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 บทคัดย่อ 

 

การวิเคราะห์สารแลคเทตมีความส าคัญโดยได้มีการรายงานว่าปริมาณของแลคเทตสามารถบ่งบอกสภาวะร่างกายของแต่
ละบุคคลได้ เช่น ประสิทธิภาพของการออกก าลังกาย ซึ่งแลคเทตเป็นสารผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้นจากกระบวนการไกลโคไลซิสโดยไม่ได้
ใช้ออกซิเจนเป็นตัวร่วมท าปฏิกิริยาและจะถูกขับออกทางสารคัดหลั่ง คือ เลือด ปัสสาวะ และ เหง่ือ ในงานวิจัยนี้ได้น าเทคนิค
แคปปิลลารีอิเล็กโตรโฟริซิส (Capillary Electrophoresis: CE) เพื่อน ามาใช้วิเคราะห์แลคเทตจากสารคัดหลั่งกลุ่มนี้ได้ เนื่องจาก
เป็นเทคนิคที่ใช้ปริมาตรตัวอย่างน้อยในระดับไมโครลิตร ดังนั้นจุดประสงค์ของงานวิจัยนี้คือเพื่อพัฒนาระบบการตรวจวิเคราะห์
ปริมาณสารแลคเทตโดยใช้เทคนิคแคปปิลลารีอิเล็กโตรโฟริซิสอย่างง่าย ร่วมกับตัวตรวจวัดการน าไฟฟ้าแบบไม่สัมผัสสารละลาย 
(C4D) โดยระบบส าหรับการวิเคราะห์ประกอบด้วยเครื่องให้ศักย์ไฟฟ้าก าลังสูง ท่อแคปปิลลารี กล่องนิรภัย เครื่องตรวจวัดค่าความ
น าไฟฟ้าแบบไม่สัมผัสสารละลาย และหน่วยบันทึกผล โดยได้ศึกษาค่าการน าไฟฟ้าของสารละลายบัฟเฟอร์หลายชนิดเพื่อเลือก
บัฟเฟอร์ที่ให้ค่าการน าไฟฟ้าต่ าเพื่อใช้เป็นปัฟเฟอร์ในการทดลอง โดยพบว่า MES/L-His ความเข้มข้น 20 มิลลิโมลาร์ 
(ประกอบด้วย 0.1 มิลลิโมลาร์ CTAB, pH 6.0) เป็นบัฟเฟอร์ที่เหมาะสม ส่วนสภาวะอื่นๆของระบบคือ ท่อแคปปิลลารียาว       
30 เซนติเมตร ที่มีความยาวจากปลายท่อด้านทางเข้าถึงตัวตรวจวัดเท่ากับ 18.5 เซนติเมตร ความต่างศักย์ที่ใช้ในการแยกมีค่า      
-10 กิโลโวลต์ โดยได้ศึกษาความสัมพันธ์เชิงเส้นของแบบการใช้สารมาตรฐานภายในพบว่ามีความเป็นเส้นตรงช่วง  0.3 ถึง        
4.0 มิลลิโมลาร์ และมีค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ์มากกว่า 0.99 โดยงานนี้จะน าเสนอคุณลักษณะของวิธีการวิเคราะห์ เช่น ขีดจ ากัด
ของการตรวจวัด ขีดจ ากัดของการวัดเชิงปริมาณ และการศึกษาความแม่นย า รวมทั้งผลการวิเคราะห์หาปริมาณแลคเทตในตัวอย่าง
สารคัดหลั่งบางชนิด 
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 Analysis of lactate is important since it was reported to indicate physical condition of an individual such as 

efficiency of an exercise. Lactate was produced from glycolytic process under anaerobic condition. It was excreted 

with biological fluids such as blood, urine and sweat. Capillary Electrophoresis (CE) technique was then used to 

analyses these biological fluids since only microliter of the fluid can be used. Therefore it is promising for analysis  

of lactate in these fluids by using CE method. This work aimed to develop a simple CE method with C
4
D detection 

for lactate analysis in biological fluid sample. The CE system consisted of a high voltage power supply, capillary 

column, safety box, a conductivity detector and the data recording unit. Measurements of conductivity of different 

buffers were carried out to select the low background conductivity to use as a CE running buffer. Buffer of MES/L-

His (20 mM containing 0.1 mM CTAB, pH 6.0) was found to be suitable and was selected to use as background 

electrolyte. Other CE conditions: capillary length of 30.0 cm with effective length 18.5 cm, and the applied high 

voltage of -10 kV for separation were used. The internal standard calibration curve was constructed, it was linear in 

the range of 0.3 mM to 4.0 mM with good correlation coefficient (r
2
 > 0.99). Analytical characteristic of the CE-C

4
D 

method such as LOD, LOQ, and precision study as well as Lactate analysis in some biological samples will be 

presented.  

 
ค าส าคัญ: การวิเคราะห์แลคเทต แคปปิลลารีอิเล็กโตรโฟรซิิส ตัวตรวจวัดการน าไฟฟ้าแบบไมส่ัมผัสสารละลาย สารคดัหลั่ง 
Key Words: Lactate analysis, Capillary Electrophoresis, C

4
D, Biological fluids 

 

บทน า 
 แลคเทตเป็นผลิตภัณฑ์ที่เกิดจากกระบวนการไกล
โคไลซิสที่ไม่ใช่ออกซิเจนช่วยในการท าปฏิกิริยา แล้วจะสลาย
กลูโคสให้เป็นไพรูเวท จากนั้นไพรูเวทก็จะถูกสลายเป็นกรด
แลคติกโดยการใช้เอนไซม์แลคเทตดีไฮโดรจีเนส ซึ่งกรดแล
คติกเมื่ออยู่ในรูปของสารละลายจะแตกตัวให้สารแลคเทต
และไฮโดรเนียมไอออน (Phypers et al., 2006) ซึ่งแลคเท
ตจะถูกขับออกทางสารคัดหลั่ง เช่น เลือด ปัสสาวะ และเหง่ือ 
(Kondoh et al., 1992) โดยตัวอย่างสารคัดหลั่งเหง่ือเป็น
สารคัดหลั่งที่เก็บตัวอย่างได้ง่ายและผู้ให้ตัวอย่างไม่ต้องทน
เจ็บปวด ท าให้สามารถเก็บตัวอย่างซ้ าได้หลายๆครั้ง ดังนั้น
ตัวอย่างเหงื่อจึงได้รับความสนใจอย่างมากเพื่อใช้ในการตรวจ
วิเคราะห์ทางด้านการแพทย์ วิทยาศาสตร์กีฬา และทางด้าน
นิติวิทยาศาสตร์ เป็นต้น จากรายงานวิจัยก่อนหน้านี้มี
รายงานว่า ปริมาณของแลคเทตในตัวอย่างเหง่ือสามารถบ่ง
บอกสภาวะร่างกายของแต่ละบุคคลในขณะนั้นได้ เช่น 
สามารถบ่งบอกประสิทธิภาพของการออกก าลังกายของแต่
ละบุคคลได้ (Fellmann et al., 1983; Cai et al., 2010; 
Jia et al., 2013) นอกจากนี้ปริมาณแลคเทตสามารถแยก
ความแตกต่างระหว่างเหง่ือที่ร่างกายขับออกมาในสภาพ
อากาศร้อนกับเหง่ือที่ร่างกายขับออกมาระหว่างการออก

ก าลังกาย เป็นต้น Fellmann และคณะ (1983) ได้
ท าการศึกษาหาปริมาณความเข้มข้นของสารแลคเทตในเหง่ือ 
พบว่า ความเข้มข้นของแลคเทตในเหงื่อที่ได้จากสภาพอากาศ
ร้อนมีค่าเฉลี่ยอยู่ที่ 22.1 มิลลิโมลาร์ ความเข้มข้นของแลค
เทตในเหง่ือเมื่อออกก าลังกายมีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 43.7 มิลลิโม
ลาร์ และสูงขึ้นถึง 115.8 มิลลิโมลาร์ เมื่อออกก าลังกายอย่าง
หนัก มีงานวิจัยหลายงานใช้เทคนิคในการตรวจวัดสารแลค
เทตในเหง่ือแตกต่างกันไป เช่น โครมาโท-กราฟีแบบกระดาษ 
(chromatography paper) (Polliack et al., 1993), 
ไบโอเซนเซอร์ (biosensor) (Cai et al., 2010), รีเวิร์ส
เฟสไฮเพอร์ฟอแมนซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี(reverse phase 
high  performance liquid chromatography) (Biagi et 
al., 2012) หรือ อิเล็กโทรเค-มิคอลทรานซิสเตอร์
(electrochemical transistor) (Khodagholy  et al., 
2012)  
 นอกจากน้ีการวิเคราะห์ปริมาณแลคเทตในตัวอย่าง
เหงื่อเป็นงานวิจัยท่ีน่าสนใจ เนื่องจากไม่สามารถเก็บตัวอย่าง
เห ง่ือได้ ในปริมาณมากและเหง่ือมีสารหลายชนิดเป็น
องค์ประกอบ เช่น ไออนลบของคลอไรด์ ไอออนบวกของ
โซเดียม โพแทสเซียม แมกนีเซียม หรือแคลเซียม (Montain 
et al., 2007) กรดอะมิโนต่างๆ (Coltman et al., 1966) 
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ซึ่งสารเหล่านี้อาจจะรบกวนการตรวจวิเคราะห์ปริมาณแลค
เทตในตัวอย่างเหง่ือได้ ดังนั้นเทคนิคที่มีประสิทธิภาพในการ
แยกสาร มีความถูกต้อง แม่นย า และใช้สารปริมาณน้อยจึง
เป็นสิ่งจ าเป็น ส าหรับงานวิจัยนี้ผู้วิจัยไดใ้ช้เทคนิคแคปปิลารอีิ
เล็กโทรโฟริซิสซึ่งเป็นเทคนิคการแยกที่ใช้ตัวอย่างปริมาณ
น้อยในระดับนาโนลิตร อีกทั้งเทคนิคนี้ยังสามารถแยกสารได้
อย่างรวดเร็วและไม่จ าเป็นต้องมีการท าอนุพันธ์ของสาร
ตัวอย่าง ดังนั้นเทคนิคแคปปิลารีอิเล็กโทรโฟริซิสจึงเป็น
ทางเลือกที่เหมาะสมและยังไม่มีงานวิจัยใดที่ใช้เทคนิคนี้ใน
การตรวจวัดสารแลคเทตในเหง่ือ หลักการของเทคนิคนี้คือ 
อาศัยความแตกต่างในการเคลื่อนที่ภายใต้สนามไฟฟ้าของ
สารแต่ละชนิด สารที่มีประจุขนาดเลก็และมีจ านวนประจุมาก
จะเคลื่อนที่ไปถึงปลายท่อแคปปิลลารีได้เร็วกว่าสารอื่นๆ 
นอกจากนี้ยังใช้ตรวจวัดค่าการน า ไฟฟ้าแบบไม่สัมผัส
สารละลาย (Capacitively Coupled Contactless 
Conductivity Detector: C4D) ตรวจวัดสัญญาณของสารที่
ต้องการวิเคราะห์ ซึ่งในปัจจุบันเป็นที่นิยมน ามาประยุกต์ใช้
ร่วมกับเทคนิค CE ด้วย เพราะเครื่องตรวจวัดดังกล่าว
สามารถตรวจวัดสัญญาณไอออนของสารได้หลากหลาย โดย
วัดความแตกต่างของความสามารถในการน าไฟฟ้าระหว่าง
สารละลายบัฟเฟอร์และสารละลายที่น ามาวิเคราะห์ โดยไม่มี
ส่วนใดๆของเครื่องตรวจวัดสัมผัสกับสารละลายที่ต้องการ
วิเคราะห์ จึงไม่มีการปนเปื้อนที่อาจเกิดขึ้นบนผิวอิเล็กโทรด
ของตัวตรวจวัด นอกจากน้ีการตรวจวัดด้วยเครื่อง C4D ยังให้
ความไวในการตรวจวัด (Sensitivity) ที่ดี ซึ่งอยู่ในระดับขีด
ต่ าสุดคือ 0.10 ไมโครโมลาร์ (Zemann, 2003) 
 
 
วัตถุประสงค์การวิจัย 
 เพื่อพัฒนาระบบการตรวจวิเคราะห์ปริมาณสาร
แลคเทตอย่างง่าย โดยใช้เทคนิคแคปปิลลารีอิเล็กโตรโฟริซิส 

(CE) ร่วมกับตัวตรวจวัดการน าไฟฟ้าแบบไม่สัมผัสสารละลาย 
(C4D) 
 
วิธีด าเนินการวิจัย 
 อุปกรณ์ 
 อุปกรณ์ CE-C4D ที่ใช้เป็นอุปกรณ์ที่ประกอบขึ้น
เองในห้องปฏิบัติการ ซึ่งประกอบด้วยท่อแคปปิลลารีขนาด
เส้นผ่าศูนย์กลาง 50 ไมโครเมตร ส าหรับการแยกและใช้
เครื่องตรวจวัดค่าความน าไฟฟ้าแบบไม่สัมผัสสารละลาย 
(C4D) และติดตั้งกล่องนิรภัยเพื่อป้องกันการให้ศักย์
ไฟฟ้าแรงสูง (High voltage supply) โดยใช้เครื่องขยายและ
บันทึกสัญญาณ (e-DAQ) ท าหน้าที่ขยาย บันทึกและแปลง
สัญญาณออกมา ในรู ป ของอิ เ ล็ ก โ ทร เฟอร์ โ ร แกรม 
(Electropherogram) 
 สารเคมี  

สารละลายมาตรฐานที่ใช้เพื่อการทดสอบการแยก
ของระบบ ได้แก่ โซเดียมคลอไรด์ กรดออกซาลิก กรดอะซิ
ติก และกรดแลคติก โดยมีกรดมาเลอิกเป็นสารมาตรฐาน
ภายใน (Internal Standard) โดยเตรียมความเข้มข้น 1 โม
ลาร์ในน้ ากลั่นปราศจากไอออน (Deionized water) 
สารละลายบัฟเฟอร์ที่ท าการศึกษาเพื่อเลือกบัฟเฟอร์เพื่อใช้
ในระบบ CE ได้แก่ 3-(N-morpholino) propanesulfonic 
acid (MOPS), 4-(2-hydroxyethyl-1-piperazine 
ethanesulfonic acid  (HEPES), 2-(N-morpholino) 
ethanesulfonic acid (MES), และ MES/L-Histidine  
 การเก็บตัวอย่างและการเตรียมตัวอย่าง 
 ตัวอย่างของสารคัดหลั่งในการท าการทดลองนี้คือ 
เหง่ือ เก็บจากบริเวณใบหน้าของอาสาสมัครชาย 3 คน อายุ 
25 ถึง 30 ปี โดยอาสาสมัครได้ท าการวิ่งเป็นระยะทาง 3 
กิโลเมตร ในเวลา 30 นาที และจะท าการวัดอัตราการเต้น
ของหัวใจทั้งก่อนและหลังการวิ่ง แล้วจึงน าตัวอย่างเหง่ือไป
เจือจาง 50 เท่าด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ และเติมกรดมาเล



The 36th National Graduate Research Conference 2015 

การประชุมวิชาการเสนอผลงานวิจัยระดับบัณฑิตศึกษาแห่งชาติ ครั้งที่ 36 

 

539 

 

อิก 1 มิลลิโมลาร์เป็นสารมาตรฐานภายในก่อนการวิเคราะห์
หาปริมาณแลคเทต 
 
ผลการวิจัย 
 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของระบบ CE-C4D 
ส าหรับการแยกและวิเคราะห์สารแลคเทต 
 1. การเลือกสารละลายบัฟเฟอร์โดยพิจารณาค่า
ความน าไฟฟ้า 
 สารละลายบัฟเฟอร์ที่ใช้ในระบบ CE-C4D ที่จะ
เลือกใช้ควรมีค่าการน าไฟฟ้าที่ต่ า เพื่อให้ได้ค่า background 
ที่ต่ า และให้ความแตกต่างของค่าการน าไฟฟ้าเพื่อการ
ตรวจวัดที่ดีโดยวัดค่าการน าไฟฟ้าของสารละลายบัฟเฟอร์แต่
ละชนิด ด้วยเครื่อง conductivity meter ซึ่งค่าการน าไฟฟ้า
ของสารละลายบัฟเฟอร์ชนิดต่างๆ ดังแสดงในตารางที่ 1 
 

ตารางที่ 1 แสดงค่าการน าไฟฟ้าของสารละลายบัฟเฟอร์จาก
การวัดด้วย conductivity meter 

บัฟเฟอร,์ pH 
(ความเข้มข้น: มิลลิโมลาร์) 

pKa (25°C) 
ค่าการน าไฟฟา้ 

 (ไมโครซีเมนต์ต่อ
เซนติเมตร) 

MOPS,       7.0      (10)  7.20 555 
HEPES,      6.0       (10)  7.84 783 
MES,         6.0       (10) 6.15 486 

MES/L-His, 6.0       (10) 
MES  6.10 
L-His 6.04 

334 

  

จากผลการวัดค่าการน าไฟฟ้าของบัฟเฟอร์แต่ละ
ชนิดดังตารางที่ 1 พบว่าที่ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์
สารละลายบัฟเฟอร์ MES/L-His HEPES ให้ค่าการน าไฟฟ้า
ต่ าที่สุด ดังนั้นสารละลายบัฟเฟอร์ MES/L-His บัฟเฟอร์ จึง
ได้เลือกเป็นสารละลายบัฟเฟอร์เพื่อใช้กับระบบ CE-C4D  
จากนั้นได้ท าการทดสอบความเข้มข้นที่ให้ประสิทธิภาพของ
การแยกของระบบ CE-C4D ที่ดีที่สุด โดยใช้ความเข้มข้นของ
สารละลายบัฟเฟอร์ MES/L-His ที่ 10, 20 และ 30 มิลลิโม

ลาร์ พบว่า สารละลายบัฟเฟอร์ MES/L-His ที่ 20 มิลลิโม
ลาร์ ให้ประสิทธิภาพการแยกดีที่สุด  

 

 2. ศึกษาผลของปริมาตรสารที่น าเข้าไปในระบบ 
(Injection volume) 
 เนื่องจากระบบ CE เป็นเทคนิคการแยก ดังนั้น
ปริมาตรสารที่น าเข้าสู่ระบบเป็นอีกปัจจัยหนึ่งที่มีความส าคัญ
ต่อค่าการแยกชัด (Peak resolution) และค่าความเที่ยงตรง 
(Precision) ของเวลาในการเคลื่อนที่ของแลคเทต 
(Migration time) ถ้าหากสารเข้าสู่ระบบมากเกินไปอาจเกิด
การซ้อนทับกันของพีค (overlap) ดังนั้นจึงจ าเป็นต้องศึกษา
ผลของปริมาตรที่เหมาะสมเพื่อให้ได้การแยกที่ดีและรวดเร็ว 
ในงานวิจัยนี้ผู้วิจัยได้เลือกใช้วิธีน าสารเข้าสู่ระบบ CE-C4D 
โดยใช้วิธีไฮโดรไดนามิกซึ่งความดันด้านทางเข้าจะแตกต่าง
จากความดันด้านทางออก (hydrodynamic injection) โดย
ท าให้ความแตกต่างของระยะปลายท่อแคปปิลารีด้านทางเข้า
ให้สูงกว่าปลายท่อแคปปิลารีด้านทางออก 5.5 เซนติเมตร 
แล้วให้เวลาต่างกันคือ 3,  6 และ 9 วินาที ซึ่งจะให้ปริมาตร
ของสารที่เข้าสู่ท่อแคปปิลารีจากการค านวณประมาณ 15, 
30 และ 45 นาโนลิตร (ค านวณโดยประมาณตาม
เอกสารอ้างอิง Whatley, 2001) ในการทดลองได้ใช้แลคเทต
เข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์  
 
 
 
 
 
 
 

ตารางที่ 2 แสดงปริมาตรของสารที่ใช้ในการน าสู่ระบบ CE 
เวลาในการเคลื่อนที่ของแลคเทต (Migration 
time) และการแยกชัดระหว่างสารแลคเทตและ
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สารมาตรฐานภายใน (Peak resolution) ที่
ปริมาตรของสารต่างกัน 

ปริมาตรของ
สารที่เข้าสู่

ระบบ  
(นาโนลิตร) 

เวลาในการเคลื่อนที่ของ
แลคเทต (วินาที)  
± ค่าคาดเคลื่อน  

(%ค่าการเบีย่งเบน
มาตรฐานสัมพัทธ)์ 

การแยกชัด
ระหว่างสาร 

แลคเทตและสาร
มาตรฐานภายใน 
± ค่าคาดเคลื่อน 

15  117.1 ± 0.6 (0.51%) 1.2 ± 0.1 
30  117.0 ± 0.6 (0.51%) 1.1 ± 0.1 
45 119.6 ± 0.5 (0.42%) 0.9 ± 0.1 

  

จากตารางที่ 2 พบว่า เมื่อใช้เวลาในการน าสารเข้าสู่ระบบ 
CE นานข้ึน (ที่เวลา 3, 6 และ 9 วินาที) พบว่า ปริมาณสารที่
เข้าสู่ระบบ CE จะมีปริมาตรเพิ่มตามล าดับ ในขณะเดียวกัน
จะท าให้ได้ค่าการแยกชัดระหว่างสารแลคเทตและสารละลาย
มาตรฐานภายในมีค่าน้อยลง เนื่องจากเมื่อปริมาณสารเข้าสู
ระบบ CE มากขึ้น จะส่งผลให้ได้พื้นที่ใต้พีค (Peak area) 
และความกว้างของพีค (Peak width) ของสารแลคเทตและ
สารละลายมาตรฐานภายในมีค่าเพิ่มขึ้น ท าให้พีคทั้งสองมี
แนวโน้มที่จะซ้อนทับกัน (Overlap) มากขึ้น ดังนั้นการใช้
เวลาในการน าสารเข้าสู่ระบบ CE ด้วยการยกปลายแคปปิลา
รีด้านทางเข้าสูงกว่าด้านทางออกค้างไว้เป็นเวลา 3 วินาที ให้
ประสิทธิภาพในการแยกชัดระหว่างสารแลคเทตและสาร
มาตรฐานภายในดีที่สุด และให้ค่าเปอร์เซ็นต์การเบี่ยง
มาตรฐานสัมพัทธ์ 0.51% 
 3. ศึกษาผลของความต่างศักย์ไฟฟ้า (Applied 
voltage)  
 ความต่างศักย์ไฟฟ้ามีผลต่อประสิทธิภาพในการ
แยกสาร เมื่อเพิ่มความต่างศักย์ไฟฟ้าสารจะเคลื่อนที่ภายใน
แคปิลลารีเร็วขึ้น เนื่องจากความเร็วในการไหลอิเล็กโทร
ออสโมติก (EOF) และความเร็วอิเล็กโทรโฟริติกเป็นปฏิภาค
โดยตรงกับความแรงของสนามไฟฟ้า จากการศึกษาผลของ
ศักย์ไฟฟ้าที่ใช้ตั้งแต่ -5, -10 และ -15 กิโลโวลต์ ซึ่งจะให้

ความแรงของสนามไฟฟ้า (Electric field) -133, -333 และ 
-500 โวลต์ต่อเซนติเมตร ตามล าดับ  
 

ตารางที่ 3 แสดงเวลาในการเคลื่อนที่ของแลคเทต 
(Migration time) และการแยกชัดระหว่าง
สารแลคเทตและสารมาตรฐานภายใน (Peak 
resolution) เ มื่ อ ใ ห้ ค่ า ค ว า ม แ ร ง ข อ ง
สนามไฟฟ้า (Electric field strength) ค่า
ต่างๆ 

ความแรงของ
สนามไฟฟ้า 
(โวลต์ต่อ

เซนติเมตร) 

เวลาในการเคลื่อนที่ของ
แลคเทต (วินาที) ± ค่า

คาดเคลื่อน 
(%ค่าการเบีย่งเบน
มาตรฐานสัมพัทธ)์ 

การแยกชัดระหว่าง
สาร 

แลคเทตและสาร
มาตรฐานภายใน ± 

ค่าคาดเคลื่อน 
-133 218.7 ± 3.9 (1.78%) 1.3 ± 0.1 
-333 117.7 ± 1.8 (1.53%) 1.2 ± 0.1 

-500 
73.6 ± 2.7 
(3.67%) 

1.0 ± 0.1 

  

 จากตารางที่ 3 พบว่าความแรงของสนามไฟฟ้าที่
ทดลอง (-133, -333 และ -500  โวลต์ต่อเซนติเมตร) 
สามารถแยกสารได้อย่างชัดเจน และให้ค่าแยกชัดระหว่าง
สารแลคเทตและสารมาตรฐานภายในที่ใกล้เคียงกัน แต่เมื่อ
พิจารณาเวลาในการเคลื่อนที่ของแลคเทตแล้ว พบว่าเมื่อใช้
ความแรงของสนามไฟฟ้าที่ -133 โวลต์ต่อเซนติเมตร จะใช้
เวลาในการเคลื่อนที่ของสารแลคเทตนานที่สุด และเมื่อใช้
ความแรงของสนามไฟฟ้าที่ -500 โวลต์ต่อเซนติเมตร จะใช้
เวลาในการเคลื่อนที่ของแลคเทตเร็วที่สุด แต่อย่างไรก็ตามที่
ความแรงของสนามไฟฟ้า -500 โวลต์ต่อเซนติเมตร จะท าให้
เกิดค่ากระแสไฟฟ้า (Electrophoretic current) ในระบบ 
CE สูงกว่าการใช้ความแรงของสนามไฟฟ้าที่ -133 และ-333 
โวลต์ต่อ เซนติ เมตร ดั งนั้น  จึ ง เลือกใ ช้ความแรงของ
สนามไฟฟ้า -333 โวลต์ต่อเซนติเมตร เพื่อใช้ในการแยกสาร
ผสมในระบบ CE ต่อไป 
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 คุณลักษณะของวิธีการวิเคราะห์ (Analytical 
characteristic) 
 ทดสอบการแยกของระบบ CE-C4D ด้วย
สารละลายมาตรฐานผสมประกอบด้วย โซเดียมคลอไรด์ กรด
ออกซาลิก กรดอะซิติก กรดแลคติก และกรดมาเลอิกซึ่งใช้
เป็นสารมาตรฐานภายใน โดยใช้สภาวะของระบบดังนี้ ความ
ยาวทั้งหมดของท่อแคปปิลลารีเท่ากับ 30.0 เซนติเมตร 
ความยาวจากปลายท่อแคปปิลลารีด้านทางเข้าถึงตัวตรวจวัด
เท่ากับ 18.5 เซนติเมตร สารละลายบัฟเฟอร์ MES/L-His 
ความเข้มข้น 20 มิลลิโมลาร์ pH 6.0 เติม CTAB ความ
เข้มข้น 0.1 มิลลิโมลาร์  การน าสารเข้าสู่ระบบใช้วิธีไฮโดรได
นามิก โดยให้ความต่างของระดับความสูงของ 

 
ภาพที่ 1 อิเล็กโทรเฟอร์โรแกรมของการผสมสารละลาย

มาตรฐานโซเดีมคลอไรด์ กรดออกซาลิก กรดมาเล
อิก กรดอะซิติก และกรดแลคติกท่ีมีความเข้มข้น 1 
มิลลิโมลาร์ โดยใช้สภาวะในการทดลองของระบบท่ี
พัฒนาขึ้น 

 

ปลายท่อแคปปิลลารีเท่ากับ 5.5 เซนติเมตร เป็นเวลา        
3 วินาที ค่าความต่างศักย์ที่ให้แก่ระบบมีค่า -10 กิโลโวลต์ 
ค่าความถี่ (Frequency) และแอมพลิจูด (Amplitude) ของ
ตัวตรวจวัดมีค่า 350 กิโลเฮิรตซ์ และ 90 เปอร์เซนต์ 
ตามล าดับ ดังแสดงในภาพที ่1 

เตรียมสารละลายมาตรฐานโซเดียมคลอไรด์ กรด
ออกซาลิก กรดอะซิติก และกรดแลคติกผสมที่ความเข้มข้น  
0.3, 0.5, 1, 2, 3,  และ 4 มิลลิโมลาร์ จากนั้นน าไปวิเคราะห์
ด้วยเทคนิค CE-C4D ที่พัฒนาขึ้น แล้วน าสัดส่วนพื้นที่ใต้
กราฟ (Peak area ratio) ระหว่างสัญญาณแลคเทตแต่ละ
ความเข้มข้นและสัญญาณสารมาตรฐานภายในมาค านวณหา
สมการความสัมพันธ์เชิงเส้นตรง (Linear equation) ของ
ความเข้มข้นของแลคเทต พบว่าความเป็นเส้นตรงของสาร
แลคเทตอยู่ในช่วงความเข้มข้น 0.3 ถึง 4 มิลลิโมลาร์ โดยมี
สมการความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงของความเข้มข้นของแลคเทต 
คือ y = 0.3070x + 0.032 โดย x คือ  

ค่าความเข้มข้นของแลคเทต และ y คือ สัดส่วน
พื้นที่ใต้กราฟระหว่างสัญญาณของแลคเทตและสัญญาณของ
สารละลายมาตรฐานภายใน และมีค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ์ 

 
ภาพที่ 2 กราฟมาตรฐานภายในของแลคเทตพร้อมการแสดง

ความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นแลคเทตกับ
อัตราส่วนพื้นที่ ใต้กราฟของแลคเทตกับสาร
มาตรฐานภายใน  

(Correlation coefficient) เท่ากับ 0.9920 ดังแสดงในรูปที่ 
2 ค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่ (Limit of detection: LOD) หาได้
จากอัตราส่วนสัญญาณต่อสัญญาณรบกวนมากกว่าหรือ

ความเข้มข้นของแลคเทต (มิลลิโมลาร์) 

อัต
รส

่วน
พื้น

ที่ใ
ต้ก

รา
ฟร

ะห
ว่า

งแ
ลค

เท
ต 
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เท่ากับ 3 (signal to noise ratio ≥3) คือ 0.05 มิลลิโมลาร์ 
ค่าความเข้มข้นต่ าสุด (Limit of quantification: LOQ) ที่
เทคนิคนี้สามารถวิเคราะห์ได้หาได้จากอัตราส่วนสัญญาณต่อ
สัญญาณรบกวนมากกว่าหรือเท่ากับ 10 (signal to noise 
ratio ≥10) คือ 0.10 มิลลิโมลาร์ ค่าความแม่นย าของ
อัตราส่วนพื้นที่ใต้กราฟ (peak area ratio) และเวลาในการ
แยกของแลคเทต มีค่าร้อยละของส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน
สัมพัทธ์ (%RSD) เท่ากับ 1.70% และ 0.40% ตามล าดับ 
โดยจะได้น าวิธีนี้ไปใช้วิเคราะห์ปริมาณแลคเทตในตัวอย่าง
เหงื่อต่อไป 
 

การประยุกต์ใช้เทคนิค CE-C4D ที่พัฒนาขึ้นเพ่ือวิเคราะห์
สารแลคเทตในตัวอย่างเหง่ือ 
 จากผลการทดลองที่ใช้เทคนิค CE-C4D ที่พัฒนาขึ้น
นี้สามารถตรวจวัดสัญญาณของแลคเทตในตัวอย่างเหง่ือได้
เมื่อเปรียบเทียบกับสารละลายมาตรฐานแลคเทต โดยใช้เวลา
เพียง 3 นาที ภาพที่ 3 แสดงอิเล็กโทรเฟอร์โรแกรมตัวอย่าง
เหงื่อของอาสาสมัครสามคนจากการออกก าลังกายโดยการวิ่ง
ระยะทาง 3 กิโลเมตร ในเวลา 30 นาที เปรียบเทียบกับ
สารละลายมาตรฐานผสม ตารางที่ 4 แสดงความเข้มข้นของ
แลคเทตในตัวอย่างเหงือ่ท่ีวิเคราะห์ได้ และร้อยละของการได้
กลับคืน (%recovery) จะเห็นได้ว่าความเข้มข้นของแลคเทต
ในตัวอย่างเหงื่อจากการออกก าลังกายโดยการวิ่งระยะทาง 3 
กิโลเมตร ในเวลา 30 นาที มีค่าอยู่ในช่วง 112 ถึง 136 มิลลิ
โมลาร์ อัตราการเต้นของหัวใจของอาสาสมัคร 3 คนทั้งก่อน
และหลังออกก าลังกายอยู่ในช่วง 76 ถึง 84 ครั้งต่อนาที และ 
132 ถึง 144 ครั้งต่อนาทีตามล าดับ จะเห็นได้ว่าเมื่อมีการใช้
กล้ามเนื้อเกิดขึ้นอัตราการเต้นของหัวใจจะเพิ่มขึ้น และเมื่อ
เปรียบเทียบกับความเข้มข้นของแลคเทตในเหง่ือที่มาจาก
อากาศร้อนของงานวิจัยอ้างอิง (Fellmann et al., 1983) 
พบว่าความเข้มข้นของแลคเทตในเหง่ือมีความแตกต่างกัน
อย่างชัดเจน 

 
ภาพที่ 3 แสดงอิเล็กโทรเฟอร์โรแกรมตัวอย่างเหง่ือของ

อาสาสมัครที่ออกก าลังกายโดยการวิ่งระยะทาง 3 
กิ โล เมตร (ก-ค)  เปรียบเทียบกับสารละลาย
มาตรฐาน 1 มิลลิโมลาร์(ง) 

 

ตารางที่ 4 แสดงความเข้มข้นของแลคเทตในตัวอย่างเหง่ือ
ของการวิ่ง 3 กิโลเมตร และร้อยละของการได้
กลับคืน 

อาสาสมัคร 
คนที่ 

สภาวะ 

ความเข้มข้นของ
แลคเทต  (x50) 
(มิลลิโมลาร์) 

± ค่า
คลาดเคลื่อน 

ร้อยละของ
การได้
กลับคืน 
± ค่า

คลาดเคลื่อน 
1 วิ่ง 3 กิโลเมตร 136 ± 1 94 ± 2 
2 วิ่ง 3 กิโลเมตร 135 ± 1 94 ± 4 
3 วิ่ง 3 กิโลเมตร 112 ± 2 100 ± 4 

 
 
อภิปรายผลการวิจัย 
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 จากการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของระบบ CE-
C4D ส าหรับการแยกและวิเคราะห์สารแลคเทตนั้น พบว่า
สภาวะที่เหมาะสมที่ท าให้การแยกมีประสิทธิภาพดีที่สุดคือ 
MES/L-His บัฟเฟอร์ ความเข้มข้น 20 มิลลิโมลาร์ pH 6.0 
เติม CTAB ความเข้มข้น 0.1 มิลลิโมลาร์ ปริมาตรสารที่
น าเข้าสู่ระบบคือ 15 นาโนลิตร โดยใช้วิธีการยกปลายแค
ปปิลารีด้านทางเข้าสูงกว่าด้านทางออก 5.5 เซนติเมตรเป็น
เวลา 3 วินาที และค่าสนามไฟฟ้า -333 โวลต์ต่อเซนติเมตร 
โดยการให้ศักย์ไฟฟ้าแรงสูงแก่ระบบ -10 กิโลโวลต์ เมื่อน า
ระบบที่พัฒนาขึ้นนี้ไปทดสอบการใช้ได้ของวิธีพบว่า เทคนิค 
CE-C4D มีประสิทธภาพในการแยกที่ดี มีความเที่ยงตรงของ
อัตราส่วนพื้นที่ใต้กราฟ (peak area ratio) และเวลาในการ
เคลื่อนที่ของแลคเทต (Migration time) โดยรายงานในรูป
ของค่าร้อยละของส่วนเบี่ยงเบนมาตราฐานสัมพัทธ์ (%RSD) 
ในการทดลองซ้ ามีค่าเท่ากับ 1.70% และ 0.40% ตามล าดับ 
และเมื่อน าระบบมาประยุกต์ใช้กับตัวอย่างเหง่ือพบว่า ระบบ
สามารถแยกและวิเคราะห์สารแลคเทตในเหงื่อได้ภายในเวลา 
3 นาที โดยไม่ต้องมีขั้นตอนการเตรียมตัวอย่างท่ียุ่งยาก เพียง
แค่เจือจางเท่านั้น และความเข้มข้นของแลคเทตในเหง่ือที่ได้
จากการออกก าลังกายมีความแตกต่างอย่างชัดเจน ซึ่ง
สามารถน าไปใช้เป็นข้อมูลเพื่อบ่งบอกสภาวะร่างกายของแต่
ละบุคคลได้ (Cai et al., 2010; Fellmann et al., 1983; 
Jia et al., 2013)  
 
ข้อเสนอแนะ 
 ระบบ CE-C4D ที่ พัฒนาขึ้ นนี้ ส า มารถน า ไ ป
ประยุกต์ใช้กับสารคัดหลั่งชนิดอื่นที่อาจต้องท าการเตรียม
ตัวอย่างในรูปแบบที่แตกต่างกัน เช่น หากต้องการวิเคราะห์
ในตัวอย่างปัสสาวะ หรือเลือดจะต้องท าการเตรียมตัวอย่าง
ก่อน เช่น การสกัดแยกแลคเทตก่อนการตรวจวัดด้วย CE-
C4D เพื่อลดสารประกอบอ่ืนๆที่อาจรบกวนการวิเคราะห์ 
เอกสารอ้างอิง 
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