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ABSTRACT 

 Analytical methods based on flow based techniques have been developed for 

clinical and pharmaceutical analysis including i) screening of thalassemia trait, ii)  rapid 

screening of chondroitin sulfate-supplements for routine quality control and iii) 

automatic immunoassay process for quantitative analysis of chondroitin sulfate as a 

biomarker for osteoarthritis disease and ovarian cancer. 

 A simple stopped flow system coupled to hydrodynamic injection (SF-HI) and 

spectrophotometric detection was developed for automatic osmotic fragility test 

(OFT).  OFT is a test for abnormal red blood cells based on the kinetics of their 

rupturing in a hypotonic saline solution. A portion of red cells was merged on-line 

with a hypotonic saline solution.  They were mixed while flowing into the detector 

and were stopped for a short period for continuously monitoring the change of 

turbidity based on a transmission signal. As compared to the conventional batchwise 

OFT, the proposed system offered shorter analysis time (about 80 second vs. 2 min 
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per sample), lower amount of blood samples consumption (10 μL vs. 20 μL) and it 

helped to protect the operator from of direct contact with blood samples. The results 

obtained from the SF-HI system agreed well with those obtained from the 

conventional OFT and it could differentiate thalassemia patients and thalassemia 

carriers from healthy people. Therefore, this system has a potential to be used as an 

automatic technique for routine thalassemia screening. 

 A simple flow injection system for rapid screening of chondroitin sulfate (CS) 

in dietary supplement was also developed. The method is based on changes in the 

light absorption of the methylene blue (MB) bound to CS. A standard/ sample 

solution was injected into the stream of methylene blue. The solution was mixed and 

flowed to a spectrophotometric flow through cell. The decrease in absorbance of MB 

was monitored at 664 nm in corresponding to the increasing of CS concentration. A 

calibration graph in the range of 1-10 ppm was obtained with a limit of quantitation 

(LOQ) at 1 ppm. This flow system offered fast analysis (144 injection h-1) and 

minimized Schlieren effect which should be suitable for routine quality control. 

However, the low selectivity of MB led to low accuracy in analysis of real samples. 

Other reagents should be explored. 

 An automatic immunoassay system for an assay of chondroitin sulfate (CS) 

was developed based on the sequential injection technique. Modified low cost glass 

capillary was employed as a solid surface for immobilization of proteoglycans. 

Competitive enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) was conducted based on 

the competition between immobilized shark A1 (Sh-A1) and CS in serum (or Sh-A1 

(CS equivalence) standard) for a limited amount of CS-C specific monoclonal 

antibody (IgM) namely, WF6. Absorbance detection was done with a 
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spectrophotometer after addition of horseradish peroxidase (HRP) enzyme conjugated 

anti-IgM and substrate. The performance of the sequential injection capillary 

immunoassay system for CS was evaluated with spiked human serum samples.  
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บทคดัย่อ 
 ไดพ้ฒันาวิธีการวิเคราะห์ท่ีใช้หลกัการไหลเพ่ือช่วยในการวิเคราะห์ทางคลีนิกและทาง
เภสัชกรรมข้ึน ซ่ึงประกอบดว้ย 1) การตรวจคดักรองผูเ้ป็นพาหะโรคธาลสัซีเมีย 2) การตรวจกรอง
อยา่งรวดเร็วเพื่อควบคุมคุณภาพของอาหารเสริมคอนดรอยตินซลัเฟต และ 3) ระบบอิมมูโนแอส
เสยแ์บบอตัโนมติัในการหาปริมาณคอนดรอยตินซลัเฟตท่ีเป็นตวับ่งช้ีทางชีวภาพของโรคขอ้เส่ือม
และโรคมะเร็งรังไข่ 

 ระบบสต๊อปโฟลอย่างง่ายร่วมกบัไฮโดรไดนามิกอินเจคชนัโดยมีการตรวจวดัดว้ยสเปค
โทรโฟโตเมตรีไดถุ้กพฒันาข้ึนเพื่อให้การทดสอบออสโมติกฟราจิลลิตีมีความอตัโนมติั ออสโม
ติกฟราจิลลิตีเป็นการทดสอบเมด็เลือดแดงท่ีมีความผดิปกติโดยข้ึนกบัอตัราของการแตกตวัของเมด็
เลือดแดงเม่ืออยูใ่นสารละลายเกลือท่ีมีความเขม้ขน้ตํ่ากว่าความเขม้ขน้ภายในเซลล ์ เม็ดเลือดแดง
จะผสมกบัสารละลายเกลือท่ีมีความเขม้ขน้ตํ่ากว่าความเขม้ขน้ภายในเซลล์แลว้ไหลเขา้สู่เคร่ือง
ตรวจวดัและจะถูกหยดุไวท่ี้เซลลต์รวจวดัเป็นระยะเวลาสั้นๆ เพื่อติดตามการเปล่ียนแปลงของความ
ขุ่นโดยตรวจวดัสัญญาณจากแสงส่งผ่าน ระบบท่ีพฒันาข้ึนจะใช้เวลาในการวิเคราะห์เร็วกว่า 
(ประมาณ 80 วินาทีเทียบกบั 2 นาทีต่อตวัอยา่ง), ใชต้วัอยา่งเลือดปริมาณนอ้ยกว่า (10 ไมโครลิตร
เทียบกบั 20 ไมโครลิตร) และยงัป้องกนัผูท้าํการทดลองจากการสัมผสักบัตวัอยา่งเลือดโดยตรงเม่ือ
เทียบกบัการทดสอบออสโมติกฟราจิลลิตีแบบแบทช์ทัว่ไป ผลท่ีไดจ้ากระบบท่ีพฒันาข้ึนสัมพนัธ์
กบัผลจากการทดสอบออสโมติกฟราจิลลิตีแบบแบทช์ทัว่ไป และสามารถบอกความแตกต่างของ
ผูป่้วยและพาหะธาลัสซีเมียจากคนปกติได้ ดังนั้ นระบบน้ีจึงมีศักยภาพในการใช้เป็นเทคนิค
อตัโนมติัเพื่อการตรวจคดักรองธาลสัซีเมียในงานประจาํ 
 ไดพ้ฒันาระบบโฟลอินเจคชนัอย่างง่ายเพื่อใชใ้นการตรวจกรองคอนดรอยตินซัลเฟตใน
ตวัอยา่งอาหารเสริมอยา่งรวดเร็ว โดยอาศยัหลกัการเปล่ียนแปลงสเปคตมัการดูดกลืนแสงของเมทิล
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ลีนบลูเม่ือจบักบัคอนดรอยตินซลัเฟต ซ่ึงจะฉีดสารมาตรฐานหรือตวัอยา่งเขา้สู่กระแสการไหลของ
เมทิลลีนบลู สารผสมจะไหลเขา้สู่เซลลต์รวจวดัของเคร่ืองสเปคโทรโฟโตมิเตอร์ ทาํการตรวจวดั
การลดลงของค่าการดูดกลืนแสงของเมทิลลีนบลูท่ีความยาวคล่ืน 664 นาโนเมตร ซ่ึงจะสัมพนัธ์กบั
ความเขม้ขน้ของคอนดรอยตินซลัเฟตท่ีเพิ่มข้ึน ไดช่้วงความเป็นเส้นตรงท่ี 1-10 พีพีเอม็และความ
เข�มข�นตํ่าสุดท่ีวิเคราะห�ได�ในตวัอย�างท่ีสามารถหาปริมาณเท่ากบั 1 พีพีเอม็ ระบบน้ี
วิเคราะห์ไดร้วดเร็ว (144 อินเจคชนัต่อชัว่โมง) และลดการรบกวนจาก Schlieren effect ได ้ซ่ึง
น่าจะเหมาะสมสาํหรับงานประจาํในการควบคุมคุณภาพ แต่อยา่งไรก็ตาม ความไม่เฉพาะเจาะลง
ของเมทิลลีนบลู ทาํให้การวิเคราะห์ตวัอยา่งจริงมีความถุกตอ้งไม่ดีพอ ควรมีการศึกษาหารีเอเจนต์
อ่ืนท่ีเหมาะสมกวา่น้ี 
 ไดพ้ฒันาระบบอิมมูโนแอสเสยท่ี์เป็นอตัโนมติัโดยใชห้ลกัการของซีเควนเชียลอินเจคชนั
เพื่อใชใ้นการวิเคราะห์คอนดรอยตินซลัเฟต  มีการปรับปรุงคาปิลลารีแกว้ราคาถูกใชเ้ป็นพื้นท่ีผวิใน
การตรึงโปรตีโอกลยัแคนและนาํเทคนิคเอ็นไซมลิ์งคอิ์มมูโนแอสเสยแ์บบแข่งขนัมาใช ้โดยอาศยั
หลกัการแข่งขนัระหว่างส่วน A1 ท่ีสกดัจากฉลาม (Sh-A1) ท่ีถูกตรึงไวบ้นผิวแกว้ กบั              
คอนดรอยตินซลัเฟตท่ีมีอยูใ่นตวัอยา่งซีรัม (หรือสารมาตรฐาน Sh-A1) เพื่อจบักบัแอนติบอดีชนิด 
IgM ท่ีจาํเพาะกบัคอนดรอยตินซลัเฟตชนิด C ซ่ึงเรียกว่า WF6 วดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ือง
สเปกโทรโฟโตมิเตอร์หลงัจากท่ีแอนติแอนติบอดีชนิด IgM คอนจูเกตกบัเอนไซมฮ์อสราดิสเพอร์
ออกซิเดสและซบัสเตรทถูกเติมลงไป ประเมินประสิทธิภาพของระบบซีเควนเชียลอินเจคชนัคาปิล
ลารีอิมมูโนแอสเสยส์าํหรับคอนดรอยตินซลัเฟตดว้ยการเติมสารมาตรฐานในตวัอยา่งซีรัมมนุษย ์
  


