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บทคัดย่อ 
Taylor dispersion analysis (TDA) เป็นวิธีวิเคราะห์หาค่าสัมประสิทธิ์การแพร่เชิงโมเลกุล (Molecular 

diffusion coefficient, D) หรือรัศมีไฮโดรไดนามิก (hydrodynamic radius, Rh) ของตัวถูกละลายจากการขยายตวั
ของสัญญาณ (peak broadening) อันเนื่องมาจากการฉีดท่อนตัวถูกละลายในระบบการไหลแบบลามินาร์ปัวสซ์อง 
(laminar Poiseuille flow) การตรวจวัดที่มักใช้โดยทั่วไปกับวิธี TDA คือ การตรวจวัดทางแสงช่วงยูว ีจึงกลายเป็น
ข้อจำกัดหลักของการประยุกต์วิธี TDA สำหรับการหาขนาดอนุภาคที่ไม่มีสมบัติในการดูดกลืนแสงยูวี งานวิจัยนี้
นำเสนอวิธีตรวจวัดทางเลือกโดยใช้การตรวจวัดทางแสงยูวีร ่วมกับปฏิกิร ิยาโฟโตเคมีคัลออกซิเดชัน (UV-

doi: 10.14456/tstj.2020.124



ปีที่ 28 ฉบบัที่ 9 กันยายน 2563                                                                              วารสารวิทยาศาสตร์และเทคโนโลย ี

 1559 

photochemical oxidation detection, UV-POD) เพื ่อหาขนาดของพอลิแซ็กคาไรด์ซึ ่งเป็นสารประกอบที ่ไม่
ดูดกลืนแสงยูวี วิธี TDA-UV-POD ที่เสนอนี้ใช้เครื่องมือแคปิลลารีอิเล็กโทรโฟรีซีส (CE) และตรวจวัดสารผลิตภัณฑ์ที่
ดูดกลืนแสงยูวีหลังจากการทำปฏิกิริยาโฟโตเคมีคัลออกซิเดชันในสภาวะที่มีค่าความเป็นด่างสูง (สารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 130 มิลลิโมลาร์) โดยใช้ความยาวคลื่นที่ 266 นาโนเมตร นอกจากนี้แบคสแกทเทอริง 
อินเตอร์เฟียโรเมตรี (Backscattering interferometry, BSI) ยังเป็นอีกทางเลือกหนึ ่งของวิธีตรวจวัดสำหรับ
เปรียบเทียบขนาดอนุภาคพอลิแซ็กคาไรด์ที่วัดได้ การตรวจวัดแบบ BSI เป็นวิธีที่วัดการเปลี่ยนแปลงของค่าดรรชนี
หักเห (refractive index, RI) ระหว่างตัวทำละลาย (ในที่นี้ คือ น้ำ) และตัวอย่างพอลิแซ็กคาไรด์ ภายใต้เงื่อนไขที่
เหมาะสมของวิธี TDA ค่ารัศมีไฮโดรไดนามิกเฉลี่ยโดยมวลของอนุภาคพอลิแซ็กคาไรด์ที่ได้จากท้ังวิธี TDA-UV-POD 
และ TDA-BSI นั้นมคีวามสอดคล้องกัน การเลือกวิธีตรวจวัดสำหรับวิธี TDA นั้น ขึ้นกับสมบัติทางกายภาพของสารที่
สนใจจะวัดขนาดและความไวในการวิเคราะห์ของวิธีตรวจวัด 
 

คำสำคัญ : เทเลอร์ ดิสเพอร์ชัน อะนาไลซิส; พอลิแซ็กคาไรด์; ยูวี-โฟโตเคมีคัลออกซิเดชัน; แบคสแกทเทอริง 
อินเตอร์เฟียโรเมตรี; รัศมีไฮโดรไดนามิก 

 

Abstract 
Taylor dispersion analysis ( TDA)  is an analytical method for the determination of the 

hydrodynamic radius ( Rh)  or the molecular diffusion coefficient ( D)  of a solute/ compound by 
analysis from the peak broadening of a plug of the solute/compound under the condition of laminar 
Poiseuille flow. UV detection mode is commonly employed for TDA, however; the main limitation 
of TDA- UV method is the lack of a sensitive detection modality for non- UV absorbing 
solutes/ compounds.  In this work, we therefore present an alternative detection mode, UV-
photochemical oxidation detection ( UV- POD) , suitable for TDA in order to determine the size of 
non UV-absorbing polysaccharides. TDA-UV-POD detects the UV-absorbing photooxidized products 
of polysaccharides in a strong alkaline media (130 mM NaOH) by using the capillary electrophoresis 
( CE)  instrumentation equipped with a UV detector.  The irradiation wavelength of 266 nm was 
selected.  Backscattering interferometry ( BSI) , another kind of suitable detection mode, which 
measures the relative change of the refractive index ( RI)  between water eluent and sample, was 
employed to compare the hydrodynamic radius. Under the conditions of validity of TDA, the mass 
average Rh values obtained by TDA-UV-POD and TDA-BSI was found in good agreement. Selection 
of detection mode for TDA is based on the physical properties of the interest compounds and the 
desired sensitivity in detection. 
 

Keywords: Taylor dispersion analysis; polysaccharide; UV-photochemical oxidation; backscattering 
interferometry; hydrodynamic radius 
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1. บทนำ 
คาร์โบไฮเดรตเป็นสารประกอบพื้นฐานของสิ่ง 

มีชีวิต เนื่องจากทำหน้าที่เป็นแหล่งพลังงานและแหล่ง
คาร์บอน ซึ่งจำเป็นสำหรับการเผาผลาญของพืชและ
สัตว ์ [1] นอกจากนี้คาร์โบไฮเดรตยังใช้กันอย่าง
แพร่หลาย เช่น ใช้เป็นวัตถุเติมแต่งในอาหาร [2,3] 
และใช ้งานทางการแพทย ์  [4,5]  โครงสร ้างของ
คาร์โบไฮเดรตประเภทพอลิแซ็กคาไรด์มีความซับซ้อน
มาก โดยขึ้นกับการกระจายตัวที่หลายหลายของมวล
โมเลกุล (M) องค์ประกอบทางเคมีและระดับการแตก
แขนงของโครงสร้าง เทคนิคการแยกท่ีสามารถนำมาใช้
สำหรับการศึกษาสมบัติของพอลิแซคคาไรด์ ได้แก่ การ
แยกขนาดด้วยวิธีโครมาโทกราฟีแบบแยกตามขนาด
อน ุภาค  (size exclusion chromatography, SEC) 
[6] เป็นหนึ่งในเทคนิคท่ีสำคัญที่สุดที่สามารถใช้ร่วมกับ
วิธีการตรวจวัดได้หลายประเภท wfhcdj การวัดการ
หักเหของแสง [6,7] การวัดความหนืด [6,8] และการ
กระเจิงของแสง [9] เป็นต้น มีรายงานว่าหลักการการ
กระเจิงของแสงร่วมกับการวัดการหักเหของแสงเหมาะ
กับการคำนวณหาค่ามวลโมลสัมบูรณ์ ขณะที่การวัด
ความหนืดจะเหมาะสมกับการหาค่ารัศมีไฮโดรไดนิมิก 
มากกว่า นอกจากนี้ยังมีเทคนิคการแยกขนาดอนุภาค
แบบไหลภายใต้สนาม ( field-flow fractionation, 
FFF) ซึ่งสามารถนำมาใช้ในการแยกพอลิแซ็กคาไรด์ซึ่ง
มีโมเลกุลทีข่นาดใหญ่ [10-12] 

เ ท ค น ิ ค แ ค ป ิ ล ล า ร ี  ( capillary electro-
phoresis, CE) เป็นเทคนิคที ่เหมาะสมสำหรับการ
วิเคราะห์พอลิแซ็กคาไรด์ที่มีประจุและไม่มีประจุ [13] 
อย่างไรก็ตาม เครื่องตรวจวัดท่ีได้ใช้กันอย่างแพร่หลาย
สำหรับวิธีโครมาโทกราฟีแบบแยกตามขนาดอนุภาค 
(SEC) หรือวิธีการแยกขนาดอนุภาคแบบไหลภายใต้
สนาม (FFF) นั้นไม่เหมาะสมกับเทคนิค CE เนื่องจาก
ขนาดที ่ใหญ่และไม่สามารถตรวจวัดแบบออนไลน์ 

(online detection) โดยทั่วไปแล้ว เครื่องตรวจวัดที่
ใช ้ก ับเทคนิค CE เช ่น ย ูวี  (UV) ฟล ูออเรสเซนต์  
(fluorescence) การว ัดค่าการนำไฟฟ้าชนิดแผ่น
อ ิ เ ล ็ ก โทรดไม ่ ส ั มผ ั สสารละลาย (contactless 
coupled conductivity confuctometry, C4D) 
และแมสสเปกโตรเมตรี (mass spectrometry, MS) 

สำหร ับต ัวอย่างอน ุภาคในงานว ิจ ัยนี้  คือ 
อนุภาคพอลิแซ็กคาไรด์ซึ่งส่วนใหญ่มักจะเป็นโมเลกุลที่
ไม่ดูดกลืนแสงยูวีหรือตอบสนองต่อการเรืองแสง ดังนั้น 
จึงจำเป็นต้องมีการเปลี ่ยนรูปให้เป็นสารอนุพันธ์ที่
สามารถดูดกลืนแสงหรือเรืองแสงก่อนตรวจวัด ในปี 
ค.ศ. 2007 Rovio และคณะ อธิบายการใช้รังสียูวีใน
การตรวจวัดโดยตรงที่ความยาวคลื่น 270 นาโนเมตร 
สำหรับน้ำตาลโมเลกุลเดี่ยวและน้ำตาลโมเลกุลคู่ใน
ตัวอย่างเครื่องดื่ม [14] และเส้นใยจากพืช [15] โดยใช้
สารละลายอิเล็กโทรไลต์ที่มีความเป็นด่างสูงที่ค่าพีเอช 
12.6 เพื่อทำให้โมเลกุลดังกล่าวถูกไอออนไนซ์และ
เหมาะสมกับการตรวจวัดด้วยเทคนิค CE กลไกการ
ตรวจวัดที ่ความยาวคลื ่น 270 นาโนเมตร เป็นการ
ตรวจวัดสารประเภท enediolate ที่เกิดขึ้นในสภาวะ
การทดลองที่เป็นด่างนั่นเอง โดยมีขีดต่ำสุดของการ
ตรวจวัด (limit of detection, LOD) เท่ากับ 0.02-
0.05 มิลลิโมลาร์ [14] อย่างไรก็ตาม ในปี ค.ศ. 2011 
Sarazin และคณะ ศึกษาและยืนยัน แล้วพบว่าน้ำตาล
ซูโครสไม่สามารถเกิดปฏิกิร ิยาดังกล่าวแล้วได้สาร 
enediolate [16] ตามที่ เคยมีรายงานก ่อนหน้านี้  
ดังนั้น Sarazin และคณะ จึงเสนอปฏิกิริยาทางเคมีโดย
ใช้แสงซี่งจะเกิดขึ้นที่หน้าต่างการตรวจวัดของเทคนิค 
CE (CE detection window) โดยมีแสงยูวีทำหน้าที่
กระตุ้นให้เกิดปฏิกิริยาและได้สาร malonaldehyde 
enolate (อีกชื่อหนึ่ง คือ malondialdehyde, MDA) 
ซึ่งสามารถถูกตรวจวัดที่ความยาวคลื่น 265-270 นาโน
เมตร [16] ต่อมาในปี ค.ศ. 2013 Oliver และคณะ 



ปีที่ 28 ฉบบัที่ 9 กันยายน 2563                                                                              วารสารวิทยาศาสตร์และเทคโนโลย ี

 1561 

[17] ได้เสนอการใช้สนามไฟฟ้าเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพ
ของปฏิกิริยาโฟโตเคมีคัลออกซิเดชันด้วยแสงยูวี และ
ในปี ค.ศ. 2015 Schmid และคณะ ตรวจสอบราย 
ละเอ ียดเพ ิ ่มเต ิมเกี่ ยวก ับปฏ ิก ิร ิยาโฟโตเคม ีคัล
ออกซิเดชันด้วยแสงยูวีที่เกิดขึ้นโดยใช้เทคนิค CE-MS 
และ HPLC-MS/MS ผลการทดลองพบว่าปฏิกิริยาการ
เปลี่ยนคาร์โบไฮเดรตเป็น MDA นั้นไวต่อเวลาที่อยู่
อาศัยภายใต้แสงยูวีที่ให้กับปฏิกิริยา เนื่องจาก MDA 
สามารถย่อยสลายเป็นผลิตภัณฑ์ที ่ไม่ดูดกลืนรังสียูวี 
[18] นอกเหนือจากสาร MDA แล้ว ยังมีผลิตภัณฑ์รอง
อื่น ๆ  (minor product) ที่เกิดจากปฏิกิริยาโฟโตเคมี
คัลออกซิเดชันอีกด้วย เช่น สารประกอบ C4H6O2 
(ดูดกลืนแสงยูวีได้) และกรดกลูโคนิก (ดูดกลืนแสงยูวี
ไม่ได้) [19] นอกจากน้ีการเติมตัวเริ่มปฏิกิริยาที่แตกตัว
โดยใช้แสง (photo initiator) เช่น Irgacure® 2959 
ในสารละลายเล็กโทรไลต์ สามารถเพิ่มความไวในการ
ตรวจวัดได้ถึงร้อยละ 40 สำหรับการวิเคราะห์โมโนและ
ไดแซ็กคาไรด์ [20] 

การประยุกต์ปฏิกิริยาโฟโตเคมีคัลออกซิเดชัน
สำหรับคาร์โบไฮเดรตมีหลากหลาย เช่น การวิเคราะห์
โมโนและไดแซ็กคาไรด์ในตัวอย่างเส้นใยพืชในของผสม
ซับซ้อน [17] ในตัวอย่างทางนิต ิเวช [21,22] ใน
ตัวอย่างเวชภัณฑ์และเครื่องดื่ม [21] และในตัวอย่าง
ซ ี เร ียลอาหารเช ้า [23]  นอกจากนี้ย ั งประย ุกต์
ปฏิกิริยาโฟโตเคมีคัลออกซิเดชันสำหรับการวิเคราะห์
แบบพร้อมกัน (simultaneous analysis) ของโอลิโก
เมอร์ (oligomers) ที ่มีระดับพอลิเมอไรเซชัน (DP) 
ส ู งส ุดอยู่ท ี ่  7 [24]  อย ่างไรก ็ตาม เม ื ่อทบกวน
วรรณกรรมแล ้ว ย ังไม่พบรายงานการประย ุกต์
ปฏิกิริยาโฟโตเคมีคัลออกซิเดชันสำหรับการวิเคราะห์
พอลิแซ็กคาไรด์สายยาว ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงเสนอวิธี
ตรวจวัดทางเลือกโดยยังใช้การตรวจวัดทางแสงยูวี 
ร ่วมก ับปฏ ิก ิร ิยาโฟโตเคม ีค ัลออกซ ิ เดช ัน  (UV-

photochemical oxidation detection, UV- POD) 
เพื่อหาขนาดของพอลิแซ็กคาไรด์ ซึ่งเป็นสารประกอบที่
ไม ่ด ูดกล ืนแสงย ูว ี  อาศ ัยว ิธ ี  Taylor dispersion 
analysis (TDA) โดยใช้เครื่องมือแคปิลลารีอิเล็กโทร 
โฟรีซีส (CE) และตรวจวัดสารผลิตภัณฑ์ที่ดูดกลืนแสง 
ยูวีหลังจากการทำปฏิกิริยาโฟโตเคมีคัลออกซิเดชันใน
สภาวะที่มีค่าความเป็นด่างสูง (สารละลายโซเดียม  
ไฮดรอกไซด์เข้มข้น 130 มิลลิโมลาร์) โดยใช้ความยาว
คลื่นที่ 266 นาโนเมตร และเปรียบเทียบขนาดอนุภาค
ที ่ได้จากวิธีนำเสนอกับเทคนิค TDA ที ่มีแบคสแกท    
เทอริง อินเตอร์เฟียโรเมตรี (backscattering inter-
ferometry, BSI) เป็นตัวตรวจวัดด้วย วิธี TDA-UV-
POD ที่เสนอในงานวิจัยนี้ เป็นหนี่งในทางเลือกสำหรับ
การวัดหาขนาดของอนุภาคพอลิแซ็กคาไรด์ที่ไม่ดดูกลนื
แสงยูว ี
 

2. อุปกรณ์และวิธีการ 
2.1 สารเคมี 

น้ำตาลชนิดต่าง ๆ ที่ใช้ในงานวิจัย ได้แก่ 
น ้ำตาล D-กล ูโคส มอนอไฮเดรต (C6H12O6·H2O,  
หมายเลขสินค้า A11090) ซื้อจากบริษัท Alfa Aesar 
GmbH & Co KG จำกัด ประเทศเยอรมนี น ้ำตาล     
D-มอลโตส มอนอไฮเดรต (C12H22O11·H2O, หมายเลข
สินค้า 63418) ซื ้อจากบริษัท Sigma Aldrich จำกัด 
ประ เทศญ ี ่ ป ุ ่ น  และ  มอลโตเตตระโอส ( Dp4 , 
C24H42O11, หมายเลขสินค้า 47877) ซื ้อจากบริษัท 
Supelco จำกัด ประเทศสหรัฐอเมริกา 

สำหรับพอลิแซ็กคาไรด์ชนิดต่าง ๆ ที่ใช้ใน
งานวิจัย แสดงในตารางที ่ 1 โดยที ่ Dextran T500 
และ dextran T2000 ซ ื ้ อจากบร ิษ ัท Amersham 
Pharmacia Biotech จำกัด ประเทศสวีเดน Pullulan 
P400 และ pullulan P800 ซื ้อจากบริษ ัท Showa 
Denko K.K. จำกัด ประเทศญี่ปุ่น Oyster glycogen-
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Type II ซื้อจากบริษัท Sigma Chemical Company 
จำกัด ประเทศสหรัฐอเมริกา และ Phytoglycogen ได้
จากการสกัดจาก maize Sugary-1 

โซเด ียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) ซ ื ้อจาก
บริษัท Merck จำกัด ประเทศเยอรมนี ใช้สำหรับการ

เตร ียมเป็นอีล ูเอนท์ในวิธ ี TDA-UV-POD และน้ำ    
อ ัลตร ้าเพ ียว (18 M cm)  จากเคร ื ่อง Milli-Q 
system ยี ่ห้อ Millipore ประเทศฝรั่งเศส ใช้สำหรับ
การเตรียมสารละลายทุกชนิด และเป็นอีลูเอนท์ในวิธี 
TDA-BSI 

 
Table 1 Presentation of the polysaccharides studied in this work 
 

Polysaccharides General chemical structures Polymer characteristics 

Dextran 

 

Branched polysaccharide  
(branching degree~5%) 
High dispersity (>>1) 

Pullulan 

 

Linear polysaccharide 
Low dispersity (~1)  

Glycogen 

 

Branched polysaccharide with densely 
packed branches ( branching degree 
~8-10%) 
High dispersity (>>1)  

  
2.2 การเตร ียมสารละลายตัวอย ่างและ      

อีลูเอนท์ 
น้ำตาลและพอลิแซ็กคาไรด์ชนิดต่าง ๆ ที่

ซื้อมาจากบริษัทต่าง ๆ อยู่ในรูปผงแห้ง ตัวอย่างสาร 
ละลายพอลิแซ็กคาไรด์ถูกเตรียมโดยละลายปริมาณที่
เหมาะสมในตัวทำละลายที่เหมาะสมกับวิธีการตรวจวัด 
สำหรับวิธี TDA-UV-POD จะละลายผงแห้งของน้ำตาล
หรือพอลิแซ็กคาไรด์ในสารละลาย NaOH เข้มข้น 130 
มิลลิโมลาร์ ส่วนวิธี TDA-BSI ใช้น้ำอัลตร้าเพียวเป็นตัว
ทำละลายในการเตรียมสารละลายตัวอย่างของน้ำตาล
และพอลิแซ็กคาไรด์ 

2.3 วิธ ีTaylor dispersion analysis ร่วมกับ
การตรวจวัดทางแสงยูวีอาศัยปฏิกิริยาโฟโตเคมีคัล
ออกซิเดชัน (TDA-UV-POD) 

การทดลองด้วยวิธี TDA-UV-POD นี ้ ใช้
เครื่องมือแคปิลลารีอิเล็กโทรโฟรีซีส (CE) ร่วมกับการ
ใช้ท่อแคปิลลารี (บริษัท Polymicro technologies 
จำก ัด ประเทศสหร ัฐอเมร ิกา) ประกอบเข ้ากับ        
คาร์ทริดจ์ (cartridge) ของเครื่อง CE ดังแสดงในรูปท่ี 
1 เริ่มต้นการใช้งานท่อแคปิลลารี ได้ปรับพื้นผิวภายใน
ท่อแคปิลลารีโดยการไหลผ่านสารละลายและน้ำ
ต่อเนื่อง เป็นเวลาอย่างละ 60 นาที ตามขั้นตอนดังน้ี 

https://www.google.com/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwj5-reR05zeAhWyy4UKHWU8Dk0QjRx6BAgBEAU&url=https://fr.wikipedia.org/wiki/Pullulane&psig=AOvVaw3T4-wAu7IedXILiBZ1j3ZQ&ust=1540387041141348
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สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 1 โมลาร์ น้ำ

อัลตร้าเพียว และสารละลายอีลูเอนท์ (eluent) สภาวะ

การทดลองด้วยวิธี TDA-UV-POD แสดงในตารางที่ 2 

และสำหรับการทดลอง TDA-BSI มีอธิบายใน [25] 

2.4 การคำนวณขนาดอนุภาคพอลิแซ็กคาไรด์ 

ส ัญญาณที ่ว ัดได ้จากวิธ ี TDA เร ียกว่า 

Taylorgram ซึ่งจะบันทึกโดยตรงจากเครื่องยูวีที่ติดตั้ง

มาพร ้อมในเคร ื ่อง CE ด ้วยโปรแกรม Beckman 

Coulter's 32 Karat™ Software 8.0 จากนั ้นข้อมูล 

Taylorgram จะนำมาประมวลผลด ้วยโปรแกรม 

Microsoft Excel และ Microcal Origin 6.0 การหา

ค่ารัศมีไฮโดรไดนามิกเฉลี่ยโดยมวลของอนุภาคพอลิ

แซ็กคาไรด์นั ้น โดยคำนวณจากความแปรปรวนของ

สัญญาณ Taylorgram (peak variance) ด้วยวิธีอินทิ

เกรชัน (Integration) ซี่งได้อธิบายไว้ในหัวข้อ 3.4 และ

ใน [26] 
 

 
 

Figure 1  Schematic diagram showing the CE 

cartridge with fused- silica capillary 

for size- based determination of 

polysaccharides using TDA-UV-POD.

 

Table 2 TDA conditions for analysis of polysaccharides using UV-POD 
 

Parameters Conditions 

CE apparatus and set detection wavelength (nm) Beckman Coulter, 214 and 266 nm 

Capillary length (cm) 40 

Inner diameter (i.d., m) 50 

Outer diameter (o.d., m) 360 

Detection window from the inlet (cm) 30 

Temperature (ºC) 25 

Eluent 130 mM NaOHa ( = 0.998 x 10-3 Pas) 

Plolysaccharide sample Dextran T500, Dextran T2000, Pullulan 

P400, Pullulan P800, Oyster glycogen, 

Phytoglycogen 

Hydrodynamic injection 0.2 psi for 8 s (4.07 nL) (Vi/Vd = 0.7 %) 

Mobilization pressure (psi) 0.1 

Linear velocity (mm s-1) 0.19 

Dilution Factor (for Rh = 10 and 100 nm, respectively) 3.5-11  
 



Thai Science and Technology Journal (TSTJ)                                                  Vol. 28 No. 9 September 2020 

 1564 

3. ผลการวิจัยและวิจารณ์ 
3.1 ส ัญญาณ Taylorgram ท ี ่ ได ้จากว ิธี 

TDA-UV และ TDA-UV-POD ที่ความยาวคลื่น 214 
นาโนเมตร 

อนุภาคพอลิแซ็กคาไรด์ รวมถึงน้ำตาลชนิด
ต่าง ๆ ไม่สามารถดูดกลืนแสงยูวี งานวิจัยนี้จึงยืนยัน
ด้วยการฉีดสารละลายกลูโคสเข้าสู่เครื่อง CE โดยตรง
แบบต่อเนื่อง (frontal mode) และตรวจวัดในช่วงยูวี
ที่ความยาวคลื่น 214 นาโนเมตร (การทดลองแสดงดัง
รูปที่ 1) ผลการทดลองแสดงในรูปที่ 2a เป็นไปดังที่
คาดไว้ คือ ที่ระดับความเข้มข้นของสารละลายกลูโคส 
1-5 กรัมต่อลิตร ไม่สามารถถูกตรวจวัดและใหส้ญัญาณ 
Taylorgram ได้ด้วยวิธี TDA-UV เนื่องจากโครงสร้าง
ของกลูโคสมีอะตอมคาร์บอนจำนวน 6 อะตอม และไม่
มีหมู่ฟังก์ชันที่เป็นโครโมฟอร์ที่จะสามารถดูดกลืนแสง 
ยูวีนั ่นเอง ทั ้งนี ้สำหรับน้ำตาลชนิดอื่น ๆ และพอลิ
แซ็กคาไรด์ชนิดต่าง ๆ ที่ใช้ในงานวิจัยนี ้ ให้ผลการ
ทดลองในทำนองเดียวกัน เนื ่องจากสารดังกล่าวมี
โครงสร้างเป็นสายสั้นและสายยาวที่มีมอนอเมอร์เป็น
โมเลกุลกลูโคสด้วยกันท้ังสิ้น 
 

 
 

Figure 2 Taylorgram of glucose solutions using 
the frontal mode with (a) TDA-UV and 
(b) TDA-UV-POD at 214 nm 

 
งานวิจัยนี้ได้ทดสอบความเป็นไปได้ของ

ปฏิกิริยาโฟโตเคมีคัลออกซิเดชันโดยมีแสงยูวีที่ความ
ยาวคลื่น 214 นาโนเมตร เป็นตัวกระตุ้น โดยทดสอบ

ด้วยระบบการทดลองที ่แสดงในรูปที ่ 1  เพียงแต่
เปลี ่ยนตัวทำละลายและอีล ูเอนท์เป็นสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 130 มิลลิโมลาร์ ผลการ
ทดลองในรูปที ่ 2b แสดงสัญญาณ Taylorgram ที่
สามารถถูกตรวจวัดในช่วงยูวีได้ เนื่องจากคลื่นแสงยูวีที่ 
214 นาโนเมตร ไปกระตุ ้นให้โมเลกุลกลูโคส เกิด 
ปฏิกิริยาโฟโตเคมีคัลออกซิเดชันในสารละลายด่างและ
ได้สารตัวกลาง (intermediate) ทีส่ามารถดูดกลืนแสง 
ทั้งนี้แสงยูวีที่ความยาวคลื่น 214 นาโนเมตร ทำหน้าที่
ทั้งเป็นคลื่นแสงยูวีกระตุ้นให้เกิดปฏิกิริยาโฟโตเคมีคัล
ออกซิเดชันของโมเลกุลกลูโคสและเป็นความยาวคลื่นท่ี
ใช้ในการตรวจวัดสารตัวกลาง ผลการทดลองที่แสดง 
ในรูปที่ 2b พบว่าค่าการดูดกลืนแสง (absorbance) ที่
แสดงในแกน y นั้น มีค่าเพิ่มขึ้นตามระดับความเข้มข้น
ของสารละลายกลูโคสตั้งแต่ 6.25 x 10-2 ถึง 5 กรัมต่อ
ลิตร ดังนั้นปฏิกิริยาโฟโตเคมีคัลออกซิเดชันด้วยแสงยูวี
ของโมเลกุลคาร์โบไฮเดรตที่มีกลูโคสเป็นมอนอเมอร์ 
จึงมีความเป็นไปได้ในการวัดหาขนาดอนุภาคพอลิ
แซ็กคาไรด์ 

3.2 การเล ือกความยาวคล ื ่นแสงย ูวี ที่
เหมาะสมสำหรับการวัดขนาดพอลิแซ็กคาไรด์ด้วยวิธี 
TDA-UV-POD 

ความยาวคลื่นแสงยูวีที ่ใช้ในการกระตุ้น
ปฏิกิริยาโฟโตเคมีคัลออกซิเดชันและใช้เป็นความยาว
คลื่นในการตรวจวัดสารตัวกลางเป็นปัจจัยแรกที่ได้
ศึกษา เนื ่องจากจะส่งผลต่อความไวในการตรวจวัด 
(sensitivity) โดยได้ศึกษาความยาวคลื่นแสงยูวีที่ 214 
และ 266 นาโนเมตร ระดับความเข้มข้นของสารละลาย
พอลิแซ็กคาไรด์ที่ใช้ศึกษาทั่วไปมีค่า 0-5 กรัมต่อลิตร 
ผลการทดลองแสดงในรูปที่ 3 พบว่าค่าการดูดกลืนแสง
ที่ความยาวคลื่น 266 นาโนเมตร เริ่มคงท่ีที่ระดับความ
เข้มข้นของสารละลายพอลิแซ็กคาไรด์ที่น้อยกว่า เมื่อ
เปรียบเทียบกับค่าการดูดกลืนแสงที ่ความยาวคลื่น 
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214 นาโนเมตร เช่น กราฟในรูปที่ 3a แสดงค่าการ
ดูดกลืนแสงของ dextran T500 ที่ความยาวคลื่น 266 
นาโนเมตร เริ่มคงที่เมื่อความเข้มข้น 0.5 กรัมต่อลิตร 
ขณะที่ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 214 นาโน
เมตร ยังเพิ่มขึ้นและสัมพันธ์เป็นเชิงเส้นตรง อย่างไรก็
ตาม การใช้ความยาวคลื่น 266 นาโนเมตรนั้น จะให้ค่า
การดูดกลืนแสงที่ค่อนข้างสูงกว่าการใช้ความยาวคลื่น 
214 นาโนเมตร กล่าวคือ มีความไวในการตรวจวัดท่ีสูง
กว่านั่นเอง ดังนั้นจึงเลือกความยาวคลื่น 266 นาโน
เมตร เพื่อใช้ในการทดลองต่อไป 

สำหรับความเข้มข้นของสารละลายพอลิ
แซ็กคาไรด์ที่จะฉีดแบบท่อน (plug injection mode) 
เข้าสู ่ระบบ TDA-UV-POD เพื ่อหาขนาดอนุภาคนั้น 
ควรอยู่ในระดับความเข้มข้นที่ต่ำและอยู่ในช่วงความ
เป ็นเส ้นตรง การประมาณส ัดส ่วนการเจ ือจาง 
(dilution factor) [27] พบว่าสัดส่วนการเจืองจางที่
เหมาะสม คือ 3.5-11 สำหรับค่ารัศมีไฮโดรไดนามิก 
(Rh) คือ 10-100 นาโนเมตร ตามลำดับ ดังนั้นระดับ
ความเข้มข้นของสารละลายพอลิแซ็กคาไรด์ที่เหมาะสม
ในการฉีดสารละลายแบบท่อนเข้าสู ่ระบบ TDA-UV-
POD ประมาณ 0.25-0.5 กรัมต่อลิตร สำหรับตัวอย่าง 
dextran และ pullulan และประมาณ 5 กรัมต่อลิตร 
สำหรับตัวอย่างไกลโคเจน 

3.3 ความไวในการวิเคราะห์ของการตรวจวัด
ด้วยวิธี TDA-UV-POD 
ผลการศึกษาความไวในการวิเคราะห์ (sensitivity) 
ของการตรวจวัดด้วยวิธี TDA-UV-POD ที ่ความยาว
คลื่น 266 นาโนเมตร แสดงในรูปที่ 4 ซี่งเป็นกราฟที่
พลอตระหว่างความไวในการวิเคราะห์ (แกน y) และ
มวลโมเลกุลของตัวอย่างพอลิแซ็กคาไรด์ (แกน x) ค่า
ความไวในการวิเคราะห์ถูกคำนวณมาจากสัดส่วนความ
สูงของสัญญาณต่อความเข้มข้นของสารละลายพอลิ
แซ็กคาไรด์ที่ได้ฉีดแบบต่อเนื่อง (frontal mode) ผล

การทดลองพบว่าพอลิแซ็กคาไรด์ที ่มีมวลโมเลกุลสูง
กว่าหรือจำนวนหน่วยซ้ำ (repeating unit) ในพอลิ
เมอร์สูงกว่า (degree of polymeri-zation, D.P. สูง
กว่า) จะมีความไวในการวิเคราะห์ที่ต่ำกว่า ซึ่งเป็นผล
มาจากร้อยละผลได้ของสารตัวกลางที ่เกิดขึ ้นและ
จลนศาสตร์ของปฏิกิริยาโฟโตเคมีคัลออกซิเดชันด้วย
แสงยูวีนั่นเอง ถึงแม้ว่าพอลิแซ็กคาไรด์ที่มีมวลโลเลกุล
สูงจะมีความไวในการวิเคราะห์ที่ต่ำ อย่างไรก็ตาม การ
วัดขนาดอนุภาคด้วยวิธี TDA-UV-POD ที ่ความยาว
คลื่นแสงยูวี 266 นาโนเมตร ยังคงทำได้ ดังแสดงในผล
การทดลองหัวข้อ 3.4 และตารางที่ 3 
 

 
 

Figure 3 Signal response by for polysaccharides 
obtained at 214 and 266 nm  

 

 
Figure 4 Detection sensitivity obtained by TDA-

UV-POD at 266 nm (b) vs the molar 
mass of (poly)saccharides  
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Table 3 Comparison of quantitative data on hydrodynamic radius (Rh) of oligo -D-glucans and -
D-glucan polysaccharides obtained from TDA-BSI and TDA-UV-POD 

 

Samples 
Molar mass 

(g mol-1) 
Dispersity 
(Mw/Mn) 

Hydrodynamic radius (Rh, nm) (meanSD) 
TDA UV-POD 266 nm (n=3) TDA-BSI (n=3) 

Glucose 180 a 1 0.490.04 d 0.33 e 
Maltose 342.31 a 1 Not tested 0.46 e 
Maltotetraose 666.58a 1 Not tested 0.61 e 

Dextran T500 4.64-4.866 x 105 b,c 1.27-1.69 b,c 12.30.5 d 12.50.5 d 
Dextran T2000 2.96- 3.27 x 106 b,c 2.41-3.49 c 18.90.5 d 18.80.5 d 

Pullulan P400  4.04 x 105 a 1.06 a 16.00.4 d 16.10.8 d 
Pullulan P800  7.88 x 105 a 1.06 a 20.30.6 d 21.70.3 d 

Oyster glycogen 7.41-6.09 x 106 b,c 1.16-1.35 b,c 12.50.3 d 12.40.3 d 
a Indicated by manufacturer; b Reference [ 30] ; c Reference [ 31] ; d By left- part integration of the 
Taylorgram using eqs 1 and 2; e From Gaussian fitting  
 

3.4 การหาขนาดอนุภาคพอลิแซ็กคาไรด์ 
การหาขนาดอนุภาคพอลิแซ็กคาไรด์ทำได้

โดยฉีดสารละลายพอลิแซ็กคาไรด์แบบท่อน (plug 
injection mode) เข้าในระบบที่แสดงในรูปที่ 1 โดย
สัญญาณ Taylorgram ที่บันทึกได้แสดงในรูปที่ 5 มี
ลักษณะคล้ายการกระจายตัวแบบปกติหรือคล้ายกราฟ
ทรงระฆังคว่ำ ซึ ่งมีทั ้งแบบสมมาตรและอสมมาตร 
อย่างไรก็ตาม การฉีดสารละลายพอลิซกคาไรด์เข้าใน
ท่อแคปิลลารีขนาดเล็กนั้น สารตัวอย่างอาจยึดเกาะ
หรือเคลือบที่บริเวณผิวด้านในท่อแคปิลลารี ส่งผลให้
ส ัญญาณที ่ ได ้ เป ็นแบบอสมมาตร ด ังน ั ้นในการ
คำนวณหาค่าขนาดอนุภาคจะพิจารณาเฉพาะด้านซา้ย
ของสัญญาณเท่านั้น 

สมการที่  1 เ ป ็ นสมการท ี ่ ใ ช ้ ในก า ร
คำนวณหาขนาดอนุภาค แสดงในรูปของค่ารัศมีไฮโดร
ไดนามิก (Rh) 

2
4

2
0

k Tt B
R

h
R tc




=                                      (1) 

โดยท ี ่  kB เป ็นค ่ าคงท ี ่บ ็อลทซ ์ม ัน  (Boltzmann 
constant); T คือ อุณหภูมิในหน่วยเคลวิน; Rc คือ รัศมี
ของท่อแคปิลลารี;  คือ ค่าความหนืดของอีลูเอนท์ 
และ t0 คือ เวลาเฉลี่ยของสัญญาณหรือเวลาที่จุดสูงสุด
ของสัญญาณ สำหรับ 2 คือ ความแปรปรวนของ
สัญญาณแสดงในหน่วยของเวลา ซึ่งสามารถคำนวณได้
จากความสัมพันธ์ที่แสดงในสมการที่ 2 [26,28] 
 

 

 
(2) 

 

โดยที่ h(t) คือ การตอบสนองของตัวตรวจวัด; ti คือ 
เวลา ณ ตำแหน่งเฉพาะเจาะจง i ของส ัญญาณ 

Taylorgram และสำหร ับการอ ินต ิ เกรทส ัญญาณ 
Taylorgram นั้น จะมี n และ m คือ จดุเริ่มต้นและจดุ
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สุดท้ายตามลำดับ โดยจะอินติเกรทเฉพาะด้านซ้ายของ
สัญญาณเท่านั ้น (t – t0  ≤ 0) กล่าวคือ ตั ้งแต่เวลา
เริ ่มต้นจนเวลาที่จุดสูงสุดของสัญญาณ Taylorgram 
การอินติเกรทเฉพาะด้านซ้ายเช่นนี้ มีวัตถุประสงค์เพื่อ
หลีกเลี ่ยงปัญหาสารตัวอย่างยึดเกาะหรือเคลือบที่
บริเวณผิวด้านในท่อแคปิลลารีนั่นเอง 
 

 
Figure 5 Taylorgrams obtained from poly-

saccharides. All sample solutions 
were prepared in the eluent:  
Dextran T500 = 0.25 g L-1; Dextran 
T2000 = 0.35 g L-1; Pullulan P400 = 
0.35 g L-1; Pullulan P800 = 0.5 g L-1; 
Oyster glycogen = 5 g L-1 and 
Phytoglycogen = 6 g L-1.  

 
ตารางที ่ 3 แสดงผลการทดลองของค่า

ขนาดอนุภาคโมเลกุลคาร์โบไฮเดรตประเภทต่าง ๆ 
(น้ำตาลโมเลกุลเดี ่ยว น้ำตาลโมเลกุลคู ่ และพอลิ
แซ็กคาไรด์) ที ่ได้จากการวัดด้วยวิธี TDA-UV-POD 
และ TDA-BSI ขนาดอนภุาคโมเลกุลคาร์โบไฮเดรตทีว่ดั
ได้แสดงอยุ่ในรูปของค่ารัศมีไฮโดรไดนามิกเฉลี่ยโดย
มวล โดยคำนวณจากการอินติเกรตเฉพาะด้านซ้ายของ

ส ัญญาณ Taylorgram โดยใช ้สมการที ่  1 และ 2 
(หัวข้อ 3.4) โดยการวัดขนาดอนุภาคนั้น จะอยู่ภายใต้
เงื่อนไขที่เหมาะสมของวิธ๊ TDA คือ มีค่า residence 
time () ≥ 1.25 โดยที่  = Dt0/Rc

2  และค่า Péclet 
number (Pe)  ≥ 40 โดยที่ Pe = Rcu/D [29] 

ค่าขนาดอนุภาคคาร์โบไฮเดรตประเภท 
ต่าง ๆ ที่วัดได้ประมาณ 10-20 นาโนเมตร โดยผลการ
ทดลองจากการวัดขนาดอนุภาคด้วยวิธี TDA-UV-POD 
โดยใช้ความยาวคลื่น 266 นาโนเมตร ให้ค่าเฉลี่ยรัศมี
ไฮโดรไดนามิกเฉลี่ยโดยมวลที่ได้มีค่าใกล้เคียงกับผล
การทดลองที่ได้จากวิธี TDA-BSI ดังนั ้นจึงได้เปรียบ
เทียบทางสถิติของค่าขนาดของพอลิแซ็กคาไรด์ทีแ่สดง
ในตารางที ่ 3 โดยใช้สถิต ิ paired t-test พบว่าวิธี 
TDA-UV-POD (266 นาโนเมตร) ท ี ่พ ัฒนาข ึ ้นใน
งานวิจัยนี้ให้ค่าขนาดอนุภาคพอลิแซ็กคาไรด์ที ่ไม่
แตกต่างอย่างมีสำคัญกับค่าขนาดที่ได้จากวิธี TDA-BSI 
ที่ระดับความเชื ่อมั ่นร้อยละ 95 (tcal = 0.89, tcrit = 
3.18) นอกจากนี้วิธีวิเคราะห์ทั้งสองยังมีค่าความเที่ยง
ที่ดี โดยมีร้อยละค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพัทธน์้อยกวา่ 
5 
 

4. สรุปผลการวิจัย 
งานวิจัยนี้นำเสนอวิธีทางเลือกเป็นครั ้งแรก

สำหรับการหาขนาดอนุภาคพอลิแซ็กคาไรด์บางชนิดที่
ไม่มีสมบัติในการดูดกลืนแสงยูวี วิธีที่ใช้วิเคราะห์ คือ 
Taylor dispersion analysis ( TDA)  ซ ึ ่ ง เ ป ็ น ว ิ ธี
ว ิ เคราะห์หาค่าส ัมประสิทธิ์การแพร ่เช ิงโมเลกุล 
( molecular diffusion coefficient, D)  ห ร ื อ ร ั ศ มี
ไฮโดรไดนามิก (hydrodynamic radius, Rh) ของตัว
ถ ูกละลายจากการขยายต ัวของส ัญญาณ (peak 
broadening) อันเนื่องมาจากการฉีดท่อนตัวถูกละลาย
ในระบบการไหลแบบลามินาร์ป ัวส์ซอง (laminar 
Poiseuille flow) วิธี TDA ที่เสนอนี้ได้ประยุกต์ร่วมกบั
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ปฏิกิร ิยาโฟโตเคมีคัลออกซิเดชันด้วยแสงยูวี (UV-
POD) ที่ความยาวคลื่น 266 นาโนเมตร โดยตรวจวัด
สารผล ิตภัณฑ์ท ี ่ด ูดกล ืนแสงย ูว ีหล ังจากการทำ
ปฏิกิริยาโฟโตเคมีคัลออกซิเดชันในสภาวะที่มีค่าความ
เป็นด่างสูง (สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 
130 มิลลิโมลาร์) ค่าขนาดอนุภาคที่วัดได้แสดงในรูป
ของค่ารัศมีไฮโดรไดนามิกเฉลี่ยโดยมวลของอนุภาค 
พอลิแซ็กคาไรด์ที ่ได้จากวิธี TDA-UV-POD เปรียบ 
เทียบกับเทคนิค TDA-BSI นั ้นมีความสอดคล้องกัน 
ผลการวิจัยแสดงให้เห็นชัดว่าปฏิกิร ิยาโฟโตเคมีคัล
ออกซิเดชันด้วยแสงยูวีของโมเลกุลคาร์โบไฮเดรตที่มี
กลูโคสเป็นมอนอเมอร์ มีความเป็นไปได้ในการวัดหา
ขนาดอนุภาคพอลิแซ็กคาไรด์ โดยต้องคำนึงถึงสัดส่วน
การเจือจางและระดับความเข้มข้นของสารละลายซึ่ง
ควรอยู่ในช่วงความเป็นเส้นตรงและความเช้มข้นที่ไม่
สูงเกินไป วิธี TDA-UV-POD ที่เสนอในงานนี้เป็นหนี่ง
ในทางเลือกสำหรับการวัดหาขนาดของอนุภาคพอลิ
แซ็กคาไรด์ที่ไม่ดูดกลืนแสงยูวี โดยไม่ต้องอาศัยกราฟ
มาตรฐานในการวิเคราห์ดังกล่าว 
  

5. กิตติกรรมประกาศ 
ขอขอบคุณ ทุนส่งเสริมนักวิจัยรุ่นใหม่จากเงิน

รายได้มหาวิทยาลัยมหิดล ประจำปี 2561 (สัญญา
เลขท่ี A9/2561) และศูนย์ความเป็นเลิศด้านนวัตกรรม
ท า ง เ ค ม ี  ( PERCH- CIC)  ก ร ะ ท ร ว ง อ ุ ด มศ ึ กษา 
วิทยาศาสตร์ วิจัยและนวัตกรรม 
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