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กิตติกรรมประกาศ 

 
 คณะนกัวจิยัโครงการอุปกรณ์ตรวจจบัอนุภาคและเซลลแ์บบวดัค่าการน าไฟฟ้าชนิด
ไม่สมัผสัและการประยุกต์เพื่อตรวจวนิิจฉัยทางการแพทย ์ขอขอบคุณ ฝ่ายวชิาการ ส านักงาน
กองทุนสนับสนุนการวจิยั (สกว.) ที่เล็งเหน็ศกัยภาพของโครงการวจิยั และได้ใหโ้อกาสคณะ
นักวจิยัได้แสดงความสามารถเชงิวชิาการที่มอียู่ ในการสรา้งผลงานจากโครงการวจิยัน้ี  คณะ
นกัวจิยัฯ ใครข่อขอบคุณทุนวจิยัสนบัสนุนเบือ้งตน้จาก ศูนยน์วตักรรมทางเคมี: โครงการพฒันา
บณัฑติศกึษาและการวจิยัทางเคม ี(PERCH-CIC) ส าหรบัทุนค่าวสัดุและครุภณัฑบ์างส่วน ใคร่
ขอขอบคุณทุนวิจัยสนับสนุนจากโครงการปริญญาเอกกาญจนาภิเษก (คปก.) ส าหรบัทุน
สนบัสนุนคา่วสัดุและใหน้กัศกึษาไปท าวจิยัระยะสัน้ในต่างประเทศ  
 คณะนักวิจัยฯ  ขอขอบคุณต้นสังกัดต่ าง  ๆ ของคณะนักวิจัย  อันได้แก่  
มหาวิทยาลยัมหิดล มหาวิทยาลยัศรนีครนิทรวิโรฒ มหาวิทยาลยัธรรมศาสตร์  และสถาบนั
เทคโนโลยพีระจอมเกลา้พระนครเหนือ ทีไ่ดใ้หก้ารสนบัสนุนแก่นกัวจิยัในโครงการนี้ไมว่า่จะเป็น
ทางตรงและทางออ้ม ท าใหม้งีานวจิยัออกมาไดส้ าเรจ็ลุล่วงไปไดด้ว้ยด ี
 คณะนักวิจยัฯ ขอขอบคุณ นักศึกษาที่ได้มีส่วนร่วมในการผลิตผลงานวิจยัของ
โครงการทุกคน ตลอดจนขอขอบคุณแหล่งทุนการศึกษาต่างของนักศึกษา เช่น ทุนโครงการ
ปรญิญาเอกกาญจนาภเิษก ทุนการศกึษาจาก PERCH-CIC ทุนเรยีนดรีะดบัปรญิญาตร ีคณะ
วทิยาศาสตร ์มหาวทิยาลยัมหดิล และ ทุน พสวท.  
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Abstract 

 
 Attempt was made in this work to develop a device for blood cell counting. The concept of 
capacitively coupled contactless conductivity detection (C4D) first presented as detector for 
capillary electrophoresis was employed. It has been proved in this work that the concept of C4D can 
really be used for counting particles in micron sizes. It was clearly observed that C4D signal varies 
accordingly to the size of particle. However the developed sensor was not successful when tested 
with blood cells. It may be explained that the conductivity of the liquid carrier and the liquid inside 
blood cells are not significantly different unlike poloystyrene particles. A paired emitter-detector 
diode sensor (PEDD) was also made and tested with particle and cell counting and was found not 
suitable for this purposes. 
 Some microfluidic platforms including cross injection analysis (CIA) and a flow system 
consisted of syring pumps (sequential injection analysis or SIA) have also been designed and made 
for focusing and the transport of particles and cells one by one through the tubular C4D detector. 
However since the developed C4D and PEDD sensors are not suitable for blood cell counting, we 
therefore employed these microfluidic platforms and the sensors for development of flow analysis 
systems for chemical analysis. All together there are four international publications produced from 
the use of developed microfluidic platforms and the syringe-based flow system.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Keyword: contactless conductivity, paired emitter-detector diode sensor, microfluidics, cross 
injection analysis, sequential injection analysis, particle, cell, counting  
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บทคดัย่อ 

 
 งานน้ีไดพ้ยายามพฒันาอุปกรณ์ส าหรับตรวจจบัและนบัเมด็เลือด ซ่ึงไดพ้ฒันาอุปกรณ์อาศยั
หลกัการแคพพาซิทีฟเพื่อตรวจวดัค่าการน าไฟฟ้าแบบขั้วไฟฟ้าไม่สัมผสัสารละลาย หรือ‘ซีโฟร์ดี 
ซ่ึงเดิม ซีโฟร์ดี ไดถู้กพฒันาเป็นคร้ังแรกส าหรับใชก้ารงานทางอิเลกโตรโฟเรซิส ในงานน้ีไดพ้ิสูจน์
ให้เห็นว่าหลกัการซีโฟร์ดี สามารถตรวจจบัอนุภาคไดจ้ริงและให้ขนาดสัญญาณท่ีแปรตามขนาด
อนุภาคเม่ือทดสอบดว้ยอนุภาคโพลีสไตรีนสังเคราะห์ระดบัไมครอน อยา่งไรก็ตามเม่ือน าอุปกรณ์
ซีโฟร์ดีท่ีพฒันาข้ึนแลว้น้ีไปทดสอบตรวจจบัอนุภาคเซลล์เม็ดเลือดแดง ไม่พบสัญญาณใดๆ ซ่ึง
อาจจะเป็นเพราะค่าการน าไฟฟ้าของของเหลวท่ีใชเ้ป็นของเหลวตวัพาและของเหลวภายในเซลลไ์ม่
แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญั ต่อมาไดท้ดลองสร้างเซนเซอร์แบบไดโอดคู่ หรือ เพดด แต่เม่ือน ามา
ทดสอบกบัเซลลก์ไ็ม่เหมาะสมในการใชง้านเช่นกนั 
 ในงานน้ีนอกจากไดพ้ยายามออกแบบและสร้างตวัตรวจจบัและนับอนุภาค ยงัไดพ้ฒันา
อุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิกส์ทั้งแบบ ครอสอินเจกชัน และแบบ ซีเควนเชียลอินเจกชันด้วย เพื่อใช้
ส าหรับบีบให้การน าส่งอนุภาคไหลเป็นล าเส้นตรงเรียงเด่ียวเขา้ตวัตรวจวดั อย่างไรก็ดีในเม่ือได้
พฒันาข้ึนแลว้ แต่ตวัตรวจวดัไม่เหมาะสมและไม่สามารถจบัสัญญาณอนุภาคเซลลไ์ด ้จึงไดน้ าทั้ง
อุปกรณ์ไมโครฟลูอิดิกส์และอุปกรณ์ตรวจวดัทั้งหมดมาพฒันาวิธีตรวจวิเคราะห์แบบใหม่ไดผ้ลงาน
ตีพิมพใ์นวารสารระดบันานาชาติจ านวน 4 เร่ือง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
ค าส าคญั: วดัค่าการน าไฟฟ้าแบบขั้วไฟฟ้าไม่สัมผสั ไดโอดคู่ ไมโครฟลูอิดิกส์  ครอสอินเจกชนัอะนาลิซิส ซีเควน
เชียลอินเจกชนั อนุภาค เซลล ์การนบั 
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บทท่ี 1 บทน าและการทบทวนวรรณกรรมท่ีเก่ียวข้อง 

 

1.1 ความส าคญัของการนับเซลลส์ าหรบังานวิจยัทางชีววิทยาและการวินิจฉัยโรค 

  การนับจ านวนและการจ าแนกชนิดของเซลล์เม็ดเลือดมคีวามส าคญัมากส าหรบั
งานวจิยัทางชวีวทิยาและการวนิิจฉยัโรค จ านวนและขนาดของเซลลเ์มด็เลอืดเป็นขอ้มลูเบือ้งตน้
ที่ส าคญัมากส าหรบัการวินิจฉัยโรคต่างๆ ในผู้ป่วย ตวัอย่างเช่น จ านวนเซลล์เม็ดเลือดแดง 
(erythrocytes) ที่น้อยสามารถใช้บ่งบอกถึงโรคโลหิตจาง (anemia) ได้ และจ านวนเซลล์เม็ด
เลือดขาว (leucocytes) ที่เพิม่สูงขึ้นมากกว่าปกติสามารถใช้บ่งชี้ถึงการติดเชื้อและมะเรง็เมด็
เลือดขาว (leukemia) จ านวนเซลล์เม็ดเลือดแดง, เม็ดเลือดขาวและเกร็ดเลือดและการ
วนิิจฉยัโรคทีเ่กีย่วขอ้งสามารถสรุปไดต้งัตารางที ่1  

ตารางท่ี 1 ตวัอยา่งของโรคบางชนิดในผูป่้วยทีม่ปีรมิาณเมด็เลอืดผดิปกต ิ

Type of cell 
Normal 

cell count 
( µL-1) 

Cell size 

Disease occurring from abnormal cell 
count 

Lower than 
normal 

Higher than  
normal 

1. Red Blood 
Cell 
(Erythrocyte) 

4.5x106 
(female) 
5.6x106 
(male) 

6-8 µm 1. Anemia 
2. Acute leukemia 
3. Hemorrhage 
4. Hemolysis  

1. Polycythemia 
2. Myeloproliferative 
disorder 
3. Dehydration 

2. White Blood 
Cell  
(Leukocyte) 

3,000-
10,000 

12-15 µm Leukopenia 
(decreased 
leukocyte)  found 
in viral disorder, 
HIV, some anemia 
 

 Leukocytosis 
(increased 
leukocyte) found in 
infection, 
inflammation, 
leukemia  

3. Platelet 
 
 

150,000 – 
400,000  

2-3 µm Thrombocytopenia 
(decreased 
platelet) 
 

Thrombocytosis 
(increased platelet)   

  วธิดี ัง้เดมิทีใ่ชน้บัจ านวนเซลลเ์มด็เลอืดในโรงพยาบาลทัว่ไปคอื วธิเีฮโมไซโตมเิตอร ์
วธิน้ีีใชก้ารนับจ านวนเซลล์ผ่านกล้องจุลทรรศน์ซึ่งเป็นวธิทีี่ค่อนขา้งยุ่งยากและต้องการคนที่มี
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ความเชี่ยวชาญในการใช้งาน ส าหรบัโรงพยาบาลใหญ่จะมเีครื่องมอืที่สามารถด าเนินการได้
อย่างอตัโนมตั ิอย่างไรกด็เีครื่องมอืเหล่าน้ีมรีาคาแพง ดงันัน้การพฒันาเครื่องมอืส าหรบัการนบั
เซลลท์ีม่รีาคาถูกและพกพาไดจ้งึมคีวามส าคญัมาก [1-3] 

 

1.2 เคร่ืองมือส าหรบัการนับเซลลท่ี์มีขายในเชิงพาณิชย ์

 1.2.1 Hemocytometer 

  เ ครื่ อ ง  Hemocytometer เ ป็นวิธีดั ้ง เ ดิมที่ ใ ช้ส าหรับการนับจ านวนเซลล์  
Hemocytometer มีลักษณะเป็นกระจกสไลด์ที่ออกแบบมาอย่างพิเศษใช้ควบคู่กับกล้อง
จุลทรรศน์ รูปที่ 1 แสดงตวัอย่างของ Hemocytometer [4] จากรูป Hemocytometer เจา้หน้าที่
จะนับจ านวนเซลล์ที่บรรจุอยู่ในช่องที่มเีส้นตาราง วิธีน้ีอาศยัแรงงานและผู้ เชี่ยวชาญในการ
ด าเนินงาน 

 

 
 รปูท่ี 1 (a) Hemocytometer และ (b) ชอ่งตารางส าหรบัการนบัจ านวนเซลล ์
 

 1.2.2 Flow cytometry 

  เครื่อง Flow cytometer เป็นเครื่องมอืทีม่ขีนาดใหญ่และมคีวามซบัซอ้นทีเ่ป็นทีรู่จ้กั
เป็นอยา่งดสี าหรบัการนบัจ านวนเซลลโ์ดยอาศยัหลกัการทางแสง [5] สารแขวนลอยของเซลลจ์ะ
ถูกฉีดเขา้ไปในเครื่อง เซลล์จะไหลไปตามส่วนต่างๆ ของเครื่องเพื่อนับจ านวน เครื่อง Flow 
cytometer อาศยัแสงเลเซอรท์ีม่คีวามยาวคลื่นต่างๆ กนั แสงเลเซอรเ์หล่านัน้จะตกกระทบลงบน
เซลล์ที่ไหลผ่านต าแหน่งตรวจวัดทีละเซลล์  จากนัน้เครื่องจะวัดสัญญาณ fluorescence, 
scattered light และ transmitted light ทีเ่กดิขึน้เพือ่ใหไ้ดข้อ้มลูเกีย่วกบัจ านวน, ขนาดและรปูรา่ง
ของเซลล ์หลกัการท างานของเครือ่งแสดงดงัรปูที ่2  เครือ่ง Flow cytometer สามารถนบัจ านวน
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และจ าแนกชนิดของเซลล์ต่างๆ ได้ในคราวเดยีวกนั เน่ืองจากอาศัยหลกัการการจบักนัอย่าง
จ าเพาะเจาะจงระหว่างแอนตเิจนและแอนตบิอดทีีม่สีารเรอืงแสง fluorescence ตดิอยู่ ราคาและ
ค่าการบ ารุงรกัษาเครื่อง Flow cytometer มรีาคาทีส่งูมากๆ และยงัตอ้งใชผู้เ้ชีย่วชาญในการใช้
เครื่อง ดว้ยขอ้จ ากดัดงักล่าว ในพืน้ทีช่นบทจงึไมส่ามารถมเีครื่อง Flow cytometer ใชไ้ด ้การท า
ใหเ้ครือ่งมขีนาดเลก็เป็นไปไดย้ากเน่ืองจากระบบแสงทีใ่ชม้คีวามซบัซอ้น 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  รปูท่ี 2 หลกัการท างานของเครือ่ง Flow cytometer 
 
 
 1.2.3 Coulter counter 

  นอกจากเครือ่ง Flow cytometer ทีไ่ดก้ล่าวมาแลว้ เครือ่ง Coulter 
counter เป็นเครือ่งมอืทีเ่ป็นทีนิ่ยมใชส้ าหรบัการนบัเซลลอ์กีวธิหีน่ึงทีแ่พรห่ลายในทอ้งตลาด 
เครือ่ง Coulter counter อาศยัหลกัการการผา่นสนามไฟฟ้าระหวา่งอเิลก็โทรด 2 อนั ทีว่าง
ตรงกนัขา้มกนั ดงัแสดงในรปูที ่ 3 เซลลแ์ต่ละเซลลจ์ะไหลผา่นชอ่งวา่งระหวา่งอเิลก็โทรด 2 อนั
จากดา้นหน่ึงของภาชนะไปสูอ่กีดา้นหน่ึง การไหลของเซลลผ์า่นสนามไฟฟ้าทีเ่กดิขึน้ระหวา่ง
อเิลก็โทรด 2 อนัน้ี จะท าใหส้ญัญาณทางไฟฟ้าระหวา่งอเิลก็โทรดเปลีย่นแปลงไป [6-7] จาก
หลกัการดงักล่าวจงึสามารถใชน้บัจ านวนเซลลไ์ด ้ถงึแมว้า่เครือ่ง Coulter counter น้ีจะใหข้อ้มลู
ทีน้่อยกวา่เครือ่ง Flow cytometer แต่เครือ่ง Coulter counter มรีาคาทีถู่กกวา่และยงัมคีวาม
เป็นไปไดใ้นการท าใหเ้ครือ่งมขีนาดเลก็ลง 
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 รปูท่ี 3 หลกัการท างานของเครือ่ง Coulter counter [7] 
 
 
1.3 Capacitively coupled contactless conductivity detection (C4D) 

  Capacitively coupled contactless conductivity detection หรอื C4D เป็นทีรู่จ้กัใน
งานทางด้านเคมวีเิคราะห์เป็นระยะเวลาหน่ึงซึ่งถูกใช้เป็นตวัตรวจวดัแบบ universal ส าหรบั
เทคนิค Capillary electrophoresis (CE) C4D อาศัยหลักการการเชื่อมต่อกันระหว่างไฟฟ้า
กระแสสลบัและ detection cell [8] เพื่อติดตามการเปลี่ยนแปลงค่าการน าไฟฟ้า หลกัการวดั
ดงักล่าวส่งผลให้การสร้าง C4D detection cell ง่ายและอิเล็กโทรดมคีวามเสถียรสูงเน่ืองจาก
อิเล็กโทรดจะติดตัง้อยู่บริเวณภายนอกแต่ยังสามารถวัดค่าการน าไฟฟ้าที่เปลี่ยนไปของ
สารละลายภายในท่อได้ รปูแบบของอเิลก็โทรดทีนิ่ยมใชค้อืเป็นแบบ axial arrangement ซึง่ถูก
น าเสนอส าหรบัเป็นตวัตรวจวดัใน CE โดย 2 กลุ่มวจิยั คอื Zemann’s [9] และ de Silva’s [10] 
การจดัเรยีงอเิลก็โทรดแบบ axial arrangement นัน้ ท่ออเิล็กโทรดที่ท าจากโลหะ 2 ท่อ จะถูก
น ามาใช ้ดงัแสดงในรูปที ่4 [8, 11] ท่ออเิลก็โทรดสามารถท าไดจ้ากเขม็ฉีดยาหรอืสามารถแตม้ 
silver ink ลงบนท่อ capillary ไดต้ามความเหมาะสม ดงัแสดงในรูปที ่4 จะเหน็ไดว้่ามรีะยะห่าง
ระหว่างอเิล็กโทรดทัง้ 2 อนัอยู่ ซึ่งโดยทัว่ไป ระยะห่างน้ีมคี่าประมาณ 1 มลิลิเมตร จากการ
ทดลองพบว่าเมื่อระยะห่างระหว่างอเิลก็โทรดเพิม่ขึน้ ความไวในการวดัการเปลีย่นแปลงค่าการ
น าไฟฟ้าจะลดลง 
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รปูท่ี 4 ลกัษณะของ C4D แบบ axial arrangement ซึง่ใชส้ าหรบัเป็นตวัตรวจวดัในเทคนิค CE [8] 
 
 
  จากรูปของ C4D ในรูปที่ 4 ศักย์ไฟฟ้ากระแสสลับจะถูกจ่ายให้กับ actuator 
electrode ซึ่ง actuator electrode น้ี จะท าหน้าทีเ่ป็นตวัเกบ็ประจุส่งผลใหเ้กดิกระแสไฟฟ้าไหล
เขา้ไปในสารละลายทีอ่ยู่ภายในท่อดา้นใน กระแสไฟฟ้าจะไหลและถูกตรวจวดัทีอ่เิลก็โทรดอกี
อนัหนึ่ง คอื pick-up electrode ซึง่ท าหน้าทีเ่ป็นตวัเกบ็ประจุเช่นเดยีวกนั หลกัการการวดัค่าการ
น าไฟฟ้าด้วย C4D และ การคดัว่าการน าไฟฟ้าแบบปกติไม่ต่างกนัมากนัก อย่างไรก็ดี C4D 
ตอ้งการความถีท่ีส่งูส าหรบัการวดั รปูที ่5a แสดงวงจรเสมอืนของ C4D แบบ axial arrangement 
จากรปูจะเหน็ไดว้า่ในวงจรเสมอืนจะมตีวัเกบ็ประจุเพื่มขึน้มาอกีหน่ึงตวัซึง่เกดิขึน้จากอิเลก็โทรด
ทัง้สอง เราเรยีกตวัเกบ็ประจุน้ีว่า stray capacitance stray capacitance ทีเ่กดิขึน้น้ีสามารถท า
ใหล้ดลงไดโ้ดยการท า shielding ระหวา่งอเิลก็โทรดทัง้สอง ดงัแสดงในรปูที ่5c จากรปูที ่5b ชว่ง
ความถีท่ีด่ทีีส่ดุส าหรบัการวดัความตา้นทานของสารละลายคอื บรเิวณ R  
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รปูท่ี 5 (a) แสดงวงจรเสมอืนของ C4D แบบ axial arrangement (b) ความสมัพนัธร์ะหวา่ง
กระแสไฟฟ้าและความถีแ่บบคลื่นไซน์ทีจ่่ายใหก้บั C4D และ (c) การลด stray capacitance ดว้ย
การท า shielding [11] 
 

 

1.2ระบบฉีดสารระดบัไมโครลิตรราคาประหยดั “ครอสอินเจคชนัอะนาไลซิส” หรือ ซีไอ
เอ (Cross Injection Analysis หรือ CIA) ส าหรับการน าส่งอนุภาคขนาดเล็กเพ่ือการ
ตรวจจบัและส าหรบัการผสมสารภายในท่อขนาดเลก็เพ่ือการวิเคราะห ์

 

  ในปี 1975 Ruzicka และ Hansen [12] ได้น าเสนอเทคนิคการวิเคราะห์ทางเคมี 
Flow injection analysis (FIA หรือ FI) เป็นครัง้แรก หลังจากนั ้นเป็นต้นมา มีการตีพิมพ์
ผลงานวจิยัเกี่ยวกบัการพฒันาเทคนิค FIA และเทคนิคอื่นๆ ทีเ่กี่ยวขอ้งออกมาเป็นจ านวนมาก 
[13-15] ระบบ FIA สามารถท าเป็นแบบระบบ reversed-FIA [16-17] ได ้โดยการฉีดรเีอเจนตล์ง
ในกระแสของสารตวัอย่าง การท าแบบน้ีส่งผลให้ความไวในการวเิคราะห์มากกว่าระบบ FIA 
แบบปกต ิ[18] ในปี 1990 Ruzicka และ Marshell ไดน้ าเสนอเทคนิค FIA รุน่ที ่2 คอื Sequential 
injection analysis หรือ SIA [19] ซึ่งการด าเนินงานทัง้หมดเป็นแบบอัตโนมัติควบคุมโดย
คอมพวิเตอร ์ส าหรบัเทคนิค SIA ทอ่นของสารตวัอยา่งและรเีอเจนตจ์ะถูกดดูดว้ย syringe pump
เป็นล าดบัโดยการเลอืกของ selection valve เขา้ไปเกบ็ไวใ้น holding coil ล าดบัถดัมาท่อนสาร
ทีเ่กดิปฏกิริยิาจะถูกผลกัสู่ตวัตรวจวดั Ruzicka ยงัไดน้ าเสนอเทคนิค Lab-on-valve (LOV) อกี
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ดว้ย เพือ่ขยายขดีความสามารถของ เทคนิค SIA ท าใหส้ามารถควบคุมการไหลของสารในระดบั
ไมโครลติรหรอืน้อยกวา่นัน้ได ้โดยการสรา้ง platform ทีท่ าจาก acrylic และถูกตดิตัง้ที ่selection 
valve [20-22] Platform จะท าหน้าทีเ่ชื่อมต่อกบัช่องทางเดนิของสารละลายต่างๆ และ flow cell 
ส าหรบัการตรวจวดั เทคนิค LOV บางครัง้เรยีกว่า เทคนิค SI-LOV หรอื µSI-LOV [23] ในปี 
2004 Grudpan ได้น าเสนอเทคนิคทางเลอืกใหม่ คอื Lab-at-valve (LAV) [24] เทคนิค LAV มี
ลักษณะคล้ายกับเทคนิค LOV คือใช้ syringe pump ในการควบคุมการไหลของสารละลาย 
ต่างกนัที่ เทคนิค LOV ไม่ใด้ดดัแปลง selection valve ด้วย platform ซึ่งต้องใช้เครื่องมือที่มี
ความแม่นย าสูงในการสรา้ง แต่จะใช ้potentiometric flow cell ที่สรา้งเอง [25] หรอื pipette tip 
ส าหรบัการแยกของเหลวทีไ่มผ่สมกนั [26] ตดิตัง้โดยตรงทีช่อ่งของ selection valve แทน 

  นอกจากน้ี ยงัมเีทคนิค FIA และเทคนิคอื่นๆ ทีเ่กี่ยวขอ้งไดถู้กพฒันาและน าเสนอ
อย่างต่อเน่ือง ในปี 1999 Cerda และ คณะได้เสนอเทคนิค multi-syringe flow analysis หรือ 
MSFIA [27] Reis และคณะไดเ้สนอเทคนิคการไหลแบบ multicommutation flow analysis หรอื 
MCFIA [28] ในปลายปี 2002 Santos และคณะ ไดเ้สนอเทคนิค multi-pumping flow analysis 
(MPFIA) [29] เมื่อไม่นานมาน้ี ในปี 2010 คณะวจิยัจากประเทศญี่ปุ่ น ไดน้ าเสนอระบบลูกผสม
ระหวา่ง FIA, SIA และ multicommutation คอื simultaneous injection effective mixing analysis 
หรอื SIEMA [30]  

  งานวจิยัในสว่นน้ี ผูว้จิยัไดพ้ฒันาวธิวีเิคราะหอ์าศยัหลกัการไหลแบบใหม ่คอื ครอส
อนิเจคชนัอะนาไลซสิ หรอื ซไีอเอ (Cross injection analysis หรอื CIA) ส าหรบัการน าสง่อนุภาค
ขนาดเล็กเพื่อการตรวจจบัและส าหรบัการผสมสารภายในท่อขนาดเลก็เพื่อการวเิคราะห์  CIA 
platform ท ามาจาก ชิ้นงาน acrylic ทรงสเีหลี่ยมผนืผา้ที่ถูกเจาะให้เป็นช่องใหส้ารละลายไหล
ผ่าน CIA platform ประกอบไปดว้ยช่องจ านวน 1 ช่อง ในแนวแกน x และช่องอกีจ านวน 4 ช่อง 
ตัง้ฉากกบัช่องแรกในแนวแกน y สารตวัอย่างและรเีอเจนต์จะถูกฉีดเขา้สู่ CIA platform พรอ้ม
กนัทัง้หมดผ่านทางช่องทัง้ 4 ในแนวแกน y ซึ่งต่างจากเทคนิค SIA และ multicommutation ที่
สารทัง้หมดจะถูกฉีดเข้าสู่ระบบทีละชนิด สารทัง้หมดจะมาผสมกนัในช่องแนวแกน x อีกทัง้
คณะผูว้จิยัไดใ้ชร้ปูแบบการไหลแบบ cross-flow เพือ่เพิม่ความไวในการวเิคราะหอ์กีดว้ย 
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1.3 ตัวตรวจวดัแบบไดโอดคู่ (Paired emitter-detector diode หรือ PEDD) ในระบบท่อ
ระบบซีเควนเชียลอินเจกชนั  

  โดยทัว่ไป Light emitting diodes หรือ LEDs ได้ถูกใช้เป็นแหล่งก าเนิดแสงใน
เครื่องสเปคโตรมเิตอรแ์บบพกพาเน่ืองจากใชพ้ลงังานไฟฟ้าน้อย อกีทัง้หลอด LEDs ยงัมชี่วง
สเปคตรมัการเปล่งแสงที่แคบ (ประมาณ ±40 nm) ส่งผลใหส้ามารถเลอืกค่าความยาวคลื่นได้
อยา่งจ าเพาะเจาะจงโดยไมจ่ าเป็นตอ้งใชอุ้ปกรณ์ monochromator หรอื filter ซึง่มรีาคาแพง [31] 
อย่างไรก็ด ีหลอด LEDs ยงัสามารถใชเ้ป็นตวัตรวจวดัแสงไดอ้กีดว้ย [32-33] Paired emitter-
detector diode หรอื PEDD คอื เซนเซอรท์างแสงราคาถูกทีป่ระกอบไปดว้ยคู่หลอด LEDs โดย
หลอดหนึ่งถูกใชเ้ป็นแหล่งก าเนิดแสง (LED emitter) และ อกีหลอดใชเ้ป็นตวัตรวจวดัแสง (LED 
detector) การใช ้PEDD เป็นเซนเซอรท์างแสงน่าสนใจมากเน่ืองจากมรีาคาถูก, มขีนาดเลก็และ
มชีว่งความยาวคลื่นใหใ้ชใ้นชว่งกวา้งตัง้แต่ชว่ง UV ถงึ near-infrared (380-900 nm) 

  การใช ้PEDD ส าหรบัการวดัค่าการดูดกลนืแสง (Absorbance) ไดถู้กน าเสนอเมื่อ
ต้นปี 2004 โดย Diamond และคณะได้ใช้ PEDD เป็นเซนเซอร์ทางแสงส าหรับการวัดสี 
(Colorimetric analysis) ของสารทีม่สีเีพื่อการวดัคา่พเีอช [34] ตัง้แต่นัน้เป็นตน้มา PEDD ไดถู้ก
น าไปประยุกตใ์ชอ้ยา่งกวา้งขวางทัง้งานทางดา้นสิง่แวดลอ้ม เช่น การวดัปรมิาณโลหะหนกั [35] 
และการวดัปรมิาณฟอสเฟต [36] ในตวัอย่างน ้า และงานทางดา้นการวเิคราะหท์างชวีภาพ เช่น 
การวปัรมิาณฮโีมโกลบนิ [37] และการวดั alkaline phosphatase activity [38-40] PEDD ยงัถูก
น าไปประยุกต์ใช้เป็นตัวตรวจวดัใน post column HPLC [41] และ IC [42-43] ยิ่งไปกว่านัน้ 
PEDD ทีไ่ดด้ดัแปลงรปูแบบทางเดนิแสงยงัสามารถใชเ้ป็นตวัตรวจวดั fluorescence ไดอ้กีดว้ย 
การใช้ PEDD ส าหรบัการวดั fluorescence ตีพมิพ์ครัง้แรกในปี 2010 ส าหรบัการวดัปรมิาณ
ควนิินในเครื่องดื่ม [44] ตวัอยา่งอื่นๆ ในการใช ้PEDD ส าหรบัการวดั fluorescence คอื การวดั
ปรมิาณแคลเซยีมโดยอาศยัปฏกิริยิาการเกดิสารเชงิซอ้นกบั calcein [45-46]  

  ปรากฏการณ์การหกัเหแสงและการกระเจงิแสงเป็นวธิทีางเลอืกทีม่ปีระโยชน์ในทาง
เคมวีเิคราะห ์โดยเฉพาะอย่างยิง่การวดัสารตวัอย่างที่มสีเีน่ืองจากเราสามารถเลอืกความยาว
คลื่นทีส่ารมสีไีม่ดูดกลนืได ้หลกัการการวดัการหกัเหของแสงบรเิวณรอยต่อของของเหลว หรอื 
เรียกว่า ปรากฏการณ์ชลีเรนท์ สามารถน ามาประยุกต์ใช้เป็นตัวตรวจวดัในเทคนิค Liquid 
chromatography [47] และ Capillary electrophoresis [48] ยิง่ไปกวา่นัน้ หลกัการดงักล่าวยงัถกู
น ามาประยุกต์ใชเ้ป็นตวัตรวจวดัในเทคนิค flow analysis อกีดว้ย ส าหรบัการวเิคราะหป์รมิาณ
น ้าตาลซูโครส [49-50], แอลกอฮอล ์[51] และไกลคอล [52] อกีวธิหีนึ่งส าหรบัการวเิคราะหส์ารที่
มสีคีอืการวดัการกระเจงิแสงของอนุภาคคอลลอยด ์หรอื วธิกีารวดัความขุน่ (Turbidimetry) [53] 
วธิน้ีีไดถู้กน าไปใชอ้ย่างแพรห่ลายโดยอาศยัหลกัการการสงัเคราะหอ์นุภาคคอลลอยดท์ีเ่กดิจาก
การท าปฏิกิริยากับรีเอเจนต์ที่เหมาะสม การประยุกต์ใช้วิธีดังกล่าวควบคู่กับเทคนิค flow 
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analysis จะท าให้วธิีวเิคราะห์เป็นแบบอตัโนมตัิ เทคนิคดงักล่าวได้ถูกพฒันาขึ้นและน าไปใช้
วเิคราะหใ์นตวัอยา่งทางดา้นสิง่แวดลอ้ม [54] ตวัอยา่งทางชวีภาพ [55] และตวัอยา่งอาหาร [56] 

  งานวจิยัชิ้นน้ีได้น าเสนอการใช้ PEDD ส าหรบัตรวจวดัอนุภาคและได้ทดลองต่อ
เพิม่เตมิส าหรบัใชใ้นการวดัปรากฏการณ์ชลเีรนทแ์ละการวดัความขุ่นในระบบการไหลเป็นครัง้
แรก คณะผูว้จิยัไดเ้ลอืกตวัอยา่งสาธติศกัยภาพการใช ้PEDD  เพื่อการวดัปรมิาณน ้าตาลซูโครส
ดว้ยหลกัการชลเีรนท์และฟอสเฟตดว้ยหลกัการวดัความขุน่ดว้ยการน าฟอสเฟตไปสรา้งตะกอน 
เพื่อแสดงความเป็นไปไดใ้นการประยุกตใ์ชเ้ทคนิคดงักล่าวส าหรบัการควบคุมคุณภาพเครื่องดื่ม
น ้าอดัลม 

 หมายเหตุ ต่อไปน้ีบรรยายถงึความส าคญัในการวดัระดบัน ้าตาลซูโครสและระดบัฟอสเฟตใน
เครือ่งดื่ม 

  ราคาของออ้ยทีเ่กบ็เกีย่วไดน้ัน้จะขึน้อยูก่บัปรมิาณน ้าตาลซูโครสทีพ่บในน ้าออ้ยดบิ 
ออ้ยจะมรีาคาสงูขึน้ เมื่อพบน ้าตาลซูโครสในปรมิาณมาก โดยปกตแิลว้ น ้าตาลซูโครสในน ้าออ้ย
ดบิจะพบในปรมิาณ 8-16 Brix [57] ในอุตสาหกรรมการผลติน ้าตาลจะมกีารวดัปรมิาณน ้าตาล
ซูโครสก่อนที่จะส่งเข้าโรงงาน วิธีทัว่ไปที่ใช้วัดปริมาณน ้ าตาลซูโครสในน ้ าอ้อยคือ วิธี 
Polarimetry [57] ในการวดั ขัน้แรกน ้าออ้ยจะถูกเตมิ lead acetate เพื่อก าจดัเสน้ใยและมลทนิ
ด้วยวธิีการตกตะกอน จากกนัน้จะน าไปกรองด้วย cellulose membrane ก่อนน าไปวเิคราะห์ 
ขัน้ตอนการเตรยีมตวัอยา่งดงักล่าวใชเ้วลาทัง้หมดประมาณ 20 นาท ี

  มวีธิวีเิคราะหป์รมิาณน ้าตาลซูโครสในน ้าอ้อยหลายวธิไีดถู้กพฒันาขึน้ วธิ ีLiquid 
chromatography ควบคู่กบัการตรวจวดัแบบ differential refractometry ไดถู้กประยุกตใ์ชใ้นการ
วดัปรมิาณน ้าตาลซูโครสโดยใชค้อลมัน์แบบ carbohydrate [58] และ ion-exchange [59] วธิกีาร
วัดแบบ attenuated total reflectance fourier-tranform infrared spectrometry ควบคู่กับการ
ประมวลผลแบบ multivariate analysis ไดถู้กใชว้ดัปรมิาณน ้าตาลซูโครสที ่absorption band ที ่
800-1250 cm-1 [60] การวดัน ้าตาลซูโครสโดยวิธี Thermometry อาศัยหลักการที่ว่า น ้ าตาล
ซูโครสจะเกิดปฏิกิริยาไฮโดรลิซิสด้วยเอนไซม์ที่ตึงอยู่บน sensing thermistor ความร้อนที่
เกดิขึน้จากปฏกิริยิาดงักล่าวจะถูกวดัเปรยีบเทยีบกบั reference [61] มรีายงานวจิยัการพฒันา
วิธีการวดัน ้าตาลซูโครสในน ้าอ้อยด้วยเทคนิค flow analysis (FI) ตีพิมพ์ออกมาจ านวนหน่ึง 
Zagatto และคณะพฒันาวธิ ีflow analysis โดยใช ้spectrophotometer เป็นตวัตรวจวดั [62] วธิ ี
FI-gravimetry ได้ถูกพฒันาขึน้มา โดยอาศยัการชัง่น ้าหนักอย่างต่อเน่ืองของตะกอน Cu2O ที่
สะสมอยู่บน filtration unit ทีว่างอยู่บนเครื่องชัง่ ตะกอน Cu2O เกดิจากการท าปฏกิริยิาระหว่าง
น ้าตาลและ Fehling reagent [63] คณะวจิยัรายงานวธิ ีFI คูก่บั piezoelectric transducer น ้าตาล
ซโูครสจะเปลีย่นความถีข่อง piezoelectric quartz crystal ที ่10 MHz เมือ่มกีารเปลีย่นแปลงของ
ความหนืดและความหนาแน่นของตวัอยา่ง [64] 
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  หลงัจากการประเมนิราคาออ้ยดว้ยการวดัปรมิาณน ้าตาลซูโครสในน ้าออ้ยดบิดงัได้
กล่าวมาแล้วนัน้ อ้อยจะถูกส่งเขา้โรงงานเพื่อคัน้น ้าอ้อยดบิ น ้าอ้อยดบิที่ได้จะมสีเีหลอืงขุ่นซึ่ง
ตอ้งท าใหน้ ้าออ้ยนัน้ใสก่อนทีจ่ะสง่ไปผลติเป็นน ้าตาลต่อไป การท าใหน้ ้าออ้ยใสขึน้ท าไดโ้ดยการ
เตมิแคลเซยีมไฮดรอกไซดเ์พื่อตกตะกอนแคลเซยีมฟอสเฟต [65] ตะกอนแคลเซยีมฟอสเฟตที่
เกิดขึ้นจะก าจัดอนุภาคแขวนลอยและสารมีสี ฟอสเฟตในน ้ าอ้อยดิบจะ อยู่ ในรูปของ 
orthophosphate PO4

3- การวดัปรมิาณฟอสเฟตเป็นสิง่จ าเป็นส าหรบักระบวนการท าใหน้ ้าออ้ย
ใส ในอุตสาหกรรมน ้าตาลจะรายงานปรมิาณฟอสเฟตในรูปของปรมิาณ P2O5 เน่ืองจากในวธิี
มาตรฐานส าหรบัการวเิคราะหฟ์อสเฟตในน ้าออ้ยจะมขี ัน้ตอนการเตรยีมตวัอย่างดว้ยการเผาซึง่
จะเปลีย่น orthophosphate PO4

3-  ใหก้ลายเป็น P2O5 

  ปรมิาณฟอสเฟตที่แนะน าในน ้าออ้ยคอื 300-400 mg P2O5 L-1 ปรมิาณฟอสเฟตที่
ต ่าเกินไปจะท าให้น ้าอ้อยใสได้ยากซึ่งแก้ปัญหาโดยการเติมกรดฟอสฟอรกิเพิม่เติม ปรมิาณ
ฟอสเฟตทีม่ากเกนิไปจะท าใหก้ าจดัออกยากและยงัท าใหเ้กดิตะกรนัในภาชนะดว้ย [65] ดงันัน้
จงึมคีวามจ าเป็นทีจ่ะตอ้งวดัปรมิาณฟอสเฟต วธิปีกตทิีใ่ชว้ดัคอืวธิกีารวดัส ีmolybdenum blue 
ในวธิีน้ีมกีารใช้สารรดีวิซ์ ซึ่งมดี้วยกนัหลายชนิด เช่น ascorbic acid [66], stannous chloride 
[67], 1-amino-2-naphthol-4-sulfuric acid [68] แ ล ะ  sodium sulphide [69] วิ ธี  Ion 
chromatography ได้ถูกใช้ส าหรบัการวเิคราะหฟ์อสเฟตเพื่อหลกีเลี่ยงการรบกวนของ silicate 
และสารมสีใีนน ้าออ้ย [70] 

  ดงัทีไ่ดก้ล่าวมาขา้งต้น ปรมิาณน ้าตาลซูโครสและฟอสเฟตเป็น 2 ตวัแปรทีส่ าคญั
ส าหรบัอุตสาหกรรมการผลติน ้าตาลทีจ่ าเป็นตอ้งวเิคราะหป์รมิาณ จากการทบทวนวรรณกรรม
พบว่ายงัไม่มวีธิวีดัสองตวัแปรดงักล่าวในคราวเดยีวกนั คณะผูว้จิยัจงึไดพ้ฒันาวธิ ีSequential 
injection analysis ส าหรบัการวดัปรมิาณน ้าตาลซูโครสและฟอสเฟตในน ้าออ้ยในคราวเดยีวกนั
ส าหรบัประยุกตใ์ชใ้นอุตสาหกรรมการผลติน ้าตาล น ้าตาลซูโครสจะวดัดว้ยวธิชีลเีรนทเ์อฟ็เฟกท ์
และฟอสเฟตจะวดัดว้ยวธิ ีmolybdenum blue ในงานน้ีไดใ้ชโ้จทยน้ี์สาธติการใช ้PEDD เป็นตวั
ตรวจวดัแบบใหมส่ าหรบัวดัสารเหล่าน้ีก่อนน าไปทดสอบการนบัอนุภาค 
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บทท่ี 2 วตัถปุระสงคข์องโครงการ 

 

งานวจิยัน้ีมวีตัถุประสงคข์องโครงการเป็นดงัต่อไปน้ี  

2.1 ออกแบบและสร้างอุปกรณ์ตรวจวัดค่าการน าไฟฟ้าชนิดไม่สัมผัสสารละลาย 
(Capacitively Coupled Contactless Conductivity Detector) หรอื ซีโฟร์ด ี(C4D) ควบคู่กบั
ระบบการไหลแบบอตัโนมตั ิอุปกรณ์ซโีฟรด์ทีีอ่อกแบบสามารถสรา้งไดเ้องในหอ้งปฏบิตักิาร 
ราคาถูก มขีนาดเลก็ พกพางา่ย สามารถน าไปใชไ้ดท้ัง้ในภาคสนามและในหอ้งปฏบิตักิาร ซึง่
สามารถแบ่งเป็นวตัถุประสงคย์อ่ยไดด้งัน้ี  

  2.1.1 ออกแบบและสร้างหวัตรวจวดัซีโฟร์ดี (C4D) อย่างง่าย เพื่อใช้ทดสอบ
ความเป็นไปได้ของหลกัการส าหรบัการตรวจจบัอนุภาคและน าไปประยุกต์ใช้ส าหรบัการ
ตรวจจบัอนุภาคขนาดมลิลเิมตร 

  2.1.2 ออกแบบและสร้างหวัตรวจวดัซีโฟร์ด ี (C4D) ให้มลีกัษณะพเิศษเพื่อให้
เหมาะสมส าหรบัเป็นเครือ่งมอืตรวจวดัอนุภาคขนาดไมครอนและน าไปประยกุตใ์ชส้ าหรบัการ
นบัจ านวนเมด็เลอืดเพือ่ใชเ้ป็นขอ้มลูเบือ้งตน้ในการวนิิจฉยัโรค 

2.2 ออกแบบและสรา้งระบบฉีดสารระดบัไมโครลติรราคาประหยดั ที่มชีื่อว่า ครอสอนิเจค
ชนัอะนาไลซสิ หรอื ซไีอเอ (Cross Injection Analysis หรอื CIA) ส าหรบัการน าส่งอนุภาค
ขนาดเลก็เพือ่การตรวจบัและส าหรบัการผสมสารภายในทอ่ขนาดเลก็เพือ่การวเิคราะห ์

2.3 ออกแบบและสรา้งตวัตรวจวดัแบบไดโอดคู ่(Paired emitter-detector diode หรอื PEDD) 
ควบคู่กบัระบบซีเควนเชียลอินเจกชนั เพื่อทดสอบการตรวจจบัอนุภาค และพฒันาไปใช้
ส าหรบัการวดัปรมิาณทางเคมแีบบอื่นๆ  

2.4 ออกแบบระบบซเีควนเชยีลอนิเจกชนั เพื่อควบคุมระบบไหลของท่อและน าสง่อนุภาคเขา้
สูต่วัตรวจวดัแบบทีค่วบคุมไดอ้ตัโนมตัดิว้ยคอมพวิเตอร ์

2.5 เพื่อเป็นการพฒันาและเตรยีมก าลงัคนใหม้คีวามรู ้ความช านาญในการวจิยัและพฒันา
เทคโนโลยใีหม่ๆ ใหก้บัภาคอุตสาหกรรม โครงการน้ีมกีารเตรยีมการเพื่อรองรบัไดทุ้กระดบั 
คอื ระดบัปรญิญาตร ีโท และเอก รวมถงึระดบันกัวจิยัรุน่ใหมท่ีเ่ป็นอาจารยน์กัวชิาการท างาน
ดา้นการเรยีนการสอนและการวจิยัในมหาวทิยาลยั 
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บทท่ี 3 วิธีการทดลอง 

 

3.1 ออกแบบและสร้างหวัตรวจวดัซีโฟรดี์ (C4D) อย่างง่าย ส าหรบัการตรวจจบัอนุภาค
ขนาดมิลลิเมตร 

 

 หวัตรวจวดัซโีฟรด์เีป็นตวัตรวจวดัคา่การน าไฟฟ้าของสารละลายชนิดอเิลก็โทรดไม่
สมัผสักบัสารละลาย เมื่อองคป์ระกอบของสารละลายเปลีย่นแปลงไปจะส่งผลโดยตรงกบัค่าการ
น าไฟฟ้าของสารละลายนัน้ เมื่อสารละลายในส่วนนัน้ไหลผ่านซีโฟร์ดีก็จะมีสัญญาณการ
เปลี่ยนแปลงทางไฟฟ้าเกดิขึน้ ผูว้จิยัจงึได้น าหลกัการพื้นฐานน้ีมาประยุกต์ใช้ในการตรวจจบั
อนุภาค งานวจิยัในสว่นนี้ไดท้ดสอบความเป็นไปไดเ้บือ้งตน้ในการใชห้วัตรวจวดัซโีฟรด์ตีรวจจบั
อนุภาค ซีโฟร์ดีที่ใช้ในงานน้ีสร้างขึ้นมาจากท่อแก้วรูปตัวยูขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางภายใน 
(inner diameter, id) เท่ากับ 5.5 มิลลิเมตร และขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางภายนอก (outer 
diameter, od) เท่ากับ 8.0 มิลลิเมตร อิเล็กโทรดท ามาจากเทปกาวอะลูมิเนียมขนาด 1 x 1 
เซนตเิมตร จ านวน 2 ชิน้ แปะในทศิทางตรงกนัขา้มซึง่กนัและกนัรอบท่อแกว้ อเิลก็โทรดทัง้สอง
จะถูกเชื่อมต่อดว้ยสายไฟส าหรบัสง่สญัญาณไฟฟ้าเขา้และออก ทอ่แกว้ในสว่นทีม่อีเิลก็โทรดน้ีจะ
วางอยู่ในกล่องโลหะเพื่อป้องกนัสญัญาณรบกวนจากภายนอก รูปของหวัตรวจวดัซโีฟรด์อีย่าง
งา่ยส าหรบัตรวจจบัอนุภาคแผนภาพแสดงเครือ่งมอืแสดงดงัรปูที ่6 

 

 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 6 แสดงหวัตรวจวดัซโีฟรด์อียา่งงา่ยและแผนภาพเครื่องมอืส าหรบัการตรวจจบัและจ าแนก
ขนาดของอนุภาคระดบัมลิลเิมตร 
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          จากรูปที่ 6 จะเห็นได้ว่า เครื่อง Function generator จะป้อนสญัญาณไฟฟ้า
กระแสสลบัความถี ่100 kHz ความต่างศกัย ์60 Vpp ใหก้บั input electrode สญัญาณทางไฟฟ้าที่
ได้จาก output electrode จะส่งผ่านไปยงัเครื่อง amplifier เพื่อขยายขนาดและแปลงสญัญาณ 
จากนัน้สญัญาณทางไฟฟ้าทีไ่ดจ้ะถูกบนัทกึดว้ยคอมพวิเตอร ์

  ในการทดสอบความสามารถของหวัตรวจวดัซีโฟร์ดีในการตรวจจบัอนุภาค 
เริม่ตน้จากการเตมิน ้ามนัซลิโิคนลงในหลอดแกว้รปูตวัยจูนเตม็ จากนัน้จงึค่อยๆ ปล่อยลูกเหลก็
ขนาดต่างๆ ทลีะลูกลงสู่ท่อแกว้ ลูกเหลก็จะค่อยๆ เคลื่อนทีผ่่านหวัตรวจวดัซโีฟรด์ตีามแรงโน้ม
ถ่วงของโลกโดยมนี ้ามนัซลิโิคนเป็นตวัพาและช่วยชะลอความเรว็ของการเคลื่อนทีข่องลูกเหลก็ 
จากนัน้บนัทกึสญัญาณทีเ่กดิขึน้ 

 

3.2 ออกแบบและสร้างหวัตรวจวดัซีโฟรดี์ (C4D) ส าหรบัตรวจวดัอนุภาคขนาดไมครอน 

 งานวิจัยชิ้นน้ีมีจุดประสงค์ที่ต้องการจะวัดอนุภาคขนาดไมครอนที่มีเส้นผ่าน
ศูนยก์ลางของอนุภาคอยูใ่นช่วงตัง้แต่ 3-20 ไมครอน โดยทัว่ไปหวัตรวจวดัซโีฟรด์จีะมรีะยะห่าง
ระหว่างอิเล็กโทรดทัง้สอง (Actuator และ Pick-up Electrode) อยู่ในช่วงมิลลิเมตร ซึ่งไม่
เหมาะสมส าหรบัการวดัอนุภาคขนาดไมครอนที่เปลี่ยนค่าการน าไฟฟ้าของสารละลายไปเพยีง
เล็กน้อย เมื่ออนุภาคไหลผ่านหวัตรวจวดัซีโฟร์ดี ดงันัน้ขัน้ต้นได้ท าการออกแบบและสร้าง
หวัตรวจวดัซโีฟร์ดใีหม้ลีกัษณะที่เหมาะสมส าหรบัการวดัอนุภาค ความพเิศษของหวัตรวจวดั
ซโีฟรด์ทีีอ่อกแบบและสรา้งขึน้น้ีคอื ระยะห่างระหว่างอเิลก็โทรดทัง้สอง มคีวามกวา้งเท่ากบั 16 
ไมครอน ซึ่งคาดว่าจะมคีวามไวมากพอที่จะสามารถวดัการเปลี่ยนแปลงเมื่ออนุภาคไหลผ่าน
หวัตรวจวดัได ้หวัตรวจวดัซโีฟรด์ทีีส่รา้งขึน้ แสดงดงัรปูที ่7  

 ขัน้ต้นได้ท าการออกแบบและสร้างหวัตรวจวดัซีโฟร์ดีให้มีลักษณะที่เหมาะสม
ส าหรบัการวดัอนุภาคขนาดไมครอน ดงัแสดงในรปูที ่7a จากรปู Ferrule 1 และ 2 ท าหน้าทีเ่ป็น 
Actuator และ Pick-up Electrode ท ามาจากท่อโลหะขนาดเลก็ ขนาดเสน้ผ่านศูนยก์ลางภายใน 
360 ไมครอน ระยะห่างระหว่างอิเล็กโทรดทัง้สองมคี่าเท่ากบั 16 ไมครอน ซึ่งระยะห่างน้ีถูก
ก าหนดโดยแผน่ฟิลม์โพลเิอสเตอรท์ีด่า้นหน่ึงถูกเคลอืบดว้ยอลมูเินียมจ านวน 2 แผน่ (ความหนา
แผ่นละ 8 ไมครอน) ที่หนัด้านอลูมเินียมเขา้หากนั อุปกรณ์ทัง้หมดถูกยดึไว้ด้วยแผ่นวงจร 2 
แผ่นประกบกนั จากนัน้สอดท่อแคพิลลารีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางภายใน 20 ไมครอนผ่าน
อเิล็กโทรดทัง้สองเพื่อเป็นทางเดนิให้สารละลายอนุภาคไหลผ่านหวัตรวจวดัซโีฟร์ด ีอุปกรณ์
ทัง้หมดบรรจุอยูใ่น Faraday case ดงัแสดงในรปูที ่7b 
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รปูท่ี 7 หวัตรวจวดัซโีฟรด์ทีี่ออกแบบขึน้ส าหรบัการวดัอนุภาคขนาดไมครอน (a) ไดอะแกรม
แสดงสว่นต่างๆ ของหวัตรวจวดั และ (b) ภาพหวัตรวจวดัซโีฟรด์ ี
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ท าการทดสอบเบือ้งตน้ถงึความสามารถของหวัตรวจวดัซโีฟรด์ทีีส่รา้งขึน้ในการวดั
อนุภาค โดยทดสอบกบัอนุภาคขนาด 8, 10 และ 15 ไมครอนทีล่ะลายอยูใ่นสาระละลายฟอสเฟต
บฟัเฟอร์ซาลีน (PBS) ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ pH เท่ากบั 7.4 สารละลายของอนุภาคขนาด
ต่างๆ จะถูกปัน่เหวีย่งใหเ้ขา้กนัเป็นอย่างดแีละบรรจุอยูใ่นกระบอกฉีดยาพลาสตกิ ไซรนิจปั์ม้จะ
ผลกัสารละลายใหไ้หลผ่านเขา้ไปในท่อแคพลิลารีท่ีต่่ออยู่กบัหวัตรวจวดัซโีฟรด์ ีดงัแสดงในรปูที่  
8  

 

 

รปูท่ี 8 แสดงชุดเครื่องมอือย่างง่ายส าหรบัการตรวจวดัอนุภาคขนาดไมครอนดว้ยหวัตรวจวดั
ซโีฟรด์ ี 
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3.3 ระบบฉีดสารระดบัไมโครลิตรราคาประหยดั “ครอสอินเจคชนัอะนาไลซิส” หรือ 
ซีไอเอ (Cross Injection Analysis หรือ CIA) ส าหรับการน าส่งอนุภาคขนาดเล็กเพ่ือ
การตรวจบัและส าหรบัการผสมสารภายในท่อขนาดเลก็เพ่ือการวิเคราะห ์

 

อุปกรณ์ซไีอเอ หรอื ซไีอเอแพลตฟอรม์ สรา้งขึน้มาจากแท่งพลาสตกิอะครลิกิทรง
สีเ่หลีย่มมุมฉาก ขนาด 1.5 x 5.0 x 3.0 เซนตเิมตร (กวา้ง x ยาว x สงู) ดงัแสดงในรปูที ่9a จาก
รูปที ่9b จะเหน็ไดว้่า ซไีอเอแพลตฟอรม์จะถูกเจาะใหเ้ป็นท่อทรงกระบอก 2 ทศิทางตัง้ฉากซึง่
กนัและกนั คอื ทศิทางในแนวแกน x (แนวนอน) จ านวน 1 ท่อ (ท่อที่ 5) ซึ่งถอืว่าเป็นท่อหลกั
ส าหรบัสารตวัพาเพื่อน าส่งสารทัง้หมดเข้าสู่ตวัตรวจวดั และทิศทางในแนวแกน y (แนวตัง้) 
ส าหรบัฉีดสารตวัอยา่งและรเีอเจนต ์ทอ่ในแนวแกน y จะถูกเจาะทะลุผา่นทอ่ในแนวแกน x ท าให้
เกิดจุดตัดของท่อทัง้สองแนวซึ่งบริเวณรอยต่อน้ีจะเป็นตัวควบคุมปริมาตรของการฉีดสาร
ตวัอยา่งและรเีอเจนต ์ซไีอเอแพลตฟอรม์สามารเปลีย่นแปลงปรมิาตรของการฉีดสารตวัอย่างให้
เพิม่ขึน้หรอืลดลงไดโ้ดยการเพิม่หรอืลดขนาดเสน้ผ่านศูนยก์ลางของดอกสว่านทีใ่ชเ้จาะซไีอเอ
แพลตฟอรม์ ท่อในแนวแกน x สามารถเพิม่หรอืลดจ านวนไดข้ึน้อยู่กบัวตัถุประสงคข์องการใช้
งาน เช่น เจาะท่อในแนวแกน x จ านวน 1 ท่อ เพื่อใชส้ าหรบัการฉีดตวัอยา่งเลอืดหรอืสารละลาย
ของอนุภาคขนาดเลก็เพยีงอยา่งเดยีวเพื่อการตรวจนบั อยา่งไรกด็ ีในงานน้ีไดท้ดสอบสมรรถนะ
ของเทคนิคซไีอเอ โดยใชท้่อแนวแกน x จ านวน 4 ท่อ (ท่อที ่1-4) ส าหรบัการวเิคราะหป์รมิาณ 
Fe(II), Fe(III) และเหล็กทัง้หมด ซึ่งท่อทัง้ 4 ท่อใช้ส าหรบัฉีดสารมาตรฐานเหล็กความเขม้ขน้
ต่ า งๆหรือ ส า รตัว อย่ า ง ,  ส า ร ล ะ ล ายบัฟ เฟอร์  (Acetate buffer pH 5.3), ส า ร รีดิ ว ซ์  
(Hydroxylamine) และ สารรีเอเจนต์ (1,10-phenanthroline) รูปจริงของซีไอเอแพลตฟอร์มที่
น าเสนอในงานน้ีแสดงดงัรปู 9c 

ซไีอเอแพลตฟอรม์ทีส่รา้งขึน้ดงัรูป 9c ไดน้ าไปใช้ควบคู่กบัเทคนิคโฟลอนิเจค
ชนัอะนาไลซิส หรอื เอฟไอเอ (Flow Injection Analysis หรอื FIA) ซึ่งเป็นระบบการไหลของ
ของเหลวอย่างต่อเน่ืองภายในท่อ ระบบการไหลที่ใชซ้ไีอเอแพลตฟอรม์เป็นอุปกรณ์น าส่งสาร
ส าหรบัการวเิคราะหป์รมิาณเหลก็ดงัไดก้ล่าวมาแลว้นัน้ แสดงดงัรปูที ่10 
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รปูท่ี 9 (a) แสดงขนาดของซไีอเอแพลตฟอรม์ (b) แสดงทศิทางการไหลของสารภายในซไีอเอ
แพลตฟอรม์ (c) ภาพจรงิของซไีอเอ 

 

b) 

c) 
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รปูท่ี 10 แสดงระบบการไหลควบคูก่บัระบบการฉีดสารดว้ยซไีอเอแพลตฟอรม์ 

 

 ระบบการไหลดงักล่าวประกอบดว้ย เพอรสิทอลทกิปัม๊ (P) โดยปัม๊ P1 ใชส้ าหรบั
ดดูและผลกัสารละลายมาตรฐานเหลก็หรอืสารตวัอยา่ง (S) และสารรเีอเจนตท์ัง้ 3 ชนิด (R1, R2 
และ R3) ผ่านทางท่อ ที ่1 – 4 ตามแนวแกน y ขณะทีปั่ม๊ P2 ใชส้ าหรบัผลกัสารตวัพาผ่านทาง
ท่อที ่5 ตามแนวแกน x ระบบการไหลดงักล่าวยงัประกอบไปดว้ยวาลว์เพื่อใชส้ าหรบัควบคุมทศิ
ทางการไหลของสาร โดยเมื่อวาล์วอยู่ในต าแหน่ง “open” (เส้นทบึ) ท่อของระบบการไหลจะ
เชื่อมต่อกบัตวัตรวจวดั สารตวัพาสามารถผลกัสารผลติภณัฑท์ีไ่ดจ้ากการท าปฏกิริยิาไหลผ่านสู่
ตวัตรวจวดัและไหลทิง้ออกทาง waste 2 และถ้าวาล์วอยู่ในต าแหน่ง “close” (เสน้ประ) สารตวั
พาจะไหลทิง้ออกทาง waste 1 ตวัตรวจวดัทีใ่ชใ้นระบบการไหลน้ีคอืเครื่องสเปคโตโฟโตมเิตอร ์
ค่าสญัญาณการดูดกลนืแสงทีค่วามยาวคลื่น 510 นาโนเมตรถูกบนัทกึโดยโปรแกรมทีเ่ขยีนขึน้
เองภายในหอ้งปฏบิตักิาร 

ตารางท่ี 2 แสดงรปูแบบการไหลของซไีอเอแพลตฟอรม์ 2 รปูแบบ 
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ซไีอเอแพลตฟอร์มที่ออกแบบและสรา้งขึน้มานัน้ประกอบไปด้วยท่อ 2 ทศิทางที่
วางตวัขวางและตัง้ฉากซึง่กนัและกนัตามแนวแกน x และแกน y ซึง่สง่ผลใหท้ศิทางการไหลของ
สารม ี2 ทศิทางตามแนวการวางตวัของท่อดว้ย การฉีดสารตวัอย่างดว้ยซไีอเอแพลตฟอรม์นัน้
สามารถท าได ้2 รปูแบบ ดงัตารางที ่2 รปูแบบที ่1 คอื การไหลของสารตามแนวแกน x และแกน 
y แบบสลบักนั (Alternate flow) ในขัน้แรกวาล์วจะวางตวัอยู่ในต าแหน่ง ‘open’ ปัม๊ P2 จะผลกั
สารตวัพาผา่นทางท่อในแนวแกน x (ท่อที ่5) เพื่อไหลผา่นสูเ่ครื่องตรวจวดัและไหลทิง้ออกสูท่าง 
waste2 ในขณะทีปั่ม๊ P1 หยุดท างาน ในขัน้ทีส่อง วาลว์จะวางตวัอยู่ในต าแหน่ง ‘close’ ปัม๊ P1 
จะผลกัสารละลายมาตรฐานเหลก็และรเีอเจนตท์ัง้ 3 ชนิด เขา้สูซ่ไีอเอแพลตฟอรม์ผา่นทางทอ่ใน
แนวแกน y (ทอ่ที ่1 – 4) ในขณะที ่ปัม๊ P2 หยุดท างาน ปรมิาตรของสารสว่นเกนิจะไหลออกจาก
ซไีอเอแพลตฟอรม์ไปทาง waste1 ถา้ใชอ้ตัราการไหลของสาร 1 mL/min และเวลาในการฉีดสาร
เขา้สู่ซไีอเอแพลตฟอรม์ดงัตารางที ่2 ปรมิาตรของสารละลายมาตรฐานเหลก็และรเีอเจนต์ทีไ่ด้
คอืประมาณ 167 ไมโครลติร จากนัน้ในขัน้ทีส่าม วาล์วจะกลบัมาอยู่ในต าแหน่ง ‘open’ อกีครัง้ 
ปัม๊ P1 ยงัคงหยุดท างาน ขณะที ่ปัม๊ P2 จะผลกัทอ่นของสารละลายมาตรฐานเหลก็และรเีอเจนต์
บรเิวณรอยต่อของซไีอเอแพลตฟอรม์ใหผ้สมกนั และผลกัเขา้สู่เครื่องสเปคโตโฟโตมเิตอรเ์พื่อ
ตรวจวดัค่าการดดูกลนืแสงของผลติภณัฑท์ีไ่ดจ้ากปฏกิริยิาเคมตี่อไป 

รูปแบบที่ 2 คือ การไหลของสารตามแนวแกน x และแกน y แบบพร้อมกัน 
(Simultaneous flow) กล่าวคือ ในขัน้ตอนที่สอง ทัง้ ปั ๊ม P1 และ P2 จะท างานพร้อมกัน 
สารละลายมาตรฐานเหลก็และรเีอเจนตจ์ะไหลเขา้สูท่อ่ของซไีอเอแพลตฟอรม์ตามแนวแกน y ใน
เวลาเดยีวกนักบัการไหลของสารตวัพาในแนวแกน x สารส่วนเกนิจะไหลออกทาง waste1 การ
ควบคุมการท างานของปัม๊ทัง้สองดว้ยโปรแกรมคอมพวิเตอรท์ าใหม้ัน่ใจไดว้า่การฉีดสารผา่นทาง
ซีไอเอแพลตฟอร์มด้วยรูปแบบการไหลทัง้ 2 แบบ จะได้ปรมิาตรที่ถูกต้อง แม่นย าและได้ผล
เหมอืนกนัทุกครัง้ของการทดลอง 

การศกึษาวธิกีารฉีดสารดว้ยซไีอเอแพลตฟอรม์นี้ ประกอบไปดว้ย ลกัษณะการไหล
ของสารภายในซีไอเอแพลตฟอร์มด้วยรูปแบบการไหลทัง้สองแบบพร้อมทัง้ขอ้ดแีละขอ้เสยี, 
ล าดบัของสารตวัอยา่งและรเีอเจนต,์ ผลของขนาดสน้ผา่นศนูยก์ลางของซไีอเอแพลตฟอรม์และมิ
กซิง่คอยล์ (Mixing coil), ผลของความเขม้ขน้ของรเีอเจนต์, คุณลกัษณะทางดา้นการวเิคราะห ์
(Analytical performance) ของซไีอเอแพลตฟอรม์และการประยุกต์ใชใ้นการหาปรมิาณเหลก็ใน
เมด็วติามนิรวม ผลการศกึษาทัง้หมดจะไดก้ล่าวในหวัขอ้ถดัไป 

  



27 
 

3.4 ตวัตรวจวดัแบบไดโอดคู่ (Paired emitter-detector diode หรือ PEDD) ควบคู่กบัระบบ
ซีเควนเชียลอินเจกชนั และการทดสอบเบือ้งต้นส าหรบัตรวจจบัการหกัเหแสงชลีเรนท์
เอฟ็เฟกท ์และตรวจจบัความขุ่นของตะกอน 

 

 ในงานน้ี ไดพ้ฒันาระบบซเีควนเชยีลอนิเจกชนัรว่มกบัตวัตรวจวดัแบบไดโอดคู ่(SI-
PEDD) เพื่อการวดัปรมิาณน ้าตาลซูโครสและฟอสเฟตได้ในคราวเดยีวกนัส าหรบังานควบคุม
คุณภาพเครื่องดื่มโคล่า รูปที่  11 แสดงระบบ SI-PEDD ที่พัฒนาขึ้น  ระบบ SI-PEDD 
ประกอบด้วยไซรินจ์ ปัม๊ (Syringe pump, SP) ที่มีซีเลกชันวาล์วแบบ 8 ช่อง (Eight-port 
selection valve, SV) ประกอบอยู่ด้วยกัน ใช้งานคู่กับกระบอกฉีดยา (Syringe) ขนาด 10 
มลิลลิติร  มกีารใชร้ะบบคอมพวิเตอรผ์า่นโปรแกรมทีเ่ขยีนขึน้เองดว้ยโปรแกรม LabViewTM เพือ่
ควบคุมการท างานของไซรนิจ์ ปัม๊ และซเีลกชนัวาล์ว  ในขัน้ตอนการวเิคราะหจ์ะมกีารดูดสาร
ตวัอยา่งและรเีอเจนตเ์ขา้มาพกัไวใ้นทอ่พกัสาร (Holding coil, HC) ดงัแสดงในรปูที ่11a และเกดิ
การผสมอกีครัง้เมื่อท่อนสารเคลื่อนทีผ่า่นทอ่ผสมสาร (Mixing coil, MC) ซึง่ท่อทัง้สอง (HC และ 
MC) สรา้งขึน้จากการน าท่อเทฟลอน (Teflon หรอื PTFE) ขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลาง 1 มลิลเิมตร 
มาขดพนัใหม้ลีกัษณะเป็นเกลยีว 

 รูปที่ 11b แสดงตัวตรวจวัดแบบไอโอดคู่ (Paired emitter-detector diode) หรือ 
‘PEDD’ สรา้งขึน้จากหลอดไอโอดเปล่งแสงคลื่นแสงอนิฟราเรด (NIR-LED) จ านวน 2 ตวั โดย
หลอดไดโอดหน่ึงตวัท าหน้าที่เป็นตวัเปล่งแสง (LED emitter) ซึ่งต่ออยู่กบัตวัต้านทานขนาด 
100 โอหม์ ส่วนอกีตวัหน่ึงท าหน้าทีเ่ป็นตวัรบัแสง (LED detector) หลอด NIR-LED ทัง้ 2 ตวัน้ี 
จะวางประกบคนละด้านของเซลล์วัดแบบไหล (Flow-through cell) ที่มีช่องทางเดินแสง 
(Pathlength) ขนาด 1 เซนติเมตร   ตัวตรวจวัด PEDD น้ีจะใช้งานได้เมื่อมีการจ่ายไฟฟ้า
กระแสตรงขนาด 5 โวลต์ แก่ LED emitter และวดัความต่างศกัยไ์ฟฟ้าดว้ยดจิติอล มลัตมิเิตอร ์
(Digital multimeter, ความตา้นทานภายในขนาด 1012 โอหม์) ที ่LED detector โดยทีค่วามต่าง
ศกัย์ไฟฟ้าที่วดัได้น้ีจะสมัพนัธ์กบัความเขม้แสงที่ตกกระทบที่  LED detector นัน่เอง  จากนัน้
สญัญาณความต่างศกัยไ์ฟฟ้าทีว่ดัไดจ้ะถูกบนัทกึดว้ยคอมพวิเตอรผ์า่นชอ่ง RS-232   
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รูปท่ี 11 แสดงระบบ SI-PEDD ส าหรบัการวดัปรมิาณน ้าตาลซูโครสและฟอสเฟตไปในคราว
เดยีวกนัในเครื่องดื่มโคล่า S1: ท่อนตวัอย่างที่ 1; R: 0.08 mol L-1 CaCl2 ผสมกบั 0.1%(w/v) 
PVA ในสารละลายบฟัเฟอรแ์อมโมเนียมเขม้ขน้ 0.3 mol L-1 ที ่pH 10; S2: ทอ่นตวัอยา่งที ่2; W, 
ของเสีย (Waste); SP: syringe pump; SV: selection valve; HC: 4.6-mL holding coil (i.d. 1 
mm, 588 cm long); MC: mixing coil (i.d. 1 mm, 144 cm long); ภาพแทรก (a) ล าดบัทอ่นสาร
ภายในทอ่พกัสาร; ภาพแทรก (b) องคป์ระกอบของตวัตรวจวดัแบบไอโอดคู ่(PEDD)  

 

 ตารางที ่3 แสดงขัน้ตอนการวเิคราะหด์ว้ยระบบ SI-PEDD โดยเริม่จากระบบจะดูด
น ้าปรมิาตร 4 มลิลลิติร จากนัน้จะดดูท่อนสารตวัอยา่ง (S) และรเีอเจนต ์(R) เขา้มาในท่อพกัสาร 
ท่อนสารทัง้หมดจะถูกผลกัไปยงัตัวตรวจวดั PEDD เพื่อวดัสญัญาณของน ้าตาลซูโครสและ
ฟอสเฟตตามล าดบั 

 สารละลายน ้าตาล 50 Brix (หน่วยความเขม้ขน้ของน ้าตาล เทยีบเท่ากบั % (w/w)) 
เตรียมจากการชัง่น ้าตาลทรายมิตรผล (Commercial grade) 50.00 กรมั ละลายในน ้า 50.00 
กรมั คนให้เข้ากนัโดยการใช้แท่งแม่เหล็ก และเครื่องกวนสาร (Magnetic stirrer) จนกระทัง่
ของแขง็ละลายหมด สารละลายน้ีเกบ็ไวท้ีอุ่ณหภูม ิ4 C และสามารถใชไ้ดป้ระมาณ 1 สปัดาห ์ 
สารละลายฟอสเฟต 5000 mg PO4

3- L-1 เตรยีมจากการชัง่ KH2PO4 ทีผ่า่นการอบที ่60C เป็น 
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ตารางท่ี 3 แสดงขัน้ตอนการวเิคราะห์ด้วยระบบ SI-PEDD เพื่อวดัปรมิาณน ้าตาลซูโครสและ
ฟอสเฟตไปในคราวเดยีวกนัในเครือ่งดื่มโคล่า 

 

Step Mode of 
syringe 
pump 

Volume 
(mL) 

Flow rate 
(mL min-1) 

Port 
no. 

Action Duration 
(s) 

1 Aspirate 4.00 4.0 3 Aspiration of water carrier 60 

2 Aspirate 0.50 4.0 7 Aspiration of 1st sample zone (S1) 7.5 

3 Aspirate 0.10 4.0 4 Aspiration of precipitating reagent 
(R) 

1.5 

4 Aspirate 1.75 4.0 7 Aspiration of 2nd sample zone (S2) 26 

5 Dispens
e 

6.35 5.0 2 Dispense of all zones to detector 
and waste (W2) 

76 

Total analysis time is 171 s. 

 

เวลา 2 ชัว่โมง จ านวน 0.7157 กรมั ละลายในน ้า และปรบัปรมิาตรในขวดวดัปรมิาตรขนาด 
1000 มลิลลิติร  สารละลายใชง้าน (Working solution) เป็นสารละลายผสมระหวา่งน ้าตาลซโูครส
และฟอสเฟต เตรยีมไดจ้ากการเจอืจางในอตัราส่วนที่เหมาะสมจากสารละลายน ้าตาล 50 Brix 
และ สารละลายฟอสเฟต 5000 mg PO4

3- L-1 

 รเีอเจนต์ที่ใช่ในการตกตะกอน (R) คอื สารละลาย CaCl2 เขม้ขน้ 0.08 mol L−1 

ผสมกบั 0.1% (w/v) PVA ในสารละลายบฟัเฟอร์ของแอมโมเนียมเขม้ขน้ 0.3 mol L−1 pH 10 
เตรียมจากการชัง่  CaCl2 0.888 กรัม ผสมกับ 0.10 กรัม PVA (Polyvinyl alcohol) ลงใน
สารละลายบฟัเฟอรแ์อมโมเนียมเขม้ขน้ 0.3 mol L−1 pH 10 ปรมิาตร 90 มลิลลิติร จากนัน้อุ่นจน
ของแขง็ละลายหมด ตัง้ทิง้ไวใ้หเ้ยน็ทีอุ่ณหภูมหิอ้ง จากนัน้ปรบัปรมิาตรดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์
ดงักล่าว จนไดป้รมิาตร 100.0 มลิลลิติร  สารละลายบฟัเฟอรแ์อมโมเนียมเขม้ขน้ 0.3 mol L−1 

pH 10 เตรยีมจากผสมแอมโมเนียมคลอไรด ์0.1338 กรมั และแอมโมเนียเขม้ขน้ 0.9 มลิลลิติร 
ละลายในน ้าจนไดป้รมิาตร 100 มลิลลิติร 

 ตวัอยา่งเครื่องดื่มทีใ่ชใ้นงานน้ีมทีัง้เครื่องดื่มโคล่าทัง้แบบปกต ิ(Regular cola) และ
แบบปราศจากน ้าตาล (Sugar-free cola) จ านวน 8 ตวัอยา่ง จากรา้นคา้ในประเทศไทยถูกน ามา
วเิคราะห ์ก่อนการวเิคราะห ์น าตวัอย่างโคล่าผ่านการไล่แก๊ส (Degassing) ใน Ultrasonic bath 
เป็นเวลา 15 นาท ีหลงัจากนัน้ท าการเจอืจางดว้ยน ้าในอตัราสว่น 1:1 ตวัอยา่งสงัเคราะห ์จ านวน 
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5 ตัวอย่าง เตรียมจากการผสมระหว่างสารละลายน ้ าตาลซูโค รส (Analytical grade) กับ
สารละลาย KH2PO4   

 ส าหรับตัวตรวจวัด PEDD นั ้น ตัวเปล่งแสง (LED detector) จะให้สัญญาณ
ศกัยไ์ฟฟ้า (Vdc) ซึง่มคีวามสมัพนัธเ์ชงิเสน้ตรงกบัฟังกช์นัลอการทิมึ (Logarithm function) ของ
ความเขม้แสงทีต่กกระทบที่ LED detector  ส าหรบัในงานน้ี เมื่อมกีารรบกวนความเขม้แสงจาก
การหกัเหของแสงทีบ่รเิวณรอยต่อของสารละลาย (Schlieren effect) หรอื การกระเจงิแสง (light 
scattering effect) จะสง่ผลท าใหค้า่ความต่างศกัยไ์ฟฟ้าทีว่ดัไดน้ัน้เปลีย่นแปลงไปดว้ย 

 เมื่อท่อนสารที่อยู่ในท่อพักสาร (รูปที่ 11a) ถูกผลักไปยังตัวตรวจวัด PEDD 
คอมพวิเตอร์จะบนัทกึสญัญาณของความต่างศกัย์ไฟฟ้าจาก LED detector (แกน y) กบัเวลา 
(แกน x) ดงัแสดงในรูปที่ 12  สญัญาณ baseline ที่บันทึกได้มาจากกระแสของน ้าที่ไหลตัว
ตรวจวดั PEDD  สญัญาณน ้าตาลซูโครส คอื ความแตกต่างของความต่างศกัย์ไฟฟ้าระหว่าง
สญัญาณ baseline และ จุดสงูสุดของสญัญาณแรก (‘A’ ในรปูที ่11a) สว่นสญัญาณฟอสเฟต คอื 
ความแตกต่างของความต่างศกัยไ์ฟฟ้าระหว่างสญัญาณ baseline และ จุดต ่าสุดของสญัญาณที่
สอง (‘B’ ในรปูที ่11b)  เราสามารถสรา้งกราฟมาตรฐานไดจ้ากการพลอตคา่สญัญาณทัง้สอง คอื 
A และ B กบัความเขม้ขน้ของน ้าตาลซโูครส และ ฟอสเฟต ตามล าดบั  

 

 

 
รปูท่ี 12 แสดงลกัษณะสญัญาณของน ้าตาลซโูครส (A) และ ฟอสเฟต (B) ทีไ่ดจ้ากการวดัดว้ยตวั
ตรวจวดั PEDD 
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3.5 การทดสอบใช้ระบบซีเควนเชียลอินเจกชนัเพ่ือการพฒันาวิธีตรวจวดัทางเคมีอ่ืนๆ 

 3.5 การใช้ระบบซีเควนเชียลอินเจกชนัเพ่ือวดัน ้าตาลซูโครสและฟอสเฟตในน ้าอ้อย
โดยอาศยัหลกัการวดัทางกายภาพทัง้แบบการหกัเหแสงบริเวณรอยต่อสารละลายท่ีมีค่า
ดชันีหกัเหแตกต่างกนั (ชลีเรนทเ์อฟ็เฟกท)์ และการวดัความขุ่นของตะกอนโดยเทคนิคส
เปกโตรโฟโตมิเตอร ์

 

  ระบบ Sequential injection (SI) 2 แบบ ที่ใช้ในงานวิจยัน้ีแสดงในรูปที่ 13a และ 
13b ความแตกต่างของระบบทัง้ 2 แบบ คอื ต าแหน่งการวางของ selection valve โดยทีร่ะบบ
รูปแบบที่ 1 selection valve จะวางอยู่หน้าเครื่องตรวจวดั (รูปที่ 13a) และระบบรูปแบบที่ 2 
selection valve จะวางอยู่หลงัเครื่องตรวจวดั (รูปที่ 13b) ระบบทัง้ 2 รูปแบบประกอบไปด้วย
syringe pump เชื่อมต่อกบั 8-port selection valve ท่อ PTFE ขนาดเสน้ผ่านศูนย์กลางภายใน 
1.0 mm และ  1.59 mm ใช้ส าหรับการสร้ า ง ร ะบบการ ไหลและมิกซิ่ ง คอยล์  เ ค รื่ อ ง 
spectrophotometer ถูกใชเ้ป็นเครือ่งตรวจวดัในระบบการไหลทีค่วามยาวคลื่น 880 nm 

  ตวัอย่างน ้าออ้ยทีใ่ชใ้นการทดลองน้ีซือ้มาจากตลาด น ้าออ้ยจะถูกเจอืจางดว้ยน ้า 4 
เท่า จากนัน้จะเตมิผง activated charcoal จ านวน 0.2 กรมั ลงใน 20 mL ของน ้าออ้ยทีเ่จอืจาง
แล้วเพื่อก าจดัสารที่มสีใีนตวัอย่าง จากนัน้น าสารตวัอย่างไปปัน่เหวี่ยงที่ความเรว็ 3,000 rpm 
เป็นเวลา 20 นาท ีน าสารละลายสว่นใสทีไ่ดม้ากรองผา่นตวักรอง cellulose acetate membrane 
ขนาด 0.45 ไมครอน 
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รปูท่ี 13 แสดงระบบ SI จ านวน 2 ระบบทีใ่ชส้ าหรบัพฒันาวธิกีารวดัน ้าตาลซูโครสและฟอสเฟต
ในน ้าอ้อยในคราวเดียวกนั (a) ต าแหน่งของ selection valve วางอยู่หลงัเครื่องตรวจวดั (b) 
ต าแหน่งของ selection valve วางอยูห่น้าเครือ่งตรวจวดั 

 

 3.5.2 การใช้ระบบซีเควนเชียลอินเจกชนัและ C4D เพ่ือร่วมกบัหลกัการไอระเหย
แบบไม่ใช้เย่ือเลือกผา่นเพ่ือวดัปริมาณสารกนัเช้ือราท่ีควบคมุในไวน์ 

 เมื่อมกีารสรา้งระบบซเีควนเชยีลอนิเจกชนัขึน้มาแล้ว และนอกจากน าระบบอตัโนมตัิ
ดงักล่าวทดสอบการขบัเคลื่อนอนุภาค การทดสอบดว้ยการพฒันาระบบวดัน ้าตาลและฟอสเฟต
แล้ว ยงัไดน้ าระบบฯ มาพฒันาวธิกีารวดัสารควบคุมต้านเชื้อราทีป่นเป้ือนในการผลติไวน์ดว้ย 
คอื sulphite โดยน ามาใชค้วบคู่กบัหลกัการไอระเหยและใชต้วัตรวจวดั C4D ที่พฒันาขึน้ เพื่อ
เป็นตวัตรวจวดัไดด้ว้ย โดยระบบซเีควนเชยีลอนิเจคชนัดงักล่าวเป็นดงัรปูที ่14 
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 รปูท่ี 14 ระบบซเีควนเชยีลอนิเจกชนัทีม่ ีC4D เป็นตวัตรวจวดัใชค้วบคูก่บัอุปกรณ์ไอ
ระเหย  

 

3.6 แผน่ไมโครชิปเพ่ือการควบคมุทิศทางการไหลของอนุภาค 

 ในงานน้ีไดอ้อกแบบการทดลองเพิม่เตมิเพือ่พฒันาแผน่ microchip ส าหรบัท าการไหล
สารของเหลวน าสง่อนุภาคในรอ่ง ดว้ยดงัรปูที ่15 และไดท้ าการทดลองใชเ้พือ่ควบคุมทศิ
ทางการไหลของอนุภาคและนอกจากน้ียงัไดน้ าแผน่ microchip ดงักล่าวมาใชส้ าหรบัการพฒันา
เทคนิคการวดัระดบัไอโอดนีดว้ยวธิฟีลอูอเรสเซนตด์ว้ย  

 

 

 

 

 

 

 

 รปูท่ี 15 แผน่ microchip ทีท่ดลองสรา้งเพือ่ควบคุมทศิทางการน าสง่อนุภาคเขา้ตวั
ตรวจวดั 
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บทท่ี 4 ผลการทดลองและวิจารณ์ผลการทดลอง 

 

4.1 ออกแบบและสร้างหวัตรวจวดัซีโฟรดี์ (C4D) อย่างง่าย ส าหรบัการตรวจจบัอนุภาค
ขนาดมิลลิเมตร 

 4.1.1 การตรวจวดัอนุภาคขนาดมิลลิเมตร 

 จากการทดสอบความเป็นไปได้เบื้องต้นในการใช้หวัตรวจวัดซีโฟร์ดีตรวจจบั
อนุภาคโดยการปล่อยลกูเหลก็ใหไ้หลผา่นในท่อแกว้ทีม่ซีโีฟรด์ตีดิตัง้อยูด่งัรปูที ่6 ผลการทดลอง
การปล่อยลูกเหลก็ขนาดเสน้ผ่านศูนยก์ลาง 4.0 มลิลเิมตร ทลีะลูก จ านวน 15 ลูกแสดงดงัรปูที ่
16 เมื่อปล่อยลูกเหล็กลงในท่อแก้ว ลูกเหล็กจะเคลื่อนที่ไปตามแรงโน้มถ่วงของโลก น ้ามนั
ซลิโิคนที่บรรจุอยู่ในท่อแก้วนัน้จะช่วยชะลอความเรว็ของลูกเหลก็ท าใหลู้กเหลก็เคลื่อนทีอ่ย่าง
ชา้ๆ เมื่อลูกเหลก็เคลื่อนทีผ่่านหวัตรวจวดัซโีฟรด์จีะส่งผลใหค้่าการน าไฟฟ้าของน ้ามนัซลิโิคน
เปลีย่นแปลงไป ซโีฟรด์จีงึสามารถใหส้ญัญาณการเปลีย่นแปลงทางไฟฟ้าได ้จากผลการทดลอง
จะเหน็ไดว้่า สญัญาณทีไ่ดม้ที ัง้หมด 15 สญัญาณซึง่สอดคลอ้งกบัจ านวนลูกเหลก็จ านวน 15 ลูก
ทปีล่อยลงไป อกีทัง้สญัญาณทัง้หมดยงัมขีนาดเทา่กนัอกีดว้ย แสดงถงึวา่ลกูเหลก็ทีเ่คลื่อนทีผ่า่น
ซโีฟรด์นีัน้มขีนาดเสน้ผา่นศนูยก์ลางเทา่กนั 

 

 

 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 16 แสดงสญัญาณการเปลีย่นแปลงทางไฟฟ้าทีไ่ดจ้ากหวัตรวจวดัซโีฟรด์เีมื่อลกูเหลก็ขนาด
เสน้ผา่นศนูยก์ลาง 15 มลิลเิมตร เคลื่อนทีผ่า่น 

 

4.2 การจ าแนกชนิดอนุภาคขนาดมิลลิเมตร 
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 การทดลองล าดบัถดัไปคอืการทดสอบความสามารถของหวัตรวจวดัซโีฟรด์ใีนการ
จ าแนกขนาดของอนุภาค ท าการทดลองโดยปล่อยลูกเหลก็ขนาดเสน้ผ่านศูนย์กลางต่างกนั 3 
ขนาด คอื 1.4, 2.4 และ 4.0 มลิลเิมตร จ านวนขนาดละ 3 ลูก ลงสู่ท่อแกว้ จากผลการทดลองที่
แสดงดงัรูปที ่17 แสดงใหเ้หน็ว่าขนาดของสญัญาณการเปลีย่นแปลงทางไฟฟ้าทีไ่ดจ้ากซโีฟรด์ี
เมื่อลูกเหลก็เคลื่อนทีผ่่านมคีวามสมัพนัธก์บัขนาดของลูกเหลก็ กล่าวคอื เมื่อลูกเหลก็ขนาดเลก็
เคลื่อนที่ผ่าน สญัญาณการเปลี่ยนแปลงทางไฟฟ้าที่ได้จะมคี่าน้อย สญัญาณการเปลี่ยนแปลง
ทางไฟฟ้าจะมคีา่เพิม่มากขึน้เมือ่ลกูเหลก็ทีเ่คลื่อนทีผ่า่นหวัตรวจวดัซโีฟรด์มีขีนาดใหญ่ขึน้ 

      จากผลการทดลองเบื้องต้นแสดงให้เห็นว่าหวัตรวจวดัซีโฟร์ดีสามารถตรวจจบั
อนุภาคและยงัสามารถจ าแนกขนาดของอนุภาคได้อีกด้วย อย่างไรก็ดีการทดสอบน้ีเป็นขัน้
เบือ้งตน้ อุปกรณ์ทีใ่ชอ้ยูใ่นระดบัสเกลขนาดใหญ่ ดงันัน้การประยุกตใ์ชห้วัตรวจวดัซโีฟรด์ใีนการ
นับและจ าแนกขนาดของอนุภาคขนาดเลก็เช่น เซลลเ์มด็เลอืด จ าเป็นตอ้งออกแบบคุณลกัษณะ
ของซโีฟรด์แีละอุปกรณ์อื่นๆ ใหเ้หมาะสมกบัขนาดอนุภาคต่อไป 

 

 

 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 17 แสดงสญัญาณการเปลีย่นแปลงทางไฟฟ้าทีไ่ดจ้ากหวัตรวจวดัซโีฟรด์เีมื่ออนุภาคขนาด
เสน้ผา่นศนูยก์ลาง 1.4, 2.4 และ 4.0 มลิลเิมตร ขนาดละ 3 ลกู เคลื่อนทีผ่า่น 
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4.3. ออกแบบและสร้างหวัตรวจวดัซีโฟรดี์ (C4D) ส าหรบัตรวจวดัอนุภาคขนาดไมครอน
และการทดสอบกบัเลือด 

 

 4.3.1 การตรวจวดัอนุภาคขนาดไมครอน 

  ท าการทดสอบเบือ้งตน้ถงึความสามารถของหวัตรวจวดัซโีฟรด์ทีีส่รา้งขึน้ในการวดั
อนุภาคขนาดไมครอน โดยทดสอบกบัสารละลายอนุภาคพอลิสไตรนีขนาด 15 ไมครอน ใน
สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอรซ์าลนี เขม้ขน้ 0.1 โมลาร ์ใชปั้ม๊ผลกัสารละลายอนุภาคใหไ้หลไปใน
ทอ่แคพลิลารีข่นาดเสน้ผา่นศนูยก์ลางภานใน 20 ไมครอน ทีส่อดอยูใ่นหวัตรวจวดัซโีฟรด์ ีบนัทกึ
สญัญาณการเปลีย่นแปลงทางไฟฟ้าทีเ่กดิขึน้เมื่ออนุภาคไฟลผ่านหวัตรวจวดัซโีฟรด์ดีว้ยเครื่อง
บนัทกึสญัญาณ สญัญาณการเปลี่ยนแปลงที่วดัได้ แสดงดงัรูปที่ 18 จากสญัญาณที่ได้พบว่า
หวัตรวจวดัซโีฟรด์จีะวดัค่าการน าไฟฟ้าของสารละลายตวักลาง (สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอรซ์า
ลนี เขม้ขน้ 0.1 โมลาร)์ เมือ่อนุภาคไหลผา่นซโีฟรด์ ีปรมิาตรของสารละลายตวักลางจะถูกแทนที่
ดว้ยอนุภาคสง่ผลใหค้วามตา้นทานของสารละลายเพิม่สงูขึน้เน่ืองจากอนุภาคไมน่ าไฟฟ้า ดงันัน้
ค่าการน าไฟฟ้าของสารละลายจะลดต ่าลง ดงัเหน็ได้จากสญัญาณหวักลบัที่บนัทกึได้ จ านวน
สญัญาณทีบ่นัทกึไดม้จี านวนเท่ากบัจ านวนอนุภาคทีไ่หลผ่านหวัตรวจวดั ดงันัน้จากหลงัการน้ี 
สามารถใชห้วัตรวจวดัซโีฟร์ดนีับจ านวนอนุภาคขนาดเลก็ได้ (ความถี่ของสญัญาณไฟฟ้าที่ใช้
เทา่กบั 300 kHz และความต่างศกัยเ์ทา่กบั 300 โวลต)์ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 18 แสดงสัญญาณการเปลี่ยนแปลงทางไฟฟ้าที่ได้จากซีโฟร์ดีเมื่ออนุภาคขนาด 15 
ไมครอนเคลื่อนทีผ่า่นในสารละลายตวักลางฟอสเฟตบฟัเฟอรซ์าลนีเขม้ขน้ 0.1 โมลาร ์
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 4.3.2 ความสมัพนัธร์ะหว่างสญัญาณซีโฟรดี์และขนาดของอนุภาค 

 ตามที่ได้กล่าวขา้งต้น หวัตรวจวดัซโีฟร์ดใีหส้ญัญาณการเปลี่ยนแปลงทางไฟฟ้า
เมื่อมอีนุภาคพอลสิไตรนีขนาดไมครอนเคลื่อนทีผ่า่นเน่ืองจากอนุภาคพอลสิไตรนีซึง่มสีมบตัเิป็น
ฉนวนไฟฟ้าไดไ้ปแทนทีส่ารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอรซ์าลนีซึง่ท าหน้าทีเ่ป็นสารละลายตวัพาทีม่ี
ค่าการน าไฟฟ้าสงู สญัญาณการเปลีย่นแปลงทีไ่ดค้อืสญัญาณการลดลงของค่าการน าไฟฟ้าของ
สารละลายตวัพา ดงัแสดงในรูปที ่18 จากผลการทดลองน้ีพอคาดเดาไดว้่าเมื่อขนาดของอนุภาค
พอลสิไตรนีเปลีย่นไป ปรมิาตรของสารละลายตวัพาทีถู่กแทนทีก่จ็ะเปลีย่นตามไปดว้ยส่งผลให้
ขนาดของสญัญาณซโีฟรด์ทีีว่ดัไดเ้ปลี่ยนแปลงตาม เพื่อทดสอบสมมตฐิานน้ี ได้ท าการทดลอง
เพิม่เตมิเพื่อศกึษาความสมัพนัธร์ะหว่างขนาดของอนุภาคและขนาดสญัญาณซโีฟรด์ทีีว่ดัได ้ท า
การทดลองโดยใชส้ารละลายอนุภาคพอลสิไตรนีขนาด 8, 10 และ 15 ไมครอนไหลผ่านซโีฟรด์ ี
ตวัอย่างสญัญาณซโีฟร์ดทีี่วดัได้ของอนุภาคที่ใชท้ดสอบดงักล่าวแสดงดงัรูปที่ 19 จากผลการ
ทดลองจะเหน็ได้ว่า ทุกสญัญาณเป็นพคีหวักลบัที่เกิดจากการลดลงของค่าการน าไฟฟ้าของ
สารละลายตวัพา สญัญาณที่วดัได้มขีนาดต่างๆ กนั ความสมัพนัธ์ระหว่างขนาดสญัญาณและ
ขนาดของอนุภาคพอลสิไตรนีแสดงได้ดงัรูปที่ 20 จากผลการทดลองพบว่าขนาดสญัญาณการ
เปลี่ยนแปลงทางไฟฟ้าของซโีฟรด์มีคีวามสมัพนัธ์โดยตรงกบัขนาดของอนุภาค ความสมัพนัธ์
ดงักล่าวสามารถอธบิายไดด้ว้ยสมการดงัน้ี 

 

∆𝑅 =  
𝜌

𝐴2
𝑉𝑝 

โดยที ่
 A  = พืน้ทีห่น้าตดัของช่อง 
 ∆R  = คา่การเปลีย่นแปลงความตา้นทานทางไฟฟ้า 
 ρ  = คา่ specific resistance ของสารละลายอเิลก็โทรไลต ์
 Vp  = ปรมิาตรของอนุภาคทีเ่คลื่อนทีผ่า่น 
 

 จากสมการขา้งตน้จะเหน็ไดว้า่ ปรมิาตรของอนุภาคทีเ่คลื่อนทีผ่า่น (Vp ) จ ะ
เป็นสดัสว่นโดยตรงกบัค่าการเปลีย่นแปลงความตา้นทานทางไฟฟ้าของสารละลายอเิลก็โทรไลต ์ 
(∆R) ความตา้นทานไฟฟ้า (R) เป็นสว่นกลบัของคา่การน าไฟฟ้า (G) แสดงดงัสมการดา้นล่าง 

 

𝐺 =  
1

𝑅
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 จากสมการทัง้สองทีไ่ด้กล่าวมาขา้งตน้จะเหน็ไดว้่า เมื่ออนุภาคมขีนาดใหญ่ขึน้ ค่า
ความต้านทานทางไฟฟ้าจะเพิม่มากขึน้ ส่งผลให้ค่าการน าไฟฟ้าของสารละลายอลิ็กโทรไลต์
ลดลงเป็นสดัส่วนกนั ตามล าดบั ซึ่งแสดงได้จากผลการทดลองในรูปที่ 16 จากความสมัพนัธ์
ระหว่างขนาดสญัญาณการเปลีย่นแปลงทางไฟฟ้าของซโีฟรด์แีละขนาดของอนุภาคทีไ่ดก้ล่าวมา
น้ี พอจะสรุปไดว้่า หวัตรวจวดัซโีฟรด์ทีีพ่ฒันาขึน้สามารถใชน้บัจ านวนอนุภาคและจ าแนกขนาด
ต่างๆ ของอนุภาคไดอ้ยา่งมปีระสทิธภิาพ  

 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 19 ตวัอย่างสญัญาณทางไฟฟ้าของซโีฟรด์ทีี่วดัไดเ้มื่ออนุภาคพอลสิไตรนีขนาดเส้นผ่าน
ศนูยก์ลาง (a) 8, (b) 10 และ (c) 15 µm เคลื่อนทีผ่า่น 

   

 

 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 20 ความสมัพนัธ์ระหว่างขนาดของอนุภาคพอลสิไตรนีและสญัญาณการเปลีย่นแปลงทาง
ไฟฟ้าทีไ่ดจ้ากซโีฟรด์ ี
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 4.3.3 การทดสอบกบัเซลลเ์มด็เลือดแดง 

 ขัน้ตอนถดัมา ผูว้จิยัไดน้ าหวัตรวจวดัซโีฟรด์ทีีพ่ฒันาขึน้ไปประยุกต์ใชส้ าหรบั
การนบัจ านวนเซลลเ์มด็เลอืดแดงซึง่จ านวนของเซลลเ์มด็เลอืดแดงนัน้เป็นขอ้มลูขัน้ตน้ทีส่ าคญัที่
สามารถใช้วนิิจฉัยโรคได้ ก่อนการวเิคราะห์ สารละลายเซลล์เมด็เลอืดแดงได้ถูกเจอืจางด้วย
สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ซาลีน (PBS) เข้มข้น 0.1 M pH 7.4 ด้วยอตัราส่วนที่เหมาะสม
สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอรซ์าลนี (PBS) เขม้ขน้ 0.1 M pH 7.4 ไดน้ ามาใชส้ าหรบัการเจอืจาง
เลอืดและเป็นสารละลายตวัพาในการวดัเน่ืองจากสารละลายดงักล่าวเป็นสารละลายไอโซโทนิก
กบัสารละลายภายในเซลล์ สง่ผลใหเ้ซลลเ์มด็เลอืดแดงไมแ่ตก จากนัน้สารละลายดงักล่าวจะไหล
ผา่นไปยงัหวัตรวจวดัซโีฟรด์เีพื่อการตรวจวดั จากการทดลองเบือ้งตน้พบว่า หวัตรวจวดัซโีฟรด์ี
ทีพ่ฒันาขึน้ยงัไม่สามารถตรวจวดัเซลล์เมด็เลอืดแดงได ้ผูว้จิยัคาดว่า สาเหตุอาจเป็นเพราะค่า
การน าไฟฟ้าของสารละลายภายในเซลลเ์มด็เลอืดแดงและสารละลายตวัพาไมม่คีวามแตกต่างกนั
หรอืค่าการเปลี่ยนแปลงทางไฟฟ้าทีเ่กดิจากเซลล์เมด็เลอืดแดงไหลผ่านซโีฟรด์มีคี่าน้อยมากๆ 
จงึไมส่ามารถตรวจวดัไดด้ว้ยหวัตรวจวดัซโีฟรด์ทีีพ่ฒันาขึน้ 

 

4.4 ระบบฉีดสารระดบัไมโครลิตรราคาประหยดั “ครอสอินเจคชนัอะนาไลซิส” หรือ ซีไอ
เอ (Cross Injection Analysis หรือ CIA) และทดสอบการน าส่งอนุภาคขนาดเลก็ 

 

 4.4.1 การศึกษารปูแบบการไหลของสารภายในซีไอเอแพลตฟอรม์ 

 4.4.1.1 ความไวในการวเิคราะห ์

  รูปแบบการไหลของสารภายในซีไอเอแพลตฟอร์มทัง้ 2 แบบ ดงัที่แสดงใน
ตารางที่ 2 คอื การไหลของสารตามแนวแกน x และแกน y แบบสลบักนั หรอื Alternate flow 
และการไหลของสารตามแนวแกน x และแกน y แบบพรอ้มกนั หรอื Simultaneous flow ไดถู้ก
น ามาใชใ้นระบบการไหลส าหรบัตดิตามปฏกิริยิาทีเ่กดิขึน้ระหว่างสารละลาย Fe(II) และ 1,10-
phenanthroline สารละลายมาตรฐาน Fe(II) ความเขม้ขน้ในช่วง 5 ถงึ 20 มลิลกิรมัของ Fe(II)/
ลิตร, สารละลายhydroxylamine เข้มข้น 1 โมล/ลิตร, สารละลาย acetate buffer pH 5.3 และ 
สารละลาย 1,10-phenanthroline เขม้ขน้ 0.015 โมล/ลิตร ถูกฉีดเขา้สู่ซีไอเอแพลตฟอร์มเพื่อ
สรา้งกราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐาน Fe(II) ดว้ยรปูแบบการไหลทัง้ 2 แบบ จากผลการ
ทดลองพบว่า รปูแบบการไหลทัง้สองแบบใหก้ราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐาน Fe(II) ทีม่ี
ความเป็นเสน้ตรงทีด่ ีมคีา่ r2 โดยประมาณเทา่กบั 0.99 อยา่งไรกด็พีบวา่การไหลรปูแบบที ่2 ซึง่
กค็อื simultaneous flow มคีวามไวของการวเิคราะห ์(sensitivity) มากกว่าการไหลรูปแบบที ่1 
ดงันัน้ การไหลรปูแบบที ่2 จงึถูกเลอืกเพือ่ใชส้ าหรบัซไีอเอแพลตฟอรม์และการทดลองต่อๆ ไป 
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 4.4.1.2 ลกัษณะการไหลของสารบรเิวณรอยต่อของซไีอเอแพลตฟอรม์ส าหรบัการไหล
แบบ alternate และ simultaneous flow 

  ปฏกิริยิาการเกดิสรีะหว่าง 1,10-phenolphthalein และสารละลายเบส KOH ได้
ถูกน ามาใชเ้พื่อศกึษาลักษณะและปรากฏการณ์การไหลบรเิวณรอยต่อของซไีอเอแพลตฟอรม์
ดว้ยวธิกีารไหลของทัง้สองรูปแบบดงักล่าวขา้งต้น ระบบการไหลในรูปที ่10 และล าดบัขัน้ตอน
การไหลดงัแสดงในตารางที ่2 ไดถู้กน ามาใชศ้กึษา สารละลายเบส KOH เขม้ขน้ 0.4 โมล/ลติร 
จะไหลผ่านทางท่อที่ 4 ตามแนวแกน y ในขณะที่ สารละลาย 1,10-phenolphthalein เข้มข้น 
0.003 โมล/ลิตร จะถูกใช้เป็นสารตัวพาไหลเข้าสู่ซีไอเอแพลตฟอร์มผ่านทางท่อที่ 5 ตาม
แนวแกน x สว่นทอ่ที ่1 ถงึ 3 ในแนวแกน y จะใชน้ ้าแทนรเีอเจนตอ์ื่นๆ  

 จากการศึกษาการไหลแบบ alternate flow ด้วยปฏิกิรยิาดงักล่าว พบว่า จะพบสารสี
ชมพซูึง่เป็นสารผลติภณัฑจ์ากปฏกิริยิาระหวา่ง 1,10-phenolphthalein และสารละลายเบส KOH 
บรเิวณรอยต่อของท่อหมายเลข 4 และ 5 เมื่อสารละลายเบส KOH เดนิทางมาถงึ (รปูที ่19a) สี
ชมพขูองสารผลติภณัฑจ์ะเขม้ขึน้เมือ่เวลาผา่นไป (รปูที ่19b) 

 จากการศึกษาการไหลแบบ simultaneous flow พบว่า ในช่วงแรกในผลการทดลอง
คล้ายกับการไหลแบบ alternate flow คือ พบสารผลิตภัณฑ์สีชมพูบริเวณรอยต่อของท่อ
หมายเลข 4 และ 5 เมื่อสารละลายเบส KOH ไหลมาถงึ (รปูที ่19c) เมื่อเวลาผ่านไป สชีมพขูอง
สารผลิตภัณฑ์จะเข้มขึ้น อีกทัง้ยังพบว่าท่อนโซนของสารผลิตภัณฑ์ด้วยวิธีการไหลแบบ 
simultaneous flow นัน้ยาวกว่า ท่อนโซนของผลิตภัณฑ์ด้วยวิธีการไหลแบบ alternate flow 
มาก สงัเกตไดจ้ากท่อนสารสชีมพใูนส่วนของท่อหมายเลข 5 ทีย่าวมาถงึท่อหมายเลข 2 เมื่อใช้
การไหลแบบ simultaneous flow (รูปที่ 19d) ในขณะที่ท่อนสารสชีมพูจะอยู่แค่บรเิวณรอยต่อ
ของท่อหมายเลข 4 และ 5 เมื่อใช้การไหลแบบ alternate flow ทัง้น้ีเป็นเพราะการไหลใน
แนวแกน x ของการไหลแบบ simultaneous flow ท่อนโซนของสารที่ถูกฉีดเข้าไปจะยดืยาว
ออกไปได้มากท าให้เพิ่มประสิทธิภาพการผสมกันของสารตัวอย่างและรีเอเจนต์ได้ดียิ่งขึ้น 
ปรากฏการณ์การไหลน้ีสอดคล้องกับผลการทดลองข้างต้นที่พบว่า รูปแบบการไหลแบบ 
simultaneous flow ในค่าความไวในการวเิคราะหม์ากกว่า รูปแบบการไหลแบบ alternate flow 
ดงันัน้ การไหลแบบ simultaneous flow จงึถูกเลอืกเพื่อใชส้ าหรบัฉีดสารตวัอย่างและรเีอเจนต์
ในซไีอเอแพลตฟอรม์ส าหรบัการวเิคราะหป์รมิาณเหลก็ต่อไป 
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รูปท่ี 21 แสดงรูปแบบการไหล 2 แบบ คอื alternate flow และ simultaneous flow โดยอาศยั
ปฏกิริยิาการเกดิสรีะหวา่งสารละลายเบส KOH และ สารละลายอนิดเิคเตอร ์phenolphthalein 

 

 4.4.2 การศึกษาล าดบัการผสมของสารในซีไอเอแพลตฟอรม์ 

 โดยปกตแิลว้ล าดบัการเขา้ท าปฏกิริยิาของรเีอเจนต์ในปฏกิริยิาเคมหีน่ึงๆ จะมผีล
โดยตรงต่อปริมาณสารผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้น ถ้าล าดับการผสมของรีเอเจนต์เหมาะสม สาร
ผลติภณัฑจ์ะเกดิมาก สง่ผลใหค้วามไวของการวเิคราะหห์รอื sensitivity มากตามไปดว้ย ในทาง
ตรงขา้ม ถ้าล าดบัการผสมของรเีอเจนต์ไม่เหมาะสม สารผลติภณัฑจ์ะเกดิน้อย ท าใหค้วามไว
ของการวิเคราะห์ต ่า ในการทดลองน้ีได้ศึกษาล าดบัการผสมของรีเอเจนต์ในท่อของซีไอเอ
แพลตฟอรม์จ านวน 2 รปูแบบ ดงัแสดงในตารางที ่4 คอื รปูแบบ a ล าดบัของสารเรยีงจากซา้ย
ไปขวา (ท่อที่ 1-4) คือ สารละลาย 1,10-phenanthroline, สารละลายบัฟเฟอร์, สารละลาย 
hydroxylamine และสารละลายมาตรฐาน Fe(II) รูปแบบ b ล าดบัของสารเรยีงจากซ้ายไปขวา 
(ท่อที่ 1-4) เป็นดังน้ี สารละลายมาตรฐาน Fe(II), สารละลาย hydroxylamine, สารละลาย
บฟัเฟอร์ และสารละลาย 1,10-phenanthroline ล าดบัของสารทัง้ 2 รูปแบบ ท่อนโซนของรเีอ
เจนต์แต่ละชนิดจะคัน่ด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ จากผลการทดลองพบว่า ความไวของการ
วเิคราะหซ์ึง่พจิารณาจากคา่ความชนัของกราฟมาตรฐานของล าดบัการผสมสารทัง้ 2 รปูแบบ ไม่
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แตกต่างกนัอย่างมนีัยส าคญั (ตารางที่ 4) อย่างไรกด็ใีนการทดลองน้ีไดเ้ลอืกใชล้ าดบัการผสม
ของสารตามรปูแบบ a เน่ืองจากเหมอืนกบัล าดบัการผสมสารในวธิแีบบ Batch 

 

ตารางท่ี 4 แสดงล าดบัการผสมของสารในซไีอเอ  

 

 

 4.4.3 การศึกษาผลของขนาดเส้นผา่นศนูยก์ลางของท่อในซีไอเอแพลตฟอรม์และมิ
กซ่ิงคอยล ์

 การทดลองในส่วนน้ีได้ศึกษาเกี่ยวกบัขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของท่อในซีไอ เอ
แพลตฟอรม์ทีม่ผีลต่อความไวของการวเิคราะห ์โดยไดส้รา้งซไีอเอแพลตฟอรม์ขึน้มา 3 ชนิด คอื 
ชนิด A, B และ C ที่มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของท่อต่างกนั ดงัแสดงในตารางที่ 5 ซีไอเอ
แพลตฟอรม์ A และ C มขีนาดเสน้ผ่านศูนยก์ลางของท่อเท่ากนัทุกท่อ (ท่อที ่1-5) คอื ขนาด 2 
และ 3 มลิลิเมตร ตามล าดบั ขณะที่ซีไอเอแพลตฟอร์ม B มขีนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของท่อ
เท่ากนักบัซไีอเอแพลตฟอรม์ A ต่างกนัที่ขนาดเสน้ผ่านศูนยก์ลางของท่อที่ 4 ซึ่งใชส้ าหรบัฉีด
สารตวัอยา่งมคีา่เทา่กบั 3 มลิลเิมตร 

 จากผลการทดลองสร้างกราฟมาตรฐานของสารละลาย Fe(II) โดยใช้ซีไอเอ
แพลตฟอรม์ทัง้ 3 ชนิด พบวา่ เมือ่เพิม่ขนาดเสน้ผา่นศนูยก์ลางของท่อที ่4 (เปรยีบเทยีบระหวา่ง
ซไีอเอแพลตฟอรม์ A และ B) ซึง่ใชส้ าหรบัฉีดสารมาตรฐานและสารตวัอยา่งค่าความไวของการ
วเิคราะหจ์ะเพิม่มากขึน้ เน่ืองจากปรมิาตรของสารตวัอย่างทีใ่ชเ้พิม่ขึน้นัน่เอง แต่ถ้า เพิม่ขนาด
เสน้ผา่นศูนยก์ลางของทุกท่อ (เปรยีบเทยีบระหว่างซไีอเอแพลตฟอรม์ A และ C) ค่าความไวใน
การวเิคราะหท์ีไ่ดม้คี่าไมแ่ตกต่างกนัทัง้นี้เน่ืองจากอตัราสว่นของปรมิาตรของสารละลายทัง้หมด
ทีใ่ชม้คีา่เทา่เดมิ ดงันัน้ ผูท้ าการทดลองจงึเลอืกซไีอเอแพลตฟอรม์ B ส าหรบัการทดลองต่อไป 

 ในระบบการไหลอย่างต่อเน่ือง เป็นที่รู้กนัโดยทัว่ไปว่ามกิซิ่งคอยล์ (mixing coil) 
สามารถช่วยผสมสารทีไ่หลอยู่ภายในท่อใหด้ยีิง่ขึน้ ซึ่งจะท าใหค้่าความไวในการวเิคราะหข์อง
ระบบนัน้ดขีึน้ตามไปดว้ย ในการทดลองน้ีไดศ้กึษาถงึผลของความยาวของมกิซิง่คอยลซ์ึง่วางอยู่
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บรเิวณดา้นหน้าของเครื่องสเปกโตโฟโตมเิตอร ์ความยาวของมกิซิง่คอยลท์ีใ่ชศ้กึษาคอื ไมม่มีกิ 
ซิ่งคอยล์ จนถึงมิกซิ่งคอยล์ยาว 90 เซนติเมตร จากผลการทดลองพบว่าความไวของการ
วเิคราะหเ์พิม่มากขึน้เมื่อใชม้กิซิง่คอยล์ยาวขึน้จนถงึ 45 เซนตเิมตร ดงันัน้ ผูท้ าการทดลองจงึ
เลอืกความยาวของมกิซิง่คอยลท์ี ่45 เซนตเิมตร ใชใ้นการทดลองต่อไป 

 

ตารางท่ี 5 แสดงผลของเสน้ผา่นศนูยก์ลางของท่อในซไีอเอ 

 

 4.4.4 การศึกษาผลของความเข้มข้นของรีเอเจนต ์

         ในการทดลองน้ีไดศ้กึษาผลของความเขม้ขน้ของรเีอเจนตท์ัง้ 2 ชนิด คอื สารละลาย 
1,10-phenanthroline (R3) และ สารละลาย hydroxylamine (R1) ต่อคา่สญัญาณการดดูกลนืแสง
ของสารผลติภณัฑ์ โดยสารละลาย 1,10-phenanthroline ศกึษาในช่วงความเขม้ขน้ตัง้แต่ 5 x 
10-3 ถงึ 1.5 x 10-2 โมล/ลติร จากการทดลองฉีดสารละลายมาตรฐาน Fe(II) ทีค่วามเขม้ขน้สงูสุด
คือ 3.5 x 10-4 โมล/ลิตร พบว่า สญัญาณค่าการดูดกลืนแสงที่วดัได้มคี่าคงที่เท่ากนัทุกความ
เข้มข้นของสารละลาย 1,10-phenanthroline ที่ใช้ทดลอง แสดงให้เห็นว่า สารละลาย 1,10-
phenanthroline ที่ใชเ้ป็นรเีอเจนต์นัน้ในการเกดิสารประกอบเชงิซ้อนทีม่สีชีมพูกบั Fe(II) นัน้มี
ค่ามากเกนิพอ ผูท้ าการทดลองไดเ้ลอืกใชส้ารละลาย 1,10-phenanthroline เขม้ขน้สงูสุดคอื 1.5 
x 10-2 โมล/ลติร เพื่อใหแ้น่ใจไดว้่ารเีอเจนต์ทีใ่ชม้ปีรมิาณมากเกนิพอส าหรบัการท าปฏกิริยิากบั 
Fe(II) 

          สารละลาย hydroxylamine ทีใ่ชใ้นปฏกิริยิาน้ีมหีน้าทีเ่ป็นสารรดีวิซ์ส าหรบั Fe(III) 
การทดลองน้ีไดศ้กึษาผลของความเขม้ขน้ของสารละลาย hydroxylamine ในชว่ง 0.5 – 1.5 โมล/
ลติร ส าหรบัการวดัสารละลายมาตรฐาน Fe(III) ทีม่คีวามเขม้ขน้ 20 มลิลกิรมั/ลติร จากผลการ
ทดลองพบว่า ค่าสญัญาณการดูดกลืนแสงที่ว ัดได้มีค่าคงที่และไม่ขึ้นกับความเข้มข้นของ
สารละลาย hydroxylamine ผูท้ าการทดลองไดเ้ลอืกสารละลาย hydroxylamine ที่ความเขม้ขน้ 
1.1 โมล/ลติร ส าหรบัการทดลองต่อไป 
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 4.4.5 คณุลกัษณะของซีไอเอแพลตฟอรม์ในการวิเคราะหป์ริมาณ Fe(II), Fe(III) และ
ปริมาณเหลก็ทัง้หมด 

 การทดลองภายใตส้ภาวะทีเ่หมาะสมดงักล่าวขา้งตน้ พบว่า เมื่อใชซ้ไีอเอควบคู่กบั
ระบบการไหลวเิคราะหห์ารปรมิาณ Fe(II) จะใหก้ราฟมาตรฐานทีม่คีวามเป็นเสน้ตรงทีด่ี(A510 = 
(0.0705±0.002) mg L-1 Fe(II) + (0.031±0.011): r2 = 0.995) ความเขม้ขน้ของเหลก็ตัง้แต่ 5 ถงึ 
20 มลิลิกรมั/ลติร ค่าต ่าสุดของการตรวจวดั (limit of quantitation, 10σ blank/slope) ปรมิาณ
เหล็กด้วยวธิซีไีอเอคอื 0.2 มลิลกิรมั/ลติร วธิซีไีอเอที่พฒันาขึน้น้ีใช้สารตวัอย่างและรเีอเจนต์
ปรมิาณน้อย คอื 167 และ 501 ไมโครลติร ตามล าดบั วธิน้ีีสามารถวเิคราะห์ปรมิาณตวัอย่าง
ได้มากถึง 60 ตวัอย่างต่อชัว่โมง มคีวามเที่ยง (%RSD) น้อยกว่า 2.6% ส าหรบัการวเิคราะห์ 
Fe(II) เขม้ขน้ 15 มลิลกิรมั/ลติร วเิคราะหซ์ ้ากนัจ านวน 10 ครัง้ 

 วธิซีไีอเอควบคู่กบัระบบการไหลทีไ่ดพ้ฒันาขึน้ยงัถูกน าไปใชใ้นการจ าแนกปรมิาณ 
Fe(II) และ Fe(III) ในสารตวัอย่าง ในกรณีการวเิคราะหป์รมิาณ Fe(II) เพยีงอย่างเดยีวจะใชน้ ้า
แทนสารละลาย hydroxylamine (R1) ในขณะทีป่รมิาณ Fe(III) สามารถหาไดจ้ากผลต่างระหว่าง
ปรมิาณเหลก็ทัง้หมดกบัปรมิาณเหลก็ Fe(II) เพยีงอยา่งเดยีว ผลการทดลองในตารางที ่6 แสดง
ถงึความสอดคลอ้งกนัของปรมิาณ Fe(II), Fe(III) และ เหลก็ทัง้หมดทีว่เิคราะหไ์ดด้ว้ยวธิซีไีอเอ
เปรยีบเทยีบกบัค่าความเขม้ขน้ทีไ่ดเ้ตมิลงไป ค่ารอ้ยละการคนืกลบั (%Recovery) ของเหลก็ทุก
ชนิดมคีา่ทีด่ ี

 เมด็วติามนิรวมนอกจากจะมธีาตุเหลก็ (Fe) เป็นองค์ประกอบแล้ว ยงัประกอบไป
ดว้ยธาตุอื่นๆ อกี เช่น ไอโอดนี (I), คลอรนี (Cl), แคลเซยีม (Ca), แมกนีเซยีม (Mg), แมงกานีส 
(Mn), สงักะส ี(Zn) และทองแดง (Cu) ธาตุเหล่าน้ีมคีวามเป็นไปได้ที่จะรบกวนการวิเคราะห์
ปรมิาณเหลก็ ในการทดลองน้ีจงึทดสอบการรบกวนของธาตุดงักล่าว โดยเตมิธาตุเหล่านัน้ในรปู
ของ KI, KCl, CaHPO4, MgSO4, MnSO4, ZnSO4 และ CuSO4 ลงในสารละลายมาตรฐาน Fe(II) 
เขม้ขน้ 5 มลิลกิรมั/ลติร การทดสอบทัง้หมดท าแยกกนั ผลการทดลองแสดงใหเ้หน็ว่าสญัญาณที่
ไดจ้ากการวดัสารละลาย Fe(II) ทีม่ธีาตุอื่นๆ แต่ละชนิดผสมอยูไ่มม่คีวามแตกต่างกบัสญัญาณที่
ไดจ้ากการวดัสารละลายมาตรฐาน Fe(II) ทีค่วามเขม้ขน้เทา่กนั ถงึแมจ้ะใชค้วามเขน้ขน้ของธาตุ
อื่นๆ สูงถงึ 1,500 มลิลกิรมั/ลติร กต็าม ผลการทดลองน้ีแสดงใหเ้หน็ว่าธาตุอื่นๆ ที่พบในเมด็
วติามนิรวมไมร่บกวนการวเิคราะหป์รมิาณเหลก็ดว้ยวธิซีไีอเอ 
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ตารางท่ี 6 แสดงผลการวเิคราะหป์รมิาณ Fe(II), Fe(III) และเหลก็ทัง้หมด 

 

 4.4.6 การหาปริมาณเหลก็ในเมด็วิตามินรวม 

 วิธีฉีดสารด้วยซีไอเอแพลตฟอร์มควบคู่กับระบบการไหลอย่างต่อเน่ืองที่ได้
พฒันาขึน้มาน้ี ไดถู้กน าไปประยกุตใ์ชห้าปรมิาณเหลก็ในเมด็วติามนิรวมจ านวน 4 ยีห่อ้แตกต่าง
กนั (A-D) แต่ละยีห่อ้จะวเิคราะหซ์ ้าทัง้หมด 3 ครัง้ ผลการวเิคราะหป์รมิาณเหลก็ในเมด็วติามนิ
รวมทีไ่ดจ้ากวธิทีีพ่ฒันาขึน้เปรยีบเทยีบกบัปรมิาณทีร่ะบุไวท้ีฉ่ลากและปรมิาณทีห่าดว้ยวธิเีฟรม
อะตอมมกิแอบซอบชนัสเปกโตมทิร ี(Flame atomic absorption spectrometry, FAAS) แสดงดงั
รูปที ่22 จากการเปรยีบเทยีบขอ้มูลทีไ่ดจ้ากวธิซีไีอเอและทีไ่ดจ้าก FAAS ดว้ยวธิทีางสถติ ิคอื 
paired t-test พบว่าขอ้มลูทีไ่ดไ้มม่คีวามแตกต่างกนัอย่างมนียัส าคญัทีค่วามเชื่อมัน่ 95% (tstat = 
0.16, tcrit = 2.20) ในขณะที่ขอ้มูลการวเิคราะห์ที่ได้จากวธิซีไีอเอเปรยีบเทยีบกบัค่าที่ระบุไวท้ี่
ฉลาก พบว่า ค่าทีไ่ดไ้มม่คีวามแตกต่างกนัยกเวน้ในตวัอยา่ง D ทัง้นี้อาจเป็นเพราะคุณภาพของ
ตวัอยา่งยีห่อ้นัน่เอง 

 ยิง่ไปกวา่นัน้ ในการทดลองน้ียงัไดศ้กึษารอ้ยละการคนืกลบั (%Recovery) ของการ
วเิคราะห์ปรมิาณเหล็กในเมด็วติามนิรวมอกีด้วย จากการศึกษาพบว่าค่าที่ได้มคี่าอยู่ระหว่าง 
90.1-107% แสดงใหเ้หน็วา่วธิซีไีอเอทีพ่ฒันาขึน้มคีวามแมน่ย าในการวเิคราะหท์ีด่ ี

รปูท่ี 22 แสดงการเปรยีบเทยีบผลการวเิคราะหป์รมิาณเหลก็ของ 3 วธิ ีคอื วธิซีไีอเอ, ปรมิาณที่
ระบุขา้งฉลากและวธิ ีAtomic absorption spectrometry 
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4.5 ตัวตรวจวดัแบบไดโอดคู่ (Paired emitter-detector diode หรือ PEDD) ใช้ควบคู่กบั
ระบบซีเควนเชียลอินเจกชัน ส าหรบัการวดัปริมาณน ้าตาลซุโครสและฟอสเฟตใน
เคร่ืองด่ืมโคล่าโดยอาศยัหลกัการวดัทางกายภาพทัง้แบบการหกัเหแสงบริเวณรอยต่อ
สารละลายท่ีมีค่าดชันีหกัเหแตกต่างกนั (ชลีเรนท์เอฟ็เฟกท์) และการวดัความขุ่นของ
ตะกอน 

 ในงานน้ีไดท้ดสอบเบือ้งตน้วา่ PEDD เหมาะสมแก่การวดักลุ่มอนุภาคหรอืไม ่ดว้ยการวดัสาร
แบบขุ่น (สรา้งตะกอนดว้ยปฎกิริยิาตกตะกอน) และเมื่อทดสอบเบื้องต้นพบว่าท าไดจ้รงิ แต่ยงั
หาความสมัพนัธไ์มไ่ดร้ะหว่างสญัญาณกบัจ านวนอนุภาค แต่เหมาะส าหรบัวดัความขุน่ งานน้ีจงึ
ได้พฒันาต่อยอด PEDD ใช้ร่วมกบัระบบไหลแบบซีเควนเชียลเพื่อพฒันาวิธีใหม่ ในการวดั
น ้าตาลซโูครสรว่มกบัฟอสเฟต ดงัน้ี 

 

 4.5.1 การออกแบบระบบและลกัษณะสญัญาณ 

 ระบบ SI-PEDD ในรปูที ่11 ใชเ้พื่อศกึษาการใชง้านของตวัตรวจวดั PEDD เพื่อวดั
ปรากฎการณ์ Schlieren effect และ ความขุน่ ไปในคราวเดยีวกนั ระบบวเิคราะหเ์ริม่ดว้ยการดดู
ทอ่นสารทีจ่ะตรวจวดัเขา้มาพกัในทอ่พกัสาร โดยมทีอ่นรเีอเจนต ์(R) แทรกอยูต่ าแหน่งตรงกลาง
ระหว่างท่อนสารตวัอย่าง (S1 และ S2) ทีม่อีงคป์ระกอบของน ้าตาลซูโครสและฟอสเฟต จากนัน้
ท่อนสารทัง้หมดถูกผลกัไปยงัตวัตรวจวดั PEDD สญัญาณของท่อนสารทัง้หมดเมื่อไหลผ่านตวั
ตรวจวดั PEDD แสดงในรปูที ่12  

  การไหลแบบลามินาร์ (Laminar flow pattern) ท าให้เกิดรอยต่อระหว่างท่อน
ตัวอย่าง S2 กับน ้ า ส่งผลให้เห็นสัญญาณอันเน่ืองมาจากปรากฎการณ์ Schlieren effect 
(สญัญาณ ‘A’ ในรูปที่ 12) เมื่อท่อนตวัอย่าง S2 ไหลผ่านตวัตรวจวดั PEDD แล้ว บรเิวณตรง
กลางของท่อนสารทัง้หมดซึง่มตีะกอนของแคลเซยีมฟอสเฟตอยู่นัน้ จะไหลผ่านเขา้มา ตะกอน
แคลเซยีมฟอสเฟตเหล่าน้ีจะกระเจงิแสงจาก LED emitter สง่ผลใหส้ญัญาณลดลง (สญัญาณ ‘B’ 
ในรปูที ่12) และเมือ่ทา้ยทอ่นโซนของรอยต่อระหวา่งท่อนตวัอยา่ง S1 และน ้า ไหลผา่นเขา้มาใน
ตัวตรวจวดั PEDD จะพบว่าสญัญาณลดลงที่มีขนาดเล็กน้อย ซึ่งสญัญาณน้ีจะพบเมื่อความ
เขม้ขน้ของน ้าตาลซโูครสสงูกวา่ 5 Brix สญัญาณ  

  ปรากฎการณ์ Schlieren effect เป็นปรากฎการณ์ที่เกดิจากการหกัเหของแสง
บรเิวณผวิรอยต่อของสารละลาย ในที่น่ี คอื รอยต่อของสารละลายน ้าตาลกบัน ้า (สารละลาย
น ้าตาลมคี่าดชันีหกัเห (Refractive index, RI) ทีม่ากกว่าน ้า) ดงันัน้ แสงทีม่าจาก LED emitter 
เมื่อเดินทางผ่านสารละลายน ้าตาลเข้าสู่น ้า จะหกัเหเข้า LED detector มากขึ้น ส่งผลท าให้
สญัญาณความต่างศกัยไ์ฟฟ้าทีว่ดัสูงขึน้ (สญัญาณ ‘A’ ในรูปที ่12)  ส าหรบัการสญัญาณความ
ขุ่นนัน้ ตะกอนแขวนลอยของแคลเซยีมฟอสเฟต จะกระเจงิแสงที่มาจาก LED emitter ท าใหม้ี
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แสงที่ตกกระทบที่ LED detector น้อยลง สัญญาณความต่างศักย์ไฟฟ้าที่ว ัดได้จึงลดลง 
(สญัญาณ ‘B’ ในรปูที ่12)    

 

 4.5.2 โอกาสของตวัรบกวนการวดั 

      ในการศึกษาน้ี มวีตัถุประสงค์เพื่อศึกษาการรบกวนซึ่งกนัและกนัส าหรบัการวดั
น ้าตาลและการวดัฟอสเฟต ในส่วนแรก ศกึษาผลการรบกวนของฟอสเฟตทีม่ตี่อการวดัน ้าตาล
ซูโครส โดยผูว้จิยัไดเ้ตรยีมสารละลายฟอสเฟตความเขม้ขน้ตัง้แต่  50 – 200 mg PO4

3- L-1 ใน
สารละลายน ้าตาลซูโครส 7 Brix ผลการทดลองพบว่า สญัญาณน ้าตาลที่วดัได้เมื่อมฟีอสเฟต
ความเขม้ขน้ต่างๆ กนันัน้มคี่าใกล้เคยีงกนั แสดงว่าฟอสเฟตไม่มผีลรบกวนต่อการวดัน ้าตาล
ซูโครส มัง้นี้เน่ืองมาจากค่า RI ของสารละลายตวัอยา่งขึน้กบัความเขม้ขน้ของสารละลายน ้าตาล
เพยีงอยา่งเดยีว 

 ในส่วนที่สอง ศึกษาผลรบกวนของน ้าตาลที่มีต่อการวดัฟอสเฟต โดยผู้วิจยัได้
เตรียมสารละลายฟอสเฟต 200 mg PO4

3- L-1 ในน ้าและในสารละลายน ้าตาลซูโครส 7 Brix  
ปรมิาตรท่อนตวัอย่างทีดู่ดเขา้มา คอื 0.5:0.1:0.5 มลิลลิติร ส าหรบัท่อนสาร S1:R:S2 ตามล าดบั 
(รูปที่ 23 ที่ S2 = 0.5 mL) ผู้วิจัยพบว่า สัญญาณความขุ่น (แกน y ในรูปที่ 21) ที่ได้จาก
สารละลายฟอสเฟตที่เตรยีมในตวัท าละลายต่างชนิดกนั มคี่าขนาดสญัญาณที่ต่างกนัอย่างมี
นัยส าคญั ทัง้น้ีเน่ืองมาจากความหนืดของสารละลายน ้าตาลซูโครสส่งผลต่อการผสมในการ
ตกตะกอนของแคลเซยีมฟอสเฟต  โดยทัว่ไป การเพิม่ความยาวของทอ่ผสมสาร (MC) จะชว่ยใน
เรื่องการผสมไดด้ขีึน้ แต่ในระบบน้ี ผูว้จิยัต้องการเพิม่ประสทิธภิาพการผสมเฉพาะบรเิวณตรง
กลางของท่อนโซนเท่านัน้และไม่ต้องการใหก้ารผสมเกดิดขีึน้ที่บรเิวณหวัท่อนโซน ซึ่งจะเป็น
บรเิวณทีใ่ชว้ดัน ้าตาลซูโครส  ดงันัน้ ผูว้จิยัจงึเพิม่ประสทิธภิาพการผสมดว้ยการเพิม่ความยาว
ของท่อนตวัอย่าง S2 ซึ่งจะเพิม่การผสมระหว่างท่อนตวัอย่างและท่อนรเีอเจนต์ในแนวยาวตาม
ท่อ (Longitudinal dispersion) ผลการทดลองในรูปที่ 21 แสดงว่า ขนาดความสูงของสญัญาณ
ฟอสเฟตของสารละลายฟอสเฟตในน ้าเพิม่ขึน้ เมือ่ใชป้รมิาตรทอ่นตวัอยา่ง S2 ตัง้แต่ 0.5 – 0.75 
มลิลลิติร เน่ืองจากมตีะกอนแคลเซยีมฟอสเฟตเกดิมากขึน้ อยา่งไรกต็าม พบว่า หากใชป้รมิาตร
ทอ่นตวัอยา่ง S2 มากกวา่ 0.75 มลิลลิติร สญัญาณฟอสเฟตจะลดต ่าลง เน่ืองจากเกดิการเจอืจาง
ของท่อนโซนภายในท่อ  ในท านองเดียวกนั ผู้วิจยัพบว่าแนวโน้มของสญัญาณฟอสเฟตใน
น ้าตาล 7 Brix คลา้ยกบัสารละลายฟอสเฟตในน ้า แต่ขนาดของสญัญาณมคีา่น้อยกวา่ส าหรบัการ
ใช้ท่อนตัวอย่าง S2 ปริมาตร 0.5 -1.5 มิลลิลิตร อย่างไรก็ตาม พบว่าปริมาตร S2 ที่ 1.75 
มลิลลิติรเป็นตน้ไป ใหส้ญัญาณฟอสเฟตทีเ่ท่ากนัทัง้ทีเ่ตรยีมจากในน ้าและในสารละลายน ้าตาล 
7 Brix ดงันัน้ ผูว้จิยัไดเ้ลอืกปรมิาตรท่อนตวัอยา่ง S2 ที ่1.75 มลิลลิติร เพื่อก าจดัผลรบกวนของ
น ้าตาลทีม่ตี่อการวดัฟอสเฟต  
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รูปท่ี 23 แสดงอิทธิพลของปรมิาตรท่อนตวัอย่าง S2 ที่มตี่อขนาดสญัญาณฟอสเฟต 200 mg 
PO4

3- L-1 ที่เตรียมในตวัท าละลาย คือ น ้า () และ สารละลายน ้าตาลซูโครส 7 Brix ().  
ก าหนดปรมิาตรทอ่นสาร S1 และ R เทา่กบั 0.5 และ 0.1 มลิลลิติร คงทีต่ลอดการทดลอง 

 

 4.5.3 ตวัตรวจวดั PEDD 

 ผูว้จิยัจ าเป็นตอ้งเลอืกความยาวคลื่นในการตรวจวดัใหเ้หมาะสม เพื่อหลกีเลีย่งการ
รบกวนจากการดูดกลืนแสงจากสขีองตวัอย่าง (เครื่องดื่มโคล่ามสีนี ้าตาลด า) สเปกตรมัการ
ดูดกลนืแสงของตวัอย่างโคล่าอยู่ที่ 350 – 700 นาโนเมตร ดงันัน้ ในงานน้ีจงึเลอืกใชห้ลอดไอ
โอดเปล่ง คลื่นแสงอนิฟราเรด มคีวามยาวคลื่นที ่890 นาโนเมตร เป็นทัง้ตวัเปล่งแสงและตวัรบั
แสง 

 นอกจากน้ี ผูว้จิยัไดเ้ลอืก เซลลว์ดัแบบไหล ทีม่ปีรมิาตรภายในขนาด 18 ไมโครลติร 
เพื่อใหไ้ดร้อยต่อทีค่มชดัระหว่างสารละลายน ้าตาลกบัน ้า เซลล์วดัแบบไหลทีม่ปีรมิาตรภายใน
ขนาด 80 ไมโครลิตร ไม่เหมาะสมกบัการวดั Schlieren effect เน่ืองจากขนาดของท่อภายใน
เซลล์มขีนาดใหญ่ ส่งผลท าให้เกิดการกระจายตวัของท่อนโซนที่มาก และ ท าให้รอยต่อของ
สารละลายน ้าตาลกบัน ้าไมช่ดัเจน 

 

 4.5.4 การศึกษาอิทธิพลของอตัราการไหล 

 อัตราการไหลมีอิทธิพลต่อความไวในการวิเคราะห์ (Sensitivity) และจ านวน
ตวัอยา่งทีว่เิคราะห ์(Sample throughput)  อตัราการไหลทีศ่กึษาน้ี คอื อตัราการไหลในขัน้ตอน
ที ่5 (ตารางที ่3) เป็นขัน้ตอนทีผ่ลกัท่อนสารทัง้หมดไปยงัตวัตรวจวดั PEDD ท าการศกึษาตัง้แต่ 
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1 – 10 mL min-1 พบว่า อตัราการไหลต ่าให้ค่าความไวในการวเิคราะห์ที่ดี ส าหรบัทัง้การวดั
น ้าตาลและฟอสเฟต ในการทดลองน้ี ผู้วจิยัเลือกอตัราการไหลที่ 5 mL min-1 เน่ืองจากได้ค่า
ความไวในการวเิคราะหแ์ละจ านวนตวัอยา่งในการวเิคราะหท์ีเ่หมาะสม   

 

 4.5.5 ตวัแปรท่ีมีผลต่อการตกตะกอนของแคลเซียมฟอสเฟต 

 ผู้วจิยัได้ท าการศึกษาอทิธิพลของความเข้มขน้ของสารละลาย CaCl2 โดยศึกษา
ในช่วง 0.04 – 0.12 mol L-1 ผลการทดลองแสดงในรูปที ่24a พบว่า ทีค่วามเขม้ขน้ของ CaCl2 
ตัง้แต่ 0.06 mol L-1 เป็นตน้ไป สญัญาณเริม่คงที ่ในงานน้ี ผูว้จิยัเลอืกความเขม้ขน้ของ CaCl2 ที ่
0.08 mol L-1 ซึง่เป็นความเขม้ขน้ทีม่ากเกนิพอทีจ่ะใชใ้นการตะกอนแคลเซยีมฟอสเฟต 

 รูปที่ 24b แสดงผลการศึกษาอิทธิพลของความเข้มข้นสารละลายบัฟเฟอร์
แอมโมเนียม ตัง้แต่ 0.2 – 6.5 mol L-1 พบวา่ ความเขม้ขน้ของสารละลายบฟัเฟอรท์ี ่0.3 mol L-1 
ให้ค่าความไวในการวเิคราะห์สูงสุด ส าหรบัความเขม้ขน้ที่ต ่ากว่า 0.3 mol L-1 นัน้ ค่าความจุ
บฟัเฟอร ์(Buffer capacity) ไม่เพยีงพอต่อการท าใหต้วัอย่างเป็นกลาง หากใชค้วามเขม้ขน้ของ
บฟัเฟอรท์ีส่งูเกนิไป จะสง่ผลต่อการตกตะกอนแคลเซยีมฟอสเฟต เน่ืองจากมอีทิธพิลจาก Ionic 
strength ทีส่งูขึน้ ดงันัน้ ผูว้จิยัจงึไดเ้ลอืกความเขม้ขน้ของสารละลายบฟัเฟอรท์ี ่0.3 mol L-1 รปู
ที ่24c แสดงค่า pH ของสารละลายแอมโมเนียมบฟัเฟอรท์ีเ่หมาะสมในการตกตะกอนแคลเซยีม
ฟอสเฟต พบวา่ ค่า pH ทีเ่หมาะสม คอื 10 เน่ืองจากใหค้า่ความไวในกรวเิคราะหส์งูสุด 

 สารละลาย PVA เป็นสารลดแรงตึงผิวที่ช่วยท าให้ตะกอนแคลเซียมฟอสเฟต
แขวนลอยในของเหลวได้รูปที่ 24d แสดงการศกึษาอทิธพิลของความเขม้ขน้สารละลาย PVA 
ตัง้แต่ 0.02 – 0.30 % (w/v) ผลการทดลองแสดงความเขม้ขน้ที่ 0.1 % (w/v) ใหค้่าความไวใน
การวิเคราะห์สูงสุด การใช้ความเข้มข้นของ PVA ที่มากเกินไป (ในที่น้ี คือ มากกว่า 0.1 % 
(w/v)) จะส่งผลท าใหจ้ านวนตะกอนทีเ่กดิขึน้ลดน้อยลงและส่งผลท าใหเ้กดิการกระเจงิแสงที่ลด
น้อยลงตามไปดว้ย ดงันัน้ ผูว้จิยัจงึเลอืกความเขม้ขน้ของสารละลาย PVA ที ่0.1 % (w/v) 
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รปูท่ี 24 อทิธพิลของรเีอเจนตใ์นการตกตะกอนแคลเซยีมฟอสเฟตต่อค่าความไวในการวเิคราะห ์
(Sensitivity)  

 นอกจากน้ี ผู้วิจัยได้ศึกษาปริมาตรของสารละลาย CaCl2 ตัง้แต่  50 – 200 
ไมโครลติร ผลการทดลอง แสดงวา่ เมือ่เพิม่ปรมิาตรสงูขึน้ ค่าสญัญาณฟอสเฟตกส็งูขึน้ดว้ย และ
คงที่ที่ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ดังนัน้ ผู้วิจัยเลือกปริมาตรของสารละลาย CaCl2 ที่ 100 
ไมโครลติร 

 4.6 คณุลกัษณะของระบบ และการประยกุตเ์พ่ือวิเคราะหต์วัอย่างโคล่า 

 รูปที่ 25 แสดงตวัอย่างสญัญาณทีไ่ดจ้ากสารละลายผสมมาตรฐานระหว่างน ้าตาล
ซโูครสและฟอสเฟต ภายใตส้ภาวะทีเ่หมาะสมของระบบ SI-PEDD ทีพ่ฒันาขึน้  กราฟมาตรฐาน
ของสารละลายน ้าตาลและฟอสเฟตครอบคลุมช่วงความเข้มข้นในตวัอย่าง ดงัน้ี สารละลาย
น ้าตาลซูโครส ตัง้แต่ 1-7 Brix  ((signal height, mVdc) = (3.140.03)[Brix] + (0.140.13), r2 
= 0.999) และสารละลายฟอสเฟต ตัง้แต่  50 - 200 mg PO4

3- L-1 ((signal height, mVdc) = 
((1.850.04) 10-1)[mg PO4

3- L-1] - (1.960.51), r2 = 0.999).  ขดีจ ากดัการวดัได ้(Detection 
limit, 3S/N) อยู่ที่ 0.5 Brix และ 20 mg PO4

3- L-1  ค่าความเที่ยง (Precision) อยู่ที่ 0.9% and 
1.7% (RSD) เมื่อท าการฉีดสารละลายผสมมาตรฐานของน ้าตาล 5 Brix กบั ฟอสเฟต 150 mg 
PO4

3- L-1 จ านวนตวัอยา่งทีว่เิคราะหไ์ดต้่อชัว่โมง คอื 21 ตวัอยา่ง 
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รูปท่ี 25 แสดงตวัอย่างสญัญาณที่ได้จากสารละลายผสมมาตรฐานระหว่างน ้าตาลซูโครสและ
ฟอสเฟต ณ ความเข้มข้น (i) 1 Brix + 50 mg PO4

3- L-1 (ii) 3 Brix + 100 mg PO4
3- L-1 (iii) 5 

Brix + 150 mg PO4
3- L-1 (iv) 7 Brix + 200 mg PO4

3- L-1  ภาพแทรกแสดงกราฟมารฐานของ
สารละลายน ้าตาลซโูครส (บน) และสารละลายฟอสเฟต (ล่าง) 

 

 ตารางที ่7 แสดงการเปรยีบเทยีบผลวเิคราะหป์รมิาณน ้าตาลซูโครสและฟอสเฟตใน
ตัวอย่างสงัเคราะห์ จ านวน 5 ตัวอย่าง ผลการวิเคราะห์แสดงให้เห็นว่าระบบ SI-PEDD ที่
พฒันาขึน้ใหผ้ลสอดคลอ้งกบัวธิมีาตรฐาน จากนัน้ ไดท้ าการวเิคราะหต์ัวอยา่งโคล่า (ตารางที ่8) 
พบว่า ใหผ้ลในท านองเดยีวกบักบัตวัอย่างทีเ่ตรยีมขึน้เอง คอื สอดคลอ้งกบัวธิมีาตรฐาน ทัง้น้ี 
เมื่อเปรียบเทียบผลวิเคราะห์ทางสถิติ โดยใช้ paired t-test ระดบัความเชื่อมัน่ 95% พบว่า 
ผลเปรยีบเทยีบจากระบบ SI-PEDD กบัวธิีมาตรฐานนัน้ใหผ้ลที่ไม่มคีวามแตกต่างกนัอย่างมี
นัยส าคัญ (น ้ าตาลซูโครส: tobserved = 1.285, tcritical = 2.306 ณ P = 0.05;  ฟอสเฟต: tobserved = 
0.005, tcritical = 2.178 ณ P = 0.05)  
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ตารางท่ี 7 เปรยีบเทยีบคา่ความแมน่ย าทีไ่ดจ้ากการวเิคราะหต์วัอยา่งสงัเคราะห ์โดยใชร้ะบบ 
SI-PEDD ทีพ่ฒันาขึน้ เทยีบกบัวธิมีาตรฐาน  

 

Nominal values of 
synthetic sample 

Sugar (Brix) Phosphate (mg PO4
3- L-1) 

Our 
method 

Refractometric 
methoda 

Our 
method 

Spectrophotometric  
methodb 

5  Brix+ 200 mg PO4
3- L-1  5.16  0.14 (2.7) 

5.16  0.05 
(1.0) 

197.7  3.0 
(1.5) 

202.7  2.1 (1.0) 

7  Brix + 200 mg PO4
3- L-

1  6.42  0.12 (1.9) 
6.47  0.07 

(1.1) 
200.0  2.5 

(1.3) 
199.0  2.1 (1.1) 

10 Brix + 300 mg PO4
3- 

L-1  9.79  0.14 (1.4) 
9.94  0.10 

(1.0) 
300.7  2.5 

(0.8) 
296.3  2.6 (0.9) 

10 Brix + 300 mg PO4
3- 

L-1  10.44  0.22 (2.1) 
10.27  0.10 

(1.0) 
299.9  3.9 

(1.3) 
303.9  3.0 (1.0) 

12 Brix + 300 mg PO4
3- 

L-1  11.95  0.24 (2.0) 
12.31  0.14 

(1.1) 
300.7  3.3 

(1.1) 
306.4  4.3 (1.4) 

aRefractometer 30PX/GS. Mettler Toledo, USA. 

bE.W. Rice, R.B. Baird, A.D. Eaton, L. S. Clesceri, Standard Methods for the 
Examination of Water and Wastewater, twenty second ed., American Public Health 
Association, Washington, USA, 2012, p. 4-155-156. 

ตวัเลขในวงเลบ็แสดงค่ารอ้ยละเบีย่งเบนมาตรฐาน (%RSD, n=6) 
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ตารางท่ี 8 แสดงผลวเิคราะหป์รมิาณในเครือ่งดื่มโคล่า โดยใชร้ะบบ SI-PEDD ทีพ่ฒันาขึน้ 
เทยีบกบัวธิมีาตรฐาน ตวัเลขในวงเลบ็แสดงค่ารอ้ยละเบีย่งเบนมาตรฐาน (%RSD, n=6) 

  

Sample Sugar (Brix) Phosphate (mg PO4
3- L-1) 

 
Our 

method 
Refractometric 

methoda 
Our 

method 
Spectrophotometric  

methodb 

Cola 1 9.55  0.11 
(1.2) 

9.75  0.05 (0.5) 341.5  6.1 (1.8) 342.4  3.6 (1.1) 

Cola 2 9.09  0.09 
(1.0) 

9.14  0.06 (0.7) 338.2  1.7 (0.5) 347.6  5.6 (1.6) 

Cola 3 9.96  0.13 
(1.3) 

9.82  0.10 (1.0) 340.5  7.0 (2.1) 330.0  3.1 (0.9) 

Cola 4 9.73  0.14 
(1.4) 

9.84  0.10 (1.0) 377.7  1.8 (0.5) 375.8  4.4 (1.2) 

Sugar-free cola 1 nd nd 348.0  5.3 (1.5) 351.7  1.4 (0.4) 
Sugar-free cola 2 nd nd 343.3  9.3 (2.7) 332.7  5.3 (1.6) 
Sugar-free cola 3 nd nd 356.0  6.1 (1.7) 347.4  6.0 (1.7) 
Sugar-free cola 4 nd nd 342.5  7.3 (2.1) 351.3  3.6 (1.0) 

aRefractometer 30PX/GS. Mettler Toledo, USA. 

bE.W. Rice, R.B. Baird, A.D. Eaton, L. S. Clesceri, Standard Methods for the 
Examination of Water and Wastewater, twenty second ed., American Public Health 
Association, Washington, USA, 2012, p. 4-155-156. 

nd: not detected.  

ตวัเลขในวงเลบ็แสดงค่ารอ้ยละเบีย่งเบนมาตรฐาน (%RSD, n=6) 
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4.6 ระบบซีเควนเชียลอินเจกชนั ส าหรบัการวดัปริมาณน ้าตาลซูโครสและฟอสเฟตใน
น ้ าอ้อยโดยอาศัยหลักการวัดทางกายภาพทัง้แบบการหักเหแสงบริเวณรอยต่อ
สารละลายท่ีมีค่าดชันีหกัเหแตกต่างกนั (ชลีเรนท์เอฟ็เฟกท์) และการวดัความขุ่นของ
ตะกอนโดยเทคนิคสเปกโตรโฟโตมิเตอร ์

 

 4.6.1 การออกแบบระบบการไหลโดยประเมินจากรปูแบบล าดบัของท่อนโซนและ
สญัญาณท่ีวดัได้ 

 การทดลองน้ีไดศ้กึษารูปแบบล าดบัของท่อนโซนทัง้ 3 แบบ (ดงัแสดงในรูปที ่26) 
เพื่อใชว้ดัปรมิาณของฟอสเฟตและซูโครสโดยทีก่ารตรวจวดัสารทัง้สองชนิดนัน้จะไม่รบกวนซึง่
กนัและกนั การทดลองน้ีศกึษาระบบซเีควนเชยีลอนิเจคชนั 2 แบบ ดงัแสดงในรปูที ่13 ระบบ A 
(ดงัแสดงในรปูที ่13A) ถูกใชส้ าหรบัการสรา้งล าดบัของท่อนโซนรปูแบบที ่1 และ 2 (ดงัแสดงใน
รูปที่ 26) โดยใช้ข ัน้ตอนการสร้างล าดบัท่อนโซนดงัแสดงในตารางที่ 9 และ 10 ระบบ B (ดงั
แสดงในรูปที่ 13B) ถูกใช้ส าหรบัการสรา้งล าดบัท่อนโซนรูปแบบที่ 3 โดยใช้ข ัน้ตอนการสรา้ง
ล าดบัท่อนโซนดงัแสดงในตารางที่ 11 การทดลองน้ีได้เลอืกการตรวจวดัด้วยเครื่องสเปคโตร
โฟโตมเิตอร์ที่ความยาวคลื่นที่มกีารดูดกลนืแสงมากที่สุด คอื 880 นาโนเมตร ส าหรบัระบบซี
เควนเชยีลทัง้ 2 ระบบ เพื่อตดิตามการเกดิสารเชงิซ้อนโมลบิดนิัมบลูทีม่สีฟ้ีา ความยาวคลื่นที่
เลอืกน้ีอยูใ่นยา่นสแีดงซึง่เหมาะสมกบัการวดัปรมิาณน ้าตาลซูโครสโดยใชป้รากฏการณ์ชลเีรนท์
เอฟ็เฟกท ์ 
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รูปท่ี 26 แสดงตวัอย่างสญัญาณที่ได้จากระบบซีเควนเชียลแบบ A และ B (รูปที่ 13) เมื่อใช้
ล าดบัทอ่นโซนรปูแบบที ่1 (A ถงึ D), ล าดบัทอ่นโซนรปูแบบที ่2 (E ถงึ H) และ  ล าดบัทอ่นโซน
รปูแบบที ่3 (I ถงึ L) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slug S

Sequence I / Manifold A Sequence II / Manifold A Sequence III / Manifold B

H2O Air R2 S R1 Air S H2O
H2O S Air R2 S R1 Air H2O

To detector
To detector (syringe pulled down)

To detector (syringe pushed up)

H2O R2 R1 S H2O

To detector

Blank 
(Water)

4-Brix sucrose

100-mg P2O5 L-1

4-Brix sucrose
+ 

100-mg P2O5 L-1

A

B

C

D

E

F

G

H

I

J

K

L

Syringe pulled down Syringe pushed up

H2O S Air R2 S R1 Air H2O

Sequence

A
ir

Stack for phosphate analysis Stack for 
sucrose analysis

Stack for phosphate analysis

Stack for 
sucrose analysis

A
ir

A
ir

A
ir

P2O5

0.7250.003

A
ir

A
ir

A
ir

A
ir

A
ir

A
ir

A
ir

A
ir

P2O5

0.7140.002

P2O5

0.7140.001

P2O5

0.6590.008

Sucrose   
0.1900.008

Sucrose   
0.7540.003

Sucrose   
0.7540.005

Sucrose   
0.1890.001

Sugar
(1st peak)

0.2100.001

Sugar
(2nd peak)

0.1330.002

P2O5

0.4340.003

0 25 50 75

0 25 50 75

0 25 50 75

0 25 50 75

0 25 50 75 100

0 25 50 75 100

0 25 50 75 100

0 25 50 75 100

0 50        

0 50

0 50

0 50

100 150

100 150

100 150

100 150

P2O5

(Co-incidence with sugar)
0.5560.003

Sugar
(1st peak)

0.2070.002
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ตารางท่ี 9 ขัน้ตอนการท างานของระบบซเีควนเชยีลอนิเจคชนัแบบ A (รปูที ่13A) ส าหรบัการ
สรา้งล าดบัทอ่นโซนรปูแบบที ่1 (รปูที ่26) 

Step Action SP 

()a Flow rateb 

Position of SV Volume 

(L) 

1 Aspiration of water  6.25 C-SV-P6 2,500 

2 Aspiration of R2  1.25 C-SV-P4 104 

3 Aspiration of R1  1.25 C-SV-P3 104 

4 Aspiration of sample plug  1.25 C-SV-P7 50 

5 Dispense all liquid plugs to the 

detector and waste 

 5.00 C-SV-P2-D 2,758 

Total analysis time is 70 s.  

a () forward flow direction; () reverse flow direction 

b Flow rate in mL min-1 

C: 200-cm coil (1 mm i.d.).  D: Detector.  Pn: port position.  SV: selection valve. 

 

ตารางท่ี 10 ขัน้ตอนการท างานของระบบซเีควนเชยีลอนิเจคชนัแบบ A (รปูที ่13A) ส าหรบัการ
สรา้งล าดบัทอ่นโซนรปูแบบที ่2 (รปูที ่26) 

Step Action SP 

()a Flow rateb 

Position of SV Volume 

(L) 

1 Aspiration of water  6.25 C-SV-P6 2,500 

2 Aspiration of air plug  1.25 C-SV-P1 55 

3 Aspiration of R2  1.25 C-SV-P4 104 

4 Aspiration of sample plug  1.25 C-SV-P7 20 

5 Aspiration of R1  1.25 C-SV-P3 104 

6 Aspiration of air plug  1.25 C-SV-P1 55 

7 Aspiration of sample plug  1.25 C-SV-P7 50 

8 Dispense all liquid zones to 

the detector and waste 

 5.00 C-SV-P2-D 2,888 

Total analysis time is 100 s.  

a () forward flow direction; () reverse flow direction 

b Flow rate in mL min-1 

C: 200-cm coil (1 mm i.d.).  D: Detector.  Pn: port position.  SV: selection valve. 



57 
 

ตารางท่ี 11 ขัน้ตอนการท างานของระบบซเีควนเชยีลอนิเจคชนัแบบ B (รปูที ่13B) ส าหรบัการ
สรา้งล าดบัทอ่นโซนรปูแบบที ่3 (รปูที ่26) 

 

Step Action SP 

()a Flow rateb 

Position of SV Volume 

(L) 

1 Aspiration of water  6.25 C1-SV-P6 2,080 

2 Aspiration of sample plug  1.25 C1-SV-P7 50 

3 Aspiration of air plug  1.25 C1-SV-P1 55 

4 Aspiration of R2.  1.25 C1-SV-P4 104 

5 Aspiration of sample plug  1.25 C1-SV-P7 20 

6 Aspiration of R1  1.25 C1-SV-P3 104 

7 Aspiration of air plug  1.25 C1-SV-P1 55 

8 Aspiration of water  3.00 C2-D-C1-SV-P6 1,700 

9 Dispense all liquid plugs to the 

detector and waste 

 5.00 C2-D-C1-SV-P2 4,168 

Total analysis time is 120 s.  

a () forward flow direction; () reverse flow direction 

b Flow rate in mL min-1 

C1: 30-cm coil (1 mm i.d.).  C2: 100-cm coil (1.59 mm i.d.).  D: Detector.  Pn: port position.  

SV: selection valve. 
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 4.6.1.1 ล าดบัทอ่นโซนรปูแบบที ่1 

  ล าดบัท่อนโซนรูปแบบที่ 1 ระบบซเีควนเชยีลแบบ A จะดูดท่อนรเีอ
เจนต์ (R1 และ R2) ส าหรบัการวเิคราะหฟ์อสเฟตผ่านทางซเีลก็ชนัวาวล์เขา้ไปเกบ็ไวใ้นคอยล์
เป็นล าดบัแรก ตดิตามดว้ยการดดูท่อน S ซึง่อาจเป็นน ้า, สารละลายซูโครสความเขม้ขน้ 4 Brix, 
สารละลาย P2O5 เขม้ขน้ 100 mg L-1 หรอื สารละลายผสมระหว่างสารละลายซูโครสเขม้ขน้ 4 
Brix และ สารละลาย P2O5 เข้มข้น 100 mg L-1 ล าดบัของท่อนโซนรูปแบบที่ 1 เป็นดงัน้ี คือ 
H2O/R2/R1/S/H2O ท่อนโซนทัง้หมดน้ีจะถูกผลกัในทศิทางตรงขา้มเพื่อให้ออกจากคอยล์และ
ไหลเขา้สูเ่ครือ่งสเปคโตรโฟโตมเิตอรเ์พื่อตรวจวดั สญัญาณค่าการดดูกลนืแสงเมื่อใชน้ ้าเป็นท่อน 
S แสดงดงัรปูที ่26A จากรปูจะเหน็ไดว้่ามสีญัญาณการเปลี่ยนแปลงเพยีงเลก็น้อยเมื่อเทยีบกบั
สญัญาณเบสไลน์ รปูที ่26B แสดงสญัญาณชลเีรนทจ์ านวน 2 สญัญาณ เมื่อใชส้ารละลายซูโครส
เขม้ขน้ 4 Brix เป็นท่อน S สญัญาณชลเีรนท์ทัง้สองเกดิจากการเคลื่อนที่ผ่านของหวัและทา้ย
โซนของสารละลายซูโครสเมื่อเคลื่อนที่ผ่านตัวตรวจวดั รูปภาพที่ 26C แสดงสญัญาณการ
ดูดกลนืแสงของสารเชงิซ้อนโมลบิดนิัมบลูเมื่อสารละลาย P2O5 เขม้ขน้ 100 mg L-1 ถูกใชเ้ป็น
ท่อน S รูปภาพที ่2D แสดงสญัญาณทีว่ดัไดเ้มื่อสารละลายผสมระหว่างซูโครสและฟอสเฟตถูก
ใชเ้ป็นทอ่น S สญัญาณแรกในรปูที ่2D คอืสญัญาณชลเีรนทข์องซูโครส (0.207±0.002 abs unit) 
ซึ่งมคี่าใกล้เคียงกบัสญัญาณชลีเรนท์อนัแรกในรูปที่ 2B (0.210±0.001 abs unit) อย่างไรก็ดี 
สญัญาณทีส่องในรปูที ่2D เกดิจากการรวมกนัของสญัญาณชลเีรนทจ์ากซูโครสและสญัญาณค่า
การดดูกลนืแสงจากสารเชงิซอ้นโมลบิดนิมับล ูซึง่แสดงไดจ้ากความต่างของสญัญาณในรปูที ่2D 
และ 2C (∆h = 0.122 abs unit) มคี่าใกลเ้คยีงกบัสญัญาณชลเีรนท์ทีส่องในรูป 2B (0.133 abs 
unit) ดงัทีไ่ดก้ล่าวมาแลว้ สญัญาณค่าการดูดกลนืแสงของสารเชงิซอ้นโมลบิดนิัมบลูทีว่ดัได ้ได้
รวมสญัญาณที่ชลีเรนท์ที่เกิดจากซูโครสไว้ด้วย ดงันัน้ล าดบัท่อนโซนรูปแบบที่ 1 น้ี จึงไม่
เหมาะสมส าหรบัการวดัซูโครสและฟอสเฟตแบบพร้อมกนั เน่ืองจากการวดัสารทัง้ 2 ชนิด 
รบกวนซึง่กนัและกนั 

 

 4.6.1.2 ล าดบัทอ่นโซนรปูแบบที ่2 

 ระบบซเีควนเชยีล A ยงัคงถูกใชใ้นการทดลองล าดบัถดัมาส าหรบัการดูดสารเพื่อ
จดัล าดบัท่อนโซนรปูแบบที ่2 ดงัแสดงในรปูที ่26 ล าดบัท่อนโซนรปูแบบน้ีใชท้่อน S จ านวน 2 
ท่อน ท่อนโซน S ท่อนแรกถูกจดัให้อยู่ระหว่างรีเอเจนต์ R1 และ R2 ท่อนอากาศถูกใช้คัน่
ร ะหว่ า ง รี เ อ เ จนต์  R1 แ ล ะท่ อน  S ท่ อนที่ ส อ ง  ล า ดับท่ อน โซนรู ป แบบที่  2 คื อ 
air/R2/S/R1/air/S/H2O รปูที ่2E แสดงสญัญาณค่าการดูดกลนืแสงเมื่อใชน้ ้าเป็นท่อน S จากผล
การทดลองจะเหน็ไดว้่า เกดิสญัญาณขนาดใหญ่ 2 สญัญาณทีเ่กดิจากท่อนอากาศ นอกจากนัน้
ยังมีค่าสัญญาณการดูดกลืนแสงเท่ากับ 0.1 โดยประมาณ ส าหรับล าดับท่อนโซนของ 
air/R2/S/R1/air ค่าการดูดกลนืแสงเกดิขึน้ทัง้ๆ ที่ใช้น ้าเป็นท่อน S เน่ืองจากความไม่เป็นเน้ือ
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เดยีวกนัของท่อนโซนของสารละลายท าใหแ้สงจากเครื่องสเปคโตรโฟโตมเิตอรเ์กดิการหกัเหและ
เกดิค่าการดูดกลนืแสงขึน้ เหตุการณ์น้ีเกดิขึน้เหมอืนกนัเมื่อใชส้ารละลายซูโครสเขม้ขน้ 4 Brix 
เป็นท่อน S ดงัแสดงในรูป 26F รูปที่ 26H แสดงสญัญาณค่าการดูดกลนืแสงเมื่อใช้สารละลาย
ผสมระหว่างระหว่างซูโครสเขม้ขน้ 4 Brix และฟอสเฟตเขม้ขน้เขม้ขน้ 100 mg P2O5 L-1 เป็น
ทอ่น S จากผลการทดลองดงักล่าวจะเหน็ไดว้า่ คา่การดดูกลนืแสงของสารเชงิซอ้นโมลบิดนิัมบลู 
ไม่รบกวนค่าการดูดกลนืแสงทีเ่กดิจากปรากฏการณ์ชลเีรนทท์ีเ่กดิขึน้บรเิวณรอยต่อระหว่างน ้า
และสารละลายซูโครสของท่อน air/S/H2O ดงัแสดงไดจ้ากค่าสญัญาณชลเีรนทท์ีว่ดัไดใ้นรปู 26H 
(0.190±0.008 abs unit) มคีา่ใกลเ้คยีงกบัในรปูที ่26F (0.189±0.001 abs unit) 

 การจัดล าดับท่อนโซนในรูปแบบที่ 2 น้ี คือ air/R2/S/R1/air/S/H2O จะท าให้ค่า
สญัญาณการดดูกลนืแสงของสารเชงิซอ้นโมลบิดนิัมบลูทีเ่กดิขึน้ระหว่างสญัญาณขนาดใหญ่สอง
ท่อนของท่อนโซนอากาศมลีกัษณะแบน ดงัแสดงดว้ยลูกศรในรูปที ่26G ยิง่ไปกว่านัน้ผูท้ าการ
ทดลองไดพ้บว่าค่าการดูดกลนืแสงของสารเชงิซอ้นโมลบิดนิมับลูทีเ่กดิจากสารละลายมาตรฐาน
ฟอสเฟตเพยีงอยา่งเดยีว (รปูที ่26G: 0.725±0.003 abs unit) มคีา่สงูกวา่คา่การดดูกลนืแสงของ
สารเชิงซ้อนโมลิบดินัมบลูที่เกิดจากสารละลายผสมระหว่างฟอสเฟตและซูโครส (รูปที่ 26H: 
0.659±0.008 abs unit) สาเหตุเป็นเพราะการผสมกนัอย่างไม่มปีระสทิธภิาพภายในท่อนโซน
ของ R2/S/R1 เน่ืองจากความหนืดของสารละลายซูโครส อย่างไรกด็ปัีญหาน้ีอาจแก้ไขได้โดย
การเพิ่มความยาวของมิกซิ่งคอยล์เพื่อเพิ่มการผสมกันภายในท่อนโซนให้ดียิ่งขึ้น แต่การ
แก้ปัญหาดว้ยวธิน้ีีอาจท าใหร้อยต่อระหว่างสารละลายซูโครสและน ้าไม่ชดัเจนส่งผลต่อการวดั
ปรมิาณซูโรสดว้ยวธิีชลเีรนท ์ดงันัน้ล าดบัโซนในรปูแบบที ่2 จงึยงัไม่เหมาะสมส าหรบัการวดัซู
โรสและฟอสเฟตพรอ้มกนั  

 

 4.6.1.3 ล าดบัทอ่นโซนรปูแบบที ่3 

 สบืเน่ืองจากข้อเสยีของล าดบัท่อนโซนรูปแบบที่ 2 ดงัได้กล่าวข้างต้น ผู้ท าการ
ทดลองได้ปรบัเปลี่ยนระบบซเีควนเชยีลที่แสดงในรูป 13A ที่ใช้ส าหรบัการสรา้งรูปแบบล าดบั
โซนที ่1 และ 2 เป็นระบบซเีควนเชยีลทีแ่สดงในรปู 13B ส าหรบัใชส้รา้งล าดบัทอ่นโซนรปูแบบที ่
3 ความแตกต่างของทัง้สองระบบ คอื ต าแหน่งของเครื่องสเปคโตรโฟโตมเิตอร ์ โดยระบบใหม่
ต าแหน่งของเครื่องสเปคโตรโฟโตมเิตอร์จะวางอยู่ระหว่างปั้มและซเีล็กชันวาล์ว และมมีกิซิ่ง
คอยล์ C1 และ C2 ขนาบทัง้ดา้นหน้าและหลงัเครื่อง ขัน้ตอนการด าเนินงานในตารางที่ 11 ใช้
ส าหรบัควบคุมระบบซีเควนเชียลแบบใหม่เพื่อสร้างล าดับของท่อนโซนในรูปแบบที่ 3 คือ 
H2O/S/air/R2/S/R1air/H2O ดงัแสดงในรปูที ่26 ปัม้จะดูดท่อนโซนของสารทัง้หมดผ่านซเีลก็ชนั
วาล์ว ผ่านมกิซิง่คอยล์ C1 เขา้สู่ตวัตรวจวดัและไหลผ่านสู่มกิซิง่คอยล์ C2 การดูดสารผ่านตวั
ตรวจวดัในครัง้ที ่1 น้ีส าหรบัการวดัสญัญาณของซูโครสดว้ยปรากฏการณ์ชลเีรนท ์สญัญาณค่า
การดูดกลนืแสงทีบ่นัทกึไดจ้ากการไหลของท่อนโซนผ่านเครื่องตรวจวดัครัง้ที ่1 น้ี แสดงในรูป 
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2I ถงึ 2L ดา้นซา้ยมอืทีไ่มแ่รเงา จากนัน้ปัม้จะผลกัท่อนโซนของสารทัง้หมดจากมกิซิง่คอยล ์C2 
สู่ตวัตรวจวดัอกีครัง้ ผ่านมกิซิง่คอยล์ C1 ผ่านซเีลก็ชนัวาล์วและไหลทิง้ การผลกัท่อนสารผ่าน
ตวัตรวจวดัในครัง้ที่ 2 น้ีส าหรบัการวดัค่าการดูดกลนืแสงที่เกดิจากสารเชงิซ้อนโมลบิดนิัมบลู 
สญัญาณค่าการดูดกลนืแสงทีบ่นัทกึไดจ้ากการไหลของท่อนโซนผ่านเครื่องตรวจวดัครัง้ที ่ 2 น้ี 
แสดงในรูป 2I ถงึ 2L ดา้นขวามอืทีแ่รเงา การออกแบบระบบในลกัษณะน้ีส่งผลใหก้ารผสมกนั
ระหว่างรเีอเจนตแ์ละฟอสเฟตในท่อนโซน air/R2/S/R1air เกดิขึน้อย่างมปีระสทิธภิาพเน่ืองจาก
ทอ่นโซนของสารไหลผา่นมกิซิง่คอยลถ์งึ 2 ครัง้ คอื C1 และ C2 

  รูปที ่26I และ 26K แแสดงสญัญาณเมื่อใชน้ ้าและสารละลายฟอสเฟต
เป็นท่อน S จากผลการทดลองจะเห็นได้ว่าไม่มีสัญญาณค่าการดูดกลืนแสงที่เกิดจาก
ปรากฏการณ์ชลเีรนทจ์ากซูโรส รูปที ่26K มสีญัญาณค่าการดูดกลนืแสงทีเ่กดิจากสารเชงิซอ้น
โมลบิดนิัมบลูทีเ่กดิขึน้ระหว่างสญัญาณขนาดใหญ่จ านวน 2 สญัญาณทีเ่กดิจากท่อนอากาศซึ่ง
เกดิขึน้ทัง้ข ัน้ตอนการดูดและผลกั ในรูปที ่26I มสีญัญาณค่าการดูดกลนืแสงประมาณ 0.1 abs 
unit ที่เกดิขึน้ระหว่าง สญัญาณ 2 สญัญาณจากท่อนอากาศเช่นกนั สญัญาณน้ีเกดิขึน้จากการ
ผสมทีไ่ม่เป็นเน้ือเดยีวกนัของท่อนโซนเช่นเดยีวกบัสญัญาณทีเ่กดิขึน้ในรปูที ่26E สญัญาณค่า
การดูดกลนืแสงที่เกดิจากปรากฏการณ์ชลเีรนท์เมื่อใชส้ารละลายซูโครสและสารละลายซูโครส
ผสมฟอสเฟตเป็นท่อน S แสดงดว้ยลูกศรในรปูที ่26J และ 26L ตามล าดบั สญัญาณซูโครสทีไ่ด้
จากทัง้รปู 26J และ 26L ทีค่่าทีเ่ท่ากนั แสดงใหเ้หน็ว่าฟอสเฟตไม่รบกวนการวดัปริมาณซูโครส
ด้วยปรากฏการณ์ชลีเรนท์ สญัญาณค่าการดูดกลืนแสงที่ได้จากการดูดท่อนโซนสารผ่านตวั
ตรวจวดัในครัง้ที ่1 น้ี ใชส้ าหรบัวดัปรมิาณซโูครส 

  รูปที ่26K และ 26L ดา้นขวามอืทีแ่รเงาแสดงสญัญาณค่าการดูดกลนื
แสงที่เกดิจากท่อนโซนของสารถูกผลกัผ่านตวัตรวจวดัเป็นครัง้ที่ 2 จากรูปจะเหน็ไดว้่าค่าการ
ดูดกลนืแสงทีเ่กดิจากสารเชงิซอ้นโมลบิดนิัมบลูมคี่าเท่ากนัทัง้ 2 รปู ซึง่แตกต่างจากสญัญาณที่
ไดจ้ากการดูดท่อนสารผ่านตรวจตวัวดัในครัง้แรก (รูปเดยีวกนัดา้นซ้ายมอืไม่แรเงา) แสดงให้
เหน็ว่าการดดูผลกัท่อนสารผ่านมกิซิง่คอยลถ์งึ 2 ครัง้ท าใหก้ารผสมกนัของสารมปีระสทิธภิาพดี
ขึน้ การผลกัท่อนสารผ่านตรวจวดัในครัง้ที่ 2 น้ี จงึใชส้ าหรบัการวดัสญัญาณของการวเิคราะห์
ฟอสเฟต 

 จากขอ้ดขีองล าดบัทอ่นโซนในรปูแบบที่ 3 ดงัทีไ่ดก้ล่าวมา ผูท้ าการทดลองไดเ้ลอืก
ระบบซเีควนเชยีลในรปูที ่13B และล าดบัทอ่นโซนในรปูแบบที ่3 ส าหรบัการทดลองอื่นๆ ต่อไป 
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 4.6.2 การหาสภาวะท่ีเหมาะสมของระบบ 

 

 4.6.2.1 ปรมิาตรตวัอยา่งและอากาศ 

 ผลของปรมิาตรของท่อน S ในล าดบัท่อนโซนรปูแบบที ่3 ไดถู้กศกึษาเพื่อใหไ้ดค้่า
ความไว (sensitivity) และ ช่วงของความเป็นเสน้ตรง (linear range) ทีเ่หมาะสม ผลการทดลอง
แสดงดงัตารางที ่12 จากผลการทดลองจะเหน็ไดว้่าเมื่อเพิม่ปรมิาตรของสารตวัอย่างค่าความไว
ของการวเิคราะห ์(ความชนัของสมการเสน้ตรง) มคี่าเพิม่มากขึน้แต่ปรมิาตรทีเ่พิ่มขึน้น้ีจะส่งผล
ให้ช่วงความเป็นเส้นตรงลดลง ผลการทดลองน้ีเป็นเหมอืนกนัทัง้การวดัซูโครสและฟอสเฟต 
เพื่อให้ได้ความไวของการวเิคราะห์และช่วงความเป็นเสน้ตรงที่เหมาะสม ผู้ท าการทดลองได้
เลอืกปรมิาตรตวัอยา่งที ่50 µL และ 20 µL ส าหรบัการวดัซูโครสและฟอสเฟตตามล าดบั 

 ผลของปรมิาตรของท่อนอากาศไดถู้กศกึษาในการทดลองน้ีดว้ย ปรมิาตรของท่อน
อากาศทีใ่ชศ้กึษาคอื 8, 24, 40, 55 และ 104 µL เมื่อใชป้รมิาตรท่อนอากาศน้อย คอื 8 และ 24 
µL พบว่า ท่อนอากาศจะแตกเป็นท่อนเล็กๆ ส่งผลให้ค่า %RSD สูง คอื มคี่ามากกว่า 10 ค่า 
%RSD จะลดลงเมื่อใชป้รมิาตรของท่อนอากาศมากขึน้ ในการทดลองน้ี ผูท้ าการทดลองเลอืก
ปรมิาตรของท่อนอากาศที ่55 µL เป็นคา่ทีเ่หมาะสมส าหรบัระบบซเีควนเชยีลทีพ่ฒันาขึน้ 
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ตารางท่ี 12 ผลของปรมิาตรตวัอยา่งต่อความไวของการวเิคราะหแ์ละชว่งความเป็นเสน้ตรง
ส าหรบัการวดัซโูครสและฟอสเฟต ขัน้ตอนการท างานของระบบซเีควนเชยีลอนิเจคชนัแบบ B 
(รปูที ่13B) ส าหรบัการสรา้งล าดบัทอ่นโซนรปูแบบที ่3 (รปูที ่26) 

 

Sample volume (µL) Linear equation Observed 

linearity range 

S for sucrose determinationa 

25 y = (11.490.16)10-2 x – (5.10.5)10-2, r2 = 0.999       0.5 - 5.0 

50 y = (19.340.18)10-2 x – (4.80.5)10-2, r2 = 0.999 0.5 - 5.0 

75 y = (28.740.12)10-2 x – (6.13.0)10-2, r2 = 0.995 0.5 - 4.0 

100 y = (28.460.14)10-2 x – (1.83.3)10-2, r2 = 0.993 0.5 - 4.0 

S for phosphate  determinationb  

10 y = (3.040.06)10-3 x – (3.40.7)10-2, r2 = 0.999 20 - 200 

20 y = (5.510.06)10-3 x – (2.10.6)10-2, r2 = 0.999 20 - 200 

50 y = (12.30.2)10-3 x – (2.41.9)10-2, r2 = 0.999 20 - 200 

100 y = (18.00.6)10-3 x – (4.15.7)10-2, r2 = 0.996 20 - 150 

a S: volume of plug S in stack H2O/S/Air of sequence III 

b S: volume of plug S in stack R2/S/R1/Air of sequence III 

 

 4.6.2.2 อตัราการไหล 

  ผู้ท าการทดลองได้ศกึษาผลของอตัราการไหลในขัน้ตอนที่ 8 และ 9 
(ตารางที ่11) ในขณะทีก่ าหนดใหอ้ตัราการไหลในขัน้ตอนที ่1 และ 2-7 มคีา่คงที ่คอื 6 และ 1.25 
mL min-1 ผลการทดลองแสดงให้เหน็ว่าค่า %RSD (สารละลายซูโครสเขม้ขน้ 3 Brix, จ านวน
ตัวอย่าง = 10 ตัวอย่าง) เพิ่มขึ้นเพียงเล็กน้อย คือ จาก 2% เป็น 3% เมื่ออตัราการไหลใน
ขัน้ตอนที่ 8 เปลี่ยนจาก 1 เป็น 3 mL min-1 เมื่ออตัราการไหลเพิม่ขึน้เป็น 5 และ 10 mL min-1 

พบว่า ค่า %RSD เพิ่มขึ้นโดยประมาณเป็น 6% เน่ืองจากท่อนอากาศแตกเป็นท่อนเล็กๆ 
โดยเฉพาะอย่างยิง่เมื่ออตัราการไหลมากกว่า 5 mL min-1 จากผลการทดลองขา้งต้น ผูท้ าการ
ทดลองเลอืกอตัราการไหลที ่3 mL min-1 ส าหรบัขัน้ตอนที ่8 และ 9  

  ล าดบัถดัมา ผู้ท าการทดลองศึกษาอตัราการไหลของขัน้ตอนที่ 9 ที่ 
2.5 และ 5 mL min-1 ผูท้ าการทดลองไม่พบการแตกของท่อนอากาศของทัง้สองอตัราการไหลที่
ศกึษา ความไวของการวเิคราะหเ์มื่อใชอ้ตัราการไหลที ่5 mL min-1 (Abs = (5.99±0.15) x 10-3 
mg P2O5 L-1 – (4.0±1.7) x 10-2) มคี่าน้อยกว่าเลก็น้อยเมื่อใชอ้ตัราการไหลที ่3 mL min-1 (Abs 
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= (6.84±0.04) x 10-3 mg P2O5 L-1 – (2.6±5.0) x 10-3) อย่างไรก็ด ีผูท้ าการทดลองเลอืกอตัรา
การไหลที ่5 mL min-1 เน่ืองจากเวลาทีใ่ชใ้นการวเิคราะหเ์รว็กวา่ 

 

 4.6.2.3 ความเขม้ขน้รเีอเจนตส์ าหรบัการวดัฟอสเฟต 

 จากการทบทวนวรรณกรรมทีเ่กีย่วขอ้งพบว่า อตัราส่วนระหว่าง [H+] ต่อ [MoO4
2-] 

ควรมคีา่ตัง้แต่ 45 ถงึ 80 (pH 0.36 - 1.06) เพือ่ใหส้ารเชงิซอ้นโมลบิดนิมับลเูกดิขึน้อยา่งสมบูรณ์
และป้องกนัการเกดิ self-reduction ของสารเชงิซ้อนเองด้วย ผูท้ าการทดลองได้ศกึษาผลของ
ความเขม้ขน้ของกรดซลัฟิวรกิ (R1) โดยใชค้วามเขม้ขน้ของสารละลายโมลบิเดตคงที่ คอื 9.7 
mmol L-1 ผลการทดลองในรูปที ่3A พบว่า ความไวในการวเิคราะหล์ดลงเมื่อความเขม้ขน้ของ
กรดเพิม่มากขึน้ ผูท้ าการทดลองเลอืกความเขม้ขน้ของกรดที่ 0.6 mol L-1 โดยมคี่าอตัราส่วน
ดงักล่าวขา้งตน้ คอื 62 

 ผูท้ าการทดลองไดศ้กึษาผลของความเขม้ขน้ของกรดแอสคอบกิทีใ่ชเ้ป็นสารรดีวิซ์
ใน R2 ตัง้แต่ 0.02 ถึง 0.3 mol L-1 ผลการทดลองในรูปที่ 3B แสดงใหเ้หน็ว่าความไวของการ
วเิคราะห์เพิม่สูงขึน้เมื่อความเขม้ขน้ของกรดแอสคอบิกเพิม่สูงขึน้ตัง้แต่ 0.02 ถึง 0.1 mol L-1 
อย่างไรกด็เีมื่อความเขม้ขน้ของกรดสูงมากกว่า 0.1 mol L-1 ความไวของการวเิคราะหค์่อนขา้ง
คงที ่ผูท้ าการทดลองเลอืกค่าทีเ่หมาะสมของความเขม้ขน้ของกรดแอสคอบกิที ่0.2 mol L-1 

 

 4.6.2.4 ผลการรบกวนของน ้าตาลชนิดอื่นๆ และซลิเิกต 

 นอกจากน ้าอ้อยมอีงค์ประกอบหลกัเป็นน ้าตาลซูโครสแล้ว ยงัมนี ้าตาลชนิดอื่นๆ 
เป็นองค์ประกอบในปริมาณที่แตกต่างกันอีก คือ น ้ าตาลกลูโคส (ความเข้มข้น 0.28 – 
0.98%(w/v)) และน ้าตาลฟรคุโตส (ความเขม้ขน้ 0.31 – 0.70%(w/v)) ตวัอยา่งน ้าออ้ยทีใ่ชใ้นการ
ทดลองน้ีจะถูกเจือจาง 4 เท่าด้วยน ้าก่อนการวิเคราะห์ ดงันัน้ปริมาณมอนอแซคคาไรด์ใน
ตวัอย่างที่ถูกเจอืจางแล้วมคี่าโดยประมาณ 0.25%(w/v) ผูท้ าการทดลองพบว่า วธิทีี่พฒันาขึน้
ใหม่น้ีสามารถทนต่อการรบกวนของน ้าตาลกลูโสและฟรุคโตสไดถ้งึความเขม้ขน้ 0.3%(w/v) ใน
ตวัอยา่งทีเ่จอืจาง และสามารถทนต่อการรบกวนของน ้าตาลกลโูสและฟรคุโตสไดถ้งึความเขม้ขน้ 
1.2%(w/v) ในตวัอย่างก่อนเจอืจาง ผูท้ าการทดลองสามารถสรุปไดว้่ามอนอแซคคาไรดใ์นระดบั
ความเขม้ขน้ดงักล่าวไมร่บกวนการวเิคราะหป์รมิาณซโูครสในน ้าออ้ยดว้ยวธิชีลเีรนท ์

 ซลิเิกตเป็นสารรบกวนทีส่ าคญัส าหรบัการวดัฟอสเฟตดว้ยวธิโีมลบิดนิมับล ูปรมิาณ
ซลิเิกตทีพ่บในน ้าออ้ยโดยทัว่ไปมคี่าโดยประมาณคอื 600-800 mg SiO2 L-1 ผูท้ าการทดลองได้
ศกึษาความสามารถในการทนการรบกวนของซลิเิกตต่อการวดัฟอสเฟตโดยเตมิและไม่เตมิกรด
ทาทาร์ริกซึ่งใช้เป็นสาร masking agent ที่ความเข้มข้น 0.016 mol L-1 ผลการทดลองพบว่า
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ความเขม้ขน้ซลิเิกตสูงสุดที่ไม่รบกวนวธิีวเิคราะหฟ์อสเฟตเมื่อไม่เติมกรดทารท์ารกิคอื 2,000 
mg SiO2 L-1 ขณะทีค่วามเขม้ขน้ซลิเิกตสงูสุดทีไ่ม่รบกวนวธิวีเิคราะหฟ์อสเฟตเมื่อเตมิกรดทาร์
ทารกิคอื 4,000 mg SiO2 L-1 จากผลการทดลองแสดงใหเ้หน็ว่าวธิทีี่พฒันาขึน้สามารถทนการ
รบกวนจากซลิเิกตไดใ้นความเขม้ขน้ของซลิิเกตทีพ่บในน ้าออ้ยโดยทัว่ไปโดยไม่จ าเป็นตอ้งเตมิ
สาร masking agent 

 

 4.6.2.5 คุณลกัษณะของระบบและการประยกุตใ์ช ้

 ระบบการไหลแบบซเีควนเชยีลดงัแสดงในรปูที ่13B ทีพ่ฒันาขึน้ใหม่น้ีสามารถวดั
ปรมิาณซูโครสและฟอสเฟตได้ในคราวเดยีวกนั ตวัอย่างสญัญาณซูโครสและฟอสเฟตที่วดัได้
แสดงในรูปที่ 27A การด าเนินงานภายใต้สภาวะที่เหมาะสมของระบบการไหล สมการเสน้ตรง
ส าหรบัการวเิคราะห์ปรมิาณซูโครสและฟอสเฟตแสดงดงัรูปที่ 27B และ 27C ตามล าดบั ช่วง
ความเป็นเสน้ตรงของสมการทัง้ 2 เสน้ เหมาะสมกบัความเขม้ขน้ของซูโครสและฟอสเฟตทีพ่บ
ในน ้าออ้ย ค่าความเขม้ขน้ต ่าสุดทีว่ดัไดข้องซูโครสคอื 0.2 Brix (3S/N) และของฟอสเฟตคอื 5.4 
mg P2O5 L-1 (3SD of blank/slope) ค่ าความเที่ย งของระบบ (%RSD) มีค่ า  3.2% เมื่ อ ใช้
สารละลายซูโครสเข้มข้น 3 Brix และ มคี่า 2.7% เมื่อใช้สารละลายฟอสเฟตเข้มข้น 100 mg 
P2O5 L-1 

 ผูท้ าการทดลองไดว้ดัปรมิาณซูโครสและฟอสเฟตในน ้าออ้ยจ านวน 9 ตวัอยา่ง ดว้ย
วธิใีหมท่ีพ่ฒันาขึน้เทยีบกบัวธิมีาตรฐาน ผลการทดลองแสดงในตารางที ่13 จากการเทยีบขอ้มลู
ของทัง้วธิใีหม่และวธิมีาตรฐานด้วยวธิสีถิติ paired t-test พบว่า ผลการวเิคราะห์ของทัง้ 2 วธิี
ใหผ้ลไม่แตกต่างกนัอย่างมนีัยส าคญั (ซูโครส tobserve = 0.38, tcritical = 2.31, P = 0.05; ฟอสเฟต 
tobserve = 0.80, tcritical = 2.31, P = 0.05) 

 

 

 

 



65 
 

รปูท่ี 27 แสดงตวัอย่างสญัญาณที่วดัไดแ้ละกราฟมาตรฐานทีไ่ดจ้ากการวดัสารละลายมาตรฐาน
ซโูครสและฟอสเฟต 

 

ตารางท่ี 13 ผลการวเิคราะหป์รมิาณน ้าตาลซโูครสและฟอสเฟตในน ้าออ้ยดว้ยระบบซเีควนเชยีล
ทีพ่ฒันาขึน้และวธิอีา้งองิ 

Sample 
Sucrose (Brix)  Phosphate (mg P2O5 L-1) 

Our method Refractometrya  Our method Spectrophotometryb 

S1 14.4  0.8 14.0  0.3  311.7  14.3 308.5  11.4 

S2 14.9  0.8 15.2  0.7  321.2  14.9 317.7   6.4 

S3 14.0  0.6 13.8  0.3  309.3  14.9 308.2  10.3 

S4 13.3  0.1 13.8  0.6  359.7  18.9 358.8  14.6 

S5 13.7  0.2 14.6  0.7  366.9  12.4 362.1  11.9 

S6 14.3  0.1 13.9  0.6  352.6  14.3 347.8  12.4 

S7 14.3  0.1 14.0  0.3  357.3  18.0 356.6  18.3 

S8 14.1  0.2 13.7  0.6  340.7  10.9 341.6  16.1 

S9 15.4  0.2 14.8  0.1  359.7  14.3 368.1   8.4 

a Refractometer 30PX/GS, Mettler Toledo, USA. 

b Molybdenum-blue batchwise method [23] 
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4.7 ผลศึกษาการใช้ระบบซีเควนเชียลอินเจกชนัและ C4D เพ่ือร่วมกบัหลกัการไอระเหย
แบบไม่ใช้เย่ือเลือกผา่นเพ่ือวดัปริมาณสารกนัเช้ือราท่ีควบคมุในไวน์ 

 เมื่อไดน้ าระบบซเีควนเชยีลอนิเจกชนัซึง่ตดิตัง้อุปกรณ์ไอระเหยรว่มกบั C4D เป็นตวัตรวจวดั 
เพื่อมาพฒันาวิธีการวดัสารควบคุมต้านเชื้อราที่ปนเป้ือนในการผลิตไวน์ด้วย คือ sulphite 
หลกัการคอื น าซเีควนเชยีลอนิเจกชนัมาขบัเคลื่อนของเหลว ใหก้รดเขา้ท าปฎกิริยิากบั sulphite 
ทีอ่ยู่ในไวน์ เกดิเป็น SO2 ซึง่ระเหยไดจ้ากภาชนะทรงกรวยอนัหน่ึงและละลายลงในน ้าซึ่งบรรจุ
อยู่ในอกีภาชนะทรงกรวยอกีสองภาชนะ จากนัน้ใชร้ะบบซเีควนเชยีลอินเจกชนัเพื่อดงึน ้าตวัรบั
แก๊สน้ีออกไปตรวจวดัที่ C4D นับเป็นวธิีการตรวจวดัแบบใหม่ที่แทบไม่ใช้สารเคม ีใช้ก็เพยีง
กรดซลัฟูรกิในระดบัไมโครลติรเท่านัน้ แลว้การตรวจวดัไมต่อ้งใชส้ารเคมเีป็นตวัรบัไอระเหยเลย 
ใชเ้พยีงน ้า ในงานได ้ไดน้ าเสนอหลกัการใชก้ารเพิม่พืน้ทีผ่วิน ้าตวัรบัโดยเพิม่หลุมทรงกรวยเพิม่
อกี 1 หลุม เมื่อตรวจวดัที ่C4D จะไดส้ญัญาณจ านวน 2 ชุดดว้ยกนัจากตวัอยา่งเดยีว (รปูที ่28) 
คณะผูว้จิยัเสนอการสรา้งกราฟมาตรฐานโดยใชแ้กน y เป็นผลรวมของสญัญาณทัง้สองดงักล่าว 
พบว่า ความไว (sensitivity) เพิม่ขึน้ถงึกวา่ 3 เท่าและไดน้ าหลกัการนี้ประยกุตก์บัไวน์ขาวพบวา่
ไดผ้ลที่สอดคล้องวธิกีารวดัอา้งองิแบบที่ใชเ้ยื่อเมมเบรน (สามารถอ่านเพิม่เตมิไดใ้นบทความ 
DOI: 10.1039/c7ay01879g) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 28 (a) ล าดบัของทอ่นของสารขณะพกัในทอ่ขด holding coil ของซเีควนเชยีลอนิ

เจกชนั และ (b) ลกัษณะของสญัญาณทีไ่ดจ้ากการน าทอ่นน ้าตวัรบัผา่นเขา้ C4D  
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4.8 ศึกษาการใช้แผน่ไมโครชิปเพ่ือการควบคมุทิศทางการไหลของอนุภาค 

 ในงานน้ีไดอ้อกแบบการทดลองเพิม่เตมิเพื่อพฒันาแผ่น microchip ส าหรบัท าการไหล
สารของเหลวน าสง่อนุภาคในรอ่ง ดว้ยดงัรปูที ่15 และไดท้ าการทดลองใชเ้พือ่ควบคุมทศิทางการ
ไหลของอนุภาคพบว่าการควบคุมดว้ยการใชก้ระแสของของเหลวบบีอดัมาสองทางแลว้ไหลออก
เส้นทางเดียวนัน้ ยงัมปีระสทิธิภาพท าให้อนุภาคเคลื่อนตวัเรยีงเดี่ยวได้ไม่ดีเท่าการเจือจาง
อนุภาคแขวนลอยในของเหลว จงึเลือกใช้วธิีการเจอืจางอนุภาคเพื่อการนับจะเหมาะสมกว่า
อยา่งไรกด็แีละนอกจากนี้ยงัไดน้ าแผน่ microchip ดงักล่าวมาใชส้ าหรบัการพฒันาเทคนิคการวดั
ระดบัไอโอดนีดว้ยวธิฟีลูออเรสเซนต์ดว้ย โดยไดท้ าการตดิตัง้ตวัตรวจวดัไวด้งัรูปที ่29 ซึ่งเป็น
การใชห้วัวดัใยแกว้น าแสง น าแสงกระตุน้สอ่งลองไปดา้นหน้าบรเิวณทีจ่ะตรวจวดับน microchip 
แลว้ใยแกว้น าแสงอกีเสน้หน่ึงจากหวัวดัเดยีวกนั ท าหน้าทีร่บัแสงฟลูออกเรสเซนต์ทีเ่ปล่งไปวดั 
ซึ่งปฎิกริยิาน้ีใชป้ฎิกริยิา Sandell and Kolthoff แล้ววดัฟลูออเรสเซนต์ของ Ce (III) ซึ่งจะแปร
ผนัตามปรมิาณของ iodide ในตวัอย่าง ซึง่ iodide ท าหน้าทีเ่ป็นตวัเร่งในปฎกิริยิา Sandell and 
Kolthoff การวดัระดบัของสารทีท่ าหน้าทีเ่ป็นตวัเรง่จะท าใหไ้ดค้วามไว หรอื sensitivity ทีส่งู และ
ในการวดัครัง้น้ีได้เพิม่ sensitivity ด้วยการเลอืกวดัแบบฟลูออกเรสเซนต์ซึ่งจะมคีวามไวที่สูง
ยิ่งขึ้นไปอีก และดีกว่าการวัดแบบที่ใช้การดูดกลืนแสงของสารตัง้ต้น (อ่านเพิ่มเติมได้ใน 
https://doi.org/10.2116/analsci.34.161). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 29 (a) การตดิตัง้อุปกรณ์แผน่ microchip กบั syringe pump ทีจุ่สารเคมแีละการ
ใชห้วัวดัฟลอูอกเรสเซนตแ์บบใยแกว้น าแสงทัว่ไปแต่น ามาใชก้บั microchip (b) การตดิตัง้
อุปกรณ์ (c) แสดงแผน่ microchip ทีส่รา้งขึน้พรอ้มระบุต าแหน่ง MC และ D คอื mixing coil 
และ detection area 
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บทท่ี 5 สรปุผลการทดลอง 

  

  งานวจิยัน้ีมวีตัถุประสงคเ์พื่อออกแบบและสรา้งเครื่องตรวจวดัสภาพการน าไฟฟ้า
แบบขัว้ ไฟฟ้าไม่สัมผัสกับสารละลาย หรือ ซีโฟร์ดี (Capacitively coupled contactless 
conductivity detector หรอื C4D) ส าหรบัการนับจ านวนและจ าแนกชนิดเซลล์เมด็เลอืดส าหรบั
เป็นขอ้มูลในการวนิิจฉัยโรค ขัน้แรกผูว้จิยัไดท้ดลองความเป็นไปไดใ้นการใช ้C4D ส าหรบัการ
วดัอนุภาคขนาดมลิลเิมตรดว้ยเครื่อง C4D อยา่งงา่ย พบว่า C4D สามารถวดัการเคลื่อนผา่นของ
อนุภาคผา่นขัว้ไฟฟ้าไดแ้ละสญัญาณทางไฟฟ้าของ C4D ทีว่ดัไดย้งัสมัพนัธก์บัขนาดของอนุภาค
ดว้ย ขัน้ต่อมา ผูว้จิยัไดท้ าการออกแบบ C4D แบบใหม่เพื่อใหเ้หมาะสมส าหรบัการวดัอนุภาค
ขนาดไมครอน เช่น เซลล์เม็ดเลือด ความพิเศษของ C4D ที่ออกแบบใหม่น้ี คือ มีระยะห่าง
ระหว่างขัว้ไฟฟ้าเพยีง 16 ไมครอน C4D ที่ออกแบบและสรา้งขึน้ใหม่น้ีสามารถวดัและจ าแนก
ขนาดของเมด็ polystyrene ขนาดต่างๆ ที่แขวนลอยอยู่ในสารละลายบฟัเฟอร์ได้เป็นอย่างดี 
ถดัไป ผูว้จิยัไดน้ า C4D ทีพ่ฒันาขึน้ไปทดสอบกบัสารละลายของเซลลเ์มด็เลอืดแดง  

  ในงานวจิยัน้ีได้พฒันาระบบไหลแบบ “ครอสอนิเจคชนัอะนาไลซิส” หรอื ซีไอเอ 
(Cross Injection Analysis หรอื CIA) ขึน้เป็นครัง้แรก ซึ่งผลติไดง้่ายกว่าการสรา้งซเีควนเชยีล
อนิเจกชนัมาก CIA สรา้งขึน้เพื่อหวงัพฒันาส าหรบัการน าส่งอนุภาคขนาดเลก็เพื่อการตรวจจบั
และส าหรบัการผสมสารภายในท่อขนาดเลก็เพื่อการวเิคราะห์ไดถู้กพฒันาขึน้โดยอาศยัหลกัการ
พืน้ฐานของเทคนิคโฟลอนิเจคชนัอะนาไลซสิ หรอื เอฟไอเอ (Flow injection analysis หรอื FIA) 
อย่างไรกด็ ีระบบ CIA ที่พฒันาขึน้มขีอ้แตกต่างจากและ ระบบ Sequential injection analysis 
หรอื SIA ดงันี้ คอื ระบบ SIA จะดดูสารตวัอยา่งและรเีอเจนตท์ลีะตวัอยา่งเป็นล าดบัใหเ้ขา้มาอยู่
ในท่อโดยผ่าน selection valve และ syringe pump การผสมของสารภายในท่อสามารถท าได้
โดยการดูดผลกัท่อนของสารทัง้หมดกลบัไปมาหลายๆ รอบ ก่อนที่จะผลกัสารทัง้หมดเข้าสู่
เครื่องตรวจวดั อย่างไรก็ดี ระบบ CIA สารตัวอย่างและรีเอเจนต์จะถูกดูดเข้าสู่ท่อในคราว
เดียวกันโดยใช้ peristaltic pump แบบหลายช่อง ยิ่งไปกว่านัน้ ความดันที่เกิดจากการปิด 
peristaltic pump ในวธิแีบบ stopped-flow mode จะชว่ยใหส้ารตวัอยา่งและรเีอเจนตไ์มไ่หลผสม
กนัเองและกบัสารตวัพา ระบบ CIA ต้องการใช้เพยีงแค่ peristaltic pump ส าหรบัการดูดสาร 
ดงันัน้เครื่องมอืที่ใช้ในระบบจงึน้อยกว่าในระบบ multicommutation วธิีการน าส่งของเหลวใน 
CIA เขา้สูท่่อนัน้แตกต่างจากวธิ ีSIA และ multicommutation ในระบบ CIA สารตวัอยา่งและรเีอ
เจนต์จะถูกดูดเขา้ไปทางท่อในแนวแกน y ในคราวเดยีวกนัซึง่เป็นเวลาเดยีวกบัการผลกัสารตวั
พาในทอ่แนวแกน x วธิกีารน าสง่สารในลกัษณะน้ี หรอืทีเ่รยีกวา่ cross-flow จะท าใหส้ารตวัอยา่ง
และรีเอเจนต์บางส่วนไหลมาที่ท่อในแนวแกน x และเกิดการผสมกันท าให้ความไวในการ
วเิคราะห์เพิม่สูงขึ้น ซึ่งไม่จ าเป็นต้องดูดผลกัท่อนสารหลายๆ รอบ เหมอืนในระบบ SIA เมื่อ
เปรียบเทียบกับระบบ multicommutation และ multipumping technique ระบบ CIA ใช้ค าสัง่
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ส าหรบัอุปกรณ์อเิลก็ทรอนิกสท์ี่ส ัน้และง่ายกว่า ขนาดของท่อในระบบ CIA สามารถเปลี่ยนได้
ง่ายโดยการเปลี่ยนขนาดของท่อและขนาดของ CIA platform ส าหรบัการใช้งานในระยะยาว 
ระบบ CIA จะเสยีค่าใช้จ่ายในการซ่อมบ ารุงน้อยกว่าเทคนิคอื่นๆ เน่ืองจากองค์ประกอบส่วน
ใหญ่ในระบบประกอบไปดว้ยอุปกรณ์จ าพวก ท่อและ acrylic platform ส าหรบัท าอุปกรณ์ CIA 
ในงานวจิยัทีน่ าเสนอน้ี ไดน้ า CIA แบบ 4 ท่อ ไปประยุกต์ใชห้าปรมิาณ Fe(II) อุปกรณ์ CIA ที่
พฒันาขึน้น้ีมศีกัยภาพทีจ่ะน าไปประยกุตใ์ชส้ าหรบัการวเิคราะหใ์นลกัษณะอื่นๆ ได ้

  นอกจาก CIA ยงัไดพ้ฒันาการใชก้ระแสของเหลวเพื่อบบีอนุภาคใหเ้ป็นล าและวิง่ที
ละอนุภาคเขา้ C4D โดยพฒันาใช ้microchip แบบ glass-PDMS อยา่งไรกด็พีบว่าประสทิธภิาพ
ยงัไม่ดพีอ จงึไดน้ า microchip ทีไ่ดไ้ปใชพ้ฒันาเทคนิควเิคราะหไ์อโอดนีปรมิาณน้อยในน ้าแทน 
และได้มกีารทดลองเพื่อน าระบบ sequential injection หรอื ซีเควนเชยีลอนิเจกชนั มาพฒันา
และสรา้งขึน้ส าหรบัเพื่อน าส่งของเหลว หรอือนุภาคดว้ย ซึง่ระบบดงักล่าวน้ีกไ็ดน้ ามาใชใ้นการ
น าส่งอนุภาคเขา้ตวัตรวจวดั C4D เพื่อการทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมในช่วงต้นๆ ของการ
ทดสอบ 

  ส าหรบัตวัตรวจตดิตามค่าการน าไฟฟ้าของของเหลว C4D ทีส่รา้งขึน้ยงัไมส่ามารถ
วดัสญัญาณของเซลล์เมด็เลอืดแดงได ้อาจเป็นเพราะการน าไฟฟ้าของสารละลายภายในเซลล์
เม็ดเลือดแดงไม่แตกต่างกันกับสารละลายบัฟ เฟอร์ซึ่งใช้เป็นสารตัวพา การศึกษาระบบ
สารละลายตวัพาทีเ่หมาะสม นอกจากการพฒันา C4D ซึ่งพบว่าให้การตอบสนองสามารถ
น ามาใชใ้นการนบัอนุภาคไดแ้ละตอบสนองใหข้นาดสญัญาณทีแ่ปรผนัตามขนาดอนุภาค อยา่งไร
ก็ด ีC4D ที่พฒันาขึน้น้ียงัไม่เหมาะสมในการน ามานับและตรวจวดัปรมิาณของเซลส์เมด็เลอืด
แดงอย่างทีต่ ัง้ใจเอาไว ้จงึไดท้ าการทดลองเพิม่เตมิในการลองหาตวัตรวจวดัแบบไดโอดคู่ หรอื 
PEDD มาใชใ้นการวดักลุ่มของอนุภาค อย่างไรกด็ผีลทดสอบเบือ้งตน้พบว่า การใช ้C4D ยงัคง
ให้ประสทิธิภาพที่ตอบสนองได้ดีกว่า PEDD แต่โดยสรุปการใช้ C4D เหมาะส าหรบัอนุภาค
สงัเคราะหท์ีม่ขีนาดไมครอน แต่ไมเ่หมาะสมกบัเมด็เลอืดแดง  

  อยา่งไรกด็เีน่ืองจาก C4D และ PEDD ไดถู้กพฒันาขึน้ใชแ้ลว้ ในเมื่อยงัไมส่ามารถ
น ามาใชใ้นการนบัเซลสส์ิง่มชีวีติได ้แต่ยงัคงสามารถน าไปใชเ้ป็นตวัตรวจวดัทางเคมอีื่นๆ ได ้จงึ
ไดท้ าการพฒันาระบบวเิคราะหเ์พิม่ขึ้นเพื่อใหม้ ีoutputs เป็น publications ใหก้บัโครงการ จงึ
เป็นทีม่าของการพฒันาเทคนิคตรวจวดั เพิม่ขึน้ 2 เทคนิค และในการน้ีไดพ้ฒันาระบบไหลไว ้2 
แบบ คอื CIA และ microchip รวมทัง้ไดพ้ฒันาสรา้งระบบซเีควนเชยีลอนิเจกชนั SIA เอาไวด้ว้ย 
จงึไดผ้ลติผลงานตพีมิพไ์ดร้บัการตอบรบัใหล้งวารสารทีม่ ีimpact factor จ านวน 4 เรือ่งดว้ยกนั  
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        เอกสารแนบหมายเลข 3 

บทท่ี 6 Output จากโครงการวิจยัท่ีได้รบัทุนจาก สกว. 
 
 ต่อไปน้ีเป็น Output จากโครงการวจิยั 
 

6,1 ผลงานตพีมิพใ์นวารสารวชิาการนานาชาต ิจ านวน 4 เรือ่ง คอื 
 6.1.1  D. Nacapricha, P. Sastranurak, T. Mantim, N. Amornthammarong, 
K. Uraisin, C. Boonpanaid, C. Chuyprasartwattana, P. Wilairat, Cross injection 
analysis: concept and operation for simultaneous injection of sample and 
reagents in flow analysis, Talanta, 110(2013)89-95. 
  6.1.2 P. Saetear, K. Khamtau, N. Ratanawimarnwong, K. Sereenonchai, 
D. Nacapricha, Sequential injection system for simultaneous determination of 
sucrose and phosphate in cola drinks using paired emitter-detector diode sensor, 
Talanta, 115(2013)361-366. 
  6.1.3 N. Chantipmanee, W. Alahmad, T. Sonsa-ard, K. Uraisin, N. 
Ratanawimarnwong, T. Mantim, D. Nacapricha, Green analytical flow method for 
the determination of total sulphite in wine using membraneless gas-liquid 
separation with contactless conductivity detection, Anal. Meth., 9(2017)6107-
6116. 

   หมายเหตุ เรือ่งน้ีไดร้บัเลอืกขึน้หน้าปกวารสาร 
 

  6.1.4 P. Inpota, K. Strazelak, R. Koncki, W. Sripumkhai, W. Jeamsaksiri, 
N. Ratanawimarnwong, P. Wilairat, N. Choengchan, R. Chantiwas, D. 
Nacapricha, Microfluidic analysis with front-face fluorometric detection for the 
determination of total inorganic iodine in drinking water, Anal. Sci., 34(2018)161-
166. 

 
6.2 การน าผลงานวจิยัไปใชป้ระโยชน์ 

  ต่อไปน้ีเป็นการน าผลงานวจิยัใชป้ระโยชน์ในเชงิวชิาการ 
6.2.1 มกีารผลติผลงานตพีมิพส์ าหรบันกัศกึษาในหลกัสตูรปรญิญาเอก ของ
ภาควชิาเคม ีมหาวทิยาลยัมหดิล จากโครงการจ านวน 4 คน 
6.2.2 การผลติผลงานตพีมิพส์ าหรบันกัศกึษาในหลกัสตูรปรญิญาเอก ของ Polan 
จากโครงการจ านวน 1 คน (Mr. Kamil Strazelak, Univesity of Warsaw, Poland 
ซึง่ไดม้าขอฝึกวจิยัระยะสัน้) 
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6.2.3 มกีารผลติผลงานตพีมิพส์ าหรบันกัศกึษาในหลกัสตูรปรญิญาโท ของภาควชิา
เคม ีมหาวทิยาลยัมหดิล จากโครงการจ านวน 3 คน 
6.2.4 มกีารผลติบณัฑติปรญิญาตร ีของโครงการจ านวน 1 คน มหาวทิยาลยั 
เทคโนโลย ีพระจอมเกลา้ พระนครเหนือ 
6.2.5 มกีารสรา้งนกัวจิยัใหม ่ทัง้ในประเทศไทยและสหรฐัอเมรกิา (ซึง่ปัจจุบนับรรจุ
เป็นพนกังานมหาวทิยาลยั ต าแหน่งอาจารยห์รอืผูช้ว่ยศาสตราจารย ์หรอืนกัวจิยัใน
ต่างประเทศ) จ านวน 6 คน 
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a b s t r a c t

This work presents a new flow injection strategy, called ‘cross injection analysis’ or CIA, an alternative

cost-effective approach in flow analysis. The flow platform is made from a rectangular acrylic block,

approximately 5�3�1.5 cm (x� y� z), with crossing cylindrical channels drilled out along the x- and

y-axis of the block. The outlet from the single x-axis channel is connected to a detector flow cell. This

channel is filled with the carrier solution. The flow in the x-axis channel is driven by a computer

controlled single-channel peristaltic pump. The multiple y-axis channels, running perpendicular to the

x-channel, are connected to a multi-channel peristaltic pump. These channels contain the sample and

reagent solutions that flow across the intersection zones of the channels. To mix the sample and

reagent with subsequent detection of the reaction zone, flow is applied along the x-axis channel, while

flow in the y-axis channels is stopped. We successfully demonstrated the validity of the CIA technique

by the spectrometric determination of Fe(II) using 1,10-phenanthroline and the speciation of Fe(II) and

Fe(III). To place the CIA technique within the context of flow analysis, a brief overview of the evolution

of flow injection analysis and its later innovative development is included.

& 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.
1. Introduction

Following the first report of flow injection analysis (FIA or FI)
in 1975 by Ruzicka and Hansen [1], there have been a tremendous
number of research papers published on new developments in
this area [2–4]. FI can also be operated using the so-called
‘reversed-FI’ (rFI) [5,6], in which the reagent is injected into a
flowing stream of the sample to improve the sensitivity over
normal FI mode [7]. In 1990, Ruzicka and Marshall introduced
sequential injection analysis (SIA or SI), the second generation of
FI, that is fully controlled by the computer [8]. In SI technique,
metered amounts of sample and reagent(s) are sequentially
aspirated, through precise control of selection valve and the
syringe pump (plunger in filling mode), as stacked layers into a
holding coil. Finally, the reaction zone is propelled (plunger in
delivering mode) to the detector. Ruzicka also proposed the lab-
ll rights reserved.

try and Center of Excellence

ahidol University, Bangkok

15127.
on-valve (LOV) technique that extends the feature of sequential
injection to provide liquid handling in microliter and
sub-microliter levels of sample and reagent(s) with a microfluidic
platform made of acrylic or other polymeric material attached
atop the selection valve [9–11]. The microfluidic platform accom-
modates connecting ports, working channels and flow through
detection cell. The LOV technique is often called SI–LOV or
mSI–LOV [12]. In 2004, Grudpan proposed an alternative cost-
effective approach to SI called lab-at-valve (LAV) [13]. Liquid
handling in LAV utilizes a syringe pump similar to the SI concept.
However in LAV, there is no replacement of the stator plate of
selection valve by the precisely machined microfluidic-platform.
Instead devices such as in-house potentiometric flow cell [14] or
pipette tip, as SI liquid–liquid separator [15], are attached or
plugged directly onto the port(s) of the SI selection valve.

Cerd�a et al. proposed ‘multi-syringe’ (also written as ‘multi-
syringe’) flow analysis or MSFIA in 1999 [16]. The basic system of
MSFIA comprises four syringes that are connected in a block to
the same stepping motor. A three-way solenoid valve is fitted at
the head of each syringe for selecting the flow path (reservoir or
analytical flow path). These valves are commutation valves that
can be separately controlled without having to stop the

www.elsevier.com/locate/talanta
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movement of the syringe plungers. MSFIA is a versatile technique
and the basic system can be modified to add on other compo-
nents, such as solenoid valve(s) for sample introduction to
eliminate carryover of sample in the syringe barrel [17].

Reis et al. introduced ‘multicommutation’ flow analysis (MCFA)
[18]. MCFA is a continuous flow strategy that utilizes computerized
control of three-way solenoid valves and a peristaltic pump to
insert sample and reagent plugs into the liquid flow path. In the
arrangement of the MCFA system, the pump is placed at the end of
the flow line after the detection cell and only a single pumping
channel is used. Later in 2002, Santos and others from the same
laboratory presented another strategy called ‘multi-pumping’ (also
written as multipumping) flow system (MPFA) [19]. In MPFA, a set
of solenoid micropumps are individually controlled by a computer
to propel sample and reagent(s) by time-based or a pulse counting
approach. With suitable arrangement of micropumps, use of
solenoid valves and peristaltic pump is thereby eliminated.

Recently in 2010, a group in Japan [20] presented a hybrid system
of FI, SI and multicommutation called ‘simultaneous injection-
effective mixing analysis’ (SIEMA). A SIEMA system consists of a
syringe pump as the liquid delivery module. One part of the three-
way solenoid valve fitted to the syringe head is connected to the
analytical flow path by a four-way cross-connector. The system also
has separately controlled three-way solenoid valves for introducing
sample and reagents into the central flow line when the syringe
plunger is pulled down (reverse flow). The reaction solution is later
pushed into and out of the mixing coil for detection (forward flow).

In this work, we present a new flow analysis technique called
‘cross injection analysis’ or CIA. The CIA platform has one channel
as the analytical flow path (the x-axis channel) and four channels
(y-axis channels) perpendicular to this channel. These channels
are drilled out of an acrylic rectangular block. Both ends of the y-
axis channels are connected with tubings to the same set of
rollers of a peristaltic pump to form four flow lines. In CIA, the
sample and reagents are introduced into the analytical flow path
of the platform (x-axis channel) via individual pump tube con-
nected to the y-channels of the platform. Unlike the SI and the
multicommutation techniques, liquid introduction in CIA is
simultaneous. We employ the cross-flow mode to improve the
mixing to achieve desired sensitivity. Although CIA may be
similar to the SI and the multicommutation in the way that liquid
zones are inserted into analytical flow path of the system, the
pattern of liquid flow in CIA is different to these previous
techniques due to the platform design and the employed
cross-flow. We exploit the characteristic of the peristaltic pump
in which rollers are in ‘press’ mode when the pump is stopped.
Thus pressure is maintained during the stopped-flow period
holding the liquid inside the tubing or connected channels with-
out the need to use syringe pump or solenoid valve as in the SI or
the multicommutation techniques, respectively. In this design,
using a peristaltic pump, with eight pump tubes placed on the
rollers, is equivalent to operating a set of eight solenoid valves.
2. Experimental

2.1. Reagents and samples

All chemicals used in this work were AR grade. Deionized-
distilled water was used throughout all the experiments. Stan-
dard stock solution of Fe(II) (1,000 mg L�1) was prepared by
dissolving an accurate weight of 4.98 g iron (II) sulphate hepta-
hydrate (Fluka, Switzerland) in 1.00 L of 0.05 mol L�1 sulfuric
acid. Standard stock solution of Fe(III) (1000 mg L�1) was pre-
pared by dissolving an accurate weight of 4.71 g iron(III) sulfate
heptahydrate (Sigma-Aldrich, USA) in 1.00 L of 0.05 mol L�1
sulfuric acid. These stock solutions were calibrated against a
certified atomic absorption standard (100272 mg L�1 Fe) as
Fe(NO3)3 in 0.5 mol L�1 HNO3 (Merck, Germany) for accurate
concentrations of iron. Working standard solutions of Fe(II) and
Fe(III) were freshly prepared daily from the stock solutions by
serial dilutions with 0.05 mol L�1 sulfuric acid. Acetate buffer pH
5.3, used as the carrier in the CIA system, was prepared by mixing
81.50 mL of 2.00 mol L�1 aqueous sodium acetate solution with
18.5 mL of 2.00 mol L�1 acetic acid in a one liter volumetric flask
and making up to mark with water. The hydroxylamine solution
was prepared by dissolving 19.8 g of hydroxylamine hydrochlor-
ide (Merck, Germany) in 250 mL of water. This solution was used
to reduce iron (III) to iron (II) in the determination of total iron in
the speciation analysis. The reagent for Fe(II) was 1,10-phenan-
throline (Merck, Germany) in acetate buffer.

Five commercial products of multivitamin tablets were used in
the validation study. Finely ground sample was weighed accu-
rately (0.1 to 0.5 g) and dissolved in 100.0 mL of 0.05 mol L�1

sulfuric acid. After constant stirring for 30 min, the solution was
centrifuged for 15 min at 3000 rpm. The supernatant was then
filtered through a cellulose acetate membrane filter (0.45 mm).
The filtrate was directly aspirated into the CIA system.

2.2. CIA platform

Fig. 1a is a photograph of a CIA platform, which is made from
Perspex

TM

. Fig. 1b shows the dimensions of a regular platform
with cylindrical channels drilled out using computer controlled
drilling bit. The CIA platform has a main channel, designated as
the ‘x-channel’, for the carrier stream. The crossing channels
(labeled 1–4 in Fig. 1c) are drilled perpendicular to the x-channel.
These channels are designated as ‘y-channels’ and are used for the
sample and reagents solution. We can reduce or add y-channels
according to the number of reagents required. For determination
of iron, we used the CIA platform as shown in Fig. 1 with four
y-channels.

2.3. The manifold

Fig. 2 is a schematic diagram of the CIA flow-manifold employed
for the determination of iron (II) and total iron. An Ismatec
peristaltic pump (model ISM843, Switzerland), designated as P1
with capacity for accommodating eight pump tubes, was used for
simultaneously filling or withdrawing the sample/standard (S) and
the three reagents (R1, R2 and R3), in the y-channels (channels 1 to
4) of the CIA platform. P2 is a peristaltic pump used for driving the
carrier solution (C) through the x-channel (designated as channel
5 in Fig. 1c and in Fig. 2). For this work, we employed an Ismatec
pump (model IS7610, Switzerland). The system was also equipped
with an Upchurch valve, V (model V-101L, USA). When the valve is
set at the ‘open’ position (solid line), the flow line of the CIA
platform in the x-direction is connected to the detection cell of the
detector D, and then to waste (waste 2). When the valve V is set to
‘close’ position (dashed line), the carrier solution flows out of the
platform via the y-channels to waste 1. A Jenway spectrophotometer
(model 6450, UK) with 1-cm path length flow-through cell (Hellma,
USA) was employed for absorbance measurement at 510 nm.
Labview

TM

program, version 8.0, was used for data acquisition of
the signal from the detector. An in-house CIA electronic board was
built to control the peristaltic pumps P1, P2 and the valve V using
software written in Visual Basic 6.0.

2.4. Investigated operating procedures

In this work, there are two operating procedures that were
investigated as shown in Table 1. In procedure 1, flow in the



Fig. 1. (a) Photograph, (b) schematic diagrams of CIA platform with external

dimension and (c) flow directions of liquids.
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x- and y-channels was applied alternately. In step 1, pump P2
loaded the buffer carrier solution for 10 s into the x-channel of the
CIA platform, with pump P1 stopped and valve V in ‘open’
position. In step 2, standard iron solution and reagents were
simultaneously loaded into the CIA platform via channels 1 to
4 for 10 s, with switching valve, V, in ‘close’ position. Solutions in
the y-channels flowed to waste 1 (Fig. 2). Using the flow rate of
1 mL min�1, ca. 167 mL of liquid is dispensed in each channel
during the 10 s loading time. In step 3, the switching valve V was
set to ‘open’ position and flow of the carrier solution restarted.
The plugs of sample and reagents at the four intersections of the
channels were driven along the x-channel. The zones were mixed
as they flowed to the detector. The flow was maintained for 50 s.

In procedure 2, we operated the system using simultaneous
flow in step 2. That is, in step 2, both pumps P1 and P2 were
operated. As described above valve V was closed, the carrier
solution in the x-channel thus flowed out along the y-channels to
waste 1. The sample and three reagents flowed along the
y-channels in cross-flow manner. Precise control of the pumps
ensured that this loading process was reproducible giving good
precision for analysis (see Section 3.5).
3. Results and discussion

3.1. Selection of operating procedure

3.1.1. Sensitivity

We tested two procedures as given in Table 1 to operate the
CIA system (Fig. 2) for monitoring the reaction of iron(II) with
1,10-phenanthroline. In Fig. 2, solutions of 1 mol L�1 hydroxyla-
mine hydrochloride, acetate buffer (pH 5.3) and 0.015 mol L�1

1,10-phenanthroline were employed as the reagents R1, R2 and
R3, respectively. Standard Fe(II) solution (5 to 20 mg L�1 Fe(II))
was placed in the S reservoir for construction of the calibration
curves for both procedures. The flows of reagents and standards
were driven by the peristaltic pump P1. The flow of acetate buffer,
carrier (C), was driven by peristaltic pump, P2.

The two procedures gave linear calibrations with comparable
correlation coefficients (r2

�0.99). However, repetitive operations
showed that the sensitivity of procedure 2 was greater than
procedure 1 (see Table 1). The simultaneous flow in step 2 of
procedure 2 had flow-characteristics that resulted in better
sensitivity. Therefore, experiment was carried out to investigate
this effect.
3.1.2. Flow characterization at the crossing-zones for the alternate

and simultaneous flow mode

In order to investigate and compare the loading phenomena in
step 2 of the two operational procedures in Table 1, the rapid
formation of the pink color of 1,10-phenolphthalein with base
was employed. The CIA system with the configuration shown in
Fig. 2 was employed. The flow rate was set to 1.0 mL min�1. In
this particular experiment, pure water was loaded into all the
reservoirs, C, S, R1, R2 and R3 (Fig. 2), and then pumped to fill all
the channels. Pumps P1 and P2 were then turned off. The carrier
reservoir (C) and sample reservoir (S) were then filled with
0.003 mol L�1 phenolphthalein and 0.4 mol L�1 potassium hydro-
xide, respectively.

When studying the alternate flow mode, the CIA system in
Fig. 2 was operated using a different procedure to that given in
Table 1. First, valve V was switched to the ‘open’ position (solid
line), and pump P2 turned on for 20 s to fill channel 5 (x-channel)
with the phenolphthalein solution. Valve V was then closed (dash
line). Flow to channels 1 to 4 was then applied using pump P1.
We began to see light pink color at the intersection of channel
4 and channel 5, indicating the arrival of the hydroxide solution
Fig. 3a. The color became more intense as the flow continued.
Fig. 3b is the photograph taken after 38 s.

The experiment with simultaneous flow was carried out by
again first filling all the channels with water. The carrier (C) and
sample (S) reservoir were filled with the phenolphthalein and
potassium hydroxide solutions, respectively. Valve V was
switched to ‘open’ position. Pump P2 was turned on for 20 s to
fill channel 5 (x-channel) with phenolphthalein. Valve V was then
set to ‘close’ position. Flows in the x- and y-channels were then
applied simultaneously by operating pumps P1 and P2. Similar to
the alternate flow mode, light pink color began to develop at the
intersection of channel 4 and channel 5 (see Fig. 3c) and became
more intense (Fig. 3d after 38 s). When compared with alternate
flow mode (Fig. 3b), the length of the colored zone resulting from
the simultaneous flow was significantly longer (Fig. 3d). Besides
flowing directly across the intersection of channels 4 and 5, the
KOH solution in this channel was also pushed by laminar flow
along the x-channel towards valve V.

Using this simultaneous flow procedure, there is a larger
volume of the crossing solutions injected into the carrier stream
(x-channel). This was confirmed by the greater sensitivity observed



Table 1
Operation procedures investigated for the CIA system in Fig. 1 and the resulting calibrations.

Step Process (flow pattern in CIA platform) Duration (s) P1 P2 V

Procedure 1: Loading of sample and reagents using alternate flow

1 Carrier loading (flow: x-direction only) 10 Off On Open

2 Sampleþreagents loading (flow: y-direction only) 10 On Off Close

3 Zone flushing to detector (flow: x-direction only) 50 Off On Open

Repeat step 2–3 for next sample

Calibration equation: A510¼(0.05070.005) mg L�1 Fe(II)þ(0.09070.074): r2
¼0.991

Procedure 2: Loading of sample and reagent using simultaneous flow

1 Carrier loading (flow: x-direction only) 10 Off On Open

2 Carrierþsample and reagents loading (flow: x-direction and y-

direction)

10 On On Close

3 Zone flushing to detector (flow: x-direction only) 50 Off On Open

Repeat step 2–3 for next sample

Calibration equation: A510¼(0.07370.003) mg L�1 Fe(II)þ(0.04170.039) ): r2
¼0.995

Fig. 2. Schematic diagram of the CIA flow manifold. P1 is the peristaltic pump with four flow lines for the sample S, and the reagents R1 to R3. P2 is the peristaltic pump

with single flow line for the carrier solution C. V is the switching valve: solid line ‘open’; dash line ‘close’. MC is the mixing coil, 45 cm in length. D is the

spectrophotometric detector. Insert shows a CIA signal profile for standard Fe(II) solutions, 0–20 mg L�1.
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in the analysis of Fe(II) when using procedure 2 (simultaneous-
flow mode).

Furthermore it could be observed (Fig. 3a and b) that the
pink color for the alternate flow in step 2, was less intense
than the color developed using the simultaneous-flow for
loading (Fig. 3c and d). The laminar flow in x-direction
dispersed and elongated the zones of liquid flow at the inter-
sections of channels 1 to 4, enhancing the pre-mixing between
iron(II) and reagents in x-channel. Thus, we selected proce-
dure 2 in further experiments.
3.2. Zone sequence

In flow-based technique, the sequence of the sample/reagent
zones may affect sensitivity. We examined two sequences
as given in Table 2. In sequence a, the leading zone is
1,10-phenanthroline, followed by buffer, hydroxylamine (the
reducing agent) and finally the Fe(II) standard solution. The zones
are separated with zones of buffer carrier. In sequence b, the
leading zone is Fe(II) standard solution, followed by hydroxyla-
mine, buffer and finally the 1,10-phenanthroline. It was found
that the slopes of the calibration lines obtained from the two
sequences were not significantly different. However, we decided
to use sequence ‘a’ since this sequence follows the sequence of
mixing in a batch procedure.

3.3. Effect of channel diameter and use of mixing coil

Platforms A, B and C were made with various sizes of the
channel, as shown in Table 3. The diameters of all channels for
platform A and platform C are equal; that is, 2 and 3 mm,
respectively. Platform B has the same size of the channels as
platform A but with channel 4, the sample line, being 3 mm.

A series of iron(II) standard solutions were injected into the
CIA system to compare the performance of the three platforms.
The results in Table 3 clearly show increased sensitivity with
increasing diameter of the sample channel (channel 4). Increasing
the diameter of the channel increases the volume of solution
introduced into the CIA platform. Thus by increasing the diameter
of channel 4 from 2 to 3 mm in platform B, we increased the
volume of iron(II). However increasing all the channels’ diameter
from 2 (platform A) to 3 mm (platform C) did not improve the
sensitivity because the volume ratio of the solutions remained the
same. In this work, we chose platform B in further experiments.

Using the CIA system in Fig. 2, the effect of employing a mixing
coil placed before the detector was studied. The length of mixing
coil was varied from 0 (no coil) to 90 cm. Injections of iron(II)



Fig. 3. Characterization of flow pattern of the crossing-zone using phenolphthalein (F) and KOH solutions. Fig. 3(a) and (b) employ alternate flow mode with flow only of

H2O and KOH for 22 and 38 s, respectively. Fig. 3(c) and (d) employ flow of the phenolphthalein and the H2O/KOH channels (simultaneous flow) for 22 and 38 s,

respectively.

Table 2
Zone sequence and linear calibration equations.

Zone sequence Calibration; correlation coefficient

A510¼(0.03370.004) mg L�1 Fe(II)þ(0.01170.046); r2
¼0.994

A510¼(0.03470.001) mg L�1 Fe(II)þ(0.04770.017); r2
¼0.994

C, buffer: acetate buffer pH 5.3; NH2OH: hydroxylamine hydrochloride; phen: 1,10-phenanthroline; D: Spectrophotometer (510 nm).

Note: Diameter of all CIA channels was 2 mm.

Table 3
Effect of channel diameter on the sensitivity of the CIA system in Fig. 2.

CIA platform Channel diameter (mm) Calibration; correlation coefficient

CH 1 (R3) CH2 (R2) CH3 (R1) CH4 (S) CH5 (C)

A 2 2 2 2 2 A510¼(0.03370.004) mg L�1 Fe(II)þ(0.01170.046); r2
¼0.994

B 2 2 2 3 2 A510¼(0.07470.001) mg L�1 Fe(II)þ(0.04070.002); r2
¼0.999

C 3 3 3 3 3 A510¼(0.02970.002) mg L�1 Fe(II)þ(0.06870.017); r2
¼0.997

CH: channel; C: carrier; S: iron standard/sample; R1, R2, R3: the reagents for iron(II).

D. Nacapricha et al. / Talanta 110 (2013) 89–95 93
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solution (5, 10, 15 and 20 mg L�1 Fe(II)) were carried out in
triplicate (n¼3) for each coil length. It was found that sensitivity
was enhanced with use of a mixing coil. The sensitivity increased
with increasing coil length up to 45 cm. The highest sensitivity
was achieved for the 45-cm coil, and was employed in the final
flow manifold of the CIA system.

3.4. Concentrations of 1,10-phenanthroline and hydroxylamine

hydrochloride

The concentration of 1,10-phenanthroline (R3) was varied
from 5�10�3 to 1.5�10�2 mol L�1. Iron(II) solution, at the
maximum concentration (3.5�10�4 mol L�1), was injected into
the CIA system. The peak heights were constant for all concentra-
tion of the reagent, showing that 1,10-phenanthroline was in
excess. The 1.5�10�2 mol L�1 1,10-phenanthroline was selected
to ensure sufficient excess of this reagent.

Hydroxylamine hydrochloride (R1) was used as the reducing
agent for Fe(III). A Fe(III) standard solution, 20 mg L�1 Fe(III),
was tested with various concentrations of the reducing agent
(0.5–1.5 mol L�1), and the peak height measured using the
manifold in Fig. 2. The signals were constant and independent
of the concentration of the reducing agent. The 1.1 mol L�1

solution was selected to ensure complete and rapid reaction.

3.5. Analytical performance in the determination of iron(II), iron(III)

and total iron

When the CIA system in Fig. 2 was operated under the optimal
condition discussed above for analysis of Fe(II), calibration was linear
in the range 5–20 mg L�1 Fe(II) [A510¼(0.070570.002) mg L�1

Fe(II)þ(0.03170.011): r2
¼0.995]. The limit of quantitation of this

CIA technique for Fe(II) was 0.2 mg L�1 Fe(II) (10s blank/slope),
which is comparable to a multicommutation-based flow system
[21] and a sequential injection method (SIA) using the same
1,10-phenanthroline reagent [22]. Since introduction of sample and
reagents into our system is discrete, the volume employed in our
method is therefore approximately three times less than in conven-
tional FIA method for analysis of iron [23]. The consumptions of
sample and reagents of the CIA system are 167 and 501 mL,
respectively. This method provides throughput of up to 60 samples
h�1. With use of the electronic control, we could achieve precision
with %RSD less than 2.6 (for 15 mg L�1 Fe(II), n¼10).

The CIA system in Fig. 2 was also tested for its capability in
speciation of Fe(II) and Fe(III). In order to determine only the
Fe(II) species, the flow line for the hydroxylamine hydrochloride
(R1) was replaced with water. The concentration of Fe(III) can be
found by subtracting the concentration of Fe(II) from the total
measured concentration of Fe. Table 4 shows that there is good
agreement with the spiked amount and the measured value of
Fe(II), Fe(III) and total Fe. The CIA system had good recoveries for
all the iron species, as shown in Table 4.

Multivitamins also contain essential elements including I, Cl,
Ca, Mg, Fe, Mn, Zn and Cu. Using the sample preparation
Table 4
Results obtained from speciation studies of Fe(II) and Fe(III) in four spiked solutions.

Spiked solution Added (mg L�1 Fe) Determined va

Fe(II) Fe(III) Total Fe Fe(II)

A 3.00 12.0 15.0 2.8170.06

B 5.00 10.0 15.0 5.4870.11

C 7.00 8.00 15.0 7.3270.15

D 9.00 6.00 15.0 8.5470.17
procedure, concentrations of salts of the elements in the final
solution are approximately 0.225 (KI), 36 (KCl), 162 (CaHPO4), 100
(MgSO4), 2 (MnSO4), 20 (ZnSO4) and 1 (CuSO4) mg L�1, respec-
tively. We therefore investigated whether these salts may inter-
fere in the analysis of iron. These salts were separately added to a
standard solution of 5 mg L�1 Fe(II). There was no significant
difference in the signal observed when compared to the pure
Fe(II) standard even up to 1500 mg L�1. Addition of mixture of
these compounds at the levels expected in the final solution also
gave no change. Therefore the CIA method for Fe(II) is not affected
by common salts found in multivitamins.
3.6. Application to multivitamins

The developed method was applied to the determination of
total iron in multivitamins (Fig. 4). Four different brands of
vitamins (A–D) were analyzed in triplicate by CIA. The iron
content found by our method is close to the label values except
for brand D. However the results of the CIA method are compar-
able with those using flame atomic absorption spectrometry
(FAAS). The paired t-test also confirm that the results of the CIA
method are in significant agreement with the results of FAAS at
95% confidence level (tstat¼0.16, tcrit¼2.20 ). The disagreement
between the analytical results and the label content of iron for
brand D may be due to the product itself.

The recovery of iron measurement in multivitamin tablets was
investigated. We found that the recoveries of our method were in the
range of 90.1–107%, indicating good accuracy for the CIA method.
3.7. Utilization of peristaltic pump

From the aforementioned literature, there is wider application
of syringe pumps in FI-based/FI-related techniques due to its
robustness, with precise and accurate fluid control even at
microliter levels. Operation of a syringe pump can be completely
automated with good reproducibility. Other types of pumps have
been used in flow analysis to replace peristaltic pump: e.g.,
double plunger pump, employed in ‘stopped-in-loop flow analy-
sis’ (SIL–FA) [24] and in ‘all injection analysis’ (AIA) [25]; solenoid
pump [19]; piston pump [26]. In principle, these pumps provide
consistent flow rates; they are suitable for heavy duty tasks, such
as continuous monitoring in environmental or industrial process
analysis. Although peristaltic pump has some drawbacks, it is still
effective in the implementation of many flow-based techniques,
including sequential injection analysis [27–29], all injection
analysis [30], and stepwise injection analysis (SWIA) [31,32].
In this work, we employed the principle of peristaltic pump, by
which the flow of liquid inside the flexible pump tube results
from the alternate motion of ‘press’ and ‘release’ of rollers on the
pump tube. If this motion is stopped, the flow ceases. We utilized
this nature of the peristaltic pump in CIA both to flow and to
retain liquid instead of using syringe pump coupled with selec-
tion valve or solenoid valves.
lue (mg L�1 Fe) %Recovery

Fe(III) Total Fe Fe(II) Fe(III) Total Fe

12.870.21 15.670.24 93.7 107 104

9.0570.19 14.570.22 110 90.5 96.9

8.7070.19 16.070.29 104 109 106

6.6570.13 15.270.21 94.9 111 101



Fig. 4. Total iron content of four brands of multivitamin tablets (A–D) determined

in triplicate by using the CIA system and by FAAS.
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4. Conclusions

Most of the later flow analysis techniques, including CIA,
exploit some of the concepts of FIA. However there is a major
difference between CIA and SIA. In SIA, the sample and reagent
zones are aspirated sequentially into the analytical flow path,
with the need for selection valve and high precision pump, such
as syringe pump. The mixing is usually enhanced by introducing
flow reversal a few times in the holding coil before delivering the
zones to detector. However, in CIA, we aspirate sample and
reagent at the same time into the platform through the x- and
y-channels using multi-channel peristaltic pump. We utilize the
constant pressure maintained during the stopped-flow mode of
peristaltic pump to retain the liquid inside the tubing, eliminating
interference into the carrier stream. CIA requires only a multi-
channel peristaltic pump for liquid delivery and for maintaining
the system pressure. Thus, the number of hardware components
in CIA is less than in the multicommutation technique.

The introduction of liquids into the analytical flow path of CIA
is also different to that of the SIA and the multicommutation.
When we simultaneously aspirate the sample and reagents
through the y-channels (no. 1 to 4), we also aspirate at the same
time the carrier flow through the x-channel (the analytical flow
path). Some of the sample and reagents are partially dispensed at
the y-outlets of the platform. This cross-flow results in prior
mixing inside the platform, leading to a significant improvement
in the sensitivity. Therefore flow-reversal as in SIA is not needed.
Moreover when comparing with the multicommutation and
multipumping techniques, we do not need to alternately aspirate
sample and reagent slugs to form a tandem zone. The software
command lines for CIA are therefore shorter and simpler. In CIA,
we can modify the flow path simply by changing the tubing and
the cross platform. In long-term use, CIA requires less mainte-
nance costs than SIA, multicommutation and multipumping since
the system consisted mainly of low-cost consumables such as
pump tubes, tubings and the acrylic platform. There is only one
switching valve that may needs the maintenance from time
to time.

The CIA platform, with the four crossing channels, employed
for determination of Fe(II), can also be applied to other analysis
employing spectrophotometric measurements. The number of
cross channels can be reduced or increased to suit the number
of reagents. The CIA technique is a simple system that can be
employed by other researchers working in the field of flow
analysis.
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a b s t r a c t

This work presents the simultaneous determination of sucrose and phosphate by using sequential
injection (SI) system with a low cost paired emitter-detector diode (PEDD) light sensor. The PEDD uses
two 890 nm LEDs. Measurement of sucrose in Brix unit was carried out based on the detection of light
refraction occurring at the liquid interface (the schlieren effect) between the sucrose solution and water.
Phosphate was measured from the formation of calcium phosphate with turbidimetric detection. With
careful design of the loading sequence and volume (sample–precipitating reagent–sample), simulta-
neous detection of sucrose and phosphate was accomplished with the single PEDD detector. At the
optimized condition, linear calibrations from 1 to 7 Brix sucrose and from 50 to 200 mg PO4

3− L−1 were
obtained. Good precision at lower than 2% RSD (n¼10) for both analytes with satisfactory throughput of
21 injections h−1 was achieved. The method was successfully applied for the determination of sucrose
and phosphate in cola drinks. The proposed method is readily applicable for automation and is found to
be an alternative method to conventional procedures for on-line quality control process in cola drink
industry.

Crown Copyright & 2013 Published by Elsevier B.V. All rights reserved.
1. Introduction

Light emitting diodes (LEDs) are commonly used as a light
source for portable spectrometers due to the low power consump-
tion and brightness [1]. Their emission spectra are rather narrow
(about740 nm), allowing specific selection of wavelengths with-
out an expensive monochromator or filter. However, LEDs can also
be used as a light detector [2,3]. Paired emitter-detector diode
(PEDD) is an inexpensive optical sensor that consists of a pair of
LEDs where one LED is used as a light emitter (LED emitter) and
the other LED as a light detector (LED detector). Use of PEDD as
detector of light is attractive in terms of costs, size and broad range
of wavelengths from UV to near-infrared region (ca. 380–900 nm).
Unfortunately, LED as detector generates very small photocurrent.
Diamond's group [4–6] demonstrated the accurate and precise
measurement of the photocurrent using a threshold detector and
13 Published by Elsevier B.V. All r

y and Center of Excellence for
l University, Bangkok 10400,
timer circuit. The principle is based on measurement of the time
taken for the photon-induced current to discharge the reverse-
biased LED from an initial 5 V to 1.7 V. Later, another approach was
proposed by using direct measurement of the voltage generated at
the LED detector [7,8]. This method is very simple and convenient
employing a common pH-meter or a digital multimeter with high
input impedance.

The use of PEDD for absorbance measurement has been
reported as early as 2004 when Diamond et al. employed the
device as optical sensor for colorimetric analysis of dyes for pH
measurement [4]. Since then, application of PEDD detector has
been broaden to environmental field such as detection of heavy
metals [9] and phosphate [10] in water samples as well as to
bioanalytical field, such as detection of hemoglobin [11] and
alkaline phosphatase activity [12–14]. PEDD has also been adopted
as a detector in post column HPLC [15] and IC [16,17]. Recently,
PEDD compatible with optosensing films has been developed for
sequential injection (SI) system [18,19]. Prussian Blue film was
used as a model optical chemoreceptor to detect hydrogen
peroxide [18]. Determination of glucose in serum was demon-
strated for this application [19]. With different configurations, the
PEDD can also be used for fluorescence detection. The first report
ights reserved.
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of LED as fluorescence detector was in 2010 for the determination
of quinine in beverage drinks [20]. Another application of fluoro-
metric PEDD was the detection of calcium using complexation
reaction with calcein [21,22].

The phenomena of light refraction and light scattering are
alternative detection methods useful in analytical practice, especially
with colored sample. This is because they can employ wavelengths at
which that the colored solution does not absorb the light. Detection
of light refraction at the liquid interface (the schlieren effect) was
employed as detection in liquid chromatography using deflection of a
laser beam [23] and in capillary electrophoresis [24]. In addition, the
schlieren effect was also applied to flow analysis for quantitation of
sucrose [25,26], alcohol [27] and glycol [28]. Another approach for
analysis of colored sample is detection based on light scattering of
colloidal particles (turbidimetry) [29] has been widely used through
the formation of solid particles using suitable precipitating reagents.
With coupling to flow-based system, it provides automation for
several applications such as in environmental [30], biological [31]
and food [32] samples.

In this work, implementation of PEDD for detection of the
schlieren effect and the turbidity in liquid-flow system is pre-
sented. We selected sucrose and phosphate as model analytes to
demonstrate this application for possible quality control in cola
drink industry. The work used a sequential injection (SI) system
[33]. With optimized selection of the loading sequence, simulta-
neous detection of the two analyte is carried out with one PEDD
detector. The system is thus simple and compact.
2. Experimental

2.1. Chemicals and reagents

All solutions were prepared in deionized water (Barnstead
EASYpure II, USA). The sucrose standard used in this work was
Fig. 1. Schematic diagram of the SI-PEDD system for simultaneous determination of su
reagent 0.08 mol L−1 CaCl2 with 0.1%(w/v) PVA in ammonium buffer pH 10; S2, 2nd as
holding coil (i.d. 1 mm, 588 cm long); MC, mixing coil (i.d. 1 mm, 144 cm long); inset (a),
sucrose and phosphate.
commercial grade sugar (Mitr Phol, Thailand). A 50 Brix (Bx) stock
sucrose solution was prepared by dissolving exactly 50.00 g of
solid sucrose in 50.00 g of deionized water with stirring on a
magnetic stirrer until the solid has completely dissolved. The stock
solution was stored at 4 1C and used within one week.

A 5000 mg PO4
3− L−1 stock phosphate solution was prepared by

dissolving 0.7157 g of potassium dihydrogenphosphate (Fluka,
Switzerland), previously dried at 60 1C for 2 h and kept in a
desiccator, in 100.00 mL with deionized water. Working standard
solutions used for calibration were mixed standards of sucrose and
phosphate, prepared in deionized water by appropriate dilution of
the stock solutions.

The precipitating reagent (R in Fig. 1) was a solution of
0.08 mol L−1 CaCl2 in 0.1% (w/v) polyvinyl alcohol (PVA). This
solution was prepared by weighing 0.888 g of calcium chloride
(Merck, USA) and 0.10 g of PVA (Merck, USA), dissolving in
approximately 90 mL of 0.3 mol L−1 ammonium buffer pH 10 and
heating on a hot plate with magnetic stirring until all solids
dissolved. After cooling to room temperature, ammonium buffer
was added to make 100.0 mL. The buffer was prepared by dissolving
0.1338 g of ammonium chloride (Ajax Finechem, New Zealand) and
0.9 mL of 30%(w/w) ammonia (density 0.892 g L−1, Panreac, Spain)
in deionized water to give 100 mL.
2.2. Sample preparation

Regular and sugar-free cola drink samples were purchased
from supermarkets in Bangkok, Thailand. All samples were
degassed in an ultrasonic bath for 15 min. Dilutions of samples
with water (1:1) were carried out prior to analysis. Five synthetic
samples were also analyzed. These samples were prepared by
dissolving analytical grade sucrose (UNIVAR, Australia) and potas-
sium dihydrogenphosphate (Fluka, Switzerland) in deionized
water (Table 2).
crose and phosphate in cola drinks: S1, 1st aspirated sample zone; R, precipitating
pirated sample zone; W, waste; SP, syringe pump; SV, selection valve; HC, 4.6-mL
sequence of the detection zone in HC; inset (b), signal profile of a mixed standard of



Table 1
The steps in the SI-PEDD operation for simultaneous determination of sucrose and phosphate in cola drinks.

Step Mode of syringe pump Volume (mL) Flow rate (mL min−1) Port no. Action Duration (s)

1 Aspirate 4.00 4.0 3 Aspiration of water carrier 60
2 Aspirate 0.50 4.0 7 Aspiration of 1st sample zone (S1) 7.5
3 Aspirate 0.10 4.0 4 Aspiration of precipitating reagent (R) 1.5
4 Aspirate 1.75 4.0 7 Aspiration of 2nd sample zone (S2) 26
5 Dispense 6.35 5.0 2 Dispense of all zones to detector and waste (W2) 76

Total analysis time is 171 s.

Table 2
Comparison of accuracy obtained from analysis of synthetic samples by using the developed and conventional methods. The numbers in parenthesis are %RSD for six
replicate injections.

Nominal values of synthetic sample Sugar (Brix) Phosphate (mg PO4
3− L−1)

Our method Refractometric methoda Our method Spectrophotometric methodb

5 Brix+200 mg PO4
3− L−1 5.1670.14 (2.7) 5.1670.05 (1.0) 197.773.0 (1.5) 202.772.1 (1.0)

7 Brix+200 mg PO4
3− L−1 6.4270.12 (1.9) 6.4770.07 (1.1) 200.072.5 (1.3) 199.072.1 (1.1)

10 Brix+300 mg PO4
3− L−1 9.7970.14 (1.4) 9.9470.10 (1.0) 300.772.5 (0.8) 296.372.6 (0.9)

10 Brix+300 mg PO4
3− L−1 10.4470.22 (2.1) 10.2770.10 (1.0) 299.973.9 (1.3) 303.973.0 (1.0)

12 Brix+300 mg PO4
3− L−1 11.9570.24 (2.0) 12.3170.14 (1.1) 300.773.3 (1.1) 306.474.3 (1.4)

a Refractometer 30PX/GS. Mettler Toledo, USA.
b See Ref. [35].
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2.3. The SI-PEDD system and its operation

2.3.1. The SI-PEDD system
The SI system, shown in Fig. 1, consisted of a syringe pump (SP)

equipped with an eight-port selection valve (SV) (Kloehn Versa
Pump 6, USA). A 10-mL zero dead volume syringe (Kloehn, USA)
was fitted to the pump. PTFE tubings with 1.0 mm i.d. (Cole
Parmer, USA) were used as holding coil (HC) and mixing coil
(MC). The syringe pump and selection valve were computer
controlled by means of an in-house software written using Lab-
VIEW 8.0™. The simple paired emitter-detector diode (PEDD) was
made of two gallium–aluminium arsenide NIR-LEDs (890 nm,
Model OP291, OPTEK Technology Inc., USA). A dc power supply
(Model PS-1502DD, BEST, China) was used to supply the 5 V to the
LED emitter. A 100 Ω resistor was used as a current-limiting load
to the LED emitter. A 6-digit digital multimeter with 1012 Ω
impedance (Model 8845A, Fluke, USA) was used to measure
voltage signal from the LED detector. Data was recorded and
stored on a computer via RS-232 port with in-house software
written using LabVIEW 8.0™. A 10-mm path length, 18-μL volume,
quartz flow-through cell (PerkinElmer, USA) was placed in a
cuvette holder between the two LEDs.
2.3.2. System operation
A water carrier plug (4.0 mL) was introduced into the holding

coil (HC in Fig. 1) followed by plugs of sample and reagent (1st
aspirated sample zone (S1), reagent (R) and 2nd aspirated sample
zone (S2)). These detection zones are finally driven forward to the
PEDD detector to give a sequence of signal peaks. Details of the
operation steps are given in Table 1.

2.4. Data analysis

For a PEDD, the LED detector generates a voltage, which is
linearly proportional to the logarithm of the intensity of light
illuminating on the LED. When there is alteration in light intensity
due to light refraction or light scattering, such as in this work, the
monitored voltage is changed accordingly. Thus a plot between the
voltage measured versus time is obtained, as the sample zone
passes through the flow-through cell. Example of signal profile is
shown in Fig. 1b.

The baseline signal is obtained when water carrier flows
passing through the PEDD. The signal for sucrose is the difference
of the voltage between the apex of peak and baseline (‘A’ in
Fig. 1b). The signal for phosphate is the difference of the voltage
between the baseline and the minimum of the second peak (‘B’ in
Fig. 1b). Two calibration curves were constructed by plotting the
values of A and B against the analyte concentrations.

For validation of the method, the results were compared to
measurements obtained from refractometric method for sucrose
[34] and spectrophotometric method based on molybdenum blue
reaction [35] for phosphate, respectively.
3. Results and discussion

3.1. System design and its signal profile

A simple SI system, shown in Fig. 1, was employed to study the
use of the PEDD detector for simultaneous detection of the schlieren
and turbid effect within one cycle of operation. The system starts
by aspirating the detection zone, with the precipitating reagent
(R in Fig. 1a) inserted in the middle of the mixed standard solution
containing sucrose and phosphate (S1 and S2 in Fig. 1a), into the
HC, followed by dispensing to the PEDD detector. As the laminar
flow is driven towards the PEDD detector, this right hand end of S2
(Fig. 1a) becomes the leading parabolic interface between sample
and water, which is responsible for the schlieren signal. Positive
signal profile in Fig. 1b demonstrates this phenomenon. After the
zone head has moved through the PEDD, the middle zone contain-
ing suspension of the calcium phosphate precipitate enters the
flow cell. These calcium phosphate particles scatter light, giving
rise to a decrease in the signal. If there is appreciable inhomo-
geneity within the zone, small negative signal is observed when
the zone tail travels through the light path. Normally this negative
signal is only observed at sucrose concentration greater than
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5 Brix. The complete signal profile obtained for one sample is
shown in Fig. 1b.

The observed schlieren effect has been explained in great
details [26]. To summarize, the interface of the carrier and sugar
solution forms a lens. In this case, where nsample4ncarrier
(n¼refractive index), we may expect a significant population of
light rays to bend towards the LED light sensor. As a result,
the absorbance decreases. Thus, the signal voltage from the LED
light sensor increases with decreasing absorbance. So the signal
profile increases with the passage of the sugar zone (the signal
change ‘A’ in Fig. 1b), which is the inverse of the regular signal
profile using photodiode as light sensor with log amplifier (see Ref.
[26] for example). For the turbidity profile, suspending particle
causes light scattering away from the LED light sensor. Therefore
there is an increase in absorbance which for our LED light sensor
means a decrease in the signal profile (the signal change ‘B’ in
Fig. 1b).
3.1.1. Interference between sucrose and phosphate measurements
In this study, the concentrations of phosphate were varied up

to 200 mg PO4
3− L−1 whereas the concentration of sucrose was

fixed at 7 Brix. We found no effect of phosphate concentration on
the sucrose measurement. Thus the refractive index (RI) of
standard/sample depends mainly on the concentration of sucrose
with no contribution from the concentration of phosphate.

On the other hand, sucrose had a significant negative effect on
the phosphate measurement at aspirated volumes of S1:R:S2 of
0.5:0.1:0.5 mL (see data in Fig. 2 for S2¼0.5 mL). This might be
from inhomogenity in the calcium phosphate zone due to the
viscosity of sucrose (7 Brix). Normally, increasing the mixing coil
length of the SI system improves mixing. But for our system which
requires efficient mixing only in the mid-zone, but not at the
leading zone, this is not a suitable choice. Therefore, enhancement
of the mid-zone dispersion was investigated by increasing the
aspirated volume of the second sample segment, S2. In this way,
mixing of the reagent and sample zones is promoted by increasing
the longitudinal dispersion along the tube. The results are shown
in Fig. 2. The signal height for phosphate in pure water increased
with increasing volume of S2 from 0.5 to 0.75 mL indicating more
precipitation had occurred. With larger volume dilution effect
dominated and signal decreased drastically. For phosphate dis-
solved with sucrose, the same trend was found but with smaller
signals for segment volume of S2 between 0.5 and 1.5 mL.
However equal signals for solution using pure water and sucrose
solution were found for volume of 1.75 mL and larger. Therefore, in
order to eliminate the interference effect of sucrose, the volume of
segment S2 of 1.75 mL was selected.
Fig. 2. Effect of volume of S2 on signal height of 200 mg PO4
3− L−1 in water (♢) and

in 7 Brix sucrose (⃝). Each point is the result from triplicate injections for volumes
of S1:R fixed at 0.5:0.1 mL.
3.1.2. Light source and sensor for PEDD detector
Cola drink has a dark brown color and the wavelength of the

detector must be carefully chosen to ensure that only the schlieren
and turbidity effects are observed. The visible absorption spectrum
of these drinks were measured and found to have absorbance only
in the wavelength range of 350–700 nm. Therefore, NIR LED
emitter with wavelength of 890 nm was selected as the light
source. The same LED was employed as detector for maximum
response. A stable output voltage at 0.8 V was found for water.
Signal changes in the range of 70.05 V were observed for samples
containing sucrose and phosphate.

Flow cell with small volume (18 μL) was used for our experi-
ment since it provided sharper schlieren signal than the normal
80 mL-flow cell. The larger i.d. of the 80 mL-flow cell produces
greater dispersion of the sample zone, which is not suitable for
measurement based on the schlieren effect.
3.2. Optimization

3.2.1. Flow rate
Flow rate is an important parameter which affects the sensi-

tivity and sample throughput. The flow rate in the final step for
driving all the liquid zones to the PEDD detector was varied from
1 to 10 mL min−1. It was observed that at lower flow rate higher
sensitivity was achieved for both phosphate and sucrose measure-
ments. A flow rate at 5 ml min−1 was chosen as compromise
between sensitivity and throughput.
3.2.2. Parameters for calcium phosphate precipitation process
The effect of various concentrations of CaCl2 was studied using

concentration range from 0.04 to 0.12 mol L−1. Results are shown
in Fig. 3a. The signal B (Fig. 1b) increased with increasing
concentration of CaCl2, reaching a plateau value for concentrations
greater than 0.06 mol L−1. The concentration of 0.08 mol L−1 CaCl2
was chosen to ensure excess Ca2+ ion for production of the
Ca3(PO4)2 precipitate.

Buffer concentrations ranging from 0.2 to 6.5 mol L−1 were
investigated. The results in Fig. 3b showed that buffer concentra-
tion of 0.3 mol L−1 gave the highest sensitivity. At buffer concen-
tration lower than 0.3 mol L−1, the buffer capacity was not
sufficient to neutralize the acid in the sample. High concentration
of buffer has large ionic strength, resulting in less precipitation
[36]. In this work 0.3 mol L−1 buffer was chosen. The pH of buffer
solution was also investigated (Fig. 3c). The sensitivity significantly
increased to pH 10 and then decreased. Therefore a pH 10 buffer
was selected for maximum sensitivity.

Generally, turbidity measurement requires addition of a stabi-
lizer to control uniformity of the particle size for reproducibility.
In this work, PVA was used and the effect of PVA concentration in
the range of 0.02–0.30%(w/v) was studied. The results in Fig. 3d
showed that 0.10%(w/v) PVA provided the highest sensitivity
which decreased significantly when concentration of PVA was
more than 0.1%(w/v) because increasing concentration of PVA can
cause decreased number of nucleation sites of Ca3(PO4)2, and
hence lower number of scattering particles [37]. Hence the
concentration of PVA of 0.1%(w/v) was selected as optimum
condition.

The volume of the calcium chloride solution (R) was also
investigated in the range of 50–200 μL. It was found that sensitiv-
ity increased, with increasing volume, to maximum value at
100 μL. Therefore, the volume of 100 μL was selected because it
offered highest sensitivity with least reagent.



Fig. 3. Effect of the precipitating reagent on the sensitivity of phosphate analysis. Triplicate injections for each point in the graph.

Fig. 4. Example of signal profiles obtained from mixed standards of sucrose and
phosphate at (i) 1 Brix+50 mg PO4

3− L−1 (ii) 3 Brix+100 mg PO4
3− L−1 (iii) 5 Brix

+150 mg PO4
3− L−1 (iv) 7 Brix+200 mg PO4

3− L−1, using the developed system, and
calibration plots for sucrose and phosphate. Each point in the calibrations was from
triplicate injections.
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3.3. Analytical features and application to cola drink samples

Using the optimum condition, representative SI-signal profiles
and calibration plots are shown in Fig. 4. Calibration curve is linear
in the range of 1–7 Brix sucrose ((signal height, mVdc)¼
(3.1470.03)[Brix]+(0.1470.13), r2¼0.999) and of 50–200 mg
PO4

3− L−1 ((signal height, mVdc)¼((1.8570.04)�10−1)[mg PO4
3− L−1]−

(1.9670.51), r2¼0.999). Detection limits (3S/N) at 0.5 Brix sucrose
and 20 mg PO4

3− L−1 were obtained. Ten replicate injections of the
mixed standard of 5 Brix sucrose and 150 mg PO4

3− L−1 were
carried out to provide system precision of 0.9% and 1.7% (RSD),
respectively. Reasonable throughput of 21 injections h−1 was
achieved.

Five synthetic samples were prepared and analyzed by our
method and reference methods (Table 2). Analysis of sucrose and
phosphate was compared with refractometric method and the
conventional molybdenum blue method, respectively. The results
show that the precision of our methods are comparable with the
reference methods. The developed SI-PEDD system was subse-
quently applied to regular and sugar-free cola drinks (Table 3).
According to the paired t-test, the results in Table 3 show
significant agreement between the proposed method and the
conventional methods for all the samples (sugar: tobserved¼1.285,
tcritical¼2.306 at P¼0.05; phosphate: tobserved¼0.005, tcritical¼
2.178 at P¼0.05) [38].
4. Conclusions

In this work, the PEDD sensor was employed as a single flow-
based detector for measuring the schlieren effect and turbidity of
sample in a SI system for automation of liquid handling. It was
shown that the SI-PEDD flow system had sufficient sensitivity to
detect light refraction at interface of sucrose and water or so-
called the schlieren effect, as well as the light scattering of the
colloidal particles of calcium phosphate, when the output of the
LED detector was monitored by a high-impedance digital
multimeter.

Simultaneous analysis of sucrose and phosphate in cola drinks
was selected to demonstrate this application. With two fold
sample dilution, the measurements were carried out using NIR-
PEDD (890 nm) sensor without sample pretreatment to remove
the color. At the optimum condition, the observed signal com-
prised one positive peak for sucrose and a second negative peak
for phosphate. These two signals are well separated. Thus the
contents of sucrose and phosphate were successfully determined
with no interference. The developed SI-PEDD flow system has
advantages in terms of simplicity, robustness and costs. Moreover,
the system is environmentally friendly since only small amounts
of non-toxic CaCl2 in ammonium buffer solution were used. The SI-
PEDD system was successfully applied to the measurement of
sucrose and phosphate in commercial cola drinks and is also
suitable for on-line quality control processing plants.



Table 3
Analysis of cola drinks by SI-PEDD system as compared with conventional methods. The numbers in parenthesis are %RSD for six replicate injections.

Sample Sugar (Brix) Phosphate (mg PO4
3− L−1)

Our method Refractometric methoda Our method Spectrophotometric methodb

Cola 1 9.5570.11 (1.2) 9.7570.05 (0.5) 341.576.1 (1.8) 342.473.6 (1.1)
Cola 2 9.0970.09 (1.0) 9.1470.06 (0.7) 338.271.7 (0.5) 347.675.6 (1.6)
Cola 3 9.9670.13 (1.3) 9.8270.10 (1.0) 340.577.0 (2.1) 330.073.1 (0.9)
Cola 4 9.7370.14 (1.4) 9.8470.10 (1.0) 377.771.8 (0.5) 375.874.4 (1.2)
Sugar-free cola 1 nd nd 348.075.3 (1.5) 351.771.4 (0.4)
Sugar-free cola 2 nd nd 343.379.3 (2.7) 332.775.3 (1.6)
Sugar-free cola 3 nd nd 356.076.1 (1.7) 347.476.0 (1.7)
Sugar-free cola 4 nd nd 342.577.3 (2.1) 351.373.6 (1.0)

nd: not detected.
a Refractometer 30PX/GS. Mettler Toledo, USA.
b See Ref. [35].
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flowmethod for the determination
of total sulfite in wine using membraneless gas–
liquid separation with contactless conductivity
detection†

Nattapong Chantipmanee,ab Waleed Alahmad,ab Thitaporn Sonsa-ard,ab

Kanchana Uraisin,ab Nuanlaor Ratanawimarnwong,ac Thitirat Mantimac

and Duangjai Nacapricha *ab

A green analytical flow method was developed for the determination of total sulfite in white wine. The

method employs the membraneless vaporization (MBL-VP) technique for gas–sample separation

allowing direct analysis of wine. Sulfite in an aliquot of sample was converted to SO2 gas via acidification.

Dissolution of the gas into the water acceptor led to a change in the conductivity of the acceptor which

was monitored using a ‘capacitively coupled contactless conductivity detector’ (C4D) flow cell. Only

a minute amount of common acid (100 mL of 1.5 mol L�1 H2SO4) is used. The MBL-VP unit was

incorporated into the flow system to separate the SO2 gas from the wine sample using the headspace

above the donor and acceptor compartments as a virtual membrane. The method provides a linear

working range (10–200 mg L�1 sulfite) which is suitable for most wines with calibration equation y ¼
(0.056 � 0.002)x + (1.10 � 0.22) and r2 ¼ 0.998. Sample throughput is 26 samples h�1. The lower limit

of quantitation (LLOQ ¼ 3SD of blank per slope) is 0.3 mg L�1 sulfite for 20 s diffusion time with good

precision (%RSD ¼ 0.8 for 100 mg L�1 sulfite, n ¼ 10). We also present a simple modification of the MBL-

VP unit by the addition of a third cone-shaped reservoir to provide two acceptor zones leading to

improvement in sensitivity of more than three-fold without use of heating to enhance the rate of

diffusion of SO2.
1. Introduction

Sulte is a common preservative used in wine production to
stabilize the product by preventing oxidation and bacterial
growth.1,2 Apart from its use in wine production, sulte is also
used in other food industries to preserve food appearance, color
and aroma. Although sulte is considered not toxic to human
health when employed as recommended, it has been found that
there are some adverse effects for some individuals ingesting
sulte at certain levels. These effects include sudden allergic
reactions with symptoms such as dermatitis, urticaria, ushing,
hypotension, abdominal pain and diarrhea. Sulte consump-
tion by asthmatic patients can trigger bronchoconstriction.3–5
d Technology Laboratories (Firstlabs),
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tion (ESI) available. See DOI:
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Thus, the level of sulte in food and beverages must be strictly
controlled to the levels determined by the legislation of each
country6 or as set by the World Health Organization (WHO).7

According to the WHO, the acceptable daily intake of sulte
(expressed as SO2 equivalent) is 0.7 mg kg�1 body weight.

There have been various methods available for the determi-
nation of sulte in food and beverages. Themost common is the
AOAC method which employs an optimized Monier-Williams
method.8 The method is laborious requiring an initial distilla-
tion process. Aer mixing the sample with hydrochloric acid,
the sample mixture is reuxed to convert sulte into SO2 gas.
Nitrogen gas is used to purge the generated SO2 into a hydrogen
peroxide solution for converting the SO2 gas to sulfuric acid
which is later titrated with a standardized sodium hydroxide
solution. Apart from the AOAC titrimetric method with the
distillation process, there are other methods that have been
developed based on different principles including spectro-
metric methods,9,10 chemiluminescent methods11,12 and elec-
trochemical methods.13,14

Automated methods for direct analysis of sulte based on
ow injection analysis (FIA) and FIA-related methods, with the
use of an on-line gas-diffusion (GD) unit to separate SO2 gas
Anal. Methods, 2017, 9, 6107–6116 | 6107
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from the sample matrix, have been developed by several
groups.6,11,12,15–18 The SO2 gas generated from the sample
diffuses from the donor stream through the porous hydro-
phobic membrane of the GD unit to dissolve into an acceptor
stream owing on the other side of the membrane. Detection of
the dissolved SO2 can be carried out in various ways including
absorption spectrometry,6,15,16 chemiluminescent spectrom-
etry,11,12 potentiometry,17 and amperometry.18 Although gas
diffusion through a porous membrane has made quantitative
analysis of sulte simpler and more friendly to operate than the
conventional AOAC method, it is known that use of the
membrane-based gas–liquid separation has drawbacks such as
contamination and clogging of the membrane surface, leading
to the limited lifespan and subsequent replacement of the
membrane. To overcome this problem we employed the so-
called ‘membraneless vaporization’ (MBL-VP) technique to
provide a more effective method for direct determination of
total sulte in wine.

The membraneless vaporization technique was rst pre-
sented in 2006 (ref. 19) as an on-line technique for gas–sample
separation in ow analysis. A MBL-VP unit comprises two
separate reservoirs for the donor and acceptor liquids. The two
regions are connected via an air headspace, which acts as
a pseudo-membrane, allowing only volatile analytes to diffuse
from the liquid donor phase to the acceptor phase. Donor and
acceptor reservoirs have been designed and constructed in
various congurations to t the types of samples, such as
liquid19–24 or solid samples.25,26 Most MBL-VP devices have been
employed in continuous ow methods, such as FIA19–21,25,26 or
multisyringe ow injection analysis (MS-FIA).24 For discontin-
uous ow or zone-uidics (ZF) mode of operation,27 Ratanawi-
marnwong et al.22 in 2013 presented a new design of a MBL-VP
unit for sequential injection analysis (SIA). The device consisted
of two cone-shape reservoirs for holding donor and acceptor
aliquots under a common headspace. Aeration at the donor
reservoir was employed to accelerate the gas diffusion process.22

Unlike the rst design in 2006 of the membraneless extraction
module,28 MBL-VP units were designed for complete automa-
tion and are therefore suitable as on-line gas-separation devices
for ow analysis systems. Donor and acceptor liquids are
transported to and out from MBL-VP units via ow control.

In this work, we utilized the MBL-VP technique using the
cone-shaped design for quantitative analysis of total sulte in
wine. The wine sample was acidied in-line. A 200 mL aliquot of
the acidied sample was delivered into a cone reservoir (donor
cone). Diffusion of SO2 gas from the donor cone into the MBL-
VP headspace and subsequent dissolution of the gas into the
pure water acceptor resting in two other reservoirs (acceptor
cones) led to a change in the pH of the water. This was moni-
tored as a change in the conductivity of the acceptor liquids
using a ‘capacitively coupled contactless conductivity’ detector
(C4D detector).29–32 To the best of our knowledge, this is the rst
time that sulte has been determined using the concept of
online MBL-VP for gas–liquid separation. C4D is also new for
detection of sulte in wine. Our method is considered as ‘Green
Analytical Chemistry’ (GAC)33 since the liquid acceptor is
chemical reagent-free. Pure water was shown to be a suitable
6108 | Anal. Methods, 2017, 9, 6107–6116
liquid acceptor. The only required chemical is for converting
sulte to SO2 gas. Dilute sulfuric acid is used in only a small
volume. This method generates no waste from employment of
membranes. We also investigated an added feature of the cone-
shaped reservoirs of the MBL-VP unit. A second cone-shaped
acceptor reservoir was added to the original two-cone device,22

thereby increasing the surface area of the acceptor zone with
subsequent improvement in sensitivity and precision.

2. Experimental
2.1 Chemicals and reagents

All chemicals and reagents were analytical reagent grade and
solutions were prepared in deionized Milli-Q® water (resistivity
18.2 MU cm�1). Stock standard sulte solution was prepared by
dissolving Na2SO3 (Merck Millipore, Germany) in 100.0 mL of
0.1% (w/v) Na2EDTA (Fisher Scientic, UK) to give ca.
10 000 mg L�1 sulte stock solution. The accurate concentra-
tion of this stock solution was determined by titration with
standardized iodine solution.

The working sulte standards were freshly prepared from
the 10 000 mg L�1 sulte stock solution by aliquoting appro-
priate volumes to give a series of sulte standards (10 to
200 mg L�1). To each aliquot, 1.00 mL of 5% (w/v) Na2EDTA
(Fisher Scientic, UK), 5.00 mL of 4 mol L�1 NaOH (Merck
Millipore, Germany), and 7.50 mL of 99.5% (v/v) ethanol (Merck
Millipore, Germany) were added. Deionized water was added to
each standard mixture to make a nal volume of 50.0 mL.

2.2 Preparation of wine samples

Six wine samples were purchased from local supermarkets in
Bangkok. A 100.0 mL sample of each wine sample was diluted
with 150.0 mL of water. An aliquot of 38.75 mL of the diluted
sample was accurately transferred into a glass bottle. To this
sample 1.00 mL of 5% (w/v) Na2EDTA (Fisher Scientic, UK),
5.00 mL of 4 mol L�1 NaOH (Merck Millipore, Germany),
5.00 mL of 99.5% (v/v) ethanol (Merck Millipore, Germany) and
0.25 mL of water were added. The sample mixture was mixed
thoroughly before analysis for sulte content using the devel-
oped method and a comparison method employing
a membrane gas-diffusion system.16

For the recovery study, a sample was prepared according to
the above procedure with addition of 0.25 mL of 5000 mg L�1

sulte standard instead of 0.25 mL of water.

2.3 Membraneless vaporization unit with 3 cone-shaped
reservoirs

The MBL-VP unit with the 3 cone-shaped reservoirs is shown in
Fig. 1a. The unit is made of transparent acrylic polymer
(Perspex®) and comprises a base section and an adjustable
screw-top upper section. The current unit has 3 reservoirs
instead of 2 reservoirs as in the original design (Fig. 1b).22

Reservoir D is used for holding a plug of the donor (standard or
sample). Reservoirs A1 and A2 are used for holding two separate
plugs of the acceptor (deionized water). The volume of each
cone reservoir is 260 mL. Therefore the maximum volume
This journal is © The Royal Society of Chemistry 2017
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Fig. 1 Schematic diagrams (2-dimension and 3-dimension) of the new membraneless vaporization unit (a) with 3 cone-shaped reservoirs for
improving the sensitivity as compared with the original unit (b) with 2 cone-shaped reservoirs. D: donor reservoir. A1, A2: acceptor reservoirs.
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delivered into the cone reservoir is 200 mL to avoid overow
and subsequent cross-contamination. The volume of the
headspace above the reservoirs can be varied from 2.82 to
10.60 mL by adjusting the number of turns of the screw-top
lid. Similar to the previous design, a vent tubing (0.25 mm
i.d., 30 cm long) was also tted to the new unit (Fig. 1a and b)
to prevent excessive build-up of pressure within the
headspace.
2.4 The ow system and its operation

The schematic diagram of the entire MBL-VP ow system is
shown in Fig. 2. The system is divided into two sections: the ‘FIA
section’ (le frame, Fig. 2) and the ‘SIA section’ (right frame,
Fig. 2). TheMBL-VP unit connects the two sections. PTFE tubing
(1.0 mm i.d., VICI, Switzerland) is employed in all the ow lines.
The FIA section is used for the preparation of the donor solution
and its transportation into and out of reservoir D of the MBL-VP
unit. The SIA section is used to control the ow of the plugs of
the two acceptor zones into and out of the reservoirs A1 and A2.

In the FIA section, peristaltic pump PP1 (Ismatec/ISM827,
Switzerland) is used to acidify the standard/sample stream by
merging with a ow of sulfuric acid (1.5 mol L�1) to convert
sulte ion into SO2 gas. In one analysis cycle, the system is
operated using the steps shown in Table 1S.† In step 8 (Table
This journal is © The Royal Society of Chemistry 2017
1S†), the acidied sample owing through the 200 mL sample
loop installed at the 6-port injection valve IV (Upchurch Scien-
tic, USA) is delivered, via the selection valve SV (Upchurch
Scientic, USA), into the donor reservoir D by the air carrier line
of the peristaltic pump PP1.

In the SIA section, a commercial SIA system (FIAlab 3500,
USA) with one syringe pump SP and a selection valve SLV1 was
employed for the control of zone uidics. The SIA section is
used to meter and transport two water zones (100 mL each) into
the acceptor reservoirs A1 and A2 in step 4 and step 8 (Table 1S†)
for trapping the SO2 gas diffusing from the donor reservoir.

The detection system of the acceptor plugs is a C4D unit.29–31

The C4D ow cell is a PEEK tubing (1 mm i.d., 1.6 mm o.d.) with
a total length of about 15 cm. Silver conductive ink (SPI
Supplies, USA) was painted on the exterior of the tube to form
two separate conducting bands. The two cylindrical silver bands
(electrodes) are 0.2 � 0.05 mm apart.26 An AC potential (20 Vpp,
20 kHz) is fed into one electrode from a function generator (GW
Instek, SFG-2104, Taiwan). The AC current owing between the
two electrodes is monitored at the second electrode. The current
is amplied and rectied by a custom built electronics unit
(Bangkok High Lab Co., Ltd, Thailand). The nal output DC
voltage, proportional to the AC current, is recorded by a signal
recorder (e-corder 210, eDAQ, Australia).
Anal. Methods, 2017, 9, 6107–6116 | 6109
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Fig. 2 The flow system with the new MBL-VP unit (3 cone-shaped reservoirs) for determination of sulfite in wine. PP1, PP2: peristaltic pumps,
IV: injection valve, SV: switching valve, D: donor reservoir, A1, A2: acceptor reservoirs, SP: syringe pump, SLV1, SLV2: selection valves, W1, W2,W3:
wastes, HC: holding coil (200 cm, 1 mm i.d.), MC1, MC2: mixing coils (100 cm, 1 mm i.d., 50 cm 1 mm i.d.), C4D: capacitively coupled contactless
conductivity detector.

Fig. 3 (a) Zone sequence in holding coil HC of the SIA section and (b)
example of a signal profile obtained from one cycle corresponding to
the zone sequence, with signals of A1 and A2 and signal heights HA1 +
HA2, respectively.
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3. Results and discussion
3.1 Design of liquid handling and zone stack, signal prole
and calibration

The design of the ow system is shown in Fig. 2. The ow
system consists of both FIA and SIA sections. The FIA section is
used for the handling of sample, generation of SO2 gas and the
delivery of the donor plug into the MBL-VP unit. The SIA section
is employed to control the ow of the acceptor plugs (Fig. 2) into
and out of the MBL-VP unit with liquid segments sequentially
moved via use of the selection valve SLV1 and syringe pump SP.
Aer holding the acceptor plug (water) in cone A1 for 10 s, this
acceptor zone is rst withdrawn from the MBL-VP unit to rest in
the holding coil HC (step 10 in Table 1S†), while the acceptor
plug (water) in cone A2 is still in the reservoir of the MBL-VP
unit for further trapping of the SO2 gas. The A2 aliquot is held
inside the MBL-VP unit for a total of 20 s before withdrawing to
rest inside the holding coil together with the zone from reser-
voir A1 (step 11 in Table 1S†). Fig. 3a shows the stack of zones of
acceptors A1 and A2 with the three air plugs as they reside in the
SIA holding coil HC. On pushing the zone stack from the
holding coil into the PEEK tubing of the C4D detector,
a sequence of two signals (with sulte as the donor solution)
from the acceptor plug A2 and the acceptor plug A1 is observed,
as seen in Fig. 3b. Similar proles for varying concentrations of
sulte standards are shown in Fig. 1S (in the ESI†). The sum of
the peak heights (HA1 + HA2 in Fig. 3b) was used for constructing
the calibration graph. It was found that the calibration was
6110 | Anal. Methods, 2017, 9, 6107–6116 This journal is © The Royal Society of Chemistry 2017
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satisfactorily linear over the range 10 to 200 mg L�1 of sulte
[e.g., y ¼ (0.056 � 0.002)x + (1.10 � 0.22): r2 ¼ 0.998].
3.2 Effect of the surface area and volume of the acceptor on
sensitivity

Increasing the surface area of the acceptor for the same volume
should enhance the sensitivity of analysis. In this work this is
accomplished by employing two acceptor cones as depicted in
Fig. 1a. The ow system in Fig. 2 was used to compare the
performance between the new unit (Fig. 1a) and the previous
design (Fig. 1b). The volume of the donor was 200 mL, the same
as for the single-acceptor cone of the previous design22

(Fig. 4(i)). The acceptor volume was 200 mL in the single-
acceptor unit (Fig. 4(i)). However for the two-acceptor cones of
the current design, the acceptor volume was divided into two
100 mL portions (Fig. 4(ii)). The operation steps for analysis are
as shown in Table 1S,† but with modied operation of the SIA
section suitable for the single-acceptor cone (data not shown).
The total diffusion times employed for the units in Fig. 4(i) and
(ii) were the same at 20 s, respectively.

When using the acceptor volume of 200 mL, the available
surface area of this acceptor was 0.656 cm2 (Fig. 4(i)). As shown
in Fig. 4(ii), the surface area for the same volume of acceptor
was increased to 0.828 cm2, when this volume is divided into
two portions in cone A1 and A2 for the current MBL-VP unit
(Fig. 1a). By increasing this surface area, it was found that the
sensitivity (slope in Fig. 4a) was signicantly improved by
Fig. 4 (a) Effect of the surface area of the liquid acceptor on sensitivity
sensitivity. SF: surface area. Note: the calibrations (ii) and (iv) were obtain

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2017
3.8 times when using the two-acceptor cone design (Fig. 4(ii)), as
compared to the single-acceptor cone design (Fig. 4(i)). With
this increase in the sensitivity, the precision was also improved.
For example, we observed that the precision (%RSD) for
50 mg L�1 sulte was improved from 4.78% to 0.57%. We
therefore selected to use the modied unit with two-acceptor
cones (as shown in Fig. 1a) for further development. Even
though the single-acceptor cone design can be modied to have
a shallower reservoir with a larger surface area of acceptor, its
construction is not easy. Use of such a trough design will lead to
difficulties in loading and draining of the acceptor liquid at
microliter volumes.

Increasing the surface area of the acceptor liquid in the cone
by increasing the volume of the liquid may appear to increase
the sensitivity of analysis. However this enhancement can be
offset by the dilution factor. As shown in Table 1, we observed
that when the surface area of the acceptor was increased from
0.828 cm2 to 1.312 cm2 (condition 1 vs. condition 3) by
increasing the volume of the acceptor liquid in each acceptor
cone from 100 mL to 200 mL (see Table 1), the sensitivity
decreased by a factor of 1.9. Thus, ‘condition 1’ in Table 1 (inset,
Fig. 4(ii)) giving the best sensitivity was therefore employed in
this work.
3.3 Effect of the surface area of the donor on sensitivity

It is expected that the surface area of the donor will also have an
effect on the sensitivity of the analysis. Two donor volumes, 100
and (b) effect of the surface area and volume of the liquid donor on
ed using the same conditions but on two different days.

Anal. Methods, 2017, 9, 6107–6116 | 6111
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Table 1 Decrease of the sensitivity enhancement with increased surface area by dilution factor

Condition Variation in the surface area and volume of the acceptor Calibration equation
Coefficient of
determination, r2

1 y ¼ (0.056 � 0.002)x + (1.10 � 0.22) 0.998

2 y ¼ (0.041 � 0.001)x + (0.89 � 0.14) 0.999

3 y ¼ (0.028 � 0.001)x + (0.57 � 0.13) 0.997
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mL and 200 mL, were selected with surface areas of 0.414 cm2

and 0.656 cm2, respectively (Fig. 4b). The volume of the acceptor
phase was xed at 100 mL for each acceptor cone (see Fig. 4(iii)
and (iv)). The data in Fig. 4b show that the larger the donor
surface area, together with the concomitant increase in volume,
the higher is the sensitivity. For all work, the volume of the
donor liquid in reservoir D (260 mL capacity) is set at 200 mL.
3.4 Optimization

3.4.1 Diffusion time and aeration. For our membraneless
systems, diffusion time is one of the parameters that affect the
Table 2 Effect of diffusion time on the sensitivity and sample throughp

Condition

Diffusion time (s)

Linear equationA1 A2 Total

1 10 20 20 y ¼ (0.056 � 0.001)x + (0.9
2 30 40 40 y ¼ (0.064 � 0.002)x + (0.9
3 70 80 80 y ¼ (0.078 � 0.002)x + (1.0

a The experiments were carried out using a series of sulte standards (10

6112 | Anal. Methods, 2017, 9, 6107–6116
sensitivity.19,22 The results in Table 2 show that as the total
diffusion time is increased from 20 to 80 s, sensitivity improved
from (0.056 � 0.001) to (0.078 � 0.002) V L mg�1 respectively.
However, increase in the diffusion time would lead to decrease
in the sample throughput. As shown in Table 2, the sample
throughput was reduced from 26 to 18 samples h�1. As
a compromise between sample throughput and sensitivity,
condition 1 with the shortest total diffusion time of 20 s was
selected.

In our previous work employing the MBL-VP unit, with 2
cone-shaped reservoirs (Fig. 1b) for the analysis of ethanol,
uta

r2
LOD
(3SD of blank per slope)

Throughput
(h�1)

0 � 0.10) 0.998 0.30 26
6 � 0.13) 0.999 0.28 22
1 � 0.12) 0.999 0.24 18

–100 mg L�1) prepared in 10% (v/v) ethanol.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2017
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aeration of the donor plug improved the sensitivity up to 13 �
4%.22 In this study, experiments were carried out to determine
the effect and necessity of aeration for the new unit with 3 cone
reservoirs. This MBL-VP unit has two acceptor reservoirs. When
the two acceptor reservoirs contain the same liquid volume,
there is twice the surface area to trap the gas. Thus it was
anticipated that aeration may not be necessary. This hypothesis
was tested for repetitive injections of a sulte standard at
100 mg L�1 using the ow system in Fig. 2 equipped with either
the current MBL-VP design or the original design (Fig. 1). For
the aeration, a ow rate of 1 mL min�1 air was used for 20 s.

The data in Fig. 5 show that aeration of the donor plug
improved the sensitivity for both designs of the MBL-VP unit.
The percentage improvement is almost the same: 35% increase
for the 2 cones unit and 37% increase for the modied 3 cones
unit. However it is observed that aeration leads to poorer
precision of measurements. For the 3-cones unit with aeration,
%RSD increased from 0.83% to 2.2%. Taking both factors into
consideration, it was decided not to employ aeration, since the
increase in efficiency of the new unit was already sufficient.

3.4.2 Acid concentration. Sulfur dioxide gas is produced
from sulte by acidifying the wine sample. This process is
carried out by the FIA section of the ow system (le frame of
Fig. 2). Sulfuric acid was selected as it has a lower vapor pres-
sure than hydrochloric acid34 in order to reduce the baseline
signal due to diffusion of the acid from the donor cone to the
acceptor cones. Sufficient acid is required to convert all the
sulte to sulfur dioxide (maximum concentration of sulte in
this work is 200 mg L�1) and also to neutralize the sodium
hydroxide added to the sample (0.4 mol L�1). Fig. 6a shows the
plot of the C4D signal for a 200 mg L�1 standard sulte sample
for various concentrations of sulfuric acid in the acid ow line
(Fig. 2). The presence of a sufficient amount of acid is indicated
by constant signal peak heights. This is observed for acid
concentration >0.10 mol L�1. In order to ensure that there is
sufficient acid, sulfuric acid at 1.5 mol L�1 was selected as the
suitable concentration for sulfur dioxide production.
Fig. 5 Effect of aeration on signal size and precision investigated using

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2017
3.4.3 Effect of ethanol content. Ethanol is the major vola-
tile component in wine and can vary from 8 to 15% (v/v).
Ethanol can be taken up by the water acceptor phase, which
may affect the sensitivity of the sulfur dioxide analysis. Cali-
bration curves were constructed for standard sulte solutions
containing ethanol from 0 to 30% (v/v). The results are shown in
Fig. 6b. It is observed that the sensitivity of analysis increases
with ethanol concentration, but remains constant for ethanol
concentration >10% (v/v). It is also interesting to note that the
coefficient of determination (r2) of the calibration is closer to 1
with increase in ethanol content. Without aeration the presence
of co-existing volatile compounds such as ethanol could help to
improve volatilization (via a non-ideal effect) of the generated
SO2 from the donor to the acceptor. This leads to improvement
in terms of precision (data not shown) and sensitivity. With
improvement in the precision, the coefficient of determination
r2 also improved as we increased the concentration of ethanol in
the donor. In this work the standard sulte solutions were
prepared with 15% (v/v) ethanol content.

3.4.4 Headspace volume. The volume of the headspace can
be adjusted by varying the height of the screw-top lid of the
MBL-VP unit (Fig. 1a). The volume of headspace will affect the
concentration of SO2 gas during the diffusion process. To
determine the optimal volume of the headspace, analysis of
a standard solution of sulte (100 mg L�1) was carried out for
headspace volumes of 2.82 to 10.60 mL, respectively. Diffusion
times for the acceptor plugs A1 and A2 were xed at 10 s and
20 s, respectively (see Table 1S†). The ow rate for venting of the
headspace was 20 mL min�1 for 90 s. The results are shown in
Fig. 6c.

Fig. 6c shows that the C4D signal decreases with increasing
volume of the headspace due to the dilution effect arising from
the increased volume. The imprecision of measurements (n¼ 3)
also varied with the volume of the headspace. The buildup of
the pressure within the headspace due to the vaporization of
sulfur dioxide and ethanol is highest for 2.82 mL volume,
leading to possible venting uctuation through the vent line (%
previous22 and current designs of the MBL-VP unit.

Anal. Methods, 2017, 9, 6107–6116 | 6113

http://dx.doi.org/10.1039/c7ay01879g


Fig. 6 Optimization using a sulfite standard at 200 mg L�1 for (a) and at 100 mg L�1 for (c) and (d). Note: (i) the sulfite standard employed in (a, c,
and d) was prepared in 10% (v/v) ethanol. (ii) Values under the data points in (b) are the coefficients of determination (r2) of the calibration for
sulfite standards from 10 to 200 mg L�1.
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RSD ¼ 2.10). The precision improved for headspace volumes of
4.24, 6.36 and 8.48 mL, respectively (%RSD 0.95, 0.85 and 1.5).
However when the headspace volume was set to the maximum
volume of 10.60 mL, %RSD increased to 4.7%. Although the
headspace was ushed with up to 30 mL of air (20 mLmin�1 for
1.5 min), it was found that there was still some SO2 residue. In
this work, a headspace volume of 6.36 mL was selected as
a compromise between signal size and precision.

3.4.5 Flow rate for venting of the headspace. In the ow
system shown in Fig. 2, peristaltic pump PP2 is used to remove
any residual volatile gas from the headspace. Air and residual
volatile gases are ushed out to wastes W1 and W2 (Fig. 2, FIA
section). The venting ow rate is the sum of the ow of the two
pumping tubes. In this work three venting ow rates, 15, 18 and
20 mL min�1, were tested using the nal selected headspace
volume of 6.36 mL (see Section 3.4.4). The venting time was
xed at 1.5 min for all ow rates. The results in Fig. 6d for
analysis of a standard solution of sulte (100 mg L�1) clearly
show that the C4D signals are not signicantly different for the
three ow rates, indicating that there is no carryover of SO2 gas.
It may also be noticed in Fig. 6d that the precision improved
when increasing the venting ow rate to 20 mLmin�1. This ow
rate was therefore selected as the optimal condition.
3.5 Analytical features

Using the optimized parameters (Table 2S†), the MBL-VP ow
system in Fig. 2 provides a linear working range of 10–
200 mg L�1 sulte. A typical calibration line is y ¼ (0.056 �
6114 | Anal. Methods, 2017, 9, 6107–6116
0.002)x + (1.10� 0.22), with r2¼ 0.998, where y is the C4D signal
in volts. This working range is suitable for sulte analysis of
most wines and also for regulatory purposes (e.g. labeling is
required for sulte content >10 mg L�1 (ref. 35)). Our working
range is comparable with another membrane-based GD-FIA
method16 and with a GD-SIA method,6 both employing formal-
dehyde and pararosaniline as reagents for spectrometric
detection. Our throughput is 26 samples h�1 which is also
similar to the throughput of the GD-FIA method employed as
our comparison method.16 Our throughput is 1.6 times faster
than that of the GD-SIA method.6 The lower limit of quantita-
tion (LLOQ ¼ (3SD of blank)/slope) is 0.3 mg L�1 sulte. Our
method is very precise with %RSD as low as 0.8 (for 100 mg L�1,
n ¼ 10). The C4D detection is reagent-free with use of only pure
water as the acceptor. Generation of sulfur dioxide gas in the
donor zone uses only 100 mL of 1.5 mol L�1 sulfuric acid.
3.6 Application to wine samples

The MBL-VP ow system (Fig. 2) was applied to analyze six wine
samples and the results compared with a GD-FIA method (Table
3). Applying the statistical paired t-test for the white wine, the
calculated t-value (0.086) was lower than the critical t-value
(2.57) for P ¼ 0.05, indicating that there was absence of
systematic differences between the results of the two methods.
Measured recoveries for the white wines were between 84 and
97% (n¼ 18). All 6 white wines did not contain sulte exceeding
the permitted levels of 300 mg L�1 sulte as set by the Thai
Industrial Institute.36 However all samples were found to
This journal is © The Royal Society of Chemistry 2017
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Table 3 Sulfite content in white wine and red wine determined by
MBL-VP and GD-FIA methods

Sample

Sulte content (mg L�1)

MBL-VP (this work) GD-FIA16

White wine #1 118.0 � 0.2 116.0 � 1.2
White wine #2 110.0 � 1.1 111.0 � 1.2
White wine #3 72.2 � 1.3 74.1 � 1.2
White wine #4 69.6 � 1.8 67.9 � 0.6
White wine #5 121.0 � 2.0 123.0 � 1.6
White wine #6 85.5 � 0.4 83.4 � 1.2
Red wine #1 116.0 � 1.9 86.7 � 0.7
Red wine #2 116.0 � 0.9 89.3 � 0.5
Red wine #3 51.1 � 0.1 24.5 � 0.5
Red wine #4 34.8 � 1.6 19.3 � 0.2
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contain sulte higher than 10 mg L�1, and were properly
labeled as containing sulte in accordance with the
regulation.36

We also analyzed the sulte content of four red wines.
However the results were statistically different from the results
using the comparisonmethod which employed amembrane. The
data from our membraneless vaporization method were always
signicantly higher than those using the membrane-based gas
diffusion method. Red color stains were observed on the
membrane surface which may have led to clogging of membrane
pores and hence underestimation of the sulte content.
4. Conclusion

We have successfully developed a new ow-based method for
determination of total sulte suitable for quality control of
white wine. Since its rst report in 2006, this is the rst appli-
cation of the membraneless vaporization technique for the
determination of sulte. Dissolution of the evolved volatile SO2

gas into the water acceptor leads to change in the conductivity
of the acceptor which was measured using a C4D ow cell. Our
method offers direct analysis of samples. This method fullls
all the four priorities of ‘Green Analytical Chemistry’. The
method signicantly reduces use of reagents. Only pure water is
used as the acceptor solvent. Only a small amount of common
acid is used for on-line acidication of the sample. Membrane is
no longer used and therefore there is no non-degradable waste.
Our method is automated, reducing labor consumption.

It has also been demonstrated that improvement of the
sensitivity of the MBL-VP ow system can be achieved by
increasing the surface area of the acceptor solution but without
increasing its volume. This was conveniently accomplished by
introducing a second acceptor cone in the vaporization unit. In
the new unit one reservoir is used for the donor plug and two
reservoirs for holding two separate plugs of acceptor solution.
The two acceptor plugs are measured sequentially and the sum
of the two signals employed for analysis. By doing so, we could
effectively improve the sensitivity of the MBL-VP ow system 3.8
fold without heating or additional aeration. The precisions (%
RSD) were also signicantly improved.
This journal is © The Royal Society of Chemistry 2017
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