
 
 
 
 
 
 

รายงานวิจัยฉบับสมบูรณ 
 
 
 

โครงการ: อุปกรณรองขนาดเลก็: หลักการใหมและประหยัด 
เพื่องานวิเคราะหทางเคมีอาศัยหลักการไหลแบบอัตโนมัต ิ

 
 
 
 
 

โดย  ดร. ณัฐวุฒิ  เชิงชั้น 

 
 
 
 
 
 
 

เดือน ป ที่เสร็จโครงการ: กรกฎาคม 2552 
 



 

รายงานวิจัยฉบับสมบูรณ 
 
 

โครงการ: อุปกรณรองขนาดเลก็: หลักการใหมและประหยัด 
เพื่องานวิเคราะหทางเคมีอาศัยหลักการไหลแบบอัตโนมัต ิ

 
 
 
 
 

ผูวิจัย 
ดร. ณัฐวุฒิ  เชิงชั้น 

ภาควิชาเคมี  คณะวิทยาศาสตร 
สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกลาเจาคุณทหารลาดกระบัง 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

สนับสนุนโดยสํานักงานคณะกรรมการการอุดมศึกษาและสํานักงานกองทุนสนับสนนุการวิจัย 
(ความเห็นในรายงานนี้เปนของผูวิจยั  สกอ. และ สกว. ไมจําเปนตองเห็นดวยเสมอไป) 

สัญญาเลขที่ MRG5080264



สารบัญ 
 
 
 
บทคัดยอ……………………………………………………………………………………... 1 
Abstract………………………………………………………………………………………. 2 
บทสรุปสําหรับผูบริหาร (Executive Summary)…………………………………………. 3 
รายละเอียดโครงการวิจยั  
ก การใชอุปกรณรองขนาดเล็กรวมกับระบบวเิคราะหทีอ่าศัยการไหลเพื่อวิเคราะหหา

ปริมาณเหล็กและครีอะตินนิในตวัอยางปสสาวะของผูปวยธาลัสซีเมีย………………... 
 
5 

 1 บทนํา............................................................................................................ 5 
 2 วิธีดําเนินการ................................................................................................. 7 
 3 อภิปรายและวิจารณผลการทดลอง………………………………………………. 9 
 4 สรุปผลการทดลอง………………………………………………………………… 11 
ข การใชอุปกรณรองขนาดเล็กรวมกับระบบวเิคราะหทีอ่าศัยการไหลเพื่อวิเคราะหหา

ปริมาณเอทานอลและอะซทีัลดีไฮดในตวัอยางเครื่องดื่มแอลกอฮอล…………………. 
 

12 
 1 บทนํา............................................................................................................ 12 
 2 วิธีดําเนินการ................................................................................................. 15 
 3 อภิปรายและวิจารณผลการทดลอง………………………………………………. 16 
 4 สรุปผลการทดลอง………………………………………………………………… 23 

เอกสารอางอิง............................................................................................................... 25 
Outputs ที่ไดจากโครงการ…………………………………............................................. 27 
ภาคผนวก……………………………………………………………………………………... 29 
    
    
    
    
    
    
    
    
    

 



                                                                                                                                                           1 

โครงการ: อุปกรณรองขนาดเล็ก: หลักการใหมและประหยัดเพื่องานวิเคราะหทางเคมี
อาศัยหลักการไหลแบบอัตโนมัต ิ

 
ดร. ณัฐวุฒิ  เชิงชั้น ภาควิชาเคมี คณะวทิยาศาสตร 

สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกลาเจาคณุ  ทหารลาดกระบัง 
 

บทคัดยอ 
 

โครงการนี้ ไดพัฒนาหลักการใหม ซึ่งใชอุปกรณที่ภายในเซาะเปนรองขนาดเล็ก (ในระดับมิลลิเมตร) 
2 แบบ เพ่ือใชประโยชนดานการวิเคราะหเชิงปริมาณดวยระบบวิเคราะหที่อาศัยการไหลของของเหลว 
อุปกรณแบบที่ 1 ใชนําสงสารตัวอยางและสารเคมีเขาสูระบบ และ อุปกรณแบบที่ 2 ใชรวมกบัเยื่อเลือกผาน
แบบที่ยอมใหแกสแพรผานไดเพ่ือนําไปใชกับงานวิเคราะหที่ตองการความจําเพาะเจาะจงสูง โดยนําแบบที่ 1 
ไปใชเพ่ือวเิคราะหหาปริมาณเหล็กและครีอาตินินในตวัอยางปสสาวะของผูปวยที่เปนโรคธาลัสซีเมียซึ่งไดรับ
การบําบัดโดยการรับประทานยาขับเหลก็ เพ่ือใชวินิจฉัยวามีการขับเหล็กออกมาในปสสาวะไดมากนอย
เพียงใด และ นําแบบที่ 2 ไปวิเคราะหหาปริมาณเอทานอลและอะซีทัลดีไฮดในตัวอยางเครือ่งดื่มแอลกอฮอล
ที่ผลติภายในประเทศ เพ่ือประโยชนในแงของการควบคุมคุณภาพและเปนการคุมครองผูบริโภค 

ขั้นตอนในการตรวจวัดหาปริมาณเหล็กและครีอาตินนิน้ัน ใชปฏิกิริยาระหวางเหล็กกับ 2-(5-bromo-
2-pyridylazo)-5-(N-propyl-N-sulfopropylamino) aniline (5-Br-PSAA) แลวติดตามคาการดูดกลืนแสงของ
ผลิตภัณฑที่ 580 นาโนเมตร สวนการตรวจวัดครีอะตนิิน อาศัยการติดตามคาการดูดกลืนแสงของผลิตภัณฑ
ที่เกิดจากปฏิกิริยาระหวางครีอะตินินกับ picric acid ที่ 520 นาโนเมตร สวนการตรวจวัดเอทานอลและอะ
ซีทัลดีไฮด ใชปฏิกิริยาระหวางอะซีทัลดีไฮดกับสารละลายผสมของมอรโฟลีนกับโซเดยีมไนโตรพรัสไซด 
ผลิตภัณฑทีเ่กิดขึ้นสามารถดูดกลืนแสงไดที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร สําหรับอะซีทัลดีไฮดสามารถ
ตรวจวัดไดโดยตรง สวนการตรวจวัดเอทานอลจะตองเปลี่ยนเอทานอลโดยใชโพแทสเซียมเพอรแมงกาเนตให
เปนอะซีทัลดีไฮดกอน 

 ผลจากการศกึษา พบวา สามารถนําหลักการที่พัฒนาขึ้นไปประยุกตใชเพ่ือวิเคราะหหาปริมาณเหล็ก
และครีอาตินนิในตวัอยางปสสาวะของผูปวยธาลัสซีเมียที่รับประทานยาขับเหล็กไดเปนอยางดี โดยชวงความ
เขมขนของเหล็กและครีอะตนิินที่วิเคราะหได คือ 1 ถึง 25 mg/L และ 50 ถึง 1,000  mg/L ตามลําดับ ขอดี
ของหลักการที่พัฒนาขึ้นน้ี คือ ชวยใหนําสงสารตัวอยางและสารเคมีที่ใชในการตรวจวัดเขาสูระบบไดภายใน
คราวเดียวกันและใชปริมาตรนอยมาก ทําใหประหยัดสารที่ใช อีกทั้งใชเวลาในการวิเคราะหไมนาน ในทํานอง
เดียวกัน ก็พบวา สามารถนําหลักการทีพั่ฒนาขึ้นไปประยุกตใชเพ่ือวิเคราะหหาปริมาณเอทานอลและอะซทีัล
ดีไฮดได โดยชวงความเขมขนของเอทานอลและอะซทีัลดีไฮดที่วิเคราะหได คือ 10 ถึง 50 % และ 1 ถึง 5 
mM ตามลําดบั หลักการแบบใหมนี้ สงผลดีตอการวิเคราะหเอทานอลและอะซีทลัดีไฮด คือ เม่ือนําอุปกรณ
รองขนาดเล็กไปใชรวมกับเยื่อเลือกผานแบบที่ยอมใหแกสแพรผานไดเทานั้น ชวยทําใหระบบมีความจําเพาะ
เจาะจงในการวิเคราะหเพ่ิมขึ้น อีกทั้งยังประหยัดสารเคมีที่ใช ทําใหผลิตของเสียนอยอีกดวย 
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Micro-channel Device: A New and Low-cost Concept for Chemical Flow Analysis 
and Automation 

 
Nathawut Choengchan, Ph. D., Department of Chemistry, Faculty of Science, 

King Mongkut’s Institute of Technology Ladkrabang 
 

Abstract 
 
In this work, a novel concept, using small acrylic devices, was developed for chemical 

analyses based on liquid flow-based technique.  Two patterns of devices were employed.  ‘Pattern 
1’ was designed for sample and reagents introduction to liquid flow system while ‘pattern 2’ was 
exploited in corporation with gas permeable membrane for selective determination. Pattern 1 was 
applied to measurement of iron and creatinine in urine, collected from Thalassemia patients who 
were under treatment by iron excretion medicine.  Pattern 2 was used for determination of ethanol 
and acetaldehyde in local alcoholic beverages for the sakes of food safety and quality control. 

Detection reaction for iron is based on reaction of iron chelation reaction where complex 
between iron and 2-(5-bromo-2-pyridylazo)-5-(N-propyl-N-sulfopropylamino) aniline (5-Br-PSAA) is 
monitored at 580 nm.  While for creatinine, a product, according to reaction between creatinine and 
picric acid was detected at 550 nm.  For ethanol and acetaldehyde, similar detection reaction was 
used.   Acetaldehyde can be directly measured by its reaction with mixture between morpholine and 
nitroprusside at 600 nm.  However, for ethanol, prior oxidation with acidic permanganate to become 
acetaldehyde was necessary. 

Results were indicated that the developed principle with pattern I device was applicable for 
determination of iron and creatinine in urine samples.  Linearity ranges from 1 to 25 mg/L iron (as 
Fe(III)) and 50 to 1,000  mg/L creatinine were achieved.  Advantages of this method are listed as 
the followings: (i) simultaneous loading of sample and reagents with minute volume (ii) low cost and 
(iii) rapid determination.  Similar to the method for determination of iron and creatinine, the method 
using pattern II device for measurement of ethanol and acetaldehyde was effectively applied to 
alcoholic drinks.  By means of pattern II device with gas permeable membrane, the method provided 
high selectivity.  In addition, it also consumed small amount of reagent which can lead to minimize 
waste production. 
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บทสรุปสําหรับผูบริหาร (Executive Summary) 
 

วัตถุประสงคของโครงการนี้ คือ เพ่ือพัฒนาวิธีวเิคราะหโดยใชอุปกรณรองขนาดเล็ก 2 แบบ 
รวมกับเทคนคิที่อาศัยการไหลอยางตอเน่ืองของของเหลว เพ่ือนําไปประยุกตใชสําหรับหาปริมาณเหล็ก
และครีอะตินนิในปสสาวะของผูปวยโรคธาลัสซีเมียที่ไดรับการรักษาโดยการกินยาขับเหล็ก และ เพ่ือหา
ปริมาณเอทานอลและอะซทีัลดีไฮดในตวัอยางเครื่องดื่มแอลกอฮอล 

ในการหาปริมาณเหล็กและครีอะตินิน ไดออกแบบและจัดทําอุปกรณรองขนาดเล็กแบบที่ 1 ซึ่ง
ทําจากชิ้นงานอะครีลิก ภายในเซาะเปนรองตรง ขนาดเสนผานศนูยกลาง 1 มิลลิเมตร ใชสําหรับนําสง
สารตัวอยางและสารเคมทีี่ใชในการเกิดปฏิกิริยาเขาสูระบบภายในคราวเดียวกัน จากนั้นจึงนําอุปกรณ
ดังกลาวไปใชสรางระบบวิเคราะหที่อาศยัการไหลของของเหลวและพัฒนาเปนระบบอัตโนมัต ิ หลักการ
สําหรับตรวจวดัเหล็ก อาศัยปฏิกิริยาระหวางเหล็กกับ 2-(5-bromo-2-pyridylazo)-5-(N-propyl-N-
sulfopropylamino) aniline (5-Br-PSAA) แลววัดคาการดูดกลืนแสงของผลิตภัณฑที่ 580 นาโนเมตร 
สวนการตรวจวัดครีอะตินิน อาศัยการติดตามคาการดูดกลืนแสงของผลิตภัณฑที่เกิดจากปฏิกิริยา
ระหวางครีอะตินินกับ picric acid ที่ 520 นาโนเมตร  จากนั้น ไดทดลองเพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมที่สุด 
เม่ือใชสภาวะดังกลาว พบวา ชวงความเขมขนของเหล็กและครีอะตนิินที่วิเคราะหได คือ 1 ถึง 25 mg/L 
และ 50 ถึง 1,000  mg/L ตามลําดับ ขดีจํากัดต่ําสุดของการตรวจวัดเทากับ 0.7 mg/L สําหรับเหล็ก และ 
43 mg/L สําหรับครีอาตินนิ จากนั้นจึงนําไปประยุกตใชกบัตวัอยางปสสาวะทั้งแบบที่เปนของคนปกติแต
เติมเหล็กและครีอะตินินทีท่ราบความเขมขนที่แนนอนลงไป และปสสาวะของผูปวยธาลัสซีเมียที่รับการ
รักษาโดยการรับประทานยาขับเหล็ก แลวเปรียบเทียบปริมาณที่วิเคราะหไดดวยระบบที่นําเสนอกบั
ปริมาณที่วิเคราะหไดจากวิธีแบบเดิมที่ใชในหองปฏิบตัิการของโรงพยาบาล พบวาปริมาณทีว่ิเคราะหได
ใกลเคยีงและไมแตกตางกนัอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อม่ันรอยละ 95 ดวยวิธขีอง Paired t-test 
(tstat = 0.57, tcritical = 0.98 สําหรับการวิเคราะหเหลก็ และ tstat = 0.97, tcritical = 1.48 สําหรับการ
วิเคราะหครีอะตินิน ) จึงกลาวไดวา วธิีทีพั่ฒนาขึ้นน้ีมีความแมนสูง 

ในสวนของการวิเคราะหหาปริมาณเอทานอลและอะซทีัลดีไฮดนั้น ไดใชอุปกรณรองขนาดเล็ก
แบบที่ 2 ซึ่งทําจากชิ้นงานอะครีลิกเชนเดียวกันแตเซาะเปนรองขดแบบกนหอย แลวนําอุปกรณแบบที่ 2
ไปใชกับเยื่อเลือกผานชนิดที่ยอมใหโมเลกุลของแกสเทานั้นที่แพรผานไปได เรียกรวมอุปกรณทั้งสองชิ้น
นี้วา แกสดิฟฟวชันยูนติ จากนั้นไดนําแกสดิฟฟวชนัยูนิตน้ีไปใชรวมกับระบบวิเคราะหที่อาศัยหลักการ
ไหลของของเหลวเพื่อนําไปวิเคราะหหาปริมาณเอทานอลและอะซทีัลดีไฮด  การตรวจวัด ใชปฏิกิริยา
ระหวางอะซีทลัดีไฮดกับสารละลายผสมระหวาง มอรโฟลีนกับโซเดียมไนโตรพรัสไซด ผลิตภัณฑที่
เกิดขึ้นสามารถดูดกลืนแสงไดที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร อะซีทัลดีไฮดสามารถตรวจวัดไดโดยตรง 
สวนการตรวจวัดเอทานอลจะตองเปลี่ยนเอทานอลใหเปนอะซีทัลดีไฮดกอน โดยในโครงการนี้เลือกใช 
โพแทสเซียมเพอรแมงกาเนตที่เตรียมในสารละลายกรดซัลฟวริก ซึ่งพบวาสามารถทําใหเอทานอลถูก
ออกซิไดสเปนอะซีทัลดีไฮดไดโดยที่ไมกลายไปเปนกรดอะซีติก  ตอมาไดทดลองหาสภาะที่เหมาะสม
ที่สุดของระบบ และพบวาภายใตสภาวะที่เหมะสมที่สดุนั้น ไดชวงความเปนเสนตรงของเอทานอลและอะ
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ซีทัลดีไฮด คือ 10 ถึง 50 % และ 1 ถึง 5 mM ตามลาํดับ และสามารถนําระบบวเิคราะหนี้ไปประยุกตใช
กับตวัอยางเครื่องดื่มแอลกอฮอลได โดยที่เม่ือใช Paired t-test ผลวิเคราะหไมมีความแตกตางอยางมี
นัยสําคัญกับผลวิเคราะหทีไ่ดจากวิธีมาตรฐานคือวธิีแกสโครมาโทกราฟ (อะซีทัลดีไฮด: tobserved = 0.50, 
tcritical = 2.78, เอทานอล: t observed = 0.62, t critical = 2.78) นอกจากนี้ วิธทีี่พัฒนาขึ้นยังไมไดรับอิทธิพล
จากตัวรบกวนอ่ืนๆ ที่อาจมีในตัวอยางอีกดวย วิธทีี่พัฒนาขึ้นใหมนี้จึงมีความนาเชื่อถือสูง 

กลาวโดยสรุปคือ  โครงการนี้สามารถนําอุปกรณรองขนาดเล็ก มาพัฒนาเปนหลักการใหม
สําหรับใชรวมกับระบบวิเคราะหที่อาศัยหลักการไหลของของเหลวอยางตอเน่ืองไดเปนอยางดี เพราะ
สามารถดําเนินการวิเคราะหไดอยางมีประสิทธิภาพ และโดยการใชอุปกรณรองขนาดเล็กแบที่ 1 ชวยให
นําสงสารตัวอยางและสารเคมีที่ใชในการเกิดปฏิกิริยาเขาสูระบบไดพรอมกันทําใหใชเวลานานในการ
วิเคราะหไมนาน  สวนการใชอุปกรณรองขนาดเล็กแบที่ 1 ชวยใหการวิเคราะหมีความจําเพาะเจาะจง
มากขึ้น 
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การใชอุปกรณรองขนาดเล็กรวมกับระบบวิเคราะหที่อาศัยการไหลเพื่อวิเคราะหหา
ปริมาณเหล็กและครีอะตินินในตัวอยางปสสาวะของผูปวยธาลัสซีเมีย 

 
1.บทนํา 
 
1.1 ความสําคัญและที่มาของปญหา 
 
 โรคเลือดจางธาลัสซีเมีย (thalassaemia) เปนโรคเลอืดจางที่มีสาเหตุมาจากมีความผิดปกติทาง
พันธุกรรม ทําใหมีการสรางโปรตีนที่เปนสวนประกอบสําคัญของเม็ดเลือดผิดปกติ จึงทําใหเม็ดเลือดแดง
มีอายุสั้นกวาปกติ แตกงาย ถูกทําลายงาย ผูปวยที่เปนโรคนี้จึงมีเลือดจาง โรคนี้พบไดทั้งหญิงและชาย
ปริมาณเทาๆ กัน ถายทอดมาจากพอและแมทางพนัธุกรรมพบไดทั่วโลก และพบมากในประเทศไทย
ดวยเชนกัน  ประเทศไทยพบผูปวยโรคนี้รอยละ 1 และพบผูทีมี่พาหะนําโรคถึงรอยละ 30-40 คือ
ประมาณ 20-25 ลานคน เม่ือพาหะแตงงานกันและพบยีนผิดปกติรวมกัน ก็อาจมีลูกที่เกิดโรคนี้ได ซึ่ง
ประมาณการณวาจะมีคนไทยเปนมากถงึ 500,000 คน โรคนี้ทําใหเกิดโลหิตจางโดยเปนกรรมพันธุของ
การสรางเฮโมโกลบิน ซึ่งมีสีแดงและนําออกซิเจนไปเลี้ยงรางกายสวนตางๆของรางกาย 

เฮโมโกลบินปกติประกอบดวยสายโกลบนิสองชนิด (แอลฟาและไมใชแอลฟา) ในอัตราสวน 1:1 
สายโกลบินปกติสวนเกินจะตกคางและสะสมอยูในเซลลในรูปของผลผลิตที่ไมเสถยีร ทําใหเซลลเสยีหาย
ไดงาย ความไมสมดุลน้ีเปนลักษณะสําคญัของธาลัสซเีมียทุกชนิด ดวยเหตุผลนีธ้าลัสซีเมียหลายชนิดจึง
ไมถูกถือวาเปนโรคทางความผิดปกติของเฮโมโกลบินเนื่องจากลักษณะของสายโกลบินเหลานี้ปกติแตมี
ความผิดปกตอิยูที่การลดลงของอัตราการสรางสายโกลบินปกติเหลานี้ อยางไรก็ดี  โรคธาลัสซีเมียที่เปน
โรคเฮโมโกลบินผิดปกตินัน้ก็มีอยูเชนกัน 

ธาลัสซีเมีย แบงออกเปน 2 กลุมใหญ ไดแก แอลฟาธาลัสซีเมีย และ เบตาธาลสัซีเมีย ซึ่งก็คือ 
ถามีความผิดปกติของสายแอลฟา ก็เรียกแอลฟาธาลสัซีเมีย และถามีความผิดปกติของสายเบตาก็เรียก
เบตาธาลัสซเีมีย 

เบตาธาลัสซเีมีย เบตาธาลสัซีเมียจะเกิดขึ้นเม่ือสายเบตาในเฮโมโกลบินน้ันสรางไมสมบูรณ 
ดังนั้นเฮโมโกลบินจึงขนสงออกซิเจนไดลดลง ในเบตาธาลัสซีเมียสามารถแบงออกได็เปนหลายชนิดยอย 
ขึ้นอยูกับความสมบูรณของยีนสในการสรางสายเบตา 

แหลงระบาดของเบตาธาลัสซีเมียไดแก เอเชียตะวันออกเฉียงใตและแถบเมดิเตอเรเนียน 
ถามียีนที่สรางสายเบตาไดไมสมบูรณ 1 สาย (จากสายเบตา 2 สาย) อาจจะมีภาวะซีดเพียง

เล็กนอย ซึ่งอาจไมจําเปนตองไดรับการรักษา 
ถามียีนที่สรางสายเบตาไดไมสมบูรณทั้ง 2 สาย (จากสายเบตาทั้ง 2 สาย) ภาวะซีดอาจมีความ

รุนแรงไดปานกลางถึงมาก ในกรณีนี้เกิดจากไดรับยีนที่ผิดปกติมาจากทั้งพอและแม 
ถามีภาวะซีดปานกลาง จําเปนตองไดรับเลือดบอยๆ โดยปกตแิลวสามารถมชีีวติไดจนถึงวัย

ผูใหญ แตถามีภาวะซีดทีรุ่นแรงมักจะเสียชีวติกอนเนื่องจากซีดมาก ถาเปนรุนแรงอาการมักจะเริ่มตน
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ตั้งแตอายุ 6 เดือนแรกหลังเกิด แตถาเด็กไดรับเลือดอยางสม่ําเสมอตั้งแตแรกเริ่มก็มักจะมีชีวิตอยูไดนาน
มากขึ้น แตอยางไรก็ตามก็มักจะเสียชีวติเนื่องจากอวัยวะตางๆถูกทาํลาย เชนหัวใจ และตบั 

แอลฟาธาลัสซีเมีย แอลฟาธาลัสซีเมีย เกิดขึ้นเน่ืองจากเฮโมโกลบินในสายแอลฟามีการสราง
ผิดปกต ิ โดยปกติแลวจะมีแหลงระบาดอยูในแถบตะวันออกเฉียงใตเปนหลัก ไดแก 
ไทย จีน ฟลิปปนส และบางสวนของแอฟริกาตอนใต 

ความผิดปกตเิกี่ยวกับการสรางสายแอลฟา โดยปกติแลวสายแอลฟา 1 สายจะกําหนดโดยยีน 1 
คู (2 ยีน) ดังนี้ 

ถามีความผิดปกติเกี่ยวกับยีนในการสรางสายแอลฟา 1 ยีน จะไมมีอาการใดๆ แตจะเปนพาหะที่
สงยีนน้ีไปยังลูกหลาน ถามีความผิดปกติเกี่ยวกับยีนในการสรางสายแอลฟา 2 ยีน จะมีภาวะซีดเพียง
เล็กนอย แตไมจําเปนตองไดรับการรักษา ถามีความผดิปกติเกี่ยวกบัยีนในการสรางสายแอลฟา 3 ยีน จะ
เกิดภาวะซีดไดตั้งแตรุนแรงนอย จนถึงรุนแรงมาก บางครั้งเรียกวาเฮโมโกลบิน H ซึ่งอาจจําเปนตอง
ไดรับเลือด ถามีความผิดปกติเกี่ยวกับยนีในการสรางสายแอลฟา 4 ยีน จะเสียชวีิตภายในระยะเวลาสั้นๆ
ภายหลังจากเกิดออกมา เรียกวา เฮโมโกลบินบารต 

แนวทางการรกัษา 
1. ใหรับประทานวิตามินโฟลคิวันละเม็ด 
2. ใหเลือดเม่ือผูปวยซีดมากและมีอาการของการขาดเลือด 
3. ตัดมามเม่ือตองรับเลือดบอยๆ และมามโตมากจนมีอาการอึดอัดแนนทอง กินอาหารไดนอย 
4. ไมควรรับประทานยาบํารุงเลือดที่มีธาตุเหล็ก 
5. ผูปวยที่อาการรุนแรงซีดมาก ตองใหเลือดบอยมากจะมีภาวะเหล็กเกิน อาจตองฉีดยาขับเหล็ก 

ผูปวยควรไดรบัยาขับเหล็กเพื่อขจัดภาวะเหล็กเกิน เพราะภาวะเหลก็เกินกอใหเกิดพยาธิสภาพ
หลายแหง ปญหาคือ ยาขับเหล็กมีราคาแพง และการใหก็ยากลําบาก desferrioxamine เปนยาขับเหล็ก
ตัวเดียวทีใ่ชกนัมา 3 ทศวรรษ การบริหารยานี้ตองใชเครื่องฉีดติดตวัที่สามารถฉดีเขาใตผวิหนงัตอเน่ือง
อัตโนมัติ ในระยะหลังมีการใชยา L1 ที่เพ่ิงออกวางตลาดเกี่ยวกับยาขบัเหล็กนีต้องการพัฒนา
ความสามารถแหงชาติในการประเมิณยาตัวใหม รวมทัง้การวิจัยผลิตยาใชเองดวย 

แนวทางในการประเมินวายาขับเหล็กมีประสิทธิภาพหรือไมคือ ตองนําตัวอยางปสสาวะของ
ผูปวยธาลัสซีเมียไปตรวจวิเคราะหหาปริมาณเหล็ก โดยที่ในปสสาวะของคนปกตินั้นจะไมพบเหล็กเลย 
ทั้งน้ีในการวิเคราะหหาปริมาณเหล็กหรือตัวแปรอ่ืนๆในตวัอยางปสสาวะนั้น มักจะหาปริมาณครีอะตินิ
นรวมดวยแลวรายงานเปนคาอัตราสวน โดยที่ปริมาณครีอะตินินน้ีมักจะใชเปน correction factor เพราะ
ปริมาณที่หลั่งในปสสาวะนัน้จะคงที ่ 

มีรายงานเปนจํานวนมากที่กลาวถึงวิธทีี่ใชวิเคราะหหาปริมาณเหล็กและครีอะตินนิ แตวิธี
เหลานั้นลวนใชเวลาในการวิเคราะหนานกวาจะรูผล เพราะเปนวิธวีิเคราะหทีไ่มตอเน่ืองและไมสามารถ
พัฒนาเปนวิธแีบบอัตโนมัตไิด  ในโครงการนี้จึงจะพัฒนาวิธีและหลกัการใหมที่ชวยตรวจวัดปรมิาณเหล็ก
และครีอะตินนิไดเร็วขึ้น 
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1.2 วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 
 

1. เพ่ือพัฒนาวิธีวเิคราะหแบบอัตโนมัติโดยใชอุปกรณรองขนาดเล็กรวมกับเทคนิควิเคราะหที่
อาศัยการไหลอยางตอเน่ืองของของเหลว 

2. เพ่ือประยุกตใชวธิีทีพั่ฒนาขึ้นสําหรับหาปริมาณเหล็กและครีอะตินินในปสสาวะของผูปวย
โรคธาลัสซีเมีย 
 
1.3 ขอบเขตของโครงการวิจัย 

 
ไดพัฒนาหลักการใหมสําหรับการตรวจวัดหาปริมาณเหล็กและครีอะตนิิน โดยใชชิ้นงานอะครีลิก

ในการนําสงสารตัวอยางและสารเคมี  จากนั้นจึงนําอุปกรณดังกลาวไปใชสรางระบบวเิคราะหทีอ่าศัยการ
ไหลของของเหลวและพัฒนาเปนระบบอัตโนมัติ หลักการสําหรับตรวจวัดเหล็ก อาศัยปฏิกิริยาระหวาง
เหล็กกับ 2-(5-bromo-2-pyridylazo)-5-(N-propyl-N-sulfopropylamino) aniline (5-Br-PSAA) แลววัดคา
การดูดกลืนแสงของผลิตภัณฑที่ 580 นาโนเมตร สวนการตรวจวดัครีอะตินิน อาศัยการติดตามคาการ
ดูดกลืนแสงของผลิตภัณฑที่เกิดจากปฏิกิริยาระหวางครีอะตินินกับ picric acid ที่ 520 นาโนเมตร 

จึงนําไปประยุกตใชกบัตวัอยางปสสาวะทัง้แบบที่เปนของคนปกติแตเติมเหล็กและครีอะตินินทีท่
ราบความเขมขนที่แนนอนลงไป และปสสาวะของผูปวยธาลัสซีเมียที่รับการรักษาโดยการรับประทานยา
ขับเหล็ก แลวเปรียบเทียบปริมาณที่วิเคราะหไดดวยระบบที่นําเสนอกบัปริมาณที่วิเคราะหไดจากวิธี
แบบเดิมที่ใชในหองปฏิบัติการของโรงพยาบาล 
 
1.4 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
 

ไดระบบวิเคราะหที่สะดวก รวดเร็ว และสามารถพัฒนาใหระบบวิเคราะหแบบอัตโนมัติได เพ่ือใช
เปนวธิีสําหรับประเมินปริมาณเหล็กและครีอะตินินในตวัอยางปสสาวะของผูปวยธาลัสซีเมียที่รบัการ
รักษาโดยการรับประทานยาขับเหล็ก 
 
2.วิธีดําเนินการ 
 
2.1 เครื่องมือ 
 
 การตรวจวัดสญัญาณใชเครือ่งยูวี-วิสิเบิลสเปกโทรโฟโทรมิเตอร แบบ Diode array detector 
ของ Hewlet Packgard การขับเคลือ่นสารละลายจะใช peristaltic pump (4 channels และ 12 
channels) ทอที่ใชสรางระบบวเิคราะหทีอ่าศัยการไหลเปนชนิด PTFE ( i.d. 0.5 mm)  
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2.2 การออกแบบอุปกรณรองขนาดเลก็ 
 
 แบบของอุปกรณดังกลาวแสดงดังรูปที่ 1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 1 แบบของอุปกรณรองขนาดเล็ก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2 อุปกรณรองขนาดเล็กที่ใช 
 
2.3 ระบบวเิคราะห 
 

ระบบวิเคราะหที่อาศัยการไหลซึ่งใชรวมกับอุปกรณรองขนาดเล็ก ใชสําหรับหาปริมาณเหล็ก
และครีอะตินนิ ระบบดังกลาวประกอบไปดวย (1) ระบบสําหรบัวิเคราะหเหล็ก และ (2) ระบบสําหรับ
วิเคราะหครีอะตินิน แผนภาพของระบบแสดงดังรูปที่ 3  
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รูปที่ 3 ระบบอัตโนมัติโดยใชอุปกรณรองขนาดเล็กสําหรับวิเคราะหเหล็กและครีอะตินิน โดย S คือ 
ตัวอยาง หรือ สารมาตรฐาน/ R1 คือ Ascorbic acid/ R2 คือ Acetate buffer pH 3.2/ R3 คือ 5-Br-
PSAA/ R4 คอื Picric acid/ P คือ Peristaltic pump/ DAD คือ Diode-array detector/ W คือ Waste 
และ     คือ อุปกรณรองขนาดเล็ก 

 
3. อภิปรายและวิจารณผลการทดลอง 

 
จากระบบดังกลาว พบวา เม่ือทําการวิเคราะหสารละลายมาตรฐานเหล็กและครีอะตินิน จะไดชวง

ความเปนเสนตรงของเหล็กที่ความเขมขน 1 ถึง 25 mg/L และ ของครีอะติตินที่ 50 ถึง 500 mg/L กราฟ
มาตรฐานและตัวอยางสัญญาณที่ไดแสดงดังรูปที่ 4 (ก) และ 4 (ข) และจะนาํระบบที่พัฒนาขึ้นน้ีไป
วิเคราะหหาปริมาณเหล็กและครีอะตินินในตัวอยางปสสาวะตอไป 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ระบบวิเคราะหเหล็ก ระบบวิเคราะหครีอะตินิน 

4 

4 (ก) ตัวอยางสัญญาณและกราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐานเหล็ก 



 10 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4 ตวัอยางสัญญาณและกราฟมาตรฐานเมื่อทาํการวิเคราะหสารละลายมาตรฐานเหล็กและครีอะติ
นิน 
 
 การประยุกตใชเพ่ือหาปริมาณเหล็กและครีอะตินินในตัวอยางปสสาวะ ผลการวเิคราะหแสดงดัง
ตารางที่ 1 
 
ตารางที่ 1 ปริมาณเหล็กและครีอะตินินในปสสาวะของคนปกติและผูปวยธาลัสซีเมียที่วิเคราะหได 
 

ระดับความเขมขน (mg/L)  สารที่ตองการ
วิเคราะห ที่ตรวจพบ / 

Mean + SD 
ที่เติมลงไป ที่วิเคราะหได / 

 Mean + SD 

คาการวิเคราะหคืนกลับ 
(%) 

เหล็ก/     
ตัวอยางที่ 1 - 2.0 1.92 + 0.09 97 
ตัวอยางที่ 2 - 3.0 2.82 + 0.09 96 

ครีอะตินิน/     
ตัวอยางที่ 1 257 + 31 250        444 + 50 92 
ตัวอยางที่ 2 151 + 23 500        571 + 53 84 

 
 จากตารางจะเห็นวา คาการวิเคราะหคืนกลับอยูในชวงที่นาพอใจ (84 ถึง 97%) แสดงวาการ
วิเคราะหไมถกูรบกวนดวยตัวรบกวนใดๆ ซึ่งอาจมีอยูในตวัอยาง  

จากการเปรียบเทียบปริมาณที่วิเคราะหไดดวยระบบทีน่ําเสนอกับปริมาณที่วิเคราะหไดจากวิธี
แบบเดิมที่ใชในหองปฏิบัติการของโรงพยาบาล พบวาปริมาณที่วิเคราะหไดใกลเคียงและไมแตกตางกัน
อยางมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อม่ันรอยละ 95 ดวยวธิีของ Paired t-test (tstat = 0.57, tcritical = 0.98 

4 (ข) ตัวอยางสัญญาณและกราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐานครีอะตินิน 
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สําหรับการวิเคราะหเหล็ก และ tstat = 0.97, tcritical = 1.48 สําหรับการวิเคราะหครีอะตินิน ) จึงกลาวไดวา 
วิธีที่พัฒนาขึน้น้ีมีความแมนสูง 

 
4. สรุปผลการทดลอง 
 

ในโครงการนี้ ไดพัฒนาหลักการใหมในการหาปริมาณเหล็กและครีอะตินิน ไดออกแบบและ
จัดทําอุปกรณรองขนาดเล็ก ซึ่งทําจากชิ้นงานอะครีลิก ภายในเซาะเปนรองตรง ขนาดเสนผานศูนยกลาง 
1 มิลลิเมตร ใชนําสงสารตัวอยางและสารเคมีที่ใชในการเกิดปฏิกิริยาเขาสูระบบอยางพรอมกัน เม่ือนํา
อุปกรณดังกลาวไปใชสรางระบบวิเคราะหที่อาศัยการไหลของของเหลวและพัฒนาเปนระบบอัตโนมัติ 
หลักการสําหรับตรวจวัดเหล็ก อาศัยปฏกิิริยาระหวางเหล็กกับ 2-(5-bromo-2-pyridylazo)-5-(N-propyl-
N-sulfopropylamino) aniline (5-Br-PSAA) แลววัดคาการดูดกลืนแสงของผลิตภัณฑที่ 580 นาโนเมตร 
สวนการตรวจวัดครีอะตินิน อาศัยการติดตามคาการดูดกลืนแสงของผลิตภัณฑที่เกิดจากปฏิกิริยา
ระหวางครีอะตินินกับ picric acid ที่ 520 นาโนเมตร   

ภายใตสภาวะที่เหมาะสมทีสุ่ด พบวา ชวงความเขมขนของเหล็กและครอีะตินินทีว่ิเคราะหได คือ 
1 ถึง 25 mg/L และ 50 ถึง 1,000  mg/L ตามลําดับ ขีดจํากัดต่ําสุดของการตรวจวัดเทากับ 0.7 mg/L 
สําหรับเหล็ก และ 43 mg/L สําหรับครีอาตินิน เม่ือนําไปประยกุตใชกบัตวัอยางปสสาวะทัง้แบบที่เปน
ของคนปกติแตเติมเหล็กและครีอะตินินทีท่ราบความเขมขนที่แนนอนลงไป และปสสาวะของผูปวยธาลัส
ซีเมียที่รับการรักษาโดยการรับประทานยาขับเหล็ก แลวเปรยีบเทยีบปริมาณที่วเิคราะหไดดวยระบบที่
นําเสนอกับปริมาณที่วิเคราะหไดจากวิธีแบบเดิมที่ใชในหองปฏิบัติการของโรงพยาบาล พบวาปริมาณที่
วิเคราะหไดใกลเคียงและไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อม่ันรอยละ 95 ดวยวธิีของ 
Paired t-test (tstat = 0.57, tcritical = 0.98 สําหรับการวิเคราะหเหล็ก และ tstat = 0.97, tcritical = 1.48 สําหรับ
การวิเคราะหครีอะตินิน ) จึงกลาวไดวา วิธีที่พัฒนาขึ้นน้ีมีความแมนสูง จึงอาจใชวธิีนี้เปนอีกทางเลือก
หนึ่งในการตรวจวัดหาปริมาณเหล็กและครีอะตินินในปสสาวะผูปวยธาลัสซีเมียได 
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การใชอุปกรณรองขนาดเล็กรวมกับระบบวิเคราะหที่อาศัยการไหลเพื่อวิเคราะหหา
ปริมาณเอทานอลและอะซีทัลดีไฮดในตัวอยางเคร่ืองดื่มแอลกอฮอล 

 
1.บทนํา 
 
1.1 ความสําคัญและที่มาของปญหา 
 
 ภายหลังจากที่มีโครงการ ‘หนึ่งตําบลหนึง่ผลิตภัณฑ (OTOP)’ เกิดขึ้นเม่ือ ป พ.ศ  .2544 แตละ
ชุมชนไดใชภูมิปญญาทองถิ่นเพื่อพัฒนาผลิตภัณฑ OTOP ที่มีคุณภาพประจําตําบล  โดยเครื่องดื่ม
แอลกอฮอลพ้ืนบานของไทย เชน สาโท และ ไวนผลไม ก็เปนหนึ่งในผลิตภัณฑ OTOP ที่มีวางจําหนาย
เปนจํานวนมาก กรรมวิธีในการผลิตเครือ่งดื่มแอลกอฮอลทําไดโดยนําวัตถุดิบจากธรรมชาติ ไดแก ผัก
และผลไม มาหมักกับจุลินทรียจะไดผลผลติหลักคือ ‘เอทานอล’ หรือ ‘เอทิลแอลกอฮอล’ ซึ่งเปน
แอลกอฮอลชนิดที่บริโภคได แตถามีปริมาณเอทานอลในเครื่องดื่มสูงเกินไปอาจเปนอันตรายตอ
ผูบริโภคได  ในระหวางขั้นตอนการหมัก นอกจากจะเกิดเอทานอลแลวยังอาจเกดิอะซีทัลดีไฮดดวย  ถา
สภาวะการหมักไมเหมาะสม เชน อุณหภูมิสูงเกินไป หรือกระบวนการหมักยังไมสิ้นสุด อะซีทัลดีไฮดเปน
สารพิษ ถารางกายไดรับหรือสัมผัสกับอะซีทัลดีไฮด จะทําให คอแหง ไอ ปวดศรีษะ และอาจทําให
เสียชีวติ   ดังนั้นการควบคุมปริมาณเอทานอลและอะซีทัลดีไฮดในเครื่องดื่มแอลกอฮอลใหเหมาะสมจึง
เปนสิ่งจําเปน  
 ในประเทศไทย กระทรวงอุตสาหกรรม ไดออกประกาศของกระทรวง เรื่องกําหนดมาตรฐาน
ผลิตภัณฑเครือ่งดื่มแอลกอฮอล ไวในราชกิจจานุเบกษา โดยระบใุหมีปริมาณเอทานอลอยูในชวง 15-40 
ดีกรี )หรือ รอยละ 15-40 โดยปริมาตร (และปริมาณอะซีทัลดีไฮด ไมเกิน 160 พีพีเอ็ม  ถาผูผลิต ผลติ
เครื่องดื่มแอลกอฮอลแลวพบวา  มีความเขมขนของเอทานอลและอะซีทัลดีไฮดไมเปนไปตามกําหนดจะ
ถือวาผิดกฎหมาย ดังนั้นจึงจําเปนตองวิเคราะหหาความเขมขนของเอทานอลและอะซทีัลดีไฮดใน
เครื่องดื่มแอลกอฮอล โดยเฉพาะเครือ่งดื่มแอลกอฮอลพ้ืนบานของไทยซึ่งอาจมีกระบวนการผลิตที่ยัง
ไมไดมาตรฐานเพื่อเปนการควบคุมคุณภาพของผลิตภัณฑและเปนการคุมครองผูบริโภค ซึ่งจะสอดคลอง
กับยุทธศาสตรการพัฒนาประเทศตามแผนพัฒนาเศรษฐกิจและสังคมแหงชาติ ฉบบัที่ 10)  พ.ศ .2550 -

2554 ( ในประเด็นของยุทธศาสตรการพฒันาคุณภาพคนและสังคมไทย ซึ่งมุงเนนเสริมสรางใหคนไทยมี
ความมั่นคงทางอาหารและบริโภคอาหารที่ปลอดภัย   
 วิธีมาตรฐานสาํหรับวิเคราะหเอทานอลและอะซีทลัดีไฮดในเครื่องดื่มแอลกอฮอลตามที่กระทรวง
อุตสาหกรรมประกาศไวในราชกิจจานุเบกษา ไดแก วิธีมาตรฐานของ Association of Analytical 
Communities (AOAC) การวิเคราะหเอทานอลและอะซีทลัดีไฮดดวยวิธีดังกลาวจะใชหลกัการรวมถึง
เครื่องมือที่แตกตางกัน กลาวคือ การวเิคราะหเอทานอลทําโดยใชเครื่องวัดคาความถวงจําเพาะแลวจึงนํา
คาที่อานไดไปคํานวณหาเปนความเขมขนของเอทานอล และยงัมีการนําเสนอวิธีวเิคราะหหาปริมาณเอ
ทานอลในเครือ่งดื่มดวยหลักการตางๆ เชน หลักการทางโครมาโทกราฟ ซึ่งมีทั้งแกสโครมาโทกราฟและ
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ลิควิดโครมาโทกราฟ  ในสวนของแกสโครมาโทกราฟนั้น Jan Kovai ไดใชหลักการแกส-โซลิดโคร
มาโทกราฟ รวมกับวธิี internal standard สําหรับหาเอทานอลเพื่อใหวิธวีิเคราะหมีความเที่ยงและแมนดี
ขึ้น ในสวนของเทคนิคลคิวดิโครมาโทกราฟนั้น T. Takeuchi และคณะ ไดพัฒนาวิธีไมโคร-ไฮเพอรฟอรม
แมนซลิควิดโครมาโทกราฟ อาศัยการตรวจวัดทางแสงเพื่อวิเคราะหอะลิฟาติกแอลกอฮอล ไดแก เม
ทานอล เอทานอล โพรพานอล และบิวทานอล ในเครื่องดื่ม แตวิธทีางโครมาโทกราฟมักใชเวลาในการ
วิเคราะหนาน วิธีที่อาศัยหลักการสเปคโทสโกป เชน การวัดการดูดกลืนแสงในความยาวคลื่นอินฟราเรด 
ซึ่งใชเวลาในการวิเคราะหนอยกวา จึงเปนอีกวิธีที่ไดรับความนิยมเพื่อใชวิเคราะหเอทานอล  นอกจาก
หลักการดังกลาวขางตนแลว การใชเทคนิคทางเคมีไฟฟารวมกับการใชขัว้ตรวจวัดทางชีวภาพอาศัยการ
ทํางานของเอนไซม ที่ถูกตรึงอยูบนขัว้เพ่ือเพ่ิมความจําเพาะเจาะจงของการตรวจวัดก็เปนวธิทีี่มีผูเสนอ
เชนเดียวกัน ในการเพิ่มความจําเพาะเจาะจงสําหรับการตรวจวัดเอทานอล นอกจากใชขั้วชีวภาพที่มี
เอนไซมตรึงอยูแลวนั้น ยังทําไดโดยใชอุปกรณขนาดเล็กที่มีเยื่อเลือกผานชนิดที่ยอมใหแกสเทานั้นที่แพร
ผานไดวางอยูภายใน เน่ืองจากเอทานอลระเหยกลายเปนแกสไดงายที่อุณหภูมิหองในขณะที่ตวัรบกวน
อ่ืนๆไมสามารถระเหยได การใชอุปกรณชนิดนี้จึงสามารถแยกเอทานอลออกจากตัวรบกวนได อุปกรณ
ดังกลาวเรียกวา แกสดิฟฟวชันยูนติ ในการวิเคราะหเอทานอลดวยอุปกรณนี้  มักใชรวมกบัเทคนิคโฟล
อินเจคชัน โดยมีคณะนักวิจัยจํานวนหนึ่ง เสนอวิธีการตรวจวัดเอทานอลดวยระบบโฟลอินเจคชันรวมกับ
การใชแกสดฟิฟวชันแลวประยุกตใชกับตัวอยางเครื่องด่ืมแอลกอฮอล  
         สําหรับการวัดปริมาณอะซีทัลดีไฮด  เทคนิคสวนใหญที่กลุมนักวิจัยเสนอขึ้นสําหรับวิเคราะหหา
ปริมาณอะซีทัลดีไฮด คือ แกสโครมาโทกราฟ ซึ่งมีผูเสนอทั้งแบบที่ใชรวมกับเทคนิคเฮดสเปซ )Head-
space( และแบบทีใ่ชรวมกับอุปกรณสําหรับวิเคราะหสารระเหยอีกลักษณะหนึ่งคือ เพอรแวพเพอชันยู
นิต ซึ่งมีหลักการคลายกับเทคนิคเฮดสเปซ หลักการแยกอีกหลักการหนึ่งคือ ลิควิดโครมาโทกราฟ ก็มีผู
เสนอขึ้นเพื่อหาปริมาณอะซีทัลดีไฮด ซึ่งวิธีดังกลาวนีเ้ตรียมตวัอยางดวยการสกัดบนเฟสของแข็งดวยตวั
ทําละลายที่เหมาะสม ทั้งแกสโครมาโทกราฟและลิควิดโครมาโทกราฟ  ตางก็เปนวิธวีิเคราะหที่มี
ความจําเพาะเจาะจงเนื่องจากมีการแยกอะซีทัลดีไฮดออกจากตัวรบกวนซึ่งมีในตัวอยางกอนการ
วิเคราะห อีกวิธีหนึ่งที่สามารถวิเคราะหอะซีทัลดีไฮดไดอยางจําเพาะเจาะจง  คือ การใชเอนไซมอะซีทัลดี
ไฮดไฮโดรจีเนส วิธีการวิเคราะหทําโดยบรรจุเอนไซมดังกลาวในคอลัมนแลวนาํไปตอเขากบัระบบโฟล
อินเจคชันเพื่อใหวิเคราะหไดอยางตอเน่ือง ซึ่งพบวาวิธีดังกลาวนําไปประยกุตใชกบัตวัอยางไวนได 
อยางไรก็ตาม วิธทีี่ดังกลาวขางตน ลวนแลวแตตองใชเครื่องมือและสารเคมีที่มีราคาแพง ใชเวลาในการ
วิเคราะหนานกวาจะรูผล  อีกทั้งไมสามารถดําเนินการวเิคราะหใหเปนไปอยางอัตโนมัติได 

ดังนั้น ในโครงการนี้ จึงจะพัฒนาวิธีวเิคราะหแบบอัตโนมัติสําหรบัหาปริมาณเอทานอลและอะ
ซีทัลดีไฮดโดยอาศัยหลักการตรวจวัดแบบใหม ซึ่งใชอุปกรณและสารเคมีที่ราคาไมแพง วิธีที่พัฒนาขึ้นจะ
ใชเทคนิคโฟลอินเจคชันกับการใชอุปกรณรองขนาดเล็กแบบพเิศษซึ่งภายในมีเยื่อเลือกผานชนิดที่ยอม
ใหแกสเทานั้นที่แพรผานได ซึ่งเรียกวา ‘แกสดิฟฟวชนัยูนิต (Gas-diffusion (GD) unit)’ เพ่ือแยกสาร
ระเหยทีต่องการวิเคราะหออกจากตัวรบกวนที่อาจเจือปนอยูในตวัอยาง จึงทําใหการวิเคราะหมี
ความจําเพาะเจาะจงมากขึ้น 
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1.2 วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 
 
 1.   เพ่ือสรางองคความรูใหมในการพัฒนาหลักการสําหรับตรวจวัดเอทานอลและอะซีทัลดีไฮด 
 2 . เพ่ือพัฒนาวิธวีิเคราะหแบบอัตโนมัติสําหรับวิเคราะหหาปริมาณเอทานอลและอะซีทลัดีไฮด
อาศัยเทคนิคโฟลอินเจคชันรวมกับการใชอุปกรณแบบพิเศษซึ่งภายในมีเยื่อเลือกผานชนิดที่ยอมใหแกส
แพรผานได 
 3  . เพ่ือประยุกตใชวธิีที่พัฒนาขึ้นสําหรับควบคุมคุณภาพของเครื่องดื่มแอลกอฮอลพ้ืนบานของ
ไทย  
 
 1.3  ขอบเขตของโครงการวิจัย 
 
 ไดพัฒนาหลักการใหมสําหรับตรวจวัดเอทานอลและอะซทีัลดีไฮด สําหรับอะซีทัลดีไฮดสามารถ
ตรวจวัดไดโดยตรงโดยใชปฏิกิริยาระหวางอะซีทัลดีไฮดกับโซเดียมไนโทรพรัสไซดและมอรโฟลีนเกิด
เปนสารประกอบซึ่งสามารถติดตามคาการดูดกลืนแสงไดที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร  สวนการ
วิเคราะหเอทานอลน้ัน  ตองเปลี่ยนเอทานอลใหเปนอะซีทัลดีไฮดกอนโดยใชโพแทสเซียมเปอรแมงกา
เนตที่เตรียมในสารละลายกรดเปนตัวออกซิไดส เน่ืองจากเอทานอลไมทําปฏิกิริยากับโซเดียมไนโทรพรัส
ไซดและมอรโฟลีน  
 จากนั้นนําหลักการที่พัฒนาขึ้นน้ีไปใชกบัเทคนิคโฟลอินเจคชัน โดยตอเขากับอุปกรณสําหรับ
การวิเคราะหสารระเหยไดแก แกสดิฟฟวชันยูนติ ซึ่งภายในจะมีเยือ่เลือกผานชนิดที่ยอมใหแกสแพรผาน
ได ดังนั้น จะมีเฉพาะอะซีทัลดีไฮด )ทั้งที่เปนอะซีทลัดีไฮดมาแตเดิมหรือเปนอะซีทัลดีไฮดที่ถกูเปลี่ยนมา
จากเอทานอล (ซึ่งสามารถระเหยไดดีแมที่อุณหภูมิหอง เทานั้นที่แพรผานได ในขณะที่ตวัรบกวนอ่ืนๆจะ
ไมแพรผาน จากนั้น อะซีทัลดีไฮดที่แพรผานไดนี้ จะไปทําปฏิกิรยิากับโซเดียมไนโทรพรัสไซดและมอร
โฟลีนตอไป การใชแกสดิฟฟวชันยูนติจึงทําใหการวิเคราะหมีความจําเพาะเจาะจงสูง    
 ไดใชวธิีที่ไดพัฒนาขึ้นน้ี ไปประยุกตเพ่ือวิเคราะหหาปริมาณเอทานอลและอะซีทลัดีไฮดใน
ตัวอยางเครื่องด่ืมแอลกอฮอลพ้ืนบานของไทย เชน สาโท และ ไวนผลไมตางๆ  
  
1.4 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
 

ไดระบบวิเคราะหที่สะดวก รวดเร็ว และสามารถพัฒนาใหระบบวิเคราะหแบบอัตโนมัติได เพ่ือใช
เปนวธิีสําหรับควบคุมคุณภาพของการผลิตเครื่องดื่มที่มีแอลกอฮอล 
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2.วิธีดําเนินการ 
 
2.1 เครื่องมือ 
 
 การตรวจวัดสญัญาณใชเครือ่งยูวี-วิสิเบิลสเปกโทรโฟโทรมิเตอร ของ Jasco V-630 สําหรับ
ระบบโฟลอินเจคชั่น สวนในการขับเคลื่อนสารละลายจะใช peristaltic pump (4 channels) การนําสาร
ตัวอยางเขาสูระบบจะใช Six port injection valve ทอนําสงสารเปนชนิด Tygon ( i.d. 0.95 mm) และ 
poly(tetrafluoro ethylene) (PTFE, i.d 0.05 mm)  และ สวนของแก็สดิฟฟวชัน่ (GD) ภายในมี PTFE 

membrane (pore size = 0.45 μm(  
 
2.2 วิธีดําเนินการ 
 
 ระบบโฟลอินเจคชั่น (FI)  แบงออกเปน 2 ระบบ ระบบที่ 1 แสดงดังรูปที่ 2.1 (ก) สัญญาณที่ได
จะเปนสัญญาณของอะซีทัลดีไฮด โดยจะปม น้ํากลั่นปราศจากไอออนเขาสูระบบดวยอัตราการไหล 1.0 
mL.min-1 ทําหนาที่เปนตวัพา จากนั้นฉีดสารละลายตวัอยางเขาสูกระแสของตวัพา อะซีทัลดีไฮดจะแพร
ผานเยื่อเลือกผาน (GD unit) ทําปฏิกิริยากับสารละลายผสม เกิดเปนสารผลติภัณฑสีฟา เขาสูเครื่อง 
UV-VIS spectrophotometer ตรวจวัดคาดูดกลืนแสงที่ ความยาวคลืน่ 600 nm  
สําหรับระบบที่ 2 แสดงดังรูปที่ 2.1 (ข) สัญญาณที่ไดจะเปนสญัญาณของเอทานอลและอะซีทัลดีไฮด 
โดยสารละลายโพแทสเซียมเปอรแมงกาเนต )ตวัพา (และสารละลายผสมระหวางมอรโฟลีนกับโซเดียม
ไนโตรพรัสไซด จะถูกปมใหไหลเขาสูระบบดวยอัตราการไหล 1.0 mL.min-1 จากนั้นฉีดสารละลาย
ตัวอยางเขาสูกระแสของตวัพา เอทานอลจะเขาทําปฏิกิริยากับสารละลายโพแทสเซียมเปอรแมงกาเนต 
เกิดเปนอะซีทลัดีไฮด แพรผานเยื่อเลือกผาน )GD unit) ทําปฏิกริิยากับสารละลายผสม เกดิเปนสาร
ผลิตภัณฑสีฟา เขาสูเครื่อง UV-VIS spectrophotometers ตรวจวัดคาดูดกลืนแสงที่ ความยาวคลื่น 600 
nm สัญญาณของเอทานอลไดจากนําสัญญาณจากระบบที่ 1 หักลบกับระบบที่ 2 วิธีทีใ่ชในวิเคราะหหา
ปริมาณคือ วิธีการสรางกราฟมาตรฐาน 
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รูปที่ 2.1 แสดงระบบ FI เพ่ือวิเคราะห อะซีทัลดีไฮด (ก) และเอทานอล (ข) IV: Injection volume, SV: 
selection valve, MC: Mixing coil GD: Gas-diffusion ภายในมี PTFE membrane (pore size = 0.45 

μm ( D: Detector 
 
3. อภิปรายและวิจารณผลการทดลอง 
 
3.1 การศึกษาสเปตครัมการดูดกลืนแสงของผลิตภัณฑทีเ่กิดข้ึน 
 

โดยใชปฏิกิรยิาระหวางอะซีทัลดีไฮดกับสารละลายผสม มอรโฟลีนกับโซเดียมไนโตรพรัสไซด 
วัดคาการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานอะซีทลัดีไฮดที่ระดับความเขมขนตางๆ โดยทําการทดลอง
แบบ Batch สเปกตรัมแสดงดังรูปที่ 3.1 ผลิตภัณฑทีเ่กดิจากปฏิกิริยาระหวางอะซีทัลดีไฮดกับสารละลาย
ผสม สามารถดูดกลืนแสงไดที่ความยาวคลื่น 600 nm ดังนั้นจึงเลือกความยาวคลื่นน้ีในใชในการตรวจวัด
ตลอดการทดลอง 
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รูปที่ 3.1 แสดงสเปกตรัมของสารละลายอะซีทัลดีไฮดทําปฏิกิริยาระหวาง สารละลายผสม มอรโฟลีน กับ 
โซเดียมไนโตรพรัสไซด 
 
3.2 การหาสภาวะทีเ่หมาะสมของระบบ FI เพื่อวิเคราะหอะซีทลัดีไฮดและเอทานอล 
 
3.2.1 อิทธิพลของ Injection volume  
 

 ศึกษา Injection volume ศึกษาในปริมาตรชวง 100-500 μL พบวา คาการดดูกลืนแสงเพิ่ม

จนถึงปริมาตร 300 μL ที่ปริมาตรมากขึ้นคาการดูดกลืนแสงลดลงทั้งนี้เน่ืองจาก จํานวนโมลของอะซีทัล
ดีไฮดแพรผาน แก็สดิฟฟวชั่นมากขึ้นทําใหจํานวนโมลของสารละลายผสมไมเพียงพอในการทําปฏิกิริยา  
 
3.2.2 อิทธิพลของ ความยาวของ mixing coils  
 
 ความยาวของ mixing coil ของ Acceptor และ donor ศึกษาที่ 40-400 cm สัญญาณเพิ่มขึ้นเม่ือ
ใชความยาวเทากับ 300 cm เม่ือเพ่ิมความยาว สัญญาณลดลง  เนือ่งจากเกิดการกระจายตัวมากขึ้น ทํา
ใหผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นเจือจาง  สัญญาณจึงลดลง จึงเลือกใชความยาวของ mixing coil ของ Acceptor ที ่
300 cm แสดงดังรูปที่ 3.2  สวนความยาว mixing coil ของ donor จะสงผลตอการวิเคราะหหาปริมาณเอ
ทานอลมากกวาการวิเคราะหหาปริมาณอะซีทัลดีไฮด ทั้งน้ีเน่ืองจากในการวิเคราะหหาปริมาณเอทานอล
นั้นจะตองทําปฏิกิริยากับ โพแทสเซียมเปอรแมงกาเนต เกิดเปนอะซีทัลดีไฮด เพราะฉะนั้น เม่ือเพ่ิม
ความยาวของ mixing coil จะทําใหมีปริมาณอะซีทัลดีไฮดเกิดเพิ่มมากขึ้น จึงเลือกใช mixing coil ของ 
donor ที่ 400 cm แสดงดังรูปที่ 3.3  
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รูปที่ 3.2. กราฟแสดงอิทธิพลของ ความยาว Mixing coil ของ acceptor ศึกษาในชวงความยาว 40-400 

cm,  (Δ)  40% v/v  เอทานอล, (�) 30% v/v  เอทานอล และ (◊) 5% v/v  เอทานอล 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
รูปที่ 3.3 กราฟแสดงอิทธิพลของ ความยาว Mixing coil ของ donor ศึกษาในชวงความยาว 40-400 cm, 

(Δ) 40% v/v เอทานอล, (�) 30% v/v เอทานอล และ (◊) 5% v/v เอทานอล 
  
3.2.3 อิทธิพลของอัตราการไหล 
 
 เน่ืองจากอัตราการไหลสงผลโดยตรงตอการตอบสนองของสัญญาณ จึงไดศึกษาอิทธิพลของ
อัตราการไหลของของสารละลายผสมและสารละลายตวัพา ในชวงอัตราการไหลระหวาง 0.5-2.0 ml min-

1   จากการทดลองพบวา เม่ือเพ่ิมอัตราการไหลของตวัพาเพิ่มขึ้น สญัญาณที่ตรวจวัดไดจะเพ่ิมขึ้น ในทาง
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กลับกัน เม่ือเพ่ิมอัตราการไหลของสารละลายผสมเพิ่มขึ้น สัญญาณลดลง เน่ืองจากระยะเวลาในการทํา
ปฏิกิริยาลดลงเมื่ออัตราการไหลเพิ่มขึ้น ทําใหผลติภัณฑเกิดขึ้นไดนอยลง แสดงดังรูปที่ 3.4  
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 3.3 กราฟแสดงอิทธิพลของ อัตราการไหล โดยศึกษาที่ 0.5-2.0 ml min-1 (�) 5% v/v เอทานอล 

และ (◊) 5x10-3 M อะซีทัลดีไฮด 
 
3.2.4 อิทธิพลของความเขมขนสารละลายผสม (โซเดียมไนโตรพลัสไซดผสมกับมอรโฟลีน) 
 
 ศึกษาอิทธิพลของความเขมขนโซเดียมไนโตรพลัสไซดที่ชวงความเขมขน 0.5-5 w/v พบวา คา
การดูดกลืนแสงเพิ่มขึ้นเม่ือความเขมขนของโซเดียมไนโตรพลัสไซดเพ่ิมขึ้น ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 
3.4 จึงไดเลอืกความเขมขนโซเดียมไนโตรพลัสไซดที ่ 2.5 % w/v เนื่องจากใหคาการดูดกลืนแสงที่
เหมาะสมและไมสิ้นเปลืองมากเกินไป สําหรับศึกษาอิทธิพลของความเขมขนมอรโฟลีนที่ชวงความ
เขมขน 1.25-10 % v/v  จากกราฟแสดงดังรูปที่ 3.5  สัญญาณที่ตรวจไดจะเพ่ิมจนถึงที่ความเขมขนมอร
โฟลีนเทากับ 5% v/v  และเม่ือเพ่ิมความเขมขนของมอรโฟลีนขึ้นอีกพบวาสญัญาณลดลง จึงเลือกใช
ความเขมขนมอรโฟลีนที่ 5%v/v เปนคาที่เหมาะสม 
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รูปที่ 3.4 กราฟแสดงอิทธิพลของ ความเขมขนโซเดียมไนโตรพลสัไซด ศึกษาในชวงความเขมขน 0.5-5 

w/v, (Δ) 5x10-3 M อะซีทัลดีไฮด, (�) 3x10-3 M อะซีทัลดีไฮด และ (◊) 1x10-3 M อะซีทัลดีไฮด 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 3.5 กราฟแสดงอิทธิพลของ ความเขมขนมอรโฟลีน ศึกษาในชวงความเขมขน 1.25-10 v/v, (Δ) 

5x10-3 M อะซีทัลดีไฮด, (�) 3x10-3 M อะซีทัลดีไฮด และ (◊) 1x10-3 M อะซีทัลดีไฮด 
  
3.2.5 อิทธิพลของสารละลายออกซิเดชั่น 
 
 ในการวิเคราะหหาปริมาณเอทานอลนั้น เอทานอลจะถูกออซิไดสเกิดเปนอะซีทัลดีไฮด ดวย
สารละลายโพแทสเซียมเปอรแมงกาเนตทีล่ะลายดวยสารละลายกรดซลัฟูริก จึงไดทดลองเพื่อศึกษาอิทธ
พลของสารละลายโพแทสเซยีมเปอรแมงกาเนตและสารละลายกรดซลัฟูริก ในชวงความเขมขน 0.01-
0.075 M สําหรับสารละลายโพแทสเซียมเปอรแมงกาเนต และ 0.05-0.4 M สําหรับสารละลายกรดซัลฟู
ริก พบวา เม่ือความเขมขนของสารละลายโพแทสเซยีมเปอรแมงกาเนตเพิ่มขึ้น คาการดูดกลืนแสงเพิ่ม
มากขึ้นจึงไดเลือกความเขมขนที่ 0.05 M เปนคาที่เหมาะสมใหคาการตอบสนองที่ยอมรับไดและไม
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สิ้นเปลือง สาํหรับความเขมขนของกรดซัลฟูริก คาการดูดกลืนแสงเพิ่มขนจนถึงความเขนขน 0.3 M 
ความเขมขนที่มากขึ้นใหคาการดูดกลืนแสงลดลง จึงเลือกความเขมขนของกรดซัลฟูริกที่ 0.3 M  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 3.6 กราฟแสดงอิทธิพลของ ความเขมขนโพแทสเซียมเปอรแมงกาเนต ศึกษาในชวงความเขมขน 

0.01-0.075 M, (Δ) 40% v/v เอทานอล, (�) 20% v/v เอทานอล และ (◊) 5% v/v เอทานอล 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 3.7 กราฟแสดงอทิธิพลของ ความเขมขนสารละลายกรดซัลฟูริก ศึกษาในชวงความเขมขน 0.05-

0.4 M, (Δ) 40% v/v เอทานอล, (�) 20% v/v เอทานอล และ (◊) 5% v/v เอทานอล 
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3.3 ศึกษาคุณลักษณะเดนของระบบ FI 
 
 คุณลักษณะเดนของระบบ FIA แสดงดังตารางที่ 3.1 ซึ่งในการวิเคราะหหาปริมาณอะซีทัลดีไฮด
ไดชวงความเปนเสนตรงอยูระหวาง 1x10-3 และ 5x10-3 M มีสมการเชิงเสนเปน y = 15.1x+0.0039 และ
มีคาสัมประสทิธสหสัมพันธ (r2) เทากับ 0.9901 สําหรับคา RSD (n=10) มีคาเทากับ 3.7% และ 2.9 % 

ของอะซีทัลดีไฮดความเขมขนที่ระดับ 1× 10-3 และ 5× 10-3  M  ตามลําดับ คาขีดจํากัดการตรวจวัด มี
คาเทากับ 5.2x10-4  M และขีดจํากัดของการหาเชิงปริาณ มีคาเทากับ 1.74x10-3  M สวนของการ
วิเคราะหหาปริมาณเอทานอลมีชวงความเปนเสนตรงอยูระหวาง 10-50 %v/v สมการเสนตรงเปน y = 
0.032x + 0.0696   และมีคาสัมประสทิธิ์สหสัมพันธ (r2) เทากับ 0.9931 คา RSD (n=10) มีคาเทากับ 
4.50%และ 2.18% สารละลายมาตรฐานเอทานอลความเขมขนที่ระดับ 10 และ 50 % v/v ตามลําดบั 
สําหรับคาคาขีดจํากัดการตรวจวัด มีคาเทากับ 4.56%v/v  และขีดจํากัดของการหาเชิงปริาณ มีคาเทากับ 
15.19 %v/v 
ตารางที่ 3.1 แสดงคุณลักษณะเดนของระบบFI ในการวิเคราะหหาปริมาณอะซีทัลดีไฮดและเอทนานอล 
 

 
3.4 การประยุกตใชกับตวัอยางเครื่องดื่มสุราและเครื่องด่ืมผสมแอลกอฮอล 
 
 ความเขมขนของอะซีทัลดีไฮดและความเขมขนของเอทานอลที่ตรวจพบในตวัอยางเครื่องดื่มสุรา
และเครื่องดื่มผสมแอลกอฮอล จํานวน 5 ตัวอยาง แสดงดังตารางที่ 3.2 
 
 
 
 
 
 
 
 

พารามิเตอร 
วิเคราะหหาปริมาณอะซทีัลดี
ไฮด 

วิเคราะหหาปริมาณเอทา
นอล 

ชวงความเปนเสนตรง 
RSD,%  
 
ขีดจํากัดการตรวจวัด 
ขีดจํากัดของการหาเชิงปริมาณ 

1-5x10-3  M 
3.7 และ 2.9 

  (1×10-3 และ 5×10-3  M) 
5.2x10-4  M 
1.74x10-3  M 

10-40 %v/v 
4.50และ 2.18 
(10 และ 50 %v/v) 
4.56 %v/v 
15.19 %v/v 
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ตารางที่ 3.2 ความเขมขนของอะซีทัลดีไฮดและความเขมขนของเอทานอลที่ตรวจพบในตวัอยาง 
 

อะซีทาทัลดีไฮด/ mM (mean + SD) เอทานอล / % v/v (mean + SD) 
ตัวอยาง 

วิธีที่พัฒนา GC คาขางฉลาก วิธีที่พัฒนา GC  
สุรากลั่น 1 3.57 3.69 35 36.8 37.9 
สุรากลั่น 2 3.21 3.07 35 34.8 33.7 
ไวนผลไม 1 5.24 5.37 10 9.81 9.88 
ไวนผลไม 2 5.11 5.24 10 8.97 9.01 
ไวนผลไม 3 5.87 5.78 14 13.5 14.7 
 
 จากตารางจะเห็นวา  ทั้งปริมาณอะซีทัลดีไฮดและปริมาณเอทานอลที่วิเคราะหดวยวิธีที่
พัฒนาขึ้นมานี้  มีคาใกลเคียงกับที่เม่ือใชวิธีมาตรฐานคือ Gas chromatography (GC) โดยเมื่อ
เปรียบเทียบผลวิเคราะหดวยวิธทีางสถิต ิ คือ paired t-test (20) พบวาผลลัพธวิเคราะหไมแตกตางกัน
อยางมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อม่ันรอยละ 95 (อะซีทลัดีไฮด: tobserved = 0.50, tcritical = 2.78, เอทานอล: 
t observed = 0.62, t critical = 2.78) จึงกลาวไดวา วธิีที่พัฒนาขึ้นน้ีมีความแมนสูง 
 
4. สรุปผลการทดลอง 
 

การพัฒนาวิธวีิเคราะหหาปริมาณอะซีทัลดีไฮดและเอทานอลในเครื่องด่ืมแอลกอฮอล โดยใช
เทคนิคโฟลอนิเจกชัน Flow Injection Analysis (FIA) รวมกับ Gas diffusion (GD) unit เพ่ือวเิคราะหหา
ปริมาณอะซีทัลดีไฮดและเอทานอลนั้น ไดออกแบบระบบเปน 2 ระบบ ระบบที่ 1 เปนการวิเคราะหหา
ปริมาณอะซีทัลดีไฮดที่มีอยูในสารตวัอยาง ใชน้ําเปนสารละลายตวัพา ระบบที่ 2 เปนการวิเคราะหหา
ปริมาณอะซีทัลดีไฮดที่เกิดจากเอทานอลและอะซีทลัดีไฮดที่มีในสารตัวอยาง ใชสารละลายตัวพาเปน 
โพแทสเซียมเปอรแมงกาเนต ปริมาณอะซีทัลดีไฮดที่แพรผานแก็สดิฟฟวชั่นขึ้นมาจะทําปฏิกิริยากับ 
สารละลายผสมระหวาง มอรโฟลีน กับ โซเดียมไนโตรพรัสไซด  
 การหาปริมาณของอะซีทัลดีไฮดไดทําไดโดยสรางกราฟมาตรฐาน ซึ่งไดสมการเชิงเสนเทากับ y 
= 0.032x + 0.0696 มีคาสัมประสิทธิส์หสัมพันธ (r2) เทากับ 0.9931 และมีความเที่ยงการตรวจวัด 

%RSD = 3.67 และ 2.9 ในระดับความเขมขน 1× 10-3 และ 5× 10-3 M ตามลําดับ ขีดจํากัดต่ําสุด

ของอะซีทัลดีไฮดที่ตรวจพบได (LOD) เทากับ 5.2 ×10-4 M และความเขมขนต่ําสุดที่วัดปริมาณของอะ

ซีทัลดีไฮดได (LOQ) เทากบั 1.74×10-3M  
 การหาปริมาณของเอทานอล ไดจากการสรางกราฟมาตรฐาน ซึ่งไดสมการเชิงเสนเทากับคือ y = 
0.032x + 0.0696   มีคาสัมประสิทธิส์หสัมพันธ (r2) = 0.9931และมีความเที่ยงการตรวจวัด %RSD = 
4.50 และ 2.18 ในระดับความเขมขน 10 และ 50 % v/v ตามลําดับ ขีดจํากัดต่ําสุดของเอทานอลที่ตรวจ
พบได (LOD) เทากับ 4.56 % v/v และ ความเขมขนต่ําสุดที่วัดปรมิาณของเอทานอลได (LOQ) เทากบั 
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15.19 % v/vเ ม่ือนําผลการวิเคราะหผสารตัวอยางเครือ่งดื่มแอลกอฮอดวยระบบ FI-GD มาเปรียบเทียบ
กับเทคนคิ แก็สโครมาโทรกราฟ ดวยหลักทางสถติิ t-test พบวาใหผลการทดลองที่ไมแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญที่ระดับความเชื่อม่ันรอยละ 95  
 เทคนิคโฟลอนิเจกชันที่ไดพัฒนาขึ้นมาใหมนั้นเปนเทคนิคที่ไมจําเปนตองมีการเตรียมสาร
ตัวอยางกอนการวิเคราะหทําใหประหยดัเวลาและใชเวลาในการวิเคราะหไมนาน ใชสารเคมีและสาร
ตัวอยางปริมาณนอย  ลดตนทุนในการวเิคราะห และวธิีการวิเคราะหเปนแบบอัตโินมัติ  
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Outputs ที่ไดจากโครงการ 
 
1. ตนแบบอุปกรณรองขนาดเล็ก ซึ่งสามารถนําไปใชเปนตนแบบสําหรับอุปกรณที่มีวัตถุประสงค
ตางกันดังนี้ 

1.1 อุปกรณรองขนาดเล็กแบบที่ 1 ใชเปนตนแบบสําหรับสรางอุปกรณราคาถกูที่ใชนําสงสาร
ตัวอยางและสารเคมีปริมาตรนอยๆภายในคราวเดียวกนัได 

1.2   อุปกรณรองขนาดเล็กแบบที่ 2 โดยใชรวมกับเยื่อเลือกผานแบบที่ยอมใหแกสเทานั้นที่ผาน
ได เปนตนแบบสําหรับนําไปวิเคราะหสารระเหยแบบจาํเพาะเจาะจง 

 
2. องคความรูใหม โดยการใชอุปกรณรองขนาดเล็กแบบที่ 1 และ แบบที่ 2 รวมกับเทคนิควิเคราะหที่
อาศัยหลักการไหลของของเหลว ทําใหไดระบบวิเคราะหแบบอัตโนมัติ 2 ระบบ  
 2.1 ระบบแบบรูผลเร็ว สําหรับวิเคราะหหาปริมาณเหล็กและครีอะตินินในตัวอยางปสสาวะของ
ผูปวยธาลัสซีเมียที่รับประทานยาขับเหลก็ 
 2.2 ระบบแบบที่มีความจําเพาะเจาะจงสูง สําหรับวิเคราะหหาปริมาณเอทานอลและอะซีทลัดีไฮด
ในตวัอยางเครื่องดื่มแอลกอออลของไทย ซึ่งเปนผลิตภัณฑ OTOP 
 
3. การพัฒนากําลังคนทางดานวิทยาศาสตร 
 
4. สามารถเผยแพรผลงานวิจัย ทั้งในรูปแบบของผลงานวิจัยตีพิมพ และ ในรูปแบบของการประชุม
วิชาการระดับชาติและระดับนานาชาติดังนี้ (ดูรายละเอียดที่ภาคผนวก) 
 4.1 รูปแบบของผลงานวจิยัตีพิมพ ไดแก Proceeding งานประชุมนานาชาติ PACCON 2010 
จํานวน 1 เรื่อง 
 4.2  รูปแบบของการประชุมวิชาการ 

ระดับชาต ิ ไดแก 
4.2.1 The 9th Asian Conference on Analytical Science 
        สถานที่ เมืองเจจู ประเทศเกาหลใีต วันที่ 4 -8 พฤศจิกายน 2550 
4.2.2 ICFIA 2008 
        สถานที่ เมืองนาโกยา ประเทศญีปุ่น วันที่ 28 กันยายน – 3 ตุลาคม 2551 
4.2.3 Flow Analysis XI 
        สถานที่ เมือง Mallorca ประเทศสเปน วันที่ 14 -18 กันยายน 2552 
4.2.4 The 48th Meeting by Japanese Association for Flow Injection Analysis 
        สถานที่ เมืองโอซากา ประเทศญีปุ่น วันที่ 24 -28 พฤศจิกายน 2552 
4.2.5 PACCON 2010 
        สถานที่ จ.อุบลราชธานี ประเทศไทย วันที่ 21 -23 มกราคม 2553 
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ระดับนานาชาต ิไดแก 
  4.2.6 การประชุมวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย ครั้งที่ 34 (วทท. 34) 

สถานที่ ศูนยการประชุมแหงชาติสิริกิติ ์ วันที่ 31 ตลุาคม – 3 พฤศจิกายน  
2551   
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Abstract: This work describes method development for 
selective determination of acetaldehyde.   The method is 
based on using gas-diffusion flow injection (GD-FI) with 
spectrophotometric detection.  . Detection principle  is 
based on monitoring of a blue-colored product of the 
reaction between diffused acetaldehyde with nitroprusside 
and morpholine. By the developed system, linear 
correlation between absorbance reading at 600 nm and 
acetaldehyde concentration (0.5 to 5.0 mM) was achieved.  
Application of the method to determine trace acetaldehyde 
in Thai alcoholic beverages was investigated for the sake of 
food safety.  Results are compared with the results obtained 
from gas chromatographic (GC) method. They were 
successfully validated.  The method also provided high 
precision (RSD = 3.7 % for 1 mM and 2.9 % for 5 mM), 
high accuracy (Recovery = 92-101 %) and high throughput 
(40 samples/ h).  By means of GD, samples were determined 
selectively and directly without any pretreatment or 
dilution. 
 
Introduction 

  Acetaldehyde is toxic and is carcinogenic substance 
which can raise cancer risk for human, according to the 
International Agency for the Research on Cancer (IARC) 
[1]. Trace acetaldehyde can be contaminated in foods 
and beverages. For alcoholic drinks, acetaldehyde can be 
produced by further oxidation of ethanol by yeast during 
fermentation. Level of acetaldehyde in beverage should 
be legally under regulation.  In Thailand, its quantity has 
to be lower than 160 ppm (approximately 4 mM) [2].  
Therefore, measurement of acetaldehyde in beverage is 
necessary in term of quality control and food safety. 
 There are a great number of analytical methods for 
quantitative analysis of acetaldehyde.  Electrochemical 
techniques with different detection patterns, such as 
conductometry, potentiometry and cyclic voltammetry, 
have been reported [3-5].  Colorimetry has also been 
presented for determination of acetaldehyde in variety of 
sample matrices [6-11].  Advantages of the colorimetric 
methods are their simplicity.  However, the absorbance 
measurement is strongly perturbed by sample color and 
its matrix.  Sample pretreatment step such as distillation 
before detection was essentially included for selectivity 
improvement [6, 7]. 

 The other analytical methods for specific analysis 
of acetaldehyde are separation techniques.  Some 
researchers proposed gas chromatography (GC) for 
separation of acetaldehyde from sample containing 
high acetic acid concentration [12]. Whilst another 
presented the GC with headspace as a method for 
direct analysis of acetaldehyde in food packaging [13].  
Liquid chromatography with electrochemical detection 
for monitoring of acetaldehyde derivative was also 
reported [14].  Although the mentioned methods were 
selective, they consumed long analysis time which is 
not appropriate for routine work.  Flow injection (FI) 
technique [15] then becomes more attractive due to its 
rapidity and automation.  Usually for selective 
determination of acetaldehyde by the 
spectrophotometric-FI, the immobilized enzyme 
reactor was incorporated into the system [16-18].  Not 
only high selectivity but also high sampling frequency 
were achieved [16, 17].  Nevertheless, the cited 
enzyme-based FI method required dilution of beverage 
samples (>100 times) in order to eliminate 
interferences from sample color and matrices.  This 
could lead to high risk of contamination and error. 
 In this work, a non enzymatic FI method for 
spectrophotometric determination of acetaldehyde is 
presented.  Selective analysis can be accomplished by 
using gas-diffuion (GD) unit, fitted with gas 
permeable membrane.  Diffused acetaldehyde was 
scrubbed into the acceptor stream of nitroprusside and 
morpholine.  A blue-colored product was developed 
and was subsequently monitored at 600 nm.  
Application to alcoholic beverages and validation of 
the proposed method were also investigated. 
 
Materials and Methods 
  
Standards and reagents 
 
 All chemicals used were of analytical-reagent 
(AR) grade. Deionized-distilled water was used 
throughout. 
 Acetaldehyde standard (1 M) was prepared from 
99.5 % (v/v) acetaldehyde (Riedel-de Haën, Germany) 



and was standardized according to iodometry.  
Calibrators were prepared by appropriate dilution of 
stock standard with water. 

Acceptor stream (AS in Figure 1) was freshly 
prepared by mixing 2.5 % (w/v) of sodium nitroprusside 
(AnalaR, Australia) and 5 % (v/v) of morpholine  (Fluka, 
Germany). 
 
The GD-FI manifold 
 
 The manifold of the GD-FI system is depicted in 
Figure 1. The system was established with TeflonTM 
tubing (0.5 mm i.d.). A peristaltic pump (P1) (Ismatec, 
Switzerland) was employed for delivering the streams of 
carrier (CS) and acceptor (AS). An AS-90 auto-sampling 
with another peristaltic pump (P2) (Perkin-Elmer, USA) 
was used for automatically loading standard or sample 
solutions into an injection loop of 300 μl. A flat type GD 
unit (Methrohm, Switzerland), fitted with a circular 
PTFE membrane (47 mm diameter, pore size = 0.45 μm; 
Sartoriuos, Germany), was used.  Detection was carried 
out by a 630-UV-Vis. Spectrophotometer (Jasco, US).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1. Manifold of the GD-FI system for 
determination of acetaldehyde. AU: Auto-sampler unit,  
P1, P2: Peristaltic Pump, IV: Injection Valve, MC: 
Mixing Coil,  D: Detector,  GD: Gas-diffusion unit with 
PTFE membrane, CS: Water and  AS: Nitroprusside (2.5 
% w/v) + Morpholine (5 % v/v). 
 
Results and discussion 
 
Absorption spectrum of detection reaction 
 
 The reaction between acetaldehyde with 
nitroprusside and morpholine was firstly proposed by F. 
Feigl [19] for qualitative analysis of acetaldehyde.  
 In this work, absorption spectra of the blue-colored 
product was monitored.  Results are illustrated in Figure 
2. Maximum absorption wavelength (λmax) appears at 
600 nm.  This wavelength was therefore selected for all 
next investigation. 
  
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2. Spectra of standard acetaldehyde (a to e). a: 
5, b: 4, c: 3, d: 2 and e: 1 mM.  Spectrum of 0.6 % w/v 
nitroprusside, mixed with 1.2 % v/v morpholine (f). 
 
Optimization of the GD-FI system 
 
 All chemical and physical parameters affecting 
sensitivity of the method were investigated by uni-
variable approach.  Each effect was discussed in 
subsections below.  Summary of the studied ranges 
and the optimal values are shown in Table 1.  
 
Effect of acceptor concentration 
 
 Effect of concentration of the acceptor stream is 
shown in Figure 3 and 4.  Results in Figure 3 
demonstrate that increasing in nitroprusside 
concentration results in improvement of sensitivity. 
Similar to the effect of morpholine (Figure 4), the 
sensitivity is increased with concentration of 
morpholine (upto 5 % v/v).  At grater concentration 
(10 % v/v), the solution became more viscous. This 
leads to significant dropping in sensitivity.  In 
addition, higher concentration of morpholine brought 
about strong alkaline solution.  This can also affect the 
method sensitivity (See effect of pH of the acceptor 
stream).  Concentration of 2.5 % (w/v) nitroprusside 
and of 5 % (v/v) morpholine is considerably 
appropriate since they gave adequate sensitivity.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
 Figure 3.  Effect of nitroprusside concentration. 
 

Wavelength (nm) 

a 

b 

c 

d 

e 

f 

A
bs

  

0.00

0.05

0.10

0.15

0.20

0.25

400 450 500 550 600 650 700 750 800

0

20

40

60

80

100

120

140

160

180

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5 5 5.5

Nitroprusside concentration (% w/v) 

Se
ns

iti
vi

ty
 



Effect of sample volume 
 
 As expected, when sample size was increased from 
100 to 500 μl, sensitivity was also increased.  An aliquot 
of 300 μl was selected as compromising between 
sensitivity and consumption of sample. 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 Figure 4. Effect of morpholine concentration. 
 
Effect of donor and acceptor flow rate 
 
 The flow rate of donor and acceptor streams were 
examined simultaneously for the sake of simplicity. 
Sensitivity was noticeably declined when flow rate of 
the donor and acceptor stream were increased from 0.5 
to 2.0 ml/min since residence time was decreased.  The 
flow rate of 1.5 ml/min was selected with regards to 
sensitivity and sample throughput. 
 
Effect of mixing coil length 
 
 When the length of mixing coil was prolonged from 
50 to 300 cm, sensitivity was also enhanced.  This was 
because of increasing in reaction time.  However, at 
longer length (400 cm), sensitivity was slightly 
diminished due to dispersion.  By taking into account for 
sensitivity and sampling frequency, a 300-cm mixing 
coil was chosen as suitable length.  
 
Table 1: Studied and selected parameters of the GD-FI 
for determination of acetaldehyde. 
 
Parameters 
 

Studied 
range 

Selected 
value 

Chemical parameters   
Concentration of nitroprusside/ 
% w/v 

0.5-5.0 2.5 

Concentration of morpholine/ 
% v/v 

1.25-10 5 

Physical parameters   
Sample volume/ μl 100-500 300 
Donor and acceptor flow rate/ 
ml/min 

0.5-2.0 1.5 

Mixing coil length/ cm 50-400 300 
 
 
 
 

Effect of pH of the acceptor stream 
 
        M. Khanmohammadi et. al. [11] presented that 
the reaction rate between nitroprusside and morpholine 
was inhibited by acetaldehyde itself in strong alkaline 
medium (pH 9.5).  While the other researchers [8] 
reported that hypsochromic shift (blue shift) was 
occurred when the reaction was taken place in acidic 
solution.  This brought about pink-colored product 
instead of blue. 
        In this work, pH of the acceptor solution with 
various mopholine concentrations was measured.  
Very high (10 % v/v) or low (2 % v/v) concentration 
of morpholine resulted in alkaline (pH 10.1) or acidic 
(pH 3.5) solution, respectively.  Low sensitivity was 
observed when pH was not appropriate.  Highest 
sensitivity was achieved with 5 % (v/v) morpholine.  
By this concentration, pH of the acceptor solution was 
6.9.  This can be an evidence for the highest sensitivity 
obtained when this concentration was exploited. 
 
Analytical performances 
 
 Under the optimal condition, in Table 1, linear 
correlation between absorbance and acetaldehyde 
concentration (0.5 to 5 mM) was obtained with the 
following regression equation: Abs600nm = 
99.5[acetaldehyde] + 0.0039, r2=0.999. Example of 
profiles when standard acetaldehyde was injected are 
shown in Figure 5. 
 Relative standard deviation (RSD, n=10) were 3.7 
and 2.9 % when 1 and 5 mM were studied, 
respectively. Limit of detection (LOD, 3S/N) was 0.42 
mM.  This was below regulation concentration of 
acetaldehyde in beverages [2].  This can guarantee that 
the developed method is capable for investigation the 
contaminated acetaldehyde in this kind of sample. 
        Accuracy of the method was also investigated in 
term of analytical recovery.  It was found that recovery 
of seven samples was ranging from 92 to 101 %. This 
implies that the proposed system was not perturbed by 
sample matrix.  Regarding sampling frequency of the 
system, throughput of 40 samples/ h was achieved.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 5. Profiles of standard acetaldehyde. 
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Interference study 

        D. J. Clancy et. al. [8] revealed that the detection 
reaction was positively interfered by formaldehyde.  In 
this work, effect of foreign species, namely the other 
aldehydes, (formaldehyde (0.04 M) and propionaldehyde 
(0.02 M), were examined. 
        Results indicated that signal alteration was within + 
3SD of the averaged absorbance of 5 mM acetaldyhyde 
when high concentration of interferences (value in 
parenthesis) were studied.  These concentration levels 
are much greater than their naturally found contents in 
beverages.  This suggests that the method was not 
interfered by the investigated species. 
 
Application to samples and validation 
 
         Synthetic (trace acetaldehyde in medium of high 
ethanol concentration) and real samples (wines and 
whisky) were determined.  Red and fruit wines were 
made in Thailand, accordingly to ‘OTOP’ project.  All 
samples were directly introduced into the GD-FI system 
without neither sample pretreatment nor any further 
dilution.  The acetaldehyde concentration was validated 
against the GC method in which its operating condition 
was described elsewhere [20].  Results are presented in 
Table 2.            
 
Table 2: Comparison of acetaldehyde concentration in 
alcoholic drinks, determined by the proposed method 
and by GC. 
 

Sample Acetaldehyde concentration*/ mM 
 This method GC 

Synthetic sample 1 
(1 mM in 20 % Ethanol) 

0.93 + 0.001 1.09 + 0.009 

Synthetic sample 2 
 (2 mM in 30 % Ethanol) 

2.12 + 0.006 2.04 + 0.007 

Synthetic sample 3 
 (3 mM in 40 % Ethanol) 

3.07 + 0.002 3.11 + 0.001 

Red wine 0.68 + 0.003 0.63 + 0.001 
Lychee wine 1.41 + 0.001 1.36 + 0.002 

Strawberry wine 1.27 + 0.003 1.30 + 0.005 
Whisky 1.18 + 0.005 1.21 + 0.007 

* mean + SD, n = 3 replicates 
 
         Results in Table 2 are not significant difference by 
means of statistical paired t-test [21] (tcritical = 2.45, tobs = 
0.37) at degree of 95 % confidence.  This specifies that 
the proposed method gave high accuracy. In addition, 
the acetaldehyde levels of all real samples are also lower 
than regulation limit (4 mM).     
 
Conclusions 
 
      The FI system was developed for spectrophotometric 
determination of acetaldehyde in alcoholic beverages. 
Selective analysis was achieved by using membrane 
permeation technique instead of enzymatic method.  The 
system allows ‘on-line’ separation of acetaldehyde from 
sample matrices.  This can lead to direct analysis of 
samples without any prior preparation. 

     The proposed method was successfully validated 
against GC.  It also provided high precision with high 
sampling frequency.  Therefore, the method can be 
considered as an alternative method for determination 
of acetaldehyde in routine analysis of beverages. 
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      Abstract 

 
A recent flow-based technique, called ‘cross injection analysis or CIA has 

been exploited in this work for simultaneous analyses of two analytes.  CIA is a low-

cost design of flow-system, which scarcely uses injection valve or selection valve.  

Flow channels are made by drilling small platforms of acrylic (match-box size) to 

obtain some cross-patterns.  By this design, microliter-plugs of reagents and samples 

can be inserted at once, into the platforms and this offers rapid analysis with minute 

amount of waste.  This work shows investigation of performance of a so-called ‘dual-

CIA’ system, for dual-measurements of iron and creatinine.  The system was 

developed in order to do simultaneous detection of iron and creatinine within a cycle 

of analysis.  Utilization this dual-CIA concept for clinical analysis will be discussed. 
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 This work describes a simple gas-diffusion flow injection method for 

colorimetric determination of acetaldehyde and ethanol.  Detection principle is relied 

on the reaction between acetaldehyde with a mixture solution of sodium nitroprusside 

and morpholine. After injection of standard/ sample solution into donor stream of 

water, acetaldehyde was passed through membrane inside a gas-diffusion unit.  

Permeated acetaldehyde was afterward reacted with the acceptor stream of mixed 

reagents. Blue-colored product was developed and was subsequently monitored at 600 

nm.  For the ethanol analysis, on-line oxidation of ethanol to become acetaldehyde 

was carried out using acidic potassium permanganate as the donor (instead of water).  

Under optimal conditions, linear calibrations of 1 x 10-3 to 5 x 10-3 M acetaldehyde 

and of 10 to 50 % (v/v) ethanol were achieved. Results were shown that selectivity of 

the method can be enhanced not only by means of gas-diffusion but also by using 

specific mixed reagents. Discussion will be also made on validation and application of 

the method to beverages. 
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Thalassemic patients normally are suffered from the status of iron 

overload.  These patients are often treated with some medicines that will bind with 

iron for  excreation as iron complex during urination.  Effectiveness and 

pharmaco-kinetics of the medication depends on various parameters, and this 

could be followed by monitoring iron contents excreted in urine.  Like other cases 

of urine analysis, measurement of creatinine is also required at the same time for 

correction in the analysis.   

In this work, we developed a microfluidic flow system, based on ‘Cross 

Injection Analysis’ or CIA, for simultaneous detections of both iron and creatinine 

using single wavelength detection.  Within the system, two CIA platforms were 

connected in series before a visible spectrometer (540 nm).  Detection principles 

for iron and creatinine were respectively based on Fe(II)-5-Br-PSAA reaction and 

Jaffé reaction.  For iron, the linear working range is 1-8 mg L-1 (A-A0 at 540 nm = 

4.59 x 10-2 [Fe(III)] + 8.55 x 10-3, r2 = 0.999).  For creatinine, the linear working 

range is 50-800 mg   L-1 (A-A0 at 540 nm = 6.55 x 10-4 [creatinine] + 2.79 x 10-3, r2 = 

0.999).  
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[Introduction]  This work describes method development for selective 
determination of acetaldehyde and ethanol.   The method is based on using gas-
diffusion flow injection (GD-FI) with spectrophotometric detection.  Detection 
principle is the reaction between acetaldehyde with nitroprusside and morpholine.  
Prior oxidation of ethanol to acetaldehyde is necessary.  The method was applied to 
Thai alcoholic beverages for quality control. 

 
[Procedure]  The proposed GD-FI is depicted in Fig. 1. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1. Manifold of the GD-FI system for determination of acetaldehyde and/or 
ethanol. 
AU: Autosampler Unit P1,P2: Peristaltic Pump SV : Selection Valve IV: Injection 
Valve 
MC: Mixing Coil D : Spectrophotometer GD: Gas-diffusion Unit with PTFE 
membrane  
(Pore size = 0.45 μm) DS1: Water DS2: Permangantae (0.05 M) in Sulfuric Acid (0.2 
M) 
AS : Nitroprusside (2.5%w/v) + Morpholine (5%v/v) 
 

Detection was performed by monitoring a developed-blue product from the 
specific reaction of diffused acetaldehyde gas with morpholine and nitroprusside.  For 



the ethanol analysis, ‘on-line’ prior oxidation of ethanol to acetaldehyde by acidic 
permanganate was required. 
 
 [Results and Discussion]  By the developed GD-FI system, linear correlations 
between absorbance reading at 600 nm and acetaldehyde or ethanol concentration 
were achieved.  Application of the device to determine ethanol and toxic acetaldehyde 
level in ‘home-made’ and ‘industrial-made’ Thai alcoholic drinks was investigated for 
the sake of food safety.  Results are compared with the results obtained from gas 
chromatographic (GC) method.  They are summarized in Table 1. 
 
Table 1 Concentration level of acetaldehyde and ethanol in alcoholic beverages 
 

Acetaldehyde / mM (mean + SD) Ethanol / % v/v (mean + SD) Sample 
This method GC method Label This 

method 
GC method 

Thai whisky 1 3.57 3.69 35 36.8 37.9 
Thai whisky 2 3.21 3.07 35 34.8 33.7 
Fruit Wine 1 5.24 5.37 10 9.81 9.88 
Fruit Wine 2 5.11 5.24 10 8.97 9.01 
Fruit Wine 3 5.87 5.78 14 13.5 14.7 
 
 By statistical paired t-test, the results were not significant difference between 
the methods compared. (Acetaldehyde: tobserved = 0.50, tcritical = 2.78, Ethanol: t observed 
= 0.62, t critical = 2.78). 
 

[Conclusions] The GD-FI system for spectrophotometric determination of 
acetaldehyde and ethanol was successfully developed.  The method allows selective 
analysis of acetaldehyde and ethanol.   It also provided high precession (Acetaldehyde: 
RSD = 1.2 %, Ethanol: RSD = 3.5 %) with high accuracy (Acetaldehyde: Recovery = 
92-101 %, Ethanol: Recovery = 89-95 %). 
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Gas-diffusion (GD) flow injection (FI) method can be classified as membrane-based 
technique.  By means of this technique, separation of volatile analyte from non 
volatile interferences is accomplished with exploiting gas permeable membrane.     
In this work, the GD-FI method was developed for the selective determination of 
acetaldehyde.  A standard or sample was injected into a donor stream of water flowing 
into a GD unit. Acetaldehyde was diffused through a PTFE membrane (0.45 μm) into 
an acceptor stream of morpholine and nitroprusside and forming of blue-colored 
product was further detected at 600 nm. Under the optimal condition, a dynamic 
working range was 1.0 to 5.0 mM (Abs600nm = 0.032[Acetaldehyde] + 0.069) with 
detection limit (3SD of blank) of 0.52 mM and RSD of 2.9 %.  Validation and 
application to determination of contaminated acetaldehyde in Thai whiskies and fruit 
wines were also investigated.  Based on statistical paired t-test, there was no evidence 
of significant difference between results, determined by the proposed method and by 
the standard gas chromatographic method (tobserved = 0.50, tcritical = 2.78) at 95 % 
confidence.  The method is highly accurate and allows rapid measurement 
(Throughput of 30 samples h-1).  Thus, it is an alternative choice for selective and 
routine determination of acetaldehyde in alcoholic beverage. 
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การตรวจวัดอะซีทัลดีไฮดและเอทานอลอยางจําเพาะเจาะจงโดยใชโฟลอินเจคชันรวมกับแกสดิฟว
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บทคัดยอ: งานวิจยันี้ นําเสนอวิธีการตรวจวัดอะซีทัลดีไฮดและเอทานอลโดยใชระบบโฟลอินเจค
ชันรวมกับแกสดิฟฟวชัน หลักการตรวจวัดอาศัยปฏิกิริยาระหวางอะซีทัลดีไฮดและโซเดียมไนโท
รพรัสไซดกับมอรโฟลีน เมื่อฉีดสารมาตรฐานลงสูกระแสของตัวพาที่เปนน้ํา อะซีทลัดีไฮดจะแพร
ผานเยื่อเลือกผานชนิดไฮโดรโฟบิคแลวทําปฏิกิริยากับโซเดียมไนโทรพรัสไซดและมอรโฟลีนซึ่ง
ใชเปนกระแสของตัวรับ เกดิเปนผลิตภณัฑสีน้ําเงินซึ่งตดิตามคาการดดูกลืนแสงไดที่ความยาวคลื่น 
600 นาโนเมตร สําหรับการตรวจวดัเอทานอล ตองเปลี่ยนเอทานอลใหเปนอะซีทัลดีไฮดโดยการ
ออกซิเดชันดวยสารละลายโพแทสเซียมเปอรแมงกาเนทในกรดซึ่งใชเปนกระแสตัวพา (แทนที่จะ
ใชน้ํา) ภายใตสภาวะทีเ่หมาะสมพบวา ชวงความเปนเสนตรงของอะซีทัลดีไฮด คือ 1 x 10-3 ถึง 5 x 
10-3 โมลาร และของเอทานอลคือ รอยละ 5 ถึง 40 โดยปริมาตร ผลการทดลองยังแสดงใหเห็นวา 
การใชแกสดิฟฟวชันทําใหตรวจวดัอะซีทลัดีไฮดและเอทานอลไดอยางจําเพาะเจาะจง  

Abstract:  This work presents a method for colorimetric detection of acetaldehyde 
and ethanol using a gas-diffusion flow injection system.  Detection principle is based 
on the reaction between acetaldehyde with sodium nitroprusside and morpholine. 
After injection of standard solution into donor stream of water, acetaldehyde diffuses 
through hydrophobic membrane inside a gas-diffusion unit.  Permeated acetaldehyde 
afterward reacts with the acceptor stream of sodium nitroprusside and morpholine. 
Blue-colored product is developed and is subsequently monitored at 600 nm.  For the 
ethanol detection, on-line oxidation of ethanol to become acetaldehyde is carried out 
using acidic potassium permanganate as the donor (instead of water).  Under optimal 
conditions, linear calibrations of 1 x 10-3 to 5 x 10-3 M acetaldehyde and of 5 to 40 % 
(v/v) ethanol were achieved. Results showed that selectivity of the method can be 
enhanced by means of gas-diffusion.  
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