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Abstract 
 

Project Code: TRG5780174 
 
Project Title: Simple On-line Preconcentration and Determination of Nephrolithiasis Markers Using 

Capillary Electrophoresis 

 
Investigator: Dr. Mionpichar Srisa-Art 
 
E-mail Address: monpichar.s@chula.ac.th 
 
Project Period: 2nd June 2014–1st June 2017  
 
Abstract: 

Online preconcentration and determination of oxalate and citrate using capillary 
electrophoresis (CE) were presented. A preconcentration technique exploiting large volume sample 
injection together with matrix removal using an electro-osmotic flow (EOF) pump was employed to 
improve the sensitivity of the CE method. The migration of analytes was achieved using an uncoated 
fused silica capillary column of 40.2 cm (30 cm to detector) × 50 µm i.d. and an applied voltage of 
-15 kV. A background electrolyte (BGE) was 200 mM phosphate buffer (pH 8.0) with injection times 
of 10-90 s. Results showed that when using an injection time of 90 s, limits of detection (LODs) were 
0.003 ppm and 0.013 ppm and limits of quantification (LOQs) were 0.013 ppm and 0.033 ppm for 
oxalate and citrate, respectively. When compared with a normal injection time of 10 s, 90 s injection 
time could improve the sensitivity of the CE method for approximately 200 times. Recoveries of the 
method were in the range of 98-108% for oxalate and citrate with the relative standard deviation 
(%RSD) values<5% for corrected peak area and %RSD<5 for migration time. Inter-day and intra-day 
precisions evaluated using %RSD were found to be less than 5% for both corrected peak area and 
migration time. The CE method was further applied to quantitatively determine the amounts of 
oxalate and citrate in urine samples. Results obtained from the CE method were compared with 
those from the standard method (enzymatic assays) using the student t-test. It was found that no 
significant difference between the results obtained from both methods. This confirmed the accuracy 
and reliability of the proposed CE method for determination of oxalate and citrate in urine of patients 
with kidney stones.  
 

Keywords: capillary electrophoresis, on-line preconcentration, oxalate, citrate  



ii 
 

บทคัดย่อ 
 

รหัสโครงการ: TRG5780174 
 
ชื่อโครงการ: การเพิม่ความเขม้ขน้และการตรวจวดัสารทีเ่ป็นตวับ่งชีก้ารเกดิน่ิวโดยใชเ้ทคนิคคะพลิลารอีเิลก็ 
     โทรฟอรซิสิ 
 
ชื่อนักวจิัย: ดร.มนพิชา ศรสีะอาด 
 
อีเมล:  monpichar.s@chula.ac.th 
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บทคัดย่อ: 

งานวิจัยนี้ได้ประยุกต์ใช้เทคนิคคะพิลลารีอิเล็กโทรฟิรีซิส (Capillary electrophoresis, CE) ส าหรับการเพิ่ม
ปริมาณแบบออนไลน์และการตรวจวัดปริมาณออกซาเลตและซิเทรต เทคนิคการเพิ่มสารตัวอย่างแบบออนไลน์จะใช้
วิธีการบรรจุสารตัวอย่างในปริมาณมากพร้อมกับการก าจัดเมทริกซ์ออกโดยอาศัย electro-osmotic flow (EOF) 
เพื่อช่วยเพิ่มสภาพไวของเทคนิค CE ในการทดลองนี้ใช้คะพิลลารีซิลิกาที่ปราศจากการเคลือบภายใน ขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลางภายใน 50 ไมโครเมตร ยาว 40.2 เซนติเมตร (30 เซนติเมตร ถึงเคร่ืองตรวจวัด) ความต่างศักย์ไฟฟ้าที่ใช้ใน
การแยกเท่ากับ -15 กิโลโวลต์ โดยใช้ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 200 มิลลิโมลาร์ ที่ pH 8.0 และระยะเวลาที่ใช้ใน
การบรรจุสารตัวอย่างในช่วง 10-90 วินาที ผลการวิเคราะห์พบว่าเมื่อใช้เวลาในการบรรจุสารตัวอย่าง 90 วินาที 
ขีดจ ากัดของการตรวจวัดด้วยเครื่องมือ ของออกซาเลตและซิเทรต เท่ากับ 0.003 และ 0.013 ppm ตามล าดับ และ
ขีดจ ากัดการวิเคราะห์เชิงปริมาณด้วยเครื่องมือ ส าหรับออกซาเลตและซิเทรตเท่ากับ 0.013 และ 0.033 ppm 
ตามล าดับ เมื่อเปรียบเทียบกับการบรรจุสารตัวอย่างตามระยะเวลาปกติ (10 วินาที) พบว่าสามารถเพิ่มประสิทธิภาพ
การตรวจวัดออกซาเลตและซิเทรตได้ถึง 200 เท่า การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์โดยการทดสอบความแม่น 
พบว่ามีร้อยละของการคืนกลับอยู่ในช่วง 98-108% ส าหรับออกซาเลตและซิเทรต และมี %RSD<5% ส าหรับทั้งไม
เกรชันไทม์และพื้นที่ใต้พีค เมื่อเปรียบเทียบความเที่ยงระหว่างวันและภายในวันเดียวกันพบว่ามี %RSD<5% ส าหรับ
ทั้งไมเกรชันไทม์และพื้นที่ใต้พีค วิธีที่พัฒนาขึ้นจึงสามารถน าไปใช้ในการหาปริมาณออกซาเลตและซิเทรตในปัสสาวะ 
และเมื่อเปรียบเทียบกับผลการตรวจวัดออกซาเลตและซิเทรตที่ได้จากวิธีที่พัฒนาขึ้นกับวิธีมาตรฐานโดยใช้เทคนิคทาง
เอนไซม์โดยการทดสอบแบบ t-test พบว่าไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญระหว่างผลการวิเคราะห์ของทั้งสองวิธี 
ดังนั้นวิธีที่พัฒนาขึ้นจึงเหมาะที่จะน าไปประยุกต์ใช้ในการตรวจวัดปริมาณออกซาเลตและซิเทรตในปัสสาวะของผู้ป่วย
โรคนิ่วไต เพื่อเป็นประโยชน์ส าหรับการวินิจฉัย การรักษา และการป้องกันการเกิดโรคนิ่วไตในอนาคต  
 
ค ำหลกั: คะพิลลารีอิเลก็โทรฟอริซิส, การเพ่ิมปริมาณแบบออนไลน์, ออกซาเลต, ซิเทรต 
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1. Executive Summary 
งานวิจัยนี้เป็นการพัฒนาเทคนิคคะพิลลารีอิเล็กโทรฟอริซิส (CE) ส าหรับการเพิ่มความเข้มข้นและการตรวจวัดออกซา

เลตและซิเทรตซึ่งเป็นสารบ่งช้ีการเกิดนิ่ว โดยการเพิ่มปริมาณสารจะใช้เทคนิคการเพิ่มสารแบบออนไลน์ โดยท าการบรรจุสาร
ในปริมาณมากด้วยความดันพร้อมกับก าจัดเมทริกซ์ออกภายหลังโดยอาศัย electroosmotic flow (EOF) เพื่อช่วยเพิ่มสภาพ
ไวของเทคนิค CE โดยท าการศึกษาภาวะต่าง ๆ ของเทคนิค CE เพื่อใช้ในการเพิ่มความเข้มข้นและแยกออกซาเลตและซิเทรต 
เช่น ความเข้มข้นและค่า pH ของบัฟเฟอร์ที่ใช้ เวลาและความดันท่ีใช้ในการบรรจุสารตัวอย่าง ศักย์ไฟฟ้าที่ใช้ในการแยกสาร 
เมื่อได้ภาวะที่เหมาะสมส าหรับใช้ในการเพิ่มความเข้มข้นและการแยกสาร ได้ด าเนินการตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีที่
พัฒนาขึ้น โดยหาค่าขีดจ ากัดของการตรวจวัดด้วยเครื่องมือ (LOD) ขีดจ ากัดของการวิเคราะห์เชิงปริมาณ (LOQ) ความแม่น 
(accuracy) และความเที่ยง (precision) ของวิธีวิเคราะห์ และสุดท้ายประยุกต์วิธีที่พัฒนาขึ้นส าหรับการหาปริมาณสารที่เป็น
ตัวบ่งช้ีการเกิดนิ่วในตัวอย่างปัสสาวะ 

จากผลการวิจัยพบว่าสภาวะที่เหมาะวมส าหรับวิเคราะห์หาปริมาณออกซาเลตและซิเทรตโดยเทคนิค CE คือ ใช้คะพิล
ลารีซิลิกาที่ปราศจากการเคลือบภายใน ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางภายใน 50 ไมโครเมตร ความยาว 40.2 เซนติเมตร (30 
เซนติเมตร ถึงเครื่องตรวจวัด) ความต่างศักย์ไฟฟ้าที่ใช้ในการแยกเท่ากับ -15 กิโลโวลต์ โดยใช้ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 
200 มิลลิโมลาร์ ที ่pH 8.0 และระยะเวลาที่ใช้ในการบรรจุสารตวัอย่างในช่วง 10-90 วินาที ผลการวิเคราะห์พบว่าเมื่อใช้เวลา
ในการบรรจุสารตัวอย่าง 90 วินาที ค่า LOD ของออกซาเลตและซิเทรต เท่ากับ 0.003 และ 0.013 ppm ตามล าดับ และมี 
LOQ ส าหรับการวิเคราะห์ออกซาเลตและซิเทรตเท่ากับ 0.013 และ 0.033 ppm ตามล าดับ การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธี
วิเคราะห์โดยการทดสอบความแม่นพบว่ามีร้อยละของการคืนกลับอยู่ในช่วง 98-108% ส าหรับออกซาเลตและซิเทรตและมี 
%RSD<5% ส าหรับทั้งไมเกรชันไทม์ (tm) และพื้นที่ใต้พีคแก้ไข (Acorr) เมื่อเปรียบเทียบความเที่ยงระหว่างวันและภายในวัน
เดียวกันพบว่ามี %RSD<5% ส าหรับทั้ง tm และ Acorr วิธีที่พัฒนาขึ้นจึงสามารถน าไปใช้ในการหาปริมาณออกซาเลตและซิ
เทรตในปัสสาวะ และเมื่อเปรียบเทียบกับผลการตรวจวัดออกซาเลตและซิเทรตที่ได้จากวิธีที่พัฒนาขึ้นกับวิธีมาตรฐานโดยใช้
เทคนิคทางเอนไซม์ (enzymatic method) โดยการทดสอบแบบ t-test พบว่าไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญระหว่างผล
การวิเคราะห์ของทั้งสองวิธี นอกจากนี้ยังสามารถยืนยันความน่าเช่ือถือของวิธีที่พัฒนาขึ้นว่ามีความถูกต้อง โดยน าผลการ
วิเคราะห์จากท้ังสองวิธีมาสร้างกราฟเพื่อหาความสัมพันธ์ระหว่างสองวิธี พบว่ามีความสัมพันธ์เป็นเส้นตรงและมีคา่ intraclass 
correlation coefficient อยู่ในเกณฑ์ที่ดีมากส าหรับออกซาเลตและซิเทรต คือเท่ากับ 0.977 และ 0.970 ตามล าดับ ดังนั้น
วิธีที่พัฒนาขึ้นจึงเหมาะที่จะน าไปประยุกต์ใช้ในการตรวจวัดปริมาณออกซาเลตและซิเทรตในปัสสาวะของผู้ป่วยโรคนิ่วไต เพื่อ
เป็นประโยชน์ส าหรับการวินิจฉัย การรักษา และการป้องกันการเกิดโรคนิ่วไตในอนาคต  

ผลจากงานวิจัยนี้ได้น าไปเผยแพร่ในการประชุมวิชาการวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย ครั้งท่ี 40 และจะ
ท าการเผยแพร่ผลงานวิจัยเพื่อจะตีพิมพ์ในวารสารนานาชาติต่อไป 
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2. วัตถุประสงค์ของโครงการ 
พัฒนาเทคนิคคะพิลลารีอเิล็กโทรฟอริซิสในการหาปริมาณสารที่เปน็บ่งช้ีการเกิดนิ่ว (เช่น ออกซาเลตและซิเทรต) และ

ประยุกต์วิธีท่ีพฒันาขึ้นในการหาปริมาณสารที่เป็นบ่งช้ีการเกิดนิ่วในตัวอย่างปัสสาวะ 

3. วิธีด าเนินงานวิจัย 

3.1 เคร่ืองมือและอุปกรณ์ 

1. เครื่องคะพิลลารีอิเล็กโทรฟอรซีิส (CE) ของบริษัท Beckman coulter รุ่น MDQ 

 2. เครื่อง UV visible spectrophotometer ของบริษัท Agilent รุน่ 8453 

 3. เครื่อง sonication ของบริษัท ultrasonic steri-cleaner 

 4. เครื่องพีเอชมิเตอร์ (pH meter) ของบริษัท Mettler Toledo รุน่ SevenCompactTM 

 5. เครื่องช่ังสารสีต่ าแหน่ง ของบริษัท Mettler Toledo รุ่น PB 403-S 

 6. ไมโครปิเปตขนาด 100-1000 µL, ขนาด 10-100 µLและขนาด 1-10 µL ของบริษัท Eppendorf 

 7. ขวดใส่สาร (vial) ขนาด 2 mL พร้อมฝาปิด  

 8. ขวดก าหนดปริมาตรขนาด 5, 10, 25 และ 50 mL 

 9. บีกเกอร์ขนาด 50 และ 100 mL 

 10. คิวเวต (cuvettes) ขนาด 1 mL และ 3 mL 

 11. Syringe filter ขนาด 0.2 µm ของบริษัท Vertical chromatography Co., Ltd 

3.2 สารเคมี 

1. Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) 
2. di-Sodium hydrogen phosphate (Na2HPO4) 
3. Phosphoric acid (H3PO4) 
4. Methanol 
5. Sodium hydroxide (NaOH) 
6. Sodium oxalate (Na2C2O4) 
7. Citric acid monohydrate (C6H8O7.H2O) 
8. Milli Q water 
9. ชุดทดสอบออกซาเลตโดยใช้เอนไซม์ (oxalate kit) 
10. ชุดทดสอบซิเทรตโดยใช้เอนไซม์ (citrate kit) 
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3.3 การหาภาวะที่เหมาะสมในการแยกออกซาเลตและซิเทรตด้วยเทคนิค CE 

3.3.1 ภาวะทั่วไปของเคร่ือง CE ที่ใช้ในการวิเคราะห์ 

ตารางที่ 1 ภาวะทั่วไปของเครื่อง CE ที่ใช้ในการวิเคราะห์ออกซาเลตและซเิทรต 
รูปแบบ/ภาวะที่ใช้ รายละเอียด 

เครื่อง CE บริษัท Beckman coulter รุ่น MDQ 

คะพิลลาร ี
Uncoated fused silica capillary ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางภายใน 50 µm ความยาว 

40.2 cm (30 cm ถึงเครื่องตรวจวัด) 

การบรรจุสาร ใช้ความดันในการบรรจุสารตัวอยา่งเท่ากับ 0.5 psi 

การตรวจวดั UV-Vis ช่วง 200-400 nm เลือกตรวจวัดท่ี 195 nm 

การ rinse คะพิลลารีคอลัมน ์ ก่อนการทดลองแตล่ะวัน rinse ดว้ย 

     - 0.1 M H3PO4 15 นาที 

     - บัฟเฟอร์ 15 นาที 

ระหว่างการวิเคราะห์ในแต่ละครั้งก่อนการบรรจสุารตัวอย่างในคะพลิลาร ีRinse ด้วย 

     - 0.1 M H3PO4 1 นาที  

     - บัฟเฟอร์ 2 นาที 

หลังจากการทดลองในแต่ละวัน rinse ด้วย 

     - 0.1 M H3PO4 20 นาที 

     - น้ า 20 นาที 

 

3.3.2 ผลของ pH ของฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่มีผลต่อการแยกของออกซาเลตและซิเทรต  

ศึกษาในช่วง pH 6.0-8.0 ท าโดยใช้ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่ความเข้มข้น 200 mM จากนั้นปรับ pH ให้อยู่ในช่วงที่

ต้องการศึกษาคือ pH 6.0, 6.5, 7.0, 7.5 และ 8.0 โดยใช้สารละลาย 0.1 M NaOH จากนั้นน าไปวิเคราะห์ตัวอย่างปัสสาวะ

ของผู้ป่วยโรคนิ่วไต โดยใช้เทคนิค CE เพื่อหา pH ของฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่เหมาะสมที่สุด เพื่อจะสามารถแยกออกซาเลตและซิ

เทรตออกจากสารอื่น ๆ ในปัสสาวะได้ และนอกจากน้ีในงานวิจัยนี้จะศึกษาการเพิ่มความเข้มข้นแบบออนไลน์ด้วยเทคนิค CE 

โดยใช้วิธีการบรรจุสารตัวอย่างปริมาณมากด้วยความดันแล้วก าจัดเมทริกซ์ออกภายใต้อิทธิพลของ EOF ที่ไม่สูงมากนัก ดังนั้น

หากต้องการ EOF ที่ไม่สูงมากจะต้องใช้ pH ต่ า (pH น้อยกว่า 4) แต่ในงานวิจัยนี้ไม่สามารถใช้ pH ที่ต่ าได้ เนื่องจากออกซา
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เลตและซิเทรตมีค่า pKa อยู่ในช่วง 1-7 ดังนั้นจึงจ าเป็นที่จะต้องศึกษา pH ที่เหมาะสมในการแยกออกซาเลตและซิเทรตและ 

pH ที่เหมาะสมในการเพิ่มความเข้มข้นของสารแบบออนไลน์โดยใช้ CE 

3.3.3 ผลของความเข้มข้นของฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่มีผลต่อการแยกของออกซาเลตและซิเทรต 

 ในการศึกษาผลของความเข้มข้นของบัฟเฟอร์ที่มีต่อการแยกออกซาเลตและซิเทรต จะใช้สารตัวอย่างที่เป็นปัสสาวะ

ของผู้ป่วยโรคนิ่วไตที่เจือจางสองเท่าและน ามากรองด้วย Syringe filter ขนาด 0.2 µm เนื่องจากตัวอย่างปัสสาวะในแต่ละ

ตัวอย่างมีปริมาณไม่มาก ดังนั้นจึงไม่สามารถใช้ตัวอย่างเดียวกันในการหาสภาวะที่เหมาะสมได้ในทุกการทดลอง แต่อย่างไรก็

ตามพบว่าเมทริกซ์ที่อยู่ในแต่ละตัวอย่างไม่แตกต่างกันมากนัก ดังนั้นปัสสาวะที่ใช้ในแต่ละการทดลองจึงสามารถเป็นตัวแทน

ของตัวอย่างทั้งหมด จากนั้นน ามาวิเคราะห์ด้วยเทคนิค CE โดยใช้ความเข้มข้นของฟอสเฟตบัฟเฟอร์ต่าง ๆ ในช่วงความเข้มข้น 

40-200 mM เพื่อหาความเข้มข้นของสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่เหมาะสมที่สามารถแยกออกซาเลตและซิเทรตออกจาก

สารอื่น ๆ ท่ีมีอยู่ในปัสสาวะได้ 

3.3.4 ผลของความความต่างศักย์ไฟฟ้าท่ีใช้ในการแยกออกซาเลตและซิเทรต 

 โดยศึกษาในช่วงความต่างศักย์ -10 ถึง -30 kV เพื่อหาความต่างศักย์ที่เหมาะสมทีสุ่ดในการแยกออกซาเลตและซิ

เทรตออกจากสารอื่น ๆ ท่ีมีอยู่ในปัสสาวะและใช้ระยะเวลาในการแยกไม่นาน  

 

3.4 การหาภาวะที่เหมาะสมในการเพ่ิมความเข้มข้น (On-line preconcentration) ของออกซาเลตและซิเทรตด้วย

เทคนิค CE 

3.4.1 เวลาที่ใช้ในการบรรจุสารตัวอย่าง 

ท าได้โดยวิเคราะห์ตัวอย่างปัสสาวะของผู้ป่วยโรคนิ่วไต โดยใช้เทคนิค CE โดยการเปลี่ยนเวลาที่ใช้ในการบรรจุสาร

ตัวอย่างเป็น 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 และ 90 วินาที ตามล าดับ แต่ใช้ความดันในการบรรจุสารเท่ากับ 0.5 psi เพื่อ

หาเวลาการบรรจุสารตัวอย่างที่เหมาะสมที่สามารถเพิ่มความเข้มข้นได้มากที่สุดโดยที่ไม่สูญเสียการแยก และเพื่อเพิ่ม

ความสามารถของการตรวจวัดปริมาณออกซาเลตและซิเทรตปริมาณน้อย ๆ ในปัสสาวะได้ถูกต้องและมีประสิทธิภาพ  

3.4.2 ความดันที่ใช้ในการบรรจุสารตัวอย่าง 

โดยศึกษาความดันที่ใช้ในการบรรจุสารตัวอย่างโดยเริ่มจาก 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 3.5 และ 4.0 psi 

ตามล าดับ โดยใช้เวลาในการบรรจุสารตัวอย่าง 10 วินาที เพื่อหาความดันในการบรรจุสารตัวอย่างที่สามารถตรวจวัดปริมาณ

ออกซาเลตและซิเทรตปริมาณน้อย ๆ ในปัสสาวะได้ถูกต้องและคงไว้ซึ่งประสิทธิภาพการแยก 
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3.5 การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีที่พัฒนาขึ้น (Method validation) 

3.5.1 ขีดจ ากัดของการตรวจวัดและขีดจ ากัดการวิเคราะห์เชิงปริมาณด้วยเคร่ืองมือ (Limit of detection, LOD, and 

limit of quantitation, LOQ) 

ท าได้โดยเตรียมสารละลายมาตรฐานออกซาเลตและซิเทรตความเข้มข้น 10 ppm จากนั้นท าการเจือจาง และน าไป

วิเคราะห์ด้วยเทคนิค CE ตามวิธีที่ได้พัฒนาขึ้น วัดอัตราส่วนของสัญญาณความสูงของพีคต่อสัญญาณรบกวน ( signal to 

noise ratio, S/N) จนกระทั่งได้ค่าอัตราส่วน S/N ใกล้เคียง 3 ส าหรับ LOD และ 10 ส าหรับ LOQ จากนั้นน ามาค านวณ LOD 

และ LOQ ดังสมการต่อไปนี้ 

     LOD =       

     LOQ =    

 

  S = ค่าสัญญาณของสารที่วิเคราะห์ได้ 

  N = สัญญาณรบกวน  

  Cdiluted =  ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานท่ีท าการเจือจาง  

 

3.5.2 กราฟมาตรฐาน (Calibration curve) 

การสร้างกราฟมาตรฐานสามารถท าได้โดยการเตรียมสารละลายมาตรฐานออกซาเลตและซิเทรตความเข้มข้น 1,000 

ppm จากนั้นน ามาเจือจางตามความเข้มข้นที่ต้องการในขวดปรับปริมาตรขนาด 10 mL ด้วยน้ า Milli-Q ดังแสดงในตารางที่ 

5 และน าไปวิเคราะห์ด้วยเทคนิค CE ตามวิธีที่ได้พัฒนาขึ้น จากนั้นน าค่าเฉลี่ยของพื้นที่ใต้พีคแก้ไข (corrected area, Acorr) 

ซึ่งหาจากพื้นที่ใต้พีค (peak area, A) หารด้วยค่าไมเกรชันไทม์ (migration time, tm) กับความเข้มข้นของสารละลาย

มาตรฐาน (ppm) มาสร้างกราฟมาตรฐาน จากกราฟมาตรฐานท่ีสร้างขึ้นจะได้สมการเส้นตรง 

        y = mx + c     

  y = พื้นที่ใต้พีคแก้ไข (corrected peak, Acorr)     

m = ความชันของกราฟ 

  x = ความเข้มข้นของสาร (ppm) 

  c = จุดตัดแกน y ของกราฟ 
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ตารางที่ 2 การเตรยีมสารละลายมาตรฐานออกซาเลตและซิเทรตเพื่อใช้ส าหรับการสร้างกราฟมาตรฐาน 

 

3.5.3 ความแม่น (Accuracy) 

จะใช้การเติมสารละลายมาตรฐานลงในตัวอย่าง จากนั้นน าไปวิเคราะห์ปริมาณด้วยเทคนิค CE เพื่อค านวณหาค่า

ร้อยละการคืนของสารละลายมาตรฐานท่ีเติมลงไป ข้ันตอนการเตรียมสารละลายและการหาค่าความแม่นท าได้ดังนี้ 

3.5.3.1 เตรียมตัวอย่างปัสสาวะเจือจาง 2 เท่า ท าได้โดยการกรองปัสสาวะด้วย Syringe filter ขนาด 0.2 µm จาก

นั้นปิเปตมา 500 µL และปิเปตน้ า Milli-Q 500 µL ผสมให้เป็นเนื้อเดียวกันในหลอด eppendorf ขนาด 1.5 mL จะได้

ปัสสาวะที่เจือจางแล้ว 2 เท่า 

 3.5.3.2 เตรียมตัวอย่างปัสสาวะเจือจาง 2 เท่าที่เติมสารละลายมาตรฐานออกซาเลตและซิเทรต ท าได้ดังตารางที่ 3 

ตารางที่ 3 การเตรยีมตัวอยา่งปัสสาวะเจือจาง 2 เท่าที่เติมสารละลายมาตรฐานออกซาเลตและซิเทรตที่ความเข้มข้นต่าง ๆ 

ขวดที ่
ความเข้มขน้ของสารละลาย

มาตรฐาน (ppm) 

ปริมาตรสารละลาย1000 

ppm ที่ต้อง 

ปิเปต (µL) 

ปัสสาวะ (µL) 
Milli-Q 

(µL) 

1 
ออกซาเลต 5 5 

500 485 
ซิเทรต 10 10 

2 
ออกซาเลต 50 50 

500 350 
ซิเทรต 100 100 

3 
ออกซาเลต 80 80 

500 120 
ซิเทรต 300 300 

สารขวดที ่
คามเข้มขน้ของสารละลายมาตรฐาน (ppm) 

ปริมาตรสารละลายมาตรฐานความเข้มขน้ 

1,000 ppm ที่ต้องปิเปต (µL) 

ออกซาเลต ซิเทรต ออกซาเลต ซิเทรต 

1 5 10 50 100 

2 20 50 200 500 

3 50 100 500 800 

4 80 300 800 3,000 

5 100 500 1,000 5,000 
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 3.5.3.3 หาปริมาณออกซาเลตและซิเทรตทั้งหมด โดยวิเคราะห์ออกซาเลตและซิเทรตที่เตรียมในตารางที่ 6 ด้วย

เทคนิค CE โดยใช้ภาวะที่เหมาะสมโดยท าการวิเคราะห์ความเข้มข้นละ 10 ครั้ง นอกจากนี้ได้ท าการเปรียบเทียบค่าความแม่น

ส าหรับการบรรจุสารแบบปกติกับการบรรจุสารในปริมาณมากอีกด้วย  

 3.5.3.4 ค านวณหาร้อยละของการคืนกลับ (%Recovery) ของสารละลายมาตรฐานออกซาเลตและซิเทรตที่เติมลง

ไป โดยน าค่าอัตราส่วนระหว่างพื้นที่ใต้พีคแก้ไขที่วิเคราะห์ได้มาค านวณหาความเข้มข้นของออกซาเลตและซิเทรตจากกราฟ

มาตรฐานที่ท าขึ้นในหัวข้อ 3.5.2 จะได้ปริมาณความเข้มข้นของออกซาเลตและซิเทรตที่วิเคราะห์ได้ในตัวอย่างปัสสาวะที่ไม่

เติมสารละลายมาตรฐานออกซาเลตและซิเทรต (จากสารละลายในหัวข้อ 3.5.3.1) และความเข้มข้นของออกซาเลตและซิเทรต

ทั้งหมดซึ่งได้จากออกซาเลตและซิเทรตที่มีอยู่แล้วในตัวอย่างปัสสาวะรวมกับสารละลายมาตรฐานออกซาเลตและซิเทรตที่เติม

ลงไป (จากสารละลายในหัวข้อ 3.5.3.2) จากนั้นน ามาค านวณหาร้อยละการคืนกลับ (%Recovery) ของสารละลายมาตรฐาน

ออกซาเลตและซิเทรตที่เติมลงไป ดังสมการต่อไปนี้ 

 %Recovery =           

 

3.5.4 ความเที่ยง (Precision) 

การทดสอบความเที่ยงซึ่งประกอบด้วย ความเที่ยงภายในวันเดียวกัน ( intra-day precision) และความเที่ยง

ระหว่างวัน (inter-day precision) ท าได้ดังนี้ 

 3.5.4.1 การเตรียมตัวอย่างปัสสาวะเจือจาง 2 เท่าที่เติมสารละลายมาตรฐานออกซาเลตและซิเทรตความเข้มข้น 50 

และ 100 ppm ดังตารางที่ 4  

 

ตารางที่ 4 การเตรยีมตัวอยา่งปัสสาวะเจือจาง 2 เท่าที่เติมสารละลายมาตรฐานออกซาเลตและซิเทรตส าหรับหาค่าความเที่ยง 

ขวดที ่
ความเข้มขน้สารละลายมาตรฐาน 

(ppm) 

ปริมาตรสารละลาย 

1,000 ppm ที่ต้องปิ

เปต(µL) 

ปัสสาวะ (µL) Milli-Q (µL) 

1 
ซิเทรต 50 50 

500 350 
ออกซาเลต 100 100 

 

 3.5.4.2 น าตัวอย่างที่เตรียมในตาราง 4 วิเคราะห์ด้วยเทคนิค CE โดยใช้สภาวะที่ได้พัฒนาขึ้น โดยเปรียบเทียบการ

บรรจุสารแบบปกติกับการบรรจุสารในปริมาณมาก ท าการวิเคราะห์ความเที่ยงภายในวันเดียวกันจ านวนการวิเคราะห์ 10 ครั้ง 

ส าหรับความเที่ยงระหว่างวันจะท าการวิเคราะห์เป็นเวลา 3 วันติดต่อกัน โดยจ านวนการวิเคราะห์ 10 ครั้งเพื่อหาความเที่ยง

ของเครื่องมือและวิธีการวิเคราะห์ 
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 3.5.4.3 วิเคราะห์ผลจาก 3.5.4.2 โดยหาพื้นที่ใต้พีคแก้ไข และวิเคราะห์หาความเข้มข้นของสารโดยเทียบกับกราฟ

มาตรฐานในข้อ 3.5.2 จะได้ปริมาณออกซาเลตและซิเทรตที่วิเคราะห์ได้ จากนั้นค านวณค่า %RSD ของค่าพื้นที่ใต้พีคแก้ไข ไม

เกรชันไทม์ และปริมาณออกซาเลตและซิเทรตที่วิเคราะห์ได้ เพื่อหาความเที่ยงภายในวันเดียวกัน และความเที่ยงระหว่างวัน 

จากสมการดังต่อไปนี ้

     %RSD =  × 100    

  RSD = ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพัทธ์ 

  SD = ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

   = ค่าเฉลี่ยของพื้นที่ใต้พีคแก้ไขหรือค่าเฉลีย่ไมเกรชันไทม์ 

 

3.6 ประยุกตว์ิธีวิเคราะห์ท่ีพัฒนาขึ้นในการวิเคราะห์หาปริมาณออกซาเลตและซิเทรตในตัวอย่างปัสสาวะ 

3.6.1 วิเคราะห์ปริมาณออกซาเลตในปัสสาวะโดยวิธี CE ที่พัฒนาขึ้น 

ตัวอย่างปัสสาวะที่น ามาวิเคราะห์นั้นแบ่งเป็น 3 ช่วงความเข้มข้นของออกซาเลต คือช่วง 0-20 ppm ซึ่งเป็นการ

ตรวจเพื่อยืนยันว่าอุปกรณ์และเครื่องมือรวมถึงสภาวะที่พัฒนาขึ้นสามารถตรวจวัดปริมาณออกซาเลตในปริมาณน้อย ๆ ได้

อย่างถูกต้อง ช่วง 20-40 ppm ซึ่งเป็นช่วงปริมาณออกซาเลตที่พบในปัสสาวะของคนปกติ และช่วงความเข้มข้นของออกซา

เลตที่มากกว่า 40 ppm ซึ่งเป็นช่วงปริมาณออกซาเลตที่พบในปัสสาวะของคนป่วยโรคนิ่วไต 

 น าปัสสาวะของผู้ป่วยโรคนิ่วไตที่ผ่านการกรองด้วย syringe filter ขนาด 0.2 µm แล้วมาเจือจาง 2 เท่า จากนั้น

น ามาตรวจวัดด้วยเทคนิค CE โดยใช้ภาวะที่เหมาะสมที่ได้พัฒนาขึ้นดังกล่าวมาแล้ว จากนั้นน าค่าพ้ืนท่ีใต้พีคแก้ไข (corrected 

peak, Acorr) มาค านวณหาความเข้มข้นของออกซาเลตและซิเทรตจากกราฟมาตรฐานท่ีได้ท าขึ้นในข้อ 3.5.2 
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3.6.2 วัดปริมาณออกซาเลตโดยใช้ชุดตรวจวัดออกซาเลต (oxalate kit) 

1. เตรียมสารละลายในคิวเวตขนาด 1 mL ดังตารางที่ 5 จากนั้นน าสารละลายดังกล่าวมาบ่มที่อุณหภูมิห้องทันที

เป็นเวลา 5 นาที  

 

ตารางที่ 5 การเตรียมสารละลายเพื่อหาปริมาณออกซาเลตโดยใช้ชุดตรวจวัดออกซาเลตโดย 

สารละลายท่ีต้องเติม 

ปริมาณที่เติม (µL) 

Blank 
ตัวอย่าง

ปัสสาวะ 
std* 1 std* 2 std* 3 

Reagent A 500 500 500 500 500 

Milli-Q 25 - - - - 

ตัวอย่างปัสสาวะ - 25 - - - 

ออกซาเลต 10 ppm - - 25 - - 

ออกซาเลต 50 ppm - - - 25 - 

ออกซาเลต 100 ppm - - - - 25 

Reagent B 50 50 50 50 50 

std* สารละลายมาตรฐานส าหรับท ากราฟมาตรฐานส าหรับการวิเคราะห์โดยใช้ oxalate kit 

 2. น า blank ตัวอย่างปัสสาวะ และสารละลายมาตรฐานทั้ง 3 ความเข้มข้นไปวัดค่าการดูดกลืนแสงยูวี  

(absorbance) ที่ 590 นาโนเมตร 

 3. สร้างกราฟมาตรฐานจากค่าผลต่างระหว่างค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานออกซาเลตและ Blank กับ

ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานออกซาเลต (ppm) จากกราฟมาตรฐานท่ีสร้างขึ้นจะได้สมการเส้นตรงดังนี ้

     y = mx + c          

  y = ผลต่างระหว่างค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานออกซาเลตและ Blank  

  m = ความชันของกราฟ 

  x = ความเข้มข้นของออกซาเลต (ppm) 

  c = จุดตัดแกน y ของกราฟ 
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4. หาความเข้มข้นของออกซาเลตในตัวอย่างปัสสาวะโดยน าค่าการดูดกลืนแสงของตัวอย่างปัสสาวะมาลบกับ blank 

จากนัน้น าค่าท่ีได้มาค านวณหาความเข้มข้นของออกซาเลตโดยใช้สมการเส้นตรงที่ได้จากกราฟมาตรฐาน  

 

3.6.3 วัดปริมาณซิเทรตโดยใช้ชุดตรวจวัดซิเทรต (citrate kit) 

1. เตรียมสารละลายในคิวเวตปรมิาตรขนาด 3 mL ดังตารางที่ 6 ผสมสารละลายให้เข้ากัน และบ่มทีอุ่ณหภูมหิ้อง

ทันทีเป็นเวลา 5 นาที  

 

ตารางที่ 6 การเตรียมสารละลายตัวอย่างและสารละลายมาตรฐานเพื่อวัดปริมาณซิเทรตโดยใช้เอนไซม์ 

สารละลายท่ีต้องเติม 
ปริมาณที่เติม (µL) 

Blank ตัวอย่างปัสสาวะ std* 1 std* 2 std* 3 

Milli-Q water 2,000 1,800 1,800 1,800 1,800 

ตัวอย่างปัสสาวะ - 200 - - - 

ซเิทรต 50 ppm - - 200 - - 

ซิเทรต 100 ppm - - - 200 - 

ซิเทรต 200 ppm - - - - 200 

ขวดที่ 1 (buffer) 500 500 500 500 500 

ขวดที่ 2 (NADH/PVP) 200 200 200 200 200 

ขวดที ่3 (L-MDH/D-LDH) 20 20 20 20 20 

 std* สารละลายมาตรฐานส าหรับท ากราฟมาตรฐานส าหรับการวิเคราะห์โดยใช้ citrate kit  

 2. จากนั้นน าสารละลาย blank สารละลายตัวอย่าง และสารละลายมาตรฐานที่อยู่ในคิวเวต ไปวัดค่าการดูดกลืน

แสงยูวี (absorbance) ที่ 340 นาโนเมตรของ บันทึกผลการทดลองเป็นค่าการดูดกลืนแสงครั้งท่ี 1 (A1) 

 3. จากนั้นเติมสารละลายขวดที่ 4 (CL) ทุกคิวเวต ผสมให้สารละลายเป็นเนื้อเดียวกันและน ามาบ่มที่อุณหภูมิห้อง

ทันทีเป็นเวลา 5 นาที  

4. จากนั้นน าสารละลายทั้งหมดในคิวเวตมาวัดค่าการดูดกลืนแสงยูวีอีกครั้งที่ 340 นาโนเมตร บันทึกผลการทดลอง

เป็นค่าการดูดกลืนแสงครั้งท่ี 2 (A2) 

 5. หาค่าผลต่างหรือค่าการดูดกลืนแสงท่ีลดลง ∆A (A1 – A2) ของ blank สารตัวอย่าง และสารละลายมาตรฐาน 
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6. สร้างกราฟมาตรฐานจากค่าผลต่างของ ∆A (A1 – A2) ของ Blank และ ∆A (A1 – A2) ของสารละลายมาตรฐานซิ

เทรต กับความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานซิเทรต (ppm) จากกราฟมาตรฐานท่ีสร้างขึ้นจะได้สมการเส้นตรงดังสมการ 

     y = mx + c       

  y = ค่า ∆A ของ blank ลบด้วย ∆A ของสารละลายมาตรฐานหรือสารตัวอย่าง  

  m = ความชันของกราฟ 

  x = ความเข้มข้นของซิเทรต (ppm) 

  c = จุดตัดแกน y ของกราฟ 

7. หาความเข้มข้นของซิเทรตในตัวอย่างปัสสาวะโดยน าค่า ผลต่างของ ∆A blank กับ ∆A ของตัวอย่างปัสสาวะมา

หาความเข้มข้นของซิเทรตจากสมการเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน  

 เมื่อได้ผลการตรวจวัดปริมาณของออกซาเลตและซิเทรตโดยใช้เทคนิค CE และผลการตรวจวัดปริมาณของออกซา

เลตและซิเทรตโดยใช้เอนไซม์ ซึ่งการทดลองทั้งสองวิธีใช้ตัวอย่างปัสสาวะตัวเดียวกันท าในวันเดียวกัน ใช้สารมาตรฐานออกซา

เลตและซิเทรตที่เตรียมในชุดเดียวกัน จากนั้นน าผลการวิเคราะห์ปริมาณดังกล่าวมาเปรียบเทียบความแตกต่างของวิธีทั้งสอง 

กล่าวคือเซตหนึ่งเป็นการตรวจวัดปริมาณออกซาเลตและซิเทรตโดยเทคนิค CE ใช้สภาวะที่พัฒนาขึ้นและอีกเซตหนึ่งเป็นการ

ตรวจวัดปริมาณออกซาเลตและซิเทรตโดยใช้ชุดตรวจวัดซึ่งเป็นวิธีมาตรฐาน จากนั้นเปรียบเทียบผลทั้งสองวิธีว่ามีความ

แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญหรือไม่ โดยการทดสอบแบบที (the student test, t) โดยในการเปรียบเทียบครั้งนี้ใช้สารตัวอย่าง

ทั้งหมดจ านวน 41 ตัวอย่าง โดยแบ่งเป็น 3 ระดับตามความเข้มข้นของออกซาเลต โดยสารตัวอย่างที่มีออกซาเลตในช่วงความ

เข้มข้น 0-20 ppm มี 13 ตัวอย่าง ความเข้มข้นออกซาเลตในช่วง 20-40 ppm มีจ านวน 11 ตัวอย่าง และความเข้มข้นของ

ออกซาเลต >40 ppm มีจ านวน 17 ตัวอย่าง 

 นอกจากน้ียังได้ตรวจสอบผลการวิเคราะหท์ี่ได้จากท้ัง 2 วิธี ว่ามีความสัมพันธ์เป็นเส้นตรงหรือไม ่โดยการสร้างกราฟ

ที่ได้จากผลการวิเคราะห์จากเทคนิค CE และผลการวิเคราะห์ที่ได้จากวิธีมาตรฐาน เพื่อเป็นการยืนยันความใช้ได้ของวิธีที่

พัฒนาขึ้นอีกด้วย 
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4. ผลการทดลองและวิเคราะห์ผลการทดลอง 

4.1 ภาวะที่เหมาะสมในการแยกออกซาเลตและซิเทรตด้วยเทคนิค CE 

4.1.1 ผลของ pH ต่อความสามารถในการแยกออกซาเลตและซิเทรต 

เนื่องจากในงานวิจัยนี้จะศึกษาการเพิ่มความเข้มข้นแบบออนไลน์ด้วยเทคนิค CE โดยใช้วิธีการบรรจุสารตัวอย่าง

ปริมาณมากด้วยความดันแล้วก าจัดเมทริกซ์ออกภายใต้อิทธิพลของ EOF ที่ไม่สูงมากนัก (low EOF) ซึ่งวิธีนี้จะเหมาะกับการ

เพิ่มความเข้มข้นของสารตัวอย่างที่เป็นประจุลบเช่น ออกซาเลตและซิเทรต เนื่องจากเมื่อให้ศักย์ไฟฟ้าแบบกลับขั้วในการแยก 

สารตัวอย่างจะเคลื่อนที่สวนทางกับ EOF พร้อมกับเมทริกซ์ถูกก าจัดออกไปด้วยอิทธิพลของ EOF ดังนั้นหากต้องการ EOF ที่

ไม่สูงมากจะต้องใช้ pH ต่ าในการทดลอง โดยปกติในการใช้การเพิ่มความเข้มข้นโดยวิธีนี้มักจะใช้ pH น้อยกว่า 4 [1] แต่ใน

งานวิจัยนี้ไม่สามารถใช้ pH ที่ต่ าได้ เนื่องจากออกซาเลตซึ่งแตกตัวมาจากกรดออกซาลิก ที่มีค่า pKa 2 ค่าคือ 1.23 และ 4.28 

สมการการแตกตัวของกรดออกซาลิกแสดงดังต่อไปนี้ 

H2C2O4 + H2O  ⇌  H3O+ + HC2O4
- pKa1 = 1.23 

HC2O4
- + H2O  ⇌  H3O+ + C2O4

2- pKa2 = 4.28 

และซิเทรตซึ่งแตกตัวมาจากกรดซิทริก มีค่า pKa 3 ค่า คือ 3.13 4.76 และ 6.40 การแตกตัวของกรดซิทริกแสดงดังต่อไปนี้ 

C6H8O7 + H2O  ⇌  H3O+ + C6H7O7
- pKa1 = 3.13 

C6H7O7
- + H2  ⇌  H3O+ + C6H6O7

2- pKa2 = 4.76 

C6H6O7
2-+ H2O  ⇌  H3O+ + C6H5O7

3- pKa2 = 6.40 

 

 ดังนั้นหากต้องการให้กรดออกซาลิกและซิทริกแตกตัวได้หมดต้องใช้ pH มากกว่า 7.0 ขึ้นไป และจากการทดลอง

พบว่าถ้าใช้ pH<7.0 ทั้งออกซาเลตและซิเทรตจะใช้เวลานานมากกว่า 30 นาที ในการเคลื่อนที่มาถึงเครื่องตรวจวัด เนื่องจาก

ที่ pH ต่ าทั้งออกซาลิกและซิทริกแตกตัวได้น้อย ท าให้ความสามารถในการเคลื่อนที่ทางไฟฟ้ามีค่าต่ า จึงเคลื่อนที่ได้ช้า ดังนั้น

การเพิ่มปริมาณแบบออนไลน์ของออกซาเลตและซิเทรตจึงไม่สามารถใช้ pH ที่ต่ ามาก ด้วยเหตุนี้จึงต้องท าการศึกษา pH ที่

เหมาะสมส าหรับท้ังการแยกออกซาเลตและซิเทรตและการเพิ่มปริมาณแบบออนไลน์ งานวิจัยนี้จึงเลือกใช้ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่ 

pH 7.21 และจะศึกษาช่วงค่า pH ของบัฟเฟอร์ดังนี้คือ pH 6.0, 6.5, 7.0, 7.5 และ 8.0 ซึ่งเป็นช่วงที่ออกซาเลตและซิเทรต

แตกตัวได้เกือบ 100% ผลการทดลองที่ได้ดังแสดงในรูปที่ 1 จากรูปจะเห็นได้ว่าเมื่อเพิ่มค่า pH ของบัฟเฟอร์จาก 6.0-8.0 มี

ผลท าให้สารออกมาช้าลงตามค่า pH ที่เพิ่มขึ้น ทั้งนี้เป็นผลเนื่องมาจากเมื่อค่า pH เพิ่มขึ้นจะท าให้ EOF มากขึ้นตามไปด้วย 

จึงเกิดแรงต้านระหว่างไอออนลบของออกซาเลตและซิเทรตกับ EOF ที่มีทิศทางการเคลื่อนที่ที่ตรงกันข้ามกัน ดังนั้นเมื่อ pH 

เพิ่มขึ้นจึงส่งผลให้สารเคลื่อนที่ออกมาช้าลง และนอกจากนี้จากรูปจะสังเกตได้ว่าเมื่อค่า pH เพิ่มขึ้นพีคของออกซาเลตและซิ

เทรตแยกจากพีคของเมทริกซ์อ่ืน ๆ มากขึ้น เมื่อพิจารณาค่าการแยกดังแสดงในรูปที่ 2 พบว่าเมื่อ pH เพิ่มขึ้น ค่าการแยก (Rs) 

ก็เพิ่มขึ้นเช่นเดียวกัน ซึ่งค่า pH=8.0 เป็นค่า pH ให้ค่าการแยกของพีคออกซาเลตและซิเทรตมากที่สุด (Rs=2.4 และ 3.3 

ตามล าดับ) ถึงแม้ว่าที่ pH 7.5 จะสามารถแยกออกซาเลตและซิเทรตได้อย่างสมบูรณ์ (Rs≥1.5) แต่พีคของออกซาเลตและซิ
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เทรตอยูใ่กล้กับพีคของเมทริกซ์อ่ืน ๆ ในสารตัวอย่างปัสสาวะมากกว่าท่ี pH 8.0 ซึ่งพีคอื่น ๆ อาจบดบังพีคของออกซาเลตและ

ซิเทรตได้ ดังนั้นในการทดลองนี้จึงเลือก pH 8.0 ส าหรับการแยกออกซาเลตและซิเทรตในสารตัวอย่างปัสสาวะ 
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รูปที่ 1 อิเล็กโทรเฟอโรแกรมแสดงของผลของ pH ต่อความสามารถในการแยกออกซาเลตและซิเทรตในปัสสาวะ ความเข้มข้น
ของฟอสเฟตบัฟเฟอร์เท่ากับ 200 mM และปรับ pH เป็น (ก) 6.0 (ข) 6.5 (ค) 7.0 (ง) 7.5 และ (จ) 8.0 พีค 1 คือ ออกซาเลต 
และ พีค 2 คือซิเทรต สภาวะของ CE ที่ใช้คือ uncoated fused silica capillary ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางภายใน 50 µm 
ยาว 40.2 cm (30 cm ถึงเครื่องตรวจวัด) ศักย์ไฟฟ้า -15 kV บรรจุสารด้วยความดนั 0.5 psi เป็นเวลา 10 วินาที และตรวจวดั
ด้วยยูวี-วิสิเบิลที่ความยาวคลื่น 195 nm 
 

 

 
รูปที่ 2 กราฟแสดงการเปรียบเทียบค่า Rs ที่ค่า pH ต่าง ๆ 
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4.1.2 ผลของความเข้มข้นของฟอสเฟตบัฟเฟอร์ต่อความสามารถในการแยกออกซาเลตและซิเทรต 

บัฟเฟอร์ที่เลือกใช้ในงานวิจัยนี้คือฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (pKa 7.21) ที่ pH 8.0 ซึ่งจะท าให้กรดออกซาลิกและซิทริกแตก
ตัวเป็นระจุได้เกือบ 100% และในสภาวะนี้จะมี EOF ที่ค่อนข้างสูงเช่นกัน แต่อย่างไรก็ตามค่าความสามารถในการเคลื่อนที่
ทางไฟฟ้าของออกซาเลตและซิเทรตมีค่าสูงพอที่จะสามารถต้านการเคลื่อนที่ของ EOF เข้าไปสู่เครื่องตรวจวัดได้ ในการ
ทดลองนี้จึงศึกษาความเข้มข้นของฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่เหมาะสมในการแยกออกซาเลตและซิเทรต โดยศึกษาท่ีช่วงความเข้มข้น 
40-200 mM ผลการทดสองแสดงดังรูปท่ี 3 จะเห็นได้ว่าการเพิ่มความเข้มข้นของฟอสเฟตบัฟเฟอร์ท าให้สารเคลื่อนที่ออกมา
ยังเครื่องตรวจวัดเร็วขึ้น โดยปกติการเพิ่มความเข้มข้นของบัฟเฟอร์จะท าให้ความสามารถในการเคลื่อนที่ทางไฟฟ้าลดลง 
เนื่องจากค่าความแรงไออนิกในสารละลายที่มีค่ามากขึ้น ท าให้สารตัวอย่างมีขนาดใหญ่ขึ้นเนื่องจากไอออนที่มาล้อมรอบมี
จ านวนมากขึ้น ท าให้สารเคลื่อนที่ออกมาได้ช้าลง แต่ในการทดลองนี้เมื่อความเข้มข้นของบัฟเฟอร์เพิ่มขึ้นสารเคลื่อนท่ีออกมา
ได้เร็วขึ้น ทั้งนี้เป็นผลเนื่องมาจากการเพิ่มความเข้มข้นของบัฟเฟอร์จะท าให้ในสารละลายมีปริมาณไอออนมากขึ้น ซึ่งอาจท า
ให้เกิดความร้อนภายในคะพิลลารีหรือเกิด joule heating ซึ่งความร้อนที่เกิดขึ้นจะส่งผลท าให้ความหนืดของสารละลายลดลง 
มีผลท าให้สารเคลื่อนที่ออกมาเร็วข้ึน จากรูปสังเกตได้ว่าที่ความเข้มข้นของฟอสเฟตบัฟเฟอร์ในช่วง 40-120 mM (รูปที่ 3 (ก-
จ)) ยังไม่สามารถแยกพีคของซิเทรตออกจากเมทริกซ์ได้ ทั้งนี้พีคของออกซาเลตและซิเทรตจะสามารถแยกออกจากพีคอื่น ๆ 
ได้อย่างสมบูรณ์เมื่อความเข้มข้นของฟอสเฟตบัฟเฟอร์มีค่าตั้งแต่ 140 mM ขึ้นไป (รูปที่ 3 (ฉ-ฌ)) ที่ความเข้มข้นน้อยกว่า 140 
mM สามารถแยกพคีออกซาเลตได้แต่พบว่าพีคของซิเทรตยังรวมอยู่กับสารอื่น  
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รูปที ่3 อิเล็กโทรเฟอโรแกรมแสดงผลของความเข้มข้นของฟอสเฟตบัฟเฟอร์ต่อการแยกของออกซาเลตและซิเทรตในตัวอย่าง
ปัสสาวะ ความเข้มข้นของบัฟเฟอร์คือ (ก) 40 mM (ข) 60 mM (ค) 80 mM (ง) 100 mM (จ) 120 mM (ฉ) 140 mM (ช) 
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160 mM (ซ) 180 mM และ (ฌ) 200 mM โดยพีค 1 คือ ออกซาเลต และ พีค 2 คือซิเทรต ส าหรับสภาวะอื่น ๆ ของ CE 
แสดงในรูปที่ 1 
 

เมื่อเปรียบเทียบค่า Rs ของออกซาเลตและซิเทรตและความเข้มข้นของฟอสเฟตบัฟเฟอร์ดังแสดงในรูปที่ 4 พบว่าเมื่อความ
เข้มข้นของฟอสเฟตบัฟเฟอร์เพิ่ม ค่าการแยกของออกซาเลตลดลงในขณะที่ค่าการแยกของซิเทรตเพิ่มขึ้น พีคของซิเทรตจะ
แยกได้อย่างสมบูรณ์ (Rs≥1.5) เมื่อความเข้มข้นของฟอสเฟตบัฟเฟอร์มีค่าตั้งแต่ 160 mM เช่นกัน จากการทดลองพบว่าที่
ความเข้มข้นของฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 160 mM ก็เพียงพอที่จะแยกพีคของออกซาเลตและซิเทรตได้อย่างสมบูรณ์ โดยมีค่า Rs 

เท่ากับ 1.94 และ 1.58 ส าหรับพีคของออกซาเลตและซิเทรตตามล าดับ อย่างไรก็ตามถ้าใช้ความเข้มข้นของบัฟเฟอร์มากกว่า 
160 mM พีคของซิเทรตจะยิ่งแยกออกห่างจากพีคอื่น ๆ ได้มากขึ้น และที่ความเข้มข้นสูง ๆ เวลาที่ใช้ในการแยกยังลดลงอีก
ด้วย ดังน้ันในการทดลองนี้จึงเลือกความเข้มข้นของฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่ 200 mM เพราะสามารถแยกทั้งออกซาเลตและซิเทรต
ได้อย่างมีประสิทธิภาพ โดยให้ค่าการแยก 1.67 และ 3.78 ตามล าดับ ค่าไมเกรชันไทม์ของออกซาเลตและซิเทรตเท่ากับ 4.45 
และ 8.16 ตามล าดับ 

 

 

 

รูปที่ 4 กราฟแสดงการเปรยีบเทียบค่า Rs ของฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ 
 

4.1.3 ผลของความต่างศักย์ต่อความสามารถในการแยกออกซาเลตและซิเทรต 

หลังจากได้ความเข้มข้นและค่า pH ของฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่เหมาะสมส าหรับการแยกออกซาเลตและซิเทรตแล้ว

ต่อมาได้ศึกษาผลของความต่างศักย์ไฟฟ้าที่ใช้ในการแยกเพื่อให้ค่าการแยกที่ดีที่สุดของสารทั้งสองชนิด โดยปรับค่าศักย์ไฟฟ้าที่

ใช้เป็น -10, -15, -20, -25 และ -30 kV ตามล าดับ ผลการทดลองแสดงในรูปที่ 5 จะเห็นได้ว่าเมื่อความต่างศักย์ไฟฟ้าสูงขึ้น

ท าให้สารเคลื่อนท่ีออกมาได้เร็วข้ึน เนื่องจากการเพิ่มความต่างศักย์ไฟฟ้านั้นท าให้เกิดความเข้มของสนามไฟฟ้า (E) ที่มากขึ้น

และส่งผลให้ไอออนของสารเคลือ่นที่ไปยังเครื่องตรวจวัดไดเ้ร็วข้ึน ทั้งนี้เนื่องจาก µ ของสารขึ้นอยู่กับความเข้มของสนามไฟฟ้า  
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รูปที่ 5 อิเล็กโทรเฟอโรแกรมแสดงผลของความต่างศักย์ไฟฟ้าต่อความสามารถในการแยกออกซาเลตและซิเทรตในปัสสาวะ 
โดยปรับค่าความต่างศักย์ไฟฟ้าเป็น (ก) -10 kV (ข) -15 kV (ค) 20 kV (ง) -25 kV และ (จ) -30 kV พีค 1 คือ ออกซาเลต และ 
พีค 2 คือซิเทรต ส าหรับสภาวะอื่น ๆ ของ CE แสดงในรูปที่ 1 
 

 ซึ่งจะเห็นได้ว่าที่ทุกศักย์ไฟฟ้าออกซาเลตและซิเทรตแยกออกจากพีคของเมทริกซ์อื่น ๆ ได้อย่างชัดเจน แต่จากการ

ทดลองพบว่าเมื่อลดค่าศักย์ไฟฟ้าลงเป็น -10 kV ท าให้การเคลื่อนที่ของสารมายังเครื่องตรวจวัดช้าลง ส่งผลให้เสียเวลาในการ

วิเคราะห์สารตัวอย่าง แต่หากเพิ่มความต่างศักย์ไฟฟ้าเป็น -20 ถึง -30 kV สารจะเคลื่อนที่ออกมาเร็วขึ้นตามค่าศักย์ไฟฟ้าที่

เพิ่มขึ้นท าให้เวลาที่ใช้ในการแยกลดลงและพีคของออกซาเลตและซิเทรตเข้ามาชิดกันมากขึ้น ซึ่งอาจท าให้พีคของเมทริกซ์อ่ืน 

ๆ บดบังและรบกวนการแยกของออกซาเลตและซิเทรตได้ อีกทั้งยังพบว่าการเพิ่มศักย์ไฟฟ้าที่ใช้ในการแยกตั้งแต่ -20 kV ขึ้น

ไปมีผลท าให้กระแสไฟฟ้าในระบบมากขึ้นอาจเสี่ยงต่อการหยุดท างานของเครื่องโดยอัตโนมัติ เนื่องจากกระแสไฟฟ้าที่สูงมาก

เกินไป (>200 µA) ดังนั้นการทดลองนี้จึงเลือกใช้ความต่างศักย์ไฟฟ้า -15 kV ส าหรับการแยกออกซาเลตและซิเทรต ซึ่งให้ Rs 

ของพีคออกซาเลตและซิเทรตเท่ากับ 2.80 และ 5.46 ตามล าดับ อิเล็กโทรเฟอโรแกรมแสดงการแยกที่ใช้ศักย์ไฟฟ้าเท่ากับ -

15 kV แสดงในรูปที่ 6 
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รูปที่ 6 อิเล็กโทรเฟอโรแกรมแสดงการแยกของพีคออกซาเลต (พีค 1) และซิเทรต (พีค 2) เมื่อใช้ศักย์ไฟฟ้าในการแยกเท่ากับ 
-15 kV ส าหรับสภาวะอื่น ๆ ของ CE แสดงในรูปที่ 1 
 

 

4.2 การหาภาวะที่เหมาะสมส าหรับการเพ่ิมความเข้มข้นแบบออนไลน์ (on-line preconcentration) ของออกซาเลต

และซิเทรตโดยเทคนิค CE 

 ส าหรับการวิเคราะห์ปริมาณออกซาเลตและซิเทรตด้วยเทคนิค CE และตรวจวัดด้วยยูวี-วิสิเบิลนั้น พบว่ามีปัญหา

เกิดขึ้นเนื่องจากออกซาเลตและซิเทรตมีความสามารถในการดูดกลืนยูวีได้ต่ า จึงส่งผลให้ไม่สามารถตรวจวัดที่ความเข้มข้นต่ า

ได้อย่างถูกต้อง ดังนั้นการพัฒนาวิธีการเพิ่มความเข้มข้นของออกซาเลตและซิเทรตจึงมีความส าคัญที่จะช่วยให้เทคนิค CE 

สามารถตรวจวัดออกซาเลตและซิเทรตในปริมาณต่ าได้อย่างมีประสิทธิภาพ ในงานวิจัยนี้ได้ใช้วิธีการเพิ่มสารตัวอย่างใน

คอลัมน์แบบออนไลน์โดยใช้การบรรจุสารเข้าไปในคะพิลลารีในปริมาณมากด้วยความดัน เมื่อให้ศักย์ไฟฟ้าในการแยก สาร

ตัวอย่างจะเคลื่อนที่สวนทางกับ EOF พร้อมกับเมทริกซ์ถูกก าจัดออกโดย EOF จึงท าให้โซนสารตัวอย่างแคบลงและมีความ

เข้มข้นสูงขึ้น จากสภาวะที่เหมาะสมโดยใช้ความเข้มข้นของฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 200 mM pH 8.0 และความต่างศักย์ไฟฟ้า -15 

kV ดังกล่าวแล้วในหัวข้อ 4.1 ขั้นตอนต่อมาท าการศึกษาการหาภาวะที่เหมาะสมในการเพิ่มความเข้มข้นแบบออนไลน์ของออก

ซาเลตและซิเทรต เพื่อสามารถตรวจวัดปริมาณออกซาเลตและซิเทรตในปริมาณน้อย ๆ ได้อย่างถูกต้องและแม่นย า โดย

ท าการศึกษาปัจจัยต่าง ๆ ดังต่อไปนี้ 

4.2.1 ระยะเวลาที่บรรจุสารตัวอย่าง 

ในการทดลองได้เลือกใช้วิธีการเพิ่มความเข้มข้นของสารตัวอย่างในคะพิลลารีโดยใช้การบรรจุสารตัวอย่างในปริมาณ

มากร่วมกับการก าจัดเมทริกซ์ออกจากระบบโดยใช้ EOF [1] ดังนั้นระยะเวลาในการบรรจุสารตัวอย่างจึงมีความส าคัญส าหรับ

การเพิ่มความเข้มข้นโดยวิธีนี ้
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 ในรูปที่ 7 เป็นการใช้วิธีการเพิ่มความเข้มข้นของสารแบบออนไลน์ดังกล่าวมาประยุกต์ใช้ในการเพิ่มความเข้มข้นของ

ออกซาเลตและซิเทรตในคะพิลลารี พบว่าเมื่อใช้ระยะเวลาในการบรรจุสารตัวอย่างนานขึ้นจะท าให้พีคของออกซาเลตและซิ

เทรตสูงขึ้น นอกจากนี้ยังพบว่าเมื่อเพิ่มระยะเวลาในการบรรจุสารตัวอย่างนานขึ้นท าให้สารเคลื่อนที่ออกมาได้ เร็วขึ้นอีกด้วย 

เนื่องมาจากการเพิ่มระยะเวลาในการบรรจุสารตัวอย่างท าให้โซนสารตัวอย่างมีความยาวมากและเคลื่อนที่เข้าไปในคะพิลลารี

ได้มากข้ึนตามระยะเวลาในการบรรจุสารตัวอย่างที่เพ่ิมขึ้น ส่งผลให้เหลือระยะทางในคะพิลลารีที่สารจะต้องเคลื่อนที่ถึงเครื่อง

ตรวจวัดสั้นลง จึงมีผลท าให้สารใช้เวลาน้อยในการเคลื่อนที่ออกมายังเครื่องตรวจวัดหรือสารเคลื่อนท่ีออกมาได้เร็วขึ้นนั่นเอง 

กล่าวคือการบรรจุสารในปริมาณมากท าให้โซนของสารที่มีประจุลบไม่เคลื่อนที่ย้อนไปยังด้านบรรจุสารมากนักเนื่องจาก  

sample plug มีปริมาณมาก จึงท าให้อยู่ใกล้เครื่องตรวจวัดมากกว่า ดังนั้นระยะทางในการเคลื่อนที่ถึงเครื่องตรวจวัดจึงสั้น

กว่า ดังนั้นการเพิ่มระยะเวลาในการบรรจุสารตัวอย่างจึงส่งผลให้สารเคลื่อนท่ีออกมาจากคะพิลลารีได้เร็วขึ้นนั่นเอง จากการ

ทดลองพบว่าออกซาเลตและซิเทรตให้ค่าการแยกอย่างสมบูรณ์เมื่อใช้ระยะเวลาในการบรรจุสารตัวอย่าง 10-70 วินาที หาก

บรรจุสารตัวอย่างมากกว่า 70 วินาทีจะท าให้พีคของสารตัวอย่างสูงขึ้นแต่พบว่าให้ค่าการแยกที่ไม่สมบูรณ์ อย่างไรก็ตามจาก

การทดลองพบว่าการบรรจุสารตัวอย่างที่  30 วินาทีก็เพียงพอแล้วส าหรับการตรวจวัดสารออกซาเลตและซิเทรตในปริมาณ

น้อย ๆ โดยสามารถเพิ่มความสูงของพีคออกซาเลตและซิเทรตได้ประมาณ 2 เท่า และให้ค่าการแยกส าหรับออกซาเลตและซิ

เทรตเท่ากับ 2.49 และ 1.65 ตามล าดับ ถึงแม้ว่าการเพิ่มระยะเวลาในการบรรจุสารตัวอย่างที่มากกว่า 30 วินาทีจะสามารถ

เพิ่มความสูงของพีคออกซาเลตและซิเทรตได้ดียิ่งขึ้น แต่จากการทดลองพบว่าอาจท าให้พีคของเมทริกซ์อ่ืน ๆ เข้ามาอยู่ใกล้ชิด

กับพีคของออกซาเลตและซิเทรตมากเกินไป ซึ่งมีโอกาสท าให้สูญเสียการแยกได้ 
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รูปที่ 7 อิเล็กโทรเฟอโรแกรมแสดงผลของเวลาที่ใช้ในการบรรจุสารตัวอย่างกับการเพิ่มความเข้มข้น ของออกซาเลตและซิ
เทรตในปัสสาวะ โดยปรับเวลาที่ใช้ในการบรรจสุารตัวอย่างเป็น (ก) 10 และ (ข) 30 วินาที พีค 1 คือออกซาเลตและ พีค 2 คือ
ซิเทรต ส าหรับสภาวะของ CE คือฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่ความเข้มข้น 200 mM pH 8.0 ศักย์ไฟฟ้าที่ใช้ในการแยก -15 kV และ
สภาวะอื่น ๆ ของ CE แสดงในรูปที่ 1 
 

 

4.2.2 ความดันที่เหมาะสมในการบรรจุสารตัวอย่าง 

นอกจากระยะเวลาที่ใช้ในการบรรจุสารตัวอย่างจะส่งผลถึงปริมาณสารตัวอย่างที่บรรจุแล้ว ความดันที่ใช้ในการ

บรรจุสารตัวอย่างก็มีผลต่อปริมาณของสารตัวอย่างเช่นกัน ดังนั้นจึงท าการศึกษาความดันท่ีเหมาะสมในการบรรจุสารตัวอย่าง

ส าหรับการเพิ่มความเข้มข้นแบบออนไลน์ ผลการทดลองแสดงในรูปท่ี 8 พบว่าเมื่อเพิ่มความดันในการบรรจุสารตัวอย่างโดย

ใช้ระยะเวลาในการบรรจุสารตัวอย่างคงที่ (10 วินาที) พีคของสารตัวอย่างจะกว้างขึ้น ซึ่งเป็นผลมาจากการใช้ความดันที่สูงขึ้น

ท าให้ด้านหน้าของโซนสารมีลักษณะเป็นแบบพาราโบลาและเกิดการกระจายของโซนสาร ซึ่งจะคล้ายกับการเคลื่อนที่ของสาร

เนื่องมาจากการใช้ปั๊มใน HPLC จึงส่งผลให้พีคสารกว้างมากขึ้น จะเห็นได้ว่าการใช้ความดันที่ 0.5 psi เป็นความดันที่เหมาะสม

ในการบรรจุสารตัวอย่าง และหากเพิ่มความดันมากกว่า 0.5 psi พีคของออกซาเลตและซิเทรตจะมีลักษณะกว้าง เป็นผล

เนื่องมาจากความดันท่ีมากขึ้นและในการบรรจุสารตัวอย่างท าให้เกิดการกระจายของพีคสารตัวอย่าง จึงท าให้พีคมีลักษณะไม่

สมมาตร ดังนั้นจึงไม่ควรใช้ความดันสูงในการบรรจุสารตัวอย่างเพื่อเพิ่มปริมาณสารในคะพิลลารี แต่ควรเพิ่มปริมาณโดยการ

เพิ่มเวลาในการบรรจุสารตัวอย่างแทน และท าการบรรจุสารที่ความดัน 0.5 psi นอกจากนี้การใช้ความดันสูงขึ้นจะท าให้สาร

เคลื่อนที่ออกมาได้เร็วขึ้นจนอาจสูญเสียการแยกได้ ทั้งนี้เพราะเมื่อใช้ความดันสูงขึ้น โซนสารตัวอย่างจะยาวขึ้น ท าให้เหลือ

ระยะทางในการเคลื่อนที่ไปสู่เครื่องตรวจวัดสั้นลง ซึ่งคล้ายกับกรณีการบรรจุสารตัวอย่างให้นานขึ้นนั่นเอง 
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รูปที่ 8 อิเล็กโทรเฟอโรแกรมแสดงผลของความดันท่ีใช้ในการบรรจุสารตัวอย่างกับการเพิ่มความเข้มข้นของออกซาเลตและซิ
เทรตในปัสสาวะ โดยปรับความดันที่ใช้ในการบรรจุสารตัวอย่างเป็น (ก) 0.5 (ข) 1.0 (ค) 1.5 (ง) 2.0 (จ) 2.5 (ฉ) 3.0 (ช) 3.5 
และ (ซ) 4.0 psi พีค 1 คือออกซาเลตและพีค 2 คือซิเทรต โดยใช้ระยะเวลาในการบรรจุสารตัวอย่าง 10 วินาที และสภาวะ
อื่น ๆ ของ CE แสดงในรูปที่ 1 
 

 รูปที่ 9 แสดงการเปรียบเทียบการบรรจุสารตัวอย่างที่ 0.5, 1.5, 3.0 และ 4.0 psi จะเห็นว่าการใช้ความดันในการ

บรรจุสารตัวอย่างที่ 0.5 psi (รูปที่ 9 (ก)) พีคของออกซาเลตและซิเทรตมีลักษณะแคบและสูง ซึ่งแสดงถึงความดันที่เหมาะสม

ในการบรรจุสารตัวอย่างในคะพิลลารี เมื่อเพิ่มความดันมากข้ึนในการบรรจุสารตัวอย่าง (รูปที่ 9 (ข-ง)) พีคจะมีลักษณะกว้าง

เกิดการกระจายของพีคอันเนื่องมาจากลักษณะโซนสารที่เป็นแบบพาราโบลา และหากเพิ่มความดันมากเกินกว่า 2.0 psi พีค

ของเมทริกซ์อื่น ๆ จะเคลื่อนที่เข้ามาชิดและบดบังพีคของซิเทรตท าให้ไม่สามารถแยกสารดังกล่าวได้ ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึง

เลือกการบรรจุสารตัวอย่างในคะพิลลารีด้วยความดัน 0.5 psi ส าหรับการแยกออกซาเลตและซิเทรตในปัสสาวะ  
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รูปที่ 9 อิเล็กโทรเฟอโรแกรมแสดงผลของผลของความดันที่ใช้ในการบรรจุสารตัวอย่างกับการเพิ่มความเข้มข้นของออกซาเลต
และซิเทรตในปัสสาวะ โดยปรับความดันที่ใช้ในการบรรจุสารตัวอย่างเป็น (ก) 0.5 psi (ข) 1.5 psi (ค) 3.0 psi และ (ง) 4.0 
psi พีค 1 คือ ออกซาเลตและ พีค 2 คือซิเทรต โดยใช้ระยะเวลาในการบรรจุสารตัวอย่าง 10 วินาทีและสภาวะอื่น ๆ ของ CE 
แสดงในรูปที่ 1 
 

 

4.3 การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีที่พัฒนาขึ้น (Method validation) 

จากการทดลองในหัวข้อ 4.1 และ 4.2 ท าได้สภาวะที่เหมาะสมในการแยกและสภาวะที่เหมาะสมในการเพิ่มความ

เข้มข้นของสารตัวอย่างโดยเทคนิค CE ซึ่งได้แก่ ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 200 mM pH 8.0 ศักย์ไฟฟ้าที่ใช้ในการแยก 

-15 kV ระยะเวลาในการบรรจุสารตัวอย่าง 30 วินาทีส าหรับการตรวจวัดตัวอย่างออกซาเลตและซิเทรตในปริมาณน้อย ๆ แต่

จะใช้ระยะเวลาในการบรรจุสารตัวอย่าง 10 วินาทีส าหรับการตรวจวัดออกซาเลตและซิเทรตในปริมาณปกติที่เครื่องมือ

สามารถวิเคราะห์ได้พีคที่สูงเพียงพอส าหรับการวิเคราะห์ที่ถูกต้อง และใช้ความดันในการบรรจุสารตัวอย่าง 0.5 psi ขั้นตอน

ต่อมาตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีที่พัฒนาขึ้นโดยวิธีการดังต่อไปนี้ 
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4.3.1 ขีดจ ากัดของการตรวจวัดและขีดจ ากัดการวิเคราะห์เชิงปริมาณด้วยเคร่ืองมือ (Limit of detection (LOD) and 

limit of quantitation (LOQ)) 

  ท าได้โดยการเตรียมสารละลายมาตรฐานออกซาเลตและซิเทรต จากนั้นท าการเจือจางสารละลายมาตรฐาน และ

น าไปวิเคราะห์ด้วยเทคนิค CE ตามวิธีที่ได้พัฒนาขึ้นอย่างน้อย 3 ซ้ า และวัดอัตราส่วนของสัญญาณต่อสญัญาณรบกวน (signal 

to noise ratio, S/N) จนกระทั่งได้ค่าสัญญาณใกล้เคียง 3 ส าหรับ LOD และ 10 ส าหรับ LOQ ผลการทดลองแสดงดังตาราง

ที่ 7 พบว่าการเพิ่มระยะเวลาในการบรรจุสารตัวอย่างเป็นเวลา 90 วินาทีได้ค่า LOD ส าหรับออกซาเลตและซิเทรตเท่ากับ 

0.003 และ 0.013 ppm ตามล าดับ และค่า LOQ ส าหรับออกซาเลตและซิเทรตเท่ากับ 0.013 และ 0.033 ppm ตามล าดับ 

ซึ่งพบว่าสามารถเพิ่ม LOD และ LOQ เมื่อเปรียบเทียบกับการบรรจุสารตัวอย่างตามระยะเวลาปกติ (10 วินาที) ได้ถึงปริมาณ 

200 เท่าทั้งออกซาเลตและซิเทรต เมื่อเปรียบเทียบกับงานวิจัยก่อนหน้านี้เช่น ในปี ค.ศ. 2010 Muñoz และคณะได้พัฒนา

และหาภาวะที่เหมาะสมในการตรวจวัดออกซาเลต ซิเทรต กรดยูริก และครีเอทินีน ในปัสสาวะ โดยใช้ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ ความ

เข้มข้น 50 mM pH 6.5 และใช้เทคนิค CZE ในการวิเคราะห์สาร พบว่า LOD ของการตรวจวัดสารดังกล่าวเท่ากับ 0.46, 2.6, 

3.8 และ 1.3 ppm ตามล าดับ [2] จะเห็นได้ว่าถึงแม้วิธีที่พัฒนาขึ้นมีค่า LOD ส าหรับออกซาเลตและซิเทรตน้อยกว่างานวิจัย

ดังกล่าว แต่วิธีท่ีใช้ในงานวิจัยนี้สามารถท าได้ง่ายและสามารถเพิ่มความเข้มข้นสารแบบออนไลน์ส าหรับการหาปริมาณออกซา

เลตที่มีอยู่ในปัสสาวะในปริมาณต่ า ๆ ได้อย่างมีประสิทธิภาพ  

 

ตารางที่ 7 ขีดจ ากัดของการตรวจวัดและขีดจ ากัดการวิเคราะห์เชิงปริมาณด้วยเครื่องมือ  
ระยะเวลาในการบรรจุสารตัวอย่าง 

(วินาที) 

ออกซาเลต ซิเทรต 

LOD (ppm) LOQ (ppm) LOD (ppm) LOQ (ppm) 

10 0.657 3.285 2.628 6.571 

20 0.526 1.314 1.971 5.257 

30 0.329 0.657 1.314 3.943 

40 0.197 0.329 0.657 2.628 

50 0.131 0.197 0.329 1.314 

60 0.066 0.131 0.197 0.657 

70 0.033 0.066 0.053 0.329 

80 0.007 0.033 0.033 0.066 

90 0.003 0.013 0.013 0.033 
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4.3.2 กราฟมาตรฐาน (Calibration curve) 

 ในการวิเคราะห์ออกซาเลตและซิเทรตในแต่ละวันจะท าการสร้างกราฟมาตรฐานตามตารางที่ 2 จากนั้นน าไป

วิเคราะห์ด้วยเทคนิค CE โดยใช้สภาวะที่เหมาะสมที่ได้พัฒนาขึ้นโดยท าการวิเคราะห์ออกซาเลตและซิเทรตความเข้มข้นละ 3 

ครั้ง จากนั้นหาค่าเฉลี่ยของ Acorr เพื่อสร้างกราฟมาตรฐานดังแสดงในรูปที่ 10 และได้สมการเส้นตรงดังแสดงในตารางที่ 8 

จากผลการทดลองจะเห็นได้ว่าความสัมพันธ์ระหว่าง Acorr และความเข้มข้นของสารมาตรฐานออกซาเลตและซิเทรตมี

ความสัมพันธ์ในลักษณะเชิงเส้นตรงสูง จะเห็นได้จากค่า R2 ของออกซาเลตและซิเทรตเท่ากับ 0.9987 และ 0.9997 ตามล าดับ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 10 กราฟมาตรฐานของออกซาเลต (ก) แ ละซิเทรต (ข) ส าหรับการวิเคราะห์ออกซาเลตและซิเทรตในปัสสาวะโดย
เทคนิค CE สภาวะของ CE คือความเข้มข้นของฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่ 200 mM pH 8.0 คะพิลลารีคอลัมน์เป็น uncoated 
fused silica ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางภายใน 50 µm ยาว 40.2 cm (30 cm ถึงเครื่องตรวจวัด) ศักย์ไฟฟ้า -15 kV บรรจุสาร
ด้วยความดัน 0.5 psi เป็นเวลา10 วินาที และตรวจวัดด้วยยูวี-วิสิเบิลที่ความยาวคลื่น 195 nm 
   

ตารางที่ 8 สมการเส้นตรงของกราฟมาตรฐานของออกซาเลตและซิเทรตส าหรับการวิเคราะห์ออกซาเลตและซิเทรตใน

ปัสสาวะโดยเทคนิค CE  

กราฟมาตรฐาน ช่วงความเข้มข้น (ppm) สมการเชิงเส้นตรง 

ความชัน จุดตัดแกน y R2 

ออกซาเลต 5-100 114.42 446.72 0.9987 

ซิเทรต 10-500 47.206 44.997 0.9997 
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4.3.3 ความแม่น (Accuracy) 

การหาความแม่นสามารถท าได้ตามหัวข้อ 3.5.3 โดยเตรียมความเข้มข้นดังตารางที่ 3 จากนั้นน าไปวิเคราะห์ด้วย
เทคนิค CE โดยใช้สภาวะที่เหมาะสมที่ได้พัฒนาขึ้นความเข้มข้นละ 10 ครั้งเพื่อหาความแม่นย าของการวิเคราะห์ด้วยวิธีที่
พัฒนาขึ้น และน าค่า Acorr  จากผลการทดลองที่ได้มาหาปริมาณของออกซาเลตและซิเทรตเทียบกับกราฟมาตรฐานในรูปที่ 10 
จากนั้นน าค่าที่ได้มาค านวณหาร้อยละของการคืนกลับ (%recovery) ผลการทดลองแสดงในตารางที่ 9 จากผลการทดลองหา
ความแม่นของการวิเคราะห์ออกซาเลตและซิเทรตในปัสสาวะโดยวิธีที่พัฒนาขึ้นและใช้การบรรจุสารตัวอย่างแบบปกติ ( 10 
วินาที) พบว่าร้อยละของการคืนกลับอยู่ในช่วง 98-108% ส าหรับออกซาเลตและ 103-106% ส าหรับซิเทรต ซึ่งอยู่ในช่วงที่
ยอมรับได้ในช่วงร้อยละของการคืนกลับ 80-110% ส าหรับความเข้มข้นในช่วง 0.1-10 ppm และ 90-107% ส าหรับความ
เข้มข้นในช่วง 10-100 ppm [3] นอกจากน้ีได้ท าการหาร้อยละของการคืนกลับเพื่อทดลองความแม่นของการวิเคราะห์ออกซา
เลตและซิเทรตในปัสสาวะ ส าหรับการบรรจุสารตัวอย่างในปริมาณมาก (30 วินาที) ผลการทดลองแสดงในตารางที่ 10 พบว่า
ร้อยละของการคืนกลับเท่ากับ 98.95% ส าหรับออกซาเลตและ 102.66% ส าหรับซิเทรต ซึ่งอยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้
เช่นเดียวกับการทดสอบความแม่นส าหรับการบรรจุสารตัวอย่างแบบปกติ แสดงให้เห็นถึงความถูกต้องและแม่นย าของ
เครื่องมือและวิธีที่ได้พัฒนาขึ้นส าหรับการเพิ่มความเข้มข้นและการแยกออกซาเลตและซิเทรตในปัสสาวะ 

 
ตารางที่ 9 ความแม่นของการวิเคราะห์ออกซาเลตและซิเทรตในปัสสาวะ เมื่อใช้การบรรจุสารตัวอยา่งแบบปกติ (10 วินาที) 
(จ านวนการวิเคราะห์ n=10) 

สารตัวอยา่ง ความเข้มข้นท่ีเตมิ (ppm) 
ความเข้มข้นท่ีวัดได้ (±SD) Recoveries (%) 

(±SD) 

ออกซาเลต 5 5.42±0.13 108.37±2.53 

50 49.43±1.27 98.86±2.53 

80 78.81±0.73 98.51±0.91 

ซิเทรต 10 10.36±0.65 103.57±6.52 

100 104.95±4.13 104.95±4.13 

300 318.87±1.86 106.29±3.95 

 

ตารางที่ 10 ความแม่นของการวิเคราะห์ออกซาเลตและซิเทรตในปัสสาวะเมื่อใช้การบรรจสุารตัวอย่างปริมาณมาก (30 วินาที) 
(จ านวนการวิเคราะห์ n=10) 

สารตัวอยา่ง ความเข้มข้นท่ีเตมิ (ppm) 
ความเข้มข้นท่ีวัดได ้

  (±SD) 
Recoveries (%) (±SD) 

ออกซาเลต 50 49.48±0.42 98.95±0.83 

ซิเทรต 100 102.66±4.61 102.66±4.61 
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4.3.4 ความเท่ียง (Precision) 

ท าได้โดยการวิเคราะห์ผลจากการทดลองในหัวข้อ 4.3.3 โดยค านวณ Acorr ของสารและวิเคราะห์หาความเข้มข้นของ

สารโดยเทียบกับกราฟมาตรฐานในรูป 10 จะได้ปริมาณออกซาเลตและซิเทรตที่มีอยู่ในสารตัวอย่าง และความเข้มข้นของ

สารละลายมาตรฐานออกซาเลตและซิเทรตที่เติมลงไป จากนั้นสามารถค านวณ %RSD เพื่อหาความเที่ยงภายในวันเดียวกัน 

โดยเทียบการบรรจุสารแบบปกติ (10 วินาที) กับการบรรจุสารในปริมาณมาก (30 วินาที) ผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 

11 พบว่ามีค่าความเที่ยงสูงทั้งการบรรจุสารตัวอย่างแบบปกติและการบรรจุสารตัวอย่างในปริมาณมาก (30 วินาที) กล่าวคือ

ในการทดลองได้ค่า %RSD<4% ส าหรับท้ังไมเกรชันไทม์ (tm) และ Acorr และ %RSD<5 ส าหรับปริมาณที่ตรวจวัดได้ แสดงว่า

วิธีที่พัฒนาขึ้นมีความเที่ยงสูงและอยู่ในช่วงที่ยอมรับได้  [3] และวิธีการบรรจุสารตัวอย่างในปริมาณมากให้ความเที่ยงที่สูง

เช่นเดียวกับการบรรจุสารตัวอย่างแบบปกติ เมื่อเปรียบเทียบความเที่ยงระหว่างวันโดยท าติดต่อกัน 3 วัน ผลการทดลองดัง

แสดงในตารางที่ 12 พบว่า %RSD<5 ส าหรับทั้งไมเกรชันไทม์ (tm) และ Acorr ซึ่งส่งผลให้ %RSD<5 ส าหรับความเข้มข้นท่ี

ตรวจวัดได้อยู่ในช่วงที่ยอมรับได้เช่นเดียวกับการทดสอบความภายในวันเดียวกัน ซึ่งแสดงว่าเครื่องมือและวิธีวิเคราะห์ที่

พัฒนาขึ้นมีประสิทธิภาพสูงเพียงพอส าหรับการวิเคราะห์ที่ติดต่อกันหลายวัน 

 

ตารางที่ 11 ความเที่ยงภายในวันเดียวกันของการวิเคราะห์ออกซาเลตและซิเทรตในปัสสาวะด้วยเทคนิค CE ที่ได้พัฒนาขึ้นโดย
ท าการบรรจุสารตัวอย่าง 10 และ 30 วินาที (จ านวนการวิเคราะห์ n=10) 

สารตัวอยา่ง 

ความ

เข้มข้น 

ที่เติม

(ppm) 

%RSD 

(ค่าเฉลี่ยของ tm) 

%RSD 

(ค่าเฉลี่ยของ Acorr) 

%RSD 

(ค่าเฉลี่ยของความเข้มข้น) 

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

ออกซาเลต 50 
2.27 

(5.45) 

0.39 

(5.23) 

3.75 

(5514.84) 

0.77 

(17431.50) 

2.56 

(49.43) 

0.84 

(49.48) 

ซิเทรต 100 
3.27 

(13.77) 

2.06 

(11.68) 

2.88 

(5746.83) 

1.09 

(17396.45) 

3.93 

(104.95) 

4.48 

(102.66) 
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ตารางที่ 12 ความเที่ยงระหว่างวันของการวิเคราะห์ออกซาเลตและซิเทรตในปัสสาวะด้วยเทคนิค CE ที่พัฒนาขึ้นโดยใช้
ระยะเวลาในการบรรจุสารตัวอย่างเท่ากับ 10 วินาที (จ านวนการวิเคราะห์ n=10)  

สารตัวอยา่ง 

 

ความ

เข้มข้นท่ี

เติม 

(ppm) 

ค่า 

วันท่ี 

%RSD 

%RSD 

(ค่าเฉลี่ยของ

ความเข้มข้น) 
1 2 3 

ออกซาเลต 

 
50 

tm 5.48 5.56 5.43 1.45 4.86 

(49.88) Acorr 6060.25 5770.20 5734.80 4.86 

ซิเทรต 

 
100 

tm 12.53 12.67 12.43 4.54 4.35 

(102.98) Acorr 5929.30 5949.72 6037.64 4.35 

 

4.3.5 การประยุกต์วิธีที่พัฒนาขึ้นในการหาปริมาณออกซาเลตและซิเทรตในปัสสาวะและการเปรียบเทียบวิธีที่พัฒนาขึ้น

กับวิธีมาตรฐาน (Enzymatic method) 

 เพื่อเป็นการยืนยันว่าวิธีการวิเคราะห์ปริมาณออกซาเลตและซิเทรตที่พัฒนาขึ้นนั้นมีความน่าเช่ือถือเมื่อเปรียบเทียบ

กับวิธีมาตรฐานท่ีได้รับการยอมรับ จึงท าการเปรียบเทียบการวิเคราะห์โดยการหาปริมาณออกซาเลตและซิเทรตด้วยวิธีทั้งสอง 

กล่าวคือเซตหนึ่งเป็นการตรวจวัดปริมาณออกซาเลตและซิเทรตโดยเทคนิค CE ที่พัฒนาขึ้นและอีกเซตหนึ่งเป็นการตรวจวัด

ปริมาณออกซาเลตและซิเทรตโดยใช้วิธีมาตรฐานโดยใช้ชุดทดสอบ การทดสอบทั้งสองวิธีจะใช้ตัวอย่างปัสสาวะตัวอย่าง

เดียวกัน สารละลายมาตรฐานที่เตรียมในชุดเดียวกัน ท าการวิเคราะห์ในวันเดียวกัน เพื่อเป็นการลดความผิดพลาดที่อาจ

เกิดขึ้นในระหว่างการวิเคราะห์ ปริมาณออกซาเลตในปัสสาวะที่น ามาวิเคราะห์นั้นมีความเข้มข้นแบ่งเป็น 3 ระดับ กล่าวคือ

ช่วงความเข้มข้นของออกซาเลตในปัสสาวะของคนปกติคือ 1-20 ppm ซึ่งเป็นการตรวจเพื่อยืนยันว่าอุปกรณ์และเครื่องมือ

รวมถึงสภาวะที่พัฒนาขึ้นสามารถตรวจวัดปริมาณสารในปริมาณน้อย ๆ ได้อย่างถูกต้อง ช่วงถัดมาคือ 20-40 ppm และช่วง

ความเข้มข้นของออกซาเลตที่มากกว่า 40 ppm ซึ่งเป็นช่วงปริมาณออกซาเลตที่พบในปัสสาวะของคนป่วยโรคนิ่วไต  [4] 

ส าหรับปริมาณของซิเทรตในคนปกติส่วนใหญ่ความเข้มข้นของซิเทรตในปัสสาวะจะมากกว่า 200 ppm และในผู้ป่วยปริมาณ

ของซิทเรตโดยเฉลี่ยจะมากกว่า 100 ppm [5] จึงไม่มีปัญหาในการตรวจวัดซิเทรต ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงแบ่งสารตัวอย่างเป็น 

3 กลุ่มตามความเข้มข้นของออกซาเลต จากนั้นน าสารตัวอย่างทั้งหมดไปท าการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค CE โดยใช้สภาวะที่

เหมาะสมควบคู่กับการวิเคราะห์ด้วยชุดทดสอบออกซาเลตและซิเทรตตามวิธีทดลองในหัวข้อ 3.6.2 และ 3.6.3  
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รูปที่ 111 อิเล็กโทรเฟอโรแกรมของการตรวจวดัปริมาณออกซาเลตและซิเทรตในปัสสาวะทีค่วามเข้มข้นต่ า (11.81 และ 
44.97 ppm ตามล าดับ) สภาวะของ CE ที่ใช้คือบรรจุสารด้วยความดัน 0.5 psi เป็นเวลา10 วินาทีและสภาวะอื่น ๆ ของ CE 
แสดงในรูปที่ 10 
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รูปที่ 12 อิเล็กโทรเฟอโรแกรมของการตรวจวัดปริมาณออกซาเลตและซิเทรตในปัสสาวะที่ความเข้มข้นระดับกลาง (30.58 
และ 240 ppm ตามล าดับ) สภาวะของ CE ที่ใช้คือบรรจุสารด้วยความดัน 0.5 psi เป็นเวลา10 วินาทีและสภาวะอื่น ๆ ของ 
CE แสดงในรูปที่ 10 
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รูปที่ 13 อิเล็กโทรเฟอโรแกรมของการตรวจวัดปริมาณออกซาเลตและซิเทรตในปัสสาวะที่ ความเข้มข้นสูง (108.19 และ 
315.57 ppm ตามล าดับ) สภาวะของ CE ที่ใช้คือบรรจุสารด้วยความดัน 0.5 psi เป็นเวลา10 วินาทีและสภาวะอื่น ๆ ของ CE 
แสดงในรูปที ่10 
 

 เมื่อได้ผลการทดลองโดยใช้เอนไซม์แล้ว จากนั้นน ามาเปรียบเทียบกับผลการตรวจวัด  ออกซาเลตโดยใช้เทคนิค CE 

จากวิธีที่ได้พัฒนาขึ้น น าผลการวิเคราะห์ทั้งสองวิธีมาเปรียบเทียบกัน กล่าวคือเซตหนึ่งเป็นการตรวจวัดปริมาณออกซาเลต

และซิเทรตโดยเทคนิค CE ใช้สภาวะ CE ที่พัฒนาขึ้นและอีกเซตหนึ่งเป็นการตรวจวัดปริมาณออกซาเลตและซิเทรตโดยใช้วิธี

มาตรฐาน จากนั้นเปรียบเทียบผลของทั้งสองวิธีโดยการทดสอบแบบที (the student test, t) ผลการเปรียบเทียบแสดงใน

ตาราง 13 พบว่าเมื่อค านวณค่า t ของออกซาเลตและซิเทรตได้เท่ากับ 0.32 และ 1.43 ตามล าดับ เมื่อเปรียบเทียบวิธีท้ังสองที่

ระดับขั้นความเสรีเท่ากับ 40 (จ านวนวิเคราะห์ n = 41) ค่า t ที่ลิมิตความเช่ือมั่น 95% เท่ากับ 2.00 ซึ่งมีค่ามากกว่าค่า t ที่

ค านวณได้ ดังนั้นจึงสรุปได้ว่าไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญระหว่างผลการวิเคราะห์ของทั้งสองวิธี [6]  

 นอกจากนี้ในรูปที่ 14 ยังสามารถยืนยันความน่าเชื่อถือของวิธีท่ีพัฒนาขึ้นว่ามีความถูกต้อง กล่าวคือการวิเคราะห์หา

ปริมาณออกซาเลตและซิเทรตโดยวิธีที่พัฒนาขึ้นมีความสัมพันธ์เป็นเส้นตรงที่ดีมากกับวิธีมาตรฐาน โดยมี intraclass 

correlation coefficient ส าหรับออกซาเลตและซิเทรตเท่ากับ 0.977 และ 0.970 ตามล าดับ (ตามเกณฑ์ค่า intraclass 

correlation coefficient อยู่ในช่วง 0.81-0.98 ที่ความเช่ือมั่นร้อยละ 95)  
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ตารางที่ 13 ความเข้มข้นของออกซาเลตและซิเทรตที่วิเคราะห์ได้โดยใช้เทคนิค CE ตามสภาวะที่ได้พัฒนาขึ้น โดยใช้การบรรจุ
สารตัวอย่างท่ี 10 วินาทีกับวิธีมาตรฐาน (enzymatic method) ก (จ านวนวิเคราะห์ n=41) 

ตัวอย่าง 
ออกซาเลต (ppm) ซิเทรต (ppm) 

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

1 14.17±0.10 9.27 15.35±0.50 36.25 

2 9.65±0.29 10.27 40.25±3.44 22.84 

3 15.87±0.54 11.27 21.92±0.67 41.20 

4 16.80±0.11 12.27 40.91±0.96 41.73 

5 14.64±0.09 11.73 22.71±1.08 19.26 

6 18.10±0.63 16.21 32.56±0.23 20.04 

7 11.81±1.02 18.01 44.97±1.34 23.84 

8 12.12±0.90 26.76 129.76±3.87 103.39 

9 12.52±0.51 14.27 78.58±2.05 124.08 

10 8.53±0.05 9.07 63.61±0.41 162.16 

11 13.42±0.04 13.63 155.43±2.82 178.48 

12 13.96±0.12 11.07 259.42±1.62 240.82 

13 14.11±0.09 16.81 370.27±1.59 353.86 

14 20.77±0.27 13.27 227.18±2.46 255.78 

15 22.53±0.05 22.58 234.45±1.82 231.02 

16 24.09±0.10 21.35 318.64±1.26 294.44 

17 22.62±0.33 28.48 275.14±1.63 238.64 

18 21.17±0.54 21.66 233.52±2.61 229.98 

20 30.58±1.13 18.60 240.98±0.45 228.38 

21 20.28±0.24 0.24 266.12±1.76 281.02 
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ตารางที่ 13 ผลของความเข้มข้นของออกซาเลตและซิเทรตโดยเทคนิค CE ตามสภาวะที่ได้พัฒนาขึ้น โดยการบรรจุสาร

ตัวอย่างที่ 10 วินาทีกับวิธีมาตรฐาน (enzymatic assay)ก (จ านวนวิเคราะห์ n=41) (ต่อ) 

ตัวอย่าง 
ออกซาเลต (ppm) ซิเทรต (ppm) 

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

22 25.80±0.42 23.09 15.35±0.50 36.25 

23 24.55±0.56 21.44 69.46±1.65 82.48 

24 108.19±0.37 103.85 315.57±1.38 283.64 

25 104.40±0.22 109.42 178.96±3.10 199.42 

26 102.19±0.44 105.31 125.59±1.63 144.00 

27 99.24±0.35 110.68 182.56±0.73 192.09 

28 93.98±0.26 94.80 144.15±0.33 168.52 

29 131.59±0.65 132.43 178.58±0.96 176.10 

30 124.21±0.12 123.93 142.98±2.15 151.59 

31 93.64±0.58 116.03 151.81±6.39 163.07 

32 125.23±0.40 125.38 164.34±0.94 179.67 

33 94.50±0.12 118.20 111.50±0.99 127.05 

34 171.06±0.39 142.87 167.32±1.20 169.33 

35 121.65±0.09 150.59 123.30±1.16 153.16 

36 132.11±0.77 128.82 151.70±1.46 147.07 

37 92.08±0.50 114.85 122.17±1.56 143.13 

38 150.61±0.45 121.94 46.13±0.92 43.89 

39 126.79±1.12 124.51 93.49±0.68 90.57 

40 133.97±0.08 131.84 125.05±1.46 131.01 

41 21.45±1.25 25.97 131.01±1.29 134.14 
ก Paired t-test: ออกซาเลต, tcal = 0.60, ttable (95%) =2.00 และซิเทรต tcal = 1.89, ttable (95%) =2.00 
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รูปที่ 14 ความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณออกซาเลต (ก) และซิเทรต (ข) ที่ตรวจวัดได้โดยใช้เทคนิค CE ที่ได้พัฒนาขึ้นกับวิธี
มาตรฐาน (enzymatic method) โดยมี intraclass correlation coefficient ส าหรับออกซาเลตและซเิทรตเท่ากับ 0.977 
และ 0.970  
 

 นอกจากนี้ยังได้เปรียบเทียบการหาปริมาณออกซาเลตและซิเทรตโดยเทคนิค CE ที่ใช้เวลาในการบรรจุสารตัวอย่าง 

10 วินาทีเปรียบเทียบกับ 30 วินาที ผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 14 พบว่าค่า t ที่ได้จากการค านวณ ของออกซาเลต

และซิเทรตได้เท่ากับ 0.42 และ 2.13 ตามล าดับ เมื่อเปรียบเทียบวิธีทั้งสองที่ระดับขั้นความเสรีเท่ากับ 9 (จ านวนวิเคราะห์ n 

= 10) ค่า t ค่า t ที่ลิมิตความเชื่อมั่น 95% เท่ากับ 2.26 ซึ่งมีค่ามากกว่าค่า t ที่ค านวณ [6] ซึ่งแสดงว่าผลการวิเคราะห์ทั้งสอง

วิธีไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ นั่นคือวิธีที่พัฒนาขึ้นมีความน่าเช่ือถือ สามารถใช้ในการวิเคราะห์หาปริมาณ

ออกซาเลตและซิเทรตได้อย่างถูกต้อง แม่นย า และมีประสิทธิภาพ 

  



32 
 

ตารางที่ 14 ปริมาณของออกซาเลตและซิเทรตที่วิเคราะห์ได้โดยเทคนิค CE ตามสภาวะที่ได้พัฒนาขึ้น โดยการบรรจุสาร
ตัวอย่างที่ 30 วินาทีกับวิธีมาตรฐาน (enzymatic assay)ก (จ านวนวิเคราะห์ n=10) 

ตัวอย่าง 
ออกซาเลต (ppm) ซิเทรต (ppm) 

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

1 10.23±0.09 9.50 44.94±0.61 40.97 

2 3.68±0.04 4.18 7.13±0.11 4.20 

3 3.64±0.09 5.84 14.92±0.64 13.42 

4 5.04±0.18 6.14 7.92±0.01 8.98 

5 5.34±0.19 6.16 65.79±2.12 42.89 

6 4.43±0.12 6.93 54.25±0.82 45.39 

7 5.61±0.04 7.28 43.32±0.64 35.76 

8 0.62±0.02 0.56 48.80±1.48 46.39 

9 7.57±0.06 8.13 43.40±1.06 30.09 

10 5.83±0.03 7.58 124.89±2.94 131.65 
ก Paired t-test: ออกซาเลต, tcal = 0.42, ttable (95%) =2.26 และซิเทรต tcal = 2.13, ttable (95%) =2.26 

  

 

5. สรุปผลการทดลอง 

การศึกษาภาวะที่เหมาะสมของการแยกออกซาเลตและซิเทรตด้วยเทคนิค CE โดยเริ่มต้นจากการหาพีเอชและความ

เข้มข้นของฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่เหมาะสมในการแยกออกซาเลตและซิเทรต พบว่าที่ความเข้มข้นของฟอสเฟตบัฟเฟอร์เท่ากับ 

200 mM pH 8.0 และใช้ศักย์ไฟฟ้าในการแยกเท่ากับ -15 kV ร่วมกับสภาวะอื่น ๆ ของ CE คือ uncoated fused silica 

capillary ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 50 µm ความยาว 40.2 cm (30 cm ถึงเครื่องตรวจวัด) ความดันที่ใช้ในการบรรจุสาร

ตัวอย่าง 0.5 psi เป็นเวลา 10 วินาที และตรวจวัดด้วยยูวี-วิสิเบิลที่ความยาวคลื่น 195 nm ผลการทดลองจากการใช้สภาวะ

ดังกล่าวในการแยกออกซาเลตและซิเทรตพบว่าอิเล็กโทรฟิโรแกรมของออกซาเลตและซิเทรตแยกจากพีคของเมทริกซอ์ื่น ๆ ได้

อย่างสมบูรณ์ กล่าวคือมีค่าการแยก (Rs) ส าหรับออกซาเลตและซิเทรตเท่ากับ 2.80 และ 5.46 ตามล าดับ 

ขั้นตอนต่อมาท าการศึกษาการหาภาวะที่เหมาะสมในการเพิ่มความเข้มข้นแบบออนไลน์ของออกซาเลตและซิเทรต 

เพื่อสามารถตรวจวัดปริมาณออกซาเลตและซิเทรตในปริมาณต่ า ๆ ได้อย่างถูกต้องและแม่นย า ด้วยวิธีการเพิ่มความเข้มข้น

ของสารตัวอย่างในคะพิลลารีโดยใช้การบรรจุสารตวัอย่างในปริมาณมากดว้ยความดนั ร่วมกับการก าจัดเมทริกซ์ออกจากระบบ

โดยใช้ EOF โดยศึกษาระยะเวลาในการบรรจุสารตัวอย่างและความดันท่ีเหมาะสมในการบรรจุสารตัวอย่างพบว่า ที่ความดัน 

0.5 psi เป็นความดันที่เหมาะสมส าหรับการบรรจุสารตัวอย่าง เพราะหากเพิ่มความดันมากกว่า 0.5 พีคของออกซาเลตและซิ

เทรตจะมีลักษณะกว้างเป็นผลเนื่องมาจากความดันที่มากเกินไปในการบรรจุสารตัวอย่างท าให้เกิดการกระจายของพีคสาร
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ตัวอย่างจึงท าให้พีคมีความกว้างและสูญเสียการแยก และเมื่อใช้ระยะเวลาในการบรรจุสารตัวอย่างเพิ่มขึ้นท าให้พีคของออกซา

เลตและซิเทรตสูงขึ้น อย่างไรก็ตามจากการทดลองพบว่าการบรรจุสารตัวอย่างที่ 30 วินาทีก็เพียงพอส าหรับการตรวจวัดออก

ซาเลตและซิเทรตปริมาณต่ า ๆ ถ้าใช้เวลาในการบรรจุสารตัวอย่างมากกว่า 30 วินาทีจะสามารถเพิ่มความสูงของพีคออกซา

เลตและซิเทรตได้ดียิ่งขึ้น แต่พบว่าพีคของเมทริกซ์อื่น ๆ อาจเข้ามาอยู่ใกล้กับพีคของออกซาเลตและซิเทรตมากเกินไปและ

อาจบดบังพีคของสารทั้งสองได้ ด้วยเหตุนี้การบรรจุสารตัวอย่างเวลา 30 วินาทีก็เพียงพอที่จะวิเคราะห์หาปริมาณออกซาเลต

และซิเทรตในระดับต่ าได้อย่างถูกต้อง และให้ค่าการแยกส าหรับออกซาเลตและซิเทรตเท่ากับ 2.49 และ 1.65 ตามล าดับ แต่

ถ้ามีปริมาณออกซาเลตและซิเทรตไม่ต่ าจนเกินไป (≥20ppm) การบรรจุสารตัวอย่างแบบปกติที่เวลา 10 วินาทีก็เพียงพอที่จะ

สามารถวิเคราะห์ปริมาณได้อย่างถูกต้อง 

เมื่อได้สภาวะที่เหมาะสมทั้งการแยกออกซาเลตและซิเทรตและการเพิ่มความเข้มข้นแบบออนไลน์ด้วยวิธีการบรรจุ

สารตัวอย่างในปริมาณมากด้วยความดันร่วมกับการก าจัดเมทริกซ์ออกจากระบบโดยใช้ EOF กล่าวคือ สภาวะที่เหมาะสมของ 

CE คือความเข้มข้นของฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 200 mM pH 8.0 โดยใช้ศักย์ไฟฟ้าในการแยกเท่ากับ -15 kV ร่วมกับสภาวะอื่น ๆ

ของ CE คือ uncoated fused silica capillary ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 50 µm ความยาว 40.2 cm (30 cm ถึงเครื่อง

ตรวจวัด) ความดันที่ใช้ในการบรรจุสารตัวอย่าง 0.5 psi เป็นเวลา 10 วินาทีส าหรับตัวอย่างที่มีความเข้มข้นของออกซาเลต

และซิเทรตปานกลางถึงสูง (≥20ppm) และใช้ระยะเวลาในการบรรจุสารตัวอย่าง 30 วินาทีส าหรับตัวอย่างปัสสาวะที่มีความ

เข้มข้นของออกซาเลตและซิเทรตต่ า ๆ (≤20ppm) และตรวจวัดด้วยยูวี-วิสิเบิลที่ความยาวคลื่น 195 nm จากนั้นตรวจสอบ

ความใช้ได้ของวิธีที่พัฒนาขึ้นพบว่าการเพิ่มระยะเวลาในการบรรจุสารตัวอย่างเป็นเวลา 90 วินาทีได้ค่า LOD ส าหรับออกซา

เลตและซิเทรตเท่ากับ 0.003 และ 0.013 ตามล าดับ และค่า LOQ ส าหรับออกซาเลตและซิเทรตเท่ากับ 0.013 และ 0.033 

ตามล าดับ ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับการบรรจุสารตัวอย่างตามระยะเวลาปกติ (10 วินาที) พบว่าสามารถเพิ่มความสูงของพีคออก

ซาเลตและซิเทรตไดถ้ึงประมาณ 200 เท่า นอกจากนี้ผลการทดลองทดสอบความแม่นและความเที่ยงของวิธีที่พัฒนาขึ้นภายใน

วันเดียวกัน (ท าการทดสอบ 10 ซ้ า) และระหว่างวันเป็นเวลา 3 วันติดต่อกัน (ท าการทดสอบ 10 ซ้ า) ผลการทดสอบพบว่า

ความแม่นภายในวันเดียวกันของการวิเคราะห์ออกซาเลตและซิเทรตในปัสสาวะเมื่อใช้การบรรจุสารตัวอย่างแบบปกติ (10 

วินาที) พบว่าร้อยละของการคืนกลับอยู่ในช่วง 98-108% ส าหรับออกซาเลตและ 103-106% ส าหรับซิเทรต และการบรรจุ

สารตัวอย่างในปริมาณมาก (30 วินาที) พบว่าร้อยละของการคืนกลับเท่ากับ 98.95% ส าหรับออกซาเลตและ 102.66% 

ส าหรับซิเทรต ซึ่งอยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้  

การทดสอบความเที่ยงพบว่ามีค่าความเที่ยงสูงทั้งการบรรจุสารตัวอย่างแบบปกติและการบรรจุสารตัวอย่างใน

ปริมาณมาก ค่า %RSD<4 ส าหรับทั้งไมเกรชันไทม์  (tm) และ Acorr และ %RSD<5 ส าหรับปริมาณที่ตรวจวัดได้ เมื่อ

เปรียบเทียบความเที่ยงระหว่างวันโดยท าติดต่อกัน 3 วัน ผลการทดลองพบว่า %RSD<5 ส าหรับทั้งไมเกรชันไทม์ (tm) และ 

Acorr ซึ่งส่งผลให้ %RSD<5 ส าหรับความเข้มข้นที่ตรวจวัดได้ ซึ่งอยู่ในช่วงที่ยอมรับได้เช่นเดียวกับการทดสอบความภายในวัน

เดียวกัน ซึ่งแสดงว่าเครื่องมือและวิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้นมีประสิทธิภาพสูงเพียงพอส าหรับการวิเคราะห์ที่ติดต่อกันหลายวัน 

การประยุกต์วิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้นในการหาปริมาณออกซาเลตและซิเทรตในปัสสาวะและการเปรียบเทียบวิธีที่
พัฒนาขึ้นกับวิธีมาตรฐานท่ีใช้กันในปัจจุบัน (enzymatic method) พบว่าวิธีท่ีพัฒนาขึ้นสามารถตรวจวัดปริมาณออกซาเลตที่ 
3 ระดับความเข้มข้นคือ 0-20 ppm 20-40 และมากกว่า 40 ppm ในตัวอย่างปัสสาวะได้อย่างมีประสิทธิภาพ และให้ผลการ
ตรวจวัดปริมาณเป็นท่ีน่าพอใจ เมื่อเปรียบเทียบปริมาณวิเคราะห์ที่ได้จากวิธีที่พัฒนาขึ้นกับค่าการตรวจวัดปริมาณออกซาเลต
และซิเทรตที่ได้จากวิธีมาตรฐานโดยใช้เอนไซม์ พบว่าผลการทดลองที่ได้จากทั้งสองวิธีไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ
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ทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% นอกจากน้ีเมื่อน าผลการทดลองจากท้ังสองวิธีมาสร้างเป็นกราฟเพื่อหาความสัมพันธ์ พบว่า
ค่า intraclass correlation coefficient ส าหรับออกซาเลตและซิเทรตเท่ากับ 0.977 และ 0.970 ตามล าดับ แสดงว่าผลการ
วิเคราะห์ที่ได้จากวิธีท่ีพัฒนาขึ้นมีความสัมพันธ์ตามเกณฑ์ที่ดีมากเมื่อเทียบกับวิธีมาตรฐาน 

กล่าวโดยสรุปการศึกษาวิธีการเพิ่มความเข้มข้นแบบออนไลน์ (on-line preconcentration) และตรวจวัดด้วยยูวี-วิ

สิเบิลนั้น พบว่าวิธีเพิ่มความเข้มข้นโดยการบรรจุสารตัวอย่างในปริมาณมากและก าจัดเมทริกซ์ออกโดยใช้ EOF สามารถช่วย

ท าให้วิเคราะห์ปริมาณออกซาเลตและซิเทรตมคีวามถูกต้องน่าเชื่อถือมากขึ้น และการวิเคราะห์ด้วย CE นั้นสามารถท าได้อย่าง

รวดเร็ว จึงท าให้เหมาะที่จะใช้เป็นวิธีวิเคราะห์ปริมาณออกซาเลตและซิเทรตเพื่อประโยชน์ในการรักษาผู้ป่วยโรคนิ่วไต และ

สามารถหาทางป้องกันการเกิดโรคนิ่วไตได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
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