับการแยกออกซาเลตและซิเทรตในตัวอย่างปัสสาวะด้วยเทคนิค 
CE 

2. ประยุกต์วิธีการเพ่ิมความเข้มข้นแบบออนไลน์ ส าหรับการตรวจวัดปริมาณออกซาเลตและ
ซิเทรตโดยใช้เทคนิค CE 

3. ประยุกต์วิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้นในการหาปริมาณออกซาเลตและซิเทรตในตัวอย่าง
ปัสสาวะ 

 
1.3 ขอบเขตของงานวิจัย (Scope of research) 

1. หาภาวะที่เหมาะสมของการแยก การเพ่ิมความเข้มข้นแบบออนไลน์ส าหรับการตรวจวัด
ปริมาณออกซาเลตและซิเทรตโดยใช้เทคนิค CE 

2. ตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีที่พัฒนาขึ้นส าหรับการท าปริมาณวิเคราะห์ได้แก่  
  - ขีดจ ากัดของการตรวจวัดและขีดจ ากัดการวิเคราะห์เชิงปริมาณด้วยเครื่องมือ 

(Limit of detection, LOD and limit of quantitation, LOQ) 
   - กราฟมาตรฐาน (calibration curve) 
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  - ความแม่น (Accuracy) 
  - ความเที่ยง (Precision) 

  - ประยุกต์วิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้นในการวิเคราะห์หาปริมาณออกซาเลตและซิเทรต
ในตัวอย่างปัสสาวะ 

  - เปรียบเทียบวิธีที่พัฒนาขึ้นกับวิธีมาตรฐานที่ใช้เอนไซม์ (enzymatic method) 
ในการตรวจวัดปริมาณออกซาเลตและซิเทรตในตัวอย่างปัสสาวะ 

 
1.4 ค าจ ากัดความสัญลักษณ์และค าย่อที่ใช้ในการวิจัย 

 e  ประจุของอิเล็กตรอน (1.6×10-19 คูลอมบ์) 
i.d.  เส้นผ่านศูนย์กลางภายใน (internal diameter) ของคะพิลลารี 
linj  ความยาวของโซนสารตัวอย่างที่บรรจุ (sample plug)  
rc   รัศมีด้านในของคะพิลลารี 
rh รัศมีไฮโดรไดนามิกของไอออนที่มีโมเลกุลของน้ าล้อมรอบ 

(hydrodynamic radius of the ion) 
teo  ไมเกรชันไทม์ของสารที่ไม่มีประจุ  
tinj

 
 เวลาของการบรรจุสาร 

tm   ไมเกรชันไทม์ (migration time) 
veo ความเร็วของอิเล็กโทรออสโมซิส (electroosmotic velocity) 
vep ค่าความเร็วในการเคลื่อนที่ทางไฟฟ้าที่สังเกตได้ (electrophoretic 

velocity) 
vhf  hydrodynamic flow velocity 
vnet ผลรวมของความเร็วของสารเนื่องจากอิเล็กโทรฟอรีซิสและอิเล็กโทรออสโม

ซิส  

w  ความกว้างของฐานพีค (peak width) 

A  พ้ืนที่ใต้พีค (peak area) 

Acorr   พ้ืนที่ใต้พีคแก้ไข (corrected peak area) 
BGE  สารละลายอิเล็กโทรไลต์ (background electrolyte) 

C  ความเข้มข้นของสาร 

Cdiluted   ความเข้มข้นของสารละลายเจือจางท่ีได้จากกราฟมาตรฐาน 
CE คะพิลลารีอิเล็กโทรฟอรีซิส (capillary electrophoresis) 
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CEC  คะพิลลารีอิเล็กโทรโครมาโทกราฟี (capillary electrochromatography) 

CGE  คะพิลลารีเจลเล็กโทรฟอรีซิส (capillary gel electrophoresis)  
CIEF   คะพิลลารีไอโซอิเล็กทริกโพกัสซิง (capillary isoelectric focusing) 
CITP  คะพิลลารีไอโซแทโคฟอรีซิส (capillary isotachoporesis) 
CL  เอนไซม์ซิเทรตไลเอส (citrate lyase)  

CZE  คะพิลลารีโซนอิเล็กโทรฟอรีซิส (capillary zone electrophoresis) 

Di  ความแตกต่างของการวิเคราะห์ทั้งสองวิธี 

   ค่าเฉลี่ยของความแตกต่างของการวิเคราะห์ทั้งสองวิธี  

DMAB   3-(dimethylamino) benzoic acid  

D-LDH   D-lactate dehydrogenase  

E  ความเข้มข้นของสนามไฟฟ้า (electric field strength) 

EOF  การไหลของอิเล็กโทรออสโมซิส (electroosmotic flow)  

I ความยาวของคะพิลลารีจากด้านที่บรรจุสารตัวอย่างจนถึงด้านเครื่อง

ตรวจวัด 

L ความยาวทั้งหมดของคะพิลลารี 

L-MDH   L-malate dehydrogenase  

LOD  ค่าขีดจ ากัดการตรวจวัดด้วยเครื่องมือ (limit of detection) 

LOQ ค่าขีดจ ากัดของการวิเคราะห์เชิงปริมาณด้วยเครื่องมือ (limit of 

quantification) 

MBTH  3-methyl-2-benzothiazolinone hydrazone  

MEKC  คะพิลลารีอิเล็กโทรไคเนทิกโครมาโทกราฟี (micellar electrokinetic 

chromatography) 

PVP  polyvinylpyrollidone  

Qinj  ปริมาณสารที่บรรจุเข้าไปในคะพิลลารี  

Rs   ค่าการแยกของสาร (Resolution) 

RSD  ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ 
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SD  ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

S/N อัตราส่วนของสัญญาณความสูงของพีคต่อสัญญาณรบกวน (signal to 

noise ratio) 

V ความต่างศักย์ไฟฟ้าที่ใช้ในการแยกสาร (applied voltage) 

   ค่าเฉลี่ยของพ้ืนที่ใต้พีคและไมเกรชันไทม์ของสารทั้งหมด 

z ค่าประจุบนไอออนของสาร (electronic charge) 

 ดีกรีการแตกตัวของสาร (degree of ionisation) 

∆P ความแตกต่างของความดันที่ใช้สารบรรจุสาร  

∆tm ความแตกต่างของไมเกรชันไทม์ของสารที่อยู่ติดกัน  

 permittivity 

  ความหนืดของสารละลาย (viscosity) 

µ ความสามารถในการเคลื่อนที่ทางไฟฟ้าของสาร (electrophoretic 
mobility) 

µeo   ความสามารถในการเคลื่อนของอิเล็กโทรออสโมซิส (electroosmotic  
          mobility) 

 µo  ความสามารถในการเคลื่อนที่ของสารที่แตกตัว 100% 
   ค่าศักย์ไฟฟ้าซีต้า (zeta potential)   
 
1.5 ผลที่คาดว่าจะได้รับจากการวิจัย (anticipated outcomes) 

ภาวะที่เหมาะสมของการแยกออกซาเลตและซิเทรต และวิธีการเพ่ิมความเข้มข้นแบบ
ออนไลน์ส าหรับการตรวจวัดปริมาณออกซาเลตและซิเทรตโดยใช้เทคนิค CE เพ่ือที่จะสามารถ
ตรวจหาปริมาณออกซาเลตและซิเทรตที่ความเข้มข้นต่ า ๆ ได้อย่างมีประสิทธิภาพ ซึ่งจะเป็น
ประโยชน์ในการวินิจฉัยและรักษาผู้ป่วยโรคนิ่วไตต่อไป 

 
1.6 ล าดับขั้นตอนในการเสนอผลการวิจัย 

1. ด าเนินการทดลอง รวมรวมข้อมูล และวิเคราะห์ผลการทดลองจนเสร็จสมบูรณ์ 
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2. จัดท าโปสเตอร์ เพ่ือน าเสนอผลงานในงานประชุมวิชาการ วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี

แห่งประเทศไทยครั้ งที่  40 (วทท . 40)  (The 40th congress on science & technology of 

Thailand (STT 40)) วันที่ 2-4 ธันวาคม 2557 
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บทที่ 2  

ทฤษฎีที่เกี่ยวข้อง 
 

2.1 คะพิลลารีอิเล็กโทรฟอรีซิส (Capillary Electrophoresis, CE) 

 คะพิลลารีอิเล็กโทรฟอรีซิส (capillary electrophoresis, CE) เป็นเทคนิคการแยกสาร
ภายในหลอดคะพิลลารีที่บรรจุด้วยสารละลายอิเล็กโทรไลต์ภายใต้สนามไฟฟ้า กลไกการแยกจะขึ้นอยู่
กับความแตกต่างของค่าความสามารถในการเคลื่อนทางไฟฟ้าของสาร (electrophoretic mobility, 
µ) ซึ่งจะแปรผันตามอัตราส่วนระหว่างประจุต่อขนาดของสาร 
 

2.1.1 อุปกรณ์ของเครื่องคะพิลลารีอิเล็กโทรฟอรีซิส 

 เครื่องคะพลิลารีอิเล็กโทรฟอรีซิสมีรูปร่างต่างกันไปตามการออกแบบของแต่ละบริษัท
แต่ลักษณะโดยทั่วไปประกอบด้วย 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 1 อุปกรณ์ของเครื่องคะพิลลารีอิเล็กโทรฟอรีซิส (ดัดแปลงจาก [12]) 
 

1) คะพิลลารี (Capillary) 

คะพิลลารีมีลักษณะคล้ายลวดเส้นเล็กมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางภายในตั้งแต่ 10-

200 µm [13] เนื่ องจากคะพิลลารี เป็น fused silica จึ ง เคลื อบภายนอกด้วยพอลิ เอไมด์ 

(polyamide) เพ่ือเพ่ิมความยืดหยุ่นและป้องกันการแตกหัก แต่เนื่องจากพอลิเอไมด์มีลักษณะทึบแสง

Capillary inlet 

 

Capillary 
outlet 

 
Detector 

 

High voltage 
power source 

+ 
 

- 

 
Buffer reservoir 

for Anode 
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for Cathode 

Data processing 
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ดังนั้นเมื่อต้องการตรวจวัดด้วยเครื่องตรวจวัดประเภทแสงเช่น ยูวี-วิสิเบิล (UV-visible) จะลอกพอลิ

เอไมด์ออกโดยการเผาเฉพาะบริเวณที่จะตรวจวัด (detection window)  

2) เครื่องก าเนิดไฟฟ้า (High voltage power source) 

เครื่องก าเนิดไฟฟ้าส่วนใหญ่นิยมใช้แบบศักย์ไฟฟ้าคงที่มีความต่างศักย์ไฟฟ้าตั้งแต่   

-30 ถึง +30 kV และเป็นเครื่องก าเนิดไฟฟ้ากระแสตรงให้กระแสสูงสุด 300 µA การใช้ศักย์ไฟฟ้ามี 2 

แบบคือการใช้ศักย์ไฟฟ้าแบบขั้วปกติ (normal polarity) และการใช้ศักย์ไฟฟ้าแบบกลับขั้ว 

(reversed polarity) กล่าวคือการใช้ศักย์ไฟฟ้าแบบขั้วปกติด้านบรรจุสารตัวอย่างเข้า ( inlet) เป็น

ขั้วบวก (anode) ด้านปลายออกหรือด้านเครื่องตรวจวัด (outlet) เป็นขั้วลบ (cathode) ส าหรับการ

ใช้ศักย์ไฟฟ้าแบบกลับขั้วด้านบรรจุสารตัวอย่างเข้าเป็นขั้วลบและด้านปลายออกหรือด้านเครื่อง

ตรวจวัดเป็นขั้วบวก 

3) ขั้วไฟฟ้า (Electrode) 

ขั้วไฟฟ้าท่ีใช้ส าหรับเครื่อง CE ส่วนใหญ่เป็นลวดแพลทินัม (platinum wire) 

4) เครื่องตรวจวัด (Detector) 

ส่วนใหญ่นิยมใช้เครื่องตรวจวัดที่สามารถตรวจวัดไอออนของสารบนคะพิลลารีได้

โดยตรง ได้แก่ ยูวี-วิสิเบิล (UV-visible) และฟลูออเรสเซนต์ (fluorescence) นอกจากนี้ยังมีการ

ตรวจวัดภายนอกคะพิลลารีโดยมีส่วนเชื่อมต่อจากปลายคะพิลลารี (interface) เข้าสู่เครื่องตรวจวัด

อ่ืนได้แก่ เครื่องตรวจวัดทางเคมีไฟฟ้า (electrochemical detector) และแมสสเปกโทรเมตรี 

(mass spectrometry, MS) 

5) สารละลายอิเล็กโทรไลต์ (background electrolyte, BGE) 

สารละลายอิเล็กโทรไลต์ส่วนใหญ่เป็นสารละลายบัฟเฟอร์เพ่ือควบคุมพีเอชให้คงที่

และอาจมีการเติมสารเติมแต่งเช่น สารลดแรงตึงผิว ตัวท าละลายอินทรีย์ เพ่ือปรับปรุงการแยกให้

เหมาะสมส าหรับการใช้งานในการแยกสารแต่ละชนิด 

6) ภาชนะบรรจุสารละลายอิเล็กโทรไลต์และสารตัวอย่าง (Buffer reservoir) 

ภาชนะบรรจุที่ใช้โดยส่วนใหญ่เป็นขวดแก้ว (vial) ขนาด 1-5 mL ตามความ

ต้องการในการใช้งาน 

7) ส่วนควบคุมความดัน (pressure controller) 
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เป็นส่วนที่ใช้ส าหรับการบรรจุสารตัวอย่างเข้าไปในคะพิลลารี โดยการใช้แก๊ส

ไนโตรเจน หรืออัดอากาศโดยใช้อุปกรณ์ท่ีมีอยู่ในเครื่องโดยตรง  

8) ส่วนควบคุมอุณหภูมิของคะพิลลารี (temperature controller) 

ใช้ส าหรับปรับเปลี่ยนอุณหภูมิที่ต้องการส าหรับการแยกสาร และยังเป็นตัวช่วย

ควบคุมอุณหภูมิในเครื่องที่เกิดจากความร้อนในการให้ศักย์ไฟฟ้า (joule heating) อีกด้วย 

9) ระบบการฉีดสารตัวอย่าง (sample introduction) 

ระบบการฉีดสารตัวอย่างมี 2 ชนิดได้แก่ การฉีดสารตัวอย่างโดยใช้ความดัน 

(pressure หรือ hydrodynamic injection) และการฉีดสารตัวอย่างโดยการใช้ศักย์ไฟฟ้า (electro 

kinetic injection) 

 

2.1.2 ประเภทของ CE  

  1) Capillary zone electrophoresis (CZE) 
  การแยกเกิดขึ้นภายในคะพิลลารีที่บรรจุด้วย BGE โดยกลไกการแยกขึ้นอยู่กับ
ความสามารถในการเคลื่อนที่ทางไฟฟ้าของสาร (electrophoretic mobility, µ) ซึ่งขึ้นอยู่กับประจุ
และขนาดของสาร CZE สามารถแยกสารที่มีประจุทั่วไป ส่วนสารที่ไม่มีประจุจะสามารถวิเคราะห์ได้
โดยการเติม complexing agent ที่มีประจุ 

2) Micellar electrokinetic chromatography (MEKC)  
สามารถแยกได้ทั้งสารที่มีหรือไม่มีประจุ โดยมีการเติมสารลดแรงตึงผิว (surfactant) 

ลงใน BGE เพ่ือให้เกิดเป็นไมเซลล์ (micelle) กลไกการแยกข้ึนอยู่กับค่า µ ของสารและความแตกต่าง
ของค่าคงที่การกระจายตัวของสารระหว่างเอเควียสเฟส (aqueous phase) และไมเซลลาร์เฟส 
(micellar phase) 

3) Capillary gel electrophoresis (CGE) 
เป็นเทคนิคที่ใช้แยกสารตามขนาดของโมเลกุลของสารแต่ละชนิด โดยอาศัยการ

เคลื่อนที่ผ่านรูพรุนของเจลที่บรรจุอยู่ภายในคะพิลลารี  มักใช้ ในการแยกสารชีวโมเลกุล 
(biomolecules) เช่น DNA และโปรตีน 

4) Capillary isoelectric focusing (CIEF) 
เป็นการท าให้เกิด pH gradient ขึ้นภายในคะพิลลารี โดยใช้สารแอมโฟไลต์ 

(ampholyte) ที่มีทั้งประจุบวกและลบภายในโมเลกุล กลไกการแยกขึ้นอยู่กับค่า isoelectric point 
(pI) ของสาร มักใช้วิเคราะห์สารจ าพวกโปรตีนและกรดอะมิโน 
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5) Capillary isotachoporesis (CITP) 
 กลไกการแยกข้ึนอยู่กับความแตกต่างของค่า µ ของสารแต่ละชนิด โดยที่ภายในคะพิลลา
รีนั้นจะประกอบด้วยสารอิเล็กโทรไลต์ 2 ชนิด โดยสารอิเล็กโทรไลต์ส่วนหน้า (leading electrolyte) 
จะมีค่า µ สูงและสารอิเล็กโทรไลต์ส่วนหลัง (terminating electrolyte) จะมีค่า µ ต่ า เมื่อให้
ศักย์ไฟฟ้า สารในคะพิลลารีจะแยกออกเป็นโซน และจะเคลื่อนที่ด้วยความเร็วที่เท่ากัน แต่บริเวณโซน
สารมีสนามไฟฟ้าที่ต่างกันจึงท าให้สารแยกออกจากกันได้ 
 ส าหรับเทคนิค CE นั้น CZE เป็นโหมด (mode) ที่นิยมใช้กันอย่างแพร่หลายเนื่องจากใช้งาน
ง่าย ไม่ต้องมีการเตรียมคอลัมน์ที่ยุ่งยาก และสารละลายอิเล็กโทรไลต์เป็นบัฟเฟอร์ทั่วไป เช่น 
ฟอสเฟต และบอเรต และอาจมีสารเติมแต่งเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการแยก ในงานวิจัยนี้ได้เลือก
เทคนิค CZE ในการวิเคราะห์หาปริมาณออกซาเลตและซิเทรตในปัสสาวะ ดังจะกล่าวถึงรายละเอียด
ของ CZE ดังต่อไปนี้ 
 
 2.1.3 คะพิลลารีโซนอิเล็กโทรฟอรีซิส (Capillary zone electrophoresis, CZE) 

  เป็นเทคนิคที่นิยมใช้ในการแยกสารอย่างแพร่หลาย โดยการแยกขึ้นอยู่กับความ
แตกต่างของค่าความสามารถในการเคลื่อนที่ทางไฟฟ้า (electrophoretic mobility, µ) ของสาร ซึ่ง
แปรผันตามอัตราส่วนระหว่างประจุต่อขนาดของสาร  
 
  2.1.3.1 ความสามารถในการเคลื่อนที่ทางไฟฟ้า (electrophoretic mobility, 
µ) 

ความสามารถในการเคลื่อนที่ทางไฟฟ้าของสารเป็นความเร็วในการ
เคลื่อนที่ทางไฟฟ้าของสาร (electrophoretic velocity, vep) ภายใต้ความเข้มของสนามไฟฟ้า (E) 
ดังแสดงในสมการ 1 และ 2 
      vep = µE         สมการ 1 

     µ = 
   
  = 

  

    
         สมการ 2 

  z = ค่าประจุของไอออนของสาร 
  e = ค่าคูลอมบ์ของอิเล็กตรอน (1.6×10-19 คูลอมบ์) 
   = ความหนืดของสารละลายอิเล็กโทรไลต์ (N/m2) 
  rh = รัศมีไฮโดรไดนามิกของสาร (hydrorynamic radius of ion) 
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  µ = ความสามารถในการเคลื่อนที่ทางไฟฟ้า (electrophoretic mobility) 
  จากสมการที่ 2 จะเห็นได้ว่าค่า µ ขึ้นอยู่กับอัตราส่วนระหว่างประจุ (z) ต่อขนาด 
(rh) กล่าวคือสารที่มีประจุมากและ rh น้อยจะมีค่า µ มาก นั่นคือจะสามารถเคลื่อนที่ได้เร็วกว่าสารที่มี
ประจุน้อยและขนาดใหญ่นั่นเอง นอกจากนี้ยังมีปัจจัยอื่น ๆ ที่มีผลต่อค่า µ ได้แก่ 

1) พีเอชของ BGE 

พีเอชมีผลต่อดีกรีการแตกตัวของสาร เมื่อเพ่ิมพีเอชของบัฟเฟอร์ส่งผลให้สารที่เป็น

กรดอ่อนแตกตัวกลายเป็นไอออนลบได้มากข้ึน เช่นเดียวกันเมื่อพีเอชของบัฟเฟอร์ลดลงสารที่เป็นเบส

จะสามารถรับโปรตอนท าให้มีไอออนบวกเพ่ิมขึ้น ดังนั้นถ้าสารกลายเป็นไอออนได้มากขึ้นจะส่งผลให้

ค่า µ เพ่ิมข้ึน 

2) ความเข้มข้นของ BGE หรือความแรงของไอออนิก (ionic strength) 

การเพ่ิมความเข้มข้นของ BGE จะท าให้ไอออนในระบบมากขึ้น และสารจะถูก

ล้อมรอบด้วยเคาน์เตอร์ไอออนที่มีประจุตรงข้ามท าให้ rh เพ่ิมขึ้นจึงส่งผลให้ค่า µ ของสารลดลง 

นอกจากนี้การเพ่ิมความเข้มข้นของ BGE จะสามารถท าให้เกิด joule heating ซึ่งมีผลท าให้ความ

ความหนืดของสารลดลงจึงอาจส่งผลท าให้ค่า µ เพ่ิมข้ึนได ้

3) ความหนืดและอุณหภูมิ 

จากสมการ 2 แสดงให้เห็นว่า µ แปรผกผันกับความหนืด กล่าวคือเมื่อความหนืด

ของสารตัวกลางมีค่ามากจะส่งผลให้ µ ของสารลดลง แต่หากความหนืดของสารตัวกลางลดลงจะ

ส่งผลให้ µ เพ่ิมข้ึน และอุณหภูมิมีผลต่อความหนืดของสารอุณหภูมิที่เพ่ิมขึ้นท าให้ความหนืดของสาร

ลดลง ดังนั้นเมื่อความหนืดลดลงจะส่งผลให้ µ ที่เพ่ิมข้ึนนั่นเอง 

4) ศักย์ไฟฟ้าที่ใช้ในการแยก 

ความต่างศักย์ไฟฟ้าที่เพ่ิมขึ้นท าให้ µ ของสารเพ่ิมขึ้นและอาจท าให้ท า µ เพ่ิมขึ้น

เนื่องจากการเกิด joule heating ได้อีกด้วย 

5) ตัวท าละลายอินทรีย์ 

การเติมตัวท าละลายอินทรีย์ใน BGE มีผลท าให้ µ ลดลงเนื่องจากตัวท าละลาย

อินทรีย์ไปล้อมรอบไอออนของสารท าให้สารมี rh เพ่ิมมากขึ้น แต่อย่างไรก็ตามการเติมตัวท าละลาย

อินทรีย์ลงไปใน BGE ปริมาณหนึ่งจะท าให้ความหนืดลดลงและมีผลให้ µ เพ่ิมข้ึนได ้
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  2.1.3.2 อิเล็กโทรออสโมซิส (Electroosmosis) 

  เนื่องจากคะพิลลารีท าจาก fused silica ผิวด้านในประกอบด้วยหมู่ซิลา
นอล (-Si-OH) เมื่อหมู่ซิลานอลที่ผิวด้านในของคะพิลลารีสัมผัสกับ BGE ที่มีพีเอชมากกว่า 2 จะเกิด
การแตกตัวของหมู่ซิลานอลขึ้นดังสมการต่อไปนี้ 

-Si-OH  +  OH-  ⇌  -Si-O-  +  H2O 

-Si-OH  +  H2O  ⇌  -Si-O-  +  H3O
+ 

   อธิบายในรูป 2 เมื่อหมู่ซิลินอลแตกตัวจะท าให้มีไอออนบวก (H+ หรือ 
H3O

+) อยู่ในสารละลายเป็นจ านวนมากหรือรวมกับ OH- เกิดเป็นโมเลกุลของน้ า และไอออนบวก
เหล่านี้บางส่วนจะเกาะที่ผิวของคะพิลลารีที่มีประจุตรงข้ามกัน โดยจะเรียงตัวเกิดเป็นชั้นในลักษณะ 2 
ชั้น (double layer) ชั้นแรกเรียกว่า stern layer หรือ fixed layer เป็นชั้นที่ไอออนบวกเกาะอยู่ติด
กับผิวของคะพิลลารีด้วยแรงแวนเดอร์วาลส์ ท าให้ไอออนในชั้นนี้ไม่เคลื่อนที่ และชั้นถัดมาเรียกว่า 
diffusion layer หรือ mobile layer ส่วนไอออนอื่น ๆ ที่เหลือจะอยู่ใน bulk solution [14] 
 

 
 

รูปที่ 2 การเกิด double layer ที่ผนังคะพิลลารีและการเคลื่อนที่ของ electroosmotic flow 
(EOF) (ดัดแปลงจาก [15])  
 
 จากรูป 2 เมื่อเริ่มให้ศักย์ไฟฟ้าที่ปลายทั้งสองข้างของคะพิลลารี ไอออน
บวกจ านวนมากที่ถูกล้อมรอบด้วยโมเลกุลของน้ าจะเคลื่อนที่ไปยังขั้วลบ ท าให้ไอออนบวกเหล่านี้พา
โมเลกุลของน้ าเคลื่อนที่ ไปด้วย ซึ่ งเรียกการเคลื่อนที่หรือการไหลของสารในลักษณะนี้ว่า 
electroosmotic flow (EOF) ซึ่งสารที่มีประจุบวก ลบ และไม่มีประจุจะเคลื่อนที่เนื่องจากแรง EOF 
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ที่เท่ากันแต่มีความสามารถในการเคลื่อนที่ทางไฟฟ้าหรือค่า µ ที่ต่างกัน จึงท าให้สารแยกออกจากกัน
ได ้
   ความเร็วของอิเล็กโทรออสโมซิส (electroosmoticvelocity, veo) ใน
ความเข้มของสนามไฟฟ้า 1 V m-1 เรียกว่าความสามารถในการเคลื่อนที่ของอิเล็กโทรออสโมซิส 
(electroosmotic mobility, µ eo) ดังแสดงในสมการที่ 3 

     µeo = 
   
  = 

-

   
           สมการ 3 

    = ค่า permittivity ของตัวกลาง 
    = ค่าศักย์ไฟฟ้าซีต้า (zeta potential) 
 
  2.1.3.3 ปัจจัยท่ีมีผลต่อ EOF  

   1) ความต่างศักย์ไฟฟ้าและขนาดของคะพิลลารี 
   การให้ศักย์ไฟฟ้าที่เพ่ิมขึ้นมีผลท าให้ µeo เพ่ิมขึ้นเนื่องจากความร้อนใน
การให้ศักย์ไฟฟ้าเช่นเดียวกับขนาดของคะพิลลารีที่มีขนาดใหญ่จะมีผลต่อการระบายความร้อนได้ช้า
ลง ดังนั้นจึงท าให้ความหนืดของสารละลายในคะพิลลารีลดลง จึงส่งผลให้ µeo เพ่ิมข้ึน 
   2) พีเอชของบัฟเฟอร์ 
   ค่า µeo เพ่ิมข้ึนเมื่อค่าพีเอชของบัฟเฟอร์ที่เพ่ิมขึ้นกล่าวคือพีเอชมีผลต่อ
การแตกตัวของหมู่ซิลานอลที่ผนังของคะพิลลารี เมื่อบัฟเฟอร์มีพีเอชต่ าหมู่ซิลานอลจะแตกตัวได้น้อย 
จึงท าให้ค่า µeo น้อยลง ถ้าพีเอชเพ่ิมข้ึนหมู่ซิลานอลจะแตกตัวได้มากขึ้นจึงท าให้ค่า µeoเพ่ิมข้ึน 
   3) ตัวท าละลายอินทรีย์ 
  ตัวท าละลายอินทรีย์ที่เติมลงไปใน BGE เพ่ือปรับปรุงการแยกให้ดีขึ้นนั้น
มีผลท าให้ EOF ลดลง กล่าวคือตัวท าละลายอินทรีย์จะเกิดอันตรกิริยากับผนังของคะพิลลารีส่งผลให้
ความหนืดบริเวณ double layer เพ่ิมข้ึน ส่งผลให้ท าให้ µeo ลดลง 
   4) ความเข้มข้นหรือความแรงไออนิกของ BGE 
  จากสมการ 3 จะเห็นได้ว่าการเพ่ิมความเข้มข้นหรือความแรงของ
สารละลาย BGE ท าให้  ลดลงเนื่องจากความหนาของ diffusion layer ลดลงซึ่งจะส่งผลให้ µeo

ลดลง แต่การเพ่ิมความแรงของไออนิกก็อาจส่งผลให้ µeo เพ่ิมขึ้นได้เนื่องจากการเกิดความร้อนที่
เพ่ิมข้ึนท าให้ความหนืดของสารละลายลดลง 

 5) ความหนืดและอุณหภูมิ 
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 อุณหภูมิที่เพ่ิมขึ้นมีผลท าให้ µeo เพ่ิมข้ึนเนื่องจากความหนืดลดลง
อธิบายได้ในสมการที่ 3 จะเห็นว่าค่า µeo แปรผกผันกับความหนืด 

 
  2.1.3.4 ลักษณะการเคลื่อนที่ของสารภายใต้ EOF  

   เกิดข้ึนได้ 2 แบบดังต่อไปนี้ 
   1) การเคลื่อนที่ของสารภายใต้ EOF แบบปกติ (Normal EOF) 
 
   v+, net 
   vep+ 
   veo  

   v-    

   v-, net 

 

 

      _   _   _   _   _   _   _   _   _    _   _   _   _   _   _   _   _   _   

 

      _   _   _   _   _   _   _   _   _   _   _   _   _   _   _   _   _   _   _    

 
 
รูปที่ 3 การเคลื่อนที่ของสารภายใต้อิทธิพลของ EOF แบบปกติและใช้ขั้วไฟฟ้าแบบปกติ (ด้าน

เครื่องตรวจวัดเป็นขั้วแคโทด) (ดัดแปลงจาก [16]) 
 
  โดยปกติแล้วการเคลื่อนที่ของ EOF จะเคลื่อนที่ไปยังขั้วลบและสารตัวอย่างได้รับ
อิทธิพลของแรง EOF ที่เท่ากัน ดังนั้นสารที่เป็นประจุบวกจะเคลื่อนที่ออกมาก่อน ตามด้วยสารที่ไม่มี
ประจุซึ่งจะเคลื่อนที่ออกมาพร้อมกันและพร้อมกับ EOF ส่วนสารที่มีประจุลบจะเคลื่อนที่ออกมาช้า
สุด สารที่มีประจุบวกจะเคลื่อนที่ด้วยความเร็วของของตัวเอง (vep+) ร่วมกับการเคลื่อนที่เนื่องจาก
อิทธิพลของ EOF (veo) ดังนั้นสารที่มีค่าประจุบวกมากและมีขนาดเล็กจะมีค่า µ มากจะเคลื่อนที่
ออกมาก่อน ส าหรับกรณีสารที่เป็นประจุลบ ซึ่งทิศทางการเคลื่อนที่จะตรงข้ามกับ EOF ดังนั้นสารที่มี
ค่าประจุลบมากขนาดเล็กจะเคลื่อนที่ออกมาได้ช้าสุด เพราะมีแรงต้าน EOF ได้มากที่สุดนั่นเอง   
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2) การกลับทิศการเคลื่อนที่ของ EOF (Reversed EOF) 

   v-, net 
   vep- 
   veo  

   v+ 

   v+, net 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
รูปที่ 4 การเคลื่อนที่ของสารภายใต้อิทธิพล EOF และใช้การกลับขั้วไฟฟ้าหรือ reversed 

polarity (ด้านเครื่องตรวจวัดเป็นขั้วแอโนด) (ดัดแปลงจาก [15]) 
 
  การกลับทิศทางของ EOF มักใช้ควบคู่กับการกลับทิศของขั้วไฟฟ้า สามารถท าได้
โดยการเติมสารลดแรงตึงผิว (surfactant) ที่มีประจุบวกลงไปใน BGE ท าให้สารลดแรงตึงผิวเกิดการ
เรียงตัวเป็น 2 ชั้นบนผิวคะพิลลารีดังแสดงในรูปที่ 4 กล่าวคือชั้นแรกนั้นประจุบวกที่เป็นส่วนหัวของ
สารลดแรงตึงผิวจะจับกับประจุลบที่ผิวของคะพิลลารีโดยหันส่วนหางออกมา ชั้นที่สองเกิดจากส่วน
หางของสารลดแรงตึงผิวเข้าไปแทรกกับส่วนหางของสารลดแรงตึงผิวชั้นแรกและหันส่วนหัวที่เป็น
ประจุบวกออกมา ท าให้ที่ผนังของคะพิลลารีเป็นประจุบวกแทนที่จะเป็นประจุลบ และภายในคะพิล
ลารีมีประจุลบอยู่เป็นจ านวนมาก เมื่อให้ศักย์ไฟฟ้าประจุลบเหล่านี้จะเคลื่อนที่ไปยังขั้วบวกและพา
โมเลกุลของน้ าที่ล้อมรอบเคลื่อนที่ไปด้วย เกิดเป็น EOF ที่เคลื่อนที่ไปยังขั้วบวก หากต้องการให้ EOF 
เคลื่อนที่ไปยังเครื่องตรวจวัดต้องท าการกลับขั้วไฟฟ้าให้เครื่องตรวจวัดเป็นขั้วบวก ซึ่งเรียกว่าการกลับ
ขั้วไฟฟ้า (reversed polarity) ดังนั้นสารที่มีประจุลบมากและมีขนาดเล็ก จะมีค่า µ มากและ
เคลื่อนที่ออกมาก่อนส่วนสารที่มีประจุบวกมากและมีขนาดเล็ก จะเคลื่อนที่ออกมาหลังสุดเพราะมีแรง
ต้าน EOF ได้มากที่สุดนั่นเอง  
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  2.1.3.5 ไมเกรชันไทม์ (migration time, tm) 

  สารตัวอย่างที่ท าการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค CE เมื่อสารเคลื่อนที่ผ่านเครื่อง
ตรวจวัดจะแสดงผลออกมาเป็นพีคพร้อมกับระยะเวลาที่สารเคลื่อนที่ออกมาดังรูปที่ 5 เรียกผลที่
แสดงออกมานี้ว่าอิเล็กโทรฟิโรแกรม (electropherogram) และเรียกระยะเวลาที่สารเคลื่อนที่
ออกมายังเครื่องตรวจวัดว่าไมเกรชันไทม์ (migration time, tm) ในสมการที่ 4 และ 5 ในสภาวะ 
EOF ปกติ ความเร็วของสารที่เคลื่อนที่ออกมายังเครื่องตรวจวัด (vnet) คือผลรวมของความเร็วของ
สาร (vep) กับความเร็วของ EOF (veo) หรือกล่าวได้ว่า ความสามารถในการเคลื่อนที่ของสารสุทธิ 
(µnet) จะเป็นผลรวมระหว่างค่าความสามารถในการเคลื่อนที่ทางไฟฟ้าของสาร (µ) และค่า
ความสามารถในการเคลื่อนที่ของ EOF (µeo) ดังสมการ 

 vnet = vep + veo                          สมการ 4 

 µnet = µ + µeo          สมการ 5 

 

 

 
 
 
รูปที่ 5 ตัวอย่างอิเล็กโทรฟิโรแกรมท่ีท าการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค CE 
 
 จากอิเล็กโทรฟิโรแกรมเมื่อทราบค่าไมเกรชันไทม์ของสารจะสามารถค านวณเพ่ือหาค่า µeo 

และค่า µ โดยอาศัยสมการ 6 และ 7  

อิเล็กโทรฟิโรแกรม 

Time (minutes)  

AU 

เครื่องตรวจวัด 
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    µeo = 
  

    
                  สมการ 6 

    µ = µnet - µeo(
 

  
-

 

   
)

  

 
    สมการ 7 

  I = ความยาวจากปลายของคะพิลลารีด้านเข้า (inlet) จนถึงด้านเครื่องตรวจวัด  
                          (outlet) (m) 
  L = ความยาวทั้งหมดของคะพิลลารี (m) 
  V = ศักย์ไฟฟ้าที่ใช้ในการแยก (V) 
  tm = ไมเกรชันไทม์ของสาร (s) 
 
 2.1.3.6 การบรรจุสารตัวอย่าง (sample injection) 

  การบรรจุสารตัวอย่างในเทคนิค CE มี 2 วิธีที่ใช้กันอย่างแพร่หลายกล่าวคือ 
  1) วิธีการบรรจุสารตัวอย่างด้วยศักย์ไฟฟ้า (Electrokinetic injection) 
   วิธีการบรรจุสารตัวอย่างเข้าไปในคะพิลลารีด้วยศักย์ไฟฟ้าอาศัยหลักการอิเล็ก
โทรไมเกรชัน (electromigration) การบรรจุสารตัวอย่างด้วยวิธีนี้ท าให้เกิดความยาวของ sample 
plug (linj) ดังสมการที่ 8 และปริมาณสารที่บรรจุเข้าไปในคะพิลลารี (Qinj) สามารถควบคุมได้ด้วยการ
เปลี่ยนระยะเวลาของการบรรจุ (tinj) หรือความเข้มข้นของสนามไฟฟ้าที่ใช้ในการบรรจุสารตัวอย่าง 
(E) ดังสมการที่ 9 

     linj =                           สมการ 8 

     Qinj =               
                   สมการ 9 

   C = ความเข้มข้นของสารตัวอย่าง 
 
   อย่างไรก็ตามการบรรจุสารตัวอย่างด้วยศักย์ไฟฟ้ามีความคลาดเคลื่อนที่
เด่นชัดอยู่ 2 ประการคือ 

- เกิดจากความแตกต่างของค่าความสามารถในการเคลื่อนที่ทางไฟฟ้าของ

สารแต่ละชนิด เช่นในกรณีของสารในระบบที่มี EOF มาก สารที่มีประจุบวกจะมีปริมาณการเคลื่อนที่

เข้าไปในคะพิลลารีได้มากกว่าสารที่มีประจุลบ เนื่องจากสารที่มีประจุลบจะมีทิศทางการเคลื่อนที่ของ 
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  และ  eo ตรงข้ามกัน ถ้าสารมีประจุเหมือนกัน สารที่มีค่า   มาก จะเคลื่อนที่เข้าไปในคอลัมน์ได้

มากกว่าสารที่มี   น้อย 

- หากสารที่บรรจุเข้าไปในคะพิลลารีนั้นอยู่ในเมทริกซ์ที่ต่างกันก็จะส่งผลให้

ปริมาณการบรรจุสารเข้าไปในคะพิลลารีต่างกันด้วยเนื่องจากมี E,   และ  eo ที่ต่างกันจึงท าให้มีผล

ต่อความถูกต้องในการวิเคราะห์สาร 

  2) การบรรจุสารตัวอย่างด้วยความดัน (Hydrodynamic injection) 
  การบรรจุสารตัวอย่างด้วยความดันจะช่วยลดความแตกต่างของปริมาณสารที่
บรรจุเนื่องมาจากความแตกต่างของค่าการน าไฟฟ้าที่ต่างกันของสารและเมทริกซ์ที่ต่างกัน เทคนิค
การบรรจุสารด้วยวิธีนี้จึงเป็นที่นิยม การบรรจุสารตัวอย่างด้วยความดันสามารถท าได้หลายวิธีคือการ
บรรจุสารโดยอาศัยการไหลตามแรงโน้มถ่วงของโลก (gravity flow injection) การบรรจุตัวอย่างโดย
การอัดอากาศ (pressurized injection) และการบรรจุตัวอย่างโดยการดูดอากาศ (vacuum 
injection) แต่ที่นิยมใช้คือการบรรจุตัวอย่างโดยการอัดอากาศ ซึ่งใช้หลักการคือท าให้เกิดความ
แตกต่างของความดันระหว่างภาชนะท่ีบรรจุสารตัวอย่างและภาชนะที่บรรจุ BGE ด้านเครื่องตรวจวัด 
โดยที่การบรรจุสารตัวอย่างโดยการอัดอากาศนั้นเป็นการอัดอากาศลงไปในภาชนะที่บรรจุสารละลาย
ตัวอย่างส่วนการดูดอากาศเป็นการดูดอากาศจากภาชนะด้านเครื่องตรวจวัด สารตัวอย่างสามารถเข้า
ไปยังคะพิลลารีได้เนื่องจาก hydrodynamic flow velocity (vhf) ปริมาณของสารที่บรรจุไม่ขึ้นอยู่
กับชนิดของสารตัวอย่างและเมทริกซ์แต่จะขึ้นอยู่กับความแตกต่างของความดัน (∆P) และเวลาที่ใช้ใน
การให้ความดัน (tinj) ดังสมการที่ 10 

     vinj = 
∆   

 

   
           สมการ 10 

  rc = รัศมีด้านในของคะพิลลารี 
 โดยทั่วไปจะใช้ความดัน 0.5 psi เป็นเวลา 10 วินาทีในการบรรจุสารตัวอย่างถ้า
สารที่มีความเข้มข้นน้อยและมีสมบัติในการดูดกลืนยูวีต่ า จะใช้ระยะเวลาในการบรรจุสารตัวอย่าง
นานขึ้น เพื่อช่วยเพิ่มความเข้มข้นของสารตัวอย่างในคะพิลลารี 
 
  2.1.3.7 การเพิ่มความเข้มข้นของสารแบบออนไลน์ (On-line 
preconcentration) 

  สารที่มีสมบัติในการดูดกลืนยูวีต่ า อาจท าให้การตรวจวัดสารในปริมาณ
ความเข้มข้นน้อยไม่ถูกต้อง ดังนั้นจึงมีการพัฒนาเทคนิคการเพ่ิมความเข้มข้นของสารแบบออนไลน์
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โดยใช้เทคนิค CE ซึ่งเป็นเทคนิคที่ท าให้โซนของสารแคบลง โดยอาศัยการบรรจุสารตัวอย่างใน
ปริมาณมากแล้วท าให้สารเคลื่อนที่เข้ามาชิดกันเพ่ือเพ่ิมความเข้มข้นของโซนสารตัวอย่าง วิธีนี้เป็นการ
เพ่ิมประสิทธิภาพของการตรวจวัดสารในปริมาณน้อย ๆ ได้อย่างถูกต้อง ซึ่งเทคนิคการเพ่ิมความ
เข้มข้นของสารแบบออนไลน์ใน CE มีด้วยกันหลายวิธี เช่น  
  - Sample stacking เป็นเทคนิคที่ท าให้สารตัวอย่างเคลื่อนที่เข้าชิดกันท าให้
ความยาวของโซนสารตัวอย่างแคบลง [17] เกิดขึ้นเมื่อสารตัวอย่างมีสภาพการน าไฟฟ้า 
(conductivity) น้อยกว่า BGE สารตัวอย่างในคะพิลลารีจะมี E สูง เมื่อสารตัวอย่างเคลื่อนที่มาเจอ
กับโซนของ BGE จะเกิดการชะลอความเร็วลงท าให้ไอออนของสารมาชิดกันเกิดการ stacking หรือ
การอัดกันของโซนสาร ท าให้โซนสารแคบลงและความเข้มข้นสูงขึ้น 
  - การบรรจุสารตัวอย่างปริมาณมากแล้วสลับขั้วไฟฟ้าเพ่ือก าจัดเมทริกซ์ออก 
(Large volume sample stacking using polarity switching) เป็นเทคนิคการบรรจุสารตัวอย่าง
ในปริมาณมากด้วยความดัน แล้วใช้การสลับขั้วไฟฟ้าเพ่ือก าจัดเมทริกซ์ออก ท าให้โซนสารแคบลงและ
สารมีความเข้มข้นมากขึ้นหรือเกิดการ stacking [18] 
  - การบรรจุสารตัวอย่างในปริมาณมากด้วยความดัน แล้วใช้ EOF เพ่ือก าจัด  
เมทริกซ์ออก (Large volume sample stacking using EOF pump) [11] วิธีนี้สารจะต้องเคลื่อนที่
สวนทางกับ EOF ดังนั้นจะเหมาะกับสารที่เป็นไอออนลบ และจะต้องท าที่ pH ต่ า เพ่ือให้มีความแรง 
EOF น้อย เพ่ือที่สารที่เป็นไอออนลบจะสามารถต้านการเคลื่อนที่ของ EOF ได้ วิธีนี้ท าได้โดยท าการ
บรรจุสารตัวอย่างในปริมาณมากด้วยความดัน จากนั้นเมื่อให้ศักย์ไฟฟ้า สารที่เป็นประจุลบจะ
เคลื่อนที่สวนทางกับ EOF และใช้ EOF ในการก าจัดเมทริกซ์ออกในขณะที่สารเกิดการ stacking เป็น
โซนที่แคบลงและมีความเข้มข้นมากขึ้น 
  เนื่องจากออกซาเลตและซิเทรตมีประจุลบจึงท าให้มีทิศทางการเคลื่อนที่ตรง
ข้ามกับ EOF เทคนิคที่น่าสนใจในการเพ่ิมปริมาณความเข้มข้นของในคะพิลลารีของออกซาเลตและซิ
เทรตคือการบรรจุสารตัวอย่างปริมาณมากด้วยความดัน แล้วใช้ EOF เพ่ือก าจัดเมทริกซ์ออก (Large 
volume sample stacking using EOF pump)  
 
  2.1.3.8 การบรรจุสารตัวอย่างปริมาณมากด้วยความดัน แล้วใช้ EOF เพื่อก าจัด
เมทริกซ์ออก (Large volume sample stacking using EOF pump) 

 เป็นวิธีการเพ่ิมความเข้มข้นโดยอาศัยหลักการบรรจุสารตัวอย่างเข้าไปใน
คะพิลลารีในปริมาณมากด้วยความดันและก าจัดเมทริกซ์ออกภายใต้อิทธิพลของ EOF ที่ไม่สูงมากนัก 
(low EOF) ดังนั้นจะต้องท าในภาวะที่ pH ต่ า โดยสารที่ต้องการเพิ่มความเข้มข้นด้วยเทคนิคนี้จะต้อง



 

 

22 

เป็นสารที่แตกตัวให้ประจุลบ ซึ่งสารจะเคลื่อนที่ไปในทิศทางที่ตรงข้ามกับ EOF แต่เนื่องจาก EOF ต่ า 
สารที่เป็นไอออนลบจะสามารถต้านการเคลื่อนที่ของ EOF ได้ ขั้นตอนการท างานของวิธีนี้อธิบายได้ใน
รูปที่ 6 โดยเริ่มต้นจากรูปที่ 6 (ก) เป็นการบรรจุสารตัวอย่างในปริมาณมากด้วยความดัน เมื่อเพ่ิม
ระยะเวลาการบรรจุสารมากขึ้น สารจะสามารถเคลื่อนที่เข้าไปในคะพิลลารีได้มากขึ้นนั่นเอง ขั้นตอน
ต่อมาในรูปที่ 6 (ข) เมื่อเริ่มต้นให้ศักย์ไฟฟ้าโดยการใช้ reversed polarity สารที่มีประจุลบจะ
เคลื่อนที่ไปยังเครื่องตรวจวัดด้านขั้วไฟฟ้าแอโนด (anode) ส่วน EOF จะพาเมทริกซ์ซึ่งมีประจุเป็น
บวกหรือเป็นกลางหรือไอออนลบที่ไม่สามารถต้าน EOF ได้เคลื่อนที่ไปยังขั้วไฟฟ้าด้านลบหรือ
ขั้วไฟฟ้าแคโทด (cathode) ต่อมาในรูป 6 (ค) สารที่มีประจุไฟฟ้าลบที่เคลื่อนที่ไปยังเครื่องตรวจวัด
อย่างต่อเนื่องนั้นจะเกิดแรงต้านกับแรงของ EOF จึงเกิดการเคลื่อนที่ถอยย้อนมายังด้านขั้วไฟฟ้า
แอโนด เนื่องจากสภาวะของ EOF ที่ไม่สูงมาก จึงท าให้สารมีแรงพอที่จะเคลื่อนที่อย่างต่อเนื่องไปยัง
เครื่องตรวจวัดจึงท าให้เกิดการรวมตัวของสารเป็นโซนแคบ ๆ ในขณะที่ EOF ก็จะเคลื่อนที่พาเอาเมท
ริกซ์ออกจากโซนสารตัวอย่าง ขั้นตอนสุดท้ายในรูปที่ 6 (ง) EOF พาเมทริกซ์ออกไปจากคอลัมน์และ
สารที่มีประจุลบจะเคลื่อนที่ออกมายังเครื่องตรวจวัดตามทิศทางการเคลื่อนที่ทางไฟฟ้าของสารอย่าง
ต่อเนื่องโดยสารจะเกิดการแยกตามค่าความสามารถในการเคลื่อนที่ทางไฟฟ้า  
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    _   _   _   _   _   _   _   _   _   _     _     _    
 
    _   _   _   _   _   _   _   _   _   _     _     _    
 
 
    _   _   _   _   _   _   _   _   _   _     _     _        
     

_   _   _   _   _   _   _   _   _   _     _     _       
 
 
    _   _   _   _   _   _    _     _       _       _      
 
    _   _   _   _   _   _     _     _      _       _     
     
 
                                              _       _       _       _       _       _       _       _       _  
     

                           _     _     _     _     _     _     _     _    _     _      
     

 ep(sample) = electrophoretic mobility ของไอออนลบใน sample plug 

   ep(BGE) = electrophoretic mobility ของไอออนลบใน BGE plug 

  veo(sample) = EOF ใน sample plug 

  veo(ave) = average EOF ในคะพิลลารี 

 

รูปที่ 6 การเพิ่มความเข้มข้นของสารตัวอย่างในคะพิลลารีโดยใช้วิธีการบรรจุสารตัวอย่างปริมาณ
มากด้วยความดันร่วมกับการก าจัดเมทริกซ์ด้วย EOF (ก) เริ่มต้นบรรจุสารตัวอย่างเข้าไป
ในคะพิลลารีในปริมาณมากด้วยความดัน (ข) เริ่มต้นให้ความต่างศักย์ไฟฟ้าเข้าไปในระบบ
โดยใช้ reversed polarity (ค) สารที่ มีประจุลบเคลื่อนที่ ไปทางขั้วบวกส่วน EOF 
เคลื่อนที่ไปทางขั้วลบและพาเมทริกซ์ออกไปจากระบบ (ง) สารที่มีประจุลบเกิดการรวมตัว
เป็นโซนสารตัวอย่างที่แคบลงและมีความเข้มข้นสูงขึ้นและเคลื่อนที่ออกมายังเครื่อง
ตรวจวัดตามทิศทางการเคลื่อนที่ทางไฟฟ้าของสารอย่างต่อเนื่อง [11] 

Sample plug 

 
(ก) 

 

veo (sample) 

 

+ -    -   -  +  -  -  -  + -  -  -  +  -  -  -  -  - + -    -   -  +  -  -  -  + -  -  -  -    - 

-   + -  - + -  -   -   - +   -  - +   - -  - + -  - -   + -  - + -  -   -   - +   -  - +   -   - 

 -  -  -  - + -  -  -  -  + -  - + -  -  -  -  -  -  + -  -  -  - + -  -  -  -  + -  -   -  +  _       

 -  -  -  -  -  -+ -   - + -  - + -  -  + - - + -  -- + -  -  -   - + - -      -   _     +   -   - 

 -  + -   -  -  -  +  -  -   - + -   - + -  - + -   - - -   -     -    +    -    -    -   -  -   -  - 

-    -   -  -  + -   -  -  -  +  -  -   - + -   - + -  - + -   - - -   -     -    +    -    -    -  -  

 

_ 

 

veo(ave) 

 

+ -    -   -  +  -  -  -  + -  -  -  +  -  -  -  -  - + -    -   -  +  -  -  -  + -  -  -  - -  -  + -   -  -  -  +  -  -   - + -   - + -  - + -   - - -   -     -    +    -    -    -   -  -   

-   -  -  -  +  -  -   - + -   - + -  - + -   - - -   -   + -   - + -  - + -   - - -   -     -    +    -    -    -   -  -  + -   -  -  -  +  -  -   - + -   - + -  - + -   - - -   - +    -    

+    -    -    -   -  -  + -   -  -  -  +  -  -   - + -   - + -  - + -   - - -   -     -    +    -    -    -   - -   + -  - + -  -   -   - +   -  - +   - -  - + -  - -   + -  - + -  -   -   -    

-  - + -  + -   -  -  -  +  -  -   - + -   - + -  - + -   - - -   -     -    +    -    -    -   -  -  + -   -  -  -  +  -  -   - + -   - + -  - + -   - - -   -     -    +    -    -    -  -  -  

+ -   -  -  -  +  -  -   - + -   - + -  - + -   - - -   -     -    +    -    -    -   -  -  + -   --  -     +     -   - -  -   -   +     -     -    -   +   -  -   +    -    -      -   - +   

-    -   -  -  + -   -  -  -  +  -  -   - + -   - + -  - + -   - - -   -     -    +    -    -    -  -    -   -  -  + -   -  -  -  +  -  -   - + -   - + -  - + -   - - -   -     -    +    -    -    

- -    -   -  -  + -   -  -  -  +  -  -   - + -   - + -  - + -   - - -   -     -    +    -    -    -  -    -   -  -  + -   -  -  -  +  -  -   - + -   - + -  - + -   - - -   -     -    +    -     

+ _ 

 

BGE plug 

 + -    -   -  +  -  -  -  + -  -  -  +  -  -  -  -  -  

-   + -  - + -  -   -   - +   -  - +   - -  - + -  -  

-  + -  -  -  - + -  -  -  -  + -  - + -  -  -  -  -   

+ -   - + -  - + -  -  + - - + - - + - -  - + -  

+ - + - - - - + - -  - + - - + - - + -  -  -     

+ - + - - - - + - -  - + - - + - - + -  -  -    + 

 

µep(BGE) 

(ข) 

 _ 

 
+ 

µep(sample) 

 

+ -    -   -  +  -  -  -  + -  -  -  +  -  -  -  -  -  

-   + -  - + -  -   -   - +   -  - +   - -  - + -  -  

-  + -  -  -  - + -  -  -  -  + -  - + -  -  -  -  -   

+ -   - + -  - + -  -  + - -  - - + - -  - + -  

+ - + - - - - + - -  - + - - + - - + -  -  -  + 

 

 
veo (BGE) 

 

µep(sample) 

 

µep(BGE)   

 

(ค) 

 
+ 
 veo (BGE) 

 
veo (sample) 

 

µep(sample) 

 

(ง) 

 

 - 

 

veo (BGE) 

 

Sample plug 

 
BGE plug 

 

Sample plug 

 
 

 
 
 

BGE plug 

 

veo(ave) 
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ข้อดีของเทคนิคนี้คือเป็นการเพ่ิมความเข้มข้นของสารและแยกสาร (preconcentration 
and seperation) แบบต่อเนื่องไม่ต้องสลับขั้วไฟฟ้า และเทคนิคดังกล่าวนี้สามารถเพ่ิมความเข้มข้น
ของสารในคอลัมน์ และให้ผลการตรวจวัดดีกว่าเดิมถึง 300 เท่าเมื่อเทียบกับการบรรจุสารตัวอย่าง
ด้วยความดันแบบปกติ [11] ดังแสดงในรูปที่ 7 

 

 
 
รูปที่ 7 อิเล็กโทรฟิโรแกรมของสารออร์แกนิกที่เป็นไอออนลบ (organic anions) (ก) บรรจุสาร

ตัวอย่างด้วยวิธีปกติ (ข) บรรจุสารตัวอย่างปริมาณมากด้วยความดัน แล้วใช้  EOF เพื่อ
ก าจัดเมทริกซ์ออก โดยพีค (1) maleic (2) Fumaric [11] 

   
2.1.3.9 ค่าการแยกของสาร (Resolution, Rs)  

   โดยสามารถหาค่าการแยกได้จากการค านวณความแตกต่างของไมเกรชัน
ไทม์ระหว่าง 2 พีคท่ีอยู่ติดกันต่อค่าเฉลี่ยความกว้างของฐานพีคท้ังสองในหน่วยเวลาดังแสดงในรูปที่ 8 
และสมการ 11  

     Rs = 
∆  

           
                สมการ 11 

 
∆tm = ความแตกต่างของไมเกรชันไทม์ของสารที่อยู่ติดกัน (tm2 - tm1) โดย tm2 

มากกว่า tm1
 

  
w1, w2 = ความกว้างของฐานพีคของสารตัวที่ 1 และ 2  

 
 

(ก) 10 ppm 
 

1 
 

1 
 

2 
 

2 
 

(ข) 0.05 ppm 
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         ∆tm 
           tm1  tm2 
   
 
 
 
 
รูปที่ 8 อิเล็กโทรเฟอโรแกรมของการแยกสารสาร 2 ชนิด 

 
ค่าการแยกของ 2 พีคที่อยู่ติดกันนั้นเมื่อแยกกันจนถึง baseline ค่าการแยกของสารจะ

เท่ากับ 1.5 (Rs=1.5) ในการท าปริมาณวิเคราะห์นั้นต้องมีค่า Rs≥    ถึงจะมีค่าการแยกที่ดีและพีค
สารสามารถแยกออกจากกันได้อย่างสมบูรณ์ 

 
  2.1.3.10 ปริมาณวิเคราะห์ในเทคนิค CE (Quantitative analysis in CE) 

  เนื่องจากเทคนิค CE นั้นสารแต่ละชนิดจะมีความเร็วในการเคลื่อนที่ไปยัง
เครื่องตรวจวัดที่ไม่เท่ากันขึ้นอยู่กับค่า µ ของสารแต่ละชนิด สารที่เคลื่อนที่ได้เร็วกว่าจะใช้เวลาน้อย
กว่าในการเคลื่อนที่ผ่านเครื่องตรวจวัด ท าให้พีคที่ได้แคบกว่าสารที่เคลื่อนที่ได้ช้า สารที่มีปริมาณที่
เท่ากันและมี analyte response ที่เท่ากันสารที่เคลื่อนที่ได้ช้ากว่าจะมีพ้ืนที่ใต้พีคที่มากกว่าสารที่
เคลื่อนที่ได้เร็ว ดังนั้นการหาปริมาณใน CE จึงไม่สามารถใช้พ้ืนที่ใต้พีค (peak area, A) ในการหา
ปริมาณได้โดยตรง ดังนั้นในเทคนิค CE จึงแก้ปัญหาการเคลื่อนที่ผ่านเครื่องตรวจวัดด้วยความเร็วที่ไม่
เท่ากันของสารแต่ละชนิดด้วยวิธีการใช้ค่าอัตราส่วนระหว่างพ้ืนที่ใต้พีคกับไมเกรชันไทม์ของสาร (ดัง
สมการ 12) ซึ่งนิยามว่าพื้นที่ใต้พีคแก้ไข (corrected peak, Acorr) 

     Acorr = 
 

  
       สมการ 12 

  ในการท าปริมาณวิเคราะห์ของสารสามารถท าได้โดยการหา Acorr ของพีค
สารตัวอย่างที่วิเคราะห์มาค านวณกับสมการเส้นตรง (y = mx+c) ที่ได้จากการท ากราฟมาตรฐาน 
(calibration curve) ที่สร้างจากความสัมพันธ์ระหว่าง Acorr (แกน y) กับความเข้มข้นต่าง ๆ (แกน x) 
ของสารละลายมาตรฐานที่ระดับความเข้มข้นอย่างน้อย 5 ระดับ 

W1 

 
injection 

 
time 

 

W2 

 
W1 
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2.2 วิธีมาตรฐานส าหรับการวิเคราะห์ปริมาณออกซาเลตและซิเทรต (Standard method for 
determination of oxalate and citrate) 
 วิธีวิเคราะห์มาตรฐาน (accepted method) ส าหรับการหาปริมาณออกซาเลตและซิเทรต
คือ วิธีการใช้เอนไซม์ (enzymatic method) โดยท าขึ้นเป็นชุดทดสอบส าหรับวิเคราะห์ออกซาเลต 
(oxalate kit) และซิเทรต (citrate kit) 
  1) การวิเคราะห์ออกซาเลตโดยใช้ชุดทดสอบออกซาเลต (oxalate kit) 
  เป็นการวิเคราะห์ออกซาเลตโดยใช้เอนไซม์ออกซาเลตออกซิเดส (oxalate 
oxidase) หลักการคือเมื่อออกซาเลตท าปฏิกิริยากับเอนไซม์ออกซาเลตออกซิเดส เกิดเป็น
คาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) และไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (hydrogen peroxide, H2O2) แสดงใน
ส ม ก า ร  13 จ า ก นั้ น เ ติ ม  3-methyl-2-benzothiazolinone hydrazon (MBTH)  แ ล ะ  3-
(dimethylamino) benzoic acid (DMAB) เพ่ือท าปฏิกิริยากับไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์โดยมีเอนไซม์
เปอร์ออกซิเดส (peroxidase) เพ่ือให้เกิดสีย้อมของ indamine dye แสดงในสมการ 14 ซึ่ง 
indamine dye มีสมบัติในการดูดกลืนแสงสูงสุดที่ 570 นาโนเมตรจากนั้นน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสง
ของ indamines dye ด้วยเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ โดยความเข้มของสีที่เกิดขึ้นจะเป็นสัดส่วน
โดยตรงกับความเข้มข้นของออกซาเลตในตัวอย่าง [19] ข้อดีของวิธีนี้คือวิเคราะห์ปริมาณออกซาเลต
ได้ง่ายขั้นตอนไม่ยุ่งยาก มีความเร็ว ข้อเสียคือราคาของชุดตรวจสอบออกซาเลตโดยใช้เอนไซม์ออกซา
เลตออกซิเดสมีราคาแพง และเมื่อเปิดใช้งานแล้วมีอายุการใช้งานเพียง 30 วันเมื่อเก็บไว้ในอุณหภูมิ 
5°C หรือเพียงแค่ 1 วันเมื่อเก็บไว้ที่อุณหภูมิห้อง [20]  

  Oxalate + O2   
               
→         2CO2 + H2O2                       สมการ 13

   

  H2O2 + MBTH + DMAB  
          
→      Indamine dye + H2O    สมการ 14

  
  2) การวิเคราะห์ซิเทรตโดยใช้ชุดทดสอบซิเทรต (Citrate kit) 
  การวิเคราะห์ซิเทรตโดยใช้เอนไซม์ซิเทรตไลเอส (citrate lyase) หลักการคือเมื่อ
เอนไซม์ซิเทรตไลเอสย่อยสลายซิเทรตได้เป็น oxaloacetate และ acetate (สมการ 15) จากนั้นใน
สภาวะที่มี NADH เอนไซม์ L-malate dehydrogenase (L-MDH) จะเปลี่ยน oxaloacetate เป็น 
L-malate และ NADH จะกลายเป็น NAD+ (สมการ 16) แต่ถ้าในสารละลายมีเอนไซม์ 
oxaloacetate decarboxylase จะท าให้ oxaloacetate ที่เกิดขึ้นถูกเปลี่ยนเป็น pyruvate ได้ 
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ดังนั้นเพื่อให้การหาปริมาณซิเทรตมีความถูกต้อง จะต้องใช้เอนไซม์ D-lactate dehydrogenase (D-
LDH) เพ่ือท าให้ pyruvate ที่เกิดขึ้นท าปฏิกิริยากับ NADH เกิดเป็น D-Lactate และ NAD+ (สมการ 
17) ปริมาณ NAD+ ที่เกิดขึ้น หรือปริมาณ NADH ที่ลดลง จะสัมพันธ์กับปริมาณซิเทรตที่มีอยู่ 
เนื่องจาก NADH สามารถดูดกลืนแสงยูวีได้สูงสุดที่ 340 nm ดังนั้นในการหาปริมาณซิเทรตจึงท าการ
วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ลดลงของ NADH ซึ่งเปน็สัดส่วนโดยตรงกับปริมาณของซิเทรต [21] 
 ในการวิเคราะห์หาปริมาณซิเทรตโดยใช้ชุดทดสอบซิเทรตสามารถท าได้โดยการเติมสารต่าง 
ๆ ลงในคิวเวตซึ่งประกอบด้วย น้ า บัฟเฟอร์ NADH สารตัวอย่างที่มีซิเทรต L-MDH และ D-LDH ผสม
ให้เข้ากันและจับเวลาทันที 5 นาทีที่อุณหภูมิห้อง น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงครั้งที่ 1 (A1) ที่ 340 
nm ซึ่งจะเป็นค่าการดูดกลืนแสงเริ่มต้นของ NADH จากนั้นเติมเอนไซม์ซิเทรตไลเอสลงไปใน
สารละลายผสมที่อยู่ในคิวเวต จับเวลา 5 นาทีที่อุณหภูมิห้อง เอนไซม์ซิเทรตไลเอสจะย่อยสลาย      
ซิเทรตได้เป็นเป็นผลิตภัณฑ์ต่าง ๆ ตามที่อธิบายข้างต้น (สมการ 15-17) จากนั้นน าไปวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงอีกครั้งที่ 340 nm (วัดค่าการดูดกลืนแสงครั้งที่ 2 (A2)) ซึ่งค่าการดูดกลืนแสงจะดลง 
เนื่องจาก NADH ถูกใช้ในการเกิดปฏิกิริยา น าค่าการดูดกลืนครั้งที่ 1 และ 2 มาหักลบกัน (A1-A2) 
ค่าการดูดกลืนแสงที่ลดลงจะเป็นสัดส่วนโดยตรงกับความเข้มข้นของซิเทรตในปัสสาวะ ข้อดีของวิธีนี้
คือสามารถวิเคราะห์ปริมาณซิเทรตได้ง่ายขั้นตอนไม่ยุ่งยาก มีความเร็ว ข้อเสียคือราคาของชุด
ตรวจสอบซิเทรตโดยใช้เอนไซม์ไลเอสมีราคาแพง และเมื่อเปิดใช้งานแล้วมีอายุการใช้งานเพียง 30 วัน
เมื่อเก็บไว้ในอุณหภูมิ 5°C หรือเพียงแค่ 1 วันเมื่อเก็บไว้ที่อุณหภูมิห้อง 
 

 Citrate  
             
→       Oxaloacetate + acetate                     สมการ 15 

Oxaloacetate + NADH +H+  
 -   
→    L-malate + NAD+            สมการ 16 

Pyruvate + NADH + H+  
 -   
→    D-lactate + NAD+                 สมการ 17 

   
  ในการท าปริมาณวิเคราะห์ของออกซาเลตและซิเทรตโดยใช้ชุดทดสอบ จะใช้การท า
กราฟมาตรฐาน (calibration curve) โดยใช้หลักการและวิธีเดียวกันทั้งของออกซาเลตและซิเทรต 
กราฟมาตรฐานสร้างจากความสัมพันธ์ระหว่างค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐาน (แกน y) 
กับความเข้มข้นต่าง ๆ ของสารละลายมาตรฐาน (แกน x) จะได้กราฟเส้นตรง (y = mx+c) การหา
ปริมาณของสารตัวอย่างท าได้โดยน าค่าการดูดกลืนแสงของสารตัวอย่างที่วิเคราะห์ได้ มาค านวณหา
ความเข้มข้นกับสมการเส้นตรงที่ได้จากกราฟมาตรฐานที่สร้างขึ้น 
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2.3 วิธีการทดสอบแบบที (The student t test) 

 การทดสอบเชิงสถิติมีความจ าเป็นส าหรับการพัฒนาวิธีวิเคราะห์ใหม่ ทั้งนี้เพ่ือยืนยันความ
ถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ที่ได้พัฒนาขึ้นใหม่ (test method) โดยน าวิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้นใหม่นั้นมา
วิเคราะห์ควบคู่กับวิธีมาตรฐานที่เป็นที่ยอมรับกัน (accepted method) จากนั้นใช้วิธีการทดสอบ
แบบ t [22] เพ่ือเปรียบเทียบผลการทดลองที่จัดท าข้ึนสองเซต เซตที่หนึ่งเป็นการวิเคราะห์โดยใช้วิธีที่
ได้พัฒนาขึ้นใหม่ และอีกเซตหนึ่งเป็นการวิเคราะห์โดยวิธีมาตรฐาน ในการทดสอบทั้งสองเซตนั้น
จะต้องใช้สารละลายมาตรฐานและตัวอย่างชุดเดียวกันและท าในวันเดียวกัน เพ่ือให้ผลการทดลองมี
ความถูกต้องไม่เกิดความคลาดเคลื่อนด้วยปัจจัยอ่ืน ๆ เช่น อุณหภูมิ อุปกรณ์เครื่องมือ ความคลาด
เคลื่อนจากการเตรียมสารละลายมาตรฐาน เป็นต้น เมื่อท าการวิเคราะห์ทั้งสองวิธีแล้วจึงน าผลการ
วิเคราะห์ของทั้งสองเซตไปค านวณหาค่า t ท าได้โดยหาความแตกต่างระหว่างผลการทดลองทั้งสองวิธี

ของแต่ละตัวอย่าง แล้วน าค่าที่ได้มาหาค่าเฉลี่ยของผลต่างของสารตัวอย่างทั้งหมด ( ) จากนั้นหาค่า

เบี่ยงเบนผลต่างที่เกิดขึ้นของวิธีวิเคราะห์ทั้งสองวิธีที่มีต่อสารตัวอย่างแต่ละสารกับค่า   ทั้งหมดนี้
สามารถน ามาค านวณหาค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (sd) ดังสมการที่ 18 และหาค่า t ดังสมการที่ 19 ถ้า
ค่า t ที่ค านวณได้มีค่ามากกว่าค่า t จากตารางที่ 1 ตามระดับขั้นความเสรี (N-1) ที่ลิมิตความเชื่อมั่น 
95% แสดงว่าทั้งสองวิธีมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ แต่หากค่า t ที่ค านวณได้มีค่า
น้อยกว่าค่า t จากตารางที่ 1 สามารถท านายได้ว่าผลการทดลองทั้งสองวิธีไม่มีความแตกต่างกันอย่าง
มีนัยส าคัญทางสถิติ แต่ไม่สามารถบอกได้ว่าผลการวิเคราะห์ของทั้งสองวิธีนั้นมีความเหมือนกัน [22] 

    
Sd =  

√      
 

 - 
       สมการ 18 

    t = 
 

   

 √           สมการ 19 

  Di = ความแตกต่างของการวิเคราะห์ทั้งสองวิธี (ต้องคิดเครื่องหมายบวกลบด้วย) 

  = ค่าเฉลี่ยของความแตกต่างของการวิเคราะห์ทั้งสองวิธี (ต้องคิดเครื่องหมายบวก
ลบด้วย) 

  N = จ านวนตัวอย่างทั้งหมดที่น ามาวิเคราะห์  
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ตารางท่ี 1 ค่า t ที่ลิมิตความเชื่อม่ันค่าต่าง ๆ  

ระดับข้ันความเสรี  
(N-1) 

ค่าt ส าหรับลิมิตความเชื่อม่ัน (%) 

50 80 90 95 99 99.8 

1 1.00 3.08 6.31 12.70 63.70 31.80 
2 0.82 1.89 2.92 4.30 9.92 22.30 
3 0.76 1.64 2.35 3.18 5.84 10.20 
4 0.74 1.53 2.13 2.78 4.60 7.17 
5 0.73 1.48 2.02 2.57 4.03 5.89 
6 0.72 1.44 1.94 2.45 3.71 5.21 
7 0.71 1.42 1.90 2.36 3.50 4.78 
8 0.71 1.40 1.86 2.31 3.36 4.50 
9 0.70 1.38 1.83 2.26 3.25 4.30 
10 0.70 1.37 1.81 2.23 3.17 4.14 
12 0.70 1.36 1.78 2.18 3.06 3.93 
15 0.69 1.34 1.75 2.13 2.95 3.73 
20 0.69 1.32 1.72 2.09 2.84 3.55 
30 0.68 1.31 1.70 2.04 2.75 3.38 
40 0.68 1.30 1.68 2.02 2.70 3.55 
60 0.68 1.30 1.67 2.00 2.66 3.23 

 0.67 1.29 1.64 1.96 2.58 3.09 

(อ้างอิงจาก [22]) 
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บทที่ 3  

วิธีด าเนินงานวิจัย 
 

3.1 เครื่องมือและอุปกรณ์ที่ใช้ในงานวิจัย 

1. เครื่องคะพิลลารีอิเล็กโทรฟอรีซิส (CE) ของบริษัท Beckman coulter รุ่น MDQ 
2. เครื่อง UV visible spectrophotometer ของบริษัท Agilent รุ่น 8453 
3. เครื่อง sonication ของบริษัท ultrasonic steri-cleaner 
4. เครื่องพีเอชมิเตอร์ (pH meter) ของบริษัท Mettler Toledo รุ่น SevenCompactTM 
5. เครื่องชั่งสารสี่ต าแหน่ง ของบริษัท Mettler Toledo รุ่น PB 403-S 
6. ไมโครปิเปตขนาด 100-1000 µL, ขนาด 10-100 µLและขนาด 1-10 µL ของบริษัท 

Eppendrof 
7. ขวดใส่สาร (vial) ขนาด 2 mL พร้อมฝาปิด  
8. ขวดก าหนดปริมาตรขนาด 5, 10, 25 และ 50 mL 
9. บีกเกอร์ขนาด 50 และ 100 mL 
10. คิวเวต (cuvettes) ขนาด 1 mL และ 3 mL 
11. Syringe filter ขนาด 0.2 µm ของบริษัท Vertical chromatography Co., Ltd 
 

3.2 สารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย  

 แสดงดังตารางต่อไปนี้ 
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ตารางท่ี 2 สารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย  

สารเคมี บริษัท 

Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4, MW 
136.09 g/mol) 

Sigma-Aldrich (Steinhem, 
Germany) 

di-Sodium hydrogen phosphate (Na2HPO4, MW 
141.96 g/mol) 

Sigma-Aldrich (Steinhem, 
Germany) 

Phosphoric acid (H3PO4, MW 97.995 g/mol) Merck (Darmstadt, Germany) 

Methanol (CH3OH, MW 32.04 g/mol) Merck (Darmstadt, Germany) 
 

Sodium hydroxide (NaOH, MW 201.14 g/mol) Lab scan Asia (Thailand) Co, 
LTD 

Sodium oxalate (Na2C2O4, MW 134.00 g/mol) Bake analyzed (USA) 

Citric acid monohydrate (C6H8O7.H2O, MW 201.14 
g/mol) 

Riedel deHaen (USA) 

น้ า Milli Q สิทธิพรแอสโซซิเอส จ ากัด 

ชุดทดสอบออกซาเลตโดยใช้เอนไซม์ (oxalate kit) ซ่ึง
ประกอบด้วย 

Reagent A ประกอบด้วย  
- 3.2 mmol/L ของ 3-(dimethylamino) benzoic  
  acid (DMAB) 
- 0.22 mmol/L ของ 3-methyl-2-   
  benzothiazolinone hydrazone (MBTH)  
- buffer pH 3.1 ± 0.1 

Trinity biotech (Ireland) 
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ตารางท่ี 2 สารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย (ต่อ) 

สารเคมี บริษัท 
        Reagent B ประกอบด้วย  

- 3000 µ/L ของ oxalate oxidase (Barlay) 
- 100 µ/L ของ peroxidase (Horseradish) 

Trinity biotech (Ireland) 
 
 

ชุดทดสอบซิเทรตในปัสสาวะโดยใช้เอนไซม์ (citrate kit) 
ซึ่งประกอบด้วย 

- ขวดที่ 1 buffer (40 mL, pH 7.5) และ sodium 
azide (0.02%) 

- ขวดที่ 2 NADH และpolyvinylpyrollidone 
(PVP) 

- ขวดที่ 3 L-malate dehydrogenase (L-MDH) 
และ D-lactate dehydrogenase (D-LDH) 

- ขวดที่ 4 Citrate lyase (CL) 

Megazyme international (Ireland) 

 
3.3 ตัวอย่างปัสสาวะ 

ได้มาจากส่วนหนึ่งของการวิจัย “โครงการวิจัยเรื่องภาวะเสี่ยงต่อการเกิดนิ่วกลุ่มอาการเม
แทบอลิกกับโรคหัวใจและหลอดเลือดในผู้ป่วยโรคนิ่วไตและบุคคลในครอบครัว” จากกลุ่มผู้ป่วยโรค
นิ่วไตที่เข้ารับการรักษา ณ โรงพยาบาลสรรพสิทธิประสงค์ จังหวัดอุบลราชธานี 

 
3.4 สถานที่ท าการวิจัย   

การวิเคราะห์สารตัวอย่างทางห้องปฏิบัติการ บันทึก วิเคราะห์และแปรผล ด าเนินการที่ภาค
เคมีวิเคราะห์ คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
 
3.5 การเตรียมสารละลาย 

 3.5.1 สารละลายมาตรฐานออกซาเลตความเข้มข้น 1,000 ppm  
ชั่งสาร Sodium oxalate ปริมาณ 0.0250 g จากนั้นน ามาละลายด้วยน้ า Milli-Q ใน

ขวดวัดปริมาตรขนาด 25 mL  
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3.5.2 สารละลายมาตรฐานซิเทรตความเข้มข้น 1,000 ppm โดยชั่งสาร Citric acid 
monohydrate ปริมาณ 0.0250 g จากนั้นน ามาละลายด้วยน้ า Milli-Q ในขวดวัดปริมาตรขนาด 25 
mL  

3.5.3 สารละลาย KH2PO4 ความเข้มข้น 500 mM (stock solution) โดยชั่งสาร KH2PO4 
ปริมาณ 3.4022 g จากนั้นน ามาละลายด้วยน้ า Milli-Q ในขวดวัดปริมาตรขนาด 50 mL  

3.5.4 สารละลาย Na2HPO4 ความเข้มข้น 500 mM (stock solution) โดยชั่งสาร 
Na2HPO4 ปริมาณ 3.5490 g จากนั้นน ามาละลายด้วยน้ า Milli-Q ในขวดวัดปริมาตรขนาด 50 mL 

  
3.6 การหาภาวะท่ีเหมาะสมในการแยกออกซาเลตและซิเทรตด้วยเทคนิค CE  

 3.6.1 ภาวะท่ัวไปของเครื่อง CE ที่ใช้ในการวิเคราะห์  

 
ตารางท่ี 3 ภาวะทั่วไปของเครื่อง CE ที่ใช้ในการวิเคราะห์ออกซาเลตและซิเทรต 

รูปแบบ/ภาวะท่ีใช้ รายละเอียด 
เครื่อง CE บริษัท Beckman coulter รุ่น MDQ 

คะพิลลารี 
Uncoated fused silica capillary ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางภายใน 50 
µm ความยาว 40.2 cm (30 cm ถึงเครื่องตรวจวัด) 

การบรรจุสาร ใช้ความดันในการบรรจุสารตัวอย่างเท่ากับ 0.5 psi 

การตรวจวัด UV-Vis ช่วง 200-400 nm เลือกตรวจวัดที่ 195 nm 
การ rinse คะพิลลารี
คอลัมน์ 

ก่อนการทดลองแต่ละวัน rinse ด้วย 
     - 0.1 M H3PO4 15 นาท ี
     - บัฟเฟอร์ 15 นาท ี
ระหว่างการวิเคราะห์ในแต่ละครั้งก่อนการบรรจุสารตัวอย่างในคะพิลลา
ร ีRinse ด้วย 
     - 0.1 M H3PO4 1 นาที  
     - บัฟเฟอร์ 2 นาท ี
หลังจากการทดลองในแต่ละวัน rinse ด้วย 
     - 0.1 M H3PO4 20 นาท ี
     - น้ า 20 นาท ี
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 3.6.2 ผลของ pH ต่อความสามารถในการแยกออกซาเลตและซิเทรต 

   โดยศึกษาในช่วง pH 6.0-8.0 ท าโดยเลือกใช้ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่ความเข้มข้น 200 
mM ในการแยกออกซาเลตและซิเทรต จากนั้นปรับ pH ของฟอสเฟตบัฟเฟอร์ให้อยู่ในช่วง pH ที่
ต้องการศึกษาคือ 6.0, 6.5, 7.0, 7.5 และ 8.0 โดยใช้สารละลาย 0.1 M NaOH จากนั้นน าไป
วิเคราะห์ตัวอย่างปัสสาวะของผู้ป่วยโรคนิ่วไต โดยใช้เทคนิค CE เพ่ือหา pH ของฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่
เหมาะสมที่สุด ซึ่งจะเป็น pH ที่ออกซาเลตและซิเทรตแตกตัวได้เกือบ 100% เพ่ือจะสามารถแยกออก
ซาเลตและซิเทรตออกจากสารอ่ืน ๆ ในปัสสาวะได้ และนอกจากนี้ในงานวิจัยนี้จะศึกษาการเพ่ิมความ
เข้มข้นแบบออนไลน์ด้วยเทคนิค CE โดยใช้วิธีการบรรจุสารตัวอย่างปริมาณมากด้วยความดันแล้ว
ก าจัดเมทริกซ์ออกภายใต้อิทธิพลของ EOF ที่ไม่สูงมากนัก ดังนั้นหากต้องการ EOF ที่ไม่สูงมาก
จะต้องใช้ pH ต่ า (pH น้อยกว่า 4) แต่ในงานวิจัยนี้ไม่สามารถใช้ pH ที่ต่ าได้ เนื่องจากออกซาเลต
และซิเทรตมีค่า pKa อยู่ในช่วง 1-7 ดังนั้นจึงจ าเป็นที่จะต้องศึกษา pH ที่เหมาะสมในการแยกออกซา
เลตและซิเทรตและ pH ที่เหมาะสมในการเพ่ิมความเข้มข้นของสารแบบออนไลน์โดยใช้ CE 

 
3.6.3 การศึกษาผลความเข้มข้นของฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่มีผลต่อการแยกของออกซาเลต

และซิเทรต 

 น า stock solution ในข้อ 3.5.3 และ 3.5.4 มาเตรียมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 
ความเข้มข้น 40-200 mM ดังแสดงในตารางที่ 4 จากนั้นปรับปริมาตรด้วยน้ า Milli-Q ในขวดวัด
ปริมาตรขนาด 25 mL  
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ตารางท่ี 4 การเตรียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์ความเข้มข้นต่าง ๆ 

ความเข้มข้นของฟอสเฟต
บัฟเฟอร์ (mM) 

KH2PO4 ความเข้มข้น 500 
mM ที่ต้องปิเปต (µL) 

Na2HPO4 ความเข้มข้น 500 
mM ที่ต้องปิเปต (µL) 

40 2 2 
60 3 3 
80 4 4 
100 5 5 
120 6 6 
140 7 7 
160 8 8 
180 9 9 
200 10 10 

 
  ในการศึกษาผลของความเข้มข้นของบัฟเฟอร์ที่มีต่อการแยกออกซาเลตและซิเทรต จะใช้สาร

ตัวอย่างที่เป็นปัสสาวะของผู้ป่วยโรคนิ่วไตที่เจือจางสองเท่าและน ามากรองด้วย Syringe filter ขนาด 
0.2 µm เนื่องจากตัวอย่างปัสสาวะในแต่ละตัวอย่างมีปริมาณไม่มาก ดังนั้นจึงไม่สามารถใช้ตัวอย่าง
เดียวกันในการหาสภาวะที่เหมาะสมได้ในทุกการทดลอง แต่อย่างไรก็ตามพบว่าเมทริกซ์ที่อยู่ในแต่ละ
ตัวอย่างไม่แตกต่างกันมากนัก ดังนั้นปัสสาวะที่ใช้ในแต่ละการทดลองจึงสามารถเป็นตัวแทนของ
ตัวอย่างทั้งหมด จากนั้นน ามาวิเคราะห์ด้วยเทคนิค CE โดยใช้ความเข้มข้นของฟอสเฟตบัฟเฟอร์ต่าง 
ๆ ในช่วงความเข้มข้น 40-200 mM เพ่ือหาความเข้มข้นของสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่เหมาะสม
ที่สามารถแยกออกซาเลตและซิเทรตออกจากสารอ่ืน ๆ ที่มีอยู่ในปัสสาวะได้ 

 
 3.6.4 ผลของความต่างศักย์ไฟฟ้าที่ใช้ในการแยกออกซาเลตและซิเทรต 

   โดยศึกษาในช่วงความต่างศักย์ -10 ถึง -30 kV เพ่ือหาความต่างศักย์ที่เหมาะสมที่สุด
ในการแยกออกซาเลตและซิเทรตออกจากสารอ่ืน ๆ ที่มีอยู่ในปัสสาวะและใช้ระยะเวลาในการแยกไม่
นาน  
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3.7 การหาภาวะท่ีเหมาะสมในการเพิ่มความเข้มข้น (On-line proconcentration ) ของออก
ซาเลตและซิเทรตโดยใช้เทคนิค CE 

 3.7.1 เวลาที่ใช้ในการบรรจุสารตัวอย่าง 

   ท าได้โดยวิเคราะห์ตัวอย่างปัสสาวะของผู้ป่วยโรคนิ่วไต โดยใช้เทคนิค CE โดยการ
เปลี่ยนเวลาที่ใช้ในการบรรจุสารตัวอย่างเป็น 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 และ 90 วินาที 
ตามล าดับ แต่ใช้ความดันในการบรรจุสารเท่ากับ 0.5 psi เพ่ือหาเวลาการบรรจุสารตัวอย่างที่
เหมาะสมที่สามารถเพ่ิมความเข้มข้นได้มากที่สุดโดยที่ไม่สูญเสียการแยก และเพ่ือเพ่ิมความสามารถ
ของการตรวจวัดปริมาณออกซาเลตและซิเทรตปริมาณน้อย ๆ ในปัสสาวะได้ถูกต้องและมี
ประสิทธิภาพ  

 
 3.7.2 ความดันที่ใช้ในการบรรจุสารตัวอย่าง 

  โดยศึกษาความดันที่ใช้ในการบรรจุสารตัวอย่างโดยเริ่มจาก 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 
3.0, 3.5 และ 4.0 psi ตามล าดับ โดยใช้เวลาในการบรรจุสารตัวอย่าง 10 วินาที เพ่ือหาความดันใน
การบรรจุสารตัวอย่างที่สามารถตรวจวัดปริมาณออกซาเลตและซิเทรตปริมาณน้อย ๆ ในปัสสาวะได้
ถูกต้องและคงไว้ซึ่งประสิทธิภาพการแยก 

 
3.8 การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีที่พัฒนาขึ้น (Method validation) 

 3.8.1 ขีดจ ากัดของการตรวจวัดและขีดจ ากัดการวิเคราะห์เชิงปริมาณด้วยเครื่องมือ 
(Limit of detection, LOD and limit of quantitation, LOQ) 

  ท าได้โดยเตรียมสารละลายมาตรฐานออกซาเลตและซิเทรตความเข้มข้น 10 ppm 
จากนั้นท าการเจือจาง และน าไปวิเคราะห์ด้วยเทคนิค CE ตามวิธีที่ได้พัฒนาขึ้น วัดอัตราส่วนของ
สัญญาณความสูงของพีคต่อสัญญาณรบกวน (signal to noise ratio, S/N) จนกระทั่งได้ค่าอัตราส่วน 
S/N ใกล้เคียง 3 ส าหรับ LOD และ 10 ส าหรับ LOQ จากนั้นน ามาค านวณ LOD และ LOQ ดัง
สมการต่อไปนี้ 

     LOD = 
 

   
                   สมการ 20 

     LOQ = 
  

   
                                สมการ 21 
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  S = ค่าสัญญาณของสารที่วิเคราะห์ได้ 
  N = สัญญาณรบกวน  
 Cdiluted =  ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานที่ท าการเจือจาง  
 
 3.8.2 กราฟมาตรฐาน (calibration curve)  

  การสร้างกราฟมาตรฐานสามารถท าได้โดยการเตรียมสารละลายมาตรฐานออกซาเลต
และซิเทรตความเข้มข้น 1,000 ppm จากนั้นน ามาเจือจางตามความเข้มข้นที่ต้องการในขวดปรับ
ปริมาตรขนาด 10 mL ด้วยน้ า Milli-Q ดังแสดงในตารางที่ 5 และน าไปวิเคราะห์ด้วยเทคนิค CE 
ตามวิธีที่ได้พัฒนาขึ้น จากนั้นน าค่าเฉลี่ยของพ้ืนที่ใต้พีคแก้ไข (corrected area, Acorr) ซึ่งหาจาก
พ้ืนที่ใต้พีค (peak area, A) หารด้วยค่าไมเกรชันไทม์ (migration time, tm) กับความเข้มข้นของ
สารละลายมาตรฐาน (ppm) มาสร้างกราฟมาตรฐาน จากกราฟมาตรฐานที่สร้างขึ้นจะได้สมการ
เส้นตรง 
        y = mx + c                 สมการ 22 

  y = พ้ืนที่ใต้พีคแก้ไข (corrected peak, Acorr)  
  m = ความชันของกราฟ 
  x = ความเข้มขน้ของสาร (ppm) 
  c = จุดตัดแกน y ของกราฟ 
 
ตารางท่ี 5 การเตรียมสารละลายมาตรฐานออกซาเลตและซิเทรตเพื่อใช้ส าหรับการสร้างกราฟ

มาตรฐาน 

 

สารขวดที่ 
คามเข้มข้นของสารละลายมาตรฐาน 

(ppm) 
ปริมาตรสารละลายมาตรฐานความเข้มข้น 

1,000 ppm ที่ต้องปิเปต (µL) 

ออกซาเลต ซิเทรต ออกซาเลต ซิเทรต 
1 5 10 50 100 
2 20 50 200 500 
3 50 100 500 800 
4 80 300 800 3,000 
5 100 500 1,000 5,000 
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3.8.3 ความแม่น (Accuracy) 

 จะใช้การเติมสารละลายมาตรฐานลงในตัวอย่าง จากนั้นน าไปวิเคราะห์ปริมาณด้วย
เทคนิค CE เพ่ือค านวณหาค่าร้อยละการคืนของสารละลายมาตรฐานที่เติมลงไป ขั้นตอนการเตรียม
สารละลายและการหาค่าความแม่นท าได้ดังนี้ 
  3.8.3.1 เตรียมตัวอย่างปัสสาวะเจือจาง 2 เท่า ท าได้โดยการกรองปัสสาวะด้วย 
Syringe filter ขนาด 0.2 µm จากนั้นปิเปตมา 500 µL และปิเปตน้ า Milli-Q 500 µL ผสมให้เป็น
เนื้อเดียวกันในหลอด eppendorf ขนาด 1.5 mL จะได้ปัสสาวะที่เจือจางแล้ว 2 เท่า 
 3.8.3.2 เตรียมตัวอย่างปัสสาวะเจือจาง 2 เท่าที่เติมสารละลายมาตรฐานออกซาเลต
และซิเทรต ท าได้ดังตารางที่ 6 
 
ตารางท่ี 6 การเตรียมตัวอย่างปัสสาวะเจือจาง 2 เท่าที่เติมสารละลายมาตรฐานออกซาเลตและซิ

เทรตที่ความเข้มข้นต่าง ๆ 

ขวดที่ 
ความเข้มข้นของสารละลาย

มาตรฐาน (ppm) 

ปริมาตรสารละลาย
1000 ppm ที่ต้อง 

ปิเปต (µL) 

ปัสสาวะ 
(µL) 

Milli-Q 
(µL) 

1 
ออกซาเลต 5 5 

500 485 
ซิเทรต 10 10 

2 
ออกซาเลต 50 50 

500 350 
ซิเทรต 100 100 

3 
ออกซาเลต 80 80 

500 120 
ซิเทรต 300 300 

 
 3.8.3.3 หาปริมาณออกซาเลตและซิเทรตทั้งหมด โดยวิเคราะห์ออกซาเลตและซิเทรต
ที่เตรียมในตารางที่ 6 ด้วยเทคนิค CE โดยใช้ภาวะที่เหมาะสมโดยท าการวิเคราะห์ความเข้มข้นละ 10 
ครั้ง นอกจากนี้ได้ท าการเปรียบเทียบค่าความแม่นส าหรับการบรรจุสารแบบปกติกับการบรรจุสารใน
ปริมาณมากอีกด้วย  
 3.8.3.4 ค านวณหาร้อยละของการคืนกลับ (%Recovery) ของสารละลายมาตรฐาน
ออกซาเลตและซิเทรตที่เติมลงไป โดยน าค่าอัตราส่วนระหว่าง พ้ืนที่ใต้พีคแก้ไขที่วิเคราะห์ได้มา
ค านวณหาความเข้มข้นของออกซาเลตและซิเทรตจากกราฟมาตรฐานที่ท าขึ้นในหัวข้อ 3.6.2 จะได้
ปริมาณความเข้มข้นของออกซาเลตและซิเทรตที่วิเคราะห์ได้ในตัวอย่างปัสสาวะที่ไม่เติมสารละลาย
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มาตรฐานออกซาเลตและซิเทรต (จากสารละลายในหัวข้อ 3.6.3.1) และความเข้มข้นของออกซาเลต
และซิเทรตทั้งหมดซึ่งได้จากออกซาเลตและซิเทรตที่มีอยู่แล้วในตัวอย่างปัสสาวะรวมกับสารละลาย
มาตรฐานออกซาเลตและซิเทรตที่เติมลงไป (จากสารละลายในหัวข้อ 3.6.3.2) จากนั้นน ามา
ค านวณหาร้อยละการคืนกลับ (%Recovery) ของสารละลายมาตรฐานออกซาเลตและซิเทรตที่เติมลง
ไป ดังสมการต่อไปนี้ 

 %Recovery = 
ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานที่วิเคราะห์ได้

ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานที่เติมลงไป
             สมการ 23 

    
 3.8.4 ความเที่ยง (Precision)  

 การทดสอบความเที่ยงซึ่งประกอบด้วย ความเที่ยงภายในวันเดียวกัน ( intra-day 
precision) และความเท่ียงระหว่างวัน (inter-day precision) ท าได้ดังนี้ 
  3.8.4.1 การเตรียมตัวอย่างปัสสาวะเจือจาง 2 เท่าที่เติมสารละลายมาตรฐานออกซา
เลตและซิเทรตความเข้มข้น 50 และ 100 ppm ดังตารางที่ 7  
 
ตารางท่ี 7 การเตรียมตัวอย่างปัสสาวะเจือจาง 2 เท่าที่เติมสารละลายมาตรฐานออกซาเลตและซิ

เทรตส าหรับหาค่าความเที่ยง 

ขวดที่ 
ความเข้มข้นสารละลาย

มาตรฐาน (ppm) 

ปริมาตร
สารละลาย 1,000 
ppm ที่ต้องปิเปต

(µL) 

ปัสสาวะ 
(µL) 

Milli-Q 
(µL) 

1 
ซิเทรต 50 50 

500 350 
ออกซาเลต 100 100 

 
 3.8.4.2 น าตัวอย่างที่เตรียมในตาราง 7 วิเคราะห์ด้วยเทคนิค CE โดยใช้สภาวะที่ได้
พัฒนาขึ้น โดยเปรียบเทียบการบรรจุสารแบบปกติกับการบรรจุสารในปริมาณมาก ท าการวิเคราะห์
ความเที่ยงภายในวันเดียวกันจ านวนการวิเคราะห์ 10 ครั้ง ส าหรับความเที่ยงระหว่างวันจะท าการ
วิเคราะห์เป็นเวลา 3 วันติดต่อกัน โดยจ านวนการวิเคราะห์ 10 ครั้งเพ่ือหาความเที่ยงของเครื่องมือ
และวิธีการวิเคราะห์ 
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 3.8.4.3 วิเคราะห์ผลจาก 3.6.4.2 โดยหาพ้ืนที่ใต้พีคแก้ไข และวิเคราะห์หาความ
เข้มข้นของสารโดยเทียบกับกราฟมาตรฐานในข้อ 3.6.2 จะได้ปริมาณออกซาเลตและซิเทรตที่
วิเคราะห์ได้ จากนั้นค านวณค่า %RSD ของค่าพ้ืนที่ใต้พีคแก้ไข ไมเกรชันไทม์ และปริมาณออกซาเลต
และซิเทรตที่วิเคราะห์ได้ เพ่ือหาความเที่ยงภายในวันเดียวกัน และความเที่ยงระหว่างวัน จากสมการ
ดังต่อไปนี้ 

     %RSD = 
  

 
 × 100      สมการ 24 

  RSD = ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ 
  SD = ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

    = ค่าเฉลี่ยของพ้ืนที่ใต้พีคแก้ไขหรือค่าเฉลี่ยไมเกรชันไทม์ 
 
3.9 ประยุกต์วิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้นในการวิเคราะห์หาปริมาณออกซาเลตและซิเทรตในตัวอย่าง
ปัสสาวะ 

 3.9.1 วิเคราะห์ปริมาณออกซาเลตในปัสสาวะโดยวิธี CE ที่พัฒนาขึ้น 

  ตัวอย่างปัสสาวะที่น ามาวิเคราะห์นั้นแบ่งเป็น 3 ช่วงความเข้มข้นของออกซาเลต คือ
ช่วง 0-20 ppm ซึ่งเป็นการตรวจเพ่ือยืนยันว่าอุปกรณ์และเครื่องมือรวมถึงสภาวะที่พัฒนาขึ้น
สามารถตรวจวัดปริมาณออกซาเลตในปริมาณน้อย ๆ ได้อย่างถูกต้อง ช่วง 20-40 ppm ซ่ึงเป็นช่วง
ปริมาณออกซาเลตที่พบในปัสสาวะของคนปกติ และช่วงความเข้มข้นของออกซาเลตที่มากกว่า 40 
ppm ซึ่งเป็นช่วงปริมาณออกซาเลตที่พบในปัสสาวะของคนป่วยโรคนิ่วไต 
  น าปัสสาวะของผู้ป่วยโรคนิ่วไตที่ผ่านการกรองด้วย syringe filter ขนาด 0.2 µm 
แล้วมาเจือจาง 2 เท่า จากนั้นน ามาตรวจวัดด้วยเทคนิค CE โดยใช้ภาวะที่เหมาะสมที่ได้พัฒนาขึ้น
ดังกล่าวมาแล้ว จากนั้นน าค่าพ้ืนที่ใต้พีคแก้ไข (corrected peak, Acorr) มาค านวณหาความเข้มข้น
ของออกซาเลตและซิเทรตจากกราฟมาตรฐานที่ได้ท าข้ึนในข้อ 3.8.2 
 
 3.9.2 วัดปริมาณออกซาเลตโดยใช้ชุดตรวจวัดออกซาเลต (oxalate kit)  

 - เตรียมสารละลายในคิวเวตขนาด 1 mL ดังตารางที่ 8 จากนั้นน าสารละลาย
ดังกล่าวมาบ่มท่ีอุณหภูมิห้องทันทีเป็นเวลา 5 นาที [19] 
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ตารางท่ี 8 การเตรียมสารละลายเพื่อหาปริมาณออกซาเลตโดยใช้ชุดตรวจวัดออกซาเลตโดย 

สารละลายที่ต้องเติม 
ปริมาณที่เติม (µL) 

Blank 
ตัวอย่าง
ปัสสาวะ 

std* 1 std* 2 std* 3 

Reagent A 500 500 500 500 500 
Milli-Q 25 - - - - 

ตัวอย่างปัสสาวะ - 25 - - - 
ออกซาเลต 10 ppm - - 25 - - 
ออกซาเลต 50 ppm - - - 25 - 
ออกซาเลต 100 ppm - - - - 25 

Reagent B 50 50 50 50 50 

std* สารละลายมาตรฐานส าหรับท ากราฟมาตรฐานส าหรับการวิเคราะห์โดยใช้ oxalate kit 
  - น า blank ตัวอย่างปัสสาวะ และสารละลายมาตรฐานทั้ง 3 ความเข้มข้นไปวัดค่า
การดูดกลืนแสงยูวี (absorbance) ที่ 590 นาโนเมตร 
  - สร้างกราฟมาตรฐานจากค่าผลต่างระหว่างค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย
มาตรฐานออกซาเลตและ Blank กับความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานออกซาเลต (ppm) จาก
กราฟมาตรฐานที่สร้างขึ้นจะได้สมการเส้นตรงดังนี้ 

     y = mx + c         สมการ 25 

  y = ผลต่างระหว่างค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานออกซาเลตและ 
Blank  

  m = ความชันของกราฟ 
  x = ความเข้มข้นของออกซาเลต (ppm) 
  c = จุดตัดแกน y ของกราฟ 
  - หาความเข้มข้นของออกซาเลตในตัวอย่างปัสสาวะโดยน าค่าการดูดกลืนแสงของ
ตัวอย่างปัสสาวะมาลบกับ blank จากนั้นน าค่าที่ได้มาค านวณหาความเข้มข้นของออกซาเลตโดยใช้
สมการเส้นตรงที่ได้จากกราฟมาตรฐาน  
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 3.9.3 วัดปริมาณซิเทรตโดยใช้ชุดตรวจวัดซิเทรต (citrate kit) 

 - เตรียมสารละลายในคิวเวตปริมาตรขนาด 3 mL ดังตารางที่ 9 ผสมสารละลายให้
เข้ากัน และบ่มที่อุณหภูมิห้องทันทีเป็นเวลา 5 นาที  
 
ตารางท่ี 9 การเตรียมสารละลายตัวอย่างและสารละลายมาตรฐานเพื่อวัดปริมาณซิเทรตโดยใช้

เอนไซม์ 

สารละลายที่ต้องเติม 
ปริมาณที่เติม (µL) 

Blank 
ตัวอย่าง
ปัสสาวะ 

std* 1 std* 2 std* 3 

Milli-Q water 2,000 1,800 1,800 1,800 1,800 
ตัวอย่างปัสสาวะ - 200 - - - 
ซิเทรต 50 ppm - - 200 - - 
ซิเทรต 100 ppm - - - 200 - 
ซิเทรต 200 ppm - - - - 200 
ขวดที่ 1 (buffer) 500 500 500 500 500 

ขวดที่ 2 (NADH/PVP) 200 200 200 200 200 
ขวดที่ 3 (L-MDH/D-LDH) 20 20 20 20 20 

 std* สารละลายมาตรฐานส าหรับท ากราฟมาตรฐานส าหรับการวิเคราะห์โดยใช้ citrate kit
  
 - จากนั้นน าสารละลาย blank สารละลายตัวอย่าง และสารละลายมาตรฐานที่อยู่ใน
คิวเวต ไปวัดค่าการดูดกลืนแสงยูวี (absorbance) ที่ 340 นาโนเมตรของ บันทึกผลการทดลองเป็น
ค่าการดูดกลืนแสงครั้งท่ี 1 (A1) 
  - จากนั้นเติมสารละลายขวดที่ 4 (CL) ทุกคิวเวต ผสมให้สารละลายเป็นเนื้อเดียวกัน
และน ามาบ่มที่อุณหภูมิห้องทันทีเป็นเวลา 5 นาที  

- จากนั้นน าสารละลายทั้งหมดในคิวเวตมาวัดค่าการดูดกลืนแสงยูวีอีกครั้งที่ 340 นา
โนเมตร บันทึกผลการทดลองเป็นค่าการดูดกลืนแสงครั้งท่ี 2 (A2) 
  - หาค่าผลต่างหรือค่าการดูดกลืนแสงที่ลดลง ∆A (A1 – A2) ของ blank สารตัวอย่าง 
และสารละลายมาตรฐาน 



 

 

43 

  - สร้างกราฟมาตรฐานจากค่าผลต่างของ ∆A (A1 – A2) ของ Blank และ ∆A (A1 – 
A2) ของสารละลายมาตรฐานซิเทรต กับความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานซิเทรต (ppm) จาก
กราฟมาตรฐานที่สร้างขึ้นจะได้สมการเส้นตรงดังสมการ 

     y = mx + c         สมการ 26 

   y = ค่า ∆A ของ blank ลบด้วย ∆A ของสารละลายมาตรฐานหรือสารตัวอย่าง  
  m = ความชันของกราฟ 
  x = ความเข้มข้นของซิเทรต (ppm) 
  c = จุดตัดแกน y ของกราฟ 

- หาความเข้มข้นของซิเทรตในตัวอย่างปัสสาวะโดยน าค่า ผลต่างของ ∆A blank 
กับ ∆A ของตัวอย่างปัสสาวะมาหาความเข้มข้นของซิเทรตจากสมการเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน  
 เมื่อได้ผลการตรวจวัดปริมาณของออกซาเลตและซิเทรตโดยใช้เทคนิค CE และผล
การตรวจวัดปริมาณของออกซาเลตและซิเทรตโดยใช้เอนไซม์  ซึ่งการทดลองทั้งสองวิธีใช้ตัวอย่าง
ปัสสาวะตัวเดียวกันท าในวันเดียวกัน ใช้สารมาตรฐานออกซาเลตและซิเทรตที่ เตรียมในชุดเดียวกัน 
จากนั้นน าผลการวิเคราะห์ปริมาณดังกล่าวมาเปรียบเทียบความแตกต่างของวิธีทั้งสอง กล่าวคือเซต
หนึ่งเป็นการตรวจวัดปริมาณออกซาเลตและซิเทรตโดยเทคนิค CE ใช้สภาวะที่พัฒนาขึ้นและอีกเซต
หนึ่งเป็นการตรวจวัดปริมาณออกซาเลตและซิเทรตโดยใช้ชุดตรวจวัดซึ่งเป็นวิธีมาตรฐาน จากนั้น
เปรียบเทียบผลทั้งสองวิธีว่ามีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญหรือไม่ โดยการทดสอบแบบที ( the 
student test, t) [22] ซึ่งได้อธิบายแล้วในหัวข้อที่ 2.3 โดยในการเปรียบเทียบครั้งนี้ใช้สารตัวอย่าง
ทั้งหมดจ านวน 41 ตัวอย่าง โดยแบ่งเป็น 3 ระดับตามความเข้มข้นของออกซาเลต โดยสารตัวอย่างที่
มีออกซาเลตในช่วงความเข้มข้น 0-20 ppm มี 13 ตัวอย่าง ความเข้มข้นออกซาเลตในช่วง 20-40 
ppm มีจ านวน 11 ตัวอย่าง และความเข้มข้นของออกซาเลต >40 ppm มีจ านวน 17 ตัวอย่าง 
 นอกจากนี้ยังได้ตรวจสอบผลการวิเคราะห์ที่ได้จากทั้ง 2 วิธี ว่ามีความสัมพันธ์เป็น
เส้นตรงหรือไม่ โดยการสร้างกราฟที่ได้จากผลการวิเคราะห์จากเทคนิค CE และผลการวิเคราะห์ที่ได้
จากวิธีมาตรฐาน เพื่อเป็นการยืนยันความใช้ได้ของวิธีที่พัฒนาขึ้นอีกด้วย 
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บทที่ 4  

ผลการวิเคราะห์ข้อมูล 
 

 CE เป็นเทคนิคการแยกสารโดยอาศัยหลักความแตกต่างของค่าความสามารถในการเคลื่อนที่
ทางไฟฟ้าของสารภายใต้สนามไฟฟ้า การใช้ศักย์ไฟฟ้ามี 2 แบบคือการใช้ศักย์ไฟฟ้าแบบขั้วปกติ 
(normal polarity) โดยด้านบรรจุสารตัวอย่างเข้า (inlet) เป็นขั้วบวก (anode) ส่วนด้านปลายออก
หรือด้านเครื่องตรวจวัด (outlet) เป็นขั้วลบ (cathode) และการใช้ศักย์ไฟฟ้าแบบกลับขั้ว 
(reversed polarity) ด้านบรรจุสารตัวอย่างเข้าเป็นขั้วลบและด้านปลายออกหรือด้านเครื่องตรวจวัด
เป็นขั้วบวก ในกรณีการแยกออกซาเลตและซิเทรตซึ่งมีประจุเป็นลบจึงเลือกใช้การให้ศักย์ไฟฟ้าแบบ
กลับขั้ว เพ่ือให้ออกซาเลตและซิเทรตเคลื่อนที่ไปยังด้านเครื่องตรวจวัดที่เป็นขั้วบวก ดังนั้น 
electroosmotic flow (EOF) จะมีทิศทางการเคลื่อนที่ตรงข้ามกับออกซาเลตและซิเทรต โดยใช้
สภาวะในการวิเคราะห์ที่ pH ต่ าเพ่ือลดความแรงของ EOF และท าให้สารจึงมีค่าความสามารถในการ
เคลื่อนที่ทางไฟฟ้าที่จะสามารถต้านความแรงของ EOF และเคลื่อนที่มายังเครื่องตรวจวัดที่อยู่
ทางด้านออกซ่ึงเป็นขั้วบวกได้ 

กรดออกซาลิก (oxalic acid, C2H2O4) สามารถแตกตัวให้ประจุลบ มีค่าคงที่ของการแตกตัว 
(pKa) 2 ค่า คือ 1.23 และ 4.28 นั่นคือกรดออกซาลิกสามารถแตกตัวได้ 2 ครั้งและให้ประจุ 2 ลบ ดัง
แสดงในรูปที่ 9 (ก) ส่วนกรดซิทริก (citric acid, C6H8O7) ประกอบด้วยหมู่คาร์บอกซิลิก 3 หมู่ แต่ละ
หมู่มีการแตกตัวที่ไม่เท่ากัน กรดซิทริกมีค่าคงที่การแตกตัว (pKa) 3 ค่า คือ 3.13, 4.76 และ 6.40 
นั่นคือกรดซิทริกสามารถแตกตัวได้ 3 ครั้งและให้ประจุ 3 ลบ ดังแสดงในรูปที่ 9 (ข) ส าหรับปฏิกิริยา
การแตกตัวของกรดอ่อน (HA) แสดงในสมการที่ 27 
 

(ก) (ข) 

 
 
รูปที่ 9 โครงสร้างของสารเมื่อแตกตัวเป็นประจุลบ (ก) ออกซาเลต และ (ข) ซิเทรต 
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     HA  ⇌  H+ + A-         สมการ 27 
 
 ระดับขั้นการแตกตัว (degree of ionization, ) สามารถหาได้จากสมการที่ 28 จะเห็นว่า
ระดับขั้นการแตกตัวของสารมีความสัมพันธ์กับค่า pH และ pKa ของสารดังแสดงในสมการที่ 29 
กล่าวคือที่ pH เท่ากับ pKa ดีกรีการแตกตัวจะเท่ากับ 0.5 หรือสารสามารถแตกตัวได้ 50% เท่านั้น 
แต่หากต้องการให้สารแตกตัวได้เกือบ 100% จะต้องใช้บัฟเฟอร์ที่มีค่า pH มากกว่า pKa ของสาร
อย่างน้อย 2 หน่วย จึงจะท าให้สารเกิดการแตกตัวได้เกือบ 100% และในงานวิจัยนี้ได้เลือกฟอสเฟต
บัฟเฟอร์ส าหรับการแยกออกซาเลตและซิเทรต เนื่องจากเป็นบัฟเฟอร์ที่มีค่า pKa 3 ค่าคือ 2.12 7.21 
และ 12.32 สามารถใช้เป็นบัฟเฟอร์ทั้งในช่วงที่เป็นกรด กลาง และเบส โดยเฉพาะที่ pKa เท่ากับ 
7.21 ซึ่งเหมาะส าหรับการแยกสารที่มีช่วง pH 6.2-8.2 ซึ่งครอบคลุมค่า pKa ของออกซาเลตและซิ
เทรตที่ต้องการวิเคราะห์ ส าหรับการศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการแยกออกซาเลตและซิเทรต ด้วย
เทคนิค CE ได้ท าการศึกษาปัจจัยต่าง ๆ ดังต่อไปนี้ 

 = 
  - 

  -      
                                     สมการ 28 

 = 
 

        -                                   สมการ 29 

 
4.1 ภาวะท่ีเหมาะสมในการแยกออกซาเลตและซิเทรตด้วยเทคนิค CE 

4.1.1 ผลของพีเอชต่อความสามารถในการแยกออกซาเลตและซิเทรต 

เนื่องจากในงานวิจัยนี้จะศึกษาการเพ่ิมความเข้มข้นแบบออนไลน์ด้วยเทคนิค CE โดย
ใช้วิธีการบรรจุสารตัวอย่างปริมาณมากด้วยความดันแล้วก าจัดเมทริกซ์ออกภายใต้อิทธิพลของ EOF 
ที่ไม่สูงมากนัก (low EOF) ซึ่งวิธีนี้จะเหมาะกับการเพ่ิมความเข้มข้นของสารตัวอย่างที่เป็นประจุลบ
เช่น ออกซาเลตและซิเทรต เนื่องจากเมื่อให้ศักย์ไฟฟ้าแบบกลับขั้วในการแยก สารตัวอย่างจะ
เคลื่อนที่สวนทางกับ EOF พร้อมกับเมทริกซ์ถูกก าจัดออกไปด้วยอิทธิพลของ EOF ดังนั้นหากต้องการ 
EOF ที่ไม่สูงมากจะต้องใช้ pH ต่ าในการทดลอง โดยปกติในการใช้การเพ่ิมความเข้มข้นโดยวิธีนี้มักจะ
ใช้ pH น้อยกว่า 4 [11] แต่ในงานวิจัยนี้ไม่สามารถใช้ pH ที่ต่ าได้ เนื่องจากออกซาเลตซึ่งแตกตัวมา
จากกรดออกซาลิก ที่มีค่า pKa 2 ค่าคือ 1.23 และ 4.28 สมการการแตกตัวของกรดออกซาลิกแสดง
ดังต่อไปนี้ 

H2C2O4 + H2O  ⇌  H3O
+ + HC2O4

- pKa1 = 1.23 

HC2O4
- + H2O  ⇌  H3O

+ + C2O4
2- pKa2 = 4.28 
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และซิเทรตซึ่งแตกตัวมาจากกรดซิทริก มีค่า pKa 3 ค่า คือ 3.13 4.76 และ 6.40 การแตกตัวของกรด
ซิทริกแสดงดังต่อไปนี้ 

C6H8O7 + H2O  ⇌  H3O
+ + C6H7O7

- pKa1 = 3.13 

C6H7O7
- + H2  ⇌  H3O

+ + C6H6O7
2- pKa2 = 4.76 

C6H6O7
2-+ H2O  ⇌  H3O

+ + C6H5O7
3- pKa2 = 6.40 

 
 ดังนั้นหากต้องการให้กรดออกซาลิกและซิทริกแตกตัวได้หมดต้องใช้ pH มากกว่า 7.0 
ขึ้นไป และจากการทดลองพบว่าถ้าใช้ pH<7.0 ทั้งออกซาเลตและซิเทรตจะใช้เวลานานมากกว่า 30 
นาที ในการเคลื่อนที่มาถึงเครื่องตรวจวัด เนื่องจากที่ pH ต่ าทั้งออกซาลิกและซิทริกแตกตัวได้น้อย 
ท าให้ความสามารถในการเคลื่อนที่ทางไฟฟ้ามีค่าต่ า จึงเคลื่อนที่ได้ช้า ดังนั้นการเพ่ิมปริมาณแบบ
ออนไลน์ของออกซาเลตและซิเทรตจึงไม่สามารถใช้ pH ที่ต่ ามาก ด้วยเหตุนี้จึงต้องท าการศึกษา pH 
ที่เหมาะสมส าหรับทั้งการแยกออกซาเลตและซิเทรตและการเพ่ิมปริมาณแบบออนไลน์ งานวิจัยนี้จึ ง
เลือกใช้ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่ pH 7.21 และจะศึกษาช่วงค่า pH ของบัฟเฟอร์ดังนี้คือ pH 6.0, 6.5, 
7.0, 7.5 และ 8.0 ซึ่งเป็นช่วงที่ออกซาเลตและซิเทรตแตกตัวได้เกือบ 100% ผลการทดลองที่ได้ดัง
แสดงในรูปที่ 10 จากรูปจะเห็นได้ว่าเมื่อเพ่ิมค่า pH ของบัฟเฟอร์จาก 6.0-8.0 มีผลท าให้สารออกมา
ช้าลงตามค่า pH ที่เพ่ิมขึ้น ทั้งนี้เป็นผลเนื่องมาจากเมื่อค่า pH เพ่ิมขึ้นจะท าให้ EOF มากขึ้นตามไป
ด้วย จึงเกิดแรงต้านระหว่างไอออนลบของออกซาเลตและซิเทรตกับ EOF ที่มีทิศทางการเคลื่อนที่ที่
ตรงกันข้ามกัน ดังนั้นเมื่อ pH เพ่ิมขึ้นจึงส่งผลให้สารเคลื่อนที่ออกมาช้าลง และนอกจากนี้จากรูปจะ
สังเกตได้ว่าเมื่อค่า pH เพ่ิมขึ้นพีคของออกซาเลตและซิเทรตแยกจากพีคของเมทริกซ์อ่ืน ๆ มากขึ้น 
เมื่อพิจารณาค่าการแยกดังแสดงในรูปที่ 11 พบว่าเมื่อ pH เพ่ิมขึ้น ค่าการแยก (Rs) ก็เพ่ิมขึ้น
เช่นเดียวกัน ซึ่งค่า pH=8.0 เป็นค่า pH ให้ค่าการแยกของพีคออกซาเลตและซิเทรตมากที่สุด 
(Rs=2.4 และ 3.3 ตามล าดับ) ถึงแม้ว่าที่ pH 7.5 จะสามารถแยกออกซาเลตและซิเทรตได้อย่าง
สมบูรณ์ (Rs≥1.5) แต่พีคของออกซาเลตและซิเทรตอยู่ใกล้กับพีคของเมทริกซ์อ่ืน ๆ ในปัสสาวะ
มากกว่าที่ pH 8.0 ซึ่งพีคอ่ืน ๆ อาจบดบังพีคของออกซาเลตและซิเทรตได้ ดังนั้นในการทดลองนี้จึง
เลือก pH 8.0 ส าหรับการแยกออกซาเลตและซิเทรตในปัสสาวะ 
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รูปที่ 10 อิเล็กโทรเฟอโรแกรมแสดงของผลของ pH ต่อความสามารถในการแยกออกซาเลตและ

ซิเทรตในปัสสาวะ ความเข้มข้นของฟอสเฟตบัฟเฟอร์เท่ากับ 200 mM และปรับ pH 
เป็น (ก) 6.0 (ข) 6.5 (ค) 7.0 (ง) 7.5 และ (จ) 8.0 พีค 1 คือ ออกซาเลต และ พีค 2 
คือซิเทรต สภาวะของ CE ที่ใช้คือ uncoated fused silica capillary ขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลางภายใน 50 µm ยาว 40.2 cm (30 cm ถึงเครื่องตรวจวัด) ศักย์ไฟฟ้า -15 
kV บรรจุสารด้วยความดัน 0.5 psi เป็นเวลา 10 วินาที และตรวจวัดด้วยยูวี-วิสิเบิลที่
ความยาวคลื่น 195 nm 
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รูปที่ 11 กราฟแสดงการเปรียบเทียบค่า Rs ที่ค่า pH ต่าง ๆ  
 
 4.1.2 ผลของความเข้มข้นของฟอสเฟตบัฟเฟอร์ต่อความสามารถในการแยกของออกซา
เลตและซิเทรต 

บัฟเฟอร์ที่เลือกใช้ในงานวิจัยนี้คือฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (pKa 7.21) ที่ pH 8.0 ซึ่งจะท าให้
กรดออกซาลิกและซิทริกแตกตัวเป็นระจุได้เกือบ 100% และในสภาวะนี้จะมี EOF ที่ค่อนข้างสูง
เช่นกัน แต่อย่างไรก็ตามค่าความสามารถในการเคลื่อนที่ทางไฟฟ้าของออกซาเลตและซิเทรตมีค่าสูง
พอที่จะสามารถต้านการเคลื่อนที่ของ EOF เข้าไปสู่เครื่องตรวจวัดได้ ในการทดลองนี้จึงศึกษาความ
เข้มข้นของฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่เหมาะสมในการแยกออกซาเลตและซิเทรต โดยศึกษาที่ช่วงความ
เข้มข้น 40-200 mM ผลการทดสองแสดงดังรูปที่ 12 จะเห็นได้ว่าการเพ่ิมความเข้มข้นของฟอสเฟต
บัฟเฟอร์ท าให้สารเคลื่อนที่ออกมายังเครื่องตรวจวัดเร็วขึ้น โดยปกติการเพ่ิมความเข้มข้นของบัฟเฟอร์
จะท าให้ความสามารถในการเคลื่อนที่ทางไฟฟ้าลดลง เนื่องจากค่าความแรงไออนิกในสารละลายที่มี
ค่ามากข้ึน ท าให้สารตัวอย่างมีขนาดใหญ่ขึ้นเนื่องจากไอออนที่มาล้อมรอบมีจ านวนมากขึ้น ท าให้สาร
เคลื่อนที่ออกมาได้ช้าลง แต่ในการทดลองนี้เมื่อความเข้มข้นของบัฟเฟอร์เพ่ิมขึ้นสารเคลื่อนที่ออกมา
ได้เร็วขึ้น ทั้งนี้เป็นผลเนื่องมาจากการเพ่ิมความเข้มข้นของบัฟเฟอร์จะท าให้ในสารละลายมีปริมาณ
ไอออนมากขึ้น ซึ่งอาจท าให้เกิดความร้อนภายในคะพิลลารีหรือเกิด joule heating ซึ่งความร้อนที่
เกิดขึ้นจะส่งผลท าให้ความหนืดของสารละลายลดลง มีผลท าให้สารเคลื่อนที่ออกมาเร็วขึ้น จากรูป
สังเกตได้ว่าที่ความเข้มข้นของฟอสเฟตบัฟเฟอร์ในช่วง 40-120 mM (รูปที่ 12 (ก-จ)) ยังไม่สามารถ
แยกพีคของซิเทรตออกจากเมทริกซ์ได้ ทั้งนี้พีคของออกซาเลตและซิเทรตจะสามารถแยกออกจากพีค

0.00

0.50

1.00

1.50

2.00

2.50

3.00

3.50

6.0 6.5 7.0 7.5 8.0

Re
so

lu
tio

n,
 R

s 

pH 

ออกซาเลต 

ซิเทรต 



 

 

49 

อ่ืน ๆ ได้อย่างสมบูรณ์เมื่อความเข้มข้นของฟอสเฟตบัฟเฟอร์มีค่าตั้งแต่ 140 mM ขึ้นไป (รูปที่ 12 (ฉ-
ฌ)) ที่ความเข้มข้นน้อยกว่า 140 mM สามารถแยกพีคออกซาเลตได้แต่พบว่าพีคของซิเทรตยังรวมอยู่
กับสารอื่น  
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รูปที่ 12 อิเล็กโทรเฟอโรแกรมแสดงผลของความเข้มข้นของฟอสเฟตบัฟเฟอร์ต่อการแยกของ

ออกซาเลตและซิเทรตในตัวอย่างปัสสาวะ ความเข้มข้นของบัฟเฟอร์คือ (ก) 40 mM 
(ข) 60 mM (ค) 80 mM (ง) 100 mM (จ) 120 mM (ฉ) 140 mM (ช) 160 mM 
(ซ) 180 mM และ (ฌ) 200 mM โดยพีค 1 คือ ออกซาเลต และ พีค 2 คือซิเทรต 
ส าหรับสภาวะอ่ืน ๆ ของ CE แสดงในรูปที่ 10 

 
เมื่อเปรียบเทียบค่า Rs ของออกซาเลตและซิเทรตและความเข้มข้นของฟอสเฟตบัฟเฟอร์ดัง

แสดงในรูปที่ 13 พบว่าเมื่อความเข้มข้นของฟอสเฟตบัฟเฟอร์เพิ่ม ค่าการแยกของออกซาเลตลดลงใน
ขณะที่ค่าการแยกของซิเทรตเพ่ิมข้ึน พีคของซิเทรตจะแยกได้อย่างสมบูรณ์ (Rs≥   ) เมื่อความเข้มข้น
ของฟอสเฟตบัฟเฟอร์มีค่าตั้งแต่ 160 mM เช่นกัน จากการทดลองพบว่าที่ความเข้มข้นของฟอสเฟต
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บัฟเฟอร์ 160 mM ก็เพียงพอที่จะแยกพีคของออกซาเลตและซิเทรตได้อย่างสมบูรณ์ โดยมีค่า Rs 

เท่ากับ 1.94 และ 1.58 ส าหรับพีคของออกซาเลตและซิเทรตตามล าดับ อย่างไรก็ตามถ้าใช้ความ
เข้มข้นของบัฟเฟอร์มากกว่า 160 mM พีคของซิเทรตจะยิ่งแยกออกห่างจากพีคอ่ืน ๆ ได้มากขึ้น และ
ที่ความเข้มข้นสูง ๆ เวลาที่ใช้ในการแยกยังลดลงอีกด้วย ดังนั้นในการทดลองนี้จึงเลือกความเข้มข้น
ของฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่ 200 mM เพราะสามารถแยกทั้งออกซาเลตและซิเทรตได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ โดยให้ค่าการแยก 1.67 และ 3.78 ตามล าดับ ค่าไมเกรชันไทม์ของออกซาเลตและซิ
เทรตเท่ากับ 4.45 และ 8.16 ตามล าดับ 

 

 
 
รูปที่ 13 กราฟแสดงการเปรียบเทียบค่า Rs ของฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ 
 

4.1.3 ผลของความต่างศักย์ไฟฟ้าต่อความสามารถในการแยกออกซาเลตและซิเทรต 

หลังจากได้ความเข้มข้นและค่า pH ของฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่เหมาะสมส าหรับการแยก
ออกซาเลตและซิเทรตแล้วต่อมาได้ศึกษาผลของความต่างศักย์ไฟฟ้าที่ใช้ในการแยกเพ่ือให้ค่าการแยก
ที่ดีที่สุดของสารทั้งสองชนิด โดยปรับค่าศักย์ไฟฟ้าที่ใช้เป็น -10, -15, -20, -25 และ -30 kV 
ตามล าดับ ผลการทดลองแสดงในรูปที่ 14 จะเห็นได้ว่าเมื่อความต่างศักย์ไฟฟ้าสูงขึ้นท าให้สาร
เคลื่อนที่ออกมาได้เร็วขึ้น เนื่องจากการเพ่ิมความต่างศักย์ไฟฟ้านั้นท าให้เกิดความเข้มของสนามไฟฟ้า 
(E) ที่มากข้ึนและส่งผลให้ไอออนของสารเคลื่อนที่ไปยังเครื่องตรวจวัดได้เร็วขึ้น ทั้งนี้เนื่องจาก µ ของ
สารขึ้นอยู่กับความเข้มของสนามไฟฟ้า ดังสมการที่ 1  
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รูปที่ 14 อิเล็กโทรเฟอโรแกรมแสดงผลของความต่างศักย์ไฟฟ้าต่อความสามารถในการแยกออก

ซาเลตและซิเทรตในปัสสาวะ โดยปรับค่าความต่างศักย์ไฟฟ้าเป็น (ก) -10 kV (ข) -15 
kV (ค) 20 kV (ง) -25 kV และ (จ) -30 kV พีค 1 คือ ออกซาเลต และ พีค 2 คือซิ
เทรต ส าหรับสภาวะอ่ืน ๆ ของ CE แสดงในรูปท่ี 10 

 
 ซึ่งจะเห็นได้ว่าที่ทุกศักย์ไฟฟ้าออกซาเลตและซิเทรตแยกออกจากพีคของเมทริกซ์อ่ืน ๆ ได้
อย่างชัดเจน แต่จากการทดลองพบว่าเมื่อลดค่าศักย์ไฟฟ้าลงเป็น -10 kV ท าให้การเคลื่อนที่ของสาร
มายังเครื่องตรวจวัดช้าลง ส่งผลให้เสียเวลาในการวิเคราะห์สารตัวอย่าง แต่หากเพ่ิ มความต่าง
ศักย์ไฟฟ้าเป็น -20 ถึง -30 kV สารจะเคลื่อนที่ออกมาเร็วขึ้นตามค่าศักย์ไฟฟ้าที่เพ่ิมขึ้นท าให้เวลาที่ใช้
ในการแยกลดลงและพีคของออกซาเลตและซิเทรตเข้ามาชิดกันมากขึ้น ซึ่งอาจท าให้พีคของเมทริกซ์
อ่ืน ๆ บดบังและรบกวนการแยกของออกซาเลตและซิเทรตได้ อีกทั้งยังพบว่าการเพ่ิมศักย์ไฟฟ้าที่ใช้
ในการแยกตั้งแต่ -20 kV ขึ้นไปมีผลท าให้กระแสไฟฟ้าในระบบมากขึ้นอาจเสี่ยงต่อการหยุดท างาน
ของเครื่องโดยอัตโนมัติ เนื่องจากกระแสไฟฟ้าที่สูงมากเกินไป (>200 µA) ดังนั้นการทดลองนี้จึง
เลือกใช้ความต่างศักย์ไฟฟ้า -15 kV ส าหรับการแยกออกซาเลตและซิเทรต ซึ่งให้ Rs ของพีคออกซา
เลตและซิเทรตเท่ากับ 2.80 และ 5.46 ตามล าดับ อิเล็กโทรเฟอโรแกรมแสดงการแยกที่ใช้ศักย์ไฟฟ้า
เท่ากับ -15 kV แสดงในรูปที่ 15 
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รูปที่ 15 อิเล็กโทรเฟอโรแกรมแสดงการแยกของพีคออกซาเลต (พีค 1) และซิเทรต (พีค 2) เมื่อ

ใช้ศักย์ไฟฟ้าในการแยกเท่ากับ -15 kV ส าหรับสภาวะอ่ืน ๆ ของ CE แสดงในรูปที่ 10 
 
4.2 การหาภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการเพิ่มความเข้มข้นแบบออนไลน์ (on-line 
preconcentration) ของออกซาเลตและซิเทรตโดยเทคนิค CE  

 ส าหรับการวิเคราะห์ปริมาณออกซาเลตและซิเทรตด้วยเทคนิค CE และตรวจวัดด้วยยูวี-วิสิ
เบิลนั้น พบว่ามีปัญหาเกิดขึ้นเนื่องจากออกซาเลตและซิเทรตมีความสามารถในการดูดกลืนยูวีได้ต่ า 
จึงส่งผลให้ไม่สามารถตรวจวัดที่ความเข้มข้นต่ าได้อย่างถูกต้อง ดังนั้นการพัฒนาวิธีการเพ่ิมความ
เข้มข้นของออกซาเลตและซิเทรตจึงมีความส าคัญที่จะช่วยให้เทคนิค CE สามารถตรวจวัดออกซาเลต
และซิเทรตในปริมาณต่ าได้อย่างมีประสิทธิภาพ ในงานวิจัยนี้ได้ใช้วิธีการเพ่ิมสารตัวอย่างในคอลัมน์
แบบออนไลน์โดยใช้การบรรจุสารเข้าไปในคะพิลลารีในปริมาณมากด้วยความดัน เมื่อให้ศักย์ไฟฟ้าใน
การแยก สารตัวอย่างจะเคลื่อนที่สวนทางกับ EOF พร้อมกับเมทริกซ์ถูกก าจัดออกโดย EOF จึงท าให้
โซนสารตัวอย่างแคบลงและมีความเข้มข้นสูงขึ้น จากสภาวะที่เหมาะสมโดยใช้ความเข้มข้นของ
ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 200 mM pH 8.0 และความต่างศักย์ไฟฟ้า -15 kV ดังกล่าวแล้วในหัวข้อ 4.1 
ขั้นตอนต่อมาท าการศึกษาการหาภาวะที่เหมาะสมในการเพ่ิมความเข้มข้นแบบออนไลน์ของออกซา
เลตและซิเทรต เพ่ือสามารถตรวจวัดปริมาณออกซาเลตและซิเทรตในปริมาณน้อย ๆ ได้อย่างถูกต้อง
และแม่นย า โดยท าการศึกษาปัจจัยต่าง ๆ ดังต่อไปนี้ 
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 4.2.1 ระยะเวลาที่ใช้ในการบรรจุสารตัวอย่าง 

ในการทดลองได้เลือกใช้วิธีการเพ่ิมความเข้มข้นของสารตัวอย่างในคะพิลลารีโดยใช้
การบรรจุสารตัวอย่างในปริมาณมากร่วมกับการก าจัดเมทริกซ์ออกจากระบบโดยใช้ EOF [11] ซึ่งได้
อธิบายวิธีการและขั้นตอนของวิธีดังกล่าวแล้วในหัวข้อ 2.8 ดังนั้นระยะเวลาในการบรรจุสารตัวอย่าง
จึงมีความส าคัญส าหรับการเพ่ิมความเข้มข้นโดยวิธีนี้ 
 ในรูปที่ 16 เป็นการใช้วิธีการเพ่ิมความเข้มข้นของสารแบบออนไลน์ดังกล่าวมาประยุกต์ใช้ใน
การเพ่ิมความเข้มข้นของออกซาเลตและซิเทรตในคะพิลลารี พบว่าเมื่อใช้ระยะเวลาในการบรรจุสาร
ตัวอย่างนานขึ้นจะท าให้พีคของออกซาเลตและซิเทรตสูงขึ้น นอกจากนี้ยังพบว่าเมื่อเพ่ิมระยะเวลาใน
การบรรจุสารตัวอย่างนานขึ้นท าให้สารเคลื่อนที่ออกมาได้เร็ วขึ้นอีกด้วย เนื่องมาจากการเพ่ิม
ระยะเวลาในการบรรจุสารตัวอย่างท าให้โซนสารตัวอย่างมีความยาวมากและเคลื่อนที่เข้าไปในคะพิล
ลารีได้มากขึ้นตามระยะเวลาในการบรรจุสารตัวอย่างที่เพ่ิมขึ้น ส่งผลให้เหลือระยะทางในคะพิลลารีที่
สารจะต้องเคลื่อนที่ถึงเครื่องตรวจวัดสั้นลง จึงมีผลท าให้สารใช้เวลาน้อยในการเคลื่อนที่ออกมายัง
เครื่องตรวจวัดหรือสารเคลื่อนที่ออกมาได้เร็วขึ้นนั่นเอง กล่าวคือการบรรจุสารในปริมาณมากท าให้
โซนของสารที่มีประจุลบไม่เคลื่อนที่ย้อนไปยังด้านบรรจุสารมากนักเนื่องจาก sample plug มี
ปริมาณมาก จึงท าให้อยู่ใกล้เครื่องตรวจวัดมากกว่า ดังนั้นระยะทางในการเคลื่อนที่ถึงเครื่องตรวจวัด
จึงสั้นกว่า (ดังแสดงในรูปที่ 6) ดังนั้นการเพ่ิมระยะเวลาในการบรรจุสารตัวอย่างจึงส่งผลให้สาร
เคลื่อนที่ออกมาจากคะพิลลารีได้เร็วขึ้นนั่นเอง จากการทดลองพบว่าออกซาเลตและซิเทรตให้ค่าการ
แยกอย่างสมบูรณ์เมื่อใช้ระยะเวลาในการบรรจุสารตัวอย่าง 10-70 วินาที หากบรรจุสารตัวอย่าง
มากกว่า 70 วินาทีจะท าให้พีคของสารตัวอย่างสูงขึ้นแต่พบว่าให้ค่าการแยกที่ไม่สมบูรณ์ อย่างไรก็
ตามจากการทดลองพบว่าการบรรจุสารตัวอย่างที่ 30 วินาทีก็เพียงพอแล้วส าหรับการตรวจวัดสาร
ออกซาเลตและซิเทรตในปริมาณน้อย ๆ โดยสามารถเพ่ิมความสูงของพีคออกซาเลตและซิเทรตได้
ประมาณ 2 เท่า และให้ค่าการแยกส าหรับออกซาเลตและซิเทรตเท่ากับ 2.49 และ 1.65 ตามล าดับ 
ถึงแม้ว่าการเพ่ิมระยะเวลาในการบรรจุสารตัวอย่างที่มากกว่า 30 วินาทีจะสามารถเพ่ิมความสูงของพี
คออกซาเลตและซิเทรตได้ดียิ่งขึ้น แต่จากการทดลองพบว่าอาจท าให้พีคของเมทริกซ์อ่ืน ๆ เข้ามาอยู่
ใกล้ชิดกับพีคของออกซาเลตและซิเทรตมากเกินไป ซึ่งมีโอกาสท าให้สูญเสียการแยกได้ 
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รูปที่ 16 อิเล็กโทรเฟอโรแกรมแสดงผลของเวลาที่ใช้ในการบรรจุสารตัวอย่างกับการเพิ่มความ

เข้มข้น ของออกซาเลตและซิเทรตในปัสสาวะ โดยปรับเวลาที่ใช้ในการบรรจุสาร
ตัวอย่างเป็น (ก) 10 และ (ข) 30 วินาที พีค 1 คือออกซาเลตและ พีค 2 คือซิเทรต 
ส าหรับสภาวะของ CE คือฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่ความเข้มข้น 200 mM pH 8.0 
ศักย์ไฟฟ้าที่ใช้ในการแยก -15 kV และสภาวะอ่ืน ๆ ของ CE แสดงในรูปที่ 10 

 
4.2.2 ความดันที่เหมาะสมในการบรรจุสารตัวอย่าง 

 นอกจากระยะเวลาที่ใช้ในการบรรจุสารตัวอย่างจะส่งผลถึงปริมาณสารตัวอย่างที่
บรรจุแล้ว ความดันที่ใช้ในการบรรจุสารตัวอย่างก็มีผลต่อปริมาณของสารตัวอย่างเช่นกัน ตามสมการ
ที่ 11 ดังนั้นจึงท าการศึกษาความดันที่เหมาะสมในการบรรจุสารตัวอย่างส าหรับการเพ่ิมความเข้มข้น
แบบออนไลน์ ผลการทดลองแสดงในรูปที่ 17 พบว่าเมื่อเพ่ิมความดันในการบรรจุสารตัวอย่างโดยใช้
ระยะเวลาในการบรรจุสารตัวอย่างคงที่ (10 วินาที) พีคของสารตัวอย่างจะกว้างขึ้น ซึ่งเป็นผลมาจาก
การใช้ความดันที่สูงขึ้นท าให้ด้านหน้าของโซนสารมีลักษณะเป็นแบบพาราโบลาและเกิดการกระจาย
ของโซนสาร ซึ่งจะคล้ายกับการเคลื่อนที่ของสารเนื่องมาจากการใช้ปั๊มใน HPLC จึงส่งผลให้พีคสาร
กว้างมากขึ้น จะเห็นได้ว่าการใช้ความดันที่ 0.5 psi เป็นความดันที่เหมาะสมในการบรรจุสารตัวอย่าง 
และหากเพ่ิมความดันมากกว่า 0.5 psi พีคของออกซาเลตและซิเทรตจะมีลักษณะกว้าง เป็นผล
เนื่องมาจากความดันที่มากขึ้นและในการบรรจุสารตัวอย่างท าให้เกิดการกระจายของพีคสารตัวอย่าง 
จึงท าให้พีคมีลักษณะไม่สมมาตร ดังนั้นจึงไม่ควรใช้ความดันสูงในการบรรจุสารตัวอย่างเพ่ือเพ่ิม
ปริมาณสารในคะพิลลารี แต่ควรเพ่ิมปริมาณโดยการเพ่ิมเวลาในการบรรจุสารตัวอย่างแทน และท า
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การบรรจุสารที่ความดัน 0.5 psi นอกจากนี้การใช้ความดันสูงขึ้นจะท าให้สารเคลื่อนที่ออกมาได้เร็ว
ขึ้นจนอาจสูญเสียการแยกได้ ทั้งนี้เพราะเมื่อใช้ความดันสูงขึ้น โซนสารตัวอย่างจะยาวขึ้น ท าให้เหลือ
ระยะทางในการเคลื่อนที่ไปสู่เครื่องตรวจวัดสั้นลง ซึ่งคล้ายกับกรณีการบรรจุสารตัวอย่างให้นานขึ้น
นั่นเอง 
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รูปที่ 17 อิเล็กโทรเฟอโรแกรมแสดงผลของความดันที่ใช้ในการบรรจุสารตัวอย่างกับการเพิ่ม

ความเข้มข้นของออกซาเลตและซิเทรตในปัสสาวะ โดยปรับความดันที่ใช้ในการบรรจุ
สารตัวอย่างเป็น (ก) 0.5 (ข) 1.0 (ค) 1.5 (ง) 2.0 (จ) 2.5 (ฉ) 3.0 (ช) 3.5 และ (ซ) 
4.0 psi พีค 1 คือออกซาเลตและพีค 2 คือซิเทรต โดยใช้ระยะเวลาในการบรรจุสาร
ตัวอย่าง 10 วินาที และสภาวะอ่ืน ๆ ของ CE แสดงในรปูท่ี 10 

 
 รูปที่ 18 แสดงการเปรียบเทียบการบรรจุสารตัวอย่างที่ 0.5, 1.5, 3.0 และ 4.0 psi จะเห็น
ว่าการใช้ความดันในการบรรจุสารตัวอย่างที่ 0.5 psi (รูปที่ 18 (ก)) พีคของออกซาเลตและซิเทรตมี
ลักษณะแคบและสูง ซึ่งแสดงถึงความดันที่เหมาะสมในการบรรจุสารตัวอย่างในคะพิลลารี เมื่อเพ่ิม
ความดันมากขึ้นในการบรรจุสารตัวอย่าง (รูปที่ 18 (ข-ง)) พีคจะมีลักษณะกว้างเกิดการกระจายของ
พีคอันเนื่องมาจากลักษณะโซนสารที่เป็นแบบพาราโบลา และหากเพ่ิมความดันมากเกินกว่า 2.0 psi 
พีคของเมทริกซ์อ่ืน ๆ จะเคลื่อนที่เข้ามาชิดและบดบังพีคของซิเทรตท าให้ไม่สามารถแยกสารดังกล่าว
ได้ ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงเลือกการบรรจุสารตัวอย่างในคะพิลลารีด้วยความดัน 0.5 psi ส าหรับการ
แยกออกซาเลตและซิเทรตในปัสสาวะ  
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รูปที่ 18 อิเล็กโทรเฟอโรแกรมแสดงผลของผลของความดันที่ใช้ในการบรรจุสารตัวอย่างกับการ

เพิ่มความเข้มข้นของออกซาเลตและซิเทรตในปัสสาวะ โดยปรับความดันที่ใช้ในการ
บรรจุสารตัวอย่างเป็น (ก) 0.5 psi (ข) 1.5 psi (ค) 3.0 psi และ (ง) 4.0 psi พีค 1 คือ 
ออกซาเลตและ พีค 2 คือซิเทรต โดยใช้ระยะเวลาในการบรรจุสารตัวอย่าง 10 วินาที
และสภาวะอ่ืน ๆ ของ CE แสดงในรูปที่ 10 

 
4.3 การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีที่พัฒนาขึ้น 

 จากการทดลองในหัวข้อ 4.1 และ 4.2 ท าได้สภาวะที่เหมาะสมในการแยกและสภาวะที่
เหมาะสมในการเพ่ิมความเข้มข้นของสารตัวอย่างโดยเทคนิค CE ซึ่งได้แก่ ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ความ
เข้มข้น 200 mM pH 8.0 ศักย์ไฟฟ้าที่ใช้ในการแยก -15 kV ระยะเวลาในการบรรจุสารตัวอย่าง 30 
วินาทีส าหรับการตรวจวัดตัวอย่างออกซาเลตและซิเทรตในปริมาณน้อย ๆ แต่จะใช้ระยะเวลาในการ
บรรจุสารตัวอย่าง 10 วินาทีส าหรับการตรวจวัดออกซาเลตและซิเทรตในปริมาณปกติที่เครื่องมือ
สามารถวิเคราะห์ได้พีคที่สูงเพียงพอส าหรับการวิเคราะห์ที่ถูกต้อง และใช้ความดันในการบรรจุสาร
ตัวอย่าง 0.5 psi ขั้นตอนต่อมาตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีที่พัฒนาขึ้นโดยวิธีการดังต่อไปนี้ 
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 4.3.1 ขีดจ ากัดของการตรวจวัดและขีดจ ากัดการวิเคราะห์เชิงปริมาณด้วยเครื่องมือ 
(Limit of detection, LOD and limit of quantitation, LOQ) 

  ท าได้โดยการเตรียมสารละลายมาตรฐานออกซาเลตและซิเทรต จากนั้นท าการเจือจาง
สารละลายมาตรฐาน และน าไปวิเคราะห์ด้วยเทคนิค CE ตามวิธีที่ได้พัฒนาขึ้นอย่างน้อย 3 ซ้ า และ
วัดอัตราส่วนของสัญญาณต่อสัญญาณรบกวน (signal to noise ratio, S/N) จนกระทั่งได้ค่าสัญญาณ
ใกล้เคียง 3 ส าหรับ LOD และ 10 ส าหรับ LOQ ตามหัวข้อในหัวข้อ 3.6.1 ผลการทดลองแสดงดัง
ตารางที่ 10 พบว่าการเพ่ิมระยะเวลาในการบรรจุสารตัวอย่างเป็นเวลา 90 วินาทีได้ค่า LOD ส าหรับ
ออกซาเลตและซิเทรตเท่ากับ 0.003 และ 0.013 ppm ตามล าดับ และค่า LOQ ส าหรับออกซาเลต
และซิเทรตเท่ากับ 0.013 และ 0.033 ppm ตามล าดับ ซึ่งพบว่าสามารถเพ่ิม LOD และ LOQ เมื่อ
เปรียบเทียบกับการบรรจุสารตัวอย่างตามระยะเวลาปกติ (10 วินาที) ได้ถึงปริมาณ 200 เท่าทั้งออก
ซาเลตและซิเทรต เมื่อเปรียบเทียบกับงานวิจัยก่อนหน้านี้เช่น ในปี ค.ศ. 2010 Muñoz และคณะได้
พัฒนาและหาภาวะที่เหมาะสมในการตรวจวัดออกซาเลต ซิเทรต กรดยูริก และครีเอทินีน ในปัสสาวะ 
โดยใช้ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ ความเข้มข้น 50 mM pH 6.5 และใช้เทคนิค CZE ในการวิเคราะห์สาร 
พบว่า LOD ของการตรวจวัดสารดังกล่าวเท่ากับ 0.46, 2.6, 3.8 และ 1.3 ppm ตามล าดับ [7] จะ
เห็นได้ว่าถึงแม้วิธีที่พัฒนาขึ้นมีค่า LOD ส าหรับออกซาเลตและซิเทรตน้อยกว่างานวิจัยดังกล่าว แต่วิธี
ที่ใช้ในงานวิจัยนี้สามารถท าได้ง่ายและสามารถเพ่ิมความเข้มข้นสารแบบออนไลน์ส าหรับการหา
ปริมาณออกซาเลตที่มีอยู่ในปัสสาวะในปริมาณต่ า ๆ ได้อย่างมีประสิทธิภาพ  

 
ตารางท่ี 10 ขีดจ ากัดของการตรวจวัดและขีดจ ากัดการวิเคราะห์เชิงปริมาณด้วยเครื่องมือ  

ระยะเวลาในการบรรจุสาร
ตัวอย่าง (วินาที) 

ออกซาเลต ซิเทรต 
LOD (ppm) LOQ (ppm) LOD (ppm) LOQ (ppm) 

10 0.657 3.285 2.628 6.571 
20 0.526 1.314 1.971 5.257 
30 0.329 0.657 1.314 3.943 
40 0.197 0.329 0.657 2.628 
50 0.131 0.197 0.329 1.314 
60 0.066 0.131 0.197 0.657 
70 0.033 0.066 0.053 0.329 
80 0.007 0.033 0.033 0.066 
90 0.003 0.013 0.013 0.033 
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4.3.2 กราฟมาตรฐาน (calibration curve) 

 ในการวิเคราะห์ออกซาเลตและซิเทรตในแต่ละวันจะท าการสร้างกราฟมาตรฐานตาม
ตารางที่ 5 จากนั้นน าไปวิเคราะห์ด้วยเทคนิค CE โดยใช้สภาวะที่เหมาะสมที่ได้พัฒนาขึ้นโดยท าการ
วิเคราะห์ออกซาเลตและซิเทรตความเข้มข้นละ 3 ครั้ง จากนั้นหาค่าเฉลี่ยของ Acorr เพ่ือสร้างกราฟ
มาตรฐานดังแสดงในรูปที่ 19 และได้สมการเส้นตรงดังแสดงในตารางที่ 11 จากผลการทดลองจะเห็น
ได้ว่าความสัมพันธ์ระหว่าง Acorr และความเข้มข้นของสารมาตรฐานออกซาเลตและซิเทรตมี
ความสัมพันธ์ในลักษณะเชิงเส้นตรงสูง จะเห็นได้จากค่า R2 ของออกซาเลตและซิเทรตเท่ากับ 0.9987 
และ 0.9997 ตามล าดับ 
 

 
 
รูปที่ 19 กราฟมาตรฐานของออกซาเลต (ก) แ ละซิเทรต (ข) ส าหรับการวิเคราะห์ออกซาเลต

และซิเทรตในปัสสาวะโดยเทคนิค CE สภาวะของ CE คือความเข้มข้นของฟอสเฟต
บัฟเฟอร์ที่ 200 mM pH 8.0 คะพิลลารีคอลัมน์เป็น uncoated fused silica ขนาด
เส้นผ่านศูนย์กลางภายใน 50 µm ยาว 40.2 cm (30 cm ถึงเครื่องตรวจวัด) 
ศักย์ไฟฟ้า -15 kV บรรจุสารด้วยความดัน 0.5 psi เป็นเวลา10 วินาที และตรวจวัด
ด้วยยูวี-วิสิเบิลที่ความยาวคลื่น 195 nm 

   
 
 
 
 

y = 144.42x - 446.72 
R² = 0.9987 
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ตารางท่ี 11 สมการเส้นตรงของกราฟมาตรฐานของออกซาเลตและซิเทรตส าหรับการวิเคราะห์
ออกซาเลตและซิเทรตในปัสสาวะโดยเทคนิค CE  

กราฟ
มาตรฐาน 

ช่วงความเข้มข้น (ppm) 
สมการเชิงเส้นตรง 

ความชัน จุดตัดแกน y R2 

ออกซาเลต 5-100 114.42 446.72 0.9987 
ซิเทรต 10-500 47.206 44.997 0.9997 

 
4.3.4 ความแม่น (Accuracy) 

การหาความแม่นสามารถท าได้ตามหัวข้อ 3.6.3 โดยเตรียมความเข้มข้นดังตารางที่ 6 
จากนั้นน าไปวิเคราะห์ด้วยเทคนิค CE โดยใช้สภาวะที่เหมาะสมที่ได้พัฒนาขึ้นความเข้มข้นละ 10 ครั้ง
เพ่ือหาความแม่นย าของการวิเคราะห์ด้วยวิธีที่พัฒนาขึ้น และน าค่า Acorr  จากผลการทดลองที่ได้มา
หาปริมาณของออกซาเลตและซิเทรตเทียบกับกราฟมาตรฐานในรูปที่ 19 จากนั้นน าค่าที่ได้มา
ค านวณหาร้อยละของการคืนกลับ (%recovery) โดยใช้สมการ 23 ผลการทดลองแสดงในตารางที่ 
12 จากผลการทดลองหาความแม่นของการวิเคราะห์ออกซาเลตและซิเทรตในปัสสาวะโดยวิธีที่
พัฒนาขึ้นและใช้การบรรจุสารตัวอย่างแบบปกติ (10 วินาที) พบว่าร้อยละของการคืนกลับอยู่ในช่วง 
98-108% ส าหรับออกซาเลตและ 103-106% ส าหรับซิเทรต ซึ่งอยู่ในช่วงที่ยอมรับได้ในช่วงร้อยละ
ของการคืนกลับ 80-110% ส าหรับความเข้มข้นในช่วง 0.1-10 ppm และ 90-107% ส าหรับความ
เข้มข้นในช่วง 10-100 ppm [23] นอกจากนี้ได้ท าการหาร้อยละของการคืนกลับเพ่ือทดลองความ
แม่นของการวิเคราะห์ออกซาเลตและซิเทรตในปัสสาวะ ส าหรับการบรรจุสารตัวอย่างในปริมาณมาก 
(30 วินาที) ผลการทดลองแสดงในตารางที่ 13 พบว่าร้อยละของการคืนกลับเท่ากับ 98.95% ส าหรับ
ออกซาเลตและ 102.66% ส าหรับซิเทรต ซึ่งอยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้เช่นเดียวกับการทดสอบความ
แม่นส าหรับการบรรจุสารตัวอย่างแบบปกติ แสดงให้เห็นถึงความถูกต้องและแม่นย าของเครื่องมือ
และวิธีที่ได้พัฒนาขึ้นส าหรับการเพ่ิมความเข้มข้นและการแยกออกซาเลตและซิเทรตในปัสสาวะ 
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ตารางท่ี 12 ความแม่นของการวิเคราะห์ออกซาเลตและซิเทรตในปัสสาวะ เม่ือใช้การบรรจุสาร
ตัวอย่างแบบปกติ (10 วินาที) (จ านวนการวิเคราะห์ n=10) 

สารตัวอย่าง ความเข้มข้นที่เติม (ppm) 
ความเข้มข้นที่วัดได้ 

(±SD) 
Recoveries (%) 

(±SD) 

ออกซาเลต 5 5.42±0.13 108.37±2.53 
50 49.43±1.27 98.86±2.53 
80 78.81±0.73 98.51±0.91 

ซิเทรต 10 10.36±0.65 103.57±6.52 
100 104.95±4.13 104.95±4.13 
300 318.87±1.86 106.29±3.95 

 
ตารางท่ี 13 ความแม่นของการวิเคราะห์ออกซาเลตและซิเทรตในปัสสาวะเมื่อใช้การบรรจุสาร

ตัวอย่างปริมาณมาก (30 วินาที) (จ านวนการวิเคราะห์ n=10) 

สารตัวอย่าง ความเข้มข้นที่เติม (ppm) 
ความเข้มข้นที่วัดได้ 

  (±SD) 
Recoveries (%) 

(±SD) 

ออกซาเลต 50 49.48±0.42 98.95±0.83 
ซิเทรต 100 102.66±4.61 102.66±4.61 

 
 4.3.5 ความเที่ยง (Precision) 

ท าได้โดยการวิเคราะห์ผลจากการทดลองในหัวข้อ 4.3.4 โดยค านวณ Acorr ของสาร
และวิเคราะห์หาความเข้มข้นของสารโดยเทียบกับกราฟมาตรฐานในรูป  19 จะได้ปริมาณออกซาเลต
และซิเทรตที่มีอยู่ในสารตัวอย่าง และความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานออกซาเลตและซิเทรตที่
เติมลงไป จากนั้นสามารถค านวณ %RSD ได้จากสมการ 24 เพ่ือหาความเที่ยงภายในวันเดียวกัน โดย
เทียบการบรรจุสารแบบปกติ (10 วินาที) กับการบรรจุสารในปริมาณมาก (30 วินาที) ผลการทดลอง
ดังแสดงในตารางที่ 14 พบว่ามีค่าความเที่ยงสูงทั้งการบรรจุสารตัวอย่างแบบปกติและการบรรจุสาร
ตัวอย่างในปริมาณมาก (30 วินาที) กล่าวคือในการทดลองได้ค่า %RSD<4% ส าหรับทั้งไมเกรชันไทม์ 
(tm) และ Acorr และ %RSD<5 ส าหรับปริมาณที่ตรวจวัดได้ แสดงว่าวิธีที่พัฒนาขึ้นมีความเที่ยงสูงและ
อยู่ในช่วงที่ยอมรับได้ [23] และวิธีการบรรจุสารตัวอย่างในปริมาณมากให้ความเที่ยงที่สูงเช่นเดียวกับ
การบรรจุสารตัวอย่างแบบปกติ เมื่อเปรียบเทียบความเที่ยงระหว่างวันโดยท าติดต่อกัน 3 วัน ผลการ
ทดลองดังแสดงในตารางที่ 15 พบว่า %RSD<5 ส าหรับทั้งไมเกรชันไทม์ (tm) และ Acorr ซึ่งส่งผลให้ 
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%RSD<5 ส าหรับความเข้มข้นที่ตรวจวัดได้อยู่ในช่วงที่ยอมรับได้เช่นเดียวกับการทดสอบความภายใน
วันเดียวกัน ซึ่งแสดงว่าเครื่องมือและวิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้นมีประสิทธิภาพสูงเพียงพอส าหรับการ
วิเคราะห์ที่ติดต่อกันหลายวัน 
 
ตารางท่ี 14 ความเที่ยงภายในวันเดียวกันของการวิเคราะห์ออกซาเลตและซิเทรตในปัสสาวะด้วย

เทคนิค CE ที่ได้พัฒนาขึ้นโดยท าการบรรจุสารตัวอย่าง 10 และ 30 วินาที (จ านวน
การวิเคราะห์ n=10) 

สาร
ตัวอย่าง 

ความ
เข้มข้น 
ที่เติม
(ppm) 

%RSD 
(ค่าเฉลี่ยของ tm) 

%RSD 
(ค่าเฉลี่ยของ Acorr) 

%RSD 
(ค่าเฉลี่ยของความเข้มข้น) 

10 วินาที 30 วินาที 10 วินาที 30 วินาที 10 วินาที 30 วินาที 

ออกซาเลต 50 
2.27 
(5.45) 

0.39 
(5.23) 

3.75 
(5514.84) 

0.77 
(17431.50) 

2.56 
(49.43) 

0.84 
(49.48) 

ซิเทรต 100 
3.27 

(13.77) 
2.06 

(11.68) 
2.88 

(5746.83) 
1.09 

(17396.45) 
3.93 

(104.95) 
4.48 

(102.66) 

 
ตารางท่ี 15 ความเที่ยงระหว่างวันของการวิเคราะห์ออกซาเลตและซิเทรตในปัสสาวะด้วยเทคนิค 

CE ที่พัฒนาขึ้นโดยใช้ระยะเวลาในการบรรจุสารตัวอย่างเท่ากับ 10 วินาที (จ านวน
การวิเคราะห์ n=10)  

สาร
ตัวอย่าง 

 

ความ
เข้มข้นท่ี

เติม 
(ppm) 

ค่า 

วันท่ี 

%RSD 
%RSD 

(ค่าเฉลี่ยของ
ความเข้มข้น) 1 2 3 

ออกซาเลต 
 

50 
tm 5.48 5.56 5.43 1.45 4.86 

(49.88) Acorr 6060.25 5770.20 5734.80 4.86 

ซิเทรต 
 

100 
tm 12.53 12.67 12.43 4.54 4.35 

(102.98) Acorr 5929.30 5949.72 6037.64 4.35 

 
 4.3.6 การประยุกต์วิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้นในการหาปริมาณออกซาเลตและซิเทรตใน
ปัสสาวะและการเปรียบเทียบวิธีที่พัฒนาขึ้นกับวิธีมาตรฐาน (enzymatic method)  

  เพ่ือเป็นการยืนยันว่าวิธีการวิเคราะห์ปริมาณออกซาเลตและซิเทรตที่พัฒนาขึ้นนั้นมี
ความน่าเชื่อถือเมื่อเปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐานที่ได้รับการยอมรับ จึงท าการเปรียบเทียบการ
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วิเคราะห์โดยการหาปริมาณออกซาเลตและซิเทรตด้วยวิธีทั้งสอง กล่าวคือเซตหนึ่งเป็นการตรวจวัด
ปริมาณออกซาเลตและซิเทรตโดยเทคนิค CE ที่พัฒนาขึ้นและอีกเซตหนึ่งเป็นการตรวจวัดปริมาณ
ออกซาเลตและซิเทรตโดยใช้วิธีมาตรฐานโดยใช้ชุดทดสอบ การทดสอบทั้งสองวิธีจะใช้ตัวอย่าง
ปัสสาวะตัวอย่างเดียวกัน สารละลายมาตรฐานที่เตรียมในชุดเดียวกัน ท าการวิเคราะห์ในวันเดียวกัน 
เพ่ือเป็นการลดความผิดพลาดที่อาจเกิดขึ้นในระหว่างการวิเคราะห์ ปริมาณออกซาเลตในปัสสาวะที่
น ามาวิเคราะห์นั้นมีความเข้มข้นแบ่งเป็น 3 ระดับ กล่าวคือช่วงความเข้มข้นของออกซาเลตใน
ปัสสาวะของคนปกติคือ 1-20 ppm ซึ่งเป็นการตรวจเพ่ือยืนยันว่าอุปกรณ์และเครื่องมือรวมถึง
สภาวะที่พัฒนาขึ้นสามารถตรวจวัดปริมาณสารในปริมาณน้อย ๆ ได้อย่างถูกต้อง ช่วงถัดมาคือ 20-40 
ppm และช่วงความเข้มข้นของออกซาเลตที่มากกว่า 40 ppm ซึ่งเป็นช่วงปริมาณออกซาเลตที่พบใน
ปัสสาวะของคนป่วยโรคนิ่วไต [24] ส าหรับปริมาณของซิเทรตในคนปกติส่วนใหญ่ความเข้มข้นของซิ
เทรตในปัสสาวะจะมากกว่า 200 ppm และในผู้ป่วยปริมาณของซิทเรตโดยเฉลี่ยจะมากกว่า 100 
ppm [3] จึงไม่มีปัญหาในการตรวจวัดซิเทรต ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงแบ่งสารตัวอย่างเป็น 3 กลุ่มตาม
ความเข้มข้นของออกซาเลต จากนั้นน าสารตัวอย่างทั้งหมดไปท าการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค CE โดยใช้
สภาวะที่เหมาะสมควบคู่กับการวิเคราะห์ด้วยชุดทดสอบออกซาเลตและซิเทรตตามวิธีทดลองในหัวข้อ 
3.6.6  
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รูปที่ 20 อิเล็กโทรเฟอโรแกรมของการตรวจวัดปริมาณออกซาเลตและซิเทรตในปัสสาวะทีค่วาม

เข้มข้นต่ า (11.81 และ 44.97 ppm ตามล าดับ) สภาวะของ CE ที่ใช้คือบรรจุสารด้วย
ความดัน 0.5 psi เป็นเวลา10 วินาทีและสภาวะอ่ืน ๆ ของ CE แสดงในรูปที่ 19 
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รูปที่ 21 อิเล็กโทรเฟอโรแกรมของการตรวจวัดปริมาณออกซาเลตและซิเทรตในปัสสาวะที่ความ

เข้มข้นระดับกลาง (30.58 และ 240 ppm ตามล าดับ) สภาวะของ CE ที่ใช้คือบรรจุ
สารด้วยความดัน 0.5 psi เป็นเวลา10 วินาทีและสภาวะอ่ืน ๆ ของ CE แสดงในรูปที่ 
19 
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รูปที่ 22 อิเล็กโทรเฟอโรแกรมของการตรวจวัดปริมาณออกซาเลตและซิเทรตในปัสสาวะท่ีความ

เข้มข้นสูง (108.19 และ 315.57 ppm ตามล าดับ) สภาวะของ CE ที่ใช้คือบรรจุสาร
ด้วยความดัน 0.5 psi เป็นเวลา10 วินาทีและสภาวะอ่ืน ๆ ของ CE แสดงในรูปที่ 19 
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 เมื่อได้ผลการทดลองโดยใช้เอนไซม์แล้ว จากนั้นน ามาเปรียบเทียบกับผลการตรวจวัด      
ออกซาเลตโดยใช้เทคนิค CE จากวิธีที่ได้พัฒนาขึ้น น าผลการวิเคราะห์ทั้งสองวิธีมาเปรียบเทียบกัน 
กล่าวคือเซตหนึ่งเป็นการตรวจวัดปริมาณออกซาเลตและซิเทรตโดยเทคนิค CE ใช้สภาวะ CE ที่
พัฒนาขึ้นและอีกเซตหนึ่งเป็นการตรวจวัดปริมาณออกซาเลตและซิเทรตโดยใช้วิธีมาตรฐาน  จากนั้น
เปรียบเทียบผลของทั้งสองวิธีโดยการทดสอบแบบที (the student test, t) ซึ่งได้อธิบายแล้วหัวข้อที่ 
2.3 ผลการเปรียบเทียบแสดงในตาราง 16 พบว่าเมื่อค านวณค่า t ของออกซาเลตและซิเทรตได้
เท่ากับ 0.32 และ 1.43 ตามล าดับ เมื่อเปรียบเทียบวิธีทั้งสองที่ระดับขั้นความเสรีเท่ากับ 40 (จ านวน
วิเคราะห์ n = 41) ค่า t ที่ลิมิตความเชื่อมั่น 95% (ตารางที่ 1) เท่ากับ 2.00 ซึ่งมีค่ามากกว่าค่า t ที่
ค านวณได้ ดังนั้นจึงสรุปได้ว่าไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญระหว่างผลการวิเคราะห์ของทั้งสอง
วิธี [22]  
 นอกจากนี้ในรูปที่ 23 ยังสามารถยืนยันความน่าเชื่อถือของวิธีที่พัฒนาขึ้นว่ามีความถูกต้อง 
กล่าวคือการวิเคราะห์หาปริมาณออกซาเลตและซิเทรตโดยวิธีที่พัฒนาขึ้นมีความสัมพันธ์เป็นเส้นตรงที่
ดีมากกับวิธีมาตรฐาน โดยมี intraclass correlation coefficient ส าหรับออกซาเลตและซิเทรต
เท่ากับ 0.977 และ 0.970 ตามล าดับ (ตามเกณฑ์ค่า intraclass correlation coefficient อยู่ในช่วง 
0.81-0.98 ที่ความเชื่อม่ันร้อยละ 95) [25] 
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ตารางท่ี 16 ความเข้มข้นของออกซาเลตและซิเทรตที่วิเคราะห์ได้โดยใช้เทคนิค CE ตามสภาวะท่ี
ได้พัฒนาขึ้น โดยใช้การบรรจุสารตัวอย่างท่ี 10 วินาทีกับวิธีมาตรฐาน (enzymatic 
method) ก (จ านวนวิเคราะห์ n=41) 

ตัวอย่าง 
ออกซาเลต (ppm) ซิเทรต (ppm) 

CE (±SD) enzymatic assay CE (±SD) 
enzymatic 

assay 

1 14.17±0.10 9.27 15.35±0.50 36.25 
2 9.65±0.29 10.27 40.25±3.44 22.84 
3 15.87±0.54 11.27 21.92±0.67 41.20 
4 16.80±0.11 12.27 40.91±0.96 41.73 
5 14.64±0.09 11.73 22.71±1.08 19.26 
6 18.10±0.63 16.21 32.56±0.23 20.04 
7 11.81±1.02 18.01 44.97±1.34 23.84 
8 12.12±0.90 26.76 129.76±3.87 103.39 
9 12.52±0.51 14.27 78.58±2.05 124.08 
10 8.53±0.05 9.07 63.61±0.41 162.16 
11 13.42±0.04 13.63 155.43±2.82 178.48 
12 13.96±0.12 11.07 259.42±1.62 240.82 
13 14.11±0.09 16.81 370.27±1.59 353.86 
14 20.77±0.27 13.27 227.18±2.46 255.78 
15 22.53±0.05 22.58 234.45±1.82 231.02 
16 24.09±0.10 21.35 318.64±1.26 294.44 
17 22.62±0.33 28.48 275.14±1.63 238.64 
18 21.17±0.54 21.66 233.52±2.61 229.98 
20 30.58±1.13 18.60 240.98±0.45 228.38 
21 20.28±0.24 0.24 266.12±1.76 281.02 
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ตารางที่ 16 ผลของความเข้มข้นของออกซาเลตและซิเทรตโดยเทคนิค CE ตามสภาวะที่ได้
พัฒนาขึ้น โดยการบรรจุสารตัวอย่างที่ 10 วินาทีกับวิธีมาตรฐาน (enzymatic 
assay) ก (จ านวนวิเคราะห์ n=41) (ต่อ) 

ตัวอย่าง 
ออกซาเลต (ppm) ซิเทรต (ppm) 

CE (±SD) 
enzymatic 

assay 
CE (±SD) 

enzymatic 
assay 

22 25.80±0.42 23.09 15.35±0.50 36.25 
23 24.55±0.56 21.44 69.46±1.65 82.48 
24 108.19±0.37 103.85 315.57±1.38 283.64 
25 104.40±0.22 109.42 178.96±3.10 199.42 
26 102.19±0.44 105.31 125.59±1.63 144.00 
27 99.24±0.35 110.68 182.56±0.73 192.09 
28 93.98±0.26 94.80 144.15±0.33 168.52 
29 131.59±0.65 132.43 178.58±0.96 176.10 
30 124.21±0.12 123.93 142.98±2.15 151.59 
31 93.64±0.58 116.03 151.81±6.39 163.07 
32 125.23±0.40 125.38 164.34±0.94 179.67 
33 94.50±0.12 118.20 111.50±0.99 127.05 
34 171.06±0.39 142.87 167.32±1.20 169.33 
35 121.65±0.09 150.59 123.30±1.16 153.16 
36 132.11±0.77 128.82 151.70±1.46 147.07 
37 92.08±0.50 114.85 122.17±1.56 143.13 
38 150.61±0.45 121.94 46.13±0.92 43.89 
39 126.79±1.12 124.51 93.49±0.68 90.57 
40 133.97±0.08 131.84 125.05±1.46 131.01 
41 21.45±1.25 25.97 131.01±1.29 134.14 

ก Paired t-test: ออกซาเลต, tcal = 0.60, ttable (95%) =2.00 และซิเทรต tcal = 1.89, ttable (95%) 
=2.00 



 

 

67 

 
 
รูปที่ 23 ความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณออกซาเลต (ก) และซิเทรต (ข) ที่ตรวจวัดได้โดยใช้เทคนิค 

CE ที่ได้พัฒนาขึ้นกับวิธีมาตรฐาน (enzymatic method)  
โดยมี intraclass correlation coefficient ส าหรับออกซาเลตและซิเทรตเท่ากับ 
0.977 และ 0.970  

 
 นอกจากนี้ยังได้เปรียบเทียบการหาปริมาณออกซาเลตและซิเทรตโดยเทคนิค CE ที่ใช้เวลาใน
การบรรจุสารตัวอย่าง 10 วินาทีเปรียบเทียบกับ 30 วินาที ผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 17 
พบว่าค่า t ที่ได้จากการค านวณ (ในหัวข้อ 2.3) ของออกซาเลตและซิเทรตได้เท่ากับ 0.42 และ 2.13 
ตามล าดับ เมื่อเปรียบเทียบวิธีทั้งสองที่ระดับขั้นความเสรีเท่ากับ 9 (จ านวนวิเคราะห์ n = 10) ค่า t 
ค่า t ที่ลิมิตความเชื่อมั่น 95% (ตารางที่ 1) เท่ากับ 2.26 ซึ่งมีค่ามากกว่าค่า t ที่ค านวณ [22] ซึ่ง
แสดงว่าผลการวิเคราะห์ทั้งสองวิธีไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ นั่นคือวิธีที่พัฒนาขึ้น
มีความน่าเชื่อถือ สามารถใช้ในการวิเคราะห์หาปริมาณออกซาเลตและซิเทรตได้อย่างถูกต้อง แม่นย า 
และมีประสิทธิภาพ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

y = 0.9926x + 0.9214 
R² = 0.9541 
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ตารางท่ี 17 ปริมาณของออกซาเลตและซิเทรตที่วิเคราะห์ได้โดยเทคนิค CE ตามสภาวะท่ีได้
พัฒนาขึ้น โดยการบรรจุสารตัวอย่างท่ี 30 วินาทีกับวิธีมาตรฐาน (enzymatic 
assay) ก (จ านวนวิเคราะห์ n=10) 

ตัวอย่าง 
ออกซาเลต (ppm) ซิเทรต (ppm) 

CE (±SD) enzymatic assay CE (±SD) 
enzymatic 

assay 

1 10.23±0.09 9.50 44.94±0.61 40.97 
2 3.68±0.04 4.18 7.13±0.11 4.20 
3 3.64±0.09 5.84 14.92±0.64 13.42 
4 5.04±0.18 6.14 7.92±0.01 8.98 
5 5.34±0.19 6.16 65.79±2.12 42.89 
6 4.43±0.12 6.93 54.25±0.82 45.39 
7 5.61±0.04 7.28 43.32±0.64 35.76 
8 0.62±0.02 0.56 48.80±1.48 46.39 
9 7.57±0.06 8.13 43.40±1.06 30.09 
10 5.83±0.03 7.58 124.89±2.94 131.65 

ก Paired t-test: ออกซาเลต, tcal = 0.42, ttable (95%) =2.26 และซิเทรต tcal = 2.13, ttable (95%) 
=2.26 
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บทที ่5  

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และข้อเสนอแนะ 

 
การศึกษาภาวะที่เหมาะสมของการแยกออกซาเลตและซิเทรตด้วยเทคนิค CE โดยเริ่มต้น

จากการหาพีเอชและความเข้มข้นของฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่เหมาะสมในการแยกออกซาเลตและซิเทรต 
พบว่าที่ความเข้มข้นของฟอสเฟตบัฟเฟอร์เท่ากับ 200 mM pH 8.0 และใช้ศักย์ไฟฟ้าในการแยก
เท่ากับ -15 kV ร่วมกับสภาวะอ่ืนๆของ CE คือ uncoated fused silica capillary ขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 50 µm ความยาว 40.2 cm (30 cm ถึงเครื่องตรวจวัด) ความดันที่ใช้ในการบรรจุสาร
ตัวอย่าง 0.5 psi เป็นเวลา 10 วินาที และตรวจวัดด้วยยูวี-วิสิเบิลที่ความยาวคลื่น 195 nm ผลการ
ทดลองจากการใช้สภาวะดังกล่าวในการแยกออกซาเลตและซิเทรตพบว่าอิเล็กโทรฟิโรแกรมของออก
ซาเลตและซิเทรตแยกจากพีคของเมทริกซ์อ่ืน ๆ ได้อย่างสมบูรณ์ กล่าวคือมีค่าการแยก (Rs) ส าหรับ
ออกซาเลตและซิเทรตเท่ากับ 2.80 และ 5.46 ตามล าดับ 

ขั้นตอนต่อมาท าการศึกษาการหาภาวะที่เหมาะสมในการเพ่ิมความเข้มข้นแบบออนไลน์ของ
ออกซาเลตและซิเทรต เพ่ือสามารถตรวจวัดปริมาณออกซาเลตและซิเทรตในปริมาณต่ า ๆ ได้อย่าง
ถูกต้องและแม่นย า ด้วยวิธีการเพ่ิมความเข้มข้นของสารตัวอย่างในคะพิลลารีโดยใช้การบรรจุสาร
ตัวอย่างในปริมาณมากด้วยความดัน ร่วมกับการก าจัดเมทริกซ์ออกจากระบบโดยใช้ EOF โดยศึกษา
ระยะเวลาในการบรรจุสารตัวอย่างและความดันที่เหมาะสมในการบรรจุสารตัวอย่างพบว่า ที่ความดัน 
0.5 psi เป็นความดันที่เหมาะสมส าหรับการบรรจุสารตัวอย่าง เพราะหากเพ่ิมความดันมากกว่า 0.5 
พีคของออกซาเลตและซิเทรตจะมีลักษณะกว้างเป็นผลเนื่องมาจากความดันที่มากเกินไปในการบรรจุ
สารตัวอย่างท าให้เกิดการกระจายของพีคสารตัวอย่างจึงท าให้พีคมีความกว้างและสูญเสียการแยก 
และเมื่อใช้ระยะเวลาในการบรรจุสารตัวอย่างเพ่ิมขึ้นท าให้พีคของออกซาเลตและซิเทรตสูงขึ้น 
อย่างไรก็ตามจากการทดลองพบว่าการบรรจุสารตัวอย่างที่ 30 วินาทีก็เพียงพอส าหรับการตรวจวัด
ออกซาเลตและซิเทรตปริมาณต่ า ๆ ถ้าใช้เวลาในการบรรจุสารตัวอย่างมากกว่า 30 วินาทีจะสามารถ
เพ่ิมความสูงของพีคออกซาเลตและซิเทรตได้ดียิ่งขึ้น แต่พบว่าพีคของเมทริกซ์อ่ืน ๆ อาจเข้ามาอยู่ใกล้
กับพีคของออกซาเลตและซิเทรตมากเกินไปและอาจบดบังพีคของสารทั้งสองได้ ด้วยเหตุนี้การบรรจุ
สารตัวอย่างเวลา 30 วินาทีก็เพียงพอที่จะวิเคราะห์หาปริมาณออกซาเลตและซิเทรตในระดับต่ าได้
อย่างถูกต้อง และให้ค่าการแยกส าหรับออกซาเลตและซิเทรตเท่ากับ 2.49 และ 1.65 ตามล าดับ แต่
ถ้ามีปริมาณออกซาเลตและซิเทรตไม่ต่ าจนเกินไป (≥20ppm) การบรรจุสารตัวอย่างแบบปกติที่เวลา 
10 วินาทีก็เพียงพอที่จะสามารถวิเคราะห์ปริมาณได้อย่างถูกต้อง 
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เมื่อได้สภาวะที่เหมาะสมทั้งการแยกออกซาเลตและซิเทรตและการเพ่ิมความเข้มข้นแบบ
ออนไลน์ด้วยวิธีการบรรจุสารตัวอย่างในปริมาณมากด้วยความดันร่วมกับการก าจัดเมทริกซ์ออกจาก
ระบบโดยใช้ EOF กล่าวคือ สภาวะที่เหมาะสมของ CE คือความเข้มข้นของฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 200 
mM pH 8.0 โดยใช้ศักย์ไฟฟ้าในการแยกเท่ากับ -15 kV ร่วมกับสภาวะอ่ืนๆของ CE คือ uncoated 
fused silica capillary ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 50 µm ความยาว 40.2 cm (30 cm ถึงเครื่อง
ตรวจวัด) ความดันที่ใช้ในการบรรจุสารตัวอย่าง 0.5 psi เป็นเวลา 10 วินาทีส าหรับตัวอย่างที่มีความ
เข้มข้นของออกซาเลตและซิเทรตปานกลางถึงสูง (≥20ppm) และใช้ระยะเวลาในการบรรจุสาร
ตัวอย่าง 30 วินาทีส าหรับตัวอย่างปัสสาวะที่มีความเข้มข้นของออกซาเลตและซิเทรตต่ า ๆ 
(≤20ppm) และตรวจวัดด้วยยูวี-วิสิเบิลที่ความยาวคลื่น 195 nm จากนั้นตรวจสอบความใช้ได้ของวิธี
ที่พัฒนาขึ้นพบว่าการเพ่ิมระยะเวลาในการบรรจุสารตัวอย่างเป็นเวลา 90 วินาทีได้ค่า LOD ส าหรับ
ออกซาเลตและซิเทรตเท่ากับ 0.003 และ 0.013 ตามล าดับ และค่า LOQ ส าหรับออกซาเลตและซิ
เทรตเท่ากับ 0.013 และ 0.033 ตามล าดับ ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับการบรรจุสารตัวอย่างตาม
ระยะเวลาปกติ (10 วินาที) พบว่าสามารถเพ่ิมความสูงของพีคออกซาเลตและซิเทรตได้ถึงประมาณ 
200 เท่า นอกจากนี้ผลการทดลองทดสอบความแม่นและความเที่ยงของวิธีที่พัฒนาขึ้นภายในวัน
เดียวกัน (ท าการทดสอบ 10 ซ้ า) และระหว่างวันเป็นเวลา 3 วันติดต่อกัน (ท าการทดสอบ 10 ซ้ า) ผล
การทดสอบพบว่า 

ความแม่นภายในวันเดียวกันของการวิเคราะห์ออกซาเลตและซิเทรตในปัสสาวะ ส าหรับวิธีที่
พัฒนาขึ้นเมื่อใช้การบรรจุสารตัวอย่างแบบปกติ (10 วินาที) พบว่าร้อยละของการคืนกลับอยู่ในช่วง 
98-108% ส าหรับออกซาเลตและ 103-106% ส าหรับซิเทรต และการบรรจุสารตัวอย่างในปริมาณ
มาก (30 วินาที) พบว่าร้อยละของการคืนกลับเท่ากับ 98.95% ส าหรับออกซาเลตและ 102.66% 
ส าหรับซิเทรต ซึ่งอยู่ในเกณฑ์ท่ียอมรับได้  

การทดสอบความเที่ยงพบว่ามีค่าความเที่ยงสูงทั้งการบรรจุสารตัวอย่างแบบปกติและการ
บรรจุสารตัวอย่างในปริมาณมาก ค่า %RSD<4 ส าหรับทั้งไมเกรชันไทม์ (tm) และ Acorr และ 
%RSD<5 ส าหรับปริมาณที่ตรวจวัดได้ เมื่อเปรียบเทียบความเที่ยงระหว่างวันโดยท าติดต่อกัน 3 วัน 
ผลการทดลองพบว่า %RSD<5 ส าหรับทั้งไมเกรชันไทม์ (tm) และ Acorr ซึ่งส่งผลให้ %RSD<5 ส าหรับ
ความเข้มข้นที่ตรวจวัดได้ ซึ่งอยู่ในช่วงที่ยอมรับได้เช่นเดียวกับการทดสอบความภายในวันเดียวกัน ซึ่ง
แสดงว่าเครื่องมือและวิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้นมีประสิทธิภาพสูงเพียงพอส าหรับการวิเคราะห์ที่
ติดต่อกันหลายวัน 

การประยุกต์วิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้นในการหาปริมาณออกซาเลตและซิเทรตในปัสสาวะและ
การเปรียบเทียบวิธีที่พัฒนาขึ้นกับวิธีมาตรฐานที่ใช้กันในปัจจุบัน (enzymatic method) พบว่าวิธีที่
พัฒนาขึ้นสามารถตรวจวัดปริมาณออกซาเลตที่ 3 ระดับความเข้มข้นคือ 0-20 ppm 20-40 และ
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มากกว่า 40 ppm ในตัวอย่างปัสสาวะได้อย่างมีประสิทธิภาพ และให้ผลการตรวจวัดปริมาณเป็นที่น่า
พอใจ เมื่อเปรียบเทียบปริมาณวิเคราะห์ที่ได้จากวิธีที่พัฒนาขึ้นกับค่าการตรวจวัดปริมาณออกซาเลต
และซิเทรตที่ได้จากวิธีมาตรฐานโดยใช้เอนไซม์ พบว่าผลการทดลองที่ได้จากทั้งสองวิธีไม่มีความ
แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% นอกจากนี้เมื่อน าผลการทดลองจาก
ทั้งสองวิธีมาสร้างเป็นกราฟเพ่ือหาความสัมพันธ์ พบว่าค่า intraclass correlation coefficient 
ส าหรับออกซาเลตและซิเทรตเท่ากับ 0.977 และ 0.970 ตามล าดับ แสดงว่าผลการวิเคราะห์ที่ได้จาก
วิธีที่พัฒนาขึ้นมีความสัมพันธ์ตามเกณฑ์ท่ีดีมากเมื่อเทียบกับวิธีมาตรฐาน 

กล่าวโดยสรุปการศึกษาวิธีการเพ่ิมความเข้มข้นแบบออนไลน์ (on-line preconcentration) 
และตรวจวัดด้วยยูวี-วิสิเบิลนั้น พบว่าวิธีเพ่ิมความเข้มข้นโดยการบรรจุสารตัวอย่างในปริมาณมาก
และก าจัดเมทริกซ์ออกโดยใช้ EOF สามารถช่วยท าให้วิเคราะห์ปริมาณออกซาเลตและซิเทรตมีความ
ถูกต้องน่าเชื่อถือมากขึ้น และการวิเคราะห์ด้วย CE นั้นสามารถท าได้อย่างรวดเร็ว จึงท าให้เหมาะที่
จะใช้เป็นวิธีวิเคราะห์ปริมาณออกซาเลตและซิเทรตเพ่ือประโยชน์ในการรักษาผู้ป่วยโรคนิ่วไต และ
สามารถหาทางป้องกันการเกิดโรคนิ่วไตได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
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ภาคผนวก 

 
1. เตรียมคะพิลลารีให้พร้อมใช้งาน (capillary condition) ก่อนการทดลอง  

ก่อนน าคอลัมน์ใหม่หรือคอลัมน์ที่ไม่ได้ใช้งานเป็นเวลานานมาวิเคราะห์ด้วยเครื่อง Capillary 
Electrophoresis (CE) ต้อง rinse ด้วยสารละลายดังต่อไปนี้ 

- rinse ด้วย Methanol เป็นเวลา 30 นาท ี
- rinse ด้วย 1 M NaOH เป็นเวลา 30 นาท ี

 - rinse ด้วย 0.1 M NaOH เป็นเวลา 30 นาท ี
 - rinse ด้วย Milli-Q เป็นเวลา 30 นาท ี
 - rinse ด้วย 0.1 M H3PO4 เป็นเวลา 30 นาท ี
 - rinse ด้วย Milli-Q เป็นเวลา 30 นาท ี
 

2. การเตรียมสารละลายเพ่ือวัดปริมาณออกซาเลตโดยใช้ชุดตรวจวัดออกซาเลต (oxalate kit) 
- Reagent A 1 ขวดละลายในน้ าปราศจากไอออนปริมาตร 10 mL (ใช้ทดสอบได้จ านวน 20 

ตัวอย่าง)  

- Reagent B 1 ขวดละลายในน้ าปราศจากไอออนปริมาตร 2 mL (ใช้ทดสอบได้จ านวน 40 

ตัวอย่าง) 

 
3. การเตรียมสารละลายเพ่ือวัดปริมาณซิเทรตโดยใช้ชุดตรวจวัดซิเทรต (citrate kit) 

- NADH/PVP 1 ขวดละลายในน้ าปราศจากไอออนปริมาตร 16 mL (ใช้ทดสอบได้จ านวน 
30 ตัวอย่าง) 

- Citrate lyase 1 ขวดละลายในน้ าปราศจากไอออนปริมาตร 0.55 mL (ใช้ทดสอบได้
จ านวน 2 ตัวอย่าง) 
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