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บทคดัย่อ 

งานวิจยัน้ีเป็นการสังเคราะห์คอมโพสิตพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอตคอมโพสิตร่วมกบัไฮดรอกซีอะปาไทต ์

และไตรแคลเซียมฟอสเฟส (PHA/HATCP Composite) ในแหล่งกาํเนิดของแบคทีเรียแกรมลบชนิด R. eutropha และ

แกรมบวกชนิด B. megaterium โดยใช้กลีเซอรอลและกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนในการเจริญเติบโตซ่ึงประสบ

ค วาม สํ าเร็จใน การผลิ ต  PHA/HA/TCP Composite Microparticle ได้  0 .143 ± 0.029  g และ 0 .109 ± 0.012  g  

การวิเคราะห์ขนาดอนุภาคและศกัยไ์ฟฟ้าซีตาพบว่าปริมาณ HA และ TCP มีผลทาํให้ขนาดอนุภาคของ PHA/HA/TCP 

Composite Microparticle ท่ีไดมี้ขนาดเพ่ิมข้ึนเป็นระดบัไมครอนซ่ึงจากเดิมมีขนาด 900 nm และ PHA ยงัสามารถช่วย

เพ่ิมค่าศกัยไ์ฟฟ้าซีตาของการผสม HA และ TCP จาก -1.68 mV เป็น -35.65 mV งานวิจยัน้ีช้ีให้เห็นว่าการคอมโพสิต 

PHA ในแหล่งกาํเนิดนัน่สามารถทาํไดแ้ละ PHA ยงัทาํหน้าท่ีเป็นตวัประสารระหว่าง HA และ TCP ให้มีความเสถียร

หรือเป็นเน้ือเดียวกนัมากยิง่ข้ึนอีกดว้ย 

 

คาํสําคญั: พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต  ไฮดรอกซีอะปาไทต์   ไตรแคลเซียมฟอสเฟส  ในแหล่งกาํเนิด  คอมโพสิตไมโครพาร์ทิเคิล  
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Abstract 

In this paper, polyhydroxyalkanoates composited with hydroxyapatite and tricalcium phosphate 

(PHA/HATCP composite) were in situ synthesized in R. eutropha (gram-negative) and B. megaterium (gram-

positive) bacteria grown on glycerol and glucose as a growth carbon source. We successfully produced from both 

bacteria in PHA/HA/TCP composite microparticle of 0.143 ± 0.029 g and 0.109 ± 0.012 g. The analysis of particle 

size and zeta potential revealed that HA and TCP incorporation affected the particle size of PHA/HA/TCP composite 

microparticles. Their sizes increased to micrometer scale, which was initially 900 nm, and the zeta potential of the 

microparticles was also able to increase from -1.68 mV to -35.65 mV when the PHA gradually loaded to the 

HA/TCP composite. This research indicated that the in-situ PHA composites could be achieved, and PHA also 

connects HA TCP for more excellent stability and homogeneously. 

 

Keywords: Polyhydroxyalkanoates, Hydroxyapatite, Tricalcium phosphate, in situ, Composite microparticle 

 

1.  บทนํา 

พอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอต (Polyhydroxyalkanoates, PHAs) จดัเป็นพอลิเอสเตอร์ชีวภาพ (Biopolyester) ซ่ึง

เป็นวสัดุชีวภาพประเภทพอลิเมอร์ท่ีสามารถย่อยสลายทางชีวภาพได ้(Biodegradable) สามารถสังเคราะห์ข้ึนภายใน

เซลลส่ิ์งมีชีวิต (Verlinden et al., 2007) พบมากในจุลินทรียจ์าํพวกแบคทีเรียในรูปของเมด็แกรนูล (Granule) ขนาดเส้น

ผ่านศูนยก์ลางประมาณ 0.5 ไมครอน โดย PHA ถูกจาํแนกตามจาํนวนอะตอมของคาร์บอนท่ีมีอยูใ่นหน่วยของโมโน

เมอร์แบ่งเป็นชนิดโมโนเมอร์ความยาวสั้น (Short Chain Length PHAs; SCL-PHAs) ประกอบดว้ยอะตอมคาร์บอน 3 

ถึง 5 อะตอมและชนิดโมโนเมอร์ความยาวปานกลาง (Medium Chain Length PHAs; MCL-PHAs) ซ่ึงประกอบดว้ย

อะตอมคาร์บอน 6 ถึง 14 อะตอม โดย SCL-PHAs จะมีคุณสมบัติเป็นเทอร์โมพลาสติก และ MCL-PHAs จะมี

คุณสมบติัเป็นอีลาสโตเมอร์ (Tanadchangsaeng et al., 2014) ดว้ยคุณสมบติัท่ีหลากหลายทาํให ้PHA ไดรั้บความสนใจ

ท่ีจะนํามาวิจยัและพฒันาเพ่ือนําไปใช้ประโยชน์มากข้ึนในช่วงหลายปีท่ีผ่านมาโดยเฉพาะงานทางด้านวิศวกรรม

เน้ือเยื่อท่ีตอ้งการวสัดุท่ีมีคุณสมบติัหลากหลายไปใชใ้นการสร้างโครงร่างสาํหรับเน้ือเยื่อและอวยัวะต่างๆ (Lim et al., 

2017)  

ในปัจจุบันการใช้ไฮดรอกซีอะปาไทต์ (Hydroxyapatite; HA) และไตรแคลเซียมฟอสเฟส (Tricalcium 

Phosphate; TCP) มาเป็นวสัดุกระดูกเทียม (Alloplastic Bone Graft) ดา้นทนัตกรรมกาํลงัเป็นท่ีแพร่หลายแต่มีขอ้เสียท่ี

สําคญัคือไม่มีความเสถียรของสาร (Unstable) และจากงานวิจยัท่ีผ่านมาพบว่าการคอมโพสิต PHA เขา้กบัโครงสร้าง

ของ HA นั้นสามารถเพ่ิมคุณสมบติัเชิงกลไดถึ้ง 35 – 105 MPa (Porter et al., 2013) ทางผูวิ้จยัจึงมีความตอ้งการท่ีจะ

สังเคราะห์ SCL-PHAs จากเช้ือแบคทีเรีย คอมโพสิตร่วมกบั HA และ TCP ดว้ยการ Incorporate ในแหล่งกาํเนิด (in 
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situ) ของ PHA โดยตรง เพ่ือศึกษาและปรับปรุงคุณสมบติัทางกายภาพของ PHA/HA/TCP คอมโพสิตพอลิเมอร์ท่ีไดน้ี้

ใหส้ามารถนาํไปประยกุตใ์ชใ้นศาสตร์ทางการแพทยใ์นการเป็นวสัดุกระดูกเทียมไดดี้ยิ่งข้ึน 

 

2.  วตัถุประสงค์ 

1) เพ่ือสังเคราะห์และคอมโพสิต PHA เขา้กบั HA และ TCP ดว้ยการ Incorporate ในแหล่งกาํเนิด (in situ) 

ของ PHA โดยตรง 

2) เพ่ือศึกษาคุณลักษณะของ PHA/HA/TCP Composite Microparticle ท่ีผลิตได้ด้วยการวิเคราะห์ขนาด

อนุภาค และศกัยไ์ฟฟ้าซีตา (Particle Size & Zeta Potential) 

 

3.  วธีิดําเนินการวจิัย 

3.1 การเพาะเลีย้งแบคทีเรียเพ่ือสังเคราะห์ PHA 

การศึกษาคร้ังน้ีผู ้วิจัยได้สังเคราะห์ PHA โดยการเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย Ralstonia eutropha และ Bacillus 

megaterium โดยเช้ือท่ีจะนาํไปทาํการทดลองจะเป็นเช้ือท่ีอยูใ่นระยะ Stationary Phase ใน Flask ปริมาตรเช้ือ 250 mL 

พร้อมทั้งควบคุมสภาวะต่างๆเพ่ือให้ไดพ้อลิเมอร์ชนิดท่ีเราตอ้งการ การเล้ียงเช้ือแบคทีเรียทั้ง 2 ชนิด มีขั้นตอนท่ี

เหมือนกนั แตกต่างกนัท่ีแหล่งคาร์บอนท่ีใช ้ซ่ึง Ralstonia eutropha ใชก้ลีเซอรอล 75% และ Bacillus megaterium ใช้

กลูโคส 15 % โดยมีขั้นตอนดงัต่อไปน้ี (Tanadchangsaeng et al., 2012) 

1)  นําหัวเช้ือแบคทีเรียกระตุน้เช้ือใน Nutrient broth 5 mL ใช้อาหาร Mineral salts (MS) ซ่ึงประกอบด้วย 

K2HPO4 7.34 g/L Na2HPO4 1.20 g/L และ (NH4)2SO4 2.00 g/L 

2)  นาํเช้ือจาก Nutrient broth ท่ีเพาะเล้ียงเช้ือมาแลว้ 24 ชัว่โมง ใส่ลงใน MS ปริมาตร 50 mL แลว้เติมแหล่ง

คาร์บอน 20 g/L และ MgSO4 0.5 g/L 

3)  นําเช้ือไปบ่มในเคร่ืองบ่มแบบเขย่าท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง โดยทาํการเขย่า

ตลอดเวลาท่ี 180 rpm  

4)  หลงัจากครบตามเวลาท่ีกาํหนดนาํเช้ือท่ีบ่มมา 5% เพ่ือเตรียมบ่มเช้ือในอาหาร MS 200 mL และเติมแหล่ง

คาร์บอน นาํไปบ่มอีก 48 ชัว่โมงในเคร่ืองบ่มแบบเขยา่ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เพ่ือให้ไดเ้ช้ือในปริมาตร 250 mL 

ดงัรูปท่ี 1 
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รูปท่ี 1 แสดงกระบวนการในการเตรียมเช้ือแบคทีเรีย 

 

3.2 การสกัดและคอมโพสิต PHA เข้ากับ HA และ TCP ในแหล่งกาํเนิด 

ขั้นตอนการสกดั PHA และการ Incorporate PHA จากเซลลจุ์ลชีพทั้ง 2 ชนิดปริมาตร 250 ml เขา้กบั HA และ 

TCP ดว้ยวิธีเทคโนโลยสีะอาด โดยมีขั้นตอนดงัต่อไปน้ี 

1) ทาํละลายผนังเซลล์และแตกเซลล์ออกจาก PHA ด้วยสารละลายกรด 20% H2SO4 จนค่า pH ลดลงถึง

ประมาณ 2 (Porter & Yu, 2011) จากนั้นเติม HA และ TCP ตามอตัราส่วนท่ีกาํหนดดงัตารางท่ี 1 ท้ิงไวเ้ป็นระยะเวลา 

40 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง ซ่ึง PHA จะแยกออกจากเซลล์ท่ีถูกทาํละลายเพ่ือ Incorporate กบั HA และ TCP ไดโ้ดยไม่

จาํเป็นตอ้งใชค้วามร้อนในการแตกเซลลท่ี์อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส 
 

ตารางท่ี 1 อตัราส่วน HA และ TCP ท่ีใช ้Incorporate กบั PHA 

รหัส PHA (%) HA (%) TCP (%) 

PH0T0 100 0 0 

PH1T4 95 1 4 

PH2T8 90 2 8 

PH4T16 80 4 16 

PH8T32 60 8 32 

 

 2) ปรับ pH ใหไ้ด ้13 ดว้ยสารละลายเบส 5M NaOH เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 

 3) แขวนลอยผลึกแข็งคอมโพสิต PHA/HA/TCP ด้วยการเติมสารฟอกขาว NaHOCl ในอตัราส่วน 1:1 ท่ี

นํ้าหนกั 1 kg ของ PHA แหง้ ต่อ ปริมาตร 1 L ของสารละลาย NaHOCl บ่มเป็นระยะเวลา 1 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 

 4) แยกผลึกแข็งคอมโพสิต PHA/HA/TCP ออกจากสารละลายเซลล์ด้วยเคร่ืองป่ันเหว่ียงด้วยความเร็ว

ประมาณ 6000 rpm เป็นเวลา 20 นาที 

 5) ลา้ง ดว้ย DI water ในปริมาณท่ีเหมาะสมจะเกิดเป็นสารละลายสีขาวเนียน และบ่มเป็นระยะเวลา 1 ชัว่โมง 

ท่ีอุณหภูมิหอ้ง แลว้แยกผลึกแขง็คอมโพสิต PHA/HA/TCP ออกจากสารละลายสีขาวเนียนดว้ยเคร่ืองป่ันเหว่ียง  

6) ทาํผลึกแขง็คอมโพสิต PHA/HA/TCP ใหแ้หง้ในตูอ้บลมร้อนท่ี 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
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3.3 การวิเคราะห์ขนาดอนุภาคและการวัดค่าศักย์ไฟฟ้าซีตา 

ในขั้นตอนหลงัจากลา้งคอมโพสิต PHA/HA/TCP ดว้ย DI water จนได ้สารละลายสีขาวเนียนดงัรูปท่ี 2 พอลิ

เมอร์ท่ีได้จะถูกนําไปทดสอบขนาดอนุภาคและการวัดค่าศักย์ไฟฟ้าซีตาด้วย Zeta/Nano Particle Analyzer รุ่น 

NanoPlus (Micromeritics Instrument Co., Norcross, GA) ใช้โปรแกรม Delsatm Nano ในการวิเคราะห์โดยใช้ตัวทํา

ละลายเป็นนํ้ า ท่ีอุณหภูมิห้อง บรรจุตวัอย่างปริมาณ 2 mL ลงในเซลลว์ดัขนาดอนุภาค (Size Cell) และเซลลว์ดัประจุ

พ้ืนผวิ (Flow Cell) 
 

 

รูปท่ี 2 คอมโพสิต PHA/HA/TCP ท่ีสังเคราะห์ไดห้ลงัจากการลา้งดว้ย DI water 

 

4.  ผลการวจิัยและอภิปรายผล 

4.1 ผลการวิจัยการเพาะเลีย้งแบคทีเรียสายพันธ์ุ Ralstonia eutropha และ Bacillus megaterium เพ่ือสังเคราะห์ PHA 

คอมโพสิตกับ HA และ TCP 

จากการศึกษาผลของการเพาะเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย R. eutropha และ B. megaterium เพ่ือผลิต PHA/HA/TCP 

composite polymer ดงัตารางท่ี 2 จากการเก็บตวัอย่างเช้ือ 2 mL ก่อนการสกดัเซลล์ พบว่าเช้ือแบคทีเรีย R. eutropha 

และเช้ือแบคทีเรีย B. megaterium ไดน้ํ้ าหนกัเซลลแ์ห้งเท่ากบั 0.078 g และ 0.076 g ตามลาํดบั และจากการเก็บตวัอยา่ง

เช้ือ 38 mL หลงัการสกดัเซลล์และคอมโพสิตสามารถสังเคราะห์ PHA/HA/TCP Composite Microparticle ไดเ้ท่ากบั 

0.143 g สําหรับแบคทีเรีย R. eutropha และสําหรับแบคทีเรีย B. megaterium ไดเ้ท่ากบั 0.109 ซ่ึงจะเห็นไดว้่าจากค่า

ความหนาแน่นของ PHA/HA/TCP Composite Microparticle หากเพ่ิมระดบัการเล้ียงเป็น 1 L แบคทีเรีย R. eutropha 

จะสามารถใหผ้ลผลิตไดม้ากกว่าแบคทีเรีย B. megaterium 
 

ตารางท่ี 2 ผลการเพาะเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย และการสังเคราะห์ PHA/HA/TCP Composite Microparticle (n=3) 

รหัส ตัวอย่าง 2 mL ตัวอย่าง 38 mL 

นํ้าหนักเซลล์แห้ง 

(g) 

ความหนาแน่นของเซลล์ 

(g/L) 

PHA/HA/TCP 

Composite 

Microparticle (g) 

ความหนาแน่น

PHA/HA/TCP Composite 

Microparticle (g/L) 

Re 0.0780 ± 0.016 38.98 ± 8.03 0.143  ± 0.029 3.772 ± 0.76 

Bm 0.0761 ± 0.019 38.03 ± 9.40 0.109 ± 0.012 2.857 ± 0.31 

Note: Re = Ralstonia eutropha, Bm = Bacillus megaterium 
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4.2 ผลการวิเคราะห์ขนาดอนุภาคและการวัดค่าศักย์ไฟฟ้าซีตา 

จากการศึกษาผลของขนาดอนุภาคและศกัยไ์ฟฟ้าซีตาของ PHA/HA/TCP Composite Microparticle จากเช้ือ

แบคทีเรียทั้ง 2 ชนิด ดงัตาราง 3 และ4 แสดงให้เห็นว่า ขนาดอนุภาคของ PH0T0 ซ่ึงเป็น PHA ท่ีไม่มีการ Incorporate 

มีขนาดท่ีใหญ่ข้ึนเป็นระดบัไมโครเมตรจากเดิมมีขนาดเพียง 900 nm ดว้ยการ Incorporate สาร HA และ TCP เขา้ไปใน

แหล่งกาํเนิดของ PHA หากเพิ่มปริมาณ HA และ TCP จะยิ่งทาํให้ PHA/HA/TCP Composite Microparticle ท่ีได้มี

ขนาดใหญ่มากข้ึน โดยเฉล่ียอยูร่ะหว่างช่วงประมาณ 400 µm สาํหรับเช้ือแบคทีเรีย R. eutropha และ 180 µm สาํหรับ

เช้ือแบคทีเรีย B. megaterium ดังรูปท่ี 3 ในส่วนของค่าศักย์ไฟฟ้าซีตานั้ นการ Incorporate สาร HA และ TCP ท่ี

อตัราส่วน PH4T16 ของเช้ือแบคทีเรีย R. eutropha มีค่าท่ีเสถียร (Stable) ท่ีสุดคือเท่ากบั -35.65 mV และเช้ือแบคทีเรีย 

B. megaterium นั้นท่ีอตัราส่วน PH2T8 มีค่าศกัยไ์ฟฟ้าซีตาเสถียร (Stable) ท่ีสุดคือเท่ากบั -33.47 mV ซ่ึงถา้หากตํ่ากว่า 

-30 mV ถือวา่ไม่มีความเสถียร (Unstable) (Hartmann et al., 2014) 

 

ตารางท่ี 3 ผลขนาดอนุภาคและศกัยไ์ฟฟ้าซีตา PHA/HA/TCP Composite Microparticle จากแบคทีเรีย R. eutropha (n=3) 

รหัส Particle size (µm) Zeta Potential (mV) 

RePH0T0 0.9 ± 0.08 -47.24 ± 1.79 

RePH1T4 111.31 ± 13.42 -16.60 ± 1.69 

RePH2T8 220.70 ± 31.92 -21.80 ± 1.57 

RePH4T16 332.96 ± 27.18 -35.65 ± 2.48 

RePH8T32 386.02 ± 36.83 -31.40 ± 1.63 

 

ตารางท่ี 4 ผลขนาดอนุภาคและศกัยไ์ฟฟ้าซีตา PHA/HA/TCP Composite Microparticle จากแบคทีเรีย B. megaterium (n=3) 

รหัส Particle size (µm) Zeta Potential (mV) 

BmPH0T0 0.9 ±  0.16 -46.86 ± 5.83 

BmPH1T4 84.56± 12.27 -19.57 ± 2.49 

BmPH2T8 142.86 ± 17.25 -33.47 ± 0.74 

BmPH4T16 146.64 ± 22.32 -18.68 ± 0.91 

BmPH8T32 174.90 ± 27.56 -30.46 ± 1.02 
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รูปท่ี 3 กราฟขนาดอนุภาคของ PHA/HA/TCP Composite Microparticle ของเช้ือแบคทีเรีย R. eutropha (Re) และ  

B. megaterium (Bm) 

 

หากเปรียบเทียบค่าไฟฟ้าศกัยซี์ตาของ PHA/HA/TCP Composite Microparticle กบัค่าศกัยซี์ตาของสาร HA 

80% ผสม TCP 20% ดงัตารางท่ี 5 จะแสดงให้เห็นว่า การ Incorporate สาร HA และ TCP ในแหล่งกาํเนิดของ PHA 

นั้นสามารถเกิดข้ึนไดม้าจากการดึงดูดกันของประจุไฟฟ้ารอบอนุภาคของ PHA กับ HA และ TCP ซ่ึงส่งผลให้ค่า

ศกัยไ์ฟฟ้าซีตาหลงัการ Incorporate นัน่ลดลงจาก -47.05 mV เป็น -35.65 mV และ -33.47 mV ซ่ึงหมายความว่า PHA 

ช่วยในการประสารกนัของ HA และ TCP ใหร้วมกนัเป็นเน้ือเดียวกนัและมีความเสถียรมากยิง่ข้ึน 
 

ตารางท่ี 5 การเปรียบเทียบศกัยไ์ฟฟ้าซีตาของ PHA/HA/TCP Composite Microparticle กบั HA และ TCP 

รหัส Zeta Potential (mV) 

PHA -47.05 

HA80/TCP20 -1.61 

RePH4T16 -35.65 

BmPH2T8 -33.47 

 

5.  สรุปผลการศึกษา 

จากผลการวิจยัสามารถสังเคราะห์ PHA/HA/TCP Composite Microparticle ไดด้ว้ยการสังเคราะห์ PHA จาก

เช้ือแบคทีเรีย R. eutropha และ B. megaterium และ Incorporate กบั HA และ TCP ในแหล่งกาํเนิดไดใ้นขั้นตอนการ

สกดัจากการแตกเซลลด์ว้ยสารละลายกรด pH 2 โดยเช้ือแบคทีเรีย R. eutropha จะให้ผลผลิตท่ีมากกว่า B. megaterium 

หากเพ่ิมระดบัการเล้ียงเช้ือเป็น 1 ลิตร และจากการศึกษาคุณลกัษณะของ PHA/HA/TCP Composite Microparticle ท่ี
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ผลิตไดด้ว้ยการวิเคราะห์ขนาดอนุภาคและศกัยไ์ฟฟ้าซีตาพบว่า เม่ือเปรียบเทียบกบังานวิจยัโดย Michael M. Porter 

และ Steve Lee เร่ืองการคอมโพสิต HA และ TCP ดว้ยวิธีการป่ันเหว่ียง (Porter et al., 2013) การคอมโพสิตดว้ยวิธีการ

เติม HA และ TCP ในแหล่งกาํเนิดของ PHA น้ีมีผลทาํให้ขนาดอนุภาคของ PHA/HA/TCP Composite Microparticle ท่ี

ไดมี้ขนาดใหญ่ข้ึนจากระดบันาโนเป็นระดบัไมโครเมตร และ PHA ยงัสามารถช่วยให้การประสารกนัของ HA และ 

TCP มีความเสถียรหรือเป็นเน้ือเดียวกนั (Homogeneous) ส่งผลให้สมบติัเชิงกลและชีวภาพมีความสมํ่าเสมอมากข้ึน 

(Hayati et al., 2012) ซ่ึงสามารถพิสูจน์ไดจ้ากค่าศกัยไ์ฟฟ้าซีตาท่ีเพ่ิมข้ึนของ PHA/HA/TCP Composite Microparticle 

เป็นการยืนยนัถึงศกัยภาพท่ีเพิ่มข้ึนของคอมโพสิตพอลิเมอร์น้ีในการนําไปประยุกต์ใช้เป็นวสัดุกระดูกเทียมไดใ้น

อนาคต 
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