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ABSTRACT 

 

 Novel analytical methods involving biochemical species and/or biochemical 

reactions based on flow based system have been developed.  These systems include 1) 

rapid quantitative analysis  of serum bone alkaline phosphatase as a biomarker for 

bone related diseases, 2) automatic and fast analysis for investigation of inhibitory 

activity of antioxidant in the lipid peroxidation process and for the determination of 

lipid hydroperoxide as a parameter of oil quality control, 3) precise and automatic 

system for study kinetics of an enzyme and for the determination of hydrogen 

peroxide and 4) simple, automatic and rapid system to detect direct bilirubin and for 

successive evaluation of direct bilirubin together with creatinine for liver function 

test.  
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 A rapid automatic flow injection-bead injection (FI-BI) system was introduced 

for the assay of serum bone alkaline phosphatase (BALP) in different groups of 

patients to evaluate its effectiveness as a biomarker of bone cancer. The assay was 

based on specific interaction of BALP with wheat germ coated beads.  Activities of 

BALP in osteosarcoma were compared to those in metastasis and sarcoma groups and 

also to those previously reported in osteoporosis patients. The FI-BI technique 

successfully quantitated BALP in human serum in approximately 15 min/sample as 

compared to 23 h using conventional ELISA. Based on statistical calculations, 

abilities of the FI-BI system and ELISA kit to distinguish normal from osteosarcoma 

group appeared to be comparable. The average and median of BALP levels found in 

various sample groups are significantly different and can be placed in the order of 

high to low as follows; osteosarcoma> sarcoma> metastasis>osteoporosis> normal.  

 Spectrophotometric sequential injection (SI) system for investigation of 

inhibition property of antioxidant compounds in lipid peroxidation process was 

developed with the reduction in analysis time and enhancement in the automation. 

The linoleic acid was used as a model system which was initially oxidized by 2,2’-

azobis(2-methylpropionamidine) dihydrochloride (AAPH) free radical to obtain lipid 

hydroperoxide. After that, lipid hydroperoxide was detected by ferric thiocyanate 

method. Amount of lipid hydroperoxide could be decreased in the present of 

antioxidants in the lipid peroxidation process, as it is believed to play a role of an 

inhibitor in oxidation of lipid. Chemical and physical parameters were examined to 

increase the analytical performance of this system. For selected conditions, the SI 

system could complete the operation in approximately 10 min/cycle including 

oxidation/anti-oxidation linoleic acid and detection lipid hydroperoxide steps.  This 
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resulted in shorter analysis time of 10 min per sample instead of 5 h for batch-wise 

procedure. The results of inhibitory concentration at 50% (IC50) and trolox equivalent 

antioxidant capacity (TEAC) provided from the developed system were well 

correlated with those results achieved by batch-wise procedure. Moreover, the 

developed SI system should be a good alternative for the determination of lipid 

hydroperoxide which is one of the parameters for oil and fat quality control based on 

ferric thiocyanate method. Benzoyl peroxide was appropriately used to make the 

standard calibration graph for the determination of lipid hydroperoxide. Linear range 

was up to 0.5 mM with a limit of detection (LOD) (3) of 0.015 mM of benzoyl 

peroxide. Relative standard deviation (RSD) of 1.3% was achieved at 0.3 mM for 11 

injections and %recoveries were found to be in the range of 97.2-99.5%. The lipid 

hydropeoxide contents in 8 edible oil samples obtained by this method agreed well 

with that of batch-wise American Oil Chemists' Society (AOCS) method.  

A sequential injection-lab-at-valve (SI-LAV) segmented flow system for 

kinetic study of an enzyme was developed. Air segments were introduced for 

separation of enzyme and substrate zones and separation of the stacked zones from 

the carrier solution.  This ensures the measurement of the initial rate and minimizes 

the dilution/dispersion effect. The open-ended mixing chamber makes it possible to 

use air segments in the flow system without the need for additional air segment 

discarding steps. The kinetic parameters for the enzyme horseradish peroxidase 

(HRP) based on initial rate was used as a model study. The operation of the system is 

virtually the same as that of the conventional batch-wise process. The kinetic 

parameters (i.e. Km and Vmax) of HRP obtained using the proposed system agree 

well with those obtained using the batch-wise process. The proposed system offers 
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additional benefits in volume down scaling, improved rapidity and automatic features 

that does not require a skillful operator. SI-LAV segmented was successfully applied 

for quantification of hydrogen peroxide in chemical disinfectants and hair bleaching 

solution, based on catalytic oxidation of white radish (Raphanus sativus) peroxidase 

which is an alternative source of low cost plant peroxidase enzyme. A calibration 

graph could be performed in the range of 0-0.1 mM of H2O2 with LOD (3) of 3.8 

M. This flow system offered fast analysis (20 sample h
-1

). Coefficient of variation 

(CV) was less than 2% for 0.03 mM with 11 runs. Therefore, SI-LAV air segmented 

flow system with white radish peroxidase can be used as a low cost and green 

chemical analysis alternative method for the detection of hydrogen peroxide for 

routine quality control.  

A novel simultaneous injection effective mixing analysis system (SIEMA) 

with three channels for determination of direct bilirubin in urine sample was 

developed. Bilirubin reacts with diazotized sulfanilic acid in the presence of n-octyl-

-D-thioglucoside (OTG) as a solubilizing agent to form OTG-azobilirubin. The flow 

and chemical variables were investigated. A linear calibration graph for direct 

bilirubin was obtained over the range of 0–1.0 mg L
−1

 (r
2
 = 0.994) with LOD (3) of 

4.7 g L
−1

, and RSD being 1.9% of 0.5 mg L
−1

 of direct bilirubin (n = 11). The results 

in healthy adults urine obtained by the proposed approach were found in good 

agreement with those obtained by the batch-wise diazo method. Another 

configuration with four channels of SIEMA for successive determination of direct 

bilirubin and creatinine in urinary samples was further developed. Azobilirubin and 

creatinine-picrate complex were sequentially monitored at 535 nm. The calibration 

graphs were achieved up to 5.0 mg L
-1

 for direct bilirubin and 100 mg L
-1

 for 
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creatinine. RSDs of direct bilirubin (3 mg L
-1

) and creatinine (50 mg L
-1

) for 11 

replications were 1.5% and 1.0% respectively. LOD (3) was obtained 7 g L
-1

 for 

direct bilirubin and 0.6 mg L
-1

 for creatinine. The sample throughput for stepwise 

detection was 33 h
-1

. The proposed method was successfully applied to the successive 

determination of direct bilirubin and creatinine in healthy urine samples. The results 

of direct bilirubin concentrations agreed well with those obtained by vanadate 

oxidation method. Direct measurement of direct bilirubin and creatinine by this 

method offered useful information on direct bilirubin/creatinine ratio.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 xi 
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บทคัดย่อ 

 ไดพ้ฒันาวิธีการวิเคราะห์แนวใหม่ท่ีเก่ียวขอ้งกบัสปีชีส์ทางชีวเคมีและ/หรือปฏิกิริยาทาง
ชีวเคมีโดยอาศยัระบบการไหล ระบบท่ีไดพ้ฒันาข้ึนประกอบไปดว้ย ๑) การวิเคราะห์เชิงปริมาณ
อยา่งรวดเร็วของเซร่ัมโบนฟอสฟาเทสอลัคาไลน์ซ่ึงเป็นสารบ่งช้ีทางชีวภาพส าหรับโรคท่ีเก่ียวขอ้ง
กบักระดูก ๒) การวิเคราะห์โดยอตัโนมติัและรวดเร็วเพื่อการศึกษากิจกรรมการยบัย ั้งของสารตา้น
อนุมูลอิสระในกระบวนการเกิดลิพิดเปอร์ออกซิเดชนั และเพื่อวิเคราะห์หาปริมาณของลิพิดไฮโดร
เปอร์ออกไซด์ซ่ึงเป็นพารามิเตอร์หน่ึงของการควบคุมคุณภาพของน ้ ามนั ๓) ระบบท่ีแม่นย  าและ
อตัโนมติัส าหรับการศึกษาจลนพลศาสตร์ของเอนไซมแ์ละการวิเคราะห์หาปริมาณของไฮโดรเจน
เปอร์ออกไซด์และ  ๔) ระบบท่ีง่ายมีความเป็นอตัโนมติัและรวดเร็วส าหรับการตรวจสอบหา
ปริมาณเด็อเร็คทบิลิรูบินและส าหรับการวิเคราะห์หาปริมาณแบบตามล าดบัของเด็อเร็คทบิลิรูบิน
พร้อมกบัครีตินินเพื่อการทดสอบการท างานของตบั 

ระบบโฟลอินเจคชนั-บีดอินเจคชนัท่ีรวดเร็วและอตัโนมติัถูกน ามาใช้ส าหรับการทดสอบ
หาปริมาณของซีร่ัมโบนอลัคาไลน์ฟอสฟาเทส ในกลุ่มของผูป่้วยท่ีแตกต่างกนัเพื่อประเมินวา่สารน้ี
มีประสิทธิภาพในการเป็นสารบ่งช้ีทางชีวภาพของโรคมะเร็งกระดูก การวิเคราะห์จะอาศัย
ปฏิสัมพนัธ์ท่ีเฉพาะเจาะจงของโบนอลัคาไลน์ฟอสฟาเทสกบัสารแลคตินท่ีไดจ้ากจมูกขา้วสาลีท่ี
เคลือบบนบีด แอคติวิตีของโบนอลัคาไลน์ฟอสฟาเทสในผูป่้วยมะเร็งกระดูกชนิดออสติโอซาร์โค
มาถูกน าไปเปรียบเทียบกบักลุ่มของผูป่้วยท่ีอยู่ในการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งและกลุ่มของ
ผูป่้วยมะเร็งเน้ือเยื่ออ่อน และยงัได้เปรียบเทียบกบัรายงานก่อนหน้าน้ีในผูป่้วยโรคกระดูกพรุน 
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เทคนิคโฟลอินเจคชนั-บีดอินเจคชนัประสบความส าเร็จในการวิเคราะห์หาปริมาณโบนอลัคาไลน์
ฟอสฟาเทสในซีร่ัมของมนุษยใ์ช้เวลาประมาณ ๑๕ นาทีต่อตวัอย่าง ซ่ึงเม่ือเปรียบเทียบกบัการ
วเิคราะห์โดยใชว้ิธีเอนไซมอิ์มมูโนแอสเสยแ์บบธรรมดาพบวา่ใชเ้วลา ๒-๓ ชัว่โมง ระบบโฟลอิน
เจคชนั-บีดอินเจคชนัและชุดเอนไซมอิ์มมูโนแอสเสยเ์ม่ืออาศยัการค านวณทางสถิติจะสามารถแยก
กลุ่มคนปกติออกจากกลุ่มผูป่้วยมะเร็งกระดูกชนิดออสติโอซาร์โคมาไดอ้ยา่งชดัเจน ค่าเฉล่ียและค่า
กลางของระดบัโบนอลัคาไลน์ฟอสฟาเทสท่ีพบในหลากหลายกลุ่มตวัอยา่งมีความแตกต่างกนัอยา่ง
มีนัยส าคญั และสามารถเรียงล าดบัปริมาณโบนอลัคาไลน์ฟอสฟาเทสจากสูงไปต ่าได้ดงัน้ี กลุ่ม
ผูป่้วยมะเร็งกระดูกชนิดออสติโอซาร์โคมา>กลุ่มผูป่้วยมะเร็งเน้ือเยื่ออ่อน>กลุ่มผูป่้วยท่ีอยู่ในการ
แพร่กระจายของเซลลม์ะเร็ง>กลุ่มผูป่้วยโรคกระดูกพรุน>กลุ่มคนปกติ 

ไดพ้ฒันาระบบสเปกโทรโฟโตเมตริกซีเควนเชียลอินเจคชนัส าหรับการศึกษาคุณสมบติั
การยบัย ั้งของสารตา้นอนุมูลอิสระในกระบวนการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนัของไขมนั เพื่อลดเวลา
การวิเคราะห์และเพิ่มประสิทธิภาพให้ระบบมีความเป็นอตัโนมติั กรดลิโนเลอิกถูกใช้เป็นระบบ
ตน้แบบส าหรับการศึกษา ซ่ึงขั้นแรกจะถูกออกซิไดซ์ด้วยสารอนุมูลอิสระ ๒,๒’-เอโซบิส (๒-
เมทิลโพรพิโอนาทิดิน) ไดไฮโดรคลอไรด์ ไดลิ้พิดไฮโดรเปอร์ออกไซด์เกิดข้ึน หลงัจากนั้นลิพิด
ไฮโดรเปอร์ออกไซดถู์กตรวจวดัโดยวิธีเฟริคไธโอไซยาเนต ปริมาณของลิพิดไฮโดรเปอร์ออกไซด์
จะลดลงเม่ือมีสารตา้นอนุมูลอิสระในกระบวนการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมนั เน่ืองจาก
เป็นไปไดว้่าสารตา้นอนุมูลอิสระมีบทบาทในการยบัย ั้งการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนัของไขมนัได ้
เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการวิเคราะห์ของระบบน้ีพารามิเตอร์ต่างๆทางเคมีและทางกายภาพได้ถูก
ท าการศึกษา ภายใตส้ภาวะท่ีเลือก ระบบซีเควนเชียลอินเจคชันท างานได้อย่างสมบูรณ์ในเวลา
ประมาณ ๑๐ นาทีต่อรอบ ซ่ึงประกอบไปด้วยขั้นตอนของการ ออกซิเดชนั/แอ๊นไท-ออกซิเดชัน
ของกรดลิโนเลอิก และขั้นตอนตรวจวดัลิพิดไฮโดรเปอร์ออกไซด์ ผลท่ีได้คือใช้เวลาในการ
วิเคราะห์ ๑๐ นาทีต่อตวัอยา่ง แทนท่ีจะเป็น ๕ ชัว่โมงส าหรับการทดลองแบบแบทช์ ผลของความ
เขม้ขน้ท่ียบัย ั้งท่ี ๕๐ เปอร์เช็นต ์และค่าท่ีสัมพนัธ์กบัสารตา้นอนุมูลอิสระมาตรฐานโทรล็อก (ทีอีเอ
ซี) ท่ีไดจ้ากระบบท่ีพฒันาข้ึนมีความสอดคลอ้งดีกบัผลท่ีท าไดด้ว้ยวิธีแบบแบทช์ นอกจากน้ีระบบ
ซีเควนเชียลอินเจคชันท่ีพฒันาข้ึนควรเป็นอีกทางเลือกท่ีดีส าหรับการวิเคราะห์หาปริมาณลิพิด
ไฮโดรเปอร์ออกไซด์ซ่ึงเป็นหน่ึงในพารามิเตอร์ส าหรับการควบคุมคุณภาพของน ้ ามนัและไขมนั
โดยอาศยัวธีิการเฟริคไธโอไซยาเนตในการวเิคราะห์ เบ็นโซอิวเปอร์ออกไซด์มีความเหมาะสมท่ีจะ
ถูกน ามาใชเ้พื่อสร้างกราฟมาตรฐานส าหรับการวิเคราะห์หาปริมาณของลิพิดไฮโดรเปอร์ออกไซด ์
ช่วงความเป็นเส้นตรงสูงถึง ๐.๕ มิลลิโมลาร์ ท่ีขีดจ ากดัในการตรวจวดั ๐.๐๑๕ มิลลิโมลาร์ของเบ็น
โซอิวเปอร์ออกไซด์ ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพทัธ์มีค่าเท่ากบั ๑.๓ เปอร์เช็นต ์ท่ี ๐.๓ มิลลิโมลาร์ 
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โดยฉีดซ ้ าทั้งหมด ๑๑ คร้ัง และร้อยละการได้กลบัคืนพบว่าอยู่ในช่วง ๙๗.๒-๙๙.๕ เปอร์เช็นต ์
ปริมาณลิพิดไฮโดรเปอร์ออกไซด์ท่ีมีใน ๘ ตวัอย่างน ้ ามนัพืชท่ีไดจ้ากการวิเคราะห์โดยวิธีการน้ีมี
ความสอดคลอ้งกนักบัผลท่ีไดจ้ากการทดลองแบทช์  

ได้พฒันาระบบซีเควนเชียลอินเจคชันแลบเอดวาล์วเซ็กเมนต์โฟลส าหรับการศึกษา
จลนพลศาสตร์ของเอนไซม์ เซ็กเมนต์อากาศไดถู้กน ามาใช้ส าหรับขั้นระหว่างโซนเอนไซม์และ
โซนสับสเตรท และแยกโซนเอนไซมส์ับเสตรทออกจากสารละลาย ซ่ึงท าให้แน่ใจในการวดัอตัรา
เร่ิมตน้ และลดการเจือจาง/การกระจายตวัของสาร ช่องผสมสารแบบปลายเปิดช่วยให้สามารถใช้
ส่วนของอากาศในระบบโฟลได้โดยไม่จ  าเป็นต้องมีขั้นตอนของการก าจัดอากาศทิ้งเพิ่มเติม 
เอนไซม์ฮอสแรดิชเปอร์ออกซิเดสถูกใช้เป็นแบบจ าลองในการศึกษาเพื่อหาตัวแปรทาง
จลนพลศาสตร์โดยอาศยัอตัราเร่ิมตน้ การท างานของระบบเป็นเสมือนกระบวนท่ีด าเนินการดว้ย
แบบแบทช์ธรรมดา ตวัแปรทางจลนพลศาสตร์ เช่น ค่าคงท่ีของมิเชลิสและอตัราเร็วสูงสุดของฮอส
แรดิชเปอร์ออกซิเดสท่ีไดจ้ากการใชร้ะบบท่ีเสนอมีความสอดคลอ้งกนัดีกบัค่าท่ีไดจ้ากการทดลอง
แบบแบทซ์ ระบบท่ีน าเสนอมีประโยชน์เพิ่มเติมอ่ืนๆในแง่ของการลดปริมาณสาร เพิ่มความเป็น
อตัโนมติัและความรวดเร็ว อีกทั้งยงัไม่ตอ้งใชผู้ท้  าการทดลองท่ีมีทกัษะความช านาญมากอีกดว้ย ซี
เควนเชียลอินเจคชันแลบเอดวาล์วเซ็กเมนต์ได้ประสบความส าเร็จในการประยุกต์ส าหรับหา
ปริมาณของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดใ์นน ้ายาฆ่าเช้ือสารเคมีและน ้ายาฟอกสีผมโดยอาศยัการเร่งการ
เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนัของเอนไซมเ์ปอร์ออกซิเดสจากหวัไชเทา้ซ่ึงเป็นอีกทางเลือกส าหรับแหล่ง
ของเอนไซมเ์ปอร์ออกซิเดสจากพืชท่ีราคาถูก กราฟมาตราฐานสามารถแสดงในช่วง ๐-๐.๑ มิลลิโม
ลาร์ ของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์ดว้ยขีดจ ากดัในการตรวจวดั ๓.๘ ไมโครโมลาร์ ระบบการไหลน้ี
สามารถใหก้ารวเิคราะห์ท่ีรวดเร็ว (๒๐ ตวัอยา่งต่อชัว่โมง) ค่าสัมประสิทธ์ิของการแปรผนัมีค่านอ้ย
กวา่ ๒ เปอร์เช็นต ์ท่ีความเขม้ขน้ ๐.๐๓ มิลลิโมลาร์ โดยการทดลองซ ้ า ๑๑ คร้ัง ดงันั้นซีเควนเชียล
อินเจคชนัแลบเอดวาล์วเซ็กเมนต์โดยใชเ้อนไซมเ์ปอร์ออกซิเดสจากหวัไชเทา้สารมารถใช้เป็นอีก
หน่ึงทางเลือกในการวิเคราะห์ท่ีมีค่าใช้จ่ายต ่าและการวิเคราะห์ทางเคมีสีเขียวส าหรับตรวจวดั
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดใ์นการควบคุมคุณภาพแบบประจ า 

ไดพ้ฒันาระบบการวเิคราะห์แนวใหม่ไซมลัเทเนียสอินเจคชนัอิเฟ้กทิฟมิคซิงคอ์ะเนลลิซิส 
(เซียมา) ท่ีมีสามช่องส าหรับน าสารเขา้เพื่อวิเคราะห์หาปริมาณของเด็อเร็คทบิลิรูบินในตวัอย่าง
ปัสสาวะ บิลิรูนบินท าปฏิกิริยากบัไดอะโซไตซ์ของกรดซัลฟานิลิกท่ีมี เอน-ออกทิล-เบตา้-ดี-ไธ
โอกลูโคไซด ์(โอทีจี) ซ่ึงเป็นสารช่วยละลายไดเ้ป็น โอทีจี-อะโซบิลิรูนบิน ตวัแปรการไหลและตวั
แปรทางเคมีไดถู้กท าการศึกษา กราฟความเขม้ขน้มาตรฐานเชิงเส้นตรงส าหรับเด็อเร็คทบิลิรูบินท่ี
ไดอ้ยู่ในช่วง ๐-๑.๐ มิลลิกรัมต่อลิตร ท่ีขีดจ ากดัในการตรวจวดั ๔.๗ ไมโครกรัมต่อลิตร และค่า
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เบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพทัธ์เท่ากบั ๑.๙ เปอร์เซ็น ของ ๐.๕ มิลลิกรัมต่อลิตร ของเด็อเร็ทบิลิรูบิน 
(๑๑ ซ ้ า) ผลท่ีไดจ้ากการวเิคราะห์ปัสสาวะผูใ้หญ่ท่ีสุขภาพดีดว้ยวธีิท่ีน าเสนอพบวา่ไดผ้ลสอดคลอ้ง
ดีกบัผลการวเิคราะห์ท่ีไดจ้ากการวเิคราะห์แบบแบทช์ไดอะโซ การออกแบบระบบเซียมาแบบอ่ืนๆ
ท่ีมีส่ีช่องทางในการน าเขา้สารส าหรับการวิเคราะห์หาปริมาณแบบตามล าดบัขั้นของเด็อเร็คทบิลิรู
บินและครีตินินในตวัอย่างปัสสาวะได้รับการพฒันาต่อไป อะโซบิลิรูนบินและส่ารประกอบ
เชิงซ้อนของครีตินิน-พิเครทถูกตรวจติดตามอย่างเป็นล าดบัท่ี ๕๓๕ นาโนเมตร กราฟมาตรฐาน
ส าหรับเด็อเร็คทบิลิรูบินท่ีไดสู้งถึง ๕.๐ มิลลิกรัมต่อลิตร และส าหรับครีตินินสูงถึง ๑๐๐ มิลลิกรัม
ต่อลิตร ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพทัธ์ของเด็อเร็คทบิลิรูบิน (๓ มิลลิกรัมต่อลิตร) และครีตินิน (๕๐ 
มิลลิกรัมต่อลิตร) ท่ีท าการทดลองซ ้ าทั้งหมด ๑๑ คร้ัง มีค่าเท่ากบั ๑.๕ และ ๑.๐ เปอร์เซ็นตามล าดบั 
ขีดจ ากดัในการตรวจวดัท่ีไดคื้อ ๗ มิลลิกรัมต่อลิตรส าหรับเด็อเร็คทบิลิรูบิน และ ๐.๖ มิลลิกรัมต่อ
ลิตรส าหรับครีตินิน ปริมาณของตวัอยา่งท่ีสามารถตรวจวดัไดแ้บบเป็นล าดบัขั้นคือ ๓๓ ตวัอยา่งต่อ
ชัว่โมง วธีิท่ีน าเสนอถูกน าประยุกตใ์ชเ้พื่อการวิเคราะห์หาปริมาณแบบตามล าดบัของเด็อเร็คทบิลิรู
บินและครีตินินในตวัอย่างปัสสาวะผูท่ี้มีสุขภาพดี ผลท่ีได้ของความเข้มข้นเด็อเร็คทบิลิรูบิน
สอดคลอ้งเป็นอย่างดีกบัผลท่ีไดจ้ากวิธีการออกซิเดชนัดว้ยวาเนเดต การตรวจวดัโดยตรงของเด็อ
เร็คทบิลิรูบินและครีตินินใหข้อ้มูลท่ีเป็นประโยชน์ในการหาอตัราส่วนของเด็อเร็คทบิลิรูบินต่อครีติ
นิน 
 
 


