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ABSTRACT 

 

In this work, three microfluidic systems have been developed for various 

chemical analysis, i.e., systems for determination of free fatty acid, glutathione and 

system for culturing and stimulating of neuron cells for the study of neuropeptide 

release. 

A simple flow injection titrimetric system was developed for determination of 

free fatty acids (FFA) in vegetable oil samples. The method is based on the reaction 

between free fatty acid and sodium hydroxide which changes the color of 

phenolphthalein from pink to colorless (pH 10.4 to 8.3). Seventy-five µL of 

standard/sample diluting in isopropanol solution was injected into the carrier stream 

and merged with 0.6 mM sodium hydroxide solution containing 1 mM 
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phenolphthalein in the mixing chamber (1.5 mL volume). The decrease in color 

intensity of the indicator was monitored by a simple home-made colorimeter, 

employing light emitting diode (LED) as a light source and photodiode (PD) as a light 

sensor. A linear calibration graph was obtained in a range of 0.1 - 0.9 mM palmitic 

acid. Relative standard deviation was less than 2%. Thirty three different commercial 

vegetable oil samples were analyzed, and obtained results were compared with the 

American Society for Testing and Materials (ASTM) standard method. Good 

correlation was found (r = 0.9542) between the proposed FI-titrimetric method and 

the standard ASTM method.  

A simple and inexpensive method for fabrication of microfluidic platform 

based on a polydimethylsiloxane (PDMS) was developed. A printed circuit board 

(PCB) was used for making a master mold for replicating of PDMS microchannel. 

The master mold was fabricated by a simple photolithographic method, employing a 

photoresist dry film. The process did not use hazardous chemicals, clean room and 

expensive instrument. The PDMS microchannel was clamped with 

polymethylmethacrylate (PMMA) plates, where a light emitting diode (LED) as a 

light source and a light dependent resistor (LDR) as a light sensor were attached to 

form a simple optical sensor. The system was successfully employed as a micro flow 

injection analysis for determination of glutathione in dietary supplement samples. A 

linear calibration graph in the range of 5 - 60 mg L
-1

 glutathione was obtained with a 

detection limit of 0.01 mg L
-1

. The system provided sample throughput of 48 h
-1

, with 

the consumption of microliter amounts of reagent and sample. 

A poly(dimethylsiloxane) (PDMS) microfluidic device was fabricated for 

culturing neurons, chemically stimulating them, and collecting the released 
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neuropeptides. The device consists of a straight channel with a main reservoir for cell 

loading and culture, and two microvalve-controlled stimulation channels that are 

functionalized with neat 2-[methoxy (polyethylenxy)propyl]trimethoxysilane (OEG) 

to minimize the peptide absorption into PDMS. The well characterized of peptidergic 

of Aplysia californica bag cell neurons are cultured within the main reservoir. By 

temporally controlling the introduction of stimulation solutions to the neurons, the 

precise time for release to occur can be determined. Bag cell neurons from Aplysia 

californica can obviously culture within OEG-grafted PDMS microfluidic device, 

which cover with cell culture dish. Specific secretogogues (KCl and insulin) was used 

for stimulation of cell neuron. It was found that neuropeptide was released after 

stimulation for at least 5 min and 20 min by KCl and insulin, respectively. Sample 

solution exited the device through small tubing, sample was collected, then desalted 

and concentrated using ZipTipC18 pipette tips. The collected spot sample was detected 

by matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry 

(MALDI-TOF-MS) that monitoring several known peptides such as acidic peptide 

(AP) (m/z 2959.7) and -bag cell peptide (BCP) (m/z 1122.7). Furthermore, the 

microfluidic device was also used to study amino acid release from R3-13 cell neuron. 

Therefore, the OEG-grafted PDMS microfluidic device with two controllable 

microvalves is an efficient system for investigation of neuronal growth and signaling 

of cell neuron, which involved minute amounts of chemicals and small numbers of 

cells. 

Simple flow based system is a promising tool for downscaling chemical 

analyses. It provides fast and efficient analysis with low consumption of chemicals 
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and less generation of waste. Moreover, it makes possible the analysis of minute 

amounts of sample which could not be performed in conventional methods. 
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บทคัดย่อ 

 

ในงานวิจัยน้ีได้พฒันาระบบไมโครฟลูอิดิกสามระบบส าหรับการวิเคราะห์ทางเคมีท่ี

หลากหลาย ไดแ้ก่ ระบบไมโครฟลูอิดิกส าหรับการวิเคราะห์กรดไขมนัอิสระ ระบบไมโครฟลูอิดิก

ส าหรับการวเิคราะห์กลูตา้ไธโอน และระบบไมโครฟลูอิดิกส าหรับการเพาะเล้ียงเซลลป์ระสาทและ

กระตุน้เซลลป์ระสาทเพื่อศึกษาการปลดปล่อยของสารนิวโรเปปไทด ์

ไดพ้ฒันาระบบโฟลอินเจคชนัอยา่งง่ายส าหรับการวิเคราะห์หาปริมาณกรดไขมนัอิสระใน

ตวัอยา่งน ้ามนัพืช วธีิน้ีจะอาศยัพื้นฐานปฏิกิริยาระหวา่งกรดไขมนัอิสระกบัโซเดียมไฮดรอกไซด์ซ่ึง

จะท าให้สีของฟีนอล์ฟทาลีนเปล่ียนจากสีชมพูเป็นใสไม่มีสี (พีเอช 10.4 ถึง 8.3) ปริมาตร

สารละลายมาตรฐานหรือสารตวัอยา่งจ านวน 75 ไมโครลิตรจะถูกฉีดเขา้ไปในกระแสตวัพา จากนั้น

จะผสมกบัสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เขม้ขน้ 0.6 มิลลิโมลาร์ ซ่ึงมีสารละลายฟีนอล์ฟทาลีน 1 

มิลลิโมลาร์ผสมอยู่ดว้ย สารละลายจะผสมกนัท่ีบริเวณช่องส าหรับผสม (ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร) 

ความเขม้สีของอินดิเคเตอร์ท่ีลดลงจะถูกตรวจติดตามโดยคลัเลอริมิเตอร์ท่ีสร้างเองอยา่งง่าย โดยใช้

ไดโอดเปล่งแสง (แอลอีดี) เป็นแหล่งก าเนิดแสงและใชโ้ฟโตไดโอด (พีดี) เป็นตวัวดัความเขม้แสง 

ช่วงความเป็นเส้นตรงของกราฟมาตรฐานกรดปาล์มมิติกจะอยูใ่นช่วง 0.1 ถึง 0.9 มิลลิโมลาร์ ค่า
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ความเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพทัธ์ท่ีไดน้อ้ยกวา่ 2 เปอร์เซ็นต ์ตวัอยา่งน ้ามนัพืช 33 ตวัอยา่งท่ีแตกต่าง

กนัตามทอ้งตลาดจะถูกน ามาวเิคราะห์และผลท่ีไดจ้ะถูกน าเปรียบเทียบกบัวิธีมาตรฐานของสมาคม

ทางดา้นตรวจสอบและวสัดุอเมริกนั (เอเอสทีเอ็ม) ซ่ึงพบวา่ผลท่ีไดจ้ากวิธีโฟลอินเจคชันไททริเม

ตรีท่ีไดน้ าเสนอน้ีและวธีิมาตรฐานเอเอสทีเอม็มีแนวโนม้สอดคลอ้งกนัดี ( r = 0.9542) 

 ไดพ้ฒันาวธีิท่ีง่ายและราคาถูกส าหรับการสร้างไมโครฟลูอิดิกจากพอลิเมธิลไซลอกเซน (พี

ดีเอ็มเอส) โดยใชแ้ผน่วงจรพิมพ ์(พีซีบี) เป็นแม่พิมพต์น้แบบส าหรับการสร้างช่องขนาดเล็กบนพี

ดีเอม็เอส ในการสร้างแม่พิมพต์น้แบบน้ีจะใชว้ธีิโฟโตลิโธกราฟีอยา่งง่ายท าให้เกิดลวดลายบนฟิล์ม

ท่ีเคลือบสารไวแสง กระบวนการน้ีไม่ใช้สารเคมีท่ีเป็นอนัตราย ไม่ใช้ห้องปราศจากฝุ่ นท่ีมี

คุณภาพสูงและไม่ใชเ้คร่ืองมือท่ีมีราคาแพง ส าหรับพีดีเอ็มเอสท่ีมีช่องขนาดเล็กจะถูกประกบดว้ย

แผ่นพอลิเมธิลเมธาไครเลท (พีเอ็มเอ็มเอ) จะใช้ไดโอดเปล่งแสง (แอลอีดี) เป็นแหล่งก าเนิดแสง

และตวัตา้นทานแปรค่าตามแสง (แอลดีอา) เป็นตวัวดัความเขม้แสงยึดติดกบัแผน่พีเอ็มเอ็มเอเพื่อใช้

เป็นตวัตรวจวดัแสงอย่างง่าย ระบบไมโครโฟลอินเจคชันท่ีพฒันาข้ึนได้ประสบผลส าเร็จในการ

วเิคราะห์หาปริมาณกลูตา้ไธโอนในตวัอยา่งอาหารเสริม ช่วงความเป็นเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน

กลูตา้ไธโอนท่ีไดจ้ะอยู่ในช่วง 5 - 60 ไมโครกรัมต่อลิตร ขีดจ ากดัในการตรวจวดัเท่ากบั 0.01 

ไมโครกรัมต่อลิตร ความเร็วในการตรวจวดัสารตวัอยา่งของระบบน้ีเท่ากบั 48 ตวัอยา่งต่อชัว่โมง 

ปริมาณสารรีเอเจนตแ์ละสารตวัอยา่งท่ีใชอ้ยูใ่นช่วงไมโครลิตร 

 นอกจากน้ียงัไดส้ร้างเคร่ืองมือไมโครฟลูอิดิกจากพีดีเอ็มเอสเพื่อเพาะเล้ียงเซลล์ประสาท 

จากนั้นกระตุน้เซลล์ประสาทด้วยสารเคมี และท าการเก็บสารนิวโรเปปไทด์ท่ีปลดปล่อยออก 

เคร่ืองมือน้ีประกอบไปด้วยช่องขนาดเล็ก มีลักษณะเป็นเส้นตรง มี ช่องส าหรับใส่เซลล์และ

เพาะเล้ียงเซลล์ และมีช่องไมโครวาล์ว 2 ช่องส าหรับควบคุมการไหลของสารตรงช่องส าหรับสาร

กระตุน้ พื้นผิวของพีดีเอ็มเอสจะถูกปรับให้มีคุณสมบติัพิเศษดว้ยสารเมทิลพอลิเอทิลีนซีโพรพิล

ไตรเมทอกซีไซเลน (โออีจี) เพื่อให้สารเปปไทด์ถูกดูดซับเขา้ไปในพีดีเอ็มเอสน้อยท่ีสุด เซลล์

ประสาทท่ีมีคุณลกัษณะท่ีดีจากอะพลาชาแคลิฟอร์นิกาจะถูกเพาะเล้ียงในช่องส าหรับเพาะเล้ียง

เซลล์ จากการท่ีสามารถควมคุมการไหลของสารกระตุน้ไปยงัเซลล์ประสาทไดช้ัว่คราวนั้นท าให้

สามารถหาเวลาท่ีแน่นอนท่ีเซลล์ประสาทถูกกระตุน้ดว้ยสารกระตุน้แลว้ปลดปล่อยสารเปปไทด์

ออกมาได ้เซลลป์ระสาทสามารถเจริญเติบโตไดดี้ในเคร่ืองมือไมโครฟูอิดิกท่ีมีการปรับคุณลกัษณะ
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พิเศษของพื้นผิวพีดีเอ็สเอสดว้ยสารโออีจี สารกระตุน้ท่ีมีความจ าเพาะ เช่น โพแทสเซียมคลอไรด์

และอินซูลินจะถูกน ามาใชใ้นการกระตุน้เซลลป์ระสาท จากผลการทดลองพบวา่ สารนิวโรเปปไทด์

สามารถปลดปล่อยออกมาหลงัจากกระตุน้ดว้ยสารละลายโพแทสเซีมคลอไรด์เป็นเวลาอยา่งนอ้ย 5 

นาที และกระตุน้ดว้ยอินซูลินเป็นเวลาอยา่งนอ้ย 20 นาที สารละลายท่ีไหลออกมาผา่นท่อขนาดเล็ก

จะถูกเก็บและน ามาก าจดัเกลือและเพิ่มความเขม้ขน้โดยใช้ซิบทิปปิเปตท่ีเคลือบดว้ยคาร์บอนสิบ

แปด สารละลายท่ีถูกเปล่ียนเป็นของแข็งบนแผน่มลัติเอ็มเอสจะถูกตรวจวดัดว้ยโดยใชเ้ทคนิคเมท

ริกซ์แอสซิสเทดเลเซอร์ดีซอร์บชนัไอออนไนเซชนัแมสสเปกโทรเมทรี (มลัดิทอฟแมสสเปกโตรเม

ตรี) โดยตรวจติดตามสารเปปไทด์ท่ีเป็นท่ีรู้จกั ประกอบไปด้วย อะซิดิกเปปไทด์ (มวลต่อประจุ

เท่ากบั 2959.7) และแอลฟาแบ็กเซลล์ (มวลต่อประจุเท่ากบั 1122.7) นอกจากน้ีเคร่ืองมือน้ียงั

สามารถใช้ศึกษากรดอะมิโนท่ีปลดปล่อยออกมาจากเซลล์ประสาทชนิดอาร์ได้ จะเห็นได้ว่า 

เคร่ืองมือไมโครฟลูอิดิกท่ีปรับคุณลกัษณะพิเศษพื้นผวิของพีดีเอ็มเอสและมีช่องไมโครวาล์ว 2 ช่อง 

ส าหรับควบคุมการไหลของสารเป็นระบบท่ีมีประสิทธิภาพส าหรับศึกษาการเจริญเติบโตของเซลล์

ประสาทและศึกษาสารท่ีใช้ส่งสัญญาณจากเซลล์ประสาท ซ่ึงเคร่ืองมือน้ีใช้สารเคมีและจ านวน

เซลลป์ระสาทในปริมาณนอ้ย 

 ดงันั้น ระบบอยา่งง่ายท่ีอาศยัการไหลเป็นเคร่ืองมือท่ีสามารถใชล้ดขนาดการวิเคราะห์ทาง

เคมีได ้เคร่ืองมือน้ีใหก้ารวเิคราะห์ท่ีรวดเร็วและมีประสิทธิภาพดว้ยการใชส้ารเคมีปริมาณนอ้ยและ

ของเสียท่ีเกิดข้ึนก็มีปริมาณน้อยดว้ย และเคร่ืองมือน้ียงัสามารถวิเคราะห์ตวัอย่างท่ีมีปริมาณน้อย

มากๆซ่ึงระบบการวเิคราะห์แบบทัว่ไปไม่สามารถวเิคราะห์ได ้

 
 


