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ABSTRACT 

 

Novel spectrophotometric sequential injection systems for determination of 

some nitrogen compounds were developed.  

A sequential injection (SI) system for determination of protein using the 

Bradford reagent was investigated. Association species of protein and Coomassie 

brilliant blue gives a blue color product with a maximum wavelength at 595 nm. A 

sample throughput of 20 samples h-1 was achieved. The protein contents in UHT cow 

milk and soymilk obtained from the developed method agree well with that of 

batchwise method.  

A new spectrophotometric sequential injection system for successive 

determination of protein and glucose for screening for diabetic diagnosis was 

developed. The protein assay is based on ion-association of protein with 
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tetrabromophenolphthalein ethyl ester (TBPE) in the presence of Triton X-100 at pH 

3.2. Absorbance at 607 nm of the blue product is monitored. For glucose, hydrogen 

peroxide, generated by the oxidation of glucose in the presence of glucose oxidase 

immobilized on glass beads packed in a minicolumn, is monitored using iron-

catalyzed oxidation reaction of p-anisidine to form a red colored product (520 nm).  

During the incubation period for glucose oxidation, the protein assay can be 

performed. Linear ranges were up to 10 mg/dl human serum albumin (HSA) with a 

limit of detection (LOD) (3σ) of 0.3 mg/dl, and up to 12.5 mg/dl glucose with LOD of 

0.08 mg/dl. The automated system has been demonstrated for the successive assay of 

protein and glucose in urine samples taken from diabetic disease patients, with good 

agreement with the other methods 

A special design of sequential injection lab-at-valve (SI-LAV) system for 

ammonia determination based on indonaphthol reaction of 1-naphthol was 

investigated. The blue color product was monitored at 720 nm. Analysis time could be 

reduced by 2 min for triplicate ammonia determination within one-run by using three 

special designed-mixing chambers. R.S.D.s (n = 9) were less than 1.0 % for 1x10-5,   

7 x 10-5 and 1.4 x 10-4 M NH4
+. The analytical results of ammonium in the certified 

reference material (CRM) by the developed SI method have a good agreement with 

the certified values. This developed SI method with a sample throughput of 18 h-1 can 

be alternative for environmental analysis. In addition, the automatic SI system with 

the modified-mixing chamber was applied for kinetics study of detection reaction 

under Pseudo-first-order conditions. Mechanism was investigated. 

 The developed spectrophotometric sequential injection was developed further 

for successive determination of some nitrogen compounds such as ammonia, nitrite 
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and nitrate in environment samples. Indophenols reaction of 1-naphthol was used for 

ammonia determination and novel nitrosation reaction of l-naphthol, with a yellow 

product at 350 nm, was used for nitrite determination. For nitrate, it was reduced to 

nitrite by using a copperized-cadmium column. The proposed method could be 

applied to determine ammonia, nitrite and nitrate with LOD (3σ) of 1.5 x 10-6 M,    

7.7 x 10-7 M and 1.9 x 10-6 M, respectively. Analytical results obtained by the 

proposed sequential injection procedure show good recoveries. The developed method 

could be useful for the determination of nitrite and nitrate in environmental water 

samples.     
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บทคัดยอ 
 

ไดพัฒนาระบบสเปกโทรโฟโตเมตริกซีเควนเชียลอินเจคชันสําหรับการหาปริมาณสาร 
ประกอบไนโตรเจนบางชนดิ 

ไดศึกษาระบบซีเควนเชียลอินเจคชันสําหรับการหาปริมาณโปรตีนโดยใชแบรดฟอรดรีเอ-
เจนต เม่ือโปรตีนรวมตัวกับสารคูแมสซีบริลเลียนทบลูจะไดสารผลิตภัณฑสีฟาท่ีมีคาการดูดกลืน
แสงสูงสุด 595 นาโนเมตร ปริมาณโปรตีนท่ีวิเคราะหไดในนมยเูอสทีชนิดนมวัวและนมถ่ัวเหลือง
ดวยระบบท่ีพฒันาข้ึนสอดคลองกับปริมาณท่ีวิเคราะหดวยวิธีแบบแบทช และระบบท่ีพัฒนาข้ึนนั้น
สามารถตรวจวัด 20 ตัวอยางตอช่ัวโมง 
 ระบบสเปกโทรโฟโตเมตริกซีเควนเชียลอินเจคชันแบบใหมถูกพัฒนาสําหรับการวิเคราะห
โปรตีนและกลูโคสแบบตามลําดับเพื่อตรวจคัดกรองโรคเบาหวาน การวิเคราะหโปรตีนใชหลักการ
ไอออนเอสโซซิเอชันของโปรตีนกับเตตระโบรโมฟนอลฟาทาลีนเอททิลเอสเทอร (ทีบีพีอี) ในไตร
ตอนเอ็กหนึ่งรอยท่ีพีเอส 3.2 ผลิตภัณฑสีฟาท่ีไดถูกตรวจวัดท่ี 607 นาโนเมตร สําหรับการวิเคราะห
กลูโคสนั้นไฮโดรเจนเปอรออกไซดท่ีถูกผลิตจากปฏิกิริยาออกซิเดชันของกลูโคสดวยเอนไซมกลู- 
โคสออกซิเดสที่ตรึงไวบนเม็ดบีดแกวแลวแพ็คไวในคอลัมนขนาดเล็กจะถูกตรวจวดัโดยใช
ปฏิกิริยาออกซิเดชันของพาราแอนนิซิดีนซ่ึงมีเหล็กเปนตัวเรงปฏิกิริยาสารผลิตภัณฑสีแดงถูกตรวจ 
วัดท่ี 520 นาโนเมตร ในระหวางท่ีทําปฏิกิริยาออกซิเดชันของกลูโคส โปรตีนจะถูกตรวจวัด พบวา
ชวงความเปนเสนตรงสําหรับ ซีรัมแอลบูมินของมนษุย (เอชเอสเอ) สูงถึง 10 มิลลิกรัมตอเดซิลิตร 
ท่ีขีดจํากัดการตรวจวดัท่ี 3 มิลลิกรัมตอเดซิลิตร และสําหรับกลูโคสสูงถึง 12.5 มิลลิกรัมตอเดซิลิตร 



 ix

ท่ีขีดจํากัดการตรวจวดั 0.08 มิลลิกรัมตอเดซิลิตร ระบบอัตโนมัติถูกประยุกตใชสําหรับการตรวจวัด
โปรตีนและกลูโคสในตัวอยางน้ําปสสาวะท่ีไดจากผูปวยโรคเบาหวานซึ่งผลท่ีไดสอด คลองกับวธีิ
อ่ืน 
 ระบบซีเควนเชียลอินเจคชันแลบเอดวาลว (เอสไอ-แอลเอวี) ไดถูกออกแบบอยางพิเศษเพื่อ
วิเคราะหแอมโมเนีย โดยใชปฏิกิริยาอินโดแนฟธอล ของ 1-แนฟธอล ซ่ึงสารผลิตภัณฑสีฟาท่ี
เกิดข้ึนถูกวัดท่ีความยาวคล่ืน 720 นาโนเมตร โดยการใชแชมเบอรผสมท่ีออกแบบพิเศษน้ัน
สามารถลดเวลาสําหรับการวิเคราะหแอมโมเนีย ได สองนาทีตอการวิเคราะหวสามซํ้า พบวาคา
เบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (n=9) นอยกวา 1.0 เปอรเช็นต ท่ีความเขมขน 1x10-5, 7x10-5 และ 
1.4x10-4 โมลาร ผลการวิเคราะหแอมโมเนียมไอออนในวัสดุมาตรฐานดวยวิธีเอสไอท่ีพัฒนาขึ้น
สอดคลองกับคาท่ีรับรอง วธีิเอสไอสามารถตรวจวัดได 18 ตัวอยางตอช่ัวโมง ทําใหเปนอีกหนึง่
ทางเลือกสําหรับการวิเคราะหทางส่ิงแวดลอม นอกจากนั้นระบบอัตโนมัติเอสไอกบัแชมเบอรผสม
ดัดแปลงถูกประยุกตสําหรับการศึกษาทางจลนพลศาสตตร ภายใตสภาวะอันดับหนึ่งเทียม และ
กลไกการเกิดปฏิกิริยาก็ยังไดศึกษาอีกดวย 
 ระบบสเปกโทรโฟโตเมตริกซีเควนเชียลอินเจคชันถูกพัฒนาข้ึนเพื่อตรวจวเิคราะหสาร 
ประกอบไนโตรเจนบางชนดิ เชน แอมโมเนีย ไนไตรท  และ ไนเทรต แบบตามลําดับในตัวอยาง
ส่ิงแวดลอม ปฏิกิริยาแนฟธอทของ 1-แนฟธอทถูกใชสําหรับตรวจวดัแอมโมเนียและปฏิกิริยาไน
โทรเชช่ันของ1-แนฟธอลแบบใหมถูกใชสําหรับการตรวจวัดไนไตรท ซ่ึงผลิตภัณฑสีเหลืองท่ีได
ดูดกลืนแสงท่ี 350 นาโนเมตร สําหรับไนเทรตนั้นจะถูกรีดิวซเปนไนไตรทโดยแคดเมียมเคลือบ
ดวยทองแดงบรรจุในคอลัมน วิธีท่ีเสนอสามารถประยุกตไปตรวจวัดแอมโมเนีย ไนไตรท และ ไน
เทรต ไดดวยขีดจํากดัการตรวจวัด 1.5x10-6, 7.7x10-7 และ 1.9x10-6 โมลาร ตามลําดับ ระบบซีเควน
เชียลอินเจคชันท่ีเสนอใหคาการกลับคืนท่ีดี นอกจากนั้นยังมีประโยชนสําหรับการนําไปวิเคราะห
ปริมาณแอมโมเนีย ไนไตรท และ ไนเทรต ใน ตัวอยางน้ําจากส่ิงแวดลอม 
 

 


