
บทที่ 3
วิธีดำเนินการ'วิจัย

1. กลุ่มตัวอย่าง

กลุ่มตัวอย่างเป็นสตรีท่ีมารับบริการตรวจรักษาสุขภาพท่ีศูนย์ส่งเสรมสุขภาพเขต 4 ราชบุรี 
อายุระหว่าง 15-40 ปี แบ่งกลุ่มตัวอย่างวิจัยเป็น4 กลุ่ม กลุ่มละประมาณ 30 คน ตังน้ี

กลุ่มท่ี 1 สตรีไม่ต้ังครรภ์ซ่ึงไม่รับประทานยาเม็ดคุมกำเนิด
กลุ่มท่ี 2 สตรีไม่ต้ังครรภ์ซ่ึงรับประทานยาเม็ดคุมกำเนิด
กลุ่มท่ี 3 สตรีต้ังครรภ์ซ่ึงไม่เคยรับประทานยาเม็ดคุมกำเนิดก่อนต้ังครรภ์
กลุ่มท่ี 4 สตรีต้ังครรภ์ซ่ึงเคยรับประทานยาเม็ดคุมกำเนิดก่อนต้ังครรภ์

2. หลักเกณฑ์ไนการตัดเลีอกกลุ่มตัวอย่าง

คัดเลือกจากการสัมภาษณ์ อายุ น้ีาหนัก ส่วนสูง ประว้ติการเจ็บป่วย และยาท่ีได้รับตาม 
แบบสอบถามประเมินข้อมูลส่วนตัวและสุขภาพ ตังแสดงในภาคผนวก ก โดยมีหลักเกณฑ์ตังน้ี

กลุ่มท่ี 1 สตรีไม่ต้ังครรภ์ซ่ึงไม่รับประทานยาเม็ดคุมกำเนิด

1.1 สุขภาพแข็งแรงไม่มีโรคประจำตัว
1.2 ไม่อยู่ในภาวะการต้ังครรภ์หรือให้นมบุตรและไม่อยู่ในระหว่าง 

มีประจำเดือน
1.3 ไม่สูบบุหร่ีไม่ด่ืมเคร่ืองด่ีมมีแอลกอฮอล์
1.4 ไม,ได้รับการถ่ายหรือบริจาคโลหิต ถ้าได้รับการถ่ายหรือบริจาคโลหิตต้อง 

มีระยะเวลาผ่านมาแล้วมากกว่า 4 เดือน ก่อนเข้าส่การวิจัย
1.5 ไม่ได้รับการเสริมวิตามินหรือยาท่ีมีผลต่อระตับโฟเลต เข็นยาเม็ดคุมกำเนิด 

ยาต้านชัก
1.6 ไม่ได้รับยาปฏิชีวนะ ถ้าได้รับต้องหยุดยามาแล้วไม่น้อยกว่า 7 วัน เน่ืองจาก 

ยามีผลต่อการเจริญเติบโตของ เช้ือ Lactobac illus case i ATCC, No. 7469 
ซ่ึงใชวิเคราะห์ปริมาณโฟเสต
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1.7 รับประทานอาหารครบ 5 หมู่ (ไม่รับประทานอาหารมังสวิรัติหรืออาหารเจ 
เป็นประจำ)

กลุ่มท่ี 2 สตรีไม่ต้ังครรภ์ซ่ึงรับประทานยาเม็ดคุมกำเนิด

เกณฑ์ในการคัดเลือกกลุ่มตัวอย่างเหมือนกลุ่มท่ี 1 แต่รับประทานยาเม็ดคุมกำเนิด 
อย่างต่อเน่ืองอย่างน้อย 3 เดือนก่อนเข้าลุ่การวิจัย

กลุ่มท่ี 3 สตรีต้ังครรภ์ซ่ึงไม่เคยรับประทานยาเม็ดคุมกำเนิดก่อนต้ังครรภ์

เกณฑ์ในการคัดเลือกกลุ่มตัวอย่างเหมือนกลุ่มท่ี 1 แต่อยู่ในภาวะต้ังครรภ์และมีอายุ 
ครรภ์ไม่เกิน 3 เดือน และไม่เคยรับประทานยาเม็ดคุมกำเนิดก่อนต้ังครรภ์ ถ้าเคยรับประทาน 
ต้องหยุดรับประทานก่อนต้ังครรภ์อย่างน้อย 3 เดือน

กลุ่มท่ี 4 สตรีต้ังครรภ์ซ่ึงเคยรับประทานยาเม็ดคุมกำเนิดก่อนต้ังครรภ์

เกณฑ์ในการคัดเลือกกลุ่มตัวอย่างเหมือนกลุ่มท่ี 3 แต่รับประทานยาเม็ดคุมกำเนิด 
อย่างต่อเน่ืองอย่างน้อย 3 เดือนก่อนต้ังครรภ์

3. เคร่ีองมึอทไชในการวิจัย

3.1 เคร่ืองมือท่ีใข้ในการวิเคราะห์หาปริมาณโฟเลตในชีรัมและในเม็ดแลือดแดง

3.1.1 เครืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ (Spectronic 21 , Bausch & Lumb.)
3.1.2 เคร่ืองหมุนเหว่ียง

(International portable Refrigerated Centrifuge, Model PR - 2)
3.1.3 ต้บ่มเชือ (Incubator), (Thelco, Model 6M)
3.1.4 ต้อบแห้ง (Hot air oven),(Thelco, Model 17)
3.1.5 หม้อน่ึงอัดไอน้ํา (Autoclave)
3.1.6 หลอดแก้วฝาเกลียวขนาด 20 x125 มิลลิลิตร และขวดขนาดต่าง ๆ



3.1.7 หลอดเก็บตัวอย่างเลือดเคลือบด้วยซิลิโคน ขนาด 10 มิลลิลิตร (Venoject, 
บริษัท Terumo, ประเทศญ่ีป่น)

3.1.8 ปิเปตอัตโนมัติ (Eppendrof pipette) ขนาด50 ไมโครลิตรและปิเปตขนาดต่าง 
ท่ีปรับปริมาตรได้ตามต้องการ

3.1.9 ตู้แซ่แข็งอุณหภูมิ - 20 องศาเซลเซียส หรือต่ํากว่า (Deep freezer)
3.1.10 เครืองปันผสมไฟฟ้า (Vertex genie, Scientific Industries)
3.1.11 เคร่ืองวัดความเป็นกรด - ด่าง (Coming, ion - analyzer 250)
3.1.12 กล่องรักษาความเย็น (Ice box)
3.1.13 Nephelometer (Bausch & Lomb.)
3.1.14 ตะเกียงบุนเซน (Bunsen)

3.2 อุปกรณ์ท่ีใชในการหาค่าฮีมาโตคริต

3.2.1 เคร่ืองอ่านค่าฮีมาโตคริต (Microhematocrit reader )
3.2.2 เครืองปันหลอด Microcappillary tube

(Micro - hematocrit centrifuge, Sigma 201 M)
3.2.3 microhematocrit tube

3.3 เซือ L a c to b a c illu s  case i, ATCC. (American Type Culture Collection) No.7469 
จาก American Type Collection , 2112 M street, Washington, D.c.

สารเคมีท่ีใช็ในการวิจ้ย

4.1 สารเคมีท่ีใซีวิเคราะห์หาปริมาณโฟเลตในซีรัมและในเม็ดเลือดแดง

4.1.1 กรดแอสคอร์บิก (Ascorbic acid)
(A.R. ของ E. Merk 1 Germany)

4.1.2 กรด'ซัล'ฟูรก (Sulfuric acid)
(A.R. ของ E. Merk 1Germany)

4.1.3 นำกลัน 2 ครังปราศจากไอออน (Deionized double distilled water)
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4.1.4 Disodium hydrogen phosphate (Na2HP04),
(E.Merck, อ - 6100 armstadt, F. R. Germany, analytical grade)

4.1.5 Ethanol (Sigma Chemical Co.)
4.1.6 Folic Acid Casei Media (Difco, Detroit, USA)
4.1.7 Gardinol Type Detergents (Teepol)
4.1.8 Micro Inoculum Broth (Difco, Detroit, USA)
4.1.9 Pteroylglutamic acid No.F - 7876 (Sigma Chemical Co.)
4.1.10 Potassium dichromate (Sigma Chemical Co.)
4.1.11 Sodium dihydrogen phosphate dihydrate (NaH2P04.2H20),

(May and Baker, analytical grade)
4.1.12 Sodium hydroxide (Sigma Chemical Co.)

5. ข้ืนตอนดำเนินการวิจัย

5.1 ข้ันตอนการสัมภาษณ์เพ่ือคัดเลือกกลุ่มตัวอย่าง

5.1.1 ทำการสัมภาษณ์สตรีอาสาสมัครตามแบบสอบถามประเมินส่วนตัวและ
สุขภาพหลังจากการตรวจรักษาสุขภาพตามข้ันตอนของศูนย์ส่งเสริมสุขภาพเขต 4 ราชบุรี 
เรียบร้อยแล้ว โดยสตรีอาสาสมัครทุกคนจะต้องตอบแบบสอบถามเพ่ือให้ใด้ข้อมูลดังน้ี

5.1.1.1 ข้อมูลส่วนตัว ได้แก่ ช่ือ อายุ ส่วนสูง น้ําหนัก เลขท่ีบัตร 
ประจำตัวผู้ป่วย ท่ีอยู่ปัจจุบัน ภาวะการต้ังครรภ์หรือให้นมบุตร และประว้ติการรับประทาน
ยาเม็ดคุมกำเนิด ข้อมูลเหล่าน้ีทำให้ลามารถแบ่งกลุ่มตัวอย่างได้

5.1.1.2 ข้อมูลด้านสุขภาพ ผู้เข้าร่วมการวิจัยต้องมีสุขภาพแข็งแรง 
ไม่มีโรคประจำตัว ไม่ได้รับการถ่ายเลือดหรือบริจาคเลือด (ถ้าได้รับการถ่ายเลือดหรือบริจาคเลือด 
ต้องมีเวลานานกว่า 4 เดือน ก่อนเข้าส่การวิจัย) และไม่อยู่ระหว่างการมีประจำเดือน ไม่สูบบุหร่ี 
ไม่ด่ืมเคร่ืองด่ืมมีแอลกอฮอล์ไม่ได้รับการเสริมวิตามิน อาหารเสริม และยาใด  ๆ โดยเฉพาะยาท่ีมี 
ผลต่อระดับโฟเลตในร่างกาย เช่น ยาต้านซัก คอร์ติโคลเตียรอยด์ และต้องไม่ได้รับยาปฏิชีวนะ 
เน่ืองจากอาจมีผลต่อการเจริญเติบโตของเช้ือ Lactobac illus case i1 ATCC. No.7469 ซ่ึงใช้ใน 
การวิเคราะห์หาปริมาณโฟเลต
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5.2 ข้ันตอนการสัมภาษณ์ข้อมูลด้านภาวะโภชนาการและข้อมูลด้านฐานะทางสังคมและ
การเงิน

5.2.1 ข้อมูลด้านภาวะโภชนาการ สัมภาษณ์ข้อมูลด้านพฤติกรรมการบริโภค 
อาหารชนิดท่ีมีปริมาณโฟเลตสูงโดยเปรียบเทียบระหว่างพฤติกรรมการบริโภคอาหารชนิดท่ีมี 
ปริมาณโฟเลตสูงก่อนเข้าส่การวิจัย (ระยะเวลาผ่านมาประมาณ 3 เดือน) กับพฤติกรรมการ
บริโภคอาหารชนิดท่ีมีปริมาณโฟเลตสูงในช่วงเวลาท่ีได้รับการสัมภาษณ์ประมาณ 1 สัปดาห์ 
อาหารท่ีมีปริมาณโฟเลตสูงท่ีสัมภาษณ์ได้แก่ ตับ ผักใบเขียว นม ไข่ ผลไม้ ( กล้วย ล้ม ) เป็นต้น

พฤติกรรมการบริโภคอาหารชนิดท่ีมีปริมาณโฟเลตสูง แบ่งออกเป็น

1. บริโภคอาหารชนิดท่ีมืปริมาณโฟเลตสูงในปริมาณสูงกว่าปกติก่อนเข้าลํการวิจัยประมาณ 
3 เดือน

2. บริโภคอาหารชนิดท่ีมืปริมาณโฟเลตสูงในปริมาณปกติเหมือนก่อนเข้าส่การวิจัยประมาณ 
3 เดือน

3. บริโภคอาหารชนิดท่ีมืปริมาณโฟเลตสูงในปริมาณต่ํากว่าปกติก่อนเข้าธุรการวิจัยประมาณ 
3 เดือน

4. ไม่บริโภคอาหารชนิดท่ีมีปริมาณโฟเลตสูง

โดยให้คะแนนในแต่ละพฤติกรรมเป็น 3, 2, 1 และ 0 ตามลำดับ (รายละเอียดแบบประเมิน 
พฤติกรรมการบริโภคอาหารชนิดท่ีมืปริมาณโฟเลตสูงแสดงในภาคผนวก ก)

การคิดคะแนนจากพฤติกรรมการบริโภคอาหารชนิดท่ีมีปริมาณโฟเลตสูงคำนวณจาก 
จำนวนอาหารชนิดที'มีปริมาณโฟเลตสูงท่ีสัมภาษณ์ท้ังหมด 5 ชนิด คูณกับคะแนนสูงสุดถ้ามืการ 
บริโภคอาหารชนิดที,มีปริมาณโฟเลตสูงในปริมาณสูงกว่าปกติคือ 3 คะแนน ได้คะแนนรวมสำหรับ 
พฤติกรรมการบริโภคอาหารชนิดท่ีมีปริมาณโฟเลตสูงเท่ากับ 15 คะแนน

ถ้าคะแนนชองพฤติกรรมการบริโภคอาหารชนิดท่ีมีปริมาณโฟเลตสูงของสตรีรายหน่ึงใน 
การวิจัยมากกว่าหรือเท่ากับ 8 คะแนน ให้ถือว่าลตรีรายน้ีมีการบริโภคอาหารชนิดท่ีมีปริมาณ 
โฟเลตสูงในปริมาณปานกลางถึงสูง แด่ถ้าคะแนนรวมของข้อมูลการบริโภคอาหารชนิดท่ีมีปริมาณ 
โฟเลตสูงน้อยกว่า 8 คะแนน ให้ถือว่ามีการบริโภคอาหารชนิดท่ีมีปริมาณโฟเลตสูงในปริมาณต่ํา
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5.2.2 ข้อมลทางด้านฐานะทางสังคมและการเงินประเมินตามแบบสอบถาม 
ข้อมูลทางด้านฐานะสังคมได้แก่ ข้อมูลด้านการดืกษาและอาชีพ และข้อมูลด้านฐานะทางการเงิน 
ได้แก่ ข้อมูลด้านรายได้ของครอบครัวต่อเดือน (รายละเอียดแบบประเมินข้อมูลด้านฐานะทาง 
สังคมและการเงินแสดงในภาคผนวก ก) เพ่ือเป็นแนวทางในการพิจารณาร่วมกับพฤติกรรมการ 
บริโภคอาหารท่ีมีปริมาณโฟเลตสูงในการประเมินความแตกต่างของปริมาณโฟเลตในชีรัมและไน 
เม็ดเลือดแดงตามพฤตกรรมการบริโภคอาหารท่ีมีปริมาณโฟเลตสูง

5.3 ข้ันตอนการเต'รึยมตัวอย่างเลีอด

เก็บตัวอย่างเลือดโดยการเจาะเลือดจากหลอดเลือดดำบริเวณ Antecubital vein จากสตรี 
อาสาสมัครคนละ 5 มิลลิลิตร นำมาแบ่งเป็น 3 ลิวน เพ่ือวิเคราะห์หาค่าฮีมาโตคริต ปริมาณโฟเลต 
ในซีรัมและในเม็ดเลือดแดงตังน้ี

5.3.1 ลิวนท่ี1 สำหรับการหาค่าฮีมาโตคริต ดูดเลือดปริมาณเล็กน้อยด้วยหลอด 
microcapillary tube ใหได้ปริมาณเลือดไม่น้อยกว่าลามในสีลิวนของหลอด microcapillary tube 
แล้วปิดก้ันปลายหลอดด้านหน่ึงด้วยดินน้ํามันเพ่ือป้องกันการร่ัวของเลือดจากหลอด จากน้ันนำไป 
วิเคราะห์'หาค่าอีมา'โตคริต โดยดำเนินการตามข้อ 6.2

5.3.2 ลิวนที' 2 สำหรับการวิเคราะห์หาปริมาณโฟเลตไนชีรัม นำเลือดประมาณ 
3 - 4 มิลลิลิตร มาปันเพ่ือแยกชีรัมด้วยเคร่ืองหมุนเหว่ียง (centrifuge) ด้วยความเร็ว 5,000 รอบ 
ต่อนาที เวลา 5 นาที เก็บตัวอย่างชีรัมท่ีได้น้ีท่ีอุณหภูมิ - 20 องศาเซลเชียส เพ่ือรอวิเคราะห์ 
หาปริมาณโฟเลตในซีรัมโดยวิธีทางจุลชีววิทยา 51-55

5.3.3 ลิวนท่ี 3 สำหรับการวิเคราะห์หาปริมาณโฟเลตในเม็ดเลือดแดง นำเลือด 
ปริมาณ 0.5 มิลลิลิตร ใลิหลอดท่ีมีสารกันเลือดแข็งตัว (heparin 5,000 I.บ. 1 หยดต่อปริมาตร 
เลือด 0.5 มิลลิลิตร) ปิเปตตัวอย่างเลือดปริมาณ 0.1 มิลลิลิตร ไลิในหลอดหรือขวดท่ีมีสารละลาย 
ร้อยละ 1 ของกรดแอสคอร์บิก (กรดแอสคอร์บิก 1 กรัมต่อน้ํากล่ัน 2 คร้ังปราศจากไอออน 100 
มิลลิลิตร) จำนวน 4.9 มิลลิลิตร (ขณะน้ีได้สัดลิวนของการเจือจางเลือดเท่ากับ 1:50)

จากน้ันปิเปตเลือดท่ีเจือจาง 1:50 ปริมาณ 0.5 มิลลิลิตรใส่ในสารละลายกรดแอสคอร์บิก 
ใน phosphate buffer พีเอซ 6.1 ปริมาณ 7.5 มิลลิลิตร เพ่ือป้องกันการเล่ือมสลายของโฟเลตใน
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ขณะน่ึงในหม้อน่ึงอัดไอน้ําท่ีอุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว 
เวลา 15 นาที และป้องกันการสูญเสียประสิทธิภาพของเช้ือ L a c to b a c illu s  case i, ATCC. 
No.7569 (ขณะน้ิได้ลารละลายเลือดเจือจาง 1:800) เก็บตัวอย่างเลือดท่ีเจือจางท่ีอุณหภูมิ
-20 องศาเซลเซียส เพ่ือรอวิเคราะห์หาปริมาณโฟเลตในเลือดท้ังหมด (whole blood) โดยวิธีทาง 
จุลชีววิทยา แล้วนำไปคำนวณหาปริมาณโฟเลตในเม็ดเลือดแดงต่อไป 51~52' 55

6. การวิเคราะห์ตัวอย่างเลือด

6.1 การทำความละอาดเคร่ืองแก้วและฝาพลาสติก

6.1.1 เคร่ืองแก้ว

ต้มเคร่ืองแก้วในน้ํากล่ันท่ีมีน้ํายา Teepol 1 ซ้อนโต๊ะต่อน้ํากล่ัน 1 ลิตร เป็นเวลาไม่ 
น้อยกว่าคร่ึงช่ัวโมง จากน้ันล้างด้วยน้ําหลาย  ๆ คร้ัง (rinse) แล้วแซ่ใน Cleansing solution อย่าง 
น้อย 12 ช่ัวโมง แล้วล้างด้วยน้ําหลาย  ๆ คร้ัง แล้วล้างด้วยน้ัากล่ัน 2 คร้ังปราศจากไอออน นำไป 
อบแห้งในตู้อบแห้ง (hot air oven) ท่ีอุณหภูมิ 250 องศาเซลเซียส จนแห้งสนิทก่อนใช้

6.1.2 ฝาพลาสติก

การทำความสะอาดฝาพลาสติก ต้มเหมือนเคร่ืองแก้วประมาณคร่ึงช่ัวโมง และล้างด้วยน้ํา 
หลาย  ๆ คร้ัง หลังจากน้ันล้างด้วยน้ัากล่ัน 2 คร้ังปราศจากไอออน นำไปอบแห้งในตู้อบแห้ง
(hot air oven) ที,อุณหภูมิ 75 องศาเซลเซียส และน่ึงด้วยหม้อน่ึงอัดไอน้ัา (autoclave) อุณหภูมิ 
120 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว 15 นาที ก่อนใช้

6.2 การหาค่าฮีมาโตคริต

นำเลือดที่ได้จากข้อ 5.3.1 จำนวน 2 หลอดต่อดัวอย่างเลือดแต่ละรายไปปันด้วยเครื่องปัน
หลอด (micro - hematocrit centrifuge) ที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 5 นาที และ
อ่านค่าฮีมาโตคริตด้วยเคริองอ่านค่าฮีมาโตคริต (micro-hematocrit reader)
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ค่าของฮีมาโตคริตท่ีวัดได้เป็นร้อยละของปริมาตรของเซลล์เม็ดเลือดแดงท่ี๓ าะกันแน่น 
(pack cell volume) ต่อปริมาตรเลือดท้ังหมดท่ีวิเคราะห์เม่ือปันในอัตราความเร็วและเวลาท่ี 
กำหนด โดยใช้ค่าเฉล่ียของค่าฮีมาโตคริต ถ้าค่าฮีมาโตคริตท่ีได้ท้ัง 2 หลอดมีความแตกต่างกัน 
มากกว่าร้อยละ 2 ต้องทำการหาค่าฮีมาโตคริตซ้ําอีกคร้ัง

6.3 การวิเคราะห์หาปริมาณโฟเลตในชีรัมและเม็ดเลือดแดง

6.3.1 การเตรียมอาหารเลียงเชือ (Maintenance media)

ละลายอาหารเล้ียงเช้ือ Micro inoculum broth 18.5 กรัม ในน้ํากล่ัน 2 คร้ังปราศจาก 
ไอออน (Deionized double distilled water) ปริมาณ 500 มิลลิลิตร โดยอุ่นเล็กน้อยพร้อมกวน 
เบา  ๆ จนละลายหมดแล้วกรองผ่านกระดาษกรอง ปิเปตส่วนท่ีกรองได้แบ่งใส่หลอดท่ีมีจุกเกลียว 
(Screw cap tube) หลอดละ 10 มิลลิลิตร ปิดจุกแล้วนำไปน่ึงฆ่าเช้ือด้วยหม้อน่ึงอัดไอน้ํา 
(autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 120 องศาเซลเชียล ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว เวลา 15 นาที แล้ว 
บ่มในตู้บ่มเช้ือ (Incubator) ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ช่ัวโมง เพ่ือตรวจดูว่า 
อาหารเล้ียงเช้ือน้ีไม่มีการปนเปีอนจากแบคทีเรีย อาหารเล้ียงเช้ือจะต้องใสจึงไม่มีการปนเปีอน
จากน้ันนำไปเก็บไวิในตู้เย็นท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส

6.3.2 การเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือความเข้มข้น 2 เท่า (Double strength Media)

เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือเพ่ือใช้ในการวิเคราะห์หาปริมาณโฟเลต โดยนำอาหารเล้ียงเช้ือ 
Folic acid casei media 9.4 กรัม มาละลายในน้ํา 100 มิลลิลิตร อุ่นอาหารเล้ียงเช้ือให้ละลาย 
แล้วปล่อยให้เย็นเท่าอุณหภูมิห้อง เติมกรดแอลคอร์บิก 50 มิลลิกรัม เพ่ือเป็นตัวรักษาความคงตัว 
ของกรดโฟลิก คนให้ละลายแล้วกรองผ่านกระดาษกรอง What man เบอร์1

6.3.3 การเตรียมสต๊อกคัลเจอร์ (Stock culture)

เพาะเล้ียงเช้ือ L a c to b a c illu s  casei, ATCC. No. 7469 ในอาหารเลียงเช้ือ
Micro inoculum broth และเก็บไว้ในตู้เย็นท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ทำการถ่ายเช้ือ 
(subculture) ทุก 2 สัปดาห์ โดยใช้เทคนิคปลอดเชือ (aseptic technique) เติมเชือตังต้นจาก 
Liquid culture จากปลายปีเปตขนาด 0.50 มิลลิลิตร 1 หยด ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อใหม่ นำไปบ่ม
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ในตู้บ่มเช้ือ (Incubator) ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ช่ัวโมง แล้วเก็บในตู้เย็นท่ี 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส

6.3.4 การเตรียมอินนอคคูลัม (Inoculum)

เตรียมในตอนบ่ายก่อนวันวิเคราะห์ 1 วัน โดยเติม Stock culture 1 หยด ลงในอาหาร 
เล้ียงเช้ือ 10 มิลลิลิตร บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 18 ช่ัวโมง นำเช้ือท่ีบ่ม 18 ช่ัวโมง 
น้ีปริมาณ 0.5 มิลลิลิตร เติมลงในอาหารเล้ียงเช้ือ 10 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
นาน 6 ช่ัวโมง

อินนอคคูลัมท่ีใชในการวิเคราะห์น้ีเรียกว่า “ L.c. “ (La c to b ac illu s  ca se i) เตรียมโดย 
เติมเช้ือท่ีบ่ม 6 ช่ัวโมง ปริมาณ 0.05 มิลลิลิตร ลงในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีใข้วิเคราะห์18 มิลลิลิตร

6.3.5 การเตรียมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์พีเอช 6.1

6.3.5.1 สารละลายกรด 0.2 M เตรียมโดยละลาย Sodium dihydrogen 
phosphate dihydrate (NaH2P04,2H20) 31.2 กรัม ในน้ํากล่ัน 2 คร้ังปราศจากไอออน แล้วปรับ 
ปริมาตรด้วยน้ํากล่ัน 2 คร้ังปร''ศจากไอออนจนครบ 1 ลิตร

6.3.5.2 สารละลายด่าง 0.2 M เตรียมโดยละลาย Di-sodium 
hydrogen phosphate (Na2HP04) 28.4 กรัม ในน้ํากล่ัน 2 คร้ังปราศจากไอออน แล้วปรับ 
ปริมาตรด้วยน้ํากล่ัน 2 คร้ังปรทศจากไอออนจนครบ 1 ลิตร

นำสารละลายข้อ 6.3.5.1 ปริมาณ 215.5 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลาย ข้อ 6.3.5.2 
ปริมาณ 37.5 มิลลิลิตร แล้วปรับปริมาตรด้วยน้ํากล่ัน 2 คร้ังปราศจากไอออนจนครบ 1 ลิตร 
สารละลายท่ีได้น้ีควรมีพีเอช 6.1 สามารถเก็บสารละลายน้ีท่ีอุณหภูมิห้องไวัไข้ได้นานกว่า 1 เดือน
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6.3.6 การเตรียมสารละลายกรดโฟลิกมาตรฐาน

1. การเตรียมสารละลายกรดโฟลิกมาตรฐาน 1.0X 10~5 กรัม/มิลลิลิดร

ช่ังกรดโฟลิกมาตรฐาน 100 มิลลิกรัม นำมาละลายในน้ํา 20 มิลลิลิตร แล้วค่อย  ๆ เติม 
สารละลาย NaOH 0.1 N ลงไปช้า  ๆ จนได้สารละลายสีเหลืองใส ปรับปริมาตรด้วยน้ํากล่ัน 2 คร้ัง 
ปราศจากไอออนให้เป็น 100 มิลลิลิตร ได้สารละลายความเข้มข้น 1.0 X 10 "3 กรัม/มิลลิลิตร 
นำสารละลายน้ีมา 1 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วยเอธานอลร้อยละ 20 ให้เป็น 100 มิลลิลิตร จะได้ 
สารละลายความเข้มข้น 1.0 X 10 ~5 กรัม/มิลลิลิตร แบ่งใส่หลอดเล็ก  ๆ หลอดละ 2 มิลลิลิตร 
เก็บไว้ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส

2. กา?เตรียมสารละลายกรดโฟลิกมาตรฐาน1.0X 10"9 กรัม/มิลลิลิตรและ1.0X 10 10 
กรัม/มิลลิลิตร

นำสารละลายกรดโฟลิกมาตรฐานความเข้มข้น 1.0 X 10 ~5 กรัม/มิลลิลิตร ท่ีแข้แข็งไว้ท่ี 
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ต้ังท้ิงไว้ให้ละลาย ปิเปตมา 1 มิลลิลิตร ใส่ขวดแล้วปรับปริมาตรเป็น 
100มิลลิลิตรโดยเติมน้ํากล่ัน2 คร้ังปราศจากไอออน ได้สารละลายม ีความเข้มข้น 1.0 X 10 ’ 7 

กรัม/มิลลิลิตร

สารละลายกรดโฟลิกความเข้มข้น 1.0 X 10 ’9กรัม/มิลลิลิตร เตรียมโดยปิเปตสารละลาย 
ม ีความเข้มข้น 1.0 X 10 ” 7 กรัม/มิลลิลิตร ปริมาณ 1 มิลลิลิตร ใส่ในขวดปริมาตรขนาด 100 
มิลลิลิตร เติมน้ํากล่ัน 2 คร้ังปราศจากไอออนให้ครบ 100 มิลลิลิตร จะได้สารละลายกรดโฟลิก 
ความเข้มข้น 1.0 X 10 "9 กรัม/มิลลิลิตร จากน้ันปิเปตสารละลายกรดโฟลิกความเข้มข้น

1.0 X 10 '9 กรัม/มิลลิลิตร ปริมาณ 10 มิลลิลิตร และเติมน้ํากล่ันให้ครบ 100 มิลลิลิตร ในขวด 
ปรับปริมาตร จะได้สารละลายกรดโฟลิกความเข้มข้น 1.0X 10'1° กรัม/มิลลิลิตร

6.3.7 การเตรียมสารละลายบัฟเฟอร์ที่มีกรดแอสคอร์บิก

ละลายกรดแอสคอร์บิก 150มิลลกิรัมในสารละลายบัฟเฟอร์พีเอช6.1 (จากข ้อ6.3.5) 
โดยสารละลายนี้จะต้องเตรียมขึ้นใหม่ทุกครั้งที่ทำการวิเคราะห์



41

6.3.8 การเตรียมสารละลายคลีนซิง (Cleansing solution)

ช่ังโพแทสเซียมไดโครเมต 10 กรัม ละลายในน้ํา 75 มิลลิลิตร และเติมกรดชัลฟูริกเข้มข้น 
25 มิลลิลิตร ลงข้า  ๆผสมให้เข้ากัน

6.3.9 การวิเคราะห์ปริมาณโฟเลตในซีรัม

6.3.9.1 เตรียมขวดสำหรับวิเคราะห์สารละลายกรดโฟลิกมาตรฐาน 
โดยเขียนเรียงหมายเลขและเตรียมสารละลายมาตรฐานความเข้มข้นต่าง  ๆ ด้วยการเติมน้ํา 
เติมสารละลายมาตรฐานเข้มข้น 1.0 X 10 '9 กรัม/มิลลิลิตร และ1.0 X 10 ~10 กรัม/มิลลิลิตร 
ตามปริมาตรท่ีแสดงในตารางท่ี 3 ขวดวิเคราะห์มาตรฐานน้ีแต่ละขวดมีปริมาตรเท่ากับ 6 มิลลิลิตร

6.3.9.2 เขียนเรียงหมายเลขขวดท่ีใช้วิเคราะห์สารละลายตัวอย่างซีรัม 
และเติมน้ําตามปริมาตรดังแสดงในตารางท่ี 4

6.3.9.3 เติมอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีความเข้มข้นเป็น 2 เท่า (เตรียมได้จาก 
ข้อ 6.3.2) ลงในขวดวิเคราะห์สารละลายตัวอย่างโดยใชใซร้ิงค์อัตโนมัติ (automatic syringe )
ขวดละ 3 มิลลิลิตร

6.3.9.4 เติมอาหารเล้ียงเช้ือของ Assay medium ลงในขวด L.C. 
18มิลลิลิตร เพ่ือเป็นตัวเจือจางแบคทีเรีย

6.3.9.5 ปิดจุกขวดแล้วน่ึงในหม้อน่ึงอัดไอน้ํา (autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 
120 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว เวลา 15นาที แล้วท้ิงให้เย็นท่ีอุณหภูมิห้อง

6.3.9.6 เติมอินนอคคูลัม 1 หยด ลงในขวด L.C. เขย่าให้เข้ากัน ดูดด้วย 
หลอดหยดแล้วเติมลงในขวดวิเคราะห์สารละลายตัวอย่างทุก  ๆขวด ขวดละ 1 หยด

6.3.9.7 เขย่าให้เข้ากันแล้วบ่มท่ีตู้บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส
เวลา 40-48 ชัวโมง
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6.3.9.8 อ่านค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายในหลอดหรือวัดความขุ่น 
(turbidity) โดยแสดงเป็นค่าการดูดกลืนแลง (absorbance) ด้วยเคร่ืองลเปกโตรโฟโตมิเตอร์
ท่ีความยาวคล่ืนแสง 655 นาโนเมตร

6.3.9.9 สร้างกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้น 
ของกรดโฟลิก (พิโคกรัม/มิลลิลิตร) กับค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายในหลอดวิเคราะห์ 
สารละลายตัวอย่าง (absorbance) แล้วหาความเข้มข้นของปริมาณโฟเลตในซีรัมจากตัวอย่าง 
จากกราฟมาตรฐาน (Standard curve) ตังแสดงในรูปท่ี 15 จากน้ันคำนวณหาปริมาณโฟเลตจาก 
ตัวอย่าง'ซีรัมตังน้ี

ปริมาณโฟเลตในซีรัม = ปริมาณโฟเลตจากกราฟมาตรฐาน X0.12 นาโนกรัม/มิลลิลิตร

(ท่ีมาของสูตรการคำนวณแสดงในภาคผนวก ข.)

6.3.10 การวิเคราะห์ปริมาณโฟเลตในเม็ดเลือดแดง

ใข้วิธีการเดียวกันกับวิธีวิเคราะห์ปริมาณโฟเลตในซีรัม แต่เขียนเรียงหมายเลขขวดท่ีใช้ 
วิเคราะห์สารละลายตัวอย่างเลือด และเติมน้ําตามปริมาตรท่ีแสดงในตารางท่ี 5 โดยปริมาตรเลือด 
น้ีได้จากการปิเปตสารละลายเจือจางเลือด 1 : 800 จากตัวอย่างเลือดท่ีเจาะไว้ในข้อ 6.2.3 และ 
คำนวณหาปริมาณโฟเลตในเซลล์เม็ดเลือดตังน้ี (แสดงท่ีมาของสูตรการคำนวณในภาคผนวก ข.)

ปริมาณโฟเลตในเซลล์เม็ดเลือดแดง (นาโนกรัม/มิลลิลิตร) =

ปริมาณโฟเลตในเลือดท้ังหมด (whole blood folate)-(ค่าฮีมาโตคริต/100)xllริมาณโฟเลตในชีรัม

ค่าฮีมาโตคริต/100

(ปริมาณโฟเลตในเลือดท้ังหมด (whole blood folate) = ปริมาณโฟเลตจากกราฟมาตรฐาน X 9.6

นาโนกรัม/มิลลิลิตร)
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ตารางท่ี 3 ปริมาตรสารละลายในขวดวิเคราะห์มาตรฐาน 51-55

หมายเลข จำนวน
ขวด

ความเข้มข้น 
สุดท้าย 

(พิโคกรัมต่อ 
มิลลิลิตร)

สารละลายกรดโฟลิกมาตรฐาน 
(มลลิสิตร) ปริมาตรน้ํา 

(มิลลิลิตร)
ปริมาตรอาหาร 

เล้ียงเช้ือ 
(มิลลิลิตร)

1.0X 10"10 
(กรัม/มิลลิลิตร)

1.0X 10 "9 
(กรัม/มลสิลิตร)

ควบคุม 1 0 - - 3.00 3.00
0 2 0 - - 3.00 3.00
1 2 5 0.30 2.70 3.00
2 2 10 0.60 2.40 3.00
3 2 20 1.20 1.80 3.00
4 2 40 2.40 0.60 3.00
5 2 70 0.20 0.40 2.40 3.00
6 2 100 - 0.60 2.40 3.00
7 2 150 - 0.90 2.10 3.00
8 2 200 - 1.20 1.80 3.00
9 2 300 - 1.80 1.20 3.00
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ตารางท่ี 4 ปริมาตรสารละลายตัวอย่างในขวดวิเคราะห์ตัวอย่างซีรัม 51-53

หมายเลข จำนวนขวด ปริมาตรซีรัม ปริมาตรน้ํา 
(มิลลิลิตร)

ปรมาตรอาหาร 
เล้ียงเช้ือ 

(มิลลิลิตร)

ปริมาตรรวม 
ในขวดวิเคราะห์ 

(มิลลิลิตร)
1 2 0.05 2.95 3.00 6.00
2 2 0.05 2.95 3.00 6.00
3 2 0.05 2.95 3.00 6.00
4 2 0.05 2.95 3.00 6.00
5 2 0.05 2.95 3.00 6.00
6 2 0.05 2.95 3.00 6.00

ตารางท ี่5 ปริมาตรสารละลายในขวดวิเคราะห์ตัวอย่างเลือด(เม็ดเลือดแดง)51"52' 55

หมายเลข จำนวน
ขวด

ปริมาตรเลือด 
(มิลลิลิตร)

ปริมาตร,นา 
(มิลลิลิตร)

ปริมาตรอาหาร 
เล้ียงเช้ือ 

(มิลลิลิตร)

ปริมาตรรวม 
ในขวดวิเคราะห์ 

(มิลลิลิตร)
1 2 0.50 2.50 3.00 6.00
2 2 0.50 2.50 3.00 6.00
3 2 0.50 2.50 3.00 6.00
4 2 0.50 2.50 3.00 6.00
5 2 0.50 2.50 3.00 6.00
6 2 0.50 2.50 3.00 6.00
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ความเข้มข้นของกรดโฟลิก (พิโคกรัม/มิลลิลิตร)

ภาพท่ี 15 กราฟมาตรฐานของกรดโฟลิก
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7. การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ ใช้โปรแกรม SPSS for Windows 10.0 Version.55 ดังน้ี

7.1 การตรวจสอบการแจกแจงของข้อมูล ได้แก่

7.1.1 การตรวจลอบการแจกแจงของข้อมูลใช้สถิติทดสอบ Shapiro-WilkTest

7.1.2 การตรวจลอบความแปรปรวนของข้อมูลใช้สถิติทดสอบ Levene’s Test

ข้อมูลที่ใช้วิเคราะห์ทางสถิติที,เป็นพารามิเตอร์ต้องมีการกระจายแบบปกติและมีความ 
แปรปรวนไม่แตกต่างกันจึงสามารถนำมาวิเคราะห์ทางสถิติได้อย่างถูกต้อง

7.2 การวิเคราะห์ความแปรปรวนแบบ 2 ทางหรือ 2 ปัจจ้ยใช้สถิติ 2-WAY Analysis of 
Variance (2-WAY ANOVA)

7.3 การเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ียของปริมาณโฟเลตในซีร์มและเม็ดเลือดแดงใช้ 
สถิติ Least-Significant Different (LSD) ในการเปรียบเทียบเซิงช้อน (Multiple 
comparison) โดยมีเง่ือนไขว่าความแปรปรวนของข้อมูลทุกกลุ่มต้องเท่ากัน

7.4 การสืกษาความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณโฟเลตในชีรัมกับปริมาณโฟเลตในเม็ดเลือดแดง 
และความสัมพันธ์ระหว่างค่าฮีมาโตคริตกับปริมาณโฟเลตในชีรัมและในเม็ดเลือดแดงโดย 
สถิติ Pearson correlation

7.5 การเปรียบเทียบความแตกต่างของปริมาณโฟเลตในซีร์มและในเม็ดเลือดแดงตามภาวะ 
โลหิตจางหรือปกติ โดยสถิติ Independent sample T- test

7.6 การเปรียบเทียบความแตกต่างของปริมาณโฟเลตในชีรัมและในเม็ดเลือดแดงตาม 
พฤติกรรมการบริโภคอาหารท่ีมีปริมาณโฟเลตสูง โดยสถิติ Independent sample T- test
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