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บทคดัย่อ 

การตรวจวิเคราะห์สารไทโอไซยาเนตโดยใชเ้ทคนิคแคปปิลลารีอิเลก็โตรโฟริซิส (Capillary 

Electrophoresis : CE) ไดถู้กพฒันาขึ7นร่วมกบัวิธีตรวจวดัปริมาณสารที�วิเคราะห์โดยใชค่้าความนาํไฟฟ้า 

อุปกรณ์สําหรับการวิเคราะห์ประกอบดว้ยเครื� องปล่อยศกัยไ์ฟฟ้า ท่อแคปปิลลารี กล่องนิรภยั เครื� อง

ตรวจวดัค่าความนาํไฟฟ้า และหน่วยบนัทึกผล   สภาวะของการทดลองแคปปิลลารีอิเลก็โตรโฟริซิสที�ใช้

แยกสาร ไดแ้ก่การใชส้ารละลายบฟัเฟอร์ซึ� งประกอบดว้ย 2-(N-morpholino) ethanesulfonic acid และ    

L-Histidine ความเขม้ขน้ 20 mM (pH 6.0) ใชท่้อแคปปิลลารียาว 30.2 cm ที�มีความยาวจากปลายท่อ

แคปปิลลารีดา้นทางเขา้ถึงตวัตรวจวดัเท่ากบั 18.5 cm ความต่างศกัยที์�ใชมี้ค่า -8 kV และใชก้รดมาเลอิก

ความเขม้ขน้ 1.5 mM เป็นสารละลายมาตรฐานภายใน ความสัมพนัธ์เชิงเส้นตรงของความเขม้ขน้ของ    

ไทโอไซยาเนตที�ศึกษา มีค่าอยูใ่นช่วง 0.2 mM ถึง 4.0 mM และมีค่าสมัประสิทธิG สหสมัพนัธ์เท่ากบั 0.9965 

โดยมีกระบวนการตรวจสอบเทคนิคให้เหมาะสมก่อนใชวิ้เคราะห์ไทโอไซยาเนตในนํ7 าลาย ทั7งนี7  ไดท้าํ

การตรวจวิเคราะห์ไทโอไซยาเนตในผูสู้บบุหรี� และผูที้�ไม่สูบบุหรี�  ซึ� งปริมาณไทโอไซยาเนตที�วดัได ้

สามารถนาํไปใชบ่้งชี7วา่บุคคลดงักล่าวเป็นผูสู้บบุหรี� เองหรือเป็นผูไ้ดรั้บควนับุหรี�โดยทางออ้ม 

 

คาํสาํคญั : แคปปิลลารีอิเลก็โตรโฟริซิส, ไทโอไซยาเนต, นํ7าลาย, การสูบบุหรี�  

 

Abstract
An analytical method of capillary electrophoresis (CE) with conductivity 

detection was developed for analysis of a thiocyanate marker. The CE instrument 
composed a high voltage (HV) power supply, a capillary column, a safety box, a
conductivity detector and a data recording unit. The conditions of CE separations 
were as follows; the running buffer: 20 mM 2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid
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with L-Histidine (pH 6.0), capillary length of 30.2 cm with the effective length of 
18.5 cm, and the applied high voltage of -8 kV. Maleic Acid (1.5 mM) was used as an 
internal standard for CE separation. The standard calibration curve was linear in the 
range of 0.2 mM to 4.0 mM with a correlation coefficient of 0.9965. The method was 
validated before applying to analysis of salivary thiocyanate. The thiocyanate contents 
from cigarette smokers and non-smokers were investigated. Measurement of 
thiocyanate in saliva is potentially used as a marker for active and passive smokers.

Key Words: Capillary Electrophoresis, Thiocyanate, Saliva, Cigarette Smoking
 

บทนํา 

สารไทโอไซยาเนต (Thiocyanate : SCN-) เป็นสารช่วยป้องกนัการติดเชื7อในช่องปากที�มีอยู่

ตามธรรมชาติในนํ7าลายมนุษย ์(Seto Y. et al., 2000) แต่ในกรณีที�ร่างกายไดรั้บควนับุหรี� เขา้ไป ก็จะไดรั้บ

สารไซยาไนด ์(Cyanide) เขา้ไปดว้ย ซึ�งร่างกายจะมีกระบวนการกาํจดัสารไซยาไนด์ดงักล่าวออกดว้ยการ

เติมหมู่ซัลเฟอร์ (Sulfuration) เพื�อเปลี�ยนโครงสร้างไซยาไนด์ให้กลายเป็นไทโอไซยาเนต และขบัออก

ผ่านทางนํ7าลาย เหงื�อ ปัสสาวะและซีรั�ม โดยขบัออกทางนํ7าลายเป็นส่วนใหญ่ (Luepker R. et al., 1981)  

ดว้ยเหตุนี7 เองปริมาณไทโอไซยาเนตในนํ7 าลายของผูไ้ดรั้บควนับุหรี� จึงมีปริมาณสูงขึ7นกว่าปกติ  ฉะนั7น 

หากทราบปริมาณความเขม้ขน้ของไทโอไซยาเนตในนํ7 าลาย ก็จะสามารถบ่งชี7 การไดรั้บควนับุหรี� ของ

บุคคลนั7น ๆ ได ้

จากการคน้ควา้งานวิจยัที�เกี�ยวขอ้งกบัการวิเคราะห์ไทโอไซยาเนต (Luepker R. et al., 1981; 

Rubab Z. et al., 2006; Rubaee D.E. et al., 2010; Seto Y. et al., 2000) พบวา่เทคนิคที�นิยมใชคื้อเทคนิคการ

วดัค่าดูดกลืนแสง (Spectrophotometry) โดยมกัวิเคราะห์จากตวัอย่างซีรั�มและตวัอย่างนํ7 าลาย ซึ� งพบว่า

ความเขม้ขน้ของไทโอไซยาเนตมีปริมาณเพิ�มขึ7นอยา่งมีนยัสาํคญัในตวัอย่างที�ไดจ้ากคนที�ไดรั้บควนับุหรี�  

แต่อย่างไรก็ตาม เทคนิคการวดัค่าดูดกลืนแสงก็เป็นเทคนิคที�ตอ้งใช้ตวัอย่างในปริมาณมากและไม่เป็น

ระบบอตัโนมติั อีกทั7งยงัสามารถเกิดการรบกวนจากสารที�มีคุณสมบติัในการดูดกลืนแสงที�ความยาวคลื�น

ช่วงเดียวกบัสารที�ตอ้งการวิเคราะห์ ซึ� งอาจทาํให้การแปลผลเกิดความผิดพลาดไดง่้าย ดงันั7นจึงมีความ

จาํเป็นที�ตอ้งใชเ้ทคนิคที�มีประสิทธิภาพในการแยกสาร มีความถูกตอ้ง แม่นยาํ และสามารถตรวจวดัสารที�

มีความเขม้ขน้ตํ�าได ้เพื�อใหไ้ดวิ้ธีตรวจวิเคราะห์ไทโอไซยาเนตที�น่าเชื�อถือมากยิ�งขึ7น 

เทคนิคแคปปิลลารีอิเล็กโตรโฟริซิส (Capillary Electrophoresis : CE) เป็นเทคนิคที�ตอบ

โจทยข์า้งตน้ได ้เพราะมีประสิทธิภาพของการแยกสูง ใชต้วัอย่างปริมาณนอ้ยระดบันาโนลิตร อีกทั7งแยก

สารไดใ้นเวลาอนัรวดเร็ว (Johns C. et al., 2009) หลกัการของเทคนิคนี7 คืออาศยัความแตกต่างในการ

เคลื�อนที�ภายใตส้นามไฟฟ้าของสารแต่ละชนิด สารที�มีประจุขนาดเลก็และมีจาํนวนประจุมากจะเคลื�อนที�

ไปถึงปลายท่อแคปปิลลารีไดเ้ร็วกว่าสารอื�น ๆ นอกจากนี7 ยงัมีเทคนิคในการตรวจวดัสัญญาณของสารที�

วิเคราะห์ดว้ยเครื�องตรวจวดัค่าการนาํไฟฟ้าแบบไม่สัมผสัสาร (C4D) ซึ� งกาํลงัเป็นที�นิยมและมีการนาํมา

ประยุกตใ์ชร่้วมกบัเทคนิค CE ดว้ย เพราะเครื�องตรวจวดัดงักล่าวสามารถตรวจวดัสัญญาณสารโดยอาศยั
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ความแตกต่างของความสามารถในการนาํไฟฟ้าของสารแต่ละชนิดที�แตกต่างกนัโดยไม่มีส่วนใด ๆ ของ

เครื�องตรวจวดัที�สมัผสักบัสารที�วิเคราะห์ จึงไม่มีการปนเปื7 อนที�อาจเกิดขึ7นบนผิวอิเลก็โทรดของเครื�องตวั

ตรวจวดั นอกจากนี7การตรวจวดัดว้ยเครื�อง C4D ยงัใหค้วามไวในการตรวจวดั (Sensitivity) สูงกว่าเครื�อง

ตรวจวดัชนิดอื�น ๆ ดว้ย  

ในงานวิจยันี7  ผูว้ิจยัไดน้าํเสนอการใช้เทคนิค CE ร่วมกับเครื� องตรวจวดัแบบ C4D เพื�อ

เปรียบเทียบปริมาณไทโอไซยาเนตในตวัอย่างนํ7 าลายของผูไ้ดรั้บควนับุหรี�โดยตรง คือเป็นผูสู้บบุหรี� เอง 

(Active Smoker) ผูไ้ม่สูบบุหรี�  และผูไ้ดรั้บควนับุหรี�โดยทางออ้ม (Passive Smoker) คือไม่ไดสู้บเองแต่อยู่

ในสภาพแวดลอ้มที�มีการสูบบุหรี�  โดยใช้วิธีการเตรียมตวัอย่างอย่างง่ายโดยเจือจางตวัอย่างนํ7 าลายกบั

สารละลายบฟัเฟอร์แลว้วิเคราะห์ดว้ยอุปกรณ์ที�ประกอบขึ7นเองในหอ้งปฏิบติัการ ซึ�งสามารถทาํไดส้ะดวก

และใหผ้ลการตรวจวดัในเวลารวดเร็ว จึงเหมาะสาํหรับการวิเคราะห์ในกรณีที�มีตวัอยา่งในปริมาณมาก 

 

วตัถุประสงค์ของการวจิยั  

1. เพื�อใชเ้ทคนิค CE-C4D ศึกษาความแตกต่างของปริมาณไทโอไซนาเนตในนํ7 าลายของ   

ผูไ้ดรั้บควนับุหรี�  

2. ทดสอบประสิทธิภาพการใชง้านของเทคนิค CE-C4D เพื�อพิสูจน์ความถูกตอ้งแม่นยาํ

ของเทคนิคก่อนการวิเคราะห์กบัตวัอยา่งนํ7าลาย 

3. เพื�อสร้างฐานข้อมูลเบื7องตน้ของปริมาณไทโอไซยาเนตที�ตรวจวดัไดใ้นนํ7 าลายของ       

ผูไ้ดรั้บควนับุหรี�ดว้ยเทคนิค CE-C4D 

 

วธิีการวจิยั 

1. เครื$องมอืที$ใช้ 

อุปกรณ์ CE-C4D ที�ใชเ้ป็นอุปกรณ์ที�ประกอบขึ7นเองในหอ้งปฏิบติัการ ซึ� งประกอบดว้ยท่อ

แคปปิลลารีขนาดเส้นผ่าศูนยก์ลาง 50 ไมโครมิเตอร์สาํหรับการแยกสาร เครื�องตรวจวดัค่าความนาํไฟฟ้า

แบบไม่สมัผสัสาร (C4D) ขวดใส่สารละลายบฟัเฟอร์ดา้นทางเขา้และทางออกของท่อแคปปิลลารี อุปกรณ์

ข้างต้นถูกติดตั7 งในกล่องนิรภัยเพื�อป้องกันศักย์ไฟฟ้าแรงสูงในระบบ นอกจากนี7 ยงัมีเครื� องให้ศักย์

ไฟฟ้าแรงสูงทาํหนา้ที�นาํสารที�ตอ้งการวิเคราะห์เขา้สู่ท่อแคปปิลลารีดา้นทางเขา้และทาํหนา้ที�ในการทาํให้

สารสามารถเคลื�อนที�ภายในท่อแคปปิลลารีได ้ส่วนสุดทา้ยคือ เครื�องบนัทึกสัญญาณ (e-DAQ) ทาํหนา้ที�

บนัทึกสญัญาณและแปลงสญัญาณออกมาในรูปอิเลก็โทรฟีโรแกรม (Electropherogram) 
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ภาพ 1. ส่วนประกอบของเทคนิค CE-C4D 

 

2. สารเคม ี

สารเคมีที� ใช้ ประกอบด้วย สารละลายบัฟเฟอร์  ซึ� ง เป็นสารละลายผสมของ 2-(N-

morpholino) ethanesulfonic acid (MES) และ L-Histidine (L-His) ความเขม้ขน้ 20 mM ที�เติม 

Cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) ความเขม้ขน้ 0.1 mM และมีค่า pH ของสารละลายบฟัเฟอร์

เท่ากบั 6.0 ทั7งนี7 ในการตรวจวดัทุกครั7 ง จะใชก้รดมาเลอิกความเขม้ขน้ 1.5 mM เป็นสารละลายมาตรฐาน

ภายใน (Internal Standard) และมี Stock Standard ของสารไทโอไซยาเนตความเขม้ขน้ 1 M เตรียมไว้

สาํหรับใชใ้นการตรวจวิเคราะห์   ส่วนตวัอยา่งนํ7าลาย เกบ็จากอาสาสมคัรที�มีอายุระหว่าง 22-56 ปี จาํนวน

ทั7งสิ7น 6 ตวัอยา่ง ตวัอยา่งละ 3-5 mL 

 

ผล/ สรุปผลการวจิยั 

1. การแยกและวเิคราะห์ไทโอไซยาเนตด้วยเทคนิค CE-C4D 

ทดสอบการแยกและตรวจวดัปริมาณไทโอไซยาเนตดว้ยเทคนิค CE-C4D โดยใหส้ภาวะของ

ระบบ ดงันี7  ความยาวทั7งหมดของท่อแคปปิลลารีเท่ากบั 30.2 cm ความยาวจากปลายท่อแคปปิลลารีดา้น

ทางเขา้ถึงตวัตรวจวดัเท่ากบั 18.5 cm การฉีดสารใชว้ิธีไฮโดรไดนามิค โดยใหค้วามต่างระดบัความสูงของ

ปลายท่อแคปปิลลารีที�ความสูง 7.5 cm เป็นเวลา 3 วินาที ค่าความต่างศกัยที์�ใช ้มีค่า -8 kV 

เตรียมสารละลายมาตรฐานไทโอไซยาเนตที�ความเขม้ขน้ 0.2 mM 0.5 mM 1 mM 2 mM      

3 mM และ 4 mM จากนั7นนาํไปวิเคราะห์ดว้ยเทคนิค CE-C4D แลว้นาํสัดส่วนพื7นที�ใตก้ราฟ (Peak Area 

Ratio) ระหวา่งสญัญาณไทโอไซยาเนตแต่ละความเขม้ขน้ และสญัญาณสารมาตรฐานภายในมาคาํนวณหา

สมการความสัมพนัธ์เชิงเส้นตรง (Linear Equation) ของความเขม้ขน้ของไทโอไซยาเนต โดยพบว่า 

สมการความสัมพนัธ์เชิงเส้นตรงของความเขม้ขน้ของไทโอไซยาเนตในงานวิจยันี7  คือ y = 0.40x + 0.015 

C4D Detector 
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โดย x คือค่าความเขม้ขน้ของไทโอไซยาเนต และ y คือสัดส่วนระหว่างพื7นที�ใตก้ราฟสัญญาณความ

เขม้ขน้ของไทโอไซยาเนต และสญัญาณความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐานภายใน 

โดยค่าสัมประสิทธิG สหสัมพนัธ์ (Correlation Coefficient : R2) ของเทคนิค CE-C4D ที�

คาํนวณไดจ้ากสมการเสน้ตรงนี7  คือ 0.9965 ค่าความเขม้ขน้ตํ�าสุดที�เทคนิคนี7สามารถวิเคราะห์ได ้(Limit of 

Detection : LOD) คือ 0.04 mM ค่าความเขม้ขน้ตํ�าสุดที�เทคนิคนี7สามารถวิเคราะห์ไดใ้นตวัอย่างและมี

ความถูกตอ้งแม่นยาํที�เชื�อถือได ้(Limit of Quantification : LOQ) คือ 0.12 mM ค่าเบี�ยงเบนมาตรฐาน

สมัพทัธ์ (Relative Standard Deviation : %RSD) คือ 3.0% และค่าความผิดพลาดสัมพทัธ์ (Relative Error : 

%RE) เท่ากบั 0.9% 

2. การวเิคราะห์ปริมาณไทโอไซนาเนตในตวัอย่างนํ6าลาย 

ตวัอย่างนํ7าลายที�วิเคราะห์ เป็นตวัอย่างนํ7าลายที�เก็บจากอาสาสมคัรที�มีอายุระหว่าง 22-56 ปี 

โดยกลุ่มแรกเป็นผูสู้บบุหรี�  จาํนวน 2 คน ซึ�งมีพฤติกรรมสูบบุหรี� เป็นกิจวตัรต่อเนื�องมาอย่างนอ้ย 5 ปี และ

สูบโดยเฉลี�ยวนัละ 5-10 มวน กลุ่มที�สองเป็นผูที้�ไม่ไดสู้บบุหรี�แต่ไดรั้บควนับุหรี� โดยทางออ้ม จาํนวน      

2 คน และกลุ่มที�สามเป็นผูที้�ไม่สูบบุหรี�  จาํนวน 2 คน โดยอาสาสมคัรทั7งสามกลุ่มตอ้งงดดื�มเครื�องดื�มที�มี

แอลกอฮอลภ์ายใน 12 ชั�วโมง งดทานอาหารภายใน 1 ชั�วโมง และแปรงฟันในช่วงเวลาอย่างนอ้ย 30 นาที 

ก่อนจะบว้นนํ7าลายลงในขวดพลาสติก คนละประมาณ 1-3 mL 

ก่อนการวิเคราะห์ ตวัอย่างนํ7 าลายที�เก็บไดจ้ะถูกปั�นเหวี�ยงดว้ยเครื� อง Microcentrifuge ที�

ความเร็ว 3,000 rpm เป็นเวลาอย่างนอ้ย 15 นาที เพื�อแยกเสมหะและสิ�งเจือปนต่าง ๆ ออก โดยเก็บแยก

ส่วนใส (supernatant) ไวที้�อุณหภูมิ 4ºC เพื�อใชส้ําหรับการวิเคราะห์ และเมื�อจะทาํการวิเคราะห์ก็นาํ

ตวัอยา่งนํ7าลายมาเจือจางดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์ ในอตัราส่วน 1:1 

จากผลการวิเคราะห์ พบว่าเทคนิค CE-C4D สามารถตรวจวดัสัญญาณปริมาณความเขม้ขน้

ของไทโอไซยาเนตในนํ7าลายไดภ้ายในเวลาไม่ถึง 3 นาที โดยมีความแตกต่างระหว่างปริมาณความเขม้ขน้

ของไทโอไซยาเนตของทั7งสามกลุ่มอย่างชัดเจน ตวัอย่างนํ7 าลายของกลุ่มที�ไม่สูบบุหรี� มีปริมาณความ

เขม้ขน้ของไทโอไซยาเนตอยู่ต ํ�ากว่าหรือเท่ากบั 0.2 mM ในขณะที�กลุ่มผูสู้บบุหรี� มีปริมาณความเขม้ขน้

ของไทโอไซยาเนตในนํ7าลายอยู่ในช่วง 0.98 – 3.71 mM   ทั7งนี7  พบว่าตวัอย่างนํ7าลายของผูไ้ม่สูบบุหรี� ที�

ไดรั้บควนับุหรี� โดยทางออ้ม มีปริมาณความเขม้ขน้ของไทโอไซยาเนตอยู่ในช่วง 0.24 – 0.37 mM ซึ� งตํ�า

กว่าปริมาณความเขม้ขน้ของไทโอไซยาเนตที�ตรวจวดัไดใ้นกลุ่มผูสู้บบุหรี�  (0.98 – 3.71 mM) ดงัแสดง

รายละเอียดในตารางที� 1 
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ตาราง 1. ผลการวิเคราะห์ปริมาณไทโอไซยาเนตในตวัอยา่งนํ7าลายดว้ยเทคนิค CE-C4D 

ตวัอย่าง เพศ อายุ 

(ปี) 

จาํนวนบุหรี$ 

ที$สูบในแต่ละวนั 

(มวน) 

ความบ่อย 

ของการสูบ

บุหรี$ 

ระยะเวลาที$ 

สูบบุหรี$ 

ความเข้มข้นของ 

ไทโอไซยาเนต 

ที$วดัได้ (mM) ± SD*  

ผูสู้บบุหรี�  (1) ชาย 27 5 ทุกวนั มากกวา่ 5 ปี 0.98 ± 0.01 

ผูสู้บบุหรี�  (2) ชาย 22 10 ทุกวนั มากกวา่ 5 ปี 3.71 ± 0.01 

ผูไ้ดรั้บควนับุหรี�  

โดยทางออ้ม (1) 
หญิง 22 - - - 0.24 ± 0.01 

ผูไ้ดรั้บควนับุหรี�  

โดยทางออ้ม (2) 
หญิง 24 - - - 0.37 ± 0.03 

ผูไ้ม่สูบบุหรี�  (1) หญิง 56 - - - 0.20 ± 0.01 

ผูไ้ม่สูบบุหรี�  (2) ชาย 27 - - - < 0.04 

* SD คือส่วนเบี�ยงเบนมาตรฐาน จากการตรวจวดัตวัอยา่งละ 3 ครั7 ง 

 

อภิปรายผล 

จากผลการวิจยั พบว่าเทคนิค CE-C4D ที�ใช ้มีค่าความน่าเชื�อถือในระดบัที�ยอมรับได้เมื�อ

พิจารณาจากค่าสัมประสิทธิG สหสัมพนัธ์ (0.9965) ค่าเบี�ยงเบนมาตรฐานสัมพทัธ์ (3.0%) และค่าความ

ผิดพลาดสัมพทัธ์ (0.9%) โดยมีขั7นตอนเตรียมตวัอย่างนํ7 าลายเพื�อตรวจวดัปริมาณไทโอไซยาเนตที�ไม่

ยุง่ยาก อีกทั7งใหผ้ลการวิเคราะห์ไดร้วดเร็วภายในเวลาไม่เกิน 3 นาที นอกจากนี7สามารถแยกความแตกต่าง

ของปริมาณไทโอไซยาเนตในนํ7 าลายของผูไ้ดรั้บควนับุหรี�โดยตรง ผูไ้ดรั้บควนับุหรี� โดยทางออ้มและ      

ผูไ้ม่ไดรั้บควนับุหรี�ไดอ้ยา่งชดัเจน เทคนิคดงักล่าวจึงมีความเหมาะสมสาํหรับนาํไปใชต้รวจวดัตวัอย่างใน

ปริมาณมาก ๆ เพื�อใชผ้ลบ่งชี7การไดรั้บควนับุหรี�ของบุคคลได ้

 

ข้อเสนอแนะ 

ควรมีการพฒันาให้ระบบอย่างง่ายนี7 มีความเป็นอตัโนมติัยิ�งขึ7นโดยใชก้ารควบคุมจากการ

สั�งงานดว้ยระบบคอมพิวเตอร์ เพื�อให้การทดลองมีประสิทธิภาพในการวิเคราะห์เชิงปริมาณและเชิง

คุณภาพ ซึ�งจะเพิ�มความถูกตอ้งและแม่นยาํ อย่างเช่น ช่วยลดความผิดพลาดในการจบัเวลาในขั7นตอนการ

ฉีดสาร เป็นตน้ 
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