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บทคัดย่อ 

 

2โครงการน้ีสามารถแยกงานออกเป็น 3 ส่วนยอ่ยประกอบดว้ย ส่วนท่ีหน่ึงเป็นการศึกษาอิทธิพลของปัจจยัการ

ผลิตต่างๆ ต่อขนาดและสณัฐานวทิยาของเสน้ใย PCL ท่ีเตรียมจากกระบวนการป่ันเสน้ใยดว้ยไฟฟ้าสถิต 2ส่วนท่ีสองเป็น

การ2ศึกษาเบ้ืองตน้ถึงความเป็นพิษและการเกาะติดของเซลลบ์นแผน่เสน้ใยท่ีพฒันาข้ึนเพ่ือประเมินศกัยภาพในการใชแ้ผน่

เสน้ใยดงักล่าวในทางการแพทย ์ และส่วนท่ีสามเป็นการศึกษาผลของ2ความเขม้ขน้ของสารละลาย และความต่างศกัยไ์ฟฟ้า

ระหวา่งขั้วไฟฟ้า  ต่อขนาดและสณัฐานวทิยาของเสน้ใยเจลาตินชนิด A และ B ท่ีเตรียมข้ึนโดยกระบวนการป่ันเสน้ใยดว้ย

ไฟฟ้าสถิต  

 

ผลการศึกษาพบวา่สามารถหาสภาวะท่ีเหมาะสมสาํหรับการเตรียมเสน้ใย PCL ใหมี้ขนาดในช่วงต่าง ๆ ตามท่ี

ตอ้งการไดต้ั้งแต่ช่วงประมาณ 0.16 -5.0 ไมโครเมตร โดยการเลือกระบบตวัทาํละลาย ความเขม้ขน้ ศกัยไ์ฟฟ้าท่ีใช ้ระยะ

การจดัเก็บเสน้ใย รวมถึงนํ้ าหนกัโมเลกลุของพอลิเมอร์ใหเ้หมาะสม  ผลการศึกษาการความเป็นพิษเบ้ืองตน้และการ

เกาะติดของเซลลท์ดสอบพบวา่เสน้ใยท่ีเตรียมไดไ้ม่เป็นพิษต่อเซลลท์ดสอบ โดยขนาดเสน้ใยมีผลต่อการเกาะติดและการ

กระจายตวัของเซลลใ์นช้ินงาน  สาํหรับการเตรียมเสน้ใย  สาํหรับการเตรียมเสน้ใยเจลาตินทั้งชนิด A และ B พบวา่ความ

เขม้ขน้ของสารละลายมีผลต่อขนาดและลกัษณะของเสน้ใยมาก  ภายใตปั้จจยัการผลิตท่ีเหมาะสม เราสามารถเตรียมได้

ตั้งแต่อนุภาคขนาดซบัไมครอน และเสน้ใยขนาดตั้งแต่ในช่วง 0.15 –มากกวา่ 4.0 ไมโครเมตรได ้ ซ่ึงเสน้ใยเจลาตินน้ีจะมี

ประโยชน์ต่อการพฒันาโครงร่างเน้ือเยือ่เทียมและการประยกุตใ์ชใ้นทางการแพทยอ่ื์นไดต้่อไป 
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ABSTRACT 



 

II 

 

This work can be separated into 3 parts: a) to evaluate influence of key processing parameters on formation, 

size and morphology of poly(caprolactone) (PCL) fibers that were produced by electrospinning method, b) to 

preliminary evaluate potential toxicity and cell attachment of obtained PCL fiber mats, and c) to study effect of solution 

concentration and applied voltage on formation, size and morphology of gelatin type A and type B electrospun fibers.   

Experimental results showed that by choosing appropriate set of processing parameters, i.e. solution concentration, 

applied voltage, solvent system, collecting distance and polymer molecular weight, one can dictate the size of PCL 

electrospun of desired within the range of 0.16 - 5 micrometers.  Preliminary study also showed that the obtained PCL 

fibers were nontoxic to L929 cell lines.  In addition, fiber size also seemed to affect cell adhesion and distribution inside 

PCL matrix.    For electrospun fibers of gelatin type A and B, we found that solution concentration played an important 

role governing formation, size and morphology of obtained objects. Under experimental condition, we can produced sub-

microparticles and  ultrafine fibers, which  ranging in size from about 150 nm to larger than 4.0 micrometer. 
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III 

 

บทสรุปผู้บริหาร (Executive Summary) 

   2.1 .โครงการวจิยัน้ีมีวตัถุประสงค 2์

2

เพ่ือศึกษาหาสภาวะเตรียมเสน้ใยขนาดเลก็ของพอลิคาโพรแลคโตน (PCL) และเจ

ลาตินดว้ยกระบวนการป่ันเส้นใยแบบไฟฟ้าสถิต โดยจะศึกษาผลของปัจจยัการผลิตต่างๆ ต่อ ขนาด ลกัษณะและสัณฐาน

วทิยาของเสน้ใยนาโนและแผน่เสน้ใยท่ีได ้และเพื่อศึกษาความเป็นไปไดใ้นการนาํเส้นใยนาโนของพอลิแคโพรแลคโตน

ไปใชเ้ป็นโครงสร้างเน้ือเยือ่เทียมสาํหรับงานวศิวกรรมเน้ือเยือ่และงานการแพทยอ่ื์น 

โครงการน้ี 3 ส่วนยอ่ย โดยส่วนท่ีหน่ึงเป็นการศึกษาอิทธิพลของปัจจยัการผลิตต่างๆ ต่อขนาดและสณัฐานวทิยา

ของเส้นใย PCL ท่ีเตรียมข้ึนโดยกระบวนการป่ันเส้นใยดว้ยไฟฟ้าสถิต โดยตวัแปรท่ีศึกษาประกอบดว้ย ชนิดของตวัทาํ

ละลาย 2ความเขม้ขน้ของสารละลาย ความต่างศกัยไ์ฟฟ้าระหวา่งขั้วไฟฟ้า นํ้าหนกัโมเลกลุของพอลิเมอร์ท่ีใช ้ระยะทางจาก

ปลายเขม็ถึงฉากรับ  ส่วนท่ีสองเป็นการ2ศึกษาเบ้ืองตน้ถึงความเป็นพิษและการเกาะติดของเซลลบ์นแผ่นเสน้ใยท่ีพฒันาข้ึน

เพ่ือประเมินศกัยภาพในการใชแ้ผน่เสน้ใยดงักล่าวในทางการแพทย ์ และส่วนท่ีสาม เป็นการศึกษาผลของ2ความเขม้ขน้ของ

สารละลาย และความต่างศกัยไ์ฟฟ้าระหวา่งขั้วไฟฟ้า  ต่อขนาดและสณัฐานวทิยาของเสน้ใยเจลาตินชนิด A และ B ท่ีเตรียม

ข้ึนโดยกระบวนการป่ันเสน้ใยดว้ยไฟฟ้าสถิต  

1. สามารถหาสภาวะท่ีเหมาะสมสาํหรับการเตรียมเส้นใย PCL ให้มีขนาดในช่วงต่าง ๆ กนัตามท่ีตอ้งการได ้โดย

การเลือกระบบตวัทาํละลาย ความเขม้ขน้ ศกัยไ์ฟฟ้าท่ีใช ้ระยะการจดัเก็บเสน้ใย รวมถึงนํ้ าหนกัโมเลกลุของพอลิ

เมอร์ให้เหมาะสม อาทิ การเตรียมเส้นใย PCL ให้มีขนาดประมาณ 0.160-0.20    1.00-1.500 หรือ 4.50-5.00 

ไมโครเมตร ซ่ึงความสามารถดงักล่าวจะช่วยให้สามารถพฒันาโครงร่างเน้ือเยื่อเทียมจาก PCL ที่มีโครงสร้าง 

สมบติัเชิงกล อตัราการยอ่ยสลาย ตามความตอ้งการเฉพาะได ้  

จากการศึกษาพบวา่ 

2. ผลการศึกษาการความเป็นพิษเบ้ืองตน้และการเกาะติดของเซลลท์ดสอบพบว่าเส้นใยท่ีเตรียมไดไ้ม่เป็นพิษต่อ

เซลลท์ดสอบ โดยขนาดเสน้ใยมีผลต่อการเกาะติดและการกระจายตวัของเซลลใ์นช้ินงาน   

3. พบวา่ความเขม้ขน้ของสารละลายมีผลต่อขนาดและลกัษณะของเส้นใยเจลาตินชนิด A และ B ท่ีไดม้าก ภายใจ

ปัจจยัการผลิตท่ีเหมาะสม เราสามารถเตรียมไดต้ั้งแต่อนุภาคขนาดซับไมครอน และเส้นใยขนาดตั้งแต่ในช่วง 

0.15 –มากกวา่ 4.0 ไมโครเมตรได ้ ซ่ึงเสน้ใยเจลาตินน้ีจะมีประโยชน์ต่อการพฒันาโครงร่างเน้ือเยือ่เทียมและการ

ประยกุตใ์ชใ้นทางการแพทยอ่ื์นไดต้่อไป  
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กติตกิรรมประกาศ 
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ท่านสาํหรับการทาํงานอยา่งทุ่มเทดว้ยความอุตสาหะ 

ทา้ยน้ีผมขอขอบคุณคุณยา เมยจ์งัและโมจิณ สาํหรับกาํลงัใจ ความรักและความสุขท่ีไดรั้บ และขอกราบ

ขอบพระคุณแม่สาํหรับความรัก ความอบอุ่น และการเป็นแบบอยา่งในการครองชีวติใหก้บัลูกทุกคน 
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1 

 

บทที่ 1 

บทนํา 

1.1 2

2

ความสําคญัและทีม่าของปัญหา 

2

ยทุธศาสตร์การพฒันาประเทศท่ีสาํคญัอนัหน่ึงคือการผลกัดนัใหป้ระเทศไทยเป็นศูนยก์ลางดา้นการแพทยใ์น

ระดบัภูมิภาค ซ่ึงหวัขอ้งานวจิยัในทางการแพทยท่ี์สาํคญัและจะมีผลกระทบต่อสงัคมโลกสูงมีอยูด่ว้ยกนัเป็นจาํนวนมาก

ตวัอยา่งบางส่วนไดแ้ก่ การพฒันาดา้นสเตมเซลล ์(Stem cell) ประสาทวทิยา (Neuroscience) การบาํบดัดว้ยยนี (Gene 

therapy) วศิวกรรมเน้ือเยือ่ (Tissue engineering) งานวจิยัดา้นไบโอนาโนเทคโนโลยเีป็นตน้  กระบวนการป่ันเสน้

ใยแบบไฟฟ้าสถิต (Electrospinning process) เป็นวธีิการผลิตเสน้ใยนาแบบหน่ึงท่ีกาํลงัไดรั้บความสนใจอยา่งสูง

โดยเฉพาะอยา่งยิง่การนาํไปใชใ้นทางดา้นการแพทย ์การทหารและงานวศิวกรรมขั้นสูงอ่ืนๆ ท่ีมีความทา้ทายหรือมี

มูลค่าในเชิงพาณิชยสู์ง  เสน้ใยท่ีเตรียมไดจ้ากเทคนิคน้ีมีขนาดตั้งแต่ประมาณ 50 นาโนเมตร จนถึงหลายไมโครเมตร

ข้ึนกบัชนิดของพอลิเมอร์และปัจจยัในการผลิตท่ีใช ้ แผน่เสน้ใยท่ีเก็บไดต้ามปกติจะเป็นแผน่เสน้ใยแบบไม่ไดท้อ 

(Nonwoven fabric)ท่ีมีความพรุนสูง มีพ้ืนท่ีผวิจาํเพาะ (specific surface area) สูงและมีนํ้ าหนกัเบา  นอกจากน้ีแผน่เสน้ใย

ดงักล่าวยงัมีลกัษณะคลา้ยกบัโครงร่างเน้ือเยื่อ (Extra cellular matrix) ของสตัวแ์ละมนุษย ์ จึงมีความสนใจในการ

นาํไปใชเ้ป็นโครงร่างเน้ือเยือ่เทียมในงานดา้นวศิวกรรมเน้ือเยือ่ต่างๆ  

 

สาํหรับโครงการวจิยัน้ีจะศึกษาการเตรียมเสน้ใยนาโนและเสน้ใยขนาดเลก็ของพอลิเมอร์ชีวภาพ 2 ชนิดคือ พอ

ลิแคโพรแลคโตร และเจลาติน ดว้ยกระบวนการป่ันเสน้ใยแบบไฟฟ้าสถิต รวมถึงการศึกษาถึงความเป็นไปไดใ้นการ

นาํไปใชเ้ป็นโครงร่างเน้ือเยือ่ในงานวศิวกรรมเน้ือเยือ่  

1.2 2

- 2

วตัถุประสงค์ของโครงการ 

- 2

เพ่ือเตรียมเสน้ใยนาโนของพอลิคาโพรแลคโตนดว้ยกระบวนการป่ันเสน้ใยแบบไฟฟ้าสถิต โดยการศึกษาผล

ของปัจจยัการผลิตต่างๆ ต่อ ขนาด ลกัษณะและสณัฐานวทิยาของเสน้ใยนาโนและแผน่เสน้ใยท่ีได ้

- 2

เพ่ือศึกษาความเป็นไปไดใ้นการนาํเสน้ใยนาโนของพอลิคาโพรแลคโตนไปใชใ้นงานโครงสร้างเน้ือเยื่อ

วศิวกรรม 

เพ่ือศึกษาผลของ2ความเขม้ขน้ของสารละลาย และความต่างศกัยไ์ฟฟ้าระหวา่งขั้วไฟฟ้า 

 

 ต่อขนาดและสณัฐาน

วทิยาของเสน้ใยเจลาตินชนิด A และ B ท่ีเตรียมข้ึนโดยกระบวนการป่ันเสน้ใยดว้ยไฟฟ้าสถิต 

1.3 2

2

ผลงานวจิยัที่เกี่ยวข้อง (Literature Review) 

2

กระบวนการป่ันเสน้ใยแบบไฟฟ้าสถิต (Electrospinning process) 

 กระบวนการป่ันเสน้ใยแบบไฟฟ้าสถิต(Electrospinning process)  เป็นการใชแ้รงดนัทางไฟฟ้าเป็นแรงขบัทาํ

ใหห้ยดพอลิเมอร์เหลวท่ีปลายหวัฉีดซ่ึงอยูภ่ายใตส้นามไฟฟ้าท่ีมีความแรงมากพอจะยดืตวัออก  ภายใตแ้รงดนัทางไฟฟ้า

ท่ีเพ่ิมข้ึนตามความแรงของสนามไฟฟ้าภายนอกสายพอลิเมอร์เหลวจะพุง่ออกจากปลายหวัฉีด และเกิดการยดืตวัออก

อยา่งต่อเน่ืองและรวดเร็วภายในระยะทางสั้น ในขณะเดียวกนัตวัทาํละลายท่ีอยูใ่นสายพอลิเมอร์เหลวก็จะระเหยออก (ใน

กรณีของสารละลายพอลิเมอร์) หรือเกิดการถ่ายเทความร้อนระหวา่งสายพอลิเมอร์เหลวกบัส่ิงแวดลอ้ม (ในกรณีของพอ

ลิเมอร์หลอมเหลว)  ทาํใหส้ายพอลิเมอร์เหลวเกิดการแขง็ตวัและเปล่ียนเป็นเสน้ใย  ขอ้ดีของกระบวนการป่ันเสน้ใยแบบ



2 

 

ไฟฟ้าสถิตคือ ทาํไดง่้าย  เคร่ืองมือไม่ซบัซอ้น ใชไ้ดก้บัพอลิเมอร์แทบทุกชนิด ใชป้ริมาณสารตั้งตน้นอ้ยได ้และมีมูลค่า

การลงทุนเบ้ืองตน้ตํ่า [

2

1-3] 

1. 2

 ลกัษณะและจุดเด่นของเสน้ใยท่ีไดจ้ากกระบวนการป่ันเสน้ใยแบบไฟฟ้าสถิตเม่ือเทียบกบัเสน้ใยขนาดเลก็ท่ีได้

จากการผลิตแบบอ่ืน มีดงัต่อไปน้ี 

2. 2

เสน้ใยมีขนาดเลก็ตั้งแต่ในช่วงไม่ก่ีไมโครเมตรลงไปถึงนอ้ยกวา่ 50 นาโนเมตร   

3. 2

แผน่เสน้ใยท่ีไดมี้ความเป็นรูพรุนสูง  

4. 2

เสน้ใยท่ีไดเ้ป็นเสน้ใยยาวต่อเน่ือง 

5. 2

แผน่เสน้ใยท่ีไดมี้พ้ืนท่ีผวิจาํเพาะ (พ้ืนท่ีผิวต่อนํ้ าหนกั) สูงมากเป็นพิเศษ 

 

แผน่เสน้ใยท่ีไดโ้ดยปกติจะอยูใ่นรูปของผนืผา้ไม่ไดท้อ (Non woven fabric) 

2

2

รูปท่ี 1.1 ภาพจากกลอ้งจุลทรรศนอิ์เลกตรอนแบบส่องกราดของเสน้ในนาโนของพอลิแอลกอฮอลผ์สมอลัจิเนต  

2

 จากลกัษณะเฉพาะดงักล่าว จึงมีการวจิยัและพฒันาเพ่ือนาํเสน้ใยนาโนไปใชใ้นงานต่างๆ ตวัอยา่งเช่น เป็นโครง

ร่างเน้ือเยือ่วศิวกรรมสาํหรับสร้างเน้ือเยือ่และอวยัวะเทียม  เป็นวสัดุปิดแผลแบบฉลาด เป็นระบบนาํส่งยาและสารออก

ฤทธ์ิอ่ืน เป็นวสัดุประกอบนาโน เป็นตวัตรวจจบัสารเคมีและชีวโมเลกลุ เป็นโครงฐานสาํหรับตวัเร่งปฏิกิริยา เป็นชุด

ป้องกนัอาวธุเคมีและอาวธุชีวภาพ เป็นตวักรองแยกกาซ ของเหลวและอนุภาคขนาดเลก็ เหล่าน้ีเป็นตน้ [4-8]   

2

 จากศกัยภาพในการใชง้านของเสน้ใยนาโนโดยเฉพาะอยา่งยิง่ในงานท่ีมีมูลค่าและโอกาสทางการตลาดสูง เช่น

ในทางการแพทย ์และการทหาร ภาครัฐและเอกชนของประเทศอุตสาหกรรมหลาย ๆ ประเทศ จึงใหค้วามสาํคญักบั

เทคโนโลยน้ีีการสนบัสนุนดงักล่าวทั้งในรูปเงินทุนวจิยัหรือการทาํวจิยัดว้ยตนเอง [9-11]   

2

พอลิเมอร์แบบยอ่ยสลายไดต้ามธรรมชาติในงานวศิวกรรมเน้ือเยือ่ (Biodegradable polymers in tissue engineering) 

2

 โครงร่างเน้ือเยือ่ (tissue scaffold) มีความสาํคญัอยา่งมากในงานวศิวกรรมเน้ือเยือ่ เน่ืองจากเซลลข์องสตัวต์าม

ธรรมชาติจะตอ้งเกาะติดกบัโครงร่างเน้ือเยือ่จึงจะสามารถมีชีวติอยูแ่ละทาํงานไดต้ามปกติ  โครงร่างเน้ือเยือ่ตาม

ธรรมชาติจะมีความพรุน (porosity) สูงเพ่ือใหส้ารอาหารและเซลลส์ามารถเคล่ือนท่ีผา่นได ้โดยรูพรุนควรจะมีการ

เช่ือมต่อกนัในทุกทิศทาง  มีขนาดท่ีเหมาะสม และมีสมบติัทางเคมีท่ีพ้ืนผวิท่ีช่วยใหเ้ซลลย์ดึเกาะไดดี้ (cell 

immobilization) แต่ในขณะเดียวกนัเซลลต์อ้งสามารถเคล่ือนท่ีผา่นไปมาได ้(cell migration)  มีสมบติัทางกายภาพท่ี

เหมาะสมกบัประเภทงานของเน้ือเยือ่นั้นๆ รูปร่าง ลกัษณะการจดัเรียงตวัของรูพรุน ตลอดจนสมบติัทางเคมีของพ้ืนผวิก็

มีผลถึงการเปล่ียนลกัษณะของเซลล ์(cell differentiation) อีกดว้ย  ดงันั้นเทคนิคการข้ึนรูปและชนิดของวสัดุจึงมี

ความสาํคญัอยา่งสูงในการสร้างโครงร่างเน้ือเยือ่เทียม [12] 

 พอลิเมอร์แบบยอ่ยสลายไดต้ามธรรมชาติ (Biodegradable polymer) หลายชนิดถูกนาํมาใชข้ึ้นรูปเป็นโครงร่าง

เน้ือเยือ่แบบต่างๆ เน่ืองจากพอลิเมอร์น้ีจะถูกยอ่ยสลายภายในร่างกายผูป่้วยก่อนจะถูกดูดซึมหรือขบัออกจากร่างกาย ทาํ

ใหผู้ป่้วยไม่ตอ้งผา่นการผา่ตดัเอาโครงร่างเทียมท่ีใชอ้อก นอกจากน้ีเซลลเ์น้ือเยือ่ยงัสามารถงอกเขา้มาทดแทนโครงร่าง
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เน้ือเยือ่เทียมและสร้างเน้ือเยือ่ใหม่ข้ึนไดอ้ยา่งสมบูรณ์  ตวัอยา่งของพอลิเมอร์ในกลุ่มน้ีท่ีใชก้นัมากไดแ้ก่ กลุ่มพอลิเอ

สเตอร์ เช่น พอลิไกลคอลิกแอซิด (Poly(glycolic acid)) พอลิแลกติกแอซิด (Poly(lactic acid)) และพอลิแคโพรแลคโตน 

(Poly(ε-caprolactone), PCL) กลุ่มพอลิคาร์โบไฮเดรต เช่น chitin และกลุ่มพอลิเปปไทด ์เป็นตน้  

2

ในปี 2547 Kim และคณะ ใชก้ารป่ันเสน้ใยแบบไฟฟ้าสถิตเตรียมเสน้ใยนาโนของพอลิแลคติกโคไกลโคลไลด ์

(Poly(lactic-co-glycolide), PLGA) ท่ีบรรจุยา Cefoxitiin sodium ซ่ึงมีฤทธ์ิต่อตา้นเช้ือจุลชีพ  และพบวา่เสน้ใยนาโน

สามารถปลดปล่อยยาออกมาไดแ้ละมีฤทธ์ิยบัย ั้งการเจิญเติบโตของเช้ือ S. aureus ในอาหารวุน้และอาหารเหลวได ้[13] 

เสน้ใยอิเลกโตรสปันในงานวศิวกรรมเน้ือเยือ่และทางการแพทย ์(Electrospun nanofiber in tissue engineering and 

biomedical applications) 

 ในปี 2547 Min และคณะไดท้าํการเตรียมเสน้ใยนาโนจากเสน้ใยไหม (Silk Fibroin) โดยเสน้ใยท่ีเตรียมไดมี้

ขนาดระหวา่ง 30-120 นาโนเมตร เม่ือนาํ เสน้ใยดงักล่าวมาศึกษาการเกาะติดและแพร่ขยายของ Keratinocyte cell และ 

Fibroblast cell ของมนุษย ์พบวา่เซลลท์ั้งสองชนิดมีการเกาะติดกบัเสน้ใยนาโนจากไหมไดดี้และยงัช่วยในการแพร่ขยาย

ของคอลลาเจนชนิดท่ี 1 อีกดว้ย เน่ืองจากขนาดของเสน้ใยท่ีเลก็ทาํใหมี้พ้ืนผวิสาํหรับการเกาะติดของเซลลอ์ยูม่าก [14]  

ในปี 2547 Min และคณะไดศึ้กษาการเกาะติดของเซลล ์Kertinocyte บนพ้ืนผวิวสัดุท่ีเตรียมจากใยไหมท่ีมี

ลกัษณะต่างกนั 3 อยา่ง ไดแ้ก่ ฟิลม์บาง แผน่เสน้ใยแบบทอของเสน้ใยไมโคร และแผน่เสน้ใยแบบไม่ไดท้อของเสน้ใยนา

โน  ผลการวจิยัพบวา่การเกาะติดของเซลลแ์ละการแพร่กระจายของคอลลาเจนชนิดท่ี 1 บนแผน่เสน้ใยนาโนดีท่ีสุด 

เน่ืองจากมีพ้ืนท่ีผวิและความพรุนสูง [15] 

ในปี 2548 Lee และคณะไดท้าํการศึกษาผลของจดัเรียงตวัของเสน้ใยนาโนต่อการสร้าง Extra cellular matrix 

(ECM) ของ Human ligament fibroblast (HLF)โดยเสน้ใยนาโนของพอลิยริูเทน (PU) ถูกเตรียมจากสารละลาย PU ใน 

N,N dimethyl formamide เสน้ใยท่ีไดมี้ขนาดประมาณ 600-800 นาโนเมตร  เม่ือนาํ HLF มาเล้ียงบนเสน้ใยท่ีมีการเรียง

ตวัในทิศทางเดียวกนัพบวา่ เซลล ์HLF มีลกัษณะเป็นรูปกระสวย ตวัเซลลแ์ละ ECM ท่ีสร้างข้ึนมีการเรียงตวัตามทิศทาง

ของเสน้ใย ในขณะท่ีเซลล ์HLF บนเสน้ใยท่ีมีการเรียงตวัแบบทุกทิศทางไม่มีการเปล่ียนรูปร่างและไม่มีทิศทางการเรียง

ตวัของเซลลแ์ละ ECM ท่ีแน่นอน  นอกจากน้ีปริมาณคอลลาเจนท่ีเซลลส์ร้างข้ึนหลงัจากเกาะติดบนเสน้ใยท่ีมีการจดัเรียง

ตวัมีปริมาณสูงกวา่ในกรณีของเสน้ใยท่ีมีการเรียงตวัแบบทุกทิศทาง [16] 

ในปี 2547 Mo และคณะไดท้าํการศึกษาผลของปัจจยัการผลิตต่อการเตรียมเสน้ใยนาโนของ พอลิ(แอล-แลค- 

ติก-โค-แคโพรแลคโตน) โดยพบวา่ความเขม้ขน้ของสารละลายและความต่างศกัยท์างไฟฟ้าระหวา่งขั้วอิเลกโทรดมีผล

ต่อขนาดของเสน้ใย  เม่ือนาํเสน้ใยท่ีไดไ้ปทดลองเพาะเล้ียง endothelial cell และ smooth muscle cell พบวา่เซลลท์ั้งสอง

ชนิดสามารถเจริญเติบโตและแบ่งตวัไดดี้ และยงัรักษารูปร่างลกัษณะดั้งเดิมไวซ่ึ้งแสดงใหเ้ห็นวา่เซลลด์งักล่าวน่าจะมี

การทาํงานไดต้ามปกติ [17] 

 ในปี 2546 Yoshimoto และคณะ ไดศึ้กษาความเป็นไปไดใ้นการนาํเสน้ใยนาโนของพอลิคาโพรแลคโตนไปใช้

เป็นโครงร่างเน้ือเยือ่สาํหรับกระดูก  โดยการเพาะเล้ียง Mesenchymal stem cells จากไขกระดูกของหนู Neonatal บน

แผน่เสน้ใยนาโน หลงัจากหน่ึงสปัดาห์ พบการเคล่ือนยา้ยของเซลลแ์ละการสร้าง Extra cellular matrix เป็นจาํนวนมาก 

หลงัจาก 4 สปัดาห์พบวา่มีการสร้างเซลลซ์อ้นกนัหลายชั้น และยงัตรวจพบการสร้างคอลลาเจนชนิดท่ี1 และการสะสม

ของแร่ธาต ุ(Mineralization) ซ่ึงแสดงใหเ้ห็นวา่เสน้ใยนาโนของพอลิแคโพรแลคโตนน่าจะเป็นวสัดุท่ีดีสาํหรับใชส้ร้าง

เน้ือเยือ่เทียมของกระดูก [18] 
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ในปี 2547  สิริอร พวงมาลี และคณะไดเ้เตรียมเสน้ใยนาโนพอลิคาโพรแลคโตนและ โดยใชเ้ทคนิคการป่ันเสน้

ใยดว้ยไฟฟ้าสถิต  โดยใชเ้มทธิลีนคลอไรดเ์ป็นตวัทาํละลาย  ศกัยไ์ฟฟ้า 7.5 kV. และระยะห่างระหวา่งปลายเขม็ถึงฉาก

รองรับเสน้ใย 15 cm.  จากนั้นไดเ้ตรียมและศึกษาการปลดปล่อยยาของเสน้ใยนาโนท่ีผสมยาไดโคลฟีแนคโซเดียมท่ี

ความเขม้ขน้ต่างๆกนั ในสภาวะอะซิเตดบฟัเฟอร์ pH 5.5  ท่ีอุณหภูมิ 37 oC เป็นเวลา 48 ชัว่โมง   พบวา่ท่ีปริมาณยาได

โคลฟีแนคโซเดียม  0.01  กรัม  สามารถปลดปล่อยยาออกมาไดม้ากท่ีสุดเท่ากบั  60 %  [19]  

Joseph L. Lowery  ศึกษาผลกระทบของขนาดของเสน้ใยและขนาดรูพรุนของแผน่เสน้ใย electrospun PCL  ต่อ

การเจริญเติบโตของเซลล ์ Human Dermal Fibroblasts (HDF) โดยการป่ันเสน้ใย PCL ใหมี้ขนาดเสน้ใยเท่ากนัแต่ขนาดรู

พรุนต่างกนั โดยพบวา่เม่ือขนาดของรูพรุนมีขนาดมากกวา่ 6 ไมโครเมตร เซลลมี์การเจริญเติบโตแบ่งเซลลไ์ดเ้ร็วกวา่บน

โครงเล้ียงเซลลเ์สน้ใยอ่ืน  และเม่ือขนาดของรูพรุน 12-23 ไมโครเมตร เซลลจ์ะเร่ิมalign ไปตามเสน้ใยเด่ียวๆและขา้มไป

ยงัเส้นใยอื่นๆ ซ่ึงผลกระทบของ void architecture ซ่ึงจากการศึกษาน้ีสามารถนาํไปสู่การศึกษาพฒันาเพื่อการเพิ่ม

ประสิทธิภาพของโครงเล้ียงเซลลเ์สน้ใยในงานวศิวกรรมเน่ือเยื่อ [20]. 

ในปี 2009 Jang Ho Kim ทาํการศึกษาโครงเล้ียงเซลล์ในงานวิศวกรรมเน้ือเยือ่ระดบันาโนของpoly(ε-

caprolactone) (PCL) จากกระบวนการไฟฟ้าสถิต เน่ืองจาก PCLมีสมบติัความไม่ชอบนํ้ าสูง(High hydrophobicity) เป็น

ขอ้จาํกดัในการใชง้านของเสน้ใยโครงเล้ียงเซลล ์ดงันั้นในการศึกษาน้ีจึงทาํการเตรียมเสน้ใยโครงเล้ียงเซลลโ์ดยการผสม

กนัระหวา่ง PCL/polyethylenimine (PEI) เพื่อช่วยลดขอ้จาํกดัสมบติัความไม่ชอบนํ้ าของโครงเล้ียงเซลล ์เน่ืองจาก PEI 

เป็น cationic polymer สามารถทาํให้เพ่ิมอตัราการยึดเกาะระหว่างเซลล์กบัโครงเล้ียงเซลล์นอกจากนั้นยงัสามารถ

ปรับปรุงสมบติัความเป็น electrospinnability ของ PCL ไดอี้กดว้ย ในการวจิยัน้ีทาํการศึกษาโครงสร้าง สมบติัเชิงกล และ 

biological activity ของเส้นใย PCL/PEI electrospun พบวา่ ขนาดของเส้นใยในช่วง150.4±33 ถึง 220.4±32 nm. แสดง

สมบติัเชิงกลและมีขนาดความพรุนตวัท่ีเหมาะสม    โดย PEI ช่วยเพ่ิมสมบติัความชอบนํ้ า  การยึดเกาะและการเจริญของ

เซลลบ์นโครงเล้ียงเซลลเ์สน้ใย PCL [21] 
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บทที่ 2 

ขอบเขตของงานวจัิย ผลการทดลองและวจิารณ์ผล 
 

2.1 ขอบเขตขอบเขตการดาํเนินงานวจิยั 

รายงานฉบบัน้ีแบ่งเน้ือหาท่ีไดศึ้กษาออกไดเ้ป็น  3 ส่วนหลกัคือ 

 - การศึกษาอิทธิพลของปัจจยัการผลิตต่างๆ ต่อขนาดและสณัฐานวทิยาของเสน้ใย PCL 

- 

- การศึกษาการเตรียมเสน้ใยเจลาตินสาํหรับประยกุตใ์ชใ้นทางการแพทย ์

การศึกษาเบ้ืองตน้ถึงความเป็นพิษและการเกาะติดของเซลลท์ดสอบบนแผน่เสน้ใย PCL  

ทั้งน้ี ขั้นตอนการเตรียมและวเิคราะห์เสน้ใยโดยทัว่ไปมีดงัต่อไปน้ี 

 

2.1.1 การป่ันเส้นใย PCL  ด้วยกระบวนการป่ันไฟฟ้าสถิต 

เตรียมสารละลาย PCL  ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ (นํ้าหนกัโดยปริมาตร) ในตวัทาํละลายท่ีสนใจ จนไดส้ารละลาย

เน้ือเดียวกนั นาํสารละลายมาบรรจุใส่หลอดฉีดยาแบบใชแ้ลว้ท้ิงขนาด 5 มิลลิลิตร ท่ีต่อกบัเขม็ปลายตดัขนาดท่ีเหมาะสม

ท่ีทาํหนา้ท่ีเป็นหวัป่ันเสน้ใย (โดยขอบเขม็ดา้นนอกมีการฝนลบคมเพ่ือลดการเกิด corona discharged ในระหวา่งการป่ัน

เสน้ใย   ทาํการป่ันเสน้ใยท่ีความต่างศกัยไ์ฟฟ้าต่าง ๆ ดว้ยอุปกรณ์ป่ันเสน้ใยแบบไฟฟ้าสถิตท่ีมีลกัษณะตามรูปท่ี 2.1  

อุปกรณ์สร้างไฟฟ้าแรงดนัสูงท่ีใชเ้ป็นชนิดขั้วบวกของบริษทั Gamma High Voltage รุ่น RC10-30 (ชนิดประจุบวก) จาก

ประเทศสหรัฐอเมริกา เก็บเสน้ใยดว้ยแผน่อลูมิเนียมฟอยลแ์ละกระจกสไลด ์หรือลูกกลิ้งเก็บเสน้ใย  โดยใชร้ะยะห่าง

ระหวา่งหวัป่ันกบัตามท่ีกาํหนด   ทาํการเก็บเสน้ใยเป็นเวลาอยา่งนอ้ย 1 ชัว่โมงสาํหรับการนาํไปวเิคราะห์ขนาด หรือ

นานเท่าท่ีจาํเป็นจนไดค้วามหนาเท่าท่ีตอ้งการ    

ทั้งน้ีเน่ืองจากขอ้จาํกดัของครุภณัฑใ์นขณะทาํการทดลอง สาํหรับการทดลองส่วนท่ี  2.1 และ 2.2 จะควบคุม

อตัราการไหลของสารละลายใหค้งท่ีดว้ย hydrostatic pressure และขนาดหวัเขม็ท่ีใช ้  ในขณะท่ีการทดลองส่วนท่ี 2.3 ทาํ

การควบคุมอตัราการไหลของสารละลายใหค้งท่ีดว้ย Syringe pump  

 

2.1.2 การวเิคราะห์ขนาดและสัณฐานวทิยาของเส้นใย 

นาํแผน่เสน้ใยท่ีไดไ้ปเคลือบเพ่ิมการนาํไฟฟ้าก่อนนาํไปศึกษาสณัฐานวทิยาของเสน้ใยดว้ยกลอ้งจุลทรรศนอิ์

เลกตรอนแบบส่องกราด (SEM) ยี่หอ้ Philips รุ่น XL30 ท่ีกาํลงัขยายต่าง ๆ และทาํการวดัหาขนาดเฉล่ียของเสน้ใยดว้ย

โปรแกรม Semafore จากเสน้ใยท่ีมีตาํแหน่งต่างกนัหรือปรากฏเป็นเสน้ใยคนละเสน้อยา่งนอ้ยท่ีสุด  50 ตาํแหน่ง 

 

2.1.3 การวเิคราะห์สมบตัขิองสารละลาย 

ทาํการวดัค่าความหนืดและค่าการนาํไฟฟ้าของสารละลายพอลิเมอร์ท่ีเตรียมไดด้ว้ยเคร่ืองวดัความหนืด ยีห่อ้ 

Brookfield รุ่น LVDV-II และเคร่ืองวดัค่าการนาํไฟฟ้า ยีห่อ้ EUTECH รุ่น CON501 ตามลาํดบั  
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(ก) 

 
(ข)   

 

ภาพที่ 2.1 (ก และ ข)   ภาพและไดอะแกรมแสดงลกัษณะเคร่ืองป่ันเสน้ใยไฟฟ้าสถิตท่ีใชใ้นการทดลอง 
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2.2  

2

อทิธิพลของปัจจยัการผลติต่อขนาด ลกัษณะและสัณฐานวทิยาของเส้นใยและแผ่นเส้นใย PCL ทีไ่ด้ 

- 2

 ตวัแปรท่ีศึกษา ไดแ้ก่ 

ชนิดของตวัทาํละลาย (

- ความเขม้ขน้ของสารละลาย 

methylenechoride (MC) , dichloromethane (DC) , chloroform, toluene, mix solvent 

of dichloromethane and N,N-dimethylformamide (DMF)  (1:1)) 

- ความต่างศกัยไ์ฟฟ้าระหวา่งขั้วไฟฟ้า 

- ระยะทางจากปลายเขม็ถึงฉากรับ 

- นํ้าหนกัโมเลกลุของพอลิเมอร์ (65, 80 kDa), 

 

เน่ืองจากในการศึกษาไดท้าํการศึกษาตวัแปรอ่ืนๆ ดว้ยในตวัทาํละลายแต่ละชนิด ซ่ึงไม่ไดก้าํหนดใหเ้ท่ากนัเสมอไป  จึง

ขอสรุปผลการทดลองท่ีไดต้ามชนิดของตวัทาํละลาย และจะไดว้จิารณ์สรุปถึงผลของระยะทางจากปลายเขม็ถึงฉากรับ 

ความต่างศกัยไ์ฟฟ้าระหวา่งขั้วไฟฟ้า  นํ้ าหนกัโมเลกลุของพอลิเมอร์ และความเขม้ขน้ของสารละลาย ในตอนทา้ย 

 

2.2.1  การเตรียมเส้นใย PCL โดยใช้เมทธิลนีคลอไรด์ (MC) เป็นตวัทาํละลาย 

เม่ือนาํสารละลาย PCL ใน MC  ท่ีความเขม้ขน้ 5 10 13 15 และ 17 %w/v   นาํมาป่ันเป็นเสน้ใย โดยใช้

ศกัยไ์ฟฟ้า 7.5 kV  และระยะทางระหวา่งปลายเขม็ฉีดยาถึงฉากรองรับเสน้ใย 10 เซนติเมตร  พบวา่  สารละลายท่ีความ

เขม้ขน้ 5% และ 10%   ไม่เกิดการป่ันออกมาของเสน้ใยอาจเน่ืองมาจากสารละลาย PCL มีความหนืดนอ้ยมาก    ไม่

สามารถเตรียมเป็นเสน้ใยได ้  ส่วนท่ีความเขม้ขน้ 13% - 17% เกิดการป่ันเสน้ใยอยา่งต่อเน่ือง โดยไดเ้สน้ใยลกัษณะดงัท่ี 

แสดงในรูป 2.2  ซ่ึงจะพบวา่สารละลาย PCL ท่ีความเขม้ขน้ 15% และ 17 %w/v    จะเห็นเป็นเสน้ใยขนาดเลก็ใหญ่

ปะปนกนั ส่วนสารละลาย PCL ท่ีความเขม้ขน้ 13 %w/v  จะสงัเกตเห็นเป็นอนุภาคขนาดไมโครเมตรจาํนวนมาก แต่มี

เสน้ใยจาํนวนนอ้ย 

ผลของความเข้มข้นของสารละลาย 

 

 เม่ือนาํสารละลาย PCL ใน MC ความเขม้ขน้ 15 % และ 17%w/v มาป่ันเป็นเสน้ใยโดยใชค้่าความต่างศกัย์

เท่ากบั 7.5 8.5 และ 9.5 กิโลโวลต ์และระยะทางจากปลายเขม็ถึงฉากรองรับเสน้ใย 10 15 และ 20 เซนติเมตร  พบวา่

ขนาดของเสน้ใยจะมีแนวโนม้ลดลงจากประมาณ 2.60-3.10,  2.60–2.90 จนถึงประมาณ 1.80 – 2.40 ไมโครเมตรเม่ือ

ศกัยไ์ฟฟ้าเพ่ิมข้ึนจาก 7.5 เป็น 8.5 และ 9.5 กิโลโวลต ์ตามลาํดบั ในขณะท่ีผลของการเพ่ิมข้ึนของระยะการเก็บเสน้ใยต่อ

ขนาดเสน้ใยไม่มีแนวโนม้ชดัเจน  ดงัแสดงตามตารางท่ี 2.1 และรูป 2.3 

ผลของความต่างศักย์และระยะทางจากปลายเข็มถึงฉากรองรับ 

 

สภาวะของการเตรียมเสน้ใย PCL ในตวัทาํละลาย MC ท่ีเหมาะสม คือ สารละลาย PCL ความเขม้ขน้ 15%w/v ศกัยไ์ฟฟ้า 

7.5 kV. และระยะทางระหวา่งปลายเขม็ถึงฉากรองรับเสน้ใยเท่ากบั 15 cm.  เน่ืองจากไดเ้สน้ใยท่ีมีความต่อเน่ืองไม่ฉีก

ขาด  มีขนาดสมํ่าเสมออยูใ่นช่วงประมาณ 1.90-2.60 ไมโครเมตร   

สรุปผลการทดลอง 
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- 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 2.2  ผลของความเขม้ขน้ของสารละลาย PCL ใน MC ต่อลกัษณะของเส้นใยท่ีไดจ้ากการป่ันท่ีศกัยไ์ฟฟ้า 7.5 kV 

ระยะจดัเก็บเสน้ใย 10 เซนติเมตร   

 

  

  

13%

 

13% 

15% 15% 

17% 17% 
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ตารางท่ี  2.1 ผลของศกัยไ์ฟฟ้าและระยะจดัเก็บเสน้ใยต่อขนาดของเสน้ใยท่ีไดใ้นตวัทาํละลาย MC 

 

ความเขม้ขน้ของ PCL ศกัยไ์ฟฟ้า ( kV )  ระยะทาง  ( cm )  ขนาดเสน้ใยเฉล่ีย (nm )  

15% 

7.5 

8.5 

9.5 

10 

10 

10 

2,600 – 3,100 

วดัขนาดไม่ได ้

2,500 – 2,600 

17% 

7.5 

8.5 

9.5 

10 

10 

10 

2,600 – 3,100 

2,600 – 2,900 

1,800 – 2,400 

15% 

7.5 

8.5 

9.5 

15 

15 

15 

1,900 – 2,600 

2,000 – 2,500 

1,900 – 2,400 

17% 

7.5 

8.5 

9.5 

15 

15 

15 

4,500 – 4,700 

3,400 – 4,200 

3,000 – 3,900 

15%  

7.5 

8.5 

9.5 

20 

20 

20 

2,300 – 3,200 

2,000 – 2,300 

1,900 – 2,300 

17% 

7.5 

8.5 

9.5 

20 

20 

20 

2,900 – 3,500 

2,300 – 3,400 

2,000 – 3,000 

หมายเหตุ  วดัขนาดไม่ไดเ้น่ืองจากสารละลายรวมตวัเป็นกลุ่มกอ้นไม่มีความเป็นเสน้ใย  

 

  



10 

 

 PCL/MC 15%w/v      PCL/MC 17%w/v 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 2.3   ผลของความต่างศกัยไ์ฟฟ้าที่มีต่อขนาดของเส้นใย PCL ที่เตรียมจากสารละลายความเขม้ขน้ 15% และ 

17%w/v 

   

2.2.2 การเตรียมเส้นใย PCL โดยใช้โทลูอนีเป็นตวัทาํละลาย 

เม่ือนาํสารละลาย PCL (MW 65 kDa และ 80 kDa) ในโทลูอีน ท่ีความเขม้ขน้ 15, 18, 21, 24 และ 30%w/v มา

ป่ันเสน้ใยดว้ยกระบวนการป่ันไฟฟ้าสถิต  โดยใชศ้กัยไ์ฟฟ้าตั้งแต่ 8-20 kV ระยะจดัเก็บเสน้ใย 20 และ 30 cm  และใช้

เขม็ฉีดสารหวัตดัเบอร์ 21  พบวา่ไม่มีการป่ันเป็นเสน้ใยท่ีทุกสภาวะโดยจะพบเพียงหยดสารละลายเป็นจาํนวนมาก

กระจายอยูอ่ยา่งสมํ่าเสมอเท่านั้น   

ผลของความเข้มข้นสารละลาย ความต่างศักย์และระยะจดัเกบ็เส้นใย 

 

โทลูอีนไม่ใช่ตวัทาํละลายท่ีเหมาะสมในการเตรียมเสน้ใย PCL จากการป่ันเสน้ใยโดยใชไ้ฟฟ้าสถิต 

สรุปผลการทดลอง 

  

7.5 kV  7.5 kV  

8.5 kV  8.5 kV  

9.5 kV  9.5 kV  
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2.2.3 การเตรียมเส้นใย PCL โดยใช้ไดคลอโรมเีทน (DC) เป็นตวัทาํละลาย 

เตรียมสารละลาย PCL(นํ้าหนกัโมเลกลุ 65 kDa และ 80 kDa)  ในตวัทาํละลายไดคลอโรมีเทนใหมี้ความ

เขม้ขน้ 10%, 12%, 15%, 18%, 20%, 22%, 25%, 28%, 30%, 35% และ 40%w/v นาํมาทาํการป่ันเสน้ใยท่ีระยะทาง 15 cm  

ใหศ้กัยไ์ฟฟ้า 7 kV และใชเ้ขม็หวัตดัเบอร์ 20 เป็นหวัป่ันเสน้ใย ไดผ้ลสรุปตามตารางท่ี 2.2  และรูปท่ี 2.4 และ 2.5  ผล

การทดลองช้ีใหเ้ห็นวา่ 

ผลของความเข้มข้นสารละลายและนํา้หนักโมเลกลุ 

สาํหรับ PCL ท่ีมีนํ้ าหนกัโมเลกลุ 65 kDa พบวา่ความเขม้ขน้ท่ีตํ่าท่ีสุดทาํเร่ิมเกิดเสน้ใยคือ 18 %w/v  ซ่ึงยงัเป็น

การเกิดเสน้ใยร่วมกบัการเกิดอนุภาค  เสน้ใยมีขนาดไม่สมํ่าเสมอ  ท่ีความเขม้ขน้ของสารละลายตํ่าความเขม้ขน้น้ี พบวา่

จะเกิดเป็นอนุภาคขนาดค่อนขา้งใหญ่ เม่ือความเขม้ขน้เพ่ิมข้ึน การเกิดบีดของเสน้ใยมีแนวโนม้ลดลง แต่ขนาดเสน้ใยไม่

ค่อยสมํ่าเสมอนกัสงัเกตไดจ้ากท่ีมีเสน้ใยทั้งใหญ่และเลก็เกิดผสมกนั ซ่ึงอาจเกิดข้ึนเน่ืองจากการระเหยของตวัทาํละลาย

ท่ีหวัป่ันทาํใหอ้ตัราการไหลของสารละลายไม่คงท่ี  สาํหรับ PCL ท่ีมีนํ้ าหนกัโมเลกลุเป็น 80 kDA นั้นสงัเกตพบ

ปรากฏการณ์ในลกัษณะเดียวกนั คือเกิดอนุภาค เสน้ใยท่ีมีเมด็บีด  แต่จะเกิดข้ึนท่ีความเขม้ขน้สารละลายตํ่ากวา่ PCL-65 

kDa เน่ืองจากมีการเก่ียวพนักนัของสายโซ่โมเลกลุพอลิเมอร์ไดม้ากกวา่ นอกจากน้ียงัพบวา่ในบางสภาวะเสน้ใยท่ีไดจ้ะมี

ลกัษณะเรียบ มีขนาดสมํ่าเสมอ  

 สภาวะท่ีดีท่ีสุดในการเตรียมเสน้ใย PCL ในไดคลอโรมีเทน คือ ใชส้ารละลายPCL (นํ้าหนกัโมเลกลุ 80 kDa) 

ความเขม้ขน้เท่ากบั 22%w/v  ใชร้ะยะทางจากปลายเขม็ถึงฉากรับเท่ากบั 15 cm และใชศ้กัยไ์ฟฟ้า 7 kV ซ่ึงจะส่งผลใหไ้ด้

เสน้ใยท่ีมีขนาดสมํ่าเสมอปราศจากเมด็บีดโดยมีขนาดเสน้ใยประมาณ 5 ไมโครเมตร 

สรุปผลการทดลอง 

 
ตารางท่ี 2.2  ผลของความเขม้ขน้และนํ้ าหนกัโมเลกลุต่อขนาดเสน้ใยท่ีไดใ้นตวัทาํละลาย DC 

 

ความเขม้ขน้ของสารละลาย 

%w/v  

นํ้ าหนกัโมเลกลุของ PCLท่ีใชล้ะลายในไดคลอโรมีเทน 

65,000 80,000 

10 ไม่เกิดเสน้ใย ไม่เกิดเสน้ใย 

12 ไม่เกิดเสน้ใย ไม่เกิดเสน้ใย 

15 ไม่เกิดเสน้ใย เกิดเสน้ใยขนาดเลก็ ร่วมกบัอนุภาค 

18 เกิดเสน้ใยขนาดเลก็ ร่วมกบัอนุภาค 723 

20 เกิดเสน้ใยขนาดเลก็ ร่วมกบัอนุภาค 1,956 

22 เกิดเสน้ใยขนาดเลก็ ร่วมกบัอนุภาค 4,868 

25 2,134 799 

28 3,085 846 

30 2,853 1,096 

35 2,974 ไม่ไดเ้ตรียมสารละลาย 

40 2,766 ไม่ไดเ้ตรียมสารละลาย 
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 รูปท่ี 2.4   ผลของความเขม้ขน้ของสารละลายท่ีมีต่อขนาดของเส้นใย PCL ท่ีเตรียมจากสารละลาย PCL (MW 65 kDa) 

ใน DC  ใชศ้กัยไ์ฟฟ้า 7 กิโลโวลต ์ ระยะเก็บเสน้ใย 15 ซม.  

40% 

25% 

35% 30% 

28% 

15% 

22% 20% 

18% 
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รูปท่ี 2.5   ผลของความเขม้ขน้ของสารละลายท่ีมีต่อขนาดของเส้นใย PCL ท่ีเตรียมจากสารละลาย PCL (MW 80 kDa) 

ใน DC  ใชศ้กัยไ์ฟฟ้า 7 กิโลโวลต ์ ระยะเก็บเสน้ใย 15 ซม.  

 

  

20% 

28% 25% 

22% 

10% 

18% 15% 

12% 
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2.2.4 การเตรียมเส้นใย PCL โดยใช้คลอโรฟอร์ม (CH) เป็นตวัทาํละลาย 

เตรียมสารละลาย PCL(นํ้าหนกัโมเลกลุ 65 kDa)  ในตวัทาํละลายคลอโรฟอร์มใหมี้ความเขม้ขน้ 15%, 18%, 

21%, 24% และ 30%w/v ตามลาํดบัและนาํมาทาํการป่ันเสน้ใยท่ีระยะจดัเก็บเสน้ใย 20 และ 30 cm  ใหศ้กัยไ์ฟฟ้าตั้งแต่ 8 

จนถึง 25 kV ตามลาํดบั และใชห้วัป่ันเสน้ใยเป็นเขม็หวัตดัขนาด 20G ผลการทดลองพบวา่ท่ีทุกสภาวะไม่สามารถเตรียม

เป็นเสน้ใยท่ีขนาดสมํ่าเสมอและปราศจากปุ่มปมได ้นอกจากน้ียงัพบหยดสารละลายเป็นจาํนวนมากปะปนอยูก่บัเสน้ใย

ท่ีมีปุ่มปมตลอดตวัเสน้ใยไดเ้ช่นกนั  นอกจากน้ียงัประสบปัญหาการอุดตนัของหวัป่ันซ่ึงเป็นผลมาจากท่ีตวัทาํละลายมี

จุดเดือดตํ่า 

ผลของนํา้หนักโมเลกลุของ PCL และความเข้มข้นของสารละลาย  

เม่ือทาํการเตรียมสารละลาย PCL จากพอลิเมอร์ท่ีมีนํ้ าหนกัโมเลกลุเพ่ิมเป็น 80 kDa โดยใชศ้กัยไ์ฟฟ้าเท่ากบั 15 

กิโลโวลต ์และระยะจดัเก็บเสน้ใย 20 และ 30 เซนติเมตร พบวา่สามารถเตรียมเป็นเสน้ใยได ้โดยท่ีความเขม้ขน้ตํ่ากวา่จะ

เกิดทั้งอนุภาคและเสน้ใยผสมกนั  โดยมีขนาดและลกัษณะดงัแสดงในตารางท่ี 2.4 และรูป 2.6 และ 2.7 

 

ตารางท่ี 2.4  ผลของความเขม้ขน้และนํ้ าหนกัโมเลกลุต่อขนาดเสน้ใยท่ีไดจ้ากตวัทาํละลายคลอโรฟอร์ม 

 

ความเขม้ขน้ของสารละลาย 

%w/v  

ขนาดเสน้ใย PCL (nm) 

ระยะทาง 20 cm ระยะทาง 30 cm 

15 1,044 457 

18 1,581 1,013 

21 3,845 4,344 

24 1,055 3,917 

30 2,300 2,177 

 

 สภาวะการเตรียมเสน้ใย PCL ท่ีดีท่ีสุดโดยไดเ้สน้ใยท่ีมีขนาดสมํ่าเสมอและปราศจากเมด็บีดจะตอ้งใช ้PCL ท่ีมี

นํ้ าหนกัโมเลกลุเท่ากบั 80 kDa ซ่ึงทาํการป่ันเสน้ใยท่ี 3 สภาวะดงัน้ี 

สรุปผลการทดลอง 

- ใชค้วามเขม้ขน้ของ PCL เท่ากบั 30%w/v ในคลอโรฟอร์ม ระยะทางเก็บเสน้ใยเท่ากบั 20 cm และใช้

ศกัยไ์ฟฟ้า 15 kV ซ่ึงจะไดเ้สน้ใยท่ีมีขนาดประมาณ 2.3 ไมโครเมตร 

       - ใชค้วามเขม้ขน้ของ PCL เท่ากบั 21%w/v ในคลอโรฟอร์ม ระยะทางเก็บเสน้ใยเท่ากบั 30 cm 

 และใชศ้กัยไ์ฟฟ้า 15 kV ซ่ึงจะไดเ้สน้ใยท่ีมีขนาดประมาณ 4.3 ไมโครเมตร 

      -  ใชค้วามเขม้ขน้ของ PCL เท่ากบั 24%w/v ในคลอโรฟอร์ม ระยะทางจากปลายเขม็ถึงฉาก 

 รับเท่ากบั 30 cm และใชศ้กัยไ์ฟฟ้า 15 kV ซ่ึงจะไดเ้สน้ใยท่ีมีขนาดประมาณ 4 ไมโครเมตร 

 

          

   

 



15 

 

 
  

 รูปท่ี 2.6  ผลของความเขม้ขน้ของสารละลายท่ีมีต่อขนาดของเสน้ใย PCL ท่ีเตรียมจากสารละลาย PCL (MW 80 kDa) 

ในคลอโรฟอร์ม  ใชศ้กัยไ์ฟฟ้า 15 กิโลโวลต ์ ระยะเก็บเสน้ใย 20 ซม.  

 

 

    

รูปท่ี 2.7  ผลของความเขม้ขน้ของสารละลายท่ีมีต่อขนาดของเสน้ใย PCL ท่ีเตรียมจากสารละลาย PCL (MW 80 kDa) ใน

คลอโรฟอร์ม  ใชศ้กัยไ์ฟฟ้า 15 กิโลโวลต ์ ระยะเก็บเสน้ใย 30 ซม.  

 

    

  

15% 

24% 21% 

18% 

30% 

15% 

24% 

18% 

21% 30% 
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2.2.5 การเตรียมเส้นใย PCL โดยใช้ตวัทาํละลายผสมระหว่าง Dichloromethane (DC) and N,N-dimethylformamide 

(DMF)  

เม่ือนาํสารละลาย PCL ในตวัทาํละลายผสมระหวา่ง DC และ DMF ในสดัส่วน 1:1 โดยใช ้PCL ท่ีมีนํ้ าหนกั

โมเลกลุ 80 kDa  ท่ีความเขม้ขน้ 15%w/v  ป่ันเสน้ใยโดยใหศ้กัยไ์ฟฟ้าตั้งแต่ 10  15 20 และ 25 กิโลโวลต ์ตามลาํดบั ท่ี

ระยะจดัเก็บเสน้ใย 10 และ 20 cm  พบวา่เสน้ใยท่ีไดมี้ขนาดโดยรวมอยูใ่นช่วงประมาณ 150-180 นาโนเมตร ดงัแสดงใน

ตารางท่ี 2.5  โดยมีลกัษณะตามท่ีแสดงไวใ้นรูป 2.8 และ 2.9  

ผลของศักย์ไฟฟ้าและระยะจดัเกบ็เส้นใย  

ท่ีระยะจดัเก็บเสน้ใยเท่ากบั 10 เซนติเมตร พบวา่เม่ือเพ่ิมความต่างศกัยไ์ฟฟ้า ขนาดเสน้ใยมีแนวโนม้จะเพ่ิมข้ึน

เลก็นอ้ย  ในขณะท่ีเม่ือเพ่ิมระยะจดัเก็บเสน้ใยเป็น 20 เซนติเมตร พบวา่เม่ือเพ่ิมความต่างศกัยไ์ฟฟ้า ขนาดเสน้ใยมี

แนวโนม้จะลดลง  ซ่ึงน่าจะเป็นผลมาจากการเพ่ิมความแรงของสนามไฟฟ้า เม่ือทาํการป่ันเสน้ใยท่ีระยะเก็บเสน้ใย 10 

เซนติเมตร ซ่ึงการเพ่ิมศกัยไ์ฟฟ้าจะทาํใหค้วามแรงของสนามไฟฟ้าเพ่ิมข้ึนมาก เสน้ใยท่ีป่ันออกจากหวัถูกดึงไปถึงแผน่

เก็บเสน้ใยในเวลาท่ีเร็วข้ึน จึงไม่สามารถยดืตวัออกไดเ้ตม็ท่ี ทาํใหเ้สน้ใยท่ีไดมี้ขนาดเพ่ิมข้ึน  ในขณะท่ีเม่ือใชร้ะยะเก็บ

เท่ากบั 20 เซนติเมตร สนามไฟฟ้าท่ีเพ่ิมข้ึนช่วยเพ่ิมแรงผลกัระหวา่งประจุใหม้ากข้ึน ผนวกกบัมีระยะทางใหล้าํพอลิเมอร์

ไดย้ดืตวัออกอยา่งเตม็ท่ี จึงทาํใหข้นาดเสน้ใยเลก็ลง   

   

ตารางท่ี 2.5  ผลของค่าความต่างศกัยไ์ฟฟ้าท่ีใชแ้ละระยะจดัเก็บเสน้ใยต่อขนาดเสน้ใย PCL ในระบบตวัทาํละลายผสม 
DC/DMF 

 

 

Applied voltage (kV) 

ขนาดเสน้ใย PCL (nm) 

ระยะทาง 10 cm ระยะทาง 20 cm 

10 152 181 

15 150 163 

20 158 145 

25 175 162 

 

 สภาวะท่ีดีท่ีสุดในการเตรียมเสน้ใยPCLในตวัทาํละลายผสมระหวา่ง DC และ DMF ในสดัส่วน 1:1 คือ จะตอ้ง

ใช ้PCL นํ้ าหนกัโมเลกลุ 80,000 และทาํการป่ันเสน้ใยท่ีมีการใชค้วามเขม้ขน้ของPCLเท่ากบั 15%w/v ใชร้ะยะทางจาก

ปลายเขม็ถึงฉากรับเท่ากบั 20 cm และใชศ้กัยไ์ฟฟ้า 25 kV ซ่ึงจะส่งผลใหไ้ดเ้สน้ใยท่ีมีขนาดสมํ่าเสมอปราศจากปุ่มปม

โดยมีขนาดเสน้ใยเท่ากบั 162 nm 

สรุปผลการทดลอง 
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รูปท่ี 2.8   ลกัษณะของเส้นใยท่ีไดจ้ากการป่ันสารละลาย PCL (MW 80 kDa) ในตวัทาํละลายผสม DC/DMF   ระยะเก็บ

เสน้ใย 10 ซม. ท่ีศกัยไ์ฟฟ้าต่างๆ กนั 

 

                    
 

                     
 

รูปท่ี 2.9  ลกัษณะของเส้นใยท่ีไดจ้ากการป่ันสารละลาย PCL (MW 80 kDa) ในตวัทาํละลายผสม DC/DMF   ระยะเก็บ

เสน้ใย 20 ซม. ท่ีศกัยไ์ฟฟ้าต่างๆ กนั 

 

 

25 kV 20 kV 

15 kV 10 kV 

25 kV 20 kV 

15 kV 10 kV 
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2.2.6 วจิารณ์ผลของตวัแปรต่างๆ ในภาพรวมต่อการเตรียมเส้นใย PCL 

ผลของความเข้มข้นของสารละลายและนํา้หนกัโมเลกลุของพอลเิมอร์ 

โดยทัว่ไปเม่ือเม่ือนาํสารละลายความเขม้ขน้ตํ่ามาป่ันเป็นเสน้ใยดว้ยกระบวนการป่ันไฟฟ้าสถิต 

จะพบวา่ ลกัษณะของช้ินงานท่ีไดจ้ะเป็นอนุภาคขนาดต่าง ๆ (ตั้งแต่ตํ่ากวา่ 100 นาโนเมตร จนถึงระดบัไมโครเมตร 

ข้ึนกบัปัจจยัอ่ืน ๆ) เน่ืองจากท่ีความเขม้ขน้ตํ่านั้น polymer chain entanglement ยงัเกิดข้ีนนอ้ยหรือไม่มีเลย  หากแรงตึง

ผวิท่ีทาํหนา้ท่ีตา้นแรงผลกัทางไฟฟ้าจากประจุท่ีพ้ืนผวิไม่เพียงพอ (หรือลาํพอลิเมอร์ในท่ีน้ี) จะแตกตวัออกเป็นละออง

ขนาดเลก็ กระบวนการน้ีจะเรียกวา่ electrostatic atomization  

เม่ือเพ่ิมความความเขม้ขน้ของสารละลายใหสู้งข้ึนเสน้ใยท่ีไดจ้ะไดเ้ป็นเสน้ใยขนาดเลก็ท่ีมีเมด็บีดกระจายอยู่

ตามเสน้ใยในลกัษณะคลา้ยกบัสร้อยไข่มุก (bead on string morphology)  เม่ือเพ่ิมความเขม้ขน้ของสารละลายไปเร่ือย ๆ 

จะพบวา่สดัส่วนของขนาดเมด็บีดต่อขนาดเสน้ใยจะใกลเ้คียงกนัมากข้ึน รวมถึงความถ่ีท่ีเมด็บีดปรากฏ  ต่อเม่ือความ

เขม้ขน้ของสารละลายถึงจุด ๆ หน่ึง เสน้ใยท่ีไดจ้ะไม่มีเมด็บีดอีกต่อไป  เน่ืองจากเพ่ิมความเขม้ขน้ จะทาํให ้polymer 

chain entanglement เกิดมากข้ึน viscoelastic force ในลาํพอลิเมอร์เหลวท่ีถูกยดืตวัออก มีค่าสูงข้ึนและค่อย ๆ ลดอิทธิพล

ของแรงตึงผิวซ่ึงทาํใหเ้กิด capillary instability และเมด็บีดลง  จนเม่ือความเขม้ขน้สูงมากพอ แรงท่ีเก่ียวเน่ืองกบั 

viscoelastic force กบัแรงผลกัทางไฟฟ้าระหวา่งประจุบนพ้ืนผวิมีค่าสูงกวา่แรงตึงผวิมาก capillary instability จึงถูกยบัย ั้ง

โดยสมบูรณ์ จึงทาํใหเ้สน้ใยท่ีไดไ้ม่มีบีด   

ทั้งน้ีท่ีเม่ือใชส้ารละลายท่ีมีความเขม้ขน้สูง เสน้ใยทีไดอ้าจปรากฏเป็นลกัษณะเสน้ใยแบน (ribbon like 

morphology) เน่ืองจากการแขง็ตวัก่อนของเปลือกดา้นนอกท่ีแขง็ตวัก่อน มีความแขง็แรงไม่เพียงพอ เม่ือเน้ือสารดา้นใน

เสน้ใยมีการแขง็ตวัตามในภายหลงั (จากการแพร่ผา่นของตวัทาํละลายดา้นใน และมาระเหยออกไปเม่ืออยูท่ี่ผวิดา้นนอก) 

ทาํใหเ้กิดภาวะสูญญากาสภายในเสน้ใยและแรงดนัอากาศภายนอกบีบอดัจนเสน้ใยยูต่วัลงมากลายเป็นเสน้ใยแบน 

นํ้ าหนกัโมเลกลุของพอลิเมอร์ มีผลในลกัษณะเดียวกนักบัการเพ่ิมความเขม้ขน้ของสารละลายเน่ืองจากเม่ือ

นํ้ าหนกัโมเลกลุเพ่ิม จะเพ่ิมความยาวสายโซ่และ chain entanglement ไปดว้ยนัน่เอง 

 

ผลของความต่างศักย์ไฟฟ้า 

โดยทัว่ไปเม่ือเพ่ิมความต่างศกัยไ์ฟฟ้าระหวา่งหวัป่ันกบัแผน่เก็บเสน้ใย โดยรักษาระยะห่างใหค้งท่ี จะเป็นการ

เพ่ิมความแรงของสนามไฟฟ้า  ซ่ึงจะทาํใหส้ามารถเหน่ียวนาํใหมี้ปริมาณประจุท่ีพ้ืนผวิของหยดสารละลายท่ีหวัป่ันให้

มากข้ึน  อนัเป็นผลใหแ้รงผลกัทางไฟฟ้าสูงข้ึน  และจะมีผลเพิ่มการยดืตวัออกของลาํพอลิเมอร์เหลว ซ่ึงจะมีผลทาํให้

เสน้ใยท่ีไดมี้ขนาดเลก็ลง อยา่งไรก็ตามการเพ่ิมสนามไฟฟ้าก็จะมีผลทาํใหอ้ตัราการไหลออกของสารละลายท่ีจุดยอด

ของโคน (ซ่ึงเป็นจุดท่ีเสน้ใยถูกดึงหรือดนัออกมา) เพ่ิมข้ึนดว้ย  ซ่ึงหากควบคุมอตัราการไหลของพอลิเมอร์ไม่เหมาะสม  

เสน้ใยท่ีไดอ้าจจะมีขนาดใหญ่ข้ึนแทน  
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ผลของระยะห่างระหว่างหัวป่ันกบัแผ่นเกบ็เส้นใย 

การเพ่ิมระยะจดัเก็บเสน้ใย โดยทัว่ไปจะมีผลทาํใหค้วามแรงของสนามไฟฟ้าลดลงซ่ึงมีผลต่อเน่ืองไปทาํให้

ปริมาณประจุท่ีถูกเหน่ียวนาํไปยงัผวินอกสุดของหยดสารละลายลดลงดว้ย  ลาํพอลิเมอร์เหลวจึงมีการยดืตวันอ้ยลงและ

จะทาํใหเ้สน้ใยท่ีไดมี้ขนาดใหญข้ึ่น  ขณะเดียวกนัระยะจดัเก็บเสน้ใยท่ีสั้นแมว้า่จะมีสนามไฟฟ้าสูง แต่ระยะทางท่ีสั้นจะ

ทาํใหล้าํเสน้ใยยดืตวัออกไม่สมบูรณ์ อาจมีผลทาํใหไ้ดเ้สน้ใยท่ีมีขนาดใหญข้ึ่นได ้

 

ผลของชนดิของตวัทาํละลาย 

ความเขา้กนัไดข้องโมเลกลุพอลิเมอร์กบัตวัทาํละลายมีผลต่อ hydrodynamic volume และการเกิด chain 

entanglement ของโมกลุพอลิเมอร์ในสารละลาย ซ่ึงจะมีผลในลกัษณะเดียวกบัการเพ่ิมหรือลดความเขม้ขน้ของ

สารละลาย  นอกจากน้ีอตัราการระเหยของตวัทาํละลาย ความสามารถในการนาํไฟฟ้า ค่า dielectric constant ของตวัทาํ

ละลายเองก็มีผลต่อขนาดเสน้ใยดว้ย  โดยทัว่ 

  

 ทั้งน้ีในการการแยกพิจารณาผลของปัจจยัการผลิตต่าง ๆ ต่อขนาดและการเกิดเสน้ใยในกระบวนการน้ี จะตอ้ง

คาํนึงถึงวา่ปัจจยัต่าง ๆ มีความเก่ียวเน่ืองกนัไม่ทางใดก็ทางหน่ึง เช่น การเปล่ียนระยะจดัเก็บหรือความต่างศกัยไ์ฟฟ้า  จะ

มีผลต่อความแรงสนามไฟฟ้าและปริมาณประจุท่ีถูกเหน่ืยวนาํมาอยูท่ี่ผวิหนา้ของสารละลาย  ซ่ึงจะมีผลต่อแรงผลกัทาง

ไฟฟ้าท่ีทาํใหเ้สน้ใยยดืตวัออก  รวมถึงจะมีผลต่อขนาดลาํพอลิเมอร์เร่ิมตน้ท่ีหวัป่ัน  ซ่ึงจะมีผลต่อขนาดเสน้ใยท่ีไดใ้น

ตอนสุดทา้ยดว้ย เป็นตน้ 

 

สามารถหาสภาวะท่ีเหมาะสมสาํหรับการเตรียมเสน้ใย PCL ให้มีขนาดในช่วงต่าง ๆ กนัตามท่ีตอ้งการได ้โดย

การเลือกระบบตวัทาํละลาย ความเขม้ขน้ ศกัยไ์ฟฟ้าท่ีใช ้ระยะการจดัเก็บเสน้ใย รวมถึงนํ้ าหนกัโมเลกลุของพอลิเมอร์ให้

เหมาะสม อาทิ การเตรียมเส้นใย PCL ให้มีขนาดในช่วงประมาณ 0.160-0.20  1.00-1.500 2.00-2.50 หรือ 4.00-5.00 

ไมโครเมตร ซ่ึงความสามารถดงักล่าวจะช่วยให้สามารถพฒันาโครงร่างเน้ือเยื่อเทียมจาก PCL ท่ีมีโครงสร้าง สมบติั

เชิงกล อตัราการยอ่ยสลาย ตามความตอ้งการเฉพาะได ้  

สรุปผลการทดลอง 
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2.3 การทดสอบอนัตรกริิยาระหว่างเซลล์ L929 กบัแผ่นเส้นใย PCL 

2.2.1  การทดสอบความเป็นพษิเบือ้งต้น  

 เตรียมฟิลม์และเสน้ใย PCL  โดยใชส้ภาวะการเตรียมดงัน้ี 

วธีิการทดลอง 

- ฟิลม์ PCL โดยการหลอม PCL ใหล้ะลาย กดทบัและท้ิงในเยน็ตวัในอุณหภูมิหอ้ง 

- เสน้ใย PCL บนแผน่ฟิลม์ PCL ท่ีเตรียมได ้จากสารละลาย PCLในตวัทาํละลายผสมระหวา่ง DC และ DMF 

(สดัส่วน 1:1 v/v) ความเขม้ขน้ 15%w/v ใชศ้กัยไ์ฟฟ้า 25 kV ระยะทางจากปลายเขม็ถึงฉากรับ 20 ซม.  

นาํแผน่วสัดุท่ีไดใ้ส่ใน Treated tissue culture plate (tTCP) และฆ่าเช้ือดว้ยเอทานอล 70% ลา้งดว้ยนํ้า (DI 

autoclave) 3 รอบ ท้ิงไวใ้หแ้หง้ท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 24 ชัว่โมง  วางทบัดว้ยวงแหวนสเตนเลสสตีลเพ่ือกนัแผน่เสน้ใย

ลอยตวั     เติมอาหารเล้ียงเซลล ์(10% DMEH) หลุมละ 400 µl  ถ่ายเซลล ์L929 จาํนวน 100,000 เซลลต์่อหลุม  เพาะเล้ียง

ท่ีอุณหภูมิ 37°C ในบรรยากาศ 5% ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด ์  เม่ือครบ  3 6 24 และ 48 ชัว่โมงทาํการนบัจาํนวนเซลล์

ดว้ย MTT assay 

 

 รูปท่ี 2.10  แสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งเวลาและจาํนวนเซลล ์L929 ท่ีเล้ียงบนวสัดุต่าง ๆ และท่ีเวลา 3 6 24 

และ 48 ชัว่โมง จาํนวนเซลลท่ี์เกาะบนแผน่ฟิลม์ PCL และ เสน้ใย PCL (ขนาดประมาณ 160-170 นาโนเมตร) ไม่แตกต่าง

อยา่งมีนยัสาํคญั  ทั้งน้ีจาํนวนเซลลบ์นวสัดุทั้งสองมีค่าเพ่ิมข้ึนเม่ือใชเ้วลาในการเล้ียงเซลลย์าวนานข้ึน  อยา่งไรก็ตาม 

จาํนวนเซลลท่ี์เล้ียงบน tTCP มีปริมาณมากกวา่บนวสัดุทั้งสองท่ีทุกช่วงเวลาอยา่งมีนยัสาํคญั 

ผลการทดลอง 

 

 
 

รูปท่ี 2.10 ความสัมพนัธ์ระหวา่งเวลาและจาํนวนเซลล ์L929 ท่ีเล้ียงบนแผ่นฟิลม์ PCL และแผ่นเส้นใย PCL ท่ีเวลา 3 6 

24 และ 48 ชัว่โมง 

 

Uสรุปผลการทดลอง 

   แผน่เสน้ใยท่ีเตรียมไดห้รือตวัทาํละลายท่ีอาจตกคา้งอยูใ่นแผน่เสน้ใยไม่แสดงความเป็นพิษต่อเซลล ์L929  

ภายในกรอบเวลาท่ีศึกษา 
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2.3.2  การศึกษาอนัตรกริิยาระหว่างเซลล์และแผ่นเส้นใย PCL  

 เตรียมเสน้ใย PCL ขนาดเฉล่ียประมาณ 0.2, 0.5, 1.0 และ 5.0 ไมโครเมตร โดยใชส้ภาวะการเตรียมท่ีศึกษาได้

จากส่วนท่ี 1 ตดัดว้ยแม่พิมพว์งกลมขนาด 14 มิลลิเมตร วดัความหนาเพ่ือคดัเลือกใหไ้ดช้ิ้นงานท่ีมีความหนาและนํ้ าหนกั

ใกลเ้คียงกนั นาํไปฆ่าเช้ือดว้ยเอทานอล 70% ลา้งดว้ยนํ้ ากลัน่ และ สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ อยา่งละ 2 คร้ัง เก็บไวใ้น

จานเพาะเช้ือพลาสติกท่ีปลอดเช้ือ  จากนั้นท้ิงไวใ้หแ้หง้ในตู ้Laminar flow hood  นาํแผน่เสน้ใยท่ีแหง้แลว้ใส่ใน Treated 

tissue culture plate (tTCP)  วางทบัดว้ยวงแหวนสเตนเลสสตีลเพ่ือกนัแผน่เสน้ใยลอยตวั  เติมอาหารเล้ียงเช้ือ (DMEM + 

10% FBS)  ประมาณ 1 มิลลิลิตร  ตั้งท้ิงไว ้ 1 คืน จากนั้นถ่ายอาหารเล้ียงเซลลอ์อก  ทาํการถ่ายเซลล ์L929 จาํนวน 

50,000 เซลลต์่อหลุม  เพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37°C ในบรรยากาศ 5% ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด ์  เม่ือครบ 6 ชัว่โมง 1 3 และ 

7 วนั  ทาํการนบัจาํนวนเซลลด์ว้ย MTT assay และศึกษาลกัษณะของเซลลด์ว้ยกลอ้งจุลทรรศน ์ ทาํการทดลองตวัอยา่ง

อยา่งนอ้ย 4 ซํ้ า  และเปล่ียนอาหารทุก 3 วนั  โดยมี TCP เป็นชุดควบคุม  

วธีิการทดลอง 

 

ผลการทดลอง

ตารางท่ี 2.11 แสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งปริมาณเซลล ์L929 บนแผน่เสน้ใย PCL ท่ีใชท้ดสอบท่ีเวลาต่าง ๆ จากผลการ

ทดลองจะเห็น ในช่วงเร่ิมตน้ การเกาะติดของเซลลบ์นแผน่เสน้ใยขนาดต่าง ๆ รวมทั้ง TCP ท่ีเวลา  6 ชัว่โมง ไม่แตกต่าง

อยา่งมีนยัสาํคญั   เม่ือเวลาเพิ่มข้ึนเป็น  3 และ 7 วนั จะพบวา่ในภาพรวมเสน้ใยท่ีมีขนาดเลก็กวา่มีแนวโนม้จะทาํใหเ้ซลล์

เพ่ิมปริมาณไดม้ากกวา่ ซ่ึงอาจจะเป็นผลมาจากพ้ืนท่ีผวิท่ีใหเ้ซลลย์ดึเกาะของเสน้ใยขนาดเลก็มีมากกวา่เสน้ใยขนาดใหญ่ 

อยา่งไรก็ตามเม่ือเสน้ใยมีขนาดประมาณ 5 ไมโครเมตร เราพบวา่เซลลมี์การเพ่ิมจาํนวนสูงกวา่เสน้ใยขนาดอ่ืน ๆ อยา่งมี

นยัสาํคญั  โดยมีปริมาณเกือบเทียบเท่ากบัชุดควบคุม TCP ซ่ึงอาจจะเป็นผลมาจากการท่ีขนาดรูพรุนระหวา่งเสน้ใยมี

ขนาดใหญ่ ทาํใหเ้ซลลส์ามารถเคล่ือนยา้ยเขา้ไปเจริญเติบโตและเพ่ิมจาํนวนไดม้ากกวา่เสน้ใยขนาดเลก็ท่ีจาํกดัใหเ้ซลล์

เพ่ิมจาํนวนเฉพาะท่ีพ้ืนผวิดา้นบนสุดของแผน่เสน้ใยเท่านั้น  นอกจากน้ีรูพรุนท่ีใหญ่ข้ึนน้ีอาจช่วยใหเ้ซลลบ์างส่วนแทรก

ตวัเขา้ไปอยูด่า้นในของแผน่เสน้ใยในขั้นตอนการ  seed เซลลแ์ลว้  ทั้งน้ีในผูว้จิยัยงัอยูร่ะหวา่งการการศึกษาลกัษณะของ

เซลลจ์าก SEM และการกระจายตวัของเซลลใ์นแผน่เสน้ใยเพ่ิมเติมเพ่ือใหผ้ลงานมีความสมบูรณ์เพียงพอ 

  

 

รูปท่ี 2.11   แสดงปริมาณเซลล ์L929 บนแผน่เสน้ใย PCL ทั้งส่ีขนาดท่ีเวลาต่างๆ  

เสน้ใย PCL มีความเหมาะสมสาํหรับในไปพฒันาเป็นโครงร่างเทียมในงานวศิวกรรมเน้ือเยือ่  ผลการศึกษา

เบ้ืองตน้บ่งช้ีวา่ขนาดเสน้ใยมีผลต่อการเกาะติดและการเพ่ิมจาํนวนของเซลล ์

สรุปผลการทดลอง  
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2.4 การศึกษาการเตรียมเส้นใยเจลาตนิสําหรับใช้ในทางการแพทย์ 

     เตรียมสารละลายเจลาติน ชนิด A (MW 100 kDa) และชนิด B (MW 100 kDa) ละลายในกรดฟอร์มิก (98%, Carlo 

Erba reagent) ท่ีความเขม้ขน้ตั้งแต่  2.5 ถึง 60 %w/v จากนั้นนาํสารละลายเจลาติน ท่ีเตรียมไดใ้ส่ในกระบอกเขม็ฉีดยา

ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ใชเ้ขม็ปลายตดัเบอร์ 23 ต่อกบัขั้วศกัยไ์ฟฟ้าแรงสูง จากเคร่ืองกาํเนิดศกัยไ์ฟฟ้าแรงสูง (Gamma 

High Voltage Model : ES30P – 5W, USA) โดยใหป้ลายเขม็ห่างจากอุปกรณ์รับเสน้ใยท่ีหมุนได ้20 เซนติเมตร  นาํเสน้

ใยท่ีไดไ้ปศึกษาสณัฐานวทิยาดว้ย SEM 

ในการศึกษาผลของความต่างศกัยไ์ฟฟ้าต่อขนาดเส้นใยจะทาํโดยการป่ันสารละลายเจลาตินความเขม้ขน้ 15 

และ 25 %w/v ท่ีศกัยไ์ฟฟ้า 10, 15, 20 และ 25 กิโลโวลต ์

ในการศึกษาผลของความความเขม้ขน้ของสารละลายต่อขนาดเสน้ใยจะทาํโดยการป่ันสารละลายเจลาตินความ

เขม้ขน้ 15 และ 25 %w/v ท่ีศกัยไ์ฟฟ้า 10, 15, 20 และ 25 กิโลโวลต ์

 

Uผลการทดลอง 

1. ผลของความต่างศักย์ไฟฟ้าต่อขนาดเส้นใย 

      รูปท่ี 2.12 แสดงขนาดของเส้นใยเจลาตินชนิด A และ B ท่ีไดจ้ากการป่ันสารละลายเจลาตินความเขม้ขน้ 25 

%w/v ท่ีศกัยไ์ฟฟ้า 10, 15, 20 และ 25 กิโลโวลต ์ เส้นใยท่ีไดมี้ลกัษณะผิวเรียบ ไม่มีเม็ดบีด มีความสมํ่าเสมอค่อนขา้งดี 

โดยเสน้ใยเจลาตินชนิด A มีขนาดประมาณ 190-300 นาโนเมตร และเสน้ใยเจลาตินชนิด B มีขนาดประมาณ 130-190 นา

โนเมตร  ผลการทดลองน้ีแมจ้ะบ่งช้ีวา่ศกัยไ์ฟฟ้าท่ีใชไ้ม่มีผลท่ีชดัเจนต่อขนาดเส้นใยท่ีได ้อยา่งไรก็ตามขนาดเส้นใยท่ี

เตรียมท่ีความต่างศกัยไ์ฟฟ้าในช่วง 15-20 กิโลโวลตมี์ขนาดเลก็กวา่ช่วงความต่างศกัยอ่ื์น  จึงเลือกใชค้วามต่างศกัยไ์ฟฟ้า

ท่ี 20 กิโลโวลต ์สาํหรับการทดลองการเปล่ียนแปลงความเขม้ขน้ของสารละลายเจลาติน ต่อไป 

 

2. ผลของความเข้มข้นของสารละลายเจลาตนิต่อขนาดและลกัษณะเส้นใยทีไ่ด้ 

เม่ือทาํการป่ันเส้นใยจากสารละลายเจลาตินชนิด A และ B ความเขม้ขน้ตั้งแต่ 2.5 - 70 %w/v โดยใชค้วามต่าง

ศกัยไ์ฟฟ้าเท่ากบั 20 กิโลโวลต ์พบวา่เสน้ใยและวสัดุท่ีไดมี้ลกัษณะและขนาดดงัแสดงไวใ้นตารางท่ี 2.6  รูปท่ี 2.13 และ

รูปท่ี 2.14 

ผลการศึกษาพบวา่สาํหรับสารละลายเจลาตินชนิด A  การป่ันเส้นใยจากสารละลายความเขม้ขน้ 2.5-5% จะไม่

พบเส้นใย แต่ปรากฏ sub microparticles กระจายอยูท่ัว่ไป เน่ืองจากท่ีความเขม้ขน้ช่วงดงักล่าวการเก่ียวพนัของสายโซ่

พอลิเมอร์ยงัมีไม่เพียงพอท่ีจะยดึลาํพอลิเมอร์ไวใ้หเ้ป็นเสน้ภายใตก้ารดึงยดืจากแรงผลกัทางประจุไฟฟ้า เป็นผลทาํใหเ้กิด

เป็นหยดสารละลายออกมา เมื่อเพ่ิมความเขม้ขน้เป็น 7.5 - 15% พบวา่ มีเส้นใยผสมเม็ดบีดเกิดข้ึน โดยเส้นใยท่ีเช่ือมต่อ

ระหวา่งเมด็บีด จะมีขนาดเล็กมาก เน่ืองจากในช่วงความเขม้ขน้ดงักล่าวการเก่ียวพนัของสายโซ่พอลิเมอร์มีเพ่ิมมากข้ึน

จนเพียงพอท่ีจะยดึลาํพอลิเมอร์เหลวไวด้ว้ยกนัแต่ยงัไม่มากพอท่ีจะยบัย ั้งการเกิด Capillary instability บนลาํเสน้ใย ซ่ึงทาํ

ใหเ้กิดการยดืตวัออกเป็นช่วง  เม่ือเพ่ิมความเขม้ขน้มากข้ึน จนถึง 50% จะไดเ้สน้ใยท่ีมีลกัษณะเรียบเป็นสายยาวต่อเน่ือง 

ท่ีไม่มีเมด็บีด เน่ืองจากความหนืดของสารละลายเจลาตินอยูใ่นช่วงท่ีเหมาะสม โดยขนาดเส้นใยมีแนวโนม้เพิ่มข้ึนตาม

ความเขม้ขน้  เมื่อเพ่ิมความเขม้ขน้จนถึง 60-70% เส้นใยที่ไดจ้ะมีลกัษณะแบน คลา้ยริบบ้ินอย่างชดัเจน ซ่ึงอาจเกิด 

เน่ืองจากการระเหยออกอยา่งรวดเร็วของตวัทาํละลายในขณะท่ีเกิดการยืดเป็นเส้นใยก่อนจะถึงท่ีเก็บเส้นใย   นอกจากน้ี

เราพบว่า ผลของความเขม้ขน้ของสารละลายต่อขนาดและลกัษณะเส้นใยที่เตรียมไดข้องเจลาตินชนิด B เป็นไปใน
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ลกัษณะเดียวกนักลัป์เจลาตินชนิด A ท่ีไดว้ิจารณ์ไปแลว้  โดยช่วงความเขม้ขน้ท่ีเกิดเส้นใยลกัษณะต่าง ๆ อาจแตกต่าง

จากเจลาตินชนิด A บา้ง 
วธีิการทดลอง จากผลการทดลองจะเห็นไดช้ดัวา่ขนาดของเสน้ใยจะเพ่ิมข้ึนตามการเพ่ิมความเขม้ขน้ของสารละลาย โดยเส้น

ใยท่ีสามารถผลิตไดใ้นช่วงความเขม้ขน้สารละลายเจลาตินประมาณ 20% - 50% มีขนาดเส้นใยประมาณ 150 นาโนเมตร 

ถึง ประมาณ 1,000 นาโนเมตร 

 
 Type A gelatin Type B gelatin 

10 kV 

 

15 kV 

 

 

20 kV 

 

 

25 kV 

 

 

รูปท่ี 2.12  ผลของความต่างศกัยไ์ฟฟ้าท่ีให้ต่อขนาดของเส้นใยท่ีไดจ้ากการป่ันสารละลายเจลาติน A และ B ท่ีความ

เขม้ขน้ 25 %w/v  

 

ตารางท่ี 2.6  สรุปผลของความเขม้ขน้ของสารละลายต่อลกัษณะและขนาดของเสน้ใยเจลาตินชนิด A และ B ท่ีป่ันท่ีความ

ต่างศกัย ์20 กิโลโวลต ์

  

(b)) (a) 

(c) (d) 

(e) (f) 

(g) (h) 
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Concentration 

(%w/v) 

Morphology of 

Obtained Structure 

Size (nm) 

Particle/Bead on Fiber Fiber 

Average SD Average SD 

Gelatin Type A 

2.5 Particle 667 309 - - 

5.0 Particle 435 243 - - 

7.5 Bead on string 675 205 52 10 

10.0 Bead on string 670 263 98 24 

12.5 Bead on string 737 157 132 33 

15.0 Bead on string 1,370 773 75 24 

20.0 Fiber - - 124 29 

25.0 Fiber - - 143 49 

30.0 Fiber - - 252 107 

40.0 Fiber - - 593 109 

50.0 Fiber - - 898 244 

60.0 Fiber (ribbon) - - 1,507 303 

70.0 Fiber (ribbon) - - 1,954 494 

Gelatin Type B 

5.0 Particle 431 202 - - 

7.5 Particle 2,525 608 - - 

10.0 Bead on string 561 292 73 24 

12.5 Bead on string 1,218 592 100 23 

15.0 Bead on string 1,180 754 117 27 

20.0 Fiber - - 149 21 

25.0 Fiber - - 128 24 

30.0 Fiber - - 226 58 

40.0 Fiber - - 616 134 

50.0 Fiber (ribbon) - - 997 187 

60.0 Fiber (ribbon) - - 4,373 622 
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        Type A gelatin fibers 

 

            

 

            

           Type B gelatin fibers 

 

 

            

 

            

รูปท่ี 2.13 ผลของความเขม้ขน้สารละลายต่อลกัษณะและขนาดของเสน้ใยเจลาตินชนิด A และ B ท่ีป่ันท่ีความต่างศกัย ์

20 กิโลโวลต ์(a) 5%, (b) 10%, (c) 15%, (d) 20%, (e) 40% และ (e) 60% 
 

(d) (e) (f) 

(d) (e) (f) 

(a) (b) (c) 

(a) (b) (c) 
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รูปท่ี 2.14 ผลของความเขม้ขน้สารละลายต่อความหนืด  ลกัษณะและขนาดของเสน้ใยเจลาตินชนิด A ท่ีป่ันท่ีความต่าง

ศกัย ์20 กิโลโวลต ์

 

 

        จากการศึกษาเตรียมเส้นใยเจลาตินชนิด A และ B ในตวัละลายกรดฟอร์มิกดว้ยกระบวนการป่ันไฟฟ้าสถิต 

พบวา่ ภายใตส้ภาวะการทดลองท่ีใชก้ารเปล่ียนแปลงความต่างศกัยไ์ฟฟ้า จะพบวา่ไม่มีผลอยา่งชดัเจนต่อขนาดของ

เสน้ใย และเม่ือทาํการศึกษาการเปล่ียนแปลงความเขม้ขน้ พบวา่ ท่ีความเขม้ขน้ตํ่ากวา่ 5% มีอนุภาคระดบัซบัไมครอน

เกิดข้ึน เมื่อความเขม้ขน้สูงกว่า 5% จนถึง 15% จะเกิดเส้นใยที่มีขนาดเล็ก เชื่อมต่อระหว่างเม็ดบีด และเมื่อความ

เขม้ขน้สูงเกินกวา่ 15% เกิดเสน้ใยระดบันาโนท่ีไม่มีเม็ดบีด และขนาดของเส้นใยจะเพิ่มมากข้ึนตามความเขม้ขน้ของ

สารละลายท่ีเพ่ิมข้ึน และในความเขม้ขน้ท่ีสูงถึง 60% (สาํหรับเจลาตินชนิด A) และ 50% (สาํหรับเจลาตินชนิด B) เสน้

ใยท่ีเกิดข้ึนจะมีลกัษณะเป็นเสน้แบน คลา้ยริบบ้ิน   ทั้งน้ีขนาดเสน้ใยแบบไม่มีบีดท่ีเตรียมไดอ้ยูใ่นช่วงประมาณ  150-

1,000 นาโนเมตร ทั้งน้ีขนาดของอนุภาคและเสน้ใยมีแนวโนม้เพ่ิมข้ึนตามการเพ่ิมของความเขม้ขน้ขอ้งสารละลาย   

สรุปผลการทดลอง 

ผลจากการศึกษาน้ีจะเป็นขอ้มูลพ้ืนฐานที่สําคญัในการเตรียมเส้นใยเจลาติน เพื่อการประยุกต์ใชใ้นทาง

การแพทยแ์ละวศิวกรรมเน้ือเยือ่ในอนาคต 

 

(หมายเหตุ

  

  ผูว้ิจยัและคณะไดท้าํการศึกษาถึงการเช่ือมขวางเส้นใยที่ไดด้ว้ยเทคนิคต่าง ๆ เพ่ิมเติม และไดร้วบรวม

เน้ือหาทั้งสองส่วนเขา้ดว้ยกนัเพ่ือตีพิมพบ์ทความตามเอกสารแนบท่ี 1) 
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บทที่ 3  

บทสรุป 

 

ผลการศึกษาในส่วนงานต่าง ๆ ทั้งสามส่วน สามารถสรุปไดด้งัน้ี 
 

1. สามารถหาสภาวะท่ีเหมาะสมสาํหรับการเตรียมเส้นใย PCL ให้มีขนาดในช่วงต่าง ๆ กนัตามท่ีตอ้งการได ้โดย

การเลือกระบบตวัทาํละลาย ความเขม้ขน้ ศกัยไ์ฟฟ้าท่ีใช ้ระยะการจดัเก็บเสน้ใย รวมถึงนํ้ าหนกัโมเลกลุของพอลิ

เมอร์ใหเ้หมาะสม อาทิ การเตรียมเส้นใย PCL ให้มีขนาดในช่วงต่างกนัตั้งแต่ประมาณ 0.160-0.20  1.00-1.500 

2.00-2.50 หรือ 4.50-5.00 ไมโครเมตร ซ่ึงความสามารถดงักล่าวจะช่วยให้สามารถพฒันาโครงร่างเน้ือเยื่อเทียม

จาก PCL ท่ีมีโครงสร้าง สมบติัเชิงกล อตัราการยอ่ยสลาย ตามความตอ้งการเฉพาะได ้  

2.  ผลการศึกษาการความเป็นพิษเบ้ืองตน้และการเกาะติดของเซลลท์ดสอบพบวา่เส้นใยท่ีเตรียมไดไ้ม่เป็นพิษต่อ

เซลลท์ดสอบ โดยขนาดเสน้ใยมีผลต่อการเกาะติดและการกระจายตวัของเซลลใ์นช้ินงาน   

3. ความเขม้ขน้ของสารละลายมีผลต่อขนาดและลกัษณะของเส้นใยเจลาตินชนิด A และ B ท่ีไดม้าก ภายใจปัจจยั

การผลิตท่ีเหมาะสม เราสามารถเตรียมไดต้ั้งแต่อนุภาคขนาดซบัไมครอน และเส้นใยขนาดตั้งแต่ในช่วง 0.15 –

มากกว่า 4.0 ไมโครเมตรได ้ ซ่ึงเส้นใยเจลาตินน้ีจะมีประโยชน์ต่อการพฒันาโครงร่างเน้ือเยื่อเทียมและการ

ประยกุตใ์ชใ้นทางการแพทยอ่ื์นไดต้่อไป  
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a b s t r a c t

This work has investigated the factors influencing the production of electrospun gelatin fibers including
electrical potential and concentration of gelatin solution. Electrospun gelatin fibers were prepared from
both type A and B gelatin solutions at the concentration of 2.5–60% w/v and 10–25 kV. Concentration of
gelatin solution at 20–40% w/v was found to be the optimized range to produce the gelatin fibers with
smooth surface throughout the fiber length. The electrical potential did not exhibit a dominant effect on
the gelatin fibers obtained. Further study of the different crosslinking techniques for the gelatin fiber mats
showed the various effects on the crosslinking degrees and fiber structure. Physical crosslinking such as
dehydrothermal treatment, plasma treatment and their combination resulted in low crosslinking extent
of gelatin fiber mats due to the crosslinking occurring only at the surface of the material. Combination
hysical crosslinking
hemical crosslinking

of dehydrothermal and chemical crosslinking using 1-ethyl-3-(3-dimethylamino propyl) carbodiimide
hydrochloride (EDC) or glutaraldehyde (GA) indicated higher crosslinking degree since both the surface
and the bulk of the material were crosslinked. Spraying/immersion in EDC solution, a modified technique,
resulted in swollen fibers while interconnected pores remained. Merged fibers were obtained from the
crosslinking by GA vapor. We concluded that crosslinking is one of the key methods to control structure
and degradation of the gelatin fiber mats. Various structures of gelatin fiber mats are expected to be

icatio
useful for numerous appl

. Introduction

Electrospun fiber mat has emerged as a useful platform for
arious advanced application developments in many fields espe-
ially in biomedical application, for example as a media for
rug delivery system, smart wound dressing material, and arti-
cial scaffold for tissue engineering [1–4]. During the past few
ears, numerous biopolymers, more specifically, synthetic poly-
ers such as poly(lactide), poly(glycolic acid), poly(caprolactone),

nd poly(ethylene glycol), naturally derived biopolymers such

s collagen, silk fibroin, alginate, gelatin and chitin and a
lend of various biocompatible polymer pairs, have been under
xtensive investigation for their processing characteristics and
he influence of the obtained fibrous media on cellular activ-
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ities of several cell linage [5–8]. Results indicated promising
use of electrospun fiber mat as an artificial scaffold for tissue
engineering and controlled release applications [9]. Despite its
advantages and potential, the electrospun fiber of some biopoly-
mers still is constrained by fast degradation, total dissolution,
or mediocre mechanical properties. Thus, further treatment to
improve these drawbacks such as crosslinking is required. The
treatment can improve not only the water-resistant ability but
also the thermo-mechanical performance of the treated nanofiber,
leading to an enhanced mechanical strength. Crosslinking can be
performed via several methods including physical crosslinking
such as dehydrothermal treatment (DHT), plasma treatment and
ultraviolet (UV) treatment, and chemical crosslinking by some
crosslinking agents such as glutaraldehyde (GA) and 1-ethyl-
3-(3-dimethylamino propyl) carbodiimide hydrochloride (EDC).

Generally, physical treatment results in a low crosslinking degree
because the reaction occurs only at the surface of the materi-
als. Chemical treatment provides a higher extent of crosslinking
but sometimes changes the material structure [10]. Selection
of suitable crosslinking technique for the electrospun nanofiber
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Table 1
Groups of gelatin fiber mats treated with various physical and chemical crosslinking techniques.

Group Crosslinking technique Name

1 Dehydrothermal DHT
2 Pulsed inductively coupled plasma (PICP) PLAS
3 Dehydrothermal followed by PICP technique DHT/PLAS
4 Dehydrothermal followed by immersion in EDC/NHS in water DHT/EDCw
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5 Dehydrothermal followed by immersion in EDC
6 Dehydrothermal followed by spraying and imm
7 Dehydrothermal followed by spraying and imm
8 Dehydrothermal followed by incubation in vap

ats is then necessary in order to reach the aim of a particular
pplication.

In this study, gelatin, a protein derived from partial hydroly-
is of collagen, was chosen to prepare the electrospun fiber mat
ecause of its wealth of merits such as biological origin, biocom-
atibility, bioresorbability, non-immunogenicity, biodegradability
nd commercial availability. Generally, gelatin is divided, based on
he production process, into 2 types: A and B. Type A gelatin is
roduced from an acid process while type B gelatin is obtained
rom an alkaline process. Different processes lead to differences
n the isoelectric point (pI) and the pH of gelatin. Because gelatin is

ater soluble and mechanically weak, its electrospun mat must be
rosslinked, especially for use in biomedical implants. The tech-
iques widely used to crosslink gelatin are DHT, GA and EDC
11–13]. Electrospun gelatin fiber mats were reported to be suc-
essively crosslinked by GA vapor and could be used as carriers for
rug delivery [14,15].

This work aimed to study the influences of various crosslinking
echniques on the degradation rate of electrospun type A and type

gelatin fiber mats. The crosslinking techniques included phys-
cal methods, i.e. DHT, plasma, and combined methods of DHT
nd chemicals such as EDC and GA. The electrical potential and
he concentration of gelatin solution which are factors influencing
he structure of electrospun type A and B gelatin fibers were also
nvestigated.

. Experimental procedures

.1. Materials

Type A (pI 9) and type B (pI 5) gelatin were purchased from Nitta
elatin Inc. (Osaka, Japan). Glutaraldehyde solution was procured

rom Ajax Finechem (New Zealand). N-hydroxysuccinimide (NHS)
nd 1-ethyl-3-(3-dimethylamino propyl) carbodiimide hydrochlo-
ide (EDC) were obtained from Nacalai tesque (Kyoto, Japan). All
eagents used were analytical grade.

.2. Electrospinning

The gelatin solution was prepared by dissolving gelatin in formic
cid at various concentrations (2.5–60% w/v for type A gelatin
nd 5–60% w/v for type B gelatin). For electrospinning, the gelatin
olution in a 10 ml-syringe was delivered into a blunted medical
eedle spinneret (ID 0.6 mm). A polarity reversible high voltage
ower supply was used to charge the spinning dope of gelatin
y directly clamping one electrode to the metal needle spinneret,
nd another to an aluminum foil wrapped on a roller. The dis-

ance between the needle tip and the aluminum foil was set at
0 cm. An electric potential was controlled between 10 and 25 kV.
he gelatin fiber mats obtained after 24 h of electrospinning were
ir-dried and then transferred to a desiccator prior to further
nvestigations.
in absolute ethanol DHT/EDCe
n in EDC/NHS in water DHT/sEDCw
n in EDC/NHS in absolute ethanol DHT/sEDCe
lutaraldehyde (GA) DHT/vGA

2.3. Viscosity and conductivity of gelatin solutions

The viscosities and conductivities of the gelatin solutions in
formic acid at various concentrations were measured by a viscome-
ter (DV-II+, Brookfield, USA) and an electric conductivity meter
(LC116, Mettler, Toledo, USA), respectively.

2.4. Morphological observation

The shape and size of the electrospun gelatin fibers were
examined under a scanning electron microscope (SEM, Phillip
Model, Japan) with an accelerating voltage of 10–20 kV. The aver-
age diameter (±SD) was randomly estimated from 100 fibers.
All of the samples were sputter-coated with gold prior to SEM
observation.

2.5. Crosslinking of gelatin fiber mats

Both type A and B gelatin fiber mats were cut into sizes of
5 cm × 5 cm and divided into 8 groups for various crosslinking
methods using the physical and chemical treatments summarized
in Table 1. In brief, the first three groups were crosslinked via
physical techniques while the combination of physical and chem-
ical treatments was applied to the other five groups. Group #1
was crosslinked by dehydrothermal treatment at 140 ◦C for 48 h
(DHT). The gelatin fiber mats in group #2 were crosslinked by
pulsed inductively coupled plasma (PICP) treatment under argon
gas (Ar) at a pressure of 5 Pa and for 1 pulse (PLAS). The details
of PICP treatment were reported elsewhere [16,17]. Group #3 was
the DHT treated gelatin fiber mats that were further crosslinked
via PICP technique at the same conditions described for group
#2 (DHT/PLAS). Groups #4 and #5 were the DHT treated gelatin
fiber mats (group #1) that were further crosslinked by immersion
into 14 mM EDC/5.5 mM NHS for 2 h in water (DHT/EDCw) and in
absolute ethanol (DHT/EDCe), respectively. Group #6 was treated
similar to group #4 except that the fiber mat was sprayed with
14 mM EDC/5.5 mM NHS in water and left to dry for 5 cycles before
immersion in the same EDC solution for 2 h (DHT/sEDCw) [10].
Group #7 was treated by the same method as for group #6 but
the EDC/NHS in absolute ethanol was used instead of DHT/sEDCw.
After EDC crosslinking, all gelatin fiber mats were washed in phos-
phate buffered saline (PBS) and deionized water to eliminate the
excess of carbodiimide groups. The last group (#8) was the DHT
treated gelatin fiber mat that was further incubated in the vapor of
GA (0.06% in 75/25 of Acetone/HCl) under dark vacuum at 4 ◦C for
48 h (DHT/vGA). The GA crosslinked fiber mats were washed with
0.1 M glycine for 1.5 h, followed by deionized water to eliminate
the aldehyde residual.
2.6. Determination of crosslinking degree

The determination of crosslinking degree was carried out using
a modified TNBS (2,4,6-trinitrobenzene sulphonic acid) method
described by Nagai et al. [18]. The concept of this method was to
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Table 2
Summary of electrical conductivity and viscosity of type A and B gelatin solution at various concentrations; and morphological appearance and size of the obtained structure
electrospun from these solutions at 20 kV applied electrical potential.

Concentration (%w/v) Electrical conductivity (×103 S) Viscosity (cP) Morphology of obtained structure Size (nm)

Particle/Bead on fiber Fiber

Average SD Average SD

Type A gelatin
2.5 1.67 13 Particle 667 309 – –
5.0 2.05 23 Particle 435 243 – –
7.5 2.54 54 Bead on string 675 205 52 10

10.0 3.00 70 Bead on string 670 263 98 24
12.5 3.45 93 Bead on string 737 157 132 33
15.0 3.36 238 Bead on string 1370 773 75 24
20.0 4.10 384 Fiber – – 124 29
25.0 4.58 643 Fiber – – 143 49
30.0 4.67 1,338 Fiber – – 252 107
40.0 4.74 4,131 Fiber – – 593 109
50.0 5.25 10,303 Fiber (ribbon) – – 898 244
60.0 7.31 13,017 Fiber (ribbon) – – 1507 303

Type B gelatin
5.0 2.31 22 Particle 431 202 – –
7.5 2.91 40 Particle 2525 608 – –

10.0 3.41 68 Bead on string 561 292 73 24
12.5 3.85 118 Bead on string 1218 592 100 23
15.0 4.20 173 Bead on string 1180 754 117 27
20.0 4.74 329 Fiber – – 149 21
25.0 5.00 599 Fiber – – 128 24
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30.0 5.14 913
40.0 5.55 2,042
50.0 6.15 8,908
60.0 7.5 27,504

uantify the free amide ends of gelatin (which indicate uncrosslink-
ng groups) by their reactions with 2,4,6-trinitrobenzene sulphonic
cid (TNBS). Briefly, 5 mg of gelatin sample was weighed into a test
ube. 1 ml of 0.5% w/v TNBS solution and 1 ml of 4% w/v sodium
ydrogen carbonate (NaHCO3, pH 8.5) were added. It was then
eated at 40 ◦C for 2 h. The solution was further treated with 2 ml of
N HCl at 60 ◦C for 1.5 h. The absorbance of the solutions was deter-
ined at 415 nm after suitable dilution spectrophotometrically.

he degree of crosslinking was then calculated using the following
quation and the values were expressed as the mean ± standard
eviation (n = 3).

rosslinking degree (%) =
(

1 − Ac

An

)
× 100

here Ac and An represent the absorbance of the crosslinked and
on-crosslinked gelatin solutions, respectively.

.7. Degradation tests

The gelatin fiber mats were degraded in PBS containing
.02 units/ml of Type I collagenase (1 mg = 2.69 units, Sigma, St.
ouis, MO) at 37 ◦C [19]. At 15, 30, 45, 60, 90, 120, 180 and 210 min
fter degradation, the remaining gelatin fiber mats were collected
y centrifugation and dried in an oven at 60 ◦C. The dried mats
ere weighed and calculated for the weight loss using the following

quation:

eight loss (%) = Wi − Wt

Wi
× 100

here Wi and Wt represent the weight of the gelatin fiber mats
efore and after crosslinking, respectively (n = 4).
.8. Statistical analysis

All statistical calculations were performed using MINITAB
Statistical software, version 13.2, PA, USA). The differences of
ber – – 226 58
ber – – 616 134
ber (ribbon) – – 997 187
ber (ribbon) – – 4373 622

the data analyzed using 2 sample t-test were considered at
p < 0.05.

3. Results and discussion

3.1. Electrospinning of gelatin solution

3.1.1. Effect of electric field
Viscosities and conductivities of type A and B gelatin solutions at

various concentrations along with morphological appearance and
size of structures obtained from electrospinning these solutions at
20 kV applied potential were examined and summarized in Table 2.
The viscosities of both gelatin solutions were gradually increased
(from around 10 cP to about 600 cP) at low to medium solution
concentrations (2.5–25%, w/v) before rising up rapidly at higher
concentrations (around 27,000 cP at 60% w/v solution concentra-
tion). The conductivities of both gelatin solutions, on the other
hand, rose up gradually from around 1.6 mS to around 7.5 mS as
the solution concentration increased. Fig. 1 shows the structure of
the electrospun type A and B gelatin fibers prepared from 25% w/v
solution at various electrical potentials from 10 to 25 kV. Spinning
of both types of gelatin solutions at all voltage resulted in smooth
fibers without any beads. The diameter of type A gelatin fibers was
approximately 190–300 nm while that of type B gelatin fibers was
127–187 nm. However, the electrical potential seemed not to affect
the smoothness of gelatin fibers. This observation agrees with the
work of Ki et al. in which it was reported that the gelatin nanofibers
in the mean size of 76–95 nm prepared by controlling the electric
field between 0.75 and 2.5 kV/cm [7].

3.1.2. Effect of solution concentration

Viscoelastic property of polymeric fluid is arguably the most

important material parameter needed to be considered in the elec-
trospinning process operation. The viscoelastic force within the
polymer charged jet is the key force acting against the Coulombic
repulsion which is the main force causing elongation of the jet after
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Fig. 1. SEM photographs of electrospun type A and B gelatin fibers prepared from 25% w/v solution at various electrical potentials from 10 to 25 kV (a) type A gelatin at 10 kV,
( type A
B
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b) type B gelatin at 10 kV, (c) type A gelatin at 15 kV, (d) type B gelatin at 15 kV, (e)
gelatin at 25 kV (scale bar = 10 �m).

mission from the Taylor cone apex. While it is impractical to mea-
ure the necessary viscoelastic property of the polymer solution
uring the operation as it continually changes due to the solvent
vaporation, a simple measurement of solution viscosity could pro-
ide a good indication of spinnability, size and morphology of the
tructure obtained being fiber or particle. Numerous studies have
hown the effect of the solution viscosity on the size of the fiber
btained. In general, the greater the viscosity is, the larger the fiber
ize will be.

In this study, the effect of gelatin concentration on size and mor-
hology of fiber electrospun at 20 kV applied potential was investi-
ated. The results were summarized in Table 2 and Fig. 2 elucidates
he relationship between solution viscosity and size of the struc-
ures produced. Based on the morphology of the structure obtained,
he process is classified into 4 regimes, i.e. (I) microparticles, (II)
article/bead on fiber, (III) fiber, and (IV) ribbon fiber formation.
In regime I, where the solution concentration was 5% w/v or less,
nly microparticles and sub-microparticles were found for both
ypes of gelatin solution, as shown in Fig. 2(a). The solution vis-
osities were also very low which suggested that an entanglement
etween gelatin molecules at these concentrations was not suffi-
gelatin at 20 kV, (f) type B gelatin at 20 kV, (g) type A gelatin at 25 kV and (h) type

cient to prevent a break up of the charged jet into small droplets
via Rayleigh’s instability [20].

In regime II, when the range of concentration was approxi-
mately 7.5–15% w/v, the combination of beads and fibers was
noticed as seen in Fig. 2(b) and (c). As the viscosity of the solu-
tion rose, the molecular entanglement of the gelatin chains was
also increased to a high enough level to prevent a complete break
up of the charged jet, but not high enough to suppress capillary
instability to occur, resulting in the formation of bead on the string
morphology.

In regime III, where the concentration of both type A and type B
gelatin solution was increased to 20–40% w/v, long smooth fibers
without beads were obtained as shown in Fig. 2(d) and (e). The
viscoelastic force from the entanglement became dominant, and
suppressed the capillary instability occurrence resulting in a for-
mation of smooth fiber. The size of the fibers also depended on the

concentration, the higher solution concentration produced fibers
with larger diameters. The solution concentration in this range
should be the most appropriate concentration of gelatin solution for
the production of electrospun gelatin fiber at the electrical potential
of 20 kV.



J. Ratanavaraporn et al. / International Journal of Biological Macromolecules 47 (2010) 431–438 435

F arious
e

r
A
t

F
D

ig. 2. SEM photographs of electrospun type A and B gelatin fibers prepared from v
lectrical potential of 20 kV (scale bar = 10 �m).
In regime IV, with the polymer concentration above 40% w/v,
ibbon-like fibers of both type A and type B gelatin were generated.
s described by Koombhongse et al. [21], this observation might be

he result of the rapid evaporation of formic acid from the fibers

ig. 3. Crosslinking degrees of electrospun type A and B gelatin fiber mats after cross
HT/sEDCw, DHT/sEDCe and DHT/vGA (*presented significant difference relative to DHT
solution concentrations (a) 5%, (b) 10%, (c) 15%, (d) 20%, (e) 40% and (f) 60% w/v at
before reaching the counter electrode. The surface of those fibers
was then solidified and the hollow fibers were obtained instead. The
resulting hollow fibers were collapsed, resulting in the ribbon-like
fibers.

linking with different techniques: DHT, PLAS, DHT/PLAS, DHT/EDCw, DHT/EDCe,
#1 within same gelatin type at p < 0.05).



436 J. Ratanavaraporn et al. / International Journal of Biological Macromolecules 47 (2010) 431–438

F osslin
( le bar

c
w
i
m
c
o
i
2

F
(

ig. 4. SEM photographs of electrospun type A gelatin fiber mats before and after cr
e) DHT/EDCw, (f) DHT/EDCe, (g) DHT/sEDCw, (h) DHT/sEDCe and (i) DHT/vGA (sca

From the study above on electrical potential and gelatin con-
entration, the electrospun gelatin fibers from 40% w/v at 20 kV
ere selected for further investigation on the effects of crosslink-

ng methods. As-spun gelatin fibers dissolved quickly in aqueous

edia, which limited its potential utilization in biomedical appli-

ations. Further investigation on the effect of crosslinking methods
n degradation time of gelatin electrospun fiber mat were stud-
ed using the mat electrospun from 40% w/v gelatin solution at
0 kV.

ig. 5. SEM photographs of electrospun type B gelatin fiber mats before and after crosslin
e) DHT/EDCw, (f) DHT/EDCe, (g) DHT/sEDCw, (h) DHT/sEDCe and (i) DHT/vGA (scale bar
king with different techniques (a) non-crosslinked, (b) DHT, (c) PLAS, (d) DHT/PLAS,
= 10 �m).

3.2. Crosslinking of electrospun fiber

3.2.1. Effect of crosslinking methods on degree of crosslinking
In this study, physical treatments (DHT and plasma) and chemi-
cal treatments (EDC and GA) were combined to crosslink the gelatin
fiber mats. Fig. 3 demonstrates crosslinking degrees of electrospun
type A and B gelatin fiber mats after crosslinking with 8 different
techniques. For type A gelatin fiber mats, DHT and PLAS treat-
ments yielded a crosslinking degree of 55 and 45%, respectively.

king with different techniques (a) non-crosslinked, (b) DHT, (c) PLAS, (d) DHT/PLAS,
= 10 �m).
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ig. 6. Percentage of weight loss of electrospun (a) type A and (b) type B gelatin fibe
7 ◦C for various time periods.

HT treatment generates chemical bonding between the amino and
arboxyl groups of collagen molecules due to thermal dehydration.
rosslinking by DHT can occur only when the amino and carboxyl
roups are close to each other [11]. Plasma treatment was reported
o be able to crosslink the surface of the materials since it pro-
uces activated species having sufficient energy to create radicals
o interact within polymeric chain [22]. In this work, plasma treat-

ent generated radicals at the aromatic residuals of gelatin amino
cids such as tyrosine and phenylalanine, resulted in crosslink-
ng formation. When the combined technique of DHT/PLAS was
mployed, a slightly higher crosslinking degree of type A gelatin
nd an unchanged crosslinking degree of type B gelatin, compared
o DHT alone were observed. This implied that PLAS treatment
ould not further crosslinked fiber mats, due to the limitation of
his physical method.

The crosslinking degrees of type A gelatin fiber mats, which were

reated by the combination of DHT and chemical crosslinkings with
ifferent techniques, increased up to 60–70%. For type B gelatin
ber mats, DHT treatment yielded a crosslinking degree of approx-

mately 78%. The combination of DHT and chemical crosslinkings
esulted in higher crosslinking degrees of type B gelatin fiber mats
s crosslinked with different techniques after degradation in collagenase solution at

(80–90%) than those treated by DHT alone. The combination of
physical and chemical treatments allowed the crosslinking to occur
both at the surface and in the bulk of the gelatin fiber mats, resulting
in improved crosslinking compared to the physical treatment alone
[10]. EDC/NHS is known to crosslink between amino and carboxyl
groups while GA is widely used to crosslink between amino groups
[11,23]. However, the significant difference in crosslinking degree
obtained from different combinations of physical and chemical
crosslinking techniques was not noticed. Considering the gelatin
type crosslinked using each treatment, the crosslinking degrees of
type B gelatin fiber mats were higher than those of type A gelatin
fiber mats, except for the case of the PLAS treatment. This might be
due to the fact that type B gelatin was produced from the alkaline
hydrolysis of collagen, resulting in more carboxyl groups than type
A gelatin obtained from acid hydrolysis [24,25]. Then, the higher in
the carboxyl groups led to the higher crosslinking degree, especially

for the crosslinking with EDC/NHS. On the contrary, crosslinking
degree obtained from the PLAS treatment did not depend on the
amount of carboxyl groups because its crosslinking mechanism
was explained by the free radical generation, as discussed previ-
ously. Furthermore, we noticed that EDC/NHS in water tended to
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e slightly more active than EDC/NHS in ethanol, leading to the
etter crosslinking extent in both gelatin types.

Structures of electrospun gelatin fiber mats before and after
rosslinking with different techniques are shown in Figs. 4 and 5.
igs. 4(a) and 5(a) present the as-spun type A and B gelatin
ber mats, respectively. It was found that crosslinking by DHT
id not affect the morphology of the fiber mats, as shown in
igs. 4(b) and 5(b). The structures of the fiber mats after PLAS
nd DHT/PLAS treatments were similar. The fibers at the surface
elted while the fibers inside remained the same, as seen in

igs. 4(c, d) and 5(c, d). This could be the result of surface effect from
igh temperature plasma [16]. Chemical crosslinking by immersion

n EDC/NHS after DHT treatment caused fibers to become swollen
s shown in Figs. 4(e, f) and 5(e, f). However, some small inter-
onnected pores among the swollen fibers remained. The spraying
echnique could be used to induce the gelatin fiber mats with a
asket-weave structure as presented in Figs. 4(g, h) and 5(g, h). The
tructures of the gelatin fiber mats obtained from the crosslinking
sing the vapor of GA after DHT treatment were different from the
thers. The fibers fused and merged. In this case, the interconnected
ores could not be observed, as demonstrated in Figs. 4(i) and 5(i).

From the results of both gelatin types, it could be concluded that
he crosslinking using DHT and plasma treatments occurred only
n the surface of the fiber mats resulting in a limited crosslink-
ng degree, while chemical crosslinking by direct immersion in
DC/NHS allowed for more crosslinking between free amino and
arboxyl groups within the whole fiber mat [10]. Spray crosslink-
ng was introduced in this study in order to improve swelling and
educe solubility of the fiber mats during the chemical crosslink-
ng. Crosslinking with the vapor of GA was occurred in a closed
ystem under vacuum in which the vapor of GA could permeate to
rosslink the whole fiber mat, not only at the surface. The crosslink-
ng degree from this technique was then as high as that from other
DC spray/immersion techniques but a deformed structure of the
ber mats was observed.

.2.2. Degradation time
The percentages of weight loss of electrospun type A and

gelatin fiber mats crosslinked with different techniques after
iodegradation in collagenase at 37 ◦C for various time periods
re shown in Fig. 6. It was noted that only the dehydrother-
al crosslinked gelatin fiber mats were selected as the physical

rosslinking model for this test. For both type A and B gelatin, the
ber mats crosslinked by DHT exhibited the fastest degradation.
ther combinations of DHT and chemical crosslinking techniques

educed the degradation of gelatin fiber mats. Also, type B gelatin
ber mats showed a slightly slower degradation rate than type
gelatin, i.e. after 210 min, % weight loss of type A and type
gelatin fiber mats were 80–90 and 70–80%, respectively. This

esult agrees well with the results of crosslinking degree of these
amples.
. Conclusions

This work has shown that the concentration of gelatin solution
ad a strong influence on the production of electrospun gelatin

[
[

[
[

ological Macromolecules 47 (2010) 431–438

fibers by electrospinning technique while the electrical potential
did not induce a significant effect. Concentration range of gelatin
solution at 20–40% w/v was the optimized concentration to pro-
duce the electrospun gelatin fibers with smooth surface throughout
the fiber length. Crosslinking of the electrospun gelatin fiber mats
by different techniques resulted in different crosslinking degrees
and structures. Gelatin fiber mats crosslinked by DHT or plasma
treatments showed a low crosslinking degree but kept to the orig-
inal structure of fiber mats. High crosslinking degrees of swollen
fiber mats with interconnected pores were obtained from the
crosslinking by DHT followed with spaying/immersion in EDC/NHS
in water or ethanol. DHT followed by GA vapor resulted in merged
fibers without interconnected pores. This result emphasizes the
important role that crosslinking plays in controlling the structure
and degradation of the electrospun gelatin fiber mats.
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ABSTRACT: The adhesion of L929 cells to poly(e-capro-
lactone) (PCL) nanofibers was successfully improved via
coating with polyelectrolyte multilayer thin films (PEMs),
which enhanced the potential of this material as a scaffold in
tissue engineering applications. With the electrostatic self-as-
sembly technique, poly(diallyldimethylammonium chloride)
(PDADMAC) and poly(sodium 4-styrene sulfonate) (PSS)
were formed as four-bilayer PEMs on electrospun PCL nano-
fiber mats. Because PDADMAC and PSS are strong polyelec-
trolytes, they provided stable films with good adhesion on
the fibers within a wide pH range suitable for the subse-
quent processes and conditions. PDADMAC and gelatin
were also constructed as four-bilayer PEMs on top of the
PDADMAC- and PSS-coated nanofibers with the expectation
that the gelatin would improve the cell adhesion. L929 cells
from mouse fibroblasts were then seeded on both uncoated
and coated scaffolds to study the cytocompatibility and in

vitro cell behavior. It was revealed by the 3-(4,5-dimethylth-
iazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay
that both the uncoated and coated nanofiber mats were non-
toxic as the cell viability was comparable to that of those cul-
tured in the serum-free medium that was used as a control.
The MTT assay also demonstrated that cells proliferated
more efficiently on the coated nanofibers than those on the
uncoated ones during the 48-h culture period. As observed
by scanning electron microscopy, the cells spread well on
the coated nanofibers, especially when gelatin was incorpo-
rated. The surface modification of PCL nanofiber mats
described in this research is therefore an effective technique
for improving cell adhesion. VVC 2009 Wiley Periodicals, Inc. J
Appl Polym Sci 114: 1574–1579, 2009

Key words: biocompatibility; fibers; polyelectrolytes; self-
assembly; thin films

INTRODUCTION

Tissue engineering, an emerging field in the area of
human heath care, has attracted growing interest in
the last few decades. One of the challenges in the
development of tissue engineering applications is
the need to preserve a cell’s ability to grow on syn-
thetic scaffolds and maintain tissue-specific function;
both depend critically on factors such as cell/scaf-
fold and cell/cell interactions.1 The key factors
involved during the in vivo growth of tissue forma-
tion and maturation are the viability, proliferation,
and spreading of cells. To improve each of these pa-

rameters, increasing efforts have been made to de-
velop new coatings to improve the biocompatibility
of a given surface.2 Surface modification using poly-
electrolyte multilayer thin films (PEMs) to develop
biocompatible materials has attracted attention lately
because of several advantages.3 This technique is
very simple because it relies only on a dipping pro-
cess, and it can be applied to surfaces with a very
complex morphology and variable chemistry. The
assembly occurs most of the time in aqueous media
and does not require the use of organic solvents,
which can be a problem in further cytocompatibility
studies. Finally, biopolymers, oligomers, and other
proteins, which are key components of biocompati-
ble surfaces, can be readily used because of their
electrostatic nature. The stability of the coating is im-
portant especially when one tries to achieve surface
modification before cell adhesion. A loss of electro-
static interaction due to the neutralization of polye-
lectrolytes in PEMs can lead to decomposition or
excessive swelling of the coating, as previously
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reported.4 In this article, we suggest that PEMs
assembled from a less pH-sensitive polyelectrolyte
such as poly(diallyldimethylammonium chloride)
(PDADMAC) could lead to more stable films. The
non-pH dependence of PDADMAC provides fully
charged polyelectrolytes in a pH range of 1–14.5

Although enhanced stability is of interest, the overall
cell interaction with the film should be as good in
the case of PDADMAC and gelatin.6,7

Meanwhile, several researches have indicated that
electrospun nanofibers are very promising as cell
scaffolding materials because nanofibrous scaffolds
provide a high level of surface area to which cells
can attach on account of their three-dimensional fea-
ture and high surface area to volume ratio.8 Among
the various types of nanofibrous scaffolds, poly(e-
caprolactone) (PCL) is one of the most interesting
materials because of its biocompatibility, low cost,
easy processability, and slow hydrolytic degradation
rate. It has been reported that PCL is a good sub-
strate for promoting cell attachment and prolifera-
tion.9,10 Its application as a scaffold in cell
transplantation is of great interest.

To explore the possibility of using PCL nanofibers
as nanofibrous scaffolds for tissue engineering, this
work was aimed at improving cell adhesion on PCL
nanofibers by coating them with PEMs from PDAD-
MAC, poly(sodium 4-styrene sulfonate) (PSS), and
gelatin. L929 cells were used to study the cytocom-
patibility of the nanofibers and the PEMs. The effects
of PEMs on L929 cell behavior in terms of cell
attachment and proliferation were also investigated.

EXPERIMENTAL

Electrospinning of PCL nanofibers

It is commonly known that the concentration of a
polymer solution or the corresponding viscosity is
one of the most important variables in controlling
fiber morphology11 as well as other electrospinning
parameters, including the applied voltage, the dis-
tance between the needle tip and collector, the solu-
tion flow rate, the syringe and needle configuration,
and the rotational speed. In this study, the process
parameters were selected from preliminary work
done in the laboratory and in a previous study10

that identified a 10.5% (w/v) PCL solution (Sigma,
St. Louis, MO) in 1 : 3 (v/v) methanol/chloroform
(Labscan, Bangkok, Thailand), a distance of 20 cm
from the needle tip, and an applied voltage of 13 kV
as the acceptable spinning parameters to obtain con-
tinuous and bead-free PCL fibers. The morphology
of the obtained nanofiber mats was observed with a
Phillips (Eindhoven, The Netherlands) XL-30CP
scanning electron microscope.

PEM formation by the electrostatic self-assembly
technique

PDADMAC, PSS, and gelatin (type B from bovine
skin) were purchased from Sigma–Aldrich (St. Louis,
MO). The uncoated and coated nanofiber mats were
manually immersed alternately at pH 7 in a 10 mM
PDADMAC solution as a positively charged polye-
lectrolyte for 2 min and in a 10 mM PSS solution as
a negatively charged polyelectrolyte for 2 min. After
each was dipped in the polyelectrolyte, the nanofiber
mats were rinsed for 20 s three times in deionized
water to remove excess polyelectrolyte. The dipping
was repeated until four bilayers of PEMs (a total of
eight layers of polyelectrolytes) had been obtained,
and these were labeled PDADMAC/PSS. Our pre-
liminary study indicated that PDADMAC/PSS was
stable within a wide range of pHs because both are
strong polyelectrolytes. With the same procedure,
four-bilayer PEMs were constructed from 10 mM
PDADMAC and gelatin at pH 9 on top of the previ-
ously coated nanofibers, and these were labeled
PDADMAC/PSSþPDADMAC/gelatin. It was exp-
ected that when gelatin was incorporated, the cell
adhesion would be enhanced. Our preliminary study
also pointed out that, although PDADMAC/gelatin
was not as stable as PDADMAC/PSS because gela-
tin is a weaker electrolyte, the primer coating with
PDADMAC/PSS provided film stability suitable for
subsequent processes and conditions.

Cell culture

L929 mouse fibroblasts were cultured in Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM; Hyclone, Logan,
UT) supplemented by 10% fetal bovine serum (FBS;
Gibco, Invitrogen, Grand Island, NY), 1% L-gluta-
mine (Invitrogen), and a 1% antibiotic and antimy-
cotic formulation containing penicillin G sodium,
streptomycin sulfate, and amphotericin B (Invitro-
gen), and they were incubated at 37�C in a humidi-
fied atmosphere containing 5% CO2 until the cells
reached 80% confluence.

Cytocompatibility test

Extraction media were prepared by the immersion
of samples cut from the uncoated and coated fiber
mats into a serum-free medium (SFM) containing
the same composition as DMEM but without FBS for
24 h. L929 cells were cultured in DMEM for 16 h
and then in SFM for 24 h. The cells were then rein-
cubated for 24 h in the extraction media. The viabil-
ity of the cells cultured with fresh SFM (as a control)
and with extraction media was determined with a
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
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bromide (MTT) assay to evaluate the cyto-
compatibility.

Cell viability by the MTT assay

For the MTT assay, the culture medium was aspi-
rated and replaced with 0.5 mg/mL 3-(4,5-dime-
thylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide
obtained from Sigma–Aldrich. After that, the plate
was incubated for 30 h at 37�C. The yellow tetrazo-
lium salt was reduced to purple formazan crystals
by the dehydrogenase enzymes secreted from the
mitochondria of metabolically active cells. The solu-
tion was then aspirated, and dimethyl sulfoxide
(DMSO; 900 lL/well) containing a glycine buffer
(125 lL/well) was added to dissolve the formazan
crystals. After 10 min of rotary agitation, the absorb-
ance of the DMSO solution at 540 nm was measured
with a Thermospectronic (Rochester, NY) Genesis 10
ultraviolet–visible spectrophotometer to determine
the amount of purple formazan crystals formed,
which was proportional to the number of viable
cells.

Cell adhesion and proliferation assessments

The uncoated and coated nanofiber mats were cut
into circular specimens 15 mm in diameter. The
specimens were placed in wells of a 24-well tissue-
culture polystyrene plate (TCPS; Nunc, Rockford,
IL), which were later sterilized in 70% ethanol for 10
min. The specimens were then rinsed with auto-
claved deionized water and subsequently air-dried.
L929 cells were seeded in the wells containing the
uncoated and coated nanofiber specimens as well as
the empty wells of TCPS, which were used as con-
trols, at an initial density of 5 � 104 cells per well.
After seeding for 4, 8, 24, and 48 h, each specimen
was rinsed with phosphate-buffered saline (PBS;
Sigma–Aldrich) to remove unattached cells before
the MTT assay. Cell attachment was evaluated at
4–8 h, whereas cell proliferation was evaluated at 24
and 48 h.

Morphological analysis by scanning electron
microscopy (SEM)

The morphological appearance of the cells during
the attachment and proliferation periods was
observed with a JEOL (Tokyo, Japan) JSM-6400 scan-
ning electron microscope. The cell-seeded scaffolds
were rinsed twice with PBS and fixed with 3% glu-
taraldehyde in 1% calcium chloride for 30 min at
5�C. After being washed in PBS, the scaffolds were
dehydrated consecutively in 30, 50, 70, 90, and 100%
ethanol for 2 min for each concentration. Further-
more, substitution with hexamethyl disiloxane

(Sigma–Aldrich) was done. Samples were then crit-
ically point-dried and covered with a thin layer of
gold–palladium through sputtering under an argon
atmosphere before SEM observation.

RESULTS AND DISCUSSION

SEM micrographs of bead-free PCL nanofibers are
shown in Figure 1. The three-dimensional fibrous
mesh consisted of fibers with diameters ranging
from 400 nm to 2 lm. Most of the fiber diameters
were less than 1 lm, and the average diameter was
507 � 251 nm. In addition to the broad fiber diame-
ter distribution, the fibers often had a nonuniform

Figure 1 SEM micrographs of PCL nanofibrous scaffolds:
(a) 5000� (scale bar ¼ 5 lm) and (b) 400� (scale bar ¼ 50
lm).
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diameter; that is, the diameter varied along an indi-
vidual fiber. The fibers were randomly oriented, and
interconnected voids were presented.

The cytocompatibility evaluation, based on the vi-
ability of L929 cells as determined indirectly by the
MTT assay, indicated that, when the relative absorb-
ance in the case of L929 cells cultured with fresh

SFM for 24 h was normalized at 100%, the relative
absorbance in the case of L929 cells cultured for the
same period of time in the extraction media from
the uncoated nanofibers, the nanofibers coated with
PDADMAC/PSS, and the nanofibers coated with
PDADMAC/PSSþPDADMAC/gelatin was compara-
ble at 103.5, 110.2, and 108.8%, respectively. The ab-
sorbance values implied the cytocompatibility of the
uncoated and coated nanofiber mats with L929 cells.
The attachment and proliferation of L929 cells on

the uncoated and coated nanofiber mats were signi-
fied by the viability of the attached L929 cells at 4, 8,
24, and 48 h after seeding on the uncoated and
coated scaffolds and on TCPS as the control. The
number of viable cells for each sample was quanti-
fied by its relative absorbance, as shown in Figure 2.
During the first 24 h, the attachment of L929 cells on
nanofiber mats was comparable to that on TCPS.
The proliferation of L929 cells could be assessed
from the absorbance values after the cells were cul-
tured for 24 and 48 h. At 24 h after seeding, the via-
bility of attached L929 cells on the nanofiber mats

Figure 2 Viability of the L929 cell culture on fibrous scaf-
folds at 4, 8, 24, and 48 h as indirectly quantified by rela-
tive absorbance.

Figure 3 SEM micrographs of the L929 cells on nanofibrous scaffolds after culture periods of 4, 8, 24, and 48 h at 500�
(scale bar ¼ 50 lm).
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was comparable to that on TCPS. At 48 h, the num-
ber of viable attached cells on TCPS and all the
nanofiber mats increased significantly. It was
obvious that the viability of the attached cells on the
coated nanofiber mats was greater than that on
TCPS and the uncoated one, especially for the nano-
fibers coated with PDADMAC/PSSþPDADMAC/
gelatin. This noticeable increase in cell proliferation
when gelatin was incorporated into the PEMs may
be explained by the presence of basic, negatively
charged lysine and arginine residues in the dena-
tured collagen molecule, which promoted electro-
static interactions with the cell surface, and the
presence of specific cell adhesion sites such as RGD
sequences. Moreover, fibroblast binding to gelatin-
modified PCL fibers was anticipated directly via the
prominent a1b1 and a2b2 integrin receptors.12

It can be observed from the SEM micrographs
shown in Figures 3 that the area on the nanofiber
mats that the cells occupied increased with increas-
ing culture time. In Figure 3, the SEM micrographs
at a low magnification of 500� show the morpholo-

gies of cells that were cultured on the uncoated
nanofibers, the nanofibers coated with PDADMAC/
PSS, and the nanofibers coated with PDADMAC/
PSSþPDADMAC/gelatin for different culture peri-
ods. After the first 8 h, some of the cells were spread
and flattened, but many were still round, and this
indicated an absence of strong cell–fiber interaction
at this time point. After 48 h, the adherence of cells
to the nanofibers coated with PDADMAC/
PSSþPDADMAC/gelatin was densely distributed in
comparison with that of the uncoated nanofibers.
SEM micrographs at a higher magnification of

2000� are shown in Figure 4. Clearly, during the
first 4 h of cell culture, the morphology of the cells
was mostly round with a slight trace of filopodia. At
a longer time, the cells on coated nanofiber mats,
especially those coated with PDADMAC/
PSSþPDADMAC/gelatin, expanded more, with evi-
dence of the anchoring ligands reaching out to help
support them on the fiber surface.
The high porosity of nanofibrous scaffolds pro-

vides more structural space for cell accommodation

Figure 4 SEM micrographs of the L929 cells on nanofibrous scaffolds after culture periods of 4, 8, 24, and 48 h at 2000�
(scale bar ¼ 10 lm).
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and makes the exchange of nutrient and metabolic
waste between the scaffold and environment more
efficient. The reason that cells enter the matrix
through small pores may be that the pores in an
electrospun structure are formed by differently ori-
ented fibers lying loosely on one another.11 When
cells perform an amoeboid movement to migrate
through the pores, they can push the surrounding
fibers aside to expand the holes as the small fibers
offer little resistance to cell movement. These charac-
teristics are fundamental criteria for successful tissue
engineering scaffolds. According to the results, cells
seeded on the nanofibrous scaffolds had an appro-
priate interaction with their environment on the
basis of the following observations. First, the cells
maintained a normal phenotypic shape, and this
suggested that the cells functioned biologically
within this structure. Second, the cells favored this
structure, so they attached to the fibers and prolifer-
ated in the nanofibrous network. Third, these cells
crosslinked the nanofibers and integrated with the
surrounding fibers to form a three-dimensional
cellular network.

From this evidence, it can be concluded that cell
adhesion on PCL nanofibrous scaffolds can be
improved via coating with PDADMAC/PSS as the
primer to provide film stability and via further coat-
ing with PDADMAC/gelatin as a top coating to pro-
mote cell attachment, cell proliferation, and proper
cell spreading.

CONCLUSIONS

Bead-free PCL nanofibers were successfully pre-
pared by electrospinning. With the electrostatic self-
assembly technique, the as-spun nanofiber mats
were coated with four bilayers of PEMs constructed
from PDADMAC and PSS (denoted PDADMAC/

PSS) and with four bilayers of PEMs constructed
from PDADMAC/gelatin on top of four bilayers of
PEMs constructed from PDADMAC and PSS
(denoted PDADMAC/PSSþPDADMAC/gelatin).
These uncoated and coated nanofiber mats exhibited
cytocompatibility with L929 cells. Various cell
behaviors revealed by the MTT assay and SEM—cell
attachment, proliferation, spreading, and morphol-
ogy—demonstrated an outstanding improvement of
cell adhesion on the coated nanofiber mats over the
uncoated ones, especially when the nanofibers were
coated with PDADMAC/PSSþPDADMAC/gelatin.
These results suggest that surface modification with
PEMs is an effective technique for increasing the
potential for using electrospun fiber mats as nanofi-
brous scaffolds for tissue engineering.
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