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 Gelatin is a biocompatible and  water soluble protein which has been  wildly  used  as  a  carrier  

in  drug  delivery  systems. However, hydrophilicity  of  gelatin may  limit  its  interactions with hydrophobic 

active agents. In this study, gelatin structure was modified by conjugating with cholesterol through 

hydroxyl-reactive chemical reaction using N,N’-Disuccinimidyl carbonate  as a conjugating agent. 

Contents of free amino groups of the modified gelatin (determined by 2,4,6-trinitrobenzene sulfonic acid 

(TNBS) method) was used to evaluate the success of conjugating reactions. Free amino groups of 

modified gelatin were decreased  by 4 – 31 %    with the increases of cholesterol by 25 – 125 %. Changes 

its in hydrophilicities were evaluated from the increases of water contact angles. Cholesterol modified 

gelatin was fabricated into hydrogel sheets followed by crosslinking with glutaraldehyde. Degree of 

modification effects the degree of hydrogel crosslink, drug loading, swelling ratio, degradation 

temperature and biodegradability of the hydrogel sheet. In vitro release of curcumin, a natural 

antiangiogenesis substance, were tested. Limited diffusion of curcumin from the hydrogel sheets implied 

strong interactions between curcumin and the modified hydrogel. It was possible to control rate of release 

by controlling the hydrogel degradation rate. The modified gelatin sheets show no toxicities to L929 

mouse fibroblast culture. The curcumin loaded gelatin hydrogel sheets (at 100 μg and 400 μg of 

curcumin) were subcutaneous implanted on the back of  BALB-c mice. HPLC analyses of blood plasma 

samples (at day 3, 6, 10 and 14) showed sustained release of curcumin for at least 10 days.  The plasma 

curcumin concentration was highest at day 6 after implantation. Results of this study elucidate the 

promise of using modified gelatin for control release of hydrophobic active agents. 
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 บทที่ 1 

 
บทนํา 

 
1.1 ที่มาของงานวิจัย 

ในปจจุบันรัฐบาลไทยสนับสนุนการใชสมนุไพรไทยในการพัฒนาตํารับยา เครื่องสําอาง 

ตลอดจนอาหารเสริมตางๆ สารประกอบธรรมชาติกลุมหนึง่ซึง่ไดมีการนาํมาศกึษาวิจยักนัอยาง

แพรหลาย คอื เคอรคูมินอยด (curcuminoids) ซึ่งเปนสารสีเหลืองพบอยูในพืชจําพวกขมิน้ ซึ่ง

ประกอบดวย เคอรคูมิน (curcumin) เปนองคประกอบหลัก และอนุพนัธอีกสองชนิด คือ 

demethoxycurcumin และ bisdemethoxycurcumin โดยพบวา เคอรคูมินอยดมีฤทธิ์สามารถ

ตอตานการอักเสบ , ตอตานสารที่กอใหเกิดมะเร็ง , ตอตานอนมุูลอิสระ, ตอตานโรคภูมิแพ, 

ตอตานแบคทเีรียและตอตานกิจกรรมของเนื้องอกได [Ishita, C. และคณะ,2004] 
 ขมิ้นชันมีประโยชนสําหรับผูปวยโรคมะเรง็เนื่องจากขมิน้สามารถยับยัง้มะเร็งไดหลาย

ชนิด เชน มะเร็งเตานม มะเร็งในชองปาก มะเรง็ผิวหนงั มะเรง็มดลูก เปนตน จากงานวิจัยที่ผาน

มาพบวาโมเลกุลขนาดเลก็ของเคอรคูมินทีแ่ยกไดจากขมิน้ มีฤทธิ์ตานการสรางเสนเลือดฝอยใหม

[สุทธิลักษณและคณะ,2005] ซึ่งการสรางเสนเลือดฝอยใหม (angiogenesis หรือ 

neovascularization) จะชวยใหกอนมะเรง็ไดรับออกซิเจนและอาหารอยางเพียงพอตอการ

เจริญเติบโต [ชุติมา,2004] ดังนัน้การตัดเสนทางลาํเลียงอาหารและออกซิเจนจงึเปนวิธกีารหนึง่ใน

การรักษามะเร็ง โดยพบวาเคอรคูมิน (3000 มก./กก.นน.ตัว) สามารถยับยัง้การเจริญของเซลล

มะเร็งตับทีป่ลูกถายในหนนููดไมสไดโดยผานการยับยัง้การสรางของหลอดเลือดใหม [พรพรหม

และคณะ, 2006] แตในงานวิจัยดังกลาวพบวาตองใชเคอรคูมินในปริมาณที่สูงมาก ทั้งนี้เพราะ

เคอรคูมินมีความสามารถในการดูดซึมทีก่ระเพาะอาหารไมดี ทาํใหเขาสูกระแสเลือดไดนอยมาก มี

การศึกษาพบวาเคอรคูมินสวนใหญจะถกูขับออกทางอจุจาระอยางรวดเร็ว และบางสวนจะถูกขบั

ออกทางปสสาวะ แตมีอีกสวนหนึ่งไปยังตับเพื่อไปกระตุนการสรางเอนไซมในการกําจัดสารกอ

มะเร็ง [Wang และคณะ,1996] ดังนั้นในการศึกษานีจ้ึงไดมีการนําความรูทางดานระบบนาํสงยา

มาประยกุตใชเพื่อใหสามารถนําสงยาสําหรับการรักษาโรคมะเร็งในปรมิาณที่ตองการและเฉพาะ

จุดมากขึ้นเพือ่การใชเคอรคูมินในปริมาณนอยและมีประสิทธิภาพเพิม่ข้ึนเนื่องจากจะสามารถ

ควบคุมหรือกาํหนดใหยาถกูปลดปลอยออกมาในอัตราเร็วที่ตองการโดยระบบนําสงยามี

ความหมายเนนในเรื่องตวัพายา (carrier) ซึ่งมีผลตอประสิทธิภาพในการรักษาของยา สารชวย
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ของระบบควบคุมการปลดปลอยและนําสงยาซึ่งมกัใช พอลิเมอร ทีม่ีความเขากนัไดกับรางกายได

ดี และมีคุณสมบัติตางๆที่สามารถคาดการณได เชน เร่ืองอัตราการละลาย , การควบคุมการแพร

ของยา , การทําปฏิกิริยาระหวางยาและพอลิเมอรหรือเยื่อบุของรางกาย  ในระยะแรกการใชพอลิ

เมอรมักเลือกชนิดที่ควบคุมยาใหออกฤทธิน์าน และตอมามีการเลือกใชพอลิเมอรทีม่ีความไมชอบ

น้ํามาควบคุมการปลดปลอยยาที่มีโมเลกลุใหญ นอกจากนีย้ังมีการเติม magnetic bead ในพอลิ

เมอร และใชการกระตุนดวยสนามแมเหลก็เพื่อใหยาปลดปลอย รวมทัง้การดัดแปลงโครงสรางของ

พอลิเมอรใหมคีวามไมชอบน้ํามากขึน้เพื่อควบคุมการปลดปลอยยาจากรูปแบบยาฝงใตผิวหนัง 

คุณสมบัติดังกลาวมักพบในพอลิเมอรที่ไดจากธรรมชาติ ซึ่งในปจจบุันมีอยูดวยกนัหลายชนิดหนึ่ง

ในพอลิเมอรทีไ่ดรับความนิยมในการนํามาใชประโยชนทางดานระบบนาํสงยา คือ เจลาตนิ 

(gelatin) [ณรงค ,2535] 

เจลาตนิเปนโปรตีนจากธรรมชาติมีมวลโมเลกุลประมาณ 100,000 ดาลตัน ซึง่เกิดจาก

การเสียสภาพของ collagen โดยขบวนการ acidic และ alkaline โดยทั่วไปเจลาตนิจะถกูใชงาน

ทางดานเภสัชกรรม และทางการแพทย เนื่องจากเจลาตินมีสมบัตใินการยอยสลายทางชีวภาพ 

และ มีสมบัติการเขากนัไดดีกับรางกาย  ดวยสมบัติเหลานี้ทาํใหเจลาตินไดรับการยอมรับวาเปน

สารปลอดภัยเมื่อนํามาใชเปนสวนประกอบของยา และอวัยวะเทียมเมื่อนาํมาใชรวมกับรางกาย

มนุษย [Young, S. และคณะ, 2005]  เจลาตินมีคุณสมบัติที่ชอบน้าํ และไมมีพื้นผวิที่เกิดปฏิกิริยา 

ดังนัน้จึงตองมีการดัดแปลงเจลาตนิเนื่องจากพบวาโปรตีนที่มหีมู hydrophobic มากกวาจะมี

พื้นผวิที่เกิดปฏิกิริยาไดดีกวา [Kato และ Nakai , 1970] โดยในปจจุบนัมีงานวิจยัในดานการ

ควบคุมการปลดปลอยสารจากเจลาตินมากมาย เชน การศึกษาการนาํสงยาตอตานเนื้องอกโดยใช

เจลาตินที่ทาํการดัดแปลงในรูปแบบตางๆ [Y.Tabata,2004] เปนตน 

ผูวิจัยจงึมีความสนใจทีจ่ะศกึษาการดัดแปลงโครงสรางของเจลาตินเพื่อควบคุมการนําสง

เคอรคูมินในรางกายซึง่จะดดัแปลงโดยการเชื่อมพันธะกบัคอเลสเตอรอลผานปฏิกิริยาทางเคมีของ

หมูไฮดรอกซิลโดยใช N,N’-Disuccinimidyl carbonate (DSC) เปนสารเชื่อมพนัธะ (conjugating 

agent) มีการขึ้นรูปเจลาตินเปนแผนและมีการทดสอบการปลดปลอยของเคอรคูมินภายนอก

รางกาย รวมถงึทดสอบระดบัของเคอรคูมินในเลือดในสตัวทดลอง 

 
1.2 วัตถุประสงคของงานวิจัย 

1. เพื่อพัฒนาระบบนําสงเคอรคูมินจากเจลาตินดัดแปลงและศึกษาลักษณะสมบัติตางๆ
ทั้งทางเคมีและกายภาพของระบบนําสงยาที่ผลิตได 

2. ทดสอบการปลดปลอยเคอรคูมินและการยอยสลายของระบบนําสงภายนอกรางกาย 

3. ทดสอบระดับของเคอรคูมินในเลือดของสัตวทดลอง 
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1.3 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
1. ตนแบบของระบบนําสงเคอรคูมินที่มีประสิทธิภาพและสามารถควบคุมการ

ปลดปลอยตัวยาไดนานขึ้นและสามารถนําไปประยุกตใชทางการแพทยได 

2. ไดขอมูลที่ศึกษาการดัดแปลงเจลาตินดวยหมูคอเลสเตอรอลเพื่อสงผานสารออกฤทธิ์
ชนิดที่ไมละลายน้ําชนิดอื่น 

 
1.4 ขอบเขตงานวิจัย 

1. ดัดแปลงโมเลกุลของเจลาตินดวยวิธีเชื่อมพันธะกับคอเลสเตอรอลโดยปรับเปลี่ยน
ปริมาณของคอเลสเตอรอลและทดสอบผลการดัดแปลงโดยการวัดปริมาณหมูอะมิโน

อิสระที่เปล่ียนไปดวยวิธี TNBS 

2. ข้ึนรูประบบนําสงเคอรคูมินจากเจลาตินที่ทําการดัดแปลงแบบแผน  

3. ศึกษาลักษณะสมบัติของระบบนําสงเคอรคูมินในหองปฏิบัติการ ไดแก โครงสรางทาง
เคมีของเจลาตินดัดแปลง, คามุมสัมผัสน้ํา, เปอรเซนตการเชื่อมโยงพันธะ, การดูดซับ

น้ํา, อุณหภูมิในการสลายตัว และ การยอยสลายทางชีวภาพภายนอกรางกาย 

4. ทดสอบความเปนพิษของแผนเจลาตินดัดแปลง 
5. ศึกษาการปลดปลอยเคอรคูมินของระบบนําสงเคอรคูมินในหองปฏิบัติการที่

เลียนแบบสภาวะของรางกาย 

6. ศึกษาระดับเคอรคูมินในเลือดโดยใชสัตวทดลองโดยเปลี่ยนแปลงปริมาณเคอรคูมินที่
ใชในสัตวทดลอง 

 



บทที่ 2 

     
                    ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 
2.1 ระบบนําสงยา (drug delivery system) 

การใหยาเขาสูรางกาย มวีตัถุประสงคใหตัวยาเขาสูกระแสเลือดและกระจายไปยงัตําแหนงที่

ตัวยาจะออกฤทธิ์ เพื่อใหเกิดผลในการรักษาหรือปองกันโรคตามที่ตองการโดยที่ยานัน้ไมทาํอันตราย

ตอรางกาย ซึ่งการที่ยาจะมีประสิทธิภาพและปลอดภัย นอกจากขึน้กับคุณสมบัติของตัวยาแลว ยัง

ข้ึนกับกระบวนการตางๆในการผลิตยา นับต้ังแตการตั้งสูตรตํารับ การเลือกสรรวตัถุดิบ กระบวนการ

ผลิตและควบคมุคุณภาพ ความคงตวัของยาในภาชนะบรรจุหรือที่จัดเก็บ การปลดปลอยตัวยาใน

รูปแบบตางๆ ณ จุดที่ดูดซึม จนกระทั่งตวัยาเขาสูกระแสเลือด นอกจากนี ้กระบวนการตางๆที่รางกาย

กระทาํตอยา เชน การจับกบัโปรตีนของยาในเลือด การกระจายของยาเขาสูเนื้อเยือ่ตางๆโดยเฉพาะสู

จุดที่ยาออกฤทธิ์ รวมทัง้การกําจัดยาออกจากรางกาย กม็ีอิทธพิลตอประสิทธิภาพของยาดวยเชนกัน 

การใหยาเขาสูรางกาย ไมวายาจะอยูในรูปเภสัชภัณฑชนิดใด ตัวยาจะถูกปลดปลอยออกมา

จากเภสัชภัณฑนัน้กอน แลวจึงเกิดการละลายในทางเดินอาหาร ตัวยาจะถูกดดูซึมผานเขาสูกระแส

เลือด และกระจายไปตามเนื้อเยื่อตางๆเพื่อไปออกฤทธิ์ ขณะเดียวกัน ยาจะถูกรางกายกาํจัดออกไป

อาจโดยทางปสสาวะหรือถูกเปลี่ยนสภาพที่ตับโดยกระบวนการเมแทบอลิซึม [สุพงษ,2547] 

ความสัมพันธระหวางระดับยาในพลาสมากับเวลาใชอธิบายกระบวนการดูดซึม กระบวนการ

กระจายของยาไปตามเนื้อเยื่อตางๆและกระบวนการกาํจัดยาไดเปนอยางด ี โดยจะบงบอกถงึการ

เปล่ียนแปลงที่เกิดขึ้นของปริมาณยาในรางกาย ลักษณะการเพิ่มข้ึนหรือลดลงของระดับยาในพลาสมา

แสดงใหเหน็ถงึการที่ยาเขาสูหรือออกสูระบบไหลเวียนเลือด การเพิ่มฃึ้นหรือลดลงบงบอกถงึอัตราเร็วที่

ยาเขาสูหรือออกจากระบบไหลเวยีนเลือด โดยทั่วไปแลวความสัมพนัธระหวางระดบัยาในพลาสมากับ

เวลาที่เกิดจากการใหยาโดยวิธีใดวธิีหนึ่งจะมีรูปแบบทีค่ลายคลึงกนัสําหรับยาสวนใหญ เชน ถาเกิด

จากการฉีดยาเขาเสนเลือดดาํแบบไอวีโบลสัซ่ึงเปนการฉดียาทัง้หมดเขาสูกระแสเลือดยาจะกระจาย

ไปตามสวนตางๆของรางกายปริมาณยาในรางกายจะสงูสุดหลังฉีดจากนัน้จะลดลงเนื่องจากยาถกู

กําจัดโดยกลไกการกาํจัดยาของรางกายดงัรูปที่ 2.1 
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รูปที่ 2.1 ความสัมพนัธระหวางความเขมขนของยาในเลือด(C) กับเวลา(t) ที่เกิดจากการฉีด

ยาเขาเสนเลือดแบบไอวีโบลัส [สุพงษ,2547] 

 

 พื้นที่ทัง้หมดใตเสนโคงของความสัมพันธระหวางความเขมขนของยาในเลือดกับเวลา เรียกวา  

คาพื้นที่ใตเสนโคง (Area Under the Curve, AUC) เปนพืน้ทีท่ีน่ับต้ังแตเร่ิมใหยาจนถึงอนนัต คา 

AUCจะแสดงปริมาณยาที่มอียูในรางกายทั้งหมดนบัต้ังแตเร่ิมใหยาจนกระทั่งยาถกูกําจัดออกจาก

รางกายจนหมด  คา AUC สามารถหาไดจากสมการดังนี ้

เรียกวาเปน moment อันดับศูนย ของ concentration-time profile คานี้อาจหาโดยการ integrate ก็

ได ถาทราบคาฟงกชนัของความเขมขนทีเ่วลาตาง ๆ  คานี้จะมคีาสูงถาดูดซึมดี หรือสามารถ

ปลดปลอยอยางเหมาะสมจนยากําจัดออกชา ในกรณีของยาฉีด IV Bolus  จะใชสมการ 
 

 AUC = (A/α)   +  (B/β)  
 

เมื่อ        ( )
( )βα
α

−
−

=
cV

kDA 21   ( )
( )βα

β
−
−

=
cV
kDB 21  

αคือ คาคงตัวของอัตราการกระจายยา (Distribution Rate Constant) 

          β คือ คาคงตัวของอัตราการกําจัดยา (Overall Elimination Rate Constant) 

   D  คือ ขนาดยา (Dose) 

 

 

∫
∞

⋅=
0

dtCAUC
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   cV  คือ ปริมาตรของสวนกลาง (Volume of  the Central Compartment) 

 k 21คือ คาคงตวัยอย 

การควบคุมใหระดับความเขมขนของยาในเลือดอยูในชวงการรักษาจาํเปนจะตองใหยา

หลายๆครั้งตอวัน เพราะตัวยาจะถูกปลดปลอยออกมามากที่สุดในตอนตนๆ และลดปริมาณลงเรื่อยๆ

จนหมด การใหยาซ้ําในขนาดตอมาจะไดระดับยาในเลือดขึ้นๆลงๆเปนแบบฟนเลื่อย ลักษณะเชนนี้ทาํ

ใหเสี่ยงตอการที่ระดับยาอาจต่ํามากจนไมสามารถแสดงฤทธิ ์ หรืออาจสูงมากจนเกดิอาการขางเคียง

หรือเปนพิษได [ณรงค ,2535] 

 ดังนัน้ ระบบนาํสงยา เปนการเตรียมยาในรูปแบบตางๆ ที่สามารถควบคุมใหปลดปลอยยาใน

อัตราและปริมาณที่กาํหนด และสามารถนํายาไปยงัอวัยวะ หรือบริเวณเปาหมายในรางกายไดตาม

ตองการ เพื่อทําใหเกิดผลสงูสุดในการรักษาและลดผลขางเคียง  

 
2.1.1  รูปแบบของระบบนําสงยา 
 รูปแบบของระบบนําสงยาแบงออกเปน 2 แบบ แบบแรก แบงออกไดตามวิธกีารใหยา ไดแก 

ระบบที่ใชรับประทาน ระบบที่ใชฉีด ระบบที่ใชทางตา ระบบที่ใชทางผวิหนัง ระบบที่ใชสอดในชอง

คลอด เปนตน และแบบทีส่อง แบงออกตามกลไกการปลดปลอยตัวยา เชน ระบบที่ใชหลกัการแพร 

ระบบที่ใชหลกัการละลาย ระบบที่ใชแรงดันออสโมซิส ระบบแลกเปลี่ยนไอออน ซึ่งระบบนาํสงยาใน

รูปแบบที่ตางกัน จะมกีลไกและลักษณะการปลดปลอยตัวยาที่แตกตางกัน เชน ยาในรูปแบบที่

ปลดปลอยโดยวิธกีารละลาย กจ็ะตางไปจากการปลดปลอยยาโดยวิธีแลกเปลีย่นไอออน เปนตน 

[ณรงค ,2535]  

 ปญหาหลักในการออกแบบและผลิตระบบนําสงยานัน้ อาจแบงออกไดเปนขั้นตอนตางๆดังนี้  

1. ทําอยางไร ยาจึงจะไปถงึและออกฤทธิ์ยงับริเวณที่ตองการของรางกาย 

2. ทําอยางไรยาจึงจะถกูปลดปลอยออกมาในรูปแบบตามตองการ ในชวงเวลาใดเวลาหนึ่ง 
3. ทําอยางไรจึงจะผลิตยาในรูปแบบที่เหมาะสมโดยมีลักษณะของการปลดปลอยยาดังกลาวได 

พอลิเมอรนับเปนองคประกอบสําคัญอันหนึง่ ในระบบนาํสงยา ที่ชวยควบคุมใหการ

ปลดปลอยยาเปนไปตามตองการ โดยทาํหนาที่ใน 3 ลักษณะใหญๆ  คือ เปนสารชวยควบคุมการ

ปลดปลอยใหเกิดชาๆ และคงที่ในปริมาณที่ตองการ เปนตัวชวยปองกนั และนําสงยาไปยงับริเวณ

เปาหมายในรางกาย โดยไมทําใหยาเกิดการปลดปลอย หรือตัวยาถกูทําลายไปกอน ทั้งนี้พอลิเมอรที่

เลือกใช ตองมีสมบัติทางชวีภาพที่สําคัญคือ มีความเขากันไดกับเนื้อเยื่อในรางกาย (biocompatible) 
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สามารถยอยสลายไดในรางกาย (biodegradable) และสามารถยอยสลายในรางกายไดเมตาบอไลซ 

(metabolite) จากการยอยสลายที่ไปเปนองคประกอบของเนื้อเยื่อเกีย่วพนั จงึทาํใหไมเปนพษิ   

 ซึ่งโดยทั่วไปแลวในระบบปลดปลอย (controlled release system) ที่ใชพอลเิมอรเปนตัว

ควบคุม จะตองคํานงึถงึชนดิ และสมบัติพื้นฐานของพอลิเมอร ชนิดของยาและระบบที่ใชควบคมุการ

ปลดปลอยยา โดยเฉพาะอยางยิ่งในรูปแบบของยาเตรยีม (dosage form) ที่เปนยากนิซึ่งนิยมใชกัน

มากที่สุดแบบหนึง่ มักจะใชหลักการแพรของยาผานเมทริกซพอลิเมอร โดยการเตรียมยากบัพอลิเมอร

ในรูปเมทริกซบีด (matrix bead) ทีม่ียาถกูกกัเก็บอยูในโครงสรางบีด การปลดปลอยยาจะอาศัย

หลักการแพรของยาที่ละลายผานเมทริกซบดีออกมา  

ในระบบนาํสงยา การควบคุมการปลดปลอยใหอยูในอัตราและปริมาณที่ตองการนั้นมี

ความสาํคัญไมนอยไปกวาตัวยาที่ใชในการรักษาเลยทีเดียว เนื่องจากการเตรียมยาเพื่อใชในการรักษา

แบบเดิมๆ นัน้ ยาจะถูกปลดปลอยออกมาจนถึงระดับที่ใหผลในการรักษาโดยทนัที และคอยๆ ลด

ระดับลงจนหมดฤทธิ ์ จากนั้นผูปวยตองรับประทานยาใหม ทําใหตองเพิม่ความถี่ในการใชยา ในขณะ

ที่การเตรียมยาในรูปแบบควบคุมการปลดปลอย จะทาํใหระดับของยาในพลาสมาคงทีเ่ปนเวลานาน 

ตลอดชวงการใช จึงไมจาํเปนตองใชยามากครั้ง  

พอลิเมอรที่ใชเปนสารกอเมทริกสที่สําคัญมีสองประเภท คือ พอลิเมอรชนิดชอบน้าํ 

(hydrophilic polymer) และพอลิเมอรชนิดไมชอบน้าํ (hydrophobic polymer) มีการศึกษาเปน

จํานวนมากเพือ่นําสารเหลานี้เปนสารกอเมทริกสโดยเฉพาะพอลิเมอรชนิดชอบน้าํ ขณะที่การศึกษาใน

พอลิเมอรชนิดไมชอบน้ําเพื่อเตรียมเปนยาเม็ดเมทริกสมนีอยกวา  

 เทคนิควิธกีารเตรียมและผลิตระบบนําสงยามีมากมายหลายวิธทีี่แตกตางกันแบงเปน 3 วิธี

ใหญ ๆ คือ  เทคนิคทางสรีรวิทยาหรือการใหยาเพื่อใหมฤีทธิย์าวนานขึ้น, เทคนิคทางเคม,ี เทคนคิทาง

ฟสิกสหรือเภสัชกรรม ในทีน่ี้จะขอกลาวถึงเทคนิคทางฟสิกสหรือเภสัชกรรมซึ่งเกีย่วของกับงานวิจัยนี ้  

เทคนิคการเตรียมและผลิตระบบนาํสงยาทางฟสิกสหรือเภสัชกรรม 

1. แคปซูลทําดวยสารพอลิเมอร ภายในบรรจุยาในรูปของของแข็งหรือของเหลว ซึง่อาจเปนสาร

แขวนตะกอน หรือ สารละลาย การปลดปลอยของตัวยาจะถูกควบคุมโดยการแพร (diffusion) 

ผานผนังของแคปซูล 

2. การกระจายของอนุภาคในมาทริกซ (matrix) ที่เปนของแข็ง ซึง่อาจจะถูกหรือไมถกูทําลายใน

รางกาย การปลดปลอยของยาจะเกิดจากการแพรผานมาทริกซหรือเกิดจากการคอยๆกรอน

ละลาย (erosion) ของมาทรกิซ หรือทั้งสองอยางรวมกัน 
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3. การแยกตัวยาเปนชัน้ๆซึ่งมีสวนผสมของสารพวกพอลิเมอร ที่แตกตางกนัและทําใหการ

ปลดปลอยของตัวยามีอัตราไมเทากัน เชน ยาเม็ดหลายชั้น 

4. การกระจายของตัวยาในมาทริกซไฮโดรเจล (hydrogel matrix) ซึ่งจะพองตัวเมื่อโดนน้าํ การ

ปลดปลอยของตัวยาจะเริ่มเกิดจากที่ผิวเขาไปยังภายในของมาทริกซอยางชาๆ โดยยาที่ผิว

นอกของมาทรกิซจะถกูปลดปลอยออกมากอน เนื่องจากผิวนอกของมาทริกซจะเปยกน้าํและ

พองตัวกอนสวนใน 

5. ไมโครแคปซูล (microencapsulation) ยาจะถกูหอหุมในสารละลายพอลิเมอรที่มคีวามหนืด

มาก การปลดปลอยของยาเกิดจากการแพรอยางชาๆ ผานสารละลายพอลเิมอรนี้ หรือเกิด

จากการละลายของสารละลายพอลเิมอรทีห่อหุม 

6. เกิดแรงยึดเกาะทางเคม ี (chemical bond) ระหวางตัวยากับโครงรางพอลิเมอร ซึง่อาจจะเปน

การเชื่อมตอแบบ amide หรือ ester และการปลดปลอยของตัวยาเกิดจากการ hydrolysis 

7. เกิดจากโครงสรางของโมเลกลุที่ใหญของตวัยา โดยอาศัยแรงยึดเกาะแบบ ionic หรือ 

covalent linkages ซึ่งจะควบคุมการปลดปลอยของยาโดยวธิี hydrolysis  

8. โดยอาศัย mechanical หรือ chemical pump ซึ่งจะปลดปลอยยาในอตัราเร็วที่ตองการ 

 
2.1.2 ยาฝงใตผิวหนัง (Implants) 
 ยาฝงใตผิวหนงัใชเพื่อใหเกิดการปลดปลอยยาทันททีี่บริเวณที่เกิดโรคหรืออาการ หรือใหยา

ออกฤทธิน์าน ขอเสียที่สําคัญของยาฝงใตผิวหนงั คอืในการฝงหรอืนําออกจากรางกายมกักอใหเกิด

การเจ็บปวดมาก ดงันัน้จงึมกีารพัฒนามาใชระบบที่สลายตัวไดทางชีวภาพ 

คุณสมบัติของพอลิเมอรที่ควรนํามาใชเตรียมยาฝงใตผิวหนัง (Kuhudic, 1994) 

- สลายตัวไดทางชีวภาพ ดวยอัตราเร็วที่คาดการณได และสามารถทาํใหปราศจากเชือ้ได 

- ปราศจากพิษและสารจากการสลายตัวของพอลิเมอรไมมีพิษ 

- มีการตอตานจากระบบอิมมูนและเนื้อเยือ่รางกายนอย ปกติการตอบสนองตอระบบอิมมูน

ข้ึนกับขนาดและอัตราการสลายตัวของพอลิเมอร (Yamaguchi และคณะ ,1993) 

- สามารถควบคุมการปลดปลอยยาไดอยางเทีย่งตรงและถูกตอง 

- ยามีความคงตัวในพอลิเมอร 

ปจจัยทีม่ีผลตอการปลดปลอยยาไดแก คณุสมบัติพอลิเมอร เชน น้ําหนกัโมเลกุล ความหนืด 

รวมทัง้วิธกีารผลิต โดยทั่วไปการปลดปลอยยาขึน้กับอัตราสวนของยาตอพอลิเมอร รวมทัง้คาคงที่ของ

การแพรและการละลายของยา ซึง่ขึ้นกับโครงสรางทางเคมีและน้ําหนกัโมเลกุลของยา ถามีอัตราสวนนี้
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ต่ํา จะทําใหยาปลดปลอยออกมานอยและอาจตองใชเวลารักษานาน การเพิ่มการปลดปลอยยาทําได

โดยการเติมสารที่ละลายน้ําไดดี หรือการเพิ่มน้าํหนักโมเลกุลของพอลิเมอรจะยืดเวลาการปลดปลอย

ยาได ในบางครั้งถาตวัยาไมละลายและอยูในรูปผลึกซึ่งไมละลายในพอลิเมอร ตัวยาจะไมสามารถ

ปลดปลอยดวยกลไกการแพรได แตข้ึนกับการสลายตวัและกรอนตัวของพอลิเมอร ทัง้นีน้้ําหนกัโมเลกุล

และความเปนผลึกของพอลิเมอร จะมีผลอยางมากตอการสลายตัวของพอลิเมอร  

 

2.2 ขมิ้นชัน (Curcuma longa Linn.) 
ขมิ้นชันมีชื่อทางวิทยาศาสตรวา Curcuma longa Linn.อยูในวงศ Zingiberaceae ขมิ้นเปน

พืชทีม่ีลักษณะเปนเหงา (rhizome) ปลูกมากแถบตะวันออกเฉยีงใต ตั้งแตอินเดยี ไทย บงัคลาเทศ   

ศรีลังกา อินโดนีเซีย ใตหวนั บางสวนของจนี และเกาะจาไมกา ประกอบดวยสารสําคัญคือ            

สารเคอรคูมินอยด (curcuminiods) ซึ่งทําหนาทีเ่ปนสารออกฤทธิท์ี่สําคัญตัวหนึง่ที่เปนองคประกอบ

อยูในเหงาขมิน้ชันประมาณ 1-5% ผงขมิ้นชนัถูกนํามาใชผสมอาหารเปนเครื่องเทศ ใชในผลิตภัณฑ

เนยแข็งและมสัตารด ทางการแพทยขมิ้นมีสรรพคุณทางยาในการรักษาโรคหลายชนิด เชน โรค

เกี่ยวกับระบบการยอยอาหาร รักษาโรคผิวหนังบางชนิด มีฤทธิ์ฆาเชื้อแบคทีเรียและรา ฤทธิ์ตาน

อักเสบ ตานอนุมูลอิสระไดดีกวาวิตามนิซีและวิตามนิอี มีฤทธิ์สามารถตอตานสารที่กอใหเกดิมะเร็ง  

ตอตานโรคภมูิแพ ตอตานแบคทีเรียและตอตานมะเร็งได  
2.2.1  เคอรคูมิน (curcumin) 
     2.2.1.1 องคประกอบทางเคม ี
สารเคอรคูมินอยดเปนรงควตัถุสีเหลืองมีคุณสมบัติเปนสารประกอบโพลีฟนอล (polypheno 

lic compound) โครงสรางทางเคมีของสารเคอรคูมินอยดประกอบดวยกรดเฟอรริก (ferric acid) 2 

โมเลกุล เชื่อมตอกันดวยหมูคารบอนลิ (carbonyl group) มีชื่อทางวิทยาศาสตรวา 

diferuloylmethane สารเคอรคูมินอยดในขมิ้นชันมีอยู 3 ชนิดดวยกนัคือ Bis-(feruloyl)methane หรือ 

1,7-bis(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,6-heptadiene-3,5-dione หรือ เคอรคูมิน (C21H20O6)  เปน

เคอรคูมินอยดที่พบมากที่สุดในขมิ้นชนั คือ ประมาณ 77% สําหรับ Feruloyl-(p-

hydroxycinnamoyl)methane หรือ demethoxycurcumin (C20H10O5 )  และ Bis(p-

hydroxycinnamoyl)methane หรือ bisdemethoxycurcumin (C19H16O4 )   เปนเคอรคูมินอยดที่พบ

ในขมิ้นชนัในปริมาณทีน่อยกวา เคอรคูมิน ดังรูปที่ 2.2 
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รูปที่ 2.2 โครงสรางของ เคอรคูมิน, demethoxycurcumin, bisdemethoxycurcumin 

[ที่มา : Bharat B. Aggarwal และคณะ,2005] 

 

ในป 1996 Richard Hiserodt และคณะ ใชเครื่อง High Performance Liquid 

Chromatography (HPLC) ในการวิเคราะหหาปริมาณของเคอรคูมิน (MW 368), 

Demethoxycurcumin (MW 338) และ Bisdemethoxycurcumin (MW 308) โดยใช column LC-18 

และ  Mobile phase A ใช citric acid ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต (pH 3 ใช NaOH ในการปรับ pH), 

Mobile phase B ใช acetonitrile  ที่อุณหภูมิ 136°C และ อัตราการไหล 1 มิลลิลิตร/นาท ีจากการ

ทดลองจะพบ Bisdemethoxycurcumin 0.57% ที่เวลา 11 นาท ี , demethoxycurcumin 0.64% ที่

เวลา 12 นาทแีละ เคอรคูมิน  1.75% ที่เวลา 13 นาที ตามลําดับดังรปูที่ 2.3 
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รูปที่ 2.3  แสดง peak ของเคอรคูมิน และอนุพันธ โดยการวิเคราะหดวยเครื่อง HPLC ; column LC-

18 และ Mobile phase A ใช citric acid ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต (pH 3 ใช NaOH ในการ

ปรับ pH), Mobile phase B ใช acetonitrile  ที่อุณหภูมิ 136°C และ อัตราการไหล 1 

มิลลิลิตร/นาที (ที่มา : Richard Hiserodt และคณะ, 1996) 

 

ในป 2006 ปรีชา บุญจูง และคณะ ใชเครื่อง High Performance Liquid Chromatography 

(HPLC) ในการวิเคราะหหาปริมาณของเคอรคูมิน (MW 368), Demethoxycurcumin (MW 338) และ 

Bisdemethoxycurcumin (MW 308) โดยใช column LC-18 และ  Mobile phase ที่ใชคือ acetic 

acid ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต, acetonitrile  และ methanol โดยอัตราสวนระหวาง 1% acetic 

acid : acetonitrile คือ 45 : 55 , อัตราการไหล 1 มิลลิลิตร/นาที, UV-detector วัดที่ λ = 425 nm จาก

การทดลองจะพบ Bisdemethoxycurcumin ที่เวลา 6.7 นาที , พบ Demethoxycurcumin  ที่เวลา 7.3 

นาที และ พบเคอรคูมินที่เวลา 8.05 นาที ตามลําดับดังรปูที่ 2.4 



 12

 
รูปที่ 2.4 แสดงกราฟ HPLC  ของเคอรคูมิน ในสภาวะ column C18 (250 x 4.6 mm.), flow rate 

1 ml/min, mobile phase 1% acetic acid : acetonitrile (45:55), UV-detector วัดที่  λ = 425 

nm, injection volumn 20 μl (ปรีชา และคณะ, 2006) 

 

จากสูตรโครงสรางทางเคมีของเคอรคูมินจะพบหมูฟงกชันที่สําคัญ 3 สวน ดังรูปที่ 2.9 

 

 
รูปที่ 2.5 แสดงสูตรโครงสรางทางเคมีของเคอรคูมินและหมูฟงกชันทีสํ่าคัญ 

(ที่มา : Y. Sugiyama และคณะ, 1996) 

 

1.  Parahydroxyl groups – มีฤทธิ์ตอตานอนุมูลอิสระ 
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2. Keto group – มีฤทธิ์ตอตานการอักเสบ ตอตานมะเร็ง ตอตานการเปลี่ยนแปลง 

3. Doulble bonds - มีฤทธิ์ตอตานการอักเสบ ตอตานมะเร็ง ตอตานการเปลี่ยนแปลง 
 
2.2.1.2  คุณสมบัติของเคอรคูมิน 
เคอรคูมินมีลักษณะเปนผลกึสีเหลืองอมสม มีน้าํหนักโมเลกุล 368.97  ประกอบดวย คารบอน 

68.47% โดยน้ําหนกั, ไฮโดรเจน 5.47 % โดยน้าํหนัก, ออกซิเจน 26.02% โดยน้ําหนัก มีคุณสมบัติ

โดยทัว่ไปดังนี ้
ก) การละลาย 

 เคอรคูมินไมละลายในน้ําและอีเทอร แตละลายไดดีในแอลกอฮอล, กรดแกลเชียลอะซีติก 

(glacial acetic acid), คลอโรฟอรม (chloroform), คีโตน (ketone), อัลคาไลน (alkali) และไขมัน

เนื่องจากเปนโมเลกุลไมมีข้ัว (nonpolar) [Ishita Chattopadhyay และคณะ, 2004] 
ข) จุดหลอมเหลว(Melting point) 

  เคอรคูมินในรูปผลึกสีเหลืองอมสมจะมีจุดหลอมเหลวอยูที่ 183-186 °C และจะเกิดการ

เปล่ียนแปลงทางเคมีไปเปนเกลืออัลคาไลนสีน้ําตาลแดง [Ishita Chattopadhyay และคณะ, 2004] 
ค) ความคงตัว(Stability) 

 การสลายตัวของเคอรคูมิน ข้ึนกับคา pH ของสารละลาย โดยในสภาวะที่เปนกรด (pH<7) 

เคอรคูมินจะสลายตัวชา แตในสภาวะที่เปนดาง (pH>7) เคอรคูมินจะสลายตัวอยางรวดเร็วโดยมี

การศึกษาพบวาเมื่อนําเคอรคูมินไปแชในสารละลายฟอตเฟตบัฟเฟอร (pH 7.2) ความเขมขน 0.1    

โมลาร เคอรคูมินจะสลายตัวประมาณ 90 % ภายในเวลา 30 นาที และจากการวิเคราะห ผลิตภัณฑที่

สลายตัวโดยใชเครื่อง HPLC และ GC/MS พบวา ผลิตภัณฑหลักของการสลายตัวของเคอรคูมินคือ 

trans-6-(4´- hydroxyl-3´- methoxyphenyl)-,4-dioxo-5-hexenal (molecular weigth 248) และ

ผลิตภัณฑรองของการสลายตัวคือ vanillin, ferulic acid, feruloyl methane ดังรูปที่ 2.6 และ 2.7 และ

พบวา fetal calf serum (FCS), human blood หรือการเติมสาร antioxidants เชน ascorbic acid 

(C6H8O6), N-acetylcysteine (C5H9NO3S) หรือ glutathione (C10H17N3O6S) สามารถปองกันการ

สลายตัวของเคอรคูมินในอาหารเลี้ยงเซลล (cell culture medium) หรือสารละลายฟอสเฟสบัฟเฟอร  

ไดโดยเมื่อแชเคอรคูมินในอาหารเลี้ยงเซลล ที่มี fetal calf serum หรือ human blood ความเขมขน 10 

เปอรเซ็นต เคอรคูมินจะสลายตัวประมาณ 20 % ภายใน 1 ชั่วโมง และหลังจากใหความรอน 8 ชั่วโมง 

พบวายังมีเคอรคูมินเหลืออยูอีก ดังนั้นจะเห็นวาเมื่อเติม serum free medium ลงไปจะชวยใหเคอร

คูมินมีความคงตัวมากขึ้น [Wang และคณะ, 1996] 
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รูปที่ 2.6 แสดงการสลายตวัของเคอรคูมินใน 0.1 M phosphate buffer pH 7.2 

[Wang และคณะ, 1996] 

 
รูปที่ 2.7 แสดงกราฟ HPLC  ของผลิตภัณฑจากการสลายตัวของสารละลายเคอรคูมินใน 0.1 M 

phosphate buffer ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชัว่โมง  ในสภาวะ column C18 

(250 x 4.6 mm.), flow rate 1 ml/min, mobile phase 35% methanol และ acetic acid, UV-

detector วัดที ่ λ = 280 nm, injection volumn 20 μl . (1) vanillic acid, (2) vanillin, (3) 

ferulic acid, (4) ferulic aldehyde  และ (5)  feruloyl methane  
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จากงานวิจยัของ Tonnesen H.and Karlsen (1987) ไดศึกษาความคงตัวของเคอรคูมินบนตัว

ยาทัง้หมด 4 ชนิด คือ nifedipine (C17H18N2O6), clonazepam (C15H10CLN3O3), furosemide 

(C12H11CLN2O5S)  และ chloramphenicol (C11H12Cl2N2O5) ที่ถูกละลายใน polyethylene glycol 

400 (PEG400) เปรียบเทียบกับตัวยาที่ไมมีเคอรคูมินโดยการนาํตัวอยางไปสองแสงที่ 240-600 nm 

แลวหาปริมาณของยาที่สลายตัวดวยเครือ่ง HPLC จากการศึกษาพบวาเคอรคูมินมีความคงตวับนตัว

ยา 2 ชนิด คอื furosemide และ chloramphenicol มากกวา nifedipine และ clonazepam ซึ่งมี

เปอรเซ็นตการสลายตัวไมแตกตางกับตัวยาที่ไมมีเคอรคูมิน 
 

2.2.1.3  การวัดปริมาณของเคอรคูมิน 
การหาปริมาณของเคอรคูมินสามารถหาไดหลายวิธีดวยกนั เชน UV, HPLC, TLC และ 

HPTLC ซึ่งมีคณะผูวิจัยบางกลุมไดทําการศึกษาหาปริมาณของเคอรคูมินโดยใชวิธีตางๆกนั 

 ในป ค.ศ. 1998  Min-Hsiung Pan และคณะ ใชเครื่อง High Performance Liquid 

Chromatography (HPLC) โดยใช column C-18 และ Mobile phase ใช 40 เปอรเซ็นต ของ THF 

และ 60 เปอรเซ็นต ของ citric acid ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต (pH 3ใช KOH ในการปรับ pH) ที่อัตรา

การไหล 1 มิลลิลิตร/นาที ในการวิเคราะหาเคอรคูมินในเลือดของหนทูดลอง (BALB/c mice อายุ 6-7 

สัปดาห น้ําหนัก 18-20 กรัม) จากการปอนทางปาก (1 กรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัวหนู) โดยพบเคอรคูมิน

ที่มีความเขมขนสูงสุดในพลาสมาที ่ 1 ชัว่โมง (0.22 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) และจะลดต่ําลงเรื่อยๆ 

ภายใน 6 ชัว่โมง (5 นาโนกรัม/มิลลิลิตร) ดังรูปที่ 2.8  เมื่อทดลองเตมิเอนไซม β-glucuronidase ลงใน

พลาสมาจากนั้นนําไปวิเคราะหดวยเครื่อง HPLC ที่สภาวะเดียวกนั จะพบพีคของเคอรคูมินและ   เต

ตระไฮโดรเคอรคูมิน (tetrahydrocurcumin (THC)) เกิดข้ึนพรอมกนัดงัรูปที่ 2.9 
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รูปที่ 2.8  ความเขมขนของเคอรคูมินในพลาสมาของหนูทดลองโดยการปอนทางปาก  

(1 กรัม/กิโลกรัมของหนู) [Min-Hsiung Pan และคณะ, 1998] 

 

 
รูปที่ 2.9 แสดงกราฟ HPLC ของ (ก.) พลาสมาหลงัจาก 1 ชัว่โมงที่ปอนเคอรคูมินทางปาก. (1) - 

hexahydrocurcumin-glucuronoside; (2) - THC-glucuronoside, (3) - dihydrocurcumin; (4) - 

curcumin-glucuronoside; (5) and (5’) - THC; (6) - curcumin. (ข.) หลังจากที่เติม β -

Glucuronidase. (1) - THC-glucuronoside; (2) - curcumin-glucuronoside; (3) - 

hexahydrocurcumin; (4) and (4’) - THC;  (5) - dihydrocurcumin; (6) - curcumin. [Min-Hsiung 

Pan และคณะ, 1998] 
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ในป ค.ศ. 2000  Akira Asai และคณะ ใชเครื่อง High Performance Liquid 

Chromatography (HPLC) โดยใช column C-18 และ Mobile phase ใช acetonitrile / น้าํ ใน

อัตราสวน 48 : 52 (v/v) , อัตราการไหล 1 มิลลิลิตร/นาที, UV-detector ที่ 425 นาโนเมตร  ในการ     

วิเคราะหาเคอรคูมินในเลือดของหนทูดลองเพศผู (Sprague-Dawley rat อาย ุ 7 สัปดาห น้ําหนกั 210 

- 240 กรัม) โดยการปอนทางปาก (100 มิลลิกรัม/กโิลกรัมน้ําหนักตวัหนู) แลวเก็บผลเลือดที่เวลา 0, 5, 

1, 3, 8 และ 24 ชัว่โมง จากนั้นทดลองเติมเอนไซม β-glucuronidase และ β-glucuronidase/ 

sulfatase type VIII ลงในพลาสมาแลวนาํไปวิเคราะหดวยเครื่อง HPLC ที่สภาวะเดียวกนั พบวา

พลาสมา (สกดัหลังจากปอนเคอรคูมิน 1 ชั่วโมง) ที่เตมิ β-glucuronidase เกิดพีคขึ้น 3 พีคคือพีค

เคอรคูมินอยด 3 พีค และพีค metabolite 1 พีค ในขณะทีพ่ลาสมาทีเ่ติม β-glucuronidase/sulfatase 

type VIII ไมปรากฏพีคของ metabolite แตพบพีคของเคอรคูมินอยดเพิ่มข้ึนดงัรูปที่ 2.10  

 

 
รูปที่ 2.10  แสดงกราฟ HPLC ของ (ก.) พลาสมาที่สกดัจากเลือดหนกูอนปอนเคอรคูมินอยด, (ข.) 

พลาสมาที่สกดัจากเลือดหนหูลังปอนเคอรคูมินอยด 1 ชัว่โมงแลวนาํไปบมดวย b-glucuronidase 

และ (ค.) พลาสมาที่สกัดจากเลือดหนหูลงัปอนเคอรคูมินอยด 1 ชั่วโมงแลวนาํไปบมดวย b-

glucuronidase/sulfatase 

 

ในป ค.ศ. 2003 Dennis D. Heath และคณะพัฒนาวิธ ี High Performance Liquid 

Chromatography (HPLC)  สําหรับการวิเคราะหปริมาณเคอรคูมินในพลาสมา(plasma) และใน

ปสสาวะ(urine) โดยสกัดเคอรคูมินจากตวัอยางปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร ดวย ethyl acetate ผสมกบั 
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เมทานอล internal standard คือ β-17-estradiol acetate วิเคราะหโดยใช column C-18 และ 

Mobile phase ใชสารผสมของ acetonitrile-methanol-water-acetic acid (ที่อัตราสวน 41:23:36:1 

โดยปริมาตร ตามลําดับ) อัตราการไหล 1 มิลลิลิตร/นาที ความยาวคลื่น 262 นาโนเมตร โดยพบเคอร

คูมินในพลาสมาและในปสสาวะมากกวา 96 % จากการทดลองแสดงวาวิธนีี้ ใชงาย รวดเร็ว และ

แมนยําในการวัดความเขมขนของเคอรคูมนิในพลาสมาและปสสาวะ 

ในป ค.ศ. 2005 Yuan K และคณะไดประยุกตใช capillary zone electrophoresis ในการ

แยกและการหาปริมาณของเคอรคูมินอยดในปสสาวะ จากการทดลองใหหนกูินเคอรคูมินอยดใน

ปริมาณ 2 กรัมตอน้ําหนกัตัวหนู หลงัจากนั้น 12 ชัว่โมง นาํปสสาวะของหนูที่ไดมาแยกและหาปรมิาณ

เคอรคูมินอยดโดยใชวิธี capillary electrophoresis (CE) รวมกับ photodiode array detection 

(DAD) แลวเปลี่ยนแปลงสภาวะตางๆที่มผีลตอการแยกเคอรคูมิน เชน คาความเปนกรดดาง อุณหภมู ิ

ความเขมขนของบัฟเฟอร ความตางศักย เพื่อใหไดสภาวะที่เหมาะสมที่สุดในการแยกและหาปรมิาณ

เคอรคูมินอยดผลการทดลองที่ไดพบวา เมทานอลมีผลกระทบตอการแยกของเคอรคูมินอยดซึ่งจะ

สามารถแยกไดดีเมื่อ ความเขมขนของ เมทานอลคือ 10 %(v/v)  และบัฟเฟอรที่มีความเขมขน 15 mM 

และคาความเปนกรดดาง 10.8  สงผลใหเกิด peak ที่ดีและมีประสิทธิภาพ อุณหภูมิและความตาง

ศักยที่เหมาะสมในการทดลอง คือ 30 °C , 25 kV และที ่ absorbance 262 nm พบวา เคอรคูมินจะ

แยกไดดีโดยปราศจาก peak อ่ืนมารบกวน ซึง่จากการทดลองจะพบเคอรคูมินในปสสาวะมากกวา 

93.6 % และมคีาความคลาดเคลื่อนนอยกวา 2.3 % จากผลที่ไดแสดงวาวิธนีี้งาย, รวดเร็ว และแมนยาํ 

ในการแยกและหาปริมาณเคอรคูมิน ในปสสาวะ ดังรูปที่ 2.11 
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รูปที่ 2.11  Electrophoretogram  ของ (a) สารมาตรฐานเคอรคูมินอยด (I: เคอรคูมิน, II: 

demethoxycurcumin, III: bisdemethoxycurcumin), (b)  เคอรคูมินอยด ในปสสาวะและ (c) blank 

ปสสาวะ. ในสภาวะ running buffer 15 mM sodium tetraborate buffer ที่ประกอบดวย 10 % 

methanol (v/v)  ที่ pH 10.8  อุณหภูมิ 30 °C และความตางศักย คือ  25 kV [Yuan K. และคณะ, 

2005] 

 

 ในปเดียวกัน  M.J. Ansari และคณะ ไดหาปริมาณของเคอรคูมินในรูปเม็ดยาและศึกษา

ปจจัยทีม่ีผลตอการยอยสลายของเคอรคูมิน โดยใชวธิี high-performance thin – layer                

chromatographic (HPTLC) ในการวิเคราะหโดยในการทดลองจะทาํการฉีดตัวอยางลงบน 

aluminium plate ดวยอัตราคงที ่150 μl/s  และ mobile phase ประกอบดวย chloroform : methanol 

(ที่อัตราสวน 9.25 : 0.75 v/v) จากการทดลองพบวาเคอรคูมินทีถ่กูละลายในแกลเชียลอะซิติกและ

โซเดียมไฮดรอกไซดจะไมพบเคอรคูมินหลงเหลืออยูเลยและเมื่อเกิดการออกซิเดชันจะได percent 

recovery เทากับ 19 % หลงัจากนัน้เมื่อนาํเคอรคูมินไปฉายรังสี  UV ที่ 254 nm และนําไปวางไวให

โดนแสงอาทิตยโดยตรงจะได percent recovery เทากับ 49 % และ 53.5 % ตามลําดับจะเหน็วาที่

ภายใตสภาวะที่เปนกรด เบส มีแสง และเกิดการออกซิเดชัน มีอิทธพิลตอการยอยสลายของเคอรคูมิน  

 จากงานวิจยัเกี่ยวกับการศกึษาเชงิปริมาณวิเคราะหของสารประกอบเคอรคูมินดวยวิธีตางๆที่

ผานมา พบวาการใช UV-vis spectrophotometry method จะวิเคราะหไดแตปริมาณของ

สารประกอบรวมเทานั้น ไมสามารถแยกวเิคราะหองคประกอบของสารประกอบได การใช  
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TLC- spectrophotometric Method ตองใชเวลามากในการวิเคราะห  การใช HGPLC method แมจะ

สามารถแยกองคประกอบของสารประกอบออกมาได แต peak มักมี tailing และมี peak ที่กวาง แต

การใช Thin – layer Chromatographic – Densitometry Method พบวาสามารถแยกองคประกอบ

ของสารประกอบออกจากกนัไดดี และใชเวลาในการวิเคราะหนอย 

 
2.2.1.4 ระบบนําสงของเคอรคูมิน 

การนาํสงเคอรคูมินในรูปแบบยา (หรือชีววัตถุอ่ืนๆ) ทีม่ีลักษณะการปลดปลอยออกจากระบบ

นําสง (ในรูปแบบตางๆ เชน ยาเม็ด, pellet, หรือแผนแปะ เปนตน) โดยลักษณะการปลดปลอยนัน้ 

จะตองเปนไปตามที่ไดวางแผนไว, สามารถทาํนายได, และสามารถควบคุมไดวาจะใหปลดปลอย

ออกมาในชวงใด ดวยอัตราเร็วเทาใด โดยในปจจุบันไดมีการศึกษาการนําสงในรูปแบบตางๆ ดังนี ้

ในป 2003 D. Gopinatha และคณะไดพัฒนาขบวนการรักษาบาดแผลที่ผิวหนงัโดยการใช

เคอรคูมินรวมกับคอลลาเจน [curcumin incorporated collagen matrix (CICM)] เพื่อทําใหเกิดการ

ปลดปลอยเคอรคูมินที่ชาลง โดย คอลลาเจนเปนวัตถดุิบอยางดีสําหรับการรกัษาบาดแผล เนื่องจากมี

คุณสมบัติที่เขากันไดกับรางกายและสามารถยอยสลายไดทางชีวภาพ จึงไมเปนพษิกับรางกาย การ

ทดลองในขัน้แรกเริ่มจากการนําคอลลาเจนมาผสมกับกับเคอรคูมินขึ้นรูปเปนฟลมแลวนําไปทดลอง

รักษาบาดแผลกับสัตว(หนู) ซึ่งจะถูกทําใหมีบาดแผลโดยแบงหนูออกเปนสามกลุม กลุมละ 5 ตัว 

ไดแก กลุม 1 control  กลุม 2 CFs group (collagen films group) และ กลุม 3 CICM group จากนัน้

ทําการวิเคราะหผลโดยวธิี Histological analysis และ Statistical analysis  จากการทดลองพบวา

บาดแผลของสัตวจะอยูในรปูสะเก็ดแผลในระหวางวนัที ่ 7 ซึ่งเมื่อวิเคราะหผลของ Biochemical 

parameters และ histological analysis พบวาจะมกีารลดลงของบาดแผล และ การเพิ่มข้ึนของเซลล 

ใน CICM group และ เมื่อเปรียบเทียบกนัระหวางสัตว 3 กลุมพบวา  CICM group จะมีการลดลงของ

บาดแผล,การลดลงของ antioxidant enzyme SOD, การเพิ่มข้ึนของ protein content , การเพิม่ข้ึน

ของ Hydroxyproline content และ อัตราของ catalase activity มากกวา CFs และ control group   

แสดงวา สามารถนาํ  CICM  ไปประยุกตใชในการรักษาบาดแผลได 

ในป ค.ศ. 2004 Anant Paradkar และคณะ ศึกษาการปลดปลอยของเคอรคูมินในอนุภาค

ของ polyvinyl pyrolidone PVP (เคอรคูมิน - PVP solid dispersion) โดยผสมเคอรคูมิน และ PVP ใน 

ตัวกลางที่เปนกรดที่อัตราสวนของ เคอรคูมิน:PVP เทากับ 1:1, 1:3, 1:7 และ 1:10 เตรียมอนุภาคดวย

วิธี spray drying และทดสอบการปลดปลอยเคอรคูมิน โดยนาํไปแชในกรดไฮโดรคลอริก ความเขมขน 
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0.1 โมลาร (pH 1.2) พบวาการปลดปลอยเคอรคูมินของอนุภาคที่อัตราสวน 1:1, 1:3 และ 1:5 จะนอย

กวา 20 เปอรเซ็นต แตที่อัตราสวน 1:7 และ 1:10 จะมากถึง 100 เปอรเซ็นต เมื่อผานไป 90 นาทดีังรูป

ที่ 2.12 
 

 

รูปที่ 2.12 การปลดปลอยของเคอรคูมิน  เปรียบเทยีบกบัที่ผสม PVP ที่อัตราสวน  

1:1 , 1:3 , 1:5  ,1:7  และ 1:10  

[Paradkar A.,1997] 

 
2.3 มะเร็ง [หนงัสือสารานกุรมไทยเลม 9,2542] 
 มะเร็งเกิดจากเซลลที่มีการเจริญเติบโตผิดปกติ มีโอกาสเกิดไดกับอวยัวะทุกสวนของรางกาย 

สามารถทําลายเนื้อเยื่อใกลเคียงและกระจายไปยังอวัยวะอื่นๆ ได โดยผานไปตามตอมน้ําเหลืองและ

กระแสเลือด 

 นอกจากกอนมะเร็งจะมีการเติบโตแทรกซมึเขาไปยังเนื้อเยื่อปกติโดยรอบแลว ยังมีการ

แพรกระจายไปไดไกล ๆ เพราะเซลลมะเร็งมักจะหลุดออกจากกันไดงาย เนื้องอกทีผ่นังของเซลลมะเร็ง

จะมีแคลเซียมไอออนนอยกวา และมีประจุไฟฟามากกวาที่ผนงัของเซลลปกติ นอกจากนี ้ ยังพบวาใน

กอนมะเร็งยงัมีน้ํายอยชนิดที่จะละลายเนือ้เยื่อตาง ๆ เชน น้ํายอยโปรตีน (protease) น้ํายอยสารไฮอะ

ลิน (hyaluronidase) และน้ํายอยอะมิโนเปปไทด (amino peptidase) เซลลมะเรง็มักจะเปนรูปกลม

ตางจากเซลลปกติ ซึ่งมกัจะเปนรูปแบน ดังนัน้ เซลลมะเร็งจงึมีสวนสัมผัสและการยึดเหนีย่วระหวาง

เซลลนอยทําใหเซลลสามารถแพรกระจายไปยังสวนตางๆไดเนื่องจากเซลลหลุดจากกันไดงาย แลว
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แทรกตัวเขาตามผนงัของหลอดเลือดหรือหลอดน้ําเหลอืง (diapedsis) เหมือนเม็ดเลือดขาว หรือจาก

การแตกของหลอดเลือด ทําใหเซลลมะเร็งเขาในกระแสเลือดหรือกระแสน้ําเหลืองไดโดยเซลลมะเร็ง

เซลลมะเร็งเมือ่หลุดจากกอนมะเรง็แลวสามารถแพรกระจายได 4 วิธ ีคือ  

1. โดยทางกระแสเลือด เซลลมะเร็งจะหลุดเขากระแสเลือด แลวไปเจริญเติบโตในอวัยวะ

ตางๆ เชน ปอด ตับ กระดูก สมอง ฯลฯ  

2. โดยทางกระแสน้ําเหลือง เซลลมะเร็งหลดุเขาหลอดน้ําเหลืองแลวไปเจริญเติบโตในตอม

น้ําเหลืองบริเวณใกลเคียง ทําใหตอมน้าํเหลืองมีขนาดโตไดมาก ๆ และจากตอมน้ําเหลืองนี้ 

เซลลมะเร็งอาจจะแพรกระจายเขาสูหลอดเลือดอีกทอดหนึง่ก็ได  

3. โดยการฝงตัวของเซลลมะเร็ง (implantation) โดยเซลลมะเร็งหลุดจากตําแหนงเดิม และไป

เจริญที่สวนอืน่ อาจจะเปนการหลุดโดยธรรมชาติ หรือการหลุดโดยการกระทาํของแพทย เชน 

ขณะผาตัด เปนตน  

4. โดยการไปจับหรือรวมตัวตามพืน้ผิวของผนงัเยื่อบุ (transcoelomic) โดยเซลลมะเร็งหลุด

จากกอนมะเร็ง และไปงอกตามพืน้ผิวของเยื่อบุตาง ๆ เหมือนกับตนกาฝากที่แพรจากกิง่ไมกิง่

หนึง่ไปยังกิ่งตดิ ๆ กัน เชน ตาม พื้นผวิของเยื่อบุชองทอง ชองปอด เปนตน  

 
2.3.1 ขบวนการเกิดเซลลมะเร็ง 

 เมื่อเกิดเปนสารเซลลมะเร็งแลว เนื่องจากวาเซลลมะเร็งมีความพกิารหรือการผิดปกติที่ยนี 

หรือโครโมโซม ฉะนัน้ เซลลมะเร็งจะแบงตัวอยางรวดเรว็ และใหเซลลลูกที่เปนเซลลมะเร็งเสมอ จะไม

แบงตัวใหเซลลลูกที่เปนเซลลปกติ ลักษณะเชนนี้เรียกวา เซลลมะเร็ง มีคุณสมบัติของการถายทอด

ทางตรง (breed-trueproperty) ซึ่งเซลลมะเร็งมกีารเจริญเติบโต โดยมีวงชพีของเซลลเหมอืนเซลล

ปกติ คือ เมือ่เซลลแบงตัวใหเปนเซลลลูก 2 เซลลแลว บางเซลลอาจอยูนอกวงชพีของเซลลเรียกวา 

ระยะจ ี o(G(,o)) ซึ่งเปนเซลลที่ไมมีการเจริญเติบโต แตไมตาย และอาจจะกลับเขาสูวงชพีของเซลลได

ถามีส่ิงกระตุน เซลลสวนใหญจะเขาสูระยะ จ/ี1 (G(,1), presynthetic หรือ postmitotic phase) เปน

ระยะที่เซลลเริ่มแสดงลักษณะเฉพาะของมนั และในตอนทายๆ ของระยะนี้จะมีการเตรียมการสรางดี

เอ็นเอโดยการสรางน้าํยอยตาง ๆ ถัดไปจะเปนระยะเอส (S, synthetic phase) คือมีการสรางดีเอน็เอ 

จากนั้นจะเขาสูระยะจ ี 2 (G(,2), postsyntheitc หรือ premitotic phase) ซึ่งไมมีการสรางดีเอ็นเออีก 

แตมีการสรางโปรตีนเพิ่มเพือ่นําไปสรางอารเอ็นเอ และสุดทายเซลลจะเขาสูระยะเอ็ม (M) คือ ระยะ

แบงตัว (mitotic phase) เซลลมะเร็งจะสรางดีเอ็นเอชากวาหรือใกลเคียงกับเซลลปกติแตเซลลมะเร็ง
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ตายยากกวา เพราะเซลลคางอยูในระยะใดระยะหนึ่งของวงชีพของเซลล สวนใหญที่พบคือ ในระยะจี1 

และ จ ี 0 การที่เซลลมะเรง็ตายนอยกวาเซลลเกิดใหม และการที่เซลลมะเร็งมกัจะมีอัตราการแบงตัว

เร็วกวาเซลลปกติ จึงเปนผลทําใหเซลลมะเร็งรวมกนัโตเปนกอน ดงัรูปที่ 2.13 [หนงัสือสารานกุรมไทย

เลม 9,2542] 

 

รูปที่ 2.13 แผนภาพแสดงกระบวนการเกดิเซลลมะเร็ง [หนงัสือสารานุกรมไทยเลม 9,2542] 

กอนมะเร็งแตละกอนจะมีหลอดเลือดมาเลี้ยงโดยเฉพาะ การโตของกอนมะเร็งจะถูกควบคุม

โดยสารชนิดหนึ่งที่เรียกวา สารที่กระตุนการเจริญของเซลลบุผนังดานในของหลอดเลือดฝอย (tumour 

angiogenesis factor-TAF) การมหีลอดเลือดฝอยใหม ๆ เกิดไดเร็ว กจ็ะทาํใหกอนมะเร็งโตเร็วขึน้ดวย 

กอนมะเร็งอาจจะแบงไดเปน 3 สวน คือ  

ก. สวนเจริญ เปนสวนรอบนอกของกอนเซลลไดรับอาหารและออกซิเจนจากหลอดเลือดอยางสมบูรณ

แบงตัวไดเร็ว  

ข. สวนไมเจรญิอยูลึกถัดเขามา เปนเซลลที่ยงัมีชีวิตแตไมแบงตัวสวนใหญจะอยูในระยะจ ี1  

ค. สวนแกนหรือสวนตาย อยูตรงกลางของกอนมะเร็ง ประกอบดวยเซลลที่ตายแลว อยูตรงกลางของ

กอนมะเร็ง เพราะขาดออกซิเจน หรือถูกเบียดตาย แตเซลลชั้นนอก ๆ ของสวนนี้อาจจะไมตายแตไม

แบงตัว และสวนใหญอยูในระยะจ ี 0 เพราะเซลลสามารถไดกําลังงานจากการสลายตัวของไกลโคเจน

ในเซลลเมื่อยูในภาวะที่ขาดออกซิเจนเหมอืนกับแบคทีเรียบางชนิด เนื่องจากออกซเิจนจากหลอดเลือด
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ฝอยจะมีการซมึซาบไดในระยะจํากัด และถาเซลลอยูหางจากหลอดเลือดฝอยเกินกวาระยะทาง 150 

ไมโครเมตร จะถือวาเซลลนัน้อยูในภาวะขาดออกซิเจน ฉะนัน้ เมื่อกอนมะเรง็มีขนาดโตขึ้น สวนแกน

หรือสวนตายจะมีขนาดโตขึ้นดวย ในขณะที่สวนเจรญิและสวนไมเจริญมักจะมีขนาดคอนขางคงที่ดัง

แสดงในรูป 2.14 [หนงัสือสารานกุรมไทยเลม 9,2542] 

 

 

รูปที่ 2.14 แผนภาพแสดงลกัษณะของกอนมะเรง็ [หนงัสือสารานกุรมไทยเลม 9,2542] 

2.3.2 การใชเคอรคูมินรักษามะเร็ง 

ปจจุบันพบวาขมิ้นชันมีประโยชนสําหรับผูปวยมะเร็งเนื่องจากขมิ้นสามารถยับยั้งมะเร็งไดหลาย

ชนิด เชน มะเร็งเตานม มะเร็งในชองปาก มะเร็งในระบบยอยอาหาร มะเร็งผิวหนัง มะเร็งมดลูก เปน

ตน โดยขมิน้ชนัจะมฤีทธิ์ยับยั้งการสรางของมะเร็งที่ระยะเริ่มแรกและระยะสุดทาย ยบัยังผลของอนุมูล

อิสระ กระตุนเอนไซมทีใ่ชในการจัดการสารเคมีทีก่อใหเกิดมะเรง็ ลดปฏิกิริยาของโมเลกลุที่จะ

กลายเปนมะเร็งและยับยงัผลิตภัณฑที่กอใหเกิดการอักเสบที่ผลิตมาโดยกอนมะเร็งในเซลลบางชนิด

ขมิ้นชันยังแสดงใหเห็นวาสามารถยับยัง้การคัดลอกยีนที่เกีย่วกับการเจริญเติบโตและหยุดการ

เจริญเติบโตของเซลลบางชนิด 

เคยมีการศึกษาในสัตวทดลองเชน หนู โดยการทดลองมีการเหนีย่วนาํใหหนูเปนมะเร็งหลงัจากนั้น

ใหหนูกนิเคอรคูมินเขาไป พบวาหนูจะเกดิอาการเปนโรคมะเร็งลดลงรอยละ 25-77 ของจํานวนหนู

ทั้งหมด และหนทูี่มีอาการรนุแรงมีเปนสวนนอย โดยเคอรคูมินจะถกูดูดซึมที่บริเวณลําไสเล็กไดไมดี 

ทําใหเขาสูกระแสเลือดไดนอย เคอรคูมินสวนใหญถกูขับถายออกทางอุจจาระอยางรวดเร็ว และ
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บางสวนจะถูกขับออกทางปสสาวะ แตมอีีกสวนนงึที่ไปยังตับ และไปกระตุนการสรางเอนไซนในการ

กําจัดสารกอมะเร็ง [Ying-Jan Wang  , และคณะ , 1996] 

การศึกษาถึงความเปนพิษของขมิ้นชนัพบวาเมื่อใหผงขมิ้นชนัแกหนูถบีจักรทางปากขนาด 10 

กรัม/น้าํหนักตวัหนู 1 กิโลกรมั ไมพบอาการผิดปกติใด ๆ ผลการทดสอบพิษเร้ือรังของผงขมิน้ชันในหนู

ขาวโดยมกีลุมควบคุมและกลุมที่ไดรับผงขมิ้นชนัขนาด 0.03, 2.5 และ 5.0 กรัม/กิโลกรัม/วนั เปน

เวลานาน 6 เดือน ไมพบวามีความผิดปกติในระบบใด ๆ ของสัตวทดลอง นอกจากพบวาหนูเพศผูกลุม

ที่ไดรับขมิ้นชนั 2.5 และ 5.0 กรัม/กิโลกรัม/วนั กนิอาหารไดนอยกวากลุมควบคมุ 8 และ 12 % 

ตามลําดับ [Sitlisomwong N , 1990] 

ในป 2001  Silvia Busquets และคณะไดศึกษาถงึผลของเคอรคูมินตอเซลลมะเร็งโดยทําการ

ทดลองในหนซูึ่งแบงเปน 4 กลุม คือ กลุมควบคุม กลุมควบคุมใหมีการรักษาโดยเคอรคูมิน กลุมที่มี

การเหนี่ยวนาํใหหนูเปนมะเร็งแตไมไดรักษาโดยเคอรคมูิน และกลุมที่มีการเหนี่ยวนาํใหหนูเปนมะเร็ง

และทําการรักษาดวยเคอรคูมิน ตามลําดบั ซึ่งเคอรคูมนิทีถู่กละลายใน DMSO:PBS ในอัตราสวน 

1/1000 จะถูกใหในปริมาณ 250-350 μl เปนเวลา 6 วนัติดตอกัน หลังจากนัน้จะทําการวัดการ

เจริญเติบโตของเซลลมะเรง็โดยวิธี Flow cytometry จากการทดลองพบวากลุมทีถู่กเหนี่ยวนําใหเปน

มะเร็งและมกีารรักษาดวยเคอรคูมินจะมผีลทําใหเซลลมะเร็งมกีารเจริญเติบโตลดลง 31% และเมื่อทํา

การทดลองในหองปฏิบัติการโดยการนาํเซลลมะเร็งไปใหความรอนที่ความเขมขนตางๆของเคอรคูมิน 

ดังนี้  0.5 μM, 25 μM และ 100 μM ตามลําดับ เปนเวลา 180 นาที พบวา ที่ความเขมขนต่ําๆคือ  0.5 

μM เคอรคูมินจะลดการเจรญิเติบโตของเซลลมะเร็งลง 24%และที่ความเขมขนสงูกวา คือ 25 μM และ 

100 μM จะมผีลยับยั้งเซลลมะเร็งไดในปรมิาณที่ใกลเคียงกนัทีเ่วลา 30 นาท ีหลงัจากเติมเคอรคูมนิลง

ไป 

ในป 2005  Yoysungneon P. และคณะไดศึกษาถงึผลของเคอรคูมินตอเซลลมะเร็ง พบวา เคอร

คูมินอยด (Sigma Co. 95%) ในขนาด 3000มก./กก.นน.ตัว  สามารถยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง

ตับที่ปลูกในหนูนูดไมสไดโดยผานการยับยั้งการสรางของหลอดเลือดใหม โดยคณะผูวิจัย พบวา เคอร

คูมินอยด (Sigma Co. 95%) ในขนาด 3000มก./กก.นน.ตัว สามารถยับยั้ง vascular endothelial 

growth factor (VEGF) and cyclooxygenase-2 (COX-2) ซึ่งมีรายงานวาทั้ง VEGF และ COX-2 

เปนองคประกอบที่สําคัญสําหรับการสรางหลอดเลือดใหม (Ferrara et al., 1995; Rerrara, 1995; 

Kolch et al., 1995; Lee et al., 1992; Eberhart et al., 1994).   
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จากการศึกษาวิจัยจาํนวนมากชวยยนืยนัถึงผลของเคอรคูมินวามีฤทธิ์เปน anti-angiogenesis  

คือ ความสามารถในการยบัยั้งการเจริญของหลอดเลือดใหมที่มะเร็ง จึงทําใหเซลลมะเร็งไมสามารถ

เจริญและแบงเซลลได  โดยงานวิจยัเหลานัน้ทาํการศึกษาดวยเซลลมะเร็งที่ตางชนิดกนั อาทิเชน 

เซลลมะเร็งของผิวหนงัและ เซลลมะเร็งของลําไส  แตผลก็ตรงกันคือเคอรคูมินสามารถยับยัง้การเจริญ

และแบงตัวของเซลลมะเร็งได   ไมวาจะเปนเซลลมะเร็งที่ตางชนิดกนั ทัง้นี้เพราะกลไกที่เคอรคูมิน

สามารถยับยัง้คือ การเจริญของหลอดเลือดใหมทีม่ะเร็งทุกชนิดจําเปนตองอาศัยกระบวนการนี ้

(Huang, et al., 1997,  Rao et al., 1995, Singh et al., 1998) แตกม็ีนักวิจัยบางกลุมที่เชื่อวา เคอร

คูมินสามารถยับยั้งในกระบวนการแบงเซลลดวย โดยผานทาง nuclear factor-κB and activator 

protein-1 (AP-1) (Huang et al., 1991) 

 

2.4  เจลาติน (gelatin) 

2.4.1 คุณสมบัติของเจลาติน 

 เจลาตินเปนโปรตีนจากธรรมชาติ มีมวลโมเลกุลประมาณ 100,000 ดาลตัน เกิดจากการทํา

ใหคอลลาเจนเสียสภาพโดยขบวนการ acidic และ alkaline process และนํามาทําใหบริสุทธิ์ ทําใหมี

ความเขมขนมากขึ้น  ผานขั้นตอนการทําใหปราศจากเชื้อโรค จากนั้นจึงทําใหแหง จะไดผลิตภัณฑ

ออกมา ซึ่งขั้นตอนการสกัดเจลาตินทั้งสองชนิดนี้ แสดงดังรูปที่ 2.15 โดยทั่วไปเจลาตินจะถูกใชงาน

ทางดานเภสัชกรรม และทางการแพทย เนื่องจากเจลาตินมีสมบัติในการยอยสลายทางชีวภาพ และ มี

สมบัติการเขากันไดดีกับรางกาย  ดวยสมบัติเหลานี้ทําใหเจลาตินไดรับการยอมรับวาเปนสาร

ปลอดภัยเมื่อนํามาใชเปนสวนประกอบของยา และอวัยวะเทียมเมื่อนํามาใชรวมกับรางกายมนุษย 

[Young, S. และคณะ, 2005]  เจลาตินสามารถจะเกิดเปนเจลใสและแผนฟลมที่ยืดหยุนได สามารถ

ละลายในน้ํารอน และเจลาตินประกอบดวยโปรตีน 90-84%, แรธาตุ 1-2% และน้ํา 8-15% ซึ่ง

องคประกอบของเจลาตินจะแตกตางกันไปข้ึนอยูกับชนิดของคอลลาเจนที่ใชและกระบวนการเกิด

ปฎิกิริยาไฮโดรไลซิส 

เจลาตินแบงออกเปน 2 ชนิด คือ [Tabata, Y. 1998] 

1. Basic gelatin (เจลาตนิ Type A): ไดมาจาก acid process  สกัดไดยากกวาแบบ 

alkaline process และเนื่องจากปฏิกิริยาที่เกิดกับกลุม amide ในคอลลาเจนมีนอย จึงทํา



 27

ใหเจลาตนิมีคา Isoelectric point (pI) 9.0 ซึ่งใกลเคียงกับคอลลาเจนและเหมาะกบัการ

ใชงานรวมกบัโปรตีนที่มีสมบัติเปนกรด  

2. Acidic gelatin (เจลาติน Type B): ไดมาจาก alkaline process เปนขบวนการ 

hydrolysis กลุม amide ในคอลลาเจน ซึ่งจะไดเจลาตินที่มกีลุม carboxyl ปริมาณมาก 

ทําใหเจลาตนิมีประจุลบ และมีคา Isoelectric point (pI) 5.0  ซึ่งเหมาะกับการใชงาน

รวมกับโปรตีนที่มีสมบัติเปนเบส  

 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.15 แสดงขั้นตอนการสกัด acidic gelatin และ basic gelatin 
(ที่มา: Tabata, Y. Protein release from gelatin matrices 1998; 31: 287-301.) 

 

สมบัติของเจลาติน Type A และ B สรุปดังตารางที่ 2.1 
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ตารางที่ 2.1 เปรียบเทียบสมบัติของเจลาติน Type A และ B  

 

 ลักษณะเฉพาะของเจลาติน คือ สารที่ประกอบดวยกรดอะมิโนหลายชนิดที่มีปริมาณสูง เชน  

glycine, proline and hydroxyproline  โดยมีปริมาณกรดอะมิโนไกลซีนมากที่สุด และประกอบดวย

โพรลีนและ ไฮดรอกซีโพรลีน โดยรายละเอียดองคประกอบของเจลาตินสรุปดังตารางที่ 2.2 

 

ตารางที่ 2.2 แสดงองคประกอบในเจลาติน 

กรดอะมิโน % กรดอะมิโนในเจลาติน 

Alanine 8.9% 

Arginine 7.8% 

Asperic acid 6.0% 

Glutamic acid 10.0% 

Glycine 21.4% 

Histidine 0.8% 

Hydoxylysine 1.0% 

Hydroxyproline 11.9% 

Isoleucine 1.5% 

Leucine 3.3% 

Lycine 3.5% 

Methionine 0.7% 

Phenylanine 2.4% 

Property  Type A Type B 

pH 3.8 - 5.5 5.0 - 7.5 

Isoelectric point (pI) 7.0 – 9.0 4.7 – 5.4 

Gel strength (bloom) 50 -300 50 – 300 

Viscosity (cp) 15 -75 20 – 75 

Ash (%) 0.3 -2.0 0.5 – 2.0 
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Proline 12.4% 

Serine 3.6% 

Threonine 2.1% 

Tyrosine 0.5% 

Valine 2.2% 

Total 100% 

 

ซึ่งโครงสรางของเจลาตินประกอบไปดวยหนวยซ้ําของกรดอะมิโน ที่เรียงตัวกันคือ -Ala-Gly-Pro-Arg-

Gly-Glu-4Hyp-Gly-Pro-   ดังแสดงในรูป 2.16  

 

 
 

รูปที ่2.16  แสดงโครงสรางของเจลาติน 

 (ที่มา : Lee, SB. Bio-artificial skin composed of gelatin and (1-3), (1-6) -β-glucan 

2005; 24:2503-2511.) 
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2.4.2 การใชเจลาตินในระบบนําสงภายในรางกาย 
เจลาตินเปน reversible thermo-set hydrogel กลาวคือ เมื่อละลายน้ําที่อุณหภูมิต่ํากวา gel 

point (ประมาณ 25-30 องศาเซลเซียส)  จะเกิดเปนเจล แตเมื่อเปลี่ยนอุณหภูมิใหสูงกวา gel point ก็

จะสามารถเปลี่ยนสภาพกลบัเปนของเหลวไดอีก การใชประโยชนจากเจลาตินในรางกายจงึจําเปนที่

จะตองมีกระบวนการเชื่อมโยงพนัธะ (crosslink) เพือ่เปลี่ยนโครงสรางของโมเลกุลใหเปนเครือขาย

รางแห โดยการเชื่อมหมูอะมิโนและหมูคารบอกซิลในโครงสรางของเจลาตินอยางถาวร ดวยพนัธะโค

วาเลนท การเชื่อมโยงพนัธะของเจลาตินสามารถทําไดหลายวธิีไดแก การใชสารเคม ีประเภทอัลดีไฮด 

เชน glutaraldehyde การใชเอ็นไซม Transglutaminase การใชความรอนรวมกบักระบวนการดึงน้าํ

ออกจากโมเลกุล (dehydrothermal crosslink) การใชแสงอัลตราไวโอเลต (UV) และการใช ลําแสง

อิเลคตรอน เปนตน (Ozaki and Tabata, 2005,Tabata and Ikada, 1998)  การเชือ่มโยงพันธะมผีล

ตอสมบัติทางกายภาพ ทางกล และทางชวีภาพของแผนเจลาตนิไฮโดรเจล (gelatin hydrogel) 

กลาวคือ เจลาตินจะไมสามารถคนืสภาพเดิมไดอีก แมจะมีการเปลี่ยนอุณหภูมิไปยัง gel point เพิ่ม

ความแข็งแรง ลดการละลายในน้าํ ทนทานตอกระบวนการ hydrolyse โดยน้ํา และทนทานตอกระบวน

ยอยสลายโดยเอ็นไซมภายในรางกาย  การเชื่อมโยงพันธะดวยสารเคมีจะทาํใหเกิดโครงสรางเครอืขาย

ที่แข็งแรงที่สุดเมื่อเทียบกับวธิีอ่ืน มีการใชแผนเจลาตนิทีเ่ชื่อมโยงพนัธะดวย glutaraldehyde ในการ

สงผานยา และ growth factor ตางๆ เขาสูรางกายในระดับการทดลองทางคลนิิกและระดับการคา 

(Tabata and Ikada, 1998) 

ในป 2002 Nicole J. Einerson และคณะไดทําการศึกษาผลทาง physicochemical ของ 

gelatin-based hydrogel โดยจะทาํการดัดแปลง gelatin backbone เปน 3 รูปแบบ คือ PEG-dial-

modified gelatin (PG) , EDTADmodified gelatin (EG) และ PEG-dial และ EDTAD modified 

gelatin (P/EG) แลวทาํการหาปริมาณ lysyl โดยใชวิธ ี 2,4,6-trinitrobenzene sulphonic acid 

(TNBS) จากนั้นนําไปขึ้นรูปเปนแผนไฮโดรเจล ซึ่งครอสลิงคโดยใช glutaraldehyde ที่ความเขมขน 

0.1 ,0.01 , 0.001% แลวนําไปสองดวยเครื่อง scanning electron microscopy (SEM) เพื่อดูลักษณะ

ทางกายภาพ จากนั้นทําการหาคา surface hydrophilicity โดยใช contact angle ในการวิเคราะห 

แลวทําการศึกษาการบวมน้าํ การสลายตัว การปลดปลอยยาในหองปฏิบัติการ  การสลายตัวและการ

อักเสบในสัตวทดลอง จากผลการทดลองพบวาโครงสรางของ modified gelatin จะมีพืน้ผิวที่คอนขาง

เรียบกวา unmodified gelatin และพบวาปริมาณ glutaraldehyde มีผลตอโครงสรางของเจลาตนิซึ่ง

ถาความเขมขนของ glutaraldehyde ทีน่ํามาครอสลิงคลดลงจะทาํใหพืน้ผิวของเจลาตินมีความขรุขระ

เพิ่มข้ึน และจากการทดลองวัด contact angle จะไดผลดังตาราง 2.3 
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ตารางที่ 2.3 แสดงคามุมสัมผัสของเจลาตินดัดแปลงดัดแปลงทุกอัตราสวน 

 
          [ Nicole J. Einerson และคณะ, 2002] 

 

ซึ่งพบวาไฮโดรเจลที่มีคามมุ contact angle ต่ํา จะแสดงความเปน hydrophilic สูงกวา 

ไฮโดรเจลที่มคีามุม contact angle สูงและพบวาเจลาตินที่มีการดัดแปลงมีผลตอการปลดปลอยของ

ยามากกวาผลจากความเขมขนของ glutaraldehyde และเมื่อทาํการทดลองในสัตวทดลอง พบวา  

เจลาตินที่มีความเขมขนของ glutaraldehyde สูงจะมีผลทําใหสัตวทดลองเกิดการอักเสบอยางรุนแรง 

ในป 2004 Yasuhiko Tabata และคณะไดทําการศึกษาการนําสงยาตอตานเนื้องอก 2 ชนิด

ใน 2 รูปแบบที่รวมกบัแผนเจลาตนิไฮโดรเจล คือ ในรูปแบบแผนเจลาตินไฮโดรเจลรวมกับ cisplatin 

(CDDP) และ รูปแบบแผนเจลาตนิไฮโดรเจลรวมกับ adriamycin (ADM) กับรูปแบบแผนเจลาติน

ไฮโดรเจล รวมกับ CDDP+ ADM และในรูปแบบสารละลาย จากนั้นจะทําการศึกษาการปลดปลอยใน

ระดับหองปฏบิัติการ (In vitro release) โดยใชเครื่อง atomic absorption spectrophotometer ใน

การหาคา CDDP release และใชเครื่อง UV/VIS spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 495 nm ใน

การหาคา ADM release จากนัน้จะทาํการทดลองในสัตวทดลองโดยการฉีดเซลลมะเร็งเขาไปในหนู

ทดลองที่เตรียมไว แลวทําการทดลองฉีดยาในรูปแบบสารละลายและทาํการฝงแผนเจลาตินไฮโดรเจล 

ทั้งสองรูปแบบในสัตวทดลองเพื่อศึกษาการปลดปลอย ของยา จากผลการทดลองพบวาการนาํสงยา

ในรูปแบบแผนเจลาตนิไฮโดรเจลรวมกับ CDDP+ADM จะไดผลไดผลดีกวาในรูปแบบสารละลายและ

ไดผลดีที่สุดเนื่องจากยับยัง้เซลลมะเร็งไดดีกวารูปแบบอื่น 
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2.4.3 การดัดแปลงเจลาตนิ 
เจลาตินเปนโปรตีนซึ่งเกิดจากปฏิกิริยาของคอลลาเจนกับกรด หรือ lime process .เจลาติน

ประกอบดวยหมูอะมโินแบบ hydrophobic เปนสวนนอยเชน proline และ leucine และสวนที่เปน 

hydrophilic อีกหลายตัว เชน lysine , serine , arginin , hydroxyproline , aspartic และ glutamic 

acids ดังนัน้ เจลาตินจงึเปน hydrophilic protein ซึ่งทําหนาทีจ่ํากดัพื้นที่ผิวที่จะเกิดปฏิกิริยาและทํา

ใหเจลาตนิละลายน้าํไดดี [Ofer  และ Shlomo ,1997]    มีการพบวาโปรตีนที่มีหมู hydrophobic 

มากกวาจะมพีื้นผวิที่เกิดปฏิกิริยาไดดีกวา โดยใชวิธกีารลดแรงตึงผิวระหวางโมเลกุล [Kato และ 

Nakai , 1970] 

คา hydrophobicity ของโปรตีนสามารถหาไดหลายวิธ ี เชน SDS binding , hydrophobic 

chromatography และ fluorescence ตัวอยางเชน pyrene สามารถใชวิธ ี fluorescence  หาคา 

hydrophobicity ของสารละลาย และระบบของสารลดแรงตึงผิว สามารถพิจารณาไดจาก อัตราสวน

ระหวาง peak 1 และ peak 3 ในการปลอยสเปคตราของ pyrene นัน้ สามารถใชเปนตวัชีว้ัดคา  

hydrophobicity ไดใน hydrophilic อัตราสวนดงักลาวจะมีคาสงู (1.85 ใน acetonitrile) และใน 

hydrophobic อัตราสวนดังกลาวนัน้ต่ํา (0.61 ใน n-hexane) สารลดแรงตึงผิวทีม่ีความเขมขนสูงกวา 

CMC ทําใหเกดิ hydrophobic ได ดงันัน้ การลดอัตราสวน I1/I3 ของสารละลายทีม่ีคา 1.87 ถงึ 0.9-

1.2 [Ofer  และ Shlomo ,1997] 

การใชสารเคมใีนการดัดแปลงโปรตีนอาจนาํไปสูการเปลีย่นโปรตีนใหมคีา hydrophobicity 

(เกิดจากการเปลี่ยนแปลงพืน้ที่ผิวที่จะเกิดปฏิกิริยาและคุณสมบัติของโปรตีน ) ยิง่ไปกวานัน้การเติม

พันธะ Covalent  ของหมู hydrophobic จะทําใหโปรตีนสามารถละลายน้าํได ซึ่งอาจทาํใหเกิด 

amphiphilic protein ตัวอยางเชน เมื่อหมู hydrophobic หลายๆหมู ถกูนาํมาเชื่อมกับ ovalbumin 

(หมู amphiphilic protein จะเกิดขึ้นเมื่อพื้นผวิและแรงดึงระหวางโมเลกุลลดลง) ovalbumin จะถกูดูด

ซับที่ความเขมขนที่ผิวสงูบน hydrophobic solid surface ซึง่จะเปนตัวประสานที่ดีกวาโปรตีนทั่วไป

[Ofer  และ Shlomo ,1997] 

โดยมีคณะผูวจิัยไดทําการทดลองดัดแปลงพืน้ผิวเจลาตนิดวยวิธีตางๆดังตอไปนี้ 

ในป 1982  Arai และ Watanabe ไดใช casein ดัดแปลง โปรตีนถัว่เหลืองและ เจลาตินโดยใช

ปฏิกิริยาของเอมไซมแลวตามดวยการ hydrolysis protein พวกเขาไดเชื่อมโซ C2-C12 กับโมเลกลุของ

โปรตีนและแสดงการเพิ่มของ surface activity ที่มีเมื่อสายโซมีขนาดยาวขึ้น ซึง่หาไดโดยใชการวดัแรง

ตึงผิว การเกิดโฟมและ emulsifying activity  
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และในป เดียวกันนี ้ Haque และ Kito ไดใช hydrophobic residues ทีห่ลายๆความยาวกบั

ถั่วเหลือง  glycinin และโปรตีนเพื่อเพิ่ม surface activity ของโปรตนี การสงัเคราะหใชปฏิกิริยาของ 

N-hydoxysuccinimind ในกรดไขมันกับ NH2 ของหมู lysine ในสารละลายซึง่มีเอทานอลความเขมขน

สูง หรือ สารละลาย urea 8 molar ภายใตสภาวะดังกลาวปฏิกิริยาจะถูกกาํหนดโดยโปรตีน ที่มคีวาม

เขมขนตํ่า ทาํใหสามารถสมมติไดวาผลไดของปฏิกิริยามีคาต่ําขึ้นอยูกับความเปนไปไดในการ 

hydrolysis ในเฟสสารละลาย และ Ofer and Shlomo ไดใชวิธีที่จะเชื่อมพนัธะ Covalent ระหวาง 

hydrophobic group กับโมเลกุลของเจลาตินในสารละลายที่ไมใชน้ําเพื่อเพิ่ม surface active ให 

เจลาตินโดยในขั้นตอนแรกจะทาํการเพิ่มหมู hydrophobic โดยใส N-hydoxysuccinimind fatty acid 

ester กับ amine ของ หมู lysine บน เจลาตินจากนัน้วัดคา hydrophobicity โดยใชอัตราสวนระหวาง 

peak 1(I1) ที ่ 378 nm และ peak 3(I3)ที่ 384 nm ของคา spectra ที่ปลอยออกมาของ pyrene ที่ 

ความยาวคลืน่ 350 - 450 nm และนําไปสอง SEM จากการทดลองพบวา เมื่อเตมิหมู hydrophobic 

เขาไปในโมเลกุลของเจลาตนิโดยใชปฏิกิริยาของ N-hydoxysuccinimind ในกรดไขมันกับ NH2 ของ

หมู lysine ทาํให เจลาตินมคีา hydrophobicity เพิ่มข้ึน และพบวาเจลาตินที่ถูกดัดแปลงมีคา surface 

active มากกวา เจลาตินที่ไมถูกดดัแปลงที่ทกุๆความเขมขน และพบวาเมื่อจํานวนหมูของ 

hydrophobic เพิ่มข้ึน สายโซจะยาวขึ้น ทาํใหความสามารถของโปรตนีในการลดแรงตึงผิวดีข้ึน แรงตึง

ผิวจึงลดลง ดงันัน้  surface active จะเพิม่ข้ึน 

 
2.5 คอเลสเตอรอล(cholesterol) 
 คอเลสเตอรอลเปนโมเลกุลเล็กๆชนิดหนึ่งของ steroid  ซึ่งไมสามารถละลายไดใน aqueous 

solutions ในสัตวเลี้ยงลกูดวยนม คอเลสเตอรอลจะถูกละลายรวมกบัไขมันอื่นๆ เชน phospholipids 

หรือ bile acids ดังนัน้ คอเลสเตอรอลสวนมากจะถูกพบใน cell membranes , plasma lipoproteins 

และ bile มีสูตรโครงสรางหลักเปนวงแหวนไซโคลเพนทาโนฟแนนทรนี (cyclopentanophenantrene 

ring) ดังแสดงในรูป 2.17 ซึ่งจะเหน็วาคอเลสเตอรอลมีสวนประกอบ 3 สวน คือ สวนที่เปนหาง

ไฮโดรคารบอนซึ่งประกอบดวยคารบอนและไฮโดรเจนอะตอมเปนสวนที่ไมมีข้ัวทาํใหละลายไดใน

ไขมันแตไมสามารถละลายไดในน้ํา, สวนที่เปนวงแหวนไฮโดรคารบอนซึ่งเปนสวนทีไ่มมีข้ัวเชนเดยีวกนั

ทําใหละลายไดในไขมันแตไมสามารถละลายไดในน้าํ และสวนที่เปนหมูไฮดรอกซิล (OH) ซึ่งเปนหมูที่

มีข้ัว ทําใหสามารถละลายน้าํได  

 

 



 34

 
 

รูปที่ 2.17 แสดงสูตรโครงสรางของคอเลสเตอรอล(C27H46O) 

[Bingqing Ji และคณะ,2002] 

  

 คอเลสเตอรอลมีน้ําหนักโมเลกุล 386.66 มีจุดหลอมเหลวอยูที ่140 ˚C มีคาความถวงจาํเพาะ  

1.06 - 1.07 ไมละลายในน้าํ แตละลายในลารละลายอนิทรียและจะเสถียรที่อุณหภูมิหองแตจะวองไว

ตออุณหภูมิ ทาํใหสีเปลีย่น และไมเสถียร มีผูสนใจนาํคอเลสเตอรอลไปทําการวิจยัดดัแปลงโพลิเมอร

ตางๆ ใหมีคุณสมบัติเหมาะสมกับระบบนาํสงยา โดยในป 2005  Tooru Ooya และคณะไดทําการวิจัย

โดยนาํ polyglycerol dendrimer generation 4 (PGD-G4) ซึ่งเปนแมโครโมเลกุลชนิดใหมที่มีขนาด

ในชวงนาโนเมตร โครงสรางประกอบดวยแขนงจํานวนมากจัดเรียงตวัอยางมีระเบยีบ มีกลุมสําหรับทาํ

ปฏิกิริยาอยูทีแ่ตละปลายโซแขนง dendrimers อาจนาํมาประยกุตใชในการนําสงยาไดหลายประการ 

รวมไปถึงการนําสงยาอยางจําเพาะเจาะจงไปยังตําแหนงเปาหมายและควบคุมการปลดปลอยตัวยาที่

เกิดพนัธะหรือเกิดสารประกอบเชิงซอนกับโมเลกุลของมนั มาทาํการ conjugate กับคอเลสเตอรอลใน

อัตราสวน 1:1.3 ดังรูปที ่2.18 
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รูปที่ 2.18 การเตรียม cholesterol - conjugated PGD-G4 (Chol-PGDG4). 

[Tooru Ooya และคณะ, 2005] 
 

 จากนั้นโครงสรางทีม่ีการจัดเรียงตัวใหมจะถูกหาคาโดยใช dynamic light scattering (DLS) 

และ atomic force microscopy (AFM) จากการทดลองพบวา PGD-G4 จะมีการจดัเรียงตัวที่ดีข้ึน

หลังจากนํามา conjugate และเมื่อนาํ Chol-PGDG4 มาทดสอบการละลายของ paclitaxel ซึ่งเปนยา

ตานมะเร็งชนดิหนึง่เปรียบเทียบกับ PGD-G4 พบวา paclitaxel จะละลายใน Chol-PGDG4 ไดดีกวา

ใน PGD-G4 ดังรูปที่ 2.19 

 

 
รูปที่ 2.19 การละลายของ paclitaxel กับความเขมขนของ Chol-PGDG4 และ PGD-G4 

[Tooru Ooya และคณะ, 2005] 
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2.6 เอกสารสิทธิ์ (Patents) ที่เก่ียวของ 

-  United States Patent   6,228,393 

DiCosmo ,   et al. May 8, 2001 

การคนพบระบบนําสงยาจากของแข็งโดยการใส liposome ใน hydrogel ซึ่งทําใหเกิดพันธะ

โควาเลนตกับพื้นผวิของของแข็ง 

Claims       -  gelatin hydrogel ถูก crosslink ดวย polyethylene glycol ไดเปน  

                 polyethylene glycol-gelatin matrix 

- พื้นผวิของ hydrogel ถูกเคลือบดวย silicon rubber 

- Silicon rubber คือ polydimethylsiloxane. 

- liposome เปนวัสดุที่ถูกเลือกมาจากกลุมที่ประกอบดวย dipalmitoylphos 

phatidylcholine และ polyethyleneglycol-distearoylphosphatidyl 

ethanolamine 

- fluoroquinolone เปนยาปฏิชีวนะซึง่ถกูเลือกมาจากกลุมที่ประกอบดวย 

ciprofloxacine , norfloxacin, ofloxacine, pefloxacine, enoxacine, 

rosoxacin, amifloxacin, fleroxacin,temafloxacin และ lomefloxacin 

-   United States Patent   6,632,457  

Sawhney,   et al. October 14, 2003 

 การควบคุมการปลดปลอยของสารที่มนี้ําหนกัโมเลกุลตํ่าผานแผนไฮโดรเจลโดยการกระจาย

และการละลายเตรียมรูปแบบของยาที่มีการดัดแปลงความเปน hydrophobic ในรูปของสารผสม และ

ถูกนาํไปกระจายในแผนไฮโดรเจลที่มีความสามารถในการดูดซับทางชวีภาพ 

Claims - ตัวยาถูกละลายในสารที่เปน hydrophobic ซึ่งจะไปควบคุมการปลดปลอยตัวยา

จากแผนไฮโดรเจล 

- สารที่เปน hydrophobic มีจุดหลอมเหลวนอยกวา 65 °C 

 - สารที่เปน hydrophobic ถูกเลือกมาจากกลุมที่ประกอบดวย fatty acids และ 

triglycerides 

 - แผนไฮโดรเจลขึ้นรูปมาจากโพลิเมอรซึง่มีสมบัติเปน Hydrophilic ถูกเลือกมาจาก 

poly(hydroxyalkyl methacrylate), poly(electrolyte complexes) และ 

poly(vinylacetate) 

- ตัวยาที่ใชมนี้ําหนกัโมเลกลุนอยกวา 20,000 ดาลตัน 
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- ตัวยาสามารถละลายน้าํไดมากกวา 0.01 mg/mL. 

-   United State Patent  6,673,843 

      Arbiser, January 6, 2004 

เคอรคูมินถูกพัฒนาเพื่อใชสําหรับการรักษาโรคหรือความผิดปกติทางผิวหนงัซึ่งถูกแสดงโดย 

angiogenesis โดยพบวาเคอรคูมินจะยับยั้ง การทํางานของ basic fibroblast growth factor (bFGF)  

Claims - วิธีการรักษาโดยการขึ้นรูปตัวพา (carrier) รวมกับเคอรคูมิน 

- ข้ึนรูปตัวพาในลักษณะเปนขี้ผ้ึงหรือในรูปแบบ hydrogel สําหรับการฝงในรางกาย

ซึ่งประกอบดวยเคอรคูมิน 0.5%และ5%  

-   United States Patent   6,844,024 

       Su,   et al. January 18, 2005 

วิธีการเคลือบโพลิเมอรลงบนสิ่งปลกูฝง (implant) 

Claims - เตรียมสารละลายโพลิเมอรที่สลายตัวไดทางชีวภาพแลวเคลือบบนสิ่งปลูกฝงและทิ้ง

ใหแหงในอากาศ 

- สารละลายประกอบดวยเคอรคูมิน 

- โพลิเมอรที่ใขเปนสิ่งปลกูฝง คือ poly(L-lactic acid), polyglycolic acid, poly-

lactic/polyglycolic acid co-polymer, poly(epsilon caprolactone), polyanhydrides, 

polyorthoesters, poly vinly acetate, polyhydroxybutyrate-polyhydroxyvalerate, และ 

collagen    

-   United State Patent    6,979,470 

Badish,et al. December 27, 2005 

 การยับยัง้กิจกรรมของ cyclooxygenase -2 ดวยองคประกอบของเคอรคูมินอยดซึ่งพบวาผล

ของปริมาณเคอรคูมินอยดและผลของปริมาณ andrographolide จะมผีลรวมกันในการยับยัง้กิจกรรม

ของ COX-2 และมีผลนอยทีสุ่ดตอกิจกรรมของ COX-1  

Claims - เคอรคูมินหรอื andrographolide ถูกสกดัมาจากพืช 

      - ใชอัตราสวนระหวาง เคอรคูมิน และ andrographolide คือ 1:10 ถึง 10:1  

- เคอรคูมิน หรือ andrographolide จะถกู conjugated ดวยสารประกอบทีถู่กเลือก

มาจากหมูที่ประกอบดวย mono- หรือ disaccharides, amino acids, sulfates, 

succinate, acetate และ glutathione. 

    



บทที่ 3 

 
วิธีการดําเนินการวิจัย 

3.1 แผนการดําเนินงานวิจัย 

สรุปแผนการดาํเนนิการวิจัยดังรูปที่ 3.1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
รูปที่ 3.1 แสดงแผนการดําเนินการวจิัย 

 

ทางเคม ี

ทางกายภาพ 

ทางชีวภาพ 

ข้ึนรูปเจลาตินดัดแปลงใหเปน 

แผน 

ศึกษาลักษณะสมบัติของระบบนําสงเคอรคูมิน

ดัดแปลงเจลาตินดวยคอเลสเตอรอล 

ทดสอบความเปนพษิของแผนเจลาตนิดัดแปลง 

วิเคราะหและสรุปผลการทดลอง 

ทดสอบความสําเร็จใน

การดัดแปลงเจลาติน 

ศึกษาการควบคุมการปลดปลอยเคอรคูมินภาย

นอกรางกาย 

ทดสอบระดับเคอรคูมินในเลอืดของสัตวทดลอง 

ทางเคม ี

ทางกายภาพ 

ทางชีวภาพ 
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3.2  เคมีภณัฑ 
 -    Type A gelatin (116g bloom,  pH 4.5, pI 9,Nitta Gelatin Inc., Tokyo, Japan ) 

 - DSC (N,N’-Disuccinimidyl carbonate, C9H9N2O = 256.2, Novabiochem,  

  Japan ) 

  -    DMAP (4-dimethylaminopyridine, (CH3)2NC5H4N =122.17, Nacalai 

 Tesque, Kyoto, Japan) 

 -    Cholesterol (C27H46O =386.65, Wako, Japan)  

 -    DMSO (Dimethyl Sulfoxide, (CH3)2SO =78.13, Nacalai  Tesque , Kyoto, 

 Japan) 

 -    Pyridine 99.5% (C5H5N = 79.10, Nacalai Tesque, Kyoto, Japan) 

      -    double-distilled water 

 -        Curcumin 95% (C21H20O6= 368.97, cayman, USA) 

-  2,4,6-trinitrobenzene sulphonic acid (TNBS) (Nacalai Tesque, Kyoto, Japan) 

 -  β-Alanine (Nacalai Tesque, Inc., Kyoto , Japan) 

 -        Sodium hydrogen carbonate (NaHCO3 99%, Fluka, Buchs, Germany) 

 - Sodium dihydrogen phosphate monohydrate (NaH2PO4⋅H2O, Merck,   

  Darmstadt, Germany) 

 - Hydrochloric acid (HCl 36.5-38%, J.T. Baker, NJ, USA) 

-   Ethanol (99.7-100%, VWR International Ltd., Poole Dorset, United 

 Kingdom) 

-  Trypsin-EDTA (0.25% trypsin with EDTA⋅Na, Gibco BRL, Canada)  

-   Acetic acid (SR lab, Thailand) 

- Acetone (SR lab, Thailand) 

- Citric acid (SR lab, Thailand) 

- Gluteroldehyde (Ajax Finechem, Newzealand) 

- Glycine (Sigma-Aldrich, Germany) 

- Tween 80 
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3.3  เครื่องมือที่ใชในงานวิจัย 
-       4-digit balance (Mettler Toledo, Switzerland)  

-        Magnetic stirrer / Hot plate (RCT Basic, Ika labortechnik, Germany) 

-        Centrifuge (GPR,Beckman, Thailand) 

-        24-well polystyrene tissue culture plate (NUNC, Denmark) 

- Polystyrene tissue culture plate (NUNC, Denmark) 

- autopipette (Pipetman P20, P200, P1000 and P5000, USA) 

- Kim-wipe paper (SR Lab, Thailand) 

- Teflon balance dishes  

- Dialysis Tube (30/32, cellulose, pore size = 50 A) 

- Desiccator (SR Lab, Thailand) 

- pH-meter (professional meter PP-50, Germany) 

- -40 °C freezer  (Heto, PowerDry LL 3000, USA) 

- Water bath (1235 PC, Shel-Lab) 

- Lyophilizer (Heto, PowerDry LL 3000, USA) 

            - UV-Vis spectrophotometer (UV -2450, Shimudzu, Japan)         

            -  Spectrophotometer (Genesys 10UV scanning, Thermo Spectronic) 

            -    High performance liquid chromatography (HPLC) 

            - Contact angle meter, CAM (RE0110, UK) 
         - Fourier Transform Infrared Spectrometer (FT-IR) (Perkin Elmer  Spectrum 

 GX NIR FT-Raman) 

           -        Thermogravimetric/Differential Analyzer, TG/DTA (Diamond, Perkin Elmer, 

 USA) 

 

 3.4   วิธีการทดลอง 
 3.4.1 การดัดแปลงเจลาติน 

การดัดแปลงเจลาตินโดยวิธกีารเชื่อมพันธะ (conjugate) ดวยคอเลสเตอรอลผานปฏิกิริยา

ทางเคมีของหมูไฮดรอกซิล (hydroxyl-reactive chemical reaction) จากวธิีของ Hermanson,Greg T 

[Hermanson,Greg T, 1996 ] โดยใช N,N’-Disuccinimidyl carbonate (DSC) เปนสารเชื่อมพันธะ 
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(conjugating agent) โดยเชื่อมพันธะที่อัตราสวนระหวางหมู OH ในคอเลสเตอรอล: หมู NH2 ใน      

เจลาติน  (จากวิธ ีTNBS จะไดเจลาติน 1 กรัม ม ีNH2 36068 ไมโครกรัม) ดังนี ้ 

- grafted 125% (1.25 : 1) 

- grafted 100% (1 : 1) 

- grafted 75%   (0.75 : 1) 

- grafted 66%   (0.66 : 1) 

- grafted 50%   (0.5 : 1) 

- grafted 25%   (0.25 : 1) 
วิธีการดัดแปลงโครงสรางของเจลาตินดวยคอเลสเตอรอล 
1. เตรียมสารละลาย 4 ชนิด (เตรียมอุปกรณดังรูปที่ 3.2) 

สารละลาย ก : ละลาย 1 กรัมของเจลาตินใน 30 กรัม DMSO และปนกวนที่อุณหภูมิ 60  

องศาเซลเซยีสในขวดที่ปดอยางแนนหนา จนกระทั่งเจลาตินละลายหมด (2-3 ชั่วโมง) 

สารละลาย ข : ละลายคอเลสเตอรอลที่ปริมาณตางๆ กันในสารละลาย pyridine 10 

มิลลิลิตร และปนกวนที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสเปนเวลา 3 ชั่วโมง 

สารละลาย ค : ละลาย DSC (ปริมาณ 1-3 เทาของคอเลสเตอรอล) ใน 5 กรัม DMSO ที่

อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซยีสเปนเวลา 3 ชั่วโมง 

สารละลาย ง : ละลาย DMAP (ปริมาณ 1-3 เทาของคอเลสเตอรอล) ใน 5 กรัม DMSO ที่

อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซยีสเปนเวลา 3 ชั่วโมง 

วิธีการคํานวณหาปริมาณคอเลสเตอรอล, DSC และ DMAP ที่ใชในการดัดแปลงเจลาตินแสดงใน

ภาคผนวก ก. 

 

                            
 

รูปที่ 3.2 ตวัอยางอุปกรณในการเตรียมสารละลายทัง้ 4 ชนิด ประกอบดวย ขวดทีม่ีฝาปดอยางแนน

หนา, ถวยสแตนเลส, เทอรโมมิเตอร, glassbeads และ เครื่องปนกวน 
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2. ผสมสารละลายทัง้ 4 ชนิดเขาดวยกันโดยเทผสมสารละลาย ง ลงสูสารละลาย ค และ ข 

ตามลําดับจากนัน้เทลงสูสารละลาย ก อยางรวดเร็วที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  

3. ปนกวนสารละลายผสมที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 คนื 

4. ทําไดอะไลซิสสารละลายผสมปริมาตร 50 มิลลิลิตร (dialysis cellulose tubing, size 30/32, 

pore size = 50 A) ในน้ํากลั่น 5 ลิตร ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 4 วนั โดยการเปลี่ยนน้าํ 3 คร้ัง

ในชั่วโมงแรก หลังจากนั้นเปลี่ยนน้ําทุก 2 ชั่วโมง (เพื่อใหสารเคมทีี่ไมทําปฏิกิริยาตกตะกอน

ออกมาภายนอกและตัวทาํละลายจะถูกแพรออกมาภายนอกถุง dialysis) จนกระทัง่คา 

conductivity ของน้ําภายนอกถุง dialysis มีคาต่ํากวา 10 และไมมีกลิ่นของสารละลาย 

DMSO หรือ pyridine (ควรทําไดอะไลซิสใน hood เพราะมีกลิน่แรงมาก) 

5. นําสารละลายไปปนเหวี่ยง (centrifuge) ทีค่วามเร็วรอบ 10,000 rpm  อุณหภูมิ 15 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี 

6. นําสวนใสของสารละลายไปแชแข็งที่อุณหภูมิ -50 องศาเซลเซียส อยางต่ํา 6 ชั่วโมง 

7. lyophilize ที่อุณหภูมิ -50 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 48 ชั่วโมง 

 

ตารางที่ 3.1 แสดงอัตราสวนตางๆ ของการดัดแปลงเจลาตินดวยคอเลสเตอรอล 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

รหัสของเจลาตินที่ดัดแปลงดวย

คอเลสเตอรอล  

คอเลสเตอรอล : เจลาติน 

 (อัตราสวนโดยโมล) 

 CG125 1.25 :1 

  CG 100 1 : 1 

CG 75 0.75 :1 

CG 66 0.66 : 1 

CG 50 0.5 : 1 

CG 25 0.25 : 1 
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รูปที่ 3.3  แสดงตัวอยางเจลาตินที่ผานการดัดแปลงโครงสรางดวยคอเลสเตอรอล 

 
3.4.2  วธิีการขึ้นรูปแผนเจลาตินที่ผานการดัดแปลงโครงสรางแลว 
- เตรียมสารละลายของเจลาตินที่ผานการดัดแปลงโครงสรางแลว (ความเขมขน 5 % โดย

น้ําหนกั) โดยนําไปละลายในน้าํ pH 3 (ปรับ pH โดยใชกรดอะซิติก)  และปนกวนทีอุ่ณหภูมิ 

40 องศาเซลเซียส   

- ข้ึนรูปแผนเจลาตินในถาดเคลือบเทฟลอน (ขนาด 2 x 2 เซนติเมตร) โดยปเปตสารละลายลง

ในถาดเทฟลอนปริมาตร 0.75  มิลลิลิตร / ชิ้น (ระวงัไมใหเกิดฟองอากาศ)  จะไดแผนเจลาตนิ

ที่มีความหนา 0.7 มิลลิเมตร 

- นําไปแชแข็งทีอุ่ณหภูมิ -50 องศาเซลเซยีส เปนเวลาอยางต่ํา 6 ชัว่โมง   

- lyophilize ที่อุณหภูมิ -50 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 48 ชั่วโมง   

- นําแผนเจลาตนิที่ไดไปเชื่อมโยงพันธะดวยสารละลายเชือ่มโยงพันธะเปนเวลา 24 ชัว่โมง ที่

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (สารเคมีที่ชวยในการเชื่อมโยงพนัธะ คือ  Glutaraldehyde ) 

- แชแผนเจลาตนิในสาระลาย glycine 0.1 โมลาร ปริมาตร  30  มิลลิลิตร/แผน พรอมทั้งเขยา

เบาๆ เปนเวลา 1 ชัว่โมง ที่อุณหภูมิหอง (เพื่อให glycine เขาไปจับกบัหมูแอลดีไฮนที่ไมไดทาํ

ปฏิกิริยาจากการเชื่อมโยงพันธะระหวางเจลาตินกับ Glutaraldehyde) 

- ลางแผนเจลาติน 5 คร้ัง โดยแชในน้าํกลัน่และเขยาเบาๆเปนเวลา 30 นาททีี่อุณหภูมิหอง 

- นําแผนเจลาตนิที่ลางสะอาดแลวไปแชแข็งที่อุณหภูมิ -50 องศาเซลเซยีส อยางต่ํา 6 ชั่วโมง 

และ lyophilize ที่อุณหภูม ิ-50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง 

วิธีการเตรียมสารละลายเชือ่มโยงพันธะ 

 
 
 

0.01 M HCl  :   Acetone   (25:75)   +  25% Glutaraldehyde (GA), 2.4 μl/ml 
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3.4.3 การประเมินความสาํเร็จในการดัดแปลงเจลาติน 
3.4.3.1 ศกึษาลักษณะสมบัติของเจลาตินดัดแปลง 
ก) ปริมาณอะมิโนอิสระ  

เนื่องจากเมื่อดัดแปลงโครงสรางของเจลาตินดวยคอเลสเตอรอล ปริมาณอะมิโนอิสระจะ

เปล่ียนไปจงึวดัจํานวนหมูอะมิโนอิสระของเจลาตนิที่ผานการดัดแปลงโครงสรางแลวเปรียบเทียบกับเจ

ลาตินที่ไมไดดัดแปลงโครงสรางโดยใช 2,4,6-trinitro-benzensulfonic acid (TNBS)  จากวิธีของ N. 

Nagai [Nagai, N. และคณะ, 2004]  โดยการชัง่น้าํหนกัเจลาตนิ (ทีผ่านการดัดแปลงโครงสรางแลว) 

5  มิลลิกรัม แลวปเปต 0.4%  (w/v) ของ NaHCO3 และ 0.5% (w/v) ของสารละลาย TNBS (2,4,6-

trinitro-benzensulfonic acid) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงสูหลอดทดลองและใหความรอนที่อุณหภูมิ 40 

องศาเซลเซยีส โดยอางใหความรอน เปนเวลา 2 ชั่วโมง หากพบวาเจลาตินยังละลายไมหมดใหเติม 6 

N กรดไฮโดรคลอริก (HCl) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร และเพิ่มอุณหภูมิไปที่ 60 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 90 

นาที จากนั้นวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 415 นาโนเมตรดวยเครื่อง spectrophotometer 

แลวนําคาที่ไดจากการวัดการดูดกลืนแสงมาเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานโดยใช β-alanine (Code 

01116-25 Lot No. M4R4957) ที่ทราบความเขมขนเพื่อหาปริมาณหมูอะมิโนอิสระดังแสดงใน

ภาคผนวก ข. 

    ข) โครงสรางทางเคม ี           

 ศึกษาโครงสรางทางเคมีของเจลาตนิ ทีท่าํการดัดแปลงแลวเปรียบเทยีบกับเจลาตินที่ไมได

ดัดแปลงโดยใชเทคนิค FTIR สเปคโตรสโกป (FT-IR spectroscopy) สภาวะที่ใชคือ พลังงานกระตุนที่

ความยาวคลืน่ 1064 นาโนเมตร, จํานวนการกราดตรวจ 64 scan และการแยกชัด 4 cm-1 ตัวอยางที่

วิเคราะหไดแก เจลาตินซึง่ขึ้นรูปเปนฟองน้ํา (spong)  โดยละลายเจลาตินในน้ําแลวปเปตใส 24- well 

plate ปริมาตรแตละหลุมเทากับ 0.75 มิลลิลิตร จากนัน้แชแข็งที่อุณหภูมิ -50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

24 ชั่วโมงและทําแหงเยือกแข็ง (lyophilized) ที่อุณหภูมิ -50
 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ได  

เจลาตินแบบฟองน้ําขนาดเสนผาศนูยกลางประมาณ 14 มิลลิเมตร ความหนาประมาณ 3.5 มิลลิเมตร  

, ผงคอเลสเตอรอล และเจลาตินดัดแปลงซึ่งขึ้นรูปเปนฟองน้ํา (sponge) การวิเคราะหโครงสรางเจ

ลาตินซึ่งมีหมูอะมิโนอิสระเปนลักษณะสมบัติที่สําคัญ เกิดพีคที่แสดงการสั่นของแถบเอไมด Ι  ที่เลข

คลื่น 1622 cm-1 และการสั่นของเอไมด Π  ที่เลขคลื่น 1249 cm-1  

ค) คามุมสัมผัสน้ํา 

 ศึกษาสมบัตทิางเคมีของแผนฟลมเจลาตนิโดยการวิเคราะหคามุมสัมผัสน้ํา (Water contact 

angle) เพื่อหาความเปน hydrophobicity และ hydrophilicity ของพืน้ผิวแผนฟลมและวดัคามุม
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สัมผัสน้ําดวยเครื่อง Contact Angle Meter (CAM) (RE0110, UK) ดังแสดงในภาคผนวก ง. การวิ

เคราะหผลการทดลองเพื่อพจิารณาความเปน hydrophobicity และ hydrophilicity ของพื้นผวิชิน้งาน 

สามารถพิจารณาจากคามุมสัมผัสน้ําที่วัดไดโดยหากคามุมสัมผัสน้าํของพืน้ผิวชิน้งานมีคามากกวา 

65 องศา แสดงวาพืน้ผิวชิน้งานชนิดนัน้แสดงความเปน hydrophobicity แตถาหากคามุมสัมผัสน้ําที่

วัดไดมีคาต่ํากวา 65 องศาแสดงวาพืน้ผิวชิ้นงานชนิดนัน้แสดงความเปน hydrophilicity [Vogler, EA. 

1998] 

3.4.3.2 ศกึษาลักษณะสมบัติของแผนเจลาตินดัดแปลง 
ก) ระดับของการเชื่อมโยงพนัธะ 

 ทดสอบหาระดับของการเชือ่มโยงพันธะของเจลาตนิที่ผานการดัดแปลงโครงสรางแลวโดยใช

,4,6-trinitro-benzensulfonic acid (TNBS)  ดังหัวขอ 3.4.3 TNBS สามารถบงบอกถึงปริมาณกรดอะ

มิโนอิสระหรือ –NH2 ในโมเลกุล เนื่องจากหมู –NH2 เปนองคประกอบที่พบในเจลาติน ซึ่งถาปริมาณ

กรดอะมิโนในแผนเจลาตนิดัดแปลงหลังจากการเชื่อมโยงพันธะเหลือนอยลงแสดงวาเกิดการเชื่อมโยง

พันธะภายในแผนเจลาตนิดัดแปลงมาก ซึ่งมีข้ันตอนการทดสอบและการคํานวณดังแสดงในภาค 

ผนวก ข. 

ข) การดูดซับน้ํา (swelling)  

การทดสอบการดูดน้ําของแผนเจลาตนิดดัแปลงที่ผานการเชื่อมโยงพันธะแลวทําไดโดย

ดัดแปลงวิธีของ SJ. Mao  [Mao, SJ. และคณะ, 2003] โดยคํานวณไดจากผลตางของน้ําหนักแหง

และน้ําหนกัเปยกของแผนเจลาตินดัดแปลงน้าํหนักเปยกทําไดโดยแช แผนเจลาตนิดัดแปลง ใน

สารละลาย PBS buffer ที่ pH 7.4 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ชั่วโมง จากนั้นซับแผนเจ

ลาตินดัดแปลงทัง้สองดานดานละ 10 วนิาทีดวยกระดาษไมมีขุย และชั่งน้าํหนกัทนัที จะไดเปนคา

น้ําหนกัเปยกของแผนเจลาตินดัดแปลงซึ่งสามารถคํานวณ % swelling ไดจากสูตร  

                         % swelling = 1000 ×
−

o

so

W
WW   

                         โดย Wso คือน้ําหนกัของแผนเจลาตนิหลังจากที่ถกูดดูซับน้ํา และ  

                                Wo คือน้ําหนกัเริ่มตนของแผนเจลาติน 

ค) อุณหภูมิในการสลายตัว 

 วิเคราะหสมบัติทางความรอนของแผนเจลาตินดวยเครื่อง Thermogravimetric/ Differential 

Analyzer (TG/DTA) เพื่อหาคาอุณหภมูิในการเปลี่ยนแปลงน้ําหนกัของแผนเจลาติน (Degradation 

temperature, Td)  ซึง่คา Td สามารถบงบอกถึงความเสถียรทางอุณหภูมิของสาร และแสดงใหเหน็ถึง
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ลักษณะเฉพาะของสาร การเปลี่ยนแปลงของน้าํหนักของแผนเจลาตนิ เกิดจากการสลายตัวที่อุณหภูมิ

ที่สูงขึน้ ในงานวิจยันีท้ําการทดลองหาคา Td เพื่อเปรียบเทียบเจลาตินทั้งที่ผานการดัดแปลงโครงสราง

ในอัตราสวนตางๆ และไมไดดัดแปลงโครงสรางวามีเสถียรภาพทางอณุหภูมิแตกตางกนัหรือไม ซึ่ง

ข้ันตอนการวิเคราะหคา Td โดยใชคา onset ของกราฟระหวางรอยละของน้าํหนกัที่เหลืออยูของวัสดุ

และคาอุณหภูมิที่ใชดังแสดงในภาคผนวก ค. 

ง) การยอยสลายทางชีวภาพภายนอกรางกาย 

 การทดสอบการยอยสลายทางชีวภาพภายนอกรางกายของแผนเจลาตินดัดแปลงดวยวิธีการ

ยอยสลายในเอนไซม collagenase (CAS No. 9001-12-1) โดยดัดแปลงวิธีของ YS. Choi [Choi, Ys 

และคณะ, 1998]  ในการหาการยอยสลายของแผนเจลาตินดัดแปลงโดยแชแผนเจลาตินดัดแปลง

ขนาดเสนผานศูนยกลาง 7 มิลลิเมตร หนัก 5 มิลลิกรัม ในสารละลายฟอตเฟตบัฟเฟอร (PBS buffer) 

ที่ pH 7.4 ที่มีเอนไซม bacterial collagenase ความเขมขน 1 ยูนิต/มิลลิลิตร และเก็บไวที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 สัปดาห โดยติดตามผลทุก 24 ชั่วโมง จึงนําออกมาลางดวยน้ํากลั่นกอนที่

จะทําใหแหงที่อุณหภูมิเยือกแข็ง   

 

การยอยสลายของแผนเจลาตินดัดแปลงคํานวณไดจากสูตร  

                          การยอยสลาย (%) = 100×
−

o

to

W
WW  

                          โดย Wo เปนน้าํหนักเริ่มตนของแผนเจลาตินดัดแปลง 

   และ  Wt เปนน้าํหนักที่เวลาใดๆของแผนเจลาตนิดัดแปลง 

 

จ. ความเปนพษิของแผนเจลาตินดัดแปลงตอเซลล L929 mouse  fibroblast  

การทดสอบความเปนพิษตามมาตรฐาน  ISO 10993 ไดกําหนดใหใชเซลล L929 mouse 

fibroblast จํานวน 0.5-1 ลานเซลล/จานเลี้ยงเซลล ในการทดสอบ และประเมินจํานวนเซลลที่รอดชีวิต

ที่เวลา 3 วนั จากงานวจิัยนีท้ดสอบความเปนพิษของแผนเจลาตินดัดแปลงโดยประเมินจากการยึด

เกาะของเซลล และการเพิ่มจํานวนเซลล  L929 mouse fibroblast โดยวิเคราะหปริมาณเซลลที่ยงัมี

ชีวิตอยูที่เวลา 5 ชั่วโมง เพื่อประเมนิจํานวนเซลลยึดเกาะที่เวลา 24 และ 72 ชั่วโมง เพื่อประเมิน

จํานวนเซลลที่เจริญเติบโต ดวยวิธ ี MTT assay โดยดัดแปลงวิธีของ Mosmann (Mosmann, 1983; 

Choi และคณะ, 2004) ในการทดสอบทําการเพาะเลี้ยงเซลล L929 ในจานเพาะเชื้อขนาดเสนผ

านศนูยกลาง 6 เซนติเมตร (NUNC, Roskilde, Denmark) ดวยอาหารเลีย้งเชื้อ Dulbecco’s 
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modified eagle medium (DMEM) ทีป่ระกอบไปดวย 10% FBS, 2mM L-glutamine, 100 IU/ml 

penicillin, 100 μg/ml streptomycin¸ and 0.25 μg/ml amphotericin-B โดยทาํการเพาะเลีย้งเซลล

ในตูเพาะเชื้อที่มีสภาวะความดันบรรยากาศที่ม ี 5% CO2 และ 95% air อุณหภูมิ 37 °C จากนั้น

ทดสอบการยดึเกาะและการเพิ่มจํานวนของเซลล (Cell adhesion and proliferation) โดยทําการฆ

าเชื้อ (sterilized) แผนเจลาตินในเอทานอลเขมขน 70% เปนเวลา 30 นาทีแลวลางดวยน้าํปราศจาก

ไอออน (deionized water) ที่ผานการฆาเชื้อ (autoclave) ทําการเปลี่ยนน้ําปราศจากไอออนใหม 3 

คร้ัง แตละครั้งแชทิง้ไว 15 นาท ีหลังจากนั้นแชดวย PBS ทิ้งไวขามคืน ทําการทดสอบแผนเจลาตินใน

จานเพาะเซลลขนาด 48 หลุม เติมอาหารเลี้ยงเซลลปริมาตรหลุมละ 350 ไมโครลิตร กอนทาํการใส

เซลลจํานวน 104 เซลลตอแผนเจลาตนิ แลวทาํการนับจํานวนเซลลที่เวลา 5 ชั่วโมง, 1 วัน และ 3 วัน  

ดวยเทคนิค MTT assay ซึ่งมีข้ันตอนการประเมินจาํนวนเซลลอยางละเอียดแสดงในภาคผนวก จ.  

   

  ฉ. การควบคมุการปลดปลอยเคอรคูมินภายนอกรางกาย 

- เตรียมแผนเจลาตินดัดแปลง 2 มิลลิกรัม ในหลอด microcentrifugal ที่มีฝาปดแนนขนาด 1.5 

มิลลิลิตร 

- หยดสารละลายเคอรคูมินความเขมขน 10, 15, 20 และ 40 มิลลิกรัม/กรัมแผน บนแผนเจ

ลาตินดัดแปลง (ดังรูปที่ 3.4) 

- ปนเหวี่ยงเปนเวลา 2-3 นาท ีที่อุณหภูมหิอง (เพื่อใหเคอรคูมินทัง้หมดถกูดูดซับในแผนเจ

ลาติน) แลวนาํไปใหความรอนที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส เปนเวลาอยางนอย 6 ชัว่โมง 

- เปดฝาหลอดในที่สะอาดเปนเวลา 3 ชั่วโมง (เพื่อใหแอลกอฮอลระเหยหมด) 

 

 
รูปที่ 3.4 แสดงตัวอยางแผนเจลาตนิดัดแปลงหลงัจากหยดสารละลายเคอรคูมิน 

 

- เติม 1 มิลลิลิตร ของสารละลายผสมระหวาง PBS กับ 0.01% Tween 80 (ชวยเพิ่มการ

ละลายของเคอรคูมินใน PBS) ลงในหลอด 
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- นําไปบมในเครื่อง  shaking water bath ที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 100 

rpm  

- เก็บตัวอยางสารละลาย PBS ที่เวลา  0, 2, 6, 12, 24, 48 ชัว่โมง (เก็บตัวอยางสารละลาย 

PBS ทัง้หมดจากเจลาตินทันทีในการวเิคราะหการปลดปลอยยาที่เวลา 0 นาท ี แลวใส

สารละลาย PBS ลงไปใหมจํานวน 1 มิลลิลิตร จากนัน้เก็บตัวอยางทีเ่วลาตางๆ ) และนําไป

วิเคราะหหาคาความเขมขนของเคอรคูมิน โดยใชเครื่อง  UV-vis spectrophotometer  

- ตรวจสอบความเขมขนสุดทายของเคอรคูมินในแผนเจลาตินโดยยอยสลายแผนดวย trypsin- 

EDTA (0.25 % wt trypsin, 0.02% EDTA, ใน PBS) 1 มิลลิลิตร แลวบมที ่37 องศาเซลเซียส 

พรอมทัง้เขยาที่ความเร็วรอบ 100 rpm  จนกระทั่งแผนเจลาตนิดัดแปลงถูกยอยหมดและ

ปลดปลอยเคอรคูมินทั้งหมดออกมา (เวลาที่แผนเจลาตินถูกยอยหมดขึ้นกับความแข็งแรงของ

การเชื่อมโยงพันธะ) จากนัน้นาํไปวิเคราะหหาความเขมขนสุดทายของเคอรคูมินดวยเครื่อง 

UV-vis spectrophotometer วิธีการคํานวณแสดงดังภาคผนวก ฉ. 

 
3.4.4 ระดับเคอรคูมินในเลือดของสัตวทดลอง 

วิธีการทดสอบในสัตวทดลอง 

1. การทดลองจะถูกแบงออกเปน 3 กลุม กลุม 1 เปนกลุมควบคุม คือ กลุมที่ฝงแผนเจลาติน

ดัดแปลงที่ไมไดดูดซับเคอรคูมิน  กลุม 2 คือ กลุมที่ฝงแผนเจลาตินดัดแปลงที่ดูดซับเคอรคูมิน 10  

มิลลิกรัม/กรัมแผน กลุม 3 คือ กลุมที่ฝงแผนเจลาตินดัดแปลงที่ดูดซับเคอรคูมิน 40  มิลลิกรัม/กรัม

แผน ในแตละกลุมจะทําการศึกษาเปนชวงเวลา โดยทําการศึกษาในวันที่ 3, 6, 10 และ 14  ในแตละ

ชวงเวลาจะใชหนูในการปลูกถายจํานวน 3 ตัว (n =3) ดังนั้นใชหนูในการทดสอบทั้งหมด  36 ตัว และ

ใชเจลาตินที่ผานการดัดแปลงโครงสรางดวยคอเลสเตอรอลขนาด 1 x 1 เซนติเมตร ความหนา 0.7 

มิลลิเมตร หนัก 10 มิลลิกรัม จํานวน 36  ตัวอยาง  

2. หนูทดลองพันธุ BALBcA mice เพศผู น้ําหนักประมาณ 22-25 กรัม อายุ 6-8 สัปดาห

จํานวน 36 ตัว ส่ังซื้อจากศูนยสัตวทดลองแหงชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล สัตวทดลองจะถูกเลี้ยงตาม

แนวทางปฏิบัติของ Home office guidelines on the scientific use of animal (Scientific 

procedures) Act 1986 กลาวคือ หนูจะถูกเลี้ยงในหองควบคุมเชื้อที่ภาควิชาสรีรวิทยา คณะ

แพทยศาสตร มีการควบคุมสภาพแวดลอมที่เหมาะสม ไดแก อุณหภูมิ 25 +/- 3 องศา

เซลเซียส   ความชื้นสัมพัทธ 60 +/- 90 % วงจรการใหแสง 12 ชั่วโมงสวาง 12 ชั่วโมงมืด มีการถายเท
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อากาศ เพียงพอ  มีการดูแลใหอาหารและน้ํา ในระหวางทําการทดลองหนูจะอยูแยก 1 ตัวตอ 1 กรง 

กอนการทดลองแตละครั้ง  หนูทดลองจะถูกงดอาหารอยางนอย  6  ชั่วโมง  แตไดรับน้ําดื่มตามปกติ 

วิธีการทดลอง สรุปไดดังแผนผังในรูปที่ 3.5 

 
แผนผังขั้นตอนการทดสอบการปลดปลอยเคอรคูมินจากระบบนําสงเคอรคูมิน 

 

      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.5 แผนผังขัน้ตอนการทดสอบการปลดปลอยเคอรคิวมินจากระบบนาํสงโดย

การปลูกถายในสัตวทดลอง 

นําแผนเจลาตินไปดูดซับสารละลาย 

เคอรคูมินแลวทําใหแหง 

วางยาสลบหนูทดลองแลวทําความสะอาดบริเวณผิวหนัง

ดานหลังของหนูดวยแอลกอฮอล 70% 

นําแผนเจลาตินไปฝงใตผิวหนังของหนู

หลังจากนั้นเย็บปดแผลดวยดายเย็บแผล  

ทําการตัดผิวหนังดานหลังหนูทดลอง 

ทําการเก็บผลหลังจากฝงแผนเจลาตินแลว 

วิเคราะหหาปริมาณเคอรคูมินในพลาสมาดวยเครื่อง HPLC 

นําแผนเจลาตินมาฆาเชื้อดวยเอทิลีน

ออกไซด 
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การทดสอบการปลดปลอยเคอรคูมินจากระบบนําสง โดยการปลูกถายในสัตวทดลองมี
รายละเอียดดังนี้ 

1. เตรียมแผนเจลาตินดัดแปลงขนาด 1 x 1 เซนติเมตร ความหนา 0.75 มิลลิเมตร นําไปฆาเชื้อ

ดวยวิธเีอทิลีนออกไซด แลวนําไปดูดซับสารละลายเคอรคูมิน  เปนเวลา 6 ชัว่โมง ที่ 37 °C ทําใหแหง

กอนนํามาทาํการทดลอง (กอนการทดลองไดนําแผนเจลาตินดัดแปลงไปทดสอบความเปนพษิเบื้องตน

ดวยวิธกีารเลีย้งเซลล L929) 

2. ทําการวางยาสลบหนทูดลองโดยวธิีฉีด Barbiturate (Pentobarbital) เขาทีช่องทอง ดวย

ปริมาณ 60 มิลลิกรัม/น้ําหนักหน ู 1 กิโลกรัม เนื่องจาก Barbiturate  มีฤทธิ์กดการหายใจ ดังนั้นการ

เดินยาเขาชองทองอยางรวดเร็วจะทาํใหสัตวหยุดหายใจ ฉะนั้นควรเดินยาอยางชาๆ และตรวจดูการ

ตอบสนองของสัตวโดยดูจากการกระพริบตาเมือใชนิว้เคาะทีห่ัวถาสตัวกระพริบตาแสดงวายงัไมสลบ 

แตถาหยุดกระพริบตาแสดงวาสลบใหหยดุเดินยา 

3. หลังจากที่หนูสลบแลวทําความสะอาดบริเวณผิวหนังดานหลังของหนูดวยแอลกอฮอล 70%  

แลวทําการตัดเปดผิวหนังดานหลังดวยกรรไกรใหมีความยาวของแผลประมาณ 1 เซนติเมตร จากนั้น

นําแผนเจลาตินดัดแปลงที่ผานการดูดซับเคอรคูมินแลว ฝงใตผิวหนังของหนูหลังจากนั้นเย็บปดแผล

ดวยดายเย็บแผล ดังรูปที่ 3.6 ข้ันตอนเหลานี้ทําดวยเทคนิคปลอดเชื้อ 

 

 
รูปที่ 3.6 แผนภาพแสดงการฝงชิ้นงานบนหลงัสัตวทดลอง 

 

 4. หลังการฝงแผนเจลาตนิดัดแปลง ทําการเก็บเลือดของหนูจากหัวใจหนทูี่เวลาตางๆ ทาํการ

แยกพลาสมาออกจากเลือดโดยการใส heparin 0.2 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร นําไปปนแยกที่ความเรว็รอบ 

1000 g เปนเวลา 15 นาท ีที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แลวนาํพลาสมา 200 ไมโครลิตร ไปบมกับ

เอนไซม β - glucuronidase type X-A (500 U) ในสารละลายโซเดียมฟอตเฟตบัฟเฟอร 0.1 M pH 6.8  

ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนัน้นาํไปสกัดเคอรคูมินออกจากพลาสมา วธิีการ

สกัดเคอรคูมินออกจากพลาสมาสรุปไดดังแผนผังในรูปที ่3.7 

แผนไฮโดรเจล

ไ โ

รอยแผล 
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รูปที่ 3.7 แผนผังข้ันตอนการสกัดเคอรคูมินจากพลาสมา 

 

  จากนั้นนําไปวเิคราะหหาปรมิาณเคอรคูมินในพลาสมาดวยเครื่อง HPLC โดยใช column C-

18 Mobile phase ใช acetronitrile และ 10% acetic acid (50:50) ที่อัตราการไหล 1 มิลลิลิตร/นาที 

ตามวิธีของ Min-Hsiung Pan [Min-Hsiung Pan และคณะ, 1998]  จากนัน้นาํคาที่ไดไปวาดกราฟ

ความสัมพันธความเขมขนของเคอรคูมินในเลือดกับเวลา คาพืน้ทีใตเสนโคงทัง้หมดที่ได (AUC) จะ

เปนปริมาณทีม่อียูในรางกายทัง้หมดนับต้ังแตเร่ิมใหเคอรคูมิน [สุพงษ เอกศิริพงษ, 2547] โดยกอนที่

จะทาํการเก็บตัวอยางจะทําการวางยาสลบหนทูดลองโดยใชวิธีการดังทีก่ลาวไวในขอที่ 2  

4. เมื่อเสร็จส้ินการทดลอง ซากของหนูทดลอง จะถูกนําไปทําลายโดยการเผาในเตาเผาซากสัตว
ตอไป   

เติม  hexane 4 ml นําไปปนแยกที่ความเร็วรอบ 1000 g  

10 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

ทิ้งสวนของ hexane 

สกัดซ้ํา 3 ครั้ง 

เติม น้ํากลั่น 1.2 ml และ ethyl acetate 3 ml ปนแยกที่ความเร็วรอบ 

1000 g 15 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เก็บชั้น ethyl acetate ไว 

นําชั้นของ ethyl acetate ทั้งหมดมารวมกันแลวนําไประเหย

ใหแหงในสุญญากาศ 

นํากากที่เหลือไปละลายใน 100 μl ของ methanol 

พลาสมา 200 μl + PBS (pH 6.8) 200 μl  ที่ประกอบดวย 0.1% EDTA 

+ น้ํากล่ัน 200 μl + methanol 600 μl  เขยาใหเขากันเปนเวลา 3 นาที 



 52

หมายเหต ุ : งานวิจัยนี้ไดทดลองนาํไปใชจริงในสัตวทดลองโดยไดรับความรวมมือจาก นางสาว 

ณัฏฐชญา วงศเอกอินทร  ภาควิชา สรีรวทิยา คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย และไดรับ
การอนุมัติใหมีการทดลองในสัตวทดลองจากการประชมุคณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมการวจิยั 

โดยฝายวิจัย คณะแพทยศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย  

3.5 การวิเคราะหทางสถิติ  

ในงานวิจัยนี้เปรียบเทียบคาความแตกตางของขอมูล เพื่อศึกษาวาคาที่ไดมีความแตกตาง 

กันอยางมีนยัสําคัญหรือไม โดยใชการวเิคราะหทางสถิตแิบบที (t-test) ดวยโปรแกรมคอมพิวเตอรมินิ

แทบ (Minitab system for Windows version 14, USA) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (P-value < 0.05)  

 3.6 สถานที่ทําการวิจัย 
ทําการวิจยั ณ หองปฏิบตัิการวิศวกรรมเคมี ตึกอาคารอนุสาสนยนัตรกรรม ชั้น 5 ภาควิชา

วิศวกรรมเคม ี คณะวิศวกรรมศาสตร, หองปฏิบัติการวศิวกรรมเนื้อเยือ่ ชั้น 9 ตึก อ.ป.ร. คณะแพทย

ศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย และ ภาควิชาสรีรวิทยา คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณ

มหาวิทยาลยั 

  

 

 



บทที่ 4 

 
ผลการทดลองและการวิเคราะหผลการทดลอง 

 
การทดสอบความสําเร็จในการดัดแปลงเจลาติน 
 การประเมนิความสาํเร็จในการดัดแปลงเจลาตินดวยคอเลสเตอรอลและการทดสอบ

ลักษณะสมบตัิของเจลาตินที่ผานการดัดแปลงโครงสรางแลว มีวธิีและข้ันตอนในการดําเนินการ

วิจัยแสดงในแผนผังรูป 4.1 โดยมีรายงานผลการทดลองโดยลําดับดังตอไปนี้ 

 4.1  ลักษณะสมบัติของเจลาตินที่ดัดแปลงดวยคอเลสเตอรอล (cholesterol modified 

gelatin) 

ก.  ปริมาณอะมิโนอิสระ 

ข.  โครงสรางทางเคมีของเจลาตินดัดแปลง 

ค.  มมุสัมผัสน้ํา (Water contact angle) 

4.2  ลักษณะสมบัติของแผนเจลาตนิดัดแปลง (modified gelatin sheet) 

ก.  ระดับการเชื่อมโยงพนัธะ (Degree of crosslinking) 

  ข.  การดูดซับน้ํา (Swelling ratio) 

ค.  อุณหภูมใินการสลายตัว (Degradation temperature) 

ง.  การยอยสลายทางชีวภาพภายนอกรางกาย (In vitro Biodegradation) 

จ.  ความเปนพิษของแผนเจลาตินดัดแปลงตอเซลล L929 mouse  fibroblast 

ฉ.  การควบคมุการปลดปลอยเคอรคูมินภายนอกรางกาย 

4.3  ระดับเคอรคูมินในเลือดของสัตวทดลอง 

โดยความหมายของรหัสของตัวอยางที่ใชในการทดลองเปนดังนี ้

G         :   เจลาติน 

CG 25 :   เจลาตินที่ถูกดัดแปลงโครงสรางโดยใชปริมาณคอเลสเตอรอลรอยละ 25 (โดยโมล) ของ

ปริมาณหมูอะมิโนอิสระของเจลาติน 

CG 50 :   เจลาตินที่ถูกดัดแปลงโครงสรางโดยใชปริมาณคอเลสเตอรอลรอยละ 50 (โดยโมล) ของ

ปริมาณหมูอะมิโนอิสระของเจลาติน 

CG 66 :   เจลาตินที่ถูกดัดแปลงโครงสรางโดยใชปริมาณคอเลสเตอรอลรอยละ 66 (โดยโมล) ของ

ปริมาณหมูอะมิโนอิสระของเจลาติน 
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CG 75  :   เจลาตินที่ถูกดัดแปลงโครงสรางโดยใชปริมาณคอเลสเตอรอลรอยละ 75 (โดยโมล) ของ

ปริมาณหมูอะมิโนอิสระของเจลาติน 

CG100  :  เจลาตินที่ถูกดัดแปลงโครงสรางโดยใชปริมาณคอเลสเตอรอลรอยละ 100 (โดยโมล) 

ของปริมาณหมูอะมิโนอิสระของเจลาติน 

CG125 :   เจลาตินที่ถูกดัดแปลงโครงสรางโดยใชปริมาณคอเลสเตอรอลรอยละ 125 (โดยโมล) 

ของปริมาณหมูอะมิโนอิสระของเจลาติน 

CHO :       คอเลสเตอรอล 

DSC 1x, DSC 2x, DSC 3x  : ดัดแปลงโครงสรางของเจลาตินโดยใชสารเชื่อมพนัธะปริมาณ 1, 2 

และ 3 เทาของปริมาณคอเลสเตอรอลที่ใช  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

รูปที่ 4.1 แผนผังการทดสอบสมบัติของเจลาตินที่ดัดแปลงโครงสรางดวยคอเลสเตอรอล 

 

ข้ึนรูปเจลาตินดัดแปลง 

ใหเปนแผน ทดสอบลักษณะสมบัติ 

ดัดแปลงเจลาตินดวยคอเลสเตอรอล 

ทดสอบความเปนพษิของ

แผนเจลาตนิดัดแปลง 

ทดสอบปริมาณ 

เคอรคูมินในเลือดของ

สัตวทดลอง 

ประเมินความสําเร็จใน

การดัดแปลง 

- FT-IR 

- Water contact angle 

- Degree of crosslinking 

- Swelling ratio 

- Degradation temperature  

- In vitro Biodegradation 

 

ศึกษาการปลดปลอย 

เคอรคูมินจากแผน 

เจลาตินดัดแปลง 
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ความสาํเร็จในการดัดแปลงเจลาตินดวยคอเลสเตอรอล 
4.1 ลักษณะสมบัติของเจลาตินดัดแปลง 

ก. ปริมาณหมูอะมิโนอิสระ 
เจลาตินประกอบดวยกรดอะมิโนชนิด glycine, proline และ hydroxyproline   ใน

ปริมาณสูง โดยมีหนวยซ้ําของกรดอะมิโนที่เรียงตัวกันคือ glycine-X-Y  ซึ่ง X และ Y คือ proline 

และ hydroxyproline ตามลําดับ ปริมาณอะมิโนอิสระ (–NH3
+) ในเจลาติน (MW~100,000) 

ข้ึนอยูกับชนิดของกรดอะมิโนภายในสายโปรตีนโดยกรดอะมิโนที่ประกอบดวยหมู –NH3
+ ใน

โครงสราง ไดแก histidine, arginine และ lysine ซึ่งมีหมู –NH3
+ เปนองคประกอบประมาณ 13 % 

[Mary, K.H.a., 1992] นอกจากนั้นยังมี –NH3
+ ที่ปลาย N-terminal ของสายโปรตีนดวยเมื่อมีการ

ดัดแปลงโครงสรางของเจลาติน หมู –NH3
+ เหลานี้จะถูกใชไปในการเชื่อมโยงพันธะกับ

คอเลสเตอรอล ดังนั้นความสําเร็จในการดัดแปลงเจลาติน ทําโดยการวิเคราะหปริมาณของหมูอะมิ

โนอิสระในเจลาตินที่ถูกดัดแปลงโครงสราง โดยวิธีทําปฏิกิริยาระหวางหมูอะมิโนอิสระของเจลาติน

ดัดแปลง กับสารละลาย  TNBS (2,4,6-trinitro-benzensulfonic acid) โดยใชกราฟมาตรฐานของ 

beta-alanine ซึ่งประกอบดวย  –NH3
+ 1 หมูในโมเลกุล (CH3H7NO2) [Nagai, N. และคณะ, 

2004] ในการตรวจสอบ ดังแสดงในตารางที่ 4.1  

ปริมาณอะมิโนอิสระของเจลาตินที่ผานการดัดแปลงโครงสรางดวยรอยละของ

คอเลสเตอรอลตอหมูอะมิโนอิสระตางๆ มีปริมาณอะมิโนอิสระลดลงเมื่อเทียบกับ G (เจลาติน 

type A จากบริษัท Nitta Galatin Inc. ประเทศญี่ปุน น้ําหนักโมเลกุล~100,000) ซึ่งทดสอบ

ปริมาณอะมิโนอิสระดวยวิธี เดียวกันกับเจลาตินที่ ไมผานการดัดแปลงโครงสรางดวย

คอเลสเตอรอล (G) ไดเทากับ 36,068 µg + 0.04 / 1 กรัมเจลาติน  ตารางที่ 4.1 แสดงปริมาณ

หมูอะมิโนอิสระของเจลาตินที่ผานการดัดแปลงโครงสรางดวยคอเลสเตอรอล โดยใชสารเชื่อม

พันธะ (DSC) ในปริมาณ 1 เทาของคอเลสเตอรอล จะเห็นวาปริมาณอะมิโนอิสระของเจลาติน

ดัดแปลงมีคาลดลงตามลําดับเมื่อเพิ่มรอยละของการดัดแปลงเจลาตินดวยคอเลสเตอรอลในชวง 

4-31 เปอรเซนต ปริมาณอะมิโนอิสระของ CG66, CG75, CG100 และ  CG125 มีความแตกตาง

อยางมีนัยสําคัญเทียบกับ G โดยที่ CG125 มีเปอรเซ็นตการลดลงของหมูอะมิโนอิสระมากที่สุด 

(30.66 เปอรเซนต) เมื่อเทียบกับอัตราสวนอื่นๆ เนื่องจากมีการใชคอเลสเตอรอลในการดัดแปลง

สูงสุด ทําใหหมู –NH3
+ ของเจลาตินเกิดการเชื่อมโยงพันธะกับหมู OH ของคอเลสเตอรอลเพิ่มข้ึน

โดยมีสารเชื่อมพันธะ (DSC) เปนสารชวยใหเกิดการเชื่อมพันธะระหวางหมูทั้งสองดวยพันธะโควา

เลนต (ดังสมการการดัดแปลงโครงสรางในรูปที่ 4.3) DSC จะเชื่อมกับหมู OH ของคอเลสเตอรอล

จากนั้นจึงเกิดการเชื่อมกับหมูอะมิโนอิสระของเจลาติน  



 56

เนื่องจากกระบวนการดัดแปลงโครงสรางนี้ทาํในสารละลายที่ความเขมขนต่ํา (1 กรัมเจ

ลาตินตอสารละลายรวม 50 มิลลิลิตร) จึงอาจทําใหเกิดความไมทั่วถึงของสารเชื่อมพันธะในการ

ดัดแปลง ดังนั้นจงึมกีารทดลองเพิ่มปริมาณสารเชื่อมพันธะเปน 2 และ 3 เทา (โดยโมลของ

คอเลสเตอรอลที่ใช) พบวาปริมาณอะมโินอิสระในแตละกระบวนการดัดแปลงมีคาลดลงมากกวา

เมื่อใช DSC 1 เทา โดยปรมิาณอิสระของ CG50, CG66, CG75, CG100 และ  CG125 เมื่อใช 

DSC 2x และ 3x ลดลงประมาณ 9 – 47 % เมื่อเทยีบกับเมื่อใช DSC 1x เจลาตินดัดแปลงทกุ

อัตราสวนมีความแตกตางอยางมีนยัสําคญัเทียบกบั G โดยที่ CG125 ที่ผานการดัดแปลงโดยใช

ปริมาณสารเชือ่มพันธะเปน 3 เทาของคอเลสเตอรอล มีเปอรเซนตการลดลงของปริมาณหมูอะมิโน

อิสระมากถงึ 64 เปอรเซนต แสดงใหเหน็วาสารเชื่อมพันธะ(DSC) มีการกระจายตัวอยางทั่วถงึ

มากขึ้นจึงมีประสิทธิภาพในการเชื่อมพันธะระหวางหมูอะมิโนอิสระของเจลาตนิกับหมูไฮดรอกซิ

ลของคอเลสเตอรอล  อยางไรก็ตามดวยลักษณะการทําปฏิกิริยากบัหมู -OH ของ DSC โดยมี 

DMAP เปนตวัเรงปฏิกิริยา [Greg T. Hermanson, 1996]  จึงมีความเปนไปไดที่กรดอะมิโนใดๆ 

ในโครงสราง -OH ในหมูหอย (Serine, Threonine, Tyrosine) ประมาณ 6.2 % อาจจะเกิดการ

เชื่อมโยงกับหมู –NH3
+ ภายในโมเลกุลดวยกันเองได 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ตารางที่ 4.1 แสดงปริมาณหมูอะมโินอิสระในโครงสรางของเจลาตินดดัแปลง (mean ± SD, n=3) 

 

ใชสารเชื่อมพนัธะ  

1 เทาของคอเลสเตอรอล 

ใชสารเชื่อมพนัธะ   

2 เทาของคอเลสเตอรอล 

ใชสารเชื่อมพนัธะ   

3 เทาของคอเลสเตอรอล 

รหัส 

ปริมาณหมูอะมิโน

อิสระ (µg/g) x 102 

รอยละของ

หมูอะมโิน

อิสระที่ลดลง 

ปริมาณหมูอะมิโน

อิสระ (µg/g) x 102 

รอยละของ

หมูอะมโิน

อิสระที่ลดลง 

ปริมาณหมูอะมิโน

อิสระ (µg/g) x 102 

รอยละของ

หมูอะมโิน

อิสระที่ลดลง 

G 360.68 + 0.04 - 360.68 + 0.04 - 360.68 + 0.04 - 

CG25 345.14 + 0.02 4.30 313.58 + 0.01 # 13.06 267.54 + 0.01* # δ 25.82 

CG50 311.46 + 0.01 13.64 286.06 + 0.01* # 20.68 215.34 + 0.01* # δ 40.29 

CG66 298.05 + 0.01* 17.36 276.01 + 0.02* # 23.47 198.41 + 0.01* # δ 44.98 

CG75 278.48 + 0.01* 22.79 256.26 + 0.01* # 28.95 188.88 + 0.01* # δ 47.63 

CG100 263.13 + 0.01* 27.04 238.27 + 0.01* # 33.94 168.43 + 0.02* # δ 53.30 

CG125 250.08 + 0.01* 30.66 213.75 + 0.01* # 40.73 132.27 + 0.01* # δ 63.33 

*,  #, δ  แสดงความแตกตางอยางมีนยัสําคัญเทียบกับ G เมื่อใชสารเชื่อมพันธะในปริมาณ 1x, 2x, 3x ของปริมาณคอเลสเตอรอลทั้งหมด (โมล)

ตามลําดับ ที่ระดับนัยสาํคัญ p < 0.05   
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รูปที่ 4.2   ปริมาณอะมิโนอสิระของเจลาตินที่ดัดแปลงโครงสรางดวยคอเลสเตอรอล  

 *, #, δ  แสดงความแตกตางอยางมีนยัสําคัญเทียบกับ G เมื่อใชสารเชื่อมพันธะในปริมาณ 1x, 2x, 

3x ของปริมาณคอเลสเตอรอลทั้งหมด (โมล) ตามลําดับ ที่ระดับนัยสาํคัญ p < 0.05           

(หมายเหตุ  G มีหมูอะมิโนอิสระ 36068 + 0.04 ไมโครกรัม/กรัม เจลาติน โดยใช beta-alanine 

เปน standard)  

 

 
รูปที่ 4.3 สมการการดัดแปลงโครงสรางของเจลาตนิดวยคอเลสเตอรอลโดยผานปฏิกิริยาทางเคมี

ของหมูไฮดรอกซิลโดยใช N,N’-Disuccinimidyl carbonate (DSC) เปนสารเชื่อมพันธะ [Greg T. 

Hermanson, 1996]   
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ข. โครงสรางทางเคมีของเจลาตินดัดแปลง 
จากสมการการดัดแปลงในรูปที ่ 4.3 พบวาเมื่อผานการดัดแปลงโครงสรางแลวเจลาตินจะ

มีโครงสรางทางเคมทีี่เปล่ียนไป คือมีหมูอะมโินอิสระหายไปเนื่องจากเกิดการเชือ่มโยงพันธะกบั

หมูไฮดรอกซิล ดังนัน้จึงสามารถตรวจสอบความสาํเร็จในการดัดแปลงจากโครงสรางที่เปล่ียนไป

ของเจลาตินไดเชนกนัโดยใชเทคนิคฟูเรียรทรานสฟอรมอินฟราเรดสเปกโตรสโกป (FT-IR       

spectroscopy) เพื่อใหเหน็ความแตกตางในการทดลองนี้จงึวิเคราะหโครงสรางของเจลาติน, 

คอเลสเตอรอล และเจลาตินดัดแปลงเปรียบเทียบกนั การวิเคราะหโครงสรางของเจลาตนิในชวง

เลขคลื่น (wavenumber) 4000-800 cm-1 สเปกตรัมของเจลาตนิแสดงดังรูปที ่ 4.4 เกิดพีคขึ้น

ในชวงเลขคลื่น 1622 cm-1 ซึ่งเปนแถบที่เกิดจากการสั่นแบบยืดของพนัธะ C=O พีคนี้แสดงถงึ

แถบเอไมด Ι  ของเจลาติน สวนพีคที่เกิดขึ้นที่ชวงเลขคลื่น 1536 cm-1 เกิดจากการสั่นแบบงอของ

พันธะ N-H แสดงถึงแถบเอไมด Π ของเจลาตินและที่เลขคลื่น 1249 cm-1 เกิดการรวมพีคระหวาง

การสั่นของพนัธะ N-H และการสั่นแบบยืดของพนัธะ C-N สอดคลองกับงานวิจยัของ Muyonga, 

J. H., และคณะ ในป 2003 ซึ่งวิเคราะหโครงสรางของเจลาตินในชวงเลขคลื่น 4000-500 cm-1 (รูป

ที่ 4.5) พบพีคในชวงเลขคลื่น 3434 cm-1 เกิดจากการสัน่แบบยืดของหมู N-H พีคนีแ้สดงถึงแถบเอ

ไมด A  ของเจลาติน ทีเ่ลขคลื่น 1650 cm-1 แสดงถึงแถบเอไมด Ι  ของเจลาตนิในขณะที ่เอไมด Π 

และ เอไมด Π Ι  ของเจลาติน เกิดพีคในชวงคลื่น 1542 cm-1 และ 1235 cm-1  

ในป 2005 Hattab, N. E. และคณะ ไดวิเคราะหโครงสรางของคอเลสเตอรอล (รูปที่ 4.6) 

[Merck, Darmstadt, Germany] พบพีคในชวงเลขคลื่น 3602 cm-1 และ 3679 cm-1 ซึ่งแสดงการ

ส่ันของหมู OH สวนพีคทีเ่กดิในชวงเลขคลื่น 2935 – 2850 cm-1 เปนแถบที่เกิดจากการสั่นแบบยดื

ของหมู CH2 และ CH3 และที่ชวงคลื่น 1049 cm-1 เปนแถบที่แสดงถงึหมู C-OH เมื่อเปรียบเทยีบ

กับงานวิจัยนีซ้ึ่งวิเคราะหโครงสรางจากผงคอเลสเตอรอล [Wako, Japan, รูปที่ 4.7] พบพีคในชวง

เลขคลื่น 2920 – 2847 cm-1 ซึ่งเปนแถบทีเ่กิดจากการสัน่แบบยืดของหมู CH2 และ CH3 และที่

ชวงเลขคลื่น 1015 cm-1 เปนแถบที่แสดงถงึหมู C-OH แตพีคของหมู OH ไมชัดเจน ดังเชนที่เหน็

จากงานวิจยัของ Hattab, N. E.  
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รูปที่ 4.4  FT-IR spectra ของสารละลายเจลาตินที่ผานการทาํแหงแข็งในชวงเลขคลื่น 4000-800 cm-1 

 
รูปที่ 4.5  FT-IR spectra ของเจลาตนิในชวงเลขคลื่น 4000-500 cm-1 

[Muyonga, J. H., และคณะ, 2003] 
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bending at  1249 cm -1 
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รูปที่ 4.6  FT-IR spectra ของคอเลสเตอรอล [Merck, Darmstadt, Germany] ในชวงเลขคลื่น 

4000-1000 cm-1 [Hattab, N. E. และคณะ, 2005] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.7  FT-IR spectra ของผงคอเลสเตอรอล (Wako, Japan)  ที่ใชในการดัดแปลงโครงสราง

ของเจลาตินในชวงเลขคลื่น 4000-800 cm-1 

 

ผลการวิเคราะหโครงสรางของเจลาตนิดัดแปลงแสดงดังรูปที่ 4.8 – 4.10 พบวาลกัษณะ

สเปกตรัมของเจลาตินดัดแปลงปรากฎพีค 2 พีคที่มกีารเปลี่ยนแปลงอยางเดนชัดคือพีคการสั่นที่

ชวงเลขคลื่น 1622 cm-1 และ 1536 cm-1 ซึ่งแสดงถงึแถบเอไมด Ι  และ เอไมด Π ลดต่ําลงเมือ่

เทียบกับ G โดยจะลดต่ําลงเรื่อยๆ เมื่อเจลาตินดดัแปลงมีปริมาณคอเลสเตอรอลเพิ่มข้ึน อาจ

เนื่องจากเมื่อดัดแปลงโครงสรางเจลาตินดวยคอเลสเตอรอลทําใหเกดิพันธะระหวางหมู NH2 ของ

เจลาตินกับหมู OH ของคอเลสเตอรอลเปนผลใหปริมาณหมูอะมิโนอิสระและหมู OH ลดลง จึง

สงผลตอพีคเอไมด Ι และ เอไมด Π  ซึ่งเปนพีคที่แสดงถึงหมูอะมิโนอิสระ ในขณะที่ชวงเลขคลื่น 

1015 cm-1 ซึง่เปนแถบที่แสดงถึงหมู C-OH มีพีคการสัน่ที่สูงขึ้นเรื่อยๆ เมื่อเจลาตนิมีการดัดแปลง
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โครงสรางมากขึ้น เมื่อพิจารณาสเปกตรัมของเจลาตินทีด่ัดแปลงโครงสรางดวยคอเลสเตอรอลโดย

ใชสารเชื่อมพนัธะในปริมาณ 1 เทาของคอเลสเตอรอล (รูปที่ 4.8) พบวา ที่ชวงเลขคลื่น 1015 cm-1 

ยังไมมีการเปลี่ยนแปลงมากนักเมื่อเทยีบกับเจลาตนิทีด่ัดแปลงโครงสรางโดยใชสารเชื่อมพันธะใน

ปริมาณ 2 เทา และ 3 เทาของคอเลสเตอรอล (รูปที ่4.9 และ 4.10) ซึง่มีพีคการสัน่ที่ชวงเลขคลื่น 

1015 cm-1 เปลี่ยนแปลงไปอยางเหน็ไดชัดโดยเฉพาะ CG 75, CG 100 และ CG 125  (รูปที่ 4.9) 

และ CG 66. CG 75, CG 100 และ CG 125 (รูปที่ 4.10) เร่ิมมีโครงสรางคลายคลงึกบั

คอเลสเตอรอล  การที่มีการเปลี่ยนแปลงของพีคที่ชวงเลขคลื่น 1015 cm-1 เมื่อเพิ่มปริมาณสาร

เชื่อมพนัธะ (DSC) อาจเปนตัวบงบอกไดวาเกิดความสําเร็จในการดัดแปลงโครงสรางในปริมาณ

สูง 
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รูปที่ 4.8  FT-IR spectra ของเจลาตนิที่ดดัแปลงโครงสรางดวยคอเลสเตอรอลโดยใชสารเชื่อม

พันธะในปริมาณ 1 เทาของคอเลสเตอรอล 
Amine I band : C = O stretching  at  1622 cm -1 

Amine II band : N–H bending  at  1536 cm -1 

Amine III band : combination of C-N stretching and N-H in –plane-bending with some   contribution from C-C 

stretching and  C=O bending at  1249 cm -1 

 

DSC 1X
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รูปที่ 4.9  FT-IR spectra ของเจลาตนิที่ดดัแปลงโครงสรางดวยคอเลสเตอรอลโดยใชสารเชื่อม

 พันธะในปริมาณ 2 เทาของคอเลสเตอรอล 
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รูปที่ 4.10  FT-IR spectra ของเจลาตินทีด่ัดแปลงโครงสรางดวยคอเลสเตอรอลโดยใชสารเชื่อม

 พันธะในปริมาณ 3 เทาของคอเลสเตอรอล 

 

DSC 2X

DSC 3X
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ค. คามุมสมัผัสน้ํา 
 การวิเคราะหพื้นผวิของเจลาตินดัดแปลงดวยวิธวีัดคามมุสัมผัสเพื่อความชอบน้ํา 

(hydrophillicity) และความไมชอบน้ํา (hydrophobicity) ของเจลาตนิดัดแปลงไดและสามารถบง

บอกถึงความสําเร็จในการดัดแปลงเจลาตนิไดทางออม [Ei nerson, N.J. และคณะ, 2002] ถาเจ

ลาตินดัดแปลงมีความไมชอบน้ํามาก อาจบงถงึความสําเร็จในการดัดแปลงโครงสรางดวย

คอเลสเตอรอล วธิ ี contact angle ใชการหยดน้าํลงบนแผนฟลมแลวจับภาพลกัษณะของหยดน้าํ

โดยใชกลองวดีีโอและคํานวณหาคามุมสัมผัส (ภาคผนวก ง.) จากขอจํากัดทางการวัดนี้จงึตองขึ้น

รูปเจลาตินดัดแปลงเปนแบบฟลมบางบนแผนกระจกสไลด ตารางที ่ 4.2 แสดงถงึคามุมสัมผัสน้ํา

บนพืน้ผิวของเจลาตินดัดแปลงที่ปริมาณตางๆ คามมุสัมผัสน้ําของ G มีคา 69.88 ในขณะที่คามุม

สัมผัสน้ําของเจลาตินดัดแปลงมีแนวโนมเพิ่มข้ึนเรื่อยๆ เทียบกับ G เมื่ออัตราสวนระหวางการ

ดัดแปลงโครงสรางของเจลาตินเพิ่มข้ึนซึ่งมคีาอยูในชวง 75 – 93 องศา สําหรับเจลาตินดัดแปลง

โดยใชปริมาณสารเชื่อมพนัธะในปริมาณ 1 เทาของคอเลสเตอรอล  คามุมสัมผัสน้ําที่เพิม่ข้ึนแสดง

ถึงความเปน hydrophobicity ที่เพิม่ข้ึน โดยหากคามุมสัมผัสน้ําของพื้นผวิชิ้นงานมีคามากกวา 65 

องศา แสดงวาพืน้ผิวชิน้งานชนิดนั้นแสดงความเปน hydrophobicity แตถาหากคามุมสัมผัสน้ําที่

วัดไดมีคาต่ํากวา 65 องศาแสดงวาพื้นผวิชิ้นงานชนิดนัน้แสดงความเปน hydrophilicity 

[Einerson, N.J. และคณะ, 2002]  เมื่อเพิ่มปริมาณของสารเชื่อมพันธะในการดัดแปลงโครงสราง

เปน 2 และ 3 เทาของคอเลสเตอรอลสงผลใหคามุมสัมผัสเพิ่มข้ึนตามลําดับเชนเดียวกนัโดยมคีา

อยูในชวง 76 - 102 องศา และ 77 – 110 องศา ตามลําดับ จากผลดังกลาวแสดงใหเห็นวาการ

เพิ่มข้ึนของปริมาณสารเชื่อมพันธะสงผลใหคามุมสัมผัสน้ําเพิ่มข้ึนอนัเนื่องมาจากหมูอะมโินอิสระ

ของเจลาตินดดัแปลงถูกแทนที่ดวยคอเลสเตอรอลปริมาณมากขึน้เปนผลใหเจลาตนิมีความไม

ชอบน้ําเพิ่มมากขึ้น อยางไรก็ตามการวัดคามุมสัมผัสน้าํเปนการวัดคาทางออม เนือ่งจากมีการดูด

ซับน้ําของเจลาตินที่ข้ึนรูปเปนฟลมได การวัด hydrophobicity จึงอาจทาํไดดวยการวัดคามุม

สัมผัสกับสารละลายเพื่อเปนการยืนยันผลการทดลองดวย (แตมิไดมีการทดสอบในการศึกษาครั้ง

นี้) 
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ตารางที่ 4.2 แสดงคามุมสัมผัสน้ําบนพื้นผิวของฟลมบางของเจลาตนิดัดแปลงที่ไมมีการเชื่อมโยง

พันธะทดสอบโดยใชเครื่อง contact angle (mean ± SD, n=4) 

 

คามุมสัมผัสน้าํ (องศา) รหัส 

ใชสารเชื่อมพนัธะ 1 เทา

ของคอเลสเตอรอล 

ใชสารเชื่อมพนัธะ 2 เทา

ของคอเลสเตอรอล 

ใชสารเชื่อมพนัธะ 3 เทา

ของคอเลสเตอรอล 

reference 37.88 + 1.66 
G 69.88 + 0.86 

CG25 75.05 + 0.93 * 76.48 + 0.63 * 77.59 + 2.00 * 
CG50 75.25 + 2.02 *  88.98 + 0.58 * # 94.34 + 1.59 * # δ 
CG66 83.49 + 1.29*  86.38 + 1.63 * 101.91 + 2.34 * # δ 
CG75 84.39 + 0.47 * 90.27 + 0.47 * #  101.41 + 2.09 * # δ 
CG100 85.64 + 1.36 * 93.35 + 1.66 * # 107.32  + 0.74 * # δ 
CG125 92.56 + 0.97 *  102.08  + 1.17 * # 109.38 + 2.49 * # δ 

reference - แผนกระจกสไลด (glass slide) 

*, #, δ  แสดงความแตกตางอยางมีนยัสําคัญเทียบกับ G โดยใชสารเชื่อมพันธะในปริมาณ 1x, 2x, 

3x ของปริมาณคอเลสเตอรอลทั้งหมด (โมล) ตามลาํดับ ที่ระดับนัยสาํคัญ p < 0.05 

 
4.2  ลกัษณะสมบัติของแผนเจลาตินดดัแปลง (modified gelatin sheet) 

ก.  ระดับการเชื่อมโยงพนัธะ 
 เจลาตินที่ดัดแปลงแลวถกูนาํมาขึน้รูปเปนแผนฟลมบางเพื่อการใชประโยชนในรางกายซึง่ 

จําเปนที่จะตองมีกระบวนการเชื่อมโยงพันธะ (crosslink) เพื่อเปลีย่นโครงสรางของโมเลกุลใหเปน

เครือขายรางแหโดยการสรางพนัธะโควาเลนทเชื่อมหมูอะมิโนและหมูคารบอกซิลในโครงสรางของ

เจลาตินอยางถาวร การเชือ่มโยงพันธะมผีลตอสมบัติทางกายภาพ ทางกล และทางชีวภาพของ

แผนเจลาตนิ (gelatin hydrogel) กลาวคอื เจลาตินจะไมสามารถคืนสภาพเดิมไดอีก แมจะมีการ

เปล่ียนอุณหภูมิไปยัง gel point เพิ่มความแข็งแรง ลดการละลายในน้าํ ทนทานตอกระบวนการ 

hydrolyse โดยน้ํา และทนทานตอกระบวนยอยสลายโดยเอ็นไซมภายในรางกาย   นอกจากนั้น

การเชื่อมโยงพันธะยงัทาํใหสามารถควบคุมการปลอยเคอรคูมินอยางตอเนื่องโดยตรงในบริเวณที่

ตองการใหเปนไปอยางชาๆ ตามการยอยสลายของแผนเจลาตนิ เราสามารถดัดแปลงอัตราการ

สงผานสารสําคัญประเภท hydrophobic ไดโดยการปรับเปลี่ยนระดบัการเชื่อมโยงพนัธะ ในการ
ทดลองนี้ข้ึนรูปเจลาตินดัดแปลงโดยใชการเชื่อมโยงพันธะดวยสารละลาย glutaraldehyde ซึ่ง
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เชื่อมโยงพนัธะระหวางหมูอะมิโนอิสระ (-NH3
+) ของเจลาตนิกับหมูแอลดีไฮดของ 

glutaraldehyde (รูปที่ 4.12) ดังนัน้ระดบัการเชื่อมโยงพนัธะจงึคํานวณไดจากผลตางของปริมาณ

กรดอะมิโนของเจลาตนิดัดแปลงกอนการเชื่อมโยงพนัธะ (กอนการขึ้นรูปเปนแผน) และหลงัการ

เชื่อมโยงพนัธะ (หลงัการขึ้นรูปเปนแผน) โดยใชวิธ ี  2,4,6-trinitrobenzene sulfonic  acid 

(TNBS) ในการวิเคราะหปริมาณอะมิโนอสิระเชนเดียวกับหวัขอ 4.1 ระดับการเชือ่มโยงพันธะของ

เจลาตินหลังการขึ้นรูปเปนแผนเจลาตนิแสดงดังตารางที ่ 4.3  และปริมาณอะมิโนอิสระของ

ตัวอยางแสดงในภาคผนวก ข. 

ระดับการเชื่อมโยงพนัธะของ G มีคา 78.70 เปอรเซนต (ปริมาณอะมิโนอิสระกอนการขึน้

รูป = 36068 µg และหลงัการขึ้นรูป = 7104 µg) แตสําหรับแผนเจลาตินดัดแปลงโครงสรางมี

ระดับการเชื่อมโยงพนัธะลดลงโดยเฉพาะ CG125 มีเปอรเซนตการเชื่อมโยงพนัธะนอยที่สุดคือ 

42.38 เปอรเซนต (ปริมาณอะมิโนอิสระกอนการขึ้นรูป = 125008 µg และหลังการขึ้นรูป = 

14409 µg) สําหรับเจลาตินที่ดัดแปลงโครงสรางโดยใชปริมาณสารเชื่อมพันธะในปริมาณ 1 เทา

ของคอเลสเตอรอล ซึ่งมีความแตกตางอยางมีนยัสําคญัทางสถิติกับ G ผลที่ไดสอดคลองกับ

ปริมาณอะมิโนอิสระ (ตารางที ่ 4.1) เนื่องจากการเชื่อมพนัธะของคอเลสเตอรอลบนโปรตีน

ตองการหมู -NH3
+ 1 หมู ดงันัน้ถามีคอเลสเตอรอลอยูบนโปรตีนจาํนวนมากจะมหีมู -NH3

+ เหลือ

นอยที่จะเชื่อมโยงพันธะระหวางกนั และเมื่อวิเคราะหระดับการเชื่อมโยงพันธะดวย glutaralde 

hyde ของแผนเจลาตนิที่ดดัแปลงโครงสรางโดยเพิ่มปริมาณสารเชื่อมพันธะ (DSC) พบวาระดับ

การเชื่อมโยงพันธะมีแนวโนมลดลงอยางเหน็ไดชัดเมือ่รอยละของคอเลสเตอรอลในการดัดแปลง

เพิ่มข้ึน โดยเมือ่ใชปริมาณสารเชื่อมพนัธะเปน 2 และ 3 เทาของคอเลสเตอรอล ระดับการเชื่อมโยง

พันธะของ CG125 จะลดลงเปน 38.86 และ 28.13 เปอรเซ็นตตามลําดับ ดงันัน้ปริมาณสารเชือ่ม

พันธะจึงมีผลตอการเชื่อมโยงพนัธะดวย glutaraldehyde  เนื่องจากเมื่อเพิ่มปริมาณสารเชือ่ม

พันธะปริมาณอะมิโนอิสระของเจลาตนิดัดแปลงจะลดลง   

ลักษณะทัว่ไปของแผนเจลาตินดัดแปลงทีผ่านการเชื่อมโยงพันธะดวย glutaraldehyde 

เปนเวลา 24 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แสดงดังรูปที ่ 4.13 ลักษณะของแผนเจลาติน

ดัดแปลงหลังการเชื่อมโยงพันธะดวย glutaraldehyde มีสีเหลืองออน แตถามกีารใช

คอเลสเตอรอลในปริมาณสงูขึ้นแผนจะมสีีขาวมากขึ้น แผนเจลาตินดัดแปลง CG100 และ 

CG125 มีลักษณะของแผนที่คลายฟองน้ําและยุยกวาแผนเจลาตนิทีด่ดัแปลงดวยคอเลสเตอรอล

ในปริมาณที่นอยกวา เมื่อพิจารณาลกัษณะโครงสรางภายในของแผนเจลาตนิดัดแปลงผานกลอง

อิเล็กตรอนแบบสองกราด (รูปที่ 4.14) พบวารูพรุนของแผนเจลาตินดัดแปลงดวยคอเลสเตอรอล

ปริมาณมากขึ้นมีขนาดใหญข้ึนแสดงถึงความสามารถในการเชื่อมโยงพันธะไดนอยกวาและ

โครงสรางของแผนเจลาตนิทีเ่ปล่ียนไปมากเมื่อมีคอเลสเตอรอลอยูในโครงสราง 
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ตารางที่ 4.3 แสดงระดับการเชื่อมโยงพันธะดวย glutaraldehyde ของเจลาตนิดัดแปลงหลงัผาน

การขึ้นรูปเปนแผน (mean ± SD, n = 4) 

 

ระดับการเชื่อมโยงพนัธะ (%) รหัส 

ใชสารเชื่อมพนัธะ 1 เทา

ของคอเลสเตอรอล 

ใชสารเชื่อมพนัธะ 2 เทา

ของคอเลสเตอรอล 

ใชสารเชื่อมพนัธะ 3 เทา

ของคอเลสเตอรอล 

G 78.70 + 0.01 

CG25 78.17 + 0.00 71.39 + 0.02* 66.07 + 0.00* 

CG50 76.67 + 0.01 71.10 + 0.00* # 64.29 + 0.00* #  

CG66 70.76 + 0.01* 68.98 + 0.01* 62.04 + 0.00* δ 

CG75 56.30 + 0.01* 55.54 + 0.01* 48.93 + 0.01* 

CG100 49.93 + 0.01* 43.37 + 0.03* 39.07 + 0.01* # 

CG125 42.38 + 0.01* 38.86 + 0.01* # 28.13 + 0.01* # δ 

*, #, δ  แสดงความแตกตางอยางมีนยัสําคัญเทียบกับ G โดยใชสารเชื่อมพันธะในปริมาณ 1x, 

2x, 3x ของปริมาณคอเลสเตอรอลทั้งหมด (โมล) ตามลาํดับ ที่ระดับนยัสําคัญ p < 0.05 
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รูปที่ 4.11   ระดับการเชื่อมโยงพันธะของแผนเจลาตนิดัดแปลง (mean ± SD, n = 4)  

*, #, δ  แสดงความแตกตางอยางมีนยัสําคัญเทียบกับ G โดยใชสารเชื่อมพันธะในปริมาณ 1x, 2x, 

3x ของปริมาณคอเลสเตอรอลทั้งหมด (โมล) ตามลาํดับ ที่ระดับนัยสาํคัญ p < 0.05  
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รูปที่ 4.12   การเชื่อมโยงพนัธะระหวางหมูอะมิโนของโปรตีนกับหมูแอลดีไฮดของ

glutaraldehyde [Lee, C.R., 2001] 

 
 

     
 

   
 
รูปที่ 4.13   รูปถายแผนเจลาตินดัดแปลง (ความเขมขน 5 % โดยน้าํหนัก) ที่ผานการเชื่อมโยง

พันธะดวยสารละลาย glutaraldehyde ความเขมขน 0.06 % เปนเวลา 24 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซยีส ในที่มืด 

 

 

 

 

 

 

 

CG25 CG50 CG66 

CG75 CG100 CG125 
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รูปที่ 4.14   รูปจากกลองอิเล็กตรอนแบบสองกราดของแผนเจลาตนิดัดแปลง (ความเขมขน 5 % 

โดยน้าํหนัก) ที่ผานการเชื่อมโยงพนัธะดวยสารละลาย glutaraldehyde ความเขมขน 0.06 % เปน

เวลา 24 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ที่กาํลังขยาย 75 เทา 

 
 ข. การดูดซับน้ํา 
 การดูดซับน้ําของแผนเจลาตินดัดแปลงสามารถบงบอกถึงระดับของการเชื่อมโยงพนัธะ

ทางออมโดยวสัดุที่ถูกเชื่อมโยงพนัธะระดบัสูงจะมกีารกกัเก็บน้ําไดลดลง [Liu,H. และคณะ, 2004] 

การทดสอบการดูดซับน้ําของเจลาตนิดัดแปลงซึ่งขึ้นรูปเปนแผนวัดไดจากปริมาณสารละลาย

ฟอสเฟตบฟัเฟอร pH 7.4 ที่ถูกแผนเจลาตินดูดซับไวที่เวลา 3 ชั่วโมง ที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส 

ซึ่งแสดงไดในรูปของสัดสวนการดูดซับน้ํา ดังตารางที่ 4.4 เมื่อมีการดัดแปลงเจลาตนิดวย

คอเลสเตอรอลเพิ่มมากขึ้นแผนเจลาตนิดัดแปลงสามารถดูดซับน้ําไดมากขึ้น โดยเฉพาะ CG125 

CG25 CG50 CG66

CG75 CG100 CG125

G
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ที่ดูดซับเพิ่มข้ึนอยางเห็นไดชัดเมื่อเทียบกบั G มีการดูดซับน้ําไดประมาณ 3 เทาของน้ําหนกัเริ่มตน 

CG125 มีการดัดแปลงโครงสรางมาก ปริมาณอะมิโนอสิระจึงมีคาลดลงสงผลใหเจลาตินเชื่อมโยง

พันธะไดนอยลง และเมื่อเพิม่ปริมาณสารเชื่อมพันธะเปน 2x และ 3x พบวาสัดสวนการดูดซับน้ํามี

แนวโนมเพิ่มมากขึ้น ซึง่  CG25, CG50 และ CG125 ของเจลาตินที่ดัดแปลงโครงสรางดวย

คอเลสเตอรอลโดยใชปริมาณสารเชื่อมพนัธะเปน 3 เทาของคอเลสเตอรอล มีสมบัติการดูดซับน้ํา

แตกตางอยางมีนัยสาํคัญเมือ่เปรียบเทียบกับแผนเจลาตินที่ดดัแปลงโครงสรางโดยใชปริมาณสาร

เชื่อมพนัธะเปน 1 เทาของคอเลสเตอรอล ผลที่ไดสอดคลองกับระดับการเชื่อมโยงพันธะ (ตารางที ่

4.3) การดดูซับน้ํายงัมีผลตอการยอยสลายของแผนเจลาตนิดัดแปลงเนื่องจากหากแผนเจลาติน

ดัดแปลงสามารถดูดซับน้ําไวไดมาก การยอยสลายของแผนเจลาตนิมกัจะเกิดขึ้นไดงายเนื่องจาก

เอนไซมที่ละลายอยูในน้าํสามารถเขา ไปทําลายพันธะภายในโมเลกลุของแผนเจลาตินดัดแปลงได

งายรวมทัง้บางพนัธะสามารถเกิด ปฏิกิริยาไฮโดรไลซีสโดยโมเลกุลของน้าํ ซึ่งจะทําการรายงานผล

การศึกษาตอไปในหวัขอ ค. และ ง. 
 
ตารางที่ 4.4 แสดงสัดสวนการดูดซับน้ําของแผนเจลาตินดัดแปลง ทีอั่ตราสวนตางๆ กัน โดยแชใน

สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 7.4 เปนเวลา 3 ชั่วโมง (mean ± SD, n = 4) 

 

สัดสวนการดูดซับน้ํา  รหัส 

ใชสารเชื่อมพนัธะ 1 เทา

ของคอเลสเตอรอล 

ใชสารเชื่อมพนัธะ 2 เทา

ของคอเลสเตอรอล 

ใชสารเชื่อมพนัธะ 3 เทา

ของคอเลสเตอรอล 

G 1.91 + 0.43 

CG25 2.42 + 0.15 3.21 + 0.02 * 3.65 + 1.04 # 

CG50 3.36 + 0.35 * 4.53 + 1.19 * 5.13 + 0.64 # 

CG66 3.98 + 1.15 * 4.74 + 0.63*  5.40 + 0.31 

CG75 4.04 + 1.10 * 4.86 + 0.42 * 5.55 + 0.76 

CG100 4.69 + 1.48 *  5.76 + 0.77 *  6.77 + 0.82 

CG125 5.41 + 0.57 *  6.78 + 0.97 *  8.15 + 0.47 # 

*, #  แสดงความแตกตางอยางมีนยัสําคญัเทียบกบั G โดยใชสารเชื่อมพันธะในปริมาณ 1x และ 

2x ของปริมาณคอเลสเตอรอลทั้งหมด (โมล) ตามลาํดับ ที่ระดับนัยสาํคัญ p < 0.05  

หมายเหต:ุ สัดสวนการดูดซับน้ําคาํนวณไดจากสมการ  
o

so

W
WW 0−   

โดยที่ Wso คือน้ําหนักของแผนเจลาตินหลังจากที่ถูกดูดซับน้ํา และ  Wo คือน้ําหนักเริ่มตนของแผนเจลาติน 
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รูปที่ 4. 15  สัดสวนการดูดซับน้ําของแผนเจลาตินดัดแปลง (mean ± SD, n = 4)  

*, #  แสดงความแตกตางอยางมีนยัสําคญัเทียบกบั G โดยใชสารเชื่อมพันธะในปริมาณ 1x และ 

2x ของปริมาณคอเลสเตอรอลทั้งหมด (โมล) ตามลาํดับ ที่ระดับนัยสาํคัญ p < 0.05  

 
 ค. อุณหภูมใินการสลายตวั 
 สมบัติทางความรอนของแผนเจลาตนิดัดแปลงวิเคราะหจากอุณหภูมิในการสลายตัวของ

แผนเจลาตนิดัดแปลงดวยเครื่อง      Thermogravimetric / Differential Analyzer (TG/DTA) 

(ตัวอยางการหาแสดงในภาคผนวก ค.) แสดงดังตารางที่ 4.5 จากการวิเคราะหพบวาแผนเจลาตนิที่

ไมไดดัดแปลงโครงสรางมีคาอุณหภูมิการสลายตัวสงูที่สุด คือ 293 oC แตเมื่อรอยละในการดัดแปลง

เจลาตินดวยคอเลสเตอรอลเพิ่มข้ึนเปนผลใหคาอุณหภูมใินการยอยสลายของแผนเจลาตินดัดแปลง

มีแนวโนมลดลงเรื่อยๆ ในชวง  271-291 oC  โดย CG125 ซึ่งมีการดัดแปลงโครงสรางมากที่สุดมคีา

อุณหภูมิในการสลายตัว (282 oC) ลดลงมากที่สุดเมื่อเทียบกับ G อยางมีนยัสําคญัเมื่อใชสารเชื่อม

พันธะในปริมาณ 1 เทาของคอเลสเตอรอล อาจเนื่องมาจาก CG125 มีการดัดแปลงโครงสรางมาก

ที่สุดทาํใหมกีารเชื่อมโยงพนัธะของโมเลกุลภายในแผนเจลาตนิดัดแปลงดวย glutaraldehyde  ได

นอยทําใหพนัธะภายในโมเลกุลถูกทําลายไดงายกวาแผนเจลาตนิที่ไมไดดัดแปลงโครงสราง และเมื่อ

เพิ่มปริมาณสารเชื่อมพนัธะที่ใชในการดัดแปลงโครงสรางเปน 2 และ 3 เทาของคอเลสเตอรอล

อุณหภูมิในการสลายตัวของแผนเจลาตนิดัดแปลงลดลงอีก โดย CG125 มีคาอุณหภูมิในการ

สลายตัวลดลงจากเดิมเปน 280 และ 277 oC ตามลาํดับ ผลดังกลาวแสดงใหเห็นวาปริมาณสาร

เชื่อมพนัธะมผีลตออุณหภูมิในการสลายตัวเชนเดยีวกนั อยางไรก็ตามคาอุณหภมูิการสลายตัวของ

แผนเจลาตนิดัดแปลงอาจไดรับผลกระทบจากการเชื่อมโยงพนัธะของแผนดวย glutaraldehyde ทาํ



 72

ใหคาที่ไดคอนขางใกลเคียงกันแมวาจะมปีริมาณคอเลสเตอรอลมากขึ้นจาก 25 – 100 % รายงาน

การศึกษาอุณหภูมิในการสลายตัวของเจลาตินฟลม ซึ่งผลิตจากเจลาติน USP grade (หมายถึง

สารเคมีที่รับรองคุณภาพตามมาตรฐาน United States Pharmacopoeia หรือเปนสารเคมีคุณภาพ

ชั้นเภสัชกรรม (pharmaceutical grade)) พบอุณหภมูิในการเสื่อมสภาพที ่  296 องศาเซลเซยีส 

และเมื่อผสมเจลาตินกับ sorbitol พบวาอุณหภูมิในการเสื่อมสภาพมีแนวโนมลดลงเล็กนอยโดยไม

แตกตางอยางมีนัยสาํคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับฟลมเจลาติน สาเหตุทีอุ่ณหภูมิในการสลายตัวมีแนว

โนมลดลงเนื่องจากความเปน plasticizer หรือ สารเสริมสภาพพลาสติกของ sorbitol ซึ่งนยิมใสใน

พอลิเมอรเพื่อเพิ่มความยืดหยุน [Barreto, PLM. 2002] อยางไรก็ตามยงัไมมีรายงานการศึกษาคา

อุณหภูมิในการยอยสลายของเจลาตนิที่ผานการดัดแปลงโครงสราง และนํามาขึน้รูปเพื่อใชงานดาน

การควบคุมการสงผานมวลสาร 

 

ตารางที่ 4.5 แสดงอุณหภูมิในการสลายตวัของแผนเจลาตินดัดแปลงโดยใชโปรแกรม Onset จาก

เครื่อง Thermogravimetric/ Differential Analyzer (TG/DTA)  

 

อุณหภูมิในการสลายตัว (oC) รหัส 

ใชสารเชื่อมพนัธะ 1 เทา

ของคอเลสเตอรอล 

ใชสารเชื่อมพนัธะ 2 เทา

ของคอเลสเตอรอล 

ใชสารเชื่อมพนัธะ 3 เทา

ของคอเลสเตอรอล 

G 293 

CG25 291 290  288  

CG50 289 287  286  

CG66 288 286  285  

CG75 286 285  283  

CG100 285 282  281  

CG125 282  280  277  

หมายเหต ุ: กราฟการสลายตัวของแผนเจลาตินโดยใชโปรแกรม Onset จากเครื่อง

Thermogravimetric / Differential Analyzer (TG/DTA) แสดงในภาคผนวก ค. 

 
ง. การยอยสลายทางชวีภาพภายนอกรางกาย  

 การศึกษาการยอยสลายทางชีวภาพภายนอกรางกายของแผนเจลาตินดัดแปลงโดยใชเอน

ไซมคอลลาจีเนส (collagenase) [Lee, SB. 2003; Ma, L. 2004] เพื่อประมาณการยอยสลายใน

รูปของรอยละของน้ําหนักทีห่ายไปเทียบกบัเวลา ทําโดยการแชแผนเจลาตนิดัดแปลงหนัก 5



 73

มิลลิกรัม ในสารละลายเอนไซมคอลลาจีเนส (1 มิลลิลิตร) ที่ความเขมขน 1 ยูนิต/มิลลิลิตร (1 

มิลลิกรัม = 125 ยูนิต) อุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียส ที่เวลาตางๆ เพือ่จําลองสภาวะของรางกาย 

[Campbell, N.A. และคณะ, 1999] การยอยสลายของแผนเจลาตินดัดแปลงที่ผานการดัดแปลง

โครงสรางโดยใชปริมาณสารเชื่อมพันธะเปน 1, 2, 3 เทาของคอเลสเตอรอล แสดงดังรูปที ่ 4.16 -

4.18  

CG125 และ CG100 มีการยอยสลายอยางรวดเร็วอยูในชวง 11-13 วัน  ในขณะทีแ่ผนเจ

ลาตินดัดแปลงอื่นๆ มีระยะเวลาการยอยสลายทีน่านกวา 15 วัน เมื่อรอยละในการดัดแปลงดวย

คอเลสเตอรอลลดลง ทั้งนี้เนื่องจากเจลาตินที่มกีารดัดแปลงโครงสรางมากมกีารสญูเสียหมูอะมโิน

อิสระมากกวาเจลาตินที่มีการดัดแปลงโครงสรางนอยเปนผลใหเกิดการเชื่อมโยงพันธะดวย

สารเคมี glutaraldehyde นอยกวา ทําใหเอนไซมคอลลาจีเนสที่ละลายอยูใน PBS สามารถเขาไป

ทําลายพันธะภายในโมเลกลุของแผนเจลาตินที่มีการดัดแปลงโครงสรางสูงไดงายกวา และเมื่อเพิม่

ปริมาณสารเชือ่มพันธะเปน 2 เทาของคอเลสเตอรอล แผนเจลาตินดัดแปลงมีการยอยสลายที่เร็ว

ข้ึน (รูปที ่4.17)  CG125 และ CG100 มีการยอยสลายอยางรวดเร็วอยูในชวง 9-11 วนั ในขณะที่

แผนเจลาตนิดัดแปลงอื่นๆ มีระยะเวลาการยอยสลายทีน่านกวา  เชนเดียวกับแผนเจลาตนิที่ผาน

การดัดแปลงโครงสรางโดยใชปริมาณสารเชื่อมพันธะเปน 1 เทาของคอเลสเตอรอล ในขณะที่เมื่อ

เพิ่มปริมาณสารเชื่อมพนัธะเปน 3 เทาของคอเลสเตอรอล (รูปที่ 4.18) พบวา CG125 มีการยอย

สลายหมดอยางรวดเร็วภายใน 7 วนั แต CG100 มีการยอยสลายหมดในวันที่ 11 เชนเดิม ซึง่ผล

การยอยสลายนี้สอดคลองกบัผลการวัดคามุมสัมผัสน้าํเนื่องจากความชอบน้ําและความไมชอบน้ํา 

(หัวขอ 4.1 (ค)) โดยแผนเจลาตินที่มีการดัดแปลงโครงสรางสงูมีความชอบน้าํนอยความสามารถ

ในการเชื่อมโยงพนัธะลดลงทําใหเกิดการยอยสลายที่เร็ว แนวโนมของการยอยสลายที่เร็วขึน้เมื่อมี

ปริมาณคอเลสเตอรอลสูงขึ้น สอดคลองกับแนวโนมของอุณหภูมิในการสลายตัวอีกดวย 

เมื่อแสดงการยอยสลายของแผนเจลาตนิดัดแปลงในรูปของคาครึ่งชีวิต (half life, t1/2)  ดัง

ตารางที่ 4.6 หรือเวลาทีท่ําใหแผนเจลาตินดัดแปลงลดปริมาณลงครึ่งหนึ่ง (โดยน้ําหนกั) พบวาคา

คร่ึงชีวิตของแผนเจลาตนิดดัแปลงลดลงเมื่อเพิ่มปริมาณคอเลสเตอรอลในการดัดแปลง คาครึ่ง

ชีวิตของ CG25 มีคาสูงที่สุดคือประมาณ 14 วัน แสดงถึงความแขง็แรงของแผนเจลาตินหลังผาน

การเชื่อมโยงพันธะดวย glutaraldehyde ทําใหมีระยะเวลาในการยอยสลายนานที่สุด ในขณะที่

แผนเจลาตนิดัดแปลงอื่นๆ มีคาครึ่งชีวิตลดลงตามลําดบัโดยเฉพาะ CG100 และ CG125 มีคา

คร่ึงชีวิตสั้นมาก ทําใหมกีารยอยสลายอยางรวดเร็ว ผลการยอยสลายของแผนเจลาตินนี้จะสงผล

ถึงความสามารถในการปลดปลอยเคอรคูมินของแผนเจลาตินดวยเนื่องจากงานวิจยันีค้วบคุมการ

ปลดปลอยเคอรคูมินโดยใชหลักการยอยสลายของโพลเิมอร ดังนั้นหากโพลเิมอรยอยสลายเร็ว 
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เคอรคูมินจะถกูปลดปลอยออกมาเร็วเชนเดียวกนัจึงสามารถควบคุมไดโดยปรับเปลี่ยนสภาวะใน

การเชื่อมโยงพันธะ 
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รูปที่ 4.16  รอยละของน้าํหนกัที่เหลือของแผนเจลาติน (หนัก 5 มิลลิกรัม) ที่ผานการดัดแปลง

โครงสรางโดยใชปริมาณสารเชื่อมพันธะเปน 1 เทาของคอเลสเตอรอลในสารละลาย collagenase 

(1 units/ml) เปนเวลา 15 วนั (mean ± SD, n=3) 

0

20

40

60

80

100

120

0 2 4 6 8 10 12 14
เวลา (วนั)

รอ
ยล

ะข
อง

น้ํา
หน

ักที่
เห
ลือ

CG25
CG50
CG66
CG75
CG100
CG125

2X

 
รูปที่ 4.17  รอยละของน้าํหนกัที่เหลือของแผนเจลาติน (หนัก 5 มิลลิกรัม) ที่ผานการดัดแปลง

โครงสรางโดยใชปริมาณสารเชื่อมพันธะเปน 2 เทาของคอเลสเตอรอลในสารละลาย collagenase 

(1 units/ml) เปนเวลา 15 วนั (mean ± SD, n=3) 

DSC 1XDSC 2XDSC 1X

DSC 2X
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รูปที่ 4.18  รอยละของน้าํหนกัที่เหลือของแผนเจลาติน (หนัก 5 มิลลิกรัม) ที่ผานการดัดแปลง

โครงสรางโดยใชปริมาณสารเชื่อมพันธะเปน 3 เทาของคอเลสเตอรอลในสารละลาย collagenase 

(1 units/ml) เปนเวลา 15 วนั (mean ± SD, n=3) 
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ตารางที่ 4.6 คาครึ่งชีวิต (half life, t1/2) ของแผนเจลาตินดัดแปลงทีถ่กูยอยสลายตามในสภาวะดงั

รูป 4.16 - 4.18 

  

คาครึ่งชีวิตของการยอยสลาย (วนั) รหัส 

ใชสารเชื่อมพนัธะ 1 เทา

ของคอเลสเตอรอล 

ใชสารเชื่อมพนัธะ 2 เทา

ของคอเลสเตอรอล 

ใชสารเชื่อมพนัธะ 3 เทา

ของคอเลสเตอรอล 

CG25 14.68 + 0.15 14.68 + 0.33 14.04 + 0.13 

CG50 13.62 + 0.21 12.32 + 0.06 11.94 + 0.25 

CG66 10.62 + 0.03 11.34 + 0.23 9.49 + 0.14 

CG75 9.94 + 0.01 8.63 + 0.02 5.31 + 0.01 

CG100 6.77 + 0.16 4.77 + 0.01 2.92 + 0.17 

CG125 3.19 + 0.11 2.43 + 0.17 0.87 + 0.15 

 

0

2

4

6

8

10

12

14

16

CG25 CG50 CG66 CG75 CG100 CG125

ค
าค
รึง่
ชี
วิต
ข
อง
แผ
น
เจ
ล
าต
ิน
ด
ัด
แป
ล
ง 

( ชั่
วโ
ม
ง)

ใชสารเชี่อมพันธะในปริมาณ 1 เทาของคอเลสเตอรอล
ใชสารเชี่อมพันธะในปริมาณ 2 เทาของคอเลสเตอรอล
ใชสารเชี่อมพันธะในปริมาณ 3 เทาของคอเลสเตอรอล

* *

*
*

*

*

*
#

#

#

 
รูปที่ 4.19 คาครึ่งชีวิต (half life, t1/2) การยอยสลายของแผนเจลาตนิดดัแปลงที่แชในสารละลาย

เอนไซม collagenase (1 units/ml)   

*, #  แสดงความแตกตางอยางมีนยัสําคญัเทียบกบั G โดยใชสารเชื่อมพันธะในปริมาณ 1x และ 

2x ของปริมาณคอเลสเตอรอลทั้งหมด (โมล) ตามลาํดับ ที่ระดับนัยสาํคัญ p < 0.05  
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จ. ความเปนพิษของแผนเจลาตินดัดแปลงตอเซลล L929 mouse fibroblast 
การทดสอบความเปนพิษของแผนเจลาตินดัดแปลงโดยการเลี้ยงเซลลบนแผนเจลาติน

ดัดแปลงที่เวลาตางๆ และวดัจํานวนเซลลที่มีชีวิตดวยวธิี MTT assay โดยเซลลทีม่ีชีวิตไมโตคอน

เดรียจะทาํงานและปลอยเอนไซมดีไฮโดรจีเนสซึง่ทาํปฏิกิริยากับสาร MTT [3-(4,5-dimethyl 

thiazol-2-yl) -2, 5-diphenyltetrazolium bromide] เกดิเปนผลึกสนี้าํเงนิเขมของผลึกฟอรมาซาน 

จํานวนเซลลทีม่ีชิวิตจะเปนสดัสวนโดยตรงกับผลึกฟอรมาซานที่เกิดขึ้น [Tour, U. และคณะ, 

1999]  ซึ่งพิจารณาออกเปน 2  ลักษณะคือ ศึกษาการยึดเกาะ (cell adhesion) ของเซลลทีเ่วลา 5 

ชั่วโมง และการเพิ่มจํานวนของเซลล (cell proliferation) ที่เวลา 1 วนั และ 3 วนั  

รูปที่ 4.20  แสดงผลการทดสอบความเปนพษิของ G, CG25, CG66 และ CG100 ที่ผาน

การดัดแปลงโครงสรางโดยใชปริมาณสารเชื่อมพันธะเปน 3 เทาของคอเลสเตอรอล  พบวาการยึด

เกาะของเซลลที่ 5 ชั่วโมง ของ G, CG25, CG66 และ CG100 ไมแตกตางกนัอยางมนีัยสาํคัญ 

โดยการยึดเกาะของเซลลใน G สามารยดึเกาะไดประมาณ 75 % และเพิ่มจาํนวนมากขึ้นตามเวลา

โดยที่เวลา 1 วันมีจาํนวนเซลลเพิ่มมากกวาจํานวนเซลลที่ยึดเกาะที่เวลา 5 ชัว่โมงเปน 83 % และ

ที่ 3 วนั มีจํานวนเซลลเพิ่มข้ึน 90 % จากจํานวนเซลลทีย่ึดเกาะที่เวลา 5 ชั่วโมง เนือ่งจากเจลาตนิ

เปนวัสดุที่สงเสริมการยึดเกาะและการเจริญเติบโตของเซลลเนื่องจากโมเลกุลของเจลาตินมีสวน 

ประกอบของ Arg-Gly-Asp (RGD)-like sequence ซึ่งจะเหนีย่วนําใหเกิดการยึดเกาะ และการ

เคลื่อนที่ของเซลล โดย (RGD)-like sequence จะไปจับกับ integrin receptor ซึ่งอยูบนผิวเซลล 

[Huang, Y. และคณะ, 2005] เมื่อพิจารณาการยึดเกาะของเซลลใน CG 25 สามารถยึดเกาะได 

74 % ที ่5 ชั่วโมง และมีจํานวนเซลลเพิ่มข้ึนที่เวลา 1 วนั และ 3 วัน ในขณะที่ CG 66 และ CG100 

เซลลสามารถยึดเกาะที่เวลา 5 ชั่วโมงไดเพียง 63 % และ 55 % ตามลําดับ เมื่อพิจารณาผลที่ 1 

วัน พบวา CG 25 และ CG 66 มีการเพิ่มของจาํนวนเซลลไมแตกตางกับ G อยางมนียัสําคัญ 

ในขณะที ่ CG100 มกีารเพิม่ของจํานวนเซลลนอยกวา G  อยางมีนยัสําคัญ และพบวามกีารเพิ่ม

ของจํานวนเซลลลดลงเมื่อมกีารดัดแปลงโครงสรางของเจลาตินมากขึน้ แตเมื่อพิจารณาผลที่ 3 วนั 

พบวาแผนเจลาตินดัดแปลงมีการเพิ่มของจํานวนเซลลนอยกวา G เพียงเล็กนอย แสดงวา

คอเลสเตอรอลซึ่งใชในการดัดแปลงโครงสรางของเจลาตินไมกอใหเกดิความเปนพษิตอเซลล   

รายงานการวจิัยของ Ahmad S. และคณะ ในป 2006 ทดสอบความเปนพษิของ

คอเลสเตอรอล (ละลายในเอทานอล) ความเขมขน 1.0 µM และ 15.0  µM เทยีบกับกลุมควบคมุ 

(เอทานอล) ทดสอบโดยใสเซลล 5x104 เซลล และวเิคราะหจาํนวนเซลลที่มีชีวิตโดยใชวิธ ี MTT 

assay ที่เวลา 4 ชั่วโมง พบวา คอเลสเตอรอลมีปริมาณเซลลนอยกวากลุมควบคุม และเกิดการ

ลดลงของเซลลมากกวา 50 % เมื่อเพิม่ความเขมขนของคอเลสเตอรอลแสดงใหเห็นวา

คอเลสเตอรอลกอใหเกิดความเปนพิษกับเซลล   และจากงานวิจัยของ Ji, B. และคณะ ในป 2002 
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ซึ่งสังเคราะห cholesterol-carborane conjugate (BCH) เพื่อใชนําสงโบรอนในการรักษามะเร็ง 

ไดทดสอบความเปนพิษของ cholesterol-carborane conjugate (BCH)  เทียบกับกลุมควบคมุ 

ทําการทดสอบโดยใสเซลล 105 เซลล และวิเคราะหจาํนวนเซลลที่มชีีวิตดวยวิธ ีMTT assay ที่เวลา 

72 ชั่วโมงเชนเดียวกนั พบวา BCH มีปริมาณเซลลที่รอดชีวิต 98% ซึ่งนอยกวากลุมควบคุมซึ่งมี

ปริมาณเซลลที่รอดชีวิต 100% แสดงใหเห็นวาคอเลสเตอรอลกอใหเกิดความเปนพิษเพียงเล็กนอย 

(Ji, B. และคณะ, 2002)  

ในป 1997 มีรายงานวา คอเลสเตอรอลออกไซด ซึ่งเปนคอเลสเตอรอลที่ถูก oxygenate  

มีความเปนพษิกับเซลลโดยจะทาํลาย endothelial cells, smooth muscle cells และ fibroblast 

cells จากการทดสอบความเปนพษิดวยวิธ ีMTT assay ที่เวลา 72 ชัว่โมง คอเลสเตอรอลออกไซด

ที่ถูกเลือกมาทดสอบเชน 19-OH และ 25-OH พบวา 25-OH มีจํานวนเซลลที่รอดชีวิตนอยกวา 

19-OH และเมื่อเพิ่มความเขมขนของคอเลสเตอรอลที่ใชในการทดสอบปรากฏวามจีํานวนเซลลที่

รอดชีวิตลดลง และมีรายงานอีกวา การทดลองในสัตวทดลอง คอเลสเตอรอลออกไซดจะถูกจัดการ

ออกจากพลาสมาอยางรวดเร็วและถูกกระจายไปยงัสวนตางๆ ของรางกาย (Chang, J. Y., และ

คณะ, 1997)  จากขอมูลดังกลาวอาจสนันษิฐานไดวาคอเลสเตอรอลอาจกอใหเกิดความเปนพิษ

กับเซลลไดเชนเดียวกัน 

 

0

100

200

300

400

500

600

700

800

900

1000

5 ชั่วโมง 1 วัน 3 วัน

รอ
ย
ละ
ข
อง
ป
รมิ
าณ
เซ
ลล
ที่
มี
ช
วีติ
สมั
พ
ทั
ธ
 (%

) G
CG25
CG66
CG100

*

 
รูปที่ 4.20  การทดสอบความเปนพิษของแผนเจลาตินดัดแปลง (หนกั 5 มิลลิกรัม) เมื่อใชสาร

เชื่อมพนัธะ 3 เทาของคอเลสเตอรอล ตอเซลล L929 mouse fibroblast 10,000 เซลล ที่เวลา 5 

ชั่วโมง, 1 วนั และ 3 วนั (* แสดงความแตกตางอยางมนีัยสําคัญเทียบกับ G ที่ระดบันัยสาํคัญ 

P<0.05 ) (mean ± SD, n=4) 
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ฉ. การควบคมุการปลดปลอยเคอรคูมินภายนอกรางกาย 
การแพรของเคอรคูมินจากแผนเจลาตินดัดแปลง (หนัก 2 มิลลิกรัม) โดยมีการดูดซับเคอร

คูมินความเขมขนตางๆ ไดแก 10, 15, 20 และ 40 ไมโครกรัม/กรัมแผน นําไปแชในสารละลาย 

PBS pH 7.4 (0.01% Tween 80)  ที่ 37 °C เปนเวลา 48 ชั่วโมงแลวแผนเจลาตินดัดแปลงจะถูก

ยอยดวยเอนไซมทริป ซิน เพื่อหาปริมาณเคอรคูมินที่ยังคงเหลือในแผนเนื่องจาก Hydrophobic 

Interaction กับคอเลสเตอรอล 

การปลดปลอยเคอรคูมินจากแผนเจลาตินดัดแปลงซึ่งดูดซับเคอรคูมินปริมาณ 10 

มิลลิกรัม/กรัมแผน แสดงดังรูปที่ 4.21 ตัวอยาง CG125 ซึ่งผานการดัดแปลงโดยใชสารเชื่อมพันธะ

ปริมาณ 1, 2 และ 3 เทาของคอเลสเตอรอล มีการปลดปลอยเคอรคูมินออกจากแผนเจลาติน

ดัดแปลงอยางรวดเร็วจนหมดใน 6 ชั่วโมง เนื่องจากเกิดการสลายตัวอยางรวดเร็วของแผนเจลาติน

ดัดแปลง ทําใหไมมีปริมาณเคอรคูมินหลงเหลืออยูในแผนเจลาตินดัดแปลง ในขณะที่ CG100 เกิด

การสลายตัวอยางรวดเร็วในชั่วโมงที่ 12 เชนกัน แตเมื่อลดปริมาณคอเลสเตอรอลในการดัดแปลง

ลงเปน CG75, CG66, CG50 และ CG25  มีการปลดปลอยเคอรคูมินออกจากแผนเจลาติน

ดัดแปลงอยางรวดเร็วใน 2 ชั่วโมงแรก (โดยจะเรียกการแพรของเคอรคูมินในชวงนี้วา 1st burst ซึ่ง

เกิดจากการแพรของเคอรคูมินที่เกินพอและไมทํา Hydrophobic Interaction กับคอเลสเตอรอล) 

หลังจากนั้นมีการปลดปลอยอยางชาๆ จนกระทั่งไมเกิดการแพรของเคอรคูมินจากแผนเจลาติน

ดัดแปลงในระยะเวลาตอมา  เคอรคูมินสวนที่เหลืออยูในแผนเจลาตินดัดแปลงถูกกักเก็บไวดวย 

Hydrophobic Interaction ระหวางเคอรคูมินกับคอเลสเตอรอลและจะถูกปลดปลอยออกมาตาม

การสลายตัวของแผนเจลาติน  

CG75 มีการปลดปลอยเคอรคูมินออกมามากกวาแผนเจลาตินดัดแปลงที่มีรอยละการ

ดัดแปลงดวยคอเลสเตอรอลต่ํากวาในระยะเวลาเดียวกัน แตไมแตกตางกันมากนักเมื่อ

เปรียบเทียบกับ CG75 ซึ่งผานการดัดแปลงโดยเพิ่มปริมาณสารเชื่อมพันธะ ซึ่งมีการปลดปลอย

เคอรคูมินออกมาประมาณ 45% ที่เวลา 24 ชั่วโมงที่เหลืออีก 55% แสดงถึงความสามารถในการ

กักเก็บเคอรคูมิน ของ CG75 ในขณะที่  CG25, CG50 และ CG66 มีการปลดปลอยเคอรคูมินจาก

แผนเจลาตินดัดแปลง  20%, 30% และ 40% ตามลําดับ ที่เวลาเดียวกัน เมื่อดูดซับปริมาณเคอร

คูมินเพิ่มข้ึนเปน 15 มิลลิกรัม/กรัมแผน, 20 มิลลิกรัม/กรัมแผน และ 40 มิลลิกรัม/กรัมแผน พบวา

แผนเจลาตินดัดแปลงมีการปลดปลอยเคอรคูมินออกมามากกวาแผนเจลาตินดัดแปลงที่ดูด

ซับเคอรคูมินปริมาณ 10 มิลลิกรัม/กรัมแผน (รูปที่ 4.22 - 4.24)  โดยแผนเจลาตินดัดแปลงซ่ึงดูด

ซับเคอรคูมินปริมาณ 40 มิลลิกรัม/กรัมแผน มีการปลดปลอยเคอรคูมินมากสุด โดย CG25, 

CG50, CG66 และ CG75 มีเคอรคูมินหลงเหลืออยูประมาณ  73%, 59%, 51% และ 39% 

ตามลําดับ ที่เวลา 24 ชั่วโมง อาจเนื่องมาจากเคอรคูมินมีปริมาณมากเกินไปทําใหแผนเจลาติน
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ดัดแปลงไมสามารถดูดซับไดหมด จึงเกิดการแพรออกมาจากแผนเจลาตินในปริมาณมาก จากรูป

ที่ 4.24 (ค.) สังเกตเห็นวาเคอรคูมินถูกปลดปลอยออกมามากอยางเห็นไดชัดเมื่อเพิ่มปริมาณสาร

เชื่อมพันธะ (DSC) เปน 3 เทาของคอเลสเตอรอล จากผลดังกลาวแสดงใหเห็นวาการดัดแปลง

โครงสรางโดยใชสารเชื่อมพันธะในปริมาณ 3 เทาของคอเลสเตอรอลเริ่มควบคุมปริมาณเคอรคูมิน

ในการดูดซับไมได  อาจเนื่องจากเมื่อเพิ่มปริมาณสารเชื่อมพันธะทําใหเกิดความสําเร็จในการเชือ่ม

พันธะระหวางหมูอะมิโนอิสระกับหมูไฮดรอกซิลที่สูงขึ้น (ตารางที่ 4.1) ทําใหอะมิโนอิสระมีปริมาณ

ลดลงมากสงผลใหสามารถเชื่อมโยงพันธะดวยสารเคมี glutaraldehyde ไดนอยลง ทําให

โครงสรางของแผนเจลาตินดัดแปลงไมแข็งแรงเกิดการสลายตัวไดงายเคอรคูมินจึงถูกปลดปลอย

ออกมา ปริมาณเคอรคูมินที่ยังเหลือบนแผนเจลาตินดัดแปลงภายหลังทดสอบการปลดปลอยเปน

เวลา 24 ชั่วโมง แสดงดังตารางที่ 4.7 และรูปที่ 4.25 แผนเจลาตินดัดแปลงเมื่อใชสารเชื่อมพันธะ

ในปริมาณ 1 เทาของคอเลสเตอรอล กักเก็บเคอรคูมินไดนอยลงเมื่อมีการใชคอเลสเตอรอลมากขึ้น

โดยเฉพาะเมื่อแผนเจลาตินดัดแปลงดูดซับเคอรคูมินปริมาณ 20 และ 40 มิลลิกรัม/กรัมแผน แสดง

ใหเห็นวาสารละลายเคอรคูมินความเขมขนสูงสามารถดูดซับบนแผนเจลาตินดัดแปลงที่มี

โครงสรางคอเลสเตอรอลสูงไดนอยกวาการที่มีคอเลสเตรอลในโครงสรางปริมาณมากอาจทําใหมี

เคอรคูมินแทรกเขาไปไดนอยกวา เมื่อดัดแปลงโดยใชสารเชื่อมพันธะในปริมาณ 2 เทาของ

คอเลสเตอรอล แผนเจลาตินดัดแปลงสามารถกักเก็บเคอรคูมินไดไมแตกตางกับตัวอยางที่ใชสาร

เชื่อมพันธะ 1 เทา แตความสามารถในการกักเก็บเคอรคูมินลดลงมากอยางมีนัยสําคัญเมื่อใชสาร

เชื่อมพันธะในปริมาณ 3 เทาของคอเลสเตอรอลลักษณะเชนนี้อาจแสดงถึง hydrophobic 

interaction ระหวางคอเลสเตอรอลในโครงสรางเองมีผลใหกักเก็บเคอรคูมินนอยลง ดังนั้นปริมาณ

คอเลสเตอรอลจึงมีผลตดการดูดซับเคอรคูมิน   

ผลการทดลองทั้งหมดแสดงใหเห็นความสําเร็จในการดัดแปลงโครงสรางของเจลาติน โดย

สามารถควบคุมปริมาณคอเลสเตอรอลและอัตราการยอยสลาย ซึ่งจะมีผลในการควบคุมปฏิกิริยา

ระหวางเจลาตินดัดแปลงกับสารที่ไมละลายน้ํา (มีผลกับ dose ของสาร) และการควบคุมอัตรา

การปลดปลอยสารผานทางการควบคุมอัตราการยอยสลายของแผนเจลาตินดัดแปลง 1st burst 

ของเคอรคูมินก็อาจจะใหผลดีในการทําใหมีการปลดปลอยสารออกฤทธิ์สูงในระยะตนๆ ของการ

ยอยสลายของแผนเจลาตินนอย ซึ่งจะมีการทดสอบความสามารถในการสงผานเคอรคูมินใน

รางกายโดยใชแผนเจลาตินดัดแปลงในหัวขอตอไป  
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เวลา (ช่ัวโมง)  
 
รูปที่ 4.21 การปลดปลอยเคอรคูมินจากแผนเจลาตินดัดแปลง (หนัก 2 มิลลิกรัม) ซึ่งดูดซับเคอร

คูมินปริมาณ 10 มิลลิกรัม/กรัมแผน และใชปริมาณสารเชื่อมพันธะเปน 1, 2 และ 3  เทา (โดยโมล)

ของคอเลสเตอรอล ในสารละลาย PBS pH 7.4 (0.01% Tween 80) อุณหภูมิ 37 oC 

ก. 

ข. 

ค. 

ยอยดวยเอนไซมทริปซิน 

DSC 1X

DSC 2X

DSC 3X
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รูปที่ 4.22 การปลดปลอยเคอรคูมินจากแผนเจลาตินดัดแปลง(หนัก 2 มิลลิกรัม) ซึ่งดูดซับเคอร

คูมินปริมาณ 15 มิลลิกรัม/กรัมแผน และใชปริมาณสารเชื่อมพันธะเปน 1, 2 และ 3  เทา (โดยโมล)

ของคอเลสเตอรอล ในสารละลาย PBS pH 7.4 (0.01% Tween 80) อุณหภูมิ 37 oC 

ก. 

ข. 

ค. 

ยอยดวยเอนไซมทริปซิน 

DSC 1X

DSC 2X

DSC 3X
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รูปที่ 4.23 การปลดปลอยเคอรคูมินจากแผนเจลาตินดัดแปลง (หนัก 2 มิลลิกรัม) ซึ่งดูดซับเคอร

คูมินปริมาณ 20 มิลลิกรัม/กรัมแผน และใชปริมาณสารเชื่อมพันธะเปน 1, 2 และ 3  เทา (โดยโมล)

ของคอเลสเตอรอล ในสารละลาย PBS pH 7.4 (0.01% Tween 80) อุณหภูมิ 37 oC 

ค. 

ข. 

ก. ยอยดวยเอนไซมทริปซิน 

DSC 3X

DSC 2X

DSC 1X
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รูปที่ 4.24 การปลดปลอยเคอรคูมินจากแผนเจลาตินดัดแปลง(หนัก 2 มิลลิกรัม) ซึ่งดูดซับเคอร

คูมินปริมาณ 40 มิลลิกรัม/กรัมแผน และใชปริมาณสารเชื่อมพันธะเปน 1, 2 และ 3  เทา (โดยโมล)

ของคอเลสเตอรอล ในสารละลาย PBS pH 7.4 (0.01% Tween 80) อุณหภูมิ 37 oC 

ข. 

ก. 

ค. 

ยอยดวยเอนไซมทริปซิน 

DSC 3X

DSC 2X

DSC 1X
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ตารางที่ 4.7 เปอรเซนตของเคอรคูมินทีย่งัเหลือบนแผนเจลาตินดัดแปลงโครงสรางทีเ่วลา 24 

ชั่วโมงของการทดลองปลดปลอยเคอรคูมินภายนอกรางกายจากรูป 4.21-4.24 
 

ปริมาณเคอรคูมินทีย่ังเหลอืบนแผนเจลาตินดัดแปลง (%) ปริมาณสาร

เชื่อมพนัธะ 

(DSC) 
รหัส 10 มิลลิกรัม/

กรัมแผน 

15 มิลลิกรัม/

กรัมแผน 

20 มิลลิกรัม/

กรัมแผน 

40 มิลลิกรัม/

กรัมแผน 

1X CG25 79.43 + 0.01 64.49 + 0.01 77.99 + 0.01 72.55 + 0.01 

 CG50 67.95 + 0.04 54.77 + 0.05 67.31 + 0.02 58.83 + 0.01 

 CG66 59.61 + 0.07 44.28 + 0.01 56.84 + 0.01 50.97 + 0.05 

 CG75 55.53 + 0.07 31.23 + 0.05  45.55 + 0.01 39.17 + 0.08 

 CG100  ∆ ∆ 16.67 + 0.01 8.33 + 0.01 

 CG125 ∆ ∆ ∆ ∆ 
2X  CG25 78.42 + 0.05 70.45 + 0.07 77.98 + 0.07 69.51 + 0.01 

 CG50 74.21 + 0.08 63.32 + 0.04 72.62 + 0.01 61.48 + 0.05 

 CG66 61.38 + 0.01 56.27 + 0.01 62.96 + 0.01 54.14 + 0.04 

 CG75 52.15 + 0.01 47.60 + 0.02 56.84 + 0.03 44.42 + 0.01 

 CG100 ∆ ∆ ∆ ∆ 
 CG125 ∆ ∆ ∆ ∆ 

3X CG25 89.10 + 0.04 77.69 + 0.08 57.67 + 0.01 47.60 + 0.02 

 CG50 78.42 + 0.08 63.31 + 0.01 51.45 + 0.02 44.42 + 0.02 

 CG66 52.15 + 0.01 54.77 + 0.05 39.78 + 0.02 33.98 + 0.03 

 CG75 49.98 + 0.01 42.46 + 0.07 31.23 + 0.01  20.24 + 0.01 

 CG100 ∆ ∆ ∆ ∆ 

 CG125 ∆ ∆ ∆ ∆ 

∆ แผนเจลาตนิดัดแปลงยอยสลายไปหมดที่เวลา 24 ชั่วโมงจึงไมมีผลการทดลอง 
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รูปที่ 4.25 ปริมาณเคอรคูมินทีย่ังเหลือบนแผนเจลาตินดัดแปลงที่เวลา 24 ชัว่โมงของการทดลอง

ปลดปลอยเคอรคูมินภายนอกรางกาย (a-c แสดงความแตกตางอยางมีนัยสาํคัญของปริมาณเคอร

คูมินที่ดูดซับบนแผนเจลาตินดัดแปลง)

DSC 1X

DSC 3X

DSC 2X
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4.5  ระดับเคอรคูมินในเลอืดของสัตวทดลอง 
 การวิเคราะหหาปริมาณเคอรคูมินโดยใชเทคนิค High Performance Liquid 

Chromatography (HPLC) ในเบื้องตนไดสรางกราฟมาตรฐานของเคอรคูมินจากสารละลาย

มาตรฐานเคอรคูมินความเขมขน 1, 3, 5, 10 และ 15 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร โดยใชเอทานอลเปนตัว

ทําละลาย ใช column ชนดิ C18 (250 x 4.6 มิลลิเมตร.), อัตราการไหล(flow rate) 1 มิลลิลิตร/

นาท,ี mobile phase 1% acetic acid : acetonitrile (50:50), UV-detector วัดที ่ λ = 425 nm, 

ปริมาตรที่ฉีด (injection volumn) คือ 20 µl  ผลที่ไดปรากฎพีคของเคอรคูมินที ่ retention time 

ประมาณ 7.5 นาที ดงัรูปที ่4.26  ใกลเคียงกับงานวิจยัของปรีชา และคณะ (2006)  ซึ่งปรากฎพีค

ของเคอรคูมินที่ retention time ประมาณ 8 นาท ี นาํพีคเคอรคูมินที่พบจากการฉีดสารละลาย

มาตรฐานเคอรคูมินทุกความเขมขนมาวาดกราฟระหวางความเขนขนของเคอรคูมินกับพืน้ที่ใต

กราฟ จะไดกราฟมาตรฐานเคอรคูมินดังแสดงในรูปที ่4.27 

 

 
รูปที่ 4.26  แสดงกราฟ HPLC ของเคอรคูมินในสภาวะ column C18 (250 x 4.6 mm.), flow 

rate 1 ml/min, mobile phase 1% acetic acid : acetonitrile (50:50), UV-detector วัดที ่ λ = 

425 nm, injection volumn 20 µl 

 

เคอรคูมิน 
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รูปที่ 4.27  แสดงกราฟมาตรฐานของเคอรคูมินจากสารละลายมาตรฐานเคอรคูมนิความเขมขน 

1, 3, 5, 10 และ 15 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

 

แผนเจลาตนิดัดแปลง CG 66 (หนกั 10 มลิลิกรัม) ที่ผานการดัดแปลงโครงสรางโดยใชปริมาณสาร

เชื่อมพนัธะเปน 3 เทาของคอเลสเตอรอล เพื่อใหมกีารยอยสลายภายในระยะเวลาประมาณ 2 

สัปดาห แผนเจลาตินดัดแปลงถูกฆาเชื้อดวยการอบเอธลีินออกไซด ทีอุ่ณหภูมิ 55 องศาเซลเซยีส  

แลวนําไปดูดซบัเคอรคูมิน (ละลายในเอทานอล pH~6) จากนัน้ฝงใตผิวหนังบริเวณหลังของ 

BALB-c mice เพศผู อาย ุ 6-8 สัปดาห น้ําหนักตัว 20-25 กรัมเปนระยะเวลา 2 สัปดาห (รูปที่ 

4.28) โดยแบงการทดลองเปน 3 กลุมคือ กลุมควบคุม (ฝงแผนเจลาตินดัดแปลงทีไ่มไดดูดซับเคอร

คูมิน), กลุมทีฝ่งแผนเจลาตินดัดแปลงที่ดดูซับเคอรคูมิน 10 มิลลิกรมั/กรัมแผน และกลุมที่ฝงแผน

เจลาตินดัดแปลงที่ดดูซับเคอรคูมิน 40  มิลลิกรัม/กรัมแผน (ปริมาณเคอรคูมินที่เลือกมาใชเปน

ปริมาณเคอรคูมินที่ต่าํที่สุดและสูงที่สุดเมือ่ทดลองปลดปลอยเคอรคูมินภายนอกรางกาย) รวม

ปริมาณเคอรคูมินทัง้หมด 100 µg และ 400 µg ตามลําดับ 

 

 
รูปที่ 4.28 ภาพแสดงการฝงชิ้นงานบนหลงัสัตวทดลอง 
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ลักษณะของแผนเจลาตนิดดัแปลง เมื่อฝงบริเวณใตแผนหลงัของหนทูี่เวลา 3, 6, 10 และ 

14 วนั แสดงดังรูปที ่ 4.29 พิจารณาทีเ่วลา 3 วนั แผนเจลาตนิดัดแปลงทุกกลุมมีลักษณะไม

แตกตางจากเดิม เนื่องจากอาจยงัไมเกดิการยอยสลายมากนัก เมื่อลอกแผนเจลาตินดัดแปลง 

ออก พบวาบรเิวณที่ฝงแผนเจลาตินดัดแปลงเกิดเสนเลือดฝอยใหมข้ึนเล็กนอย ที่เวลา 6 วนั แผน

เจลาตินดัดแปลงเริ่มเกิดการยอยสลาย สังเกตจากแผนเจลาตินดัดแปลงมีขนาดบางลง  เมื่อลอก

แผนเจลาตนิดัดแปลงออกพบวาบริเวณทีฝ่งแผนแผนเจลาตินดัดแปลงสังเกตุเหน็เกดิเสนเลือด

ใหมเปนจํานวนมาก โดยกลุมที่ดูดซับเคอรคูมินปริมาณ 400 µg เห็นเสนเลือดใหมมาหลอเลีย้ง

มากที่สุดเมื่อเทียบกับกลุมทีดู่ดซับเคอรคูมิน 100 µg และกลุมควบคุม ในขณะทีก่ลุมที่ดูดซับเคอร

คูมิน 100 µg สังเกตุเห็นเสนเลือดฝอยเกิดใหมมากกวากลุมควบคมุเชนเดียวกนั ที่เวลา 10 วัน 

เร่ิมเกิดเสนเลอืดใหญมาหลอเลี้ยงแผนเจลาตินดัดแปลงทกุกลุม เมือ่พิจารณาการยอยสลายของ

แผนเจลาตนิดัดแปลงพบวาแผนเจลาตนิดัดแปลงเกิดการยอยสลายมากขึ้น สังเกตแผนเจลาตนิ

ดัดแปลงมีขนาดบางลงและเริ่มมองเห็นเสนเลือดที่อยูดานลาง โดยแผนเจลาตนิดัดแปลงมีสี

เหลืองของเคอรคูมินซีดลงเมื่อเทียบกับวนัที ่ 3 และวนัที่ 6 เนื่องจากการปลดปลอยของเคอรคูมิน 

เมื่อลอกแผนเจลาตินดัดแปลงออกพบกลุมของเสนเลือดฝอยเปนจาํนวนมากในบริเวณที่ฝงแผนเจ

ลาตินดัดแปลงอยางเห็นไดชัด และที่ระยะเวลา 14 วัน พบวาแผนเจลาตนิดัดแปลงทกุกลุมเกดิ

เสนเลือดมาหอหุมเปนจํานวนมาก พจิารณากลุมควบคุม มีเสนเลือดมาหอหุมบางแตนอยกวา

กลุมอ่ืนทําใหสามารลอกออกได ในขณะทีก่ลุมฝงแผนเจลาตนิดัดแปลงที่ดูดซับเคอรคูมิน 400 µg 

และ 100 µg มีเสนเลือดมาหอหุมมากทําใหไมสามารถลอกแผนเจลาตินดัดแปลงออกได การ

ทดลองนี้แสดงใหเห็นวาแผนเจลาตนิดัดแปลงมิไดแสดงความเปนพษิตอเซลล แตกลับกระตุนใน

การเกิดหลอดเลือดใหม แผนเจลาตนิ CG66 มีการยอยสลายภายในรางกายชากวาการยอยสลาย

ภายนอกรางกายดังที่ทดสอบในหวัขอ 4.2(ง) ดังนั้นในการใชงานจึงอาจมีการเลือกใชแผนเจลาตนิ

ที่มีการดัดแปลงโครงสรางใหมีปริมาณคอเลสเตอรอลสูงขึ้น หรือมีระดับการเชื่อมโยงพนัธะที่ต่าํลง 

เพื่อใหมกีารยอยสลายเต็มทีแ่ละหมดไปภายในเวลา 2 สัปดาห 
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ควบคุม 
 

       
 

        
เคอรคูมิน 100 µg 

       
 

        
เคอรคูมิน 400 µg 

       
 

        
รูปที่ 4.29 ภาพถายหลังจากฝงแผนเจลาตินดัดแปลง (CG66) ใตผิวหนังบริเวณหลัง BALB-c 

mice (เพศผู อาย ุ6-8 สัปดาห) เก็บตัวอยางในวนัที่ 3, 6, 10 และ 14 (ก.) กอนลอกแผนเจลาตนิ

ดัดแปลงออก (ข.) หลังลอกแผนเจลาตนิดัดแปลงออก   

วันที ่6  วันที ่14 วันที่ 3  วันที่ 10 

ก.  

ข.  

ก.  

ข.  

ก.  

ข.  

(ลอกออกไมได) 

(ลอกออกไมได) 
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 หลังการปลูกฝงแผนเจลาตินดัดแปลง แลวมีการเก็บเลือดของหนทูีไ่ดจากหวัใจหนู 

จากนั้นทําการแยกพลาสมาออกจากเลือด แลวนาํพลาสมาไปบมดวยเอนไซม β-glucuronidase 
ตามวิธีของ Asai, A. [Asai, A. และคณะ, 2000] (ดูรายละเอียดของวิธีการไดในบทที ่ 3) ซึ่ง
รายงานวาเมือ่เคอรคูมินเขาสูกระแสเลือดจะเกิดการรวมตัวกับสาร glucuronide กลายเปน 

curcumin – glucuronide จึงไมปรากฎพีคของเคอรคูมินในการวิเคราะหพลาสมาดวย HPLC  

เอนไซม β-glucuronidase สามารถตัด glucuronide ออกจากเคอรคูมิน ทาํใหปรากฏพีคของ

เคอรคูมินจากการวิเคราะหปริมาณในพลาสมาได รูปที ่ 4.30 แสดงกราฟ HPLC ในการวิเคราะห

พลาสมาทีเ่กบ็ตัวอยางจากหนทูี่ไมไดฝงแผนเจลาตนิ และ พลาสมาหลังการฝงแผนเจลาติน

ดัดแปลงที่ไมไดดูดซับเคอรคูมินกอนการทดสอบปริมาณเคอรคูมินในสตัวทดลอง  

 
รูปที่ 4.30 แสดงกราฟ HPLC ของ (ก.) เคอรคูมินในสารละลายเอทานอล  (ข.) พลาสมาที่แยก

จากหนทูี่ไดรับการฝงแผนเจลาตินดัดแปลงที่ไมไดดูดซับเคอรคูมิน  (ค.) พลาสมาที่แยกจากหนทูี่

ไมไดฝงแผนเจลาติน 

  

 จากการวิเคราะหหาปริมาณเคอรคูมินที่ปลดปลอยออกมาจากแผนเจลาตินดัดแปลงใน

สัตวทดลองในแตละชวงเวลาโดยใชเทคนคิ HPLC แสดงผลดังตารางที ่ 4.8 และรูปที่ 4.31 โดยมี

การทาํซ้ํา 3 คร้ัง ในแตละกลุมการทดลองในทุกชวงเวลา ในกลุมควบคุมไมพบพีคของเคอรคูมิน 

กลุมที่ฝงแผนเจลาตินดัดแปลงที่ดูดซับเคอรคูมิน 100 µg พบพีคของเคอรคูมินในพลาสมาสูงใน

วันที่ 6 ในปริมาณเฉลี่ย 0.04 µg  จนกระทั่งไมพบเลยในวนัที่ 14 ในกลุมที่ฝงแผนเจลาติน

ดัดแปลงที่ดูดซับเคอรคูมิน 400 µg พบพีคของเคอรคูมินในพลาสมาสูงในวนัที ่ 6 เชนเดียวกันใน

ปริมาณเฉลี่ย 0.12 µg และยังมีปรากฎใหเห็นอยู 0.05 µg ในวนัที่ 14  

ก. 

ข. 

ค. 



ตารางที ่4.8  ปริมาณเคอรคูมินทีพ่บในพลาสมา (วิเคราะหโดย HPLC) หลังจากการฝงแผนเจลาตินดัดแปลงใตแผนหลังของ BALBcA mice เพศผู อายุ 6-8 

สัปดาห ที่ระยะเวลาตางๆ 

 

ปริมาณเคอรคูมินที่พบในพลาสมา (µg) 
กลุมควบคุม 10 mg/g sheet (100 µg) 40 mg/g sheet (400 µg) 

วันที่เก็บ
พลาสมา 

1 2 3 เฉลี่ย 1 2 3 เฉลี่ย 1 2 3 เฉลี่ย 

วันที่ 3 ไมพบ ไมพบ ไมพบ - 0.04 ไมพบ ไมพบ 0.01 + 0.02 ไมพบ 0.06 0.08 0.05 + 0.04 

วันที่ 6 ไมพบ ไมพบ ไมพบ - 0.07 0.03 0.04 0.04 + 0.02 0.28 0.08 ไมพบ 0.12 + 0.14 

วันที่ 10 ไมพบ ไมพบ ไมพบ - 0.04 0.005 0.02 0.02 + 0.01 0.14 0.05 0.03 0.07 + 0.06 

วันที่ 14 ไมพบ ไมพบ ไมพบ - ไมพบ ไมพบ ไมพบ - 0.04 0.11 ไมพบ 0.05 + 0.06 

หมายเหต ุ: กราฟ HPLC ของแตละการทดลองแสดงในภาคผนวก ช. 
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รูปที่ 4.31  ปริมาณเคอรคูมินทีพ่บในพลาสมาหลังจากการฝงแผนเจลาตินดัดแปลง (CG66, 10 

มิลลิกรัม) ใตแผนหลงัของ BALBcA mice เพศผู อาย ุ6-8 สัปดาห ทีร่ะยะเวลาตางๆ (mean ± 

SD, n=3) 
 

การดัดแปลงโครงสรางของเจลาตินโดยการเชื่อมพันธะระหวางหมูไฮดรอกซิลของคอเลส 

เตอรอลกับหมูอะมิโนของเจลาติน ทําใหเกิดการปรับปรุงพื้นผวิของเจลาตนิซึ่งโดยธรรมชาติ

สามารถละลายน้ําไดดี ใหมหีมู hydrophobic เพื่อใหสามารถควบคุมการปลดปลอยเคอรคูมินได

อยางตอเนื่องโดยตรงในบรเิวณที่ตองการใหเปนไปอยางชาๆตามการสลายตัวของแผนเจลาตนิ 

โดยพบวามกีารเกิดพนัธะ hydrophobic ระหวางเคอรคูมินกับแผนเจลาตินดัดแปลงทาํใหสามารถ

กักเก็บเคอรคมูินไวในแผนเจลาตินดัดแปลงไดดังนัน้การปลดปลอยเคอรคูมินจึงเปนไปตามการ

สลายตัวของแผนเจลาตนิดดัแปลง เนือ่งจากเอนไซมภายในรางกายจากผลการทดลองแสดงให

เห็นวาในชวงแรกเคอรคูมินยังไมถกูปลดปลอยออกมามากนักอาจเนือ่งจากแผนเจลาตินดัดแปลง

ไมสลายตัวมาก และไมพบลักษณะ 1st burst ดังที่เหน็ในภาพ 4.21-4.24 เนื่องจากมกีารเก็บ

ตัวอยางพลาสมาเริ่มในวันที ่ 3 แตในระยะตอมา คือในวนัที ่ 6 และ วนัที่ 10 เคอรคูมินมีการ

ปลดปลอยออกมามากขึน้เนือ่งจากแผนเจลาตินดัดแปลงมีการสลายตวัมากขึ้นเคอรคูมินซึ่งถูกกกั

เก็บอยูในแผนจึงเกิดการปลดปลอยออกมาอยางชาๆ ในขณะทีว่ันที ่ 14 กลุมทีดู่ดซับเคอรคูมิน 

100 µg ไมพบเคอรคูมินเลยในพลาสมาของหนทูดลองทัง้ 3 ตัวในขณะที่ กลุมทีดู่ดซับเคอรคูมิน 

400 µg ยังมกีารปลดปลอยเคอรคูมินออกมาอยู อาจเปนเพราะวามีการดูดซับเคอรคูมินใน

ปริมาณที่ไมสมดุลกับแผนเจลาตินดัดแปลง คือ ดูดซบัในปริมาณนอยเกินไปทําใหเคอรคูมินเกดิ
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การปลดปลอยออกมาหมดกอนที่แผนเจลาตินดัดแปลงจะเกิดการสลายหมด จงึอาจเปนสาเหตุ

ทําใหเกิดหลอดเลือดจํานวนมากมาหุมแผนเจลาตนิดัดแปลงไว เนื่องจากเจลาตินเปนวัสดุที่

สงเสริมการยดึเกาะและการเจริญเติบโตของเซลลเนื่องจากโมเลกุลของเจลาตนิมีสวนประกอบ

ของ Arg-Gly-Asp (RGD)-like sequence ซึ่งจะเหนีย่วนาํใหเกิดการยึดเกาะ และการเคลื่อนที่

ของเซลล ดังทีไ่ดกลาวไวในหัวขอที ่4.3 [Huang, Y. และคณะ, 2005]  เมื่อนาํปริมาณเคอรคูมินที่

พบในพลาสมาหลงัจากการฝงแผนเจลาตินดัดแปลงใตแผนหลงัของ BALBcA mice เพศผู อาย ุ

6-8 สัปดาห ทีร่ะยะเวลาตางๆ มาวาดกราฟความสัมพนัธความเขมขนของยาในเลือดกับเวลา (รูป

ที่ 4.31) ประมาณคาพื้นทีใตกราฟ (Area Under Curve, AUC) จะเปนปริมาณทีม่อียูในรางกาย

ทั้งหมดนบัต้ังแตเร่ิมใหยา [สุพงษ เอกศิริพงษ, 2547] พื้นทีใ่ตกราฟของเคอรคูมินที่พบใน

พลาสมาหนทูีฝ่งแผนเจลาตินดัดแปลง (ดดูซับเคอรคูมิน 100 µg หรือคิดเปน 4.5 มิลลิกรัม / 

น้ําหนกัตัวหน ู1 กิโลกรัม ) ในเวลา 14 วนั ประมาณคา AUC ได 589 nmol/l plasma  หรือคิดเปน 

0.32 % ของปริมาณเคอรคูมินเริ่มตน อยางไรก็ตามคานี้เกิดจากการเก็บตัวอยางที่ไมรวม 1st  

burst ของเคอรคูมินในระยะแรกดวย 

จากงานวิจยัของ Asai, A. [Asai, A. และคณะ, 2000] ซึ่งใหหนู (Sprague-Dawley rats 

อายุ 7 สัปดาห น้าํหนักตวั 210-240 กรัม) กินเคอรคูมนิปริมาณ 100 มิลลิกรัม / น้ําหนกัตัวหน ู1 

กิโลกรัม แลวเก็บพลาสมาทีเ่วลา 0.5, 1, 3 , 8 และ 24 ชั่วโมง นาํมาสกัดเคอรคูมินดวยวิธเีดียวกนั 

พบเคอรคูมินในเลือดมากทีสุ่ดที่เวลา 1 ชั่วโมง โดยพบในปริมาณ  240 nmol/l plasma และเมื่อ

คํานวนหา AUC ที่เวลา 24 ชั่วโมงพบวามีปริมาณเคอรคูมินในรางกายทั้งหมดเทากับ 2,415 

nmol/l plasma (คิดเปน 0.004 % จากปริมาณเคอรคูมนิเริ่มตน) จะเหน็ไดวาตองใหกนิเคอรคูมิน

ในปริมาณที่สูงมาก (เนื่องจากงานวิจยันีม้ีระบบการนําสงแตกตางจากวิธีของ Asai, A.ดังนัน้

วิธีการวิเคราะหจึงไมเหมือนกัน  ) 

 นอกจากนัน้ในงานวิจัยนี้มกีารทดสอบผลของแผนเจลาตินดัดแปลงชนิด CG66 หนกั 2 

มิลลิกรัม  (ดูดซับเคอรคูมิน 20 µg) ตอการเกิดหลอดเลือดใหมในหนนููดไมสที่ไดรับการปลูกถาย

เซลลเฮปจ-ีทู [สุทธิลักษณ ปทุมราช และคณะ, 2550] เปนเวลา 7 และ 14 วัน และวิเคราะหหา

การเกิดหลอดเลือดใหม (CD, neocapillaries density) โดยโปรแกรมสําเร็จรูป  Gobal Lab 

Image II Software (Datatranslation Co.) แลวนาํชิ้นเนือ้บริเวณที่ไดรับการปลูกถายเซลลเฮปจ-ีทู

ไปศึกษาโดยวธิี hematoxylin-eosin (H&E) แลวนํามาอานผลเพื่อศึกษาขนาดของเซลลมะเร็ง ผล

ที่ไดพบวาแผนเจลาตนิดัดแปลงที่บรรจุเคอรคูมินสามารถลดการเกิดหลอดเลือดใหมในหนูนูดไมส

ที่ไดรับการปลกูถายเซลลเฮปจี-ทู 14 วนัไดเมื่อวิเคราะหผลการตรวจมะเร็งใน chamber 14 วัน ด

วยวธิีการ H&E ไดผลของการเกิดมะเรง็พบวาหนกูลุมทีฝ่งแผนเจลาตินดัดแปลงที่บรรจุเคอรคูมินมี

ขนาดของกอนมะเรง็เล็กลงเมื่อเทียบกอนมะเร็งของกลุมที่ฝงแผนเจลาตินดัดแปลงที่ไมไดบรรจุ
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เคอรคูมิน และเมื่อนาํเลือดของหนูไปวเิคราะหหาปริมาณเคอรคูมินที่เวลา 7 วนัพบในปริมาณ 

1678 nmol/l plasma แตไมพบเคอรคูมินที่เวลา 14 วัน 

จากผลดังกลาวแสดงใหเห็นวาแผนเจลาตนิดัดแปลงสามารถควบคุมการปลดปลอยเคอร

คูมินไดในลักษณะ sustained release ตามระยะเวลาในการยอยสลายของตัวนาํสง และไดใน

ปริมาณมากโดยไมตองรับประทาน ซึ่งจากรายงานพบวาตองใชความเขมขนที่สูงมากเพราะเมือ่

ผานจากกระเพาะเขาหลอดเลือดจะเหลือปริมาณนอยและยังแพรไปในอวัยวะอืน่ที่ไมใชเปาหมาย

ดวย 

 

 



บทที่ 5  
 

สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ  

 

5.1 สรุปผลการทดลอง  
 

งานวิจยันี้ศึกษาผลการดัดแปลงโครงสรางของเจลาตนิโดยใชคอเลสเตอรอลเพื่อใชในระบบ

นําสงยาที่ไมละลายน้ําโดยใชเคอรคูมินเปนตนแบบยา ความสําเร็จในการดัดแปลงเจลาตนิตรวจสอบ

จากปริมาณอะมิโนอิสระที่ถกูเชื่อมโยงพันธะกับหมูไฮดรอกซิลของคอเลสเตอรอล ปริมาณอะมิโนของเจ

ลาตินดัดแปลงดวยคอเลสเตอรอลที่ปริมาณตางๆมีคาลดลงตามลําดับเมื่อเพิ่มปริมาณคอเลสเตอรอล

และปริมาณสารเชื่อมพนัธะ เมื่อศึกษาลักษณะสมบตัิทางเคมีของเจลาตินดัดแปลงดวยเทคนิคฟูเรียร

ทรานสฟอรมอินฟาเรดสเปกโตรสโกปพบวาพีคการสัน่ในชวงเอไมด I และเอไมด Π  ซึ่งเปนพคีที่แสดง

ถึงหมูอะมิโนอสิระ มีการลดลง ในขณะทีพ่ีคซึ่งแสดงถงึหมู C-OH มีพคีการสั่นที่สูงขึน้ เมื่อเจลาตินมีการ

ดัดแปลงโครงสรางมากขึ้น คามมุสัมผัสน้ําของฟลมเจลาตินสามารถบงบอกถึงความสาํเร็จในการ

ดัดแปลงเจลาตินไดเชนกนั คามมุสัมผัสน้ําของเจลาตินดัดแปลงมีแนวโนมเพิ่มข้ึนเมื่อปริมาณของ

คอเลสเตอรอลเพิ่มข้ึนแสดงถึงความเปน hydrophobicity ที่เพิม่ข้ึนของเจลาตินดัดแปลง จากผล

ดังกลาวพบวาสมบัติความไมชอบน้ําของเจลาตินดัดแปลงควบคุมไดโดยการปรับเปลี่ยนปริมาณของ

คอเลสเตอรอลที่ใชในปฏิกิริยา เจลาตนิที่มกีารดัดแปลงโครงสรางดวยคอเลสเตอรอลมาก แสดงถึง

สมบัติความไมชอบน้ํามากขึ้น ทาํใหเกิดพันธะระหวางเคอรคูมินกับแผนเจลาตนิดดัแปลง 

เจลาตินดัดแปลงถูกนํามาขึน้รูปเปนแผนดวยเทคนิคทาํแหงเยือกแข็ง (freeze-drying) แลวทาํ

การเชื่อมโยงพันธะดวยสารละลาย glutaraldehyde ระดับการเชื่อมโยงพนัธะของแผนเจลาติน

ดัดแปลงลดลงตามลาํดบัเมือ่เจลาตินมกีารดัดแปลงโครงสรางมากขึน้สอดคลองกับสมบัติการดูดซับ

น้ําของแผนเจลาตินดัดแปลงซึ่งสามารถดูดซับน้ําไดมากข้ึน สงผลตอการยอยสลายของแผนเจลาติน

ดัดแปลงเนื่องจากหากแผนเจลาตินดัดแปลงสามารถดูดซับน้ําไวไดมาก การยอยสลายของเจลาติน

มักจะเกิดขึ้นไดงาย เปนผลใหเกิดการปลดปลอยเคอรคูมินเนื่องจากการปลดปลอยเคอรคูมินเปนไป

ตามการสลายตัวของแผนเจลาติน การเกดิพันธะ hydrophobic ระหวางเคอรคูมนิกับแผนเจลาติน

ดัดแปลง ทําใหเคอรคมูินไมแพรออกมาจากแผนเจลาตนิ ในสารละลาย PBS buffer (0.01% Tween 
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80) ดังนัน้ระบบดังกลาวนีจ้ึงมีศักยภาพที่จะใชในการปลดปลอยเคอรคูมินในรางกาย เนื่องจากจะมี

การสงผาน เคอรคูมินอยางตอเนื่องเปนเวลานานโดยในระยะแรกจะเปนการแพรและในระยะตอไป

การสงผานเคอรคูมินจะเปนไปตามการสลายตัวของแผนเจลาตินในรางกาย ซึง่สามารถทีจ่ะดัดแปลง

ไดโดยการปรับเปลี่ยนสภาวะในการเชื่อมโยงพนัธะ  

 กอนนําแผนเจลาตินดัดแปลงไปทดลองใชจริงในสัตวทดลองไดมีการนาํแผนเจลาตินไป

ทดสอบความเปนพษิโดยการเลี้ยงเซลล L929 mouse fibroblast เปนเวลา 72 ชั่วโมง เพื่อทดสอบการ

ยึดเกาะและการเพิ่มจาํนวนของเซลลพบวาปริมาณเซลลในแผนเจลาตินทุกแบบที่ดดัแปลงโครงสราง

ดวยคอเลสเตอรอลไมแตกตางอยางมีนยัสาํคัญกับปริมาณเซลลที่เลี้ยงบนแผนเจลาตนิ (G) ดังนัน้การ

ดัดแปลงโครงสรางดวยคอเลสเตอรอลจึงไมกอใหเกิดความเปนพิษกบัเซลล เมื่อนําแผนเจลาติน

ดัดแปลงไปทดลองใชจริงในสัตวทดลองโดยการนาํแผนเจลาตนิไปฝงใตแผนหลงัของหนูทดลองเพื่อ

วิเคราะหหาปริมาณเคอรคูมินในเลือดของสัตวทดลองที่เวลาตางๆ คือวันที ่ 3, 6, 10 และ 14  พบวา 

แผนเจลาตนิทีด่ดูซับเคอรคูมิน 100 μg พบปริมาณเคอรคูมินมากที่สุดในวันที่ 6 และไมพบเลยในวนัที ่

14 เนื่องจากปริมาณเคอรคูมินถูกดดูซับในปริมาณนอยเกนิไปทําใหเคอรคูมินเกิดการปลดปลอย

ออกมาหมดกอนที่แผนเจลาตินจะเกิดการสลายหมด โดยในเวลา 14 วันพบปริมาณเคอรคูมินใน

รางกายทั้งหมดเทากับ 0.32 % ของปริมาณเริ่มตน ในขณะที่แผนเจลาตินที่ดูดซับเคอรคูมิน  400 μg  

ยังพบปริมาณเคอรคูมินอยูในวนัที ่14 (ผลนี้ไมรวม 1st burst ทําใหพบเคอรคูมินในปริมาณต่ํา) เมือ่นํา

แผนเจลาตนิดัดแปลงไปทดสอบการปลดปลอยเคอรคูมิน ในการปองกันการเกิดหลอดเลือดใหมใน

หนนููดไมสที่ไดรับการปลูกถายเซลลเฮปจี-ทู พบวาสามารถลดการเกิดหลอดเลือดใหมในหนนูดูไมสที่

ไดรับการปลูกถายเซลลเฮปจี-ทู 14 วันได และมีผลทาํใหมะเรง็มีขนาดเล็กกวา จากผลดังกลาวแสดง

ใหเหน็ถงึความสําเร็จในการดัดแปลงเจลาตินเพื่อการนาํสงสารที่ไมลายน้ําอยางเคอรคูมิน อยางไรก็

ตามตองมีการศึกษาเพิ่มเติมเพื่อเลือกใชชนิดของแผนเจลาตินดัดแปลงใหเหมาะสมกับเวลาที่ตอง

นําสง  

  

5.2 ขอเสนอแนะ  
เพื่อใหผลการวิจัยนี้สมบูรณยิ่งขึ้น จึงมีแนวทางปรับปรุงและศึกษาเพิม่เติม ดังตอไปนี ้ 

1. การทดสอบคามุมสัมผัสน้ําอาจจะมีความผิดพลาดสูงเนื่องจากฟลมเจลาตินที่ทดสอบมี

ความชอบน้ําสูงอยูแลว จึงควรปรับปรุงใหใชวิธวีัดคามุมสัมผัสกับสารละลายอืน่ๆ ที่ไม

ชอบน้ํา และตองใชฟลมที่บางมากในการทดสอบ  
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2.  ทดลองเปลี่ยนวธิีการเชือ่มโยงพันธะดวยสารเคม ีglutaraldehyde ในการขึ้นรูปแผนไฮโดร

เจล เปนการเชื่อมโยงพนัธะดวยวิธีอ่ืนเชน ดวย EDC เพือ่หลีกเลี่ยงความเปนพิษที่เกดิขึ้น 

3. ทดลองเปลี่ยนวิธกีารขึ้นรูปเปนลักษณะอืน่ๆ เชน ข้ึนรูปเปน microsphere แลวทดสอบ

ลักษณะสมบตัิตางๆเปรียบเทียบกับการขึน้รูปเปนแผนเจลาติน 

4. ปรับปรุงการดดัแปลงโครงสรางของเจลาตนิโดยใชโพลิเมอรตัวอ่ืนมาชวยเพิ่ม NH2 ในการ

เชื่อมโยงพนัธะ เชน ไคโตซาน เพื่อแกไขปญหาการลดลงของปริมาณอะมิโนอิสระหลัง

การดัดแปลงโครงสรางของเจลาตินที่มีการดัดแปลงสูง 

5.  ทดลองปรับเปลี่ยนปริมาณเคอรคูมินใหเหมาะสมกับขนาดของแผนแผนเจลาตนิดัดแปลง

ซึ่งจะสามารถดูดซับไดเพื่อใหมีการปลดปลอยในอัตราทีเ่หมาะสม 
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ภาคผนวก ก. 
การเตรียมสารละลายที่ใชในการดัดแปลงโครงสรางของ 

เจลาติน 
การเตรียมสารละลาย 4 ชนดิที่ใชในการดัดแปลงโครงสรางของเจลาติน  

สารละลาย ก : ละลาย 1 กรัมของเจลาตินใน 30 กรัม DMSO และปนกวนที่อุณหภูมิ 60  

องศาเซลเซียสในขวดที่ปดอยางแนนหนา จนกระทั่งเจลาตินละลายหมด (2-3 ชั่วโมง) 

สารละลาย ข : ละลายคอเลสเตอรอลที่ปริมาณตางๆ กันในสารละลาย pyridine 10 

มิลลิลิตร และปนกวนที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสเปนเวลา 3 ช่ัวโมง 

สารละลาย ค : ละลาย DSC (ปริมาณ 1-3 เทาของคอเลสเตอรอล) ใน 5 กรัม DMSO ที่

อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสเปนเวลา 3 ชั่วโมง 

สารละลาย ง : ละลาย DMAP (ปริมาณ 1-3 เทาของคอเลสเตอรอล) ใน 5 กรัม DMSO ท่ี

อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสเปนเวลา 3 ชั่วโมง 

การคํานวณหาปริมาณของคอเลสเตอรอลที่ทาํปฏิกริยาพอดีกับ NH2 group ของเจลาติน คํานวณได

จากสมการ 

 g gelatin  x (NH2 group /molecule) x  graft-ratio  x  MW cholesterol            = g cholesterol 

MW gelatin                                                              mole of cholesterol 

 

การคํานวณหาปริมาณของ DSC ท่ีใชในปฏิกิริยา คํานวณไดจากสมการ 

 

 

 

การคํานวณหาปริมาณของ DMAP ที่ใชในปฏิกิริยา คํานวณไดจากสมการ 

 

 

 

โดยที่  MW cholesterol  = 386.65 

            MW DSC = 256.2 

 MW DMAP = 122.17  

g cholesterol     x  mole equivalent of cholesterol  x  MW DSC  = g DSC 

 MW cholesterol 

g cholesterol     x  mole equivalent of cholesterol  x  MW DMAP  = g DMAP 

MW cholesterol 
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ตัวอยางการคาํนวณ 
CG 25 – graft 25 % 
การเตรียมคอเลสเตอรอล: 1 g gelatin    x 30 x    (25/100)  x         386.65 g            =  0.029  g  

                                        100,000                                        1 mole of cholesterol 

การเตรียม DSC (ปริมาณ 1 เทาของคอเลสเตอรอล):  (0.029/386.65) x 1 x 256.2 = 0.019 g 

การเตรียม DMAP (ปริมาณ 1 เทาของคอเลสเตอรอล): (0.029/386.65) x 1 x 122.17 = 0.009 g 

 

ตารางที่ ก.1  แสดงปริมาณ (กรัม) ของสารที่ใชในการดัดแปลงเจลาติน 1 กรัมท่ีอัตราสวนตางๆ 

 

การดัดแปลงเจลาติน CG 25 CG 50 CG 66 CG 75 CG 100 CG 125 

คอเลสเตอรอล 

(กรัม) 

0.029 0.058 0.076 0.087 0.116 0.145 

DSC (กรัม) 0.019 0.038 0.050 0.058 0.077 0.096 

ใชสารเชื่อมพันธะใน

ปริมาณ 1 เทาของ

คอเลสเตอรอล 

DMAP (กรัม) 0.009 0.018 0.024 0.028 0.037 0.046 

คอเลสเตอรอล 

(กรัม) 

0.029 0.058 0.076 0.087 0.116 0.145 

DSC (กรัม) 0.038 0.076 0.101 0.115 0.153 0.192 

ใชสารเชื่อมพันธะใน

ปริมาณ 2 เทาของ

คอเลสเตอรอล 

DMAP (กรัม) 0.018 0.036 0.048 0.055 0.073 0.092 

คอเลสเตอรอล 

(กรัม) 

0.029 0.058 0.076 0.087 0.116 0.145 

DSC (กรัม) 0.057 0.115 0.152 0.172 0.230 0.288 

ใชสารเชื่อมพันธะใน

ปริมาณ 3 เทาของ

คอเลสเตอรอล 

DMAP (กรัม) 0.027 0.055 0.073 0.082 0.110 0.137 
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ภาคผนวก ข. 
วิธี 2,4,6-trinitro-benzensulfonic acid (TNBS) 

 

การหาปริมาณอะมิโนอิสระและรอยละการเชื่อมโยงพันธะทําไดโดยใชวิธ ี 2,4,6-trinitro-

benzensulfonic acid (TNBS) [Nagai, N. และคณะ, 2004] โดยมขีัน้ตอนดังนี ้ 

1.  ใสแผนเจลาตนิที่มนี้าํหนัก 5 มิลลิกรัม ลงไปในสารละลาย NaHCO3  ความเขมขนรอยละ 0.4 

(โดยน้ําหนักตอปริมาตร) ในน้ํากลัน่ที ่pH 8.5 และตามดวย 1 มิลลิลิตร ของสารละลาย TNBS 

ความเขมขนรอยละ 0.5 (โดยน้ําหนักตอปริมาตร) ในน้าํกลั่น (สารละลาย TNBS น้ีไมสามารถทํา

เก็บไวใชไดเนื่องจากสารประเภทนี้มีความไวตอแสง) 

2. ใหความรอนทีอุ่ณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ในอางใหความรอน เปนเวลา 2 ชั่วโมง  

3. หากพบวาแผนเจลาตินยังละลายไมหมดใหเติม กรดไฮโดรคลอริก (HCl) ความเขมขน 6 N 

ปริมาตร 2 มิลลิลิตร และเพิ่มอุณหภูมิไปท่ี 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 90 นาที  

4. วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 415 นาโนเมตรดวยเครื่อง spectrophotometer เพื่อวัด

ปริมาณกรดอะมิโนอิสระท่ีเหลืออยูในแผนเจลาตินรอยละการเชื่อมโยงพันธะสามารถคํานวณไดจาก

สูตร 

Degree of cross-linking (%)   =  100x
A

BA
⎥⎦
⎤

⎢⎣
⎡ −   

 
โดยที ่ A เปนปริมาณอะมิโนอิสระของแผนเจลาตินกอนการเชื่อมโยงพันธะและ                       

 B เปนปริมาณอะมิโนอิสระของแผนเจลาตินหลังการเชื่อมโยงพันธะ 

 

 
 

รูปที ่ข.1 กราฟมาตรฐานของ β – alanine  



ตารางที่ ข.1 แสดงปริมาณอะมิโนอิสระทีเ่ปลี่ยนแปลงหลังการดัดแปลงโครงสรางเจลาตินและหลังการเชื่อมโยงพันธะ (mean ± SD, n=3) 

ใชสารเชื่อมพันธะ  

1 เทาของคอเลสเตอรอล 

ใชสารเชื่อมพันธะ   

2 เทาของคอเลสเตอรอล 

ใชสารเชื่อมพันธะ   

3 เทาของคอเลสเตอรอล 

รหัส 

หลังการดัดแปลง

โครงสราง(µg/g) 
 x 102 

หลังการเชื่อมโยง

พันธะ(µg/g) 
x 102 

หลังการดัดแปลง

โครงสราง(µg/ml) 
x 102 

หลังการเชื่อมโยง

พันธะ(µg/g) 
x 102 

หลังการดัดแปลง

โครงสราง(µg/ml)  
x 102 

หลังการเชื่อมโยง

พันธะ(µg/g) 
x 102 

G 360.68 + 0.04 71.04 + 0.03 360.68 + 0.04 - 360.68 + 0.04 - 

CG25 345.14 + 0.02 71.95 + 0.00 313.58 + 0.01  86.77 + 0.02 267.54 + 0.01 76.89 + 0.00 

CG50 311.46 + 0.01 72.66 + 0.06 286.06 + 0.01 84.47 + 0.04 215.34 + 0.01 76.89 + 0.01 

CG66 298.05 + 0.01 87.12 + 0.01 276.01 + 0.02 87.30 + 0.07 198.41 + 0.01 75.30 + 0.02 

CG75 278.48 + 0.01 121.69 + 0.02 256.26 + 0.01 113.93 + 0.01 188.88 + 0.01 96.47 + 0.01 

CG100 263.13 + 0.01 131.74 + 0.01 238.27 + 0.01 134.92 + 0.02 168.43 + 0.02 108.11 + 0.01 

CG125 250.08 + 0.01 144.09 + 0.01 213.75 + 0.01 130.68 + 0.01 132.27 + 0.01 95.06 + 0.01 
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ภาคผนวก ค. 
การหาคาอุณหภูมิในการสลายตัว (Td) 

 
หลักการทาํงาน 

 วัดคาน้ําหนกัที่เปล่ียนแปลงไปที่เกิดจากการเปลี่ยนแปลงของสารโดยใชเครื่อง 
Thermogravimetric/Differential Analyzer (TG/DTA) เชนวัดน้ําหนักที่หายไปของสารตอเวลาหรือ

อุณหภูมิ ซ่ึงเกิดจากการสลายตัวหรือการเอาน้าํออก ซึ่งกราฟที่ไดประกอบดวย คาน้าํหนักที่หายไปใน

ฟงกชันของอุณหภูมิ และอัตราการหายไปของน้ําหนักตออุณหภูมิ โดยกราฟทีไ่ดนั้นแสดงใหเหน็ถึง

ลักษณะเฉพาะของสารหรือระบบหนึ่งๆ เนื่องจากลาํดับของปฏิกิริยาทางเคมีท่ีเกิดขึ้นที่ชวงของอุณหภูมิที่

แนนอน การเปลี่ยนแปลงของน้ําหนักนี้เปนผลมาจากการสลายตัว หรือการรวมตัวของสาร ที่อุณหภูมิที่

สูงขึ้น เชนการระเหยตัวของสาร หรือการเกิดขึน้ของผลติภัณฑท่ีมนี้ําหนกัมาก  

 
การเตรยีมตัวอยาง  

อบตัวอยางทีน่ํามาวิเคราะหที่อุณหภูม ิ60 องศาเซลเซียส เปนเวลาหนึ่งชั่วโมง เพ่ือไลความชื้นทีม่ี

อยูในตัวอยาง ไมใหการวิเคราะหคลาดเคลื่อน ตัวอยางที่นาํมาวิเคราะหควรมนี้ําหนักไมเกิน 10 มิลลิกรัม 

เพื่อลดผลกระทบจากความแตกตางของอณุหภูมิ จากนัน้นาํวางบนภาชนะที่ใสตัวอยาง  

 
ผลที่ไดจากการวิเคราะห  

กราฟที่ไดนั้นดังที่กลาวไวแลวประกอบดวย ฟงกชันระหวางอัตราการเปลี่ยนแปลงของน้ําหนักและ

อุณหภูมิ และฟงกชันระหวางน้ําหนกัที่หายไปตออุณหภูมิ ซ่ึงกราฟฟงกชันของอัตราการเปลี่ยนแปลง

น้ําหนกั จะแสดงถึงชวงอุณหภูมิที่มีการเปลี่ยนแปลงน้ําหนัก กลาวคือในชวงอณุหภูมินัน้มีการ

เปลี่ยนแปลงเกิดขึน้ เชน มีการสลายตัวของสาร มีปฏิกิริยาเกิดขึ้น หรือน้ําที่อยูในโครงสรางมีการระเหย

ออก เปนตน ซ่ึงรูปแบบของกราฟนี้จะแสดงในรูปปริมาณของน้ําหนกัที่หายไปของสวนประกอบแตละสวน

ที่อุณหภูมิสลายตัวตางๆ  
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รูปที ่ ค.1 แสดงผลการวิเคราะหคาอุณหภูมิในการเปลี่ยนแปลงน้ําหนกัของเจลาติน (G) โดยใช

โปรแกรม Onset จากเครื่อง TG/DTA ซ่ึงจะไดคาอุณหภูมิในการเปลี่ยนแปลงน้ําหนกัของเจลาตินเปน 293 

องศาเซลเซียส 
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รูปที ่ ค.2 แสดงผลการวิเคราะหคาอุณหภูมิในการเปลี่ยนแปลงน้ําหนกัของ CG25 ที่ผานการ

ดัดแปลงโดยใชสารเชื่อมพันธะในปริมาณ 1, 2 และ 3 เทาของคอเลสเตอรอล 

DSC1X 

DSC2X 

DSC3X 
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รูปที ่ ค.3 แสดงผลการวิเคราะหคาอุณหภูมิในการเปลี่ยนแปลงน้ําหนกัของ CG50 ที่ผานการ

ดัดแปลงโดยใชสารเชื่อมพันธะในปริมาณ 1, 2 และ 3 เทาของคอเลสเตอรอล 

 

DSC1X 

DSC2X 

DSC3X 
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รูปที ่ ค.4 แสดงผลการวิเคราะหคาอุณหภูมิในการเปลี่ยนแปลงน้ําหนกัของ CG66 ที่ผานการ

ดัดแปลงโดยใชสารเชื่อมพันธะในปริมาณ 1, 2 และ 3 เทาของคอเลสเตอรอล 
 

DSC1X 

DSC2X 

DSC3X 
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รูปที ่ ค.5 แสดงผลการวิเคราะหคาอุณหภูมิในการเปลี่ยนแปลงน้ําหนกัของ CG75 ที่ผานการ

ดัดแปลงโดยใชสารเชื่อมพันธะในปริมาณ 1, 2 และ 3 เทาของคอเลสเตอรอล 

DSC1X 

DSC2X 

DSC3X 
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รูปที ่ ค.6 แสดงผลการวิเคราะหคาอุณหภูมิในการเปลี่ยนแปลงน้ําหนกัของ CG100 ที่ผานการ

ดัดแปลงโดยใชสารเชื่อมพันธะในปริมาณ 1, 2 และ 3 เทาของคอเลสเตอรอล 
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รูปที ่ ค.7 แสดงผลการวิเคราะหคาอุณหภูมิในการเปลี่ยนแปลงน้ําหนกัของ CG125 ที่ผานการ

ดัดแปลงโดยใชสารเชื่อมพันธะในปริมาณ 1, 2 และ 3 เทาของคอเลสเตอรอล 
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ภาคผนวก ง. 
การหาคามุมสัมผัสนํ้า  

[Einerson, J. และคณะ, 2002] 
 
ขัน้ตอนการเตรียมฟลม: 
1. เตรียมสารละลายของเจลาตินที่ดัดแปลงโครงสรางแลว โดยเตรียมความเขมขน 2 มลิลิกรัม/ มิลลิลิตร 

2. หยดสารละลายปริมาตร 100 ไมโครลิตรบน glass slide ( ขนาด 1 x 2  ตารางเซนติเมตร) ที่สะอาด  

3. นําไปใหความรอนที่อุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1 ช่ัวโมง 

4. ทําแหงตัวอยางที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 4 ช่ัวโมง และเก็บตัวอยางที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
การวัดคามุมสัมผัส: 
1. ทําแหงตัวอยางในโถดูดความชื้นโดยใช vacuum pump 1 ช่ัวโมงกอนทาํการวัด 

2. วัดคามุมสัมผัสที่ผิวหนาของแผนฟลมหลงัจากหยดน้ําบนตัวอยาง 30 วินาที  

 หมายเหต:ุ   

1. วัดคามุมสัมผัส 5 จุดบนตัวอยาง 1 ตัวอยาง ( ตัวอยางละ 4 ซํ้า ) 

2. วัดคามุมสัมผัสของแผน glass slide เปนตัวอางอิง 
ขัน้ตอนการวดัคามุมสัมผัสน้ํา:  
1.  เตรียมสารละลายใสในหลอดเข็มฉีดยา (ขอควรระวัง ในการเตรียมสารละลายใสในหลอดเข็มฉีดยา 

สารละลายตองเปนสารที่ละลายน้าํได ถาเปนสารที่มีความเหนียวตองระวังเพราะทําความสะอาด

ยาก)  

2. นําเข็มฉีดยาใสในชุดปรับละเอียด 

3. ปรับติดตั้งในแกนใสเข็มฉีดยา ลองปรับดูวาหยดสารออกมาไดสะดวกหรือไม 

4.  เตรียมตัวอยางที่ตองการวัดคามุมสัมผัสนํ้า ใหมีพื้นผิวสะอาด วางในระดับทีแ่สงสองดานหลังของ

 เลนสสองไดถึง  

5. จัดวางตัวอยางในที่วางบนแทนจับยึดใหแนบกับแทน - เปดคอมพิวเตอร 

6. เมื่อเครื่องคอมพิวเตอรเปดแลวเลือกโปรแกรม Tantec Software ซ่ึงหลักการวัดคอื การใชกลอง

 วีดีโอ CCD ดึงภาพจริงจากบริเวณที่ตองการวัดมาสงผานแผงวงจร สรางภาพบนจอคอมพิวเตอรแลว 

ใชโปรแกรมทีส่ามารถแยกแยะขอบเขตของภาพชวยในการคํานวณคามุมองศาที่ตองการ นําเสนอบน

จอคอมพิวเตอร ซ่ึงเคร่ือง contact angle แสดงในรูปที ่ง.1 
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รูปที ่ง.1 Contact angle (ทีม่า: www.imtek.de) 

 

การวิเคราะหผลการทดลองเพื่อพิจารณาความเปน hydrophobicity และ hydrophilicity ของพื้น

ผิวช้ินงาน สามารถพิจารณาจากคามุมสัมผัสน้ําที่วัดไดโดยหากคามุมสัมผัสน้าํของพ้ืนผิวชิ้นงานมีคา

มากกวา 65 องศา แสดงวาพ้ืนผิวชิ้นงานชนิดนัน้แสดงความเปน hydrophobicity แตถาหากคามุมสัมผัส

น้ําที่วัดไดมีคาต่ํากวา 65 องศาแสดงวาพื้นผิวชิน้งานชนิดนัน้แสดงความเปน hydrophilicity [Vogler, EA. 

1998] 
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ภาคผนวก จ. 
การยอยสลายทางชีวภาพภายนอกรางกาย [Choi, Ys และคณะ, 1998] 

 
การทดสอบอัตราการยอยสลายทางชีวภาพภายนอกรางกายของแผนเจลาตินดัดแปลงดวยวิธีการ

ยอยสลายในเอนไซม collagenase  โดยดัดแปลงวิธีของ YS. Choi ในการหาอัตราการยอยสลายของแผน

เจลาตินดัดแปลงโดยแชแผนเจลาตินดัดแปลงขนาดเสนผานศูนยกลาง 7 มิลลิเมตร หนัก 5 มิลลิกรัม ใน

สารละลายฟอตเฟตบัฟเฟอร (PBS buffer) ที่ pH 7.4 ที่มีเอนไซม bacterial collagenase ความเขมขน 1 

ยูนิต/มิลลิลิตร และเก็บไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 สัปดาห โดยติดตามผลทุก 24 ชั่วโมง 

จึงนําออกมาลางดวยน้ํากลั่นกอนที่จะทําใหแหงที่อุณหภูมิเยือกแข็ง   

การยอยสลายทางชีวภาพของแผนเจลาตินดัดแปลงแสดงดังตาราง จ.1 
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 ตาราง จ.1 รอยละของน้าํหนกัที่เหลือของแผนเจลาตินดัดแปลง(หนัก 5 มิลลิกรมั) ในสารละลาย PBS 

pH 7.4 ที่มีเอนไซม bacterial collagenase ความเขมขน 1 ยูนิต/มิลลิลิตร 

 

น้ําหนกัคงเหลือของแผนเจลาติน (%) ปริมาณ 

DSC 

รหัส 

วันที่ 1 วันที่ 3 วันที่ 5 วันที่ 7 วันที่ 9 วันที่ 11 วันที่ 13 วันที่ 15 

1X CG25 100 97.26 95.76 95.49 91.33 82.03 72.22 45.83 

 CG50 97.70 95.50 91.81 91.23 86.69 74.14 60.18 27.34 

 CG66 95.69 88.63 86.31 82.21 70.12 69.45 39.79 7.79 

 CG75 85.73 83.81 84.84 69.16 63.55 34.61 34.20 0.00 

 CG100 76.74 71.98 67.87 47.63 39.40 20.12 0.00 0.00 

 CG125 69.25 51.46 35.72 34.70 18.92 0.00 0.00 0.00 

2X  CG25 100 97.26 93.50 93.22 91.33 81.35 72.22 45.83 

 CG50 96.96 86.05 87.85 86.83 77.52 66.43 33.47 27.46 

 CG66 91.11 81.50 78.33 75.41 71.30 54.34 29.03 3.49 

 CG75 85.73 73.40 63.11 64.05 46.81 30.26 25.51 0.00 

 CG100 84.59 68.40 47.58 34.28 33.70 0.00 0.00 0.00 

 CG125 59.06 46.36 31.94 3.81 0.00 0.00 0.00 0.00 

3X CG25 98.19 97.26 90.05 88.62 84.77 72.25 57.57 42.97 

 CG50 90.30 84.51 81.50 80.37 64.76 55.32 43.98 17.93 

 CG66 86.34 81.50 64.79 60.56 56.55 30.03 20.47 0.00 

 CG75 77.03 56.93 54.73 42.33 38.68 15.35 13.73 0.00 

 CG100 62.01 49.51 29.56 21.82 18.49 0.00 0.00 0.00 

 CG125 42.81 33.97 17.01 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 
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ภาคผนวก ฉ. 
MTT assay หรือ (3-(4, 5-Dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyltetrazolium 
bromide) assay [Liu, H. และคณะ 2004] 

 
MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] มีโครงสรางเปน 

วงแหวนของเกลือ tetrazolium มีสีเหลือง โดยที ่MTT ทีถู่กละลายในอาหารเลี้ยงเซลลที่ไมมี 

phenol red จะถูกเปลี่ยนเปนผลึก formazan สีมวงที่เนือ่งจากการถกูทําลายวงแหวน tetrazolium 

ดวยเอนไซม dehydrogenease จากไมโตคอนเดรียที่อยูในเซลลที่ยังมีชีวิตอยู ผลึกสีมวงที่เกิดขึน้ 

ภายในเซลลไมสามารถแพรผานเยื่อหุมเซลลไดแตสามารถละลายไดโดยใชตัวทาํละลาย เชน 

dimethyl suklfoxide (DMSO) สารละลายสีมวงที่ไดจะถูกนาํไปวัดคาดูดกลืนแสงในชวงความ 

ยาวคลืน่ 570 นาโนเมตรเพื่อหาปริมาณผลึก formazan ท่ีถกูละลายออกมามีคาแปรผันโดยตรง 

กับปริมาณเซลลที่มีชีวิตอยู (Mosmann, 1983; Choi และคณะ, 2004) 

 
ขัน้ตอนการทดสอบ 
1) เตรียมสารละลาย MTT เขมขน 0.5 mg/ml ในอาหารเลี้ยงเซลล DMEM ท่ีไมมีฟนอล 

เรด (phenol red) 

2) หลังจากการเพาะเลี้ยงเซลลที่เวลา 5 ช่ัวโมง ใหนาํอาหารเลี้ยงเซลลออกแลวลางดวย 

สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 7.4 

3) เติมสารละลาย MTT จากขอ 1) ลงในหลุมทีม่ีเซลลอยู 

4) ทําการ incubate ใน incubator ที่มีสภาวะ CO2 อุณหภูม ิ37ºC เปนเวลา 30 นาท ี

5) นําสารละลาย MTT ออกจากหลุมเลี้ยงเซลล 

6) เติมสารละลายผสม DMSO ลงในหลุมเลี้ยงเซลลแลวใชปเปตพน DMSO ขึน้-ลงเพื่อ 

ละลายผลกึ formazan 

7) นําสารละลายจากขอ 6) ไปวัดคาดูดกลืนแสงที่คาความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร 
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รูปที ่ฉ.1 กราฟมาตรฐานของเซลล L929 mouse fibroblast (n = 4) 

 

ตาราง ฉ.1 จาํนวนเซลล L929 mouse fibroblast ท่ีมีชีวิตบนแผนเจลาตินดัดแปลงที่เวลาตางๆ (จํานวน

เซลลเริ่มตน 10,000 เซลล/แผนเจลาติน) 
 

จํานวนเซลลทีม่ีชีวิต 
รหัส 

5 ชั่วโมง 1 วัน  3 วัน 

G 7530.00 44193.00 74993.33 

CG25 7363.33 50926.66 74793.33 

CG66 6296.66 43526.67 74326.67 

CG100 5496.66 29660.00 66660.00 
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ภาคผนวก ช. 
การปลดปลอยเคอรคูมินภายนอกรางกาย 

 
การเตรยีมกราฟมาตรฐานของสารละลายผสมระหวาง  PBS, 0.01% Tween 80 และเคอรคูมิน 

การทดสอบการปลดปลอยเคอรคูมินภายนอกรางกายในเบื้องตนไดสรางกราฟมาตรฐานของ

สารละลายผสมระหวาง  PBS, 0.01% Tween 80 และเคอรคูมิน โดยเตรียมสารละลายมาตรฐานเคอรคูมิน 

ความเขมขน 0.0625, 0.125, 0.25, 0.5, 1, 2 และ 4 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร โดยใชเอทานอลเปนตัวทาํละลาย

และนําไปวิเคราะหหาคาความความยาวคลื่น (wavelenge) และคาการดูดกลืนแสง (absorbance) ของ

เคอรคูมิน โดยใชเครื่อง  UV-vis spectrophotometer จะไดคาความยาวคลื่นที่ 412.60 นาโนเมตร และ

กราฟมาตรฐานของสารละลายผสมระหวาง  PBS, 0.01% Tween 80 และเคอรคูมิน ดังแสดงในรูปที ่ช. 1 

 

y = 0.1138x
R2 = 0.9888
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รูปท ีช. 1 แสดงกราฟมาตรฐานของสารละลายผสมระหวาง  PBS, 0.01% Tween 80 และเคอรคูมิน ที่

ความยาวคลืน่ 412.60 นาโนเมตร 
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การเตรยีมกราฟมาตรฐานของสารละลายผสมระหวาง  PBS, 0.01% Tween 80, trypsin, แผนเจ
ลาตินดัดแปลง และเคอรคูมิน 

การทดสอบการปลดปลอยเคอรคูมินภายนอกรางกายในเบื้องตนไดสรางกราฟมาตรฐานของ

สารละลายผสมระหวาง  PBS, 0.01% Tween 80, trypsin, แผนเจลาตินดัดแปลง และเคอรคูมิน โดยเตรียม

สารละลายมาตรฐานเคอรคูมิน ความเขมขน 0.0625, 0.125, 0.25, 0.5, 1, 2 และ 4 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร โดย

ใชเอทานอลเปนตัวทําละลายและนําไปวเิคราะหหาคาความความยาวคลื่น (wavelenge) และคาการ

ดูดกลืนแสง (absorbance) ของเคอรคูมิน โดยใชเครื่อง  UV-vis spectrophotometer จะไดคาความยาว

คลื่นที่ 285.50 นาโนเมตร และกราฟมาตรฐานของสารละลายผสมระหวาง  PBS, 0.01% Tween 80, 

trypsin, แผนเจลาตินดัดแปลง และเคอรคูมิน ดังแสดงในรูปที ่ช. 2 

 

y = 0.0423x
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รูปท ีช. 2 แสดงกราฟมาตรฐานของสารละลายผสมระหวาง  PBS, 0.01% Tween 80, trypsin, แผนเจ

ลาตินดัดแปลง และเคอรคูมิน ท่ีความยาวคลื่น 285.50 นาโนเมตร 
 
การคํานวณหาเปอรเซนตการปลดปลอยเคอรคูมินภายนอกรางกาย คํานวณไดจากสมการ (1) และ (2) 

(1) (Ct / Ca) x 100 = %การปลดปลอยเคอรคูมิน            

(2) ODcontrol – ODsample = ปริมาณเคอรคูมิน ณ เวลาใดๆ 

โดยที่  Ct คือ ปริมาณเคอรคูมิน ณ เวลาใดๆ, Ca คือ ปริมาณเคอรคูมินทั้งหมดหลังการยอยสลายของแผน

เจลาตินดัดแปลง, control และ sample เปนแผนเจลาตนิดัดแปลงทีไ่มไดดูดซับเคอรคูมินและดูดซับเคอร

คูมินตามลาํดบั 
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ภาคผนวก ซ. 
ระดับเคอรคูมินในเลือดของสัตวทดลอง 

 
การทดสอบปริมาณเคอรคูมินในเลือดของสัตวทดลอง 
วิธีการทดสอบในสัตวทดลอง 

1. การทดลองจะถูกแบงออกเปน 3 กลุม กลุม 1 เปนกลุมควบคุม คือ กลุมท่ีฝงแผนเจลาติน

ดัดแปลงที่ไมไดดูดซับเคอรคูมิน  กลุม 2 คือ กลุมที่ฝงแผนเจลาตินดัดแปลงที่ดูดซับเคอรคูมิน 10  

ไมโครกรัม/กรัมแผน กลุม 3 คือ กลุมที่ฝงแผนเจลาตินดัดแปลงที่ดูดซับเคอรคูมิน 40  ไมโครกรัม/กรัมแผน 

ในแตละกลุมจะทําการศึกษาเปนชวงเวลา โดยทําการศึกษาในวันที่ 3, 6, 10 และ 14  ในแตละชวงเวลาจะ

ใชหนูในการปลูกถายจํานวน 3 ตัว (n =3) ดังนั้นใชหนูในการทดสอบทั้งหมด  36 ตัว และใชแผนเจลาตินที่

ผานการดัดแปลงโครงสรางดวยคอเลสเตอรอลขนาด 1 x 1 เซนติเมตร ความหนา 0.7 มิลลิเมตรจํานวน 

36  ตัวอยาง  

2. หลังการปลูกฝงแผนเจลาตินดัดแปลง ทําการเก็บเลือดของหนูที่ไดจากหัวใจหนูท่ีเวลาตางๆ 

ทําการแยกพลาสมาออกจากเลือดแลวสกัดเอาเคอรคูมินออกมานําไปวิเคราะหหาปริมาณเคอรคูมินใน

พลาสมาดวยเครื่อง HPLC โดยใช column C-18 Mobile phase ใช acetronitrile และ 10% acetic acid 

(50:50) ที่อัตราการไหล 1 มิลลิลิตร/นาที 

ไดผลการทดลองดังนี้ 
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รูปที ่ซ.1 แสดงกราฟ HPLC  ของเลือดหนหูลังการฝงแผนเจลาตนิดัดแปลงที่ไมไดดูดซับเคอรคูมิน เปน

เวลา 3 วัน แลวนาํไปบมเอมไซม β - glucuronidase 

หนูตวัที่ 1 

หนูตวัที่ 2 

หนูตวัที่ 3 
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รูปที ่ซ.2 แสดงกราฟ HPLC  ของเลือดหนูหลังการฝงแผนเจลาตินดดัแปลงที่ดูดซับเคอรคูมิน 10  มิลลิกรัม/

กรัมแผน เปนเวลา 3 วนั แลวนาํไปบมเอมไซม β - glucuronidase 

หนูตวัที่ 1 

หนูตวัที่ 2 

หนูตวัที่ 3 
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รูปที ่ซ.3 แสดงกราฟ HPLC  ของเลือดหนูหลังการฝงแผนเจลาตินดดัแปลงที่ดูดซับเคอรคูมิน 40  มิลลิกรัม/

กรัมแผน เปนเวลา 3 วนั แลวนาํไปบมเอมไซม β - glucuronidase 

หนูตวัที่ 1 

หนูตวัที่ 2 

หนูตวัที่ 3 
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รูปที ่ซ.4 แสดงกราฟ HPLC  ของเลือดหนูหลังการฝงแผนเจลาตินดดัแปลงที่ไมไดดูดซับเคอรคูมิน เปน

เวลา 6 วัน แลวนาํไปบมเอมไซม β - glucuronidase 

หนูตวัที่ 1 

หนูตวัที่ 2 

หนูตวัที่ 3 
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รูปที ่ซ.5 แสดงกราฟ HPLC  ของเลือดหนูหลังการฝงแผนเจลาตินดดัแปลงที่ดูดซับเคอรคูมิน 10  มิลลิกรัม/

กรัมแผน เปนเวลา 6 วนั แลวนาํไปบมเอมไซม β - glucuronidase 

หนูตวัที่ 1 

หนูตวัที่ 2 

หนูตวัที่ 3 
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รูปที ่ซ.6 แสดงกราฟ HPLC  ของเลือดหนูหลังการฝงแผนเจลาตินดดัแปลงที่ดูดซับเคอรคูมิน 40  มิลลิกรัม/

กรัมแผน เปนเวลา 6 วนั แลวนาํไปบมเอมไซม β - glucuronidase 
 
 

หนูตวัที่ 1 

หนูตวัที่ 2 
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รูปที ่ซ.7 แสดงกราฟ HPLC  ของเลือดหนูหลังการฝงแผนเจลาตินดดัแปลงที่ไมไดดูดซับเคอรคูมินเปน

เวลา 10 วนั แลวนาํไปบมเอมไซม β - glucuronidase 

หนูตวัที่ 1 

หนูตวัที่ 2 

หนูตวัที่ 3 
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รูปที ่ซ.8 แสดงกราฟ HPLC  ของเลือดหนูหลังการฝงแผนเจลาตินดดัแปลงที่ดูดซับเคอรคูมิน 10  

มิลลิกรัม/กรัมแผน เปนเวลา 10 วนั แลวนาํไปบมเอมไซม β - glucuronidase 

หนูตวัที่ 1 

หนูตวัที่ 2 

หนูตวัที่ 3 
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รูปที ่ซ.9 แสดงกราฟ HPLC  ของเลือดหนูหลังการฝงแผนเจลาตินดดัแปลงที่ดูดซับเคอรคูมิน 40  

มิลลิกรัม/กรัมแผน เปนเวลา 10 วนั แลวนาํไปบมเอมไซม β - glucuronidase 

หนูตวัที่ 2 

หนูตวัที่ 3 

หนูตวัที่ 1 
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รูปที ่ซ.10 แสดงกราฟ HPLC  ของเลือดหนหูลังการฝงแผนเจลาตนิดัดแปลงที่ไมไดดูดซับเคอรคูมินเปน

เวลา 14 วนั แลวนาํไปบมเอมไซม β - glucuronidase 

หนูตวัที่ 1 

หนูตวัที่ 2 

หนูตวัที่ 3 
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รูปที ่ซ.11 แสดงกราฟ HPLC  ของเลือดหนหูลังการฝงแผนเจลาตนิดัดแปลงที่ดูดซับเคอรคูมิน 10  

มิลลิกรัม/กรัมแผน เปนเวลา 14 วนั แลวนาํไปบมเอมไซม β - glucuronidase 

 

หนูตวัที่ 1 

หนูตวัที่ 2 

หนูตวัที่ 3 
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รูปที ่ซ.12 แสดงกราฟ HPLC  ของเลือดหนหูลังการฝงแผนเจลาตนิดัดแปลงที่ดูดซับเคอรคูมิน 40  

มิลลิกรัม/กรัมแผน เปนเวลา 14 วนั แลวนาํไปบมเอมไซม β - glucuronidase 

หนูตวัที่ 1 

หนูตวัที่ 2 

หนูตวัที่ 3 
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ภาคผนวก ฌ. 
ผลการพิจารณาจริยธรรมสัตวทดลอง 

 

การทดลองในสัตวคณะผูวิจยัไดทําการขออนุมัติจากคณะกรรมการพิจารณะจริยธรรม คณะ

แพทยศาสตร และปฏิบัติตามอยางเครงครัด สําเนาเอกสารอนุมัติแสดงในหนา 139 
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