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บทคัดย่อ 

ในงานวิจัยนี้พัฒนาวิธีการเตรียมตัวอย่างด้วยวิธีการตกตะกอนโปรตีน ส าหรับตรวจวัดปริมาณ

ไอโอดีนในไข่ไก่โดยใช้เครื่องไอออนโครมาโทกราฟี โดยศึกษาปัจจัยที่ส่งผลต่อประสิทธิภาพการตกตะกอน

โปรตีน ได้แก่ ชนิดตัวท าละลายโดยการสังเกตลักษณะทางกายภาพของตัวอย่างไข่ไก่หลังผ่านวิธีการเตรียม

ตัวอย่าง และประสิทธิภาพของวิธีการเตรียมตัวอย่าง โดยประเมินจากเปอร์เซ็นต์ค่าการคืนกลับจากการเติม

สารละลายไอโอไดด์และไอโอเดตที่ความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่าวิธีการตกตะกอนโปรตีนด้วยเมทา

นอลและอะซิโตไนไตรล์ร่วมกับกรดฟอร์มิกเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ สามารถก าจัดเมทริกซไ์ข่ไกไ่ด้สารละลายใส

ที่สุด จากเปอร์เซ็นต์ค่าการคืนกลับพบว่าเมทานอลมีความสามารถในการตกตะกอนไอโอไดด์และไอโอเดต

ดีกว่าอะซิโตไนไตรล์ เมทริกซ์ในไข่ไก่มีผลต่อการวัดปริมาณไอโอไดด์และไอโอเดต เมื่อน าวิธีการเตรียม

ตัวอย่างที่พัฒนาขึ้นไปหาปริมาณไอโอดีนในไข่ไก่เสริมไอโอดีน พบว่าได้ปริมาณไอโอไดด์ในไข่เสริมไอโอดีน 

ตัวอย่างที่ 1 0.4103 ไมโครกรัมต่อฟอง และ 0.4534 ไมโครกรัมต่อฟอง มีเปอร์เซ็นต์ค่าความผิดพลาด

สัมพัทธ์ -6 ถึง 4 เปอร์เซ็นต์ และ มีปริมาณไอโอไดด์ในไข่เสริมไอโอดีน ตัวอย่างที่ 2 0.8320 ไมโครกรัมต่อ

ฟอง และ 0.5223 ไมโครกรัมต่อฟอง ตามล าดับ มีเปอร์เซ็นต์ค่าความผิดพลาดสัมพัทธ์ 65 ถึง 78 

เปอร์เซ็นต ์ 

ค าส าคัญ: ไอออนโครมาโทกราฟี, การตกตะกอนโปรตีน, ไอโอดีน 
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Abstract 

In this research, was developed sample preparation method using protein 

precipitation technique for determination of iodine content in chicken eggs using ion 

chromatography. Parameters that affect protein precipitation efficiency were studied; 

such as types of organic solvent by observing the physical characteristics of the egg 

samples and matrix effect by evaluating the %recovery of spiked iodide and iodate 

in egg sample at the concentration of 5 mg/L. Protein precipitation method with 

organic solvent either MeOH or ACN with an addition of 1 %formic acid could 

physically remove egg matrix effectively. Regarding to the recovery study, methanol 

had showed a better performance in removing egg matrix for determination of iodide 

and iodate than acetonitrile. However, the %recovery showed that the egg matrix 

significantly affects the determination of iodide and iodate in the egg samples. The 

method was applied for determination of iodine content in the iodine enriched egg 

samples. The iodine content in iodine enriched egg sample 1 was 0.4103 µg/egg and 

0.4534 µg/egg with %relative error of -6 – 4%. The iodine content in iodine enriched 

egg sample 2 was 0.8320 µg/egg and 0.5223 µg/egg with %relative error of 65 – 78%. 

Keywords: Ion chromatography, Protein precipitation, Iodine 
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สารละลายกรดฟอร์มิกในอะซิโตไนไตรล์ต่าง ๆ 29 

รูปที่ 3.5 แสดงลักษณะทางกายภาพเมื่อท าการตกตะกอนโปรตีนในไข่ไก่ที่เปอร์เซ็นต์ความเข้มข้น

สารละลายกรดฟอร์มิกในเมทานอลต่าง ๆ 30 



 บทที่ 1 
บทน า 

 

 1.1 ความเป็นมาและมูลเหตุจูงใจ 
ไอโอดีน (Iodine) เป็นแร่ธาตุที่มีปริมาณน้อยในร่างกายมนุษย์ พบที่ต่อมไทรอยด์เป็นหลัก และมี

บทบาทส าคัญในการสร้างฮอร์โมนไทรอยด์ การขาดสารไอโอดีนเป็นอันตรายต่อสุขภาพของบุคคลทั่วโลก 
โดยเฉพาะอย่างยิ่งในหมู่เด็กก่อนวัยเรียนและสตรีมีครรภ์ในประเทศที่มีรายได้ต่ า ปัญหาและความผิดปกติ
เหล่านี้สามารถขจัดได้ด้วยการบริโภคไอโอดีนอย่างเพียงพอซึ่งเป็นวัตถุประสงค์หลักของทั่วโลก หากท าได้
จริงก็จะสามารถก าจัดการขาดสารไอโอดีนได้ โดยปกติร่างกายต้องการไอโอดีนประมาณ 150 ไมโครกรัม
ต่อวัน [1-2] การเสริมไอโอดีนในอาหารจึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่งที่ช่วยควบคุมการขาดไอโอดีนได้ เช่น การ
เสริมไอโอดีนในนม และไข่ไก่เป็นต้น [3] ไข่ไก่เป็นวัตถุดิบส าคัญในการประกอบอาหาร ส าหรับประชากร
เกือบทุกเชื้อชาติบนโลกมีการบริโภคกันอย่างแพร่หลาย เนื่องด้วยราคาที่ถูก หาได้ง่าย และสามารถน าไป
ประกอบอาหารได้หลายชนิด ไม่ว่าจะคาวหรือหวาน และจัดเป็นอาหารที่ได้รับความนิยมมากในกลุ่ม
ประชากรไทย ดังนั้นการเสริมไอโอดีนในไข่ไก่จึงเป็นทางเลือกหนึ่ง [4] การก าหนดปริมาณไอโอดีนใน
อาหารเสริมไอโอดีนจึงเป็นสิ่งส าคัญที่ช่วยควบคุมคุณภาพของผลิตภัณฑ์อาหารและให้ข้อมูลเกี่ยวกับ
ปริมาณไอโอดีนแก่ผู้บริโภคได้ ดังนั้นการพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณไอโอดีนในไข่ไก่เป็นสิ่งส าคัญและ
จ าเป็นอย่างยิ่ง 

วิธีการวิเคราะห์ส าหรับการตรวจวัดไอโอดีนมีอยู่หลายวิธี เช่น อินดักทีฟ คัปเปิล พลาสมา-
แมสสเปกโตรเมตรี (Inductively-Coupled Plasma - Mass Spectrometry, ICP-MS) [5-6], แก๊สโคร
มาโทรกราฟี-แมสสเปคสเปคโทรมิเตอร์ (Gas Chromatograph-Mass Spectrometer, GC-MS) [7-8] 
สเปกโทรโฟโตเมตรี (Spectrophotometry) [9] นอกจากนี้ยังมีเทคนิคไอออนโครมาโทกราฟี (ion 
chromatography, IC) เป็นเทคนิคการแยกโดยอาศัยการแลกเปลี่ยนไอออนเมื่อท าการตรวจวัดไอโอดีน
จะท าให้วัดได้ทั้งไอโอไดด์และไอโอเดตเมื่อท าการรันสารเพียงครั้งเดียว แต่ เนื่องจากองค์ประกอบของ
ตัวอย่างไข่ไม่สามารถตรวจวัดได้โดยตรง และจ าเป็นต้องท าการเตรียมตัวอย่างก่อนตรวจวัดด้วยเครื่อง
ไอออนโครมาโทกราฟี เพ่ือก าจัดองค์ประกอบของตัวอย่างไข่ และช่วยให้ไอโอดีนอยู่ในรูปที่เหมาะสมก่อน
น าไปวิเคราะห์หาปริมาณ โดยจะขึ้นอยู่กับตัวอย่าง เมทริกซ์ และระดับความเข้มข้นที่ต้องใช้ในการ
วิเคราะห์ 



2 
 

จากงานวิจัยก่อนหน้ามีการใช้หลายเทคนิคในการเตรียมตัวอย่างที่เหมาะสมส าหรับวิเคราะห์
ปริมาณไอโอดีน เช่น วิธีเผาให้เป็นขี้เถ้าที่อุณหภูมิสูง (Alkali dry ashing) [10] ด้วยเทคนิคนี้สารอินทรีย์
ในกลุ่มตัวอย่างจะถูกท าลาย ไอโอดีนที่ถูกปล่อยให้เป็นอิสระจะได้รับการวิเคราะห์ แม้ว่าจะเป็นวิธีที่มี
ประสิทธิภาพ แต่วิธีการนี้ใช้เวลาค่อนข้างนานเนื่องจากมีหลายขั้นตอน อาจมีข้อเสียคือ ไอโอดีนบางส่วน
ระเหยกลายเป็นไอ และตัวอย่างเกิดการปนเปื้อนเนื่องจากฝุ่นละอองในอากาศ นอกจากนี้ อนุภาคที่
เกิดขึ้นภายในเตาเผาความร้อนสูงอาจเป็นสาเหตุของการที่แบลงค์มีค่าสูง และไม่คงที่ซึ่งไม่สามารถ
ยอมรับได้ในกรณีที่ความเข้มข้นของไอโอดีนในแบลงค์และสารตัวอย่างมีค่าใกล้เคียงกัน วิธีตกตะกอน
โปรตีนโดยใช้ตัวท าละลายอินทรีย์ [13] จึงเป็นอีกทางเลือกที่ถูกน ามาใช้ในการเตรียมตัวอย่าง พบว่าข้อดี
ของการตกตะกอนด้วยวิธีนี้สามารถน าโปรตีนออกได้ง่ายในสภาวะที่ไม่รุนแรงและมีขั้นตอนน้อยกว่า ซึ่ง
แต่ละเทคนิคมีความเหมาะสมต่อวิธีวิเคราะห์แตกต่างกันไป โดยผู้วิจัยสนใจพัฒนาเตรียมตัวอย่างไข่ไก่
ด้วยเทคนิคการตกตะกอนโปรตีนที่เหมาะสมส าหรับการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคไอออนโครมาโทกราฟี [11] 

จากข้อมูลข้างต้น ผู้วิจัยจึงสนใจศึกษาตัวท าละลายอินทรีย์ที่เหมาะสมส าหรับการตกตะกอน
โปรตีนในไข่ไก่เพ่ือพัฒนาวิธีการวิเคราะห์หาปริมาณไอโอดีนโดยใช้เครื่องไอออนโครมาโทกราฟีด้วยอิ
เล็กทริคอลคอนดักติวิตี (ion chromatography with electrical conductivity detector) ได ้

 

1.2 วัตถุประสงค์และขอบเขตงานวิจัย 
 พัฒนาวิธีการเตรียมตัวอย่างด้วยวิธีการตกตะกอนโปรตีน ส าหรับตรวจวัดปริมาณไอโอดีนในไข่ไก่

โดยใช้เครื่องไอออนโครมาโทกราฟีด้วยอิเล็กทริคอลคอนดักติวิตี 

 

1.3 งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
งานวิจัยที่เกี่ยวกับการเตรียมตัวอย่างก่อนท าการตรวจวัดด้วยเครื่องมือ และการวิเ คราะห์

ปริมาณไอโอดีนในตัวอย่างต่าง ๆ ด้วยเครื่องไอออนโครมาโทกราฟี ดังนี้ 

ค.ศ. 1988 Buchberger [12] ท าการตรวจวัดปริมาณไอโอไดด์และโบรไมด์ ในตัวอย่าง เซรั่ม, 

นม, เกลือ และน้ า ด้วยไอออนโครมาโทกราฟีโดยใช้ post-column reaction ตรวจวัด ซึ่งสามารถ

ตรวจวัดไอโอไดด์และโบรไมด์ในตัวอย่างสารชีวภาพและน้ า โดยไม่ต้องท าการเตรียมตัวอย่าง 
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ค.ศ. 1990 Chadha และคณะ [13] ท าการหาปริมาณไอโอไดด์ในตัวอย่าง ได้แก่ ผลิตภัณฑ์นม 

และเกลือแกงโดยไอออนโครมาโตกราฟี ด้วยอิเล็กทริคอลคอนดักติวิตี ท าการเตรียมสารตัวอย่างโดยใช้เม

ทานอลเพ่ือตกตะกอนโปรในนม ก าจัดตัวท าละลายอินทรีย์จากการสกัดด้วยวัฏภาคของแข็ง (solid-

phase extraction, SPE) ก่อนตรวจวัดด้วยเครื่องไอออนโครมาโทกราฟี ส่วนเกลือแกงจะถูกเจือจางแล้ว

ท าการกรองก่อนตรวจวัด 

ค.ศ. 2001 Below และคณะ [14] ท าการหาปริมาณไอโอไดด์ในปัสสาวะโดยวิธีโครมาโทกราฟี

แบบคูไ่อออน ด้วยอิเล็กทริคอลคอนดักติวิตี โดยท าการศึกษาปัจจัยที่ส่งผลต่อการวิเคราะห์ ได้แก่ ผลของ 

pH, ความเข้มข้นของคู่ไอออน, สัดส่วนของตัวท าละลายอินทรีย์ และ สารอินทรีย์ที่เป็นส่วนประกอบของ

สารละลายบัฟเฟอร์ เช่นเดียวกับความเข้มข้นของเกลือที่เป็นตัวชะ โดยอิเล็กทริคอลคอนดักติวิตีจะเพ่ิม

ความไวในการตรวจวัด 

ค.ศ. 2015 Srivorakul [15] ได้ตรวจวัดปริมาณไอโอดีนในไข่สดจากบริษัทต่าง ๆ ท าการเตรียม

สารตัวอย่างด้วยกรดไตรคลอโรอะซิติก (Trichloroacetic Acid, TCA) นอกจากนี้ยั งได้ท าการ

เปรียบเทียบกับวิธีการเผาให้เป็นขี้เถ้าที่อุณหภูมิสู ง (alkali dry ashing) และวิธีตกตะกอนโปรตีนด้วย

โซเดียม โดเดคซิล ซัลเฟต (sodium dodecyl sulfate, SDS) โดยใช้เทคนิคการตรวจวัดเชิงสีด้วย

ปฏิกิริยาแซนเดลล์-คอลทอฟ 

ค.ศ. 2018 Niemann [16] พัฒนาวิธีเพ่ือตรวจวัดและยืนยันไอโอไดด์และไทโอไซยาเนตในนมผง

และนมผงที่ดัดแปลงให้คล้ายนมแม่ ด้วยเครื่องไอออนโครมาโทกราฟีโดยใช้โฟโตไดโอดอาร์เรย์ 

photodiode array ตรวจวัด ใช้การปั่นเหวี่ยงแบบอัลตราฟิลเตรชัน (centrifugal ultrafiltration) พบ

ไอโอไดด์ที ่0.3 ถึง 1.3 มิลลิกรัม/กิโลกรัม มีขีดจ ากัดของการตรวจวัดที่ 0.04 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ซ่ึงเป็น

ค่าความเข้มข้นของสารที่ต่ าที่สุดที่สามารถวัดได้อย่างถูกต้องแม่นย า 

ค.ศ. 2018 Malongo และคณะ [17] ท าการตกตะกอนโปรตีนโดยใช้ตัวท าละลายอินทรีย์คือเม

ทานอล และ อะซิโตไนไตร์ลที่มีความเข้มข้นสารละลายกรดแอซิติก 1 เปอร์เซ็นต์ เพ่ือหาปริมาณไอโอไดด์

ที่มีความไวสูงในตัวอย่าง ได้แก่ เกลือแกง, อาหารทะเล, นม และ ยาที่มีไอโอดีนเป็นส่วนประกอบ ด้วย

ไอออนโครมาโตกราฟี โดยแอมเพอโรเมตริกที่มีขั้วอิเล็กโทรด เป็น silver-based solid carbon paste 

โดยความว่องไวของไอโอไดด์ในตัวอย่างจริงจะขึ้นกับขนาดอนุภาคเงินที่น ามาตรวจวัด  
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จากงานวิจัยที่ผ่านมาจะเห็นว่า มีการใช้เทคนิคการตกตะกอนโปรตีนโดยใช้ตัวท าละลายอินทรีย์

เพ่ือวิเคราะห์ปริมาณไอโอดีนด้วยเทคนิคไอออนโครมาโทกราฟีแต่ยังไม่มีการน าไปใช้กับตัวอย่างไข่ไก่  

ดังนั้น งานวิจัยนี้จึงสนใจพัฒนาวิธีการเตรียมตัวอย่างด้วยวิธีการตกตะกอนโปรตีนจากตัวท าละลาย

อินทรีย์ และตรวจวัดปริมาณไอโอดีนในไข่ไก่โดยใช้เครื่องไอออนโครมาโทกราฟีด้วยอิเล็กทริคอลคอนดักติ

วิตี 

 

1.4 ทฤษฎีที่เกี่ยวข้อง 

1.4.1 องค์ประกอบของไข่ไก่  
ไข่เป็นอาหารที่ถูกน ามาบริโภคในครัวเรือนอย่างแพร่หลาย ประกอบด้วย เปลือกไข่ที่ท าหน้าที่

ป้องกันอันตรายต่อไข่ขาวและไข่แดง ซึ่งรวมกันอยู่ภายใต้เนื้อเยื่อบาง ๆ หลายชั้น โดยองค์ประกอบของ

ไข่ไก่ท่ีมีความส าคัญกับมนุษย์คือไข่ขาวและไข่แดง 

1.4.1.1 ไข่แดง (egg yolk) 
ไข่แดง เป็นส่วนประกอบของไข่ โดยอยู่ภายในเปลือกไข่ ประกอบด้วยสารอาหารไว้ใช้เลี้ยงตัว

อ่อน เมื่อรวมกับไข่ขาวจะเป็นเซลล์เดียวจนกว่าจะมีการปฏิสนธิ ไข่แดงมี 36% ของน้ าหนักทั้งหมด โดย

ตารางที่ 1.1 แสดงองค์ประกอบของไข่แดง ซึ่งมีไขมัน และโปรตีนเป็นส่วนประกอบหลัก 

ตารางท่ี 1.1 องค์ประกอบของไข่แดง [18] 

 Dry yolk (%) 

ไขมัน 62.5 

โปรตีน 33.0 

คาร์โบไฮเดรต 1.0 

แร่ธาตุ 3.5 
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ไขมันมีเฉพาะในไข่แดง คิดเป็น 5-6 กรัม ในไข่ 60 กรัม ไขมันเกือบทั้งหมดอยู่ในรูปไลโปโปรตีน

เชิงซ้อนในไข่แดง ไขมันไข่แดงส่วนใหญ่อยู่ในรูป ไตรเอซิลกลีเซอรอล (Triacylglycerol), ฟอสโฟลิพิด 

(phospholipid) และ คอเลสเตอรอล ( Cholesterol ) อิสระ ไตรเอซิลกลีเซอรอลและฟอสโฟลิพิดเป็น

องค์ประกอบหลักในไข่แดง 65% และ 32% ตามล าดับ โปรตีนไข่ที่อยู่ในไข่แดงเป็นไลโปโปรตีน 

(Lipoprotein) ซึ่งมีความหนาแน่นต่ าและความหนาแน่นสูง ไลโปโปรตีนหนาแน่นต่ า (Low-density 

lipoprotein, LDL) เป็นโปรตีนที่ส าคัญมีถึง 65% ของโปรตีนไข่แดงทั้งหมด ไลโพโปรตีนหนาแน่นสูง 

(High-density lipoprotein, HDL) อยู่ในรูปสารเชิงซ้อนกับฟอสโฟโปรตีน (phosphoprotein) เรียกว่า 

ฟอสวิทิน (phosvitin) เป็น 80% ของฟอสฟอรัสในไข่ ซึ่งได้มาจากไวเทลโลเจนิน (Vitellogenin, VTG) 

ที่สร้างขึ้นในตับ นอกจากนี้ยังมีโปรตีนอ่ืน ๆ ในไข่แดง เช่น ไลเวติน (Livetin) และ โปรตีนที่จับกับไรโบฟ

ลาวิน (riboflavin-binding protein) 

1.4.1.2 ไข่ขาว (egg white) 

ไข่ขาว (egg white) มีอยู่ประมาณร้อยละ 58 ของน้ าหนักไข่ทั้งฟอง เป็นส่วนของเหลวข้นหนืด

ล้อมรอบไข่แดง และยังช่วยเสริมอาหารให้ตัวอ่อนที่ก าลังเติบโตด้วย ในไข่ขาวประกอบด้วยโปรตีนส าคัญ 

ดังตาราง 1.2 เช่น โอแวลบูมิน (ovalbumin), โอโวทรานส์เฟอร์ริน (ovotransferrin), โอโวมิวคอยด์ 

(ovomucoid), โอโวมิวซิน (ovomucin) และ ไลโซไซม์ (lysozyme) คิดเป็น 83% ของโปรตีนไข่ขาว

ทั้งหมด โปรตีนย่อยอื่น ๆ พบที่ความเข้มข้นต่ า คิดเป็น 17% ของโปรตีนไข่ขาวทั้งหมด  

ตารางท่ี 1.2 องค์ประกอบของไข่ขาว [18] 

โปรตีน Dry egg white (%) 

โอแวลบูมิน (ovalbumin) 54 

โคแนลบลูมิน (conalbumin) 13 

โอโวมิวคอยด์ (ovomucoid) 1.2 

ไลโซโซม (lysosome) 3.5 
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1.4.2 วิธีการตกตะกอนโปรตีน [19] 
โดยทั่วไป พ้ืนผิวของโมเลกุลโปรตีนประกอบไปด้วยส่วนที่ชอบน้ าและไม่ชอบน้ า ส่วนต่าง  ๆ 

เหล่านี้มีความส าคัญต่อการละลายของโปรตีน ความสามารถในการละลายของโปรตีนส่วนใหญ่ขึ้นอยู่กับ

อันตรกิริยาระหว่างโปรตีนหรือการลดลงของอันตรกิริยาระหว่างโปรตีนกับน้ า ท าให้โปรตีนเกิดการ

ตกตะกอน  

 

รูปที่ 1.1 การกระจายของประจุและบริเวณไม่ชอบน  าน  าในโมเลกุลโปรตีน [19] 

 

1.4.2.1 การตกตะกอนโปรตีนด้วยจุดไอโซอิเล็กทริก 

จุดไอโซอิเล็กทริกคือจุดของค่า pH ที่โมเลกุลกรดอะมิโนมีประจุสุทธิเป็นศูนย์ เมื่อกรดอะมิโนใน

สารละลายมีค่า pH ที่สอดคล้องกับจุดไอโซอิเล็กทริก โดยที่อันตรกิริยาระหว่างโปรตีนจะเพ่ิมขึ้น การ

ละลายของโปรตีนจะลดลง และโปรตีนจะเกิดการตกตะกอนในสารละลาย รูปที่ 1.2 แสดงการตกตะกอน

ของโปรตีนเมื่อมีค่า pH ใกล้เคียงกับจุดไอโซอิเล็กทริก โปรตีนแบ่งออกเป็น 2 ประเภทตามจุดไอโซอิเล็กท

ริก คือ โปรตีนที่เป็นเบสมีจุดไอโซอิเล็กทริกสูงกว่า pH 7 และโปรตีนที่เป็นกรดจะมีค่าไอโซอิเล็กทริกต่ า

กว่า pH 7 จากข้อมูลดังกล่าว จึงบอกได้ว่าส่วนประกอบของโปรตีนและจุดไอโซอิเล็กทริกมีความส าคัญ

ส าหรับการตกตะกอนโปรตีน 
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รูปที่ 1.2 การละลายของโปรตีนที่ pH รอบจุดไอโซอิเล็กทริก [19] 

 

1.4.2.2 การตกตะกอนโปรตีนโดยใช้เกลือท่ีมีความเข้มข้นสูง 

ในสภาพปกติ โปรตีนจะละลายอยู่ในน้ า เมื่อเติมเกลือที่มีความเข้มข้นสูงลงไป น้ าจะถูกดึงออก

จากโมเลกุลโปรตีน ดังรูป 1.3 โดยจะลดอันตรกิริยาระหว่างโปรตีนกับน้ า ส่งผลให้อันตรกิริยาระหว่าง

โปรตีนเพ่ิมขึ้น คุณสมบัติและลักษณะที่ส าคัญของเกลือที่ใช้ในการท าการแยกโดยการเติมเกลือ (salting 

out) คือคุณสมบัติการละลายของเกลือและความสามารถในการเกิดการแยกโดยเติมเกลือของประจุ

ไอออน 

 

รูปที่ 1.3 โมเลกุลของน  ารอบ ๆ บริเวณไม่ชอบน  าบนพื นผิวของโปรตีน [19] 
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1.4.2.3 การตกตะกอนโดยใช้ตัวท าละลายอินทรีย์ 
ตัวท าละลายอินทรีย์ เช่น เอทานอลและอะซิโตนถูกน ามาใช้อย่างแพร่หลายเพ่ือตกตะกอน

โปรตีน เนื่องจากสามารถละลายน้ าได้ โดยตัวท าละลายอินทรีย์จะลดค่าคงที่ไดอิเล็กทริกของน้ า ส่งผลให้

อันตรกิริยาระหว่างโปรตีนกับน้ าลดลงและอันตรกิริยาระหว่างโปรตีนจะเพ่ิมข้ึน ดังรูป 1.4 

 

รูปที่ 1.4 การเกาะกลุ่มของโปรตีนโดยการตกตะกอนโปรตีนด้วยตัวท าละลายอินทรีย์ [19] 

 

1.4.2.4 การตกตะกอนโปรตีนด้วยโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตและอะซิเตทบัฟเฟอร์ 
การตกตะกอนโปรตีนด้วยโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตและอะซิเตทบัฟเฟอร์ เป็นส่วนหนึ่งของเทคนิค

ในการแยกพลาสมิด โซเดียมโดเดซิลซัลเฟตเป็นสารลดแรงตึงผิวชนิดแอนไอออนิก เมื่อใส่ลงไปในโปรตีน 

โซเดียมโดเดซิลซัลเฟตสามารถคลายกลุ่มก้อนโปรตีน ท าให้เกิดโปรตีนที่คลายตัวแล้วที่เป็นประจุลบ ดัง

แสดงในรูป 1.5 บัฟเฟอร์ที่เติมลงไปเพ่ือท าให้ประจุของโปรตีนเป็นกลาง ท าให้เกิดการรวมตัวกันและ

ตกตะกอน 
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รูปที่ 1.5 โมเลกุลโปรตีนหลังจากใส่โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต [19] 

 

1.4.2.5 การตกตะกอนโปรตีนด้วยกรดไตรคลอโรแอซีติก 
กรดไตรคลอโรแอซีติกมีการน ามาใช้อย่างแพร่หลายในฐานะตัวตกตะกอนโปรตีน การตกตะกอน

ด้วยกรดไตรคลอโรแอซีติกนั้นเข้าใจยากและไม่ชัดเจน อาจอธิบายได้ว่าประจุลบของไตรคลอโรอะซิเตด

อาจหยุดอันตรกิริยาระหว่างโปรตีน ส่งผลให้โปรตีนที่คลายออกเกิดการรวมตัวกัน โปรตีนที่ถูกคลายออก 

สามารถสัมผัสพื้นผิวที่ไม่มีข้ัว ก่อให้เกิดการรวมตัวและตกตะกอน 

1.4.3 ไอออนโครมาโทกราฟี (Ion chromatography)  
ไอออนโครมาโทกราฟีเป็นเครื่องมือที่ใช้ส าหรับวิเคราะห์สารในรูปไอออน โดยอาศัยหลักการ

แลกเปลี่ยนประจุภายในคอลัมน์ (Ion exchange) การวัดประกอบด้วยการฉีดสารตัวอย่างเข้าไปในตัวชะ

สาร (eluent) ผ่านการแลกเปลี่ยนประจุภายในคอลัมน์ ( ion exchange column) ตามด้วยอุปกรณ์

ส าหรับแยกชนิดประจุ (suppressor) และอุปกรณ์ตรวจวัดสัญญาณ (detector) ดังรูป 1.6 ส าหรับการ

วิเคราะห์ไอออนลบ (anion) เช่น ซัลเฟต, ไนเตรต, โบรไมด์, คลอไรด์ และซัลไฟต์ ซึ่งการแลกเปลี่ยน

ประจุภายในคอลัมน์จะชะลอการไหลของสารตัวอย่างในระยะเวลาที่แตกต่างกัน ซึ่งเครื่องไอออนโครมา

โทกราฟท่ีใช้ในการทดลองนี้เป็นรุ่น™ Dionex™ Integrion™ HPIC™ ยี่ห้อThermo Scientific ดังรูป 1.7 
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รูปที่ 1.6 ส่วนประกอบของเครื่องไอออนโครมาโทกราฟี [20] 

 

รูปที่ 1.7 เครื่องไอออนโครมาโทกราฟี รุ่น TM DionexTM IntegrionTM HPICTM [21] 
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1.4.3.1 ปั๊ม (Pump) 
ปั๊ม (Pump) ชนิด serial dual-piston pump with electronic เป็นส่วนประกอบส าคัญของ

เครื่องไอออนโครมาโทกราฟี ดังรูป 1.8 โดยมีการไหลของตัวชะคงที่ผ่านหัวฉีด, คอลัมน์ และตัวตรวจวัด 

ซึ่งสามารถปรับเปลี่ยนสัดส่วนของเฟสที่เคลื่อนที่ได้ตามความเหมาะสม ความสามารถในการผสมนี้เพ่ิม

ความเร็วในกระบวนการเลือกส่วนผสมที่เหมาะสมที่สุดที่จ าเป็นส าหรับการวิเคราะห์แบบไอโซเครติก 

(isocratic) มีชุดที่สามารถเก็บเฟสที่เคลื่อนที่ได้หลายชนิด ที่สามารถใช้แบบเดี่ยวหรือแบบผสมได้ เรียกว่า 

การไล่ระดับการชะ (gradient elution) 

 

รูปที่ 1.8 ส่วนประกอบของปั๊ม [21] 

 

1.4.3.2 คอลัมน์แยก (separation column) 
เมื่อสารตัวอย่างที่ต้องการวิเคราะห์เป็นแคตไอออน เฟสคงที่ต้องเป็น ชนิดแลกเปลี่ยนแคต

ไอออน (cation exchanger) สารตัวอย่างเป็นแอนไอออน เฟสอยู่กับที่ต้องเป็น ชนิดแลกเปลี่ยนแอน

ไอออน (anion exchanger) โดยมีหมู่ฟังก์ชันนอล ที่ท าให้เกิดการแลกเปลี่ยนไอออน 

1.4.3.2.1 เฟสคงที่ชนิดแลกเปลี่ยนแคทไอออน (cation exchanger)  
เฟสคงที่ชนิดแลกเปลี่ยนแคทไอออน (cation exchanger) เป็นโพลีเมอร์เรซินที่มีหมู่ฟังก์ชันที่มี

องค์ประกอบ ได้แก่ หมู่ –SO3H ดังรูป 1.9 
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รูปที่ 1.9 เรซินเฟสคงที่ชนิดแลกเปลี่ยนแคทไอออน [22] 

 

เรซินมีหมู่ฟังก์ชัน –SO3H ที่ได้มีคุณสมบัติในการแลกเปลี่ยนโปรตอนกับแคตไอออนอ่ืน ๆ ได้ดี 

จัดเป็นชนิดแลกเปลี่ยนแคทไอออนที่แข็งแรง (strong cation exchangers) นอกจากนี้ยังมีเฟสคงที่ชนิด

แลกเปลี่ยนแคทไอออนที่แตกต่างกันที่หมู่ฟังก์ชันนอลที่มีฤทธิ์เป็นกรด ท าปฏิกิริยาเคมีแบบแทนที่ระหว่าง

หมู่ฟังก์ชันนอลอื่น ๆ ได้แก่ กรดคาร์บอกซิลิก (carboxylic acid, -COOH), กรดฟอสโฟนิก (phosphonic 

acid, -PO2H2), กรดฟอสฟินิก (phosphinic acid,–HPO2H2), กรดฟีนอลิก (phenolic, –OH) และ กรด

อาร์โซนิก (arsonic acid,–AsO3H2) เป็นต้น 

เฟสคงที่ชนิดแลกเปลี่ยนแคทไอออนที่ได้จากกรดข้างต้นจะมีความแรงน้อยกว่าหมู่ –SO3H 

จัดเป็นชนิดแลกเปลี่ยนแคทไอออนที่อ่อน (weak cation exchangers) โดยความแรงของหมู่กรดแต่ละ

ชนิดขึ้นอยู่กับค่าคงที่ของการแตกตัวของกรดนั้น ๆ และ pH ของโปรตอน 

RCOOH + Na+ + OH- → RCOO-Na+ + H2O 

nRCOO-Na+ + Mn+ → (RCOO-)nMn+ + nNa+ 

เนื่องจากเรซินที่อยู่ในรูปของเกลือโซเดียมมีลักษณะเป็นเกลือของกรดอ่อนที่สามารถเกิดไฮโดรไล

ซิสได้ ดังนั้น ถ้าใช้น้ ากลั่นล้างเรซินจะท าให้เรซินเกิดไฮโดรไลซีสกลับมาอยู่ในรูปของกรดอ่อนที่มี

ความสามารถในการแลกเปลี่ยนแคทไอออนต่ า 

RCOO-Na+ + H2O ⇋ RCOOH + Na+ + OH- 

(R แทนด้วยโพลีเมอร์ของเรซิน) 
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แสดงว่า ถ้าต้องการให้ชนิดแลกเปลี่ยนแคทไอออนแบบอ่อนสามารถเกิดการแลกเปลี่ยนแคท

ไอออนได้ดีควรท าในสารละลายที่เป็นเบส หรือท าให้เรซินอยู่ในรูปของเกลือโซเดียม จะเห็นได้ว่า เรซิน

ชนิดแลกเปลี่ยนแคทไอออนมีไอออนเข้าคู่ได้ 2 รูป คือที่อยู่ในรูปของ H+ (hydrogen form) และในรูป

ของ Na+ (sodium form) 

1.4.3.2.1 เฟสคงท่ีชนิดแลกเปลี่ยนแอนไอออน (anion exchanger)  
เฟสคงที่ชนิดแลกเปลี่ยนแอนไอออน (anion exchanger) จะมีหมู่ฟังก์ชันที่มีประจุบวก ได้แก่ 

quaternary amine group (-CH2N(CH3)3+) เรซินที่ เตรียมได้จะมีฤทธิ์ เป็นเบสแก่  เรียกว่า ชนิด

แลกเปลี่ยนแอนไอออนชนิดแก่ (strong anion exchangers) จะมีความสามารถในการแลกเปลี่ยน

ไอออนได้ดี ถ้ากลุ่มของเบสเป็น tertiary และ secondary amine (-CH2NH(CH3)2+, -CH2NH2(CH3)+) 

ความแรงของเบสจะลดน้อยลงตามล าดับ จัดเป็นเรซินที่มีความแรงขนาดกลาง (moderately basic 

anion exchangers) แต่ถ้ากลุ่มของเบส คือ อะมีน (-NH2) จะมีความเป็นเบสต่ ามาก จัดเป็นเรซินชนิด

อ่อน (weak anion exchangers)  

โครงสร้างเรซินที่เตรียมได้มีลักษณะดังแสดงในรูป 1.10 

 

 

รูปที่ 1.10 เรซินเฟสคงที่ชนิดแลกเปลี่ยนแอนไอออน [22] 

 

เฟสคงที่ชนิดแลกเปลี่ยนไอออนที่มีความแรงสูง สามารถแลกเปลี่ยนไอออนกับแอนไอออนต่าง ๆ 

ได้ดีโดยไม่ขึ้นกับ pH ของสารละลาย 
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xRCH2N(CH3)3+Cl- + Ax-  ⇋  [RCH2N(CH3)3+]x Ax- + xCl- 

xRCH2N(CH3)3+OH- + Ax- ⇋  [RCH2N(CH3)3+]x Ax- + xOH- 

Ax- คือ คู่แอนไอออนต่าง ๆ เช่น OH-, SO4
2-, NO3

- 

เฟสคงที่ชนิดแลกเปลี่ยนไอออนลบที่มีความแรงปานกลาง เมื่ออยู่ในสารละลายของน้ าจะเกิดการ

แตกตัวได้ OH- ที่สามารถแลกเปลี่ยนกับแอนไอออนตัวอ่ืนได้ 

RCH2N(CH3)2 + H2O ⇋  RCH2NH(CH3)2+OH- 

RCH2NH(CH3) + H2O ⇋  RCH2NH2(CH3)+OH- 

xRCH2NH(CH3)2+OH- + Ax- ⇋  [RCH2NH(CH3)2+]x Ax- + xOH- 

การแตกตัวของเรซินเพ่ือให้ OH- ส าหรับแลกเปลี่ยนไอออนกันนั้นขึ้นอยู่กับค่า pH ของ

สารละลาย สารละลายที่ pH สูง หรือเป็นเบส จะท าให้เรซินแตกตัวได้น้อย ความสามารถในการ

แลกเปลี่ยนไอออนมีค่าน้อย ในสารละลายที่มีฤทธิ์เป็นกรดจะท าให้เรซินแตกตัวได้ OH- ได้ดี และได้เรซิ

นที่อยู่ในรูปของเกลือที่มีการแตกตัวได้ดี 

RCH2N(CH3)2 + H2O → RCH2NH(CH3)2+OH- + HCl- → RCH2NH(CH3)2+ + H2O 

รวม 2 ปฏิกิริยานี้สามารถเขียนได้ ดังนี้ 

RCH2N(CH3)2 + H2O → RCH2NH(CH3)2+Cl- 

เรซินที่อยู่ในรูปของเกลือคลอไรด์สามารถแลกเปลี่ยนแอนไอออนได้ดีเช่นเดียวกับเรซินชนิดแก่ 

xRCH2NH(CH3)2+Cl- + Ax- ⇋ [RCH2NH(CH3)2+]xAx- + xCl- 

นั่นคือ ถ้าต้องการให้แอนไอออนเรซินชนิดอ่อนปานกลางสามารถแลกเปลี่ยนแอนไอออนได้ดี 

ควรท าในสารละลายที่เป็นกรดหรือ pH ต่ า ๆ เพ่ือเปลี่ยนเรซินให้อยู่ในรูปของคลอไรด์ที่สามารถเกิดการ

แลกเปลี่ยนไอออนได้ดี จะเห็นได้ว่าลักษณะของเรซินที่น ามาใช้ในการแลกเปลี่ยนไอออนมีได้ 2 รูป คือ 

OH- (hydroxide form) และอยู่ในรูปของคลอไรด์ Cl- (chloride form)  

ส าหรับเฟสคงที่ชนิดแลกเปลี่ยนไอออนลบความแรงอ่อน จะอยู่ในรูปของเบสอิสระ (RCH2NH2) 

เมื่อต้องการน ามาใช้งานต้องน ามาท าปฏิกิริยากับกรดเกลือ เพ่ือให้อยู่ในรูปของคลอไรด์  จากนั้นจึงน าไป

แลกเปลี่ยนกับแอนไอออนอ่ืน ๆ 

RCH2NH2 + HCl → RCH2NH3
+Cl- 

xRCH2NH3
+Cl- + Ax- ⇋ [RCH2NH3

+]xAx- + xCl- 
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1.4.3.3 การฉีดสารตัวอย่าง (sample injector) 
ตัวอย่างของเหลวจะถูกฉีดเข้าสู่ระบบโดยผู้ใช้หรืออัตโนมัติผ่านวาล์ว ดังรูป 1.11 เมื่อท าการฉีด

ตัวอย่างเข้าไปในกระแสของตัวชะ ปั๊มจะดันตัวชะและตัวอย่างคอลัมน์ป้องกัน (Guard Column) และ

คอลัมน์ส าหรับแยกแอนไอออน (separator column) โดยคอลัมน์ป้องกันจะก าจัดสิ่งปนเปื้อนที่อาจเป็น

พิษ  

 

รูปที่ 1.11 แผนผังการไหลของวาล์วส าหรับการฉีด [21] 

 

1.4.3.4 การแยก (separator) 
ตัวชะและตวัอย่างเคลื่อนทีผ่่านคอลัมน์แยกไอออน โดยตัวอย่างจะถูกแยกออกผ่านโหมดของการ

แยก เรียกว่า การแลกเปลี่ยนไอออน ซึ่งจะขึ้นอยู่กับการเคลื่อนที่ที่ต่างกันของตัวอย่างผ่านคอลัมน์ IC ใน

อัตราที่ต่างกันขึ้นกับอันตรกิริยากับบริเวณแลกเปลี่ยนไอออน 

1.4.3.5 อุปกรณ์ช่วยขยายสัญญาณการตรวจวัดและลดสัญญาณรบกวน (Suppressor column) 
อุปกรณ์ช่วยขยายสัญญาณการตรวจวัดและลดสัญญาณรบกวน ดังรูป 1.12 มีบทบาทส าคัญใน

การวิเคราะห์ไอออนที่มีประจุลบ และกรดอินทรีย์  ส าหรับการตรวจวัดด้วยอิเล็กทริคอลคอนดักติวิตี

เท่านั้น โดยใช้การแลกเปลี่ยนไอออนและการน าไฟฟ้าในการตรวจวัด หลังจากตัวชะและไอออนสาร

ตัวอย่างออกจากคอลัมน์ จะไหลผ่านอุปกรณ์ช่วยขยายสัญญาณการตรวจวัดและลดสัญญาณรบกวน โดย

จะเพ่ิมประสิทธิภาพการตรวจจับไอออนสารตัวอย่าง ในขณะที่ลดศักย์ไฟฟ้าของตัวชะลง ทั้งนี้ภายในตัว

ช่วยขยายสัญญาณการตรวจวัดสารตัวอย่างและลดสัญญาณรบกวนจะมีวัฏภาคหยุดนิ่งเป็นเมมเบรนแลก

เปลี่ยนไอออนที่ผิวภายนอกมีประจุแตกต่างกับผิวภายนอกของคอลัมน์แยก เช่น เฟสแลกเปลี่ยนไอออน
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ชนิดแรง ที่อยู่ในรูปของ H+ จะเกิดการแลกเปลี่ยนกับไอออนที่ถูกชะออกจากคอลัมน์ในรูปของเกลือ ได้

เป็นกรด ท าให้เกิดการน าไฟฟ้าสูงขึ้น ส่วนตัวชะ เช่น KOH จะสามารถแลกเปลี่ยนไอออนกับเมมเบรนได้

เช่นกัน ท าให้เกิดน้ าขึ้นแทน ท าให้ค่าคอนดักติวิตีของน้ าลดลง ค่าการน าไฟฟ้าของตัวอีลูทจึงไม่รบกวนค่า

การน าไฟฟ้าทีว่ัดได้ ดังรูป 1.13  

 

รูปที่ 1.12 อุปกรณ์ช่วยขยายสัญญาณการตรวจวัดและลดสัญญาณรบกวนของเครื่องไอออนโคร
มาโทกราฟี [20] 

 

รูปที่ 1.13 กระบวนการแลกเปลี่ยนไอออนของตัวช่วยขยายสัญญาณการตรวจวัดและลดสัญญาณ
รบกวนของเครื่องไอออนโครมาโทกราฟี [20] 
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1.4.3.6 ตัวตรวจวัดสัญญาณ (detector) 
เซลล์วัดค่าศักย์ไฟฟ้าของสารตัวอย่าง ตรวจวัดสารละลายที่ได้จากการชะด้วย electrical 

conductivity detector ดังรูป 1.14 การตรวจวัดค่าการน าไฟฟ้าเป็นวิธีที่เหมาะสมในการท าไอออน

เอ็กซ์เชนจ์โครมาโทกราฟี เนื่องจากไอออนทุกตัวสามารถละลายน้ าได้ โดยค่าการน าไฟฟ้าจะแปรผันตรง

กับปริมาณของไอออนในสารตัวอย่าง และระยะเวลาที่ใช้ในการชะสารตัวอย่างออกจากคอลัมน์ จะขึ้นกับ

สมบัติทางเคมีหรือทางกายภาพของสารที่ต้องการวิเคราะห์ 

 

รูปที่ 1.14 electrical conductivity detector [21] 

 

1.4.3.7 การชะสารออกจากคอลัมน์ (Elution) 
การใช้สารละลายเฟสเคลื่อนที่ในการชะสารออกจากคอลัมน์พบได้ 2 ลักษณะ ได้แก่ 

1.4.3.7.1 Isocratic elution เป็นการใช้อัตราส่วนของเฟสเคลื่อนที่คงที่ตลอดทั้งรอบการ

วิเคราะห์ อาจใช้เฟสเคลื่อนที่ชนิดเดียวหรือหลายชนิดผสมกันได้ แต่สัดส่วนคงที่ไม่มีการเปลี่ยนแปลง

ตลอดการวิเคราะห์ เหมาะกับการวิเคราะห์สารเพียงชนิดเดียว หรือสารผสมก็ได้ 

1.4.3.7.1 Gradient elution ดังรูป 1.15 เป็นการเปลี่ยนแปลงอัตราส่วนของเฟสเคลื่อนที่ใน

ระหว่างการวิเคราะห์ ซึ่งต้องใช้ชนิดของเฟสเคลื่อนที่อย่างน้อย 2 ชนิด เหมาะกับตัวอย่างท่ีเป็นสารผสม 
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รูปที่ 1.15 Gradient elution profile [23] 

1.5 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
ได้วิธีการตกตะกอนโปรตีนด้วยตัวท าละลายอินทรีย์ส าหรับน าไปใช้ในการตรวจวัดไอโอดีนด้วย

เครื่องไอออนโครมาโทกราฟีไดอ้ย่างถูกต้อง และแม่นย า 

 



บทที่ 2 
การทดลอง 

 

2.1 อุปกรณ์ 
1. เครื่องไอออนโครมาโทกราฟี (Dionex Integrion HPIC System) 

2. ขวดวัดปริมาตรขนาด 10, 25, 50, 100, 250 mL (class A, witeg, Germany) 

3. ปิเปตและ ปิเปตทิปขนาด 100 µL, 1000 µL, 10 mL (Eppendorf, Germany) 

4. เครื่องแก้ว ได้แก่ บีกเกอร์, แท่งแก้วคน 

5. อ่างส่งคลื่นความถ่ีสูง (Elma Elmasonic S100H, Germany) 

6. เครื่องชั่งสาร (METTLER TOLEDO, Switzerland) 

7. กระบอกฉีดสารขนาด 5 mL (BD, Singapore) 

8. เครื่องปั่นเหวี่ยงตกตะกอน (Hettich, Germany) 

9. ขวดพลาสติก 10 mL 

10. เครื่องกวนสารละลายพร้อมเตาให้ความร้อน (IKA, Germany) 

11. เครื่องตีไข่ไฟฟ้าแบบมอืถือ (DMALL, N180) 

12. เครื่องเขย่าสาร (Scientific Industries, USA) 

 

2.2 สารเคมี 
1. โพแทสเซียมไอโอไดด์ (CARLO ERBA, France) 

2. โพแทสเซียมไอโอเดต (CARLO ERBA, France) 

3. เมทานอล (RCI Labscan Limited, Thailand) 

4. อะซิโตไนไตรล์ (RCI Labscan Limited, Thailand) 

5. กรดฟอร์มิก 85 เปอร์เซ็นต์ (QReC, New Zealand) 

6. น้ าบริสุทธิ์ (Milli-Q water) 
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2.3 วิธีการทดลอง 

2.3.1 การเตรียมสารละลายต่าง ๆ 

2.3.1.1 การเตรียมสารละลายมาตรฐานไอโอไดด์ 
เตรียมสารละลายไอโอไดด์เข้มข้นที่ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยการละลาย

โพแทสเซียมไอโอไดด์ 0.0327 กรัม ด้วยน้ าบริสุทธิ์ และปรับปริมาตรในขวดวัดปริมาตรขนาด 250 

มิลลิลิตร 

2.3.1.1 การเตรียมสารละลายมาตรฐานไอโอเดต 
เตรียมสารละลายไอโอเดตเข้มข้นที่ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยการละลาย

โพแทสเซียมไอโอเดต 0.0306 กรัม ด้วยน้ าบริสุทธิ์ และปรับปริมาตรในขวดวัดปริมาตรขนาด 250 

มิลลิลิตร 

2.3.2 การวิเคราะห์สารละลายไอโอดีนด้วยเทคนิคไอออนโครมาโทกราฟี 
 เพ่ือวิเคราะห์การแยกออกของพีคไอโอไดด์และไอโอเดต โดยใช้การตรวจวัดด้วยเทคนิคไอออน

โครมาโทกราฟี โดยพิจารณาสภาวะในการวิเคราะห์ได้อ้างอิงตามงานวิจัยต่าง ๆ ที่ผ่านมา [14, 23] และ

น ามาปรับใช้ให้เหมาะสมกับวิธีการทดลองนี้ แสดงดังตาราง 2.1  
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ตารางท่ี 2.1 สภาวะในการวิเคราะห์สารไอโอไดด์และไอโอเดตด้วยเทคนิคไอออนโครมาโทกราฟี 

พารามิเตอร์ สภาวะ 

คอลัมน์ Dionex IonPac™AG 19 ขนาด 4x50 มิลลิเมตร 

เฟสเคลื่อนที่ Gradient, โพแทสเซียมไฮดรอก

ไซด ์

10 มิลลิโมลาร์ (0 – 5 นาที) 

20 มิลลิโมลาร์ (5 – 50 นาที) 

อัตราการไหลของเฟสเคลื่อนที่ 1 มิลลิลิตรต่อนาที 

eluent generator setpoint 38 มิลลิโมลาร์ 

suppressor setpoint 95 มิลลิแอมป์ 

inject volume 25 ไมโครลิตร 

โปรแกรม Chromeleon 7 chromatography data 

system 

ตัวตรวจวัด conductivity detector 

เวลาที่ใช้ในการตรวจวัด 25 นาที 

 

2.3.3 การศึกษาปัจจัยท่ีส่งผลต่อประสิทธิภาพการตกตะกอนโปรตีนด้วยตัวท าละลายอินทรีย์ 

2.3.3.1 การตกตะกอนโปรตีนด้วยตัวท าละลายอินทรีย์ 

เตรียมตัวอย่างไข่ไก่โดยการตีให้เข้ากัน ชั่งปริมาตรไข่ไก่ใส่ในหลอดเอพเพนดอร์ฟ 0.5 กรัม เติม
ตัวท าละลายอินทรีย์ 0.5 มิลลิลิตร ลงในไข่สด น าไปวอร์เทกซ์ให้เข้ากัน น าไปปั่นแยกด้วยเครื่องเซนตริ
ฟิวก์ท่ี 4,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 20 นาที อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส พิจารณาลักษณะทางกายภาพ 
จากนั้นท าการดูดของเหลวเหนือตะกอน (supernatant) น าไประเหยแห้งโดยใช้อ่างควบคุมอุณหภูมิ ที่ 
100 องศาเซลเซียส จนแห้งสนิท จากนั้นเติมน้ าปราศจากไอออนเพ่ือท าการละลาย กรองด้วยไซริงค์
ฟิลเตอร์ ไนลอน รูพรุน 0.45 ไมครอน ลงในขวดพลาสติก ปรับปริมาตรจนกระทั่งได้สารละลายปริมาตร 
5 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปวัดปริมาณไอโอไดด์และไอโอเดตโดยใช้เครื่องไอออนโครมาโตกราฟี 
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2.3.3.2 ศึกษาลักษณะทางกายภาพการตกตะกอนโปรตีนด้วยตัวท าละลายอินทรีย์ 
ศึกษาตัวท าละลายอินทรีย์ 2 ชนิด ได้แก่ เมทานอล และ อะซิโตไนไตรล์ และจากงานวิจัยก่อน

หน้า [17] พบว่ามีการน ากรดอ่อนมาช่วยในการตกตะกอนโปรตีนร่วมกับตัวท าละลายอินทรีย์ ผู้วิจัยสนใจ
ศึกษากรดฟอร์มิก เนื่องจากกรดฟอร์มิกจะท าลายพันธะเปปไทด์ ช่วยให้โปรตีนมีขนาดเล็กลง เพ่ิมพ้ืนที่
ผิวสัมผัสของตัวท าละลาย ท าให้ตกตะกอนโปรตีนได้ดีขึ้น ส่งผลต่อประสิทธิภาพการตกตะกอนโปรตีน
ด้วยตัวท าละลายอินทรีย์ จากนั้นจึงท าการศึกษาเปอร์เซ็นต์ความเข้มข้นของกรดฟอร์มิกที่ส่งผลต่อ
ประสิทธิภาพการตกตะกอนโปรตีนด้วยตัวท าละลายอินทรีย์ ได้แก่ เปอร์เซ็นต์ความเข้มข้นสารละลาย
กรดฟอร์มิก 0, 0.05, 0.1, 0.5 และ 1 ในเมทานอลและเปอร์เซ็นต์ความเข้มข้นสารละลายกรดฟอร์มิก 0, 
0.05, 0.1, 0.5 และ 1 ในอะซิโตไนไตรล์  

2.3.3.3 ศึกษาประสิทธิภาพของการตกตะกอนโปรตีนด้วยตัวท าละลายอินทรีย์โดยพิจารณาจาก
เปอร์เซ็นต์การคืนกลับ 

ประสิทธิภาพของวิธีการตกตะกอนโปรตีนตัวท าละลายอินทรีย์โดยพิจารณาจากเปอร์เซ็นต์การ
คืนกลับ โดยศึกษาเปรียบเทียบการเตรียมตัวอย่างโดยการเติมและไม่เติมสารละลายไอโอไดด์และไอโอเดต 
ท าการเติมไอโอไดด์และไอโอเดตที่ 2 ขั้นตอน ได้แก่ เติมก่อนตกตะกอนโปรตีน และ เติมหลังตกตะกอน
โปรตีน เพ่ือท าการเปรียบเทียบระหว่างไม่เติมสารละลายมาตรฐานไอโอไดด์และไอโอเดต, เติมสารละลาย
มาตรฐานไอโอไดด์และไอโอเดตก่อนท าการตกตะกอนโปรตีน และเติมสารละลายมาตรฐานไอโอไดด์และ
ไอโอเดตหลังท าการตกตะกอนโปรตีน ที่ความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อลิตรในน้ าปราศจากไอออน ดังรูป 2.1 
เพ่ือศึกษาประสิทธิภาพของวิธีการตกตะกอนโปรตีนโดยการศึกษา เปอร์เซ็นต์ค่าการคืนกลับจาก
สารละลายไอโอไดด์และไอโอเดต เปอร์เซ็นต์ค่าการคืนกลับจากตัวอย่างไข่ไก่โดยการเติมและไม่เติม
สารละลายไอโอไดด์และไอโอเดต และศึกษาผลของเมทริกซ์ไข่ต่อการหาปริมาณไอโอไดด์และไอโอเดต 
โดยการหาเปอร์เซ็นต์ค่าการคืนกลับจากตัวอย่างไข่ที่เติมสารละลายไอโอไดด์และไอโอเดตก่อนตกตะกอน
โปรตีนและหลังตกตะกอนโปรตีน 
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รูปที่ 2.1 ขั นตอนการศึกษาผลของเมทริกซ์ต่อการหาปริมาณไอโอไดด์และไอโอเดต 

 

2.3.4 การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบ 

2.3.4.1 กราฟเทียบมาตรฐาน (calibration curve) 
กราฟเทียบมาตรฐาน (calibration curve) เป็นวิธีในการวิเคราะห์เชิงปริมาณด้วยเครื่องมือ

วิเคราะห์ กราฟมาตรฐานเป็นกราฟความสัมพันธ์ระหว่างสัญญาณของเครื่องมือ (response) กับปริมาณ

ของสารที่ต้องการตรวจวัด โดยท าการเตรียมสารละลายมาตรฐาน (working standard solution) ไอโอ

ไดด์และไอโอเดต ที่ความเข้มข้น 0.05 ถึง 2.5 มิลลิกรัมต่อลิตรในน้ าปราศจากไอออน และความเข้มข้น 1 

ถึง 10 มิลลิกรัมต่อลิตรในน้ าปราศจากไอออน ตรวจวัดด้วยเทคนิคไอออนโครมาโทกราฟี พิจารณาค่า

พ้ืนทีใ่ตพี้ค 

2.3.4.2 ขีดจ ากัดการตรวจวัด (limit of detection; LOD)  
ขีดจ ากัดการตรวจวัด (limit of detection; LOD หรือ detection limit; DL) คือ ระดับความ

เข้มข้นของสารที่สนใจที่ต่ าที่สุดที่สามารถตรวจวัดได้ด้วยวิธีนั้น ๆ ที่ระดับความเชื่อมั่นที่ก าหนด การ

ตรวจสอบขีดจ ากัดในการตรวจพบ ท าได้หลายกรณี ดังนี้ 
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1. กรณีแบลงค์อ่านค่าได้ สามารถค านวณค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน และค านวณขีดจ ากัดการ

ตรวจวัด ดังนี้ 

LOD = X̅bl + 3Sbl 

โดยที่ X̅bl = ค่าเฉลี่ยของแบลงค์ 

3Sbl = ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานของแบลงค์ 

2.กรณีแบลงค์อ่านค่าไม่ได้ ให้ทดสอง spiked sample blank โดยการเติมสารมาตรฐานให้มี

ความเข้มข้นใกล้เคียงค่าขีดจ ากัดการตรวจวัด ค านวณค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานโดยไม่ต้องหาค่าเฉลี่ย 

เนื่องจากเป็นสารมาตรฐานที่เติมลงไป และค านวณค่าขีดจ ากัดการตรวจวัด ดังนี้ 

LOD = 3S 

3. ทดสอบ spiked sample blank ที่ความเข้มข้นน้อย ๆ หลายระดับ อย่างน้อย 3 ระดับ 

ค านวณค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน และหาค่าเฉลี่ยของแต่ละความเข้มข้น เขียนกราฟระหว่างส่วน

เบี่ยงเบนมาตรฐาน กับความเข้มข้นเฉลี่ยแต่ละจุด ลากเส้นตัดแกน y จุดตัด คือ ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน

ของสารละลายแบลงค์ (S0) การสร้างกราฟต้องตรวจสอบความเป็นเส้นตรง โดยค านวณค่าขีดจ ากัดการ

ตรวจวัด ดังนี้ 

LOD = 3S0 

2.3.4.3 ความถูกต้อง (accuracy) 
 ความถูกต้อง (accuracy) คือ ความถูกต้องของวิธีการวิเคราะห์ที่วัดได้ใกล้เคียงกับค่าที่แท้จริง

มากที่สุด ซึ่งในการทดลองนี้ได้ท าการวิเคราะห์เป็นค่าเปอร์เซ็นต์การคืนกลับ (%recovery) ซึ่งเป็นการหา

ค่าประมาณความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ โดยใช้ตัวอย่างที่เติมสารมาตรฐาน 

%recovery = 
Cfound-Creal 

x 100 
Cspiked 

โดย Cfound = ความเข้มข้นของสารที่สนใจในตัวอย่างจริงหลังการสกัดที่มีการเติมสารละลายมาตรฐาน

ที่ทราบความเข้มข้น 

 Creal = ความเข้มข้นของสารที่สนใจในตัวอย่างจริงที่ไม่มีการเติมสารมาตรฐาน 

 Cspiked = ความเข้มข้นของสารมาตรฐานที่เติมลงในตัวอย่างจริง 
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ซึ่งค่าความเข้มข้นของสารที่สนใจในตัวอย่างจริงหลังการสกัดที่มีการเติมสารมาตรฐานที่ทราบ

ความเข้มข้น และ ความเข้มข้นของสารที่สนใจในตัวอย่างจริงที่ไม่มีการเติมสารมาตรฐาน ต้องค านวณ

จากสมการเส้นตรงของสารที่สนใจ 

2.3.4.4 ความเที่ยง (precision) 
 ความเที่ยง (precision) คือ ความแม่นย าของการวิเคราะห์ของการวิเคราะห์ซ้ า ๆ หลายครั้ ง ซึ่ง

ความแตกต่างของผลการวิเคราะห์ที่ได้จากการวิเคราะห์ซ้ า ๆ นี้มักจะแสดงเป็นค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน

สัมพัทธ์ (relative standard deviation, %RSD) ซึ่งในการวิเคราะห์นี้ เป็นการวิเคราะห์ในลักษณะ

ความสามารถในการทบทวนซ้ า (repeatability) คือ ความเท่ียงที่เกิดจากการวิเคราะห์ซ้ า ๆ ภายใต้สภาพ

การท างานเดียวกัน โดยใช้วิธีทดสอบเดียวกันในห้องปฏิบัติการเดียวกัน เครื่องมือชุดเดียวกัน และผู้

วิเคราะห์คนเดียวกัน โดยปกติจะวิเคราะห์เสร็จพร้อม ๆ กัน ซ้ ากันหลายๆครั้ง โดยระดับความแม่นย า

ขึ้นอยู่กับความเข้มข้นของสารตัวอย่างที่วิเคราะห์ 

2.3.4.5 เปอร์เซ็นต์ค่าคลาดเคลื่อนสัมพัทธ์ (% relative error) 
 ผลต่างระหว่างค่าที่วัดได้กับค่าที่แท้จริง โดยทั่วไปแสดงเป็นเปอร์เซ็นต์ (%) ถ้าค่าที่วัดได้

ใกล้เคียงกับค่าจริงมากแสดงว่าการวัดนั้นมีความแม่นย าหรือความถูกต้อง (accuracy) สูง โดยการวัดทุก

ครั้งมักมีค่าความคลาดเคลื่อนเกิดขึ้นเสมอ การเข้าใจถึงสาเหตุจะช่วยลดความคลาดเคลื่อนให้น้อยลงได้ 

โดยความคลาดเคลื่อนที่เกิดขึ้นอาจเป็นสาเหตุท าให้เกิดความไม่แน่นอน (uncertainty) 

%relative error = 
Creal-Cfound 

x 100 
Creal 

 

 



บทที่ 3 

ผลการทดลองและอภิปรายผลการทดลอง 
 

3.1 การวิเคราะห์ไอโอไดด์และไอโอเดตไอออนด้วยเทคนิคไอออนโครมาโทกราฟี 
 จากการวิเคราะห์ไอโอไดด์และไอโอเดตที่ความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อลิตร ในน้ าปราศจากไอออน 
โดยใช้เวลาวิเคราะห์ 25 นาที ได้โครมาโทแกรมดังรูป 3.1 พบว่า เวลาที่ไอโอเดตเคลื่อนที่ออกจากคอลัมน์ 
เท่ากับ 4.760 นาที และ เวลาที่ไอโอไดด์เคลื่อนที่ออกจากคอลัมน์ เท่ากับ 17.377 นาที  

 

รูปที่ 3.1 โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานไอโอไดด์ และ ไอโอเดต ที่ความเข้มข้น 5 มิลลิกรัม
ต่อลิตร 

 

จากสมการเส้นตรงที่ใช้ส าหรับการวิเคราะห์ข้อมูลเชิงปริมาณของไอโอไดด์และไอโอเดตที่ ความ
เข้มข้น 1 ถึง 10 มิลลิกรัมต่อลิตร และท่ีความเข้มข้น 0.1 ถึง 2.5 มิลลิกรัมต่อลิตร จากรูป 3.2 พบว่าเมื่อ
ท าการพล็อตระหว่างพ้ืนที่ใต้กราฟของไอโอไดด์ มีหน่วยเป็นไมโครซีเมนต์ นาที  (µS·min) กับความ
เข้มข้นของไอโอไดด์ มีหน่วยเป็นมิลลิกรัมต่อลิตร ได้สมการเส้นตรง y = 0.0864X - 0.0065 และให้ค่า
สัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (correlation coefficient, R2) เท่ากับ 0.9999 และเมื่อท าการพล็อตระหว่าง
พ้ืนที่ใต้กราฟของไอโอเดต มีหน่วยเป็นไมโครซีเมนต์ นาที (µS·min) กับความเข้มข้นของไอโอเดต มี
หน่วยเป็นมิลลิกรัมต่อลิตร ได้สมการเส้นตรง y = 0.0618X + 0.0015 และให้ค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ 
(correlation coefficient, R2) เท่ากับ 1.000 จากรูป 3.3 ได้สมการเส้นตรง y = 0.0555X - 0.0037 
และให้ค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (correlation coefficient, R2) เท่ากับ 0.9993 มีขีดจ ากัดของการ
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ตรวจวัดที่ 0.1344 มิลลิกรัมต่อลิตร และเม่ือท าการพล็อตระหว่างพ้ืนที่ใต้กราฟของไอโอไดด์ มีหน่วยเป็น
ไมโครซีเมนต์ นาที (µS·min) กับความเข้มข้นของไอโอไดด์ มีหน่วยเป็นมิลลิกรัมต่อลิตร ได้สมการเส้นตรง 
y = 0.0797X - 0.0046 และให้ค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (correlation coefficient, R2) เท่ากับ 0.9993 
ขีดจ ากัดของการตรวจวัดที่ 0.2233 มิลลิกรัมต่อลิตร 

 

 

รูปที่ 3.2 กราฟมาตรฐานสมการเส้นตรงของไอโอไดด์และไอโอเดตที่ความเข้มข้น 1 ถึง 10 มิลลิกรัม
ต่อลิตร 
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รูปที่ 3.3 กราฟมาตรฐานสมการเส้นตรงของไอโอไดด์และไอโอเดตที่ความเข้มข้น 0.1 ถึง 2.5 
มิลลิกรัมต่อลิตร 

3.2 การศึกษาปัจจัยท่ีส่งผลต่อประสิทธิภาพการตกตะกอนโปรตีนด้วยตัวท าละลายอินทรีย์ 
 ศึกษาปัจจัยที่ส่งผลต่อประสิทธิภาพการตกตะกอนโปรตีนด้วยตัวท าละลายอินทรีย์  ได้แก่ ชนิด
ของตัวท าละลาย เปอร์เซ็นต์ความเข้มข้นของสารละลายกรดฟอร์มิก และประสิทธิภาพของตัวท าละลาย
อินทรีย์โดยพิจารณาจากเปอร์เซ็นต์การคืนกลับ โดยท าการศึกษาที่ความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อลิตรในน้ า
ปราศจากไอออน และท าการท าลอง 3 ซ้ า 

3.2.1 ชนิดของตัวท าละลายอินทรีย์ 
3.2.1.1 กรดไตรคลอโรแอซีติก 
 ในงานวิจัยก่อนหน้า [15] ได้ท าการตกตะกอนโปรตีนด้วยกรดไตรคลอโรแอซีติกซึ่งให้ผลที่ดีมี
ความน่าเชื่อถือ แต่เมื่อน ามาตรวจวัดด้วยเครื่องไอออนโครมาโทกราฟี พบว่าพีคของกรดไตรคลอโรแอ
ซีติกมีการซ้อนทับซึ่งรบกวนการวิเคราะห์พีคของไอโอเดต ผู้วิจัยจึงสนใจศึกษาตัวท าละลายชนิดอ่ืน เพ่ือ
น ามาใช้ในการวิเคราะห์ด้วยเครื่องไอออนโครมาโทกราฟี 
3.2.1.2 ศึกษาชนิดของตัวท าละลายอินทรีย์ 

ตัวท าละลายอินทรีย์ เช่น เมทานอลและอะซิโตไนไตรล์ถูกน ามาใช้เพ่ือตกตะกอนโปรตีน 
เนื่องจากสามารถละลายน้ าได้ โดยตัวละลายอินทรีย์ เหล่านี้จะลดค่าคงที่ไดอิเล็กทริกของน้ า ส่งผลให้
อันตรกิริยาระหว่างโปรตีนกับน้ าลดลงและอันตรกิริยาระหว่างโปรตีนจะเพ่ิมขึ้น เกิดการตกตะกอนของ
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โปรตีน และไม่มีผลของพีครบกวนสารที่ต้องการวิเคราะห์เมื่อใช้เครื่องไอออนโครมาโทกราฟี ผู้วิจัยจึง
เลือกใช้เมทานอลและอะซิโตไนไตรล์มาใช้ในการตกตะกอนโปรตีน  

3.2.2 เปอร์เซ็นต์ความเข้มข้นของสารละลายกรดฟอร์มิก 

จากลักษณะทางกายภาพ ผลลัพธ์แสดงในรูป 3.4 และ 3.5 ตามล าดับ เมื่อตกตะกอนด้วยอะซิโต
ไนไตรล์ได้สารละลายใสสีเหลือง และเมทานอลได้สารละลายใสไม่มีสี  แต่สารละลายที่ได้ยังมีความขุ่น ไม่
เหมาะที่จะน าไปวิเคราะห์ด้วยเครื่องไอออนโครมาโทกราฟี จากงานวิจัยก่อนหน้า [17] สารละลายกรด
ฟอร์มิกถูกน ามาใช้ร่วมกับตัวท าละลายอินทรีย์ที่เหมาะสมในการตกตะกอนโปรตีน ท าให้โปรตีนมีขนาด
เล็กลง ได้สารละลายใสที่เหมาะสมต่อการน าไปวิเคราะห์ด้วยเครื่องไอออนโครมาโทกราฟี ผู้วิจัยจึงได้
ท าการศึกษาความเข้มข้นของสารละลายกรดฟอร์มิก ในเมทานอล และ ความเข้มข้นของสารละลายกรด
ฟอร์มิก ในอะซิโตไนไตรล์ ที่เปอร์เซ็นต์แตกต่างกัน ดังนี้ 0, 0.05, 0.1, 0.5 และ 1 เปอร์เซ็นต ์ 

เมื่อพิจารณาเปอร์เซ็นต์ความเข้มข้นสารละลายกรดฟอร์มิก ในตัวท าละลายอินทรีย์ที่เหมาะสม
ที่สุดในการใช้ตกตะกอนโปรตีนในไข่ไก่คือ 1% กรดฟอร์มิก ในอะซิโตไตรล์ และ เมทานอล เนื่องจาก
ของเหลวเหนือตะกอนมีความใสมากที่สุด ท าให้สารตัวอย่างอยู่ในรูปที่เหมาะสมต่อการน าไปวิเคราะห์
ด้วยเครื่องไอออนโครมาโทกราฟี ซึ่งเป็นไปตามทฤษฎีที่ว่ากรดฟอร์มิกท่ีเติมลงไปจะท าลายพันธะเปปไทด์ 
ช่วยให้โปรตีนมีขนาดเล็กลง เพ่ิมพ้ืนที่ผิวสัมผัสของตัวท าละลาย ท าให้ตกตะกอนโปรตีนได้ดีขึ้น 

 

รูปที่ 3.4 ลักษณะทางกายภาพเม่ือท าการตกตะกอนโปรตีนในไข่ไก่ที่เปอร์เซ็นต์ความเข้มข้น
สารละลายกรดฟอร์มิกในอะซิโตไนไตรล์ต่าง ๆ 

%Formic acid in Acetonitrile 

0% 0.05% 0.1% 0.5% 1% 
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รูปที่ 3.5 ลักษณะทางกายภาพเม่ือท าการตกตะกอนโปรตีนในไข่ไก่ที่เปอร์เซ็นต์ความเข้มข้น
สารละลายกรดฟอร์มิกในเมทานอลต่าง ๆ 

3.2.3 ศึกษาประสิทธิภาพของตัวท าละลายอินทรีย์โดยพิจารณาจากเปอร์เซ็นต์ค่าการคืนกลับ 
ในการศึกษาตัวอย่างไข่ไก่หลังท าการตกตะกอนโปรตีนด้วย ความเข้มข้นกรดฟอร์มิก 1 

เปอร์เซ็นต์ ในอะซิโตไนไตรล์ และ ความเข้มข้นกรดฟอร์มิก 1 เปอร์เซ็นต์ ในเมทานอล จากนั้นน ามา
ตรวจวัดไอโอดีนโดยวิธีการวิเคราะห์ด้วยเครื่องไอออนโครมาโทกราฟี วิธีการตกตะกอนโปรตีนโดยใช้ตัว
ท าละลายอินทรีย์ทั้งสองชนิดนี้สามารถก าจัดเมทริกซ์ในไข่ไก่ออกไปจนได้สารละลายใสที่สามารถน าไป
ตรวจวัดโดยใช้เครื่องไอออนโครมาโทกราฟีได้ และศึกษาผลของเมทริกซ์โดยการประเมินจากเปอร์เซ็นต์
ค่าการคืนกลับ จากการเปรียบเทียบระหว่างไม่เติมสารละลายมาตรฐานไอโอไดด์และไอโอเดต, เติม
สารละลายมาตรฐานไอโอไดด์และไอโอเดตก่อนท าการตกตะกอนโปรตีน และ เติมสารละลายมาตรฐานไอ
โอไดด์และไอโอเดตหลังท าการตกตะกอนโปรตีน ที่ความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อลิตรในน้ าปราศจากไอออน 

3.2.3.1 ศึกษาประสิทธิภาพของตัวท าละลายอินทรีย์โดยพิจารณาจากเปอร์เซ็นต์ค่าการคืนกลับใน

เมทริกซ์น  า 

 จากการศึกษาผลของเมทริกซ์โดยใช้น้ า ดังตารางที่ 3.1 และ 3.2 พบว่า ให้ค่าเปอร์เซ็นต์การคืน

กลับของไอโอไดด์และไอโอเดตอยู่ในช่วง 82 ถึง 102 แสดงว่าวิธีการตกตะกอนโปรตีนด้วยความเข้มข้น

กรดฟอร์มิก 1 เปอร์เซ็นต์ ในอะซิโตไนไตรล์ และ ความเข้มข้นกรดฟอร์มิก 1 เปอร์เซ็นต์ ในเมทานอล 

สามารถใช้ได้ เมื่อพิจารณาความเข้มข้นของไอโอไดด์และไอโอเดตที่ตรวจวัดได้ พบว่า เปอร์เซ็นต์การคืน

กลับของไอโอเดตหายไปอย่างมีนัยส าคัญ และในการทดลองท าการเติมทั้งไอโอไดด์และไอโอเดตลงไป

พร้อมกัน อีกทั้งการเติมกรดลงไปในปฏิกิริยาท าให้เกิดการออกซิไดซ์ไอโอไดด์และไอโอเดตเป็นไอโอดีน 

0% 0.05% 0.1% 0.5% 1% 

%Formic acid in Methanol 
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สอดคล้องกับปฏิกิริยา ดังสมการ IO3
- + 5I- +6H+ → 3I2 + 3H2O ไอโอไดด์และไอโอเดตอาจจะ

เกิดปฏิกิริยากับกรดเปลี่ยนไปอยู่ในรูปไอโอดีนจึงท าให้ไม่สามารถตรวจวัดด้วยเครื่องไอออนโครมาโทก

ราฟีได้ 

ตารางที่ 3.1 ความเข้มข้น และเปอร์เซ็นต์ค่าการคืนกลับของสารละลายไอโอไดด์และไอโอเดตในเมท

ริกซ์น  า 

ตัวท า

ละลาย 

Spiked 

(ppm) 

วิธีตกตะกอน

โปรตีน 

ความเข้มข้น

ของ

สารละลาย 

(ppm) 

%recovery 

ความเข้มข้น

ของ

สารละลาย 

(ppm) 

%recovery 

iodide iodate 

ACN 

5.000 
Spiked before 

precipitation 
5.087 102 4.354 87.1 

5.000 
Spiked after 

precipitation 
5.102 102 4.584 91.7 

MeOH 

5.000 
Spiked before 

precipitation 
4.946 98.9 4.095 81.9 

5.000 
Spiked after 

precipitation 
5.069 101 4.307 86.1 

3.2.3.2 เวลาที่ใช้ในการวอร์เท็กซ์ 

 เวลาที่ใช้ในการวอร์เท็กซ์ คือ เวลาที่ใช้ในการผสมตัวท าละลายอินทรีย์และเมทริกซ์ให้เข้ากัน ซ่ึง

บ่งบอกถึงการท าปฏิกิริยาของเมทริกซ์และตัวท าละลายที่มากขึ้น ในงานวิจัยนี้ได้ท าการศึกษาเวลาที่ใช้ใน

การวอร์เท็กซ์ที่ 1 และ 5 นาที โดยท าการศึกษาที่ความเข้มข้น 0.3 มิลลิกรัมต่อลิตรในน้ าปราศจาก

ไอออน ซึ่งเมื่อพิจารณาจากเปอร์เซ็นต์ค่าการคืนกลับที่ได้ พบว่าที่ 5 นาที มีเปอร์เซ็นต์ค่าการคืนกลับ
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ที่มากขึ้น ดังตารางที่ 3.1 อย่างไรก็ตามสามารถเลือกใช้เวลาในการวอร์เท็กซ์ที่ 1 นาทีได้ เนื่องจากให้

เปอร์เซ็นต์ค่าการคืนกลับที่ที่ใกล้เคียงกัน จึงเลือกใช้เวลา 1 นาทีในการวิเคราะห์ต่อไป 

ตารางท่ี 3.2 ความเข้มข้น และเปอร์เซ็นต์ค่าการคืนกลับของไอโอไดด์ ในการวอร์เท็กซ์ท่ีเวลาต่าง ๆ 

สารละลาย เวลา (นาที) Spiked (ppm) ความเข้มข้นสารละลาย (ppm) %recovery 

ACN 
1 0.3000 0.2785 92.8 

5 0.3000 0.2861 95.4 

MeOH 
1 0.3000 0.2547 84.9 

5 0.3000 0.2698 89.9 

 

3.2.3.3 ศึกษาประสิทธิภาพของตัวท าละลายอินทรีย์โดยพิจารณาจากเปอร์เซ็นต์ค่าการคืนกลับใน

เมทริกซ์ไข่ 

จากตารางที่ 3.4 และ 3.5 ตามล าดับ เปรียบเทียบระหว่างการเติมสารละลายมาตรฐานไอโอไดด์

และไอโอเดตก่อนท าการตกตะกอนโปรตีน และเติมสารละลายมาตรฐานไอโอไดด์และไอโอเดตหลังท าการ

ตกตะกอนโปรตีน พบว่าปริมาณไอโอไดด์และไอโอเดตก่อนการตกตะกอนโปรตีนมีการสูญหาย เมื่อ

เปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์ค่าการคืนกลับในเมทริกซ์น้ า พบว่าอาจเกิดจากผลของเมทริกซ์ในไข่ไก่ที่เกิดอันตร

กิริยากับไอโอดีน ท าให้ความสามารถในการปลดปล่อยไอโอดีนลดต่ าลงในการเปลี่ยนไอโอดีนให้อยู่ในรูป

ฟรีไอออนที่สามารถวิเคราะห์ได้ด้วยเครื่องไอออนโครมาโทกราฟี เมื่อเปรียบเทียบความสามารถในการ

ตกตะกอนโปรตีนระหว่างเมทานอลและอะซิโตไนไตรล์ พบว่า เมทานอลมีเปอร์เซ็นต์ค่าการคืนกลับของ

ไอโอไดด์และไอโอเดตที่ดีกว่าอะซิโตไนไตรล์เล็กน้อย แต่เนื่องจากอะซิโตไนไตรล์มีค่าคงที่ไดอิเล็กทริกสูง

กว่าเมทานอล ส่งผลให้อันตรกิริยาระหว่างโปรตีนกับน้ าลดลงและอันตรกิริยาระหว่างโปรตีนเพ่ิมขึ้น  ท า

ให้มคีวามสามารถในการตกตะกอนโปรตีนที่ดีกว่า [23] การปลดปล่อยไอโอดีนจึงลดต่ าลง  
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ตารางที ่3.3 ความเข้มข้น และเปอร์เซ็นต์ค่าการคืนกลับของสารละลายไอโอเดต 

ตัวท า

ละลาย 
วิธีตกตะกอนโปรตีน 

Spiked 

(ppm) 

ความเข้มข้นของสารละลายไอโอ

เดต (ppm) 
%recovery 

ACN 

Non-spiked - 0 - 

before precipitation 5.000 0 - 

after precipitation 5.000 2.036 40.7 

MeOH 

Non-spiked - 0 - 

before precipitation 5.000 0 - 

after precipitation 5.000 2.519 50.4 

ตารางที ่3.4 ความเข้มข้น และเปอร์เซ็นต์ค่าการคืนกลับของสารละลายไอโอไดด์ 

ตัวท า

ละลาย 
วิธีตกตะกอนโปรตีน 

Spiked 

(ppm) 

ความเข้มข้นของสารละลายไอโอ

ไดด์ (ppm) 
%recovery 

ACN 

Non-spiked - 0 - 

before precipitation 5.000 1.915 38.3 

after precipitation 5.000 5.445 109 

MeOH 

Non-spiked - 0 - 

before precipitation 5.000 3.448 68.9 

after precipitation 5.000 4.943 98.7 

3.3 การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบ 

3.3.1 ความถูกต้องและความเที่ยง 
การทดลองกับตัวอย่างจริง คือ ไข่ไก่เสริมไอโอดีน ท าการเตรียมตัวอย่างโดยใช้ตัวท าละลาย

อินทรีย์ตกตะกอนโปรตีนไข่ไก่เพ่ือให้อยู่ในรูปสารละลายใสที่สามารถน าไปวิเคราะห์โดยใช้เครื่องไอออน
โครมาโทกราฟีได้ น าไปค านวณหาปริมาณไอโอไดด์ ดังตารางที่ 3.1 และ 3.2 ตามล าดับ พบว่าไข่เสริม
ไอโอดีน ตัวอย่างที่ 1 เมื่อตกตะกอนโปรตีนด้วย ความเข้มข้นกรดฟอร์มิก 1 เปอร์เซ็นต์ ในอะซิโตไนไตรล์ 
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และ ความเข้มข้นกรดฟอร์มิก 1 เปอร์เซ็นต์ ในเมทานอล มีปริมาณไอโอไดด์ในไข่ 0.4103 ไมโครกรัมต่อ
ฟอง และ 0.4534 ไมโครกรัมต่อฟอง ตามล าดับ มีเปอร์เซ็นต์ค่าความผิดพลาดสัมพัทธ์  -6 ถึง 4 
เปอร์เซ็นต์ ไข่เสริมไอโอดีน ตัวอย่างที่ 2 เมื่อตกตะกอนโปรตีนด้วย ความเข้มข้นกรดฟอร์มิก 1 เปอร์เซ็นต์ 
ในอะซิโตไนไตรล์ และ ความเข้มข้นกรดฟอร์มิก 1 เปอร์เซ็นต์ ในเมทานอล มีปริมาณไอโอไดด์ในไข่ 
0.8320 ไมโครกรัมต่อฟอง และ 0.5223 ไมโครกรัมต่อฟอง ตามล าดับ มีเปอร์เซ็นต์ค่าความผิดพลาด
สัมพัทธ์ 65 ถึง 78 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งจากค่าที่ได้แสดงให้เห็นว่าวิธีการตกตะกอนโปรตีนโดยใช้เมทานอล
และอะซิโตไนไตรล์เมื่อน ามาใช้หาปริมาณไอโอดีนในตัวอย่างไข่ที่ถูกเสริมไอโอดีนได้ด้วยผลของเมทริกซ์
พบว่ามีความแม่นย าในการวัดต่ า 

ตารางท่ี 3.5 ปริมาณของไอโอไดด์ ในไข่เสริมไอโอดีน ตัวอย่างที่ 1 (ไข่เสริมไอโอดีน 24 ไมโครกรัม) 
และ ในไขเ่สริมไอโอดีน ตัวอย่างท่ี 2 (ไข่เสริมไอโอดีน 150 ไมโครกรัม) 

ตัวอย่าง สารละลาย 
Iodide (µg/

ฟอง) 
Average (µg/

ฟอง) 
%relative 

error 

ไข่เสริมไอโอดีน ตัวอย่างที่ 
1 

(0.4267 µg/ฟอง)  

ACN 
0.4020 

0.4103 4 
0.4186 

MeOH 
0.4409 

0.4534 -6 
0.4659 

ไข่เสริมไอโอดีน ตัวอย่างที่ 
2 

(2.365 µg/ฟอง) 

ACN 
0.8110 

0.8320 65 0.8335 
0.8515 

MeOH 
0.5230 

0.5223 78 0.5200 
0.5240 

 



บทที่ 4 
สรุปผลการทดลอง 

 

จากการทดลองเพ่ือพัฒนาวิธีการตกตะกอนโปรตีนด้วยตัวท าละลายอินทรีย์ แล้วน าไปวิเคราะห์
ด้วยเทคนิคไอออนโครมาโทกราฟี เมื่อศึกษาศึกษาลักษณะทางกายภาพการตกตะกอนด้วยตัวท าละลาย
อินทรีย์ พบว่า ความเข้มข้นกรดฟอร์มิก 1 เปอร์เซ็นต์ ในเมทานอล และ ความเข้มข้นกรดฟอร์มิก 1 
เปอร์เซ็นต์ ในอะซิโตไนไตรล์ มีประสิทธิภาพการตกตะกอนโปรตีนได้ดีที่สุด จากนั้นศึกษาประสิทธิภาพ
ของตัวท าละลายอินทรีย์โดยพิจารณาจากเปอร์เซ็นต์การคืนกลับ พบว่า เมทานอลและอะซิโตไนไตรล์
สามารถตกตะกอนโปรตีนในไข่ไก่ได้เนื่องจากได้สารละลายใส แต่เปอร์เซ็นต์ค่าการคืนกลับมีค่าน้อย 
แสดงให้เห็นว่าเมทริกซ์ในไข่ไก่มีผลต่อการเตรียมสารตัวอย่างส าหรับวิเคราะห์ผล วิธีการตกตะกอน
โปรตีนโดยใช้เมทานอล และ อะซิโตไนไตรล์อาจไม่ดีพอที่จะสามารถแยกไอโอไดด์และไอโอเดตออกจาก
โปรตีนได้ทัง้หมด  

เมื่อน าเทคนิคการตกตะกอนโปรตีนด้วยตัวท าละลายอินทรีย์มาใช้ตกตะกอนโปรตีนในตัวอย่าง
จริง ได้แก่ ไข่เสริมไอโอดีน ตัวอย่างที่ 1 และไข่เสริมไอโอดีน ตัวอย่างที่ 2 พบว่ามีเพียงไอโอไดด์ที่สามารถ
วัดปริมาณได้ และจากการตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบ แสดงปริมาณไอโอไดด์ในไข่เสริมไอโอดีน 
ตัวอย่างที่ 1 พบว่าตกตะกอนโปรตีนด้วย ความเข้มข้นกรดฟอร์มิก 1 เปอร์เซ็นต์ ในอะซิโตไนไตรล์ และ 
ความเข้มข้นกรดฟอร์มิก 1 เปอร์เซ็นต์ ในเมทานอล มีปริมาณไอโอไดด์ในไข่ 0.4103 ไมโครกรัมต่อฟอง 
และ 0.4534 ไมโครกรัมต่อฟอง ตามล าดับ มีเปอร์เซ็นต์ค่าความผิดพลาดสัมพัทธ์ -6 ถึง 4 เปอร์เซ็นต์ ไข่
เสริมไอโอดีน ตัวอย่างที่ 2 เมื่อตกตะกอนโปรตีนด้วย ความเข้มข้นกรดฟอร์มิก 1 เปอร์เซ็นต์ ในอะซิโตไน
ไตรล์ และ ความเข้มข้นกรดฟอร์มิก 1 เปอร์เซ็นต์ ในเมทานอล มีปริมาณไอโอไดด์ในไข่ 0.8320 
ไมโครกรัมต่อกรัม และ 0.5223 ไมโครกรัมต่อกรัม ตามล าดับ มีเปอร์เซ็นต์ค่าความผิดพลาดสัมพัทธ์ 65 
ถึง 78 เปอร์เซ็นต ์
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ตารางท่ี ก-1 พื นที่ใต้พีคของสารละลายไอโอไดด์ในเมทริกซ์น  า 

ตัวท าละลาย วิธีตกตะกอนโปรตีน Area peak (µS·min) 

ACN 
Spiked before precipitation 0.4330 

Spiked after precipitation 0.4343 

MeOH 
Spiked before precipitation 0.4208 

Spiked after precipitation 0.4315 

ตารางท่ี ก-2 พื นที่ใต้พีคของสารละลายไอโอเดตในเมทริกซ์น  า 

ตัวท าละลาย วิธีตกตะกอนโปรตีน Area peak (µS·min) 

ACN 
Spiked before precipitation 0.2706 

Spiked after precipitation 0.2848 

MeOH 
Spiked before precipitation 0.2546 

Spiked after precipitation 0.2677 

ตารางท่ี ก-3 พื นที่ใต้พีคของไอโอไดด์ ในการวอร์เท็กซ์ที่เวลาต่าง ๆ 

สารละลาย เวลา (นาที) Area peak (µS·min) 

ACN 
1 0.0176 

5 0.0182 

MeOH 
1 0.0157 

5 0.0169 
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ตารางที ่ก-4 พื นที่ใต้พีค เปอร์เซ็นต์ค่าการคืนกลับของสารละลายไอโอเดต 

ตัวท าละลาย วิธีตกตะกอนโปรตีน Area peak (µS·min) %recovery average %RSD 

ACN 

Non-spiked 

0 - 

- - 0 - 

0 - 

Spiked before 

precipitation 

0 - 

- - 0 - 

0 - 

Spiked after 

precipitation 

0.1366 43.7 

40.7 9.5 0.1137 36.3 

0.1316 42.1 

MeOH 

Non-spiked 

0 - 

- - 0 - 

0 - 

Spiked before 

precipitation 

0 - 

- - 0 - 

0 - 

Spiked after 

precipitation 

0.1582 50.7 

50.4 0.6 0.1568 50.2 

0.1565 50.2 
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ตารางที ่ก-5 พื นที่ใต้พีค เปอร์เซ็นต์ค่าการคืนกลับของสารละลายไอโอไดด์ 

ตัวท าละลาย วิธีตกตะกอนโปรตีน Area peak (µS·min) %recovery average %RSD 

ACN 

Non-spiked 

0 - 

- - 0 - 

0 - 

Spiked before 

precipitation 

0.1676 40.3 

38.3 5.0 0.1507 36.4 

0.1586 38.2 

Spiked after 

precipitation 

0.4629 109 

109 0.3 0.4652 109  

0.4638 109 

MeOH 

Non-spiked 

0 - 

- - 0 - 

0 - 

Spiked before 

precipitation 

0.2826 66.9 

68.9 4.0 0.2864 67.8 

0.3051 72.1 

Spiked after 

precipitation 

0.4165 97.9 

98.7 1.5 0.4174 98.1 

0.4277 100 
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ตารางที่ ก-6 พื นที่ใต้พีคของไอโอไดด์ ในไข่เสริมไอโอดีน ตัวอย่างที่ 1 (ไข่เสริมไอโอดีน 24 

ไมโครกรัม) และ ในไข่ไก่เสริมไอโอดีน 2 (ไข่เสริมไอโอดีน 150 ไมโครกรัม) 

ตัวอย่าง 
น้ าหนักไข่ 

(ฟอง) 
น้ าหนักไข่ 

(กรัม) 
สารละลาย 

Area peak 
(µS·min) 

ไข่เสริมไอโอดีน ตัวอย่างที่ 
1 

56.25 

0.4752 
ACN 

0.8459 
0.5004 0.8366 
0.4965 

MeOH 
0.8888 

0.5129 0.9084 

ไข่เสริมไอโอดีน ตัวอย่างที่ 
2 

63.43 

0.4935 
ACN 

0.3287 
0.5047 0.3302 
0.5113 0.3330 
0.5069 

MeOH 
0.2064 

0.5006 0.2078 
0.4942 0.2120 
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