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บทคัดย่อ 

งานวิจยัน้ีไดพ้ฒันาโครงร่างเส้นเอ็นคอมโพสิตจากพอลิไฮโดรซีอคัคาโนเอตความ
ยาวสายโซ่ระดบักลาง (MCL-PHA) เพื่อเป็นแนวทางในการรักษาเส้นเอน็ท่ีฉีกขาดดว้ยหลกัการทาง
วิศวกรรมเน้ือเยื่อแทนการรักษาแบบท่ีผา่ตดัเส้นเอน็บริเวณอ่ืนมาเช่ือมต่อกบัเส้นเอน็ท่ีเสียหาย ซ่ึง
เส่ียงต่อการติดเช้ือและมีปัญหาบาดเจ็บซ ้ าซอ้น เร่ิมจากการตรวจสอบความเขา้กนัไดก้บัเซลลข์อง 
MCL-PHA ท่ีผลิตข้ึนเพื่อน ามาพฒันาเป็นโครงร่างเส้นเอน็ จากการทดสอบกบัเซลลต์น้ก าเนิดชนิด
มีเซนไคมพ์บวา่มีอตัราการรอดชีวิตของเซลลท่ี์ 100% โดยท่ีเซลลส์ามารถยดึเกาะบนพื้นผวิของวสัดุ
ได ้รวมทั้งวสัดุไม่มีผลต่อการยบัย ั้งการเพิ่มจ านวนของเซลล ์หลงัจากนั้นน า MCL-PHA ไปข้ึนรูป
โครงร่างเสน้เอน็ 2 รูปแบบ คือรูปทรงส่ีเหล่ียมผนืผา้และทรงกระบอก โดยมีการทดสอบแรงดึงของ
โครงร่างเส้นเอน็ทั้งในรูปแบบโครงร่างทรงตนัและโครงร่างท่ีร้อยดว้ยเส้นเอน็มนุษย ์ซ่ึงปรากฎว่า
โครงร่างทรงกระบอกท่ีร้อยดว้ยเส้นเอ็นแบบ 3 รู มีค่าความความเคน้สูงสุดประมาณ 56 MPa ซ่ึง
ใกลเ้คียงกบัความตา้นทานแรงดึงของเส้นเอน็มือมนุษยม์ากท่ีสุด โดยผลการทดสอบแสดงใหเ้ห็นถึง
ความสามารถในการยดืตวัท่ีลดลงและค่ามอดุลสัท่ีเพิ่มข้ึนเม่ือวสัดุถูกร้อยกบัเส้นเอน็ จากนั้นท าการ
ทดสอบการยดึเกาะของเซลลบ์นโครงร่างเส้นเอน็ท่ีแสดงให้เห็นเซลลไ์ฟโบรบลาสตท่ี์ยอ้มติดสีบน
ผิวของวสัดุโครงร่าง MCL-PHA ไดแ้ละเม่ือมีการสกดัคอลลาเจนจากเซลลบ์นพื้นผิวของโครงร่าง 
MCL-PHA สามารถตรวจพบปริมาณคอลลาเจนชนิดท่ี 1 เป็นสองเท่าของปริมาณคอลลาเจนท่ีสกดั
จากเซลลไ์ฟโบรบลาสตใ์นสภาวะทัว่ไป นอกจากน้ีจากการผลิต MCL-PHA ในระดบัน าร่องและท า
การแยกส่วน MCL-PHA พบว่าท าใหเ้กิดสัดส่วนองคป์ระกอบทางเคมีและคุณสมบติัทางกายภาพท่ี
แตกต่างจาก MCL-PHA ดั้งเดิม ซ่ึงก่อใหเ้กิดการพฒันาคุณสมบติัเชิงกลสูงมากกวา่เดิมหลายเท่า 
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 Abstract  
 This research aimed to develop a medium-chain-length polyhydroxyalkanoate (MCL-
PHA) as a tool for tissue engineering for the treatment of ruptured tendon instead of the 
employment of the traditional surgical method which increased the risk of infection and 
complications of trauma. A compatibility test of MCL-PHA with mesenchymal stem cells 
(MSCs) was conducted. The result of the test revealed that the composite structure of tendons has 
a survival rate of 100% and the cells could attach to the surface of the material. In addition, the 
material did not affect the increase of cell volumes. The, MCL-PHA was used to form two tendon 
structures: square and cylindrical. Tensile testing was carried out for the solid structure and the 
human tendon structure. It was found that the cylindrical structure using three-hole tendons 
displayed the highest stress (about 56 MPa) closest to the tensile strength of human tendons. The 
result also showed that, when the material was tied with tendons, elongation reduced and the 
modulus increased.  Cell adhesion testing was also conducted, and it was found that dyed 
fibroblast cells were stained well on the surface of MCL-PHA. Collagen extracted from the cells 
was type I of which amount was twice of that extracted from fibroblast cells in general 
conditions. The pilot production and separation of MCL-PHA revealed that, with its extremely 
high mechanical properties, its chemical compounds and physical properties were different.     

(Total 75 pages) 
 
Keywords: Polyhydroxyalkanoate, Composite structure of tendons, Tissue engineering 
  



 ง

สารบญั 

 

หน้า 

กติตกิรรมประกาศ ก 

บทคัดย่อภาษาไทย ข 

บทคัดย่อภาษาอังกฤษ ค 

สารบัญ ง 

สารบัญตาราง ซ 

สารบัญรูป ฌ 

  

บททีÉ ř บทนํา 1 

 1.1 ความเป็นมาและความสาํคญัของปัญหา 1 

 1.2 วตัถุประสงคข์องโครงงาน 2 

 1.3 สมมติฐานการทาํโครงงาน 3 

 1.4 ขอบเขตของงานวิจยั 3 

 1.5 กรอบแนวคิดการวิจยั 4 

 ř.Ş นิยามศพัท ์ 4 

   

บททีÉ 2 ทบทวนเอกสาร 6 

 2.1 พอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอต 6 

 2.1.1 ชนิดของพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอต 7 

 2.1.1.1 โฮโมพอลิเมอร์ 8 

 2.1.1.2 โคพอลิเมอร์ 8 

 2.1.2 ประเภทของพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอต 8 

 2.1.2.1 พอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอตสายโซ่ระดบัสัÊน 8 

 2.1.2.2 พอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอตสายโซ่ระดบักลาง 8 

 2.1.3 คุณสมบติัทางกายภาพและความยดืหยุ่นของ MCL-PHA 8 

 2.1.3.1 โครงสร้างทางเคมี 8 

 2.1.3.2 คุณสมบติัของ MCL-PHA เปรียบเทียบกบั  

SCL-PHA และปิโตรพลาสติกชนิดอืÉน 

9 



 จ 

สารบญั (ต่อ) 

 

หน้า 

 2.2 การแยกองคป์ระกอบของพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอต 11 

 2.3 วศิวกรรมเนืÊอเยืÉอ (Tissue Engineering) 11 

 2.3.1 องคป์ระกอบของวศิวกรรมเนืÊอเยืÉอ 12 

 2.3.1.1 เซลล ์ 12 

 2.3.1.2 โครงเลีÊยงเซลล ์ 12 

 2.3.1.3 โมเลกลุใหส้ัญญาณ หรือสารกระตุน้ชีวภาพ 13 

 2.4 ทฤษฎีทางการแพทยข์องเส้นเอน็ 13 

 2.4.1 สรีระของเส้นเอน็ 13 

 2.4.2 การฉีกขาดของเสน้เอน็ 14 

 2.5 ทฤษฎีทีÉเกีÉยวขอ้งกบัการทดสอบคุณสมบติัเชิงกล 15 

 2.5.1 สภาพยดืหยุน่ของของแขง็ 15 

 2.5.2 ความเคน้และความเครียด 16 

 2.6 งานวิจยัทีÉเกีÉยวขอ้ง 17 

   

บททีÉ ś ระเบียบวธีิการวิจัย 19 

 3.1 เครืÉองมือทีÉใชใ้นการวจิยั 19 

 3.1.1 เครืÉองมือและอุปกรณ์ 19 

 3.1.2 สารเคมี 20 

 3.2 กระบวนการดาํเนินงานวิจยั 21 

 3.2.1 การสงัเคราะห์ MCL-PHA ในระดบัหอ้งปฏิบติัการ 21 

 3.2.2 การสงัเคราะห์ MCL-PHA ในระดบัโรงงานตน้แบบ 300 L 22 

 3.2.3 การตรวจสอบคุณสมบติัเชิงกลของ MCL-PHA 25 

 3.2.4 การตรวจสอบคุณสมบติัเชิงความร้อน ความเสถียรทางความ

รอ้น ความเป็นผลึกและสัดส่วนมอนอเมอร์ของ MCL-PHA 

25 

 3.2.5 การทดสอบความเขา้กนัไดก้บัเซลลข์องวสัดุ MCL-PHA 26 

 3.2.6 การขึÊนรูปโครงร่างเส้นเอน็ MCL-PHA 29 

 3.2.7 การทดสอบแรงดึงของโครงร่างเสน้เอน็ MCL-PHA ทีÉขึÊนรูป 32 



 ฉ

สารบญั (ต่อ) 

 

หน้า 

 3.2.8 การทดสอบโครงร่างเส้นเอน็ MCL-PHA เพืÉอดูความสามารถ

ในการยดึเกาะบนโครงร่างของเสน้เอ็นทีÉทาํการขึÊนรูปและการสร้าง 

คอลาเจนของเซลล ์

34 

 3.2.9 การแยกส่วน MCL-PHA 36 

   

บททีÉ Ŝ ผลการวจิัย 37 

 4.1 ผลการผลิต MCL-PHA 37 

 4.1.1 ผลการติดตามการสงัเคราะห์ MCL-PHA 37 

 4.1.2 ผลผลิต MCL-PHA ทีÉไดจ้ากการสกดั 38 

 4.2 ผลการตรวจสอบคุณสมบติัทัÉวไปของ MCL-PHA ทีÉไดจ้ากการ

สังเคราะห์ 

39 

 4.2.1 การตรวจสอบคุณสมบติัเชิงความร้อนของ MCL-PHA ทีÉได้

จากการสังเคราะห์ 

39 

 4.2.2 ผลการตรวจสอบความเสถียรทางความร้อนของ MCL-PHA 40 

 4.2.3 ผลการตรวจสอบความเป็นผลึกของ MCL-PHA 41 

 4.2.4 ผลการตรวจสอบชนิด และสดัส่วนของมอนอเมอร์  

MCL-PHA 

41 

 4.3 ผลการทดสอบความเขา้กนัไดก้บัเซลลข์อง MCL-PHA 44 

 4.3.1 ผลการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล ์ 44 

 4.3.2 ผลการทดสอบการยดึเกาะของเซลล์ 46 

 4.3.3 ผลทดสอบการเพิÉมจาํนวนของเซลล ์ 47 

 4.4 ผลการทดสอบแรงดึงของวสัดุทีÉร้อยกบัเสน้เอน็มนุษย ์ 48 

 4.5 ผลการทดสอบการยึดเกาะของเซลล์ 49 

 4.6 ผลการวดัการสร้างคอลลาเจนของเซลลบ์นโครงร่าง MCL-PHA 54 

 4.7 การแยกส่วน MCL-PHA 56 

   

บททีÉ ŝ สรุปและวิจารณ์ผลการจัดทําโครงงาน 59 



 ช

สารบญั (ต่อ) 

 

หน้า 

5.1 สรุปและอภิปรายผลงานวจิยั 

5.2 ขอ้เสนอแนะ  

59 

62 

  

บรรณานุกรม 63 

   

ภาคผนวก       การทดสอบเพิÉมเติมเกีÉยวกบัการแยกส่วน MCL-PHA 66 

  

ประวัตผิู้วจิยั 75 

 



 ซ

สารบญัตาราง 

 

หน้า 

ตารางทีÉ   

2.1 เปรียบเทียบคุณสมบติัทางกายภาพของ PHA แต่ละชนิดกบัพอลิเมอร์

ฐานชีวภาพ 

10 

2.2 ขนาดเส้นเอน็มือของเพศชายและเพศหญิง 14 

3.1 รูปทีÉใชใ้นการขึÊนรูปโครงร่างเสน้เอ็น MCL-PHA สาํหรับการทดสอบ

คุณสมบติัเชิงกล 

30 

4.1 ผลผลิตของ MCL-PHA ทีÉสงัเคราะห์ไดจ้ากถงัหมกั śŘŘ ลิตร 

เทียบกบั ŝ ลิตร 

39 

4.2 ผลสรุปคุณสมบติัต่าง ๆ ของ MCL-PHA śŘŘ ลิตรเปรียบเทียบกบั  

MCL-PHA ŝ ลิตร 

44 

4.3 ผลการทดสอบคุณสมบติัเชิงกลของแต่ละสภาวะการทดสอบโครงร่าง 

MCL-PHA 

48 

4.4 สดัส่วนของ MCL-PHA ทีÉไดจ้ากแยกส่วนทีÉความเขม้ขน้เมทานอลทีÉ

แตกต่างกนั 

56 

4.5 ผลคุณสมบติัเชิงกลจากการทดสอบแรงดึงของฟิลม์ MCL-PHA ทีÉแยก

ส่วนเทียบกบั MCL-PHA ดัÊงเดิมทีÉสังเคราะห์ได ้

57 

 



 ฌ 

สารบญัรูป 

 

หน้า 

รูปทีÉ    

1.1 แผนภาพกรอบแนวคิดการวิจยั 4 

2.1 เซลลแ์ละ PHA ภายในเซลล ์ 6 

2.2 สูตรโครงสร้างทางเคมีของพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอต 7 

2.3 ลกัษณะการแยกองคป์ระกอบของ PHA 11 

2.4 การสร้างเนืÊอเยืÉอกระดูกทดแทนโดยอาศยัหลกัการวิศวกรรมเนืÊอเยืÉอ ซึÉ ง

อาศยัองคป์ระกอบ 3 ส่วน คือ เซลล ์โครงเลีÊยงเซลลแ์ละโมเลกุลให้

สญัญาณ 

12 

2.5 สรีระเส้นเอน็ขอ้มือ 14 

2.6 Ligament and Tendon: Mechanical Properties 15 

2.7 กราฟความสมัพนัธ์ระหวา่งแรงดึงและระยะยืดของวตัถุ 16 

2.8 รูปแบบของความเคน้ 17 

3.1 ถงัหมกัชีวภาพขนาด 300 L และเครืÉองปัÉนเหวีÉยงทรงกระบอก

แบบต่อเนืÉอง 

24 

3.2 ตะกอนทีÉไดจ้ากการปัÉนเหวีÉยงของเชืÊอทีÉหมกัในถงัหมกั 24 

3.3 ตะกอน MCL-PHA ทีÉไดจ้ากการสกดั 24 

3.4 ภาพจากกลอ้ง Inverted Microscope ของเซลล ์Human Mesenchymal 

Stem Cells 

27 

3.5 สารละลายสีม่วงจากการละลายผลึกจากการทาํปฏิกิริยายาของสาร MTT 27 

3.6 รูปแบบโครงร่างเสน้เอ็นสาํหรับการทดสอบเชิงกล 30 

3.7 ลกัษณะของแม่พิมพโ์ครงร่างเสน้เอ็นแบบสีÉเหลีÉยมผืนผา้ 31 

3.8 ลกัษณะแม่พิมพโ์ครงร่างเส้นเอ็นแบบทรงกระบอก 31 

3.9 ชิÊนงาน MCL-PHA ทีÉไดจ้ากแม่พิมพแ์บบสีÉเหลีÉยมผืนผา้ 32 

3.10 ชิÊนงาน MCL-PHA ทีÉไดจ้ากแม่พิมพท์รงกระบอก 32 

3.11 เสน้เอ็นมนุษยส่์วนทีÉถูกตดัออกจากการผ่าตดั (waste sample) 33 

3.12 ลกัษณะโครงร่างเส้นเอน็แบบแบนทีÉร้อยเขา้กบัเส้นเอ็น 33 

 



 ญ

สารบญัรูป (ต่อ) 

 

หน้า 

รูปทีÉ    

3.13 ลกัษณะโครงร่างเส้นเอน็แบบทรงกระบอกทีÉรอ้ยเขา้กบัเส้นเอน็ (ก)  

แบบ Ś รู (ข) แบบ ś รู 

34 

4.1 ผลการติดตามช่วงเวลาในการสังเคราะห์ MCL-PHA ในถงัหมกัขนาด 

300 ลิตร 

37 

4.2 ผลคุณสมบติัเชิงความร้อนของ MCL-PHA ทีÉวดัจากเครืÉอง DSC 39 

4.3 ผลความสัมพนัธ์ระหวา่งอณุหภูมทีÉเพิÉมขึÊนและนํÊาหนกั MCL-PHA 40 

4.4 ผลการสแกน XRD ของ MCL-PHA 41 

4.5 สูตรโครงสร้างทางเคมีของ MCL-PHA (Polyhydroxyhexanoate-co-

Hydroxyoctanoate-co-Hydroxydecanoate; P(3HHx-co-3HO-co-3HD)) 

42 

4.6 NMR สเปกตราชนิด řH ของ (P(3HHx-co-3HO-co-3HD)) 

*(3HHx, 3-Hydroxyhexanoate; 3HO, 3-Hydroxyoctanoate; 3HD, 3-

Hydroxydecanoate) 

42 

4.7 NMR สเปกตราชนิด řśC ของ (P(3HHx-co-3HO-co-3HD)) 43 

4.8 NMR สเปกตราชนิด řśC ของ (P(3HHx-co-3HO-co-3HD)) ทีÉตาํแหน่ง

กลุ่มเทอร์มินอลคาร์บอน (CHś) ของ śHD,3HO และ śHHx 

43 

4.9 ลกัษณะของเซลล ์MSCs ทีÉเลีÊยงในอาหารเลีÊยงเซลลที์Éแช่ MCL-PHA ทีÉ

ความเขม้ขน้ต่าง ๆเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม 

45 

4.10 ค่าเปอร์เซ็นตก์ารอยู่รอดของเซลล ์MSCs ทีÉเลีÊยงในอาหารเลีÊยงเซลล์ทีÉแช่ 

MCL-PHAs ทีÉความเขม้ขน้ต่าง ๆเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม 

45 

4.11 ลกัษณะของเซลล ์MSCs บนฟิลม์ MCL-PHA ผา่นกลอ้งจุลทรรศน์

กาํลงัขยาย řŘ เท่า (ก) ภาพก่อนยอ้มคริสตลัไวโอเลต (ข) ภาพหลงัยอ้ม

คริสตลัไวโอเลต 

46 

4.12 ลกัษณะของเซลลที์Éไดรั้บการเลีÊยงโดยใชอ้าหารเลีÊยงเซลลที์Éมีส่วนผสม

ของอาหารเลีÊยงเซลลที์Éแช่วสัดุพอลิเมอร์ MCL-PHA ทีÉความเขม้ขน้และ

เวลาต่าง ๆ 

47 

 



 ฎ

สารบญัรูป (ต่อ) 

 

หน้า 

รูปทีÉ   

4.13 ผลการนบัจาํนวนเซลลที์Éความเขม้ขน้และเวลาต่าง ๆ  47 

4.14 ความสัมพนัธ์ระหว่างค่าความเคน้และเปอร์เซ็นตก์ารยืดตวัของโครงร่าง

เสน้เอ็นทุกสภาวะการทดสอบ 

49 

4.15 เซลลไ์ฟโบรบลาสตว์นัทีÉ 1 ทีÉเลีÊยงร่วมกบัวสัดุ (สีดาํ) 50 

4.16 เซลลไ์ฟโบรบลาสตว์นัทีÉ 7 ทีÉเลีÊยงร่วมกบัวสัดุ 50 

4.17 เซลลที์Éไม่ไดเ้ลีÊยงร่วมกบัวสัดุยอ้ม DAPI ผา่น Confocal Microscope 51 

4.18 ผิววสัดุ MCL-PHA ทีÉเลีÊยงร่วมกบัเซลลย์อ้ม DAPI ผา่น Confocal 

Microscope 

51 

4.19 วสัดุ MCL-PHAทีÉไม่ไดเ้ลีÊยงร่วมกบัเซลล ์Confocal Microscope 51 

4.20 รูป 3 มิติของวสัดุ MCL-PHA ทีÉเลีÊยงร่วมกบัเซลลย์อ้มดว้ย DAPI ภายใต้

กลอ้ง Inverted Confocal Laser Scanning Microscope 

52 

4.21 เซลลที์Éไม่ไดเ้ลีÊยงร่วมกบัวสัดุยอ้ม TO-PRO3 ผา่น Confocal Microscope 52 

4.22 ผิววสัดุ MCL-PHA ทีÉเลีÊยงร่วมกบัเซลลย์อ้ม TO-PRO3 ผา่น Confocal 

Microscope 

53 

4.23 วสัดุ MCL-PHAทีÉไม่ไดเ้ลีÊยงร่วมกบัเซลลย์อ้มสี TO-PRO3 ผา่น 

Confocal Microscope 

44 

4.24 รูป 3 มิติของวสัด ุMCL-PHA ทีÉเลีÊยงร่วมกบัเซลลย์อ้มดว้ย TO-PRO3 

ภายใตก้ลอ้ง Inverted Confocal Laser Scanning Microscope 

45 

4.25 รูป 3 มิติของวสัด ุMCL-PHA ทีÉไม่มีเซลลภ์ายใตก้ลอ้ง  

Inverted Confocal Laser Scanning Microscope  

45 

4.26 ปริมาณคอลลาเจนชนิดทีÉ 1 ทีÉสกดัจากเซลลไ์ฟโบรบลาสตเ์ปรียบเทียบ

ระหวา่งคอลลาเจนทีÉสกดัจากพืÊนผิวของโครงร่าง MCL-PHA กบัคอลลา

เจนทีÉไดจ้ากเซลลที์Éไม่ไดเ้ลีÊยงร่วมกบั MCL-PHA 

55 

4.27 ความสัมพนัธ์ระหว่างค่าความเคน้และเปอร์เซ็นตก์ารยืดตวัของ MCL-

PHA ทีÉทาํการแยกส่วน 

57 

 



 
 

บทที ่1 
 

บทน ำ 
 

1.1 ควำมเป็นมำและควำมส ำคญัของปัญหำ 
 

เส้นเอ็นประกอบด้วยชั้นเส้นใยคอลลาเจนท่ีจดัเรียงตวักนัเป็นสายเน้ือเยื่อแข็งท่ีเช่ือม
กลา้มเน้ือเขา้กบักระดูก ซ่ึงเป็นองคป์ระกอบหน่ึงของการส่งเสริมการเคล่ือนไหวของอวยัวะต่าง ๆ 
เส้นเอน็บริเวณมือแบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม คือเส้นเอน็เอกซ์เทนเซอร์ (Extensor Tendon) เป็นเส้นเอ็นท่ี
พาดจากปลายแขนไปจนถึงหลงัมือจนถึงน้ิวมือท าให้สามารถช้ีน้ิวเหยียดตรงได ้และเส้นเอ็นเฟลก
เซอร์ (Flexor Tendon) เป็นเส้นเอ็นท่ีพาดจากปลายแขนผ่านขอ้มือไปจนถึงฝ่ามือท าให้สามารถงอ
น้ิวได ้เน่ืองดว้ยเป็นส่วนท่ีมีการเคล่ือนไหวเป็นประจ าจึงมีโอกาสไดรั้บความเสียหายหรือฉีกขาด
ไดง่้าย ซ่ึงมกัเกิดจากอุบติัเหตุต่าง ๆ ทั้งการบาดเจบ็จากการเล่นกีฬา และโรคขอ้ต่อรูมาตอยด ์ซ่ึงท า
ให้เส้นเอ็นเกิดการอกัเสบ เป็นตน้ ปัจจุบนัเส้นเอ็นมือมีแนวทางการรักษาโดยการผ่าตดัซ่ึงจาก
ข้อมูลสถิติของการเข้ารับการผ่าตดัเฉพาะแผนกจุลศลัยศาสตร์ทางมือในสหรัฐอเมริกาพบถึง 
150,000 รายต่อปี โดยคิดเป็นการผา่ตดัแบบปลูกถ่ายเส้นเอน็ถึง 65 ถึง 80 เปอร์เซ็นต ์ของการผา่ตดั
เส้นเอ็นทั้งหมด (Rios-Diaz et al., 2016) ลกัษณะของการผา่ตดัเส้นเอ็นโดยทัว่ไปคือการเยบ็ปลาย
ของเส้นเอ็นท่ีฉีกขาดให้เช่ือมต่อกนัอีกคร้ัง ซ่ึงใช้เวลา 2 ถึง 3 เดือนในการท่ีเส้นเอ็นจะกลบัคืนสู่
สภาพสมบูรณ์อีกคร้ัง 

 
อยา่งไรก็ตามการรักษาเส้นเอ็นท่ีไดรั้บความเสียหายอยา่งหนกัอาจมีขอ้จ ากดัในการผา่ตดั

ดว้ยวิธีขา้งตน้ ซ่ึงปัจจุบนัใชก้ารผา่ตดัดว้ยการปลูกถ่ายเส้นเอ็นกลา้มเน้ือท่ีผ่าตดัจากบริเวณอ่ืนมา
ต่อแทนส่งผลให้เกิดปัญหาการบาดเจ็บซ ้ าซ้อน (Repetitive Strain Injury; RSI) และอาจน าไปสู่
ภาวะแทรกซ้อนต่าง ๆ เช่น การติดเช้ือ การฉีกขาดของเส้นเอ็นท่ีต่อ หรือเส้นเอ็นติดกบัเน้ือเยื่อ
ขา้งเคียงจนท าให้ตอ้งมีการผา่ตดัเพื่อแกไ้ขขอ้ผิดพลาด (Momeni, Grauel, & Chang, 2010; O'Neil, 
Forsythe, & Stanish, 2001) ปัจจุบนัมีการศึกษาในดา้นเทคนิคทางวศิวกรรมเน้ือเยื่อเพื่อเป็นแนวทาง
ในการรักษาอีกรูปแบบหน่ึงด้วยการสร้างเน้ือเยื่อเส้นเอ็นข้ึนมาใหม่ทดแทนเส้นเอ็นท่ีเสียหาย 
เทคนิคการสร้างเน้ือเยื่อดว้ยเทคนิคดงักล่าวโดยทัว่ไปจะมีการสร้างโครงร่างส าหรับให้เพาะเล้ียง
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เซลล์เพื่อให้เซลล์ยึดเกาะและเจริญไปเป็นเน้ือเยื่อท่ีต้องการ ซ่ึงวสัดุท่ีน ามาสร้างเป็นโครงร่าง
ส าหรับเพาะเล้ียงเซลล์จะตอ้งมีคุณสมบติัเขา้กนัไดก้บัเซลล์และควรมีคุณสมบติัย่อยสลายไดท้าง
ชีวภาพภายในร่างกายเพื่อก าจดัวสัดุออกจากร่างกายเม่ือเน้ือเยื่อสมบูรณ์เต็มท่ี ในการสร้างโครงร่าง
ส าหรับเส้นเอ็น วสัดุท่ีใช้จะมีคุณสมบติัท่ีตอ้งพิจารณาเพิ่มเติมคือคุณสมบติัเชิงกลท่ีคลา้ยคลึงกนั
กบัเส้นเอน็ ซ่ึงมีความส าคญักบัอวยัวะท่ีตอ้งรองรับแรงท่ีเกิดข้ึนจากการท ากิจกรรมต่าง ๆ ดว้ย 

 
เส้นเอ็นมีคุณสมบติัเชิงกลแบบไม่เป็นเชิงเส้น หรือเป็นไฮเปอร์อิลาสติก (Hyperelastic) 

(Robi, Jakob, Matevz, Matjaz, & Medicine, 2013) ซ่ึงเม่ือพิจารณาวัสดุท่ีมีลักษณะเชิงกลแบบ
เดียวกนัจะตอ้งเป็นวสัดุท่ีมีลกัษณะคล้ายยางหรืออีลาสโตเมอร์ (Elastomer) ปัจจุบนัมีวสัดุท่ีถูก
น ามาใชศึ้กษาเป็นโครงร่างเส้นเอ็นนอ้ยมาก เน่ืองจากเป็นไปไดย้ากท่ีวสัดุชนิดหน่ึงจะมีคุณสมบติั
เป็นไปตามท่ีตอ้งการ ในงานวิจยัคร้ังน้ีมีการศึกษาวสัดุพอลิเมอร์ท่ีมีคุณสมบติัท่ีมีความเป็นได้ใน
การสร้างโครงร่างเส้นเอ็นคือ พอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอตความยาวสายโซ่ระดบักลาง (Medium-
Chain-Length Polyhydroxyalkanoate; MCL-PHA) ซ่ึ ง เ ป็นพอลิ เมอร์ ท่ีผ ลิตและสะสมได้ใน
จุลินทรียส์ายพนัธ์ุ Pseudomonas โดย MCL-PHA จดัอยูใ่นกลุ่มของพอลิเมอร์ท่ีมีความเป็นอีลาสโต
เมอร์ ซ่ึงมีคุณสมบติัเชิงกลแบบไม่เป็นเชิงเส้นแบบเดียวกบัเส้นเอ็น และมีขอ้มูลการศึกษาวา่มีความ
เขา้กนัไดก้บัเซลล์และมีความสามารถในการย่อยสลายไดใ้นร่างกาย ในการศึกษาน้ีจะท าการผลิต 
MCL-PHA เพื่อสร้างโครงร่างเส้นเอน็คอมโพสิตกบัเส้นเอ็นมือส่วนท่ีเสียหายเพื่อซ่อมแซมเส้นเอ็น
ให้กลับมามีสภาพเดิม โดยข้ึนรูปโครงร่างเส้นเอ็นด้วยวิธีการหล่อ (Molding) ในรูปแบบของ
รูปทรงและลกัษณะการเจาะรูท่ีแตกต่างกนั และพิจารณาคุณสมบติัเชิงกลของโครงร่างเส้นหลงัจาก
คอมโพสิตดว้ยเส้นเอ็นมนุษยเ์พื่อให้เกิดสภาวะท่ีใกลเ้คียงกบัเส้นเอ็นมือในสภาพท่ีสมบูรณ์มาก
ท่ีสุด นอกเหนือจากนั้นยงัท าการทดสอบการยึดเกาะของเซลล์ไฟโบรบลาสต ์และการสร้างคอลลา
เจนบนพื้นผิวของโครงร่างเส้นเอ็นท่ีเล้ียงร่วมกบัไฟโบรบลาสต์เพื่อวิเคราะห์แนวโน้มในการ
น าไปใชง้านจริงในการรักษาต่อไป 
 

1.2 วตัถุประสงค์ของกำรวจิัย 
 

1) สังเคราะห์และตรวจสอบคุณสมบติัทางเคมีของวสัดุพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอตความ
ยาวสายโซ่ระดบักลาง (MCL-PHA)  
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2) ข้ึนรูปโครงร่างเส้นเอ็น MCL-PHA ส าหรับร้อยกบัเส้นเอ็นมนุษยเ์พื่อศึกษาคุณสมบติั
เชิงกลของรูปแบบโครงร่างเส้นเอ็นท่ีแตกต่างกันและพิสูจน์ว่าโครงร่างเส้นเอ็น MCL-PHA 
สามารถช่วยเสริมแรงใหก้บัเส้นเอน็ท่ีร้อยเพื่อใหไ้ดค้วามแขง็แรงใกลเ้คียงกบัเส้นเอน็ปกติมากท่ีสุด 

3) เพื่อศึกษการยดึเกาะและการสร้างคอลลาเจนชนิดท่ี 1 ของเซลลไ์ฟโบรบลาสตซ่ึ์งเป็น
องคป์ระกอบของเส้นเอน็มนุษยบ์นโครงร่างเส้นเอน็ MCL-PHA 

4) แยกส่วน MCL-PHA เพื่อปรับปรุงคุณสมบติัของ MCL-PHA ให้มีความหลากหลาย
มากข้ึนส าหรับเป็นตวัเลือกในการต่อยอดโครงร่างเส้นเอน็ท่ีมีความแขง็แรงมากข้ึน 
 

1.3 สมมติฐำนของกำรวจิัย 
 

1)  รูปแบบโครงร่างเส้นเอน็ MCL-PHA ท่ีแตกต่างกนัใหคุ้ณสมบติัเชิงกลท่ีแตกต่างกนั 
2)  โครงร่างเส้นเอ็น MCL-PHA ช่วยเสริมแรงของเส้นเอ็นเม่ือท าการคอมโพสิตและมี

ลักษณะทางกลใกล้เ คียงกับเส้นเอ็นมือปกติของมนุษย์และมีค่าความเค้นสูงสุดเข้าใกล้  
50 – 100 MPa 

3)  เซลล์ไฟโบรบลาสต์สามารถยึดเกาะบนพื้นผิวเส้นเอ็นและสามารถสร้างคอลลาเจน
บนพื้นผวิของเส้นเอน็ได ้

4)  การแยกส่วน MCL-PHA ท าใหไ้ด ้MCL-PHA ท่ีมีคุณสมบติัท่ีแตกต่างกนั 

1.4 ขอบเขตของงำนวจิัย 
 

1)  MCL-PHA ท่ีใชใ้นการสร้างโครงร่างเส้นเอ็นสังเคราะห์โดยใชจุ้ลชีพ Pseudomonas 
Putida ATCC 47054 ซ่ึงใชก้รีเซอรอลเป็นแหล่งคาร์บอนโดยด าเนินการดว้ยวิธีการหมกัในถงัหมกั
ขนาด 300 L 

2)  การข้ึนรูปโครงร่างเส้นเอ็นใช้วิธีการหล่อโดยใช้สารละลายคลอโรฟอร์มเป็นตวัท า
ละลาย MCL-PHA 

3)  มีการเจาะรูเพื่อร้อยเส้นเอ็นคอมโพสิตเขา้กบัโครงร่างเส้นเอ็นโดยขนาดและระยะ
การเจาะรูอา้งอิงจากการสร้างแบบจ าลองเพื่อวิเคราะห์รูปแบบท่ีส่งผลกระทบต่อการฉีกขาดของ
โครงร่างเส้นเอน็นอ้ยท่ีสุด 

4)  เส้นเอ็นท่ีน ามาใชค้อมโพสิตเพื่อศึกษาคุณสมบติัเชิงกลคือ Plantaris Tendon ซ่ึงเป็น 
Waste Sample จากการผา่ตดั 
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1.5 กรอบแนวคดิกำรวจิัย 
 

 
 

รูปท่ี 1.1 แผนภาพกรอบแนวคิดการวจิยั 
 

1.6 นิยำมศัพท์ 
 

พอลิไฮดรอกซีอัลคำโนเอท (Polyhydroxyalkanoates: PHA)  คือพอลิเอสเตอร์ชีวภาพ 
(Biopolyester) ท่ีมีการสังเคราะห์ข้ึนภายในเซลลส่ิ์งมีชีวิตพบมากในจุลินทรียจ์  าพวกแบคทีเรีย โดย
แบคทีเรียจะสังเคราะห์ PHA เพื่อใช้เป็นแหล่งอาหารและพลงังานส ารองสะสมในรูปของเม็ด
แกรนูล (Granule) อยูภ่ายในเซลลข์องแบคทีเรีย 

กำรย่อยสลำยทำงชีวภำพ (Biodegradable)  หรือการสลายตวัทางชีวภาพ คือสารเคมีท่ี
สลายตวัของวสัดุจากเช้ือแบคทีเรียหรือทางชีวภาพอ่ืน ๆ โดยมีความสัมพนัธ์กบัระบบนิเวศ การ
จดัการขยะ ชีวการแพทย ์และสภาพแวดลอ้มทางชีวภาพ ซ่ึงเก่ียวขอ้งกบัผลิตภณัฑ์ท่ีเป็นมิตรต่อ
ส่ิงแวดล้อมท่ีสามารถย่อยสลายกลบัไปเป็นธาตุตามธรรมชาติ สารอินทรียจ์ะถูกย่อยสลายด้วย
ออกซิเจน หรือไม่ใชอ้อกซิเจน 
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ควำมเข้ำกันได้ทำงชีวภำพ (Biocompatibility)  คือคุณสมบติัทางชีวภาพของการเขา้กนั
ได้ของเน้ือเยื่อร่างกาย  หรือการทดสอบความเข้ากันได้ทางชีวภาพนั้ นเป็นส่วนส าคัญของ
กระบวนการอนุมติักฎระเบียบส าหรับอุปกรณ์ทางการแพทยเ์น่ืองจากแมแ้ต่ผลิตภณัฑ์ท่ีไดรั้บการ
ออกแบบท่ีดีท่ีสุดก็สามารถสร้างภาวะแทรกซ้อนท่ีไม่ตั้งใจได ้หากวสัดุท่ีใชก่้อให้เกิดปฏิกิริยาทาง
ชีวภาพในผูป่้วย วสัดุท่ีมีลักษณะเฉพาะท่ีใช้กนัอย่างแพร่หลายในอุตสาหกรรมสามารถท าให้
เกิดปฏิกิริยาท่ีไม่คาดคิดไดห้ากผา่นกระบวนการท่ีน าไปสู่การปนเป้ือน การยอ่ยสลายหรือการชะ
ลา้งสารพิษเขา้สู่ผูป่้วย  การทดสอบความเขา้กนัไดท้างชีวภาพนั้นมีหลายลกัษณะดงัต่อไปน้ี การ
ทดสอบคุณสมบติัทางเคมี ไดแ้ก่ ทดสอบสารสกดัและสารชะลา้ง ทดสอบผลิตภณัฑย์อ่ยสลาย และ
เอทิลีนออกไซดท่ี์ตกคา้ง พิษวทิยา ไดแ้ก่ การประเมินความเส่ียงทางพิษวิทยา ทดสอบพิษวทิยาทาง
พนัธุกรรม และทดสอบพิษวิทยาทางเลือก การทดสอบความเขา้กนัไดท้างชีวภาพในระกบัหลอด
ทดลอง (In Vitro) ไดแ้ก่ ทดสอบเป็นพิษต่อเซลล์ การยึดเกาะของเซลล์ การเพิ่มจ านวนของเซลล์ 
ความเขา้กนัไดก้บัเลือด และความเป็นพิษต่อพฒันาการและการสืบพนัธ์ุ การทดสอบความเขา้กนั
ไดท้างชีวภาพสัตวท์ดลอง (In Vivo) ไดแ้ก่ ความเขา้กนัไดก้บัเลือด ทดสอบพนัธุกรรม ทดสอบ
ความเป็นพิษก่ึงเร้ือรัง ทดสอบความเป็นพิษต่อระบบในร่างกาย การฝัง ทดสอบความเป็นพิษต่อ
พฒันาการและการสืบพนัธ์ุ ทดสอบอาการแพ ้และการระคายเคือง 

 



 

บทที ่2 
 

ทบทวนวรรณกรรม 
 

2.1 พอลไิฮดรอกซีอัลคำโนเอต 
 

พอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอตจดัเป็นพอลิเอสเทอร์ท่ีสะสมภายในเซลล์ของจุลินทรียไ์ด้
หลายชนิดในรูปของเม็ดแกรนูล ลกัษณะของ PHA ดงัรูปท่ี 2.1 นั้นจะประกอบดว้ยโมโนเมอร์ของ 
3-Hydroxy-Acid (HA) เช่น เป็น Poly(3-Hydroxybutyric Acid) หรือ PHB เ ม่ือ R เป็นหมู่  CH3  
พอลิเมอร์ท่ีเกิดข้ึนเพื่อเป็นพลงังานส ารองส าหรับแบคทีเรีย และยงัพบอีกวา่มีสาร HAs มากกวา่ 80 
ชนิด เป็นสารประกอบของ PHA ซ่ึงสารเทอร์โมอร์พลาสติกเหล่าน้ีจะมีคุณสมบติัเชิงกลต่าง ๆ 
ข้ึนอยูก่บัการรวมตวัของหน่วยยอ่ยของโมโนเมอร์ (Lee, 1996) 

 

 
 

รูปท่ี 2.1 เซลลแ์ละ PHA ภายในเซลล ์ 
ท่ีมา : Luengo, García, Sandoval, Carrasco, & Olivera, 2003 

 
สารประกอบพอลิเอสเทอร์ในกลุ่มของ PHA เป็นสารประกอบพอลิเมอร์ท่ีมีจุลินทรียผ์ลิต

ข้ึน โดยมีโครงสร้างหลักเป็น 3-Hydroxyalkanoic แต่มีความแตกต่างกันของหมู่ฟังก์ชั่น R ท่ี  
C-3 ท าให้เป็น PHA ชนิดต่าง ๆ ถ้าหมู่ R มีหลายแบบเรียกว่าโคพอลิเมอร์ แต่หากมีแบบเดียว 
เรียกวา่ โฮโมพอลิเมอร์ หมู่ R ท่ีมีจ  านวน C ต่างกนัจะมีคุณสมบติัต่างกนั โดย C ยิ่งมากจะท าให้มี
ความยดืหยุน่ ข้ึนรูปไดดี้ โดยมีโครงสร้างทัว่ไป ดงัรูปท่ี 2.2 
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รูปท่ี 2.2 สูตรโครงสร้างทางเคมีของพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอต  
ท่ีมา : Lee, 1996 

 
2.1.1 ชนิดของพอลไิฮดรอกซีอลัคำโนเอต 

 
แบ่ง PHA ตามลกัษณะการเช่ือมต่อกนัของโมโนเมอร์ ไดเ้ป็น 2 แบบ คือ 

 
2.1.1.1 โฮโมพอลิเมอร์ เป็นพอลิเมอร์ท่ีมีองค์ประกอบของโมโนเมอร์เพียง

ชนิดเดียวต่อรวมกนัโดยจะท าการยกตวัอยา่งของการเช่ือมต่อกนัของ ß-Hydroxy Fatty Acid ชนิด 
ß-Hydroxybutyrate และจะมีการเช่ือมต่อกับโมโนเมอร์ของไฮดรอกซีบิวทีเรตโควาเลนต์มี
คุณสมบติัคลา้ยกบัพอลิเมอร์สังเคราะห์ คือ พอลิโพรพิลีน 

 
2.1.1.2 โคพอลิเมอร์ เป็นพอลิเมอร์ท่ีประกอบเป็นหน่วยย่อยของโมโนเมอร์ห

ลายชนิดมาต่อรวมกนั ในกรณีของโคพอลิเมอร์ของสารพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตนอกจากโมโนเมอร์
ท่ีเป็น ß-Hydroxybutyrate แลว้มีการเช่ือมต่อกบัโมโนเมอร์ของไฮดรอกซีวารีเรตท าให้เกิดเป็นโค
พอลิเมอร์ P(3HB-co-3HV)  

 
2.1.2 ประเภทของพอลไิฮดรอกซีอลัคำโนเอต 
 

โดยการจ าแนกจะเทียบจากขนาดความยาวของจ านวนคาร์บอนกรดไฮดรอกซีอลัคา
โนเอท (Lee et al., 2000) ซ่ึง PHA ถูกจ าแนกออกเป็น 2 ประเภท ดงัน้ี 
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2.1.2.1 พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสายโซ่ระดับสั้ น ประกอบด้วยจ านวน
คาร์บอนตั้งแต่ 3 ถึง 5 อะตอม เช่น P(3HB) หรือ PHB โดย PHB เป็นสารในกลุ่ม PHA ชนิดแรกท่ี
ถูกน ามาศึกษากนัอยา่งกวา้งขวาง 

 
2.1.2.2 พอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอตสายโซ่ระดับกลาง ประกอบด้วยจ านวน

ค า ร์บอนตั้ ง แ ต่  6 ถึ ง  16 อะตอม  พอ ลิ เ มอ ร์ ในก ลุ่ ม น้ี  ไ ด้ แ ก่  P(3HHx) ห รือ  poly(3-
hydroxyhexanoates) และ P(3HO) หรือ poly(3-hydroxyoctanoates)  

 
2.1.3 คุณสมบัติทำงกำยภำพและควำมยืดหยุ่นของ MCL-PHA 
 

2.1.3.1 โครงสร้างทางเคมี 
 

คุณสมบัติทางกายภาพของ PHA ข้ึนอยู่กับจากองค์ประกอบของ  
มอนอเมอร์ และโครงสร้างทางเคมี ชนิดของมอนอเมอร์ท่ีมีการพฒันาเป็นสายโซ่พอลิเมอร์จากการ
ไดรั้บผลกระทบจากจุลินทรียข้ึ์นอยู่กบัสภาวะการเพาะเล้ียงและแหล่งคาร์บอนท่ีให้ ตวัอย่างของ 
P(3HB-co-3HHX) จากการสร้างของสายพนัธ์ุ Aeromonas และ P(3HO) จากการสร้างของสายพนัธ์ุ 
Pseudomonas เช่น Pseudomonas Oleovorans, และ Pseudomonas Putida เป็นต้น ให้ได้มากกว่า 
150 หน่วยของ MCL-PHA มอนอเมอร์ต่อวนั (Rai et al., 2011) 

 
MCL-PHA มีโครงสร้างท่ีหลากหลายกวา่ SCL-PHA หมู่ ‘R’ มีความ

หลากหลายจากโพรพิลถึงไตรเดซิล เช่น 3-hydroxyhexanoate และอาจประกอบดว้ยหมู่อะโรมาติก 
เช่น MCL-PHA มีลกัษณะเป็นพาราเมทิลฟีน็อกซี หรือหมู่เมตาเมทิลฟีน็อกซี และหมู่ห้อยท่ีเป็น
แอลคิล ซ่ึงเป็นโครงสร้างแบบอ่ิมตวั เช่น 3-Hydroxyoctanoate และโครงสร้างแบบไม่อ่ิมตวั เช่น 4-
hexenoic, 3-hydroxy-8-nonynoate และ3-hydroxy-10-undecynoate 

 
ประเภทของ MCL-PHA แบ่งออกเป็น 
1) Saturated Aliphatic MCL-PHA ไม่มีหมู่ฟังก์ชนัท่ีท าปฏิกิริยา เช่น 

P(3HO), P(3HHx) และ P(3HN) 
2) Unsaturated MCL-PHA ประกอบด้วย  C=C และ  C=C และมี  

Terminal Group ท่ีสามารถท าปฏิกิริยาได ้
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3) MCL-PHA ท่ีประกอบไปดว้ยหมู่ฮาโลเจนท่ีสามารถท าปฏิกิริยา
ได ้เช่น โบรมีน คลอลีน และฟลูออรีน 

4) MCL-PHA ท่ีประกอบไปด้วยหมู่ห้อยท่ีเป็นอะโซมาติกขนาด
ใหญ่ เช่น MCL-PHA Copolymers ประกอบไปด้วย Nitrophenyl Group, P-Nitrophenyl Group, 
Phenoxy Substituents เช่น Poly(3-Hydroxy-5-Phenylvalerate) และหมู่อิพอกซี 

5) MCL-PHA ท่ี ประกอบไปด้วยมอนอ เมอร  ท่ี เ ป็น ก่ิ งก้ าน  
MCL-PHA บางตวัมีการคน้พบว่าประกอบไปดว้ยหมู่ไฮดรอกซิลในต าแหน่ง C-2, C-4, C-5 และ 
C-6 ตัวอย่ า ง เ ช่น  Pseudomonas Aeruginosa มี ก า รสะสมพอ ลิ เมอ ร์ ซ่ึ งประกอบไปด้วย  
2-hydroxydodecanoate และ 3- hydroxyoctanoate เป็นมอนอเมอร์ท่ีเจริญเติบโตจากการเล้ียงด้วย 
ออกตะโนเอต 

 
เน่ืองจาก MCL-PHA มีคุณสมบติัไม่ชอบน ้ าเช่นเดียวกบั PHA ชนิด

อ่ืนๆ ด้วยเหตุน้ีจึงมีหมู่ฟังก์ชัน เช่น หมู่ฮาโลเจน คาร์บอกซิล ไฮดรอกซิล อิพอกซี ฟีน็อกซี  
ไซยาโนฟีน็อกซี และไนโตรฟีน็อกซี  ซ่ึงมีความส าคญัอย่างหน่ึงเม่ือมีการปรับเปล่ียนการให้
สารเคมี ขั้นตอนเหล่าน้ีน าไปสู่การผลิต PHA ท่ีสามารถน าไปใชเ้ป็นวสัดุทางการแพทยต์ามความ
ตอ้งการ หมู่ฟังก์ชนั ดงักล่าวยงัสามารถท่ีจะพฒันามาเป็นส่วนประกอบของยาส าหรับการรักษาได ้
จากความหลากหลายของคุณสมบติั MCL-PHA ท่ีสามารถปรับเปล่ียนคุณสมบติัของมอนอเมอร์  
เพื่อให้มีคุณสมบติัการท างานไดดี้ยิ่งข้ึนหรือปรับแต่งให้มีความเหมาะสมในการใช้งาน เช่น เป็น
วสัดุทางการแพทย์เน่ืองจาก MCL-PHA มีคุณสมบติัเขา้กนัไดก้บัร่างกายอีกทั้งยงัสลายไดง่้าย จึง
เป็นวสัดุท่ีน่าสนใจท่ีสามารถน ามาประยกุตใ์ชส้ าหรับการรักษาทางการแพทย ์ 

 
2.1.3.2 คุณสมบติัของ MCL-PHA เปรียบเทียบกบั SCL-PHA และปิโตรพลา

สติกชนิดอ่ืน  
 

SCL-PHA คือ เทอร์โมพลาสติกอีลาสโตเมอร์ท่ีมีจุดหลอมเหลวอยู่
ในช่วง 40°C ถึง 60°C และอุณหภูมิท่ีเปล่ียนสถานะอยูใ่นช่วง -50 °C ถึง -25 °C ส่วน MCL-PHA ท่ี
มีคุณสมบติัในการยืดหยุ่นได้ดีแตกหักยากและมีการอ่อนตวัได้ดีกว่าจะมีอุณหภูมิคงท่ีท่ีสูงกว่า 
SCL-PHA โดยความยืดหยุ่นจะข้ึนอยูก่บัความยาวของสายโซ่ดา้นขา้งพลาสติกท่ีย่อยสลายไดท้าง
ชีวภาพ ไม่ละลายน ้ า และสามารถเขา้กนักบัเน้ือเยื่อมนุษยไ์ดดี้นั้นต่างก็เหมาะสมในการน ามาเป็น
อุปกรณ์ทางการแพทยจ์  าพวกอวยัวะเทียมอยา่งมาก เช่น โครงสร้างสังเคราะห์ของหลอดเลือดและ
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ปลายประสาท โดยตาราง 2.1 จะอธิบายเก่ียวกบัคุณสมบติัทางกายภาพของ PHA และวิธีการใช้
ทัว่ไปของพลาสติกสังเคราะห์ ส่วนความเปราะและความหยืดหยุ่นของ P(3HB) ท่ีจะคล้ายกบั
คุณสมบติัของพอลิพรอไพลีน แมว้า่ความสามารถในการหยืดหยุน่ของ P(3HB) จะต ่ากวา่พอลิพรอ
ไพลีนแบบมีนยัส าคญั ในทางตรงกนัขา้มไดมี้การท าลองตวัอยา่งของ P(3HO) ในเร่ืองความเปราะ 
และ ความหยืดหยุน่ เทียบกบัพรอไพลีนซ่ึงผลท่ีไดก้็แตกต่างจากพรอไพลีนทั้งในเร่ืองความเปราะ 
และความหยืดหยุ่น ส่วนโคโพลีเมอร์ของ SCL-MCL PHA จะมีคุณสมบติัท่ีใกลเ้คียงกบัทั้ง SCL-
PHA และ MCL-PHA ในปัจจุบันการศึกษาส่วนใหญ่จะเน้นท่ีการพัฒนาทางด้านการสร้าง
ผลิตภณัฑ์ของโคโพลีเมอร์ท่ีแตกต่างกนัโดยจะใช้ส่วนประกอบท่ีต่างกนัข้ึนอยู่กบัการน าไปใช้
ตวัอยา่ง เช่น P(3HB-co-3HV) ท่ีเป็นโคโพลีเมอร์ท่ีนิยมน ามาใชอ้ยา่งมาก เพราะมีคุณสมบติัในดา้น
ความหยืดหยุ่นและสามารถท าให้เป็นแผน่บาง ๆไดม้ากกวา่ P(3HB) โดยจะข้ึนอยู่กบัจ านวนของ
หมู่ 3HV นอกจากน้ียงัมีการรายงานวา่ จ  านวนของ 3HV ท่ีเพิ่มมากข้ึนยงัส่งผลต่อ จุดหลอมเหลว, 
ความเปราะ และความแข็งให้ต ่าลง แต่จะเพิ่มความหยืดหยุ่น ความทนทานให้กบัวสัดุน้ี จึงเป็น
เหตุผลท่ีท าให้ PHA เหมาะสมกบัการใช้งานท่ีหลากหลาย และเป็นความหวงัใหม่ให้กบัอุปกรณ์
ชีวภาพและอุตสาหกรรมพลาสติก 

 
ตารางท่ี 2.1 การเปรียบเทียบคุณสมบติัทางกายภาพของ PHA แต่ละชนิดกบัพอลิเมอร์ฐานชีวภาพ  

 
ท่ีมา : Tanadchangsaeng, 2014 
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2.2 กำรแยกองค์ประกอบของพอลไิฮดรอกซีอลัคำโนเอต 
 

การแยกองค์ประกอบพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอตอาศยัความสามารถในการละลายของ
องคป์ระกอบของมอนอเมอร์ท่ีแตกต่างกนั 

 

 
 

รูปท่ี 2.3 ลกัษณะการแยกองคป์ระกอบของ PHA 
 

จากรูปท่ี 2.3 แสดงให้เห็นวา่การแยกองคป์ระกอบเป็นเทคนิคท่ีคลา้ยครึงกบัการสกดัซ่ึง
ใชต้วัท าละลายท่ีสามารถละลาย PHA ไดเ้ช่น คลอโรฟอร์มหรือไดคลอโรมีเทน ในการแยกอนุภาค
ของ PHA กลไกการละลายจะเกิดจากการแพร่กระจายของสารเขา้สู่อนุภาค โดยตวัท าละลายท่ีมีขั้ว
จะสามารถละลายในตวัท าละลายท่ีมีขั้วเช่นเดียวกนัได ้แต่จะไม่สามารถละลายในตวัท าละลายท่ีไม่
มีขั้วได ้เช่นเดียวกบัตวัท าละลายท่ีมีความแรงขั้วนอ้ยหรือไม่มีขั้ว จะละลายในสารท่ีไม่มีขั้วซ่ึงเป็น
ลกัษณะการละลายระหวา่ง PHA กบัคลอโรฟอร์ม เม่ือท าการใส่ตวัท าละลายท่ีมีความแรงขั้วมากลง
ไปในคลอโรฟอร์มจะเกิดการแยกชั้นซ่ึงท าให้องค์ประกอบของ PHA บางส่วนตกตะกอน ซ่ึง
องคป์ระกอบแต่ละส่วนจะมีการแตกต่างกนั (Chen et al., 2009) 
 

2.3 วศิวกรรมเน้ือเย่ือ (Tissue Engineering) 
 
หลักการของวิศวกรรมเน้ือเยื่อ คือ การซ่อมแซมแทนท่ีเน้ือเยื่อหรืออวยัวะจ าเพาะท่ี

สูญเสียไป โดยอาศัยหลักการทางด้านวิศวกรรมชีวการแพทย์ และชีววิทยาของเซลล์   
(Muschler, Nakamoto, & Griffith, 2004) หรือกล่าวได้อีกนัยหน่ึงว่า วิศวกรรมเน้ือเยื่อคือความ
พยายามท่ีจะสร้างหรือเหน่ียวน าให้เกิดการสร้างเน้ือเยื่อจ าเพาะในต าแหน่งท่ีจ าเพาะโดยอาศยัการ
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คัด เ ลื อกและจัดการ ท่ี เหมาะสมกับ เซลล์  โครง เ ล้ี ย ง เซลล์และโม เลกุ ล ให้สั ณญาณ  
(Muschler, Midura, & Research®, 2002) 

 
หลกัการของวิศวกรรมเน้ือเยื่อจึงเก่ียวขอ้งกบัองคป์ระกอบส าคญั 3 ส่วน คือ เซลล์ โครง

เล้ียงเซลล์และ โมเลกุลให้สัญญาณ ดงัรูปท่ี 2.4 การสร้างเน้ือเยื่อจ าเป็นตอ้งใชอ้งคป์ระกอบเหล่าน้ี 
โดยการเลือกใชจ้ะแตกต่างกนัข้ึนอยูก่บัอวยัวะ หรือเน้ือเยื่อเป้าหมายท่ีตอ้งการจะสร้าง ซ่ึงจะตอ้งมี
คุณสมบติัท่ีเหมาะสมกบัเน้ือเยือ่ท่ีตอ้งการ 

 

 
 

รูปท่ี 2.4 การสร้างเน้ือเยือ่กระดูกทดแทนโดยอาศยัหลกัการวศิวกรรมเน้ือเยือ่ ซ่ึงอาศยัองคป์ระกอบ 
3 ส่วน คือ เซลล ์โครงเล้ียงเซลลแ์ละโมเลกุลใหส้ัญญาณ  

ท่ีมา : Drosse et al., 2008 
 
2.3.1 องค์ประกอบของวิศวกรรมเน้ือเย่ือ 
 

2.3.1.1 เซลล ์ 
 

ในการสร้างเน้ือเยื่อข้ึนมาใหม่ เพื่อน ามาทดแทนเซลล์ท่ีสูญเสียไป
เซลล์ท่ีศึกษาและน ามาใชส่้วนใหญ่คือ เซลล์ตน้ก าเนิดเน่ืองจากมีความสามารถในการแบ่งตวัโดย
ไม่มีขีดจ ากดั โดยเน้ือเยือ่ท่ีจะสร้างข้ึนอยูก่บัประเภทของเซลล์ตน้ก าเนิดท่ีมีสมบติัในการเปล่ียนไป
เป็นอวยัวะหรือเน้ือเยือ่นั้น ซ่ึงจะตอ้งเลือกใหต้รงกบัเน้ือเยือ่ท่ีตอ้งการ 

 
2.3.1.2 โครงเล้ียงเซลล ์
 

การท่ีจะสร้างเน้ือเยือ่ท่ีมีรูปร่างและสมบติัตามท่ีตอ้งการจะตอ้งอาศยั 
โครงเล้ียงเซลลท่ี์เปล่ียนเสมือนนัง่ร้านให้เซลลย์ดึเกาะ ซ่ึงจะตอ้งมีคุณสมบติัท่ีสอดคลอ้งกบัเน้ือเยื่อ
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ท่ีต้องการ เช่น ท าหน้าท่ีเป็นตวัรองรับทางกายภาพในต าแหน่งท่ีเกิดการสมานแผลเพื่อไม่ให้
เน้ือเยื่อขา้งเคียงฟุบเขา้มาในต าแหน่งท่ีมีบาดแผล เป็นส่ิงกีดขวางเพื่อจ ากดัยบัย ั้งการเคล่ือนท่ีของ
เซลล์ เป็นโครงยึดเกาะชัว่คราวหรือเมทริกซ์นอกเซลล์เทียม เป็นตน้ โดยวสัดุท่ีน ามาใช้เป็นโครง
เล้ียงเซลลคื์อ ชีววสัดุ ซ่ึงจ าเป็นตอ้งมีความเขา้กนัไดก้บัร่างกาย โดยแบ่งออกเป็น 4 กลุ่มคือ เซรามิก 
โลหะ คอมโพสิต และพอลิเมอร์ ซ่ึงจะท าการประเมินในโครงงานน้ี 

 
2.3.1.3 โมเลกุลใหส้ัญญาณ หรือสารกระตุน้ชีวภาพ  
 

ในการสร้างเน้ือเยื่อบางอย่างจ าเป็นตอ้งสารกระตุน้เพื่อให้เซลล์นั้น
ท าหน้าท่ีตามท่ีต้องการเช่นการเปล่ียนสภาพของเน้ือเยื่อ การกระตุน้การเจริญเติบโต และการ
เหน่ียวให้เกิดการสร้างสารบางอยา่งเพื่อให้เน้ือเยื่อนั้นมีสมบติัเป็นไปตามท่ีตอ้งการซ่ึงจ าเป็นตอ้ง
อาศัยองค์ความรู้ทางด้านชีววิทยาเก่ียวกับเซลล์และชีวเคมีเพื่อศึกษา สารท่ีมีผลเก่ียวกับกับ
พฤติกรรมของเซลล์ท่ีตอ้งการจะสร้างเป็นเน้ือเยื่อท่ีตอ้งการ ซ่ึงอาจจะท าให้สามารถเร่งระยะเวลา
ในการสร้างเน้ือเยือ่หรือเกิดประโยชน์ในดา้นอ่ืนได ้

 

2.4 ทฤษฎทีำงกำรแพทย์ของเส้นเอน็ 
 

2.4.1 สรีระของเส้นเอน็ 
 

เส้นเอ็นเกิดจากการรวมกนัของกลุ่มเส้นใยคอลลาเจนชนิดท่ี 1 (Type I) ท่ีถูก
ห่อหุ้มด้วยไฟโบรบลาสต์ (Fibroblast) ซ่ึงเป็นเซลล์ชนิดหน่ึงท่ีพบโดยทัว่ไปในเน้ือเยื่อเก่ียวพนั 
(Connective Tissue) โดยคอลลาเจนเกิดจากยนีส์ชนิด Col-1a และ Col-2a ประกอบกนัเป็นสายพอลิ
เพปไทด์ (Polypeptide) รหัสอลัฟ่าวนั (α1) และอลัฟ่าทู (α2) ซ่ึงเซลล์เส้นเอ็นนั้นรู้จกักนัในช่ือ
เทนโนไซด ์(Tenocytes) คิดเป็นร้อยละ 90 – 95% ของเซลลภ์ายในเส้นเอน็ทั้งหมด  

 
เส้นเอ็นมือ (Rotator Cuff Tendon) มีอยู่ 2 กลุ่มคือ เอกซ์เทนเซอร์ ซ่ึงพาดจากปลาย

แขนไปจนถึงหลงัมือไปยงัน้ิวมือและหัวแม่โป้ง ท าให้สามารถช้ีน้ิวตรง ๆ ได ้และเฟลกเซอร์ ซ่ึง
พาดจากปลายแขนผา่นขอ้มือ ขา้มฝ่ามือ ท าให้สามารถงอน้ิวต่างๆได ้ซ่ึงการผา่ตดัท่ีเกิดข้ึนมกัจะมี
ข้ึนเพื่อแกไ้ขความเสียหายของเส้นเอน็สองชุดน้ีดงัรูป 2.5 
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รูปท่ี 2.5 สรีระเส้นเอน็ขอ้มือ 
ท่ีมา : Hands Structure, Function, Bones, Muscles & Anatomy, 2022 

 
ตารางท่ี 2.2 ขนาดเส้นเอน็มือของเพศชายและเพศหญิง 

เพศ 
ความกวา้ง  

(มม.) 
ความสามารถในการยดืขยาย 

(มม.) 
ชาย 1.2 –  5.5 1.0 –  1.9 
หญิง 1.0 – 4.4 0.8 –  1.5 

ท่ีมา : Palatty, Raveendranath, & Manjunath, 2015 
 

2.4.2 กำรฉีกขำดของเส้นเอน็ 
 

เม่ือมีเส้นเอ็นฉีกขาดส่วนใหญ่จะฉีกขาดบริเวณต าแหน่งท่ีเส้นเอ็นเกาะกับ
กระดูกส่วนหวั (Humerus) ซ่ึงอาจฉีกเส้นเดียวหรือหลายเส้นก็ได ้การฉีกขาดอาจเร่ิมจากการถลอก
บริเวณดา้นบนของเส้นเอ็นซ่ึงเกิดจากการเสียดสีของหินปูนบริเวณกระดูกดา้นบน (Acromion) กบั
ตวัเส้นเอ็น หรืออาจเกิดจากภาวะเส่ือม (Degeneration) ของตวัเส้นเอ็นเองหรือเกิดจากการใชง้าน
หรืออุบติัเหตุ ทั้งหมดน้ีท าให้เกิดเส้นเอ็นมือฉีกขาด ช่วงแรกอาจฉีกเป็นบางส่วนแลว้มากข้ึนจนฉีก
ขาดตลอดความหนาของเส้นเอ็น เราจึงนิยมแบ่งเป็นชนิดต่างๆคือแบ่งตามลกัษณะของการฉีกขาด
คือ เส้นเอ็นฉีกขาดบางส่วน (Partial Rotator Cuff Tear) เส้นเอ็นฉีกขาดตลอดความหนา (Full 
Thickness Rotator Cuff Tear) และเส้นเอ็นฉีกขาดขนาดใหญ่ (Massive Rotator Cuff Tear) มกัจะมี
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การหดร้ังของตวักลา้มเน้ือและปลายเส้นเอ็นท่ีฉีกขาดไปไกลจากต าแหน่งเกาะเดิม การแบ่งตาม
สาเหตุ แบ่งเป็น 2 สาเหตุใหญ่ ๆ คือ จากอุบติัเหตุ เช่น ลม้ลงขณะท่ีแขนเหยยีดเทา้พื้นหรือไหล่แขน
กระแทกแลว้มีการหดตวัของกลา้มเน้ือและเส้นเอน็อยา่งรุนแรงหรืออุบติัเหตุท่ีเกิดจากเคร่ืองจกัรใน
โรงงานอุสาหกรรม และแบ่งจากภาวะเส่ือม กลุ่มน้ีพบไดบ้่อยกวา่เกิดจากการใชง้านมานาน ๆ และ
อายุท่ีมากข้ึน ซ่ึงเส้นเอ็นจริงของมนุษยท่ี์มีค่ามอดูลสัยืดหยุ่น (Young's modulus) และเปอร์เซ็นต์
การยดืตวั (% Elongation) เท่ากบั 1 – 2 GPa และ 4 – 10% ตามล าดบั สามารถทนแรงสูงสุดไดท่ี้ 50 
MPa ก่อนเร่ิมฉีกขาด (Maganaris & Narici, 2005)  
 

 
 

รูปท่ี 2.6 Ligament and Tendon: Mechanical Properties 
ท่ีมา : Maganaris & Narici, 2005 

 

2.5 ทฤษฎทีีเ่กีย่วข้องกบักำรทดสอบคุณสมบัติเชิงกล 
 

2.5.1 สภำพยืดหยุ่นของของแข็ง 
 

เป็นสมบติัของของแข็งท่ีมีการเปล่ียนแปลงรูปร่างเม่ือมีแรงมากระท า แบ่ง
ออกเป็น 2ประเภท คือ 1) สภาพยืดหยุน่ คือสมบติัของวสัดุท่ีมีการเปล่ียนแปลงรูปร่าง เม่ือมีแรงมา
กระท าและสามารถคืนตวักลบัสู่รูปร่างเดิมเม่ือหยุดออกแรงกระท า 2) สภาพลาสติก (Plasticity) คือ 
กรณีวสัดุเปล่ียนรูปร่างไปอย่างถาวรโดยผิววสัดุไม่มีการฉีกขาดหรือแตกหักจากการดึงวสัดุชนิด
หน่ึงให้ยืดออก พบวา่กราฟความสัมพนัธ์ระหวา่งขนาดของแรงดึงกบัความยาวท่ีวสัดุยืดออกจะมี
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ลกัษณะดงัรูป 2.7 จุด A คือขีดจ ากดัการแปรผนัตรง (Proportional limit) ซ่ึงเป็นต าแหน่งสุดทา้ยท่ี
ความยาววสัดุยืดออก ซ่ึงแปรผนัตรงกบัขนาดของแรงดึง จุด B คือขีดจ ากดัสภาพยืดหยุน่ (Elastic 
Limit) ซ่ึงเป็นต าแหน่งสุดทา้ยท่ีวสัดุยืดออกแลว้กลบัสู่สภาพเดิม แต่แรงดึงไม่แปรผนัตรงกบัระยะ
ยดืจุด C คือสภาพพลาสติก (Plastic) ของวสัดุ วสัดุจะไม่หด 

 

 
 

รูปท่ี 2.7 กราฟความสัมพนัธ์ระหวา่งแรงดึงและระยะยดืของวตัถุ 
ท่ีมา : Physicbaansuan, 2016 

 
2.5.2 ควำมเค้นและควำมเครียด 
 

ความเคน้ (Stress) หมายถึงแรงตา้นทานภายในเน้ือวสัดุท่ีมีต่อแรงภายนอกท่ีมา
กระท าต่อหน่ึงหน่วยพื้นท่ี แต่เน่ืองจากความไม่เหมาะสมทางปฏิบติั และความยากในการวดัหาค่าน้ี 
เราจึงมกัจะพูดถึงความเคน้ในรูปของแรงภายนอกท่ีมากระท าต่อหน่ึงหน่วยพื้นท่ี ดว้ยเหตุผลท่ีว่า 
แรงกระท าภายนอกมีความสมดุลกบัแรงตา้นทานภายในโดยทัว่ไปความเคน้สามารถแบ่งออกได้
เป็น 3 ชนิด ตามลกัษณะของแรงท่ีมากระท าคือ ความเคน้แรงดึง (Tensile Stress) เป็นแรงท่ีพยายาม
แยกวตัถุอออกจากกนัในแนวตั้งฉากกบัพื้นท่ีหน้าตดั ความเคน้แรงอดั หรือแรงกด (Compressive 
Stress) แรงท่ีถูกดนัเขา้หาวตัถุในแนวตั้งฉากกบัพื้นท่ีหน้าตดั ความเคน้แรงเฉือน (Shear Stress) 
แรงท่ีเกิดจากวตัถุเคล่ือนท่ีเสียดสีหรือผ่านกนัในแนวแรงขนานกบัพื้นท่ีหน้าตดัของวตัถุในทาง
ปฏิบติัความเคน้ท่ีเกิดจะมีทั้ง 3 แบบน้ีพร้อม ๆ กนั 
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รูปท่ี 2.8 รูปแบบของความเคน้ 
ท่ีมา : Physicbaansuan, 2016 

 
ความเครียด (Strain) หมายถึงอตัราส่วนระหว่างรูปร่างท่ีเปล่ียนไปต่อรูปร่าง

เดิม มีหน่วยเป็นเท่าหรือไม่มีหน่วย เป็นความเครียดท่ีปรากฏภายใตแ้รงท่ีมากระท าต่อเน้ือของวสัดุ 
จนวสัดุเกิดรับแรงนั้นไวไ้ม่ไหวท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงขนาดและรูปร่างไปในทิศทางของแรง
ท่ีมากระท า เช่น เกิดการยดืตวัออก (Elongation) หรือหดตวัเขา้ (Contraction) 

 

2.6 งำนวจิยัทีเ่กีย่วข้อง 
 

Kawakami และคณะ (Kawakami et al., 2021) ได้ท าการศึกษาและสร้างเส้นเอ็นเทียม
ส าหรับเอ็นไขวห้นา้ขอ้เข่า (Anterior Cruciate Ligament; ACL) โดยใชว้สัดุพอลิ(เอสเทอร์ยูรีเทน) 
ยูเรีย (Poly(Ester Urethane) Urea; PEUU) ซ่ึงเป็นอวยัวะท่ีย่อยสลายได้อีกทั้งยงัมีคุณสมบติัเป็น
อีลาสโตเมอร์ท่ีมีความยืดหยุน่สูง โดยการสร้างเอ็นเทียม PEUU ไดข้ึ้นรูปดว้ยวิธีอิเล็กโทรสปินน่ิง
ซ่ึงมีการฉีดสารละลายวสัดุร่วมกบัอาหารเล้ียงเซลล์ก่อนจะน าไปปลูกถ่ายในหนู ผลการทดสอบ
คุณสมบติัเชิงกลของ PEUU ท่ีไดรั้บการปลูกถ่ายเทียบกบั ACL จากศพมนุษยพ์บวา่ PEUU ท่ีปลูก
ถ่ายเป็นเวลา 8 สัปดาห์มีค่าการทนต่อแรงดึงเพิ่มข้ึนจะก่อนปลูกถ่ายและมีค่ามากกวา่ ACL จากศพ 
เซลล์มีการเจริญเขา้ไปในเส้นเอ็นเทียมและมีการอกัเสบนอ้ยกวา่พอลิเมอร์ชนิดอ่ืนท่ีน ามาทดสอบ
ร่วมดว้ย เน้ือเยือ่ท่ีตรวจสอบจากการผา่ตดัเอน็เทียม PEUU ท่ีปลูกถ่ายมีค่าใกลเ้คียงกบัเน้ือเยือ่ ACL 

Kuncharin แล ะคณะ (Kuncharin, Boonyagul, Tanadchangsaeng, & Tawonsawatruk, 
2019) ไดท้  าการสร้างแบบจ าลองของเส้นเอ็นเทียมอีลาสโตเมอร์และท าการข้ึนรูปดว้ยเทคนิคการ
พิมพชี์วภาพ 3 มิติ โดยมีแนวคิดในการสร้างเส้นเอ็นเทียมคอมโพสิตร่วมกบัเส้นเอ็นจริงท่ีเกิดการ
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ฉีดขาดเพื่อช่วยให้การฟ้ืนฟูเส้นเอ็นหลงัการผ่าตดัได้ดีข้ึน โดยได้มีการออกแบบเส้นเอ็นเทียม
จ าลองโดยใชโ้ปรแกรม Solid Work ตามรูปท่ีไดรั้บการแนะน าจากศลัยแพทย ์โดยออกแบบให้มีรู
ส าหรับร้อยเส้นเอ็นท่ีเกิดการฉีดเข้าไป ซ่ึงได้ท าการศึกษาผลของคุณสมบติัเชิงกลท่ีส่งผลต่อ
รูปแบบท่ีท าการออกแบบและวเิคราะห์รูปแบบท่ีมีความเหมาะสมท่ีสุดโดยพิจารณาจากความเคน้ท่ี
ส่งผลต่อต าแหน่งของรูแต่ละรูของเส้นเอ็นน้อยท่ีสุด ซ่ึงปรากฏว่าท่ีขนาดรู 1 mm ความกวา้งของ
เส้น 4 mm มีความเหมาะสมในการสร้างเป็นเส้นเอน็คอมโพสิตมากท่ีสุด 
 

 



 

บทที ่3 
 

ระเบียบวธิีกำรวจิัย 
 

บทน้ีจะอธิบายถึงกระบวนการผลิต MCL-PHA การตรวจสอบคุณสมบติัของ MCL-PHA 
ท่ีผลิตได ้ตลอดไปจนถึงการข้ึนรูปโครงร่างเส้นเอ็น การตรวจสอบการคอมโพสิต การปรับปรุง
คุณสมบติั และการทดสอบร่วมกบัเซลล ์
 

3.1 เคร่ืองมือทีใ่ช้ในกำรวิจัย 
 

3.1.1 เคร่ืองมือและอุปกรณ์ 
 

3.1.1.1 Incubator/Shaking Incubator (HYSC/Korea) 
3.1.1.2 Autoclave (Hirayama/Japan) 
3.1.1.3 ตูเ้ยน็ 
3.1.1.4 Laminar Flow Cabinet 
3.1.1.5 Centrifuge (Germany) 
3.1.1.6 Magnetic Stirrers 
3.1.1.7 Heat Box (Mettler Toledo/Switzerland) 
3.1.1.8 Vortex (Genie/USA) 
3.1.1.9 Freeze Dryer (BFFT-101-B)  
3.1.1.10 Confocal Laser Scanning Microscope (OLYMPUS FV1000) 
3.1.1.11 ถงัหมกัชีวภาพ (MDFT-N-/B.E.Marubishi/Thailand) 
3.1.1.12 เคร่ืองทดสอบความตา้นแรงดึง  
3.1.1.13 ตูเ้พาะเล้ียงเซลลบ์รรยากาศคาร์บอนไดออกไซด ์ 
3.1.1.14 เคร่ืองวดัการดูดกลืนแสงของสารละลาย  
3.1.1.15 นิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์ (NMR) (BRUKRE) 
3.1.1.16 เคร่ืองวดัค่าความต่างความร้อนของสาร (DSC) (Mettler Toledo) 
3.1.1.17 เคร่ืองวเิคราะห์การเล้ียวเบนของรังสีเอก็ซ์ (XRD) (D8 Advance) 
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3.1.1.18 เคร่ืองชัง่แบบหยาบ 
3.1.1.19 เคร่ืองชัง่แบบละเอียด 
3.1.1.20 เคร่ืองวดัความหนา 
3.1.1.21 Inverted Microscope  
3.1.1.22 เคร่ืองแกว้ (Pyrex/USA) 
3.1.1.23 Centrifuge Tube 
3.1.1.24 Parafilm 
3.1.1.25 Syringe 
3.1.1.26 Auto Pipette (BOECO/Germany) 
3.1.1.27. ตะเกียงแอลกอฮอล์ 
3.1.1.28 Eppendoff 
3.1.1.29 Megnatic Bar 
3.1.1.30 Dropper 
3.1.1.31 Hemocytometer 
3.1.1.32 Well-plate 
3.1.1.33 กระดาษทราย 
3.1.1.34 Forceps 

 
3.1.2 สำรเคมี 
 

3.1.2.1 น ้ากลัน่ 
3.1.2.2 ครอโรฟอร์ม 
3.1.22.3 75% Glycerol 
3.1.2.4 Sulfuric Acid 
3.1.2.5 Benzoic Acid (BA) 
3.1.2.6 Methanol 
3.1.2.7 Deionized (DI) Water 
3.1.2.8 Magnesium Sulfate (MgSO4) 
3.1.2.9 Ammonium Sulphate ((NH4)2SO4) 
3.1.2.10 Nutrient Broth 
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3.1.2.11 Ammonia 
3.1.2.12 Hydrochloric Acid 
3.1.2.13 Anti-Foam 
3.1.2.14 Disodium Hydrogen Phosphate 
3.1.2.15 Potassium Dihydrogen Phosphate 
3.1.2.16 Amonium Chloride 
3.1.2.17 Magesium Sulfate Heptahydrate 
3.1.2.18 Sodium Octanoate 
3.1.2.19 Mineral salts (MS) 
3.1.2.20 Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) 
3.1.2.21 Fetal bovine serum (FBS) 
3.1.2.22 PenStrep 
3.1.2.23 Dimethyl Sulfoxide (DMSO) 
3.1.2.24 Phosphate Buffered Saline (PBS) 

 

3.2 กระบวนกำรด ำเนินงำนวจิัย 
 

3.2.1 กำรสังเครำะห์ MCL-PHA ในระดับห้องปฏิบัติกำร 
 

ขั้นตอนในการผลิตเร่ิมจากการน าเช้ือ Pseudomonas Putida ATCC 47054 ท่ี
ถูกบ่มในกลีเซอรอล 45 % ท่ีอุณหภูม -80 องศาเซลเซียสมาขยายเพิ่มจ านวนโดยน าเช้ือใส่ในหลอด
ทดลองท่ีมีอาหารเล้ียงเช้ือเหลว (Nutrient Broths) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร และน าไปบ่มดว้ยตูบ้่มแบบ
เขยา่ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็วในการเขยา่ 180 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24-48 ชัว่โมง เช้ือ
ท่ีไดจ้ากการบ่ม 5 มิลลิลิตรถูกขยายเพิ่มจ านวนต่อในฟลาสก์ท่ีมีสารละลายเกลือแร่ (ประกอบดว้ย 
NaH2PO4 1.2 g/L MgSO4 0.5 g/L (NH4)2SO4 2 g/L และ K2HPO4 7.34 g/L) 200 มิลลิลิตร โดยมีการ
เติมสารละลายกลีเซอรอล 20 กรัมต่อลิตรและโซเดียมออกตาโนเอต 1 กรัมต่อลิตรท าการบ่มดว้ยตู้
บ่มแบบเขย่าท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็วในการเขย่า 180 รอบต่อนาที เป็นเวลา 36-48 
ชัว่โมง เตรียมถงัหมดชีวภาพท่ีท าการฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสโดยถงัหมกัขนาด 5 ลิตร 
บรรจุสารละลายเกลือแร่ 2.5 ลิตร และควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส ถงัหมกัมีการติดตั้ง
หวัวดัความเป็นกรดเบส หวัวดัเปอร์เซ็นต์ออกซิเจนในถงัหมกั และหวัตรวจจบัฟอง โดยมีการป๊ัม
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อากาศเขา้สู่ถงัหมกัดว้ยแรงดนั 1.5 บาร์ น าเช้ือ 200 มิลลิลิตรท่ีบ่มไวเ้ติมลงในถงัหมกัชีวภาพ ท่ีมี
ใบพดัป่ันกวนดว้ยความเร็ว 200 ถึง 450 รอบต่อนาที โดยมีการเติมกลีเซอรอลเขา้ไป 15 กรัมต่อลิตร 
และออกตาโนเอต 5 กรัมต่อลิตรเป็นสารอาหารเร่ิมตน้ โดยถงัหมกัจะตอ้งมีการควบคุมค่าความเป็น
กรดเบสไม่ให้ต ่ากวา่ 6.8 โดยมีการตั้งค่าเคร่ืองป๊ัมสารอตัโนมติัให้เติมสารละลาย แอมโมเนียเม่ือ
หวัวดัอ่านค่าไดต้  ่ากวา่ 6.8 โดยในช่วง 0 ถึง 36 ชัว่โมงแรกจะใชส้ารละลายแอมโมเนียและหลงัจาก
นั้นจะถูกเป็นโซเดียมไฮดรอกไซด์แทน การบ่มเช้ือในถังหมกัจะใช้เวลาบ่มเป็นระยะเวลา 60 
ชัว่โมงนบัจากเติมเช้ือลงในถงัหมกัโดยในช่วงหลงัจากครบ 24 ชัว่โมงแรกของการบ่มจะมีการเติม
กลีเซอรอลผสมโซเดียมออกทาโนเอตในอตัราส่วน 7:3 โดยเติม 20 กรัมต่อลิตร ในทุกๆ 6 ชัว่โมง
ไปจนถึง ชัว่โมงท่ี 36 หรือ 48 หลงัจากนั้นจะไม่มีการเติมสารใดๆลงไปอีกจนครบ 60 ชัว่โมง ท า
การน าน ้าหมกัท่ีบ่มไวไ้ปป่ันตะกอนดว้ยเคร่ืองป่ันเหวีย่งท่ีความเร็วรอบ 6000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 
20 นาที น าตะกอนเช้ือท่ีไดจ้ากการป่ันเหวี่ยงไปเก็บไว ้ณ อุณหภูมิ -80 องศา ส าหรับรอท าแห้ง น า
เช้ือท่ี -80 องศาเซลเซียสไปเขา้เคร่ืองแช่แขง็อบแหง้ (Freeze-Drying) เป็นเวลา 3 วนั จะไดเ้ช้ือแหง้
ส าหรับใช้ในการสกดั MCL-PHA น าเช้ือแห้งมาละลายในคลอโรฟอร์มโดยใช้เช้ือแห้ง 1 กรัมต่อ
ปริมาตร คลอโรฟอร์ม100 มิลลิตรน าไปป่ันกวนดว้ยเคร่ืองป่ันกวนดว้ยแม่เหล็กเป็นเวลา 24 ถึง 48 
ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส น าสารละลายเช้ือแห้งมากรองผา่นกระดาษกรองเบอร์ 1 ให้
สารละลายหยดลงในเมทานอลท่ีผา่นแกแช่เยน็ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา 3 ถึง 5 ชัว่โมงปริมาตร 2 ถึง 4 เท่า
ของปริมาตรคลอโรฟอร์มโดยมีการป่ันกวนตลอดเวลาด้วยเคร่ืองป่ันกวนแบบแม่เหล็ก จะได้
ตะกอนสีขาวติดท่ีแท่งแม่เหล็กท่ีป่ันกวน และบริเวณขวดคือ MCL-PHA ท่ีสกดัได้ ในระหว่าง
ขั้นตอนการหมกัในถังหมกัเป็นระยะเวลา 60 ชั่วโมงนั้นมีการเก็บตวัอย่างน ้ าหมกัปริมาตร 15 
มิลลิลิตรทุกๆ 6 ชัว่โมงส าหรับการวดัความหนาแน่นของแสงของน ้ าหมกัและป่ันตกตะกอนน ้ า
หมกัเพื่อในไปชัง่น ้ าหนกัเช้ือและติดตามแนวโนม้ในการผลิต MCL-PHA ของเช้ือจุลชีพท่ีสัมพนัธ์
กบัเวลาและแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนท่ีเติมเขา้ไปถงัหมกัชีวภาพ นอกเหนือจากนั้นในขั้นตอน
ของการสกดัยงัสามารถบ่งบอกไดถึ้งปริมาณ MCL-PHA ท่ีสกดัไดจ้ากเซลล์แบคทีเรียให้จากการ
ผลิต MCL-PHA ดว้ยกรรมวธีิดงักล่าว 

 
3.2.2 กำรสังเครำะห์ MCL-PHA ในระดับโรงงำนต้นแบบ 300 L 

 
การสังเคราะห์ MCL-PHA จะด าเนินการคล้ายกับการสังเคราะห์ในระดับ

ห้องปฏิบติัการโดยน า เช้ือ Pseudomonas Putida ATCC 47054 ใส่ในหลอดทดลองท่ีมีอาหารเล้ียง
เช้ือเหลว (Nutrient Broths) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร และน าไปบ่มด้วยตู้บ่มแบบเขย่าท่ีอุณหภูมิ 30 
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องศาเซลเซียส ความเร็วในการเขยา่ 180 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24-48 ชัว่โมง เช้ือท่ีไดจ้ากการบ่ม 5 
มิลลิลิตรถูกขยายเพิ่มจ านวนต่อในฟลาสกท่ี์มีสารละลายเกลือแร่ (ประกอบดว้ย NaH2PO4 1.2 กรัม
ต่อลิตร MgSO4 0.5 กรัมต่อลิตร (NH4)2SO4 2 กรัมต่อลิตร และ K2HPO4 7.34 กรัมต่อลิตร) 200 
มิลลิลิตร โดยมีการเติมสารละลายกลีเซอรอล 20 กรัมต่อลิตรและโซเดียมออกตาโนเอต 1 กรัมต่อ
ลิตรท าการบ่มด้วยตูบ้่มแบบเขย่าท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็วในการเขย่า 180 รอบต่อ
นาที เป็นเวลา 36-48 ชัว่โมง จากน าเช้ือท่ีบ่มไวม้าบ่มต่อในสารละลายเกลือแร่ให้ไดป้ริมาตรรวม
เท่ากบั 7.5 ลิตรบ่มดว้ยคร่ึงเขย่า 180 รอบต่อนาทีเป็นระยะเวลา 48 ชัว่โมง การสังเคราะห์ MCL-
PHA จะเร่ิมดว้ยปริมาตรเร่ิมตน้ 150 ลิตรในถงัหมกัชีวภาพ 300 ลิตร (รูปท่ี 3.1) โดยเป็นเช้ือท่ีบ่ม
ไว ้7.5 ลิตร และสารละลายเกลือแร่ 142.5 ลิตร ก่อนเติมเช้ือท่ีบ่มสารละลายเกลือแร่ในถงัหมกัจะมี
การฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 4 ชัว่โมง เม่ือลงเช้ือในถงัหมกัจะมีการควบคุม
อุณหภูมิเช่นเดียวกบัการหมกัในระดบัห้องปฏิบติัการ 30 องศาเซลเซียส ถงัหมกัมีการติดตั้งหัววดั
ความเป็นกรดเบส หวัวดัเปอร์เซ็นตอ์อกซิเจนในถงัหมกั และหวัตรวจจบัฟอง โดยมีการป๊ัมอากาศ
เขา้สู่ถงัหมกัดว้ยแรงดนั 1.5 บาร์ ความเร็วรอบในการป่ันกวนสารละลายอยู่ท่ี 200 รอบต่อนาที มี
การเติมกลีเซอรอลเขา้ไป 20 กรัมต่อลิตรเป็นสารอาหารเร่ิมตน้ โดยถงัหมกัจะตอ้งมีการควบคุมค่า
ความเป็นกรดเบสไม่ให้ต ่ากว่า 6.8 โดยมีการตั้ งค่าเคร่ืองป๊ัมสารอัตโนมัติให้เติมสารละลาย 
แอมโมเนียเม่ือหัววดัอ่านค่าได้ต ่ ากว่า 6.8 โดยในช่วง 0 ถึง 36 ชั่วโมงแรกจะใช้สารละลาย
แอมโมเนียและหลงัจากนั้นจะถูกเป็นโซเดียมไฮดรอกไซดแ์ทน การบ่มเช้ือในถงัหมกัจะใชเ้วลาบ่ม
เป็นระยะเวลา 60 ชัว่โมงนบัจากเติมเช้ือลงในถงัหมกัโดยในช่วงหลงัจากครบ 24 ชัว่โมงแรกของ
การบ่มจะมีการเติมกลีเซอรอล20 กรัมต่อลิตร ในทุกๆ 6 ชั่วโมงไปจนถึง ชั่วโมงท่ี 36 หรือ 48 
หลังจากนั้นจะไม่มีการเติมสารใดๆลงไปอีกจนครบ 60 ชั่วโมงซ่ึงเป็นวิธีการหมกัแบบก่ึงกะ
(Tanadchangsaeng & Yu, 2012) เม่ือครบ 60 ชั่วโมงแล้วจะท าการป่ันเหวี่ยงด้วยเคร่ืองป่ันเหวี่ยง
แบบต่อเน่ือง (รูปท่ี 3.1) เพื่อเอาตะกอนของเช้ือออกจากอาหารเล้ียงเช้ือ (รูปท่ี 3.2) จากนั้นท าแห้ง
เช้ือท่ีตกตะกอนด้วยเคร่ือง Freeze Dryer เม่ือเซลล์ของเช้ือแห้งแล้วจะน ามาบดเป็นผงและน าไป
สกดัเพื่อน า MCL-PHA ออกจากเซลล์โดยการท าละลายเซลลแ์ห้งในคลอโรฟอร์มท่ีอตัราส่วน 1 % 
ของปริมาณเช้ือแห้งน าไปป่ันกวนท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นน าไป
กรองดว้ยกระดาษกรองใหส่้วนท่ีกรองตกลงในเมทานอลท่ีปริมาตร 2.5 เท่าของสารละลายเช้ือแห้ง
จะไดต้ะกอนของ MCL-PHA ดงัรูปท่ี 3.3 ซ่ึงจะน าไปใชใ้นการด าเนินงานวจิยัในขั้นตอนถดัไป 
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รูปท่ี 3.1 ถงัหมกัชีวภาพขนาด 300 L และเคร่ืองป่ันเหวีย่งทรงกระบอกแบบต่อเน่ือง 
 

 
 

รูปท่ี 3.2 ตะกอนท่ีไดจ้ากการป่ันเหวีย่งของเช้ือท่ีหมกัในถงัหมกั 
 

 
 

รูปท่ี 3.3 ตะกอน MCL-PHA ท่ีไดจ้ากการสกดั 
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3.2.3 กำรตรวจสอบคุณสมบัติเชิงกลของ MCL-PHA  
 

ข้ึนรูปฟิลม์ MCL-PHA โดยน า MCL-PHA มาละลายในคลอโรฟอร์มและเทใน
ภาชนะทรงกลมท่ีความเขม้ขน้และปริมาตรเท่ากนัรองคลอโรฟอร์มระเหย 24 ถึง 48 ชัว่โมงจะได้
แผน่ฟิลม์ MCL-PHA ท่ีใชส้ าหรับทดสอบคุณสมบติัเชิงกล โดยการทดสอบจะเป็นการทดสอบการ
ทนต่อแรงดึงโดยตดัช้ินงานท่ีท าการข้ึนรูปเป็นรูปส่ีเหล่ียมผืนผา้ขนาด 5 x 30 mm ติดกระดาษทราย
ขนาด 20 x 50 mm ท่ีปลายทั้งสองดา้นของช้ินงานให้ไดล้กัษณะเป็นรูปดมัเบล (Dumbbell Shape) 
ท าการวดัค่าพารามิเตอร์ของช้ินงานเพื่อน าไปตั้งค่าเคร่ืองทดสอบความเคน้แรงดึง น าช้ินงานท่ี
เตรียมไวย้ึดเขา้กบัปากจบัช้ินงานของเคร่ืองทดสอบความเคน้แรงดึง ตั้งค่าความเร็วของการดึง
เท่ากบั 10 mm/min และตั้งค่าพารามิเตอร์แลว้ท าการเร่ิมทดสอบ เคร่ืองทดสอบจะท าการแสดงค่าท่ี
ตอ้งการและแสดงกราฟระหว่างความเคน้และความเครียด บนัทึกค่าความเคน้สูงสุด ความเครียด
จากการยดืตวั และมอดูลสัของยงั เพื่อน าไปวเิคราะห์ต่อไป 

 
3.2.4 กำรตรวจสอบคุณสมบัติเชิงควำมร้อน ควำมเสถียรทำงควำมร้อน ควำมเป็นผลึก

และสัดส่วนมอนอเมอร์ของ MCL-PHA  
 

การตรวจสอบเชิงความร้อนของ MCL-PHA ถูกทดสอบโดยเคร่ืองวดัค่าความ
แตกต่างความร้อนของสาร (DSC) โดยน าตวัอย่างฟิล์ม MCL-PHA ไปสแกนผ่านเคร่ือง DSC ท่ี
อตัราการไหลของไนโตรเจน 50 mL /min สแกนจากอุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียสถึง 200 องศา
เซลเซียส ท่ีอตัราการท าความร้อน 10 oC/min จะไดก้ราฟอุณหภูมิส าหรับน าไปวิเคราะห์อุณหภูมิใน
การหลอมเหลวและอุณหภูมิในการเปล่ียนสถานะแกว้ต่อไป การวดัความเสถียรทางความร้อนถูก
ทดสอบดว้ยวธีิท่ีคลา้ยกบัการทดสอบเชิงความร้อนโดยน าตวัอยา่ง MCL-PHA มาสแกนผา่นเคร่ือง 
DSC และบนัทึกค่าความเปล่ียนแปลงของน ้ าหนกั MCL-PHA ในแต่ละช่วงอุณหภูมิโดยอตัราการ
ไหลของไนโตรเจนเท่ากบั 30 mL/min สแกนอุณหภูมิจาก 30 องศาเซลเซียสถึง 600 องศาเซลเซียส 
ค่าความเป็นผลึกหาไดจ้ากการน าฟิล์ม MCL-PHA ไปตรวจสอบผ่านเคร่ืองวิเคราะห์การเล้ียวเบน
ของรังสีเอก็ซ์ (XRD) โดยท าการตรวจสอบในช่วงระยะเวลา 2 ชัว่โมง ท่ีมุมสแกนตั้ง 4 องศา ถึง 60 
องศา ท่ีความการสแกน 2 องศาต่อนาที จะไดก้ราฟการเล้ียวแบนของรังสีเอ็กซ์บนพื้นผิวของวสัดุ
ซ่ึงสามารถน าไปวิเคราะห์สัดส่วนความเป็นผลึกและอสัณฐานของ MCL-PHA ได ้การหาสัดส่วน
มอนอเมอร์ของ MCL-PHA สามารถตรวจสอบไดด้ว้ย นิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์ (NMR) ชนิด 
13C และ 1H โดยใช ้MCL-PHA ละลายใน CDCl3 ซ่ึงเป็นทั้งตวัท าละลายและเป็นสารอา้งอิง การหา
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สัดส่วนมอนอเมอร์จะอิงจากต าแหน่งของ NMR สเปกตราซ่ึงใชร้ะบุชนิดของมอนอเมอร์และการ
อินติเกรตพื้นท่ีใตก้ราฟจะท าใหท้ราบถึงสัดส่วนของมอนอเมอร์แต่ละชนิด 

 
3.2.5 กำรทดสอบควำมเข้ำกนัได้กบัเซลล์ของวสัดุ MCL-PHA 
 

MCL-PHA ท่ีน ามาใช้ในการพฒันาโครงร่างเส้นเอ็นคอมโพสิตท่ีผลิตข้ึนจาก
รายงานกาศึกษาก่อนหน้าน้ีดังท่ีได้อ้างอิงในขอบเขตการวิจยั ซ่ึง MCL-PHA ท่ีน ามาใช้จ  าเป็น
จะตอ้งมีการตรวจสอบความเขา้กนักบัเซลลเ์บ้ืองตอ้งเพื่อยนืยนัวา่วสัดุสามารถน ามาข้ึนรูปป็นโครง
ร่างเส้นเอ็นท่ีไม่เป็นอนัตรายต่อเซลลเ์ส้นเอ็นในการน าไปใชง้านจริง โดยการการทดสอบความเขา้
กนักบัเซลล์จะด าเนินการกบั MCL-PHA ท่ีถูกข้ึนรูปเป็นแผน่ฟิล์มบางประมาณ 0.5 มิลลิเมตร โดย
การทดสอบจะแบ่งออกเป็น 3 การทดสอบดงัน้ี 

 
3.2.5.1 การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล ์
 

ท าการศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์ดว้ยวิธี MTT Assay โดยใส่ MSCs 
(รูปท่ี 3.4) จ านวน 1 x 104 เซลล์/หลุม ในถาดเล้ียงเซลล์ 96 หลุมและเล้ียงต่อเป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
หลงัจากนั้นน าอาหารเล้ียงเซลลเ์ดิมออกแลว้เติมอาหารเล้ียงเซลลอ์นัใหม่ท่ีประกอบดว้ยอาหารเล้ียง
เซลลท่ี์แช่แผน่วสัดุ MCL-PHA ไวเ้ป็นเวลา 3 วนั ปริมาตร 100 µL ท่ีความเขม้ขน้ 1, 10, 100 mg/mL 
เทียบกบักลุ่มควบคุมอาหารเล้ียงท่ีไม่ไดแ้ช่ MCL-PHAs จากนั้นเล้ียงต่อเป็นเวลา 24 ชัว่โมง ในวนั
ถดัมาน าอาหารเล้ียงเซลล์ออก แลว้แทนท่ีดว้ย 2.5 mg/mL ของสาร 3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-
2,5-Diphenyl-2H-Tetrazolium Bromide (MTT) ท่ีละลายใน PBS: Medium อตัราส่วน 50:50 แล้ว
บ่มไวเ้ป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนั้นเท MTT ทิ้งแลว้ตาก Plate ให้แห้ง 2 – 3 นาที จึงเติม DMSO 100 
µL จะได้สารละลายสีม่วงถ้าเซลล์มีการหายใจ ดังรูปท่ี 3.5 และน าไปวดัผลด้วยเคร่ืองวดัการ
ดูดกลืนแสงท่ี OD 570 nm, Ref 630 nm ค่าท่ีได้จากการวดัการดูดกลืนแสงจะน ามาค านวณหา
เปอร์เซ็นต์เซลล์ท่ีมีชีวิตรอด โดยเทียบจากกลุ่มควบคุมหรือเซลล์ท่ีเล้ียงดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือปกติ
ท าซ ้ าทั้งหมด 3 คร้ัง (n=3) ขอ้มูลเปอร์เซ็นตเ์ซลลท่ี์มีชีวิตรอดมาสร้างกราฟโดยใชโ้ปรแกรม Prism 
5 และวิเคราะห์สมมติฐานโดยใช ้One-Way ANOVA ในการวิเคราะห์ความแปรปรวนของตวัแปร
เปอร์เซ็นการมีชีวติรอดและความเขม้ขน้ของอาหารเล้ียงเซลลท่ี์ระดบันยัส าคญันอ้ยกวา่ 0.05 ซ่ึงมี 4 
กลุ่มตวัอยา่ง มีการกระจายแบบปกติ  
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รูปท่ี 3.4 ภาพจากกลอ้ง Inverted Microscope ของเซลล ์Human Mesenchymal Stem Cells 
 

 
 

รูปท่ี 3.5 สารละลายสีม่วงจากการละลายผลึกจากการท าปฏิกิริยายาของสาร MTT 
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3.2.5.2 การทดสอบการยดึเกาะของเซลล์ 
 

การทดสอบการยึดเกาะของเซลล์เป็นการศึกษาพฤติกรรมของเซลล์ท่ี
มีต่อพื้นผิวของวสัดุซ่ึงการท่ีเซลล์ท่ีน ามาทดสอบคือ MSCs เป็นแบบเดียวกบัท่ีใช้ในการทดสอบ
ความเป็นพิษของเซลล์ เซลล์ (MSCs) เป็นเซลล์ชนิดเกาะซ่ึงการท่ีจะท าให้เซลล์ชนิดน้ีสามารถ
ด ารงชีวิตต่อไปไดว้สัดุจะตอ้งมีคุณสมบติัในการท าให้เซลลย์ดึเกาะได ้ซ่ึงมีขั้นตอนในการทดสอบ
ดงัต่อไปน้ี 

การเตรียมวสัดุพอลิเมอร์ MCL-PHA ข้ึนรูปแผน่ MCL-PHA ดว้ยวิธี
เดียวกนักบัการข้ึนรูปท่ีใช้ในการทดสอบคุณสมบติัเชิงกล จากนั้นน ามาตดัเป็นวงกลม เส้นผ่าน
ศูนยก์ลาง 13 มม. น ามาแช่ใน 70% แอลกอฮอล์ เป็นเวลา 5 นาที และลา้งดว้ย PBS 3 คร้ัง ตากให้
แหง้ในตู ้Biosafety Cabinet จากนั้น UV แผน่ทั้งดา้นหนา้และดา้นหลงั เป็นเวลา 40 นาที ก่อนน ามา
ทดสอบ 

 
การเตรียมสียอ้ม สารละลายคริสตลัไวโอเลต 0.5 % น าคริสตลัไวโอ

เล็ต 0.05 g มาผสมกบั 100% เมทานอล 2.5 mL และ Distilled Water 7.5 mL ปริมาตรรวม 10 mL 
น ามากรองดว้ย Syringe Filter ขนาด 0.45 µm 

 
ทดสอบคุณสมบติัต่อการยึดเกาะของเซลล์ น าแผน่ MCL-PHA ท่ีท า

การท าให้ปราศจากเช้ือ (Sterile) แลว้ว่างใน 24 ถาดเล้ียงเซลล์จากนั้นใส่เซลล์ MSCs จ านวน 3 x 
104 Cells/Well และ บ่มในตู ้5% CO2, 37 ๐C เป็นเวลา 24 ชม. จากนั้นท าการ Fix เซลลด์ว้ย 100% เม
ทานอลเยน็แลว้ยอ้มดว้ยสีคริสตลัไวโอเล็ต แลว้ลา้งสีดว้ยน ้ า Distilled Water จนไม่มีสีหลุดออกมา 
ท าการตากแผน่ใหแ้หง้และน ามาถ่ายภาพดว้ยกลอ้ง Inverted Microscope (ท าซ ้ า 3 คร้ัง) 

 
3.2.5.3 ทดสอบการเพิ่มจ านวนของเซลล ์
 

การเตรียมวสัดุพอลิเมอร์ MCL-PHA น าวสัดุพอลิเมอร์ MCL-PHA 
มาท าใหป้ราศจากเช้ือ (Sterilization) โดยน ามาแช่ใน 70% แอลกอฮอล ์เป็นเวลา 5 นาที และลา้ง
ดว้ย PBS 3 คร้ัง ตากใหแ้หง้ในตู ้Biosafety Cabinet จากนั้น UV แผน่ทั้งดา้นหนา้และดา้นหลงั เป็น
เวลา 40 นาที จากนั้นตดัให้เป็นช้ินขนาดเล็ก แลว้น าไปชัง่ท่ีน ้าหนกั 1 g จากนั้นน าไปแช่ในอาหาร
เล้ียงเซลลท่ี์ปราศจาก FBS เป็นเวลา 3 วนั ก่อนการทดสอบการเพิ่มจ านวนของเซลล ์
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ทดสอบการเพิ่มจ านวนเซลล์ เตรียม MSCs จ านวน 1 x 103 เซลล์/
หลุม ใน ถาดเล้ียงเซลล์ 96 หลุมจ านวน 3 plate เพื่อท าการทดสอบท่ีเวลา 24, 48 และ 72 ชัว่โมง 
เซลล์  MSCห น ามาผสมกบัอาหารเล้ียงเซลล์ท่ีมี 10% FBS และอาหารเล้ียงเซลล์ท่ีไดจ้ากการแช่
วสัดุพอลิเมอร์ MCL-PHAs ซ่ึงความเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั 1, 10 และ 100 mg/mL แลว้น าไปบ่มในตู ้
5% CO2, 37 ๐C ตามเวลาท่ีก าหนด จากนั้นท าการถ่ายภาพแต่ละความเขม้ขน้และนบัเซลลโ์ดยการ
ใช้ Trypsin เพื่อให้เซลล์หลุดออกจากพื้นผิวฟลาสก์ท่ีเกาะอยู่ จากนั้นยอ้มเซลล์ดว้ย Trypan Blue 
และนบัเซลล์ดว้ยเคร่ือง Hematocytometer ท าการทดลอง 3 ซ ้ า (n=3) น ามาค านวณผลและพลอตก
ราฟจ านวนเซลลใ์นแต่ละความเขม้ขน้ของ MCL-PHA ท่ีแช่อาหารเล้ียงเซลลใ์นแต่ละช่วงเวลาโดย
ใช้โปรแกรม Prism 5 และใช้ Two Way ANOVA ในการวิเคราะห์ตัวแปร จ านวนเซลล์ ความ
เขม้ขน้ของ MCL-PHA และเวลา เน่ืองจากมีตวัแปรมากกว่า 2 ตวัแปรและกลุ่มตวัอย่างเท่ากบั 3 
กลุ่มใหญ่ และ 4 กลุ่มย่อย โดยกลุ่มใหญ่คือตวัแปรเวลากลุ่มย่อยคือตวัแปรความเขม้ขน้ในแต่ละ
ช่วงเวลา มีการกระจายแบบปกติ 

 
3.2.6 กำรขึน้รูปโครงร่ำงเส้นเอน็ MCL-PHA 
 

การข้ึนรูปเส้นเอ็นจะใชว้ิธีการหล่อ MCL-PHA ลงในแม่พิมพโ์ดยรูปแบบการ
หล่อช้ินงานแบ่งออกเป็น 2 แบบ คือการหล่อโครงร้านเส้นเอน็แบบแบนทรงส่ีเหล่ียมผนืผา้และการ
หล่อโครงร่างเส้นเอ็นแบบทรงกระบอก อีกทั้งยงัแบ่งการทดสอบออกเป็น 2 รูปแบบคือการ
ทดสอบแบบทรงตนัท่ีไม่มีการร้ออยเส้นเอ็น และการทดสอบแบบมีรูร้อยเส้นเอ็น การข้ึนรูปโครง
ร่างเส้นเอ็นทั้ง 2 รูปใชค้วามยาวเท่ากนัโดยจะข้ึนรูปเป็นเส้นตรงยาว และตดัแบ่งให้ไดค้วามยาวท่ี
เพียงพอต่อการน าไปทดสอบแรงดึงและการทดสอบเพื่อดูการยึดเกาะของเซลล์ โดยทรงกระบอก
จะใช้ขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง 5 มิลลิเมตร แบบทรงส่ีเหล่ียมผืนผา้แบนใช้ความหนา 5 มิลลิเมตร
และความกวา้ง 10 มิลลิเมตร โดยทั้ง 2 รูปแบบจะมีรูขนาด 1.25 มิลลิเมตร ซ่ึงเป็นขนาดรูท่ีมี
การศึกษาว่ามีความเคน้ท่ีเกิดข้ึนบริเวณรูน้อยท่ีสุด (Kuncharin, Boonyagul, Tanadchangsaeng, & 
Tawonsawatruk, 2019) ในรูปแบบทรงกระบอก จะมีการข้ึนรูปโครงเส้นเอ็นส าหรับร้อยเป็น 2 
ลกัษณะคือ เจาะรู 2 รูในด้านเดียวกนัและเจาะรูสลบักนั 3 รู (ด้านบน 2 ด้านขา้ง 1) รูปแบบทรง
ส่ีเหล่ียมผืนผา้แบนจะอา้งอิงจ านวนรูไดบ้นจ านวน 2 รู เน่ืองจากบริเวณไดข้า้งไม่สามารถเจาะรูได ้
โดยตวัอยา่งท่ีจะข้ึนรูปทั้งหมดแสดงไวด้งัตารางท่ี 3.1 และรูปท่ี 3.6  
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ตารางท่ี 3.1 รูปแบบท่ีใชใ้นการข้ึนรูปโครงร่างเส้นเอ็น MCL-PHA ส าหรับการทดสอบคุณสมบติั
เชิงกล 

สภาวะของโครงร่างเส้นเอน็ ขนาดของโครงร่างเส้นเอน็ 
(mm) 

จ านวนรู 

ทรงกระบอก 40 x ⌀5 0 
2 
3  

ทรงส่ีเหล่ียมผนืผา้ 40 x 10 x 5 0 
2 

 

 
 

รูปท่ี 3.6 รูปแบบโครงร่างเส้นเอ็นส าหรับการทดสอบเชิงกล 
 

การข้ึนรูปโครงร่างเส้นเอ็นแบบแบนใชแ้ม่พิมพแ์บกกาไลท ์ประกอบเป็นช่อง
ส่ีเหล่ียมผนืผา้ขนาดกวา้ง 10 มิลลิเมตรยาว 12 มิลลิเมตร สูง 50 มิลิเมตรดงัรูปท่ี 3.7 การข้ึนรูปโครง
ร่างเส้นเอ็นทรงกระบอกจะใช้แม่พิมพ์เป็นท่อยางซิลิโคนขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางภายใน 5 
มิลลิเมตรยาว 30 เซนติเมตรดงัรูปท่ี 3.8 โดมมีการอุดปลายท่อดา้นล่าง การข้ึนรูปใช้วิธีการหล่อ
วสัดุลงในแม่พิมพโ์ดยใชส้ารระเหยคลอโรฟอร์มละลายวสัดุ MCL-PHA ปริมาตรท่ีใชล้ะลายตอ้ง
ค านวณไม่ให้เกินความสูงของแม่พิมพท่ี์เผื่อไวโ้ดยส าหรับแม่พิมพส์ าหรับโครงร่างเส้นเอ็นทั้ง 2 
รูปแบบจะใช้สารละลายคลอโรฟอร์ม 5 มิลลิลิตร ปริมาณ MCL-PHA ท่ีใช้ในการหล่อข้ึนอยู่กบั
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ขนาดของช้ินงานท่ีตอ้งการโดยค านวณไดจ้ากสมการท่ี 1 โดยน า MCL-PHA ท่ีค  านวณไดม้าละลาย
ในคลอโรฟอร์มและน าไปอุ่นท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสจนสารละลายกลายเป็นเน้ือเดียวกนัเท
สารละลายลงในแม่พิมพ์ท่ีเตรียมไวจ้ากนั้นทิ้งให้คลอโรฟอร์มระเหยออกจนหมดโดยใช้เวลา
ประมาณ 4 ถึง 5 วนัจึงท าการท าลายแม่พิมพเ์พื่อน าช้ินงานออกมาจะไดล้กัษณะช้ินงานดงัรูปท่ี 3.9 
และ 3.10 

 

                                      (3-1) 
 

V      คือ ปริมาตรของช้ินงานท่ีตอ้งการ 
D      คือ ความหนาแน่นของวสัดุ (MCL-PHA  = 1.25 g/cm3) 
 

 
 

รูปท่ี 3.7 ลกัษณะของแม่พิมพโ์ครงร่างเส้นเอน็แบบส่ีเหล่ียมผนืผา้ 
 

 
 

รูปท่ี 3.8 ลกัษณะแม่พิมพโ์ครงร่างเส้นเอน็แบบทรงกระบอก 
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รูปท่ี 3.9 ช้ินงาน MCL-PHA ท่ีไดจ้ากแม่พิมพแ์บบส่ีเหล่ียมผนืผา้ 

 
 

รูปท่ี 3.10 ช้ินงาน MCL-PHA ท่ีไดจ้ากแม่พิมพท์รงกระบอก 
 

3.2.7 กำรทดสอบแรงดึงของโครงร่ำงเส้นเอ็น MCL-PHA ทีขึ่น้รูป 
 

การทดสอบแรงดึงของโครงร่างเส้นเอ็นทั้ง 2 รูปแบบจะแบ่งออกเป็นการดึง
วสัดุท่ีไม่ผา่นการร้อยเส้นเอ็นและวสัดุท่ีถูกเจาะรูเพื่อร้อยเส้นเอ็นโดยในกรณีของการร้อยเส้นเอ็น
แบบทรงกระบอกจะมี 2 สภภาวะคือแบบเจาะ 2 รู และแบบเจาะ 3 รูซ่ึงจะเจาะบริเวณดา้นบนและ
ดา้นขา้งสลบักนั โครงร่างเส้นเอ็นแบบส่ีเหล่ียมแบนจะทดสอบแบบ 2 รูดา้นบนเท่านั้น การเตรียม
ตวัอยา่งโครงร่างเส้นเอ็นทั้ง 2 รูปแบบจะถูกตดัแบ่งความยาวให้ไดเ้ท่ากบั 40 มิลลิเมตรและระยะ
ของรูจะห่างกนั 12.5 มิลลิเมตร ส าหรับการเจาะแบบ 2 รู การเจาะแบบ 3 รูทรงกระบอกจะมีรูท่ี 3 
อยูต่รงก่ึงกลางของโครงร่างเส้นเอ็นดา้นขา้ง เตรียมเส้นเอ็นส าหรับร้อยเขา้กบัโครงร่างโดยใช้เส้น
เอ็นมือมนุษยซ่ึ์งเป็นเส้นเอ็นส่วนท่ีเหลือจากการผ่าผ่าตดั (รูปท่ี 3.11) ไดรั้บจากแพทยผ์ูเ้ช่ียวชาญ
ดา้นศลัยศาสตร์ออร์โทพีดิกส์ โรงพยาบาลรามาธิบดี โดยท าการแยกเส้นเอ็นดงักล่าวให้ไดข้นาด



 33 

เส้นผ่านศูนยก์ลาง 1.2 มิลลิเมตรเพื่อร้อยเข้ากบัโครงร่างเส้นเอ็นลกัษณะของโครงร่างเส้นเอ็น 
MCL-PHA ท่ีร้อยแสดงดงัรูปท่ี 3.12 และ 3.13 

 

 
 

รูปท่ี 3.11 เส้นเอน็มนุษยส่์วนท่ีถูกตดัออกจากการผา่ตดั (waste sample) 
 

 
 

รูปท่ี 3.12 ลกัษณะโครงร่างเส้นเอน็แบบแบนท่ีร้อยเขา้กบัเส้นเอ็น 
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ก     ข 
 

รูปท่ี 3.13 ลกัษณะโครงร่างเส้นเอน็แบบทรงกระบอกท่ีร้อยเขา้กบัเส้นเอน็ (ก) แบบ 2 รู  
(ข) แบบ 3 รู 

 
หลังจากการเตรียมตวัอย่างน าตวัอย่างทดสอบกบัเคร่ืองทดสอบคุณสมบติั

เชิงกลของวสัดุโดยติดตั้งจุดจบัยดึในรูปแบบของการทดสอบแรงดึงและท าการจบัยึดช้ินงานเขา้กบั
จุดจบัยดึโดยใหร้ะยะห่างระหวา่งจุดจบัยึดเท่ากบั 20 มิลลิเมตร ตั้งค่าขนาดและรูปร่างของช้ินงานท่ี
ท าการดึง ตั้งค่าความเร็วในการดึงท่ี 100 มิลลิเมตรต่อนาที บนัทึกผลค่าความเคน้สูงสุด เปอร์เซ็นต์
การยืดตวั และค่ายงัมอดุลัส ท าซ ้ าทั้ งหมด 3 คร้ัง เปรียบเทียบค่าท่ีได้จากโครงร่างเส้นเอ็นท่ีมี
รูปแบบและสภาวะการร้อยเส้นเอ็นท่ีแตกต่างกนัวิเคราะห์ค่าความเคน้สูงสุดท่ีไดเ้ทียบกบัค่าความ
สูงสุดของเส้นเอน็มือมนุษย ์

 
3.2.8 กำรทดสอบโครงร่ำงเส้นเอน็ MCL-PHA เพ่ือดูควำมสำมำรในกำรยึดเกำะบนโครง

ร่ำงของเส้นเอน็ทีท่ ำกำรขึน้รูปและกำรสร้ำงคอลำเจนของเซลล์ 
 

เตรียมตวัอยา่งโครงร่างเส้นเอ็นโดยท าการตดัผิวดา้นบนของโครงร่างเส้นเอ็น 
MCL-PHA มาใชใ้นการเพาะเล้ียงร่วมกบัเซลล ์โดยตดัหนาประมาณ 0.5 มิลลิเมตรกวา้ง 5 มิลลิเมตร 
ก่อนน าเส้นเอ็นมาใชง้านจะท าให้วสัดุปราศจากเช้ือโดยการแช่ในแอลกอฮอล์ 70% เป็นระยะเวลา 
15 นาทีแลว้ท าการลา้งสารละลายดว้ย PBS ประมาณ 5 นาทีจากนั้นน าไปตากให้แห้งแล้วฆ่าเช้ือ
ดว้ยแสง UV ดา้นละ 40 นาที น าตวัอยา่งท่ีท าให้ปราศจากเช้ืออแลว้มาแช่ในอาหารเล้ียงเซลล์เป็น
ระยะเวลา 3 วนัก่อนน าไปใชง้าน เซลลท่ี์ใชใ้นการทดสอบเป็รไฟโบรบลาสตป์ฐมภูมิโดยเล้ียงเซลล์
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ลงบนจานเพาะเล้ียงเซลล์ร่วมกบัตวัอยา่งท่ีเตรียมไวใ้ชเ้ซลล์จ  านวน 2 ลา้นเซลลต่์อ 1 จานเพาะเล้ียง 
อาหารเล้ียงเซลล์ท่ีใช้คือ Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) ชนิดกลูโคสสูง ร่วมกับ
Fetal Bovine Serum (FBS) และ Penicillin Streptomycin 1% โดยท าการเพาะเล้ียงในตู้ Incubator 
CO2 5 % การเพาะเล้ียงเซลล์ร่วมกบัตวัอยา่งจะท าการเปล่ียนอาหารเล้ียงเซลลทุ์ก ๆ 2 วนัโดยจะท า
การเล้ียงเป็นระยะเวลา 7 วนั การเล้ียงเซลล์ไฟโบรบลาสตร่์วมกบัตวัอยา่งถูกเตรียมไวส้ าหรับการ
ทดสอบ 2 ลกัษณะคือการทดสอบการยดึเกาะของเซลลแ์ละการวดัปริมาณคอลาเจนท่ีถูกสังเคราะห์
เม่ือเล้ียงเซลลร่์วมกบัตวัอยา่งโครงร่างเส้นเอ็น การเตรียมตวัอยา่งส าหรับตรวจสอบการยดึเกาะของ
เซลล์ซ่ึงจะมีการ Fixation เซลล์ท่ีเกาะอยู่บนวสัดุเพื่อน าไปยอ้มสีส าหรับส่องกล้อง Inverted 
Confocal Laser Scanning Microscope และแบ่งไวส้ าหรับส่องกลอ้ง Scanning Electron Microscope 
(SEM) เร่ิมจากการน า ตวัอยา่งท่ีเล้ียงร่วมกบัเซลลม์าแช่ใน พาราฟอร์มาดีไฮดค์วามเขม้ขน้ 4 % เป็น
ระยะเวลา 1 ชัว่โมงจากนั้นน าไปยอ้มดว้ยสียอ้ม DAPI และ TOPO3 ส าหรับส่องดูเซลล์ท่ียอ้มติดสี
บนวสัดุผา่นกลอ้ง Inverted Confocal Laser Scanning Microscope ส าหรับการส่องพื้นผวิดว้ยกลอ้ง 
SEM เ ม่ือผ่านขั้นตอน Fixation แล้วจะต้องน ามาท าแห้งเพื่อไล่น ้ าออกให้หมดโดยการแช่
แอลกอฮอล์ท่ีความเขม้ขน้ 50, 70, 80, 90, และ 100% ตามล าดบัความเขม้ขน้ละ 10 นาทีก่อนน าไป
เตรียมตวัอยา่งส าหรับส่อง SEM ต่อไป 

 
การเตรียมตวัอย่างส าหรับการวดัปริมาณคอลลาเจนชนิดท่ี 1 เร่ิมจากการสกดั

โปรตีนจากเซลล์ท่ีเล้ียงร่วมกบัเส้นเอ็นโดยท าการลา้งเซลล์ดว้ย PBS Buffer อุณหภูมิปกติ 1 คร้ัง
จากนั้นลา้งเซลล์อีกคร้ัง PBS Buffer ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาแลว้เท PBS Buffer ทิ้ง เติมสาร RIPA Lysis 
buffer อุณหภูมิ 4 องศาปริมาตร 0.5 ,มิลลิลิตรลงบนจานเพาะเล้ียงท่ีมีเซลล์อยู ่แลว้ท าการเคาะจาน
เพาะเล้ียงเบาๆบนน ้ าแข็งเป็นระเวลา 15 นาที จากนั้นท าการขูดเซลล์ดว้ย pipette tip ดูดเซลล์ใส่ใน
หลอด Microcentrifuge Tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตรแลว้น าไปบ่มในน ้ าแข็งอีก 1 ชัว่โมง หลงัจากนั้น
น าไปป่ันเหวีย่งดว้ยความเร็ว 10,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 15 นาทีท่ี 4 องศา ดว้ยของเหลวท่ีแยกชั้น
เก็บในหลอด Microcentrifuge Tube อนัใหม่แล้วทิ้งตะกอนไป น าของเหลวท่ีได้ไปวดัปริมาณ
โปรตีนดว้ยชุดตรวจโปรตีนจากนั้นท าการตรวจปริมาณ Collagen ชนิดท่ี 1 ดว้ยชุดตรวจ Collagen 
ชนิดท่ี 1 (ELISA Kit) โดยวดัปริมาณความหนาแน่นของแสงหลงัหยดสารท่ีติดแอนติบอดี Collagen 
ชนิดท่ี 1 ท่ีชุดตรวจให้มาเพิ่มสารท่ีท าปฏิกิริยาทางแสงกบัตวัอย่างล้างตวัอย่างแล้วเติมตวัหยุด
ปฏิกิริยาหลงัจากตวัอย่างเปล่ียนสีโดยวดัท่ีวความยาวคล่ืน 450 nm จะไดป้ริมาณท่ีน าไปเทียบค่า 
Collagen ชนิดท่ี 1 ท่ีเซลลส์ร้างข้ึน 
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3.2.9 กำรแยกส่วน MCL-PHA 
 

MCL-PHA ท่ีผลิตข้ึนใชใ้นการสร้างโครงร่างเส้นเอ็นซ่ึงคาดวา่เม่ือคอมโพสิต
เขา้กบัเส้นเอ็นมนุษยแ์ลว้จะไดคุ้ณสมบติัเชิงกลท่ีตอ้งการ แต่หากเม่ือทดสอบแลว้คุณสมบติัเชิงกล
อาจไม่เป็นไปตามสมมติฐานท่ีตั้งไว ้มีกรรมวิธีในการปรับปรุงคุณสมบติัของ MCL-PHA ซ่ึงอาจ
ช่วยแก้ปัญหาในกรณีดังกล่าวได้คือ การแยกส่วน MCL-PHA ซ่ึงจะท าให้ได้ MCL-PHA ท่ีมี
คุณสมบติัแตกต่างไปจากเดิมหลาย ๆ ช่วงท าให้สามารถถเลือกไปประยุกต์ใช้งานไดโ้ดยการแยก
ส่วนเร่ิมจากน า MCL-PHA ท่ีสกดัไดม้าละลายในคลอโรฟอร์มโดยใช้ปริมาณ 10 g/L ท าการป่ัน
กวนสารละลาย MCL-PHA จนละลายเป็นเน้ือเดียวกบัคลอโรฟอร์มจากนั้นค่อย ๆเติมเมทานอลลง
ในสารละลายคลอโรฟอร์มท่ีละลาย MCL-PHA ท่ีป่ันกวนอยูต่ลอดเวลา สังเกตวา่ภายในภาชนะท่ี
ป่ันกวนในระหวา่งเติมเมทานอลมีตะกอนเกิดข้ึนหรือไม่ เม่ือมีตะกอนเกิดข้ึนให้ท าการจดสัดส่วน
ความเขม้ขน้ของเมทานอลท่ีอยูใ่นคลอโรฟอร์มแลว้น าสารละลายผสมท่ีเกิดตะกอนดงักล่าวไปแช่
ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมงแล้วน าตะกอนออกไปอบท่ีอุณหภูมิ 28 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมงจะไดส่้วนของมอนอเมอร์ท่ีแยกออกมาจาก MCL-PHA น าสารละลาย
ผสมท่ีน าตะกอนออกไปป่ันกวนและเติมเมทานอลให้ความเขม้ขน้ของเมทานอลเพิ่มข้ึนเร่ือย ๆ จน
เกิดตะกอนท าแบบเดิมซ ้ า ๆ จนไม่สามารถแยกตะกอนออกจากสารละลายไดอี้ก ตะกอนท่ีไดใ้นแต่
ละความเข้มข้นของเมทานอลคือ MCL-PHA แต่ละส่วนท่ีถูกแยกออกซ่ึงจะน าไปตรวจสอบ
คุณสมบติัต่าง ๆ ต่อไป 
 

 
 



 

บทที ่4 
 

ผลกำรวจิัย 
 

4.1 ผลกำรผลติ MCL-PHA  
 

4.1.1 ผลกำรติดตำมกำรสังเครำะห์ MCL-PHA 
 

 
 

รูปท่ี 4.1 ผลการติดตามช่วงเวลาในการสังเคราะห์ MCL-PHA ในถงัหมกัขนาด 300 ลิตร 
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รูปท่ี 4.1 แสดงการผลิต MCL-PHA ในถังหมัก 300 ลิตร โดยจะบ่งบอกถึง
ความสัมพนัธ์ระหวา่งเวลาในการสังเคราะห์กบัค่าความหนาแน่นของเซลล ์ความหนาแน่นของแสง 
และปริมาณสารอาหารท่ีถูกป้อนเขา้สู่ถงัหมกัในช่วง 60 ชัว่โมงท่ีท าการสังเคราะห์ ความหนาแน่น
ของเซลล์ท่ีเพิ่มข้ึนในแต่ละช่วงเวลาและค่า OD ท่ีเพิ่มข้ึนในช่วง 18 ถึง 42 ชัว่โมง แสดงให้เห็นว่า
แบคทีเรียมีการสังเคราะห์ MCL-PHA และเพิ่มจ านวนข้ึนซ่ึงสัมพนัธ์กบัระยะเวลาในการป้อน
แหล่งคาร์บอนเขา้สู่ถงัหมกั C/N Ratio คือค่าของปริมาณคาร์บอนต่อไนโตรเจนท่ีถูกป้อนเข้าสู่
ระบบซ่ึงมีแนวโนม้เพิ่มตามแหล่งคาร์บอนอยา่งกลีเซอรอลท่ีป้อนเขา้สู่ถงัหมกั 

 
4.1.2 ผลผลติ MCL-PHA ทีไ่ด้จำกกำรสกดั 

 
MCL-PHA ท่ีจะน าไปใช้ในการข้ึนรูปโครงร่างเส้นเอ็นจะสังเคราะห์ในถงั

หมกัชีวภาพขนาด 300 ลิตร เพื่อท่ีจะใหเ้พียงพอต่อการใชง้าน ซ่ึงไดท้  าการสกดั MCL-PHA ออกมา
จากเซลล์แบคทีเรียแห้งทั้งหมด ในหวัขอ้น้ีจะแสดงผลผลิต MCL-PHA ท่ีสกดัออกมาไดโ้ดยเทียบ
กบักรรมวธีิการการสังเคราะห์ในถงัหมกัชีวภาพในห้องปฏิบติัการขนาด 5 L โดยชุดขอ้มูลแสดงดงั
ตารางท่ี 4.1 และค่าผลผลิตต่าง ๆสามารถค านวณไดจ้ากสมการดงัต่อไปน้ี 

 
                                  % MCL-PHA            =    น ้าหนกั MCL-PHA (g) x 100                           (4-1) 
     น ้าหนกัเซลลแ์หง้ 
 
                ปริมาณ MCL-PHA ทั้งหมด (g)  =     % MCL-PHA  x ความหนาแน่นของเซลล ์(g) (4-2) 
       100 

 
                                   ผลผลิต MCL-PHA   =               ปริมาณ MCL-PHA ทั้งหมด (g)            (4-3) 

        ปริมาณแหล่งคาร์บอนท่ีใช ้(g) 
 

 
                        Productivity ( g/L·Hr )  =   % MCL-PHA  x ความหนาแน่นของเซลล ์(g/L)     (4-4) 

100 x ระยะเวลาในการหมกั (Hr) 
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ตารางท่ี 4.1 ผลผลิตของ MCL-PHA ท่ีสังเคราะห์ไดจ้ากถงัหมกั 300 ลิตร เทียบกบั 5 ลิตร 
ระดบัการเล้ียง ความ

หนาแน่น
ของเซลล ์

(g/L) 

% MCL-PHA 
ต่อเซลลแ์หง้ 

% ผลผลิต Productivity 
( g/L·Hr ) 

ปริมาณ  
MCL-PHA 
ทั้งหมด (g) 

ถงัหมกัขนาด 5 L 15 27 5 0.067 12.55 
ถงัหมกัขนาด 300 L 9 23 2.5 0.034 79.1 

 
จากตารางท่ี 4.1 การเปรียบเทียบผลผลิตท่ีไดจ้ากการหมกัดว้ยถงัหมกัขนาด 5 

ลิตร และ 300 ลิตร มีสัดส่วน MCL-PHA ท่ีแตกต่างกนัเล็กน้อยโดย MCL-PHA ท่ีสะสมในเซลล์
แบคทีเรียท่ีสังเคราะห์จากระดบัห้องปฏิบติัการมีมากกวา่ในระดบัโรงงานตน้แบบ แต่อยา่งไรก็ตาม
การสัง เคราะห์ในระดับโรงงานต้นแบบสามารถผลิต MCL-PHA ได้มากกว่าในระดับ
ห้องปฏิบติัการเม่ือเทียบปริมาณท่ีสกดัไดท้ั้งหมดซ่ึงเพียงพอต่อการน าไปใชใ้นการข้ึนรูปเส้นเอ็น
ต่อไป 
 

4.2 ผลกำรตรวจสอบคุณสมบัติทัว่ไปของ MCL-PHA ทีไ่ด้จำกกำรสังเครำะห์ 
 

4.2.1 กำรตรวจสอบคุณสมบัติเชิงควำมร้อนของ MCL-PHA ทีไ่ด้จำกกำรสังเครำะห์ 
 

 
 

รูปท่ี 4.2 ผลคุณสมบติัเชิงความร้อนของ MCL-PHA ท่ีวดัจากเคร่ือง DSC 
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รูปท่ี 4.2 แสดงคุณสมบติัเชิงความร้อนของ MCL-PHA โดยกราฟบ่งบอกถึง
ค่าท่ีอุณหภูมิท่ีท าให้วสัดุหลอมเหลวอยูท่ี่ช่วง 52.21 องศาเซลเซียส (Tm) และอุณหภูมิท่ีท าให้วสัดุ
เปล่ียนสถานะคล้ายแก้วอยู่ท่ี -49.35 องศาเซลเซียส (Tg) พลงังานความร้อนท่ีท าให้วสัดุเกิดการ
หลอมเหลว (∆Hm) เท่ากบัพื้นท่ีใตก้ราฟคือ 22.75 J/g ค่าดงักล่าวสามารถค านวณความเป็นผลึกของ
วสัดุได้ซ่ึงเท่ากับ พลังงานความร้อนท่ีท าให้วสัดุเกิดการหลอมเหลวของ MCL-PHA หารด้วย
พลงังานความร้อนท่ีท าให้วสัดุเกิดการหลอมเหลวของ PHA ท่ีเป็นผลึก 100 % ซ่ึงเท่ากบั 146 J/g 
(Debuissy, Pollet, & Avérous, 2017) จะได้อัตราส่วนค่าความเป็นผลึกของ MCL-PHA เท่ากับ 
15.6% 

 
4.2.2 ผลกำรตรวจสอบควำมเสถียรทำงควำมร้อนของ MCL-PHA 
 

 
 

รูปท่ี 4.3 ความสัมพนัธ์ระหวา่งอุณหภูมท่ีเพิ่มข้ึนและน ้าหนกั MCL-PHA  
 

รูปท่ี 4.3 แสดงให้เห็นความสัมพนัธ์ระหว่างน ้ าหนกั MCL-PHA ท่ีลดลงเม่ือ
อุณหภูมิเพิ่มข้ึนถึงค่าการสลายตวัของ MCL-PHA ซ่ึงอุณหภูมิท่ีท าใหน้ ้าหนกั MCL-PHA เร่ิมลดลง
อยู่ท่ี 280 องศาเซลเซียส (Td5%) และอุณหภูมิท่ีท าให้น ้ าหนกั MCL-PHA ลดลงเหลือ 50% คือ 300 
องศาเซลเซียส (Td50) และอุณหภูมิท่ีท าใหว้สัดุเกิดการสลายตวั 95% คือ 303 องศาเซลเซียส 
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4.2.3 ผลกำรตรวจสอบควำมเป็นผลกึของ MCL-PHA 
 

 
 

รูปท่ี 4.4 ผลการสแกน XRD ของ MCL-PHA 
 

จากการสแกน XRD ท าให้ไดก้ราฟท่ีบอกถถึงลกัษณะความเป็นอสัณฐานและ
ความเป็นผลึกของ MCL-PHA ซ่ึงสามารถค านวณไดจ้ากส่วนต่างของพื้นท่ีใตก้ราฟโดยจากกราฟ
ดงักล่าวสามารถถค านวณสัดส่วนของอสัณฐานของ MCL-PHA ได ้84.5% และค่าความเป็นผลึก
เท่ากบั 15.5% 

 
4.2.4 ผลกำรตรวจสอบชนิด และสัดส่วนของมอนอเมอร์ MCL-PHA 
 

การตรวจสอบเพื่อระบุชนิดของ MCL-PHA สามารถตรวจสอบไดจ้ากการวดั 
NMR 1H และ 13C ซ่ึงป็นสแกนหาองค์ประกอบภายในของสารท่ีท าการทดสอบซ่ึงท าให้ รู้ว่า  
MCL-PHA ท่ี สั ง เ ค ร าะ ห์ ได้นั้ น เ ป็ นช นิด  (Polyhydroxyhexanoate-co-Hydroxyoctanoate-co-
Hydroxydecanoate; P(3HHx-co-3HO-co-3HD)) ซ่ึ งประกอบไปด้วย  มอนอเมอร์  3 ชนิด  มี
โครงสร้างทางเคมีแสดงดงัรูปท่ี 4.5 และสามารถระบุองค์ประกอบทางเคมีได้จากสเปกตราของ 
NMR ทั้ ง 2 รูปแบบโดยแสดงไว้ดังรูป 4.6 และ 4.7 นอกจากน้ี NMR สเปกตรา ย ังสามารถ
ค านวณหาสัดส่วนมอนอเมอร์ในแต่ละองคป์ระกอบไดด้งัรูปท่ี 4.8 

10 15 20 25 30

2θ (degree)

19.16o

21.57o
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รูปท่ี 4.5 สูตรโครงสร้างทางเคมีของ MCL-PHA  
(Polyhydroxyhexanoate-co-Hydroxyoctanoate-co-Hydroxydecanoate;  

P(3HHx-co-3HO-co-3HD))  
 

 
 
รูปท่ี 4.6 NMR สเปกตราชนิด 1H ของ (P(3HHx-co-3HO-co-3HD)) 

*(3HHx, 3-Hydroxyhexanoate; 3HO, 3-Hydroxyoctanoate; 3HD, 3-Hydroxydecanoate) 
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รูปท่ี 4.7 NMR สเปกตราชนิด 13C ของ (P(3HHx-co-3HO-co-3HD)) 
*(CDCl3, Deuterated Chloroform) 

 

 
 

รูปท่ี 4.8 NMR สเปกตราชนิด 13C ของ (P(3HHx-co-3HO-co-3HD)) ท่ีต  าแหน่งกลุ่มเทอร์มินอล
คาร์บอน (CH3) ของ 3HD,3HO และ 3HHx 
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ส าหรับสูตรการค านวณสัดส่วนของมอนอเมอร์สามารถค านวณไดจ้ากสมการ
ดงัต่อไปน้ี 

 
% 3HHx    =    A3HHx / A3HHx + A3HO + A3HD               (4-5) 
% 3HO    =    A3HO / A3HHx + A3HO + A3HD                       (4-6) 
% 3HD    =    A3HD / A3HHx + A3HO + A3HD               (4-7) 
 
โดย % 3HHx    คือ เปอร์เซ็นตข์อง 3HHx 

% 3HO     คือ เปอร์เซ็นตข์อง 3HO 
% 3HD     คือ เปอร์เซ็นตข์อง 3HD 

An        คือ ค่าท่ีไดจ้ากการอินติเกรตพื้นท่ีใตก้ราฟ 
n          คือ 3HHx,3HO และ 3HD 

 
ตารางท่ี 4.2 ผลสรุปคุณสมบติัต่าง ๆ ของ MCL-PHA 300 ลิตรเปรียบเทียบกบั MCL-PHA 5 ลิตร 

PHA % PHA monomer Thermal properties Crystallinity 

3HHx 3HO 3HD T
m 

(°C) T
g 
(°C) ∆H

m
 (J/g) X

c 
(%) 

5L 3.3% 32.2% 64.5% 51.77 -49.53 25.04 15.7 

300L 3% 34% 63% 52.21 -49.35 22.75 15.5 

 
จากตารางท่ี 4.2 แสดงให้เห็นสัดส่วนของมอนอเม่ือของ MCL-PHA ซ่ึงส่วน

ใหญ่เป็นมอนอเมอร์ 3HD อย่างไรก็ตามเม่ือเทียบการสังเคราะห์ในระดบัห้องปฏิบติัการกับการ
สังเคราะห์จากถงัหมกัชีวภาพ 300 ลิตรแลว้ได ้MCL-PHA ท่ีมีคุณสมบติัต่าง ๆคลา้ยคลึงกนั 

 

4.3 ผลกำรทดสอบควำมเข้ำกนัได้กบัเซลล์ของ MCL-PHA 
 

4.3.1 ผลกำรทดสอบควำมเป็นพษิต่อเซลล์ 
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รูปท่ี 4.9 ลกัษณะของเซลล ์MSCs ท่ีเล้ียงในอาหารเล้ียงเซลลท่ี์แช่ MCL-PHA ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ
เปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม 

 

 
 

รูปท่ี 4.10 ค่าเปอร์เซ็นตก์ารอยูร่อดของเซลล ์MSCs ท่ีเล้ียงในอาหารเล้ียงเซลลท่ี์แช่ MCL-PHAs ท่ี
ความเขม้ขน้ต่าง ๆเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม (n=3, ns = Not Significant) 
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จากรูปท่ี 4.9 และ 4.10 แสดงให้อตัราการรอดชีวิตแสดงให้เห็นในระดบัความ
เขม้ขน้ของอาหารเล้ียงเซลลท่ี์แช่ MCL-PHAs เป็นเวลา 3 วนัก่อนเอามาทดสอบกบัเซลล ์เซลลท่ี์เอา
มาทดสอบมีอตัราการรอดชีวิตอยูท่ี่ 100 % เม่ือน ามาวิเคราะห์ดว้ย One-Way ANOVA ค่า F ท่ีไดมี้
ค่าน้อยกว่า F-Critical จึงสรุปว่า เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของเซลล์ ไม่มีความแตกต่างกนั และ
ความเขม้ขน้ MCL-PHAs ไม่มีผลต่อการมีชีวติของเซลลซ่ึ์งเซลลย์งัคงมีชีวติรอด 100 % 
 

4.3.2 ผลกำรทดสอบกำรยดึเกำะของเซลล์ 
 

 

 
 

รูปท่ี 4.11 ลกัษณะของเซลล ์MSCs บนฟิลม์ MCL-PHA ผา่นกลอ้งจุลทรรศน์ก าลงัขยาย 10 เท่า  
(ก) ภาพก่อนยอ้มคริสตลัไวโอเลต (ข) ภาพหลงัยอ้มคริสตลัไวโอเลต 

 
รูปท่ี 4.11 แสดงให้เห็นว่าเซลล์ MSCs สามารถยึดเกาะบนแผ่นฟิล์ม MCL-

PHA ไดโ้ดยรูปท่ี 4.11 (ก) จะสามารถเห็นเซลลเ์กาะอยูบ่นแผน่ฟิลม์โดยมีเส้นสีด ากั้นซ่ึงเป็นบริเวณ
ขอบขอบแผ่นฟิล์ม โดยบริเวณขอบแผ่นฟิล์มไม่มีเซลล์เกาะซ่ึงบ่งบอกว่าพื้นผิวท่ีเซลล์ MSCs ยึด
เกาะนั้นแตกต่างกนัคือมีเซลล์บางส่วนเกาะบริเวณะจานเล้ียงเซลล์และอีกส่วนหน่ึงยึดเกาะบน 
แผน่ฟิล์ม MCL-PHA ในขณะท่ีรูป 4.11 (ข) แสดงการยอ้มสีเซลล์ดว้ยคริสตลัไวโอเลตซ่ึงสามารถ
บอกไดถึ้งขอบเขตท่ีเซลล์ยึดเกาะซ่ึงรูปแสดงให้เห็นว่าเซลล์สามารถเพิ่มจ านวนและกระจายเต็ม
แผน่ฟิลม์ MCL-PHA 
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4.3.3 ผลทดสอบกำรเพิม่จ ำนวนของเซลล์ 

 

 
 
รูปท่ี 4.12 ลกัษณะของเซลลท่ี์ไดรั้บการเล้ียงโดยใชอ้าหารเล้ียงเซลลท่ี์มีส่วนผสมของอาหารเล้ียง

เซลลท่ี์แช่วสัดุพอลิเมอร์ MCL-PHA ท่ีความเขม้ขน้และเวลาต่าง ๆ 
 

 
 

รูปท่ี 4.13 ผลการนบัจ านวนเซลลท่ี์ความเขม้ขน้และเวลาต่าง ๆ โดยความเขม้ขน้ของวสัดุพอลิเมอร์ 
MCL-PHA ไม่มีผลต่อการยบัย ั้งการเพิ่มจ านวนเซลล ์ในขณะท่ีเซลลมี์การเพิ่มจ านวนตามเวลาท่ี

เพิ่มข้ึนตามล าดบั (n=3,ns=Not Significant, *** = p < 0.001) 
 

วสัดุพอลิเมอร์ MCL-PHA น ามาศึกษาผลกระทบต่อการเพิ่มจ านวนของเซลล์
โดยใชค้วามเขม้ขน้สูง กลาง และต ่า (1, 10, 100 มก/มล) ท่ีอา้งอิงมาจากการทดสอบความเป็นพิษ
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ของวสัดุพอลิเมอร์ MCL-PHA  ต่อเซลล์ โดยท าการทดสอบท่ีเวลา 24, 48 และ 72 ชัว่โมง เม่ือท า
นับจ านวนเซลล์และน ามาวิเคราะห์ด้วย Two-Way ANOVA พบว่าตวัแปรตน้ในส่วนของความ
เข้มข้นของ MCL-PHA ไม่มีความแตกต่างของจ านวนเซลล์เ ม่ือเทียบกับกลุ่มควบคุม (Not 
Significant ) สรุปได้ว่าความเข้มข้นของ MCL-PHA ไม่มีผลต่อจ านวนของเซลล์ท่ีเพิ่มข้ึน เม่ือ
พิจารณาตวัแปรเวลาพบว่ามีผลต่อการเพิ่มจ านวนของเซลล์เน่ืองจากมีค่า F จากการค านวณของ
โปรแกรมท่ีมากกวา่ค่า F-Critical ซ่ึงสามารถบอกไดว้า่มีจ  านวนเซลลอ์ยา่งนอ้ย 2 กลุ่มในอยา่งนอ้ย 
2 ช่วงเวลาท่ีแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีเลขนยัส าคญันอ้ยกวา่ 0.001 ซ่ึงสามารถบอกได้
วา่เซลลมี์การเพิ่มจ านวนข้ึนเม่ือระยะเวลาเปล่ียนไปท าใหส้ามารถสรุปไดว้า่ MCL-PHA ไม่มีผลต่อ
การเพิ่มจ านวนของเซลล ์รูปท่ี 4.12 และ 4.13 

 

4.4 ผลกำรทดสอบแรงดึงของวสัดุทีร้่อยกบัเส้นเอน็มนุษย์ 
 

ผลการทดสอบคุณสมบติัเชิงกลของโครงร่างเส้นเอ็นแสดงค่ามอดุลสัของยงั เปอร์เซ็น
การยดืตวัและความเคน้สูงสุดของวสัดุในทุกสภาวะการทดสอบโดยแสดงเป็นค่าเฉล่ียของการ
ทดสอบ 3 ตวัอยา่งในแต่ละการทดสอบแสดงดงัตารางท่ี 4.3 

 
ตารางท่ี 4.3 ผลการทดสอบคุณสมบติัเชิงกลของแต่ละสภาวะการทดสอบโครงร่าง MCL-PHA 

รูปแบบการทดสอบ 

โครงร่างเส้นเอ็น 

คุณสมบติัเชิงกล 

มอดุลสัของยงั
(MPa) 

เปอร์เซ็นต์
การยดืตวั (%) 

ความเคน้
สูงสุด (MPa) 

ส่ีเหล่ียมแบนทรงตนั (R0) 36.46±5.36 176.80±14.05 30.04±0.61 

ส่ีเหล่ียมแบนร้อยเส้นเอน็ (R2) 36.66±5.98 154.91±36.50 47.26±1.83 

ทรงกระบอกทรงตนั (S0) 29.05±4.08 215.02±16.64 40.50±1.73 

ทรงกระบอกร้อยเส้นเอ็น (2 รู) (S2) 27.46±2.68 132.27±16.18 47.10±0.24 

ทรงกระบอกร้อยเส้นเอ็น (3 รู) (S3) 64.91±4.02 153.00±13.11 55.83±3.16 

เส้นเอ็นฝ่าเทา้ 198.74 50.74 20.69 



 49 

 
 

รูปท่ี 4.14 ความสัมพนัธ์ระหวา่งค่าความเคน้และเปอร์เซ็นตก์ารยดืตวัของโครงร่างเส้นเอน็ 
ทุกสภาวะการทดสอบ 

 
การทดสอบคุณสมบติัเชิงกลของโครงร่างเส้นเอ็นแต่ละสภาวะการทดสอบบ่งบอกถึง

ลกัษณะของแรงท่ีแตกต่างกนัโดยตารางท่ี 4.3 และรูปท่ี 4.14 แสดงใหเ้ห็นวา่ MCL-PHA ท่ีมีรูปทรง
ส่ีเหล่ียมแบนตนัมีค่าความเคน้สูงสุดนอ้ยท่ีสุดตามดว้ยทรงกระบอกตนัและจะสังเกตไดว้า่เม่ือร้อย
เส้นเอ็นเขา้ไปในโครงร่างความเคน้สูงสุดจะเพิ่มข้ึนแต่เปอร์เซ็นในการยืดตวันอ้ยลง ในโครงเส้น
เอ็นทรงกระบอกท่ีมีรู 3 รูไดค้่าความเคน้สูงสุดท่ีมากท่ีสุดท่ี 55.83±10.16 MPa อีกทั้งค่ายงัมอดุลสั
ยงัสูงท่ีสุดท่ี 64.91±4.02 MPa โดยคาดวา่อาจจะเป็นเพราะเส้นเอน็และโครงร่างช่วยเสริมซ่ึงกนัและ
กนัเม่ือร้อยใหเ้ส้นเอน็สัมผสักบัผวิช้ินงานมากท่ีสุด 

 

4.5 ผลกำรทดสอบกำรยดึเกำะของเซลล์ 
 

ภาพถ่ายเซลล์ไฟโบรบลาสต์ท่ี เ ล้ียงร่วมกับโครงร่างเส้นเอ็นผ่านกล้อง Inverted 
Microscope ท่ีก าลงัขยาย 4 เท่า โดยรูปท่ี 4.15 จะเป็นรูปเซลล์วนัแรกท่ีเล้ียงร่วมกบัวสัดุ และรูปท่ี 
4.16 จะเป็นภาพวนัท่ี 7 ท่ีเล้ียงเซลลร่์วมกบัวสัดุ  
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รูปท่ี 4.15 เซลลไ์ฟโบรบลาสตว์นัท่ี 1 ท่ีเล้ียงร่วมกบัวสัดุ (สีด า) 
 

 
 

รูปท่ี 4.16 เซลลไ์ฟโบรบลาสตว์นัท่ี 7 ท่ีเล้ียงร่วมกบัวสัดุ 
 

เม่ือเล้ียงเซลล์ครบ 7 วนัจึงน าโครงร่างเส้นเอ็นท่ีผ่านการ fixation ไปยอ้มสีเพื่อส่องผ่าน
กล้อง  Inverted Confocal Laser Scanning Microscope โดยใช้ สี ย ้อม คือ  DAPI และ  TO-PRO3 
ส าหรับการดูผา่นกลอ้งดงักล่าวจะท าการเปรียบเทียบเซลลท่ี์ไม่ไดเ้ล้ียงร่วมกบัโครงร่างเส้นเอ็นและ
วสัดุท่ีไม่ผา่นการเล้ียงเซลลด์ว้ย 
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รูปท่ี 4.17 เซลลท่ี์ไม่ไดเ้ล้ียงร่วมกบัวสัดุยอ้ม DAPI ผา่น Confocal Microscope 
 

 
 

รูปท่ี 4.18 ผวิวสัดุ MCL-PHA ท่ีเล้ียงร่วมกบัเซลลย์อ้ม DAPI ผา่น Confocal Microscope 
 

 
 

รูปท่ี 4.19 วสัดุ MCL-PHAท่ีไม่ไดเ้ล้ียงร่วมกบัเซลล ์Confocal Microscope 
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รูปท่ี 4.20 รูป 3 มิติของวสัดุ MCL-PHA ท่ีเล้ียงร่วมกบัเซลลย์อ้มดว้ย DAPI ภายใตก้ลอ้ง  
Inverted Confocal Laser Scanning Microscope 

 
จากรูป 4.17 ถึง 4.20 เป็นภาพของวสัดุท่ีใชเ้ล้ียงเซลล ์วสัดุท่ีไม่ไดใ้ชเ้ล้ียงเซลลแ์ละไฟโบ

รบลาสต์เซลล์ท่ียอ้มด้วย DAPI ซ่ึงจะยอ้มติดนิวเคลียสของเซลล์จากรูป โครงเล้ียงเซลล์ท่ีเล้ียง
ร่วมกบัเส้นเอ็นจะเห็นว่ามีจุดสีน ้ าเงินเขม้ปริมาณมากเม่ือเทียบกบัวสัดุเปล่าท่ีไม่มีเซลล์ และเม่ือ
สังเกตรูป 3 มิติของผวิวสัดุจะเห็นวา่มีจุดสีน ้าเงินเขม้อยูบ่นผวิของวสัดุซ่ึงคาดวา่จะเป็นเซลล์ไฟโบ
รบลาสตท่ี์เพาะเล้ียงร่วมกนั 

 

 
 

รูปท่ี 4.21 เซลลท่ี์ไม่ไดเ้ล้ียงร่วมกบัวสัดุยอ้ม TO-PRO3 ผา่น Confocal Microscope 
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รูปท่ี 4.22 ผวิวสัดุ MCL-PHA ท่ีเล้ียงร่วมกบัเซลลย์อ้ม TO-PRO3 ผา่น Confocal Microscope 
 

 
 

รูปท่ี 4.23 วสัดุ MCL-PHAท่ีไม่ไดเ้ล้ียงร่วมกบัเซลลย์อ้มสี TO-PRO3 ผา่น Confocal Microscope 
 

 
 

รูปท่ี 4.24 รูป 3 มิติของวสัดุ MCL-PHA ท่ีเล้ียงร่วมกบัเซลลย์อ้มดว้ย TO-PRO3 ภายใตก้ลอ้ง 
Inverted Confocal Laser Scanning Microscope 
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รูปท่ี 4.25 รูป 3 มิติของวสัดุ MCL-PHA ท่ีไม่มีเซลลภ์ายใตก้ลอ้ง  
Inverted Confocal Laser Scanning Microscope 

 
จากผลการย้อมด้วย  DAPI และส่องผ่านกล้อง  Inverted Confocal Laser Scanning 

Microscope จะสังเกตเห็นว่าผิวของวสัดุนั้นสามารถแรงแสงสีนน ้ าเงินไดจึ้งอาจท าให้ยากต่อการ
แยกเซลล์ท่ีอยูบ่นวสัดุจึงมีการยอ้มดว้ยสี TO-PRO3 ซ่ึงจะเป็นสีแดงท่ียอ้มติดนิวเคลียสของเซลล์ 
โดยภาพท่ี 4.21 ถึง 4.23 เป็นภาพของเซลล์ไฟโบรบลาสต์ท่ีไม่ได้เล้ียงร่วมกบัโครงร่างเส้นเอ็น 
โครงร่างเส้นเอ็นท่ีเล้ียงร่วมกบัเซลล์และโครงร่างเส้นเอ็นท่ีไม่ไดเ้ล้ียงร่วมกบัเซลลท่ี์ยอ้มดว้ย TO-
PRO3 จะเห็นวา่รูปโครงร่างเส้นเอ็นท่ีเล้ียงร่วมกบัเซลล์มีสีแดงติดอยูเ่ช่นเดียวกบัเซลล์ปกติ แต่ใน
โครงร่างเส้นเอน็ท่ีไม่มีเซลลก์็มีสีแดงติดดว้ยเช่นกนั อาจเกิดมาจากการเรืองแสงสีแดงของวสัดุหรือ
สียอ้มท าปฏิกิริยากบัสารบางชนิด อย่างไรก็ตามเม่ือสังเกตรูปท่ี 4.24 และ 4.25 ซ่ึงเปรียบเทียบ
ระหวา่งรูป 3มิติของโครงร่างเส้นเอ็นท่ีเล้ียงร่วมกบัเซลล์ไฟโบรบาสตแ์ละโครงร่างเส้นเอ็นท่ีไม่มี
เซลลจ์ะเห็นวา่โครงร่างเส้นเอน็ท่ีไม่มีเซลลท่ี์ไม่มีเซลลมี์สีแดงติดนอ้ยกวา่ จากการทดสอบดงักล่าว
อาจจะตอ้งมีการทดสอบยนืยนัวา่มีเซลลย์ดึเกาะอยูบ่นผวิวสัดุจริงหรือไม่ 

 

4.6 ผลกำรวดักำรสร้ำงคอลลำเจนของเซลล์บนโครงร่ำง MCL-PHA 
 

การตรวจสอบปริมาณของคอลลาเจนชนิดท่ี 1 ของเซลล์ไฟโบรบราสต์ซ่ึงเป็น
องคป์ระกอบหลกัของการฟ้ืนฟูเส้นเอ็น ไดมี้การเปรียบเทียบระหวา่งการวดัเซลล์ไฟโบรบลาสตท่ี์
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สกดัจากพื้นผิวของโครงร่างเส้นเอ็น MCL-PHA กบัเซลล์ไฟโบรบลาสตถู์กเล้ียงในจานเพาะเซลล์
ตามปกติ 
 

 
 
รูปท่ี 4.26 ปริมาณคอลลาเจนชนิดท่ี 1 ท่ีสกดัจากเซลลไ์ฟโบรบลาสตเ์ปรียบเทียบระหวา่งคอลลา
เจนท่ีสกดัจากพื้นผิวของโครงร่าง MCL-PHA กบัคอลลาเจนท่ีไดจ้ากเซลลท่ี์ไม่ไดเ้ล้ียงร่วมกบั 

MCL-PHA (n=3,p<0.05,*=significant). 
 

รูปท่ี 4.26 แสดงให้เห็นความแตกต่างของปริมาณคอลลาเจนท่ีสกดัไดจ้ากทั้ง 2 สภาวะ 
โดยอตัราปริมาณคอลลาเจน 1 ไมโครกรัมต่อโปรตีน 1 มิลลิกรัม เซลล์ไฟโปรบลาสต์ท่ีสกดัจาก
พื้นผิวโครงร่างเส้นเอ็น MCL-PHA มีปริมาณท่ีสูงกวา่เซลลไ์ฟโบรบลาสตท่ี์ถูกเล้ียงในสภาวะปกติ
อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p < 0.05) ผลท่ีไดบ้่งบอกวา่โครงร่างเส้นเอ็นท่ีข้ึนรูปดว้ย MCL-PHA ไม่
มีผลต่อการยบัย ั้งการสร้างคอลลาเจนชนิดท่ี 1 อีกทั้งยงัมีอตัราการสร้างคอลลาเจนท่ีสูงกว่าการ
สร้างคอลเจนของเซลลใ์นสภาวะปกติซ่ึง อาจเกิดข้ึนเพราะพื้นผิวของวสัดุท่ีไม่ใช่โปรตีนท าให้การ
เคล่ือนท่ีของเซลล์มีอตัราท่ีต่างจากการเล้ียงเซลลบ์นจานเพาะเซลลท่ี์มีการเคลือบโปรตีนบนพื้นผวิ
ซ่ึงท าเซลล์มีการเคล่ือนท่ีไดดี้กวา่ MCL-PHA คอลลาเจนท่ีถูกสร้างข้ึนบน MCL-PHA อาจเกิดข้ึน
จากการท่ีเซลล์พยายามเคล่ือนท่ีบนพื้นผิวของ MCL-PHA ท าให้สร้างคอลลาเจนข้ึนในปริมาณท่ี
มากกว่า(Salvatore et al., 2020) การท่ีคอลเจนชนิดท่ี 1 ถูกสร้างข้ึนในปริมาณมากจะช่วยส่งเสริม
การฟ้ืนฟูเน้ือเยือ่เส้นเอน็ใหก้ลบัมาสมบูรณ์ไดเ้ร็วยิง่ข้ึน 
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4.7 กำรแยกส่วน MCL-PHA 
 

คุณสมบติัเชิงกลของ MCL-PHA ท่ีข้ึนรูปเป็นโครงร่างเส้นเอ็นเป็นส่ิงท่ีส าคญัต่อการ
น าไปคอมโพสิตกบัเส้นเอ็นเพื่อใชง้านไดจ้ริง ซ่ึงจะตอ้งมีคุณสมบติัเชิงกลใกลเ้คียงกบัเส้นเอ็นมือ
ความเครียดท่ีไม่เป็นเชิงเส้นเช่นเดียวกบัเส้นเอ็นแต่การควบคุมให้คุณสมบติัเชิงกลเขา้ใกล้กับ
คุณสมบติัท่ีตอ้งการตั้งแต่ขั้นตอนการผลิตนั้นเป็นเร่ืองท่ียาก MCL-PHA ท่ีผลิตและข้ึนรูปอาจจะมี
คุณสมบติัท่ีไม่สอดคลอ้งกบัเส้นเอ็นมือตอ้งการจะคอมโพสิต จึงตอ้งมีการปรับปรุงคุณสมบติัของ 
MCL-PHA ให้มีความหลากหลายเพื่อตวัเลือกในการน าไปใชง้านในกรณีท่ีเกิดปัญหาดงักล่าว โดย
การปรับปรุงคุณสมบติั MCL-PHA ท่ีใช้ในงานวิจยัน้ีคือการแยกส่วน MCL-PHA ดงัวิธีท่ีไดก้ล่าว
ในบทท่ี 3 ของงานวจิยัน้ี โดยไดผ้ลการแยกส่วน MCL-PHA ดงัตารางท่ี 4.4 

 
ตารางท่ี 4.4 สัดส่วนของ MCL-PHA ท่ีไดจ้ากแยกส่วนท่ีความเขม้ขน้เมทานอลท่ีแตกต่างกนั 

Fraction  
MCL-PHA 

ความเขม้ขน้ของเมทานอล 
(%) 

น ้าหนกั  
MCL-PHA (g) 

ปริมาณ  
MCL-PHA (%) 

A- original - 2.5 g 100 
A1 47.5 0.084 3.36 
A2 50.0 0.96 38.40 
A3 55 0.86 34.4 
A4 62.5 0.596 23.84 

 
ตารางท่ี 4.4 แสดงปริมาณของ MCL-PHA ท่ีไดจ้ากการแยกส่วน MCL-PHA 2.5 g โดยมี

ตะกอนท่ีถูกแยกออกมาจากการเปล่ียนระดบัความเขม้ขน้ของเมทานอลท่ีใช้รองรับสารละลาย  
MCL-PHA ท่ีละลายในคลอโรฟอร์มได ้MCL-PHA จากการแยกส่วน 4 ส่วนตั้งช่ือเป็นรหสั A1 ถึง 
A4 โดยปริมาณ MCL-PHA ท่ีแยกออกมาไดม้ากท่ีสุดคือความเขม้ขน้เมทานอล 50% ตามดว้ย 55% 
62.5% และ 47% ตามล าดบั MCL-PHA ท่ีแยกออกมาจะได้รับการตรวจสอบเพื่อวิเคราะห์ความ
แตกต่างของคุณสมบติัต่าง ๆ ตามล าดบั 
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ตารางท่ี 4.5 ผลคุณสมบติัเชิงกลจากการทดสอบแรงดึงของฟิลม์ MCL-PHA ท่ีแยกส่วนเทียบกบั 
MCL-PHA ดั้งเดิมท่ีสังเคราะห์ได ้

 

ฟิลม์ MCL-PHA 

คุณสมบติัเชิงกล 

มอดุลสัของยงั

(MPa) 

เปอร์เซ็นตก์ารยดืตวั 

(%) 

ความเคน้สูงสุด 

(MPa) 

A-original 20.07±3.64 217.85±28.82 6.05±1.33 

A2 21.01± 1.91 391.79±80.04 28.83±5.45 

A3 26.35± 2.56 132.27±16.18 13.53±10.20 

 

 
 

รูปท่ี 4.27 ความสัมพนัธ์ระหวา่งค่าความเคน้และเปอร์เซ็นตก์ารยดืตวัของ MCL-PHA  
ท่ีท  าการแยกส่วน 

 
ตารางท่ี 4.5 แสดงใหเ้ห็นถึงคุณสมบติัเชิงกลของ MCL-PHA ท่ีสังเคราะห์ได ้(A-original) 

กบั MCL-PHA ท่ีท  าการแยกส่วนซ่ึงทดสอบไดแ้ค่ A2 และ A3 เน่ืองจากปริมาณของ MCL-PHA ท่ี
แยกส่วนได้ไม่เพียงพอต่อการทดสอบแรงดึง เม่ือพิจารณาค่าท่ีได้จากการทดสอบบ่งบอกว่า
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คุณสมบติัเชิงกลของแต่ละส่วนท่ีถูกแยกกบั MCL-PHA ดั้งเดิมมีความแตกต่างกนั โดยค่าความเคน้
สูงสุดของฟิล์ม MCL-PHA A2 มีค่าสูงท่ีสุด อีกทั้งยงัมีเปอร์เซ็นต์ยืดตวัท่ีมากกว่า โดยส่วนของ 
MCL-PHA มีลกัษณะของความสัมพนัธ์ของความเคน้และความเครียดท่ีไม่เป็นเชิงเส้นเหมือนกนั
กบั MCL-PHA ดั้งเดิมสังเกตไดจ้ากรูปท่ี 4.27 
 

 
 



 
 

บทที ่5 
 

สรุปผลงำนวจิัย 
 

5.1 สรุปและอภิปรำยผลงำนวจิัย 
 

การผลิต MCL-PHA ส าหรับการข้ึนรูปโดยท าการสังเคราะห์เช้ืออแบคทีเรียในถงัหมกั
ชีวภาพขนาด 300 ลิตรโดยการผลิตไดมี้การเปรียบเทียบผลการผลิตกบัการสังเคราะห์กบัถงัหมกัใน
ห้องปฏิบติัการขนาด 5 ลิตร ซ่ึงใชก้รรมวิธีการผลิตรูปแบบเดียวกนัแตกต่างกนัแค่แหล่งคาร์บอนท่ี
ใชใ้นระดบั 5 ลิตรจะใช้กลีเซอรอลผสมกบัโซเดียมออกทาโนเอตแต่การผลิตในระดบั 300 ลิตรจะ
ใชแ้ค่กลีเซอรอลเพพียงอยา่งเดียว จากผลการติดตามเก็บตวัอยา่งในระหวา่งการสังเคราะห์ซ่ึงไดมี้
การน ามาตรวจสอบความหนาแน่นของเช้ือแบคทีเรียในถงัหมกัรวมทั้งวดัค่าความหนาแน่นของ
แสงของแสงเพื่อคาดการณ์การผลิต MCL-PHA จากผลการทดลองแสดงให้ถึงการเพิ่มข้ึนของ
พารามิเตอร์ดงักล่าวซ่ึงบ่งบอกว่าแบคทีเรียสามารถแบ่งจ านวนเพื่อผลิต MCL-PHA ไดม้ากยิ่งข้ึน
กราฟความสัมพนัธ์ของเวลาในการสังเคราะห์กบัความหนาแน่นของเซลล์ และอตัราส่วนคาร์บอน
ต่อไนโตรเจนซ่ึงเป็นรูปแบบการสังเคราะห์แบบก่ึงกะ (Tanadchangsaeng & Yu, 2012) แสดงเฟสท่ี
แบคทีเรียเติมโตแบบปกติ เม่ือเปรียบเทียบผลการผลิตพบวา่ MCL-PHA ท่ีสกดัจากถงัหมกัชีวภาพ 
300 ลิตรมีปริมาณใกล้เคียงกบัถงัหมกัในห้องปฏิบติัการโดยมีสัดส่วนของ MCL-PHA น้อยกว่า
เล็กน้อยแต่เม่ือเทียบปริมาณท่ีไดจ้ากการผลิตทั้งหมด การสังเคราะห์ในระดบัโรงงานตน้แบบให้
ผลผลิตท่ีมากเพียงพอต่อการน าไปใชใ้นการข้ึนรูปโครงร่างเส้นเอ็น 

 
การตรวจสอบคุณสมบติัเชิงความร้อนของ MCL-PHA ท่ีสกัดได้พบว่ามีอุณหภูมิการ

เปล่ียนสถานะแกว้อยูท่ี่ -49 องศาเซลเซียสซ่ึงจะแขง็และเปราะในอุณหภูมิท่ีต ่ามาก อุณหภูมิในการ
หลอมอยูใ่นช่วง 50 ถึง 55 องศาเซลเซียสซ่ึงเป็นอุณหภูมิการหลอมท่ีค่อนขา้งต ่าเม่ือเปรียบเทียบกบั
พลาสติกทัว่ไปซ่ึงอาจจะท าใหง่้ายต่อการข้ึนรูปดว้ยการหลอมเหลวทั้งแบบหล่อและการพิมพ ์3มิติ
เพื่อตรวจสอบให้แน่ใจถึงช่วงอุณหภูมิท่ีใชง้านไดโ้ดยวสัดุไม่เกิดการสลายตวัทางความร้อน จึงได้
ท าการตรวจวดัความเสถียรทางความร้อนซ่ึงอุณหภูมิท่ีท าให้น ้าหนกัของพอลิเมอร์ MCL-PHA เร่ิม
ลดลงคือ 263 องศาเซลเซียสซ่ึงเป็นช่วงอุณหภูมิท่ีสูงกว่าช่วงการใช้งานซ่ึงอยู่ในช่วง 130 ถึง 140 
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องศาเซลเซียสส าหรับการพิมพชี์วภาพ 3 มิติ (Panaksri & Tanadchangsaeng, 2021) เน่ืองดว้ย MCL-
PHA มีคุณสมบติัเป็นอีลาสโตอเมอร์จึงมีค่าความเป็นผลึกท่ีต ่า จากการทดสอบ XRD มีค่าความเป็น
ผ ลึ ก เพี ย ง  15.5% ช นิดของ  MCL-PHA ท่ี ผ ลิ ต ได้ จ า กก า รน า ไปตรวจสอบ  NMR คื อ 
 (P(3HHx-co-3HO-co-3HD)) ประกอบไปดว้ยมอนอเมอร์ท่ีมีความยาวสายโซ่ระดบักลาง 3 ชนิด 
3HHx, 3HO,และ 3HD โดย 3HD เป็นชนิดท่ียาวท่ีสุดและเป็นองคป์ระกอบหลกัของ MCL-PHA ท่ี
ผลิตได ้การตรวจสอบความเขา้กนัไดก้บัเซลล์ของ MCL-PHA ท่ีถูกผลิตข้ึน เพื่อยืนยนัวา่วสัดุชนิด
น้ีสามารถน าไปสร้างเป็นโครงร่างเส้นเอ็นไม่มีอนัตรายต่อเซลล ์ซ่ึงผลการทดสอบแสดงให้เห็นวา่ 
MCL-PHA ไม่ส่งผลต่อการอยูร่อดและเพิ่มจ านวนของเซลล์ MSCs อีกทั้งเซลล์ยงัสามารถยึดเกาะ
บนพื้นผวิผวิของ MCL-PHA ฟิลม์ท่ีใชใ้นการทดสอบได ้

 
การข้ึนรูปโครงร่างเส้นเอน็ใชว้ธีิการหล่อดว้ยสารระเหยโดยเม่ือน าโครงร่างเส้นเอ็นท่ีข้ึน

รูปมาทดสอบคุณสมบติัเชิงกลในโหมดของการทดสอบแรงดึง ลกัษณะค่าคุณสมบติัเชิงกลของแต่
ละสภาวะมีการเกาะกลุ่มดงัน้ี กลุ่มของโครงร่างเส้นเอ็นทรงตนัทั้งทรงกลมและทรงกระบอกมีค่า
ความเคน้สูงสุดท่ีสัมพนัธ์กนัคือน้อยกว่าโครงร่างท่ีถูกร้อยด้วยเส้นเอ็นมนุษยอ์ยู่ท่ี 30.04 ± 0.61 
และ 40.50 ± 1.73 ตามล าดับ โครงร่างเส้นเอ็นทรงส่ีเหล่ียมแบนท่ีร้อยเส้นเอ็นมีค่าความเค้น
ใกล้เคียงกับโครงร่างเส้นเอ็นแบบทรงกระบอก 2 รู เท่ากับ 47.26±1.83 และ 47.10±0.24 MPa 
ตามล าดบั และเม่ือพิจารณาในแง่ของเปอร์เซ็นต์การยืดตวัพบว่ามีค่าท่ีน้อยลง ซ่ึงอาจเกิดจากการ
ขาดบริเวณรูร้อยเส้นเอ็นซ่ึงมีพื้นท่ีหนา้ตดัท่ีไม่สม ่าเสมอ อยา่งไรก็ตามการร้อยเส้นเอ็นคอมโพสิต
เขา้กบัโครงร่างเส้นเอ็นสามารถยืนยงัไดว้่าท าให้ความเคน้เพิ่มข้ึนซ่ึงเม่ือทดสอบการร้อยเส้นเอ็น
แบบ 3 รู ท าให้ค่ายงัมอดุลสัเพิ่มข้ึนอีกทั้งค่าความเคน้สูงสุดมีค่ามากข้ึนเป็น 55.83±10.16 MPa ทั้ง
ท่ีจ  านวนของรูเพิ่มข้ึน ซ่ึงคาดวา่การเพิ่มจุดร้อยเส้นเอ็นส่งผลต่อการกระจายของแรงไปยงับริเวณ
อ่ืนไดม้ากข้ึนซ่ึงท าใหโ้ครงร่างเส้นเอ็นมีค่าความเคน้สูงสุดเพิ่มข้ึน การทดสอบแรงดึงของโครงร่าง
เส้นเอ็นท่ีร้อยเส้นเอ็นมีค่าใกลเ้คียงกบัเส้นเอ็นมือมนุษยป์กติทั้ง 3 รูปแบบท่ีความเคน้สูงสุด 50 ถึง 
100 MPa อีกทั้งจากกราฟความสัมพนัธ์ของความเคน้และเปอร์เซ็นต์การยืดตวัมีลกัษณะแบบไม่
เป็นเชิงเส้นหรือไฮเปอร์อิลาสติกเช่นเดียวกบัเส้นเอ็น (Robi et al., 2013)โดยถา้จะพิจารณาในเชิง
ของรูปทรงการทดสอบโครงร่างเส้นเอ็นทรงกระบอกจะมีแนวโนม้ท่ีดีกวา่เน่ืองจากใชป้ริมาณสาร
ในการข้ึนรูปท่ีนอ้ยกวา่ การทดสอบดงักล่าวยงัแสดงให้เห็นวา่เส้นเอ็นท่ีร้อยเขา้กบัโครงร่าง MCL-
PHA ท่ีผลิตข้ึนมีการแบ่งภาระของแรงร่วมกนั ซ่ึงสังเกตุไดจ้ากความเคน้สูงสุดหรือความแข็งแรง
ของเส้นเอน็ท่ีน ามาร้อยมีค่านอ้ยกวา่เส้นเอ็นมือปกติและโครงร่างเส้นเอ็นแต่เม่ือคอมโพสิตร่วมกนั
กลับให้ค่าความแข็งแรงท่ีเพิ่มมากข้ึน อย่างไรก็ตามคุณสมบัติเชิงกลของเส้นเอ็นมนุษย์อาจ
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เปล่ียนแปลงไปไดเ้น่ืองจากเส้นเอ็นมีคุณสมบติัยืดหยุ่นหนืดซ่ึงเป็นผลมาจากปฏิกิริยาของคอลจา
เจนและโปรตีโอไกเคนภายในร่างกาย (Wang, Guo, & Li, 2012) ซ่ึงอาจจะตอ้งตรวจสอบต่อไป 

 
การยึดเกาะของเซลล์ไฟโบรบลาสตบ์นโครงร่างเส้นเอ็นไดท้  าการตรวจสอบโดยส่งผา่น

กลอ้ง Inverted Confocal Laser Scanning Microscope โดยยอ้ม DAPI เทียบลกัษณะของเซลล์ปกติ
กบัเซลล์บนผิววสัดุ และวสัดุท่ีไม่มีเซลล์เกาะ ผลการยอ้มแสดงให้เห็นจุดสีน ้ าเงินเขม้บนผิววสัดุท่ี
เล้ียงร่วมกบัเซลลเ์ช่นเดียวกบัเซลลไ์ฟโบรบลาสตท่ี์น ามาเปรียบเทียบซ่ึงคาดวา่จะยอ้มติดนิวเคลียส
ของเซลล์ท่ีถูก fixation บนเส้นเอ็นอย่างไรก็ตามวสัดุท่ีไม่มีเซลล์ติดก็มีแสงสีน ้ าเงินเป็นจุดเล็ก ๆ
ข้ึนบางส่วนจึงคิดวา่วสัดุจะเรืองแสงเม่ือดูผา่นกลอ้งส่งผลใหไ้ม่สามารถระบุแน่ชดัได ้100% วา่เป็น
เซลล์ท่ีก่อนอยูบ่นผิววสัดุ จึงท าการยอ้มดว้ยสียอ้มท่ียา่นการสแกนไม่ท าให้วสัดุเรืองแสงโดยยอ้ม
ดว้ย TO-PRO3 ซ่ึงเป็นสียอ้มท่ียอ้มติดสีแดงและยอ้มติดท่ีนิวเคลียสของเซลล์  (Bink et al., 2001) 
เช่นเดียวกบั DAPI (Tarnowski, Spinale, & Nicholson, 1991) ผลการยอ่มแสดงจุดสีแดงบนผิววสัดุ 
MCL-PHA ท่ีเล้ียงร่วมกบัเซลลไ์ฟโบรบลาสตแ์ต่สียอ้มยงัยอ้มติดสีแดงในวสัดุท่ีไม่ไดเ้ล้ียงร่วมกบั
เซลล์ซ่ึงคาดว่าจะมีการท าปฏิกิริยากบัสารจ าพวกโปรตีนบนผิววสัดุซ่ึงอาจมาจากการสัมผสัใน
ขั้นตอนการยอ้ม อยา่งรก็ตามการเปรียบเทียบในเชิงของรูป 3 มิติจะสังเกตุเห็นสีแดงบนวสัดุท่ีไม่ได้
เล้ียงร่วมกบัเซลลเ์พียงเล็กนอ้ยเท่านั้น 

 
ในแง่ของการตรวจสอบปริมาณคอลลาเจนบนพื้นผิวของโครงร่างเส้นเอ็น MCL-PHA 

พบว่าปริมาณของคอลเจนชนิดท่ี 1 ท่ีสกดัไดมี้ค่าสูงเป็น 2 เท่าของปริมาณคอลเจนท่ีถูกสร้างข้ึน
จากเซลล์ไฟโบรบลาสต์ปกติซ่ึงแสดงให้เห็นว่าโครงร่างท่ีข้ึนรูปจาก MCL-PHA ไม่มีผลต่อการ
ยบัย ั้งการสร้างคอลลาเจนชนิดท่ี 1 อีกทั้งยงักระตุน้การสร้างคอลลาเจนชนิดท่ี 1 อีกดว้ย ซ่ึงอาจเป็น
กระตุน้เชิงกายภาพท่ีเกิดข้ึนจากการพยายามเคล่ือนท่ีบนพื้นผิวท่ีไม่ใช้โปรตีนของเซลล์ไฟโบรบ
ลาสต์ ส่งผลให้เซลล์สร้างคอลลาเจนออกมาในปริมาณท่ีสูงกว่าสภาวะโดยทัว่ไปของเซลล์ การ
สร้างคอลลาเจนท่ีเพิ่มข้ึนเป็นส่วนส าคญัต่อการฟ้ืนฟูและสร้างเน้ือเยื่อเส้นเอ็นข้ึนมาใหม่การศึกษา
ในคร้ังน้ีแสดงแนวทางในการฟ้ืนฟูเส้นเอ็นโดยใช้หลกัการทางวิศวกรรมเน้ือเยื่อแทนการปลูกท่ี
เส้นเอ็นจากบริเวณขา้งเคียงของคนไขซ่ึ้งก่อให้เกิดปัญหาบาดเจ็บซ ้ าซ้อน โดยน าวสัดุ MCL-PHA 
ท่ีมีความยืดหยุน่สูง มีความเขา้กนัไดท้างชีวภาพ และมีความสามารถในการยอ่ยสลายในร่างกายมา
ประยกุตใ์ชง้านซ่ึงสามารถส่งเสริมความสามารถในการรับแรงทางกลและส่งเสริมการฟ้ืนฟูเส้นเอ็น
ข้ึนมาใหม่เหมาะส าหรับการน าไปพฒันาต่อยอดในระดบัสัตวท์ดลองและการทดลองในคนไข้
ต่อไป 
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การแยกส่วน MCL-PHA เพื่อศึกษาคุณสมบติัของ MCL-PHA ท่ีแตกต่างออกไปเพื่อเป็น
ตวัเลือกในการน าไปใช้งาน โดยแยกส่วนพอลิเมอร์ 2.5 กรัมไดผ้ลจากการแยกส่วน MCL-PHA 4 
ส่วนซ่ึงเป็นมาจากความเขม้ขน้ของเมทานอลท่ีใช้ในการเปล่ียนความสามารถในการละลายของ 
MCL-PHA แต่ละส่วนให้ลดลงและค่อยๆ ตกตะกอนออกมาทีละส่วน (Chen et al., 2009) ปริมาณ
ของ MCL-PHA ท่ีแยกออกมาได้มากท่ีสุดอยู่ท่ีความเข้มข้นของเมทานอล 50% ตามด้วย 55% 
62.5% และ 47.5% ตามล าดับ จากผลการทดลองจะเห็นว่าปริมาณ MCL-PHA ท่ีได้ไม่ได้มี
ความสัมพนัธ์กนัตามความเขม้ขน้ของ MCL-PHA ท่ีเพิ่มข้ึน ผลการทดสอบคุณสมบติัเชิงกลของ 
MCL-PHA ท่ีถูกแยกส่วนเทียบกบั MCL-PHA ดั้งเดิมแสดงให้เห็นวา่คุณสมบติัมีการเปล่ียนแปลง
ไปจากเดิม MCL-PHA ท่ีความเขม้ขน้เมทานอล 50% (A2) มีค่าความเคน้สูงกวา่ MCL-PHA ดั้งเดิม
ท่ีสังเคราะห์ถึง 5 เท่า อีกทั้งความสามารถในการยืดตวัยงัเพิ่มข้ึนถึง 2 แต่มีค่ามอดุลัสของยงัท่ี
ใกล้เคียงกัน ในขณะท่ี MCL-PHA ท่ีแยกได้จากความเข้มข้น 55% (A3) มีค่าความเค้นสูงสุดท่ี
มากกวา่ MCL-PHA ดั้งเดิมแต่มีค่านอ้ยกวา่ MCL-PHA A2 และมีค่าเปอร์เซ็นตก์ารยืดตวัท่ีนอ้ยกวา่
ทั้ง MCL-PHA แบบดั้งเดิมและ MCL-PHA A2 จะสังเกตุเห็นไดว้่าคุณสมบติัท่ีไดมี้ความแตกต่าง
กนัอีกทั้งการเปล่ียนความเขม้ขน้ในการแยกส่วนเพียงเล็กส่งผลต่อคุณสมบติัท่ีแตกต่างกนัและไม่มี
สัมพนัธ์ต่อกนั ซ่ึงบ่งบอกถึงความส าคญัในการแยกส่วน MCL-PHA ท่ีเป็นวสัดุท่ีมีการกระจายของ
คุณสมบัติในช่วงท่ีกว้าง  (Tanadchangsaeng, Tsuge, & Abe, 2010) ซ่ึงกรรมวิธีดังกล่าวท าให้
สามารถระบุถึงคุณสมบติัของ MCL-PHA ในช่วงท่ีแคบลงมาและสามารถน าไปประยุกต์ในงาน
ด้านต่าง ๆ ได้หลากหลายยิ่งข้ึน ยกตวัอย่างเช่น MCL-PHA ท่ีแยกส่วนได้มีค่าความเคน้สูงสุดท่ี
มากกวา่ MCL-PHA ท่ีใชท้  าโครงร่างเส้นเอ็นหลายเท่าในกรณีท่ีคววามแขง็แรงของวสัดุไม่เพียงพอ
ยงัสามารถใชว้สัดุดงักล่าวเป็นตวัเลือกไดห้รืออาจประยุกตใ์ชก้บัเส้นเอ็นในต าแหน่งอ่ืนท่ีตอ้งการ
ความแขง็แรงเพิ่มข้ึนต่อไปได ้
 

5.2 ข้อเสนอแนะ 
 

จากผลการทดลองไดส้รุปวา่โครงร่างเส้นท่ีคอมโพพสิตกบัเส้นเอ็นมนุษยส์ามารถให้ค่า
ความแขง็แรงหรือความเคน้สูงท่ีใกลเ้คียงเส้นเอ็นมนุษยม์ากท่ีสุด อยา่งไรก็ตามเส้นเอน็มีคุณสมบติั
การยืดหยุ่นหนืดซ่ึงมีปัจจยัเก่ียวกบัเหลวในร่างกายเขา้มาเก่ียวขอ้งซ่ึงอาจจะตอ้งท าการทดสอบ
คุณสมบติัเชิงกลในแง่ของการร้อยเส้นเอ็นและเล้ียงร่วมกบัเซลล์เพื่อให้เซลล์สร้างคอลาเจนและ
สารท่ีเก่ียวขอ้งออกมาซ่ึงอาจส่งผลต่อคุณสมบติัเชิงกลของวสัดุและอาจมีค่าแตกต่างไปจากเดิมได ้
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การทดสอบเพิม่เติมเกีย่วกบัการแยกส่วน MCL-PHA 
 
 วิทยานิพนธ์น้ีไดก้ล่าวถึงการแยกส่วน MCL-PHA ซ่ึงเป็นแนวทางหน่ึงในการปรับปรุง
คุณสมบติัของโครงร่างเส้นเอ็นให้มีคุณสมบติัเชิงกลท่ีเหมาะสมกบัการน าไปใชม้ากท่ีสุด ซ่ึงได้
กล่าวถึงผลการแยกส่วน MCL-PHA ไดเ้ป็น 4 ส่วนท่ีมีปริมาณ MCL-PHA ต่างกนัตามความเขม้ขน้
ของเมทานอลท่ีใชใ้นการแยกส่วน อีกทั้งยงักล่าวถึงความสมัพนัธ์ระหวา่งความเคน้และความเครียด
ของ MCL-PHA ท่ีถูกแยกส่วนในบางตัวอย่างซ่ึงแสดงให้ความแข็งแรงและระยะการยืดตัวท่ี
แตกต่างออกไป ในภาคผนวกน้ีจะแสดงขอ้มูลเพิ่มเติมของคุณสมบติั MCL-PHA ท่ีท าการแยกส่วน
เพื่อเป็นขอ้มูลประกอบการศึกษา 
 
ผลการศึกษาองค์ประกอบและน า้หนักโมเลกลุของ MCL-PHA ที่ท าการแยกส่วน 
 

Fraction of MCL-
PHA 

Mass fraction (wt%) % PHA monomer (mol %)b Molecular weightc 

 3HHx 3HO 3HD Mw (kDa) Mw/Mn 

A-0a 100 3% 34% 63% 79 2.3 
A-1 3 0.7% 24.3% 75% 224 1.8 
A-2 38 0.9% 28% 71.1% 97 1.5 
A-3 35 2.5% 30.5% 67% 62 1.6 
A-4 24 1% 32% 67% 39 1.6 

a As-produced MCL-PHA (2.5 g) or A-original. 
b Determined by 13C NMR. 
c Determined by GPC. 
 
 ตารางขา้งตน้แสดงให้เห็นองคป์ระกอบมอนอเมอร์ของ MCL-PHA ท่ีผลิตไดแ้ละ MCL-
PHA ท่ีถูกแยกส่วนทั้ง 4 ส่วนโดย MCL-PHA ทั้งหมดประกอบดว้ยมอนอเมอร์ 3HHx 3HO และ 
3HD ซ่ึงมีประมาณแตกต่างกนัตามล าดบัของการแยกส่วน น ้ าหนกัโมเลกุลของ MCL-PHA ท่ีแยก
ส่วนมีความแตกต่างกนัโดยส่วนของ MCL-PHA ท่ีถูกแยกออกมาก่อน (A1) จะมีน ้ าหนักโมเลกุล
มากท่ีสุดและส่น MCL-PHA อ่ืน จะมีน ้าหนกัโมเลกลุลดลงตามล าดบั ในขณะท่ีดชันีการกระจายตวั
ของน ้ าหนักโมเลกุลมีค่าลดลง สามารถสังเกตุได้จากกราฟการกระจายของน ้ าหนักโมเลกุลซ่ึง 
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MCL-PHA ท่ีผลิตไดมี้ช่วงของกราฟการกระจายท่ีกวา้งและจะแคบลงตามล าดบัของส่วน MCL-
PHA ท่ีถูกแยกออกมา 
 

 

 
กราฟการกระจายตวัน ้าหนกัโมเลกลุของ MCL-PHA ท่ีผลิตได ้(A-0) เทียบกบั MCL-PHA  

ท่ีแยกส่วน (A1-A4) 
 

ผลการตรวจสอบคุณสมบัติเชิงความร้อนและความเป็นผลกึของ MCL-PHA ทีถู่กแยกส่วน 
 
 คุณสมบติัทางความร้อนของตวัอย่างถูกประเมินร่วมกบัองคป์ระกอบโคมอนอเมอร์ ของ 
MCL-PHA ท่ีแยกส่วน ค่าเอนทรัลปีท่ีลดลงของ MCL-PHA ท่ีแยกส่วนบ่งบอกถึงพลงังานความ
ร้อนท่ีถูกใชใ้นการเปล่ียนสถานะวสัดุท่ีลดลง อตัราส่วนของผลึกภายในโครงสร้างของวสัดุมีผลต่อ
การใช้พลังงานความร้อน อย่างไรก็ตามสัดส่วนผลึกของ MCL-PHA ท่ีแยกส่วนไม่ได้มีความ
แตกต่างกบั MCL-PHA ท่ีผลิต เอนทรัลปีของ MCL-PHA ท่ีผลิตไดอ้าจเกิดข้ึนจากการดูดพลงังาน
ของ MCL-PHA ผสมซ่ึงมีองค์ประกอบของส่วน MCL หลายองคป์ระกอบแตกต่างจากส่วนของ 
MCL-PHA ท่ีถูกแยกออกมา พฤติกรรมการหลอมละลายแบบคู่ถูกพบในการแยกส่วน (A1 และ A2) 
ซ่ึงแตกต่างจาก MCL-PHA ท่ีผลิต, ส่วน MCL-PHA A3 และ A4 อุณหภูมิการหลอมละลายเก่ียวขอ้ง
กบัการเคล่ือนท่ีของผลึกภายในโครงสร้างพอลิเมอร์ การเกิดพีคของการหลอมละลายสองต าแหน่ง
จึงบ่งบอกถึงการเคล่ือนท่ีของผลึกมากกวา่หน่ึงเฟสในโครงสร้าง เฟสของผลึกท่ีกล่าวถึงสมัพนัธ์กบั
องคป์ระกอบของ 3HD ท่ีเพิ่มข้ึนซ่ึงจะกล่าวถึงภายหลงั MCL-PHA ท่ีผลิตไดแ้ละ MCL-PHA ท่ีแยก
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ส่วนมีค่า glass transition temperature (Tg) คงท่ี ซ่ึงบ่งช้ีว่าองคป์ระกอบของ MCL-PHA โคมอนอ
เมอร์ไม่ส่งผลต่อ Tg พฤติกรรมการเกิดผลึกของ MCL-PHA ท่ีผลิต และ MCL-PHA ท่ีแยกส่วนถูก
สังเกตผ่านอุณหภูมิการก่อผลึก (Tc) ถูกตรวจสอบดว้ย cooling scan 10 oC/min ซ่ึงพบพีค การคาย
ความร้อนใน MCL-PHA ท่ีผลิต, A3 และ A4 fraction. A1 และ A2 fraction ไม่พบพีคของการก่อ
ผลึกใน cooling scan 10 oC/min ซ่ึงสัญณิฐานวา่ semi crystalline พอลิเมอร์ ทั้ง 2 ส่วนมีอตัราการก่อ
ผลึกท่ีช้ากว่า MCL-PHA อ่ืน การพิจารณา cold crystallization (Tcc) ถูกตรวจสอบด้วย second 
heating scan ท่ี 10 oC/min Tcc ถูกพบใน MCL-PHA ทุกตัวอย่างแต่เกิดในอุณหภูมิท่ีแตกต่างกัน
fraction A1 และ A2 มี Tcc ท่ีใกลเ้คียงกนัท่ีช่วงอุณหภูมิห้อง ในขณะท่ี fraction A3 และ A4 มี Tcc ท่ี
ใกล้เคียงกับ MCL-PHA ท่ีผลิต พฤติกรรม cold crystallization ของ semi crystalline พอลิเมอร์ 
ทั่วไปเกิดข้ึนท่ีอุณหภูมิสูงแต่ในกรณีของ MCL-PHA เกิดข้ึนท่ีอุณหภูมิห้องหรือต ่ากว่าเพราะ
พฤติกรรมท่ีแตกต่างของ MCL-PHA พอลิเมอร์เกิดข้ึนจากคุณสมบติัอิลาสโตเมอร์ซ่ึงส่งผลให้เป็น
พอลิเมอร์ท่ีมีคุณสมบติัคลา้ยยางท่ีมี Tcc อยูท่ี่อุณหภูมิหอ้งหรือต ่ากวา่  
 

 
 

กราฟความสัมพนัธ์เชิงความร้อนของ MCL-PHA ท่ีผลิตและ MCL-PHA ท่ีแยกส่วน (a) first 
heating scan (b) second heating scan และ (c) cooling scan
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ตารางคุณสมบติัเชิงความร้อนและความเป็นผลึกของ MCL-PHA ท่ีแยกส่วน 

Fraction of 

MCL-PHA 

% PHA monomera Thermal propertiesb Crystallinityc 

3HHx 3HO 3HD T
m 

 
(°C) 

T
g  

(°C) 

Tcc  

(°C) 

Tc 

 (°C) 

 ∆H
m 

 (J/g) 

X
c  

(%) 

A-original 3.0% 34% 63% 52.3 -46.2 13.3 -4.8 25.3 17.3 

A-1 0.7% 24.3% 75% 49.6, 52.5 -46.2 22.3 - 23.5 16.0 

A-2 0.9% 28% 71.1% 48.7, 52.5 -47 24.6 - 22.8 15.6 

A-3 2.5% 30.5% 67% 48.9 -47.7 8 -10.8 20.4 14.0 

A-4 1.0% 32% 67% 46.7 -44.6 5 0.4 22.35 15.3 

 
 

a Determined by 13C NMR. 
 
b Determined by DSC. 
 
c Determined by XRD. 
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ค่าความเป็นผลึกของ MCL-PHA sample มีความใกลเ้คียงกนัจากขอ้มูลท่ีกล่าวไปขา้งตน้.
อยา่งก็ตามคุณสมบติัของวสัดุไม่ข้ึนอยูก่บัสดัส่วนของผลึกเพียงอยา่งเดียว ต าแหน่งหรือจ านวนผลึก
ท่ีเกิดข้ึนในโครงสร้างอาจมีผลต่อคุณสมบติัทางกายภาพของพอลิเมอร์ไดเ้ช่นกนัซ่ึงสังเกตไดจ้าก
พฤติกรรมการหลอมละลายแบบคู่ของ fraction A1 และ A2 การวิเคราะห์รูปแบบของผลึกของ 
MCL-PHA fraction จึงถูกศึกษาเพื่อใช้ยืนยนัความแตกต่างของจ านวนผลึกท่ี เกิดข้ึนภายใน
โครงสร้างของวสัดุ 
 

 
รูปแบบ X-ray diffraction ของ MCL-PHA ท่ีผลิตเทียบกบั MCL-PHA ท่ีถูกแยกส่วน 
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รูปแบบผลึกขององคป์ระกอบ MCL-PHA co monomer ท่ีแตกต่างกนัถูกประเมินจาก X-ray 
diffraction pattern.มุมการเล้ียวเบนท่ีเกิดข้ึนจาก MCL-PHA sample ได้แก่ 19o,21.5o และ 28.5o 

สอดคลอ้งกบั Miller Index ท่ี  (110),(101) และ (002) ตามล าดบั MCL-PHA original มีรูปแบบการ
เล้ียวเบนท่ีต าแหน่ง (110) และ (101) เป็นหลกัในขณะท่ี MCL-PHA fraction มีรูปแบบการเล้ียวเบน
ท่ีแตกต่างกัน fraction A1 และ A2 เกิด peck ของการเล้ียวเบนท่ี (110),(101) และ (002) การ
เล้ียวเบนท่ีต าแหน่งดังกล่าวแสดงให้เห็นว่า X-ray ถูกสะท้อนจากผลึกมากกว่า 1 ต าแหน่งใน
โครงสร้างซ่ึงยนืยนัไดจ้ากความแตกต่างของมุมท่ีถูกสะทอ้น fraction A3 และ A4 ปรากฎ peck การ
เล้ียวเบนท่ี (110) เป็นหลกัในขณะท่ี peck การเล้ียวเบนท่ี (002) ลดลง.จากรูปของต าแหน่งการเล้ียง
เบนของ X-ray แสดงให้เห็นว่าบริเวณองค์ประกอบของผลึกส่วนรวมกันอยู่ท่ี (110) ในขณะท่ี
ต าแหน่ง (101) กลายเป็นอสัณฐาน ขอ้มูลรูปแบบการเล้ียวเบนขา้งตน้แสดงใหเ้ห็นถึงความสัมพนัธ์
ของสัดส่วนของ co monomer composition กับต าแหน่งของผลึกท่ีเกิดข้ึน. 3HD composition ท่ี
เพิ่มข้ึนก่อให้เกิดผลึกใหม่ข้ึนท่ี (002) ในขณะท่ี fraction ท่ีมี 3HD composition ลดลง หรือเกิดการ
กระจายของสัดส่วน monomer ไปยงั 3HHx และ 3HO เพิ่มข้ึนส่งผลให้ peak การเล้ียวเบนของรังสี 
X-ray ท่ีต  าแหน่ง (002) ลดลง สาเหตุการลดลงของ peak การเล้ียวเบนของรังสี X-ray ท่ีเกิดข้ึนท่ี
ต าแหน่ง (002) อาจเกิดจาก long alkyl side-chains ท่ีเพิ่มข้ึนของ fraction A3 และ A4 ซ่ึงสัมพนัธ์กบั
สั ด ส่ วนของ monomer composition MCL-PHA original เกิดจากการผสมกันของ monomer 
composition ทั้ง 4 fraction ซ่ึงรบกวนล าดบัการเกิดพอลิเมอร์ไรเซชัน่น าไปสู่ระดบัความเป็นผลึกท่ี
ลดลง 
 
คุณสมับติเชิงกลของ MCL-PHA ทีถู่กแยกส่วน 
  
 คุณสมบติัเชิงกลของ MCL-PHA ท่ีแยกส่วนไดมี้การน าเสนอในเน้ือหาเล่มวิทยาพนธ์น้ีแลว้
บางส่วน ภาคผนวกน้ีจะเพิ่มขอ้มูลเพิ่มเติมเก่ียวกบัคุณสมบติัเชิงกลซ่ึงในวิทยานิพนธ์ไม่ไดน้ าเสนอ
เก่ียวกับการ MCL-PHA ใน ส่วน A1 และ A4 พร้อมทั้ งอธิบายปรากฎการณ์ท่ีเกิดข้ึนซ่ึงมีความ
เก่ียวขอ้งกบัการขอ้มูลผลการทดสอบคุณลกัษณะของ MCL-PHA ท่ีกล่าวถึงก่อนหนา้น้ี 
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กราฟความสัมพนัธ์ระหวา่งความเคน้กบัเปอร์เซ็นตก์ารยดืตวัของ MCL-PHA ท่ีผลิตและ  

MCL-PHA ท่ีแยกส่วน 
 

 คุณสมบัติเชิงกลของ MCL-PHA sample (film) ถูกตรวจสอบเพื่อแสดงให้เห็นถึงความ
แตกต่างของคุณสมบติัท่ีชดัเจนมากข้ึน ผลการเปรียบเทียบแสดงใหเ้ห็นวา่ fraction A1 และ A2 มีค่า
ความเคน้สูงสุดท่ีมากกว่า MCL-PHA original ถึง 5 เท่า เปอร์เซ็นตก์ารยืดตวัของ fraction A1 และ 
A2 มีค่าสูงกว่า original MCL-PHA 2 เท่า ในขณะท่ีมอดุลสัของยงัใกลเ้คียงกนั ความเคน้สูงสุดและ 
เปอร์เซ็นต์การยืดตัวท่ีเพิ่มข้ึนของทั้ ง 2 fraction มี 2 ปัจจัยท่ีเก่ียวข้องและสามารถใช้อธิบาย
พฤติกรรมท่ีเกิดข้ึน. องคป์ระกอบของ 3HD ท่ีเพิ่มข้ึน เป็นปัจจยัท่ีส่งผลต่อระยะยดืซ่ึงเกิดจากความ
ยาวของสายโซ่ดา้นขา้งท่ีเป็นส่วนอสญัฐานเพิ่มข้ึน ปัจจยัท่ี 2 พิจารณาจากรูปแบบ XRD ซ่ึงเกิดผลึก
คู่ข้ึนในโครงสร้างของ  fraction A1 และ A2. ผลึกคู่ส่งผลต่อการแยกตัวของ block segment 
copolymer ซ่ึงมีความไม่เขา้กนัภายในโครงสร้าง ความแตกต่างของผลึกทั้ง 2 ส่งผลต่อระดบัการ
ตา้นแรงท่ีแตกต่างกนั.พฤติกรรมดงักล่าวท าให้ความแขง็แรงภายในโครงสร้างเพิ่มข้ึน นอกจากนั้น 
segment อสัณฐานท่ีเกิดจากการแยกตวัยงัส่งผลให้เปอร์เซ็นตก์ารยืดตวัเพิ่มข้ึนดว้ย MCL-PHA A3 
และ A4 มีค่าเปอร์เซ็นต์การยืดตัวใกล้เคียงกับ MCL-PHA ดั้ งเดิมแต่มีค่าความเค้นสูงสุดและ 
มอดลสัของยงัท่ีมากกว่า MCL-PHA ดั้ งเดิมโดยมีความเคน้สูงสุดเป็น 2 เท่า ของ A-original ผล
ดงักล่าวแสดงใหเ้ห็นว่า fraction A3 และ A4 มีการตา้นทานการเสียรูปทางกลท่ีดีซ่ึงอาจเกิดจากการ
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อาศยัองคป์ระกอบร่วมกนัของ 3HO และ 3HD สังเกตไดจ้ากรูปแบบผลึกท่ีเกิด peck การเล้ียวเบน
เพียงต าแหน่งเดียว ขอ้มูลกล่าวถึงก่อนหน้าน้ีบ่งบอกว่า MCL-PHA มีคุณสมบติัเป็นอิลาสโตเมอร์ 
กราฟความสมัพนัธ์ระหวา่งความเคน้กบัเปอร์เซ็นตก์ารยดืตวัของ MCL-PHA พิสูจน์ใหเ้ห็นถึงความ
เป็นไฮเปอร์อิลาสติกของ MCL-PHA  ซ่ึงมีช่วงของมอดุลสัของยงัหลงัการเสียรูปปรากฎข้ึน มอดุลสั
ของยงัต าแหน่งท่ี 1 หรือสภาพยืดหยุ่นก่อนการเสียรูปของวสัดุแทบจะไม่แตกต่างกนัสังเกตจาก
ตารางแสดงคุณสมบติัเชิงกล อย่างไรก็ตามความแตกต่างของคุณสมบติัเกิดข้ึนท่ีมอดุลสัของยงั
ต าแหน่งท่ี 2 หรือสภาพยดืหยุน่หลงัการเสียรูป Fraction A1 A2 และA3 มีสภาพหยุน่หลงัการเสียรูป
ท่ีสูงกว่า MCL-PHA ดั้ งเดิมในขณะท่ี fraction A4 มีสภาพยืดหยุ่นหลังการเสียงรูปใกล้เคียงกับ 
MCL-PHA ดั้ งเดิม ผลดงักล่าวแสดงให้เห็นว่า MCL-PHA ท่ีถูกแยกส่วนยงัคงความเป็นอิลาสโต
เมอร์อยูแ่มอ้งคป์ระกอบของโคพอลิเมอร์จะแตกต่างจาก MCL-PHA ดั้งเดิม อีกทั้งบาง  fraction ยงั
แสดงสมบติัท่ีดีข้ึนกว่า MCL-PHA ดั้งเดิมอีกดว้ย การรบกวนล าดบัของพอลิเมอร์ท่ีเกิดจากการผสม
กันของ PHA มอนอเมอร์ของแบคทีเรีย ส่งผลต่อการสร้างโคมอนอเมอร์แบบสุ่มท่ีคุณสมบัติ
โดยรวมลดล การแยกส่วนส่งผลต่อคุณสมบติัทางกลอย่างมากแสดงให้เห็นชดัใน fraction ท่ีเกิด 
ผลึกคู่ข้ึน (A1 และ A2 fraction) ผลึกคู่ภายในโครงสร้างของวสัดุส่งผลให้ความแข็งแรงและ 
เปอร์เซ็นต์การยืดตวัสูงกว่า MCL-PHA ดั้ งเดิมอย่างมาก เน่ืองจากผลึกคู่มีองค์ประกอบของการ
จดัเรียงตวัของสายโซ่พอลิเมอร์มากข้ึนซ่ึงตา้นการเคล่ือนท่ีแบบสุ่มของสายโซ่พอลิเมอร์เม่ือไดรั้บ
แรงทางกล การแยกส่วนแสดงให้ถึงกระบวนการท่ีสามารถปรับปรุงคุณสมบติัของ MCL-PHA ท่ี
ผลิตข้ึนได้ ความหลากหลายของคุณสมบัติของ MCL-PHA สามารถเป็นทางเลือกในการน าไป
ประยกุตใ์ชง้านท่ีตรงต่อความตอ้งการ. 
 

Fraction of 

MCL-PHA 
Mechanical properties 

Young’s modulus  

(MPa) 

Hyper-elastic 

modulus (MPa) 

Elongation at 

break (%) 

Ultimate strength 

(MPa) 

A-original 20.1 ± 3.6 2.7 ± 0.6 250 ± 6 3.3 ± 1.5 

A-1 20.9 ± 1.5 11.3 ± 1.9 321 ± 10 24.7 ± 2.5 

A-2 21.3 ± 1.5 8.9 ± 0.6 405 ± 11 26.3 ± 2.5 

A-3 26.7 ± 1.5 7.8 ± 1.2 214 ± 5 12.7 ± 3.1 

A-4 25.0 ± 2.6 5.4 ± 0.6 210 ± 8 10.7 ± 2.1 
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