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บทคัดย่อ 

อุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ของไหลจุลภาคฐานกระดาษ (microfluidic paper-based analytical 
devices, μPADs) เป็นเทคโนโลยีทางเลือกหนึ่งของการสร้างอุปกรณ์ตรวจวินิจฉัยโรคทางคลินิก ที่ทําได้ง่าย 
ต้นทุนตํ่า พกพาได้ สามารถใช้แล้วท้ิง สําหรับใช้ในประเทศกําลังพัฒนา ในงานวิจัยนี้ ได้พัฒนา μPADs 
สําหรับการตรวจวิเคราะห์สิ่งตัวอย่างจากเลือดครบส่วน โดยใช้วิธีจุ่มแว๊กซ์ ซ่ึงเป็นวิธีใหม่ รายงานโดย
คณะผู้วิจัย วัสดุที่ใช้ประกอบด้วยกระดาษกรอง Whatman No.1 และกระดาษสําหรับแยกเลือด ซ่ึงทําให้
เช่ือมติดกันโดยการจุ่มกระดาษที่ประกบกับแม่แบบที่เป็นเหล็ก ลงไปในแว๊กซ์ที่กําลังหลอมเหลวด้วยความ
ร้อน โดยแม่แบบที่เป็นเหล็กท่ีสั่งตัดให้มีรูปแบบและขนาดที่ต้องการด้วยการใช้เทคนิคเลเซอร์ ทําหน้าท่ี
ป้องกันไม่ให้แว๊กซ์ซึมเข้าสู่กระดาษ จึงเกิดเป็นบริเวณท่ีชอบน้ําและไม่ชอบนํ้าอยู่บนกระดาษ อุณหภูมิที่
เหมาะสมสําหรับการสร้าง μPADs คือ 120-130 องศาเซลเซียส ระยะเวลาที่เหมาะสมในการจุ่มแว๊กซ์คือ 1 
วินาที  ขนาดท่อบริเวณชอบน้ําที่เล็กท่ีสุดท่ีสามารถสร้างได้ 639 ± 7 ไมโครเมตร และมีความสามารถใน
การให้ผลซํ้า (reproducibility) โดยมีค่า RSDs เท่ากับ 1.48% และ 6.30% สําหรับการสร้างขอบเขต
บริเวณชอบนํ้าของ test zone และ sample zone ตามลําดับ 

กระดาษแยกเลือดท่ีเหมาะสมสําหรับสร้าง μPADs คือชนิด LF1 โดย LF1-μPADs สามารถใช้
แยกเลือดท่ีมีค่าฮีมาโทคริต (hematocrit) ความเข้มข้นระหว่าง 24-55% ได้ภายใน 2 นาที เม่ือใช้เลือด
ปริมาตร 15-22 μL โดยไม่จําเป็นต้องเจือจางเลือดก่อน เม่ือได้ทดสอบภายใต้กล้องจุลทรรศน์ พบว่า
พลาสมาท่ีแยกได้บน μPADs น้ี ไม่มีการปนเป้ือนของเม็ดเลือดแดงหรือการแตกของเม็ดเลือดแดง การ
ตรวจวัดปฏิกิริยาการเกิดสีบน μPADs มีความแม่นยําสูง มีค่า within-day precision เท่ากับ 2.62%  (n 
=10) และ between day precision เท่ากับ 5.84% (n =30) เม่ือนํา μPADs ไปประยุกต์ใช้ตรวจวัด
ปริมาณโปรตีนในเลือด (n = 5) โดยใช้หลักการจับกับสี bromcresol green ผลการทดลองพบว่าผลตรวจ
โดยใช้ LF1-μPADs ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญกับวิธีที่ใช้ในห้องปฏิบัติการการแพทย์ทั่วไป (p > 
0.05, pair t-test) โดยสรุป μPADs ที่นําเสนอในงานวิจัยน้ี มีศักยภาพนําไปใช้ตรวจวินิจฉัยทาง
ห้องปฏิบัติการการแพทย์ โดยใช้สิ่งส่งตรวจที่เป็นเลือดครบส่วนได้ในขั้นตอนเดียว ทําให้ลดระยะเวลาการ
เตรียมตัวอย่างและลดระยะเวลาตรวจวัด เป็นวิธีที่ทําได้ง่าย มีต้นทุนตํ่า จึงเหมาะสําหรับประเทศกําลัง
พัฒนาเป็นอย่างย่ิง 

คําสําคัญ : อุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ของไหลจุลภาคฐานกระดาษ, วิธีการจุ่มแว๊กซ์, ห้องปฏิบัติการบน
กระดาษ, การแยกเลือด, การตรวจวัดปริมาณโปรตีน  
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Abstract 

Microfluidic paper-based analytical devices (μPADs) are an alternative technology 
for fabricating simple, low-cost, portable and disposable platforms for clinical diagnosis in 
developing countries. In this paper, wax dipping, a new method described by our group, 
was used for fabricating the μPAD for blood separation. The final device was composed of 
a blood separation membrane combined with patterned Whatman No.1 paper. The 
designed pattern was transferred onto paper by dipping an assembly iron mold into 
melted wax. The optimal melting temperature was in the range of 120-130 ˚C, and the 
optimal dipping time was 1 second. The smallest hydrophilic channel that could be 
created by the wax dipping method was 639 ± 7 μm in size. The reproducibility of the 
μPAD fabrication for hydrophilic channel width of the test zone and sample zone was 
1.48% and 6.30%, respectively.  

The LF1-μPAD was shown to be functional with human whole blood of 24-55% 
hematocrit without dilution, and effectively separated blood cells from plasma within 2 
minutes when blood volumes 15-22 μL were added to the device. Microscopy was used 
to confirm that the device isolated plasma with high purity and showed no blood cells or 
cell hemolysis at the detection zone of the μPAD. The colorimetric measurement 
reproducibility on the μPAD was 2.62 % (n =10) and 5.84% (n =30) for within-day and 
between day precision, respectively. The efficiency of blood separation on μPAD was 
studied by plasma protein detection using the bromocresol green (BCG) colorimetric assay. 
The results revealed that protein detection on the μPAD was not significantly different 
from the conventional method (p > 0.05, pair t-test). Our proposed blood separation on 
μPAD has the potential for reducing turnaround time, sample volume, sample preparation 
and detection processes for clinical diagnosis and point-of care testing, especially in 
developing countries.  

Keywords: Paper-based microfluidic devices, wax dipping, lab-on-paper, blood separation, 
protein determination 
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บทสรุปสําหรับผู้บริหาร 
Executive Summary 

 
(ภาษาไทย) การพัฒนาอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ของไหลจุลภาคฐานกระดาษ สําหรับตรวจวัดตัวบ่งช้ีทาง

ชีวภาพจากเลือดครบส่วน 
(ภาษาอังกฤษ) Development of microfluidic paper-based analytical devices for 

determination of biomarkers from whole blood sample 
 
ความสําคัญและที่มาของปัญหาที่ทําวิจัย 

การตรวจวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการทางการแพทย์มีความสําคัญอย่างยิ่ง เน่ืองจากสามารถช่วย
วินิจฉัยโรค ตรวจคัดกรองโรค ตรวจติดตามการดําเนินของโรคและติดตามผลการรักษาได้ แต่อย่างไรก็ตาม 
การตรวจวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการการแพทย์ส่วนมาก จําเป็นต้องใช้เคร่ืองมือวิเคราะห์อัตโนมัติที่มีราคา
แพง เม่ือติดต้ังแล้วเคลื่อนย้ายได้ไม่สะดวก อีกท้ังยังใช้นํ้ายาในการตรวจวัดปริมาณมาก ทําให้ต้นทุนในการ
ตรวจวัดสูง (1, 2) และการตรวจวัดสารบางชนิด สามารถทําได้เฉพาะโรงพยาบาลขนาดใหญ่เท่าน้ัน 
ข้อจํากัดนี้จึงทําให้เทคโนโลยีทางการแพทย์ไม่สามารถเข้าถึงชนบทที่อยู่ห่างไกลความเจริญได้ โดยเฉพาะ
อย่างย่ิงในประเทศกําลังพัฒนา เม่ือวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีเจริญก้าวหน้ามากข้ึน นักวิจัยได้มีการ
พัฒนาการตรวจวัดในรูปแบบห้องปฏิบัติการบนชิป (Lab-on-a-Chip, LOC) เพ่ือลดปริมาณนํ้ายาและขนาด
ของเคร่ืองมือท่ีใช้ในการตรวจวัดลง โดยใช้เทคโนโลยีของไหลจุลภาคเข้ามาช่วยย่อส่วนในการตรวจวัดให้มี
ขนาดเล็กลง (1, 3) สามารถตรวจวัดได้เหมือนห้องปฏิบัติการท่ัวไปแต่อยู่ในรูปแบบบนชิป ซ่ึงมีขนาดเล็กเท่า
ขนาดกระจกสไลด์ อุปกรณ์ตรวจวัดในระบบ LOC ส่วนมากมีการใช้ polydimethyl(siloxane) (PDMS) ซ่ึง
เป็นพอลิเมอร์ที่หล่อจากแม่แบบซิลิกอน ขึ้นรูปได้ง่ายและมีราคาไม่แพง (4) มีดัชนีหักเหตํ่า และมีความ
โปร่งแสงท่ีความยาวคลื่นมากกว่า 230 นาโนเมตร (5, 6) อย่างไรก็ตามขั้นตอนการทําแม่แบบซิลิกอน ใช้
สารเคมีที่มีราคาแพง เช่น SU-8 ซ่ึงเป็นสารไวแสง สําหรับใช้ในขั้นตอนการสร้างลวดลายบนแม่แบบซิลิกอน 
ด้วยเทคนิคโฟโตลิโทรกราฟี (photolithography) อีกท้ังเคร่ืองมือท่ีใช้ เป็นเคร่ืองมือพิเศษมีราคาแพง เช่น 
เครื่องเคลือบผิวแบบป่ันเหว่ียง (spin coater), เครื่องฉายแสง เป็นต้น นอกจากน้ี การตรวจวัดในรูปแบบ 
LOC ยังต้องใช้อุปกรณ์ที่ประกอบเข้าในระบบการตรวจวัด เช่น เครื่องจ่ายสารละลายปริมาตรน้อย 
(syringe pump) วาล์ว อุปกรณ์ตรวจจับสัญญาณ (detector/sensor) เป็นต้น (7) รวมทั้งขั้นตอนในการ
สร้างชิปและการสร้างระบบการตรวจวัดมีความซับซ้อน ยุ่งยาก และใช้อุปกรณ์ที่มีราคาแพง และงานวิจัย
ส่วนมาก ยังไม่จัดเป็น LOC ที่สมบูรณ์ การตรวจวิเคราะห์ทั้งกระกวนการยังต้องอาศัยเครื่องมืออ่ืนมา
ทํางานร่วมด้วย เช่นการแยกเลือด ต้องอาศัยเครื่องป่ันเซนติฟิวจ์ ระบบตรวจวัดต้องใช้เครื่องมือขนาดใหญ่ 
มีเพียงแต่ส่วนเกิดปฏิกิริยาเท่านั้นที่มีขนาดเล็ก ดังน้ันในทางปฏิบัติระบบ LOC ลักษณะน้ี ยังไม่สามารถ
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เคลื่อนย้ายนําออกไปใช้ในภาคสนามได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
เม่ือไม่นานมานี้ Whitesides และคณะ (8) ได้พัฒนาอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ของไหลจุลภาคฐาน

กระดาษ (Microfluidic paper-based analytical devices, μPAD) หรือห้องปฏิบัติการบนกระดาษ (lab-
on-paper) ซ่ึงกระดาษได้มีบทบาทสําคัญในการเป็นตัวกลางค้ําจุนสําหรับการตรวจวัดปฏิกิริยาอิมมูโนแอส
เซย์ในรูปแบบการไหลแนวนอน (lateral flow immunoassay หรือใช้การทดสอบแบบแถบจุ่ม (9-11) 
เทคนิคโครมาโทกราฟี (12),(13) และอิเลคโทรโฟรีซีส (14) นอกจากนี้ กระดาษเป็นวัสดุที่มีน้ําหนักเบา 
เคลื่อนย้ายสะดวก ง่ายต่อการจัดเก็บหรือทําลายท้ิง และกระดาษกรองมีส่วนประกอบเป็นเซลลูโลส ซ่ึง
สามารถเข้ากันได้กับสารตัวอย่างทางชีวภาพ  ทําให้ประยุกต์ใช้ตรวจวัดสารทางชีวภาพได้หลากหลาย 
หลักการตรวจวัดบนห้องปฏิบัติการบนกระดาษไม่เหมือนกับการตรวจวัดบนกระดาษแบบดั้งเดิม เนื่องจาก
สามารถตรวจวัดสารได้หลายชนิดพร้อมกันบนอุปกรณ์ตรวจวัดช้ินเดียวกัน (15) นอกจากน้ี การตรวจวัดเชิง
ปริมาณ สามารถวิเคราะห์บนกระดาษได้สะดวกด้วยหลักการต่างๆ และการตรวจวัดปฏิกิริยาการเกิดสีบน
กระดาษได้ใช้อย่างกว้างขวาง เน่ืองจากสามารถมองเห็นได้ง่าย บันทึกได้ง่ายโดยใช้อุปกรณ์พ้ืนฐาน เช่น
กล้องดิจิตอล โทรศัพท์มือถือ หรือเครื่องสแกนเนอร์ (15, 16) ย่ิงไปกว่านั้น μPAD ยังสามารถประยุกต์ใช้ได้
กับหลักการตรวจวัดต่างๆ เช่น เคมีไฟฟ้า (17, 18), การส่งผ่านแสง (19) ฟลูออเรสเซนท์ การดูดกลืนแสง 
(19, 20) เป็นต้น 

ได้มีรายงานวิจัยตีพิมพ์วิธีการสร้าง μPADs ด้วยเทคนิคต่างๆ เช่น ใช้กระบวนการโฟโตลิโทกราฟี 
(Photolithography) ซ่ึงเป็นเทคนิคการฉายแสงเพ่ือกําหนดรูปแบบ นับเป็นวิธีแรกที่ใช้สําหรับการสร้าง
ห้องปฏิบัติการบนกระดาษ รายงานโดย Whitesides และคณะ (8) โดยเนื้อกระดาษท่ีเคลือบสารไวแสง 
(Photoresist) และสัมผัสกับแสง UV จะเปลี่ยนคุณสมบัติจากชอบนํ้าไปเป็นไม่ชอบน้ํา ทําให้เกิดขอบเขต
ระหว่างบริเวณชอบนํ้าและไม่ชอบน้ํา เป็นช่องทางไหลที่ เล็กและละเอียด มีความคมชัดสูง (high 
resolution) สามารถสร้างท่อขนาดเล็กบนกระดาษมีความกว้างเล็กท่ีสุดคือ 200 ไมโครเมตร วิธี PDMS 
plotting (21) โดยใช้เครื่อง desktop plotter ในการพิมพ์ช่องทางเดินของไหลท่ีได้ออกแบบไว้ลงบน
กระดาษกรอง จําเป็นต้องใช้สาร PDMS มาเจือจางใน hexane มาเป็นหมึกพิมพ์ ซ่ึงหมึกพิมพ์ดังกล่าวจะ
ซึมผ่านเข้าเนื้อกระดาษกรอง และเกิดเป็นบริเวณไม่ชอบนํ้า (21) วิธี Plasma etching (22) มีหลาย
ขั้นตอนและใช้สารเคมีและเคร่ืองมือพิเศษ เช่น alkyl ketene dimer–heptane  และเครื่อง vacuum 
plasma reactor เพ่ือสร้างช่องทางไหลบนกระดาษ  (23) วิธี Inkjet Printing (24) เริ่มด้วยการนํากระดาษ
กรองท่ีได้ไปพิมพ์ด้วยหมึกท่ีเป็น alkenyl ketene dimer–heptane solution (5%, v/v) ตามลวดลายท่ี
ได้ทําการออกแบบไว้ ซ่ึงสารละลายดังกล่าวน้ัน จะไปทําปฏิกิริยากับสารที่เคลือบไว้ก่อนหน้าน้ี ทําให้เกิด
บริเวณที่เป็นส่วนที่ชอบนํ้าขึ้นมา (23) การสร้าง μPAD ด้วยวิธีการพิมพ์แว๊กซ์ (Wax printing) (25-27)  
โดยการพิมพ์สารละลายแว๊กซ์ให้เป็นรูปร่างที่ต้องการไว้บนกระดาษกรอง จากน้ันนําไปกระดาษไปให้ความ
ร้อน จะทําให้แว๊กซ์ที่อยู่ด้านบนซึมผ่านกระดาษกรองลงไป บริเวณท่ีแว๊กซ์ซึมผ่านลงไปน้ัน กระดาษจะ
เปลี่ยนเป็นคุณสมบัติไม่ชอบนํ้า จึงเกิดเป็นลวดลาย ช่องทางเดินของไหลตามที่ออกแบบไว้ วิธีน้ีต้องมีการ
คํานวณการแพร่ที่สมํ่าเสมอของแว๊กซ์บนกระดาษกรอง (15) และใช้เครื่องพิมพ์แว๊กซ์พิเศษ จะเห็นได้ว่าวิธี
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ต่างๆ ที่กล่าวมายังมีข้อจํากัดหลายประการ เช่น มีขั้นตอนท่ียุ่งยากซับซ้อน ต้องพิจารณาเลือกใช้สารเคมีที่
เข้ากันได้กับกระดาษกรองและไม่ส่งผลต่อสารตัวอย่างที่จะทําการทดสอบ การท่ีเน้ือกระดาษส่วนท่ีต้องการ
ออกแบบเป็นทางเดินของไหล ถ้ามีการสัมผัสกับสารเคมีหรือปฏิกิริยาบางชนิด อาจทําให้พ้ืนผิวของกระดาษ
มีการเปล่ียนแปลงคุณสมบัติไปได้ อีกทั้งมาในขั้นตอนการสร้าง μPADs ด้วยวิธีต่างๆ ที่กล่าวมา ยังต้องใช้
เครื่องมือพิเศษ และสารเคมีบางชนิดมีราคาแพง ดังน้ันจึงยังไม่เหมาะสมกับประเทศกําลังพัฒนา   

วิธีการสร้างช่องทางไหลขนาดเล็กบนกระดาษ ที่ทําได้ง่าย ต้นทุนตํ่า เหมาะสําหรับประเทศกําลัง
พัฒนา เช่นวิธีการสกรีนแว๊กซ์ (Wax screen printing) (28) ไม่จําเป็นต้องใช้เครื่องมือพิเศษ อาศัยเพียง
เครื่องให้ความร้อนเช่น hot plate และไม่ใช้สารเคมีใดๆ ใช้แว๊กซ์ที่เป็นก้อนแข็งถูผ่านลงไปบนแผ่นซิลล์
สกรีนที่ออกแบบลวดลายไว้ผ่านไปยังกระดาษกรอง โดยให้แว๊กซ์ลอดผ่านลงไปยังบริเวณท่ีต้องการให้เป็น
บริเวณไม่ชอบนํ้า จากน้ันนํากระดาษไปให้ความร้อนจนแว๊กซ์หลอมซึมผ่านลงไปในเน้ือกระดาษกรองเกิด
เป็นบริเวณไม่ชอบน้ํา (28) อย่างไรก็ตามวิธีนี้มีความสามารถในการทําซํ้าค่อนข้างตํ่าตํ่า (%CV ประมาณ 
11%) เน่ืองจากมีความแปรปรวนจากแรงที่ถูแว๊กซ์ผ่านกระดาษ จึงส่งผลต่อความคมชัดของช่องทางไหล
ของ μPADs แต่ละช้ินที่ทําได้มีความแปรปรวนสูง 

ในงานวิจัยน้ี ได้นําเสนอวิธีการสร้าง μPADs แบบใหม่ โดยให้ช่ือว่า “วิธีการจุ่มแว๊กซ์ (wax 
dipping method) โดยใช้แม่พิมพ์เหล็กที่ถูกออกแบบและสั่งตัดตามต้องการโดยใช้เทคนิคเลเซอร์ วาง
ประกบบนกระดาษกรองและยึดติดกับกระจกสไลด์ด้วยแม่เหล็กถาวร เม่ือนําจุ่มในในสารละลายแว๊กซ์ที่
กําลังหลอมเหลว บริเวณที่มีแม่แบบเหล็กประกบไว้จะยังคงสภาพเป็นบริเวณชอบน้ํา วิธีน้ีทําได้ง่าย รวดเร็ว 
มีต้นทุนตํ่า และมี reproducibility ที่ดี สามารถนําไปประยุกต์ใช้ตรวจโปรตีนและกลูโคสในพลาสมาได้
อย่างมีประสิทธิภาพ 

อย่างไรก็ตาม เน่ืองจากการตรวจวัดสิ่งส่งตรวจในห้องปฏิบัติการการแพทย์ ส่วนใหญ่นิยมใช้สิ่ง
ตัวอย่างที่เป็นซีรัมหรือพลาสมา (29) จึงต้องมีขั้นตอนการป่ันแยกเม็ดเลือดออกจากพลาสมาก่อนตรวจ
วิเคราะห์ ทําให้ต้องเสียเวลาในการเตรียมตัวอย่างเลือด และจําเป็นต้องใช้เครื่องมือเพ่ิมเติม มีรายงานการ
ใช้ μPADs สําหรับการตรวจปฏิกิริยาการเกิดสีพร้อมๆ กันหลายชนิด โดยใช้สิ่งตัวอย่างท่ีเป็นพลาสมา ที่
ผ่านการเตรียมมาก่อนหน้าน้ี (14)  ส่วนงานวิจัยของ Yang และคณะ ได้รายงานว่าสามารถใช้ μPADs แยก
พลาสมาจากเลือดครบส่วนได้ (30) โดยใช้หลักการการเกาะกลุ่มของเม็ดเลือดแดง เพ่ือให้พลาสมาไหลแยก
ออกมาด้วยแรงแคพิลลารี โดยไม่ต้องใช้แรงดันจากภายนอก แม้ว่าเทคนิคน้ีมีความใหม่ และสามารถใช้แยก
เลือดได้อย่างมีประสิทธิภาพ แต่อย่างไรก็ตาม วิธีดังกล่าวจําเป็นต้องใช้แอนติบอดีต่อหมู่เลือดทุกหมู่ ตรึงไว้
บนกระดาษ เพ่ือให้เกิดการเกาะกลุ่มของเม็ดเลือดแดง และได้พลาสมาไหลแยกออกไป  การใช้แอนติบอดี
จึงเป็นการเพ่ิมค่าใช้จ่ายในขั้นตอนการเตรียมสิ่งตัวอย่างก่อนวิเคราะห์   

ในงานวิจัยน้ีจึงได้พัฒนาวิธีการสร้าง μPADs สําหรับวิเคราะห์สารบ่งช้ีทางชีวภาพจากเลือดครบ
ส่วนวิธีใหม่ โดยออกแบบให้เม็ดเลือดแดงถูกแยกออกจากพลาสมา โดยการใช้กระดาษที่มีคุณสมบัติในการ
กักเก็บเม็ดเลือดแดงเชื่อมต่อกับกระดาษกรองสําหรับใช้เป็นบริเวณตรวจวัด โดยใช้เทคนิคการจุ่มแว๊กซ์ 
μPADs ที่พัฒนาขึ้นน้ี สามารถแยกเม็ดเลือดแดงออกจากพลาสมาได้อย่างมีประสิทธิภาพ และสามารถ
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ออกแบบให้ตรวจวัดสารเคมีในเลือดหลายชนิดพร้อมกันจากสิ่งตัวอย่างเดียวกันได้ในขั้นตอนเดียว โดยไม่มี
การใช้แรงดันภายนอก ไม่มีการใช้สารเคมี หรือแอนติบอดีเคลือบบนผิวกระดาษก่อน ด้วยวิธีน้ี ช่องทางไหล
บนกระดาษบริเวณชอบน้ํา ไม่สัมผัสสารเคมีใดๆ จึงทําให้คงสภาพเดิมที่สุด จึงทําให้ของเหลวสามารถ
เคลื่อนท่ีบนกระดาษด้วยแรงแคพิลลารีตามปกติ ทําให้แยกพลาสมาได้อย่างมีประสิทธิภาพ วิธีที่นําเสนอ
สามารถลดระยะเวลาการเตรียมสิ่งตัวอย่าง เหมาะสําหรับนําไปตรวจวัดในรูปแบบ point-of-care testing 
อีกทั้งเป็นวิธีที่ต้นทุนตํ่า ใช้เครื่องมือพ้ืนฐานที่มีในห้องปฏิบัติการทั่วไป จึงสามารถตอบสนองการนําไป
ประยุกต์ใช้ในประเทศกําลังพัฒนาได้เป็นอย่างดี สอดคล้องกับคําแนะนําขององค์การอนามัยโลกที่กล่าวว่า 
การตรวจวัดโดยใช้ห้องปฏิบัติการบนกระดาษมีความเป็นไปได้และมีศักยภาพสูงที่จะนํามาใช้เป็นเคร่ืองมือ
ตรวจวินิจฉัยโรคในประเทศกําลงัพัฒนา (15) 
 
วัตถุประสงค์ของโครงการ 

1. พัฒนาอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ของไหลจลุภาคฐานกระดาษวิธีใหม่ ที่เหมาะกับประเทศกําลังพัฒนา 
2. พัฒนาอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ของไหลจลุภาคฐานกระดาษ สําหรับแยกเลอืดครบส่วน และสามารถ

นําไปประยุกต์ใช้ตรวจสารบ่งช้ีชีวภาพในเลือด 
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วิธีการดําเนินการวิจัย 

 

1. วัสดุ อุปกรณ์ สารเคมี และส่ิงตัวอย่าง 

กระดาษกรอง Whatman No.1, LF1, MF1, VF1 และ VF2 เป็นสินค้าของบริษทั Whatman 
International Ltd. (Maidstone, England) เม็ดแว๊กซ์สีขาวซ้ือจากร้านศึกษาภัณฑ์พาณชิย์ ใน
กรุงเทพมหานคร กระจกสไลด์เป็นสินค้าของ Sail Brand (Jiangsu, China) แม่แบบซ่ึงทําจากเหล็กที่มี
ความหนา 1 มิลลิเมตร สั่งทําตัดตามแบบที่ต้องการ โดยใช้เทคนิคเลเซอร์ จากร้านในกรุงเทพมหานคร  
แม่เหล็กถาวร ซ้ือจากร้านค้าทั่วไป  

อุปกรณ์ที่ใช้ประกอบด้วยกลอ้งดิจิตอล (Canon, Powershot A570 IS 7.1 ล้านพิกเซล) เตาทํา

ความร้อน (IKA® hotplate (C-MAG HS7, Wilmington, USA) กล้องจุลทรรศน ์ (Olympus BX50, 
Tokyo, Japan) เครื่องป่ันฮีมาโทคริต (Hawksley, England) และเคร่ืองอ่านฮีมาโทคริต (Micro 
Capillary Reader Cat No. 2201, International Equipment Co, Neckham Heights, MA) 

กลูโคส (D-(+)-Glucose) เอนไซม์กลูโคสออกซิเดส (จาก Aspergillus niger - Type II) 
เอนไซม์เปอออกซิเดส โพแทสเซ๊ยม ไอโอไดน์ (potassium iodide), ethylenediaminetetraacetic acid 
disodium salt (EDTA), BrijTM 35 และซีรัมอัลบูมินจากวัว (bovine serum albumin) เป็นสินค้าที่ซ้ือ
จากบริษัท Sigma-Aldrich โซเดียมโฮดรอกไซด์ (Sodium hydroxide) และกรดซัคซินิก ซ้ือจากบริษัท 
Merck บรอมครีซอล กรีน (Bromocresol green) ซ้ือจากบริษัท BDH chemicals ชุดนํ้ายาตรวจวัด
กลูโคส (GLUCOSE liquicolor) และซีรมัควบคุมคุณภาพการตรวจวัด (Humatrol N และ Humatrol P) 
เป็นผลิตภัณฑข์องบริษัท HUMAN (Wiesbaden, Germany) เครื่องตรวจนํ้าตาลจากปลายนิ้ว  (Accu-
Chek) เป็นสินค้าของบริษัท Roche Diagnostics น้ํายาทุกชนิดท่ีใช้ในงานวิจัยเตรียมจากน้ําชนิด  MilliQ 

สิ่งตัวอย่างเลือดได้จากอาสาสมัครสุขภาพดีจํานวน 23 ราย โดยงานวิจัยนี้ ได้ผ่านการรับรองจาก
คณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยในมนุษย์ คณะแพทยศาสตร ์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย (COA 
No.079/2011) โดยตัวอย่างเลือดจํานวน 6 ราย เก็บในหลอดที่มีเฮปาริน (heparin) เป็นสารกันเลือดแข็ง 
สําหรับตรวจวัดปริมาณโปรตีน ส่วนตัวอย่างอ่ืนๆ เก็บในหลอดที่มี K3EDTA เป็นสารกันเลือดแข็ง ในแต่ละ
การทดลอง แต่ละตัวอย่างจะวัดซํ้า 4 ครั้ง รายงานผลเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (mean ± SD)  

ตัวอย่างเลือดเก็บไว้ที่อุณหภมิู 4 องศาเซลเซียส และใช้ภายในหน่ึงสัปดาห์ สําหรับการวัดระดับฮี
มาโทคริต เก็บตัวอย่างเลือดครบส่วนท่ีเจาะจากปลายน้ิวในหลอดแคพิลลารีและอุดด้วยดินน้ํามันก่อนนําไป
ปั่นที่ 10,500 rpm เป็นเวลา 5 นาที โดยใช้เครื่องป่ันฮีมาโทคริต (Hawksley, England) จากนั้นนําหลอด
แคพิลลารทีี่มีเม็ดเลือดแดงอัดแน่นไปวัดโดยใช้เคร่ืองอ่านฮีมาโทคริต (Micro Capillary Reader Cat No. 
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2201, International Equipment Co, Neckham Heights, MA) รายงานเป็นเปอร์เซ็นต์ของเม็ดเลือด
แดงต่อปริมาณเลือดท้ังหมด  

 
2. วิธีการสร้างอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ของไหลจุลภาคฐานกระดาษ (Microfluidic paper-based 

analytical devices, μPAD) 
2.1 การสร้างต้นแบบของ μPAD ด้วยวิธีการจุ่มแว๊กซ์ 

ทําการสร้างแม่แบบเหล็ก (iron mold) สําหรับสร้างลวดลายบนกระดาษ โดยสั่งตัดตามต้องการ 
โดยร้านตัดเหล็กด้วยการใช้เลเซอร์ ในงานวิจัยได้ออกแบบเป็นรูปตัววาย (Y-shape) มีความยาวของ 
sample zone 5 มิลลิเมตร บริเวณ test zone มีสองด้าน เป็นรูปวงกลม มีเส้นผ่านศูนย์กลาง 3 มิลลิเมตร 
และแม่แบบเหล็กมีความหนาประมาณ 1 มิลลิเมตร (รูปที่ 1) ก่อนจะทําการจุ่มแว๊กซ์ นํากระดาษกรอง 
Whatman No.1 ตัดให้มีขนาดกว้าง 15 มิลลิเมตร ยาว 25 มิลลิเมตร วางบนกระจกสไลด์ จากน้ันนํา
แม่แบบเหล็กมาวางทับบนกระดาษกรอง นําแม่เหล็กถาวรประกบด้านหลังกระจกสไลด์เพ่ือยึดแม่แบบให้ติด
กับกระดาษ (รูปที่ 2a) จากนั้นนําส่วนท่ีประกอบขึ้นไปจุ่มในแว๊กซ์ที่หลอมเหลวที่อุณหภูมิ 120-130 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 1 วินาที (จุ่มแล้วยกขึ้นทันที) โดยหลอมแว๊กซ์ในบีกเกอร์ด้วยการใช้เตาทําความร้อน 
(hot plate) ที่ติดต้ังเซ็นเซอร์ควบคุมอุณหภูมิ (รูปที่ 2b) เม่ือจุ่มเสร็จแล้วรอให้แว๊กซ์แห้งที่อุณหภูมิห้อง 
แล้วจึงแยกแม่แบบออกจากกระดาษโดยการนําแม่เหล็กถาวรออก จะได้ μPAD ที่มีท่อของไหลซ่ึงมี
คุณสมบัติชอบนํ้าถูกกั้นด้วยเน้ือแว๊กซ์ที่มีคุณสมบัติไม่ชอบนํ้า (รูปที่ 3) โดยเป็นลวดลายตามท่ีออกแบบไว้  

 
 

 
 

รูปที่ 1. ขนาดและรูปร่างของแม่แบบเหล็ก สําหรับใช้ในการสร้าง uPAD ด้วยวิธีจุ่มแว๊กซ์ 
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รูปที่ 2. องค์ประกอบของการสร้าง μPAD ด้วยวิธีการจุ่มแว๊กซ์ (a) การประกอบกระดาษและแม่แบบเหล็ก
บนกระจกสไลด์ก่อนนําไปจุ่มแว๊กซ์ (b) อุปกรณ์ที่ใช้สําหรบัการ μPAD ด้วยวิธีจุ่มแว๊กซ์ 

 

 
รูปที่ 3. แผนภาพแสดงการเกิดบริเวณชอบน้ํา และบริเวณไม่ชอบนํ้าบน μPAD ที่สร้างด้วยวิธีการจุ่มแว๊กซ์ 

 
 
 
 

 
 

 

(a) (b) 

แว๊กซ์ท่ีกําลัง
หลอมเหลว 

กระจกสไลด์ประกบกับ
กระดาษและแม่แบบเหล็ก 



ห น้ า  | 10 
 

 

2.2 การสร้าง μPAD สําหรับแยกเลือดครบส่วน 

สําหรับการสร้าง μPAD สําหรับแยกเลือดครบส่วนนั้นมีวิธีการคล้ายกับการสร้าง μPAD ที่อธิบาย
ในข้อ 2.1 ต่างกันที่ การออกแบบให้มีส่วนบริเวณแยกเลือดเป็นวงกลมขนาดต่างๆ และใช้กระดาษแยกเลอืด
ชนิดต่างๆ ได้แก่ LF1, MF1, VF1 วางซ้อนกับกระดาษ Whatman No.1 โดยให้เหลื่อมกันประมาณ 1 
มิลลิเมตร ก่อนนําประกอบบนกระจกสไลด์และไปจุ่มแว๊กซ์ ดังแสดงในรูปที่ 4a และ 4b 

 
 

รูปที่ 4.  แสดงการสร้าง μPAD สําหรับแยกเลือดครบส่วน โดยวิธีการจุ่มแว๊กซ์ : (A) แสดงมุมมองด้านหน้า 
และด้านหลัง; (B) แสดงมุมมองด้านข้าง จากการประกอบกระดาษ กระดาษแยกเลือด และแม่แบบเหล็กบน
กระจกสไลด์ก่อนนําไปจุ่มแว๊กซ์ 
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3. การทดสอบความสามารถของ μPAD ไปใช้ตรวจวิเคราะห์ทางคลินิก 
3.1 การทดสอบความใช้ได้ของ μPAD ที่สร้างด้วยวิธีจุ่มแว๊กซ์ 

ในการทดลองส่วนแรก เป็นการประเมินการวัดปฏิกิริยาเกิดสีบน μPAD ที่สร้างโดยใช้เทคนิคการ
จุ่มแว๊กซ์ โดยออกแบบกระดาษให้เป็นรูปตัววาย  (Y shape) ซ่ึงประกอบด้วย two test 2 ด้าน แต่ละด้าน
มีลักษณะเป็นวงกลม มีความกว้าง  3 มิลลิเมตร สําหรับตรวจวัดกลูโคสและโปรตีนพร้อมๆ กัน  

สําหรับการตรวจวัดกลูโคส น้ํายาท่ีใช้ประยุกต์มาจาก Self-Stik reagent strips (Chungdo 
pharm. Co., LTD, Korea) ทําการปิเปตสารละลาย potassium iodide ความเข้มข้น 10 mg/mL
ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร ลงบนกระดาษบรเิวณ test zone และท้ิงไว้ให้แห้งประมาณ 5 นาที จากนั้นหยด
สารละลายที่มีส่วนผสมของเอนไซม์ glucose oxidase   (451 U/mL) และ 186 U/mL peroxidase 
ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ลงบนกระดาษบริเวณ test zone อีกครั้ง  

สําหรับใช้ตรวจวัดโปรตีน ปิเปตน้ํายา 10x bromocresol green (BCG) [24] ปริมาตร 0.5 
ไมโครลิตร ลงบนอีกด้านของ test zone จากน้ันรอให้กระดาษแห้งทีอุ่ณหภูมิห้อง  เม่ือจะทําการวัดสิ่ง
ตัวอย่าง จุ่มด้านปลายของ μPAD ลงสิง่ตัวอย่าง และรอให้สิ่งตัวอย่างไหลเคลื่อนท่ีมายังบริเวณ test zone 
ทั้งสองด้านซ่ึงความเข้มของสีสามารถมองเห็นได้ด้วยตาเปล่า ถ่ายภาพสีที่เกิดข้ึนบริเวณ test zones ด้วย
กล้องดิจิตอล และนําภาพถ่ายมาวิเคราะห์ความเข้มของสี ด้วยโปรแกรม Adobe Photoshop CS2   
 

3.2 การทดสอบความใช้ได้ของ μPAD สําหรับใช้แยกเลือดครบส่วน 
เม่ือได้ μPAD สําหรับแยกเลือดแล้ว ทําการตรึงนํ้ายาท่ีใช้ในการตรวจวัดตัวบ่งช้ีโรค (ในการ

ทดลองน้ี เป็นการตรวจวัดปริมาณโปรตีนในเลือด) บนกระดาษในส่วน detection zone จากน้ันรอให้นํ้ายา
แห้ง เม่ือน้ํายาแห้งแล้ว สามารถนําไปใช้วิเคราะห์ได้ โดยหยดตัวอย่างเลือดครบส่วนท่ีใช้เฮปารินเป็นสารกัน
เลือดแข็ง ถ้าไม่กล่าวเป็นอย่างอ่ืน ปริมาตรเลือดท่ีใช้เป็น 8 ไมโครลิตร สําหรับกระดาษแยกเลือดชนิด LF-1 
ที่มีพ้ืนที่ 28 ตารางมิลลิเมตร ลงในส่วน separation zone พลาสมาท่ีแยกได้จะไหลไปในยังบริเวณ 
detection zone จากน้ันสิ่งตัวอย่างในพลาสมาจะทําปฏิกิริยากับนํ้ายาทําให้เกิดสีขึ้น การตรวจระดับ
โปรตีนในเลือด จะใช้หลักการจับกับสารสี โดยใช้สี  bromcresol green (BCG) ในการจับกับอัลบูมินใน
เลือด BCG สามารถจับกับอัลบูมินอย่างจําเพาะเกิดการเปลี่ยนแปลงสีจากสีเขียวเป็นสีน้ําเงิน ความเข้มของ
สีจะแปรผันตามความเข้มข้นของอัลบูมินในเลือด ทําการถ่ายภาพหรือสแกนภาพบริเวณ detection zone 
แล้ววัดความเข้มของสีโดยใช้โปรแกรม Photoshop แล้วสร้างกราฟมาตรฐานระหว่างความเข้มข้นของ
สารละลายโปรตีนมาตรฐานและความเข้มของสีที่เกิดข้ึน  
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ผลการทดลอง 

 
1. ผลการทดสอบอุณหภูมิและเวลาท่ีเหมาะสมในการสร้าง μPAD ด้วยวิธีการจุ่มแว๊กซ์ 

เนื่องจากอุณหภูมิและเวลาในการจุ่มแว๊กซ์ มีผลต่อความคมชัดระหว่างบริเวณชอบนํ้าและไม่ชอบ
น้ําบนอุปกรณ์การตรวจวัดบนกระดาษ ดังน้ันจึงได้ทําการทดสอบอุณหภูมิและระยะเวลาที่เหมาะสมโดย
การจุ่มกระดาษในแว๊กซ์ที่อุณหภูมิ 90-160 องศาเซลเซียส ที่เวลาต่างๆ ในช่วง 1-20 วินาที โดยใช้แม่แบบ
ที่ประกอบด้วย sample zone มีความกว้าง 1 มิลลิเมตร และส่วน detection zone มีความกว้าง 4 
มิลลิเมตร ผลการทดลองพบว่า อุณหภูมิที่เหมาะสมในการสร้างอุปกรณ์การตรวจวัดบนกระดาษอยู่ในช่วง 
120-130 องศาเซลเซียส และเวลาที่เหมาะสมคือ 1 วินาที อุณหภูมิที่น้อยกว่า 120 องศาเซลเซียส ทําให้
แว๊กซ์ไม่สามารถซึมเข้าสู่กระดาษได้ ทําให้บริเวณชอบนํ้าและไม่ชอบนํ้าของอุปกรณ์ตรวจวัดบนกระดาษไม่
คมชัด เม่ือใช้เวลามากกว่า 1 วินาที ในการจุ่มแว๊กซ์ แว๊กซ์จะซึมเข้าสู่กระดาษมากเกินไป สามารถลอดผ่าน
แม่แบบเหล็กทีบั่งกระดาษไว้ได้ ทําให้ไม่เกิดเป็นท่อบริเวณชอบนํ้าบนกระดาษ นอกจากน้ีอุณหภูมิของแว๊กซ์
ที่มากกว่า 130 องศาเซลเซียส และเวลาในการจุ่มแว๊กซ์มากกว่า 5 วินาที เป็นอุณหภูมิที่ร้อนเกินไป และ
เวลานานเกินไป ทําให้แม่แบบ กระดาษ และแม่เหล็กไม่สามารถทนความร้อนได้ จึงเกิดการแยกออกจากกัน 
ไม่สามารถสร้างลวดลายบนกระดาษได้ ดังแสดงในตารางที่ 1 
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ตารางท่ี 1. ผลของอุณหภูมิและเวลาทีใ่ช้ในการจุ่ม สําหรับการสร้าง μPADs ด้วยวิธีการจุ่มแว๊กซ์ 

Temp 

(°C) 

Dipping time (sec) 

1 5 10 15 20 

90 

     

95 

     

100 

     

115 

     

120 

     

125 

   

* * 

130 

  

* * * 

135 

  

* * * 

140 

  

* * * 

150 

 

* * * * 

160 

 

* * * * 

* ได้มีการทดสอบสภาวะดังกล่าว แต่เน่ืองจากอุณหภูมิที่สูง หรือเวลาในการจุ่มนานเกินไป ทําให้แม่แบบ
เหล็กแยกออกจากกระดาษและกระจกสไลด์  
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2. ผลของการสร้าง μPADs ด้วยวิธีการจุ่มแว๊กซ์ 
เทคนิคการสร้าง μPAD ด้วยวิธีการจุ่มแว๊กซ์ ทําให้แว๊กซ์ซึมไปบนเน้ือกระดาษและสร้างเป็น

ขอบเขตของบริเวณไม่ชอบนํ้า ส่วนบริเวณชอบนํ้าบนกระดาษ คือบริเวณท่ีถูกปิดด้วยแม่แบบเหล็ก เม่ือนํา 
μPADs ที่สรา้งได้ไปดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (Olympus BX50) เพ่ือสังเกตการเปลี่ยนแปลงของเนื้อ
กระดาษ พบว่าผิวของกระดาษบริเวณไม่ชอบน้ํามีการเปลี่ยนแปลงอย่างชัดเจนเน่ืองจากมีแว๊กซ์เคลือบอยู่ 
ดังแสดงในรูปที่ (รูป 5a) ด้านซ้ายของรูปเป็นเน้ือกระดาษท่ียังไม่สัมผัสแว๊กซ์ ด้านขวามีแว๊กซ์เคลือบอยู่และ
เปลี่ยนคุณสมบัติเป็นไม่ชอบน้ําอย่างสมบูรณ์ รูป 5b แสดงให้เห็นว่าสีผสมอาหารท่ีหยดลงไป ไหลไปยัง
บริเวณชอบนํ้าของกระดาษเท่านั้นไม่สามารถซึมผ่านไปยังบริเวณไม่ชอบนํ้าได้ รูป 5c แสดงคณุสมบัติความ
ไม่ชอบน้ําของ μPAD บริเวณท่ีมีแว๊กซ์เคลือบอยู่ เม่ือมีการหยดสีผสมอาหารลงไป สีผสมอาหารยังคงรูปร่าง
เป็นหยดนํ้าไม่กระจายตัวไปตามเน้ือกระดาษซ่ึงแตกต่างจากการหยดสีลงบนบริเวณชอบน้ําอย่างเห็นได้ชัด 

ภาพของต้นแบบ μPAD ทีส่ร้างโดยเทคนิคการจุ่มแว๊กซ์ดังแสดงในรูป 6a และ 6b จะเห็นได้ว่า 
μPAD สําหรับใช้แยกพลาสมาจากเลือดครบส่วน มีการใช้กระดาษสองชนิดเช่ือมต่อกันอย่างเห็นได้ชัด โดย
การเช่ือมของกระดาษ ไม่มีการใช้กาว หรือวัสดุอ่ืนเพ่ิมเติม กระดาษสองชนิดสามารถถูกเช่ือมต่อกันด้วยเนื้อ
แว๊กซ์ขณะทําการจุ่มกระดาษลงในแว๊กซ์หลอมเหลว และเม่ือสร้างเสร็จกระดาษท้ังสองแผ่นได้เช่ือมกันเป็น
แผ่นเดียว  
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.  

รูปที่ 5. แสดงภาพของกระดาษที่สร้างโดยเทคนิคการจุ่ม: (a) บริเวณชอบนํ้าและไม่ชอบน้ําของกระดาษเม่ือ
สังเกตใต้กล้องจุลทรรศน์ (40x magnification); (b) ลักษณะของกระดาษเม่ือหยดสีผสมอาหารลงไป
บริเวณชอบนํ้า; (c) เปรียบเทียบลักษณะของสีผสมอาหารเม่ือหยดลงบนบริเวณชอบนํ้าและไม่ชอบนํ้าของ
กระดาษ  
 
 

     

 
 

 
 
 

     
     
 

รูปที่ 6.  แสดงส่วนต่างๆ ของ μPAD ที่สร้างเสร็จแล้ว (a) ภาพของต้นแบบ μPAD ที่สร้างโดยเทคนิคการ
จุ่มแว๊กซ์ (b) ภาพของ μPAD สําหรับใช้แยกพลาสมาจากเลือดครบส่วน 

Test zone 

Sample zone 

A B 
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3. ความสัมพันธร์ะหว่างขนาดของแม่แบบกับท่อบน μPAD  

ความกว้างของท่อบน μPAD ขึ้นอยู่กับขนาดของแม่แบบที่เป็นเหล็ก ในงานวิจัยน้ีได้ใช้แม่แบบท่ีมี
ความกว้าง 500-3,000 ไมโครเมตร  สําหรับศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างขนาดของแม่แบบกับท่อบน μPAD 
ที่สร้างได้ ขณะทําการทดลอง จะมีการควบคุมอุณหภูมิของแว๊กซ์ที่กําลงัหลอมให้อยู่ในช่วง 120-130 องศา
เซลเซียส และใช้เวลาในการจุ่ม 1 วินาที เม่ือได้ μPAD ที่มีความกว้างของท่อขนาดต่างๆ แล้ว บันทึกภาพ
ด้วยกล้องดิจิตอล แล้ววัดความกว้างของท่อบน μPAD ที่สร้างขึ้น โดยใช้โปรแกรม ImageJ นํามา
เปรียบเทียบกับความกว้างของแม่แบบเหลก็ที่ใช้ ผลการทดลองพบว่าขนาดท่อที่เล็กท่ีสุดท่ีสามารถสร้างได้
โดยวิธีการจุ่มแว๊กซ์คือ 639 ± 6.7 ไมโครเมตร (n = 3) รูปที่ 7 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างขนาดความกว้าง
ของแม่แบบกบัความกว้างของท่อบน μPAD ที่สร้างได้ พบว่าความกว้างของแม่แบบกับขนาดของท่อบน
กระดาษที่ได้มีความสัมพันธ์กัน (r2 = 0.998) และมีสมการความสัมพันธ์คือ WC = 1.067 WM + 121.78 
โดย Wc คือความกว้างของท่อบนกระดาษ และ WM คือความกว้างของแม่แบบเหล็กที่ใช้ ดังน้ันการใช้
วิธีการจุ่มแว๊กซ์ สามารถทํานายความกว้างของท่อของ μPAD ได้จากความกว้างของแม่แบบที่ใช้ โดยใช้
สมการดังกล่าว  
 

 
 
รูปที่ 7. แสดงความสัมพันธ์ระหว่างขนาดความกว้างของแม่แบบเหล็กกับความกว้างของท่อบน μPAD ที่
สร้างด้วยเทคนิคการจุ่มแว๊กซ์ สมการความสัมพันธ์ WC = 1.067 WM + 121.78, (r2 = 0.998) 
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4. Reproducibility ของการสร้าง μPAD ด้วยวิธีจุ่มแว๊กซ์ 

ทําการศึกษาความสามารถในการทําซํ้า (reproducibility) ของการสร้าง μPAD ด้วยวิธีการจุ่มแว๊กซ์ 
โดยสร้าง μPADs จํานวน 20 ช้ิน จากแม่แบบที่มี sample zone กว้าง 1 มิลลิเมตร และ detection 
zone มีเส้นผ่านศูนย์กลาง 4 มิลลิเมตร จากนั้นบันทึกภาพและวัดความกว้างของท่อบน μPAD โดยใช้
โปรแกรม ImageJ คํานวณค่าสัมประสิทธ์ิความแปรปรวน (Coefficient of Variation, CV) ความกว้างของ
ท่อท่ีสร้างได้จรงิจาก μPAD ทั้ง 20 ช้ิน ผลการทดลองแสดงในรูปที่ 8 ค่าเฉลี่ยของความกว้างของท่อบริเวณ 
detection zone และ sample zone คือ 3.91 ± 0.06 และ 1.04 ± 0.07 มิลลิเมตร และมีค่า RSDs 
1.48% และ 6.30% ตามลําดับ ซ่ึงแสดงให้เห็นว่าการสร้าง μPAD ด้วยวิธีการจุ่มแว๊กซ์มี reproducibility 
สูง ในการจุ่มแว๊กซ์เพ่ือสร้าง μPAD แต่ละช้ินได้ขนาดที่ใกล้เคียงกัน อย่างไรก็ตาม ในขั้นตอนการสร้าง 
μPAD ด้วยวิธีการจุ่มแว๊กซ์น้ี จะต้องมีการควบคุมอุณหภูมิและระยะเวลาในการจุ่มแว๊กซ์ให้คงที ่ เพ่ือให้ 
μPAD แต่ละช้ินมีบริเวณที่ใช้ทําปฏิกิริยาของสารที่ต้องการตรวจวัดเท่าๆ กัน 

 
 

 
 

รูปที่ 8. แสดง reproducibility ของการสร้าง μPAD ด้วยวิธีการจุ่มแว๊กซ์ ( ) ท่อบริเวณ sample zone 

and ( ) ท่อบริเวณ detection zone 
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5. ชนิดของกระดาษที่เหมาะสมสําหรับการแยกเลือดบน μPAD  

เนื่องจากกระดาษกรอง Whatman No.1 ไม่สามารถแยกเลือดได้เพราะขนาดรูพรุนของกระดาษ
กรองมีขนาดใหญ่ งานวิจัยนี้จึงได้ใช้กระดาษชนิดต่างๆ มาสร้างอุปกรณ์ตรวจวัดบนกระดาษสําหรับการแยก
เม็ดเลือดออกจากพลาสมา และทําการตรวจวัดสิ่งตัวอย่างในพลาสมาในขั้นตอนเดียวบน μPAD โดย
กระดาษที่นํามาใช้ในการสร้าง μPAD สําหรับการแยกเลือด ได้แก่ กระดาษ Whatman No.1 และกระดาษ
แยกเลือดชนิด MF1, LF1, VF1 และ VF2 โดยที่กระดาษกรองชนิด MF1, LF1 และ VF2 เป็นกระดาษชนิด 
polyvinyl alcohol-bound glass fiber และ VF1 เป็นกระดาษชนิด binder-free glass fiber ซ่ึง
กระดาษกรองท่ีนํามาทดสอบน้ันสามารถแยกสารที่มีขนาดใหญ่กว่า 2-3 ไมโครเมตร ออกจากสารนํ้าได้ โดย
เม็ดเลือดและเกร็ดเลือดจะถูกกักอยู่บนกระดาษกรอง ส่วนพลาสมาจะถูกแยกออกมาและไหลไปยังบริเวณ 
detection zone และทําปฏิกิริยากับน้ํายาท่ีใช้ในการตรวจวัด โดยขั้นตอนการสร้างอุปกรณ์ตรวจวัดบน
กระดาษสําหรบัการแยกเลือดนั้น จะนํากระดาษกรอง Whatman No. มาวางซ้อนกับกระดาษแยกเลือด ให้
กระดาษเหลื่อมกันประมาณ 1 มิลลิเมตร โดยให้กระดาษแยกเลือดอยู่ด้านบน แล้วประกบกับแม่แบบที่มีท่อ
ความกว้างขนาด 1 มิลลิเมตร วางบนกระดาษท้ังสองชนิด ทําการจุ่มกระดาษลงไปในแว๊กซ์ที่อุณหภูมิและ
เวลาท่ีเหมาะสม ผลการทดลองพบว่าสามารถสร้างลวดลายบนกระดาษชนิด MF1 และ LF1 ได้ชัดเจน แต่
อย่างไรก็ตาม ไม่สามารถสร้างท่อทางเดินระหว่างบริเวณชอบนํ้าแยกออกจากบริเวณไม่ชอบน้ําบนกระดาษ
แยกเลือดชนิด VF1 และ VF2 ได้ เน่ืองจากกระดาษแยกเลือดท้ังสองชนิดมีความหนา โดยกระดาษแยก
เลือดชนิด VF1 และ VF2 มีความหนา  632 และ 785 ไมโครเมตร ตามลําดับ ซ่ึงทําให้แม่แบบไม่สามารถ
แนบกับกระดาษ Whatman No.1 ได้สมบูรณ์ ส่งผลให้แว๊กซ์ซึมเข้าสู่กระดาษตลอดแผ่น สามารถผ่านเข้า
ไปบริเวณที่มีแม่แบบเหล็กประกบอยู่ได้ จึงทําให้ไม่สามารถสร้างลวดลายบริเวณไม่ชอบน้ําบนกระดาษได้ 
ดังน้ันกระดาษแยกเลือดท่ีเหมาะสําหรับนํามาทํา μPAD โดยวิธีการจุ่มแว๊กซ์คือกระดาษชนิด MF1 และ 
LF1  
 
6. ปริมาตรเลือดท่ีเหมาะสมสําหรับการแยกเลือดบน μPAD 

ในการแยกเม็ดเลือดออกจากพลาสมาโดยใช้ μPAD ที่พัฒนาขึ้นในงานวิจัยน้ี ต้องใช้ปริมาตรเลือด
ที่เหมาะสม เนื่องจากถ้าใช้ตัวอย่างเลือดท่ีมีปริมาตรมากเกินไป จะทําให้เม็ดเลือดแดงไหลปนมากับพลาสมา
ในบริเวณ detection zone และอาจรบกวนปฏิกิริยาการตรวจวัด แต่หากปริมาตรเลือดน้อยเกินไป จะทํา
ให้ได้ปริมาตรพลาสมาไม่เพียงพอ และไหลไปไม่ถึงบริเวณ detection zone ทําให้ไม่สามารถวัดปฏิกิริยาได้ 
ดังน้ันจึงทําการทดสอบปริมาตรเลือดที่เหมาะสมในการแยกเลือดบนกระดาษท่ีได้ออกแบบไว้ โดยการสร้าง 
μPAD โดยใช้แม่แบบที่มีความกว้างของส่วน separation zone แตกต่างกันคือ 5, 6, 7 และ 8 มิลลิเมตร 
(มีพ้ืนที่กระดาษสําหรับแยกเลือด 19, 28, 38 และ 50 ตารางมิลลิเมตร ตามลําดับ) โดยใช้กระดาษแยก
เลือดชนิด MF1 และ LF1 ในการสร้างอุปกรณ์ตรวจวัดบนกระดาษร่วมกับกระดาษกรอง Whatman No.1 
ดังรูปที่ 9a จากน้ันทําการแยกเลือดโดยใช้ปริมาตรเลือดต่างๆ หยดลงบน μPAD แต่ละขนาด ปริมาตรเลือด
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ที่ใช้และทําให้พลาสมาสามารถแยกออกมาจาก separation zone จนกระท่ังเต็มส่วน detection zone 
ได้โดยไม่มีเม็ดเลือดแดงปนมา คือปริมาตรเลือดที่เหมาะสมสําหรับการนํามาใช้ในการตรวจวัด รูปที่ 9b 
แสดงความสัมพันธ์ระหว่างพ้ืนที่ของกระดาษแยกเลือดชนิด MF1 และ LF1 กับปริมาตรเลือดที่เหมาะสม
สําหรับการแยกเลือดบนกระดาษ ผลการทดลองพบว่ากระดาษแยกเลือดทั้งสองชนิดสามารถใช้แยกเม็ด
เลือดออกจากเลือดครบส่วนได้ โดยท่ีปริมาตรเลือดที่ใช้เพ่ิมข้ึนตามพ้ืนที่ของกระดาษแยกเลือด โดยมีสมการ
ความสัมพันธ์ระหว่างพ้ืนที่ของกระดาษแยกเลือดกับปริมาตรเลือดท่ีใช้คือ y = 0.4989x – 1.70 และ y = 
0.431x – 2.60 สําหรับกระดาษแยกเลือดชนิด MF1 และ LF1 ตามลําดับ อย่างไรก็ตาม พ้ืนที่กระดาษแยก
เลือดน้อยกว่า 19 ตารางมิลลิเมตร ไม่สามารถแยกเลือดได้เน่ืองจากพื้นท่ีในการแยกเลือดน้อยเกินไปทําให้
เม็ดเลือดปนมากับพลาสมาที่แยกได้ ส่วนปริมาตรเลือดท่ีน้อยท่ีสุดท่ีใช้ในการแยกเลือดของกระดาษแยก
เลือดชนิด LF1 และ MF1 โดยใช้พ้ืนท่ีของกระดาษแยกเลือด 28 ตารางมิลลิเมตร คือ 8 และ 10 
ไมโครลิตร ตามลําดับ แสดงให้เห็นว่ากระดาษแยกเลือดชนิด LF1 ใช้ปริมาตรเลือดน้อยกว่ากระดาษแยก
เลือดชนิด MF1 เม่ือพ้ืนที่ของกระดาษแยกเลือดเท่ากัน จึงถูกเลือกใช้ในงานวิจัยน้ี จากผลการทดลองในรูป
7b ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานแสดงให้เห็นว่าปริมาตรเลือดท่ีสามารถใช้ได้คือ 8-11 μL, 11-17 μL, และ 15-22 
μL เม่ือใช้ LF1-μPAD ที่มีกระดาษแยกเลือดพ้ืนที่  28 ตารางมิลลิเมตร, 38 ตารางมิลลิเมตรและ 50 
ตารางมิลลิเมตร ตามลําดับ 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 9. (A) แสดงอุปกรณ์ตรวจวัดบนกระดาษสําหรับการแยกเลือด (B) ความสัมพันธ์ระหว่างพ้ืนท่ีของ
กระดาษแยกเลือดชนิด MF1 และ LF1 กับปริมาตรเลือดท่ีเหมาะสมสําหรับการแยกเลือดบนอุปกรณ์

ตรวจวัดบนกระดาษ ( ) กระดาษแยกเลือดชนิด MF1 ( ) กระดาษแยกเลือดชนิด LF1 
 

A 
B 
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7. การไหลของพลาสมาบน μPAD 

ปกติของเหลวจะเคล่ือนที่ไปบนกระดาษโดยอาศัยแรงคาพิลลารี่ (capillary force) จึงไม่
จําเป็นต้องใช้แรงจากภายนอกในการผลักสารเข้าสู่ระบบการตรวจวัด ในการแยกพลาสมาโดยใช้อุปกรณ์
ตรวจวัดบนกระดาษน้ัน ถ้าการไหลของพลาสมาเร็ว ก็จะทําให้สามารถตรวจวัดสิ่งตัวอย่างได้รวดเร็ว ซ่ึง
อัตราการไหลของพลาสมาน้ันขึ้นอยู่กับความเข้มข้นของตัวอย่างเลือด งานวิจัยนี้จึงได้ทดสอบความเร็วใน
การไหลของพลาสมาบน μPAD ที่สร้างข้ึนด้วยกระดาษแยกเลือดชนิด MF1 และ LF1 โดยใช้แม่แบบเหล็ก
ที่มีความกว้างของบริเวณ separation zone เป็น 8 มิลลิเมตร และมีความกว้างของท่อบนกระดาษ 
Whatman No.1 ขนาด 1 มิลลิเมตร ยาว 10 มิลลิเมตร นําไม้บรรทัดมาวางบนกระดาษในส่วนกระดาษ 
Whatman No.1 แล้วหยดเลือด (ในการทดลองน้ี ใช้ตัวอย่างเลือดท่ีมีค่าฮีมาโทคริต 38%) ลงบน μPAD 
ในส่วน separation zone จากน้ันวัดระยะทางที่พลาสมาเคลื่อนท่ีไปบนกระดาษ Whatman No.1 พร้อม
กับจับเวลาในการเคล่ือนท่ีของพลาสมา นําค่าท่ีได้มาสร้างกราฟ โดยพลอตระหว่างค่ารากท่ีสองของเวลากับ
ระยะทางท่ีพลาสมาเคลื่อนที่ได้ ผลการทดลองพบว่าการไหลของพลาสมาในระยะแรกๆ สอดคล้องกับ 
Lucas-Washburn model (31, 32) ที่ว่าระยะทางของการไหลพลาสมาจะเป็นสัดส่วนกับรากท่ีสองของ
เวลา ความไวของการเคลื่อนท่ีของของไหลลดลงตามเวลาเน่ืองจากพลาสมาในเลือดครบส่วนถูกแยกออกมา
มากในระยะแรกแล้ว เม่ือเวลาผ่านไปเหลือปริมาตรลดลง และพลาสมาที่แยกได้อ่ิมตัวอยู่ในกระดาษท่ีมี
คุณสมบัติชอบนํ้า  ซ่ึงพฤติกรรมการไหลของพลาสมาที่แยกได้น้ี คล้ายกับการไหลของน้ําบน μPAD ที่สร้าง
ด้วยเทคนิค ink jet printing (23) แต่ในงานวิจัยน้ีมีระยะทางการไหลของสารที่ส้ันกว่าเน่ืองจากพลาสมามี
ความหนืดมากกว่านํ้า  

ผลการทดลอง ดังรูปที่ 10 พบว่าพลาสมาเคลื่อนท่ีบน LF1-μPAD ได้เร็วกว่าชนิด MF1 แสดงให้
เห็นว่ากระดาษแยกเลือดชนิด LF1 สามารถแยกพลาสมาได้มีประสิทธิภาพมากกว่ากระดาษแยกเลือดชนิด 
MF1 โดยมีค่าความชันของกราฟสําหรับอุปกรณ์ตรวจวัดบนกระดาษสําหรับ LF1 และ MF1 เท่ากับ 0.990 
และ 0.859 ตามลําดับ ซ่ึงสามารถอธิบายได้จากความแตกต่างกันในคุณสมบัติของกระดาษ เช่นความหนา 
และ blood wicking rates ตามที่รายงานโดยบริษัทผู้ผลิตกระดาษ ดังนั้น ในงานวิจัยนี้จึงเลือกใช้กระดาษ
แยกเลือดชนิด LF1 มาสร้างอุปกรณ์ตรวจวัดบนกระดาษ เนื่องจากใช้สิ่งตัวอย่างปริมาตรน้อยและสามารถ
แยกพลาสมาได้เร็ว 

จากการทดลองที่ใช้ LF1-μPAD (8 mm diameter) แยกเลือด และติดตามสังเกตดูเม็ดเลือดท่ีไหล
รั่วออกมาท่ีเวลา 2 นาที 5 นาที และ 10 นาที  เม่ือหยดตัวอย่างเลือดปริมาตร 15 ไมโครลิตร โดยสังเกตที่
บริเวณ Y-junction และบริเวณตรวจวัดท้ังสองด้าน พบว่าหลังกจากเวลาผ่านไป 10 นาที กระดาษท่ีมี
พลาสมาไหลผ่านแห้ง เม่ือสังเกตด้วยกล้องจุลทรรศน์ (กําลังขยาย 40 เท่า) พบว่าพลาสมาที่แยกได้ไม่มีการ
ปนเปื้อนของเม็ดเลือดแดงไหลออกมาเลย แสดงให้เห็นว่ามีการแยกเลือดได้อย่างสมบูรณ์ ในทางตรงข้าม 
กรณีมีการหยดตัวอย่างเลือดโดยใช้ปริมาตรมากเกินไป ในที่นี้ได้ทดลองใช้ปริมาตร 30 ไมโครลิตร พบว่าเม็ด
เลือดแดงไหลออกมาในช่องทางเดินของไหล และตรวจพบได้ที่ Y-junction โดยเซลล์เม็ดเลือดท่ีรั่วออกมาน้ี
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รบกวนการตรวจวัดการเกิดสีได้ (ตารางที่ 2) โดยปกติเม็ดเลือดแดงมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 6-8 
ไมโครเมตร ดังน้ันมันจึงถูกจับไว้บนกระดาษกรองท่ีสามารถดักจับอนุภาคท่ีมีขนาดใหญ่กว่า 2 ไมโครเมตร
ได้ เปรียบเทียบกับการศึกษาอ่ืนพบว่าการแยกพลาสมาโดยใช้แรงดันในระบบของไหลจุลภาค สามารถ
ทําลายเม็ดเลือดแดงให้เกิดการแตกของเม็ดเลือดแดงได้ (29) ลักษณะเดียวกัน เม็ดเลือดถูกทําลายได้ใน
สภาวะที่มีความเป็นกรด-ด่างสูง และเลือดสามารถถูกอิเลคโทรไลซ์ในสภาวะท่ีมีสนามไฟฟ้าสูง เม่ือพลาสมา
ถูกแยกออกมาโดยการใช้การควบคุมการไหลด้วย electro-osmotic (7) เลือดท่ีมีการแตกของเม็ดเลือดแดง
ไม่เหมาะสมสําหรับการตรวจวัดเชิงแสง เนื่องจากสีของเม็ดเลือดรบกวนปฏิกิริยา Yang และคณะ ได้
รายงานว่าเม่ือมีการใช้ตัวอย่างเลือดท่ีมีฮีมาโทคริตมากกว่า 30% ทําให้มีเม็ดเลือดบางส่วนรั่วออกมาตามท่อ
ทางไหลจุลภาค (33) อย่างไรก็ตามการแยกพลาสมาด้วยแรงคาพิลลารีไม่ประสบปัญหานี้ 

 

 
 
รูปที่ 10. แสดงความสัมพันธ์ระหว่างรากท่ีสองของเวลา กับระยะทางท่ีพลาสมาเคล่ือนท่ีบน μPAD เม่ือใช้  

กระดาษแยกเลือดชนิด MF1 ( ) ; กระดาษแยกเลือดชนิด LF1 ( ) 
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ตารางที่ 2.  ภาพถ่ายโดยการใช้กล้องจุลทรรศน์ ณ บริเวณ  Y-junction และ detection zone บน μPADs หลงัจากมีการหยดตัวอย่างเลือดที่บริเวณ separation zone 
 

Overview of labeled areas on μPAD 
Time after 

applying whole 
blood (min) 

Y-junction Detection zone (left) Detection zone (right) 

 
 

 

 
 

Optimal blood volume  
(15 μL) 

2 

  

5 

  

10 

  

                  Fully wet with plasma and clear of red blood cells 

                  Fully wet with plasma and clear of red blood cells 

                  Fully wet with plasma and clear of red blood cells 
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Overview of labeled areas on μPAD 
Time after 

applying whole 
blood (min) 

Y-junction Detection zone (left) Detection zone (right) 

 
 
 

 
 

Excessive blood volume  
(30 μL) 

2 

  

5 

  

10 

  

 
 

Leaked red blood cells 

Red blood cell leakage 
Leaked red blood cells 

                  Fully wet with plasma and clear of red blood cells 



ห น้ า  | 24 
 

 

 
8. ความสัมพันธร์ะหว่างค่าฮีมาโทคริตกับความสามารถในการแยกเลือดบน μPAD 

งานวิจัยนี้ได้ศึกษาความเข้มข้นของเลือดท่ีมีค่าฮีมาโทคริตต่างๆ ที่ μPAD สําหรับแยกเลือดท่ี
พัฒนาในงานวิจัยน้ีสามารถแยกได้ โดยนําเลือดท่ีมีค่าฮีมาโทคริต ระหว่าง 24-55% ปริมาตร 15 ไมโครลิตร 
มาหยดลงบน LF1-μPAD ที่มีความกว้างของบริเวณ separation zone 8 มิลลิเมตร ผลการทดลอง
พบว่าμPAD ดังกล่าวสามารถแยกเลือดท่ีมีระดับฮีมาโทคริตความเข้มข้น 24-55% ได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
แสดงให้เห็นว่า สามารถนํา LF1-μPAD ไปประยุกต์ใช้กับตัวอย่างเลือดทั้งจากคนปกติหรือจากผู้ป่วยท่ีมี
ความผิดปกติของปริมาณเม็ดเลือดแดง โดยไม่ต้องมีการเจือจางเลือดก่อน สามารถใช้เลือดครบส่วนได้
โดยตรง โดยใช้เวลาในการแยกเลือดประมาณ 2 นาที โดยระยะเวลาที่ใช้แยกเลือดมีความสัมพันธ์โดยตรง
กับค่าฮีมาโทคริตในเลือดท่ีเพ่ิมข้ึน (ดังรูปที่ 11)   

 

 
 
รูปที่ 11. แสดงความสัมพันธ์ระหว่างระดับฮีมาโทคริตในตัวอย่างเลือด กับระยะเวลาในการแยกเลือดบน 
LF1-μPAD 
 
 
9. การนํา μPAD ไปใช้ในการตรวจวัดส่ิงตัวอย่างทางคลินิก 

9.1 ผลการทดสอบความใช้ได้ของ μPAD ที่สร้างด้วยวิธีจุ่มแว๊กซ์ 

 ได้ทดลองนํา μPAD ที่สร้างด้วยวิธีจุ่มแว๊กซ์มาใช้ในการตรวจวัดปริมาณกลูโคสและโปรตีนใน
พลาสมา โดยใช้หลักการตรวจวัดทางสี (colorimetric assay) โดยอุปกรณ์ตรวจวัดบนกระดาษทําจาก
กระดาษกรอง Whatman No.1 มีลักษณะเป็นรูปตัววาย มีท่อกว้าง 1 มิลลิเมตร และมีส่วน detection 
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zone เป็นลักษณะวงกลม เส้นผ่านศูนย์กลาง 3 มิลลิเมตร ทําการตรวจวัดปริมาณกลูโคสและโปรตีนโดยใช้
น้ํายาตรวจวัดกลูโคส (enzymatic assay: 10 mg/mL potassium iodide, 451 U/mL glucose 
oxidase และ 186 U/mL peroxidase) หรือโปรตีน (bromocresol green (BCG) working reagent) 
ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร หยดลงบนอุปกรณ์ตรวจวัดบนกระดาษ รอให้แห้ง 10 นาที แล้วจึงจุ่มด้าน 
sample zone ของอุปกรณ์ตรวจวัดบนกระดาษลงในพลาสมา เม่ือพลาสมาเคล่ือนที่มาถึงบริเวณ 
detection zone กลูโคสหรือโปรตีนในพลาสมาจะทําปฏิกิริยากับนํ้ายาบนกระดาษ เกิดการเปลี่ยนสีของ
น้ํายาเป็นสีเหลืองและนํ้าเงินสําหรับการตรวจวัดปริมาณกลูโคสและโปรตีน ตามลําดับ (รูปที่ 12A) จากน้ัน
บันทึกภาพด้วยกล้องดิจิตอล แล้วนํามาวัดความเข้มสีด้วยโปรแกรม Photoshop CS2 โดยใช้โหมด gray 
scale แล้วนําค่าที่ได้มาสร้างกราฟมาตรฐานสําหรับการตรวจวัดปริมาณกลูโคสและโปรตีน พบว่าการ
ตรวจวัดปริมาณกลูโคสมีช่วงความเป็นเส้นตรง 0-500 mg/dL (r2 = 0.989) และการตรวจวัดปริมาณ
โปรตีนมีช่วงความเป็นเส้นตรง 0-6 g/dL (r2 = 0.990) ดังแสดงในรูป 12B และ 12C ตามลําดับ 
 
 
 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 12. ผลการทดสอบความใช้ได้ของ μPAD ที่สร้างด้วยวิธีจุ่มแว๊กซ์ : (A) การตรวจวัดปริมาณกลูโคสและ
โปรตีนบน μPAD ; แสดงกราฟมาตรฐานสําหรับการตรวจวัดปริมาณกลูโคส (B) ; กราฟมาตรฐานสําหรับ
การตรวจวัดปริมาณโปรตีน (C) 
 
 

A 

B C 

Glucose Protein 
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9.2 ผลการทดสอบความใช้ได้ของ μPAD สําหรับใช้แยกเลือดครบส่วน 

   μPAD สําหรับตรวจวัดสารบ่งช้ีชีวภาพจากเลือดครบส่วนในงานวิจัยน้ี ได้ออกแบบให้มีบริเวณ
แยกเม็ดเลือดโดยกักเก็บในกระดาษแยกเลอืด และพลาสมาสามารถไหลไปตามท่อที่มีคุณสมบัติชอบน้ําบน
กระดาษไปยังบริเวณ detection zone และตรวจวัดโปรตีนอัลบูมินในเลือด โดยใช้หลักการ BCG 
method โดยสร้างอุปกรณ์ตรวจวัดบนกระดาษโดยใช้กระดาษแยกเลือดชนิด LF1 มีเส้นผ่านศูนย์กลางของ
บริเวณท่ีใช้แยกเลือด 8 มิลลิเมตร และกระดาษกรอง Whatman No.1 ซ่ึงมีส่วน detection zone ที่มี
ลักษณะเป็นรูปวงกลม มีเส้นผ่านศูนย์กลาง 3 มิลลิเมตร ทําการหยดเลือดลงบนกระดาษแยกเลือด พลาสมา
จะถูกแยกออกมาในส่วน detection zone และทําปฏิกิรยิากับนํ้ายา BCG เกิดการเปลี่ยนสีของน้ํายาเป็นสี
น้ําเงินเข้ม รูปที่ 13a แสดงกราฟมาตรฐานจากการตรวจวัดปริมาณโปรตีนในเลือดโดยใช้เลือดท่ีทราบค่า
โปรตีน พบว่ากราฟมีช่วงความเป็นเส้นตรงท่ี 1.6-5.3 g/dL (r2 = 0.993) (รูปที่ 13b) จากน้ันทําการ
ตรวจวัดปริมาณโปรตีนในตัวอย่างเลือด จํานวน 5 ตัวอย่าง โดยวิธีการตรวจวัดบนกระดาษ ทําการตรวจวัด
ซํ้าตัวอย่างละ 4 คร้ัง นําผลการตรวจวัดท่ีได้มาเปรียบเทียบกับวิธีที่ใช้ทั่วไปในห้องปฏบัิติการการแพทย์ ดัง
ตารางที่ 3 โดยใช้สถิติ Pair t-test ที่ช่วงความเช่ือม่ัน 95% พบว่าทั้งสองวิธีไม่มีความแตกต่างกัน ผลการ
ทดลองแสดงให้เห็นว่าวิธีที่พัฒนาขึ้นสามารถนํามาใช้แยกเลือดและตรวจวัดปริมาณโปรตีนได้ในขั้นตอน
เดียว โดยไม่ต้องทําการป่ันแยกเม็ดเลือดออกจากพลาสมาก่อนนํามาตรวจวัด  
 

      
 
รูปที่ 13. ผลการทดลองการแยกพลาสมาจากเลือดครบส่วนด้วย μPAD ที่พัฒนาขึ้น (a) ภาพปฏิกิรยิาการ
ตรวจวัดโปรตีนในเลือดบน μPAD (b) แสดงกราฟมาตรฐานสําหรับการตรวจวัดปริมาณโปรตีนในเลือดบน 
μPAD 
 

(a) (b) 
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ตารางที่ 3. แสดงผลการตรวจวัดปริมาณโปรตีนในพลาสมาที่แยกบน μPAD จากเลือดครบส่วน 
เปรียบเทียบกับวิธีที่ใช้ทั่วไปในห้องปฏิบัติการการแพทย์ 
 

Samples (n = 4) μPAD (g/dL) 
Conventional 
method (g/dL) 

sample 1 4.55 ± 0.47 4.55± 0.13 
sample 2 4.25 ±0.28 4.13 ± 0.06 
sample 3 3.82 ± 0.37 3.67 ± 0.09 
sample 4 3.00 ± 0.35 3.27 ± 0.09 
sample 5 4.24 ± 0.16 4.06  0.06 
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สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง และข้อเสนอแนะสําหรับงานวิจัยในอนาคต 
 

การสร้าง μPAD ด้วยวิธีการจุ่มแว๊กซ์เป็นวิธีใหม่ ที่ทําได้ง่าย รวดเร็ว และราคาถูก วิธีนี้ไม่
จําเป็นต้องใช้อุปกรณ์ที่ยุ่งยาก ใช้เพียงอุปกรณ์พ้ืนฐานท่ีมีในห้องปฏิบัติการท่ัวไป เช่นเตาความร้อน (hot 
plate) หรือสามารถนําอุปกรณ์ให้ความร้อนลักษณะอ่ืนมาประยุกต์ใช้รว่มด้วย แต่จําเป็นต้องมีการควบคุม
อุณหภูมิให้คงที่ตลอดการสรา้ง μPADs เนื่องจากอุณหภมิูขณะจุ่มแว๊กซ์มีผลต่อความชมคัดของ μPADs ที่
ผลิตได้ สารท่ีทําหน้าท่ีสร้างขอบเขตบริเวณไม่ชอบน้ําบนกระดาษ ใช้สารที่หาได้ง่าย มีราคาถูก คือแว๊กซ์ 
เพียงอย่างเดียว ไม่ได้มีการใช้สารเคมี หรือตัวทําละลายอ่ืนๆ เพ่ิมเติม ทําให้เทคนิคน้ีสามารถลดการใช้
สารเคมีที่เป็นอันตรายต่อสิ่งแวดล้อมได้ ขั้นตอนการสร้าง μPAD ด้วยเทคนิคท่ีนําเสนอ ทําได้ง่าย ไม่ต้องใช้
ความเชี่ยวชาญพิเศษ มีเพียงข้ันตอนการจุ่มแม่แบบที่ประกบกับกระดาษและยึดกับแม่เหล็กถาวรลงใน
แว๊กซ์ที่หลอมเหลว ซ่ึงขั้นตอนท้ังหมดใช้เวลาน้อยกว่า 1 นาที และในอนาคตสามารถออกแบบให้มี
อุปกรณ์เสริมในข้ันตอนการจุ่มแว๊กซ์เพ่ือให้สามารถทําได้ครั้งละหลายๆ ช้ิน จะเป็นเพ่ิม throughput การ
ผลิต μPAD ด้วยวิธีน้ีมากข้ึน นอกจากน้ี μPAD ที่ผลิตได้แต่ละช้ิน มีความคมชัดที่มี reproducibility ที่ดี 
ความกว้างของท่อของ μPAD แต่ละช้ินมีความเบ่ียงเบนตํ่า (น้อยกว่า 1.5%) เม่ือเปรียบเทียบกับวิธีการ
สกรีนแว๊กซ์ มีความแปรปรวนค่อนข้างสงู (ประมาณ 11%)  

ด้วยหลักการจุ่มแว๊กซ์ ที่ต้องใช้การหลอมแว๊กซ์ให้เป็นเน้ือเดียวกันด้วยความร้อน หลักการน้ี
สามารถนํามาประยุกต์ใช้ได้หลากหลาย เช่น การเปลี่ยนองค์ประกอบของแว๊กซ์ให้มีหลายชนิด เพ่ือปรับปรุง
คุณสมบัติของเนื้อแว๊กซ์ใน μPAD ที่ผลิตได้ เช่น เพ่ิมความสามารถในการทนอุณหภูมิที่สูงขึ้น เป็นต้น หรือ
สามารถใส่สีเพ่ือเพ่ิมความสวยงาม หรือให้มีความแตกต่างกันใน μPAD แต่ละชนิดได้ เพ่ือง่ายต่อการ
นําไปใช้งาน เป็นต้น และเทคนิคการจุ่มแว๊กซ์ สามารถประยุกต์ใช้กับกระดาษหลายช้ินที่เช่ือมต่อกันได้ง่าย 
โดยไม่จําเป็นต้องใช้การทากาวเช่ือม ทําให้สามารถประยุกต์ใช้งานได้หลากหลายย่ิงขึ้ย โดยในงานวิจัยน้ี
พบว่ากระดาษแยกเลือดชนิด LF1 เหมาะสมที่สุดท่ีจะนํามาสร้างอุปกรณ์ตรวจวัดบนกระดาษ เน่ืองจาก
กระดาษไม่หนาจนเกินไป ใช้ปริมาตรเลือดน้อย และสามารถแยกพลาสมาได้เร็ว โดยพบว่าสามารถแยก
เลือดได้สมบูรณ์โดยใช้เวลาเพียง 2 นาทีเท่าน้ัน และสามารถใช้ตัวอย่างเลือดที่มีความเข้มข้นต่างๆ 
(hematocrit 24-55%) โดยไม่จําเป็นต้องทําการเจือจางสิ่งตัวอย่างก่อนนํามาตรวจวัด วิธีที่พัฒนาขึ้น
สามารถลดข้ันตอนและระยะเวลาการตรวจวัดลงได้อย่างมาก นอกจากนี้ยังเหมาะสําหรบันําไปใช้ตรวจวัดใน
รูปแบบ point-of-care testing อีกด้วย 
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a  b  s  t  r  a  c  t

Paper-based  microfluidic  devices  are  an alternative  technology  for fabricating  simple,  low-cost,  portable
and  disposable  platforms  for clinical  diagnosis.  Hereby,  a novel  wax  dipping  method  for  fabricating  paper-
based  microfluidic  devices  (�PADs)  is  reported.  The  iron  mould  for  wax  dipping  was  created  by  a laser
cutting  technique.  The  designed  pattern  was  transferred  onto  paper  by  dipping  an  assembly  mould  into
melted  wax.  The  optimal  melting  temperature  and  dipping  time  were  investigated.  The  optimal  melting
temperature  was  in the  range  of 120–130 ◦C,  and  the  optimal  dipping  time  was  1  s.  The  whole  fabrication
process  could  be finished  within  1 min  without  the  use of complicated  instruments  or  organic  solvents.
The  smallest  hydrophilic  channel  that  could  be created  by the  wax dipping  method  was  639  ±  7  �m  in
size.  The  reproducibility  of  the  �PAD  fabrication  for hydrophilic  channel  width  of  the  test  zone  and  sample
zone  was  1.48%  and  6.30%,  respectively.  To  verify  the  performance  of  the  �PAD, multiple  colorimetric
erum  protein
CG  method

assays  for  simultaneous  detection  of  glucose  and protein  in real samples  were  performed.  An  enzymatic
assay  and the  bromocresol  green  (BCG)  method  were  conducted  on  the  paper  device  to  determine  the
presence  of  glucose  and  protein  in  a test  solution.  The  results  of  the  assays  were  not  significantly  different
from  those  of the  conventional  methods  (p >  0.05, pair  t-test  and  one-way  ANOVA  method).  The  wax
dipping  provides  a new  alternative  method  for fabricating  lab-on-paper  devices  for  multiple  clinical

ry  be
diagnostics  and  will  be ve

. Introduction

Lab-on-a-chip (LOC) devices have been developed to minimise
he scale of laboratory tests. These LOC devices only need a small
olume of the reagents and samples, therefore providing portable
nd disposable diagnostic devices [1,2]. However, the fabrication
rocesses of LOC devices are quite complicated, as demonstrated
y the need for mechanical components, such as pumps or valves,
o control the flow of the solution within the microfluidic device.

Currently,  paper tests or strip tests are widely used in clinical
aboratories for diagnosing various diseases. The strip tests are
tilised in several areas of healthcare, such as screening tests,
elf-monitoring by patients, treatment monitoring or preventive
edicine. Recently, Whitesides’s group has developed microflu-
dic paper-based analytical devices (�PADs) [3], also known as a
ab-on-paper technology. The concept of a �PAD is to perform an
xperiment on a small piece of paper. Unlike the conventional strip

∗ Corresponding author. Tel.: +66 02 218 1081x307; fax: +66 02 218 1082.
E-mail address: wanida.k@chula.ac.th (W.  Laiwattanapaisal).

039-9140/$ – see front matter ©  2011 Elsevier B.V. All rights reserved.
oi:10.1016/j.talanta.2011.08.024
neficial  for developing  countries.
© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.

test, the lab-on-paper devices can be configured for multiple tests
or detection of several analytes simultaneously on one device [4].
Furthermore, quantitative measurement using a �PAD is feasible
based on a variety of detection methods. Colorimetric assays on
paper [5,6] are widely used to quantify the colour intensity of
the test zone because it is easy to actualise and only requires
simple equipment such as a digital camera, cell phone or scanner
[4,7]. Moreover, a �PAD is able to perform several types of mea-
surements, including electrochemical [8–11], transmittance [12],
fluorescence and absorbance measurements [12,13]. According to
WHO  guidance, lab-on-paper devices are very promising for use
as diagnostic tools in developing countries [4].

Currently, lab-on-paper devices have become an attractive
technology for a number of research groups, resulting in the
development of numerous methods for their fabrication. Vari-
ous methods for fabrication of the �PAD have been proposed in
the literature, including the following: photolithography [3,14],

polydimethylsiloxane (PDMS) plotting [15], inkjet printing [16,17],
cutting [18], plasma etching [19], wax  printing [20–22] and
wax screen-printing [23]. Photolithography was  the first reported
fabrication method, which involved the use of hydrophobic

dx.doi.org/10.1016/j.talanta.2011.08.024
http://www.sciencedirect.com/science/journal/00399140
http://www.elsevier.com/locate/talanta
mailto:wanida.k@chula.ac.th
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U-8 photoresist and UV light to construct the hydrophobic and
ydrophilic barriers on the paper [3]. This method can create a
mall barrier (200 �m width) and yield sharp resolution between
he hydrophilic and the hydrophobic channels. However, the pho-
olithography technique requires several organic solvents, which
an damage the flexibility of the paper. In addition, photolithog-
aphy requires expensive instrumentation and the fabrication
rocess involves many complicated steps. The PDMS plotting
ethod uses a desktop plotter and a hydrophobic polymer, namely

DMS, to create hydrophilic patterns on paper [15]. Although PDMS
lotting does not destroy the flexibility of the paper, this method
equires special preparation of PDMS diluted in hexanes [15]. The
nkjet printing method involves removing a hydrophobic coating
rom the paper by using a modified an inkjet printer to print a sol-
ent onto paper that has been coated with a hydrophobic polymer.
he solvent melts the hydrophobic polymer, resulting in the for-
ation of hydrophilic areas on the paper [16,17]. This method can

reate direct patterning on paper, which is a benefit for high mass
roduction. Plasma etching is a method to remove a hydrophobic
oating on paper by using plasma treatment [19]. However, the
ydrophilic areas generated by both the inkjet printing and plasma
tching methods are still exposed to solvents and polymers during
he fabrication processes. In cutting method, a knife plotter is used
o cut paper into designed microfluidic channels [18]. Neverthe-
ess, the paper devices have to use tape to help support the paper
tructures, limiting the ability to produce variety of free-standing
ydrophilic patterns [4]. Wax  printing has several advantages such
s fast and easy to produce, use commercially available printer and
otplate, and preserve native paper chemistry [20,22]. However, it

s difficult to produce the exact designed patterns with high reso-
ution due to the spread of the wax. Careful determination of wax
preading must be considered before production of the channels
4,22].

Common obstacles to fabricating lab-on-paper devices for most
eveloping countries are the cost of the instruments used in the
abrication process, such as a spin coater, UV lithography system,
nd plasma cleaner. Although wax screen-printing, which requires
nly a hot plate for patterning wax onto paper, is economical
nd therefore promising for developing countries, it suffers from
oor reproducibility [23]. Hence, a simple, rapid and cheap fabrica-
ion technique that also provides good resolution and repeatability
eeds to be developed.

This  paper proposes a novel method for the fabrication of paper-
ased microfluidic devices by wax dipping. Wax  is a material
enerally used worldwide because it is inexpensive and non-toxic.
he wax dipping procedure requires only a hot plate for patterning
ydrophobic and hydrophilic areas on Whatman No.1 paper. The

abrication of the �PAD is simple and only involves a single step.
oreover, the wax dipping method can create patterns on paper
ithout using any chemical compounds, so that the hydrophilic

rea is not exposed to any solvents or polymers. To demonstrate
ts applicability to real world situations, we also employ the paper
evice for colorimetric assays for simultaneous detection of glucose
nd protein in real human samples.

. Materials and methods

.1.  Materials and chemicals

Whatman  No.1 filter paper was purchased from Whatman Inter-
ational, Ltd. (Maidstone, England). White Beeswax pellets were
urchased from a stationary shop in Bangkok, Thailand. Glass slides

ere obtained from Sail Brand (Jiangsu, China). Iron moulds (1 mm

hick) were made-to-order by a laser cutting shop in Bangkok. Per-
anent magnets were purchased from a local area shop. Other

quipment that was purchased included a Canon digital camera (7.1
 85 (2011) 2587– 2593

megapixels,  Powershot A570 IS), an IKA® hotplate (C-MAG HS7,
Wilmington, USA), and an Olympus Microscope (Olympus BX50,
Tokyo, Japan).
d-(+)-Glucose, glucose oxidase (from Aspergillus niger-Type

II), peroxidase (Type I from horseradish), potassium iodide,
ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt (EDTA), BrijTM 35
and bovine serum albumin were purchased from Sigma–Aldrich.
Sodium hydroxide and succinic acid were purchased from Merck.
Bromocresol green was  supplied by BDH Chemicals. Glucose
reagent (GLUCOSE liquicolor) and human control serum (Huma-
trol N and Humatrol P) were obtained from HUMAN (Wiesbaden,
Germany). Accu-Chek for blood glucose monitoring was  obtained
from Roche Diagnostics. All chemicals were prepared in MilliQ
water.

2.2. Wax  dipping fabrication method

To create a mould for wax dipping, a local laser cutting shop cut
an iron bar into the desired shape and size using a laser cutting
technique. The price for cutting an iron mould was about $0.35 US
per piece. An iron mould can be repeatedly used to produce numer-
ous pieces of �PAD. In particular, based on our experience so far,
more than 1000 pieces of �PAD have been fabricated from the same
iron mould without affecting the resolution. For the wax  dipping
method, white Beeswax pellets were put in a beaker and heated
until they melted using a hotplate. To ensure that the temperature
was kept in the range of 120–130 ◦C, the temperature was moni-
tored throughout the experiment by means of an electronic contact
thermometer (IKA® ETS-D5). Whatman No.1 paper was  cut into a
1.5 cm × 2.5 cm piece and placed onto a glass slide. Then, the iron
mould was put onto the paper, and it was  temporarily attached
by means of magnetic force using a permanent magnet placed on
the backside of the glass slide. Next, the assembly was dipped into
a chamber of melted wax for 1 s. After the paper was cooled to
room temperature, it was peeled off of the glass slide, and the iron
mould was  removed from the paper. The wax-dipping fabrication
process for the �PAD is shown in Fig. 1. Then, the hydrophobic and
hydrophilic areas of the �PAD were observed under a microscope
(Fig. 2).

2.3.  Applicability of the �PAD for clinical analysis

To evaluate the colorimetric assays on the �PAD, the paper
device was  designed to be a Y shape, which was composed of two
test zones (circular shape, 3 mm width) for the simultaneous detec-
tion of glucose and protein. For the glucose assay, the reagent ratio
was adopted from Self-Stik reagent strips (Chungdo Pharm. Co.,
LTD, Korea). A volume of 0.5 �L of a 10 mg  mL−1 potassium iodide
solution was  spotted onto the paper test zone and allowed to dry
for 5 min. Then, a 5 �L mixture of 451 U mL−1 glucose oxidase and
186 U mL−1 peroxidase was  dropped on the same test zone. For
protein detection, 0.5 �L of 10× bromocresol green (BCG) working
reagent [24] was  dropped on the other test zone. Then, the paper
was allowed to dry at room temperature. To detect glucose and
protein, the bottom side of the paper devices was dipped in sam-
ple solutions until colour developed at both test zones and could
be observed by the naked eye. The colour of the test zones on the
�PADs were captured by a digital camera, and then, the colour
intensities were analysed using Adobe Photoshop CS2.

3.  Results and discussions
3.1.  �PAD made with the wax dipping method

The wax dipping method uses melted wax to coat a hydrophobic
barrier onto paper while the hydrophilic channel is protected by an
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ig. 1. Fabrication process of the �PAD using the wax dipping method: (A) simple w
iew  (left) and lateral view (right).

ron mould. When the paper was dipped into the melted wax, the
elted wax penetrated into the membrane of the paper whereas

he area obscured by the mould did not absorb the melted wax.
herefore, patterns of hydrophobic and hydrophilic areas were gen-
rated on paper. The fabricated pattern on the paper was observed
y a microscope (Olympus BX50), as shown in Fig. 2A and B. It was
learly observed that the surface of the paper was changed as a
esult of the wax coating (Fig. 2A). The left side of the paper is the
ative surface, whereas the right side was coated with wax and
ompletely turned into a hydrophobic surface. Fig. 2B indicates
hat coloured food dye could not percolate into the hydrophobic
rea because of the wax coating. The patterned paper fabricated
y wax dipping could retain fluid within the hydrophilic channel;
herefore, this area could be used for the reaction of a reagent and
ample. Fig. 2C shows the hydrophobic property of our �PAD com-
ared to the hydrophilic zone. The droplet of coloured food dye was
pparently observed. It was not readily absorbed into the paper due
o the hydrophobic surface of the paper.

.2. Optimisation melting temperature and dipping time
The  melting temperature and dipping time influenced the pen-
tration of the melted wax into the paper and also affected the
esolution between the hydrophobic and the hydrophilic areas. The
ptimal melting temperature and dipping time were investigated.
ipping set-up system and (B) procedure for patterning paper by wax  dipping in top

The  results demonstrated that dipping the paper into the melted
wax when the temperature was lower than 120 ◦C for 1 s did not
result in good resolution, in that the hydrophobic and hydrophilic
areas were not completely separated. On the other hand, using
a melting temperature above 130 ◦C resulted in excessive wax
spreading into the paper. For the optimal dipping time experiment,
the paper was  dipped into the melted wax  for varying amounts of
time, from 1 to 20 s. It was  determined that the optimal time for
dipping the paper in the melted wax was only 1 s (just dipped and
immediately lifted out). Dipping times longer than 1 s could not
generate the patterns on the paper because of excessive spreading
of the wax into the paper. In addition, using a high temperature
(>130 ◦C) and long dipping time (>5 s) can boil the paper, causing
it to separate from the glass slide. Therefore, the optimal melting
temperature for wax dipping was 120–130 ◦C, and the optimal dip-
ping time was  1 s (see supplementary data Table S-1). However, the
temperature used for wax dipping in all subsequent experiments
was at 125 ◦C.

Our wax  dipping process is simpler and quicker in comparison
to other wax  printing methods because it only requires a dipping
step, while wax  printing needs both printing and heating steps.

This wax  dipping method takes less than 1 min  to complete the
whole process, whereas photolithography methods require at least
15 min  [13] and wax printing methods use 5–10 min for prototyp-
ing the paper [20]. With consecutive dipping, the throughput of this
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Fig. 2. Pictures of paper fabricated by wax  dipping method: (A) hydrophobic
and  hydrophilic area captured under a microscope (40× magnification), (B) the
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ImageJ. The relative standard deviation (RSD) of the widths of
ydrophilic zone soaked with food dye colour and (C) comparison of hydrophilic
nd  hydrophobic area of the paper after applying a drop of coloured food dye.

ethod can be up to 90 pieces per hour. Moreover, wax  printing
ethods require rather expensive printers and heating equipment,
hereas this wax dipping method uses only a common hot plate

r similar heating device.
Besides  being a simple and rapid process for the fabrication of

he �PAD, the proposed wax dipping protocol is also inexpensive
nd environmentally friendly. Every developing country can set
p the wax dipping method for fabrication of �PADs. Beeswax is

nexpensive and can be obtained worldwide, and the system set-
p requires only a common hot plate, iron mould and permanent
agnet. The total cost for a piece of �PAD fabrication by wax  dip-

ing is inexpensive at less than $0.05 US per piece. Some materials

re reusable, such as the iron moulds, permanent magnets, and
lass slides. From our point of view, the wax dipping method is

 novel alternative technique to produce a simple and low-cost
Fig. 3. Comparison of the width of the mould and the resulting hydrophilic channel
on  paper with the linear equation WC = 1.067 WM + 121.78 (r2 = 0.998).

lab-on-paper device, which is valuable for point-of-care testing,
especially in developing countries.

3.3. Width of hydrophilic channel

The actual width of the hydrophilic channel after the fabrica-
tion process is dependent on the width of the iron mould used.
To study the relationship between the widths of the hydrophilic
channel and the widths of the initial mould, various sizes of moulds
(500–3000 �m)  were used to fabricate paper devices at the optimal
melting temperature and dipping time. Unless otherwise stated,
the dipping temperature was  controlled at 125 ◦C and the dipping
time was  1 s. The fabricated paper devices were imaged by a dig-
ital camera, and the dimensions of the channels were measured
using ImageJ. Fig. 3 shows the width of the hydrophilic channel
versus the width of the mould. The results show that the narrow-
est hydrophilic channel that the wax dipping method can generate
using a 500 �m width mould was  at 639 ± 7 �m (n = 3). Compared
to other methods, the smallest hydrophilic channel that our pro-
posed method can generate is on a similar size scale as the wax
printing and wax  screen-printing methods, in which the channels
can be fabricated at 561 ± 45 �m [22] and 650 ± 71 �m [23], respec-
tively. Even though the wax dipping method did not effectively
produce hydrophilic channels as small as photolithography can
(186 ± 13 �m)  [14], the width obtained by wax dipping is accept-
able to use in the paper-based microfluidic field. Furthermore,
the relative standard deviation of the smallest hydrophilic chan-
nel using our proposed method (∼1%) was found to be lower than
other methods (∼10%) [23]. According to the graph shown in Fig. 3,
the resulting width of the hydrophilic channel can be calculated
by using the linear equation WC = 1.067 WM + 121.78 (r2 = 0.998),
where WC is the width of the hydrophilic channel and WM is the
width of the mould.

3.4.  Reproducibility of �PAD fabrication

Reproducibility is the variation arising when an experiment is
repeated under the same conditions. To evaluate the reproducibil-
ity of the fabrication of the hydrophilic channels, 20 pieces of paper
(n = 20) and a Y-shape mould composed of a 4 mm test zone and a
1 mm sample zone, were dipped in melted wax under the opti-
mal conditions. Pictures of the paper devices were captured and
used to measure the widths of the hydrophilic channel by using
the obtained hydrophilic channels was  calculated from the width
measurements. Fig. 4 displays the reproducibility of the wax  dip-
ping fabrication for each piece of paper. The average width of
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Fig. 5. Paper based microfluidic device fabricated by the wax dipping method used
for colorimetric applications: (A) detail of the size and shape of an iron mould and
ig. 4. Repeatability of the width of the hydrophilic channel in (�) the sample zone
nd  (�) the test zone on the same device.

he hydrophilic test zone and sample zone were 3.91 ± 0.06 and
.04 ± 0.07 mm,  respectively. The RSDs for the width of the test
one and sample zone were 1.53 and 6.73%, respectively, which
ndicates our wax dipping method has good reproducibility. The
roposed wax dipping method is more reproducible than the wax
creen-printing method, which has a RSD around 11% [23]. The wax
creen-printing method suffers from poor reproducibility because
t is difficult to control the force applied to the solid wax to push
t through the mesh screen. However, in our case, to fabricate the
esired �PAD, the melting temperature and dipping time must be
erfectly controlled in the optimal range throughout the process,
s both factors affect the penetration of the wax into the paper.

.5.  Applications

The proposed �PADs fabricated by wax dipping were investi-
ated for their applicability for the detection of glucose and protein
n real samples based on colorimetric assays. Detail of the size and
hape of an iron mould used in the experiments display in Fig. 5A.

 5 �L volume of 10× BCG working reagent or glucose reagent
as spotted onto the separate detection zones of the �PAD device.
fter the reagents were allowed to dry for 10 min  at room tem-
erature, the bottom end of the �PAD device was dipped for 1 min

nto either a standard solution of glucose of varying concentration
0–1000 mg  dL−1), a standard solution of BSA of varying concentra-
ion (0–10 g dL−1) or a sample solution.

Then,  the colour intensity was allowed to develop from colour-
ess to a strong blue or yellow for the protein and glucose reactions,
espectively. Images of the colorimetric reaction of protein and glu-
ose are shown in Fig. 5B. To measure the colour intensity, Adobe
hotoshop CS2 was used to convert the images from RGB into grey
cale format before analysis. A calibration curve was  plotted for
lucose or protein concentration versus colour intensity. The cal-
bration curves are shown in Fig. 6A and B. The linear range for
he glucose assay was 0–500 mg  dL−1 (r2 = 0.989) and 0–6 g dL−1

or the protein assay (r2 = 0.990). The range of glucose concentra-
ions that is linear for the assay in our proposed method is broader
han for the conventional method based on the glucose oxidase
pectrophotometric method, in which the linear range of GLUCOSE
iquicolor is only up to 400 mg  dL−1. Similarly, the assay range for

rotein detection in our method is also better than the conven-
ional BCG method, which is only linear up to 5 g dL−1. Both results
emonstrate that the wax dipping method for �PAD fabrication
an be potentially applied for detection of glucose and protein
(B) paper device after fabrication by the wax dipping method (top) and after use for
the detection of protein and glucose (bottom).

simultaneously at levels that are clinically significant. Subse-
quently, the �PAD was utilised for quantitative detection of glucose
and protein in real samples, and the results were compared to
the conventional methods. Two  samples of control serum with
different levels of protein and glucose were tested by the wax
dipped �PAD and conventional methods. The comparison of the
results demonstrated that both methods were rather similar. When
analysed by a paired t-test, no significant difference was found
between the two  methods at a 95% confidence interval. In addi-
tion, the �PAD was also used to measure the glucose level from
real plasma samples, and the results were compared with both
conventional enzymatic glucose oxidase and Accu-Check point-of-
care-testing methods. The analysis of the results using one-way

ANOVA demonstrated that the concentration of glucose in the
plasma as determined by the three methods was not significantly
different (p > 0.05) (Table 1). It can therefore be concluded that
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Table  1
Determination of glucose and protein in real samples.

Control serum sample (n = 3) Glucose (mg/dL) Protein (g/dL) p-Value

Wax  dipping
�PAD

Conventional  method
(glucose  oxidase)

Accu-Check Wax  dipping
�PAD

Conventional
BCG  method

Control N 94.4 ± 7.9 94.7 ± 1.5 nd 4.08 ± 0.51 4.10 ± 0.08 0.956a

Control P 229.7 ± 5.1 223.3 ±  11.9 nd 5.31 ± 0.35 5.81  ± 0.18 0.209a

Fasting blood glucose 89.7 ±  3.7 93.6 ± 0.6 86.5 ± 0.7 nd nd 0.132b

1 h postprandial 136.2 ± 5.8 138.0 ± 4.6 137.0 ± 1.4 nd nd 0.919b

nd = not determined.
a Results of paired t-test.
b Results of one-way ANOVA, p < 0.05 significance level.
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ig. 6. The �PAD for colorimetric assay (A) standard curve of glucose (r = 0.989)
nd  (B) standard curve of protein (r2 = 0.990) by using grey scale mode of Adobe
hotoshop  program.

he �PAD fabricated by the wax dipping method can be used for
uantitative assays in the human samples.

. Conclusions

The wax dipping method is a simple, rapid, and inexpensive
ethod for fabrication of �PADs. Other advantages of this pio-

eering method are that there is no requirement for complicated
nd expensive instruments or organic solvents. Therefore, this
echnique provides an alternative and inexpensive platform for
abrication of clinical diagnostic devices in developing countries.
 single dipping step can create microfluidic channels on paper
ithin 1 min. Good resolution of the hydrophilic channel of the
PAD was obtained (%CV ∼2–7%). Additionally, the width of the
ydrophilic channel was highly correlated with the width of the

[

[

[

designed mould, so the exact size of the �PAD can be predicted from
the initial mould used. The crucial parameters to determine the res-
olution of the �PAD were the melting temperature of the wax and
the dipping time. The smallest hydrophilic channel that can be fab-
ricated using this proposed method measures about 639 ± 7 �m in
width, which is sufficient for fabrication of the microfluidic paper
based assay. Multiple colorimetric assays can be simultaneously
performed on the �PAD, and the results revealed the ability to anal-
yse glucose and protein in real samples. The wax dipping procedure
preserves the native paper surface, therefore this technique does
not face the problem of interference from residues remaining in the
hydrophilic channel.
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Blood separation on microfluidic paper-based analytical devices{
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A microfluidic paper-based analytical device (mPAD) for the separation of blood plasma from whole

blood is described. The device can separate plasma from whole blood and quantify plasma proteins in

a single step. The mPAD was fabricated using the wax dipping method, and the final device was

composed of a blood separation membrane combined with patterned Whatman No.1 paper. Blood

separation membranes, LF1, MF1, VF1 and VF2 were tested for blood separation on the mPAD. The

LF1 membrane was found to be the most suitable for blood separations when fabricating the mPAD

by wax dipping. For blood separation, the blood cells (both red and white) were trapped on blood

separation membrane allowing pure plasma to flow to the detection zone by capillary force. The LF1-

mPAD was shown to be functional with human whole blood of 24–55% hematocrit without dilution,

and effectively separated blood cells from plasma within 2 min when blood volumes of between

15–22 mL were added to the device. Microscopy was used to confirm that the device isolated plasma

with high purity with no blood cells or cell hemolysis in the detection zone. The efficiency of blood

separation on the mPAD was studied by plasma protein detection using the bromocresol green (BCG)

colorimetric assay. The results revealed that protein detection on the mPAD was not significantly

different from the conventional method (p . 0.05, pair t-test). The colorimetric measurement

reproducibility on the mPAD was 2.62% (n = 10) and 5.84% (n = 30) for within-day and between day

precision, respectively. Our proposed blood separation on mPAD has the potential for reducing

turnaround time, sample volume, sample preparation and detection processes for clinical diagnosis

and point-of care testing.

Introduction

Blood tests are widely used in clinical diagnosis, however,

detection of analytes in whole blood is difficult due to the

chemical complexity of the matrix. Indeed, most biological

samples require steps to remove cells because cells often interfere

with the analytical measurements.1 As a result, biochemical tests

are typically carried out in serum or plasma,2 necessitating a

separation method such as centrifugation or sedimentation. The

separation process is typically time-consuming, requiring large

blood volumes (mL).3 Moreover, the conventional clinical

diagnostic laboratory requires expensive automated equipment

and skilled workers, adding to the overall analysis cost.1,4 For

work at the patient bedside or in remote locations, it is important

to design and develop miniaturized diagnostic devices that are

capable of all aspects of a clinical assay, including reducing the

blood preparation processing and turnaround time.

Microfluidic technology has great potential for use in

miniaturized blood analysis devices due to its speed, low

volumes, and the ability to reduce cost and turnaround time

for point-of-care diagnosis.1 Numerous techniques have been

utilized for blood separation in microfluidic systems including

electro-osmotic flow,3 bifurcation (Zweifach-Fung effect),5,6

geometric obstructions,7,8 acoustic standing wave forces,9 porous

filters,10 membrane filtration11 and cross-flow filtration.1,2,12,13

However, a major disadvantage of these devices is the need for

an external force such as syringe pump or high voltage power

supply to control fluid flow in the microchannels. In addition,

the microfluidic chip fabrication is complicated and frequently

requires integration of valves and pumps for operation.3
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Microfluidic paper-based analytical devices (mPADs) made

from patterned paper have been utilized for point-of-care

diagnosis. Paper plays an important role as a supporting

medium for lateral flow immunoassay or dipstick tests,14–16

chromatography17,18 and electrophoresis.19 Furthermore, paper

is a common material for colorimetric spot-tests because of its

high contrast for most of these assays.4,20 Recently, mPADs have

been used for multiple colorimetric analysis of plasma samples

on a small paper device21 and plasma separation from whole

blood.22 In the first assay, plasma was not separated from whole

blood but instead added directly to the mPAD. In the second

example, agglutination was used to coagulate the blood cells. As

a result, plasma can penetrate through paper by capillary force

and thus, can be used without external pumping. While this

method was novel and effective, it did require addition of

agglutination antibodies that increase the overall cost of the

sample preparation method. Our method does not require

addition of antibodies to aggregate RBCs.

In this paper, a novel blood separation method based on

mPADs has been proposed. The device consisted of two types of

paper, blood filter paper and patterned Whatman No.1 filter

paper, and was fabricated by wax dipping. Plasma collection

from human whole blood and a colorimetric assay for albumin

proteins can be performed simultaneously in a single step on the

mPAD. In addition, the device does not require external pumping

forces to perform the system. Blood separation on the mPAD

reduces the sample preparation steps and turnaround time for

clinical diagnosis from hours to minutes.23 The proposed mPAD

is simple, rapid, low-cost, portable, disposable, and single step

diagnostic platform for real world sample. It is valuable for

point-of-care testing, especially in developing countries that lack

expensive medical equipment.

Materials and methods

1. Materials and chemicals

Whatman No.1 filter paper and blood separation paper

including LF1, MF1, VF1 and VF2 were purchased from

Whatman International Ltd. (Maidstone, England). Iron molds

were made-to-order by a laser cutting shop in Bangkok. White

Beeswax pellets and a magnetic bar were purchased from a local

shop in Bangkok, Thailand. The glass slide was supplied from

Sail Brand (Jiangsu, China). Hotplate (C-MAG HS 7) was a

product of IKA1 (Wilmington, USA). The digital camera (7.1

megapixels, Powershot A570 IS) used in these experiments was a

product of Canon (California, USA). The microscope (Olympus

BX50) was a product of Olympus (Tokyo, Japan). Bovine serum

albumin, ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt (EDTA)

and BrijTM 35 were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis,

MO, USA). Bromocresol green (ACS grade) was obtained from

BDH chemicals (Poole, England). Sodium hydroxide and

succinic acid were purchased from Merck (Darmstadt,

Germany). Human control serum samples (Humatrol N and

Humatrol P) were product from HUMAN (Wiesbaden,

Germany). All chemicals were prepared in milliQ water.

All 23 blood samples from healthy volunteers were collected in

anticoagulant tubes following accepted protocols for working

with human subjects. Six samples were collected in heparinized

anticoagulant tubes for protein detection experiments, whereas

the others were kept in K3EDTA anticoagulant tubes. For each

experiment, each blood sample was subject to 4 replicate

measurements.

The experiments were approved by The Institutional Review

Board of the Faculty of Medicine, Chulalongkorn University,

Bangkok, Thailand (COA No.079/2011). The blood was stored

at 4 uC and used within 1 week of collection. To measure

hematocrit level, each whole blood sample was filled in a

capillary tube and sealed with clay before being centrifuged for

5 min at 10 500 rpm using a hematocrit centrifuge (Hawksley,

England). The packed cell volume was measured by hematocrit

reader (Micro Capillary Reader Cat No. 2201, International

Equipment Co, Neckham Heights, MA) and the hematocrit

value was recorded as the percentage of the volume of red blood

cells in a blood sample.

2. mPAD fabrication by wax dipping method

The previously reported wax dipping method was utilized for

patterning mPADs.24 Briefly, white bees wax was melted on a

hotplate and the temperature was controlled at 125 uC
throughout the experiment. Whatman No.1 paper was cut into

1.5 6 2.5 cm and blood separation paper (LF1, MF1, VF1 and

VF2) was cut into 1.7 6 2.5 cm in size. For the mPAD

fabrication process shown in Fig. 1, Whatman No.1 paper and

blood separation paper were overlapped approximately 1 mm on

a glass slide. The iron mold which defined the blood separation

and test zones was attached to the paper using a permanent

magnet on the back of the glass slide. The assembly was then

dipped into the melted wax for 1 s. When the wax was cooled to

room temperature, the paper was peeled off the glass slide and

separated from the iron mold.

3. Applicability of the mPAD for plasma separation

To evaluate the plasma separation simultaneously with a

colorimetric assay, protein determination based on BCG method

was performed. First, 0.5 mL of 106 BCG working reagent was

dropped on both test zones of the mPAD. Then, the spots were

allowed to dry at room temperature for 10 min. After that, whole

blood was dropped on the separation paper and the plasma

flowed to the test zones. The color was developed after the

binding of protein to BCG in the detection zone. Next, images of

the detection zones were captured using a digital camera and the

color intensity was analyzed using Adobe Photoshop CS2.

Results and discussion

1. mPAD fabricated by wax dipping

In this paper, a blood separation membrane was combined with

traditional filter paper for the first time to isolate plasma from

whole blood in a mPAD. Using the wax dipping method, the

mPAD for whole blood separation approach was very simple to

fabricate. Different types of blood separation membranes

including MF1, LF1, VF1 and VF2 were investigated for the

utilization in the mPAD by the wax dipping method. MF1, LF1

and VF2 are polyvinyl alcohol-bound glass fiber filters and VF1

is a binder-free glass fiber filter. These filter membranes are

suitable for use with whole blood or serum samples to remove

particles greater than 2–3 mm including red cells and platelets.

Lab Chip This journal is � The Royal Society of Chemistry 2012
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Based on using 1-mm width channel of an iron mold, the mPAD

pattern could be created from MF1 and LF1 membranes.

However, the mPAD pattern was not developed when using VF1

or VF2 membranes because of their thickness. The 632 mm and

785 mm thickness of VF1 and VF2, respectively results in a large

step between the iron mold and the Whatman No.1 paper.

Therefore the wax could penetrate into the membranes beneath

the iron mold.

The completed mPAD ready for whole blood separation is

shown in Fig. 2a. The device is small, easily used and robust due

to the wax adhesion of the overlapping area on the paper. The

device is also unique relative to existing blood separation devices

made from paper because the assembly is achieved in a single

step using the wax dipping method and blood separation is

achieved by combining two separate types of paper. In other

blood separation devices, blood separation has been achieved

either by agglutination22,25–27 or centrifugal forces.28 The use of

a two-layer device made completely from paper provides a low

cost alternative relative to the other methods reported previously

as it does not require additional chemicals or antibodies.

The mPADs were kept in a dry place in the presence of silica

gel to avoid moisture. In each experiment, the mPADs were

fabricated before use. The bottom part of mPAD is the blood

separation membrane that is utilized for receiving the whole

blood sample and trapping the blood cells. The top part of the

mPAD is made from the Whatman No.1 membrane. The plasma

isolated from the whole blood sample moves along the channel

and passes into the detection zones via the Y-junction (see

supplementary data). As shown in Fig. 2b, the device can

separate plasma from whole blood followed by colorimetric

detection of protein in a single step. Compared to other LOC

methods that have been proposed for plasma separation from

whole blood sample such as photolithography1,2 and soft

lithography3,6 methods, the wax dipping method is simpler,

quicker, cheaper, and greener.

2. Paper area and blood volume

With the same paper area, different types of paper can use

different sample volumes. For high blood sample volume, blood

cells will overflow from separation zone to the detection zone,

resulting in contamination of the plasma. On the other hand,

applying too little sample may lead to inadequate plasma yield in

the detection zone. In order to obtain sufficient pure plasma, the

Fig. 1 The assembly of the mPAD for plasma separation from whole blood using wax dipping method (a) top view (b) side view.
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correlation of paper area of the blood separation membrane and

blood sample volume were studied. To optimize sample volume,

the MF1-mPAD and LF1-mPAD were fabricated with separation

areas of 19, 28, 38 and 50 mm2 (lower circle diameter of 5, 6, 7

and 8 mm). All fabricated mPADs had the same detection zone

area as shown in Fig. 2. To investigate the optimal blood volume

to apply to each mPAD, different size blood samples were

dropped onto the separation zone to see if the separated plasma

fully wetted the detection zones. The results shown in Fig. 3

demonstrate that both types of blood separation membranes can

be used for plasma isolation. As expected, the results demon-

strate that when a larger paper area is used, more blood was

needed to obtain the sufficient plasma volume. By plotting the

blood volume as a function of paper area, linear equations were

obtained with values of y = 0.4989x 2 1.70 and y = 0.431x 2

2.60 for MF1- and LF1-mPAD, respectively. This relationship

could help to identify the exact whole blood volume needed to

apply to the specified blood separation area. However, in

practicality, to construct the whole blood-mPAD by wax dipping,

the paper area of the separation membrane was limited to not

less than 28 mm2. The lowest blood volume that could be used

for LF1-mPAD and MF1-mPAD were 8 and 10 mL, respectively,

based on using 28 mm2 paper areas. Using a blood volume over

the upper end of the optimal range caused the plasma in the

detection zone to be contaminated with blood cells because

blood cells will overflow from the separation zone to the

detection zone. Between the MF1 and LF1-mPAD, that latter

consumed less blood volume, therefore, LF1-mPADs were used

for subsequent measurements. From the results shown in Fig. 3,

the standard deviation represents the range of optimal blood

volume that can be applied for the mPAD. For 28 mm2, 38 mm2,

and 50 mm2 LF1-mPAD, the optimal blood volume ranges were

8–11 mL, 11–17 mL, and 15–22 mL, respectively.

3. Plasma penetration on the mPAD

Generally, flow in paper is controlled by capillary forces,

allowing fluid to move passively without external pumping

forces. High flow-rates also help improve turnaround time for

most clinical analysis. Therefore, the plasma penetration rates

for different types of mPADs were studied using 1.0 mm wide

hydrophilic channels made of Whatman No.1 paper. A ruler was

placed on the paper for measuring the distance of plasma

penetration and a stopwatch was used for timing. Using 38%

hematocrit blood, the optimal blood volume was calculated by

using the equation of separation pad area and applied blood

volume. The square root of time versus plasma penetration

distance is plotted in Fig. 4. The results of initial plasma

penetration were found to correlate with the Lucas-Washburn

model,29,30 in which the distance of plasma penetration was

proportional to the square root of time. The decrease in speed of

penetration rate at longer times is due to depletion of plasma

from the whole blood and saturation of plasma onto the

hydrophilic membrane. This flow behavior was similar to that of

mPADs fabricated by the ink jet printing technique in which

water penetration followed the model.31 The shorter penetration

distances shown for our mPADs are due to the higher plasma

viscosity.

Fig. 2 a) The mPAD for whole blood separation composed of

separation zone and detection zone, the arrow indicates the position

for blood application. (b) mPAD applied with whole blood concurrence

with plasma separation and determination of human serum protein.

Fig. 3 The correlation between the paper area of blood separation

membrane and blood volume.
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LF1 separation membrane provided a higher plasma

penetration rate than MF1, generating slopes for LF1 and

MF1 of 0.990 and 0.859, respectively. This can be explained by

the difference in material thickness of separation membrane

and blood wicking rates, as reported by the manufacturer.

From the results, LF1 membrane is the most suitable for

fabrication of mPAD for whole blood separation because LF1

requires less blood sample volume and achieves faster plasma

isolation.

Plasma purity was measured using microscopy. Using LF1-

mPAD, 8 mm separation membrane diameter, 15 mL of whole

blood sample was dropped onto the separation pad. Blood

leakage was measured at 2, 5 and 10 min after blood addition at

the Y-junction and both sides of the reaction areas using a

stereoscope (406 magnification). It was found that after 10 min,

paper saturated with plasma was dry. Microscopy of all observed

areas appeared clear of red blood cells, indicating complete

plasma separation from the whole blood. In contrast, when

applying an excessive blood volume (30 mL) to the separation

zone, blood cells were observed at the Y-junction and also the

detection zones, indicating leakage. These cells can interfere with

the colorimetric assays (see Table S-1, ESI{). Normally, red

blood cells are 6–8 mm in diameter, therefore they are trapped on

the filter membrane that can remove particles greater than 2 mm.

Compared to other studies, plasma separation based on a

pressure driven microfluidic device can damage blood cells,

resulting in hemolysis.2 Similarly, blood cells were destroyed at

high pH buffer, and blood could be electrolyzed in a high electric

field when plasma was separated by electro-osmotic flow

control.3 The hemolysis blood is not suitable for optical

detection due to color interference. Yang et al. report that

applying a blood sample with a hematocrit level of more than

30% can lead to leakage of a few cells into the microfluidic

channels, based on the bifurcation law for plasma separation.6

The plasma separation by capillary flow shown here does not

suffer from these problems.

4. Hematocrit and plasma separation time

Solution viscosity affects the separation and analysis time for

each mPAD. In addition, there are several other factors effecting

the separation process including temperature, humidity, channel

dimensions and the paper characteristics.32 However, these

parameters were fixed for this experiment. Therefore, only

viscosity effects from various hematocrit levels were studied.

Whole blood with different hematocrit (24–55%) or packed cell

volume (PCV) was tested using the LF1-mPAD. 15 mL of whole

blood was added to the separation pad of the LF1-mPADs and

the time was measured until the detection zone was completely

wetted with plasma. The results (Fig. 5) show that blood samples

in the tested hematocrit range of 24–55% could function with

LF1-mPAD and plasma was completely separated from each

sample without hemolysis (see Table S-2, ESI). Plasma can be

isolated from blood with a low hematocrit level faster than that

with a high hematocrit level due to its lower viscosity, however,

the normal reference range of hematocrit in human blood is 40 to

50%,1 well within our workable range. Our proposed mPAD can

be flexibly used for plasma separation with various hematocrit

samples when compared to the previous reports which were

limited to 19%,1 45%,6 and 48%,33 respectively. VanDelinder

et al. created a microfluidic device using a continuous cross-flow

filtration platform for separation of plasma from whole human

blood. However, the blood samples had to be diluted to 20%

hematocrit before analysis otherwise blood cells clogged the flow

channel. Moreover, using high flow rate for plasma separation

could damage blood cells and cause hemolysis.2 In another

report, Crowley, et al. designed passive microfilter devices to

separate plasma from bovine blood, but the method was limited

to samples with low hematocrit levels. From their study, higher

than 40% hematocrit blood caused instabilities in capillary-

driven microfluidic flow.1 In our study, although a high

percentage of hematocrit needed longer separation times, the

mPAD could still be used with unmodified blood. In addition,

plasma separation by this mPAD does not face the instabilities of

flow, red blood cell hemolysis or clogging problems because only

capillary force action was used to generate flow on the device.

5. Reproducibility

The reproducibility of the colorimetric measurements on the

mPAD was studied. The protein content from the same normal

whole blood sample for 10 replicate measurements for 3

consecutive days was determined. The within-day precision

RSDs and between day precision were obtained at 2.62% (n = 10)

and 5.84% (n = 30), respectively.

6. Protein detection on the whole-blood mPAD

The ability of mPAD for separation of plasma from real whole

blood samples was demonstrated by detection of human serum

protein using the BCG colorimetric assay. In this assay, BCG

binds with proteins to cause a dramatic color change. After

addition of blood, plasma flowed to the detection zones and the

color developed from colorless to deep blue, which was easily

observed on the detection zones of the mPAD within 2 min. The

color was developed and the mPAD allowed to dry for 10 min.

The images of the reaction were then captured using a digital

Fig. 4 The plasma penetration rate on mPAD fabricated by wax dipping

method as a function of the square root of time versus plasma penetration

distance.
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camera and the color intensity was determined using Adobe

Photoshop CS2 in gray scale mode. The sample intensity was

quantified using a calibration curve constructed from the whole

blood samples with known protein content. As shown in Fig. 6,

the linear range was from 1.6–5.3 g dL21 with the regression

equation of y = 3.12x + 13.38 (r2 = 0.993). Blood samples were

assayed by mPAD and the results compared to the BCG

conventional methods using the conventional spectrophoto-

metric method. Paired sample t-test analysis revealed that the

experimental value of |t| was 0.437, a significantly lower than the

critical t-value (¡3.18) so the null hypothesis assumed no

differences in means between the results of the two methods at

95% confidence interval (Table 1). As a result, the mPAD for

blood separation can be applied for plasma isolation and

Fig. 5 The correlation of hematocrit level of whole blood sample and plasma separation time. The error bars represent the time range for plasma

separation (n = 4).

Fig. 6 Standard curve of proteins based on BCG method on mPAD.
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quantitative analysis in whole blood samples simultaneously in a

single step.

Conclusions

A simple microfluidic paper-based analytical device for plasma

separation from whole blood was been designed and tested. By

combining a blood separation membrane with a filter mem-

brane and using the wax dipping method, it was possible to

isolate high purity plasma as well as measure the total protein

content. Importantly, based on the wax dipping method the

chemistry surface of the paper was perfectly conserved, there-

fore the capillary force action of plasma occurred and did not

require any external pumping force. On the other hand, this

event could not be observed on the mPAD that’s paper surface

had been exposed to chemicals during fabrication, such as

photolithography. Moreover, the passive capillary force of the

device eliminates the blood cell damage problems that occur

with pressure driven flow. The device can be used to separate

plasma from a single drop of whole blood in a wide range of

hematocrit (24–55%) within 2 min without the dilution. The

correlation between blood volume and separation membrane

area can be predicted from the equations for each type of

separation membrane. Using a microscope, blood cells were not

observed in the detection zones on mPAD, indicating that the

plasma is pure. Plasma separation and colorimetric assay for

protein detection were performed in a single step, in which good

reproducibility of the colorimetric measurements was achieved

at 2.62% within-day precision (n = 10) and 5.48% between day

precision (n = 30).
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Samples (n = 4) mPAD (g dL21) Conventional method (g dL21)

sample 1 4.55 ¡ 0.47 4.55¡ 0.13
sample 2 4.25 ¡0.28 4.13 ¡ 0.06
sample 3 3.82 ¡ 0.37 3.67 ¡ 0.09
sample 4 3.00 ¡ 0.35 3.27 ¡ 0.09
sample 5 4.24 ¡ 0.16 4.06 ¡ 0.06
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