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บทสรุปผู้บริหาร 
 

การใช้ประโยชน์จากของเหลือทิ้งจากกระบวนการผลิตน้ าตาลจากอ้อยและการสร้างมูลค่าเพ่ิม ต่อ
ยอดเพ่ือสร้างผลิตภัณฑ์ใหม่ เป็นหนึ่งในการรักษาเสถียรภาพของอุตสาหกรรมอ้อยและน้ าตาลของประเทศ
ไทยที่เป็นการพัฒนาอย่างยั่งยืน งานวิจัยนี้มุ่งเน้นศึกษาการใช้ประโยชน์จากชานอ้อยที่เป็นของเหลือจาก
กระบวนการหีบสกัด โดยใช้เป็นวัตถุดิบในการผลิตนาโนเซลลูโลสที่เป็นเส้นใยเสริมแรงให้กับวัสดุต่างๆ 
รวมทั้งมีคุณสมบัติไม่เป็นพิษต่อเซลล์ของสิ่งมีชีวิตและยังสามารถย่อยสลายได้ทางชีวภาพ ซึ่งใช้ส่วนผสม
ส าคัญในการผลิตโครงร่างเลี้ยงเซลล์จากพอลิไวนิลแอกอฮอล์ ซึ่งที่เป็นพอลิเมอร์สังเคราะห์ที่ใช้ในด้าน
การแพทย์ เพ่ือประยุกต์ใช้ในผลิตภัณฑ์ทางการแพทย์ด้านการทดแทนกระดูกและส่งเสริมการสร้างเซลล์
กระดูกที่ถูกท าลาย โดยนาโนเซลลูโลสที่มีขนาดเล็กระดับนาโนเมตร จะสามารถกระจายตัวได้ดีและเป็นเนื้อ
เดียวกันกับพอลิไวนิลแอกอฮอล์และสามารถส่งเสริมความแข็งแรงของโครงเลี้ยงเซลล์ดังกล่าวได้ และศึกษา
การผสมสารส่งเสริมการเจริญของเซลล์กระดูก คือ ไฮดรอกซีแอปาไทต์ ผสมร่วมกับโครงร่างเลี้ยงเซลล์จาก
พอลิไวนิลแอกอฮอล์และนาโนเซลลูโลส โดยศึกษาคุณสมบัติส าคัญของการเป็นโครงเลี้ยงเซลล์ ได้แก่ 
คุณสมบัติเชิงกล (ความแข็งแรงและความยืดหยุ่นของโครงร่างเลี้ยงเซลล์) ความเข้ากันได้กับเซลล์ของสิ่งมีชีวิต
หรือความเป็นพิษต่อเซลล์ และการส่งเสริมการเจริญของเซลล์กระดูก เพ่ือเป็นแนวทางในการต่อยอดเป็น
ผลิตภัณฑ์ทางการแพทย์ต่อไป  

ในงานวิจัยนี้ มุ่งเน้นศึกษาการใช้ชานอ้อยเป็นแหล่งวัตถุดิบในการผลิตนาโนเซลลูโลส โดยอาศัยวิธี
ระเบิดด้วยไอน้ า การฟอกสี และการย่อยด้วยกรด ตามล าดับ โดยกระบวนการเตรียมดังกล่าว สามารถเตรียม
นาโนเซลลูโลสที่มีขนาดอยู่ในช่วงนาโนเมตร โดยนาโนเซลลูโลสที่เตรียมได้จะมีบทบาทในการใช้เป็นสาร
เสริมแรงให้กับโครงเลี้ยงเซลล์ที่ผลิตจากพอลิไวนิลแอกอฮอล์ นอกจากนี้ งานวิจัยนี้ยังศึกษาพัฒนาคุณสมบัติ
ของโครงเลี้ยงเซลล์ด้วยการผสมกับอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ ซึ่งมีบทบาทในการเป็นสารที่สามารถ
ส่งเสริมการเจริญของเซลล์กระดูก อย่างไรก็ตาม การกระจายตัวของนาโนเซลลูโลสและอนุภาคนาโนไฮดรอก
ซีแอปาไทต์ในโครงเลี้ยงเซลล์ถือเป็นหัวใจหลักของการเตรียมโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีคุณภาพดี ดังนั้น งานวิจัยได้
ศึกษา โดยออกกระบวนการผสมและขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์ทั้งหมด 3 วิธี เพ่ือหาวิธีที่สามารถท าให้สาร
แขวนลอยนาโนเซลลูโลสและอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์กระจายตัวได้ดีในพอลิไวนิลแอกอฮอล์ โดย
อาศัยเทคนิคต่างๆ ใช้ในการวิเคราะห์และศึกษาผลกระทบของสารแขวนลอยนาโนเซลลูโลสและอนุภาคนา
โนไฮดรอกซีแอปาไทต์ต่อโครงเลี้ยงเซลล์ที่เตรียมได้ด้วยวิธีการผสมและขึ้นรูปต่าง ๆ 

จากผลการทดลองสามารถสรุปได้ว่า วิธีการเตรียมโครงเลี้ยงเซลล์โดยการสังเคราะห์อนุภาคนาโนไฮด
รอกซีแอปาไทต์โดยตรง (In situ synthesis) ในสารแขวนลอยนาโนเซลลูโลสก่อนผสมกับสารละลายพอลิไว
นิลแอกอฮอล์สามารถส่งเสริมการกระจายตัวของทั้งนาโนเซลลูโลสและอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ในพอ
ลิไวนิลแอกอฮอล์ได้อย่างมีประสิทธิภาพ เนื่องจากอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ที่ถูกสังเคราะห์ขึ้นจะเกาะ
อยู่บริเวณผิวของเส้นใยนาโนเซลลูโลส ท าให้เกิดการกระจายตัวที่ดี  ดังนั้น ด้วยเหตุผลดังกล่าว ท าให้เมื่อ



 
 

ศึกษาสมบัติทางกลด้วยเครื่องวัดแรงกดของโครงเลี้ยงเซลล์ พบว่า การเพ่ิมข้ึนของปริมาณนาโนเซลลูโลสและ
อนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ยังช่วยท าให้มีความเป็นรูพรุนเพ่ิมขึ้นดังภาพถ่ายภายใต้กล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอน และการศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์ของวัสดุโครงเลี้ยงเซลล์ที่สังเคราะห์ได้ เป็นสิ่งจ าเป็นและเป็น
คุณสมบัติส าคัญของโครงเลี้ยงเซลล์ โดยงานวิจัยนี้ศึกษาความเป็นพิษของโครงเลี้ยงเซลล์ที่สังเคราะห์พอลิไว
นิลแอกอฮอล์ที่ผสมนาโนเซลลูโลสและอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ ตามวิธีมาตรฐาน ISO standard 
10993–5:2009 (E) Annex C พบว่า โครงเลี้ยงเซลล์ที่สังเคราะห์จากพอลิไวนิลแอกอฮอล์ที่มีนาโนเซลลูโลส
และอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ ร้อยละ 12 โดยน้ าหนัก ซึ่งเป็นชุดการทดลองที่มีปริมาณนาโนเซลลูโลส
และอนุภาคไฮดรอกซีแอปาไทต์มากที่สุด ยังคงแสดงคุณสมบัติที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ทดสอบ L929 ซึ่งสามารถ
ยืนยันได้ว่า โครงเลี้ยงเซลล์ที่เตรียมได้ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ ซึ่งเป็นคุณสมบัติส าคัญที่สามารถต่อยอดในการผลิต
ในเชิงพาณิชย์ต่อไป 

จากผลการวิจัยดังกล่าว แสดงให้เห็นถึงบทบาทของชานอ้อยที่สามารถถูกพัฒนาและต่อยอดให้
กลายเป็นผลิตภัณฑ์ที่มูลค่า คือ นาโนเซลลูโลส อีกทั้งยังแสดงถึงการน านาโนเซลลูโลสไปใช้ในจริง เป็น
ผลิตภัณฑ์ทางการแพทย์เป็นผลิตภัณฑ์ที่มีมูลค่าสูง) ซึ่งเป็นหนึ่งในการรักษาเสถียรภาพของอุตสาหกรรมอ้อย
และน้ าตาลของประเทศไทยที่เป็นการพัฒนาอย่างยั่งยืน  
  



 
 

บทคัดย่อ 
  
 จุดประสงค์ของงานวิจัยนี้ คือ เพ่ือศึกษาการเตรียมโครงเลี้ยงจากพอลิไวนิลแอกอฮอล์ร่วมกับไฮ -   
ดรอกซีแอปาไทต์และนาโนเซลลูโลสที่สกัดได้จากชานอ้อย จากผลการทดลองพบว่า ลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาของโครงเลี้ยงเซลล์ถูกศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด แสดงไฮดรอกซีแอปาไทต์
เกาะอยู่บริเวณนาโนเซลลูโลส นอกจากนี้ ภาพถ่ายภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดยังแสดง
ให้เห็นถึงการกระจายตัวที่ดีของทั้งไฮดรอกซีแอปาไทต์และนาโนเซลลูโลสในพอลิไวนิลแอกอฮอล์ ในขณะที่
การศึกษาด้วยเทคนิคฟูเรียร์ทรานสฟอร์มอินฟราเรดสเปกโตรสโกปี การวิเคราะห์ปริมาณธาตุและการ
วิเคราะห์การเลี้ยวเบนรังสีเอกซ์สามารถยืนยันการมีไฮดรอกซีแอปาไทต์และนาโนเซลลูโลสอยู่ในพอลิไวนิล -
แอกอฮอล์ นอกจากนี้ ค่าความเป็นรูพรูนของโครงเลี้ยงเซลล์เพ่ิมขึ้นตามปริมาณของไฮดรอกซีแอปาไทต์และ
นาโนเซลลูโลสในพอลิไวนิลแอกอฮอล์ซึ่งเหมาะสมต่อการประยุกต์ใช้เป็นโครงเลี้ยงเซลล์ นอกจากนี้ ค่าเป็น
พิษต่อเซลล์ของโครงเลี้ยงเซลล์ถูกศึกษาด้วยวิธี MTT assay พบว่า โครงเลี้ยงเซลล์ที่เตรียมได้ไม่แสดงความ
เป็นพิษต่อเซลล์ และมีค่าอัตรารอดชีวิตของเซลล์ร้อยละ 83 จากผลการทดลองสามารถสรุปได้ว่า โครงเลี้ยง
เซลล์จากพอลิไวนิลแอกอฮอล์ร่วมกับนาโนเซลลูโลสและไฮดรอกซีแอปาไทต์แสดงถึงศักยภาพในการ
ประยุกต์ใช้ในวัสดุทางการแพทย์ได้ 
 
ค าส าคัญ: ชานอ้อย, ไฮดรอกซีแอปาไทต์, นาโนเซลลูโลส, โครงเลี้ยงเซลล์ 
  



 
 

Abstract 
 

 The aim of this work was to study the synthesis of scaffold obtained from polyvinyl 
alcohol (PVA) incorporated with hydroxyapatite (HA) and nanocellulose isolated from 
sugarcane bagasse. The morphological analysis of scaffold was determined by Scanning 
electron microscopy (SEM), which exhibited the HA nanoparticles embedded on surface of 
nanocellulose. In addition, SEM images of scaffold represented the well-dispersion of HA and 
nanocellulose in PVA matrix, whereas Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy, Energy 
dispersive spectroscopy (EDS) and X-ray diffraction (XRD) techniques confirmed the presence 
of HA and nanocellulose in PVA matrix. Moreover, the porosity of scaffold were increased 
with the increasing of HA and nanocellulose content in PVA matrix that suitable for use as 
scaffold materials. In addition, cytotoxicity analysis of the scaffold was investigated by MTT 
assay, which revealed no evidence of cytotoxicity with a cell viability of 83%. It can be 
concluded that the potential of scaffold from PVA incorporated with nanocellulose and HA 
for biomedical application. 
 
Keywords: Sugarcane bagasse, Hydroxyapatite, Nanocellulose, Scaffold 
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1 ลักษณะเส้นใยเซลลูโลสจากแหล่งต่างๆ ในธรรมชาติ 4 
2 การจัดเรียงตัวของโมเลกุลเซลลูโลสในโครงสร้างส่วนนอก (S1) ส่วนกลาง (S2) และ

ส่วนใน (S3) ในผนังเซลล์ทุติยภูมิ (secondary cell wall) ของชานอ้อยโดย
ประกอบด้วย เซลลูโลสประมาณ 40% เฮมิเซลลูโลสประมาณ 24% และลิกนิน 
ประมาณ 25% 5 

3 ลักษณะโครงสร้างของเซลลูโลส และหน่วยย่อย ß-D-glucopyranose ที่ต่อกันด้วย
พันธะ ß-1,4 glycosidic ระหว่างคาร์บอนต าแหน่งที่ 1 ของหน่วยย่อย ß-D-
glucopyranose กับ คาร์บอนต าแหน่งที่ 4 ของหน่วยย่อยถัดไป 7 

4 พันธะในโครงสร้างเซลลูโลส (a) พันธะไฮโดรเจนแบบ intramolecular ระหว่าง
โมเลกุล C2-OH และC6-OH และ C3-OH (b) พันธะไฮโดรเจนแบบ 
intermolecular ระหว่าง C3-OH และ C6-OH, และ (c) พันธะแบบ 
intermolecular ระหว่าง C2-OH, C6-OH และ C3-OH ระหว่างสายเซลลูโลส 8 

5 ภาพจากวิธีการ AFM (ภาพซ้าย) เพื่อยืนยันว่าเส้นใยเซลลูโลสประกอบด้วยสองส่วน
คือส่วนที่เป็นผลึกและส่วนที่เป็นอสัณฐาน 8 

6 กระบวนการเปลี่ยนแปลงของรูปแบบเซลลูโลส I, เซลลูโลส II, เซลลูโลส III และ
เซลลูโลส IV 9 

7 แบบจ าลองลิกโนเซลลูโลสและการปรับสภาพ (pretreatment) เพ่ือท าลาย
โครงสร้างที่แข็งแรงของลิกโนเซลลูโลส 10 

8 ภาพถ่ายนาโนเซลลูโลสจากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (TEM); (a) 
microfibrillated cellulose (MFC), (b) nanocrystalline cellulose (NCC) และ 
(c) bacterial cellulose (BC) 18 

9 การสังเคราะห์เซลลูโลสโดยแบคทีเรียและโครงสร้างเซลลูโลสในพืช; (ด้านบน) ภาพ 
ถ่ายนาโนเซลลูโลสจากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (TEM) ของ 
cellulose nanocrystals (CNC), micro/nanofibrillated cellulose (MFC และ 
NFC); (ด้านล่าง) ภาพถ่ายนาโนเซลลูโลสจากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่อง
กราด (SEM) ของ bacterial cellulose (BC) 19 

10 แผนผังการคัดแยก CNF และ CNC โดยวิธีทางกลและวิธีทางเคมีตามล าดับ  20 
11 โครงสร้างของ CNC หลังจากการย่อยด้วยกรด 21 
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12 เครื่องไมโครฟลูอิไดเซอร์ microfluidizer (M-110EH 30) และ Z-chamber 24 
13 ส่วนประกอบของเครื่องไมโครฟลูอิไดเซอร์ (microfluidizer)ในกระบวนการโฮโมจี

ไนเซชันแรงดันสูง (microflidics, U.S.A.) 25 
14 ภาพถ่ายเส้นใยเซลลูโลสจากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (SEM); (a) 

เส้นใยที่ผ่านโฮโมจีไนเซอร์ 1 รอบ (b) เส้นใยที่ผ่านโฮโมจีไนเซอร์ 2 รอบ (c) เส้นใย
ที่ผ่านโฮโมจีไนเซอร์ 5 รอบ (d)เส้นใยที่ผ่านโฮโมจีไนเซอร์ 10 รอบ (e) เส้นใยที่ผ่าน
โฮโมจีไนเซอร์ 15 รอบและ (f) เส้นใยที่ผ่านโฮโมจีไนเซอร์ 20 รอบ 26 

15 ขนาดของนาโนเซลลูโลสที่ (a) ความดันและ(b) จ านวนรอบ ที่แตกต่างกันและ (c) 
นาโนเซลลูโลสที่เตรียมได้ที่ 80 MPa จ านวน 30 รอบ 27 

16 ภาพจากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดของ (a) ยางธรรมชาติ (natural 
rubber) (b) ยางธรรมชาติ/เซลลูโลสวสิเกอร์นาโนคอมโพสิตที่ประกอบด้วย
เซลลูโลสวิสเกอร์จากชานอ้อยร้อยละ 10 28 

17 (I) ลิ้นหัวใจเทียม นาโนเซลลูโลส-พอลิยูรีเทน (a) ลิ้นหัวใจเทียมท่ีฝังอยู่กับเนื้อเยื่อ 
(b) ลิ้นหัวใจ (c) แสดงผิวหน้าไหลเข้า (d) แสดงผิวหน้าไหลออก (II) หลอดเลือด
เทียมท่ีท าจากนาโนเซลลูโลส-พอลิยูรีเทนที่วางอยู่ระหว่างแขนงบราคิโอเซฟาลิก 
ทรังค์ (brachiocephalic trunk) และหลอดเลือดแดงคาโรติด (carotid artery) ใน
ผู้ป่วยเพศชายอายุ 26 ปีที่เป็นโรค multiple endocrine neoplasia (MEN 2B) 29 

18 การเตรียมโครงร่างเลี้ยงเซลล์ด้วยเทคนิคของไหลเหนือจุดวิกฤติ โดยใช้
คาร์บอนไดออกไซด์ 32 

19 การเตรียมโครงร่างเลี้ยงเซลล์ด้วยวิธี electrospinning 33 
20 การเตรียมโครงร่างเลี้ยงเซลล์ด้วยเทคนิคการแยกเฟส 34 
21 การเตรียมโครงร่างเลี้ยงเซลล์ด้วยเทคนิคการใช้สารสร้างรูพรุน 35 
22 การเตรียมโครงร่างเลี้ยงเซลล์ด้วยวิธีการแยกเฟสและการท าแห้งแบบ emulsion 

freeze-drying 35 
23 แผนภาพสรุปการออกแบบกระบวนการผสมและขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์จากพอลิไวนิล

แอกอฮอล์ นาโนเซลลูโลสและอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ 38 
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24 การแช่พอลิไวนิลแอกอฮอล์ที่มีนาโนเซลลูโลส ในสารแขวนลอยอนุภาคนาโนไฮด
รอกซีแอปาไทต์ 39 

25 การผลิตโครงเลี้ยงเซลล์ร่วมกับการสังเคราะห์อนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์แบบ 
In situ synthesis 40 

26 การผลิตโครงเลี้ยงเซลล์ร่วมกับการสังเคราะห์อนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์แบบ 
In situ synthesis 41 

27 ลักษณะตัวอย่างภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดของชานอ้อยที่ไม่
ผ่านกระบวนการสกัด (a), เส้นใยชานอ้อยทีผ่านกระบวนการระเบิดด้วยไอน้ า (b), 
เส้นใยชานอ้อยที่ผ่านกระบวนการระเบิดด้วยไอน้ าและฟอกขาว (c) และลักษณะ
ของตัวอย่างเส้นใยนาโนเซลลูโลสภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแรงอะตอม (d) 46 

28 ลักษณะเส้นสเปกตรัมของตัวอย่างนาโนเซลลูโลสจากเครื่อง EDX 47 
29 แสดงเส้นสเปกตรัมของตัวอย่างชานอ้อยที่ผ่านการสกัด (SCB), ตัวอย่างที่ผ่านการ

ฟอกขาว (BF) และตัวอย่างเส้นใยนาโนเซลลูโลส (CNC) 48 
30 ลักษณะรูปแบบการเลี้ยวเบนรังสีเอ็กซ์ของตัวอย่างในแต่ละขั้นตอนการสกัด 49 
31 แสดงลักษณะของอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์

อิเล็กตรอนแบบส่องกราด(6a-b) และผล EDS ของอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ 
(6c-d) 51 

32 แสดงเส้นสเปกตรัมของอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ 51 
33 ลักษณะรูปแบบการเลี้ยวเบนรังสีเอกซ์ของอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ 52 
34 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของโครงเลี้ยงเซลล์ที่ความเข้มข้นของอนุภาคนาโนไฮด

รอกซีแอปาไทต์ต่างๆ (ก าหนดให้ a คือ พอลิไวนิลแอกอฮอล์กับนาโนเซลลูโลส, b 
คือ พอลิไวนิลแอกอฮอล์กับนาโนเซลลูโลสที่มีอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ร้อย
ละ 0.5, c คือ พอลิไวนิลแอกอฮอล์กับนาโนเซลลูโลสที่มีอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอ
ปาไทต์ร้อยละ 1 และ d คือ พอลิไวนิลแอกอฮอล์กับนาโนเซลลูโลสที่มีอนุภาคนา
โนไฮดรอกซีแอปาไทต์ร้อยละ 3) 53 
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35 แสดงเส้นสเปกตรัมของโครงเลี้ยงเซลล์ (ก าหนดให้ (a) คือ พอลิไวนิลแอกอฮอล์กับ
นาโนเซลลูโลส, (b) คือ พอลิไวนิลแอกอฮอล์กับนาโนเซลลูโลสที่มีอนุภาคนาโนไฮด
รอกซีแอปาไทต์ร้อยละ 0.5, (c) คือ พอลิไวนิลแอกอฮอล์กับนาโนเซลลูโลสที่มี
อนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ร้อยละ 1, (d) คือ พอลิไวนิลแอกอฮอล์กับนาโน
เซลลูโลสที่มีอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ร้อยละ 3 และ (e) คือ อนุภาคนา
โนไฮดรอกซีแอปาไทต์) 56 

36 ลักษณะรูปแบบการเลี้ยวเบนรังสีเอกซ์ของตัวอย่างโครงเลี้ยงเซลล์ที่ความเข้มข้นของ
อนุภาคนา-โนไฮดรอกซีแอปาไทต์ต่าง ๆ (ก าหนดให้ (a) คือ พอลิไวนิลแอกอฮอล์กับ
นาโนเซลลูโลส, (b) คือ พอลิไวนิลแอกอฮอล์กับนาโนเซลลูโลสที่มีอนุภาคนาโนไฮด
รอกซีแอปาไทต์ร้อยละ 0.5, (c) คือ พอลิไวนิลแอกอฮอล์กับนาโนเซลลูโลสที่มี
อนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ร้อยละ 1, (d) คือ พอ-ลิไวนิลแอกอฮอล์กับนาโน
เซลลูโลสที่มีอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ร้อยละ 3 และ (e) คือ อนุภาคนา
โนไฮดรอกซีแอปาไทต์) 57 

37 กราฟแสดงค่า Compressive stress-strain ของ PC (a), PCH0.5% (b), PCH1% 
(c), PCH3% (d) 58 

38 แสดงค่า Compressive modulus ของโครงเลี้ยงเซลล์ ที่ผสมอนุภาคนาโนไฮดรอก
ซีแอปาไทต์ร้อยละ 0.5-3 โดยน้ าหนัก 59 

39 ลักษณะของเซลล์ทดสอบ L929 ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ภายหลังจากบ่มเป็น
ระยะเวลา 24 ชั่วโมง (a) ชุดการทดลองควบคุมแบบลบ, (c) โครงเลี้ยงเซลล์ไม่มี
และมีอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ร้อยละ 3 โดยน้ าหนัก, (e) ชุดการทดลอง
ควบคุมแบบบวก ในขณะที่ (b) ชุดการทดลองควบคุมแบบลบ, (d) โครงเลี้ยงเซลล์
ไม่มีและมีอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ร้อยละ 3 โดยน้ าหนัก, (f) ชุดการทดลอง
ควบคุมแบบบวก หลังจากการวิเคราะห์ด้วย MTT assay 61 

40 ค่าปริมาณเซลล์ที่มีชีวิต (Cell viability) ของโครงเลี้ยงเซลล์ที่ไม่มีและมีอนุภาคนา
โนไฮดรอกซีแอปาไทต์ร้อยละ 0.5-3 โดยน้ าหนัก (เส้นสีแดง คือ ค่าปริมาณเซลล์ที่มี
ชีวิตร้อยละ 70) 62 
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41 ลักษณะของเส้นใยนาโนเซลลูโลสที่มีอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์เกาะอยู่ภายใต้
กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน ที่ก าลังขยาย 10,000 เท่า (a) และ 
30,000 เท่า (b) กราฟแสดงปริมาณองค์ประกอบของธาตุต่างๆในตัวอย่างสาร
แขวนลอยนาโนเซลลูโลสที่มีอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ (c) และสัดส่วนของ
ปริมาณธาตุในตัวอย่าง (d) 64 

42 เส้นสเปกตรัมของตัวอย่างสารแขวนลอยนาโนเซลลูโลส (CNCs) อนุภาคนาโนไฮด
รอกซีแอปาไทต์ (HA) และสารแขวนลอยนาโนเซลลูโลสที่มีอนุภาคนาโนไฮดรอกซี
แอปาไทต์ (HC) 66 

43 ลักษณะการเบนรังสีเอกซ์ของตัวอย่างสารแขวนลอยนาโนเซลลูโลส (CNCs) อนุภาค
นาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ (HA) และสารแขวนลอยนาโนเซลลูโลสที่มีอนุภาคนา
โนไฮดรอกซีแอปาไทต์ (HC) 67 

44 ลักษณะภาพตัดขวางภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด ของตัวอย่าง
โครงเลี้ยงเซลล์ที่มีนาโนเซลลูโลสและไฮดรอกซีแอปาไทต์ปริมาณต่าง ๆ ก าหนดให้ 
PVA (a), PHC-2 (b), PHC-4 (c), PHC-6 (d), PHC-8 (e), PHC-10 (f) and PHC-
12 (g) 69 

45 ลักษณะเส้นสเปกตรัม FTIR ในช่วง 4000 – 500 cm-1 ของตวัอย่างโครงเลี้ยงเซลล์
ที่มีนาโนเซลลูโลสและไฮดรอกซีแอปาไทต์ปริมาณต่าง ๆ ก าหนดให้ HC (a), PVA 
(b), PHC-2 (c), PHC-4 (d), PHC-6 (e), PHC-8 (f), PHC-10 (g) and PHC-12 (h) 72 

46 ลักษณะเส้นสเปกตรัม FTIR ในช่วง 1100 – 500 cm-1 ของตัวอย่างโครงเลี้ยงเซลล์
ที่มีนาโนเซลลูโลสและไฮดรอกซีแอปาไทต์ปริมาณต่าง ๆ ก าหนดให้ HC (a), PVA 
(b), PHC-2 (c), PHC-4 (d), PHC-6 (e), PHC-8 (f), PHC-10 (g) and PHC-12 (h) 72 

47 ลักษณะของการเลี้ยวเบนรังสีเอกซ์ของตัวอย่างโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีนาโนเซลลูโลส
และไฮดรอกซีแอ-ปาไทต์ปริมาณต่าง ๆ ก าหนดให้ HC (a), PVA (b), PHC-2 (c), 
PHC-4 (d), PHC-6 (e), PHC-8 (f), PHC-10 (g) and PHC-12 (h) 74 

48 ค่าทดสอบแรงกด (Compressive modulus) ของตัวอย่างโครงเลี้ยงเซลล์จากพอลิ
ไวนิลแอกอฮอล์ และพอลิไวนิลแอกอฮอล์ที่มีนาโนเซลลูโลสและอนุภาคนาโนไฮด
รอกซีแอปาไทต์ 75 
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49 ลักษณะเซลล์ทดสอบ L929 ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (ที่ก าลังขยาย 100 เท่า) โดย
ก าหนดให้ (a) ชุดการทดลองควบคุมเชิงลบ (c) โครงเลี้ยงเซลล์ PHC-12 และ (e) 
ชุดการทดลองควบคุมเชิงบวก หลังจากเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง และ
ก าหนดให้ (b) ก าหนดให้ (b) ชุดการทดลองควบคุมเชิงลบ (d) โครงเลี้ยงเซลล์ 
PHC-12 (d) และชุดการทดลองควบคุมเชิงบวก (f) หลังจากผ่านกระบวนการ MTT 
assay 77 

50 ค่าปริมาณเซลล์ที่มีชีวิต (Cell viability) ของโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีนาโนเซลลูโลสและ
อนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ร้อยละ 12 โดยน้ าหนัก (เส้นสีแดง คือ ค่าปริมาณ
เซลล์ที่มีชีวิตร้อยละ 70) 78 
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บทที่ 1 
บทน า 

 
1.1 ที่มาและความส าคัญของโครงการ 

อุตสาหกรรมอ้อยและน้ าตาลเป็นหนึ่งในอุตสาหกรรมที่ท ารายได้ให้กับประเทศไทยปีละกว่า100,000 
ล้านบาท ซึ่งมีความส าคัญกับเศรษฐกิจของประเทศไทยเป็นอย่างมาก โดยปริมาณผลผลิตอ้อยของประเทศ
ไทยมากกว่า 100 ล้านตันในปี 2558/2559 ปัจจุบันภาครัฐ ได้จัดท านโยบายเพ่ือส่งเสริมการเกษตรกรรม
เกี่ยวกับอ้อย เช่น ส่งเสริมการปลูกอ้อยในพื้นที่ท านาที่ไม่เหมาะสม พัฒนาพันธุ์อ้อย รวมไปถึงพยายามศึกษา
และปรับปรุงกระบวนการผลิตน้ าตาลทรายดิบในโรงงาน เพ่ือให้สามารถผลิตน้ าตาลทรายดิบจากอ้อยได้อย่าง
มีประสิทธิภาพมากที่สุด ทั้งนี้การส่งเสริมในด้านต่างๆเกี่ยวกับอ้อยนั้นส่งผลให้ปริมาณของเหลือทิ้งจาก
โรงงานน้ าตาลทั้งประเทศเพ่ิมสูงขึ้น เช่น กากน้ าตาล (molasses) กากตะกอน (filter cake) และชานอ้อย 
(sugarcane bagasse) เป็นต้น โดยในข้อเสนอโครงการนี้ให้ความส าคัญกับชานอ้อยเนื่องจากในกระบวนการ
ผลิตอ้อย 1 ตัน สามารถผลิตน้ าตาลได้ 100-120 กิโลกรัม และได้ชานอ้อยเป็นผลพลอยได้ ประมาณ 370 
กิโลกรัม ดังนั้นหากมีผลผลิตอ้อยปีละ 100 ล้านตัน จะมีกากอ้อยปีละ 37 ล้านตัน โดยปกติชานอ้อยจะถูก
น าไปใช้เป็นเชื้อเพลิงส าหรับหม้อต้มไอน้ าเพ่ือผลิตพลังงานไอน้ าใช้ในกระบวนการผลิตน้ าตาลหรือผลิตกระ
ไฟฟ้าเพ่ือใช้ในโรงงานและขายให้แก่ภาครัฐ อย่างไรก็ตามในปัจจุบันมีการศึกษาการใช้ประโยชน์จากชานอ้อย
เพ่ือเพ่ิมมูลค่าของชานอ้อยในหลากหลายประเภท เช่น ผลิตปาร์ติเกิลบอร์ด ผลิตเอทานอล ผลิตเยื่อกระดาษ 
เป็นต้น จากการศึกษาองค์ประกอบทางเคมีของชานอ้อย พบว่า ประกอบด้วยเซลลู โลส ประมาณร้อยละ 30-
50 (ปริมาณเซลลูโลสขึ้นกับชนิดและสายพันธุ์ของอ้อย และวิธีการสกัด) ดังนั้นชานอ้อยจึงเป็นแหล่งของ
เซลลูโลสที่มีปริมาณมาก หาได้ง่าย และราคาถูกที่น่าสนใจแหล่งหนึ่ง จากเหตุผลดังกล่าว ส่งผลให้มีการศึกษา
เกี่ยวกับการใช้ประโยชน์เซลลูโลสจากชานอ้อยในหลากหลายมิติเพ่ิมมากข้ึน โดยเฉพาะเซลลูโลส (cellulose) 
ที่สกัดแยกได้จากชานอ้อย หน่วยย่อยของเซลลูโลสคือน้ าตาลกลูโคสที่ต่อกันด้วยพันธะเบต้า  1,4 ไกลโคซิดิก 
(glycosidic linkages) ต่อกันเป็นสายตรง (linear homopolysaccharides) โดยแต่ละสายของเซลลูโลส
เชื่อมต่อกันด้วยพันธะไฮโดรเจน (hydrogen bonding) ระหว่างหมู่ไฮดรอกซิล (hydroxyl groups) จาก
ลักษณะโครงสร้างของเซลลูโลส ส่งผลต่อคุณสมบัติทางกายภาพที่ดี เช่น มีความแข็งแรงสูง มีความยืดหยุ่นสูง 
(Moon et al., 2011) นอกจากนี้สายโมเลกุลของเซลลูโลสจะมีหมู่ไฮดรอกซิลที่สามารถเกิดปฏิกิริยากับ
สารประกอบอ่ืนได้ง่าย ส่งผลให้สามารถสร้างอนุพันธ์ของเซลลูโลส (cellulose derivatives) ต่างๆได้ และ
สามารถประยุกต์ใช้เซลลูโลสได้หลากหลาย เช่น ตัวดูดซับและปลดปล่อยยา สารตัวเติมในพอลิเมอร์เพ่ื อเพ่ิม
ความแข็งแรงและยืดหยุ่น เมมเบรนน าไฟฟ้า สารทดแทนไขมันในผลิตภัณฑ์อาหาร สารให้ความคงตัวใน
ผลิตภัณฑ์เครื่องดื่ม เป็นต้น  
 ดังนั้น จากการทดลองที่ผ่านมาได้ท าการศึกษาการใช้เซลลูโลสที่มีขนาดในช่วงนาโนเมตร 
(nanocellulose) ร่วมกับพอลิเมอร์สังเคราะห์ คือ พอลิไวนิลแอลกอฮอล์ (polyvinyl alcohol: PVA) ผลิต
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เป็นโครงร่างเลี้ยงเซลล์ (scaffold) ส าหรับวิศวกรรมเนื้อเยื่อ (tissue engineering) ซึ่งเป็นการเพ่ิมมูลค่าของ
ชานอ้อยอีกวิธีหนึ่ ง และเป็นการใช้ประโยชน์ที่ส าคัญของเซลลูโลสในอุตสาหกรรมชีวการแพทย์ 
(biomedicine) อย่างไรก็ตามงานวิจัยนี้สนใจและประสงค์จะด าเนินการต่อเพ่ือศึกษาเชิงลึกของการผลิตโครง
ร่างเลี้ยงเซลล์ คือ การใช้โครงร่างเลี้ยงเซลล์เพ่ือทดแทนกระดูกและส่งเสริมการสร้างเซลล์กระดูกที่ถูกท าลาย 
โดยในการศึกษาวัสดุที่นิยมใช้ในปัจจุบัน คือกลุ่มที่เป็นเซรามิกส์ชีวภาพ (Bioceramics) เช่น ไตรแคลเซียม
ฟอสเฟต (TCP) และ ไฮดรอกซีแอปาไทต์ (Hydroxyapatite; อนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ ) เป็นต้น 
ซึ่งไฮดรอกซีแอปาไทต์ (อนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ ) เป็นสารประกอบแคลเซียมฟอสเฟตที่นิยมน ามาใช้
เพ่ือการปลูกเซลล์กระดูกเนื่องจากมีคุณสมบัติที่เหมาะสมในการเหนี่ยวน าให้เกิดกระดูกใหม่ นอกจากนี้ยังเป็น
สารอนินทรีย์ที่พบได้ในสิ่งมีชีวิต และสามารถเตรียมได้ง่ายโดยปฏิกิริยาเคมี ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงเป็นการต่อ
ยอดจากงานวิจัยที่ได้ด าเนินการมาแล้ว คือ การศึกษาการใช้นาโนเซลลูโลสจากชานอ้อยเพื่อใช้เตรียมโครงร่าง
เลี้ยงเซลล์ร่วมกับพอลิเมอร์สังเคราะห์ พอลิไวนิลแอลกอฮอล์ (PVA) โดยใช้ไฮดรอกซีแอปาไทต์ (อนุภาคนา
โนไฮดรอกซีแอปาไทต์ ) เพ่ือช่วยส่งเสริมการเจริญของเซลล์กระดูก โดยศึกษาลักษณะทางกายภาพของโครง
ร่างเลี้ยงเซลล์ที่เตรียมได้ พร้อมทั้งศึกษาลักษณะทางกายภาพของโครงร่างเลี้ยงเซลล์ และทดสอบความเข้า
กันได้ระหว่างโครงร่างเลี้ยงเซลล์ของนาโนเซลลูโลสจากชานอ้อยกับเซลล์กระดูกเพ่ือประยุกต์ใช้ในทาง
การแพทย์ต่อไป 
 
1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

1.2.1 ศึกษาการเตรียมและคุณสมบัติของนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ ที่เตรียมได้ 
1.2.2 ศึกษาการเตรียมโครงเลี้ยงเซลล์ ระหว่างไฮดรอกซีแอปาไทต์และพอลิไวนิลแอลกอฮอล์โดยใช้

นาโนเซลลูโลสจากชานอ้อยเป็นสารเสริมแรง และศึกษาคุณสมบัติทางกายภาพ รวมทั้งการเข้ากันได้ทาง
ชีวภาพของโครงเลี้ยงเซลล์ 

 
1.3 ขอบเขตของการวิจัย 
 1.3.1 เตรียมและคุณสมบัติของนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ 
 1.3.2 เตรียมโครงเลี้ยงเซลล์ ระหว่างไฮดรอกซีแอปาไทต์และพอลิไวนิลแอลกอฮอล์โดยใช้นาโน
เซลลูโลสจากชานอ้อยเป็นสารเสริมแรง 
 1.3.3 ศึกษาคุณสมบัติทางกายภาพ รวมทั้งการเข้ากันได้ทางชีวภาพของโครงเลี้ยงเซลล์ 
 
1.4 ผลที่คาดว่าจะได้รับ 

1.4.1 โรงงานน้ าตาลได้ทราบถึงการใช้ประโยชน์ชานอ้อยในรูปแบบเซลลูโลสที่มีขนาดระดับนาโน
เมตร เป็นการแสดงให้เห็นถึงการใช้ประโยชน์ของชานอ้อยอีกวิธีหนึ่งที ่มีมูลค่าสูงขึ ้น โดยเฉพาะการ
ประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมการแพทย์ 
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 1.4.2 ทราบถึงศักยภาพของการใช้ประโยชน์การผลิตโครงเลี้ยงเซลล์เชิงร่วมของไฮดรอกซีแอปา
ไทต์กับวัสดุสังเคราะห์พอลิไวนิลแอลกอฮอล์โดยใช้ นาโนเซลลูโลสจากชานอ้อยเป็นสารเสริมแรง  
 1.4.3 เป็นต้นแบบให้กับอุตสาหกรรมอ่ืนๆที่มีวัสดุเหลือทิ้งประเภทลิกโนเซลลูโลส ได้ทราบถึงการ
ใช้ประโยชน์ของเซลลูโลสที่สามารถสกัดได้จากวัสดุดังกล่าวในแง่มุมที่หลากหลายและท าให้โรงงานน้ าตาล
ได้ตระหนักถึงความส าคัญของงานวิจัยและพัฒนามากขึ้น 
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บทที่ 2 
ทบทวนเอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
1.  เซลลูโลส (Cellulose) 
 

1.1 แหล่งของเซลลูโลส (Sources of cellulose) 
 

 เซลลูโลส เป็นสารประกอบอินทรีย์ที่พบมากท่ีสุด ประมาณร้อยละ 45 ของสารอินทรีย์ทั้งหมดใน
ธรรมชาติ ส่วนใหญ่ถูกผลิตขึ้นจากกระบวนการสังเคราะห์แสงของพืช และสะสมอยู่ท่ีผนังเซลล์ในพืชชั้นสูงทุก
ชนิด (Fan et al., 1987) นอกจากเซลลูโลสจะอยู่ในรูปของส่วนประกอบของผนังเซลล์ของพืช เซลลูโลสยัง
พบได้ทั่วไปในธรรมชาติ เช่น ในสัตว์บางชนิด (invertebrates) สัตว์ทะเลหลายชนิด (tunicate) สาหร่าย 
(Glaucocystis nostochinearum) ฟังไจหลายชนิด รวมทั้งพบได้จากแบคทีเรีย ดังแสดงในภาพที่ 1 
 

 
 
ภาพที ่1  ลักษณะเส้นใยเซลลูโลสจากแหล่งต่างๆ ในธรรมชาติ 
ที่มา: PÉrez and Samain (2010) 
  
 พืชในธรรมชาติโดยทั่วไป ส่วนประกอบหลักของผนังเซลล์ คือ เซลลูโลส (cellulose) โดย
โครงข่ายของผนังเซลล์พืชจะประกอบด้วยเซลลูโลส (cellulose), เฮมิเซลลูโลส (hemicellulose) และลิกนิน 
(lignin) รวมเรียกว่า ลิกโนเซลลูโลส (lignocellulose) (Yu et al., 2005; Zuluaga et al., 2009) และ
อาจจะมีสารประเภทอ่ืนประกอบแทรกอยู่ด้วย เช่น ไคติน (chitin) แมนแนน (mannan) โดยส่วนประกอบที่
กล่าวมาจะมีปริมาณมากหรือน้อยขึ้นอยู่กับชนิดของพืช เช่น ไม้เนื้อแข็ง ( hardwoods) ไม้เนื้ออ่อน 
(softwood) และของเหลือทิ้งทางการเกษตร (agricultural residues) นอกจากนี้ยังขึ้นอยู่กับโครงสร้างผนัง
เซลล์ ทั้งผนังเซลล์ปฐมภูมิ (primary cell wall) และ ผนังเซลล์ทุติยภูมิ (secondary cell wall) อายุ และ
แหล่งของพืชนั้นๆในธรรมชาติ (Chundawat et al., 2011) ตัวอย่างเช่น เซลลูโลสในโครงสร้างผนังเซลล์
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ปฐมภูมิ (primary cell wall) ประกอบด้วยกลูโคสยาวประมาณ 2,000 โมเลกุล และไม่ต่ ากว่า 14,000 
โมเลกุลในโครงสร้างผนังเซลล์ทุติยภูมิ (secondary cell wall) โดยโมเลกุลของเซลลูโลสจะเกาะกันเป็นคู่
ตามยาวและเรียงขนานกันเป็นกลุ่ม 40 คู่ เรียกว่าไมโครไฟบริล (microfibril) เพ่ือให้ความแข็งแรงกับผนัง
เซลล์ของพืช (Fan et al., 1987) 
  
 ภาพที่ 2 แสดงองค์ประกอบหลักของเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนินในวัสดุประเภทลิกโน
เซลลูโลสในชั้นโครงสร้างผนังเซลล์ทุติยภูมิ (secondary cell wall) ของชานอ้อยซึ่งประกอบด้วยเซลลูโลส
ประมาณร้อยละ 40 เฮมิเซลลูโลสประมาณร้อยละ 24 และลิกนินประมาณร้อยละ 25 โดยผนังเซลล์ชั้นทุติย
ภูมิ ประกอบด้วย 3 ส่วน คือ ส่วนนอก (S1) ส่วนกลาง (S2) และส่วนใน (S3) ซึ่งโมเลกุลของเซลลูโลสใน
เนื้อเยื่อชั้น S1 และ S3 มีส่วนที่มีความเป็นระเบียบน้อยกว่า เรียกว่า ส่วนอสัณฐาน ( amorphous 
cellulose) และมีเฮมิเซลลูโลสในปริมาณมาก ส่วนชั้นเนื้อเยื่อ S2โมเลกุลของเซลลูโลสจัดเรียงตัวกันอย่าง
เป็นระเบียบ เรียกว่า ส่วนโครงสร้างผลึก (crystalline cellulose) (Bidlack et al., 1992) 

 
 
ภาพที่ 2  การจัดเรียงตัวของโมเลกุลเซลลูโลสในโครงสร้างส่วนนอก (S1) ส่วนกลาง (S2) และส่วนใน (S3) ใน

ผนังเซลล์ทุติยภูมิ (secondary cell wall) ของชานอ้อยโดยประกอบด้วย เซลลูโลสประมาณ 40% 
เฮมิเซลลูโลสประมาณ 24% และลิกนินประมาณ 25%  

 
ที่มา: Lee (2005) 
 

 ตารางที่ 1 แสดงวัสดุกลุ่มลิกโนเซลลูโลสซึ่งเป็นแหล่งที่มีองค์ประกอบของเซลลูโลส เฮมิ
เซลลูโลส และลิกนิน ในปริมาณที่แตกต่างกัน เช่น กระดาษมีเซลลูโลส 85-99% ในขณะที่ใบไม้มีเฮมิ
เซลลูโลส 80-85% และเปลือกถั่วมีลิกนิน 30-40% เป็นต้น 
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ตารางท่ี 1  ปริมาณเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนินที่พบในวัสดุกลุ่มลิกโนเซลลูโลส 
 

วัสดุลิกโนเซลลูโลส เซลลูโลส (%) เฮมิเซลลูโลส (%) ลิกนิน (%) 
เส้นใยข้าวโพด (Corn fiber) 15 35 8 
ซังข้าวโพด (Corn cobs)  45 35 15 
ต้นข้าวโพด (Corn stover) 40 25 17 
ฟางข้าว (Rice straw) 35 25 12 
ฟางข้าวสาลี (Wheat straw)  30 50 15 
ชานอ้อย (Sugarcane bagasse) 40 24 25 
หญ้าสวิช (Switchgrass)  45 30 12 
หญ้าคอสทอล เบอมิวดา  
(Coastal Bermuda grass ) 

25 35 6 

ไม้เนื้อแข็ง (Hardwoods stems)  40-45 24-40 18-25 
ไม้เนื้ออ่อน (Softwood stems)  45-50 25-35 25-35 
เปลือกถ่ัว (Nut shells)  25-30 25-30 30-40 
หญ้า (Grasses)  25-40 35-50 10-30 
กระดาษ (Paper)  85-99 0 0-15 
ใบไม้ (Leaves) 15-20 80-85 0 
ใยเมล็ดฝ้าย (Cotton seed hairs)  80-95 5-20 0 

 
ที่มา: Saha (2003); Sun and Cheng (2002) 
 

1.2 โครงสร้างของเซลลูโลส (Structural of cellulose) 
 
 ด้านโครงสร้างทางเคมี เซลลูโลสเป็นโฮโมพอลิแซคคาไรด์ (homopolysaccharides) ที่มี
โครงสร้างของโมเลกุลเป็นแบบไม่มีกิ่งก้านสาขา ประกอบด้วยหน่วยเบตา -ดี-กลูโคไพราโนส (ß-D-
glucopyranose Unit) เชื่อมต่อกันด้วยพันธะเบตา (1,4) (ß-1,4-glycosidic linkage) (Klemm et al., 
2005) โดยคาร์บอนต าแหน่งที่ 1 ของกลูโคสโมเลกุลแรกเชื่อมต่อกับคาร์บอนต าแหน่งที่  4 ของกลูโคสถัดไป
ดังแสดงในภาพที่ 3 มีสูตรเคมีทั่วไป คือ (C6nH10n+2O5n+1) n เมื่อ n คือ จ านวนของหน่วยกลูโคสต่อโมเลกุล
ของเซลลูโลส (degree of polymerization, DP) (Liu  and Sun, 2010)  
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ภาพที่ 3  ลักษณะโครงสร้างของเซลลูโลส และหน่วยย่อย ß-D-glucopyranose ที่ต่อกันด้วยพันธะ ß-1,4 
glycosidic ระหว่างคาร์บอนต าแหน่งที่ 1 ของหน่วยย่อย ß-D-glucopyranose กับ คาร์บอน
ต าแหน่งที ่4 ของหน่วยย่อยถัดไป  

 
ที่มา: Zhang  and Lynd (2004) 
 
 ในโครงสร้างของสายเซลลูโลสจะมีหมู่ไฮดรอกซิล 3 หมู่ที่มีขั้วแตกต่างกัน ได้แก่ -OH ที่ C-2, 
-OH ที ่C-3 (secondary hydroxyl groups) และ -OH ที ่C-6 (primary hydroxyl group) โดยหมู่ไฮดรอก
ซิลดังกล่าวจะจับกันด้วยพันธะไฮโดรเจนเป็นแบบ intermolecular และ intramolecular (Abdul Khalil 
et al., 2012) สานกันเป็นร่างแหของเซลลูโลสโดยแสดงดังภาพที่ 4 

 
 เมื่อพิจารณาโครงสร้างโดยละเอียดของเซลลูโลส พบว่าเซลลูโลสประกอบด้วย 2 ส่วน คือ ส่วน
ที่ เป็นระเบียบหรือบริ เวณที่ เป็นผลึก (crystalline) และส ่วนที ่ไม ่เป ็นระเบ ียบหร ือ ส่วนอสัณฐาน 
(amorphous) ส่วนที่เป็นระเบียบเกิดจากการที่โมเลกุลของกลูโคสมีการเชื่อมกันอย่างเป็นระเบียบ ดังแสดง
ในภาพที่ 5 และส่วนที่ไม่เป็นระเบียบเกิดจากการจัดเรียงตัวของโมเลกุลกลูโคสอย่างไม่เป็นระเบียบ โดยพบว่า
เซลลูโลสมีส่วนโครงสร้างที่เป็นระเบียบหรือส่วนที่เป็นผลึกนั้นมากกว่าส่วนอสัณฐาน (Zykwinska et al., 
2005)  
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ภาพที่ 4  พันธะในโครงสร้างเซลลูโลส (a) พันธะไฮโดรเจนแบบ intramolecular ระหว่างโมเลกุล C2-

OH และC6-OH และ C3-OH (b) พันธะไฮโดรเจนแบบ intermolecular ระหว่าง C3-OH 
และ C6-OH, และ (c) พันธะแบบ intermolecular ระหว่าง C2-OH, C6-OH และ C3-OH 
ระหว่างสายเซลลูโลส 

 
ที่มา: Liu and Sun (2010) 

 

 
 
ภาพที่ 5  ภาพจากวิธีการ AFM (ภาพซ้าย) เพ่ือยืนยันว่าเส้นใยเซลลูโลสประกอบด้วยสองส่วนคือส่วนที่เป็น

ผลึกและส่วนที่เป็นอสัณฐาน 
 
ที่มา: Bhattacharya et al. (2008) 
  
 จากข้อมูลที่ได้จากการศึกษาโดยวิธี  X-ray diffraction (XRD) และ 13C-nuclear magnetic 
resonance (13C-NMR) ของเซลลูโลส พบว่าผลึกเซลลูโลสมีโครงสร้างผลึก 4 แบบ โดยเรียกเป็น เซลลูโลส I, 
II, III และ IV โดยเซลลูโลส I เป็นรูปผลึกของวัสดุเซลลูโลสดั้งเดิม (native cellulose) พบในธรรมชาติมาก
ที่สุด พบได้ท้ังในสาหร่าย แบคทีเรีย สัตว์บางชนิดและพบมากในพืชชั้นสูง (Hayashi et al., 1987) ยิ่งไปกว่า
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นั้น เซลลูโลส I ยังพบได้เป็น 2 รูปแบบ ได้แก่ Iα และ Iβ โดยความแตกต่างของเซลลูโลส Iα และ เซลลูโลส Iβ 

ก็คือ เซลลูโลส Iα จะมีโครงสร้างเป็น triclinic unit cells ส่วนเซลลูโลส Iβ จะมีโครงสร้างเป็น monoclinic 

unit cells (Sugiyama et al., 1991a) เซลลูโลส Iβ จะมีคุณสมบัติกึ่งเสถียร (metastable) ในส่วนของ

เซลลูโลส Iα จะมีความเสถียรมากกว่า (Sugiyama et al., 1991b) เซลลูโลส Iα เป็นรูปแบบที่หายาก มี

รายงานที่มีอยู่ในธรรมชาติพบในสาหร่ายสีเขียวบางชนิดเท่านั้น ในขณะที่ เซลลูโลส Iβ  พบหลักๆในพืชชั้นสูง 

เช่น ฟางและไม้ เป็นต้น นอกจากนี้ยังทราบว่า เซลลูโลส Iα  สามารถเปลี่ยนอย่างถาวรให้มีความเสถียรมาก

ขึ้ น โ ดย ให้ ค ว าม ร้ อน กั บ เ ซ ลลู โ ล ส  Iβ ( Atalla and Vanderhart, 1984; Sugiyama et al. , 1991b; 
Yamamoto and Horii, 1993; Yamamoto et al., 1989) เซลลูโลส II ซึ่งพบได้ยากมากในธรรมชาติ แต่
สามารถเตรียมได้จากเซลลูโลส  I โดยการรี เจนเนอร์ เรชั่น ( regeneration) และเมอร์ เซอไรเซชั่น 
(Mercerization) กระบวนการรีเจนเนอร์เรชั่นเกี่ยวข้องกับการสลายตัวของเซลลูโลสในตัวท าละลายที่
เฉพาะเจาะจง (เช่น N-methylmorpholine-N-oxide) ในขณะที่กระบวนการเมอร์เซอไรเซชั่น เซลลูโลส
จะต้องแช่ในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เท่านั้นเพ่ือให้เกิดการบวม (swollen) (Bessueille and Bulone, 
2008) เซลลูโลส III1 และ เซลลูโลส III11 (Marrinan and Mann, 1956) เตรียมได้จากการเปลี่ยนรูปแบบผัน
กลับได้ของ เซลลูโลส I และเซลลูโลส II ตามล าดับโดยลิควิด แอมโมเนีย (liquid ammonia) หรือสารพวกเอ
มีนบางชนิด (amines) และตามด้วยการระเหยของแอมโมเนียส่วนเกิน (Davis et al., 1943; Sarko et al., 
1976) ส่วนเซลลูโลส IV1 and IV11 อาจเตรียมโดยการให้ความร้อนกับ เซลลูโลส III1 และเซลลูโลส III11 ถึง 
206 องศาเซลเซียส ในกลีเซอรอล (Gardiner and Sarko, 1985) (ภาพท่ี 6) 
 

 
 
ภาพที่ 6  กระบวนการเปลี่ยนแปลงของรูปแบบเซลลูโลส I, เซลลูโลส II, เซลลูโลส III และเซลลูโลส IV 
 
ที่มา: Abdul Khalil et al. (2012) 
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2.  การสกัดเซลลูโลส (Cellulose Extraction) 
 

กระบวนการสกัดเซลลูโลสจะแตกต่างกันไปตามชนิดและแหล่งวัตถุดิบที่ใช้เตรียมโดยจะอาศัย
กระบวนการสกัดหลายขั้นตอน การปรับสภาพวัตถุดิบด้วยกระบวนการต่างๆเป็นวิธีที่จ าเป็นในกระบวนการ
สกัดเซลลูโลส เพ่ือก าจัดองค์ประกอบอ่ืนๆที่ไม่ต้องการในวัตถุดิบ เช่น การระเบิดด้วยไอน้ าเพ่ือก าจัดเฮมิ
เซลลูโลส การใช้สารละลายเบสเพ่ือก าจัดเฮมิเซลลูโลสและลิกนิน เป็นต้น นอกจากนี้การปรับสภาพวัตถุดิบยัง
มีวัตถุประสงค์เพ่ือให้ลิกนินซึ่งมีสมบัติห่อหุ้มหรือเคลือบโครงสร้างของเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสแตกออกซึ่ง
เป็นการปรับสภาพวัตถุดิบให้ง่ายต่อการก าจัดสารประกอบประเภทลิกนินในขั้นตอนการฟอกขาวต่อไป 
 

2.1 การปรับสภาพ (pretreatment) 
 
 วัสดุลิกโนเซลลูโลสนั้นประกอบด้วยส่วนหลักๆ คือ เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส ลิกนิน ซึ่งเซลลูโลส
และลิกนินจะอยู่ร่วมกันที่บริเวณผนังเซลล์ และเนื้อเยื่อชั้นในของเซลล์ โดยมีเฮมิ -เซลลูโลสเป็นตัวเชื่อม
ประสานระหว่างเซลลูโลสและลิกนินเข้าไว้ด้วยกัน ท าให้ผนังเซลล์ของพืชมีความแข็งแรงสูง การปรับสภาพ
วัตถุดิบนั้นมีจุดประสงค์เพ่ือท าให้โครงสร้างที่เป็นระเบียบหรือโครงสร้างที่เป็นผลึก ( crystalline) ของ
เซลลูโลส และลิกนินที่ติดอยู่แตกออกจากกันดังภาพที่ 7 นอกจากนี้ยังก าจัดเฮมิเซลลูโลส เพ่ิมความเป็นรูพรุน
ของลิกโนเซลลูโลสและก าจัดลิกนิน (Sun and Cheng, 2002) 
 

 
 
ภาพที่ 7 แบบจ าลองลิกโนเซลลูโลสและการปรับสภาพ (pretreatment) เพ่ือท าลายโครงสร้างที่
 แข็งแรงของลิกโนเซลลูโลส 
 
ที่มา: Yousuf (2012) 
 โดยทั่วไปแล้ว กระบวนการปรับสภาพวัตถุดิบสามารถแบ่งออกเป็น 4 รูปแบบ ได้แก่ การปรับ
สภาพทางเคมี (Chemical pretreatment) เช่น การปรับสภาพด้วยกรด การปรับสภาพด้วยด่าง การปรับ
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สภาพด้วยโอโซน การปรับสภาพด้วยตัวท าละลายอินทรีย์ เป็นต้น การปรับสภาพทางกายภาพ (Physical 
pretreatment) เช่น การบด เป็นต้น การปรับสภาพทางกายภาพร่วมกับเคมี ( Physicochemical 
pretreatment) เช่น การระเบิดด้วยไอน้ า การระเบิดด้วยแอมโมเนีย เป็นต้น และการปรับสภาพทางชีวภาพ 
(Biological pretreatment) เช่น การปรับสภาพด้วยจุลินทรีย์ การปรับสภาพด้วยเอนไซม์ เป็นต้น ทั้งนี้
กระบวนการที่เหมาะสมในการปรับสภาพขึ้นอยู่กับชนิดและ ลักษณะสมบัติของวัตถุดิบที่น ามาใช้ ตารางที่ 2 
แสดงกระบวนการปรับสภาพวัตถุดิบลิกโนเซลลูโลสด้วยวิธีต่างๆพร้อมทั้งข้อดีและข้อจ ากัดของแต่ละวิธี 
 
ตารางท่ี 2  ข้อดีและข้อจ ากัดของการปรับสภาพวัตถุดิบลิกโนเซลลูโลสด้วยวิธีการต่างๆ 
 

วิธีการปรับสภาพ ข้อดี ข้อจ ากัด 
1.ทางกายภาพ เป็นการปรับสภาพเบื้องต้นโดยการ

ลดขนาดวัตถุดิบ 
ปริมาณพลังงานที่ใช้สูงและต้องใช้
ร่วมกับกระบวนการปรับสภาพ
อ่ืนๆ 

2.ทางกายภาพร่วมกับเคมี   
การระเบิดด้วยไอน้ า ท าให้เกิดการย่อยสลายเฮมิ-เซลลูโลส

และเปลี่ยนแปลงโครงสร้างลิกนิน  ใช้
พลังงานต่ าเมื่อเปรียบเทียบกับการบด
ด้วยเครื่องจักรอย่างเดียว มีความ
คุ้มค่าเมื่อใช้ในการปรับสภาพไม้เนื้อ
แข็งและวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตร  

มีประสิทธิผลน้อยเมื่อใช้กับไม้
เนื้ ออ่อน ท าลายสารประกอบ
เชิงซ้อนลิกนิน-คาร์โบไฮเดรตไม่
สมบู รณ์  ก่ อ ให้ เ กิ ดส า รอ งค์  
ประกอบที่ อาจไปขัดขวางการ
ท างานของจุลินทรีย์ 

การระเบิดด้วยแอมโมเนีย  
(Ammonia Fiber 
Explosion; AFEX) 

สามารถก าจัดลิกนินและเฮมิเซลลูโลส
และเพ่ิมพ้ืนที่ผิวของวัตถุดิบ 

มีประสิทธิผลน้อยเมื่อใช้ในการ
ป รั บ ส ภ า พ ชี ว ม ว ล ที่ มี
องค์ประกอบของลิกนินสูง 

3. ทางเคมี   
การปรับสภาพด้วยกรด ย่ อย เฮมิ เ ซลลู โลสจนกลาย เป็ น

น้ าตาลไซโลสและน้ าตาลชนิดอ่ืนๆ
และเปลี่ยนแปลงโครงสร้างลิกนิน 

มีค่าใช้จ่ายที่สูงกว่าการปรับสภาพ
ทางกายภาพร่วมกับเคมี  และ
จ าเป็นต้องปรับ pH ให้เป็นกลาง
หลังจากปรับสภาพและกรดกัด
กร่อนอุปกรณ์  
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ตารางท่ี 2  (ต่อ) 
 

วิธีการปรับสภาพ ข้อดี ข้อจ ากัด 
การปรับสภาพด้วยด่าง 
 
 
 
 
การปรับสภาพด้วยโอโซน 
 
 
การปรับสภาพด้วยตัวท า
ละลายอินทรีย์ 
 (organosolv) 

ก าจัดเฮมิเซลลูโลสและลิกนิน เพ่ิม
พ้ื น ที่ ผิ ว ที่ ข อ ง วั ต ถุ ดิ บ  เ ป็ น
กระบวนการที่ ง่ ายและไม่ต้องใช้
พลังงานมากเมื่อเทียบกับการปรับ
สภาพด้วยกรด  
มีประสิทธิภาพในการก าจัดลิกนิน 
 
 
ย่อยสลายลิกนินและเฮมิเซลลูโลส 

ต้องใช้เวลานานในการปรับสภาพ 
และเกิดเกลือเกาะกับวัตถุดิบ ซึ่ง
จ าเป็นต้องท าการปรับ pH ให้เป็น
กลางหลังจากท าการปรับสภาพ 
 
ต้อง ใช้ โอโซนปริมาณมากใน
กระบวนการปรับสภาพท าให้มี
ค่าใช้จ่ายสูง 
ต้องการการระเหย การควบ แน่น 
และกระบวนการน าตัวท าละลาย
กลับมาใช้ใหม่ และการก าจัดตัว
ท าละลายออกจากถัง 

4. ทางชีวภาพ ย่อยสลายลิกนินและเฮมิเซลลูโลส ใช้
พลั ง ง านน้ อย  ไม่ ใ ช้ ส าร เคมี ใ น
กระบวนการปรับสภาพ ท าให้เป็นมิตร
ต่อสิ่งแวดล้อม  

อัตราการย่ อยสลายที่ เกิ ดขึ้ น
ค่อนข้างต่ า ท าให้ต้องใช้เวลา นาน
ในการย่อยสลาย และต้องการการ
ควบคุมสภาวะการย่อยสลายที่
เหมาะสม  

 
ที่มา: Kumar et al. (2009); Tomás-Pejó et al. (2011) 
 

 ในปัจจุบันกระบวนการและเทคโนโลยีที่ใส่ใจกับผลกระทบที่จะเกิดกับสิ่งแวดล้อมได้รับการ
สนใจเพ่ิมข้ึน การปรับสภาพวัตถุดิบพวกลิกโนเซลลูโลสในปัจจุบันจึงนิยมวิธีการปรับสภาพด้วยการระเบิดด้วย
ไอน้ า เนื่องจากไม่ต้องการสารเคมีและมีความคุ้มค่าเมื่อใช้ปรับสภาพวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร นอกจากนี้
การปรับสภาพทางชีวภาพโดยการใช้จุลินทรีย์หรือเอนไซม์เป็นอีกวิธีที่ได้รับความนิยม เนื่องจากไม่ใช้สารเคมี
ในกระบวนการ ท าให้เป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม 
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 2.1.1 การระเบิดด้วยไอน้ า (Steam explosion) 
 
  การระเบิดเยื่อด้วยไอน้ าเป็นวิธีหนึ่งที่นิยมใช้ในการปรับสภาพลิกโนเซลลูโลส โดยวัตถุดิบ

จะถูกเตรียมที่ความดันไอน้ าสูง และลดความดันลงอย่างรวดเร็ว ซึ่งท าให้วัตถุดิบถูกระเบิดแล้วเกิดการ
สลายตัว การระเบิดด้วยไอน้ าใช้อุณหภูมิเริ่มต้นที่ 160–260 องศาเซลเซียส (ความดัน0.69-4. 8 MPa) ไว้
ระยะหนึ่ง ซึ่งเป็นสาเหตุท าให้เกิดการย่อยสลายเฮมิเซลลูโลส และเปลี่ยนแปลงโครงสร้างลิกนิน เนื่องจาก
อุณหภูมิสูง ปัจจัยที่มีผลต่อการปรับสภาพด้วยการระเบิดด้วยไอน้ า ได้แก่ ระยะเวลา , อุณหภูมิ ขนาด และ
ปริมาณความชื้น (Sun and Cheng, 2002)  

 
  โดยในระหว่างการปรับสภาพ กรดอะซิติกที่เกิดจาก acetyl group ที่เกิดจากการถูก

ย่อยของเฮมิเซลลูโลสและกรดอ่ืนๆ ที่เกิดขึ้นเนื่องจากอุณหภูมิสูงในระหว่างการระเบิดด้วยไอน้ า อาจมีผลให้
เกิดการย่อยเฮมิเซลลูโลสและลิกนินบางส่วนกลายเป็นน้ าตาลมอนอเมอร์ของกลูโคส และไซโลส 
(autohydrolysis) (Agbor et al., 2011) นอกจากนี้ยังเกิดการท าลายพันธะไกลโคซิดิกในโครงสร้างของเฮมิ
เซลลูโลสและพันธะอีเทอร์ (ß-ether) ในโครงสร้างของลิกนิน ท าลายพันธะของสารประกอบเชิงซ้อนลิกนิน-
คาร์โบไฮเดรต เปลี่ยนแปลงทางเคมีของโครงสร้างลิกนินและคาร์โบไฮเดรตในระหว่างการปรับสภาพวัตถุดิบ
ถูกระเบิดด้วยความดันไอน้ าสูง (Abdul Khalil et al., 2012)  

 
  ข้อดีของการปรับสภาพด้วยการระเบิดด้วยไอน้ า คือ ใช้พลังงานต่ าเมื่อเทียบกับการตัด

และการบด โดยวิธีทางกายภาพใช้พลังงานมากกว่าการระเบิดด้วยไอน้ า 70 เปอร์เซ็นต์ นอกจากนี้ การระเบิด
ด้วยไอน้ าจะมีประสิทธิภาพสูงกับวัตถุดิบประเภทไม้เนื้อแข็งและของเหลือ ทางการเกษตร แต่ พบว่า
ประสิทธิภาพจะลดลงเมื่อใช้วัตถุดิบประเภทไม้เนื้ออ่อน (Sun and Cheng, 2002) 

 
  Rocha et al. (2012) ศึกษาการปรับสภาพวัตถุดิบด้วยการระเบิดด้วยไอน้ าและก าจัด

ลิกนินด้วยด่างส าหรับการสกัดเซลลูโลสเพ่ือใช้ในการผลิตเอทานอล โดยวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของ
ชานอ้อยที่ปรับสภาพด้วยการระเบิดด้วยไอน้ าและองค์ประกอบทางเคมีของเยื่อเซลลูโลสจากชานอ้อย
หลังจากก าจัดลิกนินด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ โดยผลการวิเคราะห์ของชานอ้อยทั้ง 20 ตัวอย่างที่แตกต่างกัน 
ทั้งด้านสายพันธุ์ ต้นก าเนิด ดินที่ปลูก ช่วงเวลาที่ปลูกและความแตกต่างทางสภาพอากาศ หลังจากปรับสภาพ
ชานอ้อยด้วยการระเบิดด้วยไอน้ าที่ 190 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที พบว่าองค์ประกอบทางเคมีทั้ง
เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนินไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทั้ง 20 ตัวอย่าง และหลังจากก าจัดลิกนิ
นด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์องค์ประกอบทางเคมีก็ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญเช่นกัน ปริมาณเซลลูโลสเฉลี่ย
ของชานอ้อยดั้งเดิม หลังปรับสภาพด้วยการระเบิดด้วยไอน้ า และเยื่อเซลลูโลสจากชานอ้อยหลังจากก าจัด
ลิกนินด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์มีค่าเท่ากับ 43.1% 57.5% และ 86.8% ตามล าดับ ซึ่งแสดงว่าการระเบิดด้วย
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ไอน้ าไม่มีผลต่อปริมาณเซลลูโลสในองค์ประกอบ นอกจากนี้ยังมีประสิทธิภาพในการปรับสภาพชานอ้อย
เพ่ือให้ได้เยื่อเซลลูโลสปริมาณสูง 

 
2.2 การฟอกขาว (bleaching) 

 
 ในธรรมชาติเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสจะเป็นสีขาว การที่เราเห็นเยื่อก่อนฟอกมีสีนั้นต้นเหตุมา
จาก chromophoric group ที่มีอยู่ในลิกนิน กระบวนการฟอกขาวเป็นกระบวนการที่ท าให้ วัสดุลิกโน
เซลลูโลส มีความขาวเพิ่มขึ้น และเป็นการก าจัดลิกนินออกไปด้วย โดยการใช้สารเคมีช่วย การฟอกขาวถือว่ามี
ความส าคัญต่อการเพ่ิมประสิทธิภาพในการเตรียมเซลลูโลสบริสุทธิ์ โดยเฉพาะในวัสดุลิกโนเซลลูโลสที่ไม่เป็นสี
ขาวและมีสีเข้ม สารฟอกขาวที่ใช้มีด้วยกันหลายประเภท สารฟอกขาวประเภทออกซิเดทีฟที่ส าคัญได้แ ก่ 
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (Hydrogen Peroxide) โซเดียมไฮโปคลอไรต์ (Sodium Hypochlorite) โซเดียม
คลอไรต์ (Sodium Chlorite) ส่วนสารฟอกขาวประเภทรีดักทีฟที่ส าคัญ ได้แก่ โซเดียมไฮโดรซัลไฟต์ 
(Sodium Hydrosulphite) และเปอร์ออกไซด์ สารฟอกขาวประเภทที่มีคลอรีนโดยเฉพาะ โซเดียมไฮโปคลอ
ไรต์ มักก่อให้เกิดสารประกอบ AOH (Absorbable Organic Halogens) ที่ปลดปล่อยออกมาในรูปแบบสาร
ระเหิด ส่วนโซเดียมคลอไรต์แม้ว่าจะปลดปล่อยสาร AOH ปริมาณต่ ากว่าแต่ในการฟอกขาวเกิดสารคลอรีนได
ออกไซด์ (Chlorine Dioxide) ที่เป็นพิษ ดังนั้นการฟอกขาวจึงนิยมใช้ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ซึ่งไม่มีคลอรีน
เป็นองค์ประกอบ ส่วนโซเดียมไฮโดรซัลไฟต์เป็นสารที่ก่อให้เกิดการระคายเคืองและเป็นพิษ (อภิรักษ์, 2554) 
 

2.2.1 การฟอกขาวด้วยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (Hydrogen Peroxide)  
 
 ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์เป็นหนึ่งในสารเคมีที่นิยมใช้ในอุตสาหกรรมเนื่องจากเป็นวิธีที่
เป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม แต่อย่างไรก็ตามการใช้ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์นิยมใช้ก าจัดสารประกอบลิกนินภายใต้
สภาวะเบส โดยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) แตกตัวในน้ าได้ hydronium ion (H3O+) และ perhydroxyl 
ion (HO2

-) ดังสมการโดย perhydroxyl ion ท าหน้าที่เป็น nucleophilic bleaching agent ออกซิไดซ์กลุ่ม
คาร์บอนิลในโครงสร้างลิกนิน  
 

H2O2+ H2O    HO2
-  + H3O+ 

 
 และสามารถเพ่ิมประสิทธิภาพของการฟอกขาวโดยการเติมเบส ซึ่งเป็นการเร่งปฎิกิริยา 
ดังสมการ 
 

H2O2 + OH-  HO2
-  + H2O 
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 นอกจากเบสจะเร่งปฏิกิริยาการสลายตัวของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ยังสามารถสร้าง 
HO.  และ O2

-  ดังสมการ โดย HO.  และ O2
-  จะท าปฏิกิริยากับวงแหวนอะโรมาติกของลิกนินผ่านปฏิกิริยา

ออกซิเดชั่น (Oxidative decomposition) เป็นการเพ่ิมโมเลกุลที่มีสมบัติละลายน้ าได้และเพ่ิมการสลายตัว
ของลิกนิน  

H2O2 + HOO-  HO. + O2
-.+ H2O 

H2O2 + HOO-  OH- + O2 + H2O 
 
 ดังนั้นการฟอกขาวโดยใช้ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ภายใต้สภาวะเบส จึงท าให้เยื่อมีความ
สว่างได้ แต่อย่างไรก็ตามปฏิกิริยาของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ เป็นเพียงการท าให้ลิกนินที่ก่อให้เกิดสีแตกตัว
เท่านั้น ไม่ใช้เป็นการก าจัดลิกนินที่เหลืออยู่ในเยื่อ เนื่องจากไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์เกิดการออกซิไดซ์กลุ่ม
คาร์บอนิลในคาร์โบไฮเดรตให้เปลี่ยนเป็นกลุ่มกรดคาร์บอกซิลิก ซึ่งเป็นการท าให้สีของลิกนินที่เหลืออยู่ขาวขึ้น 
แต่จะกลับเป็นสีเหลืองได้ง่าย เนื่องจากไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์เป็นสารที่สลายตัวง่าย แม้จะเก็บไว้โดยไม่ท า
ปฏิกิริยากับสารอ่ืน จึงท าให้ลิกนินที่เหลืออยู่ในเยื่อรวมตัวกันได้อีกครั้ง ความขาวของกระดาษจึงลดลง 
(Bajpai, 2012b, 2012a)  

 
2.2.2 การฟอกขาวด้วยโซเดียมคลอไรต์ (Sodium Chlorite bleaching) 
 
 โซเดียมคลอไรต์เมื่อสลายตัวจะผลิตสารออกซิไดซ์อย่างแรง นั้นคือก๊าซคลอรีนได

ออกไซด์ อัตราการเกิดก๊าซคลอรีนเป็นสัดส่วนกับความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรต์ในสารละลายการสลายตัว
จะเกิดอย่างรวดเร็ว ที่ค่าพีเอชต่ าและอุณหภูมิสูง (สูงกว่า 70 องศาเซลเซียส) (Hubbell and Ragauskas, 
2010) กรดคลอรัส (HClO2) ที่เกิดขึ้นจะไม่เสถียรและสลายเป็นคลอรีนไดอกไซด์ (ClO2) ซึ่งเป็นตัวที่ท า
ปฏิกิริยาในการฟอกขาวซึ่งแสดงดังสมการ (1) และ (2) ก๊าซคลอรีนไดออกไซด์ จะเกิดขึ้นสูงสุดเมื่อพีเอชมีค่า
ระหว่างพีเอช 2.5 และ 3.0 ในสภาวะที่ไม่มีเยื่อและไอออนโลหะ เมื่ออัตราการก่อตัวของก๊าซคลอรีนได
ออกไซด์ประมาณสองเท่าจะท าให้พีเอชลดลงครั้งละ 0.4 ซึ่งกระบวนการฟอกเยื่อต้องการพีเอชที่มีค่าระหว่าง 
3.0 ถึง 5.0 อุณหภูมิ 85 องศาเซลเซียส ดังนั้นกระบวนการฟอกเยื่อโซเดียมคลอไรต์จึงแนะน าให้มีการเติม
กรด อย่างเช่น กรดฟอร์มิก กรดอะซีติก หรือกรดฟอสฟอริก เพ่ือปรับสภาพของระดับพีเอชให้อยู่ในช่วง
ระหว่าง 3.0 ถึง 5.5 เพราะถ้าระดับพีเอชลดลงต่ ากว่า 3.0 เส้นใยเซลลูโลสจะได้รับความเสียหายอย่างรุนแรง
เพราะกรดคลอรัส (HClO2) และกรดไฮโดรคลอริก (HCl) ที่เกิดขึ้นจะย่อยสลายเซลลูโลส (Abdel-Halim, 
2012) แสดงดังสมการ (3) 

 

2NaClO2 + H2SO4 →  Na2SO4 + 2HClO2 (1) 

HClO2 → ClO2 + H+ (2) 
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HClO2 → HCl +2O (3) 
 
 ปัจจุบันโซเดียมคลอไรต์ได้รับความนิยมในการฟอกขาวมากขึ้น ตารางที่ 3 แสดงการใช้
โซเดียมคลอไรต์ในการฟอกขาววัสดุลิกโนเซลลูโลสชนิดต่างๆ ซึ่งท าให้เยื่อที่ผ่านการฟอกขาวมีสีที่ขาวมากขึ้น 
เนื่องจากลิกนินและเฮมิเซลลูโลสบางส่วนถูกก าจัด 
 
ตารางท่ี 3  การใช้โซเดียมคลอไรต์ในการฟอกขาววัสดุลิกโนเซลลูโลสชนิดต่างๆ 
 

วัสดุลิกโนเซลลูโลส ลักษณะเยื่อก่อนและหลังการฟอก แหล่งที่มา 
เปลือกถ่ัว  
(soy hull) 

       soy hull        bleached soy hull 

 

Flauzino Neto et 
al. (2013)  

เมล็ดมะม่วง  
(mango seed) 

     mango seed     bleached mango seed  

 

Henrique et al. 
(2013) 

หัวบีท  
(de-pectinated sugar 
beet pulp: DSBP) 

         DSBP            alkali treated DSBP 

 
 
 
 
                Bleached DSBP 

Li et al. (2014) 

ใยมะพร้าว (coconut 
palm leaf sheath) 

       leaf sheath       bleached fiber 

 

Uma Maheswari 
et al. (2012) 
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4.  นาโนเซลลูโลส (Nanocellulose) 
 

นาโนเซลลูโลสหมายถึงเส้นใยเซลลูโลสที่มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางอยู่ในช่วงนาโนเมตร แต่อย่างไรก็
ตามลักษณะทางสัณฐานวิทยาและคุณสมบัติของนาโนเซลลูโลสขึ้นอยู่กับแหล่งของเซลลูโลสที่ใช้เตรียมและวิธี
ที่ใช้ในการคัดแยกนาโนเซลลูโลส นาโนเซลลูโลสจึงสามารถแบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม ดังตารางที่ 4 ได้แก่ (1) 
cellulose nanocrystals (CNC) (2) cellulose nanofibril (CNF) และ (3) bacterial cellulose (BC) (Klemm 
et al., 2011) โดยภาพถ่ายของนาโนเซลลูโลสทั้งสามจากการศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่อง
กราด แสดงดังภาพที่ 8  
 
ตารางท่ี 4  ประเภทของนาโนเซลลูโลส 
 
ประเภทของนาโนเซลลูโลส ชื่อเรียกอ่ืนๆ ขนาด 
Cellulose nanocrystals (CNC) nanocrystalline cellulose (NCC), 

whiskers, rod like cellulose, 
microcrystals 

เส้นผ่านศูนย์กลาง  5-70 นาโน
เมตร 
ความยาว 100-250 นาโนเมตร 
( พืช ) ; 100 นาโนเมตรไปจนถึ ง
ไมโครเมตร (สาหร่ายแบคทีเรีย) 

Cellulose nanofibrils (CNF) nanofibrils, microfibrils, 
nanofibrillated cellulose (NFC), 
microfibrillated cellulose (MFC) 

เส้นผ่านศูนย์กลาง  5-60 นาโน
เมตร 
ความยาวระดับไมโครเมตร 

bacterial cellulose (BC) microbial cellulose,  
bacterial nanocellulose (BNC) 

เส้นผ่านศูนย์กลาง  5-70 นาโน
เมตร 

 
ที่มา: ดัดแปลงจาก Klemm et al. (2011) 
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ภาพที่ 8 ภาพถ่ายนาโนเซลลูโลสจากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (TEM); (a) microfibrillated 

cellulose (MFC), (b) nanocrystalline cellulose (NCC) และ (c) bacterial cellulose (BC) 
 
ที่มา: Klemm et al. (2011) 
 

นาโนเซลลูโลสสามารถพบได้ทั่วไปในธรรมชาติ โดยแบคทีเรียสามารถสังเคราะห์สายของกลูโคส
ภายในเซลล์ แล้วปล่อยออกทางรูของเยื่อหุ้มเซลล์ สายของกลูโคสประมาณ 36 เส้นจะรวมกันเป็นมัดของสาย
เซลลูโลส เรียกว่า ไมโครไฟบริล (microfibrils) ซึ่งมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 3.5 นาโนเมตร และไม
โครไฟบริลหลายๆมัดรวมกันกลายเป็นเส้นใยเซลลูโลสที่มีลักษณะแบบ ribbon ซึ่งมีความกว้างประมาณ 40-
60 นาโนเมตร และรวมกันเป็นแผ่นเซลลูโลส (bacterial cellulose) ซึ่งมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 20-
100 นาโนเมตร (Lin and Dufresne, 2014; Pecoraro et al., 2007) โดยภาพถ่ายจากกล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (SEM) ของโครงสร้าง ribbon และเส้นใยเซลลูโลสโดยการสังเคราะห์จากแบคทีเรีย
แสดงดังภาพที่ 12 (ด้านล่าง) ดังนั้นการสังเคราะห์เซลลูโลสของแบคทีเรียเป็นการสร้างจากโครงสร้างระดับ
โมเลกุลจากหน่วย Å ไปเป็นโครงสร้างขนาดเล็กระดับนาโนเมตร (nm) ซึ่งแบคทีเรียลเซลลูโลสมีความบริสุทธิ์
สูง ไม่มีการเจือปนของเฮมิเซลลูโลสและลิกนินเหมือนเซลลูโลสที่ได้จากพืช โดยเซลลูโลสในพืชจะพบ
โครงสร้างเซลลูโลสรวมตัวกันเป็นมัด เรียกว่า ไมโครไฟบริล (microfibrils) ซึ่งมีขนาดประมาณ 1 ไมโครเมตร 
ดังนั้นการคัดแยกนาโนเซลลูโลสจากพืชจึงเป็นลดขนาดของเส้นใยเซลลูโลสจากไมโครไฟบริลเซลลูโลสหรือ
เส้นใยเซลลูโลสขนาดระดับไมโครเมตร (μm) จนถึงขนาดเซนติเมตร (cm) กลายเป็นเส้นใยเซลลูโลสที่มีขนาด
ระดับนาโนเมตร (nm) (Lin and Dufresne, 2014) และจ าเป็นต้องอาศัยวิธีการสกัดเซลลูโลสเพ่ือให้ได้
เซลลูโลสที่มีความบริสุทธิ์ก่อนการคัดแยกนาโนเซลลูโลสอีกด้วย ซึ่งแหล่งของนาโนเซลลูโลสจากพืชสามารถ
สกัดได้จากวัตถุดิบต่างๆ เช่น เนื้อไม้ ฝ้าย ชานอ้อย ซังข้าวโพด ฟางข้าว กากมันส าปะหลัง รวมไปถึงของ
เหลือทิ้งทางการเกษตรอื่นๆ โดยภาพถ่ายจากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (TEM) ของ MFC คัด
แยกจากต้นบีท (sugar beet) NFC คัดแยกจากไม้เนื้อแข็ง (hardwood) และ CNC คัดแยกจากป่านรามี 
(ramie) แสดงดังภาพที่ 9 (ด้านบน) 
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ภาพที ่9 การสังเคราะห์เซลลูโลสโดยแบคทีเรียและโครงสร้างเซลลูโลสในพืช; (ด้านบน) ภาพ ถ่ายนาโน
เซลลูโลสจากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (TEM) ของ cellulose nanocrystals 
(CNC) , micro/nanofibrillated cellulose (MFC และ NFC) ; (ด้ านล่ าง )  ภาพถ่ายนาโน
เซลลูโลสจากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (SEM) ของ bacterial cellulose (BC)  

 
ที่มา: Lin and Dufresne (2014) 

 
4.1 การคัดแยกนาโนเซลลูโลส (Nanocellulose Isolation) 

 
 การคัดแยกนาโนเซลลูโลสสามารถคัดแยกได้หลายวิธี ปัจจุบันวิธีที่นิยมใช้ในการคัดแยกนาโน
เซลลูโลสจากวัตถุดิบเซลลูโลสได้แก่ วิธีทางเคมี และวิธีทางกล ภาพที่ 10 แสดงแผนผังการคัดแยกนาโน
เซลลูโลสโดยวิธีทางเคมีและวิธีทางกล การคัดแยก cellulose nanocrystals (CNC) นิยมใช้สารเคมี
โดยเฉพาะสารจ าพวกกรด โดยกรดจะท าลายบริเวณอสัณฐานท าให้โครงสร้างของนาโนเซลลูโลสที่ได้เหลือ
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เพียงผลึกของเซลลูโลส ขณะที่การใช้วิธีทางกล ท าให้ได้ cellulose nanofibrils (CNF) ซึ่งเส้นใยมีขนาดยาว 
ยืดหยุ่น ประกอบด้วยทั้งบริเวณอสัณฐานและบริเวณผลึก (Lin and Dufresne, 2014)  
 

 
 

ภาพที่ 10  แผนผังการคัดแยก CNF และ CNC โดยวิธีทางกลและวิธีทางเคมีตามล าดับ  
 
ที่มา: Salas et al. (2014) 

 
4.1.1 การคัดแยกนาโนเซลลูโลสโดยวิธีทางเคมี 
 
 การใช้สารเคมีโดยเฉพาะสารจ าพวกกรดเป็นวิธีที่นิยมและใช้กันอย่างแพร่หลายในการ

คัดแยกนาโนเซลลูโลส (Peng et al., 2011) โดยกรดที่นิยมใช้ได้แก่ กรดซัลฟิวริก (H2SO4) และ กรดไฮโดร
คลอริก (HCl) (Habibi et al., 2010) ภาพที่ 11 แสดงโครงสร้างของ CNC หลังจากการย่อยด้วยกรด โดย
กรดจะท าลายพันธะของเซลลูโลสในส่วนของอสัณฐาน (amorphous region) ท าให้เหลือเพียงส่วนบริเวณท่ี
เป็นผลึกของเซลลูโลส (crystalline region) (Habibi et al., 2010; Teixeira et al., 2011) ดังนั้นลักษณะ
ทางด้านสัณฐานวิทยาของ CNC จึงมีลักษณะเหมือนเข็ม (needle-sอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ ed) มี
ขนาดเท่ากับหรือน้อยกว่า 100 นาโนเมตร และมีโครงสร้างผลึกสูง (Flauzino Neto et al., 2013; Silvério 
et al., 2013) อย่างไรก็ตามลักษณะสัณฐานวิทยาและคุณสมบัติของนาโนเซลลูโลสที่ได้ขึ้นอยู่กับแหล่งของ
เซลลูโลสเริ่มต้นที่ใช้ในการคัดแยกนาโนเซลลูโลส ชนิดของกรด เวลาและอุณหภูมิที่ใช้ในการย่อย ความ
เข้มข้นของกรดและอัตราส่วนระหว่างกรดต่อเซลลูโลส (Flauzino Neto et al., 2013; Habibi et al., 2010; 
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Peng et al., 2011) ตารางที่ 5 แสดงการเตรียมนาโนเซลลูโลสจากแหล่งวัตถุดิบต่างๆ โดยการย่อยด้วยกรด 
พร้อมทั้งลักษณะทางสัณฐานวิทยาของนาโนเซลลูโลสที่คัดแยกได้ 

 

 
 
ภาพที่ 11  โครงสร้างของ CNC หลังจากการย่อยด้วยกรด 
ที่มา: Thomas et al. (2011) 
 
ตารางท่ี 5  การเตรียมนาโนเซลลูโลสโดยการย่อยด้วยกรดจากแหล่งวัตถุดิบต่างๆ 
  
วัตถุดิบ วิธีการคัดแยก ลักษณะทางสัณฐานวิทยา แหล่งที่มา 
ซังข้าวโพด 
(corn cob) 

Purification 
-2% (w/w) NaOH,   
100 °C, 4 ชม 
-1.7 wt % NaClO2/acetate 
buffer, 80 °C, 6 ชม 
Nanocellulose Isolation 
-9.17 M H2SO4,  
45 °C , 30, 60, 90 นาที 

 
 
 
 
 
CNC 
Length: 210.8±44.2 nm 
Diameter: 4.15±1.08 nm 
Aspect ratio: 53.4±15.8 nm 

Silvério et al. (2013) 

เปลือกถ่ัว     
(soy hulls) 

Purification 
-2% (w/w) NaOH, 
100 °C, 4 ชม 
-1.7 wt % NaClO2/acetate 
buffer, 80 °C, 4 ชม 
Nanocellulose Isolation 
-64% (w/w) H2SO4, 40 °C, 30, 
40 นาที 

 
 
 
 
CNC 
Length: 122.7±39.40nm 
Diameter: 4.43±1.20nm 
Aspect ratio: 29.42±11.53nm 

Flauzino Neto et al. 
(2013)  
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ตารางท่ี 5  (ต่อ) 
 
วัตถุดิบ วิธีการคัดแยก ลักษณะทางสัณฐานวิทยา แหล่งที่มา 
ฟางข้าว      
(rice straw) 

Purification 
- 1.4% NaClO2, 70 °C, 5 ชม 
- 5% KOH, 90 °C, 2 ชม 
Nanocellulose isolation 
-64-65% H2SO4, 45 °C 
30, 45 นาที 

 
 
 
 
 
 
 
 

CNC 
Length: 117±39nm 
Diameter: 11.2±3.6 nm 
Aspect ratio: 10.5 nm 

Lu and Hsieh (2012) 

ชานอ้อย 
(Sugarcane 
bagasse) 

Purification 
-0.7% (w/v) NaClO2, 5 ชม 
-5% Na2SO4, 5 ชม 
-17.5% (w/v) NaOH, 5 ชม 
-dimethyl sulfoxide, 80 °C,  
5 ชม  
Nanocellulose Isolation 
-60% (w/v) H2SO4 50 °C,  
5 ชม 

 
 
 
 
 
Nanocellulose 
Length: 170 nm 
Diameter: 35 nm 

Mandal and 
Chakrabarty (2011) 

เปลือกมะเขือ
เทศ (tomato 
peels) 

Purification 
-toluene/ethanol (2:1, v/v),  
20 ชม  
-1.4% NaClO2, 70 °C, 5 ชม 
-5% KOH, 24 ชม 
Nanocellulose Isolation 
-64 wt% H2SO4, 45 °C,  
30 นาที  

 
 
 
 
 
CNC 
Length: 135±50 nm 
Diameter: 7.2±1.8 nm 

Jiang and Hsieh 
(2015)  

 
 
 



 
หน้าที ่23 

 

ตารางท่ี 5  (ต่อ) 
 
วัตถุดิบ วิธีการคัดแยก ลักษณะทางสัณฐานวิทยา แหล่งที่มา 
เมล็ดมะม่วง 
(mango seed) 

Purification 
-2%(w/w) NaOH, 100°C, 
4 ชม (4 ครั้ง) 
-1.7% NaClO2/acetate buffer 
80°C, 6 ชม 
Nanocellulose Isolation 
-11.21M H2SO4, 40 °C,  
10 นาที 
 

 
 
 
 
 
CNC 
Length: 123.4±22.1nm 
Diameter: 4.59±2.22 nm 
Aspect ratio: 34.1±18.6 nm 

Henrique et al. 
(2013)  

 
 4.1.2 การคัดแยกนาโนเซลลูโลสโดยวิธีทางกล 
 
  ปัจจุบันมีการศึกษา พัฒนาและปรับปรุงกระบวนการสกัดนาโนเซลลูโลสให้มีประสิทธิภาพ 

การคัดแยกนาโนเซลลูโลสโดยวิธีทางกลจึงได้รับความนิยมเพ่ิมข้ึนในปัจจุบัน เนื่องจากเป็นวิธีที่ง่าย ไม่ต้องการ
สารเคมีในกระบวนการคัดแยก แต่อย่างไรก็ตามก่อนการคัดแยกนาโนเซลลูโลสโดยวิธีทางกล แหล่งวัตถุดิบ
เซลลูโลสที่ใช้ในการคัดแยก ต้องผ่านการปรับสภาพทางเคมี เพ่ือก าจัดองค์ประกอบอ่ืนๆ ให้ได้เซลลูโลสที่มี
ความบริสุทธิ์ การคัดแยกนาโนเซลลูโลสโดยวิธีทางกล ได้แก่ กระบวนการโฮโมจีไนเซชันแรงดันสูง ( high 
pressure homogenization) ไมโครฟลูอิไดเซชัน (microfluidization) การบดละเอียด (grinding) และ 
กระบวนการอัลตราโซนิค ความเข้มสูง (high intensity ultrasonication) เป็นต้น 

 
4.1.2.1 กระบวนการโฮโมจีไนเซชันแรงดันสูง (High pressure homogenization) 
 
 กระบวนการโฮโมจีไนเซชันแรงดันสูง (High pressure homogenization: HPH) 

เป็นการลดขนาดของเหลวเพ่ือให้ผสมเป็นเนื้อเดียวกัน โดยใช้ไมโครฟลูอิไดเซอร์ (microfluidizer) ซึ่งเป็น
เครื่องมือที่มีกลไกเหมือนกับโฮโมจีไนเซชันแรงดันสูง โดยเยื่อจะผ่านท่อเกิดปฏิกิริยา (Interaction 
chamber) ที่มีลักษณะ Z sอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ e (เส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 200-400 µm) 
(ภาพท่ี 12) ภายใต้สภาวะแรงดันสูง ดังนั้นเส้นใยเซลลูโลสจะถูกแรงดันสูงดันผ่าน Z chamber เกิดอัตราแรง
เฉือนสูง (high shear rate) ท าให้ขนาดของเส้นใยเซลลูโลสลดลงและปลดปล่อยเส้นใยเซลลูโลสที่มีขนาดเส้น
ผ่านศูนย์กลางในช่วงนาโนเมตร ภาพที่ 13 แสดงส่วนประกอบเครื่องไมโครฟลูอิไดเซอร์ (microfluidizer) ใน
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กระบวนการโฮโมจีไนเซชันแรงดันสูง ซึ่งประกอบด้วย ถังเก็บตัวอย่าง (Reservoir) ไว้ส าหรับใส่ตัวอย่าง ปั้ม
แรงดันสูง (Intensifier pump) ท าหน้าที่ให้แรงดัน เครื่องวัดแรงดัน (Pressure gauge) ท่อเกิดปฏิกิริยา 
(Interaction chamber) และเครื่องหล่อเย็น (Cooling jacket) ท าหน้าที่ควบคุมอุณหภูมิให้คงที่ โดยกลไก
ของกระบวนการโฮโมจีไนเซชันแรงดันสูง คือ บังคับให้ของเหลวผ่านช่องแคบโดยใช้ปั๊มความดันสูง เกิดแรง
กระท าต่างๆต่อตัวอย่างอย่างรุนแรงภายในท่อเกิดปฏิกิริยา แรงดันสูง (high pressure) แรงเฉือนสูง (high 
shear) อัตราความเร็วสูง (high velocity) การเคลื่อนไหวของของเหลวอย่างไม่เป็นระเบียบ (turbulence) 
ซึ่งแรงดังกล่าวท าให้เกิดการท าลายบริเวณอสัณฐาน ลดขนาดของเส้นใยเซลลูโลสและท้ายที่สุดปลดปล่อย
เซลลูโลสไมโครไฟบริลหรือเส้นเซลลูโลสที่มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางในช่วงนาโนเมตร (Lee et al., 2009) 
 

 
 
ภาพที่ 12  เครื่องไมโครฟลูอิไดเซอร์ microfluidizer (M-110EH 30) และ Z-chamber 
 
ที่มา: Lavoine et al. (2012) 
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ภาพที่ 13 ส่วนประกอบของเครื่องไมโครฟลูอิไดเซอร์ (microfluidizer)ในกระบวนการโฮโมจีไนเซชัน
แรงดันสูง (microflidics, U.S.A.) 

 
ที่มา: Lee et al. (2009) 
 
 อย่างไรก็ตามการประยุกต์ใช้ ไมโครฟลูอิไดเซอร์ (microfluidizer) ในการผลิต
เซลลูโลสนาโนไฟบริลขึ้นอยู่กับหลายปัจจัย เช่น แรงดันและจ านวนรอบ เป็นต้น (Abdul Khalil et al., 
2014; Lavoine et al., 2012) 
 
 Lee et al. (2009) เตรียมเซลลูโลสนาโนไฟบริลจากไมโครคริสตัลไลน์เซลลูโลส 
(microcrystalline cellulose; MCC) โดยใช้ไมโครฟลูอิไดเซอร์ (microfluidizer) โดยศึกษาจ านวนรอบที่ 0, 
1, 5, 10, 15 และ 20 รอบ ที่ความดัน 20,000 psi พบว่า ที่จ านวนรอบ 10-15 รอบ ขนาดของเส้นใย
เซลลูโลสมีขนาดลดลงตามจ านวนรอบ ยิ่งจ านวนรอบเพ่ิมขึ้นเส้นใยเซลลูโลสนาโนไฟบริลยิ่งมีขนาดเล็กลงเมื่อ
เปรียบเทียบกับเส้นใยเริ่มต้น และเมื่อจ านวนรอบเพ่ิมขึ้นถึง 20 รอบ พบว่า เส้นใยเซลลูโลสนาโนไฟบริลที่ได้
เกิดการรวมกลุ่มเล็กน้อย ดังภาพที่ 14 
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ภาพที่ 14 ภาพถ่ายเส้นใยเซลลูโลสจากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (SEM); (a) เส้นใยที่ผ่าน

โฮโมจีไนเซอร์ 1 รอบ (b) เส้นใยที่ผ่านโฮโมจีไนเซอร์ 2 รอบ (c) เส้นใยที่ผ่านโฮโมจีไนเซอร์ 5 
รอบ (d)เส้นใยที่ผ่านโฮโมจีไนเซอร์ 10 รอบ (e) เส้นใยที่ผ่านโฮโมจีไนเซอร์ 15 รอบและ (f) เส้น
ใยที่ผ่านโฮโมจีไนเซอร์ 20 รอบ 

 
ที่มา: Lee et al. (2009) 
  
 Li et al. (2012) ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการใช้กระบวนการโฮโมจีไนเซชัน
แรงดันสูงส าหรับเตรียมนาโนเซลลูโลสจากชานอ้อย โดยความดันที่ใช้ในการศึกษาตั้งแต่ 40 ถึง 140 MPa 
และศึกษาจ านวนรอบถึง 50 รอบ พบว่า ขนาดของเส้นใยลดลงตามจ านวนความดันที่เพ่ิมขึ้น แต่เมื่อความดัน
ที่ใช้มากกว่า 80 MPa ขนาดของเส้นใยคงที่ ดังภาพที่ 15(a) และเม่ือก าหนดความดันที่ 80 MPa พบว่าขนาด
ของเส้นใยลดลงเมื่อจ านวนรอบเพ่ิมขึ้นแต่ที่จ านวนรอบ 40 และ 50 รอบเส้นใยมีขนาดคงที่ (ภาพที่ 18(b)) 
ดังนั้นสภาวะที่เหมาะสมส าหรับเตรียมนาโนเซลลูโลส คือ ความดัน 80 MPa จ านวน 30 รอบ นาโนเซลลูโลส
ที่เตรียมได้มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 12-20 นาโนเมตร ดังภาพที่ 18 (c) 
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c  
 

 
 

ภาพที่ 15 ขนาดของนาโนเซลลูโลสที่ (a) ความดันและ(b) จ านวนรอบ ที่แตกต่างกันและ (c) นาโน
เซลลูโลสที่เตรียมได้ที่ 80 MPa จ านวน 30 รอบ 

 
ที่มา: Li et al. (2012) 
 
5.  การประยุกต์ใช้นาโนเซลลูโลส (Applications of Nanocellulose) 
 

ในปัจจุบันมีความพยายามในการปรับปรุงสมบัติของพอลิเมอร์ในด้านต่างๆ โดยเฉพาะวัสดุนาโนคอม
โพสิต (Nanocomposites) ซึ่งเป็นการเติมอนุภาคขนาดเล็กในระดับนาโนลงไปกระจายในเนื้อสารที่ต้องการ 
เซลลูโลสเป็นหนึ่งที่ถูกน ามาประยุกต์ใช้เป็นสารเสริมแรง (reinforcements) ผสมในพอลิเมอร์ต่างๆ ช่วยท า
ให้วัสดุที่ได้มีความแข็งแรงมากขึ้น เช่น การผลิตกระดาษให้แข็งแรงมากยิ่งขึ้น รวมถึงช่วยในด้านการย่อย
สลายทางชีวภาพของพอลิเมอร์ได้อีกด้วย (Biodegradation)  
 
 Bras et al. (2010) สกัดเซลลูโลสวิสเกอร์ (Cellulose whiskers) จากชานอ้อย ซึ่งเซลลูโลสวิสเกอร์
ที่สกัดได้มีขนาด ยาว 84-102 นาโนเมตร กว้าง 4-12 นาโนเมตร เพ่ือใช้เป็นสารเสริมแรงในยางธรรมชาติ 
(ภาพที่ 16) โดยศึกษาอิทธิพลของปริมาณเซลลูโลสวิสเกอร์ (0-12 wt%) ที่มีผลต่อความต้านทานแรงดึง 
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(tensile strength) คุณสมบัติด้านความร้อน (thermal properties) การดูดซับความชื้น (moisture 
sorption) การซึมผ่านของไอน้ า (water vapor permeation) และการย่อยสลายทางชีวภาพของวัสดุนาโน
คอมโพสิตในดิน (soil biodegradation) พบว่าเมื่อใช้เซลลูโลสวิสเกอร์เป็นสารเสริมแรงในยางสามารถพัฒนา
ค่ายังค์มอดุลัส (Young’s modulus) และความสามารถในการดึงยืดของวัสดุ (Tensile strength) ผลจาก 
Dynamic mechanical thermal analysis (DMA) และ differential scanning calorimetry (DSC) พบว่า
ไม่เปลี่ยนแปลงค่า glass transition temperature (Tg) ของเมทริกซ์ยางตามการเพ่ิมขึ้นของเซลลูโลส
วิสเกอร์ วัสดุนาโนคอมโพสิทสามารถเพ่ิมการดูดซับน้ าได้เมื่อใช้ปริมาณเซลลูโลสวิสเกอร์ร้อยละ 5 และมี
แนวโน้มลดลงเมื่อปริมาณของเซลลูโลสวิสเกอร์เพ่ิมขึ้น นอกจากนี้พบว่าการมีเซลลูโลสวิสเกอร์ช่วยเพ่ิมอัตรา
การย่อยสลายทางชีวภาพได้ซึ่งพบอัตราการย่อยสลายสูงสุดถึงร้อยละ 71 ภายในระยะเวลา 4 สัปดาห์ เมื่อนา
โนคอมโพสิทยางมีเซลลูโลสวิสเกอร์ในองค์ประกอบสูงสุดร้อยละ 12.5  
 

 
 (a) (b) 
 
ภาพที่ 16 ภาพจากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดยางธรรมชาติ (natural rubber) (b) ยาง

ธรรมชาติ/เซลลูโลสวิสเกอร์นาโนคอมโพสิตที่ประกอบด้วยเซลลูโลสวิสเกอร์จากชานอ้อยร้อยละ 
10 

 
ที่มา: Bras et al. (2010) 
 

คุณสมบัติที่ส าคัญของเซลลูโลสก็คือ มีความเข้ากันได้ทางชีวภาพ (biocompatibility) สามารถเข้า
กันได้กับเนื้อเยื่อของมนุษย์ จึงมีการประยุกต์ใช้ในด้านการแพทย์ Cherian et al. (2011) ศึกษาการน าเส้นใย
นาโนเซลลูโลสที่สกัดจากเส้นใยใบสับปะรด ผสมกับพอลิยูรีเทน ใช้ในด้านการแพทย์เพ่ือผลิตลิ้นหัวใจเทียม 
ดังภาพที่ 17 ซึ่งพบว่าลิ้นหัวใจที่พัฒนาจากวัสดุคอมโพสิตเส้นใยนาโนเซลลูโลส -พอลิยูรีเทน ที่ทดลองใน
โมเดลหนู มีความยั่งยืนทางชีวภาพที่ดี มีความต้านทานต่อความล้าที่ดี (Fatigue resistance) ซึ่งคือวัสดุ
สามารถทนทานต่อแรงที่กระท าซ้ าๆ ตลอดเวลาจนกระทั่งวัสดุเกิดความล้าได้ดี ประสิทธิภาพการท างานด้าน
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I 

พลังไหลเวียนเลือดที่ยอดเยี่ยม (Haemodynamic) นอกจากนี้โรคหลอดเลือดหัวใจ (Atherosclerotic 
cardiovascular disease) เป็นหนึ่งในสาเหตุของการเจ็บป่วยและการตายในโลกตะวันตก ซึ่งเป็นโรคหัวใจที่
เกิดจากการตีบและแข็งตัวของหลอดเลือดแดง ท าให้เลือดไปเลี้ยงที่กล้ามเนื้อหัวใจลดลงหรือชะงักไป ส่งผล
ให้มีเลือดไปเลี้ยงอวัยวะส่วนปลายน้อยลงและในที่สุดอาจจะเกิดการตายของเนื้อเยื่อส่วนปลาย เส้นใยนาโน
เซลลูโลส-พอลิยูรีเทน เป็นวัสดุที่มีคุณสมบัติยืดหยุ่น พร้อมทั้งท าให้การแข็งตัวของเลือดต่ าและคุณสมบัติทาง
กายภาพและเชิงกลที่ยอดเยี่ยมจึงน าไปสู่การพัฒนาของนาโนเซลลูโลส-พอลิยูรีเทน เพ่ือเป็นหลอดเลือดเทียม 
(รูปที่ 20 (II)) ซึ่งหลอดเลือดเทียมนาโนเซลลูโลส-พอลิยูรีเทน มีความหนาของผนังเพียง 0.7-1.0 มิลลิเมตร 
แสดงค่าเปอร์เซ็นการยืดตัวก่อนขาด (elongation at break) ร้อยละ 800-1200 และทนแรงดันได้ถึง 300 กิโล
ปาสคาล 

 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 17 (I) ลิ้นหัวใจเทียม นาโนเซลลูโลส-พอลิยูรีเทน (a) ลิ้นหัวใจเทียมที่ฝังอยู่กับเนื้อเยื่อ (b) ลิ้นหัวใจ 

(c) แสดงผิวหน้าไหลเข้า (d) แสดงผิวหน้าไหลออก (II) หลอดเลือดเทียมที่ท าจากนาโนเซลลูโลส-
พอลิยูรีเทนที่วางอยู่ระหว่างแขนงบราคิโอเซฟาลิก ทรังค์ (brachiocephalic trunk) และหลอด
เลือดแดงคาโรติด (carotid artery) ในผู้ป่วยเพศชายอายุ 26 ปีที่เป็นโรค multiple endocrine 
neoplasia (MEN 2B)  

 
ที่มา: Cherian et al. (2011) 

 
6. โครงร่างเลี้ยงเซลล์ 
 

โครงร่างเลี้ยงเซลล์ (Scaffold) เป็นวัสดุทางการแพทย์ที่จ าเป็นส าหรับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อของ
อวัยวะในร่างกายมนุษย์ มีลักษณะเป็นรูพรุนเป็นช่องว่างเพ่ือให้เซลล์ตั้งต้นสามารถเจริญเติบโตเข้าไปภายใน 
(ingrowths) ได้ โดยรูพรุนดังกล่าวมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางในระดับไมโครเมตรและมีขนาดที่จ าเพาะกับ
ชนิดของเซลล์ที่น ามาปลูก นอกจากนี้ วัสดุโครงเลี้ยงเซลล์ต้องมีสมบัติทางชีวภาพที่เหมาะสมกับสิ่งมีชีวิตและ
สภาวะภายในร่างกายสิ่งมีชีวิต กล่าวคือ ต้องมีความเข้ากันได้กับสิ่งมีชีวิต (biocompatible) ไม่เป็นพิษต่อ

a b 
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เซลล์ (non-cytotoxic) มีความสามารถในการกระตุ้นทางชีวภาพ (bioactive) และอาจสามารถย่อยสลายได้
โดยธรรมชาติ (Biodegradable) ในกรณีที่ไม่ต้องการให้วัสดุเหลืออยู่ในร่างกายมนุษย์เมื่อกระบวนการ
เจริญเติบโตของเซลล์ใหม่ได้เสร็จสิ้นแล้ว 

 
ก่อนปี พ.ศ. 2543 วัสดุอุปกรณ์ทางการแพทย์มีการพัฒนาอย่างรวดเร็ว ท าให้สามารถผลิตอุปกรณ์ที่

เข้ากันได้กับกระแสเลือด มีเนื้อเยื่อเทียมส าหรับรักษาซ่อมแซมเนื้อเยื่อในร่างกาย วัสดุอุดฟันและทางทันตก
รรม อุปกรณ์และวัสดุที่ช่วยในการรักษากระดูกและทดแทนข้อต่อหรือกระดูกที่เสียหาย วัสดุปิดแผลเพ่ือรักษา
ผู้ป่วยจากไฟไหม้และน้ าร้อนลวก หรือเป็นโรคผิวหนัง และโดยเฉพาะมีการสร้างโครงร่างเลี้ยงเซลล์ ซึ่งมี
การศึกษาอยู่ 2 ลักษณะ คือ โครงร่างที่สังเคราะห์ขึ้นใช้ฝังในร่างกายเพ่ือแทนที่อวัยวะเดิมที่เสื่อม และโครง
ร่างที่ใช้ฝังเพ่ือกระตุ้นในร่างกายเสริมสร้างเซลล์ขึ้นเพ่ือซ่อมแซมตัวเอง (เรืองรอง พิมพ์พร และวีรศักดิ์, 2551) 

 
 การออกแบบโครงร่างเลี้ยงเซลล์ควรต้องค านึงถึง (1) ผิวหน้าของโครงร่างต้องเหมาะกับการเกาะติด
ของเซลล์ และส่งเสริมให้เซลล์ซ่อมแซมตัวเองเป็นผลต่อการสร้างเนื้อเยื่อที่ต้องการ (2) ควรจะเข้ากับเซลล์
สิ่งมีชีวิตได้ โดยที่พอลิเมอร์และผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้นจากการย่อยสลายของพอลิเมอร์ที่ใช้ต้องไม่เป็นพิษกับ
สิ่งมีชีวิต (3) โครงร่างควรจะย่อยสลายได้ตามธรรมชาติ (4) ควรมีรูพรุนเพียงพอและขนาดเหมาะสมที่จะท า
ให้เซลล์ยึดเกาะได้ และ(5) วัสดุที่ใช้สามารถผลิตได้ง่ายต่อการขึ้นรูปโครงสร้างสามมิติและมีความแข็งแรง
เพียงพอส าหรับสารพอลิเมอร์ที่ใช้ในการขึ้นรูปโครงร่างเลี้ยงเซลล์ จะมีได้ทั้งสองแบบ คือ พอลิเมอร์สังเคราะห์
ขึ้นที่ย่อยสลายได้ตามธรรมชาติ เช่น polyglycolide,  PCL, polycarbonate, PGA, PLA และพอลิเมอร์
ชีวภาพ เช่น คอลลาเจน ไคโตซาน เซริซิน ไฟโบรอิน ไกลโคสะมิโนไกลเคน อัลจิเนต อัลบูมิน ไฮดรอกซีแอพา
ไทด์ (Chen et al., 2002) 
 

6.1 งานวิจัยเกี่ยวกับโครงร่างเลี้ยงเซลล์ (Scaffold) ของเซลลูโลส 
 
 การวิจัยและพัฒนาทางด้านวิศวกรรมเนื้อเยื่อเพ่ือที่จะพัฒนาวัสดุทดแทนทางชีวภาพ โดยอาศัย

การเกิดขึ้นใหม่ของเซลล์เข้าไปในแม่แบบที่เรียกว่าโครงเลี้ยงเซลล์ (scaffold) โดยใช้เซลลูโลสได้รับการพัฒนา
อย่างต่อเนื่อง เนื่องจากความต้องการด้านการใช้งานโครงเลี้ยงเซลล์ในงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ เช่น ต้องการให้
โครงเลี้ยงเซลล์มีสมบัติเชิงกลที่เหมาะสม เพ่ือที่โครงเลี้ยงเซลล์จะยังคงรูปและความแข็งแรงอยู่ได้ในระหว่างที่
เซลล์เกิดกิจกรรมและพัฒนาการอยู่ในโครงเลี้ยงเซลล์นั้น ทั้งนี้รวมถึงช่วงเวลาที่โครงเลี้ยงเซลล์ก าลังเกิดการ
สลายตัวทางชีวภาพด้วย โดย Mathew และคณะ ในปี 2012 ศึกษาโครงร่างเลี้ยงเซลล์เส้นใยนาโนเซลลูโลส
เพ่ือพัฒนาและประเมินประสิทธิภาพเพ่ือใช้แทนเอ็นหรือเส้นเอ็น ซึ่งนาโนคอมโพสิตเตรียมโดยการละลายเส้น
ใยนาโนเซลลูโลสบางส่วนโดยใช้ ionic liquid ที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียสเป็นเวลาที่แตกต่างกัน (90 และ 
120 นาที) ผลจากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดแสดงให้เห็นว่าเส้นใยของนาโนเซลลูโลสคอมโพ
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สิตประกอบด้วยส่วนที่ละลายท าหน้าที่เป็นเมทริกซ์ ส่วนเส้นใยที่ไม่ละลายท าหน้าที่เป็นเฟสเสริมแรง 
คุณสมบัติเชิงกลของวัสดุคอมโพสิตหลังจากฆ่าเชื้อโดยใช้รังสีแกมมาจ าลองที่อุณหภูมิร่างกาย (37 องศา
เซลเซียส และความชื้นสัมพัทธ์ในอากาศ (RH) เท่ากับ 95) ซึ่งเทียบได้กับธรรมชาติของเอ็นและเส้นเอ็นพบว่า
ที่อุณหภูมิร่างกายและสภาพเปียกชื้น ค่าความแข็งแรง ( tensile strength) และ โมดูลัสความยืดหยุ่น 
(modulus of elasticity) จะมีค่าน้อยกว่าที่อุณหภูมิแห้งทั้งที่มีการฆ่าเชื้อและไม่ฆ่าเชื้อ ซึ่งค่าความแข็งแรง 
อยู่ในช่วง 28- 38 MPa แสดงผลที่มีเสถียรภาพสามารถยืนยันความเป็นไปได้ส าหรับการใช้วัสดุคอมโพสิทนี้
แทนเอ็นหรือเส้นเอ็น นอกจากนี้ผลการศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์ (cytotoxicity test) พบว่านาโนคอมโพ
สิตที่ละลายด้วย ionic liquid เป็นเวลา 90 นาทีไม่แสดงความเป็นพิษ และความเข้ากันได้ทางชีวภาพ
ตอบสนองเชิงบวกทั้งการยึดเกาะและการเพ่ิมจ านวนอย่างรวดเร็ว (proliferation) ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้
ชี้ให้เห็นว่าการละลายบางส่วนของเส้นใยนาโนมีศักยภาพในการพัฒนาวัสดุที่มีคุณสมบัติเชิงกลและ 
cytocompatibility ที่ดี ซึ่งต้องการส าหรับประยุกต์ใช้ในงานทางการแพทย์ได้ 

 
 นอกจากนี้ยังมีการพัฒนาโครงร่างเลี้ยงเซลล์ โดยการใช้โครงร่างเลี้ยงเซลล์ ( scaffold) ที่

ประกอบไปด้วยวัสดุหลายชนิดเพ่ือเป็นการเสริมข้อดีของวัสดุแต่ละชนิดเข้าด้วยกันในการที่จะผลิตโครงเลี้ยง
เซลล์ให้มีสมบัติตามที่ต้องการทั้งในแง่ของความเข้ากันได้ทางชีวภาพ ความสามารถในการสลายตัวทาง
ชีวภาพ ความสามารถในการผลิตขึ้นรูป และสมบัติเชิงกลที่เหมาะสม  ตัวอย่างเช่น Pooyan และคณะ ในปี 
2013 ได้ออกแบบเซลลูโลสนาโนคอมโพสิตเพ่ือประยุกต์ใช้เป็นโครงร่างเลี้ยงเซลล์ส าหรับวิศวกรรมเนื้อเยื่อ 
โดยนาโนคอมโพสิตประกอบด้วย เซลลูโลสนาโนวิสเกอร์ (cellulose nanowhishkers; CNWs) คอมโพสิตใน
เซลลูโลส อะซีเตท โพรพิโอเนท (cellulose acetate propionate, CAP) โดยพบว่าเซลลูโลสนาโนวิสเกอร์
สามารถเพ่ิมความแข็งแรงในวัสดุคอมโพสิต CNW-CAP ได้แม้จะมีเซลลูโลสนาโนวิสเกอร์อยู่เพียง 0.2 wt%  

 
 คุณลักษณะของโครงร่างเลี้ยงเซลล์ที่ดี ที่ต้องการอีกประการหนึ่งคือ มีการเชื่อมต่อของรูพรุน

ภายในโครงร่างเลี้ยงเซลล์อย่างทั่วถึง รูพรุนที่เกิดขึ้นจะต้องมีขนาดที่เหมาะสมในการที่เซลล์และสาร
องค์ประกอบนอกเซลล์จะเกิดการเคลื่อนที่ผ่านเข้าออกได้โดยง่าย เพ่ือที่จะน าไปใช้ในงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ
ส าหรับเนื้อเยื่อแต่ละประเภทได้อย่างมีประสิทธิภาพ โดย Xing และคณะ ในปี 2010 ศึกษาโครงร่างเลี้ยง
เซลล์รูพรุนสามมิติที่มีความเข้ากันได้ทางชีวภาพของเซลลูโลสไมโครไฟเบอร์ / เจลาตินคอมโพสิทส าหรับการ
เพาะเลี้ยงเซลล์สมองและ human mesenchymal stem cells (hMSCs) ภาพถ่ายจากScanning electron 
microscopy (SEM) แสดงให้เห็นว่าโครงร่างเลี้ยงเซลล์ที่ประกอบด้วยเส้นใยเซลลูโลส/เจลาติน มีขนาดเส้น
ผ่านศูนย์กลางของรูเฉลี่ยประมาณ 69  4 ไมโครเมตร ซึ่งมีความเป็นรูพรุนสูง (high porosity) มากถึง 70% 
ซึ่งจากภาพโครงร่างเลี้ยงเซลล์สามมิติ สนับสนุนการยึดติดของเซลล์และการเจริญของเซลล์สมองหลังจากการ
เจริญเป็นเวลา 16 วัน พบว่าการเจริญของเซลล์ในโครงร่างเลี้ยงเซลล์ที่ประกอบด้วยเส้นใยเซลลูโลส/เจลาติน 
ช่วยให้การเจริญของเซลล์สมองมีการกระจายตัวที่ดีกว่า การเจริญของเซลล์สมองในโครงร่างเลี้ยงเซลล์ที่
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ประกอบด้วยเจลาตินเพียงอย่างเดียว ซึ่งการเจริญของเซลล์สมองเป็นกลุ่มก้อนมากกว่า นอกจากนี้ยังพบว่า
โครงร่างเลี้ยงเซลล์ที่ประกอบด้วยเส้นใยเซลลูโลส/เจลาติน ยังช่วยสนับสนุนการเจริญของเซลล์ hMSCs ได้อีก
ด้วย ดังนั้นแสดงให้เห็นว่าการมีเส้นใยเซลลูโลสช่วยให้รูพรุนมีขนาดที่เหมาะสม ท าให้เกิดมีสภาวะแวดล้อมที่
เหมาะสมส าหรับกิจกรรมต่างๆ ของเซลล์ที่เกิดขึ้นภายในโครงเลี้ยงเซลล์ 

 
6.2 การเตรียมโครงร่างเลี้ยงเซลล์ 
 
 การเตรียมโครงร่างเลี้ยงเซลล์สามารถขึ้นรูปได้หลายวิธี สามารถสรุปได้ ดังนี้ 
 เทคนิคของไหลเหนือจุดวิกฤติ โดยใช้คาร์บอนไดออกไซด์ (supercritical fluid CO2), จากการ

เตรียมโครงร่างด้วยวิธีนี้ พอลิเมอร์จะละลายใน supercritical carbon dioxide เพ่ือเกิดเฟสเดี่ยวของพอลิ
เมอร์และสารละลายก๊าซ แล้วลดความดัน เพ่ือเกิดความไม่เสถียรทางเทอร์โมไดนามิกส์ของก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด์ในรูปสารละลายเป็นก๊าซ และ ท าให้เกิดผลของการเกิด nucleation และการโตของผลึก 
ผลดังกล่าวท าให้เกิดรูพรุนภายในเมทริกซ์ของพอลิเมอร์ (ภาพที่  18) จะได้โครงร่างเป็นวัสดุไมโครเซลลูล่าร์
โฟม (microcellular foam)ซึ่งมีรูพรุนในระดับไมโครเมตรและมีขนาดต่าง ๆ กันไป โดยมีตัวแปรที่ส าคัญ คือ 
อุณหภูมิ ความดัน เวลาในการขึ้นรูป และเวลาที่ใช้ในการปล่อยก๊าซออก เพ่ือควบคุมให้ขนาดของรูพรุน
เหมาะสมที่สุด และการกระจายตัวของขนาดรูพรุนแคบลงให้อยู่ในช่วงที่ยอมรับได้ โดยโครงร่างที่ผลิตจาก 
PLA, PLGA และ PGA มักนิยมผลิตโดยวิธีนี้ ซึ่งส่วนใหญ่ใช้ส าหรับการเลี้ยงเซลล์กระดูก 

 

 
 
ภาพที ่18  การเตรียมโครงร่างเลี้ยงเซลล์ด้วยเทคนิคของไหลเหนือจุดวิกฤติ โดยใช้คาร์บอนไดออกไซด์ 
 

 การเตรียมจากเส้นใยแล้วท าเป็นผืนผ้าแบบถักทอ หรือแบบไม่ถักทอ ซึ่งท าให้มีขนาดรูต่างกัน 
รวมทั้งมีการใช้เส้นใยขนาดนาโน (nanofibers) หรืออิเล็กโทรสปันนาโนไฟเบอร์ (electrospunnanofibers) 
ดังแสดงวิธีการเตรียมในภาพที่ 19 ซึ่งท าให้เส้นใยมีอัตราส่วนระหว่างพ้ืนผิวต่อปริมาตร (surface-to-
volume ratio) สูงมากกว่า 1,000 เท่า เมื่อเทียบกับเส้นใยในระดับไมโครเมตร(Microfibers)มีน้ าหนักเบาผืน
ผ้าที่ได้จากเส้นใยนี้จะมีรูพรุนขนาดเล็กอยู่เป็นจ านวนมากท าให้มีการส่งผ่านของของเหลวหรือก๊าซได้ดีโดยมี
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การผลิตจากเส้นใยของ PLA, PGA, PLGA, PCL, PHB, PVA รวมทั้งสามารถผลิตเส้นใยจากพอลิเมอร์ชีวภาพ 
เช่น ไคโตซาน ไฟโบรอิน เจลาติน กรดไฮยาลูโอนิก เป็นต้น (Matthews et al., 2002 ; Zarkoob et al., 
2004 ; Yang et al., 2004 ; Chuenjitkuntaworn et al., 2010 ; Sahoo et al., 2010; Lim et al., 2011)  
ข้อดีของวิธีนี้ คือ ท าให้มีพ้ืนที่ผิวสัมผัสสูง ท าให้เซลล์สามารถยึดเกาะได้มากและท าให้ง่ายต่อการเจริญเติบโต
ของเซลล์ แต่อาจมีข้อเสียของโครงร่างที่ ไม่เสถียร ซึ่งมีการแก้ไขโดยการใช้เทคนิค fiber bonding 
technique ซึ่งส่วนใหญ่ใช้ส าหรับการเลี้ยงเซลล์กระดูก อย่างไรก็ตามพบว่าวิธีนี้ไม่สามารถควบคุมให้มี
โครงสร้างที่มีความพรุนละเอียดได้ 

 
 เทคนิคการแยกเฟส (phase-separation) ด้วยการแยกพอลิเมอร์ที่ละลายในสารละลายที่เป็น

เนื้อเดียวกันไปเป็นเฟสที่มีประกอบไปด้วยเนื้อพอลิเมอร์และเฟสที่ไม่มีพอลิเมอร์ ด้วยการท าให้สารละลาย
เย็นลงต่ ากว่า binodal solubility curve หรือ ผสมตัวท าละลายอ่ืนที่เข้ากันไม่ได้ลงในสารละลายที่มีพอลิ
เมอร์ หลังจากนั้นตัวท าละลายจะถูกก าจัดออกไปด้วยวิธีการท าแห้งแบบแช่แข็ง ( freeze drying) และจะได้
พอลิเมอร์ที่เป็นเนื้อโฟมมีรูพรุน (ภาพที่ 20) ขนาดของรูพรุนจะขึ้นกับเทคนิคการแยกเฟสระหว่างเฟส
ของเหลว-เฟสของเหลวหรือเฟสของแข็ง-เฟสของเหลว การควบคุมอุณหภูมิในการแยกเฟส ซึ่งแปรขนาดรู
พรุนได้จาก 10-100 ไมโครเมตร ซึ่งวิธีนี้นิยมใช้กับ PLA แล้วน ามาจุ่มกับอัลจิเนต หรือ คอลลาเจน ส าหรับ
การเตรียมโครงร่างเลี้ยงเซลล์ของ PLA กับพอลิเมอร์ชีวภาพดังกล่าว ส าหรับการเลี้ยงเซลล์กระดูก (Carfi-
Pavia et al., 2009) 

 

 
 
ภาพที่ 19  การเตรียมโครงร่างเลี้ยงเซลล์ด้วยวิธี electrospinning 
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ภาพที ่20  การเตรียมโครงร่างเลี้ยงเซลล์ด้วยเทคนิคการแยกเฟส 
 

 เทคนิคการใช้สารสร้างรูพรุน (porogen leaching) ดังแสดงในภาพที่ 21 ซึ่งเกี่ยวข้องกับการ
ผสมสารสร้างรูพรุนตามสัดส่วนที่เหมาะสมลงในสารละลายพอลิเมอร์ และน าไปขึ้นรูปตามต้องการ แล้วท า
แห้ง หลังจากนั้นน าโครงร่างไปเผาไล่หรือแช่ในน้ าเพ่ือท าการชะล้างสารสร้างรูพรุนออกไป จะได้ขนาดรูพรุน
ตามสัดส่วนและขนาดของสารสร้างรูพรุนนั้น โดยไม่ขึ้นกับประเภทของสารสร้างรูพรุน หรือสารละลายที่ใช้
ละลายพอลิเมอร์ การเลือกใช้สารสร้างรูพรุน ต้องค านึงถึงการเข้ากันได้กับเนื้อเยื่อ ไม่เป็นพิษกับเนื้อเยื่อ มี
คุณสมบัติในการละลายน้ าที่ดี สามารถสร้างรูพรุนที่มีขนาดเหมาะสมและคล้ายคลึงกับเนื้อเยื่ อที่จะ
ท าการศึกษา โดยทั่วไปมักใช้ เกลือ ประเภทโซเดียมคลอไรด์ โซเดียมทาร์เทต โซเดียมซิเตรต และสาร
ประเภทคาร์โบไฮเดรต ได้แก่ แป้ง เม็ดสาคู ผงชูรส เป็นต้น งานวิจัยของ Prabarahan และคณะ (2007) ได้
ใช้เกลือโซเดียมคลอไรด์ในการเป็นสารควบคุมความพรุนในการเตรียมโครงร่างเลี้ยงเซลล์กระดูกระหว่าง PLA 
กับไคโตซาน  อย่างไรก็ตามพบว่าวิธีนี้ไม่เหมาะกับการมีโปรตีนในโครงร่างเพาะเลี้ยงเซลล์ เนื่องจากท าให้เกิด
การเสียสภาพของโปรตีนไปที่อุณหภูมิห้องได้ นอกจากนี้ยังมีงานวิจัยที่รายงานสมบัติด้านฟิสิกส์และเคมีของ
โครงสร้างกระดูกเทียมที่ผลิตด้วยเทคนิคหล่อแบบ/ก าจัดอนุภาค โดยใช้สารผสมระหว่างพอลีคาโปรแลกโตน
และไฮดรอกซีแอพาไทต์ หรือระหว่างพอลีแลกติกแอซิด (PLA) และ HA วัสดุผสมทั้งสองชนิดจะใช้โซเดียม
คลอไรด์เป็นสารสร้างรูพรุน พบว่าโครงสร้างมีการกระจายของรูพรุนอยู่อย่างสม่ าเสมอ สมบัติการชอบน้ า/ ไม่
ชอบน้ ารวมทั้งความแข็งแรงของกระดูกเทียมจะขึ้นกับสัดส่วนของพอลิคาโปรแลกโตน หรือพอลิแลกติกแอซิด 
และไฮดรอกซีแอพาไทต์ อย่างไรก็ตามการใช้โซเดียมคลอไรด์เพียงอย่างเดียวจะมีข้อจ ากัดของการเชื่อมต่อ
ของรูพรุน ซึ่งเป็นลักษณะที่ส าคัญของกระดูกเทียม ดังนั้น Stylios และคณะ (2007) ได้ใช้สารพาราฟิน
ควบคุมการเชื่อมต่อของรูพรุนแทน NaCl พบว่า พาราฟินให้การเชื่อมต่อของรูพรุนได้ดี และมีผนังรูพรุนที่
เหมาะสมต่อการสร้างเซลล์กระดูก  
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ภาพที ่21  การเตรียมโครงร่างเลี้ยงเซลล์ด้วยเทคนิคการใช้สารสร้างรูพรุน 

 
 วิธีการแยกเฟสและการท าแห้งแบบ emulsion freeze-drying เป็นวิธีที่เตรียมได้เร็ว และท าให้

มีความเป็นรูพรุนสูง และรูพรุนติดต่อกันได้ดี โดยมีวิธีการเตรียมดังแสดงในภาพที่ 22 ได้มีการน ามาใช้กับการ
สร้างโครงร่างเพาะเลี้ยงเซลล์ที่มีโปรตีนเป็นองค์ประกอบเนื่องจากท าที่อุณหภูมิต่ า แต่อย่างไรก็ตามพบว่ายากท่ี
จะควบคุมขนาดของรูพรุน และมักจะพบว่ามีขนาดใหญ่และเป็นรูเปิด ดังนั้นจึงมีการใช้วิธีการท าแห้งแบบแช่
แข็งผสมกับการสร้างรูพรุนโดยใช้อนุภาคน้ าแข็งเป็นสารสร้างรูพรุน (Chen et al., 2001) ข้อดีของวิธีนี้คือ ไม่
ต้องใช้อุณหภูมิสูง หรือการน าเอาสารที่ให้รูพรุนออกไป แต่มีข้อเสียคือ ใช้เวลานาน และความเป็นรูพรุนไม่
สม่ าเสมอ ขนาดของรูพรุนควบคุมได้ด้วยอัตราการแช่แข็งและ pH โดยที่อัตราการแช่แข็งเร็วท าให้เกิดรูพรุน
เล็ก 

 
 
ภาพที่ 22  การเตรียมโครงร่างเลี้ยงเซลล์ด้วยวิธีการแยกเฟสและการท าแห้งแบบ emulsion freeze-drying  
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บทที่ 3 
วิธีการด าเนินการวิจัย 

 
1. การเตรียมและศึกษาคุณสมบัติทางกายภาพของนาโนเซลลูโลสจากชานอ้อย 
 กระบวนการเตรียมนาโนเซลลูโลสจากชานอ้อย สามารถแบ่งออกเป็น 2 ส่วน ได้แก่ (1) การสกัด
เซลลูโลสด้วยการระเบิดด้วยไอน้ า (Steam explosion) และกระบวนการฟอกขาว (Bleaching) ซึ่งจาก
กระบวนการดังกล่าว จะได้เซลลูโลสบริสุทธิ์ (Highly purified cellulose) จากนั้น (2) เซลลูโลสบริสุทธิ์ที่
สกัดได้จากชานอ้อย จะถูกลดขนาดให้อยู่ในระดับนาโนเมตร เรียกว่า นาโนเซลลูโลส (Nanocellulose) โดย
การย่อยด้วยกรด (Acid hydrolysis) โดยกระบวนการเตรียมนาโนเซลลูโลส กล่าวโดยสรุป ดังนี้ 
 ล้างชานอ้อยด้วยน้ าสะอาด เพ่ือก าจัดดินและสิ่งปนเปื้อนอ่ืน ๆ จากนั้น อบแห้งด้วยตู้อบความร้อน 
(Hot air oven) จนตัวอย่างแห้ง หลังจากนั้น น าตัวอย่างชานอ้อยผ่านกระบวนการระเบิดด้วยไอน้ า ภายใต้
ความร้อน 195 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 15 นาที จากนั้น ล้างตัวอย่างชานอ้อยที่ผ่านกระบวนการ
ระเบิดด้วยไอน้ า (Steam-exploded fibers) ด้วยน้ ากลั่น และอบตัวอย่างให้แห้ง จากนั้น น าตัวอย่างฟอก
ขาว โดยการผสมตัวอย่างกับน้ ากลั่น ในอัตราส่วนตัวอย่างต่อน้ า เท่ากับ 1 กรัมต่อ 20 มิลลิลิตร และเติม
โซเดียมคลอไรต์ (Sodium chlorite, NaClO2) ที่ความเข้มข้นร้อยละ 1.4 โดยน้ าหนัก และปรับค่าความเป็น
กรดด่างให้เท่ากับ 4 ด้วยกรดอะซีติกเข้มข้น (Glacial acetic acid) ท าปฎิกิริยาฟอกขาว ภายใต้อุณหภูมิ 70 
องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้น เมื่อครบเวลา 1 ชั่วโมง ให้เติมโซเดียมคอลไรต์และกรดอะ
ซีติกปริมาณเท่าเดิมอีกครั้ง โดยกระท าซ้ าเช่นนี้ทุกชั่วโมง จนกว่าตัวอย่างจะมีสีขาว จากนั้น ล้างตัวอย่างด้วย
น้ ากลั่นจนกระทั่งค่าความเป็นกรดด่างเป็นกลาง และอบให้แห้ง จะได้เป็นเซลลูโลสบริสุทธิ์ 
 จากนั้น น าตัวอย่างเซลลูโลส ท าปฏิกิริยากับกรดซัลฟิวริกความเข้มข้นร้อยละ 64 โดยน้ าหนัก ภายใต้
อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 75 นาที จากนั้น กรองและล้างตัวอย่างด้วยน้ ากลั่น จนกระทั่งมี
ค่าความเป็นกรดด่างเป็นกลาง จะได้เป็นสารแขวนลอยนาโนเซลลูโลส จากนั้น ท าแห้งด้วยการแช่เยือกแข็ง  
(Freeze-dry) โดยเซลลูโลสที่สกัดได้จากชานอ้อยน ามาศึกษาคุณสมบัติ ได้แก่ 

- ศึกษาองค์ประกอบทางเคมีของตัวอย่างที่ผ่านแต่ละขั้นตอนการสกัด โดยวิเคราะห์องค์ประกอบเคมี
ตามมาตรฐานของ The Technical Association of the Pulp and Paper Industry (TAPPI) ได้แก่ การ
วิเคราะห์หาปริมาณแอลฟาเซลลูโลส (T203 om-88) การวิเคราะห์หาปริมาณลิกนิน (T222 om-98) และ
ปริมาณโฮโลเซลลูโลส (โดยวิธี acid chlorite ของ Browing) (Kristiina et al.,2011) 

- ศึกษาสมบัติด้านสัณฐานวิทยาด้วย Scanning electron microscopy ( SEM ) 
- ศึกษาหมู่ฟังก์ชั่นในเส้นใยด้วย Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) 
- ศึกษาความเป็นผลึกด้วย X-ray Diffraction (XRD)  
- ศึกษาความเสถียรต่อความร้อนของเส้นใยด้วย Thermogravimetric analysis (TGA) 
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2. การเตรียมอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ 
 ผงอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ (อัตราส่วนระหว่าง Ca/P เท่ากับ 1.67) สามารถเตรียมได้จาก
แคลเซียมไฮดรอกไซด์ (Ca(OH)2) และ กรดฟอสฟอริก (H3PO4) โดยวิธีการตกตะกอน โดยหยดสารละลาย
กรดฟอสฟอริกความเข้มข้น 0.3 โมลาร์ ด้วยอัตรา 6 มิลลิลิตรต่อนาที ในสารละลายแคลเซียมไฮดรอกไซด์
ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ ที่ละลายในน้ าปราศจากไอออน ภายใต้การกวน ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 1 ชั่วโมง โดยปรับพีเอชให้คงที่ที่พีเอช 8 ตลอดการ ท าปฏิกิริยาด้วยแอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ (NH4OH) 
ซึ่งจะเกิดการตกตะกอนที่สมบูรณ์ หลังจากนั้นปล่อยทิ้งไว้ 24 ชั่วโมงโดยที่ไม่มีการกวน ท าการล้างด้วยน้ า
ปราศจากไอออนแล้วกรองเอาตะกอนจากสารละลาย น าตะกอนที่ได้ไปอบที่อุณหภูมิ 75 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 12 ชั่วโมง จากนั้นน าผงที่แห้งมาบดและกรองผ่านตะแกรงคัดขนาด ขนาด 74 ไมโครเมตร (200 mesh) 
(Zadegan et al., 2011) 
 วิเคราะห์ผงขนาดนาโนของอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์  โดยศึกษาสมบัติด้านสัณฐานวิทยา
ด้วย Scanning electron microscopy ( SEM ) ศึกษาโครงสร้างทางเคมีด้วยเทคนิคฟูเรียร์ทรานสฟอร์ม
อินฟราเรดสเปกโตสโกปี (Fourier Transform Infrared (FTIR) Spectroscopy) ศึกษาความเป็นผลึกด้วย 
X-ray Diffraction (XRD)  
 
3. การศึกษาวิธีผสม และขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์จากพอลิไวนิลแอกอฮอล์ที่มีนาโนเซลลูโลสและอนุภาคนา
โนไฮดรอกซีแอปาไทต ์
 
 กระบวนการผสมและขึ้นรูปเป็นขั้นตอนที่ส าคัญในการเตรียมโครงเลี้ยงเซลล์  และต้องสามารถท าให้
อนุภาคนาโนเซลลูโลสและอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์สามารถกระจายตัวได้อย่างสมบูรณ์ในเนื้อของพอ
ลิไวนิลแอกอฮอล์ ซึ่งการกระจายตัวของทั้งสองอนุภาคดังกล่าว จะมีผลโดยตรงต่อคุณสมบัติและคุณภาพของ
โครงเลี้ยงเซลล์ ดังนั้น ในงานวิจัยนี้ จึงมุ่งเน้นศึกษากระบวนการผสมและขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์ 3 
กระบวนการ คือ (1) การแช่ (Immersion) โครงเลี้ยงเซลล์ในสารแขวนลอยอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ 
(2) การสังเคราะห์แบบโดยตรง (In situ synthesis) ของอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ในโครงเลี้ยงเซลล์
พอลิไวนิลแอกอฮอล์ที่มีนาโนเซลลูโลส และ (3) การสังเคราะห์แบบโดยตรงของอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปา
ไทต์ในสารแขวนลอยนาโนเซลลูโลสก่อนการผสมกับพอลิไวนิลแอกอฮอล์ โดยรายละเอียดกระบวนการผสม
และข้ึนรูปของโครงเลี้ยงเซลล์ทั้ง 3 กระบวนการสรุปดังภาพที่ 23 โดยจะกล่าวโดยละเอียดในหัวข้อถัดไป  
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ภาพที่ 23 แผนภาพสรุปการออกแบบกระบวนการผสมและขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์จากพอลิไวนิลแอกอฮอล์  

นาโนเซลลูโลสและอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ 
 
3.1 การแช่ (Immersion) พอลิไวนิลแอกอฮอล์ที่มีนาโนเซลลูโลส ในสารแขวนลอยอนุภาคนาโนไฮดรอก
ซีแอปาไทต ์
 
 กระบวนการผสมและขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์ด้วยการแช่ จะเป็นการเตรียมโครงเลี้ยงเซลล์จากพอลิไว
นิลแอกอฮอล์และผสมกับสารแขวนลอยนาโนเซลลูโลสก่อน จากนั้น จึงน าไปแช่ในสารแขวนลอยอนุภาคนา
โนไฮดรอกซีแอปาไทต ์แสดงดังภาพที่ 24 กล่าวโดยสรุป ดังนี้  
 
 ละลายพอลิไวนิลแอลกอฮอล์ ความเข้มข้นร้อยละ 10 โดยน้ าหนักในน้ ากลั่น ภายใต้อุณหภูมิ 70 
องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 3 ชั่วโมง จากนั้น น าสารแขวนลอยนาโนเซลลูโลสที่เตรียมไว้ด้วยวิธีการย่อย
ด้วยกรด (ในข้อ 1) ผสมให้เข้ากัน เป็นระยะเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้น ขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์ด้วยวิธีการเท
สารละลายดังกล่าวในแม่พิมพ์พลาสติกชนิด 6-well plate และท าให้แห้งด้วยวิธีการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง 
(Freeze dry) จะได้ โครงเลี้ยงเซลล์จากพอลิไวนิลแอกอฮอล์ที่มีนาโนเซลลูโลส จากนั้น น าโครงเลี้ยงเซลล์
ดังกล่าว แช่ในสารแขวนลอยอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ ภายใต้เครื่องเขย่าที่ควบคุมอุณหภูมิ ณ 25 
องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 36 ชั่วโมง จากนั้น ท าแห้งตัวอย่างอีกครั้งด้วยวิธีการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง 
จะได้โครงเลี้ยงเซลล์จากพอลิไวนิลแอกอฮอล์ที่มีนาโนเซลลูโลสและอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ แสดงดัง
ภาพที่ 24 
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ภาพที่ 24 การแช่พอลิไวนิลแอกอฮอล์ที่มีนาโนเซลลูโลส ในสารแขวนลอยอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ 
 
3.2 การสังเคราะห์แบบโดยตรง (In situ synthesis) ของอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ในโครงเลี้ยง
เซลล์พอลิไวนิลแอกอฮอล์ที่มีนาโนเซลลูโลส 
 
 กระบวนการผสมและขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์ดังกล่าว จะเป็นการเตรียมโครงเลี้ยงเซลล์จากพอลิไวนิล
แอกอฮอล์และผสมกับสารแขวนลอยนาโนเซลลูโลสก่อน (เช่นเดียวกับกระบวนการในข้อ 3.1) แต่จะแช่โครง
เลี้ยงเซลล์ดังกล่าวในสารละลายที่ใช้สังเคราะห์อนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์แบบโดยตรง (In situ 
synthesis) เพ่ือเป็นการพัฒนาการกระจายตัวของอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ โดยตั้งสมมุติฐานว่า สาร
ตั้งต้นจะกระจายเข้าสู่โครงเลี้ยงเซลล์ และเกิดเป็นอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ได้ทั่วในโครงเลี้ยงเซลล์ 
โดยกระบวนการเตรียมโดยสรุป แสดงดังภาพที่ 25  
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ภาพที่ 25 การผลิตโครงเลี้ยงเซลล์ร่วมกับการสังเคราะห์อนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์แบบ In situ 

synthesis 
 
 การผลิตโครงเลี้ยงเซลล์ร่วมกับการสังเคราะห์ อนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ (In situ synthesis) 
ละลายพอลิไวนิลแอลกอฮอล์ ความเข้มข้นร้อยละ 10 โดยน้ าหนัก ในน้ ากลั่นที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส 
ภายใต้การกวนเป็นเวลา 3 ชั่วโมง น าสารละลายนาโนเซลลูโลสที่สกัดได้จากชานอ้อยกวนผสมให้เข้ากัน เป็น
เวลา 2 ชั่วโมง ใส่สารละลายแคลเซียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ ภายใต้การกวน ที่อุณหภูมิ 60 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง หลังจากนั้นหยดสารละลายกรดฟอสฟอริกความเข้มข้น 0.3 โมลาร์ กวน
สารละลายให้ผสมกันเป็นเวลา 2 ชั่วโมง โดยปรับพีเอชให้คงที่ในช่วงระหว่างพีเอช 10-11 ตลอดการท า
ปฏิกิริยาด้วยแอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ หลังจากนั้นปล่อยทิ้งไว้ 24 ชั่วโมงโดยที่ไม่มีการกวนที่อุณหภูมิห้อง 
น าไปเทใส่แม่พิมพ์พลาสติกชนิด 6-well plate โดยใส่ช่องละ 5 มิลลิลิตร และน าไปแช่แข็งที่ –40 องศา
เซลเซียส ทิ้งไว้ 1 คืน จากนั้นน าไปท าแห้ง ด้วยวิธีการท าแห้งโดยแช่เยือกแข็ง (freeze dry) จนแห้ง แสดงดัง
ภาพที่ 25 
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3.3 การสังเคราะห์แบบโดยตรง ( In situ synthesis) ของอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ในสาร
แขวนลอยนาโนเซลลูโลส และผสมกับพอลิไวนิลแอกอฮอล์ขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์ 
 
 น าสารแขวนลอยนาโนเซลลูโลสใช้เป็นสารตั้งต้นในการเตรียมอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ โดย
เติมแคลเซียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ ในสารแขวนลอยนาโนเซลลูโลส จากนั้น ผสมให้เข้ากัน
ภายใตอุ้ณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลาระยะเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้น หยดสารละลายกรดฟอสฟอริกความ
เข้มข้น 0.3 โมลาร์ และผสมให้เข้ากันภายใต้อุณหภูมิ 60 องศาเซียส เป็นระยะเวลา 2 ชั่วโมง แสดงดังภาพที่ 
26 
 

 
 
ภาพที่ 26 การผลิตโครงเลี้ยงเซลล์ร่วมกับการสังเคราะห์อนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์แบบ In situ 

synthesis 
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3. ศึกษาลักษณะทางกายภาพและลักษณะสัณฐานของโครงเลี้ยงเซลล์ที่เตรียมได้ 
 

น าโครงเลี้ยงเซลล์ที่เตรียมได้มาศึกษาลักษณะทางกายภาพและลักษณะทางสัณฐานวิทยาดังนี้ 
- ลักษณะสัณฐานวิทยา ของชิ้นตัวอย่างวิเคราะห์ด้วยเครื่อง scanning electron microscope 

(SEM)(XL Series, XL30, Philips, The Netherlands)ท่ี 10 KV  
 - สมบัติความเป็นรูพรุน (porosity) ด้วยวิธีการแทนที่ของของเหลว ตามวิธีดัดแปลงของ Kim และ
คณะ (2005) ด้วยการวัดการแทนที่ของของเหลวในรูพรุนของโครงร่าง ซึ่งในงานวิจัยนี้ใช้แอลกอฮอล์เป็น
ของเหลวที่ใช้แทนที่โครงเลี้ยงเซลล์ซึ่งไม่ท าให้เมตริกซ์ของโครงร่างเกิดการพองตัวหรือหดตัว โดยการชั่ง
น้ าหนักของชิ้นตัวอย่างแห้ง (W1)แล้วแช่ในแอลกอฮอล์ ที่ปริมาตร 4 ml (V1)ในกระบอกตวง ทิ้งไว้นาน 5 
นาที แล้วน าตัวอย่างโครงเลี้ยงที่ชุ่มด้วยแอลกอฮอล์ออกมาชั่งน้ าหนักทันที (W2) อ่านค่าปริมาตรของ  ที่เหลือ
ในกระบอกตวง (V2) ส าหรับปริมาตรทั้งหมดของโครงเลี้ยงเซลล์คิดจาก V1-V2 ส าหรับปริมาตรรูพรุนของ
โครงเลี้ยงเซลล์คิดจากปริมาตรของแอลกอฮอล์ที่เหลือในโครงเลี้ยงเซลล์ ด้วยการคิดจากสัดส่วนของน้ าหนัก

ของแอลกอฮอล์ที่เหลือในโครงเลี้ยงเซลล์ และความหนาแน่นของแอลกอฮอล์ (E) ค านวณค่าเปอร์เซ็นต์ของ
ความเป็นรูพรุนจากสมการที่ 1 
 

  % Porosity = [(W1 - W2)/E]/(V1 – V2) x 100         สมการที่ 1 
 
- สมบัติทางเชิงกล ด้วย compression test ตามวิธี ASTM-F451-95 ด้วยเครื่อง Texture Profile 

Analyzer (TAX TEE 32, M/s Stable Microsystems, Surrey, UK) ที่ความเร็ว 0.03 mm/min ด้วยการ
ใช้ probe ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 2 mm และใช้โหมด compression เพ่ือกดชิ้นตัวอย่างลงไป 75% ของ 
strain วัดจ านวน 10 ชิ้นตัวอย่าง 

- โครงสร้างของหมู่ฟังก์ชันบนพื้นผิวของโครงเลี้ยงเซลล์ ด้วยเครื่อง ATR-FTIR spectrometer 
(Thermo Nicolet 380, Thermo Electron Corporation, USA) ด้วยเทคนิค Micro-ATR ความยาวคลื่น 
4000-600 cm-1  

- ค่าการพองตัว (swelling ratio) และค่า water uptake ของน้ า ตามวิธีของ Siritienthong 
และคณะ (2012) โดยการน าตัวอย่างอบที่อุณหภูมิ 65oC ทิ้งไว้ 1 คืน ท าการชั่งน้ าหนักตัวอย่าง (Wd) แล้ว
น าไปแช่ในน้ าทิ้งไว้ 24 ชม. ตัวอย่างที่ได้น ามาซับน้ าส่วนเกินด้วยกระดาษทิชชู่ แล้วชั่งน้ าหนัก (Ws) ค านวณ
ค่าดังนี้ 

 
Swelling ratio  = (Ws-Wd)/Wd           สมการที่ 2 

 Water uptake (%) = [(Ws-Wd)/(Ws)] x100          สมการที่ 3 
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4. การทดสอบความเข้ากันได้ทางชีวภาพของโครงร่างเลี้ยงเซลล์   
 

การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ (cytotoxicity test) เป็นวิธีทดสอบความเข้ากันได้ระหว่างโครง
เลี้ยงเซลล์ กับเซลล์ผิวหนังของหนู และการนับจ านวนเซลล์เป็นการทดสอบการเจริญของเซลล์ บ่มในอาหาร
เลี้ยงเซลล์ชนิด DMEM ที่มีส่วนผสม FBS ความเข้มข้นร้อยละ 10 และ Penicilin-Streptomycin ความ
เข้มข้นร้อยละ 1 โดยบ่มเป็นระยะเวลา 3 วัน ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เพ่ือเตรียมเป็น conditioned 
media (CM) จากนั้นจึงเพาะเลี้ยงเซลล์ผิวหนัง (fibroblasts) ในถาดหลุมชนิด 12-well tissue culture 
plate เมื่อเซลล์เกาะยึดและแผ่ตัวบนพ้ืนผิวถาดหลุมเป็นเวลา 2 ชั่วโมงแล้วจึงเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์แบบ
ปกติเป็นแบบ CM หลังการบ่มเลี้ยงเป็นเวลาประมาณ 16 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 37  องศาเซลเซียส และ
คาร์บอนไดออกไซด์ ร้อยละ 5 แล้วจึงใช้สีย้อมชนิด live-dead fluorescence dye ย้อมเซลล์ เซลล์ที่ยังมี
ชีวิตจะเรืองแสงสีเขียว ส่วนเซลล์ที่ตายจะเรืองแสงสีแดง ดังนั้นการย้อมด้ วยวิธี live-dead assay นี้จึง
สามารถตรวจวิเคราะห์ได้ว่ามีสารที่ก่อพิษหลุดออกจากตัวอย่างหรือไม่ เปลี่ยน CM ทุกวันด้วย fresh CM 
และย้อมนิวเคลียสเซลล์ด้วย biz-Benzamide และนับจ านวนเซลล์ ท าการทดลองทั้งหมด 3 ซ้ า นอกจากนี้
ยังทดสอบการเจริญของเซลล์กระดูกบนโครงเลี้ยงเซลล์ โดยเคลือบพ้ืนผิวโครงเลี้ยงเซลล์ด้วยเจลาตินเพ่ือ
กระตุ้นการยึดเกาะของเซลล์ ก่อนน าเซลล์ไปเลี้ยงบนโครงเลี้ยงเซลล์ ย้อมสีเซลล์ด้วย calcein AM เพ่ือ
วิเคราะห์การแผ่ตัวของเซลล์บนโครงเลี้ยงต่อไป และเปรียบเทียบอัตราการเจริญของเซลล์บนโครงร่างที่ได้มา
จากการเตรียมที่แตกต่างกัน 
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บทที่ 4 
ผลการศึกษาและอภิปรายผล 

 
 งานวิจัยนี้ สามารถแบ่งออกเป็นสามส่วน ได้แก่ (1) การเตรียมนาโนเซลลูโลสจากชานอ้อย และ
อนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ (2) การศึกษาการสังเคราะห์ และกระบวนการขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์ 3 
กระบวนการ และ (3) การศึกษาคุณสมบัติของโครงเลี้ยงเซลล์จากระบวนการต่างๆที่เตรียมได้ และศึกษา
ความเป็นพิษต่อเซลล์และการส่งเสริมการเจริญของเซลล์ทดสอบ เพ่ือหากระบวนการที่เหมาะสมและดีที่สุด
ในการเตรียมโครงเลี้ยงเซลล์ด้วยการพิจารณาจากคุณสมบัติต่าง ๆ 
 
1. การเตรียมนาโนเซลลูโลส และอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ และการศึกษาคุณสมบัติที่เตรียมได้ 
 
 ในส่วนการวิจัยส่วนที่หนึ่งของงานวิจัย คือ การเตรียมนาโนเซลลูโลสที่สกัดได้จากชานอ้อยโดยอาศัย
กระบวนการระเบิดด้วยไอน้ า ฟอกขาว และการย่อยด้วยกรด ตามล าดับ และกระบวนการเตรียมอนุภาคนา
โนไฮดรอกซีแอปาไทต์ และศึกษาคุณสมบัติของนาโนเซลลูโลสและอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ที่เตรียม
ได้ เพ่ือใช้ข้อมูลดังผลการวิจัยดังกล่าวใช้ในการประเมินศักยภาพของกระบวนการเตรียมนาโนเซลลูโลสจาก
ชานอ้อย รวมทั้งคุณสมบัติของอนุภาคนาไนไฮดรอกซีแอปาไทต์ โดยรายละเอียดและผลการวิจัย แสดง
ดังต่อไปนี้  
 
1.1 การสกัดเซลลูโลสจากชานอ้อย การเตรียมนาโนเซลลูโลส และการศึกษาคุณสมบัติ 
 
1.1.1 การศึกษาองค์ประกอบทางเคมี (chemical composition) ของตัวอย่างเส้นใยท่ีเปลี่ยนแปลงใน
ระหว่างกระบวนการสกัดเซลลูโลสตามมาตรฐาน Technical Association of Pulp and Paper 
Industry standard (TAPPI) Standard 
 
 งานวิจัยนี้ใช้ชานอ้อยเป็นแหล่งของเซลลูโลสโดยอาศัยกระบวนการสกัด 2 ขั้นตอน ได้แก่ (1) การ
ระเบิดด้วยไอน้ าและ (2) การฟอกขาว ตามล าดับ โดยศึกษาองค์ประกอบทางเคมีที่เปลี่ยนแปลงในระหว่าง
กระบวนสกัดตามวิธีมาตรฐาน TAPPI แสดงดังตารางที่ 6 จากผลการทดลอง พบว่า องค์ประกอบทางเคมีของ
ชานอ้อยดิบหรือชานอ้อยที่มีปริมาณเซลลูโลสสูงร้อยละ 42.05 และมีปริมาณเฮมิเซลลูโลสและลิกนินร้อยละ 
26.82 และ 19.61 ตามล าดับ จากผลการทดลองดังกล่าวแสดงให้เห็นว่า ชานอ้อยมีปริมาณเซลลูโลสสูง ซึ่ง
เหมาะสมแก่การน ามาใช้เป็นแหล่งวัตถุดิบในการสกัดเซลลูโลส จากนั้น เมื่อชานอ้อยผ่านกระบวนการระเบิด
ด้วยไอน้ า พบว่าปริมาณเฮมิเซลลูโลสและลิกนินลดลง โดยลดลงคิดเป็นร้อยละ 50.64 และ 37.12 ตามล าดับ 
(ปริมาณเฮมิเซลลูโลสและลิกนิน เท่ากับร้อยละ 13.24 และ 12.33 ตามล าดับ) เนื่องจากโครงสร้างของเฮมิ



 
หน้าที ่45 

 

เซลลูโลสเป็นสารประกอบน้ าตาลต่างเพนโตสและน้ าตาลเฮกโซส ซึ่งสามารถถูกท าลายหรือไฮโดรไลซ์ภายใต้
อุณหภูมิและความดันสูงในระหว่างการระเบิดด้วยไอน้ า ดังนั้น เมื่อชานอ้อยผ่านกระบวนการระเบิดด้วยไอน้ า
แล้ว (Steam-exploded fibers) พบว่าปริมาณเซลลูโลสในตัวอย่างเพ่ิมสูงขึ้น เท่ากับร้อยละ 66.67 จากนั้น 
เส้นใยที่ผ่านกระบวนการระเบิดด้วยไอน้ าจะถูกฟอกขาวด้วยสารละลายโซเดียมคลอไรต์ (Sodium chlorite, 
NaClO2) เพ่ือก าจัดลิกนินและเฮมิเซลลูโลสที่เหลืออยู่ในตัวอย่าง จากผลการทดลอง พบว่า เมื่อตัวอย่างผ่าน
การฟอกขาว (bleached fibers) ปริมาณเฮมิเซลลูโลสและลิกนินลดลงร้อยละ 59.24 และ 94.64 ตามล าดับ 
ในขณะที่ปริมาณเซลลูโลสในตัวอย่างเพ่ิมขึ้นเป็นร้อยละ 83.20 เนื่องจากสารละลายคลอไรต์ (ในสภาวะกรด) 
จะสามารถออกซิไดซ์สารประกอบอะโรมาติกจ าพวกลิกนิน (Aromatic compounds) ได้ (Zuluaga et al., 
2009) ในขณะที่เซลลูโลสไม่ถูกท าลายในสภาวะดังกล่าว โดยเมื่อตัวอย่างผ่านกระบวนการฟอกขาวแล้ว มี
ผลได้มากถึง ร้อยละ 58 จากผลการทดลองดังกล่าว แสดงให้เห็นว่า ชานอ้อยมีปริมาณเซลลูโลสเป็น
ส่วนประกอบสูงและเหมาะสมในการใช้เป็นแหล่งของเซลลูโลส และกระบวนการระเบิดด้วยไอน้ าและการ
ฟอกขาวสามารถสกัดเซลลูโลสได้ 
 
ตารางท่ี 6 องค์ประกอบทางเคมีของตัวอย่างที่ผ่านกระบวนการสกัดเซลลูโลสในขั้นตอนต่างๆ  
 

Sample 
Lignin  
(%) 

Hemicellulose 
(%) 

α-cellulose  
(%) 

Yield  
(%) 

SCB untreated fibers 19.61 ± 0.73 26.82 ± 0.45 42.05 ± 0.23 100 
Steam-exploded fibers 12.33 ± 0.23 13.24 ± 0.22 66.67 ± 0.99 60.26 ± 1.60 
Bleached fibers 1.05 ± 0.04 10.93 ± 0.27 83.20 ± 0.25 58.84 ± 0.95 

 

หมายเหตุ SCB คือ ชานอ้อยที่ยังไม่ผ่านกระบวนการสกัด 

  Steam-exploded fibers คือ ชานอ้อยที่ผ่านกระบวนการระเบิดด้วยไอน้ า 

  Bleached fibers คือ ชานอ้อยที่ผ่านกระบวนการระเบิดด้วยไอน้ าและฟอกขาว 

 
1.1.2 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน 

จากภาพที่ 27 แสดงลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเส้นใยที่ผ่านกระบวนการสกัดในขั้นตอนต่างๆ 
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning electron microscopy) จากผลการทดลอง
แสดงให้เห็นว่าลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเส้นใยเปลี่ยนแปลงเมื่อผ่านกระบวนการสกัดในขั้นตอนต่างๆ 
จากภาพที่ 27a แสดงพ้ืนผิวของเส้นใยชานอ้อยที่ไม่ผ่านกระบวนการสกัด พ้ืนผิวเรียบเนื่องจากประกอบด้วย 
พอลิแซคคาไรด์ (Mandal and Chakrabarty, 2011). ในขณะที่เมื่อเส้นใยผ่านกระบวนการระเบิดด้วยไอน้ า 
พบว่า พ้ืนผิวของเส้นใยขรุขระมากขึ้น (ภาพที่ 27b) เนื่องจากการที่เฮมิเซลลูโลสและลิกนินบางส่วนถูกก าจัด
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ไปในระหว่างกระบวนการระเบิดด้วยไอน้ า จากนั้น เมื่อเส้นใยถูกฟอกขาว พบว่า เส้นใยมีขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลางประมาณ 10-20 ไมโครเมตร (ภาพที่ 27c) (Mandal and Chakrabarty, 2011; Slavutsky and 
Bertuzzi, 2014; Sun et al., 2004) จากนั้น ตัวอย่างเซลลูโลส (หรือเส้นใยที่ผ่านกระบวนการฟอกขาว) จะ
ถูกย่อยด้วยกรดซัลฟิวริกเข้มข้น โดยส่วนอสัณฐาน (Amorphous region) ถูกไฮโดรไลซ์ เหลือเพียงส่วนที่
เป็นผลึก (Crystalline region) ซึ่งมีขนาดเล็กระดับนาโนเมตร โดยเมื่อศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ
เส้นใยนาโนเซลลูโลสที่เตรียมได้ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแรงอะตอม (Atomic force microscopy) 
แสดงภาพที่ 1d พบว่า ลักษณะของเส้นใยนาโนเซลลูโลสเป็นท่อนสั้น โดยมีความยาวและเส้นผ่านศูนย์กลาง
ประมาณ 500-550 และ 52-54 นาโนเมตร ตามล าดับ โดยมีค่า aspect ratio (L/d) เท่ากับ 10 (Kumar et 
al., 2014) 
 

 
. 

ภาพที่ 27 ลักษณะตัวอย่างภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดของชานอ้อยที่ไม่ผ่าน
กระบวนการสกัด (a), เส้นใยชานอ้อยทีผ่านกระบวนการระเบิดด้วยไอน้ า (b), เส้นใยชานอ้อยที่
ผ่านกระบวนการระเบิดด้วยไอน้ าและฟอกขาว (c) และลักษณะของตัวอย่างเส้นใยนาโนเซลลูโลส
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแรงอะตอม (d)  
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1.1.3 การศึกษาองค์ประกอบของธาตุในตัวอย่างเส้นใยนาโนเซลลูโลส 
 
 เนื่องจากการเตรียมนาโนเซลลูโลสอาศัยกระบวนการย่อยด้วยกรดซัลฟิวริกเข้มข้น ดังนั้นจึงจ าเป็นใน
การติดตามการปนเปื้อนของกรดซัลฟิวริกในตัวอย่างโดยการวิเคราะห์องค์ประกอบของธาตุด้วยเครื่อง EDX 
จึงมีความจ าเป็น เพ่ือยืนยันว่าตัวอย่างเส้นใยนาโนเซลลูโลสที่เตรียมได้ ปราศจากโมเลกุลกรด โดยผลการ
ทดลองจากการวิเคราะห์ด้วยเครื่อง EDX แสดงดังภาพที่ 28 แสดงองค์ประกอบของธาตุในตัวอย่างเส้นใยนา
โนเซลลูโลส เพ่ือศึกษาหาปริมาณของหมู่ซัลเฟตที่ไม่ต้องการให้หลงเหลืออยู่ในโครงสร้างของนาโนเซลลูโลส 
จากภาพที่ 28 แสดงพีคส าคัญ ได้แก่ พีคของคาร์บอน ออกซิเจนและซัลเฟอร์ โดยพบว่าเส้นใยนาโนเซลลูโลส
ที่เตรียมได้ประกอบด้วยคาร์บอนและออกซิเจน เท่ากับร้อยละ 60.68 และ 39.22 ตามล าดับ ในขณะที่พบ
ซัลเฟอร์เพียงร้อยละ 0.09 (ตารางที่ 7) ซึ่งเกิดจากกระบวนการ sulfonation ในระหว่างกระบวนการย่อย
ด้วยกรดซัลฟิวริก 
 

 
 
ภาพที่ 28 ลักษณะเส้นสเปกตรัมของตัวอย่างนาโนเซลลูโลสจากเครื่อง EDX 
 
ตารางท่ี 7 ปริมาณธาตุ (Element component) ของตัวอย่างนาโนเซลลูโลส 
 

Elements Weight (%) Atomic (%) 
C K 53.62 ± 0.3 60.68 
O K 46.16 ± 0.3 39.22 
S K 0.22 ± 0.03 0.09 
Total 100  

 
  



 
หน้าที ่48 

 

1.1.4 วิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีด้วยเครื่องฟูเรียร์ทรานสฟอร์มอินฟราเรดสเปกโตรสโกปี 
 

เครื่องฟูเรียร์ทรานสฟอร์มอินฟราเรดสเปกโตรสโกปีใช้เพ่ือศึกษาโครงสร้างทางเคมีที่เปลี่ยนแปลงไป
ในระหว่างกระบวนการสกัด แสดงดังภาพที่ 29 พบว่า ในขณะที่เส้นสเปกตรัมของทุกตัวอย่างแสดงพีคในช่วง 
3500-3200 และ 2918 cm-1 ซึ่งหมายถึงหมู่ไฮดรอกซิลกรุ๊ปและ C-H stretching ในโครงสร้างของเซลลูโลส 
ตามล าดับ (Khalil et al., 2001). เส้นสเปกตรัมของทุกตัวอย่างแสดงพีคที่ความยาวคลื่น 1737 cm-1 โดย
หมายถึง พันธะ C=O stretching vibration ของหมู่อะซีทิล พันธะอีเทอร์ระหว่างหมู่คาร์บอกซิลิกและคีโตน 
ที่พบในเฮมิเซลลูโลส (Li et al., 2014) โดยพีคดังกล่าวมีแนวโน้มลดลงในระหว่างการสกัดและไม่แสดงในเส้น
สเปกตรัมของตัวอย่างเส้นใยนาโนเซลลูโลส ในขณะที่พีคที่ความยาวคลื่น 1514 และ 1606 cm-1 หมายถึง 
พันธะ C-C ในวงอะโรมาติกที่พบในโครงสร้างลิกนิน ซึ่งพีคดังกล่าวจะไม่พบในเส้นสเปกตรัมของเส้นใยที่ผ่าน
การฟอกขาวและเส้นใยนาโนเซลลูโลส เนื่องจากการที่ลิกนินและเฮมิเซลลู โลสถูกก าจัดออกไปในระหว่าง
กระบวนการสกัดเซลลูโลส (Garside and Wyeth, 2003; Wang et al., 2010) โดยพีคที่ความยาวคลื่น 
1249 cm-1 ที่แสดงในเส้นสเปกตรัมของชานอ้อยที่ยังไม่ผ่านการสกัดมีแนวโน้มลดลงในระหว่างกระบวนการ
สกัด แสดงถึงพันธะ C-O ในโครงสร้างของลิกนิน จากผลการทดลองดังกล่าว สามารถยืนยันได้ว่า การสกัด
เซลลูโลสด้วยกระบวนการระเบิดด้วยไอน้ าและฟอกขาว สามารถก าจัดเฮมิเซลลูโลสและลิกนินจากตัวอย่างได้  

 

 
 
ภาพที่ 29 แสดงเส้นสเปกตรัมของตัวอย่างชานอ้อยที่ผ่านการสกัด (SCB), ตัวอย่างที่ผ่านการฟอกขาว (BF) 
และตัวอย่างเส้นใยนาโนเซลลูโลส (CNC)  

file:///C:/Users/Naiyasit/Downloads/รายงานความก้าวหน้า%206%20เดือน%20RDG60T0174%20(1).docx%23_ENREF_3
file:///C:/Users/Naiyasit/Downloads/รายงานความก้าวหน้า%206%20เดือน%20RDG60T0174%20(1).docx%23_ENREF_2
file:///C:/Users/Naiyasit/Downloads/รายงานความก้าวหน้า%206%20เดือน%20RDG60T0174%20(1).docx%23_ENREF_12
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1.1.5 วิเคราะห์โครงสร้างทางผลึกด้วยเครื่องวัดการเลี้ยวเบนของรังสีเอกซ์ 
 
 การศึกษารูปแบบการเลี้ยวเบนรังสีเอกซ์ของทุกตัวอย่างแสดงพีคส าคัญ 2θ = 16 และ 22.5 องศา 
แสดงดังภาพที่ 30 เป็นลักษณะผลึกของเซลลูโลส (Cellulose I polymorphs) (Klemm et al., 2005) 
เนื่องจากทุกตัวอย่างประกอบด้วยเซลลูโลสเป็นองค์ประกอบหลัก ท าให้แสดงลักษณะพีคส าคัญของเซลลูโลส 
นอกจากนี้ เมื่อพิจารณาค่าดัชนีความเป็นผลึก (crystallinity index) มีแนวโน้มเพ่ิมขึ้นเมื่อผ่านกระบวนการ
สกัดในแต่ละขั้นตอน แสดงดังตารางที่ 8 เนื่องจากส่วนที่เป็นอสัณฐาน (Amorphous regions) ในตัวอย่างถู
ก าจัดออกในระหว่างกระบวนการสกัดและย่อยด้วยกรด คงเหลือเพียงส่วนที่เป็นผลึก (Crystalline regions) 
(Azizi Samir et al., 2004) 
 

 
 
ภาพที่ 30  ลักษณะรูปแบบการเลี้ยวเบนรังสีเอ็กซ์ของตัวอย่างในแต่ละขั้นตอนการสกัด 
 
ตารางท่ี 8 ค่าดัชนีความเป็นผลึกของตัวอย่างในแต่ละขั้นตอนการสกัด 
 

Sample Crystallinity Index (%CrI) 
SCB untreated fibers 33.85 ± 0.78 
Bleached fiber 51.30 ± 0.53 
Cellulose nanocrystal 71.49 ± 0.36 
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1.2 การเตรียมอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ และการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาด้วยกล้อง
จุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด 
 
 จากภาพที่ 31 แสดงลักษณะของอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน
แบบส่องกราด แสดงให้เห็นว่าอนุภาคที่เตรียมได้มีลักษณะเป็นท่อนเล็กสั้น คล้ายเข็ม โดยมีขนาด 200 -500 
นาโนเมตร (ภาพที่ 31a และ 31b) นอกจากนี้ จาการศึกษาองค์ประกอบของธาตุด้วยเครื่องมือ EDS (แสดง
ดังภาพที่ 31c) พบว่า แสดงพีคส าคัญของแคลเซียมและฟอสฟอรัสซึ่งเป็นธาตุองค์ประกอบหลักในอนุภาคนา
โนไฮดรอกซีแอปาไทต์ โดยสัดส่วนระหว่างแคลเซียมต่อฟอสฟอรัสมีค่าเท่ากับ 1.67 ซึ่งเป็นค่าสัดส่วนของ
อนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ที่พบได้ทั่วไป (ค่าประมาณ 1.5-1.85) จากสัดส่วนของแคลเซียมและ
ฟอสฟอรัสดังกล่าวสามารถยืนยันได้ว่า วิธีดังกล่าวสามารถเตรียมอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ได้ 
 

 
 
ภาพที่ 31 แสดงลักษณะของอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่อง
กราด(6a-b) และผล EDS ของอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ (6c-d) 
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1.3 การศึกษาโครงสร้างทางเคมีของอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ด้วยเครื่องฟูเรียร์ทรานสฟอร์ม
อินฟราเรดสเปกโตรสโกปี 
 
 ศึกษาโครงสร้างทางเคมีของอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ที่เตรียมได้ แสดงดังภาพที่ 32 จากผล
การทดลองพบว่า เส้นสเปกตรัมของอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์แสดงพีคส าคัญของแคลเซียมฟอสเฟต 
ซึ่งเป็นองค์ประกอบหลักของสารประกอบจ าพวกไฮดรอกซีแอปาไทต์ โดยเส้นสเปกตรัมแสดงพีคส าคัญที่เลข
คลื่น เท่ากับ 962, 1091 และ 1032 cm-1 และแสดงพีคส าคัญที่เกี่ยวกับองค์ประกอบของหมู่ฟอสเฟตใน
โครงสร้างของอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ ที่เลขคลื่นเท่ากับ 604 และ 561 cm-1 โดยจากผลการศึกษา
โครงสร้างทางเคมีด้วยเครื่องฟูเรียร์ทรานสฟอร์มอินฟราเรดสเปกโตรสโกปีดังกล่าว สามารถยืนยันได้ว่า วิธี
และกระบวนการสังเคราะห์ในการทดลอง สามารถสังเคราะห์อนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ได้ และไม่มี
การเปลี่ยนแปลงองค์ประกอบทางเคมีของไฮดรอกซีแอปาไทต์ 
 

 
 

ภาพที่ 32 แสดงเส้นสเปกตรัมของอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ 
 
1.4 การศึกษาโครงสร้างผลึกของอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ด้วยเครื่องวัดการเลี้ยวเบนรังสีเอ็กซ์ 
  
 การศึกษาโครงสร้างทางผลึกของอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์และวัดรูปแบบการเลี้ยวเบนรังสี
เอ็กซ์ด้วยเครื่องเอ็กซ์เรย์ดิฟเฟกชั่น แสดงดังภาพที่ 8 จากผลการทดลองพบว่า อนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปา
ไทต์แสดงพีคส าคัญของอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ คือพีค 2θ เท่ากับ 11, 26.5, 29, 33.5, 34, 40, 
42.5 และ 44.5 องศา ซึ่งแสดงรูปแบบผลึก (lattice structure) เท่ากับ (1 0 0), (0 0 2), (2 1 0), (2 1 1), 
(1 1 2), (3 0 0), (2 2 1), (2 2 2) และ (0 0 4) ตามล าดับ จากผลการทดลองดังกล่าว พีคทั้งหมดแสดงถึง
ลักษณะที่ถูกต้องของอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ ที่ได้จากการเตรียมในห้องปฏิบัติการ 
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ภาพที่ 33 ลักษณะรูปแบบการเลี้ยวเบนรังสีเอกซ์ของอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ 
 
2. การเตรียมและศึกษาคุณสมบัติโครงเลี้ยงเซลล์จากพอลิไวนิลแอกอฮอล์ร่วมกับนาโนเซลลูโลสและ
อนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ ด้วยวิธีการแช่ (Immersion)  
 
2.1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและการศึกษาความเป็นรูพรูนของโครงสร้างเลี้ยงเซลล์ที่เตรียม
ได้ 
 
 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของโครงเลี้ยงเซลล์ที่เตรียมจากพอลิไวนิลแอกอฮอล์ร่วมกับนาโนเซลลูโลส
และอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ (ที่ความเข้มข้นร้อยละ 0 , 0.5, 1 และ 3) ด้วยกล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning electron microscopy, SEM) แสดงดังภาพที่ 34(a-d) โดยคุณสมบัติ
ส าคัญของโครงเลี้ยงเซลล์ คือ จ าเป็นต้องไม่เป็นพิษต่อเซลล์ของสิ่งมีชีวิตและจะต้องมีพ้ืนที่ว่างเพ่ือให้เซลล์
สามารถเจริญเติบโตกลายเป็นเนื้อเยื่อได้ จากผลการทดลอง พบว่า ลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดของตัวอย่างโครงเลี้ยงเซลล์ที่เตรียมจากพอลิไวนิลแอกอฮอล์และนาโน
เซลลูโลส (ไม่มีอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์) (ภาพที่  34a) และผสมอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ 
(ภาพที่9b-d) โดยทุกตัวอย่าง แสดงโครงสร้างที่มีรูพรูนสูง ในขณะที่โครงเลี้ยงเซลล์ที่เตรียมจากพอลิไวนิลแอ
กอฮอล์ นาโนเซลลูโลสและอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์แสดงการเข้ากันได้ดีหรือเป็นเนื้อเดียวกัน และไม่
แสดงการรวมตัวกันเองของทั้งเส้นใยนาโนเซลลูโลสและอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ในตัวอย่าง  
 
 จากตารางที่ 9 แสดงความเป็นรูพรูนและค่าอัตราการพองตัวของตัวอย่างโครงเลี้ยงเซลล์ พบว่า เมื่อ
เพ่ิมเติมอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ในโครงเลี้ยงเซลล์ ส่งผลให้ค่าความเป็นรูพรูนของโครงสร้างเลี้ยง
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เซลล์มีแนวโน้มลดลง จากร้อยละ 62 เหลือเพียงร้อยละ 58 เนื่องจากการที่อยู่ของอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอ
ปาไทต์ในโครงเลี้ยงเซลล์ นอกจากนี้ ขนาดของรูพรูนในตัวอย่างโครงเลี้ยงเซลล์ทุกตัวอย่างมีค่าประมาณ 100 
– 400 ไมโครเมตร ซึ่งความเป็นรูพรูนดังกล่าว เป็นคุณสมบัติของโครงเลี้ยงเซลล์ที่ต้องมีขนาดใหญ่พอที่จะให้
เซลล์ของสิ่งมีชีวิตเจริญได้ (Lee et al., 2005; Zhang et al., 2011) 
 

 
 
ภาพที่ 34 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของโครงเลี้ยงเซลล์ที่ความเข้มข้นของอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์

ต่างๆ (ก าหนดให้ a คือ พอลิไวนิลแอกอฮอล์กับนาโนเซลลูโลส, b คือ พอลิไวนิลแอกอฮอล์กับนา
โนเซลลูโลสที่มีอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ร้อยละ 0.5, c คือ พอลิไวนิลแอกอฮอล์กับนาโน
เซลลูโลสที่มีอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ร้อยละ 1 และ d คือ พอลิไวนิลแอกอฮอล์กับนาโน
เซลลูโลสที่มีอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ร้อยละ 3) 

 
 
 
 
 
 



 
หน้าที ่54 

 

ตารางท่ี 9 ความเป็นรูพรุนและค่าอัตราการพองตัวของโครงเลี้ยงเซลล์จากพอลิไวนิลแอกอฮอล์ นาโน
เซลลูโลสและอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ 

 
Sample Porosity (%) Equilibrium swelling ratio (%) 
PCa 62.4 ± 4.3 535 ± 57.4 
PCH0.5%b 58.3 ± 1.4 415 ± 155.5 
PCH1%c 56.6 ± 0.6 396 ± 103.5 
PCH3%d 58.2 ± 1.2 528 ± 28.33 

 
หมายเหตุ ก าหนดให้ a คือ พอลิไวนิลแอกอฮอล์กับนาโนเซลลูโลส, b คือ พอลิไวนิลแอกอฮอล์กับนาโนเซลลูโลสที่มี

อนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ร้อยละ 0.5, c คือ พอลิไวนิลแอกอฮอล์กับนาโนเซลลูโลสที่มีอนุภาคนา
โนไฮดรอกซีแอปาไทต์ร้อยละ 1 และ d คือ พอลิไวนิลแอกอฮอล์กับนาโนเซลลูโลสที่มีอนุภาคนาโนไฮดรอกซี
แอปาไทต์ร้อยละ 3 

 
2.2  การศึกษาโครงสร้างทางเคมีของโครงเลี้ยงเซลล์ด้วยเทคนิค FTIR 
 

การเปลี่ยนแปลงทางโครงสร้างทางเคมีของโครงเลี้ยงเซลล์สามารถวิเคราะห์ได้จากเทคนิค FT-IR ดัง
แสดงในภาพที่ 35 ซึ่งพอลิไวนิลแอกอฮอล์กับนาโนเซลลูโลสที่มีอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ ทั้งหมด
แสดงช่วงการดูดกลืน 4000-500 cm-1 

 
สเปกตรัมของโครงเลี้ยงเซลล์ของพอลิไวนิลแอลกอฮอล์กับนาโนเซลลูโลส (ภาพที่ 35a) พบพีคที่เลข

คลื่น 2900 cm-1 ซึ่งเกิดจาก CH2 asymmetric stretching และพบพีคเลขคลื่นที่บริเวณ 1420 cm-1 แสดง
ถึง CH2 scissoring motion ของโครงสร้างเซลลูโลส และพีคที่เลขคลื่น 1320 cm-1 ซึ่งเกิดจาก CH2 
wagging นอกจากนี้พบพีคที่เลขคลื่น 918 cm-1 แสดงถึง C–O stretching และพีคท่ีเลขคลื่น 845 cm-1 เกิด
จาก C–C stretching โดยพีคที่เลขคลื่น 1427 cm-1 แสดงถึงความเป็นโครงสร้างของเซลลูโลส I (Kumar et 
al., 2014b)  

 
จากผลการตรวจสอบหมู่ฟังก์ชันด้วยเทคนิค FT-IR พบว่า ความเข้มข้นของอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอ

ปาไทต์ที่เพ่ิมขึ้น ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงพันธะทางเคมีและโครงสร้างโมเลกุลของพอลิไวนิลแอลกอฮอล์
และนาโนเซลลูโลส โดยส่งผลให้อินฟราเรดสเปกตรัมที่ปรากฏขึ้นแตกต่างกัน นอกจากนี้สามารถยืนยันได้ว่า
โครงเลี้ยงเซลล์พอลิไวนิลแอกอฮอล์กับนาโนเซลลูโลสที่มีอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ที่ความเข้มข้นต่างๆ 
มีส่วนประกอบของอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ จากภาพที่ 35b-35d แสดงช่วงการดูดกลืน 3500-3200 
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cm-1 ซึ่ ง เกิดจาก O-H stretching vibration ของหมู่ ไฮดรอกซิล (hydroxyl group) ในโมเลกุลของ
สารประกอบและแสดงถึงแนวโน้มการดูดซับน้ าของสารประกอบเนื่องจากหมู่ไฮดรอกซิลของโมเลกุลน้ า (Liu 
et al. 2004; Sahai and Tossell 2000) นอกจากนั้นช่วงการดูดกลืนที่เลขคลื่น 2900 นาโนเมตร แสดงถึง 
–CH2 asymmetric stretching ของหมู่อะลิฟาติก และพีคที่เลขคลื่น 1092, 1035–1031, 603 และ 565 
cm-1 สอดคล้องกับการสั่นสะเทือนที่แตกต่างกันของหมู่ฟอสเฟต (PO4

3-) ในอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ 
และพบพีคส าคัญของอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ (ภาพที่ 35e) ในสารประกอบโครงเลี้ยงเซลล์ ซึ่ง
สามารถบ่งชี้ได้ว่ามีส่วนประกอบของอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ ในโครงเลี้ยงเซลล์พอลิไวนิลแอกอฮอล์
กับนาโนเซลลูโลสที่มีอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ที่ความเข้มข้นต่างๆ มีส่วนประกอบของอนุภาคนา
โนไฮดรอกซีแอปาไทต์  

 
เมื่อปริมาณของอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ในสารประกอบโครงเลี้ยงเซลล์เพ่ิมขึ้น ส่งผลให้ช่วง

การดูดกลืนของหมู่ฟอสเฟต (PO4
3-) เพ่ิมข้ึนตามไปด้วย ดังนั้นความเข้มของช่วงการดูดกลืนที่เลขคลื่น 1500-

1000 cm-1 ของสเปกตรัมของสารประกอบโครงเลี้ยงเซลล์เพ่ิมขึ้นตามความเข้มข้นของอนุภาคนาโนไฮดรอก
ซีแอปาไทต์ในสารประกอบโครงเลี้ยงเซลล์ที่เพ่ิมขึ้น จากความเข้มข้นของอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์
ร้อยละ 0.5 ถึง 3 และความเข้มของช่วงการดูดกลืนที่เลขคลื่น 3400-3200 cm-1 เพ่ิมข้ึนเนื่องจากหมู่ไฮดรอก
ซิลของนาโนเซลลูโลส 

 
การเปลี่ยนแปลงโครงสร้างทางเคมี อาจเป็นผลมาจากหมู่ไฮดรอกซิลและแคลเซียมอิออนของอนุภาค

นาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ และหมู่ไฮดรอกซิลของพอลิไวนิลแอลกอฮอล์และนาโนเซลลูโลส แต่อย่างไรก็ตาม
การซ้อนทับกันของช่วงการดูดกลืนอาจเป็นผลมาจากความเหมือนกันของหมู่ ฟังก์ชันและแกนหลัก 
(backbone) ซึ่งโครงเลี้ยงเซลล์พอลิไวนิลแอกอฮอล์กับนาโนเซลลูโลสที่มีอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ที่
ความเข้มข้นต่างๆ เชื่อมต่อกันด้วยพันธะไฮโดรเจนหรือการจับตัวกันของ [HO–]–Ca2+–[–OH] ส่งผลให้
ประสิทธิภาพเชิงกลของสารประกอบโครงเลี้ยงเซลล์สูงขึ้น 
 



 
หน้าที ่56 

 

 
 
ภาพที่ 35  แสดงเส้นสเปกตรัมของโครงเลี้ยงเซลล์ (ก าหนดให้ (a) คือ พอลิไวนิลแอกอฮอล์กับนาโน

เซลลูโลส, (b) คือ พอลิไวนิลแอกอฮอล์กับนาโนเซลลูโลสที่มีอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์
ร้อยละ 0.5, (c) คือ พอลิไวนิลแอกอฮอล์กับนาโนเซลลูโลสที่มีอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์
ร้อยละ 1, (d) คือ พอลิไวนิลแอกอฮอล์กับนาโนเซลลูโลสที่มีอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์
ร้อยละ 3 และ (e) คือ อนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์) 

 
2.3  การศึกษาโครงสร้างผลึกของโครงเลี้ยงเซลล์ 
 

ลักษณะรูปแบบการเลี้ยวเบนรังสีเอกซ์ของตัวอย่างอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ , พอลิไวนิลแอ-
กอฮอลกับนาโนเซลลูโลส และโครงเลี้ยงเซลล์แสดงดังภาพที่ 36 จากผลการทดลองสอบว่า ลักษณะรูปแบบ
การเลี้ยงเบนรังสีเอกซ์ของอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์แสดงพีคส าคัญ 2θ (ลักษณะผลึก) เท่ากับ 25.9 
(0 0 2), 31.9 (2 1 0), 32.9, 33.2 (2 1 1), 34.2, 35.1, 40.1 (3 1 0), 46.7 (2 2 2), 48.1 (3 1 2) และ 
49.5 (2 1 3) องศา ในขณะที่ลักษณะรูปแบบการเลี้ยวเบนรังสีเอกซ์ของพอลิไวนิลแอกอฮอล์แสดงพีคส าคัญ 
2θ เท่ากับ 19.4 และ 40.30 องศา ซึ่งเป็นลักษณะของรูปแบบการเลี้ยว เบนรังสีเอกซ์ของพอลิไวนิลแอ-
กอฮอล์ จากนั้น เมื่อผสมเส้นใยนาโนเซลลูโลสกับพอลิไวนิลแอกอฮอล์ พบว่า แสดงพีคส าคัญของเซลลูโลสที่ 
2θ เท่ากับ 22.5 (2 0 0) และ 34.5 (0 0 4) องศา ซึ่งแสดงลักษณะรูปแบบผลึกของเซลลูโลส I (Cellulose I) 
(Chen et al., 2011; Liu et al., 2010; Kumar et al,. 2013) ในขณะที่ยังแสดงพีคส าคัญท่ีแสดงถึงลักษณะ
ผลึกของพอลิไวนิลแอกอฮอล์ 2θ เท่ากับ 19.4, 20.1 (1 0 1), 22.5 (2 0 0) และ 40.3 องศา (Kumar et al., 
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2014b) ในขณะเดียวกัน เมื่อศึกษาลักษณะรูปแบบการเลี้ยวเบนรังสีเอกซ์ของอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปา -
ไทต์ในโครงเลี้ยงเซลล์ พบว่า ตัวอย่างแสดงพีค 2θ เท่ากับ 31.8 องศา ซึ่งแสดงถึงลักษณะผลึก (2 1 1), (1 1 
2), (2 0 2) และ (3 0 0) ที่เป็นของอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ (Zhang et al., 2010; Chang et al., 
2013)  

 

 
 
ภาพที่ 36 ลักษณะรูปแบบการเลี้ยวเบนรังสีเอกซ์ของตัวอย่างโครงเลี้ยงเซลล์ที่ความเข้มข้นของอนุภาคนา-

โนไฮดรอกซีแอปาไทต์ต่าง ๆ (ก าหนดให้ (a) คือ พอลิไวนิลแอกอฮอล์กับนาโนเซลลูโลส, (b) คือ 
พอลิไวนิลแอกอฮอล์กับนาโนเซลลูโลสที่มีอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ร้อยละ 0.5, (c) คือ 
พอลิไวนิลแอกอฮอล์กับนาโนเซลลูโลสที่มีอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ร้อยละ 1, (d) คือ พอ-
ลิไวนิลแอกอฮอล์กับนาโนเซลลูโลสที่มีอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ร้อยละ 3 และ (e) คือ 
อนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์) 

 
2.4 การศึกษาคุณสมบัติทางกล (Mechanical property)  
 
 คุณสมบัติเชิงกล เป็นคุณสมบัติที่ส าคัญอย่างหนึ่ง โดยใช้เป็นปัจจัยในการพิจารณาวัสดุที่ใช้เป็นโครง-
เลี้ยงเซลล์ จากภาพที่ 37 แสดงกราฟความสัมพันธ์แรงกด (Compressive) ระหว่างความเค้นกับความเครียด 
(Stress-strain) ของโครงเลี้ยงเซลล์ที่เตรียมได้ จากผลการทดลอง พบว่า กราฟดังกล่าวแสดงรูปแบบของ 
elasto-plastic foam โดยค่าเฉลี่ยของความเค้นโมดูลัส (Compression modulus) แสดงดังภาพที่ 37 (ค่า
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เบี่ยงเบนมาตรฐานของตัวอย่างแตกต่างกันตามจุดในตัวอย่างที่ตรวจวัด) จากภาพที่ 38 พบว่า มีการ
เปลี่ยนแปลงของ Linear elastic และ Plastic regimes โดยมีแนวโน้มเพ่ิมขึ้นตามปริมาณของอนุภาคไฮ-   
ดรอกซีแอปาไทต์ที่เพ่ิมขึ้นในตัวอย่างโครงเลี้ยงเซลล์ ส่งผลให้ค่าความแข็งแรงมีแนวโน้มเพ่ิมขึ้น โดยการ
เพ่ิมข้ึนของปริมาณไฮดรอกซีแอปาไทต์ในตัวอย่างโครงเลี้ยงเซลล์ ส่งให้ผลให้ค่า compression modulus มี
แนวโน้มเพ่ิมข้ึน โดยโครงเลี้ยงเซลล์ที่ไม่มีอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ (Control PC) มีค่า compression 
modulus เท่ากับ 3.26 MPa ในขณะที่เมื่อผสมอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ร้อยละ 0.5 โดยน้ าหนัก 
(PHC 0.5%) มีค่า compression modulus เท่ากับ 8.44 MPa โดยค่า compression modulus เพ่ิมขึ้น
มากถึงร้อยละ 259 อย่างไรก็ตาม เมื่อเพ่ิมอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์เป็นร้อยละ 1 และ 3 โดยน้ าหนัก 
พบว่า ค่า compression modulus มีค่าลดลง เท่ากับ 5.17 และ 3.82 MPa ตามล าดับ โดยผลของ
อนุภาคไฮดรอกซี-แอปาไทต์ต่อคุณสมบัติเชิงกลของโครงเลี้ยงเซลล์ (ท่ีเตรียมจากพอลิไวนิลแอ-กอฮอล์และนา
โนเซลลูโลส) เกิดจากอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ที่อยู่ภายในโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีผลต่อสมบัติทางกล 
(Avella et al., 2012) ซึ่งส่งผลให้ค่าความแข็งแรง (Strength) และความแข็ง (Stiffness) ของโครงเลี้ยง
เซลล์ สอดคล้องกับรายงานของ Avella และคณะ (2012) และ Kumar และคณะ (2014) รายงานว่า ค่า
สมบัติทางกลของโครงเลี้ยงเซลล์เพ่ิมขึ้นตามปริมาณของแข็ง (Solid contents) ในขณะที่ปัจจัยส่งผลให้ค่า
สมบัติทางกลของโครงเลี้ยงเซลล์ลดลงนั้น (ในโครงเลี้ยงเซลล์ที่ผสมอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ร้อยละ 1 
และ 3 โดยน้ าหนัก) เกิดจากการที่มีอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์มีปริมาณมีมากไป ส่งโดยตรงต่อ
โครงสร้างผลึก (Crystalline structure) และการจัดเรียงตัวโมเลกุลของโฮสพอลิเมอร์ (Host polymer)  
 

 
ภาพที่ 37 กราฟแสดงค่า Compressive stress-strain ของ PC (a), PCH0.5% (b), PCH1% (c), PCH3% 

(d) 
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ภาพที่ 38  แสดงค่า Compressive modulus ของโครงเลี้ยงเซลล์ ที่ผสมอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์

ร้อยละ 0.5-3 โดยน้ าหนัก  
 
2.5 การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ (Cytotoxicity) 
 

การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์เป็นขั้นตอนที่ส าคัญของการประเมินโครงเลี้ยงเซลล์ที่เตรียมได้ โดย
การทดสอบขั้นตอนแรกจะเป็นส่วนของการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์  โดยใช้เซลล์ที่เพาะเลี้ยงใน
ห้องปฏิบัติการ และทดสอบในห้องปฏิบัติการ (In vitro) ตามวิธีมาตรฐาน ISO 10993–5:2009 (E) Annex C 
( Costa et al. , 2007; Lin and Dufresne, 2014)  โ ด ย วิ ธี  MTT ( 3- [ 4,5-dimethylthiazol- 2- yl] - 2,5-
diphenyltetrazolium bromide) assay โดยทดสอบกับเซลล์ L929 เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้น 
ศึกษาและดูความเปลี่ยนของเซลล์ L929 ที่ทดสอบ แสดงดังภาพที่ 39 ในการทดลองนี้ ใช้โครงเลี้ยงเซลล์ที่มี
อนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ร้อยละ 3 โดยน้ าหนัก โดยเปรียบเทียบกับชุดการทดลองแบบบวก (Positive 
control) คือ เป็นพิษต่อเซลล์ (Cytotoxic), ชุดการทดลองแบบลบ (Negative control) คือ ไม่เป็นพิษต่อ
เซลล์ (non-cytotoxic)  

 
 จากผลการทดลอง พบว่า เมื่อเปรียบเทียบลักษณะสัณฐานวิทยาของเซลล์ L929 ในชุดการทดลอง
แบบลบและชุดการทดลองโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ร้อยละ 3 โดยหนัก พบว่า ไม่มี
ความแตกต่างด้านลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล์ L929 อย่างมีนัยส าคัญ (ค่าระดับความเชื่อม่ัน มากกว่า 
0.05) เซลล์ L929 ที่ถูกทดสอบทั้งในชุดการทดลองแบบลบ โดยตัวอย่างที่ทดสอบจะต้องมีค่าเซลล์ที่มีชีวิตมี

file:///C:/Users/Naiyasit/Desktop/การศึกษาคุณสมบัติทางกล.docx%23_ENREF_17
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ค่า Viability threshold (ตัวอย่างสัมผัสกับเซลล์ เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง โดยไม่ท าให้เซลล์ตายหรือเสีย
สภาพ) มากกว่าร้อยละ 70 จะถือว่าตัวอย่างวัสดุนั้น ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ของสิ่งมีชีวิต 
 
 จากภาพที่ 40 แสดงค่าเซลล์ที่มีชีวิต (Cell viability) ของทั้งโครงเลี้ยงเซลล์ไม่มีและมีอนุภาคนา
โนไฮดรอกซีแอปาไทต์ร้อยละ 3 โดยน้ าหนัก (โครงเลี้ยงเซลล์ที่มีปริมาณอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์และ
นาโนเซลลูโลสสูงสุด) โดยเปรียบเทียบค่าดังกล่าวกับชุดการทดลองแบบบวกและลบ โดยโครงเลี้ยงเซลล์ที่ไม่มี
อนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์มีค่าเซลล์ที่มีชีวิต เท่ากับร้อยละ 92 ± 2.02 ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ 
Lam และคณะ (2017) ที่รายงานว่า โครงเลี้ยงเซลล์ที่เตรียมจากพอลิไวนิลแอกอฮอล์และนาโนเซลลูโลสไม่
เป็นพิษต่อเซลล์ ในขณะที่ชุดการทดลองแบบบวกมีค่าเซลล์รอดชีวิตร้อยละ 0 (แสดงภาพที่ 39) จากผลการ
ทดลองสามารถยืนยันได้ว่า โครงเลี้ยงเซลล์ที่เตรียมจากพอลิไวนิลแอกอฮอล์ นาโนเซลลูโลสและอนุภาคนา
โนไฮดรอกซีแอปาไทต์แสดงความไม่เป็นพิษต่อเซลล์ทดสอบ L929 ซึ่งเป็นผลการทดลองส าคัญที่สามารถ
ยืนยันได้ว่าโครงเลี้ยงเซลล์ที่เตรียมได้ สามารถประยุกต์ใช้ได้จริง 
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ภาพที่ 39  ลักษณะของเซลล์ทดสอบ L929 ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ภายหลังจากบ่มเป็นระยะเวลา 24 
ชั่วโมง (a) ชุดการทดลองควบคุมแบบลบ, (c) โครงเลี้ยงเซลล์ไม่มีและมีอนุภาคนาโนไฮดรอกซี
แอปาไทต์ร้อยละ 3 โดยน้ าหนัก, (e) ชุดการทดลองควบคุมแบบบวก ในขณะที่ (b) ชุดการ
ทดลองควบคุมแบบลบ, (d) โครงเลี้ยงเซลล์ไม่มีและมีอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ร้อยละ 3 
โดยน้ าหนัก, (f) ชุดการทดลองควบคุมแบบบวก หลังจากการวิเคราะห์ด้วย MTT assay 
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ภาพที่ 40 ค่าปริมาณเซลล์ที่มีชีวิต (Cell viability) ของโครงเลี้ยงเซลล์ที่ไม่มีและมีอนุภาคนาโนไฮดรอกซี

แอปาไทตร์้อยละ 0.5-3 โดยน้ าหนัก (เส้นสีแดง คือ ค่าปริมาณเซลล์ที่มีชีวิตร้อยละ 70) 
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3. การศึกษากระบวนการสังเคราะห์อนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์โดยตรง (In situ synthesis) ใน
สารแขวนลอยนาโนเซลลูโลส และการขึ้นรูปและคุณสมบัติของโครงเลี้ยงเซลล์ 
 
3.1 ผลการศึกษากระบวนการการสังเคราะห์อนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์โดยตรง (In situ 
synthesis) ในสารแขวนลอยนาโนเซลลูโลส และการศึกษาคุณสมบัติ 
 
 ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (Transmission 
electron microscopy, TEM) และองค์ประกอบและปริมาณของธาตุในตัวอย่างด้วยเทคนิค Energy 
dispersive spectroscopy (EDS) เพ่ือศึกษาผลของการกระจายตัวของอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์บน
พ้ืนผิวของเส้นใยของนาโนเซลลูโลส เพ่ือใช้เป็นหลักฐานยืนยัน โดยศึกษาคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยาภายใต้
กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่านของตัวอย่างที่ผ่านกระบวนการสังเคราะห์อนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอ
ปาไทต์ร่วมกับสารแขวนลอยนาโนเซลลูโลสที่ก าลังขยาย 10,000 และ 30,000 เท่า แสดงดังภาพที่ 41a และ 
40b ตามล าดับ จากผลการทดลอง พบว่า ภาพถ่ายภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแสดงลักษณะของเส้น
ใยนาโนเซลลูโลสที่มีลักษณะเป็นท่อนสั้น โดยมีขนาดความยาวประมาณ 200-350 นาโนเมตร เส้นผ่าน
ศูนย์กลางประมาณ 10 – 15 นาโนเมตร และภาพถ่ายดังกล่าวแสดงให้เห็นถึงอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปา
ไทต์ที่สังเคราะห์ข้ึน มีลักษณะคล้ายทรงกลม ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 30-40 นาโนเมตร เกาะติดอยู่
กับบริเวณผิวของเส้นใยนาโนเซลลูโลส และกระจายตัวอยู่ทั่วในสารแขวนลอยนาโนเซลลูโลส ซึ่งสามารถ
ยืนยันได้จากภาพถ่ายที่ก าลังขยายในมุมกว้าง (10,000 เท่า) ในภาพที่ 41a  
 จากภาพที่ 41c-d แสดงผลการวิเคราะห์องค์ประกอบและปริมาณของธาตุในตัวอย่างด้วยเทคนิค 
EDS ในตัวอย่างสารแขวนลอยนาโนเซลลูโลสที่มีอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ซึ่งแสดงเป็นกราฟที่แสดง
ปริมาณองค์ประกอบของธาตุชนิดต่าง ๆ (ภาพที่ 41c) และสัดส่วนของปริมาณธาตุในตัวอย่าง (ภาพที่ 41d) 
จากผลการทดลอง พบว่า มีธาตุคาร์บอน ออกซิเจน แคลเซียม และฟอสฟอรัสเป็นองค์ประกอบ โดยธาตุ
คาร์บอนและออกซิเจน จะพบในโครงสร้างของนาโนเซลลูโลสซึ่งมีกลูโคสเป็นองค์ประกอบต่อกันเป็นสายยาว 
ในขณะที่ธาตุแคลเซียมและฟอสฟอรัสที่พบในตัวอย่างนั้น แสดงถึงการมีอยู่ของอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปา
ไทต์ ซึ่งมีสัดส่วนของปริมาณธาตุแคลเซียมต่อธาตุฟอสฟอรัส เท่ากับ ร้อยละ 1.6 ท าให้สามารถยืนยันได้ว่า
อนุภาคที่เกาะอยู่บริเวณผิวของเส้นใยนาโนเซลลูโลส (จากภาพที่ 41a และ 40b) เป็นอนุภาคนาโนไฮดรอกซี
แอปาไทต์จริง จากผลการทดลองในภาพที่ 41 ซึ่งเป็นหลักฐานยืนยันให้เห็นได้ชัดเจนว่ากระบวนการ
สังเคราะห์และขึ้นรูปด้วยการสังเคราะห์แบบโดยตรง (In situ synthesis) ด้วยการสังเคราะห์อนุภาคนา
โนไฮดรอกซีแอปาไทต์ในสารแขวนลอยนาโนเซลลูโลส ก่อนจะผสมกับพอลิไวนิลแอกอฮอล์  สามารถเตรียม
อนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ที่กระจายตัวได้ดีในเส้นใยนาโนเซลลูโลส ก่อนการผสมในสารละลายพอลิไว
นิลแอกอฮอล์  
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ภาพที่ 41 ลักษณะของเส้นใยนาโนเซลลูโลสที่มีอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์เกาะอยู่ภายใต้กล้อง

จุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน ที่ก าลังขยาย 10,000 เท่า (a) และ 30,000 เท่า (b) กราฟ
แสดงปริมาณองค์ประกอบของธาตุต่างๆในตัวอย่างสารแขวนลอยนาโนเซลลูโลสที่มีอนุภาคนา
โนไฮดรอกซีแอปาไทต์ (c) และสัดส่วนของปริมาณธาตุในตัวอย่าง (d) 

 
 จากนั้น ศึกษาคุณสมบัติทางด้านองค์ประกอบและโครงสร้างทางเคมีของสารแขวนลอยนาโน
เซลลูโลสที่มีอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ด้วยเทคนิค FTIR เพ่ือใช้สนับสนุนและยืนยันผลการวิจัยของ
ภาพถ่ายภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน (ภาพที่ 42) โดยผลการศึกษาด้วยเทคนิค FTIR แสดงดังภาพที่ 41 
พบว่า เส้นสเปกตรัมของอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ (เส้นสีแดง, สัญลักษณ์ (c)) ลักษณะสเปกตรัมแสดง
พีคส าคัญของแคลเซียมฟอสเฟต (Calcium phosphate, Ca3(PO4)2) ซึ่ งเป็นองค์ประกอบหลักของ
สารประกอบจ าพวกไฮดรอกซีแอปาไทต์ โดยเส้นสเปกตรัมของตัวอย่างอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ (HA) 
(เส้นแดง, สัญลักษณ์ (c)) และสารแขวนลอยนาโนเซลลูโลสที่มีอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ (HC) (เส้นสี
น้ าเงิน, สัญลักษณ์ (b)) แสดงพีคส าคัญที่เลขคลื่น เท่ากับ 962 1091 และ 1032 cm-1 ซึ่งเป็นพีคเอกลักษณ์
ของอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ และนอกจากนี้ ยังแสดงพีคส าคัญที่เกี่ยวกับองค์ประกอบของหมู่
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ฟอสเฟตในโครงสร้างของอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ ที่เลขคลื่นเท่ากับ 604 และ 561 cm-1 ในขณะที่
เส้นสเปกตรัมของตัวอย่างนาโนเซลลูโลส (เส้นสีด า, สัญลักษณ์ (a)) และสารแขวนลอยนาโนเซลลูโลสที่มี
อนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ (เส้นสีน้ าเงิน, สัญลักษณ์ (b)) แสดงพีคส าคัญที่แสดงถึงโครงสร้างของ
เซลลูโลส โดยปรากฏพีคส าคัญในช่วงเลขคลื่น 3320 และ 2900 cm-1 ซึ่งแสดงถึงหมู่ไฮดรอกซิส และพันธะ 
C-H ที่ปรากฏอยู่ในโครงสร้างทางเคมีของเซลลูโลส และเส้นสเปกตรัมยังแสดงพีคที่เลขคลื่น 898 cm-1 ซึ่ง
เป็นแสดงถึงพันธะเบต้าไกลโคซิดิก (Glycosidic lingkage)ระหว่างโมเลกุลของกลูโคสต่อกันเป็นสายเซลลูโลส
นั่นเอง  
 
 ในขณะเดียวกัน เส้นสเปกตรัมของตัวอย่างสารแขวนลอยนาโนเซลลูโลสที่มีอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอ
ปาไทต์ ยังปรากฏพีคส าคัญที่แสดงถึงโครงสร้างทางเคมีของอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ โดยแสดงพีคที่
เลขคลื่น 962 1091 1032 และ 604 cm-1 ซึ่งเป็นพีคเอกลักษณ์ของโครงสร้างหมู่ฟอตเฟสที่อยู่ในโมเลกุลของ
อนุภาคไฮดรอกแอปาไทต์ ซึ่งสอดคล้องกับเส้นสเปกตรัมของอนุภาคนาโนไฮดรอกแอปาไทต์บริสุทธิ์ (เส้นสี
แดง, สัญลักษณ์ (c)) นอกจากนี้ พีคที่เลขคลื่น 1091 และ 1032 cm-1 ยังแสดงถึงพันธะระหว่าง P-O 
asymmetric stretching ของหมู่ฟอสเฟตด้วยเช่นกัน โดยเมื่อเปรียบเทียบพีคส าคัญที่ปรากฏในเส้น
สเปกตรัมของสารแขวนลอยนาโนเซลลูโลสที่มีอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ กับเส้นสเปกตรัมของนาโน
เซลลูโลสและอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์บริสุทธิ์ พบว่า เส้นสเปกตรัมของสารแขวนลอยนาโนเซลลูโลส
ที่มีอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ปรากฏพีคส าคัญหรือพีคเอกลักษณ์ทั้งนาโนเซลลูโลสและอนุภาคนา
โนไฮดรอกซีแอปาไทต์ นอกจากนี้ พีคที่เลขคลื่นในช่วง 3500 – 3400 cm-1 ที่แสดงถึงหมู่ไฮดรอกซิลของ
เซลลูโลส มีความเข้มของสัญญาณ (Peak intensity) เนื่องจากการเกิดพันธะไฮโดรเจนของหมู่ไฮดรอกซิลของ
เซลลูโลสและอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์นั้นเอง โดยจากผลการศึกษาการสังเคราะห์อนุภาคนาโนไฮด
รอกซีแอปาไทต์แบบโดยตรง (In situ synthesis) ในสารแขวนลอยนาโนเซลลูโลส ด้วยเทคนิค FTIR สามาร
ยืนยันผลการทดลองของภาพถ่ายภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนด้วยเช่นกัน  
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ภาพที่ 42 เส้นสเปกตรัมของตัวอย่างสารแขวนลอยนาโนเซลลูโลส (CNCs) อนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ 

(HA) และสารแขวนลอยนาโนเซลลูโลสที่มีอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ (HC) 
 
 จากภาพที่ 43 แสดงกราฟรูปแบบการเลี้ยวเบนรังสีเอกซ์ของตัวอย่างนาโนเซลลูโลส อนุภาคนา
โนไฮดรอกซีแอปาไทต์ และสารแขวนลอยผสมของนาโนเซลลูโลสและอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ โดย
รูปแบบการเลี้ยวเบนรังสีเอกซ์ของตัวอย่างนาโนเซลลูโลส แสดงพีคส าคัญ คือ 2 เท่ากับ 16 และ 22.5 องศา 
ซึ่งเป็นลักษณะเอกลักษณ์ของรูปแบบเลี้ยวเบนรังสีเอกซ์ของเซลลูโลส  I (Characteristic cellulose I) 
ในขณะที่ลักษณะการเลี้ยวเบนรังสีเอกซ์ของอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ พบว่า ตัวอย่างแสดงพีค 2 
เท่ากับ 31.8 องศา ซึ่งแสดงถึงลักษณะผลึก (Lattice) คือ (2 1 1), (1 1 2), (2 0 2) และ (3 0 0) ที่เป็นขอ
อนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์  (Cengiz et al., 2008; Zhang et al., 2010; Chang et al., 2013) 
นอกจากนี้ เมื่อศึกษาตัวอย่างนาโนเซลลูโลสที่ผ่านกระบวนการสังเคราะห์อนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์
โดยตรง (In situ synthesis) พบว่า ลักษณะการเลี้ยวเบนรังสีเอกซ์ของตัวอย่างดังกล่าว ยังแสดงพีคส าคัญ 
2 เท่ากับ 16 และ 22.5 องศา ซึ่งแสดงถึงพีคเอกลักษณ์ของเซลลูโลส และเส้นรูปแบบการเลี้ยวเบนรังสี
เอกซ์ของตัวอย่างดังกล่าวยังคงแสดงพีคส าคัญ 2 เท่ากับ 25.8 31.8 และ 40 องศา ซึ่งแสดงถึงพีค
เอกลักษณ์ของอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ จากผลการทดลองดังกล่าว สามารถยืนยันได้ว่า กระบวนการ
เตรียมโครงเลี้ยงเซลล์จากพอลิไวนิลแอกอฮอล์ร่วมกับนาโนเซลลูโลสและอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์
ด้วยวิธีการ In situ synthesis (สังเคราะห์อนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ในสารแขวนลอยนาโนเซลลู โลส 
ก่อนจะผสมกับพอลิไวนิลแอกอฮอล์) เป็นวิธีที่สามารถเตรียมอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ได้จริง  
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ภาพที่ 43 ลักษณะการเบนรังสีเอกซ์ของตัวอย่างสารแขวนลอยนาโนเซลลูโลส (CNCs) อนุภาคนาโนไฮดรอก

ซีแอปาไทต์ (HA) และสารแขวนลอยนาโนเซลลูโลสที่มีอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ (HC) 
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3.2 ผลการศึกษาการเตรียมและขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์จากพอลิไวนิลแอกอฮอล์ร่วมกับสารแขวนลอย
แขวนที่มีอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ 
 
 ในการใช้งานโครงเลี้ยงเซลล์จ าเป็นต้องไม่เป็นพิษต่อเซลล์ ในขณะเดียวกัน ก็จ าเป็นต้องการพ้ืนผิว
เพ่ือใช้เซลล์สามารถเกาะและเจริญเติบโตได้ ดังนั้น ลักษณะทางสัณฐานของโครงเลี้ยงเซลล์ ถือเป็นปัจจัย
ส าคัญของโครงเลี้ยงเซลล์ต่อการตอบสนองต่อเซลล์ของสิ่งมีชีวิต โดยโครงเลี้ ยงเซลล์ที่มีคุณภาพดีจะต้องมี
พ้ืนที่ผิวที่มากพอ ควรมีรูพรูนมากพอที่จะให้เซลล์สามารถเติบโตและเกาะภายในโครงสร้างของโครงเลี้ยง
เซลล์ได้ ดังนั้น ในงานวิจัยนี้ ศึกษาศึกษาความเป็นรูพรูน (Porosity) ของโครงเลี้ยงเซลล์ที่เตรียมได้ เพ่ือใช้
ประเมินคุณภาพของโครงเลี้ยงเซลล์ที่เตรียมได้ โดยลักษณะทางสัณฐานวิทยาของโครงเลี้ยงเซลล์ที่เตรียมได้
จากกระบวนการสังเคราะห์อนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์โดยตรง (In situ synthesis) ในสารแขวนลอย
นาโนเซลลูโลส ก่อนที่จะผสมในสารละลายพอลิไวนิลแอกอฮอล์ และขึ้นรูปด้วยการแช่แข็งแบบเยือกแข็ง 
(ก าหนดให้สัญลักษณ์ PHC แทนโครงเลี้ยงเซลล์จากพอลิไวนิลแอกอฮอล์ นาโนเซลลูโลสและอนุภาคนาโนไฮด
รอกซีแอปาไทต์) ถูกศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด แสดงภาพตัดขวางของโครงเลี้ยง
เซลล์ที่ผสมสารแขวนลอยนาโนเซลลูโลสที่มีอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ร้อยละ 0 – 12 โดยน้ าหนัก ดัง
ภาพที่ 44 
 
 จากผลการทดลอง พบว่า ภาพถ่ายภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนของทุกตัวอย่าง  แสดง
โครงสร้างมีลักษณะเป็นรูพรูน และแสดงความเป็นเนื้อเดียวกัน (Homogeneous) โดยไม่แสดงการกระจุกตัว
หรือการจับตัวเป็นกลุ่มของนาโนเซลลูโลสและอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์หลังจากการผสมและขึ้นรูป
โครงเลี้ยงเซลล์ โดยลักษณะความเป็นเนื้อเดียวกันนี้สามารถยืนยันได้ว่า กระบวนการสังเคราะห์อนุภาคนา
โนไฮดรอกซีแอปาไทต์โดยตรง (In situ synthesis) ในสารแขวนลอยนาโนเซลลูโลส และผสมในสารละลาย
พอลิไวนิลแอกอฮอล์ นอกจากนี้ ค่าความเป็นรูพรูนของตัวอย่างโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีนาโนเซลลูโลสและอนุภาค
นาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ปริมาณต่างๆ แสดงดังตารางที่ 10 โดยเมื่อเพ่ิมปริมาณของสารแขวนลอยนาโน
เซลลูโลสที่มีอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ พบว่า ลักษณะความเป็นรูพรูนและขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของ
รูพรูนในโครงเลี้ยงเซลล์มีแนวโน้มเพ่ิมข้ึน เนื่องจากการเกิดพันธะไฮโดรเจนของหมู่ไฮดรอกซิลเพ่ิมขึ้น โดยเมื่อ
ผสมสารแขวนลอยนาโนเซลลูโลสที่มีอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์มากถึงร้อยละ 12 โดยน้ าหนัก พบว่า มี
ค่าความรูพรูนสูงสุด โดยมีเส้นผ่านศูนย์กลางของรูพรูนประมาณ 100 – 400 ไมโครเมตร และมีการกระจาย
ตัวของรูพรูนอย่างสม่ าเสมอ ซึ่งหากพิจารณาผลของค่าความเป็นรูพรูนของตัวอย่างโครงเลี้ยงเซลล์พอลิไวนิล
แอกอฮอล์ที่มีสารแขวนลอยนาโนเซลลูโลสที่มีอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์มากถึงร้อยละ 12 โดยน้ าหนัก 
พบว่า มีความเหมาะสมในการใช้เป็นโครงเลี้ยงเซลล์ อย่างไรก็ตาม จ าเป็นต้องศึกษาคุณสมบัติอ่ืนเพ่ิมเติมด้วย
เช่นกัน โดยเฉพาะความพิษและความเข้ากันได้กับเซลล์ (Lee et al., 2005; Zhang et al., 2011) 
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ภาพที่ 44 ลักษณะภาพตัดขวางภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด ของตัวอย่างโครงเลี้ยงเซลล์

ที่มีนาโนเซลลูโลสและไฮดรอกซีแอปาไทต์ปริมาณต่าง ๆ ก าหนดให้ PVA (a), PHC-2 (b), PHC-4 
(c), PHC-6 (d), PHC-8 (e), PHC-10 (f) and PHC-12 (g) 
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ตารางท่ี 10 ค่าความเป็นรูพรุนและอัตราการพองตัวของโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีนาโนเซลลูโลสและไฮดรอกซีแอ-
ปาไทต์ปริมาณต่างๆ  

 
Sample Porosity (%) Equilibrium swelling ratio (%) 
PVA 55.95 ± 1.93 626.95 ± 21.84 
PHC-2 56.09 ± 3.32 784.50 ± 69.77 
PHC-4 56.05 ± 1.20 739.25 ± 47.95 
PHC-6 57.07 ± 2.10 1011.01 ± 85.30 
PHC-8 54.23 ± 1.04 586.67 ± 38.90 
PHC-10 56.16 ± 1.16 771.83 ± 34.95 
PHC-12 58.29 ± 1.76 865.38 ± 33.46 

 
หมายเหตุ ก าหนดให้สัญลักษณ์ PHC แทนโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีนาโนเซลลูโลสและอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอ-
ปาไทต์ปริมาณต่าง ๆ 
  
3.2.2 ศึกษาโครงสร้างทางเคมีด้วยเทคนิค FTIR 
 
 จากนั้น ศึกษาโครงสร้างทางเคมีของตัวอย่างโครงเลี้ยงเซลล์ที่ผสมสารแขวนลอยนาโนเซลลูโลสที่มี
อนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ร้อยละ 0 – 12 โดยน้ าหนัก (ก าหนดสัญลักษณ์แทนด้วย PHC) ด้วยเทคนิค 
FTIR ในช่วงความยาวคลื่นที่ 4000 – 500 cm-1 เพ่ือศึกษาความสัมพันธ์ในเชิงพันธะเคมีระหว่างพอลิไวนิลแอ
กอฮอล์ นาโนเซลลูโลส และอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์หลังจากกระบวนการผสมและขึ้นรูปโครงเลี้ยง
เซลล์ โดยแสดงดังภาพที่ 45 พบว่า เส้นสเปกตรัมของตัวอย่างทั้งหมด ได้แก่ โครงเลี้ยงเซลล์จากพอลิไวนิลแอ
กอฮอล์ (ก าหนดสัญลักษณ์แทนด้วย PVA) และโครงเลี้ยงเซลล์จากพอลิไวนิลแอกอฮอล์ที่มีนาโนเซลลูโลสและ
อนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ที่ปริมาณต่างๆ (ก าหนดสัญลักษณ์แทนด้วย PHC 2-12) แสดงพีคส าคัญที่
เลขคลื่น ได้แก่ พีคที่เลขคลื่น 2900 cm-1 ซึ่งแสดงถึง CH2 asymmetric stretching พีคที่เลขคลื่น 1420 
cm-1 แทน CH2 scissoring motion ในโครงสร้างเซลลูโลส พีคที่เลขคลื่น 1320 cm-1 แทนโครงสร้าง CH2 
wagging พีคท่ีเลขคลื่น 918 cm-1 แทนพันธะ C–O stretching และพีคท่ีเลขคลื่น 845 cm-1 แทนพันธะ C–
C stretching นอกจากนี้ พีคที่เลขคลื่น 1450 cm-1 ที่ปรากฏในเส้นสเปกตรัมของตัวอย่างนั้น แสดงถึง
โครงสร้างของเซลลูโลส I (Cellulose I) ซึ่งแสดงถึงเส้นใยนาโนเซลลูโลสที่อยู่ในโครงเลี้ยงเซลล์นั่นเอง 
(Kumar et al., 2014b)  
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 ผลการทดลองดังกล่าวที่ศึกษาด้วยเทคนิค FTIR สามารถยืนยันได้ว่าในโครงเลี้ยงเซลล์พอลิไวนิลแอ
กอฮอล์มีนาโนเซลลูโลสและอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์อยู่จริง โดยเส้นสเปกตรัมของตัวอย่างโครงเลี้ยง
เซลล์ (ภาพที่ 45 เส้น c ถึง i) แสดงพีคในช่วงความยาวคลื่น 3400 – 3200 cm-1 แสดงถึงพันธะระหว่าง
โมเลกุลของน้ าในโครงเลี้ยงเซลล์ (Liu et al. 2004; Sahai and Tossell 2000) นอกจากนี้ พีคที่เลขคลื่น
ในช่วง 2900 cm-1 แสดงถึงโครงสร้างหมู่ –CH2 aliphatic ในตัวอย่าง จากภาพที่ 46 แสดงพีคที่เลข 1032 
679 601 และ 516 cm-1 แสดงถึงหมู่ฟอตเฟสที่ vibration แตกต่างกัน โดยเมื่อพิจารณาพีคส าคัญจากเส้น
สเปกตรัมของสารแขวนลอยนาโนเซลลูโลสและอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์เทียบกับเส้นสเปกตรัมของ
โครงเลี้ยงเซลล์พอลิไวนิลแอกอฮอล์มีนาโนเซลลูโลสและอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ พบว่า มีพีคส าคัญที่
ยืนยันการมีอยู่ของเส้นใยนาโนเซลลูโลสและอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ในโครงเลี้ยงเซลล์  
 
 จากการศึกษาเส้นสเปกตรัมดังกล่าว พบว่า เมื่อปริมาณความเข้มข้นของสารแขวนลอยนาโน
เซลลูโลสที่มีอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ (ก าหนดสัญลักษณ์แทนด้วย HC) จะส่งผลต่อโครงสร้างและ
พันธะเคมีในโครงเลี้ยงเซลล์ที่เตรียมขึ้น ส่งผลให้มีความแตกต่างกันของความเข้มสัญญาณ (Intensity) และ
ต าแหน่งของคลื่นเลขของพีคที่ส าคัญ โดยเมื่อความเข้มข้นของสารแขวนลอยนาโนเซลลูโลสที่มี อนุภาคนา
โนไฮดรอกซีแอปาไทต์เพ่ิมขึ้น ส่งผลให้ความเข้มสัญญาณของพีคที่ฟอตเฟสลดลง ในขณะที่พีคที่ความยาว
คลื่นในช่วง 3400 – 3200 cm-1 มีแนวโน้มลดลงเช่นเดียวกันเนื่องจากการลดลงของหมู่ไฮดรอกซิลใน
โครงสร้างเพื่อใช้ในการสร้างพันธะไฮโดรเจนระหว่างนาโนเซลลูโลส พอลิไวนิลแอกอฮอล์ และพันธะไฮโดรเจน
ระหว่างไฮดรอกซิลของนาโนเซลลูโลส พอลิไวนิลแอกอฮอล์และอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ ([HO–]–
Ca2+–[–OH] linkages) (Fenglan et al. 2004) 
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ภาพที่ 45 ลักษณะเส้นสเปกตรัม FTIR ในช่วง 4000 – 500 cm-1 ของตัวอย่างโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีนาโน
เซลลูโลสและไฮดรอกซีแอปาไทต์ปริมาณต่าง ๆ ก าหนดให้ HC (a), PVA (b), PHC-2 (c), PHC-4 
(d), PHC-6 (e), PHC-8 (f), PHC-10 (g) and PHC-12 (h) 

 

 
 

ภาพที่ 46 ลักษณะเส้นสเปกตรัม FTIR ในช่วง 1100 – 500 cm-1 ของตัวอย่างโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีนาโน
เซลลูโลสและไฮดรอกซีแอปาไทต์ปริมาณต่าง ๆ ก าหนดให้ HC (a), PVA (b), PHC-2 (c), PHC-4 
(d), PHC-6 (e), PHC-8 (f), PHC-10 (g) and PHC-12 (h)  
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3.2.3 ศึกษาโครงสร้างทางผลึกด้วยเทคนิค XRD 
 
 โครงสร้างทางผลึกของตัวอย่างโครงเลี้ยงเซลล์ถูกศึกษาด้วยเทคนิครูปแบบการเลี้ยวเบนรังสีเอกซ์ 
แสดงดังภาพที่ 47 (ก าหนดให้เส้น a แทนสารแขวนลอยนาโนเซลลูโลสและอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ 
(HC) เส้น h แทนพอลิไวนิลแอกอฮอล์ (PVA) และเส้น b–g แทนโครงเลี้ยงเซลล์พอลิไวนิลแอกอฮอล์มีนาโน-
เซลลูโลสและอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ (PHC))  
 
 จากผลการทดลอง พบว่า ลักษณะการเลี้ยวเบนรังสีเอกซ์ของตัวอย่างสารแขวนลอยนาโนเซลลูโลส
และอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ แสดงพีคส าคัญ 2θ (วงเล็บลักษณะ Lattice ของผลึก) เท่ากับ 25.9 
องศา (0 0 2), 31.9 องศา (2 1 0), 32.9 องศา และ 33.2 องศา (2 1 1), 34.2 องศา, 35.1 องศา และ 40.1 
องศา (3 1 0), 46.7 องศา (2 2 2), 48.1 องศา (3 1 2) และ 49.5 องศา (2 1 3) ในขณะที่ลักษณะการ
เลี้ยวเบนรังสีเอกซ์ของตัวอย่างพอลิไวนิลแอกอฮอล์ แสดงรูปแบบการเลี้ยวเบนรังสีเอกซ์เฉพาะของโครงสร้าง
พอลิไวนิลแอกอฮอล์ที่ 2θ เท่ากับ 19.4 และ 40.3 องศา และเมื่อพิจารณาถึงรูปแบบการเลี้ยวเบนรังสีเอกซ์
ของตัวอย่างโครงเลี้ยงเซลล์พอลิไวนิลแอกอฮอล์มีนาโนเซลลูโลสและอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ พบว่า
แสดงพีคส าคัญที่แสดงถึงนาโนเซลลูโลสในโครงสร้าง ที่ 2θ เท่ากับ 22.4 (2 0 0) และ 34.5 (0 0 4) โดยเป็น
พีคเอกลักษณ์ของโครงสร้างเซลลูโลส (Chen et al. 2011; Liu et al. 2010; Kumar et al. 2013) ในขณะ
ที่ยังแสดงพีคส าคัญท่ี 2θ เท่ากับ 19.4, 20.1 (1 0 1), 22.5 (2 0 0) และ 40.3 องศา ที่เป็นลักษณะโครงสร้าง
แบบ Semi-crystalline ของพอลิไวนิลแอกอฮอล์ (Kumar et al., 2014b) ในส่วนของลักษณะการเลี้ยวเบน
รังสีเอกซ์ของอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ที่อยู่ในโครงเลี้ยงเซลล์ แสดงพีค 2θ เท่ากับ 31.8 องศา ซึ่งมี
ลั กษณะ  Lattice plane ที่  (2 1 1), (1 1 2), (2 0 2) แ ล ะ  (3 0 0) (Zhang et al. 2010; Chang et al. 
2013)  
 
 นอกจากนี้ เมื่อเพ่ิมปริมาณของสารแขวนลอยนาโนเซลลูโลสที่มีอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ใน
พอลิไวนิลแอกอฮอล์ พบว่า ค่าความเป็นผลึกของโครงเลี้ยงเซลล์ที่เตรียมได้ลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับพอลิไว
นิลแอกอฮอล์ ในขณะที่พีคของอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ (19.5 องศา) มีความเข้มสัญญาณลดลง
หลังจากผสมกับพอลิไวนิลแอกอฮอล์ เนื่องจากการท าพันธะรหว่างนาโนเซลลูโลส อนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอ
ปาไทต์ จากผลการทดลองดังกล่าว สามารถใช้เป็นข้อยืนยันร่วมกับผลการทดลองที่ผ่านมาว่า วิธีการ
สังเคราะห์อนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์โดยตรง (In situ synthesis) ในสารแขวนลอยนาโนเซลลูโลสก่อน
การผสมกับพอลิไวนิลแอกอฮอล์สามารถเตรียมโครงเลี้ยงเซลล์ได้ (Dorozhkin and Epple 2002) 
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ภาพที่ 47 ลักษณะของการเลี้ยวเบนรังสีเอกซ์ของตัวอย่างโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีนาโนเซลลูโลสและไฮดรอกซีแอ-
ปาไทต์ปริมาณต่าง ๆ ก าหนดให้ HC (a), PVA (b), PHC-2 (c), PHC-4 (d), PHC-6 (e), PHC-8 
(f), PHC-10 (g) and PHC-12 (h) 

 
3.2.4 ศึกษาสมบัติทางกลด้วยเครื่องวัดแรงกด (Compressive test) 
 
 การศึกษาสมบัติทางกลด้วยเครื่องวัดแรงกดของโครงเลี้ยงเซลล์ แสดงดังภาพที่ 48 (ความแตกต่างค่า
เบี่ยงเบนมาตรฐานแสดงถึงการสุ่มศึกษาตัวอย่างที่ต าแหน่งแตกต่างกันในตัวอย่าง) จากผลการทดลอง พบว่า 
เมื่อเพ่ิมปริมาณของอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ในโครงเลี้ยงเซลล์ พบว่า ค่า โมดูลัสของแรงบีบอัด 
(compression modulus) มีแนวโน้มเพ่ิมข้ึน โดยตัวอย่างโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีนาโนเซลล์และอนุภาคนาโนไฮด
รอกซีแอปาไทต์ร้อยละ 12 โดยน้ าหนัก มีค่าโมดูลัสของแรงบีบอัดเพ่ิมขึ้นร้อยละ 310 เมื่อเปรียบเทียบกับชุด
การทดลองควบคุม (โครงเลี้ยงเซลล์ที่มีเพียงพอลิไวนิลแอกอฮอล์) การเพ่ิมขึ้นของค่าโมดูลัสของแรงบีบอัด
ตามปริมาณอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ สาเหตุเนื่องมากจากสารแขวนลอยที่กระจายตัวในโครงสร้าง
ของพอลิไวนิลแอกอฮอล์ นอกจากนี้ การเพ่ิมขึ้นของสารแขวนลอยนาโนเซลลูโลสและอนุภาคนาโนไฮดรอกซี
แอปาไทต์ยังช่วยท าให้มีความเป็นรูพรุนเพ่ิมขึ้นดังภาพถ่ายภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน (Avella et al., 
2012) โดยการทดลองของงานวิจัยนี้ สอดคล้องกับงานวิจัยของ Avella et al. (2012) และ by Kumar et 
al. (2014) ที่สามารถช่วยส่งเสริมสมบัติทางกล (Mechanical properties) เนื่องด้วยปริมาณของแข็งใน
ตัวอย่างเพ่ิมขึ้นนั่นเอง จากผลการทดลองเรื่องคุณสมบัติทางกลของโครงเลี้ยงเซลล์ที่เตรียมได้ โดยศึกษาและ



 
หน้าที ่75 

 

รายงานในค่าโมดูลัสของแรงบีบ สามารถยืนยันว่า โครงเลี้ยงเซลล์ที่เตรียมได้มีความแข็งแรงที่สามารถประ
ยกต์ใช้เป็นโครงเลี้ยงเซลล์ได้จริง  
 

 
 
ภาพที่ 48 ค่าทดสอบแรงกด (Compressive modulus) ของตัวอย่างโครงเลี้ยงเซลล์จากพอลิไวนิลแอ-

กอฮอล์ และพอลิไวนิลแอกอฮอล์ที่มีนาโนเซลลูโลสและอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ 
 
3.2.5 ศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์ (Cytotoxicity)  
 
 การศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์ของวัสดุโครงเลี้ยงเซลล์ที่สังเคราะห์ได้ เป็นสิ่งจ าเป็นและเป็น
คุณสมบัติส าคัญของโครงเลี้ยงเซลล์ โดยงานวิจัยนี้ศึกษาความเป็นพิษของโครงเลี้ยงเซลล์ที่สังเคราะห์พอลิไว
นิลแอกอฮอล์ที่ผสมนาโนเซลลูโลสและอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ ตามวิธีมาตรฐาน ISO standard 
10993–5:2009 (E) Annex C (Costa et al., 2007; Lin and Dufresne, 2014) โดยใช้เทคนิค MTT assay 
ซึ่งทดสอบกับเซลล์ทดสอบ L929 โดยหลังจากบ่มเซลล์ทดสอบ L929 กับตัวอย่างโครงเลี้ยงเซลล์พอลิไวนิล
แอกอฮอล์ที่มีนาโนเซลลูโลสและอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ ปริมาณร้อยละ 12 โดยน้ าหนัก (PHC-12) 
เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง และศึกษาลักษณะของเซลล์ทดสอบ L929 ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ แสดงดังภาพที่ 
49 โดยเปรียบเทียบลักษณะเซลล์ทดสอบที่เป็นชุดการทดลองควบคุมเชิงบวก หรือ Positive control (ชุด
การทดลองที่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ (Cytotoxicity)) และชุดการทดลองเชิงลบ หรือ Negative control (ชุด
การทดลองที่ไม่มีเป็นพิษต่อเซลล์หรือเซลล์ยังมีชีวิตและเติบโตตามปกติ) โดยค่ามาตรฐานที่แสดงถึงวัสดุ
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ทดสอบไม่เป็นพิษต่อเซลล์ จะต้องมีร้อยละปริมาณของเซลล์ทดสอบที่มีชีวิตมากกว่าร้อยละ 70 และไม่มีผล
ท าให้ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล์ทดสอบเปลี่ยนแปลงไปเมื่อเปรียบเทียบกับชุดการทดลองควบคุม 
 
 โดยหลังจากเซลล์ทดสอบ L929 บ่มร่วมกับตัวอย่างต่างๆ พบว่า ลักษณะเซลล์ทดสอบ L929 ภายใต้
กล้องจุลทรรศน์ในชุดการทดลองเชิงลบ (ไม่เป็นพิษต่อเซลล์) ลักษณะสัณฐานวิทยาของเซลล์ รูปร่างและการ
เจริญเติบโตปกติ จากนั้น เมื่อศึกษาลักษณะเซลล์ทดสอบ L929 ที่บ่มร่วมกับตัวอย่างโครงเลี้ยงเซลล์พอลิไว
นิลแอกอฮอล์ที่มีนาโนเซลลูโลสและอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ ปริมาณร้อยละ 12 โดยน้ าหนัก พบว่า 
ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเปรียบเทียบกับชุดการทดลองควบคุมเชิงลบ (ค่าความเชื่อถือ 
p>0.05) และเมื่อศึกษาและค านวณร้อยละปริมาณเซลล์ทดสอบที่มีชีวิตของตัวอย่างโครงเลี้ยงเซลล์ แสดงดัง
ภาพที่ 50 พบว่า มีค่าร้อยละปริมาณเซลล์ที่มีชีวิตเท่ากับร้อยละ 85.7± 2.15 ในขณะที่ชุดการทดลองควบคุม
เชิงบวก (ชุดการทดลองที่เป็นพิษต่อเซลล์ทดสอบ) มีค่า เท่ากับ ร้อยละ 0 แสดงถึงการเป็นพิษต่อเซลล์
ทดสอบและส่งผลให้เซลล์ทดสอบไม่สามารถเจริญได้  
 
 จากผลการวิจัยดังกล่าว พบว่า โครงเลี้ยงเซลล์ที่สังเคราะห์จากพอลิไวนิลแอกอฮอล์ที่มีนาโน
เซลลูโลสและอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ ร้อยละ 12 โดยน้ าหนัก ซึ่งเป็นชุดการทดลองที่มีปริมาณนาโน
เซลลูโลสและอนุภาคไฮดรอกซีแอปาไทต์มากที่สุด ยังคงแสดงคุณสมบัติที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ทดสอบ L929 ซ่ึง
สามารถยืนยันได้ว่า โครงเลี้ยงเซลล์ที่เตรียมได้ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ ซึ่งเป็นคุณสมบัติส าคัญที่สามารถต่อยอดใน
การผลิตในเชิงพาณิชย์ต่อไป 
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ภาพที่ 49 ลักษณะเซลล์ทดสอบ L929 ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (ที่ก าลังขยาย 100 เท่า) โดยก าหนดให้ (a) 

ชุดการทดลองควบคุมเชิงลบ (c) โครงเลี้ยงเซลล์ PHC-12 และ (e) ชุดการทดลองควบคุมเชิงบวก 
หลังจากเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง และก าหนดให้ (b) ก าหนดให้ (b) ชุดการทดลอง
ควบคุมเชิงลบ (d) โครงเลี้ยงเซลล์ PHC-12 (d) และชุดการทดลองควบคุมเชิงบวก (f) หลังจาก
ผ่านกระบวนการ MTT assay 
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ภาพที่ 50 ค่าปริมาณเซลล์ที่มีชีวิต (Cell viability) ของโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีนาโนเซลลูโลสและอนุภาคนา-
โนไฮดรอกซีแอปาไทต์ร้อยละ 12 โดยน้ าหนัก (เส้นสีแดง คือ ค่าปริมาณเซลล์ที่มีชีวิตร้อยละ 70) 
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บทที่ 5 
สรุปผลการศึกษาและข้อเสนอแนะ 

 
งานวิจัยนี้สามารถแสดงถึงศักยภาพของชานอ้อยที่สามารถพัฒนาและต่อยอดให้เป็นวัสดุทาง

การแพทย์หรือโครงร่างเลี้ยงเซลล์ที่มีมูลค่าสูง โดยศึกษาการประยุกต์ใช้ชานอ้อยเป็นแหล่งวัตถุดิบในการสกัด
เซลลูโลสและนาโนเซลลูโลส จากนั้น ศึกษาการน านาโนเซลลูโลสที่สกัดได้จากชานอ้อย ประยุกต์ใช้เพ่ือผลิต
วัสดุทางการแพทย์ร่วมกับพอลิเมอร์สังเคราะห์พอลิไวนิลแอลกอฮอล์และทดสอบความเป็นพิษและความเข้า
กันได้กับเซลล์ ในส่วนของการสกัดเซลลูโลสและนาโนเซลลูโลสจากชานอ้อย โดยอาศัยวิธีระเบิดด้วยไอน้ า 
และการฟอกสี ตามล าดับ เพ่ือสกัดเซลลูโลสจากชานอ้อยให้มีความบริสุทธิ์สูง จากนั้น น าเซลลูโลสดังกล่าวไป
ท าปฏิกิริยาการย่อยด้วยกรด เพ่ือให้ได้นาโนเซลลูโลส (เส้นใยเซลลูโลสที่มีขนาดนาโนเมตร) จากผลการ
ทดลองพบว่า วิธีการใช้การระเบิดด้วยไอน้ า และการฟอกสี ตามล าดับ สามารถสกัดเซลลูโลสจากชานอ้อย 
นอกจากนี้ การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา การศึกษาโครงสร้างทางเคมี และสมบัติทางความร้อน 
สามารถยืนยันการที่องค์ประกอบอ่ืนที่ไม่ใช่เซลลูโลสถูกก าจัดออกไปในระหว่างกระบวนการสกัด และยังคง
สมบัติของเซลลูโลสที่ดีไว้ ดังนั้น สามารถสรุปได้ว่า วิธีการสกัดเซลลูโลสดังกล่าว สามารถเตรียมเซลลูโลสที่มี
ความบริสุทธิ์สูงอีกทั้งยังสามารถสกัดเซลลูโลสได้ในปริมาณมาก ในส่วนของการเตรียมนาโนเซลลูโลสจาก
เซลลูโลสด้วยวิธีการย่อยด้วยกรด พบว่า สามารถสกัดนาโนเซลลูโลสที่มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางระหว่าง 52-
54 นาโนเมตร ความยาวประมาณ 536 นาโนเมตร มีอัตราส่วนของความยาวต่อเส้นผ่านศูนย์กลาง (L/d) 
เท่ากับ 10 จากนั้น ศึกษาการใช้นาโนเซลลูโลสจากชานอ้อย เพ่ือใช้เป็นส่วนผสมส าคัญส าหรับการผลิตโครง
เลี้ยงเซลล์จากพอลิไวนิลแอกอฮอล์ โดยศึกษากระบวนการผสมและขึ้นรูปสามวิธี เพ่ือหาวิธีที่สามารถท าให้
สารแขวนลอยนาโนเซลลูโลสและอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์กระจายตัวได้ดีในพอลิไวนิลแอกอฮอล์ ซึ่ง
เป็นปัจจัยที่ส าคัญที่มีผลต่อคุณภาพของโครงเลี้ยงเซลล์ที่เตรียมได้ โดยอาศัยเทคนิคต่างๆ ใช้ในการวิเคราะห์
และศึกษาผลกระทบของสารแขวนลอยนาโนเซลลูโลสและอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ต่อโครงเลี้ยงเซลล์
ที่เตรียมได้ด้วยวิธีการผสมและขึ้นรูปต่าง ๆ  

วิธีการแช่ (Immersion) โครงเลี้ยงเซลล์ (ที่เตรียมจากสารละลายพอลิไวนิลแอกอฮอล์ที่มีสาร
แขวนลอยนาโนเซลลูโลส) (ภาพที่ 24) พบว่า จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา โครงสร้างทางเคมี 
การศึกษาลักษณะการเลี้ยวเบนรังสีเอ็กซ์ แสดงให้เห็นว่า เส้นใยนาโนเซลลูโลสและอนุภาคไฮดรอกซีแอปา
ไทต์สามารถเข้ากันได้ และกระจายตัวในโครงสร้างของพอลิไวนิลแอลกอฮอล์ อย่างไรก็ตาม วิธีการแช่ให้โครง
เลี้ยงเซลล์ในสารแขวนลอยของอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์นั้น ไม่สามารถท าให้อนุภาคนาโนไฮดรอกซี
แอปาไทต์กระจายเข้าไปภายในโครงสร้างของโครงเลี้ยงเซลล์ จากการศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์ของโครง
ร่างเลี้ยงเซลล์พอลิไวนิลแอลกอฮอล์ อนุภาคไฮดรอกซีแอปาไทต์ และเส้นใยนาโนเซลลูโลส พบว่า ไม่มีความ
เป็นพิษต่อเซลล์ (มีเซลล์รอดชีวิตมากกว่าร้อยละ 70) ดังนั้น การศึกษาจึงสามารถยืนยันได้ว่า โครงร่างเลี้ยง
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เซลล์พอลิไวนิลแอลกอฮอล์ อนุภาคไฮดรอกซีแอปาไทต์และเส้นใยนาโนเซลลูโลส สามารถประยุตก์ใช้เป็น
วัสดุทางการแพทย์เพ่ือใช้ผลิตโครงร่างเลี้ยงเซลล์ได้  
 เมื่อศึกษาการผสมและขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์ด้วยวิธีที่สอง (ภาพที่ 25) โดยการผสมสารแขวนลอยนา
โนเซลลูโลสกับสารละลายพอลิไวนิลแอกอฮอล์ จากนั้น สังเคราะห์อนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์โดยตรง 
(In situ synthesis) ในสารผสมดังกล่าว จากผลการทดลองพบว่า วิธีดังกล่าวไม่สามารถท าให้อนุภาคนา
โนไฮดรอกซีแอปาไทต์กระจายตัวได้ดี เนื่องจากอนุภาคของพอลิไวนิลแอกอฮอล์และนาโนเซลลูโลสรบกวน
กระบวนการก่อตัวของอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ ท าให้เมื่อขึ้นรูปแล้ว อนุภาคดังกล่าวเกิดขึ้นเพียงแค่
บางส่วนของโครงเลี้ยง ดังนั้น ผู้วิจัยจึงพัฒนากระบวนการผสมและขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์ โดยอาศัยวิธีที่สาม 
(ภาพที่ 26) โดยสังเคราะห์อนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ในสารแขวนลอยนาโนเซลลูโลสก่อนที่จะผสมกับ
สารละลายพอลิไวนิลแอกอฮอล์ เพ่ือหลีกเลี่ยงอนุภาคของพอลิไวนิลแอกอฮอล์ที่ไปรบกวนการก่อตัวของ
อนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ จากผลการทดลอง พบว่า ภาพถ่ายภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบ
ส่องผ่านและการศึกษาองค์ประกอบของธาตุด้วยเทคนิค EDS สามารถยืนยันได้ว่ามีอนุภาคไฮดรอกซีแอปา
ไทต์เกิดขึ้นและแสดงการกระจายตัวได้ดีในโครงเลี้ยงเซลล์ จากนั้น การศึกษาสมบัติทางกลด้วยเครื่องวัดแรง
กดของโครงเลี้ยงเซลล์ โดยการเพ่ิมข้ึนของสารแขวนลอยนาโนเซลลูโลสและอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์
ยังช่วยท าให้มีความเป็นรูพรุนเพ่ิมขึ้นดังภาพถ่ายภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน และการศึกษาความเป็น
พิษต่อเซลล์ของวัสดุโครงเลี้ยงเซลล์ที่สังเคราะห์ได้ เป็นสิ่งจ าเป็นและเป็นคุณสมบัติส าคัญของโครงเลี้ยงเซลล์ 
โดยงานวิจัยนี้ศึกษาความเป็นพิษของโครงเลี้ยงเซลล์ที่สังเคราะห์พอลิไวนิลแอกอฮอล์ที่ผสมนาโนเซลลูโลส
และอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ ตามวิธีมาตรฐาน ISO standard 10993–5:2009 (E) Annex C พบว่า 
โครงเลี้ยงเซลล์ที่สังเคราะห์จากพอลิไวนิลแอกอฮอล์ที่มีนาโนเซลลูโลสและอนุภาคนาโนไฮดรอกซีแอปาไทต์ 
ร้อยละ 12 โดยน้ าหนัก ซึ่งเป็นชุดการทดลองที่มีปริมาณนาโนเซลลูโลสและอนุภาคไฮดรอกซีแอปาไทต์มาก
ที่สุด ยังคงแสดงคุณสมบัติที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ทดสอบ L929 ซึ่งสามารถยืนยันได้ว่า โครงเลี้ยงเซลล์ที่เตรียม
ได้ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ ซึง่เป็นคุณสมบัติส าคัญที่สามารถต่อยอดในการผลิตในเชิงพาณิชย์ต่อไป 
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