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  งานวิจยัส่วนแรกเป็นการพัฒนาเทคนิคออนคอลัมน์แอฟฟนิิตีสมาร์ทพอลเมอร์เจล ซ่ึงเป็น

เทคนิคการวิเคราะห์ปริมาณกลูโคสอย่างง่ายโดยไม่ใช้เอนไซม์ ท่ีอาศยัการจับกันอย่างจําเพาะเจาะจงของ

หมู่กรดฟีนิลโบโรนิคกับหมู ่ ซิส-ไดออลของกลูโคส โดยทําการเคลือบโคพอลิเมอร์ของ กรด 3-อะคริลามิ

โดฟีนิลโบโรนิคอะคริลาไมด์ (สมาร์ทพอลิเมอร์เจล) ในท่อคาปิลลารีที่มีความยาว 5 เซนติเมตร สมาร์ทพอ

ลิเมอร์เจลดังกล่าวจะเกิดการบวมตวัเมื่อจับกับกลูโคส และเจลจะมีลักษณะใสขึ้นตามความเข้มข้นของ

กลูโคส ทําให้สามารถวัดการเปลี่ยนแปลงของค่าการดูดกลืนแสงด้วยยวู-ีวิสิเบิล สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ที่

ความยาวคลืน่ 500 นาโนเมตร หลังจากนาํท่อท่ีเคลือบด้วยสมาร์ทพอลิเมอร์เจลต่อกับระบบโฟลอินเจค

ชนัแล้วศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของระบบ พบว่าภายใต้สภาวะที่เหมาะสม ออนคอลัมน์แอฟฟนิิตีสมาร์ท

พอลิเมอร์เจลกลูโคสเซนเซอร์ ให้การตอบสนองท่ีเป็นเส้นตรงในช่วง 0.5–16.0 มิลลิโมลาร์ ขีดจาํกัดการ

ตรวจวัดที่ 0.5 มิลลิโมลาร์ ใช้เวลาในการวิเคราะห์ 6 นาที มีความเสถียรในการใช้งานดี สามารถวิเคราะห์

กลูโคสอย่างต่อเนื่องได้ถึง 250 ครั้ง โดยมีค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานสมัพัทธ์เพียง 5% และเมื่อเปรียบเทียบผล

วิเคราะห์ตวัอย่างกลูโคสท่ีเตรียมขึ้นในห้องปฏิบัติการ 10 ตวัอย่าง กับวิธี dinitrosalicylic acid (DNS) พบว่า

ผลการวิเคราะห์ที่ได้จากท้ังสองเทคนิคไม่มีความแตกต่างอย่างมีนยัสําคัญ (P>0.05) นอกจากนี้เมื่อนาํ

เทคนิคออนคอลัมน์แอฟฟนิิตีสมาร์ทพอลิเมอร์เจลกลโูคสเซนเซอร์วิเคราะห์ตวัอย่างปัสสาวะ 3 ตวัอย่าง 

และเปรียบเทียบผลการวิเคราะห์ที่ได้กับ strip test เทคนิค พบว่า ผลการวิเคราะห์ที่ได้จากท้ังสองเทคนิคมี

ความสอดคล้องกัน โดยมีค่าเปอร์เซ็นต์การได้กลับคืนเป็น 88±2% ถึง 103±4 % 

  สําหรับงานวิจัยในส่วนท่ีสองเป็นการพฒันาเทคนิคการวิเคราะห์กลูโคสให้มีความจาํเพาะ

เจาะจงมากขึ้น ทําได้โดยการสังเคราะห์มอนอลิทคอลัมน์ท่ีมีกรดฟีนิลโบโรนิคเป็นหมูฟ่ังก์ชัน ผลจาก

การศึกษาพบวา่สามารถสังเคราะห์มอนอลิทคอลัมน์ในท่อคาปิลลารีได้ แต่เมื่อทดสอบประสิทธิภาพในการ

แยกน้าํตาลของมอนอลิทคอลัมน์ท่ีสังเคราะห์ขึ้น พบว่าค่ารีเทนชนัไทม์ของทั้งกลูโคสและซูโครสมีค่า

ใกล้เคียงกนัมาก ไม่สามารถแยกน้าํตาลท้ังสองชนิดออกจากกนัได้ จึงเน้นการพัฒนาในส่วนของการ

ตรวจวัดกลูโคสด้วยระบบโฟลอินเจคชนัแอมเพอโรเมทรีที่ใช้การปรับปรุงผิวหน้าแกลสซีคาร์บอน

อิเล็คโทรดด้วยอนุภาคทองแดง เพื่อช่วยเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชนัของกลูโคสให้เกิดได้ดีขึ้นที่ศักย์ไฟฟ้าต่าํลง 
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พบว่าให้ผลการทดลองที่น่าพอใจ การปรับปรุงผิวหน้าอิเล็คโทรดด้วยวิธีดังกล่าวสามารถทําได้ง่าย มีความ

เสถียรในการใช้งานสูงมากโดยสามารถวิเคราะห์กลูโคสซํ้าได้อย่างน้อย 350 ครั้ง (ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน

สัมพัทธ์ 2.5%) และค่าสญัญาณการตอบสนองท่ีได้ลดลงเพียง 0.0018% ต่อการฉีดแต่ละครั้ง นอกจากนี้

ยังให้ช่วงการตอบสนองที่เป็นเส้นตรงกว้าง คือ 0.0010-10.00 มิลลิโมลาร์ และให้ค่าขีดจํากัดในการ

ตรวจวัดต่าํถึง 0.0050 มิลลิโมลาร์ หรือ 5.0 ไมโครโมลาร์ สามารถนาํไปประยกุต์ใช้ในการวิเคราะห์

กลูโคสได้  

 

คําหลกั:   แอฟฟนิิตีสมาร์ทพอลิเมอร์เจล กลูโคสเซนเซอร์ กรดฟนิีลโบโรนิก มอนอลิทคอลัมน์  

   ปรับปรุงผิวหน้าอิเล็คโทรดด้วยอนุภาคทองแดง 
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  The first part of this research is the development of a simple non-enzymatic glucose 

sensor named “on-column affinity smart polymer gel glucose sensor”. Copolymer of 3-

acrylamidophenylboronic acid and acrylamide (smart polymer gel) was synthesized in a 5 cm long 

capillary tube with a detection window to provide an on-column light absorption measurement at 500 

nm. The smartpolymer gel swell when it binds with glucose and the optical density of this gel 

decreased with the increase of glucose concentration. After the coated capillary was incorporated into 

a flow injection system and under the optimum conditions, the linearity and the limit of detection of 

this sensor was 0.5-16.0 mM and 0.5 mM, respectively. The analysis time was 6 minutes with a 

very good operational stability (250 consecutive injections with RSD only 5%). In order to evaluate the 

performance of the on-column affinity smart polymer gel sensor, 10 unknown glucose samples 

prepared in distilled water were analyzed with the conventional DNS (dinitrosalicylic acid) and the 

proposed methods. It was found that the results obtained from both methods agreed well (P>0.05). 

For a real sample analysis, three urine samples with known glucose levels were analyzed with the 

developed method. The results showed that the on-column affinity smart polymer gel glucose sensor 

provided the comparable results to those from the normal strip test technique. An acceptable range of 

recoveries, 88±2 to 103±4 %, was also obtained. 

  The second part aims to improve the selectivity of the glucose sensor by coupling a 

separation column in front of the detection part. A monolith column was synthesized using 

phenylboronic acid as a monomer and act as a function group to retain different sugar. It was found 

that the monolith column could be successfully synthesized but it could not separate glucose from 

sucrose. Glucose and sucrose were eluted from the momolith column with almost the same retention 

time. Therefore, the focus is shifted to the development of a flow injection amperometry for better 

detection sensitivity by using copper particles modified glassy carbon electrode. Copper particle 

modified glassy carbon electrode provided good calalytic acitivity for glucose oxidation. The method 
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used to modify electrode in this work is very simple. The operational stability was also good, at least 

350 times of injection can be performed on a single modified electrode (2.5% RSD). The reduction of 

%response was only 0.0018 per injection. Under the oprimum conditions, the copper particle modified 

electrode coupled with the flow injection amperometry provided wide linear dynamic range, 0.0010-

10.00 mM, with low lomit of detection, 0.0050 mM or 5.0 μM.  

 

Keywords:  Affinity smart polymer gel, glucose sensor, phenylboronic acid, monolith column,  

copper particle modified electrode 
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2. Executive summary 

 ปริมาณกลูโคสในซีรมัเป็นปัจจัยหนึ่งที่ใช้ในการบ่งชี้ภาวะการเป็นโรคเบาหวาน ซ่ึงความเข้มข้น

เฉลี่ยของกลูโคสในซีรมัของคนปกติจะอยู่ระหว่าง 4 ถึง 7 มิลลิโมลาร์ (Park et al., 2006) โดยองค์การ

อนามัยโลก (World Health Organization, WHO) ได้รายงานไว้ว่าขณะนี้มีประชากรทั่วโลกจาํนวนไม่น้อย

กว่า 220 ล้านคนที่ป่วยด้วยโรคเบาหวาน และมีแนวโน้มจะเพิ่มขึ้นเป็น 2 เท่าในช่วงปี 2548-2573 (WHO, 

2011) ดังนั้นเทคนิคการวิเคราะห์ปริมาณกลูโคสท่ีให้ผลถูกต้อง แม่นยาํ จึงมีความสําคญัอย่างยิ่งเพื่อใช้เป็น

ข้อมูลประกอบการวินิจฉัยโรคของแพทย์ นอกจากนี้การวิเคราะห์ปริมาณกลูโคสมีความสําคัญต่องาน

ทางด้านเทคโนโลยีชีวภาพและการควบคุมกระบวนการผลิตในอุตสาหกรรมอาหาร เนื่องจากใน

กระบวนการหมักหรือการเลี้ยงเชื้อส่วนใหญ่จะใช้กลูโคสเป็นองค์ประกอบสําคญัในอาหารเล้ียงเชื้อ จึงมี

ความจําเป็นต้องตรวจวัดปริมาณกลูโคสให้อยู่ในระดบัที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของเชื้อหรือเซลล์ที่

ต้องการ (Blake and McLean, 1989) 

เทคนิคที่นิยมใช้สําหรับการวิเคราะห์ปริมาณกลูโคส ส่วนใหญ่จะอาศยัการวัดผลจากปฏิกิริยา

ระหว่างกลูโคส (ซับเสตรท) กับเอนไซม์ซึ่งใช้เป็นวัสดุชีวภาพ และเนื่องจากเอนไซม์จะจับกันอย่างจาํเพาะ

เจาะจงกับซับเสตรทท่ีเข้าคู่กันเท่าน้ัน จึงทําให้เทคนิคการวิเคราะห์โดยใช้เอนไซม์เหมาะสําหรับการ

ตรวจวัดกลูโคสแม้ว่าในตวัอย่างนั้นจะมีองค์ประกอบที่ค่อนข้างซับซ้อน อย่างไรกต็ามการวิเคราะห์ปริมาณ

กลูโคสโดยอาศัยการทํางานของเอนไซม์ยังมีข้อจาํกัดหลายประการด้วยกนั ความเสถียรของเอนไซม์ซึ่ง

เป็นวัสดุชีวภาพเป็นปัญหาหลักท่ีเกิดขึ้นเพราะเอนไซม์เป็นวัสดุชีวภาพซึ่งจะมีการเสื่อมสภาพตามเวลา 

และแม้ว่าเอนไซม์กลโูคสออกซิเดสซึ่งนิยมใช้เป็นตวัเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชนัของกลูโคสจะเป็นเอนไซม์ที่มี

ความเสถียรค่อนข้างสูงเมื่อเทียบกับเอนไซม์ชนิดอื่น ๆ กต็าม แต่ก็ยังมีข้อจาํกดัคือไม่สามารถใช้งานได้ที่

อุณหภูมิสูงกว่า 40 องศาเซลเซียสเพราะความร้อนทําให้เกิดการสูญเสียประสิทธภิาพอย่างรวดเรว็ (Park 

et al., 2006) ทําให้ไม่สามารถนําไปประยุกต์ใช้เพื่อวเิคราะห์กลโูคสในกระบวนการหมักหรือการตรวจวัดที่

ต้องมีการฆ่าเชื้อที่อุณหภมูิสูง (sterilization) (Park et al., 2006) นอกจากนี้ปญัหาเรื่องปริมาณออกซิเจน

ละลาย (dissolved oxygen) เป็นอีกปัญหาหนึ่งท่ีพบได้บ่อย เนื่องจากเอนไซม์ทําหน้าที่เป็นตวัเร่งปฏิกิริยา

ออกซิเดชันของกลูโคสแล้วส่งผ่านอิเล็กตรอนท่ีเกิดขึ้นไปยังออกซิเจนที่มีอยู่ในสารละลาย (Wu et al., 

2004) ดังนั้นปริมาณออกซิเจนละลายที่อยู่ในสารละลายบพัเฟอร์จึงมีผลต่อการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน

ของกลูโคสและความถูกต้องของผลการวิเคราะห์ ทําให้ต้องควบคุมปริมาณออกซิเจนละลายให้มีค่าคงท่ี 

(Park et al., 2006)  

ด้วยข้อจาํกัดเหล่านี้ทําให้มีการพัฒนาเทคนิคการตรวจวัดปริมาณกลูโคสแบบไม่ใช้เอนไซม์ขึ้น 

โดยสารตวัหนึ่งท่ีนิยมใช้ คือ กรดฟนีิลโบโรนิคซึ่งเป็นแอฟฟนิิตีลิแกนด์ (affinity ligand) ท่ีสามารถเกิด

พันธะโควาเลนต์แบบผันกลับได้ (reversible covalent bond) อย่างจําเพาะเจาะจงกับหมู่ไดออลของกลูโคส
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ท่ีมีการจัดวางตําแหน่งแบบซิส (cis-configuration) (Lorand and Edwards, 1959) และเม่ือนาํมาประยุกต์ใช้

ร่วมกับสมาร์ท พอลิเมอร์เจล (smart polymer gel) ท่ีสามารถเปลี่ยนแปลงสมบัติทางกายภาพหรือทางเคมี

เมื่อมีการเร้าจากปัจจัยภายนอก (Annaka and Tanaka, 1992; Ivanov et al., 2005; Kataoka et al., 1998; 

Suzuki and Tanaka, 1990)   ทําให้สามารถพัฒนาเป็นสมาร์ทพอลิเมอร์เจล ท่ีมีความไวต่อการ

เปลี่ยนแปลงความเข้มข้นของกลูโคสได้ (Alexeev et al., 2003; Gabai et al., 2001; Lee et al., 2004; 

Matsumoto et al., 2004a; Matsumoto et al., 2004b)  

จากรายงานการวิจัยท่ีผ่านมาการทําพอลิเมอร์เจลให้อยู่ในรูปที่เหมาะสมสาํหรบัการตรวจวดั 

ตลอดจนการตรวจวัดผลที่เกิดขึ้น ส่วนใหญ่ใช้เทคนิคที่ค่อนข้างยุ่งยาก เช่น การตรวจวัดความถีข่องการสัน่

ท่ีเปลี่ยนแปลงไป (ควอซคริสตัล ไมโครบาลานซ์) การเปลี่ยนแปลงของมุมสะท้อน (เซอร์เฟซพลาสมอนเร

โซแนนซ์) การเปลี่ยนแปลงของค่าอิมพิแดนซ์ (อิมพิดิเมทตรี) (Gabai et al., 2001) หรือการใช้กล้อง CCD 

(CCD camera) สําหรับถ่ายภาพเพื่อสังเกตการบวมตวัของเจล (Matsumoto et al., 2004a) นอกจากนี้ยังใช้

เวลาในการวิเคราะห์ค่อนข้างนานอีกด้วย เช่น ในการวิเคราะห์กลูโคสท่ีความเข้มข้น 25 มิลลิโมลาร์ ใช้

เวลาประมาณ 40 นาทีต่อการวิเคราะห์หนึ่งตวัอย่าง (Gabai et al., 2001) ดังนั้นในงานวิจยันี้จึงต้องการ

ศึกษาและพฒันาสมาร์ทพอลิเมอร์เจลสําหรับการวิเคราะห์กลโูคสท่ีสามารถใช้งานได้ง่าย มีขั้นตอนการ

วิเคราะห์ท่ีไม่ยุ่งยากและใช้เวลาในการวิเคราะห์สั้น โดยมีแนวคิดในการนาํเทคนิคคาปิลลารอิีเล็กโทรโคร

มาโทกราฟ ี(capillary electrochromatography) มาประยุกต์ใช้  

เนื่องจากกรดฟนีิลโบโรนิคสามารถเกิดพนัธะกับสารที่มีหมู่ไดออลที่จัดวางตวัในตาํแหนง่ซิสได้ทุก

ชนิด จึงสามารถจับกับน้าํตาลได้หลายชนิด ดังนั้นเพื่อพัฒนาระบบการตรวจวัดกลูโคสมีความจาํเพาะ

เจาะจงมากขึ้น จึงเพิม่ส่วนของคอลัมน์ในการแยกน้าํตาลแต่ละชนิดออกจากกันก่อนที่จะเข้าสู่ระบบของ

การตรวจวัด จากการค้นข้อมูลเกี่ยวกับค่าคงท่ีในการเกิดพนัธะระหว่างกรดฟีนิลโบโรนิคกับน้ําตาลชนิด

ต่าง ๆ พบว่ามีค่าแตกต่างกัน (Lorand and Edwards, 1959; Springsteen and Wang, 2002) ดังนั้นจึงมี

ความต้องการท่ีจะสังเคราะห์มอนอลิทคอลัมน์ท่ีมีกรดฟนิีลโบโรนิคเป็นหมูฟ่ังก์ชัน เพื่อใช้ในการแยก

น้าํตาลแต่ละชนิดก่อนการตรวจวัด ส่งผลได้ระบบการตรวจวัดท่ีพัฒนาขึ้น มีความจาํเพาะเจาะจงสําหรับ

การตรวจวัดกลูโคสมากยิง่ขึ้น 
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3. วัตถุประสงค ์

 พัฒนาเทคนิคแอฟฟินิตีสมาร์ทพอลิเมอร์เจล สําหรับการตรวจวัดกลูโคสท่ีสามารถใช้งานได้ง่าย 

และใช้เวลาในการวิเคราะห์สั้น รวมท้ังศึกษาวิธีการท่ีทําให้การตรวจวัดมีความจาํเพาะเจาะจงกับกลูโคส

และประยุกต์ใช้ในการวิเคราะห์ปริมาณกลูโคสในตวัอย่างจริง 

 

4. วิธีทดลอง 

 งานวิจยันี้แบ่งออกเป็นสองส่วน ส่วนแรกคือการพฒันาเทคนิควิเคราะห์กลูโคสอย่างง่ายที่สามารถ

วิเคราะห์ตวัอย่างท่ีมีกลูโคสเป็นองค์ประกอบหลัก ส่วนที่สองจะเป็นการพัฒนาระบบให้มีความจาํเพาะ

เจาะจงต่อการตรวจวัดกลโูคส เพื่อใช้วิเคราะห์ตวัอย่างท่ีอาจมีน้าํตาลอ่ืนท่ีไม่ใช่กลูโคสรวมอยู่ด้วย จึงขอ

แบ่งวิธีการทดลองออกเป็น 2 ส่วนดังนี้ 

 4.1 ศึกษาและพฒันาแอฟฟินิตีสมารท์พอลิเมอรเ์จลสําหรบัการตรวจวัดกลูโคสอย่างง่าย 

  แอฟฟนิิตีสมาร์ทพอลิเมอร์เจลกลูโคสเซนเซอร์ มีหลักการทาํงานโดยอาศัยการจับกนั

อย่างจาํเพาะเจาะจง (affinity binding) ของหมู่กรดฟนิีลโบโรนกิในพอลิเมอร์เจลที่สังเคราะห์ขึ้นกับหมู่ซิส-

ไดออล (cis-diol) ท่ีมีอยู่ในกลูโคส เมื่ออยู่ในสาระละลายท่ีมีน้าํเป็นองค์ประกอบ (aqueous media) กรดฟี

นิลโบโรนิกจะอยู่ในสมดุลระหว่าง 2 โครงสร้าง (รูปท่ี 1) คือ โครงสร้างสามเหลี่ยมแบนราบที่ไม่มีประจุ 

(neutral trigonal planar form หรือ uncharged form I ในรูปท่ี 1) กับโครงสร้างปิระมิดฐานสามเหลี่ยมท่ีมี

ประจุลบ (tetrahedral anionic form หรือ charged form II ในรูปท่ี 1 ) ซ่ึงกลูโคสสามารถเกิดพนัธะได้ดีกว่า

เมื่อกรดฟนีิลโบโรนิคอยู่ในโครงสร้างแบบที่มีประจุ เมือ่ความเข้มข้นของกลูโคสเพิม่ขึ้น ทําให้สมดุลเลื่อนไป

ท่ีในทิศทางที่ทําให้เกิดเป็นสารประกอบที่มีประจขุองกรดฟีนิลโบโรนิคมากขึ้น (รูปที่ 1) เกิดความแตกต่าง

กันของปริมาณไอออนที่อยู่ภายในเนื้อเจลกับในสารละลายรอบ ๆ เจล ส่งผลให้เกิด Donnan potential ทํา

ให้พอลิเมอร์เจลเกิดการบวมตวัขึ้นและมีลักษณะใสขึ้นกว่าเดิม (Ivanov et al., 2008)  สามารถวัดการ

เปลี่ยนแปลงค่าการดูดกลืนแสงก่อนและหลังการจับกับกลูโคสได้ โดยค่าการดูดกลืนแสงที่เปล่ียนแปลงไป

จะแปรผันตรงกับความเข้มข้นของกลูโคสท่ีอยู่ในสารละลาย พันธะโควาเลนต์ที่เกิดขึ้นระหว่างกรดฟนีิลโบ

โรนิคและกลูโคสเป็นแบบผันกลับได้ ดังนั้นเมื่อโมเลกุลของกลูโคสถูกปล่อยออกจากหมู่กรดฟนีิลโบโรนิค

ของแอฟฟนิิตีสมาร์ทพอลิเมอร์เจล จะทําให้เจลเกิดการหดตวัและค่าการดูดกลืนแสงก็จะเปลี่ยนกลับไป

เท่ากับค่าการดูดกลืนแสงก่อนการจับกับกลูโคส เนื่องจากเจลที่สังเคราะห์ขึ้นมีการบวมตวัเมื่อมีการจับกับ

กลูโคสและเมือ่กลูโคสหลุดออกไปเจลก็จะเกิดการหดตวักลับมาอยู่ในสภาพเดิม ทําให้เรียกเจลดังกล่าวว่า 

“แอฟฟนิิตีสมาร์ทพอลิเมอร์เจล”  
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รปูที่ 1 สมดุลของอนุพนัธ์ของกรดฟีนิลโบโรนิคและหมู่ไฮดรกซิล (OH-) และหรือกลูโคสในสารละลายที่มี

นํ้า (aqueous media) 

  4.1.1 การสงัเคราะห์แอฟฟินิตีสมารท์พอลเมอรเ์จลภายในท่อคาปิลลารี 

 สังเคราะห์โคพอลิเมอร์ของ กรด 3-อะคริลามิโดฟนีิลโบโรนิคอะคริลาไมด์ (3-

acrylamidophenylboronic acid-acrylamide copolymer) เพื่อให้ได้แอฟฟินิตีสมาร์ทพอลิเมอร์เจล ท่ีมีสมบัติ

ทางกายภาพและทางเคมีที่มีความเหมาะสมในการที่จะนําพฒันาต่อเป็นกลูโคสเซนเซอร์ ซ่ึงสามารถ

สังเคราะห์ได้ตามวิธีดังนี้ 

 4.1.1.1 ละลายส่วนผสมของมอนอเมอร์ (monomer mixture) ท่ีประกอบด้วย กรด 

3-อะคริลามิโดฟีนิลโบโรนิค 9.6 มิลลิกรัม อะคริลาไมด์ 30.6 มิลลิกรมั ในน้าํปราศจากไอออนปริมาตร 

0.50 มิลลิลิตรท่ีอุณหภูมิ 60°C จากนั้นจึงเติม N,N,N’,N’-tetramethylethylenediamine (TEMED) ปริมาตร 

2.0 ไมโครลิตร เขย่าให้เข้ากัน แล้วนาํไปเพิร์จด้วยแก๊สไนโตรเจนเพื่อกาํจัดเอาออกซิเจนออก  

 4.1.1.2 เตรียมสารละลายที่เป็นตวัริเริม่ปฏิกิริยา (initiator solution) โดยการละลาย

แอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟต 19.9 มิลลิกรมัในน้าํปราศจากไอออนปริมาตร 0.50 มิลลิลิตร 
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 4.1.1.3 นําสารละลายท้ังสองส่วนข้างต้น คือ สารละลายส่วนผสมของมอนอเมอร์

และสารละลายท่ีเป็นตวัริเริ่มปฏิกิริยา ผสมกันในอัตราส่วน 2:1 จะเกิดปฏิกิริยาพอลิเมอร์ไรเซชนัได้

ผลิตภัณฑ์เป็นแอฟฟินิตีสมาร์ทพอลิเมอร์เจลที่มีลักษณะขาวขุ่น 

 4.1.1.4 เตรียมท่อคาปิลลาร ี โดยตัดท่อให้มีความยาว 5 เซนติเมตร โดยใช้ท่อที่มี

เส้นผ่านศูนย์กลางขนาด 0.32 มิลลิเมตร เพื่อการทดสอบในเบื้องต้นก่อน เม่ือได้ท่อที่มีความยาวท่ีต้องการ

แล้ว กนํ็าท่อท่ีได้สอดเข้าไปในอุปกรณ์สําหรับเผาชั้นของพอลิเอมีด (polyimide) ออก ทําให้ได้ส่วนท่ีมี

ลักษณะใสบริเวณตอนกลางของท่อคาปิลลารี ใช้สําหรับการตรวจวดัด้วยเทคนิคยูว-ีวิสิเบิล สเปกโตรโฟโต

มิเตอร์ 

 4.1.1.5 นําท่อท่ีเตรียมได้จากข้อ 4.1.2.4 จุ่มลงในสารละลายท่ีเตรียมได้จากข้อ 

4.1.2.3 ทันทีหลังผสมสารตั้งต้นท้ังสองชนิดเข้าด้วยกนั ในขั้นตอนนี้อาจจะใช้แก๊สไนโตรเจนเป็นตวัช่วยทํา

ให้สารละลายไหลผ่านท่อคาปิลลารีได้ดีขึ้น หรือ อาจจะให้สารละลายไหลผ่านท่อด้วยแรงคาปิลลารีก็ได้ 

ซ่ึงจะต้องมีการศึกษาว่าวิธีการใดจะมีความเหมาะสมมากที่สุด 

 4.1.1.6 แอฟฟนิิตีสมาร์ทพอลิเมอร์เจลจะเกิดขึ้นทันทีภายในท่อคาปิลลารี โดย

ปริมาตรของสารละลายท่ีเตรียมขึ้นในแต่ละครั้ง สามารถเคลือบท่อคาปิลลารีได้จาํนวน 3 ท่อ จากนั้นจึง

นาํท่อท้ังสามมาต่อกนัแบบอนุกรมในระบบไหลผ่านทีม่ีเฟสเคลื่อนที่เป็นสารละลายฟอสเฟตบัพเฟอร์ เป็น

เวลา 30 นาที เพื่อชะสารตั้งต้นที่เหลือจากการทําปฏิกิริยาออก และทําให้แอฟฟนิิตีสมาร์ทพอลิเมอร์เจลมี

ความคงตวัมากขึ้น ในขั้นตอนนี้จะได้แอฟฟนิิตีสมาร์ทพอลิเมอร์เจลท่ีเคลือบอยู่ในท่อคาปิลลารีท่ีพร้อม

สําหรับการนาํไปใช้งาน  

4.1.2 สภาวะทีเ่หมาะสมของแอฟฟินิตีสมารท์พอลเมอร์เจลกลูโคสเซนเซอร ์ที่ต่อ

กับระบบโฟลอิเจคชนั 

 นําท่อคาปิลลารีที่เคลือบด้วยแอฟฟนิิตีสมาร์ทพอลิเมอร์เจลและผ่านการชะด้วย

สารละลายฟอสเฟตบัพเฟอร์จากข้อ 4.1.1.6 มาต่อเข้ากับระบบโฟลอินเจคชัน ตามรูปท่ี 2a ซ่ึงจะประกอบ

ไปด้วยป๊ัมสําหรับขับเคลื่อนสารละลายในระบบ (400 Solvent Delivery System, Applied Biosystem, USA) 

อินเจคชนั วาล์ว (6 port valve, Valco Instruments Co. Inc., USA) สําหรับฉีดสารละลายมาตรฐาน สาร

ตวัอย่าง และสารละลายสําหรับสลายพนัธะโควาเลนต์ระหว่างหมู่กรดฟนีิลโบโรนิคของแอฟฟนิิตีสมาร์ท

พอลเมอร์เจลกับหมู่ซิส-ไดออลของน้ําตาลกลโูคส และตวัตรวจวัดแบบออนคอลัมน์ยูว-ีวิสิเบิลสเปกโตร

โฟโตมิเตอร์ (Absorbance Detector, Applied Biosystem, USA)  



 

 

รปูที่ 2  

 

 (a)  ระบบ

     ระบบโ

 (b)  เซลล์ที

      สมาร์ท

 (c)  ภาพถ่

ตรวจวดัแบบ

โฟลอินเจคชั

ท่ีใช้สําหรับก

ทพอลิเมอร์เจ

ถายจากกล้อง

บออนคอลัมน

ชนั   

ารตรวจวดัแ

จล 

งจุลทรรศน์แ

11 

น์แอฟฟินิตีสม

แบบออนคอลั

แบบส่องกราด

มาร์ทพอลเม

ลัมน์และท่อค

ดท่ีกําลังขยา

มอร์เจลกลูโค

คาปิลลารีท่ีเค

าย 1500 เท่า

คสเซนเซอร์ ที

คลือบด้วยแอ

า 

 

ท่ีต่อกับ 

อฟฟนิิตี 
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ในการเซทระบบโฟลอินเจคชนันัน้ ส่วนใสของท่อคาปิลลารีที่เคลือบด้วยพอลิเมอร์เจลจะมี

ตาํแหน่งตรงกับช่องที่ให้แสงเดินทางผ่านของเซลล์สําหรับการตรวจวัดแบบออนคอลัมน์ (on-column 

detection cell) ดังแสดงในรูปท่ี 2b ซ่ึงจะเป็นตาํแหน่งท่ีมีการตรวจวัดค่าดูดกลืนแสงที่เปลี่ยนแปลงไปของ

แอฟฟนิิตีสมาร์ทพอลเมอร์เจล หลังจากหมู่กรดฟีนิลโบโรนิคเกิดพนัธะโควาเลนต์กับหมู่ซิส-ไดออล ของ

น้าํตาลกลูโคส ท่ีความยาวคลื่น 500 นาโนเมตร 

หลังจากเซทระบบโฟลอินเจคชนัเรียบร้อยแล้ว จึงทําการทดลองเพื่อหาสภาวะที่เหมาะสม

ของระบบ และทําการศึกษาทีละปัจจัย หรือถ้ามีปัจจัยใดที่ส่งผลต่อกันก็จะทําการศึกษาในลักษณะท่ีเป็น

แฟคทอเรียล โดยใช้สารละลายมาตรฐานของกลูโคสความเข้มข้น 10.0 มิลลิโมลาร์ในการทดสอบ เพื่อให้

เห็นสญัญาณการตอบสนองที่ชัดเจน ในการพิจารณาสภาวะท่ีเหมาะสมจะเลือกจากสภาวะท่ีให้ค่า

สัญญาณในการตอบสนองของเซนเซอร์ต่อน้าํตาลกลโูคสสูง และใช้เวลาในการวิเคราะห์น้อย มีปัจจัยและ

ช่วงของการศึกษาสรุปได้ในตารางที่ 1  

 

ตารางที่ 1 ปัจจัยท่ีศึกษาเพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมของแอฟฟนิิตีสมาร์ทพอลเมอร์เจลเซนเซอร์ ท่ีต่อ 

     กับระบบโฟลอิเจคชนั 
 

ปัจจัยที่ศึกษา  ช่วงที่ศึกษา  

สารละลายฟอสเฟตบพัเฟอร์ที่ใช้เป็นเฟสเคลื่อนท่ี 

     ความเขม้ข้น (มิลลิโมลาร์) 

     pH 

 

10-25 

7.00-8.00  

สารละลายฟอสเฟตบพัเฟอร์ที่ใช้เป็นสารละลายสลายพนัธะ 

     ความเขม้ข้น (มิลลิโมลาร์) 

     pH  

 

15-30 

5.00-7.00  

ปริมาตรสารตวัอย่าง (ไมโครลิตร)  100-400  

อัตราไหลของเฟสเคลื่อนที ่(มิลลิลิตรต่อนาที)  0.02-0.10  
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4.1.3 ผลของขนาดเสน้ผ่านศูนย์กลางภายในของท่อคาปิลลารีที่มีต่อความไว

วิเคราะหข์องแอฟฟินิตีสมาร์ทพอลเมอร์เจลกลูโคสเซนเซอร ์

 เนื่องจากขนาดเส้นผ่านศนูย์กลางภายในของท่อคาปิลลารีจะเป็นตวักําหนด

ปริมาณของแอฟฟนิิตีสมาร์ทพอลเมอร์เจลที่จะเคลือบไว้ภายในท่อ ดังนั้นจึงศึกษาผลของขนาดเส้นผ่าน

ศูนย์กลางของท่อที่มีต่อความไววิเคราะห์ (ความชันของกราฟมาตรญาน) ของเซนเซอร์ท่ีพฒันาขึ้น โดย 

ขนาดของเส้นผ่านศูนย์กลางภายในของท่อคาปิลลารีที่ทําการศึกษา คือ 0.25 มิลลิเมตร 0.32 มิลลิเมตร 

และ 0.53 มิลลิเมตร และฉีดสารละลายมาตรฐานของกลูโคสในช่วงความเข้มข้น 1.0 – 20.0 มิลลิโม

ลาร์ จากนั้นจึงนําสัญญาณการตอบสนองที่ได้จากแอฟฟนิิตีสมาร์ทพอลเมอร์เจลกลูโคสเซนเซอร์มาเขียน

กราฟมาตรฐานเพื่อคาํนวณหาความชนัของกราฟ และเปรียบเทียบความชนัที่ได้จากการใช้ท่อคาปิลลารีที่

มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางภายในแตกต่างกัน 

 4.1.4 ประสิทธิภาพและพิสูจนก์ารใชไ้ด้ของแอฟฟินิตีสมารท์พอลเมอรเ์จล กลูโคส

เซนเซอรท์ี่พฒันาขึน้ 

 4.1.4.1 ช่วงการตอบสนองทีเ่ปน็เสน้ตรงและขีดจาํกัดการตรวจวัด 

  เมื่อได้สภาวะที่เหมาะสมทั้งหมดของระบบ จึงทําการศึกษาช่วงการ

ตอบสนองที่เป็นเส้นตรงของเซนเซอร์ โดยการฉีดสารมาตรฐานของกลูโคสท่ีความเข้มข้นตั้งแต่ 0.50 – 

18.0 มิลลิโมลาร์ โดยจะพิจารณาช่วงความเป็นเส้นตรงจากค่าสหสัมพนัธ์เชิงปริมาณ (R2) ซ่ึงควรจะมีค่า

เข้าใกล้ 1 พร้อมกับศึกษาความเข้มข้นต่าํสุดท่ีเซนเซอร์สามารถตรวจวัดได้ โดยท่ีพิจารณาจากความเข้มข้น

ท่ีให้สัญญาณการตอบสนอง (signal) สูงกว่าสญัญาณรบกวน (noise) มากกว่าหรือเท่ากับ 3 เท่า  

 4.1.4.2 ความเที่ยงของแอฟฟินิตีสมารท์พอลิเมอร์เจลกลูโคสเซนเซอร์ เมือ่

ทาํการวเิคราะหภ์ายในวนัเดียวกนั (intra-day precision) และระหวา่งวนั (inter-day precision) 

  สําหรับกรณีของ intra-day precision ทําการทดลองโดยการวิเคราะห์

สารละลายมาตรฐานกลูโคสท่ีความเข้มข้น 8.0 มิลลิโมลาร์ (ความเข้นข้นซึง่อยู่ในช่วงกลางของกราฟ

มาตรฐาน) จาํนวน 15 ซํ้า จากนั้นนาํค่าสัญญาณการตอบสนองที่ได้มาคาํนวณหาค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน

สัมพัทธ์ (RSD) 

  ส่วนในกรณีของ inter-day precision ทําการทดลองโดยการวิเคราะห์

สารละลายมาตรฐานของกลูโคสท่ีความเข้มข้นเดียวกัน (8.0 มิลลิโมลาร์) ด้วยออนคอลัมน์แอฟฟนิิตี

สมาร์ทพอลิเมอร์เจลอนัเดียวกันต่อเนื่องกัน 3 วัน โดยฉีดซ้ําวนัละ 15 ครั้ง แล้วนาํค่าสัญญาณการ

ตอบสนองที่ได้มาคํานวณหาค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพัทธ์ 
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 4.1.4.3 ความเสถียรในการใชง้านของแอฟฟินิตีสมารท์พอลเมอร์เจลกลูโคส

เซนเซอร ์

  เพื่อทดสอบว่าแอฟฟนิิตีสมาร์ทพอลิเมอร์เจลกลโูคสเซนเซอร์ท่ีสังเคราะห์

ขึ้นภายในท่อคาปิลลารี 1 ท่อ สามารถใช้วิเคราะห์ซ้ําได้จาํนวนกี่ครั้ง ทําการศึกษาโดยการฉีดสารละลาย

มาตรฐานกลูโคสความเข้มข้น 8.0 มิลลิโมลาร์ซํ้าอย่างต่อเนื่อง และกาํหนดให้สัญญาณการตอบสนองที่ได้

จากการฉีดครั้งแรกเป็น 100% แล้วสัญญาณทีไ่ด้จากการฉีดในครั้งถัดไปมากเ็ทียบสัดส่วนจาก 100% 

ดังกล่าว แล้วจึงนาํข้อมูลท่ีได้มาเขียนกราฟแสดงความสมัพันธ์ระหว่างจาํนวนครั้งท่ีฉีดและ %สัญญาณ

การตอบสนองที่ได้ 

 4.1.4.4 ความสามารถในการทาํซํ้าไดข้องการสงัเคราะห์แอฟฟินิตีสมารท์ 

พอลิเมอรเ์จลกลูโคสเซนเซอร์ในท่อคาปิลลารี 

  ทําการศึกษาโดยการสังเคราะห์และเคลือบท่อคาปิลลารีด้วยแอฟฟินิตี

สมาร์ทพอลิเมอร์เจล ท้ังหมด 6 ท่อ (ใช้สารละลายมอนอเมอร์และสารละลายริเริ่มปฏิกิริยาท่ีเตรียมครัง้

เดียวกัน) จากน้ันนาํแต่ละท่อ (ทําการทดลองครั้งละ 1 ท่อ) มาต่อเข้ากับระบบโฟลอินเจคชนั แล้วฉีด

สารละลายมาตรฐานกลูโคสในช่วงความเข้มข้น 1.0 – 16.0 มิลลิโมลาร์ นาํสัญญาณการตอบสนองที่ได้มา

เขียนกราฟมาตรฐาน แล้วเปรียบเทียบค่าความไววิเคราะห์ (ความชนัของกราฟมาตรฐาน) ท่ีได้จากท่อแต่

ละอัน  

4.1.4.5 ความจําเพาะเจาะจงของแอฟฟินิตีสมารท์พอลิเมอร์เจล 

  เนื่องจากหมูก่รดฟนิีลโบโรนิคสามารถเกิดพนัธะโควาเลนต์แบบผันกลับได้

กับหมู่ซิส-ไดออล ของกลูโคส ซ่ึงในความเป็นจริงแล้วน้าํตาลหลายชนิดมีหมู่ซิส-ไดออล จึงต้องการ

ทดสอบความจําเพาะเจาะจงของเซนเซอร์ท่ีพัฒนาขึ้นต่อน้าํตาลชนิดต่าง ๆ ว่าให้ผลอย่างไร โดยเลือก

ศึกษาน้าํตาลท่ีแตกต่างกนั 2 กลุ่ม คือ น้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว ประกอบด้วยกลูโคส (น้าํตาลท่ีต้องการ

วิเคราะห์) แมนโนส และกาแลคโตส และน้าํตาลโมเลกลุคู่ คือ ซูโครส และ แลคโตส ซ่ึงทําการศึกษาโดย

ฉีดสารละลายมาตรฐานของน้ําตาลแต่ละชนิดในช่วงความเข้มข้น 1.0 – 16.0 มิลลิโมลาร์ นาํสัญญาณการ

ตอบสนองที่ได้มาเขียนกราฟมาตรฐาน แล้วเปรียบเทียบค่าความไววิเคราะห์ (ความชนัของกราฟ

มาตรฐาน) ท่ีได้จากการวิเคราะห์น้าํตาลแต่ละชนิด 

 4.1.4.6 เปรียบเทียบผลการวิเคราะห์กับวิธีมาตรฐาน 

เพื่อเป็นการพิสูจน์การใช้ได้ของวิธี จึงต้องมีการเปรียบเทียบผล ท่ีได้จาก

การวิเคราะห์ด้วยเซนเซอร์ท่ีพัฒนาขึ้นกบัวิธีมาตรฐาน ทําการศึกษาโดยวิเคราะห์ตวัอย่างกลูโคสท่ีเตรียม

ขึ้นเองในห้องปฏิบัติการที่ความเข้มข้นต่าง ๆ จํานวน 10 ตวัอย่าง โดยเตรียมให้อยู่ในช่วงความเข้มข้น 5.0-
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50.0 มิลลิโมลาร์ แบ่งตัวอย่างดังกล่าวออกเป็นสองส่วน ส่วนแรกวิเคราะห์ด้วยแอฟฟนิิตีสมาร์ทพอลิเมอร์

เจลกลูโคสเซนเซอร์ท่ีพฒันาขึ้น อีกส่วนหนึ่งวิเคราะห์ด้วยวิธีกรดไดไนโตรซาลิไซลิก (Dinitrosalicylic acid 

(DNS) method) ซ่ึงจะอาศัยการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของหมู่อัลดีไฮด์ของน้ําตาลกลูโคส และการ

เกิดปฏิกิริยารีดักชนัของ 3,5-dinitrosalicylic acid ภายใต้สภาวะที่เป็นเบส จะได้ผลิตภัณฑ์สีน้าํตาลแดงของ 

3-อะมิโน 5-กรดไนโตรซาลไซลิก และวัดการดูดกลืนแสดงของสารดังกล่าวท่ีความยาวคลื่น 575 นาโน

เมตร (Miller, 1959) เปรียบเทียบผลการวิเคราะห์ท่ีได้จากทั้ง 2 วิธี โดยการทดสอบทางสถิติด้วยเทคนิค 

Wilcoxon Signed Rank 

4.1.4.7 วิเคราะห์ตวัอย่างจริง 

ได้ความอนุเคราะห์ตวัอย่างปัสสาวะ 3 ตวัอย่างจากโรงพยาบาลสงขลา

นครินทร์ อ. หาดใหญ่ จ. สงขลา นําตวัอย่างที่ได้มากรองผ่านกระดาษกรอง (Whatman® grade 1, pore 

size 11 μm, Whatman International Ltd., Maidstone, England) เพื่อที่จะแยกเอาอนุภาคต่าง ๆ ท่ีปนเปื้อน

อยู่ในตวัอย่างปัสสาวะออก โดยก่อนจะวิเคราะห์ตวัอย่างจริง ต้องศึกษาก่อนว่าองค์ประกอบอ่ืน ๆ ท่ีมีอยู่

ในตวัอย่างรบกวนการวิเคราะห์หรือไม่ สามารถทําการศึกษาได้ด้วยการเตรียมสารละลายมาตรฐาน

กลูโคส 2 แบบ แบบท่ี 1 คือ เติมสารละลายมาตรฐานกลูโคสที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ลงในตวัอย่างปัสสาวะ

แต่ละตวัอยา่ง เพื่อให้ในตวัอย่างปัสสาวะมีความเข้มข้นของกลูโคสท่ีแตกต่างกนั แบบนี้จะเรียกว่า matrix 

matched calibration curve  ส่วนแบบที่ 2 จะเป็นการเตรียมสารละลายมาตรฐานแบบปกติ คือ เตรียมใน

สารละลายฟอสเฟตบัพเฟอร์ แบบนี้จะเรียกว่า standard curve ช่วงความเข้มข้นของกลูโคสเตรียมทั้งสอง

แบบจะอยู่ในช่วงเดียวกนั คือ 0.0 2.0 4.0 และ 8.0 มิลลิโมลาร์  

ทําการวิเคราะห์สารละลายท่ีเตรียมขึ้นทั้งหมดด้วยแอฟฟินิตีสมาร์ทพอลิ

เมอร์เจลกลูโคสเซนเซอร์ แล้วเขียนกราฟแสดงความสมัพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของกลูโคสกับสัญญาณ

การตอบสนองที่ได้ นําค่าความชนัท่ีได้มาเปรียบเทียบกัน เมื่อทดสอบทางสถิติแล้วพบว่าค่าความชนัท่ีได้

จากกราฟมาตรฐานทั้งสองแบบมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญ ในการวิเคราะห์ตวัอย่างจริง

จําเป็นต้องใช้ matrix matched calibration curve ในการวิเคราะห์หาปริมาณกลูโคสในตวัอย่าง ด้วยข้อมูล

ข้างต้นสามารถคํานวณหาเปอร์เซ็นต์การได้กลับคืน (recovery) โดยอ้างอิงจากวิธีการคํานวณท่ีแนะนาํไว้

โดย EURACHEM  (Guide EURACHEM, 1998) 

จากนั้นจึงทําการเปรียบเทียบผลท่ีได้จากการวิเคราะห์ตวัอย่างจริงด้วย

แอฟฟนิิตีสมาร์ทพอลิเมอร์เจลกลูโคสเซนเซอร์ท่ีพฒันาข้ึน กับผลการวิเคราะห์ตวัอย่างเดียวกนัด้วย strip 

test (ARKRAY AUTIONTM Sticks, ARKRAY, Inc. Kyoto, Japan) ท่ีได้จากโรงพยาบาลสงขลานครินทร์ อ. 

หาดใหญ่ จ. สงขลา เพื่อเป็นการยืนยันว่าวิธีทีพ่ฒันาขึ้นให้ผลการวิเคราะห์ที่เทียบเท่ากับวิธีที่ใช้จริงใน

โรงพยาบาล 
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  4.2 ศึกษาและพฒันาแอฟฟินิตีสมาร์ทพอลิเมอร์เจลให้มีความจําเพาะเจาะจงต่อการ

ตรวจวัดกลูโคส  

  วิธีทดลองตามแผนการดาํเนินงานวิจยัเดิม 

  เนื่องจากกรดฟนีิลโบโรนิคสามารถเกิดพันธะกับสารที่มีหมู่ซิส-ไดออลเป็นองค์ประกอบ 

ซ่ึงมีอยู่ในน้าํตาลเกือบทุกชนิด แอฟฟนิิตีสมาร์ทพอลิเมอร์เจลที่พฒันาขึ้นในช่วงปีแรกจึงไม่จาํเพาะเจาะจง

กับน้ําตาลกลโูคสเพียงชนิดเดียว ดังนั้นจึงต้องการศึกษาและพฒันาต่อยอดจากเทคนิคเดิมให้สามารถแยก

ตรวจวัดกลูโคสจากน้าํตาลชนิดอืน่ ๆ ท่ีสามารถจับตวักับสมาร์ทพอลิเมอร์เจลได้ โดยการเคลือบแอฟฟนิิตี

สมาร์ทพอลิเมอร์เจลภายในท่อคาปิลลารีตลอดชว่งความยาวที่เหมาะสม เพือ่ให้เป็นท้ังเฟสอยู่กับที่เพื่อ

แยกน้าํตาลชนิดตา่ง ๆและใช้เป็นบริเวณสําหรับการตรวจวัดด้วยยูวี วิสิเบิล โดยมีปัจจัยท่ีต้องศึกษาดังนี้ 

   4.2.1 ความยาวของแอฟฟินิตีสมารท์พอลิเมอร์เจลคอลัมนท์ีเ่หมาะสม  

ในการเคลือบแอฟฟนิิตีสมาร์ทพอลิเมอร์เจลภายในท่อคาปิลลารีตลอดความยาว

ของท่อ จําเป็นต้องอาศยัการขับดันสารละลายให้เข้าไปภายในท่อโดยใช้แก๊สไนโตรเจน ไม่สามารถเคลือบ

โดยใช้แรงคาปิลลารีได้เหมือนกับการทดลองในส่วนแรก เนื่องจากความยาวของท่อที่ใช้ยาวมากขึ้น โดย

ในช่วงแรกศึกษาท่ีความยาว 15 เซนติเมตร หลังจากนั้นจึงค่อยลดหรือเพิ่มความยาวของท่อ เพื่อหาความ

ยาวท่ีเหมาะสม โดยพิจารณาจากค่าสัมประสิทธิ์การแยก (separation factor) และจํานวนเพลททางทฤษฎี 

(theoretical plate) รวมท้ังเวลาท่ีใช้ในการวิเคราะห์ 

  4.2.2 ความสามารถในการทาํซ้าํได้ของการสงัเคราะห์และการเคลือบแอฟฟินิตี

สมาร์ทพอลิเมอร์เจล  

ศึกษาความสามารถในการสังเคราะห์และการเคลือบซ้ําได้ โดยพิจารณาจาก

สัญญาณการตอบสนองที่ได้จากระบบการตรวจวัดและค่าสัมประสิทธิ์การแยก (separation factor) จาก

โครมาโทแกรมท่ีได้ 

  4.2.3 สภาวะที่เหมาะสมสําหรบัการแยกน้าํตาลแต่ละชนิด  

ปัจจัยสําคัญที่ต้องศึกษา คือ อัตราไหลของเฟสเคลื่อนท่ี เพื่อให้แอฟฟินิตีสมาร์ท

พอลิเมอร์เจลคอลัมน์มีประสิทธิภาพในการแยกสูงท่ีสุด นั่นคือ เพื่อทําให้แอฟฟินิตีสมาร์ทพอลิเมอร์

เจลคอลัมน์สามารถแยกกลูโคสออกจากน้าํตาลชนิดอื่น ๆ ได้ 

4.2.4 ประสิทธิภาพการทาํงานของทัง้ระบบ 

ปัจจัยท่ีจําเป็นต้องศึกษา เช่น การตอบสนองเชิงเส้นของแอฟฟนิิตีสมาร์ทพอลิ

เมอร์เจลที่มีต่อน้ําตาลแต่ละชนิด (ศึกษาจากค่าสัมประสิทธิ์การตรวจวัด >0.99) ขีดจาํกัดการตรวจวัดของ
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น้าํตาลแต่ละชนิด (signal/noise ≥ 3)  เสถียรภาพของแอฟฟินิตีสมาร์ทพอลิเมอร์เจล โดยดูจากผลการ

วิเคราะห์ซ้าํ และอายกุารใช้งาน (ศึกษาจากเปอร์เซ็นต์การลดลงของสัญญาณการตอบสนอง) เป็นต้น 

4.2.5 ผลรบกวนทีเ่กิดจากน้าํตาลชนิดอื่น ๆ  

โดยศึกษาทั้งในเชิงคุณภาพ (ประสิทธิภาพในการแยก) และเชิงปริมาณ (สัญญาณ

การวิเคราะห์ที่ได้) 

4.2.6 ประยุกต์ใช้ในการวิเคราะห์ตวัอย่างจริง  

นําเทคนิคการแยกและการตรวจวัดทีพ่ฒันาขึ้นมาใช้ในการวิเคราะห์ตวัอย่าง

อาหารเล้ียงเชื้อ (culture medium) หรือ ซีรัม โดยเปรียบเทียบผลการวิเคราะห์ที่ได้กับเทคนิคมาตรฐาน 

 

  วิธีทดลองตามแผนการดาํเนินงานวิจยัใหม ่

จากแผนงานวิจยัเดิมท่ีเสนอไว้ สามารถสังเคราะห์แอฟฟินิตีสมาร์ทพอลิเมอร์เจลคอลัมน์ 

ได้และสามารถต่อเข้ากับระบบของ μ-HPLC ได้ แต่ปญัหาท่ีเกิดขึ้นนั้นเกิดจากการที่เจลจะเกิดการบวมตวั

เมื่อเกิดพนัธะกับกลูโคสหรือน้ําตาลชนิดอ่ืน ๆ ทําให้มีโอกาสที่เจลจะหลุดออกจากท่อคาปิลลารีในขณะที่

สารละลายมาตรฐานของน้าํตาลชนิดต่าง ๆ ไหลผ่าน จึงจําป็นต้องมีการเปล่ียนแผนดาํเนินงานวิจัยใหม่ 

สําหรับแผนการดําเนินงานวิจยัใหม่ ผูวิ้จัยจึงได้สังเคราะห์มอนอลิทคอลัมน์ท่ีมีกรดฟนิีลโบ

โรนิคเป็นหมูฟ่ังก์ชัน เนื่องจากหมู่กรดฟนีิลโบโรนิคสามารถเกิดอันตรกิริยาด้วยอัตราที่แตกต่างกันระหว่าง

น้าํตาลแต่ละชนิด ดังนั้นผู้วิจัยจึงคาดว่าน่าจะนาํคอลัมน์มอนอลิทที่สังเคราะห์ขึ้นมาใช้ในการแยกน้าํตาล

แต่ละชนิดออกจากกนัได้ ผู้วิจัยจึงได้ศึกษาเทคนิคการสังเคราะห์ ตลอดจนสารเคมีท่ีต้องใช้เพื่อการ

สังเคราะห์มอนอลิทคอลัมน์ท่ีมีกรดฟีนิลโบโรนิคเป็นหมูฟ่ังก์ชนั และค้นคว้าข้อมูลเกี่ยวกับเทคนิคการ

ตรวจวัดน้าํตาล จากการค้นคว้าข้อมลูพบว่าเทคนิคหนึ่งที่น่าสนใจคือการตรวจวัดโดยใช้เทคนิคทางไฟฟ้า

เคมี เพราะน้าํตาลจะถูกออกซิไดซ์ที่ศักย์ไฟฟ้าต่าํได้เมื่ออยู่ในสารละลายทีมี่สภาวะเป็นเบส โดยเฉพาะ

อย่างยิ่งเมื่อมีทองแดงเป็นตวัเร่งปฏิกิริยา ดังนั้นถ้าสามารถใช้มอนอลิทคอลัมน์ที่สังเคราะห์ขึ้นในการแยก

น้าํตาลชนิดตา่ง ๆ ออกจากกนั และตรวจวัดโดยเทคนิคทางไฟฟ้าเคมี โดยมีการปรับปรุงผิวหน้าของ

อิเล็กโทรดด้วยอนุภาคทองแดง น่าจะทําให้ได้เทคนิคการตรวจวัดน้าํตาลท่ีสามารถวิเคราะห์น้าํตาลได้

หลายชนิดในเวลาเดียวกัน โดยได้ศึกษาท้ังในส่วนของการสังเคราะห์มอนอลิทคอลัมน์และระบบของการ

ตรวจวัดไปพร้อม ๆ กนั ดังนี้ 
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4.2.7 ศึกษาการสงัเคราะห์มอนอลิทคอลัมน์และศึกษาการแยกน้าํตาลแต่ละชนิด 

   4.2.7.1 เตรียมท่อคาปิลลารีสําหรบัการสังเคราะหม์อนอลิทคอลัมน ์ 

ล้างผิวภายในท่อโดยการผ่านสารละลาย 0.1 โมลาร์ โซเดียมไฮดรอกไซด์ 

เป็นเวลา 1 ชัว่โมง หลังจากนั้นจึงล้างด้วยน้าํเป็นเวลา 1 ชั่วโมงเช่นกนั เพื่อทําให้ค่าพีเอชเป็นกลาง แล้วจึง

ทําให้ท่อคาปิลลารีแห้งโดยการเพิร์จด้วยแก๊สไนโตรเจน ต่อมาจึงปรับหมูฟ่ังก์ชันที่ผิวภายในของท่อคาปิล

ลารีโดยการผ่านสารละลายของ γ-MAPS (γ-methacryloxypropyltrimethoxysilane) ท่ีละลายในอะซิโตน 

(20/80 โดยปริมาตร) เมื่อภายในท่อเต็มไปด้วยสารละลาย γ-MAPS ปิดปลายท่อท้ังสองด้านด้วย 

septum แล้วจึงทําไปทําปฏิกิรยิาท่ีอุณหภูมิ 60°C ท้ิงไว้ข้ามคืน (Choodum et al., 2009a) หลังจากนั้นจึง

ล้างสารเคมีท่ีเหลือจากการทําปฏิกิริยาด้วยอะซิโตน กจ็ะได้ท่อคาปิลลารีท่ีพร้อมสําหรับการนาํไปใช้งาน 

   4.2.7.2 สงัเคราะห์มอนอลิทคอลัมน ์ 

ชั่งน้าํหนักสารเคมีในตารางท่ี 2 โดยมสีัดส่วนคือ 3-กรดอะมิโนฟีนิลโบ

โรนิคและเอทิลีนไดเมทตาไครเลท เป็น 40% 1-โพรพานอล และ 1,4-บิวเทนไดออล เป็น 60% โดยใน 

60% นี้ มี 1-โพรพานอลอยู่ 45% และ 1,4-บิวเทนไดออล อยู่ 55% และใช้ AIBN เป็น 1% ของน้ําหนักสาร

ท้ังหมด (Choodum et al.,  2009b) หลงัจากนั้นจึงนาํส่วนผสมของสารละลายทั้งหมดไป sonicate เพื่อทํา

ให้เป็นสารละลายเนื้อเดียว ทําการ degas โดยการเพิร์จด้วยแก๊สไนโตรเจน เพื่อไล่ออกซิเจนที่ละลายอยู่

ออกให้หมด ผ่านสารละลายท่ีเตรียมได้เข้าไปในท่อคาปิลลารีที่เตรียมไว้ในข้อ 4.2.7.1 ท่ีมีความยาว 20 

เซนติเมตร เมื่อภายในท่อเต็มไปด้วยสารละลายดังกล่าว ปิดปลายท่อท้ังสองด้านด้วย septum แล้วจึงทํา

ปฏิกิริยาพอลิเมอไรเซชันท่ีอุณหภูม ิ75°C ข้ามคืน (Ren et al., 2009) หลังจากนั้นจึงนํามอนอลิทคอลัมน์ท่ี

สังเคราะห์ได้ มาต่อเข้ากับป๊ัมของเครื่องของเหลวโครมาโทกราฟีสมรรถนะสูง (HPLC) เพื่อล้างสารละลาย

ส่วนเกินออกด้วยเมทานอล ก็จะได้มอนอลิทคอลัมน์ท่ีพร้อมสาํหรบัการนาํไปใช้งาน 

   4.2.7.3 ทดสอบการแยกน้าํตาลดว้ยมอนอลิทคอลัมน ์

    ทดสอบประสิทธิภาพในการแยกน้าํตาลเบื้องต้นโดยใช้เทคนิค HPLC ท่ีมี

ตวัตรวจวัดสําหรับวัดค่าดัชนีหักเห เนือ่งจากเป็นตวัตรวจวัดที่สามารถวิเคราะห์น้าํตาลได้โดยตรงโดยที่ไม่

ต้องทําอนพุันธ์ เพื่อทดสอบก่อนว่าคอลัมน์ท่ีสังเคราะห์ขึ้นสามารถแยกน้าํตาลได้หรือไม่ ก่อนที่จะนาํ

คอลัมน์ดังกล่าวไปต่อเข้ากบัระบบตรวจวัดทางไฟฟ้าเคมี 
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ตารางที่  2 สารเคมีท่ีใช้ในการสังเคราะห์มอนอลิทคอลัมน์ที่มีหมูฟ่ังก์ชันเป็นกรดฟีนิลโบโรนิคสําหรับ 

                การแยกน้าํตาล 

สารเคมี บทบาท/หนา้ที ่

กรด 3-อะคริลามิโดฟีนิลโบโรนิคอะคริลาไมด์ โคพอลิเมอร ์ มอนอเมอร์ 

เอทิลีนไดเมทตาไครเลท (ethylene di- methacrylate) สารเชื่อมไขว้ 

1-โพรพานอล (1-propanol) สารก่อรพูรุน 

1,4-บิวเทนไดออล (1,4-butane-diol) 

AIBN (Azobisisobutyronitrile) 

สารก่อรพูรุน 

สารตวัเริ่มปฏิกิริยา 

     

 

4.2.8 ศึกษาการตรวจวัดกลูโคสดว้ยเทคนิคแอมเพอโรเมทรี 

 4.2.8.1 การปรบัปรุงผิวหนา้ของแกลสซีคารบ์อนอิเล็คโทรด (glassy carbon 

electrode) ด้วยอนภุาคทองแดง 

  4.2.8.1.1 ขัดทําความสะอาดผิวหน้าอิเล็คโทรดด้วยผงอลูมินาขนาด 5.0 

1.0 และ 0.3 ไมโครเมตร ตามลําดับ ล้างด้วยน้าํกลัน่ปริมาณมาก เพิร์จด้วยแก๊สไนโตรเจน นาํมาทําความ

สะอาดผิวหน้าอีกครั้งด้วยเทคนิคไซคลิกโวลแทมเมทรี ในสารละลายกรดไฮโดรคลอริก 0.2 โมลาร์ จนได้

ไซคลิกโวลแทมโมแกรมที่เสถียร จะได้แกลสซีคาร์บอนอิเล็คโทรดที่พร้อมสาํหรบัการนาํไปใช้งาน 

  4.2.8.1.2 นําอนุภาคทองแดงที่เตรียมใน 0.5 % Nafion ความเข้มข้น 10% 

ปริมาตร 5 ไมโครลิตรมาหมดลงบนผิวหน้าของอิเล็คโทรดท่ีได้จากข้อ 4.2.8.1.1 ตั้งท้ิงไว้ให้แห้งในตู้เยน็ 

หลังจากนั้นนาํอิเล็คโทรดที่ได้มาล้างด้วยน้าํกลั่น เพื่อชะเอาอนุภาคทองแดงที่ไม่ได้ยึดเกาะที่ผิวหน้า

อิเล็คโทรดออก 

  4.2.8.2 ศักย์ไฟฟา้ในการตรวจวัดกลูโคสด้วยเทคนิคไซคลิกโวลแทมเมทรี  

ศึกษาศักย์ไฟฟ้าสาํหรับการตรวจวัดกลโูคสเบ้ืองต้นในระบบ batch โดยใช้

อิเล็คโทรดทั้ง 2 แบบ ท้ังท่ียังไม่ได้ปรับปรุง (bare glassy carbon) และปรับปรุงผิวหน้าด้วยอนภุาคทองแดง

แล้ว (copper particles modified glassy carbon) โดยใช้อิเล็คโทรดดังกล่าวเป็นขั้วไฟฟ้าทํางาน ใช้ Ag/AgCl 

อิเล็คโทรดเป็นขั้วไฟฟ้าอ้างอิง และท่อสแตนเลสเป็นขั้วไฟฟ้าช่วย โดยสแกนศักย์ไฟฟ้าในช่วง -0.2 โวลต์ 

ถึง 0.8 โวลต์ ในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 0.05 โมลาร์ ท่ีมีความเข้มข้นของกลูโคสตั้งแต่ 2.0-22.0 

มิลลิโมลาร์ 



20 
 

 4.2.8.3 ศักย์ไฟฟา้ทีเ่หมาะสมในระบบโฟลอินเจคชนัแอมเพอโรเมทรี  

เมื่อได้ศกัย์ไฟฟ้าที่กลูโคสเริม่เกิดปฏิกิยาออกซเดชันทีผิ่วหน้าอิเล็คโทรด

แล้วจึงทําการศึกษาศักย์ไฟฟ้าที่เหมาะสมสําหรับการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนัของกลูโคสในระบบโฟลอิน

เจคชันด้วยเทคนิคแอมเพอโรเมทรีที่ 0.20 0.30 0.40 0.45 0.50 0.55 และ 0.60 โวลต์ โดยการฉีด

สารละลายมาตรฐานของกลูโคสท่ีความเข้มข้น 1.0 มิลลิโมลาร์ ปริมาตรตวัอย่าง 100 ไมโครลิตร และใช้

อัตราไหลของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 0.05 โมลาร์ท่ี 0.5 มิลลิลิตรต่อนาที  

 4.2.8.4 อัตราไหลและความเข้มขน้ที่เหมาะสมของเฟสเคลื่อนที ่ 

ในการศึกษาน้ีใช้สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เป็นเฟสเคลื่อนที ่ เนื่อง 

จากกลูโคสจะเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันได้ดีในสภาวะท่ีเป็นเบส และเพื่อให้ได้สัญญาณการตอบสนองที่สูง

ท่ีสุดจึงทําการศึกษาอัตราไหลของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ตัง้แต่ 0.20 0.30 0.40 และ 0.50 

มิลลิลิตรต่อนาที และความเขม้ข้นของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ที่ 0.01 0.05 0.10 0.25 และ 0.50 

โมลาร์ โดยใช้สารละลายมาตรฐานกลโูคสท่ีความเข้มข้น 1.0 มิลลิโมลาร์ ในการศึกษา 

 4.2.8.5 ความเข้มขน้ทีเ่หมาะสมของอนภุาคทองแดง  

เตรียมอนุภาคทองแดงในสารละลาย 0.5% Nafion ในเอทานอล ท่ีความ

เข้มข้นตั้งแต่ 1.0 2.5 5.0 และ 10% (มวลต่อปริมาตร) โดยใช้ปริมาตรของสารละลายดังกล่าว 5.0 

ไมโครลิตรในการหยดลงบนผิวหน้าของแกลสซีคาร์บอนอิเล็คโทรดที่ใช้เป็นขั้วไฟฟ้าทํางาน วางทิ้งไว้ให้แห้ง

ในที่อุณหภูมิ 4°C ข้ามคืน หลังจากนั้นจึงนําอิเล็คโทรดที่ผ่านการปรับปรุงผิวหนา้มาล้างด้วยน้าํกลัน่ และ

ต่อเข้ากับระโฟลอินเจคชันแอมเพอโรเมทรีเพื่อทําการตรวจวัดกลูโคส โดยแต่ละความเข้มข้นของอนุภาค

ทองแดง จะทําการฉีดสารละลายมาตรฐานของกลูโคสในช่วงความเข้มข้น 0.01-1.0 มิลลิโมลาร์ ความ

เข้มข้นละ 3 ซํ้า นาํความไววิเคราะห์ท่ีได้เปรียบเทียบกัน เพื่อหาความเข้มข้นของอนภุาคทองแดงที่

เหมาะสมท่ีสุด 

 4.2.8.6 ความเสถียรในการใชง้านของขั้วไฟฟา้ที่มีการปรบัปรงุผิวหนา้ดว้ย

อนภุาคทองแดง  

ฉีดสารละลายมาตรฐานของกลูโคสท่ีความเข้มข้น 1.0 และ 5.0 มิลลิโม

ลาร์ สลับกันเป็นช่วง ๆ เข้าไปในระบบโฟลอินเจคชันแอมเพอโรเมทรีที่มีอิเล็คโทรดท่ีมีการปรับปรุงผิวหน้า

ด้วยอนุภาคทองแดงเป็นขั้วไฟฟ้าทาํงาน โดยให้สัญญาณท่ีได้จากการฉีดครั้งแรกเป็น 100 เปอร์เซ็นต์ 

จากนั้นจึงเขียนกราฟระหว่างจาํนวนครั้งท่ีฉีดกับเปอร์เซ็นต์ของสัญญาณท่ีได้ แล้วหาค่าเฉลี่ยรวมท้ังค่า

เบี่ยงเบนมาตรฐานของการทําซํ้าท่ีได้  
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 4.2.8.7 ชว่งการตอบสนองทีเ่ปน็เส้นตรงและขีดจาํกัดในการตรวจวัด  

ช่วงการตอบสนองที่เป็นเส้นตรงจะต้องให้ค่าสหสมัพนัธ์เชิงปริมาณ (R2) 

เข้าใกล้ 1 และทําการศึกษาโดยการฉีดสารละลายมาตรฐานกลูโคสในช่วงความเข้มข้น 0.001 – 30.0 มิลลิ

โมลาร์ และขีดจาํกัดการตรวจวัดคือความเข้มข้นที่ให้สัญญาณการตรวจวัดเป็น 3 เท่าของสัญญาณ

รบกวน (S/N≥3) 

4.2.9  มอนอลิทคอลัมนค์วบคู่กับระบบโฟลอินเจคชันแอมเพอโรเมทรี 

   หลังจากท่ีแยกศึกษาทั้งในส่วนของการแยกและส่วนของการตรวจวัดเรียบร้อย

แล้ว นาํมอนอลิทคอลัมน์ท่ีสังเคราะห์มาต่อเข้ากับระบบโฟลอินเจคชนัแอมเพอโรเมทรีท่ีสภาวะที่เหมาะสม 

จากนั้นจึงทดสอบประสิทธิภาพในการแยกน้ําตาลแต่ละชนิดออกจากกัน เพือ่ทําให้เทคนิคการตรวจวัด

กลูโคสท่ีพฒันาข้ึน มีความจําเพาะเจาะจงมากขึ้น  

 

5. ผลการทดลองและวิจารณ์ผลการทดลอง 

 ผลการทดลองแบ่งออกเป็นสองส่วนเช่นเดียวกับวิธีการทดลอง โดยผลการทดลองส่วนแรกจะเป็น

ของการพัฒนาเทคนิควิเคราะห์กลูโคสอย่างง่ายท่ีสามารถวิเคราะห์ตวัอย่างท่ีมีกลูโคสเป็นองค์ประกอบ

หลัก ส่วนที่สองจะเป็นผลของการพฒันาระบบให้มีความจาํเพาะเจาะจงต่อการตรวจวัดกลูโคส เพื่อใช้

วิเคราะห์ตวัอย่างท่ีอาจมีน้าํตาลอืน่ท่ีไม่ใช่กลโูคสรวมอยู่ด้วย จึงขอแบ่งผลการทดลองและวิจารณ์ผลการ

ทดลองออกเป็นสองส่วนดังนี้ 

 5.1 ผลการศึกษาและพฒันาแอฟฟินิตีสมารท์พอลิเมอร์เจลสาํหรบัการตรวจวัดกลูโคส

อย่างงา่ย 

  5.1.1 ทดสอบเทคนิคการเคลือบแอฟฟินิตีสมาร์ทพอลิเมอรเ์จลภายในท่อคาปิลลารี 

   ทดสอบการเคลือบแอฟฟนิิตีสมาร์ทพอลิเมอร์เจลภายในท่อคาปิลลารี 2 แบบ คือ 

แบบท่ีใช้แก๊สไนโตรเจนและแบบที่ใช้แรงคาปิลลารี (capillary force) ในการขับดันสารละลายผสมของแอฟ

ฟินิตีสมาร์ทพอลิเมอร์เจลไหลผ่านท่อคาปิลลารี จากการทดสอบพบว่าการเคลือบโดยใช้แรงคาปิลลารี

สามารถทําได้ง่ายกว่า และควบคุมการไหลของสารละลายผสมได้ดีกว่า จึงได้เลือกใช้วิธีดังกล่าวในการ

เคลือบเจลในท่อคาปิลลารี จากนั้นจึงนําท่อคาปิลลารีท่ีเคลือบด้วยแอฟฟินิตีสมาร์ทพอลิเมอร์เจลมาต่อ

เข้ากับระบบโฟลของ μ-HPLC เพื่อทดสอบว่าเมื่อเคลือบแล้วนาํมาต่อเข้ากับระบบและมีสารละลายไหล

ผ่าน แอฟฟนิิตีสมาร์ทพอลิเมอร์เจลที่เคลือบไว้จะหลดุออกมาหรือไม่ เพราะการเคลือบเป็นการดูดซับทาง

กายภาพของแอฟฟนิิตีสมาร์ทพอลิเมอร์เจล บนผิวด้านในของท่อคาปิลลารีเท่านัน้ โดยท่ีแอฟฟนิิตีสมาร์ท

พอลิเมอร์เจลไมไ่ด้เกิดพนัธะทางเคมีกับผิวของท่อคาปิลลารี ผลการทดสอบพบว่าแอฟฟินิตีสมาร์ทพอลิ
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เมอร์เจลสามารถยึดติดกับผิวภายในของท่อคาปิลลารีได้โดยที่ไม่หลดุออกมากับสารละลายตัวพา ท้ังนี้อาจ

เนื่องจากความเป็นโครงข่ายพอลิเมอร์ทีม่ีรพูรุนของเจลที่สังเคราะห์ได้ทําให้สารละลายสามารถไหลผ่าน

เจลได้ดีขึ้น โดยสังเกตได้จากภาพทีไ่ด้กล้องจุลทรรศน์อิตรอนแบบส่องกราด (JSM 5200 Microscope, 

JEOL, USA) ท่ีกําลังขยาย 1500 เท่า (รปู 2c) 

  5.1.2 สภาวะที่เหมาะสมของแอฟฟินิตีสมารท์พอลิเมอรเ์จลกลูโคสเซนเซอร์ที่ต่อกบั

ระบบโฟลอิเจคชัน 

  5.1.2.1 ความเข้มข้นและพีเอชของสารละลายฟอสเฟสบัพเฟอร์ที่ใช้สลายพนัธะ 

    เนื่องจากกลูโคสสามารถเกิดพนัธะกับแอฟฟินิตีสมาร์ทพอลิเมอร์เจลได้ดี

ในสภาวะท่ีเป็นเบส ในขณะท่ีถ้าอยูใ่นสารละลายที่มีสภาวะเป็นกรดจะทําให้เกิดปฏิกิริยาผันกลับไปทาง

ซ้ายมือของรปูที่ 1 ดังนั้นจึงเลือกใช้สารละลายฟอสเฟตบัพเฟอร์ท่ีมี pH ในช่วงที่เป็นกรดเพื่อการสลาย

พันธะระหว่างแอฟฟินิตีสมาร์ทพอลิเมอร์เจลกับกลูโคส โดยศึกษาที่ความเข้มข้น 15 20 25 และ 30 มิลลิ

โมลาร์ และท่ีทุกความเข้มข้นของสารละลายดังกล่าวศึกษาที ่pH 5.00 5.50 6.00 6.60 และ 7.00 โดยใช้

สภาวะเบ้ืองต้นในการศึกษาดังน้ี สารละลายฟอสเฟตบัพเฟอร์ที่ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ pH 7.30 เป็น

สารละลายตวัพา ปริมาตรตวัอย่าง 200 ไมโครลิตร และอัตราไหลของสารละลายตวัพา 0.05 มิลลิลิตรต่อ

นาที ผลการศึกษาพบว่าทั้งความเข้มข้นและ pH ของสารละลายฟอสเฟตบพัเฟอร์ในช่วงท่ีศึกษาไม่มีผลต่อ

ความสูงของสัญญาณทีไ่ด้ แต่มีผลต่อระยะเวลาในการวิเคราะห์ กล่าวคือเมื่อ pH ลดลงจาก 7.00 เป็น 

5.00 เวลาในการสลายพนัธะระหว่างกลโูคสและกรดฟีนิลโบโรนิค (เวลาจากจุด “1” มายังจุด “2” ของ

สัญญาณ b ในภาพแทรกของรูปท่ี 3) ลดลงจากนาทีเป็นวินาที ในขณะท่ีเวลาในการกลบัเข้าสู่เบสไลน์

เพิม่ขึ้นเมื่อ pH ลดลง นอกจากนี้เมื่อเพิม่ความเข้มข้นของสารละลายฟอสเฟตบัพเฟอรจ์ะทําให้ระยะเวลาที่

ใช้ในการกลับสู่เบสไลน์ (เวลาที่ใช้จากจดุ “2” มายังจุด “3” ของสัญญาณ c ในภาพแทรกของรูปท่ี 3) เร็ว

ขึ้น เช่น ท่ีความเข้มข้นของสารละลายฟอสเฟตบพัเฟอร์เท่ากับ 15 มิลลิโมลาร์ pH 5.50 พบว่าเวลาในการ

กลับเข้าสู่เบสไลน์เป็น 10 นาที ในขณะท่ีเวลาท่ีใช้ในการกลับสู่เบสไลน์ลดลงเหลือเพียง 5 นาทีเท่านั้นถ้าใช้

ความเข้มข้นของฟอสเฟตบัพเฟอร์เป็น 20 และ 30 มิลลิโมลาร์ท่ี pH เดียวกัน ดังนั้นความเข้มข้นและ pH 

ของสารละลายฟอสเฟตบัพเฟอร์สําหรับการสลายพนัธะท่ีเหมาะสมคือ 20 มิลลิโมลาร์ pH 5.50 

ตามลําดับ เพราะใช้เวลาทั้งในการสลายพนัธะและการกลับสู่เบสไลน์ท่ีไม่นานนกั  

 



23 
 

 
รปูที่ 3 ลักษณะของสัญญาณการตอบสนองที่ได้จากแอฟฟินิตีสมาร์ทพอลิเมอร์เจลกลูโคสเซนเซอร์เมือ่มี

การเปลี่ยนแปลงความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานกลูโคส ภาพแทรก: หลังจาก (a) ฉีดสารละลาย

มาตรฐานกลูโคสความเข้มข้น 6.0 มิลลิโมลาร์ (b) ฉีดสารละลายสลายพนัธะ (c) pH ของสารละลายปรับ

เข้าสู่สภาวะปกติ ภายใต้สภาวะที่ใช้ในการทดลองดังน้ี: สารละลายฟอสเฟตบัพเฟอร์ความเข้มข้น 15 มิลลิ

โมลาร์ pH 7.75 เป็นเฟสเคลื่อนท่ี สารละลายฟอสเฟตบัพเฟอร์ความเข้มข้น 20 มิลลิโมลาร์ pH 5.50 เป็น

สารละลายสลายพนัธะ อัตราไหลของเฟสเคลื่อนที ่ 0.08 มิลลิลิตรต่อนาที ปริมาตรสารตวัอย่าง 300 

ไมโครลิตร และตรวจวัดการเปลี่ยนแปลงการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลืน่ 500 นาโนเมตร 
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  5.1.2.2 ความเข้มขน้และ pH ของสารละลายฟอสเฟสบัพเฟอรท์ีใ่ช้เปน็เฟส

เคลื่อนที ่

   ศึกษาผลของความเข้มข้นของสารละลายฟอสเฟตบัพเฟอร์ที่มีต่อ

สัญญาณการตอบสนองที่ 10 15 20 และ 25 มิลลิโมลาร์ โดยท่ีแต่ละความเข้มข้นศึกษาท่ีทุก pH ดังนี้ 

7.00 7.25 7.50 7.75 และ 8.00 พบว่าการเปล่ียนแปลงค่าการดดูกลืนแสงเพิม่ขึ้น เมื่อความเข้มข้นของ

สารละลายฟอสเฟตบัพเฟอร์เพิ่มขึ้นจาก 10 เป็น 15 มิลลิโมลาร์ สําหรับทุกค่า pH ท่ีทําการศึกษา (รูปท่ี 4) 

แต่ท่ีความเข้มข้นมากกว่า 15 มิลลิโมลาร์ สัญญาญการตอบสนองที่ได้ลดลง ส่วนในกรณีของผลของ pH 

นั้น พบว่าเมือ่ pH เพิ่มข้ึน สัญญาณการตอบสนองเพิ่มขึ้นท่ีทุกความเข้มข้นที่ศึกษา พิจารณาท่ีทุกความ

เข้มข้นเมื่อมีการเพิ่มค่า pH จาก 7.50 เป็น 7.75 การเปลี่ยนแปลงค่าการดูดกลืนแสงเพิม่ขึ้น 3.8±0.3 เท่า 

ในขณะที่เมื่อเพิ่มค่า pH จาก 7.75 เป็น 8.00 การเปลี่ยนแปลงค่าการดูดกลืนแสงเพิ่มขึ้นเพียง 1.3±0.1 เท่า 

ดังนั้นความเข้มข้นที่ 15 มิลลิโมลาร์ และ pH 7.75 จึงเป็นสภาวะที่เหมาะสมของสารละลายฟอสเฟต

บัพเฟอร์ที่ใช้เป็นเฟสเคล่ือนท่ี 

5.1.2.3 ปริมาตรสารตวัอย่างและอัตราไหลของเฟสเคลื่อนที ่

   ศึกษาผลของปริมาตรสารตวัอย่างท่ี 100 200 300 และ 400 ไมโครลิตร 

โดยแต่ละปริมาตรสารตวัอย่างศึกษาท่ีอัตราไหล 0.02 0.04 0.06 0.08 และ 0.10 มิลลิลิตรต่อนาที พบว่า

ท่ีทุกปริมาตรของสารตวัอย่าง เมื่อใช้อัตราไหลช้า ค่าสญัญาณการตอบสนองท่ีได้จะสูง พีคจะมีลักษณะ

เป็นพีคกว้าง (broad peak) และใช้เวลาในการวิเคราะห์นาน ในขณะที่ท่ีอัตราไหลเรว็ขึ้น ค่าสัญญาณการ

ตอบสนองที่ได้ลดลง พีคจะมีลักษณะแหลม (sharp peak) และใช้เวลาในการวิเคราะห์สั้นลง ท้ังนี้เนื่องจาก

ท่ีอัตราไหลช้า กลูโคสจะมีเวลาและโอกาสในการเกิดอันตรกิริยากบักรดฟนีิลโบโรนิคได้ดีขึ้น 

   เมื่อพิจารณาที่อัตราไหลเดียวกัน เช่น ท่ีอัตราไหล 0.10 มิลลิลิตรต่อนาที 

เมื่อเพิ่มปริมาตรสารตวัอย่างจาก 100 เป็น 400 ไมโครลิตร สัญญาณการตอบสนองท่ีได้เพิม่ขึ้นจาก 

6.5±0.3 มิลลิโวลต์ (เวลาในการวิเคราะห์ 2 นาที) เป็น 14.9±0.7 มิลลิโวลต์ (เวลาในการวิเคราะห์ 5 นาที) 

ตามลําดับ เมื่อพิจารณาโดยเลือกจากสภาวะที่เหมาะสมจากสภาวะที่ให้สญัญาณในการตอบสนองสูงและ

ใช้เวลาในการวิเคราะห์ที่ไม่นานนัก พบว่าปริมาตรตวัอย่างและอตัราไหลที่เหมาะสมคือ 300 ไมโครลิตร 

0.08 มิลลิลิตรต่อนาที ตามลําดับ 

   สภาวะท่ีเหมาะสมของออนคอลัมน์แอฟฟนิิตีสมาร์ทพอลิเมอร์เจลกลูโคส

เซนเซอร์ควบคู่กับระบบโฟลอินเจคชัน สรุปไว้ในตารางที่ 3 ภายใต้สภาวะที่เหมาะสมจะสามารถวิเคราะห์

กลูโคสได้ภายในระยะเวลา 6 นาที  
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รปูที ่4 ผลของความเข้มข้นและ pH ของสารละลายฟอสเฟตบัพเฟอร์ที่ใช้เป็นเฟสเคลื่อนที่ท่ีมีต่อสญัญาณ

การตอบสนองที่ได้จากแอฟฟนิิตีสมาร์ทพอลิเมอร์เจลกลูโคสเซนเซอร์ในการตรวจวัดสารละลายมาตรฐาน

กลูโคสท่ีความเข้มข้น 8.0 มิลลิโมลาร์ ภายใต้สภาวะที่ใช้ในการทดลองดังนี้: สารละลายฟอสเฟตบัพเฟอร์

ความเข้มข้น 20 มิลลิโมลาร์ pH 5.50 เป็นสารละลายสลายพนัธะ อัตราไหลของเฟสเคลื่อนที่ 0.05 

มิลลิลิตรต่อนาที ปริมาตรสารตวัอย่าง 200 ไมโครลิตร และตรวจวัดการเปลีย่นแปลงการดูดกลืนแสงที่

ความยาวคลืน่ 500 นาโนเมตร 
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ตารางที่ 3 สภาวะที่เหมาะสมของออนคอลัมน์แอฟฟนิิตีสมาร์ทพอลิเมอร์เจลกลโูคสเซนเซอร์ควบคู่กับ 

      ระบบโฟลอินเจคชัน 
 

ปัจจัยที่ศึกษา  ช่วงที่ศึกษา  

สารละลายฟอสเฟตบพัเฟอร์ที่ใช้เป็นเฟสเคลื่อนท่ี 

     ความเขม้ข้น (มิลลิโมลาร์) 

     pH 

 

15.0 

7.75  

สารละลายฟอสเฟตบพัเฟอร์ที่ใช้เป็นสารละลายสลายพนัธะ 

     ความเขม้ข้น (มิลลิโมลาร์) 

     pH  

 

20.0 

5.50  

ปริมาตรสารตวัอย่าง (ไมโครลิตร)  300  

อัตราไหลของเฟสเคลื่อนที่ (มิลลิลิตรต่อนาที)  0.08  

 

5.1.3 ผลของขนาดเสน้ผ่านศูนย์กลางภายในของท่อคาปิลลารีที่มีต่อความไว

วิเคราะหข์องแอฟฟินิตีสมาร์ทพอลเมอร์เจลกลูโคสเซนเซอร ์

   ศึกษาผลของขนาดเส้นผ่านศนูย์กลางภายในท่อคาปิลลารี ท่ีมีผลต่อความไวใน

การวิเคราะห์ (ความชนัของกราฟมาตรฐาน) ของแอฟฟินิตีสมาร์ทพอลเมอร์เจลกลูโคสเซนเซอร์ โดย

ศึกษาขนาดตั้งแต่ 0.25 0.32 และ 0.53 มิลลิเมตร พบว่าท่อคาปิลลารีที่มีขนาดเส้นผ่านศนูย์กลางใหญ่จะ

ให้ค่าความไวในการวิเคราะห์สูง (รูปท่ี 5) เนื่องจากขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางที่ใหญ่กว่าจะมีปริมาณแอฟฟนิิ

ตีสมาร์ทพอลิเมอร์เจลท่ีสามารถเกิดอันตรกิริยากับกลูโคสได้มากกว่า การเปลีย่นแปลงของค่าการดูดกลืน

แสงจึงมากกว่า นอกจากนี้ด้วยขนาดเส้นผ่านศนูย์กลางท่ีใหญ่ขึ้นก็จะทําให้ระยะทางที่แสงเดินทางผ่านยาว

ขึ้น ซ่ึงเป็นอีกปัจจัยหนึ่งที่ทําให้ค่าความไวในการวิเคราะห์สูงขึ้น ตามกฏของเบียร์ (Beer’s law) อย่างไรก็

ตามเมื่อทําการฉีดสารละลายมาตรฐานของกลูโคสท่ีความเข้มข้นสูงกว่า 8.0 มิลลิโมลาร์ พบวา่ค่า

สัญญาณการตอบสนองที่ได้เริ่มเบ่ียงเบนไปจากช่วงการตอบสนองเชิงเส้น ทําให้ได้ช่วงความเป็นเส้นตรง 

(linearity) ท่ีแคบ (รูปที่ 5) เม่ือสังเกตพบว่าโดยละเอียดพบว่ามีแอฟฟินิตีสมาร์ทพอลิเมอร์เจลบางส่วน

หลุดออกมาจากปลายท่อน้าํท้ิงของระบบโฟลอินเจคชนั ท้ังนี้อาจเนื่องมาจากการเคลือบแอฟฟนิิตีสมาร์ท

พอลิเมอร์เจลภายในท่อคาปิลลารีเป็นการเคลือบที่อาศยัการเกาะติดกับผิวภายในท่อทางกายภาพเท่านั้น 

(Hoare and Pelton, 2007;  Kuzimenkova et al., 2008) นอกจากนี้ในการสังเคราะห์เจลไม่มีการใช้สาร

เชื่อมไขว้ (cross-linking agent)  ดังนั้นเมื่อมีการฉีดกลูโคสท่ีความเข้มข้นสูงเข้าไปในท่อที่มีขนาดเส้นผ่าน



27 
 

ศูนย์กลางภายในใหญ่ หลังจากท่ีเจลเกิดการบวมตวัเมื่อเกิดการจับกันกับกลโูคส โดยเฉพาะอย่างยิ่งที่

ความเข้มข้นของกลูโคสสูง ๆ เจลบางส่วนทีไ่ม่ได้ถกูยึดเกาะไว้ที่ผิวท่อคาปิลลารีจะหลุดออกมาพร้อมกับ

สารละลายฟอสเฟตบัพเฟอร์ท่ีใช้เป็นเฟสเคล่ือนท่ี ส่งผลให้เมื่อเพิ่มความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐาน

กลูโคส สัญญาณการตอบสนองไม่ได้เพิ่มขึ้นตามความเข้มข้น ช่วงการตอบสนองที่เป็นเส้นตรงแคบ และค่า

เบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพัทธ์ที่ได้มีค่าสูง ถึงแม้ว่าท่อคาปิลลารีที่มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางภายใน 0.53 

มิลลิเมตร จะให้ค่าความไวในการวิเคราะห์สูงที่สุดก็ตาม แต่เพือ่ให้ผลของการทําซํ้าท่ีความเข้มข้นของ

สารละลายมาตรฐานกลูโคสสูงมีค่าดี (มีค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพัทธ์ต่าํ) จึงเลือกใช้ท่อคาปิลลารีที่มีเส้น

ผ่านศูนย์กลางภายในขนาด 0.32 มิลลิเมตร ในการทดลองต่อไป 
 
 

 

รปูที่ 5 ผลของขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางภายในท่อคาปิลลารีที่มีต่อความไวในการวิเคราะห์ของออนคอลัมน์

แอฟฟนิิตีสมาร์ทพอลิเมอร์เจลกลูโคสเซนเซอร์ โดยท่ีแต่ละความเข้มข้นของกลโูคสทําการฉีดซํ้า 3 ครัง้ 

ภายใต้สภาวะที่ใช้ในการทดลองดังน้ี: สารละลายฟอสเฟตบัพเฟอร์ความเข้มข้น 15 มิลลิโมลาร์ pH 7.75 

เป็นเฟสเคลื่อนท่ี สารละลายฟอสเฟตบัพเฟอร์ความเข้มข้น 20 มิลลิโมลาร์ pH 5.50 เป็นสารละลายสลาย

พันธะ อัตราไหลของเฟสเคลื่อนที่ 0.08 มิลลิลิตรต่อนาที ปริมาตรสารตวัอยา่ง 300 ไมโครลิตร และ

ตรวจวัดการเปลี่ยนแปลงการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 500 นาโนเมตร 
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  5.1.4 ประสิทธิภาพและการพิสูจน์การใช้ไดข้องแอฟฟินิตีสมารท์พอลิเมอร์เจล 

กลูโคสเซนเซอร์ 

   5.1.4.1 ช่วงความเปน็เส้นตรง (linearity) และขีดจาํกัดการตรวจวัด (limit 

of detection) 

    ทําการศึกษาช่วงความเป็นเส้นตรงและขีดจํากัดการตรวจวัดภายใต้

สภาวะท่ีเหมาะสมดังแสดงในตารางที่ 3 โดยการฉีดสารละลายมาตรฐานกลโูคสท่ีความเข้มข้น 0.5-18.0 

มิลลิโมลาร์ ได้สัญญาณการตอบสนองดังรูปท่ี 3 เมือ่เขียนกราฟแสดงความสัมพนัธ์ระหว่างความเข้มข้น

และสัญญาณการตอบสนองท่ีได้ พบว่า ช่วงความเป็นเส้นตรงของเซนเซอร์ที่พฒันาขึ้น คือ 0.5-16.0 มิลลิ

โมลาร์ (ไม่ได้แสดงกราฟมาตรฐาน) โดยมีสมการเส้นตรงคือ y(mV) = (7.1±0.2) X(mM) – (4±2) มีค่า

สหสัมพันธ์เชิงปริมาณ (R2) เป็น 0.994 และมีค่าขีดจาํกัดการตรวจวัดอยู่ท่ี 0.5 มิลลิโมลาร์ (S/N ≥ 3) 

   5.4.1.2 ความเที่ยงของการวิเคราะหภ์ายในวนัเดียวกนั (intra-day 

precisions) และระหวา่งวนั (inter-day precisions) 

    ศึกษาความเที่ยงของการวิเคราะห์ ซ่ึงจะพิจารณาจากค่าเบี่ยงเบน

มาตรฐานสมัพัทธ์ที่ได้จากการทําซํ้า พบว่าความเท่ียงของการวิเคราะห์ภายในวนัเดียวกนัสาํหรับวนัท่ี 1 2 

และ 3 เป็น 3.7 1.5 และ 2.5% ตามลําดับ ส่วนค่าความเที่ยงของการวิเคราะห์ระหว่างวัน (3 วนั) มีค่าเป็น 

2.8% จากค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพทัธ์ที่ได้สามารถสรุปได้ว่า แอฟฟนิิตีสมาร์ทพอลิเมอร์เจลกลูโคส

เซนเซอร์ที่พฒันาข้ึนมีความเท่ียงท่ียอมรับได้ตามเกณฑ์มาตรฐานของ AOAC (AOAC International, 2000)  

   5.4.1.3 ความเสถียรของแอฟฟินิตีสมารท์พอลิเมอร์เจลเซนเซอร์ 

    เพื่อความถูกต้องและความน่าเชื่อถือของข้อมูลท่ีได้ จึงศึกษาความเสถียร

ในการใช้งานของแอฟฟินิตีสมาร์ทพอลิเมอร์เจลกลูโคสเซนเซอร์ท่ีเคลือบอยู่ในท่อคาปิลลารี จาก

การศึกษาพบวา่แอฟฟนิิตีสมาร์ทพอลิเมอร์เจลกลโูคสเซนเซอร์สามารถใช้งานซํ้าอย่างต่อเนื่องได้ถึง 250 

ครั้ง (รูปท่ี 6) โดยท่ีค่าเฉลี่ยนของ %สัญญาณการตอบสนองอยู่ท่ี 98±5% และด้วยจาํนวนซ้ําของการฉีด

ถึง 250 ครัง้ สัญญาณการตอบสนองที่ได้ยังอยู่ในช่วง ±10% (tL10) (Taverniers et al., 2004) ของ

สัญญาณการตอบสนองที่ได้จากการฉีดครั้งแรก การลดลงของสัญญาณจากการฉีดแต่ละครั้งมีค่าเพียง 

0.036% เท่านั้น ซ่ึงแสดงให้เหน็ว่าออนคอลัมน์แอฟฟนิิตีสมาร์ทพอลิเมอร์เจลกลูโคสเซนเซอร์ท่ีพฒันาขึ้น

มีความเสถียรในการใช้งานสูง และให้ค่าการทําซํ้าท่ีดี (ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานสมัพัทธ์ 5%)  
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รปูที่ 6 ความเสถียรในการใช้งานของแอฟฟนิิตีสมาร์ทพอลิเมอร์เจลกลูโคสเซนเซอร์ ภายใต้สภาวะการ

ทดลองดังน้ี: สารละลายมาตรฐานกลูโคสความเข้มข้น 8.0 มิลลิโมลาร์ สารละลายฟอสเฟตบัพเฟอร์ความ

เข้มข้น 15 มิลลิโมลาร์ pH 7.75 เป็นเฟสเคลื่อนที่ สารละลายฟอสเฟตบัพเฟอร์ความเข้มข้น 20 มิลลิโม

ลาร์ pH 5.50 เป็นสารละลายสลายพนัธะ อัตราไหลของเฟสเคลื่อนที่ 0.08 มิลลิลิตรต่อนาที ปริมาตรสาร

ตวัอย่าง 300 ไมโครลิตร และตรวจวัดการเปล่ียนแปลงการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลืน่ 500 นาโนเมตร 

 

   5.4.1.3 ความสามารถในการทาํซ้ําไดข้องการเคลือบแอฟฟินิตีสมารท์พอลิ

เมอรเ์จลในท่อคาปิลลารี 

    จากการเคลือบแอฟฟินิตีสมาร์ทพอลิเมอร์เจลภายในท่อคาปิลลารี 6 ท่อ 

โดยแต่ละท่อวิเคราะห์สารละลายมาตรฐานกลโูคสท่ีความเข้มข้นตั้งแต่ 1.0-16.0 มิลลิโมลาร์ ความเขม้ข้น

ละ 3 ซํ้า เปรียบเทียบความไววิเคราะห ์ความไววิเคราะห์ท่ีได้จากท่อแต่ละอันแสดงในรูปที่ 7 
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รปูที่ 7 ความไววิเคราะห์ท่ีได้จากการเคลือบแอฟฟนิิตีสมาร์ทพอลิเมอร์เจลในท่อคาปิลลารี 6 ท่อด้วย 

สารละลายมอนอเมอร์และสารละลายริเริ่มปฏิกิริยาท่ีเตรียมข้ึนครั้งเดียวกัน สภาวะที่ใช้ในการทดลองดังนี้: 

สารละลายฟอสเฟตบัพเฟอร์ความเข้มข้น 15 มิลลิโมลาร์ pH 7.75 เป็นเฟสเคลื่อนที่ สารละลายฟอสเฟต

บัพเฟอร์ความเข้มข้น 20 มิลลิโมลาร์ pH 5.50 เป็นสารละลายสลายพนัธะ อัตราไหลของเฟสเคลื่อนที่ 

0.08 มิลลิลิตรต่อนาที ปริมาตรสารตวัอย่าง 300 ไมโครลิตร และตรวจวัดการเปล่ียนแปลงการดูดกลืน

แสงท่ีความยาวคลื่น 500 นาโนเมตร 

 

    จากผลการทดลองแสดงให้เหน็ว่า ความไววิเคราะห์ท่ีได้จากแต่ละท่อมี

ความแตกต่างกันอย่างมีนยัสําคญั ท้ังนี้เนื่องจากการเคลือบเจลภายในท่ออาศยัการเกาะติดทางกายภาพ

ของเจลบนพื้นผิวภายในของท่อคาปิลลารีเท่านัน้ ซ่ึงหลังจากเคลือบเสร็จเรียบร้อยแล้วจะนําท่อมาตอ่เข้า

กับระบบโฟลอินเจคชนั แล้วให้สารละลายฟอสเฟตบัพเฟอร์ไหลผ่านเจลที่เคลือบไว้ในท่อ เพื่อล้างเอา

สารละลายส่วนเกินออก ในขั้นตอนนี้จะมีเจลบางส่วนที่ไม่ได้ถกูยึดเกาะไว้ท่ีผิวของท่อคาปิลลารีหลุด

ออกมาด้วย ทําให้ปรมิาณเจลท่ีเหลืออยู่ในท่อแต่ละอันไม่เท่ากัน ส่งผลให้ค่าความไววิเคราะห์ที่ได้จากแต่

ละท่อมีค่าไม่เท่ากัน นั่นคือความสามารถในการทําซํ้าได้ของการเคลือบแอฟฟนิิตีสมาร์ทพอลิเมอร์เจลใน
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ท่อคาปิลลารีมีค่าไม่ดีนั้นเอง อย่างไรกต็ามเนื่องจากแอฟฟินิตีสมาร์ทพอลิมเอร์เจลที่เคลือบไว้ในแต่ละท่อ

มีความเสถียรในงานใช้งานสูง แต่ถ้ามีความจาํเป็นต้องเปลี่ยน การทํากราฟมาตรฐานสามารถทําได้ง่าย ไม่

ยุ่งยาก ข้อด้อยในเรื่องดังกล่าวจึงไม่เป็นอุปสรรคในการที่จะนําเซนเซอร์ท่ีพฒันาขึ้นมาประยุกต์ใช้ในการ

วิเคราะห์กลูโคส สําหรบังานวิจัยในอนาคตถ้ามีความต้องการเพิม่ความสามารถในการทําซํ้าได้ของการ

เคลือบแอฟฟนิิตีสมาร์ทพอลิเมอร์เจลในท่อคาปิลลารี อาจจะสามารถทําได้โดยใช้เทคนิคการเคลือบที่

อาศัยการเกิดพนัธะทางเคมีเข้ามาช่วยทัง้ระหว่างเจลกับพื้นผิวคาปลิลารีผ่านกระบวนการ silanisation และ

ทําให้เกิดการเชื่อมไขว้ภายในพอลิเมอร์เจลเองโดยอาศัยสารเชื่อมไขว้ (cross-linking agent) (Kuzimenkova 

et al., 2008) 

   5.4.1.3 ความจําเพาะเจาะจงต่อกลูโคสของแอฟฟินิตีสมารท์พอลิเมอรเ์จล 

    จากการวิเคราะห์น้าํตาล 5 ชนิด คือ กลโูคส แมนโนส กาแลคโตส ซูโครส 

และแลคโตส ในช่วงความเข้มข้น 1.0-16.0 มิลลิโมลาร์ พบว่า ช่วงการตอบสนองที่เป็นเส้นตรงของกลูโคส

ชนิดเดียวเท่านั้นท่ีอยู่ในช่วง 1.0-16.0 มิลลิโมลาร์ ในขณะที่ช่วงการตอบสนองที่เป็นเส้นตรงของแมนโนส 

กาแลคโตส ซูโครส และ แลคโตส อยู่ท่ี 4.0-16.0 1.0-8.0 2.0-8.0 และ 4.0-16.0 มิลลิโมลาร์ ตามลําดับ 

โดยความไววิเคราะห์ของแอฟฟินิตีสมาร์ทพอลิเมอร์เจลเซนเซอร์ท่ีมีต่อน้าํตาลแต่ละชนิด แสดงดังรูปที่ 8 

    ผลการทดลองที่ได้แสดงให้เห็นว่าแอฟฟินิตีสมาร์ทพอลิเมอร์เจลไม่มี

ความจําเพาะเจาะจงต่อการตรวจวัดกลโูคส โดยความไววิเคราะห์ท่ีได้จากการวิเคราะห์แมนโนสและกา

แลคโตส มีค่าใกล้เคียงกับค่าความไววิเคราะห์ท่ีได้จากการวิเคราะห์กลโูคส ซ่ึงท้ังหมดนี้เป็นน้ําตาล

โมเลกุลเดี่ยว ในขณะที่ค่าดังกล่าวสาํหรับซูโครสและแลคโตสซึง่เป็นน้ําตาลโมเลกุลคู่ ต่าํกว่าค่าความไว

วิเคราะห์ท่ีได้จากการวิเคราะห์น้าํตาลโมเลกุลเดี่ยวท่ีศึกษาถึง 9 เท่า ท้ังนี้อาจเนือ่งจากน้าํตาลโมเลกุลคู่มี

พันธะไกลโคซิดิก (glycosidic bond) เป็นพันธะพื้นฐานที่เชื่อมระหว่างน้าํตาลโมเลกุลเดี่ยว ทําให้มีหมู่ซิสได

ออลท่ีเหลือสําหรับการเกิดพนัธะกับกรดฟนีิลโบโรนิกน้อย (Lee et al., 2004) นอกจากนี้น้าํตาลโมเลกุลคู่

อาจจะมีผลจากความเกะกะ (steric effect) จึงทําให้ความไวในการวิเคราะห์ต่าํกว่ากรณีของน้าํตาลโมเลกุล

เดี่ยว อย่างไรกต็ามสาํหรบังานวิจัยในอนาคต อาจมีเพิม่ความจําเพาะเจาะจงของเซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นโดย

การปรับเปลี่ยนโครงสร้างของกรดฟีนิลโบโรนิกที่ใช้เป็นลิแกนด์ ซ่ึงอาจจะมีผลต่อตําแหน่งและการจัด

วางตวัของหมูฟ่ังก์ชันดังกล่าว อาจช่วยทําให้มีความจําเพาะเจาะจงกับกลูโคสมากขึ้น เช่น การใช้มอนอ

เมอร์ท่ีมีหมู ่tertiary amine ในการสังเคราะห์ polyacrylamide hydrogel ท่ีมีหมู ่3-กรดอะคริลามิโดฟีนิลโบ

โรนิกอยู่จะช่วยให้ความจาํเพาะเจาะจงในการวิเคราะห์กลูโคสเพิม่ขึ้นอย่างเหน็ได้ชัด (Dean et al., 2006) 
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รปูที่ 8 ความไววิเคราะห์ของออนคอลัมน์แอฟฟินิตีสมาร์ทพอลิเมอร์เจลสาํหรบัการวิเคราะห์น้าํตาลหลาย

ชนิด โดยมีสภาวะที่ใช้ในการทดลองดังน้ี: สารละลายฟอสเฟตบัพเฟอร์ความเข้มข้น 15 มิลลิโมลาร์ pH 

7.75 เป็นเฟสเคล่ือนท่ี สารละลายฟอสเฟตบัพเฟอร์ความเข้มข้น 20 มิลลิโมลาร์ pH 5.50 เป็นสารละลาย

สลายพนัธะ อัตราไหลของเฟสเคลื่อนท่ี 0.08 มิลลิลิตรต่อนาที ปริมาตรสารตวัอย่าง 300 ไมโครลิตร และ

ตรวจวัดการเปลี่ยนแปลงการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 500 นาโนเมตร 

 

   5.4.1.4 เปรียบเทียบผลการวิเคราะห์กบัวิธี dinitrosalicylic acid (DNS)  

    เพื่อเป็นการยืนยันว่าเทคนิคออนคอลัมน์แอฟฟนิิตีสมาร์ทพอลิเมอร์เจลที่

พัฒนาขึ้นมีประสิทธิภาพในการวิเคราะห์ปริมาณกลูโคสเทียบเท่ากบัวิธีมาตรฐานหรือวิธีที่นิยมใช้ใน

ปัจจุบัน จึงได้ทําการวิเคราะห์ตวัอยา่ง 10 ตัวอย่างท่ีเตรียมในน้าํกลัน่ ท้ังนี้เนื่องจากต้องการตัดปัญหาท่ี

เกิดผลรบกวนอื่น ๆ ท่ีอาจมีอยู่ในตวัอย่างออกไปก่อน ท้ัง 10 ตัวอย่างมีกลโูคสอยู่ในช่วงความเข้มข้น 5.0-

50.0 มิลลิโมลาร์  (ความเข้มข้นท่ีเลือกศึกษาอยู่ในช่วงความเข้มข้นที่สามารถตรวจวัดได้ด้วยเทคนิค strip 

test (2.8-55.0 มิลลิโมลาร์ (Urine test AUTIONTM Sticks, 2010) ซ่ึงเป็นเทคนิคที่ทางโรงพยาบาลนิยมใช้ใน

การตรวจวิเคราะห์ปริมาณกลูโคสในปัสสาวะ) ทําการศึกษาโดยแบ่งแต่ละตวัอย่างออกเป็น 2 ส่วน เพือ่

ตรวจวิเคราะห์ปริมาณกลูโคสด้วยท้ังเทคนิคออนคอลัมน์แอฟฟนิิตีสมาร์ทพอลิเมอร์เจลที่พฒันาขึ้น และ
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เทคนิค DNS โดยมีการเจือจางแต่ละตวัอยา่งด้วยสารละลายฟอสเฟตบพัเฟอร์ท่ีใชเ้ป็นเฟสเคล่ือนท่ีด้วย

แฟคเตอร์ที่เหมาะสม เพื่อให้ความเข้มข้นท่ีวิเคราะห์ได้อยู่ในช่วงการตอบสนองที่เป็นเส้นตรงของแต่ละ

เทคนิค จากนั้นจงึเปรียบเทียบผลการวิเคราะห์ (ค่าเฉลี่ย±ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน) กลูโคสใน 10 ตัวอย่างท่ี

ได้จากท้ังสองเทคนิค (รูปท่ี 9) และเมื่อทดสอบผลการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค Wilcoxon Signed Rank พบว่า

ท้ังสองเทคนิคให้ผลการวิเคราะห์ที่ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสําคญัท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95 % (P > 

0.05)
 

รปูที่ 9 ผลการวิเคราะห์กลูโคสในตวัอย่างท้ัง 10 ตัวอย่าง ท่ีได้จากเทคนิคออนคอลัมน์แอฟฟนิิตีสมาร์ท 

พอลิเมอร์เจลและเทคนิค DNS (ทําการวเิคราะห์ตวัอย่างละ 3 ซํ้า ท้ัง 2 เทคนิค) 

 

   5.4.1.5 การวิเคราะห์ตัวอย่างจริง 

    เพื่อเป็นการยืนยันว่าเทคนิคออนคอลัมน์แอฟฟนิิตีสมาร์ทพอลิเมอร์เจล 

กลูโคสเซนเซอร์ท่ีพัฒนาขึ้น สามารถนาํไปใช้ในการวิเคราะห์ตวัอย่างจริงได้ จึงได้ขอความอนเุคราะห์

ตวัอย่างปัสสาวะพร้อมท้ังผลการวิเคราะห์ปริมาณกลูโคสในตวัอย่างดังกล่าวด้วยเทคนิค strip test จาก

โรงพยาบาลสงขลานครินทร์ อ. หาดใหญ่ จ. สงขลา  

จากผลการศึกษาผลรอบกวนขององค์ประกอบอื่น ๆ ท่ีมีอยู่ในตวัอยา่ง

โดยการเปรียบเทียบค่าความชนัท่ีได้จาก matrix matched calibration curve กับกราฟมาตรฐานที่เตรยีม

สารละลายมาตรฐานกลูโคสในสาระลายฟอสเฟตบัพเฟอร์ โดยวิเคราะห์ความแตกต่างของค่าความชนัท่ีได้
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ด้วยเทคนิค two ways ANOVA โดยใช้โปรแกรม R (R Development Core Team, 2006) พบว่าค่าความชนั

ของกราฟมาตรฐานทั้งสองมีความแตกต่างอย่างมีนยัสําคญัท่ีระดับความเชื่อมัน่ 95% (P>0.05) ซ่ึงแสดง

ว่าองค์ประกอบอื่น ๆ ท่ีมีอยู่ในตวัอย่างมีผลรบกวนการวิเคราะห์กลูโคสด้วยเซนเซอร์ท่ีพัฒนาข้ึน ดังนั้นใน

การวิเคราะห์ปริมาณกลูโคสในตวัอย่างปัสสาวะจึงจําเป็นต้องใช้ matrix matched calibration curve เพื่อผล

การวิเคราะห์ที่ถูกต้อง 

จากนั้นนําค่าสัญญาณการตอบสนองที่ได้ไปคํานวณหาความเข้มข้นของ

กลูโคสท่ีมีอยู่ในตวัอย่างปัสสาวะท้ัง 3 ตวัอย่าง พบว่าความเข้มข้นของกลูโคสที่ตรวจพบในตวัอย่างท่ี 1 คือ 

1.8±0.2 มิลลิโมลาร์ ตวัอย่างท่ี 2 คือ 2.5±0.4 มิลลิโมลาร์ และตวัอย่างท่ี 3 คือ 2.8±0.1 มิลลิโมลาร์ 

แสดงดังตารางที่ 4 ผลการวิเคราะห์ปริมาณกลูโคสในปัสสาวะด้วยเทคนิค strip test ท่ีได้จากโรงพยาบาล

ท้ัง 3 ตัวอย่าง ระบุไว้ว่าเป็น “trace level” (ดูข้อมูลในตารางที่ 4) ซ่ึงหมายความว่าความเข้มข้นของกลูโคส

ในตวัอย่างปัสสาวะท้ัง 3 ตวัอย่างนั้นมีค่าน้อยกว่า 50 มิลลิกรัมต่อเดซิลิตร หรือ น้อยกว่า 2.8 มิลลิโมลาร์ 

ซ่ึงเป็นขีดจํากดัการตรวจวดัของเทคนิค strip test (Urine test AUTIONTM Sticks, 2010) นั่นคือความเข้มข้น

ต่าํสุดที่สามารถรายงานได้โดยการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค strip test เป็น 2.8 มิลลิโมลาร์ ในขณะที่ความ

เข้มข้นต่าํสุดท่ีสามารถรายงานได้ของเซนเซอร์ที่พฒันาข้ึนนั้นอยู่ท่ี 0.5 มิลลิโมลาร์ จะเหน็ได้ว่ามีค่าตํ่ากวา่

เทคนิค strip test ถึง 5.6 เท่า จากการค้นข้อมูลพบว่า ความเข้มข้นปกติของกลูโคสในปัสสาวะอยู่ในช่วง 

0.0-0.8 มิลลิโมลาร์ หรือไม่ควรตรวจพบเลย และถ้าปริมาณกลูโคสในเลือดมีค่าเกินว่าความสามารถที่ไต

จะรับได้คือ อยู่ในช่วง 10-12 มิลลิโมลาร์ กลูโคสจะถกูขับออกมาทางปัสสาวะ ทําให้เราสามารถตรวจพบ

ปริมาณกลูโคสในปัสสาวะ ซ่ึงสามารถใช้ในการบ่งชี้ภาวะ renal glycosuria หรือ ภาวะเบาหวานได้ 

(Position Statement-Urine Glucose Monitoring, 2010) ดังนั้นถ้าวิธีท่ีใช้ในการวิเคราะห์ปริมาณกลูโคสใน

ปัสสาวะสามารถระบุค่าในเชิงปริมาณได้ ก็จะมีประโยชน์มากต่อการวินิจฉัยโรค และจากผลการทดลองที่

ได้จะเหน็ว่า ออนคอลัมน์แอฟฟินิตีสมาร์ทพอลิเมอร์เจลกลโูคสเซนเซอร์ท่ีพฒันาขึ้นนั้นสามารถระบุความ

เข้มข้นของกลูโคสในตวัอย่างปัสสาวะท้ัง 3 ตัวอย่างเป็นค่าเชิงปริมาณคือเป็นตวัเลขได้เลย ในขณะทีข่้อมูล

ท่ีได้จาก strip test ระบุได้แค่เพียง “trace level” เท่านัน้ 

จากนั้นจึงคาํนวณหาเปอร์เซ็นต์การได้กลับคืน (% Recovery) ตามวิธี

มาตรฐานที่ได้แนะนาํไว้โดย EURACHEM (Guide EURACHEM, 1998) ดังแสดงในสมการที่ 1 จากการ

คํานวณพบว่าเปอร์เซ็นต์การได้กลับคืนอยู่ในช่วง 88±2% ถึง 103±4%  
 

ݕݎ݁ݒ݋ܴܿ݁ %                                                       ൌ  ൣಲషಳ
಴ ൧ ൈ 100                                                  (1) 

 

โดย  A คือ ความเข้มขน้ท่ีได้จากตัวอย่างท่ีมีการเติมสารละลายมาตรฐานกลูโคส   
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B คือ ความเข้มข้นท่ีได้จากตวัอย่างท่ีไม่มีการเติมสารละลายมาตรฐานกลโูคส  

C คือ ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานกลูโคสท่ีเติมลงไปในตวัอย่าง  

 

ตารางที่ 4 สภาวะที่เหมาะสมของออนคอลัมน์แอฟฟนิิตีสมาร์ทพอลิเมอร์เจลกลโูคสเซนเซอร์ควบคู่กับ 

      ระบบโฟลอินเจคชัน 
 

ตัวอย่างที่ 

ความเข้มข้นของกลูโคส (มิลลิโมลาร์) เปอรเ์ซนต์การได้กลับคืนเมือ่เติมกลูโคส

ท่ีความเข้มข้นa (มิลลิโมลาร์) 

ออนคอลัมน์แอฟฟินิตีสมาร์ท     

พอลเิมอรเ์จลกลูโคสเซนเซอร์a 

Strip test 
2.0 4.0 8.0 

1 1.8±0.2 trace levelb 103±4 99±1 100±6 

2 2.5±0.4 trace levelb 98±9 95±10 88±2 

3 2.8±0.1 trace levelb 91±5 96±2 99±6 
 

a ฉีดซ้ํา 3 ครัง้ 
b ความเข้มข้นของกลูโคสน้อยกว่า 50 มิลลิกรมัต่อเดซิลิตร หรือ 2.8 มิลลิโมลาร์ 

 

 5.2 ผลการศึกษาและพฒันาแอฟฟินิตีสมารท์พอลิเมอร์เจลให้มีความจาํเพาะเจาะจงต่อ

การตรวจวัดกลูโคส  

      ผลการทดลองตามแผนดําเนินงานวิจัยเดิม 

  5.2.1 ความยาวของแอฟฟินิตีสมารท์พอลิเมอร์เจลคอลัมนท์ี่เหมาะสม  

   จากการใช้ความยาวของท่อคาปิลลารีที่ 15 เซนติเมตร พบว่าสามารถสังเคราะห์

แอฟฟนิิตีสมาร์ทพอลิเมอร์ให้เกิดขึ้นตลอดทั้งความยาวของท่อได้ และม่ือนาํคอลัมน์ดังกล่าวมาต่อเข้ากับ

ระบบของ μ-HPLC เฟสเคลื่อนที่สามารถไหลผ่านคอลัมน์ที่สังเคราะห์ขึ้นได้ แต่พบปัญหาหลายอย่างคือ 

• เมื่อฉีดสารละลายมาตรฐานกลูโคสผ่านแอฟฟินิตีสมาร์ทพอลิเมอร์เจล 

คอลัมน์แล้ว มีเจลบางส่วนหลุดออกจากท่อคาปิลลารีในขณะที่สารละลายไหลผ่าน 

• ในส่วนของระบบการตรวจวัดกใ็ช้เจลชนิดเดียวกัน ซ่ึงอัตราการเกิดอันตร

กิริยาระหวา่งกรดฟีนิลโบโรนิคกับกลูโคสค่อนข้างช้า และจากการทดลองในส่วนแรกพบว่าใช้เวลาในการ

วิเคราะห์นาน 6 นาที ยิ่งเมื่อสารละลายต้องมีการไหลผ่านคอลัมน์จะทําให้ใช้เวลาในการเคลื่อนท่ีนานขึ้น 
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สัญญาณการตอบสนองที่ได้มีลักษณะเปน็พีคกว้าง จึงมีความเป็นไปได้น้อยมากที่จะแยกน้าํตาลแต่ละชนิด

ออกจากกนั  ซ่ึงเม่ือทําการทดสอบโดยการฉีดสารลายมาตรฐานผสมระหว่างกลูโคสและซูโครสพบว่า    

ไม่สามารถระบุได้ว่ามีน้าํตาลชนิดใดผสมกันอยู่ เพราะได้สญัญาณที่เป็นพีคกว้างเพียงพีคเดียว ดังนั้นใน

ส่วนของผลการทดลองตามแผนการดาํเนินงานวิจยัเดิมจึงสามารถรายงานผลได้เพียงหัวข้อเดียว และมี

ความจําเป็นต้องเปล่ียนแผนการดาํเนินงานวิจยัโดยมีผลการทดลองตามแผนการดําเนินงานวิจัยใหม่ดังนี้  

 

 ผลการทดลองตามแผนดําเนินงานวจิัยใหม ่

  5.2.2 การสงัเคราะหม์อนอลิทคอลัมน ์

   จากการสังเคราะห์มอนอลิทคอลัมน์ตามวิธีการทดลองในข้อ 4.2.7.2 พบว่าได้

มอนอลิทคอลัมน์ตามที่ต้องการ แต่ต้องยืนยันผลโดยการดูลักษณะของมอนอลิทพอลิเมอร์ที่สังเคราะห์ข้ึน

ภายในท่อด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเลคตรอนแบบส่องกราด (Scanning Electron Microscope, SEM) อีกครั้ง

หนึ่ง และเมื่อนํามาทดสอบการไหลผ่านของสารละลายฟอสเฟตบัพเฟอร์ ความเข้มข้น 15 มิลลิโมลาร์ pH 

7.75 พบว่ามีการไหลผ่านที่ดี จากนั้นจึงได้ตัดท่อคาปิลลารีท่ีมีมอนอลิทคอลัมน์อยู่ภายในออกมาบางส่วน

เพื่อนาํไปดูลักษณะภายในท่อ ภาพท่ีได้จากกล้องจุลทรรศน์อิเล็คตรอนแบบส่องกราด (รูปท่ี 10)  ยืนยันได้

ว่าด้วยสัดส่วนของสารตั้งต้นและสภาวะที่ใช้ในการทดลองนี้ เราสามารถสังเคราะห์มอนอลิทพอลิเมอร์ใน

ท่อคาปิลลารีได้ โดยมอนอลิทที่สังเคราะห์ขึ้นเกิดขึ้นเต็มภายท่อคาปิลลารี และมีรพูรุนท่ีช่วยให้มีการไหล

ผ่านของสารละลายที่ดี  

 

 
 

   รปูที ่10 ภาพหนา้ตัดของท่อคาปิลลารีที่มีมอนอลิทพอลิเมอร์ภายในท่อจากกล้องจุลทรรศน์อิเลคตรอน 

   แบบส่องกราดที่กําลังขยาย 200 เท่า (A) และ 1000 เท่า (B) 

A B
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  5.2.3 ทดสอบประสิทธิภาพในการแยกน้าํตาลของมอนอลิทคอลัมน ์

   นํามอนอลิทคอลัมน์ท่ีได้ไปต่อเข้ากับเครือ่ง HPLC ท่ีมีตวัตรวจวัดค่าดัชนีหักเห 

เพื่อเป็นการทดสอบเบ้ืองต้นก่อนที่จะนาํคอลัมน์ไปต่อเข้ากับระบบตรวจวัดทางไฟฟ้าเคมี โดยใช้สาระลาย

ฟอสเฟตบัพเฟอร์ 15 มิลลิโมลาร์ pH 7.75 เป็นเฟสเคลื่อนท่ี (อ้างอิงจากผลการทดลองในงานวิจยัส่วน

แรก) และอัตราไหลของเฟสเคลื่อนท่ีในเบื้องต้นเป็น 0.03 มิลลิลิตรต่อนาที และเนื่องจากตัวตรวจวัดชนิดน้ี

มีความไวในการวิเคราะห์ที่ไม่สูงนัก จึงจําเป็นต้องทดสอบประสิทธิภาพในการแยกเบ้ืองต้นโดยใช้

สารละลายมาตรฐานของน้าํตาลท่ีความเข้มข้นค่อนข้างสูง หลังจากฉีดสารละลายมาตรฐานกลูโคสความ

เข้มข้น 0.2% (น้ําหนักโดยปริมาตร) พบว่าสามารถตรวจวัดพีคหรือโครมาโทแกรมของกลูโคสได้ท่ีเวลา

ประมาณ 2.5 นาที (ฉีดซํ้าท้ังหมด 3 ครัง้) ความสูงของพีคและค่ารีเทนชนัไทม์ทีไ่ด้จากการทาํซ้ําท้ัง 3 ครั้ง

มีค่าใกล้เคียงกัน หลังจากนั้นทําการฉีดสารละลายมาตรฐานซูโครสท่ีความเข้มข้นเดียวกนั พบว่าท้ังความ

สูงของพีคและค่ารีเทนชันไทม์ที่ได้จากการวิเคราะห์ซูโครสมีค่าใกล้เคียงกันกับค่าที่ได้จากการวิเคราะห์

กลูโคสมาก จากการทดสอบเบื้องต้นนี้แสดงให้เหน็ว่าคอลัมน์ทีสั่งเคราะห์ขึ้นไม่สามารถแยกน้าํตาลแต่ละ

ชนิดออกจากกันได้ ต่อจากนั้นจึงลดอัตราการไหลเหลือ 0.01 มิลลิลิตรต่อนาที แล้วทําการทดลองฉีด

สารละลายมาตรฐานของกลูโคสและซูโครสที่ละตวั ก็พบว่าค่ารีเทนชนัไทม์ที่ได้ยังมีค่าใกล้เคียงกันมาก ซ่ึง

ถ้าวิเคราะห์สารละลายมาตรฐานผสมกจ็ะไม่สามารถแยกน้าํตาลท้ังสองชนิดออกจากกนัได้ ดังนั้นจึงทํา

การปรับเปลี่ยนปัจจัยต่าง ๆ ทีละปัจจยัดังน้ี 

• ปรับเปลี่ยนสภาพขั้วของเฟสเคลื่อนที่ โดยมีการเติมตวัทําละลายอินทรีย ์

คือ อะซิโตไนไตรล์เพิ่มลงไปในเฟสเคล่ือนท่ีเดิม เพือ่ลดสภาพขั้วของเฟสเคลื่อนท่ี โดยศึกษาท่ี 70:30 

60:40 และ 50:50  เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร  

• เพิม่ความยาวของคอลัมน์จาก 20 เซนติเมตรเป็น 30 เซนติเมตร เพือ่เพิ่ม

ปริมาณหมู่กรดฟนีิลโบโรนิคและเพิม่เวลาในการหน่วงสารให้อยู่ในคอลัมน์นานขึ้น  
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รปูที่ 11 ตวัอย่างโครมาโทแกรมท่ีได้จากการใช้มอนอลิทคอลัมน์ท่ีสังเคราะห์ขึ้นเป็นคอลัมน์ในการแยกและ 

วิเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC ท่ีมีตัวตรวจวัดค่าดัชนีหักเห ภายใต้สภาวะการทดลองดังนี้: ความยาวคอลัมน์ 

30 เซนติเมตร เฟสเคล่ือนที่ คือ 50:50 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตรของอะซิโตไนไตรล์: สารละลายฟอสเฟต

บัพเฟอร์ความเข้มข้น 15 มิลลิโมลาร์ pH 7.75 ท่ีอัตราไหล 0.01 มิลลิลิตรต่อนาที ลูกศรชี้ขึ้นหมายถึง

ตาํแหน่งของการฉีดสารละลายมาตรฐานของน้าํตาลกลูโคสและซูโครส 

 

   จากการปรับเปลี่ยนปัจจัยท่ีกล่าวไปแล้วข้างต้น กย็ังไม่สามารถแยกน้าํตาลท่ีเลือก

มาทดสอบเพียงสองชนิดนี้ออกจากกนัได้ โดยท่ีค่ารีเทนชนัไทม์ของกลูโคสและซูโครสยังมีค่าใกล้เคียงกนั 

และเมื่อทดลองฉีดสารละลายมาตรฐานผสมของน้ําตาล 2 ชนิด ส่ิงท่ีเปล่ียนแปลงไปมีเพียงความสูงของ

ฆฎžกฌกฎŽšฎ½ž¦ ฎÝ∞กตบ≠ฆ
≠ฃฎš ธ∫ ้š ∫Ý้  0.2%

ฆฎžกฌกฎŽšฎ½ž¦ ฎÝ ı ตบ≠žฆ
≠ฃฎš ธ∫ ้š ∫Ý้  0.2%

ฆฎžกฌกฎŽšฎ½ž¦ ฎÝýฆš ∫ฉ◊∞กตบ≠ฆนกฌı ตบ≠žฆ
≠ฃฎš ธ∫ ้š ∫Ý้  0.2%
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พีคท่ีเพิ่มข้ึนเป็นสองเท่า โดยที่โครมาโทแกรมท่ีได้จากการฉีดสารละลายมาตรฐานผสมมีเพียงพีคเดียว ดัง

แสดงในรูปท่ี 11 ดังนั้นจึงสรุปว่ามอนอลิทคอลัมน์ท่ีสังเคราะห์ขึ้น ไม่สามารถนาํมาใช้ในการแยกน้าํตาลเพือ่

เพิม่ความจําเพาะเจาะจงในการวิเคราะห์กลูโคสได้  

5.2.4 การตรวจวัดกลูโคสด้วยเทคนิคแอมเพอโรเมทรี 

   5.2.4.1 ศักย์ไฟฟา้ในการตรวจวัดกลูโคสด้วยเทคนิคไซคลิกโวลแทมเมทรี 

    จากการสแกนช่วงศักย์ไฟฟ้าตั้งแต่ -0.2 โวลต์ถึง 0.8 โวลต์ (50 มิลลิ

โวลต์ต่อนาที) ด้วยเทคนิคไซคลิกโวลแทมเมทรี เพื่อศึกษาช่วงศักย์ไฟฟ้าที่เหมาะสมสําหรับการเกิด 

ปฏิกิริยาออกซิเดชันของกลูโคสใน 0.05 มิลลิโมลาร์ โซเดียมไฮดรอกไซด์ ผลการทดลองแสดงในรูปที่ 12 
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รปูที ่ 12 ไซคลิกโวลแทมโมแกรมที่ได้จากการสแกนศักย์ไฟฟ้าช่วง -0.2 โวลต์ถึง 0.8 โวลต์ โดยมีแกลสซี

คาร์บอนอิเล็คโทรดที่ไม่มีการปรับปรุงผิวหน้า (รูปที่ 12A) และแกลสซีคาร์บอนที่มีการปรับปรุงผิวหน้าด้วย

อนุภาคทองแดง (รูปท่ี 12B) เป็นขั้วไฟฟ้าทํางาน Ag/AgCl เป็นขั้วไฟฟ้าอ้างอิง ท่อสแตนเลสสตีลเปน็

ขั้วไฟฟ้าช่วย สารละลาย 0.05 โมลาร์โซเดียมไฮดรอกไซด์เป็นสารละลายอิเล็คโทรไลต์   

  

จากไซคลิกโวลแทมโมแกรมที่ได้ พบว่าในกรณีท่ีใช้แกลสซีคาร์บอน

อิเล็คโทรดที่ไม่มีการปรับปรุงผิวหน้า กลูโคสจะเริม่เกิดปฏิกิริยออกซิเดชนัท่ีศักย์ไฟฟ้าประมาณ 0.6 โวลต์ 

(รูปท่ี 12A) ในขณะที่ถ้าใช้แกลสซีคาร์บอนที่มีการปรับปรุงผิวหนา้ด้วยอนภุาคทองแดง ศักย์ไฟฟ้าที่เริม่

เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของกลูโคสจะลดลง โดยจะเริ่มเกิดที่ศักย์ไฟฟ้าประมาณ 0.25 โวลต์ (รูปที่ 12B) 

แสดงให้เหน็ว่าอนุภาคทองแดงช่วยเร่งการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของกลูโคส ทําให้กลูโคสสามารถ

เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันได้ที่ศักย์ไฟฟ้าต่าํลง นอกจากนี้เมื่อพิจารณาค่ากระแสไฟฟา้ที่เกิดจากปฏิกิริยา

ออกซิเดชัน พบวา่ค่ากระแสไฟฟา้ที่ได้จากอิเล็คโทรดทั้งสองแบบจะเพิ่มขึ้นตามความเข้มข้นของกลูโคส 

(2.0-22.0 มิลลิโมลาร์) แต่แกลสซีคาร์บอนที่มีการปรับปรุงผิวหน้าด้วยอนภุาคทองแดงจะให้ค่า
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กระแสไฟฟ้าที่สูงกว่า ดังนั้นการศึกษาในลําดับต่อไปจะใช้เพียงแกลสซีคาร์บอนที่มีการปรับปรุงผิวหน้า

ด้วยอนุภาคทองแดงเท่านัน้ 

 5.2.4.2 ศักย์ไฟฟา้ทีเ่หมาะสมในระบบโฟลอินเจคชนัแอมเพอโรเมทรี  

    จากไซคลิกโวลแทมโมแกรมที่ได้จากข้อ 5.2.4.1 จึงเลือกศักย์ไฟฟ้าช่วง 

0.2-0.6 โวลต์ในการศึกษาศกัย์ไฟฟ้าที่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันในระบบโฟลอินเจคชนัด้วย

เทคนิคแอมเพอโรเมทรี ผลการทดลองแสดงดังรูปท่ี 13 จะเห็นได้ว่าเมื่อศกัย์ไฟฟ้าในการเกิดปฏิกิริยา

เพิม่ขึ้น ค่าสัญญาณการตอบสนอง (ความสูงของพคี) เพิม่ขึ้น แต่ถ้าใช้ศักย์ไฟฟ้าท่ีสูงเกินไปก็จะทําให้ตวั

รบกวนอ่ืน ๆ ท่ีมีอยู่ในตวัอย่างสามารถเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนัท่ีขั้วไฟฟ้าได้เช่นเดียวกัน ดังนั้นเพื่อเป็นการ

ลดผลการรบกวนและยังคงค่าสัญญาณการตอบสนองที่สูง จึงเลือกศักย์ไฟฟ้าที่ 0.45 โวลต์ ในการศึกษา

ต่อไป 
 

 
รปูที่ 13 ผลของศักย์ไฟฟ้าต่อการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนัของกลูโคสท่ีแกลสซีคาร์บอนท่ีมีการปรับปรุง

ผิวหน้าด้วยอนุภาคทองแดง โดยมีสภาวะในการทดลองดังนี้โดยมีสภาวะในการทดลองดังน้ี: แกลสซี

คาร์บอนท่ีมีการปรับปรุงผิวหน้าด้วยอนภุาคทองแดงเป็นขั้วไฟฟ้าทํางาน Ag/AgCl เป็นขั้วไฟฟ้าอ้างอิง ท่อ 

สแตนเลสสตีลเป็นขั้วไฟฟ้าช่วย สารละลาย 0.05 โมลาร์โซเดียมไฮดรอกไซด์เป็นเฟสเคลื่อนที่ท่ีอัตราไหล 

0.50 มิลลิลิตรต่อนาที  

 5.2.4.3 อัตราไหลและความเข้มข้นที่เหมาะสมของเฟสเคลื่อนที่  
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  จากการศึกษาอัตราไหลของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ที่ 0.20 0.30 

0.40 และ 0.50 มิลลิลิตรต่อนาที และความเขม้ข้นของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ที่ 0.01 0.05 0.10 

0.25 และ 0.50 โมลาร์ โดยใช้สารละลายมาตรฐานกลูโคสที่ความเข้มข้น 1.0 มิลลิโมลาร์ พบว่าท่ีอัตรา

ไหล 0.2 มิลลิลิตรต่อนาที ให้ค่าสญัญาณการตอบสนองสูงท่ีสุด และสญัญาณการตอบสนองที่ได้จะลดลง

เมื่ออัตราไหลเพิม่ขึ้น (รูปที่ 14) ท้ังนี้เนือ่งจากกลโูคสมีเวลาในการเกิดปฏิกิริยาที่ผิวหน้าอิเล็คโทรดได้นาน

กว่า แต่เวลาที่ใช้ในการวิเคราะห์กน็านด้วย ดังนั้นเพือ่ให้ได้ค่าสญัญาณการตอบสนองสูงและใช้เวลาในการ

วิเคราะห์ท่ีไม่นานนัก จึงเลือกใช้อัตราไหลที่ 0.30 มิลลิลตรต่อนาทีเป็นอัตราไหลที่เหมาะสม  

 
รปูที่ 14 ผลของอัตราไหลของเฟสเคลื่อนท่ีท่ีมีต่อสัญญาณการตอบสนองที่ได้จากการวิเคราะห์กลูโคส 1.0 

มิลลิโมลาร์ โดยมีสภาวะการทดลองดังนี้: แกลสซีคาร์บอนที่มีการปรับปรุงผิวหนา้ด้วยอนุภาคทองแดงเป็น

ขั้วไฟฟ้าทาํงาน Ag/AgCl เป็นขั้วไฟฟ้าอ้างอิง ท่อสแตนเลสสตีลเป็นขั้วไฟฟ้าช่วย ทําการตรวจวัดท่ี

ศักย์ไฟฟ้า 0.45 โวลต์  
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    จากนั้นจึงศึกษาความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของสารละลายโซเดียมไฮดรอก

ไซด์ท่ีอัตราไหลดังกล่าวพบวา่ เมื่อความเข้มข้นของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เพิ่มขึ้น สัญญาณการ

ตอบสนองก็สูงข้ึนตามไปด้วย และจะเริม่คงท่ีท่ีความเข้มข้น 0.10 โมลาร์ (รปูท่ี 15) ดังนั้นจึงเลือกใช้

สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ท่ีความเขม้ขน้ดังกล่าวในการศึกษาต่อไป 

 
 

รปูที่ 15 ผลของความเข้มข้นของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ที่ใช้เป็นเฟสเคลือ่นที่ในระบบโฟลอินเจค

ชนัแอมเพอโรเมทรี โดยมีสภาวะในการทดลองดังนี้: แกลสซีคาร์บอนท่ีมีการปรับปรุงผิวหน้าด้วยอนุภาค

ทองแดงเป็นขั้วไฟฟ้าทาํงาน Ag/AgCl เป็นขั้วไฟฟ้าอ้างอิง ท่อสแตนเลสสตีลเป็นขั้วไฟฟ้าช่วย สารละลาย

มาตรฐานกลูโคสความเข้มข้น 1.0 มิลลิโมลาร์ ทําการตรวจวัดที่ศักย์ไฟฟ้า 0.45 โวลต์ โดยมีอัตราไหลของ

เฟสเคลื่อนท่ีเป็น 0.3 มิลลิลิตรต่อนาที 

 

 5.2.4.4 ความเข้มขน้ทีเ่หมาะสมของอนภุาคทองแดง 

    เพื่อให้ระบบตรวจวัดมีค่าความไวในการวิเคราะห์สูงที่สุด จึงทําการศึกษา

ความเข้มข้นของอนุภาคทองแดงท่ีใช้ในการปรับปรุงผิวหน้าอิเล็คโทรด ผลการศึกษาพบว่าความไว

วิเคราะห์เพิม่ขึ้นเมื่อความเข้มข้นของอนภุาคทองแดงเพิ่มขึ้นจาก 1% (รูปที่ 16A) เป็น 2.5% (รูปที่ 16B) 

และหลังจากนี้เมื่อเพิม่ความเข้มข้นของอนุภาคทองแดง เป็น 5% (รูปท่ี 16C) และ 10% (รูปท่ี 16D)        
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ค่าความไววิเคราะห์ของการตรวจวัดเริ่มคงที่  และจากการสังเกตในขณะที่เตรียมอิเล็คโทรดพบว่าอนุภาค

ทองแดงครอบคลุมพื้นท่ีผิวท้ังหมดของแกลสซีคาร์บอนอิเล็คโทรดตั้งแต่ที่ความเข้มข้น 2.5% จึงอาจเป็น

สาเหตุหนึ่งท่ีทําให้หลังจากความเข้มข้นดังกล่าวแล้วค่าความไววิเคราะห์เริ่มคงท่ี ดังนั้นความเข้มข้นที่

เหมาะสมของอนุภาคทองแดงคือ 2.5% ในสารละลาย 0.5% Nafion ในเอทานอล 
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รปูที่ 16 กราฟมาตรฐานที่ได้จากการวิเคราะห์กลูโคสด้วยแกลสซีคาร์บอนที่มีการปรับปรุงผิวหน้าด้วย

อนุภาคทองแดงที่ความเข้มข้น 1% (A) 2.5% (B) 5.0% (C) และ 10% (D) โดยมีสารละลาย 0.1 โมลาร์

โซเดียมไฮดรอกไซด์เป็นเฟสเคล่ือนที่ท่ีอัตราไหล 0.3 มิลลิลิตรต่อนาที และทําการตรวจวดัท่ีศักย์ไฟฟ้า 

0.45 โวลต์ 

 

 

y = 19.305x + 0.0733
R² = 0.9999
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 5.2.4.5 ความเสถียรในการใชง้านของขั้วไฟฟา้ที่มีการปรบัปรงุผิวหนา้ดว้ย

อนภุาคทองแดง  

  จากการฉีดสารละลายมาตรฐานกลโูคสอย่างต่อเนื่อง โดยฉีดสลับกัน

ระหว่างสารละลายมาตรฐานกลูโคสความเข้มข้น 1.0 มิลลิโมลาร์ และ 5.0 มิลลิโมลาร์ ตวัอย่างของค่า

สัญญาณการตอบสนองที่ได้ แสดงในรูปท่ี 17 

 
รปูที่ 17 ตวัอย่างค่าสัญญาณการตอบสนองที่ได้จากการวิเคราะห์กลูโคสความเข้มข้น 1.0 มิลลิโมลาร์

อย่างต่อเนื่องในระบบโฟลอินเจคชนัแอมเพอโรเมทรี โดยมีสภาวะในการทดลองดังนี้: แกลสซีคาร์บอนทีม่ี

การปรับปรุงผิวหน้าด้วยอนุภาคทองแดงเป็นขั้วไฟฟ้าทํางาน Ag/AgCl เป็นขั้วไฟฟ้าอ้างอิง ท่อสแตนเลสส

ตีลเป็นขั้วไฟฟ้าช่วย สารละลาย 0.1 โมลาร์โซเดียมไฮดรอกไซด์เปน็เฟสเคลื่อนที่ท่ีอัตราไหล 0.3 มิลลิลิตร

ต่อนาที และทําการตรวจวดัท่ีศักย์ไฟฟ้า 0.45 โวลต์  

 

เมื่อนาํความสูงของสัญญาณท่ีได้มาคิดเป็น %ค่าการตอบสนองโดยให้การฉีดครั้งแรกที่แต่ละความเข้มข้น

เป็น 100% ผลการทดลองที่ได้แสดงดังรูปท่ี 18 พบว่าหลังจากวิเคราะห์สารละลายมาตรฐานกลโูคสท่ี

ความเข้มข้น 1.0 และ 5.0 มิลลิโมลาร์ ด้วยระบบโฟลอินเจคชันแอมเพิโรเมทรีที่มีแกลสซีคาร์บอนที่มีการ

ปรับปรุงผิวหน้าด้วยอนุภาคทองแดงเป็นขั้วไฟฟ้าทํางาน สลับกนัถึง 350 ครั้ง ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน
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สัมพัทธ์ทีไ่ด้จากการวิเคราะห์มีค่าเพียง 2.5% โดยมีค่าเฉลี่ยของ %สัญญาณการตอบสนองอยู่ท่ี 98±2% 

แสดงให้เหน็ว่าแกลสซีคาร์บอนที่มีการปรับปรุงผิวหน้าด้วยอนภุาคทองแดงมีความเสถียรในการใช้งานใน

สภาวะท่ีศึกษาสูงมาก โดยสามารถใช้การวิเคราะห์กลโูคสซ้ําได้อย่างน้อย 350 ครั้ง และค่าสญัญาณการ

ตอบสนองที่ได้ลดลงเพียง 0.0018% ต่อการฉีดแต่ละครั้ง 

 
รปูที่ 18 ความเสถียรในการใช้งานของแกลสซีคาร์บอนท่ีมีการปรบัปรุงผิวหน้าด้วยอนุภาคทองแดงในการ

วิเคราะห์กลูโคสความเข้มข้น 1.0 และ 5.0 มิลลิโมลาร์อย่างต่อเน่ืองในระบบโฟลอินเจคชันแอมเพอโรเมทรี 

โดยมีสภาวะในการทดลองดังนี้: แกลสซีคาร์บอนที่มีการปรับปรุงผิวหน้าด้วยอนุภาคทองแดงเป็นขั้วไฟฟ้า

ทํางาน Ag/AgCl เป็นขั้วไฟฟ้าอ้างอิง ท่อสแตนเลสสตีลเป็นขั้วไฟฟ้าช่วย สารละลาย 0.1 โมลาร์โซเดียม 

ไฮดรอกไซด์เป็นเฟสเคลื่อนที่ท่ีอัตราไหล 0.3 มิลลิลิตรต่อนาที และทําการตรวจวัดท่ีศกัย์ไฟฟ้า 0.45 โวลต์  

 

 5.2.4.6 ช่วงการตอบสนองทีเ่ปน็เส้นตรงและขีดจาํกัดในการตรวจวัด 

หลังจากได้สภาวะที่เหมาะสมของการทดลองในระบบโฟลอินเจคชนัแอม 

เพอโรเมทรีแล้ว จึงใช้สภาวะดังกล่าวในการศึกษาช่วงการตอบสนองที่เป็นเส้นตรงและขีดจํากัดในการ

ตรวจวัด โดยการฉีดสาระลายมาตรฐานกลูโคสในช่วงความเข้มข้น 0.0010 – 30.00 มิลลิโมลาร์ โดยทํา

การฉีดซํ้าความเข้มข้นละ 3 ซํ้า จากผลการทดลองพบวา่ระบบโฟลอินเจคชันแอมเพอโรเมทรีที่มีแกลสซี

คาร์บอนท่ีมีการปรับปรุงผิวหน้าด้วยอนภุาคทองแดงเป็นขั้วไฟฟ้าทํางาน ให้ช่วงการตอบสนองที่เป็น
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เส้นตรงในช่วงความเข้มข้น 0.0010-10.00 มิลลิโมลาร์ (รูปท่ี 19) โดยให้ค่าขีดจํากัดการตรวจวัดที่ 0.005 

มิลลิโมลาร์ (S/N ≥ 3) 

 

 
รปูที่ 18 กราฟมาตรฐานทีไ่ด้จากการวิเคราะห์ปริมาณกลูโคสในระบบโฟลอินเจคชนัแอมเพอโรเมทรี โดยมี

สภาวะในการทดลองดังนี้: แกลสซีคาร์บอนที่มีการปรบัปรุงผิวหน้าด้วยอนุภาคทองแดงเป็นขั้วไฟฟ้าทํางาน 

Ag/AgCl เป็นขั้วไฟฟ้าอ้างอิง ท่อสแตนเลสสตีลเป็นขั้วไฟฟ้าช่วย สารละลาย 0.1 โมลาร์โซเดียม ไฮดรอก

ไซด์เป็นเฟสเคลื่อนท่ีท่ีอัตราไหล 0.3 มิลลิลิตรต่อนาที และทําการตรวจวัดที่ศักย์ไฟฟ้า 0.45 โวลต์  

 

 5.2.4.7 มอนอลิทคอลัมนค์วบคู่กบัระบบโฟลอินเจคชันแอมเพอโรเมทรี 

    ในส่วนนี้จะไม่มีผลการทดลอง เนื่องจากผลการทดสอบมอนอลิทคอลัมน์

ท่ีสังเคราะห์ข้ึน ไม่สามารถแยกน้าํตาลแต่ละชนิดออกจากกนัได้ จึงไม่ได้ทาํการทดลองในส่วนที่นาํมอนอ

ลิทคอลัมน์มาต่อควบคู่กับระบบโฟลอินเจคชนัแอมเพอโรเมทรี 

 

 

 

y = 13.642x + 0.5075
R² = 0.9994
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6. สรปุผลการทดลอง ขอ้เสนอแนะสาํหรบังานวิจัยในอนาคต 

 6.1 สรปุผลการทดลอง 

  จากผลการศึกษาสรุปได้ว่าเทคนิคออนคอลัมน์แอฟฟนิิตีสมาร์ทพอลเมอร์เจลทีพ่ัฒนาขึ้น

สําหรับการตรวจวัดกลโูคสอย่าง่าย สามารถนาํไปใช้ในการวิเคราะห์กลูโคสในตวัอย่างได้ โดยมีความ

เสถียรในการใช้งานดี สามารถวิเคราะห์กลูโคสอย่างต่อเนื่องได้ถึง 250 ครั้ง โดยท่ีเปอร์เซนต์การลดลง

ของการฉีดแต่ละครั้งมีค่าเพียง 0.036% ใช้เวลาในการวิเคราะห์ที่ไม่นานนกั (6 นาที) ให้ช่วงการตอบสนอง

ท่ีเป็นเส้นตรงตั้งต่ 0.5-16.0 มิลลิโมลาร์ ขีดจาํกัดการตรวจวัดท่ีได้จากเซนเซอร์ท่ีพฒันาขึ้น (0.5 มิลลิโม

ลาร์) มีความเหมาะสมสาํหรับการนาํไปประยุกต์ใช้วิเคราะห์ปริมาณกลูโคสในตวัอย่างหลากหลายชนิด ไม่

ว่าจะเป็น ปัสสาวะ ซีรมั หรืออาหารเลี้ยงเชื้อ โดยค่าขีดจํากัดการตรวจวัดที่ได้ต่าํกว่าขีดจาํกัดการตรวจวัด

ของเทคนิค strip test (2.8 มิลลิโมลาร์) ท่ีใช้ในการวิเคราะห์ปริมาณกลูโคสในปัสสาวะท่ีใช้งานท่ัวไปใน

โรงพยาบาลถึง 5.6 เท่า ถึงแม้ว่าความจาํเพาะเจาะจงของเทคนิคออนคอลัมน์แอฟฟินิตีสมาร์ทพอลิเมอร์

เจลในการวิเคราะห์กลโูคสยังไม่ดีนัก แต่สามารถประยุกต์ใช้เทคนิคดังกล่าวในการตรวจวดัปริมาณกลโูคส

ในตวัอย่างท่ีทราบแน่นอนวา่มกีลูโคสเป็นองค์ประกอบหลักได้ 

  สําหรับการพฒันาเทคนิคการวิเคราะห์กลูโคสให้มีความจาํเพาะเจาะจงนัน้ เนือ่งจากไม่

สามารถทําตามแผนดาํเนินงานวิจัยได้ ทําให้ต้องมีการปรับเปลี่ยนแผนการดาํเนินงานวิจัยใหม่ แต่ยังพบ

ปัญหาท่ีทําให้ผลการวิจัยไม่เป็นไปตามที่วางแผนไว้ นัน่คือมอนอลิทคอลัมน์ที่สังเคราะห์ได้ไม่สามารถแยก

น้าํตาลกลูโคสออกจากน้าํตาลซโครสได้ ทําให้ไม่สามารถใช้คอลัมน์ในการแยกเพื่อเพิ่มความจาํเพาะ

เจาะจงในการตรวจวัดกลูโคสได้ อย่างไรก็ตามในส่วนของการพฒันาระบบตรวจวัด โดยการปรับปรุง

ผิวหน้าแกลสซีคาร์บอนอิเล็คโทรดด้วยอนุภาคทองแดง จะเหน็ได้ว่าเป็นวิธีการที่ทําได้ง่าย มีความเสถียร

ในการใช้งานสูงมาก สามารถวิเคราะห์กลูโคสซ้ําได้  350 ครั้งเป็นอย่างน้อย โดยมีค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน

สัมพัทธ์เพียง 2.5% และค่าสญัญาณการตอบสนองที่ได้ลดลงเพียง 0.0018% ต่อการฉีดแต่ละครั้ง 

นอกจากนี้ยังให้ชว่งการตอบสนองที่เป็นเส้นตรงกว้าง คือ 0.0010-10.00 มิลลิโมลาร์ และให้ค่าขีดจาํกัดใน

การตรวจวัดตํ่าถึง 0.0050 มิลลิโมลาร์ หรือ 5.0 ไมโครโมลาร์ โดยระบบตรวจวัดกลูโคสท่ีพัฒนาขึ้นมี

ความเป็นไปได้ในการนาํไปประยกุต์ใช้วิเคราะห์กลโูคสในตวัอย่างจริง 
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 6.2 ข้อเสนอแนะสาํหรบังานวิจัยในอนาคต 

  พัฒนาแอฟฟนิิตีสมาร์ทพอลิเมอร์เจลเซนเซอร์ให้มีความจาํเพาะเจาะจงในการตรวจวัด

กลูโคสมากขึ้น โดยอาจเปลี่ยนโครงสร้างของกรดฟนิีลโบโรนิกที่นาํมาใช้เป็นมอนอเมอร์ในการสังเคราะห์

แอฟฟินิตีสมาร์ทพอลิเมอร์เจลเซนเซอร์ นอกจากนี้ยังอาจจะสามารถพฒันาให้แอฟฟนิิตีสมาร์ทพอลิเมอร์

เจลกลูโคสเซนเซอร์ให้สามารถวิเคราะห์ตวัอย่างได้จาํนวนมากต่อหน่วยเวลา (high throughput) จะทําให้

เซนเซอร์ที่พฒันาขึ้นมีประโยชน์ในการนาํไปประยกุต์ในการวิเคราะห์กลูโคสในตวัอย่างได้หลากหลายขึ้น ใช้

ระยะเวลาในการวิเคราะห์ไม่นาน และมีความเสถียรในการใช้งานสงู 
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Abstract 12 

 An on-column affinity smart polymer gel glucose sensor was developed as a non-13 

enzymatic glucose sensor. A copolymer of 3-acrylamidophenylboronic acid and acrylamide, 14 

the so called “smart polymer”, was synthesized in situ in a 5 cm long capillary tube with a 15 

detection window to provide the on-column detection. The optical density of this 16 

semitransparent affinity smart polymer gel, coated inside the tube, decreased with increasing 17 

glucose concentration and was detected using a UV-Vis detector at 500 nm. The capillary 18 

tube was incorporated into a flow injection system. Under optimum conditions, a linear 19 

dynamic range of 0.5-16.0 mM with a limit of detection of 0.5 mM (S/N ≥ 3) was obtained. A 20 

single coated affinity smart polymer gel had good stability for up to 250 consecutive 21 

injections with relative standard deviation of less than 5%. The analysis time for each 22 

injection was 6 minutes. Ten glucose samples prepared in distilled water were analyzed by 23 

the developed method and the results compared well with those obtained from the 24 

conventional dinitrosalicylic acid (DNS) method (P>0.05). Real urine samples with known 25 

glucose levels were analyzed and the developed sensor provided comparable results to those 26 



2 
 

from the normal strip test technique. Acceptable percentage recoveries, ranging from 88±2% 27 

to 103±4% from the spiked urine sample, were obtained. 28 

 29 

Keywords: non-enzymatic glucose sensor, on-column detection, phenylboronic acid, affinity 30 

smart polymer gel 31 

 32 

1. Introduction 33 

The determination of glucose is very important in various processes, for example, the 34 

monitoring of glucose level in either blood or urine for the treatment of diabetes or the 35 

monitoring of cell growth in biotechnology and food industries where glucose is the primary 36 

carbon source in most fermentation processes [1, 2]. The most commonly used method is by 37 

an enzyme based sensor [3] because of its high selectivity to glucose. However, one of the 38 

major problems is the low stability of the test enzymes. Their activities can be easily affected 39 

by temperature, pH, humidity and toxic chemicals [1, 4-6]. Moreover, immobilization of an 40 

enzyme on the electrode surface is needed and this may also decrease enzyme activity [6]. In 41 

addition, the amount of dissolved oxygen in the sample can affect the accuracy of the results 42 

and needs to be controlled [1, 4, 7]. For these reasons, a non-enzymatic glucose sensor has 43 

been considered to overcome the previously mentioned drawbacks [6, 8]. One interesting 44 

approach is the use of a smart polymeric material containing a glucose selective ligand, such 45 

as phenylboronic acid [9, 10] because the smart polymer can reversibly change its physico-46 

chemical property according to the change in glucose concentration [11-14]. 47 

A number of phenylboronic acid based smart polymeric glucose sensors have been 48 

studied in the past few years. Kabilan and co-workers constructed a holographic sensor that 49 

showed a wavelength shift after binding with glucose [11]. This sensor worked well at pH 50 

9.0. In the same year, the same group improved their holographic sensor to be able to operate 51 
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at under pH 7.4 by changing the monomer from 4-vinylphenylboronic acid to 3-52 

aminophenylboronic acid [12]. This supported a former finding that incorporation of an 53 

amino group into a phenylboronate polymer protected the borate-diol complex from 54 

hydrolysis under physiological conditions of pH [2, 15]. In our earlier work, we also 55 

presented an optical polymeric gel glucose sensor by detecting the optical density change (at 56 

500 nm) of the copolymer of 3-acrylamido phenylboronic acid and acrylamide coated on a 57 

glass slide in the presence of glucose. However, the response time of the sensor, 40-60 58 

minutes, was too slow for practical use [13, 14].  59 

In this article, we have proposed a capillary microfluidic flow injection system to 60 

overcome such a limitation. The concept is based on the advantages of the microliter flow 61 

detection system employed in both micro-high performance liquid chromatography (µ-62 

HPLC) and capillary electrochromatography (CEC) because such a system uses a small 63 

column, a minimal amount of mobile phase, a small sample volume and on-column detection. 64 

This was applied in combination with the convenient detection of the change in optical 65 

density of the affinity smart polymer gel in the presence of glucose. This was done by 66 

incorporating a small capillary, with an inside coating of the smart polymeric gel network, 67 

into a flow injection system. Glucose was then passed through the polymeric network of the 68 

smart polymer gel coated inside the capillary instead of only on the polymer surface as in the 69 

earlier work [13, 14]. It was expected that the analysis time would be improved and the shape 70 

of the signal would be easier to handle. To obtain the highest sensitivity of the sensor, the 71 

affecting parameters were first optimized and the analytical performances of the sensor were 72 

then evaluated. The developed sensor was then applied for the analysis of glucose in real 73 

samples, i.e., glucose in urine samples.  74 

 75 

 76 
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2. Experimental 77 

2.1 Materials  78 

3-Aminophenylboronic acid monohydrate (98% purity), D-galactose, D-mannose, 79 

sucrose and lactose were from Aldrich (St. Louis, MO, USA). Acrylamide (≥99% purity), 80 

N,N,N’,N’-tetramethylethylenediamine (TEMED) (99% purity), ammonium persulphate (≥ 98% 81 

purity) were the products of Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). Acryloyl chloride (≥ 82 

96% purity) and D-(+)-glucose anhydrous were obtained from Fluka (Stienheim, France). 83 

Sodium hydroxide and hydrochloric acid were from LAB-SCAN Analytical Science, 84 

(Labscan Asia Co., Ltd., Bangkok, Thailand). Sodium dihydrogen orthophosphate and 85 

disodium hydrogen orthophosphate were products of APS Finechem (NSW, Australia). N-86 

acryloyl-m-aminophenylboronic acid (NAAPBA) was prepared as described elsewhere [16]. 87 

Fused silica capillary tubings with various internal diameters (I.D.) were from Polymicro 88 

Technology (Arizona, USA) 89 

 90 

2.2 Instrumentation 91 

The flow injection system (Fig. 1a) consisted of a pump (400 Solvent Delivery 92 

System, Applied Biosystem, USA) to drive the carrier buffer, an injection valve (6 port valve, 93 

Valco Instruments Co. Inc., USA) where the sample and regeneration solutions were 94 

introduced and a UV-Vis detector (757 Absorbance Detector, Applied Biosystem, USA) for 95 

on-column detection. The detection window in the middle of the coated capillary was 96 

positioned at the level of the detection cell (Fig. 1b). The on-column detection was based on 97 

the optical density change caused by the swelling and shrinking of the gel, observed at 500 98 

nm [13-14].   99 

 100 

 101 
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2.3 Procedures 102 

2.3.1 In situ synthesis of the on-column affinity smart polymer gel  103 

  To obtain the affinity smart polymer gel of a 3-acrylamidophenylboronic acid 104 

acrylamide copolymer (NAAPBA-co-AA), 9.6 mg of NAAPBA and 30.6 mg of acrylamide 105 

were dissolved in 0.5 mL of ultrapure water at 60˚C. The mixture was gently agitated by 106 

manual shaking for dissolution. Two microliters of TEMED was added and gently agitated by 107 

manual shaking for 1 minute for the solution to be completely mixed. The solution was then 108 

degassed by purging with nitrogen. This solution was the “monomer mixture”. The “initiator 109 

solution” was prepared by dissolving 19.9 mg of ammonium persulphate in 0.5 mL of 110 

ultrapure water.  111 

  A fused silica capillary tube, 5 cm long with an I.D. of 0.32 mm, was first 112 

used to optimize the affecting parameters. A detection window was made in the middle of the 113 

tube by heating the capillary with a custom-made heating coil. In this process, an 114 

approximately 2 mm length of the polyimide layer was removed from the tubes outer surface 115 

leaving a clear portion of the capillary for the on-column UV detection window.  116 

Twenty microliters of the monomer mixture was mixed with 10 μL of the 117 

initiator solution. One end of the capillary tube, with its detection window, was immediately 118 

dipped into the solution and the solution was drawn into the tube by capillary action. This 119 

amount of solution could prepare 3 tubes. After a few minutes the semitransparent affinity 120 

smart polymer gel was formed inside the capillary without further treatment, ready to be set 121 

into the flow injection system. Phosphate buffer which was used as the carrier buffer in the 122 

flow injection system was run through the three serially connected coated tubes for 30 123 

minutes to stabilize the coated gel and to flush any remaining excess monomer mixture out of 124 

the tubes. The tubes can be stored at room temperature before use. 125 

 126 
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2.3.2 Detection principle of the sensor 127 

  In principle, the functional groups of the phenylboronic acid affinity smart 128 

polymer gel exist in equilibrium between the neutral trigonal planar and tetrahedral anionic 129 

forms. Glucose favors binding to the charged form. Therefore, when the concentration of 130 

glucose increases, the equilibrium shifts increasingly towards the direction of the charged 131 

borate. The concentration difference between ions in the gels and those in the surrounding 132 

solution induces the Donnan potential and results in the swelling of the affinity smart 133 

polymer gel [14]. The level of swelling is reflected by the decrease in the measured optical 134 

density. Since the binding of boronic acid with glucose is by a reversible covalent bond, 135 

when glucose is released from the affinity smart polymer gel, the gel shrinks and the optical 136 

density returns to the original signal prior to the binding.  137 

  With this principle, the carrier buffer was initially passed through the affinity 138 

smart polymer gel to obtain the absorbance baseline (Fig. 2 inset). When the standard 139 

solution of glucose was injected, the binding of glucose and phenylboronic acid in the affinity 140 

smart polymer gel caused the gel to swell. At this moment the observed optical density 141 

decreased. The chart recorder (BBC Goerz Metrawatt, Australia) was connected in such a 142 

way that the measured signal (mV) will rise when the optical density decreases, (signal “a” in 143 

Fig. 2 inset). Since the binding between glucose and phenylboronic acid is favored by a basic 144 

solution, an acidic solution (phosphate buffer with an acidic pH) was employed to speed up 145 

the release of glucose from the gel and to allow the gel to be reused. This regeneration 146 

solution was introduced into the system via the injection valve; the dissociation between 147 

glucose and phenylboronic acid caused the gel to shrink. This could be observed by the rapid 148 

decrease of the signal (signal “b” in Fig. 2 inset).  After the flow of the carrier buffer the pH 149 

was quickly adjusted and the optical density returned to the original baseline within a few 150 

seconds (signal “c” in Fig. 2 inset) and the next analysis can be immediately performed. 151 
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  To obtain the best performance of the sensor, affecting parameters such as the 152 

concentration and pH of the carrier buffer and regeneration solutions, carrier flow rate and 153 

sample volume were optimized (Table 1) by varying a single parameter and keeping others 154 

constant. The highest signal with the shortest analysis time was used as the criteria to select 155 

the optimum conditions. Under optimum conditions, performances of the sensor, for 156 

example, linearity, limit of detection, accuracy, and precision were evaluated. 157 

   158 

 2.3.3 Methods comparison 159 

In order to compare the performance of the on-column affinity smart polymer 160 

gel sensor with the conventional method, 10 glucose samples, prepared in distilled water so 161 

that any matrix effect was minimal were first tested. Each sample was analyzed with the 162 

developed sensor and the conventional dinitrosalicylic acid (DNS) method [17] based on the 163 

oxidation of the aldehyde functional group present in glucose and the reduction of 3,5-164 

dinitrosalicylic acid in an alkaline solution. The absorbance of the red-brown color compound 165 

of 3-amino, 5-nitrosalicylic acid was measured at 575 nm with a spectrophotometer. The 166 

results analyzed by both methods were statistically tested with the Wilcoxon Signed Rank 167 

technique.  168 

 169 

2.3.4 Real sample analysis 170 

Three urine samples from Songklanagarind Hospital, Hat Yai, Thailand were 171 

analyzed. The samples were first passed through a filter paper (Whatman® grade 1, pore size 172 

11 µm, Whatman International Ltd., Maidstone, England) to remove any particulates. Urine 173 

samples spiked with a series of standard solutions of glucose were prepared to produce a 174 

matrix matched calibration curve to investigate the matrix effect [18]. A standard curve was 175 

also prepared using standard glucose solution. The slopes of the two curves (standard and 176 
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matrix matched curves) were compared. If there is a significant difference between the 177 

slopes, the matrix matched calibration curve will be used for the analysis of glucose in real 178 

samples. The obtained concentrations of glucose in the urine samples as analyzed by the 179 

affinity smart polymer gel sensor were then compared with the values obtained from the 180 

hospital, analyzed using the strip test (ARKRAY AUTIONTM Sticks, ARKRAY, Inc. Kyoto, 181 

Japan), and the recoveries were calculated followed the EURACHEM guideline [18].  182 

 183 

3. Results and discussion 184 

3.1 Affinity smart polymer gel morphology 185 

 The morphology of the affinity smart polymer gel as observed by scanning electron 186 

microscopy (SEM) (JSM 5200 microscope, JEOL, USA) showed a porous three dimensional 187 

network (Fig. 1c). This connected network of pores and channels allows fluid to flow through 188 

the gel inside the capillary tube. This porous network also provides a high surface area for the 189 

binding between glucose and phenylboronic acid.  190 

  191 

3.2 Optimization of the on-column affinity smart polymer gel sensor 192 

3.2.1 Flow injection system 193 

 To obtain the best performance, parameters affecting the binding between the gel and 194 

glucose in the flow injection system were optimized as follows.  195 

 3.2.1.1 Concentration and pH of regeneration solution 196 

Since glucose prefers to bind with borate in the charged form rather than with 197 

its neutral form, in the acidic pH range a reversible reaction will occur and glucose will be 198 

rapidly released from the binding. To obtain the quickest dissociation of the binding between 199 

glucose and phenylboronic acid, the regeneration solution was optimized. The concentrations 200 

of phosphate buffer used for the regeneration were investigated at 15, 20, 25 and 30 mM, 201 
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each with pH values of 5.00, 5.50, 6.00, 6.50 and 7.00. The initial conditions were: carrier 202 

buffer 10 mM phosphate buffer at pH 7.30, sample volume 200 µL and sample flow rate 0.05 203 

mL min-1.  204 

Neither the concentration nor the pH had a significant effect on the peak 205 

height but had some effect on the analysis time. When the pH was decreased from 7.00 to 206 

5.00, the dissociation time (time from point “1” to “2” of signal b in Fig. 2 inset) between 207 

glucose and phenylboronic acid decreased from a few minutes to a few seconds while the 208 

return to the baseline time increased. In the case of the concentration, the higher the 209 

concentration the shorter was the time to return to baseline. For example, at 15 mM pH 5.50, 210 

the return to baseline time (time from point “2” to “3” of signal c in Fig. 2 inset) is 10 211 

minutes, whereas it only took 5 minutes for the 20 mM to 30 mM buffer. Therefore, a 20 mM 212 

regeneration phosphate buffer at pH 5.50 was used for further optimization since it provided 213 

a relatively fast dissociation time (15 seconds) and a short time to return to the baseline (5 214 

minutes). 215 

 216 

 3.2.1.2 Concentration and pH of carrier buffer 217 

  The concentrations of carrier phosphate buffer were investigated at 10, 15, 20 218 

and 25 mM each with pH ranges from 7.00 to 8.00, at 0.25 intervals of pH. The optical 219 

density change increased with buffer concentration from 10 mM to 15 mM for all studied 220 

pHs then leveled off for higher concentrations, whereas the optical density change increased 221 

with pH for all concentrations (Fig. 3). This is because in the basic range phenylboronic acid 222 

is mostly in the charged form favoring glucose binding. For all concentrations, when the pH 223 

was increased from 7.50 to 7.75, the optical density increased by 3.8±0.3 times while the 224 

increase of pH from 7.75 to 8.00 increased the optical density change by only 1.3±0.1 times. 225 

Therefore, 15 mM phosphate buffer pH 7.75 was chosen for further experiments.  226 
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 3.2.1.3 Sample volume and carrier flow rate 227 

Sample volumes of 100, 200, 300 and 400 μL and a carrier buffer flow rate of 228 

0.02 to 0.10 mL min-1 (0.02 mL min-1 interval) were then simultaneously optimized. For all 229 

sample volumes, the smaller the flow rate the higher and broader was the peak. The analysis 230 

time was also longer. For example, the signal from a 100 μL volume at 0.02 mL min-1 was 231 

15.5±0.2 mV with an analysis time of 11 minutes whereas for 0.10 mL min-1 the signal was 232 

only 6.5±0.3 mV with a 2 minute analysis time. This is because at a slower flow rate, glucose 233 

has a longer time to be retained and to interact with the phenylboronic acid. For a larger 234 

sample volume, the signal was higher with a longer analysis time. For example, at a 0.10 mL 235 

min-1 flow rate , when the sample volume was increased from 100 μL to 400 μL, the signal 236 

increased from 6.5±0.3 mV (2 minutes) to 14.9±0.7 mV (5 minutes), respectively. Creating 237 

the right balance between a high signal and a short analysis time, a sample volume of 300 µL 238 

and a flow rate of 0.08 mL min-1 were selected for further use.  239 

All optimized parameters and their optimum values are summarized in Table 240 

1. With these conditions the analysis of glucose can be complete within 6 minutes and a 241 

signal of 15.6±0.3 mV from a glucose concentration of 10.0 mM was obtained.  242 

 243 

3.2.2 Internal diameter of the on-column affinity smart polymer gel sensor 244 

 The effect of the I.D. of the capillary tube (0.25 mm, 0.32 mm and 0.53 mm) on the 245 

sensitivity (slope of the calibration curve) of the on-column affinity smart polymer gel 246 

glucose sensor is shown in Fig. 4. The wider capillary tube provided a higher sensitivity. This 247 

was because the larger tube can accommodate more affinity smart polymer gel that can 248 

interact with glucose and result in a higher optical density change. In addition, the wider tube 249 

also provided a longer path length for the light resulting in an increase in the sensitivity 250 

according to Beer’s law.  251 
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  However, when the glucose standard solution higher than 8.0 mM was injected into 252 

the 0.53 mm capillary tube, the signal leveled off from the linear range at a rather low 253 

glucose concentration (10.0 mM) (Fig. 4). During this time, some gel was observed to be 254 

emerging from the tube at the outlet of the flow injection system.  This might be because the 255 

affinity smart polymer was only maintained inside the tube by physical adsorption without 256 

any cross-linking agent, and the polymeric network of the gel formed inside the capillary tube 257 

is physical cross-linked during polymerization [13, 19]. Therefore, with a wider tube, it is 258 

likely that the gel in the middle could be removed from the capillary tube during the swelling 259 

especially at higher concentration of glucose when there is more swelling. After some of the 260 

coated gel was removed, the optical density change did not increase with glucose 261 

concentration resulting in a narrower linearity and higher RSDs. Even though the 0.53 mm 262 

I.D. provided the highest sensitivity, in order to maintain the repeatability of the signal at the 263 

higher concentration, the 0.32 mm I.D. capillary was selected for further investigations. 264 

 265 

3.3 Analytical performance and method validation 266 

3.3.1 Linearity and limit of detection 267 

 Using the optimum conditions (Table 1), the linearity of the on-column affinity smart 268 

polymer gel sensor was evaluated by injecting glucose standard solutions from 0.5 mM to 18 269 

mM (Fig. 2). The optical density changes were plotted against the concentrations of glucose 270 

(data not shown). The linear dynamic range was found to be between 0.5 and 16.0 mM 271 

[y(mV) = (7.1±0.2) x(mM)- (4±2), R2 = 0.994] with a limit of detection of 0.5 mM (S/N ≥ 3). 272 

These detection range and detection limit are comparable to some recent glucose sensors 273 

based on phenylboronic acid [20-22]. However, the method proposed in this work is easy; the 274 

detection of glucose is simple and possible to be carried out automatically. 275 

 276 
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3.3.2 Intra- and inter-day precisions 277 

 The sensor precision was evaluated within a single day (intraday precision) and on 278 

three consecutive days (interday precision). On each day, 15 repetitive injections of an 8.0 279 

mM standard glucose solution (midpoint of the linear dynamic range) were performed with 280 

the same coated gel. For the intra-day precision, the relative standard deviations were 3.7%, 281 

1.5% and 2.5% for the first, second and third days, respectively. The inter-day precision was 282 

then calculated based on the same data as the intra-day precision and the relative standard 283 

deviation of 2.8% was obtained [23]. Both sets of these values indicated that the on-column 284 

affinity smart polymer gel sensor provided acceptable precision as recommended by AOAC 285 

(RSD of 3.7% at the concentration of 8.0 mM glucose) [24]. 286 

 287 

3.3.3 Operational stability of the smart polymer gel sensor 288 

 The operational stability was studied for the number of injections that a single coated 289 

affinity smart polymer gel could be used. The standard solution of glucose (8.0 mM, the 290 

middle point of the linearity) was consecutively injected into the flow system. Peak heights 291 

obtained from each injection were converted into a percentage response based on the 100% 292 

response of the first injection. The plot between percentage responses against the number of 293 

injection (Fig. 5) showed that for the affinity smart polymer gel the average response for 250 294 

injections was 98±5%. With this injection numbers, the responses are within ±10% (tL10) of 295 

the signal from the first injection [23]. The reduction of the signal was only 0.036% for each 296 

injection showing a very good repeatability with a relative standard deviation of 5%. This 297 

250-times-injection was therefore considered to allow for enough use for each sensor and to 298 

finish at least one set of experiments. In addition, the proposed sensor does not need to be 299 

stored at 4°C as is always the case for an enzyme based sensor. As reported in the previous 300 
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work, a freshly prepared affinity smart polymer gel can be used every day for at least one 301 

month without changing its sensitivity [14]. 302 

 303 

3.3.4 Tube-to-tube coating reproducibility 304 

 The tube-to-tube coating reproducibility of the affinity smart polymer gel was studied.  305 

Six capillary tubes were coated with the same monomer mixture and initiator solution and 306 

tested in the flow injection system using 1.0-16.0 mM standard solutions of glucose. The 307 

sensitivity (slope of the calibration curve) obtained from each tube was compared. The results 308 

in Fig. 6 showed that the sensitivities of each gel are significantly different. This might be 309 

because the coating of the gel inside the capillary tube merely relies on the physical 310 

adsorption on the capillary wall surface. When the capillary tube was set into the flow 311 

injection system and the carrier buffer was initially passed through the gel, some parts of the 312 

gel that were not directly attached to the surface might be lost with the buffer resulting in a 313 

different amount of gel inside the tube leading to the different sensitivities. However, with the 314 

operational stability of 250 times (reported in section 3.3.3) the different sensitivity from the 315 

different coating tube will not cause any problem since at least one set of experiment can be 316 

finished with the use of a single coated affinity smart polymer gel. In the case where 317 

fabrication reproducibility is required, chemically attachment of the polymer gel to the 318 

surface might be employed.  For example the capillary surface could be silanised and then 319 

cross-linked with the polymer gel.  Additional cross-linking agent could also be added to 320 

provide the chemical cross-linked within the polymer gel [13]. With this procedure, the 321 

coating reproducibility might be improved. 322 

 323 

 324 

 325 
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3.3.5 Selectivity of affinity smart polymer gel  326 

 It is well known that phenylboronic acid is a ligand that can form a reversible 327 

covalent bond to a variety of cis-diol containing compounds [12, 25-26]. Therefore, any 328 

sensor system utilizing boronic acid ligands could be susceptible to interference from 329 

competing cis-diol containing compounds in the sensing environment. The degree of cross-330 

reactivity of the on-column affinity smart polymer gel to other saccharides was then studied. 331 

Mannose and galactose were two monosaccharides selected for this test since they have 332 

similar structures to glucose. Sucrose and lactose were the two disaccharides that were also 333 

used in this investigation.  334 

A calibration curve was prepared for each sugar in the concentration range of 1.0 to 335 

16.0 mM. Only the response to glucose provided the linear relationship from 1.0 mM to 16.0 336 

mM whereas the linear dynamic ranges obtained from mannose, galactose, sucrose and 337 

lactose were 4.0-16.0, 1.0-8.0, 2.0-8.0 mM and 4.0-16.0 mM, respectively. The sensitivities 338 

of the on-column affinity smart polymer gel are shown in Fig. 7.  339 

As can be seen the affinity smart polymer gel sensor was not selective for glucose, 340 

and this agreed well with previous work [14, 26]. This sensor responded to mannose and 341 

galactose with almost similar sensitivity whereas the sensitivities to sucrose and lactose were 342 

very poor (almost 9 times lower). This is probably because of the steric effect caused by the 343 

presence of a glycosidic bond and the fact that certain diol groups were no longer available 344 

for binding [12]. Therefore, the benefit of this newly developed sensor is to be used as a 345 

glucose, mannose or galactose sensor where it is known prior to the test that either of these 346 

sugars are the only monosaccharide present , or it could be used as a monosaccharide 347 

screening sensor. For example, it can be used for on-line monitoring of glucose in a 348 

bioprocess or fermentation process. To improve the selectivity future work might include the 349 
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investigation of the different structure of phenylboronic acid receptor.  The change of the 350 

positions and orientations of boronic acid may favor one saccharide over the other [27]. 351 

 352 

 3.3.6 Comparison with dinitrosalicylic acid (DNS) method 353 

 In order to compare the performance of the on-column affinity smart polymer gel 354 

sensor with the conventional method, 10 glucose samples in the range of 5.0-50.0 mM, 355 

prepared in distilled water where the matrix effect is minimal were tested. These glucose 356 

concentrations are within the determination range of the strip test technique (2.8- 55.0 mM) 357 

[28]. Each sample was analyzed with the smart polymer gel sensor and the conventional DNS 358 

method [17]. Each sample was diluted with the different dilution factor to obtain the 359 

concentration in the linear range and analyzed by both methods. The obtained signals were 360 

converted to glucose concentrations by the linear equation of the calibration curve of each 361 

technique and multiplied by the dilution factor. The comparison of glucose concentration 362 

from both methods was shown in Fig. 8. Using the Wilcoxon Signed Rank test, it was found 363 

that there is no significant difference between the two methods at the confidence level of 95% 364 

(P>0.05).  365 

 366 

3.3.7 Real sample analysis 367 

 To confirm the applicability of the on-column affinity smart polymer gel sensor for 368 

the analysis of glucose in real samples, the developed method was used to detect urine 369 

glucose. Although, the monitoring of glucose in urine cannot be used to substitute for blood 370 

glucose, it can still provide useful information when blood glucose monitoring is not 371 

available [29-30]. Three urine samples obtained from the Songklanagarind Hospital, Hat Yai, 372 

Thailand were analyzed.  373 
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 The samples were filtered and first tested to see if there was any effect due to the 374 

matrix. Filtered samples were spiked with three different concentrations of glucose to 375 

produce the matrix matched calibration curve (4 calibration points including unspiked urine 376 

samples with 3 replications for each concentration). The slopes of these matrix matched 377 

calibration curves were compared with that of the standard curve. The significant difference 378 

was determined using two ways ANOVA by R software [31]. The result showed that the 379 

slopes of the matrix matched and standard curves were significantly different (P>0.05), and 380 

clearly indicated that the matrix had some influence on the analysis. Therefore, the matrix 381 

matched calibration curve was used to determine the concentration of glucose in urine 382 

samples.  383 

 The signals from three un-spiked urine samples were 9.7, 7.2 and 9.0 mV and the 384 

corresponding linear equations were y = (5.3±0.2)x + (9.6±0.8), y = (2.8±0.2)x + (7±1) and     385 

y = (3.1±0.1)x + (8.9±0.2), respectively. The concentrations of glucose in the samples were 386 

calculated from the extrapolation of the y-intercept of the matrix matched calibration curve 387 

obtained from each sample, and they were found to be 1.8±0.2 mM, 2.5±0.4 mM and 2.8±0.1 388 

mM for samples no. 1, 2 and 3, respectively (Table 2). The results of these three samples 389 

provided by the hospital using the strip test were labeled at “trace level” (Table 2) meaning 390 

that the concentrations of glucose in urine samples were less than 50 mg dL-1 (2.8 mM) 391 

which is the limit of detection of this strip test [28]. In other words, the lowest concentration 392 

of glucose that can be reported by the strip test is 2.8 mM. Whereas the proposed sensor, that 393 

provided a 5.6 times lower detection limit, could report the lowest concentration of glucose at 394 

0.5 mM.  395 

 Normally the concentration of glucose in urine is between 0.0-0.8 mM and when 396 

glucose blood level exceeds the renal threshold of 10 - 12 mM, it is excreted in the urine. 397 

This may indicate the presence of renal glycosuria or diabetes mellitus [32]. Therefore, if the 398 
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method used to determine the concentration of glucose can provide more quantitative results, 399 

it will provide further useful diagnostic information. From the results, the proposed sensor 400 

can indicate very low quantitative concentrations that are normally identified only as “trace 401 

levels” in the normal strip test.  402 

To further validate the system, the recoveries were tested and calculated according to 403 

the guideline from EURACHEM [18]. The concentration found in spiked urine sample was 404 

subtracted with that of un-spiked sample and it was then divided with the fortified 405 

concentration. The recovery was obtained by multiplying this value by a hundred. The 406 

recoveries were obtained in the range of 88±2 to 103±4 (Table 2). 407 

 408 

4. Conclusions 409 

 A simple on-column detection, non-enzymatic glucose sensor, based on the use of an 410 

affinity smart polymer gel containing a chemoselective ligand, phenylboronic acid, was 411 

obtained. This affinity smart polymer gel sensor provided good operational stability; a single 412 

sensor can be reused up to 250 times with only a 0.036% reduction of the signal for each 413 

injection and a short analysis time of 6 minutes per analysis. The limit of detection of the 414 

sensor (0.5 mM) is suitable for analysis of glucose in several types of samples, such as urine, 415 

human serum or cell growth media. Especially for glucose monitoring in urine, the developed 416 

sensor provide more than a factor of 5 lower detection limit compared with that of the strip 417 

test. Even though this affinity smart polymer gel does not display specificity to a particular 418 

monosaccharide, in the case where it is known a priori that any of these would be the 419 

dominant sugar, this sensor would be suitable. For example the use of this sensor to 420 

determine glucose in the urine and blood as well as in some bioprocess where glucose is used 421 

as the primary carbon source in cell growth media. 422 

  423 
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Figure captions 500 

 501 

Fig. 1 Schematic diagram showing the on-column affinity smart polymer gel glucose sensor 502 

flow injection system (a), pictures of the detection cell and the coated smart polymer gel 503 

capillary with the detection window in the middle (b) and a scanning electron microscopy 504 

image at 1500× magnification of the gel (c). 505 

 506 

Fig. 2 Characteristics of the sensor signals at various concentrations of glucose. Inset; the 507 

optical density change after (a) 6.0 mM glucose was injected, (b) regeneration solution was 508 

injected to the flow injection system, (c) pH adjusted to its original value. Analytical 509 

conditions: sample flow rate 0.08 mL min-1, sample volume 300 µL, carrier buffer 15 mM 510 

phosphate buffer pH 7.75, regeneration solution 20 mM  phosphate buffer pH 5.50, detection 511 

wavelength 500 nm. The time taken between points 1 and 2 is the dissociation time and 512 

between point 2 and 3 is the return to baseline time. 513 

 514 

Fig. 3 The effect of pH and concentration of carrier phosphate buffer on the signal of the on-515 

column affinity smart polymer gel glucose sensor. Analytical conditions: sample flow rate 516 

0.05 mL min-1, sample volume 200 µL, regeneration solution 20 mM phosphate buffer pH 517 

5.50, glucose concentration 8.0 mM, detection wavelength 500 nm. 518 

 519 

Fig. 4 The effect of the internal diameter (I.D.) of the capillary tube on the sensitivity of the 520 

on-column glucose sensor. Three replications were done for each point of the calibration 521 

curves.  Analytical conditions: sample flow rate 0.08 mL min-1, sample volume 300 µL, 522 

carrier buffer 15 mM phosphate buffer pH 7.75, regeneration solution 20 mM  phosphate 523 

buffer pH 5.50, detection wavelength 500 nm. 524 
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Fig. 5 The operational stability of the affinity smart polymer gel. Analytical conditions: 525 

sample flow rate 0.08 mL min-1, sample volume 300 µL, carrier buffer 15 mM phosphate 526 

buffer pH 7.75, regeneration solution 20 mM phosphate buffer pH 5.50, glucose 527 

concentration 8.0 mM, detection wavelength 500 nm.  528 

 529 

Fig. 6 The sensitivities of six different coated affinity smart polymer gel sensors prepared 530 

from the same coating solution. Three replications were done for each point of the calibration 531 

curves.  Analytical conditions: sample flow rate 0.08 mL min-1, sample volume 300 µL, 532 

carrier buffer 15 mM phosphate buffer pH 7.75, regeneration solution 20 mM  phosphate 533 

buffer pH 5.50, detection wavelength 500 nm.  534 

 535 

 Fig. 7 The sensitivities of the on-column affinity smart polymer gel for various saccharides. 536 

Three replications were done for each point of the calibration curves of each saccharide.   537 

Analytical conditions: sample flow rate 0.08 mL min-1, sample volume 300 µL, carrier buffer 538 

15 mM phosphate buffer pH 7.75, regeneration solution 20 mM  phosphate buffer pH 5.50, 539 

detection wavelength 500 nm. 540 

 541 

Fig. 8 Comparison of glucose concentrations in samples obtained from the affinity smart 542 

polymer gel sensor and DNS method (mean±SD, n=3) 543 

 544 

 545 
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 547 

 548 
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Fig. 2 558 
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Fig. 3 562 
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Fig. 4 576 
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Fig. 5 590 

 591 

 592 

 593 

 594 

 595 

 596 

 597 

 598 

 599 

 600 

 601 

 602 

 603 

Thammakhet et al. 604 



28 
 

Fig. 6 605 
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Fig. 7 619 
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Fig. 8 634 
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Table 1 Optimization of parameters for measuring glucose the on-column affinity smart 650 

polymer gel flow injection system 651 

Parameter Studied range Optimum value 

 

Phosphate as carrier buffer 

  

      concentration (mM) 

      pH 

10-25 

7.00-8.00 

15 

7.75 

Phosphate as regeneration buffer    

      concentration (mM) 

      pH 

Sample volume (µL) 

15-30 

5.00-7.00 

100-400 

20 

5.50 

300 

Flow rate (mL min-1) 0.02-0.10 0.08 

 652 

 653 

 654 

 655 

 656 

 657 

 658 

 659 

 660 

 661 

 662 

 663 
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Table 2 The results from the analysis of three urine samples compared with that from the 665 

strip test provided by the hospital 666 

Sample 

no. 

Concentration of glucose (mM) %Recovery at spiked concentration 

of glucosea (mM) 

Affinity smart polymer gel sensora Strip test 2.0 4.0 8.0 

1 1.8±0.2 trace levelb 103±4 99±1 100±6 

2 2.5±0.4 trace levelb 98±9 95±10 88±2 

3 2.8±0.1 trace levelb 91±5 96±2 99±6 

a n =3 667 

b Less than 50 mg dL-1 or 2.8 mM of glucose 668 
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