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บทคดัย่อ 

การย่อส่วนระบบการวิเคราะห์ทางเคมีทําให้มีข้อดีหลายประการ เช่น ทําให้เป็นมิตรต่อ
สิง่แวดลอ้ม เหลอืกากสารเคมน้ีอยลง เวลาในการวเิคราะหท์ีส่ ัน้ลงและใชพ้ลงังานน้อยลง งานวจิยัน้ี ได้
ประสบความสําเรจ็ในการพฒันาระบบเคมวีเิคราะห์ที่ย่อส่วนโดยการใช้หยดของเหลวขนาดเลก็ที่มี
ปรมิาตรน้อยระดบัไมโครลติรควบคู่กบัเทคนิคไฟฟ้าเคมสีาํหรบัประยุกต์ใชง้านวเิคราะห ์เช่น เทคนิคคู
ลอมเมตรกิไตเตรชัน่ในหยดสารละลายพรอ้มทัง้พฒันาระบบการขบัเคลื่อนหยดสารละลายขนาดเลก็ที่
ราคาถูกและมแีนวโน้มพฒันาต่อยอดเป็นระบบวเิคราะห์แบบอตัโนมตัไิดแ้ละพฒันาขัว้ไฟฟ้าขนาดเลก็
สาํหรบัการวดัค่าการนําไฟฟ้าในหยดสารละลายทีใ่ชใ้นการตรวจวดัไอออนทีส่ามารถเปลีย่นเป็นแกส็ได ้

และไดป้ระยกุตใ์ชร้ะบบวเิคราะหท์ีพ่ฒันาขึน้เพือ่วเิคราะห ์model analyte ทางเภสชักรรม (กรดแอสคอร์
บคิในยาเมด็วติมนิซ)ี ทัง้น้ีระบบวเิคราะหท์างเคมทีีพ่ฒันาขึน้มคีา่ใชจ้า่ยทีถู่กลง, อุปกรณ์ทีม่ขีนาดเลก็ลง
, และการใชง้านงา่ยขึน้  

 

_____________________________________________________________________________ 

คาํหลกั: Liquid drop, Coulometric titration, Conductometric detection, Micro analysis  
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Abstract  
 

Project Code  : MRG5580216 
Project Title  : Down-scaling in Chemical Analysis via Liquid drop/ film 
Investigator  : Dr. TINAKORN  KANYANEE  
E-mail Address  : tkanyanee@gmail.com, tinakorn.kanyanee@cmu.ac.th 
Project Period  : 2 years 

Abstract: 
The down-scaling analytical system provides many advantages such as greener 

chemistry, lower amounts of waste, lower time and energy consumption in experimental 
processes.  In this project, it was successfully developed the downscaling analytical systems 
through the use of small liquid drops coupled with electrochemical technique.  Miniaturized 
systems with electrochemical detection such as micro coulometric titration in a liquid drop with 
low cost approach and has been developed for automation system. The micro conductometry 
have been developed to couple with small volume of liquid drop for detect the ion which change 
to be gas phase. The developed system has been demonstrated for pharmaceutical application 
with some model analyte. The developed down-scaling analytical system provide low cost and 
easy to use.   
_____________________________________________________________________________ 

Keyword: Liquid drop, Coulometric titration, Conductometric detection, Micro analysis 
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บทสรปุผูบ้ริหาร (Executive Summary) 

การยอ่สว่นระบบวเิคระหท์าํใหม้ขีอ้ไดเ้ปรยีบหลายประการ เชน่ การเขา้ถงึระบบเคมสีเีขยีวมาก
ขึน้ ใชก้ากสารเคมน้ีอยลง เวลาในการวเิคราะหท์ีส่ ัน้ลงและใชพ้ลงังานน้อยลง ค่าใชจ้า่ยทีถ่กูลง ในบาง
เทคนิคสามารถทาํใหม้ปีระสทิธภิาพทีด่ขี ึน้ดว้ยการยอ่สว่นระบวเิคราะห ์ เช่น การเกบ็ตวัอยา่งและ
วเิคราะหแ์ก๊ส การทาํใหร้ะบบ Sampling interface ในการวเิคราะหแ์กส็ทีเ่ลก็ลงทาํใหไ้ดส้ญัญาณที่
รวดเรว็ขึน้และอาจพฒันาเป็นลกัษณะ nearly real time analysis และมคีวามเป็นไปไดท้ีพ่ฒันาเป็น
ระบบภาคสนามได ้ (on-site monitoring)  การศกึษาก่อนหน้าน้ีไดป้ระสบความสาํเรจ็ในการใชฟิ้ลม์
ของเหลวทีเ่ป็นฟองสบู่ทีม่ปีรมิาตรของสารละลายน้อยแต่มคีวามหนาของฟิลม์ทีบ่างมากๆ ทาํใหม้พีืน้ที่
ผวิสมัผสัมากในการเกบ็ตวัอยา่งแกส็ปรมิาณน้อยๆได ้ และนอกจากนัน้ยงัมกีารโดปดว้ยสาร chiral 
selector เพือ่ใชใ้นการแยกสารไครอลทีเ่ป็นไอโซเมอรด์ว้ย instrinsic permeability ทีด่กีว่า commercial 
liquid membrane  

ในงานวจิยัน้ีมุ่งเน้นการพฒันาระบบเคมวีเิคราะหท์ีย่อ่สว่นโดยการใชห้ยดหรอืฟิลม์ของเหลว
ขนาดเลก็สาํหรบัประยุกตใ์ชง้านวเิคราะหท์ีห่ลากหลายมากขึน้ โดยพฒันาทาํระบบวเิคราะหท์ีใ่ชเ้ทคนิค
ไฟฟ้าเคมขีนาดเลก็ทีค่วบคูก่บัระบบหยด/ฟิลม์เพือ่ใหร้ะบบวเิคราะหท์างเคมดีงักลา่วใชส้ารเคมน้ีอยลง, 
อุปกรณ์ทีม่ขีนาดเลก็ลง, มคีา่ใชจ้า่ยทีถู่กลง, และการใชง้านงา่ยขึน้ การใชง้านรปูแบบของหยดของเหลว
ถกูศกึษาเพือ่ใชใ้นทัง้ตวัอยา่งทีเ่ป็นแก๊สหรอืของเหลว โดยพฒันาเป็นระบบ microelectrochemical cell 
เพือ่ใหใ้ชเ้ป็น 1) microelectrochemical generating unit และพฒันาต่อเป็น microcoulometric titration 
โดยใชศ้กึษา assay ของกรดแอสคอรบ์คิในยาเมด็วติมนิซเีป็น model analyte และ 2) ระบบการวดัคา่
การนําไฟฟ้าในหยดสารละลายทีใ่ชใ้นการวดัปรมิาณไอออนได ้

 นอกจากน้ีนวตกรรมเด่นของโครงการน้ีคอืระบบการ manipulate หยดสารละลายบนพืน้เอยีงที่
เป็น hydrophobic ทาํใหส้ามารถควบคุมการไหลเขา้ และ/ หรอืหยดุ และ/ หรอืเคลือ่นทีอ่อกจากจุดที่
เกดิปฏกิรยิาเคม ี (ไฟฟ้า)ไดด้ว้ยแรงโน้มถ่วงของโลกซึง่ผูว้จิยัเรยีกระบบน้ีว่า “Moving Liquid Drop-
MVD”  ซึง่คลา้ยคลงึกบัระบบการ manipulate หยดสารละลายในระบบ Electrowetting-on-Dielectric 
(EWOD) แต่ MVD ใช้ส่วนประกอบของเครื่องมือท่ีง่ายกว่าและค่าใช้จ่ายถกูกว่ามาก นอกจากนัน้
ลกัษณะการเคลอืนทีข่องหยดสารละลาย aqueous บน hydrophobic path ดงักล่าวคลา้ยคลงึกบัระบบ
ระบบการไหลแบบ mono-segmented flow ซึง่จะเป็นลกัษณะการไหลของสารละลายในทอ่ทีม่โีซนของ
อากาศมาคัน่ระหวา่งกระแสการไหลของสารละลาย  ซึง่การวเิคราะหด์ว้ยระบบ mono-segmented flow 
ดงักลา่วมขีอ้ดทีีส่ามารถลดการกระจายตวัของโซนสารตวัอยา่งในกระแสการไหลของสารละลายทีท่าํ
การวเิคราะหใ์นระบบการไหลไดด้ ีแต่ระบบ Mono-segmented flow มกัพฒันาในระบบการไหลทีต่อ้งใช้
ป ัม๊, วาลว์ และการ manipulate ผา่น computer interface แต่ระบบ Moving liquid drop หรือ MVD 
ท่ีพฒันาขึน้น้ีใช้อปุกรณ์ต่างๆท่ีถกูกว่ามากๆ และลดการใช ้ volumetric measuring tool บางชนิด
ลงไดแ้ละสามารถใชเ้ป็นลกัษณะ sequential manually operation ทีอ่าจพฒันาต่อเป็นระบบ on-site 
analytical device ไดง้า่ยกว่าระบบการไหลทัว่ไป ทัง้น้ีการพฒันาระบบ fully automation ดว้ยระบบ 
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flow analysis system ทัว่ไป เช่น sequential injection system (SIA)  นัน้ตอ้งใชเ้ครือ่งมอืทีต่อ้งการ
พลงังานในการควบคมุสงู (High power operation tool) เช่น syringe pump + selection valve ทาํใหม้ี
ขอ้จาํกดัในการพฒันาเป็นระบบ on-site operation เน่ืองจากตอ้งใชร้ะบบสาํรองไฟทีใ่หญ่และน้ําหนกั
มาก 

 
วตัถปุระสงคง์านวิจยั   

เพือ่พฒันาระบบการวเิคราะหท์างเคมทีีย่อ่สว่นดว้ยการใชห้ยด/ฟิลม์ของเหลวสาํหรบัการพฒันา

เป็นระบบวเิคราะหข์นาดเลก็รว่มกบัระบบการตรวจวดัดว้ยเคมไีฟฟ้า และความเป็นไปไดใ้นการใชง้าน

แบบวเิคราะหแ์บบ in-situ analysis 
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1. ท่ีมาและความสาํคญั 
 

ในปจัจุบนักระบวนการต่างๆทางเคม ีทาํใหเ้กดิสารเคมทีีเ่ป็นของเสยี (chemical waste) เป็น
จาํนวนมาก  เป็นภาระของหน่วยงานต่างๆทีเ่กีย่วขอ้งในการกาํจดักากของเสยีดงักลา่ว ซึง่นกัเคมทีัว่
โลกไดต้ระหนกัถงึความสาํคญัของการเกดิของเสยีจากสารเคม ี และไดม้คีวามพยายามในการ
ปรบัเปลีย่นกระบวนต่างๆในทางเคมใีหใ้ชส้ารเคมน้ีอยลง มพีษิหรอือนัตรายใหน้้อยลง หรอืการใชส้าร
จากผลติภณัฑจ์ากธรรมชาตมิากขึน้ การปรบัหรอืยอ่ขนาดของการทดลองหรอือุปกรณ์ในกระบวนการ
ทางเคมใีหม้ขีนาดเลก็ลงในระดบัไมโครสเกลล ์ (micro scale chemistry)[1,2]  จงึเป็นทางออกหน่ึงทีช่่วย
ลดปรมิาณการใชส้ารเคมแีละกากของเสยีจากสารเคมลีงได ้  นอกจากนัน้การทดลองในหอ้งปฏบิตักิาร
ระดบั micro scale ยงัช่วยลดอนัตรายจากปฏกิริยิาเคมทีีใ่หผ้ลรุนแรงไดอ้กีดว้ย 
 การเกดิหยดของสารละลายเกดิจากการทีส่ารละลายในสถานะของเหลวมแีรงยดึเหน่ียวระหวา่ง
ของเหลวดว้ยกนัเองทีม่คีา่มากพอทีจ่ะไมท่าํใหโ้มเลกุลของของเหลวแยกออกจากกนัได ้ แต่เมือ่
ของเหลวมารวมตวักนัมากขึน้น้ําหนกัของหยดสารละลายมากขึน้จนสามารถเอาชนะแรงดงึดดูระหวา่ง
โมเลกุลของของเหลวได ้  เช่น การหยดสารละลาย (falling drop) จากปลายทอ่ (drop head tube) ดงั
แสดงในรปู 1. แรงเน่ืองมาจากน้ําหนกัของสารละลายมากพอทีจ่ะเอาชนะแรงดงึดดูของของเหลวกบั
ปลายทอ่ของ drop head สารละลายจงึหยดตกลงมา  ทาํใหห้ยดสารละลาย (falling drop) มคีุณสมบตัทิี่
น่าสนใจคอืปรมิาตรของแต่ละหยดคงที ่ ทาํใหส้ามารถนําคณุสมบตัดิงักลา่วนี้มาใชใ้นการวเิคราะหเ์ชงิ
ปรมิาณโดยไมจ่าํเป็นตอ้งมรีะบบตวงวดัปรมิาตรขนาดเลก็ๆได ้  ปรมิาตรของ falling liquid drop จะ
ขึน้กบัปจัจยัหลายประการ[4]  เช่น ปรมิาตรของหยดสารละลาย, รศัมขีองปลายท่อ (Outer diameter), 
แรงตงึผวิ ของสารละลาย, และความหนาแน่นของสารละลาย ดงันัน้ถา้ใหส้ารละลายตวัอยา่งทีเ่จอืจาง
และมคีวามหนาแน่น = 1.000 g/mL ปรมิาตรของสารละลายจะสามารถคาํนวณไดจ้ากการชัง่น้ําหนกั
ของหยดสารละลายดว้ยเครือ่งชัง่ 4 ตาํแหน่ง และถ้าสารละลายมีแรงตึงผิวคงท่ี จะทาํให้ปริมาตร
ของหยดสารละลายคงท่ีด้วยเช่นกนั   
 

 
รปู 1. หยดของสารละลายในรปูแบบของ Falling liquid drop 
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เน่ืองจากธรรมชาตทิีน่่าสนใจของหยดสารละลายหรอืของเหลวคอืมปีรมิาตรคงที ่ ทาํใหใ้น
ปจัจุบนัมกีารพฒันาการใชห้ยดของสารละลายเขา้มาประยกุตใ์ชใ้นลกัษณะ microscale ในกระบวนการ
ต่างๆทางเคมวีเิคราะห ์ (analytical chemistry in liquid drop) หลายดา้น เช่น  การไตเตรตดว้ยการนบั
หยดของสารละลาย[3]  การใชห้ยดของสารละลายในการเกบ็ตวัอยา่งและวเิคราะหก๊์าช[5,6,7]  (interface 
system for gas sampling and analysis)  การวเิคราะหด์ว้ยเทคนิคเชงิแสง (spectrophotometric 
method )ในหยดของสารละลายทีพ่ฒันาเป็นเครือ่งมอืทีอ่อกขายในหอ้งตลาดแลว้[8]  เป็นตน้   การไต
เตรตในหยดของสารละลายสามารถทาํไดง้า่ยและใชส้ารเคมทีีเ่กีย่วขอ้งปรมิาณน้อยมาก ทาํใหเ้ทคนิค
การไตเตรตในหยดของสารละลายถูกประยกุตใ์ชใ้นการหาปรมิาณสารหลายๆดา้น เช่น การหาปรมิาณ
กรด-เบส[9]  การหาปรมิาณแคลเซยีมและน้ํากระดา้ง[10]  การศกึษาการแพรข่องสารในหยดสารละลาย[11] 
เป็นตน้    

 
เอกสารอ้างอิง 
[1]  http://en.wikipedia.org/wiki/Microscale_chemistry  ( 27 June 2014). 
[2] http://chemmovies.unl.edu/Chemistry/MicroScale/MScale00.html  (27 June 2014). 
[3] http://www.practicalchemistry.org/experiments/acid-base-neutralisation-a-microscale-titration,171,EX.html  
(27 June2014). 
[4] Yang W, Zhang Z, Hun X, Talanta, 62 (2004) 661–666. 
[5] Milani MR, Cadoso AA. Microchem. J  2003; 74: 75-82. 
[6] Cardoso AA, Dasgupta PK., Anal. Chem 1995; 67: 2562-2566. 
[7] Liu H, Dasgupta PK. Anal. Chem 1995; 67: 4221-4228. 
[8] http://www.nanodrop.com/ (27 June 2014) 
[9] Steele AW, Hieftje GM, Anal.Chem, 1984; 56:2884-2888. 
[10] Hui KY, Gratzl M,  Anal.Chem, 1997; 69: 695-698. 
[11] Gratzl M, Anal.Chem, 1988; 60:2147-2152. 
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2. คลูอมเมตริกไตเตรชัน่ (coulometric titration ) ในหยดสารละลาย 
 
คลูอมเมตรเีป็นเทคนิคทีส่รา้งไตแตรนตข์ึน้มาจากปฏกิริยิาไฟฟ้าเคมใีนสารละลายตวัอยา่งที่

สนใจวเิคราะหแ์ละใหส้ารไตแตรนตเ์ขา้ทาํปฏกิริยิากบัสารตวัอยา่งทีต่อ้งการวเิคราะหแ์บบทนัท ี  สารไต
แตรนตบ์างชนิดทีไ่มเ่สถยีรและมคีวามวอ่งไวในการเกดิปฏกิรยิาเคมกีบัอากาศหรอืความชืน้ซึง่ไม่
เหมาะสมในการนํามาใชไ้ตเตรตโดยวธิปีกต ิ แต่สามารถนํามาประยกุตใชใ้นระบบของคลูอมเมตรกิไต
เตรชัน่ได ้  อกีทัง้ยงัสามารถคาํนวณหรอืควบคมุปรมิาณสารไตแตรนตไ์ดจ้ากปรมิาณไฟฟ้าทีใ่หแ้ก่
เซลลไ์ฟฟ้าเคม ี  นอกจากนัน้ทาํใหม้คีวามงา่ยในการกาํหนดปรมิาณไตแตรนตท์ีเ่ขา้ทาํปฏกิริยิาการ
วเิคราะหก์บัสารตวัอยา่ง  นอกจากนัน้ยงัมกีารนําเทคนิคคลูอมเมตรกิไตเตรชัน่มาประยกุตใ์ชใ้นการหา
ปรมิาณเพือ่ตรวจสอบและควบคมุคุณภาพของยาในทางเภสชักรรมอกีดว้ย[12,13,14]   

ดงันัน้การพฒันาระบบของคลูอมเมตรกิไตเตรชัน่ใหเ้ลก็ลง (miniaturization ) จงึเป็นการลด
ระดบัการใชส้ารเคมใีหน้้อยลง ใชส้ารละลายตวัอยา่งทีน้่อยลงระดบัไมโครลติร การศกึษาคลูอมเมตรกิไต
เตรชัน่ในหยดของสารละลายจงึเป็นแนวทางทีน่่าสนใจมากในการพฒันาเทคนิคทางเคมวีเิคราะหใ์ห้
สามารถวเิคราะหไ์ดง้า่ยและสะดวก อกีทัง้พฒันาใหเ้ป็นระบบอตัโนมตัโิดยใชค้า่ใชจ้า่ยน้อย  ใชว้สัดุที่
ราคาถกูมาประยกุตใ์ชใ้นงานวจิยัโดยเริม่ตน้ศกึษาปฏกิรยิาไฟฟ้าเคมขีองการสรา้งไอโอดนีเพือ่ใชใ้นการ
หาปรมิาณกรดแอสคอรบ์คิในยาเมด็วติมนิซหีรอืสารละลายโซเดยีมไธโอซลัเฟตในหยดสารละลายและ
ไดนํ้าเอาการ manipulation ของหยดสารละลายบนพืน้เอยีงซึง่เป็นวธิกีารทีง่า่ยแต่สามารถนําสารละลาย
เขา้และออกจากขัว้ไฟฟ้าหรอืระบบวเิคราะหไ์ดอ้ยา่งมปีระสทิธภิาพโดยไมต่อ้งมอุีปกรณ์อื่นทีต่อ้ง
เคลือ่นที ่ (moving part) อื่น เรยีกการเคลือ่นทีด่ว้ยระบบหยดสารละลายดงักล่าวน้ีว่า “Moving liquid 
drop” ดงัแสดงในรปู 2. 

 
 

รปู 2. ระบบคลูอมเมตรกิไตเตรชัน่ในหยดสารละลายทีใ่ชร้ะบบ Moving liquid drop 
 

การศกึษา coulometric titration ในหยดสารละลายดว้ย Moving liquid drop จงึใชส้ารละลาย
กรดแอสคอรบ์คิและสารละลายมาตรฐานไธโอซลัเฟตเป็นระบบเคมตีน้แบบ (chemical model) และ
เปรยีบเทยีบความถกูตอ้ง (accuracy) ของการวเิคราะหด์ว้ยผลการทดลองดว้ยระบบไตเตรชัน่มาตรฐาน 
(2,6-DCIP method สาํหรบักรดแอสคอรบ์คิ[15] และไอโอโอเมตรสีาํหรบัสารละลายไธโอซลัเฟต) โดย
ทาํการศกึษาพารามเิตอรต์่างๆทีเ่กีย่วขอ้งกบัการทดลองดงัน้ีคอื 
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 ลกัษณะการเอยีงของพืน้และการเกาะของหยดสารละลายกบัขัว้ไฟฟ้า 
 การจดัวางตําแหน่งของขัว้ไฟฟ้าในระบบ moving liquid drop coulometric titration  
 การเลอืกใชก้ระแสไฟฟ้ากบัระดบัปรมิาณสารตวัอยา่ง 
 ระบบการกวนสารละลายภายในหยดสารละลายดว้ยการใชแ้ก๊สไนโตรเจน 
 ความเขม้ขน้ของสารละลายไอโอดนี 
 ศกึษาการใชข้ ัว้ไฟฟ้าดว้ยวสัดุทีร่าคาถกู เช่น stainless steel เปรยีบเทยีบกบัโลหะแพลตนิมั 

 
 ผลการศกึษาไดป้ระสบความสาํเรจ็ในการพฒันาระบบไมโครคลูอมเมตรกิไตเตรชัน่ในหยด
สารละลาย โดยสรา้งไอโอดนีขึน้เพือ่ทาํปฏกิริยิาไฟฟ้าเคมกีบักรดแอสคอรบ์คิเพือ่หาปรมิาณกรด
แอสคอรบ์คิในตวัอยา่งยาเมด็วติมนิซ ี  ระบบดงักล่าวน้ีจะเป็นองคค์วามรูท้ีจ่ะเป็นประโยชน์ในการ
ประยกุตใ์ชเ้ป็นระบบวเิคราะหส์ารตวัอยา่งอื่นๆต่อไป ซึง่อยูใ่นระหว่างการศกึษา เชน่ การหาปรมิาณ 
total antioxidant compound ใน  human serum ซึง่ตอ้งการระบบทีใ่ชส้ารตวัอยา่งปรมิาณน้อย[16,17] 
หรอืการหาปรมิาณแกส็บางชนิดทีส่ามารถเกดิปฏกิรยิาไดด้กีบัสารไตแตรนตท์ีผ่ลติขึน้จากระบบไมโครคู
ลอมเมตร ีเป็นตน้ 
 
เอกสารอ้างอิง 
[12] Mihajlovi´c R, Stani´Z, Antonijevi´c M, Anal. Chim. Acta., 2003; 497 : 143–154. 
[13] Chateau-Gosselin M, Christian GD, Patriarche GJ, Microchim. Acta, 1979; 415-421. 
[14] Stock, JT, Anal. Chem., 1980; 52 : 1R-9R. 
[15] W. Horwitz, W., Official Methods of Analysis of the Association of Official Analytical Chemists, 16th ed., 
Washington D.C., 1992, no. 967, pp 21. 
[16] Ziyatdinova GK, Budnikov HC, Pogorel VI, Ganeev TS,  Talanta,  2006; 68;  800–805. 
[17] Ziyatdinova GK, Voloshin AV, Gilmutdinov A, Budnikov HC, Ganeev TS, J. Pharm. Biomed. Anal., 2006; 
40: 958–963 
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3. ระบบการไหล mono-segmented flow อย่างงา่ยด้วยการใช้หยดสารละลาย 
 

ระบบวเิคราะหบ์นของเหลวปรมิาตรน้อย เช่น ในหยดสารละลาย ไดถ้กูศกึษาโดย P.K. 
Dasgupta ในการประยกุตใ์ชง้านทีห่ลากหลาย เชน่ ระบบ windowless optical cell และระบบขนาดเลก็
สาํหรบั solvent extraction และระบบ single drop micro extraction ระบบการ injection อยา่งงา่ยของ
ระบบอเิลค็โตรโฟรซีสิ เป็นตน้ เมือ่ไมน่านน้ีการใชป้รากฏการณ์ electrowetting-on-dielectric ไดม้กีาร
นํามาประยกุตใ์ชห้ยดสารละลายเป็นระบบที ่ manipulate สารละลายปรมิาตรน้อยๆ และนําไปสูก่าร 
manipulate หยดสารละลายสาํหรบังานเคมวีเิคราะหแ์ละถกูประยกุตใ์ชง้านในหลายดา้น เชน่ สาํหรบั
การผสมสารละลาย การใชง้านในระบบคาปิลารีอ่เิลค็โตรโฟรซีสิ เป็นตน้ แมว้า่ EWOD หรอื digital 
droplet manipulation จะทาํใหไ้ดร้ะบบอตัโนมตัขินาดเลก็ แต่ตอ้งการอุปกรณ์อเิลค็ทรอนิกสอ์ืน่ๆเพือ่
ชว่ยในการควบคุมหยดสารละลาย   

ในโครงการน้ีไดป้ระสบความสาํเรจ็ในการพฒันาระบบ moving liquid drop ขึน้แบบงา่ยๆโดยใช้
การเคลือ่นทีข่องหยดสารละลายบน hydrophobic path ทีล่าดเอยีงดว้ย gravity force ทาํใหส้ามารถ
ควบคุมหยดสารละลายใหห้ยดุและ/ หรอืเคลือ่นทีเ่ขา้/ ออกจากขัว้ไฟฟ้าได ้  เป็นแนวทางการวเิคราะห์
แบบใหมท่ีไ่ม่ตอ้งใชอุ้ปกรณ์ manipulate สารละลายเขา้และออกจากระบบวเิคราะหท์ีม่รีาคาแพงเหมอืน
การวเิคราะหใ์นระบบการไหลโดยทัว่ไป เชน่ ป ัม้ (peristaltic pump, syringe pump) หรอืวาลว์ 
(selection valve, 6-port-2-position injection valve)  และเมือ่พจิารณาระบบการเคลือ่นตวัของหยด
สารละลายไปตามพืน้เอยีงและการผสมกนัของหยดสารละลายต่างชนิดกนั จงึมคีวามคลา้ยคลงึกบัระบบ
การไหลแบบ mono-segmented flow ซึง่จะเป็นลกัษณะการไหลของสารละลายในทอ่ทีม่โีซนของอากาศ
มาคัน่ระหวา่งกระแสการไหลของสารละลายเพือ่ทาํใหม้ขีอ้ดทีีส่ามารถลดการกระจายตวัของโซนสาร
ตวัอยา่งในกระแสการไหลของสารละลายในการวเิคราะหใ์นระบบการไหลได ้  ดงันัน้ระบบ moving 
liquid drop จงึเป็นระบบ mono-segmented flow แบบงา่ยๆได ้ เน่ืองจากการเคลือ่นทีข่องหยด
สารละลายบน hydrophobic tile path ทีม่ลีกัษณะทีค่ลา้ยกบัการไหลของสารละลายในระบบ mono-
segmented flow ในระบบ sequential injection แต่ระบบ Moving Liquid Drop ใชอุ้ปกรณ์ต่างๆทีง่า่ย
และคา่ใชจ้า่ยทีถู่กกวา่ ระบบอุปกรณ์เลก็กวา่ ดงัแสดงการเปรยีบเทยีบทัง้สองระบบในรปู 3. ทาํให้
สามารถพฒันาเป็นระบบ sequential manually operation แบบงา่ยๆไดแ้ละนําไปประยกุตใ์ชร้ว่มกบั
เทคนิคการวดัคา่การนําไฟฟ้าในหยดสารละลายกรดซลัฟิวรกิ มแีนวโน้มทีจ่ะพฒันาต่อยอดเป็นระบบ 
on-site analytical device ได ้ 
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ก)  
 

ข)  
รปู 3. เปรยีบเทยีบระบบการไหล ก) แบบ mono-segmented flow โซนสารละลายทีไ่หลในทอ่โดยมี
โซนของอากาศมาคัน่ซึง่ใชก้าร manipulation ดว้ย syringe pump + selection valve  ข)แบบ moving 
liquid drop ทีม่กีารเคลือ่นทีข่องหยดสารละลายไปบน hydrophobic path 
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Miniaturized coulometric titration in a liquid drop has been investigated. Assays of ascorbic acid and
thiosulfate with iodine titration were chosen as models. Constant volumes of falling liquid drops
containing sample or reagent are manipulated via gravimetrical force to move along a slope hydrophobic
path and directed to stop or to move out from an electrode. Such manipulation is useful for delivery of
sample and reagents, in a way of flow without tubing. Electrochemical generation of titrant, in this case,
iodine, is started at the electrode and micro coulometric titration can be performed in a drop by applying
constant current. Timing in the titration can be made via naked eye with a stopwatch or via recording
with a webcam camera connecting to a computer to detect the change due to the blue color complex of
the excess iodine and starch.

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

Attention has been paid to decrease chemical waste in analy-
tical process. This leads to downscaling chemical analysis [1,2]. An
interesting property of a liquid drop may refer to constant volume
which should be due to adhesive force among the liquid mole-
cules. A liquid drop which poses around 3–50 mL in volume should
be readily available for micro scale chemistry manipulation. There
have been some reports for such purpose, such as using a liquid
drop as interfacing system for gas sampling and analysis [3–5], and
a windowless spectrophotometric system [6]. Moreover, a falling
liquid drop has been proposed to function as a sample introduc-
tion to a capillary electrophoresis system [7]. In addition, titration
in liquid drop has been explored for acid–base neutralization [8]
and complexometric titration of calcium [9,10].

Coulometric titration has gained interest in that an active
reagent may be in situ generated. The known amount of reagent
that reacts with the analyte can be electrogenerated precisely by
the system itself with current–time control under Faraday's Law.
This type of titration has shown benefit without conventional
standard reagent preparation. Various analytical techniques
including potentiometry, amperometry, and spectrophotometry
have been used for end-point detection [11]. There have been
various applications exploiting coulometric titration including
ll rights reserved.

ry, Faculty of Science, Chiang
53 941910;

e).
pharmaceutical analysis such as butyrolactone determination
employing glass electrode for end-point detection [12]. Some
organic and pharmaceutical compounds were analyzed by elec-
trogenerating gold(III) and biamperometric end-point detection
[13]. CO2 in water could be rapidly determined by coulometric
titration [14]. Coulometric titration has been incorporated in flow
analysis, also with various end-point detection systems including
spectrophotometric (for acid–base) [15], potentiometric (for ascor-
bic acid determination) [16,17]. Air transported flow system or
monosegmented flow coulometric titration was developed for,
aniline determination with bromine generation and amperometric
end-point detection [18], and bromine number in some petro-
chemical samples can be determined [19]. Micro coulometric flow
cell was developed for oil/water interface study [20], and bromine
generation in micro flow system with chemilumiescence detection
was developed for hydrazine and ammonium analysis [21]. Coulo-
metric titration in non-aqueous medium for acid number of
biodiesel [22] and ethanol [23] samples was reported.

Recently, electrowetting-on-dielectric (EWOD) phenomena
have been investigated by applying voltage between electrode
and liquid droplet, leading to the interfacial surface of liquid
droplet and surface to be modified to suit applications, including
microfluidics as a sampling device for capillary electropherograph
[24,25].

We present here micro coulometric titration in a liquid drop.
With simple instrumentation, a drop of sample/reagent, via
gravitation force, with practically precise constant volume can be
handled for moving along a hydrophobic path or stop at an
electrode system. Such manipulation leads to automation in
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delivery for a sample and reagents in a way of flow without
tubings. Downscaling in iodometric titration can be performed.
Thiosulfate and ascorbic acid were chosen as the model study. The
developed system has been demonstrated to assay ascorbic acid in
real samples of vitamin C tablets.
2. Experimental

2.1. Reagents and solutions

All reagents in this work were prepared by dissolving in
deionized (DI) water. A solution of KI (0.1 M, 100 mL) was prepared
from 1.66 g KI (BDH, UK.) which was added with 2% w/v starch
with a volume ratio of 5:1. A stock solution of thiosulfate (0.1 M)
was fleshly prepared from 1.58 g Na2S2O3 (Sigma-Aldrich, USA)
and standardized using the iodometric method [26]. A stock
standard solution (0.100� M, 100 mL) of ascorbic acid was freshly
prepared from 1.76 g of C6H8O6 (MERCK, Germany) and standar-
dized using the 2, 6-dichloro indolphenol (2,6-DCIP) method [27].
A sample solution was prepared by weighing 3 tablets of a sample
and followed by grinding in ceramic mortar. Then a portion of
known weight (0.0500 g) of the ground sample was dissolved in
water with a final volume of 100.00 mL solution. The sample
solution was then filtered with filter paper (# 1 Whatman, UK).
Fig. 1. Setup of micro coulometric titration of liquid drop on tilt sheet; W¼DI
water, I¼ iodide+starch, S¼sample, WC¼web camera, AE¼auxiliary electrode,
WE¼working electrode, N¼nitrogen gas through syringe needle, Am¼digital
ammeter, MC¼micro coulometer.
2.2. Manipulation of liquid drop on tilt sheet

Fig. 1 illustrates the setup of the instrument. An acrylic sheet is
attached with Teflon tape that becomes platform of the system.
This could be fabricated by using easily available and low cost
materials. The hydrophobic surface of Teflon tape provides the
high contact angle of aqueous liquid drop on surface, while the
glass auxiliary electrode provides the good hydrophilic surface for
aqueous liquid drop.

Falling liquid drop from a disposable syringe through the end of
1/16″ O.D. peek tube (Upchurch scientific, WA) attached to the
syringe, is manually dropped to the slope acrylic plane
(7�13�0.1 cm3) covered with Teflon tape (1.9�15�0.1 mm3;
normally used for plumbing). The end of the peek tube is set to
have �1 cm space above the Teflon plane. The liquid drop of
sample, having a volume of �25 mL, would move due to gravity
force along this hydrophobic tape to the electrode system and
would attach, due to adhesive force of aqueous drop and hydro-
philic surface of glass, to the end of hydrophilic surface of
disposable glass dropper of the auxiliary electrode which is set
�2 mm above Teflon tape. After a drop of the reagent (a mixture
of iodide and starch) from another syringe falls down and moves
along the path, it stops and merges with the sample drop. By this,
the total volume would become �50 mL. The whole drop still
hangs on the glass auxiliary electrode. When, another drop (water
from the third syringe) comes to merge, the gravitational force of
the whole liquid drop becomes high enough to make the drop
detach and moves out from the glass auxiliary electrode. One
factor affecting manipulation of liquid drop in this format also
involves the angle of tilt sheet. The tilt sheet in a higher slope
position results in faster movement of the drop along the hydro-
phobic path. If it is in too high slope, it would not be easy to
control the movement and also the drop will not be easy to stop at
the electrode. The angle would be adjusted to meet the ability in
manipulating the liquid drop. In this experiment, the suitable tile
sheet angle was found to be �501 from horizontal plane. The tilt
sheet angle was estimated by applying basic trigonometry.

Positions of the syringe ends, for the sample and that for the
reagent should be arranged to be above the Teflon plane for 3–
4 mm to let liquid drop freely. The path for the liquid drop moving
should not be too long. In this experiment, it was about 5–10 cm.

The positions of the auxiliary and working electrodes would
also affect the attachment of the liquid drop cell and effective
surface area of the electrode for electrochemical generation of
iodine. If the auxiliary electrode was arranged to be on the upper
position relatively to working electrode, effective surface area of
the working electrode was found to be better, since liquid drop cell
prefers to attach to the hydrophilic glass body of auxiliary
electrode.

2.3. Micro coulometric titration system and procedure

A liquid drop can behave as a micro coulometric cell (“coulo-
metric drop cell”). The electrode system is composed of a working
electrode (WE) made of platinum wire (0.5 mm diameter) or
stainless steel and an auxiliary electrode (AE) fabricated from a
disposable glass dropper. The auxiliary electrode contained 2%
agar in 3 M KCl which had been boiled for �5 min and filled to set
as gel at room temperature at the end of the disposable glass
dropper. An internal solution was 3 M KCl and the spiral shape of
stainless steel wire (0.5 mm diameter) was dipped in the 3 M KCl
solution. It was connected to the constant current source as shown
in Fig. 1.

The constant current source was fabricated in-house by using 3-
terminal adjustable voltage regulator, LM317 (ST microelectronics,
Singapore). The operating current was designed in the range of 15–
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60 μA. Number of moles of the electrogenerated iodine was calcu-
lated from the total charge through Faraday's constant. The total
charge of coulometric operation (titration) was evaluated from the
titration time (the time period when starting to apply the current
until the appearing of blue color) and the current observed and
recorded by a digital multimeter (UNI-T, model UT60A, China)
interfacing to computer through serial port.

As described in the above section that a sample would drop and
move along the hydrophobic Teflon path and would stop at the AE.
A drop of the reagent (a mixture of KI and starch) would also fall
down to the Teflon tape plane and would move along the plane
before stopping at the AE to merge with the sample drop, previously
stopped at the point. The sample and the reagents would blend to
each other with the aids of nitrogen gas blowing (�300 mL/min)
through a disposable hypodermic syringe needle (# 21, 0.8 mm O.D.,
Nipro Corporation, Japan). This would create coulometric drop cell as
depicted in Fig. 1, and the VDO clip attached. By applying constant
current, coulometric titration could be started.

The end point in the coulometric titration could be detected by
the appearance of blue color due to excess iodine and starch. This
could be observed by naked eye with a stopwatch or recording as
VDO via computer through webcam camera (C200, Logitech,
www.logitech.com) [28] of which driver and software are available
for download on the website. The timing for the titration can be
evaluated via the time appearing on the VDO recording. After the
titration process completes, water from the third syringe (see
Fig. 1) was dropped. It would move along the path to attach the
coulometric drop cell at the AE, becoming a bigger drop and would
leave out from the electrode system. The electrode system could
be cleaned up in such a way.
Table 1
Timing of color change of the indicator for a blank solution with different operating
currents and volumes of the coulometric drop cells.

Volume of
coulometric drop cell
(μL)

Time of color change (s)

Operating current (μA)

20 30 40 60

24 4.35 70.40 2.25 70.24 1.98 70.14 0.45 70.06
41 4.28 70.44 2.27 70.19 2.00 70.11 0.88 70.08
50 2.97 70.14 2.03 70.10 1.73 70.09 1.28 70.08

Triplicate results: mean7SD.
3. Results and discussion

3.1. Falling liquid drop volume

As a liquid drop is formed by the adhesive force of liquid–liquid
interface, the liquid prefers to interact themselves more than
interacting with air. In case of the falling liquid drop which flows
from, for example, end of tubing, it forms a pendant shape. The
size expanding leads to increase in weight, and finally, it falls
down. As a result, with the same tubing size, viscosity and liquid
surface tension, the liquid mass which forms a falling drop would
be the same for every falling liquid drop. Therefore, the falling
liquid drop volume would be the same. This phenomenon is useful
for miniaturizing an analytical system without the need for using
complicate and/or expensive volume measuring device.

The volume of falling liquid drop from the end of tubing can be
expressed through the Eq. (1) [29].

V ¼ 2πrs=ρg ð1Þ

Where, V¼volume of liquid drop, r¼tubing radius, s¼surface
tension of liquid, ρ¼density of liquid, and g¼gravitational force
constant.

In this work, the volume of solution could be estimated from the
average weight obtained by weighing 5 drops (with 5 replications)
using 4-decimal balance. Then the average volume of drops was
estimated via density of 1 g/mL. With the surface tension of falling
drop solution was assumed to be constant, the volume of droplet
can be adjusted by changing the drop head orifice guided by Eq. (1).
In this experiment, the droplet volume, when using 1/16″ O.D.
capillary peek tube (or 1.588 mm), was found to be 25.8 μL ( using
the Eq. (1), the calculated volume would be 36.7 μL), while a falling
drop volume will decrease to be 6.8 μL (the calculated value by the
Eq. (1), being 8.33 μL), for using 0.35 mm O.D. fuse silica capillary.
3.2. Evaluation of some analytical parameters

There are 2 steps in coulometric titration, namely, (1) electro-
chemical generating for the titrant and (2) the chemical reactions
of the generated titrant and sample. These 2 steps must be fast
enough to provide the complete chemical reaction so that the end
point can be observed easily and correctly. The operating current
involves accuracy and precision of titration timing. Also the
convection of sample and reagents in the coulometric drop cell
is to be effective enough to provide such effective mixing and
leading to complete reactions.

It was observed that employing higher operating current, such
as 60 μA, would result in higher rate in producing the titrant and
due to limitation in slower rate of mixing of the titrant with
sample via convection, even applying nitrogen gas blowing to the
drop. The not-yet reacted titrant in the drop would make the color
change before reaching the equivalent point; leading to negative
error result. Table 1 illustrates the effects of operating current and
volumes of liquid drop (as a coulometric cell) to the time of color
change of the indicator for a blank solution. The time for color
change would take longer for the smaller operating current; the
timing for the color change of indicator for the blank solution is
taken into account for the blank value (or blank timing) in the
analysis procedure.

It was observed that KI concentrations (0.01, 0.1 and 1.0 M)
affected the indicator color change. The lower KI concentration
(0.01 M) provides longer timing for change in indicator color,
within�2–3 sec, while 1 and 0.1 M KI provide faster timing (�1–
2 sec). Since the higher KI concentration, the higher mass transfer
rate of iodide to working electrode, although mass transfer rate was
promoted with convection from nitrogen gas blowing.

The nitrogen gas blowing through syringe needle was
employed to promote better convection in the coulometric drop
cell. The higher flow rate of nitrogen gas makes liquid drop cell
detach and spin out of electrode. The longer time for purging
nitrogen gas to the liquid drop cell also makes water evaporate. It
was found that for a total volume of coulometric drop cell of
�20 μL, blowing nitrogen gas longer than 5 min can make total
volume of liquid drop cell decrease significantly. The decrease in
coulometric drop cell would consequently affect the effective
surface area of working electrode for electrochemical titrant
generation. However, from previous investigation on using a liquid
drop for gas sampling interface [30], it was found that the higher
humidity atmosphere can decrease evaporation in coulometric
drop cell. Therefore, purging of humidified nitrogen gas for
convection in liquid drop cell would help to decrease the water
evaporation from coulometric drop cell.

Hence, the suggested condition for further analysis should be
20–60 mA of applied current for 0.1 M KI and 1 liquid drop
(V¼27 mL) sample volume, 300 mL/min of nitrogen gas flow rate.

www.logitech.com


Table 4
Determination of ascorbic acid contents in commercial vitamin C tablet samples
using the proposed and the 2, 6-DCIP titration [27] methods.

Sample Ascorbic acid content (g/tablet)

The proposed methoda 2,6-DCIP titration

Platinum electrode Stainless steel electrode

Brand 1. 0.95 70.02 0.95 70.05 0.931 70.002
Brand 2. 0.98 70.01 1.00 70.10 0.954 70.001
Brand 3. 0.97 70.01 1.49 70.34 0.968 70.002
Brand 4. 1.02 70.01 1.28 70.07 0.954 70.002

Triplicate results: mean7SD.
a Detection with the naked eye.
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3.3. Thiosulfate determination

The standard thiosulfate solution which was standardized by
using standard iodate in presence of iodide [26] was used for
verifying the proposed micro-coulometric titration in a drop. A
change of color due to complex of starch and excess iodine was
monitored by using a simple webcam camera [28]. The constant
current source provides a simple system in microampere level
(40 μA). The results of the thiosulfate determination by using the
developed micro coulometric titration agree with those by the
standard iodine titration with KIO3 as shown in Table 2, having the
correlation: y¼1.014x and R being 0.9987.

3.4. Ascorbic acid determination

The ascorbic acid was determined by employing the proposed
method compared to the standard method of ascorbic acid
determination (the 2, 6-dichloroindolphenol titration) [27] for
synthetic samples (Table 3) and real vitamin C samples (Table 4).
Working electrodes of a platinum wire as well as a stainless steel
wire (as to serve cost effective purpose) were employed. It could
be observed that the results obtained by using the stainless steel
having higher values than that using the platinum and that of the
standard method. This could be due to the addition oxidation
reactions of some components of the stainless steel producing
higher charge.

It could be noted that webcam camera could be optional
recording the change of the indicator color. Higher degrees for
automation could be made by connecting the current source to the
Table 2
Determination of thiosulfate using the micro coulometric titration in a liquid drop
and the conventional iodometric titration.

Experiment number Thiosulfate concentration (mM)

The proposed micro coulometric
titrationa

Conventional
titration

1. 1.0 70.0 0.98 70.01
2. 1.9 70.1 1.92 70.01
3. 2.9 70.0 2.93 70.08
4. 4.0 70.1 3.86 70.04
5. 4.8 70.0 4.80 70.06
6. 5.6 70.0 5.63 70.03
7. 6.9 70.0 6.73 70.12

Triplicate results: mean7SD.
a Detection with the naked eye.

Table 3
Determination of ascorbic acid in synthetic sample solution employing both
platinum and stainless steel as working electrode and the standard 2,6-DCIP
titration method [27].

Synthetic sample Ascorbic concentration (mM)

The proposed methoda 2,6-DCIP
method

Platinum
electrode

Stainless steel
electrode

1 0.5 70.0 – – 0.46 70.01
2 1.0 70.0 1.0 70.0 0.96 70.02
3 1.4 70.1 1.6 70.1 1.49 70.01
4 1.9 70.1 – – 1.81 70.03
5 2.6 70.0 2.5 70.1 2.57 70.02
6 – – 3.2 70.1 2.92 70.16

Triplicate results: mean7SD.
a Detection with the naked eye.
computer and employing automatic end point detection (such as
potentionmetric, amperometric or optical detection). In such a
way, the computer would be able to start the titration, to count the
titration time and to continuously acquire the generated current
and the detection signal (potential, current or absorbance, for
instance), allowing the acquisition of titration curve (charge versus
detection signal) and better precision would be obtained.
4. Conclusion

Micro coulometric titration in a liquid drop with electroche-
mical generation for iodine was proposed as an approach for
downscaling analysis. Thiosulfate and ascorbic acid were chosen to
be models to test the performance of the proposed systems. This
system is simple and cost effective. It consumes very low sample
and reagent(s) volumes, in microliter levels, with a simple falling
drop phenomenon. This simple manipulation of liquid drop on a
slope hydrophobic path by gravity provides a novel analytical
system that is similar to a flow system but without tubing. The
proposed system should be useful to various applications such as
the total antioxidant compound determination in human serum
which needs a low volume of sample solution [31,32], gas
sampling interface on liquid drop [30]. Further development with
some other types of detection and to provide higher degrees of
automation has been in progress.
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for Down-Scaling Analysis System 
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The simple and low cost “moving liquid drop” was successfully developed and applied for down-
scaling analysis systems.  Various applications of such moving liquid drop were successfully 
developed for micro coulometric titration in a drop, gas sampling and analysis, and migration micro 
titration.  The result and advantages of the system will be discussed.  
 
Keywords Moving liquid drop; micro titration; gas sampling and analysis (3-5 words) 
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