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รูปที่ 3.17  ATR-FTIR spectra ของการดดูซบั BSA ณ pH 3.5 บน PDMS ทีด่ดัแปรด้วย 

PDADMAC/PSS multilayer ที่มีความหนาตา่งกนั ได้แก่ชัน้ท่ีสาม ( ), ชัน้ท่ีสี ่
( ), ชัน้ท่ีเจ๊ด ( ), ชัน้ท่ีแปด ( ), ชัน้ท่ีสบิเอ็ด ( ),  ชัน้ท่ีสบิสอง 
( ), ชัน้ท่ีสบิห้า ( ) และชัน้ท่ีสบิหก ( )โดยเส้นทบึแสดงข้อมลูของ
ชิน้งานก่อนจุ่มในสารละลาย BSA และเส้นประแสดงสญัญาณ IR ของชิน้งานหลงัจุม่ใน
สารละลาย BSA รูปเล็กแสดงภาพขยายของสญัญาณของหมู่เอไมด์ทีต่ าแหน่ง ~1650 
และ ~1540 cm-1  
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เส้นทบึแสดงสญัญาณ IR ของ PDMS ที่ดดัแปรด้วย  PDADMAC/PSS multilayer เมื่อ
ฟิล์มชัน้นอกสดุเป็น (a) PDADMAC (positive charge) และ (b)  PSS (negative 
charge) 
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รูปที่ 3.20 ผลตา่งของ ATR-FTIR spectrum ระหวา่งก่อนจุ่มและหลงัจุ่มชิน้งานในสารละลาย 
BSA ที ่pH 5 โดยเส้นประแสดงสญัญาณ IR ของ unmodified PDMS ( ) และ
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charge) 
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รูปที่ 3.21  ATR-FTIR spectra ของการดดูซบั BSA ณ pH 7.4 บน PDMS ที่ดดัแปรด้วย 
PDADMAC/PSS multilayer ทีม่ีความหนาตา่งกนั ได้แก่ชัน้ท่ีสาม ( ), ชัน้ท่ีสี ่
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สารละลาย BSA รูปเล็กแสดงภาพขยายของสญัญาณของหมู่เอไมด์ทีต่ าแหน่ง ~1650 
และ ~1540 cm-1  
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chitosan/alginate ที่จ านวนชัน้ตัง้แต ่8-17 ชัน้ หลงัจากแช่ชิน้งานในสารละลาย BSA ที่ 
pH 7.4  

46 

รูปที่ 3.24 ATR-FTIR spectra ของ PDMS ที่ดดัแปรด้วย chitosan/alginate ชัน้ท่ี 15, 16 และ ชัน้
ที่ 17 โดยเส้นประแสดงสญัญาณก่อนจุ่มในสารละลาย BSA ( ) และเส้นจดุ
แสดงสญัญาณหลงัจุ่มในสารละลาย BSA ( ) โดยเส้นทบึแสดงสญัญาณของ 
uncoated PDMS หลงัจากจุ่มในสารละลาย BSA ( ) รูปเล็กแสดงภาพขยาย
ของสญัญาณของหมู่เอไมด์ทีต่ าแหน่ง ~1650 และ ~1540 cm-1  
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รูปที่ 3.26 กราฟแสดงคา่กระแสที่วดัด้วย microelectrode ที่เตรียมจาก gold nanoparticles เมือ่

ผา่นสารละลายอลับมูินที ่ความเข้มข้นตา่งๆ  
49 
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งานวจิยันีจ้ะประกอบด้วยสองส่วน โดยจดุประสงค์ของส่วนท่ีหนึง่คือมุ่งท่ีจะปรับปรุงสมบตัคิวามชอบน า้ของ
พืน้ผิวไมโครฟลอูิดกิดีไวซ์ หรือไมโครชิพ ท่ีเตรียมจากพอลิไดเมธิลไซลอกเซน (PDMS) โดยการเคลือบด้วยพอลิอิเล็กโทร
ไลต์ มลัตเิลเยอร์ (PEMs) เพ่ือให้ได้คา่อิเล็กโทรออสมอตกิโฟลว์ (EOF) ท่ีดีขึน้ พร้อมทัง้สามารถก าหนดทศิทางของคา่ 
EOF และควบคมุการเกาะตดิของโบวีนเซรัมอลับมูิน (BSA) โดยตวัแปรท่ีท าการศกึษาคือ ชนิดของพอลิอิเล็กโทรไลต ์
จ านวนชัน้ของฟิล์มบาง และคา่พีเอชของสารละลาย BSA ในการศกึษานีใ้ช้พอลิอิเล็กโทรไลต์ 2 คู ่ คือพอลิไดแอลิลได
เมทลิแอมโนเนียมคลอไรด์ (PDADMAC) กบัพอลิสไตรีนซลัโฟเนต (PSS) ซึง่เป็น strong polyelectrolyte และไคโตซาน
กบัแอลจิเนตซึง่เป็น weak polyelectrolyte  สมบตัคิวามชอบ/ไม่ชอบน า้ของพืน้ผิวฟิล์มบางสามารถตดิตามได้จากค่ามมุ
สมัผสั โดย PDMS ท่ีเคลือบด้วย PEMs ท่ีมี PDADMAC เป็นชัน้บนสุดพบว่ามีความไม่ชอบน า้มากกวา่ชิน้งานท่ีมี PSS 
เป็นชัน้บนสดุ และฟิล์มบางระหวา่งไคโตซานกบัแอลจิเนตให้สมบตัคิวามชอบน า้มากกว่า PDMS ท่ีเคลือบด้วยฟิล์มบาง
ระบบ PDADMAC/PSS ทัง้นีใ้นการเคลือบพืน้ผิว PDMS ด้วย PEMs จ าเป็นต้องเคลือบอย่างน้อย 8-10 ชัน้เพ่ือให้ได้
ความชอบน า้ท่ีดี ได้มีการศกึษาผลของ PEMs ท่ีเคลือบในแชนแนลของไมโครชิพตอ่คา่ EOF เปรียบเทียบกบัชิพท่ีมิได้
เคลือบพบว่าแชนแนลท่ีชัน้เคลือบชัน้บนสดุเป็น PSS ให้ค่า EOF สงูกวา่ นอกจากนีย้งัพบว่าค่า EOF ของแชนแนลที่
เคลือบด้วย PDADMAC/PSS หนา 10 ชัน้มีเสถียรภาพสงูเม่ือผ่านสารละลาย pH 3, 7 และ 11 จ านวนมากกว่า 100 ครัง้ 
การดดูซบัของโปรตีนบน PDMS ท่ีมิได้ดดัแปรสามารถควบคมุด้วยพีเอชของสารละลาย BSA และความเข้มข้นของ
บฟัเฟอร์ พบวา่ ณ pH ใกล้กบัจุดไอโซอิเล็กทริกของ BSA (IEP ~4.8) ปริมาณของ BSA ท่ีดดูซบับนพืน้ผิวนีมี้มากท่ีสดุ
โดยผ่านแรง hydrophobic interaction และท่ีความเข้มข้น PBS บฟัเฟอร์เทา่กบั 1 mM พบว่าการดดูซบั BSA เกิดขึน้ได้
มากกวา่ ได้ท าการศกึษาผลของประจชุัน้นอกสดุของฟิล์มบางตอ่การดดูซบัของ BSA จาก ATR-FTIR ของระบบ 
PDADMAC/PSS พบวา่เกิดการการดดูซบัของ BSA บนพืน้ผิวท่ีดดัแปรนีโ้ดยผ่านแรงดงึดดูระหว่างประจ ุ และพบวา่
ปริมาณ BSA ท่ีถกูดดูซบับนฟิล์มบางมีปริมาณมากกว่าบนพืน้ผิว PDMS ท่ีมิได้ผ่านการดดัแปรในทกุคา่ pH โดย
ปริมาณของ BSA ท่ีถกูดดูซบันีจ้ะเพิ่มขึน้ตามจ านวนชัน้ของฟิล์มบางท่ีเพิ่มขึน้ อย่างไรก็ตามการดดูซบัของ BSA บน
พืน้ผิวท่ีมีประจเุหมือนกนัพบว่ามีปริมาณท่ีน้อยกว่าเม่ือเปรียบเทียบกบั PDMS ท่ีมิได้ดดัแปร เม่ือท าการเปรียบเทียบกบั 
strong polyelectrolyte พบว่าโปรตีนสามารถดดูซบับนพืน้ผิวท่ีดดัแปรด้วยไคโตซานและแอลจิเนตได้น้อยกว่า ส่วนท่ี
สองของงานวจิยัเป็นการประยกุต์ขัว้ไฟฟ้าขนาดจลุภาคท่ีเตรียมจาก PEMs-อนภุาคทองระดบันาโน เพ่ือใช้เป็นตวั
ตรวจวดัในอปุกรณ์ไมโครฟลอูิดกิส์ส าหรับวดัอลับมูิน  
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Abstract: 

This study consisted of two parts. The objective of the first part is to improve the hydrophilic 
property of microfluidic device or microchip made of polydimethylsiloxane (PDMS). The surface of 
microchip channel is modified by polyelectrolyte multilayers (PEMs) to obtain more reproducible and 
controllable electroosmotic flow (EOF) and to tune the adsorption of bovine serum albumin (BSA). 
The studied parameters are the types of polyelectrolyte, the numbers of coated layers and pH of the 
BSA solution. Poly(diallyl dimethyl ammonium chloride) (PDADMAC) and poly(sodium 4-
styrenesulfonate) (PSS) as a strong polyelectrolyte pair, and chitosan and alginate as a weak 
polyelectrolyte pair were chosen in this study. Contact angle measurements were used to monitor the 
hydrophilic property of the modified PDMS substrate. The hydrophobicity of PDMS coated with 
PDADMAC as the outestmost layer was found to be higher than the one coated with PSS as a top 
layer. The hydrophilic property of chitosan/alginate modified PDMS was enhanced comparing to 
surface modifying with PDADMAC/PSS. Furthermore, the fully coated surface with the PEMs is 
required more than 8-10 coated layers. The effects of PEMs-coated microchip on EOF were also 
investigated. In comparison with uncoated device, the EOF obtaining from PSS-coated microchannel 
was higher than the uncoated channel. In addition, the EOF of (PDADMAC/PSS)5 layer-coated 
channel was stable after performing 100 runs at pH 3, 7 and 11. The adsorption of BSA on the 
unmodified PDMS surface was controlled by the pH values of BSA solution and buffer concentration. 
At pH around isoelectric point of BSA (IEP ~4.8), the maximum amount of absorbed BSA on 
unmodified PDMS via hydrophobic interaction was observed. The amount of BSA adsorbed on the 
PDMS surface was found to be higher for 1 mM PBS buffer.  The effect of the different charged 
surface was studied. Based on the ATR-FTIR results of PDADMAC/PSS systems for all pH conditions, 
we found that BSA molecule can be adsorbed on oppositely charged surface, via electrostatic 
interaction. The amount of adsorbed BSA on PDADMAC/PSS was more than amount of BSA on 
unmodified PMDS at all pH values. Amount of adsorbed BSA increased with the increase in the 
numbers of coating layer and thickness of the thin film. However, the amount of adsorbed BSA on the 



 
ค 

 

like-charged surface was found to be smaller comparing to unmodified PDMS. Comparison with 
strong polyelectrolyte system, the little adsorbed BSA was measured on the chitosan/alginate film. 
For the second part of this study, the measurement of BSA was investiaged using microfluidic device 
employing the PEMs-gold nanoparticles microelectrodes, developed in our laboratory as the 
detector.  
 
Keywords : Polyelectrolyte multilayer, Bovine serum albumin, Protein adsorption 
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บทสรุปส าหรับผู้บริหาร 
Executive Summary 

 
 ไมโครฟลอูิดิกดีไวซ์ (Microfluidic device) หรือไมโครชิพ (microchip) เป็นเทคนิคการแยกขนาดเลก็ที่มี
การพฒันาอยา่งตอ่เนื่อง เนื่องจากสามารถรวมขัน้ตอนตา่งๆ ไว้ในอปุกรณ์ชิน้เดียวและมีขนาดเลก็ ใช้สาร
ปริมาณน้อย และเวลาทีใ่ช้ในการวิเคราะห์สัน้ พอลไิดเมทิลไซลอกเซน (polydimethylsiloxane, PDMS) เป็น
หนึง่ในวสัดทุี่ใช้ในการเตรียมเป็น mircofluidic deive เนื่องจากสามารถเตรียมได้งา่ย ท าได้เอง ราคาถกู ไม่
ดดูกลนืแสงช่วง visible และมีความเป็นพิษน้อย อยา่งไรก็ตามแตปั่ญหาหนึง่ที่หลกีเลีย่งไมไ่ด้คือ การท่ีมคีา่อิ
เลก็โทรออสโมติกโฟลว์ (EOF) ต ่าและไมค่งที่ และการดดูซบัของสารชีวโมเลกลุเช่น โปรตีนบนพืน้ผิวของ PDMS 
ด้วย hydrophobic force ซึง่เป็นสง่ผลตอ่การวเิคราะห์หรือตรวจสอบโปรตีน ปัญหาทัง้สองข้อนีส้ง่ผลตอ่
ประสทิธิภาพในการตรวจวดัสารชีวโมเลกลุ ดงันัน้ในงานวิจยันีจ้งึมุง่ปรับปรุงพืน้ผิว PDMS ให้มีความชอบน า้ 
(hydrophilic surface) มากขึน้ เพื่อลดการเกิด hydrophobic force ระหวา่งโปรตีนและพืน้ผิว และเพื่อเพิ่มคา่ 
EOF ให้สงูขึน้และคงที่  
 ในการศกึษาวิจยัใน Part A ของงานวิจยันีม้ีแนวคิดทีจ่ะดดัแปรพืน้ผิว PDMS ด้วย polyelectrolyte 
multilayers film (PEMs) โดยใช้เทคนิค layer-by-layer self assembly ซึง่อาศยัแรงดงึดดูระหวา่งประจบุวก
และประจลุบท่ีปรากฏอยูบ่นสายพอลเิมอร์ ชนิดของ polyelectrolyte และความหนาแนน่ของประจุของ 
polyelectrolyte จะสง่ผลตอ่ความชอบน า้และคา่ EOF รวมทัง้ interaction ระหวา่งโปรตีนและ modified พืน้ผิว 
ในการศกึษาครัง้นีเ้ลอืกศกึษาฟิล์ม PEMs 2 ระบบ คือ ระบบของ poly(diallyl dimethyl ammonium chloride) 
(PDADMAC)/poly(sodium 4-styrenesulfonate) (PSS) ซึง่จดัเป็น strong polyelectrolyte และระบบของ 
chitosan/alginate ซึง่เป็น weak polyelectrolyte โดยจากงานวิจยัได้ศกึษาผลของความเข้มข้น จ านวนชัน้
เคลอืบ และชนิดของประจทุี่อยูช่ัน้บนสดุตอ่คา่ EOF ความชอบน า้ และการดดูซบัของ bovine serum albumin 
(BSA) ซึง่การศกึษาสว่นหลงันีจ้ะท าการศกึษาผลของ pH ของสารละลาย BSA ตอ่การดดูซบั BSA ด้วย 
นอกจากนีไ้ด้ศกึษาผลของการสกดัด้วยตวัท าละลายเฮกเซนตอ่การคืนกลบัของสมบตัิไมช่อบน า้ของพืน้ผิว 
PDMS ที่ดดัแปร 
 จากงานวิจยันีพ้บวา่ PEMs ทัง้สองระบบสามารถเคลอืบติดบน PDMS ในการศกึษาความชอบน า้ของ

พืน้ผิวที่ดดัแปรพบวา่ พืน้ผิวที่ดดัแปรด้วย chitosan/alginate สามารถปรับปรุงพืน้ผิวให้มคีวามชอบน า้มากกวา่

ระบบ PDADMAC/PSS ในจ านวนชัน้เคลอืบท่ีเทา่กนั แตใ่นทัง้สองระบบสามารถเพิม่ความชอบน า้ให้แก่พืน้ผิว 

PDMS ได้ และความชอบน า้เพิม่ขึน้เมื่อจ านวนชัน้เคลอืบเพิ่มขึน้ในทัง้สองระบบ นอกจากนี ้PEMs ที่มี PSS อยู่

ชัน้นอกสดุพบวา่สามารถเพิ่มความชอบน า้ได้มากกวา่ PDADMAC และเมื่อเปรียบเทยีบกบัการศกึษาคา่ EOF 

พบวา่ PDMS ที่ดดัแปรด้วย PEMs ระบบ PDADMAC/PSS นัน้ให้คา่ EOF ที่สงูและมีความเสถียรตอ่จ านวนครัง้

การทดลองดีกวา่ PDMS ที่มิได้ดดัแปร โดยเมื่อชัน้นอกสดุเป็น PSS ให้คา่ EOF ที่มากกวา่ PDADMAC โดย

ทิศทางของ EOF สามารถควบคมุด้วยชนิดของ polyelectrolyte ที่อยูช่ัน้นอกสดุ ที่ส าคญัในการเคลอืบเพื่อให้ได้

พืน้ผิวที่มีความชอบน า้มากที่สดุ จ าเป็นต้องเคลอืบพืน้ผิวให้มีความหนาอยา่งน้อย 8 ชัน้ ซึง่ตา่งจากคา่ EOF ซึง่

สามารถเคลอืบด้วยชัน้ท่ีน้อยกวา่ได้  
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ในการศกึษาผลของชนิดของ polyelectrolyte ตอ่การดดูซบัของ BSA บนพืน้ผิวที่ดดัแปรพบวา่ ณ pH 

5 และ 7.4 ระบบ PDADMAC/PSS สามารถควบคมุการดดูซบัของโปรตีนได้ โดย BSA สามารถเกาะติดบน

พืน้ผิวที่ผิวชัน้นอกสดุเป็น PDADMAC ถึงแม้วา่พืน้ผิวนีจ้ะมคีวามชอบน า้ที่ต า่กวา่ ทัง้นีอ้าจเนื่องมาจากแรง

ดงึดดูทางประจ ุหรือการเกิดแรงผลกัที่น้อยกวา่ส าหรับการศกึษาที่ pH 5 ส าหรับพืน้ผิวดดัแปรท่ีม ีPSS เป็น

ชัน้นอกสดุพบวา่สามารถลดการดดูซบัของ BSA ได้โดยเฉพาะที่ pH 5 ซึง่ BSA สามารถถกูดดูซบับนพืน้ผิว 

PDMS ที่มิได้ดดัแปรได้มากที่สดุ ผลของ PEMs ระบบ chitosan/alginate ตอ่การดดูซบัของ BSA ณ pH 7.4 ซึง่ 

สงูกวา่ pKa ของ chitosan ซึง่พบวา่ BSA ไมส่ามารถดดูซบัอยูบ่นพืน้ผิวที่มี chitosan อยูช่ัน้นอกสดุได้ ทัง้นีอ้าจ

เนื่องมาจากแรงดงึดดูทางประจรุะหวา่งที่น้อยลง หรืออาจะเกิดการหลดุออกของชัน้ PEMs นี ้ในการสกดั PDMS 

ด้วยเฮกเซนพบวา่แนวทางนีไ้มม่ผีลตอ่การลดการคืนกลบัของความไมช่อบน า้อยา่งมีนยัส าคญั เมื่อเปรียบเทยีบ

ระหวา่งชิน้งานท่ีผา่นและไมผ่า่นการสกดัด้วยเฮกเซน ผลการวิจยัพบวา่ฟิล์ม PEMs ระบบ PDADMAC/PSS 

เหมาะทีจ่ะน ามาใช้ในการเป็น preconcentration layer ใน microfluidic device เมื่อควบคมุให้ชัน้ PDADMAC 

เป็นชัน้นอกสดุ หรือในทางกลบักนัเมื่อควบคมุให้พืน้ผิวชัน้นอกสดุเป็น PSS สามารถลดการดดูซบัของโปรตีนใน 

microchannel และเพิ่มคา่ EOF ได้ 

นอกจากนีใ้นงานวิจยันีไ้ด้ศกึษาการตรวจหาปริมาณ albumin โดยใช้ microelectrode ที่เตรียมจาก 

gold nanoparitcles ที่ได้พฒันาขึน้โดยคณะผู้วจิยั โดยใช้เทคนิค layer-by-layer และ flow deposition ซึง่เป็น

เทคนิคการเตรียม electrode ขนาดเลก็ทีง่่าย ราคาถกู โดยท าการติดตามการเปลีย่นแปลงการน าไฟฟ้ากบัความ

เข้มข้นของ albumin ซึง่พบวา่สามารถตรวจหาได้ ในรายงานวจิยั Part B โดยงานวจิยัสว่นนีไ้ด้ปรับออกจากแผน

งานวจิยัเนื่องจากประสบปัญหาเคร่ืองมือตรวจวดั  
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บทที่ 1 

บทน า 
 
1.1 ที่มาของปัญหาและความส าคัญ 

 Microfluidic device, microchip หรือ micro total analysis system (TAS) เป็นเทคนิคการแยก 
หรือระบบปฏิบตัิการขนาดเลก็ทีม่ีการพฒันาอยา่งตอ่เนื่อง เนื่องจากเทคนิคการวิเคราะห์ใช้ปริมาณสารน้อยใน
ระดบัไมโครสเกล และเวลาในการวิเคราะห์ที่สัน้1-4 polydimethylsiloxane (PDMS) เป็นหนึง่ในวสัดทุี่นิยมใช้
เนื่องจากสามารถเตรียมได้งา่ย ท าได้เอง ราคาถกู ไมด่ดูกลนืแสงช่วง visible และมีความเป็นพิษน้อย2-4  
อยา่งไรก็ตามปัญหาที่ส าคญัคือการเกิดฟองอากาศขึน้ภายใน channel, คา่ electroosmotic flow (EOF) ที่ต ่า 
และไมค่งที่5 ซึง่สง่ผลตอ่การน าพาสารเข้าสูก่ารแยก และการดดูซบัของสารชีวโมเลกลุเช่น โปรตีนบนพืน้ผิวที่ไม่
ชอบน า้ของ PDMS โดยผา่น hydrophobic interaction6 โดยปัจจยัเหลา่นีส้ง่ผลตอ่ประสทิธิภาพในการตรวจวดั
สารชีวโมเลกลุลง ดงันัน้จงึมคีวามจ าเป็นในการปรับปรุงพืน้ผิวของ microchannel ใน PDMS microfluidic 
device ให้มีความชอบน า้มากขึน้ ที่ผา่นมาได้มีการรายงานวิธีการปรับปรุงพืน้ผิว PDMS โดยการใช้แสงยวูี7-9 
พลาสมา10 และการปรับปรุงทางเคมี11, 12 ซึง่ข้อเสยีคือความเสถียรภาพของพืน้ผิวที่ปรับปรุงด้วยวิธีเหลา่นีม้ี
ความเสถียรที่คอ่นข้างสัน้13 และต้องอาศยัเคร่ืองมือที่มีราคาแพง หรือมีขัน้ตอนในการเตรียมชิน้งานมาก 
นอกจากนีย้งัมีรายงานการปรับปรุงพืน้ผิวด้วยวิธี dynamic modification โดยเคลอืบพืน้ผิวด้วยสารลดแรงตงึผิว 
เช่น n-dodecyl-b-D-maltoside (DDM) เพื่อลดการดดูซบัของโปรตีนบนพืน้ผิวของ PDMS อยา่งไรก็ตามแนว
ทางการแก้ปัญหาดงักลา่วยงัไมป่ระสบความส าเร็จเทา่ทีค่วร เนือ่งจาก noise สงู 
 เทคนิค layer-by-layer assembly ของ polyelectrolyte เป็นอีกวธีิที่มีการน ามาใช้ในการดดัแปรพืน้ผิว 
PDMS ให้มีความชอบน า้มากขึน้ ฟิล์มที่เตรียมได้โดยวิธีนีเ้รียกวา่ polyelectrolyte multilayer ซึง่เกิดจากแรง
ดงึดดูระหวา่งประจบุวกและประจลุบท่ีปรากฏอยูบ่นสายพอลเิมอร์ เทคนิคนีเ้ป็นวธีิการเตรียมฟิล์มที่ง่าย ฟิล์มที่
ได้มีความเสถียร โดยชนดิของ polyelectrolyte และ pH ของบฟัเฟอร์ที่ใช้จะสง่ผลตอ่ประจบุนพืน้ผิวที่เคลอืบ
ด้วย PEMs และการดดูซบัโปรตนีของโปรตีนบนพืน้ผิวที่ดดัแปรแล้ว จากการศกึษาพบวา่ปัจจยัทีส่ าคญัในการ
ดดูซบัของโปรตีนขึน้อยูก่บัชนิดของประจขุองชัน้เคลอืบนอก เพื่อควบคมุการเกาะติดของโปรตีน bovine serum 
albumin (BSA) บนพืน้ผิวหลายชนิด14-16   
 ในงานวิจยันีจ้งึมุง่แก้ปัญหาทัง้ 2 ประการ โดยการเพิ่มความชอบน า้ด้วยการเคลอืบพืน้ผิวของ 
microchannel ด้วย polyelectrolyte multilayer (PEMs) ทีส่ามารถควบคมุการดดูซบัโปรตีนบนพืน้ผิวของฟิล์ม
บาง และเพิม่คา่ EOF ให้มีคา่สงูชึน้และคงที่ เป็นแนวทางในการแก้ปัญหาในครัง้นี ้พืน้ผิวที่ดดัแปรนีจ้ะสง่ผลให้
พืน้ผิวของ PDMS มีประจ ุและสามารถก าหนดได้วา่จะให้พืน้ผิวชัน้นอกมีประจบุวกหรือลบ  
 ในงานวิจยัครัง้นีแ้บง่การศกึษาเป็นสองสว่น โดยสว่นท่ีหนึง่เป็นการศกึษาผลของการดดัแปรพืน้ผิว 
PDMS ด้วยฟิล์ม polyelectrolyte multilayer (PEMs) ตอ่คา่ EOF, สมบตัิความชอบน า้ของ PDMS 
microfluidic devic และการดดูซบัของโปรตีน bovine serum albumin (BSA) บนพืน้ผิว PDMS ได้ รวมทัง้
ศกึษาผลของการสกดัด้วยตวัท าละลายอินทรีย์ตอ่การคืนกลบัของสมบตัิความชอบน า้ของพืน้ผิวทีด่ดัแปรไป 
โดยเลอืกใช้คู ่polyelectrolyte สองคูค่ือคู ่PDADMAC/PSS ซึง่เป็นคู ่strong polyelectrolyte17, 18 และคู ่
chitosan/alginate ซึง่เป็นคู ่weak polyelectrolyte19-22 ถึงแม้วา่จะมีการรายงานการใช้คู ่polyelectrolyte ทัง้
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สองนีใ้นการสร้างเป็นฟิล์ม PEMs บนพืน้ผิวหลายชนิด อยา่งไรก็ตามยงัไมม่ีรายงานการศกึษาพืน้ผิวทัง้สองชนดิ
นีบ้น PDMS microfluidic device เพื่อพฒันาคา่ EOF และ ควบคมุการดดูซบัของโปรตีน 

ในสว่นท่ีสองเป็นการพฒันา microelectrode เพื่อตรวจวดัความเข้มข้นของ albumin ด้วยการวดัคา่
การน าไฟฟ้า โดยขัว้ไฟฟ้านีเ้ตรียมจาก gold nanoparticles และใช้เทคนิค layer by layer ร่วมกบัเทคนิค flow 
deposition ซึง่เป็นวิธีที่งา่ยตอ่การเตรียม และสามารถเตรียมเป็นรูปแบบตา่งๆ ได้ ซึง่งานสว่นนีไ้ด้ปรับออกจาก
ระเบียบงานวจิยัที่ได้เสนอไว้เนื่องจากทางคณะผู้วิจยัประสบปัญหาในการแยกโปรตีนใน microfluidic device ที่
ได้ดดัแปรพืน้ผิวด้วย PEMs   
 
1.2 วัตถุประสงค์ (มกีารปรับเปลี่ยนไปจากโครงร่างที่ได้เสนอไว้) 

1.   ศกึษาผลของความเข้มข้นของ polyeletrolyte จ านวนชัน้ท่ีเคลอืบ ตอ่ความชอบน า้, คา่ 
electroosmotic flow (EOF) และเสถียรภาพของ PEMs ที่เคลอืบบนพืน้ผิว microchannel บน PDMS 
microchip 

2. ศกึษาผลของชนดิ polyelectrolyte, จ านวนชัน้เคลอืบตลอดจนผลของ pH ตอ่ ความชอบน า้ การดดู
ซบัของ BSA  

3. ประยกุต์ microelectrode ที่เตรียมจาก gold nanoparticles เพื่อเป็นตวัตรวจวดัใน microfluidic 
device ในการวดัปริมาณ BSA   

 
1.3 Microfluidic device และ polydimethylsiloxane (PDMS) 

อปุกรณ์ไมโครฟลอูิดิกเป็นอปุกรณ์ที่มีลกัษณะเป็นชิปขนาดเลก็ พฒันาขึน้เพื่อน ามาทดแทนอปุกรณ์ 
เคร่ืองมือใหญ่ในการวิเคราะห์ หรือแยกสาร โดยทัว่ไปอปุกรณ์ไมโครฟลอูิดิกประกอบด้วยแผน่วสัด ุ2 แผน่
ประกบกนัอยู ่ซึง่แผน่วสัดนุีจ้ะเตรียมจากแก้ว หรือพอลเิมอร์ขึน้อยูก่บัจดุประสงค์การใช้งาน โดยปกติแผน่หนึง่
จะมีสว่นของช่องแยกสารที่มีขนาดเลก็ประมาณ 50 ถึง 100 ไมครอน และช่องเก็บสารตา่งๆ อยู ่ในขณะที่อีก
แผน่จะเป็นแผน่ท่ีไมม่ีรูปแบบใดๆ ซึง่โดยทัว่ไปนัน้ชิปจะประกอบด้วยองค์ประกอบหลกัดงัรูปท่ี 1.1  

 
  
 
 
 
 

รูปที่ 1.1 องค์ประกอบหลกัของอปุกรณ์ไมโครฟลอูิดิก23 
 
Polydimethylsiloxane (PDMS) เป็นพอลเิมอร์ชนดิ organosilicon PDMS เตรียมจากการผสมพอล ิ

(เมทิลไซลอ็กเซลไฮโดรเจน) (PHMS, siloxane oligomers) และพอล ิ(เมทิลไซลอ็กเซลไวนิล) (PMVS) ซึง่ท า
หน้าที่เป็นตวัเช่ือมขวาง (siloxane cross-linkers)24  

 

microchannel 

PDMS 
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1.4 พอลิอิเลก็โทรไลต์ (polyelectrolyte)  

พอลเิมอร์ที่ประกอบขึน้มาจากโมโนเมอร์ที่มีหมูฟั่งก์ชัน่ท่ีมีประจ ุเช่น ซลัโฟเนต (-SO3
-) คาร์บอกซีเลต 

(-COO-) หรือ ควอเทอนารีแอมโมเนียม (-NR3
+) เป็นต้น polyelectrolyte นีส้ามารถจ าแนกเป็นกลุม่ได้หลาย

ลกัษณะ เช่น แบง่ตามชนดิประจบุวก หรือลบ หรือเป็น polyelectrolyte ที่ได้จากการสงัเคราะห์หรือเกิดตาม
ธรรมชาติ และ strong หรือ weak polyelectrolyteตวัอยา่งเช่น chitosan และ alginate เป็น polyelectrolyte ที่
เกิดตามธรรมชาติ เป็น polysaccharide  ชนิดหนึง่ที่ใช้ในการสร้าง PEMs และเป็น weak polyelectrolyte โดย 
chitosan เตรียมมาจากไคติน มหีมู ่amino group ซึง่มีคา่ pKa = 6.3 และ alginate มีคา่ pKa = 3.5 25  ตาราง
ที่ 1.1 แสดงตวัอยา่งของ polyelectrolyte 

ตารางที่ 1.1 แสดงตวัอยา่งของ polyelectrolyte  

โครงสร้าง ชื่อ Ionic type Classification 

 

Poly(sodium 4-styrene 

sulfonate) 

Anionic strong 

 

Poly(vinyl sulfonic 

acid) 

Anionic strong 

 

Alginate Anionic weak 

 

Poly(diallyldimethyl 

ammonium chloride) 

Cationic strong 

 

Poly(allylamine 

hydrochloride) 

Cationic weak 

 

Chitosan Cationic weak 
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1.5 พอลิอิเล็กโทรไลต์มัลติเลเยอร์ (Polyelectrolyte multilayers, PEMs) 

Polyelectrolyte multilayer เป็นวิธีที่ใช้กนัทัว่ไปในการปรับเปลีย่นพืน้ผิวหลายชนิด รวมทัง้ PDMS   
เนื่องจากเป็นวิธีการเตรียมทีง่่าย คา่ใช้จา่ยต า่ โดยฟิลม์บางหลายชัน้นีส้ร้างโดยเคลอืบชัน้ของพอลอิิเลก็โทรไลต์
ประจลุบ (polyanions) และพอลอิิเลก็โทรไลต์ประจบุวก (polycations) สลบักนัลงบนพืน้ผิวของวสัดชุนิดหนึง่ 
โดยแรงที่เกิดขึน้ระหวา่งพอลเิมอร์ 2 ชนิดคือ แรงดงึดดูทางไฟฟ้า (electrostatic Interaction) ดงึกนัเอาไว้ท าให้
เกิดเป็นลกัษณะทีเ่รียกวา่ layer-by-layer method ซึง่อธิบายได้ดงัรูปที ่1.2 โดยขัน้ต้นท าการจุ่มวสัดทุี่ต้องการ
เคลอืบลงในสารละลาย polyainion ซึง่ polyanionic จะไปทบัถมอยูท่ี่พืน้ผิว (ชัน้ท่ี 1) แล้วท าการล้างพืน้ผิวนัน้
ด้วยน า้หรือสารละลายบฟัเฟอร์ขึน้อยูก่บัชนิดของ polyelectrolyte เพื่อล้างสว่นเกินออกซึง่ขัน้ตอนการล้างเป็น
ขัน้ตอนท่ีส าคญัในกระบวนการสร้าง PEMs หลงัจากนัน้ท าการจุม่ชิน้งานลงในสารละลาย polycation เป็นการ
สร้างฟิล์มชัน้ท่ีสอง แล้วท าการล้างชิน้งานด้วยน า้หรือสารละลายบฟัเฟอร์อีกครัง้ โดยสามารถท าซ า้ในขัน้ตอน
ในการจุ่มนีไ้ด้เร่ือยๆ ขึน้อยูก่บัจ านวนชัน้ท่ีต้องการสร้าง  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 1.2  ภาพจ าลองการเกิด polyelectrolyte multilayer บน PDMS โดย Layer-by-layer method 
 

1.5.1 ตวัแปรทีมี่ผลต่อการเตรียม PEMs26, 27  
ตวัแปรที่มีผลตอ่การเตรียมชัน้ฟิล์มได้แก่ ชนิดของ polyelectrolyte ความเข้มข้นของสารละลาย 

polyelectrolyte และ sodium chloride, pH ของสารละลาย จ านวนชัน้ โดยจ านวนชัน้ของ PEMs นีม้ีผลตอ่
ความหนาและความสามารถในการเคลอืบพืน้ผิวให้ทัว่ถึง ซึง่พบวา่จ านวนชัน้ท่ีมากขึน้ท าให้ความหนาของ 
PEMs เพิ่มมากขึน้ นอกจากนีเ้มือ่เพิ่มความเข้มข้นของ ของสารละลาย polyelectrolyte และ sodium chloride 
ขึน้ สง่ผลให้ฟิล์มหนาเพิ่มขึน้ อยา่งไรก็ตามเมื่อความเข้มข้นของสารละลาย sodium chloride มีคา่มากกวา่ 2 
M พบวา่เกิดการหลดุออกของชัน้ PEMs  

คา่ pH สามารถควบคมุการเจริญเติบโตของฟิล์ม PEMs ได้ โดยเฉพาะฟิล์มของระบบท่ีเตรียมจาก weak 
polyelectrolyte เนื่องจากคา่ pH จะมีผลตอ่การแตกตวัเป็นประจบุนพอลเิมอร์ ซึง่สง่ผลกระทบตอ่การดดูซบั
ของ weak polyelectrolyte บนพืน้ผิว ความหนา และการเตรียมชัน้ฟิล์ม ดงันัน้ลกัษณะของฟิล์ม PEMs นี ้
สามารถควบคมุด้วย pH ของสารละลาย weak polyelectrolyte26, 28  

นอกจากนีเ้วลาในการจุม่ชิน้งานกบัสารละลาย polyelectrolyte โดยในกระบวนการสร้างชัน้ PEMs นัน้จะ
ประกอบด้วยเวลาที่ polyelectrolyte เกิดการแพร่จาก bulk solution เข้าสูพ่ืน้ผิว และเวลาที่สมัผสัและสร้าง

1 

4 3 

2 

PDMS 

PDMS 

PDMS 

PDMS 
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พนัธะกบัพืน้ผิว ดงันัน้เวลาทีจุ่่มชิน้งานลงในสารละลาย polyelectrolyte ซึง่จะคลอบคลมุเวลาทัง้สองขัน้นีเ้ป็น
หนึง่ในตวัแปรที่ควบคมุการสร้าง PEMs อยา่งไรก็ตามตวัแปรนีม้ผีลคอ่นข้างน้อยเมื่อเปรียบเทียบตวัแปรอื่นๆ   

 
1.6 Electroosmotic flow (EOF)  

Electroosmotic flow นีเ้ป็นการไหลเฉพาะของเทคนิค electrophoresis โดยเมื่อพืน้ผิวด้านในมีประจุ
ลบและสมัผสั กบัสารละลายตวักลางซึง่จะดงึดดูไอออนบวกจากสารละลายตวักลางมาเกาะที่ผิวเกิดเป็น 2 ชัน้ 
(double layers) คือชัน้ของไอออนที่เกาะติดแนน่กบัผิว microchannel ที่เรียกวา่ fixed layer หรือ stern layer 
ซึง่จะไมเ่คลือ่นท่ีเนื่องจากอิทธิพลของแรงไฟฟ้าสถิต และชัน้ของที่เกาะอยา่งหลวมๆ ที่เรียกวา่ diffuse layer 
เมื่อให้ความตา่งศกัย์ไฟฟ้าที่ปลายสองข้างของ microchannel ประจบุวกในชัน้ diffuse layer ก็เคลือ่นไปยงัขัว้
แคโทดซึง่เป็นขัว้ลบ และประจบุวกมีน า้ล้อมรอบจงึพาเอาน า้ไปออกไปด้วย เกิดเป็นกระแสของสารละลาย
ตวักลางเคลือ่นท่ีจากปลายด้านแอนโนดซึง่เป็นขัว้บวกไปยงัปลายขัว้ลบ เรียกวา่ normal mode ดงัแสดงในรูปท่ี 
1.3 
 

 
 

รูปที่ 1.3 Electroosmotic flow29 
 

Zeta potential ( ) เป็นตวัแปรทีม่ผีลตอ่คา่ของ EOF ดงัสมการท่ี 2 โดยคา่นีข้ึน้อยูก่บัประจบุนพืน้ผิว  






4
EOF     (2) 

  
   คือ  ความหนืดของสารละลายอิเลก็โทรไลต์    คือ  คา่ Dielectric constant ของสารละลาย

บฟัเฟอร์  

    คือ  Zeta potential 
 
 
 
 
 

 

           

           

 
 - + EOF 

Fixed layer 

Diffusion layer Layer 
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1.6.1 การกลบัทิศทางการไหลของ EOF (Reversed EOF mode)  
  การเคลอืนท่ีของ EOF ใน mode นีจ้ะเป็นการเคลือ่นท่ีจากขัว้ลบ ไปขัว้บวกซึง่เกิดจากประจุ

บนพืน้ผิวภายใน microchannel เป็นประจบุวก ซึง่สามารถท าได้โดยการเตมิสารลดแรงตงึผิวแคท
ไอออน (cationic surfactant) ลงในสารละลายอิเลก็โทรไลต์ หรือการเคลอืบพืน้ผิวภายในด้วย 
polycationic เมื่อให้ศกัย์ไฟฟ้า ไอออนลบจะเคลือ่นท่ีไปทางขัว้บวก ท าให้เกิดการไหลของ EOF ในทิศ
ทางตรงข้ามกบัปกติทัว่ไป ดงัรูปที่ 1.4 

 

 
 

รูปที่ 1.4 การเกิด reversed electroosmotic flow 
   

1.6.2 ปัจจยัทีมี่ผลต่อค่า EOF  
1. pH ของสารละลายอเิลก็โทรไลต์: การลด pH ของสารละลายอเิลก็โทรไลต์จะมีผลตอ่
ประจบุนพืน้ผิวภายใน สง่ผลให้ EOF ลดลง 
2. ความแรงไอออนิกของสารละลายอิเลก็โทรไลต์: ถ้าเพิม่ความแรงไอออนิกของสารละลาย 
อิเลก็โทรไลต์ ท าให้ EOF ลดลง  
3. ปัจจยัอื่นๆ เช่น ความหนดื อณุหภมูิ Joule heating ขนาดของ channel และ ความเข้ม
ของสนามไฟฟ้า มีผลตอ่ EOF   

 
1.7 Current monitoring method30 

 วิธี curruent monitoring เป็นวิธีวดัคา่ EOF โดยวดัเวลาที่สารละลายอิเลก็โทรไลต์ใช้ในการเคลือ่นท่ี
จาก reservoir หนึง่ไปยงัอกี reservoir หนึง่ โดยวดัเวลาที่ศกัย์ไฟฟ้าเปลีย่นจากคา่คงที่คา่หนึง่ไปยงัคา่คงที่อีก
คา่หนึง่ ซึง่เกิดจากการแทนท่ีของสารละลายอิเลก็โทรไลต์ที่มีความเข้มข้นหนึง่ภายใน channel  ด้วยสารละลาย
อีกความเข้มข้นหนึง่ ดงันัน้ระยะเวลาที่ใช้ในการเปลีย่นแปลงกระแสไฟฟ้าไปยงัคา่ใหมท่ีค่งที่ถือวา่เป็นเวลาที่
สารละลายบฟัเฟอร์เดินทางจากปลายด้านหนึง่ไปยงัอกีด้านหนึง่ สามารถเขียนเป็นสมการการค านวณได้ ดงันี ้
 

tV
L

EOF



2

     (1)  

  
L =   ระยะทางที่สารเคลือ่นท่ี (cm)    V =   คา่ความตา่งศกัย์ (volt) 

- + 
Fixed layer 

Diffusion layer 
- 

EOF 
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t =    เวลาที่สารใช้ในการเคลือ่นที่จากปลาย microchannel ข้างหนึง่มายงัอีกข้างหนึง่ (sec) 
 

       
 

รปูท่ี 1.5 แสดงการเติมสารละลายในการท า Current Monitoring Method 
  
 จากรูปท่ี 1.5 เมื่อให้ศกัย์ไฟฟ้า สารละลายบฟัเฟอร์ 9 mM จะเคลือ่นท่ีไปตาม microchannel แทนที่
ความเข้มข้น 10 mM สง่ผลให้กระแสที่ได้มีคา่ลดลง เมื่อกระแสมคีา่คงที่แสดงวา่ สารละลาย 9 mM ได้เคลือ่นท่ี
ไปยงัอีกด้านแล้ว (t) 

 
1.8 มุมสัมผัส (Contact angle)   

มมุสมัผสั คือ มมุที่เกิดจากการสมัผสัของของเหลวบนพืน้ผิวของของแข็งและอยูใ่นสมดลุ โดยวดัมมุที่
อยูใ่นของเหลว ดงัรูปท่ี 1.6 โดยมมุสมัผสัระหวา่งหยดน า้และพืน้ผิวสามารถน ามาระบคุวามชอบและไมช่อบน า้
ของพืน้ผิวได้ (hydrophilicity-hydrophobicity) เมื่อมมุสมัผสั (ө) มีคา่น้อย (ใกล้ 0 องศา) แสดงวา่พืน้ผิวนัน้มี
ความชอบน า้มากกวา่พืน้ผิวทีใ่ห้มมุสมัผสัที่มากกวา่ (ใกล้ 180 องศา) 

 

 
 
รูปที่ 1.6 มมุสมัผสัและการเปียก A) แสดงตวัอยา่งพืน้ผิวที่เกิดการเปียก, B) แสดงตวัอยา่งพืน้ผิวที่ไมเ่กิดการ
เปียก 
 
1.9 การดูดซับของโปรตีน (Protein adsorption) 

โปรตีนเป็นพอลเิมอร์ของกรดอะมิโนซึง่ยดึเหน่ียวกนัด้วยพนัธะเพปไทด์ และสามารถเกิดพนัธะภายใน
สายพอลเิมอร์ผา่นแรงตา่งๆ โครงสร้างของโปรตีนมีสีร่ะดบั ได้แก่ โครงสร้างปฐมภมูซิึง่เป็นโครงสร้างที่แสดงถึง
ล าดบัของกรดอะมิโนแตล่ะชนิดและจ านวนโมเลกลุของกรดอะมโิน โครงสร้างทตุิยภมูิเป็นโครงสร้างที่เกิดจาก

การขดหรือม้วนตวัของโครงสร้างปฐมภมูิ เช่น α-helices หรือ -sheets โครงสร้างตติยภมูิจะเกิดจากการ
รวมตวักนัของโครงสร้างทตุิยภมูิด้วยแรงยดึเหน่ียวออ่นๆ เป็นรูปร่างสามมิติ โดยโครงสร้างตติยภมูขิองโปรตีนแต่
ละชนิดมีลกัษณะจ าเพาะขึน้อยูก่บัล าดบัของกรดอะมิโนในสายพอลเิพปไทด์ และโครงสร้างจตรุภมูิ  
 

1.9.1 ตวัแปรทีมี่ผลต่อการดูดซบัของโปรตีน 
1. โครงสร้าง (conformation) ของ bovine serum albumin นัน้พบวา่มีผลตอ่การดดูซบัของโปรตีนบน

พืน้ผิวเนื่องจากจะมีผลตอ่ประจภุายนอก และขนาด โดยโครงสร้างของโปรตีนนัน้เปลีย่นแปลงตามคา่ 

ө ө 
AA  BB  

10 mM  9 mM 10 mM + 
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pH ของสารละลายโดย ณ pH ทีเ่ป็นกรดสงู (pH< 2.7) พบวา่โครงสร้างของโปรตีนจะยดืออก จดัอยู่
ในรูปของ expanded conformation (E-form) และเมื่อ pH สงูขึน้ประมาณ 4.3 พบวา่โครงสร้างของ
โปรตีนจะอยูใ่นรูป fast conformation (F-form) ณ pH ที่เป็นกลาง พบวา่โปรตีนจะอยูใ่นรูปของ 
normal form (N-form) โครงสร้างของโปรตีนจะอยูใ่นรูปของ basic conformation (B-form) เมื่ออยูใ่น
สารละลายที่มี pH มากกวา่ 831 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 1.7  BSA conformation ณ pH ตา่งๆ32 
 

2. ชนิดของแรงกระท าระหวา่งโปรตนี และพืน้ผิวสมัผสั 
แรงดงึดดูที่มีผลตอ่การดดูซบัของโปรตีน ได้แก่ hydrophobic interaction ซึง่จดัเป็นแรงหลกั

ที่เกิดขึน้ระหวา่งโปรตีนและพืน้ผิวที่ไมม่ีขัว้ ซึง่สง่ผลให้เกิดการดดูซบับนพืน้ผิวของ PDMS ได้ ซึง่พบวา่
แรงนีท้ าให้เกิดการดดูซบัของโปรตีนที่ pI ได้33, 34 นอกจากนี ้electrostatic  interaction แรงนีจ้ะเกิดขึน้
ระหวา่งโปรตีนกบัพืน้ผิวที่มีประจ ุการดดูซบัของโปรตีนบนพืน้ผิวยงัสามารถเกิดจาก hydrogen 
bonding ระหวา่ง hydroxyl-carbonyl group, amide-carbonyl radicals หรือ amide-hydroxyl 
bonds  

3. Ionic strength  
คา่ ionic strength มีผลตอ่แรงกระท าระหวา่งโปรตีนกบัพืน้ผิว35 และแรงกระท าระหวา่ง

โปรตีน-โปรตีน โดยพบวา่แรงดงึดดูทางประจรุะหวา่งพืน้ผิวกบัโปรตีนจะลดลงเมื่อความเข้มข้นของ
เกลอืมากขึน้  

 
1.10 งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
 การพฒันาพืน้ผิวของ PDMS ด้วยเทคนิค layer by layer ของ polyelectrolyte ได้มีการพฒันาอยา่ง
มากเพื่อใช้งานตา่งกนั ได้มกีารรายงานถงึการศกึษาที่ดดัแปรพืน้ผิวเพื่อมุง่ปรับปรุงคา่ electroosmotic flow 
หรือ EOF ให้มีคา่ทีด่ีขึน้นัน้ Liu และคณะ30 ได้ปรับปรุงพืน้ผิวบนไมโครชิพแชนเนลให้มีคา่ EOF ที่ดีขึน้ โดยใช้
การสร้าง PEMs จาก polyelectrolyte 2 ชนิด คือ polybrene และ dextran sulfate (DS) บนไมโครชิพท่ีท าจาก 
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PDMS พบวา่การเคลอืบ PB/DS เพียง 2 ชัน้สง่ผลให้คา่ EOF มีความคงทีม่ากขึน้เมื่อเปรียบเทยีบกบัใน 
channel เปลา่ และการเคลอืบ PB/DS นีย้งัช่วยเพิ่มอายกุารใช้งานของ microchip ได้มากกวา่ 100 รอบ 
นอกจากนีไ้ด้มีการเคลอืบผิวชัน้ในของ microchannel ด้วย คู ่poly(allyl amine hydrochloride, PAH) และ 
PSS ซึง่พบวา่คา่ EOF สงูขึน้เช่นกนั36  นอกจากนีไ้ด้มีการศกึษา PEMs ระบบ PDADMAC/PSS เคลอืบใน 
microchannel เพื่อเพิม่เสถียรภาพของคา่ EOF เช่นกนั ซึง่สามารถเพิ่มประสทิธิภาพการแยกของ uric acid 
และ ascorbic acid37 
  Makamba และคณะ ได้ท าพฒันาวิธีการดดัแปรพืน้ผิว PDMS ให้มีความชอบน า้โดยใช้เทคนิค 
layer by layer และการ crosslinked modified PEMs ของ poly(ethyleneimine) และ poly(acrylic acid) และ
การท าปฏิกิริยากบั poly(ethylene glycol)  โดยพบวา่พืน้ผิวนีส้ามารถรักษาความชอบน า้ได้นานถึง 77 วนั ใน
อากาศและสามารถต้านทานการดดูซบัโปรตีนได้เป็นอยา่งดี38 Yuan และคณะ ได้รายงานภาวะในการสร้าง 
PEMs ของ polyelectrolyte คู ่chitosan/alginateโดยสมบตัิของพืน้ผิว ความหนาของชัน้ฟิล์มสามารถควบคมุ
ได้โดยควบคมุ pH ของสารละลาย polyelectrolyte ในขัน้ตอนการเตรียม โดยพบวา่ความหนาลดลงเมื่อ pH 
ของ alginate เพิ่มขึน้ โดยควบคมุให้ pH ของ chitosan เทา่กบั 3 ที่ส าคญัในงานวจิยันีพ้บวา่ PEMs ที่มี 
chitosan เป็นชัน้นอกสดุมีความชอบน า้มากกวา่ชัน้ท่ีมี alginate อยูช่ัน้นอกสดุ21 Martins และคณะได้รายงาน
ถึงความชอบน า้ของ PEMs ระบบนีเ้ช่นเดียวกนั19 
 การดดูซบัโปรตีนบนชัน้ฟิล์ม PEMs นัน้สามารถเกิดผา่นแรงหลายชนิด โดยเฉพาะแรงดงึดดูระหวา่ง
ประจ ุได้มีการศกึษาดดัแปรพืน้ผิว PDMS โดยการสร้างเป็นฟิล์ม PEMs จ านวนมาก ในการศกึษาวิจยัเพื่อเพิม่
การดดูซบัของโปรตีนบนพืน้ผิวนัน้ สว่นใหญ่ท าการปรับปรุงพืน้ผิวให้มีประจตุรงข้ามกบัประจบุนโปรตีน 
Salloum และคณะ ได้รายงานถงึประสทิธิภาพของ PEMs ระบบ PDADMAC/PSS ในการเพิม่การเกาะติดของ 
BSA ที่ pH 7.4 โดยอาศยัแรงดงึดดูทางไฟฟ้า ทางคณะผู้วจิยัได้พบวา่ปริมาณของโปรตีนขึน้อยูก่บัความหนา
ของชัน้ฟิล์ม ในงานวิจยันีไ้ด้รายงานถึงการดดูซบัของโปรตีนบนพืน้ผิวที่มีประจเุหมือนกนัได้สามารถเกิดเช่นกนั 
แตใ่นปริมาณที่น้อยกวา่โดยผา่นแรงอื่นๆ แทน17 เช่นเดียว กบังานวิจยันีท้ี่ได้การดดัแปรพืน้ผิวด้วย poly(L-
lysine), PLL และ poly(L-glutamic acid)-g-poly(ethylene glycol), PGA-g-PEG พบวา่โปรตีนสามารถดดูซบั
บนพืน้ผิวที่ดดัแปรด้วย poly-L-lysine มากกวา่พืน้ผิวทีเ่คลอืบด้วย  poly(L-glutamic acid)-g-poly(ethylene 
glycol) เนื่องจากความเป็นประจบุวก จึงสามารถจบักบัโปรตีนที่ pH 7.4 ได้ดี39 
  ในการพฒันาชัน้ฟิล์มเพื่อลดการดดูซบัของโปรตีนนัน้ งานวิจยัสว่นมากมุง่ศกึษาเพื่อเพิม่ความชอบ
น า้ของพืน้ผิวหรือท าให้พืน้ผิวมีประจทุี่เหมือนกบัประจขุองโปรตีนที่ต้องการศกึษาเพื่อเพิม่แรงผลกัระหวา่งประจ ุ
Liu และคณะ40 ได้ปรับปรุงพืน้ผิวบนไมโครชิพแชนเนลที่ท าจากแก้วในการตรวจวดั DNA โดยการเคลอืบ PB ลง
บนพืน้ผนงัของไมโครชิพแชนเนล ผลที่ได้คือ reversed EOF นอกจากนีก้ารเคลอืบ PB นัน้ยงัชว่ยลดการดดูซบั
ของ non-selective ของ oligonucleotides เมื่อท าการทดลองเปรียบเทียบกบัการดดูซบัในแชนเนลเปลา่ 
นอกจากนีฟิ้ล์ม chitosan และ methyl-poly(ethylene glycol) บนพืน้ผิวของ PDMS ซึง่พบวา่พืน้ผิวที่เตรียมได้
มีความสามารถในการต้านทานการดดูซบัโปรตีนได้อยา่งดีเยี่ยม ท าให้อปุกรณ์ทีเ่ตรียมได้มีความสามารถในการ
แยกสารได้อยา่งมีประสทิธิภาพ41 นอกจากนีไ้ด้มีการพฒันาพืน้ผิวที่ลดการเกาะติดของโปรตีนโดยใช้คู ่
polyelectrolyte ของ poly(allylamine hydrochloride) (PAH) และ poly(acylic acid) (PAA)42 chitosan และ 
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alginate เป็น polyelectrolyte ทีม่ีการใช้อยา่งมากในการพฒันาเตรียมเป็นชัน้ฟิล์มที่ลดการดดูซบัของโปรตีเช่น
กนั43, 44  

จากการค้นคว้ายงัไมม่ีรายงานการศกึษาพฒันาพืน้ผิวโดยการสร้างชัน้ PEMs ของ PDADMAC/PSS 
และ chitosan/alginate เพื่อดดัแปรพืน้ผิวของ PDMS ที่สามารถเพิ่มหรือลดปริมาณการดดูซบัของโปรตีนบน
พืน้ผิว และช่วยในการรักษาเสถียรภาพของคา่ EOF ของ PDMS microfluidic device ได้ ดงันัน้ในการศกึษานี ้
จึงมุง่พฒันาพืน้ผิวที่สามารถเคลอืบบน PDMS เพื่อเพิ่มความชอบน า้ด้วยฟิล์ม polyelectrolyte multilayer ของ
ระบบ strong และ weak polyelectrolyte 
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บทที่ 2 
วิธีการทดลอง 

 
2.1 สารเคมี 

Sylgard® 184 silicone elastomer kit (บริษัท Dow Corning, USA) polyelectrolyte ที่ใช้ในการศกึษา
ครัง้นีไ้ด้แก่ poly(diallyldimethylammonium chloride)  (PDADMAC) (Mw ~ 200,000-350,000) ความ
เข้มข้น 20% ในน า้, poly (sodium-4-styrene-sulfonate) sodium salt (PSS) (Mw ~ 70,000), alginic acid 
sodium salt,  (viscosity of 20.0-40.0 cps.) จากบริษัท Sigma-Aldrich, chitosan (Mw 57,000) was 
purchased from A.N. Lab, Thailand   

Bovine serum albumin (Mw  66,000 Da) และ bicinchoninic acid protein assay kit จากบริษัท 
Sigma-Aldrich; sodium chloride (A.R. grade), sodium hydroxide (A.R. grade), sodium acetate 
trihydrate (A.R. grade), potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) (A.R. grade), disodium hydrogen 
phosphate anhydrous (Na2HPO4) (A.R. grade), sodium phosphate (Na3PO4.12 H2O) (A.R. grade), 
sodium borate (Na2B4O7.10H2O) (A.R. grade), potassium chloride (KCl, Mw =74.55) จากบริษัท Carlo 
Erba; potassium chloride (A.R. Grade), phosphoric acid, glacial acetic acid, hexane (HPLC grade), 
hydrogen peroxide 30% (for synthesis), sulfluric acid 95-99% (A.R. grade) จากบริษัท Merck สารเคมี
ทัง้หมดท่ีใช้ในการทดลองนีน้ ามาใช้โดยไมไ่ด้มกีารท าให้บริสทุธ์ิอีกครัง้ สารละลายทกุชนิดเตรียมและเจือจาง
ด้วยโดยใช้น า้ที่ผา่นการก าจดัไอออนแล้ว (น า้ DI)  สารเคมีที่ใช้ในการศกึษาสว่นท่ีสอง gold (III) chloride 
trihydrate, 99.9+% (HAuCl4·3H2O, Mw =393.83) และ sodium citrate dehydrate, 99+% 
(Na3C6H5O7·2H2O, Mw =294.1) จาก Aldrich; sodium borohydride (NaBH4, Mw =37.83)  จากบริษัท 
Labchem, Australia  

 
2.2 เคร่ืองมือ 

เคร่ืองมือ รุ่นของเคร่ืองมือ 

1. UV-visible spectrophotometer Hewlett Packard 8453 
2. Standard Contact Angle Goniometer with DROP 
image standard 

Ramé-hart Model 200 

3. Zetasizer Nano ZS, UK 
4. pH meter Precisa pH900 
5. Attenuated Total Reflectance Fourier-Transform 
Infrared Spectroscopy (ATR-FTIR)   
6. เคร่ืองก าเนดิไฟฟ้าศกัย์แรงสงู 
7. ดิจิทลัมลัติมเิตอร์  
 
 

Nicolet 6700 
 

CZE 1000R บริษัท Spellman 
บริษัท Uni-Trend International Limited รุ่น UT 

60F interface with computer (การทดลองตอนที ่
A.1) และ Nano voltmeter, Keithley Model 
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8. Vacuum Pump  
9. Function Generator 
10.  Microscope  
11 DC และ AC current source 

2182A, USA 
บริษัท Vacuubrand รุ่น ME2 

GW INSTEK SFG-2110, Taiwan 
MICROS AUSTRIA LILY MCX500, Australia 

Keithley Model 6221, USA 
 

2.3 การเตรียมสารละลาย 
2.3.1 สารละลายบฟัเฟอร์ที่ใช้ในการศกึษานีไ้ด้แก่ สารละลาย borate buffer ความเข้มข้น 1 mM ที ่pH 9.2; 

สารละลาย phosphate buffer pH 3, 7 และ 11 โดยในแตล่ะ pH ท าการเตรียมที่ความเข้มข้น 9 และ 
10 mM ในน า้ Milli-Q โดยเตรียมที่ pH 3, 7 และ 11; สารละลาย acetic-acetate buffer ความเข้มข้น 
1 mM ที่ pH 3.5 และ 5 ใช้ในการศกึษาการดดูซบัของโปรตีนในหวัข้อ A.1.7; สารละลาย acetic-
acetate buffer ความเข้มข้น 10 mM ที่ pH 4, 5.5 และ 6 ใช้ในการศกึษาหวัข้อ 2.4.1.2;  pH 7.4 
phosphate buffer saline (PBS) ความเข้มข้นท่ีเลอืกใช้ในการศกึษาคือ 10 mM และ 1 mM  

2.3.1.1 PBS 10 mM 
ท าการละลาย NaCl 8.0 ± 0.1 g, KCl 0.20 ± 0.01 g, Na2HPO4 1.4 ± 0.1 g, และ 
KH2PO4 0.24 ± 0.01 g ด้วยน า้ DI 800 mL ปรับคา่ pH ของสารละลายเป็น 7.4 ด้วย 
0.1 M HCl และ 0.1 M NaOH จากนัน้ปรับปริมาตรสดุท้ายเป็น 1000 mL ด้วยน า้ DI45 

2.3.1.2 PBS 1 mM 
 ท าการเจือจางสารละลาย PBS เข้มข้น 10 mM 10 เทา่  

 
2.3.2 สารละลาย polyeletrolyte 

2.3.2.1 สารละลาย 1 และ 10 mM PDADMAC และ PSS ใน 1 M NaCl 
เตรียมโดยเจือจางสารละลาย 100 mM ของ polyelectrolyte ในอตัราสว่นท่ีเหมา

สะ ในสารละลาย 1 M NaCl  
2.3.2.2  สารละลาย 5 mM chitosan ใน 1 M NaCl 

ขัน้ต้นท าการเตรียมสารละลาย stock solution chitosan โดยละลายผง chitosan 
1.6 ± 0.1 g ใน 10 mL glacial acetic acid เป็นเวลา 120 นาที  เติมน า้กลัน่จนมี
ปริมาตรประมาณ 800 mL ป่ันกวนให้ผง chitosan ละลายหมดโดยทิง้ไว้ข้ามคืน เมื่อ 
chitosan ละลายหมดแล้วให้ปรับปริมาตรของสารละลายสดุท้ายเป็น 1000 mL ด้วย
น า้ DI  

ในการเตรียมสารละลาย 5 mM chitosan ใน 1 M NaCl นัน้ท าการละลาย 5.8 ± 
0.1 g NaCl ใน 25 mL ของสารละลาย 10 mM acetic-acetate buffer และ 50 mL 
ของ 10 mM chitosan ป่ันกวนให้สารละลายเข้าเป็นเนือ้เดยีวกนั   จากนัน้ปรับ pH 
ของสารละลาย chitosan ด้วย 0.1 M NaOH หรือ 0.1 M HCl  จึงปรับปริมาตรสดุท้าย
เป็น 100 mL ด้วย acetic-acetate buffer ณ pH นัน้ๆ  



15 
 

 

2.3.2.3 สารละลาย 5 mM alginateใน 1 M NaCl 
ในขัน้ต้นท าการเตรียม stock solution ของ alginate โดยละลาย alginic acid 

sodium salt  2.0 ± 0.1 g ด้วย 800 mL น า้ DI  ป่ันกวนจนละลายหมด  ปรับปริมาตร
สดุท้ายเป็น 1000 mL ด้วยน า้ DI  

ในการเตรียมสารละลาย 5 mM alginate นัน้ท าการละลาย  5.8 ± 0.1 g NaCl ใน 
50 mL ของ 10 mM alginate และ 25 mL ของ 10 mM acetic-acetate buffer คนให้
สารละลายเป็นเนือ้เดยีวกนั   จากนัน้ปรับ pH  ด้วย 0.1 M NaOH หรือ  0.1 M HCl  
แล้วจึงปรับปริมาตรสดุท้ายเป็น 100 mL ด้วย acetic-acetate buffer ณ pH นัน้ๆ 

 
สารละลายทกุชนดิที่ใช้ในการศกึษาใน microfluidic device จะท าการกรองผา่น Nylon 

filter 0.2 m ก่อนน าไปใช้  
 

2.3.3 สารละลาย Bovine Serum Albumin (BSA) 
  สารละลาย BSA ทกุความเข้มข้นเตรียมใน 1 mM ของ สารละลายบฟัเฟอร์ตา่งๆ ส าหรับทกุการ

ทดลองยกเว้นการศกึษาหวัข้อ  A.1.7.1  ซึง่สารละลาย BSA ละลายใน 10 mM PBS 
 
2.3.4 สารละลาย sodium citrate ความเข้มข้น 30 mM  
     สารละลาย sodium citrate ความเข้มข้น 30 mM นี ้เตรียมโดยเจือจาง 0.1 M sodium citrate ใน

อตัราสว่นท่ีเหมาะสมด้วยน า้ DI  
 

2.4 วิธีการทดลอง 
2.4.1 ศกึษาการสร้างฟิล์มบางบนแผน่ควอตซ์ 

2.4.1.1 ศกึษาการเตรียมฟิล์มบาง PDADMAC/PSS 
การเคลอืบติดของแผน่ฟิล์มบางสามารถติดตามได้จากการวดัคา่การดดูกลนืแสง

ของฟิล์มบางบนแผน่ควอตซ์โดยใช้เคร่ือง UV-vis spectroscopy  โดยในขัน้ต้นท า
ความสะอาดแผน่ควอตซ์สไลด์โดยแชว่สัดใุนสารละลาย  piranha  (H2SO4:H2O2, 3:1)  
เป็นเวลา 30 นาที    เมื่อครบตามเวลาที่ก าหนดให้ล้างแผน่ควอตซ์ด้วยน า้ DI หลายๆ
ครัง้   จากนัน้เป่าจนแผน่ควอตซ์แห้ง น าแผน่ควอตซ์ที่ท าความสะอาดแล้วจุ่มใน
สารละลาย 10 mM PDADMAC ใน 1 M NaCl เป็นเวลา 2 นาที จากนัน้ล้างด้วยน า้ DI  
นาน 2 นาที จ านวน 3 ครัง้   จะได้ฟิล์มบางของ PDADMAC เคลอืบบนแผน่ควอตซ์
เป็นชัน้ท่ี 1   จากนัน้น าไปจุ่มในสารละลาย polyelectrolyte ที่มีประจเุป็นลบ  10 mM 
PSS ใน 1 M NaCl เป็นเวลา 2 นาที  จากนัน้ล้างด้วยน า้  DI  นาน 2 นาที จ านวน 3 
ครัง้   จะได้ฟิล์มบางชัน้ท่ี 2 เคลอืบบนแผน่ควอตซ์   ท าการเคลอืบฟิล์มบางซ า้จนได้
จ านวนชัน้ตามที่ต้องการ    ในการวดัคา่การเคลอืบตดิของฟิล์มบางจะท าการวดัคา่
การดดูกลนืแสงของฟิล์มบางที่ความยาวคลืน่ 228 nm    
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2.4.1.2 ศกึษาการเตรียมฟิล์มบาง chitosan/alginate 
ในการศกึษาสว่นนี ้เพื่อหา pH ที่เหมาะสมในการสร้างฟิล์มบางหลายชัน้ของ 

chitosan และalginate ซึง่เป็น polyelectrolyte ที่มีการแตกตวัเป็นประจแุตกตา่งกนั
ไปตามคา่ pH ตา่งกนั  โดยท าการศกึษา chitosan ที ่pH 4 และ 5.5   ในขณะท่ี 
alginate เตรียมที่  pH  5.5  และ 6 ท าการเคลอืบฟิล์มบางบนแผน่ควอตซ์โดยเคลอืบ
ชัน้ท่ี 1 ด้วยสารละลาย 5 mM chitosanใน 1 M NaCl  เป็นเวลา  5 นาที  จากนัน้ล้าง
ด้วย acetic-acetate buffer ที่คา่ pH เดียวกบัสารละลายchitosanเป็นเวลา 5 นาที  
จ านวน 3 ครัง้   จากนัน้เคลอืบฟิล์มบางชัน้ท่ี 2 ด้วยสารละลาย 5 mM alginateใน 1 M 
NaCl  เป็นเวลา  5 นาที  จากนัน้ล้างด้วย acetic-acetate buffer ที่คา่ pH   เดียวกบั
สารละลายalginateเป็นเวลา 5 นาที จ านวน 3 ครัง้   ท าการเคลอืบฟิล์มบางซ า้จนได้
จ านวนชัน้ตามที่ต้องการ    ในการวดัคา่การเคลอืบตดิของฟิล์มบางจะท าการวดัคา่
การดดูกลนืแสงของฟิล์มบางที่ความยาวคลืน่ 201 nm    
 

ตารางที่  2.1   ค่า pH ของสารละลาย chitosan และสารละลาย alginate ส าหรับศึกษาการเคลือบฟิล์มบาง
จาก chitosan และalginate 

pH of chitosan solution pH of alginate solution 

4 5.5 

4 6.5 

5.5 5.5 

5.5 6.5 

 
 2.4.2 การหลอ่แผน่ PDMS  
      ผสม PDMS precursor กบั curing agent ในอตัราสว่น 10:1 โดยน า้หนกั คนสว่นผสมทัง้สองสว่น 
และน าไปดดูฟองอากาศออกโดยใช้ป๊ัมสญุญากาศ เทสารละลาย PDMS ลงบนแมแ่บบ (mold) น าไปอบ
ที่อณุหภมูิ 65๐C เป็นเวลา 2 ชัว่โมง ทิง้ให้เย็น แล้วลอกแผน่ PDMS ออกจากแมพ่มิพ์  
 
 2.4.3 ศกึษาภาวะการสร้าง PEMs บนชิน้งาน PDMS 

2.4.3.1 การเตรียมพืน้ผิวของ PDMS 
แช่ชิน้ PDMS ในเมทานอล 5 นาที จากนัน้ท าความสะอาดแผน่ PDMS ด้วย 

Magic tape จนชิน้งานสะอาด จากนัน้แชใ่น 1 M NaOH เป็นเวลา 15 นาที   จากนัน้
ล้างชิน้ PDMS ด้วยน า้ DI เพื่อก าจดั NaOH จนหมด 

2.4.3.2 การเคลอืบฟิล์ม PDADMAC/PSS บนชิน้ PDMS  



17 
 

 

ท าการเตรียมฟิล์ม PDADMAC/PSS บนชิน้งาน PDMS ที่ท าความสะอาดแล้วใน
หวัข้อ 2.4.3.1 ตามรายละเอียดในหวัข้อ 2.4.1.1 ท าการติดตามการติดของ PEMs บน 
PDMS ด้วยเทคนคิ ATR-FTIR 

2.4.3.3 การเคลอืบฟิล์ม chitosan/alginate บนชิน้ PDMS  

ท าการเตรียมฟิล์ม chitosan/alginate บนชิน้งาน PDMS ที่ท าความสะอาดแล้วใน
หวัข้อ 2.4.3.1 ตามรายละเอียดในหวัข้อ 2.4.1.2 โดยเลอืกใช้ pH ที่ได้จากการทดลอง
ตอนที่ 2.4.1.2 ที่เหมาะสม ท าการติดตามการตดิของ PEMs บน PDMS ด้วยเทคนคิ 
ATR-FTIR 

2.4.3.4 การติดตามการสร้าง PEMs บนพืน้ผิว PDMS ด้วยเทคนดิ ATR-FTIR 
ในการศกึษานีใ้ช้เทคนิค ATR-FTIR ในการติดตามการสร้าง PEMs บนพืน้ผิว 

PDMS ในสภาวะตา่งๆ นัน้ โดยวดัจ านวนตวัอยา่ง 2 ตวัอยา่ง แตล่ะตวัอยา่งท าการวดั
ทัง้หมด 3 ครัง้ในต าแหนง่ที่ตา่งกนั  

 
Part A การศึกษาผลของการเคลือบชิน้งานของ PDMS ด้วย PEMs ต่อค่า EOF และการดดูซับโปรตนี 
A.1 การศึกษาผลของการดดัแปรพืน้ผิว PDMS ดว้ย PDADMAC/PSS ต่อค่า EOF 
 ในการทดลองนีท้ าการเคลือบพืน้ผิวด้วยคู ่PDADMAC/PSS ซึง่จ านวนประจตุอ่สายพอลเิมอร์ไมข่ึน้อยูก่บั 
pH ใน microfluidic device เพื่อท าศกึษาคา่ EOF และความเสถียรของคา่ EOF เปรียบเทียบกบัคา่ความชอบ
น า้และไมช่อบน า้ของพืน้ผิวที่พฒันาขึน้ โดยศกึษาที่ความเข้มข้นของ polyelectrolyte เทา่กบั 1 และ 10 mM  
 

A.1.1 การหลอ่แผน่ PDMS  
      ในการศกึษาที่เก่ียวข้องกบั microfluidic device นัน้ mold ที่ใช้ในการศกึษาได้แก่ silicon wafer ที่
ไมม่ีแบบใดๆ เพื่อท าเป็น blank ส าหรับประกอบเป็น microfulidic device และแบบที่มี microchannel 
เป็นรูป straight channel ตามทีแ่สดงในรูปท่ี 2.1  

  

 
 

รูปที่ 2.1 ภาพจ าลองรูปแบบ microchannel  
  L คือ ความยาว channel  ในการทดลองนีใ้ช้ความยาว 3.8 – 3.9 cm 

  d คือ ความกว้าง channel  ในการทดลองนีใ้ช้ความกว้าง 50 m 
 
 หมายเหตุ แม่พิมพ์ที่ใช้ในการทดลองนี  ้เตรียมโดยเจ้าหน้าที่ศูนย์เทคโนโลยีไมโครอิเล็กทรอนิกส์ 
(TMEC) แหง่ศนูย์เทคโนโลยีอิเลก็ทรอนิกส์และคอมพิวเตอร์แหง่ชาติ (NECTEC) 

Channel 
 L 

d 
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A.1.2 การ seal ชิพ ด้วยวิธี reversible 
      ท าความสะอาดแผน่ PDMS ทัง้แผน่ท่ีม ีchannel และแผน่เปลา่ด้วยเมธานอล ท าการประกบแผน่
ทัง้สองเข้าด้วยกนั แล้วน าไปอบที่ 65๐C เป็นเวลา 15 นาท ี
 
A.1.3 การเคลอืบ PEMs ใน microchannel 
      ในการเคลอืบ PEMs ใน microchannel  ใช้ปัม้สญุญากาศในการดดูสารละลายตา่งๆ เข้าสู ่
microchannel โดยขัน้แรกท าการดดูน า้ Milli-Q เข้าไปในไมโครชิพท่ีเตรียมไว้แล้ว หลงัจากนัน้ผา่น 
methanol เพื่อท าความสะอาด channel และผา่นน า้ Milli-Q อีกครัง้ แล้วท าการบรรจ ุ0.1 M NaOH ให้
เต็ม channel  ทิง้ไว้ 15 นาที แล้วท าการล้างด้วยน า้ Milli-Q อีกครัง้ หลงัจากนัน้ท าการเคลอืบ PEMs ชัน้

ที่ 1 โดยบรรจสุารละลาย 100 L ของ PDADMAC (polycation) เข้าสู ่microchannel จนเต็ม channel  

ทิง้ไว้ 15 นาที แล้วล้างด้วยน า้ Milli-Q ปริมาตร 100 L เพื่อล้าง microchannel เป็นจ านวน 3 ครัง้ แล้ว

ท าการเคลอืบชัน้ท่ีสอง โดยบรรจ ุmicrochannel ด้วย 100 Lของ PSS (polyanion) ทิง้ไว้ 15 นาที ท า
การล้างออกด้วยน า้ Milli-Q อีกครัง้ตามที่ได้กลา่วไปแล้ว ท าซ า้ไปจนครบ 10 ชัน้   
  
A.1.4 การวดัคา่ EOF ด้วยวิธี current monitoring method  
      ท าการวดัคา่ EOF ของ microchannel ของทกุชัน้เคลอืบ โดยท าการศกึษาผลของจ านวนชัน้
เคลอืบ และความเข้มข้นของ polyelectrolyte โดยความเข้มข้นที่ใช้ในการศกึษาคือ 1 และ 10 mM ใน 1 
M NaCl ในการวดัคา่ EOF ท าการจดัวางอปุกรณ์ทัง้หมดดงัรูป 2.2 โดยใช้ศกัย์ไฟฟ้า 600 V และตวั
ต้านทาน 1.007 kΩ และในกรณีที่การเปลีย่นแปลงของความตา่งศกัย์มคีา่น้อยกวา่ 0.2 mV จะเปลีย่น
ขนาดตวัต้านทานเป็น 2 kΩ  

1. บรรจ ุphosphate buffer ความเข้มข้น 10 mM ลงไปในmicrochannel จนเต็ม แล้วปิ
เปตสารละลายความเข้มข้น 9 mM ของ phosphate buffer ที่ควบคมุ pH เทา่กบั 7 
บรรจใุน reservoir อนัหนึง่ และปิเปต phosphate buffer ความเข้มข้น 10 mM ลงใน 
reservoir อีกอนัหนึง่โดยควบคมุให้มีปริมาตรเทา่กนัทัง้สองข้าง โดยใช้ปริมาตร 70-100 

L ขึน้อยูก่บัความหนาของไมโครชิพ ดงัรูปข้างลา่ง 

 
 

2. ให้ศกัย์ไฟฟ้าแก่อปุกรณ์ และอา่นคา่กระแสไฟฟ้าทีเ่กิดขึน้ และระยะเวลาที่การ
เปลีย่นแปลงกระแสไฟฟ้าคงที่ ซึง่คือเวลาที่ของเหลวใน reservoir ด้านหนึง่ได้เคลือ่นท่ี
ถึงอีกด้านหนึง่ และค านวณคา่ EOF ตามสมการที่ 1 

3. ท าซ า้ขัน้ตอนที่ 1 โดยท าการกลบัขัว้ไฟฟ้า (สารละลายบฟัเฟอร์ 10 mM จะเคลือ่นท่ีเข้า
ใน channel แทนที่ความเข้มข้น 9 mM) นบัเป็น 1 รอบการทดลอง 

10 mM  9 mM 10 mM 
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4. ด าเนินการทดลองเช่นเดียวกบัข้อ 1-3 โดยการทดลองเพื่อศกึษาคา่ EOF ณ สภาวะ
หนึง่ๆ จะท าการทดลองอยา่งน้อย 6 ครัง้ (3 รอบไป-กลบั)  

5. Microfluidic device ทีถ่กูเคลอืบด้วย PDADMAC ภายในบริเวณผนงัจะเป็นประจบุวก 
ดงันัน้การวดัคา่ EOF จึงต้องท าการจดัการทดลองใหมใ่นขัน้ 1 เป็นดงัรูปข้างลา่ง 
 

 
 

 
 

 
รูปที่ 2.2 แสดงการจดัวางอปุกรณ์ส าหรับ current monitoring method 

 
เมื่อ   HV คือ เคร่ืองก าเนิดไฟฟ้าศกัย์สงู (High voltage power supply) 
  V คือ โวลต์มิเตอร์ (Voltmeter) 
   R คือ ตวัต้านทาน 
  L คือ ความยาวของ channel  

 
A.1.5 ศกึษาเสถียรภาพของคา่ EOF ของ microchannel ที่เคลอืบด้วย PDADMAC/PSS (ความหนา 10 
ชัน้)  
   ในการศกึษาเสถียรภาพของคา่ EOF ของ microfluidic device ทัง้ที่ผา่นการดดัแปรพืน้ผิวด้วย 
PEMs โดยวดัคา่ EOF เมื่อผา่นสารละลาย phosphate buffer ที่ pH 7 จ านวนอยา่งน้อย 10 ครัง้ และที่ 
pH 11 อีกอยา่งน้อย 10 ครัง้ หลงัจากนัน้วดัคา่ EOF ที่ pH 7 อีกอยา่งน้อย 10 ครัง้ และวดัคา่ EOF ที่ 
pH 3 ตอ่ไป กรณีของ channel ที่ไมไ่ด้เคลอืบ PEMs จะท าการวดั EOF ที่ pH 7 เทา่นัน้ โดยใช้วธีิการ
เดียวกนั 

 
 
 
 

 

HV 
+ 

V 

+ 

L 
Buffer Reservoir 

R 

10 mM  10 mM 9 mM 
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A.1.6 ศกึษาความชอบ ไมช่อบน า้ของพืน้ผิว PDMS ที่ดดัแปรด้วย PEMs 
       ในการทดลองนีจ้ะศกึษาความเข้มข้นของ PDADMAC/PSS ตอ่การสร้างเป็นแผน่ฟิล์มบน PDMS 
และความชอบน า้ ไมช่อบน า้ของพืน้ผิว โดยท าการวดัคา่มมุสมัผสั (contact angel) ของพืน้ผิวที่เคลอืบ
ด้วย polyelectrolyte ในแตล่ะชัน้  

A.1.6.1 ความเข้มข้นของ polyelectrolyte 
   ในการทดลองตอนนีจ้ะใช้ homemade robot ในการสร้าง PEMs โดยใช้เวลาใน

การจุม่ดงักลา่วไว้ในหวัข้อ 2.4.1.1 โดยความเข้มข้นท่ีใช้ศกึษาคือ 1 และ 10 mM ทัง้นี ้

ในการวดั contact angle ในการศกึษาสว่นนีท้ าการหยดน า้ DI หยดละ 10 L ลงบน
แผน่ PDMS แล้วใช้ Webcam สอ่งผา่นเลนส์ของกล้องขยายสอ่งดพูืน้ผิวและหยดน า้ 
จากนัน้บนัทกึภาพเข้าสูค่อมพวิเตอร์ด้วยโปรแกรม Microsoft Vidcap ท าการวดัมมุ
สมัผสัจากภาพที่ได้ ด้วยโปรแกรม MB-Ruler 1.52 โดยท าซ า้ 3 หยด  

 
A.1.6.2 ผลของชนิดของ polyelectrolyte ที่ตา่งกนั 

ในการทดลองสว่นนีท้ าการศกึษาคณุสมบตัคิวามชอบน า้ของ PDMS ที่เคลอืบด้วย 
PEMs ภายใต้โหมด static โดยหยด 4 µL ของน า้ DI โดยท าการวดัที่ต าแหนง่ตา่งๆ กนั 
10 ต าแหนง่บนชิน้งาน  โดยใช้โปรแกรม DROP image standard ในการวดัคา่มมุ
สมัผสั 

 
A.1.7 ศกึษาปริมาณการดดูซบัของโปรตีน bovine serum albumin (BSA) บนพืน้ผิวที่พฒันาขึน้โดย
เปรียบเทียบกบัพืน้ผิว PDMS ที่มิได้ปรับปรุงใดๆ (unmodified PDMS)  

   ในการทดลองสว่นนีมุ้ง่ศกึษาผลของชัน้เคลอืบ PEMs ที่เป็นระบบ PDADMAC/PSS และ 
chitosan/alginate ตอ่การดดูซบัของ bovine serum albumin โดยติดตามด้วย UV Visible 
spectrophotometer, ATR-FTIR และ ปริมาณ albumin ที่เหลอืในสารละลาย  

    ในการศกึษาการเกาะติดของ BSA น าชิน้งานแชใ่นสารละลาย buffer เป็นเวลาข้ามคืน จากนัน้น า
ชิน้งานไปแช่ใน 4 mL ของ 1 mg/mL BSA ในสารละลาย buffer ที่อณุหภมูิ 37oC เป็นเวลา 2 ชัว่โมง  46 
ท าการล้างชิน้งานด้วย 10 mL ของสารละลาย buffer นัน้ๆ เป่าชิน้งานให้แห้งน าชิน้งานไปวดัด้วย ATR-
FTIR   

 
A.1.7.1 ศกึษาผลของความเข้มข้นอของ buffer ตอ่การดดูซบัของ BSA บนพืน้ผิว unmodified 

PDMS  
ในการเกาะติดของ BSA บนพืน้ผิวขึน้อยูก่บัความเข้มข้นของสารละลาย buffer 

ดงันัน้ในการทดลองนีท้ าการศกึษาผลของความเข้มข้นของ PBS ที่สองความเข้มข้น 1 
และ 10 mM  

A.1.7.2 การวดัปริมาณโปรตีนในสารละลายดว้ยสารละลาย Bicinchoninic acid (BCA) 
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ในการหาความเข้มข้นของ BSA ที่สามารถดดูซบัอยูบ่นชิน้งาน ท าตามวิธีการ
ทดลองซึง่ได้รายงานไว้โดย Hoven และคณะ 47 โดยน าชิน้งานท่ีต้องการหาปริมาณ 
BSA บนพืน้ผิวมา sonicate ใน 2 mL ของ 1% wt SDS นาน 20 นาที เพื่อชะ BSA ที่
ติดอยูบ่นชิน้งานออก ปิเปตสารละลาย SDS ดงักลา่ว 250 µL ใสใ่นหลอดทดลอง 
ผสมกบั 2000 µL ของ BCA working reagent แล้วท าการ  vortex  และทิง้ไว้ที่
อณุหภมูิ 60 °C เป็นเวลา 15 นาที   จากนัน้รอให้อณุหภมูิสารผสมเทา่อณุหภมูิห้อง 
แล้วน าไปวดัคา่การดดูกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 562 nm ของสารประกอบเชิงซ้อนสี
มว่ง 

  

A.2 การศึกษาผลของตวัท าละลายเฮกเซนต่อ PDMS 
ในการปรับปรุงพืน้ผิวของ PDMS ให้มีความชอบน า้นัน้ ได้มกีารรายงานถึงการสญูเสยีของสมบตัิ

ความชอบน า้ของพืน้ผิวดงักลา่วเมื่อเวลาผา่นไป ในการศกึษาสว่นนีมุ้ง่ที่จะสกดั oligomer ของ PDMS ออกจาก
ชิน้งาน เพื่อลดการคืนกลบัของพืน้ผิว  

A.2.1 ศกึษาผลของเฮกเซนตอ่ PDMS ทีป่รับพืน้ผิวด้วย PEMs layer 
        ในการศกึษาสว่นนีท้ าการเตรียมชิน้งาน PDMS ขนาด 1x4 cm2 ท าความสะอาดชิน้ PDMS ด้วย
เมทานอล   จากนัน้น าชิน้งาน PDMS ไปแช่ในเฮกเซนเป็นเวลา 30 นาที เมื่อครบตามก าหนดเวลาให้น า
ชิน้งาน PDMS ทิง้ไว้ให้แห้งในอากาศ 

        ในกรณีที่ต้องการดดัแปรพืน้ผิวด้วย PEMs จะน าชิน้งาน PDMS แช่ใน 1 M NaOH เป็นเวลา 15 
นาที เพื่อเตรียมให้พืน้ผิว PDMS และล้างด้วยน า้ DI เพื่อก าจดั NaOH ออกจากพืน้ผิว PDMS แล้ว
ด าเนินการเคลอืบเช่นเดียวกบัวิธีการทดลองในหวัข้อ 2.4.3.2 จากนัน้ โดยใช้ PDADMAC/PSS น า
ชิน้งานท่ีได้ไปวดัคา่มมุสมัผสัในวนัท่ี 1 และ 3 โดยเก็บชิน้งานไว้ในเดซเิคเตอร์   

 
Part B การตรวจวัดปริมาณ albumin ด้วย microelectrode ของ gold nanoparticles  

ในการศกึษาสว่นนี ้เป็นการปรับจากระเบียบวิจยัที่ได้เสนอไปในการศกึษาการแยกโปรตีน ใน 
microfluidic device เนื่องจากปัญหาในการตรวจวดั ดงันัน้ทางคณะผู้วิจยัได้ประยกุต์องค์ความรู้เก่ียวกบัการ
เตรียม microelectrode ที่ได้พฒันาขึน้โดยใช้เทคนิค layer by layer และ flow deposition ระหวา่ง poly(dially 
dimethyl ammonium chloride), PDADMAC และ gold nanoparticles เพื่อตรวจวดัปริมาณ albumin  

B.1 เตรียม gold nanoparticles 
    ท าการต้มสารละลายผสมของ auric acid (HAuCl4) ความเข้มข้น 1 mM กบั สารละลาย sodium 
citrate ที่ความเข้มข้น 30 mM  
 
B.2 การสร้างทอ่ระดบัไมโครเมตรเพื่อใช้เป็นต้นแบบในการสร้างขัว้ไฟฟ้าระดบัจลุภาคของอนภุาคนาโน
ทอง 
      ตามที่ได้กลา่วมาแล้ว ในการสร้างขัว้ไฟฟ้านีจ้ะอาศยัเทคนิค flow deposition ของสารละลาย gold 
nanoparticles กบัสารละลาย PDADMAC ผา่น mold ของขัว้ที่เตรียมด้วย PDMS ในการท า mold ของ
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ขัว้นัน้ ใช้หลกัการเดียวกบัการสร้าง microfluidic device  โดยขัน้ต้นท าการออกแบบรูปแบบขัว้ และ
สร้างรูปแบบนัน้ด้วย SU-8 ซึง่รูปร่างต้นแบบของทอ่ระดบัไมโครเมตรที่ใช้นีจ้ะเป็นสองทอ่ขนานกนัมี
ขนาดกว้าง 200 ไมโครเมตร สงู 200 ไมโครเมตร และระยะหา่งระหวา่งทอ่ขนาด 200 ไมโครเมตร ดงั
แสดงในรูปท่ี 2.3 (ได้รับจากศนูย์เทคโนโลยีอิเลก็ทรอนิกส์และคอมพิวเตอร์แหง่ชาติ)  แล้วท าการหลอ่ 
mold โดยเทสารผสม sylgard 184 ลงบนต้นแบบทอ่ระดบัไมโครเมตรแล้วอบท่ีอณุหภมูิ 65ºC เป็นเวลา 
2 ชัว่โมง ตามด้วยท าการลอกแผน่ PDMS ที่มีรูปร่างต้นแบบของทอ่ระดบัไมโครเมตรออก  

 

 
 

รูปที่ 2.3 ต้นแบบของ microchannel 
 
 B.3 การเตรียมขัว้ไฟฟ้าระดบัจลุภาคของอนภุาคนาโนทอง 
     ในการสร้าง microelectrode นัน้ ท าการเจาะรูแผน่ PDMS ทีเ่ป็นต้นแบบด้วย hole puncher แล้ว

ท าการประกบกบักระจกใสด้วยเมทานอล (reversible sealing) ผา่นสารละลายทางทอ่ระดบัไมโครเมตร
ทางรูที่เจาะไว้แล้วโดยใช้ป๊ัมสญุญากาศ ในขัน้ต้นท าการสร้าง primer layer ด้วยฟิล์ม PEMs ระบบ 
PDADMAC/PSS ทีค่วามเข้มข้น 10 mM จ านวน 5 ชัน้ แล้วจงึท าการไหลผา่นสารละลายอนภุาคนาโน
ทองที่เตรียมในหวัข้อ B.1 สลบักบัสารละลาย 10 mM PDADMAC จนกระทัง่ได้จ านวนชัน้ 10 ชัน้ จะ
ท าการศกึษาประสทิธิภาพในการตรวจวดัของขัว้ไฟฟ้าที่เตรียมได้ใช้ vacuum pump ในการพา
สารละลาย albumin 
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รูปที่ 2.4 วิธีการเตรียม microelectrode โดยวิธี flow deposition (a) ขัน้ตอนการเตรียมชัน้ primer (b) การ
เตรียม  electrode48 
 

B.4 การวดัการน าไฟฟ้าโหมดสมัผสัด้วย microelectrode ของ gold nanoparticles โดยใช้ vacuum 
pump 
 ส าหรับการตรวจวดัความเข้มข้นของ albumin นัน้จะท าการผา่นสารละลาย albumin ด้วย pump ซึง่
จะท าการไหลผา่นสารละลายอลับมูินผา่นทาง microchannel ขนาด 50 ไมโครเมตร และวดัการ
เปลีย่นแปลงของการน าไฟฟ้าของสารละลาย albumin ทีค่วามเข้มข้นในชว่ง 0.1 to 10 g/L  
      ในการวดัการน าไฟฟ้าโดยใช้ขัว้ไฟฟ้าของอนภุาคนาโนทองที่เตรียมได้ โดยท าการวงจรดงัรูปท่ี 2.5 
โดยท าการตอ่ขัว้ไฟฟ้าเข้าเคร่ืองจ่ายไฟฟ้ากระแสสลบั (AC generator) โดยให้สญัญารูปคลืน่ไซด์ ขนาด
ศกัย์ไฟฟ้า 3 โวลต์ นอกจากนีท้ าการตอ่ตวัต้านทานแบบอนกุรม (ขนาด 1 กิโลโอมห์) เข้ากบัขัว้ไฟฟ้าเพื่อ
ท าการวดัคา่ศกัย์ไฟฟ้า และค านวณหาคา่กระแสไฟฟ้าจากผลคณูระหวา่งคา่ศกัย์ไฟฟ้ากบัตวัต้านทาน  

  
 
 
 
 

(a) Repeat the cycle until get 5 layers 

Flow PDAD solution Flow PSS solution 

(b) 
PDADMAC Remove 

pattern 

Metal nanoparticles 
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รูปที่ 2.5 แสดงการตรวจวดัอลับมูิลด้วยการวดัการน าไฟฟ้าโดยใช้ขัว้ไฟฟ้าระดบัจลุภาคของอนภุาคนาโนทอง48 
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บทที่ 3 
ผลการทดลอง 

 
ในงานวิจยัครัง้นีมุ้ง่ที่พฒันาพืน้ผิวที่เคลอืบบน PDMS ที่เพิ่มความชอบน า้ คา่ EOF และควบคมุการ

ติดของเกาะติดของ bovine serum albumin (BSA) บน PDMS โดยใช้เทคนคิ layer-by-layer เพื่อเตรียมเป็น 
polyelectrolyte multilayer film โดยจะท าการศกึษา PEMs สองระบบคือ ระบบของ PDADMAC/PSS และ 
ระบบ chitosan/alginate และท าการศกึษาผลของการสกดั oligomer ของชิน้งาน PDMS ด้วยตวัท าละลายเฮ
กเซน นอกจากนีไ้ด้ศกึษาประสทิธิภาพของ microfluidic device ที่มีตวัตรวจวดัเป็นขัว้ทีเ่ตรียมจากอนภุาคทอง
ระดบันาโน ในการตอบสนองตอ่คา่ความเข้มข้นของ albumin 

 
3.1 การศึกษาการเคลือบฟิล์มบางระหว่าง PDADMAC/PSS 

ขัน้ต้นจ าเป็นต้องมีการศกึษาภาวะที่เหมาะสมในการสร้าง PEMs โดยใช้ quartz slide ก่อน ส าหรับ
ฟิล์มบางระบบ PDADMAC/PSS นัน้ PDAMAC ท าหน้าทีเ่ป็น polyelectrolyte ที่แสดงประจเุป็นบวกและ 
PSS เป็นพอลอิเลก็โทรไลต์ที่แสดงประจเุป็นลบ   การศกึษาการเคลอืบติดของฟิล์มบางบนแผน่ควอต์ซ
สามารถติดตามโดยใช้การวดัคา่การดดูกลนืแสงของ PSS ที่ต าแหนง่ความยาวคลืน่ 228 nm49, 50 ดงัแสดง
ในรูปท่ี 3.1 และ 3.2  พบวา่สามารถเตรียมฟิล์ม PDADMAC/PSS ได้   โดยในช่วงแรกการเคลอืบติดของ
ฟิล์มบางเพิม่ขึน้เพยีงเลก็น้อย   แตเ่มื่อจ านวนชัน้ของฟิล์มบางเพิม่มากขึน้พบวา่คา่การดดูกลนืแสงเพิ่ม
มากขึน้ แสดงวา่มีปริมาณของ PSS เคลอืบตดิได้มากขึน้  

 

 
 

รูปที่ 3.1 สเปกตรัมการดดูกลืนแสงของฟิล์มบางระหว่าง PDADMAC/PSS ที่จ านวนชัน้ 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 
และ 16 ชัน้ โดยจ านวนชัน้ท่ีเป็นเลขคู ่แสดงถึง PSS เป็นชัน้นอกสดุของ PEMs ฟิล์ม 
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รูปที่  3.2 กราฟแสดงความสมัพันธ์ระหว่างค่าการดูดกลืนสงของฟิล์มบางกับจ านวนชัน้ของฟิล์มบาง 

PDADMAC/PSS  
 

3.2 การศึกษาการเคลือบฟิล์มบางระหว่าง chitosan/alginate  

  Chitosan และ alginate เป็น polyelectrolyte ที่มีประจแุตกตา่งกนัไปตามคา่ pH ของสารละลาย 
polyelectrolyte    ซึง่จะสง่ผลตอ่การสร้างฟิล์มบางหลายชัน้ ดงันัน้ในงานสว่นนีจ้ึงท าการศกึษาผลของ pH 
โดย pH ที่เลอืกใช้ในการสร้างฟิล์มบางส าหรับสารละลาย chitosan คือ 4 และ 5.5 โดย ณ pH นี ้chitosan 
จะแสดงประจเุป็นบวกเนื่องจากคา่ pH ที่เลอืกใช้มคีา่ต ่ากวา่คา่ pKa ของ chitosan (pKa = 6.3) ในขณะท่ี
คา่ pH ของสารละลาย alginate คือ 5.5 และ 6.5 ซึง่ pH นี ้alginate จะแสดงประจเุป็นลบ (pKa = 3.5)25 
การศกึษาการเคลอืบติดของฟิล์มบางระหว่าง chitosan กบั alginate บน quartz slide โดยติดตามคา่การ
ดดูกลนืแสงของฟิล์มบางที่มชีัน้ chitosan อยูบ่นสดุที่คา่ความยาวคลืน่ 201 nm51 โดยเมื่อจ านวนชัน้ของ
ฟิล์มบางเพิม่มากขึน้คา่การดดูกลนืแสงก็จะเพิม่ขึน้ และจากการสร้างฟิล์มบางที่ pH ตา่งๆ ของ chitosan 
และ alginate พบวา่ฟิล์มที่เตรียมได้มีความหนาที่แตกตา่งกนัตามคา่ pH โดยถ้า pH ของสารละลายใกล้
กบั pH ของ polyelectrolyte ทัง้สองชนิดมากเกินไปเป็นภาวะที่ไมเ่หมาะสมตอ่การรสร้างฟิล์ม โดยพบวา่ 
pH ของสารละลายทัง้สองเทา่กบั 5.5 เป็นภาวะทีด่ีที่สดุการสร้าง PEMs ของ chitosan/alginate 
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รูปที่ 3.3 กราฟความสมัพนัธ์ระหวา่งคา่การดดูกลนืสงของฟิล์มบาง chitosan/alginate ที่จ านวนชัน้ต่าง ณ pH 

ตา่งๆ 
 

3.3 ศึกษาการเคลือบฟิล์ม PEMs ระบบ PDADMAC/PSS บน PDMS  

ในการศกึษาการเคลอืบติดของฟิล์ม PEMs ระบบ PDADMAC/PSS บนพืน้ผิวของ PDMS นัน้ท าการ
ติดตามโดยใช้เทคนิค ATR-FTIR แทนการติดตามด้วย UV เนื่องจากการดดูกลนืแสง UV ของ PDMS โดย
สญัญาณ ATR-FTIR ของ PDMS ได้แสดงในตารางที่ 3.1 โดย PDADMAC ให้สญัญาณ IR ที่ต าแหนง่ 
wavenumber ~1450 และ ~1600 cm-1 ซึง่เป็นสญัญาณของหมู ่amine และสญัญาณที่ต าแหนง่~3300 
cm-1  ซึง่เป็นต าแหนง่ของ O-H และ N-H18, 33 อยา่งไรก็ตามสญัญาณ IR ของ PDADMAC นัน้คอ่นข้างต า่ 
ดงันัน้ในการศกึษาครัง้นีท้ าการตดิตามการเตรียมฟิล์มบางในระบบนีข้องหมูซ่ลัโฟเนตในสายพอลเิมอร์ 
PSS ณ wavenumber ~1033 และ ~1178 cm-1 21, 52 ดงัแสดงในรูปท่ี 3.4 ซึง่จะเห็นความสงูของสญัญาณ
ที่ต าแหนง่ของหมูซ่ลัโฟเนตนีส้งูขึน้เมื่อจ านวนชัน้ของฟิล์มบางเพิม่ขึน้แสดงให้เห็นการเคลอืบติดของชัน้
ฟิล์มบางบนพืน้ผิวของ PDMS17 

 
ตารางที่ 3,1 แสดงสญัญาณ IR ที่เป็น characteristic peak ของ PDMS 
ต าแหน่งสัญญาณที่ wavenumber (cm-1) พันธะ 46, 53    

~1027 และ~ 1072 stretching ของพนัธะ Si-O-Si 
 ~2906 และ~2962   C-H3 

~1260  deformation vibration ของพนัธะ CH3 
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รูปที่  3.4   สเปกตรัม ATR-FTIR ของ uncoated-PDMS และ PDMS ที่เคลือบด้วยฟิล์มบางของ 

PDADMAC/PSS ที่จ านวนชัน้ตัง้แต ่2-18 ชัน้ (แสดงเฉพาะฟิล์มบางที่มีจ านวนชัน้เป็นเลขคู่) ภาพแทรก
เป็นภาพขยายของสญัญาณ IR เมื่อจัดให้ baseline ตรงกันเพื่อแสดงการเพิ่มของสญัญาณของ 
sulfoante peak ที่ ~1033 cm-1  

 
3.4 ศึกษาการเคลือบฟิล์มบางระหว่าง chitosan/alginate 

จากผลการทดลองที่ 3.2 พบวา่ภาวะทีเ่หมาะสมในการเตรียม PEMs film ของระบบนี ้คือภาวะที่
ควบคมุให้ pH ของสารละลาย alginate และ chitosan มีคา่เทา่กบั 5.5 ดงันัน้ในการทดลองสว่นนีท้ าการ
เตรียมฟิล์ม PEMs นีโ้ดยใช้ภาวะดงักลา่ว จากรูปท่ี 3.5 แสดงสญัญาณ ATR-FTIR  ของฟิล์มบางระบบ 
chitosan/alginate ที่เคลอืบอยูบ่น PDMS ด้วยจ านวนชัน้ตา่งๆ กนั  โดย chitosan แสดงสญัญาณที่
ต าแหนง่ 1420-1500 cm-1 ซึง่เป็นต าแหนง่ทีเ่กิดจากหมูเ่อมีนภายในโครงสร้างของ chitosan แตค่วามเข้ม
ของสญัญาณคอ่นข้างต ่า ดงันัน้ในการติดตามการเคลอืบตดิของฟิล์มบางระบบ chitosan/alginate นัน้ท า

การติดตามสญัญาณที่ต าแหนง่ 1412 และ 1601 cm-1 ซึง่เป็นสญัญาณที่เกิดจาก symmetric และ 
asymmetric stretch ของหมู ่carboxylate (COO-) ใน alginate54-56 ซึง่จากรูปแสดงสญัญาณของ หมู ่
carboxylate นี ้เพิ่มขึน้เมื่อจ านวนชัน้มากขึน้ ซึง่แสดงให้เห็นวา่ภาวะการทดลองนีส้ามารถเตรียม PEMs 
film ของ chtiosan/alginate บน PDMS ได้ 
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ตารางที่ 3.2 แสดงสญัญาณ IR ที่เป็น characteristic peak ของ chitosan56 

Wavenumber (cm-1) Assignment 
3290 O-H และ N-H stretching 

2864 C-H stretching 
1645 amide I 
1584 N-H bending 

 
ตารางที่ 3.3 แสดงสญัญาณ IR ที่เป็น characteristic peak ของ sodium alginate56 

Wavenumber (cm-1) Assignment 
3700 – 3000 (broad) OH stretching 

3000 - 2850 CH stretching 
1596 Antisymmetric CO2

- 
1412 Symmetric CO2

- 
1081 - 1027 Antisymmetric stretching C-O-C 

 

 

รูปที่ 3.5   สเปกตรัม ATR-FTIR ของ uncoated PDMS และ PDMS ที่เคลอืบด้วย PEMs ฟิล์มของ 
chitosan/alginate ที่จ านวนชัน้ตัง้แตช่ัน้ท่ี 2 - ชัน้ท่ี 18 โดยแสดงเฉพาะฟิล์มบางทีม่ ี alginate อยูช่ัน้นอกสดุ 
(จ านวนชัน้เป็นเลขคู)่ ภาพแทรกเป็นภาพขยายของสญัญาณ IR เมื่อจดัให้ baseline ตรงกนัเพื่อแสดงการเพิ่ม
ของสญัญาณของ carboxylate peak ที่ ~1412 และ ~1601 cm-1 

 
Part A การศึกษาผลของการเคลือบชิ้นงานของ PDMS ด้วย PEMs ต่อค่า EOF และการดูดซับโปรตีน 

ตามที่ได้กลา่วไว้แล้ว งานวจิยัสว่นนีเ้พื่อเพิ่มความชอบน า้ (hydrophillicity) เพื่อเพิ่มคา่ 
electroosmotic flow (EOF) ของ PDMS microfluidic device ซึง่มีคา่ต า่และไมค่งที่ และควบคมุการดดู
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ซบัของโปรตีนด้วยการเคลอืบพืน้ผิวของ PDMS ด้วย polyelectrolyte multilayer (PEMs) ซึง่เตรียมได้จาก
เทคนิค layer-by-layer self assembly โดยใช้ poly(diallyldimethy lammonium chloride) (PDADMAC) 
และ chitosan เป็น cationic polyelectrolyte และ poly(styrene sulfonate) (PSS) และ alginate เป็น 
anionic polyelectrolyte และท าการศกึษาวิธีการลดการกลบัคืนของความไมช่อบน า้ของพืน้ผิว ซึง่เกิดจาก 
oligomer  

 
A.1 ศึกษาผลของการเคลือบ PDMS microfluidic device ดว้ย PDADMAC/PSS ต่อค่า electroosmotic flow 
(EOF)  

จากผลการทดลองเปรียบเทียบคา่ EOF ของ PDMS micorfluidic chip ที่ยงัมิได้เคลอืบและเคลอืบ
ด้วย PEMs ระบบ PDADMAC/PSS พบวา่คา่เฉลีย่ของ EOF ของ uncoated microchannel ที่ผา่น NaOH 
มีคา่เทา่กบั 3.6x10-4 cm2/V.s (2.1-4.8 x10-4 cm2/V.s) ซึง่ใกล้เคยีงกบัคา่ EOF ที่รายงานโดย Bao และ
คณะ (3.0 x10-4 cm2/v.s)57 อยา่งไรก็ตามคา่ SD ทีค่อ่นข้างสงูแสดงถงึความเสถียรของ EOF ที่คอ่นข้างต า่
ซึง่จะมีผลตอ่การใช้งานครัง้ตอ่ครัง้  

ใน microfluidic device ที่มีการดดัแปร microchannle ด้วย PEMs พบวา่ทิศทางของ EOF 
เปลีย่นแปลงไปตามชนิดของประจขุอง polyelectrolyte ที่อยูช่ัน้นอกสดุ (รูปท่ี 3.6) ในกรณีที่ PDADMAC 
(ชัน้คี่) อยูช่ัน้นอกสดุท าให้พืน้ผิว PDMS มีประจบุวก จึงให้คา่ EOF ที่มีคา่เป็นลบ โดยเคร่ืองหมายลบนี ้
แสดงถงึการกลบักนัของทศิทางของ EOF (reversed EOF) และเมื่อเคลอืบด้วย PSS (ชัน้คู)่ พืน้ผิวจะมี
ประจลุบซึง่จะให้คา่ positive EOF ทัง้นีค้า่ absolute EOF ในชัน้คี่มีคา่น้อยกวา่คา่ที่ได้จากพืน้ผิวที่เคลอืบ
ด้วย PSS ทัง้นีอ้าจเนื่องมาจาก steric effect ของหมู ่ammonium ซึง่อาจจะลดการเกิด ion interaction ที่
บริเวณ double layer บนผนงัของ microchannel ได้  

เมื่อจ านวนชัน้เคลอืบเพิ่มขึน้ คา่ EOF มีคา่เพิ่มขึน้ส าหรับฟิล์มทีเ่ตรียมจากทัง้สองความเข้มข้น และ
จากการศกึษาผลของความเข้มข้นของสารละลาย polyelectrolyte ตอ่คา่ EOF นัน้พบวา่ microchannel ที่
เคลอืบด้วยสารละลาย polyelectrolyte เข้มข้น 1 mM ต้องเคลอืบอยา่งน้อย 4 ชัน้จึงจะได้คา่ EOF ที่สงูสดุ
และเกือบคงที่ อยา่งไรก็ตามคา่ EOF ที่ได้จากระบบนีย้งัมคีา่ต ่ากวา่ microchannel ที่เคลอืบด้วย
สารละลาย polyelectrolyte เข้มข้น 10 mM ซึง่ให้คา่ EOF สงูที่สดุเมื่อเคลอืบด้วยจ านวนชัน้เพียง 2 ชัน้ 
ทัง้นีเ้นื่องมาจากความเข้มข้นของสารละลายที่มากกวา่สามารถเคลอืบพืน้ผิวได้ง่ายกวา่ โดยคา่เฉลีย่สงูสดุ
ของ EOF ที่มี PDADMAC เป็นชัน้นอกสดุเทา่กบั 2.30 x10-4 cm2/Vs (%RSD 9.11) และเมื่อ PSS เป็น
ชัน้นอกสดุ ได้ EOF มีคา่เฉลีย่เทา่กบั 4.40x10-4 cm2/Vs (%RSD 9.27)  ทัง้นีค้า่เฉลีย่สงูสดุนีไ้มข่ึน้อยูก่บั
ความเข้มข้นของ polyelectrolyte  
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กราฟแสดงคา่ EOF ของ PDADMAC/PSS เปรยีบเทยีบ

 ความเขม้ขน้ 1 และ 10 mM
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กราฟที่ 3.6 แสดงคา่ความสมัพนัธ์ระหวา่งคา่ EOF ของ PDMS microfluidic chip ที่เคลอืบด้วย PDADMAC 
(cationic coating, ชัน้คี)่ and PSS (anionic coating, ชัน้คู)่ กบัจ านวนชัน้เคลอืบ เมื่อใช้สารละลายเข้มข้น 10 
mM () และ 1 mM (    ) 

 
A.2 ศึกษาเสถียรภาพของ EOF ทีไ่ดจ้าก channel ทีเ่คลือบ PEMs ของ PDADMAC/PSS 

ในการศกึษาสว่นนีเ้พื่อศกึษาเสถียรภาพของฟิล์ม PDADMAC/PSS ที่เคลอืบบน microchannle โดย
ใช้ความเข้มข้นของ polyelectrolyteเทา่กบั 10 mM ที่ความหนา 10 ชัน้ คือชัน้ PSS เป็นชัน้นอกสดุ โดย
ติดตามคา่ EOF ที่เปลีย่นแปลงไปเมื่อท าการผา่นสารละลายที่ pH ตา่งๆ จากรูปท่ี 3.7 สามารถสรุปได้วา่คา่  
EOF ของพืน้ผิวที่ดดัแปรนีม้ีคา่คงที่ และไมเ่ปลีย่นแปลงเมื่อเปลีย่นแปลงคา่ pH ของสารละลายบฟัเฟอร์
ทัง้นีเ้นื่องจากหมู ่sulfonate บน PSS เป็น strong polyelectrolyte โดยคา่เฉลีย่ของ EOF ในแตล่ะช่วง pH 
มีคา่ไมแ่ตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญั และให้คา่ EOF ที่มีเสถียรภาพท่ีดีในการทดลองมากกวา่ 100 รอบ เมื่อ
เปรียบเทียบกบั microchannel ที่มิได้เคลอืบด้วย PEMs พบวา่คา่ EOF มีการเปลีย่นแปลงอยา่งมาก (1.2 
ถึง 4.4x10-4 cm2/V.s) โดยคา่ที่วดัได้นีม้ีคา่ต ่ากวา่คา่ที่ได้จาก PEMs coated microchannel ซึง่อาจเป็น
เพราะวา่การเคลอืบ PDMS ด้วย PEMs นีส้ามารถเพิ่มคา่ zeta potential ของพืน้ผิวให้สงูขึน้  

 



32 
 

 

0.0

1.0

2.0

3.0

4.0

5.0

0 20 40 60 80 100 120

Number of runs

E
O

F
 (

x
1

0
-4

 c
m

2
/V

.s
)

pH 7                          pH 11.2           pH 7            pH 3                pH 7

 
รูปที่ 3.7 เสถียรภาพของชัน้เคลอืบ PDADMAC/PSS กบัจ านวนรอบ และ pH ของ running buffer  
 

A.3 ศึกษาความชอบน ้าของฟิล์มบาง 
ในการติดตามความชอบน า้ของพืน้ผิว PDMS ท าได้โดยการวดัคา่มมุสมัผสัของชิน้งาน58-61 ถึงแม้วา่ใน

การศกึษาสว่นนีจ้ะท าบนชิน้งาน PDMS ที่ไมอ่ยูใ่นรูป microchannel แตล่กัษณะของฟิล์ม PEMs ในทัง้
สองระบบนีเ้ช่ือวา่เหมือนกนั เนื่องจากเป็นวสัดชุนิดเดยีวกนั และ microchannel มีขนาดใหญ่กวา่ความ
หนาของฟิล์ม PEMs มาก และถงึแม้วา่การดดัแปรชิน้งาน PDMS ในสว่นนีใ้ช้เวลาน้อยกวา่เวลาทีใ่ช้ในการ
เคลอืบฟิล์มใน microchannel แตอ่าศยัการคนสารละลาย polyelectrolyte ซึง่ช่วยในการแพร่ของสารได้ดี
ขึน้ และลดเวลาในการสร้าง PEMs ได้62 

 
A.3.1 ผลของความเข้มข้นของ polyelectrolyte ตอ่ความชอบน า้ ไมช่อบน า้ของพืน้ผิว PDMS ที่ดดัแปร

ด้วย PDADMAC/PSS 
จากรูปท่ี 3.8 พบวา่คา่ความชอบน า้ และไมช่อบน า้ของพืน้ผิวขึน้อยูก่บัจ านวนชัน้เคลอืบ 

และความเข้มข้นของสารละลาย polyelectrolyte  โดยพืน้ผิวของ PDMS ที่มิได้เคลอืบ (ชัน้ท่ี 0) มี
คา่ความไมช่อบน า้คอ่นข้างสงู (คา่มมุสมัผสัมีคา่มากกวา่ 100°) ซึง่สอดคล้องกบัการศกึษาอื่นๆ59, 

63, 64 และเมื่อท าการดดัแปรพืน้ผิวพบการเปลีย่นแปลงของคา่มมุสมัผสัเป็นรูปฟันปลา โดยพืน้ผิวที่
เคลอืบด้วย PDADMAC (ชัน้คี่) แสดงความชอบน า้น้อยกวา่พืน้ผิวที่เคลอืบด้วย PSS (ชัน้คู)่ 
เนื่องมาจากโครงสร้างของ PDADMAC ที่มีหมู ่methyl ที่ไมช่อบน า้มาบดบงัแรงดงึดดูระหวา่งประจุ
และหยดน า้ ในขณะที่ PSS มีหมู ่sulfonate ที่เป็น strong electrolyte และไมถ่กูบดบงัด้วยหมูใ่ดๆ 
จึงท าให้มีแรงดงึดดูกบัหยดน า้ได้มากกวา่ ซึง่สอดคล้องกบัคา่ EOF โดยพบวา่ที่ความเข้มข้น 10 
mM มีคา่ความชอบน า้มากกวา่ทีค่วามเข้มข้น 1 mM ส าหรับทกุๆ ชัน้ท่ีท าการเคลอืบ ซึง่เป็นผลมา
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จากความเข้มข้นท่ีมากกวา่ยอ่มมีจ านวนของ polyelectrolyte ที่สามารถเคลอืบอยูบ่นพืน้ผิว
มากกวา่ (ความหนาแนน่ของประจมุากกวา่) พืน้ผิวจงึมีความชอบน า้มากกวา่  

ความสมัพนัธ์ระหวา่งความชอบน า้ของพืน้ผิวทีเ่คลอืบด้วย polyelectrolyte แตล่ะชนิด กบั
จ านวนชัน้ท่ีเคลอืบ พบวา่มีแนวโน้มเพิ่มขึน้เนื่องจากคา่มมุสมัผสัที่ลดลง และคงที่เมื่อเคลอืบตัง้แต ่
9 ชัน้เป็นต้นไปแสดงวา่การเคลอืบพืน้ผิว PDMS ด้วย polyelectrolyte ให้สมบรูณ์ต้องเคลอืบอยา่ง
น้อย 9 ชัน้ขึน้ไป  

 จากผลการทดลอง พบวา่การเตรียมพืน้ผิวให้มีความชอบน า้มากที่สดุต้องเคลอืบ PEMs หนา
อยา่งน้อย 9 ชัน้ ซึง่แตกตา่งจากคา่ EOF ซึง่ให้คา่สงูสดุหลงัจากเคลอืบเพียง 2 ชัน้ ดงันัน้ในการ
ทดลองสว่นตอ่ไปจะใช้ความเข้มข้น 10 mM ใน 1 M NaCl 

   

กราฟแสดงคา่มมุสมัผสับนพืน้ผวิ PDMA ทีเ่คลอืบดว้ย
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กราฟที่ 3.8 แสดงความสมัพนัธระหวา่งคา่มมุสมัผสั (contact angle) ของพืน้ผิวที่เคลอืบด้วย PDADMAC 
(cationic coating, ชัน้คี)่ and PSS (anionic coating, ชัน้คู)่ กบัจ านวนชัน้ของ PEMs ด้วยความเข้มข้นของ

สารละลายเทา่กบั 10 mM () และ 1 mM ( ) 
 
A.3.2 ผลของชนิดของ polyelectrolyte ตอ่ความชอบน า้ของ PDMS ที่เคลอืบด้วย PEMs  

ในการศกึษาสว่นนีมุ้ง่ศกึษาผลของชนิด polyelectrolyte ตอ่ความชอบน า้ โดย 
polyelectrolyte ที่เลอืกมาศกึษาคือ PDADMAC/PSS และ chitosan/alginate จากผลการทดลอง
ในตอนที ่3.2 ซึง่พบวา่ pH 5.5 เป็นภาวะที่เหมาะตอ่การสร้าง PEMs ในระบบ chitosan/alginate 
จากรูปท่ี 3.9 แสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งคา่มมุสมัผสัและจ านวนชัน้เคลอืบ ซึง่มีลกัษณะเป็นฟัน
ปลาโดยคา่ของชัน้ฟิล์มบางทีม่ีจ านวนชัน้เป็นเลขคูซ่ึง่มี alginate อยูช่ัน้นอกสดุจะมีคา่มมุสมัผสัต า่
กวา่ชัน้ฟิล์มบางที่มจี านวนชัน้เป็นเลขคี่ซึง่มี chitosan อยูช่ัน้นอกสดุ แสดงวา่ฟิล์มบางที่มี alginate 
อยูช่ัน้นอกสดุมีสมบตัิการชอบน า้มากกวา่ฟิล์มบางที่มีไคซานอยูช่ัน้นอกสดุ โดยพืน้ผิวของ PDMS ที่



34 
 

 

ท าการเคลอืบด้วยชัน้ฟิล์มบางของ chitosan/alginate ตัง้แต ่8-14 ชัน้จะมคีา่มมุสมัผสัลดลงต า่กวา่ 
50° และคา่มมุสมัผสัที่น้อยที่สดุมีคา่ต ่ากวา่ 20° ซึง่สอดคลอ้งกบัรายงานของ Yuan และคณะ21 

 

 
รูปที่  3.9 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างมุมสัมผัสบนพืน้ผิวกับจ านวนชัน้ของฟิล์มบางของ 

chitosan/alginate ที่จ านวนชัน้ 8-14 ชัน้ 

 
เมื่อเปรียบเทียบคณุสมบตัิความชอบน า้ของฟิล์มบางที่สร้างขึน้จาก PDADMAC/PSS และ 

chitosan และ alginate พบวา่ฟิล์มบางที่สร้างขึน้ทัง้ 2 ระบบสามารถเพิม่ความชอบน า้ของ PDMS 
ได้ จากคา่มมุสมัผสัที่น้อยกวา่คา่มมุสมัผสัของพืน้ผิว PDMS ที่ยงัไมผ่า่นการเคลอืบฟิล์มบางดงั
แสดงในรูปท่ี 3.10 โดยพืน้ผิวของ PDMS ที่เคลอืบด้วย chitosan และ alginate มีคณุสมบตัิ
ความชอบน า้มากกวา่ฟิล์มบางจาก PDADMAC/PSS เนื่องจากโครงสร้างของทัง้ chitosan และ 
alginate มีคณุสมบตัิความชอบน า้มากกวา่โครงสร้างของ PDADMAC/PSS  

 
รูปที่ 3.10 กราฟความสมัพนัธ์ระหวา่งมมุสมัผสับนพืน้ผิวของ PDMS ที่ยงัไมผ่า่นการเคลอืบฟิล์มบาง, PDMS 
ที่ผา่นการเคลอืบด้วย PDADMAC/PSS ( )   และ PDMS ที่ผา่นการเคลอืบด้วย 
chitosan/alginate (  ) ที่จ านวนชัน้ 8-14 ชัน้ 
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A.4 ศึกษาการดูดซบัโปรตีน BSA บนพืน้ผิวของ PDMS และพืน้ผิวทีด่ดัแปรดว้ย PEMs 

กระบวนการการดดูซบัโปรตีนบนพืน้ผิวนัน้เกิดได้จากแรงหลายชนดิ เช่น แรงดงึดดูระหวา่งประจ ุ
hydrophobic interaction และ hydrogen bonding เป็นต้น โดยแรงดงึดดูระหวา่งประจ ุและ 
hydrophobic interaction มีบทบาทที่ส าคญัในการดดูซบัโปรตีนบนพืน้ผิว17, 34, 65, 66 ดงันัน้ในการศกึษา
สว่นนีจ้ะท าการศกึษาผลความเข้มข้นของ buffer ตอ่การดดูซบัของโปรตีนบน PDMS ที่มิได้ดดัแปรพืน้ผิว 
เพื่อศกึษาหาความเข้มข้นของ buffer ที่เหมาะสม และผลของ pH ตอ่การดดูซบัของ BSA บนพืน้ผิว PDMS 
ทัง้ที่ดดัแปรและมิได้ดดัแปร    

 
A.4.1 ผลของความเข้มข้นของ buffer ตอ่การดดูซบัโปรตีนบนพืน้ผิว PDMS ที่มิได้ดดัแปร 

ในการติดตามปริมาณการดดูซบัของโปรตีนบนพืน้ผิว PDMS ในสว่นนีจ้ะท าการติดตามด้วย
สญัญาณ FTIR บนพืน้ผิว PDMS โดยใช้ ATR-FTIR mode และท าการหาปริมาณของ BSA บน
ชิน้งานดงัรายละเอยีดการทดลองในหวัข้อ A.1.7.2 โดยโปรตีน BSA ให้สญัญาณ FTIR ที่ต าแหนง่ 
1650 ซม. cm-1 (amide I) เป็นสญัญาณของการเกิด stretching ของพนัธะ C=O และที่ 1540 cm-1 

(amide II) เป็นสญัญาณของการเกิด CN stretching and NH bending18, 46, 66 จากการทดลอง
พบวา่ความเข้มข้นของสารละลายบฟัเฟอร์ PBS มีผลตอ่ปริมาณของ BSA ที่ถกูดดูซบับนพืน้ผิว 
PDMS ณ ความเข้มข้นของ PBS 1 mM ปริมาณ BSA ที่สามารถถกูดดูซบับนพืน้ผิว PDMS มีคา่สงู
กวา่เมื่อความเข้มข้นของ PBS 10 mM ทัง้นีอ้าจเนื่องมาจากโมเลกลุของโปรตีนอาจเกิดแรงดงึดดู
ระหวา่งกนั และไอออนตา่งๆ ได้มากกวา่ ดงันัน้ในการศกึษาตอ่ไปจะท าการเลอืกใช้สารละลาย 
buffer ที่ความเข้มข้น 1 mM  

 

 

รูปที่ 3.11 ATR-FTIR spectra ของพืน้ผิว PDMS ที่มิได้ดดัแปร หลงัจากจุ่มในสารละลาย PBS ความเข้มข้น 1 
mM ( ) และ 10 mM ( )   
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A.4.2 การดดูซบัของ BSA บน unmodified PDMS ณ pH ตา่งๆ  
ในการศกึษานีเ้พื่อศกึษาผลของ pH ตอ่ปริมาณการดดูซบัของโปรตีนบน unmodified 

PDMS ซึง่เป็นพืน้ผิวที่ไมม่ีประจ ุโดย pH จะมีผลตอ่โครงสร้างของโปรตีนแตกตา่งกนั pH ที่ใช้ใน
การศกึษานีค้ือ pH 3.5 ซึง่BSA จะม ีnet charge เป็นประจบุวก, pH 5 ซึง่ใกล้กบั pI (isoelectric 
point) ของ BSA (pI = 4.8)  และ pH  7.4 มี net charge เป็นประจลุบ  

จากรูปท่ี 3.12 แสดงการดดูซบั BSA บน unmodified PDMS ณ pH ตา่งๆ กนั และรูปท่ี 
3.13 แสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งอตัราสว่นระหวา่งความสงูของสญัญาณของ amide I/สญัญาณ
ของ PDMS ที่ wavenumber ~ 2960 cm-1 ซึง่ความสงูของอตัราสว่นนีส้มัพนัธ์กบัปริมาณ BSA ที่
ถกูดดูซบับนพืน้ผิว PDMS ซึง่จะเห็นได้วา่ ณ pH 5 ปริมาณ BSA ที่สามารถดดูซบับนพืน้ผิว 
unmodified PDMS มีคา่มากที่สดุ ซึง่ที่ pH นี ้net charge ใกล้ศนูย์ โปรตีนอยูใ่นรูป N form ซึง่เป็น 
compact state แรงผลกัระหวา่งโมเลกลุของ BSA มีคา่น้อยมาก 67 ดงันัน้การดดูซบัของโปรตีนบน 
unmodified PDMS อาจเกิดจากแรง hydrophobic  

ณ pH อื่นๆ ซึง่ net charge ของ BSA มีคา่เป็นประจบุวก หรือประจลุบพบวา่การดดูซบัของ
โปรตีนมีคา่ต า่ลง ทัง้นีอ้าจเนื่องมาจากการเพิ่มขึน้ของความหนาแนน่ของประจขุองโปรตีนสง่ผลท า
ให้ความชอบน า้ของโมเลกลุ BSA เพิ่มขึน้ ท าให้การดดูซบัของ BSA บนพืน้ผิว PDMS ซึง่จะเกิดจาก
แรง hydrophobic เป็นสว่นใหญ่นัน้มีแนวโน้มลดลง สง่ผลให้ปริมาณของ BSA ที่จะถกูดดูซบับน
พืน้ผิว PDMS ลดลง68  

 

 

รูปที่ 3.12 ATR-FTIR spectra ของ unmodified PDMS เมื่อจุ่มชิน้งานในสารละลาย BSA ณ pH ตา่งๆ ภาพ
แทรกแสดง characteristic infrared peak ของ amide I ที่ wavenumber ~1650 cm-1 และ amide II ที ่
wavenumber 1560 cm-1. 

Amide I  1650 cm-1 

Amide II  

 1560 cm-1 
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รูปที่ 3.13 ผลของ pH ตอ่ อตัราสว่นระหวา่งสญัญาณของ amide I (~1650 cm-1) และ PDMS peak (~2960 
cm-1)  

 
A.4.3 การดดูซบัของ BSA บน PDMS ที่ดดัแปรด้วย PDADMAC/PSS ณ pH ตา่งๆ  
  การดดูซบัของ BSA บน PDMS ที่ผา่นการดดัแปรด้วย PEMs นัน้จะเกิดจากแรง 

electrostatic interaction ซึง่ขึน้อยูก่บัจ านวนประจขุอง PEMs และ BSA ซึง่จ านวนประจดุงักลา่ว
ขึน้อยูก่บั pH ของสารละลาย ดงันัน้ในการศกึษานีจ้งึได้ศกึษาผลของ pH ตอ่การดดูซบัของ BSA 
โดยในขัน้แรกท าการศกึษาความเสถียรของชัน้เคลอืบ PEMs นีเ้มื่อสมัผสักบัสารละลาย pH ตา่งๆ 
ซึง่พบวา่ชัน้ PEMs ที่เคลอืบอยูบ่นชิน้ PDMS มีความเสถียร ไมเ่กิดการหลดุออกของ PEMs เมื่อ
สมัผสักบัสารละลาย pH ตา่งๆ (รูปท่ี 3.13-3.15) 
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รูปที่  3.14 เสถียรภาพของ PEMs ระบบ PDADMAC/PSS ที่เคลือบบน PDMS ณ pH 3.5 โดยเส้นทึบแสดง
ข้อมลูของชิน้งานก่อนจุ่มในสารละลาย buffer และเส้นประแสดงสญัญาณ IR ของชิน้งานหลงัจุ่มในสารละลาย  

 

รูปที่ 3.15 เสถียรภาพของ PEMs ระบบ PDADMAC/PSS ที่เคลอืบบน PDMS ณ pH 5 โดยเส้นทึบแสดงข้อมลู
ของชิน้งานก่อนจุ่มในสารละลาย buffer และเส้นประแสดงสญัญาณ IR ของชิน้งานหลงัจุ่มในสารละลาย  

 3rd     4th 
7th  8th 

11th  12th 
15th  16th 

 3rd     4th 
7th  8th 

11th  12th 
15th  16th 
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รูปที่  3.16 เสถียรภาพของ PEMs ระบบ PDADMAC/PSS ที่เคลือบบน PDMS ณ pH 7.4 โดยเส้นทึบแสดง
ข้อมลูของชิน้งานก่อนจุ่มในสารละลาย buffer และเส้นประแสดงสญัญาณ IR ของชิน้งานหลงัจุ่มในสารละลาย 
  

A.4.3.1 การดดูซบัของโปรตีน ณ pH 3.5  
 จากรูปท่ี 3.16-3.17 ซึง่แสดง ATR-FTIR spectra และ ผลตา่งระหวา่ง spectrum 
ของชิน้งาน PDMS ที่ดดัแปรด้วย PEMs ระบบ PDADMAC/PSS  ระหวา่งก่อนและหลงัจุม่
ในสารละลาย BSA pH 3.5 โดยการเกาะติดของ BSA ท าการติดตามจาก characteristic 
peaks ที่ต าแหนง่ ~1650 cm-1 (amide I) และที่ต าแหนง่ ~1540 cm-1 (amide II) ตามที่ได้
กลา่วมาแล้ว ที่ pH 3.5 BSA จะมี net charge เป็นบวกซึง่ไมส่ามารถเกาะติดบนพืน้ผิว 
modified PDMS ที่มีชัน้นอกสดุเป็น PDADMAC (เลขคี่) เนือ่งจาก PDADMAC มีประจเุป็น
บวกเช่นเดยีวกบัประจบุน BSA จึงเกิดการผลกักนั และเมื่อชัน้นอกสดุเป็น PSS ซึง่มีประจุ
เป็นลบ พบวา่เกิดการเกาะตดิของ BSA แตใ่นปริมาณที่ไมแ่ตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัเมื่อ
เปรียบเทียบกบัของ unmodified PDMS ในทกุๆ จ านวนชัน้ (รูปท่ี 3.17 b)  
 

 

 3rd     4th 
7th  8th 

11th  12th 
15th  16th 

%
T
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รูปที่  3.17  ATR-FTIR spectra ของการดดูซบั BSA ณ pH 3.5 บน PDMS ที่ดดัแปรด้วย PDADMAC/PSS 
multilayer ที่มีความหนาต่างกนั ได้แก่ชัน้ที่สาม ( ), ชัน้ที่สี่ ( ), ชัน้ที่เจ๊ด ( ), ชัน้ที่แปด 
( ), ชัน้ที่สิบเอ็ด ( ),  ชัน้ที่สิบสอง ( ), ชัน้ที่สิบห้า ( ) และชัน้ที่สิบหก ( )โดย
เส้นทบึแสดงข้อมลูของชิน้งานก่อนจุ่มในสารละลาย BSA และเส้นประแสดงสญัญาณ IR ของชิน้งานหลงัจุ่มใน
สารละลาย BSA รูปเล็กแสดงภาพขยายของสญัญาณของหมู่เอไมด์ทีต่ าแหน่ง ~1650 และ ~1540 cm-1  
 

Before   
 
After  

%
T
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รูปที่ 3.18 ผลตา่งของ ATR-FTIR spectrum ระหวา่งก่อนจุ่มและหลงัจุ่มชิน้งานในสารละลาย BSA ที ่pH 3.5 
โดยเส้นประแสดงสญัญาณ IR ของ unmodified PDMS ( ) และเส้นทบึแสดงสญัญาณ IR ของ PDMS ที่
ดดัแปรด้วย  PDADMAC/PSS multilayer เมื่อฟิล์มชัน้นอกสดุเป็น (a) PDADMAC (positive charge) และ (b)  
PSS (negative charge) 

 
A.4.3.2 การดดูซบัของโปรตีน ณ pH 5  

ถึงแม้วา่คณุสมบตัคิวามชอบน า้ของ PDMS ที่ดดัแปรด้วย PDADMAC/PSS จะมี
คา่สงูขึน้ ซึง่ควรลดการดดูซบัหรือเกาะติดของ BSA แตจ่ากการศกึษาพบวา่ก BSA สามารถ
เกาะติดบนพืน้ผิวของ PDMS ที่ดดัแปรด้วย PDADMAC/PSS ที่มี PDADMAC ซึง่มีประจุ
บวกเป็นชัน้บนสดุ (ชัน้เลขคี่) ดงัแสดงในรูปท่ี 3.18-3.19 ซึง่อาจเป็นเป็นผลจาก pH 5 มีคา่
มากกวา่คา่ pI ของ BSA เลก็น้อยจึงสง่ผลให้โมลกุล BSA มี net charge เป็นลบเลก็น้อย จึง

b 
Amide I ~1650 cm-1 

Amide II ~1540 cm-1 

a Amide I ~1650 cm-1 
Amide II ~1540 cm-1 
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สามารถเกาะติดบนพืน้ผิวที่ดดัแปรด้วย PEMs นีผ้า่นแรงดงึดดูระหวา่งประจไุด้ และพบวา่
การดดูซบัของ BSA เพิ่มขึน้เมื่อจ านวนชัน้เพิ่มขึน้ แสดงวา่ BSA สามาถ penetrate เข้าไปใน
ชัน้ PEMs ได้ Salloum และคณะได้รายงานไว้วา่จ านวนชัน้ของฟิล์มบางจะมีผลตอ่การดดู
ซบัโปรตีนซึง่ในรายงานดงักลา่วยืนยนัโดยใช้เทคนิค Atomic Force Microscope17 

อยา่งไรก็ตามพบการเกาะติดของ BSA ปริมาณเลก็น้อยบนพืน้ผิวของ PDMS ที่มี
ชัน้ PSS ซึง่มีประจลุบเป็นชัน้นอกสดุเลก็น้อย ทัง้นีอ้าจเป็นเนื่องมาจากแรงอื่นๆ ที่มิใช้แรง
ดงึดดูระหวา่งประจ ุเช่น - interaction ระหวา่ง BSA และ benzene ring บนโมเลกลุของ 
PSS ซึง่ได้มีการรายงานผลการทดลองเช่นเดยีวกนันีโ้ดย Salloum และคณะ17 ทัง้นีป้ริมาณ 
BSA ที่เกาะติดบนพืน้ผิวนีม้ีคา่น้อยกวา่ unmodified PDMS คอ่นข้างมาก  

 

 

รูปที่  3.19  ATR-FTIR spectra ของการดดูซบั BSA ณ pH 5 บน PDMS ที่ดดัแปรด้วย PDADMAC/PSS 
multilayer ที่มีความหนาต่างกนั ได้แก่ชัน้ที่สาม ( ), ชัน้ที่สี่ ( ), ชัน้ที่เจ๊ด ( ), ชัน้ที่แปด 
( ), ชัน้ที่สิบเอ็ด ( ),  ชัน้ที่สิบสอง ( ), ชัน้ที่สิบห้า ( ) และชัน้ที่สิบหก ( )โดย
เส้นทบึแสดงข้อมลูของชิน้งานก่อนจุ่มในสารละลาย BSA และเส้นประแสดงสญัญาณ IR ของชิน้งานหลงัจุ่มใน
สารละลาย BSA รูปเล็กแสดงภาพขยายของสญัญาณของหมู่เอไมด์ทีต่ าแหน่ง ~1650 และ ~1540 cm-1  
 

Amide I ~ 1650 cm-1 
Amide II ~ 1540 cm-1 

%
T

 

Before   
After  
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รูปที่ 3.20 ผลตา่งของ ATR-FTIR spectrum ระหวา่งก่อนจุ่มและหลงัจุ่มชิน้งานในสารละลาย BSA ที ่ pH 5 
โดยเส้นประแสดงสญัญาณ IR ของ unmodified PDMS ( ) และเส้นทบึแสดงสญัญาณ IR ของ PDMS ที่
ดดัแปรด้วย  PDADMAC/PSS multilayer เมื่อฟิล์มชัน้นอกสดุเป็น (a) PDADMAC (positive charge) และ (b)  
PSS (negative charge) 

 

 

 

a 

Amide I ~1650 cm-1 

Amide II ~1540 cm-1 

b 
Amide I ~1650 cm-1 Amide II, ~1540 cm-1 
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A.4.3.3 การดดูซบัของโปรตีน ณ pH 7.4  
ในสารละลาย buffer ที่ pH 7.4 โมเลกลุ BSA จะมี net charge เป็นประจลุบ 

เนื่องจาก pH นีส้งูกวา่คา่ pI จึงสามารถเกาะตดิบนพืน้ผิวที่มีประจบุวกได้สงูผา่น 
electrostatic interaction ดงัแสดงในรูปท่ี 3.20-3.21 (a) และพบวา่ปริมาณการเกาะติดมีคา่
มากขึน้เมื่อจ านวนชัน้เคลอืบมากขึน้เช่นเดียวกบัผลการทดลองในตอนท่ี A.4.3.2  และ
ส าหรับการเกาะติดของ BSA บนพืน้ผิวของ PDMS ที่มี PSS อยูช่ัน้นอกสดุ (รูปท่ี 3.21 b) 
พบวา่มคีา่สงูกวา่ unmodified PDMS เมื่อจ านวนชัน้เคลอืบมากกวา่ 8 ชัน้  

 

รูปที่  3.21  ATR-FTIR spectra ของการดดูซบั BSA ณ pH 7.4 บน PDMS ที่ดดัแปรด้วย PDADMAC/PSS 
multilayer ที่มีความหนาต่างกนั ได้แก่ชัน้ที่สาม ( ), ชัน้ที่สี่ ( ), ชัน้ที่เจ๊ด ( ), ชัน้ที่แปด 
( ), ชัน้ที่สิบเอ็ด ( ),  ชัน้ที่สิบสอง ( ), ชัน้ที่สิบห้า ( ) และชัน้ที่สิบหก ( )โดย
เส้นทบึแสดงข้อมลูของชิน้งานก่อนจุ่มในสารละลาย BSA และเส้นประแสดงสญัญาณ IR ของชิน้งานหลงัจุ่มใน
สารละลาย BSA รูปเล็กแสดงภาพขยายของสญัญาณของหมู่เอไมด์ทีต่ าแหน่ง ~1650 และ ~1540 cm-1  
 

 

Amide I ~ 1650 cm-1 Amide II ~ 1540 cm-1 

%
T

 

Before   
After  
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รูปที่ 3.22 ผลตา่งของ ATR-FTIR spectrum ระหวา่งก่อนจุ่มและหลงัจุ่มชิน้งานในสารละลาย BSA ที ่pH 7.4 
โดยเส้นประแสดงสญัญาณ IR ของ unmodified PDMS ( ) และเส้นทบึแสดงสญัญาณ IR ของ PDMS ที่
ดดัแปรด้วย  PDADMAC/PSS multilayer เมื่อฟิล์มชัน้นอกสดุเป็น (a) PDADMAC (positive charge) และ (b)  
PSS (negative charge) 

 

 

a Amide I ~1650 cm-1 

Amide II ~1540 cm-1 

b 

Amide I, ~1650 cm-1 

Amide II~1540 cm-1 
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A.4.4 การดดูซบัของ BSA บน PDMS ที่ดดัแปรด้วย chitosan/alginate ณ pH 7.4 

     ในการศกึษานี ้ได้ท าการเตรียมฟิล์ม PEMs ระบบ chitosan และ alginate โดยควบคมุให้ 
pH ของสารละลาย chitosan และ alginate เทา่กบั 5.5 ซึง่จากผลการทดลองในหวัข้อ A.3.2 ซึง่
พบวา่การดดัแปรพืน้ผิว PDMS ด้วย chitsan/alginate สามารถเพิ่มความชอบน า้ให้แก่พืน้ผิวได้ 
จากรูปท่ี 3.22 และ 3.23 พบวา่การเกาะตดิของ BSA บน PDMS ที่ดดัแปรด้วย chitosan/alginate 
นีค้อ่นข้างต ่า ถงึแม้วา่ชัน้นอกสดุเป็นชัน้ chitosan ผลการทดลองเช่นนีอ้าจเป็นเพราะวา่ ณ pH 
7.4 มีคา่สงูกวา่ pKa ของ chitosan ดงันัน้ amino functional group บนโมเลกลุของ chitosan จะ
อยูใ่น unprotonated form ซึง่มผีลตอ่การเกิด ionic interaction ระหวา่ง BSA กบั ชัน้ chitosan 
ได้สง่ผลให้การดดูซบัน้อยลง หรืออาจเกิดการหลดุออกของ chitosan/alginate ฟิล์ม เพราะแรงยดึ
เหน่ียวระหวา่ง chitosan และ alginate ใน PEMs ลดลง19 การหลดุออกของ PEMs ในระบบนี ้ณ 
pH 7.4 ได้มีการรายงานไว้ก่อนหน้านีเ้ช่นกนั69, 70  

 

  
 

รูปที่ 3.23 กราฟ ATR-FTIR ของ PDMS ทีม่ิได้ดดัแปร และ PDMS ทีด่ดัแปรด้วย PEMs ระบบ 
chitosan/alginate ที่จ านวนชัน้ตัง้แต ่8-17 ชัน้ หลงัจากแช่ชิน้งานในสารละลาย BSA ที่ pH 7.4 
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รูปที่  3.24 ATR-FTIR spectra ของ PDMS ที่ดดัแปรด้วย chitosan/alginate ชัน้ที่ 15, 16 และ ชัน้ที่ 17 โดย
เส้นประแสดงสญัญาณก่อนจุ่มในสารละลาย BSA ( ) และเส้นจุดแสดงสญัญาณหลังจุ่มใน
สารละลาย BSA ( ) โดยเส้นทึบแสดงสญัญาณของ uncoated PDMS หลงัจากจุ่มในสารละลาย 
BSA ( ) รูปเล็กแสดงภาพขยายของสญัญาณของหมู่เอไมด์ทีต่ าแหน่ง ~1650 และ ~1540 cm-1  
 

A.4.5 การวเิคราะห์ปริมาณโปรตีนที่เกาะติด หรือดดูซบับนพืน้ผิว PDMS  
ในการหาปริมาณ BSA ที่ดดูซบับนพืน้ผิวของ PDMS เชิงปริมาณนัน้ คณะผู้วิจยัเลอืกใช้วิธี 

bicinchoninic acid ซึง่ได้มกีารน าไปใช้ในการหาปริมาณของ BSA บนพืน้ผิวที่ผา่นการดดัแปรโดย Hoven 
และคณะ47 ซึง่ในการชะ BSA ออกจากชิน้งานจ าเป็นต้องใช้ SDS ซึง่เกิดการหลดุออกของ PEMs และ
สง่ผลตอ่คา่การดดูกลนืแสง ดงันัน้ในการศกึษาครัง้นีจ้งึไมส่ามารถหาปริมาณของ BSA ที่ดดูซบับนพืน้ผิว
โดยใช้วิธีนีไ้ด้ 

 
A.5 ศึกษาผลของการสกดั PDMS ดว้ยเฮกเซนต่อการคืนกลบัของความไม่ชอบน ้า 

ตามที่ได้กลา่วไปแล้ว ในการดดัแปรชิน้งาน PDMS ให้มีความชอบน า้มากขึน้ ประสบปัญหาการคนื
กลบัของสมบตัิความไมช่อบน า้ของพืน้ผิวเนื่องจากการเคลือ่นท่ีของ oligomer ที่มิได้เกิดปฏิกิริยาเช่ือมขวางมา
ที่พืน้ผิวของ PDMS60, 61, 71, 72 ดงันัน้ทางคณะผู้วิจยัจึงได้ศกึษาผลของการสกดัโอลโิกเมอร์ด้วยตวัท าละลายตอ่
การคืนกลบัของสมบตัิความไมช่อบน า้ของชิน้งาน PDMS ที่มีการดดัแปรพืน้ผิว  โดยการวดัคา่มมุสมัผสั 
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จากรูปท่ี 3.24 พบวา่การสกดัด้วยเฮกเซนไมม่ีผลตอ่เสถียรภาพของความชอบน า้ หรือไมช่อบน า้ของ
พืน้ผิวอยา่งชดัเจน อยา่งไรก็ตามพบวา่ชิน้งานท่ีผา่นการแช่เฮกเซน และเคลอืบด้วย PEMs นัน้ เมื่อเก็บไว้นาน
ขึน้พบวา่คา่ความไมช่อบน า้เพิ่มขึน้ ซึง่อาจเป็นผลของเฮกเซนที่กกัเก็บไว้ในชิน้งาน ซึง่ต้องมีการศกึษาตอ่ไป 

 

 
รูปที่ 3.25 กราฟแทง่แสดงคา่มมุสมัผสัของหยดน า้กบัชิน้งาน PDMS ที่สภาวะตา่งๆ 

 

Part B ประยุกต์ขัว้ไฟฟ้าระดบัจุลภาคของอนุภาคนาโนทองและการวดัความเข้มข้น albumin 
ในการศกึษาสว่นนีเ้ป็นการประยกุต์องค์ความรู้เก่ียวกบัการเตรียม microelectrode อยา่งง่ายที่ได้

พฒันาขึน้ ซึง่สามารถน าใช้เป็นตวัตรวจวดัใน microfludic device เพื่อตรวจวดัปริมาณ BSA ความเข้มข้น 0.1 
g/L ไปจนถึง 10 g/L ด้วยการวดัคา่การน าไฟฟ้าทีเ่ปลีย่นแปลงไปได้ โดยขัว้ไฟฟ้านีเ้ตรียมจาก gold 
nanoparticles และใช้เทคนิค layer by layer ร่วมกบัเทคนิค flow deposition โดยจากการตรวจสอบลกัษณะ
ของพืน้ผิวและความหนาของ microelectrode ด้วยกล้องจลุทรรศน์อิเลก็ตรอนแบบสอ่งกราด ความละเอยีดสงู 
(field emission scanning electron microscope) พบวา่มคีวามหนาที่สม ่าเสมอตลอดตามแนวของการ
ตดัขวางของขัว้ไฟฟ้าโดยระดบัความหนาที่ได้จากการสร้างขัว้เป็นฟิล์มบางจากอนภุาคนาโน 10 ชัน้นัน้มีขนาด 
120 นาโนเมตร48     
 ในการประกอบ microelectrode นีเ้พื่อเป็นตวัตรวจวดัส าหรับอปุกรณ์ไมโครฟลอูิดิกส์ ในการติดตาม
สญัญาณของปริมาณ albumin ดงัได้กลา่วไว้ในสว่นของการทดลองซึง่จะท าการไหลผา่นสารละลายอลับมูิน
ผา่น microelectrode โดยพบวา่การเปลีย่นแปลงของกระแสนัน้เพิ่มขึน้เป็นสดัสว่นกบัความเข้มข้นของโปรตีน
อลับมูินที่ไหลผา่นทอ่ระดบัไมโครเมตรดงัจะเห็นได้จากผา่นในรูปท่ี 3.25 ซึง่แสดงวา่ microelectrode และ
วิธีการตรวจวดันีส้ามารพฒันาตอ่เพื่อหาความเข้มข้นของ albumin ได้ แตอ่ยา่งไรก็ตามคา่ความเข้มข้นท่ีขณะนี ้
สามารถติดตามได้นัน้มีคา่คอ่นข้างสงู ซึ่งจ าเป็นต้องมกีารปรับเปลีย่นภาวะการทดสอบตอ่ไป 
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รูปที่ 3.26 กราฟแสดงคา่กระแสที่วดัด้วย microelectrode ที่เตรียมจาก gold nanoparticles เมือ่ผา่น
สารละลายอลับมูินที ่ความเข้มข้นตา่งๆ  
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บทที่ 4 

สรุปผลการทดลอง 
 
 

ในรายงานฉบบันีแ้บง่เป็นสองสว่น โดยสว่นท่ีหนึง่มุง่ทีจ่ะเพิม่สมบตัิความชอบน า้ของพืน้ผิว PDMS 
ด้วย polyelectrolyte multilayer flim (PEMs) ซึง่เตรียมด้วยเทคนคิ layer by layer deposition ของ 
polyelectrolyte ได้ศกึษาผลของฟิล์มเคลอืบนีต้อ่คา่ electroosmotic flow (EOF) และการดดูซบั BSA    โดยใช้
คู ่polyelectrolyte 2 คูค่ือ PDADMAC/PSS ซึง่เป็น strong polyelectrolyte และ chitosan/alginate ซึง่เป็น 
weak polyelectrolyte และในการสร้างฟิล์มคูน่ีจ้ะควบคมุให้สารละลายมี pH เทา่กบั 5.5 ซึง่เป็นภาวะที่
สามารถสร้างฟิล์มได้ดีที่สดุ 
 ในการศกึษาผลของฟิล์มเคลอืบตอ่คา่ EOF คณะผู้วิจยัเลอืกใช้ฟิล์มคู ่PDADMAC/PSS ซึง่พบวา่คา่ 
EOF ของ microfluidic device ที่เตรียมด้วย PDMS นีม้ีคา่เพิม่ขึน้เมื่อท าการเคลอืบด้วยฟิล์ม PDADMAC/PSS 
การสร้าง PEMs จาก polyelectrolyte ทีค่วามเข้มข้น 10 mM สามารถเคลอืบพืน้ผิวได้สมบรูณ์กวา่ และมี
ความชอบน า้มากกวา่เมื่อใช้ polyelectrolyte ที่มีความเข้มข้น 1 mM โดยพบวา่คา่ EOF ของ microchannel ที่
ชัน้บนสดุเป็น PSS (ประจลุบ) ให้คา่สงูกวา่ของ microchannel ทีม่ิได้เคลอืบและมีทิศทางเดยีวกนั และมีคา่
ใกล้เคยีงกบัคา่ EOF ของ microchannel ทีท่ าด้วยแก้วอกีด้วย นอกจากนีพ้บวา่คา่ EOF ทีไ่ด้นีม้ีเสถียรภาพ
ดีกวา่คา่ EOF ของ PDMS microchannel ที่มิได้ดดัแปร และไมข่ึน้กบัคา่ pH  
 พืน้ผิวที่ดดัแปรด้วย PEMs ของ PDADMAC/PSS และคู ่chitosan/algainte สามารถเพิ่มสมบตัิ
ความชอบน า้ของ PDMS ได้ และพบวา่พืน้ผิวของ PDMS ที่เคลอืบด้วย chitosan/alginate ให้ความชอบน า้
มากกวา่พืน้ผิวที่เคลอืบด้วย PDADMAC/PSS โดยมมุสมัผสัต ่าสดุมีคา่เทา่กบั 20°และความชอบน า้เพิ่มมากขึน้
เมื่อจ านวนชัน้เคลอืบมากขึน้ โดยพบวา่ต้องเคลอืบอยา่งน้อย 8 ชัน้เพื่อให้พืน้ผิวที่มีความชอบน า้มากที่สดุ ที่
นา่สนใจคอืในการเคลอืบพืน้ผิวให้มีสมบตัิวามชอบน า้-ไมช่อบน า้ที่ดี จ าเป็นต้องเคลอืบด้วยจ านวนชัน้ท่ีมากกวา่
จ านวนชัน้ท่ีต้องเคลอืบเพื่อให้ได้คา่ EOF ที่ดี  

ในการศกึษาผลของฟิล์ม PEMs ที่เคลอืบบน PDMS ตอ่การดดูซบัของโปรตีนนัน้ ท าการติดตามด้วย
เทคนิค ATR-FTIR และตวัแปรทีท่ าการศกึษาได้แก่ประเภทของ polyelectrolyte จ านวนชัน้ ความเข้มข้นของ
สารละลายบฟัเฟอร์ และ pH ของสารละลาย BSA ในขัน้ต้นพบวา่การดดูซบัของ BSA บนพืน้ผิวของ PDMS ที่
มิได้ผา่นการดดัแปรพบวา่ขึน้อยูก่บั pH ของ BSA ซึง่มีผลตอ่ net charge และโครงสร้างของโมเลกลุที่แตกตา่ง
กนั โดย ณ pH เทา่กบั 5 ซึง่เป็น pH ที่ใกล้กบั isoelectric point (IEP) ของ BSA สง่ผลให้ net charge ของ BSA 
นีใ้กล้ศนูย์ หรือมคีวามเป็นประจลุบเพียงเลก็น้อย จึงสามารถถกูดดูซบับนพืน้ผิว PDMS ที่มิได้ผา่นการดดัแปร
ได้มากที่สดุโดยผา่นแรง hydrophobic interaction  

ในการดดูซบัของโปรตีนบนพืน้ผิวที่ผา่นการดดัแปรด้วย PDADMAC/PSS พบวา่ฟิล์มเคลอืบท่ีมี 
PDADMAC เป็นชัน้นอกสดุสามารถดดูซบัโปรตีนได้มากกวา่ PDMS ที่มิได้ดดัแปร ถึงแม้วา่พืน้ผิวที่ดดัแปรนีจ้ะ
มีสมบตัิความชอบน า้มากกวา่ ซึง่อาจเกิดจากแรงดงึดดูทางไฟฟ้าระหวา่งพืน้ผิวที่มีประจบุวก และประจลุบของ 
BSA  ซึง่แห็นได้ชดัเจนในภาวะที่ pH 7.4  อยา่งไรก็ตาม ณ pH 5 เป็นภาวะที่ BSA ซึง่มี net charge เกือบเป็น
ศนูย์หรืออาจมีประจลุบเลก็น้อย การดดูซบัของ BSA ที่ pH นีอ้าจเกิดจากแรงดงึดดูทางไฟฟ้าเสริมกบัแรงอื่นๆ 
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และเมื่อจ านวนของชัน้เคลอืบเพิม่ขึน้ ปริมาณ BSA ที่เกาะติดบนพืน้ผิวเพิ่มขึน้เช่นกนั ซึง่แสดงวา่ BSA สามารถ 
penetrate เข้าไปในชัน้ PEMs ได้ ดงันัน้ฟิล์ม PDADMAC/PSS ที่มีชัน้นอกเป็น PDADMAC สามารถน าไป
พฒันาเป็นสว่นประกอบเพื่อเพิ่มความเข้มข้นบนอปุกรณ์ microfluidic device ได้ส าหรับฟิล์มเคลอืบท่ีมี PSS 
ซึง่มีประจลุบเป็นชัน้นอกสดุพบวา่สามารถลดการดดูซบัของ BSA ซึง่อาจเกิดจากการท่ีความชอบน า้ของพืน้ผิวที่
สงูกวา่ และแรงผลกักนัระหวา่งประจ ุดงันัน้ฟิล์มเคลอืบนีส้ามารถน าไปเคลอืบใน microchannel เพื่อเพิ่ม และ
รักษาคา่ EOF และในขณะเดียวกนัสามารถควบคมุการดดูซบัของโปรตีนได้  

ในการดดูซบัของ BSA บนฟิล์มระบบ chitosan/alginate ซึง่สามารถเพิม่ความชอบน า้ของพืน้ผิวได้
มากกวา่คู ่PDADMAC/PSS ทางคณะผู้วิจยัท าการศกึษา ณ pH 7.4 และพบวา่มีปริมาณ BSA ถกูดดูซบับน
พืน้ผิวทัง้สองชนดิในปริมาณที่คอ่นข้างน้อย ซึง่อาจเกิดจากความชอบน า้ของพืน้ผิวที่พฒันาขึน้จงึลดการดดูซบั
ได้อยา่งมาก หรือเกิดจากการสญูเสยีประจบุวกของ chitosan จึงลดความแรงของ electrostatic interaction 
ระหวา่งประจบุวกของ chitosan และประจลุบของ BSA หรืออาจเกิดการหลดุของฟิล์ม chitosan/alginate ได้ 
นอกจากนีก้ารสกดั PDMS ด้วยตวัท าละลายเฮกเซน เพื่อยดือายขุองพืน้ผิวที่ดดัแปรด้วย PEMs layer พบวา่ไม่
มีผลกระทบอยา่งใดตอ่ความชอบน า้ของพืน้ผิวทัง้ที่ดดัแปรและมไิด้ดดัแปรอยา่งใด 

ในงานวิจยัสว่นท่ีสองนีเ้พื่อประยกุต์ใช้ microelectrode ที่เตรียมจาก gold nanoparticles โดยใช้
เทคนิค layer-by-layer และ flow deposition เป็นตวัตรวจวดัใน microfluidic device เพื่อวดั albumin ซึง่พบวา่
สามารถตรวจวดัปริมาณ albumin ในชว่งความเข้มข้น 0.1 g/L ไปจนถึง 10 g/L ได้  
 
ข้อเสนอแนะส าหรับงานวจิัยในอนาคต 
 งานวจิยัทีค่าดวา่ควรด าเนินการพฒันาตอ่ไป คือพฒันาฟิล์ม PEMs ระบบ PDADMAC/PSS ที่มี 
PDADMAC เป็นชัน้บนสดุ เพื่อใช้เป็นฟิล์มบางที่สามารถเพิ่มความเข้มข้นของโปรตีนและมี selectivity ตอ่
โปรตีนที่สนใจ  
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Abstract 
The layer-by-layer deposition technique (LbL) was used to 

modify the surface of poly(dimethylsiloxane) (PDMS) to tune the 
bovine serum albumin (BSA) adsorption. The LbL was done 
using two different polylectrolytes pairs of which 
poly(diallyldimethyl ammonium chloride) (PDADMAC) and 
poly(sodium 4-styrenesulfonate) (PSS) were selected as strong 
polyelectrolytes pair, and chitosan and alginate as the weak 
polyelectrolytes pair. Since weak polyelectrolytes have an 
ionization that is pH dependant, the pH of the chitosan and 
alginate solutions used in the film growth was varied and the 
thickness of the film was measured using UV-Vis spectroscopy. 
The optimum condition was found to be with a pH of 5.5 in each 
chitosan and alginate solution as it provided the thickest film. 
Contact angle measurements were used to monitor the change 
from hydrophobic to hydrophilic of the PDMS substrate as a 
function of the number of deposited layers for both strong and 
weak polyelectrolytes. The chitosan/alginate film was found to be 
more hydrophilic with a lower contact angle value when 
compared to PDADMAC/PSS. Films of each polyelectrolytes pair 
were then constructed with either positive or negative 
polyelectrolytes on the outermost layer and exposed to BSA 
protein. ATR-FTIR results showed that the protein adsorbed 
favorably on the PDADMAC/PSS with little protein adsorption was 
measured on the chitosan/alginate film. These results are of 
importance for the development of protein resistant coating to be 
used in PDMS microfluidic devices.  
Keyword:Layer-by-layer/Poly(dimethylsiloxane)/Protein adsorption 
 
 1. Introduction 

Poly(dimethylsiloxane) is a popular polymeric alternative 
material for building microfluidic devices instead of silicon, glass 

and quartz mainly because of its biocompatibility, optical 
transparency, ease of molding and bonding with other materials 
as well as non-toxicicty and low manufacturing costs [1-2]. 
However, surface modification is often required due to the 
hydrophobic nature of PDMS surface causing protein or analyte 
adsorption on its surface. This phenomenon tends to decrease 
the device performance and increase the sample loss [1, 3]. In 
recent years, the layer-by-layer approach (LbL) to fabricate thin 
films has attracted great interest because of its simplicity and 
versatility. The films are fabricated between oppositely charged 
species by taking advantage of electrostatic and hydrophobic 
interactions, as well as hydrogen bonding and van der Waals 
interaction. Several studies have shown that proteins may be 
adsorbed on either positively or negatively charged 
polyelectrolyte-terminated film via electrostatic or hydrophobic 
interactions [4-6]. However, the amount of adsorbed protein 
depended on the charge difference between the adsorbed protein 
and the charge of the outermost layer. Various PEM systems 
comprised of weak/weak or strong/weak polyelectrolytes were 
fabricated as a film to control the adsorption of protein on various 
types of substrates including [7-10]. Although PDADMAC/PSS [6, 
11-12] and chitosan/alginate [13-16] were previously prepared on 
various substrates for protein adsorption studies, there is no 
report of such study on PDMS for microfluidic device application.   

Here, we investigated the adsorption of bovine serum 
albumin on polyelectrolyte multilayer films for two PEM systems 
that are of PDADMAC/PSS and chitosan/alginate fabricated on 
the PDMS surface. The influence of the buildup pH when using 
weak polyelectrolytes and the number of deposited layers on the 
protein adsorption were investigated using Fourier transformed 
infrared spectroscopy in the attenuated total reflectance mode 

* Corresponding author: E-mail: Luxsana.L@chula.ac.th 
 



 
(ATR-FTIR), contact angle measurement and UV-Vis 
spectroscopy.  

 
2. Materials and Methods 
2.1 Materials and Reagents 

Sylgard 184 silicone elastomer kit (PDMS) was purchased 
from Dow Corning (Midland, MI, USA). The polyelectrolytes used 
in this study are shown in Figure 1. Poly(diallyl dimethyl 
ammonium chloride), PDADMAC (Mw 200,000-350,000, 20 wt% 
in water); poly(sodium 4-styrenesulfonate), PSS (Mw 70,000); 
alginic acid, sodium salt (viscosity of 20.0-40.0 cps.); and bovine 
serum albumin (BSA) (Mw 66,000 Da) were used as received 
from Sigma-Aldrich (Germany). Chitosan (Mw 57,000) was 
purchased from A.N. Lab, Thailand. Sodium chloride was from 
Carlo Erba, sodium acetate trihydrate and glacial acetic acid were 
from Merck. Phosphate-buffered saline (PBS) was prepared with 
sodium chloride, di-sodium hydrogen phosphate anhydrous and 
potassium dihydrogen phosphate obtained from Carlo Erba and 
potassium chloride obtained from Merck. All chemicals were used 
as received. The de-ionized water was used throughout this 
study. 

 The polyelectrolyte solutions of chitosan and alginate were 
prepared in 100 mM acetic-acetate buffer. The pH of PDADMAC 
and PSS solutions were not adjusted.   

                               
      PDADMAC         PSS 

                         
  Chitosan       Alginate 

Fig.1 Structures of polyelectrolyte. 
 
PDMS fabrication.     

The PDMS oligomer was mixed with curing agent in the ratio 
10:1 to form a PDMS prepolymer mixture and degassed under 
vacuum. The mixture was poured into a Petri dish. After curing at 
65oC for 2 hours, the PDMS substrates were peeled off. The 
PDMS substrates were cut into square shape (size 1x4 cm2). All 
PDMS pieces were cleaned with magic tape before further usage. 
Polyelectrolyte multilayer film on PDMS. 

The cleaned PDMS was alternatively dipped in either 
polycationic or polyanionic solution. Sequential adsorption of 
polyelectrolytes was performed by hand dipping.   

PDADMAC/PSS 
A PDMS piece was dipped alternately to the 10 mM 

PDADMAC in 1 M NaCl or 10 mM PSS in 1 M NaCl for 2 min 

with three rinsing steps of fresh DI water, 2 min each in between. 
The dipping cycle was repeated until 2-18 layers achieved.  

Chitosan/alginate 
First, the suitable pH for chitosan and alginate film fabrication 

was evaluated using the quartz slide was used as substrate. The 
growth of PEMs was monitored using UV spectrometer (Hewlett 
Packard 8453). Each polyelectrolyte solution (5 mM with respect 
to the monomer repeating unit) was prepared in 1 M NaCl.  The 
studied pH values were 4 and 5.5 for chitosan and 5.5 and 6.5 
for alginate. The pH of polyelectrolyte solutions were adjusted 
using either 1 M HCl or 1 M NaOH. The quartz slide was cleaned 
with piranha solution (H2SO4:H2O2 3:1). The cleaned quartz slide 
was subsequently dipped in a chitosan solution and an alginate 
solution alternately for 5 min each followed by three rinsing steps 
of acetic-acetate buffer at same pH of polyelectrolyte solution, 5 
min each, between. The dipping cycle was repeated to build 
successive PEMs of chitosan/alginate layers. The absorption 
signal of chitosan/alginate was collected at 3, 7, 11, 15 and 19 
deposition layers. 

PEMs was fabricated on the PDMS substrate according to 
the suitable condition found in this study. 
Surface characterization. 

The hydrophillicity of coated and uncoated PDMS was 
assessed by static contact angle measurements using Ramé-hart 
Model 200 (USA). The volume of the DI water droplet was kept 
constant at 4 µL. Each data point given was based on ten 
measurements at different positions on PDMS surface. 
Attenuated total reflectance Fourier transform infrared (ATR-FTIR) 
spectra was acquired using a Nicolet 6700 FTIR spectrometer 
(Thermo scientific) to monitor the buildup of PEMs and the 
protein adsorption on the PEMs assembled on a PDMS. 
Protein adsorption assay. 

Protein adsorption assay was performed following the method 
previously reported [17]. Modified and unmodified PDMS were 
immersed in 1 mM phosphate buffered saline (PBS, pH 7.4) 
overnight prior to performing the protein adsorption study. After 
being immersed in PBS buffer, the PDMS substrates were placed 
in 4 mL of freshly prepared 3 mg/mL BSA solution in 1 mM PBS, 
pH 7.4. Adsorption was allowed to proceed at 37°C for 2 hours. 
After being removed and washed with 10 mL of PBS buffer to 
remove reversibly adsorbed BSA, the amount of BSA adsorbed 
onto the substrates was investigated by ATR-FTIR. 
 
3. Results and Discussion 

Much interest is given to the growth of PEM films on PDMS 
since it is used as substrate for microfluidic devices. In these 
devices, protein adsorption in the PDMS microchannels has been 
identified as a major problem. Here, the coating of hydrophilic 
polyelectrolyte multilayer film on PDMS substrate was 



 
investigated using PDADMAC/PSS as strong polyelectrolytes and 
chitosan/alginate as weak polyelectrolytes.  
Fabrication and characterization of polyelectrolyte multilayer film. 

The layer-by-layer deposition of the polyelectrolyte multilayer 
on the PDMS surface was observed by ATR-FTIR. Figure 2 
shows the characteristic infrared peaks for the sulfonate group of 
PSS at 1033 cm-1 [18]. It can be seen that the sulfonate peak 
height increased with the number of deposited layers indicating 
the growth of PEMs on PDMS surface [6].   

 

 
Fig.2 ATR-FTIR spectra of PDMS and PDADMAC/PSS 2-18 
layers only even layers of multilayer (top to bottom) on PDMS 
surface. Inset shows the increase in sulfonate peak at 1033 cm-

1
. 

Because chitosan and alginate are both weak acid and base, 
the ionization of their functional groups is pH dependant and 
plays a major role in their layer-by-layer self assembly. The effect 
of the pH of the solution on the chitosan/alginate multilayer 
growth on quartz slide was investigated. Chitosan and alginate 
are both polysaccharide biopolymers with chitosan being the 
deacetylated form of chitin, consisting of free amino groups (pKa 
= 6.3) [19] while alginate is a polysaccharide consisting of two 
repeating carboxylated monosaccharide units (pKa = 3.5) [19]. 
Due to the difference in pKa, it can be predicted that both 
polyelectrolytes will be positively and negatively charged for 
values comprised between 4.5 and 6.5. By monitoring the UV-Vis 
absorbance at 201 nm [20], of films built with four different pH 
combinations, it was found that chitosan peak increased with the 
number of deposited layers in each conditions for all pH 
combinations (Figure 3). The regular increase in absorbance 
suggested film growth and the best condition being when the pH 
was fixed at 5.5 for both solutions. Such result can be easily 
understood when considering that it represents the median value 
between each pKa suggesting the maximum charged groups 
available for the film growth.  

The pH of chitosan and alginate was adjusted to 5.5 since it 
provided the best growth for the PEM films. The infrared peak of 
chitosan/alginate multilayer on PDMS surface is shown in Figure 

4 and the characteristic peak at 1412 and 1601 cm-1 can be 
assigned to the COO- symmetric and asymmetric stretch of 
alginate, respectively [21]. The peak at 1420-1500 cm-1 can be 

 
Fig.3 Effect of deposition multilayer at vary pH of chitosan and 
alginate solutions in 1 M NaCl. 
 
attributed to the amine group in chitosan [21]. In the case of the 
chitosan/alginate films, also, the peak height was found to 
increase with numbers of deposited layer confirming that the 
PEMs system comprised of chitosan/alginate was fabricated 
under the high ionic strength. 
 

 
Fig.4 ATR-FTIR spectra of PDMS and chitosan pH 5.5/alginate 
pH5.5 2-18 layers only even layers (top to bottom) on PDMS 
surface. Inset shows the increase in carboxylic peak at 1412 
and 1601 cm-1. 
 

The outermost layer of PEMs plays a crucial role in the 
hydropillic property of the surface. The changes in 
hydrophilic/hydrophobic property of the modified PDMS surface 
can be characterized by contact angle () as seen in Figure 5 
with the contact angle of the multilayer films for 8-14 layers on 
PDMS. For PDADMAC/PSS and chitosan/alginate multilayers, the 
contact angles were found to alternate in a “zigzag” after each 
layer increment, indicating the change in property at the surface 
of the PDMS as the function of the polycation and polyanion-
terminated layer. The contact angle values for PDADMAC/PSS 
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were higher than that of chitosan/alginate, probably because the 
structure of the polysaccharide chitosan and alginate is more 
polar than that of PDADMAC and PSS. The lowest contact angle 
for the chitosan/alginate film was 20° [13] indicating that the 
carbohydrate coating was more hydrophilic than the 
PDADMAC/PSS. Both types of coatings displayed lower contact 
angle values than the uncoated PDMS which had an initial 
contact value around 100°. 

 

 
Fig.5 Contact angle of PDADMAC/PSS ( ) and 
chitosan/alginate ( ) multilayer film. The PDMS without 
modification (bare PDMS) ( ) is layer zero. 
 
Protein adsorption assay. 
     Since proteins contain both hydrophobic and hydrophilic 
character, electrostatic and hydrophobic interactions between the 
surface and the proteins play important roles in their adsorption. 
In this study, the type of polyelectrolyte pair used had a major 
affect on the protein adsorption onto the PDMS substrate. ATR-
FTIR was used to monitor the BSA protein adsorption onto 
PDADMAC/PSS multilayer. In Figure 6, the characteristic infrared 
peak for the amide I and amide II group appeared at ~1650 and 
~1540 cm-1, respectively [17]. The intensity of the amide peak 
when the protein was adsorbed onto PDADMAC which is 
positively charged was much higher than when the protein was 
adsorbed onto negatively charged PSS as the outermost layer as 
well as uncoated PDMS. This result is expected since the 
adsorption was made at pH value above the isoelectric point (pI) 
of BSA which makes the net charge of protein to be negative. 
Through electrostatic interaction, the negatively charged protein is 
expected to adsorb favorably onto the positively charged 
PDADMAC. Interestingly, the amide I and amide II peaks height 
was found to increase with the number PDADMAC/PSS layers 
deposited on PDMS surface. Salloum and Schlenoff also reported 
a number of layer dependant adsorption which was explained by 
atomic force microscopic measurement showing that an increase 
in roughness of the film allowed more protein to be adsorbed [6]. 

In Figure 7, the spectra of unmodified PDMS and modified 
PDMS with chitosan/alginate multilayers with and without BSA on 
surface are compared. The characteristic infrared peaks for BSA 

(~1650 and ~1540 cm-1) cannot be clearly observed suggesting 
that no significant amount of BSA could be adsorbed on the 
PDMS substrate modified with the 15th to 17th layers of  

 
Fig.6 ATR-FTIR spectra of BSA PDMS and PDADMAC/PSS 
multilayer surface. Inset show the increase in amide I and amide 
II peak at 1650 and 1540 cm-1.   
 
chitosan/alginate comparing to PDADMAC/PSS. The amount of 
adsorbed protein on PEMs with chitosan as the top layer was 
found to be smaller probably because the protein adsorption was 
done at pH 7.4 which is above the pKa of chitosan, then most of 
its amine groups should be in the neutral NH2 form. This might 
be the result of a less positive charges on the surface reducing 
the electrostatic interaction or the weakeness of polymer 
intereaction leading to a possible desorption of the chitosan layer 
[14]. When alginate was coated as the outermost layer, BSA 
which is protein rich in carboxylic acid, could not be adsorbed 
onto the PEMs modified PDMS, due to electrostatic repulsion 
between negatively charged BSA and alginate [22]. 
 
4. Conclusions 
       In this study, the PDMS surface was modified with two 
different polyelectrolyte pairs using the layer-by-layer deposition 
method to decrease the BSA protein adsorption on its surface. 
The surface of PDMS was modified using PDADMAC and PSS 
as strong polyelectrolytes and chitosan and alginate as weak 
polyelectrolytes. The type of polyelectrolytes was found to play a 
major role in the protein adsorption mainly through electrostatic 
interaction. PDMS modified with PDADMAC as terminated layer, 
cationic polyelectrolyte, were actually found to enhance the BSA 
adsorption on PDMS, which can be developed as a online 
preconcentration component on microfluidic device. Surprisingly, 
the amount of adsorbed BSA on the PSS modified surface was 
found to be larger than the uncoated PDMS. Regarding the 
chitosan/alginate modified PDMS after contacting, there is no 
siginificant amount of protein was adsorbed comparing to 
PDADMAC/PSS modified PDMS or uncoated PDMS. These 
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results provide a very interesting option for the coating of PDMS 
microchannels for protein analysis. 
 

 
Fig.7 ATR-FTIR spectra of chitosan/alginate at 15 layers (a), 16 
layers (b) and 17 layers (c) with ( ) and without ( ) BSA 
on surface compare with BSA on bare PDMS ( )  
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Abstract 

 

The layer-by-layer technique was used to coat the channels of PDMS 

microfluidic devices. The coating was based on the sequential deposition of 

polydiallyldimethylammonium chloride (PDADMAC) and polystyrene sulfonate (PSS) 

into polyelectrolyte multilayers (PEM). Two experiments were performed to investigate 

the effect of the different coatings on the properties of the microfluidic device. First, the 

change in electroosmotic flow direction and magnitude were measured as a function of 

the number of layers deposited. Second, the change in hydrophobicity and 

hydrophilicity of the PDMS surface as a function of the coatings was evaluated. The 

EOF measurements revealed that after the deposition of only 2 layers, the flow direction 

and intensity reached its maximum value, oscillating between -2x10-4 cm2/Vs and 

+4x10-4 cm2/Vs as a function of the positive or negative top layer of the coating. In 

contrast, the contact angle measurements revealed that the PDMS surface keeps its very 

hydrophobic nature up to 10 layers. Only an increase in the number of layers above 10 

allows the change from hydrophobic to hydrophilic. Stability tests were also performed 

to demonstrate the stability of the coating inside the channel. 

 

Introduction 

 For the preparation of microfluidic devices, many polymers including 

polydimethylsiloxane (PDMS), poly(methyl methacrylate) (PMMA) and polycarbonate 

(PC) have been used as substrates. Among all of these materials, PDMS has received 

the most attention mainly due to its ease of preparation, low cost, good optical 

transparency and low toxicity. However, PDMS based microfluidic devices show some 



   

defects that need to be overcome including the generation of gas bubbles in the channels 

and unstable electroosmotic flow (EOF) if this material is to become widely used. 

Foremost among PDMS’s disadvantages are its extreme hydrophobicity and the 

adsorption and absorption of hydrophobic compounds on the surface during separation. 

These problems have been recognized as a major challenge toward the development of 

many applications including protein analysis1.   

 A number of efforts have been made to improve the EOF stability, render the 

surface more hydrophilic and reduce non-specific adsorption. Most of these concerns 

can be addressed with surface modification strategies. The use of chemical modification 

procedures including exposure to energy sources such as plasma 2,3 or UV light4-6, 

radiation induced graft polymerization7, cerium (IV) catalysis8, silanization9, atom-

transfer radical polymerization10 or the sol-gel methods11 have improved the 

performance of PDMS microfluidic devices. The dynamic modification of the PDMS 

surface with surfactants such as tetrabutylammoniumchloride (TABCl), sodium dodecyl 

sulfate12, Brij-3513, and an amine-containing polymer14 was used to control EOF and 

reduce adsorption of the analytes as well but with moderate success. In these examples, 

better performance was achieved but at the cost of significant modification time and/or 

complexity of chemical modification. Simpler methods for the generation of hydrophilic 

surfaces of PDMS would significantly improve the potential for the long term use of 

PDMS in microfluidic devices.  

 Adsorbed polyelectrolyte multilayers (PEMs) have previously been 

demonstrated as a non-covalent method for surface modification of polymer-based 

microfluidic devices15-18. Assembled by taking advantage of the electrostatic interaction 

between oppositely charged polyelectrolytes and deposited in a sequential fashion, Liu 

et al. employed the PEM technique to modify the surface of PDMS/glass microchannels 

with a bi-layer film of polybrene (PB) and dextran sulfate (DS). This coating was stable 

for more than 50 runs and provided a nearly pH-independent EOF between pH 5 and 

1019. Using the same method, the direction of the electroosmotic flow in a microfluidic 

chip used for DNA hybridization was controlled by coating the channel with a single 

layer of PB20. The use of PEMs for surface modification in polymer microfluidic 

devices is attractive because the layers can be easily deposited and generally stable for 

long periods of time across a wide pH range. Moreover, this technique does not require 



   

the addition of a surfactant to the background electrolyte.  The hydrophilic nature of 

PEMs was also recently used to decrease the absorption of hydrophobic analytes in 

PDMS microchips21. One of the drawbacks of the layer-by-layer deposition method is 

the lengthy preparation steps required especially if numerous numbers of layers are 

deposited. Therefore, most of the PEM assemblies in microchannels are limited to only 

few bi-layers. While the change in EOF direction can be observed even after one bi-

layer coating, the highly hydrophobic surface of the PDMS might require more layers to 

render the surface hydrophilic. Barker and co-workers15 suggested that the 

modifications with PEMs might need more than a bilayer coating to obtain a relatively 

constant EOF in polystyrene (PS)/polydimtehylsiloxane (PDMS) and poly(ethylene 

terephthalate) glycol (PETG)/polydimtehylsiloxane (PDMS) microchips.   

 In the present article, we investigated the effect of PEM thin films on both the 

EOF and the hydrophilicity of PDMS microchips.  EOF was measured using the current 

monitoring technique while contact angle as a function of the number of deposited 

layers was measured to determine hydrophilicity. EOF reached stable oscillating values 

after just two layers but generation of hydrophilic surfaces required the deposition of 

more than 10 total layers.    

 

2. Experimental 

2.1 Chemicals and solutions  

 Sylgard 184 (PDMS) was from Dow Corning (Midland, MI, USA). Cationic 

polyelectrolyte (polydiallyldimethylammonium chloride, PDADMAC) (MW of 

400,000-500,000) and anionic polyelectrolytes (polystyrene sulfonate, PSS) (MW of 

70,000) were purchased from Aldirch (Figure 1). Na2HPO4 , KH2PO4 , Na3PO4 12 H2O, 

CH3COONa, Na2B2O7 10 H2O,  NaOH and NaCl were purchased from Carlo Erba.  

Methanol (HPLC grade), phosphoric acid and acetic acid (glacial) were purchased from 

Merck. All polyelectrolyte solutions were prepared in 1 M NaCl. All solutions were 

filtered through a 0.2 m Nylon filter, 1.3 i.d. (Chrome Tech). All chemicals are 

analytical grade and used without further purification. All solutions were prepared with 

water purified with a Milli-Q water purification system (Nihon Millipore, Tokyo, Japan) 

for the EOF studies and with double distilled water for the contact angle studies. 

 



   

2.2 PDMS preparation 

 PDMS microfluidic devices were prepared as discussed previously19. Briefly, 

the PDMS oligomer was mixed with the curing agent in the ratio of 10:1.1 to form a 

PDMS prepolymer mixture and degassed in a vacuum. The mixture was cured against 

either a bare silicon wafer that had been cleaned with the piranha solution (H2SO4:H2O2, 
2:1), water and methanol and dried with a nitrogen stream for contact angle 

measurement or an SU-8 patterned Si wafer (silicon master). The silicon master was 

cleaned sequentially with water and methanol and air dried. After at least 2 hours of 

curing at 65oC, PDMS replicas were removed from the mold. The cured PDMS sheets 

were cleaned with methanol and water, and then dried in air. Buffer reservoirs were then 

opened with a hole punch. Bare PDMS replicas were formed by casting the PDMS 

mixture on a clean dry silicon wafer. 

 

2.3 Measurement of hydrophobicity of PDMS surface 

 Flat PDMS substrates were cut to 2 cm2 rectangular pieces and cleaned with 

methanol. For the PEM thin film buildup, the substrate was first immersed for 5 min in 

a solution containing 1 mM of PDAD in 1 M sodium chloride. The sample was then 

rinsed three times in de-ionized water for 1 min. The purpose of the rinse bath is to 

remove excess and loosely bound polyelectrolytes from the surface. These steps resulted 

in the deposition of a thin layer of PDAD that reversed the surface charge of the sample 

from negative to positive. The modified PDMS was then immersed for 5 min in a 

solution containing 1 mM of PSS and 1 M sodium chloride followed by three rinses 

with water. These steps resulted in the deposition of a bi-layer of PDAD–PSS. The 

process was repeated for up to 10 total layers.  

 

2.3.1 Contact angle measurement  

 The water contact angles were measured on uncoated and coated PDMS for 

every deposited layer. Contact angle measurements were carried out using a homemade 

goniometer with each data point representing an average of three 10 L droplets each 

measured three times, for a total of nine measurements. 

   

2.4 Coating procedure and electroosmotic flow measurements in microchannels 



   

 Straight microchannels were used for all EOF measurements.  Reversible sealing 

was achieved by thoroughly rinsing a PDMS replica and a blank PDMS piece with 

methanol and bringing the two surfaces into conformal contact with one another prior to 

drying. The assembled microchip was then dried in an oven at 65 °C for 15 minutes19. 

Electroosmotic studies were done on a PDMS/PDMS microchip. The single straight 

channel (3.6-3.8 cm long, see Figure 2) was used in this study, which the width and the 

depth of the channel are 50 and 50 m, respectively.  

 

2.4.1 Channel modification 

After sealing, the separation channel was rinsed with methanol and ultrapure 

water, respectively for 5 min each using a vacuum pump. Then 100 L of 0.1 M NaOH 

was pumped through the channel. The solution sat inside the channel for 15 min was 

then rinsed with water for 5 min. Once preconditioned, the channel was filled with 50 

L of either 1 or 10 mM PDADMAC in 1 M NaCl solution and allowed to set for 15 

minute followed by pumping water for 5 min (rinsing step).  Coating with PDAD was 

performed using the same procedure. After each layer coating, the EOF measurements 

were performed. All filling steps were performed by applying a vacuum to the buffer 

waste reservoir with the other reservoir filled with the respective rinsing solution. Up to 

10 layers were deposited for EOF measurement. 1 mM (with respect to the monomer 

solution) PDADMAC and PSS solutions were used in the coating optimization study. 

 

2.4.2 Measurement of EOF 

 The EOF was measured by the current-monitoring method 20. The pH 7 

phosphate buffer with concentrations of 10 and 9 mM were used as running buffer 

solutions for current monitoring technique. For the uncoated surface and PSS (anionic) 

coating microchannel, 10 mM buffer was pumped through the separation channel via a 

vacuum pump for at least 5 min followed by rinsing with water. After reservoir A 

(Figure 2) was filled with 70 L of 9 mM solution, the solution in reservoir B was 

replaced with a 70 L of 10 mM buffer solution. Reservoir A was connected to a high-

voltage power supply through a platinum electrode, while the reservoir B was grounded. 

This setup was used for all EOF experiments. In all experiments, 600V was applied to 

reservoirs A and B while the current was monitored. After the current reached a plateau, 



   

the chip was rotated. Reservoir B was refilled with concentrated buffer, then the 

potential was reapplied. The time required for the current plateau was indicative of the 

buffer filling the separation channel. Reservoir A was refilled with 9 mM buffer and the 

above procedure repeated. Six consecutive measurements were obtained for each 

experiment. For reversed EOF measurements (PDAD coated surface), reservoir A was 

first filled with 10 mM, while reservoir B was filled with 9 mM. The value of EOF was 

calculated using the following equation:  

 EOF = L/tV         (eq 1) 

where L is the length of the separation channel, t is the time between the stable current 

values and V is the applied voltage (600 V). Calculate for EOF and %RSD.   

 

3. Results and Discussion 

3.1 EOF Measurements   

 PDMS can adsorb hydrophobic analytes due to its cross-linked hydrophobic 

chain with a methyl side-chain. Significant work has focused on the resistance to 

adsorption of solutes on the surface using dynamic coatings and polyelectrolyte 

multilayers. Cationic PDADMAC and anionic PSS were selected for their stability 

under a wide range of pH values, which they owe to the quaternary amine and sulfonate 

functional groups present in PDADMAC and PSS, respectively. As can be seen in 

Figure 3, the reversal of the EOF as a function of the deposited layers with the odd 

layers being with PDADMAC on top and even layers with PSS on top was seen as 

expected15. Initially, two different polyelectrolytes concentration, 1 mM (commonly 

used for PEMs coating) and 10 mM were used for the deposition to optimize the 

suitable concentration for EOF measurements. The benefit of using the 10 mM solution 

is that it will provide a more efficient coating of the surface but presents the 

disadvantage of being more difficult to rinse. It can be seen on Figure 3 that when using 

the 1 mM concentration, the EOF is slower to reach its maximum value and requires the 

deposition of up to 6 layers whereas only 1 or 2 layers when using the 10 mM solution 

under the same deposition condition. The average EOF value of the PEM coating with 

PDADMAC as top layer is -2.30 x10-4 cm2/Vs with % RSD of 9.11, while the PSS as a 

top layer generates an average EOF of 4.40x10-4 cm2/Vs (%RSD 9.27). The differences 

in EOF can be rationalized by the lower charge density of the PDADMAC monomer 



   

when compared with the PSS. Moreover, the PDADMAC positive charge is somewhat 

screened by the two methyl groups from each monomer which tends to reduce the ion 

interaction in the double layer near the micro-channel wall, therefore reducing its 

absolute EOF value.  

  Figure 3 shows that when the PEM is built from 10 mM polyelectrolyte 

solution only two layers are necessary to obtain a stable EOF. It is interesting to note 

that the EOF values of the coating with PSS as top layers display a value which is 

comparable to the value of bare glass under pH 9.2 running buffer,(4.21 x10-4 cm2/Vs  
22. This should allow for the exploration on microchips of separations of solutes 

requiring strongly acidic conditions (for high EOF at low pH) which is difficult to 

achieve with glass chips.    

 

3.2 Contact Angle   

 The modification of a hydrophobic PDMS surface with hydrophilic 

polyelectrolyte multilayers can be easily monitored by following the change in contact 

angle. In the microchip channel, the successive deposition of the multilayer can be 

expected to be similar to the deposition on a flat surface since the channel width is 

much greater than the PEM thickness. Although we used 15 min for the dipping time in 

the micro-channels, the samples prepared for the contact angle experiments were spun 

in the polyelectrolyte solution for only 5 minutes. The spinning of the substrate in the 

polyelectrolyte solution is known enhance the transport of polyelectrolyte to the surface 

and reduce the time necessary to obtain saturation of the polyelectrolyte layer25.  

 During the layer-by-layer deposition on the PDMS surface, it is expected 

that an oscillation in contact angle between each deposited layer would be observed. 

These oscillations during the PEM deposition are due to the differences in chemistry of 

the top layer being either the polyanion or the polycation. The oscillation of the contact 

angle are also function of the differences in linear charge density of each 

polyelectrolytes23,24. In the present experiment, the successive deposition of 

PDADMAC and PSS lead to such an oscillation due to the difference in hydrophobicity 

provided by the dimethyl group of the PDADMAC and the more hydrophilic sulfonate 

group from the PSS.  In Figure 4, the change in contact angles as a function of the 

number of deposited layers and concentration is shown. One of the major observations 



   

is that the contact angle values are not significantly reduced for the first few layers 

deposited, regardless of polymer concentrations. This slow change in contact angles is 

probably due to a slow nucleation growth of the PEM coating on the hydrophobic 

surface. Nearly 10 coating cycles are required to allow the formation of a thin film at 

the surface of the PDMS surface leading to steady oscillation in contact angle. These 

results contrast sharply from the EOF data, which suggested a good coating after only a 

bi-layer and represent an interesting parameter to consider when coating microfluidics 

channels with PEMs. Furthermore, if one wishes to coat the microfluidics channels to 

prevent the non-specific binding of a hydrophobic protein during separation, our results 

suggest that monitoring the EOF only is not sufficient and does not provide a good 

insight on the hydrophilic/hydrophobic state of the channel.  

 

3.3 Stability   

 In order to test the stability of the 10 layer system, where PSS was the outermost 

layer, a series of EOF experiments were performed and running buffer solutions at pH 

3, 7 and 11 were used. After a series of consecutive runs were performed at one pH, the 

new series of consecutive runs were collected at different pH value immediately. 

 In Figure 5, the minor effect of the buffer’s pH on the EOF value confirms the 

benefit of the surface modification step. It can be seen that even when varying the pH of 

the solution, the EOF values remain relatively constant independently of the pH. This 

stability is in contrast with measurement on the uncoated PDMS channel, which 

exhibited significant change in EOF values from run to run (ranges of 1.2 to 4.4x10-4 

cm2/V.s). The ability to have a constant EOF regardless of pH is important for many 

different applications. The stability of PEM coatings is important for achieving run-to-

run reproducibility over long operation times without the need to regenerate coatings.   

 

4. Conclusions  

 The layer-by-layer deposition of polyelectrolytes multilayers was studied to 

evaluate the formation of hydrophilic coatings inside microfluidic channels. The EOF 

reversal data and contact angle changes were used to evaluate the effectiveness of this 

coating for control of EOF and hydrophobicity. The data suggest that while the EOF can 

easily be stabilized after only a few layers, the hydrophobicity of the surface is reduced 



   

only after the deposition of five polyelectrolytes bi-layers. These results suggest that the 

monitoring of the surface coverage with the EOF appears somewhat misleading when 

assuming that it provides good information regarding the hydrophilicity of the channel 

surface. Contact angle measurements are required to access the exact hydrophilic nature 

of the modified PDMS chips especially when the objective of the coating is not only to 

stabilize the EOF, but also prevents the non specific binding of the protein during 

separation.  
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Figure 1: 

 

 

                         
 

 

Figure 1: Chemical structure of polydiallyl-dimethylammonium chloride, PDADMAC 

and poly(4-styrene sulfonate, sodium salt), PSS 
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Figure 2: 

 

 

  

 

 

 

 

Figure 2: A schematic drawing of the microchip used for the current monitoring 

experiments. (Channel: 50 µm width, 50 µm deep) 
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Figure 3: 
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Figure 3: EOF of PDAD (cationic coating) and PSS (anionic coating) as a function of 

number of layers and polyelectrolyte solution concentration10 mM (squares) 

and 1 mM (triangles). 
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Figure 4 Changes in contact angle at the surface of a PDMS substrate as a function of 

the number of deposited layers from 10 mM (diamonds) or 1 mM (squares) 

polyelectrolyte solutions. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



   

Figure 5: 
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Figure 5: Stability of PDAD/PSS coating layer as a function of the number of runs and 

pH of running buffer.  

 


