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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 

ในปจจุบันรัฐบาลไทยสนับสนุนการใชสมนุไพรไทยในการพัฒนาตํารับยา เครื่องสําอาง 

ตลอดจนอาหารเสริมตางๆ สารประกอบธรรมชาติกลุมหนึง่ซึง่ไดมีการนาํมาศกึษาวิจยักนัอยาง

แพรหลาย คอื เคอรคูมินอยด (curcuminoids) ซึ่งเปนสารสีเหลืองพบอยูในพืชจําพวกขมิน้ ซึ่ง

ประกอบดวย เคอรคูมิน (curcumin) เปนองคประกอบหลัก และอนุพนัธอีกสองชนิด คือ 

demethoxycurcumin และ bisdemethoxycurcumin โดยพบวา เคอรคูมินอยดมีฤทธิ์สามารถ

ตอตานการอักเสบ , ตอตานสารที่กอใหเกิดมะเร็ง , ตอตานอนมุูลอิสระ, ตอตานโรคภูมิแพ, 

ตอตานแบคทเีรียและตอตานกิจกรรมของเนื้องอกได [Ishita, C. และคณะ,2004] 
 ขมิ้นชันมีประโยชนสําหรับผูปวยโรคมะเรง็เนื่องจากขมิน้สามารถยับยัง้มะเร็งไดหลาย

ชนิด เชน มะเร็งเตานม มะเร็งในชองปาก มะเรง็ผิวหนงั มะเรง็มดลูก เปนตน จากงานวิจัยที่ผาน

มาพบวาโมเลกุลขนาดเลก็ของเคอรคูมินทีแ่ยกไดจากขมิน้ มีฤทธิ์ตานการสรางเสนเลือดฝอยใหม

[สุทธิลักษณและคณะ,2005] ซึ่งการสรางเสนเลือดฝอยใหม (angiogenesis หรือ 

neovascularization) จะชวยใหกอนมะเรง็ไดรับออกซิเจนและอาหารอยางเพียงพอตอการ

เจริญเติบโต [ชุติมา,2004] ดังนัน้การตัดเสนทางลาํเลียงอาหารและออกซิเจนจงึเปนวิธกีารหนึง่ใน

การรักษามะเร็ง โดยพบวาเคอรคูมิน (3000 มก./กก.นน.ตัว) สามารถยับยัง้การเจริญของเซลล

มะเร็งตับทีป่ลูกถายในหนนููดไมสไดโดยผานการยับยัง้การสรางของหลอดเลือดใหม [พรพรหม

และคณะ, 2006] แตในงานวิจัยดังกลาวพบวาตองใชเคอรคูมินในปริมาณที่สูงมาก ทั้งนี้เพราะ

เคอรคูมินมีความสามารถในการดูดซึมทีก่ระเพาะอาหารไมดี ทาํใหเขาสูกระแสเลือดไดนอยมาก มี

การศึกษาพบวาเคอรคูมินสวนใหญจะถกูขับออกทางอจุจาระอยางรวดเร็ว และบางสวนจะถูกขบั

ออกทางปสสาวะ แตมีอีกสวนหนึ่งไปยังตับเพื่อไปกระตุนการสรางเอนไซมในการกําจัดสารกอ

มะเร็ง [Wang และคณะ,1996] ดังนั้นในการศึกษานีจ้ึงไดมีการนําความรูทางดานระบบนาํสงยา

มาประยกุตใชเพื่อใหสามารถนําสงยาสําหรับการรักษาโรคมะเร็งในปรมิาณที่ตองการและเฉพาะ

จุดมากขึ้นเพือ่การใชเคอรคูมินในปริมาณนอยและมีประสิทธิภาพเพิม่ข้ึนเนื่องจากจะสามารถ

ควบคุมหรือกาํหนดใหยาถกูปลดปลอยออกมาในอัตราเร็วที่ตองการโดยระบบนําสงยามี

ความหมายเนนในเรื่องตวัพายา (carrier) ซึ่งมีผลตอประสิทธิภาพในการรักษาของยา สารชวย
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ของระบบควบคุมการปลดปลอยและนําสงยาซึ่งมกัใช พอลิเมอร ทีม่ีความเขากนัไดกับรางกายได

ดี และมีคุณสมบัติตางๆที่สามารถคาดการณได เชน เร่ืองอัตราการละลาย , การควบคุมการแพร

ของยา , การทําปฏิกิริยาระหวางยาและพอลิเมอรหรือเยื่อบุของรางกาย  ในระยะแรกการใชพอลิ

เมอรมักเลือกชนิดที่ควบคุมยาใหออกฤทธิน์าน และตอมามีการเลือกใชพอลิเมอรทีม่ีความไมชอบ

น้ํามาควบคุมการปลดปลอยยาที่มีโมเลกลุใหญ นอกจากนีย้ังมีการเติม magnetic bead ในพอลิ

เมอร และใชการกระตุนดวยสนามแมเหลก็เพื่อใหยาปลดปลอย รวมทัง้การดัดแปลงโครงสรางของ

พอลิเมอรใหมคีวามไมชอบน้ํามากขึน้เพื่อควบคุมการปลดปลอยยาจากรูปแบบยาฝงใตผิวหนัง 

คุณสมบัติดังกลาวมักพบในพอลิเมอรที่ไดจากธรรมชาติ ซึ่งในปจจบุันมีอยูดวยกนัหลายชนิดหนึ่ง

ในพอลิเมอรทีไ่ดรับความนิยมในการนํามาใชประโยชนทางดานระบบนาํสงยา คือ เจลาตนิ 

(gelatin) [ณรงค ,2535] 

เจลาตนิเปนโปรตีนจากธรรมชาติมีมวลโมเลกุลประมาณ 100,000 ดาลตัน ซึง่เกิดจาก

การเสียสภาพของ collagen โดยขบวนการ acidic และ alkaline โดยทั่วไปเจลาตนิจะถกูใชงาน

ทางดานเภสัชกรรม และทางการแพทย เนื่องจากเจลาตินมีสมบัตใินการยอยสลายทางชีวภาพ 

และ มีสมบัติการเขากนัไดดีกับรางกาย  ดวยสมบัติเหลานี้ทาํใหเจลาตินไดรับการยอมรับวาเปน

สารปลอดภัยเมื่อนํามาใชเปนสวนประกอบของยา และอวัยวะเทียมเมื่อนาํมาใชรวมกับรางกาย

มนุษย [Young, S. และคณะ, 2005]  เจลาตินมีคุณสมบัติที่ชอบน้าํ และไมมีพื้นผวิที่เกิดปฏิกิริยา 

ดังนัน้จึงตองมีการดัดแปลงเจลาตนิเนื่องจากพบวาโปรตีนที่มหีมู hydrophobic มากกวาจะมี

พื้นผวิที่เกิดปฏิกิริยาไดดีกวา [Kato และ Nakai , 1970] โดยในปจจุบนัมีงานวิจยัในดานการ

ควบคุมการปลดปลอยสารจากเจลาตินมากมาย เชน การศึกษาการนาํสงยาตอตานเนื้องอกโดยใช

เจลาตินที่ทาํการดัดแปลงในรูปแบบตางๆ [Y.Tabata,2004] เปนตน 

ผูวิจัยจงึมีความสนใจทีจ่ะศกึษาการดัดแปลงโครงสรางของเจลาตินเพื่อควบคุมการนําสง

เคอรคูมินในรางกายซึง่จะดดัแปลงโดยการเชื่อมพันธะกบัคอเลสเตอรอลผานปฏิกิริยาทางเคมีของ

หมูไฮดรอกซิลโดยใช N,N’-Disuccinimidyl carbonate (DSC) เปนสารเชื่อมพนัธะ (conjugating 

agent) มีการขึ้นรูปเจลาตินเปนแผนและมีการทดสอบการปลดปลอยของเคอรคูมินภายนอก

รางกาย รวมถงึทดสอบระดบัของเคอรคูมินในเลือดในสตัวทดลอง 

 
1.2 วัตถุประสงคของงานวิจัย 

1. เพื่อพัฒนาระบบนําสงเคอรคูมินจากเจลาตินดัดแปลงและศึกษาลักษณะสมบัติตางๆ
ทั้งทางเคมีและกายภาพของระบบนําสงยาที่ผลิตได 

2. ทดสอบการปลดปลอยเคอรคูมินและการยอยสลายของระบบนําสงภายนอกรางกาย 

3. ทดสอบระดับของเคอรคูมินในเลือดของสัตวทดลอง 
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1.3 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
1. ตนแบบของระบบนําสงเคอรคูมินที่มีประสิทธิภาพและสามารถควบคุมการ

ปลดปลอยตัวยาไดนานขึ้นและสามารถนําไปประยุกตใชทางการแพทยได 

2. ไดขอมูลที่ศึกษาการดัดแปลงเจลาตินดวยหมูคอเลสเตอรอลเพื่อสงผานสารออกฤทธิ์
ชนิดที่ไมละลายน้ําชนิดอื่น 

 
1.4 ขอบเขตงานวิจัย 

1. ดัดแปลงโมเลกุลของเจลาตินดวยวิธีเชื่อมพันธะกับคอเลสเตอรอลโดยปรับเปลี่ยน
ปริมาณของคอเลสเตอรอลและทดสอบผลการดัดแปลงโดยการวัดปริมาณหมูอะมิโน

อิสระที่เปล่ียนไปดวยวิธี TNBS 

2. ข้ึนรูประบบนําสงเคอรคูมินจากเจลาตินที่ทําการดัดแปลงแบบแผน  

3. ศึกษาลักษณะสมบัติของระบบนําสงเคอรคูมินในหองปฏิบัติการ ไดแก โครงสรางทาง
เคมีของเจลาตินดัดแปลง, คามุมสัมผัสน้ํา, เปอรเซนตการเชื่อมโยงพันธะ, การดูดซับ

น้ํา, อุณหภูมิในการสลายตัว และ การยอยสลายทางชีวภาพภายนอกรางกาย 

4. ทดสอบความเปนพิษของแผนเจลาตินดัดแปลง 
5. ศึกษาการปลดปลอยเคอรคูมินของระบบนําสงเคอรคูมินในหองปฏิบัติการที่

เลียนแบบสภาวะของรางกาย 

6. ศึกษาระดับเคอรคูมินในเลือดโดยใชสัตวทดลองโดยเปลี่ยนแปลงปริมาณเคอรคูมินที่
ใชในสัตวทดลอง 

 



บทที่ 2 

     
                    ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 
2.1 ระบบนําสงยา (drug delivery system) 

การใหยาเขาสูรางกาย มวีตัถุประสงคใหตัวยาเขาสูกระแสเลือดและกระจายไปยงัตําแหนงที่

ตัวยาจะออกฤทธิ์ เพื่อใหเกิดผลในการรักษาหรือปองกันโรคตามที่ตองการโดยที่ยานัน้ไมทาํอันตราย

ตอรางกาย ซึ่งการที่ยาจะมีประสิทธิภาพและปลอดภัย นอกจากขึน้กับคุณสมบัติของตัวยาแลว ยัง

ข้ึนกับกระบวนการตางๆในการผลิตยา นับต้ังแตการตั้งสูตรตํารับ การเลือกสรรวตัถุดิบ กระบวนการ

ผลิตและควบคมุคุณภาพ ความคงตวัของยาในภาชนะบรรจุหรือที่จัดเก็บ การปลดปลอยตัวยาใน

รูปแบบตางๆ ณ จุดที่ดูดซึม จนกระทั่งตวัยาเขาสูกระแสเลือด นอกจากนี ้กระบวนการตางๆที่รางกาย

กระทาํตอยา เชน การจับกบัโปรตีนของยาในเลือด การกระจายของยาเขาสูเนื้อเยือ่ตางๆโดยเฉพาะสู

จุดที่ยาออกฤทธิ์ รวมทัง้การกําจัดยาออกจากรางกาย กม็ีอิทธพิลตอประสิทธิภาพของยาดวยเชนกัน 

การใหยาเขาสูรางกาย ไมวายาจะอยูในรูปเภสัชภัณฑชนิดใด ตัวยาจะถูกปลดปลอยออกมา

จากเภสัชภัณฑนัน้กอน แลวจึงเกิดการละลายในทางเดินอาหาร ตัวยาจะถูกดดูซึมผานเขาสูกระแส

เลือด และกระจายไปตามเนื้อเยื่อตางๆเพื่อไปออกฤทธิ์ ขณะเดียวกัน ยาจะถูกรางกายกาํจัดออกไป

อาจโดยทางปสสาวะหรือถูกเปลี่ยนสภาพที่ตับโดยกระบวนการเมแทบอลิซึม [สุพงษ,2547] 

ความสัมพันธระหวางระดับยาในพลาสมากับเวลาใชอธิบายกระบวนการดูดซึม กระบวนการ

กระจายของยาไปตามเนื้อเยื่อตางๆและกระบวนการกาํจัดยาไดเปนอยางด ี โดยจะบงบอกถงึการ

เปล่ียนแปลงที่เกิดขึ้นของปริมาณยาในรางกาย ลักษณะการเพิ่มข้ึนหรือลดลงของระดับยาในพลาสมา

แสดงใหเหน็ถงึการที่ยาเขาสูหรือออกสูระบบไหลเวียนเลือด การเพิ่มฃึ้นหรือลดลงบงบอกถงึอัตราเร็วที่

ยาเขาสูหรือออกจากระบบไหลเวยีนเลือด โดยทั่วไปแลวความสัมพนัธระหวางระดบัยาในพลาสมากับ

เวลาที่เกิดจากการใหยาโดยวิธีใดวธิีหนึ่งจะมีรูปแบบทีค่ลายคลึงกนัสําหรับยาสวนใหญ เชน ถาเกิด

จากการฉีดยาเขาเสนเลือดดาํแบบไอวีโบลสัซ่ึงเปนการฉดียาทัง้หมดเขาสูกระแสเลือดยาจะกระจาย

ไปตามสวนตางๆของรางกายปริมาณยาในรางกายจะสงูสุดหลังฉีดจากนัน้จะลดลงเนื่องจากยาถกู

กําจัดโดยกลไกการกาํจัดยาของรางกายดงัรูปที่ 2.1 
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รูปที่ 2.1 ความสัมพนัธระหวางความเขมขนของยาในเลือด(C) กับเวลา(t) ที่เกิดจากการฉีด

ยาเขาเสนเลือดแบบไอวีโบลัส [สุพงษ,2547] 

 

 พื้นที่ทัง้หมดใตเสนโคงของความสัมพันธระหวางความเขมขนของยาในเลือดกับเวลา เรียกวา  

คาพื้นที่ใตเสนโคง (Area Under the Curve, AUC) เปนพืน้ทีท่ีน่ับต้ังแตเร่ิมใหยาจนถึงอนนัต คา 

AUCจะแสดงปริมาณยาที่มอียูในรางกายทั้งหมดนบัต้ังแตเร่ิมใหยาจนกระทั่งยาถกูกําจัดออกจาก

รางกายจนหมด  คา AUC สามารถหาไดจากสมการดังนี ้

เรียกวาเปน moment อันดับศูนย ของ concentration-time profile คานี้อาจหาโดยการ integrate ก็

ได ถาทราบคาฟงกชนัของความเขมขนทีเ่วลาตาง ๆ  คานี้จะมคีาสูงถาดูดซึมดี หรือสามารถ

ปลดปลอยอยางเหมาะสมจนยากําจัดออกชา ในกรณีของยาฉีด IV Bolus  จะใชสมการ 
 

 AUC = (A/α)   +  (B/β)  
 

เมื่อ        ( )
( )βα
α

−
−

=
cV

kDA 21   ( )
( )βα

β
−
−

=
cV
kDB 21  

αคือ คาคงตัวของอัตราการกระจายยา (Distribution Rate Constant) 

          β คือ คาคงตัวของอัตราการกําจัดยา (Overall Elimination Rate Constant) 

   D  คือ ขนาดยา (Dose) 

 

 

∫
∞

⋅=
0

dtCAUC
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   cV  คือ ปริมาตรของสวนกลาง (Volume of  the Central Compartment) 

 k 21คือ คาคงตวัยอย 

การควบคุมใหระดับความเขมขนของยาในเลือดอยูในชวงการรักษาจาํเปนจะตองใหยา

หลายๆครั้งตอวัน เพราะตัวยาจะถูกปลดปลอยออกมามากที่สุดในตอนตนๆ และลดปริมาณลงเรื่อยๆ

จนหมด การใหยาซ้ําในขนาดตอมาจะไดระดับยาในเลือดขึ้นๆลงๆเปนแบบฟนเลื่อย ลักษณะเชนนี้ทาํ

ใหเสี่ยงตอการที่ระดับยาอาจต่ํามากจนไมสามารถแสดงฤทธิ ์ หรืออาจสูงมากจนเกดิอาการขางเคียง

หรือเปนพิษได [ณรงค ,2535] 

 ดังนัน้ ระบบนาํสงยา เปนการเตรียมยาในรูปแบบตางๆ ที่สามารถควบคุมใหปลดปลอยยาใน

อัตราและปริมาณที่กาํหนด และสามารถนํายาไปยงัอวัยวะ หรือบริเวณเปาหมายในรางกายไดตาม

ตองการ เพื่อทําใหเกิดผลสงูสุดในการรักษาและลดผลขางเคียง  

 
2.1.1  รูปแบบของระบบนําสงยา 
 รูปแบบของระบบนําสงยาแบงออกเปน 2 แบบ แบบแรก แบงออกไดตามวิธกีารใหยา ไดแก 

ระบบที่ใชรับประทาน ระบบที่ใชฉีด ระบบที่ใชทางตา ระบบที่ใชทางผวิหนัง ระบบที่ใชสอดในชอง

คลอด เปนตน และแบบทีส่อง แบงออกตามกลไกการปลดปลอยตัวยา เชน ระบบที่ใชหลกัการแพร 

ระบบที่ใชหลกัการละลาย ระบบที่ใชแรงดันออสโมซิส ระบบแลกเปลี่ยนไอออน ซึ่งระบบนาํสงยาใน

รูปแบบที่ตางกัน จะมกีลไกและลักษณะการปลดปลอยตัวยาที่แตกตางกัน เชน ยาในรูปแบบที่

ปลดปลอยโดยวิธกีารละลาย กจ็ะตางไปจากการปลดปลอยยาโดยวิธีแลกเปลีย่นไอออน เปนตน 

[ณรงค ,2535]  

 ปญหาหลักในการออกแบบและผลิตระบบนําสงยานัน้ อาจแบงออกไดเปนขั้นตอนตางๆดังนี้  

1. ทําอยางไร ยาจึงจะไปถงึและออกฤทธิ์ยงับริเวณที่ตองการของรางกาย 

2. ทําอยางไรยาจึงจะถกูปลดปลอยออกมาในรูปแบบตามตองการ ในชวงเวลาใดเวลาหนึ่ง 
3. ทําอยางไรจึงจะผลิตยาในรูปแบบที่เหมาะสมโดยมีลักษณะของการปลดปลอยยาดังกลาวได 

พอลิเมอรนับเปนองคประกอบสําคัญอันหนึง่ ในระบบนาํสงยา ที่ชวยควบคุมใหการ

ปลดปลอยยาเปนไปตามตองการ โดยทาํหนาที่ใน 3 ลักษณะใหญๆ  คือ เปนสารชวยควบคุมการ

ปลดปลอยใหเกิดชาๆ และคงที่ในปริมาณที่ตองการ เปนตัวชวยปองกนั และนําสงยาไปยงับริเวณ

เปาหมายในรางกาย โดยไมทําใหยาเกิดการปลดปลอย หรือตัวยาถกูทําลายไปกอน ทั้งนี้พอลิเมอรที่

เลือกใช ตองมีสมบัติทางชวีภาพที่สําคัญคือ มีความเขากันไดกับเนื้อเยื่อในรางกาย (biocompatible) 
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สามารถยอยสลายไดในรางกาย (biodegradable) และสามารถยอยสลายในรางกายไดเมตาบอไลซ 

(metabolite) จากการยอยสลายที่ไปเปนองคประกอบของเนื้อเยื่อเกีย่วพนั จงึทาํใหไมเปนพษิ   

 ซึ่งโดยทั่วไปแลวในระบบปลดปลอย (controlled release system) ที่ใชพอลเิมอรเปนตัว

ควบคุม จะตองคํานงึถงึชนดิ และสมบัติพื้นฐานของพอลิเมอร ชนิดของยาและระบบที่ใชควบคมุการ

ปลดปลอยยา โดยเฉพาะอยางยิ่งในรูปแบบของยาเตรยีม (dosage form) ที่เปนยากนิซึ่งนิยมใชกัน

มากที่สุดแบบหนึง่ มักจะใชหลักการแพรของยาผานเมทริกซพอลิเมอร โดยการเตรียมยากบัพอลิเมอร

ในรูปเมทริกซบีด (matrix bead) ทีม่ียาถกูกกัเก็บอยูในโครงสรางบีด การปลดปลอยยาจะอาศัย

หลักการแพรของยาที่ละลายผานเมทริกซบดีออกมา  

ในระบบนาํสงยา การควบคุมการปลดปลอยใหอยูในอัตราและปริมาณที่ตองการนั้นมี

ความสาํคัญไมนอยไปกวาตัวยาที่ใชในการรักษาเลยทีเดียว เนื่องจากการเตรียมยาเพื่อใชในการรักษา

แบบเดิมๆ นัน้ ยาจะถูกปลดปลอยออกมาจนถึงระดับที่ใหผลในการรักษาโดยทนัที และคอยๆ ลด

ระดับลงจนหมดฤทธิ ์ จากนั้นผูปวยตองรับประทานยาใหม ทําใหตองเพิม่ความถี่ในการใชยา ในขณะ

ที่การเตรียมยาในรูปแบบควบคุมการปลดปลอย จะทาํใหระดับของยาในพลาสมาคงทีเ่ปนเวลานาน 

ตลอดชวงการใช จึงไมจาํเปนตองใชยามากครั้ง  

พอลิเมอรที่ใชเปนสารกอเมทริกสที่สําคัญมีสองประเภท คือ พอลิเมอรชนิดชอบน้าํ 

(hydrophilic polymer) และพอลิเมอรชนิดไมชอบน้าํ (hydrophobic polymer) มีการศึกษาเปน

จํานวนมากเพือ่นําสารเหลานี้เปนสารกอเมทริกสโดยเฉพาะพอลิเมอรชนิดชอบน้าํ ขณะที่การศึกษาใน

พอลิเมอรชนิดไมชอบน้ําเพื่อเตรียมเปนยาเม็ดเมทริกสมนีอยกวา  

 เทคนิควิธกีารเตรียมและผลิตระบบนําสงยามีมากมายหลายวิธทีี่แตกตางกันแบงเปน 3 วิธี

ใหญ ๆ คือ  เทคนิคทางสรีรวิทยาหรือการใหยาเพื่อใหมฤีทธิย์าวนานขึ้น, เทคนิคทางเคม,ี เทคนคิทาง

ฟสิกสหรือเภสัชกรรม ในทีน่ี้จะขอกลาวถึงเทคนิคทางฟสิกสหรือเภสัชกรรมซึ่งเกีย่วของกับงานวิจัยนี ้  

เทคนิคการเตรียมและผลิตระบบนาํสงยาทางฟสิกสหรือเภสัชกรรม 

1. แคปซูลทําดวยสารพอลิเมอร ภายในบรรจุยาในรูปของของแข็งหรือของเหลว ซึง่อาจเปนสาร

แขวนตะกอน หรือ สารละลาย การปลดปลอยของตัวยาจะถูกควบคุมโดยการแพร (diffusion) 

ผานผนังของแคปซูล 

2. การกระจายของอนุภาคในมาทริกซ (matrix) ที่เปนของแข็ง ซึง่อาจจะถูกหรือไมถกูทําลายใน

รางกาย การปลดปลอยของยาจะเกิดจากการแพรผานมาทริกซหรือเกิดจากการคอยๆกรอน

ละลาย (erosion) ของมาทรกิซ หรือทั้งสองอยางรวมกัน 



 8

3. การแยกตัวยาเปนชัน้ๆซึ่งมีสวนผสมของสารพวกพอลิเมอร ที่แตกตางกนัและทําใหการ

ปลดปลอยของตัวยามีอัตราไมเทากัน เชน ยาเม็ดหลายชั้น 

4. การกระจายของตัวยาในมาทริกซไฮโดรเจล (hydrogel matrix) ซึ่งจะพองตัวเมื่อโดนน้าํ การ

ปลดปลอยของตัวยาจะเริ่มเกิดจากที่ผิวเขาไปยังภายในของมาทริกซอยางชาๆ โดยยาที่ผิว

นอกของมาทรกิซจะถกูปลดปลอยออกมากอน เนื่องจากผิวนอกของมาทริกซจะเปยกน้าํและ

พองตัวกอนสวนใน 

5. ไมโครแคปซูล (microencapsulation) ยาจะถกูหอหุมในสารละลายพอลิเมอรที่มคีวามหนืด

มาก การปลดปลอยของยาเกิดจากการแพรอยางชาๆ ผานสารละลายพอลเิมอรนี้ หรือเกิด

จากการละลายของสารละลายพอลเิมอรทีห่อหุม 

6. เกิดแรงยึดเกาะทางเคม ี (chemical bond) ระหวางตัวยากับโครงรางพอลิเมอร ซึง่อาจจะเปน

การเชื่อมตอแบบ amide หรือ ester และการปลดปลอยของตัวยาเกิดจากการ hydrolysis 

7. เกิดจากโครงสรางของโมเลกลุที่ใหญของตวัยา โดยอาศัยแรงยึดเกาะแบบ ionic หรือ 

covalent linkages ซึ่งจะควบคุมการปลดปลอยของยาโดยวธิี hydrolysis  

8. โดยอาศัย mechanical หรือ chemical pump ซึ่งจะปลดปลอยยาในอตัราเร็วที่ตองการ 

 
2.1.2 ยาฝงใตผิวหนัง (Implants) 
 ยาฝงใตผิวหนงัใชเพื่อใหเกิดการปลดปลอยยาทันททีี่บริเวณที่เกิดโรคหรืออาการ หรือใหยา

ออกฤทธิน์าน ขอเสียที่สําคัญของยาฝงใตผิวหนงั คอืในการฝงหรอืนําออกจากรางกายมกักอใหเกิด

การเจ็บปวดมาก ดงันัน้จงึมกีารพัฒนามาใชระบบที่สลายตัวไดทางชีวภาพ 

คุณสมบัติของพอลิเมอรที่ควรนํามาใชเตรียมยาฝงใตผิวหนัง (Kuhudic, 1994) 

- สลายตัวไดทางชีวภาพ ดวยอัตราเร็วที่คาดการณได และสามารถทาํใหปราศจากเชือ้ได 

- ปราศจากพิษและสารจากการสลายตัวของพอลิเมอรไมมีพิษ 

- มีการตอตานจากระบบอิมมูนและเนื้อเยือ่รางกายนอย ปกติการตอบสนองตอระบบอิมมูน

ข้ึนกับขนาดและอัตราการสลายตัวของพอลิเมอร (Yamaguchi และคณะ ,1993) 

- สามารถควบคุมการปลดปลอยยาไดอยางเทีย่งตรงและถูกตอง 

- ยามีความคงตัวในพอลิเมอร 

ปจจัยทีม่ีผลตอการปลดปลอยยาไดแก คณุสมบัติพอลิเมอร เชน น้ําหนกัโมเลกุล ความหนืด 

รวมทัง้วิธกีารผลิต โดยทั่วไปการปลดปลอยยาขึน้กับอัตราสวนของยาตอพอลิเมอร รวมทัง้คาคงที่ของ

การแพรและการละลายของยา ซึง่ขึ้นกับโครงสรางทางเคมีและน้ําหนกัโมเลกุลของยา ถามีอัตราสวนนี้
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ต่ํา จะทําใหยาปลดปลอยออกมานอยและอาจตองใชเวลารักษานาน การเพิ่มการปลดปลอยยาทําได

โดยการเติมสารที่ละลายน้ําไดดี หรือการเพิ่มน้าํหนักโมเลกุลของพอลิเมอรจะยืดเวลาการปลดปลอย

ยาได ในบางครั้งถาตวัยาไมละลายและอยูในรูปผลึกซึ่งไมละลายในพอลิเมอร ตัวยาจะไมสามารถ

ปลดปลอยดวยกลไกการแพรได แตข้ึนกับการสลายตวัและกรอนตัวของพอลิเมอร ทัง้นีน้้ําหนกัโมเลกุล

และความเปนผลึกของพอลิเมอร จะมีผลอยางมากตอการสลายตัวของพอลิเมอร  

 

2.2 ขมิ้นชัน (Curcuma longa Linn.) 
ขมิ้นชันมีชื่อทางวิทยาศาสตรวา Curcuma longa Linn.อยูในวงศ Zingiberaceae ขมิ้นเปน

พืชทีม่ีลักษณะเปนเหงา (rhizome) ปลูกมากแถบตะวันออกเฉยีงใต ตั้งแตอินเดยี ไทย บงัคลาเทศ   

ศรีลังกา อินโดนีเซีย ใตหวนั บางสวนของจนี และเกาะจาไมกา ประกอบดวยสารสําคัญคือ            

สารเคอรคูมินอยด (curcuminiods) ซึ่งทําหนาทีเ่ปนสารออกฤทธิท์ี่สําคัญตัวหนึง่ที่เปนองคประกอบ

อยูในเหงาขมิน้ชันประมาณ 1-5% ผงขมิ้นชนัถูกนํามาใชผสมอาหารเปนเครื่องเทศ ใชในผลิตภัณฑ

เนยแข็งและมสัตารด ทางการแพทยขมิ้นมีสรรพคุณทางยาในการรักษาโรคหลายชนิด เชน โรค

เกี่ยวกับระบบการยอยอาหาร รักษาโรคผิวหนังบางชนิด มีฤทธิ์ฆาเชื้อแบคทีเรียและรา ฤทธิ์ตาน

อักเสบ ตานอนุมูลอิสระไดดีกวาวิตามนิซีและวิตามนิอี มีฤทธิ์สามารถตอตานสารที่กอใหเกดิมะเร็ง  

ตอตานโรคภมูิแพ ตอตานแบคทีเรียและตอตานมะเร็งได  
2.2.1  เคอรคูมิน (curcumin) 
     2.2.1.1 องคประกอบทางเคม ี
สารเคอรคูมินอยดเปนรงควตัถุสีเหลืองมีคุณสมบัติเปนสารประกอบโพลีฟนอล (polypheno 

lic compound) โครงสรางทางเคมีของสารเคอรคูมินอยดประกอบดวยกรดเฟอรริก (ferric acid) 2 

โมเลกุล เชื่อมตอกันดวยหมูคารบอนลิ (carbonyl group) มีชื่อทางวิทยาศาสตรวา 

diferuloylmethane สารเคอรคูมินอยดในขมิ้นชันมีอยู 3 ชนิดดวยกนัคือ Bis-(feruloyl)methane หรือ 

1,7-bis(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,6-heptadiene-3,5-dione หรือ เคอรคูมิน (C21H20O6)  เปน

เคอรคูมินอยดที่พบมากที่สุดในขมิ้นชนั คือ ประมาณ 77% สําหรับ Feruloyl-(p-

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

hydroxycinnamoyl)methane หรือ bisdemethoxycurcumin (C19H16O4 )   เปนเคอรคูมินอยดที่พบ

ในขมิ้นชนัในปริมาณทีน่อยกวา เคอรคูมิน ดังรูปที่ 2.2 
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รูปที่ 2.2 โครงสรางของ เคอรคูมิน, demethoxycurcumin, bisdemethoxycurcumin 

[ที่มา : Bharat B. Aggarwal และคณะ,2005] 

 

ในป 1996 Richard Hiserodt และคณะ ใชเครื่อง High Performance Liquid 

Chromatography (HPLC) ในการวิเคราะหหาปริมาณของเคอรคูมิน (MW 368), 

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

และ  Mobile phase A ใช citric acid ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต (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 เคอรคูมิน  1.75% ที่เวลา 13 นาที ตามลําดับดังรปูที่ 2.3 
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รูปที่ 2.3  แสดง peak ของเคอรคูมิน และอนุพันธ โดยการวิเคราะหดวยเครื่อง HPLC ; column LC-

18 และ Mobile phase A ใช citric acid ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต (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 ใชเครื่อง High Performance Liquid Chromatography 

(HPLC) ในการวิเคราะหหาปริมาณของเคอรคูมิน (MW 368), Demethoxycurcumin (MW 338) และ 

Bisdemethoxycurcumin (MW 308) โดยใช column LC-18 และ  Mobile phase ที่ใชคือ acetic 

acid ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต, acetonitrile  และ methanol โดยอัตราสวนระหวาง 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 พบเคอรคูมินที่เวลา 8.05 นาที ตามลําดับดังรปูที่ 2.4 
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รูปที่ 2.4 แสดงกราฟ HPLC  ของเคอรคูมิน 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) 

 

จากสูตรโครงสรางทางเคมีของเคอรคูมินจะพบหมูฟงกชันที่สําคัญ 3 สวน ดังรูปที่ 2.9 

 

 
รูปที่ 2.5 แสดงสูตรโครงสรางทางเคมีของเคอรคูมินและหมูฟงกชันทีสํ่าคัญ 

(ที่มา : Y. Sugiyama และคณะ, 1996) 

 

1.  Parahydroxyl groups – มีฤทธิ์ตอตานอนุมูลอิสระ 
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2. Keto group – มีฤทธิ์ตอตานการอักเสบ ตอตานมะเร็ง ตอตานการเปลี่ยนแปลง 

3. Doulble bonds - มีฤทธิ์ตอตานการอักเสบ ตอตานมะเร็ง ตอตานการเปลี่ยนแปลง 
 
2.2.1.2  คุณสมบัติของเคอรคูมิน 
เคอรคูมินมีลักษณะเปนผลกึสีเหลืองอมสม มีน้าํหนักโมเลกุล 368.97  ประกอบดวย คารบอน 

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

โดยทัว่ไปดังนี ้
ก) การละลาย 

 เคอรคูมินไมละลายในน้ําและอีเทอร แตละลายไดดีในแอลกอฮอล, กรดแกลเชียลอะซีติก 

(glacial acetic acid), คลอโรฟอรม (chloroform), คีโตน (ketone), อัลคาไลน (alkali) และไขมัน

เนื่องจากเปนโมเลกุลไมมีข้ัว (nonpolar) [Ishita Chattopadhyay และคณะ, 2004] 
ข) จุดหลอมเหลว(Melting point) 

  เคอรคูมินในรูปผลึกสีเหลืองอมสมจะมีจุดหลอมเหลวอยูที่ 183-186 °C และจะเกิดการ

เปล่ียนแปลงทางเคมีไปเปนเกลืออัลคาไลนสีน้ําตาลแดง [Ishita Chattopadhyay และคณะ, 2004] 
ค) ความคงตัว(Stability) 

 การสลายตัวของเคอรคูมิน ข้ึนกับคา pH ของสารละลาย โดยในสภาวะที่เปนกรด (pH<7) 

เคอรคูมินจะสลายตัวชา แตในสภาวะที่เปนดาง (pH>7) เคอรคูมินจะสลายตัวอยางรวดเร็วโดยมี

การศึกษาพบวาเมื่อนําเคอรคูมินไปแชในสารละลายฟอตเฟตบัฟเฟอร (pH 7.2) ความเขมขน 0.1    

โมลาร เคอรคูมินจะสลายตัวประมาณ 90 % ภายในเวลา 30 นาที และจากการวิเคราะห ผลิตภัณฑที่

สลายตัวโดยใชเครื่อง HPLC และ GC/MS พบวา ผลิตภัณฑหลักของการสลายตัวของเคอรคูมินคือ 

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

ผลิตภัณฑรองของการสลายตัวคือ vanillin, ferulic acid, feruloyl methane ดังรูปที่ 2.6 และ 2.7 และ

พบวา fetal calf serum (FCS), human blood หรือการเติมสาร antioxidants เชน ascorbic acid 

(C6H8O6), N-acetylcysteine (C5H9NO3S) หรือ glutathione (C10H17N3O6S) สามารถปองกันการ

สลายตัวของเคอรคูมินในอาหารเลี้ยงเซลล (cell culture medium) หรือสารละลายฟอสเฟสบัฟเฟอร  

ไดโดยเมื่อแชเคอรคูมินในอาหารเลี้ยงเซลล ที่มี fetal calf serum หรือ human blood ความเขมขน 10 

เปอรเซ็นต เคอรคูมินจะสลายตัวประมาณ 20 % ภายใน 1 ชั่วโมง และหลังจากใหความรอน 8 ชั่วโมง 

พบวายังมีเคอรคูมินเหลืออยูอีก ดังนั้นจะเห็นวาเมื่อเติม serum free medium ลงไปจะชวยใหเคอร

คูมินมีความคงตัวมากขึ้น [Wang และคณะ, 1996] 
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รูปที่ 2.6 แสดงการสลายตวัของเคอรคูมินใน 0.1 M phosphate buffer pH 7.2 

[Wang และคณะ, 1996] 

 
รูปที่ 2.7 แสดงกราฟ HPLC  ของผลิตภัณฑจากการสลายตัวของสารละลายเคอรคูมินใน 0.1 M 

phosphate buffer ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 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) ไดศึกษาความคงตัวของเคอรคูมินบนตัว

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

(C12H11CLN2O5S)  และ chloramphenicol (C11H12Cl2N2O5) ที่ถูกละลายใน polyethylene glycol 

400 (PEG400) เปรียบเทียบกับตัวยาที่ไมมีเคอรคูมินโดยการนาํตัวอยางไปสองแสงที่ 240-600 nm 

แลวหาปริมาณของยาที่สลายตัวดวยเครือ่ง HPLC จากการศึกษาพบวาเคอรคูมินมีความคงตวับนตัว

ยา 2 ชนิด คอื furosemide และ chloramphenicol มากกวา nifedipine และ clonazepam ซึ่งมี

เปอรเซ็นตการสลายตัวไมแตกตางกับตัวยาที่ไมมีเคอรคูมิน 
 

2.2.1.3  การวัดปริมาณของเคอรคูมิน 
การหาปริมาณของเคอรคูมินสามารถหาไดหลายวิธีดวยกนั เชน UV, HPLC, TLC และ 

HPTLC ซึ่งมีคณะผูวิจัยบางกลุมไดทําการศึกษาหาปริมาณของเคอรคูมินโดยใชวิธีตางๆกนั 

 ในป ค.ศ. 1998  Min-Hsiung Pan และคณะ ใชเครื่อง High Performance Liquid 

Chromatography (HPLC) โดยใช column C-18 และ Mobile phase ใช 40 เปอรเซ็นต ของ THF 

และ 60 เปอรเซ็นต ของ citric acid ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต (pH 3ใช KOH ในการปรับ pH) ที่อัตรา

การไหล 1 มิลลิลิตร/นาที ในการวิเคราะหาเคอรคูมินในเลือดของหนทูดลอง (BALB/c mice อายุ 6-7 

สัปดาห น้ําหนัก 18-20 กรัม) จากการปอนทางปาก (1 กรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัวหนู) โดยพบเคอรคูมิน

ที่มีความเขมขนสูงสุดในพลาสมาที ่ 1 ชัว่โมง (0.22 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) และจะลดต่ําลงเรื่อยๆ 

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

พลาสมาจากนั้นนําไปวิเคราะหดวยเครื่อง HPLC ที่สภาวะเดียวกนั จะพบพีคของเคอรคูมินและ   เต

ตระไฮโดรเคอรคูมิน (tetrahydrocurcumin (THC)) เกิดข้ึนพรอมกนัดงัรูปที่ 2.9 

 

 



 16

 

                                                          
รูปที่ 2.8  ความเขมขนของเคอรคูมินในพลาสมาของหนูทดลองโดยการปอนทางปาก  

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

 

 
รูปที่ 2.9 แสดงกราฟ HPLC ของ (ก.) พลาสมาหลงัจาก 1 ชัว่โมงที่ปอนเคอรคูมินทางปาก. (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 ใชเครื่อง High Performance Liquid 

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

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

วิเคราะหาเคอรคูมินในเลือดของหนทูดลองเพศผู (Sprague-Dawley rat อาย ุ 7 สัปดาห น้ําหนกั 210 

- 240 กรัม) โดยการปอนทางปาก (100 มิลลิกรัม/กโิลกรัมน้ําหนักตวัหนู) แลวเก็บผลเลือดที่เวลา 0, 5, 

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

sulfatase type VIII ลงในพลาสมาแลวนาํไปวิเคราะหดวยเครื่อง HPLC ที่สภาวะเดียวกนั พบวา

พลาสมา (สกดัหลังจากปอนเคอรคูมิน 1 ชั่วโมง) ที่เตมิ β-glucuronidase เกิดพีคขึ้น 3 พีคคือพีค

เคอรคูมินอยด 3 พีค และพีค metabolite 1 พีค ในขณะทีพ่ลาสมาทีเ่ติม β-glucuronidase/sulfatase 

type VIII ไมปรากฏพีคของ metabolite แตพบพีคของเคอรคูมินอยดเพิ่มข้ึนดงัรูปที่ 2.10  

 

 
รูปที่ 2.10  แสดงกราฟ HPLC ของ (ก.) พลาสมาที่สกดัจากเลือดหนกูอนปอนเคอรคูมินอยด, (ข.) 

พลาสมาที่สกดัจากเลือดหนหูลังปอนเคอรคูมินอยด 1 ชัว่โมงแลวนาํไปบมดวย b-glucuronidase 

และ (ค.) พลาสมาที่สกัดจากเลือดหนหูลงัปอนเคอรคูมินอยด 1 ชั่วโมงแลวนาํไปบมดวย b-

glucuronidase/sulfatase 

 

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

Chromatography (HPLC)  สําหรับการวิเคราะหปริมาณเคอรคูมินในพลาสมา(plasma) และใน

ปสสาวะ(urine) โดยสกัดเคอรคูมินจากตวัอยางปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร ดวย ethyl acetate ผสมกบั 
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เมทานอล internal standard คือ β-17-estradiol acetate วิเคราะหโดยใช column C-18 และ 

Mobile phase ใชสารผสมของ acetonitrile-methanol-water-acetic acid (ที่อัตราสวน 41:23:36:1 

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

คูมินในพลาสมาและในปสสาวะมากกวา 96 % จากการทดลองแสดงวาวิธนีี้ ใชงาย รวดเร็ว และ

แมนยําในการวัดความเขมขนของเคอรคูมนิในพลาสมาและปสสาวะ 

ในป ค.ศ. 2005 Yuan K และคณะไดประยุกตใช capillary zone electrophoresis ในการ

แยกและการหาปริมาณของเคอรคูมินอยดในปสสาวะ จากการทดลองใหหนกูินเคอรคูมินอยดใน

ปริมาณ 2 กรัมตอน้ําหนกัตัวหนู หลงัจากนั้น 12 ชัว่โมง นาํปสสาวะของหนูที่ไดมาแยกและหาปรมิาณ

เคอรคูมินอยดโดยใชวิธี capillary electrophoresis (CE) รวมกับ photodiode array detection 

(DAD) แลวเปลี่ยนแปลงสภาวะตางๆที่มผีลตอการแยกเคอรคูมิน เชน คาความเปนกรดดาง อุณหภมู ิ

ความเขมขนของบัฟเฟอร ความตางศักย เพื่อใหไดสภาวะที่เหมาะสมที่สุดในการแยกและหาปรมิาณ

เคอรคูมินอยดผลการทดลองที่ไดพบวา เมทานอลมีผลกระทบตอการแยกของเคอรคูมินอยดซึ่งจะ

สามารถแยกไดดีเมื่อ ความเขมขนของ เมทานอลคือ 10 %(v/v)  และบัฟเฟอรที่มีความเขมขน 15 mM 

และคาความเปนกรดดาง 10.8  สงผลใหเกิด peak ที่ดีและมีประสิทธิภาพ อุณหภูมิและความตาง

ศักยที่เหมาะสมในการทดลอง คือ 30 °C , 25 kV และที ่ absorbance 262 nm พบวา เคอรคูมินจะ

แยกไดดีโดยปราศจาก peak อ่ืนมารบกวน ซึง่จากการทดลองจะพบเคอรคูมินในปสสาวะมากกวา 

93.6 % และมคีาความคลาดเคลื่อนนอยกวา 2.3 % จากผลที่ไดแสดงวาวิธนีี้งาย, รวดเร็ว และแมนยาํ 

ในการแยกและหาปริมาณเคอรคูมิน ในปสสาวะ ดังรูปที่ 2.11 
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รูปที่ 2.11  Electrophoretogram  ของ (a) สารมาตรฐานเคอรคูมินอยด (I: เคอรคูมิน, II: 

demethoxycurcumin, III: bisdemethoxycurcumin), (b)  เคอรคูมินอยด ในปสสาวะและ (c) blank 

ปสสาวะ. ในสภาวะ running buffer 15 mM sodium tetraborate buffer ที่ประกอบดวย 10 % 

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

2005] 

 

 ในปเดียวกัน  M.J. Ansari และคณะ ไดหาปริมาณของเคอรคูมินในรูปเม็ดยาและศึกษา

ปจจัยทีม่ีผลตอการยอยสลายของเคอรคูมิน โดยใชวธิี high-performance thin – layer                

chromatographic (HPTLC) ในการวิเคราะหโดยในการทดลองจะทาํการฉีดตัวอยางลงบน 

aluminium plate ดวยอัตราคงที ่150 μl/s  และ mobile phase ประกอบดวย chloroform : methanol 

(ที่อัตราสวน 9.25 : 0.75 v/v) จากการทดลองพบวาเคอรคูมินทีถ่กูละลายในแกลเชียลอะซิติกและ

โซเดียมไฮดรอกไซดจะไมพบเคอรคูมินหลงเหลืออยูเลยและเมื่อเกิดการออกซิเดชันจะได percent 

recovery เทากับ 19 % หลงัจากนัน้เมื่อนาํเคอรคูมินไปฉายรังสี  UV ที่ 254 nm และนําไปวางไวให

โดนแสงอาทิตยโดยตรงจะได percent recovery เทากับ 49 % และ 53.5 % ตามลําดับจะเหน็วาที่

ภายใตสภาวะที่เปนกรด เบส มีแสง และเกิดการออกซิเดชัน มีอิทธพิลตอการยอยสลายของเคอรคูมิน  

 จากงานวิจยัเกี่ยวกับการศกึษาเชงิปริมาณวิเคราะหของสารประกอบเคอรคูมินดวยวิธีตางๆที่

ผานมา พบวาการใช UV-vis spectrophotometry method จะวิเคราะหไดแตปริมาณของ

สารประกอบรวมเทานั้น ไมสามารถแยกวเิคราะหองคประกอบของสารประกอบได การใช  
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TLC- spectrophotometric Method ตองใชเวลามากในการวิเคราะห  การใช HGPLC method แมจะ

สามารถแยกองคประกอบของสารประกอบออกมาได แต peak มักมี tailing และมี peak ที่กวาง แต

การใช Thin – layer Chromatographic – Densitometry Method พบวาสามารถแยกองคประกอบ

ของสารประกอบออกจากกนัไดดี และใชเวลาในการวิเคราะหนอย 

 
2.2.1.4 ระบบนําสงของเคอรคูมิน 

การนาํสงเคอรคูมินในรูปแบบยา (หรือชีววัตถุอ่ืนๆ) ทีม่ีลักษณะการปลดปลอยออกจากระบบ

นําสง (ในรูปแบบตางๆ เชน ยาเม็ด, pellet, หรือแผนแปะ เปนตน) โดยลักษณะการปลดปลอยนัน้ 

จะตองเปนไปตามที่ไดวางแผนไว, สามารถทาํนายได, และสามารถควบคุมไดวาจะใหปลดปลอย

ออกมาในชวงใด ดวยอัตราเร็วเทาใด โดยในปจจุบันไดมีการศึกษาการนําสงในรูปแบบตางๆ ดังนี ้

ในป 2003 D. Gopinatha และคณะไดพัฒนาขบวนการรักษาบาดแผลที่ผิวหนงัโดยการใช

เคอรคูมินรวมกับคอลลาเจน [curcumin incorporated collagen matrix (CICM)] เพื่อทําใหเกิดการ

ปลดปลอยเคอรคูมินที่ชาลง โดย คอลลาเจนเปนวัตถดุิบอยางดีสําหรับการรกัษาบาดแผล เนื่องจากมี

คุณสมบัติที่เขากันไดกับรางกายและสามารถยอยสลายไดทางชีวภาพ จึงไมเปนพษิกับรางกาย การ

ทดลองในขัน้แรกเริ่มจากการนําคอลลาเจนมาผสมกับกับเคอรคูมินขึ้นรูปเปนฟลมแลวนําไปทดลอง

รักษาบาดแผลกับสัตว(หนู) ซึ่งจะถูกทําใหมีบาดแผลโดยแบงหนูออกเปนสามกลุม กลุมละ 5 ตัว 

ไดแก กลุม 1 control  กลุม 2 CFs group (collagen films group) และ กลุม 3 CICM group จากนัน้

ทําการวิเคราะหผลโดยวธิี Histological analysis และ Statistical analysis  จากการทดลองพบวา

บาดแผลของสัตวจะอยูในรปูสะเก็ดแผลในระหวางวนัที ่ 7 ซึ่งเมื่อวิเคราะหผลของ Biochemical 

parameters และ histological analysis พบวาจะมกีารลดลงของบาดแผล และ การเพิ่มข้ึนของเซลล 

ใน CICM group และ เมื่อเปรียบเทียบกนัระหวางสัตว 3 กลุมพบวา  CICM group จะมีการลดลงของ

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

ของ Hydroxyproline content และ อัตราของ catalase activity มากกวา CFs และ control group   

แสดงวา สามารถนาํ  CICM  ไปประยุกตใชในการรักษาบาดแผลได 

ในป ค.ศ. 2004 Anant Paradkar และคณะ ศึกษาการปลดปลอยของเคอรคูมินในอนุภาค

ของ polyvinyl pyrolidone PVP (เคอรคูมิน - PVP solid dispersion) โดยผสมเคอรคูมิน และ PVP ใน 

ตัวกลางที่เปนกรดที่อัตราสวนของ เคอรคูมิน:PVP เทากับ 1:1, 1:3, 1:7 และ 1:10 เตรียมอนุภาคดวย

วิธี spray drying และทดสอบการปลดปลอยเคอรคูมิน โดยนาํไปแชในกรดไฮโดรคลอริก ความเขมขน 
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0.1 โมลาร (pH 1.2) พบวาการปลดปลอยเคอรคูมินของอนุภาคที่อัตราสวน 1:1, 1:3 และ 1:5 จะนอย

กวา 20 เปอรเซ็นต แตที่อัตราสวน 1:7 และ 1:10 จะมากถึง 100 เปอรเซ็นต เมื่อผานไป 90 นาทดีังรูป

ที่ 2.12 
 

 

รูปที่ 2.12 การปลดปลอยของเคอรคูมิน  เปรียบเทยีบกบัที่ผสม PVP ที่อัตราสวน  

1:1 , 1:3 , 1:5  ,1:7  และ 1:10  

[Paradkar A.,1997] 

 
2.3 มะเร็ง [หนงัสือสารานกุรมไทยเลม 9,2542] 
 มะเร็งเกิดจากเซลลที่มีการเจริญเติบโตผิดปกติ มีโอกาสเกิดไดกับอวยัวะทุกสวนของรางกาย 

สามารถทําลายเนื้อเยื่อใกลเคียงและกระจายไปยังอวัยวะอื่นๆ ได โดยผานไปตามตอมน้ําเหลืองและ

กระแสเลือด 

 นอกจากกอนมะเร็งจะมีการเติบโตแทรกซมึเขาไปยังเนื้อเยื่อปกติโดยรอบแลว ยังมีการ

แพรกระจายไปไดไกล ๆ เพราะเซลลมะเร็งมักจะหลุดออกจากกันไดงาย เนื้องอกทีผ่นังของเซลลมะเร็ง

จะมีแคลเซียมไอออนนอยกวา และมีประจุไฟฟามากกวาที่ผนงัของเซลลปกติ นอกจากนี ้ ยังพบวาใน

กอนมะเร็งยงัมีน้ํายอยชนิดที่จะละลายเนือ้เยื่อตาง ๆ เชน น้ํายอยโปรตีน (protease) น้ํายอยสารไฮอะ

ลิน (hyaluronidase) และน้ํายอยอะมิโนเปปไทด (amino peptidase) เซลลมะเรง็มักจะเปนรูปกลม

ตางจากเซลลปกติ ซึ่งมกัจะเปนรูปแบน ดังนัน้ เซลลมะเร็งจงึมีสวนสัมผัสและการยึดเหนีย่วระหวาง

เซลลนอยทําใหเซลลสามารถแพรกระจายไปยังสวนตางๆไดเนื่องจากเซลลหลุดจากกันไดงาย แลว
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แทรกตัวเขาตามผนงัของหลอดเลือดหรือหลอดน้ําเหลอืง (diapedsis) เหมือนเม็ดเลือดขาว หรือจาก

การแตกของหลอดเลือด ทําใหเซลลมะเร็งเขาในกระแสเลือดหรือกระแสน้ําเหลืองไดโดยเซลลมะเร็ง

เซลลมะเร็งเมือ่หลุดจากกอนมะเรง็แลวสามารถแพรกระจายได 4 วิธ ีคือ  

1. โดยทางกระแสเลือด เซลลมะเร็งจะหลุดเขากระแสเลือด แลวไปเจริญเติบโตในอวัยวะ

ตางๆ เชน ปอด ตับ กระดูก สมอง ฯลฯ  

2. โดยทางกระแสน้ําเหลือง เซลลมะเร็งหลดุเขาหลอดน้ําเหลืองแลวไปเจริญเติบโตในตอม

น้ําเหลืองบริเวณใกลเคียง ทําใหตอมน้าํเหลืองมีขนาดโตไดมาก ๆ และจากตอมน้ําเหลืองนี้ 

เซลลมะเร็งอาจจะแพรกระจายเขาสูหลอดเลือดอีกทอดหนึง่ก็ได  

3. โดยการฝงตัวของเซลลมะเร็ง (implantation) โดยเซลลมะเร็งหลุดจากตําแหนงเดิม และไป

เจริญที่สวนอืน่ อาจจะเปนการหลุดโดยธรรมชาติ หรือการหลุดโดยการกระทาํของแพทย เชน 

ขณะผาตัด เปนตน  

4. โดยการไปจับหรือรวมตัวตามพืน้ผิวของผนงัเยื่อบุ (transcoelomic) โดยเซลลมะเร็งหลุด

จากกอนมะเร็ง และไปงอกตามพืน้ผิวของเยื่อบุตาง ๆ เหมือนกับตนกาฝากที่แพรจากกิง่ไมกิง่

หนึง่ไปยังกิ่งตดิ ๆ กัน เชน ตาม พื้นผวิของเยื่อบุชองทอง ชองปอด เปนตน  

 
2.3.1 ขบวนการเกิดเซลลมะเร็ง 

 เมื่อเกิดเปนสารเซลลมะเร็งแลว เนื่องจากวาเซลลมะเร็งมีความพกิารหรือการผิดปกติที่ยนี 

หรือโครโมโซม ฉะนัน้ เซลลมะเร็งจะแบงตัวอยางรวดเรว็ และใหเซลลลูกที่เปนเซลลมะเร็งเสมอ จะไม

แบงตัวใหเซลลลูกที่เปนเซลลปกติ ลักษณะเชนนี้เรียกวา เซลลมะเร็ง มีคุณสมบัติของการถายทอด

ทางตรง (breed-trueproperty) ซึ่งเซลลมะเร็งมกีารเจริญเติบโต โดยมีวงชพีของเซลลเหมอืนเซลล

ปกติ คือ เมือ่เซลลแบงตัวใหเปนเซลลลูก 2 เซลลแลว บางเซลลอาจอยูนอกวงชพีของเซลลเรียกวา 

ระยะจ ี o(G(,o)) ซึ่งเปนเซลลที่ไมมีการเจริญเติบโต แตไมตาย และอาจจะกลับเขาสูวงชพีของเซลลได

ถามีส่ิงกระตุน เซลลสวนใหญจะเขาสูระยะ จ/ี1 (G(,1), presynthetic หรือ postmitotic phase) เปน

ระยะที่เซลลเริ่มแสดงลักษณะเฉพาะของมนั และในตอนทายๆ ของระยะนี้จะมีการเตรียมการสรางดี

เอ็นเอโดยการสรางน้าํยอยตาง ๆ ถัดไปจะเปนระยะเอส (S, synthetic phase) คือมีการสรางดีเอน็เอ 

จากนั้นจะเขาสูระยะจ ี 2 (G(,2), postsyntheitc หรือ premitotic phase) ซึ่งไมมีการสรางดีเอ็นเออีก 

แตมีการสรางโปรตีนเพิ่มเพือ่นําไปสรางอารเอ็นเอ และสุดทายเซลลจะเขาสูระยะเอ็ม (M) คือ ระยะ

แบงตัว (mitotic phase) เซลลมะเร็งจะสรางดีเอ็นเอชากวาหรือใกลเคียงกับเซลลปกติแตเซลลมะเร็ง
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ตายยากกวา เพราะเซลลคางอยูในระยะใดระยะหนึ่งของวงชีพของเซลล สวนใหญที่พบคือ ในระยะจี1 

และ จ ี 0 การที่เซลลมะเรง็ตายนอยกวาเซลลเกิดใหม และการที่เซลลมะเร็งมกัจะมีอัตราการแบงตัว

เร็วกวาเซลลปกติ จึงเปนผลทําใหเซลลมะเร็งรวมกนัโตเปนกอน ดงัรูปที่ 2.13 [หนงัสือสารานกุรมไทย

เลม 9,2542] 

 

รูปที่ 2.13 แผนภาพแสดงกระบวนการเกดิเซลลมะเร็ง [หนงัสือสารานุกรมไทยเลม 9,2542] 

กอนมะเร็งแตละกอนจะมีหลอดเลือดมาเลี้ยงโดยเฉพาะ การโตของกอนมะเร็งจะถูกควบคุม

โดยสารชนิดหนึ่งที่เรียกวา สารที่กระตุนการเจริญของเซลลบุผนังดานในของหลอดเลือดฝอย (tumour 

angiogenesis factor-TAF) การมหีลอดเลือดฝอยใหม ๆ เกิดไดเร็ว กจ็ะทาํใหกอนมะเร็งโตเร็วขึน้ดวย 

กอนมะเร็งอาจจะแบงไดเปน 3 สวน คือ  

ก. สวนเจริญ เปนสวนรอบนอกของกอนเซลลไดรับอาหารและออกซิเจนจากหลอดเลือดอยางสมบูรณ

แบงตัวไดเร็ว  

ข. สวนไมเจรญิอยูลึกถัดเขามา เปนเซลลที่ยงัมีชีวิตแตไมแบงตัวสวนใหญจะอยูในระยะจ ี1  

ค. สวนแกนหรือสวนตาย อยูตรงกลางของกอนมะเร็ง ประกอบดวยเซลลที่ตายแลว อยูตรงกลางของ

กอนมะเร็ง เพราะขาดออกซิเจน หรือถูกเบียดตาย แตเซลลชั้นนอก ๆ ของสวนนี้อาจจะไมตายแตไม

แบงตัว และสวนใหญอยูในระยะจ ี 0 เพราะเซลลสามารถไดกําลังงานจากการสลายตัวของไกลโคเจน

ในเซลลเมื่อยูในภาวะที่ขาดออกซิเจนเหมอืนกับแบคทีเรียบางชนิด เนื่องจากออกซเิจนจากหลอดเลือด
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ฝอยจะมีการซมึซาบไดในระยะจํากัด และถาเซลลอยูหางจากหลอดเลือดฝอยเกินกวาระยะทาง 150 

ไมโครเมตร จะถือวาเซลลนัน้อยูในภาวะขาดออกซิเจน ฉะนัน้ เมื่อกอนมะเรง็มีขนาดโตขึ้น สวนแกน

หรือสวนตายจะมีขนาดโตขึ้นดวย ในขณะที่สวนเจรญิและสวนไมเจริญมักจะมีขนาดคอนขางคงที่ดัง

แสดงในรูป 2.14 [หนงัสือสารานกุรมไทยเลม 9,2542] 

 

 

รูปที่ 2.14 แผนภาพแสดงลกัษณะของกอนมะเรง็ [หนงัสือสารานกุรมไทยเลม 9,2542] 

2.3.2 การใชเคอรคูมินรักษามะเร็ง 

ปจจุบันพบวาขมิ้นชันมีประโยชนสําหรับผูปวยมะเร็งเนื่องจากขมิ้นสามารถยับยั้งมะเร็งไดหลาย

ชนิด เชน มะเร็งเตานม มะเร็งในชองปาก มะเร็งในระบบยอยอาหาร มะเร็งผิวหนัง มะเร็งมดลูก เปน

ตน โดยขมิน้ชนัจะมฤีทธิ์ยับยั้งการสรางของมะเร็งที่ระยะเริ่มแรกและระยะสุดทาย ยบัยังผลของอนุมูล

อิสระ กระตุนเอนไซมทีใ่ชในการจัดการสารเคมีทีก่อใหเกิดมะเรง็ ลดปฏิกิริยาของโมเลกลุที่จะ

กลายเปนมะเร็งและยับยงัผลิตภัณฑที่กอใหเกิดการอักเสบที่ผลิตมาโดยกอนมะเร็งในเซลลบางชนิด

ขมิ้นชันยังแสดงใหเห็นวาสามารถยับยัง้การคัดลอกยีนที่เกีย่วกับการเจริญเติบโตและหยุดการ

เจริญเติบโตของเซลลบางชนิด 

เคยมีการศึกษาในสัตวทดลองเชน หนู โดยการทดลองมีการเหนีย่วนาํใหหนูเปนมะเร็งหลงัจากนั้น

ใหหนูกนิเคอรคูมินเขาไป พบวาหนูจะเกดิอาการเปนโรคมะเร็งลดลงรอยละ 25-77 ของจํานวนหนู

ทั้งหมด และหนทูี่มีอาการรนุแรงมีเปนสวนนอย โดยเคอรคูมินจะถกูดูดซึมที่บริเวณลําไสเล็กไดไมดี 

ทําใหเขาสูกระแสเลือดไดนอย เคอรคูมินสวนใหญถกูขับถายออกทางอุจจาระอยางรวดเร็ว และ
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บางสวนจะถูกขับออกทางปสสาวะ แตมอีีกสวนนงึที่ไปยังตับ และไปกระตุนการสรางเอนไซนในการ

กําจัดสารกอมะเร็ง [Ying-Jan Wang  , และคณะ , 1996] 

การศึกษาถึงความเปนพิษของขมิ้นชนัพบวาเมื่อใหผงขมิ้นชนัแกหนูถบีจักรทางปากขนาด 10 

กรัม/น้าํหนักตวัหนู 1 กิโลกรมั ไมพบอาการผิดปกติใด ๆ ผลการทดสอบพิษเร้ือรังของผงขมิน้ชันในหนู

ขาวโดยมกีลุมควบคุมและกลุมที่ไดรับผงขมิ้นชนัขนาด 0.03, 2.5 และ 5.0 กรัม/กิโลกรัม/วนั เปน

เวลานาน 6 เดือน ไมพบวามีความผิดปกติในระบบใด ๆ ของสัตวทดลอง นอกจากพบวาหนูเพศผูกลุม

ที่ไดรับขมิ้นชนั 2.5 และ 5.0 กรัม/กิโลกรัม/วนั กนิอาหารไดนอยกวากลุมควบคมุ 8 และ 12 % 

ตามลําดับ [Sitlisomwong N , 1990] 

ในป 2001  Silvia Busquets และคณะไดศึกษาถงึผลของเคอรคูมินตอเซลลมะเร็งโดยทําการ

ทดลองในหนซูึ่งแบงเปน 4 กลุม คือ กลุมควบคุม กลุมควบคุมใหมีการรักษาโดยเคอรคูมิน กลุมที่มี

การเหนี่ยวนาํใหหนูเปนมะเร็งแตไมไดรักษาโดยเคอรคมูิน และกลุมที่มีการเหนี่ยวนาํใหหนูเปนมะเร็ง

และทําการรักษาดวยเคอรคูมิน ตามลําดบั ซึ่งเคอรคูมนิทีถู่กละลายใน DMSO:PBS ในอัตราสวน 

1/1000 จะถูกใหในปริมาณ 250-350 μl เปนเวลา 6 วนัติดตอกัน หลังจากนัน้จะทําการวัดการ

เจริญเติบโตของเซลลมะเรง็โดยวิธี Flow cytometry จากการทดลองพบวากลุมทีถู่กเหนี่ยวนําใหเปน

มะเร็งและมกีารรักษาดวยเคอรคูมินจะมผีลทําใหเซลลมะเร็งมกีารเจริญเติบโตลดลง 31% และเมื่อทํา

การทดลองในหองปฏิบัติการโดยการนาํเซลลมะเร็งไปใหความรอนที่ความเขมขนตางๆของเคอรคูมิน 

ดังนี้  0.5 μM, 25 μM และ 100 μM ตามลําดับ เปนเวลา 180 นาที พบวา ที่ความเขมขนต่ําๆคือ  0.5 

μM เคอรคูมินจะลดการเจรญิเติบโตของเซลลมะเร็งลง 24%และที่ความเขมขนสงูกวา คือ 25 μM และ 

100 μM จะมผีลยับยั้งเซลลมะเร็งไดในปรมิาณที่ใกลเคียงกนัทีเ่วลา 30 นาท ีหลงัจากเติมเคอรคูมนิลง

ไป 

ในป 2005  Yoysungneon P. และคณะไดศึกษาถงึผลของเคอรคูมินตอเซลลมะเร็ง พบวา เคอร

คูมินอยด (Sigma Co. 95%) ในขนาด 3000มก./กก.นน.ตัว  สามารถยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง

ตับที่ปลูกในหนูนูดไมสไดโดยผานการยับยั้งการสรางของหลอดเลือดใหม โดยคณะผูวิจัย พบวา เคอร

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

growth factor (VEGF) and cyclooxygenase-2 (COX-2) ซึ่งมีรายงานวาทั้ง VEGF และ COX-2 

เปนองคประกอบที่สําคัญสําหรับการสรางหลอดเลือดใหม (Ferrara et al., 1995; Rerrara, 1995; 

Kolch et al., 1995; Lee et al., 1992; Eberhart et al., 1994).   
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จากการศึกษาวิจัยจาํนวนมากชวยยนืยนัถึงผลของเคอรคูมินวามีฤทธิ์เปน anti-angiogenesis  

คือ ความสามารถในการยบัยั้งการเจริญของหลอดเลือดใหมที่มะเร็ง จึงทําใหเซลลมะเร็งไมสามารถ

เจริญและแบงเซลลได  โดยงานวิจยัเหลานัน้ทาํการศึกษาดวยเซลลมะเร็งที่ตางชนิดกนั อาทิเชน 

เซลลมะเร็งของผิวหนงัและ เซลลมะเร็งของลําไส  แตผลก็ตรงกันคือเคอรคูมินสามารถยับยัง้การเจริญ

และแบงตัวของเซลลมะเร็งได   ไมวาจะเปนเซลลมะเร็งที่ตางชนิดกนั ทัง้นี้เพราะกลไกที่เคอรคูมิน

สามารถยับยัง้คือ การเจริญของหลอดเลือดใหมทีม่ะเร็งทุกชนิดจําเปนตองอาศัยกระบวนการนี ้

(Huang, et al., 1997,  Rao et al., 1995, Singh et al., 1998) แตกม็ีนักวิจัยบางกลุมที่เชื่อวา เคอร

คูมินสามารถยับยั้งในกระบวนการแบงเซลลดวย โดยผานทาง nuclear factor-κB and activator 

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

 

2.4  เจลาติน (gelatin) 

2.4.1 คุณสมบัติของเจลาติน 

 เจลาตินเปนโปรตีนจากธรรมชาติ มีมวลโมเลกุลประมาณ 100,000 ดาลตัน เกิดจากการทํา

ใหคอลลาเจนเสียสภาพโดยขบวนการ acidic และ alkaline process และนํามาทําใหบริสุทธิ์ ทําใหมี

ความเขมขนมากขึ้น  ผานขั้นตอนการทําใหปราศจากเชื้อโรค จากนั้นจึงทําใหแหง จะไดผลิตภัณฑ

ออกมา ซึ่งขั้นตอนการสกัดเจลาตินทั้งสองชนิดนี้ แสดงดังรูปที่ 2.15 โดยทั่วไปเจลาตินจะถูกใชงาน

ทางดานเภสัชกรรม และทางการแพทย เนื่องจากเจลาตินมีสมบัติในการยอยสลายทางชีวภาพ และ มี

สมบัติการเขากันไดดีกับรางกาย  ดวยสมบัติเหลานี้ทําใหเจลาตินไดรับการยอมรับวาเปนสาร

ปลอดภัยเมื่อนํามาใชเปนสวนประกอบของยา และอวัยวะเทียมเมื่อนํามาใชรวมกับรางกายมนุษย 

[Young, S. และคณะ, 2005]  เจลาตินสามารถจะเกิดเปนเจลใสและแผนฟลมที่ยืดหยุนได สามารถ

ละลายในน้ํารอน และเจลาตินประกอบดวยโปรตีน 90-84%, แรธาตุ 1-2% และน้ํา 8-15% ซึ่ง

องคประกอบของเจลาตินจะแตกตางกันไปข้ึนอยูกับชนิดของคอลลาเจนที่ใชและกระบวนการเกิด

ปฎิกิริยาไฮโดรไลซิส 

เจลาตินแบงออกเปน 2 ชนิด คือ [Tabata, Y. 1998] 

1. Basic gelatin (เจลาตนิ Type A): ไดมาจาก acid process  สกัดไดยากกวาแบบ 

alkaline process และเนื่องจากปฏิกิริยาที่เกิดกับกลุม amide ในคอลลาเจนมีนอย จึงทํา
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ใหเจลาตนิมีคา Isoelectric point (pI) 9.0 ซึ่งใกลเคียงกับคอลลาเจนและเหมาะกบัการ

ใชงานรวมกบัโปรตีนที่มีสมบัติเปนกรด  

2. Acidic gelatin (เจลาติน Type B): ไดมาจาก alkaline process เปนขบวนการ 

hydrolysis กลุม amide ในคอลลาเจน ซึ่งจะไดเจลาตินที่มกีลุม carboxyl ปริมาณมาก 

ทําใหเจลาตนิมีประจุลบ และมีคา Isoelectric point (pI) 5.0  ซึ่งเหมาะกับการใชงาน

รวมกับโปรตีนที่มีสมบัติเปนเบส  

 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

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 สารที่ประกอบดวยกรดอะมิโนหลายชนิดที่มีปริมาณสูง เชน  

glycine, proline and hydroxyproline  โดยมีปริมาณกรดอะมิโนไกลซีนมากที่สุด และประกอบดวย

โพรลีนและ ไฮดรอกซีโพรลีน โดยรายละเอียดองคประกอบของเจลาตินสรุปดังตารางที่ 2.2 

 

ตารางที่ 2.2 แสดงองคประกอบในเจลาติน 

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 



 29

Proline 12.4% 

Serine 3.6% 

Threonine 2.1% 

Tyrosine 0.5% 

Valine 2.2% 

Total 100% 

 

ซึ่งโครงสรางของเจลาตินประกอบไปดวยหนวยซ้ําของกรดอะมิโน ที่เรียงตัวกันคือ -Ala-Gly-Pro-Arg-

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

 

 
 

รูปที ่2.16  แสดงโครงสรางของเจลาติน 

 (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 การใชเจลาตินในระบบนําสงภายในรางกาย 
เจลาตินเปน reversible thermo-set hydrogel กลาวคือ เมื่อละลายน้ําที่อุณหภูมิต่ํากวา gel 

point (ประมาณ 25-30 องศาเซลเซียส)  จะเกิดเปนเจล แตเมื่อเปลี่ยนอุณหภูมิใหสูงกวา gel point ก็

จะสามารถเปลี่ยนสภาพกลบัเปนของเหลวไดอีก การใชประโยชนจากเจลาตินในรางกายจงึจําเปนที่

จะตองมีกระบวนการเชื่อมโยงพนัธะ (crosslink) เพือ่เปลี่ยนโครงสรางของโมเลกุลใหเปนเครือขาย

รางแห โดยการเชื่อมหมูอะมิโนและหมูคารบอกซิลในโครงสรางของเจลาตินอยางถาวร ดวยพนัธะโค

วาเลนท การเชื่อมโยงพนัธะของเจลาตินสามารถทําไดหลายวธิีไดแก การใชสารเคม ีประเภทอัลดีไฮด 

เชน glutaraldehyde การใชเอ็นไซม Transglutaminase การใชความรอนรวมกบักระบวนการดึงน้าํ

ออกจากโมเลกุล (dehydrothermal crosslink) การใชแสงอัลตราไวโอเลต (UV) และการใช ลําแสง

อิเลคตรอน เปนตน (Ozaki and Tabata, 2005,Tabata and Ikada, 1998)  การเชือ่มโยงพันธะมผีล

ตอสมบัติทางกายภาพ ทางกล และทางชวีภาพของแผนเจลาตนิไฮโดรเจล (gelatin hydrogel) 

กลาวคือ เจลาตินจะไมสามารถคนืสภาพเดิมไดอีก แมจะมีการเปลี่ยนอุณหภูมิไปยัง gel point เพิ่ม

ความแข็งแรง ลดการละลายในน้าํ ทนทานตอกระบวนการ hydrolyse โดยน้ํา และทนทานตอกระบวน

ยอยสลายโดยเอ็นไซมภายในรางกาย  การเชื่อมโยงพันธะดวยสารเคมีจะทาํใหเกิดโครงสรางเครอืขาย

ที่แข็งแรงที่สุดเมื่อเทียบกับวธิีอ่ืน มีการใชแผนเจลาตนิทีเ่ชื่อมโยงพนัธะดวย glutaraldehyde ในการ

สงผานยา และ growth factor ตางๆ เขาสูรางกายในระดับการทดลองทางคลนิิกและระดับการคา 

(Tabata and Ikada, 1998) 

ในป 2002 Nicole J. Einerson และคณะไดทําการศึกษาผลทาง physicochemical ของ 

gelatin-based hydrogel โดยจะทาํการดัดแปลง gelatin backbone เปน 3 รูปแบบ คือ PEG-dial-

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

gelatin (P/EG) แลวทาํการหาปริมาณ lysyl โดยใชวิธ ี 2,4,6-trinitrobenzene sulphonic acid 

(TNBS) จากนั้นนําไปขึ้นรูปเปนแผนไฮโดรเจล ซึ่งครอสลิงคโดยใช glutaraldehyde ที่ความเขมขน 

0.1 ,0.01 , 0.001% แลวนําไปสองดวยเครื่อง scanning electron microscopy (SEM) เพื่อดูลักษณะ

ทางกายภาพ จากนั้นทําการหาคา surface hydrophilicity โดยใช contact angle ในการวิเคราะห 

แลวทําการศึกษาการบวมน้าํ การสลายตัว การปลดปลอยยาในหองปฏิบัติการ  การสลายตัวและการ

อักเสบในสัตวทดลอง จากผลการทดลองพบวาโครงสรางของ modified gelatin จะมีพืน้ผิวที่คอนขาง

เรียบกวา unmodified gelatin และพบวาปริมาณ glutaraldehyde มีผลตอโครงสรางของเจลาตนิซึ่ง

ถาความเขมขนของ glutaraldehyde ทีน่ํามาครอสลิงคลดลงจะทาํใหพืน้ผิวของเจลาตินมีความขรุขระ

เพิ่มข้ึน และจากการทดลองวัด contact angle จะไดผลดังตาราง 2.3 
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ตารางที่ 2.3 แสดงคามุมสัมผัสของเจลาตินดัดแปลงดัดแปลงทุกอัตราสวน 

 
          [ Nicole J. Einerson และคณะ, 2002] 

 

ซึ่งพบวาไฮโดรเจลที่มีคามมุ contact angle ต่ํา จะแสดงความเปน hydrophilic สูงกวา 

ไฮโดรเจลที่มคีามุม contact angle สูงและพบวาเจลาตินที่มีการดัดแปลงมีผลตอการปลดปลอยของ

ยามากกวาผลจากความเขมขนของ glutaraldehyde และเมื่อทาํการทดลองในสัตวทดลอง พบวา  

เจลาตินที่มีความเขมขนของ glutaraldehyde สูงจะมีผลทําใหสัตวทดลองเกิดการอักเสบอยางรุนแรง 

ในป 2004 Yasuhiko Tabata และคณะไดทําการศึกษาการนําสงยาตอตานเนื้องอก 2 ชนิด

ใน 2 รูปแบบที่รวมกบัแผนเจลาตนิไฮโดรเจล คือ ในรูปแบบแผนเจลาตินไฮโดรเจลรวมกับ cisplatin 

(CDDP) และ รูปแบบแผนเจลาตนิไฮโดรเจลรวมกับ adriamycin (ADM) กับรูปแบบแผนเจลาติน

ไฮโดรเจล รวมกับ CDDP+ ADM และในรูปแบบสารละลาย จากนั้นจะทําการศึกษาการปลดปลอยใน

ระดับหองปฏบิัติการ (In vitro release) โดยใชเครื่อง atomic absorption spectrophotometer ใน

การหาคา CDDP release และใชเครื่อง UV/VIS spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 495 nm ใน

การหาคา ADM release จากนัน้จะทาํการทดลองในสัตวทดลองโดยการฉีดเซลลมะเร็งเขาไปในหนู

ทดลองที่เตรียมไว แลวทําการทดลองฉีดยาในรูปแบบสารละลายและทาํการฝงแผนเจลาตินไฮโดรเจล 

ทั้งสองรูปแบบในสัตวทดลองเพื่อศึกษาการปลดปลอย ของยา จากผลการทดลองพบวาการนาํสงยา

ในรูปแบบแผนเจลาตนิไฮโดรเจลรวมกับ CDDP+ADM จะไดผลไดผลดีกวาในรูปแบบสารละลายและ

ไดผลดีที่สุดเนื่องจากยับยัง้เซลลมะเร็งไดดีกวารูปแบบอื่น 
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2.4.3 การดัดแปลงเจลาตนิ 
เจลาตินเปนโปรตีนซึ่งเกิดจากปฏิกิริยาของคอลลาเจนกับกรด หรือ lime process .เจลาติน

ประกอบดวยหมูอะมโินแบบ hydrophobic เปนสวนนอยเชน proline และ leucine และสวนที่เปน 

hydrophilic อีกหลายตัว เชน lysine , serine , arginin , hydroxyproline , aspartic และ glutamic 

acids ดังนัน้ เจลาตินจงึเปน hydrophilic protein ซึ่งทําหนาทีจ่ํากดัพื้นที่ผิวที่จะเกิดปฏิกิริยาและทํา

ใหเจลาตนิละลายน้าํไดดี [Ofer  และ Shlomo ,1997]    มีการพบวาโปรตีนที่มีหมู hydrophobic 

มากกวาจะมพีื้นผวิที่เกิดปฏิกิริยาไดดีกวา โดยใชวิธกีารลดแรงตึงผิวระหวางโมเลกุล [Kato และ 

Nakai , 1970] 

คา hydrophobicity ของโปรตีนสามารถหาไดหลายวิธ ี เชน SDS binding , hydrophobic 

chromatography และ fluorescence ตัวอยางเชน pyrene สามารถใชวิธ ี fluorescence  หาคา 

hydrophobicity ของสารละลาย และระบบของสารลดแรงตึงผิว สามารถพิจารณาไดจาก อัตราสวน

ระหวาง peak 1 และ peak 3 ในการปลอยสเปคตราของ pyrene นัน้ สามารถใชเปนตวัชีว้ัดคา  

hydrophobicity ไดใน hydrophilic อัตราสวนดงักลาวจะมีคาสงู (1.85 ใน acetonitrile) และใน 

hydrophobic อัตราสวนดังกลาวนัน้ต่ํา (0.61 ใน n-hexane) สารลดแรงตึงผิวทีม่ีความเขมขนสูงกวา 

CMC ทําใหเกดิ hydrophobic ได ดงันัน้ การลดอัตราสวน I1/I3 ของสารละลายทีม่ีคา 1.87 ถงึ 0.9-

1.2 [Ofer  และ Shlomo ,1997] 

การใชสารเคมใีนการดัดแปลงโปรตีนอาจนาํไปสูการเปลีย่นโปรตีนใหมคีา hydrophobicity 

(เกิดจากการเปลี่ยนแปลงพืน้ที่ผิวที่จะเกิดปฏิกิริยาและคุณสมบัติของโปรตีน ) ยิง่ไปกวานัน้การเติม

พันธะ Covalent  ของหมู hydrophobic จะทําใหโปรตีนสามารถละลายน้าํได ซึ่งอาจทาํใหเกิด 

amphiphilic protein ตัวอยางเชน เมื่อหมู hydrophobic หลายๆหมู ถกูนาํมาเชื่อมกับ ovalbumin 

(หมู amphiphilic protein จะเกิดขึ้นเมื่อพื้นผวิและแรงดึงระหวางโมเลกุลลดลง) ovalbumin จะถกูดูด

ซับที่ความเขมขนที่ผิวสงูบน hydrophobic solid surface ซึง่จะเปนตัวประสานที่ดีกวาโปรตีนทั่วไป

[Ofer  และ Shlomo ,1997] 

โดยมีคณะผูวจิัยไดทําการทดลองดัดแปลงพืน้ผิวเจลาตนิดวยวิธีตางๆดังตอไปนี้ 

ในป 1982  Arai และ Watanabe ไดใช casein ดัดแปลง โปรตีนถัว่เหลืองและ เจลาตินโดยใช

ปฏิกิริยาของเอมไซมแลวตามดวยการ hydrolysis protein พวกเขาไดเชื่อมโซ C2-C12 กับโมเลกลุของ

โปรตีนและแสดงการเพิ่มของ surface activity ที่มีเมื่อสายโซมีขนาดยาวขึ้น ซึง่หาไดโดยใชการวดัแรง

ตึงผิว การเกิดโฟมและ emulsifying activity  
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และในป เดียวกันนี ้ Haque และ Kito ไดใช hydrophobic residues ทีห่ลายๆความยาวกบั

ถั่วเหลือง  glycinin และโปรตีนเพื่อเพิ่ม surface activity ของโปรตนี การสงัเคราะหใชปฏิกิริยาของ 

N-hydoxysuccinimind ในกรดไขมันกับ NH2 ของหมู lysine ในสารละลายซึง่มีเอทานอลความเขมขน

สูง หรือ สารละลาย urea 8 molar ภายใตสภาวะดังกลาวปฏิกิริยาจะถูกกาํหนดโดยโปรตีน ที่มคีวาม

เขมขนตํ่า ทาํใหสามารถสมมติไดวาผลไดของปฏิกิริยามีคาต่ําขึ้นอยูกับความเปนไปไดในการ 

hydrolysis ในเฟสสารละลาย และ Ofer and Shlomo ไดใชวิธีที่จะเชื่อมพนัธะ Covalent ระหวาง 

hydrophobic group กับโมเลกุลของเจลาตินในสารละลายที่ไมใชน้ําเพื่อเพิ่ม surface active ให 

เจลาตินโดยในขั้นตอนแรกจะทาํการเพิ่มหมู hydrophobic โดยใส N-hydoxysuccinimind fatty acid 

ester กับ amine ของ หมู lysine บน เจลาตินจากนัน้วัดคา hydrophobicity โดยใชอัตราสวนระหวาง 

peak 1(I1) ที ่ 378 nm และ peak 3(I3)ที่ 384 nm ของคา spectra ที่ปลอยออกมาของ pyrene ที่ 

ความยาวคลืน่ 350 - 450 nm และนําไปสอง SEM จากการทดลองพบวา เมื่อเตมิหมู hydrophobic 

เขาไปในโมเลกุลของเจลาตนิโดยใชปฏิกิริยาของ N-hydoxysuccinimind ในกรดไขมันกับ NH2 ของ

หมู lysine ทาํให เจลาตินมคีา hydrophobicity เพิ่มข้ึน และพบวาเจลาตินที่ถูกดัดแปลงมีคา surface 

active มากกวา เจลาตินที่ไมถูกดดัแปลงที่ทกุๆความเขมขน และพบวาเมื่อจํานวนหมูของ 

hydrophobic เพิ่มข้ึน สายโซจะยาวขึ้น ทาํใหความสามารถของโปรตนีในการลดแรงตึงผิวดีข้ึน แรงตึง

ผิวจึงลดลง ดงันัน้  surface active จะเพิม่ข้ึน 

 
2.5 คอเลสเตอรอล(cholesterol) 
 คอเลสเตอรอลเปนโมเลกุลเล็กๆชนิดหนึ่งของ steroid  ซึ่งไมสามารถละลายไดใน aqueous 

solutions ในสัตวเลี้ยงลกูดวยนม คอเลสเตอรอลจะถูกละลายรวมกบัไขมันอื่นๆ เชน phospholipids 

หรือ bile acids ดังนัน้ คอเลสเตอรอลสวนมากจะถูกพบใน cell membranes , plasma lipoproteins 

และ bile มีสูตรโครงสรางหลักเปนวงแหวนไซโคลเพนทาโนฟแนนทรนี (cyclopentanophenantrene 

ring) ดังแสดงในรูป 2.17 ซึ่งจะเหน็วาคอเลสเตอรอลมีสวนประกอบ 3 สวน คือ สวนที่เปนหาง

ไฮโดรคารบอนซึ่งประกอบดวยคารบอนและไฮโดรเจนอะตอมเปนสวนที่ไมมีข้ัวทาํใหละลายไดใน

ไขมันแตไมสามารถละลายไดในน้ํา, สวนที่เปนวงแหวนไฮโดรคารบอนซึ่งเปนสวนทีไ่มมีข้ัวเชนเดยีวกนั

ทําใหละลายไดในไขมันแตไมสามารถละลายไดในน้าํ และสวนที่เปนหมูไฮดรอกซิล (OH) ซึ่งเปนหมูที่

มีข้ัว ทําใหสามารถละลายน้าํได  
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รูปที่ 2.17 แสดงสูตรโครงสรางของคอเลสเตอรอล(C27H46O) 

[Bingqing Ji และคณะ,2002] 

  

 คอเลสเตอรอลมีน้ําหนักโมเลกุล 386.66 มีจุดหลอมเหลวอยูที ่140 ˚C มีคาความถวงจาํเพาะ  

1.06 - 1.07 ไมละลายในน้าํ แตละลายในลารละลายอนิทรียและจะเสถียรที่อุณหภูมิหองแตจะวองไว

ตออุณหภูมิ ทาํใหสีเปลีย่น และไมเสถียร มีผูสนใจนาํคอเลสเตอรอลไปทําการวิจยัดดัแปลงโพลิเมอร

ตางๆ ใหมีคุณสมบัติเหมาะสมกับระบบนาํสงยา โดยในป 2005  Tooru Ooya และคณะไดทําการวิจัย

โดยนาํ polyglycerol dendrimer generation 4 (PGD-G4) ซึ่งเปนแมโครโมเลกุลชนิดใหมที่มีขนาด

ในชวงนาโนเมตร โครงสรางประกอบดวยแขนงจํานวนมากจัดเรียงตวัอยางมีระเบยีบ มีกลุมสําหรับทาํ

ปฏิกิริยาอยูทีแ่ตละปลายโซแขนง dendrimers อาจนาํมาประยกุตใชในการนําสงยาไดหลายประการ 

รวมไปถึงการนําสงยาอยางจําเพาะเจาะจงไปยังตําแหนงเปาหมายและควบคุมการปลดปลอยตัวยาที่

เกิดพนัธะหรือเกิดสารประกอบเชิงซอนกับโมเลกุลของมนั มาทาํการ conjugate กับคอเลสเตอรอลใน

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

[Tooru Ooya และคณะ, 2005] 
 

 จากนั้นโครงสรางทีม่ีการจัดเรียงตัวใหมจะถูกหาคาโดยใช dynamic light scattering (DLS) 

และ atomic force microscopy (AFM) จากการทดลองพบวา PGD-G4 จะมีการจดัเรียงตัวที่ดีข้ึน

หลังจากนํามา conjugate และเมื่อนาํ Chol-PGDG4 มาทดสอบการละลายของ paclitaxel ซึ่งเปนยา

ตานมะเร็งชนดิหนึง่เปรียบเทียบกับ PGD-G4 พบวา paclitaxel จะละลายใน Chol-PGDG4 ไดดีกวา

ใน PGD-G4 ดังรูปที่ 2.19 

 

 
รูปที่ 2.19 การละลายของ paclitaxel กับความเขมขนของ Chol-PGDG4 และ PGD-G4 

[Tooru Ooya และคณะ, 2005] 
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2.6 เอกสารสิทธิ์ (Patents) ที่เก่ียวของ 

-  United States Patent   6,228,393 

DiCosmo ,   et al. May 8, 2001 

การคนพบระบบนําสงยาจากของแข็งโดยการใส liposome ใน hydrogel ซึ่งทําใหเกิดพันธะ

โควาเลนตกับพื้นผวิของของแข็ง 

Claims       -  gelatin hydrogel ถูก crosslink ดวย polyethylene glycol ไดเปน  

                 polyethylene glycol-gelatin matrix 

- พื้นผวิของ hydrogel ถูกเคลือบดวย silicon rubber 

- Silicon rubber คือ polydimethylsiloxane. 

- liposome เปนวัสดุที่ถูกเลือกมาจากกลุมที่ประกอบดวย dipalmitoylphos 

phatidylcholine และ polyethyleneglycol-distearoylphosphatidyl 

ethanolamine 

- fluoroquinolone เปนยาปฏิชีวนะซึง่ถกูเลือกมาจากกลุมที่ประกอบดวย 

ciprofloxacine , norfloxacin, ofloxacine, pefloxacine, enoxacine, 

rosoxacin, amifloxacin, fleroxacin,temafloxacin และ lomefloxacin 

-   United States Patent   6,632,457  

Sawhney,   et al. October 14, 2003 

 การควบคุมการปลดปลอยของสารที่มนี้ําหนกัโมเลกุลตํ่าผานแผนไฮโดรเจลโดยการกระจาย

และการละลายเตรียมรูปแบบของยาที่มีการดัดแปลงความเปน hydrophobic ในรูปของสารผสม และ

ถูกนาํไปกระจายในแผนไฮโดรเจลที่มีความสามารถในการดูดซับทางชวีภาพ 

Claims - ตัวยาถูกละลายในสารที่เปน hydrophobic ซึ่งจะไปควบคุมการปลดปลอยตัวยา

จากแผนไฮโดรเจล 

- สารที่เปน hydrophobic มีจุดหลอมเหลวนอยกวา 65 °C 

 - สารที่เปน hydrophobic ถูกเลือกมาจากกลุมที่ประกอบดวย fatty acids และ 

triglycerides 

 - แผนไฮโดรเจลขึ้นรูปมาจากโพลิเมอรซึง่มีสมบัติเปน Hydrophilic ถูกเลือกมาจาก 

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

poly(vinylacetate) 

- ตัวยาที่ใชมนี้ําหนกัโมเลกลุนอยกวา 20,000 ดาลตัน 
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- ตัวยาสามารถละลายน้าํไดมากกวา 0.01 mg/mL. 

-   United State Patent  6,673,843 

      Arbiser, January 6, 2004 

เคอรคูมินถูกพัฒนาเพื่อใชสําหรับการรักษาโรคหรือความผิดปกติทางผิวหนงัซึ่งถูกแสดงโดย 

angiogenesis โดยพบวาเคอรคูมินจะยับยั้ง การทํางานของ basic fibroblast growth factor (bFGF)  

Claims - วิธีการรักษาโดยการขึ้นรูปตัวพา (carrier) รวมกับเคอรคูมิน 

- ข้ึนรูปตัวพาในลักษณะเปนขี้ผ้ึงหรือในรูปแบบ hydrogel สําหรับการฝงในรางกาย

ซึ่งประกอบดวยเคอรคูมิน 0.5%และ5%  

-   United States Patent   6,844,024 

       Su,   et al. January 18, 2005 

วิธีการเคลือบโพลิเมอรลงบนสิ่งปลกูฝง (implant) 

Claims - เตรียมสารละลายโพลิเมอรที่สลายตัวไดทางชีวภาพแลวเคลือบบนสิ่งปลูกฝงและทิ้ง

ใหแหงในอากาศ 

- สารละลายประกอบดวยเคอรคูมิน 

- โพลิเมอรที่ใขเปนสิ่งปลกูฝง 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 ดวยองคประกอบของเคอรคูมินอยดซึ่งพบวาผล

ของปริมาณเคอรคูมินอยดและผลของปริมาณ andrographolide จะมผีลรวมกันในการยับยัง้กิจกรรม

ของ COX-2 และมีผลนอยทีสุ่ดตอกิจกรรมของ COX-1  

Claims - เคอรคูมินหรอื andrographolide ถูกสกดัมาจากพืช 

      - ใชอัตราสวนระหวาง เคอรคูมิน และ andrographolide คือ 1:10 ถึง 10:1  

- เคอรคูมิน หรือ andrographolide จะถกู conjugated ดวยสารประกอบทีถู่กเลือก

มาจากหมูที่ประกอบดวย 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 

ข้ึนรูปเจลาตินดัดแปลงใหเปน 

แผน 

ศึกษาลักษณะสมบัติของระบบนําสงเคอรคูมิน

ดัดแปลงเจลาตินดวยคอเลสเตอรอล 

ทดสอบความเปนพษิของแผนเจลาตนิดัดแปลง 

วิเคราะหและสรุปผลการทดลอง 

ทดสอบความสําเร็จใน

การดัดแปลงเจลาติน 

ศึกษาการควบคุมการปลดปลอยเคอรคูมินภาย

นอกรางกาย 

ทดสอบระดับเคอรคูมินในเลอืดของสัตวทดลอง 

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  เครื่องมือที่ใชในงานวิจัย 
-       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) ดวยคอเลสเตอรอลผานปฏิกิริยา

ทางเคมีของหมูไฮดรอกซิล (hydroxyl-reactive chemical reaction) จากวธิีของ Hermanson,Greg T 

[Hermanson,Greg T, 1996 ] โดยใช N,N’-Disuccinimidyl carbonate (DSC) เปนสารเชื่อมพันธะ 
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(conjugating agent) โดยเชื่อมพันธะที่อัตราสวนระหวางหมู OH ในคอเลสเตอรอล: หมู NH2 ใน      

เจลาติน  (จากวิธ ีTNBS จะไดเจลาติน 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) 
วิธีการดัดแปลงโครงสรางของเจลาตินดวยคอเลสเตอรอล 
1. เตรียมสารละลาย 4 ชนิด (เตรียมอุปกรณดังรูปที่ 3.2) 

สารละลาย ก : ละลาย 1 กรัมของเจลาตินใน 30 กรัม DMSO และปนกวนที่อุณหภูมิ 60  

องศาเซลเซยีสในขวดที่ปดอยางแนนหนา จนกระทั่งเจลาตินละลายหมด (2-3 ชั่วโมง) 

สารละลาย ข : ละลายคอเลสเตอรอลที่ปริมาณตางๆ กันในสารละลาย pyridine 10 

มิลลิลิตร และปนกวนที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสเปนเวลา 3 ชั่วโมง 

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

อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซยีสเปนเวลา 3 ชั่วโมง 

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

อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซยีสเปนเวลา 3 ชั่วโมง 

วิธีการคํานวณหาปริมาณคอเลสเตอรอล, DSC และ DMAP ที่ใชในการดัดแปลงเจลาตินแสดงใน

ภาคผนวก ก. 

 

                            
 

รูปที่ 3.2 ตวัอยางอุปกรณในการเตรียมสารละลายทัง้ 4 ชนิด ประกอบดวย ขวดทีม่ีฝาปดอยางแนน

หนา, ถวยสแตนเลส, เทอรโมมิเตอร, glassbeads และ เครื่องปนกวน 
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2. ผสมสารละลายทัง้ 4 ชนิดเขาดวยกันโดยเทผสมสารละลาย ง ลงสูสารละลาย ค และ ข 

ตามลําดับจากนัน้เทลงสูสารละลาย ก อยางรวดเร็วที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  

3. ปนกวนสารละลายผสมที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 คนื 

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

pore size = 50 A) ในน้ํากลั่น 5 ลิตร ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 4 วนั โดยการเปลี่ยนน้าํ 3 คร้ัง

ในชั่วโมงแรก หลังจากนั้นเปลี่ยนน้ําทุก 2 ชั่วโมง (เพื่อใหสารเคมทีี่ไมทําปฏิกิริยาตกตะกอน

ออกมาภายนอกและตัวทาํละลายจะถูกแพรออกมาภายนอกถุง dialysis) จนกระทัง่คา 

conductivity ของน้ําภายนอกถุง dialysis มีคาต่ํากวา 10 และไมมีกลิ่นของสารละลาย 

DMSO หรือ pyridine (ควรทําไดอะไลซิสใน hood เพราะมีกลิน่แรงมาก) 

5. นําสารละลายไปปนเหวี่ยง (centrifuge) ทีค่วามเร็วรอบ 10,000 rpm  อุณหภูมิ 15 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี 

6. นําสวนใสของสารละลายไปแชแข็งที่อุณหภูมิ -50 องศาเซลเซียส อยางต่ํา 6 ชั่วโมง 

7. lyophilize ที่อุณหภูมิ -50 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 48 ชั่วโมง 

 

ตารางที่ 3.1 แสดงอัตราสวนตางๆ ของการดัดแปลงเจลาตินดวยคอเลสเตอรอล 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

รหัสของเจลาตินที่ดัดแปลงดวย

คอเลสเตอรอล  

คอเลสเตอรอล : เจลาติน 

 (อัตราสวนโดยโมล) 

 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  แสดงตัวอยางเจลาตินที่ผานการดัดแปลงโครงสรางดวยคอเลสเตอรอล 

 
3.4.2  วธิีการขึ้นรูปแผนเจลาตินที่ผานการดัดแปลงโครงสรางแลว 
- เตรียมสารละลายของเจลาตินที่ผานการดัดแปลงโครงสรางแลว (ความเขมขน 5 % โดย

น้ําหนกั) โดยนําไปละลายในน้าํ pH 3 (ปรับ pH โดยใชกรดอะซิติก)  และปนกวนทีอุ่ณหภูมิ 

40 องศาเซลเซียส   

- ข้ึนรูปแผนเจลาตินในถาดเคลือบเทฟลอน (ขนาด 2 x 2 เซนติเมตร) โดยปเปตสารละลายลง

ในถาดเทฟลอนปริมาตร 0.75  มิลลิลิตร / ชิ้น (ระวงัไมใหเกิดฟองอากาศ)  จะไดแผนเจลาตนิ

ที่มีความหนา 0.7 มิลลิเมตร 

- นําไปแชแข็งทีอุ่ณหภูมิ -50 องศาเซลเซยีส เปนเวลาอยางต่ํา 6 ชัว่โมง   

- lyophilize ที่อุณหภูมิ -50 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 48 ชั่วโมง   

- นําแผนเจลาตนิที่ไดไปเชื่อมโยงพันธะดวยสารละลายเชือ่มโยงพันธะเปนเวลา 24 ชัว่โมง ที่

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (สารเคมีที่ชวยในการเชื่อมโยงพนัธะ คือ  Glutaraldehyde ) 

- แชแผนเจลาตนิในสาระลาย glycine 0.1 โมลาร ปริมาตร  30  มิลลิลิตร/แผน พรอมทั้งเขยา

เบาๆ เปนเวลา 1 ชัว่โมง ที่อุณหภูมิหอง (เพื่อให glycine เขาไปจับกบัหมูแอลดีไฮนที่ไมไดทาํ

ปฏิกิริยาจากการเชื่อมโยงพันธะระหวางเจลาตินกับ Glutaraldehyde) 

- ลางแผนเจลาติน 5 คร้ัง โดยแชในน้าํกลัน่และเขยาเบาๆเปนเวลา 30 นาททีี่อุณหภูมิหอง 

- นําแผนเจลาตนิที่ลางสะอาดแลวไปแชแข็งที่อุณหภูมิ -50 องศาเซลเซยีส อยางต่ํา 6 ชั่วโมง 

และ lyophilize ที่อุณหภูม ิ-50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 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  

เนื่องจากเมื่อดัดแปลงโครงสรางของเจลาตินดวยคอเลสเตอรอล ปริมาณอะมิโนอิสระจะ

เปล่ียนไปจงึวดัจํานวนหมูอะมิโนอิสระของเจลาตนิที่ผานการดัดแปลงโครงสรางแลวเปรียบเทียบกับเจ

ลาตินที่ไมไดดัดแปลงโครงสรางโดยใช 2,4,6-trinitro-benzensulfonic acid (TNBS)  จากวิธีของ N. 

Nagai [Nagai, N. และคณะ, 2004]  โดยการชัง่น้าํหนกัเจลาตนิ (ทีผ่านการดัดแปลงโครงสรางแลว) 

5  มิลลิกรัม แลวปเปต 0.4%  (w/v) ของ NaHCO3 และ 0.5% (w/v) ของสารละลาย TNBS (2,4,6-

trinitro-benzensulfonic acid) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงสูหลอดทดลองและใหความรอนที่อุณหภูมิ 40 

องศาเซลเซยีส โดยอางใหความรอน เปนเวลา 2 ชั่วโมง หากพบวาเจลาตินยังละลายไมหมดใหเติม 6 

N กรดไฮโดรคลอริก (HCl) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร และเพิ่มอุณหภูมิไปที่ 60 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 90 

นาที จากนั้นวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 415 นาโนเมตรดวยเครื่อง spectrophotometer 

แลวนําคาที่ไดจากการวัดการดูดกลืนแสงมาเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานโดยใช β-alanine (Code 

01116-25 Lot No. M4R4957) ที่ทราบความเขมขนเพื่อหาปริมาณหมูอะมิโนอิสระดังแสดงใน

ภาคผนวก ข. 

    ข) โครงสรางทางเคม ี           

 ศึกษาโครงสรางทางเคมีของเจลาตนิ ทีท่าํการดัดแปลงแลวเปรียบเทยีบกับเจลาตินที่ไมได

ดัดแปลงโดยใชเทคนิค FTIR สเปคโตรสโกป (FT-IR spectroscopy) สภาวะที่ใชคือ พลังงานกระตุนที่

ความยาวคลืน่ 1064 นาโนเมตร, จํานวนการกราดตรวจ 64 scan และการแยกชัด 4 cm-1 ตัวอยางที่

วิเคราะหไดแก เจลาตินซึง่ขึ้นรูปเปนฟองน้ํา (spong)  โดยละลายเจลาตินในน้ําแลวปเปตใส 24- well 

plate ปริมาตรแตละหลุมเทากับ 0.75 มิลลิลิตร จากนัน้แชแข็งที่อุณหภูมิ -50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

24 ชั่วโมงและทําแหงเยือกแข็ง (lyophilized) ที่อุณหภูมิ -50
 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ได  

เจลาตินแบบฟองน้ําขนาดเสนผาศนูยกลางประมาณ 14 มิลลิเมตร ความหนาประมาณ 3.5 มิลลิเมตร  

, ผงคอเลสเตอรอล และเจลาตินดัดแปลงซึ่งขึ้นรูปเปนฟองน้ํา (sponge) การวิเคราะหโครงสรางเจ

ลาตินซึ่งมีหมูอะมิโนอิสระเปนลักษณะสมบัติที่สําคัญ เกิดพีคที่แสดงการสั่นของแถบเอไมด Ι  ที่เลข

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

ค) คามุมสัมผัสน้ํา 

 ศึกษาสมบัตทิางเคมีของแผนฟลมเจลาตนิโดยการวิเคราะหคามุมสัมผัสน้ํา (Water contact 

angle) เพื่อหาความเปน hydrophobicity และ hydrophilicity ของพืน้ผิวแผนฟลมและวดัคามุม
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สัมผัสน้ําดวยเครื่อง Contact Angle Meter (CAM) (RE0110, UK) ดังแสดงในภาคผนวก ง. การวิ

เคราะหผลการทดลองเพื่อพจิารณาความเปน hydrophobicity และ hydrophilicity ของพื้นผวิชิน้งาน 

สามารถพิจารณาจากคามุมสัมผัสน้ําที่วัดไดโดยหากคามุมสัมผัสน้าํของพืน้ผิวชิน้งานมีคามากกวา 

65 องศา แสดงวาพืน้ผิวชิน้งานชนิดนัน้แสดงความเปน hydrophobicity แตถาหากคามุมสัมผัสน้ําที่

วัดไดมีคาต่ํากวา 65 องศาแสดงวาพืน้ผิวชิ้นงานชนิดนัน้แสดงความเปน hydrophilicity [Vogler, EA. 

1998] 

3.4.3.2 ศกึษาลักษณะสมบัติของแผนเจลาตินดัดแปลง 
ก) ระดับของการเชื่อมโยงพนัธะ 

 ทดสอบหาระดับของการเชือ่มโยงพันธะของเจลาตนิที่ผานการดัดแปลงโครงสรางแลวโดยใช

,4,6-trinitro-benzensulfonic acid (TNBS)  ดังหัวขอ 3.4.3 TNBS สามารถบงบอกถึงปริมาณกรดอะ

มิโนอิสระหรือ –NH2 ในโมเลกุล เนื่องจากหมู –NH2 เปนองคประกอบที่พบในเจลาติน ซึ่งถาปริมาณ

กรดอะมิโนในแผนเจลาตนิดัดแปลงหลังจากการเชื่อมโยงพันธะเหลือนอยลงแสดงวาเกิดการเชื่อมโยง

พันธะภายในแผนเจลาตนิดัดแปลงมาก ซึ่งมีข้ันตอนการทดสอบและการคํานวณดังแสดงในภาค 

ผนวก ข. 

ข) การดูดซับน้ํา (swelling)  

การทดสอบการดูดน้ําของแผนเจลาตนิดดัแปลงที่ผานการเชื่อมโยงพันธะแลวทําไดโดย

ดัดแปลงวิธีของ SJ. Mao  [Mao, SJ. และคณะ, 2003] โดยคํานวณไดจากผลตางของน้ําหนักแหง

และน้ําหนกัเปยกของแผนเจลาตินดัดแปลงน้าํหนักเปยกทําไดโดยแช แผนเจลาตนิดัดแปลง ใน

สารละลาย PBS buffer ที่ pH 7.4 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ชั่วโมง จากนั้นซับแผนเจ

ลาตินดัดแปลงทัง้สองดานดานละ 10 วนิาทีดวยกระดาษไมมีขุย และชั่งน้าํหนกัทนัที จะไดเปนคา

น้ําหนกัเปยกของแผนเจลาตินดัดแปลงซึ่งสามารถคํานวณ % swelling ไดจากสูตร  

                         % swelling = 1000 ×
−

o

so

W
WW   

                         โดย Wso คือน้ําหนกัของแผนเจลาตนิหลังจากที่ถกูดดูซับน้ํา และ  

                                Wo คือน้ําหนกัเริ่มตนของแผนเจลาติน 

ค) อุณหภูมิในการสลายตัว 

 วิเคราะหสมบัติทางความรอนของแผนเจลาตินดวยเครื่อง Thermogravimetric/ Differential 

Analyzer (TG/DTA) เพื่อหาคาอุณหภมูิในการเปลี่ยนแปลงน้ําหนกัของแผนเจลาติน (Degradation 

temperature, Td)  ซึง่คา Td สามารถบงบอกถึงความเสถียรทางอุณหภูมิของสาร และแสดงใหเหน็ถึง
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ลักษณะเฉพาะของสาร การเปลี่ยนแปลงของน้าํหนักของแผนเจลาตนิ เกิดจากการสลายตัวที่อุณหภูมิ

ที่สูงขึน้ ในงานวิจยันีท้ําการทดลองหาคา Td เพื่อเปรียบเทียบเจลาตินทั้งที่ผานการดัดแปลงโครงสราง

ในอัตราสวนตางๆ และไมไดดัดแปลงโครงสรางวามีเสถียรภาพทางอณุหภูมิแตกตางกนัหรือไม ซึ่ง

ข้ันตอนการวิเคราะหคา Td โดยใชคา onset ของกราฟระหวางรอยละของน้าํหนกัที่เหลืออยูของวัสดุ

และคาอุณหภูมิที่ใชดังแสดงในภาคผนวก ค. 

ง) การยอยสลายทางชีวภาพภายนอกรางกาย 

 การทดสอบการยอยสลายทางชีวภาพภายนอกรางกายของแผนเจลาตินดัดแปลงดวยวิธีการ

ยอยสลายในเอนไซม collagenase (CAS No. 9001-12-1) โดยดัดแปลงวิธีของ YS. Choi [Choi, Ys 

และคณะ, 1998]  ในการหาการยอยสลายของแผนเจลาตินดัดแปลงโดยแชแผนเจลาตินดัดแปลง

ขนาดเสนผานศูนยกลาง 7 มิลลิเมตร หนัก 5 มิลลิกรัม ในสารละลายฟอตเฟตบัฟเฟอร (PBS buffer) 

ที่ pH 7.4 ที่มีเอนไซม bacterial collagenase ความเขมขน 1 ยูนิต/มิลลิลิตร และเก็บไวที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 สัปดาห โดยติดตามผลทุก 24 ชั่วโมง จึงนําออกมาลางดวยน้ํากลั่นกอนที่

จะทําใหแหงที่อุณหภูมิเยือกแข็ง   

 

การยอยสลายของแผนเจลาตินดัดแปลงคํานวณไดจากสูตร  

                          การยอยสลาย (%) = 100×
−

o

to

W
WW  

                          โดย Wo เปนน้าํหนักเริ่มตนของแผนเจลาตินดัดแปลง 

   และ  Wt เปนน้าํหนักที่เวลาใดๆของแผนเจลาตนิดัดแปลง 

 

จ. ความเปนพษิของแผนเจลาตินดัดแปลงตอเซลล L929 mouse  fibroblast  

การทดสอบความเปนพิษตามมาตรฐาน  ISO 10993 ไดกําหนดใหใชเซลล L929 mouse 

fibroblast จํานวน 0.5-1 ลานเซลล/จานเลี้ยงเซลล ในการทดสอบ และประเมินจํานวนเซลลที่รอดชีวิต

ที่เวลา 3 วนั จากงานวจิัยนีท้ดสอบความเปนพิษของแผนเจลาตินดัดแปลงโดยประเมินจากการยึด

เกาะของเซลล และการเพิ่มจํานวนเซลล  L929 mouse fibroblast โดยวิเคราะหปริมาณเซลลที่ยงัมี

ชีวิตอยูที่เวลา 5 ชั่วโมง เพื่อประเมนิจํานวนเซลลยึดเกาะที่เวลา 24 และ 72 ชั่วโมง เพื่อประเมิน

จํานวนเซลลที่เจริญเติบโต ดวยวิธ ี MTT assay โดยดัดแปลงวิธีของ Mosmann (Mosmann, 1983; 

Choi และคณะ, 2004) ในการทดสอบทําการเพาะเลี้ยงเซลล L929 ในจานเพาะเชื้อขนาดเสนผ

านศนูยกลาง 6 เซนติเมตร (NUNC, Roskilde, Denmark) ดวยอาหารเลีย้งเชื้อ Dulbecco’s 
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modified eagle medium (DMEM) ทีป่ระกอบไปดวย 10% FBS, 2mM L-glutamine, 100 IU/ml 

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

ในตูเพาะเชื้อที่มีสภาวะความดันบรรยากาศที่ม ี 5% CO2 และ 95% air อุณหภูมิ 37 °C จากนั้น

ทดสอบการยดึเกาะและการเพิ่มจํานวนของเซลล (Cell adhesion and proliferation) โดยทําการฆ

าเชื้อ (sterilized) แผนเจลาตินในเอทานอลเขมขน 70% เปนเวลา 30 นาทีแลวลางดวยน้าํปราศจาก

ไอออน (deionized water) ที่ผานการฆาเชื้อ (autoclave) ทําการเปลี่ยนน้ําปราศจากไอออนใหม 3 

คร้ัง แตละครั้งแชทิง้ไว 15 นาท ีหลังจากนั้นแชดวย PBS ทิ้งไวขามคืน ทําการทดสอบแผนเจลาตินใน

จานเพาะเซลลขนาด 48 หลุม เติมอาหารเลี้ยงเซลลปริมาตรหลุมละ 350 ไมโครลิตร กอนทาํการใส

เซลลจํานวน 104 เซลลตอแผนเจลาตนิ แลวทาํการนับจํานวนเซลลที่เวลา 5 ชั่วโมง, 1 วัน และ 3 วัน  

ดวยเทคนิค MTT assay ซึ่งมีข้ันตอนการประเมินจาํนวนเซลลอยางละเอียดแสดงในภาคผนวก จ.  

   

  ฉ. การควบคมุการปลดปลอยเคอรคูมินภายนอกรางกาย 

- เตรียมแผนเจลาตินดัดแปลง 2 มิลลิกรัม ในหลอด microcentrifugal ที่มีฝาปดแนนขนาด 1.5 

มิลลิลิตร 

- หยดสารละลายเคอรคูมินความเขมขน 10, 15, 20 และ 40 มิลลิกรัม/กรัมแผน บนแผนเจ

ลาตินดัดแปลง (ดังรูปที่ 3.4) 

- ปนเหวี่ยงเปนเวลา 2-3 นาท ีที่อุณหภูมหิอง (เพื่อใหเคอรคูมินทัง้หมดถกูดูดซับในแผนเจ

ลาติน) แลวนาํไปใหความรอนที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส เปนเวลาอยางนอย 6 ชัว่โมง 

- เปดฝาหลอดในที่สะอาดเปนเวลา 3 ชั่วโมง (เพื่อใหแอลกอฮอลระเหยหมด) 

 

 
รูปที่ 3.4 แสดงตัวอยางแผนเจลาตนิดัดแปลงหลงัจากหยดสารละลายเคอรคูมิน 

 

- เติม 1 มิลลิลิตร ของสารละลายผสมระหวาง PBS กับ 0.01% Tween 80 (ชวยเพิ่มการ

ละลายของเคอรคูมินใน PBS) ลงในหลอด 
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- นําไปบมในเครื่อง  shaking water bath ที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 100 

rpm  

- เก็บตัวอยางสารละลาย PBS ที่เวลา  0, 2, 6, 12, 24, 48 ชัว่โมง (เก็บตัวอยางสารละลาย 

PBS ทัง้หมดจากเจลาตินทันทีในการวเิคราะหการปลดปลอยยาที่เวลา 0 นาท ี แลวใส

สารละลาย PBS ลงไปใหมจํานวน 1 มิลลิลิตร จากนัน้เก็บตัวอยางทีเ่วลาตางๆ ) และนําไป

วิเคราะหหาคาความเขมขนของเคอรคูมิน โดยใชเครื่อง  UV-vis spectrophotometer  

- ตรวจสอบความเขมขนสุดทายของเคอรคูมินในแผนเจลาตินโดยยอยสลายแผนดวย trypsin- 

EDTA (0.25 % wt trypsin, 0.02% EDTA, ใน PBS) 1 มิลลิลิตร แลวบมที ่37 องศาเซลเซียส 

พรอมทัง้เขยาที่ความเร็วรอบ 100 rpm  จนกระทั่งแผนเจลาตนิดัดแปลงถูกยอยหมดและ

ปลดปลอยเคอรคูมินทั้งหมดออกมา (เวลาที่แผนเจลาตินถูกยอยหมดขึ้นกับความแข็งแรงของ

การเชื่อมโยงพันธะ) จากนัน้นาํไปวิเคราะหหาความเขมขนสุดทายของเคอรคูมินดวยเครื่อง 

UV-vis spectrophotometer วิธีการคํานวณแสดงดังภาคผนวก ฉ. 

 
3.4.4 ระดับเคอรคูมินในเลือดของสัตวทดลอง 

วิธีการทดสอบในสัตวทดลอง 

1. การทดลองจะถูกแบงออกเปน 3 กลุม กลุม 1 เปนกลุมควบคุม คือ กลุมที่ฝงแผนเจลาติน

ดัดแปลงที่ไมไดดูดซับเคอรคูมิน  กลุม 2 คือ กลุมที่ฝงแผนเจลาตินดัดแปลงที่ดูดซับเคอรคูมิน 10  

มิลลิกรัม/กรัมแผน กลุม 3 คือ กลุมที่ฝงแผนเจลาตินดัดแปลงที่ดูดซับเคอรคูมิน 40  มิลลิกรัม/กรัม

แผน ในแตละกลุมจะทําการศึกษาเปนชวงเวลา โดยทําการศึกษาในวันที่ 3, 6, 10 และ 14  ในแตละ

ชวงเวลาจะใชหนูในการปลูกถายจํานวน 3 ตัว (n =3) ดังนั้นใชหนูในการทดสอบทั้งหมด  36 ตัว และ

ใชเจลาตินที่ผานการดัดแปลงโครงสรางดวยคอเลสเตอรอลขนาด 1 x 1 เซนติเมตร ความหนา 0.7 

มิลลิเมตร หนัก 10 มิลลิกรัม จํานวน 36  ตัวอยาง  

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

จํานวน 36 ตัว ส่ังซื้อจากศูนยสัตวทดลองแหงชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล สัตวทดลองจะถูกเลี้ยงตาม

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

procedures) Act 1986 กลาวคือ หนูจะถูกเลี้ยงในหองควบคุมเชื้อที่ภาควิชาสรีรวิทยา คณะ

แพทยศาสตร มีการควบคุมสภาพแวดลอมที่เหมาะสม ไดแก อุณหภูมิ 25 +/- 3 องศา

เซลเซียส   ความชื้นสัมพัทธ 60 +/- 90 % วงจรการใหแสง 12 ชั่วโมงสวาง 12 ชั่วโมงมืด มีการถายเท
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อากาศ เพียงพอ  มีการดูแลใหอาหารและน้ํา ในระหวางทําการทดลองหนูจะอยูแยก 1 ตัวตอ 1 กรง 

กอนการทดลองแตละครั้ง  หนูทดลองจะถูกงดอาหารอยางนอย  6  ชั่วโมง  แตไดรับน้ําดื่มตามปกติ 

วิธีการทดลอง สรุปไดดังแผนผังในรูปที่ 3.5 

 
แผนผังขั้นตอนการทดสอบการปลดปลอยเคอรคูมินจากระบบนําสงเคอรคูมิน 

 

      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.5 แผนผังขัน้ตอนการทดสอบการปลดปลอยเคอรคิวมินจากระบบนาํสงโดย

การปลูกถายในสัตวทดลอง 

นําแผนเจลาตินไปดูดซับสารละลาย 

เคอรคูมินแลวทําใหแหง 

วางยาสลบหนูทดลองแลวทําความสะอาดบริเวณผิวหนัง

ดานหลังของหนูดวยแอลกอฮอล 70% 

นําแผนเจลาตินไปฝงใตผิวหนังของหนู

หลังจากนั้นเย็บปดแผลดวยดายเย็บแผล  

ทําการตัดผิวหนังดานหลังหนูทดลอง 

ทําการเก็บผลหลังจากฝงแผนเจลาตินแลว 

วิเคราะหหาปริมาณเคอรคูมินในพลาสมาดวยเครื่อง HPLC 

นําแผนเจลาตินมาฆาเชื้อดวยเอทิลีน

ออกไซด 
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การทดสอบการปลดปลอยเคอรคูมินจากระบบนําสง โดยการปลูกถายในสัตวทดลองมี
รายละเอียดดังนี้ 

1. เตรียมแผนเจลาตินดัดแปลงขนาด 1 x 1 เซนติเมตร ความหนา 0.75 มิลลิเมตร นําไปฆาเชื้อ

ดวยวิธเีอทิลีนออกไซด แลวนําไปดูดซับสารละลายเคอรคูมิน  เปนเวลา 6 ชัว่โมง ที่ 37 °C ทําใหแหง

กอนนํามาทาํการทดลอง (กอนการทดลองไดนําแผนเจลาตินดัดแปลงไปทดสอบความเปนพษิเบื้องตน

ดวยวิธกีารเลีย้งเซลล L929) 

2. ทําการวางยาสลบหนทูดลองโดยวธิีฉีด Barbiturate (Pentobarbital) เขาทีช่องทอง ดวย

ปริมาณ 60 มิลลิกรัม/น้ําหนักหน ู 1 กิโลกรัม เนื่องจาก Barbiturate  มีฤทธิ์กดการหายใจ ดังนั้นการ

เดินยาเขาชองทองอยางรวดเร็วจะทาํใหสัตวหยุดหายใจ ฉะนั้นควรเดินยาอยางชาๆ และตรวจดูการ

ตอบสนองของสัตวโดยดูจากการกระพริบตาเมือใชนิว้เคาะทีห่ัวถาสตัวกระพริบตาแสดงวายงัไมสลบ 

แตถาหยุดกระพริบตาแสดงวาสลบใหหยดุเดินยา 

3. หลังจากที่หนูสลบแลวทําความสะอาดบริเวณผิวหนังดานหลังของหนูดวยแอลกอฮอล 70%  

แลวทําการตัดเปดผิวหนังดานหลังดวยกรรไกรใหมีความยาวของแผลประมาณ 1 เซนติเมตร จากนั้น

นําแผนเจลาตินดัดแปลงที่ผานการดูดซับเคอรคูมินแลว ฝงใตผิวหนังของหนูหลังจากนั้นเย็บปดแผล

ดวยดายเย็บแผล ดังรูปที่ 3.6 ข้ันตอนเหลานี้ทําดวยเทคนิคปลอดเชื้อ 

 

 
รูปที่ 3.6 แผนภาพแสดงการฝงชิ้นงานบนหลงัสัตวทดลอง 

 

 4. หลังการฝงแผนเจลาตนิดัดแปลง ทําการเก็บเลือดของหนูจากหัวใจหนทูี่เวลาตางๆ ทาํการ

แยกพลาสมาออกจากเลือดโดยการใส heparin 0.2 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร นําไปปนแยกที่ความเรว็รอบ 

1000 g เปนเวลา 15 นาท ีที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แลวนาํพลาสมา 200 ไมโครลิตร ไปบมกับ

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

ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนัน้นาํไปสกัดเคอรคูมินออกจากพลาสมา วธิีการ

สกัดเคอรคูมินออกจากพลาสมาสรุปไดดังแผนผังในรูปที ่3.7 

แผนไฮโดรเจล

ไ โ

รอยแผล 
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รูปที่ 3.7 แผนผังข้ันตอนการสกัดเคอรคูมินจากพลาสมา 

 

  จากนั้นนําไปวเิคราะหหาปรมิาณเคอรคูมินในพลาสมาดวยเครื่อง 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]  จากนัน้นาํคาที่ไดไปวาดกราฟ

ความสัมพันธความเขมขนของเคอรคูมินในเลือดกับเวลา คาพืน้ทีใตเสนโคงทัง้หมดที่ได (AUC) จะ

เปนปริมาณทีม่อียูในรางกายทัง้หมดนับต้ังแตเร่ิมใหเคอรคูมิน [สุพงษ เอกศิริพงษ, 2547] โดยกอนที่

จะทาํการเก็บตัวอยางจะทําการวางยาสลบหนทูดลองโดยใชวิธีการดังทีก่ลาวไวในขอที่ 2  

4. เมื่อเสร็จส้ินการทดลอง ซากของหนูทดลอง จะถูกนําไปทําลายโดยการเผาในเตาเผาซากสัตว
ตอไป   

เติม  hexane 4 ml นําไปปนแยกที่ความเร็วรอบ 1000 g  

10 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

ทิ้งสวนของ hexane 

สกัดซ้ํา 3 ครั้ง 

เติม น้ํากลั่น 1.2 ml และ ethyl acetate 3 ml ปนแยกที่ความเร็วรอบ 

1000 g 15 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เก็บชั้น ethyl acetate ไว 

นําชั้นของ ethyl acetate ทั้งหมดมารวมกันแลวนําไประเหย

ใหแหงในสุญญากาศ 

นํากากที่เหลือไปละลายใน 100 μl ของ methanol 

พลาสมา 200 μl + PBS (pH 6.8) 200 μl  ที่ประกอบดวย 0.1% EDTA 

+ น้ํากล่ัน 200 μl + methanol 600 μl  เขยาใหเขากันเปนเวลา 3 นาที 
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หมายเหต ุ : งานวิจัยนี้ไดทดลองนาํไปใชจริงในสัตวทดลองโดยไดรับความรวมมือจาก นางสาว 

ณัฏฐชญา วงศเอกอินทร  ภาควิชา สรีรวทิยา คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย และไดรับ
การอนุมัติใหมีการทดลองในสัตวทดลองจากการประชมุคณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมการวจิยั 

โดยฝายวิจัย คณะแพทยศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย  

3.5 การวิเคราะหทางสถิติ  

ในงานวิจัยนี้เปรียบเทียบคาความแตกตางของขอมูล เพื่อศึกษาวาคาที่ไดมีความแตกตาง 

กันอยางมีนยัสําคัญหรือไม โดยใชการวเิคราะหทางสถิตแิบบที (t-test) ดวยโปรแกรมคอมพิวเตอรมินิ

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

 3.6 สถานที่ทําการวิจัย 
ทําการวิจยั ณ หองปฏิบตัิการวิศวกรรมเคมี ตึกอาคารอนุสาสนยนัตรกรรม ชั้น 5 ภาควิชา

วิศวกรรมเคม ี คณะวิศวกรรมศาสตร, หองปฏิบัติการวศิวกรรมเนื้อเยือ่ ชั้น 9 ตึก อ.ป.ร. คณะแพทย

ศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย และ ภาควิชาสรีรวิทยา คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณ

มหาวิทยาลยั 

  

 

 



บทที่ 4 

 
ผลการทดลองและการวิเคราะหผลการทดลอง 

 
การทดสอบความสําเร็จในการดัดแปลงเจลาติน 
 การประเมนิความสาํเร็จในการดัดแปลงเจลาตินดวยคอเลสเตอรอลและการทดสอบ

ลักษณะสมบตัิของเจลาตินที่ผานการดัดแปลงโครงสรางแลว มีวธิีและข้ันตอนในการดําเนินการ

วิจัยแสดงในแผนผังรูป 4.1 โดยมีรายงานผลการทดลองโดยลําดับดังตอไปนี้ 

 4.1  ลักษณะสมบัติของเจลาตินที่ดัดแปลงดวยคอเลสเตอรอล (cholesterol modified 

gelatin) 

ก.  ปริมาณอะมิโนอิสระ 

ข.  โครงสรางทางเคมีของเจลาตินดัดแปลง 

ค.  มมุสัมผัสน้ํา (Water contact angle) 

4.2  ลักษณะสมบัติของแผนเจลาตนิดัดแปลง (modified gelatin sheet) 

ก.  ระดับการเชื่อมโยงพนัธะ (Degree of crosslinking) 

  ข.  การดูดซับน้ํา (Swelling ratio) 

ค.  อุณหภูมใินการสลายตัว (Degradation temperature) 

ง.  การยอยสลายทางชีวภาพภายนอกรางกาย (In vitro Biodegradation) 

จ.  ความเปนพิษของแผนเจลาตินดัดแปลงตอเซลล L929 mouse  fibroblast 

ฉ.  การควบคมุการปลดปลอยเคอรคูมินภายนอกรางกาย 

4.3  ระดับเคอรคูมินในเลือดของสัตวทดลอง 

โดยความหมายของรหัสของตัวอยางที่ใชในการทดลองเปนดังนี ้

G         :   เจลาติน 

CG 25 :   เจลาตินที่ถูกดัดแปลงโครงสรางโดยใชปริมาณคอเลสเตอรอลรอยละ 25 (โดยโมล) ของ

ปริมาณหมูอะมิโนอิสระของเจลาติน 

CG 50 :   เจลาตินที่ถูกดัดแปลงโครงสรางโดยใชปริมาณคอเลสเตอรอลรอยละ 50 (โดยโมล) ของ

ปริมาณหมูอะมิโนอิสระของเจลาติน 

CG 66 :   เจลาตินที่ถูกดัดแปลงโครงสรางโดยใชปริมาณคอเลสเตอรอลรอยละ 66 (โดยโมล) ของ

ปริมาณหมูอะมิโนอิสระของเจลาติน 
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CG 75  :   เจลาตินที่ถูกดัดแปลงโครงสรางโดยใชปริมาณคอเลสเตอรอลรอยละ 75 (โดยโมล) ของ

ปริมาณหมูอะมิโนอิสระของเจลาติน 

CG100  :  เจลาตินที่ถูกดัดแปลงโครงสรางโดยใชปริมาณคอเลสเตอรอลรอยละ 100 (โดยโมล) 

ของปริมาณหมูอะมิโนอิสระของเจลาติน 

CG125 :   เจลาตินที่ถูกดัดแปลงโครงสรางโดยใชปริมาณคอเลสเตอรอลรอยละ 125 (โดยโมล) 

ของปริมาณหมูอะมิโนอิสระของเจลาติน 

CHO :       คอเลสเตอรอล 

DSC 1x, DSC 2x, DSC 3x  : ดัดแปลงโครงสรางของเจลาตินโดยใชสารเชื่อมพนัธะปริมาณ 1, 2 

และ 3 เทาของปริมาณคอเลสเตอรอลที่ใช  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

รูปที่ 4.1 แผนผังการทดสอบสมบัติของเจลาตินที่ดัดแปลงโครงสรางดวยคอเลสเตอรอล 

 

ข้ึนรูปเจลาตินดัดแปลง 

ใหเปนแผน ทดสอบลักษณะสมบัติ 

ดัดแปลงเจลาตินดวยคอเลสเตอรอล 

ทดสอบความเปนพษิของ

แผนเจลาตนิดัดแปลง 

ทดสอบปริมาณ 

เคอรคูมินในเลือดของ

สัตวทดลอง 

ประเมินความสําเร็จใน

การดัดแปลง 

- FT-IR 

- Water contact angle 

- Degree of crosslinking 

- Swelling ratio 

- Degradation temperature  

- In vitro Biodegradation 

 

ศึกษาการปลดปลอย 

เคอรคูมินจากแผน 

เจลาตินดัดแปลง 
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ความสาํเร็จในการดัดแปลงเจลาตินดวยคอเลสเตอรอล 
4.1 ลักษณะสมบัติของเจลาตินดัดแปลง 

ก. ปริมาณหมูอะมิโนอิสระ 
เจลาตินประกอบดวยกรดอะมิโนชนิด glycine, proline และ hydroxyproline   ใน

ปริมาณสูง โดยมีหนวยซ้ําของกรดอะมิโนที่เรียงตัวกันคือ glycine-X-Y  ซึ่ง X และ Y คือ proline 

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

ข้ึนอยูกับชนิดของกรดอะมิโนภายในสายโปรตีนโดยกรดอะมิโนที่ประกอบดวยหมู –NH3
+ ใน

โครงสราง ไดแก histidine, arginine และ lysine ซึ่งมีหมู –NH3
+ เปนองคประกอบประมาณ 13 % 

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

ดัดแปลงโครงสรางของเจลาติน หมู –NH3
+ เหลานี้จะถูกใชไปในการเชื่อมโยงพันธะกับ

คอเลสเตอรอล ดังนั้นความสําเร็จในการดัดแปลงเจลาติน ทําโดยการวิเคราะหปริมาณของหมูอะมิ

โนอิสระในเจลาตินที่ถูกดัดแปลงโครงสราง โดยวิธีทําปฏิกิริยาระหวางหมูอะมิโนอิสระของเจลาติน

ดัดแปลง กับสารละลาย  TNBS (2,4,6-trinitro-benzensulfonic acid) โดยใชกราฟมาตรฐานของ 

beta-alanine ซึ่งประกอบดวย  –NH3
+ 1 หมูในโมเลกุล (CH3H7NO2) [Nagai, N. และคณะ, 

2004] ในการตรวจสอบ ดังแสดงในตารางที่ 4.1  

ปริมาณอะมิโนอิสระของเจลาตินที่ผานการดัดแปลงโครงสรางดวยรอยละของ

คอเลสเตอรอลตอหมูอะมิโนอิสระตางๆ มีปริมาณอะมิโนอิสระลดลงเมื่อเทียบกับ G (เจลาติน 

type A จากบริษัท Nitta Galatin Inc. ประเทศญี่ปุน น้ําหนักโมเลกุล~100,000) ซึ่งทดสอบ

ปริมาณอะมิโนอิสระดวยวิธี เดียวกันกับเจลาตินที่ ไมผานการดัดแปลงโครงสรางดวย

คอเลสเตอรอล (G) ไดเทากับ 36,068 µg + 0.04 / 1 กรัมเจลาติน  ตารางที่ 4.1 แสดงปริมาณ

หมูอะมิโนอิสระของเจลาตินที่ผานการดัดแปลงโครงสรางดวยคอเลสเตอรอล โดยใชสารเชื่อม

พันธะ (DSC) ในปริมาณ 1 เทาของคอเลสเตอรอล จะเห็นวาปริมาณอะมิโนอิสระของเจลาติน

ดัดแปลงมีคาลดลงตามลําดับเมื่อเพิ่มรอยละของการดัดแปลงเจลาตินดวยคอเลสเตอรอลในชวง 

4-31 เปอรเซนต ปริมาณอะมิโนอิสระของ CG66, CG75, CG100 และ  CG125 มีความแตกตาง

อยางมีนัยสําคัญเทียบกับ G โดยที่ CG125 มีเปอรเซ็นตการลดลงของหมูอะมิโนอิสระมากที่สุด 

(30.66 เปอรเซนต) เมื่อเทียบกับอัตราสวนอื่นๆ เนื่องจากมีการใชคอเลสเตอรอลในการดัดแปลง

สูงสุด ทําใหหมู –NH3
+ ของเจลาตินเกิดการเชื่อมโยงพันธะกับหมู OH ของคอเลสเตอรอลเพิ่มข้ึน

โดยมีสารเชื่อมพันธะ (DSC) เปนสารชวยใหเกิดการเชื่อมพันธะระหวางหมูทั้งสองดวยพันธะโควา

เลนต (ดังสมการการดัดแปลงโครงสรางในรูปที่ 4.3) DSC จะเชื่อมกับหมู OH ของคอเลสเตอรอล

จากนั้นจึงเกิดการเชื่อมกับหมูอะมิโนอิสระของเจลาติน  
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เนื่องจากกระบวนการดัดแปลงโครงสรางนี้ทาํในสารละลายที่ความเขมขนต่ํา (1 กรัมเจ

ลาตินตอสารละลายรวม 50 มิลลิลิตร) จึงอาจทําใหเกิดความไมทั่วถึงของสารเชื่อมพันธะในการ

ดัดแปลง ดังนั้นจงึมกีารทดลองเพิ่มปริมาณสารเชื่อมพันธะเปน 2 และ 3 เทา (โดยโมลของ

คอเลสเตอรอลที่ใช) พบวาปริมาณอะมโินอิสระในแตละกระบวนการดัดแปลงมีคาลดลงมากกวา

เมื่อใช DSC 1 เทา โดยปรมิาณอิสระของ CG50, CG66, CG75, CG100 และ  CG125 เมื่อใช 

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

อัตราสวนมีความแตกตางอยางมีนยัสําคญัเทียบกบั G โดยที่ CG125 ที่ผานการดัดแปลงโดยใช

ปริมาณสารเชือ่มพันธะเปน 3 เทาของคอเลสเตอรอล มีเปอรเซนตการลดลงของปริมาณหมูอะมิโน

อิสระมากถงึ 64 เปอรเซนต แสดงใหเหน็วาสารเชื่อมพันธะ(DSC) มีการกระจายตัวอยางทั่วถงึ

มากขึ้นจึงมีประสิทธิภาพในการเชื่อมพันธะระหวางหมูอะมิโนอิสระของเจลาตนิกับหมูไฮดรอกซิ

ลของคอเลสเตอรอล  อยางไรก็ตามดวยลักษณะการทําปฏิกิริยากบัหมู -OH ของ DSC โดยมี 

DMAP เปนตวัเรงปฏิกิริยา [Greg T. Hermanson, 1996]  จึงมีความเปนไปไดที่กรดอะมิโนใดๆ 

ในโครงสราง -OH ในหมูหอย (Serine, Threonine, Tyrosine) ประมาณ 6.2 % อาจจะเกิดการ

เชื่อมโยงกับหมู –NH3
+ ภายในโมเลกุลดวยกันเองได 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ตารางที่ 4.1 แสดงปริมาณหมูอะมโินอิสระในโครงสรางของเจลาตินดดัแปลง (mean ± SD, n=3) 

 

ใชสารเชื่อมพนัธะ  

1 เทาของคอเลสเตอรอล 

ใชสารเชื่อมพนัธะ   

2 เทาของคอเลสเตอรอล 

ใชสารเชื่อมพนัธะ   

3 เทาของคอเลสเตอรอล 

รหัส 

ปริมาณหมูอะมิโน

อิสระ (µg/g) x 102 

รอยละของ

หมูอะมโิน

อิสระที่ลดลง 

ปริมาณหมูอะมิโน

อิสระ (µg/g) x 102 

รอยละของ

หมูอะมโิน

อิสระที่ลดลง 

ปริมาณหมูอะมิโน

อิสระ (µg/g) x 102 

รอยละของ

หมูอะมโิน

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  แสดงความแตกตางอยางมีนยัสําคัญเทียบกับ G เมื่อใชสารเชื่อมพันธะในปริมาณ 1x, 2x, 3x ของปริมาณคอเลสเตอรอลทั้งหมด (โมล)

ตามลําดับ ที่ระดับนัยสาํคัญ p < 0.05   
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รูปที่ 4.2   ปริมาณอะมิโนอสิระของเจลาตินที่ดัดแปลงโครงสรางดวยคอเลสเตอรอล  

 *, #, δ  แสดงความแตกตางอยางมีนยัสําคัญเทียบกับ G เมื่อใชสารเชื่อมพันธะในปริมาณ 1x, 2x, 

3x ของปริมาณคอเลสเตอรอลทั้งหมด (โมล) ตามลําดับ ที่ระดับนัยสาํคัญ p < 0.05           

(หมายเหตุ  G มีหมูอะมิโนอิสระ 36068 + 0.04 ไมโครกรัม/กรัม เจลาติน โดยใช beta-alanine 

เปน standard)  

 

 
รูปที่ 4.3 สมการการดัดแปลงโครงสรางของเจลาตนิดวยคอเลสเตอรอลโดยผานปฏิกิริยาทางเคมี

ของหมูไฮดรอกซิลโดยใช N,N’-Disuccinimidyl carbonate (DSC) เปนสารเชื่อมพันธะ [Greg T. 

Hermanson, 1996]   

หมายเหต:ุ cho แทน  cholesterol 
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ข. โครงสรางทางเคมีของเจลาตินดัดแปลง 
จากสมการการดัดแปลงในรูปที ่ 4.3 พบวาเมื่อผานการดัดแปลงโครงสรางแลวเจลาตินจะ

มีโครงสรางทางเคมทีี่เปล่ียนไป คือมีหมูอะมโินอิสระหายไปเนื่องจากเกิดการเชือ่มโยงพันธะกบั

หมูไฮดรอกซิล ดังนัน้จึงสามารถตรวจสอบความสาํเร็จในการดัดแปลงจากโครงสรางที่เปล่ียนไป

ของเจลาตินไดเชนกนัโดยใชเทคนิคฟูเรียรทรานสฟอรมอินฟราเรดสเปกโตรสโกป (FT-IR       

spectroscopy) เพื่อใหเหน็ความแตกตางในการทดลองนี้จงึวิเคราะหโครงสรางของเจลาติน, 

คอเลสเตอรอล และเจลาตินดัดแปลงเปรียบเทียบกนั การวิเคราะหโครงสรางของเจลาตนิในชวง

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

ในชวงเลขคลื่น 1622 cm-1 ซึ่งเปนแถบที่เกิดจากการสั่นแบบยืดของพนัธะ C=O พีคนี้แสดงถงึ

แถบเอไมด Ι  ของเจลาติน สวนพีคที่เกิดขึ้นที่ชวงเลขคลื่น 1536 cm-1 เกิดจากการสั่นแบบงอของ

พันธะ N-H แสดงถึงแถบเอไมด Π ของเจลาตินและที่เลขคลื่น 1249 cm-1 เกิดการรวมพีคระหวาง

การสั่นของพนัธะ N-H และการสั่นแบบยืดของพนัธะ C-N สอดคลองกับงานวิจยัของ Muyonga, 

J. H., และคณะ ในป 2003 ซึ่งวิเคราะหโครงสรางของเจลาตินในชวงเลขคลื่น 4000-500 cm-1 (รูป

ที่ 4.5) พบพีคในชวงเลขคลื่น 3434 cm-1 เกิดจากการสัน่แบบยืดของหมู N-H พีคนีแ้สดงถึงแถบเอ

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

และ เอไมด Π Ι  ของเจลาติน เกิดพีคในชวงคลื่น 1542 cm-1 และ 1235 cm-1  

ในป 2005 Hattab, N. E. และคณะ ไดวิเคราะหโครงสรางของคอเลสเตอรอล (รูปที่ 4.6) 

[Merck, Darmstadt, Germany] พบพีคในชวงเลขคลื่น 3602 cm-1 และ 3679 cm-1 ซึ่งแสดงการ

ส่ันของหมู OH สวนพีคทีเ่กดิในชวงเลขคลื่น 2935 – 2850 cm-1 เปนแถบที่เกิดจากการสั่นแบบยดื

ของหมู CH2 และ CH3 และที่ชวงคลื่น 1049 cm-1 เปนแถบที่แสดงถงึหมู C-OH เมื่อเปรียบเทยีบ

กับงานวิจัยนีซ้ึ่งวิเคราะหโครงสรางจากผงคอเลสเตอรอล [Wako, Japan, รูปที่ 4.7] พบพีคในชวง

เลขคลื่น 2920 – 2847 cm-1 ซึ่งเปนแถบทีเ่กิดจากการสัน่แบบยืดของหมู CH2 และ CH3 และที่

ชวงเลขคลื่น 1015 cm-1 เปนแถบที่แสดงถงึหมู C-OH แตพีคของหมู OH ไมชัดเจน ดังเชนที่เหน็

จากงานวิจยัของ Hattab, N. E.  
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รูปที่ 4.4  FT-IR spectra ของสารละลายเจลาตินที่ผานการทาํแหงแข็งในชวงเลขคลื่น 4000-800 cm-1 

 
รูปที่ 4.5  FT-IR spectra ของเจลาตนิในชวงเลขคลื่น 4000-500 cm-1 

[Muyonga, J. H., และคณะ, 2003] 
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รูปที่ 4.6  FT-IR spectra ของคอเลสเตอรอล [Merck, Darmstadt, Germany] ในชวงเลขคลื่น 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.7  FT-IR spectra ของผงคอเลสเตอรอล (Wako, Japan)  ที่ใชในการดัดแปลงโครงสราง

ของเจลาตินในชวงเลขคลื่น 4000-800 cm-1 

 

ผลการวิเคราะหโครงสรางของเจลาตนิดัดแปลงแสดงดังรูปที่ 4.8 – 4.10 พบวาลกัษณะ

สเปกตรัมของเจลาตินดัดแปลงปรากฎพีค 2 พีคที่มกีารเปลี่ยนแปลงอยางเดนชัดคือพีคการสั่นที่

ชวงเลขคลื่น 1622 cm-1 และ 1536 cm-1 ซึ่งแสดงถงึแถบเอไมด Ι  และ เอไมด Π ลดต่ําลงเมือ่

เทียบกับ G โดยจะลดต่ําลงเรื่อยๆ เมื่อเจลาตินดดัแปลงมีปริมาณคอเลสเตอรอลเพิ่มข้ึน อาจ

เนื่องจากเมื่อดัดแปลงโครงสรางเจลาตินดวยคอเลสเตอรอลทําใหเกดิพันธะระหวางหมู NH2 ของ

เจลาตินกับหมู OH ของคอเลสเตอรอลเปนผลใหปริมาณหมูอะมิโนอิสระและหมู OH ลดลง จึง

สงผลตอพีคเอไมด Ι และ เอไมด Π  ซึ่งเปนพีคที่แสดงถึงหมูอะมิโนอิสระ ในขณะที่ชวงเลขคลื่น 

1015 cm-1 ซึง่เปนแถบที่แสดงถึงหมู C-OH มีพีคการสัน่ที่สูงขึ้นเรื่อยๆ เมื่อเจลาตนิมีการดัดแปลง

C-OH 
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โครงสรางมากขึ้น เมื่อพิจารณาสเปกตรัมของเจลาตินทีด่ัดแปลงโครงสรางดวยคอเลสเตอรอลโดย

ใชสารเชื่อมพนัธะในปริมาณ 1 เทาของคอเลสเตอรอล (รูปที่ 4.8) พบวา ที่ชวงเลขคลื่น 1015 cm-1 

ยังไมมีการเปลี่ยนแปลงมากนักเมื่อเทยีบกับเจลาตนิทีด่ัดแปลงโครงสรางโดยใชสารเชื่อมพันธะใน

ปริมาณ 2 เทา และ 3 เทาของคอเลสเตอรอล (รูปที ่4.9 และ 4.10) ซึง่มีพีคการสัน่ที่ชวงเลขคลื่น 

1015 cm-1 เปลี่ยนแปลงไปอยางเหน็ไดชัดโดยเฉพาะ CG 75, CG 100 และ CG 125  (รูปที่ 4.9) 

และ CG 66. CG 75, CG 100 และ CG 125 (รูปที่ 4.10) เร่ิมมีโครงสรางคลายคลงึกบั

คอเลสเตอรอล  การที่มีการเปลี่ยนแปลงของพีคที่ชวงเลขคลื่น 1015 cm-1 เมื่อเพิ่มปริมาณสาร

เชื่อมพนัธะ (DSC) อาจเปนตัวบงบอกไดวาเกิดความสําเร็จในการดัดแปลงโครงสรางในปริมาณ

สูง 
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รูปที่ 4.8  FT-IR spectra ของเจลาตนิที่ดดัแปลงโครงสรางดวยคอเลสเตอรอลโดยใชสารเชื่อม

พันธะในปริมาณ 1 เทาของคอเลสเตอรอล 
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 ของเจลาตนิที่ดดัแปลงโครงสรางดวยคอเลสเตอรอลโดยใชสารเชื่อม

 พันธะในปริมาณ 2 เทาของคอเลสเตอรอล 
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รูปที่ 4.10  FT-IR spectra ของเจลาตินทีด่ัดแปลงโครงสรางดวยคอเลสเตอรอลโดยใชสารเชื่อม

 พันธะในปริมาณ 3 เทาของคอเลสเตอรอล 
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ค. คามุมสมัผัสน้ํา 
 การวิเคราะหพื้นผวิของเจลาตินดัดแปลงดวยวิธวีัดคามมุสัมผัสเพื่อความชอบน้ํา 

(hydrophillicity) และความไมชอบน้ํา (hydrophobicity) ของเจลาตนิดัดแปลงไดและสามารถบง

บอกถึงความสําเร็จในการดัดแปลงเจลาตนิไดทางออม [Ei nerson, N.J. และคณะ, 2002] ถาเจ

ลาตินดัดแปลงมีความไมชอบน้ํามาก อาจบงถงึความสําเร็จในการดัดแปลงโครงสรางดวย

คอเลสเตอรอล วธิ ี contact angle ใชการหยดน้าํลงบนแผนฟลมแลวจับภาพลกัษณะของหยดน้าํ

โดยใชกลองวดีีโอและคํานวณหาคามุมสัมผัส (ภาคผนวก ง.) จากขอจํากัดทางการวัดนี้จงึตองขึ้น

รูปเจลาตินดัดแปลงเปนแบบฟลมบางบนแผนกระจกสไลด ตารางที ่ 4.2 แสดงถงึคามุมสัมผัสน้ํา

บนพืน้ผิวของเจลาตินดัดแปลงที่ปริมาณตางๆ คามมุสัมผัสน้ําของ G มีคา 69.88 ในขณะที่คามุม

สัมผัสน้ําของเจลาตินดัดแปลงมีแนวโนมเพิ่มข้ึนเรื่อยๆ เทียบกับ G เมื่ออัตราสวนระหวางการ

ดัดแปลงโครงสรางของเจลาตินเพิ่มข้ึนซึ่งมคีาอยูในชวง 75 – 93 องศา สําหรับเจลาตินดัดแปลง

โดยใชปริมาณสารเชื่อมพนัธะในปริมาณ 1 เทาของคอเลสเตอรอล  คามุมสัมผัสน้ําที่เพิม่ข้ึนแสดง

ถึงความเปน hydrophobicity ที่เพิม่ข้ึน โดยหากคามุมสัมผัสน้ําของพื้นผวิชิ้นงานมีคามากกวา 65 

องศา แสดงวาพืน้ผิวชิน้งานชนิดนั้นแสดงความเปน hydrophobicity แตถาหากคามุมสัมผัสน้ําที่

วัดไดมีคาต่ํากวา 65 องศาแสดงวาพื้นผวิชิ้นงานชนิดนัน้แสดงความเปน hydrophilicity 

[Einerson, N.J. และคณะ, 2002]  เมื่อเพิ่มปริมาณของสารเชื่อมพันธะในการดัดแปลงโครงสราง

เปน 2 และ 3 เทาของคอเลสเตอรอลสงผลใหคามุมสัมผัสเพิ่มข้ึนตามลําดับเชนเดียวกนัโดยมคีา

อยูในชวง 76 - 102 องศา และ 77 – 110 องศา ตามลําดับ จากผลดังกลาวแสดงใหเห็นวาการ

เพิ่มข้ึนของปริมาณสารเชื่อมพันธะสงผลใหคามุมสัมผัสน้ําเพิ่มข้ึนอนัเนื่องมาจากหมูอะมโินอิสระ

ของเจลาตินดดัแปลงถูกแทนที่ดวยคอเลสเตอรอลปริมาณมากขึน้เปนผลใหเจลาตนิมีความไม

ชอบน้ําเพิ่มมากขึ้น อยางไรก็ตามการวัดคามุมสัมผัสน้าํเปนการวัดคาทางออม เนือ่งจากมีการดูด

ซับน้ําของเจลาตินที่ข้ึนรูปเปนฟลมได การวัด hydrophobicity จึงอาจทาํไดดวยการวัดคามุม

สัมผัสกับสารละลายเพื่อเปนการยืนยันผลการทดลองดวย (แตมิไดมีการทดสอบในการศึกษาครั้ง

นี้) 
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ตารางที่ 4.2 แสดงคามุมสัมผัสน้ําบนพื้นผิวของฟลมบางของเจลาตนิดัดแปลงที่ไมมีการเชื่อมโยง

พันธะทดสอบโดยใชเครื่อง contact angle (mean ± SD, n=4) 

 

คามุมสัมผัสน้าํ (องศา) รหัส 

ใชสารเชื่อมพนัธะ 1 เทา

ของคอเลสเตอรอล 

ใชสารเชื่อมพนัธะ 2 เทา

ของคอเลสเตอรอล 

ใชสารเชื่อมพนัธะ 3 เทา

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 - แผนกระจกสไลด (glass slide) 

*, #, δ  แสดงความแตกตางอยางมีนยัสําคัญเทียบกับ G โดยใชสารเชื่อมพันธะในปริมาณ 1x, 2x, 

3x ของปริมาณคอเลสเตอรอลทั้งหมด (โมล) ตามลาํดับ ที่ระดับนัยสาํคัญ p < 0.05 

 
4.2  ลกัษณะสมบัติของแผนเจลาตินดดัแปลง (modified gelatin sheet) 

ก.  ระดับการเชื่อมโยงพนัธะ 
 เจลาตินที่ดัดแปลงแลวถกูนาํมาขึน้รูปเปนแผนฟลมบางเพื่อการใชประโยชนในรางกายซึง่ 

จําเปนที่จะตองมีกระบวนการเชื่อมโยงพันธะ (crosslink) เพื่อเปลีย่นโครงสรางของโมเลกุลใหเปน

เครือขายรางแหโดยการสรางพนัธะโควาเลนทเชื่อมหมูอะมิโนและหมูคารบอกซิลในโครงสรางของ

เจลาตินอยางถาวร การเชือ่มโยงพันธะมผีลตอสมบัติทางกายภาพ ทางกล และทางชีวภาพของ

แผนเจลาตนิ (gelatin hydrogel) กลาวคอื เจลาตินจะไมสามารถคืนสภาพเดิมไดอีก แมจะมีการ

เปล่ียนอุณหภูมิไปยัง gel point เพิ่มความแข็งแรง ลดการละลายในน้าํ ทนทานตอกระบวนการ 

hydrolyse โดยน้ํา และทนทานตอกระบวนยอยสลายโดยเอ็นไซมภายในรางกาย   นอกจากนั้น

การเชื่อมโยงพันธะยงัทาํใหสามารถควบคุมการปลอยเคอรคูมินอยางตอเนื่องโดยตรงในบริเวณที่

ตองการใหเปนไปอยางชาๆ ตามการยอยสลายของแผนเจลาตนิ เราสามารถดัดแปลงอัตราการ

สงผานสารสําคัญประเภท hydrophobic ไดโดยการปรับเปลี่ยนระดบัการเชื่อมโยงพนัธะ ในการ
ทดลองนี้ข้ึนรูปเจลาตินดัดแปลงโดยใชการเชื่อมโยงพันธะดวยสารละลาย glutaraldehyde ซึ่ง
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เชื่อมโยงพนัธะระหวางหมูอะมิโนอิสระ (-NH3
+) ของเจลาตนิกับหมูแอลดีไฮดของ 

glutaraldehyde (รูปที่ 4.12) ดังนัน้ระดบัการเชื่อมโยงพนัธะจงึคํานวณไดจากผลตางของปริมาณ

กรดอะมิโนของเจลาตนิดัดแปลงกอนการเชื่อมโยงพนัธะ (กอนการขึ้นรูปเปนแผน) และหลงัการ

เชื่อมโยงพนัธะ (หลงัการขึ้นรูปเปนแผน) โดยใชวิธ ี  2,4,6-trinitrobenzene sulfonic  acid 

(TNBS) ในการวิเคราะหปริมาณอะมิโนอสิระเชนเดียวกับหวัขอ 4.1 ระดับการเชือ่มโยงพันธะของ

เจลาตินหลังการขึ้นรูปเปนแผนเจลาตนิแสดงดังตารางที ่ 4.3  และปริมาณอะมิโนอิสระของ

ตัวอยางแสดงในภาคผนวก ข. 

ระดับการเชื่อมโยงพนัธะของ G มีคา 78.70 เปอรเซนต (ปริมาณอะมิโนอิสระกอนการขึน้

รูป = 36068 µg และหลงัการขึ้นรูป = 7104 µg) แตสําหรับแผนเจลาตินดัดแปลงโครงสรางมี

ระดับการเชื่อมโยงพนัธะลดลงโดยเฉพาะ CG125 มีเปอรเซนตการเชื่อมโยงพนัธะนอยที่สุดคือ 

42.38 เปอรเซนต (ปริมาณอะมิโนอิสระกอนการขึ้นรูป = 125008 µg และหลังการขึ้นรูป = 

14409 µg) สําหรับเจลาตินที่ดัดแปลงโครงสรางโดยใชปริมาณสารเชื่อมพันธะในปริมาณ 1 เทา

ของคอเลสเตอรอล ซึ่งมีความแตกตางอยางมีนยัสําคญัทางสถิติกับ G ผลที่ไดสอดคลองกับ

ปริมาณอะมิโนอิสระ (ตารางที ่ 4.1) เนื่องจากการเชื่อมพนัธะของคอเลสเตอรอลบนโปรตีน

ตองการหมู -NH3
+ 1 หมู ดงันัน้ถามีคอเลสเตอรอลอยูบนโปรตีนจาํนวนมากจะมหีมู -NH3

+ เหลือ

นอยที่จะเชื่อมโยงพันธะระหวางกนั และเมื่อวิเคราะหระดับการเชื่อมโยงพันธะดวย glutaralde 

hyde ของแผนเจลาตนิที่ดดัแปลงโครงสรางโดยเพิ่มปริมาณสารเชื่อมพันธะ (DSC) พบวาระดับ

การเชื่อมโยงพันธะมีแนวโนมลดลงอยางเหน็ไดชัดเมือ่รอยละของคอเลสเตอรอลในการดัดแปลง

เพิ่มข้ึน โดยเมือ่ใชปริมาณสารเชื่อมพนัธะเปน 2 และ 3 เทาของคอเลสเตอรอล ระดับการเชื่อมโยง

พันธะของ CG125 จะลดลงเปน 38.86 และ 28.13 เปอรเซ็นตตามลําดับ ดงันัน้ปริมาณสารเชือ่ม

พันธะจึงมีผลตอการเชื่อมโยงพนัธะดวย glutaraldehyde  เนื่องจากเมื่อเพิ่มปริมาณสารเชือ่ม

พันธะปริมาณอะมิโนอิสระของเจลาตนิดัดแปลงจะลดลง   

ลักษณะทัว่ไปของแผนเจลาตินดัดแปลงทีผ่านการเชื่อมโยงพันธะดวย glutaraldehyde 

เปนเวลา 24 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แสดงดังรูปที ่ 4.13 ลักษณะของแผนเจลาติน

ดัดแปลงหลังการเชื่อมโยงพันธะดวย glutaraldehyde มีสีเหลืองออน แตถามกีารใช

คอเลสเตอรอลในปริมาณสงูขึ้นแผนจะมสีีขาวมากขึ้น แผนเจลาตินดัดแปลง CG100 และ 

CG125 มีลักษณะของแผนที่คลายฟองน้ําและยุยกวาแผนเจลาตนิทีด่ดัแปลงดวยคอเลสเตอรอล

ในปริมาณที่นอยกวา เมื่อพิจารณาลกัษณะโครงสรางภายในของแผนเจลาตนิดัดแปลงผานกลอง

อิเล็กตรอนแบบสองกราด (รูปที่ 4.14) พบวารูพรุนของแผนเจลาตินดัดแปลงดวยคอเลสเตอรอล

ปริมาณมากขึ้นมีขนาดใหญข้ึนแสดงถึงความสามารถในการเชื่อมโยงพันธะไดนอยกวาและ

โครงสรางของแผนเจลาตนิทีเ่ปล่ียนไปมากเมื่อมีคอเลสเตอรอลอยูในโครงสราง 
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ตารางที่ 4.3 แสดงระดับการเชื่อมโยงพันธะดวย glutaraldehyde ของเจลาตนิดัดแปลงหลงัผาน

การขึ้นรูปเปนแผน (mean ± SD, n = 4) 

 

ระดับการเชื่อมโยงพนัธะ (%) รหัส 

ใชสารเชื่อมพนัธะ 1 เทา

ของคอเลสเตอรอล 

ใชสารเชื่อมพนัธะ 2 เทา

ของคอเลสเตอรอล 

ใชสารเชื่อมพนัธะ 3 เทา

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  แสดงความแตกตางอยางมีนยัสําคัญเทียบกับ G โดยใชสารเชื่อมพันธะในปริมาณ 1x, 

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

*, #, δ  แสดงความแตกตางอยางมีนยัสําคัญเทียบกับ G โดยใชสารเชื่อมพันธะในปริมาณ 1x, 2x, 

3x ของปริมาณคอเลสเตอรอลทั้งหมด (โมล) ตามลาํดับ ที่ระดับนัยสาํคัญ p < 0.05  
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รูปที่ 4.12   การเชื่อมโยงพนัธะระหวางหมูอะมิโนของโปรตีนกับหมูแอลดีไฮดของ

glutaraldehyde [Lee, C.R., 2001] 

 
 

     
 

   
 
รูปที่ 4.13   รูปถายแผนเจลาตินดัดแปลง (ความเขมขน 5 % โดยน้าํหนัก) ที่ผานการเชื่อมโยง

พันธะดวยสารละลาย glutaraldehyde ความเขมขน 0.06 % เปนเวลา 24 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซยีส ในที่มืด 

 

 

 

 

 

 

 

CG25 CG50 CG66 

CG75 CG100 CG125 
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รูปที่ 4.14   รูปจากกลองอิเล็กตรอนแบบสองกราดของแผนเจลาตนิดัดแปลง (ความเขมขน 5 % 

โดยน้าํหนัก) ที่ผานการเชื่อมโยงพนัธะดวยสารละลาย glutaraldehyde ความเขมขน 0.06 % เปน

เวลา 24 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ที่กาํลังขยาย 75 เทา 

 
 ข. การดูดซับน้ํา 
 การดูดซับน้ําของแผนเจลาตินดัดแปลงสามารถบงบอกถึงระดับของการเชื่อมโยงพนัธะ

ทางออมโดยวสัดุที่ถูกเชื่อมโยงพนัธะระดบัสูงจะมกีารกกัเก็บน้ําไดลดลง [Liu,H. และคณะ, 2004] 

การทดสอบการดูดซับน้ําของเจลาตนิดัดแปลงซึ่งขึ้นรูปเปนแผนวัดไดจากปริมาณสารละลาย

ฟอสเฟตบฟัเฟอร pH 7.4 ที่ถูกแผนเจลาตินดูดซับไวที่เวลา 3 ชั่วโมง ที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส 

ซึ่งแสดงไดในรูปของสัดสวนการดูดซับน้ํา ดังตารางที่ 4.4 เมื่อมีการดัดแปลงเจลาตนิดวย

คอเลสเตอรอลเพิ่มมากขึ้นแผนเจลาตนิดัดแปลงสามารถดูดซับน้ําไดมากขึ้น โดยเฉพาะ CG125 

CG25 CG50 CG66

CG75 CG100 CG125

G
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ที่ดูดซับเพิ่มข้ึนอยางเห็นไดชัดเมื่อเทียบกบั G มีการดูดซับน้ําไดประมาณ 3 เทาของน้ําหนกัเริ่มตน 

CG125 มีการดัดแปลงโครงสรางมาก ปริมาณอะมิโนอสิระจึงมีคาลดลงสงผลใหเจลาตินเชื่อมโยง

พันธะไดนอยลง และเมื่อเพิม่ปริมาณสารเชื่อมพันธะเปน 2x และ 3x พบวาสัดสวนการดูดซับน้ํามี

แนวโนมเพิ่มมากขึ้น ซึง่  CG25, CG50 และ CG125 ของเจลาตินที่ดัดแปลงโครงสรางดวย

คอเลสเตอรอลโดยใชปริมาณสารเชื่อมพนัธะเปน 3 เทาของคอเลสเตอรอล มีสมบัติการดูดซับน้ํา

แตกตางอยางมีนัยสาํคัญเมือ่เปรียบเทียบกับแผนเจลาตินที่ดดัแปลงโครงสรางโดยใชปริมาณสาร

เชื่อมพนัธะเปน 1 เทาของคอเลสเตอรอล ผลที่ไดสอดคลองกับระดับการเชื่อมโยงพันธะ (ตารางที ่

4.3) การดดูซับน้ํายงัมีผลตอการยอยสลายของแผนเจลาตนิดัดแปลงเนื่องจากหากแผนเจลาติน

ดัดแปลงสามารถดูดซับน้ําไวไดมาก การยอยสลายของแผนเจลาตนิมกัจะเกิดขึ้นไดงายเนื่องจาก

เอนไซมที่ละลายอยูในน้าํสามารถเขา ไปทําลายพันธะภายในโมเลกลุของแผนเจลาตินดัดแปลงได

งายรวมทัง้บางพนัธะสามารถเกิด ปฏิกิริยาไฮโดรไลซีสโดยโมเลกุลของน้าํ ซึ่งจะทําการรายงานผล

การศึกษาตอไปในหวัขอ ค. และ ง. 
 
ตารางที่ 4.4 แสดงสัดสวนการดูดซับน้ําของแผนเจลาตินดัดแปลง ทีอั่ตราสวนตางๆ กัน โดยแชใน

สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 7.4 เปนเวลา 3 ชั่วโมง (mean ± SD, n = 4) 

 

สัดสวนการดูดซับน้ํา  รหัส 

ใชสารเชื่อมพนัธะ 1 เทา

ของคอเลสเตอรอล 

ใชสารเชื่อมพนัธะ 2 เทา

ของคอเลสเตอรอล 

ใชสารเชื่อมพนัธะ 3 เทา

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 # 

*, #  แสดงความแตกตางอยางมีนยัสําคญัเทียบกบั G โดยใชสารเชื่อมพันธะในปริมาณ 1x และ 

2x ของปริมาณคอเลสเตอรอลทั้งหมด (โมล) ตามลาํดับ ที่ระดับนัยสาํคัญ p < 0.05  

หมายเหต:ุ สัดสวนการดูดซับน้ําคาํนวณไดจากสมการ  
o

so

W
WW 0−   

โดยที่ Wso คือน้ําหนักของแผนเจลาตินหลังจากที่ถูกดูดซับน้ํา และ  Wo คือน้ําหนักเริ่มตนของแผนเจลาติน 
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รูปที่ 4. 15  สัดสวนการดูดซับน้ําของแผนเจลาตินดัดแปลง (mean ± SD, n = 4)  

*, #  แสดงความแตกตางอยางมีนยัสําคญัเทียบกบั G โดยใชสารเชื่อมพันธะในปริมาณ 1x และ 

2x ของปริมาณคอเลสเตอรอลทั้งหมด (โมล) ตามลาํดับ ที่ระดับนัยสาํคัญ p < 0.05  

 
 ค. อุณหภูมใินการสลายตวั 
 สมบัติทางความรอนของแผนเจลาตนิดัดแปลงวิเคราะหจากอุณหภูมิในการสลายตัวของ

แผนเจลาตนิดัดแปลงดวยเครื่อง      Thermogravimetric / Differential Analyzer (TG/DTA) 

(ตัวอยางการหาแสดงในภาคผนวก ค.) แสดงดังตารางที่ 4.5 จากการวิเคราะหพบวาแผนเจลาตนิที่

ไมไดดัดแปลงโครงสรางมีคาอุณหภูมิการสลายตัวสงูที่สุด คือ 293 oC แตเมื่อรอยละในการดัดแปลง

เจลาตินดวยคอเลสเตอรอลเพิ่มข้ึนเปนผลใหคาอุณหภูมใินการยอยสลายของแผนเจลาตินดัดแปลง

มีแนวโนมลดลงเรื่อยๆ ในชวง  271-291 oC  โดย CG125 ซึ่งมีการดัดแปลงโครงสรางมากที่สุดมคีา

อุณหภูมิในการสลายตัว (282 oC) ลดลงมากที่สุดเมื่อเทียบกับ G อยางมีนยัสําคญัเมื่อใชสารเชื่อม

พันธะในปริมาณ 1 เทาของคอเลสเตอรอล อาจเนื่องมาจาก CG125 มีการดัดแปลงโครงสรางมาก

ที่สุดทาํใหมกีารเชื่อมโยงพนัธะของโมเลกุลภายในแผนเจลาตนิดัดแปลงดวย glutaraldehyde  ได

นอยทําใหพนัธะภายในโมเลกุลถูกทําลายไดงายกวาแผนเจลาตนิที่ไมไดดัดแปลงโครงสราง และเมื่อ

เพิ่มปริมาณสารเชื่อมพนัธะที่ใชในการดัดแปลงโครงสรางเปน 2 และ 3 เทาของคอเลสเตอรอล

อุณหภูมิในการสลายตัวของแผนเจลาตนิดัดแปลงลดลงอีก โดย CG125 มีคาอุณหภูมิในการ

สลายตัวลดลงจากเดิมเปน 280 และ 277 oC ตามลาํดับ ผลดังกลาวแสดงใหเห็นวาปริมาณสาร

เชื่อมพนัธะมผีลตออุณหภูมิในการสลายตัวเชนเดยีวกนั อยางไรก็ตามคาอุณหภมูิการสลายตัวของ

แผนเจลาตนิดัดแปลงอาจไดรับผลกระทบจากการเชื่อมโยงพนัธะของแผนดวย glutaraldehyde ทาํ
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ใหคาที่ไดคอนขางใกลเคียงกันแมวาจะมปีริมาณคอเลสเตอรอลมากขึ้นจาก 25 – 100 % รายงาน

การศึกษาอุณหภูมิในการสลายตัวของเจลาตินฟลม ซึ่งผลิตจากเจลาติน USP grade (หมายถึง

สารเคมีที่รับรองคุณภาพตามมาตรฐาน United States Pharmacopoeia หรือเปนสารเคมีคุณภาพ

ชั้นเภสัชกรรม (pharmaceutical grade)) พบอุณหภมูิในการเสื่อมสภาพที ่  296 องศาเซลเซยีส 

และเมื่อผสมเจลาตินกับ sorbitol พบวาอุณหภูมิในการเสื่อมสภาพมีแนวโนมลดลงเล็กนอยโดยไม

แตกตางอยางมีนัยสาํคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับฟลมเจลาติน สาเหตุทีอุ่ณหภูมิในการสลายตัวมีแนว

โนมลดลงเนื่องจากความเปน plasticizer หรือ สารเสริมสภาพพลาสติกของ sorbitol ซึ่งนยิมใสใน

พอลิเมอรเพื่อเพิ่มความยืดหยุน [Barreto, PLM. 2002] อยางไรก็ตามยงัไมมีรายงานการศึกษาคา

อุณหภูมิในการยอยสลายของเจลาตนิที่ผานการดัดแปลงโครงสราง และนํามาขึน้รูปเพื่อใชงานดาน

การควบคุมการสงผานมวลสาร 

 

ตารางที่ 4.5 แสดงอุณหภูมิในการสลายตวัของแผนเจลาตินดัดแปลงโดยใชโปรแกรม Onset จาก

เครื่อง Thermogravimetric/ Differential Analyzer (TG/DTA)  

 

อุณหภูมิในการสลายตัว (oC) รหัส 

ใชสารเชื่อมพนัธะ 1 เทา

ของคอเลสเตอรอล 

ใชสารเชื่อมพนัธะ 2 เทา

ของคอเลสเตอรอล 

ใชสารเชื่อมพนัธะ 3 เทา

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 ุ: กราฟการสลายตัวของแผนเจลาตินโดยใชโปรแกรม Onset จากเครื่อง

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

 
ง. การยอยสลายทางชวีภาพภายนอกรางกาย  

 การศึกษาการยอยสลายทางชีวภาพภายนอกรางกายของแผนเจลาตินดัดแปลงโดยใชเอน

ไซมคอลลาจีเนส (collagenase) [Lee, SB. 2003; Ma, L. 2004] เพื่อประมาณการยอยสลายใน

รูปของรอยละของน้ําหนักทีห่ายไปเทียบกบัเวลา ทําโดยการแชแผนเจลาตนิดัดแปลงหนัก 5
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มิลลิกรัม ในสารละลายเอนไซมคอลลาจีเนส (1 มิลลิลิตร) ที่ความเขมขน 1 ยูนิต/มิลลิลิตร (1 

มิลลิกรัม = 125 ยูนิต) อุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียส ที่เวลาตางๆ เพือ่จําลองสภาวะของรางกาย 

[Campbell, N.A. และคณะ, 1999] การยอยสลายของแผนเจลาตินดัดแปลงที่ผานการดัดแปลง

โครงสรางโดยใชปริมาณสารเชื่อมพันธะเปน 1, 2, 3 เทาของคอเลสเตอรอล แสดงดังรูปที ่ 4.16 -

4.18  

CG125 และ CG100 มีการยอยสลายอยางรวดเร็วอยูในชวง 11-13 วัน  ในขณะทีแ่ผนเจ

ลาตินดัดแปลงอื่นๆ มีระยะเวลาการยอยสลายทีน่านกวา 15 วัน เมื่อรอยละในการดัดแปลงดวย

คอเลสเตอรอลลดลง ทั้งนี้เนื่องจากเจลาตินที่มกีารดัดแปลงโครงสรางมากมกีารสญูเสียหมูอะมโิน

อิสระมากกวาเจลาตินที่มีการดัดแปลงโครงสรางนอยเปนผลใหเกิดการเชื่อมโยงพันธะดวย

สารเคมี glutaraldehyde นอยกวา ทําใหเอนไซมคอลลาจีเนสที่ละลายอยูใน PBS สามารถเขาไป

ทําลายพันธะภายในโมเลกลุของแผนเจลาตินที่มีการดัดแปลงโครงสรางสูงไดงายกวา และเมื่อเพิม่

ปริมาณสารเชือ่มพันธะเปน 2 เทาของคอเลสเตอรอล แผนเจลาตินดัดแปลงมีการยอยสลายที่เร็ว

ข้ึน (รูปที ่4.17)  CG125 และ CG100 มีการยอยสลายอยางรวดเร็วอยูในชวง 9-11 วนั ในขณะที่

แผนเจลาตนิดัดแปลงอื่นๆ มีระยะเวลาการยอยสลายทีน่านกวา  เชนเดียวกับแผนเจลาตนิที่ผาน

การดัดแปลงโครงสรางโดยใชปริมาณสารเชื่อมพันธะเปน 1 เทาของคอเลสเตอรอล ในขณะที่เมื่อ

เพิ่มปริมาณสารเชื่อมพนัธะเปน 3 เทาของคอเลสเตอรอล (รูปที่ 4.18) พบวา CG125 มีการยอย

สลายหมดอยางรวดเร็วภายใน 7 วนั แต CG100 มีการยอยสลายหมดในวันที่ 11 เชนเดิม ซึง่ผล

การยอยสลายนี้สอดคลองกบัผลการวัดคามุมสัมผัสน้าํเนื่องจากความชอบน้ําและความไมชอบน้ํา 

(หัวขอ 4.1 (ค)) โดยแผนเจลาตินที่มีการดัดแปลงโครงสรางสงูมีความชอบน้าํนอยความสามารถ

ในการเชื่อมโยงพนัธะลดลงทําใหเกิดการยอยสลายที่เร็ว แนวโนมของการยอยสลายที่เร็วขึน้เมื่อมี

ปริมาณคอเลสเตอรอลสูงขึ้น สอดคลองกับแนวโนมของอุณหภูมิในการสลายตัวอีกดวย 

เมื่อแสดงการยอยสลายของแผนเจลาตนิดัดแปลงในรูปของคาครึ่งชีวิต (half life, t1/2)  ดัง

ตารางที่ 4.6 หรือเวลาทีท่ําใหแผนเจลาตินดัดแปลงลดปริมาณลงครึ่งหนึ่ง (โดยน้ําหนกั) พบวาคา

คร่ึงชีวิตของแผนเจลาตนิดดัแปลงลดลงเมื่อเพิ่มปริมาณคอเลสเตอรอลในการดัดแปลง คาครึ่ง

ชีวิตของ CG25 มีคาสูงที่สุดคือประมาณ 14 วัน แสดงถึงความแขง็แรงของแผนเจลาตินหลังผาน

การเชื่อมโยงพันธะดวย glutaraldehyde ทําใหมีระยะเวลาในการยอยสลายนานที่สุด ในขณะที่

แผนเจลาตนิดัดแปลงอื่นๆ มีคาครึ่งชีวิตลดลงตามลําดบัโดยเฉพาะ CG100 และ CG125 มีคา

คร่ึงชีวิตสั้นมาก ทําใหมกีารยอยสลายอยางรวดเร็ว ผลการยอยสลายของแผนเจลาตินนี้จะสงผล

ถึงความสามารถในการปลดปลอยเคอรคูมินของแผนเจลาตินดวยเนื่องจากงานวิจยันีค้วบคุมการ

ปลดปลอยเคอรคูมินโดยใชหลักการยอยสลายของโพลเิมอร ดังนั้นหากโพลเิมอรยอยสลายเร็ว 
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เคอรคูมินจะถกูปลดปลอยออกมาเร็วเชนเดียวกนัจึงสามารถควบคุมไดโดยปรับเปลี่ยนสภาวะใน

การเชื่อมโยงพันธะ 
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รูปที่ 4.16  รอยละของน้าํหนกัที่เหลือของแผนเจลาติน (หนัก 5 มิลลิกรัม) ที่ผานการดัดแปลง

โครงสรางโดยใชปริมาณสารเชื่อมพันธะเปน 1 เทาของคอเลสเตอรอลในสารละลาย collagenase 

(1 units/ml) เปนเวลา 15 วนั (mean ± SD, n=3) 
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รูปที่ 4.17  รอยละของน้าํหนกัที่เหลือของแผนเจลาติน (หนัก 5 มิลลิกรัม) ที่ผานการดัดแปลง

โครงสรางโดยใชปริมาณสารเชื่อมพันธะเปน 2 เทาของคอเลสเตอรอลในสารละลาย collagenase 

(1 units/ml) เปนเวลา 15 วนั (mean ± SD, n=3) 

DSC 1XDSC 2XDSC 1X

DSC 2X



 75

 

0

20

40

60

80

100

120

0 2 4 6 8 10 12 14
เวลา(วนั)

รอ
ยล

ะข
อง
น้าํ

หน
กัท

ีเ่ห
ลอื

CG25
CG50
CG66
CG75
CG100
CG125

3X

 
รูปที่ 4.18  รอยละของน้าํหนกัที่เหลือของแผนเจลาติน (หนัก 5 มิลลิกรัม) ที่ผานการดัดแปลง

โครงสรางโดยใชปริมาณสารเชื่อมพันธะเปน 3 เทาของคอเลสเตอรอลในสารละลาย collagenase 

(1 units/ml) เปนเวลา 15 วนั (mean ± SD, n=3) 
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ตารางที่ 4.6 คาครึ่งชีวิต (half life, t1/2) ของแผนเจลาตินดัดแปลงทีถ่กูยอยสลายตามในสภาวะดงั

รูป 4.16 - 4.18 

  

คาครึ่งชีวิตของการยอยสลาย (วนั) รหัส 

ใชสารเชื่อมพนัธะ 1 เทา

ของคอเลสเตอรอล 

ใชสารเชื่อมพนัธะ 2 เทา

ของคอเลสเตอรอล 

ใชสารเชื่อมพนัธะ 3 เทา

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 
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รูปที่ 4.19 คาครึ่งชีวิต (half life, t1/2) การยอยสลายของแผนเจลาตนิดดัแปลงที่แชในสารละลาย

เอนไซม collagenase (1 units/ml)   

*, #  แสดงความแตกตางอยางมีนยัสําคญัเทียบกบั G โดยใชสารเชื่อมพันธะในปริมาณ 1x และ 

2x ของปริมาณคอเลสเตอรอลทั้งหมด (โมล) ตามลาํดับ ที่ระดับนัยสาํคัญ p < 0.05  
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จ. ความเปนพิษของแผนเจลาตินดัดแปลงตอเซลล L929 mouse fibroblast 
การทดสอบความเปนพิษของแผนเจลาตินดัดแปลงโดยการเลี้ยงเซลลบนแผนเจลาติน

ดัดแปลงที่เวลาตางๆ และวดัจํานวนเซลลที่มีชีวิตดวยวธิี MTT assay โดยเซลลทีม่ีชีวิตไมโตคอน

เดรียจะทาํงานและปลอยเอนไซมดีไฮโดรจีเนสซึง่ทาํปฏิกิริยากับสาร MTT [3-(4,5-dimethyl 

thiazol-2-yl) -2, 5-diphenyltetrazolium bromide] เกดิเปนผลึกสนี้าํเงนิเขมของผลึกฟอรมาซาน 

จํานวนเซลลทีม่ีชิวิตจะเปนสดัสวนโดยตรงกับผลึกฟอรมาซานที่เกิดขึ้น [Tour, U. และคณะ, 

1999]  ซึ่งพิจารณาออกเปน 2  ลักษณะคือ ศึกษาการยึดเกาะ (cell adhesion) ของเซลลทีเ่วลา 5 

ชั่วโมง และการเพิ่มจํานวนของเซลล (cell proliferation) ที่เวลา 1 วนั และ 3 วนั  

รูปที่ 4.20  แสดงผลการทดสอบความเปนพษิของ G, CG25, CG66 และ CG100 ที่ผาน

การดัดแปลงโครงสรางโดยใชปริมาณสารเชื่อมพันธะเปน 3 เทาของคอเลสเตอรอล  พบวาการยึด

เกาะของเซลลที่ 5 ชั่วโมง ของ G, CG25, CG66 และ CG100 ไมแตกตางกนัอยางมนีัยสาํคัญ 

โดยการยึดเกาะของเซลลใน G สามารยดึเกาะไดประมาณ 75 % และเพิ่มจาํนวนมากขึ้นตามเวลา

โดยที่เวลา 1 วันมีจาํนวนเซลลเพิ่มมากกวาจํานวนเซลลที่ยึดเกาะที่เวลา 5 ชัว่โมงเปน 83 % และ

ที่ 3 วนั มีจํานวนเซลลเพิ่มข้ึน 90 % จากจํานวนเซลลทีย่ึดเกาะที่เวลา 5 ชั่วโมง เนือ่งจากเจลาตนิ

เปนวัสดุที่สงเสริมการยึดเกาะและการเจริญเติบโตของเซลลเนื่องจากโมเลกุลของเจลาตินมีสวน 

ประกอบของ Arg-Gly-Asp (RGD)-like sequence ซึ่งจะเหนีย่วนําใหเกิดการยึดเกาะ และการ

เคลื่อนที่ของเซลล โดย (RGD)-like sequence จะไปจับกับ integrin receptor ซึ่งอยูบนผิวเซลล 

[Huang, Y. และคณะ, 2005] เมื่อพิจารณาการยึดเกาะของเซลลใน CG 25 สามารถยึดเกาะได 

74 % ที ่5 ชั่วโมง และมีจํานวนเซลลเพิ่มข้ึนที่เวลา 1 วนั และ 3 วัน ในขณะที่ CG 66 และ CG100 

เซลลสามารถยึดเกาะที่เวลา 5 ชั่วโมงไดเพียง 63 % และ 55 % ตามลําดับ เมื่อพิจารณาผลที่ 1 

วัน พบวา CG 25 และ CG 66 มีการเพิ่มของจาํนวนเซลลไมแตกตางกับ G อยางมนียัสําคัญ 

ในขณะที ่ CG100 มกีารเพิม่ของจํานวนเซลลนอยกวา G  อยางมีนยัสําคัญ และพบวามกีารเพิ่ม

ของจํานวนเซลลลดลงเมื่อมกีารดัดแปลงโครงสรางของเจลาตินมากขึน้ แตเมื่อพิจารณาผลที่ 3 วนั 

พบวาแผนเจลาตินดัดแปลงมีการเพิ่มของจํานวนเซลลนอยกวา G เพียงเล็กนอย แสดงวา

คอเลสเตอรอลซึ่งใชในการดัดแปลงโครงสรางของเจลาตินไมกอใหเกดิความเปนพษิตอเซลล   

รายงานการวจิัยของ Ahmad S. และคณะ ในป 2006 ทดสอบความเปนพษิของ

คอเลสเตอรอล (ละลายในเอทานอล) ความเขมขน 1.0 µM และ 15.0  µM เทยีบกับกลุมควบคมุ 

(เอทานอล) ทดสอบโดยใสเซลล 5x104 เซลล และวเิคราะหจาํนวนเซลลที่มีชีวิตโดยใชวิธ ี MTT 

assay ที่เวลา 4 ชั่วโมง พบวา คอเลสเตอรอลมีปริมาณเซลลนอยกวากลุมควบคุม และเกิดการ

ลดลงของเซลลมากกวา 50 % เมื่อเพิม่ความเขมขนของคอเลสเตอรอลแสดงใหเห็นวา

คอเลสเตอรอลกอใหเกิดความเปนพิษกับเซลล   และจากงานวิจัยของ Ji, B. และคณะ ในป 2002 
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ซึ่งสังเคราะห cholesterol-carborane conjugate (BCH) เพื่อใชนําสงโบรอนในการรักษามะเร็ง 

ไดทดสอบความเปนพิษของ cholesterol-carborane conjugate (BCH)  เทียบกับกลุมควบคมุ 

ทําการทดสอบโดยใสเซลล 105 เซลล และวิเคราะหจาํนวนเซลลที่มชีีวิตดวยวิธ ีMTT assay ที่เวลา 

72 ชั่วโมงเชนเดียวกนั พบวา BCH มีปริมาณเซลลที่รอดชีวิต 98% ซึ่งนอยกวากลุมควบคุมซึ่งมี

ปริมาณเซลลที่รอดชีวิต 100% แสดงใหเห็นวาคอเลสเตอรอลกอใหเกิดความเปนพิษเพียงเล็กนอย 

(Ji, B. และคณะ, 2002)  

ในป 1997 มีรายงานวา คอเลสเตอรอลออกไซด ซึ่งเปนคอเลสเตอรอลที่ถูก oxygenate  

มีความเปนพษิกับเซลลโดยจะทาํลาย endothelial cells, smooth muscle cells และ fibroblast 

cells จากการทดสอบความเปนพษิดวยวิธ ีMTT assay ที่เวลา 72 ชัว่โมง คอเลสเตอรอลออกไซด

ที่ถูกเลือกมาทดสอบเชน 19-OH และ 25-OH พบวา 25-OH มีจํานวนเซลลที่รอดชีวิตนอยกวา 

19-OH และเมื่อเพิ่มความเขมขนของคอเลสเตอรอลที่ใชในการทดสอบปรากฏวามจีํานวนเซลลที่

รอดชีวิตลดลง และมีรายงานอีกวา การทดลองในสัตวทดลอง คอเลสเตอรอลออกไซดจะถูกจัดการ

ออกจากพลาสมาอยางรวดเร็วและถูกกระจายไปยงัสวนตางๆ ของรางกาย (Chang, J. Y., และ

คณะ, 1997)  จากขอมูลดังกลาวอาจสนันษิฐานไดวาคอเลสเตอรอลอาจกอใหเกิดความเปนพิษ

กับเซลลไดเชนเดียวกัน 
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รูปที่ 4.20  การทดสอบความเปนพิษของแผนเจลาตินดัดแปลง (หนกั 5 มิลลิกรัม) เมื่อใชสาร

เชื่อมพนัธะ 3 เทาของคอเลสเตอรอล ตอเซลล L929 mouse fibroblast 10,000 เซลล ที่เวลา 5 

ชั่วโมง, 1 วนั และ 3 วนั (* แสดงความแตกตางอยางมนีัยสําคัญเทียบกับ G ที่ระดบันัยสาํคัญ 

P<0.05 ) (mean ± SD, n=4) 
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ฉ. การควบคมุการปลดปลอยเคอรคูมินภายนอกรางกาย 
การแพรของเคอรคูมินจากแผนเจลาตินดัดแปลง (หนัก 2 มิลลิกรัม) โดยมีการดูดซับเคอร

คูมินความเขมขนตางๆ ไดแก 10, 15, 20 และ 40 ไมโครกรัม/กรัมแผน นําไปแชในสารละลาย 

PBS pH 7.4 (0.01% Tween 80)  ที่ 37 °C เปนเวลา 48 ชั่วโมงแลวแผนเจลาตินดัดแปลงจะถูก

ยอยดวยเอนไซมทริป ซิน เพื่อหาปริมาณเคอรคูมินที่ยังคงเหลือในแผนเนื่องจาก Hydrophobic 

Interaction กับคอเลสเตอรอล 

การปลดปลอยเคอรคูมินจากแผนเจลาตินดัดแปลงซึ่งดูดซับเคอรคูมินปริมาณ 10 

มิลลิกรัม/กรัมแผน แสดงดังรูปที่ 4.21 ตัวอยาง CG125 ซึ่งผานการดัดแปลงโดยใชสารเชื่อมพันธะ

ปริมาณ 1, 2 และ 3 เทาของคอเลสเตอรอล มีการปลดปลอยเคอรคูมินออกจากแผนเจลาติน

ดัดแปลงอยางรวดเร็วจนหมดใน 6 ชั่วโมง เนื่องจากเกิดการสลายตัวอยางรวดเร็วของแผนเจลาติน

ดัดแปลง ทําใหไมมีปริมาณเคอรคูมินหลงเหลืออยูในแผนเจลาตินดัดแปลง ในขณะที่ CG100 เกิด

การสลายตัวอยางรวดเร็วในชั่วโมงที่ 12 เชนกัน แตเมื่อลดปริมาณคอเลสเตอรอลในการดัดแปลง

ลงเปน CG75, CG66, CG50 และ CG25  มีการปลดปลอยเคอรคูมินออกจากแผนเจลาติน

ดัดแปลงอยางรวดเร็วใน 2 ชั่วโมงแรก (โดยจะเรียกการแพรของเคอรคูมินในชวงนี้วา 1st burst ซึ่ง

เกิดจากการแพรของเคอรคูมินที่เกินพอและไมทํา Hydrophobic Interaction กับคอเลสเตอรอล) 

หลังจากนั้นมีการปลดปลอยอยางชาๆ จนกระทั่งไมเกิดการแพรของเคอรคูมินจากแผนเจลาติน

ดัดแปลงในระยะเวลาตอมา  เคอรคูมินสวนที่เหลืออยูในแผนเจลาตินดัดแปลงถูกกักเก็บไวดวย 

Hydrophobic Interaction ระหวางเคอรคูมินกับคอเลสเตอรอลและจะถูกปลดปลอยออกมาตาม

การสลายตัวของแผนเจลาติน  

CG75 มีการปลดปลอยเคอรคูมินออกมามากกวาแผนเจลาตินดัดแปลงที่มีรอยละการ

ดัดแปลงดวยคอเลสเตอรอลต่ํากวาในระยะเวลาเดียวกัน แตไมแตกตางกันมากนักเมื่อ

เปรียบเทียบกับ CG75 ซึ่งผานการดัดแปลงโดยเพิ่มปริมาณสารเชื่อมพันธะ ซึ่งมีการปลดปลอย

เคอรคูมินออกมาประมาณ 45% ที่เวลา 24 ชั่วโมงที่เหลืออีก 55% แสดงถึงความสามารถในการ

กักเก็บเคอรคูมิน ของ CG75 ในขณะที่  CG25, CG50 และ CG66 มีการปลดปลอยเคอรคูมินจาก

แผนเจลาตินดัดแปลง  20%, 30% และ 40% ตามลําดับ ที่เวลาเดียวกัน เมื่อดูดซับปริมาณเคอร

คูมินเพิ่มข้ึนเปน 15 มิลลิกรัม/กรัมแผน, 20 มิลลิกรัม/กรัมแผน และ 40 มิลลิกรัม/กรัมแผน พบวา

แผนเจลาตินดัดแปลงมีการปลดปลอยเคอรคูมินออกมามากกวาแผนเจลาตินดัดแปลงที่ดูด

ซับเคอรคูมินปริมาณ 10 มิลลิกรัม/กรัมแผน (รูปที่ 4.22 - 4.24)  โดยแผนเจลาตินดัดแปลงซ่ึงดูด

ซับเคอรคูมินปริมาณ 40 มิลลิกรัม/กรัมแผน มีการปลดปลอยเคอรคูมินมากสุด โดย CG25, 

CG50, CG66 และ CG75 มีเคอรคูมินหลงเหลืออยูประมาณ  73%, 59%, 51% และ 39% 

ตามลําดับ ที่เวลา 24 ชั่วโมง อาจเนื่องมาจากเคอรคูมินมีปริมาณมากเกินไปทําใหแผนเจลาติน
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ดัดแปลงไมสามารถดูดซับไดหมด จึงเกิดการแพรออกมาจากแผนเจลาตินในปริมาณมาก จากรูป

ที่ 4.24 (ค.) สังเกตเห็นวาเคอรคูมินถูกปลดปลอยออกมามากอยางเห็นไดชัดเมื่อเพิ่มปริมาณสาร

เชื่อมพันธะ (DSC) เปน 3 เทาของคอเลสเตอรอล จากผลดังกลาวแสดงใหเห็นวาการดัดแปลง

โครงสรางโดยใชสารเชื่อมพันธะในปริมาณ 3 เทาของคอเลสเตอรอลเริ่มควบคุมปริมาณเคอรคูมิน

ในการดูดซับไมได  อาจเนื่องจากเมื่อเพิ่มปริมาณสารเชื่อมพันธะทําใหเกิดความสําเร็จในการเชือ่ม

พันธะระหวางหมูอะมิโนอิสระกับหมูไฮดรอกซิลที่สูงขึ้น (ตารางที่ 4.1) ทําใหอะมิโนอิสระมีปริมาณ

ลดลงมากสงผลใหสามารถเชื่อมโยงพันธะดวยสารเคมี glutaraldehyde ไดนอยลง ทําให

โครงสรางของแผนเจลาตินดัดแปลงไมแข็งแรงเกิดการสลายตัวไดงายเคอรคูมินจึงถูกปลดปลอย

ออกมา ปริมาณเคอรคูมินที่ยังเหลือบนแผนเจลาตินดัดแปลงภายหลังทดสอบการปลดปลอยเปน

เวลา 24 ชั่วโมง แสดงดังตารางที่ 4.7 และรูปที่ 4.25 แผนเจลาตินดัดแปลงเมื่อใชสารเชื่อมพันธะ

ในปริมาณ 1 เทาของคอเลสเตอรอล กักเก็บเคอรคูมินไดนอยลงเมื่อมีการใชคอเลสเตอรอลมากขึ้น

โดยเฉพาะเมื่อแผนเจลาตินดัดแปลงดูดซับเคอรคูมินปริมาณ 20 และ 40 มิลลิกรัม/กรัมแผน แสดง

ใหเห็นวาสารละลายเคอรคูมินความเขมขนสูงสามารถดูดซับบนแผนเจลาตินดัดแปลงที่มี

โครงสรางคอเลสเตอรอลสูงไดนอยกวาการที่มีคอเลสเตรอลในโครงสรางปริมาณมากอาจทําใหมี

เคอรคูมินแทรกเขาไปไดนอยกวา เมื่อดัดแปลงโดยใชสารเชื่อมพันธะในปริมาณ 2 เทาของ

คอเลสเตอรอล แผนเจลาตินดัดแปลงสามารถกักเก็บเคอรคูมินไดไมแตกตางกับตัวอยางที่ใชสาร

เชื่อมพันธะ 1 เทา แตความสามารถในการกักเก็บเคอรคูมินลดลงมากอยางมีนัยสําคัญเมื่อใชสาร

เชื่อมพันธะในปริมาณ 3 เทาของคอเลสเตอรอลลักษณะเชนนี้อาจแสดงถึง hydrophobic 

interaction ระหวางคอเลสเตอรอลในโครงสรางเองมีผลใหกักเก็บเคอรคูมินนอยลง ดังนั้นปริมาณ

คอเลสเตอรอลจึงมีผลตดการดูดซับเคอรคูมิน   

ผลการทดลองทั้งหมดแสดงใหเห็นความสําเร็จในการดัดแปลงโครงสรางของเจลาติน โดย

สามารถควบคุมปริมาณคอเลสเตอรอลและอัตราการยอยสลาย ซึ่งจะมีผลในการควบคุมปฏิกิริยา

ระหวางเจลาตินดัดแปลงกับสารที่ไมละลายน้ํา (มีผลกับ dose ของสาร) และการควบคุมอัตรา

การปลดปลอยสารผานทางการควบคุมอัตราการยอยสลายของแผนเจลาตินดัดแปลง 1st burst 

ของเคอรคูมินก็อาจจะใหผลดีในการทําใหมีการปลดปลอยสารออกฤทธิ์สูงในระยะตนๆ ของการ

ยอยสลายของแผนเจลาตินนอย ซึ่งจะมีการทดสอบความสามารถในการสงผานเคอรคูมินใน

รางกายโดยใชแผนเจลาตินดัดแปลงในหัวขอตอไป  
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เวลา (ช่ัวโมง)  
 
รูปที่ 4.21 การปลดปลอยเคอรคูมินจากแผนเจลาตินดัดแปลง (หนัก 2 มิลลิกรัม) ซึ่งดูดซับเคอร

คูมินปริมาณ 10 มิลลิกรัม/กรัมแผน และใชปริมาณสารเชื่อมพันธะเปน 1, 2 และ 3  เทา (โดยโมล)

ของคอเลสเตอรอล ในสารละลาย PBS pH 7.4 (0.01% Tween 80) อุณหภูมิ 37 oC 

ก. 

ข. 

ค. 

ยอยดวยเอนไซมทริปซิน 

DSC 1X

DSC 2X

DSC 3X
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รูปที่ 4.22 การปลดปลอยเคอรคูมินจากแผนเจลาตินดัดแปลง(หนัก 2 มิลลิกรัม) ซึ่งดูดซับเคอร

คูมินปริมาณ 15 มิลลิกรัม/กรัมแผน และใชปริมาณสารเชื่อมพันธะเปน 1, 2 และ 3  เทา (โดยโมล)

ของคอเลสเตอรอล ในสารละลาย PBS pH 7.4 (0.01% Tween 80) อุณหภูมิ 37 oC 

ก. 

ข. 

ค. 

ยอยดวยเอนไซมทริปซิน 

DSC 1X

DSC 2X

DSC 3X
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รูปที่ 4.23 การปลดปลอยเคอรคูมินจากแผนเจลาตินดัดแปลง (หนัก 2 มิลลิกรัม) ซึ่งดูดซับเคอร

คูมินปริมาณ 20 มิลลิกรัม/กรัมแผน และใชปริมาณสารเชื่อมพันธะเปน 1, 2 และ 3  เทา (โดยโมล)

ของคอเลสเตอรอล ในสารละลาย PBS pH 7.4 (0.01% Tween 80) อุณหภูมิ 37 oC 

ค. 

ข. 

ก. ยอยดวยเอนไซมทริปซิน 

DSC 3X

DSC 2X

DSC 1X
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รูปที่ 4.24 การปลดปลอยเคอรคูมินจากแผนเจลาตินดัดแปลง(หนัก 2 มิลลิกรัม) ซึ่งดูดซับเคอร

คูมินปริมาณ 40 มิลลิกรัม/กรัมแผน และใชปริมาณสารเชื่อมพันธะเปน 1, 2 และ 3  เทา (โดยโมล)

ของคอเลสเตอรอล ในสารละลาย PBS pH 7.4 (0.01% Tween 80) อุณหภูมิ 37 oC 

ข. 

ก. 

ค. 

ยอยดวยเอนไซมทริปซิน 

DSC 3X

DSC 2X

DSC 1X
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ตารางที่ 4.7 เปอรเซนตของเคอรคูมินทีย่งัเหลือบนแผนเจลาตินดัดแปลงโครงสรางทีเ่วลา 24 

ชั่วโมงของการทดลองปลดปลอยเคอรคูมินภายนอกรางกายจากรูป 4.21-4.24 
 

ปริมาณเคอรคูมินทีย่ังเหลอืบนแผนเจลาตินดัดแปลง (%) ปริมาณสาร

เชื่อมพนัธะ 

(DSC) 
รหัส 10 มิลลิกรัม/

กรัมแผน 

15 มิลลิกรัม/

กรัมแผน 

20 มิลลิกรัม/

กรัมแผน 

40 มิลลิกรัม/

กรัมแผน 

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 ∆ ∆ ∆ ∆ 

∆ แผนเจลาตนิดัดแปลงยอยสลายไปหมดที่เวลา 24 ชั่วโมงจึงไมมีผลการทดลอง 
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รูปที่ 4.25 ปริมาณเคอรคูมินทีย่ังเหลือบนแผนเจลาตินดัดแปลงที่เวลา 24 ชัว่โมงของการทดลอง

ปลดปลอยเคอรคูมินภายนอกรางกาย (a-c แสดงความแตกตางอยางมีนัยสาํคัญของปริมาณเคอร

คูมินที่ดูดซับบนแผนเจลาตินดัดแปลง)

DSC 1X

DSC 3X

DSC 2X
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4.5  ระดับเคอรคูมินในเลอืดของสัตวทดลอง 
 การวิเคราะหหาปริมาณเคอรคูมินโดยใชเทคนิค High Performance Liquid 

Chromatography (HPLC) ในเบื้องตนไดสรางกราฟมาตรฐานของเคอรคูมินจากสารละลาย

มาตรฐานเคอรคูมินความเขมขน 1, 3, 5, 10 และ 15 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร โดยใชเอทานอลเปนตัว

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  ผลที่ไดปรากฎพีคของเคอรคูมินที ่ retention time 

ประมาณ 7.5 นาที ดงัรูปที ่4.26  ใกลเคียงกับงานวิจยัของปรีชา และคณะ (2006)  ซึ่งปรากฎพีค

ของเคอรคูมินที่ retention time ประมาณ 8 นาท ี นาํพีคเคอรคูมินที่พบจากการฉีดสารละลาย

มาตรฐานเคอรคูมินทุกความเขมขนมาวาดกราฟระหวางความเขนขนของเคอรคูมินกับพืน้ที่ใต

กราฟ จะไดกราฟมาตรฐานเคอรคูมินดังแสดงในรูปที ่4.27 

 

 
รูปที่ 4.26  แสดงกราฟ HPLC ของเคอรคูมินในสภาวะ 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 

 

เคอรคูมิน 
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รูปที่ 4.27  แสดงกราฟมาตรฐานของเคอรคูมินจากสารละลายมาตรฐานเคอรคูมนิความเขมขน 

1, 3, 5, 10 และ 15 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

 

แผนเจลาตนิดัดแปลง CG 66 (หนกั 10 มลิลิกรัม) ที่ผานการดัดแปลงโครงสรางโดยใชปริมาณสาร

เชื่อมพนัธะเปน 3 เทาของคอเลสเตอรอล เพื่อใหมกีารยอยสลายภายในระยะเวลาประมาณ 2 

สัปดาห แผนเจลาตินดัดแปลงถูกฆาเชื้อดวยการอบเอธลีินออกไซด ทีอุ่ณหภูมิ 55 องศาเซลเซยีส  

แลวนําไปดูดซบัเคอรคูมิน (ละลายในเอทานอล pH~6) จากนัน้ฝงใตผิวหนังบริเวณหลังของ 

BALB-c mice เพศผู อาย ุ 6-8 สัปดาห น้ําหนักตัว 20-25 กรัมเปนระยะเวลา 2 สัปดาห (รูปที่ 

4.28) โดยแบงการทดลองเปน 3 กลุมคือ กลุมควบคุม (ฝงแผนเจลาตินดัดแปลงทีไ่มไดดูดซับเคอร

คูมิน), กลุมทีฝ่งแผนเจลาตินดัดแปลงที่ดดูซับเคอรคูมิน 10 มิลลิกรมั/กรัมแผน และกลุมที่ฝงแผน

เจลาตินดัดแปลงที่ดดูซับเคอรคูมิน 40  มิลลิกรัม/กรัมแผน (ปริมาณเคอรคูมินที่เลือกมาใชเปน

ปริมาณเคอรคูมินที่ต่าํที่สุดและสูงที่สุดเมือ่ทดลองปลดปลอยเคอรคูมินภายนอกรางกาย) รวม

ปริมาณเคอรคูมินทัง้หมด 100 µg และ 400 µg ตามลําดับ 

 

 
รูปที่ 4.28 ภาพแสดงการฝงชิ้นงานบนหลงัสัตวทดลอง 
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ลักษณะของแผนเจลาตนิดดัแปลง เมื่อฝงบริเวณใตแผนหลงัของหนทูี่เวลา 3, 6, 10 และ 

14 วนั แสดงดังรูปที ่ 4.29 พิจารณาทีเ่วลา 3 วนั แผนเจลาตนิดัดแปลงทุกกลุมมีลักษณะไม

แตกตางจากเดิม เนื่องจากอาจยงัไมเกดิการยอยสลายมากนัก เมื่อลอกแผนเจลาตินดัดแปลง 

ออก พบวาบรเิวณที่ฝงแผนเจลาตินดัดแปลงเกิดเสนเลือดฝอยใหมข้ึนเล็กนอย ที่เวลา 6 วนั แผน

เจลาตินดัดแปลงเริ่มเกิดการยอยสลาย สังเกตจากแผนเจลาตินดัดแปลงมีขนาดบางลง  เมื่อลอก

แผนเจลาตนิดัดแปลงออกพบวาบริเวณทีฝ่งแผนแผนเจลาตินดัดแปลงสังเกตุเหน็เกดิเสนเลือด

ใหมเปนจํานวนมาก โดยกลุมที่ดูดซับเคอรคูมินปริมาณ 400 µg เห็นเสนเลือดใหมมาหลอเลีย้ง

มากที่สุดเมื่อเทียบกับกลุมทีดู่ดซับเคอรคูมิน 100 µg และกลุมควบคุม ในขณะทีก่ลุมที่ดูดซับเคอร

คูมิน 100 µg สังเกตุเห็นเสนเลือดฝอยเกิดใหมมากกวากลุมควบคมุเชนเดียวกนั ที่เวลา 10 วัน 

เร่ิมเกิดเสนเลอืดใหญมาหลอเลี้ยงแผนเจลาตินดัดแปลงทกุกลุม เมือ่พิจารณาการยอยสลายของ

แผนเจลาตนิดัดแปลงพบวาแผนเจลาตนิดัดแปลงเกิดการยอยสลายมากขึ้น สังเกตแผนเจลาตนิ

ดัดแปลงมีขนาดบางลงและเริ่มมองเห็นเสนเลือดที่อยูดานลาง โดยแผนเจลาตนิดัดแปลงมีสี

เหลืองของเคอรคูมินซีดลงเมื่อเทียบกับวนัที ่ 3 และวนัที่ 6 เนื่องจากการปลดปลอยของเคอรคูมิน 

เมื่อลอกแผนเจลาตินดัดแปลงออกพบกลุมของเสนเลือดฝอยเปนจาํนวนมากในบริเวณที่ฝงแผนเจ

ลาตินดัดแปลงอยางเห็นไดชัด และที่ระยะเวลา 14 วัน พบวาแผนเจลาตนิดัดแปลงทกุกลุมเกดิ

เสนเลือดมาหอหุมเปนจํานวนมาก พจิารณากลุมควบคุม มีเสนเลือดมาหอหุมบางแตนอยกวา

กลุมอ่ืนทําใหสามารลอกออกได ในขณะทีก่ลุมฝงแผนเจลาตนิดัดแปลงที่ดูดซับเคอรคูมิน 400 µg 

และ 100 µg มีเสนเลือดมาหอหุมมากทําใหไมสามารถลอกแผนเจลาตินดัดแปลงออกได การ

ทดลองนี้แสดงใหเห็นวาแผนเจลาตนิดัดแปลงมิไดแสดงความเปนพษิตอเซลล แตกลับกระตุนใน

การเกิดหลอดเลือดใหม แผนเจลาตนิ CG66 มีการยอยสลายภายในรางกายชากวาการยอยสลาย

ภายนอกรางกายดังที่ทดสอบในหวัขอ 4.2(ง) ดังนั้นในการใชงานจึงอาจมีการเลือกใชแผนเจลาตนิ

ที่มีการดัดแปลงโครงสรางใหมีปริมาณคอเลสเตอรอลสูงขึ้น หรือมีระดับการเชื่อมโยงพนัธะที่ต่าํลง 

เพื่อใหมกีารยอยสลายเต็มทีแ่ละหมดไปภายในเวลา 2 สัปดาห 
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ควบคุม 
 

       
 

        
เคอรคูมิน 100 µg 

       
 

        
เคอรคูมิน 400 µg 

       
 

        
รูปที่ 4.29 ภาพถายหลังจากฝงแผนเจลาตินดัดแปลง (CG66) ใตผิวหนังบริเวณหลัง BALB-c 

mice (เพศผู อาย ุ6-8 สัปดาห) เก็บตัวอยางในวนัที่ 3, 6, 10 และ 14 (ก.) กอนลอกแผนเจลาตนิ

ดัดแปลงออก (ข.) หลังลอกแผนเจลาตนิดัดแปลงออก   

วันที ่6  วันที ่14 วันที่ 3  วันที่ 10 

ก.  

ข.  

ก.  

ข.  

ก.  

ข.  

(ลอกออกไมได) 

(ลอกออกไมได) 
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 หลังการปลูกฝงแผนเจลาตินดัดแปลง แลวมีการเก็บเลือดของหนทูีไ่ดจากหวัใจหนู 

จากนั้นทําการแยกพลาสมาออกจากเลือด แลวนาํพลาสมาไปบมดวยเอนไซม β-glucuronidase 
ตามวิธีของ Asai, A. [Asai, A. และคณะ, 2000] (ดูรายละเอียดของวิธีการไดในบทที ่ 3) ซึ่ง
รายงานวาเมือ่เคอรคูมินเขาสูกระแสเลือดจะเกิดการรวมตัวกับสาร glucuronide กลายเปน 

curcumin – glucuronide จึงไมปรากฎพีคของเคอรคูมินในการวิเคราะหพลาสมาดวย HPLC  

เอนไซม β-glucuronidase สามารถตัด glucuronide ออกจากเคอรคูมิน ทาํใหปรากฏพีคของ

เคอรคูมินจากการวิเคราะหปริมาณในพลาสมาได รูปที ่ 4.30 แสดงกราฟ HPLC ในการวิเคราะห

พลาสมาทีเ่กบ็ตัวอยางจากหนทูี่ไมไดฝงแผนเจลาตนิ และ พลาสมาหลังการฝงแผนเจลาติน

ดัดแปลงที่ไมไดดูดซับเคอรคูมินกอนการทดสอบปริมาณเคอรคูมินในสตัวทดลอง  

 
รูปที่ 4.30 แสดงกราฟ HPLC ของ (ก.) เคอรคูมินในสารละลายเอทานอล  (ข.) พลาสมาที่แยก

จากหนทูี่ไดรับการฝงแผนเจลาตินดัดแปลงที่ไมไดดูดซับเคอรคูมิน  (ค.) พลาสมาที่แยกจากหนทูี่

ไมไดฝงแผนเจลาติน 

  

 จากการวิเคราะหหาปริมาณเคอรคูมินที่ปลดปลอยออกมาจากแผนเจลาตินดัดแปลงใน

สัตวทดลองในแตละชวงเวลาโดยใชเทคนคิ HPLC แสดงผลดังตารางที ่ 4.8 และรูปที่ 4.31 โดยมี

การทาํซ้ํา 3 คร้ัง ในแตละกลุมการทดลองในทุกชวงเวลา ในกลุมควบคุมไมพบพีคของเคอรคูมิน 

กลุมที่ฝงแผนเจลาตินดัดแปลงที่ดูดซับเคอรคูมิน 100 µg พบพีคของเคอรคูมินในพลาสมาสูงใน

วันที่ 6 ในปริมาณเฉลี่ย 0.04 µg  จนกระทั่งไมพบเลยในวนัที่ 14 ในกลุมที่ฝงแผนเจลาติน

ดัดแปลงที่ดูดซับเคอรคูมิน 400 µg พบพีคของเคอรคูมินในพลาสมาสูงในวนัที ่ 6 เชนเดียวกันใน

ปริมาณเฉลี่ย 0.12 µg และยังมีปรากฎใหเห็นอยู 0.05 µg ในวนัที่ 14  

ก. 

ข. 

ค. 



ตารางที ่4.8  ปริมาณเคอรคูมินทีพ่บในพลาสมา (วิเคราะหโดย HPLC) หลังจากการฝงแผนเจลาตินดัดแปลงใตแผนหลังของ BALBcA mice เพศผู อายุ 6-8 

สัปดาห ที่ระยะเวลาตางๆ 

 

ปริมาณเคอรคูมินที่พบในพลาสมา (µg) 
กลุมควบคุม 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 ไมพบ ไมพบ ไมพบ - 0.04 ไมพบ ไมพบ 0.01 + 0.02 ไมพบ 0.06 0.08 0.05 + 0.04 

วันที่ 6 ไมพบ ไมพบ ไมพบ - 0.07 0.03 0.04 0.04 + 0.02 0.28 0.08 ไมพบ 0.12 + 0.14 

วันที่ 10 ไมพบ ไมพบ ไมพบ - 0.04 0.005 0.02 0.02 + 0.01 0.14 0.05 0.03 0.07 + 0.06 

วันที่ 14 ไมพบ ไมพบ ไมพบ - ไมพบ ไมพบ ไมพบ - 0.04 0.11 ไมพบ 0.05 + 0.06 

หมายเหต ุ: กราฟ HPLC ของแตละการทดลองแสดงในภาคผนวก ช. 
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รูปที่ 4.31  ปริมาณเคอรคูมินทีพ่บในพลาสมาหลังจากการฝงแผนเจลาตินดัดแปลง (CG66, 10 

มิลลิกรัม) ใตแผนหลงัของ BALBcA mice เพศผู อาย ุ6-8 สัปดาห ทีร่ะยะเวลาตางๆ (mean ± 

SD, n=3) 
 

การดัดแปลงโครงสรางของเจลาตินโดยการเชื่อมพันธะระหวางหมูไฮดรอกซิลของคอเลส 

เตอรอลกับหมูอะมิโนของเจลาติน ทําใหเกิดการปรับปรุงพื้นผวิของเจลาตนิซึ่งโดยธรรมชาติ

สามารถละลายน้ําไดดี ใหมหีมู hydrophobic เพื่อใหสามารถควบคุมการปลดปลอยเคอรคูมินได

อยางตอเนื่องโดยตรงในบรเิวณที่ตองการใหเปนไปอยางชาๆตามการสลายตัวของแผนเจลาตนิ 

โดยพบวามกีารเกิดพนัธะ hydrophobic ระหวางเคอรคูมินกับแผนเจลาตินดัดแปลงทาํใหสามารถ

กักเก็บเคอรคมูินไวในแผนเจลาตินดัดแปลงไดดังนัน้การปลดปลอยเคอรคูมินจึงเปนไปตามการ

สลายตัวของแผนเจลาตนิดดัแปลง เนือ่งจากเอนไซมภายในรางกายจากผลการทดลองแสดงให

เห็นวาในชวงแรกเคอรคูมินยังไมถกูปลดปลอยออกมามากนักอาจเนือ่งจากแผนเจลาตินดัดแปลง

ไมสลายตัวมาก และไมพบลักษณะ 1st burst ดังที่เหน็ในภาพ 4.21-4.24 เนื่องจากมกีารเก็บ

ตัวอยางพลาสมาเริ่มในวันที ่ 3 แตในระยะตอมา คือในวนัที ่ 6 และ วนัที่ 10 เคอรคูมินมีการ

ปลดปลอยออกมามากขึน้เนือ่งจากแผนเจลาตินดัดแปลงมีการสลายตวัมากขึ้นเคอรคูมินซึ่งถูกกกั

เก็บอยูในแผนจึงเกิดการปลดปลอยออกมาอยางชาๆ ในขณะทีว่ันที ่ 14 กลุมทีดู่ดซับเคอรคูมิน 

100 µg ไมพบเคอรคูมินเลยในพลาสมาของหนทูดลองทัง้ 3 ตัวในขณะที่ กลุมทีดู่ดซับเคอรคูมิน 

400 µg ยังมกีารปลดปลอยเคอรคูมินออกมาอยู อาจเปนเพราะวามีการดูดซับเคอรคูมินใน

ปริมาณที่ไมสมดุลกับแผนเจลาตินดัดแปลง คือ ดูดซบัในปริมาณนอยเกินไปทําใหเคอรคูมินเกดิ
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การปลดปลอยออกมาหมดกอนที่แผนเจลาตินดัดแปลงจะเกิดการสลายหมด จงึอาจเปนสาเหตุ

ทําใหเกิดหลอดเลือดจํานวนมากมาหุมแผนเจลาตนิดัดแปลงไว เนื่องจากเจลาตินเปนวัสดุที่

สงเสริมการยดึเกาะและการเจริญเติบโตของเซลลเนื่องจากโมเลกุลของเจลาตนิมีสวนประกอบ

ของ Arg-Gly-Asp (RGD)-like sequence ซึ่งจะเหนีย่วนาํใหเกิดการยึดเกาะ และการเคลื่อนที่

ของเซลล ดังทีไ่ดกลาวไวในหัวขอที ่4.3 [Huang, Y. และคณะ, 2005]  เมื่อนาํปริมาณเคอรคูมินที่

พบในพลาสมาหลงัจากการฝงแผนเจลาตินดัดแปลงใตแผนหลงัของ BALBcA mice เพศผู อาย ุ

6-8 สัปดาห ทีร่ะยะเวลาตางๆ มาวาดกราฟความสัมพนัธความเขมขนของยาในเลือดกับเวลา (รูป

ที่ 4.31) ประมาณคาพื้นทีใตกราฟ (Area Under Curve, AUC) จะเปนปริมาณทีม่อียูในรางกาย

ทั้งหมดนบัต้ังแตเร่ิมใหยา [สุพงษ เอกศิริพงษ, 2547] พื้นทีใ่ตกราฟของเคอรคูมินที่พบใน

พลาสมาหนทูีฝ่งแผนเจลาตินดัดแปลง (ดดูซับเคอรคูมิน 100 µg หรือคิดเปน 4.5 มิลลิกรัม / 

น้ําหนกัตัวหน ู1 กิโลกรัม ) ในเวลา 14 วนั ประมาณคา AUC ได 589 nmol/l plasma  หรือคิดเปน 

0.32 % ของปริมาณเคอรคูมินเริ่มตน อยางไรก็ตามคานี้เกิดจากการเก็บตัวอยางที่ไมรวม 1st  

burst ของเคอรคูมินในระยะแรกดวย 

จากงานวิจยัของ Asai, A. [Asai, A. และคณะ, 2000] ซึ่งใหหนู (Sprague-Dawley rats 

อายุ 7 สัปดาห น้าํหนักตวั 210-240 กรัม) กินเคอรคูมนิปริมาณ 100 มิลลิกรัม / น้ําหนกัตัวหน ู1 

กิโลกรัม แลวเก็บพลาสมาทีเ่วลา 0.5, 1, 3 , 8 และ 24 ชั่วโมง นาํมาสกัดเคอรคูมินดวยวิธเีดียวกนั 

พบเคอรคูมินในเลือดมากทีสุ่ดที่เวลา 1 ชั่วโมง โดยพบในปริมาณ  240 nmol/l plasma และเมื่อ

คํานวนหา AUC ที่เวลา 24 ชั่วโมงพบวามีปริมาณเคอรคูมินในรางกายทั้งหมดเทากับ 2,415 

nmol/l plasma (คิดเปน 0.004 % จากปริมาณเคอรคูมนิเริ่มตน) จะเหน็ไดวาตองใหกนิเคอรคูมิน

ในปริมาณที่สูงมาก (เนื่องจากงานวิจยันีม้ีระบบการนําสงแตกตางจากวิธีของ Asai, A.ดังนัน้

วิธีการวิเคราะหจึงไมเหมือนกัน  ) 

 นอกจากนัน้ในงานวิจัยนี้มกีารทดสอบผลของแผนเจลาตินดัดแปลงชนิด CG66 หนกั 2 

มิลลิกรัม  (ดูดซับเคอรคูมิน 20 µg) ตอการเกิดหลอดเลือดใหมในหนนููดไมสที่ไดรับการปลูกถาย

เซลลเฮปจ-ีทู [สุทธิลักษณ ปทุมราช และคณะ, 2550] เปนเวลา 7 และ 14 วัน และวิเคราะหหา

การเกิดหลอดเลือดใหม (CD, neocapillaries density) โดยโปรแกรมสําเร็จรูป  Gobal Lab 

Image II Software (Datatranslation Co.) แลวนาํชิ้นเนือ้บริเวณที่ไดรับการปลูกถายเซลลเฮปจ-ีทู

ไปศึกษาโดยวธิี hematoxylin-eosin (H&E) แลวนํามาอานผลเพื่อศึกษาขนาดของเซลลมะเร็ง ผล

ที่ไดพบวาแผนเจลาตนิดัดแปลงที่บรรจุเคอรคูมินสามารถลดการเกิดหลอดเลือดใหมในหนูนูดไมส

ที่ไดรับการปลกูถายเซลลเฮปจี-ทู 14 วนัไดเมื่อวิเคราะหผลการตรวจมะเร็งใน chamber 14 วัน ด

วยวธิีการ H&E ไดผลของการเกิดมะเรง็พบวาหนกูลุมทีฝ่งแผนเจลาตินดัดแปลงที่บรรจุเคอรคูมินมี

ขนาดของกอนมะเรง็เล็กลงเมื่อเทียบกอนมะเร็งของกลุมที่ฝงแผนเจลาตินดัดแปลงที่ไมไดบรรจุ
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เคอรคูมิน และเมื่อนาํเลือดของหนูไปวเิคราะหหาปริมาณเคอรคูมินที่เวลา 7 วนัพบในปริมาณ 

1678 nmol/l plasma แตไมพบเคอรคูมินที่เวลา 14 วัน 

จากผลดังกลาวแสดงใหเห็นวาแผนเจลาตนิดัดแปลงสามารถควบคุมการปลดปลอยเคอร

คูมินไดในลักษณะ sustained release ตามระยะเวลาในการยอยสลายของตัวนาํสง และไดใน

ปริมาณมากโดยไมตองรับประทาน ซึ่งจากรายงานพบวาตองใชความเขมขนที่สูงมากเพราะเมือ่

ผานจากกระเพาะเขาหลอดเลือดจะเหลือปริมาณนอยและยังแพรไปในอวัยวะอืน่ที่ไมใชเปาหมาย

ดวย 

 

 



บทที่ 5  
 

สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ  

 

5.1 สรุปผลการทดลอง  
 

งานวิจยันี้ศึกษาผลการดัดแปลงโครงสรางของเจลาตนิโดยใชคอเลสเตอรอลเพื่อใชในระบบ

นําสงยาที่ไมละลายน้ําโดยใชเคอรคูมินเปนตนแบบยา ความสําเร็จในการดัดแปลงเจลาตนิตรวจสอบ

จากปริมาณอะมิโนอิสระที่ถกูเชื่อมโยงพันธะกับหมูไฮดรอกซิลของคอเลสเตอรอล ปริมาณอะมิโนของเจ

ลาตินดัดแปลงดวยคอเลสเตอรอลที่ปริมาณตางๆมีคาลดลงตามลําดับเมื่อเพิ่มปริมาณคอเลสเตอรอล

และปริมาณสารเชื่อมพนัธะ เมื่อศึกษาลักษณะสมบตัิทางเคมีของเจลาตินดัดแปลงดวยเทคนิคฟูเรียร

ทรานสฟอรมอินฟาเรดสเปกโตรสโกปพบวาพีคการสัน่ในชวงเอไมด I และเอไมด Π  ซึ่งเปนพคีที่แสดง

ถึงหมูอะมิโนอสิระ มีการลดลง ในขณะทีพ่ีคซึ่งแสดงถงึหมู C-OH มีพคีการสั่นที่สูงขึน้ เมื่อเจลาตินมีการ

ดัดแปลงโครงสรางมากขึ้น คามมุสัมผัสน้ําของฟลมเจลาตินสามารถบงบอกถึงความสาํเร็จในการ

ดัดแปลงเจลาตินไดเชนกนั คามมุสัมผัสน้ําของเจลาตินดัดแปลงมีแนวโนมเพิ่มข้ึนเมื่อปริมาณของ

คอเลสเตอรอลเพิ่มข้ึนแสดงถึงความเปน hydrophobicity ที่เพิม่ข้ึนของเจลาตินดัดแปลง จากผล

ดังกลาวพบวาสมบัติความไมชอบน้ําของเจลาตินดัดแปลงควบคุมไดโดยการปรับเปลี่ยนปริมาณของ

คอเลสเตอรอลที่ใชในปฏิกิริยา เจลาตนิที่มกีารดัดแปลงโครงสรางดวยคอเลสเตอรอลมาก แสดงถึง

สมบัติความไมชอบน้ํามากขึ้น ทาํใหเกิดพันธะระหวางเคอรคูมินกับแผนเจลาตนิดดัแปลง 

เจลาตินดัดแปลงถูกนํามาขึน้รูปเปนแผนดวยเทคนิคทาํแหงเยือกแข็ง (freeze-drying) แลวทาํ

การเชื่อมโยงพันธะดวยสารละลาย glutaraldehyde ระดับการเชื่อมโยงพนัธะของแผนเจลาติน

ดัดแปลงลดลงตามลาํดบัเมือ่เจลาตินมกีารดัดแปลงโครงสรางมากขึน้สอดคลองกับสมบัติการดูดซับ

น้ําของแผนเจลาตินดัดแปลงซึ่งสามารถดูดซับน้ําไดมากข้ึน สงผลตอการยอยสลายของแผนเจลาติน

ดัดแปลงเนื่องจากหากแผนเจลาตินดัดแปลงสามารถดูดซับน้ําไวไดมาก การยอยสลายของเจลาติน

มักจะเกิดขึ้นไดงาย เปนผลใหเกิดการปลดปลอยเคอรคูมินเนื่องจากการปลดปลอยเคอรคูมินเปนไป

ตามการสลายตัวของแผนเจลาติน การเกดิพันธะ hydrophobic ระหวางเคอรคูมนิกับแผนเจลาติน

ดัดแปลง ทําใหเคอรคมูินไมแพรออกมาจากแผนเจลาตนิ ในสารละลาย PBS buffer (0.01% Tween 
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80) ดังนัน้ระบบดังกลาวนีจ้ึงมีศักยภาพที่จะใชในการปลดปลอยเคอรคูมินในรางกาย เนื่องจากจะมี

การสงผาน เคอรคูมินอยางตอเนื่องเปนเวลานานโดยในระยะแรกจะเปนการแพรและในระยะตอไป

การสงผานเคอรคูมินจะเปนไปตามการสลายตัวของแผนเจลาตินในรางกาย ซึง่สามารถทีจ่ะดัดแปลง

ไดโดยการปรับเปลี่ยนสภาวะในการเชื่อมโยงพนัธะ  

 กอนนําแผนเจลาตินดัดแปลงไปทดลองใชจริงในสัตวทดลองไดมีการนาํแผนเจลาตินไป

ทดสอบความเปนพษิโดยการเลี้ยงเซลล L929 mouse fibroblast เปนเวลา 72 ชั่วโมง เพื่อทดสอบการ

ยึดเกาะและการเพิ่มจาํนวนของเซลลพบวาปริมาณเซลลในแผนเจลาตินทุกแบบที่ดดัแปลงโครงสราง

ดวยคอเลสเตอรอลไมแตกตางอยางมีนยัสาํคัญกับปริมาณเซลลที่เลี้ยงบนแผนเจลาตนิ (G) ดังนัน้การ

ดัดแปลงโครงสรางดวยคอเลสเตอรอลจึงไมกอใหเกิดความเปนพิษกบัเซลล เมื่อนําแผนเจลาติน

ดัดแปลงไปทดลองใชจริงในสัตวทดลองโดยการนาํแผนเจลาตนิไปฝงใตแผนหลงัของหนูทดลองเพื่อ

วิเคราะหหาปริมาณเคอรคูมินในเลือดของสัตวทดลองที่เวลาตางๆ คือวันที ่ 3, 6, 10 และ 14  พบวา 

แผนเจลาตนิทีด่ดูซับเคอรคูมิน 100 μg พบปริมาณเคอรคูมินมากที่สุดในวันที่ 6 และไมพบเลยในวนัที ่

14 เนื่องจากปริมาณเคอรคูมินถูกดดูซับในปริมาณนอยเกนิไปทําใหเคอรคูมินเกิดการปลดปลอย

ออกมาหมดกอนที่แผนเจลาตินจะเกิดการสลายหมด โดยในเวลา 14 วันพบปริมาณเคอรคูมินใน

รางกายทั้งหมดเทากับ 0.32 % ของปริมาณเริ่มตน ในขณะที่แผนเจลาตินที่ดูดซับเคอรคูมิน  400 μg  

ยังพบปริมาณเคอรคูมินอยูในวนัที ่14 (ผลนี้ไมรวม 1st burst ทําใหพบเคอรคูมินในปริมาณต่ํา) เมือ่นํา

แผนเจลาตนิดัดแปลงไปทดสอบการปลดปลอยเคอรคูมิน ในการปองกันการเกิดหลอดเลือดใหมใน

หนนููดไมสที่ไดรับการปลูกถายเซลลเฮปจี-ทู พบวาสามารถลดการเกิดหลอดเลือดใหมในหนนูดูไมสที่

ไดรับการปลูกถายเซลลเฮปจี-ทู 14 วันได และมีผลทาํใหมะเรง็มีขนาดเล็กกวา จากผลดังกลาวแสดง

ใหเหน็ถงึความสําเร็จในการดัดแปลงเจลาตินเพื่อการนาํสงสารที่ไมลายน้ําอยางเคอรคูมิน อยางไรก็

ตามตองมีการศึกษาเพิ่มเติมเพื่อเลือกใชชนิดของแผนเจลาตินดัดแปลงใหเหมาะสมกับเวลาที่ตอง

นําสง  

  

5.2 ขอเสนอแนะ  
เพื่อใหผลการวิจัยนี้สมบูรณยิ่งขึ้น จึงมีแนวทางปรับปรุงและศึกษาเพิม่เติม ดังตอไปนี ้ 

1. การทดสอบคามุมสัมผัสน้ําอาจจะมีความผิดพลาดสูงเนื่องจากฟลมเจลาตินที่ทดสอบมี

ความชอบน้ําสูงอยูแลว จึงควรปรับปรุงใหใชวิธวีัดคามุมสัมผัสกับสารละลายอืน่ๆ ที่ไม

ชอบน้ํา และตองใชฟลมที่บางมากในการทดสอบ  
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2.  ทดลองเปลี่ยนวธิีการเชือ่มโยงพันธะดวยสารเคม ีglutaraldehyde ในการขึ้นรูปแผนไฮโดร

เจล เปนการเชื่อมโยงพนัธะดวยวิธีอ่ืนเชน ดวย EDC เพือ่หลีกเลี่ยงความเปนพิษที่เกดิขึ้น 

3. ทดลองเปลี่ยนวิธกีารขึ้นรูปเปนลักษณะอืน่ๆ เชน ข้ึนรูปเปน microsphere แลวทดสอบ

ลักษณะสมบตัิตางๆเปรียบเทียบกับการขึน้รูปเปนแผนเจลาติน 

4. ปรับปรุงการดดัแปลงโครงสรางของเจลาตนิโดยใชโพลิเมอรตัวอ่ืนมาชวยเพิ่ม NH2 ในการ

เชื่อมโยงพนัธะ เชน ไคโตซาน เพื่อแกไขปญหาการลดลงของปริมาณอะมิโนอิสระหลัง

การดัดแปลงโครงสรางของเจลาตินที่มีการดัดแปลงสูง 

5.  ทดลองปรับเปลี่ยนปริมาณเคอรคูมินใหเหมาะสมกับขนาดของแผนแผนเจลาตนิดัดแปลง

ซึ่งจะสามารถดูดซับไดเพื่อใหมีการปลดปลอยในอัตราทีเ่หมาะสม 
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ภาคผนวก ก. 
การเตรียมสารละลายที่ใชในการดัดแปลงโครงสรางของ 

เจลาติน 
การเตรียมสารละลาย 4 ชนดิที่ใชในการดัดแปลงโครงสรางของเจลาติน  

สารละลาย ก : ละลาย 1 กรัมของเจลาตินใน 30 กรัม DMSO และปนกวนที่อุณหภูมิ 60  

องศาเซลเซียสในขวดที่ปดอยางแนนหนา จนกระทั่งเจลาตินละลายหมด (2-3 ชั่วโมง) 

สารละลาย ข : ละลายคอเลสเตอรอลที่ปริมาณตางๆ กันในสารละลาย pyridine 10 

มิลลิลิตร และปนกวนที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสเปนเวลา 3 ช่ัวโมง 

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

อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสเปนเวลา 3 ชั่วโมง 

สารละลาย ง : ละลาย DMAP (ปริมาณ 1-3 เทาของคอเลสเตอรอล) ใน 5 กรัม DMSO ท่ี

อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสเปนเวลา 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 ท่ีใชในปฏิกิริยา คํานวณไดจากสมการ 

 

 

 

การคํานวณหาปริมาณของ DMAP ที่ใชในปฏิกิริยา คํานวณไดจากสมการ 

 

 

 

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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ตัวอยางการคาํนวณ 
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 เทาของคอเลสเตอรอล):  (0.029/386.65) x 1 x 256.2 = 0.019 g 

การเตรียม DMAP (ปริมาณ 1 เทาของคอเลสเตอรอล): (0.029/386.65) x 1 x 122.17 = 0.009 g 

 

ตารางที่ ก.1  แสดงปริมาณ (กรัม) ของสารที่ใชในการดัดแปลงเจลาติน 1 กรัมท่ีอัตราสวนตางๆ 

 

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 

ใชสารเชื่อมพันธะใน

ปริมาณ 1 เทาของ

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 

ใชสารเชื่อมพันธะใน

ปริมาณ 2 เทาของ

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 

ใชสารเชื่อมพันธะใน

ปริมาณ 3 เทาของ

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) 

 

การหาปริมาณอะมิโนอิสระและรอยละการเชื่อมโยงพันธะทําไดโดยใชวิธ ี 2,4,6-trinitro-

benzensulfonic acid (TNBS) [Nagai, N. และคณะ, 2004] โดยมขีัน้ตอนดังนี ้ 

1.  ใสแผนเจลาตนิที่มนี้าํหนัก 5 มิลลิกรัม ลงไปในสารละลาย NaHCO3  ความเขมขนรอยละ 0.4 

(โดยน้ําหนักตอปริมาตร) ในน้ํากลัน่ที ่pH 8.5 และตามดวย 1 มิลลิลิตร ของสารละลาย TNBS 

ความเขมขนรอยละ 0.5 (โดยน้ําหนักตอปริมาตร) ในน้าํกลั่น (สารละลาย TNBS น้ีไมสามารถทํา

เก็บไวใชไดเนื่องจากสารประเภทนี้มีความไวตอแสง) 

2. ใหความรอนทีอุ่ณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ในอางใหความรอน เปนเวลา 2 ชั่วโมง  

3. หากพบวาแผนเจลาตินยังละลายไมหมดใหเติม กรดไฮโดรคลอริก (HCl) ความเขมขน 6 N 

ปริมาตร 2 มิลลิลิตร และเพิ่มอุณหภูมิไปท่ี 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 90 นาที  

4. วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 415 นาโนเมตรดวยเครื่อง spectrophotometer เพื่อวัด

ปริมาณกรดอะมิโนอิสระท่ีเหลืออยูในแผนเจลาตินรอยละการเชื่อมโยงพันธะสามารถคํานวณไดจาก

สูตร 

Degree of cross-linking (%)   =  100x
A

BA
⎥⎦
⎤

⎢⎣
⎡ −   

 
โดยที ่ A เปนปริมาณอะมิโนอิสระของแผนเจลาตินกอนการเชื่อมโยงพันธะและ                       

 B เปนปริมาณอะมิโนอิสระของแผนเจลาตินหลังการเชื่อมโยงพันธะ 

 

 
 

รูปที ่ข.1 กราฟมาตรฐานของ β – alanine  



ตารางที่ ข.1 แสดงปริมาณอะมิโนอิสระทีเ่ปลี่ยนแปลงหลังการดัดแปลงโครงสรางเจลาตินและหลังการเชื่อมโยงพันธะ (mean ± SD, n=3) 

ใชสารเชื่อมพันธะ  

1 เทาของคอเลสเตอรอล 

ใชสารเชื่อมพันธะ   

2 เทาของคอเลสเตอรอล 

ใชสารเชื่อมพันธะ   

3 เทาของคอเลสเตอรอล 

รหัส 

หลังการดัดแปลง

โครงสราง(µg/g) 
 x 102 

หลังการเชื่อมโยง

พันธะ(µg/g) 
x 102 

หลังการดัดแปลง

โครงสราง(µg/ml) 
x 102 

หลังการเชื่อมโยง

พันธะ(µg/g) 
x 102 

หลังการดัดแปลง

โครงสราง(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. 
การหาคาอุณหภูมิในการสลายตัว (Td) 

 
หลักการทาํงาน 

 วัดคาน้ําหนกัที่เปล่ียนแปลงไปที่เกิดจากการเปลี่ยนแปลงของสารโดยใชเครื่อง 
Thermogravimetric/Differential Analyzer (TG/DTA) เชนวัดน้ําหนักที่หายไปของสารตอเวลาหรือ

อุณหภูมิ ซ่ึงเกิดจากการสลายตัวหรือการเอาน้าํออก ซึ่งกราฟที่ไดประกอบดวย คาน้าํหนักที่หายไปใน

ฟงกชันของอุณหภูมิ และอัตราการหายไปของน้ําหนักตออุณหภูมิ โดยกราฟทีไ่ดนั้นแสดงใหเหน็ถึง

ลักษณะเฉพาะของสารหรือระบบหนึ่งๆ เนื่องจากลาํดับของปฏิกิริยาทางเคมีท่ีเกิดขึ้นที่ชวงของอุณหภูมิที่

แนนอน การเปลี่ยนแปลงของน้ําหนักนี้เปนผลมาจากการสลายตัว หรือการรวมตัวของสาร ที่อุณหภูมิที่

สูงขึ้น เชนการระเหยตัวของสาร หรือการเกิดขึน้ของผลติภัณฑท่ีมนี้ําหนกัมาก  

 
การเตรยีมตัวอยาง  

อบตัวอยางทีน่ํามาวิเคราะหที่อุณหภูม ิ60 องศาเซลเซียส เปนเวลาหนึ่งชั่วโมง เพ่ือไลความชื้นทีม่ี

อยูในตัวอยาง ไมใหการวิเคราะหคลาดเคลื่อน ตัวอยางที่นาํมาวิเคราะหควรมนี้ําหนักไมเกิน 10 มิลลิกรัม 

เพื่อลดผลกระทบจากความแตกตางของอณุหภูมิ จากนัน้นาํวางบนภาชนะที่ใสตัวอยาง  

 
ผลที่ไดจากการวิเคราะห  

กราฟที่ไดนั้นดังที่กลาวไวแลวประกอบดวย ฟงกชันระหวางอัตราการเปลี่ยนแปลงของน้ําหนักและ

อุณหภูมิ และฟงกชันระหวางน้ําหนกัที่หายไปตออุณหภูมิ ซ่ึงกราฟฟงกชันของอัตราการเปลี่ยนแปลง

น้ําหนกั จะแสดงถึงชวงอุณหภูมิที่มีการเปลี่ยนแปลงน้ําหนัก กลาวคือในชวงอณุหภูมินัน้มีการ

เปลี่ยนแปลงเกิดขึน้ เชน มีการสลายตัวของสาร มีปฏิกิริยาเกิดขึ้น หรือน้ําที่อยูในโครงสรางมีการระเหย

ออก เปนตน ซ่ึงรูปแบบของกราฟนี้จะแสดงในรูปปริมาณของน้ําหนกัที่หายไปของสวนประกอบแตละสวน

ที่อุณหภูมิสลายตัวตางๆ  
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รูปที ่ ค.1 แสดงผลการวิเคราะหคาอุณหภูมิในการเปลี่ยนแปลงน้ําหนกัของเจลาติน (G) โดยใช

โปรแกรม Onset จากเครื่อง TG/DTA ซ่ึงจะไดคาอุณหภูมิในการเปลี่ยนแปลงน้ําหนกัของเจลาตินเปน 293 

องศาเซลเซียส 
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รูปที ่ ค.2 แสดงผลการวิเคราะหคาอุณหภูมิในการเปลี่ยนแปลงน้ําหนกัของ CG25 ที่ผานการ

ดัดแปลงโดยใชสารเชื่อมพันธะในปริมาณ 1, 2 และ 3 เทาของคอเลสเตอรอล 

DSC1X 

DSC2X 

DSC3X 
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รูปที ่ ค.3 แสดงผลการวิเคราะหคาอุณหภูมิในการเปลี่ยนแปลงน้ําหนกัของ CG50 ที่ผานการ

ดัดแปลงโดยใชสารเชื่อมพันธะในปริมาณ 1, 2 และ 3 เทาของคอเลสเตอรอล 

 

DSC1X 

DSC2X 

DSC3X 
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รูปที ่ ค.4 แสดงผลการวิเคราะหคาอุณหภูมิในการเปลี่ยนแปลงน้ําหนกัของ CG66 ที่ผานการ

ดัดแปลงโดยใชสารเชื่อมพันธะในปริมาณ 1, 2 และ 3 เทาของคอเลสเตอรอล 
 

DSC1X 

DSC2X 

DSC3X 
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รูปที ่ ค.5 แสดงผลการวิเคราะหคาอุณหภูมิในการเปลี่ยนแปลงน้ําหนกัของ CG75 ที่ผานการ

ดัดแปลงโดยใชสารเชื่อมพันธะในปริมาณ 1, 2 และ 3 เทาของคอเลสเตอรอล 

DSC1X 

DSC2X 

DSC3X 
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รูปที ่ ค.6 แสดงผลการวิเคราะหคาอุณหภูมิในการเปลี่ยนแปลงน้ําหนกัของ CG100 ที่ผานการ

ดัดแปลงโดยใชสารเชื่อมพันธะในปริมาณ 1, 2 และ 3 เทาของคอเลสเตอรอล 
 

DSC1X 

DSC2X 

DSC3X 
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รูปที ่ ค.7 แสดงผลการวิเคราะหคาอุณหภูมิในการเปลี่ยนแปลงน้ําหนกัของ CG125 ที่ผานการ

ดัดแปลงโดยใชสารเชื่อมพันธะในปริมาณ 1, 2 และ 3 เทาของคอเลสเตอรอล 
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ภาคผนวก ง. 
การหาคามุมสัมผัสนํ้า  

[Einerson, J. และคณะ, 2002] 
 
ขัน้ตอนการเตรียมฟลม: 
1. เตรียมสารละลายของเจลาตินที่ดัดแปลงโครงสรางแลว โดยเตรียมความเขมขน 2 มลิลิกรัม/ มิลลิลิตร 

2. หยดสารละลายปริมาตร 100 ไมโครลิตรบน glass slide ( ขนาด 1 x 2  ตารางเซนติเมตร) ที่สะอาด  

3. นําไปใหความรอนที่อุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1 ช่ัวโมง 

4. ทําแหงตัวอยางที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 4 ช่ัวโมง และเก็บตัวอยางที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
การวัดคามุมสัมผัส: 
1. ทําแหงตัวอยางในโถดูดความชื้นโดยใช vacuum pump 1 ช่ัวโมงกอนทาํการวัด 

2. วัดคามุมสัมผัสที่ผิวหนาของแผนฟลมหลงัจากหยดน้ําบนตัวอยาง 30 วินาที  

 หมายเหต:ุ   

1. วัดคามุมสัมผัส 5 จุดบนตัวอยาง 1 ตัวอยาง ( ตัวอยางละ 4 ซํ้า ) 

2. วัดคามุมสัมผัสของแผน glass slide เปนตัวอางอิง 
ขัน้ตอนการวดัคามุมสัมผัสน้ํา:  
1.  เตรียมสารละลายใสในหลอดเข็มฉีดยา (ขอควรระวัง ในการเตรียมสารละลายใสในหลอดเข็มฉีดยา 

สารละลายตองเปนสารที่ละลายน้าํได ถาเปนสารที่มีความเหนียวตองระวังเพราะทําความสะอาด

ยาก)  

2. นําเข็มฉีดยาใสในชุดปรับละเอียด 

3. ปรับติดตั้งในแกนใสเข็มฉีดยา ลองปรับดูวาหยดสารออกมาไดสะดวกหรือไม 

4.  เตรียมตัวอยางที่ตองการวัดคามุมสัมผัสนํ้า ใหมีพื้นผิวสะอาด วางในระดับทีแ่สงสองดานหลังของ

 เลนสสองไดถึง  

5. จัดวางตัวอยางในที่วางบนแทนจับยึดใหแนบกับแทน - เปดคอมพิวเตอร 

6. เมื่อเครื่องคอมพิวเตอรเปดแลวเลือกโปรแกรม Tantec Software ซ่ึงหลักการวัดคอื การใชกลอง

 วีดีโอ CCD ดึงภาพจริงจากบริเวณที่ตองการวัดมาสงผานแผงวงจร สรางภาพบนจอคอมพิวเตอรแลว 

ใชโปรแกรมทีส่ามารถแยกแยะขอบเขตของภาพชวยในการคํานวณคามุมองศาที่ตองการ นําเสนอบน

จอคอมพิวเตอร ซ่ึงเคร่ือง contact angle แสดงในรูปที ่ง.1 
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รูปที ่ง.1 Contact angle (ทีม่า: www.imtek.de) 

 

การวิเคราะหผลการทดลองเพื่อพิจารณาความเปน hydrophobicity และ hydrophilicity ของพื้น

ผิวช้ินงาน สามารถพิจารณาจากคามุมสัมผัสน้ําที่วัดไดโดยหากคามุมสัมผัสน้าํของพ้ืนผิวชิ้นงานมีคา

มากกวา 65 องศา แสดงวาพ้ืนผิวชิ้นงานชนิดนัน้แสดงความเปน hydrophobicity แตถาหากคามุมสัมผัส

น้ําที่วัดไดมีคาต่ํากวา 65 องศาแสดงวาพื้นผิวชิน้งานชนิดนัน้แสดงความเปน hydrophilicity [Vogler, EA. 

1998] 
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ภาคผนวก จ. 
การยอยสลายทางชีวภาพภายนอกรางกาย [Choi, Ys และคณะ, 1998] 

 
การทดสอบอัตราการยอยสลายทางชีวภาพภายนอกรางกายของแผนเจลาตินดัดแปลงดวยวิธีการ

ยอยสลายในเอนไซม collagenase  โดยดัดแปลงวิธีของ YS. Choi ในการหาอัตราการยอยสลายของแผน

เจลาตินดัดแปลงโดยแชแผนเจลาตินดัดแปลงขนาดเสนผานศูนยกลาง 7 มิลลิเมตร หนัก 5 มิลลิกรัม ใน

สารละลายฟอตเฟตบัฟเฟอร (PBS buffer) ที่ pH 7.4 ที่มีเอนไซม bacterial collagenase ความเขมขน 1 

ยูนิต/มิลลิลิตร และเก็บไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 สัปดาห โดยติดตามผลทุก 24 ชั่วโมง 

จึงนําออกมาลางดวยน้ํากลั่นกอนที่จะทําใหแหงที่อุณหภูมิเยือกแข็ง   

การยอยสลายทางชีวภาพของแผนเจลาตินดัดแปลงแสดงดังตาราง จ.1 
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 ตาราง จ.1 รอยละของน้าํหนกัที่เหลือของแผนเจลาตินดัดแปลง(หนัก 5 มิลลิกรมั) ในสารละลาย PBS 

pH 7.4 ที่มีเอนไซม bacterial collagenase ความเขมขน 1 ยูนิต/มิลลิลิตร 

 

น้ําหนกัคงเหลือของแผนเจลาติน (%) 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] มีโครงสรางเปน 

วงแหวนของเกลือ tetrazolium มีสีเหลือง โดยที ่MTT ทีถู่กละลายในอาหารเลี้ยงเซลลที่ไมมี 

phenol red จะถูกเปลี่ยนเปนผลึก formazan สีมวงที่เนือ่งจากการถกูทําลายวงแหวน tetrazolium 

ดวยเอนไซม dehydrogenease จากไมโตคอนเดรียที่อยูในเซลลที่ยังมีชีวิตอยู ผลึกสีมวงที่เกิดขึน้ 

ภายในเซลลไมสามารถแพรผานเยื่อหุมเซลลไดแตสามารถละลายไดโดยใชตัวทาํละลาย เชน 

dimethyl suklfoxide (DMSO) สารละลายสีมวงที่ไดจะถูกนาํไปวัดคาดูดกลืนแสงในชวงความ 

ยาวคลืน่ 570 นาโนเมตรเพื่อหาปริมาณผลึก formazan ท่ีถกูละลายออกมามีคาแปรผันโดยตรง 

กับปริมาณเซลลที่มีชีวิตอยู (Mosmann, 1983; Choi และคณะ, 2004) 

 
ขัน้ตอนการทดสอบ 
1) เตรียมสารละลาย MTT เขมขน 0.5 mg/ml ในอาหารเลี้ยงเซลล DMEM ท่ีไมมีฟนอล 

เรด (phenol red) 

2) หลังจากการเพาะเลี้ยงเซลลที่เวลา 5 ช่ัวโมง ใหนาํอาหารเลี้ยงเซลลออกแลวลางดวย 

สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 7.4 

3) เติมสารละลาย MTT จากขอ 1) ลงในหลุมทีม่ีเซลลอยู 

4) ทําการ incubate ใน incubator ที่มีสภาวะ CO2 อุณหภูม ิ37ºC เปนเวลา 30 นาท ี

5) นําสารละลาย MTT ออกจากหลุมเลี้ยงเซลล 

6) เติมสารละลายผสม DMSO ลงในหลุมเลี้ยงเซลลแลวใชปเปตพน DMSO ขึน้-ลงเพื่อ 

ละลายผลกึ formazan 

7) นําสารละลายจากขอ 6) ไปวัดคาดูดกลืนแสงที่คาความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร 
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รูปที ่ฉ.1 กราฟมาตรฐานของเซลล L929 mouse fibroblast (n = 4) 

 

ตาราง ฉ.1 จาํนวนเซลล L929 mouse fibroblast ท่ีมีชีวิตบนแผนเจลาตินดัดแปลงที่เวลาตางๆ (จํานวน

เซลลเริ่มตน 10,000 เซลล/แผนเจลาติน) 
 

จํานวนเซลลทีม่ีชีวิต 
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. 
การปลดปลอยเคอรคูมินภายนอกรางกาย 

 
การเตรยีมกราฟมาตรฐานของสารละลายผสมระหวาง  PBS, 0.01% Tween 80 และเคอรคูมิน 

การทดสอบการปลดปลอยเคอรคูมินภายนอกรางกายในเบื้องตนไดสรางกราฟมาตรฐานของ

สารละลายผสมระหวาง  PBS, 0.01% Tween 80 และเคอรคูมิน โดยเตรียมสารละลายมาตรฐานเคอรคูมิน 

ความเขมขน 0.0625, 0.125, 0.25, 0.5, 1, 2 และ 4 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร โดยใชเอทานอลเปนตัวทาํละลาย

และนําไปวิเคราะหหาคาความความยาวคลื่น (wavelenge) และคาการดูดกลืนแสง (absorbance) ของ

เคอรคูมิน โดยใชเครื่อง  UV-vis spectrophotometer จะไดคาความยาวคลื่นที่ 412.60 นาโนเมตร และ

กราฟมาตรฐานของสารละลายผสมระหวาง  PBS, 0.01% Tween 80 และเคอรคูมิน ดังแสดงในรูปที ่ช. 1 
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รูปท ีช. 1 แสดงกราฟมาตรฐานของสารละลายผสมระหวาง  PBS, 0.01% Tween 80 และเคอรคูมิน ที่

ความยาวคลืน่ 412.60 นาโนเมตร 
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การเตรยีมกราฟมาตรฐานของสารละลายผสมระหวาง  PBS, 0.01% Tween 80, trypsin, แผนเจ
ลาตินดัดแปลง และเคอรคูมิน 

การทดสอบการปลดปลอยเคอรคูมินภายนอกรางกายในเบื้องตนไดสรางกราฟมาตรฐานของ

สารละลายผสมระหวาง  PBS, 0.01% Tween 80, trypsin, แผนเจลาตินดัดแปลง และเคอรคูมิน โดยเตรียม

สารละลายมาตรฐานเคอรคูมิน ความเขมขน 0.0625, 0.125, 0.25, 0.5, 1, 2 และ 4 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร โดย

ใชเอทานอลเปนตัวทําละลายและนําไปวเิคราะหหาคาความความยาวคลื่น (wavelenge) และคาการ

ดูดกลืนแสง (absorbance) ของเคอรคูมิน โดยใชเครื่อง  UV-vis spectrophotometer จะไดคาความยาว

คลื่นที่ 285.50 นาโนเมตร และกราฟมาตรฐานของสารละลายผสมระหวาง  PBS, 0.01% Tween 80, 

trypsin, แผนเจลาตินดัดแปลง และเคอรคูมิน ดังแสดงในรูปที ่ช. 2 
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รูปท ีช. 2 แสดงกราฟมาตรฐานของสารละลายผสมระหวาง  PBS, 0.01% Tween 80, trypsin, แผนเจ

ลาตินดัดแปลง และเคอรคูมิน ท่ีความยาวคลื่น 285.50 นาโนเมตร 
 
การคํานวณหาเปอรเซนตการปลดปลอยเคอรคูมินภายนอกรางกาย คํานวณไดจากสมการ (1) และ (2) 

(1) (Ct / Ca) x 100 = %การปลดปลอยเคอรคูมิน            

(2) ODcontrol – ODsample = ปริมาณเคอรคูมิน ณ เวลาใดๆ 

โดยที่  Ct คือ ปริมาณเคอรคูมิน ณ เวลาใดๆ, Ca คือ ปริมาณเคอรคูมินทั้งหมดหลังการยอยสลายของแผน

เจลาตินดัดแปลง, control และ sample เปนแผนเจลาตนิดัดแปลงทีไ่มไดดูดซับเคอรคูมินและดูดซับเคอร

คูมินตามลาํดบั 
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ภาคผนวก ซ. 
ระดับเคอรคูมินในเลือดของสัตวทดลอง 

 
การทดสอบปริมาณเคอรคูมินในเลือดของสัตวทดลอง 
วิธีการทดสอบในสัตวทดลอง 

1. การทดลองจะถูกแบงออกเปน 3 กลุม กลุม 1 เปนกลุมควบคุม คือ กลุมท่ีฝงแผนเจลาติน

ดัดแปลงที่ไมไดดูดซับเคอรคูมิน  กลุม 2 คือ กลุมที่ฝงแผนเจลาตินดัดแปลงที่ดูดซับเคอรคูมิน 10  

ไมโครกรัม/กรัมแผน กลุม 3 คือ กลุมที่ฝงแผนเจลาตินดัดแปลงที่ดูดซับเคอรคูมิน 40  ไมโครกรัม/กรัมแผน 

ในแตละกลุมจะทําการศึกษาเปนชวงเวลา โดยทําการศึกษาในวันที่ 3, 6, 10 และ 14  ในแตละชวงเวลาจะ

ใชหนูในการปลูกถายจํานวน 3 ตัว (n =3) ดังนั้นใชหนูในการทดสอบทั้งหมด  36 ตัว และใชแผนเจลาตินที่

ผานการดัดแปลงโครงสรางดวยคอเลสเตอรอลขนาด 1 x 1 เซนติเมตร ความหนา 0.7 มิลลิเมตรจํานวน 

36  ตัวอยาง  

2. หลังการปลูกฝงแผนเจลาตินดัดแปลง ทําการเก็บเลือดของหนูที่ไดจากหัวใจหนูท่ีเวลาตางๆ 

ทําการแยกพลาสมาออกจากเลือดแลวสกัดเอาเคอรคูมินออกมานําไปวิเคราะหหาปริมาณเคอรคูมินใน

พลาสมาดวยเครื่อง HPLC โดยใช column C-18 Mobile phase ใช acetronitrile และ 10% acetic acid 

(50:50) ที่อัตราการไหล 1 มิลลิลิตร/นาที 

ไดผลการทดลองดังนี้ 
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รูปที ่ซ.1 แสดงกราฟ HPLC  ของเลือดหนหูลังการฝงแผนเจลาตนิดัดแปลงที่ไมไดดูดซับเคอรคูมิน เปน

เวลา 3 วัน แลวนาํไปบมเอมไซม β - glucuronidase 

หนูตวัที่ 1 

หนูตวัที่ 2 

หนูตวัที่ 3 
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รูปที ่ซ.2 แสดงกราฟ HPLC  ของเลือดหนูหลังการฝงแผนเจลาตินดดัแปลงที่ดูดซับเคอรคูมิน 10  มิลลิกรัม/

กรัมแผน เปนเวลา 3 วนั แลวนาํไปบมเอมไซม β - glucuronidase 

หนูตวัที่ 1 

หนูตวัที่ 2 

หนูตวัที่ 3 
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รูปที ่ซ.3 แสดงกราฟ HPLC  ของเลือดหนูหลังการฝงแผนเจลาตินดดัแปลงที่ดูดซับเคอรคูมิน 40  มิลลิกรัม/

กรัมแผน เปนเวลา 3 วนั แลวนาํไปบมเอมไซม β - glucuronidase 

หนูตวัที่ 1 

หนูตวัที่ 2 

หนูตวัที่ 3 
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รูปที ่ซ.4 แสดงกราฟ HPLC  ของเลือดหนูหลังการฝงแผนเจลาตินดดัแปลงที่ไมไดดูดซับเคอรคูมิน เปน

เวลา 6 วัน แลวนาํไปบมเอมไซม β - glucuronidase 

หนูตวัที่ 1 

หนูตวัที่ 2 

หนูตวัที่ 3 



 130

 

 

 
รูปที ่ซ.5 แสดงกราฟ HPLC  ของเลือดหนูหลังการฝงแผนเจลาตินดดัแปลงที่ดูดซับเคอรคูมิน 10  มิลลิกรัม/

กรัมแผน เปนเวลา 6 วนั แลวนาํไปบมเอมไซม β - glucuronidase 

หนูตวัที่ 1 

หนูตวัที่ 2 

หนูตวัที่ 3 
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รูปที ่ซ.6 แสดงกราฟ HPLC  ของเลือดหนูหลังการฝงแผนเจลาตินดดัแปลงที่ดูดซับเคอรคูมิน 40  มิลลิกรัม/

กรัมแผน เปนเวลา 6 วนั แลวนาํไปบมเอมไซม β - glucuronidase 
 
 

หนูตวัที่ 1 

หนูตวัที่ 2 
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รูปที ่ซ.7 แสดงกราฟ HPLC  ของเลือดหนูหลังการฝงแผนเจลาตินดดัแปลงที่ไมไดดูดซับเคอรคูมินเปน

เวลา 10 วนั แลวนาํไปบมเอมไซม β - glucuronidase 

หนูตวัที่ 1 

หนูตวัที่ 2 

หนูตวัที่ 3 
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รูปที ่ซ.8 แสดงกราฟ HPLC  ของเลือดหนูหลังการฝงแผนเจลาตินดดัแปลงที่ดูดซับเคอรคูมิน 10  

มิลลิกรัม/กรัมแผน เปนเวลา 10 วนั แลวนาํไปบมเอมไซม β - glucuronidase 

หนูตวัที่ 1 

หนูตวัที่ 2 

หนูตวัที่ 3 
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รูปที ่ซ.9 แสดงกราฟ HPLC  ของเลือดหนูหลังการฝงแผนเจลาตินดดัแปลงที่ดูดซับเคอรคูมิน 40  

มิลลิกรัม/กรัมแผน เปนเวลา 10 วนั แลวนาํไปบมเอมไซม β - glucuronidase 

หนูตวัที่ 2 

หนูตวัที่ 3 

หนูตวัที่ 1 
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รูปที ่ซ.10 แสดงกราฟ HPLC  ของเลือดหนหูลังการฝงแผนเจลาตนิดัดแปลงที่ไมไดดูดซับเคอรคูมินเปน

เวลา 14 วนั แลวนาํไปบมเอมไซม β - glucuronidase 

หนูตวัที่ 1 

หนูตวัที่ 2 

หนูตวัที่ 3 
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รูปที ่ซ.11 แสดงกราฟ HPLC  ของเลือดหนหูลังการฝงแผนเจลาตนิดัดแปลงที่ดูดซับเคอรคูมิน 10  

มิลลิกรัม/กรัมแผน เปนเวลา 14 วนั แลวนาํไปบมเอมไซม β - glucuronidase 

 

หนูตวัที่ 1 

หนูตวัที่ 2 

หนูตวัที่ 3 
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รูปที ่ซ.12 แสดงกราฟ HPLC  ของเลือดหนหูลังการฝงแผนเจลาตนิดัดแปลงที่ดูดซับเคอรคูมิน 40  

มิลลิกรัม/กรัมแผน เปนเวลา 14 วนั แลวนาํไปบมเอมไซม β - glucuronidase 

หนูตวัที่ 1 

หนูตวัที่ 2 

หนูตวัที่ 3 
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ภาคผนวก ฌ. 
ผลการพิจารณาจริยธรรมสัตวทดลอง 

 

การทดลองในสัตวคณะผูวิจยัไดทําการขออนุมัติจากคณะกรรมการพิจารณะจริยธรรม คณะ

แพทยศาสตร และปฏิบัติตามอยางเครงครัด สําเนาเอกสารอนุมัติแสดงในหนา 139 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ  

นางสาวจุฑามาส  รุจิสมนภา  เกิดเมื่อวันที ่ 20  กุมภาพันธ พ.ศ. 2526  ที่จงัหวัด

กรุงเทพมหานคร เขาศึกษาระดับช้ันมธัยมศึกษาที่โรงเรียนสตรีวัดมหาพฤฒาราม สําเร็จการศึกษา

ปริญญาวิศวกรรมศาสตรบัณฑิต สาขาวิชาวิศวกรรมเคมี  คณะวิศวกรรมศาสตร  มหาวทิยาลยั          

ศรีนครินทรวิโรฒ  ในปการศึกษา  2547   และเขาศึกษาตอในหลักสูตรวิศวกรรมศาสตรมหาบัณฑิต          

เมื่อปการศึกษา 2548 สาขาวิชาวิศวกรรมเคมี คณะวิศวกรรมศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย
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