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      งานวิจยันีท้ าการพฒันาวิธีวิเคราะห์ด้วยระบบโครมาโทกราฟีของเหลวระดบัไมโครลิตร

ร่วมกับโมโนลิธิคแคปปิลาร่ีคอลัมน์ส าหรับการวิเคราะห์ปริมาณไอโอเฮกซอลในตวัอย่างเซร่ัมของ
มนษุย์  ซึง่เป็นสารท่ีใช้ในการตดิตามการตรวจวดัอตัราการกรองของไต (GFR) เพ่ือประเมินการท างาน
ของไต จากการศึกษาวิธีการเตรียมตวัอย่างเพ่ือตกตะกอนโปรตีน 4 วิธี ได้แก่ การตกตะกอนด้วย
สารละลายกรดเปอร์คลอริก การตกตะกอนด้วยสารละลายอะซีโทรไนไตร์ล  การตกตะกอนด้วย
สารละลายซิงค์ซลัเฟต และการแยกโปรตีนด้วยเมมเบรน  พบว่าการตกตะกอนด้วยสารละลายซิงค์
ซลัเฟตเป็นวิธีท่ีก าจดัโปรตีนออกจากตวัอย่างได้อย่างมีประสิทธิภาพ สะดวกและประหยดั  ตวัอย่างท่ี
ผา่นการก าจดัโปรตีนแล้วสามารถวิเคราะห์โดยท าการแยกบนคอลมัน์สงัเคราะห์โมโนลิธ (methacrylic 
acid – ethylene dimethyacrylate) และเฟสเคล่ือนท่ีซึ่งประกอบด้วยสารละลายบัฟเฟอร์อะซิเตท 
เข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ พีเอช 5 และเมทานอล ในอตัราสว่น 40:60 โดยปริมาตร ตดิตามคา่การดดูกลืน
แสงท่ีความยาวคล่ืน 254 นาโนเมตร พบว่าใช้เวลาในการวิเคราะห์ทัง้หมด 4 นาที  ผลจากการ
วิเคราะห์ตัวอย่างเซร่ัม 3 ตัวอย่างมีค่าร้อยละการคืนกลับของไอโอเฮกซอลในช่วง 102 ถึง 104 
เปอร์เซ็นต์ กราฟมาตรฐานมีคา่สมัประสิทธ์ิสหสมัพนัธ์มากกวา่ 0.9997 ในการตรวจสอบความเท่ียงใน
วนัเดียวกนัและระหวา่งวนัมีคา่ความเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์น้อยกวา่ 3.0 ซึง่อยูใ่นชว่งท่ียอบรับได้ 
วิธีวิเคราะห์ท่ีพฒันาขึน้มีขัน้ตอนท่ีง่าย  รวดเร็วมีความเท่ียงและความแม่นในการวิเคราะห์สงู  และใช้
สารตวัอยา่งและตวัท าละลายอินทรีย์ในปริมาณน้อย  
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This work developed a micro-liquid chromatographic method with monolithic capillary 

column for determination of iohexol in human serum, a marker for evaluation of glomerular 
filtration rate.   Four protein removal methods using perchloric acid, acetonitrile, zinc sulfate 
and centrifuge membrane filter, have been investigated for analysis of serum samples.  Zinc 
sulfate was chosen as a reagent for sample pretreatment due to the complete protein 
precipitation, simple procedure and low cost.   The pretreated sample was analyzed by 
injecting into a synthetic monolithic column polymerized from methacrylic acid and ethylene 
dimethyacrylate.  The mobile phase of 40:60 (v/v) 50 mM acetate buffer pH 5 : methanol was 
selected as optimized and UV detection at the wavelength of 254 nanometer.  Separation time 
of 4 min was achieved.  Calibration curve for iohexol was constructed in concentrations range 
of 2 to 250 µg/ml (n=3). Good linearity with R2 of 0.9997 was observed. Intra- and inter-day 
precisions (%RSD)  for peak area and retention time were less than 3%.  The method was 
successfully applied to serum samples (n=3) with percent recoveries from 102 to 104%. The 
developed method is simple, rapid, precise and accurate with low sample and solvent 
consumption. 
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ท่ีให้ค าปรึกษา ค าแนะน า ชีแ้นะข้อบกพร่องต่างๆ ช่วยแก้ไขปัญหาในการท างานวิจัย ให้ความ
ช่วยเหลือในการด าเนินงานวิจยัและการเขียนปริญญานิพนธ์นีแ้ก่ผู้ วิจยัเป็นอย่างดี อีกทัง้ท าให้ผู้ วิจยั
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เป็นอยา่งสงูไว้ ณ โอกาสนี ้

ขอขอบพระคณุผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.ชุติมา เพชรกระจ่าง ประธานกรรมการในการสอบ
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สมบรูณ์มากยิ่งขึน้ และขอขอบพระคณุคณาจารย์ภาควิชาเคมีทุกท่านท่ีได้ถ่ายทอดความรู้ ให้ความ
เมตตา เอาใจใสแ่ละให้ความชว่ยเหลือแก่ผู้วิจยัด้วยดีเสมอมา 

ขอขอบพระคณุภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัศรีนครินทรวิโรฒ และภาควิชา
เคมี ส านักวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยเทคนิคโลยีสุรนารีท่ีคอยให้การสนับสนุนทางด้านอุปกรณ์ 
เคร่ืองมือ และสถานท่ี ตลอดจนเจ้าหน้าท่ีห้องปฏิบตัิการเคมี ท่ีให้ความช่วยเหลือ ให้แนะน า และ
อ านวยความสะดวกแก่ผู้วิจยัตลอดการศึกษาและการท าวิจยั ขอขอบพระคณุโรงพยาบาลรามาธิบดี
ส าหรับตวัอย่างเซร่ัมของมนุษย์ ผู้ วิจยัรู้สึกซาบซึง้ในความกรุณาและขอขอบพระคณุทุกๆท่านไว้ ณ 
โอกาสนี ้

คณุค่าของปริญญานิพนธ์ฉบบันี ้ขอมอบเป็นเคร่ืองบูชาพระคณุต่อครอบครัวของผู้ วิจัย ท่ี
มอบความรัก ความเอาใจใส ่และสนบัสนนุในทกุๆด้าน ท าให้ผู้วิจยัประสบความส าเร็จในครัง้นี ้  
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บทที่ 1 

บทน ำ 

 
ภูมิหลัง 

 ปัจจุบนัปัญหาการเกิดโรคไตเรือ้รังระยะสุดท้าย (end-stage kidney disease, ESRD) มี

อตัราสงูขึน้อยา่งตอ่เน่ืองทัว่โลก จ าเป็นต้องมีการตรวจคดักรองผู้ ป่วยท่ีมีภาวะการท างานของไตลดลง

ตัง้แตร่ะยะเร่ิมต้นเพ่ือชะลอการเกิด ESRD และการเสียชีวิตเน่ืองจากโรคหลอดเลือดและหวัใจท่ีเป็น

โรคแทรกซ้อน องค์กร National Kidney Foundation Kidney Disease Outcomes Quality Initiative 

(KDOQI) ได้ให้นิยามค าจ ากัดความตลอดจนการแบ่งระยะการด าเนินของโรคไตเรือ้รัง (chronic 

kidney disease, CKD)( Levey AS. 2005: 2089-2100) และได้ก าหนดให้ใช้ระดบัอตัราการกรองของ

ไต (glomerular filtration rate, GFR) เป็นดชันีชีว้ดัการท างานของไต ซึ่ง GFR นี ้จดัเป็นดชันีบ้ง่ชีก้าร

ท างานของไตท่ีดีท่ีสุดและสมัพนัธ์กับปริมาณของเนือ้ไต และท าให้แพทย์สามารถประเมินระยะการ

ด าเนินของโรค ท านายแนวโน้มการด าเนินโรคเข้าสู่ภาวะ ESRD และระดบัยาท่ีเหมาะสมแก่การขับ

ออกทางไตได้อยา่งถกูต้อง 

 GFR เป็นคา่ท่ีแสดงให้เห็นถึงปริมาตรของพลาสมาท่ีถูกกรองท่ีโกลเมอรูลสัของหน่วยไต 1 

อนั ต่อหน่วยเวลาในกระบวนการสร้างปัสสาวะ (Schwartz GJ. 2007) ซึ่งสามารถวดัค่า GFR ได้ใน

ทางอ้อมโดยวดัการขบัสารเคมีใดๆท่ีถกูกรองผ่านโกลเมอรูลสัออกมา โดยไม่มีการดดูกลบั ขบัหรือเกิด

การสนัดาปท่ีหลอดฝอยไตเลย ปริมาณการขบัของสารนัน้จงึเทียบเทา่กบั GFR ได้  

 GFR ท่ีผา่นมามกัรายงานจากระดบัของเสียท่ีเกิดขึน้ภายในร่างกาย เชน่ serum creatinine 

(sCr) แตพ่บว่ามีความถกูต้องต ่า เน่ืองจากคา่ sCr มีความสมัพนัธ์กบัมวลกล้ามเนือ้ของร่างกาย ซึ่งมี

ผลกระทบมาจากปัจจยัตา่งๆ คือ อาย ุน า้หนกั เพศ หรือเชือ้ชาติ ตอ่มาได้มีการน า serum cystatin C 

(sCysC) มาใช้เป็นตวับง่ชีใ้นการวดั GFR ซึ่งเม่ือเปรียบเทียบกบั sCr แล้วพบว่า sCysC เป็นตวับง่ชีท่ี้

มีความถกูต้องและมีความไวสงูกว่า sCr (Madero Magdalena. 2006: 610-616) อย่างไรก็ตามมีการ

วิจยัพบว่า มีปัจจยัอ่ืนท่ีส่งผลต่อระดบัของ sCysC นอกเหนือจากการท างานของไต คือ C-reactive 

protein (CRP) และการสูบบุหร่ี จึงท าให้มีข้อจ ากัดในการแปลผลระดับ sCysC เพ่ือประเมินการ
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ท างานของไตในบุคคลท่ีมีภาวะดังกล่าว (Knight EL. 2004: 1416-1421) ในปัจจุบันนีย้ังไม่มี

การศกึษาเก่ียวกบัการประเมินความถกูต้องของ sCysC ในกลุม่คนไทย  

 การค านวณหาคา่ GFR ยงัสามารถท าได้โดยการติดตามอตัราการก าจดัสารใด ๆ ออกจาก

พลาสมาภายหลงัการฉีดสารนัน้เข้าสู่กระแสเลือด ซึ่งในปัจจุบนัการตรวจติดตามอัตราการก าจัดไอ

โอเฮกซอล (iohexol) ออกจากพลาสมา (Schwartz GJ. 2007) เป็นวิธีการหนึ่งท่ีมีความน่าเช่ือถือใน

การน ามาใช้ประเมิน GFR เพ่ือหลีกเล่ียงการใช้สารกมัมนัตภาพรังสีหรือตวัตรวจติดตามชนิดอ่ืน ๆ เชน่ 

Ethylene diamine tetra-acetic acid (51Cr-EDTA) และหลีกเล่ียงปัญหาในเร่ืองของเวลาในการขับ

ปัสสาวะและการฉีดอินลูิน (inulin) อย่างตอ่เน่ือง ซึ่งไอโอเฮกซอลมีช่ือทางการค้าว่า omnipaque เป็น

สารท่ีมีจ าหน่ายอยู่ทั่วไป เป็นสารท่ีไม่มีประจ ุดดูซึมต ่าและเป็นสารตวักลางรังสี ซึ่งมีความปลอดภัย

ตอ่มนษุย์ ไอโอเฮกซอลมีมวลโมเลกุลเท่ากับ 821.14 และมีคร่ึงชีวิตในพลาสมาประมาณ 90 นาที มี

การกระจายอยู่ในช่องว่างระหว่างเซลล์ และจบัอยู่กบัโปรตีนในพลาสมาต ่ากว่า 2% ไอโอเฮกซอลถูก

ก าจัดออกจากพลาสมาโดยการกรองผ่านท่ีโกลเมอรูลัสของไตโดยส่วนใหญ่ และถูกก าจัดออก

ภายนอกไตในปริมาณท่ีน้อยมาก  โดยในการประเมินแตล่ะครัง้แพทย์จะฉีดไอโอเฮกซอลให้แก่ผู้ ป่วย

เพียง 10 มิลลิลิตร ซึ่งไม่เป็นอนัตรายต่อผู้ ป่วยโรคไตท่ีมีระดบั GFR ต ่า งานวิจยัส่วนใหญ่ชีใ้ห้เห็นว่า 

GFR ท่ีได้จากการท าการขับอินูลินและท่ีได้จากการท าการขับไอโอเฮกซอลมีความสอดคล้องและ

ใกล้เคียงกนัมาก (Gaspari F. 1995: 257-263) นอกจากนีไ้อโอเฮกซอลยงัมีประสิทธิภาพมากกว่าสาร

ตัวกลางรังสีชนิดอ่ืน ๆ เช่น ไอโอธาลาเมท (iothalamate) ซึ่งเคยถูกศึกษาในผู้ ป่วยไตวายเรือ้รัง 

(Andrew S Levey. 1999: 461-470) จากงานวิจยัพบวา่ไอโอธาลาเมทถกูขบัออกโดย renal proximal 

tubular cells เพียงเล็กน้อยและอาจถูกดูดกลับบางส่วน (Bo Odlind. 1985: 9-16) ดงันัน้อัตราการ

ก าจดัไอโอธาลาเมทออกทางไตมีค่าสงูกว่าไอโอเฮกซอลประมาณ 19% (Back SE. 1988: 247-253) 

ดงันัน้ ไอโอเฮกซอลจงึเป็นตวับง่ชีข้อง GFR ท่ีดีกวา่ไอโอธาลาเมท 
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ภาพประกอบ 1 โครงสร้างของไอโอเฮกซอล 

 

 โดยทัว่ไปสามารถตรวจวดัไอโอเฮกซอลได้ทัง้ในพลาสมาหรือเซร่ัม โดยท าการเจาะเลือด

ผู้ ป่วย 3 ถึง 4 ครัง้ ในช่วงเวลาระหว่าง 2 และ 4 ชัว่โมง ท าการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟี

ของเหลวสมรรถนะสงู (high performance liquid chromatography, HPLC) ซึ่งเป็นวิธีมาตรฐานท่ีมี

ความถูกต้องและน่าเช่ือถือ แต่วิธีการดังกล่าวพบว่าใช้เวลาในการวิเคราะห์นาน และใช้ปริมาณ

ตวัอย่าง และสารเคมีมาก ท าให้มีค่าใช้จ่ายสูง จากสาเหตท่ีุกล่าวมาในเบือ้งต้นจึงน าไปสู่การศึกษา

ค้นคว้าเพ่ือพฒันาวิธีวิเคราะห์ไอโอเฮกซอลในตวัอย่างเซร่ัมด้วยวิธีท่ีใช้เวลาในการวิเคราะห์สัน้ ใช้

ตวัอยา่งและสารเคมีน้อย โดยสามารถวิเคราะห์ได้อยา่งถกูต้องนา่เช่ือถือ 

 เทคนิคโครมาโทรกราฟีของเหลวระดบัไมโครลิตร(micro-liquid chromatography, µ-LC) 

เป็นเทคนิคท่ีได้รับความสนใจและถูกพฒันามาจากเทคนิค HPLC โดยดดัแปลงเคร่ืองมือจากระบบ 

HPLC พืน้ฐานให้สามารถรองรับกับคอลัมน์ขนาดเล็กท่ีเรียกว่าไมโครคอลัมน์ คุณลักษณะเด่นของ

เทคนิค µ-LC เม่ือเปรียบเทียบกบั HPLC แบบดัง้เดิม คือ ด้วยขนาดคอลมัน์ท่ีเล็กท าให้ลดการเกิดการ

ขยายของท่อนโซน (band-broadening) และใช้ปริมาณของสารตวัอย่างและสารเคมีน้อยซึ่งประหยัด

ค่าใช้จ่าย ซึ่งโมโนลิธิคแคปปิลาร่ีคอลัมน์ (monolithic capillary column) เป็นคอลัมน์ท่ีก าลังเป็นท่ี

นิยมน ามาใช้กับเทคนิค µ-LC เน่ืองจากมีการต้านทานการไหลต ่า ท าให้ใช้เวลาในการวิเคราะห์สัน้ 

สามารถสังเคราะห์ได้ง่ายด้วยต้นทุนต ่า ปรับเปล่ียนหมู่ฟังก์ชันและคุณสมบตัิของพืน้ผิวคอลัมน์ได้

หลากหลายชว่ยให้สามารถครอบคลมุการวิเคราะห์ตวัอยา่งท่ีหลากหลาย (Danilo Corradini. 2011) 
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 งานวิจยันีมุ้่งเน้นการศกึษาและพฒันาวิธีการตรวจวดัปริมาณไอโอเฮกซอลในตวัอย่างเซร่ัม

โดยใช้เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวระดบัไมโครลิตร (µ-LC) โดยสังเคราะห์โมโนลิธิคแคปปิลาร่ี

คอลมัน์และหาสภาวะท่ีเหมาะสมกับการวิเคราะห์ เพ่ือให้สามารถวิเคราะห์ปริมาณไอโอเฮกซอลได้

อยา่งถกูต้องและนา่เช่ือถือ ประหยดั สะดวก และรวดเร็ว  

ควำมมุ่งหมำยของงำนวิจัย 

 ในงานวิจยัครัง้นีผู้้วิจยัได้ตัง้ความมุง่หมายไว้ดงันี ้

 1. สร้างระบบโครมาโทกราฟีของเหลวระดบัไมโครลิตรและสงัเคราะห์โมโนลิธิคแคปปิลาร่ี

คอลมัน์  

 2. พฒันาวิธีท่ีมีประสิทธิภาพในการตรวจวัดปริมาณสารประกอบอินทรีย์ด้วยเทคนิคโคร

มาโทกราฟีของเหลวระดบัไมโครลิตร 

 3. น าวิธีท่ีพฒันาขึน้มาประยกุต์ในการวิเคราะห์ปริมาณไอโอเฮกซอลในตวัอย่างเซร่ัมและ

คาเฟอีนในตวัอยา่งเคร่ืองดื่ม 

ขอบเขตของงำนวิจัย  
 1. ศึกษาภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการวิเคราะห์ไอโอเฮกซอลด้วยเทคนิคโครมาโทรกราฟี

ของเหลวระดบัไมโครลิตร ได้แก่ 

 - ชนิด และองค์ประกอบในการเตรียมโมโนลิธิคแคปปิลาร่ีคอลมัน์  

 - ชนิด อตัราสว่น และความเข้มข้นของเฟสเคล่ือนท่ี (Mobile phase) 

 2. น าวิธีท่ีพฒันาขึน้ไปทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ (Method validation)  

 3. ศกึษาวิธีการเตรียมตวัอย่างท่ีเหมาะสม และวิเคราะห์หาปริมาณไอโอเฮกซอลในตวัอย่าง

จริงเปรียบเทียบผลกบัวิธีมาตรฐาน 

 4. ศกึษาการวิเคราะห์ปริมาณคาเฟอีนในตวัอยา่งเคร่ืองดื่ม 
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ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 

 1. ได้วิธีวิเคราะห์ทางเลือกใหม่ในการวิเคราะห์ปริมาณไอโอเฮกซอลในตวัอย่างเซร่ัมและ

การวิเคราะห์ปริมาณคาเฟอีนในตัวอย่างเคร่ืองด่ืมโดยเป็นวิธีท่ีมีประสิทธิภาพในการวิเคราะห์สูง 

ถูกต้อง แม่นย า สะดวก ใช้ระยะเวลาในการวิเคราะห์สัน้ ใช้สารเคมีปริมาณน้อย และมีค่าใช้จ่ายใน

การวิเคราะห์ต ่า 

 2. สามารถน าวิธีวิเคราะห์ท่ีพัฒนาขึน้ไปประยุกต์ใช้ในการตรวจคดักรองผู้ ป่วยโรคไตได้

อยา่งถกูต้อง 

 3. สามารถน าไปใช้เป็นแนวทางในการพฒันาต่อยอดในการวิเคราะห์สารประเภทอ่ืนด้วย 

เทคนิคโครมาโทรกราฟีของเหลวระดับไมโครลิตร ซึ่งจะเป็นโอกาสให้เกิดการพัฒนางานด้านการ

วิเคราะห์ และเป็นโอกาสให้ผู้ ท่ีสนใจได้น าเทคโนโลยีของตนเองไปใช้จริง 

 

 

 



บทที่ 2 

เอกสารและงานวจิัยที่เก่ียวข้อง 
 

 ในงานวิจยันีไ้ด้ศกึษาการวิเคราะห์หาปริมาณไอโอเฮกซอลในตวัอย่างเซร่ัม ด้วยโมโนลิธิค

แคปปิลาร่ีคอลมัน์ร่วมกับเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวระดบัไมโครลิตรตรวจวดัค่าการดดูกลืนแสง

ในชว่งอลัตร้าไวโอเลต ซึง่ผู้วิจยัได้ทบทวนวรรณกรรมและงานวิจยัท่ีเก่ียวข้องตามหวัข้อตา่ง ๆ ดงันี ้

 1. ไอโอเฮกซอล 

 2. เทคนิคการวิเคราะห์ไอโอเฮกซอล 

 3. เทคนิคโครมาโทรกราฟีของเหลวระดบัไมโครลิตร 

 4. โมโนลิธิคคอลมัน์ 

1. ไอโอเฮกซอล (iohexol) 
ไอโอเฮกซอลมี ช่ือทางการค้าคือ omnipaque และมี ช่ือทางเคมี คือ 1-N,3-N-bis(2,3-

dihydroxypropyl) -5-[ N-( 2 ,3 -dihydroxypropyl) acetamido] -2 ,4 ,6 -triiodobenzene-1 ,3 -

dicarboxamide มีโครงสร้างดงัแสดงในภาพประกอบท่ี 1 มีมวลโมเลกุลเท่ากบั 821.14 เป็นตวับ่งชีท่ี้

นิยมน ามาใช้ในการวดั GFR ในการตรวจคดักรองโรคไต มีความเป็นพิษตอ่ร่างกายต ่า 

 

 
 

ภาพประกอบ 1 โครงสร้างของไอโอเฮกซอล 
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 1.1 คุณสมบัตทิางกายภาพ 

 ไอโอเฮกซอลมีลกัษณะเป็นผงผลึกสีขาว ไม่มีกลิ่น มีจุดหลอมเหลว 174-180 ºC มีจุด

เดือด 892 ºC สามารถละลายได้ดีในน า้ มีคา่ pKa เทา่กบั 11.35 ดดูกลืนแสงได้ดีท่ี 254 นาโนเมตร 

 1.2 เภสัชจลนศาสตร์ 

 หลังจากการฉีดไอโอเฮกซอลเข้าไปในหลอดเลือด ไอโอเฮกซอลจะมีการกระจาย

ตวัอย่างรวดเร็วไปทัว่ช่องวา่งระหว่างเซลล์ ไอโอเฮกซอลจะจบัอยูก่บัโปรตีนในพลาสมา (น้อยกวา่ 2%) 

จากนัน้ไอโอเฮกซอลจะถกูก าจดัออกจากพลาสมาโดยการกรองผ่านท่ีโกลโมลลูสัโดยส่วนใหญ่ มีเพียง

เล็กน้อยเท่านัน้ท่ีถกูก าจดัออกภายนอกไต ซึ่งประมาณ 80-90% ของปริมาณไอโอเฮกซอลท่ีฉีดจะถูก

ขบัออกมาภายใน 24 ชัว่โมง และมีความเข้มข้นสงูสดุในปัสสาวะในชัว่โมงแรก 

 ในการศึกษาเภสัชจลนศาสตร์ของไอโอเฮกซอล จะท าการฉีดไอโอเฮกซอลให้กับ

อาสาสมคัรเพศชายท่ีมีสขุภาพดีพบว่ามีคร่ึงชีวิตของการกระจายคือ 22 นาที คร่ึงชีวิตของการขบัถ่าย

คือ 2.1 ชัว่โมง และการสลายตวัมีคร่ึงชีวิต 12.6 ชัว่โมง ปริมาณของการกระจายตวัของช่องกลางเป็น 

165-270 มิลลิลิตรต่อกิโลกรัม คา่เฉล่ียการขบัออกจากไต 120 มิลลิลิตรตอ่นาที และการขบัออกจาก

ร่างกายรวมเฉล่ีย 131 มิลลิลิตรตอ่นาที  

2. เทคนิคการวิเคราะห์  

2.1 วิธีวิเคราะห์ปริมาณของไอโอเฮกซอล  

      มีการพฒันาใช้เทคนิคการวิเคราะห์หลายเทคนิคในการวิเคราะห์ปริมาณของไอโอเฮกซอล 

ได้แก่ เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC), colorimetric method (Back SE. 1988: 

825-829) , X-ray fluorescent spectrophotometry ( Xin G.  2000: 131-133) , capillary 

electrophoresis ( Michael VR.  1996:  173-177)  แ ล ะ  inductively coupled plasma atomic 

emission spectroscopy (Braselton WE. 1997: 1429-1435) 

        2.1.1 เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงในช่วง

อลัตร้าไวโอเลต (HPLC-UV)  

                 วิธี HPLC-UV เป็นวิธีท่ีนิยมมากท่ีสุดส าหรับการวิเคราะห์ปริมาณของ ไอโอเฮก

ซอล เน่ืองจากเป็นวิธีท่ีมีประสิทธิภาพการแยกสงู เหมาะกบัการวิเคราะห์สารท่ีมีองค์ประกอบซบัซ้อน 

เช่น พลาสมาและเซร่ัม ดงันัน้เม่ือวิเคราะห์ในเซร่ัมหรือปัสสาวะโดยเทคนิค HPLC ภายใต้สภาวะท่ี
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เหมาะสมจะปรากฏพีคของทัง้สองไอโซเมอร์ของไอโอเฮกซอลในเวลาท่ีแตกตา่งกนั การค านวณการขบั

ออกของไอโอเฮกซอลสามารถเลือกวดัระดบัไอโอเฮกซอลในพลาสม่าจากไอโซเมอร์เดียวเพ่ือใช้ในการ

ค านวณปริมาณการขบัออก ปริมาณของการกระจาย และคร่ึงชีวิตการสลายตวัได้   

               การวิเคราะห์ปริมาณไอโอเฮกซอลด้วยเทคนิค HPLC มีการพัฒนาอย่างต่อเน่ือง 

และใช้คอลัมน์กับเฟสเคล่ือนท่ีท่ีหลากหลาย ซึ่งท าให้มีความแตกต่างกันในเร่ืองประสิทธิภาพการ

วิเคราะห์ ในด้านตา่งๆดงัแสดงในตาราง 1 

ตาราง 1 การวิเคราะห์ปริมาณไอโอเฮกซอลโดยใช้เทคนิค HPLC-UV 

คอลมัน์ เฟสเคล่ือนท่ี 

 

LOD 

(µg/ml) 

ชว่งความเข้มข้น

ท่ีวิเคราะห์ 

(µg/ml) 

คา่เวลา

คงตวั 

(นาที) 

อ้างอิง 

ODS2 Luna 

column C18 

 

µBondapak 

C18 

 

Supelco 

dicoveryC18 

 

polymeric  

PLRP-S C18  

 

dicoveryC18 

 

H2O : MeOH 

 

 

H2O:ACN  

 

 

0.1%Trifluoroacetic 

acid H2O:MeOH 

 

H2O : MeOH 

 

 

95% MeOH/5% 

H2O/0.1%TFA pH 2.2 

2 

 

 

6 

 

 

1 

 

 

0.44 

 

 

12(µg/L) 

 

 2-100 

 

 

10-750  

 

 

5-40 

 

 

0.44-657 

 

 

23.6–755 

(µg/L) 

6, 7 

 

 

5, 6 

 

 

12.2,12.

5 

 

 

9.1,10.3 

 

 

4.5, 4.8 

 

V. Meucci 

et al. (2004). 

 

Rohit S. Soman; 

et al. (2005). 

 

Don Farthing; 

et al. (2005). 

 

M S. De Baere; 

et al. (2012). 

 

Andrew Slack; 

et al. (2014). 
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         2. 1. 2 High-performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

(HPLC-MS/MS) 

                High-performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

(HPLC-MS/MS) ถูกใช้ในการวิเคราะห์ปริมาณไอโอเฮกซอล ซึ่งวิธีการนีมี้ข้อดีกว่ากว่าวิธีอ่ืน ๆ คือ

ให้ผลการวิเคราะห์ท่ีแม่นย า และมีความถูกต้องสูง เน่ืองจาก mass spectrometry เป็นเทคนิคการ

ตรวจวดัท่ีจ าเพาะเจาะจงตอ่ขนาดโมเลกลุ และการรบกวนท่ีอาจเกิดจากสิ่งเจือปนในตวัอย่างท่ี จึงให้

สญัญาณท่ีมีความจ าเพาะกวา่ตวัตรวจวดัอ่ืน แตมี่คา่ใช้จา่ยสงู และต้องการผู้ มีความช านาญสงู  

 

ตาราง 2 การวิเคราะห์ปริมาณไอโอเฮกซอลโดยใช้เทคนิค HPLC-MS 

คอลมัน์ เฟสเคล่ือนท่ี 

 

LOD 

(µg/ml) 

ชว่งความเข้มข้นท่ี

วิเคราะห์ 

(µg/ml) 

คา่เวลาคง

ตวั 

 (นาที) 

อ้างอิง 

Zorbax Eclipse 

XDB-C8 

 

Zorbax Eclipse 

XDB-C18 

 

Phenomenex 

Gemini C18 

 

Oasis HLB 5-

µm  

 

H2O:MeOH/2mM 

ammonium acetate  

 

0.1% formic acid in 

H2O : ACN 

 

50mM Formate 

buffer in H2O/CAN 

 

0.1% formic acid in 

H2O/ACN  

 

0.5 

 

 

0.02 

 

 

0.27 

(µg/L) 

 

2.5 

 

 

 0.5-1500 

 

 

0.02-9.7 

 

 

0.27-0.59(µg/L) 

 

 

2.5-1000 

 

- 

 

 

10.2 

 

 

13 

 

 

- 

 

Soo-Youn Lee; 

et al. (2006). 

 

M.C. Denis; et 

al. (2008). 

 

Francesco B.; 

et al. (2008). 

 

Thomas M; et 

al. (2009). 
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       2.1.3 Capillary electrophoresis (CE) 

       Capillary electrophoresis เป็นเทคนิคท่ีใหม่ท่ีน ามาใช้ในการวิเคราะห์ปริมาณไอ

โอเฮกซอลในพลาสมา Michael VR และคณะ (Michael VR. 1996: 173-177) ได้ใช้เทคนิคนีใ้นการ

วิเคราะห์ปริมาณไอโอเฮกซอล พบวา่เป็นเทคนิคท่ีวิเคราะห์ได้ถกูต้องเช่นเดียวกบัเทคนิค HPLC อีกทัง้

เทคนิค CE ยงัมีข้อดีคือไม่ต้องใช้คอลมัน์ในการวิเคราะห์ เคร่ืองและอปุกรณ์มีราคาถกู ใช้เวลาในการ

วิเคราะห์สัน้กวา่เทคนิค HPLC แตจ่ะต้องใช้ผู้วิเคราะห์ท่ีมีความช านาญสงูกวา่ 

      2.1.4 Inductively coupled plasma atomic emission spectrophotometry 
                 Braselton แ ล ะ ค ณ ะ  (Braselton WE.  1997:  1429-1435)  ไ ด้ น า เท ค นิ ค 

inductively coupled plasma atomic emission spectrophotometry ม าวัดป ริม าณ ไอ โอ ดีน ใน

โมเลกุลของไอโอเฮกซอล ไอโอดีนจะถูกวดัท่ีความยาวคล่ืน 178.276 นาโนเมตร ซึ่งวิธีนีผู้้ วิจยัต้องมี

ความช านาญในเคร่ืองมือ และมีต้นทนุในการวิเคราะห์สงู 

3. เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวระดับไมโครลิตร (µ-LC) 

     โครมาโทกราฟีของเหลวระดับไมโครลิตร (µ- Liquid Chromatography, µ-LC) เป็น

เทคนิคท่ีพฒันามาจากเทคนิค HPLC ให้มีขนาดเล็กลง โดยลดขนาดหรือเปล่ียนชนิดของคอลมัน์ดงั

แสดงในภาพประกอบท่ี 2.2 และปริมาณของสารท่ีใช้ในการวิเคราะห์น้อยลง ซึง่หลกัการของเทคนิค µ-

LC จะเหมือนกับกับเทคนิค HPLC คือแยกสารประกอบโดยอาศยัความแตกต่างของการกระจายตวั

ของสารในสองเฟสท่ีเรียกว่าเฟสคงท่ี (stationary phase) และเฟสเคล่ือนท่ี (mobile phase)  ซึ่งจะ

แตกตา่งกันขึน้อยู่กับโครงสร้างและคณุสมบตัิทางเคมีของสาร  ดงันัน้ความแตกต่างกนัของแรงหน่วง  

จงึท าให้โมเลกลุของสารแตล่ะชนิดเคล่ือนท่ีออกมาจากคอลมัน์ซึง่บรรจเุฟสคงท่ี  ในเวลาท่ีแตกตา่งกนั 

(retention time)  
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ภาพประกอบ 2 ภาพการเปรียบเทียบขนาดของคอลมัน์ในระบบ µ-LC และ HPLC : (A) คอลมัน์แบบ 

เตรียมเอง PEEK nano-flow µ-LC ขนาด100 µm i.d. × 5 cm, (B) คอลมัน์แบบซือ้ C-18 PEEK 

capillary µ-LC  ขนาด 75 µm i.d. × 25 cm , (C) คอลัมน์แบบซือ้ C-8 stainless steel µ-LC 

ขนาด 1 mm i.d. x 10 cm, (D) คอลัมน์แบบซือ้ reversed-phase stainless steel ขนาด 4.6 

mm i.d. × 25 cm ใช้ระบบ HPLC แบบดัง้เดมิ 

ท่ีมา : Danilo Corradini. (2011) 

µ-LC เป็นเทคนิคท่ีมีการใช้กนัแพร่หลาย ซึ่งเคร่ืองมือนัน้คล้ายกบัระบบ HPLC ซึง่สามารถดดั

แปรงมาจากระบบ HPLC แบบดัง้เดิมได้  สามารถประยุกต์ใช้ในการวิเคราะห์ได้หลากหลาย

เช่นเดียวกับ HPLC แต่มีข้อดีท่ีโดดเด่นกว่าเทคนิค HPLC แบบดัง้เดิม ในด้านการใช้เวลาในการ

วิเคราะห์ ใช้ปริมาณสารตัวอย่างและสารละลายน้อยลงกว่าเดิมมาก มีผู้ วิจัยจ านวนไม่น้อยท่ีน า

เทคนิค µ-LC ไปประยกุต์ใช้ในการวิเคราะห์ ดงัแสดงในตาราง 3 
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ตาราง 3 ตวัอยา่งงานวิจยัท่ีประยกุต์ใช้เทคนิค µ-LC 

ปี ประเภทตวัอยา่ง คอลมัน์ ตวัตรวจวดั อ้างอิง 

2004 

 

 

2004 

 

 

2004 

 

 

2007 

 

 

2009 

 

 

2014 

โปรตีน 

 

 

Chiral & amino acid 

 

 

alpha-bisabolol in 

human blood 

 

ceramide 

 

 

low- and high-

molecular-weight 

compounds 

PAHs, alkylphenones, 

โปรตีน 

monolithic poly(BMA–co-

EDMA)  

 

Ristocetin A bonded to 3.5µm 

silica packed (10 cm×1 mm 

I.D.) 

Zorbax SB C18(150 mm×0.5 

mm i.d., 5µm) 

 

hypercarb 150×0.53 mm 

 

 

Monolithic poly(1,2-bis(p-

vinylphenyl)ethane (BVPE)) 

 

monolithic poly(AOD-co-

EDMA)   

UV 

 

 

UV 

 

 

ESI-MS 

 

 

ELSD 

 

 

UV 

 

 

UV 

 

 

Dean Lee; et al. 

(2004). 

 

Anna-Maria 

Piccinini; et al. 

(2004). 

Luigi Perbellini.; et 

al. (2004). 

 

Aur´elie Hazotte.; 

et al. (2007). 

 

Andreas 

Greiderer; et al. 

(2009). 

Qianqian  Duan; 

et al. (2014). 
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ระบบ  µ-LC ประกอบด้วย เฟสเคล่ือนท่ี, เคร่ืองสบู, injector, คอลมัน์, ตวัตรวจวดั และระบบ

บนัทกึผลดงัแสดงในภาพประกอบ 3 

 

ภาพประกอบ 3 ไดอาแกรมของระบบ µ-LC 

3.1 ตัวฉีด (injector) 

      ตวัฉีดท าหน้าท่ีในการควบคมุปริมาตรและน าสารตวัอย่างของเหลวเข้าไปในกระแสการ

ไหลของเฟสเคล่ือนท่ี อยูใ่นต าแหน่งระหวา่งป๊ัมและคอลมัน์ซึ่งจะต้องสามารถทนแรงดนัได้สงู injector 

ในเทคนิค µ-LC นิยมใช้วาล์วแบบ 6-port ท างานโดยการฉีดสารตวัอย่างในขณะท่ีต าแหน่ง load ให้

สารตัวอย่างเข้าไปใน loop จนเต็มเพ่ือก าหนดปริมาตรของสารตัวอย่างท่ีต้องการฉีด แล้วท าการ

สัง่งานการฉีดโดยมีการปรับทิศทางการไหลเฟสเคล่ือนท่ีจะชะสารตวัอย่างท่ีอยู่ใน loop เข้าสู่คอลมัน์

ในการแยก ดงัแสดงในภาพประกอบ 4  

 

 

ภาพประกอบ 4 ระบบการท างานของวาล์วแบบ 6-port 

ท่ีมา : http://www.vici.com/support/app/app2.php 

http://www.vici.com/support/app/app2.php
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3.2 เฟสเคล่ือนท่ี (mobile phase) 

      เฟสเคล่ือนท่ีใน HPLC หมายถึงตัวท าละลายท่ีไหลเข้าสู่ระบบอย่างต่อเน่ืองเพ่ือพา

สารละลายตวัอย่างเข้าสู่คอลมัน์ ควรมีความบริสุทธ์ิสูงปราศจากสิ่งเจือปน  และไม่ท าปฏิกิริยากับ 

เฟสคงท่ี (คอลมัน์) ตวัตรวจวดั และสารท่ีต้องการแยกจนท าให้สารท่ีต้องการแยกเปล่ียนสภาพ เฟส

เคล่ือนท่ีอาจพบได้ใน 2 ลกัษณะคือ 

1. Isocratic elution เป็นการใช้ สารละลายเพียงองค์ประกอบเดียวในการชะสารต่าง ๆ ออก

จาคอลมัน์ 

2. Gradient elution เป็นการใช้สารละลายมากกว่าหนึ่งองค์ประกอบชะสารต่าง ๆ ออกจา

คอลัมน์ ซึ่งเหมาะกับการแยกสารหลายชนิดท่ีมีความสามารถในการเกิดอันตรกิริยากับเฟสคงท่ี 

ตา่งกนัมาก  

3.3 เคร่ืองสูบ (pump)   

      เคร่ืองสูบ (pump) มีหน้าท่ีสูบของเหลวซึ่งเป็นเฟสเคล่ือนท่ีให้ไหลเข้าไปในคอลมัน์ และ

รักษ าอัต ราก ารไห ล ให้ ค ง ท่ี  เช่ น  syringe pump, reciprocating pistal pump แล ะ  constant 

pressure pump ซึ่งในเทคนิค µ-HPLC ซึ่งต้องการอตัราการไหลท่ีต ่า อาจต้องมีอุปกรณ์เสริมในการ

ลดอตัราการไหลจากเคร่ืองสบู เพ่ือให้ได้อตัราการไหลท่ีต ่ากว่าขีดจ ากัดของเคร่ืองสบูในระบบ HPLC 

ปกต ิ

3.4 คอลัมน์ (column) 

       ในเทคนิค µ-HPLC นิยมใช้คอลัมน์ 3 ประเภทหลัก คือ open  tubular ซึ่งเป็นคอลัมน์

แบบท่อเปิดมีเฟสคงท่ีเคลือบท่ีพืน้ผิวท่อ และแบบ packed ประกอบด้วยเฟสคงท่ีของแข็งบรรจุอยู่

ภายใน  ซึ่งในแตล่ะประเภทมีความยากง่ายในการเตรียมและประสิทธิภาพทางโครมาโทกราฟีตา่งกนั 

ซึง่สามารถเลือกใช้ให้เหมาะสมกบัชนิดตวัอยา่งท่ีจะวิเคราะห์ 
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ภาพประกอบ 5 คอลมัน์แบบ packed และแบบ open tubular : ก.คอลมัน์แบบ open tubular,  

        ข.คอลมัน์แบบ packed 

ท่ีมา : http://www.thetruthaboutforensicscience.com/what-is-a-gas-chromatography-

column-and-why-should-i-care/, https://www.chromservis.eu/c/more-about-

chromatography?offset=130 

3.5 ตัวตรวจวัด (detector)  

      ตวัตรวจวดัมีหน้าท่ีวดัสญัญาณซึ่งแปรผนัตรงกับปริมาณของสารเพ่ือส่งให้เคร่ืองบนัทึก

ผลท าการบันทึกค่าและแสดงผล ตวัตรวจวัดมีหลายชนิดขึน้อยู่กับประเภทของสารท่ีต้องตรวจวัด 

ตวัอย่างเช่น ตวัวดัแสง (UV-vis detector) ใช้ส าหรับการวดัสารท่ีมีสีหรือมีความขุ่น ตวัวดัแสงฟลูออ

เรสเซนซ์ (fluorescence detector) ตัววัดดัชนีหักเห (refractive index detector) ตัวตรวจวัดแต่ละ

ชนิดมีความไวและข้อจ ากดัในการใช้งานแตกตา่งกนั 

4. โมโนลิธิคคอลัมน์ 

โมโนลิธิคคอลมัน์ (monolithic column) เป็นคอลมัน์ท่ีใช้วสัดโุมโนลิธิค (monolithic material) 

ซึ่งเป็นวสัดแุบบใหม่ท่ีถูกน ามาใช้เป็นเฟสคงท่ีในเทคนิคโครมาโทรกราฟีในปี ค.ศ.1970 โดย Kubin 

และคณะ (Kubin M. 1967: 3881) โดยโมโนลิธชิน้แรกเตรียมจาก open-pore polyurethane foams 

และน าไปใช้กับเทคนิค size exclusion chromatography แม้ว่าจะสามารถน ามาใช้แยกโปรตีนได้แต่

การซึมผ่านของคอลมัน์ยงัต ่ามาก วิธีการในการเตรียมความพร้อมได้รับการพฒันาตอ่ไปจ านวนมาก 

โดยมีจุดประสงค์ของการเพิ่มความพรุนและประสิทธิภาพของวสัดโุมโนลิธ ในปี ค.ศ.1991 นากานิชิ

และคณะได้อธิบายวธีใหม่ในการเตรียมโมโนลิธท่ีมีการซึมผ่านสูงจากซิลิกา (Nakanishi K. 1991: 

ข. ก. 

http://www.thetruthaboutforensicscience.com/what-is-a-gas-chromatography-column-and-why-should-i-care/
http://www.thetruthaboutforensicscience.com/what-is-a-gas-chromatography-column-and-why-should-i-care/
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2518-2530) แตว่ิธีการท่ียงัคงค่อนข้างยาก ภายหลงัได้มีการวิจยัเพ่ือปรับปรุงวิธีการเตรียม วสัดโุมโน

ลิธิค ได้รับความนิยมเพิ่มมากขึน้ชว่งหลงั โดยมีการเตรียมและการประยกุต์ใช้หลากหลาย  

โมโนลิ ธิคคอลัมน์มีข้อดีท่ีโดดเด่นกว่า เฟสคงท่ีแบบเก่าในแง่ของความเป็นรูพรุนสูง 

(Minakuchi H. 1996: 3498-3501) ท าให้สามารถใช้อัตราการไหลของเฟสเคล่ือนท่ีได้สูงการแยกจึง

รวดเร็ว ท าให้วิเคราะห์ ตวัอย่างได้จ านวนมาก อีกทัง้มีความยืดหยุ่นส าหรับการเช่ือมตอ่กับระบบอ่ืน ๆ 

(Cabrera K. 1998: 50-53) นอกจากนีโ้มโนลิธสามารถเตรียมขึน้ภายใน fused silica capillary และ

เกิดพนัธะท่ีแข็งแรงกบัผิวแก้วจงึไมจ่ าเป็นต้องใช้วสัดปิุดปลายคอลมัน์ 

4.1 โครงสร้างของวัสดุโมโนลิธิค 

     โครงสร้างของโมโนลิธมีรูปร่างคล้ายกบัฟองน า้ ซึง่มีโครงสร้างเป็นรูพรุนแบบต่อเน่ือง ซึ่งรู

พรุนของโมโนลิธมี 2 ชนิด คือ macropore และ mesopore ดงัแสดงในภาพประกอบ 6 macropore 

ท าให้ใช้อตัราการไหลได้สูงเน่ืองจากความต้านทานต ่า รูพรุนเหล่านีจ้ะก าหนดคณุสมบตัิการซึมผ่าน

ของคอลมัน์ mesopore จะอยูบ่นโครงสร้างท าให้พืน้ท่ีผิวมากขึน้ 

 

 
ภาพประกอบ 6 โครงสร้างและรูพรุนของวสัดโุมโนลิธ :  A.โครงสร้างหลกัของโมโนลิธ B.รูพรุนบนโครง 

        สร้างของโมโนลิธ C.รูพรุนระหวา่งโครงสร้างของโมโนลิธ 

ท่ีมา : Karin Cabrera. (2014) 843-852. 
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4.2 ประเภทของโมโนลิธิคคอลัมน์ 

    โมโนลิธิคคอลัมน์แบ่งได้เป็น 2 ประเภทหลักๆ ตามประเภทของสารท่ีใช้เตรียมเป็น

โครงสร้าง คือ ออแกนิคโมโนลิธ (organic monolith) หรือ Polymer-based monolith กบั อินออแกนิค

โมโนลิธ (inorganic monolith) หรือ Silica-based monolith ซึ่งโมโนลิธิคคอลมัน์แต่ละประเภทมีข้อดี

และข้อเสียในด้านท่ีแตกตา่งกนั เชน่ ออแกนิคโมโนลิธจะมีข้อดีท่ีสามารถรองรับการใช้งานในสภาวะท่ี

คา่ pH ท่ีมีช่วงกว้างกว่าอินออแกนิคโมโนลิธ ซึ่งเกิดการสลายตวัได้ท่ีสภาวะท่ีมีค่า pH สูง และออแก

นิคโมโนลิธสามารถเลือกเตรียมคอลมัน์ท่ีหมูฟั่งก์ชนัได้หลากหลายกวา่ แต่ออแกนิคโมโนลิธมีข้อเสียใน

ข้อจ ากัดในการเลือกใช้ตวัท าละลายอินทรีย์ ซึ่งอาจท าให้เกิดอาการบวมได้ และมีประสิทธิภาพการ

แยกท่ีต ่ากวา่  

      4.2.1 ออแกนิคโมโนลิธ (organic monolith) 

      ออแกนิคโมโนลิธเป็นพอลิเมอร์ท่ีใช้โมโนเมอร์ท่ีเป็นสารอินทรีย์เป็นสารตัง้ต้นใน

การเตรียมผ่านปฏิกิริยาพอลิเมอร์ไรเซชัน จึงสามารถเรียกวัสดุโมโนลิธิคชนิดนีอี้กแบบหนึ่งว่า 

polymer-based monolith คอลัมน์เหล่านีไ้ด้รับความนิยมมากขึน้เน่ืองจากสามารถใช้งานในค่า pH 

เป็นช่วงกว้าง มีขัน้ตอนการเตรียมง่ายและการปรับเปล่ียนหมู่ฟังก์ชนัของวสัดไุด้หลากหลาย (Zhul G 

Z. 2007:792-803) การเตรียมออแกนิคโมโนลิธจะท าได้โดยวิธี in-situ polymerization ซึ่งเป็นการ 

polymerization ของโมโนเมอร์กับตัวเช่ือมใน ตัวท าละลายส าหรับการสร้างรูพรุนท่ีเหมาะสม การ

เตรียมโดยวิธีนีเ้ป็นวิธีท่ีสะดวกเน่ืองจากจะเตรียมในขัน้ตอนเดียวและเตรียมในแคปปิลาร่ีคอลมัน์ซึง่ถกู

ดดัแปรงหมู่ฟังก์ชนัท่ีพืน้ผิวให้สามารถยืดเกาะกับวสัดโุมโนลิธิค เม่ือเตรียมเสร็จสามารถน าไปใช้งาน

ได้ทนัที โดยทัว่ไปองค์ประกอบท่ีใช้ในการเตรียมจะประกอบด้วย 

- Monomers ซึ่งเป็นตัวก าหนดคุณสมบัติทางเคมีของคอลัมน์ โดยนิยมใช้เป็นสารประเภท 

methacrylate ซึง่สามารถเกิดปฏิกริยา polymerization ได้ง่าย 

- Crosslinking monomer ท าหน้าท่ีในการเป็นตัวเช่ือมต่อระหว่างโมโนเมอร์ ท าให้เกิดเป็น

โครงสร้าง นิยมใช้  ethylene dimethacrylate (EDMA) 

- Porogenic solvent ท าหน้าท่ีเป็นตวัท าละลายโมโนเมอร์ และก าหนดคณุสมบตัิความเป็นรู

พรุนในด้านปริมาณและขนาด 
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- Initiator ท า ห น้ า ท่ี เ ป็ น ตั ว เ ร่ิ ม ป ฏิ ก ริ ย า polymerization โ ด ย ทั่ ว ไ ป นิ ย ม ใ ช้ 

azobisisobutyronitrile (AIBN) 

       4.2.2 อินออแกนิคโมโนลิธ (inorganic monolith) 
           อินออแกนิคโมโนลิธเป็นโมโนลิธท่ีเตรียมจากสารอนินทรีย์โดยจะเรียกช่ือตามสาร

ท่ีใช้ เต รียมเช่น  Silica-based monolith และ Zirconia-based monoliths ซึ่ งการเต รียมโมโนลิ ธ 

ประเภทนีม้กัเตรียมด้วยกระบวนการโซลเจล (Sol-Gel) โดยการเปล่ียนสถานะจากของเหลวท่ีเรียกว่า 

“Sol” ส่วนมากอยู่ในรูปของสารแขวนลอยท่ีมีขนาดอนภุาคประมาณ 0.15 ถึง 1 ไมครอน เป็นของแข็ง

ท่ีเรียกว่า “Gel”โดยการน าสารละลายต่าง ๆ มาท าปฏิกิริยา สารประกอบท่ีเกิดขึน้จะอยู่ในลกัษณะ

ของโซล เม่ือโซลเกาะตัวกันเป็นร่างแหอย่างไม่เป็นระเบียบจะท าให้เกิดเป็นเจล  ซึ่งในการเตรียม 

Silica-based monolith จะเกิด ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของ tetramethoxysilane,  tertraethoxysilane 

หรือ n-alkyltrialkoxysilanes แล้วเกิดปฏิกิริยาการควบแน่นในน า้ของ alkoxysilane แล้วท าการเติม

ตวัเร่งปฏิกริยาท าให้เกิดการควบแน่นของสายพอลิเมอร์ท าให้เกิดโครงสร้างของ monolith (Legido-

Quigley C. 2003:917-944) ซึ่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและเกิดปฏิกิริยาการควบแน่นมีกลไกดงัแสดงใน

ภาพประกอบ 7 

 

1.ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส 

 

2.ปฏิกิริยาการควบแน่น 

 

ภาพประกอบ 7 ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและปฏิกิริยาการควบแนน่ในกระบวนการโซลเจลของ  

        n-alkyltrialkoxysilanes 



 
 

บทที่ 3 

วธีิด ำเนินกำรวจิัย 

 
 งานวิจยันีเ้ก่ียวข้องกบัการศกึษาการวิเคราะห์ปริมาณไอโอเฮกซอลในตวัอย่างเซร่ัมด้วยโม

โนลิธิคแคปปิลาร่ีคอลมัน์ร่วมกบัเทคนิค µ-LC-UV  รายละเอียดของเนือ้หาในบทนีป้ระกอบด้วย 

1. อปุกรณ์ เคร่ืองมือและสารเคมีท่ีใช้ในการวิจยั 

2. การเตรียมสารเคมี 

3. วิธีการทดลอง 

 

1. อุปกรณ์ เคร่ืองมือและสำรเคมีที่ใช้ในกำรวิจัย 

ตาราง 4 สารเคมีท่ีใช้ในการวิจยั  

สารเคมี เกรด      บริษัทจดัจ าหนา่ย 

Acetonitrile 

1,4- Butanediol 

Decanol 

Ethylene dimethyacrylate 

Ethylene glycol 

Glacial acetic acid 

Iohexol 

Isoamyl alcohol 

Methacrylic acid 

Methanol 

Perchloric acid 

HPLC 

Analytical 

Analytical 

Analytical 

Analytical 

Analytical 

Analytical 

Analytical 

Analytical 

HPLC 

Analytical 

Labscan (Bangkok, Thailand) 

Sigma-Aldrich (Poole, UK) 

Sigma-Aldrich (Poole, UK) 

Sigma-Aldrich (Poole, UK) 

Sigma-Aldrich (Poole, UK) 

Labscan (Bangkok, Thailand) 

Sigma-Aldrich (Poole, UK) 

Sigma-Aldrich (Poole, UK) 

Sigma-Aldrich (Poole, UK) 

Labscan (Bangkok, Thailand) 

Labscan (Bangkok, Thailand) 
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ตาราง 4 (ตอ่) 

สารเคมี เกรด      บริษัทจดัจ าหนา่ย 

Phenol 

Phosphoric acid 

Sodium diatrizoate hydrate 

Sodium hydroxide 

Stearyl methacrylate 

Thiourea 

Toluene 

3-(trimethoxysilyl)propyl methacrylate 

Zinc sulfate heptahydrate 

Analytical 

Analytical 

Analytical 

Analytical 

Analytical 

Analytical 

Analytical 

Analytical 

Analytical 

Polskie 

Labscan (Bangkok, Thailand) 

Sigma-Aldrich (Poole, UK) 

Sigma-Aldrich (Poole, UK) 

Sigma-Aldrich (Poole, UK) 

Sigma-Aldrich (Poole, UK) 

Labscan (Bangkok, Thailand) 

Sigma-Aldrich (Poole, UK) 

Sigma-Aldrich (Poole, UK) 

 

ตาราง 5 อปุกรณ์ และเคร่ืองมือท่ีใช้ในการวิจยั 

                  เคร่ืองมือ         รุ่น บริษัทจดัจ าหน่าย 

เคร่ือง High pressure pump 

เคร่ือง UV-Visible detector 

Micro injector 6-port valve 

Fused-silica capillaries 

เคร่ืองชัง่ละเอียด 4 ต าแหนง่ 

pH meter 

เตาอบ 

กล้องจลุทรรศน์ 

เคร่ืองผลิตน า้ปราศจากไอออน 

เคร่ือง centrifuge 

Constametric4100 

Spectroflow 757 

C2N-4346 

i.d.100 μm, o.d 360 μm  

AB104-S 

827 pH Lab 

INB-400 

162(1000X) 

Labostar 

CP80WX 

     TSP 

     Kratos 

     Valco 

     Agilent      

     Mettler Toledo 

     Metrohm Autolab 

     Memmert 

     National 

     Siemens 

     Hitachi 
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2. กำรเตรียมสำรเคมี 
 2.1 สำรผสมส ำหรับกำรเตรียมโมโนลิธิคคอลัมน์   

  เตรียมสารผสมส าหรับการเตรียมโมโนลิธิคคอลมัน์ 3 ชนิด คือ SMA-EDMA , PEDAS-

EDMA และ MAA-EDMA โดยชัง่น า้หนกัของสารเคมีในข้อ 2.1.1- 2.1.3 ลงในขวดแก้วขนาดเล็กปิดฝา

ขวดแล้วท าการเขยา่ให้สารเคมีผสมเป็นเนือ้เดียวกนั น าไปเตรียมคอลมัน์ตามข้อ 3.2.2 

  2.1.1 สารผสมส าหรับการเตรียมโมโนลิธิคคอลมัน์ SMA-EDMA ประกอบด้วย 

- Monomers (30%(w/w) เปรียบเทียบกบั porogen)  

   : 0.1915 g stearyl methacrylate (SMA) (65%)  

   : 0.1040 g ethylene dimethyacrylate (EDMA) (35%)   

- Porogen (70% (w/w) เปรียบเทียบกบั monomer)  

   : 0.5642 g isoamyl alcohol (80%)  

   : 0.1331 g 1, 4-butadiol (20%)  

- Initiator : 0.0028 g Azobisisobutylronitrile (AIBN)  (0.95% (w/w) เปรียบเทียบ

กบั monomer) 

   

  2.1.2 สารผสมส าหรับการเตรียมโมโนลิธิคคอลมัน์ SMA-EDMA ประกอบด้วย 

- Monomers (33%(w/w) เปรียบเทียบกบั porogen)  

   : 0.3325 g pentaerythritol diacrylate (PEDAS) (95%) 

   : 0.0175 g EDMA (5%) 

- Porogen (67% (w/w) เปรียบเทียบกบั monomer)  

   : 0.5148 g pentanol (79.2%) 

   : 0.1118 g ethylene glycol (17.2%) 

   : 0.0234 g water (3.6%) 

- Initiator : 0.0035 g AIBN (1% (w/w) เปรียบเทียบกบั monomer) 
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      2.1.3 สารผสมส าหรับการเตรียมโมโนลิธิคคอลมัน์ SMA-EDMA ประกอบด้วย 

- Monomers (33%(w/w) เปรียบเทียบกบั porogen)  

   : 0.0481 g methacrylic acid (MAA) (10%) 

   : 0.4270 g EDMA (90%)   

- Porogen (67% (w/w) เปรียบเทียบกบั monomer)  

   : 0.1175 g toluene (12%)  

   : 0.8628 g decanol (88%)  

- Initiator : 0.0045 g AIBN (1% (w/w) เปรียบเทียบกบั monomer) 

 2.2 สำรละลำยส ำหรับกำรเตรียมเฟสเคล่ือนท่ี 

  2.2.1 สารละลายอะซิเตทบฟัเฟอร์ (acetate buffer) 

      ชั่งกรดอะซิติกเข้มข้น 0.3000 กรัม ลงในขวดวัดปริมาตรขนาด100.00 มิลลิลิตร

จ านวน 3 ขวด ละลายในน า้ประมาณ 90.00 มิลลิลิตร ปรับ pH ของบฟัเฟอร์ให้เป็น 3, 4 และ 5 โดยใช้ 

โซเดียมไฮดรอกไซด์ ความเข้มข้น 1.00 โมลาร์ ปรับปริมาตรด้วยน า้ปราศจากไอออน (deionized 

water, DI) ให้ครบ 100.00 มิลลิลิตร สารละลายสารละลายอะซิเตทบฟัเฟอร์ในแต่ละขวดจะมีความ

เข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ 

  2.2.2 สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ (phosphate buffer) 

      ชัง่ NaH2PO4 0.3000 กรัม ลงในขวดวดัปริมาตรขนาด 100.00 มิลลิลิตร จ านวน 3 

ขวด ละลายในน า้ประมาณ 90.00 มิลลิลิตร ปรับ pH ของบฟัเฟอร์ให้เป็น 6, 7 และ 8 โดยใช้โซเดียมไฮ

ดรอกไซด์ ความเข้มข้น 1.0 โมลาร์ ปรับปริมาตรด้วยน า้ DI ให้ครบ 100.00 มิลลิลิตร สารละลาย

ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ในแตล่ะขวดจะมีความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ 

 2.3 สำรละลำยส ำหรับกำรเตรียมตัวอย่ำงเซร่ัม 

  2.3.1 สารละลายกรดเปอร์คลอริก 5% ((5% v/v) perchloric acid)  

       สารละลายกรดเปอร์คลอริก 5% เตรียมโดยการปิเปต 71.33 มิลลิลิตร ของกรด

เปอร์คลอริกเข้มข้น (70%) ใส่ขวดวัดปริมาตรแล้วน ามาปรับปริมาตรด้วยน า้ DI เป็น 1000.00 

มิลลิลิตร 
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  2.3.2 สารละลายอะซิโตไนไตรส์ 50% ((50% v/v) Acetonitrile) 

       สารละลายอะซิโตไนไตรส์ 50% เตรียมโดยการปิเปต 50.00 มิลลิลิตร ของอะซิโต

ไนไตร ใสข่วดวดัปริมาตรแล้วน ามาปรับปริมาตรด้วยน า้ DI เป็น 100.00 มิลลิลิตร 

  2.3.3 สารละลายซิงค์ซลัเฟต 0.1 โมลาร์ (0.1M ZnSO4) 

       สารละลายซิงค์ซลัเฟต 0.1 โมลาร์ เตรียมโดยการชัง่ ZnSO4  2.8756 กรัม ลงใน

ขวดวดัปริมาตรแล้วน ามาปรับปริมาตรด้วยน า้ DI เป็น 100.00 มิลลิลิตร 

 2.4 สำรละลำยมำตรฐำนไอโอเฮกซอล 

  สารละลายมาตรฐานไอโอเฮกซอลเตรียมโดยการชัง่สารมาตรฐานไอโอเฮกซอล 0.0010 

กรัม ลงในขวดวดัปริมาตร ปรับปริมาตรด้วยน า้ DI จนมีปริมาตร 1.00 มิลลิลิตร สารละลายมาตราฐาน

จะมีความเข้มข้นเทา่กบั 1 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร หรือ 1000 สว่นในล้านสว่น (ppm)  

       

3. วิธีกำรทดลอง 

 3.1 กำรสร้ำงระบบโครมำโทรกรำฟีของเหลวระดับไมโครลิตร 

      ระบบโครมาโทรรกราฟีของเหลวระดบัไมโครลิตรประกอบด้วยสว่นของเคร่ืองมือดงันีคื้อ 

เคร่ืองสูบ(pump), ตวัลดอตัราการไหลของเฟสเคล่ือนท่ี (flow rate splitter), ตวัฉีด (injector) ,โมโน

ลิธิคแคปปิลาร่ีคอลมัน์ , ตวัตรวจวดัแสงยวีูและวิสิเบิล (UV-Visible detector), เคร่ืองแปลงสญัญาณ

และซอฟแวร์ประมวลผล และ ชดุคอมพิวเตอร์ ซึ่งมีรายละเอียดดงัแสดงในตาราง 6 และน าเคร่ืองมือ

มาประกอบตามไดรแกรมในภาพประกอบ 8 
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ตาราง 6 เคร่ืองมือส าหรับการสร้างระบบโครมาโทกราฟีของเหลวระดบัไมโครลิตร 

                  เคร่ืองมือ         รุ่น บริษัทจดัจ าหน่าย 

เคร่ือง High pressure pump 

เคร่ือง UV-Visible detector 

Micro injector 6-port valve 

Bushing joint 3-way 1/16” 

PowerChrom 180 system 

โมโนลิธิคแคปปิลาร่ีคอลมัน์ 

เคร่ืองคอมพิวเตอร์ 

Constametric4100 

Spectroflow 757 

C2N-4346 

DG-6010-43210 

ER180 

- 

- 

     TSP 

     Kratos 

     Valco 

     Shimadzu 

     Edaq 

     - 

     - 

 

 

 

ภาพประกอบ 8 ไดรแกรมของระบบโครมาโทรกราฟีของเหลวระดบัไมโครลิตร 
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 3.2 กำรเตรียมโมโนลิธิคแคปปิลำร่ีคอลัมน์ 

      การเตรียมโมโนลิธิคแคปปิลาร่ีคอลมัน์ประกอบด้วยวิธีการ 2 ขัน้ตอนคือ การปรับสภาพ

พืน้ผิวของแคปปิลาร่ีคอลมัน์ และการเตรียมโมโนลิธิคแคปปิลาร่ีคอลมัน์ด้วยวิธี in-situ porimerization 

ในทอ่แก้วแคปปิลาร่ี 

3.2.1 การปรับสภาพพืน้ผิวของแคปปิลาร่ีคอลมัน์ 

       การเตรียมโมโนลิธิคคอลมัน์ใน fused silica capillary จะต้องท าการปรับสภาพ

ทางเคมีของพืน้ผิวคอลัมน์ให้สามารถยึดเกาะกับวัสดุโมโนลิธิค  ด้วย 3-(trimethoxysilyl)propyl 

methacrylate (γ-MAPS) โดยน า fused silica capillary มาบรรจสุารละลาย 1 โมลาร์โซเดียมไฮดรอก

ไซด์โดยใช้ความดนัจากก๊าซไนโตรเจนจากนัน้ปิดด้วยจกุยาง (septum) ท่ีปลายทัง้สองข้าง และน าไป

อบท่ีอณุหภูมิ 100 ◦C เป็นเวลา 2 ชัว่โมง น า fused silica capillary มาล้างด้วยน า้และเมทานอลเป็น

เวลาอย่างละ 30 นาที หลงัจากนัน้ ท าให้แห้งด้วยก๊าซไนโตรเจน  น า fused silica capillary มาบรรจุ

สารละลาย γ-MAPS ในเมทานอล 50% (v / v) ปิดปลายแคปปิลาร่ีทัง้สองข้างด้วยจุกยาง และน าไป

อบท่ีอณุหภมูิ 60 ◦C เป็นเวลา 1 คืนเพ่ือให้เกิดปฏิกิริยา silanisation จากนัน้ล้างด้วยเมทานอลและท า

ให้แห้งโดยการเป่าด้วยก๊าซไนโตรเจน  

3.2.2 การเตรียมโมโนลิธิคแคปปิลาร่ีคอลมัน์ 

        ท าการเตรียมโมโนลิธิคแคปปิลาร่ีคอลมัน์ 3 ชนิด คือ MAA-EDMA โดยใช้วิธีการ

เตรียมดัดแปรงจากวิธีของ Y. Fan และคณะ (Fan Y.  2004:1065-1069), PEDAS-EDMA โดยใช้

วิธีการเตรียมดดัแปรงจากวิธีของ Bedair และ Rassi (Okanda. 2005:1988-1995) และ SMA-EDMA 

โดยใช้วิธีการเตรียมดดัแปรงจากวิธีของ Jiang และ คณะ (Z. Jiang. 2007:39-45) โดยทัง้ 3 ชนิดเป็น 

โมโนลิธิคแคปปิลาร่ีคอลมัน์ประเภทออแกนิคโมโนลิธ ซึ่งใช้วิธี in-situ porimerization ในการเตรียม  

โดยการน า fused silica capillary ท่ีท าการปรับสภาพพืน้ผิวแล้วท่ีมีขนาดเส้นผ้านศนูย์กลางภายใน 

100 ไมโครเมตร ยาว 40 เซนติเมตร น ามาบรรจุสารละลายผสมในข้อ 2.1.1 ถึง 2.1.3 ปิดปลายแค

ปปิลาร่ีด้วยจุกยางแล้วน าไปอบท่ีอุณหภูมิ 60 ◦C โดยคอลัมน์  SMA-EDMA และ MAA-EDMA ใช้

เวลา 6 ชัว่โมง ส่วนคอลมัน์ PEDAS-EDMA ใช้เวลา 3.5 ชัว่โมง จากนัน้น าไปต่อเข้าระบบ µ-LC ล้าง

ด้วยเมทานอล 1 ชัว่โมง   
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 3.3 กำรหำสภำวะที่เหมำะสมในกำรวิเครำะห์ไอโอเฮกซอล 

 การหาสภาวะท่ีเหมาะสมของการวิเคราะห์ไอโอเฮกซอลโดยน าสารละลายมาตรฐานไอ

โอเฮกซอลท่ีความเข้มข้น 50 ppm  มาใช้ในการทดลอง โดยท าการวิเคราะห์ด้วยระบบ µ-LC-UV เพ่ือ

ศกึษาหวัข้อสภาวะท่ีเหมาะสมในการวิเคราะห์ปริมาณ โดยหวัข้อท่ีน ามาใช้ในการศกึษา มีดงันี ้  

 3.3.1 ชนิดคอลมัน์ท่ีเหมาะสมตอ่การวิเคราะห์ 

           ชนิดของโมโนลิธิคคอลัมน์ท่ีน ามาใช้ในการศึกษามี 3 ชนิด คือ SMA-EDMA, 

PEDAS-EDMA และ MAA-EDMA เปรียบเทียบความเหมาะสมของชนิดของโมโนลิธิคคอลมัน์ โดยท า

การทดลองวิเคราะห์ไอโอเฮกซอลในสภาวะของระบบ µ-LC-UV เดียวกนัทัง้หมดเพ่ือเลือกคอลมัน์ท่ีมี

ความจ าเพาะและมีประสิทธิภาพท่ีเหมาะกับการวิเคราะห์ เพ่ือน าไปใช้การหาสภาวะท่ีเหมาะสมใน

พารามิเตอร์อ่ืนตอ่ไป 

 3.3.2 ผลของคา่ pH ของเฟสเคล่ือนท่ี 

      จากการศกึษาในข้อ 3.3.1 เม่ือได้ชนิดของคอลมัน์ท่ีเหมาะสมแล้ว น าคอลมัน์ท่ี

เลือกมาท าการทดลองเหมือนข้อ 3.3.1 แตมี่การเปล่ียนแปลงคา่ pH ของเฟสเคล่ือนท่ีในช่วง 3-8 โดย

ใช้สารละลายอะซิเตทบฟัเฟอร์ pH 3, 4 และ 5 และฟอสเฟตบฟัเฟอร์ pH 6, 7 และ 8 เป็นองค์ประกอบ 

โดยคา่ pH ท่ีเหมาะสม จะพิจารณาจากคา่เวลาคงตวัและลกัษณะของสญัญาณ  

      3.3.3 ชนิด และอตัราสว่นของตวัท าละลายในเฟสเคล่ือนท่ี 

      จากการศึกษาในข้อ 3.3.2 เม่ือได้ค่า pH ท่ีเหมาะสมต่อการวิเคราะห์ไอโอเฮก

ซอลแล้ว ก าหนดให้ใช้สารละลายบฟัเฟอร์ชนิดและท่ีค่า pH นัน้คงท่ี และท าการทดลองเหมือนข้อ 

3.3.2 แตมี่การเปล่ียนแปลงอตัราสว่นของสารละลายบฟัเฟอร์ในเฟสเคล่ือนท่ีในชว่ง 30-50% และชนิด

ของตวัท าละลายออร์แกนิคในเฟสเคล่ือนท่ีระหว่างอะซิโตไนไตรส์และเมทานอล โดยอตัราส่วนของ

สารละลายบฟัเฟอร์และชนิดของตวัท าละลายออร์แกนิคท่ีเหมาะสม จะพิจารณาจากคา่เวลาคงตวัและ

ลกัษณะของสญัญาณ  
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 3.4 กำรเตรียมตัวอย่ำงเซร่ัมของมนุษย์ 

    จากการศกึษาในข้อ 3.3.3 เม่ือสภาวะของระบบ µ-LC-UV ท่ีเหมาะสมตอ่การวิเคราะห์

ไอโอเฮกซอลแล้ว ท าการทดลองเตรียมตวัอย่างเซร่ัมของมนษุย์ด้วยวิธีการสกดัโดยใช้ชนิดของตวัสกดั

ในการสกดัไอโอเฮกซอล 4 ชนิด คือ 1. กรดเปอร์คลอริก 5% ในน า้ (v/v) ดดัแปรงจากวิธีของ Rohit S. 

Soman และคณะ (Somen RS. 2005: 339-343) 2. อะซิโตไนไตรส์ 50% ในน า้ (v/v) ดดัแปรงจากวิธี

ของ Richard Kay และคณะ (Kay R. 2008: 3255-3260) 3. สารละลายซิงค์ซัลเฟต 0.1 โมลาร์ ดดั

แปรงจากวิธีของ Cara Polson และคณะ (Polson C. 2003: 263-275) 4. centrifuge membrane filter 

ดดัแปรงจากวิธีของ Jie Sun และคณะ (Sun J. 2003: 276-284) 

  สกัดโดย น าตัวอย่างมา 50 ไมโครลิตร เติมตัวสกัดในข้อ 1. ถึง 3. ปริมาตร 750 

ไมโครลิตร ส่วนข้อ 4. น าตวัอย่าง 50 ไมโครลิตร ใส่ลงใน centrifuge membrane filter จากนัน้น า

หลอดบรรจุสารละลายไปอลัตราโซนิค 15 นาที และเซนตริฟิวจ์ 13000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 10 นาที  

เก็บสารละลายใสมาท าการทดลองเหมือนข้อ 3.3.3 โดยชนิดของตวัสกดัท่ีเหมาะสม พิจารณาจากผล

การแยกท่ีไมมี่การรบกวนจากสารอ่ืน ความสะดวกในการเตรียม และความเท่ียงของวิธี 

 3.5 กำรตรวจสอบควำมใช้ได้ของวธีิกำรวิเครำะห์ 
      น าวิธีท่ีพฒันาขึน้มาตรวจสอบความถกูต้องของวิธีวิเคราะห์ ตามหวัข้อ ดงันี ้

                   3.5.1 ความเป็นเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน   

       เตรียมกราฟมาตรฐาน โดยใช้สารละลายมาตรฐานไอโอเฮกซอลให้มีความเข้มข้น 

2,10, 50,100 และ 250 ppm  น าไปวิเคราะห์ด้วย µ-LC-UV โดยใช้สภาวะท่ีก าหนดความเข้มข้นละ 3

ซ า้ เปรียบเทียบสมการเชิงเส้นและคา่สมัประสิทธ์ิสหสมัพนัธ์ (R2) 

                  3.5.2 ความเท่ียงตรง (precision) 

    (1) ความเท่ียงตรงภายในวนัเดียวกนั (Intraday precision) 

         การตรวจสอบความเท่ียงของวิธีท าโดยเตรียมสารละลายมาตรฐานไอโอเฮกซอล

ให้มีความเข้มข้น 50,100, 250 ppm ความเข้มข้นละ 7 ครัง้ น าไปวิเคราะห์ด้วย µ-LC-UV โดยใช้

สภาวะท่ีก าหนด น าคา่เวลาคงตวัและพืน้ท่ีใต้พีคท่ีได้มาค านวณหาคา่ร้อยละความเบี่ยงเบนมาตรฐาน

สมัพทัธ์ (%RSD) 
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    (2) ความเท่ียงตรงระหวา่งวนั (Interday precision) 

         การตรวจสอบความเท่ียงของวิธีท าโดยเตรียมสารละลายมาตรฐานไอโอเฮกซอล

ให้มีความเข้มข้น 50 ppm 7ครัง้ น าไปวิเคราะห์ด้วย µ-LC-UV โดยใช้สภาวะท่ีก าหนด ท าการทดลอง

แบบเดียวกนั 3 วนั น าคา่เวลาคงตวัและพืน้ท่ีใต้พีคท่ีได้มาค านวณคา่ร้อยละความเบี่ยงเบนมาตรฐาน

สมัพทัธ์ (%RSD) 

                  3.5.3 ความแมน่ย าของวิธีวิเคราะห์ (accuracy) 

     การตรวจสอบความแม่นย าท าโดยใช้วิ ธี  standard addition  โดยการเติม

สารละลายมาตรฐานของไอโอเฮกซอล ท่ีทราบปริมาณท่ีแน่นอน 50 ppm  ในตวัอย่างเซร่ัมมนุษย์

จ านวน 3 ตัวอย่าง น าสารละลายไปวิเคราะห์ด้วย µ-LC-UV โดยใช้สภาวะท่ีก าหนด น าพืน้ท่ีใต้

สญัญาณท่ีได้มาค านวณหาคา่ร้อยละการคืนกลบั 

                  3.5.4 ขีดจ ากดัการตรวจวดั (limit of detection, LOD) และขีดจ ากดัการวิเคราะห์ปริมาณ 

(limit of quantitation, LOQ) 

      น าสารละลายมาตรฐานไอโอเฮกซอล 10 ppm มาเจือจางและทดลองฉีดท่ีความ

เข้มข้นตา่งๆ พร้อมบนัทกึโครมาโทรแกรมโดยฉีดซ า้ความเข้มข้นละ 3 ครัง้ ท าการวิเคราะห์ จนได้ความ

เข้มข้นท่ีมีสดัส่วนของความสูงของพีคต่อสัญญาณรบกวน  (noise)  เท่ากับ  3  และ 10  ซึ่งเป็นค่า

ขีดจ ากดัต ่าสดุท่ีตรวจวดัได้ และคา่ขีดจ ากดัต ่าสดุท่ีสามารถวิเคราะห์ได้ตามล าดบั   

 3.6 กำรวิเครำะห์ปริมำณไอโอเฮกซอลในตัวอย่ำงเซร่ัม 
       น าตวัอย่างเซร่ัมของมนุษย์มาใช้ในการทดสอบหวัข้อการวิเคราะห์ในตวัอย่างจริง โดย

น าตวัอย่างมาสกัดและทดสอบด้วยวิธีท่ีพฒันาขึน้ สร้างกราฟการขบัออกของไอโอเฮกซอลเพ่ือใช้ใน

การประเมินภาวะโรคไตเรือ้รัง และเปรียบเทียบกบัการทดลองโดยใช้เทคนิค HPLC ท่ีมีการรายงานมา

ก่อนหน้านี ้( V. Meucci. 2004: 107-111) 

 3.7 กำรประยุกต์ใช้วิธีที่พัฒนำส ำหรับวิเครำะห์ปริมำณคำเฟอีนในเคร่ืองดื่ม 

      น าระบบโครมาโทกราฟีของเหลวระดบัไมโครลิตรท่ีสร้างขึน้มาศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสม

ส าหรับการวิเคราะห์คาเฟอีนในตวัอยา่งเคร่ืองด่ืมชนิดตา่งๆ เชน่ น า้ชา กาแฟ และน า้อดัลม 



บทที่ 4 

ผลและวจิารณ์ผล 

 
งานวิจยันีไ้ด้พฒันาวิธีการวิเคราะห์ไอโอเฮกซอลในตวัอย่างเซร่ัมของมนุษย์ ด้วยเทคนิคโคร

มาโทกราฟีของเหลวระดบัไมโครลิตรควบคูก่บัการใช้วสัดสุงัเคราะห์โมโนลิธ โดยผู้วิจยัได้แบง่งานวิจยั

ออกเป็น 3 ตอน ดงัหวัข้อตอ่ไปนี ้

ตอนที่ 1 สร้างระบบโครมาโทรกราฟีของเหลวระดบัไมโครลิตรและสงัเคราะห์โมโนลิธิค 

แคปปิลาร่ีคอลมัน์ 

1.1 การสร้างระบบโครมาโทรกราฟีของเหลวระดบัไมโครลิตร 

1.2 สงัเคราะห์โมโนลิธิคแคปปิลาร่ีคอลมัน์ 

ตอนที่  2 การศึกษาการวิเคราะห์ไอโอเฮกซอลด้วยระบบโครมาโทรกราฟีของเหลวระดบั

ไมโครลิตรและตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ 

         2.1 การศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการวิเคราะห์ไอโอเฮกซอล 

         2.2 การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีการวิเคราะห์ 

ตอนที่ 3 การวิเคราะห์ปริมาณไอโอเฮกซอลในตวัอย่างเซร่ัมและการประยกุต์เพ่ือใช้วิเคราะห์

ปริมาณคาเฟอีนในตวัอยา่งเคร่ืองด่ืม 

         3.1 การวิเคราะห์ปริมาณไอโอเฮกซอลในตวัอยา่งเซร่ัมของมนษุย์ 

         3.2 เปรียบเทียบการวิเคราะห์ตวัอยา่งกบัวิธี HPLC 

         3.3 วิเคราะห์ปริมาณคาเฟอีนในตวัอยา่งเคร่ืองดื่ม 
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ตอนที่ 1 สร้างระบบโครมาโทรกราฟีของเหลวระดับไมโครลิตรและสังเคราะห์โมโน

ลิธิคแคปิลาร่ีคอลัมน์ 
1.1 การสร้างระบบโครมาโทรกราฟีของเหลวระดับไมโครลิตร 

     ระบบโครมาโทรกราฟีของเหลวระดบัไมโครลิตรท่ีสร้างขึน้จากการประกอบเคร่ืองมือขึน้

จากไดรแกรมในภาพประกอบ 7 มีองค์ประกอบดงัแสดงในภาพประกอบ 9  

 

ภาพประกอบ 9 ระบบโครมาโทกราฟีของเหลวระดบัไมโครลิตรท่ีสร้างขึน้ 

 พบว่าระบบโครมาโทรกราฟีของเหลวระดบัไมโครลิตร ท่ีสร้างขึน้นี ้สามารถท างานได้ตาม

หลกัการของโครมาโทรกราฟีของเหลว ซึ่งระบบมีความเสถียรสงู และสามารถใช้งานร่วมกบัโมโนลิธิค

แคปปิลาร่ีคอลมัน์โดยใช้อตัราการไหลต ่าได้เป็นอย่างด ี  

1.2 การเตรียมโมโนลิธิคแคปปิลาร่ีคอลัมน์ 

      จากการทดลองการเตรียมโมโนลิธิคแคปปิลาร่ีคอลัมน์ทัง้ 3 ชนิด คือ SMA-EDMA, 

PEDAS-EDMA และ MAA-EDMA พบว่าสามารถเตรียมได้ส าเร็จตามวิธีการเตรียมในบทท่ี 3 ข้อ 3.2

ซึ่งโมโนลิธิคแคปปิลาร่ีคอลมัน์ท่ีท าการเตรียมขึน้ได้ท าการตรวจสอบคณุสมบตัิทางกายภาพโดยการ

ถ่ายภาพตดัขวางด้วยกล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (SEM) ซึง่ภาพตดัขวางของคอลมัน์ทัง้ 

3 ชนิด แสดงให้เห็นถึงลกัษณะของโมโนลิธซึง่มีความเป็นรูพรุนสงู ดงัแสดงในภาพประกอบ 10 และได้

ท าการทดสอบคณุสมบตัิทางโครมาโทรกราฟีด้วยการทดลองแยกสารประกอบบางชนิดพบว่าคอลมัน์

ทัง้ 3 ชนิด มีความสามารถในการแยกสารประกอบออกจากกนัได้ ซึ่งล าดบัของสารท่ีออกจากคอลมัน์

เคร่ืองสบู 

ตวัตรวจวดั Flowrate 

splitter 

 

µ-injector 

Powerchrome 180 คอมพิวเตอร์ 

บนัทกึผล 

 

คอลมัน์ 
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เรียงจากสารท่ีมีขัว้มากไปหาสารท่ีมีขัว้น้อยแสดงให้เห็นวา่คอลมัน์ทัง้ 3 ชนิด  มีเฟสเคล่ือนท่ีเป็นแบบ

ย้อนกลบั (reverse phase) ดงัแสดงในภาพประกอบ 11 

        
  

ภาพประกอบ 10 ภาพตดัขวางของโมโนลิธิคแคปปิลาร่ีคอลมัน์ถ่ายด้วยเทคนิค SEM : ก. ภาพ SMA- 

EDMA ขยาย 700 เท่า, ข. ภาพ PEDAS-EDMA ขยาย 700 เท่า, ค. ภาพ MAA-EDMA ขยาย 

700 เท่า, ง. ภาพ SMA-EDMA ขยาย 1500 เท่า, จ. ภาพ PEDAS-EDMA ขยาย 1500 เท่า, ฉ. 

ภาพ MAA-EDMA ขยาย 1500 เท่า, ช. ภาพ SMA-EDMA ขยาย 5000 เท่า, ซ. ภาพ PEDAS-

EDMA ขยาย 5000 เทา่, ฌ. ภาพ MAA-EDMA ขยาย 5000 เทา่ 

ข. ก. ค. 

ง. จ. ฉ. 

ช. ซ. ฌ. 
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ภาพประกอบ 11 โครมาโทรแกรมของคอลมัน์ SMA-EDMA, PEDAS-EDMA และ MAA-EDMA :  

        เฟสเคล่ือนท่ี 70% ACN/water อตัราการไหล 0.30 มิลลิลิตรตอ่นาที 

ตอนที่ 2 การศึกษาการวิเคราะห์ไอโอเฮกซอลด้วยระบบโครมาโทรกราฟีของเหลว

ระดับไมโครลิตรและตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ 
2.1 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะห์ไอโอเฮกซอล 

      การหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการวิเคราะห์ไอโอเฮกซอล ผู้ วิจัยได้ท าการทดลอง โดย

ก าหนดสภาวะเร่ิมต้นคือ ใช้สารมาตรฐานไอโอเฮกซอลความเข้มข้น 50 ppm และใช้เฟสเคล่ือนใน

อตัราส่วนคงท่ีไว้ท่ี 70% ACN/water ท่ีอตัราการไหล 0.30 มิลลิลิตรต่อนาที ตรวจวดัด้วยตวัตรวจวดั

แสงยวีูท่ีความยาวคล่ืน 254 นาโนเมตร และท าการทดลองในพารามิเตอร์ดงัตอ่ไปนี ้

         2.1.1 ชนิดคอลัมน์ที่เหมาะสมต่อการวิเคราะห์ 

               จากการทดลองหาชนิดคอลมัน์ท่ีเหมาะสมในการวิเคราะห์ไอโอเฮกซอลระหว่าง

คอลมัน์ทัง้ 3 ชนิด พบว่าคอลมัน์ SMA-EDMA และ PEDAS-EDMA ไม่มีความจ าเพาะในการแยกไอ

โอเฮกซอล สว่นคอลมัน์ MAA-EDMA มีความจ าเพาะตอ่การวิเคราะห์ไอโอเฮกซอล เน่ืองจากคอลมัน์มี

อันตรกิริยากับไอโอเฮกซอลโดยแสดงให้เห็นจากค่าเวลาคงตัวของไอโอเฮกซอล อีกทัง้ลักษณะ

สญัญาณไฮโอเฮกซอลมีแนวโน้มท่ีดีกว่าท่ีได้จากคอลมัน์อีกทัง้  2 ชนิด ดงัแสดงในภาพประกอบ 12 

ผู้วิจยัจึงเลือกใช้คอลมัน์ MAA-EDMA เป็นคอลมัน์ท่ีเหมาะสมเพ่ือน าไปหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการ

วิเคราะห์ไอโอเฮกซอลในพารามิเตอร์ล าดบัตอ่ไป 
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ภาพประกอบ 12 โครมาโทรแกรมของการวิเคราะห์ไอโอเฮกซอลด้วยคอลมัน์ทัง้ 3 ชนิด : เฟสเคล่ือนท่ี     

        70% ACN/water อตัราการไหล 0.30 มิลลิลิตรตอ่นาที 

          2.1.2 ผลของค่า pH ของเฟสเคล่ือนท่ี 

                จากการทดลองวิเคราะห์สารมาตรฐานไอโอเฮกซอลโดยการคงท่ีอตัราสว่นของอะ

ซิโตไนไตรส์ไว้ท่ี70% และเปล่ียนคา่ pH ของเฟสเคล่ือนท่ีโดยใช้สารละลายบฟัเฟอร์ท่ี pH 3, 4 และ 5 

ด้วยอะซิเตทบัฟเฟอร์ และ pH 6, 7 และ 8 ด้วยฟอสเฟตบัฟเฟอร์ พบว่าการเปล่ียน pH ของเฟส

เคล่ือนท่ีด้วยอะซิเตทบฟัเฟอร์ท่ี pH 3, 4 และ 5 มีค่าเวลาตวัของไอโอเฮกซอลเท่ากับ 13.70, 13.48 

และ 3.26 นาทีตามล าดบั ซึ่งจากผลการทดลองจะพบว่าค่า pH ท่ีเพิ่มขึน้ท าให้ค่าเวลาคงตวัของไอ

โอเฮกซอลลดลงเน่ืองจากค่า pH ท่ีเปล่ียนไปมีผลต่อการแตกตวัของหมู่ฟังก์ชนัท่ีพืน้ผิวของคอลัมน์ 

MAA-EDMA และการเปล่ียน pH ของเฟสเคล่ือนท่ีด้วยฟอสเฟตบฟัเฟอร์ท่ี pH 6, 7 และ 8 มีคา่เวลา

ตวัของไอโอเฮกซอลเท่ากบั 2.78 นาทีทัง้หมด ซึง่จากคา่เวลาคงตวัและลกัษณะของสญัญาณดงัแสดง

ในภาพประกอบ 13 พบวา่การใช้ฟอสเฟตบฟัเฟอร์เพ่ือเปล่ียน pH ของเฟสเคล่ือนท่ี ให้ผลการแยกท่ีไม่

ดี ผู้วิจยัจงึเลือกคา่ pH ท่ีเหมาะสมเป็น pH 5 ซึง่ใช้อะซิเตทบฟัเฟอร์ ซึง่ท่ีคา่ pH 5 มีคา่เวลาคงตวัของ

ไอโอเฮกซอลท่ีต ่า มีความจ าเพาะ และมีลกัษณะของสญัญาณในแนวโน้มท่ีดี เพ่ือน าไปหาสภาวะท่ี

เหมาะสมในพารามิเตอร์ตอ่ไป 
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ภาพประกอบ 13 โครมาโทแกรมของสารมาตรฐานไอโอเฮกซอลท่ี pH 3 ถึง 8 : เฟสเคล่ือนท่ี 70%  

        ACN/buffer pH 3-8 อตัราการไหล 0.30 มิลลิลิตรตอ่นาที 

         2.1.3 ชนิดและอัตราส่วนของตัวท าละลายในเฟสเคล่ือนท่ี 

               จากการทดลองการเปล่ียนอัตราส่วนของตวัท าละลายในเฟสเคล่ือนท่ี โดยคงท่ี 

pH ของเฟสเคล่ือนท่ีไว้ท่ี pH 5.0 และเปล่ียนอตัราส่วนของอะซิโตไนไตรส์ในเฟสเคล่ือนท่ีเป็น 50%, 

60% และ 70% ตามล าดบั พบว่ามีคา่เวลาคงตวัของไอโอเฮกซอลเท่ากับ 3.15, 3.35 และ 3.51 นาที

ตามล าดบั ซึ่งการเพิ่มอตัราส่วนของอะซิโตไนไตรส์ท าให้เฟสเคล่ือนท่ีมีความเป็นขัว้ลดลงส่งผลให้ไอ

โอเฮกซอลท่ีเป็นสารมีขัว้มากนัน้มีคา่เวลาคงตวัมากขึน้ จากโครมาโทแกรมในภาพประกอบ 13 พบว่า

รูปทรงพีคท่ีได้จากการเปล่ียนแปลงอตัราสว่นของอะซิโตไนไตรส์ให้ผลท่ียงัไม่ดี ผู้วิจยัจงึได้เปล่ียนชนิด

ของตวัท าละลายจากอะซิโตไนไตร์สเป็นเมทานอล 60% พบวา่มีคา่เวลาคงตวัของไอโอเฮกซอลเท่ากบั 

3.1 นาที ซึ่งมีลักษณะของสัญญาณตามโครมาโทแกรมในภาพประกอบ 14 พบว่ามีลักษณะของ

สญัญาณของไอโอเฮกซอลท่ีดีมีลกัษณะท่ีแคบมีความสมมาตรและยงัมีค่าวลาคงตวัท่ีน้อยกว่าท าให้

ใช้เวลาในการวิเคราะห์สัน้  
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ภาพประกอบ 14 โครมาโทรแกรมเปรียบเทียบชนิด และอตัราสว่นของเฟสเคล่ือนท่ี : เฟสเคล่ือนท่ี 

acetate buffer pH 5 50mM/ACN 50-70% และ MeOH 60% อตัราการไหล 0.30 มิลลิลิตรต่อ

นาที 

       2.1.4 ผลของชนิดตัวท าละลายในการเตรียมสารมาตรฐานไอโอเฮกซอล 

                จากการทดลองละลายสารมาตรฐานไอโอเฮกซอลด้วยตวัท าละลาย 3 ชนิด คือ 

น า้ อะซิโตไนไตร์ส  และเมทานอลแล้วน ามาวิเคราะห์ด้วยสภาวะท่ีเลือกไว้ พบว่าการใช้ตัวท าละ

ละลายทัง้ 3 ชนิดให้ผลท่ีต่างกัน ดงัแสดงจากโครมาโทแกรมในภาพประกอบ 15 ซึ่งการละลายสาร

มาตรฐานไอโอเฮกซอลด้วยเมทานอลจะให้รูปทรงพีคท่ีอ้วนและประสิทธิภาพการแยกต ่า การละลาย

ในอะซิโตไนไตรส์จะได้พีคแยกเป็น 2 พีคซึง่เป็นไอโซเมอร์ของไอโอเฮกซอล โดยการวดัปริมาณไอโอเฮก

ซอลสามารถวดัจากเพียงไอโซเมอร์เดียวได้ และการละลายในน า้ให้รูปทรงพีคท่ีดีท่ีสุดเพียงพีคเดียว

และในตัวอย่างเซร่ัมเป็นตัวอย่างท่ีมีองค์ประกอบเป็นน า้ ผู้ วิจัยจึงเลือกใช้น า้เป็นตัวท าละลายท่ี

เหมาะสม 
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ภาพประกอบ 15 โครมาโทรแกรมเปรียบเทียบชนิดตวัท าละลายสารมาตรฐานไอโอเฮกซอล : เฟส 

        เคล่ือนท่ี 60% MeOH/acetate buffer pH 5 50mM  อตัราการไหล 0.30 มิลลิลิตรตอ่นาที 

 จากการทดลองหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการวิเคราะห์ไอโอเฮกซอล ผู้ วิจยัได้เลือกสภาวะใน

การวิเคราะห์ดงันีคื้อ  

เฟสคงท่ี: คอลมัน์ MAA-EDMA  

เฟสเคล่ือนท่ี: สารละลายผสมระหวา่งอะซิเตทบฟัเฟอร์ pH 5 50mM 40% กบัเมทานอล60%  

อตัราการไหล: 0.30 มิลลิลิตรตอ่นาที  

การตรวจวดั: ตรวจวดัแสงยวีู ท่ีความยาวคล่ืน 254 นาโนเมตร  

        2.1.5 วิธีการเตรียมตัวอย่างเซร่ัมของมนุษย์ 

                     จากการทดลองเตรียมตวัอย่างของเซร่ัมมนษุย์ท่ีได้รับการฉีดไอโอเฮกซอล และ

น ามาวิเคราะห์ด้วยสภาวะท่ีเลือก ซึง่วิธีการสกดัทัง้ 4 วิธีให้ผลการทดลองในด้านความสามารถในการ

ตกตะกอนโปรตีนดงัแสดงในภาพประกอบ 16 และผลจากการวิเคราะห์ตวัอย่างด้วยสภาวะท่ีเลือกดงั

แสดงในโครมาโทแกรมในภาพประกอบ 17 จากผลการทดลอง การเตรียมตัวอย่างเซร่ัมด้วย (1) 

สารละลายกรดเปอร์คลอริก 5 % พบว่าในการวิเคราะห์แต่ละรอบมีค่าเวลาคงตวัของไอโอเฮกซอลท่ี

แกว่งไม่สามารถท าการวิเคราะห์ซ า้ให้มีความเท่ียงได้ เน่ืองมาจากความเป็นกรดท่ีมากของตัวสกัด

ตวัอย่างรบกวนตอ่ระบบการแยกซึ่งใช้องค์ประกอบของเฟสเคล่ือนท่ีเป็นสารละลายบฟัเฟอร์  ผู้วิจยัจงึ

ทดลองเพิ่มความเข้มข้นของสารละลายอะซิเตตบฟัเฟอร์ในเฟสเคล่ือนท่ีเป็น 100 และ 200 มิลลิโมลาร์ 

และลดความเข้มข้นของกรดเปอร์คลอริกเป็น 2% ตามล าดบั พบว่าไม่สามารถแก้ปัญหาได้การเตรียม

ตวัอยา่งโดยวิธีการสกดัด้วยสารละลายกรดจงึไมเ่หมาะสมตอ่การวิเคราะห์  
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                  เ พ่ือหลีกเล่ียงการใช้สารละลายกรดจึงท าการตกตะกอนโปรตีนด้วย  (2) 

สารละลายอะซิโตไนไตรส์ 50%(v/v) พบวา่ในการวิเคราะห์ให้คา่เวลาคงตวัของไอโอเฮกซอลท่ีช้าลงไป 

และท าให้ความดนัของระบบ µ-LC เพิ่มขึน้ เน่ืองมาจากการสกดัด้วยตวัท าละลายนีมี้ความสามารถใน

การตกตะกอนโปรตีนในตัวอย่างเซร่ัมได้น้อย ซึ่งมีผลท าให้คอลัมน์เกิดอาการอุดตนัการสกัดด้วย

สารละลายอะซิโตไนไตร์ส 50% จงึเป็นวิธีสกดัท่ีไมเ่หมาะสมตอ่การวิเคราะห์  

                   การเตรียมตวัอย่างเซร่ัมโดยการสกดัด้วย (3) สารละลายซิงค์ซลัเฟต 0.1 โมลาร์ 

พบว่าสามารถตกตะกอนโปรตีนได้ดีเหมือนสารละลายกรดเปอร์คลอริก 5% มีคา่ใช้จ่ายน้อยกว่าการ

ใช้ (4) centrifuge membrane filter ซึ่งมีราคาแพง และผลการการวิเคราะห์ท่ีดีค่าเวลาของไอโอเฮก

ซอลมีความเท่ียง ซึง่เป็นวิธีท่ีเหมาะสมในการสกดัตวัอยา่งเซร่ัมในการวิเคราะห์ไอโอเอกซอล 

 

  

   

ภาพประกอบ 16 ภาพโปรตีนท่ีตกตะกอนจากการสกดั ก.สกดัด้วยกรดเปอร์คลอริก 5%, ข.สกดัด้วย 

อะซิโตไนไตร์ส 50%, ค.สกัดด้วยซิงค์ซัลเฟต 0.1 โมลาร์, ง.สกัดด้วย centrifuge membrane 

filter  
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ภาพประกอบ 17 โครมาโทรแกรมของการสกดัตวัอย่างเซร่ัม : ก.กรดเปอร์คลอริก 5 %, ข. กรดเปอร์ 

คลอริก 5% เปล่ียนความเข้มข้นอะซิเตตบฟัเฟอร์เป็น 100 มิลลิโมลาร์, ค.กรดเปอร์คลอริก 5 % 

เปล่ียนความเข้มข้นอะซิเตตบัฟเฟอร์เป็น 200 มิลลิโมลาร์, ง.กรดเปอร์คลอริก 2%, จ.

สารละลายอะซิโตไนไตรส์ 50%, ฉ.สารละลายซิงค์ซลัเฟต 0.1 โมลาร์, ช. centrifuge membrane 

filter 
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ครัง้ที่ 4  

ครัง้ที่ 5  



40 
 

ตาราง 7 ความเท่ียงของคา่เวลาคงตวัของการวิเคราะห์ไอโอเฮกซอลด้วยวิธีสกดัตา่งๆ 

วิธีการสกดั คา่เวลาคงตวัเฉล่ีย SD %RSD 

กรดเปอร์คลอริก 5% 

กรดเปอร์คลอริก 5% บฟัเฟอร์ 100 mM 

กรดเปอร์คลอริก 5% บฟัเฟอร์ 200 mM 

กรดเปอร์คลอริก 2% 

อะซิโตไนไตร์ส 50% 

ซิงค์ซลัเฟต 0.1 โมลาร์ 

centrifuge membrane filter 

3.52 

5.09 

5.04 

5.21 

3.93 

3.06 

3.41 

0.04 

0.47 

0.14 

0.19 

0.09 

0.02 

0.07 

1.24 

9.30 

2.91 

5.24 

2.40 

0.68 

2.32 
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            2.2 การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีการวิเคราะห์ 

        2.2.1 ความเป็นเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน 

                ศึกษาความเป็นเส้นตรงของกราฟมาตรฐานท าโดยใช้สภาวะท่ีเหมาะสมท่ี

พฒันาขึน้ตามพารามิเตอร์ในหวัข้อ 2.1 โดยสร้างกราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐานไอโอเฮก

ซอลท่ีความเข้มข้น 2 ถึง 250 ppm โดยท าการทดลองซ า้ 3 วนั ดงัภาพประกอบ 18 

 

 

 
ภาพประกอบ 18 กราฟมาตรฐานของไอโอเฮกซอลความเข้มข้น 2-250 ppm ทัง้ 3 วนั 

y = 2.3867x + 10.883
R² = 0.9997
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      จากการสร้างกราฟมาตรฐานทัง้ 3 วนั พบวา่ชว่งความเป็นเส้นตรงอยู่ในช่วงเข้มข้นของไอ

โอเฮกซอลท่ี 2 ถึง 250 ppm และมีสมการเส้นตรงและคา่สมัประสิทธ์ิสหสมัพนัธ์ (R2) ดงันี ้

 วนัท่ี 1 สมการเส้นตรงคือ y = 2.3867x + 10.883 , R2 = 0.9997 

 วนัท่ี 2 สมการเส้นตรงคือ y = 2.4773x + 7.2463 , R2 = 0.9997 

 วนัท่ี 3 สมการเส้นตรงคือ y = 2.4431x + 8.1014 , R2 = 0.9998 

     จากกราฟมาตรฐานท่ีสร้างขึน้จะเห็นว่ามีคา่สมัประสิทธ์ิสหสมัพนัธ์ 0.9997 ถึง 0.9998 ซึง่

มีความเป็นเส้นตรงสงูและมีความไวของวิธี (ความชนัของกราฟ) ใกล้เคียงกนั วิธีท่ีพฒันาสามารถวดั

ปริมาณไอโอเฮกซอลในชว่งความเข้มข้นท่ีครอบคลมุตอ่การวิเคราะห์ตวัอย่างเซร่ัม 

       2.2.2 ขีดจ ากัดการตรวจวัด และขีดจ ากัดการวิเคราะห์ปริมาณ 

                  ค่าขีดจ ากัดต ่าสุดท่ีสามารถตรวจวัดได้ (LOD) ให้ความสูงพีคเป็น 3 เท่า ของ

สญัญาณ noise (S/N) และขีดจ ากดัต ่าสดุท่ีสามารถตรวจวิเคราะห์ปริมาณ (LOQ) ให้ความสงูพีคเป็น 

10 เท่าของสญัญาณ noise (S/N)จากผลการศึกษาหาประสิทธิภาพของระบบท่ีทดลองพบว่า ให้ค่า 

LOD ของไอโอเฮกซอลเทา่กบั 0.44 ppm สว่น LOQ เทา่กบั 1.47 ppm 

       2.2.3 ความเที่ยง 

                  การศกึษาความเท่ียงตรงของระบบท่ีใช้ในการวิเคราะห์ เป็นการศกึษาความคลาด     

เคล่ือนอันเน่ืองมาจากผู้ท าการวิเคราะห์ ขัน้ตอนการวิเคราะห์ ขัน้ตอนหรือกระบวนการ ตลอดจน

เคร่ืองมือท่ีใช้ในการทดลองว่ามีความเท่ียงตรงเพียงใด ในการทดลองนีศ้ึกษาความเท่ียงของกา ร

วิเคราะห์สารละลายมาตรฐานไอโอเฮกซอลโดยวดัจากคา่เวลาคงตวั (tR) และพืน้ท่ีใต้พีคท่ีความเข้มข้น 

50 100 และ 250 ppm ในการหาความเท่ียงในวนัเดียวกนั และความเข้มข้น 100 ppm ในการหาความ

เท่ียงระหวา่งวนั ได้ผลการทดลองดงัตาราง 8 และตาราง 9 
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ตาราง 8 ความเท่ียงของการวิเคราะห์สารมาตรฐานไอโอเฮกซอลในวนัเดียวกนั (n=7) 

 

ครัง้ท่ี 

50 ppm 100 ppm 250 ppm 

เวลาคงตวั พืน้ท่ีใต้พีค เวลาคงตวั พืน้ท่ีใต้พีค เวลาคงตวั พืน้ท่ีใต้พีค 

1 2.99 129.91 2.95 253.11 2.94 592.72 

2 2.96 131.68 3.05 257.96 2.94 600.40 

3 3.00 134.91 3.00 255.36 2.95 589.35 

4 

5 

6 

7 

คา่เฉล่ีย 

คา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน 

คา่ความเบี่ยงเบน

มาตรฐานสมัพทัธ์ 

2.96 

3.00 

2.96 

2.95 

2.97 

0.02 

0.72 

133.26 

136.00 

133.08 

130.40 

132.75 

2.25 

1.69 

2.99 

3.00 

2.99 

2.95 

2.99 

0.03 

1.14 

253.36 

254.70 

252.93 

252.45 

254.27 

1.93 

0.76 

2.94 

3.05 

2.98 

3.18 

3.00 

0.09 

3.00 

624.71 

591.03 

591.21 

597.99 

598.20 

12.36 

2.07 

 

ตาราง 9 ความเท่ียงของการวิเคราะห์สารมาตรฐานไอโอเฮกซอลในระหวา่งวนั (n=7) 

วนัท่ี ครัง้ท่ี 100 ppm 

เวลาคงตวั พืน้ท่ีใต้พีค 

1 1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

2.99 

2.96 

3.00 

2.96 

3.00 

2.96 

2.95 

129.91 

131.68 

134.91 

133.26 

136.00 

133.08 

130.40 
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ตาราง 9 (ตอ่)  

วนัท่ี ครัง้ท่ี 100 ppm 

เวลาคงตวั พืน้ท่ีใต้พีค 

2 

 

 

 

 

 

 

3 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

2.99 

3.00 

3.01 

3.05 

2.97 

2.97 

2.97 

2.93 

2.99 

3.02 

2.90 

2.97 

2.97 

2.99 

136.11 

135.81 

136.29 

137.45 

136.35 

135.40 

135.99 

133.62 

133.18 

128.14 

125.10 

140.14 

138.26 

131.50 

คา่เฉล่ีย 

คา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน 

คา่ความเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ 

2.98 

0.03 

1.07 

133.93 

3.56 

2.66 
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จากการวิเคราะห์ความเท่ียงของการวิเคราะห์สารมาตรฐานไอโอเฮกซอลได้ผลดงันี ้คา่ร้อยละ

ความเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ของค่าเวลาคงตวัในวันเดียวกันท่ีความเข้มข้น 50, 100 และ 250 

ppm ได้ 0.72%, 1.14% และ 3.00% ตามล าดบั คา่ร้อยละความเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ของพืน้ท่ี

ใต้สัญญาณในวันเดียวกันท่ีความเข้มข้น 50, 100 และ 250 ppm ได้ 1.69%, 0.76% และ 2.07% 

ตามล าดบั คา่ร้อยละความเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ของค่าเวลาคงตวัในระหว่างวนัท่ีความเข้มข้น 

100 ppm ได้ 1.07% และคา่ร้อยละความเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ของพืน้ท่ีใต้สญัญาณในระหว่าง

วนัท่ีความเข้มข้น 100 ppm ได้ 2.66% คา่ร้อยละความเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ท่ีได้จากการทดลอง

หาความเท่ียงของการวิเคราะห์สารมาตรฐานไอโอเฮกซอลทัง้ในวนัเดียวกนัและในระหว่างวนัมีค่าอยู่

ในชว่ง 0.72% ถึง 3.00% ซึง่แสดงให้เห็นวา่วิธีวิเคราะห์ท่ีได้พฒันาขึน้มีความเท่ียงสงู 

       2.2.4 ความแม่นของวิธีวิเคราะห์ 

               การตรวจสอบความแม่นของวิธีวิเคราะห์ โดยการศึกษาหาร้อยละกลบัคืนของ

การวิเคราะห์ (% recovery) โดยการเติมสารมาตรฐานไอโอเฮกซอลท่ีรู้ความเข้มข้นท่ีแน่นอนลงไปใน

ตวัอยา่ง แล้วท าการวิเคราะห์เพ่ีอหาคา่คืนกลบัของการวิเคราะห์สารมาตรฐานนัน้ๆ  

ตาราง  10  คา่ร้อยละการคืนกลบัของไอโอเฮกซอลในตวัอยา่งเซร่ัมมนษุย์ 

ตวัอยา่ง

ท่ี 

ความเข้มข้นในตวัอย่าง 

คา่เฉล่ีย ± SD(ppm) 

ความเข้มข้นท่ี

เตมิลงไป(ppm) 

ความเข้มข้นท่ีวดัได้ ร้อยละการคืน

กลบั คา่เฉล่ีย ± SD(ppm) 

1 

2 

3 

37.41 ± 0.15 

36.76 ± 2.70 

51.78 ± 0.75 

46.56 

46.56 

46.56 

85.00 ± 0.44  

84.86 ± 3.28 

100.27 ± 0.89 

102.21 

103.29 

104.13 

จากการทดลองหาความแม่นของวิธีวิเคราะห์โดยการหาค่าร้อยละการคืนกลบัของตวัอย่าง

เซร่ัมของมนษุย์จ านวน 3 ตวัอยา่ง พบวา่มีคา่ร้อยละการคืนกลบัเป็น 102.21, 103.29 และ 104.13 ซึง่

อยู่ในช่วงท่ียอมรับได้ แสดงให้เห็นว่าวิธีวิเคราะห์ท่ีพฒันาขึน้สามมารถให้ผลการวิเคราะห์ท่ีถูกต้อง

แมน่ย าสงู 
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ตอนที่ 3 การวิเคราะห์ปริมาณไอโอเฮกซอลในตัวอย่างเซร่ัมและการประยุกต์เพื่อใช้วิเคราะห์

ปริมาณคาเฟอีนในตัวอย่างเคร่ืองดื่ม 

3.1 การวิเคราะห์ปริมาณไอโอเฮกซอลในตัวอย่างเซร่ัมของมนุษย์ 

      การวิเคราะห์ปริมาณไอโอเฮกซอลในตวัอย่างเซร่ัมของมนุษย์ ได้น าเซร่ัมของผู้ รับการ

ตรวจคดักรองโรคไตท่ีได้รับการฉีดสารมาตรฐานไอโอเฮกซอลและท าการเจาะเลือดเพ่ือเก็บตวัอย่าง

เซร่ัมท่ีเวลา 5  ถึง 240 นาที นบัจากได้รับการฉีดไอโอเฮกซอล แล้วน าตวัอย่างเซร่ัมมาท าการวิเคราะห์

ปริมาณไอโอเฮกซอลผลการวิเคราะห์แสดงในตาราง 11 น าผลท่ีได้มาท าการสร้างกราฟระหว่างความ

เข้มข้นกบัเวลาดงัแสดงในภาพประกอบ ซึ่งจะแสดงถึงอตัราการขบัออกของไอโอเฮกซอลซึ่งสามารถ

น าไปค านวณหาค่า GFR ได้โดยน าความเข้มข้นท่ีตรวจได้ไปใช้ในสมการ two-compartment model 

analyses equation (Gaspari F. 1995 : 257-263) ซึง่ต้องใช้น า้หนกัสว่นสงูและอายขุองผู้ รับการตรวจ 

ตาราง 11 ผลการทดลองการวิเคราะห์ปริมาณไอโอเฮกซอลในตวัอยา่งเซร่ัมของมนษุย์ 

เวลา

(นาที) 

พืน้ท่ีใต้พีคเฉล่ีย 

±SD(mV2) 

ความเข้มข้นไอโอเฮกซอล

(ppm) 

ความเข้มข้นไอโอเฮกซอล

ในตวัอยา่งเซร่ัม(ppm) 

5 

10 

20 

30 

45 

60 

105 

120 

180 

240 

233.93±0.72 

186.42±0.45 

141.84±0.86 

108.82±1.23 

87.86±0.56 

68.35±0.65 

46.82±0.63 

39.68±1.10 

27.54±1.15 

20.24±1.35 

34.30 

27.03 

20.21 

15.16 

11.95 

8.96 

5.67 

4.58 

2.72 

1.60 

342.96 

270.27 

202.07 

151.56 

119.48 

89.64 

56.70 

45.78 

27.21 

16.04 
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ภาพประกอบ 19 กราฟระหวา่งความเข้มข้นของไอโอเฮกซอลในเซร่ัมกบัเวลาเพ่ือศกึษาอตัราการขบั 

        ออกของไอโอเฮกซอลโดยการท างานของไต 

       จากการกราฟระหวา่งความเข้มข้นไอโอเฮกซอลและเวลาแสดงให้เห็นระดบัการขบัออก

ของไอโอเฮกซอลซึง่ตวัอยา่งท่ีท าการวิเคราะห์เป็นตวัอยา่งเซร่ัมของมนษุย์ท่ีไมเ่ป็นโรคไต ซึง่ลกัษณะ

ของกราฟท่ีได้มีแนวโน้มในทางเดียวกบังานวิจยัอ่ืนๆ เชน่ งานวิจยัของ Soo-Youn Lee (Soo-Youn 

Lee.(2006) : 124-129) 

3.2 เปรียบเทียบการวิเคราะห์ตัวอย่างกับวิธี HPLC 

       เม่ือเปรียบเทียบผลการแยกโดยวิธีท่ีพัฒนากับวิธี HPLC ท่ีเป็นวิธีมาตรฐานในการ

วิเคราะห์ไอโอเฮกซอล ผู้ วิจัยได้ใช้คอลัมน์ nucleosil c8 เป็นเฟสคงท่ี และใช้เฟสเคล่ือนท่ีเป็น

สารละลายผสมระหวา่งอะซิเตตบฟัเฟอร์ pH 5 90% กบัเมทานอล 10% ท่ีอตัราการไหล 1.00 มิลลิลิตร

ตอ่นาที ตรวจวดัด้วยตวัตรวจวดัแสง UV ท่ีความยาวคล่ืน 254 นาโนเมตร ซึ่งผลการแยกท่ีได้พบว่ามี

ลักษณะสัญญาณของไอโอเฮกซอลเป็น 2 สัญญาณ ซึ่งเป็นสัญญาณของไอโซเมอร์ทัง้สองของไอ

โอเฮกซอล ซึ่งมีค่าเวลาคงตวัท่ี 5.1 และ 5.7 นาที ดงัแสดงในภาพประกอบ 20 จากผลการทดลอง

เปรียบเทียบการวิเคราะห์ตัวอย่างไอโอเฮกซอลด้วยวิธีท่ีพัฒนาขึน้เทียบกับวิธี HPLC พบว่าการ

วิเคราะห์ด้วยวิธีท่ีพฒันาขึน้มีลกัษณะสญัญาณของไอโอเฮกซอลท่ีดีกว่า จงึมีประสิทธิภาพการแยกสงู

กว่าโดยวัดจากค่าทฤษฎีเพลตของโครมาโทกราฟี (N) ซึ่งวิธีท่ีพัฒนาขึน้มีค่าเท่ากับ 48226 และวิธี 

HPLC ท่ีท าการวิเคราะห์มีค่าเท่ากับ 2262 นอกจากวิธีท่ีพัฒนาจะมีค่า N มากกว่า 21 เท่า ยังใช้

ระยะเวลาในการวเิคราะห์สัน้กวา่ 2 เทา่ 
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ภาพประกอบ 20 โครมาโทแกรมเปรียบเทียบระหวา่งวิธีท่ีพฒันาและวิธี HPLC : ก. โครมาโทแกรมของ 

ไอโอเฮกซอลในเทคนิค µ-LC (void peak วดัโดยใช้อะซิโตไนไตร์สตรวจวดัท่ี 200 นาโนเมตร), ข.    

โครมาโทแกรมในเทคนิค HPLC 
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3.3 วิเคราะห์ปริมาณคาเฟอีนในตัวอย่างเคร่ืองดื่ม 

      เพ่ืออขยายขอบเขตของระบบท่ีพัฒนาขึน้ ได้พัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณคาเฟอีนใน

ตวัอยา่งเคร่ืองดื่ม ผู้วิจยัได้ท าการศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการวิเคราะห์ ผู้วิจยัได้เลือกสภาวะในการ

วิเคราะห์ดังนีคื้อ ใช้คอลัมน์ MAA-EDMA เป็นเฟสคงท่ี และใช้เฟสเคล่ือนท่ีเป็นสารละลายผสม

ระหวา่งฟอสเฟตบฟัเฟอร์ pH 7 อตัราสว่น 80% กบัอะซิโตไนไตรส์ 20% ท่ีอตัราการไหล 0.20 มิลลิลิตร

ตอ่นาที ตรวจวดัด้วยตวัตรวจวดัแสง UV ท่ีความยาวคล่ืน 271 นาโนเมตร สามารถวิเคราะห์ปริมาณ

คาเฟอีนในเคร่ืองดื่มชนิดตา่งๆ ได้ในเวลาประมาณ 5 นาที 

     วิธีวิเคราะห์คาเฟอีนท่ีพฒันาขึน้ได้ท าการทดสอบความใช้ได้ของวิธีในพารามิเตอร์ตอ่ไปนี ้

กราฟมาตรฐานท่ีความเข้มข้น 20 ถึง 200 ppm ซึ่งมีสมการเส้นตรง y = 11.571x + 39.999 มีค่า

สมัประสิทธ์ิสหสมัพนัธ์ (R2) เท่ากบั 0.9993  ขีดจ ากดัการตรวจวดั และขีดจ ากดัการวิเคราะห์ปริมาณ 

เท่ากบั  0.22 และ 0.72 ppm ตามล าดบั มีคา่ร้อยละความเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ส าหรับคา่เวลา

คงตวัและพืน้ท่ีใต้สญัญาณในวนัเดียวกนัเทา่กบั 0.98% และ 1.10% ในระหวา่งวนัมีคา่เทา่กบั 1.51% 

และ 1.50% และมี่คา่ร้อยละการคืนกลบัอยูใ่นช่วง 93.99% ถึง 102.92% 

     ผลการวิเคราะห์ปริมาณคาเฟอีนในตวัอย่างเคร่ืองด่ืมชนิดต่างๆ แสดงในตาราง 12 และ

โครมาโทแกรมในภาพประกอบ 21 แสดงให้เห็นประสิทธิภาพของวิธีท่ีพัฒนาขึน้สามารถวิเคราะห์

ปริมาณคาเฟอีนในตวัอยา่งเคร่ืองด่ืมชนิดตา่งๆได้อยา่งถกูต้อง 

ตาราง 12 การวิเคราะห์ปริมาณคาเฟอีนในเคร่ืองดื่ม 

ตวัอยา่ง ความเข้มข้นคาเฟอีน (g/mL) คา่ร้อยละการคืนกลบั 
ระบใุนฉลาก ตรวจพบ 

กาแฟ(Berdy) 850 657 97.22 
ชาเขียว 88 68 101.10 

ชามะนาว(Lipton) 90 77 93.99 
โคลา่(Pepsi) - 97 102.92 
เคร่ืองด่ืมชกู าลงั 
(red bull) 

344 280 100.66 
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ภาพประกอบ 21 โครมาโทแกรมของสารมาตรฐานคาเฟอีนและตวัอย่างเคร่ืองดื่มชนิดตา่งๆ 
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บทที่ 5 

สรุปและข้อเสนอแนะ 
 

งานวิจัยนีไ้ด้พัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณของไอโอเฮกซอลในตัวอย่างเซร่ัมของมนุษย์และ

คาเฟอีนในตวัอย่างเคร่ืองด่ืมด้วยระบบโครมาโทกราฟีของเหลวระดบัไมโครลิตรควบคู่กบัการใช้วสัดุ

สงัเคราะห์โมโนลิธ พบว่าระบบ µ - LC ท่ีสร้างขึน้สามารถท างานได้ ตามหลกัการของโครมาโทรกราฟี 

ซึง่มีข้อดีกวา่เคร่ือง HPLC แบบดัง้เดมิในหลายด้าน ได้แก่ การใช้ปริมาณของเฟสเคล่ือนท่ีและตวัอย่าง

ในปริมาณท่ีน้อยกว่า ซึ่งในเฟสเคล่ือนท่ีมีองค์ประกอบหลักเป็นตวัท าละลายอินทรีย์จึงเป็นผลดีต่อ

สิ่งแวดล้อม ใช้เวลาในการวิเคราะห์ตัวอย่างสัน้กว่า  และเฟสคงท่ีเป็นวัสดุโมโนลิธซึ่งสามารถ

สงัเคราะห์ขึน้ได้เองและมีต้นทนุต ่า 

ในการศกึษาพารามิเตอร์ตา่งๆ ของระบบ µ - LC ท่ีสร้างขึน้ เพ่ือให้สามารถวิเคราะห์ไอโอเฮก

ซอลในตวัอย่างเซร่ัมมนษุย์ เม่ือน าพืน้ท่ีใต้สญัญาณกบัคา่ความเข้มข้นมาสร้างกราฟมาตรฐานของไอ

โอเฮกซอล พบว่ากราฟมาตรฐานทัง้ 3 วันของไอโอเฮกซอลมีสมการเส้นตรงคือ  y = 2.3867x + 

10.883, y = 2.4773x + 7.2463 และ y = 2.4431x + 8.1014 ตามล าดบั มีคา่สมัประสิทธ์ิสหสมัพนัธ์ 

(R2) 0.9997, 0.9997 และ 0.9998 ตามล าดบั มีคา่ร้อยละความเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ส าหรับคา่

เวลาคงตวัและพืน้ท่ีใต้สัญญาณในวันเดียวอยู่ในช่วง 0.72 ถึง 3.00 เปอร์เซ็นต์ ในระหว่างวันมีค่า

เท่ากับ 1.07 ถึง 2.66  เปอร์เซ็นต์ มีค่า LOD เท่ากับ 0.44 มิลลิกรัมต่อลิตร  ส่วน LOQ เท่ากับ 1.47 

มิลลิกรัมตอ่ลิตร ซึง่อยูใ่นระดบัท่ีสามารถตรวจวดัไอโอเฮกซอลในตวัอยา่งเซร่ัมได้ 

ในงานวิจยัในครัง้นีไ้ด้น าตวัอย่างเซร่ัมของมนษุย์ 3 ตวัอยา่ง มาวิเคราะห์ปริมาณไอโอเฮกซอล 

ด้วยระบบ µ - LC ท่ีพฒันาขึน้ เพ่ือหาคา่ร้อยละของการคืนกลบัโดยการเตมิสารมาตรฐานของไอโอเฮก

ซอลลงในตวัอย่างทัง้ 3 ท่ีความเข้มข้น 46.56 มิลลิกรัมตอ่ลิตร จากนัน้น าตวัอย่างมาวิเคราะห์โดยใช้

วิธีท่ีพฒันาขึน้ ผลการทดลองพบวา่วิธีท่ีพฒันาขึน้มีคา่ร้อยละของการคืนกลบัอยูใ่นชว่งร้อยละ 102.21 

ถึง 104.13 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งมีความแม่นย าสามารถวิเคราะห์ปริมาณไอโอเฮกซอลในตวัอย่างเซร่ัมได้

อยา่งถกูต้อง 
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วิธีวิเคราะห์ปริมาณไอโอเฮกซอลในตวัอย่างเซร่ัมของมนษุย์ท่ีพฒันาเป็นวิธีท่ีไมยุ่่งยาก มีการ

เตรียมสารตวัอย่างด้วยวิธีท่ีง่าย ประหยดั ได้ผลการวิเคราะห์อย่างรวดเร็วได้ผลท่ีเท่ียงตรงน่าเช่ือถือ 

ซึ่งวิธีวิเคราะห์ไอโอเฮกซอลด้วยระบบโครมาโทกราฟีของเหลวระดบัไมโครลิตรควบคู่กับการใช้วัสดุ

สงัเคราะห์โมโนลิธสามารถน าไปใช้ในการตรวจวดัการขบัออกของไอโอเฮกซอลได้จริง สามารถน าไป

ต่อยอดพัฒนาในการตรวจคัดกรองโรคไตได้ในอนาคต และผู้ วิจัยน าวิธีวิเคราะห์ท่ีพัฒนาขึน้นีไ้ป

ประยุกต์ใช้กับการวิเคราะห์ปริมาณคาเฟอีนในผลิตภัณฑ์เคร่ืองด่ืมซึ่งให้ผลการวิเคราะห์ท่ีดี มีความ

เท่ียงและความถกูต้องสงู แสดงให้เห็นว่าระบบ µ-LC สามารถประยกุต์ใช้กบัการวิเคราะห์ตวัอย่างท่ีมี

ความหลากหลาย  

ข้อเสนอแนะ 

 ระบบ µ-LC เป็นระบบท่ีประกอบขึน้เอง และต้องมีการสงัเคราะห์โมโนลิธิคคอลมัน์ ซึง่ต้อง

อาศยัความช านาญของผู้ท าการทดลอง 
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